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研究成果の概要（和文）： 高等植物の雌性配偶子発生については、どのような分子が、またどのよう

な分子ネットワークが関わるかほとんどわかっていない。本研究では、イネの雌性配偶子形成に関わる

遺伝子群の同定を目的として、雌性不稔系統(NIL-S)に由来する雌ずい組織のトランスクリプト

ームおよびプロテオーム解析を進めた。解析結果として、正常系統との比較によって、雌性発

生に関わると考えられる転写遺伝子群とその他遺伝子群 214 個を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：Little is known about molecules, and the molecular networks 
involved in megagametogenesis of higher plants. In order to identify genes involved in rice 
megagametogenesis, transcriptome and proteome analyses of female sterile lines were 
carried out in this study. Comparison analyses of sterile and normal ovules revealed 214 
genes that should be involved in rice megagametogenesis.  
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１．研究開始当初の背景 

 イネの雑種不稔の報告は数多くあり、一部

については原因遺伝子の単離が試みられて

いる。雑種不稔の内訳をみると多くは花粉不

稔（３０例以上）であり、これに対して雌性不稔

の報告は遺伝子座にして6〜7座程度と少な

い。そのうち3つは申請者が同定した遺伝子

座である。これまでにイネで単離同定が完了

したのは雑種不稔遺伝子 S5（PNAS 105: 

11436-11441, 2008）のみである。S5遺伝子は

１座のアレル間で働く遺伝子として報告され

ており、異なる遺伝子ローカス間で相互作用

（エピスタシス）を示す雑種不稔遺伝子は未

だ単離同定されていない。生殖隔離機構とし

てエピスタシスが重要であることは古くから

様々な生物種で示唆されてきたが、分子機構
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を具体的に明らかにした研究報告は植物で

はみあたらない。  

  高等植物では、突然変異系統などの解析

を通して生殖細胞の発生研究が進められてき

た。花粉と比べ、雌性配偶子は子房中に内

包され観察や分析に煩雑性を伴うため、発生

生理に関わる研究は比較的立ち遅れている。

生殖細胞の初期発生ステージ（減数分裂期

まで）の分子については、イネでも報告されて

いるものの（Plant Cell 19:2583-2594, 2007）、

減数分裂後の胚のう形成に関わる分子基盤

については知見が乏しい。以上のように「雑

種不稔の分子遺伝学」と「生殖発生学」の両

分野において、雌性生殖研究には課題が多

く残されている。 

 イネのマイクロアレイやプロテオーム解析は、

葉や穂など広い組織分類での発現プロファイ

ルが得られているものの、子房／胚珠限定的

な解析はなされていない。またマイクロアレイ

やプロテーム解析は、日本晴など特定品種を

ターゲットにしており、不稔個体と正常個体と

の発現比較を行った研究はこれまでに例がな

い。 

 申請者は、あそみのり  (japonica) とIR24 

(indica) の交雑後代（日印交雑と呼ぶ）にお

いて、雌性不稔を引き起す３つの補足遺伝子

座 を 染 色 体 上 に 位 置 づ け て い る （ TAG 

110:346-355, 2005）。この３遺伝子は雌性特

異的で、雄性側には影響を与えない。異常発

生の時期は減数分裂後の胚のう細胞１核期

以降であることがわかっている。日印雑種の

雌性不稔の報告としては、染色体６  (TAG 

102: 1243-1251, 2001)や染色体５ (Euphytica 

151:331-337, 2007) などがあるが、いずれも

異常の発現ステージと形態は本研究対象の

表現型と非常に酷似している。すなわち日印

交雑にみられる胚のう致死は、胚のう細胞１

核期以降における形成異常が多いといえる。

したがって、特に胚のう発生後期の分子機構

に着目し解明することは、日印交雑の雑種不

稔機構を理解する上で極めて重要度が高

い。 
 
２．研究の目的 

  高等植物において雌性配偶子の発生に

関わる研究は古くから進められてきたが、関

与遺伝子や、その遺伝子ネットワークの構造

については依然としてほとんどわかっていな

い。申請者らが見出したイネの雌性不稔は，

減数分裂後の胚のう細胞１核期以降に発生

異常が生じ、そのまま胚のうが退化するため

不稔となることがわかっている。本研究では、

１−２核期の胚のうに着目し、分裂ステージの

進行に関わる遺伝子群の同定と機能の解明

を目的として雌しべのトランスクリプトーム／プ

ロテオーム解析を進めた。先行している原因

遺伝子の単離解析では、原因遺伝子そのも

のの同定は可能であるが、周辺のネットワー

クを構成する他の分子まで幅広く捉える事は

難しく、本研究計画によって、胚のう形成に関

わる遺伝子群、特に細胞分裂関連因子を同

定し、その分子メカニズムの解明を目指す。 

 
 
３．研究の方法 

トランスクリプトーム解析：植物材料には、

日本型品種あそみのりとインド型品種 IR24

の交配に由来する雌性不稔固定系統を用い

た。この雌性不稔は、減数分裂後１核期の雌

性配偶子退化によることがわかっていたの

で、1 核期に相当する発生ステージの雌しべ

を実体顕微鏡下で摘出し、解析サンプルとし

た。あそみのりと不稔系統から回収した各 25

本程度の雌しべ組織を１サンプルとして

Total RNA を抽出し（x３反復）、Agilent 44-K

アレイにより各系統の遺伝子発現を調べた。

系統間で２倍以上の発現差を示す遺伝子を t



検定（P<0.001）により抽出した。 

プロテオーム解析：サンプルの回収は、トラ

ンスクリプトームと同様に進めた。凍結保存

した雌しべを、タンパク溶解液中（HEPES 

buffer）にて破砕／溶解し、等電点泳動サン

プルとした。1 次元泳動、2 次元泳動を経て、

分離したゲルの銀染色を行い、泳動パターン

をイメージスキャナーで取り込んだ上で比

較解析を行った。 

 
 
４．研究成果 

（１）トランスクリプトーム解析 

 雌性不稔系統と正常系統のそれぞれの胚

のう組織から抽出した RNAを用いてマイクロ

アレイ解析によりイネ約４万遺伝子の発現

を調べた。両系統間の比較において，雌性不

稔系統で発現量低下がみられた遺伝子は 169

個（216 プローブ）、発現量が上昇した遺伝子

は 45 個（65 プローブ）あった。GO 解析の

結果から，発現低下遺伝子群には転写制御に

関わる遺伝子が比較的多く含まれることが

明らかとなり（図 1、molecular function）、

その中には，複数のZn-finger proteinやMyb 

domain protein などが観察された。 

 

 

発現低下遺伝子群の中には，雌性配偶子発生

過程の４分子期〜１核期のステージにおい

て、発現上昇する遺伝子(169 遺伝子中 29 遺

伝子)が含まれており（図２）、それらのステ

ージは表現型（雌性退化の時期）と一致する

ことから、このような遺伝子群は雌性配偶子

発生に関わる可能性が特に高いと考えられ

た。 

 これまでに得られた雌性不稔系統で有意

差を示す発現遺伝子群や、雌性配偶子の発生

過程でダイナミックな変動を示す遺伝子群

の情報は、今後、雌性発生の機構解明を進め

る上で基礎データとして有効であろうと考

えられた。 

 

 
 
 
 

（２）プロテオーム解析 

 ２DE解析を行う上でサンプル溶液の質は非

常に重要であるため、先ずタンパク溶液の調

整方法と最適条件の検討を行った。これによ

り、抽出バッファーの組成と方法やサンプル

当たりに必要な組織量（200本相当／サンプル

）などの諸条件を決定した。この実験条件を

もとに雌性不稔型と正常個体の雌ずいタンパク

溶液の２ＤＥ像の比較を行い、シグナル量や泳

動度位置に変化のある特異的なタンパクスポット

を探した。個々の実験では、泳動差違を示すタ

ンパクスポット２〜３を確認できたが、プロテインシ

ーケンスへと進めることが可能な再現性の高いス

ポットは得られなかった。この再現性の問題を踏

まえて、さらに電子顕微鏡における異常部位の

特定を進めた。この組織的観察の結果、胚のう

細胞の退化部位が、胚のう細胞内の局所的な要

因によることが推察された。本研究の計画当初は

、遺伝学的解析結果で示された胚のう細胞と周

辺細胞（珠心細胞）との相互作用の重要性に基

づいて、周辺細胞を含めた雌しべ組織全体での

解析が好ましいと判断した。しかしながら、発生

Biological process Molecular functionCellular component

Down-regulated genes
Total genes

図１．雌性不稔系統で発現低下を示す遺伝子群とイネ全遺伝子の! " 分類



異常が胚のう細胞限定的であることから周辺細

胞持ち込みによるタンパク溶液の希釈によって、

十分な差違を検出できなかった可能性が考えら

れた。発生過程中の胚のう細胞１細胞を単独で

取り出すことは現在の技術では不可能と思われ

るが、Laser-microdissectionでターゲットである胚

のう細胞以外の持ち込みを減らすことや、微量タ

ンパクから2DE解析を進める系の検討などが今

後の課題となる。 
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