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研究成果の概要（和文）：本研究はイネの胚形成において器官分化を制御する二つのシグナリング経路に着目して研究
を行った。一つは茎頂分裂組織の構築過程に機能する低分子RNAによるシグナリング、もう一つがMAPキナーゼを介した
シグナリングである。これらのシグナリング経路自体はシロイヌナズナなど多くの植物で保存されているが、胚におけ
る器官分化への関与はイネを用いた申請者らの研究により初めて明らかにされた。そこで、本研究はこれまでの成果を
さらに発展させ、分化を誘導する一連のシステムをイネにおいて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research, we focus on two signaling pathways that regulate rice embryogene
sis. One is a small RNA pathway that governs shoot apical meristem formation during rice embryogenesis and
 another is a MAPK signaling that governs early embryo patterning in rice. These signaling pathways themse
lves are both exist in rice and Arabidopsis, however, their functions seem different in both species. In t
his research, we demonstrated the involvement of these pathways in the early organogenetic events during r
ice embryogenesis.
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１．研究開始当初の背景 
 形態形成機構の解明は古くから生物学研
究の重要な課題として盛んに研究が行われ
てきた。高等植物の形態形成機構については
その要ともなる分化のシグナルに関する分
子的基盤の多くが未解明である。胚形成の過
程は様々な器官の分化が連続的におきる過
程である。特にイネ科植物ではシロイヌナズ
ナなどの双子葉植物に比べ完成胚の形態が
複雑である分、連続して様々な器官分化が胚
形成の過程で観察される。このため、イネ科
植物の胚形成過程は器官分化のメカニズム
を解析するには格好の材料といえる。これま
での研究で茎頂分裂組織を特異的に欠失す
るイネ胚発生致死突然変異体の解析から、マ
イクロ RNA (miRNA)や small interfering RNA 
(siRNA)といった低分子 RNA によるシグナリ
ングに関わる因子が胚形成時における器官
分化に機能していることを発見した。さらに、
胚形成過程で全く器官を分化しない球状胚
型突然変異体の解析からMAPキナーゼを介し
たシグナリングが、イネの器官分化に機能す
ることも明らかにしている（論文投稿準備
中）。これらの結果はシロイヌナズナを用い
たこれまでの解析からは全く予想されてい
なかった。このような現状から、胚形成時に
おける器官分化を誘導する一連のシステム
をイネにおいて明らかにする必要性を痛感
し本研究を行うに至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究はイネの胚形成において器官分化
を制御する二つのシグナリング経路に着目
して研究を行った。一つは茎頂分裂組織の構
築過程に機能する低分子RNAによるシグナリ
ング、もう一つが MAP キナーゼを介したシグ
ナリングである。これらのシグナリング経路
自体はシロイヌナズナなど多くの植物で保
存されているが、胚における器官分化への関
与はイネを用いた申請者らの研究により初
めて明らかにされた。そこで、本研究はこれ
までの成果をさらに発展させ、分化を誘導す
る一連のシステムをイネにおいて明らかに
することを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 胚における器官分化に機能するMAPキナ
ーゼを介した情報伝達経路の解析 
 イネから単離した球状胚突然変異体
(gle4)の原因遺伝子はMAPキナーゼをコード
していた。この MAP キナーゼはこれまで病原
抵抗性やストレス応答との関わりが明らか
にされているが、器官分化との関わりは未解
明な点が多かった。胚における初期の器官分
化にはオーキシンの勾配による軸形成とそ
れに伴う非対称細胞分裂が重要な役割を果
たすことがシロイヌナズナで明らかにされ
ている。また、gle4 変異体はオーキシンの分
布異常に関連すると思われる表現型も観察
される。そこで、gle4 変異体における胚形成

初期の細胞分裂様式の解析を行った。具体的
には、野生型の初期胚を用いて、透明化並び
に染色方法の検討を行った。次いで、gle4 変
異型胚を用いて、野生型と変異型胚で細胞分
裂のパターンに違いがあるか否かを検討し
た。 
 東京大学の長戸らにより単離された一連
のイネ胚発生致死突然変異体の中には gle4
と表現型が類似した変異体が多数単離され
ている。これらの中に、GLE4/ MAP キナーゼ
を介した情報伝達経路の上流か下流に関す
る因子の突然変異が含まれている可能性は
極めて高い。そこで、gle4 突然変異体に加え
て gle4 に類似した新規球状型胚突然変異体
の表現型の解析を行った。具体的には、胚形
成の過程や胚の領域化／器官分化をモニタ
ーできるマーカー遺伝子のセットの開発に
取り組んだ。ついで、これらマーカー遺伝子
の発現を in situ ハイブリダイゼーションに
より解析し野生型と変異体間で比較した。さ
らに、新規球状型胚突然変異体の遺伝子単離
に向けたマッピングと遺伝子単離をとおし
て、GLE4/MAP キナーゼを介した情報伝達経路
の上流か下流に関する因子の同定を目指し
た。 
(2) イネの ta-siRNA 経路突然変異体を用い
た低分子 RNA シグナルの作用機序の解明 
 イネゲノムにはta-siRNAの転写後抑制の標
的になる ETT/ARF 転写制御因子は 4コピー存
在し、それぞれ OsETT1~OsETT4 と呼ばれてい
る。これら 4つの ETT/ARF 転写因子の発現は
程度の差こそあれ ta-siRNA 合成経路突然変
異体 shl/sho で亢進しており、このことが胚
におけるシュート構築異常の一因と考えら
れる。これまでの研究では、4 つの OsETT 遺
伝子のある程度の機能分担が予想され、その
中でも OsETT1 と OsETT3 がイネの胚で高発現
しており胚形成に必須であると考えられる
結果が得られている。そこで、本研究では
OsETT1 と OsETT3 の下流探索を重点的に行う
こととした。 
 まず、OsETT1 と OsETT3 の誘導過剰発現体を
作出した。さらに、SELEX 法により OsETT1 と
OsETT3 の結合 DNA 配列を明らかにし、両者の
機能分担の可能性などを検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 胚における器官分化に機能するMAPキナ
ーゼを介した情報伝達経路の解析 
 本研究は胚形成時における器官分化の分
子機構に関し、特に分化を誘導するシグナル
伝達に着目して研究を行った。研究代表者は
イネの胚発生致死突然変異体を用いた解析
から、MAP キナーゼによるシグナリングがイ
ネの胚形成の過程で器官分化に重要な働き
をすることをすでに明らかにしている。本研
究ではこれらのシグナリング経路の詳細を
明らかにすることを目指した。胚における器
官分化に機能するMAPキナーゼを介した情報
伝達経路の解析を行った。胚形成初期の分裂



様式に着目して表現系の解析系の立ち上げ
を重点的に行った結果、共焦点レーザー蛍光
顕微鏡により受精後 24 時間以内の細胞分裂
様式を効率よく観察する実験系を立ち上げ
ることに成功した。本実験系により、野生型
と gle4 変異型胚における、初期細胞分裂様
式を比較したが、劣性ホモ型の gle4 変異型
胚の同定が難しいため、はっきりとした野生
型と変異型胚の違いを明らかにする事がで
きなかった。 
 次に、gle4 変異型胚の分化状態を可視化す
る分子マーカーの開発を行った。LMD 法によ
り野生型胚を分割してRNAを抽出し発現の局
在する遺伝子をマイクロアレー法による探
索を東京大学伊藤／桧原らおよび生物資源
研究所の佐藤らとともに行った。その結果、
多数の発現局在遺伝子を見いだした。このう
ち、代表的な遺伝子を約 60 に絞り込み、野
生型胚における発現を解析した。その結果、
8 遺伝子が明瞭な局在パターンを示し、in 
situ ハイブリダイゼーションを行うにあた
り、非常に有用な分子マーカーを得る事に成
功した。 
 gle4 に類似したイネ球状型胚変異体の解
析については、研究期間中に 3系統のラフマ
ッピングが終了し、そのうち 2系統について
は候補遺伝子を一つに絞り込む事に成功し
た。これら 2系統については、相補試験など
により、原因遺伝子が候補遺伝子と同一であ
る事の検証がすすんでいる。 
 
(2) イネの ta-siRNA 経路突然変異体を用い
た低分子 RNA シグナルの作用機序の解明 
 低分子 RNA を介した茎頂分裂組織構築に機
能するさらなる因子の同定を、抗体を用いて免
疫沈降により複合体の精製を試みた。しかし、作
成した抗体が当初期待していたほど免疫沈降に
機能せず、新たな抗体の作成を行ったが、免疫沈
降はうまく行かなかった。そこで、分化を誘導
するシグナルとしての低分子RNAの特性解析
を行った。低分子 RNA の標的である ETT/ARF
遺伝子の発現解析を詳細に行った。その結果、
HD-ZIPIII 遺伝子の発現と相互排他的である
ことが判明し、両者がお互いの発現を負に制
御していることが予想された。このため、現
在、ETT/ARF 遺伝子がもつ低分子 RNA 結合シ
グナルを融合したレポーターと融合してい
ないレポーターを恒常的プロモーター下で
発現することにより、相互排他的な発現が低
分子RNAシグナルに依存するか否かを検討し
た。その結果、ETT/ARF 遺伝子が ta-siRNA に
より負の制御を受けて発現が局在する事が
明らかになった。小分子RNAを介した茎頂分裂
組織構築に機能するさらなる因子の同定に
ついては、小分子 RNA の標的である ETT/ARF
遺伝子の機能解析を中心に取り組んだ。
ETTIN遺伝子ファミリーのRNAi系統や過剰発
現系統を作出しその表現型を観察した。その
結果、イネに 4種ある ETTIN 遺伝子に機能分
化が見られる事が明らかになった。SELEX 法

により、ETT 遺伝子群の転写因子としての機
能分化の有無を検討した結果、いずれの ETT
タンパクもほぼ同一の配列に結合する事が
明らかとなった。この事から、ETT 遺伝子の
下流は、各 ETT 遺伝子の発現部位の違いか、
または、ETT タンパクと相互作用する因子の
違いにより、もたらされる事が予想出来た。 
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