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研究成果の概要（和文）：本研究では、イネの生活環においてオートファジーが果たす役割について解析を進め以下の
成果を得た。(1) オートファジー欠損変異体イネを単離した。(2) 蛍光タンパク質マーカーを発現する形質転換体を作
成しイネにおけるオートファジーの可視化・評価系を構築した。(3)変異体イネでは、生殖成長が遅延し出穂が遅れる
こと、さらには花粉や葯の発達が不完全となり雄性不稔となることを明らかにした。(4) 変異体イネでは、 栄養成長
期に葉緑体タンパク質の分解や窒素転流が滞り、個体の窒素利用効率や乾物生産が低下することを明らかにした。 

研究成果の概要（英文）：We aimed to reveal roles of autophagy in the life cycle of rice and obtained 
following results. (1) We isolated autophagy-defective rice mutants. (2) We established monitoring 
methods for autophagy by generating transgenic rice expressing fluorescent protein markers. (3) We found 
that autophagy-defective rice mutants show delayed reproductive growth and heading and they show male 
sterile phenotype due to incomplete development of pollen and anther. (4) We found that 
autophagy-defective rice mutants show reduced biomass production and nitrogen use efficiency due to 
suppression of chloroplast protein degradation and nitrogen remobilisation.

研究分野：植物栄養生理学

キーワード： オートファジー　窒素転流　栄養成長　生殖成長　イネ
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１．研究開始当初の背景 
 光独立栄養生物である植物は吸収した無
機栄養素を光合成によって同化、利用し成長
する。よって植物の成長は、自らがおかれた
環境とその変動に強く支配されている。その
ため植物は刻々と変化する環境下で成長の
恒常性を図る術を発達させてきた。その一つ
に体内での栄養素のリサイクルがある。無機
栄養素の中でも窒素は、タンパク質の骨格構
成要素であるため特に成長の制限要因とな
る。自然界では無機態窒素の存在量は限られ
ており、農作地では必然的に施肥により窒素
が補われる。植物は同化窒素の多くを光合成
系タンパク質に投資し、炭水化物を得て生活
している。成長に伴い下位葉は老化しタンパ
ク質は分解され、構成窒素は光合成に有利な
上位葉に転流し再利用される。登熟過程にお
いては、窒素は種子へ転流し貯蔵タンパク質
として次世代へ受け渡される。そして種子の
発芽時には貯蔵タンパク質は盛んに分解さ
れ、完全独立栄養に移行するまでの栄養源と
して利用される。 
オートファジーは、タンパク質、脂質、オ
ルガネラなどの細胞質成分を分解し、栄養素
やエネルギーの供給を担う主経路であり、真
核生物に広く保存された細胞内栄養リサイ
クルシステムである。研究代表者らは、植物
の体内栄養リサイクルの基質として最も重
要な葉緑体タンパク質が小胞 RCB 
（Rubisco-containing body）としてオートファ
ジーにより分解されることを、モデル植物シ
ロイヌナズナで明らかにした。しかしながら、
体内の栄養リサイクルとオートファジーの
関係について、作物を用いた研究例は皆無で
あった。 
 
２．研究の目的 
イネは我が国をはじめとするアジアの主
要穀物であり、単子葉のモデル作物としてゲ
ノム情報や研究ツールの整備が特に進んで
いた。そこで本研究では、イネの生活環にお
いて、オートファジーが果たす役割について
明らかにすることを目的とした。より具体的
には、逆遺伝学的に同定したオートファジー
に必須の遺伝子（autophagy-related gene; ATG）
を欠損するイネ変異体を単離し、その一生、
すなわち発芽、成長、生殖、登熟、の各段階
における表現型とその要因について、生理・
生化学および形態・細胞生物学の主に 2つの
方向から解析することで、イネの生活環や成
長、そして生産性に、オートファジーがどの
ように寄与しているのかについて明らかに
することを目的として研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
（1）研究材料としてオートファジーに必
須の遺伝子 ATG7または ATG9を欠損する変
異体を、Postechの（T-DNA）ならびに農水省
（Tos17）の遺伝子破壊変異体リソースより単
離した。 

（2）オートファジーの進行を生体で可視化
するため、オートファゴソームのマーカーと
なる GFP-ATG8および RFP-ATG8、またオー
トファジーの主要な基質のマーカーとなる
Rubisco-GFPおよび Rubisco-RFPの遺伝子コ
ンストラクトを作成し、野生型イネならびに
オートファジー欠損変異体に遺伝子組み換
え法によって導入した。得られた形質転換体
を材料に、共焦点レーザー顕微鏡によりイネ
におけるオートファジーの可視化法を検討
した。 
（3）イネの主要な生活環（発芽期、栄養成
長期、生殖成長期、および受精・登熟期）の
中で、オートファジー欠損変異体が示す表現
型について解析した。 
 
４．研究成果 
（1）オートファジー欠損変異体イネの単離 

Postechの（T-DNA）ならびに農水省（Tos17）
の遺伝子破壊変異体リソースからオートフ
ァジーに必須の ATG7遺伝子が破壊されたも
の（atg7）を計 2系統、ATG9遺伝子が破壊さ
れたもの（atg9）を計 2系統単離した。 
（2）イネにおけるオートファジーの可視化
方法の確立 
 オートファジーや RCB経路の in vivoでの
可視化系の構築に必要な形質転換体、
GFP-ATG8、RFP-ATG8、RBCS-GFP、及び
RBCS-RFPを発現するイネを作出した。これ
ら形質転換体を用いてオートファゴソーム
や RCBの液胞内での蓄積を共焦点レーザー
顕微鏡で観察する実験系を確立した。 
（3）オートファジー欠損変異体の表現型解
析 
①発芽期 
 発芽過程の種子の解析において、種子タン
パク質の分解には野生型と atg7変異体で差
は無く、種子貯蔵タンパク質分解に、オート
ファジーの明確な関与は認められなかった。
その一方で、野生型の乾燥種子、発芽初期の
種子で ATG7 mRNAが検出されたことから、
種子の発芽初期にオートファジーが機能し
ている可能性は高いことが示された。 
②栄養成長期 
 atg7変異体は低窒素栄養条件になるほど野
生体に比べ乾物生産が低下した。また atg7変
異体では老化葉での Rubiscoや主要な可溶性
タンパク質の分解が遅延し、個体内の窒素転
流が抑制された。 
③生殖成長期 

atg7変異体では幼穂形成の遅延がみられた。 
出穂時期は野生型に比べて 10～14日の範囲
で遅延した。 
④受精・登熟期 
単離したイネのオートファジー欠損変異
体はいずれも雄性不稔の表現型を持ち、基本
的にコメが全く実らなかった。シロイヌナズ
ナとは異なり、イネではオートファジーが花
粉の発達過程に必須な役割を果たすことが
明らかとなった。 
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