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研究成果の概要（和文）：多くの被子植物の種子形成過程では、重複受精によって生じた胚乳原核は細胞質分裂
を経ない核分裂により多核胚乳形成する。イネでは数千個の核をもつ多核胚乳が形成される。
このようなイネ胚乳初期発生の制御メカニズムに関する知見を深めるために、成熟種子においては胚乳組織が欠
損しているイネの無胚乳変異体enl2の解析を進めた。その結果enl2変異体は多核胚乳期おける染色体分離や核の
離散に異常を示すことが明らかになった。さらに変異の原因遺伝子候補を次世代シーケンサで同定したところ、
クラミドモナス等の生物で核膜融合や減数分裂にも機能するとされるタンパク質に類似したタンパク質をコード
する遺伝子が浮かび上がった。

研究成果の概要（英文）：In many angiosperms, the primary endosperm nucleus produced by double 
fertilization undergoes division without cytokinesis resulting in the formation of syncytial nuclear
 endosperm. In rice nucler endosperm with several thousands of free nuclei is observed 3 days after 
pollination. To obtain deeper insight into the regulatory mechanism, we investigated a rice 
endospermless mutant, enl2, which lacks endosperm tissues in its mature seeds. We found that the 
mutant had defects in chromosome segregation and separation of free nuclei. In addition, we 
identified a candidate causal gene of enl2 by NGS. The gene encoded a protein, of which orthologs in
 some lower eukaryote including Chlamydomonas have been reported to function in nuclear envelope 
fusion and meiosis.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： 胚乳　穀類　核
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１．研究開始当初の背景 
 重複受精により精核と 2つの中央細胞核と
が融合して生じた胚乳核原（3n）はまず、細
胞質分裂なしに分裂を続け、ショウジョウバ
エ初期胚のような多核細胞（syncytium）を
生じる。イネでは、受精後 2.5 日以内に 4000
個以上もの胚乳核が生じ、胚嚢内周に一様に
並ぶ。驚くべき分裂速度である。その後一斉
に細胞化し通常の細胞分裂により胚乳組織
が形成されていく。胚乳の正常な発生には、
両親ゲノムの寄与率や組み合わせが重要で
あり交雑不和合の原因となることから、胚乳
発生は、育種学的にも重要な研究課題である。
近年、これに関連する研究が進展している。
たとえば、胚乳発生にはゲノムインプリンテ
ィングが関与し、インプリンティングやエピ
ジェネティック制御の異常が細胞化のタイ
ミング異常を引き起こすことが明らかにさ
れている。他にも胚乳の細胞化のタイミング
異常が見られるシロイヌナズナ変異体とそ
の原因遺伝子が同定されるなど、細胞化の制
御に関する知見は広がっている。一方、多核
胚乳の形成過程については分子遺伝学的知
見が乏しい。急速な核分裂による多核化は、
短期間に効率よく細胞数を増加させるため
の手段であると考えられるが、この過程が支
障なく進行するか否かは、その後の胚乳形成
や形質に重大な影響を与えると推定される。
多核状態の細胞質の様態や核分裂および細
胞化に関して多くの細胞生物学的知見があ
り、特有の微小管構造の役割などが明らかに
されているが、急速な核の増殖を可能にし、
正確なゲノムの複製を保障するためのメカ
ニズムに関する知見は極めて乏しい。 
 このような背景のもと我々はこれまで、イ
ネの無胚乳変異体 endospemless1（enl1）の
解析を進めてきた。enl1 変異体では、胚乳初
期発生に異常があり胚乳組織が形成ない。ま
た、胚乳が存在しないため、胚が巨大化する
が、胚を乾燥前にレスキューすることで次世
代個体を形成することができる変異ホモ型
個体を得ることができる。我々はこの点にに
注目した。シロイヌナズナでは、胚乳発生に
異常がある変異体のほとんどが胚発生を中
断することと対比的で、イネには胚乳発生に
特異的な過程に異常を持つ新奇変異体の分
離や解析に適した材料であると考えた。これ
までに、enl1 変異体の胚乳初期発生過程の観
察から、この変異体では多核化過程での核分
裂、染色体の分離に異常があり、不定形の巨
大な核を形成しその後の組織形成ができな
いことを明らかにした。、enl1 の原因遺伝子
をクローニングしところ、SNF2 ファミリー
のクロマチンリモデリングヘリカーゼ様タ
ンパク質で、染色体分離の際に残る DNA カ
テネーションの処理にかかわるヒト PICH 
のオルソログをコードすることがわかった。
これらの結果から ENL1 は胚乳核の分裂時
に、染色体の分離を確実に行うために必要な
タンパク質であると考えられた。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、これまで進めてきた enl1 変
異 体 に 加 え て 新 規 無 胚 乳 変 異 体
endospermless2（enl2）の解析を進めること
で多核胚乳形成の制御メカニズムを明らか
にし、我々のきわめて重要な食料そのもので
あるイネ胚乳の形成機構に関する知見を深
めることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
＜植物材料＞ 
 植物は、名古屋大学付属フィールド教育研
究ーセンター圃場および東山キャンパス内
の開放系ガラス室にて栽培した。enl2変異体
は日本晴の変異誘起剤NMU処理によって得ら
れた集団の中から連携研究者の長戸が胚乳
変異体候補として選抜したものの１つであ
る。enl2ヘテロ個体につく無胚乳種子の胚は
強い穂発芽性を示し、乾燥により枯死するた
め完熟前に採取し、レスキューした。採取し
た種子を 25% アンチホルミン溶液で 20 分間
浸透滅菌した後、滅菌水で洗浄し、MS 培地に
播種して 28℃の連続明所で発芽、幼苗に生育
させたのちポットあるいは圃場に移植した。 
＜次世代シーケンサによるリシーケンシン
グ＞ 
MutMap 法による原因遺伝子の同定のための
リシーケンシングには次世代シーケンサ Ion 
Proton™シ ス テ ム  (Thermo Fisher 
Scientific Inc.) を用いた。出力されたリ
ードのアライメントと SNV の検出は CLC 
Genomics Workbench (CLC bio Inc.) 
(http://www.clcbio.co.jp/index.php?id=7
8) を用いた。 
 
＜ヨウ化プロピディウム（PI）染色と共焦点
レーザー顕微鏡での観察＞ 
開花前および開花後 6 時間ごとに 48 時間後
までの穎果を採取し、内穎と外穎を取り除き、
FAA 固定液し、70% エタノールに置換後エタ
ノールシリーズ(70% 、50% 、30% エタノー
ル)を経て PBS(0.9% NaCl、50mM リン酸バッ
ファー pH7.4)に置き換えRNaseAで処理した。
次に 1/200 量の PI(1mg/mL)を加え、遮光して
12 時間以上静置し後、新しい PBS と置換し、
エタノールシリーズを経て無水エタノール
に置換、さらにエタノール-サリチル酸メチ
ルシリーズで 100% サリチル酸メチルに置換
した。完成したサンプルをガラスベースディ
ッシュ (IWAKI) に乗せ、倒立型共焦点レー
ザー顕微鏡 (OLYMPUS FV-1000-D)を用いて観
察した。 
 
４．研究成果 
＜enl2 の外見的表現型＞ 
 enl2 の種子は enl1 と同様に最終的に胚乳
を持たない潰れた穀粒を生じる。enl1 の場合
と同様に胚の肥大化と穂発芽性を示す。しか
し、enl1 植物の地上部は野生型と比較して分



げつが少ないのに対して、enl2 では野生型と
の差は見られなかった。また、enl2 は enl1
に比べて頴果の発達が極めて初期段階で停
止する頻度が高いことが観察された。 
 
＜enl2 の胚乳核＞ 
 PI 染色した受粉後の子房を共焦点レーザ
ー顕微鏡観察したところ、開花後 34 時間以
降の胚乳での核の巨大化が観察されたため、
さらに初期の胚乳核の観察を進めた。その結
果、受粉後 12 時間以降では核のサイズが野
生型より大きいものがすでにみとめられた。
受粉後 30 時間以降では、さらに顕著になり
核小体の数やサイズが大きくなった不定形
な巨大核が観察された。また、受粉後 6 時間
において、野生型では胚乳原核の最初の分裂
直後における２つの娘核の明瞭な分離がみ
られたのに対し、変異体では極めて近接ある
いは融合している様子がみとめられた。分裂
期の核おいては染色体分離異常も観察され
た。染色体分離異常など、enl2 の異常は enl1
のそれと類似している点もある一方、巨大化
した核の様子は必ずしも同じとは言えず、核
の融合の様子も enl1 では観察されていない
ものであった。これらの結果は、ENL2 は多
核胚乳初期の染色体分離に加えて分裂後の
核の離散に重要な働きをしていることを示
唆する。 
 
＜enl2 の原因遺伝子＞ 
 コシヒカリとの F2 種子を用いたマーカー
マッピングと、戻し交配後の BC1F2 の無胚
乳種子から得た幼苗を材料とした次世代シ
ーケンサーによる MutMap 法を用いて、enl2
原因遺伝子候補の同定を進めた。その結果、
MutMap 法およびマーカーマッピングで絞
り込まれた第 9染色体上の領域にアノテート
された遺伝子上における唯一の塩基配列変
化として候補を１つに絞り込んだ。この候補
遺伝子はシロイヌナズナの配偶体において
発現する遺伝子として報告されたものオル
ソログで、その機能喪失変異体は胚致死にな
るとされている。変異体ではアミノ酸置換
（Phe→Ile）を伴う一塩基置換が起こってい
た。この候補遺伝子タンパク質のもつ特徴的
な配列は、保存度は高くないもの様々な生物
種に見つかり、広く真核生物にオルソログが
存在するとされている。酵母では接合におけ
る核膜融合に働くとの報告がある。また、ク
ラミドモナスでは核膜融合に加え、減数分裂
にも機能しているとされている。enl2 変異体
の表現型を考えるとイネにおいてもそれら
に関連した機能をもつことが予想される。 
 
＜変異アレル作出による原因遺伝子の裏付
けの試み＞ 
 この候補遺伝子が実際に enl2 の原因遺伝
子 で あ る こ と を 裏 付 け る た め に 、
CRISPR/CAS 法によりフレームシフトを起
こす変異体を複数作製した。しかし、得られ

た何れの変異系統において明確な enl2 様表
現型を示す種子は形成されなかった。この結
果は、候補遺伝子が原因遺伝子であるとの結
論に対して否定的なものである。しかし、コ
シヒカリとの F2 を用いたマッピングおよび
MutMap 法によるマッピング、さらには
MutMap 法に供した個別個体を用いたマッ
ピングにおてい絞り込まれた領域内には変
異は 2 カ所しかなく、さらに遺伝子内にある
ものはこの候補遺伝子における変異のみで
あったことなどを考えると、この候補遺伝子
が実際には原因遺伝子ではない可能性は低
いと考える。ではどのような説明が可能であ
ろうか？シロイヌナズナでは、この遺伝子の
オルソルグは 1コピーでその機能喪失変異は
胚発生致死となることが報告されている。こ
のことを考えると、変異導入により機能欠損
が起こってなかった可能性もあり得る。今回
導入した変異部位より下流のメチオニンコ
ドンから開始したタンパク質が機能的だっ
たのかもしれない。ただ、イネには候補遺伝
子のホモログで C 末端側が欠損した遺伝子
がもう１コピー存在するために致死になら
なかった可能性も否定できない。もう一つの
十分想定しうる可能性は、enl2 変異が機能獲
得的な変異であった可能性である。すなわち、
候補遺伝子における Phe→Ile 置換により標
的分子との相互作用に異常が生じたために
enl2 表現型が現れるという可能性である。
enl2 表現型を示す個体の１％程度に遺伝子
型がヘテロに現れる一方野生型ホモの個体
は全く検出されていない。このことは enl2
変異が弱い優性をもつことを示唆し、機能獲
得型の変異であるという仮説に合致する。現
在、これらの点を解決するために野生型ゲノ
ム断片の導入やさらなる変異アレルの作出
を試みている。 
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