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研究成果の概要（和文）：植物の生殖器官を構成する生殖細胞と体細胞は、互いに異なる遺伝子発現パターンを
示すが、その原因究明には特定細胞の抽出が必要となる。そこでイネ生殖細胞遺伝子のプロモーター（MEL1p）
を用い、DNA・RNAを濃縮する技術の開発を目指した。MEL1pおよび核膜局在蛋白質遺伝子、蛍光蛋白質遺伝子
（GFP）を利用して、葯の細胞のうち生殖細胞の核のみがGFP蛍光を発する植物体の作出に成功した。その後の核
の濃縮には課題を残した。一方、GFPと翻訳装置の融合蛋白質の発現は、イネの育成阻害から実験を中止した。
今回の知見は、更なる条件検討により植物生殖細胞から核を単離できる可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：The gene expression pattern of plant germ cells is different from that of 
somatic cells in reproductive organs. To explore the difference, a special technique to distinguish 
and isolate specific cells or nuclei from reproductive somatic cells is required. This study aims to
 establish the method to enrich DNAs and RNAs from germ cells of rice reproductive organs, using the
 promoter of germ-cell specific rice gene MEL1 (MEL1p). We succeeded to mark germ cell-nuclei 
specifically with the fluorescent protein GFP in rice anthers, while the following steps for nuclei 
and DNA enrichment have required further consideration. For isolation of cell-type specific RNAs, 
the expression of the ribosomal protein-GFP fusion was toxic in transgenic plants, and then the 
experiments were canceled. The knowledge obtained in this study shows a possibility that further 
examinations of conditions will enable us to establish the method for isolation of specific 
cell-type nuclei from plant reproductive organs.

研究分野： 植物生殖遺伝学

キーワード： 植物生殖　イネ　核単離
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 被子植物の始原生殖細胞は、花メリステム
が終結した直後の雌雄生殖器官原基の皮層
直下から分化する。始原生殖細胞の分化・発
生には、植物ホルモンの信号伝達系に加え、
単子葉植物では葉鞘内の低酸素環境が重要
との報告があるが、その分子機構はほとんど
未解明である。また、生殖細胞の分化に引き
続き起こる植物の減数分裂進行に関与する
遺伝的メカニズムも、その多くが未解明であ
る。これらメカニズムの包括的な理解には、
生殖細胞のみを正確に単離し、DNA や RNA、
蛋白質の抽出に供試する技術が必要なのは
明らかである。 
 進展著しい減数分裂後の花粉・胚のう形成
過程の研究に比べ、減数分裂以前の発生過程
の研究は遅れている。その原因の一つとして、
減数分裂以前の生殖細胞を、周辺の体細胞か
ら単離することが難しいことが挙げられる。
加えて本課題の研究対象であるイネでは、減
数分裂以前の生殖細胞は、微小な生殖器官の
中で何層もの体細胞で包まれており、さらに
生殖器官が何層もの葉鞘に包まれているた
め、手作業により機械的に抽出するには不向
きな細胞群である。 
 研究開始当初、植物、特にイネでは顕微鏡
下で組織切片から目的細胞を切り出すレー
ザーマイクロダイセクション（LMD）が主流
であった。しかし RNA など細胞成分のレー
ザー照射あるいは切片からの回収・抽出過程
における損傷、顕微鏡の機種によっては切断
した細胞クズのサンプルへの混入などが常
に問題となる。そこで LMD 法に代わる、細
胞成分の損傷が比較的少ない方法の開発が
望まれていた。そこで本課題では、イネの減
数分裂期の生殖細胞を単離し、各種のゲノム
ワイドな解析に資する新たな技術開発を目
的とした。 
 本課題申請当初は、減数分裂前の生殖細胞
特異的に発現するイネ MEIOSIS ARRESTED AT 
LEPTOTENE1 (MEL1)と蛍光蛋白質 GFP の融合
遺伝子を MEL1 プロモーターで発現させた形
質転換イネを利用して、生殖細胞を蛍光標識
し、前減数分裂期の葯を構成する細胞を酵素
処理によりスフェロプラスト化して単離し
てから、細胞回収用マニピュレーターを装着
した蛍光倒立顕微鏡あるいはセルソーター
により生殖細胞のみを単離する計画であっ
た。しかし採択後にさらに検討を重ねた結果、
マイクロマニピュレーターでは、細胞への損
傷という点でLMDと類似の問題が懸念された。
またセルソーター解析では、細胞壁の部分分
解によるスフェロプラスト化が必須だが、カ
ルスを用いた予備実験でスフェロプラスト
がしばしば細胞塊を形成し、セルソーターの
ノズルづまりなどのトラブルが懸念された。 
 
２．研究の目的 
 

 本課題では、上記の状況に鑑み Isolation 
of Nuclei Tagged in specific Cell Types 
(INTACT) 法および Translating Ribosome 
Affinity Purification (TRAP)法のイネ生殖
細胞への適用を試みた。 
 INTACT 法の特徴的な点は第一に、特定の細
胞/組織での遺伝子発現を誘導するプロモー
ターを利用する点である。第二に、核蛋白質
の核輸送を促進する RanGAP 蛋白質の部分ペ
プチド配列を利用して細胞質側の核膜（核膜
孔）を標識できる点である。両者を組み合わ
せることで、特定細胞の核膜をペプチド標識
することが可能となり、標識ペプチドに対す
る抗体を用いて、試験管内で特定細胞核のみ
を濃縮することが可能となる（図 1左）。 
 TRAP 法は、特定の細胞/組織での遺伝子発
現を誘導するプロモーターを利用する点は
INTACT 法と共通である。異なるのは、プロモ
ーターに繋ぐ遺伝子がペプチド標識された
リボソームサブユニットRPL18である点であ
る。リボソーム複合体は、細胞質中で翻訳途
中の mRNA と結合しているため、RPL18 のペプ
チド標識に対する抗体を用いて、試験管内で
特定細胞に蓄積する mRNA を網羅的に濃縮す
ることが可能となる（図 1右）。 
 本課題は、代表者が以前に同定したイネ生
殖細胞特異的Argonaute蛋白質をコードする
MEL1 遺伝子のプロモーターを利用して、
INTACT 法を用いたイネ生殖細胞の核単離法、
および TRAP 法を用いた生殖細胞特異的 mRNA
ライブラリー作成法の確立を目的とする。 

 
図 1. INTACT 法および TRAP 法のイメージ図 
 
３．研究の方法 
 
３-１. INTACT 法 
 GTPase 活性化因子である RanGAP は核膜孔
の細胞質側に偏在し、Ran のグアニンヌクレ
オチド交換因子 RCC1 が核内側に遍在するこ
とで、GTP 結合型 Ran の細胞質-核間濃度勾配
が保たれている。この濃度勾配により核蛋白
質の核輸送の方向性が保たれている。 
 RanGAP は核膜孔の細胞質側に結合するた
め、核単離のための標識として利用可能であ
ることが知られる (Deal and Henikoff 2011)。
また、植物の RanGAP 様蛋白質は、N末端に植
物固有の WPP モチーフをもつ。WPP は、シロ
イヌナズナ細胞で蛋白質の核膜への結合を
促進するモチーフとして知られる(Patel et 
al. 2004)。本課題では、核膜との結合が報



告されるシロイヌナズナ RanGAP 様蛋白質の
イネオルソログ蛋白質（OsRanGAP）をコード
する遺伝子の WPP モチーフ配列を利用した。 
 イネの生殖細胞で特異的に発現する遺伝
子として MEL1 遺伝子を用いた。今回は上流
配列も含めた約 16kbp の MEL1 ゲノム領域の
翻訳開始点の直前に、WPP モチーフ配列・GFP
遺伝子・3xFLAG タグ遺伝子・Nosターミネー
ターの４者を直列に繋いだ配列（WGF）を挿
入した（gMEL1-WGF)。Nos ターミネーターの
挿入により、MEL1 コード領域自体は転写単位
には含まれず、WGP mRNA のみが MEL1 プロモ
ーターにより生殖細胞で特異的に転写・翻訳
を受けると期待される。gMEL1-WGF 配列を大
腸菌-アグロバクテリウムのバイナリーベク
ターpPZP-2H-lac に挿入した（図 2A）。
gMEL1-WGF プラスミドはアグロバクテリウム
法により、イネのカルスに形質転換し、実験
に用いた。 
 GFP シグナルの観察には、共焦点レーザー
走査顕微鏡 FV300（オリンパス）を用いた。 
 
３-２. TRAP 法 
 シロイヌナズナの60Sリボソーマル蛋白質
L18 (RPL18）に FLAG ペプチドタグをつけた
融合蛋白質は、FLAG タグ抗体による免疫沈降
によりリボソーム複合体を効率的に単離す
ることができる（Jiao and Meyerowitz 2010)。
本課題ではイネ RPL18 遺伝子（OsRPL18）を
利用した。 
 INTACT 法と同様に、16kbp の MEL1 ゲノム
領域の翻訳開始点の直前に、3xFLAG タグ遺伝
子・GFP遺伝子・OsRPL18遺伝子・Nosターミ
ネーターの４者を直列に繋いだ配列（FGR）
を挿入し（gMEL1-FGR)（図 2B）、INTACT 法と
同様の方法でイネのカルスに形質転換した。 

 
 
図 2. 本課題で用いたコンストラクト 
(A) INTACT 用コンストラクト。 
(B) TRAP 用コンストラクト。 
 
４．研究成果 
４-１. INTACT 法 
 イネカルスにgMEL1-WGFプラスミドを導入
して再分化処理を行ったところ、gMEL1-WGF
を保有する植物体が 16 個得られた。形質転
換体であるためグロスチャンバー内で植物
体を育成し、出穂前の幼穂から減数分裂期の
葯を採取して観察に用いた。導入当代植物（T0
植物）では顕著な生育異常は見られなかった
ことから、gMEL1-WGF は栄養成長期のイネの
発育には特段の影響を及ぼさないと考えら
れる。 

 WGF の細胞内局在を蛍光顕微鏡で調べたと
ころ、3 系統で期待通り減数分裂細胞で核膜
周縁にGFPシグナルが検出された（図3A-C）。
減数分裂細胞を囲む葯の体細胞組織ではほ
とんどシグナルが見られなかったことから、
MEL1 プロモーターはイネの生殖細胞特異的
なプロモーターとして利用できることが改
めて示された。 
 注意すべき点として、葯以外に頴花の基部
に強いシグナルが検出された（図 3A）。mel1
突然変異体の解析では、この領域に形態異常
など表現型は報告されていないため原因は
不明だが、MEL1 プロモーターを生殖細胞核単
離のための INTACT 法に用いる際には、葯の
みを採取するなど、この領域を回収しないよ
う工夫する必要があることがわかった。 

 
図 3. INTACT 法によるイネ生殖細胞核の標識 
(A) gMEL1-WGF プラスミドを導入した形質転換イ
ネから採取した減数分裂前の頴花の共焦点レーザ
ー走査顕微鏡イメージ。葯原基の細胞のうち、葯
室に含まれる雄性生殖細胞のみで強いシグナルが
検出された。 
(B) 葯室の拡大写真。 
(C) 雄性生殖細胞の拡大写真。細胞のうち、特に
核で強いシグナルが検出された。 
 
 形質転換当代（T0）植物の自殖で得られた
T1植物でも、T0植物と同様に生殖細胞の核膜
で GFP シグナルが検出された。そこで、シロ
イヌナズナ先行研究の方法（Deal & Henikoff 
2011)を参考に、T1植物から〜2.0mm 長の穎花
あるいは〜0.5mm長の葯を採取してINTACTの
イネ生殖細胞への適用を試みた。まず、2mL
チューブに 50 個程度の穎花およびステンレ
スビーズ 2 個を入れ、1000rpm で 1 分間凍結
粉砕した。核単離バッファーを加えて得られ
た遊離核の懸濁液は、孔径 50µm メッシュフ
ィルターを通したのち、市販の抗 GFP 抗体お
よび Protein A 結合マグネットビーズを加え
て遠心（1000rpm, 1min）し、ペレットを２
回洗浄して蛍光顕微鏡下で単離核を観察し
た。なお、INTACT 条件の検討のため、純粋に
生殖細胞核が単離できる葯ではなく、より
GFP 標識核が得られる穎花を用いた予備実験
を行なった。 



 しかし期待に反し、上記条件では構造を保
った遊離核が低頻度でしか抽出されなかっ
た。また抗体によるGFP陽性核の濃縮過程で、
マグネットビーズに非特異的な吸着と思わ
れる多くの細胞片が付着し、目的とする GFP
陽性の細胞核はほとんど観察されなかった。
原因のひとつとして、イネはシロイヌナズナ
よりも核のサイズが大きいため、単離過程で
核構造が崩壊する可能性が考えられる。 
 そこでよりマイルドな単離方法として、乳
鉢を用いて液体窒素中で組織を穏やかに破
砕した。すると期待通り、核単離処理後に多
くの核が構造を保ったまま抽出された。多く
は体細胞由来と思われる核だったが、中には
明らかに体細胞核よりも大きい、生殖細胞由
来と思われる核も存在した（図 4）。 
 

 
図 4. イネ穎花由来の単離細胞核 
乳鉢を用いてイネ穎花を凍結粉砕し、核単離バッ
ファー中の核を DAPI 染色して蛍光顕微鏡で観察
すると、構造を保った核が多数観察された（左）。
穎花を構成する細胞のうち、体細胞由来と思われ
る小さい核（左上）に加え、生殖細胞由来と思わ
れる大きい核（左下）も観察された 
 
 そこでステンレスビーズ破砕のときと同
様に、抗 GFP 抗体による GFP 陽性核の濃縮を
試みた。しかしここでもマグネットビーズに
は非特異的な細胞片が大量に付着し、GFP 陽
性核の単離には至らなかった。細胞片の付着
を抑えるため、遠心後のマグネットビーズの
洗浄を２回から５回に増やすなどしたが、状
況は改善されなかった。 
 
４-２. TRAP 法 
 イネカルスにgMEL1-FGRプラスミドを導入
し、再分化処理を行ったところ、38 個体の
gMEL1-FGR を保有する植物体が得られた。し
かし、これらの系統はいずれも生育が悪く、
出穂した 3個体も不稔であった。本研究とは
別件で作成していたカリフラワーモザイク
ウィルス 35Sプロモーターで FGRを過剰発現
させた植物も、同様の発育異常を示したため、
おそらく GFP 融合型 RPL18 タンパク質が、植
物の生育に害を及ぼしていることが考えら
れ、gMEL1:FGRを用いた TRAP 法の適用は残念
ながら中断せざるを得ない状況となった。 
 
４-３. まとめ 
 本課題の成果から、（１）MEL1 遺伝子のプ
ロモーターが、生殖細胞特異的プロモーター

として利用可能なこと、（２）MEL1 プロモー
ターを用いた INTACT 法により、将来的にタ
グ抗体を用いた生殖細胞核の単離が可能な
こと、（３）MEL1 プロモーターは穎花基部の
体細胞でも転写活性を有するためサンプリ
ングの際に注意を要すること、などが示され
た。 
 一方 TRAP 法については、残念ながら MEL1
プロモーターとの組み合わせでは植物体の
生育に影響を及ぼすことが判明し、計画を途
中で断念した。 
 プロジェクト開始当初は、単離核から抽出
した DNA・RNA が、確かに生殖細胞に由来す
ることを確認する作業も計画に含まれてい
たが、開始当初に単離法の見直しを行ったこ
と、その後の単離条件の検討に手間取るうち
に課題研究期間が終了することとなり、慚愧
の念に堪えない。しかしながら本研究で得ら
れた知見は、更なる条件検討を重ねることで
イネ生殖細胞から核を単離できる可能性が
十分にあることを示すものであり、今後、植
物の生殖細胞初期発生過程における細胞自
律的な因子の特定への貢献が十分に期待で
きる。 
 最後に、本課題を支援して頂いた国民の皆
様、学術振興会、採択・評価に関わった先生
方に感謝の意を表する。また、国立遺伝学研
究所野々村研のメンバー、特に実験全般に尽
力して頂いた連携研究者の津田勝利助教に
感謝する。 
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