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研究成果の概要（和文）：イネのDNA転移因子nDart1の転移系統からは、しばしば優性(顕性)変異体が出現す
る。この優性変異を利用して新奇の育種素材を開発することを目指している。種子が大粒化した変異体である
Large grain(Lgg)は、このnDart1をコシヒカリに交配によって導入して変異体を育生している集団から分離し
た。Lgg変異は 一遺伝子に支配される優性変異であるので、nDart1の挿入領域の同定法であるnDartトランスポ
ゾン・ディスプレイ法によって原因遺伝子の同定を試みた。この研究を発展させて、野生型LGG遺伝子の機能解
析、優性のLgg変異となっている原因の解明を試みることを目標とした。

研究成果の概要（英文）：Transposons occupying a large portion of the rice genome. Active DNA 
transposons are important tools for gene functional analysis. The endogenous non-autonomous 
transposon, nDart1, in rice is said to generate various transposon-insertion mutants because nDart1 
elements tend to insert into genic regions under natural growth conditions.
The Lgg mutant which was isolated from nDart1-promoted mutant plants bore slightly large grains as a
 dominant inheritance. Transposon-display identified the insertion site of nDart1 in the Lgg mutant.
 Identified LGG genes show the similarity with RNA binding proteins. The expression of LGG gene in 
Lgg mutant was lower than WT.  Lgg mutation was essentially caused by the insertion of nDart1, 
knock-out mutant using genome editing (GE) and over-expressing (OE) lines were generated. GE lines 
showed large grain phenotypes that were the same as Lgg mutants. On the contrary, harvested seeds 
from the OE line were smaller than the WT and GE lines.

研究分野：分子遺伝

キーワード： イネ　優性変異　顕性変異　大粒　トランスポゾン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者はこれまでに様々なnDart1挿入変異体を解析して原因遺伝子の機能を解明してきた。特に近年は顕性変異
に注目し、トランスポゾンの挿入によってしか得られない表現型の解析に力を注いでいる。顕性変異は交配によ
って直ぐに表現型を確認できたり、倍数性の高い植物でも表現型が現れ易いので利用し易い面がある。日本だけ
でなく多くの国々では遺伝子組換え植物に対して、十分なパブリックアクセプタンスを得られていない。遺伝子
組換え体ではないKoshiタグラインの利用や理解を社会に広めることによって、遺伝子組換え技術に対するリテ
ラシーをあげていくことにも貢献できると考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

研究の学術的背景 

イネにはおよそ 3万の遺伝子が予測されているが、遺伝子の機能解析を行うための変異体は充

足しているとは言えない。これまで提供されてきた変異体は、主として機能の欠損を期待して作

出されているが、有用な育種素材を作出するためには、遺伝子機能を増強した変異体の作出が望

まれる。研究代表者達が発見したイネ DNA 転移因子ｎDart1 は、GC含量が高い遺伝子領域に挿入

しやすい性質を持つ変異原である。nDart1 の転移は、特定の系統に存在する 1 因子の自律性因

子 aDart によって誘導され、次世代の aDart の遺伝分離によって安定化する。安定化した変異体

は、脱メチル化剤処理によって一過的に転移の活性化ができるので、DNA 転移因子の性質を利用

した遺伝子解析もできる。nDart1 の挿入変異集団からは、機能欠損型の変異体も選抜されるが、

しばしば優性（顕性）の変異体も出現する。例えば、不完全優性でわい化する Bdt1 変異体の原

因遺伝子は non coding RNA であり、nDart1 の挿入は、タンパク質をコードしない遺伝子につい

ても変異を引き起こせることを示した。研究代表者達は、この nDart１/aDart の転移システムを

コシヒカリに交配で導入した遺伝子タギングライン (Koshi タグライン)を育成している。Koshi

タグラインから新たに選抜した優性変異体を解析することで優性となる原因を解明し、新規の

育種素材の開発を行う。 

 
２．研究の目的 

 新たに分離した変異体 Large grain(Lgg)は、種子の長さが増加する不完全優性を示した。温

室やほ場で育てた Lgg 変異体は、種子の大粒化以外に表現型の変化は観察されない。この Lgg 変

異体の原因遺伝子を nDart１の挿入を指標に解析することで原因遺伝子を同定し LGG 遺伝子の

機能解明と Lgg 優性変異の原因の解明を目的とする。 

 
３．研究の方法 

 

 (1)野生型における Lgg 遺伝子の機能解明 

① 組織・時期別の発現解析と細胞内局在の解析 

野生型において Lgg遺伝子は､全ての生育段階において発現している予備的な結果を得ている。

しかしながら、大粒化以外に Lgg 優性変異の表現型の変化は観察されないので、より詳細な

Lgg 遺伝子の組織と時期別の解析を行い Lgg 変異体が種子のみ大粒化している理由を解明す

る。Lgg タンパクは核酸への結合領域を持つことから、核への局在が予測されるが GFP 融合ベ

クターを作製し細胞内の局在を明らかにする。 

 

② ゲノム編集を用いた LGG 遺伝子機能欠損変異体の作製 

CRISPER/Cas システムを用いて Lgg 遺伝子とイネゲノム中にもう一つあるパラログ遺伝子の
機能欠損変異体、および２重変異体の作出を行う。 

 

（2）Lgg 優性変異の原因解明 

① Race 法による Lgg 転写産物全長の確認と機能相補 

Bdt1 変異体では、転写開始点が上流に移動した事により、機能のある遺伝子発現量の上昇が

見られた。そこで Lgg 変異体における転写産物全長を同定する。挿入領域変異の機能相補を確

認するために過剰発現個体の作出を試みる。 

 



② Lgg 変異体の形態的および発現変動の遺伝子解析 

大粒変異が細胞数の増加によるものか、細胞の大きさの変異によるものかを明らかにする。

RNAseq を用いて Lgg 変異体で発現の変化している遺伝子を検出する。 

 
４．研究成果 

ほ場において Lgg 変異体の 86 個体由来の F2集団を育成して、大粒の性質を解析したところ、

種子の長さが野生型で平均 4.9mmn なのに対して、ホモ型で 5.5mm,ヘテロ型で 5.2mm になる不完

全優性となる遺伝分離を示した。100 粒あたりの重量も野生型に対して、109％の上昇が見られ

た。稔性は野生型の 95％に対して、75.6％と低い傾向が示されたが、他の性質については大き

な違いは観察されなかった。Lgg ホモは野生型に比べて 0.6mm ほど縦に伸長する。イネの種子の

大きさは最初に発達する穎の大きさによって決まるが、穎の細胞はケイ素質の組織によって覆

われているため観察できない。そこで動物から植物まで形態を正確に保ち生体内情報も保持す

る Kawamoto 切片作成法をイネ種子に応用したところ（Chiou et al. 2018）、Lgg 変異体では穎・

胚乳とも細胞の数が増えて大粒化していた。Lgg 変異は一遺伝子に支配される優性変異であるの

で、nDart1 の挿入領域の同定法である nDart トランスポゾン・ディスプレイ法によって原因遺

伝子の同定を試みた。原因遺伝子は、植物では解析が進んでいない RNA 結合ドメインを持つタン

パク質であった。Lgg 変異は、遺伝子の 5’UTR 領域に nDart1 の挿入だけでなくトランスポゾン

自身と遺伝子領域を合わせて 500bp ほどデリーションがおきていた。顕性変異であることから、

当初は LGG 遺伝子の発現の上昇が予想されたが、RT-PCR で解析を行うと発現は低下していた。

これまで 4種類解析してきた nDart1 挿入の顕性変異体のなかで遺伝子発現の低下による顕性変

異は初めての例である。Lgg 変異では、転写開始点が翻訳開始コドンの下流に変化していたので、

遺伝子の機能を失ったヌル変異と考えられる。動物での研究から LGG 遺伝子が属する RNA 結合

タンパク質のグループは幹細胞や癌細胞で標的 mRNA の翻訳抑制が示唆されているので、LGG は

細胞分裂を抑制していると考えられる。興味深いことに LGG mRNA はほぼ全ての組織で発現して

いるのにも係わらず、種子の大粒化以外には野生型と形質に差が見られない。LGG 遺伝子をカリ

フラワーモザイクウイルス 35S プロモーターで強く誘導すると再生個体は得られなかったので

LGGの過剰な発現は致死に至ることも解った。ゲノム編集によってLGG遺伝子の変異体（Lgg-GE）

を作成したところ、大粒化を確認し、内在性プロモーターを用いて発現を上昇させたところ形質

転換体(LGG-OX)は小粒化した。LGG タンパクは、核に局在していることが判明し、遺伝子の発現

は出穂前の幼穗が 0.１mm の未熟胚の時に最も高い事が判明した。この時期の Lgg-GE・LGG-OX・

野生型の RNA-seq 解析を行い、細胞周期に関連した遺伝子の発現が変化していることを明らか

にした（Chiou et al. 2019）。今後はこの研究を発展させて、（1）野生型における LGG 遺伝子の

機能解析、（2）優性の Lgg 変異となっている原因の解明と育種素材としての評価、（3）新たな優

性変異体の分離と解析を行う。 
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