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研究成果の概要（和文）：オオムギをはじめとする穀物種子に見られる穂発芽は、可食部の減少や品質の低下を
招くため、農業上大きな問題となっている。植物の種子が発芽するかどうかは、種子休眠の深さに左右される。
オオムギの種子は、収穫直後は休眠が深い状態にあるが、後熟期間を経て休眠性が低下する。この休眠制御のメ
カニズムを調べるために、オーストラリアCSIROの研究者との共同研究を行った。CSIROで保管されていた休眠性
の異なるオオムギ種子を用いて比較リン酸化プロテオーム解析やRNA-seq解析を行い、種子の内部で進行するシ
グナル伝達や遺伝子発現制御の実態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Preharvest sprouting of cereals, like barley or wheat, is one of the most 
significant problems in agricultural production worldwide. In general, seed germination depends on 
seed dormancy, which is mainly regulated by a phytohormone abscisic acid (ABA). Barley seeds have a 
strong seed dormancy just after harvesting, but its dormancy level is gradually impaired during 
after-ripening process. In this project, we aim to understand what happens in barley seeds during 
after-ripening process, in collaboration with a research group of CSIRO, Australia. We performed 
comparative phosphoproteomic analysis and RNA-seq analysis using two barley seeds with different 
seed dormancy level, to display ABA signaling events and transcriptional regulation during 
after-ripening process. 

研究分野：植物分子生物学

キーワード： オオムギ　種子休眠　後熟　アブシシン酸　選択的スプライシング　プロテオーム　リン酸化

  ３版

   4渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で行ったオオムギ種子のリン酸化プロテオーム解析によって、オオムギ種子におけるリン酸化タンパク質
のデータをこれまでにない規模で収集することに成功した。したがって、種子休眠以外の様々な研究にも有用な
データとなることが期待される。また、これまで種子休眠の研究は遺伝子発現のレベルで行うことが多かった
が、本研究ではRNA-seq解析のデータから選択的スプライシングを検出している点が特徴となっている。
オオムギをはじめとする穀物種子の休眠性は、穂発芽等の農業上の問題に関わってくるため重要である。本研究
によって、オオムギの種子休眠機構の理解が進めば、将来的に穂発芽の被害軽減につながる可能性がある。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
世界の主要作物の多くは、イネ、トウモロコシ、ムギなどの穀物に分類される。穀物種子にはデ
ンプン等の炭水化物が豊富に含まれており、種子成熟に伴って乾燥種子となることで長期間貯
蔵にも耐える性質を持つ。これらの穀物種子の持つ有益な特徴は、種子成熟に伴う様々な生理現
象に支えられている。その中でも重要な生理現象として、種子の休眠があげられる。 
オオムギなどの穀物種子は、収穫直後は休眠が深く、その後の貯蔵期間を経て休眠が弱まる性質
を持つ。この過程を「後熟」という。しかしながら、後熟過程において種子休眠が解除される仕
組みはよくわかっていない。種子休眠は、植物ホルモンアブシシン酸（ABA）による制御を受け
るが、後熟過程において ABAが分解されるという報告がある。一方で、種子の ABA応答が後
熟過程において弱まる可能性も報告されていたが、詳細は不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 植物ホルモンの一つであるアブシシン酸（ABA）は、植物の環境応答と関わりが深く、別名ス
トレスホルモンといわれると同時に、種子の休眠を制御する主要因子であり、作物種子の品質を
左右する重要なファクターとなっている。植物が ABAに応答するためには、特定の細胞内シグ
ナル伝達経路が活性化し、情報が適切に伝えられなければならない。申請者らは、そのような
ABA シグナル伝達系を明らかにすることを目指して研究を行っており、特にタンパク質のリン
酸化に着目している。これまでに、シロイヌナズナで ABAシグナルによってリン酸化されるタ
ンパク質を、リン酸化プロテオームと呼ばれる手法によって網羅的に同定することに成功した
（Umezawa et al. 2013）。そのようなリン酸化タンパク質の中に、mRNA前駆体の選択的スプ
ライシングに関わる因子が複数見つかったことから、ABA シグナルによる選択的スプライシン
グ制御を明らかにするための研究を提案し、本提案の基課題として採択された。この研究では、
ABA シグナルの中枢経路と選択的スプライシング制御の関係を明らかにすることを目的として
おり、現在次世代シーケンサーによる RNA-Seqデータを用いたスプライシングパターンの網羅
的解析が進んでいる。 
一方、研究のインパクトを高めるためには、この現象がシロイヌナズナに限らず、作物を含む植
物一般に見られることを証明したいと考えた。そこで、オオムギ種子における ABA応答機構を
明らかにするための共同研究をオーストラリアの研究者とともに実施することにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
① オオムギ種子におけるリン酸化プロテオーム解析 
本研究では、オーストラリア CSIRO の研究グループとオオムギ種子の休眠および ABA シグナル
伝達に関する共同研究を進めた。まず、オオムギ種子におけるタンパク質のリン酸化ネットワー
クを明らかにするために、リン酸化プロテオーム解析を行った。材料としてオオムギ品種 Golden 
Promise の収穫直後の休眠種子と、後熟が進んで休眠性が低下した後熟種子の二種類を用いた。
これらの材料は、いずれもオーストラリア CSIRO の研究室で毎年準備されており、現地でサンプ
ル処理を行う必要があった。得られたサンプルからタンパク質を抽出し、リン酸化ペプチドを精
製して、質量分析計を用いてリン酸化ペプチドの同定および定量を行った。 
 
② オオムギ種子における mRNA の選択的スプライシングパターンの網羅的解析 
リン酸化プロテオーム解析と同じ材料を用いてオオムギ種子胚を単離し、RNA を抽出した。これ
を、オーストラリア国立大学が保有する次世代シーケンサー（illumina 社 Hi-seq3000）で解析
した。得られたデータから、休眠種子と後熟種子でスプライシングパターンが変化している遺伝
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子を検出した。 
 
 
４．研究成果 
オオムギをはじめとする穀物種子に見られる穂発芽は、可食部の減少や品質の低下を招くため、
農業上大きな問題となっている。植物の種子が発芽するかどうかは、種子休眠の深さに左右され
る。オオムギの種子は、収穫直後は休眠が深い状態（休眠種子）にあるが、後熟期間を経て休眠
性が低下する（後熟種子）。現在のところ、後熟過程において休眠性が低下するメカニズムの詳
細はわかっていないが、この部分を明らかにすることができれば、穀物種子の穂発芽を抑制した
り、逆に発芽を揃えるといった農業的応用が期待できる。 
オーストラリア CSIRO では、オオムギ品種 Golden Promise の休眠種子と後熟種子が年度ごとに
保管されている。そこで、それぞれの種子を半分に切断し、吸水処理および ABA 処理を行った。
半切種子を用いた理由は、事前に行った発芽試験によって、半切種子のほうが ABA 応答が明瞭で
あったためである（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
処理を行った半切種子から胚を取り出し、タンパク質を抽出した後、トリプシンによる消化、リ
ン酸化ペプチドの濃縮過程を経て、質量分析計による解析を行った。この比較リン酸化プロテオ
ーム解析により、オオムギ種子胚から 2000 種以上のリン酸化ペプチドを同定することに成功し
た（図 3）。また、休眠種子と後熟種子とでプロテオームデータを比較したところ、リン酸化さ
れるタンパク質に有意な違いが認められ、特に
休眠種子では植物ホルモンアブシシン酸（ABA）
に応答してリン酸化されるタンパク質が多く検
出された。一方、休眠種子ではそのようなタン
パク質が認められず、ABAシグナル伝達が抑制さ
れていることが示唆された。これらの成果は、2
篇の学術論文としてまとめた（Ishikawa et al. 
2019a, 2019b）。 
さらに、オオムギ種子胚から RNA を抽出し、オ
ーストラリア国立大学の施設を利用して、
illumina 社の HiSeq3000 次世代シーケンサーに
よって RNA-seq 解析を行った。得られたデータ
を、九州工業大学の花田耕介先生のグループの
協力を得て解析し、mRNA の選択的スプライシン
グパターンを明らかにするために、エクソン-エ
クソン間のジャンクション部位を多数抽出し
た。現在、それぞれの種子のスプライシングヴ
ァリアントについて詳細な解析を進めていると
ころである。 
 

図3 オオムギ種子のリ ン酸化プロテオーム
データの概要

オオムギ種子由来のリン酸化ペプチド の定量結果をもとにヒート マッ
プを作成した。 FHは休眠種子、 ARは後熟種子の結果である。 黄色は
リン酸化レベルの上昇、 青は低下を示す。
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