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研究成果の概要（和文）：側根原基サイズは根系形態を決定する主要な要因であり、乾燥ストレス下での水吸収
能を規定することから、側根原基サイズの制御機構解明は不良環境下での安定的なイネ生産にとって極めて重要
である。そこで、側根原基サイズが増加する種々の変異体を用い、その特徴解析や原因遺伝子の同定・機能解析
を行った結果、細胞壁の伸展性やオーキシンの局在性の変動が側根原基サイズの制御に関わることが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：Since the lateral root primordium size is a major factor that determines the
 root system morphology and regulates the water absorption capacity under drought stress, it is 
extremely important for stable rice production under a poor environment to elucidate the control 
mechanism of the lateral root primordium size. Here, we tried to characterize some rice mutants that
 produce big size of lateral root primordia and isolate and analyze each mutant’s causative gene. 
As a result, it was clarified that changes in cell wall extensibility and auxin localization are 
involved in the control of lateral primordium size. 

研究分野： 植物遺伝育種学

キーワード： イネ　突然変異体　側根形成　オーキシン　細胞壁　分子機構
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、世界的な干ばつが頻発する中、根系改良による耐乾性育種が注目されている。本研究の成果から、イネの
根系形態を可塑的に変化させる能力を強化し、乾燥ストレス耐性に優れる品種を作出する上での有用な手がかり
が得られた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、世界的な干ばつが頻発する中、根系改良による耐乾性育種が注目されている（Ahmadi et 
al. 2014）。これまでに申請者らは、様々な水稲品種・系統を対象に耐乾性程度を評価し、ストレ
ス下において側根が可塑的に発達する品種・系統群が高い耐乾性を示すことを明らかにした
（Suralta et al. 2018）。イネの側根には直径の大きな L 型側根と小さな S 型側根が存在し、前者
のみが長く伸長でき、かつさらに高次の側根を発生させる能力を持つため、ストレス下において
側根の発達を高めるには L 型側根化（側根原基サイズの増加）を促す必要がある。しかしなが
ら、このような側根原基サイズの可塑性をもたらす分子機構はほとんど解明されていない。 
 
２．研究の目的 
 側根形成の制御機構はモデル植物であるシロイヌナズナを中心に解析が進められてきた。こ
のシロイヌナズナには原基サイズが異なる側根は存在しないが、主要穀物であるトウモロコシ
やコムギを含むイネ科作物には存在するため、イネを用いることにより主要イネ科作物の独自
的な形態応答機構の解析がはじめて可能となる。しかし、主軸根（親根）上のどの位置からどの
タイプの側根が形成されるかの規則性はなく、これまではそのメカニズムの詳細な解析が困難
であった。これを克服すべく、申請者らは水耕法にて栽培したイネ実生の種子根を根端近傍で切
断することで、側根形態の可塑的反応過程を簡便に捉えられる実験系（根端切除法）を確立して
きた（Kawai et al. 2017）。 
  加えて遺伝学的な解析を可能にするため、申請者らは側根原基サイズが増加する突然変異体
の作出を継続的に試み、計 5 系統の変異体を選抜するとともに、それぞれの原因候補遺伝子を同
定した。その結果、これらの多くは細胞壁の伸展性や生合成に関わることが示唆される遺伝子で
あったため、これにより側根原基サイズの制御が細胞壁の特性により決定される可能性が示唆
された。本研究では、これらの独自な材料や上述の根端切除法を駆使し、細胞壁特性とイネの側
根原基サイズの関連性を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 L 型側根数が有意に増加する 5 つのイネ突然変異体とそれらの原品種を供試した。はじめに、
各候補遺伝子をそれぞれの突然変異体に導入し、変異形質の相補性を検定することで原因遺伝
子を決定した。次に、これら原因遺伝子の発現性を定量 PCR や in situ hybridization 法、プロモー
ターGFP 等により解析した。これまでに、植物ホルモンが根の発生に重要な役割を示すことが知
られている。そこで、これら変異体におけるオーキシン応答性や内生含量を測定するとともに、
オーキシン誘導性遺伝子群の発現解析、ならびにオーキシン信号伝達の進行を可視化できる
DR5:NLS-3xVenus を導入した形質転換体を作出し、その挙動を観察した。 
 加えて、上述の根端切除法を駆使し、レーザーマイクロダイセクションによって単離した野生
型の S 型・L 型側根原基間でのトランスクリプトーム解析を行い、両者間の発現変動遺伝子群の
同定を試み、その機能を解析した。 
 
４．研究成果 
 
(1) wavy root elongation growth 1（weg1）変異体の解析結果 
 weg1 変異体は、主軸根が湾曲して伸長するとともに、側根メリステムサイズが著しく増加す
る特徴を有する。興味深いことに、これらの側根は湾曲した部位の凸側に形成される傾向を示し
た。そこで、湾曲部位における個々の細胞の伸長パターンを野生型と weg1 変異体間で比較した
結果、本変異体では本部位の細胞長が内側と外側で大きく異なっており、その結果として湾曲し
て根が伸長することが判明した。マップベースクローニングの結果、本変異体の原因遺伝子は第
9 染色体に座乗し、更なる座乗候補領域の制限化と相補性検定により、最終的に細胞壁の伸展性
に関わると推定される hydroxyproline-rich glycoprotein をコードすることが明らかとなった。ま
た、本遺伝子は根の伸長帯で発現しており、そのため本遺伝子の機能欠損により細胞伸長の左右
対称性が乱れ、主軸根が湾曲すると考えられた。 
 次に、湾曲伸長と側根原基サイズ制御の関係性を調べるため、根の発生制御に深く関わること
が知られているオーキシンの局在性を、オーキシン応答プロモーターである DR5 を用いて解析
した。その結果、主軸根の湾曲部位の凸側では高濃度のオーキシンが局在し、その結果として直
径の大きな側根メリステムが形成されることが示唆された。 
 
(2) outstanding rooting 1（our1）変異体の解析結果 
 野生型に比べ、our1 変異体幼苗の根系形質は種子根長・冠根長ともに長い一方で、総側根密度
が減少した。また、our1 変異体では L 型側根数が増加し、S 型側根数の減少が確認された。これ
ら長根化や総側根密度の減少はオーキシンシグナル伝達が阻害される Osiaa13 変異体と共通し
て見られる特徴であり、本変異体におけるオーキシンの関与が示唆された。 
 そこで、本変異体の重力屈性を調べた結果、野生型に比べ重力応答能が低下する傾向が見られ



た。また、オーキシン誘導性遺伝子の OsIAA20 や ARL1/CRL1 の発現量が our1 変異体で低下し、
オーキシンにより発現が抑制され、細胞壁の伸展性を制御する OsEXPA18 の発現量が増加してい
た。一方、オーキシン含量には両者間に有意な差は見られなかった。本変異体の原因遺伝子の単
離を試みた結果、bZIP ファミリーに属する遺伝子の機能欠損に起因することが判明した。以上
のことから、本変異体では bZIP 型転写因子の変異によるオーキシン信号伝達の抑制や細胞壁の
伸展性の向上を通して根系発育が促されると考えられた。 
 
(3) T3-7-1 変異体の解析結果 

T3-7-1 変異体は、コントロール条件下で野生型よりも少ない側根を形成した一方、根端切除に
応答してより多くの L 型側根を形成した。マップベースクローニングによって、WUSCHEL-
related homeobox (WOX) ファミリー遺伝子である QHB/OsWOX5 を本変異体の原因遺伝子として
同定した。また、レーザーマイクロダイセクションによって単離した野生型の S 型・L 型側根原
基間でのトランスクリプトーム解析により、2 種類の側根原基間における発現変動遺伝子として
531 遺伝子を同定した。その中で、WOX11/12 クレードに属する OsWOX10, OsWOX11, および
OsWOX6 は L 型側根原基において S 型に比べて高く発現上昇していた。QHB/OsWOX5 プロモー
ターを用いて、コントロール条件下の側根原基において OsWOX10 を過剰発現させたところ、
OsWOX10 発現量依存的に側根直径が増加した。また、CRISPR/Cas9 システムより作出した
Oswox10 変異体では、土壌乾燥条件下で生じた L 型側根の直径が野生型よりも低下した。加え
て、Yeast one-hybrid 法によって QHB/OsWOX5 は抑制型の転写因子であり、qhb/Oswox5 変異体
ではその抑制能が失われていることが示された。さらに、qhb/Oswox5 変異体では根端切除後の
OsWOX10 発現量が野生型よりも高く、ゲルシフトアッセイによって QHB/OsWOX5 リコンビナ
ントタンパク質は OsWOX10 上流配列に結合することが示された。以上より、QHB/OsWOX5 は
側根直径を正に制御する OsWOX10 の発現を抑制することで、根端切除処理に応答した L 型側根
形成を負に制御することが明らかとなった。 
 
(4) T3-2, T12-3, T12-36 変異体の解析結果 
 コントロール条件下で野生型よりも多くの L 型側根を形成する T12-3, T3-2, および T12-36 変
異体を選抜し、マップベースクローニングによってこれら変異体の原因遺伝子としてダイナミ
ン関連タンパク質をコードする OsDRP1C および OsDRP2B を同定した。ダイナミンタンパク質
は、細胞壁主成分であるセルロースの合成やオーキシン輸送タンパク質の細胞内局在を制御す
ることが報告されている。そこで、オーキシン応答プロモーターである DR5 を用いて側根原基
におけるオーキシンシグナルの分布を解析した。その結果、野生型および drp 変異体において、
L 型側根原基では特にその基部においてオーキシンの蓄積が認められた。 
 また、オーキシン極性輸送阻害剤 (NPA) および小胞輸送阻害剤 (BFA) は外生オーキシンに
よる側根直径増加の作用を高め、このとき側根原基基部でのオーキシン蓄積が観察された。さら
に、側根直径を正に制御する OsWOX10 はオーキシン応答性であり、drp 変異体においてその発
現が高いことが判明した。また、グルココルチコイド処理によって機能獲得型のオーキシンシグ
ナル抑制因子である mIAA3 が誘導される mIAA3-GR システムを用いたオーキシンシグナル伝
達の誘導的抑制により、野生型背景における根端切除後の側根直径増加が抑制される傾向が見
られた。さらにゲルシフトアッセイにより、側根原基で発現する促進型の ARF タンパク質であ
る OsARF19 が OsWOX10 上流配列に結合することが示された。以上より、側根原基、特にその
基部におけるオーキシンシグナルの上昇は、OsWOX10 の発現上昇を引き起こし、L 型側根を誘
導すると考えられた。 
 
＜引用文献＞ 
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Parental root bending induces L-type lateral root formation via auxin accumulation at the outer side of bent region in rice
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