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研究成果の概要（和文）：本研究では、イネのリプログラミングの遺伝子スイッチとして幹細胞化を正に制御す
る因子を探索するため、胚の地上部幹細胞（茎頂分裂組織）を欠失する変異体の初期胚で野生型の初期胚と比べ
て発現の低下した遺伝子群を同定した。その結果、転写因子をコードする24個の候補遺伝子が得られ、これらの
候補遺伝子は地上部幹細胞が形成される初期胚の腹側で発現していることを確認した。これらの候補遺伝子には
シロイヌナズナ、トウモロコシ、イネにおいて幹細胞形成に関与することが知られている多数の既知の遺伝子と
複数の新規遺伝子が含まれていた。

研究成果の概要（英文）：To investigate factors controlling reprogramming during stem cell formation 
in rice, we compared the gene expression of the wild-type embryos and the mutant embryos lacking 
shoot apical meristem including stem cells. As a result, we detected 24 genes encoding transcription
 factors as candidates of factors controlling reprogramming during shoot apical meristem formation 
in rice embryogenesis. We confirmed that these factors were expressed in the embryo during shoot 
apical meristem formation. These factors included well-known genes acting in shoot apical meristem 
formation in Arabidopsis, maize, and rice. We also found several new factors related to 
reprogramming during shoot apical meristem formation in rice embryogenesis.

研究分野：植物遺伝育種学

キーワード： 茎頂分裂組織　幹細胞　イネ　再分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はイネのリプログラミングの遺伝子スイッチとして幹細胞化を正に制御する因子を探索した結果、イネ胚
の地上部幹細胞の形成過程において24個の幹細胞化を正に制御する遺伝子候補を見出した。これらの遺伝子を活
用することで、植物培養における植物細胞の再分化の高効率化に寄与することが予想され、遺伝子組換えが難し
い作物への利用など育種分野への貢献が期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
高等植物の地上部は、葉・茎・腋芽等の器官が茎頂分裂組織において連続的に形成されること
により作られる。茎頂分裂組織は幹細胞のように機能する細胞集団（以降、幹細胞と略す）を含
んでおり、器官分化に消費された茎頂分裂組織の細胞を補いつつ、長期にわたり葉・茎・腋芽を
作り続け、植物の持続的成長を可能にする。茎頂分裂組織に含まれる幹細胞は、受精後の胚形成
過程で作られることが知られているが、その詳細な分子基盤、特に幹細胞の特徴を持つ細胞がど
のように作られているかは明らかにされていない。 
一方、植物細胞は分化全能性を持つことが古くから知られている。植物片を適切な濃度の植物
ホルモンを含む培地で育てると、体細胞がカルスを経て新たな茎頂分裂組織を形成し、植物体が
再生する。すなわちカルスからの再分化の過程において、幹細胞は体細胞の遺伝子発現リプログ
ラミングを経て新たに形成される。しかし幹細胞化する細胞は一部の細胞に限られるため、ホル
モンに応答して変化する大多数の細胞の遺伝子発現に隠されてしまい、リプログラミングを実
際に起動する因子については解明されていない。 
以上の背景をふまえて、本研究では植物における体細胞の遺伝子発現リプログラミングを誘
導して幹細胞化させる因子を明らかにすることを目指した。本研究により幹細胞化を正に制御
する因子を明らかにできれば、植物細胞の再分化の高効率化に寄与することが予想され、遺伝子
組換えが難しい作物への利用など、育種分野への貢献を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究は、植物において体細胞の遺伝子発現リプログラミングを誘導して幹細胞化させる因
子を明らかにすることを目的とした。そのために、イネ胚発生突然変異系統のうち、幹細胞を含
む茎頂分裂組織を特異的に欠失する shootless (shl) 突然変異体を研究材料として用いた。shl変
異体は胚における幹細胞を欠失するだけでなく、カルス化した細胞からの幹細胞形成能も失わ
れる (PNAS, 2007)。一方、変異の原因遺伝子を変異型カルスに戻す相補実験により、カルスか
らの再分化能が復帰する。このことは、胚形成過程とカルスからの再分化過程における幹細胞の
新生に同様のリプログラミングが働いていることを意味する。 
本研究では、shl変異体と野生型の遺伝子発現比較から、リプログラミングに機能する遺伝子
候補群を特定し、これらの遺伝子を shl変異型カルスで強制発現させることにより、リプログラ
ミングを起動する因子、すなわちリプログラミングの遺伝子スイッチを明らかにすることを目
指した。 
 
３．研究の方法 
本研究は、イネの shl変異体と野生型の初期胚の遺伝子発現比較を通して、リプログラミング
の遺伝子スイッチを明らかにすることを目指した。shl変異体は胚形成の初期に作られる地上部
幹細胞（茎頂分裂組織）を欠失する変異体である。三つの SHL 遺伝子 (SHL1, SHL2, SHL4) 
は tasiARFと呼ばれる小分子 RNAの合成に必須で、tasiARFは OsETTIN (OsETT) 転写因子
を負に制御している。shl変異体においては、tasiARFが合成できないために OsETTが過剰に
発現し幹細胞を欠失する。このことから、転写抑制因子である OsETT の tasiARF による負の
発現制御が幹細胞形成に必須であり、OsETTの下流で機能する遺伝子群にリプログラミングの
遺伝子スイッチが含まれる可能性が高いと考えた。そこで、本研究では shl変異体と野生型の初
期胚の遺伝子発現比較から、OsETTの下流で機能する遺伝子群を特定し、これらの中からリプ
ログラミングの遺伝子スイッチを明らかにすることを目指した。 
まず OsETTの下流で機能する遺伝子群を明らかにするため、レーザーマイクロダイセクショ
ン法により、shl変異体と野生型の初期胚の RNAを 1個体毎に抽出し、次世代シーケンサーを
用いて 1 個体毎の遺伝子発現プロファイルを明らかにした。そして shl 変異体と野生型の初期
胚の遺伝子発現を比較することで、OsETTの下流で機能する遺伝子群を抽出した。 
次に OsETTの下流で機能する遺伝子群について、初期胚の幹細胞が形成される時期における発
現を明らかにするため、in situ ハイブリダイゼーション法を用いて解析を行った。また、カル
スからの再分化過程においても、幹細胞が新たに作られる時期に OsETTの下流で機能する遺伝
子群が機能していることを確認するために、再分化前後のカルスから RNAを抽出し、トランス
クリプトーム解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)OsETT の下流で機能する遺伝子群の同定によりリプログラミングの制御因子候補を抽出し
た 
イネのリプログラミングの遺伝子スイッチとして幹細胞化を正に制御する因子を探索するた
め、胚の地上部幹細胞（茎頂分裂組織）を欠失する shl変異体と野生型の初期胚の遺伝子発現を
比較して発現が変動した遺伝子群を同定した。これまでの shl変異体の解析より、胚の地上部幹
細胞形成には転写抑制因子である OsETTの小分子 RNA (tasiARF) による負の制御が必須であ



ることが明らかにされている。そのため、tasiARF を合成できない shl 変異体においては、
OsETT の発現が上昇し、OsETT の下流で機能する遺伝子群の発現が低下していることが考え
られた。そして、この shl変異体で発現が低下している遺伝子群にリプログラミングの制御因子
候補が含まれていると考えられた。 
そこで 3つの shl変異体 (shl1, shl2, shl4) で共通して発現の低下している遺伝子群を探索し
た結果、67個の遺伝子が同定された。これら 67個の遺伝子には転写因子をコードする遺伝子が
多く含まれていた。先行研究により、胚の地上部幹細胞（茎頂分裂組織）の形成には転写因子の
発現制御ネットワークが関与していることが明らかにされているため、shl変異体で共通して発
現の低下していた 67 個の遺伝子のうち、転写因子をコードする 24 個の遺伝子をリプログラミ
ングの制御因子候補として抽出した。これらの候補遺伝子にはシロイヌナズナ、トウモロコシ、
イネにおいて茎頂分裂組織で発現する既知の遺伝子が多く含まれていた。また、これまでに茎頂
分裂組織の幹細胞形成過程での機能が知られていなかった複数の新規因子が含まれていた。 
 
(2) OsETTの下流で機能する遺伝子群は初期胚の幹細胞を形成する領域で発現していた 
リプログラミングの制御因子候補として抽出された OsETTの下流で機能する 24 個の候補遺
伝子について、地上部幹細胞を形成する時期の初期胚における発現を in situハイブリダイゼー
ション法を用いて解析した。その結果、24 個の候補遺伝子は地上部幹細胞が形成される初期胚
の腹側で発現していた。 
 
(3) OsETTの下流で機能する遺伝子群はカルスの再分化過程で発現していた 
リプログラミングの制御因子候補として抽出された OsETTの下流で機能する 24 個の候補遺
伝子について、カルスからの再分化過程においても、幹細胞が新たに作られる時期に機能してい
るか確認するために、再分化前後のカルスから RNAを抽出し、トランスクリプトーム解析を行
った。その結果、23個の候補遺伝子が再分化前後のカルスで発現していることを確認した。 
 
以上の結果より、本研究で見出した OsETTの下流で機能する転写因子群は、イネのリプログ
ラミングの遺伝子スイッチとして幹細胞化を正に制御する因子として機能する可能性が示され
た。これらの転写因子群のリストは、植物細胞の再分化の高効率化に役立つことが期待される。 
今後は、これらの転写因子群のうち、リプログラミングを誘導して幹細胞形成を促進する必要十
分な因子を同定するため、転写因子群に含まれる複数の遺伝子を shl変異体カルスで強制発現さ
せて、再分化能が復活する遺伝子セットを同定する。 
 
＜引用文献＞ 
Nagasaki et al. (2007) PNAS 104, 14867-14871. 
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