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研究成果の概要（和文）：作物根系を環境ストレスに適応した形に改良することは安定生産にとって重要であ
る。本研究では、イネ根伸長角度QTL（qSOR1）の上流または下流で働く遺伝子の同定を試みた。qSOR1の異なる
アリル系統を用いた重力刺激や乾燥ストレス試験の結果、根端部で複数の熱ショック転写因子の遺伝子発現が環
境刺激によって異なることが分かった。これら遺伝子は重力屈性と水分屈性応答の両方に何らかの作用を及ぼす
可能性が高いと推察されるため、ゲノム編集によりノックアウト系統を作出した。今後、これらの遺伝子が根系
形態の制御に及ぼす影響を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：Genetic improvement of the root system in crops to adapt to environmental 
stresses is important for stable crop production. In this study, we attempted to identify genes that
 act upstream or downstream of the rice QTL for root growth angle (qSOR1). Using rice lines with 
different alleles of qSOR1, we found that gene expression levels of several heat shock transcription
 factors (HSFs) at root tips varied with different environmental stimuli such as gravity change and 
drought stress.  Since we speculated that these HSFs are likely to have some roles in both 
gravitropic and hydrotropic responses, we developed a knockout line by genome editing. In the 
future, we will clarify the effects of these genes on the regulation of root growth angle.

研究分野： 植物遺伝育種学

キーワード： 根系形態　環境ストレス　伝子発現　重力屈性　水分屈性　QTL

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
イネ根伸長角度QTL（qSOR1）の相同遺伝子は、単子葉植物だけでなく、双子葉植物にも広く存在する。そのた
め、qSOR1周辺の遺伝子群の同定は、陸上植物の環境適応における根張りの役割を解明するうえで重要な知見を
提供する。これまで根系形態が環境ストレス耐性に貢献することが分かっていたが、遺伝的改良は困難であっ
た。本知見は、根系形態を育種対象として扱ううえで、貴重な情報を提供するものであり、今後不安定化する地
球規模の農地劣化に対応した農作物の品種改良への寄与が期待できる。

※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 

根は植物が土壌中の養水分を吸収するために必須の器官であり、その効率を左右する重要な根系
分布はおもに根伸長角度と根長によって決定する。イネでは、根伸長角度に関する QTL (量的形質遺
伝子座)として DRO1（Uga et al. 2013）と qSOR1 が単離された。両遺伝子は相同遺伝子であり、共に重
力屈性に関与し、機能型アリルで深根性を示す。両遺伝子の機能型アリルおよび非機能型アリルを組
み合わせた 4 つの DRO1/qSOR1 集積系統の根系を観察したところ、これら系統は浅根から深根まで 4
つの異なる根系分布を示した。以上のことより、両遺伝子を組み合わせることで様々な根伸長角度を作
り出すことがイネでは可能である。DRO1 を導入した準同質遺伝子系統 (Dro1-NIL) を用いたフィール
ド研究から、深根化が干ばつ耐性の向上、収量性や耐倒伏性の改善、重金属からの忌避に有効である
ことを分かった (Uga et al. 2015)。一連の研究の中で、水分状態の異なる水耕栽培と畑圃場で多数の
イネ品種の根伸長角度を調査したところ、多くの品種が水耕栽培よりも畑で浅根になる傾向にあった 
(Uga et al. 2012)。また、窒素濃度の異なる条件でイネを栽培すると Dro1-NIL を含む多くの品種で窒素
濃度の違いに伴って根伸長角度に変化が見られた (Ogawa et al. 2014)。このように、根伸長角度の遺
伝的改良がイネ生産の向上に有効であることが実証された一方で、養水分の異なる土壌環境において
希望通りの根系分布に制御することは依然難しい。 

この原因の 1 つは、根において乾燥や低窒素などの環境ストレスシグナルが特定の遺伝子を介して、
根系分布を制御する遺伝子に働きかけた結果と推察される。そこで、ストレスシグナル伝達経路に関わ
る遺伝子のうち、根特異的に働く遺伝子を見出すことができれば、ストレスシグナルによる根の変化を回
避し、環境ストレスに頑健な根系を持ったイネを開発できるのではないかと考えた。そのためには、イネ
において環境ストレスシグナルと根系分布を制御する経路をつなぐ遺伝子を明らかにする必要がある。 
 
２．研究の目的 

環境ストレスにより変化する根系形態を不良土壌に適応した形に制御することはこれまで困難であっ
た。本研究では、環境ストレスシグナル応答経路と根伸長角度を制御する経路に関する遺伝子の同定
を通して、環境ストレスに頑健な根系の作出を目指した。本目的達成のため、環境ストレスシグナルと根
伸長角度に関与する経路をつなぐ遺伝子の同定（課題 1）、根伸長角度を自在に改変するための遺伝
子ネットワークの解明（課題 2）の 2 つ課題を主に実施した。課題 1 では環境ストレスのうち水（乾燥）スト
レスに対する根の可塑性に関与する水分屈性関連の遺伝子をイネで同定することを試みた。具体的に
は、寒天培地上で根に乾燥処理を施した際に、乾燥ストレスに応じて根端で発現変動する遺伝子を
RNA-seq により網羅的に解析した。つぎに、水分屈性への関与が推定された遺伝子群に対しゲノム編
集を用いてノックアウト系統を作製後、水屈性反応への影響を評価する。課題 2 では申請者らがイネで
単離した根重力屈性遺伝子 qSOR1 を中心に重力屈性に関与する遺伝子ネットワークの解明を試みた。
具体的には、qSOR1 とオーキシン極性輸送関連遺伝子（OsPINs）や AtRLD1–4 のイネ相同遺伝子との
相互作用の有無について解析した。近年、qSOR1 のシロイヌナズナ相同遺伝子と推定される AtLZY2
や AtLZY3 と AtRLD1–4 がコードするタンパク質は相互作用することが報告されている（Furutani et al. 
2020）。また、qSOR1 の上流もしくは下流で働く遺伝子の同定を目指し、疑似微小重力処理後に重力刺
激を与えた根に対して RNA-Seq を行い、発現変動する遺伝子の探索を行った。 
 
３．研究の方法 
（１） 環境ストレスシグナルと根伸長角度に関与する経路をつなぐ遺伝子の同定 
① 簡易水分屈性評価法の構築および網羅的な遺伝子発現解析 

最初に、寒天培地を用いた簡易水分屈性評価法の確立を行った。供試材料として、水稲品種 IR64
（重力屈性遺伝子 DRO1 の非機能型アリルを持つ）に qSOR1 の非機能型アリルを導入した準同質遺伝
子系統（qsor1-NIL[IR64]）を用いた。本 NIL は重力屈性反応が異常となり、播種後土中から根が地表
面に伸長するなどの非重力感受性を示す。玄米種子を消毒し、30℃に一晩置いて催芽した種子を 1%
寒天培地に播種した。30℃で 1 日培養後、別途作製した 1%寒天培地上に種子根の伸長した芽生えを
種子根が水平になるように置床した。水分屈性反応を観察するため、コントロール区では培地に置いた
根に水分を含ませたろ紙をかけ、乾燥区ではろ紙をかけずに培養することで、培地接地面の反対の根
の表面が乾燥状態になるように処理した。本評価法を用いて、コントロール区と乾燥区における経時的
な遺伝子発現解析した。両区とも 0、0.5、1、2、4、8 時間後に根端 3–4mm をサンプリングした。サンプリ
ングした根端から RNA を抽出し cDNA ライブラリを作製後、RNA–Seq 解析を行った。 
② ノックアウト系統の作出および水分屈性の定量化 

RNA–Seq 解析に基づき、水分屈性に関与すると推定された遺伝子のうち、これまでに水分屈性への
関与が報告されていない遺伝子について、ゲノム編集を用いてノックアウト系統を作製した。DRO1 と
qSOR1 の機能型アリルを持つササニシキ背景に作製したコンストラクトを形質転換した。 

簡易水分屈性評価法では、ノックアウト系統の屈性反応を定量化（数値化）することが難しいため、新
たに水分屈性を定量化できる評価法を構築した。これまでにシロイヌナズナで報告のあった水分勾配
法（Takahashi et al. 2002）を参考にイネでの条件検討を実施した。試験中の乾燥状態を一定にするた
め、水槽の上部はアクリル板で密封した。乾燥区は、水槽内部に水分勾配を作るために、500 mL の飽
和炭酸カリウム水溶液を入れたタイトボックスを中央に配置した。本処理により、サンプルを寒天に載せ
て水槽側面に置いた場合、寒天から飽和炭酸カリウム水溶液のある中央に向かって乾燥の程度が強く
なる。コントロール区は飽和炭酸カリウム水溶液の代わりに水の入ったタイトボックスを中央に置いた。両



区とも、水槽側面に帯状に切った 1%寒天培地を固定し、1–2 cm の長さに伸長した根の根端 0.5–1 mm
が寒天から出るようにして並べ、密封した水槽に入れて 25℃で培養した。 

 
(2) 根伸長角度を自在に改変するための遺伝子ネットワークの解明 

本課題では、qSOR1 の上流および下流に位置する遺伝子を同
定・改変することで、根伸長角度を遺伝的に制御することを目指し、
以下の課題を実施した。各課題の位置づけは図 1 の通りである。 
① qSOR1 との相互作用の可能性がある OsPINs の解析 
 qSOR1 はオーキシンにより負に制御され、重力屈性に影響する。こ
のことから、qSOR1 はオーキシンの極性輸送に関与することが推察さ
れた。オーキシン極性輸送に関与する遺伝子としてシロイズナズナ
では PINs が報告されているが、イネではほとんど知見が無い。そこ
で、PINs のイネ相同遺伝子と qSOR1 がコードするタンパク質の相互
作用を Bimolecular fluorescence complementation (BiFC）法により調
べた。はじめに、機能型 qSOR1 と非機能型 qsor1 の細胞内局在性
について解析した。cDNA ライブラリからクローニングした qSOR1 と
qsor1 を GFP コンストラクトに導入した。イネからプロトプラストを単離
し、本コンストラクトを細胞膜マーカーとして用いられるコンストラクトとともにプロトプラストに導入した。1
晩 28℃で培養し、共焦点顕微鏡を用いて観察を行った。つぎに、イネの培養細胞である Oc 細胞を用
いた BiFC 法により、ｑSOR1 と 7 個の OsPINs との一過的な細胞内局在解析を行った。BiFC の結果、
OsPINs のうち、qSOR1 と OsPIN10b は相互作用する可能性が推察された。そこで、ゲノム編集により
OsPIN10b のノックアウト系統を作出し、OsPIN10b の重力屈性への関与を調べた。 
② qSOR1 との相互作用の可能性がある OsRLDs の解析 

シロイズナズナにおいて AtLZY2 や AtLZY3 と AtRLD1–4 は相互作用し、オーキシンの極性輸送に
関与することが報告されている（Furutani et al. 2020）。そこで、qSOR1 と AtRLD1–4 のイネ相同遺伝子
が相互作用し重力屈性に関与しているかを明らかすることを目指した。シロイズナズナの AtRLD1–4 の
イネ相同遺伝子 OsRLDs を cDNA ライブラリなどからクローニングした。OsRLDs の細胞内局在解析を
行うために、クローニングした OsRLDs を GFP 融合コンストラクトに導入し、共焦点顕微鏡を用いて観察
を行った。OsRLDs の多重変異体を含むノックアウト系統の表現型を解析するため、ササニシキを背景
にゲノム編集を行った。 
③ 疑似微小重力処理を用いた重力刺激に対するイネ根端部の網羅的な発現解析 

ササニシキとササニシキ背景に非機能型 qSOR1 を導入した NIL（qsor1–NIL[SA]）を用いて、疑似微
小重力処理後の重力刺激に応答して発現変動する遺伝子を RNA–Seq を用いて網羅的に解析した。催
芽したササニシキと NIL の種子を 0.4%アガロースゲルに播種し、28℃で 14 時間培養後、3D クリノスタッ
トを用いて 6 時間疑似微小重力処理を行った。処理後、1g の重力刺激を与えて 0、0.5、1.5、3 時間後
に根端をサンプリングした。コントロール区として疑似微小重力処理を行わず 6 時間静置した個体からも
サンプリングした。サンプリングした根端から RNA を抽出し cDNA ライブラリを作製後、RNA–Seq 解析を
行った。 
 
4. 研究成果 
(1) 環境ストレスシグナルと根伸長角度に関
与する経路をつなぐ遺伝子の同定 
① 簡易水分屈性評価法の構築および網羅
的な遺伝子発現解析 

NIL の根は、コントロール区では乾燥ストレ
スの影響がないため、寒天の上を水平に伸
長した。一方、乾燥区では時間の経過ととも
に寒天中に根が屈曲した。本条件下の根か
ら根端をサンプリングし、RNA–Seq 解析を行
った結果、乾燥区で遺伝子発現が上昇した
874 遺伝子と発現が減少した 963 遺伝子をそ
れぞれ Differentially Expressed Gene（DEG）
として見出した。 DEG の検出基準としては、
乾燥区とコントロール区を比較して、ストレス
処理後 0、0.5、1、2、4、8 時間目の遺伝子発
現量が 1/2 以下または 2 倍以上になった遺
伝子をそれぞれ発現が減少、または、上昇し
た DEG とし、閾値は False Discovery Rate
（FDR）< 0.05 とした。このうち、シロイヌナズナ
で水分屈性に関与することが報告されている
植物ホルモン関連遺伝子のイネ相同遺伝子
が 5 つ見つかった。このことから確立した評価
法で水分屈性関連遺伝子がスクリーニングで

図 1. 各課題が目指すネットワ
ークの解明（概要図） 
X は課題 2－③で検出を期待している遺

伝子 

図 2. 水分屈性試験で検出された DEG のクラスター
解析の結果 
relative expression は TPM の Z-score、mean expression（右端）は

全条件の TPM 平均値の log2 を表す。上段は処理後時間と反復数を

示す。 



きることが期待できた。つぎに、DEG を用いたクラスター解析から、DEG は 9 つのクラスターに分かれた
（図 2）。既報の水分屈性や乾燥ストレスに関わる遺伝子以外にユニークな発現変動を示すクラスターに
着目した。クラスター3 に含まれる遺伝子のうち、乾燥処理で発現が上昇する遺伝子の中に、後述する
課題 2 の疑似微小重力試験でも DEG として検出された HSF（HEAT STRESS TRANSCRIPTION 
FACTOR）ファミリーに属する遺伝子が 2 つ含まれた。これら遺伝子の一つは、疑似微小重力試験では
発現が減少する DEG として検出された。他方の遺伝子は発現量が低く、RNA–Seq の検出限界以下だ
った。一方、疑似微小重力試験で発現が上昇した HSF のうち３つの遺伝子は本試験では発現が減少し
た。本結果から、これらの遺伝子は重力屈性と水分屈性応答の両方に何らかの作用を及ぼす遺伝子の
可能性が高いと推察した。 
② ノックアウト系統の作出および水分屈性の定量化 

上記の結果から、HSF ファミリーに属する 9 つの遺伝子とその多重変異体合わせて 12 のノックアウト
系統を作出した。同時に、飽和炭酸カリウム水溶液を用いた湿度勾配条件下でササニシキの根端は寒
天がある水平方向に屈曲することが確認できた。本方法によりイネ根端の屈曲角度を定量化することが
可能となった。現在ノックアウト系統のホモ個体を選抜しており、選抜・固定ができ次第、本定量法にて、
水分屈性への影響を測定する。 
 
(2) 根伸長角度を自在に改変するための遺伝子ネットワークの解明 
① qSOR1 との相互作用の可能性がある OsPINs の解析 

機能型 qSOR1 と非機能型 qsor1 の細胞内局在を調べた。EGFP を融合した機能型 qSOR1 と非機能
型 qsor1 をイネプロトプラストに導入した。その結果、機能型 qSOR1 は細胞膜に局在し、非機能型 qsor1
は細胞膜に局在しなかった。このことから、qSOR1 の細胞膜局在が qSOR1 の機能発現に関与すること
が推察された。つぎに、Oc 細胞を用いた BiFC の結果、qSOR1 と OsPIN10b が同じように細胞膜に局在
していることが分かり、両遺伝子が相互作用する可能性が高いと予想した。そこで、OsPIN10b のノックア
ウト系統を作出した。複数の変異型ホモ系統に対し寒天培地を用いた重力屈性試験を行ったが、ノック
アウト系統と元親との間に有意な差を見られなかった。そこで、新たに 6 個の OsPINs をクローニングし、
qSOR1 との相互作用について、BiFC や Split Luciferase などを用いて解析した。しかし、qSOR1 とこれ
ら OsPINs との直接的な相互作用を示す結果は得られなかった。以上の結果から、qSOR1 は OsPINs と
は直接的な相互作用を持っていないことが推察された。 
② qSOR1 との相互作用の可能性がある OsRLDs の解析 

AtRLD1–4 のイネホモログと考えた OsRLDs の細胞内局在を調べるために、cDNA ライブライリーから
OsRLDs の全長をクローニングし、蛍光タンパク質と融合したコンストラクトを作製した。イネの OsRLDs
の細胞内局在は現在調査中である。シロイヌナズナで AtLZYs との相互作用に重要であると報告された
AtRLD の BRX ドメイン（Furutani et al. 2020）と相同な配列を破壊するように、OsRLDs のノックアウト系
統を作出した。現在、これらの変異型ホモ系統の選抜を進めており、完成次第表現型への影響を調査
する。 
③ 疑似微小重力処理を用いた重力刺激に対するイネ根端部の網羅的な発現解析 

3D クリノスタットを用いた疑似微小重力
処理後の重力刺激試験の条件検討を行
い、再現性を確認した。つぎに、本条件で
ササニシキと NIL に対して RNA–Seq 解析
を行った。その結果、ササニシキと NIL で
処理後の DEG がほとんどないことが分か
った。DEG の検出基準としては、ササニシ
キと NIL を比較して、疑似微小重力処理
後 0、0.5、1.5、3 時間目の遺伝子発現量
が 1/2 以下または 2 倍以上になった遺伝
子をそれぞれ発現が減少、または、上昇し
た DEG とし、閾値は FDR< 0.05 とした。そ
こで、ササニシキと NIL で共通の DEG に
着目した。ここではクリノスタット停止直後 0
時間と比較して、0.5、1.5、3.0 時間目の遺
伝子発現量が 1/2 以下または 2 倍以上に
なった遺伝子をそれぞれ疑似微小重力処理後に発現が減少、または、上昇した DEG とし、閾値は
FDR< 0.05 とした。両系統で処理直後の 0h から発現が減少する転写因子 19 個の中に 7 個の HSF が
含まれていた（図 3）。これら遺伝子には、HSFA2D が含まれていた。HSFA2D はシュートの重力屈性に
関与する OsLazy1 の上流で働くことがイネで報告されている（Zhang et al. 2018）。アミノ酸配列比較か
ら OsLazy1 と qSOR1 は同じファミリーに属していることが分かっており、HSFA2D が根の重力屈性にも
関与している可能性が推察された。これら HSF はクリノスタット処理直後 0h で発現上昇が見られたこと
から、疑似微小重力処理中にすでに発現が上昇していたことが考えられた。他にも同様な発現パター
ンを示す Heat shock protein（HSP）が 31 個見つかった。これらの HSP がコードするタンパク質は、シロ
イズナズナで AtLZY2 や AtLZY3 の共免疫沈降で検出されたもの（Furutani et al. 2020）や AtPIN1 の
細胞内局在に影響するもの（Samakovli et al. 2021）などのイネ相同遺伝子であった。今後、これら遺伝
子についてもゲノム編集によるノックアウト系統を作出し、表現型への影響を調査する。 

図 3. 疑似微小重力処理後に両系統で発現が減少した
転写因子 
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