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研究成果の概要（和文）：卵細胞が受精せず胚を形成するアポミクシス現象（クローン植物）を一代雑種の固定などに
利用できれば、「緑の革命」以上の経済効果が期待されるため、本研究では、イネ科のギニアグラスからすでに得てい
るアポスポリー性胚嚢始原生殖細胞(AIC)出現時期に特異的発現する遺伝子（ASG-1）の機能解析を行った。その結果、
AICを単離しその存在を証明したうえ、モデル植物のシロイヌナズナ組換え植物でアポミクシス現象が再現されたこと
から、ASG-1がアポミクシス現象を直接制御すると証明できた。これらの結果を通じて、アポミクシスの持つ機能をさ
らに強化・発揮し、ひいては人類の食糧問題に貢献できると考えている。

研究成果の概要（英文）：For the molecular analysis of appearing mechanism of aposporous embryo sac 
initial cell (AIC) in apomictic guinea grass in this study, 1) the AIC was isolated after ovaries treated 
with enzyme solution and by this its existence was proofed; 2) the apomixis specific gene (ASG-1) 
isolated from apomict of guinea grass (showing multiple embryo sac formation (MES)) was used for plasmid 
construction of hsp::ASG-1::GFP to produce transformants of Arabidopsis. In T4&#8764;T5 generations,1) 
GFP expression was observed in each organism; 2) in experiments of either rapid or long time drought 
treatment, the plants showed drought resistance comparing to the non-transformants; 3) the following 
phenomena in the same ovule were observed in part of the plants (20%): a) MES formation; b) multiple 
embryogenesis (ME) (one embryo and the embryoid initiated from micropylar end); c) ME (one embryo from 
micropylar end, and the embryoid from the chalazal end).

研究分野：遺伝育種学

キーワード： アポミクシス　胚嚢始原生殖細胞　ASG-1遺伝子の機能解析　ギニアグラス　シロイヌナズナ　イネ組換
え植物　多胚嚢形成現象　多胚形成現象
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１．研究開始当初の背景 

 世界人口は 2010年にもうすでに 70億人を
突破しました。50 年に 92 億人を超える見通
しで、92 億人を養うためには、食糧生産を
00 年に比べて 1.55 倍にする必要があると予
測されています。 

 一方、都市化で作付面積が減少し続いてい
ます。 

 このように人口増加と作付面積の減少と
いうダブルパンチを受けて、人類は食糧危機
をリアルに直面しています。 

 他方、農業科学者たちはそれを正面から受
け止めて、増収増産の一代雑種の作出や、優
良品種の育成など、懸命に食糧危機の回避に
努力しています。 

 そこで、孫悟空に金の棒を、という素晴ら
しい武器を農業上で発見しました。それはア
ポミクシス（クローン植物）です。 

 植物のアポミクシス（無配偶生殖）は、卵
細胞が受精を経ず、種子胚を形成するユニー
クな生殖様式である。この形質を実用化でき
れば、一代雑種の固定や栄養繁殖性植物の種
子繁殖性植物への転換が可能となるなど、
「緑の革命」以上の経済効果が期待される。 
 本研究はこのアポミクシスについて、植物
での発現機構への理解を深めることを目的
としています。 
 私たちはこれまでに、イネ科暖地型牧草の
ギニアグラスを用いてアポミクシス性生殖
様式の解明、アポミクシス性特異的遺伝子の
ASG-(1～5)の同定、ASG-1 の組織内での局在
解析、組換えイネの作出、生殖細胞の単離の
試みなど、アポミクシス研究を体系的に行っ
てきています。 
 

２．研究の目的 

 この研究はモデル植物のシロイヌナズナ
に ASG-1遺伝子を導入して組換え植物の作出
およびその生殖様式の究明を行うことが初
めての例です。 
また、様々な環境条件下で、アポミクシス

現象の発生機構の分子的解析を行い、ASG-1
遺伝子の機能を明らかにすることを目的と
しています。 

さらにギニアグラスのアポミクシス性胚
嚢始原生殖細胞(AIC)の単離および操作プロ
トコルを確立し、シングルセルに遺伝子導入
への道を開くことを目指しています。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、ASG-1 遺伝子をモデル植物の
シロイヌナズナに導入して、組換え植物体で
の AIC の出現現象および AIC 由来の胚嚢形成
過程、さらにその胚嚢での胚形成過程を中心
に解析することを通じて AIC の出現メカニズ
ムを明らかにしてきています。また、AIC の
シングルセルの単離および人工的に操作過
程を確立させ、シングルセルに遺伝子導入可
能なモデルへの発展に繋げていきます。さら
に ASG-1遺伝子組換えシロイヌナズナにおい

て、これまでに相同性を示した他の遺伝子で
示された特性を検証します。これを通じて
ASG-1 遺伝子の新たな機能を明らかにします。 
 
４．研究成果（年度ごとに） 
I．有性生殖ギニアグラス系統からの細胞の
単離：N68/96-8-o-5 を用いて大胞子母細胞、
2 分子、4 分子、大胞子、大胞子由来の胚嚢
生殖細胞である卵細胞、助細胞、中央細胞、
反則細胞、大胞子母細胞周囲の珠心組織の体
細胞を、酵素処理によって単離でき、細胞単
離のスタンダードを確立できた。 
アポミクシス性ギニアグラス系統からの

細胞の単離：N68/96-8-o-11 を用いて大胞子
母細胞周囲の珠心組織の体細胞、細胞サイズ
が大きくなる前の AIC 前駆細胞、AIC、AIC 由
来の 2核と 4核胚嚢、および AIC 由来の成熟
した胚嚢の生殖細胞である卵細胞、助細胞、
中央細胞を、酵素処理によって単離できた。
これによって次に行うシングルセルの分取
や遺伝子発現実験のために突破口を開いた。 
発現遺伝子用ベクターの構築：イネの全身

組 織 で 発 現 す る ベ ク タ ー を 使 っ て
hsp::ASG1::GFP の構築を完成した。アグロバ
クテリウムにも入れたので、一過性発現用遺
伝子組換え系の準備ができた。 
シロイヌナズナを用いた ASG-1遺伝子の機

能解析：モデル植物のシロイヌナズナを用い
て、研究室に既存の ASG-1 が入っているベク
ターを使って、ASG-1 を遺伝子導入して組換
えシロイヌナズナ植物体を得た。組換え植物
は T0 世代から T2 世代まで繁殖している。ま
た、ASG-1 の検出は ASG-1 の塩基配列に基づ
いて作成したプライマーを用いた PCR手法に
よる解析では、ASG-1 の存在が確認できた。
いま、サザンなどの手法による検定を実施中。 
 得られた組換えシロイヌナズナ植物には、
様々な変異体が見られた。それらの遺伝子発
現を明らかにするため、まず、それぞれの変
異体の蕾や小花をサンプリングして PFA50前
処理液に入れ、さらに７０％のアルコールに
置換して冷蔵庫に保存中。今年はノマルスキ
ー微分干渉顕微鏡を購入したので早速組み
換え変異体の生殖様式を明らかにしたい。 
 
II．アポミクシス性ギニアグラス系統から単
離されたシングルセルの操作：アポミクシス
性系統の N68/96-8-o-11を用いて大胞子母細
胞周囲の珠心組織の体細胞、ターゲットのア
ポスポリー性胚嚢始原生殖細胞（AIC）を含
む細胞の単離技術を確立したうえ、よりシン
グルでかつターゲットの細胞を容易に捕ま
えるような技術を確立するため、超微量電子
スポットであるピコピペットを用いて目標
となる単離されたシングルセルのプロトプ
ラストを操ることに成功した。これによって
次に行うシングルセルを用いた一過性発現、
AIC 細胞の培養および ASG-1 遺伝子の機能解
析実験のために突破口を開いた。 
発現遺伝子用ベクターの構築：RNA 干渉法



を用いて ASG-1遺伝子の機能解析を行うため、
RNAi コンストラクト用ベクター（ユビキチン
プロモーター、奈良先端技術大学院大学の島
本功研究室より譲渡）と RNAi コントラクト
用ベクター（35Sプロモーター、Department of 
Plant Systems Biology, University of Gent
より譲渡）をそれぞれ構築できた。次にそれ
らを用いてアポミクシス性ギニアグラスへ
の遺伝子導入実験を行う予定。 
シロイヌナズナを用いた ASG-1遺伝子の機

能解析：構築された hsp::ASG1::GFP のプラ
スミドを使って、Floral dip 法による組換え
体を作出し、得られた T2 と T3 世代を用いて
形態調査を行った。その中で、シロイヌナズ
ナから単離された RD22 と 40~50%で似ている
と推定される ASG-1 遺伝子の機能の１つであ
る耐乾燥性個体が得られた。いま、その検証
実験を実施中。 
 ノマルスキー微分干渉顕微鏡を用いた胚
嚢分析法によるアラビドプシスの観察につ
いては、まず、非組換え体の大胞子の出現か
ら、胚嚢形成までの過程を明らかににした。
いま、組換え体を観察中。 
 
III．１、アポミクシス性ギニアグラスを用
いたアポスポリー性胚嚢始原生殖細胞の単
離と解析：１）蕾及び子房の大きさと子房の
色は子房の成熟期間と正比例関係にあるこ
とが分かった。よって子房の色で子房の発育
時期を推定できる。２）酵素液に浸した子房
を様々な前処理を施すことによって、シング
ルセルプロトプラストの効率的な単離が可
能となった。３）さらに単離されたシングル
セルプロトプラストは、超微量電子スポイト
ピコピペットを使って回収することができ
る。 
２、ASG-1 を用いた遺伝子組換えシロイヌナ
ズナの機能解析―耐乾燥性実験：１）急激な
乾燥実験では、T3 世代においては、6時間の
乾燥後もダメージがほとんど見られず、再吸
水後 1日で完全に復活した。それに対して対
象区では、6 時間後にごく一部で緑化が見ら
れたものの、全体的にダメージが大きく 2 日
後には白化し枯死した植物が多く見られた。
２）長期的な乾燥実験では、14 日間断水を行
っても通常の生育を保ち、生存個体数による
生存率が最も高かった。これらの結果から
ASG-1 遺伝子導入されたシロイヌナズナは乾
燥耐性の効果があると推定された。 
３、ASG-1 を用いた遺伝子組換えシロイヌナ
ズナの機能解析―胚嚢分析：ノマルスキー微
分干渉顕微鏡を用いて蕾や小花を使って胚
嚢分析を行った。組換えシロイヌナズナでは、
一部ではあるが、次の 3種類の胚発育パター
ンが見られた。（１）多胚嚢胚珠形成：同じ
胚珠に２つの胚嚢が珠孔側から出現して胚
嚢中の胚が正常に生育している。（２）胚嚢
の珠孔側からの多胚形成：１つの正常な胚の
すぐそばに胚様体胚がもう 1 つある。（３）
馬蹄状の胚嚢の両方から 1つずつの胚が形成

される。これらの結果から、ASG-1 はアポミ
クシス現象に深く関わっていると考えられ
る。 
 
IV．１、イネ科植物への ASG-1遺伝子導入：
hsp::ASG-1::GFP遺伝子を導入したイネでは、
シロイヌナズナで見られたような変異は見られな
かった。ASG-1 の遺伝子配列をもとに作成した
特異的なプライマーを用いたPCRによる解析で
は、ASG-1遺伝子の特異的なバンドが検出され
た。また、ヒートショックによる蛍光発現も認めら
れた。 
２、ASG-1遺伝子組換えシロイヌナズナでの多
胚形成と多胚嚢形成現象の解析：１）組換え体
では、（１）多胚嚢形成：1胚珠に２胚嚢が同
時に珠孔側から出現したが、胚嚢には胚乳は
ほとんどない。（２）多胚形成（珠孔側）：胚
も胚柄も正常に発育するが、胚乳があまりな
い。一方、（３）多胚形成：１つの正常の胚
が珠孔側から発達したが、合点側に胚様体が
１つ以上に発達してくる。以上の結果から
ASG-1 が直接に多胚嚢形成や多胚様体形成に
深く関連していると分かった。 
３、組換えシロイヌナズナでの ASG-1 遺伝子
の時空的発現：ASG-1 の導入によって上記の
３つの表現型の由来を追跡調査するため、ヒ
ートショック処理を時間ごとに行った植物
体を用いてその生殖様式の観察を行った結
果：１）これまで報告した３つの表現型が認
められた。２）ヒートショック処理時期の影
響については、非組換えには影響しないこと
と、ヒートショック処理時期に関係なく、組
換え体には３つの表現型は認められたが、そ
の出現頻度やタイプへの影響についての実
験は継続中。 
４、ギニアグラスの種子を用いた ASG-1 遺伝
子組換え体作出へのアプローチ：エレクトロ
ポレーションによる形質転換では、種子およ
びカルスでそれぞれ GUS 発現が認められた。
アグロバクテリウム法による ASG-1 の導入
には、抗生物質入り培地上で共存培養 3 時間
および 3日間のもので幼葉および根が伸長し
ているものが多く見られた。 
 
卵細胞が受精せず胚を形成するアポミク

シス現象（クローン植物）を一代雑種の固定
などに利用できれば、「緑の革命」以上の経
済効果が期待されるため、本研究では、イネ
科のギニアグラスからすでに得ているアポ
スポリー性胚嚢始原生殖細胞(AIC)出現時期
に特異的発現する遺伝子（ASG-1）を用いて
AIC 出現の分子的解析を行った結果、AIC を
単離しその存在を証明したうえ、モデル植物
のシロイヌナズナ組換え植物でアポミクシ
ス現象が再現されたことから、ASG-1 がアポ
ミクシス現象を直接制御すると証明できた。
これらの結果を通じて、これまでにない研究
手法でアポミクシスの持つ機能をさらに強
化・発揮し、ひいては人類の食糧問題、バイ
オエネルギーに貢献できると考えています。 
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