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研究成果の概要（和文）：　植物の油脂の合成や貯蔵に重要な役割の担う遺伝子の発現をLUCレポーターの発光でモニ
ターできるシロイヌナズナ植物を作り、自動連続発光モニター装置を使って数十万の植物をスクリーニングした。これ
らレポーターの発現が異常になった多数の突然変異株を分離し、T-DNAタグや次世代DNAシーケンサーによるゲノム解析
を使って突然変異の原因遺伝子の同定を進めた。その結果、油脂合成酵素遺伝子の発現を活性化する因子に加え、種子
での油脂貯蔵に関わる遺伝子の発芽後の発現抑制に関わるこれまで知られていなかった因子を見出すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：　　We prepared Arabidopsis plants that express LUC reporter gene under the 
control of promoters from genes important in the biosynthesis and storage of seed oil. By using automatic 
bioluminescence monitoring system, we screened several hundred thousands of plants for mutants with 
altered expression patterns of LUC reporter gene. In addition to AOTA1, a novel factor involved in the 
activation of DGAT1 gene for the final step of seed oil synthesis, we could identify several additional 
candidate genes potentially involved in the activation of DGAT1. Furthermore, we could identify a novel 
gene DROL1 coding for a factor potentially involved in the repression of OleS3 gene for seed oil storage 
after seed germination.

研究分野：植物生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 シロイヌナズナの種子形成初期に、炭
素は一過的にデンプンとして蓄えられた
後にプラスチドでの脂肪酸合成に配分さ
れ、アシル CoA が小胞体に運ばれて長鎖
化や不飽和化を受けてグリセロールに転
移されて TAG が合成される。種子形成後
期には小胞体膜で TAG と共にオレオシン
が合成されてオイルボディを形成する。
細胞に大量のオイルボディとプロテイン
ボディを蓄えた種子は休眠に入る。貯蔵
タンパク質に注目した研究から、一連の
種子形成過程は LEC マスター因子群とそ
の下流で働く因子による転写の複雑なカ
スケードとネットワークによって統御さ
れていることが示されている。しかし、
油脂の合成・貯蔵に関わる多くの遺伝子
の活性化機構や、種子発芽過程で油脂貯
蔵遺伝子が不活性化されて分解系遺伝子
が活性化される転換機構の詳細は不明で
ある。油脂の合成と貯蔵の制御の詳細な
分子機構の解明は、種子における油脂生
産性向上のみならず種子以外の組織での
油脂生産などに利用可能な新技術シーズ
をもたらすと期待される。 
 
２．研究の目的 
植物種子の油脂貯蔵に関する遺伝学的
解析は、油脂に着目した突然変異株スク
リーニングが難しいため、デンプンや貯
蔵タンパク質に注目した研究に比べ少な
く、その制御機構の詳細には未だ不明な
点が多い。本研究では、油脂の合成と貯
蔵に関わる鍵遺伝子のプロモーターとル
シフェラーゼ(LUC)の融合遺伝子をレポ
ーターとし、一度に 2 万個もの芽生えの
LUC 発光を 1 週間に渡って連続モニター
できるハイスループット装置と次世代高
速 DNA シーケンサを使い、油脂貯蔵に関
わる突然変異株の大量選別と原因遺伝子
の迅速同定を進める。特に、種子成熟後
期の細胞の小胞体での油脂合成と発芽後
の油脂貯蔵関連遺伝子のサイレンシング
に焦点を当て、油脂生産性向上や種子以
外の非食用部位での油脂生産を目指す新
規基盤技術を獲得する。 

 
３．研究の方法 
 種子が成熟する時の油脂関連遺伝子の
活性化と、発芽する時のこれら遺伝子の
不活性化に関わる制御因子を新しい遺伝
学的手法によって網羅的に同定し、種子
特異的な油脂貯蔵の統御ネットワークを
明らかにする。そのために、プロモータ
ーとルシフェラーゼ (LUC)の融合遺伝子
を導入したシロイヌナズナを使い、油脂
の合成と貯蔵に関わる鍵遺伝子の発現を
LUC 発光でモニターする。一度に２万個の
変異誘発剤処理した種子の芽生えの LUC
発光をハイスループット生物発光連続モ

ニター装置を使ってモニターし、LUC 発光
が変化した突然変異株を大量に取得して
次世代で確認する。多数の突然変異株を
種々の表現型でグループ化し、類似した
特徴を示す突然変異株の DNA に配列タグ
を付けてプールし、次世代高速シーケン
サで全ゲノムを同時に解読する。変異が
高頻度で見られる遺伝子は鍵遺伝子の発
現制御に関わると推定される。その他の
突然変異株は戻し交配後の変異株の DNA
をプールし、全ゲノム同時解読によって
変異の原因遺伝子を推定する。変異の推
定原因遺伝子を相補実験で確認し、同定
した多数の制御因子の機能などから制御
システムの全体像を把握し、制御の要と
なる遺伝子の改変が油脂生産に及ぼす効
果を検証する。 
 
４．研究成果 
 種子成熟過程の小胞体で起こるトリア
シルグリセロール（TAG）合成系酵素の遺
伝子と小胞体からのオイルボディ形成に
関わるオレオシン (oleosin) の遺伝子
の発現パターンは類似しており、どちら
も転写因子WRI1によって一斉に活性化さ
れるプラスチドで働く脂肪酸合成系遺伝
子群よりも後の種子成熟後期に起こる。
しかし、TAG 合成系の最終段階酵素をコー
ドする DGAT1 などの遺伝子が発芽後の栄
養組織でも体内時計や糖による制御を受
けて弱く発現するのに対し、種子で TAG
を貯蔵するオイルボディの主要構成タン
パク質のオレオシンをコードする OleS3
遺伝子は発芽後には不活性化とサイレン
シングを受けてヘテロクロマチン領域に
組込まれる。これら種子成熟遺伝子の発
現制御に関わる因子の探索のために、
DGAT1 遺伝子と OleS3 遺伝子のプロモー
ター領域とウミホタルルシフェラーゼ
（LUC）のコード領域との融合遺伝子を導
入したシロイヌナズナを作成した。 
 DGAT1p::LUC 導入株種子をルシフェリ
ン入りの培地に播種して発芽させると、
約20時間のラグを経てLUC発光が観察で
きるようになり、約 36 時間後にひとつの
ピークを迎え、その後 LUC 発光は次第に
強くなり、かつ 24 時間の日周リズムを示
すようになる。OleS3p::LUC 導入植物の
種子をルシフェリン入りの培地に播種し
た時にも、約 20 時間のラグを経て LUC 発
光が現れ、約36時間後にピークを迎える。
しかし、その後は DGAT1p::LUC 導入株と
異なりLUC発光は次第に減衰して約80時
間後には消失し、OleS3 遺伝子の発芽後
の発現抑制をモニターすることができる。
また、OleS3p::LUC を OleS3 を始めとす
る種子成熟遺伝子の発芽後の抑制に異常
を示す hsi2 変異株に導入すると LUC 発
光の 36 時間目以降の抑制が見られず、
OleS3p::LUC 導入植物は種子成熟遺伝子



の発芽後の発現抑制機構を解析する優れ
たツールとなることを示している。
DGAT1p::LUC 導入植物の中から、導入遺
伝子が１コピーで、発光強度が強いライ
ンと弱いラインの適切な株を選抜し、多
くの自殖種子を得て標準株とした。同様
に OleS3p::LUC 導入植物の中から、導入
遺伝子が１コピーで、発光強度が比較的
強いラインを選抜して標準株とした。こ
れら標準株をもとに突然変異株を作成し
スクリーニングを行った。 
 DGAT1p::LUC 導入植物のうちで、発現
レベルの比較的弱い標準株を更に 35S プ
ロモーターのエンハンサーを４コピーも
つ T-DNA で形質転換してアクティベーシ
ョンタグラインを作成し、ハイスループ
ット生物発光連続モニター装置を使って
約 29 万の T2 幼植物体のスクリーニング
を行い、発光の強い一次変異株候補 258
ラインを得た。その 46 ラインのうち 17
ラインは果実での発光も強く、さらにそ
の中の 6 ラインは果実当たりの油脂含量
も高かった。それぞれのラインの自殖 T3
世代種子32個の発芽幼植物体のLUC発光
を標準株と統計的に比較し、明らかに発
現レベルの高くなったラインを幾つか得
た。その一つのライン＃14 については原
因遺伝子を同定し、そのコードする機能
未知タンパク質を AOTA1 と命名した。
AOTA1 遺伝子の 35S プロモーターを使っ
た過剰発現株では種子油脂含量が野生型
株にくらべ約 15％程度増加し、一方で
AOTA1 遺伝子の T-DNA 挿入破壊株では種
子油脂含量の低下が見られた。 
 ＃14 に加えて他の２ラインについて、
tail PCR によってエンハンサーT-DNA が
挿入された染色体部位を同定した。挿入
されたエンハンサー近傍の遺伝子の発現
を解析し、その発現が標準株に比べて高
くなっている遺伝子について 35S プロモ
ーターのエンハンサーによる過剰発現が
DGAT１ 遺伝子の発現を増加させ、ひいて
は種子の油脂含量の増加をもたらすか否
かを検討したが、期待される効果をもた
らす遺伝子を見いだすことができなかっ
た。 
 DGAT1p::LUC 導入植物のうちで、発現
レベルの高い標準株の種子を変異誘起剤
の EMS で処理し、その M2 世代幼植物体 2
万個体の LUC 発光をハイスループットモ
ニター装置でスクリーニングし、元株よ
りも発光強度の弱い一次候補 115 ライン
を得た。各ラインの自殖種子を１ライン
当たり約40個体づつの発光をモニターし、
後代でも発光レベルの有意に低い変異株
候補を 17 ライン得た。その殆どは果実で
の発光も低く、種子油脂含量も低下して
いた。それら次世代でも種子登熟期の LUC
発光のみならず種子油脂含量の低下も認
められた変異株の中の、10-2D12 と 1-9B7

の 2 つのラインについて低 LUC 発光株の
ゲノム DNA を高速シーケンサにかけて研
究協力者の鈴木孝征博士が改良した解析
ソフト MITSUCAL で解析した。しかし、ノ
イズが高く原因遺伝子候補の絞り込みに
至らなかったため、マッピングによる原
因遺伝子の推定作業を継続して進め、
10-2D12 については 2 番染色体の 
AT2G45380 近傍に原因遺伝子が位置する
ことまで明らかになっている。 
 野性型株では OleS3p::LUC 遺伝子の発
現は発芽直後に一過的な発現の後に消失
するが、hsi2 変異株や hsi2 hsl1 二重変
異株では発芽後に発光が増加し、発芽後
の OleS3 の発現抑制に関わる変異株スク
リーニングに優れた系であることを確認
した。次いで、EMS 処理した OleS3p::LUC 
導 入 株 種 子 か ら 、 種 子 発 芽 後 に
OleS3p::LUC が脱抑制を受けて発現が継
続する突然変異株の大量スクリーニング
を行い、約 12 万株の植物から、発芽後の
LUC 発光の経時変化に異常を示す約 50 株
を選抜した。こうした芽ばえでの LUC 発
光が野性型株よりも長く持続する変異株
候補には、生育の遅延を示して稔性の低
下したものが多く、種子成熟遺伝子の発
芽後の発現抑制は栄養成長への転換とリ
ンクしていることを示唆している。その
中の OL8#42-167 株は、次世代でも発芽後
の LUC 発光が長く継続するだけでなく、
内在 OleS3 mRNA のレベルも高い劣性の変
異であることが確認された。OL8#42-167
株のゲノム DNA の高速シーケンサと
MITSUCAL ソフトウエアによる解析から、
intron-exon 境界の一塩基置換によって
ミススプライシングが起こっている遺伝
子を変異の原因遺伝子と推定して DROL1
と名付けた。OL8#42-167株に野性型DROL1
遺伝子を導入すると変異は相補され、ま
た DROL1 遺伝子への T-DNA 挿入破壊株は
OL8#42-167 株と類似した表現型を示した。
DROL1 遺伝子は詳細な機能は不明だが U5
スプライセオソーム因子と推定されるタ
ンパク質をコードしている。RNA-Seq 解析
の結果、 drol1 変異株の芽生えでヒスト
ン脱アセチル化酵素 (HDAC) 遺伝子の一
つで特定イントロンのスプライシングに
エラーが生じていることが見いだされ、
現在その表現型との関連を解析している。 
 OleS3p::LUC を導入した hsi2-2 変異
株の中で見られる発芽後の LUC レポータ
ー遺伝子の脱抑制が回復する復帰変異株
候補の大量スクリーニングも行い、約 2
万個の植物をスクリーニングして、
hsi2-2 変異株の中では見られなくなっ
た OleS3p::LUC の発芽後の一過性発現の
ピークが一部回復した変異株候補を得て、
解析を継続している。 
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