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研究成果の概要（和文）：ハスカップの胚乳を供試して組織培養をすることにより、胚乳の倍数性を保持した植物体が
再生されることを明らかにした。この培養系を利用した倍数性育種を展開するために、胚乳から植物体が再生する機構
について解析を進めた。胚乳で特異的に発現するfertilization independent endosperm (FIE)遺伝子ホモログのクロ
ーニングをハスカップで行い、全長をシークエンスした。さらに、胚乳形成過程と胚乳培養過程におけるFIE遺伝子の
発現解析を行い、発現パターンの差異について考察を行った。

研究成果の概要（英文）：Plant regeneration system from endosperm culture has been developed in Haskap (Lon
icera caerulea var. emphyllocalyx). The plants derived from endosperm showed same ploidy level with endosp
erm. This means that endosperm culture is useful for novel breeding procedure. To analyze process of endos
perm culture, full length of fertilization independent endosperm (FIE) homolog was sequenced in Haskap. Ex
pression pattern of FIE homolog was analyzed by real-time PCR during endosperm development in vivo and end
osperm culture in vitro. The process of endosperm culture was discussed in expression pattern of FIE homol
og.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 申請者は、植物の受精・胚発生の仕組みを

明らかにするための手法として、単離した生

殖細胞を融合させる試験管内受精の研究に

取り組み、生殖細胞を操作する技術を開発し

てきた（Hoshino et al. 2004, 2006）。その過程

で、植物特有の重複受精の持つ複雑さ、特異

性、そのメカニズムに興味を引かれるように

なった。特に極核と精細胞の融合によって形

成される胚乳は、栄養貯蔵のために機能分化

し、その役割を果たすと植物体になることな

く崩壊する運命にあるユニークな組織であ

る。極核を擁する中央細胞は、卵細胞と同じ

大胞子母細胞に起源を持ち、減数分裂後に残

存する単一細胞に由来することから遺伝的

背景は同一である。しかしながら、配偶子形

成の過程で、二つの核（極核）を持つことか

ら倍数性が異なる。 

 接合子と遺伝的に同一な胚乳組織の特異

性が受精後のどの時点で決定されるのかと

いう疑問に答えるひとつの手段として、申請

者はハスカップの発生初期の胚乳を培養し、

その分化全能性、すなわち植物体再生能力に

ついて調査した。これまでの研究で開発した

生殖細胞の操作技術を応用し、微小な胚乳の

みを摘出して培養を行ったところ、カルスを

経由して植物体に再生させることができた

（Miyashita et al. 2009）。この結果は、従来、

栄養貯蔵器官のみにしか分化しないと考え

られていた胚乳が遺伝的な可塑性を持ち、胚

と同様に植物体になる能力を保持している

ことを明らかにしたものであり、胚乳が分化

能を持たないというこれまでの概念を改め

るものである。 

 本申請計画では、これまでに確立した胚乳

からの植物体再生系を利用し、2 つの観点で

研究を展開させる。一つは、新規倍数性育種

法への応用である。胚乳が親の 1.5 倍のゲノ

ム量を持つことを利用し、迅速に倍数体シリ

ーズを作出する方法を開発することである。

また、胚乳培養を利用し、種間交雑からゲノ

ム比の異なる雑種を 1代で作出する手法もあ

わせて開発する。 

 もう一つの研究課題は、胚乳分化のメカニ

ズムの解明である。近年、胚乳はゲノムイン

プリンティングの制御を受けることが明ら

かになってきた。花粉由来のゲノムと胚珠由

来のゲノムが異なる遺伝子発現の制御を受

けており、おそらくこの事象は胚乳を特徴づ

ける重要な鍵になっていると予想される。そ

こで本研究では、これまでに確立した胚乳か

らの植物体再生系と、ゲノムインプリンティ

ングの解析を組み合わせ、胚乳分化のメカニ

ズムを明らかにする。胚乳分化の可逆的時点

を知ることにより、胚乳からの植物体再生系

の再現性向上、効率化、他の植物種への胚乳

培養の応用の際に有用な情報が得られると

期待できる。 

 

２．研究の目的 

 これまでに確立した胚乳からの植物体再

生系をもとに、新規倍数性育種法の開発に関

する以下の研究を展開する。また、胚乳から

の植物体再生のメカニズムを解明し、再現性

向上・効率化を目指す研究を行う。 

(1) 胚乳培養により、2倍体個体から 3倍体、

4 倍体個体から 6 倍体をダイレクトに作出す

る。さらに、コルヒチン処理による倍数体作

出と組み合わせて異なる倍数体間の交雑実

験を行い、倍数性シリーズを短時間に育成す

るモデルを構築する。 

(2) ハスカップとミヤマウグイスカグラを供

試し、種間交雑後の胚乳から植物体再生を試

みる。また、比較対照としてハスカップのミ

ヤマウグイスカグラの種間雑種を育成し、そ

の評価を行う。 

(3) 胚乳培養時に生じる遺伝子発現パターン

（インプリント遺伝子に着目）の変化から、

胚乳分化の決定要因について解析を行う。 
 
３．研究の方法 



(1) 胚乳からの植物体再生系の効率化 

 重複受精の後、胚乳は分裂を繰り返して栄

養貯蔵器官としての機能を帯び、胚の成長を

サポートしながら崩壊する経路をたどる。こ

のプロセスから離脱させ、植物体再生の方向

に転換させるためには、栄養貯蔵器官として

の機能が未発達の段階で培養を開始する必

要があると考えられる。これまでの研究で胚

乳の発達過程を組織学的に明らかにするた

めに、組織切片を作成してその形態変化の整

理を行ってきた。この情報をもとに、受精直

後の中央細胞と分裂過程の胚乳を経時的に

摘出し、培養を開始することで、胚乳発達の

段階が植物体再生能に及ぼす影響を調査す

る。 

 また、ハスカップとミヤマウグイスカグラ

の種間交雑を行い、種間交雑後の胚乳からの

植物体再生を試みる。 

 

(2) 胚乳形成に関与するインプリント遺伝子

のクローニング 

 植物では胚乳のみでゲノムインプリンテ

ィングの現象が見つかっており、インプリン

ト遺伝子としてシロイヌナズナから

fertilization independent endosperm (FIE)、FWA、

MEDEA、FIS2（fertilization independent seed 2）

等が単離されている。これらの遺伝子は、母

親由来のゲノムのみで活性化され、胚乳形成

に深く関わっていると考えられる。 

 各ステージの胚乳から RNA を抽出し、

RT-PCR およびインプリント遺伝子のシーク

エンス情報（シロイヌナズナ、イネ、トウモ

ロコシを利用）から作成した特異的プライマ

ーを用いてRACE法によりインプリント遺伝

子のクローニングを行う。 

 

(3) 胚乳培養時のインプリント遺伝子の発現

解析 

 in vivoにおける胚乳発達過程と胚乳培養時

におけるインプリント遺伝子の発現解析を

行い、発現パターンの比較を行う。発現パタ

ーンの比較から、培養時における胚乳の脱分

化のタイミングと再生時におけるインプリ

ント遺伝子の関与について解析を行う。 
 
４．研究成果 

 植物の受精・胚発生の仕組みを明らかにす

るための手法として、単離した生殖細胞を融

合させる試験管内受精の研究に取り組み、生

殖細胞を操作する技術を開発してきた。高等

植物の重複受精の産物である胚乳は栄養貯

蔵のために機能分化し、その役割を果たすと

植物体になることなく崩壊する運命にある

ユニークな組織である。極核を擁する中央細

胞は、卵細胞と同じ大胞子母細胞に起源を持

ち、減数分裂後に残存する単一細胞に由来す

ることから遺伝的背景は同一である。しかし

ながら、配偶子形成の過程で、二つの核（極

核）を持つことから倍数性が異なる。 

 接合子と遺伝的に同一な胚乳組織の特異

性が受精後のどの時点で決定されるのかと

いう疑問に答えるひとつの手段としてハス

カップの発生初期の胚乳を培養し、その分化

全能性、すなわち植物体再生能力について調

査した。これまでの研究で開発した生殖細胞

の操作技術を応用し、微小な胚乳のみを摘出

して培養を行ったところ、カルスを経由して

植物体に再生させることができた。この結果

は、従来、栄養貯蔵器官のみにしか分化しな

いと考えられていた胚乳が遺伝的な可塑性

を持ち、胚と同様に植物体になる能力を保持

していることを明らかにしたものである。 

 しかしながら、ハスカップとミヤマウグイ

スカグラの種間交雑後の胚乳からはカルス

は誘導されたものの、植物体再生には至らな

かった。 

 胚乳からの植物体再生系の解析のために、

胚乳分化のメカニズムの解明を試みた。近年、

胚乳はゲノムインプリンティングの制御を

受けることが明らかになってきた。花粉由来

のゲノムと胚珠由来のゲノムが異なる遺伝



子発現の制御を受けており、おそらくこの事

象は胚乳を特徴づける重要な鍵になってい

ると予想される。そこで本研究では、これま

でに確立した胚乳からの植物体再生系と、ゲ

ノムインプリンティングの解析を組み合わ

せ、胚乳分化のメカニズムを明らかにしよう

とした。 

 ハスカップからゲノムインプリンティン

グ遺伝子の一つである fertilization independent 

endosperm (FIE)遺伝子ホモログのクローニン

グを行い、全長をシークエンスした。ハスカ

ップの FIEホモログを用いて、胚乳培養過程

における FIE遺伝子の発現解析を行った。 

受粉後 0、1、3、5、7、14、21、28日の胚乳

（胚乳形成過程）および受粉後 21 日または

28 日後の胚乳を培養し 1〜8 週後の胚乳由来

カルス（胚乳培養過程）から RNA 抽出を行

い、cDNAを合成して real-time PCRを用いて

発現解析を行った。アクチンの発現量を標準

として比較定量を行ったところ、受粉後 21

日の胚乳では培養 1週目と比べ 3週目に FIE

の発現は約 5 倍に増加した後、5～6 週目で

徐々に減少し、7～8週目には増加前の値と同

等の発現で一定となった。受粉後 28 日の胚

乳では培養 3週目までは発現に変動がないが、

4週目に 2倍に増加した後、5～6週目に再び

増加前の発現量となり、7 週目に再び 2 倍に

増加した。受粉後 21日および 28日由来の胚

乳において、培養後 3～4 週間で FIE の発現

が一過的に上昇することが示唆された。 
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