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研究成果の概要（和文）：本研究では、研究期間内に、最新の手法であるレーザーマイクロダイセクション法を用いた
離層特異的な組織由来サンプルのマイクロアレイ解析の結果から見いだした、新規脱粒性遺伝子OSH15およびOSH15の生
物学的作用に関して、下流の候補遺伝子について、発現解析、過剰発現体の作出、遺伝子破壊系統等を用いた経時的な
形態観察を行い、生物学的役割を明らかにし、脱粒性における離層の形成および崩壊の分子機構におけるOSH15遺伝子
の貢献を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The rice seed shattering gene, qSH1 encodes a BEL-type homeobox gene and is 
required for the formation of separation layer in rice. Histological analysis revealed that the 
separation layer forms with one periclinal cell division at the base of rice grains around 2 weeks before 
heading and then lignin disposition starts at the base expect the separation layer cells around 1 week 
before heading. These observations strongly suggest that the seed shattering of rice has two main 
processes; one process is separation layer formation and the other is separation layer degradation. To 
elucidate the molecular process in seed shattering in rice, we carried out some systematic microarray 
analysis using laser capture micro-dissection (LM-microarray) of the separation layer cells.

研究分野： 分子育種学
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1. 研究開始当初の背景 
 

(1) 脱粒性とは、穂から種子が脱粒する性

質であり、自然界では、種子の拡散に

よる繁殖戦略として重要な性質である

が、作物として考えた場合、強い脱粒

性は、収穫量の減少につながる。その

ため、栽培化の過程で、古代人によっ

て最初の選抜の対象となった農業形質

であると考えられてきた。また、脱粒

性は、脱穀技術との関連が深いことか

ら、今日でも重要な農業形質の１つで

ある。 

(2) これまでに、イネの農業形質と関わり

のある栽培化遺伝子の単離および置換

系統の作出においては、申請者らは、

イネの脱粒性を制御する遺伝子として、

栽培ジャポニカイネ品種「日本晴」と

栽培インディカイネ品種「カサラス」

の品種間差を利用した交雑後代を用い

た QTL(Quantitative Trait Loci:量的

遺伝子座)解析から、脱粒性に関与する

QTL を明らかにしている。また、QTL

の中で作用力が最も大きかった第一染

色体長腕上に座乗する qSH1 遺伝子を

マップベースクローニング法により単

離、同定し、単離した qSH1 遺伝子が、

種子の基部の離層形成に必須であるこ

とを明らかにしている。このケースに

おける脱粒性の原因となる変異は、遺

伝子転写開始点上流の約 12kb の位置

に生じる SNP(1 塩基多型)による組織

特異的な遺伝子発現の変化で決定され

るということを明らかにし、古代人が

転写制御に影響を与える SNP を選抜

していたことを示唆する結果を発表し

ている(Konishi et al., Science, 2006)。

また、同時期に、アメリカのグループ

によって、野生イネ由来の別の脱粒性

に関与する別の遺伝子、sh4 が単離・

同定されている(Li et al.,2006)。しかし

ながら、種子の脱粒性を可能にする離

層形成およびその後の離層崩壊の分子

機構に関しては、ほとんど理解が進ん

でいない。その他の農業形質に関与す

る栽培化関連遺伝子として、半矮性遺

伝子 sd1(Sasaki et al.,2002)や、種子数

に関与する Gn1a 遺伝子(Ashikari et 

al., 2005)、種子サイズに関与する遺伝

子としては、申請者らによって

qSW5(Shomura et al.,2008)が、また、

中国のグループによって、GW2(Song 

et al.,2007)が報告されている。これら

の知見をもとに、申請者らによって、

栽培イネコレクション品種群を用いた

アソシエーション解析から、イネの栽

培化過程が推定され、脱粒性遺伝子

qSH1 の SNP の変異は、温帯ジャポニ

カ種の脱粒性の喪失の原因であり、考

古学的な知見と合わせて考えると、約

3000年前から 1万年前に中国で生じた

変異であること、さらに、脱粒性遺伝

子 qSH1 および種子のサイズを制御す

る遺伝子 qSW5 を含む 5 つの栽培化遺

伝子を用いたイネ遺伝資源の解析から、

ジャポニカイネの栽培化過程の推測も

行っている  (Konishi et al.,2006, 

Shomura et al.,2008, Konishi et 

al.,2008)が、不明な点もまだ残ってい

る。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの経時的な形態観察により、イ

ネの脱粒性は、離層形成の分化のステージ

と離層の崩壊のステージの２つの段階に大

別してとらえることができる。そこで、本

研究では、研究期間内に、最新の手法であ

るレーザーマイクロダイセクション法を用

いた離層特異的な組織由来サンプルのマイ

クロアレイ解析の結果から見いだした、新

規脱粒性遺伝子 OSH15 および OSH15 の



生物学的作用に関して、下流の候補遺伝子

について、発現解析、過剰発現体の作出、

遺伝子破壊系統等を用いた経時的な形態観

察を行い、生物学的役割を明らかにし、脱

粒性における離層の形成および崩壊の分子

機構における OSH15 遺伝子の貢献を明ら

かにする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究目的を達成するために、レーザー

マイクロダイセクション(LM)法を用いて、

イネの種子基部の離層特異的なサンプルを

用いたLM マイクロアレイ解析の結果から

見いだした、新規の脱粒性遺伝子 OSH15

および OSH15 の下流の候補遺伝子につい

ての詳細な解析を進める。具体的には、過

剰発現体の作出、組織特異的な発現解析、

qSH1 と OSH15 の遺伝学的な材料を用い

た経時的な形態観察、さらに、遺伝子破壊

系統の利用等を行い、脱粒性に関与する遺

伝子の離層の形成および崩壊における役割

を明らかにする。 
 

(1) qSH1 と OSH15 の遺伝学的な材料を用い

た経時的な形態観察 

 

 申請者がこれまでに作出した、脱粒

性遺伝子 qSH1 と OSH15 を両方とも

に 機 能 型 に 固 定 し た 実 験 材 料

NIL(qSH1)OSH15 と qSH1 は機能型

で OSH15 が機能欠損型に固定した実

験材料 NIL(qSH1)osh15 を用いて、経

時的な離層部位のフロログルシノール

染色やトルイジンブルー染色、UV 照射

による蛍光顕微鏡観察といった詳細な

形態観察を行い、qSH1 および OSH15

の離層形成、崩壊への影響を調べた。

さらに、透過型電子顕微鏡による観察

を行い、離層の形成・崩壊過程の分子

レベルでの解剖を進めた。 
 

(2) 候補遺伝子の組織特異的な発現解析に

よる機能証明 

 

 離層特異的な LM マイクロアレイで

見出した、リグニンの生合成に関与す

る酵素遺伝子 PAL、CCR、Laccase、

peroxidase や、イネ XND1 相同遺伝子

といった qSH1 および OSH15 の下流

で働く候補遺伝子および qSH1、

OSH15 を プ ロ ー ブ に 用 い て 、

NIL(qSH1)OSH15 や

NIL(qSH1)osh15、日本晴、遺伝子破

壊系統に対して、in situ ハイブリダイ

ゼーション法を用いた発現解析を行い、

各候補遺伝子の生長ステージや組織特

異的な発現様式を解明し、離層の形成、

崩壊における役割を調べた。 
 
 
４．研究成果 
 

(1) qSH1 と OSH15 の遺伝学的な材料を用い

た経時的な形態観察 

 

 申請者がこれまでに作出した、脱粒

性遺伝子 qSH1 と OSH15 を両方とも

に 機 能 型 に 固 定 し た 実 験 材 料

NIL(qSH1)OSH15 と qSH1 は機能型

で OSH15 が機能欠損型に固定した実

験材料 NIL(qSH1)osh15 を用いて、経

時的な離層部位のフロログルシノール

染色やトルイジンブルー染色、UV 照射

による蛍光顕微鏡観察といった詳細な

形態観察を行い、qSH1 および OSH15

の離層形成、崩壊への影響を調べた。

さらに、透過型電子顕微鏡による観察

を行い、離層の形成・崩壊過程の分子

レベルでの解剖を進めた。 

 その結果、離層の形成は、出穂約 16

日前から開始していることが明らかと

なり、離層の形成には、qSH1 遺伝子



が関与していることが示唆された。ま

た、離層の崩壊は、出穂数日前から開

始していることが明らかとなり、離層

の崩壊には、OSH15 遺伝子が関与して

いることが示唆された(図 1)。 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
図 1. イネ脱粒性における離層の形成と 
崩壊のモデル 
 
 

(2) 候補遺伝子の組織特異的な発現解析に

よる機能証明 

 

 離層特異的な LM マイクロアレイで

見出した、リグニンの生合成に関与す

る酵素遺伝子 PAL、CCR、Laccase、

peroxidase や、イネ XND1 相同遺伝子

といった qSH1 および OSH15 の下流

で働く候補遺伝子および qSH1、

OSH15 を プ ロ ー ブ に 用 い て 、

NIL(qSH1)OSH15 や

NIL(qSH1)osh15、日本晴、遺伝子破

壊系統に対して、in situ ハイブリダイ

ゼーション法を用いた発現解析を行い、

各候補遺伝子の生長ステージや組織特

異的な発現様式を解明し、離層の形成、

崩壊における役割を調べた。 

 その結果、離層で発現しているリグニ

ン生合成系の遺伝子の１つである CCR は、

NIL(qSH1)の離層では発現が抑制されて

いたが、NILd6 の離層では、強い発現が

見られた。このことから、OSH15 が、離

層で CCR の発現を抑制していると考えら

れる。 
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