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生物は、季節変化に応じて自らの生活環を劇的に変化させる。植物の開花、鳥

の渡り、蝶の大移動、魚類の産卵行動、冬眠などがその代表例である。したが

って、季節変化の少ない赤道直下・低緯度地域以外に生息する生物にとって、

季節の変化を捉えることは、生存(繁殖)戦略上極めて重要な意味をもっている。

生物は、このような季節変化を “日の長さ”や“温度”の変化によって感知するこ

とが知られており、多くの生物種でその計時機構の解明に向けた研究が進めら

れている。植物では、シロイヌナズナにおいて花成に関する計測機構が精力的

に解析されてきており、興味深い 2 つの理論が構築されるに至っている。ひと

つは、植物および昆虫の研究(Pittendrigh et al., 1964)をもとに Sawa et al. (2007) が

発展させた外的・内的符号モデルである。外的符号とは、内生の周期的なシグ

ナルと外界のシグナルが、ある日長条件下において一致することであり、この

場合に花成誘導もしくは抑制シグナルが発現する。一方、内的符号とは、内生

の複数の周期的なシグナルが合致することであり、この場合に花成誘導もしく

は抑制シグナルが発現する。花成変異体を用いた順遺伝学的手法により単離さ

れた FLOWERING LOCUS T (FT) (Kobayashi et al., 1999; Kardailsky et al., 1999)は

花成ホルモンの分子実体であり(Corbesier et al., 2007; Tamaki et al., 2007; Taoka et 

al., 2011)、その発現を担う Znフィンガー型の転写因子 CONSTANS (CO)のプロモ

ーター領域上で外的・内的符号が確認される。C4 型の Zn フィンガー(Dof, 

DNA-binding with one finger)ドメインを有する CYCLING DOF FACTOR 1 (CDF1)

は、COプロモーターに結合し、日中の COの転写を抑制する。一方、光(青色光)

依存的に活性化される光受容体 FLAVIN-BINDING KELCH REPEAT F-BOX 1 

(FKF1)は、長日条件下において、概日時計関連遺伝子である GIGANTEA (GI)お
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よび CDF1と COプロモーター領域上に複合体を形成する。その結果、FKF1の

E3 リガーゼ作用によって CDF1 タンパク質が分解され、CO の転写が誘導され

る。短日条件下おいては、FKF1の発現ピークが既に暗期に入っていること、ま

た GI の発現(位相)がシフトして FKF1 の発現とタイミングがずれることから、

FKF1 と光の外的な符号と、時計関連遺伝子の GI と FKF1 の発現時期の内的な

符号の一致が季節認識に重要であることが示されている(Sawa et al., 2007, 図1)。

もうひとつは、ゲート理論である(Pittendrigh et al., 1976)。これは、昆虫や動物の

羽化や孵化などの個体発生(Gating Phenomenon)が概日的にある一定の時刻に起

こることに着想を得た概念であり、転じてショウジョウバエやヒトの概日時計

の光同調機構*1に関して、同概念に基づいた研究が進みつつある。条件的短日植

物であるイネにおいては、イネフロリゲン遺伝子 Hd3a (Heading-date 3a)および

RFT1 (Rice Flowering locus T)を抑制する日長反応性(感光性)の鍵遺伝子 Ghd7 

(Grain-number, plant height and heading-date 7)の発現が長日条件特異的に上昇す

ること(Xue et al., 2008)から、Ghd7の発現にはゲートの開閉が関与していると考

えられている。日長の認識には、早朝に開いた Ghd7のゲートに赤色光が入力さ

れることが重要である(Itoh et al., 2010, 図 2)。しかしながら、Ghd7のゲートが

なぜ早朝に開くのであろうか。イネの日長認識機構に関する基本的な疑問はこ

の点に集約されると考えられる。その詳細については未だ明らかとなっていな

いが、Ghd7の発現は概日時計の制御下にあることが示唆されている(Xue et al., 

2008)ことから、Ghd7のゲート開閉のメカニズムの解明には、動物の概日時計に

関する研究の進展にみられるように、時計遺伝子の光同調性を介した位相の制

御(内的符号)の解明が鍵を握ると考えられる。いずれにしても、日長認識は、多
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様な光受容体と時計遺伝子、花成遺伝子がおりなす巧妙かつ複雑な反応系であ

る。 

	
 一方、温度受容機構に関しては、シロイヌナズナで研究が進められており、

春化経路(一定期間の低温が花成を誘導する)がエピジェネティックに制御され

ていることが知られている。加えて、フロリゲン遺伝子 FTが高温条件下におい

て活性化されたフィトクロム相互作用因子 PIF4 とヒストンバリアントの１つ

H2A.Z とによって拮抗的に制御されていること、および花成に関与する FLM 

(Flowering locus M)が温度依存的な選択的スプラシング機構により制御されてい

ることが報告されている(Kumer and Wigge 2009; Kumer et al., 2012; Pose et al., 

2013)。今後、日長認識だけではなく、一般的かつ広範な植物の温度受容機構を

解明することによって、生物の季節認識メカニズムの理解が飛躍的に発展する

ことが期待される。 

	
 イネにおける花成の分子機構は、ジャポニカ品種日本晴とインディカ品種カ

サラスなど自然変異を有する品種間の雑種後代を利用した QTL (Quantitative 

Trait Locus)解析と各種変異原処理(X線、γ線、EMS、重イオンビーム)によって

誘発された出穂期突然変異体を用いた解析を中心として進められてきた(Yano 

et al., 2001)。その結果、上流のシグナルを統合し、イネフロリゲン Hd3aおよび

RFT1を独立的に正に制御する 2つの主要な転写因子 Ehd1 (Early heading date 1; 

Doi et al., 2004)と Hd1 (Heading date 1; Yano et al., 2000)が同定された。Ehd1は、

台湾品種台中 65号とアフリカイネ Oryza glaberrima の交雑後代の QTL解析と、

その後のマップベースクローニング法により単離された。Ehd1 は、B 型レスポ

ンスレギュレーターと DNA 結合  GARP (Golden 2, Arabidopsis RESPONSE 
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図 1 シロイヌナズナにおける日長認識の分子モデル (澤・Steve Kay, 2008一部改変) 
A. CO遺伝子プロモーター領域における発現分子モデル  

CDF は CONSTANS(CO)のプロモーター領域に結合し、その発現を負に制御する。し

かし昼方、青色光により活性化された FKF1は GIと青色光依存的に複合体を形成し、

CDFを分解する。その結果 CO発現抑制が解除され発現する(脱抑制)。 

B. GIおよび FKF1による外的内的符号の分子モデル 

FKF1-GIの複合体形成のタイミングは 1.FKF1と光の外的符号と 2.FKF1とGIの発現

図 2  イネにおける感光性遺伝子 Ghd7のゲーティングモデル (Itoh et al., 2008) 
 赤色光刺激を受けた場合 Ghd7の発現は誘導されることが知られているが、長日および短日

条件において照射された場合に最も誘導される時間帯が異なる(ゲートのシフト)。長日条件

においてはゲートのタイミングと明期のタイミングが一致するため Ghd7は誘導されるが、

短日条件においてはゲートのタイミングが暗期であるため誘導されない。このため短日条件

では花成が遅延しないと考えられる。しかし、なぜゲートのタイミングにずれが生じるのか

は未解明である。 
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図 3 長日条件下におけるイネ花成ネットワークモデル 
 イネフロリゲン Hd3a, RFT1 を正に制御する因子は Ehd1 および DTH2 であり、反対に

Hd1, OsPRR37/ Hd2は負に制御する。また OsPRR37/ Hd2は時計の構成因子として機能す

る。Ehd1は多くのシグナルを統合しており、Ehd2/RID1/OsID1, Ehd4, OsCOL4, DTH8, 

OsMADS50, OsMADS56, Ghd7などの遺伝子により正負に制御される。このうち Ghd7は

感光性の鍵遺伝子として知られており、時計遺伝子のほか赤色光受容体 Phys によっても制

御されることが知られている他、Hd16 によりリン酸化修飾を受けることにより Ehd1 の抑

制効果を強化する。またもう１つの感光性遺伝子 Hd1は時計遺伝子 OsGIに正に制御され、

PhyBおよび Hd6 (Hd1とは間接的) の翻訳後修飾を受ける。Se5は、Hemeから BVへの代

謝過程を制御しており、発色団 PΦB の合成を通じて全フィトクロム分子種(PhyA-C)の活性

化に関与する.時計遺伝子は、OsPRR1, OsPRR59, OsPRR95, OsGI, OsLHY/ OsCCA1, 

OsPRR37/ Hd2, OsPRR73 が主な構成遺伝子であり上記のようなフィードバックループを

構成すると考えられているが、遺伝学的な証明は不十分である。 
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and Chlamydomonas regulatory protein of P-starvation acclimatization response)ドメ

イン有するタンパク質をコードするイネ科植物特有の遺伝子である。Ehd1を制

御する因子は、上述した Ghd7の他に、DTH8 (for days to heading on chromosome 8) 

(Wei et al., 2010)/Hd5 (Fujino et al., 2013)、Ehd3 (Early heading date 3) (Matubara et 

al., 2011)、Ehd4 (Early heading date 4) (Gao et al., 2013)、OsCOL4 (OsCONSTANS like 

4) (Lee et al., 2010)、Hd16 (Heading date 16) (Hori et al., 2013)、Hd6 (Heading date 6) 

(Ogiso et al., 2010)、Ef7 (Early flowering 7) (Yuan et al., 2009, Saito et al., 2012)/Hd17 

(Matsubara et al., 2012)/OsELF3-1 (Yang et al., 2013)、OsMADS50 (Oryza sativa 

MADS 50) (Lee et al., 2010)/OsSOC1, OsMADS51 (Oryza sativa MADS 51) (Kim et al., 

2007)、OsMADS56 (Oryza sativa MADS 56) (Ryu et al., 2009)、Se14 (photoperiod 

sensitivity 14) (Yokoo et al., 2014)、Se15 (photoperiod sensitivity 15) (Xu et al., 

unpublished)、Se5 (photoperiod sensitivity 5) (Izawa et al., 2010)、PhyA, B, C 

(Phytochrome A, B, C) (Takano et al., 2005, 2009)などが報告されている。特に、Ehd2 

(Early heading date 2)/RID1/OsID1)は、DNA結合 C2H2型 Znフィンガーを有する

転写因子をコードしており、その変異体が長日条件下において、1年以上出穂し

ないことから、イネ花成の“マスタースイッチ”であると考えられている

(Matsubara et al., 2008, Wu et al., 2008, Park et al., 2008)。一方、Hd1は、ジャポニ

カ品種日本晴とインディカ品種カサラスの雑種後代の QTL解析および銀坊主背

景の γ 線照射由来突然変異系統 HS66 および HS110 の原因遺伝子の解析によっ

て単離された(Yano et al., 2000)。Hd1は、他のタンパク質と相互作用する CCT 

(CO, CO-like, TOC1)ドメインと DNA結合 C2H2型 Znフィンガーを有するタン

パク質をコードし、シロイヌナズナ COのオルソログとしてアミノ酸レベルで高
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い相同性(43%)を示す。また、他の花成遺伝子とは異なり、幼苗期から概日性の

発現リズムを示し、短日条件下において花成を促進的に、長日条件下において

は抑制的に働く。Ishikawa et al. (2009)は、赤色光受容体フィトクロム Bの変異体

(phyB)の背景をもつ Hd1 恒常発現組換え体 (Hd1ox/phyB)とコントロール

(Hd1ox/WT)間の花成の早晩性の比較から、フィトクロム Bが長日条件下で Hd1

タンパク質を花成抑制的に制御していることを見出した。このことは、フィト

クロムを介した Hd1 の翻訳後調節機構が花成を決定づける要因であることを示

している。Hd1 を正に制御する因子として、時計遺伝子 OsGI (Os-GIGANTEA)

が報告され (Hayama et al., 2003)、これ以外にも近年、Hd1, Ehd1とは独立に花成

経路を担う遺伝子として DTH2 (for days to heading on chromosome 2) (Wu et al., 

2013)や OsPRR37 (Os-Pseudo response regulator 37) (Koo et al., 2013)/ Hd2 が単離

されている。したがって、イネは、いくつかの花成経路から自らの成長(発達ス

テージ)に合わせて適切な経路を選択しているものと考えられる(図 3)。 

高等植物の時計遺伝子に関する研究は、シロイヌナズナにおいて最も進んで

おり、洗練された時計遺伝子ネットワークモデルの構築が進んでいる。イネに

おいてもホモログ探索とその発現の概日的な解析により多数の時計遺伝子

(OsPRR1, OsPRR59, OsPRR95, OsGI, OsLHY/ OsCCA1, OsPRR37/ Hd2, OsPRR73)の

存在が示されている(Murakami et al., 2003, 2007)。シロイヌナズナの分子時計は、

相互に組合わされた 3 つの転写・翻訳の正・負のフィードバックループにより

構成されている。その中心的なループは、pseudo response regulatorをコードする

TOC1 (TIMING OF CAB EXPRESSION 1) (Strayer et al., 2000) と 2つの部分的に

重複した Myb様転写因子 LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL) (Schaffer et al., 
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1998)および CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1) (Wang and Tobin, 1998)

により構成され、明け方に、LHY と CCA1が TOC1のプロモーターにそれぞれ

結合することによって TOC1の発現を抑制し、夕方には蓄積された TOC1が LHY

と CCA1 の発現を誘導する(Alabadi et al., 2001)。2 つめのループは、pseudo 

response regulatorをコードする 2つの TOC1様遺伝子 PRR7 (PSEUDO RESPONSE 

REGULATOR 7)と PRR9 および LHY/CCA1 により構成され、明け方に蓄積した

LHY と CCA1が冗長的に機能してこれらを抑制する PRR7 と PRR9 の発現を誘

導する(Locke et al., 2006; Zeilinger et al., 2006)。3つめのループは、核タンパク質

GI (GIAGANTEA)と TOC1により構成され、LHY/CCA1および TOC1に負に制御

されるGIが、夕方、TOC1の発現を誘導する(Fowler et al., 1999; Makino et al., 2002)。

イネでは、Nagano et al. (2012)が、圃場条件において経時的にサンプリングした

植物体のマイクロアレイ解析から、時計遺伝子のフィードバック制御機構の保

存性を示している。このように分子遺伝学的な研究に基づいて、イネの花成経

路は時計遺伝子および花成遺伝子の両面からその理解が深まってきている(図 

3)。 

イネにおける花成研究は、基礎科学に留まらず、地域適応性育種や季節適応

性育種に重要な指針を提供する。明治 2年(1869)に札幌と道南の一部において始

まった北海道の水稲栽培は、昭和 4年(1929)には道東と道北の一部を除き北海道

全域でその商業栽培が可能となった。雲南・アッサムあるいは長江中・下流域

に起源する栽培イネ(佐藤 2003; Londo, et al., 2006; Huang et al., 2013) が、なぜ高

緯度に位置する北海道で商業栽培(分布)が可能になったのか、これには極弱感光

性品種の開発が大きく貢献した。元来、条件的短日植物であるイネは、日長が
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限界日長の 13.5hを超えると出穂を遅延させる。このため、栽培適期(晩春～夏)

の日長が常に限界日長(>13.5h)を超えて推移する高緯度地域(およそ 40°NL以北)

においては、中緯度地域向き品種を栽培しても出穂に至らない(もしくは出穂が、

著しく遅延して種子が稔らない)。このため北海道での水稲栽培は、極弱感光性

品種(遺伝子)の開発が必須であった。後の解析により、北海道水稲の感光性の喪

失にはそれぞれ独立的に Ghd7 座に生じた 2 つ変異、すなわち 1 塩基の欠失

(=Ghd7-0a) とレトロトランスポゾンの挿入(=Ghd7-0b)に起因することが明らか

となり、“赤毛”を含む品種のハプロタイプ解析により感光性遺伝子 Ghd7の欠損

がイネの北進に寄与したことが立証されている(浅野 2009)。一方、栽培期間中

の日長が常に短日下にある台湾においては、減収させないために出穂までの栄

養生長期間を十分に確保する必要があり、多くのジャポニカ型台湾品種は、Ehd1 

(=Ef1)座に基本栄養生長相を長くする劣性の遺伝子 ehd1 (=ef1)をもつ。これらの

ことは、地域ごとにそれぞれの稲作に適した出穂期遺伝子が利用されてきたこ

と、すなわち出穂期の改変が各地域の稲作に生産性の向上と安定とをもたらし

たことを示している。ところが、近年、花成遺伝子の機能解析が進むとともに

これまでに育種上利用されてきた複数の感光性遺伝子(Ghd7, Hd1, DTH2, DTH8)

が、枝梗数や稔実率などの収量形質に何らかの効果を及ぼすことが指摘される

ようになってきた(Xue at al., 2008; Wei et al., 2010; Zhang et al., 2012; Wu et al., 

2013; 広瀬 2013)。地理的拡大に寄与した Ghd7は 、in situ hybridization 法によ

り相転換後の二次枝梗原基においてその発現が強く観察されることから、二次

枝梗の発達に関与する可能性が大きく、現在その実証研究が進められている

(Yan et al., 2013)。さらに、シロイヌナズナにおいて花成の鍵遺伝子 FTおよび
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関連遺伝子 ELF3 が、気孔開閉の鍵酵素 H+ATPase を活性化する青色光受容体

フォトトロピン(Phot1, Phot2)の制御に関与することが報告され(Kinoshita et al., 

2011)、イネにおいても、FTおよび ELF3のオルソログである Hd3a および Ef7 

の変異体(それぞれ GP2 および HS276)が気孔の開閉異常に起因すると考えられ

る光合成効率の低下を示すことが報告されている(岩橋ら 2012)。このように、

個々の遺伝子の詳細な機能について迫ろうとする分子遺伝学研究の発展は、こ

れまでの出穂期育種の再評価と視点を変えた新たな花成研究の理解に基づいた

分子育種の必要性を示している。 

本研究では、分子遺伝学研究に基づいた新たなイネ不感光性品種育成の分子

基盤を整備することを目的として、大規模かつハイスループットな遺伝子発現

解析システムを構築するとともに、感光性を完全に喪失した系統である X61を

用いて、感光性獲得(イネ花成ネットワーク)の分子機構の解明に取り組んだ。そ

の結果、基本栄養生長相(BVP)と感光相(PSP)において時計遺伝子の周期的な振

動(Oscillation and amplitude)に対する赤色光の関与がステージ(相)ごとに異なる

ことを明らかにし、このことが感光性獲得メカニズムに大きく関わっているこ

とを見出した(第 2 章)。また、X61 の原因遺伝子 se13 およびその野生型対立遺

伝子 Se13 の生理学的な機能を明らかにし(第 3 章)、これの解析結果を基にして

X61 を利用した新たなイネ中性植物化育種モデルを構築し、このモデルの妥当

性を北海道(札幌)および京都における実地試験によって考察した(第 4章)。 
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*1 ショウジョウバエの光同調機構 

ショウジョウバエの体内時計の位相は主観的昼においては光による影響を受け

ない(ゲート閉)。しかし、主観的夜には光に呼応して暗期の前半において後退し、

後半では前進させることにより同調することが知られる(ゲート開)。時計遺伝子

Period (Per)は、主観的夜に光が当たると分解される。一方、光を受けると発現

が誘導される。従って前半部に光があたれば、Perの上昇部をもう一度繰り返す

ことになり位相が後退し、後半ではタンパクの減少が先行したことになり、位

相は前進する(岡村均, 深田吉孝 2004)。 
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【第 2章】 

不感光性突然変異体 X61を用いたイネの感光性

獲得機構の解析 
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2.1 緒言  

  当研究室の山懸と谷坂が、品種銀坊主の γ 線種子照射によって誘発した極早

生突然変異系統 X61 は、感光性をほぼ完全に喪失しており、長日条件下では銀

坊主より 30日早く出穂する(図 4A, B)。Saito et al. (2011) は、X61の早生化は単

一の劣性遺伝子 se13によって支配されていること、および、X61と日本晴/カサ

ラスの CSSLs (Chromosome segment substitution lines, イネゲノムリソースセンタ

ー/RGRC)との交雑後代の精細なマップベースクローニングおよびシーケンス解

析により、X61ではフィトクロム発色団フィトクロモビリン(PΦB)合成酵素をコ

ードする遺伝子OsHY2の第一エキソンに1塩基の挿入が存在することを見出し、

X61 (se13)の極早生性は PΦB 合成酵素のナンセンス変異に起因するものと推定

した(図 5A, B)。PΦB合成酵素遺伝子は、タバコの一種 Nicotiana plumbaginifolia 

(Pew2) (Kraepiele et al., 1994)、エンドウ(PCD2) (Weller et al.,1997)、トマト(AU) 

(Terry and Kendrick, 1996)、シロイヌナズナ(HY2 ) (Kohchi et al., 2001)、トウモロ

コシ(Elm1) (Sawers et al., 2002, 2004)、など多くの植物種で検出・同定されている。

また、生化学的な解析から、PΦB はグルタミン酸を初発物質として(Elich and 

Lagarias, 1987)、ヘム(Heme b)からビルベルジン(Biliverdin IX α, BV)を介して代謝

され(Weller et al., 1996; Terry et al., 1995; 図 6)、赤色光受容体フィトクロムのシ

ステイン残基と共有結合し、赤/遠赤色光(赤色光 λ=660nm, 遠赤色光 λ=735nm)

によってその構造を可逆的に変化させ、フィトクロムの赤色光の認識に重要な

役割を果たすことが知られている。このため、PΦB の生合成は全フィトクロム

分子種の活性化に重要であると考えられる。イネフィトクロムはゲノム中に 3

分子種 (PhyA,B,C) 存在し(Takano et al., 2008)、それぞれイネの花成を協調的に 
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図 4A 

写真 左 銀坊主 (WT) 右 X61 (se13). 
矢頭は出穂した穂先を示す。 

B 
異なる日長における銀坊主と X61
の到穂日数 (日長反応性試験) 
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図 5 マップベースクローニングおよびとイネフィトクロム発色団合成酵素

OsHY2座のゲノムシーケンス 
 日本晴カサラス CSSLs と X61 の交雑 F2 集団より原因遺伝子 se13 の候補領域を

INDEL4073_2および RM12208の 430kbに絞り、OsHY2座の第一エキソンに X61で

はシトシンの挿入が起きたことに起因したナンセンス変異を確認した (Saito et al., 

2011)。 
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図 6 発色団フィトクロモビリンおよびクロロフィル生合成経路 
フィトクロモビリン(PΦB)は、Hemeから BV を経て合成される。Heme

からBVの過程はイネにおいてSe5 ( heme oxygenase) が触媒することが

知られている。一方 Hemeの上流にある Protoporphyrin IX(ProtoIX)はク

ロロフィルの前駆体にもなっておりイネにおいては Chl1 および Chl9 

(Mg-chelatase) の作用によりMg2+が配位するとクロロフィル合成系へと

流れる。 
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制御している(Takano et al., 2005; Osugi et al., 2011)。また、発色団合成経路にお

いて PΦBの上流に位置し、Hemeから BVへと代謝する heme oxygenaseの変異

体(se5)は、X61同様に、感光性を喪失する(Izawa et al., 2000)ことから、PΦB合

成酵素は X61 (se13)の感光性喪失・早生化の有力な原因遺伝子であると考えられ

る。本章では、まず、X61 の原因遺伝子の検証を目的として、X61 におけるフ

ィトクロムの赤色光応答に関する分光学的解析と組換え系を利用した相補性試

験およびRNAi (RNA interference) 法を用いた PΦB合成酵素の発現抑制系統の解

析を実施した。 

	
  X61は、強感光性品種銀坊主より誘発された 1遺伝子劣性突然変異であるが、

当研究室においてこれまでに誘発された出穂期突然変異系統の中で最も早生化

しており、感光性をほぼ完全に喪失している。このため、X61 の突然変異遺伝

子 se13はイネの花成に非常に大きな影響を及ぼす因子と考えられる。上述のよ

うに、分子遺伝学的研究の発展とともに、イネの花成経路は非常に複雑なもの

であることが明らかとなり(図 3)、このため、se13あるいはその野生型遺伝子 Se13

の花成経路における役割は、他の遺伝子の発現を網羅的に解析したうえで考察

する必要がある。 

そこで本章では、まず、X61の早生化と感光性の喪失が se13によるものであ

ること、および、Se13 座が PΦB をコードする遺伝子座であることを検証した。

ついで、X61 と原品種銀坊主間で既知の遺伝子の発現プロフィルを、基本栄養

生長相(BVP)および感光相(PSP)で比較することにより、イネの発育過程におけ

る感光性の獲得のメカニズムについて考察した。 

 



 19 

2.2 材料および方法  

2.2.1 植物材料  

植物材料として、X61、銀坊主、SE5、農林 8号、EG2、HS110、SE5SE13、DMG4、

DMG5および TMG1 の 2品種、10系統を供試した。SE5は原品種農林 8号から

ガンマ線照射によって誘発された極早生突然変異系統であり、変異遺伝子 se5

をもつ。また、農林 8号は銀坊主と同じ出穂期遺伝子型をもつ品種である。EG2

は銀坊主と品種愛国との交雑後代に得られた系統である。HS110 は、X61 と同

様に銀坊主からガンマ線照射によって獲得された早生突然変異系統であり、突

然変異遺伝子 hd1をもつ。SE5SE13は、X61と SE5との交雑により作出された

se5および se13の二重突然変異系統である。DMG1、DMG4、DMG5および TMG1

はそれぞれ銀坊主の遺伝的背景に se13/hd1、 se13/ghd7、hd1/ghd7 および

se13/hd1/ghd7 導入した系統である。これら品種・系統の出穂期遺伝子型を表 1

に示す。 
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表 1 本研究で用いた系統・品種名とその遺伝子型 
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2.2.2 3’RACE PCR法による全長 cDNAの特定  

Se13の転写単位を特定するため、RACE (rapid amplification of cDNA ends)を行っ

た。長日条件下で栽培した銀坊主の播種後 25日の葉身より Trizol® (Invitrogen)

を用いて total RNAを抽出した後、DNaseI (Takara-Bio)処理を行った。ついで、

3’-Full RACE Core Set (Takara-Bio)を用いて 1st PCRおよび 2nd PCRを行い、得ら

れた増幅産物を pGEM-T vector easy (Promega)に TAクローニングし、ABI 3730xl 

DNA analyzer (Applied Biosystems)を用いて増幅産物の塩基配列を決定した。PCR

反応に供試したプライマーを表 2に示す。   
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表 2  遺伝子型判別用プライマーシーケンス 
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2.2.3ベクターコンストラクション  

Se13 過剰発現体を作出するために、RACE 法により決定した全塩基配列が含ま

れるようにプライマーを設計し、ハイフィデリティー型の DNA ポリメラーゼ

酵素 KOD-Plus (Toyobo)を用いて、Se13の全長 cDNAを増幅した。また、同じプ

ライマーを用いて、銀坊主ゲノムがもつ Se13配列の増幅を行った。それらの増

幅産物を pBluescript SK(+)を用いてサブクローニングし、塩基配列を確認した後、

過剰発現ベクターpMLH7133 (Mitsuhara et al., 1996)を用いてクローニングした。

得られたベクターコンストラクトをアグロバクテリウム EHA101 株に形質転換

した。 

Se13 発現抑制体を作出するために、RACE によって得られた 6 つの選択的ス

プラシング産物に共通する配列(図 8)を標的とする塩基配列を PCR増幅し、サブ

クローニングベクターpENTR (Invitrogen)に導入した。増幅配列を Gateway技術

(Invitrogen)の LR 反応を介して RNAi サイレンシングベクターpANDA (Miki et 

al., 2004)にでクローニングし、アグロバクテリウム LBA4404株に形質転換した。

ベクター構築に供試したプライマーを表 2に示す。 

 

2.2.4  形質転換イネの作出  

Se13発現抑制体(Se13-RNAi系統)の作出は、品種日本晴の種子より誘導した胚盤

カルスを用いて、Hiei et al. (1994)のアグロバクテリウム法によって行った。Se13

過剰発現体の作出は、コシヒカリの形質転換法を基にしたアグロバクテリウム

法を改変して行った。 
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2.2.5形質転換体の到穂日数の評価  

作製した形質転換体の T2 種子を 0.5%ベンレート T 水和剤 20 (Sumitomo 

Chemical)溶液を用いて消毒し、粒状培土(IBIKO Corporation Agri and Bio division)

とバーミキュライト(NITTAI)を 2:1の割合で混合した培養土に播種した。発芽し

た幼苗からゲノム DNAを抽出し、PCRによって HPTII (ハイグロマイシン抵抗

性)遺伝子が増幅された個体を形質転換体として選抜した。過度な生長を抑制す

るため、幼苗をプラスチックカップ(D-345JT, Asahikasei Packs)に移植し、セラ不

動(PhytoCulture)にて、短日条件(10時間明期/14時間暗期)および長日条件(14.5時

間明期/9.5時間暗期)下で出穂まで育成した。 

 

2.2.6 フィトクロムの分光学的解析  

約 1600個体の銀坊主および X61を 1C濃度の木村氏 B水耕液(pH5.5) (Baba and 

Takahashi, 1956)にて暗所栽培し、白色の鞘葉約 5gをサンプリングした。1cm程

度に切り分け、予め氷冷した乳鉢に生体重あたり 0.8 当量(ml/g)の冷抽出液 A 

(100 mM Tris-HCl (pH8.3), 5 mM EDTA, 28 µM 2-メルカプトエタノール, 2 mM 

PMSF)を加え、乳鉢にてよく破砕した。破砕液をロート上で 2重ガーゼによって

ろ過し、超遠心(20,000 rpm, 5 min, Himac CP 85β, Hitachi Koki) した。回収した上

清を秤量後、0.01%になるように 10%ポリエチレンイミンを静かに加え、15 分

間、4°C、暗所にて撹拌した。その後、超遠心(30,000 rpm, 15 min)し、上清を回

収した。上清に 100 g/lになるように予め乳鉢で破砕した硫酸アンモニウム(硫安)

をミクロスパーテルで撹拌しながら静かに加え、30分間、4°C、暗所にて撹拌し

た。超遠心(30,000 rpm, 15 min)を行い、ろ液に最終 250 g/lになるようにさらに硫
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安を加え撹拌した後、30分間、4°C、暗所で静置した。再度、超遠心(30,000 rpm, 

15 min)し、上清を取り除いた後、沈殿物に触れないように注意しながら遠心チ

ューブを逆さまにして立て、キムワイプにて硫安溶液を完全に取り除いた。沈

殿物を 1 mlの測定液 B (10 mM リン酸カリウム緩衝液(pH7.8), 1 mM EDTA, 28 

µM 2-メルカプトエタノール)に再可溶し、微量遠心機(15,000 rpm, 10 min, 15°C)

で遠心した後、上清を測定試料として用いた。測定は、吸収差スペクトル分析

により行った。まず、 遠赤色光(FR)を照射してスペクトルを測定し、次に赤色

光(R)の照射後のスペクトルを取得した。この操作を 3回繰り返し、吸収差スペ

クトルの平均を求めた。照射光源として蛍光分光光度計 RF-5300PC (Shimadzu)、

検出器として分光光度計 U3310 (Hitachi Technologies)を用い、スリット幅 20 nm

のキュベットにて測定した。なお抽出、測定作業はすべて緑色安全光下(緑 2青

1フィルター, Nakagawa Chemical)で行った。 

 

2.2.7 リアルタイム PCR法による遺伝子発現の定量的解析  

ベンレート T 水和剤 20にて種子消毒を行った後、銀坊主は 30°C、3日間、X61

は 30°C、6日間の催芽処理を行った。粒状培土とバーミキュライトを 2:1の割合

で混合した培養土を詰めたプラスチックカップ(D-345JT, Asahi-Kasei Packs)に 50

粒程度を播種し、適宜、間引きを行いながら温室にて 14日間栽培した。その後、

サンプリングまで植物用チャンバー(LPH-240SP, Nippon Medical & Chemical 

Instruments, Osaka, Japan)にて長日条件下 (30°C, 14.5時間明期/25°C, 9.5時間暗期、

湿度 70%、400 ppm CO2)で育成した。播種後 20、22、25および 28日の 3個体

の最新展開葉を 1サンプルとして、3 時間間隔で 24時間継時的にサンプリング
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した。全 RNA は植物体を 2 ml チューブ入れ、マルチビーズショッカー(PAT, 

Yasui-Kikai, Osaka, Japan)で破砕した(1,200 rpm, 15 sec)後、TriPure (Roche)を用い

たフェノール法により抽出した。RNAサンプルは、DNaseI (Takara-Bio)処理し、

使用まで-80°Cにて保存した。全 RNA 1.5 µgに逆転写酵素およびランダムプラ

イマー(Transcriptor Universal cDNA Master, Roche)を加え、サーマルサイクラーを

用いて cDNAを合成した(予冷(4°C, 30 sec)、アニーリング(25°C, 5 min)、逆転写

反応(55°C, 10 min)、変性失活(85°C, 5 min)の順に行った)。さらに Taqman preamp 

master mix kit (Life Technologies)を用いて、解析対象遺伝子 48種を予め増幅した

(熱変性(95°C, 10 min)の後、熱変性(95°C, 15 sec)とアニーリング・伸長(60°C, 4 

min)を 18サイクル行い、4°Cで保存)。予備増幅産物を TE buffer (Teknova)を用

いて 5倍希釈し、1サンプル当たり 10 nlの cDNA溶液と TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems)、表 3に示すプローブおよび遺伝子特異的プライ

マーを混合した 48 gene assays regentを IFC Controller MX (Fluidigm)を用いて

48×48 gene expression chip (48.48 Fluidigm Dynamic Arrays, Fluidigm)にロードした。

qPCRはBiomark HD system (Fluidigm)を用いて行った(熱変性 (95°C, 10 min)の後、

熱変性(95°C，15 sec)、アニーリング(70°C, 5 sec)、伸長(60°C, 1 min)を 40サイク

ル)。Taqman プローブを用いた qPCR は、PCR 効率(ε)を一定にすることが一般

に困難である。この欠点を補うため、各遺伝子間で異なる PCR効率を解析結果

に反映させた改良型 delta–delta CT 法(Pfaffl, 2001)を採用し、イネユビキチン

(RUBQ2)を内部標準して解析した。PCR効率は 2倍希釈系列 5点の CT値から算

出し、許容される決定係数> 0.97, 0.9 <傾き<1.1のものを採用した(Schmittgen and 

Livak, 2008)。得られた PCR効率(ε)を図 7に、プライマーおよび Taqmanプロー
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ブを表 3に示した。 
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表 3 本解析で用いたプライマーおよび Taqmanプローブセット 

図 7 解析遺伝子に用いたプライマー・プローブの PCR効率 (ε)と R2値 
R2値は実験的反復間における誤差であること(黒), 橙は ABI社、青は Roche社、緑は人

工合成(日本遺伝子研究所社製)のプローブであることを示す。 

 



 29 

2.2.8 出穂期関連遺伝子の判別マーカーの作製と多重変異系統(DMG,TMG)

の作出  

銀坊主、X61および SE5の相互交雑により、DMG1 (Ghd7/hd1/Se5/se13)、 DMG2 

(Ghd7/hd1/Se5/se13)、 DMG4 (ghd7/Hd1/Se5/se13)、 DMG5 (Ghd7/hd1Se5.Se13)、 

TMG1 (ghd7/hd1/Se5/se13)、および SE5SE13 (Ghd7/Hd1/se5/se13)を作出した。な

お、SE5SE13 は、幼苗での枯死や種子不稔、発芽不良などを示すため、se13 ヘ

テロ接合型個体の分離次代から獲得、維持した。この際、se13 の判別マーカー

として、SNPs 判定に用いられる dCAPS マーカーを利用した。表 2 に示すプラ

イマーを用いてステップダウン PCR反応(熱変性(94°C, 2 min)の後、熱変性(94°C, 

30 sec)、アニーリング(65°C (1サイクル毎に 1°C降下), 30 sec)、伸長(72°C, 30 sec)

を 11サイクル、熱変性(94°C, 30 sec)、アニーリング(55°C, 30 sec)、伸長(72°C, 30 

sec)を 24サイクル、伸長(72°C, 5 min))を行い、PCR産物を BseLI (New England 

Biolabs)で処理した。変異型アレル(se13)は 120 bpと 30 bpのバンドとして検出さ

れる。12%アクリルアミドゲルで電気泳動し(250 V, 120 min)、se13アレルの有無

を判定した。hd1/se1および ehd1/ef1-hの判別マーカーとして、indelマーカーを

用いた。表 2に示すプライマーを用いて PCR反応(熱変性(94°C, 2 min)の後, 熱

変性(94°C, 30 sec)、アニーリング(55°C, 30 sec)、伸長(72°C, 1 min)を 40サイクル, 

伸長(72°C, 5 min))を行った。PCR産物を 1%アガロースゲルで電気泳動した際、

hd1/se1では、野生型アレル(トランスポゾン mPingの挿入なし(-))は 458 bp, 変異

型アレル(mPing挿入有り(+))は888 bpを、ehd1/ef1-hでは、野生型アレル(mPing(-))

は 149 bp, 変異型アレル(mPing(+))は 579 bpのバンドとして検出される。ghd7/e1

の判別マーカーは、hd1/se1および ehd1/ef1-hと同じく、indelマーカーを利用し
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た。表 2に示すプライマーを用いてステップダウン PCR (熱変性(94°C, 2 min)の

後, 熱変性(94°C, 30 sec)、アニーリング(65°C (1サイクル毎に 1°C降下), 30 sec)、

伸長(72°C, 30 sec)を 16サイクル、熱変性(94°C, 30 sec)、アニーリング(52°C, 30 

sec)、伸長(72°C, 30 sec)を 24サイクル, 伸長(72°C, 5 min))を行った。1%アガロー

スゲルにおいて、野生型アレルは 450 bp, 変異型アレルは 350 bpのバンドとし

て検出される。se5の判別は、dCAPSマーカーを利用した。表 2に示すプライマ

ーを用いてステップダウン PCR (熱変性(94°C, 2 min)の後, 熱変性(94°C, 30 sec)、

アニーリング(65°C (1サイクル毎に 1°C降下), 30 sec)、伸長(72°C, 30 sec)を 11サ

イクル、熱変性(94°C, 30 sec)、アニーリング(52°C, 30 sec)、伸長(72°C, 30 sec)を

24サイクル, 伸長(72°C, 5 min))を行い、PCR産物をSac I (Takara-Bio)で処理した。

変異型アレルは、12%アクリルアミドゲルにおいて 160 bpと 30 bpのバンドとし

て検出される。 

 

2.2.9単変異および多重変異系統の上位性解析  

2012 年および 2013 年に京都大学北部構内実験圃場(N35°01’ E135°46’)にて、上

記で作製した多重変異系統を自然日長条件(ND)下で栽培し、これらの到穂日数

を調査した。2012年は 4月 24日、2013年は 4月 23日に播種した。播種日から

各系統の出穂日までの日長時間は、イネの限界日長とされる 13.5 時間を上回っ

ていたことから、栽培期間中の日長はすべて長日条件下で推移したと考えられ

る。 
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2.3結果  

2.3.1 X61の原因遺伝子 se13の機能検証  

Se13 の完全長 cDNA を同定するために、銀坊主における Se13 転写産物の

3’-RACE PCR を行った。6 つのコロニーからプラスミドを精製し、シーケンス

解析を行ったところ、それぞれ異なる構造の転写産物が得られた(図 8)。このこ

とから、Se13 座から選択的スプライシングによって異なる複数の転写産物が合

成されることが明らかとなった。これら転写産物のうち、“α”は、全長 906 bpで

あって、7つのイントロンと 8つのエキソンから成っており、~34 kDaのタンパ

ク質をコードすると推定された。このタンパク質はこれまでに報告されている

シロイヌナズナPΦB合成酵素HY2とアミノ酸レベルで49%の相同性を示した。

一方、“β-ζ”はフレームシフトするもの、または 5’側に新たにできた開始コドン

から翻訳されるものなど、不完全なタンパク質をコードする転写産物であるこ

とが明らかとなった。 

Se13転写産物“α”を 35Sプロモーターに融合し(35S::Se13)、突然変異系統 X61

に導入した。コントロールとして β-glucuronidase (GUS)を 35Sプロモーターに連

結したコンストラクト(35S::GUS)も X61 に導入した。その結果、短日条件下で

はどの系統においても到穂日数に変化は観察されなかったが、長日条件下では

35S::GUS を導入した系統(以下、X61Vec.)が X61 と同程度の到穂日数を示すこと

が認められた。一方、35S::Se13 を導入した系統 (以下、X61Comp.)は銀坊主とほ

ぼ同程度の到穂日数を示し、感光性の喪失に起因する表現型は機能型 PΦB合成

酵素遺伝子(Se13)を導入することにより回復することが明らかとなった(図 9)。 
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A 

B 

図 8 
 A 3’-RACE PCR法により取得された Se13遺伝子産物の遺伝子構造。黒のボックスはエ

キソン 灰色のボックスはUTR (Untranslated regions) 領域を、実線はイントロンを示す。 

 B 取得された遺伝子産物の配列アライメント (CLC Main Workbench 6により作製)。 
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図 9 長日条件および短日条件における相補性試験の結果 
 X61Comp. (X61に機能型 PΦB合成酵素遺伝子を導入した系統), X61Vec. (X61に GUS遺

伝子を導入した系統)を銀坊主、X61とともに長日条件、短日条件において栽培した。左

から順に Gimbozu, X61Comp#1, X61Comp.#2, X61Vec. , X61。その結果、長日条件下において

X61Comp.は銀坊主とほぼ同程度の到穂日数を示し、感光性を完全に回復した。 
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3’ RACEによって得られた 6つの Se13転写産物に共通する配列を発現抑制の

標的配列としたコンストラクトを日本晴に形質転換し、15の Se13発現抑制系統

(以下、se13-RNAi)を獲得した。 Se13遺伝子の発現抑制効率を解析したところ、

se13-RNAiにおける Se13の発現量は、コントロール(日本晴)と比較して、約 7.4%

〜75.8%と多様であった(図 10)。この中で、Se13 の発現が強く抑制された 2 系

統(#1 および#3)は、過度な葉色の低下や 3 葉期における生長停止を示し、しば

らくして致死した(図 19, 第 3章)。一方、他の系統は長日条件下においても、日

本晴と同等の到穂日数を示し、葉色の低下も観察されなかった。このため、以

降の解析には se13-RNAi系統 #1および#3を供試した(第 3章を参照)。 

標準条件(×1)である生体重 5g の植物体より抽出したサンプルを試験してフィ

トクロムの吸光を調べたところ、銀坊主では、フィトクロムの最大吸光スペク

トルである λ=660 nm (赤色光)、λ=735 nm (遠赤色光)付近において最大の吸光が

観察された。一方、X61 は、銀坊主(WT) と比較して、ほとんど赤/遠赤色光に

対して応答性を示さないことが明らかとなった(図 11左図)。しかし、わずかに

660 nm 付近において吸光が観察されたとから、標準条件の 10 倍(×10)にあたる

50gの植物体よりフィトクロム A (PhyA)を抽出し、再度、詳細な赤/遠赤色光応

答性について検討した。その結果、X61は、λ=660 nm(赤色光)、λ=735 nm(遠赤

色光)付近において極大の吸収が観察された(図 11右図)。 
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図 10 Se13-RNAi系統の Se13遺伝子の発現量 
#1-1〜18までは Se13-RNAi系統名、NHは日本晴を示す。 
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図 11 X61および銀坊主の PhyA光スペクトラム解析 

黒は 銀坊主 (WT)を示し、 灰色は X61を示す。右図は 左の 10倍量の植物体より抽出

した。主に PhyAの光スペクトラムを示す。 
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2.3.2 X61の早生化および感光性獲得の分子機構  

BVPにある播種後 18および 22日(18および 22DAS)における X61のイネフロ

リゲン遺伝子 RFT1 の発現量は、その発現ピークとされる夜明け直後(ZT0-3)に

銀坊主のそれと比べて有意に高いことが明らかとなった。しかしながら、もう

１つのフロリゲン遺伝子 Hd3aの発現は、X61と銀坊主間で差が認められなかっ

た。このことから、X61の早生化は RFT1の発現上昇に起因することが明らかと

なった。そこで、RFT1 の上流遺伝子についてその発現を調査した。その結果、

X61 では、銀坊主と比べて Hd1 の発現に変化が確認されず、Ehd1 および

Ehd2/RID1/OsID1 (以後、Ehd2)の発現のみが上昇していたことから、Ehd1の上流

遺伝子である Ehd2の発現の上昇が早生化の原因であると考えられた(図 12)。一

方、PSPにある播種後 25および 28日(25および 28DAS)では、18および 22DAS

におけると同様に、X61 において RFT1 の上昇が観察された。そこで、Ehd1 お

よび Ehd2の発現について調査したところ、X61において Ehd1の発現は上昇し

ていたが、Ehd2の発現に変化はなかった。次いで、他の出穂期関連遺伝子につ

いても解析したところ、X61 において、感光性遺伝子 Hd1 の発現リズムが完全

に喪失するとともに、Ghd7の夕方(ZT12)の発現が低下していることが明らかと

なった。これまでに、Hd1および Ghd7は時計遺伝子により制御されるとする報

告がある(Hayama et al., 2003; Xue et al., 2008)ことから、時計遺伝子の概日リズム

について解析したところ、X61において、CCA1の発現に顕著な変化は観察され

なかったが、OsPRRシリーズ(OsPRR1, OsPRR37, OsPRR59, OsPRR73, OsPRR95)

および OsGI の明期中の発現(振幅, amplitude)が低下していることが明らかとな

った(図 13)。このことから、PSPにおける時計遺伝子の適切な振幅に赤色光の入
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力が必須であると考えられた。そこで、BVP (18および 22 DAS)における時計遺

伝子の概日リズムについても同様に解析した。その結果、興味深いことに、18

および 22 DASでは、銀坊主および X61いずれにおいても時計遺伝子は適切に

振幅を繰り返しており、位相の前進や後退もないことが明らかとなった(図 13)。

このことは、BVPおよび PSP間で赤色光が時計遺伝子の振幅に及ぼす効果が異

なることを示唆しており、このことが、X61 における感光性喪失の原因である

と考えられた。 

PSP において、Se13 は感光性遺伝子 Hd1 および Ghd7 の発現を制御すること

が示されたため、それぞれの変異体 HS110 (hd1)、EG2 (ghd7)、それらを組み合

せた 2重変異体(DMG1; se13/hd1, DMG4; se13/ghd7, DMG5; hd1/ghd7)および 3重

変異体(TMG1; se13/hd1/ghd7)を作出し、長日条件下での到穂日数を比較した。そ

の結果、se13を有する 2重変異体のDMG1 (se13/hd1)およびDMG4 (se13/ghd7) は、

X61 (se13)と同程度の到穂日数を示した。この結果は、発現解析の結果と矛盾が

なく、Se13 は Hd1 および Ghd7 と遺伝的な相互作用することが示唆された。ま

た、DMG5 (hd1/ghd7) はそれぞれの単独の変異体(hd1, ghd7)よりも早生化したこ

とから、これまでの報告と同様、Hd1と Ghd7の感光性経路は互いに独立的であ

ることが示唆された。一方、DMG5 (hd1ghd7)が TMG1 (se13hd1ghd7)よりも晩生

であった。このことは、Hd1および Ghd7経路とは異なる未知の感光性経路の存

在を示している(図 15)。また、SE5SE13 (se5/se13)は se13と同程度の到穂日数を

示した(図 16)。 
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図 12	
 主な出穂期遺伝子の発現 
	
 	
 	
 a)18DAS b)22DAS c)25DAS d)28DASの発現データ 

	
 	
 	
 **0.05 < P < 0.01; *P < 0.01. (two-tailed Student’s t-test) 
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 図 13	
 主な時計遺伝子の発現 
	
 	
 	
 a)18DAS b)22DAS c)25DAS d)28DASの発現データ 

	
 	
 	
 **0.05 < P < 0.01; *P < 0.01. (two-tailed Student’s t-test) 
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図 14 その他の出穂期遺伝子および時計関連遺伝子群の発現 
     a)18DAS b)22DAS c)25DAS d)28DASの発現データ 

     **0.05 < P < 0.01; *P < 0.01. (two-tailed Student’s t-test) 

 

c) 

d) 
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図 15 出穂期遺伝子の上位性解析 

 長日条件下における各系統の到穂日数 縦軸は到穂日数 横軸は各変異系統名を示す。 
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図 16	
 SE5、SE13、SE5SE13の上位性解析 

 短日条件(10h light/14h dark)および長日条件下(9.5h light/13.5h dark)における到穂日

数。縦軸は到穂日数 横軸は各変異系統名を示す。 
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2.4 考察  

これまでの日長反応性に関する分子遺伝学的研究によって、多様なフィトクロ

ム分子が協調的に花成制御の一翼を担っていることがシロイヌナズナ(Sharrock 

and Quail, 1989; Clack et al., 1994)、ダイズ(Watanabe et al., 2009)、トウモロコシ

(Christensen and Quail; 1989)、ソルガム(Childs et al., 1997)など多くの植物種で報

告されている。イネにおいては、Se5がフィトクロム発色団の生合成経路に関与

する Heme Oxygenaseをコードすることが知られており(Izawa a et al., 2000)、se5

変異体を用いた研究から日長反応性(感光性)に関する知見がまとめられている。

本研究は、X61 の相補性試験およびフィトクロムの赤色光応答に関する分光学

的解析から、X61の原因遺伝子 Se13が PΦB合成酵素をコードすることを明らか

にした。生化学(酵素学)的解析から発色団の生合成経路は既に明らかにされてお

り、Se13は Se5の下流に位置するものと考えられた。se5と se13の 2重変異体 

(SE5SE13)を用いたエピスタシス解析において、SE5SE13 (se5/se13)が X61 

(Se5/se13)と同程度の到穂日数を示したことから、Se13は Se5の下流に位置する

ことが確認された。Andres et al. (2009)は、網羅的な遺伝子発現解析から変異を

特定する手法の Volcano plot analysisを用いて、新たに se5変異体 s73を単離する

とともに、その早生化メカニズムを解析した。その結果、長日条件下の s73にお

いて Ehd1の発現上昇と OsGIの発現低下、また、それに伴う Hd1の発現量の低

下を認め、このことが s73の早生化の原因であると結論した。本研究でも、25 DAS

の X61で、s73の場合と同様に、Ehd1の発現上昇と OsGIの発現低下、また、そ

れに伴う Hd1 の発現量の低下が観察され、感光性の鍵遺伝子である Ghd7 の発

現も低下していた。これまでの研究から、Hd1と Ghd7は時計遺伝子に強く制御
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されていることが知られている(Itoh et al., 2008)。時計遺伝子の詳細な発現解析

から、25および 28 DASの X61で、明期中の OsPRRシリーズ(OsPRR1, OsPRR37/ 

Hd2, OsPRR59, OsPRR73, OsPRR95)の振幅が低下することが明らかとなった。

Ghd7 の上流遺伝子として、シロイヌナズナ時計関連遺伝子 ELF3 のホモログで

ある Ef7に加えて、Ehd3が知られているが、これら遺伝子の発現は X61と銀坊

主間で差異は認められなかった(図 14)。一方、エピスタシス解析により、Ghd7

との関連性が示唆されている OsPRR37/Hd2 (Fujino and Sekiguchi, 2005; Shibaya 

et al., 2011)の発現量が低下することが認められた。さらに、時計中央振動子 PRR7

のホモログであるオオムギ Ppd-H1 (Photoperiod-H1, Turner et al., 2005)、コムギ

Ppd-D1a (Beales et al., 2007)、ソルガム SbPRR37 (Murphy et al., 2011)の変異体は感

光性を喪失していることが報告されている。以上の知見から、X61における Ghd7

の発現量の低下は時計遺伝子 OsPRR37/Hd2の発現量の低下に起因するものと考

えられた。しかしながら、OsPRR37 は Ghd7 の発現を制御しないとする反証結

果もあり(Lin et al., 2003; Koo et al., 2013)、今後は、OsPRR37を過剰発現する組換

え体 X61 を作製するなど、感光性の作用と時計遺伝子との関連性についてさら

に検討する必要がある。 

近年、シロイヌナズナの概日時計研究において、示唆的な 2 つの研究報告が

なされた。ひとつは、フィトクロム null変異体(phyABCDE)に CCA1 pro::LUCの

コンストラクトを導入した形質転換体を用いて、その時計遺伝子の発現(発光)

を解析し、時計遺伝子の適切な振動(発振)には赤色光が必須であるという報告で

ある(Hu et al., 2013)。もうひとつは、免疫学的手法の 1 つである chromatin 

immuno-precipitation (ChIP)法により、 ELF3、 ELF4、および LUX (LUX 
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ARRUMAJIRO)は複合体(Evening Components, EC)を形成し、これが時計遺伝子

PRR7(Pseudo response regulator 7)のプロモーター領域に結合することを明らか

にした報告である(Dixon et al., 2011; Helfer et al., 2011; Chow et al., 2012)。また、

ELF3 とフィトクロムの分子的関係性の解析から、PRR7 が赤色光シグナルを時

計遺伝子へ入力する因子と考える報告もある(Kolmos et al., 2011)。このように、

分子生物学的手法の発展に伴い、時計遺伝子の適切な発振には赤色光が重要で

あることが明らかになりつつある。しかし、イネにおいてはこれまでに、赤色

光が時計遺伝子の振動に必要であるという報告はなかった。本研究の結果、X61

において時計遺伝子の振動(amplitude)が低下したしたことから、イネにおいても

赤色光は重要な役割を果たすことが明らかとなった。しかしながら、BVP にあ

る 18および 22 DASの X61において、時計遺伝子が適切に振動を繰り返してい

たことから、時計遺伝子の適切な振動には赤色光依存、非依存的な発育ステー

ジが存在するとことが示唆される。銀坊主および X61において、22 DASは BVP

であり、25 DASは PSPである。以上のことから、BVPでは時計遺伝子は赤色光

非依存的に適切な振動を繰り返しているために、Hd1および Ghd7に影響を与え

ないと考えられた。一方、PSP では赤色光依存的に時計遺伝子の適切な振動が

繰り返されるため、Hd1および Ghd7の制御を介して感光性が獲得されるのでは

ないかと考えられた(図 17)。 
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図 17 本研究で考えられたイネ出穂の遺伝子ネットワークモデル 

a, b) フロリゲン遺伝子 RFT1 は出穂約 30 日前に一過的に発現する

(Komiya et al., 2008)。長日条件下において Se13は Ehd2の発現を抑制

し、イネの出穂を抑制する(18, 22DAS)。一方、25, 28DASにおいては、

時計遺伝子の発現を適切に調節することにより、Ghd7および Hd1の発現

を正に制御し、出穂を抑制する。22 および 25DAS はそれぞれ、BVP お

よび PSPの相転換期に位置する。 
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【第 3章】 

フィトクロム発色団フィトクロモロビリン合成

酵素がイネの生育に及ぼす効果 
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3.1緒言  

テトラピロールは、4個のピロール環が環状(ポルフィリン)もしくは直鎖状に結

合した物質であり、植物においてはクロロフィル、ビリン、ヘム、シロへムの4

つのグループに大別される。その分子代謝は葉緑体で行われ、グルタミルtRNAGlu

から第一律速段階であるアミノレブリン酸(5-ALA)へと代謝される(C5経路)。C5

経路は生合成系全体の律速段階であることが知られている。次に、2分子の5-ALA

が縮合して1つのピロール環が形成され、これらが4つ連なることでテトラピロ

ールが形成される。さらに環状化しポルフィリン環が形成された後、環全体の

共鳴系が完成し、Proto IX(プロトポルフィリン)が生成される。ビリン合成の基

質であるヘム(ヘムb、プロトヘム)は、Ferrochelatase (FC)により Proto IX にFe2+

が配位することで合成される。また、赤色光受容に必須なフィトクロム発色団

フィトクロモビリン(PΦB)やフィコビリソームのビリン色素は、Heme oxygenase 

(HO)によるヘムの酸化的開裂により合成が開始される。一方、クロロフィル合

成系へは、Mg-chelataseによりProto IXにMg2+が配位することによって進行し、

Mg-Proto IX(Me)などを経て、最後に長鎖アルコール(フィトール)の修飾を受けて

完成する。クロロフィル合成系の最終産物であるクロロフィル(a)は、葉緑体に

局在し光合成の初期反応(12H2O+12NADP+ → 6O2+12NADPH+12H+ etc.)に関与

する。一方、ヘムは核に輸送されアポタンパクの種類、構造、結合方式により

電子伝達反応、酸化還元反応、活性酸素消去といった様々な生体反応に利用さ

れることが広く示されている。 また、ヘムやクロロフィル中間体Mg-Proto IX 

(Me) は葉緑体の機能状態を核に伝えるシグナル分子として機能していること

(レトログレードシグナル)が示唆されている。緑藻Chlamydomonas reinhardtii に
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おいて、Mg-Proto IXおよびヘムはHSP70A (Heat shock protein 70A)やLHC (Light 

harvesting complex) 構成体の核遺伝子の転写制御に関わることが相次いで報告

されている(Meinecke et al., 2010)。始原植物とされる紅藻Cyanidioschyzon merolae

においては、Mg-Proto IX(Me)が葉緑体由来のシグナルとして核DNAの複製を誘

導し、細胞周期を調節することが動植物を通じて初めて報告されており、高等

植物種においてもそのシグナルの保存性が確認されるとともに(Kobayashi et al., 

2009)、受容体についても詳細な解析がなされている(Kobayashi et al., 2011)。一

方、光を吸収し電子を放出するポルフィリン化合物(i.e. Proto IX)の強い光増感酸

化作用は活性酸素種の発生に関与し、プログラム細胞死(光過敏反応死)を誘導す

る。このように、テトラピロール物質は多様な分子的機能(性質)を有するため、

その合成系は厳密に管理されなければならない。 

シロイヌナズナにおいて、分子遺伝学的にレトログレードシグナル異常をき

たしたと考えられるgenome uncoupled (gun) 変異体が複数単離されており(Susek 

et al., 1993)、これらを用いてテトラピロール経路における分子代謝の解明とシグ

ナル分子の探索が行われた。その結果、それぞれGUN1はPentatricopeptide repeat 

protein (PPR)、 GUN2*1はHeme oxygenase、GUN3*1はPΦB synthase、GUN4は

Mg-chelatase (porphyrin complexes bind the ChlH)、そしてGUN5はMg-chelatase H 

subunit (ChlH)をコードしていることが明らかになった。GUN1を除き全ての

GUN(2-5)はテトラピロール代謝に関与していることが示された(Mochizuki et al., 

2001, Larkin et al., 2003, Koussevitzky et al., 2007, Woodson and Chory 2008)が、gun

の表現型を説明しうるレトログレードシグナルの分子実体の特定には至らなか

った(Moulin et al., 2008; Mochizuki et al., 2008)。一方、テトラピロールの代謝ネッ
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トワークに関する理解は大きく進んでいる。そのネットワークは、明期と暗期

において大きく異なる。暗期においては、細胞質から核に移行したCOP1 

(CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1)がHY5 (LONG HYPOCOTYL 5)を分

解するとともに、PIF1、3、4、5 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTORs 1, 3, 

4, 5)の蓄積を誘導する。また、ジベレリンがDELLAの分解を介してPIF3, 4を活

性化させる。すなわち、クロロフィル合成を正に制御するHY5の分解と、負に

制御するPIFの活性化を介して光誘導性クロロフィル合成遺伝子(HEMA1、CHLH、

GUN4、CHL27、PORC、CAO)の発現を抑制する。またCOP1の作用により蓄積

したEIN3 (ETHYLENE INSENSITIVE 3)はPchlide還元酵素*2 PORAとPORBのプ

ロモーター領域に結合し、それらの発現を誘導する。しかし、PORの(赤色)光依

存的な代謝過程によりプロトクロロフィリド(Pchlide)が蓄積し、Pchlideと結合し

たPORはFLU (FLUORESCENT IN BLUE LIGHT)およびCHL27と複合体を形成し

た後、GluTRと結合することでALA合成を阻害する。さらに、発色団とクロロフ

ィル合成経路の分岐点において色素体内のATPおよびMg2+イオン濃度が低下し、

MgChの不活化とFeChの活性化が起こる。また、暗期における色素体内の還元作

用の低下に起因してチオレドキシン(TRX)のCHLIサブユニットへの還元作用の

低下が起こり、MgCh活性が低下する。これによりヘム合成の流れが加速し、ヘ

ムによるGluTRのフィードバック阻害が起こる。明期においては、フィトクロム

(PHY)と青色光受容体クリプトクロム(CRY)がCOP1の機能を阻害することで、

HY5の蓄積が起こる。また、PHYは、PIFを分解するとともにGLKの遺伝子発現

を誘導する。その結果、HY5とGLKの活性化とPIFの分解による脱抑制により、

光誘導性クロロフィル合成遺伝子の発現が上昇する。また、COP1の不活性化と
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エチレンシグナルの低下によってEIN3が分解され、PORAとPORBの発現は減少

する。一方で、光依存的にPORが活性化し、Pchlideの還元が行われると、GluTR

はFLU複合体から解離し活性化される。ヘム/クロロフィル合成の分岐点では、

ATPやMg2+イオン濃度の上昇、TRXによるCHLIの還元、GUN4によるCHLHへの

基質供給により、MgCh活性が上昇する。FeCh活性がATP濃度の上昇に伴い低下

すると同時に、ヘム合成の低下を招きGluTRのフィードバック阻害は解除される。

その結果、ALA合成の活性化とともにクロロフィル合成経路への流れが増加し、

クロロフィル合成が促される。このように、ヘム-フィトクロモビリン(発色団)

合成経路を含む全テトラピロール代謝がクロロフィル合成に関与していること

が分かる。実際に、ヘムから続く発色団代謝に関与する酵素の機能変異体

(hy1/gun2, hy2/gun3)ではクロロフィル含量が低下する。 

	
 PΦB合成酵素HY2 (GUN3)は、その酵素学的解析から還元型フェレドキシン

(Fd-red)依存性の酵素タンパク質(Ferredoxin dependent bilin reductases (FDBRs))で

あることが示されている(Kohchi et al., 2001)。ホモロジーモデルを用いた構造学

的解析により、HY2はBV結合性ポケットを有し、最も親和性の高いAtFd2 

(At1g60950)と静電気的相互作用を中心として結合していることが示されている

(Chiu et al., 2010)。また特異的抗体を用いたウェスタンブロット解析により、HY2

は葉緑体のストロマに局在するものと考えられる(Tsurui et al., 2001)。これらの

ことから、PΦBは、葉緑体の光化学系Iにおいて光エネルギーにより活性化され

たAtFd2が電子供与体としてHY2と結合し、BVを還元することで合成されると考

えられる。イネにおいては、光合成効率または収量性の向上の観点からクロロ

フィル合成に関する変異体が多数収集されており、中国のグループを中心とし
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てMgCh (Chl1, Zhang et al., 2006;Chl9, Wu et al., 2007) など次々単離されている。

しかし、テロラピロールの分子代謝に関する構成的な理解は未だ乏しい。第2章

に示すように、Se5およびSe13は発色団合成に関与しており、これらの変異体で

は葉色の低下が観察される(Xu et al., 2012)。しかし、RNAi法によるPΦB合成酵

素(Se13)の発現抑制系統は、過度な葉色の低下や3葉期における生長停止に起因

した致死性の表現型を示す。そこで、本章では、se13のイネの生育に及ぼす効果

について検証するとともにPΦB合成酵素の分子進化学的な見地より検討を加え

た。 

 

*1 Heme oxygenaseをコードするGUN2およびPΦB synthaseをコードするGUN3は、

それぞれLong Hypocotyl 1 (HY1)およびHY2の新規アリル。 

*2 “Protochlorophyllide”を“Chlorophyllide”に還元する作用を有するPOR還元酵素

Protochlorophyllide oxidoreductase。 
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3.2 材料および方法  

3.2.1植物材料  

植物材料として、銀坊主、X61、日本晴、Se13-RNAi(#1)、Se13-RNAi(#3)を供試

した。 

 

3.2.2細胞内局在性解析  

in silico解析(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/)によって予測されたSe13の葉

緑体局在シグナル(Transit Peptide)配列を緑色蛍光タンパク質GFPに融合したコ

ンストラクトを作製し、細胞内局在性解析用ベクターpTH2 (Niwa et al., 1999)に

導入した。プラスミドを導入した大腸菌株DH5αを3 mlのLB液体培地にて37°C、

一晩、培養した後、培養液を200 mlのLB液体培地に添加し、さらに37°C、一晩、

培養した。遠心操作 (5,000 G, 30 min, 4°C)により集菌した後、QIAGEN Plasmid 

Purifications Kit Maxi (QIAGEN GmbH)を用いてプラスミドを抽出し、使用時まで

-20°Cで保存した。局在性解析は簡便性の観点からタマネギ表皮細胞およびイネ

プロトプラストにて解析した。タマネギの表皮細胞においては、パーティクル・

ボンバーメント法(PDS-1000/He™, Bio-Rad)により金粒子にコーティングしたプ

ラスミドを表皮細胞に導入し、30°C、暗所で一晩静置した後、蛍光顕微鏡

(FLUOVIEW FV1000, OLYMPUS Corp.)下でGFPの局在性を解析した。なお、圧

力調整用のラプチャーディスクは900 psi、金粒子は1.0 µmのものを使用した。イ

ネプロトプラストの単離は、銀坊主種子を粒状培土(IBIKO Corporation Agri and 

Bio division)とバーミキュライト(NITTAI)を2:1の割合で混合した培養土に播い

た後、植物体を徒長させることを目的として低光量型の植物育成用チャンバー

(CLE-303, TOMY-SEIKO)にて10-14日間栽培した。地際部と葉身部を除去した後、
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市販のカミソリを用いて葉鞘を0.5-1 mm幅に切断した。減圧処理を30分間行った

後、酵素液(1.5% セルラーゼ、0.75% マセロザイム、0.6 M マンニトール、10 mM 

MES、1 mM CaCl2・2H2O、0.1% BSA)中で30°C、4時間、40 rpmで振とう培養し

た。酵素液を取り除き、W5 (154 mM NaCl, 125 mM CaCl2, 5 mM KCl, 2 mM MES 

(pH 5.7)) を加え、30°C、1時間、40 rpmで振盪培養した。32 µmのナイロンメッ

シュで濾過し、遠心操作(125×g, 10 min)を行った。上清を減圧器によりすばやく

除去し、MaMg (0.6 Mマンニトール, 15 mM MgCl2, 4 mM MES (pH 5.7))を加えよ

く混和した後、パスツールピペットを用いて20%ショ糖液を試験管下から境界層

を作るように穏やかに加え、ショ糖密度勾配遠心法(125×g, 10 min)によりプロト

プラストおよび残渣を画分した。集めたプロトプラストにW5を加え、血球計算

盤を用いて、2×106 cell/mlになるように調整をした後、PEG法(Bart et al., 2006)に

より作製したプラスミドを接種した。再度遠心操作(125×g, 10min)を行い、PEG

を取り除きKMC(117 mM KCl, 82 mM MgCl2, 85 mM CaCl2)を加え、30°C、一晩、

暗所で静置した後、蛍光顕微鏡(FLUOVIEW FV1000, OLYMPUS)下でGFPの局在

性を解析した。 

 

3.2.3 クロロフィルおよびテトラピロール中間体の測定  

クロロフィル含量の測定は、Porraらの方法(Porra et al., 1989)に従った。3 mlの

DMF (N,N-dimethyl formamide)に約0.2 gになるように切断した葉身を浸漬し、4°C、

一晩、暗所で静置した。溶出したクロロフィルを含むDMF液は紫外可視分光光

度計(Bio-spec 1600, Shimadzu)で646.8 nmおよび663.8 nmにおける吸光度を測定

し、クロロフィルa, bの含量を算出した。テトラピロール中間体については、
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Protoporphyrin IX (ProtoIX)、Mg-Protoporphyrin IX (Mg-Proto)、Mg-Protoporphyrin 

IX monomethyl ester (Mg-Proto Me)の量をMochizuki et al. (2008)の方法に従って測

定した。植物材料(50-100 mg)を秤量し、液体窒素で凍結させた後、マルチビー

ズショッカー(PAT, Yasui-kikai, Osaka, Japan)により破砕した。破砕したサンプル

に0.1 mlの-20°Cに予め冷やしたアセトンを加え、遠心操作(10,000×g, 10 min, 4°C)

を行った。上清を回収し、さらに残渣に0.1 ml の アセトンを加え遠心操作

(10,000×g, 10 min, 4°C) を行った。上清を混合し、秤量した後、蛍光HPLC解析

に供した。色素体の分離には逆相C18カラム (150×2.1 mm; 4-µm particle diameter 

Nova-Pak®) を用い、HPLCはLC-VP (Shimadzu)を、蛍光検出器はRF-10AXL 

(Shimadzu)を使用した。移動相はそれぞれSolvent A (Methanol: Acetonitrile: 0.25 M 

aqueous pyridile(pH5.0)=50:25:25(v:v:v)) Solvent B 

(Methanol:Acetonitrile:Aceton=20:60:20(v:v:v))を用い、タイムプログラム(Time: 0 

min, Solvent B: 0%; 12 min, 45%; 17 min, 98%; 22.5 min, 98%; 0 min, 0%)、流速1.2 

ml/min、Proto IXの検出には励起波長を400 nm，蛍光波長を635 nmに、Mg-Proto

およびMg-ProtoMeの検出には励起波長を417 nm，蛍光波長を600 nmにより行い、

波長の切替えはMg-Protoの溶出時間に基づいて25.25 minに行った。検量線は、

それぞれの標品(ProtoIX, Mg-Proto, Mg-ProtoMe)をDMSOに溶解後、アセトンによ

り2倍希釈系列を5点作成した。ProtoIXおよびMg-ProtoはFrontier Scientificより購

入し、Mg-ProtoMeは京都大学植物生理学分科・望月伸悦博士よりご提供頂いた。 
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3.3 結果  

3.3.1 イネ PΦB合成酵素の細胞内局在性  

相補性試験において PΦB 合成酵素としての活性を有することが示された Se13

選択的スプライシング産物“α”の cDNA(終止コドンの除いたもの)および in 

silico解析により予測された N末端側 33アミノ酸の Transit Peptide (TP)をコード

する配列を緑色蛍光蛋白質 GFPに融合したコンストラクトを作製し、コントロ

ール(35S::GFP)とともに、その局在性をタマネギ表皮細胞およびイネプロトプラ

ストに導入した(図 18)。その結果、タマネギ表皮細胞において、TPのみを融合

した場合には葉緑体の自家蛍光シグナルが観察される箇所と GFP蛍光シグナル

が観察される箇所とが一致した。このことから、Se13 タンパク質の TP は葉緑

体移行シグナルとして機能することが示された。しかし、同じく葉緑体への移

行が期待された全長 cDNAを GFPに融合した場合には、コントロールと同様に、

核および細胞質においてその蛍光シグナルが観察された。このことは、タマネ

ギ表皮細胞では葉緑体が未発達(エチオプラスト)であることや、異なる宿主を用

いたためであることが考えられた。このため、葉緑体が発達しているイネ鞘葉

由来のプロトプラストにおいて同様の実験を行った。しかし、タマネギ表皮細

胞を用いた場合と同様に、GFP の蛍光シグナルは核および細胞質で検出された

(図 18)。 
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図 18 Se13-GFP融合タンパク質の細胞内局在性 
 図右は Se13-TP, 左は Se13全長を融合したものを示す。上段はタマネギ表皮細胞を示

し、中・下段はイネプロトプラストにおけるそれぞれの局在性を示す。緑は、GFP蛍光

を 赤は、葉緑体の自家蛍光をそれぞれ示す。 
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3.3.2 PΦB合成酵素がイネの生育に及ぼす効果  

葉鞘の長さに基づいて、se13-RNAi 系統(#1, #3)の光応答性について解析した。

明条件下において、se13-RNAi系統(#1, #3)の葉鞘長の長さは、それぞれ 0.96±0.09 

cmおよび 0.91±0.12 cmであり、原品種日本晴(0.44±0.05 cm)と比較して有意に伸

長していることが明らかとなった(図 19)。一方、X61 は 0.93±0.10 cm であり、

se13-RNAi 系統(#1, #3)と日本晴の中間型であった。また、第 3 葉においても同

様の傾向が認められた。暗条件下において、se13-RNAi系統(#1, #3)の葉鞘長は、

日本晴と同程度であった。一方、根長に関しては、明条件および暗条件いずれ

においても se13-RNAi系統(#1, #3)と銀坊主の間に有意な差はなかった。 
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図 19 Se13-RNAi系統および X61, 銀坊主の植物体(上図), 子葉鞘長(下図) 
上図 植物体は左から Se13-RNAi #1, #3, X61, 銀坊主を示す。スケール 5cm。下図は子

葉鞘長, 第 1葉長, 第 2葉長, 第 3葉長, 根長をそれぞれ示す。 
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3.3.3 クロロフィルおよびテトラピロール中間体の定量  

se13-RNAi 系統(#1, #3)は過度な葉色の低下を示したことから、クロロフィル含

量を DMF吸光度(Porra)法により解析した。その結果、se13-RNAi系統(#1, #3)で

は、クロロフィル a, b の含量が大きく減少していることが明らかとなった。一

方、X61 におけるクロロフィル含量の減少は軽微であった。次いで、クロロフ

ィル合成の中間体であり、多様な生体反応に関与し致死の表現型を説明しうる

と考えられたテトラピロール化合物 3種(ProtoIX, Mg-ProtoIX, Mg-ProtoIX Me)の

含量を蛍光-HPLC (High performance liquid chromatography)法により測定した。

Mg-ProtoIXおよび Mg-ProtoIX Meの含量は、se13-RNAi系統、X61および日本

晴の間に大きな差はなかった。ProtoIXは、se13-RNAi系統および X61において、

多量に蓄積されていた(図 20)。 
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図 20 Se13-RNAi 系統および X61, 銀坊主のクロロフィル a および b 含量(左図)

とテトラピロール物質含量(右図) 
  縦軸はクロロフィルまたはテトラピロール物質含量を示し、横軸は各系統名を示す。 
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3.4 考察  

Kochi et al., (2001)は、シロイヌナズナ HY2の TPに緑色蛍光蛋白質 GFPを融合

したタンパク質を用いて、タマネギの表皮細胞における HY2の発現を調べ、葉

緑体において GFP蛍光シグナルが局在することを見出した。また、Tsurui et al. 

(2001)は、特異的抗体を用いたウェスタンブロット解析から、HY2は葉緑体のス

トロマに局在すると指摘した。PΦB 合成酵素は、フェレドキシン依存性の酵素

タンパク質である。したがって、HY2 の局在が葉緑体であるとする、これら 2

つの研究結果はきわめて妥当であると考えられる。光学顕微鏡下において葉緑

体の発達が確認できるイネ鞘葉由来のプロトプラストを用いた本研究における

局在性試験において、Se13タンパク質の推定 TPを融合した GFPは葉緑体にお

いてその局在性を観察できたが、Se13の全長 cDNAを融合した GFPは葉緑体で

は局在しなかった。前章において、Se13の完全長 cDNAが X61の表現型を完全

に相補したことから、GFPに融合した cDNA配列も機能型の Se13タンパク質を

発現していると考えられる。シロイヌナズナにおいて、HY2の完全長 cDNAを

導入した GFPも葉緑体に局在しないこと(Kohchi et al., 2001)から、GFPを融合し

たことで Se13タンパク質の輸送機序に何らかの異常が生じた可能性が考えられ

る。 

	
 近年、プロテオーム解析技術の発展に伴い、葉緑体に局在するタンパク質の

存在が次々に明らかとなっているが、しばしばゲノムシーケンスに基づいた in 

silico解析の結果と異なることが指摘されている。このため、タンパク質の葉緑

体局在シグナルは、単に N 末端側の水酸基に富んだ疎水性アミノ酸だけではな

いのではないかという指摘がある。実際に、潜在的な移行シグナルの存在に関
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する報告やゴルジ体を介した TP 非依存性の輸送経路の存在が確認されている 

(Kitajima et al., 2009)。葉緑体の局在が示される HY1 (Muramoto et al., 1999)の in 

silico 解析との比較において、局在性を示すシグナルスコアの高さから HY1 は

TP依存的な葉緑体局在性タンパク質であるが、HY2および Se13がもつ TPは偽

性(TP 非依存性)の可能性が考えられる。以上のことから、今後の可視化タンパ

ク質を用いた局在性試験には、供試するアミノ酸配列の選択と局在性を示すシ

グナルの検出にはより慎重な判断が求められると考えられる。 

	
 第 2 章において、Se13 は発色団の生合成を通じてイネの花成を負に制御する

ことが示された。しかし、se13-RNAi 系統(#1, #3)は、X61 より脆弱な表現型を

示し、致死となった。タバコの発色団合成遺伝子 Pew1 (Heme oxygenase)および

Pew2 (PΦB synthase)の 2重変異体 pew1pew2は幼苗期の生育停止に起因した致死

の表現型を呈する(Krapiel et al., 1994)。これは se13-RNAi系統(#1, #3)に非常に近

似した表現型であることから、PΦB 合成は植物の生育に必須であることが示唆

される。Chory et al. (1989)は、シロイヌナズナ hy1変異体が hy2変異体より脆弱

な表現型を示すことをパラドックスと称している。興味深いことに、その重要

性にも関らず多くの植物種(2倍体)において、Heme oxygenase (HY1)は複数コピ

ー存在する(シロイヌナズナにおいては酵素活性を有する遺伝子として少なくと

も 2 コピー存在する)のに対して、PΦB 合成酵素(HY2)はゲノム中に 1 コピーし

か 存 在 し な い  (Terry et al., 1997; Kohchi et al., 2001; SALAD-DB, 

http://salad.dna.affrc.go.jp/salad/)。高等植物において、フィトクロムを介したシグ

ナル伝達系は健全な生育に必須であること(Strasser et al., 2010)から、植物は進化

の過程において複数の Heme oxygenase遺伝子をもつことで赤色光シグナル伝達
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系に対する頑強性を獲得したと考えられる。一方、構造学的解析によりフェレ

ドキシン (Fd-red)が PΦB 合成反応の中心的な役割を果たすこと、および

site-directed mutagenesis 法によると PΦB 合成酵素は分子的頑強性を示すことが

指摘されている(Chiu et al., 2010)。これらのことは、PΦB合成酵素は、複数の機

能性のスプライシング産物を産生することで、その冗長性を確保してきたこと

を示唆している。したがって、se13-RNAi系統(#1, #3)は、Se13の全ての選択的

スプライシング産物を RNAiの標的としたため、致死的な表現型を示したのでは

ないかと考えられる。しかし、トウモロコシ PΦB 合成酵素遺伝子 Elm1 の選択

的スプライシング産物は、保存された完全長 cDNA に由来するタンパク質以外

は酵素活性がないことが示されている(Sawers et al., 2004)。したがって、

se13-RNAi系統(#1, #3)の致死の原因は、今後、さらなる研究が必要である。 

	
 se13-RNAi 系統(#1, #3)では、明条件下においても葉鞘の伸長が観察され、そ

の程度は暗条件下において育成した日本晴と同程度であった。また、se13-RNAi

系統(#1, #3)において、クロロフィル含量が著しく低下していた。植物の細胞伸

長は、シロイヌナズナではジベレリン(GA)と赤色光の拮抗作用によることが示

されている。明条件下では、赤色光によって活性化した PHYが、細胞伸長関連

遺伝子を正に制御する bHLH型転写因子 PIF3および PIF4を分解することで細

胞伸長が抑制される。一方、暗条件下では、GA と結合した GID1 (GA 受容体)

が DELLAを分解することで PIF3および PF4を開放し、細胞伸長関連遺伝子の

発現を誘導することによって細胞伸長が促進される(Feng et al., 2008; Lucas et al., 

2008)。イネにおいては、細胞伸長の抑制は主に PHYBの作用によることが示さ

れる (Takano et al., 2005)。また、クロロフィル合成の後期段階で
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Protochlorophyllideを Chlorophyllide に還元する POR (PORAおよび PORB)の代

謝過程は赤色光依存的な反応である(Barnes et al., 1996; Sperling et al., 1997)。X61

の se13は漏出型のアレル(第 2章)であることを踏まえると、se13-RNAi系統(#1, 

#3)の致死の表現型は活性化型 PHY (Pfr)含量の低下に起因すると考えられる。し

かしながら、クロロフィル合成系において、その中間体を含め多くの代謝物が

機能性を有することから、クロロフィル含量の低下が se13-RNAi系統(#1, #3)の

致死の直接原因か否かについては今後の研究が必要である。 
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【第 4章】 

不感光性遺伝子 se13を用いた中性植物化育種に

関する研究 
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4.1 緒言  

イネは北緯 55°から南緯 35°の広域にわたって栽培される重要作物である。湿潤

温暖な低緯度地方に起源したイネが高緯度地方で栽培可能になったのは、出穂

期の改変による適応性育種の賜物である。イネ開花前発育相は、発芽後しばら

くの間(10～80 日)の日長に反応しない期間(基本栄養生長相)とこれにつづく花

芽分化までの日長に反応する期間(感光相)、および花芽分化から出穂開花までの

期間(後感光相)に分けられる(Vergara and Chang 1985, Nishida et al., 2001)。これま

での出穂期改変育種では、主として感光相の長さを決定する感光性(PS)程度およ

び基本栄養生長相(BVP)の長さを改変することによって目的とする出穂開花期

をもつ品種を開発してきた。このため、南北に広がる日本には、BVPと PSに関

する 3 つの生態型、すなわち、PS 強・BVP 短の関東以西品種群、PS やや弱・

BVPやや長の東北・北陸品種群、PS弱・BVP短の北海道品種、が存在する。2004

年にイネゲノムが国際コンソーシアムにより解読されて以降、出穂期遺伝子の

単離と機能解析が進むとともに、新規有用出穂遺伝子が相次いで報告されるよ

うになり、従来なかった出穂特性をもつ品種の作出が可能になってきている。

当研究室においても原因遺伝子の単離手法の１つであるマップベースクローニ

ング法に基づいて多くの出穂期遺伝子が単離されており(Saito et al., 2009; Saito 

et al.,2011; Yuan et al., 2009; Yokoo et al., 2014)、MAS (Markerasiste selection)によ

って様々な出穂特性をもつ系統の作出に成功している(横尾 2014)。本研究で解

析した X61 は品種銀坊主から γ 線種子照射によって誘発獲得された極早生突然

変異系統であり、第 2章および第 3章で、その原因遺伝子 se13は PΦB合成酵素

遺伝子の機能欠損性の漏出型突然変異遺伝子であり、感光性をほぼ完全に消滅
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させることを明らかにした。本章では、se13 と各種基本栄養生長性遺伝子を組

合せることによって種々の BVP をもつ日長非依存的なイネ(中性植物化イネ)の

開発をモデル化し(図 21)、このモデルの妥当性を北海道(札幌)および京都におけ

る実地試験によって考察した。 
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図 21 不感光性系統 X61を用いて構築したイネ中性植物化育種モデル 
イネの出穂期は開花前生育相において発芽直後からしばらくの間(10～80日)の日長に反応し

ない基本栄養生長相、これにつづく日長に反応する感光相、および花芽分化から出穂までの

期間の後感光相により決定されるが、不感光性系統 X61を利用することにより日長の長さに

非依存的に基本栄養生長相の長短(早晩)によりイネの出穂期を制御する育種モデルを構築し

た。その実証実験として HS169 は銀坊主(WT)に比較して基本栄養生長相の長さが増大した

銀坊主由来の突然変異系統であり X61と交配することにより感光性を喪失し、基本栄養生長

性が増大する特徴を有する DMG2 (Double Mutant Gimbozu 2)の作製とその評価を行った。 
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4.2 材料および方法  

4.2.1植物材料  

植物材料として、銀坊主(HEG4)、X61 (se13)、HS110 (hd1/se1)、HS169 (ehd1/ef1)、

DMG2 (se13/ef1)、品種きらら 397 (kirara397)を供試した。 

 

4.2.2 農業形質の評価  

2012および 2013年に京都大学北部構内実験圃場にて 1系統あたり 8×12株で移

植後、3×3 個体で坪狩りし、各種農業形質(一次枝梗数、二次枝梗数、総粒数、

一次/二次枝梗数、出穂時分げつ数、時系列出葉数、穂軸長、千粒重)を調査した。 
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4.3結果および考察  

イネの中性植物化育種を検討するために、X61 の各種農業形質について解析し

た(図 22)。その結果、銀坊主と比較して、X61では一次枝梗数および二次枝梗数

の減少によって 1穂当たりの籾数が大幅に低下した(図 21B-E)。このことは、X61

では穂首までの枝梗長が有意に短くなって(図 22G)、穂首までの長さが短くなり、

これによって一次・二次枝梗数が減少したためであると考えられた。穂首長に

関する分子遺伝学的知見は乏しいが、枝梗の発達は SAM (shoot apical meristem) 

の大きさと相関関係のあることが示唆されている(Huang et al., 2009)。X61と銀

坊主間には葉の展開速度に差がなかったこと(図 22I)から、X61 の早生化は、葉

間期の短縮が原因ではなく、SAMが十分に発達する前に発現・輸送された RFT1 

(フロリゲン)が花芽分化、さらには穂の発達(生殖生長)を促したことがその原因

であると考えられた。他方、千粒重が X61 で上回ったのは、粒数の減少に対す

る補償効果であると考えられた(図 21F)。このように、X61を京都において栽培

すると、早生化の副次効果による収量の低下が避けられず、se13 を利用する場

合には BVPを長くする必要があることが確認された。 

次に、図 21で示すように日長に依存せず、基本栄養生長相の長さのみでイネ

の早晩性を決定する育種モデルを構築し、実証するため、X61 の出穂期遺伝子

型に基本栄養生長相を著しく長くする ef1 (ehd1)遺伝子を組み込んだ DMG2 

(se13/ef1)をMASにより作出した。京都での圃場栽培実験の結果、DMG2は自然

日長下で、出穂が X61よりも約 35日遅延し、出穂までの栄養成長期間が長くな

ることが明らかとなった(図 23A)。また、これにより１穂当たり粒数が銀坊主並

みに増加することが明らかとなった(図 23A,B)。DMG2および銀坊主間で日長ご
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との到穂日数を比較したところ、銀坊主は、日長が長くなるに従って、出穂が

遅延したが、DMG2 は出穂が遅延せず、いずれの日長下でも 100 日前後の到穂

日数を示した。すなわち、se13 の利用により日長非依存的に出穂を制御するこ

とに成功した(図 23C)。 

DMG2系統(その他比較対象を含む)を北海道・札幌市(北緯 43°、高緯度である

ため栽培期間中の日長が長い)で試験栽培したところ、銀坊主は京都で栽培した

時と比較して 30日程度出穂遅延したが、DMG2は到穂日数が京都での栽培時と

同程度となり、日長非依存的に出穂することが明らかとなった(図 24A)。しかし、

北海道の代表品種の１つであるきらら 397 と比較すると、DMG2 の到穂日数は

ほぼ同じであったが、収量形質に関しては きらら 397が有意に高いことが明ら

かとなった(図 24B,C,D)。一方、HS110 (se1)は出穂期が DMG2、きらら 397より

20 日程、遅延したが(図 23A)、収量性はきらら 397 とほぼ同程度となり(図

24B,C,D)、逆に籾数(/m2)や 1 穂籾数はきらら 397 を上回った。したがって、出

穂期をより HS110 側(晩生)に近づけた方が、収量性が上がると考えられるが、

DMG2と HS110は遺伝的背景が若干異なっており、この点についてはさらなる

研究が必要である。いずれにしても、本研究の結果は、se13 を利用した日長非

依存的出穂期改変の可能性を示すものであり、今後は、異なる基本栄養生長性

遺伝子を導入した系統およびこれに多収性遺伝子を導入した系統を作出して、

その可能性について検証する必要があると考える。 
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図 22 A)穂形態 B)着粒した種籾 C)一次枝梗数 D)二次枝梗数 E)総粒数 F)千粒重 G)

穂軸長 H)出穂時分げつ数 I)時系列出葉数 
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図 23 栽培地京都における各系統の A)到穂日数 B)一穂粒数 C)DMG2の日長応答性 
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図 24 栽培地北海道・札幌における各系統の A)到穂日数 B)粗籾収量(g/m2) C)精籾収
量(g/m2) D)穂数(/m2) E)籾数(/m2) F)一穂籾数 G)登熟歩合 H)粒重(mg) I)地上部全

乾物重(g/m2)               (銀坊主は出穂したが全て不稔のため、種子形質に関しては、データなし。） 
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【第 5章】 

総合考察  
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本研究の意義は、遺伝子ネットワークの解析を技術基盤として育種利用へとつ

なげることの具体的妥当性を探ったことにあると考えている。【第 1章】緒言に

も述べたように、分子遺伝学研究の発展に伴う出穂期に関する遺伝子単離と

GWAS (Genome-wide association study)から、出穂期遺伝子の多様な組合せが地域

適応性の拡大に貢献してきたことが明らかにされた。このことは、これまでの

イネの出穂期改変育種において、基本栄養生長相とこれにつづく感光相の長さ

(感光性の強度によって決まる)を支配する遺伝子が結果的にうまく組み合わさ

れ、様々な変異が創成されてきたことを物語っているが、表現型に選抜基礎を

おく従来型の出穂期改変育種には限界があり、新たの視点からの育種、すなわ

ち分子育種の実践が求められている。しかし、動物を含め、日長に応答しない

基本栄養生長相(動物では、不感光相*1)の分子機構や感光性の獲得機構に関する

知見はこれまでに例がなく、出穂期改変育種の分子育種を行うためには、日長

に応答しない基本栄養生長相の分子機構や感光性の獲得機構を明らかにする必

要がある。本研究では、【第 2 章】図 17 モデルに示したように、基本栄養生長

相においては、時計遺伝子の振幅(amplitude)に必須の赤色光のシグナルが入力さ

れないこと、しかし、感光相では、時計遺伝子の振幅に赤色光が入力されるこ

とを明らかにした。これらは、ラットの胎児の時計遺伝子の振幅が母体のラッ

トが受けた日照情報よりも食事スケジュール(栄養)に大きく依存すること(Ohta 

et al., 2008)、すなわち、動植物の未成熟な発達段階(幼若期)では、時計遺伝子の

振幅が光依存しないことと類似の生存戦略上の現象であると考える。本研究で

は、時計遺伝子への赤色光入力を司る因子が相転換の鍵因子と考えられたもの

の、その分子理解には及ばなかった。これは今後の大きな研究課題であるが、
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基本栄養生長相における赤色光応答性に関しては、野生株および PhyABC 変異

体を用いたより継続的かつ詳細な研究が必要であると考えている。 

	
 【第 4章】で se13を用いた日長に依存しない育種モデル(図 21)の構築におい

て、イネの出穂期を日長非依存的に制御することに成功した。【第 2章】で示し

たように、時計遺伝子に制御される感光性遺伝子のなかには、収量性を低下さ

せるものがあり(Xue at al., 2008; Wei et al., 2010; Zhang et al., 2012; Wu et al., 2013; 

広瀬 2013)、また、【第 3章】で RNAiにより Se13遺伝子を完全に抑制させると

植物体が致死することが明らかにされた。したがって、X61 がもつ漏出型アレ

ルの se13を利用して感光性を完全に喪失させ、基本栄養生長相の長さを変える

ことによってイネの早晩性を決定する技術は育種上有効であると考えられた。 

	
 基本栄養生長相および感光相を有する作物にはダイズ、レンズ豆、ソルガム、

トウモロコシなど複数含まれており、中性植物化育種の知見を含めた本成果が、

種々の作物における地域適応性の拡大に向けた育種技術のガイドラインとなる

ことを期待したい。 

 

*1 不感光相 

ウズラ、ハムスター、ウマといった動物は季節繁殖性の動物であり、長日条件

下において、生殖腺が発達し繁殖行動をとる。しかし、孵化(ウズラの場合)直後

からある一定期間、日長に応答した生殖腺発達のない、日長に応答しない相が

存在する(Ikegami et al., 2013)。 
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【摘要】  

生物にとって、季節の変化を捉えることは、生存 (繁殖) 戦略上きわめて重要

な意味をもつ。多くの生物は、このような季節変化を “日の長さ（日長）”の変

化によって感知することが知られており、その計時機構の解明を目指した研究

が多くの生物種で進められている。イネにおいては、発芽直後からしばらくの

間 (10～80 日) の日長に反応しない基本栄養生長相と、これに続く、日長に反

応する感光相が存在する。しかし、イネを含め、生物が発育の過程でいかにし

て感光性を獲得するのかその詳細な分子機構は不明である。本研究では、イネ

品種銀坊主の γ 線種子照射後代に得られた出穂期突然変異系統 X61 の極早生お

よび不感光性に関する原因遺伝子 se13が、フィトクロム発色団フィトクロモビ

リン(PΦB)合成酵素遺伝子の機能喪失型アレルであるかどうかを検証するとと

もに、基本栄養生長相および感光相における銀坊主と X61 間の遺伝子発現プロ

ファイルの比較から、感光性の発育ステージ依存的獲得機構について検討した。

また、Se13 座の農業形質に及ぼす効果を解析し、その機能欠損型アレルを利用

したイネの中性植物化育種の可能性について考察した。得られた結果の概要は

以下のとおりである。 

 

1. X61の感光性喪失の分子機構 

これまでの研究から、X61 の感光性の喪失は、第 1 染色体上の新規感光性遺伝

子 Se13 (OsHY2: Os01g0949400)の第 1エキソン上に生じたシトシンの挿入による

ものであると推定されている(Saito et al., 2009)。本研究では、まず、RACE法よ

り Se13の転写産物の全長配列を決定したのち、X61の遺伝的背景において機能
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型 Se13 転写産物を恒常的に発現する組換えイネ(X61comp)を作出した。X61comp

の到穂日数が、野生型の銀坊主と同程度であったことから、X61 の感光性喪失

の原因遺伝子は Se13 の劣性アレル se13 であることが確認された。Se13 は、シ

ロイヌナズナの PΦB 合成酵素遺伝子 HY2 と高い相同性を示し、また、PΦB は

フィトクロムと結合することによりフィトクロムに赤色/遠赤色光受容能を付与

する。光スペクトル解析の結果、X61 は赤色/遠赤色光受容能が著しく低下して

いることが認められ、X61の感光性の喪失は、Se13がコードする PΦB合成酵素

の機能欠損による赤色/遠赤色光受容能の低下に起因することが明らかになった。 

 

2. Se13の分子生物学的解析 

光スペクトル解析において、X61は赤色/遠赤色光にわずかに応答したことから、

se13は漏出型アレル(leaky allele)であると考えられた。そこで、Se13の機能を詳

細に解析するため、RNA 干渉法によって Se13 の発現を抑制した日本晴

(Se13-RNAi)を作出した。Se13-RNAiは、X61 と異なり、幼苗期に薄黄色を呈し

致死となった。幼苗期致死の原因を明らかにするため、PΦB の生合成経路で活

性酸素種等の産生に関与する ProtoIXおよびMg-ProtoIX(Me)を定量したところ、

Mg-ProtoIX(Me)含量は Se13-RNAiと日本晴間に有意差はなかったが、ProtoIXは

Se13-RNAiにおいて有意に多く蓄積されていた。しかし、ProtoIXは X61におい

ても同程度に蓄積していたことから、ProtoIXの蓄積では Se13-RNAiの幼苗期致

死を説明することはできなかった。クロロフィルの合成は、赤色光によって促

進される。そこで、クロロフィル a, b含量を測定したところ、Se13-RNAiにおい

てクロロフィル a, b いずれの含量も有意に低下していた。また、異なる光条件
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下での形態観察から、Se13-RNAi は赤色光受容能が低下していることが明らか

になった。以上のことから、Se13 発現抑制による赤色光受容能の低下が、クロ

ロフィル含量の低下による幼苗期致死を引き起こしたと考えられた。 

 

3. Se13が出穂関連遺伝子の発現におよぼす効果 

Se13 の下流で機能する遺伝子を同定するために、基本栄養生長相(18 および 22 

DAS (Days after sowing)) および感光相(25および 28 DAS) における X61および

銀坊主の出穂期関連遺伝子の発現を定量的 PCRによって解析した。その結果、

主要な感光性遺伝子 Hd1および Ghd7の発現に関して、18および 22 DASでは

銀坊主と X61間に有意な差はなかったが、25および 28 DASでは X61において

顕著な低下がみられ、また、一部の時計遺伝子(OsGIおよび OsPRR遺伝子群)に

関しても、25および 28 DASで X61において顕著な低下がみられた。これらの

ことから、Se13 は感光相における時計遺伝子の振幅の維持に働いており、その

機能喪失に伴う時計遺伝子の振幅低下が X61における Hd1と Ghd7の発現低下

を引き起こしたと考えられた。 

 

4. se13を利用した中性植物化育種の検証  

これまでの早晩性育種では、基本栄養生長相の長さあるいは感光性の強度を改

変することによって、目的とする表現型を獲得してきた。本研究では、感光性

をほぼ完全に喪失したX61の遺伝的背景に基本栄養成長相を著しく長くする ef1 

(=ehd1) 遺伝子を導入した系統 DMG2 (se13/ef1) を作出し、これを X61および銀

坊主とともに京都で栽培し、イネの中性植物化育種に se13が利用可能かどうか
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を検討した。その結果、X61 (se13/Ef1)は、銀坊主と比較して、到穂日数が約 35

日短くなり(約 60 DAS)、１次および２次枝梗数が減少し、穂長が短くなったが、

DMG2 (se13/ef1)は、到穂日数が約 100日となり銀坊主と比較して 1穂あたり粒

数がほぼ同程度となった。さらに、DMG2 を北海道で栽培し、各種農業形質を

調査したところ、DMG2 の到穂日数は京都で栽培した場合と同程度であり、収

量性も北海道における作付面積首位品種の「きらら 397」並みであった。これら

のことから、se13 は長い基本栄養成長相が保証される遺伝的背景下では、収量

等の農業形質に負の効果を与えないことが明らかになった。 

 

本研究では、不感光性突然変異系統 X61 を用いて、イネの発育過程における感

光性獲得の分子機構の解明を試みるとともに、不感光性遺伝子 se13の育種的利

用について解析を行った。その結果、基本栄養生長相において、フィトクロム(赤

色光)非依存的に振幅している時計遺伝子の発現が、感光相ではフィトクロムに

依存するようになることを見出し、この「依存―非依存」が基本栄養成長相か

ら感光相への相の転換に関わっていることが明らかになった。このことは、相

転換に関与する鍵因子の発見に重要な示唆を与えるものであろう。本研究の結

果、se13 は、基本栄養成長相を長くする遺伝子と共存する場合には、収量を含

む農業形質に負の影響を与えないことが明らかにされた。したがって、se13 は

イネの中性植物化育種における新たな遺伝子資源として利用可能であると考え

られた。 
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