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略語 

 

2,4-D  2,4-dichlorophenoxyacetic acid 

ADP  adenosine diphosphate 

ATP   adenosine triphosphate 

BAC  bacterial artificial chromosome 

BCIP  5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate 

BSA   bovine serum albumin 

CAPS  cleaved amplified polymorphic sequence 

cDNA  complementary deoxyribonucleic acid 

CTP   cytidine triphosphate 

CHX  cycloheximide 

dCAPS  derived cleaved amplified polymorphic sequence 

DEX  dexamethasone 

DMF  dimethyl formamide 

DMSO  dimethyl sulfoxide 

DNA  deoxyribonucleic acid 

DTT   dithiothreitol 

EDTA  ethylenediaminetetraacetate 

EtBr   ethidium bromide 

EtOH  ethanol 

GDP  guanosine diphosphate 

GFP   green fluorescent protein 

GR   glucocorticoid receptor 
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GTP   guanosine triphosphate 

GUS  β-glucuronidase 

IPTG  isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

MeOH  methanol 

MNU  N-methyl-N-nitrosourea 

mRNA  messenger ribonucleic acid 

NAA  N-1-naphthaleneacetic acid 

tRNA  transfer ribonucleic acid 

NBT  nitro-blue tetrazolium 

NPA   1-N-naphthylphthalamic acid 

OX   over-expresser 

PAC   P1 artificial chromosome 

PCR   polymerase chain reaction 

QTL   quantitative trait loci 

RFLP  restriction fragment length polymorphism 

RNA  ribonucleic acid 

RT-PCR  reverse transcription-polymerase chain reaction 

STS   sequence tagged site 

UTP   uridine triphosphate 

X-Gluc  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide  

WT   wild-type 
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要旨 

 

 今後の食糧問題を解決していく上では、作物のさらなる増産が必須である。炭素以外の

すべての養水分は根から吸収されるため、これまでに多収化やストレス回避による安定生

産に向けた根系形態改良の重要性が指摘されてきた。しかし、地上部諸形態の著しい遺伝

的改良の成功例に比べ、根系形態の改良はめざましい成果が得られていない。この要因に、

根系形成機構の遺伝支配の情報が他の器官に比べ圧倒的に少ないことがあげられる。本研

究はモデル植物であると同時に主要作物そのものであるイネに着目し、根系形成の分子機

構を明らかにするとともに、根系形態の人為的制御を可能にする有用遺伝子の同定を目指

したものである。 

イネの根系は、大まかには基部茎葉節から発生する不定根 (冠根) と、それらから発生す

る側根により構成される。これらの根の機能は大きく異なるため、根系形態の改良は両者

を区別して進める必要がある。そこで本研究では、これらの両者の遺伝支配の共通性およ

び相違性を把握するため、両者あるいはいずれかの根の数が著しく減少する 3 つの変異体

の特徴を精査するとともに、これらの原因遺伝子の単離と機能解析を行った。その結果、

Arf-GEF をコードする CRL4 遺伝子はオーキシン極性輸送を制御し、根の形成領域における

適切なオーキシンの集積と濃度勾配を確立することで冠根および側根原基両者の形成を促

すことが明らかとなった。また、Aux/IAA ファミリーに属する OsIAA13 遺伝子は、オーキ

シンシグナル伝達を制御することにより側根形成を特異的に制御することが判明した。

CRL4遺伝子と相同性の高い遺伝子はイネゲノム中に 1個しか存在しないのに対し、OsIAA13

遺伝子に関しては 30個存在している。したがって、後者のAux/IAAファミリーに属する個々

の遺伝子はそれぞれ機能分化が進んでいることが想定され、冠根と側根を区別して根系形

態を改良するには非常に有用であると考えられた。 

一方、冠根形成を特異的に制御する CRL5 遺伝子は AP2/ERF 型転写因子をコードする新
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たな根の制御因子であることが明らかとなった。上述のように、根の発生はオーキシンに

より正に制御される一方、サイトカイニンには負の制御を受け、両ホルモンは根の発生に

対して拮抗的に作用することが知られていたが、この拮抗作用の分子機構は未解明の部分

が多く残されていた。これに関して本研究により、1) CRL5 遺伝子はオーキシンシグナル伝

達を制御する ARF の標的遺伝子であることが、ゲルシフトアッセイ等により示唆された、

2) CRL5 過剰発現体では野生型に比べサイトカイニンの根形成阻害作用の影響を受けにく

い、3) 実際にサイトカイニンシグナル伝達を負に制御する OsRR1 遺伝子等の発現量が過剰

発現体では増加し、逆に crl5 変異体では減少していた、4) crl5 変異体において OsRR1 遺伝

子を CRL5 プロモーター制御下で発現させた形質転換体 (ProCRL5:OsRR1/crl5) では、有意

な冠根数の増加が観察された、および 5) サイトカイニンの不活性化に関与する

cytokinin-O-glucosyltransferase をコードする遺伝子の上流配列と CRL5 タンパク質が in vitro

で直接相互作用することが明らかとなった。以上より、オーキシンにより誘導を受けたCRL5

遺伝子はサイトカイニンシグナル伝達を負に制御することを通して冠根の発生を促進する

と考えられ、本遺伝子は両ホルモン間の拮抗作用の制御に関して中心的な役割を担うもの

と推定された。加えて、この CRL5 遺伝子の過剰発現個体では顕著に冠根数が増加すること

が判明し、根系形態の人為的改良を目指す上での CRL5 遺伝子やその下流因子であるサイト

カイニン関連遺伝子群の有用性が強く示唆された。 
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緒論 

 

 植物の根は養水分の吸収や植物体の支持など、植物の生育に必須な役割を担う重要な器

官である。しかし地上部とは異なり根は地中からサンプリングして初めて解析が可能とな

ると同時に、その解析や生育環境の設定にも膨大な労力と時間を必要とするため、根系形

質に関わる遺伝情報は地上部諸形質に比べて圧倒的に少なく断片的であった。そのような

中、近年では双子葉類のモデル植物であるシロイヌナズナを材料に根の発生のメカニズム

が少しずつ明らかになってきた (Fukaki et al., 2007; Overvoorde et al., 2010)。シロイヌナズナ

は、主根とそこから発生した側根による主根型根系を形成する。根の発生はオーキシンに

より正に、またサイトカイニンにより負に制御されることが古くから報告されてきた。実

際に、シロイヌナズナにオーキシンを外生投与すると側根数が増加し (Schiefelbein, 2003)、

オーキシン生合成に関与する YUCCA遺伝子の過剰発現によっても側根数が増加する (Zhao 

et al., 2001)。一方、シロイヌナズナにおいてサイトカイニンを外生投与すると側根の発生が

阻害され (Laplaze et al., 2007)、サイトカイニンの分解に関与する遺伝子を過剰発現させた

形質転換体では側根の発生が増加することが報告されている (Werner et al., 2001)。 

シロイヌナズナに続き、2004 年 12 月にはイネの全ゲノム配列が解読され、単子葉類のモ

デル植物として精力的に研究が進められている。イネの根には種子根、冠根 (不定根) およ

び側根の区別がある (図 1-1)。胚発生の過程で幼根 (種子根) が形成され、種子根に引き続

いて基部茎葉節から冠根が形成される。イネは地上部の基部茎葉節から順次発生する数多

くの冠根が特徴的なひげ根型根系を形成し (図 1-2A)、1 株当たりの冠根数は通常 500 ~ 1000

本にも達する (Klepper, 1992)。冠根は茎葉の発育に伴い、下位節から順次上位節へ次々と発

生する (図 1-2B)。野生型のイネにおいて、冠根原基は維管束を取り囲むように一周する辺

周部維管束環の外側に接する柔細胞から発生し、小維管束と葉から入ってきた大維管束と

の間に形成される (図 1-2C, 2D)。そして種子根や冠根からは、無数の細かい根である側根
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が形成される。 

シロイヌナズナの側根形成とイネの冠根および側根形成には共通する点が数多く存在し

ており、その遺伝制御機構においても類似性が指摘されてきた (Fukaki et al., 2007)。シロイ

ヌナズナの場合と同様に、イネにおいてもオーキシン処理によって側根と冠根の発生数が

増加し (Inukai et al., 2005)、また OsYUCCA1 過剰発現体では冠根および側根の発生が著しく

増加する (Yamamoto et al., 2007)。イネにサイトカイニンを処理することで、冠根数および

側根数は著しく減少する (Kitomi et al., 2011a)。これまでに、イネの根系形成の分子機構を

明らかにするために根の発生異常を示す変異体が作出・選抜され、その原因遺伝子の単離

と機能解析が行われてきた。その中でも冠根数が著しく減少する突然変異体 crown rootless1 

(crl1) の原因遺伝子を単離したところ、CRL1/ADVENTITIOUS ROOTLESS1 (ARL1) 遺伝子は

ASYMMETRIC LEAVES2 (AS2)/LATERAL ORGAN BOUNDARIES (LOB) ドメインタンパク

質をコードすることが明らかになった (Inukai et al., 2005; Liu et al., 2005)。シロイヌナズナ

の LOB 遺伝子は新しい器官が作られる部位で特異的に働く遺伝子であるため、植物特有で

あることが報告されている (Iwakawa et al., 2002; Shuai et al., 2002)。イネにおいて冠根は発

芽後に分化する器官であり、この結果に一致する。シロイヌナズナにおいても、AS2/LOB

ドメインタンパク質をコードする遺伝子が側根形成に関与していることが報告された 

(Okushima et al., 2007)。 

ところで、イネは世界三大穀物の一つであり、世界人口の約半数の主食ないし常食とな

っている (久馬, 2002)。これまでのイネの多収化を目指した品種改良は、草丈を低くし倒れ

にくくすることで成功を収めてきた。しかしさらなる多収を目指す上では、この草丈の低

さが律則要因となり登熟歩合の低下が生じることが判明し、現在は長稈で大きな葉身を有

しバイオマス生産を増加させることで多収化が進められている (Peng and Khush, 2003)。一

方、単純に地上部のみを大きくすれば多収が実現するというわけではなく、水が十分にあ

る水田においてさえ従来の品種では晴れた日の日中に根からの吸水が蒸散に追いつかず、

水ストレスが生じることにより光合成速度が低下する。意外なことに水の流れの抵抗値は
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葉や茎に比べ根で最も高く、またその値は根の老化により著しく上昇する (Miyamoto et al., 

2001)。したがってさらなる多収化を目指す上では、従来品種より若く健全な根の発生量を

増やすことが不可欠である。実際に近年育成された多収性品種は従来品種に比べ地上部に

対する根の割合が高く、それに応じて吸水力が高くなるために日中の光合成速度を高く維

持することができる結果、乾物生産量が多くなると報告されている (Soejima et al., 1995; 蔣

ら, 1998)。このことから、収量を上げるためには地上部を大きくするとともに冠根および側

根も多くすることが必要であると考えられる (図 1-3)。それに関して、crl1 変異体では地上

部形質に異常は認められず、野生型と同様に生育・結実することができたため、CRL1/ARL1

遺伝子は根特異的に機能する育種上非常に有用な遺伝子であると考えられた (Inukai et al., 

2005)。しかし、CRL1/ARL1 遺伝子の過剰発現体では根の発生数の増加が認められなかった 

(Inukai et al., 2005)。また、OsYUCCA1 遺伝子の過剰発現により冠根および側根の発生は著

しく増加するが、オーキシンは植物にとって必須の植物ホルモンであり根以外の様々な器

官形成に大きな影響を与えるため (Yamamoto et al., 2007)、オーキシン生合成に関与する

OsYUCCA1 遺伝子を直接育種に利用することも困難である。したがって、冠根および側根

の発生量を増加させるという育種方針の下では、これを可能にする有用遺伝子の探索が必

要不可欠である。 

一方、灌漑施設が整っておらず水ストレスが問題となっている栽培環境下では、根を発

達させすぎるとかえって収量を減少させてしまう恐れがある。稲作が盛んに行われている

アジアの水田の約半分は雨水のみに水分供給を依存する天水田であり、天水田においては

旱魃と洪水が交互に繰り返されている。このような水ストレス条件下におけるイネの収量

は、灌漑水田での収量の約半分程度に減少してしまう (Hoshikawa and Kobayashi, 2003)。

Niones et al. (2012) は土壌の水分含量が変動する栽培条件下における、イネの地上部乾物重

と地下部乾物重および総根長の関係を詳細に解析し報告している。地下部乾物重を増加さ

せる QTL を持つ系統と側根数を増加させる QTL を持つ系統とを比較した結果、地下部乾物

重を増加させるQTLを持つ系統は側根数を増加させるQTLを持つ系統に比べて地上部乾物
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重が減少した。この両系統間では地下部乾物重には有意な差が認められたものの、総根長

に有意な差は認められなかったため、地下部乾物重の増加に寄与しているのは冠根である

と考えられる。これより、冠根を増加させるよりも側根を増加させるほうが、土壌の水分

含量が変動する栽培条件下においてはより多くの収量を得られることが判明した。さらに、

両方の QTL を持つ系統と側根数を増加させる QTL のみを持つ系統を比較してみると、側根

数を増加させるQTLのみを持つ系統の地下部乾物重および総根長は両方のQTLを持つ系統

の 60%程度であるにも関わらず、両者の間で地上部乾物重に有意な差は認められなかった。

したがって、土壌水分変動ストレス環境下において安定的な生産を得るためには根系をた

だ発達させるのではなく、冠根を少なくして地下部への同化産物配分を抑え、その分、水

分吸収の大部分を担う側根を増加させたような根系が理想的であると考えられる (図 1-3; 

Niones et al., 2012)。そのため、側根数のみを増加させたような根系形態が理想とされる育種

方針の下では、冠根形成と側根形成それぞれに特異的な制御機構について明らかにするこ

とが求められる。 

イネは冠根が特徴的なひげ根型根系を形成し、また生育初期に形成された種子根や冠根

は比較的早く老化する傾向にある (森田, 2000)。これは主根とそこから発生した側根が主根

型根系を形成し、発育に伴う不定根形成が限られているシロイヌナズナとは異なる特徴で

ある。加えてイネは水生植物であり、陸生植物であるシロイヌナズナとは生育環境の違い

も存在する。双子葉植物のモデルであるシロイヌナズナと単子葉植物のモデルであるイネ

ではこのような形態的・生理的特徴以外に遺伝制御機構においても異なる点が多く存在す

ると予想される。したがってシロイヌナズナで蓄積されてきた情報の全てをそのままイネ

に当てはめることは不可能であり、イネの改良のためにはイネ独自の情報を蓄積する必要

があると考えられる。また、シロイヌナズナは遺伝子の機能重複が多く、側根形成におい

ても AS2/LOB ドメインタンパク質をコードする 2つの遺伝子が揃って機能しなくなること

で初めて異常表現型が現れる (Okushima et al., 2007)。ところがイネでは同じく CRL1/ARL1

遺伝子のみが機能を欠損するだけで冠根形成が抑制されるため (Inukai et al., 2005; Liu et al., 
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2005)、根系形成機構の解析を進める上でもイネは非常に有用な研究素材であると考えられ

る。 

そこで本研究では、それぞれ特徴や機能の異なるイネの冠根と側根の両者あるいはいず

れかの根の数が著しく減少した 3 つの変異体を材料として用い、冠根形成と側根形成の遺

伝制御機構の共通性および相違性を明らかにすることを試みた (図 1-4)。まず第 2 章では冠

根と側根で共通の制御機構を明らかにするため、冠根数および側根数が減少する crl4 変異

体の原因遺伝子の単離とその機能解析を行った (Kitomi et al., 2008a)。次に第 3 章では側根

特異的な制御機構を明らかにするため、側根数のみが減少する T1-34-6 変異体の原因遺伝子

の単離とその機能解析を行った。また側根形成に関与するとされる遺伝子群より、側根形

成にのみ特化した遺伝子の同定も試みた (Kitomi et al., submitted)。第 4 章では冠根特異的な

制御機構を明らかにするため、冠根数のみが減少する crl5 変異体の原因遺伝子の単離とそ

の機能解析を行った (Kitomi et al., 2011a)。さらに第 5 章では CRL5 遺伝子を介した植物ホル

モンの相互作用機構の解析に加え、その過剰発現により根の増加を可能にすることが判明

した CRL5 遺伝子の標的因子群の同定を試みた (Kitomi et al., 2011a, in preparation)。以上の

結果を踏まえ、第 6 章において本研究より明らかになったイネの根系形成を制御する分子

機構と、これら根の発生を制御する遺伝子の育種利用性について考察した。 
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図 1-1. イネの根系  

冠根：胚発生後に基部茎葉節から発生する根 (ひげ根)。  

種子根：胚発生時に形成される根。  

側根：冠根や種子根から発生する根。  
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図 1-2. イネに特徴的な冠根の発生様式  

A: 1 か月齢の野生型における冠根の様子。  

B: イネの基部茎葉節の模式図。節は葉に覆われているため、外側からは見えない。  

C: 基部茎葉節の冠根原基形成部位における横断切片。矢印は冠根原基を示す。 

(Bar = 500 µm) 

D: 基部茎葉節の冠根原基形成部位における横断切片の模式図。  
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図 1-3. 本研究で目指すイネ根系の育種目標  

 最適環境下においてさらなる多収を目指すためには、地上部を大きくするとともに、冠

根および側根も増加させることが必要であると考えられる。  

 一方、灌漑施設が整っておらず水ストレスが問題となっている栽培環境下では、水分吸

収の大部分を担う側根を増加させて冠根数は減少させることで、安定的な生産が可能とな

ると考えられる。  
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図 1-4. 根の数が著しく減少する突然変異体  

crl4 変異体は冠根数および側根数の両方が著しく減少する。  

T1-34-6 変異体は側根数のみが著しく減少し、冠根数は減少しない。  

crl5 変異体は冠根数のみが著しく減少し、側根数は減少しない。  
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第 2 章 

 

冠根および側根の initiation を 

制御する CRL4 遺伝子の 

単離と機能解析 

  



- 18 - 
 

緒言 

 

 植物ホルモンであるオーキシンは植物体内で多種多様な役割を担っており、サイトカイ

ニンと並んで植物の生存に必須な化学物質である。根の発生はオーキシンによって制御さ

れていることが古くから知られており、実際にオーキシンを外生投与することでイネにお

いても側根や冠根の発生数が増加することが報告されている (Schiefelbein, 2003)。高等植物

の主要な内生オーキシンは indole-3-acetic acid (IAA) であり、その IAA の生合成には 4 つの

tryptophan (Trp) 依存経路 (indole-3-acetamide (IAM) 経路、indole-3-acetaldoxime (IAQx) 経路、

tryptamine (TAM) 経路、indole-3-pyruvic acid (IPA) 経路) と 1 つの Trp 非依存経路が推定さ

れている (Sugawara et al., 2009; Wright et al., 1991)。しかし、オーキシンは植物の生存に必須

であるために欠損変異体を得るのが困難であること、植物にごく微量に存在する IAA 生合

成中間物質は化学的に不安定なために分析することが難しかったことが原因となり、IAA

生合成経路の全容は現在においても不確定な点が多く存在している。その中で、TAM 経路

の律側因子であり、TAM から N-hydroxytryptamine (NHT) への転換を触媒する酵素である

flavin monooxygenase をコードしていると考えられていた YUCCA 遺伝子については、変異

体を用いた詳細な解析が行われてきた (Cheng et al., 2006; Tobeña-Santamaria et al., 2002; 

Zhao et al., 2001)。ところが近年、YUCCA は IPA 経路において IPA から IAA への転換を触

媒する酵素であることが証明された (Mashiguchi et al., 2011)。イネにおいては、OsYUCCA1

遺伝子の過剰発現により冠根および側根の発生が著しく増加することが報告されている 

(Yamamoto et al., 2007)。また、シロイヌナズナにおいて Trp から IAOx への転換を触媒する

酵素として、cytochrome P450 monooxygenase である CYP79B2 と CYP79B3 も報告されてい

る (Zhao et al., 2002)。この CYP79B の関与する IAQx 経路はアブラナ科植物固有の IAA 生

合成経路であることが示されている (Sugawara et al., 2009)。 

IAA は茎頂分裂組織や若い葉などで合成され、植物体の主に基部側へと輸送されていく 
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(Ljung et al., 2001)。オーキシンは方向性をもって能動的に輸送されることが知られており、

その極性は AUXIN RESISTANT1 (AUX1)/LIKE AUX1 (LAX) タンパク質によるオーキシン

の取り込み段階ではなく、細胞内において主に細胞膜に局在する PIN-FORMED (PIN) タン

パク質およびMULTIDRUG RESISTANCE (MDR)/P-GLYCOPROTEIN (PGP) タンパク質によ

る排出段階において制御されている (Bennett et al., 1996; Gälweiler et al., 1998; Okada et al., 

1991; Santelia et al., 2005; Swarup et al., 2008; Titapiwatanakun et al., 2009)。その結果として形

成されるオーキシンの濃度勾配は重力など環境に対する応答や胚発生および器官発生など

に欠かせない要因であり、根の発生および成長にもこのオーキシン濃度勾配が重要である

ことがシロイヌナズナを用いた研究により報告されている (Blilou et al., 2005; Friml et al., 

2003; Grieneisen et al., 2007)。実際に、シロイヌナズナにおいてオーキシン極性輸送阻害剤を

処理した植物体や PIN タンパク質をコードする遺伝子に変異が生じた突然変異体では、側

根の発生が抑制されることが報告されている (Mravec et al., 2009; Reed et al., 1998)。イネに

おいてオーキシン極性輸送機能の異常を持つ突然変異体は報告されていないが、オーキシ

ン輸送阻害剤処理により側根および冠根の発生が抑制されるため、イネの根の形成におい

てもオーキシン極性輸送が重要な役割を果たしていることが示唆されていた (Morita and 

Kyozuka, 2007)。 

 本章で取り上げる crl4 変異体は、イネ品種・日本晴の培養変異に由来する単因子劣性の

突然変異体である。この crl4 変異体は、冠根数および側根数が著しく減少するという表現

型を示す。また crl4 変異体は重力屈性の異常も示したため、本変異体はオーキシン関連の

突然変異体であると考えられた。crl4 変異体の原因遺伝子 CRL4 はエンドソームと細胞膜と

の間の小胞輸送に関わる GTP 結合性タンパク質の ADP ribosylation factor (Arf) を活性化さ

せる Arf guanine exchange factor (Arf-GEF) をコードしており、オーキシン極性輸送の制御に

関わっていると考えられた。実際に crl4変異体においてはオーキシン極性輸送能が低下し、

組織レベルでのオーキシン局在パターンが乱れていた。これらの結果より、CRL4 遺伝子を

介したオーキシン極性輸送による正常なオーキシンの集積と濃度勾配の維持が、冠根およ
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び側根の initiation には必須であることが明らかとなった。 
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材料および方法 

 

植物体の育成 

 crl4 変異体は栄養生長期から生殖生長期へと生育段階を移行させることができないため、

crl4 遺伝子座がホモ型となっている種子を得るために crl4 遺伝子座がヘテロ型となってい

る個体を自殖させる方法を用いた。そのため、野生型には crl4 遺伝子座の遺伝子型が野生

型ホモ型とヘテロ型が 1：2 の割合で混在している。同様に高精度連座解析に用いる crl4 変

異体とインド型品種 Kasalath との交雑 F2集団は、crl4 遺伝子座がヘテロ型となっている個

体に Kasalath を交配させることで作製した。 

 種子はベンレート T-400 倍液に 24 時間浸漬させて種子を消毒した後、水道水に替えて 48

時間浸漬し催芽させた。これらの種子を実験に応じて恒温室 (28.0°C, 連続光) で水道水を

満たした水耕槽、あるいはグロースチャンバー (29.5°C, 連続光) で栄養源を含まない寒天

培地 (0.6% agar) にて生育させた。水耕で育てる場合、播種 3 日目からエアーポンプにより

エアレーションを行った。 

 

パラフィン包埋試料作製 

 観察対象とする器官をカミソリで切断し、すぐに 20 ml 容スクリュー管に入れた FAA 固

定液 (formaldehyde：acetic acid：50% EtOH = 1：1：18) に浸した。次にバキュームポンプを

用いて脱気し、FAA を組織内に完全に浸透させた状態で 4°C にて保存した。翌日サンプル

を脱水させるため、FAA とサンプルの入ったボトルを振盪させながら中の溶液を 1 時間ご

とに 70% EtOH，80% EtOH，90% EtOH，95% EtOH の順に入れ替え、100% EtOH に 2 回入

れ替えた後に新しい 100% EtOH を入れて 4°C にて一晩置いた。翌日新しい 100% EtOH に入

れ替えて振盪させながら 1 時間置き、次に EtOH：Histo-Clear = 3：1，EtOH：Histo-Clear = 1：

1，EtOH：Histo-Clear = 1：3 の順に液を 1 時間ごとに入れ替えた。100% Histo-Clear を 1 時
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間ごとに 3 回入れ替えた後、スクリュー管に 2/3 量の新しい Histo-Clear を入れ、Paraplast 

(Oxford Labware) を液面が容器一杯になるまで入れて一晩振盪させながら放置した。60°C

のオーブンに移して Paraplast を完全に溶かした後に液を半分捨て、再び Paraplast を液面が

容器一杯になるまで入れて 60°Cのオーブン内で6時間放置した。これを2回繰り返した後、

液を全て捨ててサンプルが十分浸かる量の60°Cで溶解した100% Paraplastを注ぎ入れ、60°C

のオーブン内で一晩放置した。さらに 12 時間ごとに 6 回、新しい 100% Paraplast に交換し

た。 

溶解した Paraplast をアルミシャーレ (テラオカ) に、同様に Paraplast を溶解させた試料

を熱したピンセットでアルミシャーレに移した。これを室温で一晩放置し、十分固化させ

た。ミクロトーム装着用の木片にサンプルを貼り付けて周囲の余分なパラフィンをトリミ

ングし、回転式ミクロトーム (RM2135, Leica)で厚さ 8 µm に切削した。得られたパラフィ

ンリボンはMilliQ水を滴下したAPSコート付きスライドグラス (MATSUNAMI) 上に載せ、

40°C のホットプレート上でパラフィンを伸展させた後にスライドグラスを傾斜させて水を

除去し、ホットプレート上で一晩放置して乾燥させてスライドグラスに固定させた。 

 

トルイジンブルー組織染色 

スライドグラス上のサンプルからパラフィンを除去するためにスライドグラスをラック

に入れ、100% Histo-Clear に 2 回，Histo-Clear：EtOH＝1：1 に 1 回それぞれ 10 分ずつ浸し

た後、EtOH シリーズ (100%, 90%, 70%, 50%, 30%) に 30 秒ずつ浸した。サンプルが載った

スライドグラスをトルイジンブルー溶液に 1 分間浸して染色した後、流水で約 20 分間洗浄

した。その後 EtOH シリーズ (30%, 50%, 70%, 90%, 100% ×2 回) に一定時間脱水し、EtOH：

Xylene＝1：1，Xylene にそれぞれ 3 分浸してキシレンに置換した。 

ドラフト内で Xylene が乾かないうちに手早く EUKITT に封入し、一晩放置して十分に乾

かした後、光学顕微鏡 (BX60, OLYMPUS) で観察した。 
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重力屈性テスト 

 種子を消毒・催芽させた後、栄養源を含まない寒天培地 (1.3% agar) に播種し、人工気象

室内にて７日間生育させた。野生型を数本と全ての crl4 変異体を残して間引いた後 90°回転

させ、１日後に根の屈曲角度を測定した。 

 

外生オーキシン処理 

種子を消毒・催芽させた後、試験管に入れた 2,4-D 濃度を 0 M、0.001 µM および 0.1 µM

の 3 段階にふった栄養源を含まない寒天培地 (0.8% agar) に播種し、グロースチャンバー内 

(29.5°C, 連続光) で生育させた。播種から 6 日間種子根の根端をマークし、14 日後に冠根数

および側根数を測定した。側根数は基部から 5 cm の範囲に存在するものを実体顕微鏡 

(M3516 NSW-60L, Carton) を用いてカウントした。 

 

マップベースクローニング法による遺伝子単離 

(1) TPS 法による DNA 抽出 

crl4 遺伝子座がヘテロ型の親とインド型品種 Kasalath とを交雑して得た F2種子を 1-1 と

同様に消毒・催芽させた後、恒温室内で水道水を満たした水耕層にて生育させた。播種後

14 日目に冠根を形成しない表現型を示す crl4 ホモ型をサンプリングし、地上部を 2 ml サン

プルチューブに入れて TPS buffer (100 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M KCl, 10 mM EDTA) を 200 

µl加え、MULTI-BEADS SHOCKER (YASUI KIKAI) を用いてサンプルを破砕した (1600 rpm, 

20 秒, 室温) 。70°C で 35 分間インキュベートした後、1500 rpm で 10 分間遠心した。破砕

物を取らないようにして上清を 1.5 ml チューブに移し、200 µl の isopropanol を加えてピペ

ッティングした。1500 rpm で 10 分間遠心した後、ペレットを 70% EtOH で洗浄し 3 分間減

圧乾燥させて 100 µl の 1/10 TE に溶解させた。 
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(2) 分子マーカーの設定 

まず CRL4 遺伝子の染色体上での大まかな座乗位置を特定するため、イネゲノム解析研究

によって既に公開されている RFLP マーカーを元に作製された STS マーカーと CAPS マー

カーを用いて CRL4 遺伝子との連鎖解析を行った。次にこれらの分子マーカーによって狭め

られた領域である第 3 染色体長腕側に新規 CAPS マーカーを作製するため、Rice Genome 

Research Program の 日 本 晴 の 各 PAC/BAC ク ロ ー ン シ ー ケ ン ス デ ー タ

(http://rgp.dna.affrc.go.jp/cgi-bin/statusdb/irgsp-status.cgi) より第 3 染色体上の目的位置の塩基

配列を取得し、この塩基配列に対応する Kasalath の塩基配列を同データベース内の Kasalath 

BAC-end BLAST (http://rgp.dna.affrc.go.jp/) より取得した。そして得られた日本晴と Kasalath

の配列を比較し、配列が異なる箇所を認識する制限酵素が存在する部分を含む断片が増幅

されるようにプライマーの設計を行った。 

 作製した CAPS マーカーが正確に機能することを確認するために日本晴と crl4 変異体か

ら TPS 法によって抽出した全 DNA を鋳型 DNA として PCR を行い、各 CAPS マーカー用の

制限酵素で処理を行ってから 2% agarose gel (Agarose LO3, TAKARA) で電気泳動し、日本晴

と Kasalath 間でバンドサイズの違いが予想通り認められたものを遺伝子型の検定に用いた。

使用した分子マーカーのプライマー配列は別紙のリストを参照。 

 

(3) PCR 反応 

 TPS 法で得られた DNA 溶解液を鋳型 DNA として PCR 反応を行った。PCR 反応は 10 µl

系 (1 µl 鋳型 DNA, 1× Ex Taq buffer, 0.25 mM dNTP mix, 1 µM Upper primer, 1 µM Lower 

primer, 2 µl 50% glycerol, 0.25 U Ex Taq DNA polymerase (TAKARA)) で行った。反応は

GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems) を用い、95°C 1 分の変性後に 95°C 30 秒・

55°C 30 秒・72°C 30 秒の 3 ステップを 35 サイクル行って 72°C 7 分の伸長反応の後 10°C で

保存した。 
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(4) 制限酵素処理 

 PCR反応液 10 µlに 2 µl 10×buffer, 0.1 µl 制限酵素, 8 µl MilliQ水を加えて total 20 µlとし、

37°C で約 3 時間インキュベートした。 

 

(5) 電気泳動およびバンド観察 

 制限酵素処理液に 2 µl 10× loading bufferを加え、agarose gel (30 µg/l EtBr, 1× TAE buffer, 2% 

Agarose LO3) で電気泳動を 200 Vで 30分間行った。バッファーには 1× TAE bufferを用いた。

結果は FAS-III (TOYOBO) で記録した。 

 

(6) ゲル除去による DNA 抽出 

 電気泳動を行った後、結果を Transilluminator (DR-45M2, Clare Chemical Research) でバン

ドを投影し、目的のサイズの DNA 断片をカミソリで切り出した。Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega) を用い、切り出したゲル片から DNA を抽出した。 

 

(7) シーケンス反応 

 Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit ver 3.1 (Applied Biosystems を用いてシーケンス反

応 (1 µl DNA 断片, 4 µl 1/4 Big Dye Terminator, 0.5 µl primer (3.2 pmol/µl), 4 µl 滅菌水) を行

った。反応は GeneAmp PCR System 9700 を用い、96°C 10 秒・50°C 5 秒・60°C 4 分の 3 ステ

ップを 25 サイクル行った後 4°C で保存した。反応後の溶液を 1.5 ml チューブに移し、等量

の isopropanol を加えてピペッティングした。15000 rpm で 10 分間遠心した後上清を捨て、

沈殿を-20°C 保存の 70% EtOH で洗浄し再度 15000 rpm で 3 分間遠心した。上清を捨てて沈

殿を 5 分間風乾させ、15 µl Hi-Di formamid (Applied Biosystems) に溶解した。ボルテックス

ミキサーで撹拌後 PCR 用 96 穴プレートに移して 95°C で 2 分間インキュベートし、すばや

く氷上に置いて急冷した後シーケンサー (3130xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems)で塩

基配列を決定した。 
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コンストラクトの作製 

 相補性検定用コンストラクトは、CRL4 遺伝子の転写開始点より上流 4359 bp と終止コド

ンより 1314 bpを含む約 9.2 kbpのゲノムDNA断片を 3段階に分けて、まず pBluescript II SK 

(-) (Stratagene, Agilent) にクローニングした。3 分割したうちの中央部の配列は BAC clone 

OsJNBa0056E06 より XhoI および SmaI で切りだし、残りは野生型のゲノム DNA を鋳型にし

て PCR により増幅 (2 µl template cDNA, 1× Prime STAR buffer (TAKARA), 0.2 mM dNTP mix, 

0.2 µM Upper primer, 0.2 µM Lower primer, 5% DMSO, 0.75 U Prime STAR HS DNA polymerase 

(TAKARA)) して作製した。このプラスミドから目的の配列を KpnI および NotI で切り出し

て末端を平滑化し、pCAMBIA 1300 vector (Cambia) に再度クローニングすることで作成した。

コンストラクトの作製に使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

ProDR5:GUS コンストラクトは、Scarpella et al. (2003) と同じものを使用した。 

 

形質転換の作製 

イネの形質転換はHiei et al. (1994) およびOzawa (2009) の方法に従って行った。ただし、

遺伝子導入の材料となるカルスは次のように準備した。種子の籾を取り除いて MilliQ 水で 3

回洗浄後、70%エタノールで 1 分滅菌した。次に種子を MilliQ 水で 3 回以上すすぎ、3 倍希

釈した次亜塩素酸ナトリウム (アンチホルミン) に入れて 20 分間振盪しながら滅菌した。

そしてクリーンベンチ内でアンチホルミンを捨てて滅菌水で 5 回以上洗浄し、滅菌した種

子を N6D 固形培地に植えてグロースチャンバー内 (29.5°C, 連続光) でカルスを誘導した。

約 2 週間後にカルスの一部を採取して TPS 法により DNA を抽出し、crl4 の遺伝子型を確認

できる dCAPS マーカーを用いた PCR 反応で genotyping を行い、crl4 遺伝座が野生型ホモ型

あるいは crl4 変異体ホモ型となっているカルスを選抜した。使用した dCAPS マーカーの配

列は別紙のリストを参照。 

作成したコンストラクトをエレクトロポレーションにより Agrobacterium tumefaciens 

strain EHA105 に導入し、カルスと共存培養させ遺伝子を導入した。形質転換個体は 50 mg/L 
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hygromycin を含む MS 培地 (Murashige and Skoog, 1962) 上で選抜した。 

 

系統樹の作製 

 CRL4 タンパクの全アミノ酸配列を用いてイネのアノテーションデータベースに対して

BLAST 検索を行い、CRL4 のホモログ遺伝子 CRL4-like の全アミノ酸配列を入手した。また

シロイヌナズナの GNOM およびそのホモログである GNOM-like1、および GNOM-like2、ヒ

トの GBF1 の全アミノ酸配列も併せて入手し、合計 4 つの全アミノ酸配列を用いて ClustalW

により系統樹を作製した。 

 

オーキシン極性輸送能の測定 

 ラジオアイソトープでラベルした 40 µM 3-[5(n)-
3
H] Indolylacetic acid ([

3
H]-IAA, 

Amarsham) をドライアップしてエタノールを飛ばし、[
3
H]-IAA 1µl あたり 40 g の Vaseline 

(Wako) に混ぜて 1µM (740 Bq/µl) に調整したペーストを以下の実験に用いた。 

 

(1) オーキシン輸送能測定 

まず、1µM [
3
H]-IAA を含むペーストを爪楊枝で 1.5 ml チューブの底に塗り付けた。地上

部の輸送能測定には、10 ~ 12 日齢の植物の基部 3 mm より上方 1.5 cm の葉鞘を、頂部側を

下にして切り口がペーストに当たるように 1.5 ml チューブ入れた。種子根における輸送能

測定には、種子根の根端 1.5 cm を根端あるいは基部側を下にしてペーストに当たるように

1.5 ml チューブ入れた。28°C で 4 時間インキュベートした後、上になっている側から 3 mm

をサンプリングし、クリアゾル 5 ml を加えた 7 ml 容のバイアルに 1 個体分ずつ入れた。室

温にて一晩インキュベートした後、液体シンチレーションカウンター  (LIQUID 

SCINTILLATION COUNTER LSC-5100, Alaka) で放射活性を測定した。 
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(3) オーキシン蓄積量測定 

 種子を消毒・催芽し、栄養分を含まない寒天培地 (0.8% agar) にて 5 日間生育させ、これ

らの地上部を基部から 1 cm を残して切除し、1 µM [
3
H]-IAA を含むペーストを切り口に塗

った。28°C で 4 時間インキュベートした後、基部側から 3 mm および種子根全体をサンプ

リングし、クリアゾル 5 ml を加えた 7 ml 容のバイアルに 1 個体分ずつ入れた。室温にて一

晩インキュベートした後、液体シンチレーションカウンターで放射線量を測定した。 

 

半定量的 RT-PCR 

(1) RNA 抽出 

 種子を消毒・催芽し水耕にて 2 週間生育させ、冠根形成部位を含む基部から 1.5 cm の茎

葉部をサンプリングし、RNA を抽出した。RNA 抽出には TRIzol を用いた。0.1 g の植物体

を液体窒素で凍結させ、乳棒と乳鉢を用いてよくすりつぶし、1.5 ml チューブに入れた 1 ml

の TRIzol Reagent (Promega) に加えて室温で 5 分インキュベートした。そこに 200 µl の

chloroform を加えてよく混合し、さらに室温で 2 ~ 3 分インキュベートした。その後 4°C・

15000rpm で 10 分間遠心して上清を採取し、500 µl の isopropanol を加えて混合した後、室温

で 10 分インキュベートした。その後 4°C・15000 rpm で 10 分間遠心して沈殿を回収し、70% 

EtOH でリンスした。洗浄後、沈殿を軽く乾燥させて滅菌 100 µl に溶解し、分光光度計 

(Spectrophotometer ND-1000, NanoDrop) で RNA 濃度を測定した。 

 

(2) cDNA 合成 

 cDNA 合成には Omniscript RT Kit (QIAGEN) を用いて行った。2 µg の totoal RNA を含む

溶液と RNase-free water とを合わせて 13 µl に調整し 65°C で 5 分間インキュベートした後、

氷上で 2 分間インキュベートした。そこに 10× Buffer RT 2 µl，dNTP mix 2 µl，RNase inhibitor 

(HPR I) 1 µl，Oligo-dT primer 1 µl，Omniscript Reverse Transcriptase 1 µl を加えて totol 20 µl

とし、37°C で 60 分間インキュベートした。その後、酵素を失活させるために 93°C で 5 分
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間インキュベートした。 

 

(3) PCR 反応 

  植物組織サンプルから得られたRNAより合成された cDNAを鋳型にして、10µl系 (1µl 鋳

型 DNA, 1× Ex Taq buffer, 0.25 mM dNTP mix, 1 µM Upper primer, 1 µM Lower primer, 0.25 U 

Ex Taq DNA polymerase) で PCR 反応を行った。cDNA 濃度は ACTIN1 (ACT1) のバンドの発

光強度をもとに、滅菌水で調整した。反応は GeneAmp PCR system 9700 を用い、95°C 5 分

の変性後に 95°C 30秒・55°C 40秒・72°C 30秒の 3ステップを CRL4は 30サイクル、CRL4-like

は 35 サイクル、ACT1 は 25 サイクル行って 72°C 7 分の伸長反応の後 10°C で保存した。PCR

反応液を 2% agarose gel で電気泳動し、バンドパターンを解析した。使用したプライマーの

配列は別紙のリストを参照。 

 

in situ hybridization 

(1) プローブの作製 

野生型の茎葉部から得られたRNAより合成されたcDNAを鋳型にして、30 µl系のPCRで

DNAを増幅 (2 µl template cDNA, 1× Ex Taq buffer, 0.25 mM dNTP mix, 1 µM M13 Forward 

Primer, 1 µM M13 Reverse Primer, 5% DMSO, 0.5 U Ex Taq DNA polymerase) した。次に0.7% 

agarose gel (30 µg/L EtBr, 1× TAE buffer, 0.7% LO3)で電気泳動後、Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up Systemを用いてDNAを回収した。このDNA 1 µgに滅菌水を加えて11.5 µlにしたも

のを60°Cで5分インキュベートした後、NTP lab. Mix (250 nM Digoxigenin-11-UTP (Roche), 

150 nM UTP, 400 nM ATP, 400 nM CTP, 400 nM GTP, 38 mM Tris (pH 7.5)) を2 µl，RNase 

inhibitor (HPR I, TAKARA) 0.5 µl，0.1 M DTT 1 µl，5× T7 transcription buffer (Stratagene, 

Agilent) 4 µl，T7 RNA Polymerase (Stratagene, Agilent) 1 µlを加え、37°Cで2時間インキュベー

トした。次に0.5 M EDTA (pH 8.0)を1 µl，4 M LiCl 2.5µl，100% EtOH 65 µlを加えてよくタッ

ピングし、-80°Cで30分インキュベートした後、15000 rpm・4°Cで10分遠心分離した。上澄
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みを捨てて沈殿に70% EtOHを200 µl加えて洗浄し、沈殿を乾燥させた後100 µlの滅菌水に溶

かし、RNase inhibitor (HPR I) を0.5 µl加えて-20°Cで保存した。プローブの作製に使用した

プライマーの配列は別紙のリストを参照。 

 

(2) Hybridization 

 HybridizationはKouchi and Hata (1993) の方法をもとに以下の順で行った。①パラフィン切

片を作成し、スライドグラス上のサンプルからパラフィンを除去するためにスライドグラ

スをラックに入れ、100% Histoclearに10分ずつ2回、次にHistoclear：EtOH = 1：1の溶液に5

分浸した。②100% EtOHに5分ずつ2回浸した後、1時間減圧乾燥した。③100% EtOH，90% 

EtOH，70% EtOH，50% EtOH，30% EtOHにそれぞれ2分浸した後、滅菌水に5分ずつ2回浸

した。④スライドグラスをproteinase K溶液 (5 μg/ml proteinase K (Wako) in 100 mM Tris-HCl 

(pH 7.5), 50 mM EDTA) に37°Cで30分インキュベートした。⑤滅菌水に5分ずつ2回浸した後、

後固定液 (4 % paraformaldehyde in 0.8 mM NaOH, 10 mM Na-P Buffer) に10分浸した。⑥スラ

イドグラスを滅菌水に5分ずつ2回浸した後、トリエタノール溶液 (0.5% acetic anhydride, 100 

mM triethanolamine) に10分浸した。⑦2× SSPE (20 mM NaH2PO4・2H2O, 300 mM NaCl, 2 mM 

EDTA・2Na) に5分ずつ2回浸した後、30% EtOH，50% EtOH，70% EtOH，90% EtOHにそれ

ぞれ2分浸した。⑧スライドグラスを100% EtOHに5分ずつ2回浸した後、1時間減圧乾燥した。

⑨スライドグラス1枚あたり200 μl hybridization mix (50% deionized formamide, 0.1% dextran 

sulfate (Millipore), 1× TE, 300 mM NaCl, 1× Denhardt’s, 60 mM DTT, 0.5 µg/µl poly A, 5 µg/µl 

tRNA, 0.2 µl RNA probe) をのせて、密閉容器内にて55°Cで16時間インキュベートした。⑩

55°C に温めた4× SSC (600 mM NaCl, 60 mM citric acid) でスライドグラス上のプローブを落

とし、さらに4× SSCに7分ずつ55°Cで2回浸した。⑪RNase溶液 (500 mM NaCl, 10 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 5 mM EDTA, 10 mg RNaseA) に37°Cで30分インキュベートした。⑫RNase 

Buffer Buffer (500 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 5 mM EDTA) に5分ずつ3回浸してスラ

イドグラスを洗った。⑬Buffer 1 (100 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7.5) に5分ずつ室温で2回浸
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した後、スライドグラス1枚あたり500 μlのブロッキング溶液 (0.5% Blocking Reagent in 

Buffer 1) をのせて、室温で30分インキュベートした。⑭Buffer 1でブロッキング溶液を洗い

流した後、スライドグラス1枚あたり500 μl Anti-Dig-AP (1：500 in 0.1% BSA, 0.2% Tween20 in 

Buffer 1) をのせて室温で60分インキュベートした。⑮スライドグラスをBuffer 1で10分ずつ

振盪させながら3回スライドグラスを洗い、さらにBuffer 3 (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 50 

mM MgCl2, pH 9.5) に5分浸した。⑯スライドグラス1枚あたり800 μlの発色液 (NBT (75 

mg/ml in 70% DMF)：BCIP (50 mg/ml in DMF)：Buffer 3 = 9：7：2000) をのせ、密閉容器内

に室温で3時間から一晩インキュベートした。⑰スライドグラスをTE (10 mM Tris-HCl (pH 

8.0), 1 mM EDTA) に5分浸し、蒸留水に2分、30% EtOH，50% EtOH，70% EtOH，90% EtOH

にそれぞれ1分浸した。次に100% EtOHに2分ずつ2回浸し、EtOH：xylene = 1：1，100% xylene

に2分浸した。⑱ドラフト内でxyleneが乾かないうちに手早くEUKITTに封入し、一晩放置し

て十分に乾かした後、光学顕微鏡 (BX60, OLYMPUS) で観察した。 

 

ProDR5:GUS 形質転換体の観察 

 作製した ProDR5:GUS 形質転換体を GUS 染色液 (1 mM X-Gluc, 50 mM Na-P buffer (pH 

7.0), 7% MeOH, 0.1% TritonX-100) に浸漬後、バキュームポンプを用いて脱気し GUS 染色液

を組織内に完全に浸透させ、37°C の暗黒条件下で 16 時間インキュベートした。反応は植物

体を EtOH に浸漬させることで停止させ、同時に植物体から葉緑素を抜いて脱色した。 

 GUS 発現部位をそのままあるいは 5% agar に包埋後してビブラトーム (VT1200S, Leica) 

で 100 µm に切削し、実体顕微鏡 (SZX16, Olympus) で観察した。  
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Primer list 

・遺伝子単離 

Primer name Sequence 

E50828_U 5’-GGGGTACCTGTGCTAATCTC-3’ 

E50828_L 5’-TCACACAAGATCCTGGAATG-3’ 

C63279_U 5’-TCAAGTCCATCCAGATCACC-3’ 

C63279_L 5’-TGAGACAACAGGTTTTACCG-3’ 

C53358_U 5’-GGAGGAATGAATGAATGAAG-3’ 

C53358_L 5’-GCAGTATTCATACATAGGAG-3’ 

R440 (HinfI)_U 5’-CTCACCACCATCACCTCCTC-3’ 

R440 (HinfI)_L 5’-CCAGCTACAAAAGAACCAGC-3’ 

B02･E17_F-AfaI_U 5’-TGTGAGCAGTAGGTTTGTGG-3’ 

B02･E17_F-AfaI_L 5’-GACTTTCCAAACCCTGCATG-3’ 

M23_F-AfaI_U 5’-GTAGCAACGCGCATGATATC-3’ 

M23_F-AfaI_L 5’-CACTATGAACACTTCGCCGA-3’ 

K17･M23_R-XspI_U 5’-ATACTACCCAGAGCTACGCT-3’ 

K17･M23_R-XspI_L 5’-CCGGCAACTCATCATCATCA-3’ 

N01_R -HhaI_U 5’-GGTGCAATAGAAGGAGTTGC-3’ 

N01_R -HhaI_L 5’-GACGGTTCTCTAGGAAGTCA-3’ 

H05_F-HinfI_U 5’-TGGATGCATATGAGACTGCC-3’ 

H05_F-HinfI_L 5’-GGATTGGCAGACCATATGCT-3’ 

M19_R-AluI_U 5’-AACTGACCTTGTCCTAGACC-3’ 

M19_R-AluI_L 5’-GGCTGGAGAGTGCCTGCTAA-3’ 

C944 (XbaI)_U 5’-GCCAGGGAACTTTCATCTC-3’ 

C944 (XbaI)_L 5’-AACTTGGGTATCTTTATGCAG-3’ 

C1401 (EcoRI)_U 5’-TAACAACCGACCACAAATAC-3’ 

C1401 (EcoRI)_L 5’-GGAGAAGGACAAGGGGAAGA-3’ 
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・相補性検定コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

CRL4 XbaI-XbaI_U 5’-ATGCGCTATGTTAGAGGCAC-3’ 

CRL4 XbaI-XbaI_L 5’-ACGAATCTGGACAGAAGCCT-3’ 

CRL4 EcoRI-EcoRI_U 5’-GCTGAAAGGGTCCATAAAAGTC-3’ 

CRL4 EcoRI-EcoRI_L 5’-GGAACAATCCATGCTCAAGG-3’ 

 

・遺伝子型決定 

Primer name Sequence 

crl4 check-R_U 5’-GGTGGATCTTCAATTCGTAAGC-3’ 

crl4 check-R_L-HinfI 5’-GATAAGTGGGCTCATGGTC-3’ 

 

・半定量的 RT-PCR 

Primer name Sequence 

CRL4-RT_U 5’-CTGTGGAGCTTGATGAATACAC-3’ 

CRL4-RT_L 5’-CAAGCTTCTCAGGCAACAAATG-3’ 

CRL4-like-RT_U 5’-AGACCATGCAGGAGGTTATCCG-3’ 

CRL4-like-RT_L 5’-ACAACACCAAATCCACCTCCCA-3’ 

ACT1-RT_U 5’-GACTACATACAACTCCATCATG-3’ 

ACT1-RT_L 5’-AGCATTTCCTGTGCACAATGG-3’ 

 

・in situ hybridization プローブ作製 

Primer name Sequence 

CRL4-in situ_U 5’-GCTGAAAGGGTCCATAAAAGTC-3’ 

CRL4-in situ_L 5’-CAAGCTTCTCAGGCAACAAATG-3’ 
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結果 

 

crl4 変異体の表現型解析 

 2 週齢の野生型 (日本晴) は数本の冠根を発生させているのに対し、同じ 2 週齢の crl4 変

異体においては冠根が観察されなかった (図 2-1)。そこで冠根形成部位である基部茎葉節の

横断切片を作成し観察したところ、野生型においては維管束の周囲を一周するように存在

する辺周部維管束環の外側に接する柔細胞において冠根原基が形成されていた (図 2-2A)。

それに対して crl4 変異体では、冠根原基が形成されていなかった (図 2-2B)。冠根数の減少

に加え、crl4変異体では種子根から発生する側根数も有意に減少していた (図 2-2C, 2D)。crl4

変異体の種子根長は野生型に比べて有意に短いが (表 2-1)、発根のタイミングは野生型とほ

ぼ同時であった (data not shown)。また、crl4 変異体は野生型に比べて早い時期に分げつを

形成し、その伸長角度は野生型に比べて大きかった (data not shown)。野生型は通常、3 ~ 4

カ月ほどで生殖生長期へと生育相を転換させる (図 2-3A)。一方、crl4 変異体の大部分は幼

苗期に枯死するが、一部の個体は 4 カ月以上生育することができた (図 2-3B)。しかし、そ

の個体は栄養生長期から生殖生長期へと生育相を転換することはできなかった (図 2-3B)。 

 冠根数および側根数の減少はイネのオーキシン関連突然変異体で観察される異常表現型

である (Inukai et al., 2005; Liu et al., 2005)。また、イネおよびシロイヌナズナにおいて、重

力屈性の異常も典型的なオーキシン関連異常として報告されている (Fukaki et al., 2002; 

Inukai et al., 2005; Leyzer et al., 1996; Nagpal et al., 2000; Tian and Reed, 1999; Yang et al., 2004)。

そこで crl4 変異体の重力屈性を調べたところ、野生型では重力方向が変化するとそれに敏

感に応答したのに対し、crl4 変異体では重力方向の変化に対する応答が鈍くなっていた (図

2-4A)。重力方向を 90°転換させて 24 時間後の根の伸長角度 (図 2-4B) を測定したところ、

野生型ではすべての個体が 50°以上の屈性を示したのに対し、crl4 変異体ではすべての個体

において 50°以下であった (図 2-4C)。また、外生オーキシンを投与しても crl4 変異体の冠
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根数、側根数および種子根長を野生型並みに回復させることはできなかった (表 2-1)。 

 

CRL4 遺伝子の単離 

 CRL4 遺伝子を単離するため、crl4 変異体のヘテロ個体に Kasalath を交雑して得た F2集団

を用いた高精度連鎖解析を行った。その結果、CRL4 遺伝子座は第 3 染色体の 101.9 cM 付近

に存在することが明らかになった。野生型と crl4 変異体とで塩基配列を比較したところ、

crl4変異体においてBACクローンOSJNBa0056E06 (AC135792) 上に座乗するOs03g0666100 

(LOC_Os03g46330) の配列内に 1 塩基置換が生じており、その結果 120 番目のロイシンがス

トップとなったナンセンス変異が認められた (図 2-5A)。この遺伝子は 1 つのエキソンから

なる 3528bp の ORF を持つ遺伝子であり、プロモーターおよび遺伝子全長配列を含んだ約

9.2 kbp のゲノム DNA 断片 (図 2-5B) を crl4 変異体に導入したところ、crl4 変異体の異常表

現型を相補した (図 2-5C)。 

CRL4 遺伝子は Arf-GEFをコードしており、中央部 5’末端側には Arf-GEFに特徴的な Sec7 

domain が存在していた (図 2-5A)。シロイヌナズナにおいて最も CRL4 遺伝子と相同性の高

い遺伝子は GNOM/EMBRYO DEFFECTIVE30 (EMB30) であった。Arf-GEF はエンドソームと

細胞膜との間の小胞輸送に関わるGTP結合性タンパク質のArfを活性化させる因子であり、

オーキシン排出キャリアーである PIN1 のリサイクルを制御している (Geldner et al., 2003a; 

Stainmann et al., 1999)。そのため、gnom 変異体では Arf-GEF 依存的な PIN1 のリサイクルが

異常になるためにオーキシン極性輸送に異常が生じ、胚の頂部－基部軸に沿ったパターン

形成が阻害されることが報告されている (Geldner et al., 2003a; Stainmann et al., 1999)。

BLAST 検索の結果、イネゲノム中には CRL4遺伝子のホモログ遺伝子 (CRL4-like) が 1 つ、

第 2 染色体上に存在していることが判明した (Os02g0326600, LOC_Os02g22090)。CRL4 と

CRL4-like および GNOM は Sec7 domain においてそれぞれ 83%、90%のアミノ酸相同性を有

していた (図 2-6A)。また、Sec7 domain のアミノ酸配列を基にヒトの Arf-GEF である GBF1

をアウトグループとして、イネの CRL4, CRL4-like およびシロイヌナズナの GNOM, 
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GNOM-like1 (GNL1), GNL2 の分子系統樹を作成した (図 2-6B)。その結果、CRL4 はイネの

CRL4-likeとよりも、シロイヌナズナのGNOMとより相同性が高いことがわかった (Fig. 3B)。 

 

crl4 変異体ではオーキシン極性輸送能が低下していた 

 CRL4 遺伝子は、PIN1 タンパク質の局在を制御することによりオーキシン極性輸送に関与

するシロイヌナズナの GNOM/EMB30 と相同性の高いタンパク質をコードしていた。また、

イネにオーキシン極性輸送阻害剤である NPA を処理すると冠根形成が著しく抑制され、こ

の NPA を処理した野生型の幼苗の表現型は crl4 変異体と非常に類似している (Liu et al., 

2005; Morita and Kyozuka, 2007)。したがって、crl4 変異体における冠根数減少などの異常表

現型は、オーキシン極性輸送の異常に起因しているのではないかと考えられた。オーキシ

ンの極性輸送は維管束形成にも関与しており、オーキシンの方向性を持った流れ乱れるこ

とにより維管束形成に異常が生じることが知られている  (Berlenth and Mattoson, 2000; 

Geldner et al., 2003b; Koizumi et al., 2000; Sieburth et al., 2006)。gnom 変異体の weak allele にお

いて、2 枚の子葉が融合し、太くなった維管束が過度に相互連絡するという葉脈パターン異

常が報告されている (Koizumi et al., 2000; Sieburth et al., 2006)。そこで野生型および crl4 変

異体の第 2 葉の葉身中央部の横断切片を作成し観察したところ、大維管束および小維管束

のいずれにおいても野生型と crl4 変異体で維管束の形態に明らかな差異は見られなかった 

(図 2-7A, 7B)。また crl4 変異体については 4 ヶ月齢の葉身についても横断切片を作製し観察

を行ったが、これも野生型との間に明らかな差異は認められなかった (data not shown)。し

かし crl4 変異体では葉身の幅が減少しており、維管束の数がそれに応じて減少する傾向が

認められた (図 2-7A, 7B)。一方、野生型および crl4 変異体の種子根横断切片を観察したと

ころ、野生型では細胞壁の厚い後生木部道管が比較的散在しているのに対し、crl4 変異体で

は後生木部道管と考えられる細胞の数が増加しており、それが放射状に並んでいた (図 2-7C, 

2D)。 

 そこで実際に、野生型および crl4 変異体におけるオーキシン極性輸送能をラジオアイソ
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トープラベルした IAA ([
3
H]-IAA) を用いて測定した。その結果、crl4 変異体の地上部にお

けるオーキシン極性輸送能は野生型の 17%に低下していた (図 2-8A)。また、種子根におけ

る求頂的 (基部から根端) および求基的 (根端から基部) 輸送能は、それぞれ野生型の 41%、

48%に低下していた (図 2-8A)。加えて、crl4 変異体の基部茎葉節および種子根へのオーキ

シン蓄積量を野生型と比較したところ、それぞれ野生型の 53%、13%に減少していた (図

2-8B)。 

 

CRL4 遺伝子の発現解析およびオーキシン局在解析 

 半定量的 RT-PCR により CRL4 遺伝子の器官別発現解析を行ったところ、CRL4 遺伝子は

供試したすべての器官 (節、葉身、葉鞘、根) で発現しており、特に葉身と根において比較

的高く発現していた (図 2-9)。CRL4-like 遺伝子も供試したすべての器官で発現しており、

その発現強度のパターンも CRL4 遺伝子とほぼ同様であった (図 2-9)。それに加え、CRL4

遺伝子の基部茎葉節における発現パターンを in situ hybridization 法により解析した。その結

果、冠根原基の中心柱および辺周部維管束環の外側に接する柔細胞でシグナルが観察され

た (図 2-10)。 

 また、野生型および crl4 変異体における DR5 プロモーターの発現パターンを、GUS レポ

ーターを用いて解析した。DR5 はオーキシンシグナル応答性の人工プロモーター配列であ

り、ProDR5:GUS は植物体内でのオーキシン局在を可視化するためのマーカー遺伝子として

頻繁に用いられている (Sabatini et al., 1999; Scarpella et al., 2003)。野生型において、葉身の

先端および中央部、葉鞘、基部茎葉節において GUS 染色が観察された (図 2-11A)。一方、

crl4変異体では葉身先端部と基部茎葉節において微かにGUS染色が観察された (図 2-11B)。

基部茎葉節における GUS 染色を詳細に解析するために、基部茎葉節の横断切片を作成して

観察した。その結果、野生型では維管束と辺周部維管束環に接する柔細胞において GUS 染

色が観察され (図 2-11C)、CRL4 遺伝子の発現部位と一致していた (図 2-12)。一方、crl4 変

異体では維管束における GUS 染色はほとんど確認されず、GUS 染色は柔細胞全体に薄く広
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がっていた (図 2-11D)。 
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考察 

 

 本研究の第 2 章では、著しく冠根数および側根数が減少する crl4 変異体の原因遺伝子

CRL4 の単離とその機能解析を行った。 

 

CRL4 遺伝子は Arf-GEF をコードする 

 変異体とインド型品種カサラスとの交雑自殖次世代 F2 を用いた高精度連鎖解析により、

CRL4 遺伝子は Arf-GEF をコードしていることが判明した。同じ遺伝子座に異なる変異を持

つ osgnom1 変異体においても、crl4 変異体と同様の異常表現型が報告されている (Liu et al., 

2009)。Arf-GEF は、エンドソームと細胞膜との間の小胞輸送に関わる GTP 結合性タンパク

質の Arf を活性化させる因子である (Steinmann et al., 1999)。Arf は小さな GTP 結合性タン

パク質であり、分子スイッチとして細胞膜とエンドソームとの間の小胞輸送を制御してい

る。Arf の活性型である Arf-GTP と不活性型である Arf-GDP の交換反応が小胞輸送に必要で

あり、この小胞輸送によってオーキシンの排出キャリアーである PIN1 タンパク質が連続的

にリサイクルされていることがシロイヌナズナを用いた研究により明らかにされている 

(Geldner et al., 2001)。オーキシンの方向性を持った輸送は植物の発生・分化に必須であり、

その極性は PIN タンパク質の細胞内局在パターンによって決められている (Geldner et al., 

2003a; Jacobs and Gilbert, 1983; Mayer et al., 1993; Shevell et al., 1994)。したがって、シロイヌ

ナズナの gnom 変異体では Arf-GEF 依存的な PIN1 リサイクルが行われなくなるためにオー

キシン極性輸送に異常が生じ、植物の発生において最も重要なプロセスの 1 つである胚の

頂部-基部軸に沿ったパターン形成が阻害される (Steinmann et al., 1999)。シロイヌナズナ

gnom 変異体の strong allele では胚における軸に沿った細胞の配列や幼根の欠失、子葉と胚軸

の融合あるいは欠損といった表現型が現れる (Mayer et al., 1993; Meinke, 1985; Shevell et al., 

1994)。一方、weak allele では側根の減少に加え、側脈が欠損し細脈が密集した融合子葉と
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脈端数の増加により複雑化した維管束を持つロゼッタ葉が観察されている (Geldner et al., 

2003b; Koizumi et al., 2000; Sieburth et al., 2006)。 

 crl4変異体ではArf-GEFに特徴的な Sec7 domainより前でナンセンス変異が生じていたた

め (図 2-5A)、CRL4 タンパク質の機能はほとんど失われていると考えられ、crl4 変異体は

null allele であると推測される。ところが、crl4 変異体では冠根数および側根数の減少や重

力屈性異常などのオーキシン関連異常が観察されたものの、胚発生異常や頂部-基部軸の欠

損といった、gnom 変異体の strong allele で観察される表現型は観察されなかった (図 2-1, 2, 

4)。また crl4 変異体には葉維管束が葉身の幅に応じて減少する傾向や種子根の道管数が増加

する傾向が見られたものの、gnom 変異体の weak allele に見られるような明らかな葉の脈パ

ターン異常は幼苗期および成熟期のどちらにおいても認められなかった (図 2-7A, 7B)。シ

ロイヌナズナには 2つの GNOM/EMB30のホモログ遺伝子 GNL1およびGNL2 がシロイヌナ

ズナゲノム内に存在している。しかし、GNOM/EMB30 とより相同性の高い GNL1 のオーキ

シン極性輸送への寄与は低いことが報告されている (Richter et al., 2007; Teh and Moore, 

2007)。したがって、gnom 変異体における強い表現型異常は、植物の発生に必須な機能を有

しているにも関わらずシロイヌナズナにおいては遺伝子機能の冗長性が低いことが原因で

あると推測される。イネにおいては CRL4 のホモログ遺伝子 CRL4-like がイネゲノム内に 1

つ存在している。器官別発現解析より CRL4-like 遺伝子は、CRL4 遺伝子と同様に調査した

全ての器官において発現が認められた (図 2-9)。これより、イネにおいて CRL4 遺伝子と

CRL4-like 遺伝子が重複して機能し、crl4 変異体において CRL4-like 遺伝子が CRL4 遺伝子の

機能を補完するために異常が軽減されているのではないかと推測された。CRL4 遺伝子と

CRL4-like 遺伝子の機能重複について詳細に検討するにあたっては、crl4 変異体背景で

CRL4-like 遺伝子を RNAi によって機能を抑制した形質転換体を作製し、その形態的特徴を

解析する必要があるだろう。 
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crl4 変異体はオーキシン極性輸送に異常を示す 

 シロイヌナズナにおいて GNOM/EMB30 は、PIN1 タンパク質の局在制御を通じてオーキ

シン極性輸送に重要な役割を果たしており (Geldner et al., 2003a; Steinmann et al., 1999)、

gnom 変異体の weak allele では側根形成の異常が報告されている (Geldner et al., 2003b)。側

根形成は、オーキシンの基部から根端への求頂的輸送および根端から基部への求基的輸送

によって制御されていることが知られている (Geldner et al., 2003a; De Smet et al., 2007)。側

根数が減少する crl4 変異体においてはやはり、種子根でのオーキシンの求頂的および求基

的輸送が野生型に比べて有意に低下していた  (図 2-8A)。シロイヌナズナにおいて

GNOM/EMB30 は、根においては求頂的輸送を主に担う PIN1 タンパク質の局在を制御して

いると報告されているが、gnom 変異体の weak allele では求基的なオーキシン輸送の異常も

報告されている (Geldner et al., 2003a; Geldner et al., 2003b; Steinmann et al., 1999)。したがっ

て、CRL4 遺伝子がコードする Arf-GEF は求頂的オーキシン極性輸送および求基的オーキシ

ン極性輸送の両方を介し、側根形成を制御していると考えられる。 

 crl4変異体では野生型に比べて基部茎葉節における[
3
H]-IAAの蓄積量が53%に低下し (図

2-8B)、また野生型では葉身の先端および中央部、葉鞘、基部茎葉節で強く観察された

ProDR5:GUS の発現も、crl4 変異体では葉身の先端と基部茎葉節で弱く発現するに留まった 

(図 2-11A, 11B)。葉身の先端はオーキシンが生合成される場所の 1 つであることから、葉身

の中央部および葉鞘での GUS 染色の消失は、crl4 変異体におけるオーキシン極性輸送の異

常によって引き起こされたと考えられる。基部茎葉節において ProDR5:GUS の発現は、野

生型では維管束および辺周部維管束環の外側に接する柔細胞で観察された (図 2-11C)。この

GUS染色パターンは in situ hybridizationによる CRL4遺伝子の発現パターンと一致していた 

(図 2-10C, 12)。ところが crl4 変異体では維管束における GUS 染色が認められず、GUS 染色

は柔細胞全体に薄く広がっていた (図 2-11D)。オーキシン極性輸送阻害によりオーキシンの

濃度勾配が失われ、オーキシンが均一に分布するようになると、シロイヌナズナでは側根

の initiation が阻害されることが報告されている (De Smet et al., 2007)。したがって、CRL4
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遺伝子は基部茎葉節におけるオーキシンの適切な集積と濃度勾配の確立を通じ、冠根の

initiation を制御していると考えられた (図 2-13)。また興味深いことに、osgnom1 変異体の基

部茎葉節ではシロイヌナズナのどのPIN遺伝子とも対の関係とならないOsPIN5遺伝子およ

び OsPIN9 遺伝子の発現上昇が報告されている (Liu et al., 2009)。これはシロイヌナズナで

は通常作られない冠根の形成にイネ特有の PIN 遺伝子である OsPIN5b および OsPIN9 が関

与していることを示唆するものであり、このような違いがイネとシロイヌナズナの根系形

態の違いを生む一因となったのかもしれないと推測される。 
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表 2-1. 外生オーキシン (2,4-D) 投与時の冠根数、側根数および種子根長の比較 

冠根数と側根数は播種 2 週間後、種子根長は播種 6 日後に測定した。 
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図 2-1. 2 週齢の野生型 (右) と crl4 変異体 (左) 

(Bar = 5 cm)  
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図 2-2. crl4 変異体における冠根および側根の形成異常  

A: 7 日齢の野生型における基部茎葉節の横断切片。矢頭は冠根原基を示す。 

(Bar = 500 µm)  

B: 7 日齢の crl4 変異体における基部茎葉節の横断切片。 (Bar = 500 µm) 

C: 7 日齢の野生型の種子根から発生した側根。 (Bar = 1 cm)  

D: 7 日齢の crl4 変異体の種子根から発生した側根。 (Bar = 1 cm) 
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図 2-3. 4 ヵ月齢の野生型 (A) と crl4 変異体 (B) 

(Bar = 10 cm)  
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図 2-4. crl4 変異体における根の重力屈性異常  

A: 1
st
 g の方向に 1 週間育てた後、2

nd
 g の方向に 90°回転させた 

野生型と crl4 変異体。(Bar = 10 cm) 

B: 測定した屈曲角度 (θ)。矢頭は 90°回転させたときの根端の位置を示す。  

C: 野生型と crl4 変異体の種子根における屈曲角度。  
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図 2-5. CRL4 遺伝子の単離  

A: CRL4 遺伝子の構造と変異箇所。黒四角は exon、横線は特徴的な機能ドメイン、 

矢印は crl4 変異体における変異箇所を示す。  

B: 相補性検定に用いた CRL4 遺伝子全長配列を含むゲノム断片の模式図。  

C: 空ベクター (pCAMBIA) を導入した crl4 変異体 (control, 左) と 

CRL4 遺伝子全長配列を含むゲノム断片を導入した crl4 変異体 (右)。   
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図 2-6. CRL4 のアミノ酸アライメントと分子系統樹  

A: イネの CRL4, CRL4-like およびシロイヌナズナの GNOM, GNL1, GNL2 の 

Sec7 domain におけるアミノ酸配列の比較。  

B: Sec7 domain のアミノ酸配列を元に作成した、Arf-GEF の分子系統樹。 

ヒトの Arf-GEF である GBF1 をアウトグループとして用いた。  
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図 2-7. crl4 変異体における維管束構造の異常  

A: 野生型における第 2 葉の横断切片。(Bar = 200 µm)  

B: crl4 変異体における第 2 葉の横断切片。(Bar = 200 µm) 

C: 野生型における種子根の横断切片。(Bar = 50 µm)  

D: crl4 変異体における種子根の横断切片。(Bar = 50 µm)  
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図 2-8. crl4 変異体と野生型とのオーキシン極性輸送能の比較  

A: crl4 変異体における地上部の求基的輸送能、種子根の求頂的輸送能および 

種子根の求基的輸送能。**は野生型との間に 5%レベルで有意差があることを示す。  

B: crl4 変異体における基部茎葉節および種子根へのオーキシン蓄積量。 

 **は野生型との間に 5%レベルで有意差があることを示す。  
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図 2-9. 半定量的 RT-PCR による CRL4 遺伝子の発現解析  
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図 2-10. in situ hybridization による CRL4 遺伝子の発現パターンの解析  

A: 7 日齢の野生型の冠根原基における CRL4 遺伝子の発現。(Bar = 100 µm) 

B: CRL4 sense probe によるコントロール 。(Bar = 100 µm) 

C: 7 日齢の野生型の冠根の initiation 部位における CRL4 遺伝子の発現。 

(Bar = 200 µm)  

D: CRL4 sense probe によるコントロール 。(Bar = 200 µm)  
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図 2-11. 野生型と crl4 変異体におけるオーキシン局在パターンの比較  

A: ProDR5:GUS を導入した野生型 (左) と crl4 変異体 (右)。 

矢頭は GUS 染色が観察された箇所を示す。(Bar = 5 cm) 

B: ProDR5:GUS を導入した crl4 変異体 (A を拡大)。(Bar = 1 cm) 

C: ProDR5:GUS を導入した野生型における基部茎葉節の横断切片。(Bar = 1 mm)  

D: ProDR5:GUS を導入した crl4 変異体における基部茎葉節の横断切片。 

(Bar = 1 mm)  
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図 2-12. 冠根の initation 部位における CRL4 遺伝子と ProDR5:GUS の発現パターンの

比較 (模式図)  

 CRL4遺伝子は冠根の initiation部位において維管束および辺周部維管束環の外側に接する

柔細胞で発現していた。また、野生型における ProDR5:GUS の発現は中心柱、維管束およ

び辺周部維管束環の外側に接する柔細胞で観察された。冠根原基は辺周部維管束環の外側

に接する柔細胞から発生し、この部位において CRL4 遺伝子の発現と ProDR5:GUS の発現は

重なっていることが判明した。  

 冠根の initiation が阻害される crl4 変異体においては、このような局在パターンは認めら

れず、GUS 染色は柔細胞全体に薄く広がっていた。  
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第 3 章 

 

側根の initiation を制御する 

OsIAA13 遺伝子の機能解析および 

その下流因子の探索 
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緒言 

 

イネの根系は主に基部茎葉節から発生する冠根と、冠根から発生する側根により構成さ

れる。両者は発生の場が異なるだけでなく、その内部構造にも違いがあり、側根では放射

軸方向の細胞層数が冠根に比べて著しく減少し層構造がより単純化している (Rebouillat et 

al., 2009)。しかしそれ以上に、両者はその機能が大きく異なる。イネは生育する環境に応じ

て、その根系形態を劇的に変化させることが知られているが、この根系形態の変化に大き

く寄与しているのは側根であることが報告されている (Luquet et al., 2005; Suralta et al., 

2008)。したがって、根系形態の改良は側根と冠根を区別して進める必要がある。 

オーキシンのシグナル伝達は、AUXIN (Aux)/INDOLE-3-ACETIC ACID (IAA) タンパク質

と AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) タンパク質の相互作用によって制御されている 

(Liscum and Reed, 2002)。オーキシンが存在しないときは Aux/IAA と ARF はヘテロダイマー

を形成し、ARF の転写活性能が抑制されてオーキシンシグナルは伝達されない。オーキシ

ン受容体である TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1 (TIR1)/AUXIN SIGNALING F-BOX 

(AFB) にオーキシンが受容されると Aux/IAA タンパク質は E3 ubiquitin ligase である

SCF
TIR1/AFBs複合体と相互作用してユビキチン化され、その後 26S proteasome により速やか

に分解される (Gray et al., 2001; Tan et al., 2007)。Aux/IAA タンパク質が分解されると ARF

の転写活性能が回復してオーキシンシグナルが下流へと伝達され、最終的に根の発生など

のオーキシン応答反応が誘導される。速やかな Aux/IAA タンパク質の分解には Aux/IAA の

domain II 領域内の 5 つのアミノ酸 (GWPPV) を含む 13 アミノ酸が重要であり、この高度に

保存された配列にアミノ酸置換が生じるとAux/IAAタンパク質は安定化しARFの転写活性

能を恒常的に抑制する (Ramos et al., 2001)。実際に、Aux/IAA タンパク質が安定化し分解さ

れにくくなった機能獲得型突然変異体である auxin resistant5 (axr5)/iaa1 変異体、short 

hypocotyl2 (shy2)/iaa3 変異体、bodenlos (bdl)/iaa12 変異体、solitary root (slr)/iaa14 変異体、
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crane/iaa18 変異体、massugu2 (msg2)/iaa19 変異体、iaa28-1 変異体では側根数が減少するこ

とが報告されている (Fukaki et al., 2002; Hamann et al., 2002; Rogg et al., 2001; Tatematsu et al., 

2004; Tian and Reed, 1999; Uehara et al., 2008; Yang et al., 2004)。 

イネにおいては Aux/IAA 遺伝子の突然変異体が報告されていなかったが、イネにおける

Aux/IAA遺伝子の1つであるOsiIAA1遺伝子 (OsIAA13 in Jain et al., 2006a) の発現がオーキシ

ンによって誘導されることが示され、イネにおいても Aux/IAA および ARF によるオーキシ

ンシグナル伝達経路の存在が示唆された (Thakur et al., 2001, 2005)。イネにおける AuxIAA

および ARF によるオーキシンシグナルの機能を明らかにするため、Aux/IAA タンパク質の

安定化に関わる domain II にアミノ酸変異を導入した安定型 OsIAA3 (OsIAA31 in Jain et al., 

2006a) を dexamethasone (DEX) 誘導系により過剰発現させた形質転換体 (OsIAA3P58L-GR 

in Inukai et al., 2005) を用いた解析がなされた (Nakamura et al., 2006)。この形質転換体にお

いては DEX 処理時に著しい冠根および側根の減少が観察されており、イネにおいても

Aux/IAA および ARF によるオーキシンシグナル伝達が根の形成に重要な役割を果たしてい

ることが判明した (Nakamura et al., 2006)。 

これまでイネの冠根形成と側根形成は、共通の制御しか報告がなされていなかった 

(Inukai et al., 2005)。しかし両者の間には明らかな形態的・機能的差異が存在するため、その

形成機構においても異なる制御が存在すると考えられる。また、原因遺伝子は単離されて

いないが、側根数が減少するイネ Lateral rootless1 (Lrt1) 変異体では冠根数の減少が観察さ

れていないことからも (Chhun et al., 2003; Hao and Ichii, 1999)、イネの側根形成と冠根形成

には独立した制御機構があることが示唆される。そこで本章では、側根数が著しく減少す

るが冠根数は減少しない T1-34-6 変異体の原因遺伝子の単離とその機能解析を行った。

T1-34-6 変異体は、イネ品種・台中 65 号の MNU 受精卵処理後代より得られた不完全優性の

突然変異体である。この T1-34-6 変異体は重力屈性の異常も示したため、本変異体も crl4

変異体と同様にオーキシン関連の突然変異体であると考えられた。T1-34-6 変異体の原因遺

伝子は、オーキシンシグナル伝達の鍵となる Aux/IAA タンパク質の 1 つである OsIAA13 を
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コードしていることが判明した。Osiaa13 変異体においては側根の initiation 部位におけるオ

ーキシンシグナルが消失していたことから、OsIAA13 遺伝子は側根形成に必須であるオーキ

シンシグナル伝達を制御していると考えられた。さらに本章では公開トランスクリプトー

ムデータを基に、側根の initiation 特異的に機能する OsIAA13 依存的なオーキシンシグナル

伝達経路において機能する遺伝子の同定も試みた。 
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材料および方法 

 

植物体の育成 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

フォイルゲン染色 

 種子を消毒・催芽させた後、水耕にて 5 日間生育させた植物の根端から 4 cm をサンプリ

ングして FAA 固定液に浸した。その後脱イオン水で 3 分ずつ 2 回洗浄し、6 N HCl に 10 分

浸した。再度脱イオン水で 3 分ずつ 2 回洗浄し、シッフ試薬 (SIGMA) を入れたシャーレに

サンプルを入れて 30 分から 1 時間インキュベートした。サンプルをシッフ試薬に浸漬した

まま、実体顕微鏡で赤紫色に染まった側根原基数をカウントした。 

 

重力屈性テスト 

 角型シャーレに入れた栄養源を含まない寒天培地 (1% agar) の上に、水耕にて 7 日間生育

させた植物をのせて根端部分にマジックで印を付けた。アルミホイルで地下部を遮光し、

90°回転させた状態でグロースチャンバー内 (29.5°C, 連続光) で 1 日生育させた後、根の屈

曲角度を測定した。 

 

マップベースクローニング法による遺伝子単離 

第 2 章 材料および方法を参照。 

使用した分子マーカーのプライマー配列は別紙のリストを参照。 

 

コンストラクトの作製 

相補性検定用コンストラクト (ProCRL5:CRL5) は、Osiaa13 変異体のゲノム DNA を鋳型
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にOsIAA13遺伝子の転写開始点より上流 3943 bpと終止コドンより 1273 bpを含む約 7.9 kbp

のゲノム DNA 断片を 2 本に分けて PCR 増幅し (2 µl template cDNA, 1× Prime STAR buffer, 

0.2 mM dNTP mix, 0.2 µM Upper primer, 0.2 µM Lower primer, 5% DMSO, 0.75 U Prime STAR 

HS DNA polymerase)、In-fusion HD cloning kit (Clontech) を用いて pCAMBIA 1300 vector にク

ローニングすることで作成した。コンストラクトの作製に使用したプライマーの配列は別

紙のリストを参照。 

ProDR5:GUS コンストラクトは、Scarpella et al. (2003) と同じものを使用した。 

 

形質転換の作製 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

ProDR5:GUS 形質転換体の観察 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

半定量的 RT-PCR 

 第 2 章 材料および方法を参照。95°C 5 分の変性後に 95°C 30 秒・55°C 40 秒・72°C 30 秒

の 3 ステップを、Os07g0539400, Os05g0209600, Os12g0577700, Os01g0263000, Os03g0399800, 

Os04g0423800, Os07g0104100, Os07g0638500, Os08g0280200 は 30 サイクル、Os05g0324600, 

Os06g0697000, Os04g0677100, Os03g0347700, Os05g0219900, Os10g0155100, CRL1, CRL5は35

サイクル、Os05g0466100, Os07g0669500, Os04g0415800, Os04g0445100 は 40 サイクル、

Os03g0659700, Os09g0531600 は 45 サイクル、ACT1 は 25 サイクル行って 72°C 7 分の伸長反

応の後 10°C で保存した。使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

  



- 62 - 
 

Primer list 

・遺伝子単離 

Primer name Sequence 

E50828_U 5’-GGGGTACCTGTGCTAATCTC-3’ 

E50828_L 5’-TCACACAAGATCCTGGAATG-3’ 

C63279_U 5’-TCAAGTCCATCCAGATCACC-3’ 

C63279_L 5’-TGAGACAACAGGTTTTACCG-3’ 

C53358_U 5’-GGAGGAATGAATGAATGAAG-3’ 

C53358_L 5’-GCAGTATTCATACATAGGAG-3’ 

RM16_U 5’-GTGCGCCAGGAGTAGTTGTCTCC-3’ 

RM16_L 5’-GACGTGTACACATAGCCAAATCATCC-3’ 

RM15414_U 5’-TCCATCATATGCTCTGCTCTCTGC-3’ 

RM15414_L 5’-CCTCCCTTCCTCCAGATCACC-3’ 

RM168_U 5’-TGTCGTCGAGGATTTGGAGATCG-3’ 

RM168_L 5’-GAATCAATCCACGGCACAGTCC-3’ 

C944 (XbaI)_U 5’-GCCAGGGAACTTTCATCTC-3’ 

C944 (XbaI)_L 5’-AACTTGGGTATCTTTATGCAG-3’ 

RM6358_U 5’-CCCGACACAACCAACACATAACC-3’ 

RM6358_L 5’-GCTCGAATCTCATACCAAACATGC-3’ 

RM15827_U 5’-GAGCAGCAAGCGAGAGAGAAAGG-3’ 

RM15827_L 5’-GACGTGTCTCCCTGTGCCTACC-3’ 

RM3199_U 5’-CTGCGCTTCCCTGCTTGTACC-3’ 

RM3199_L 5’-ATGCATGATCCTACCAGCAAAGG-3’ 

RM5172_U 5’-CAAGTTTGGGTCAGACATACAAGG-3’ 

RM5172_L 5’-TTGGTGCTCTCTTGAGTTTGTGC-3’ 

C1401 (EcoRV)_U 5’-TAACAACCGACCACAAATAC-3’ 

C1401 (EcoRV)_L 5’-GGAGAAGGACAAGGGGAAGA-3’ 

RM520_U 5’-ACGATAACGCCGACATCACTGG-3’ 

RM520_L 5’-GCTAAGCATCCACGGTTTCTCTCC-3’ 

R2628 (AfaI)_U 5’-TCAAATAGGAGTTAGCAGAAC-3’ 

R2628 (AfaI)_L 5’-CCAGGAGAGGAGAGGTAAGT-3’ 

C1329 (EcoT22I)_U 5’-TGCTGCCCTCATTATCTGCT-3’ 

C1329 (EcoT22I)_L 5’-GGAGGTCGGAGTAAAGGAAA-3’ 
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・相補性検定コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

OsIAA13_promoter1_U-XbaI 

(pCAM) 

5’-GTACCCGGGGATCCTGTTAAGC 

TAGGTAGGCTAGT-3’ 

OsIAA13_promoter2_L 5’-TGGTCTCCTCGAAGCCCCTCT-3’ 

OsIAA13 ORF1_U 5’-GGCTTCGAGGAGACCATTGA-3’ 

OsIAA13 ORF2_L XbaI  

(pCAM) 

5’-GCAGGTCGACTCTAGTCCATCTA 

CATTCCGGCTGT-3’ 

 

・半定量的 RT-PCR 

Primer name Sequence 

Os03g0659700_U 5’-GCCAGCAATGTCAGCAAGCT-3’ 

Os03g0659700_L 5’-GTCCACCACCATGTCCAGCT-3’ 

Os05g0324600_U 5’-TCTACAAGCTGAGGGACATG-3’ 

Os05g0324600_L 5’-CTCCATCAGTGGCATCTGCT-3’ 

Os05g0466100_U 5’-CGTCTGCTCCAGCTTGCCAA-3’ 

Os05g0466100_L 5’-CTGTAACGGCCCACCTTCTG-3’ 

Os07g0669500_U 5’-ATTGGCTCGTACGGTCACCA-3’ 

Os07g0669500_L 5’-GAAGCTGAATGGAGAGTAGG-3’ 

Os09g0531600_U 5’-AGGCCAAGAAGGACTGCACC-3’ 

Os09g0531600_L 5’-CCACCGTCACCATCTGCTGA-3’ 

Os06g0697000_U 5’-AGATCGACATGCAGCTCAAG-3’ 

Os06g0697000_L 5’-GCATGTCGTCCACCATGAAT-3’ 

Os07g0539400_U 5’-CAATGGGACATGCGACTTTG-3’ 

Os07g0539400_L 5’-AGTTTCCAATCTCTGGTGCC-3’ 

Os04g0415800_U 5’-CCGGACAAGATGGCGCTGAA-3’ 

Os04g0415800_L 5’-TCATGGCAGAGTGTAATCTC-3’ 

Os05g0209600_U 5’-AGCAAGATCATCCGTGGCCT-3’ 

Os05g0209600_L 5’-CTTCAGCCCGTATTTCAGCC-3’ 

Os04g0677100_U 5’-CGACACGTGCTACGACCTGA-3’ 

Os04g0677100_L 5’-CGACGTATCCGTTGGCTGAG-3’ 

Os12g0577700_U 5’-GAGACGTTCGGGGGCATGAT-3’ 

Os12g0577700_L 5’-GCCGACATTGACCCTCCTTC-3’ 

Os01g0263000_U 5’-ACAGTCTCTTGTGCTGACAC-3’ 

Os01g0263000_L 5’-CATTCCAATGGTGTGGCTTC-3’ 
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Os03g0347700_U 5’-TTAAGACCAACCCTCACCAG-3’ 

Os03g0347700_L 5’-CCCACGCCGTAGCAGAACTT-3’ 

Os03g0399800_U 5’-TGGCGGAGTTCACGTTCGAC-3’ 

Os03g0399800_L 5’-ATGCACGGGTTGACGTAGAC-3’ 

Os04g0423800_U 5’-GTTCCCGCAGTTCTATCAGC-3’ 

Os04g0423800_L 5’-GATCTCGTCGATCACCTCGT-3’ 

Os04g0445100_U 5’-AGGAGACGACGGAGCAGAAG-3’ 

Os04g0445100_L 5’-CTTCTTGCCACCGTCGTCAC-3’ 

Os05g0219900_U 5’-CTGGACCAGCTCAAGTCGGA-3’ 

Os05g0219900_L 5’-ATAGATCTTGAGCTCCAGGC-3’ 

Os07g0104100_U 5’-TTCACCCAGCTCTCCCAGAT-3’ 

Os07g0104100_L 5’-TTGGCCACCAGCCGGTAGTA-3’ 

Os07g0638500_U 5’-TAATTCTGCTTGGCCTCAGC-3’ 

Os07g0638500_L 5’-GGTCGTTGAACACCACCATC-3’ 

Os08g0280200_U 5’-TGGGAGGAGTCACAGAAAAC-3’ 

Os08g0280200_L 5’-CATTAGGTCAGGCAAGGGCA-3’ 

Os10g0155100_U 5’-AAGTACGCGGCGTACTTCGT-3’ 

Os10g0155100_L 5’-TCTGCAGGAAGTTGGTGCCG-3’ 

CRL1-RT_U 5’-AGCAACGTGTCCAAGCTGCT-3’ 

CRL1-RT_L 5’-GTCCTGGTGGTGTATCCCTT-3’ 

CRL5-RT_U 5’-CCATCGACACGTTCGGTCAGAG-3’ 

CRL5-RT_L 5’-GAGGTCCTTGTTGCCGGAGACT-3’ 

ACT1-RT_U 5’-GACTACATACAACTCCATCATG-3’ 

ACT1-RT_L 5’-AGCATTTCCTGTGCACAATGG-3’ 
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結果 

 

T1-34-6 変異体の表現型解析 

T1-34-6 変異体は野生型に比べ、種子根および冠根から発生する側根の数が著しく減少し

ていた (図 3-1, 2A, 2B, 表 3-1)。T1-34-6 変異体を野生型と交雑して得た F2集団において野

生型と側根数の減少した個体が 1：3 の割合で分離したため、T1-34-6 変異体は機能獲得型

突然変異体であることが判明した。さらに詳細に表現型を調べたところ、全 F2 個体の約半

分の個体が野生型と変異体の中間の表現型を示したため (野生型：中間型：変異型＝1：2：

1)、T1-34-6 変異体は不完全優性の突然変異体であることが明らかになった (表 3-1)。12 日

齢の幼苗における種子根の基部から 5 cm で発生している側根数の他に種子根長、3 か月齢

の植物における草丈、稈長、穂長、分げつ数、穂数の各種表現型においても全 F2 個体の約

半分の個体が野生型と変異体の中間の表現型が認められた (表 3-1)。T1-34-6 変異体におけ

る側根数減少の原因を調べるため、フォイルゲン染色により種子根上の側根原基の形成数

を調べた。その結果、変異体では側根原基の形成数自体が減少していた (表 3-1)。側根数の

減少に加え、T1-34-6変異体では野生型に比べて根毛数の減少も観察されたが (図 3-2C, 2D)、

冠根数に変化は認められなかった (図 3-1, 表 3-1)。 

側根数の減少は、イネとシロイヌナズナにおいて典型的なオーキシン関連異常表現型で

ある (Fukaki et al., 2002; Inukai et al., 2005; Kitomi et al., 2008a; Liu et al., 2005; Liu et al., 2009; 

Rogg et al., 2001; Tatematsu et al., 2004; Tian and Reed, 1999; Uehara et al., 2008; Yang et al., 

2004)。それに加えて重力屈性の異常もイネとシロイヌナズナで典型的なオーキシン関連異

常表現型として報告されている (Fukaki et al., 2002; Inukai et al., 2005; Kitomi et al., 2008a, 

2011a; Leyzer et al., 1996; Nagpal et al., 2000; Tian and Reed, 1999; Yang et al., 2004)。そこで

T1-34-6 変異体の重力屈性を調べたところ、野生型では重力方向が変化するとそれに敏感に

応答したのに対し、T1-34-6 変異体では重力方向の変化に対する応答が異常になっていた。
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重力方向を 90°転換させて 24 時間後の根の伸長角度を測定したところ、野生型の根ではす

べての個体が 60° ~ 90°に屈性したのに対し、中間型では 20° ~ 50°程度しか屈曲しなかった 

(図 3-3)。変異型では-80° ~ 130°に渡って屈曲し、重力方向と屈曲方向が一致しない個体も認

められた (図 3-3)。さらに T1-34-6 変異体におけるオーキシン応答について解析するため、

ProDR5:GUS の発現パターンを野生型と変異体とで比較した。野生型において GUS 染色は

根冠、冠根の中心柱、側根の initiation 部位に局在していた (図 3-4A, 4C)。T1-34-6 変異体に

おいては根冠でごく薄い GUS 染色が観察されたが、側根の initiation 部位では GUS 染色は

認められなかった (図 3-4B, 4D)。 

イネのオーキシン関連異常突然変異体では冠根数の減少も観察される (Inukai et al., 2005; 

Kitomi et al., 2008, 2011a; Liu et al., 2005; Liu et al., 2009)。そのため、ProDR5:GUS の発現パタ

ーンを冠根の initiation が起こっている部位でも観察した。野生型において GUS 染色は維管

束に局在していた (図 3-4E)。T1-34-6 変異体においても維管束において野生型と同じ GUS

の局在パターンが観察された (図 3-4F)。 

 

T1-34-6 変異体の原因遺伝子の単離 

T1-34-6 変異体の原因遺伝子を単離するため、ホモ型の T1-34-6 変異体に Kasalath を交雑

して得た F2集団を用いた高精度連鎖解析を行った。その結果、T1-34-6 変異体の原因遺伝子

は第 3 染色体の 137.9 cM 付近に存在することが明らかになった (図 3-5A)。分子マーカー

RM5172 と C1401 に挟まれたこの領域には OsIAA13 (Os03g0742900) が存在していることが

データベースより明らかになった。OsIAA13 遺伝子はイネの Aux/IAA タンパク質をコード

しており、シロイヌナズナと同様に ARF の転写因子としての機能を抑制することでオーキ

シンシグナル伝達を阻害するという重要な役割を担っていると考えられている (Thakur et 

al., 2001, 2005)。データベース RiceXPro (http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/; Sato et al., 2010) の root 

gene expression profile covering various developmental stages and tissue-types (RXP_4001, 

Takehisa et al., 2012) で OsIAA13 遺伝子の根での発現パターンを参照したところ、OsIAA13
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遺伝子は根冠および伸長帯・初期の成熟帯の最内層 (内皮、内鞘、中心柱) で最も強く発現

していることが判明した (図 3-7)。側根の initiation は伸長帯/初期の成熟帯の内皮/内鞘細胞

で起こると考えられている (Takehisa et al., 2012)。Aux/IAA と ARF によるオーキシンシグナ

ル伝達が側根の initiation の中心的な役割を果たしていることは古くから知られており、こ

の OsIAA13 遺伝子がイネの側根形成に関与しているのではないかと示唆された。そこで野

生型と T1-34-6 変異体とで OsIAA13 遺伝子の塩基配列を比較したところ、変異体においてグ

アニンからアラニンへの 1 塩基置換が生じ、その結果 89 番目のグリシンがアラニンとなっ

たミスセンス変異が認められた (図 3-4B)。このミスセンス変異は Aux/IAA タンパク質の安

定性に関与する domain IIの高度に保存された 5つのアミノ酸 (GWPPV) 配列内で生じてい

た (図 3-5B)。OsIAA13 はイネにおいては OsIAA11 および OsIAA30 と、シロイヌナズナに

おいては AXR2/IAA7、SLR/IAA14、IAA16、AXR3/IAA17 と相同性が高い (Jain et al., 2006a)。

機能獲得型突然変異体である Osiaa11 変異体は、側根の initiation の異常により側根数は減少

するものの冠根数に異常はないという T1-34-6 変異体と同様の異常表現型を示すことが報

告されている (Zhu et al., 2012)。また、シロイヌナズナの SLR/IAA14 の機能獲得型変異体お

よびNPH4/ARF7とARF19の機能欠損型の二重変異体においても側根数の減少が報告されて

いる (Fukaki et al., 2002; Okushima et al., 2005, Wilmoth et al., 2005)。OsIAA13 遺伝子のプロモ

ーターおよび変異体と同じミスセンス変異を有する遺伝子全長配列を含んだ約 7.9 kbp のゲ

ノム DNA 断片 (ProOsIAA13:Osiaa13) を野生型に導入したところ、T1-34-6 変異体と同様に

側根数の減少や典型的なオーキシン関連異常表現型を示した (図 3-6)。したがって、T1-34-6

変異体で生じた異常は OsIAA13 遺伝子の domain II における 1 アミノ酸変異に起因すると結

論付け、T1-34-6 変異体を今後は Osiaa13 変異体と呼ぶこととした。 

 

OsIAA13 依存的な側根形成経路で側根の initiation に関与する遺伝子の探索 

 近年、シロイヌナズナの根における時空間的な遺伝子発現を高精度に解析した root map

が作成された (Brady et al., 2007)。この root map では組織特異的あるいは細胞特異的なプロ
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モーターにGFP を連結した形質転換体系統の根をセルラーゼ処理し、GFP 蛍光を指標に cell 

sorter で目的の細胞を選抜して RNA を抽出することで、細胞特異的および発達段階特異的

なトランスクリプトームデータを得ている (Birnbaum et al., 2003; Brady et al., 2007)。イネに

おいては、Takehisa et al. (2012) により laser microdissection 法を用いた包括的な網羅的遺伝

子発現解析が行われた。この解析では、根 (冠根) を頂部-基部軸方向に 8 つの発達段階 (R0, 

R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7) に、放射軸方向に 3 つの組織 (EpiExo, Cortex, EndStele) に分け

ることで、詳細な発達段階特異的および組織特異的なトランスクリプトームが明らかにさ

れている (Takehisa et al., 2012)。このトランスクリプトームデータを利用し、Takehisa et al. 

(2012) では側根形成に機能していると考えられる 232 遺伝子が報告されている。この 232

遺伝子は側根の initiationが起こる伸長帯/初期の成熟帯の内皮/内鞘細胞 (R2R3-EndStele) に

おいて発現が上昇している (R2R3-EpiExo, R2R3-Cortex, R7-EndStele と比較して 5 倍以上) 

遺伝子であり、さらにこの 232 遺伝子の中から根冠 (R0) および分裂帯 (R1) の両方で発現

が上昇していない 71遺伝子 (Cluster I) を側根の initiationに特異的に機能する重要な遺伝子

として位置づけている (Takehisa et al., 2012)。 

 Cluster I に含まれる 71 遺伝子のうち、Functional Category が Unknown あるいは Others で

あったもの以外の 21 遺伝子に注目し、これら遺伝子を OsIAA13 依存的な側根形成経路下流

で機能しているものとそうでないものに区別するため、半定量的 RT-PCR により野生型と

Osiaa13 変異体との間でこれら遺伝子の側根形成部位における発現量を比較した。その結果、

Os07g0669500, Os06g0697000, Os07g0539400, Os12g0577700 の 4 つの遺伝子の発現が、野生

型と比較して Osiaa13 変異体で低下していることが判明した (図 3-8)。この 4 遺伝子のうち

Os07g0669500 は、シロイヌナズナにおいて側根原基の初期段階における細胞分裂パターン

の制御に関与すると報告されているPUCHIと相同性の高いAP2/ERF型転写因子をコードし

ていた  (Hirota et al., 2007)。Os06g0697000 と Os07g0539400 はそれぞれ xyloglucan 

endotransglycosylase/hydrase (XTH) あるいは glycoside hydrolase をコードしており、細胞壁修

飾に関連した機能を持つと考えられる。XTH は細胞壁マトリックス多糖であるキシログル
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カン分子のつなぎ変え反応または切断反応を触媒し、細胞壁の構築や再編過程で中心的な

役割を担う酵素タンパク質である (Fry et al., 1992; Nishitani and Tominaga, 1992)。イネの細胞

壁はキシログルカン含量が低いにも関わらず OsXTH 遺伝子はキシログルカン含量の多い細

胞壁を持つシロイヌナズナの XTH 遺伝子数 (33 個) と同程度の 29 個存在し、イネにおいて

もキシログルカン代謝の重要性が示唆されている  (Yokoyama et al., 2004)。また、

Os12g0577700 は細胞周期の進行を促進する cyclin-dependent protein kinase と相同性の高い

protein kinase domain containing protein をコードしていた (Stals et al., 2000)。Osiaa13 変異体

背景で発現量が低下していたこれら 4 つの側根の initiation に関与する遺伝子は、OsIAA13

依存的な側根形成経路の下流で機能している可能性が高いと考えられた。 
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考察 

 

本研究の第2章では、側根数が著しく減少するが冠根数は減少しないT1-34-6 (Osiaa13) 変

異体の原因遺伝子 OsIAA13 の単離とその機能解析、およびその下流因子の探索を試みた。 

 

OsIAA13 遺伝子による側根形成特異的な遺伝制御 

T1-34-6 (Osiaa13) 変異体とインド型品種カサラスとの交雑自殖次世代 F2を用いた高精度

連鎖解析により、T1-34-6 (Osiaa13) 変異体の原因遺伝子はイネの Aux/IAA タンパク質をコ

ードする OsIAA13 遺伝子であることが判明した (図 3-5B)。Osiaa13 変異体では側根数が著

しく減少するが、冠根数に変化は認められない (図 3-1, 2A, 2B, 表 3-1)。また、Osiaa13 変

異体では野生型で観察される側根の initiation 部位での ProDR5:GUS の染色が消失していた

のに対し、冠根の initiation 部位での染色パターンは野生型と同じであった (図 3-4E, 4F)。

したがって、OsIAA13 は冠根の initiation には関与せず、側根の initiation にのみ特化した機

能を持っていると考えられた。今までに Aux/IAA 依存的なオーキシンシグナル伝達経路で

機能する根系形成遺伝子として CRL1/ARL1 遺伝子が報告されており、crl1 変異体では冠根

数の減少に加えて側根数の減少も報告されている (Inukai et al., 2005)。そこで、Osiaa13 変

異体における CRL1/ARL1 遺伝子の発現レベルを野生型における発現レベルと比較してみた

ところ、両者の間に発現量の変化は認められなかった (図 3-9)。これより、CRL1/ARL1 遺伝

子の発現は OsIAA13 遺伝子によって制御されていないことが判明し、OsIAA13 遺伝子の関

与する側根形成経路と冠根と側根の両方の initiation を制御する CRL1/ARL1 遺伝子による側

根形成経路は別経路であると示唆された。また、後述の冠根の initiation 特異的に機能する

CRL5 遺伝子の発現レベルも CRL1/ARL1 遺伝子と同様、野生型と Osiaa13 変異体との間で変

化は認められなかった (図 3-10)。 

Aux/IAA は遺伝子ファミリーを形成しており、イネでは 31 遺伝子、シロイヌナズナでは
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29 遺伝子がそれぞれのゲノム中に存在している (Jain et al., 2006a; Liscum and Reed, 2002)。

Aux/IAAと相互作用するARFもまた遺伝子ファミリーを形成しており、イネでは25遺伝子、

シロイヌナズナでは 23 遺伝子が報告されている (Liscum and Reed, 2002; Wang et al., 2007)。

シロイヌナズナにおいて ARF はそれぞれに異なった役割を果たしており、胚発生には

MONOPTEROS (MP)/ARF5 、 屈 性 に は ARF2, NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYL4 

(NPH4)/ARF7, ARF19、花の発達には ETTIN (ETT)/ARF3、根と胚軸の形成には ARF2, 

NPH4/ARF7, ARF8, ARF19 がそれぞれ関与していることが報告されている (Hardtke and 

Berleth, 1998; Harper et al., 2000; Li et al., 2004; Okushima et al., 2005; Sessions et al., 1997; Tian 

et al., 2004)。これらの ARFは特定の Aux/IAA と対をなして機能しており、胚発生において

MP/ARF5 は BDL/IAA12 と、胚軸伸長と側根発達において NPH4/ARF7 は MSG2/IAA19 と、

側根形成においてNPH4/ARF7およびARF19は SLR/IAA14と in vivoで相互作用することが

示されている (Fukaki et al., 2005; Hamann et al., 2002; Tatematsu et al., 2004)。このように、

Aux/IAA および ARF によるオーキシンシグナル伝達は植物のあらゆる器官形成やイベント

に関与しているが、それぞれに異なる Aux/IAA と ARF が機能していることが示唆されてい

る。したがって、OsIAA13 遺伝子の側根の initiation 特異的な制御は、Aux/IAA が遺伝子フ

ァミリーを形成し、それぞれが機能分化しているからであると考えられる。イネにおいて

も OsIAA23 遺伝子は根端分裂組織の維持に関与し (Jun et al., 2011)、OsIAA13 遺伝子と最も

相同性の高い OsIAA11 遺伝子は OsIAA13 遺伝子と同様に側根の initiation 特異的に機能する

ことが報告されている (Zhu et al., 2012)。また、トウモロコシの Rum1/ZmIAA10 遺伝子はさ

らに機能特異性が高く、胚発生時に形成される主根と種子根から発生する側根の initiation

にのみ機能し、胚発生後に形成される不定根から発生する側根の initiation には機能しない

ことが示されている (von Behrens et al., 2011; Woll et al., 2005)。 

 

OsIAA13 依存的な経路で機能する側根の initiation に関与する遺伝子 

 近年イネにおいて、laser microdissection 法を用いた包括的な網羅的遺伝子発現解析が行わ
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れ、側根の initiation が起こる伸長帯/初期の成熟帯の内皮/内鞘細胞において発現が上昇して

いる 232 遺伝子が側根形成に機能する遺伝子として見出されており、その中から根冠およ

び分裂帯の両方で発現が上昇していない 71遺伝子 (Cluster I) が側根の initiationに特異的に

機能する遺伝子として位置づけられている (Takehisa et al., 2012)。本章ではこのトランスク

リプトームデータを利用し、Cluster I に含まれる 71 遺伝子のうち、Functional Category が

Unknown あるいは Others であったもの以外の 21 遺伝子から OsIAA13 依存的な側根形成経

路下流で機能している遺伝子の同定を試みた。半定量的 RT-PCR により野生型と Osiaa13 変

異体との間でこれら遺伝子の側根形成部位における発現量を比較したところ、

Os07g0669500, Os06g0697000, Os07g0539400, Os12g0577700 の 4 つの遺伝子の発現が、野生

型と比較して Osiaa13 変異体で低下していることが判明した (図 3-8)。これら 4 遺伝子は側

根の initiation 特異的な OsIAA13 依存的なオーキシンシグナル伝達経路下流で機能している

と示唆される。一方で、Osiaa13 変異体において発現量が低下していなかった遺伝子群は、

OsIAA13 とは異なる OsIAA あるいは別の因子によってその発現を制御され、最終的に側根

の initiation に関与していると考えられる。 

 Osiaa13 変異体において発現が低下していた 4 遺伝子のうちの 1 つである Os07g0669500

は、シロイヌナズナにおいて側根原基の初期段階における細胞分裂パターンの制御に関与

すると報告されている PUCHI と相同性の高い AP2/ERF 型転写因子をコードしていた。

PUCHI 遺伝子は側根の initiation が起こっていると考えられる内鞘細胞および形成初期段階

の側根原基での発現が観察されており、また ARF によってその発現を直接誘導されること

が示唆されている (Hirota et al., 2007)。したがって、Os07g0669500 のコードする AP2/ERF

型転写因子も側根の initiation に関与している可能性が高いと考えられる。 

 また Os06g0697000 は、細胞壁マトリックス多糖であるキシログルカン分子のつなぎ変え

反応または切断反応を触媒する酵素であるXTHをコードしていた (Fry et al., 1992; Nishitani 

and Tominaga, 1992)。29 個存在する OsXTH のうち、本遺伝子は OsXTH10 をコードしてい

る (Yokoyama et al., 2004)。OsXTH10 遺伝子は、根特異的に発現する 4 つの AtXTH 遺伝子 
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(AtXTH17, AtXTH18, AtXTH19, AtXTH20) と相同性が高いことが判明している (Yokoyama et 

al., 2004; Vissenberg et al., 2005)。これらのうち、AtXTH20 遺伝子は側根原基の initiation が起

こる内鞘細胞を含む最内層および発達中の側根原基で発現し、側根が伸長する頃にはその

発現が消失する (Vissenberg et al., 2005)。また、AtXTH19 遺伝子はオーキシンによってその

発現が誘導されることが示されている (Vissenberg et al., 2005)。RiceXPro より Os06g0697000

の根端における発現部位を調べたところ、Os06g0697000 は側根の initiation が起こる伸長帯/

初期の成熟帯の内皮/内鞘細胞で強く発現していた。したがって、Os06g0696400 がコードす

るOsXTH10もOsIAA13依存的なオーキシンシグナル伝達経路下流において側根の initiation

に関与している可能性が高いと推測される。glycoside hydrolase をコードする Os07g0539400

も同様に、側根の initiation が起こる伸長帯/初期の成熟帯の内皮/内鞘細胞で強く発現してい

た。これより Os07g0539400 も細胞内細胞壁マトリックス多糖の加水分解制御を介し、側根

の initaition に関与していると予想される。 

 Os12g0577700 は細胞周期の進行に関与し、G2/M 期特異的に発現する Cdc2 と相同性の高

い cyclin-dependent kinase をコードしていた  (Stals et al., 2000)。Cdc2 のうち B-type 

cyclin-dependent kinase である CDKB2;1 はシロイヌナズナにおいて正常な細胞周期の進行に

加えて分裂組織形成にも重要であることが報告されており、またイネにおいては側根原基

において特徴的なパッチ状の発現が観察されている (Andersen et al., 2000; Umeda et al., 

1999)。これらの報告から、Os12g0577700 がコードする cyclin-dependent kinase は、細胞周期

進行を調節することで側根の initiation を促進していると示唆される。 

 これら 4 遺伝子の翻訳開始点から 1.5 kbp 上流の配列内にはそれぞれ、TGTCTC motif が

存在していた。これらの TGTCTC motif は AuxRE として機能している可能性が高く、もし

そうであれば、これら 4 つの遺伝子は OsARF によってその発現を直接制御されていると示

唆される。 
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表 3-1. T1-34-6 変異体の表現型 

各遺伝子型別の諸形質を測定した。*あるいは*は野生型との間で 5%あるいは 1%レベル

で有意差があることを示し、†あるいは††はヘテロ型との間で 5%あるいは 1%レベルで有意

差があることを示す。  
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図 3-1. 2 週齢の野生型 (A) と T1-34-6 変異体 (B) 

(Bar = 5 cm)  
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図 3-2. T1-34-6 変異体における側根および根毛の形成異常  

A: 2 週齢の野生型における種子根から発生した側根。(Bar = 1 mm) 

B: 2 週齢の T1-34-6 変異体における種子根から発生した側根。(Bar = 1 mm) 

C: 2 週齢の野生型における種子根から発生した根毛。(Bar = 1 mm)  

D: 2 週齢の T1-34-6 変異体における種子根から発生した根毛。(Bar = 1 mm)  
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図 3-3. T1-34-6 変異体における根の重力屈性異常  

1週間生育させた各遺伝子型の幼苗を90°回転させて1日後の種子根の屈曲角度を測定した。  
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図 3-4. 野生型と T1-34-6 変異体における ProDR5:GUS の染色パターンの比較  

A: ProDR5:GUS を導入した野生型における冠根の根端。(Bar = 200 µm)  

B: ProDR5:GUS を導入した T1-34-6 変異体における冠根の根端。(Bar = 200 µm) 

C: ProDR5:GUS を導入した野生型における側根の initiation 部位。 

矢頭は側根原基形成の誘導が起こっている箇所を示す。(Bar = 200 µm)  

D: ProDR5:GUS を導入した T1-34-6 変異体における側根の initiation 部位。(Bar = 200 µm) 

E: ProDR5:GUS を導入した野生型における基部茎葉節の横断切片。(Bar = 200 µm)  

F: ProDR5:GUS を導入した T1-34-6 変異体における基部茎葉節の横断切片。(Bar = 200 µm)  
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図 3-5. T1-34-6 変異体の原因遺伝子の単離  

A: マップベースクローニングによる高精度連鎖解析地図。 

縦線は分子マーカーの位置、下の数字は各分子マーカーの 

位置における組み換え個体数を示す。  

B: OsIAA13 遺伝子の構造と変異箇所。黒四角は exon、 

横線は特徴的な機能ドメインを示す。  
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図 3-6. T1-34-6 変異体の相補性検定  

A: 変異型 OsIAA13 遺伝子全長配列を含む DNA 断片 (ProOsIAA13:Osiaa13) を 

導入した野生型 (左) とその拡大 (右)。(Bar = 1 cm) 

B: 空ベクター (pCAMBIA) を導入した T1-34-6 変異体 (左) とその拡大 (右)。 

(Bar = 1 cm) 

C: 空ベクター (pCAMBIA) を導入した野生型 (左) とその拡大 (右)。 

(Bar = 1 cm)  
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図 3-7. OsIAA13 遺伝子の発現パターン (RiceXPro: http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/より引用)  

A: 根端部における OsIAA13 遺伝子の成長段階別の発現 (Normalized signal intensity line 

graph)。  

B: 根端部におけるOsIAA13遺伝子の成長段階別の発現 (Relative expression value pictograph)。  

C: 根端部における OsIAA13 遺伝子の組織特異的な発現 (Normalized signal intensity line 

graph)。  

D: 根端部におけるOsIAA13遺伝子の組織特異的な発現 (Relative expression value pictograph)。  
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図 3-8. Osiaa13 変異体における側根の initiation に関与する遺伝子群の発現解析  

 調べた 21 遺伝子中、太字で示した 4 遺伝子 (Os07g0669500, Os06g0697000, Os07g0539400, 

Os12g0577700) の発現が、Osiaa13 変異体において低下していた。  
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図 3-9. Osiaa13 変異体における CRL1 遺伝子および CRL5 遺伝子の発現解析 
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第 4 章 

 

冠根の initiation を制御する 

CRL5 遺伝子の単離と機能解析 
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緒言 

 

 イネの根において水分吸収において主に機能していると考えられているのは側根であり、

水分ストレス耐性が強いイネ品種において乾燥ストレス後に再灌水を行うと側根数が劇的

に増加することが報告されている (Bañoc et al., 2000; Kano-Nakata et al., 2011)。冠根は側根

形成の場としての役割を果たしており、前述のようなストレス条件下においては冠根数の

増加も同時に観察されている (Bañoc et al., 2000)。この新たな冠根発生に伴う側根形成の場

の増加は効果的な総根長の増加をもたらし、結果として地上部乾物重の増加に大きく貢献

していると考えられる。また植物体の支持という点においては、冠根が主にその機能を果

たしている。冠根数が著しく減少する crl1 変異体はポット栽培では野生型とほぼ同様に生

育し収量も同程度であったものの、水田において 1 株個体数の少ない慣行法により栽培す

ると著しい冠根数の減少に起因する登熟後の倒伏により収量が低下してしまう (西川ら, 

2009)。このように冠根はイネの生育および生産性にとって非常に重要な要素であり、冠根

形成のメカニズムを解明することは根系形態改良へ向けた品種育成にとって必須であると

いえる。 

前述の通り、根の形成に重要な役割を果たすオーキシンシグナルの伝達は Aux/IAA と

ARF の相互作用によって制御されており (Liscum and Reed, 2002)、Aux/IAA タンパク質の機

能獲得型突然変異体では側根数が減少する (Fukaki et al., 2002; Hamann et al., 2002; Rogg et 

al., 2001; Tatematsu et al., 2004; Tian and Reed, 1999; Uehara et al., 2008; Yang et al., 2004)。それ

に加え、Aux/IAA タンパク質と相互作用する ARF タンパク質に変異が生じた arf7 arf19 二

重変異体においても著しい側根数の減少が報告されている (Okushima et al., 2005; Wilmoth 

et al., 2005)。しかし長い間、オーキシンシグナル伝達と根の発生との間を結び付けるメカニ

ズムに関しては、研究が進んでいるシロイヌナズナにおいてさえもミッシングリンクとし

て残されていた。 
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オーキシンシグナル伝達と根の発生との間を結び付ける因子として初めて報告されたの

は、AS2/LOB ドメインタンパク質をコードする CRL1/ARL1 遺伝子である。イネの冠根数が

著しく減少する crl1 変異体の解析から、CRL1/ARL1 遺伝子は Aux/IAA と ARF によるオーキ

シンシグナル伝達経路の下流に位置する転写因子として機能し、最終的に根の発生を促進

することが明らかになった (Inukai et al., 2005; Liu et al., 2005)。この CRL1/ARL1 遺伝子の発

現は ARF タンパク質によって直接制御されていることが判明したため、CRL1/ARL1 遺伝子

がオーキシンシグナル伝達と根の発生との間を結び付ける因子であることが明らかとなっ

た (Inukai et al., 2005)。シロイヌナズナの側根形成においても CRL1/ARL1 遺伝子と最も相同

性の高い LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN16 (LBD16)/ASYMMETRIC LEARVES2 

LIKE18 (ASL18) 遺伝子および LBD29/ASL16 遺伝子が、NPH4/ARF7 および ARF19 依存的な

オーキシンシグナル伝達経路の下流で側根形成を正に制御する因子として見出された 

(Okushima et al., 2007)。また、トウモロコシにおいても AS2/LOB ドメインタンパク質をコ

ードする ROOTLESS CONCERNING CROWN AND SEMINAL ROOTS (RTCS) 遺伝子が冠根形

成に関与していることが報告された (Taramino et al., 2007)。 

 イネは不定根がメインのひげ根型根系を形成し、一方シロイヌナズナは主根とそこから

分枝する側根による主根型根系を形成する。しかし、シロイヌナズナとは根系形態の異な

るイネより見出された CRL1/ARL1 遺伝子は上述の通り、イネとシロイヌナズナの間で共通

の根系形成制御遺伝子であった。したがって CRL1/ARL1 遺伝子では、イネとシロイヌナズ

ナの根系形態の違いを説明することはできない。また、CRL1/ARL1 遺伝子も LBD16/ASL18

遺伝子および LBD29/ASL16 遺伝子も側根形成に関与する。そのため、シロイヌナズナでは

通常作られない冠根の形成に特化した遺伝子を見出すことができれば、イネとシロイヌナ

ズナの根系形態の違いを説明する遺伝制御機構を明らかにできるのではないかと考えられ

た。そこで本章では、冠根数が著しく減少するが側根数は減少しない crl5 変異体の原因遺

伝子の単離とその機能解析を行った。crl5 変異体はイネ品種・金南風の MNU 受精卵処理後

代より得られた単因子劣性の突然変異体である。crl5 変異体の原因遺伝子を単離したところ、
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CRL5遺伝子はAPETALA2 (AP2)/ETHYLENE RESPONSIVE FACTOR (ERF) 型転写因子をコ

ードしていた。この CRL5 遺伝子と最も相同性の高い遺伝子は、通常冠根 (不定根) を作ら

ないシロイヌナズナでは根の発生への関与が報告されていない遺伝子であった。CRL5 遺伝

子はAux/IAAおよびARFによるオーキシンシグナル伝達経路において機能することが判明

した。また、本遺伝子の関与する冠根形成経路は今までに報告されていた冠根形成経路と

は異なる経路であることが明らかとなった。 
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材料および方法 

 

植物体の育成 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

パラフィン包埋試料作製 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

トルイジンブルー組織染色 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

重力屈性テスト 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

外生オーキシンの投与 

種子を消毒・催芽させた後、2,4-D 濃度を 0.001 µM, 0.01 µM, 0.1 µM, 1 µM にふった水に

播種してグロースチャンバー内 (29.5°C, 連続光) で生育させ、12 日後に冠根数を測定した。

遺伝子発現変化の解析は、水耕にて 7 日間生育させた野生型のイネを 10 µM IAA を含む水

に挿し、グロースチャンバー内 (29.5°C, 連続光) で 0 時間，1 時間， 3 時間， 6 時間，12

時間，24 時間処理した。一定時間処理した植物の冠根形成部位を含む基部から 5 mm の茎

葉節をサンプリングして直ちに液体窒素で凍結させ、RNA 抽出サンプルとした。 

 

マップベースクローニング法による遺伝子単離 

 第 2 章 材料および方法を参照。 
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使用した分子マーカーのプライマー配列は別紙のリストを参照。 

 

コンストラクトの作製 

相補性検定用コンストラクト (ProCRL5:CRL5) は、CRL5 遺伝子の転写開始点より上流

3674 bp と終止コドンより 1061 bp を含む約 10.2 kbp のゲノム DNA 断片を PAC clone 

OJN0474G09 より EcoRI で切り出し、pCAMBIA 1300 vector にクローニングすることで作成

した。 

CRL5-like RNAi コンストラクト (ProACT:CRL5-like1 RNAi, ProACT:CRL5-like2 RNAi) は、

野生型の茎葉部から得られた RNA より合成された cDNA を鋳型にして PCR により増幅 (2 

µl template cDNA, 1× Prime STAR buffer, 0.2 mM dNTP mix, 0.2 µM Upper primer, 0.2 µM Lower 

primer, 5% DMSO, 0.75 U Prime STAR HS DNA polymerase) するとともに両端に制限酵素配

列をリンカー付加し、BamHI および EcoRI あるいは KpnI および HindIII によってまず

pBluescript II SK (+) 上に逆向き反復配列を作成した。このプラスミドから目的の配列を

BamHI で切りだして末端を平滑化し、pACT::nos/Hm3 binary vector に再度クローニングする

ことで作成した。使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

ProCRL5:GFP コンストラクトは、ゲノム DNA あるいは pGWB5 vector を鋳型に CRL5 遺

伝子の転写開始点より上流 2088 bp と sGFP-nos 配列を PCR により増幅し 、XbaI あるいは

HindIII によって pCAMBIA 1300 vector にクローニングすることで作成した。使用したプラ

イマーの配列は別紙のリストを参照。 

CRL5 過剰発現用コンストラクト (ProACT:CRL5) は、cDNA を鋳型にして PCR により増

幅したものをまず pBluescript II SK (+) にクローニングし、このプラスミドから目的の配列

を XbaIおよび SmaIで切り出して pACT::nos/Hm3 binary vector に再度クローニングすること

で作成した。使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

OsIAA3P58L-GR コンストラクトは、Inukai et al. (2005) および Nakamura et al. (2006) と同

じものを使用した。 
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形質転換の作製 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

系統樹の作製 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

半定量的 RT-PCR 

 第 2 章 材料および方法を参照。95°C 5 分の変性後に 95°C 30 秒・55°C 40 秒・72°C 30 秒

の 3 ステップを CRL1 は 45 サイクル、CRL5 は 30 サイクル、OsIAA4 は 30 サイクル、ACT1

は 25 サイクル行って 72°C 7 分の伸長反応の後 10°C で保存した。使用したプライマーの配

列は別紙のリストを参照。 

 

ProCRL5:GFP 形質転換体の観察 

 作製した ProCRL5:GFP 形質転換体をそのまま、あるいは 5% agar に包埋後してビブラト

ームで100 µmに切削し、GFPHQフィルター付き実体顕微鏡 (SZX16, Olympus) で観察した。 

 

in situ hybridization 

 第 2 章材料および方法を参照。 

 プローブの作製に使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

 

薬剤処理 

 DEX は DMSO に 100 mM 濃度になるように溶解し、100 µM になるように MS 培地に加

えて植物を生育させた。2,4-D を処理するときは、100 µM DEX および 1 µM 2,4-D を含む水

に植物を挿し、3 時間後に基部から 5 mm の茎葉節をサンプリングして直ちに液体窒素で凍

結させ、RNA 抽出サンプルとした。 
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 CHX は EtOH に 100 mM 濃度になるように溶解し、50 µM になるように水に加えた。2,4-D

を処理するときは、まず 50 µM CHX に水耕にて 7 日間生育させた植物を挿して前処理した

後、終濃度が 1 µM になるように 2,4-D を添加し、3 時間後に基部から 5 mm の茎葉節をサ

ンプリングして直ちに液体窒素で凍結させ、RNA 抽出サンプルとした。 

 

ゲルシフトアッセイ 

(1) OsARF1 リコンビナントタンパク質の作製 

 OsARF1 リコンビナントタンパク質発現ベクター (OsARF1 cDNA-pET32a) は Inukai et al. 

(2005) と同じものを使用し、E. coli Rosetta (DE3) pLysS (Novagen) に形質転換して 37°C・180 

rpm で O.D. 600 値が 0.6 になるまで培養し、100 mM IPTG 存在下において 16°C・180 rpm で

16 時間タンパク質を発現させた。超音波破砕後に TALON Metal Affinity Resin (Clontech) で

His-tag 精製し、PD10 column (GE Healthcare) で脱塩した後に陰イオンクロマトグラフィー 

(MonoQ, GE Healthcare) でさらに精製した。 

 

(2) プローブの作製 

 CRL5 遺伝子上流配列 (130 bp ~ 200 bp) を PCR にて増幅し、pCRII vector (Invitrogen) に

クローニングした。このコンストラクトを鋳型に M13 primers で増幅した PCR 産物を EcoRI

処理し、Klenow fragment (TAKARA) を用いて[α-
32

P]dATP でラジオアイソトープラベルした。

これを NICK column (GE Healthcare) で精製したものをプローブとして使用した。プローブ

の作製に使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

 

(3) 結合反応 

 結合反応は Sakamoto et al. (2001) に従って行った。プローブと OsARF1 リコンビナントタ

ンパク質を、ローテーターを用いて 4°C で 30 分間結合 (10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM 

NaCl, 10mM DTT, 10% glycerol, 0.05% NP-40 (Sigma), 50 ng/µl poly(dI-dC) (Sigma), 1 µg/µl 
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BSA, 1 mM EDTA, 4 µl probe, 6 µl protein) させた後、4% アクリルアミドゲル (0.25× TBE) 

に 4°C・160 V で 2 時間電気泳動した。frag. 3 でのコンペティターアッセイには 32
P ラベル

していない frag. 3 あるいは frag. 3m を用いた。コンペティターを加える場合は、必要量の

コンペティターを入れて減圧乾燥させたチューブにプローブ以外の結合反応液とタンパク

質を加え、ローテーターを用いて 4°C で 30 分間コンペティターとタンパク質を結合させた

後、プローブを加えてさらにローテーターを用いて 4°C で 30 分間反応させた。 

 泳動後のアクリルアミドゲルを濾紙に張り付けて 80°C で 2 時間減圧乾燥させ、Imaging 

Plate (富士フィルム) に一定時間感光させた後、IR BAS-2000 (富士フィルム) で検出した。 
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Primer list 

・遺伝子単離 

Primer name Sequence 

S14082S (MboI)_U 5’-GGGCGGGTGAAGGTGATGAA-3’ 

S14082S (MboI)_L 5’-AGTTGAACATAGATGCCACG-3’ 

C261 (EcoRI)_U 5’-TTCTCTTCTCTTGTTGCGGC-3’ 

C261 (EcoRI)_L 5’-AGGCACACAACCAAAGAAGC-3’ 

C2523S (AfaI)_U 5’-CAGGGAGGGAGAGGAAGGAC-3’ 

C2523S (AfaI)_L 5’-TGACAGATAACTCCAGGTAA-3’ 

S11633 (XhoI)_U 5’-GAAGGAAAAAGGAGCAACAA-3’ 

S11633 (XhoI)_L 5’-AGATGCTGCGAAGGGATGGT-3’ 

E12196_U 5’-CTTCAGTAGTTCCGATCGCC-3’ 

E12196_l 5’-ACCAGGGGCAACACACCAGC-3’ 

B05-E12 (AfaI)_U 5’-CTGGTCAATACTGCTAAGGG-3’ 

B05-E12 (AfaI)_L 5’-AAGGTGGCACAATGTGCAAC-3’ 

M23-E06 (AluI)_U 5’-CAATGCATCTAGGAATTCCC-3’ 

M23-E06 (AluI)_L 5’-TCCATTGCCATCTGACCTTG-3’ 

M23-150 (Seq)_U 5’-GAGACTTCATGAAGGCGCGA-3’ 

M23-150 (Seq)_L 5’-ACCAAGGGCCATGACTTAGG-3’ 

G09 (Seq)_U 5’-CCATCCCGAGTTCGGTAATCCC-3’ 

G09 (Seq)_L 5’-AACGAGCACACGGGAAGCGACA-3’ 

D05 (Seq)_U 5’-ACCTCCAACGTCATTCATCGGA-3’ 

D05 (Seq)_L 5’-GAAACTCGATTAACCTCGAAGA-3’ 

26S (Seq)_U 5’-GAGTTCTGTACCATGAACCCAT-3’ 

26S (Seq)_L 5’-ACAGGGTCCACAGCAACAAGTA-3’ 

O14 (HaeIII)_U 5’-CCGCCAAGTGTAATTTCAGTGG-3’ 

O14 (HaeIII)_L 5’-GCTCATTGTCATTGGTGGCAGT-3’ 

D07 (HapI)_U 5’-TTGTACACAGTCCCAGCTCC-3’ 

D07 (HapI)_L 5’-ATGGTGGACTCTCCAATAGC-3’ 
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・RNAi コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

CRL5-like1 RNAi_5’UTR_U 

+BamHI 
5’-GGATCCATGTACTCGCCAATG-3’ 

CRL5-like1 RNAi_5’UTR_L 

+EcoRI 
5’-GAATTCCTGGTGACGCCTCTG-3’ 

CRL5-like1 RNAi_5’UTR_U 

+B+KpnIaa 
5’-AAGGTACCGGATCCATGTACTCG-3’ 

CRL5-like1 RNAi_5’UTR_L 

+E+HindIIIaa 
5’-TTAAGCTTGAATTCCTGGTGACG-3’ 

CRL5-like2 RNAi_5’UTR_U 

+BamHI 
5’-GGATCCTTCTGCTCAGCTCAC-3’ 

CRL5-like2 RNAi_5’UTR_L 

+EcoRI 
5’-GAATTCCTGGTGACGCCCCTA-3’ 

CRL5-like2 RNAi_5’UTR_U 

+B+KpnIaa 
5’-AAGGTACCGGATCCTTCTGCTCA-3’ 

CRL5-like2 RNAi_5’UTR_L 

+E+HindIIIaa 
5’-TTAAGCTTGAATTCCTGGTGACG-3’ 

 

・半定量的 RT-PCR 

Primer name Sequence 

CRL1-RT_U 5’-AGCAACGTGTCCAAGCTGCT-3’ 

CRL1-RT_L 5’-GTCCTGGTGGTGTATCCCTT-3’ 

CRL5-RT_U 5’-CCATCGACACGTTCGGTCAGAG-3’ 

CRL5-RT_L 5’-GAGGTCCTTGTTGCCGGAGACT-3’ 

OsIAA4-RT_U 5’-GGCATTCCCGGTGCCCATGA-3’ 

OsIAA4-RT_L 5’-GTCCATCGCCTATGGTGCGAC-3’ 

ACT1-RT_U 5’-GACTACATACAACTCCATCATG-3’ 

ACT1-RT_L 5’-AGCATTTCCTGTGCACAATGG-3’ 
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・ProCRL5:GFP コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

ProCRL5_U+XbaI 5’-TCTAGAGATCATACTGTAGCCTG-3’ 

ProCRL5_L+XbaI 5’-TCTAGACGTGCAAACAAACTGAG-3’ 

GFP with nos_U+HindIII 5’-AAGTGGTTCGATCTAGAGGATCC-3’ 

GFP with nos_L+HindIII 5’-AAGCTTGCTAATTCCCGATCTAG-3’ 

 

・in situ hybridizaiton プローブ作製 

Primer name Sequence 

CRL5-in situ_U 5’-ACGACGTGGCGGCGATCAAG-3’ 

CRL5-in situ_L 5’-TTAGGCGTCGGTCCAGGCGG-3’  

 

・過剰発現コンストラクト (ProACT:CRL5) 作製 

Primer name Sequence 

CRL5 OX1_U+XbaI 5’-AATCTAGAACCGCCATTGACACTG-3’ 

CRL5 OX1+HinfI_L 5’-CTCCTCCTGCGTGCTGAAAG-3’ 

CRL5 OX2+HinfI_U 5’-ATCATCAGCACGGACGGTGG-3’ 

CRL5 OX2_L+BamHI 5’-TTGGATCCGCCTAGCTCTAGCTAT-3’ 

 

・ゲルシフトアッセイプローブ作製 

Primer name Sequence 

frag.1_U 5’-GTACACCAATACTACTAGC-3’ 

frag.1_L 5’-TCTCTCTCTATCTTCTCTCTCTGTCTGTCTGTC-3’ 

frag.2_U 5’-GCCAAGCTCAAACTCAAAACCTCACC-3’ 

frag.2_L 5’-AATGGCGGTGGGCTGCGACAGATCGA-3’ 

frag.3_U 5’-AGCCCACCGCCATTGACACTGACACG-3’ 

frag.3_L 5’-TGGTGCACGTGGTGGTGTTCGTCCAT-3’ 

frag.3m_U 5’-AGCCCACCGCCATTGATACTGATACG-3’ 

frag.3m_L 5’-TGGTGCACGTGGTGGTGTTCGTCCAT-3’ 
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結果 

 

crl5 変異体の表現型解析 

 2 週齢の野生型 (金南風) は数本の冠根を発生させているのに対し、同じ 2 週齢の crl5 変

異体においては冠根数が有意に減少していた (図 4-1, 2E)。そこで冠根の initiation 部位であ

る基部茎葉節の横断切片を作成し観察したところ、野生型においては維管束の周囲を一周

するように存在する辺周部維管束環の外側に接する柔細胞において冠根原基が形成されて

いた (図 4-2A, 2C)。それに対して crl5 変異体では、冠根原基の数が減少していた (図 4-2B, 

2D)。形成された冠根原基に異常は観察されなかったため、crl5 変異体では冠根原基の

initiation に異常が生じていると考えられた。一方、crl5 変異体において種子根から発生する

側根数は野生型と差はなかった (図 4-2F)。冠根数および側根数の減少はイネのオーキシン

関連突然変異体で観察される異常表現型であるが (Inukai et al., 2005; Kitomi et al., 2008a; 

Liu et al., 2005)、crl5 変異体の場合は冠根のみに異常が生じていることが判明した。また、

crl5 変異体の種子根長は、野生型に比べて少し短くなっていた (図 4-2G)。 

 生殖生長期においては、野生型に比べて crl5 変異体の草丈は少し低く、また葉身幅は少

し狭くなっていた (図 4-3A)。crl5 変異体は開花・結実することができるが、野生型に比べ

て開花時期が少し遅れ、頴花の大きさは少し小さくなり、稔性は 40% ~ 70%程度に低下した 

(図 4-3B)。通常、野生型のイネの花には 6 本の雄蕊、1 本の雌蕊、2 本の鱗皮が頴花の中に

形成される (図 4-3C)。crl5 変異体では上述のような花の異常が観察されるが、頴花の内部

組織の数や形態に異常は観察されなかった (図 4-3C, 4D)。 

 イネおよびシロイヌナズナにおいて典型的なオーキシンが関与する形態変化として、重

力屈性が挙げられる (Fukaki et al., 2002; Inukai et al., 2005; Kitomi et al., 2008a; Leyzer et al., 

1996; Nagpal et al., 2000; Tian and Reed, 1999; Yang et al., 2004)。そこで crl5 変異体の重力屈性

を調べたところ、野生型では重力方向が変化するとそれに敏感に応答したのに対し、crl5 変
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異体では重力方向の変化に対する応答が鈍くなっていた。重力方向を 90°転換させて 24 時

間後の根の伸長角度 (図 4-4A) を測定したところ、野生型では屈曲角度は平均して 51.1±

2.6°であったが、crl5 変異体では 55°以上屈曲せず屈曲角度の平均値は 31.1±2.9°に留まっ

た (図 4-4B)。また、外生オーキシンを投与しても crl5 変異体の冠根数を野生型並みに回復

させることはできなかった (図 4-5)。 

 

CRL5 遺伝子の単離 

 CRL5 遺伝子を単離するため、crl5 変異体に Kasalath を交雑して得た F2集団を用いた高精

度連鎖解析を行った。その結果、CRL5 遺伝子座は第 7 染色体の 5.2 cM 付近に存在すること

が明らかになった (図 4-6A)。野生型と crl5 変異体とで塩基配列を比較したところ、crl5 変

異体において PAC クローン P0474G09 (AP005309) 上に座乗する Os07g0124700 

(LOC_Os07g03250) の配列内に 1 塩基置換が生じており、その結果 192 番目のトリプトファ

ンがストップとなったナンセンス変異が認められた (図 4-6B)。この遺伝子は 8 つのエキソ

ンからなる 5419bp の ORF を持つ遺伝子であり、プロモーターおよび遺伝子全長配列を含ん

だ約 10.2 kbp のゲノム DNA 断片を crl5 変異体に導入したところ、crl5 変異体の異常表現型

を相補した (図 4-6C)。 

 CRL5 遺伝子は AP2 domain を 2 つ持つタイプの AP2/ERF 型転写因子をコードしており、

シロイヌナズナにおいて葉や花などの側生器官の形成に関与する AINTEGUMENTA (ANT) 

と相同性の高い遺伝子であることが判明した (Elliott et al., 1996; Mizukami and Fischer, 2000)。

ANT は 7 つの ANT-like (AIL)/PLETHORA (PLT) と、2 つの AP2 domain とそれら間の保存さ

れた領域から成る DNA 結合領域において高い配列相同性を持ち (Nole-Wilson et al., 2005)、

4 つの AIL/PLT 遺伝子 (PLT1, PLT2, AIL6/PLT3, AtBABY BOOM (AtBBM)) は根の発育に冗長

的に機能していることが報告されている (Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007)。ところがシ

ロイヌナズナの ant 変異体においては根の異常は報告されていない (Elliott et al., 1996)。

BLAST 検索の結果、イネゲノム中には CRL5遺伝子のホモログ遺伝子 (CRL5-like) が 2 つ、
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どちらも第 3 染色体上に存在していることが判明した  (CRL5-like1: Os03g0770700, 

LOC_Os03g56056; CRL5-like2: Os03g0232200, LOC_Os03g12950)。CRL5 と CRL5-like1 および 

CRL5-like2はDNA結合領域においてそれぞれ57%、49%のアミノ酸相同性を有していた (図

4-7A)。また、DNA 結合領域のアミノ酸配列を基にシロイヌナズナの AP2 をアウトグルー

プとして、イネの CRL5 と 2 つの CRL5-like およびシロイヌナズナの ANT と 7つの AIL/PLT

の分子系統樹を作成した。その結果、これらは 2 つのクレードに分けられ、イネの CRL5

と 2 つの CRL5-like はシロイヌナズナの ANT および AIL1 と同じクレードに属し、根の形

成に関与する報告のある 4 つの AIL/PLT とは異なるクレードに分けられることが判明した 

(図 4-7B)。 

 

CRL5 遺伝子とそのホモログ遺伝子の根系形成における寄与 

 crl5 変異体の変異は 2 つの AP2 domain より前でアミノ酸合成が停止するナンセンス変異

であるが、crl5 変異体において完全に冠根の initiation が抑制されることはなく、変異の強さ

から予想される表現型よりも比較的弱い表現型を示す。イネゲノム中には 2 つの CRL5 のホ

モログ遺伝子であるCRL5-like1遺伝子およびCRL5-like2遺伝子が存在しているため (図 4-7)、

これらの遺伝子はCRL5遺伝子と冗長的に冠根の initiationに関与している可能性が高いと考

えられた。また側根の initiation においても CRL5 遺伝子と冗長的に機能しているか、あるい

は CRL5-like遺伝子が側根の initiationに関与し CRL5 遺伝子は冠根の initiation のみに関与す

るというように機能分化している可能性が考えられた。そこで RNAi 法を用いて CRL5-like1

遺伝子および CRL5-like2 遺伝子のノックダウン個体を作成し、その表現型を観察した。野

生型背景でそれぞれの遺伝子をノックダウンした個体 (CRL5-like1 RNAi/WT, CRL5-like2 

RNAi/WT) では、野生型に比べて冠根数は減少していたが側根の減少は認められなかった 

(図 4-8A, 8B, 8C)。さらに、crl5 変異体背景でそれぞれの遺伝子をノックダウンした個体 

(CRL5-like1 RNAi/crl5, CRL5-like2 RNAi/crl5) では、CRL5-like1 RNAi/WT および CRL5-like2 

RNAi/WT よりもシビアな表現型を示した (図 4-8D, 8E, 8F, 8G, 8H)。CRL5-like1 RNAi/crl5 は
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再分化率が著しく低く、再分化したほとんどの個体では地上部が著しく矮化し、冠根の発

生は認められなかった (図 4-8G)。 また、根が発生したとしても植物体からの冠根は発生せ

ず、極まれにカルスから発生するのみであり、その不定根は発根培地上でさらに増加する

ことはなく、既に発生していた不定根からは側根が発生していた (図 4-8E)。再分化した

CRL5-like1 RNAi/crl5 は約 1 カ月程度で枯死した。CRL5-like2 RNAi/crl5 では再分化率の低下

は認められなかったものの地上部が矮化し、根の発生が認められない個体が多く観察され

た (図 4-8H)。植物体から発生する冠根は 1 ~ 2 本程度であり、その冠根からは側根が発生

していた (図 4-8F)。CRL5-like2 RNAi/crl5 のうち、発根しなかった個体は約 2 カ月程度で枯

死した。これらノックダウン個体の表現型より、CRL5 遺伝子とそのホモログ遺伝子は側根

の発生には関与せず、冠根の発生にのみ特化して機能すると示唆された。また冠根の

initiation において、これらの遺伝子は冗長的に機能していることが明らかになった。 

 

CRL5 遺伝子の発現解析 

 半定量的 RT-PCR により CRL5 遺伝子の器官別発現解析を行ったところ、CRL5 遺伝子は

冠根原基の initiation 部位である節において発現していることがわかった (図 4-9)。CRL5 遺

伝子の発現レベルは特に形成初期の花序において高く、花序から頴花へと発育が進んでい

くに従ってその発現レベルは低下していった (図 4-9)。 

 次に、野生型に GFP を CRL5 プロモーター制御下で発現させた形質転換イネ

(ProCRL5:GFP) を作成し、組織レベルでの発現解析を行った。形質転換体において GFP 蛍

光は冠根の分裂帯 (図 4-10A)、側根の基部および根端部 (図 4-10B)、発育中の側根原基 (図

4-10C)、基部茎葉節 (図 4-10D) で観察された。GFP 蛍光が観察された冠根の横断切片を作

成し観察したところ、GFP 蛍光は中心柱で発現していることがわかった (図 4-10E)。冠根原

基の initiation と CRL5 発現との関係を詳細に調べるため、基部茎葉節の横断切片を作成し

GFP 蛍光を観察した。冠根原基は下位節から上位節に向かって順次発生していくため、基

部茎葉節を茎頂分裂組織から冠根が出現してくる部位までの横断切片を作成することで、
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冠根の発育ステージを連続的に追って観察することが可能である (図 4-11A)。基部茎葉節に

おいて GFP 蛍光は葉の維管束 (図 4-11C_α, 11C_β, 11C_γ)、若い葉原基 (図 4-11C _α)、節の

維管束 (図 4-11C _γ, 11C_δ)、冠根の中心柱 (図 4-11C _γ) で観察された。冠根原基は節の大

維管束と小維管束との間の、辺周部維管束環の外側に接する柔細胞から発生する (図 4-11B; 

Kaufman, 1959)。この部位において GFP 蛍光は冠根原基の initiation が起こると予想される

柔細胞で発現していた (図 4-11C_β, 12C)。この部位における CRL5 遺伝子の mRNA 発現を

in situ hybridization 法を用いて調べた。その結果、CRL5 遺伝子の mRNA は ProCRL5:GFP に

おける GFP 蛍光シグナルと同様に、辺周部維管束環の外側に接する柔細胞で環状に発現し

ていた (図 4-12)。 

 

CRL5 遺伝子と Aux/IAA および ARF によるオーキシンシグナル伝達との関係性 

 これまでに、野生型 (台中 65号) に比べて著しく冠根数が減少する突然変異体として crl1

変異体が報告されている (図 4-13B, 13D; Inukai et al., 2005)。CRL1/ARL1 遺伝子は、冠根の

initiation の正の制御因子である AS2/LOB ドメインタンパク質をコードしており、冠根形成

に関わるオーキシンシグナル伝達経路において、その発現は ARF タンパク質によって直接

制御されている (Inukai et al., 2005)。crl5 変異体は crl1 変異体とよく似た形態的特徴を有し

ていたため (図 4-13A, 13B, 13C, 13D)、CRL5 遺伝子もオーキシンシグナル伝達経路で機能

する遺伝子のではないかと推測された。そこで外生オーキシンに対する CRL5 遺伝子の発現

変化を半定量的 RT-PCR により解析した。その結果、CRL5 遺伝子の発現は IAA 処理後約 1

時間で上昇し、約 3 時間後にピークに達し、その後は徐々に低下していった (図 4-13E)。こ

の発現パターンは CRL1/ARL1 遺伝子と同様であり、したがって CRL5 遺伝子も冠根の

initiation に関わるオーキシンシグナル伝達経路で機能していると考えられた。CRL5 遺伝子

と CRL1/ARL1 遺伝子との関係を調べるため、まず crl5 変異体における CRL1/ARL1 遺伝子の

発現および crl1変異体におけるCRL5遺伝子の発現をそれぞれ半定量的RT-PCRによって解

析した。その結果、野生型と変異体との間でこれらの遺伝子の発現レベルに差は見られな
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かった (図 4-14A)。次に、crl1 crl5 二重変異体を作成し、その表現型をそれぞれの単独変異

体と比較した。それぞれの単独変異体は生育後期になると野生型に比べて著しく少ないな

がらも冠根を発生させることができるが (図 4-13B, 13D, 14D)、crl1 crl5 二重変異体は生育

後期になっても全く冠根を発生させることができなかった (図 4-14B, 14D)。この二重変異

体の相加的な表現型より、CRL5 遺伝子は CRL1/ARL1 遺伝子とは異なる経路で機能している

ことが示唆された。示唆された両遺伝子の関係性を確認するため、さらに crl1 変異体背景

で CRL5 遺伝子を過剰発現させた形質転換体 (ProACT:CRL5/crl1) を作成し、その表現型を

観察した。その結果、ProACT:CRL5/crl1 はベクターコントロールと同様に冠根を発生させ

ることができず、CRL5 遺伝子の過剰発現によって crl1 変異体の冠根数減少を回復させるこ

とはできなかった (図4-14C, 14D)。したがってこれらの結果より、CRL5遺伝子とCRL1/ARL1

遺伝子は冠根の initiationに関してそれぞれ異なった遺伝経路で機能していると考えられた。 

 オーキシンシグナルは ARF タンパク質が転写活性化因子あるいは転写抑制因子として下

流の遺伝子発現を制御することで伝達されるが、平常状態において ARF は Aux/IAA タンパ

ク質と二量体を形成しており、ARF によるオーキシン依存的な転写は Aux/IAA の分解によ

り制御されている (Gray et al., 2001)。そこで、OsIAA3 (OsIAA31 in Jain et al., 2006a) の安定

性に関わる domain II の保存されたプロリンをロイシンに置換し、DEX 誘導系により恒常的

に安定型OsIAA3タンパク質を発現させた形質転換体 (OsIAA3P58L-GR in Inukai et al., 2005) 

において CRL5 遺伝子の発現を解析した。この形質転換体は DEX 未処理の時にはオーキシ

ン関連異常表現型は観察されないが、DEX を処理すると以前の報告と同様に重力屈性異常

および側根形成異常に加え、冠根数の減少が観察された (Inukai et al., 2005; Nakamura et al., 

2006)。DEX 未処理時の形質転換体においては CRL5 遺伝子の発現はオーキシンによって誘

導されたが、DEX 処理時の形質転換体において CRL5 遺伝子の発現はオーキシンによって

誘導されなかった (図 4-15A)。この CRL5 遺伝子の発現の挙動はオーキシン早期応答遺伝子

である OsIAA4 遺伝子 (OsIAA1 in Jain et al., 2006a) と同じであった (図 4-15A; Inukai et al., 

2005; Nakamura et al., 2006)。これらの結果は Aux/IAA タンパク質の分解が CRL5 遺伝子のオ
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ーキシン依存的な発現誘導に重要であることを示しており、同時に CRL5 遺伝子は

CRL1/ARL1遺伝子と同様にAux/IAAおよびARFによるオーキシンシグナル伝達経路で機能

していることを示唆している。 

 また、CRL5 遺伝子のオーキシン依存的な発現誘導におけるタンパク質合成阻害剤である

CHX の影響を解析した。もし ARF タンパク質が直接 CRL5 遺伝子の発現を誘導していない

場合、すなわち CRL5 遺伝子の発現誘導に二次的なタンパク質合成が必要であるならば、

CHX 処理時のオーキシンによる CRL5 遺伝子の発現誘導は抑制されると予想される。解析

の結果、CHX 処理時のオーキシンによる CRL5 遺伝子の発現誘導は抑制されなかった (図

4-15B)。CRL1/ARL1 遺伝子も同様な発現の挙動することが報告されている (Inukai et al., 

2005)。この結果から、オーキシンによる CRL5 遺伝子の発現誘導に新規のタンパク質合成

は必要でないと強く示唆された。 

 ARF タンパク質により直接発現を誘導されるオーキシン早期応答遺伝子は、そのプロモ

ーター領域に TGTCTC motif を含むオーキシン応答性シス配列 (AuxRE) が見出されている 

(Hagen and Guilfoyle, 2002)。ARF に直接発現を誘導されることが報告されている CRL1/ARL1

遺伝子は、プロモーター領域に 2 つ存在する TGTCTC motif のうちの 1 つに OsARF1 (Waller 

et al., 2002; OsARF23 in Wang et al., 2007) が結合することが示され、この TGTCTC motif は

CRL1/ARL1遺伝子発現のシス配列として機能することが報告されている (Inukai et al., 2005)。

AuxRE の配列のうち、TGTC motif が ARF との結合に大きく寄与していることも判明してい

る (Ulmasov et al., 1997)。CRL5 遺伝子のプロモーター配列内には 3 つの TGTC motif (RE1, 

RE2, RE3) が見出された。RE1 は TGTC motif の相補的な配列が 3 回タンデムに並んだもの 

(GACAGACAGACA)、RE2 は TGTCTC motif 内で 1 塩基置換が生じた配列 (TGTCGC)、RE3

は TGTC motif の相補的な配列が 2 回タンデムに並んだ間に 2 塩基が挿入された配列 

(GACACTGACA) である (図 4-15C)。これらの配列とイネの ARF タンパク質が相互作用す

るかどうかを、ゲルシフトアッセイにより解析した。その結果、OsARF1 リコンビナントタ

ンパク質と RE3 を含む fragment 3 に結合が認められ、RE1 あるいは RE2 を含む fragment 1
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あるいは fragment 2 では結合が認められなかった (図 4-15D)。また、ラジオアイソトープラ

ベルしていない fragment 3 をコンペティターとして加えると、コンペティター投入量の増加

に従って OsARF1 と fragment 3 との結合が阻害された (図 4-15D)。さらに、RE3 の 2 つの

TGTC motifに変異を加えた fragment 3m (GATACTGATA) ではOsARF1 との結合は認められ

なかった (図 4-15D)。以上の結果から、CRL5 遺伝子は Aux/IAA と ARF によるオーキシン

シグナル伝達経路の下流で機能し、その発現はプロモーター領域内の RE3 に ARF タンパク

質が結合することにより直接制御されている可能性が高いと示唆された。 

 

CRL5 過剰発現体の作成とその表現型解析 

 CRL5 遺伝子の機能をさらに解析するために、CRL5 過剰発現体 (ProACT:CRL5/WT) を作

成した (図 4-16A)。形質転換当代の CRL5 過剰発現体のほとんどで地上部に異常は認められ

なかったが (図 4-16B, 16C, 16D, 16E)、一部の個体で重力屈性の異常 (図 4-16D, 16F) や巻葉 

(図 4-16G)、矮化 (図 4-16H) といった異常表現型が観察された。正常な地上部を持つ形質転

換体はその後正常に生育し、稔実に至った (data not shown)。この CRL5 過剰発現体におい

ては、冠根数および側根数の増加が認められた (図 4-16B, 16C, 16D)。 
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考察 

 

 第 3 章では、冠根数が著しく減少するが側根数は減少しない crl5 変異体の原因遺伝子

CRL5 の単離とその機能解析を行った。 

 

CRL5 遺伝子は AP2/ERF 型転写因子をコードする 

 変異体とインド型品種カサラスとの交雑自殖次世代 F2 を用いた高精度連鎖解析により、

CRL5 遺伝子は AP2 domain を 2 つ持つタイプの AP2/ERF型転写因子をコードしていること

が判明した (図 4-6B)。シロイヌナズナにおいて CRL5 遺伝子と最も相同性が高い遺伝子は

ANT であった (Elliott et al., 1996; Mizukami and Fischer, 2000)。ANT は側生器官の成長制御因

子であり、シロイヌナズナの ant 変異体では野生型に比べて有意に花のサイズが小さく、反

対に ANT 過剰発現体では花のサイズが大きくなる (Elliott et al., 1996; Klucher et al., 1996; 

Krizek, 1999; Mizukami and Fischer, 2000)。また、ANT, AIL5, AIL6/PLT3 および AIL7 遺伝子は

花メリステムと発育中の花においてそれぞれ異なるが部分的に重複した発現パターンを示

し (Nole-Wilson et al., 2005)、少なくとも ANT 遺伝子と AIL6/PLT3 遺伝子は花の成長とパタ

ーン形成に冗長的に機能していると報告されている (Krizek, 2009)。イネにおいて CRL5 遺

伝子は若い葉原基、花序および根端メリステムで強く発現しており (図 4-9, 10A, 10B, 10C, 

11C_α)、また crl5 変異体において葉、花および根は正常に発達するものの野生型に比べて

そのサイズは小さくなっていた (図 4-1, 2G, 3)。ところが一方で、CRL5 過剰発現体では植

物体や器官のサイズに変化はなかった (data not shown)。これより、CRL5 遺伝子はシロイヌ

ナズナの ANT 遺伝子と同様に器官のサイズ制御に関与していると考えられるが、ANT 遺伝

子のように主導的に機能はしていないと示唆される。加えて、crl5 変異体背景でそれぞれの

遺伝子をノックダウンした個体 (CRL5-like1 RNAi/crl5, CRL5-like2 RNAi/crl5) では地上部形

態にも強い矮化などの異常表現型が観察され (図 4-8D, 8E, 8F, 8G, 8H)、特に CRL5-like1 
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RNAi/crl5 では CRL5-like2 RNAi/crl5 よりもシビアな矮化および再分化率の著しい低下が認

められた。したがって CRL5 遺伝子は器官サイズの制御だけでなく、そのホモログ遺伝子と

冗長的に地上部形態形成全般的に関与していると示唆され、特に CRL5-like1 遺伝子との冗

長性が高いと考えられた。 

 ANT 遺伝子と相同性の高い 7 つの AIL/PLT 遺伝子のうち、PLT1, PLT2, AIL6/PLT3, AtBBM

遺伝子は根の発育に冗長的に機能していることが報告されており (Aida et al., 2004; Galinha 

et al., 2007)、特に PLT1 遺伝子および PLT2 遺伝子は過剰発現により本来根を形成しない器

官からの発根を誘導することができるため、根の形成におけるマスタースイッチとして位

置づけられている (Aida et al., 2004; Galinha et al., 2007)。イネにおいてシロイヌナズナの

PLT 遺伝子に最も相同性の高い 2つの遺伝子 (OsPLTs) はシロイヌナズナの PLT1 遺伝子お

よび PLT2 遺伝子と同様の発現パターンを示すことから、OsPLT 遺伝子も根の形成に関与し

ていると推測された (図 4-17; Kitomi et al., 2011b)。しかし、CRL5 遺伝子と最も相同性の高

い ANT 遺伝子は葉や花の形成に関与することは報告されているものの、ant 変異体では根の

形態異常は観察されていない (Elliott et al., 1996)。イネの CRL5 と 2 つの CRL5-like および

シロイヌナズナの ANT と 7 つの AIL/PLT の分子系統樹を作成したところ、やはりイネの

CRL5と 2つのCRL5-likeはシロイヌナズナのANTおよびAIL1と同じクレードに属したが、

根の形成に関与する報告のあるAIL/PLT とは異なるクレードに分けられた (図 4-7B)。また、

RNAi による CRL5-like1 遺伝子および CRL5-like2 遺伝子の機能類推から、CRL5 遺伝子とそ

の 2 つのホモログ遺伝子は冠根の initiation 特異的に機能することが示唆された (図 4-8)。し

たがって、イネは冠根を形成するためにシロイヌナズナにおいては根の形成に関与しない

遺伝子と相同性の高い CRL5 遺伝子に、シロイヌナズナでは通常作られない冠根 (不定根) 

形成特異的な制御機能を付与したと考えられ、このような違いがイネとシロイヌナズナの

根系形態の違いを生む一因となったのかもしれないと推測される。 
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CRL5 遺伝子はどの植物種でも見出されていなかった新たな根系形成遺伝子である 

 イネの冠根形成とシロイヌナズナの側根形成には共通する点が多く存在する。これまで

にイネの冠根形成には、CRL1/ARL1 遺伝子が重要な機能を担っていることが報告されてい

る (Inukai et al., 2005; Liu et al., 2005)。CRL1/ARL1 遺伝子は Aux/IAA および ARF によるオ

ーキシンシグナル伝達経路において機能し、ARF タンパク質によってその発現を直接制御

される遺伝子である (Inukai et al., 2005)。crl5 変異体は crl1 変異体とよく似た形態的特徴を

有しており (図 4-13A, 13B, 13C, 13D)、また CRL5 遺伝子のオーキシンによる発現誘導パタ

ーンも CRL1/ARL1遺伝子の発現誘導パターンと類似していた (図 4-13E)。したがって、CRL5

遺伝子も冠根形成に関与するオーキシンシグナル伝達経路で機能しているのではないかと

推測された。ところが crl1 変異体では冠根数の減少に加えて側根数の減少も観察されるた

め (Inukai et al., 2005; Liu et al., 2005)、CRL1/ARL1 遺伝子は冠根の initiation 特異的に機能す

る遺伝子ではない。シロイヌナズナにおいても CRL1/ARL1 と相同性の高い LBD16/ASL18 遺

伝子および LBD29/ASL16遺伝子もARF7タンパク質およびARF19タンパク質によって発現

を直接制御され、オーキシンによる側根形成を促進することが報告されている (Okushima et 

al., 2007)。すなわち CRL1/ARL1 遺伝子は CRL5 遺伝子とは異なり、根系形態の異なるイネ

とシロイヌナズナの間で共通の根系形成制御遺伝子であるといえる。 

したがってこれら 2 つの遺伝子の関係性を考えると CRL5 遺伝子は CRL1/ARL1 遺伝子と

は別経路上で機能すると考えられたため、まず crl1 変異体における CRL5 遺伝子の発現およ

び crl5 変異体における CRL1/ARL1 遺伝子の発現を調べたところ、野生型におけるそれぞれ

の遺伝子の発現量と比較して変化がなかった (図 4-14A)。また crl1 crl5 二重変異体における

相加的な表現型 (図 4-14B, 14D) および ProACT:CRL5/crl1 個体において crl1 変異体の冠根

数減少を回復させることができなかったことから  (図 4-14C, 14D)、CRL5 遺伝子と

CRL1/ARL1 遺伝子は別経路上で機能していると考えられた。CRL1/ARL1 遺伝子は上述のと

おり、Aux/IAA と ARF によるオーキシンシグナル伝達経路において、ARF タンパク質のダ

イレクトターゲットとして位置づけられている。安定型 Aux/IAA タンパク質存在下におい
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て CRL5 遺伝子の発現誘導が阻害されることから、CRL5 遺伝子も Aux/IAA および ARF に

よるオーキシンシグナル伝達経路で機能していることが示唆された (図 4-15A)。加えて、

CRL5 遺伝子の発現誘導には二次的なタンパク質合成が不要であり (図 4-15B)、CRL5 遺伝

子上流配列内の AuxRE のうちの 1 つが OsARF1 リコンビナントタンパク質と直接相互作用

することから (図 4-15D)、CRL5 遺伝子は ARF タンパク質にその発現を直接制御されてい

る遺伝子であることが強く示唆された。 

シロイヌナズナにおいて ARF タンパク質にその発現を直接制御され、根の initiation に関

与する遺伝子は CRL1/ARL1 遺伝子と相同性の高い LBD/ASL 遺伝子しか報告されていない。

また、トウモロコシにおいて冠根の initiationに関わることが報告されているRTCS遺伝子も、

CRL1/ARL1 遺伝子と相同性の高い遺伝子である (Taramino et al., 2007)。したがって、CRL5

遺伝子はどの植物種でも見出されていなかった新たな根系形成制御遺伝子であることが明

らかとなった。それと同時に、この CRL5 遺伝子が関与する根系形成経路は、既知の根系形

成経路とは別のものであることも併せて判明した (図 4-18)。 

 

CRL5 過剰発現体では冠根数および側根数が増加する 

 crl5変異体では側根数が減少しないこと (図 4-2F) および crl5変異体背景でホモログ遺伝

子の機能を抑制した形質転換体においても側根数の減少が認められなかったことから (図

4-8)、CRL5 遺伝子は根の initiation に関しては冠根にのみ特化した遺伝子であると示唆され

た。一方で、CRL5 遺伝子は発達中の側根原基において発現が認められた (図 4-10C)。シロ

イヌナズナにおいてARGOS (auxin-regulated gene involved in organ size) の細胞増殖および器

官成長の制御は、ANT を介して行われていると報告されている (Hu et al., 2003)。また、CRL5

遺伝子は伸長中の冠根および側根の根端分裂組織でも発現しており、この部位は根端分裂

組織のサイズ制御に関わる遺伝子の相互作用が報告されている箇所である (Dello Ioio et al., 

2008)。したがって、この側根原基での CRL5 遺伝子の発現は、側根の initiation ではなく

initiation の後の発育に CRL5 遺伝子が関与している可能性を示唆していると考えられる。 
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CRL5 過剰発現体では冠根数の増加に加えて側根数の増加が認められた (図 4-16B, 16C, 

16D)。CRL5 過剰発現体における側根数の増加は、過剰発現によって側根の initiation 部位で

の CRL5 遺伝子の発現量が、ある一定以上の閾値を越えたことで引き起こされているのでは

ないかと考えられた。シロイヌナズナの ANT 過剰発現体においてはカルスからの不定根発

生が観察されているが側根原基数は増加しない、つまり ANT 遺伝子は未分化細胞からの発

根は誘導できるが未分化細胞自体の数を増やして発根させることができないと示唆されて

いる (Mizukami and Fischer, 2000)。先にも述べたが、CRL5 過剰発現体では反対に、シロイ

ヌナズナに加えてタバコでも観察されている ANT 過剰発現での器官サイズの増大が認めら

れない (Mizukami and Fischer, 2000)。相同性の高い両遺伝子は、形態の異なる種をまたぐこ

とでその機能を変化させたことがここからも推測される。 

CRL5 過剰発現個体では冠根数および側根数の増加に加え、一部の個体において葉身の巻

きや重力屈性異常といった地上部形態の異常も観察された (図 4-16)。葉身は CRL5 遺伝子

の発現レベルが低い器官であり (図 4-9)、そのため ACTIN プロモーターで植物体全体にほ

ぼ均一に CRL5 遺伝子を発現させると普段発現量が少ない器官で特に異常が現れると考え

られる。重力屈性異常に関しても同様で、重力屈性に何らかの形で関与する CRL5 遺伝子が

植物体全体でほぼ均一に発現したために、CRL5 過剰発現個体において重力に対する反応が

異常になったと考えられる。したがって冠根形成部位および側根形成部位特異的に発現す

る遺伝子のプロモーター制御下で CRL5 遺伝子を発現させれば、地上部形態に異常が現れる

ことなく冠根数および側根数だけが増加したイネを作出することができると予想される。

また、CRL5 遺伝子下流で機能している遺伝子の中には冠根の initiation に特異的な遺伝子が

あると予想され、その遺伝子も根の発生量改変による品種育成を試みる上で非常に有用で

あると考えられる。 
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図 4-1. 3 週齢の野生型 (左) と crl5 変異体 (右) 

(Bar = 5 cm)  
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図 4-2. crl5 変異体における冠根および側根の形成異常  

A: 7 日齢の野生型における鞘葉節の横断切片。(Bar = 200 µm) 

B: 7 日齢の crl5 変異体における鞘葉節の横断切片。 (Bar = 200 µm) 

C: 7 日齢の野生型における第 1 節の横断切片。 (Bar = 200 µm) 

D: 7 日齢の crl5 変異体における第 1 節の横断切片。 (Bar = 200 µm) 

赤矢頭は辺周部維管束環、黄矢頭は冠根原基を示す。  

E: 2 週齢の crl5 変異体における冠根数。**は野生型との間に 1%レベルで 

有意差があることを示す。  

F: 2 週齢の crl5 変異体における側根数。ns は野生型との間に有意差がない 

こと示す。  

G: 2 週齢の crl5 変異体における種子根長。*は野生型との間に 5%レベルで 

有意差があることを示す。  
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図 4-3. 生殖生長期における crl5 変異体の異常  

A: 4 ヵ月齢の野生型 (左) と crl5 変異体 (右)。 (Bar = 10 cm) 

B: 野生型 (左) と crl5 変異体 (左) の穂。(Bar = 5 cm) 

C: 野生型 (左) と crl5 変異体 (左) の花。(Bar = 5 mm) 

D: 野生型 (左) と crl5 変異体 (左) の雌蕊。(Bar = 1 mm)  
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図 4-4. crl5 変異体における根の重力屈性異常  

A: 1
st
 g の方向に 1 週間育てた後、2

nd
 g の方向に 90°回転させた 

ときの屈曲角度 (θ)。  

B: 野生型と crl5 変異体の種子根における屈曲角度。  

**は野生型との間に 1%レベルで有意差があることを示す。  
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図 4-5. 外生オーキシン (2,4-D) 投与時の冠根数の比較  

*および**は野生型との間に 5%あるいは 1%レベルで有意差があることを示す。  
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図 4-6. crl5 変異体の原因遺伝子の単離  

A: マップベースクローニングによる高精度連鎖解析地図。 

縦線は分子マーカーの位置、下の数字は各分子マーカーの位置における 

組み換え個体数を示す。  

B: CRL5 遺伝子の構造と変異箇所。黒四角は exon、 

矢印は crl5 変異体における変異箇所を示す。  

C: CRL4 遺伝子全長配列を含むゲノム断片を導入した crl5 変異体 (左) と 

空ベクターを導入した crl5 変異体 (control, 右)。(Bar = 1 cm)  
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図 4-7. CRL5 のアミノ酸アライメントと分子系統樹  

A: イネの CRL5, CRL4-like1, CRL5-like2 およびシロイヌナズナの ANT, PLT1, 

 PLT2 の、2 つの AP2 domain とそれら間の保存された領域におけるアミノ酸 

配列の比較。  

B: 2 つの AP2 domain とそれら間の保存された領域におけるアミノ酸配列を元に 

作成した AP2/ERF の分子系統樹。AP2 domain を 1 つもつシロイヌナズナの 

AP2 をアウトグループとして用いた。  
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図 4-8. CRL5-like1 遺伝子および CRL5-like2 遺伝子のノックダウン個体の表現型  

A: 空ベクター (pAct::nos/Hm3) を導入した野生型。(Bar = 1 cm) 

B:野生型背景で CRL5-like1 遺伝子をノックダウンした個体 (CRL5-like1 RNAi/WT)。 

(Bar = 1 cm)  

C:野生型背景で CRL5-like2 遺伝子をノックダウンした個体 (CRL5-like2 RNAi/WT)。 

(Bar = 1 cm)  

D:空ベクター (pAct::nos/Hm3) を導入した crl5 変異体。(Bar = 1 cm) 

E: crl5 変異体背景で CRL5-like1 遺伝子をノックダウンした個体 (CRL5-like1 RNAi/crl5) の 

表現型が弱いもの。(Bar = 1 cm)  

F: crl5 変異体背景で CRL5-like2 遺伝子をノックダウンした個体 (CRL5-like2 RNAi/crl5) の 

表現型が弱いもの。(Bar = 1 cm) 

G: crl5 変異体背景で CRL5-like1 遺伝子をノックダウンした個体 (CRL5-like1 RNAi/crl5) の 

表現型が強いもの。(Bar = 1 cm)  

H: crl5 変異体背景で CRL5-like2 遺伝子をノックダウンした個体 (CRL5-like2 RNAi/crl5) の 

表現型が強いもの。(Bar = 1 cm)   
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図 4-9. 半定量的 RT-PCR による CRL5 遺伝子の発現解析 
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図 4-10. ProCRL5:GFP による CRL5 遺伝子の発現パターンの解析  

A: 冠根の根端における CRL5 遺伝子の発現。(Bar = 5 mm) 

B: 冠根から発生した側根における CRL5 遺伝子の発現。(Bar = 5 mm) 

C: 発達中の側根原基における CRL5 遺伝子の発現。(Bar = 5 mm) 

D: 基部茎葉節における CRL5 遺伝子の発現。(Bar = 5 mm) 

E: ProCRL5:GFP を導入した冠根の横断切片 (α) と空ベクター  

(pCAMBIA) を導入した冠根の横断切片 (control, β)。(Bar = 100 µm) 
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図 4-11. ProCRL5:GFP による冠根の initiation 部位における CRL5 遺伝子の発現 

パターンの解析  

A: 冠根原基の発達段階と、基部茎葉節における位置関係。α から δ は C での α から δ と対

応している。  

B: 冠根の initiation 部位 (A_β, C_β) の模式図。  

C: 冠根原基の発達段階別の CRL5 遺伝子の発現。β’はコントロール (pCAMBIA を導入) に

おける β の部位の横断切片。白矢頭は茎頂分裂組織、オレンジ矢頭は若い葉原基、青矢頭

は葉の維管束、ピンク矢頭は節の維管束、赤矢頭は辺周部維管束環、黄矢頭は冠根原基、

グレー矢頭は冠根の維管束を示す。(Bar = 200 µm)  
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図 4-12. in situ hybridization による CRL5 遺伝子の発現パターンの解析  

A: 7 日齢の野生型の冠根の initiation 部位における CRL5 遺伝子の発現。 

(Bar = 200 µm) 

B: CRL5 sense probe によるコントロール 。(Bar = 200 µm)  

C: 冠根の initiation 部位における ProCRL5:GFP の発現 (図 4-11C_β を拡大)。 

(Bar = 200 µm) 

D: in situ hybridization による CRL5 シグナル (A を拡大)。(Bar = 200 µm)  

矢頭は辺周部維管束環を示す。  
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図 4-13. 1 ヵ月齢の野生型、crl5 変異体および crl1 変異体  

A: 1 ヵ月齢の金南風 (crl5 変異体の野生型)。(Bar = 1 cm)  

B: 1 ヵ月齢の T65 (crl1 変異体の野生型)。(Bar = 1 cm) 

C: 1 ヵ月齢の crl5 変異体。(Bar = 1 cm) 

D: 1 ヵ月齢の crl1 変異体。(Bar = 1 cm)  

E: 外生オーキシンによる CRL1 遺伝子および CRL5 遺伝子の発現誘導パターン。  

 

  



- 122 - 
 

 

 

 

図 4-14. CRL5 遺伝子と CRL1 遺伝子の冠根の initiation における関係性  

A: crl5 変異体における CRL1 遺伝子の発現 (左) および crl1 変異体における 

CRL5 遺伝子の発現量の比較 (右)。  

B: 1 ヵ月齢の crl1 crl5 二重変異体。(Bar = 1 cm) 

C: 空ベクター (pAct::nos/Hm3) を導入した crl1 変異体 (左) と crl1 変異体背景で 

CRL5 遺伝子を過剰発現させた個体 (ProACT:CRL5/crl1, 右)。(Bar = 1cm) 

D: 野生型、crl5 単独変異体、crl1 単独変異体、 crl1 crl5 二重変異体、 

ProACT:CRL5/crl1 の冠根数の比較。  
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図 4-15. オーキシンによる CRL5 遺伝子の発現制御  

A: OsIAA3P58L-GR における安定型 OsIAA3 タンパク質誘導時のオーキシンによる CRL5 遺

伝子の発現誘導パターンの変化。  

B: CHX 存在下におけるオーキシンによる CRL5 遺伝子の発現誘導パターンの変化。  

C: CRL5 遺伝子上流配列に存在する 3 つの TGTC motif の位置とその配列。白四角は TGTC 

motif、横線はゲルシフトアッセイに用いたプローブ配列を示す。frag. 3m は frag. 3 に含まれ

る RE3 に変異を導入したもの。  

D: OsARF1 リコンビナントタンパク質と 32
P-labeled probe を用いたゲルシフトアッセイ。   
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図 4-16. CRL5 過剰発現体で観察される異常表現型  

A: ProACT:CRL5/WT における CRL5 遺伝子の発現量の比較。  

B: 空ベクター (pAct::nos/Hm3) を導入した野生型 (control)。(Bar = 1 cm)  

C: ProACT:CRL5 を導入した野生型 (ProACT:CRL5/WT)。(Bar = 1 cm) 

D: 根の重力応答が異常になった ProACT:CRL5/WT。 

赤矢頭は重力応答が異常になった根を示す。(Bar = 1 cm)  

E: 地上部形質に異常のない ProACT:CRL5/WT。(Bar = 5 cm) 

F: 葉の重力応答が異常になった ProACT:CRL5/WT。(Bar = 5 cm)  

G: 葉身が巻いた ProACT:CRL5/WT。黄矢頭は巻葉を示す。(Bar = 5 cm) 

H: 矮化した ProACT:CRL5/WT。(Bar = 5 cm)  
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図 4-17. in situ hybridization による OsPLT 遺伝子の発現パターンの解析  

A: Os04g0653600 (LOC_Os04g55970) の発現。(Bar = 200 µm)  

B: Os06g0657500 (LOC_Os06g44750) の発現。(Bar = 200 µm) 

C: Os04g0653600 sense probe によるコントロール。(Bar = 200 µm)  

D: Os06g0657500 sense probe によるコントロール。(Bar = 200 µm)  
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図 4-18. CRL5 遺伝子による冠根の initiation の制御  

 CRL5 遺伝子は Aux/IAA および ARF によるオーキシンシグナル伝達経路で機能し、その

発現を直接 ARF に制御されると示唆された。CRL5 遺伝子はどの植物種でも見出されてい

なかった新たな根系形成遺伝子であるとともに、この CRL5 遺伝子の関与する根系形成経路

は既知の根系形成経路とは異なるものであることが明らかとなった。  
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第 5 章 

 

CRL5 遺伝子下流で機能する 

冠根の initiation制御因子群の探索 
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緒言 

 

根の発生には AS2/LOB ドメインタンパク質をコードする遺伝子群が重要であることは、

様々な植物種において報告されてきた (Inukai et al., 2005; Okushima et al., 2007; Taramino et 

al., 2007)。それに加えて crl1 変異体では地上部形質に異常は認められず、野生型と同様に生

育・結実することができたため、CRL1/ARL1 遺伝子は根特異的に機能する育種上非常に有

用な遺伝子であると考えられた (Inukai et al., 2005)。しかし、CRL1 過剰発現体では根の発

生数の増加が認められなかったため (Inukai et al., 2005)、冠根および側根の発生量を増加さ

せる育種に利用可能な有用遺伝子の発見が切望されていた。これに関して本研究の第 4 章

では、CRL5 遺伝子が過剰発現によって根の発生量を増加させる能力を持つことが明らかと

なった (図 4-16A, 16B)。したがって CRL5 遺伝子は、根の発生量を増やす育種において非常

に有用な遺伝子であるといえる。ところが CRL5 過剰発現体では冠根数および側根数の増加

に加え、一部の個体で葉身の巻きや重力屈性異常といった地上部形態の異常も観察された 

(図 4-16C, 16E, 16F, 16G; Kitomi et al., 2011a)。したがって、単純に CRL5 遺伝子の発現量に

依存するだけでは実用的な品種の育成を実現することはできないと考えられた。 

サイトカイニンはオーキシンと並び、植物の成長に必須な植物ホルモンとして古くから

しられており、根の形態形成にも深く関与している。サイトカイニンオーキシンとは反対

に根の発生抑制する働きを持っており、シロイヌナズナにおいてサイトカイニンを外生投

与すると側根の発生が阻害され (Laplaze et al., 2007)、サイトカイニンの分解に関与する

cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX) をコードする遺伝子を過剰発現させた形質転換体で

は側根の発生が増加することが報告されている (Werner et al., 2001)。サイトカイニンの生体

内での恒常性は生合成と代謝のバランスによって成り立っている。サイトカイニンの生合

成反応は adenosine phosphate-isopentenyltransferase (IPT)、cytochrome P450 monooxygenase で

ある CYP735A1 および CYP735A2、LONELY GUY (LOG) などの酵素により触媒されている 
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(Kakimoto, 2001; Kurakawa et al., 2007; Takei et al., 2001, 2004)。一方、サイトカイニンの代謝

は不可逆的な脱水素反応による分解、配糖化による可逆的あるいは不可逆的な不活性化な

どが知られている (Hou et al., 2004; Martin et al., 1999a, 1999b, 2001; Schmülling et al., 2003)。

サイトカイニン分解酵素をコードする CKX 遺伝子はサイトカイニンによって誘導され、サ

イトカイニン量を調節するための負のフィードバック制御に関与していると考えられてい

る (Werner et al., 2001)。シロイヌナズナに 7 つ存在する CKX 遺伝子についてはそれぞれの

遺伝子発現部位の組織特異性および遺伝子産物特有の分布パターンが報告されており 

(Werner et al., 2003)、様々な組織ごとでのサイトカイニン量の調節機構が植物の発育に必須

となっていることが示唆される。また、グルコースあるいはキシロースがサイトカイニン

の側鎖の水酸基に結合した配糖体は、貯蔵型サイトカイニンとして機能しているのではな

いかと考えられている。配糖体には O-glucoside 型と N-glucoside 型の 2 種類があり、

O-glucoside 型のみが β-glucosidase により脱グルコシル化され活性型サイトカイニンに戻る

ことができる (Brzobohatý et al., 1993)。 

サイトカイニンが細胞で受容されると、サイトカイニンシグナルが伝達される。シロイ

ヌナズナにおいてサイトカイニンは 3 つの ARABIDOPSIS HISTIDINE KINASE (AHK) 遺伝子

によってコードされるサイトカイニン受容体に結合する (Hwang and Sheen, 2001; Inoue et 

al., 2001)。これらの受容体はリン酸基の転移反応 (His-Asp リン酸リレー) を介して核へと

サイトカイニンシグナルを伝達させ、最終的に 2 種類の ARABIDOPSIS RESPONSE 

REGULATOR (ARR) による転写調節を制御する。核内へと移行したリン酸基は type-B ARR

に転移し、リン酸化された type-B ARR は転写活性化因子として機能して type-A ARR 遺伝子

などの下流遺伝子の転写を活性化する (Mason et al., 2005; Sakai et al., 2001; To et al., 2004)。

type-A ARRは type-B ARRと類似した receiver domainを持ち下流遺伝子の上流配列に結合で

きるが、type-B ARR に備わっている output domain を欠損しているために下流遺伝子の転写

を促進することができず、結果として type-B ARR と競合しサイトカイニンシグナル伝達を

負に制御する (To et al., 2004)。 
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サイトカイニンは根の形態形成において、オーキシンとは拮抗的に働いていることが古

くから知られている。根の発育という点において注目した研究からは、シロイヌナズナの

根端分裂組織でサイトカイニン早期応答性遺伝子の ARR1 (type-B ARR) がオーキシンシグ

ナル伝達を負に制御する SHY2/IAA3 遺伝子を活性化し、PIN1 遺伝子の発現を抑制すること

で根端細胞の分化を促進していることが報告された (Dello Ioio et al., 2008)。これより根端

における細胞分裂と細胞伸長とのバランス、つまり根端メリステムにおける未分化細胞と

分化細胞の境界の制御はオーキシンとサイトカイニンの相互作用によって維持されている

ことが示唆された。イネにおいても、オーキシンおよびサイトカイニンによって発現が促

進される WUSCHEL-related homeobox 遺伝子の WOX11 がサイトカイニンシグナル伝達を負

に制御する OsRR2 遺伝子の発現を直接的に抑制することで冠根発育を促進していることが

報告されている (Zhao et al., 2009)。またサイトカイニンは、根の initiation にも関与してい

るということが近年明らかになってきた。シロイヌナズナの側根発生において外生サイト

カイニンはオーキシン誘導性の PIN 遺伝子の発現を抑制し、オーキシン濃度勾配を撹乱す

ることで側根原基の initiation を阻害する (Laplaze et al., 2007)。胚発生時においては原根層

におけるオーキシンシグナルがサイトカイニンシグナル伝達の負の制御因子である ARR7

遺伝子および ARR15 遺伝子の発現を正に制御することが、根端幹細胞の確立には必須であ

ることが示された (Müller and Sheen, 2008)。 

本章では、CRL5 遺伝子の機能解析および crl5 変異体を用いた網羅的発現解析により、根

の発生数を増加させる能力を持つ CRL5 遺伝子の下流で機能する遺伝子の同定を試みた。こ

れらの解析から、CRL5 遺伝子の下流には冠根形成を抑制するサイトカイニンシグナル伝達

を負に制御する機構が存在していることが判明し、CRL5 遺伝子は冠根形成時におけるオー

キシンシグナルとサイトカイニンシグナルの相互作用を仲介する役割を持つと考えられた。

また、サイトカイニンを不活性化する機構の存在も示唆され、CRL5 遺伝子の下流では徹底

的なサイトカイニン作用の抑制により新たな冠根形成が促進されていると示唆された。 
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材料および方法 

 

植物体の育成 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

オーキシン処理 

 第 4 章 材料および方法を参照。 

 

半定量的 RT-PCR による発現解析 

 第 2 章 材料および方法を参照。95°C 5 分の変性後に 95°C 30 秒・55°C 40 秒・72°C 30 秒

の 3 ステップを OsRR はすべて 35 サイクル、CRL5 は 30 サイクル、Os02g0755900 は 32 サ

イクル、WOX11 は 30 サイクル、ACT1 は 25 サイクル行って 72°C 7 分の伸長反応の後 10°C

で保存した。使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

 

サイトカイニン処理 

 種子を消毒・催芽させた後、CPPU 濃度を 0.001 µM, 0.01 µM, 0.1 µM, 1 µM にふった水あ

るいは Kinetin 濃度を 1 µM, 5 µM, 10 µM にふった水に播種してグロースチャンバー内 

(29.5°C, 連続光) で生育させ、12 日後に冠根数を測定した。 

 

コンストラクトの作製 

ProCRL5:OsRR1 コンストラクトは、ゲノム DNA あるいは cDNA を鋳型に CRL5 遺伝子の

転写開始点より上流 2088 bpとOsRR1 mRNA配列を PCRにより増幅し (2 µl template cDNA, 

1× Prime STAR buffer, 0.2 mM dNTP mix, 0.2 µM Upper primer, 0.2 µM Lower primer, 5% DMSO, 

0.75 U Prime STAR HS DNA polymerase)、XbaI および SmaI あるいは HindIII によって
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pCAMBIA 1300 vector にクローニングすることで作成した。コンストラクトの作製に使用し

たプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

 

形質転換の作製 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

パラフィン包埋試料作製 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

in situ hybridization 

 第 2 章材料および方法を参照。 

 使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

 

トルイジンブルー組織染色 

 第 2 章 材料および方法を参照。 

 

マイクロアレイ解析 

播種後 36 時間のイネの胚盤を含む地上部全体から TRIzol Reagent を用いて total RNA を

抽出し、RNeasy Plant Mini Kit で精製した。この RNA 8.5 µg を用いて GeneChip Rice Genome 

Array (AFFYMETRIX) でマイクロアレイ解析を行った。実験方法はすべて GeneChip 付属の

マニュアル (One-Cycle cDNA Synthesis) に従った。hybridization 後は GeneChip Operating 

Software 1.2 を用いて Prime のプロトコルは PRIME_450、Wash&Stain のプロトコルは

FS450_0001 を採用した。なお、2 回の生物学的反復を行った。 

 Comparison AnalysisのBaselineは野生型 (金南風) とし、候補となる遺伝子はDetection call 

が P (Present) かつ Change call が D (Decrease) で Signal Log Ratio が-0.8 以下 (約< 2-fold 
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down) のものを抽出した。 

 

DNA beads display system 

(1) CRL5 リコンビナントタンパク質の作製 

 CRL5タンパク質の 2つのAP2 domainとその間の保存された領域から成るDNA結合領域

部分を含む領域を PCR にて増幅するとともに両端に EcoRI 認識配列を付加し、EcoRI によ

って pET32-a(+) vector (Novagen) にクローニングして作製した。このコンストラクトを E. 

coli Rosetta-gami2 (DE3) pLysS (Novagen) に形質転換して 37°C・180 rpm で O.D. 600 値が 0.6

になるまで培養し、100 mM IPTG 存在下において 30°C・180 rpm で 16 時間タンパク質を発

現させた。リコンビナントタンパク質発現用コンストラクトの作製に使用したプライマー

の配列は別紙のリストを参照。 

DNA beads display system に用いる場合は、KCl buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM 

KCl, 1 mM EDTA, 1mM DTT) に懸濁して超音波破砕し、4°C・15000 rpm で 10 分遠心した後

の上清を結合反応に使用した。ゲルシフトアッセイに用いる場合は、KCl-EDTA buffer (20 

mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM KCl, 1mM DTT) に懸濁して超音波破砕後、上清を TALON 

Metal Affinity Resin で His-tag 精製し、Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette (Thermo) を用いて 4°C

で一晩透析 (20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 100 mM KCl, 1 mM EDTA, 1mM DTT, 10% glycerol) し

て精製した。 

 

(2) ゲルシフト用プローブの作製 

 まず Nole-Wilson and Krizek (2000) により同定された、ANT タンパク質の DNA 結合領域

部分との相互作用が認められたDNA配列群より選抜した配列にリンカー配列を連結させた

もの (70 mer以下に設定) を鋳型とした。control DNA配列 templateとBS19_Rv primerを95°C

で解離させた後、Klenow fragment を用いて 37°C で 1 時間インキュベート (50 nM control 

DNA 配列 template, 1 µM BS19_Rv primer, 0.25 mM dNTPs, 1× Klenow fragment buffer, 6 U 
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Klenow fragment) して 2 本鎖 DNA を合成した。合成した 2 本鎖 DNA を鋳型に BS19_Fw 

primer および BS19_Rv primer にて PCR 増幅したものを pCRII vector にクローニングした。

このコンストラクトを鋳型に Cy3 修飾した Rv primer を用いて 50 µl 系 (1 µM BS19_Fw 

primer, 1 µM BS19_Rv-Cy3 primer, 0.25 mM dNTPs, 1× Ex Taq buffer, 2.5 U Ex Taq DNA 

polymerase, 2 µl 1/400 希釈 plasmid) で PCR 増幅したものを QIAquick PCR Purification Kit 

(QIAGEN) で精製し、これをプローブとして使用した。プローブの作製に使用したプライ

マーの配列は別紙のリストを参照。 

 

(3) ゲルシフトアッセイ 

 結合反応および電気泳動は Nole-Wilson and Krizek (2000) に従って行った。約 100 ng/µl

濃度のプローブ 1 µl と 0.2 µM あるいは 2 µM に調整した精製 CRL5 リコンビナントタンパ

ク質 9 µl を遮光してローテーターを用いて 25°C で 4 時間結合させた後、5% アクリルアミ

ドゲル (1× TBE) に遮光して 4°C・100 V で 90 分電気泳動した。 

 泳動後のアクリルアミドゲルをラップに挟み、Typhoon 9400 (Amersham Biosciences) を用

いて Cy3 シグナルを検出した。 

 

(4) microbeads-DNA 複合体の作製 

 CRL5遺伝子上流配列を 30 µl系 (1 µM Upper primer, 1 µM Lower primer, 0.2 mM dNTPs, 1× 

KOD FX buffer, 0.6 U FOD FX, 2 µl 1/400希釈 plasmid) で PCRにて増幅し、Target Clone -Plus- 

(TOYOBO) を用いて pTA2 vector (TOYOBO) にクローニングした。このコンストラクトを

鋳型に dual-biotin 修飾した Fw primer と Cy5 修飾した Rv primer を用いて 50 µl 系 (1 µM 

BS19_Fw T8-dual biotin primer, 1 µM BS19_Rv-Cy5 primer, 0.25 mM dNTPs, 1× buffer, 2.5 U 

DNA polymerase, 2 µl 1/400 希釈 plasmid) で PCR 増幅し、100 µl 分の PCR 産物を QIAquick 

PCR Purification Kit で精製したものを microbeads との複合体形成に用いた。500 bp 以上の配

列の増幅には Prime STAR HS DNA polymerase、500 bp 未満の配列の増幅には Ex Taq DNA 
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polymerase を用いた。DNA 配列の作製に使用したプライマーの配列は別紙のリストを参照。 

 Dynabeads M-280 Streptavidin (Invitrogen) 1 µl (6×10
5
 beads) を 1× B&W buffer (5 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 0.5 mM EDTA, 1 M NaCl) で洗浄後、DNA 500 ng を混合した 1× B&W buffer 

50 µl に懸濁し、ローテーターを用いて 25°C で 30 分間結合させた。 

 

(5) 結合反応 

 KCl buffer で洗浄した DNA-microbeades 複合体を超音波破砕上清 10 µl に懸濁し、ローテ

ーターを用いて 25°C で 1 時間結合させた。氷冷した KCl buffer 100 µl で洗浄した後、氷冷

した KCl buffer で 1/100 希釈した Penta-His Alexa Fluor 488 Conjugate (QIAGEN) 20 µl で懸濁

し、さらにローテーターを用いて 25°C で 30 分反応させた。 

 上清を取り除き、氷冷した KCl buffer 500 µl に懸濁した DNA-microbeades 複合体を JSAN

セルソーター (Bay bioscience) にソーティングした。DNA-microbeades 複合体の数をカウン

トすると同時に、検出チャネル FL1 の Alexa Fluor 488 蛍光強度を DNA-タンパク質結合量、

FL5 の Cy5 蛍光強度を microbeads-DNA 結合量として検出した。取得したデータは FlowJo 

(TOMY Digital Biology) を用いて解析した。 
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Primer list 

・半定量的 RT-PCR 

Primer name Sequence 

OsRR1-RT_U 5’-AGGATCAGCAGATGCATGAATG-3’ 

OsRR1-RT_L 5’-GAGACGCTGTAGTCCTTGCTT-3’ 

OsRR2-RT_U 5’-ACGATCTTCTCAAAGCCATCAAG-3’ 

OsRR2-RT_L 5’-TGAGAGGCTTAAGGATGAAATCCT-3’ 

OsRR3-RT_U 5’-AGGGTTCGATCTCCTCAAGAG-3’ 

OsRR3-RT_L 5’-GAATTCTCCGACGACATTAGC-3’ 

OsRR4-RT_U 5’-CTGCATGCCTGGCATGACAG-3’ 

OsRR4-RT_L 5’-GCAGCTGCAATCACTGATGA-3’ 

OsRR5-RT_U 5’-ACCGAATGTGAGCATGATTATCA-3’ 

OsRR5-RT_L 5’-CCTTGACCTTCTTCAGGAGTTCATA-3’ 

OsRR6-RT_U 5’-GTCCCCAACGTCAACATGATC-3’ 

OsRR6-RT_L 5’-CACGTTCTCCGACGACATGAT-3’ 

OsRR7-RT_U 5’-TGCTCAAGAAGATCAAGGAATCG-3’ 

OsRR7-RT_L 5’-GGCACGTTCTCTGACGACATTAT-3’ 

OsRR8-RT_U 5’-TAGAAAGTGTCATGCAAGCA-3’ 

OsRR8-RT_L 5’-GAAAATGTTATTCTCATAGAGC-3’ 

OsRR9-RT_U 5’-GTTGTGATCATGTCATCGGA-3’ 

OsRR9-RT_L 5’-AAGCAGTATCCGTTAACGGA-3’ 

OsRR10-RT_U 5’-CTGCATGCCTGGCATGACAG-3’ 

OsRR10-RT_L 5’-CAAATGACCAGTCAGATGCT-3’ 

OsRR11-RT_U 5’-AGAGGGCCCTGGAACTGCTA-3’ 

OsRR11-RT_L 5’-CTCCGAAACAAACAATGCGT-3’ 

OsRR12-RT_U 5’-TAGAAAGTGTCATGCAAGCA-3’ 

OsRR12-RT_L 5’-ATTGTTTCTTCATCTTGCCA-3’ 

OsRR13-RT_U 5’-TAGAAAGTGTCATGCAAGCA-3’ 

OsRR13-RT_L 5’-ATTCTTTCTTCATCTTGCCA-3’ 

CRL5-RT_U 5’-CCATCGACACGTTCGGTCAGAG-3’ 

CRL5-RT_L 5’-GAGGTCCTTGTTGCCGGAGACT-3’ 

Os02g0755900-RT_U 5’-GACGTCGTCATGGGTTTCTC-3’ 

Os02g0755900-RT_L 5’-CCTTGATCCTCATGTTCCTC-3’ 

WOX11-RT_U 5’-CCAGATGGGCGAGAGCTACT-3’ 

WOX11-RT_U 5’-CGTTGCCATCGATCAATCAA-3’ 
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ACT1-RT_U 5’-GACTACATACAACTCCATCATG-3’ 

ACT1-RT_L 5’-AGCATTTCCTGTGCACAATGG-3’ 

 

・in situ hybridization プローブ作製 

Primer name Sequence 

OsRR1-in situ_U 5’-AACTGCTCGCCGGCGAACAC-3’ 

OsRR1-in situ_L 5’-GCTCTCTGAATGTCACATCG-3’ 

 

・ProCRL5:OsRR1 コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

pCRL5_U-XbaIaa 5’-AATCTAGAGATCATACTTGTAGCCTG-3’ 

pCRL5_U-SmaIaa 5’-TTCCCGGGCGTGCAAACAAACTGAG-3’ 

cOsRR1_U 5’-ATGGAAGGAGGAAGGGGGGT-3’ 

cOsRR1_L+HindIIIaa 5’-TTAAGCTTTCAAGCACACCACAGG-3’ 

 

・CRL5 リコンビナントタンパク質発現用コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

CRL5-BD_U+EcoRIaa 5’-AAGAATTCGACGGTGGCCGCAAG-3’ 

CRL5-BD_L+EcoRIaa 5’-TTGAATTCGTCCTTGGAGGTGGT-3’ 

 

・control DNA 配列 template 

Primer name Sequence 

BS19-nega_80bp 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCAGGTGAAGTGAGAGTAGTAA 

AAGGATGGGTCAGAAGGACGGAAGCGATGACTCCGAGAAT-3’ 

BS11 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCCCAGGCACGCATCCCAAGT 

GAATTCGAAGCGATGACTCCGAGAAT-3’ 

BS15 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCTTGGTGCACATATCCCGATGC 

TTACAGAAGCGATGACTCCGAGAAT-3’ 

BS3 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCAGAATTCACGGTTCCCGAGGG 

CTTTGGAAGCGATGACTCCGAGAAT-3’ 

BS4 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCGAGAGCACAGTTCCCCAGGT 

GAATTGAAGCGATGACTCCGAGAAT-3’ 
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・control DNA 配列コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

BS19_Fw-1 5’-GGTTCGATACTTCAGATAGC-3’ 

BS19_Rv 5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTC-3’ 

 

・ゲルシフト用プローブ作製 

Primer name Sequence 

BS19_Rv-Cy3 5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTC-3’ 

 

・microbeads-DNA 複合体作製 

Primer name Sequence 

BS19_Fw T8-dual biotin 5’-TTTTTTTTGGTTCGATACTTCAGATAGC-3’ 

BS19_Rv-Cy5 5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTC-3’ 

 

・CRL5 下流候補遺伝子上流配列 (2 kbp) コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

1st (LOC_Os04g11120)_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCGAAGTGA 

CTCTCACCTGTGA-3’ 

1st (LOC_Os04g11120)_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGAAGAGC 

CATAGTGACAGAA-3’ 

2nd (Os02g0258800)_U  
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCTCCTCTT 

GTCAAACACACC-3’ 

2nd (Os02g0258800)_L   
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGGCCAATG 

TGGCTTTCTTGC-3’ 

3rd (Os06g0696400)_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCATGCATC 

CCTCCAACCCTT-3’ 

3rd (Os06g0696400)_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGTATCCGA 

CGGGCAAATGCC-3’ 

4th (Os02g0755900)_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCTAGCCAC 

TTGCATCCCTTC-3’ 

4th (Os02g0755900)_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGTGATATG 

GGCGCTGGACAA-3’ 
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5th (Os01g0691300)_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCAGGTTCT 

ACGACGACCTCG-3’ 

5th (Os01g0691300)_L  
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGTGAGATTG 

CGAGTGTGTTA-3’ 

6th (Os03g0315400)_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCTCTCCTGG 

TTGGAATAGTCG-3’ 

6th (Os03g0315400)_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGACTTGGA 

AAGAAAGGACCA-3’ 

 

・CRL5 下流候補遺伝子上流配列 (600 bp) コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

2nd-1_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCACCTTTCA 

GACATGTGGGCT-3’ 

2nd-1_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCACGTGAGA 

GGGAAATCAGGG-3’ 

2nd-2_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCCCTGATT 

TCCCTCTCACGT-3’ 

2nd-2_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGCAACGTT 

TGACCACTCGTC-3’ 

2nd-3_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCGACGAGTG 

GTCAAACGTTGC-3’ 

2nd-3_L  

(2nd (Os02g0258800)_L) 

5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGGCCAATGT 

GGCTTTCTTGC-3’ 

3rd-1_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCAAGGCAGA 

CTATGGGTAGAG-3’ 

3rd-1_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCCTGGATATA 

GACCTAACCCG-3’ 

3rd-2_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCGGGTTAGG 

TCTATATCCAG-3’ 

3rd-2_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGTTCGCCTG 

GTTTGCCCCAT-3’ 

3rd-3_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCATGGGGCAA 

ACCAGGCGAAC-3’ 

3rd-3_L  

(3rd (Os06g0696400)_L) 

5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGTATCCGAC 

GGGCAAATGCC-3’ 
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4th-1_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCGTACAACAT 

GTAAGCCATCG-3’ 

4th-1_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGGTTGCAGA 

TCTGTACATCT-3’ 

4th-2_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCAGATGTACA 

GATCTGCAACC-3’ 

4th-2_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGCATTCATGC 

TGCAGCCCTG-3’ 

4th-3_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCAGGGCTGC 

AGCATGAATGC-3’ 

4th-3_L  

(4th (Os02g0755900)_L) 

5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGTGATATGG 

GCGCTGGACAA-3’ 

 

・CRL5 下流候補遺伝子上流配列 (400 bp) コンストラクト作製 

Primer name Sequence 

2nd_2-A_U (2nd-2_U) 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCCCCTGAT 

TTCCCTCTCACGT-3’ 

2nd_2-A_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCTATTATGG 

GACGGAGGGAGT-3’ 

2nd_2-B_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCTTATGCA 

AGAGCGCTCAATC-3’ 

2nd_2-B_L (2nd-2_L) 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGCAACGTT 

TGACCACTCGTC-3’ 

3rd_3-A_U (3rd-3_U) 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCATGGGGC 

AAACCAGGCGAAC-3’ 

3rd_3-A_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCTGGACGC 

ACGCTGGATCCAG-3’ 

3rd_3-B_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCAGCAAAA 

GCGCCACAAAAGC-3’ 

3rd_3-B_L  

(3rd (Os06g0696400)_L) 

5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGTATCCGA 

CGGGCAAATGCC-3’ 

4th_2-A_U (4th-2_U) 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCAGATGTA 

CAGATCTGCAACC-3’ 

4th_2-A_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCGAGCATC 

CGCAATGGTAAAG-3’ 
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4th_2-B_U 
5’-GGTTCGATACTTCAGATAGCGGCACCC 

ATAATGGTTATCT-3’ 

4th_2-B_L 
5’-ATTCTCGGAGTCATCGCTTCACATCAGC 

GCATGCGCCGAT-3’ 
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結果 

 

CRL5 過剰発現体のカルスはサイトカイニン感受性が低下する 

 イネにおいて形質転換体を作成するにあたり、カルスから地上部を再分化させる必要が

ある。再分化培地には 1 µM の NAA (オーキシン) と 10 µM の kinetin (サイトカイニン) が

含まれている (Hiei et al., 1994)。このホルモン条件下では根の発生はサイトカイニンの作用

によって阻害され、地上部が再分化する (図 5-1A)。ところが CRL5 過剰発現体のカルスか

らは多数の不定根が発生し、その不定根からは側根も発生した (図 5-1B)。したがって、CRL5

過剰発現体ではサイトカイニン感受性が低下していると考えられた。そこで、野生型とCRL5

過剰発現体のカルスを様々な kinetin 濃度の培地に移植し、その形態変化を解析した。野生

型のカルスは低濃度の kinetin (1 µM) を含む培地上では根の再分化のみが誘導され、高濃度

の kinetin (10 µM, 50 µM, 100 µM) を含む培地上では地上部の再分化のみが誘導された (図

5-2)。一方、CRL5 過剰発現体のカルスは低濃度の kinetin を含む培地上では野生型と同様に

根の再分化のみが誘導されたが、野生型では地上部しか再分化しない高濃度の kinetin を含

む培地においてもCRL5過剰発現体のカルスは地上部に加えて根の再分化も誘導された (図

5-2)。 

 さらに、幼苗への影響を調べるため、1-(2-chloro-4-pyridryl)-3-phenylurea (forchlorfenuron, 

CPPU) を幼苗に処理し、冠根数の変化を調べた。CPPU はレタスにおいて、オーキシンに

よって誘導された側根形成を阻害することが報告されている人工のサイトカイニン様物質

である (Zhang and Hasenstein, 1999)。CPPU は活性型サイトカイニンを不可逆的に不活性化

するサイトカイニン酸化酵素を阻害することで、植物組織中で活性型サイトカイニンを集

積させる機能を持つと考えられている (Bilyeu et al., 2001; Laloue and Fox, 1989)。そのため、

CPPU を処理した植物体では内生サイトカイニンレベルの上昇による影響が観察されると

期待された。野生型において CPPU を処理した植物体では冠根および側根の形成が阻害さ



- 143 - 
 

れ、その表現型は CPPU 未処理時の crl5 変異体と非常によく似ていた (図 5-3A, 3B, 3C, 3D, 

3E)。冠根数は CPPU 濃度依存的に減少し、0.01 µM でコントロールに比べ有意に冠根数が

減少した (図 5-3F)。一方、CRL5 過剰発現体においても CPPU 濃度依存的な冠根数の減少が

観察されたが、野生型に比べてその減少は緩やかであった (図 5-3F)。0.1 µM 以上の CPPU

濃度では野生型と CRL5 過剰発現体との間で冠根数に有意な差が認められた (図 5-3F)。同

様の傾向は kinetin を処理した場合にも認められた (図 5-3G)。これらの結果より、CRL5 遺

伝子にはサイトカイニンによる根の発生抑制作用を打ち消すような機能があるのではない

かと示唆された。 

 

CRL5 遺伝子によるサイトカイニンシグナル伝達の抑制機構 

 シロイヌナズナにおいてサイトカイニンはまず、細胞膜上に存在する 3 つのサイトカイ

ニン受容体である AHK に結合する (Hwang and Sheen, 2001; Inoue et al., 2001; To and Kieber, 

2008)。サイトカイニンと結合した受容体は二成分制御系 (His-Asp リン酸リレー) を活性化

し核へと伝達され、type-A と type-B の 2 種類の ARR が活性化される (Mason et al., 2005; To 

et al., 2004)。type-B ARR はサイトカイニンシグナル伝達を正に制御する因子であるのに対

し (Sakai et al., 2001; To and Kieber, 2008)、反対に type-A ARR はサイトカイニンシグナルを

負に制御する因子として機能していることが報告されている (To et al., 2004; To and Kieber, 

2008)。CRL5 過剰発現体の冠根形成に関して CPPU 感受性が低下していたことから、type-A 

RR に注目して解析を進めた。イネには 13 個の type-A RR (OsRR) が存在しており、これら

はシロイヌナズナの type-A ARR と同様にサイトカイニンシグナル伝達を負に制御する機能

を持っていると考えられている (Ito and Kurata, 2006; Jain et al., 2006b)。これら全ての OsRR

遺伝子に関して野生型、crl5 変異体、CRL5 過剰発現体における発現レベルを半定量的

RT-PCR によって解析し比較した。サイトカイニンシグナルは冠根形成を抑制するため、も

し CRL5 遺伝子の下流で冠根形成に関与している OsRR 遺伝子があるとすれば、その OsRR

遺伝子の発現レベルは野生型での発現レベルと比較して CRL5 過剰発現体では上昇、crl5 変
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異体では低下していると想定される。結果、13個のOsRR遺伝子のうち、OsRR1およびOsRR2

遺伝子の発現が野生型と比較して CRL5 過剰発現体で上昇し、反対に crl5 変異体で低下して

いた (図 5-4)。 

 そこで、その傾向がより顕著であった OsRR1 遺伝子の発現を冠根の initiation 部位におい

て in situ hybridization 法により解析した。野生型において OsRR1 遺伝子は基部茎葉節全体で

弱く発現が認められ、その中でも特に辺周部維管束環に接する柔細胞で環状に発現してい

た (図 5-5)。この OsRR1 遺伝子の発現パターンは CRL5 遺伝子の発現パターンと同様であり 

(図 4-11C_β, 4-12)、これら 2 つの遺伝子の発現部位は冠根の initiation 部位において一致して

いることが判明した。さらに、crl5 変異体背景において CRL5 プロモーター制御下で OsRR1

遺伝子を過剰発現させた形質転換体 (ProCRL5:OsRR1/crl5) を作成し、その表現型を解析し

た。結果、ProCRL5:OsRR1/crl5 は基部茎葉節において OsRR1 遺伝子が過剰発現しているこ

とが確認され、これらの形質転換体では相補ライン (ProCRL5:CRL5/crl5) に比較すると少な

いものの、ベクターコントロールの crl5 変異体 (empty vector/crl5) に比べて有意に冠根数が

増加していた (図 5-6A, 6B)。したがってこれらの結果より、OsRR1 遺伝子は CRL5 遺伝子

の下流において冠根形成に関与すると考えられた (図 5-6C)。 

 

冠根形成に関与する CRL5 下流因子のさらなる探索 

 CRL5 過剰発現体を用いた CRL5 遺伝子の機能解析から、オーキシンとサイトカイニンの

相互作用による冠根形成機構が明らかになった。しかし、ProCRL5:OsRR1/crl5 の冠根数は

empty vector/crl5 に比べて有意に増加したが、ProCRL5:CRL5/crl5 の冠根数に比べると有意に

少なく、その相補は部分的であった (図 5-6A, 6B)。したがって、OsRR1 遺伝子が関与する

経路以外にも、CRL5 遺伝子の下流には冠根の発生に重要な経路があると考えられた。そこ

で、網羅的遺伝子発現解析により野生型に比べて crl5 変異体の基部茎葉節において発現が

1/2 以下に低下している遺伝子を探索し、さらにその中から、crl1 変異体の基部茎葉節では

発現が低下していないものを選抜することで CRL5 遺伝子の下流で冠根数の増加に関与す
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る因子の探索を試みた。CRL1/ARL1 遺伝子は過剰発現させても冠根数を増加させることが

できないため、CRL1/ARL1 遺伝子下流で機能するものの冠根数増加には関与しないと考え

られる遺伝子を除くことで、より確実に CRL5 遺伝子の下流で冠根数増加に関与する遺伝子

を見出すことができると考えた。 

 冠根原基の initiation 時における遺伝子挙動に特化して解析するためには、冠根形成部位

を原基の initiation が進行するまさにそのタイミングでサンプリングする必要がある。イネ

の冠根形成部位である基部茎葉節は葉原基の分化に伴い順次形成されていくが、栄養生長

期の間はほとんど伸長しない。茎頂分裂組織で止葉原基が分化し終わり生殖生長期へ移行

する頃、上から 5 つ目の節の基部に分裂組織が形成され、その上部域において著しい節間

伸長が起こる。しかしそれ以下の節では節間伸長が起こらず、上部 5 節を伸長茎部と呼ぶ

のに対し、上位 6 節以降は不伸長茎部と呼ばれる。そして、生殖生長期にはほぼ冠根原基

の形成は終了している。したがって冠根原基形成時の基部茎葉節は様々な生育ステージの

原基が密集している状態となっており、initiation が起こっている部分だけをサンプリングす

るのは非常に困難である。冠根原基はまず、最も下位にある鞘葉節で形成される (Rebouillat 

et al., 2009)。そこで播種後 36 時間の野生型の鞘葉節のパラフィン横断切片を作成して観察

したところ、2 ~ 3 個の冠根原基の initiation が起こり原基形成のための分裂が始まった段階

であることが判明した (図 5-7A)。鞘葉節は最初に冠根原基が発生する節であるため、この

段階よりもステージの進んだ冠根原基は存在しない。よってこの播種後 36 時間をサンプリ

ングのタイミングとした。なお、同じ段階の crl1 変異体では全く冠根原基が形成されてい

なかった (図 5-7B)。crl5 変異体も基本的には冠根原基は形成されておらず、形成されてい

たとしても野生型より少なく 1 個だけであった (図 5-7C, 7D)。抽出した RNA を用いてマイ

クロアレイ解析を行った結果、野生型と比べて crl5 変異体で発現が 1/2 以下に低下していた

66 遺伝子から crl1 変異体においても発現が 1/2 以下に低下していた 24 遺伝子を除いた 42

遺伝子を、冠根数増加に関与する CRL5 下流候補遺伝子として見出した (図 5-7E, 表 5-1)。 
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CRL5 直下候補遺伝子の選抜 

次に、これら 42個の候補遺伝子の上流配列とCRL5タンパク質との相互作用をDNA beads 

display system 法を用いて解析することにより、CRL5 タンパク質に発現を直接制御されてい

る遺伝子の選抜を試みた。DNA beads display system 法とは、microbeads に DNA 配列を付加

し、microbeads-DNA 複合体とタグを付加した CRL5 タンパク質とを反応させ、そこにタグ

認識蛍光抗体を処理し、fluorescence-activated cell sorter (FACS, 細胞自動解析-分離装置) で

microbeads-DNA 複合体の数とその蛍光強度を検出することにより DNA-タンパク質相互作

用を解析する手法である (Kojima et al., 2010)。つまり、蛍光強度の強い microbeads-DNA 複

合体が得られる上流配列を持つ遺伝子が CRL5 直下で機能する遺伝子であると考えられ、加

えて本手法を用いることで DNA-タンパク質間の結合強度を定量化することが可能となる。

解析には、CRL5 タンパク質の 2 つの AP2 domain とその間の保存された領域から成る DNA

結合領域部分とその C末端にHis-tagを付加したものを大腸菌内で発現させたリコンビナン

トタンパク質を用いた。CRL5 リコンビナントタンパク質との相互作用を指標となるコント

ロール DNA 配列は、Nole-Wilson and Krizek (2000) により同定された、ANT タンパク質の

DNA 結合領域部分との相互作用が認められた DNA 配列群より選抜した配列にリンカー配

列を連結させたものを用いた。実際にこれらの配列と CRL5 リコンビナントタンパク質との

in vitro における相互作用を確認し、相互作用が認められなかった配列 (BS19) を negative 

control、強い相互作用を示した配列 (BS4) を positive control とした (図 5-8A)。これらを

FACS 解析に供試すると、positive control では no template および negative control に比べてピ

ークがより蛍光強度の高い右側にシフトし、有意な蛍光強度ピークの差を確認することが

できた (図 5-8B, 8C)。 

本手法を用いて、42 個の CRL5 下流候補遺伝子の上流 2 kbp の DNA 配列と CRL5 リコン

ビナントタンパク質との相互作用を解析した結果、3 つの候補遺伝子において positive 

control と同様な蛍光強度ピークのシフトが認められた (図 5-9)。さらに、これら 3 つの CRL5

直下候補遺伝子上流配列と CRL5 リコンビナントタンパク質との結合領域を、それぞれ約
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400 bp に狭めることができた (図 5-10)。3 つの CRL5 直下候補遺伝子はそれぞれ、expressed 

protein をコードする Os02g0258800、xyloglucan endotransglucosylase/hydrase (XTH) をコード

する Os06g0696400、cytokinin-O-glucosyltransferase をコードする Os02g0755900 であった (図

5-10)。XTH は細胞壁マトリックス多糖であるキシログルカン分子のつなぎ変え反応または

切断反応を触媒し、細胞壁の構築や再編過程で中心的な役割を担う酵素タンパク質である 

(Nishitani and Tominaga, 1992)。イネの細胞壁はキシログルカン含量が低いにも関わらず

OsXTH 遺伝子はキシログルカン含量の多い細胞壁を持つシロイヌナズナの XTH 遺伝子数 

(33 個) と同程度の 29 個存在し、イネにおいてもキシログルカン代謝の重要性が示唆されて

いる (Yokoyama et al., 2004)。cytokinin-O-glucosyltransferase は配糖化により活性型サイトカ

イニンを可逆的に不活性化させる酵素タンパク質である (Martin et al., 1999a)。zeatin 

O-glucosytransferase をコードする ZOG1 遺伝子をトウモロコシで過剰発現させた形質転換

体では、側根数の増加が観察されている (Pineda Rodo et al., 2008)。そこで Os02g0755900 の

外生オーキシンに対する発現変化を調べた。CRL5 遺伝子はオーキシンによって発現が誘導

されるため (図 4-13E)、Os02g0755900がCRL5の標的であるとすればOs02g0755900もCRL5

遺伝子と同様の発現パターンを示すと推測された。その結果、Os02g0755900 はオーキシン

によって発現が誘導され、しかも CRL5 遺伝子よりも少し遅れて発現誘導がかかることが判

明した (図 4-13E)。 
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考察 

 

 第5章では、第4章においてその過剰発現により根の増加をもたらすことが判明したCRL5

遺伝子の下流因子の探索を試みた。 

 

冠根形成におけるオーキシンシグナルとサイトカイニンシグナルの相互作用 

 シロイヌナズナにおいて、サイトカイニンは PIN 遺伝子の発現抑制を介してオーキシン

によって誘導される細胞運命の再決定を阻害することにより、側根の initiation を抑制して

いる (Laplaze et al., 2007)。また、胚発生時の幼根形成においては、オーキシンシグナルが

サイトカイニンシグナル伝達の負の制御因子である ARR7 遺伝子および ARR15 遺伝子の発

現を誘導している (Müller and Sheen, 2008)。このとき、ARF が ARR7 遺伝子および ARR15

遺伝子の上流配列内の TGTC motif に結合することにより、初期胚の原根層において根端幹

細胞確立のためサイトカイニンシグナルを負に制御することが報告されている (Müller and 

Sheen, 2008)。 

イネにおいてサイトカイニンシグナル伝達を負に制御する 13 個の OsRR 遺伝子のうち 

(Ito and Kurata, 2006; Jain et al., 2006b)、その中でもCRL5過剰発現体において発現が上昇し、

かつ crl5変異体で発現が低下していたものはOsRR1およびOsRR2の2つであった (図5-4)。

イネとシロイヌナズナおよびトウモロコシの type-A RR で分子系統樹を作成するとこれら 2

つの OsRR は ZmRR7 と共に、シロイヌナズナの ARR が含まれないクレードに属すること

が報告されている (Ito and Kurata, 2006)。このうち、OsRR2 遺伝子はイネの冠根発育に関与

していることが報告されている (Zhao et al., 2009)。したがって、このクレードに属する

OsRR1 遺伝子および OsRR2 遺伝子は、シロイヌナズナでは通常作られない冠根 (不定根) 

形成に特に重要な役割を果たしているのではないかと推測される。その OsRR1 遺伝子の冠

根の initiation部位における発現とCRL5遺伝子の発現は重なっており (図4-11C_β, 4-12, 5-5)、
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また CRL5 プロモーター制御下で OsRR1 遺伝子を発現させることで crl5 変異体の冠根数減

少を相補することができた (図 5-6A, 6B)。したがって、オーキシンシグナルによりその発

現が誘導される CRL5 遺伝子の下流でサイトカイニンシグナリングを負に制御する OsRR1

遺伝子が機能していることが明らかになり、CRL5 遺伝子が冠根形成時におけるオーキシン

シグナルとサイトカイニンシグナルの相互作用を仲介する役割を持つことが判明した (図

5-6C)。 

これまで植物の器官形成におけるオーキシンとサイトカイニンとの相互作用については、

上述のように様々な報告がなされてきた。しかし、CRL5 遺伝子と同等な役割を持つ因子、

つまり ARF と type-A RR との相互作用を仲介する因子は報告されていない。実際に、シロ

イヌナズナにおける側根の initiation 時には、サイトカイニンは PIN 遺伝子の発現抑制を介

したオーキシン濃度勾配の撹乱によって、オーキシンにより誘導される細胞運命の再決定

を阻害する (Laplaze et al., 2007)。またトウモロコシにおける葉の initiation 時には、トウモ

ロコシの type-A RR である ABERRANT PHYLLOTAXY1 (ABPH1) 遺伝子 (ZmRR3 in Ito and 

Kurata, 2006) の発現がサイトカイニンによって誘導され、ABPH1 遺伝子を介した ZmPIN1a

遺伝子の発現制御が示されている (Giulini et al., 2004; Lee et al., 2009)。これらの報告はサイ

トカイニンによる PIN 遺伝子の発現制御、すなわちオーキシン極性輸送制御を介したサイ

トカイニンとオーキシンの相互作用の例である。一方、シロイヌナズナの茎頂分裂組織に

おいて、MP/ARF5 による ARR7 遺伝子および ARR15 遺伝子の直接的な発現抑制が、

WUSCHEL (WUS) と CLAVATA3 (CLV3) による幹細胞維持機構に関与していることが報告さ

れている (Zhao et al., 2010)。また胚発生時の幼根形成においても、AuxRE を介してオーキ

シンシグナルが ARR7 遺伝子および ARR15 遺伝子の発現を直接誘導し、初期胚の原根層に

おける根端幹細胞の確立に関与している (Müller and Sheen, 2008)。これらの報告は ARF タ

ンパク質が直接 type-A RR 遺伝子の発現を制御することによる、オーキシンとサイトカイニ

ンの相互作用の例である。本研究においては、CRL5 遺伝子が冠根形成時におけるオーキシ

ンシグナルとサイトカイニンシグナルの相互作用を仲介することが新たに判明した  (図
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5-6C)。CRL5 遺伝子はシロイヌナズナでは通常作られない冠根 (不定根) 形成特異的な制御

機能を持つこと、またどの植物種でも見出されていなかった新たな根系形成制御遺伝子で

あることから、このような新たなオーキシンとサイトカイニンの相互作用が見出されたも

のと推測される。 

 

冠根原基の発育段階特異的なサイトカイニンシグナルの役割 

 イネの根の形態形成においては、その発達段階が明瞭に分類されている (Coudert et al., 

2010; Itoh et al., 2005; Zhao et al., 2009)。大まかには、根の形態形成の最も初期段階の原基誘

導段階である initiation、原基を構成する細胞が活発に分裂・増殖して原基の秩序だった構造

を作っていく段階である development、内部組織から分化した原基が外側の組織を突き破っ

て出現し伸長していく段階である growth の 3 段階に分けられ、それぞれの発育段階によっ

て異なる遺伝子発現が報告されている (Itoh et al., 2005)。 

 イネにおいて近年、WOX11 遺伝子が冠根形成を正に制御していることが報告された 

(Zhao et al., 2009)。WOX11 遺伝子はオーキシンおよびサイトカイニンによってその発現が促

進され、またサイトカイニンシグナル伝達を負に制御する OsRR2 遺伝子の発現を直接的に

抑制し、その結果として冠根原基の発達時における細胞増殖を制御していることが示され

ている (Zhao et al., 2009)。これは、冠根原基の initiation 時において CRL5 遺伝子が OsRR1

遺伝子の発現を促進することと相反する遺伝制御である。これら 2 つの遺伝子の冠根形成

時における発現パターンを比較してみたところ、WOX11 遺伝子の発現は冠根原基の発育後

期で主に観察され (Zhao et al., 2009)、initiation の段階で既に発現が認められる CRL5 遺伝子

とは異なる発現パターンを示すことがわかった (図 4-11C_β, 4-12)。加えて、crl5 変異体お

よび CRL5 過剰発現体の基部茎葉節における WOX11 遺伝子の発現レベルを野生型における

発現レベルと比較してみたところ、crl5 変異体および CRL5 過剰発現体における WOX11 遺

伝子の発現は野生型と比べて変化がなく、したがって WOX11 遺伝子の発現は CRL5 遺伝子

によって制御されていないことが判明した (図 5-12)。これらの結果より、CRL5 遺伝子と
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WOX11 遺伝子は OsRR 遺伝子の発現を制御することで冠根形成を促進する点は共通である

が、CRL5 遺伝子は冠根原基の initiation 時に機能するが WOX11 遺伝子は冠根原基の

development 時に機能するという点、および CRL5 遺伝子はサイトカイニンシグナルを抑制

するがWOX11遺伝子はサイトカイニンシグナルを促進するという点が異なることが明らか

になった。それと同時に、冠根の initiation にはサイトカイニンシグナルを負に制御するこ

とが、一方で冠根の development にはサイトカイニンシグナルを正に制御することが重要で

あることも併せて判明した。 

 

CRL5 直下候補遺伝子の冠根形成への関与 

 本章では、CRL5 遺伝子の機能解析を通した CRL5 遺伝子下流因子の探索の他に、マイク

ロアレイおよび DNA beads display system を用いた CRL5 直下候補遺伝子の探索を試みた。

その結果、マイクロアレイ解析から 42個のCRL5下流候補遺伝子を選抜し、その中からDNA 

beads display system 解析により 3 個の CRL5 直下候補遺伝子を見出した (図 5-9)。さらに、

これら 3個のCRL5直下候補遺伝子上流配列と CRL5リコンビナントタンパク質との結合領

域を、それぞれ約 400 bp に狭めることができた (図 5-10)。約 400 bp の結合領域内には

Nole-Wilson and Krizek (2000) によって同定された ANT タンパク質の結合コンセンサス配

列とよく似た配列は見出せなかった。また、Nole-Wilson and Krizek (2000) ではゲルシフト

アッセイによって調べられた ANT タンパク質と DNA 配列群の一部との相互作用強度が 3

段階 (>90%, 40-60%, <10%) で示されているが、この値は CRL5 リコンビナントタンパク質

と DNA 配列群との相互作用強度とは一致しなかった (図 5-13)。これらの結果から、CRL5

の結合コンセンサス配列はANTの結合コンセンサス配列とはあまり似ていないと考えられ

た。ここからも、イネの CRL5 とシロイヌナズナの ANT との間の差異が示唆される。 

 3 個の CRL5 直下候補遺伝子のうちの 1 つである Os06g0696400 は、細胞壁マトリックス

多糖であるキシログルカン分子のつなぎ変え反応または切断反応を触媒する酵素である

XTH をコードしていた (Fry et al., 1992; Nishitani and Tominaga, 1992)。29 個存在する OsXTH
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のうち、この Os06g0696400 は OsXTH11/OsXTR2 をコードしていた (Yokoyama et al., 2004; 

Uozu et al., 2000)。OsXTH11 遺伝子は、根特異的に発現する 4 つの AtXTH 遺伝子 (AtXTH17, 

AtXTH18, AtXTH19, AtXTH20) と相同性が高いことが判明している (Yokoyama et al., 2004; 

Vissenberg et al., 2005)。これらのうち、AtXTH19 はオーキシンによってその発現が誘導され

ることが示されている (Vissenberg et al., 2005)。また、OsXTH11 遺伝子と最も相同性の高い

OsXTH10遺伝子は側根の initiationに関与する遺伝子群 (cluster I in Takehisa et al., 2012) に含

まれ、かつOsIAA13依存的な側根形成経路で機能している可能性が示唆されており (Kitomi 

et al., submitted; Takehisa et al., 2012)、これらの XTH 遺伝子群は根の形成に関与すると考えら

れる。したがって、Os06g0696400 がコードする OsXTH11 もオーキシンによって発現が誘導

される CRL5 遺伝子の下流で冠根の initiation に関与している可能性が高いと推測される。 

また、CRL5 直下候補遺伝子の Os02g0755900 は、配糖化によりサイトカイニンを可逆的

に不活性化させる酵素である cytokinin-O-glucosyltransferase をコードしていた (Martin et al., 

1999a)。上述のようにサイトカイニンは側根形成を阻害するため、側根原基が形成される内

鞘細胞においてはサイトカイニンシグナル強度の低下が認められ、また側根原基において

はサイトカイニン分解酵素をコードする CKX 遺伝子が発現していることが報告されている 

(Mähönen et al., 2006; Werner et al., 2003)。これらの結果より、原基形成には活性型サイトカ

イニンが減少することが重要であると示唆され、実際にシロイヌナズナにおいて AtCKX1 を

側根形成部位である内鞘細胞で異所的に発現させると側根数が増加する  (Laplaze et al., 

2007)。ところが、zeatin O-glucosytransferase をコードする ZOG1 遺伝子をトウモロコシで過

剰発現させた形質転換体においてサイトカイニン欠乏時と同様の表現型が現れることが報

告されているものの (Pineda Rodo et al., 2008)、cytokinin-O-glucosyltransferase はその変異体

が見つかっていないため、その機能については不明な点が多く存在している。Os02g0755900

はオーキシン処理によってその発現が誘導され、しかも CRL5 遺伝子の発現誘導よりも少し

遅れて発現誘導がかかることが判明した (図 5-11)。今後は、本遺伝子産物の配糖化活性能

の有無、冠根形成部位における発現パターンおよび crl5変異体背景での相補性検定を行い、
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実際に CRL5 遺伝子の下流でサイトカイニンの不活性化が誘導され、それが冠根形成に関与

しているのかどうかについて検証する必要がある。仮に Os02g0755900 がコードする

cytokinin-O-glucosyltransferase が CRL5 遺伝子の直下で機能しているとすれば、CRL5 遺伝子

の下流では OsRR1 遺伝子によるサイトカイニンシグナル伝達の打ち消しだけでなく、活性

型サイトカイニン自体を不活性化させる、つまり徹底的にサイトカイニン作用を抑制する

ことで新たな冠根形成を促進していると想定される (図 5-14)。 
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表 5-1.  crl5 変異体において野生型と比較して発現量が 1/2 以下に低下していた遺伝子  
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図 5-1. 再分化培地上における CRL5 過剰発現体  

A: 空ベクター (pAct::nos/Hm3) を導入したカルス。(Bar = 5 mm) 

B: ProACT:CRL5 を導入したカルス。(Bar = 5 mm) 

再分化培地には 1 µM NAA および 10 µM kinetin が含まれている。  
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図 5-2. 異なるサイトカイニン濃度下での CRL5 過剰発現カルスの再分化の様子  

 全ての培地には器官誘導のため、1 µM NAA が含まれている。  
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図 5-3. CPPU 処理あるいは kinetin 処理による冠根数の変化  

A: CPPU 未処理の野生型。(Bar = 1 cm)  

B: 1 µM CPPU 処理時の野生型。(Bar = 1 cm) 

C: CPPU 未処理の crl5 変異体。(Bar = 1 cm) 

D: CPPU 未処理の CRL5 過剰発現体。(Bar = 1 cm) 

E: 1 µM CPPU 処理時の CRL5 過剰発現。(Bar = 1 cm)  

F: CPPU 処理による冠根数の変化。*および**は同じ濃度の 

CPPU 処理時の野生型における冠根数と比較して 5%あるいは 

1%レベルで有意差があることを示す。  

G: kinetin 処理による冠根数の変化。   
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図 5-4.半定量的 RT-PCR による OsRR 遺伝子群の発現量の比較  
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図 5-5. in situ hybridization による OsRR1 遺伝子の発現パターンの解析  

A: 7 日齢の野生型の冠根の initiation 部位における OsRR1 遺伝子の発現。 

(Bar = 200 µm)  

B: OsRR1 sense probe によるコントロール。(Bar = 200 µm) 

赤矢頭は辺周部維管束環を示す。  
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図 5-6. OsRR1 遺伝子による crl5 変異体の相補  

A: 空ベクター (pCAMBIA) を導入した crl5 変異体 (empty vector/crl5, 左)、ProCRL5:OsRR1

を導入した crl5 変異体 (ProCRL5:OsRR1/crl5, 中央)、CRL5 遺伝子全長配列を含む DNA 断

片を導入した crl5変異体 (ProCRL5:CRL5/crl5, 右) におけるOsRR1遺伝子およびCRL5遺伝

子の発現量と、2 ヵ月齢の形質転換体。(Bar = 1 cm)  

B: empty vector/crl5、ProCRL5:OsRR1/crl5、ProCRL5:CRL5/crl5 における分げつあたりの冠根

数の比較。*および**は empty vector/crl5 との間に 5%あるいは 1%の有意差があることを示

す。  

C: CRL5 遺伝子によるサイトカイニンシグナル伝達の抑制と冠根の initiation。   
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図 5-7.  マイクロアレイ解析に用いた植物体の横断切片および crl 変異体において発現

量が 1/2 以下に低下していた遺伝子  

A: 播種後 36 時間の野生型における鞘葉節の横断切片 赤矢頭は冠根原基を示す。  

B: 播種後 36 時間の crl1 変異体における鞘葉節の横断切片。  

C: 播種後 36 時間の crl5 変異体における鞘葉節の横断切片。(冠根原基がないもの)。  

D: 播種後 36 時間の crl5 変異体における鞘葉節の横断切片 (冠根原基が 1 つあるもの)。赤

矢頭は冠根原基を示す。  

E: 変異体において野生型と比較して発現量が 1/2 以下に低下していた遺伝子。  
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図 5-8. CRL5 リコンビナントタンパク質と DNA 配列との相互作用  

A: CRL5 リコンビナントタンパク質と相互作用が認められなかった DNA 配列 (BS19) と、

強い相互作用が認められた DNA 配列 (BS4) を用いたゲルシフトアッセイ。 タンパク質投

入量はそれぞれ、0 mol (-), 0.02 nmol (+), 0.2 nmol (++)。 

B: CRL5 リコンビナントタンパク質と相互作用が認められなかった DNA 配列 (BS19) と、

強い相互作用が認められた DNA 配列 (BS4) を用いた、DNA beads display system より得ら

れた Alexa Fluor 488 の蛍光強度。  

C: 各処理区におけるDNA beads display systemの結果。縦軸がDNA-microbeads複合体の数、

横軸が Alexa Fluor 488 の蛍光強度を示す。  

 

  



- 163 - 
 

 

図 5-9. CRL5下流候補遺伝子の上流 2 kbpと CRL5リコンビナントタンパク質との結合  

A: DNA beads display system による、CRL5 リコンビナントタンパク質と CRL5 下流候補遺伝

子の上流 2 kbp の結合量 (Alexa Fluor 488 の蛍光強度) の比較。  

B: 6つのCRL5下流候補遺伝子の上流 2 kbpを用いたDNA beads display systemより得られた

Alexa Fluor 488 の蛍光強度。   
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図 5-10. CRL5 直下候補遺伝子上流配列における CRL5 タンパク質の結合候補領域  

 CRL5 リコンビナントタンパク質との相互作用が認められた 3つの CRL5 直下候補遺伝子 

(Os02g025880, Os06g0696400, Os02g0755900) の上流配列においてそれぞれ、CRL5 タンパク

質結合候補領域 を赤線で示すように約 400 bp の範囲に絞り込むことができた。  
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図 5-11. Os02g0755900 の外生オーキシンによる発現誘導  

 

  



- 166 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-12.半定量的 RT-PCR による WOX11 遺伝子の発現量の比較  
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図 5-13. control DNA配列とANTリコンビナントタンパク質およびCRL5リコンビナン

トタンパク質との相互作用強度の違い  

タンパク質投入量はそれぞれ、0 mol (-), 0.02 nmol (+), 0.2 nmol (++)。 
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図 5-14. CRL5遺伝子の徹底的なサイトカイニン作用の抑制による冠根の initiation促進

機構  

 オーキシンによって発現を誘導される CRL5 遺伝子の下流では、OsRR1 遺伝子によるサイ

トカイニンシグナル伝達の抑制に加え、配糖化によるサイトカイニンの不活性化が行われ

ていると想定された。  
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総合考察 

 

 本研究では、それぞれ特徴が異なったイネの根の発生に関する突然変異体を用い、イネ

における根系形成を制御する分子機構のさらなる解明を試みた。その結果、冠根の initiation

と側根の initiation の両方を制御する遺伝子として CRL4、側根の initiation を特異的に制御す

る遺伝子として OsIAA13、冠根の initiation を特異的に制御する遺伝子として CRL5 を見出し

た。CRL4 遺伝子がオーキシンを冠根および側根形成領域へ局所的に輸送することにより、

initiation 領域でのオーキシンシグナル伝達が進行する。これにより側根の initiation 部位にお

いて OsIAA13 遺伝子および CRL1/ARL1 遺伝子の発現が上昇し、また冠根の initiation 部位に

おいては CRL1/ARL1 遺伝子および CRL5 遺伝子の発現が上昇する。その結果、最終的に側

根あるいは冠根原基形成の誘導が起こる。その際、CRL5 遺伝子は冠根原基の誘導を負に制

御するサイトカイニンシグナル伝達の進行を抑制していると考えられる (図 6-1)。今まで形

態の異なるイネの冠根と側根の発生に関しては、これら両方を共通に制御する CRL1/ARL1

遺伝子しか報告されていなかったが、本研究により冠根と側根の形成には CRL1/ARL1 遺伝

子による制御以外にも側根・冠根共通の制御機構が存在し、またそれぞれに特異的な制御

機構も存在することが明らかとなった。特に CRL5 遺伝子は今までどの植物種においても報

告されていなかった根系形成制御因子であり、この CRL5 遺伝子による根系形成経路は既知

のものとは別の新たな根系形成経路であることが判明した。さらに CRL5 遺伝子による冠根

の initiation はオーキシンシグナルとサイトカイニンシグナルの相互作用によって制御され

ており、その相互作用を CRL5 遺伝子が仲介することを本研究において新たに見出した。イ

ネはシロイヌナズナでは通常作られない冠根を作り出すため、シロイヌナズナでは根の形

成に関与しない遺伝子である CRL5 遺伝子に根を形成する上で重要な機能を付与し、これが

イネとシロイヌナズナの根系形態の違いを生む一因となったのではないかと推測される。 

 灌漑施設が整っておらず水ストレスが問題となっている栽培環境下では根を発達させす
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ぎるとかえって収量を減少させてしまう恐れがある。したがってこの場合は根系をただ発

達させるのではなく、冠根を少なくして地下部への同化産物配分を抑え、その分、水分吸

収の大部分を担う側根を増加させたような根系が理想的であると考えられる。ところが、

これまでにイネの冠根形成と側根形成をそれぞれ特異的に支配している遺伝子は報告され

ていなかったため、冠根数を減少させることと側根数を増加させることを両立することは

困難であると考えられていた。これに関して本研究では、OsIAA13 遺伝子が側根の initiation

を特異的に、CRL5 遺伝子が冠根の initiation を特異的に制御することを明らかにした。

Osiaa13 変異体では地上部形質に目立った異常が認められないため、OsIAA13 遺伝子は育種

上非常に有用な遺伝子であるといえる。イネの側根数のみを増加させるためには、側根形

成特異的な OsIAA13 依存的なオーキシンシグナル伝達を側根形成部位において強めること

が必要であると考えられる。したがってこの場合は、分解されやすい OsIAA13 タンパク質

をコードする OsIAA13 遺伝子を過剰発現させるのではなく、平常状態でもオーキシンシグ

ナルが伝達されるようにOsIAA13タンパク質が有するARFの転写活性能抑制機能を欠損さ

せることが有効な手段であるだろう。今後、OsIAA13 機能欠損型突然変異体を同定すること

ができれば、その糸口が見いだせる可能性があると推測される。また、本研究においては

OsIAA13 遺伝子下流で機能する側根の initiation に関与する遺伝子の探索も行い、その候補

遺伝子を複数見出した。これらの候補遺伝子のうち、側根の initiation にのみ特化した遺伝

子を利用することでも側根のみを増加させたイネの作出が可能となると期待できる。一方、

crl5変異体はOsiaa13変異体とは異なり稔性低下などの地上部形質に異常が観察されるため、

crl5 変異体そのものを冠根を減少させる育種に利用することは困難である (図 4-3)。CRL5

遺伝子下流で機能している遺伝子の中には地上部形態形成関連遺伝子と冠根の initiation 特

異的な遺伝子があると考えられるため、その中でも冠根の initiation に機能が特化した遺伝

子を探索し、その遺伝子の突然変異体を利用することがこの問題を打開するために有効な

手段であると考えられる。それに関して本研究では CRL5 遺伝子下流因子の探索を行い、そ

の候補遺伝子を複数見出すことができた。今後これらの候補遺伝子の変異体を探索し、そ
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の変異体が地上部形質に異常を示すことなく、冠根数のみが減少しているかどうかを確認

する必要があるだろう。 

 一方、現在の多収化を目標としたイネ品種の育成においては、地上部を大きくしバイオ

マス生産を増加させるような改良が進められており、その巨大化する地上部へ十分な水分

を供給するためには冠根および側根を増加させることが必要であると考えられる。これま

で根の発生には、AS2/LOB ドメインタンパク質をコードする遺伝子群が重要であることが

様々な植物種で報告されていた (Inukai et al., 2005; Okushima et al., 2007; Taramino et al., 

2007)。しかし、これらの遺伝子群の過剰発現体では根の発生数の増加が認められず、育種

に利用可能な有用遺伝子の発見が切望されていた。これに関して、CRL1/ARL1 遺伝子と同

様に冠根形成および側根形成の両方を制御する CRL4 遺伝子は解析の結果、オーキシン極性

輸送に関与する Arf-GEF をコードすることが判明した。ところがオーキシン極性輸送はあ

らゆるオーキシン反応の基盤となるため、CRL4 遺伝子を育種に利用することは困難である

と予想された。一方、CRL5 過剰発現体では冠根数および側根数が増加することが判明した

ため (Fig. S4)、根の発生量を増やす上で CRL5 遺伝子は非常に有用であることが明らかとな

った。ところが CRL5 過剰発現個体では冠根数および側根数の増加に加え、一部の個体で葉

身の巻きや重力屈性異常といった地上部形態の異常も観察された。CRL5 遺伝子はシロイヌ

ナズナで最も相同性の高い ANT 遺伝子と同様に地上部組織の発育にも関与していると考え

られるため、CRL5 遺伝子をそのまま過剰発現させるだけでは実用的な品種とはならない。

それを打開する策としてまず、CRL5 遺伝子を冠根および側根の initiation 部位でのみ過剰発

現させることが挙げられる。冠根形成部位および側根形成部位特異的に発現する遺伝子の

プロモーター制御下で CRL5 遺伝子を発現させれば、地上部形態に異常が現れることなく冠

根数および側根数だけが増加したイネを作出することができると予想される。また、CRL5

遺伝子下流で冠根の initiation に機能が特化した遺伝子を探索し、その遺伝子を利用するこ

とも有効な手段であると考えられる。それに関して本研究では CRL5 遺伝子下流因子の探索

を行い、その候補遺伝子を複数見出すことができた。今後これらの候補遺伝子の過剰発現
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体を作成してその表現型を観察することで、これらの候補遺伝子が冠根の initiation 特異的

に機能する遺伝子がどうかを判断することが必要であるだろう。 

以上のように、イネにおいて根の形成に関与する遺伝子の突然変異体を用いた研究によ

って、イネの根系形成を制御する分子機構が徐々に明らかになってきた。本研究で材料と

した 3 つの突然変異体は全て根の initiation が阻害されるタイプの変異体であるが、initiation

は起こるもののその後の原基の発育維持ができないために根の数が減少する変異体につい

ても解析が進められている。crl3 変異体および crl7 変異体では原基の発育に異常が認められ、

crl3 変異体では発育途中ですでに細胞が液胞化し、crl7 変異体は発育途中で細胞分裂が阻害

されることが原因で冠根原基の発育を維持できなくなる (図 6-2; Kitomi et al., 2008b; 木富

と犬飼, 2011)。これに対して、crl2 変異体および crl6 変異体では原基形成過程には異常は認

められないが、その後の原基の伸長が阻害される (図 6-2; Inukai et al., 2001; 木富と犬飼, 

2011; Yamamoto et al., 2010)。これらの解析から得られる知見によって原基の initiation から

development、さらに growth に至るまで、根の形成制御機構の総合的な理解が深まるものと

期待される。 

ところで研究を進めていく中で、冠根の initiation が阻害される crl 変異体では冠根や側根

の発生に異常が生じるにも関わらず、幼根 (種子根) は正常に発生することがわかった。根

は大きく、胚発生中に形成される embryonic root と胚発生後に形成される post-embryonic root

に分類される。イネにおいて embryonic root は幼根、冠根と側根が post-embryonic root であ

り、このうち特に幼根はイネの初期成長期に養水分吸収を一定に引き受ける重要な器官で

ある。イネの幼根が欠失する突然変異体も同定されており、radicleless1 (ral1) および ral2

変異体が報告されている (Hong et al., 1995; Scarpella et al., 2003)。crl5 変異体では野生型に

比べて冠根数が著しく減少するが、幼根は正常に形成される (図 6-3A, 2B)。冠根数および

側根数が減少する crl1 変異体においても、幼根は正常に形成される (Inukai et al., 2005)。一

方、ral1 変異体では幼根が形成されないが冠根数は減少しない (図 6-3C; Hong et al., 1995; 

Scarpella et al., 2003)。したがって、イネにおいて embryonic root の発生と post-embryonic root
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の発生は独立に制御されていると考えられる。それを支持するさらなる証拠として ral1 crl1

および ral1 crl5 二重変異体は幼根と冠根の両方を欠失するという相加的な表現型を示す 

(図 6-3D; Inukai et al., 1998; Kitomi et al., 2011b)。このようにイネの幼根にも特異的な発生制

御機構が存在することが明らかとなった。今後、幼根の発生機構も明らかにすることがで

きれば、冠根および側根と併せてイネの根の包括的な発生機構の解明を実現できると考え

られる。このようなイネの根系形成に関わるより多くの遺伝情報を掴むことは分子機構の

解明にも貢献するだけではなく、そこから得られる新たな知見は根系形態改良へ向けた品

種育成へ有用な情報として提供できると期待できる。 
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図 6-1. オーキシンシグナル伝達および CRL 遺伝子群によるイネの根系形成機構  

 CRL4 遺伝子がオーキシンを冠根および側根形成領域へ局所的に輸送することにより、

initiation 領域でのオーキシンシグナル伝達が進行する。これにより側根の initiation 部位にお

いて OsIAA13 遺伝子および CRL1 遺伝子の発現が上昇し、また冠根の initiation 部位におい

ては CRL1 遺伝子および CRL5 遺伝子の発現が上昇する。その結果、最終的に側根あるいは

冠根原基形成の誘導が起こる。その際、CRL5 遺伝子は冠根原基の誘導を負に制御するサイ

トカイニンシグナル伝達の進行を抑制していると考えられる。  
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図 6-2. 根の initiation は起こるものの、その後の原基の発育維持ができないために根の

数が減少する突然変異体  

  crl3 変異体および crl7 変異体では原基の発育に異常が認められ、crl3 変異体では発育途

中ですでに細胞が液胞化し、crl7 変異体は発育途中で細胞分裂が阻害されることが原因で冠

根原基の発育を維持できなくなる。crl2 変異体および crl6 変異体では原基形成過程には異常

は認められないが、その後の原基の伸長が阻害される。矢印は冠根原基を示す。  
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図 6-3. イネの幼根と冠根の発生に関わる突然変異体  

A: 7 日齢の野生型。(Bar = 1 cm) 

B: 7 日齢の crl5 変異体。(Bar = 1 cm)  

C: 7 日齢の ral1 変異体。(Bar = 1 cm) 

D: 7 日齢の ral1 crl5 二重変異体。(Bar = 1 cm) 

アスタリスクは冠根、矢頭は幼根 (種子根) を示す。  
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