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研究成果の概要（和文）：複数の組織特異的プロモーターとオートファジー可視化マーカーを併用することによ
り、イネの葯の発達ステージ全体を通したタペート細胞におけるオートファジーの活性評価系を確立した。葯に
おけるホルモン成分の網羅的分析の結果、イネオートファジー欠損株では、花粉成熟に必須な植物ホルモンであ
るジベレリン(GA)の低下が観察され、葯のGA制御におけるオートファジーの重要性を明らかにした。併せて、タ
ペート細胞のプログラム細胞死(PCD)誘導過程をモデルに、EAT1転写因子を中心とした転写ネットワークによ
る、活性酸素シグナルとオートファジー制御の可能性を示し、新たな植物PCD制御モデルの可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：We established an in vivo imaging system to analyze the dynamics of 
autophagic flux in rice tapetum cells by expressing a marker of autophagosomes (GFP-ATG8) under the 
control of multiple tapetum-specific promoters, and revealed the dynamics of autophagy during pollen
 maturation. We comprehensively analyzed the effect of autophagy disruption on phytohormone contents
 in rice anthers at the flowering stage, and found that endogenous levels of active-forms of 
gibberellins (GAs) were significantly lower in the autophagy-defective mutant than in the wild type,
 indicating that autophagy affects metabolism and endogenous levels of GAs in rice anthers. We also 
suggested the possible involvement of reactive oxygen species (ROS)-mediated signaling and the EAT1 
transcriptional network in the regulation of autophagy and the proper timing of tapetal programmed 
cell death during anther development.

研究分野： 植物栄養生理学
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは、真核生物が普遍的に備え
ている細胞内の大規模分解システムであり、
シロイヌナズナの研究より、オートファジー
が、栄養飢餓や老化、塩や酸化ストレス等の
非生物的ストレス、そして病害応答を含めた
多様な生理現象で誘導され、ストレス適応に
関与することが判明している。一方、酵母、
線虫、ショウジョウバエやマウス等の多様な
モデル生物等と異なり、発生・生殖・変態・
分化に伴う組織再編性への植物オートファ
ジーの直接的な影響は不明であった。 
 イネ出穂期冷害の主原因は、代謝能低下に
伴う花粉発達不全であり、出穂しても受精に
至らず、稔性が著しく低下する。これまでの
形態学的な解析や、掛け合わせにより冷害に
強い品種が作出されて来たが、冷害の詳しい
発生メカニズムは不明な部分が多い。また、
冷温を含めた温度障害は世界各地で発生し
ており、近年の異常気象と併せて、早急な対
応が求められている。 
 代表者の研究により、イネの花粉成熟過程
において葯タペート細胞においてオートフ
ァジーが誘導され、イネオートファジー欠損
株(Osatg7-1)の解析から、プログラム細胞死
(PCD)により消失するタペート細胞の残存も
確認され、タペート細胞分解を介した花粉へ
の栄養供給・葯開裂過程におけるオートファ
ジーの重要性が示唆されている。しかしなが
ら、現状ではタペート細胞の PCD 進行過程に
おけるオートファジーの生理的役割、及び制
御機構は未解明であった。 
 
２．研究の目的 
(１) イネ出穂期の冷温を含めた温度スト
レスにおけるオートファジーの生理機能に
着目し、タペート時期特異的オートファジー
制御の基盤技術の確立と、オートファジー制
御によるイネの温度障害緩和の検証。 
 
(２) 植物プログラム細胞死(PCD)の代表で
あるタペート層分解をモデルに、組織再編成
におけるPCDとオートファジー機構の関連性
を検証。併せて、動物や酵母に比べて圧倒的
に遅れている、植物オートファジーの制御機
構の解明。 
 
３．研究の方法 
(１) オートファジー機能が全て欠損して
いる Osatg7-1 を利用し、タペート細胞を中
心とした葯におけるホルモン等のオミクス
解析により、オートファジーの生理機能を多
面的に検証 
 
(２) 人為的なオートファジー制御の基盤
技術確立のため、タペート細胞の時期特異的
発現プロモーターの選定・改変、形質転換イ
ネの作出およびストレス耐性評価。 
 
(３)  タペート分解制御の中心と想定され

ている bHLH 型転写因子変異体(eat1)を利用
し、タペート細胞内のPCD進行過程における、
EAT1 を核とする転写ネットワークを介した
オートファジー誘導能の検証や、転写ネット
ワークによるオートファジー活性制御の検
証。 
 
４．研究成果 
(１) イネのタペート細胞におけるオート
ファジー制御基盤技術に関して、オートファ
ジー可視化マーカー(GFP-ATG8a)を Osg6B や
CYP を含めた複数のタペート特異的プロモー
ター制御下で発現させることにより、イネ葯
の発達ステージ全体を通したタペート細胞
におけるオートファジー活性の評価が可能
になった。 

 図１：イネタペート細胞内のオートファジ
ーの生理機能(論文①より引用) 
 
葯におけるホルモン成分の網羅的分析の

結果、Osatg7-1では、花粉成熟に必須な植物
ホルモンであるジベレリン(GA)の低下が観
察された。GA の低下は、GA 1や GA4の活性化
型だけではなく、前駆体となる GA12をおいて
も観察された。そこで、Osatg7-1における花
粉発達不良の原因として GA 含量の低下を想
定し、活性型 GA 添加による花粉成熟能の回
復検定を行った結果、澱粉蓄積は野生型程度
に回復し、発芽能も部分的に相補された。一
方、葯の開裂不全への影響は見られなかった。
今後は、GA 生合成経路における葉緑体の関与
を含め、イネオートファジーの葯発達過程に
おける生理的役割の解析を進める予定であ
る。 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2：GA による花粉成熟能の回復 
 



(２) タペート細胞の時期特異的オートフ
ァジー制御によるイネの冷温障害緩和の検
証に関して、当初の想定よりも計画が遅れて
しまった。オートファジー活性化は、植物で
唯一実績のある mTOR キナーゼ(mTOR)の発現
抑制に依存している。しかしながら、植物
mTOR は生活環に必須な因子であり、シロイヌ
ナズナ欠損株は致死性を示す。更に mTOR は
オートファジー以外にも飢餓やアミノ酸ス
トレスを含め、多様な情報伝達に関与するこ
とから、mTOR の長期的な発現抑制は、発生／
生長への影響が懸念される。実際、イネの
mTOR の恒常的発現抑制株を作出したところ、
カルスからの再分化過程で大部分致死とな
った。そのため、mTOR 抑制をタペート細胞に
限定することにより、植物全体への二次影響
の排除を想定しているが、タペート自身への
影響は不明であった。そこで、本研究成果か
ら得られた、複数のタペート特異的プロモー
ター制御下で mTOR を抑制させたイネ形質転
換株を作出した。形質転換株では、稔性を含
め、植物全体への二次影響は、可視的な範囲
では観察されていない。現在、作出した形質
転換イネを用いて、冷温を含めた温度ストレ
スに対する耐性評価を進めている。今後サン
プルが大量に準備出来次第、研究を継続し、
温度ストレス応答過程におけるオートファ
ジー機構の役割を、ホルモン・脂質・糖代謝
を含め多角的に解析を進める予定である。 
 
(３) タペート細胞をモデルとしたオート
ファジーと転写ネットワークによるPCD相互
関連性の検証に関しては、予想以上の進展が
見られた。過去の遺伝学的解析から、『イネ
のタペート細胞分解は、bHLH 型転写因子
EAT1(ETERNAL TAPETUM 1)を中心とした転写
ネットワーク制御』であることが判明してい
る。一方、近年 PCD 誘導における活性酸素種
(ROS)生成の重要性も明らかにされつつある
が、そのタペート内における生理的機能は不
明な部分が多い。 
 そこで本研究では、植物 PCD モデルの 1つ
であるタペート細胞分解を端緒に、PCD 誘導
における、①EAT1 を中心とした転写ネットワ
ーク、②ROS 生成／分解、③オートファジー
誘導の 3者の相互関連性を検証し、タペート
細胞における転写ネットワークを介した
ROS-オートファジー制御機構の解明を進め、
花粉成熟におけるオートファジーの生理的
意義の解明を進めた。eat1変異体による電子
顕微鏡やROS染色を中心としたイメージング
解析の結果、EAT1 がタペート細胞内のオート
ファジーの制御、および葯内の ROS 生成の制
御に関与している可能性が示唆された。併せ
て、葯特異的発現誘導を示す ROS 生成酵素の
ゲノム編集による遺伝子欠損変異イネを用
い、生殖過程を中心とした表現型解析を行っ
た。その結果、ROS 生成酵素欠損イネでは、
Osatg7-1と同様に、花粉形成不良に伴う、シ
ビアな雄性不稔形質を示すことが判明した。

今後は、ROS 生成酵素欠損による、オートフ
ァジー動態への影響を含め、タペート細胞内
の PCD 進行過程における、EAT1 を核とする転
写ネットワークを介したオートファジー誘
導やROS産生制御機構の解明を進める予定で
ある。 
 タペート細胞におけるオートファジー制
御機構の解明は、人為的なオートファジー制
御手法開発への重要な基礎的知見となるだ
けでなく、将来的な農業上重要な花粉成熟・
稔性制御技術の基盤になり得るだけでなく、
導管やイネ科根の通気組織、発芽時のアリュ
ーロン層消失を含め、植物の多様な PCD 制御
過程の基礎的知見となり、植物学分野におけ
る学術的価値も極めて高いと期待される。 
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