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1.　はじめに

イネは，世界の主要穀物の一種であり，生産の安定化と増

収のため，様々な研究がなされてきた．近年，ゲノム解析が

著しく進展したことから，単子葉植物のモデルとして扱われ

るようになり，農学はもちろん，植物生理学，分子生物学，

生物情報学などの分野で研究が進んでいる 1）．

筆者らは，イネ種子形成機構の解明を目指して，分子生物

学的手法と細胞生物学的手法を組み合わせた基盤的な研究を

進めている．得られた研究成果については，イネの育成者や

栽培者へ，品質の良い米の生産に役立つよう情報提供してき

た．本稿では，これまでのイネ種子の電子顕微鏡観察におい

て困難だった点を改良することにより，最近，新しい電子顕

微鏡観察画像を得ることに成功したので，電子顕微鏡を使用

する研究者や，植物種子を材料とする研究者に対し，その結

果を紹介したい．

2. 米（イネ完熟種子）の顕微鏡観察における問題点とその

解決

米とは，植物であるイネの完熟種子から籾を外したもの（玄

米）を指しており，主に胚乳組織と胚芽から構成されている．

ところが米（イネ完熟種子）は，登熟過程後期に脱水が進み，

水分含量が低下することで硬くてもろい組織となり，顕微鏡

用の薄切片の作製が著しく困難な組織であった．最近，著者

らは骨などの硬い組織の薄切片の作製に有効な凍結フィルム

法 2）を改良し，イネの完熟種子を材料に薄切片を作製し，蛍

光抗体法を用いて米粒中のタンパク質分布を解析する手法 3）

を開発した．イネ完熟種子より，凍結フィルム法を用いて米

の縦断面の薄切片を調製し光学顕微鏡で観察したところ，完

熟種子試料は，中心部から外周部まで組織の脱離がほとんど

見られず，デンプン性胚乳組織（白米に相当する部分）が大

部分を占めるが，その外周部にアリューロン層，種皮，果皮

が取り巻く構造をしていた．また，胚乳組織の端には，次世

代幼植物となる胚芽が観察された（図 1）．
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図 1　完熟種子縦断面（凍結フィルム切片）

イネ（日本晴）種子の籾を除去した玄米部分を凍結フィルム法

で縦断面の切片を作製し，組織染色せずに明視野像として光学

顕微鏡（BX51；オリンパス）で観察した．デンプン性胚乳組

織は，黒く観察され，その周囲を薄く外皮（アリューロン層，

種皮，果皮など）が覆っている．また，左端上方には，胚芽が

観察される．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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3.　イネ完熟種子胚乳内の細胞内小器官の電子顕微鏡観察

上記で記載した様に，これまではイネ完熟種子を材料に用

いて透過型電子顕微鏡（TEM）観察用の超薄切片を調製す

ることは極めて難しかった．そのため，通常イネ種子の

TEM 観察を行う際は，水分を多く含む登熟過程前半（開花

後 1 日目～ 14 日目）の種子が用いられてきた．しかし，水

田や空調設備の無いガラス温室による栽培では，登熟過程の

種子サンプルを得るためには限定された期間しか採取出来

ず，採取したサンプルは超低温庫で凍結保存するか，直ぐに

樹脂包埋しておく必要があった．著者らは，多くの研究者か

ら各地域で栽培している多様な品種のイネ種子について

TEM 観察を依頼されることが多かったが，登熟過程前半の

保存状態の良い種子を得にくいなどの問題があり，実施例は

少なかった．そのため，完熟種子を材料にした TEM 用試料

調製法の開発要求が高まっていた．また，炊飯米や加工食品

として利用されている米は全て完熟種子であることから，米

品質や加工特性との関連性を調べる上で完熟種子の解析を行

うことが求められていた．そこで，著者らは完熟種子の全体

像を観察する際に確立した凍結フィルム法を改良し，TEM

観察に使える超薄切片の作製方法を検討した．完熟種子は脱

水が進んでおり，樹脂の浸透性が悪かったことから，先に減

圧状態でリン酸バッファーを完熟米に浸透させてから包埋剤

処理することで，厚さ 500 nm 以下の樹脂切片の作製が可能

になった 4）．本方法を用いて，完熟種子中に含まれる細胞内

小器官を組織別に TEM により観察を行った結果を示す．胚

乳組織は，重複受精により生じた胚乳母細胞から分化したア

リューロン層とデンプン性胚乳から構成され，それぞれ異な

る貯蔵物質を蓄積する細胞内小器官を有している．

アリューロン層には，貯蔵脂質を蓄積するオイルボディ

（図 2（a））とアリューロン顆粒（図 2（b））が存在する．ア

リューロン顆粒は，フィチン酸（ミネラルを吸着する機能が

図 2　完熟種子中の貯蔵オルガネラの形態

イネ（日本晴）種子の籾を除去した玄米を用い，筆者らが改良した TEM 観察用の超薄切片を作製し，透過型電子顕微鏡

（JEM-1220，日本電子）で観察した．完熟種子のアリューロン層中に存在するオイルボディ（a）とアリューロン顆粒（b）を

上のパネルに示した．オイルボディは小型の顆粒が多数存在し，アリューロン顆粒の内部には，フィチングロボイド（白色），

マトリックス（黒色）が観察された．デンプン性胚乳組織中に存在するデンプン粒（c）とプロラミンが蓄積する PB-I（d），
グルテリンや aグロブリンが蓄積する PB-II（e）を下のパネルに示した．イネ種子のデンプン粒は，小型のデンプン粒が集

合した複粒構造を取ることが特徴である．PB-I（d）には年輪状の模様が観察されるが，内部に蓄積するプロラミンの分子種

が複数あることと関連性があると考えられる．PB-II（e）は，グルテリンと aグロブリンがブロック状に異なって集合してい

ることが明らかになっている．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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あり，TEM の試料調製時に脱離する場合が多い）とグロブ

リン（デンプン性胚乳の a グロブリンとは種類が異なる）

の貯蔵部位である 5）．

一方，デンプン性胚乳には米の主要成分を蓄積する貯蔵オ

ルガネラが存在する．我々のエネルギー源であるデンプンを

蓄積するデンプン粒（図 2（c）），貯蔵タンパク質を蓄積する

2 種類プロテインボディが存在する．2 種類のプロテインボ

ディが存在するのは，穀類中においてイネ種子の特徴となっ

ている．難消化性であるプロラミンを蓄積する I 型プロテイ

ンボディ（PB-I）（図 2（d））と，栄養源となるグルテリンお

よび a-グロブリンを蓄積する II 型プロテインボディ（PB-II）

（図 2（e））が存在する 6）．

4.　登熟過程におけるイネ種子胚乳組織の発達

イネ種子は，籾や種皮，果皮などの親の組織と，重複受精に

よって発生・分化する胚芽，胚乳などの子の組織から構成さ

れている．ここでは，米として利用する胚乳組織に焦点を絞

り，その形成過程について TEM 観察像を通して紹介したい．

イネの受精と開花は，ほぼ同時に行われることから，受精

後の日数を開花後日数（Days after flowering; DAF）で表す場

合が多い．イネ種子の形成過程について，受粉後の子房の外

観および胚乳組織を中心に経時的に TEM で観察した．子房

は開花後 7 日目までは縦方向に伸長し，その後貯蔵物質の蓄

積に伴い，横方向へ肥大する．開花後20日目以降は脱水が進

み，開花後 30 日目には完熟種子となる．ここでは，開花後

5 日目～35 日目（完熟種子）の子房の外観を実体顕微鏡像で

示した（図 3（a））．また，TEM 観察により，同じ時期の胚

乳組織についてアリューロン層（電顕写真の上方）および隣

接するデンプン性胚乳組織（電顕写真の下方）について，経

時的な細胞内部のオルガネラの形態を示した（図 3（b）–（f））．
アリューロン層（TEM 像の上方側の細胞層）については，

開花後 5 日目において細胞質と巨大な液胞が観察されるが，

貯蔵物質の明確な蓄積は認められない（図 3（b））．開花後 8

日目になると巨大な液胞は消失し，脂質を蓄積するリピッド

ボディが細胞内を埋めつつあるのが観察される（図 3（c））．
さらに開花後 11 日目になると，リピッドボディの他に，フィ

チン酸やグロブリンが蓄積するアリューロン顆粒の形成が観

察される（図 3（d））．その後，アリューロン層は発達が停止

し，細胞質の面積が減り，オルガネラの蓄積が目立つように

なる（図 3（e）–（f））．
一方，デンプン性胚乳は，デンプン粒とプロテインボディ

が発達する．開花後 5 日目においては，細胞の中心に巨大な

核があり，その周囲に液胞が発達している（図 3（b））．開花

後 8 日目になると巨大な核や液胞は縮小し始め，細胞質には

デンプン粒が複粒構造を作りながら発達しているのが観察さ

れる（図 3（c））．さらに開花後 11 日目になると，核は更に

縮小し，大きく発達したデンプン粒の間に，グルテリン，a

グロブリンを蓄積する PB-II が発達する．この時期には，プ

ロラミンを蓄積する PB-I はまだ小型である．開花後 14 日目

には，核は見つからなくなり，大型に発達したデンプン粒の

隙間を PB-I, PB-II が埋め尽くすようになる（図 3（d））．完

熟種子では，更に大型化したデンプン粒と PB-I, PB-II が観

察され，貯蔵物質の蓄積は開花後 14 日目以降も継続してい

ることが明らかになった（図 3（f））．
イネ種子では，貯蔵物質が合成・蓄積された後，開花後

20 日目以降に胚乳組織では中心部から外周部へ脱水が進む

ことが明らかになっている．その際，デンプン性胚乳組織に

存在していたミネラル成分がアリューロン層に含まれるフィ

チン酸（アリューロン顆粒）に取り込まれる．この過程でデ

ンプン性胚乳は細胞死を起こし死滅するが，アリューロン層

は発芽まで休眠状態に入る．デンプン性胚乳では，脱水に伴

う水分含量が低下することと，デンプン粒とプロテインボ

ディが細胞質から隔離されることで，貯蔵中の分解を防いで

いると考えられる．

5.　登熟過程におけるイネ種子胚芽の発達

イネ種子形成期には，次世代のイネとなる幼植物体として

胚芽が形成される（図 4（a））．これまで，登熟過程の胚芽の

TEM 観察像が掲載された例は少なかった．そこで，本稿に

開花後 14 日目の胚芽の観察像を示した．胚芽には，胚乳組

織のアリューロン層と類似した機能を持つ胚盤が発達する．

胚盤は，発芽時に貯蔵物質を分解・利用するための分解酵素

（アミラーゼやプロテアーゼなど）を生成する組織であり，

オイルボディとアリューロン顆粒を蓄積している（図 4（b））．
一方，胚芽の中心部分には，幼植物体となる子葉，幼根など

が形成される（図 4（c）–（d））．これらの組織は，胚乳組織と

同様に脱水し，発芽の時期まで休眠状態になる．

イネに施肥されたリンのほとんどは種子へ蓄積され，その

多くはリン酸化合物であるフィチン酸として存在する．フィ

チン酸は，アリューロン顆粒のフィチングロボイドに蓄積さ

れることが知られている（図 2（b），図 4（b））．フィチン酸は，

ミオ－イノシトール 1 リン酸を出発物質として，連続的にリ

ン酸化を受けて合成され，最終的にはミオ－イノシトール 6

リン酸エステルとして蓄積される
5）．フィチン酸は，登熟過

程の後期になると，ミネラル成分（カリウム，マグネシウム，

など）を吸着する役割を担っている 7）．アリューロン顆粒が

アリューロン層と胚盤に多く存在するため，カリウム，マグ

ネシウム，リンなどの成分が精白米よりも玄米に多く存在す

る理由となる．また，アリューロン顆粒には，デンプン性胚

乳組織とは異なる貯蔵タンパク質として，アルブミンやグロ

ブリンが蓄積する 8）．アリューロン層内部で合成されたアル

ブミン，グロブリンは，アリューロン顆粒内のマトリックス

部位に蓄積する．これらは，TEM観察により，電子密度の違

いから区別される（図 2（b））．しかしながら，アリューロ

ン顆粒の形成機構の詳細は不明な点が多く，細胞生物学的ア

プローチと共に，分子生物学的アプローチによる解析が待た

れる．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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6.　おわりに

本稿では，米（イネ種子）の電子顕微鏡観察について，こ

れまで困難だった完熟種子の TEM 用切片作製方法による細

胞内貯蔵オルガネラの詳細な観察，開花後の経時的な胚乳組

織の形成過程の観察，これまでに観察例が少ない胚芽におけ

る細胞内小器官（顆粒）の観察などについて，最近の知見を

交えながら紹介した．以前はサンプル調製が困難だからと敬

遠されてきた米（完熟種子）のTEM観察が身近なものとなり，

ようやく様々なイネ品種の細胞内構造の違いが明らかになり

つつある．また，本方法は他の穀類種子（コムギ，トウモロ

コシ，ソルガム，など）にも適用可能であることが判ってい

る．今後，それらの観察結果から，品種による炊飯米の食味

の違い，各種の穀類加工食品に対しても，その処理方法への

波及効果などが出てくるものと予想される．

イネ種子においては，デンプン粒の複粒化，アリューロン

顆粒の形成機構などについて，未だに不明な点が多く，今後

の課題として残されている．最近，米をエネルギー源とだけ

見なすのではなく，デンプンやタンパク質の機能性，微量

有用成分の活用などに着目した研究について，電子顕微鏡

観察以外の様々なアプローチによる解析が行われている．

近い将来，電子顕微鏡観察がそれら米成分の有効利用に関す

図 3　イネ種子登熟過程における顕微鏡観察像

デンプン性胚乳組織の発達過程を透過型電子顕微鏡により観察を行った．種子の外観が判るように実体顕微鏡でそれぞれのス

テージの種子を示した（a）．登熟過程の経時変化は開花後日数（Days after flowering; DAF）で示した．5 DAF（b），8 DAF（b），
11 DAF（c），14 DAF（d）と完熟種子に相当する 35 DAF（f）の観察結果を示した．それぞれの TEM 画像の上側はアリュー

ロン層を，下側はデンプン性胚乳を示している．ステージが進むにつれ，アリューロン層では，オイルボディとアリューロン

顆粒が発達する状態が，デンプン性胚乳では，デンプン粒とタンパク質顆粒が発達する様子が観察された．

【著作権者：社団法人 日本顕微鏡学会】
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る研究と結びつき，米の利用に関する開発が尚一層進むこと

を期待したい．
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図 4　登熟過程のイネ胚芽の観察像

開花後 14 日目の胚芽を透過型電子顕微鏡で観察した．各組織の位置が判るように，広い視野で観察した光学顕微鏡像を示した（a）．貯

蔵組織の機能を持つ胚盤には，オイルボディとアリューロン顆粒が観察された（b）．次世代イネの子葉に相当する部分には，規則正しく

並んだ細胞が観察された（c）．組織の境界部分では，形態が異なる細胞が観察された（d）．
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