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研究成果の概要（和文）：温帯ジャポニカ品種とペルーの品種Jamaicaの間で見られるイネ雑種弱勢は２つの原因遺伝
子HWC1とHWC2の相互作用によって生じる．本研究課題の研究によってHWC1はホモ複合体を形成して転写調節の抑制因子
として機能しており，雑種弱勢の原因となるアミノ酸置換はHWC1ホモ複合体形成の親和力を弱め，HWC1の抑制機能を阻
害していることを示唆する結果が得られた．この結果からHWC1の抑制機能の欠損が雑種弱勢の引き金となる可能性が示
された．

研究成果の概要（英文）：Interaction between HWC1 and HWC2 causes a hybrid weakness which is observed in 
the cross between a Peruvian rice cultivar "Jamaica" and most of temperate-japonica rice cultivars. In 
this study, we showed that a nucleotide substitution in HWC1 causing an amino-acid substitution and the 
hybrid weakness reduce the affinity between HWC1 gene products and induce loss of function that repress a 
CaMV 35S promoter driven reporter gene.

研究分野：植物育種学

キーワード： 雑種弱勢　生殖隔離　遠縁交雑
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様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９，Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)  正常な両親間から得られた雑種が成
育不良を生じる現象は雑種致死や雑種
弱勢として知られており，複数の遺伝子
座のエピスタシスによって生じる．これ
らの遺伝子の出現は「1 組の生殖隔離遺
伝子は，当初別々の集団で淘汰を受けな
い中立な遺伝子として生じる」という
Dobzhansky・Muller モデル（1939～1942）
(以降 DM モデルと略す)によって説明さ
れている．Xiphophorus 属の魚類やショ
ウジョウバエ，シロイヌナズナにおいて
は原因遺伝子が単離されており，中でも
キイロショウジョウバエとオナジショ
ウジョウバエの間における，Lhr と Hmr
については両方の遺伝子産物が直接結
合することが示され，DM モデルが分子レ
ベルで確認されている．植物においては
シロイヌナズナで NB-LRR 遺伝子が雑種
ネクロシスの原因遺伝子として単離さ
れ，植物における雑種致死の多くは植物
の免疫応答反応が原因で生じているの
ではないかというモデルが提唱された．
しかし片方の原因遺伝子が不明である
など弱勢を生じるメカニズムについて
の詳細は明らかになっていなかった． 
(2)  イネでは温帯japonicaとペルーの品
種 Jamaica の間で雑種弱勢が生じる．こ
れは雑種弱勢原因遺伝子 HWC1 と HWC2 の
相互作用によることが知られており，私
達はポジショナルクローニングクロー
ニングによりこれらの原因遺伝子の単
離を行った．その結果，HWC1 はシロイヌ
ナズナ LEUNIG やキンギョソウ STYLOSA
などと同祖的な WD40 ドメインを持つタ
ンパク質をコードしており，コリプレッ
サーとして知られる Groucho/Tup1 遺伝
子ファミリーに属する．Jamaica の HWC1
対立遺伝子 Hwc1-1 は WD40 ドメインにア
ミノ酸置換を生じる 1 塩基置換を持ち，
この変異が HWC1 における弱勢誘導の原
因であった．一方，HWC2 は病害抵抗性遺
伝子の１タイプとして知られている
NB-LRR 遺伝子をコードしていた．HWC2
が NB-LRR遺伝子であったことから，HWC1
と HWC2 が相互作用し，過敏感反応と同
様の反応が生じ，その結果として雑種弱
勢が生じていると考えられ，発現解析，
細胞死の検出，酸化ストレスの検出，フ
ァイトアレキシンの検出，病原菌接種試
験の結果はこの考えを支持するもので
あった． 
(3)  HWC1とHWC2の相互作用を明らかにす
るため酵母ツーハイブリッド法を試み
たが2つのタンパク質が直接結合すると
いう証拠は得られなかった．一方，35S
プロモーターに連結したJamiacaと日本
晴の HWC1 対立遺伝子 cDNAそれぞれを
蛍光タンパク質 mVenus と共に一過性発
現し，蛍光を指標として免疫応答によっ

て生じる細胞死の検出を試みた．ところ
が，予想に反し弱勢を起こさない日本晴
対立遺伝子の方で蛍光を発する細胞数
が著しく減少した．そのため，正常な植
物では HWC1 が HWC2 の発現を抑制してい
るが，機能欠損型の HWC1 の存在により
正常な HWC1 の働きも阻害され，HWC2 の
発現を抑制できなくなり過敏感反応が
起こり，雑種弱勢が生じているという
HWC1 による HWC2 抑制モデルが考案され
た． 
 
２．研究の目的 
(1)  本研究課題はイネ雑種弱勢原因遺伝
子 HWC1 と HWC2 の相互作用の実体を明ら
かにすることによって NB-LRR を通した
イネの免疫発現機構の一端を明らかに
し，抵抗性育種や遠縁交雑の不親和性打
破に役立てることを目的として行われ
た． 
(2)  また，その目的を達成するために
HWC1 の一過性発現，酵母ツーハイブリッ
ド法による HWC1 と HWC2 と相互作用する
因子の探索，TILLING 法による HWC1 突然
変異体の探索，放射線によって誘発され
た雑種弱勢緩和変異体原因遺伝子の調
査などを行った． 

 
３．研究の方法 
(1) HWC1 の一過性発現 
 カリフラワーモザイクウイルスの 35S
プロモーター（p35S)の下流に HWC1 各対
立遺伝子の全長を導入したプラスミド
を作成し，p35S に連結した mVenus
（35S::mVenus)あるいはユビキチンプ
ロモーター(pUbi)と連結した蛍光タン
パク質遺伝子GFP (pUbi::GFP)を混合後，
パーティクルガンを用いてイネ幼苗の
葉身に打ち込み，蛍光を発する細胞数を
蛍光顕微鏡下で計測した． 
(2) 酵母ツーハイブリッド法 
 pGBKT7 および pGADT7 にそれぞれ
Jamaica の Hwc1-1 cDNA，日本晴の hwc1-2 
cDNA, Hwc2-1cDNA をクローニングした．
各プラスミドを Y2HGold 酵母株， Y187
酵母株に形質転換し，接合した．pGBKT7
と pGADT7 のプラスミドを共に含む酵母
を DOO/X/A 検定培地で培養し HWC1 各対
立遺伝子間の相互作用強度を β ガラク
トシダーゼアッセイにより検定した．基
質には CPRG を用いた．また，HWC1 や HWC2
と相互作用する因子の選抜には Mate & 
Plate" Library System によって日本晴
の根から作製された cDNA ライブラリー
を用いた．  
(3) TILLING 法 
 HWC1遺伝子領域を増幅する2つのプラ
イマー対を用い，Suzuki ら (2008)の方
法に従い変異原処理した日本晴と金南
風の集団（NBRP 提供）に対して選抜を行



った． 
(4) 雑種弱勢抑制変異体原因遺伝子の解析 
 日本晴と Jamaica 交配した後，γ線を
照射した．受精卵照射によって得られた
雑種弱勢抑制変異体に対して雑種弱勢
の原因遺伝子を持たない Kasalath を交
配して得られた F1種子を栽培し，表現型
の観察と遺伝子型の決定を行い，Hwc1-1
と Hwc2-1 を持つにもかかわらず生育す
る緩和型の表現型を示す個体を選抜し，
原因遺伝子の連鎖解析を試みた． 
(5) Hwc1-1 の準同質遺伝子系統の作出 
 Hwc2-1 のトランスポゾン挿入突然変
異体をJamaicaに対して連続戻し交雑し
系統の育成を行った． 
 
４．研究成果 
(1) 本研究課題ではまず，申請時に立てら
れた通常は HWC1 による HWC2 の発現抑制
モデルについて検討するために両遺伝
子の発現解析を行った．その結果，雑種
弱勢の程度と HWC2 の発現量には関係が
ないこと，HWC1 の発現量は多く，Actin1
に匹敵する発現量なのに対して， HWC2
は 20 分の 1 程度と低い発現量であるこ
となどが明らかとなった．この結果，
HWC1の転写調節の標的はHWC2ではなく，
作業仮説は正しくないことが明らかと
なった．また，予想とは異なり，雑種弱
勢個体では HWC1 の発現量が両親の 2 倍
程度と多くなっていた． 
(2) 次に，本研究課題を申請する際に明ら
かになった p35S に連結した HWC1 の日本
晴対立遺伝子が共に一過性発現した
35S:: mVenusの蛍光を発する細胞数の顕
著な減少をもたらす現象についてさら
に詳細な検討を行った．Hwc2-1 を持つ日
本晴において HWC1 の日本晴対立遺伝子
を発現した際には蛍光を発する細胞数
の減少が見られたが，Jamaica 対立遺伝
子では蛍光細胞数の減少が見られず，両
者を共に発現させた場合にも減少は見
られなくなった(図１）．HWC1 が共抑制因
子の遺伝子ファミリーに属しているこ
とを考慮すると，HWC1 の日本晴対立遺伝
子は正常な抑制機能を持つが，Jamaica
対立遺伝子ではその機能が失われてお
り，さらに，機能を欠損した Jamaica 対
立遺伝子が日本晴対立遺伝子に対して
優性的に働き，両者が共に発現する場合
は抑制機能が失われるのだと考えられ
た．これは，Hwc1-1 が雑種弱勢を生じる
雑種第一代で優性遺伝子として振る舞
うことと一致する結果であった．一方，
ユビキチンプロモーターに蛍光タンパ
ク質を連結したpUbi::GFPを用いて同様
の実験を行ったところ，HWC1 の対立遺伝
子による蛍光細胞数に差は見られず，
HWC1 による蛍光細胞数の減少も顕著で
はなかった．このことは HWC1 による遺

伝子の発現抑制には選択性があること
を示すと考えられた．HWC1 の日本晴対立
遺伝子とJamaica対立遺伝子には雑種弱
勢の原因となる1塩基の非同義置換しか
差がなく，この塩基置換による 1アミノ
酸置換によって機能的な差が生じ，HWC1
の抑制機能低下によって標的となる遺
伝子が正常に抑制されずに雑種弱勢が
生じていると考えられる．しかし，
Jamaica は雑種弱勢原因対立遺伝子
Hwc1-1 を持つにもかかわらず弱勢を発
症しない．これには，Hwc2-1 の存在が関
与している可能性が考えられる．そこで，
Hwc2-1 を持たない Jamaica，HWC2 トラン
スポゾン挿入変異系統 NC1670，染色体置
換系統SL6-3等を用いて日本晴と同様の
HWC1 一過性発現実験を行った．その結果，
HWC1 の日本晴対立遺伝子を発現させる
と Hwc2-1 の有無に関係無く蛍光細胞数
が少なくなった．一方，Jamaica 対立遺
伝子を発現させた場合，日本晴対立遺伝
子ほどではないが蛍光細胞数が少ない
傾向がみられた．しかし，充分な数の実
験を行うことができず統計的な裏付け
を得ることが出来なかった．今後，
Hwc2-1がある場合とない場合でJamaica
の HWC1 対立遺伝子の機能に変化が生じ
るかどうかを明らかにして行く必要が
あると思われる． 
(3)  HWC1 の一過性発現実験で機能欠損し
たJamaica対立遺伝子が日本晴対立遺伝
子の抑制機能を阻害する結果が得られ
たことから，HWC1 の遺伝子産物間に相互
作用があり，ホモ複合体を形成している
可能性が推定された．そこで酵母ツーハ
イブリッド法によって HWC1 タンパク質
間相互作用の検出を試みた．その結果，
HWC1 タンパク質間には強くはないが親
和性が存在すること，その親和性は日本
晴対立遺伝子間では比較的強いこと，
Jamaica 対立遺伝子を含む組合せでは弱

35S::Hw c1)1**

35S::hw c1)2

図1 パーティクルガンを用いた日本晴葉身における
m VenusとHW C1の35Sプロモーターによる一過性発現    



くなることが明らかとなった(図２）．こ
の結果をこれまでに判明していること
と総合して考えると，雑種弱勢の原因と
なるアミノ酸置換が HWC1 のホモ多量体
形成における親和性を低下させ，この親
和性の低下が HWC1 タンパク質の機能に
影響し，免疫反応の誘導や雑種弱勢を引
き起こしているものと思われる． 
(4)  本研究課題では酵母ツーハイブリッ
ド法を用いて日本晴の根に由来する
cDNA ライブラリーから HWC1 タンパク質
や HWC2 タンパク質と相互作用する因子
の探索を行った．その結果，HWC1 と相互
作用する遺伝子の候補を 17 個，HWC2 と
相互作用する遺伝子の候補を6個検出す
ることができた．今後はこれらの遺伝子
産物が実際に HWC1，HWC2 と相互作用す
るかを検証するとともにこれらのなか
から雑種弱勢の発症に関係する遺伝子
を探索する必要がある． 
(5)  本研究課題の研究進展によって HWC1
の機能の変化が雑種弱勢が生じる上で
本質的に重要であると推定された．その
ため，HWC1 突然変異体を複数得て HWC1
の生物学的な機能を明らかにすること
を目標としてTilling法による突然変異
体の選抜を行った．その結果，3712 個体
中，26 個体で塩基配列に変異が検出され
た．そのうち 19 個体はイントロンに生
じた変異で，エキソンの変異は 7個であ
った．選抜において用いた配列のエキソ
ン部分が 785bp，イントロン部分が
1205bp であることを考えるとエキソン
内の変異がイントロン内の変異に比べ
て少なくなっていた．得られた変異体の

多くは表現型が現れなかった．フレーム
シフトを起こした系統ではアルビノが
出現したが，すぐに枯死し，変異を生じ
た対立遺伝子とアルビノとの関係を明
らかにすることはできなかった． 538 番
目のアラニンがトレオニンへ変化した
変異系統は草丈の低下や稔性，開花期の
遅れなどが分離して現れたがこれらの
表現型が HWC1 の変異によるものかどう
かは現在実施している変異との連鎖解
析によって明らかになると思われる． 
(6) これまでの研究によって日本晴と
Jamaica の交配による受精卵にγ線を照
射し，雑種弱勢が抑制された雑種弱勢緩
和変異体 NJ-γ4が得られている．NJ-γ
4 からは自殖種子が得られ，その後代か
ら弱勢個体が得られるため，２つの雑種
弱勢原因遺伝子座のそれぞれの対立遺
伝子 Hwc1-1 と Hwc2-1 には変異が生じて
いないと考えられた．そこで，本研究課
題では弱勢を緩和する遺伝子の mapping
を試み，NJ-γ4 の自殖後代と Kasalath
との交雑を行った．その結果雑種弱勢個
体と正常個体が分離した．しかし，2 つ
の雑種弱勢原因遺伝子を持つ組合せで
期待された緩和型の表現型を示す分離
個体はなく，すべて通常の弱勢となる表
現型を示した．そのため，当初予定して
いた期間に弱勢緩和の原因遺伝子の連
鎖解析を終了することはできなかった．
今後さらに，後代を検定交雑し，弱勢緩
和遺伝子の実体を明らかにしたい． 
(7) Hwc1-1 を持ち日本晴の遺伝的背景を持
つ準同質遺伝子系統を作出するために，
日本晴背景でトランスポゾン Tos17 LTR
の挿入により Hwc2-1 に突然変異が生じ
ている NC1670 系統をを反復親，Jamaica
を一回親に用いて連続戻し交雑を実施
した．育成過程の系統から得られた
BC4F2 で遺伝子型と草丈，根長の関係を
調査した．その結果播種後 30 日の草丈
は Hwc1-1 ホモ接合体で 22.1±4.9 cm，
ヘテロ接合体で 27.6±1.7 cm，hwc1-2
ホモ接合体で 28.66±4.3 cm であった．
分散分析の結果 Hwc1-1 ホモ接合体の草
丈は有意に低い結果となった．一方，播
種後 163 日の草丈は Hwc1-1 ホモ接合体
で87±6 cm，ヘテロ接合体で88±10 cm，
hwc1-2 ホモ接合体 93.7±7 cm となり，
統計的な有意差が見られなくなった．そ
のため Hwc1-1 の準同質遺伝子系統は正
常な植物として栽培に用いることがで
きると考えられた． 

(8) 現在市場に流通している栽培面積の多
い主要な品種キヌヒカリ，きらら 397，
あきたこまち，はえぬき，ひとめぼれ，
コシヒカリ，ゆめぴりか，つや姫，ササ
ニシキ，ミルキークイーン，にこまる，
ヒノヒカリについて雑種弱勢原因遺伝
子 Hwc2-1 の有無を Hwc2-1 に特異的な
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図2.　β-ガラクトシダーゼアッセイによる

HWC1対立遺伝子産物間親和性の測定  

　A：pGADT7-HWC1-2とpGBKT7-HWC1-2  

　B：pGADT7-HWC1-1とpGBKT7-HWC1-1  

　C：pGADT7-HWC1-1とpGBKT7-HWC1-2  

　D：pGADT7-HWC1-2とpGBKT7-HWC1-1  

アスタリスクは他に比べ有意に差があったこ

とを示す (p<0.05)  ．  
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A          B           C          D  



DNAマーカーKGC4M29を用いて調査した．
その結果すべて Hwc2-1 を保持している
ことが明らかとなった．このため，遺伝
子拡散防止に Hwc1-1 を用いることの有
効性を確認することができた． 
(9)  以上のように本研究課題の実施によ
って温帯ジャポニカとJamaicaの間で見
られる雑種弱勢原因遺伝子の分子レベ
ルでの相互作用について有益な情報が
得られた．特に HWC1 がホモ多量体を形
成することが抑制遺伝子としての機能
に重要であること，また，HWC1 の抑制機
能の欠損が雑種弱勢の引き金となる可
能性が示されたことは本研究課題の大
きな成果であったと思われる．今後，
HWC1 と HWC2 の関係が明らかとなり HWC1
が免疫反応を通常どのように制御して
いるのかを解明できれば研究の波及効
果は雑種弱勢だけでなく，植物の免疫反
応全体に及ぶものと思われる． 
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