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研究成果の概要（和文）：本研究はイネの小胞子に潜在する能力を利用して、新しい育種基盤の構築を目指し実
施した。１）小胞子の脱分化には低温が必要で、２）脱分化する小胞子は葯全体のわずか1％程度であった。
３）アジアイネ（S）とアフリカイネ（G）の雑種個体を葯培養して得た稔性を持つ四倍体の後代集団は、F1の花
粉母細胞で生じた減数分裂の異常によって発生した二倍体の配偶子に起因した。４）S/G種間雑種の四倍体が稔
性を獲得したのは、雑種不稔遺伝子座のKiller-Protector 対立遺伝子量に依存することを明らかにした。５）
強力な雑種不稔遺伝子を固定すると二倍体でも稔性を有する個体が得られることが判明した。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to establish a new breeding platform by exploiting 
the potential of rice microspores: 1) low temperature is required for microspore dedifferentiation; 
2) only about 1% of the total microspores are present in an anther; 3) fertile tetraploid progeny 
obtained by anther culture of hybrid individuals of Asian (S) and African (G) rice plants were 
attributed to diploid gametes generated by meiotic abnormalities in F1 pollen mother cells; and 4) 
tetraploid gametes of S/G interspecific hybrids were fertile. 4) The tetraploid population of S/G 
interspecific hybrids became fertile depending on the dose of killer-protector alleles at the hybrid
 sterility loci. 5) When strong hybrid sterility genes are fixed, fertile individuals can be 
obtained even in diploids.

研究分野： 植物育種学

キーワード： イネ　小胞子　葯培養　倍数体　種間雑種　減数分裂　雑種不稔　稔性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はイネの小胞子に潜在する個体分化能と倍数化能を利用して、新しい品種育成の基盤を構築することを目
標に実施した。アジアイネ（Oryza sativa: S）とアフリカイネ（O. glaberrima: G）の雑種個体を葯培養する
ことによって、稔性を持つ後代集団を得た。S/Gの間で発生する強力な雑種不稔遺伝子を固定すると二倍体でも
稔性を有する個体が得られることが判明し、四倍体種間雑種を介して両種の多様な遺伝子の組合せを有する遺伝
資源の構築が、初めて可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
葯に内包される花粉の形成過程において、減数分裂の終盤、四分子から単一の粒子に分離された雄性配
偶子は、小胞子と呼ばれる。初期の小胞子では、細胞核を１つしか持たないが、その後、体細胞分裂を
おこなって栄養細胞内に雄原細胞を形成すると同時に、葯組織の内側にあるタペートから供給される糖
の蓄積を始め、生殖能力をもつ３つの核を有する花粉へと発達していく。多くの植物種で、小胞子が１
核期のステージにある未成熟葯を用いた葯培養をおこなうと、小胞子から胚が形成され個体分化を行い
植物体が得られる。動物に例えると、減数分裂直後の精子が、受精を経ずに個体を再生するという前代
未聞の現象が、植物では半世紀も前から広く育種に利用されている。しかし、小胞子がなぜ高い個体分
化能を有しているのか、その根本的な謎は未だに明らかにされていない。また、葯培養によって正常な
個体が得られることからも、小胞子の個体分化に対する潜在力が発揮されることがわかる。アジア栽培
イネ（Oryza sativa）とアフリカ栽培イネ（O. glaberrima）の雑種一代目の個体では、その個体の配偶
子が正常に発育しない雑種不稔が起こる。両親の間で異なる雑種不稔対立遺伝子を雑種が持つと、その
相互作用によって、後代に伝達される配偶子と伝達されない配偶子が生じる。しかし、我々は、O. 
sativa/O. glaberrima（S/G）の雑種の葯培養を行うことによって、雑種一代に由来した個体から稔性の
ある種子を得ることに初めて成功した。種間交雑雑種の小胞子は、生殖隔離を回避することができると
同時に、減数分裂の異常によって倍数性を変化させる能力を備えていることも見えてきた。 
２．研究の目的 
本研究では、葯培養の主役を担う小胞子のこれらの潜在的な能力をより明確に特徴化して、まず、高い
個体形成能と新たに見出した倍数化能について、それに寄与するメカニズムを明らかにする。そして、
これら２つの潜在性を活用し、これまでの S/G 種間の生殖障壁を越えた新しい育種素材をデザイン、
作製することを目的とした。具体的な研究目的は以下の５項目を設定した。 
（１）小胞子は、葯培養によって個体をどのように分化するのか。 
（２）イネ小胞子から直接個体を効率的に誘導するシステムの構築は可能か。 
（３）種間雑種の葯培養個体に観察された倍数性はどのように発生するのか。 
（４）種間雑種の葯培養個体によって雑種不稔性はどのように回避されるのか。 
（５） 種間雑種の葯培養個体から生じた倍数体は新しい育種材料の開発に寄与しうるか。 
３．研究の方法 
（１）小胞子は、葯培養によって個体をどのように分化するのか。 
葯培養においてイネの葯に内包されている小胞子がカルス化して再分化する過程を詳細に観察するこ
とで、葯からのカルス発生の系統間での違いやカルス化する小胞子を特定する。さらに、葯培養の開始
前に行う 10℃、10 日間の低温処理は脱分化能や個体分化能に影響を及ぼす可能性が高い。低温処理が
脱分化能や個体分化能に与える影響を、葯の継時的な観察、およびヒストンタンパク質修飾を介したエ
ピジェネティックな制御に関して解析を進めた。 
（２）イネ小胞子から直接個体を効率的に誘導するシステムの構築は可能か。 
１つの葯には 1000 以上の花粉が入っているので、葯培養を行うと単純に 1000 個体を得ることも可能
になり、遺伝解析や育種選抜を画期的に促進すると考えられる。しかし、現状の葯培養では、概ね１葯
1 カルスしか出現しない。まずは葯から小胞子を取り出して培養を実施した。次いで、実際に葯の中で
どれだけの小胞子がカルス形成能を有するか、葯丸ごと染色を行い内部の小胞子を観察した。 
（３）種間雑種の葯培養個体に観察された倍数性はどのように発生するのか。 
S/G の F1 個体から四倍体植物が生じた原因を調べるため、雑種一代の小胞子を形成する前の花粉母細
胞の減数分裂から四分子期さらに小胞子形成期にわたって、免疫染色法や FISH 法により染色体の対合
や分配などの動態を調査した。 
（４）種間雑種の葯培養個体によって雑種不稔性はどのように回避されるのか。 
S/G 種間雑種から葯培養によって得られた四倍体の個体では、稔性を回復した。倍数性がどのように雑
種不稔性を回避するのか、稔性を回復した四倍体個体を葯培養によって二倍体に還元してその遺伝子型
を詳細に調査した。 
（５）種間雑種の葯培養個体から生じた倍数体は新しい育種材料の開発に寄与しうるか。 



S/G 種間雑種の葯培養によって得られた稔性を持つ四倍体の育種素材としての可能性を探るため、２
つの稔実四倍体個体の自殖集団（各 190 個体）を用いて、表現型データを取得してゲノムワイド連関解
析（GWAS）を実施した。 
４．研究成果 
（１）小胞子は、葯培養によって個体をどのように分化するのか。 
イネの葯培養では穂の低温処理により小胞子の脱分化が促進される。低温処理を行ってから培養した
209 個の葯および低温処理行わずに培養した 226 個の葯について同じ方法で染色を行い、低温が小胞
子のカルス形成能に与える影響について調べた。無処理に対して低温処理によってカルス形成能をもつ
葯の数は 20 倍に増え、カルス形成能を有する小胞子も２倍に増加した（表１）。我々はこの低温による
カルス誘導の促進が、エピジェネティックな作用によって生じるのではないかと考え、ゲノムワイドな
ヒストンタンパク質修飾の検出を行うためクロマチン免疫沈降法を検討した。カルスのサイズ、脱分化
後の発生段階の違い、ホルマリン固定条件を調査した。発生初期のカルスは容易に破砕できることから、
葯由来のカルスはクロマチン免疫沈降法に適していることが明らかとなった。一方で、ゲノム断片化の
過程において、カルスのクロマチンはソニケーションによる裁断が難しく、画一したサイズに収束させ
るには酵素法などの用いた別の手法の導入が必要であることが明らかとなった。 

（２）イネ小胞子から直接個体を効率的に誘導するシステムの構築は可能か 
葯、破砕した葯、内包されている小胞子を供試すると、破砕された葯および小胞子のカルス形成率は、
葯と比較して大幅に低下した。また、小胞子培養におけるカルス形成率の低下の大きな要因として、単
離操作による小胞子の死滅が関与したと考えている。葯培養では、葯に内包された小胞子間の相互作用
が起き、それがカルス形成へ寄与したのかもしれない。また、葯の存在そのものが小胞子へ作用しカル
ス形成を促す可能性も示唆された。 

カルス誘導培地で培養している葯を、酢酸カーミンで「葯まるごと染色」した結果、強い赤色に染ま
った分裂中の小胞子が観察された。これら赤色に染まった小胞子は高倍率の顕微鏡で観察すると、活発
に細胞分裂した多数の細胞塊から構成されていた。一方、赤く染色されていない小胞子ではそのような
痕跡はなかった。カルス形成能を有する小胞子は従って分裂によって複製した DNA が染色したことか
ら容易に判別できるようになった（図１左）。カルス形成能をもつ小胞子の割合は葯あたりに存在する
小胞子の 1%以下で、極少数の小胞子しかカルス形成能を有しないことが判明した。葯培養において
japonica であるキタアケや日本晴のカルス形成率は indica であるカサラスに比べ顕著に高いが、葯内

の赤く染色された小胞子の数は日本晴とカサラス間で差は見られなかった（図１右）。カルス形成能を
もつ小胞子の生存率が日本晴に比べカサラスでは低下することによってカルス誘導率が低くなること
が明らかになった。葯培養過程での葯の褐変化も、カルス誘導率と強い相関が見出され、カサラスのカ
ルス形成率の低さが褐変化と関連することが示唆された。 



（３）種間雑種の葯培養個体に観察された倍数性はどのように発生するのか。 
S/G の F1 の葯培養から四倍体で稔性のある再分化個体を得たことから、再分化個体の多くは、二倍体
の配偶子が葯培養によって四倍体になったと考えられる。本研究では、S/G 種間雑種 F1 において、二
倍体の配偶子が発生する要因を探るため、花粉母細胞の減数分裂期に対して OsCenH3 タンパク質とα
チューブリンタンパク質の抗体を用いて免疫染色法による減数分裂異常の検出を試みた。親系統である
日本晴と WK21 では異常は認められなかったが、F1 雑種では染色体構造と細胞質分裂に異常が認めら
れた。染色体構造異常の例として、一価形成と染色体ブリッジが観察された。また、紡錘体形成異常、
紡錘体配向異常、細胞板形成異常も観察され、これらの異常が二倍体や三倍体の配偶子形成に関係して
いることが示唆された（図２）。その他、小核の形成や減数分裂の非同期化などの異常も観察された。
一価形成、紡錘体形成、紡錘体配向、細胞板形成の異常が二倍体配偶子の形成に関与し、子孫の不稔に
つながることが示唆された。二倍体配偶子につながる異常の頻度は約 15%であったことから、HS 遺伝
子座が関与するといわれる前の減数分裂の段階で、F1 花粉の少なくとも約 15%にすでに異常があるこ
とが示唆された。 

次に、O. sativa および O. glaberrima の各セントロメアを識別可能な FISH マーカーを作成し、個々
のセントロメアの識別を試みた。セントロメア領域は組換え価が 0 になるという特徴をもつ。この特徴
を利用し、O. sativa および O. glaberrima のリファレンスゲノム内の個々のセントロメア領域を識別可
能な FISH マーカーを作成した。減数分裂パキテン期の染色体は、体細胞中期染色体よりも凝縮度が低
く、高解像度の解析が可能であり、ハイブリダイゼーションパターンにより個々のセントロメアを識別
することができた。それらの中には、O. sativa と O. glaberrima 型のセントロメアが対合しているもの、
さらにはそれらの間での組換えが示唆されるものがあった。これらの結果より、本マーカーは、四倍体
雑種内の各染色体のセントロメア領域の解析に利用可能であるばかりでなく、相同染色体および同祖染
色体の対合の解析にも利用可能であることが示された。 

さらに連続撮影した顕微鏡画像を学習データとして、Mac および Create ML を用いたディープラー
ニングにより、染色体および四分子を識別するモデルを作成した。体細胞分裂の各時期の染色体や減数
分裂時の四分子などの物体を 75%以上の精度で検出可能なモデルができた。例えば、このモデルを利
用した自動判別システムでは、自動撮影により得られた 16,848 枚の画像中の 91 個の四分子の内 85 個

を約６分で検出することができた。 
（４）種間雑種の葯培養個体によって雑種不稔性はどのように回避されるのか。 
アジアイネとアフリカイネの種間 F1 雑種は、十数種の雑種不稔（HS）遺伝子に起因する深刻な不稔性
を示す。我々はこれまで、二倍体の種間 F1 雑種から、葯培養により四倍体として稔性植物を作出した。
ここでは、交配により作出された四倍体の種間雑種が一定の確率で稔性を持つかどうか、また、HS 遺
伝子がどのように関与しているかを調べた。四倍体の種間雑種は、キラープロテクター（KP）遺伝子
座の割合により、花粉および種子の稔性を克服した。四倍体におけるキラープロテクター（KP）を持
つヘテロ接合体 HS 遺伝子座は 21.4̃16.7%でホモ接合体のキラーアレルを分離し、配偶子の 4 分の 3
以上が生き残る。この仮説は、四倍体の種間雑種からの葯培養産物によって確認された（図３）。我々



は、四倍体種間雑種が KP システムを用いて花粉の稔性を回復できることを確認し、稔性イネ子孫を育
成することが可能であることを理論的および実験的に証明した。一方、稔性を持つ四倍体種間雑種に葯
培養を行い二倍体に還元することで稔性を持つ二倍体の種間雑種を得ることもできた。これら稔性を有
する集団は、強い雑種不稔性を示す遺伝子が固定された（図３）。 
（５）種間雑種の葯培養個体から生じた倍数体は新しい育種材料の開発に寄与しうるか。 
S/G の交雑 F1 の葯培養に由来する２つの稔実四倍体個体（RP6 世代）の自殖集団（各 190 個体）の
Genotyping by Sequencing で得られた配列データをもとに、28912 か所の SNP 座における対立遺伝子
の重複程度（plex）を推定して遺伝子型とした。各個体について到穂日数、稈長、穂長、穂数、穎花数、

稔実種子数、稔実率、芒長、脱粒性、弱勢に関する表現型データを取得してゲノムワイド連関解析（GWAS）
を実施した。2 つの自殖集団における S/G の plex 比はゲノム全体にわたって分離が見られ、plex が 0

または 4（ホモ固定領域）となる領域がゲノム全体に渡って 3 割程度存在し、残りの領域は plex2 が多
くを占めたことから、ほぼ理論比に従った分離をしていると考えられた。また、集団内の対立遺伝子比
率から判断して、このイネはこれまで均等に混ざることのなかった２つの大陸の栽培イネゲノムが倍加
を介して初めて均一に混ざり合った例であった。各 SNP 座における plex 比を遺伝子型とみなした
GWAS の結果、種子稔性について第 4 染色体に、稈長について第 6 および第 7 染色体に、芒長につい
て第 6 染色体に貢献遺伝子の存在を示す有意なピークが検出された。今回検出されたピークには近傍
に既報の形質遺伝子座が存在するものがあり、例えば第 4 染色体で検出された種子稔性 QTL のピーク
の近傍には、サティバとグラベリマの F1 の雑種不稔に関わる遺伝子座（S2）の候補領域が存在した。
また穂長や到穂日数についてもピーク付近に既報の QTL の存在が示唆された。本研究で用いた手法に
よって、四倍体雑種イネの表現型分離に貢献する遺伝因子を見出すことに成功した。また、上記還元二
倍体の集団（73 個体）によって稔性の調査を行い、稔性に関連した QTL を検出した（図 4）。 
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