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研究成果の概要（和文）：アレリックなイネ変異体spw1-cls1およびspw1-cls2は、鱗被と雄蕊のアイデンティテ
ィを決定するSPW1のアミノ酸置換変異によって閉花受粉性を示すが、それぞれ、低温下での開花、稔実率の低下
を生じる。このトレードオフを克服するため、酵母ツーハイブリッド（Y2H）法での機能評価によって新規有望
変異を同定した。塩基置換型ゲノム編集酵素を用い、32種類のアミノ酸置換変異アリルの作出に成功し、３系統
で閉花性を確認した。閉花性の指標となる鱗被長は変異部位によって多様であり、Y2H法の結果やAIによる推定
分子構造と一定の相関が見られた。本手法によって農業形質の精密調整が可能であることを実証した。

研究成果の概要（英文）：Allelic rice mutants, spw1-cls1 and spw1-cls2, show cleistogamy 
(fertilization without flower opening) based on the missense mutations of the SPW1 gene that specify
 identity of lodicule and stamen. However, they show flower opening under low temperature condition,
 and decrease of fertility, respectively. To dissolve this trade-off problem,we pursued functional 
evaluation of the SPW1 mutations using yeast two-hybrid (Y2H)  method and identified novel hopeful 
mutations. We developed 32 genome-edited alleles with missense mutations using NG-PAM base editors, 
and at least, three of them show cleistogamy. Lodicule length, which is one of indicators of 
severity of cleistogamy phenotype, varies among the mutant alleles, and is associated with the 
results from Y2H and also the molecular structures predicted with the AlphaFold2 program.

研究分野：遺伝育種科学

キーワード： 閉花受粉性　ゲノム編集　変異創成　ベースエディター　アミノ酸置換　花器官　転写因子　イネ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
実用的な新品種作成のためには、微妙な強度を持つアリルの創出が必要であるが、本研究では、試験管内での評
価によって膨大な対象アリルの中から有望変異候補を同定し、進捗著しいゲノム編集技術を用いて短期間で目的
の形質を持つ変異体を創出することに成功した。
閉花性以外の形質についても、原因遺伝子と分子機構が解明されていれば、同様のアプローチで画期的な新品種
を短期間で開発することが可能となると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
開花時期に花を開かず受粉する閉花受粉性は、品
種の純度維持や遺伝子拡散の抑制などに有効な形質
である。イネにおいてはこれまでに、開花時に穎花の
内外穎が開閉するための動力源となる鱗被（花弁に
相当するイネ科植物固有の花器官）の形態に異常を
示す spw1-cls1 と spw1-cls2 の２つの閉花受粉性突然
変異体が報告されている（図１）。これら変異体の原
因遺伝子はいずれも、鱗被の形態形成を制御する
MADS-box 型の転写因子 SPW1 の変異によるもので
ある。 

SPW1タンパク質は、同じく MADS-box型の転写
因子である MADS2 などとヘテロ二量体を形成し機
能することが知られているが、spw1-cls1では MADS
ドメイン内のアミノ酸置換変異（I45T 変異）により
SPW1のMADS2への結合能が低下し、機能が抑制さ
れるために閉花性となる。spw1-cls1 は、閉花性以外
の農業形質に影響を示さないないことから、育種素
材として有用な変異であるものの、低温な気候では
SPW1-MADS2のヘテロ二量体形成が復帰することで
閉花性が打破されてしまうという弱点がある。一方、spw1-cls2では、MADS ドメイン内に
おける spw1-cls1とは別位のアミノ酸置換変異により、SPW1と MADS2 の結合能は維持し
つつも、同ヘテロ二量体と標的 DNA配列の結合能が著しく低下することで、spw1-cls1より
も強く機能が抑制されると考えられる。spw1-cls2 は spw1-cls1 よりもやや強いアリルであ
ると考えられることから、spw1-cls1のような温度感受性はなく安定な閉花性を示すものの、
一方で稔実率が低下してしまうという欠点をもつ。このことから、温度感受性がなく、稔実
率の低下していない最適アリルの取得が望まれていた。そこで、図２に示す分子モデルに基
づき、温度感受性のない閉花受粉性を持つ最適アリルの開発を検討した。 
  



既報にて、SPW1-MADS2間の結合能を低下させる９種類の変異を同定し、機能欠損型変
異を持つ spw1-1 変異体に変異型ゲノム DNA を導入することで、変異の効果を一定程度評
価することに成功していた（Lombardo et al., 2017）。この解析では、低温条件で開花してし
まう spw1-cls1株よりもシビアな鱗被の表現型を示す形質転換体が得られたが、一方で spw1-
cls2よりもさらに稔実率が低下していた。つまり、SPW1遺伝子のアリル強度がシビアにな
るに従って、低温条件でも開花しなくなるものの、トレードオフとして稔性が低下していく
ため、閉花性と稔性のトレードオフを打開するにはきわめて狭いレンジの活性強度値を持
つ変異型 SPW1-MADS2複合体の創成が必要と考え、近年注目を集めている指向性進化法と
塩基置換を可能とする次世代型ゲノム編集技術を組み合わせた新規変異体取得を試みるこ
ととした。 
 

 
 
２．研究の目的 
作物の実用形質の多くは、キー遺伝子の「マイルドな変異」によってもたらされるため、画
期的な実用品種を作出するためには、多様な変異群の創出と最適変異の選抜の効率化が重要で
ある。2018 年のノーベル化学賞受賞でも注目を集めた指向性進化は、試験管内でのランダムな
変異の創出と有用アリルの選抜によって最適変異を取得する手法であるが、これを進捗著しい
次世代ゲノム編集技術と組み合わせることによって、これまでにない画期的な作物の創出が期
待される。 
図３に示すように、本研究では提案者らが見出したイネ閉花受粉性の改良をモデルとして、
原因転写因子の指向性進化を行い、最適活性を持つ変異を選抜する。さらに、ジーンターゲッテ
ィングやさまざまな改良型 Cas9酵素等の次世代ゲノム編集技術を駆使してこの変異をイネに導
入し、形質の最適化について実証する。本研究により、転写因子の強度最適化法が確立されれば、
ゲノム編集などにより、さまざまな実用形質をファインチューニング（精密調整）することが可
能となる。 
 
 
３．研究の方法 
【ランダム変異導入】 
ヌクレオチドの比率をアンバランスにすることによりエラーを誘発するエラープローン PCR
によるランダムミュータジェネシス法を改良し、SPW1 cDNAにノンバイアスかつ高効率に変異
を導入した。４種類の各ヌクレオチドの濃度を過剰にした条件での反応を独立に行い、これらを
混合することによってノンバイアスかつ効率的なアミノ酸置換変異を誘発し、MADS2 cDNA と
ともに酵母細胞に導入した。 
 
【酵母ツーハイブリッド】 
レポーターのβ-ガラクトシダーゼ活性を指標とした酵母ツーハイブリッド（Y2H）法により、

SPW1と MADS2の結合能を評価し、1)で作成した変異型 SPW1 cDNA集団の中から特徴的な結
合能を示すものを選抜した。先行研究において、２種類の SPW1 有望変異候補を同定していた
が、本研究においてさらなる選抜を行った。 

 
【ゲノム編集】 
塩基置換型ゲノム編集酵素である Cytidine Base Editor (CBE)および Adenine Base Editor (ABE)
を適用し、2)で選定した有望変異をイネに導入し、形質を評価した。 
 
 



４．研究成果 
【ランダム変異導入と Y2Hによる選抜】 

SPW1 の M-I-K ドメインをコードする部分 cDNA を鋳型として、過剰量の各ヌクレオチド
（3.4mM）及びMgイオン（9.4mM）、Mnイオン（0.5mM）を含む条件下でエラープローン PCR
を行い、１クローン当たり１〜２個の変異が導入されることを確認した。４種類のヌクレオチド
のそれぞれを過剰の条件で作成した変異型 cDNAを Y2H用 Preyベクターにクローニングし、酵
母 Y187株に導入した。一方、SPW1の結合パートナーであるMADS2のM-I-Kドメインをコー
ドする cDNA を Y2H 用 Bait ベクターにクローニングし、Y2HGold 株に導入した。これらの株
を接合させることによって、２つのプラスミドを持つライブラリーを作成した。低温条件でも
SPW1とMADS2の結合能が野生型よりも低下しながらも、弱く結合能を有し機能するようなマ
イルドな塩基置換変異を、β-ガラクトシダーゼ活性を指標としてスクリーニングした。約 4 万
7千クローンから呈色反応で一次スクリーニング後、約 120クローンのアミノ酸置換変異を同定
し、さらにMADS2との結合能に特徴的な変化を示すものを 18種類選抜した。 
 
【ゲノム編集による変異導入と鱗被形態の解析】 
まず、Y2Hを用いた過去のスクリーニングで得られた９種類の有望変異のうち２種類（L35F
変異およびW80R変異）を、ゲノム編集によってイネに導入し、形質の変化を調査した。Y2Hに
おけるβ-ガラクトシダーゼ活性を I45T（spw1-cls1型変異）と比較した場合、L35Fは 90％、W80R
は 45％程度の活性と評価されていた。 

L35Fについては、コドンを CTCから TTCに変化させることによって実現できるため、この
部位を標的とした CBEベクター（C>Tまたは G>Aの塩基置換）を用いることによって、目的の
変異を得ることに成功した（図４）。一方、W80Rについては、ABEベクター（A>Gまたは T>C
の塩基置換）によってコドンを TGG から CGG に変換し、変異型個体を作出した。また、Base 
Editor は目的塩基周辺の同種塩基も変異させる活性があるため、W80R を得る過程で L79P
（CTT>CCT）変異体も得られたため、これも解析に用いることとした。従来の塩基置換酵素は、
隣接する「PAM配列」が「NGG」である部位にしか変異を導入することができなかったが、本
研究では NG-PAM 型の塩基置換酵素を用いることによって、幅広い部位への変異導入が可能と
なった（Endo et al., 2019; Negishi et al., 2019）。 

 

 
 
 
 
 



得られた変異体の自殖種子から、各変異のホモ系統を選抜し、鱗被形態を観察した（図５）。
L35F 変異体の鱗被は伸長したものの、基部がやや肥大しており、膨潤能を有することが示唆さ
れた。実際に L35Fは出穂時に葯の抽出が観察され、閉花性とはならなかった。W80Rを作出す
る過程で得られた L79P変異体では鱗被は伸長せず、開花が見られた。一方、W80R変異体の鱗
被は顕著に伸長するともに基部は肥大せず、内穎周縁部に近いアイデンティティを有すること
が示唆された。鱗被のこの特徴は、spw1-1や spw1-cls2などの比較的強いアリルのものと類似し
ており、出穂後にも開花はまったく見られなかったが、稔実率は著しく低かった。 

L35F と W80R の表現型は、Y2H における MADS2 との結合の強さを概ね反映しており、ア
プローチの有効性を示唆するものであった。 

 

 
 
そこで、本研究における新たな Y2Hスクリーニングによって同定したアミノ酸置換変異のう
ちいくつかを、塩基置換型のゲノム編集技術により直接イネに導入することで、目的のアミノ酸
置換を導入した変異体を作出した。現在までに 18箇所のアミノ酸を標的としてゲノム編集を行
ったところ、合計 32種類の変異型アリルを取得した。今後、それらの変異型アリルについて鱗
被形態および閉花性の調査を行う予定である。 
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