
  
  イネの高緯度地域への適応形質に関する遺伝・育種学的研

究

  誌名 育種学研究 = Breeding research
ISSN 13447629
著者名 藤野,賢治
発行元 日本育種学会
巻/号 11巻4号
掲載ページ p. 185-189
発行年月 2009年12月

    
農林水産省 農林水産技術会議事務局筑波産学連携支援センター
Tsukuba Business-Academia Cooperation Support Center, Agriculture, Forestry and Fisheries Research Council
Secretariat

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



育種学研究 11:185-189 (2009) 

特集記事

イネの高緯度地域への適応形質に関する遺伝・育種学的研究
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1. はじめに

作物の安定生産には，環境ストレス耐性の付与が不可

欠である.寒冷地である北海道でのイネの安定生産にお

いては，耐冷性の向上が重要な育種目標である.特に，

播種期と穂苧み期の低温ストレス障害がイネの生育にお

いて大きな問題となっている.播種期の耐冷性について

は，穂苧み期に比して遺伝解析および品種改良研究の蓄

積が少ない. これは，北海道におけるイネの栽培方法が

直播から移植へと変遷し，栽培技術によって安定生産が

可能になったためで、ある.

しかしながら，農業就労人口の減少・高齢化，生産費

の低コスト化，大規模化等の近年の農業情勢の変化から，

今後北海道におけるイネの直播栽培の必要性が大きく

なっている.そのため，低温下において安定した発芽・

苗立ち性を示す品種の開発が必要で、ある.

以上の背景から，本研究ではイネの高緯度地域への適

応形質として，低温発芽性に着目し，関与遺伝子の同定

と遺伝子の単離を行った.

2.低温発芽性遺伝子の同定

低温発芽性は複数の遺伝子が関与する量的形質と考え

られ，その遺伝特性を明らかにすることは，低温発芽性

の改良を行う上で重要で、ある. これまでに，低温発芽性

に関する多数の遺伝資源の評価が行われ，大きな変異が

存在することおよび低温発芽性に優れる系統が明らかに

された(小高・阿部 1988) 本研究では，低温発芽性に

極めて優れるイタリア由来の IltalicaLivornoJを解析材

料に用いた.

Iltalica LivornoJと北海道の品種「はやまさり Jとの組
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合せに由来する Fjに「はやまさり」を戻し交雑した BCjFj

世代から，単粒系統法により 122系統の組換え自殖系統

(Backcrossed Inbred Lines， BILs)を作出した.両親では明

瞭な低温発芽性(I50C，置床後 7日目の発芽率)の品種

間差異が認められた.Iltalica LivornoJは 98.7%の発芽率

であったのに対し， Iはやまさり」は 26.8%であった.一

方， BILsでは 0-83.3%の連続変異が観察された.

次に，連鎖地図の作成を行った. Iltalica LivornoJおよ

び「はやまさり」は共に温帯ジャポニカに分類されるこ

とから (Macki111995)，マーカーの多型率が低いと予想

された. 1，063個の DNAクローンについて RFLP多型解

析を行った結果， 201のDNAクローン (18.9%) で両親

聞に多型が検出された. RFLPマーカーで多型が得られ

なかった領域については， SSRマーカーを用いて連鎖地

図を作成した. 276プライマ一対を供試した結果， 84プ

ライマ一対 (30.8%) で多型が検出された. これらの多

型マーカーのうち，染色体上の位置を考慮して 139個の

RFLPマーカーと 47個の SSRマーカーを選抜し，連鎖地

図の構築を行った.構築した連鎖地図は，イネ高密度連

鎖地図(Harushimaet al. 1998)の約 87.9%に対応していた.

BILsにおける低温発芽性について，この連鎖地図を用

いて compositeinterval mappingによる QTL解析を行った

ところ， 3個の QTLが検出された(図1).いずれの QTL

においても IltalicaLivornoJ型の対立遺伝子が発芽率を

高くする作用を示した.第3染色体短腕末端領域の DNA

マーカ-GBR3001の近傍に，最も作用力の大きな QTL

(qLTG3-J)が検出された.この qLTG3-1は， BILsにおけ

る低温発芽性の全変異の 35.1%を説明する極めて作用力

の大きな QTLであった.第 3染色体長腕上の DNAマー

カ-RM3436の近傍に qLTG3-2が，また第4染色体短腕

末端領域の DNAマーカ -R1854近傍に qLTG4が検出さ

れた. これらは，それぞれ全変異の 19.3および 5.5%を

説明しうるものであった (Fuiinoet al. 2004). 
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3. qLTG3-1の確認

qLTG3-1の存在を確認するため，戻し交雑による材料

作出を行った(図 2). まず， BILsから qLTG3-1の座乗

染色体領域の遺伝子型および低温発芽性の表現型に基づ

き，系統 BILl16を選抜した. BILl16では，qLTG3-1の

座乗染色体領域は IltalicaLivornoJ型であるが，qLTG3-

2および qLTG4の染色体領域は「はやまさり」型に置換

されていた この BILl16に「はやまさり」を戻し交雑

し F2集団 256個体を作出した.

この F2集団では，明瞭な低温発芽性 (150C，置床後 6

日自の発芽率)の分離がみられた(図 3).すなわち，発

芽率 40%を境界として，低温発芽性の低い「はやまさり」

型が 63個体，低温発芽性の高い IltalicaLivornoJ型が 179

個体となり遺伝子の分離比に適合していた(1: 3， 

χ2二 0.14，0.90>p>0.70). qLTG3-1に密接に連鎖する DNA

マーカ-GBR3001の遺伝子型は明瞭に低温発芽性の表

現型と一致していた(図 3). GBR3001の遺伝子型が「は

やまさり」型ホモ個体では低い発芽率を示した.一方，

Iltalica LivornoJ型ホモ個体およびヘテロ個体は，高い発

芽率を示した.以上のことから，qLTG3-1は優性の遺伝

子であり，極めて作用力の大きな遺伝子であることが明

らかとなった (Fuiinoet al. 2008b) . 

次に，qLTG3-1遺伝子単独での遺伝子作用カの評価を

行うために， DNAマーカー選抜を用いて，qLTG3-1 iこ関

する準同質遺伝子系統 (Nearisogenic line， NIL)を作出し

た(図 2).BILl16に「はやまさり」を戻し交雑L，BC2F1 

世代 66個体から，qLTG3-1の極近傍で組換えを生じてい

る#59を選抜した 更に，この個体に「はやまさり」を

qLTG3-2 

図 1. イネ低温発芽性に関する QTLsの染色体領域

イネ高密度連鎖地図 (Harushimaet al. 1998)に対応して

位置づけている
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戻し交雑した BC3F1世代 11個体から，全ゲノム領域の

遺伝子型に基づき #59-11を選抜したこの個体に由来す

るBC3F2集団から qLTG3-1領域をホモに持つ個体をNILと

して選抜した. NIL iこは qLTG3-1を含む IltalicaLivornoJ 

由来の 350kb程度の極めて小さな染色体領域が導入され
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図3. BILl16と「はやまさり jの組合せに由来する F2集団にお

ける 150C6日日の発芽率の変異

DNA7ーカー GBR3001の遺伝子型によって， iItalica 

LivornoJホモ型個体(黒)，1はやまさり」ホモ型個体(白)，

ヘテロ型個体(灰色)に区分している



555 bpの新規なタンパク質をコードする遺伝子であった

このタンパク質には， 2種類のドメイン構造 (glyci田町rich

cell wall protein (GRP) ， lipid transfer protein (L TP) )が認

められたが，いずれのドメインも異なる機能を示す多く

の遺伝子に存在しており ，qLTG3-1の機能推定には至ら

なかった.

IItalica LivomoJは機能型の配列を持つのに対し， Iは

やまさり」では 71bpの欠失によるフレームシフトが生

じ，非機能型となっていた. IItalica LivomoJ由来の機能

型遺伝子を「はやまさり」へアグロパクテリウム法によ

り遺伝子導入したところ，得られた形質転換イネは高い

低温発芽性を示した. このことから， この遺伝子変異が

低温発芽性の品種間差異の原因であることが証明された.

qLTGふlの遺伝子発現は，種子の登熟過程や貯蔵中の

種子では認められないが，発芽処理後速やかに種子の旺

部分で強い発現が認められた.また，低温だけでなく発

芽適温においてもその遺伝子発現が認められたことから，

ストレスに誘導される遺伝子ではないことが明らかと

なった.さらに，プロモーター GUS解析の結果，qLTG3-

lは幼芽・幼根を覆っている匪組織および匪に面してい

る糊粉層で発現していた.種子発芽は，匹の生長力(growth

potentiaO と匹を覆う組織による匹の保護力 (mechanical

resistance)とのバランスによって生じる (Nonogaki2006) 

これらのことから，qLTG3-1は匹の保護力を低下させる

過程に関与する遺伝子と考えられた.

また，種子発芽時の発芽に関連する遺伝子の組織特異

的な遺伝子発現は，双子葉植物で明らかになっている.

本研究により，種子の構造が全く異なる単子葉と双子葉

植物において，保存された「発芽Jメカニズムが存在す

ることが明らかとなった
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ていた. NILの全ゲノム域のほとんどが反復親の「はや

まさり」に置換されていた.

NILは，反復親の「はやまさり」に比較して極めて高

い低温発芽性を示した(図 4).NILでは，置床後 5日目

から発芽が始まり，その後 2日でほぼ全ての種子が発芽

した.一方， Iはやまさり」は発芽を終えるのに 10日以

上を要した (Fuiinoet al. 2008b). 

本研究で同定した低温発芽性遺伝子qLTG3-1は作用力

が大きく，低温発芽性の改良において有用な遺伝子と考

えられる.しかしながら，低温発芽性は量的形質であり，

今後の展望5. 

準同質遺伝子系統の 150Cにおける発芽率の推移

「はやまさり J(0)， Iltalica LivomoJ (ム)，準同質遺伝

子系統 (3系統，黒)の発芽率の平均値と標準偏差 (nニ3)

を示している.

4. qLTG3・1の単離

10 

次に，ポジショナルクローニングにより，低温発芽性

遺伝子 qLTG3-1の原因遺伝子の単離を行った(図 5)

(Fujino et al. 2008b). BIL116と「はやまさり」の組合せ

に由来する F2世代 256個体を用いたマッピングの結果，

96 kbまでに候補領域を絞り込んだ. この候補領域につい

て両親の塩基配列を解析したところ， 14箇所の変異を同

定できた.これらをマーカー化し，大規模集団 (3，200個

体)から組換え個体の選抜を行った その結果，候補領

域を 4.8kbに絞り込むことが出来た. この領域には l遺

伝子のみがアノテーションされていた.qLTG3-1は全長

9 6 7 8 

置床後日数

5 4 

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
U
 

0

9

8

7

6

5

4

3

2

1

 

必
-
E

。
。
凶
柑
時
制

図4.

Chromosome 3 

S止』血血llUlli岨四日且1111111111111JμJ，lIIIIIIIII 
J山

麓緩趨礎纏磁援翻

/ 仰3-1

|11111劃11111111111111111111LI L 
J 11111聞111111111111・E・11・11111

22プ告256

10kb 

』づ子

1 一一一一一-一

c D 

27 

4 

qLTG3-

6 

/ 

a 
l 

図 5.qLTG3-1のポジショナノレクローニングによる候補領域の絞込み.
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qLTG3-1以外にも多くの遺伝子がマッピングされている

(Miura et al. 2001， Fujino et al. 2004， Zhang et al. 2005， 

Jiang et al. 2006， Ji et al. 2009). 今後， これら遺伝子の同

定と遺伝子間相互作用の理解により，安定した低温発芽

性の確立が期待できる.

Iltalica LivornoJは，長手早，脱粒，晩生等の多くの劣悪

形質を有するが，これらの座乗染色体領域は不明である.

そのため， Iltalica LivornoJ を用いた qLTG3-1に関する

マーカー選抜を実施する場合， 目的遺伝子の極近傍で組

換えを生じた個体を選抜することが望ましい しかしな

がら，この組換え個体の選抜には多大な労力を要する.

また， 目的遺伝子のみをマーカー選抜で導入することも

極めて困難である そこで，目的遺伝子近傍に座乗する

遺伝子を同定し，組合せや選抜目標に合わせた対象領域

のマーカー選抜を行うことが必要となる.IItalica LivornoJ 

のqLTG3-1領域には，複数の出穂日に関する QTLの存

在が明らかとなっている(藤野ら 2008). また，第 3染

色体の短腕末端領域にはコシヒカリの良食味に関する

QTLの存在 (Kobayashiand Tomita 2008， Wada et al. 2008， 

Takeuchi et al. 2008)および出穂日に関する遺伝子の存在

(Lin et al. 2002， Lee et al. 2004， Fujino and Sekiguchi 2008) 

も報告されている.マーカー選抜を行う場合には， これ

らの関係に留意する必要がある.

今回，遺伝子を単離したことにより，他作物種への応

用が可能となった.データベース検索の結果，qLTG3-1 

と相同な遺伝子は， トウモロコシ， コムギ，オオムギ，

ダイズに存在していた.今後， これらの作物での遺伝子

機能の解明とその利用を行うことで， これら作物の安定

生産へ繋がることが期待される.また，イネにおいても，

野生イネや栽培イネの広範な遺伝資源について，遺伝子

配列を比較することで有用な新規対立遺伝子の同定とそ

の利用が可能となる.特に，低温発芽性のように種子の

登熟環境に表現型が大きく影響される形質においては，

遺伝子配列をスクリーニングに加えることで効率的に遺

伝資源の評価を行うことが可能になると考えられる

また，本研究では温帯ジャポニカ間交雑に由来する材

料を用いてポジショナルクローニング法により遺伝子を

単離した. SSRマーカーの多型率はインデイカ・ジャポ

ニカ聞に比すると低く， 目的遺伝子のマッピングに際し

ては，マーカーのスクリーニングに労力を要する.一方

で， 100 kb程度まで候補領域が絞り込めると， I日本晴J

配列を基にシーケンス解析を行うことで，表現型変異の

原因となる遺伝子変異を同定することが可能である

(Fujino et al. 2005， 2008a， 2008b). 今後，遺伝子の機能解

析において， このような遺伝的に近縁関係にある系統の

利用も有効な手段と考えられる.

6. おわりに

近年，農業構造の変化等への対応もあり，省力・低コ

藤野

スト技術である水稲の直播栽培は期待されている.特に，

一戸当たりの栽培面積の大きい北海道では，稲作の栽培

規模の拡大あるいは多角経営における春先の労働力の分

散において，苗代管理を伴わない直播栽培は今後極めて

重要な技術である 北海道で稲作が始まった明治後期に

は，直播栽培を行っていたが，低温による発芽・苗立ち

の不安定さが大きな問題であった.その後，苗代を用い

た育百による移植栽培が確立された また， ピニルハウ

ス内で育苗を行う移植栽培は栽培期間の確保にも繋がっ

た. このような栽培技術の開発に加え，耐冷性や食味等

に関する品種育成の結果，現在北海道はイネの主要な産

地となっている 今後の米の安定生産を確保するために

も，低温発芽性に加えて低温伸長性等の形質を付与し

低温下で安定した苗立ち性を発揮する直播用品種の開発

が必要である.
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