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研究成果の概要（和文）：植物体内の窒素やリンなどの栄養成分量を知ることは様々な局面で重要である。本研
究では、遺伝子発現量からこれらの成分量を推定するマーカーの開発を行った。まず、多数のトランスクリプト
ームデータを効率的に取得するために、低コスト多検体RNA-Seqのシステムを改良した。さらに、さまざまな栄
養状態、温度、光、体内時計時刻の条件で取得したサンプルのトランスクリプトームデータとリン量などの形質
データを取得し、それらのデータを用いた統計モデリング・機械学習によって、対象形質に対する発現マーカー
を得た。

研究成果の概要（英文）：It is important to measure quantity of nutrients in plants for plant science
 and agriculture. In this study, we develop gene-expression markers to estimate the quantity of 
nutrients. Low-cost and high-throughput RNA-Seq library preparation system was updated for 
collecting massive transcriptome data to train the markers. We developed the markers using 
transcriptome data and trait data of samples in various nutrient conditions, temperature conditions,
 light conditions and circadian timings.

研究分野：植物分子生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した植物の栄養状態を推定する発現マーカーは、作物の栄養状態の診断や適切な施肥タイミングや
施肥方法の検討に役立つと考えられる。また、野生植物への応用が可能になった場合には、熱帯林の一斉開花
や、ブナの豊凶、地域の植生などを予測するモデルと組み合わせて用いることで、これらの予測の精度を高めら
れる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
窒素やリンなどの主要な栄養成分やホウ素などその他の必須元素の欠乏・過多は植物の生育
に重大な影響を及ぼす。そのため植物体中のこれらの成分量を知ることは様々な局面で重要と
なる。従来から行われてきた CNコーダーなどによる測定に加えて、近年、遺伝子発現量をも
とにしたマーカー（以下、発現マーカー）の開発がおこなわれつつある。ここでいう発現マー
カーは複数遺伝子の発現をもとに計算される指標のことである。例えば、トウモロコシの葉の
窒素量を反映する 8遺伝子の発現量からなる発現マーカーが開発されており、発現マーカーの
値と実測の窒素量は良く一致していた（Yang et al, 2011, Plant Phys.）。 
さらにその 8遺伝子に対応するイネオーソログの発現量（Nagano et al, 2012, Cellのマイク
ロアレイデータ）から、独自に栽培期を通じた窒素量の変化を推定したところ、実際の窒素量
を反映していると思われるパターンが得られた（Nagano, unpublished）。このようなマーカー
は、育種・栽培管理の指標として実用上重要であるのはもちろんのこと、植物科学の研究上、
栄養欠乏耐性や調節の分子機構の解析において有用であると考えられる。また、生態学におい
て熱帯林の一斉開花や、ブナの豊凶、地域の植生の決定要因など様々な現象を説明するために
植物内部の栄養状態の変化を仮定したモデルが用いられている。発現マーカーを用いて野生植
物の栄養状態を知ることが可能になれば、様々な現象のモデルを直接検証することが可能とな
る。 
 
２．研究の目的 
 このように発現マーカーは有用であるが、これまで比較的小規模で場当たり的な研究のみが
行われてきた。その原因は、１．頑健な発現マーカーを作出するためにはターゲットとする条
件以外の発現に影響する様々な要因をなるべくばらつかせてサンプリングする必要があること、
２．多数のサンプルのトランスクリプトームデータを取得する必要があること、３．高度なデ
ータ解析技術が要求されること、である。一方、我々のグループではこれらの要因を解決する
技術（スマートインキュベータ、低コスト多検体 RNA-Seq、統計モデリング・機械学習）を
有している。そこで本研究では、これらの技術を駆使して気象条件、体内時計時刻、日齢、植
物種などによらず頑健に栄養状態を表す発現マーカーを体系的に作出する手法を確立すること
を目標とした。 
 
３．研究の方法 
1. 多数のトランスクリプトームデータを効率的に取得するために、我々のグループで確
立してきた低コスト多検体 RNA-Seqのシステムをさらに改良する。 

2. スマートインキュベータによって作りだした様々な環境条件下において、リンなどの
栄養条件や気温、サンプリング時刻を複合的に変化させたサンプルを、イネ、ネギ、
タバコなどに関して収集する。 

3. 2 で取得したサンプルのトランスクリプトームデータとリン量などの形質データを取
得し、それらのデータをもとに統計モデリング・機械学習によって、それぞれの形質
に対する発現マーカーを得る。 

4. 3 で得られた発現マーカーの精度・有効性を、実際の野外圃場サンプルを用いて検証す
る。 

 
４．研究成果 
 発現マーカーの作出
のためには、対象形質が
様々な値になっている
多数のサンプルについ
て、形質値とトランスク
リプトームの測定が必
要である。そこで、多検
体から効率的にトラン
スクリプトームデータ
を得るために、RNA-Seq
ライブラリの自動調整
系を確立した。これによ
って、同時に 384 多検体
の RNA-Seq ライブラリ
の自動調整を行うこと
が可能となった。さらに、
よ り 低 コ ス ト に
RNA-Seq ライブラリの
調整を行うために、プレ
プール型のプロトコル
を導入した（図１）。 

図１ Pre-pool 型プロトコルを導入することで大幅な低コスト化、 

高スループット化、安定化を実現した 



 また、少ないリード数から高精度に発現量を推定するために、トピックモデルの一種である
NeSAGe（Negative-Binomial Sparse Additive Generative Model）を開発した。RNA-Seq デー
タに代表されるような次世代シーケンスによるオミクスデータのもつ、負の二項分布に従う誤
差、スパース性などの統計的性質を織り込んだモデルになっている。そのため、少ないリード
数のデータからでも精度よく真のシグナルの値（例えば RNA-Seq の場合は発現量）を推定する
ことが可能となった。 
 イネ、ネギ、タバコなどを材料として、様々な体内時計時刻、気温、光、栄養条件下で、合
計で約２０００サンプルのトランスクリプトームデータを学習用データとして取得した。また、
他のプロジェクトによって収集してきたイネ、ハクサンハタザオのトランスクリプトームデー
タ（約１５００サンプル分、Nagano et al, 2012, Cell、Nagano et al, 2019, Nature Plants）
についても、発現マーカーの作成手法検討用のデータとして用いることとした。例えば、ネギ、
タバコに関しては、北大・江澤グループと共同で、リン施用条件を様々に変えたサンプルから
トランスクリプトームデータと、地上部リン量・地下部リン量の形質値データを取得した。そ
れらのデータを用いた解析から、例えば８遺伝子の発現量の組み合わせからなる十分な精度の
発現マーカーを作出することが可能であることを示した。さらに、単純に施用量を変えるので
はなく、根からの直接吸収量と菌根菌を経由した吸収量のそれぞれを制御して栽培を行ったサ
ンプルを得た。これらのサンプルのトランスクリプトームデータを用いた解析から、吸収経路
特異的にリンの吸収量を推定する発現マーカーを得ることが出来た。さらに、人工気象室内の
植物サンプルと野外圃場の植物サンプルを用いて検証用データを取得し、吸収経路別のリン量
マーカーの精度の評価を行った。その結果、学習用データと近い環境である人工気象室内の植
物サンプルに関しては精度よくリン量を推定できたのに対して、野外圃場の植物サンプルに関
しては、それより低い精度にとどまっていた。これは、野外圃場のデータは、学習用データか
らみて外挿に当たる環境のデータであるためと考えられる。今後は、野外圃場のデータを取り
込んで予測モデルのアップデートを行ったり、人工気象室でより広い環境のふり幅のデータを
蓄積したりすることで、より頑健な予測を行う発現マーカーを開発することが可能となると考
えられる。一方で、独自に開発したデータ解析手法により、遺伝子ごとに発現マーカーに寄与
する確率を推定し、その確率の高い遺伝子のリストに既知のリン吸収関連遺伝子が含まれてい
ることを確認した。このことから、リストの他の遺伝子に未知のリン吸収機構にかかわる遺伝
子が含まれていることが示唆された。また、糖の転流速度を推定するマーカーや、気温など周
辺物理環境を推定するマーカーの開発に着手し、プロトタイプを得た。 
 また、これらの研究の過程で開発した多検体 NGS 解析技術、データ解析技術を用いて、多数
の共同研究を行い、様々な研究の支援を行った。 
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