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研究成果の概要：イネゲノムDNA変異の大規模解析を実施した。イネ染色体上の22箇所の領域、
計 26kb の DNA 配列を、栽培イネ Oryza sativa とその近縁野生種の 30 系統について決定した。
DNA 変異の系統解析の結果、日本型イネとインド型イネは、野生種 O. rufipogon から独立に起
原したことが明らかになった。さらに、品種「ひとめぼれ」において、5000 系統の突然変異系
統群を作出した。「ササニシキ」突然変異系統を用いて、いもち病菌真性抵抗性遺伝子 Pia を同
定した。 
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１．研究開始当初の背景 
イネは、人類にとって最も重要な農作物の
一つである。2002年に、イネゲノムのほぼ
全体の塩基配列が決定された。その結果、
イネゲノムは約５億個の塩基と、３万-５万
個の遺伝子を含むことが明らかになった。
この限られた数の遺伝子とその調節領域の
変異によって、多くのイネ品種の形態・生
理・生態的な多様性が生じている。従って、
イネのポストゲノム研究の展開方向の一重
点は、各遺伝子の変異とそれを保有する個

体の表現型を連関づける「機能ゲノム学」
であり、本研究では、その基盤整備を実施
した。 
 
２．研究の目的 
(1)優良イネ品種に突然変異処理を施した
後、興味のある遺伝子に突然変異が入った
系統を迅速に選抜して形質評価する逆遺伝
学手法の実験系を確立する。 
(2)上記突然変異処理により育種上重要な
形質に変異が生じた系統を選抜し、迅速に
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マップベースドクローニングにより原因遺
伝子を同定する。 
(3)多数の栽培および野生イネ品種を用い
て、形質調査するとともに22遺伝子座のDNA
変異解析を実施し、連鎖不平衡マッピング
によって育種上重要形質と連鎖したSNPマ
ーカーを同定する。 
 
３．研究の方法 
北部日本で多く栽培されているイネ２品種
（「ひとめぼれ」および「ササニシキ」）を材
料として、(i) EMS による突然変異処理を施
し、各個体当たりゲノム中約 1000 箇所に点
突然変異が入ったような M2 系統を 3 年間で
各品種 4000 系統作出して、(ii) TILLING 法 
(McMallum et al., 2000, Nat. Biotech. 
18:455)を利用して、迅速に目的遺伝子に突
然変異が入った系統を選別する系を確立す
る。これにより、イネ研究者が興味を持つ遺
伝子全てについて、null allele を含めた対
立遺伝子を多数得ることが可能になり、イネ
逆遺伝学および交配母本の基礎材料として
活用することが可能になる。さらに、 (iii)
各突然変異系統の表現型を評価し、北日本に
おけるイネ育種にとって重要な形質である
耐冷性、直播適性、いもち病抵抗性の３重要
形質に変異の生じた系統を選抜する。(iv)
これらの形質に変異の生じた系統を、遠縁の
インド稲品種と交配し、F2 世代を用いて、
突然変異遺伝子のマップベースドクローニ
ングを実施する。マッピングおよび原因遺伝
子同定を迅速化するために   EcoTILLING
法 (Comai et al., 2004, Plant J. 37:778) 
を活用する。(v)さらに、アジアの栽培イネ
および近縁野生種 150 系統を２年にわたり
圃場で栽培し、形質調査を実施する。 (vi) 
それらの系統のゲノム DNA を材料にして、ゲ
ノム中から均等に選んだ 22 遺伝子座を対象
に、各2KbずつEcoTILLING法 (Comai et al., 
2004, Plant J. 37:778) を活用して DNA 変
異を調査する。形質と DNA 変異の連関を解析
することにより、連鎖不平衡マッピングを実
施して、重要形質と密接に連鎖した SNP マー
カーを開発する。 
 
４．研究成果 
イネ品種「ひとめぼれ」に EMS による突然変
異処理を実施して、約１万系統の M2 世代を
得た。これらの内、2700 系統を圃場で展開
し、形質調査を実施したところ、約 700 系統
に変異形質が確認された。これらの系統から
DNA を抽出して、ゲノム上の任意の領域 1kb
について、TILLING 法によって DNA 変異を確
認したところ、1000 系統あたり平均 2箇所
の突然変異を検出することができた。 
 イネ品種「ササニシキ」にEMSによる突然変
異処理を施した系統のM3世代約1000系統に対

して、いもち病菌レース031を接種したところ
、野生型では抵抗性を示すのに対して、感受
性を示す突然変異体が３系統得られた。ササ
ニシキはPia抵抗性(R-)遺伝子を保有するが、
これらの突然変異体はPiaの機能を欠失した
と考えて、過去にPia遺伝子がマップされてい
た領域のR-遺伝子群のDNA変異を解析したと
ころ、２つの突然変異系統において、RGA4と
名付けた遺伝子に効果の大きなDNA変異がみ
つかった。このRGA4がPia本体であると考えて
現在相補試験を進めている。 
 イネゲノム DNA変異の大規模解析を実施し
た。イネ染色体上の 22 箇所の領域、計 26kb
の DNA 配列を、栽培イネ Oryza sativa とそ
の近縁野生種の 30 アクセッションについて
決定した。DNA 変異の系統解析の結果、日本
型イネ ssp. japonica とインド型イネ ssp. 
indica は、野生種 O. rufipogon から独立に
起原したことが明らかになった。栽培種の内、
インド型イネは高い遺伝的変異（π=0.0024）
を含むのに対し、日本型イネは極めて低い遺
伝的変異(π=0.0001)を保有することが示さ
れた。この発見は、供試した日本型イネの祖
先集団サイズが小さいことを示している。日
本型イネは、インド型イネと比較して、高い
割合の非同義置換を固定していることが明
らかになった。これは、日本型イネの集団の
有効な大きさが小さいことが原因であると
考えられる。DNA 塩基配列および、EcoTILLING
法による解析の結果、連鎖不平衡の程度は、
野生種 O.rufipogon で約５kb、栽培種のイン
ド型イネで、約 50kb の領域にわたっている
ことが判明した。 
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