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研究成果の概要（和文）：耐塩性のオオムギから高速cDNA解析で取得した塩基配列とはるな二条の完全長cDNA配列を比
較してゲノムワイドなSNP検出システムを開発した。組換自殖系統および染色体組換置換系統をアレイシステムでタイ
ピングし、マップ作製と、置換部位の同定を行った。これらの系統の塩ストレス耐性を評価して、耐性のQTLと置換部
位のマッピングを行った。一方、すでにサブトラクション法で単離した耐性遺伝子の形質転換体を作製し、耐性の形質
評価を実施している。また、主要な耐性遺伝子の絞り込みとマーカー開発を行った。さらに、耐性遺伝子を含む染色体
組換置換系統を同定して同質遺伝子系統としての活用を図った。

研究成果の概要（英文）：cDNA sequences are generated by an efficient analysis system and aligned with full
 length cDNA sequences of Haruna Nijo to develop genome wide SNP detection system. The array system is use
d to genotype recombinant inbred lines and recombinant chromosome substitution lines for genetic map devel
opment and estimation of substitution segments. Salt tolerance of these lines are evaluated to map toleran
ce QTLs and their responsible substitution segments. On the other hand, a previously isolated tolerance ge
ne by subtraction method is used to make transgenic plant to evaluate its salt tolerance. Markers are also
 developed to narrow down tolerance genes. The recombinant chromosome substitution liens carrying toleranc
e gene segments are developed to be used as isogenic lines for salt tolerance.   
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１．研究開始当初の背景 
乾燥した中近東に起源するオオムギは、塩
類に対する耐性の強いことが知られている
(Harlan 1995)。岡山大学では世界各地から
収集した約7千系統のオオムギの発芽および
幼植物の耐塩性を評価し、耐性に差のある系
統を用いて遺伝解析を行ってきた(Mano et 
al. 1996)。分離集団を用いた遺伝解析の結
果、発芽および幼植物での耐塩性はいずれも
量的に遺伝した。さらに、予備的な QTL 解析
によって、耐塩性にかかわる複数の遺伝子座
の存在が明らかとなった(Mano et al. 1997)。
発芽時の耐塩性については、発芽床に海水を
与えても発芽する高度に耐性の系統を見い
だした。また、幼植物で高度耐性を示す系統
の塩処理によって誘導される転写産物をサ
ブトラクション法によって選抜し、遺伝子配
列を決定した。その結果、その遺伝子は
O-methyltransferase をコードすることが明
らかとなった(Sugimoto et al. 2003)。一方
で、この遺伝子が耐性に対してどの程度の作
用を示すのかは未だ不明であり、また、耐性
が複数の遺伝子座に制御される複雑な遺伝
を示すことからも、耐性系統にはさらなる耐
性遺伝子の存在することが示唆される。 
研究開始時点までにオオムギのゲノム育
種のための環境は急速に整備されてきた。研
究代表者らが約 3千の ESTの座乗する遺伝地
図を作成したのに続いて(Sato et al. 2009)、
1,536 の SNP が同時検出可能なマイクロアレ
イによって約 3千の ESTからなる地図が完成
している(Close et al. 2009)。また、これ
らのマーカーシステムを応用して、染色体組
換置換系統が開発されている(Sato and 
Takeda 2009)。さらに、完全長 cDNA の完全
解読(Sato et al. 2009)など、遺伝子同定の
ためのツールは着々と整備されており、遺伝
様式が明快に解析できる材料が整っていれ
ば、ポジショナルクローニングは容易になり
つつある。また、オオムギでは極めて困難と
されてきた形質転換法についても、最近の研
究代表者のグループの研究によって、実施可
能であることが明らかとなってきた。 
 
２．研究の目的 
オオムギは穀物の中で最も塩害に強く、塩
類集積や砂漠化した進行した土壌でも栽培
されている。本研究では岡山大学で耐塩性極
強と判断されたオオムギ系統の耐性遺伝子
を同定するために、ゲノム解析的な手法を活
用して、耐性系統の cDNA 解析、高能率マー
カー開発、耐性遺伝子の高速 SNP マッピング
を行う。耐性系統が保有する主要な耐性遺伝
子を絞り込む。さらに、染色体組換置換を用
いた耐塩性オオムギ系統を開発して実用性
の高い耐性遺伝子を利用する。 

 
３．研究の方法 
耐性のオオムギから高速 cDNA 解析で取得
した塩基配列とはるな二条の完全長 cDNA 配
列を比較してSNP検出用アレイシステムを開
発する。組換自殖系統および染色体組換置換
系統をアレイシステムでタイピングし、マッ
プ作製と、置換部位の同定を行う。これらの
系統の塩ストレス耐性を評価して、耐性の
QTL と置換部位のマッピングを行う。一方、
すでにサブトラクション法で単離した耐性
遺伝子の形質転換体を作製し、耐性の形質評
価を行う。また、主要な耐性遺伝子の絞り込
みとマーカー開発を行う。さらに、耐性遺伝
子を含む染色体組換置換系統を開発して上
記形質転換体と共に遺伝子作用を比較確認
する。 
 
４．研究成果 
 実施中に本研究に直接関連する完全長配
列の追加公開(Matsumoto et al. 2011)およ
びオオムギゲノムの物理地図と遺伝子領域
の配列公開（IBSC 2012）など大きな進展が
あり、ゲノム育種を目的とする本研究の内容
は当初の提案より豊富なゲノム情報を活用
して整理することが可能となった。 
 
(1) 高度耐性オオムギの高速 cDNA 解析 
①耐性系統の cDNA 解析：塩ストレスに高度
耐性を示すオオムギ系統に塩ストレス処理
をしたサンプルおよび対照サンプルの cDNA
ライブラリーを作製し、Roche 社製次世代型
シーケンサーでショットガン解析を行った。
配列の整列およびベクター配列等のトリミ
ングを行って cDNA 配列を取得した。 
②SNP 情報の取得：cDNA の公開されているオ
オムギ品種「はるな二条」の完全長配列 
(Sato et al. 2009) に加えて、Matsumoto et 
al. (2011)が大量の完全長解析を実施し合計
約 3 万クローンのオオムギ完全長 cDNA 配列
が利用可能となった。①の手法で取得した耐
性オオムギ由来の cDNA 配列を Roche 社製
Newbler Mapper v2.6 で完全長 cDNA 配列にマ
ップし、同一遺伝子由来の cDNA 配列を整列
して塩基配列の差異を確認し、マーカーとな
る一塩基多型(SNP)情報を取得した。また、
オオムギ完全長配列を用いたSNPの同定方法
は、二倍体コムギの cDNA 配列の解析にも応
用可能であることを示した(Iehisa et al. 
2012)。 
③これらの完全長 cDNA 配列について Mayer 
et al. (2011)のイネ科植物とのシンテニー
を活用した Genome Zipper によって、ゲノム
上の位置情報の推定が可能となり、さらに、
2012 年に公開されたオオムギのゲノム概要
配列(IBSC 2012)によって 2 万 6 千あまりの
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高濃度の塩処理後の廃棄物の滅菌処理が難
しいことが判明したため、同時並行で現在別
な耐塩性の評価方法を考案して実験を実施
中である。
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分化個体についてPCR法による導入遺伝子を
確認したところ、独立した
植物を得ることが出来た。現在、全て

の系統について後代を展開し、導入遺伝子の
分離とその遺伝子発現量の調査を進めてい
る。一方で、形質転換体の育成環境において
高濃度の塩処理後の廃棄物の滅菌処理が難
しいことが判明したため、同時並行で現在別
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