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研究成果の概要（和文）：育種において近縁種からの有用遺伝子の導入は、困難な育種目標を達成するために必要であ
るが、実際には種間の生殖隔離等の技術的問題から、必ずしも野生種という遺伝資源が有効に活用されていない。そこ
で、パンコムギの祖先野生種の１つであるタルホコムギの包括的遺伝子利用に向けて、二粒系コムギとタルホコムギの
種間雑種でしばしば認められる雑種ネクローシスと雑種クロロシスを引き起こすタルホコムギ側原因遺伝子Net2とHch1
を単離することを目指した。本研究を通して両遺伝子が座乗する染色体領域の詳細な地図情報を構築でき、周辺領域の
DNA断片を不完全ながらも入手できた。本結果は今後の遺伝子単離に極めて有効である。

研究成果の概要（英文）：In crop breeding, efficient transmission of agriculturally important genes from 
wild relatives is necessary for overcoming difficult missions. However, technical problems such as 
reproductive isolation between crops and their relatives make it difficult to use comprehensively the 
genetic resources in wild relative populations. Towards complete use of a wild wheat relative Aegilops 
tauschii for bread wheat breeding, the goal of this research is set as map-based cloning of Net2 and 
Hch1, which are the D-genome causal genes for hybrid incompatibilities shown in interspecific hybrids 
from crosses between tetraploid wheat and Aegilops tauschii. Through this project, fine maps for Net2 on 
chromosome 2DS and Hch1 on chromosome 7DS were successfully constructed, and some BAC clones around the 
Net2 and Hch1 regions were selected. These progresses are important for further map-based cloning of Net2 
and Hch1.

研究分野： 植物遺伝育種学

キーワード： 育種学　生殖隔離　倍数性進化　コムギ

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 高等植物では異質倍数性進化が、新たな種
の成立において重要な原動力となっている
ことが知られ、異質倍数体の成立時に核内あ
るいは細胞内でどのようなゲノムやクロマ
チン構造の再編、遺伝子発現プロファイルの
変化、概日リズムの変化等が生じるのかにつ
いて、近年急速に知見が蓄積してきている。
育種における近縁種の利用でも、異質倍数種
成立でも、２つの異なる近縁種間の雑種形成
がそのスタートとして必須のプロセスであ
るが、植物でも受精前あるいは受精後の隔離
障壁は存在し、雑種形成を阻害している。 
 これまで主要穀物であるパンコムギにお
いては、非生物的ストレス（低温／凍結、乾
燥など）に対する耐性能発揮に至るシグナル
経路の解明や出穂開花時期を決める遺伝子
の同定等が行われてきている。これらの知見
を基にパンコムギの祖先野生種の１つで D
ゲノムの提供親となったタルホコムギの自
然集団からパンコムギの育種に有用な対立
遺伝子を同定し、４倍性コムギとの交雑 F1

雑種の自然倍加により作出した合成パンコ
ムギを介してタルホコムギの対立遺伝子を
パンコムギに導入する研究も進められてい
る。これらの研究を通して、タルホコムギ集
団中にはパンコムギのいくつかの困難な育
種目標を解決できる遺伝子も集団中に見い
だせると考えられている。 
 しかし一方で、この合成パンコムギの育成
過程で、４倍性コムギとタルホコムギとの F1

個体で雑種致死や雑種弱勢を示す交配組み
合わせが比較的多く認められた。この生育不
良には少なくとも４種類あり、そのうち type3
ネクローシスはパンコムギでもみられる
type1 ネクローシスに似た表現型を示し、
type2 ネクローシスは低温下で植物体の成長
が止まって後にネクローシスの症状を示す
(Mizuno et al. 2010, 2011)。この他にも第３葉
を展開してすぐに成長を止めてしまう雑種
致死や、ハイブリッドクロロシスも認められ、
祖先野生種であるにもかかわらずタルホコ
ムギからパンコムギへの遺伝子の導入は、用
いる交配組み合わせによって成否が決まっ
てしまう。これらのタルホコムギ側の原因遺
伝子（Net2 と Hch1）は、2D や 7D 染色体の
短腕上に位置づけられている(Mizuno et al. 
2010, 2011; Nakano et al. 2015)。これら Net2 と
Hch1 遺伝子を単離することにより、二粒系コ
ムギとタルホコムギ間の生殖隔離について
理解を深めるとともに、密接連鎖マーカーの
開発によってタルホコムギの遺伝資源をパ
ンコムギ育種に包括利用する系を開発でき
ると期待される。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、特に受精後生殖隔離に焦点を
当てることとした。すなわち、コムギ種間交
雑でできた雑種第一代でしばしば認められ
る雑種致死と雑種弱勢を引き起こす遺伝因

子について、特にタルホコムギ側の２つの遺
伝子（Net2 と Hch1）の単離を目指し、将来
的にこれらのアリルの機能的な変異部位を
明らかにして、近縁種との交雑による包括的
かつ効率的な有用遺伝子導入法の確立に寄
与することを目的とした。そのために、Net2
と Hch1 について、F2 マッピング集団で密接
に連鎖する SNP マーカーを複数同定し、タル
ホコムギコアコレクション中での SNP の分
布を明らかにすることと、選んだ SNP マーカ
ーをもとにタルホコムギ BAC クローンを選
抜し、Net2 と Hch1 座の物理地図構築を目指
すことを具体的な目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Net2座とHch1座の高密度連鎖地図の作成 
 二粒系コムギとタルホコムギ間の雑種
（ABD ゲノム）における type2 ネクローシス
もクロロシスも３倍体雑種で発現するが、生
育が遅れるものの致死的ではなく自殖種子
を採種できる(Mizuno et al. 2010)。この自殖種
子から育った植物は AABBDD ゲノムを持つ
合成パンコムギであり、type2 ネクローシス
を発現する合成パンコムギ系統と通常の表
現型(WT)を示す合成パンコムギ系統の間の
F2集団と、ハイブリッドクロロシスを発現す
る合成パンコムギ系統とWT を示す合成パン
コムギ系統の間の F2 集団をマップ集団とし
て用いた。Net2 と Hch1 それぞれについて、
まず 2DS と 7DS 上の該当領域の SNP マーカ
ーを選抜し、F2集団を使って表現型調査（ネ
クローシスやクロロシスを示すかどうか）を
行い、選抜した SNP を連鎖地図上に位置づけ
た。マーカーのジェノタイピングとマップ作
成については Hirao et al. (2015)により行った。 
(2) タルホコムギ分子マーカーの作成 
 タルホコムギのドラフトゲノム情報(Jia et 
al. 2013, Luo et al. 2013)、及びオオムギの物理
地図情報とドラフトゲノム情報(IBSC et al. 
2012)を利用して、タルホコムギの葉と穂の
RNA-seqデータ(Iehisa et al. 2012, 2014)から目
的染色体領域の両親系統の SNP を抽出した。
さらにタルホコムギのゲノム情報から Net2
とHch1周辺のタルホコムギ scaffoldをBlastN
によって選抜し、その scaffold 配列内に存在
する SSR をマーカーとして利用した。また、
Hch1 については 7DS の survey sequence data 
(Berkman et al. 2011)も利用した。SSR の同定
とマーカー化には、SciRoKo version 3.4 ソフ
トウェア(Kofler et al. 2007)を用いた。 
(3) アソシエーション解析 
 近傍マーカーの遺伝子型と表現型との連
関を TASSEL Ver.4 (Bradbury et al. 2007)を用
いて Nishijima et al. (2014)により行った。
Mixed linear model を用いた Q+K 法によって
アソシエーション解析を行った。用いたタル
ホコムギ系統については 169 の DArT マーカ
ーによるジェノタイピング情報(Matsuoka et 
al. 2013)を用いた。 
(4) タルホコムギ BAC クローンの選抜 



 NBRP コムギを介して横浜市立大学木原生
物学研究所の保有するタルホコムギ BAC ラ
イブラリーのスクリーニングを行った。 
(5) マイクロアレイ解析と遺伝子発現解析 
 type2 及び type3 ネクローシスと、パンコム
ギの type1 ネクローシス、野生一粒系コムギ
の type4 ネクローシスについて、NBRP コム
ギから入手した Agilent 社のコムギ 38K オリ
ゴ DNA マイクロアレイを用いて、比較解析
を行った。また、各雑種個体の発芽３日後の
幼植物体を 0.02 mM の ZnCl2を加えた水耕条
件で 10 日間生育させて、幾つかの遺伝子発
現を RT-PCR 解析によって比較した。 
 
４．研究成果 
(1) Hch1 の高密度連鎖地図の作成 
 F2集団 280 個体中、クロロシスを示したの
は 211 個体、WT は 69 個体で、分離比は 3:1
に合致した(P = 0.89)。この Hch1 座周辺の高
密度化のため、まず F2集団 90 個体を用いて
ジェノタイピングを行った。7DS の配列から
は 28 の SSR マーカーが開発され、うち 10 個
が 7DS 上にマップされた。次に、7DS 上の
Hch1 近傍領域に座乗すると予想され、タルホ
コムギの物理地図上に位置づけられている
scaffold と、in silico 解析によりオオムギの同
祖な領域に位置づけたタルホコムギの
scaffold を選抜した。計 36 個の scaffold の塩
基配列情報から両親の合成パンコムギ間で
SSR 多型や SNP を見出してマーカー化し、マ
ップ集団のジェノタイピングを行った。その
結果、Hch1 近傍領域に計 17 個のマーカーが
位置づけられた。これら新規マーカー計 27
個のうち、特に Hch1 近傍に位置した 12 個に
ついて F2集団 280 個体へ展開したところ、８
マーカーが 0.5 cM 以内のきわめて近い位置
にマップされ、１つは Hch1 と完全に連鎖し
た。Hch1 周辺領域のマーカーの順序とタルホ
コムギおよびオオムギの物理地図情報との
間に矛盾はみられなかった。 
(2) Net2 の高密度連鎖地図の作成 
 2DS 上の Net2 近傍領域に座乗すると予想
され、タルホコムギの物理地図上に位置づけ
られている scaffold と、in silico 解析によりオ
オムギの同祖な領域に位置づけたタルホコ
ムギの scaffold を選抜した。計 24 個の scaffold
の塩基配列情報から両親の合成パンコムギ
間で SSR 多型や SNP を見出してマーカー化
し、マップ集団のジェノタイピングを行った。
その結果、Net2 近傍領域に計 21 個のマーカ
ーが位置づけられた。その中でも３つの
scaffold に由来するマーカーが 0.3 cM 以内の
きわめて近い位置にマップされ、これらのマ
ーカーによって Net2 を挟み込むことができ
た。Net2 周辺領域のマーカーの順序はタルホ
コムギの物理地図情報と矛盾せず、オオムギ
ゲノムと比較すると一部の scaffold の順序に
ついて逆位が認められた。 
(3) 連鎖マーカーのアソシエーション解析 
 Net2 に連鎖するマーカーについて、タルホ

コムギ 83 系統の遺伝子型と合成パンコムギ
にした時の type2 ネクローシス表現型の有無
に関してアソシエーション解析行った。Net2
座近傍で有意な連関が見出され、特に Net2
に近い３マーカーについては極めて高い連
関が見られた。しかし、完全な連関ではなく
一部のタルホコムギ系統に矛盾が残った。こ
のことからもこれら３マーカーのごく近傍
に Net2 が座乗していると考えられた。 
(4) Hch1 と Net2 座周辺の BAC クローンの選
抜 
 Hch1とNet2の最も近傍に位置する scaffold
の両末端配列に基づいてプライマーをデザ
インし、PCR 法によって scaffold 間をつなぐ
タルホコムギ BAC クローンを選抜した。両
遺伝子について複数の BAC クローンが選抜
でき、一部選抜クローンについて末端塩基配
列を決定した。 
(5) 他のコムギハイブリッドネクローシスと
の特性比較 
 マイクロアレイ解析の結果、野生一粒系コ
ムギ種間の type4 ネクローシスでは病害抵抗
性遺伝子の発現量の増加と光合成関連の遺
伝子の発現量の減少など、パンコムギ品種間
で見られる type1 ネクローシスや二粒系コム
ギとタルホコムギの雑種で見られる type3 ネ
クローシスとよく似た発現プロファイルを
示した。これらのネクローシスを示す雑種へ
の ZnCl2 処理は病害抵抗性遺伝子の発現上昇
には影響しないものの、活性酸素の発生と細
胞死の抑制効果が共通してみられた。一粒系
コムギのハイブリッドネクローシスは type1
ネクローシスや type3 ネクローシスと同様の
機構、すなわち autoimmune response による過
敏感反応様の細胞死によって引き起こされ
ると考えられた。また、ZnCl2 処理によって
活性酸素の発生と細胞死の抑制がいずれの
ネクローシスにおいても確認されたことか
ら、ハイブリッドネクローシスに伴う活性酸
素の発生は autoimmune response が引き起こ
した結果であると考えられた。 
(6) まとめと今後の展望 
 二粒系コムギとの雑種不全のタルホコム
ギ原因遺伝子 Net2 と Hch1 について、高密度
連鎖地図を作成することができ、両遺伝子に
対して極めて近傍に連鎖して存在する分子
マーカーを開発し、そのマーカーを含むタル
ホコムギ scaffold を同定することができた。
これにより、タルホコムギ BAC クローンを
選抜できたことから、Net2 と Hch1 領域の物
理地図構築が可能であることが示された。特
に Net2 についてはその雑種不全の表現型が
温度によって著しく変化することから
(Mizuno et al. 2011; Takumi and Mizuno 2011)、
従来の autoimmune response とは異なる機構
の関与が示唆されており、原因遺伝子を同定
する意義は大きいと思われる。また、これら
の雑種不全を有するタルホコムギ系統から
の有用遺伝子を、今回開発した連鎖マーカー
を活用して合成パンコムギを介したパンコ



ムギ育種への利用を加速化させる必要があ
る。近々には、Net2 と Hch1 領域の物理地図
を完成させ、遺伝子の実体を明らかにするこ
とが必要である。そのために、高速シークエ
ンサーを異質６倍体で有効に活用する実験
系の構築が急務であろう。 
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