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研究成果の概要（和文）：本研究では、我が国で最も重要なイネ科牧草であるイタリアンライグラスにおいて、
茎葉が脆い「カマイラズ」と呼ばれるセルロース合成変異の原因遺伝子LmBC1がライグラス第4連鎖群に存在する
ことをDNAマーカー解析により明らかにした。また、LmBC1遺伝子座周辺に位置づけられた連鎖地図上のイネ遺伝
子由来DNAマーカーの遺伝学的配置が、ライグラス第4連鎖群とシンテニーの関係にあるイネ第3染色体上の物理
的配置とよく符号することや、イネの当該ゲノム領域にもカマイラズ遺伝子BC1が存在することを明らかにし
た。これらの結果は、LmBC1がイネBC1のオーソログであることを強く示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：We have identified a ryegrass brittle culm 1 gene (LmBC1) for cellulose 
biosynthesis on a genetic map of a linkage group (LG) 4 of Italian ryegrass by conducting DNA marker
 analysis with a BC1F1 population derived from backcrossing a F1 progeny to a mutant individual that
 showed qualitative and recessive phenotype of culm brittleness―the F1 progeny was derived from a 
single cross between a wild-type individual and the mutant individual. The order of the rice 
gene-derived markers mapped around the LmBC1 on the genetic map was well correlated with the 
physical order of the corresponding genes in rice chromosome (Chr) 3 that is syntenic to the LG 4. 
Data analysis with public database of the rice gene expression profile revealed that the rice 
brittle culm 1 gene (BC1) locates on the rice Chr 3, and both the LmBC1 and BC1 locate between the 
same markers/genes in the LG 4 and rice Chr 3, respectively. These results strongly indicate that 
the LmBC1 is an ortholog of the BC1.

研究分野： 農学

キーワード： イネ科牧草　カマイラズ　消化性　植物二次細胞壁　セルロース合成変異　バイオマス　ライグラス
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１．研究開始当初の背景 
植物細胞壁を構成するセルロースおよび

リグニンは、地球上に存在する天然高分子化
合物の中でそれぞれ１、２番目に多い物質で
ある。植物細胞は分裂直後の若いうちは細胞
壁も薄く柔軟性に富むが、セルロースやヘミ
セルロースが合成され、細胞分化が進むと、
リグニンが沈着する２次細胞壁が形成され
るようになる。 
セルロースは草食家畜において重要な栄

養源であり、また、近年ではエタノールの原
料として、その利用に注目が集まっている。
一方、リグニンは植物体を強固にし、環境変
化や病害虫に対する防御に重要な役割を果
たしている。しかし、細胞壁中のリグニンの
存在が、セルロースの家畜消化率低下や工業
的利用の非効率化を招く主要因となってい
ることから、リグニンやセルロースの含量を
自在に制御するための技術開発は植物分子
育種上の重要な課題の一つとなっている。 
 近年、双子葉植物において２次細胞壁合成
系のマスター遺伝子 SND1や NST1が発見され、
これらの遺伝子により、２次細胞壁を構成す
るセルロースやリグニンの生合成が同調的
に制御されることが明らかとなっており
(Zhong et al. 2006; Mitsuda et al. 2007)、
単子葉植物においても同様の遺伝子 SWN1 等
が報告されている(Zhong et al. 2011)。セ
ルロース合成に関してはセルロース合成遺
伝子 CesA を筆頭にいくつかの合成関連遺伝
子の単離が報告されているものの(Dhugga 
2007)、植物全体を見渡してもリグニン合成
関連遺伝子に比べ知見は少なく、特に単子葉
植物における報告は非常に少ない。 
しかし、単子葉植物にはセルロース合成系

の異常により茎葉が非常にもろくなる系統
がイネ、トウモロコシ、オオムギにおいて存
在し、日本では「カマイラズ」と呼ばれてい
る。近年、カマイラズ系統の分子遺伝学的解
析が進められ、イネ、トウモロコシにおいて
いくつかの原因遺伝子が単離されている(Li 
et al. 2003; Zhou et al. 2009; Sindhu et 
al. 2007; Rao et al. 2013)。これらの報告
は、単子葉植物におけるセルロース合成機構
解明の足がかりとなると思われるが、単離さ
れた遺伝子の同機構における詳細な役割は
未だ不明のままであることや、セルロース合
成系には複数の遺伝子が複雑に関与してい
ると考えられていることから、全容解明のた
めには更なる研究資源の投入が不可欠であ
ると考えられる。しかしこれまでに前述の作
物以外にはカマイラズ系統に関する分子遺
伝学的な報告はなかった。 
このような背景の中、申請者は我が国で最

も主要なイネ科牧草イタリアンライグラス
のカマイラズ系統の飼料成分分析およびゲ
ノム解析を行ってきた。その結果、本系統は
他作物のカマイラズ系統同様、セルロース含
量が低く、ヘミセルロース含量が高いことを
明らかにした。また、カマイラズ系統と正常

系統を交配して得た F1 集団は全て正常形質
を示したこと、F1個体をカマイラズ系統の親
個体に戻し交配して得た BC1F1 集団において
カマイラズ形質と正常形質が 1：1 に分離す
ることを確認したことから、カマイラズ形質
が遺伝的に劣性の１遺伝子により支配され
ていることを確認した。さらに、BC1F1集団お
よび既存のライグラスSSRマーカーを用いた
予備解析により、当該遺伝子が第４連鎖群に
座上していることを示唆する結果を得た。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、第４連鎖群に座上する

と思われるイタリアンライグラスのカマイ
ラズ形質遺伝子座に対し、比較ゲノムにより
その詳細な座上位置を確認する。また、当該
遺伝子座に相当するイネ第３染色体のゲノ
ム領域に焦点を当てて、細胞壁合成遺伝子群
をデータベース検索し、データベースから抽
出された遺伝子のイネゲノム上の物理的位
置情報とライグラス第４連鎖群におけるカ
マイラズ形質遺伝子座の遺伝学的位置情報
を比較することで原因遺伝子を特定する。 
 
３．研究の方法 
(1)DNA マーカー解析用集団 
解析用の集団は、カマイラズ系統（山育 170

号）および正常系統（山系 32 号）を単交配
して得た F1集団の中から１個体を選び、さら
にカマイラズ系統親個体へ戻し交配して得
た BC1F1集団を使用した。本集団の DNA を個
体別に抽出し、多型解析に供した。 
 
(2)SSR マーカーによる多型解析 
BC1F1集団の親間における多型の有無を、ラ

イグラスの第４連鎖群を構成することが報
告されている SSR マーカー(Hirata et al. 
2006)により確認し、増幅効率の高いマーカ
ーを用いて BC1F1 集団の多型を個体別に解析
した。 
 
(3)Intron-scanning primer による多型解析 
イネ科植物の遺伝子のエクソン/イントロ

ン構造、およびエクソン領域の塩基配列が植
物種間で保存されていることを利用してイ
ネ遺伝子のエクソン領域の塩基配列をもと
に設計された PCR プライマー(Tamura et al. 
2012; Guan et al. 2014)を用い、多型性の
高いイントロン領域を増幅した。BC1F1集団の
親間における増幅断片長の違いを多型とし
て検出し、明瞭な多型が認められたプライマ
ーペアを用いて BC1F1 集団の多型を個体別に
解析した。 
 
(4)電気泳動および多型解析 
DNAシーケンサー3130xlによるキャピラリ

ー 電 気 泳 動 の 後 、 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア
GeneMarker により画像データを解析して多
型情報を整理した。 
 



(5)連鎖地図の構築 
連鎖地図は、BC1F1集団の個体別解析により

得られた多型データを解析ソフトウェア
JoinMap4 に入力して構築した。また、カマイ
ラズ形質は完全に質的であることから、表現
型の情報もバイナリーデータとして同解析
ソフトウェアに入力し、マーカーとの遺伝的
連鎖関係を解析した。 
 
(6)イネゲノム領域における細胞壁合成関連
遺伝子群の検索 
カマイラズ形質遺伝子座の周辺とシンテ

ニーの関係にあるイネゲノム領域上の細胞
壁合成関連遺伝子と思われる遺伝子群を公
開 デ ー タ ベ ー ス RiceXPro
（ http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/index
.html）により検索した。 
 
４．研究成果 
(1)DNA マーカーによる多型解析 
ライグラス第４連鎖群を構成する全 65 個

の SSRマーカーを用いて集団親間での多型を
調査し、23 個（35.4%）のマーカーにおいて
多型を認めた。一方、ライグラス第４連鎖群
とシンテニーの関係にあるイネ第３染色体
に由来する DNA マーカーを用い、集団親間で
の多型を調査した結果、全 136 個のうち、97
個（71.3%）のマーカーで多型を確認した。 
 
(2)連鎖地図の構築 
多型の認められた上記(1)のマーカーにつ

いて個体別解析と連鎖解析を実施し、正常系
統の優性マーカー41 個から成る連鎖地図、変
異系統の優性マーカー33 個から成る連鎖地
図、およびこれら優性マーカーに両親でホモ
あるいはヘテロの遺伝子型が示されたマー
カーを加えて統合した114個のマーカーから
成る連鎖地図を構築し、カマイラズ形質遺伝
子座を同連鎖地図上に位置づけることに成
功した(図１)。この遺伝子を LmBC1（Lolium 
multiflorum Brittle Culm 1）と名付けた。 
 
(3)比較ゲノムによる原因遺伝子の推定 
LmBC1 遺伝子座近傍にはイネゲノム情報を

もとに作成されたマーカーが複数存在する
（表１）。これらイネ由来 DNA マーカーのラ
イグラス第４連鎖群上の遺伝学的配置は、シ
ンテニーの関係にあるイネ第３染色体上の
物理的配置と高い相関（Spearman's rank 
correlation rho = -0.76, P < 0.05）があ
り、共線性が認められた（図２）。 
LmBC1 遺伝子座はイネ由来マーカー

TNAC1447 と COTER148 の間に座乗するので、
イネ第３染色体上、特にTNAC1447とCOTER148
周辺について、細胞壁合成関連遺伝子を公開
データベースにより検索したところ、LmBC1
遺伝子座に相当するイネゲノム上にイネカ
マイラズ遺伝子 Brittle Culm 1（BC1）が存
在することが明らかとなった（表１）。 
以上の結果、LmBC1 が BC1 のオーソログで

あることが強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．ライグラス第４連鎖群上のカマイラズ形質遺伝子座 
左：正常系統の連鎖地図 
右：変異系統の連鎖地図 
中：上記２つを統合した連鎖地図 
LmBC1:カマイラズ形質遺伝子座 

表１．カマイラズ形質遺伝子座周辺にマッピングされた
イネ由来マーカーの連鎖地図上の配置順とイネ第３染色
体上の物理的位置 
連鎖地図上の配置順 マーカー名 イネ第３染色体上の位置

1 TN A C 1657 26396385

2 TN A C 1421 9436483

3 TN A C 1447 17983491

B R ITTLE C U LM 1

（イネ BC 1遺伝子）
17260407

4 C O TER 148 15648919

5 C O TER 6 12008191

6 C O TER 146 10400794

7 C O TER 145 6948035

8 TN A C 1399 3854304
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