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研究成果の概要（和文）：本研究は、特殊な処理（RE処理）を施して作製されたイネ個体のゲノム全体に広範な
メチル化状態変化が引き起こされることを手掛かりとして、エピジェネティック変異の方向付けによる耐病性イ
ネの作製を試みた。本研究により開発された方法により、エピジェネティック変異による世代を超えた抵抗性状
態の維持に成功した。本研究により開発された方法は、エピジェネティック変異を利用した新規育種技術に繋が
る可能性が高い。

研究成果の概要（英文）：In our previous study, it was revealed that vast change of DNA methylation 
state in rice plants with RE treatment, which is specific treatment developed by our group. We tried
 to produce disease resistant rice plants by artificial orientation of epigenetic mutation with the 
RE treatment. As a result, we succeeded in produce rice plants with trans-generational disease 
resistance state. The results suggest that the method we developed may contribute to novel breeding 
technique applied with epigenetic mutation.

研究分野： 植物病理学

キーワード： イネ　エピジェネティクス　病害抵抗性育種

  ６版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、抵抗性誘導剤処理によって獲得されたイネの病害抵抗性が後代の植物に伝達される現象が見出さ
れ、その原因がエピジェネティック変異であることが確認された。従来は遺伝しないと考えられてきた獲得形質
が簡単な方法で人為的に導入可能であり、次世代以降に伝わることを見出したことは学術的に大きな意義があ
る。また、獲得された抵抗性は、世代を超えたプライミング状態の維持に起因すると考えられた。したがって、
本研究によって我々が開発した方法は、エピジェネティック変異を利用した新規の育種技術開発に繋がる可能性
が高く、社会に与える影響から見ても画期的な研究成果であると言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、DNA の塩基配列変化を伴わず、DNA

やクロマチンの化学修飾を通した遺伝形質
制御の実態が次第に明らかになりつつあり、
このような研究領域は「エピジェネティク
ス」として急速に発展しつつある。これまで
信じられてきた進化の常識では、獲得形質は
遺伝しないと考えられてきたが、例えば植物
が病原菌や害虫からの攻撃にさらされると、
獲得された抵抗性が後代の植物に伝達され
る現象が、最近の研究から数多く明らかにな
ってきた［Luna et al.(2012), Slaughter et 
al.(2012), Rasmann et al.(2012)］。エピジ
ェネティクスによる制御の重要な仕組みの
１つは DNA のシトシンメチル化であり、遺伝
子のプロモーター領域が高度にメチル化さ
れると遺伝子発現が抑制されることは良く
知られている［Finnegan et al.(2000), 
Domcke et al. (2015)］。重要なことに、植
物では、遺伝的変異を引き起こす DNA のメチ
ル化状態変化が後代に伝わることがあり、こ
れらはエピジェネティック変異として知ら
れている［Kalisz and Purugganan (2004)］。
すなわち、植物において獲得形質が遺伝する
現象は、エピジェネティクスにより説明でき
ると考えられている。 
次世代シーケンサーを用いた我々の最近

の研究により、特殊な処理（RE 処理）を施す
ことにより作製されたイネ個体（RE個体）の
ゲノム DNAメチル化状態を野生型と比較した
結果、ゲノム全体に広範なメチル化状態変化
が引き起こされることが明らかになった。さ
らに、野生型イネと RE イネ個体において遺
伝子発現を比較したところ、顕著な発現変化
を示す遺伝子のプロモーター領域が脱メチ
ル化されていることも明らかになった。 
 

２．研究の目的 
RE 個体の LTP2 遺伝子プロモーター領域は

高い頻度で完全に脱メチル化されていた。こ
の脱メチル化変異は、数代にわたって遺伝す
ることが確認され、安定したエピジェネティ
ック変異であることが明らかになった。さら
に、この遺伝子は種子および RE 個体作製過
程で高発現することから、細胞において高い
発現を示す遺伝子に選択的にメチル化状態
変化が起こる可能性が示唆された。一方、最
近の研究から、病原菌接種によって誘導され
る遺伝子発現が DNAメチル化によって制御さ
れることが明らかになってきた。例えばシロ
イヌナズナでは、病原菌接種やサリチル酸処
理により、ゲノム DNA のメチル化状態が大規
模に変化すること［Dowen et al. (2012)］
や PAMP 処理による防御遺伝子発現が RNA 依
存的 DNA メチル化（RdDM）により制御される
こと［Yu et al.(2013)］が明らかになって
いる。このことは、防御応答に関連する重要
な遺伝子の発現はゲノムDNAのメチル化状態
変化によって制御されていることを示して
いる。さらに、抵抗性が準備状態となる「プ

ライミング」は DNA メチル化状態の変化に起
因する可能性も指摘されている［Pieterse 
(2012)］。 
以上のことを総合すると、防御関連遺伝子

の発現を強く誘導する条件下で RE 個体を作
製すると、防御応答に関連する多くの遺伝子
のメチル化状態が変化し、プライミング状態
が維持された RE 植物を作出できることが期
待される。予備試験を行った結果、このよう
な処理をしたイネ RE 個体にはいもち病抵抗
性が高まることが明らかになり、エピジェネ
ティック変異が方向づけられる可能性が強
く示唆された。 
本研究では、以上のような事実および予備

試験の結果を踏まえ、植物ゲノム DNA のメチ
ル化状態を人為的に方向づけることによる
植物の耐病化を試みる。また、全ゲノムのメ
チル化状態変化と防御関連遺伝子の発現変
化との相関を調べ、エピジェネティック変異
が人為的に誘導されたことを証明し、これら
の変異の遺伝的安定性を検討して実用的な
耐病性植物作出の可能性を探る。 
 

３．研究の方法 
 研究期間を通して、材料にはイネ（品種：
日本晴）を用いた。また、イネのいもち病抵
抗性を定量化するために、GFP を発現するよ
う形質転換したイネいもち病菌を用いた。い
もち病抵抗性の程度は、蛍光顕微鏡あるいは
共焦点レーザー顕微鏡によるいもち病菌感
染部位の詳細な観察によって調べることと
した。具体的な実験は以下の方法により実施
した。 
 
（１）RE個体作成過程における防御遺伝子発
現の誘導および RE 条件の検討 
 RE 過程において防御関連遺伝子の発現を
誘導するため、RE 前期過程または RE 後期過
程あるいはその両方に抵抗性誘導剤を7日間
処理し、抵抗性関連遺伝子の発現を指標とし
て防御応答の発現をモニターした。この方法
により防御関連遺伝子の発現が最も強く誘
導され、最も効率的に RE 個体が得られる条
件を検討した。また、対照 RE 個体として、
RE 過程において抵抗性誘導剤を処理しない
個体（RE-0 個体）を作製した。 
 
（２）RE イネ個体のいもち病抵抗性の検討 
 RE 処理によって得られたイネ個体を 2～3
週間栽培後、植物体から葉鞘を切り出し、内
腔に GFP 発現イネいもち病菌を接種して 48
時間後のいもち病菌感染菌糸の伸長を蛍光
顕微鏡により観察した。同様の方法により育
成した野生型イネあるいは RE-0 個体と比較
することにより、抵抗性を獲得したか否かを
検討した。また、RE イネ個体を圃場で栽培し
て十分量の種子を採種し、次世代におけるい
もち病抵抗性を確認するとともに、次年度以
降の実験に用いた。 
 



（３）RE個体に獲得されたいもち病抵抗性の
遺伝的安定性の検討 
 前年度に栽培したイネの種子を用い、（２）
と同様の方法により RE イネ個体のいもち病
抵抗性を継続的に調査した。平成２６年度か
ら３年間にわたって調査を継続し、R0 個体
（RE 当代）から R2 個体（次々世代）におい
ていもち病抵抗性が遺伝的に安定であるか
否かを検討した。 
 
（４）REイネ個体における防御関連遺伝子の
発現解析 
 いもち病抵抗性を獲得した RE 個体、野生
型イネ個体および RE-0 個体にイネいもち病
菌を接種し、12、24 および 48 時間後におけ
る PBZ1、PR1 等の mRNA 発現を比較した。 

さらに RE 個体と野生型イネ個体との間の
遺伝子発現プロファイルを網羅的に比較す
るため、接種後 0 時間および 24 時間の各個
体から RNA を抽出し、次世代シーケンサーを
用いた RNA-seq 解析を行った。 
 
（５）REイネ個体および野生型イネ個体の全
ゲノム DNA メチル化解析 
バイサルファイト・NGS 法［Krueger et 

al.(2012)］を用いて、RE イネ個体のゲノム
全体におけるメチル化状態を野生型イネ個
体あるいはRE-0個体と比較することにより、
特にプロモーター領域のメチル化状態が変
化した遺伝子を網羅的に探索した。また、バ
イサルファイト・サンガーシーケンス法
［Fraga and Esteller (2002)］により、こ
れらの遺伝子のプロモーター領域における
メチル化状態変化の状態を確認した。 
 さらに、（４）の結果と総合して、防御関
連遺伝子の発現変化とそれらの遺伝子のプ
ロモーター領域におけるメチル化状態変化
との相関を検討することにより、エピジェネ
ティクス制御が人為的に方向づけられたこ
とがいもち病抵抗性の獲得に関与するか否
かを検討した。 
 
４．研究成果 
（１）RE処理過程で防御関連遺伝子の発現を
誘導するため、RE 処理前期または RE 処理後
期あるいはその両方に抵抗性誘導剤を7日間
処理し、REイネ個体が得られる条件を検討し
た。この結果、いずれの処理によっても RE
個体は得られるが、前期課程、後期課程共に
高濃度の抵抗性誘導剤を与えた場合には RE
植物の形成率が低下することが明らかにな
った。 
 
（２）（１）により作製された RE植物を用い
て、いもち病抵抗性を予備的に検討した結果、
RE 過程前期に抵抗性誘導剤を処理するのみ
で、耐病化した RE 植物個体（RE 当代個体；
RE0）が得られることが明らかになった。さ
らに、自殖後代（RE1）のいもち病抵抗性を
確認したところ、いずれの個体においてもい

もち病抵抗性が維持され、この表現型が後代
に遺伝する可能性が示唆された。 
そこで、抵抗性誘導剤を RE 処理前期のみ

（50-0 および 150-0 系統）、RE処理後期のみ
（0-50 および 0-150 系統）あるいはその両方
（50-50 および 150-150 系統）に添加し、独
立に作製された 5～10 系統を得た。これらの
系統群および抵抗性誘導剤処理をせずに得
た対照系統群（0-0 系統）について、いもち
病抵抗性の強さを検討した結果、プロベナゾ
ール処理した再生系統は全て有意ないもち
病抵抗性を示し、これらの系統の第２代
（RE2）および第３代（RE3）も R0 と遜色な
いいもち病抵抗性を示すことが明らかにな
った（図１）。これらの結果は、カルスを抵
抗性誘導剤処理することによりいもち病抵
抗性イネを作出することが可能であり、この
抵抗性は世代を超えて安定的に遺伝するこ
とを強く示唆した。 



（３）RE処理イネ個体において DNA メチル化
状態が変化する機構の手掛かりを得るため、
RE 処理過程のイネと常法で栽培したイネに
おける遺伝子発現と作製された RE 植物にお
けるDNAメチル化状態変化の関係を調べた結
果、RE 植物においてプロモーター領域の脱メ
チル化が生じた遺伝子は RE 処理過程のイネ
において高発現する遺伝子であることが明
らかになった（図２）。 

 
この結果は、RE処理過程において特定の遺

伝子セットを高発現させることにより、エピ
ジェネティックな状態を人為的に制御でき
る可能性を強く示唆した。 
 
（４）RE処理過程で抵抗性誘導剤を処理する
ことにより得られたいもち病抵抗性イネ
（150-0 系統の R2植物）と抵抗性誘導剤処理
を施さなかった対照植物（0-0系統のR2植物）
および日本晴の遺伝子発現を RNA-seqにより
網羅的に比較した。 
この結果、対照である0-0系統と比較して、

150-0 系統で有意に発現上昇している遺伝子
が 535 個見いだされ、上位 50 のうち 27 遺伝
子は thionin、thaumatin、chitinase 等を含
む、良く知られた抗菌性タンパク質をコード
する防御関連遺伝子であった。また、これら
の遺伝子発現は、いもち病接種によって顕著
に発現上昇したが、接種 24 時間後の発現量
には、150-0 系統、0-0 系統および日本晴の
間に差異が認められなかった（図３）。 

 

これらの結果は、RE 処理過程で抵抗性誘導
剤処理することにより抵抗性プライミング
状態が誘導され、作製された RE イネ個体に
この状態が維持され、少なくとも２世代にわ
たってこの状態が安定的に遺伝することが
明らかになった。以上のように、RE処理過程
で誘導された抵抗性プライミング状態が植
物体に安定的に遺伝したことから、REイネ系
統に認められた表現型の方向付けは、エピジ
ェネティック変異の結果であることが示唆
された。 
 
（５）（４）の結果より、RE 処理過程におけ
る抵抗性誘導剤処理は、後代まで安定的に遺
伝するエピジェネティック変異を誘導し、RE
イネ系統の表現型が方向づけられることを
示唆した。そこで、バイサルファイト・NGS 法
を用いて、REイネ系統（150-0 系統、対照で
ある 0-0 系統）および日本晴のゲノム全体に
おけるメチル化状態を解析した。 
この結果、（４）の結果から見出された

150-0 系統で発現上昇した遺伝子（プライミ
ング状態を示す遺伝子）のうち、防御応答に
直接関与する遺伝子のプロモーター領域に
は、DNA メチル化パターンの変化は認められ
なかった。しかしながら、有意に発現上昇し
た遺伝子のうち、転写因子をコードするいく
つかの遺伝子プロモーターには、明瞭な DNA
メチル化変化が認められた（図４）。 

 
以上の結果は、RE処理過程におけるエピジ

ェネティック変異の方向付けは、直接的に防
御に関係する抗菌性タンパク質等をコード
する遺伝子の上流で発現制御の鍵となる転
写因子に誘導されていることが示唆された。
こようなの DNA メチル化変化は、イネのいも
ち病抵抗性に決定的に重要な役割を果たす
可能性が高いと考えられる。 
これまで、病害ストレスや環境ストレスに

よって獲得された性質は、後代の植物に遺伝
しないと考えられてきた（それは「順化」で
あり「適応」ではない）。本研究により、RE
処理中に抵抗性誘導剤を処理すると、作製さ
れたイネがいもち病抵抗性を獲得すること



が明らかになった。驚くべきことに、これら
の個体には、抵抗性誘導剤で処理したイネと
ほぼ同等の抵抗性が少なくとも継代２代目
まで遺伝的に維持されたことから、本法によ
ればこれまでの常識とは異なる性質をもつ
植物を作製できる可能性が示唆された。 
以上に述べてきた通り、これらの RE イネ

個体において、いもち病抵抗性が遺伝する現
象は、エピジェネティック変異の人為的誘導
により説明できると考えられる。興味深いこ
とに、抵抗性獲得 RE 個体にイネいもち病菌
を接種 24 時間後には、代表的な防御関連遺
伝子である PBZ1や PR1aの発現に野生型との
差は認められない。しかし、接種前の植物で
は、接種後に発現誘導されるいくつかの防御
関連遺伝子が有意に発現上昇しており、プラ
イミング状態にあることが明らかになった。
したがって、この方法で作製された植物が示
すいもち病抵抗性は、防御応答を制御する転
写因子に誘導されたエピジェネティック変
異による世代を超えたプライミング状態の
維持に起因すると考えられる。抵抗性を獲得
したRE植物は、野生型の日本晴と比較して、
圃場での生育や収量に特に遜色は認められ
なかった。この結果は、これらの RE 植物が
抵抗性をフルに維持することによる余分な
フィットネスコストを払っていないことを
示している。 
以上の結果を総合すると、本研究により

我々が開発した方法は、エピジェネティック
変異を利用した育種技術開発に繋げられる
可能性が極めて高いと考えられる。 
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