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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、施肥窒素量に呼応し到穂日数を遅延させる環境応答遺伝子の単離・
解析手法の確立及びその分子育種であった。以下に主要成果を記す。●窒素応答の責任遺伝子はHD6だった。●
出穂遺伝子HD1/HD2/HD6のすべてが機能型の場合のみ窒素施肥に呼応し出穂遅延が起こるが、3遺伝子の一つでも
欠失すると窒素反応性は消失した。●HD6mRNAは窒素量で上昇しないがFLAG-HD6タンパク質は上昇した。●HD2タ
ンパクはHD6活性化に伴い増加した。●HD1によるHD3a（フロリジェン）発現誘導をHD2は抑制する。●HD6はこの
誘導に直接影響を与えず、HD2が濃度依存的にHD1活性を促進した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research was isolation and study of gene(s), which 
prolongs the heading time of rice under high nitrogen (N) content. By a genome wide association 
study (GWAS), we identified HD6 which delays the heading time through the collaborations of HD1 and 
HD2. The mRNA of HD6 was not changed by the N level but its protein was increased by its increased 
stability, and the increased HD6 enhanced the HD2 protein level. HD2 suppresses the induction 
activity of HD1 to HD3a (florigen) expression, whereas HD6 is involved in this regulation through 
regulating the HD2 by dose-dependent manner.

研究分野： 植物学、遺伝学、育種学

キーワード： 作物育種　遺伝子　出穂期　開花制御　窒素施肥

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、環境に呼応して機能を変化させる農業関連遺伝子の単離・解析手法の確立とそれを利用した分
子育種であった。農業に関連する多くの形質は量的形質であり、その研究は従来QTL解析により研究が進められ
ているが、本手法は多大な時間と労力を要すため代替の手法が強く求められている。さらに重要農業形質は気象
や土壌などの外的環境によりダイナミックに影響を受け環境条件を加味した遺伝解析が強く望まれている。そこ
で本研究はQTL解析ではなくゲノムワイド関連(GWA)解析を用いることで、外的環境に呼応してその機能を変化さ
せるQTL遺伝子の単離・解析技術を構築し、分子育種に貢献することを目指した。

※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（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
最近の次世代シークエンサー技術の進展により、多数個体の全ゲノム DNA を解析することが可
能となり、全ゲノム情報と注目する形質との相関性解析を行うことにより、複数遺伝子により制
御される形質（QTL 形質）の新しい解析手法が確立されつつある（ゲノムワイド関連解析、
GWAS）。この手法は、従来の QTL 解析に必須で構築に多大な労力と時間を要する戻し交雑自
殖系統（BIL）や準同質遺伝子系統（NIL）と言った実験材料を作製することなく、個体間にお
ける形質とゲノム構造の相関を統計的に解析し、注目する形質制御に関与する遺伝子座を特定
できる点で優れた解析手法と期待されている。しかしその一方で、実際には GWA 解析のインフ
ラが整えられた一部の植物で小数の QTL 遺伝子単離の事例が報告されているだけで、新規遺伝
子の単離成功例は極めて少なく GWAS を用いての新規遺伝子の単離には否定的な意見も多く出
されている（例えば Lipka et al. Curr. Opin. Plant Biol.2015）。特にイネを用いた GWAS は、
これまでのほとんどの取り組みがジャポニカ・インディカというゲノム構造が異なる 2 集団を
共存させて行われるため、集団構造に依拠した誤った解析結果が頻出することや、自殖性のため
染色体の組み換え頻度が低く広い連鎖不平衡範囲となり、候補領域の絞り込みが困難で候補遺
伝子の特定に至らないと言う指摘もあり、実効性については疑問視されてきた。実際、我が国で
は（我々以前に）GWAS による新規作物 QTL 遺伝子単離・同定の事例はなく、取り組み自体ほ
とんど行われていないのが実態である。 
 申請者は、日本イネ品種の集団を用いて GWAS を試行し、いくつかの条件を満たせば GWA
解析により注目する形質を制御する QTL 遺伝子の同定・単離が可能であることを示した
（Nature Genetics, 2016）。そこで本研究はこの日本イネ品種集団による GWA 解析を用いて、
環境に呼応して機能を変化させる QTL 座の解析を試みた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、環境に呼応して機能を変化させる農業関連遺伝子の単離・解析手法の確立とそ
れを利用した分子育種だった。農業に関連する多くの形質は量的形質であり、その研究は従来
QTL 解析により遺伝子レベルの研究が進められているが、最近、申請者は QTL 解析を用いるこ
となく、効率的に QTL 遺伝子を単離するゲノムワイド関連（GWA）解析技術を構築した（Nature 
Genetics, 2016）。一方、重要農業形質の多くは、気象や土壌と言った外的環境によりダイナミ
ックに影響を受け、環境条件を加味した遺伝解析が強く望まれている。そこで、本研究は外的環
境に呼応してその機能をダイナミックに変化させる QTL 遺伝子の単離・解析技術を構築し、分
子育種に貢献することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
GWA 解析は、日本イネ 198 品種を用いて全ゲノム情報に基づく DNA 多型と、環境変動に呼応し変
化する形質値との相関を計算することにより行った。本研究に用いた GWA 解析は既に Nature 
Genetics,（2016）において報告した方法に従い行った。解析に用いる形質は最低 2-3 回の独立
した計測が必要であり、平成 27−29 年度に窒素施肥を 3 段階に変えた圃場で複数の農業形質に
ついて計測を行った。得られた形質について、随時、GWA 解析を行い有力な候補遺伝子をリスト
し、候補となった遺伝子に関してしかるべき形質転換実験を行い、得られた形質転換体の形質を
評価することで原因となった遺伝子の特定・確認を行った。 
 
４．研究成果 
 

（1）HD6 は N 施肥に呼応し
て出穂を遅延させる 
本研究の主目的は、窒素施肥
が出穂に及ぼす効果に関し
て、GWAS や G by E を用いて
解析することだった。そこで、
施肥を 3 段階に変え GWAS パ
ネルを栽培し、各系統の到穂
日数を計測した。その結果を
図 1に示す。 
ここで、パネル aは N施肥 3
段階における到穂日数を
Beanplotで表しているが、到
穂日数 100 日以上の一部の



集団が、施肥量増加に伴い、有意に到穂日数を増加させて
いることが分かる。そこで、この施肥量に伴う到穂日数の
変動を定量化することを目的として、主成分分析（PCA）を
行い（図 1a）、その主成分スコアを用いて GWAS 行った（図
2）。ここで、図 2aは PCA の第 1主成分スコア（PC1 値）を
用いて GWAS した結果であり、出穂遺伝子として知られてい
る OsHGESO1,HD1,HD2 等が座乗するゲノム領域にピークが
見つかることから、PC1 はもっぱら出穂関連遺伝子の機能
の違いを反映した成分から構成していると考えられた。実
際、この PC1 の到穂日数への説明率は 98.3％と非常に高か
った。一方、PC2 の説明率は 1.2％と低いが、図 1b の結果
から施肥量に伴う到穂日数の変動を表していることが期待
され、PC2 値を用いた GWAS により、第 3染色体長腕末端に
有意かつ単一なピークが観察された（図 2b 中赤矢印）。こ
の領域のローカルマンハッタンプロット（図 2c）と連鎖不
平衡プロット（図 2d）により候補領域を特定した結果、こ
の領域内に HD6 遺伝子が座乗することが確認された（図 2c
中赤矢印）。 
 そこで、GWAS パネル内の HD6 遺伝子のハプロタイプを
GWAS パネル内の系統群について調べた所、2 種類のアリル
が存在し、レファレンスとして用いた日本晴のアリルはコ
ーディング内に存在する SNP によりストップコドンが発生
した完全機能欠失型であることが確認された（図 3、Hap.A）。
この HD6 の Hap.A と機能型と予想された Hap.B を用いて
GWAS パネル内系統を分割し、それぞれの集団について低施
肥区の集団全体の到穂日数を１として、各条件下での到穂
日数を比較した結果、Hap.B（HD6 機能型）を持つ系統群は

Hap.A の系統群に比して到穂日数が遅延する傾向が認められた（図 4）。 
 図 5 は、これまでの研究で
HD6 が開花期を制御する機構
について纏めた模式図である。
以上の結果から、もし窒素が
HD6 を介して開花期を制御す
るなら、この窒素により誘起
される信号伝達は HD2/PRR37
や HD1 も関与することが期待
できる。そこで、同一系統のバ
ックで HD6/HD2/HD1 の 3 遺伝
子の機能が異なる NIL を用意
し、それらの窒素に対する応
答を調べた（図 6）。その結果、
これらの 3 遺伝子の機能が一
つでも欠損すると窒素による
出穂遅延は阻害されることが
確認された。以上の結果から、
窒素による出穂遅延は HD6 の
活性化により HD2 や HD1 が関

与する開花機構を通して開花ホルモン（フロリジェン）
の発現が抑制される結果もたらされると予想された。 



 
（2）HD6 を介した開花制御機構の解明 

次ぎに、窒素施肥がどのように HD6 活性に
影響を及ぼし、ひいては開花期を遅延させ
るかのメカニズムについて研究を行った。
先ず、窒素が HD6 の mRNA やタンパク量にど
のような影響を与えるかを調べた。その結
果、N含量を増加させても HD6mRNA 量は増加
しない一方（図 7）、タンパク質量は増加す
ることが確認された（図 8）。HD6 タンパク
質はカゼインキナーゼ活性を有することが
報告されている。そこで、Nの多寡が HD6 の
基質として想定される HD2/PRR37 タンパク

質に対してどのような効果を持つかについて生化
学実験により検証した。その結果、高 N 条件での
HD2/PRR37 タンパク質は低 N 条件よりも有意に蓄
積し、且つ泳動速度が遅いリン酸化タンパク質が
増加することが確認された（図9）。この結果から、
窒素により HD6 リン酸化活性が高まり、HD2/PRR37
タンパク質のリン酸化レベルが向上すると共に、
そのタンパク質量も増加することが確認された。
さらにこの際、各種のリン酸化およびタンパク質
分解阻害剤で処理すると、カゼインキナーゼの
特異的な阻害剤である DRB のみが HD2/PRR37 蓄
積を阻害する一方、それ以外の阻害剤の効果は
認められなかった（図 9）。この結果は、確かに
HD6 カゼインキナーゼ活性が N 量に呼応して
HD2/PRR37 蓄積を促進することを示している。 
 
（3）HD2/PRR37 の活性化は HD1 と拮抗的に作用
し HD3a の発現を負に制御する 
さらに上記のHD6やHD2/PRR37の活性制御が開

花ホルモンである HD3a 遺伝子発現にどのよう
に作用するかを生化学実験で解析した。そのため
HD3a 遺伝子の発現制御に重要な役割をすることが知
られる cis 因子である CORE2 に着目して、この cis
因子を CaMV35S プロモーター内に挿入したキメラプ
ロモーターを用いて、その下流に fLUCcDNA を結合し
たレポーター遺伝子を作出した（図 11）。イネの葉肉
プロトプラストにこのレポーター遺伝子と同時に、
強発現プロモーターの支配下で各種の転写制御因子
（HD1, HD6, PRR37 等）を導入しこれらの遺伝子を

一過的に発現させレポーター遺伝子の転写活
性化状態を比較した所、期待されたとおり HD1
は本レポーターの転写活性を誘導する一方、そ
こに PRR37 を共存させると HD1 による活性化

は約半分に抑制された（図 12）。一方、HD6 の共存
は HD1 の転写活性を僅かに増加したが、HD6/PRR37
の両者の共存では PRR37 単独とほぼ同程度に低下
した。上述のように、植物体内では HD6 が PRR37
の活性化を介して HD1 と拮抗的に作用し HD3a の
転写を阻害する結果、出穂が遅延すると想定され
るが、プロトプラストを用いた一過的発現制御実
験では、HD6 タンパク質による発現抑制は観察で
きなかった。これは、HD6 タンパク質が HD2/PRR37
タンパク質の安定性を向上させることでその活性
を増大させるとする上記の結果と合わせて考える
と、本プロトプラストの一過的発現系ではこの抑
制が観察できないことも納得出来る。さらにこの



プロトプラストの一過的発現系を用いて、HD2/PRR37 に
よる転写抑制は HD3a 遺伝子プロモーター内の CORE2 に
依存すること（図 13）、この阻害活性は濃度依存的であ
ることが確認された（図 14）。この結果は、HD1 と競合
的に HD3a 遺伝子の cis 因子である CORE2 を取り合うこ
とで、HD3a 遺伝子の発現をポジティブ（HD1）またはネ
ガティブ（HD2/PRR37）に制御すると言う仮説を強く支
持する。 
 以上の結果を纏めたのが図 15 である。 
窒素はリン酸化活性を持つ HD6 タンパク質の安定化を
促し生体内での活性が上昇し、その結果、HD2/PRR37 の
リン酸化状態が促進される。リン酸化 HD2/PRR37 は HD1
とフロリジェンである HD3a の cis 転写制御因子である
CORE2 を取り合い、HD3a の転写を抑制する機能を持つ。
今回の研究により、この分子機構が作用することにより
窒素による出穂遅延が引き起こされることが分かった。 
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