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研究成果の概要（和文）：  
 申請者らは米ヌカ脂肪貯蔵顆粒膜の分解に関与するホスホリパーゼＤ（PLD）が欠失した変

異体「03s-108」を選抜し、その欠失性は一つの劣性遺伝子に支配されることを明らかにしてい

る。今回、種子 PLD 遺伝子は第１染色体の RPLD1 であり、03s-108 では終止コドンへの一塩基

置換が生じていることを明らかにした。この変異を利用して、PLD タンパク質の有無を判別で

きる DNA マーカー検出方法を開発した。これにより、品種育成の効率化が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
   Rice bran could be a valuable source of nutrition because of its high content of fat, 
protein, and crude fiber, but its use for human consumption is severely limited by the rapid 
degradation of rice bran oil and more rapid development of hydrolytic rancidity than occurs 
in other vegetable oils.  Triacylglycerols (TAGs), which are the primary lipids contained in 
rice bran, occur in oil bodies with phospholipid membranes.  These membranes are 
disintegrated by phospholipase D (PLD) and the released TAGs are degraded by lipase to 
free fatty acids, resulting in poor bran quality.  Since PLD serves as a trigger to initiate 
the lipid degradation and the deterioration of bran quality, we isolated a PLD-null rice 
mutant, “03-s108” by using anti-PLD polyclonal antibodies.  Although PLD null 
phenotype is inherited as a single recessive trait, the screening method for PLD null 
strains involves western blotting with progeny test that consumes time and effort.  To 
develop a convenient PLD null strain detection method, we performed a linkage analysis 
between PLD null phenotype and SSR markers using F2 progeny from “03-s108” and 
“Koshihikari” and mapped PLD null phenotype near RM3453 on chromosome 1 carrying 
one putative PLDs genes (AB001920). 
   In the DNA sequencing analysis, the “03-s108” allele of AB001920 showed a transition 
mutation from G to A on the third exon.  This change resulted in a stop codon, implying a 
nonsense mutation in the “03-s108” allele.  Using this DNA sequence data, we developed 
cleaved amplified polymorphic sequence and dot-blot-single nucleotide polymorphism 
analyses for screening and breeding of PLD null rice varieties.  These methods are easy 
and cost-effective for screening PLD null strains. 
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１．研究開始当初の背景 
 米ヌカには風味成分や栄養成分が豊富に
存在するが、劣化しやすい欠点を有する。そ
の原因は、ホスホリパーゼＤ（PLD）による
脂肪貯蔵顆粒膜の分解を初期反応とする、一
連の脂質の分解酸化に帰因すると考えられ
ている。従ってこの劣化が抑制されれば米油
の歩留まりが向上するばかりでなく、米の貯
蔵性の向上や玄米全粒粉の利用促進につな
がることが期待される。 
 
２．研究の目的 
 PLD 欠失性を簡易に実用品種へ導入・選抜
するための技術として、PLD 欠失性原因遺伝
子のマッピングを行う。具体的には、PLD 欠
失系統と PLD を有する品種との F2 株を栽培
し、PLD 欠失性と SSR マーカー等との連鎖解
析を行う。また、PLD 欠失性遺伝子の構造を
解析し、その特徴を利用した DNA マーカー
を用いた簡易な選抜方法を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1)PLD 欠失性の連鎖解析 
 03-s108 とコシヒカリの交配し、その F2 株
の DNA 多型（SSR マーカー）と PLD の有無
に関する表現型（抗 PLD 抗体を用いたウエス
タンブロッティング）の連鎖解析を行った。 
 
(2)遺伝子構造解析と DNA マーカー選抜法の
開発 
 03-s108 と ND0052 のコシヒカリの
「AB001920」の塩基配列を決定した。CAPS
法とドットブロット SNP 法は既報の方法
（Shirasawa et al. 2008）に従って行った。 
 
４．研究成果 
 03-s108 とコシヒカリの交配に由来する F2
株葉身より DNA を抽出するとともに、F2 株
あたり 10-20 粒以上の F3 種子中の PLD の有
無を解析し、F2 株の遺伝子型を判定した。こ
れらを元に PLD 欠失性と SSR マーカーとの
連鎖解析を行った。 
 種子 PLD 遺伝子は第 1 染色体に AB001920 
= RPLD1 (24.0cM)として登録されている。そ
こで、この近傍で 03-s108 とコシヒカリの間

に多型を生じる SSR マーカーを検索し、
RM6331 (10.9cM)、RM3453 (25.0cM)、RM6740 
(73.4cM)を見出した。03-s108 とコシヒカリの
交配に由来する F2 株を対象に PLD 欠失性の
連鎖解析を行ったところ、PLD 欠失性は
RM3453と 4.5%の組み換え価で連鎖すること
が明らかになった。なお、RM6331 とは 14.8%
であった。これらの結果から、第 1 染色体に
登録されている「AB001920」が、種子 PLD
遺伝子である可能性が高いことが明らかに
なった。 
 次に、「AB001920」が本当に PLD 欠失性の
原因となっているかを明らかにするために、
PLD 欠失系統「03-s108」、およびこの系統の
原系統である「ND0052」における AB001920
の塩基配列を解析した。すると、「ND0052」
の第３エクソンのトリプトファンをコード
する TGG が、「03-s108」においては終止コド
ン TGA となる変異、一塩基置換 SNP が生じ
ていることが明らかになった（上図）。この
結果は、G から A への SNP が原因となり
「03-s108」では成熟型の PLD タンパク質が
生成されないことを示している。 
 今回見出された SNP を利用した PLD 欠失



性の簡易な選抜方法を２種類、開発した。
CAPS 法によると、一塩基変異を含む領域の
PCR産物を制限酵素PsrIで処理することによ
り、DNA の塩基配列の違いを検出可能となっ
た（上図）。また、ドットブロット SNP 法に
より一塩基の違いを点のシグナルとして判
定でき、大量の試料を解析することが可能と
なった。これら DNA マーカーを利用するこ
とにより、簡単な操作で PLD 欠失イネ品種の
早期選抜ができ、品種育成の効率化が期待さ
れる。 
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