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研究成果の概要： 
申請者は、世界で初めて塩害水田において選抜された耐塩性系統 6-99Lの耐性に浸透圧ストレ
ス耐性機構が関与していること、その原因遺伝子が 1遺伝子であり、第 6染色体に座上してい
る可能性を示した。さらに申請者は、その遺伝子が、塩害水田におけるイネの草丈や千粒重、
整粒歩合を高く維持する能力を有することを示唆した。本研究の結果、この 1原因遺伝子を調
節することによって、野外の塩害水田におけるイネ育種が可能となる可能性を示した。 
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１．研究開始当初の背景 
昨今、乾燥地域での潅漑水の多用や沿岸地

域での干拓地の拡張などにより、作物の収量
低下を招く過剰なNa+で汚染された塩害耕作
地が拡大している。将来の人口増加に伴う食
糧不足を解消するため、塩害耕作地での作物
収量の確保は重要な課題となっている。これ
まで、塩害耕作地においても収量を高く維持
する作物の作出を目指し、過剰なNaClの付与
（塩ストレス）に対する植物の応答や耐性機
構、それらに関与する遺伝子群の解析が精力
的に進められてきた（Bohnert et al. 2001）。
これらの研究では、塩ストレスに対し感受性

および耐性を示すシロイヌナズナやイネの
変異体と形質転換体を用いた、環境調節室内
における発芽期や幼植物時期の生育の耐塩
性に関わる遺伝生理機構の解明が中心課題
となっている。その結果、植物の塩ストレス
応答機構およびそれに関わる遺伝子群が解
明され、その耐塩性には植物体内外へのNa+
とK+イオンの吸排出や浸透圧調節機構、活性
酸素消去機構に関わる遺伝子群が関与して
いることが示唆されている。しかし未だ、塩
害耕作地において高い収量を維持できる突
然変異体または形質転換体が作出されたと
いう報告はない。一方、①塩ストレス耐性機



構は植物の生育段階により異なること
（Heenan et al. 1988）、②塩害耕作地で生育
する植物には、塩ストレスによるイオン吸収
や浸透圧調節の阻害などの直接的なストレ
スだけでなく、過剰な塩による土質の変化や
栄養障害に起因するストレスも影響を及ぼ
す（Yamane 1960, Gregorio et al. 2002）こ
とが示唆されている。以上の知見から申請者
は、塩害耕作地においても収量を高く維持す
る作物の作出およびその生理機構を解明す
るためには、圃場における作物の栄養成長か
ら種子形成期にかけて有効な、すなわち収量
を高く維持する塩害耐性機構を明らかにす
ることが必須であると考えた。 
申請者は上述した視点にたち、穀類の中で

最もゲノムサイズが小さく、ゲノムデータベ
ースが充実しているイネを材料とし、塩害水
田において収量を高く維持する突然変異体
の作出に着手した。日本型イネ品種日本晴
（WT）の種子に、理化学研究所において変
異原として炭素イオンを照射し、M2集団を作
成した。その後、M2集団を東北大学大学院生
命科学研究科の湛水生態系野外実験施設内
にある、20年間に渡り塩水を付与し続けてい
る塩害水田（Na+濃度 50～100mM）で栽培
し、塩害耐性個体の選抜を試みた。その結果、
WTに比較して葉身の枯れが少なく、生育阻
害の小さい個体を選抜した。その選抜個体の
自殖後代M3系統から、耐性系統 6-99Lを作出
した。作出した 6-99Lの塩害耐性の評価には、
収量構成要素として一穂重と千粒重を、穀粒
品質として整粒歩合を用いた。その結果、対
照水田（Na+濃度 10mM以下 ）で生育させ
た場合に比較して、塩害水田で生育させた
6-99Lの一穂重の低下の割合は、WTに比較し
て 19%、千粒重は 12%改善された（表）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、6-99Lの整粒歩合は対照水田と塩害
水田においてどちらも 85%と変わらず、日本
晴の対照水田 69%および塩害水田 41%に比
較して高い値を維持していた(図)。以上の結
果から申請者らが作出した 6-99Lは「野外の
塩害水田において葉身の枯れを抑え、高い収
量と穀粒品質を維持できる耐性系統」である
ことが明らかとなった。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図.対照水田と塩害水田における WT(日本晴)
と耐性系統 6-99Lの整粒歩合 
 
２．研究の目的 
そこで申請者は、6-99Lが獲得した耐性を

イネ育種に用いるだけでなく、他の有用作物
にも応用していくことを目指し、6-99Lの塩
害耐性機構と原因遺伝子を明らかにするこ
とを目的とした。 
(1) 6-99Lの耐性機構の解明 
6-99Lの耐性機構が、これまで植物の耐塩性
機構として示されてきた「体内外へのイオン
の吸収や排出調節機構」、「浸透圧調節機構」、
「活性酸素消去機構」に関与しているかを、
水耕栽培試験と遺伝子発現解析により推定
した。 
(2)  6-99Lの原因遺伝子の解明 
6-99Lの原因遺伝子は、マッピングによりそ
のゲノム候補領域を検出した。 
 
３．研究の方法 
申請者は、6-99Lの塩害耐性機構と原因遺伝
子を明らかにするため、平成 19年度は
(1)6-99Lの塩害耐性機構の推定、(2)原因遺伝
子の優劣性解析とマッピングに用いる解析
集団の作出を行た。平成 20年度は、解析集
団を用いた(3)原因遺伝子の優劣性の解明お
よびマッピング、(4)原因遺伝子を含む関連遺
伝子群の網羅的発現解析による原因遺伝子
の機能推定を実施した。 
 
(1)6-99Lの塩害耐性機構の推定 
まず 6-99Lが、過剰なNaClを付与した水耕液
（塩ストレス条件下）において耐性を示すか
否かを明らかにした。次に、「Na+とK+イオン
吸収および排出調節機構」に関与しているの
かを推定するため、塩ストレス条件下で生育
させた 6-99L体内のNa+とK+濃度をWTと比較
した。また、「浸透圧調節機構」に関与して
いるのかを推定するため、高分子ポリエチレ
ングリコール（PEG）を水耕液に付与するこ
とによる浸透圧ストレスに対し、6-99Lが耐性
を示すか否かを明らかにした。また、「活性
酸素消化機構」に関与しているか否かは、過
酸化水素水を付与した水耕液において 6-99L
の耐性を評価し、推定した。以上の栽培実験
における耐性評価には、草丈、根長、乾燥重



の増加率を指標として用いた。 
(2)原因遺伝子の優劣性解析とマッピング用
の解析集団の作出 
原因遺伝子の優劣性を解析するため「6-99L
とWTの交雑F2集団」を、公開データベースを
利用した迅速な原因遺伝子のマッピングを
目指すため、「6-99Lとカサラスの交雑F2集団」
を作出した。 
(3)原因遺伝子の優劣性の解明およびマッピ
ング 
①優劣性の解明 
 作出した 6-99LとWTの 33F2個体を塩害水
田に展開し、その集団に認められる耐性の指
標形質の分離比により、原因遺伝子の個数と
優劣性を推定した。塩害水田における耐性の
指標形質としては、「千粒重」および「整粒
歩合」を計測した。 
②原因遺伝子のマッピング 
原因遺伝子のマッピングのため、6-99Lとカ
サラスの交雑 F2集団を塩害水田において生
育させ、枯れ程度の顕著な個体のみを選抜し、
耐性の評価と遺伝子型の決定を行った。それ
ら両結果を用いて連鎖解析を行い、原因遺伝
子の候補領域をマッピングした。 
(4) 原因遺伝子を含む関連遺伝子の発現解析 
過剰なNaClを付与した水耕液（塩ストレス条
件下）において 6-99Lを 12日間育成し、その
植物体から抽出したRNAを用いてRT-PCRを
用い、WTとは異なる 6-99L特異的な発現様式
を示す遺伝子を検出する。浸透圧ストレス、
Na+ストレス、酸化ストレスに応答するP5CS、
ProDH、ProDH2、APX、OsDREB2、OsHKT1、
OsNHX1、OsSOS1、SKC1の発現解析を行っ
た。 
４．研究成果 
(1)6-99Lの塩害耐性機構の推定 

NaClを付与した場合としない場合の水耕
液で 6-99Lを生育させた結果、NaCl処理によ
る 6-99Lの草丈および乾物重の低下率は、い
ずれもWTに比較して低い値を示した。この
ことから、6-99LはWTに比較して過剰なNaCl
に対して耐性を示すことが示唆された。また、
各植物体の地上部におけるK+およびNa+量を
計測した結果、6-99L とWTのK+およびNa+含
有量と、K+/Na+に有意な差は認められなかっ
た。また、過酸化水素水を付与した水耕液に
おける生育にも、違いは認められなかった。
次に、Polyethylene glycol（PEG）を水耕液に
添加することにより浸透圧ストレスを付与
した結果、PEG処理による 6-99Lの草丈の低
下率はWTに比較して低い値を示した。以上
の栽培実験の結果から、塩害水田における
6-99Lの耐性は、浸透圧ストレス耐性に関与す
ることが示唆された。 
(2)原因遺伝子の優劣性解析とマッピング用
解析集団の作出 
日本晴（WT）と 6-99Lの F2集団 33個体と、

カサラスと 6-99L の F2 集団約 500 個体を作
出した。 
(3) 原因遺伝子の優劣性の解明およびマッピ
ング 
①優劣性の解明 
 野外の塩害水田において、(2)で作成したWT
と 6-99Lの 33F2個体を成育させ、優劣性解析
を行なった。その結果、感受性個体が 25 個
体、耐性個体が 8個体に分離した。さらにF2集
団の草丈、分げつ数、1000粒重、一穂重、整
粒歩合を計測した結果、草丈、1000粒重、一
穂粒数と整粒歩合の高さには正の相関が確
認され、分げつ数には負の相関が確認された。
以上の結果から、6-99Lの耐性を担う原因遺伝
子は劣性 1遺伝子である可能性が示唆された
（χ2=0.05, P=0.94）。さらに、6-99Lに認められ
た、WTに比較して「草丈が高い」、「1000 粒
重が重い」、「一穂重が重い」、「整粒歩合が高
い」という形質と、「分げつ数が少ない」と
いう形質が連鎖しており、同一遺伝子によっ
て担われている可能性が示された。 
②原因遺伝子のマッピング 
カサラス（インディカ品種）と 6-99Lの交配
後代を塩害水田で生育させ、「枯れ程度」を
指標にマッピングを行なった。その結果、
6-99Lの耐性遺伝子は第 6染色体に座上す 
ることが示唆された。 
 
(4) 原因遺伝子を含む関連遺伝子の発現解析
6-99L の耐性に関わる遺伝子を推定するため、
NaCl を付与した水耕液で育成した WT と
6-99L の地上部における、P5CS、ProDH、
ProDH2、APX、OsDREB2、OsHKT1、OsNHX1、
OsSOS1 の発現を解析した。その結果、NaCl
処理に対して OsDREB2、OsNHX1 OsSOS1、
P5CSの発現は上昇し、OsHKT1の発現は減少
した。また、ProDH と APX の発現量には顕
著な変化は観察されなかった。しかしながら、
6-99L と WT の遺伝子発現量の変動に大きな
違いは確認されなかった。 
 
本申請課題では、世界で初めて作出された、

塩害水田で高い収量と穀粒品質を維持する
ことができる突然変異系統を用いた。申請者
は、本研究課題を遂行することにより、塩害
水田におけるイネの耐塩性は、浸透圧ストレ
ス耐性機構に関与し（昨年度の実験結果よ
り）、第 6 染色体に存在することを初めて示
した。また、6-99L の耐性形質である「塩害
水田における高穂重、高千粒重と高い穀粒品
質」は 1遺伝子を調節することによって付与
することが可能であることが示された。本研
究期間中に原因遺伝子の単離にまでは至ら
なかったが、第 6染色体上の原因遺伝子と連
鎖する DNA マーカーを作成すれば、多様な
イネ品種に塩害耐性を付与することが可能
になると考えられる。 
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1)2007年 8月4日掲載 フジサンケイビジネ
スアイ（6 面）「こちらラボ－重イオンビーム
で品種創造」 
2)2007年 12月 17日発売 Planted #6 Plants 
Science「未来の洋上農業－メガフロートの上
で稲作を」 
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