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研究成果の概要（和文）：CIMMYTが保持する15万点のデュラムコムギ遺伝資源を代表するミニコアコレクショ
ン、328系統を作成し、Genotyping by Random Amplicon Sequencing-Direct (Gras-Di)法のよる遺伝子型分析を
実施し、35万程度のマーカーを選抜し、コムギの各染色体に2-3万程度のマーカーを持つ高密度マップを作成し
た。ミニコアコレクションのうち、デュラムコムギ野生種249系統について、疎水性及び親水性BNI能の評価を実
施した。パンコムギ遺伝資源での結果と同じく、親水性画分にBNI能が集中する一方、その変異はソルガムやト
ウモロコシに比べ小さく、弱いことが判明した。

研究成果の概要（英文）：A mini-core collection of 328 lines representing 150,000 durum wheat genetic
 resources held by CIMMYT was established and genotyped using the Genotyping by Random Amplicon 
Sequencing-Direct (Gras-Di) method. The results were used to generate a high-density map of wheat 
chromosomes with approximately 20,000 to 30,000 markers on each chromosome. Within the mini-core 
collection, 249 wild durum wheat lines were evaluated for hydrophobic and hydrophilic BNI capacity. 
Similar to the results in the bread wheat genetic resource, BNI was found to be concentrated in the 
hydrophilic fraction, while the variation was smaller and weaker than in sorghum and maize.

研究分野：植物栄養

キーワード： 生物的硝化抑制　コムギ　Gras-Di

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本プロジェクトの過程において、野生近縁種コムギLeymus recemosusのN染色体短腕(Lr#N-SA)に存在するBNI能
を属間交配により導入したBNI強化コムギの作出に成功し、本プロジェクトにおいて評価した全ての遺伝資源に
比べ、高いBNI能を持ち、圃場においてもその機能を発揮することが判明した。土壌の硝化をコムギ自身が抑制
することで、窒素施肥を削減しても収量が維持でき、コムギ生産による環境負荷を低減させる全く新しいアプロ
ーチによる地球温暖化緩和策を確立することが出来た。Lr#N-SA導入は、G7農業大臣会合、G20農業大臣会合でも
日本発の技術として紹介された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肥料等の資材の投入をめぐって、
作物の収量と地球環境への負荷
がパラレルな関係にあるという
のが現代農業の大きな問題であ
り、農業の環境負荷における特に
重要な問題は、地球温暖化であ
る。農耕地からは温室効果ガスで
ある二酸化炭素（CO2）、メタン
（CH4）、一酸化二窒素（N2O、亜
酸化窒素ともいう）などが排出さ
れており、これらの削減が喫緊の
課題である。温室効果ガスのうち
N2Oの地球温暖化係数は、CO2を
1として 298であるため、わずか
な排出増でも地球温暖化に及ぼ
す影響は大きい。窒素肥料を源と
して発生する N2O は、年間 2-3 
Tg と推定され、人類の排出総量
の約 3～4 割を占めている(IPCC 
2007)。世界の人口 増に対応した
食糧増産のために窒素施肥量は年々増加しており、それに伴い施肥窒素に起因する N2Oの排出
も増え続けている。（図 1）このような農業生産と環境との間で相反する問題を解決する新しい
技術として国際的に注目されているのが、生物的硝化抑制(Biological Nitrification Inhibition, 
BNI)である。BNIは、作物自身が特有の物質を分泌して土壌中の微生物による硝化を抑制する
機能である。作物が BNIを利用することができれば、硝化抑制により、N2Oの排出削減に加え

て、施肥窒素の吸収効率が向上す
ることで窒素施肥量を減らすこ
とができ、硝酸による地下水や河
川などへの負荷低減につながる
（図 2）。 
BNIは、国際農林水産業研究セン
ター(JIRCAS)が中心となって熱
帯牧草ブラキアリアやソルガム
を対象としてこれまで進められ
てきた。JIRCASは、作物が生成
する硝化抑制物質(BNI物質)の同
定や BNI 関連形質の表現型検定
法（生物発光法）の確立を行って、
現在、社会実装に向けた取り組み
を進めている。一方、コムギやト
ウモロコシのような栽培面積が
広く作物生産量が多い主要作物
における BNI 研究はほとんど行
われていない。 
JIRCASとの共同研究により、国
際トウモロコシ・コムギ改良セン
ター(CIMMYT)の莫大なコムギ

遺伝資源の中に BNI形質が保持されている可能性が最近示された。現在、コムギ栽培では収量
増を求めて大量の窒素肥料が施用されており、その量は全世界の施用量の約 18%にのぼる(IFA 
2013)。そこで BNI 形質を導入・強化したコムギ品種を世界中で栽培するようになれば、施肥窒
素量を大幅に削減できるとともに N2O などの環境負荷を低減できる。そのインパクトは非常に大
きく、農業生産と環境負荷のジレンマを脱却し、“農業による地球環境保全”を目指すパラダイ
ムシフトの実現の大きな一歩となるとともに、国連の定めた持続的な開発目標（SDGs）の達成に
貢献する ことが期待される。 
 
２．研究の目的 
コムギにおける高 BNI 品種の育成には、まずコムギ遺伝資源の BNI 能の早急な評価が望まれる。
そこで、本研究では、世界最多のコムギ遺伝資源を保有する CIMMYT が保存している 15万点のコ

図 1 現代農業における窒素循環 

図 2 BNI 強化作物による改善 



ムギ遺伝資源の中から特に高い BNI 能が期待出来る野生コムギを対象に、JIRCAS で開発した BNI
表現型検定技術を用いて評価を行う。また、同時にこれらの遺伝子型を最新の方法(Genotyping 
by Random Amplicon Sequencing-Direct、GRAS-Di)で解析する。GRAS-Di は、既存の遺伝子型検
定技術に比べて、簡便かつ低コストであり、コムギのように変異に富みかつ倍数性の高い、遺伝
子型解析が困難な作物でも解析が可能とされる。コムギ遺伝資源での BNI 能の評価と GRAS-Di の
組合せにより、コムギの BNI 能に関連する遺伝子マーカーを得る。開発されたマーカー は、そ
の後の高 BNI 能コムギ品種育成の過程で、BNI 形質の選抜の有用なツールとなる。高 BNI 能を有
するコムギ品種を育成し、CIMMYT のネットワークを活用して普及することで、世界のコムギ生
産における施肥窒素利用効率の改善、収量増に加えて、N2O 発生量の低減および硝酸態窒素の流
出低減などの環境負荷低減に貢献する。 
また、JIRCAS は、CIMMYT に加え、他の国際農業研究機関（CG センター）とも BNI に関する共同
研究を進めており、本課題で確立された BNI 能検定技術を世界の主要作物に適用する。 
 
３．研究の方法 
本研究では CIMMYT との共同研究により、主として以下の項目について実施する。 
① CIMMYT の保有するデュラムコムギ品種を代表するミニコアコレクションの構築 
CIMMYT のジーンバンクに保有されている約 15 万点のコムギ遺伝資源を網羅的に反映するミニ
コアコレクションを作成する。これまでに CIMMYT が蓄積した遺伝子型および表現型情報から
統計的にグルーピングを行い、およそ 300 点のコムギを選抜する。 
② ミニコアコレクションの育成と各系統からの DNA の抽出 
構築したミニコアコレクションを、DNA の抽出および種子増殖を目的として CIMMYT の圃場で栽
培する。栽培した各コムギから DNA を抽出するとともに、種子および DNA 試料を日本に送り、
DNA 試料は GRAS-Di 法による分析に供する。また 種子については、国内で一定期間栽培後、以
後の BNI 活性の評価に供する。 
③ コムギの幼苗根圏分泌物を対象とした生物的蛍光反応による BNI 活性の測定 
ミニコアコレクションのコムギを水耕栽培し、幼苗根圏分泌物を抽出する。本課題では、予備試
験で高い活性の認められた疎水性根圏分泌物（根表面の有機溶媒洗浄・濃縮物）を対象とし、生
物的蛍光法により BNI 活性を評価する。また、BNI 活性の高い根圏分泌物の有機化学的特性を明
らかにする。 
④ 新規遺伝子型検定法 GRAS-Di によるミニコアコレクションの遺伝子型検定 
変異に冨み、かつ倍数性の高い作物にも適用が可能な新規遺伝子型検定法(GRAS-Di 法)を、構築
されたミニコアコレクションのコムギ系統に適用し、当該コムギ 300 点の遺伝子型を明らかに
する。 
⑤ 高 BNI 能コムギ品種栽培が土壌中の窒素動態および環境負荷量に及ぼす影響の定量 
CIMMYT 内の試験圃場で高 BNI 能コムギ品種を栽培し、土壌試料を採取し、分析することで高 
BNI 能コムギ栽培が土壌窒素動態に及ぼす影響を明らかにする。また、CIMMYT において、ポッ
トにより高 BNI 能コムギ栽培試験を実施し、投入 N 量と系外流出 N量を定量することで、環
境負荷量の低減効果を検証する。 
⑥ 表現型検定と遺伝子型検定の組み合わせによるゲノムワイド関連解析(GWAS)の実施と BNI 形
質に関するマーカーの特定 
コムギ・ミニコアコレクションを対象とした BNI 関連形質評価結果と GRAS-Di 法 による遺伝
子型データを活用し、ゲノムワイド関連解析を実施し、BNI 関連形質における遺伝子マーカーを
特定する。 
 
４．研究成果 
デュラム野生種コムギの
コアコレクション作成の
ため CIMMYT 所蔵系統のデ
ーターベース検索を行っ
たところ、CIMMYTには1531
系統が存在する事が分か
り、またイスラエル由来系
統が最多であることが判
明した（890 系統；全体の
57%）。分布中心が最も変異
性があるため、イスラエル
系統を中心に系統を選抜
し、328 系統からなるコア
コレクションを作成した。
（図 3）。 
これらの系統からDNAを抽
出 し Genotyping by 
Random Amplicon Sequencing-Direct (Gras-Di)法のよる遺伝子型分析を実施した。各系統の平

図 3 野生デュラムコムギの分布とコアコレクション作成 
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均リード長は約 700M bp であった。得られたデュラム野生種の遺伝子型に対して、栽培型デュラ
ムコムギ（品種‘Svevo’; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/GCA_900231445.1/）
全長ゲノム配列をレファレンスゲノム用いて解析を行ったところ全部で 35万程度の DNA マーカ
ーが得らた。また各系統では 2-3 万程度のマーカーが得られ、、コムギの各染色体に千以上のマ
ーカーを持つ高密度マップが作成出来た。2A染色体では 1,612 bp に最初のマーカーが得られ、
また 754M bp に最後のマーカーが得られた。2A染色体の総塩基数はおよそ 775M bp であるので、
ほぼ全長を網羅したマーカー群が得られたことが分かる。 
 

 
一方で種子増殖を CIMMYT 本部圃場にて行い、その後種子を JIRCAS に送付、疎水性及び親水性
BNI 能の評価を実施した。疎水性 BNI 検定は 10日令の幼苗約 20 本を使用し、根からの分泌物を
抽出・濃縮し、その後 BNI 活性を JIRCAS で開発したニトロソモナス菌バイオアッセイを用いて
測定した。2 回の反復実験を実施した。デュラムコムギ野生種からは 0.8 から 5ATU の BNI 活性
が見られた。この変異はソルガムやトウモロコシの疎水性 BNI 活性（約 50 ATU）と比べて低く、
また変異性もかなり少ない事が判明した。（表 2） 
親水性 BNI 活性測定は非常に困難であり、2系統での測定を行った。一系統は 60 ATU の活性を
示し、また別の系統は 85 ATU の活性を示した。これはパンコムギ遺伝資源での結果と同じく、
デュラム野生種の BNI 能も親水性画分に集中することを示している。 

  

マーカーID 座上染色体 座上位置
リファレンスゲノム
との不一致塩基数

マーカーID 座上染色体 座上位置
リファレンスゲノム
との不一致塩基数

マーカーID 座上染色体 座上位置

AMP0607388 1A染色体 47,632 6 AMP0010681 2A染色体 1,612 12 AMP0052160 3A染色体 36,624
AMP0747117 1A染色体 53,570 2 AMP0163261 2A染色体 1,614 16 AMP0134110 3A染色体 49,534
AMP0583479 1A染色体 53,747 2 AMP0222614 2A染色体 27,178 5 AMP0245458 3A染色体 78,381
AMP0024974 1A染色体 57,825 12 AMP0365439 2A染色体 209,789 0 AMP0736498 3A染色体 78,382
AMP0471481 1A染色体 103,263 2 AMP0244965 2A染色体 344,713 3 AMP0241474 3A染色体 88,191
AMP0471482 1A染色体 324,047 0 AMP0254647 2A染色体 394,218 6 AMP0258495 3A染色体 147,006
AMP0758159 1A染色体 360,157 5 AMP0244386 2A染色体 402,381 4 AMP0281825 3A染色体 201,370
AMP0279618 1A染色体 504,540 0 AMP0341700 2A染色体 462,312 2 AMP0518390 3A染色体 441,860
AMP0289425 1A染色体 509,237 5 AMP0743586 2A染色体 551,855 2 AMP0518391 3A染色体 441,860
AMP0682698 1A染色体 510,215 0 AMP0728524 2A染色体 555,946 6 AMP0633230 3A染色体 462,394
AMP0231012 1A染色体 571,067 3 AMP0624106 2A染色体 811,695 4 AMP0380562 3A染色体 160,481
AMP0138465 1A染色体 649,173 7 AMP0714287 2A染色体 864,312 5 AMP0623301 3A染色体 508,558
AMP0282220 1A染色体 904,292 0 AMP0622701 2A染色体 913,176 2 AMP0141574 3A染色体 584,716
AMP0775393 1A染色体 949,326 2 AMP0345221 2A染色体 968,526 4 AMP0264410 3A染色体 629,606
AMP0761268 1A染色体 974,815 4 AMP0234969 2A染色体 1,077,030 4 AMP0135130 3A染色体 636,951
AMP0123601 1A染色体 1,000,752 2 AMP0724241 2A染色体 1,153,568 8 AMP0311172 3A染色体 914,544
AMP0090088 1A染色体 1,018,193 4 AMP0307720 2A染色体 1,157,613 2 AMP0612873 3A染色体 937,149
AMP0290082 1A染色体 1,051,021 1 AMP0288895 2A染色体 1,162,776 3 AMP0290611 3A染色体 998,937
AMP0290301 1A染色体 1,082,827 1 AMP0581500 2A染色体 1,357,373 6 AMP0160086 3A染色体 1,061,993
AMP0703425 1A染色体 1,091,741 9 AMP0085672 2A染色体 1,418,412 7 AMP0647378 3A染色体 1,245,462
AMP0704494 1A染色体 1,149,293 0 AMP0603419 2A染色体 1,489,510 1 AMP0773606 3A染色体 1,246,797
AMP0243571 1A染色体 1,222,635 5 AMP0606059 2A染色体 1,517,525 2 AMP0689093 3A染色体 1,246,810
AMP0102069 1A染色体 1,224,935 2 AMP0605214 2A染色体 1,527,309 2 AMP0531558 3A染色体 1,308,352
AMP0536216 1A染色体 1,320,789 0 AMP0604164 2A染色体 1,534,342 2 AMP0291493 3A染色体 1,336,627

. . .

. . .
AMP0257058 1A染色体 593,520,296 6 AMP0147822 2A染色体 754,237,302 2 AMP0746329 3A染色体 775,094,218

表 1 デュラム野生種の DNA マーカー座上位置 

全部で 35万程度の DNA マーカーが得られたが、一部のみを示している。 



 
表２ CIMMYT デュラムコムギのコアコレクション疎水性 BNI 能 
疎水性 BNI 能は、他の作物に比べ低いが、その中の代表的な低 BNI 能系統と高 BNI 系統を示す 

 

BNI-activity per plant (ATU
plant-1)

Root dwt (mg)
Specific BNI-

activity (ATU g-1

rtwt)
Serial no. Entry No. Genetic Stock Mean SE Mean Mean SE

1 26 DURUM 2153 0.80 0.49 0.16 101 58.4

2 5 CIGM91.347-5 0.78 0.18 0.123 127 25.9

3 8 CIGM91.349-2 0.2 0.46 0.124 36 75.2

4 15 CIGM91.347-11 0.77 0.42 0.125 119 59.8

5 17 CIGM91.347-13 0.99 0.29 0.127 161 58

6 60 DURUM 1128 0.98 0.32 0.03 544 144.2

7 91 AAM-02-214 0.11  - 0.031 73  - 

8 104 TD-209-29 0.61  - 0.041 299  - 

9 121 TD-1977-6 0.38  - 0.024 319  - 

10 125 TD-2075-5 0  - 0.041 0  - 

Serial no.

1 11 CIGM91.349-5 3.67 0.49 0.103 737 177.7

2 21 CIGM91.349-9 3.78 0.23 0.129 604 117.9

3 58 DURUM 2808 3.44 0.09 0.12 587 71.5

4 69 T.DICOCCUM IG86101 3.89 0.36 0.133 586 16.5

5 79 T.DICOCCUM IG141479 3.96 0.04 0.129 617 41.3

6 83 AAM-02-194 3.58  - 0.03 2387  - 

7 110 TD-1092-12 4.91 0.08 0.08 1267 3.4

8 163 T.DICOCCUM IG126374 3.63 0.03 0.09 835 137.6

9 168 T.DICOCCUM IG127690 3.79 0.26 0.027 3458 1602.3

10 179 T.DICOCCUM IG86142 4.14 0.01 0.116 720 66.4

High-hydrophobic-BNI activity genetic stocks

Low-hydrophobic-BNI activity genetic stocks

Genetic contrasts for hydrophobic-BNI capacity in durum wheat mini-core germplasm
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