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研究成果の概要（和文）： イネを材料として網羅的な遺伝子発現解析データを基にして量的な

形質を支配する遺伝子（QTL 遺伝子）の同定を目指す技術開発の研究を行った。本研究では、

品種間の交雑後代のような多数の試料について数千以上の遺伝子発現を定量的なデジタルデー

タとして解析する方法と、同じく多数の品種や個体間のゲノム DNA 配列の違い（多型）を多数

（数百〜千箇所）検出できる方法を確立した。これらの結果、遺伝子発現の変化を支配する遺

伝子座（遺伝子を含む領域）の位置を見出すための技術基盤を整備することができた。 

 
研究成果の概要（英文）：We aimed at developing a novel QTL (quantitative trait locus) 
mapping procedure based on genome-wide gene expression analysis data in rice. In the 
present study, quantitative digital gene expression analysis method was developed, 
allowed to analyzing expression of thousands of gene in multiple samples, like segregated 
individuals. Additionally, a novel tool for exploring DNA polymorphisms was also 
established and it enabled to genotyping many loci at a time.  These techniques were basis 
of digital expression QTL analysis. 
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１．研究開始当初の背景 
 従来から農作物の重要形質を支配する遺
伝子を同定する方法として連鎖解析による
マッピングという方法が用いられて来た。特
にイネでは各種ゲノム情報の充実、品種「日
本晴」の全ゲノム配列解読によりマッピング
に用いる DNA マーカーの充実、マッピング情
報からの遺伝子同定などが効率化され、量的
形質遺伝子座（QTL）を含む多くの重要形質
遺伝子がマップベースドクローニングされ
ている。さらに、次世代シークエンサーと呼

ばれる高速かつ大量に短い DNA断片の配列を
解析できるシークエンサーの出現により、イ
ネなどの生物ではリシークエンスと言われ
る品種や系統の全ゲノム配列解析が可能に
なり、それ以外の非モデル生物でも新規な全
ゲノム配列の解析が促進されている。このシ
ークエンシング技術の進歩およびそれによ
って得られる情報は、イネを始めとした農作
物の遺伝解析、育種に非常に大きな貢献をも
たらすことが期待できる。将来的には多くの
農作物、品種で全ゲノム配列が明らかになり、
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重要形質の原因遺伝子およびその変異との
関係が容易に明らかになるであろう。世界的
には次世代シークエンサーを用いたゲノム
配列解析が農作物の遺伝学、育種に利用され
ることを目指した研究が進められているが、
残念ながら日本国内ではまだそのような研
究の推進は遅れている。また、次世代シーク
エンサーを利用した解析はゲノム配列のみ
ならず、転写産物解析にも有効である。特に
申請者は以前よりシークエンス解析を基に
した遺伝子発現（転写産物）解析法の確立と
利用に関する研究を進めて来ている。申請者
は cDNA の特定部位から抽出した 26塩基の断
片（タグ）を多数シークエンス解析して網羅
的にデジタルデータとして遺伝子発現を定
量 解 析 す る SuperSAGE 法 を 開 発 し た
（Matsumura et al.,PNAS 2003）。今までは
このようなゲノム解析技術や網羅的遺伝子
発現解析は、基礎的な生物学（特に生理学的
応答等）の研究の道具としての利用が中心で
あった。しかし上述のシークエンス技術の進
歩および申請者による発現解析技術の改良
により、これらの技術が遺伝学ひいては作物
育種へ応用できる可能性が十分にあり、それ
を実践する道筋をつける必要があると考え
ている。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究課題では、次世代シークエンサーを
用いた解析で得られるデジタルな遺伝子発
現データ（量的変化）の情報を形質としてマ
ッピングする“デジタル遺伝子発現 QTL 解析
法”の確立を目的とする。この方法では直接
には特定の遺伝子（群）の調節を担う領域や
遺伝子をマッピングで同定することが第一
義的な目的である。しかし実用的には、定量
的な評価が難しい形質や表現型のみでのマ
ッピングに限界がある時に、遺伝子発現量と
いう指標で定量化することで形質を支配す
る遺伝子の同定をより効率化することが目
的である。植物でも既に表現型のマッピング
と eQTL 解析を組み合わせて遺伝子同定を進
めた報告例もある。本研究では、改良された
遺伝子発現解析法を用いることで解析の精
度、汎用性、労力、コストを改善できる方法
を目指す。 
本法の確立のために以下の項目の研究を計
画する。 
(1) イネ 2 品種由来の RILs (Recombinant 
Imbred Lines)を材料として各系統の網羅的
遺伝子発現情報を収集し、系統間の発現量の
違い（変化）をマッピングする方法を確立す
る。 
(2) 同法を活用して複数の異なるイネ RILs
を用いて低温発芽時あるいは病原菌感染時
ににおける発現遺伝子解析と eQTL 解析を行

う。この情報と別途表現型でマッピングした
QTL とを比較して低温発芽および耐病性に関
わる QTL の候補遺伝子を同定する。これによ
ってデジタル eQTL 解析によって重要形質遺
伝子の同定が効率化できることを示す。 
(3) イネ外国産品種を含む多数の品種、系統
を材料として低温発芽時のデジタル遺伝子
発現解析情報を基にして連関解析による
eQTL マッピング法の確立も試みる。この方法
の確立により、交雑後代の系統を育成するこ
となく高等植物でもデジタル eQTL 解析が可
能であることを示す。 
 
３．研究の方法 
（1）材料 
 ハイスループット SuperSAGE法確立のため、
イネ品種「ひとめぼれ」、「かけはし」の播種
後 7日目の幼植物体、「かけはし」と「Dunghan 
shali」における低温（15℃）条件下での播
種後７日目の幼植物体、シロイヌナズナ
（Col-0）播種後 30 日の葉および茎から
RNeasy Plant mini kit（キアゲン）を用い
てトータル RNA を抽出して供試した。 
 多試料の遺伝子発現解析条件の確立およ
び低温発芽性等の連鎖解析を目的とした材
料として、イネ品種「蒙古稲」と「C8005」
およびそれらの交雑後代から作出した RILs
（Recombinant Imbred Lines）96 系統、なら
びに「いわてっこ」と「Arroz da Terra」そ
れらの交雑後代から作出した RILs96 系統を
供試した。各イネ品種および RULs 系統は、
滅菌した後にろ紙上に播種し、播種後 7日目
の幼植物体を DNA および RNA 抽出に供試した。
DNA 抽出には DNeasy Plant Mini kit（キア
ゲン）を使用した。トータル RNA は各植物体
のシュート組織をからRNeasy Plant mini kit
（キアゲン）を用いて抽出を行った。 
 連関解析を目的とした材料として、国内品
種のコアコレクション（50 品種）を（独）農
業生物資源研究所より分譲を受けた。各品種
について滅菌した後にろ紙上に播種し、播種
後 7日目の幼植物体から DNA を抽出した。 
  
（2）ハイスループット SuperSAGE 法 
 各品種および系統からのトータル RNA10µg
を用いてビオチン化アダプターオリゴ dT プ
ライマー(EcoPdT; 5’
-biotin-CTGATCTAGAGGTACCGGATCCCAGCAGTTT
TTTTTTTTTTTTTT)をアニールし、
SuperScriptIII 逆転写酵素（インビトロジェ
ン）を用いて逆転写を行った。続いて E.coli 
DNA polymerase、E.coli DNAligase、RNaseH
を用いて二本鎖 cDNA の合成を行った。二本
鎖 cDNA は精製後、制限酵素 NlaIII で切断し、
ストレプトアビジン磁気ビーズ（Dynabeads）
と結合を行った。ビオチンラベルされていな
い DNA 断片を洗浄後、ビーズ上の DNA 末端に



アダプター2 DNA（5‘- 
CAAGCAGAAGACGGCATACGATCTAACGATGTACGCAGC
AGCATG、amino-3’
-GTTCGTCTTCTGCCGTATGCTAGATTGCTACATGCGTC
GTC をアニールして作成）をライゲーション
した。非結合アダプターを洗浄後、ビーズ上
の DNA を制限酵素 EcoP15I で切断して、ビー
ズからアダプター結合した 26 塩基断片を回
収した。回収した DNA についてフェノールク
ロロホルム処理、エタノール沈殿を行った後、
アダプター１ DNA とライゲーションを行っ
た。アダプター１ DNA（5
‘-ACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCXXXX、
amino-3’
-TGTCCAAGTCTCAAGATGTCAGGCTGCTAGXXXXNN；
XXXX は index 配列）は試料毎に異なる Index
配列を持つアダプターを用いた。アダプター
1とライゲーションした DNA 断片は精製後、
以下の PCR 増幅の鋳型として用いた。PCR 増
幅には、Phusion-High Fidelity DNA 
polymerase（Finzyme 社）を用い、プライマ
ーとして Adpter-1 primer（5’
-AATGATACGGCGACCACCGACAGGTTCAGAGTTCTACA
GTCCGA）および Adapter-2 primer（5’
-CAAGCAGAAGACGGCATACGA）を用いて 98℃ 2
分、98℃ 35 秒と 60℃ 30 秒のサイクルを
10-15 サイクルで反応を行った。PCR 産物は
TAEバッファーによる 8%ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動（PAGE）と SYBR グリーン染色
により 125bp のバンドの増幅を確認した。目
的断片の増幅確認後、同一の PCR 反応を 8-15
チューブ分実施し、PCR 反応後の溶液を混合
して精製、濃縮した後に 8%PAGE ゲルによる
泳動、染色を行って 125bp のバンドを切り出
した。切り出したゲルを TE バッファーに浸
漬して DNA を溶出し、エタノール沈殿により
DNA を回収した後に定量を行ってシークエン
ス解析に供試した。 
 
（3）RAD-seq 解析法 
 各品種及び系統からの 300ng のゲノム DNA
を用いて以下の解析に供試した。各ゲノム
DNA は常法に従って制限酵素（NotI、PacI も
しくは AseI）により切断し、切断後の DNA 断
片は AMPureXP（ベックマンコールター社）磁
気ビーズにより精製を行った。精製後の DNA
に対して RAD解析用ビオチン化アダプター１ 
DNA（5’-biotin- 
GTACAGGTTCAGAGTTCTACAGTCCGACGATCXXXXXXA
T、5’
-XXXXXXGATCGTCGGACTGTAGAACTCTGAACCTGT を
アニールして作成。XXXXXX は Index 配列）の
ライゲーションを行った。アダプター１は試
料毎に異なる Index配列を持つアダプターを
供試した。アダプターライゲーション後の
DNAは精製した後、制限酵素NlaIIIで切断し、
ストレプトアビジン磁気ビーズに結合を行

った。ビーズに結合しなかった DNA(ビオチン
ラベルされていない DNA)を洗浄し、ビーズ上
の DNA に対してアダプター2 DNA
（5'-amino-CAAGCAGAAGACGGCATACGACATG、5’
-TCGTATGCCGTCTTCTGCTTG をアニールして作
成）のライゲーションを行った。ライゲーシ
ョンされなかったアダプター2を洗浄して、
除去した後にビーズ上の DNAを鋳型として以
下の PCR 反応を行った。PCR 増幅には、
Phusion-High Fidelity DNA polymerase
（Finzyme 社）を用い、上述のハイスループ
ット SuperSAGE 解析に使用した Adpter-1 
primer および Adapter-2 primer を用いて
98℃ 2 分の後、98℃ 20 秒、55℃ 30 秒、72℃
30 秒のサイクルを 18 サイクルで反応を行っ
た。PCR 産物は 1%アガロースゲル電気泳動で
増幅を確認した後、AMPureXP による精製を行
い、シークエンス解析に供試した。 
 
(4) シークエンス解析 
 ハイスループット SuperSAGE および
RAD-seq 解析において調製した DNA 断片は受
託により次世代 DNA シークエンサー（イルミ
ナ社シークエンサー）による解析を行った。
シークエンス解析により得られた DNA配列デ
ータ（fastq 書式）は CLC Genomics Workbench
ソフトウェア（CLC bio）を用いてタグ配列
の抽出およびタグ数のカウントを行った。 
 
４．研究成果 
（1）ハイスループット SuperSAGE 法の確立 
 従来の SuperSAGE法による遺伝子発現解析
法を基盤として次世代 DNAシークエンサーに
より大規模に解析可能な技術を確立するた
め、イネ幼植物体およびシロイヌナズナ組織
試料等の RNA を用いた解析を試みた。解析の
流れは図１に示した。各組織からの RNA につ
いてビオチン化アダプターオリゴ dT を用い
て二本鎖 cDNA を合成し、cDNA は精製後に制
限酵素 NlaIII で切断し、シロイヌナズナ試
料についてはcDNAを DpnII,またはBfaIで切
断した。切断した DNA はストレプトアビジン
磁気ビーズと混合して、ビオチンラベル断片
（dT 配列を含む断片）をビーズに結合させた。
ビーズ上のcDNA断片に対してNlaIII、DpnII、
BfaI 各々に相補的な末端配列を持つアダプ
ター2 を結合させた。このアダプター2 は
EcoP15I 認識配列（5’-CAGCAG）が含まれて
いる。磁気ビーズを洗浄後、ビーズ上の DNA
を制限酵素 EcoP15I で切断した。同酵素は認
識配列（5’-CAGCAG）から 26 塩基下流を切
断する特性を持つ事から、本酵素処理により
ビーズ上からアダプター2に結合した26bpの
cDNA 断片（タグ）を切り出す事ができる。こ
れら遊離断片を回収した後にアダプター１
を結合させた。EcoP15I 切断箇所は２塩基の
突出末端を形成し、その 2塩基は任意である



ことから、アダプター１の末端も任意の 2塩
基配列の 5’突出構造を持たせた。またアダ
プター１の末端（突出末端の直前）4 塩基に
Index と呼ぶ試料識別配列を組み込んだ。本
解析では合計 27 種類の異なる Index（4 塩基
配列）を持つアダプター1 を準備して各試料
各々に異なるアダプター１を割り当てて結
合させた（Matsumura et al., 2010 を参照）。
アダプター１を結合させた DNA断片を鋳型に
し、両アダプターの末端配列と相同な配列を
持つプライマーにより 10 サイクルの PCR を
行った。目的の 26bp タグを両アダプターで
挟んだ DNA の増幅サイズは 125bp となると推
定されたが、PCR 産物は PAGE で泳動により目
的サイズであることを確認することができ
た。DNA 試料はイルミナ社のシークエンサー
による解析を行った。その結果、合計
16,057,777 断片（35 塩基長）のシークエン
スデータを取得した。得られた DNA 断片の配
列構造は４塩基の Index 配列が位置し 5塩基
目から NlaIII もしくは DpnII、BfaI サイト
の配列までがタグとなる。シークエンスデー
タを Index配列による試料毎の配列の仕分け、
制限酵素サイトから上流の 26 塩基をタグ配
列として抽出した後、タグ数のカウントの解
析を行った。その結果、全試料の合計タグ数
は 13,115,603 タグであった。各試料のタグ
配列は Index配列によって全ての供試試料の
データを仕分けすることができ、各試料当た
り 9-70 万個のタグ（平均 423,084 タグ/試料）
を解析する事ができた。 

 以上の結果から、多数の遺伝子発現をタグ
によるデジタルデータとして定量的に解析
できる方法が確立できた。この方法を利用す
れば、植物（イネ）の環境応答に関わる多数
の遺伝子の発現を定量的に解析可能である。 
 
(2) RILs および低温発芽性に関連した品種

のハイスループット SuperSAGE 解析 
 多試料のハイスループット SuperSAGE解析
における試料調製を迅速化する目的で、イネ
品種「蒙古稲」（日本型）と「C8005」(イン
ド型)を両親としたRILs(Recombinant Imbred 
Lines)の 96 系統の幼植物体から RNA を抽出
し、96 ウェルプレートでタグの調製を行った。
(1)における方法では、DNA を精製はカラムを
用いていたが、磁気ビーズを用いた DNA 精製
法を採用することで多検体処理を可能にし
た。これに合わせて 96 種類の 6 塩基 Index
配列を設計してアダプター１を作製して本
解析に用いた。その結果 96 系統中 90 系統か
ら平均 30 万タグ以上の SuperSAGE 解析デー
タを得ることができた。 
 次に、低温発芽性と関連した遺伝子発現解
析を目的として、低温発芽性に優れる品種
「Arroz da Terra」と低温発芽性の劣る品種
「いわてっこ」をいくつかの条件で播種した。
28℃、15℃、13℃の各条件で、好気条件、冠
水条件で播種して、３−14 日の生長を比較し、
品種間で生長の差が明瞭な条件を検討した。
その結果、15℃、好気条件で播種後 7日目は
比較に最適な条件と決定できた。この条件と
28℃、好気条件、7 日目の各品種の発芽種子
（幼植物体）から RNA を抽出してハイスルー
プット SuperSAGE 解析を行った。現在はシー
クエンス解析のデータを待機中である。 
 現時点ではまだ本来の研究目標であった
低温発芽性に関わる RILs 各系統の遺伝子発
現情報を収集するに至っていないが、同解析
を実施するための技術（プロトコール）は確
立したので、いわてっこと Arroz da Terra
の RILs 各系統の低温発芽種子サンプルにつ
いてハイスループット SuperSAGEを実施可能
である。またその親品種において低温発芽に
関連する発現遺伝子も得られることが期待
できるため、後述の RAD-seq 解析データと低
温発芽データから絞り込まれる QTL領域候補
にあるディファレンシャルに発現する遺伝
子を見出すことで QTLの候補遺伝子を見出す
ことも期待できる。 
 
（3）イネ Recombinant Imbred Lines の大規
模 DNA 多型解析 
 大規模 DNA 多型解析法である RAD-seq 解析
法を利用して、「いわてっこ」と「Arroz da 
Terra」の品種間多型およびそれらの RILs に
おける遺伝子型タイピングを試みた。各品種
および RILs のうち 96系統の各個体の DNA を
制限酵素 PacI で切断し、Index(試料識別配
列)を持つアダプターを結合して調整した
DNA 断片の末端配列を次世代シークエンサー
で大規模解析した。得られたシークエンスデ
ータより、Index 配列による試料識別を行っ
た後、ゲノム DNA 由来のタグ配列（95bp）を
得た。各試料におけるこれらのタグ配列の出



現頻度（タグ数）をカウントし、「いわてっ
こ」と「Arroz da Terra」間で比較してどち
らかの品種にのみ出現するタグを見出した。
RAD-seq解析の結果、いわてっこで 8,462,936
（タグ） 、Arroz da Terra で 7,309,743(タ
グ)を得た。両品種間のデ－タ比較から品種
特異的なタグ（どちらか品種で 20 以上読ま
れ、他方で全く出現しないタグ）は、いわて
っこ特異的タグとして 5,114 種類、Arroz da 
Terra 特異的タグとして 5,147 種類が見出さ
れた。さらに、いわてっこ特異的タグと Arroz 
da Terra 特異的タグ間で、1 塩基もしくは 2
塩基多型を示すタグを BLASTプログラムを用
いて選出した。このようなタグ配列は同一遺
伝子座の対立遺伝子由来であると推定され
るため、共優性マーカーとしての利用を試み
た。このような共優性マーカーは 673 種類得
られた。RILs96 系統について同様な RAD-seq
解析を行った結果、合計 252,026,341 のタグ
を得た（平均 2,625,274 タグ/系統）。 
これら RILs 各系統の RAD-seq 解析データに
おいて上記の共優性マーカーの遺伝子型を
判別することで、96 系統のゲノム全体を網羅
する遺伝子型（いわてっこ型、Arroz da Terra
型）のタイピングを行った。その結果、各 RILs
系統の各マーカー（多型）について、いわて
っこ型、Arroz 型、ヘテロ型を判別すること
ができ、表 1に示すようなグラフィカルジェ
ノタイピングが得られた。 

 これらに供試した RILs について 15℃、好
気条件で発芽を行い、シュート長、根長を測
定した。各 RILs 系統間でこれらの形質には
分離が見られ、測定値は現在３反復目の測定
を実施中である。 
 ここで得られた RILs の大規模なジェノタ
イピングデータと低温発芽時の生長測定デ
ータを組み合わせることで低温発芽性に関
わる QTL 領域を絞り込むことが期待できる。 
 
（4）連関解析を目指したイネ品種間の大規
模 DNA 多型解析 
 
 イネにおける多品種間の DNA多型と表現型
から各形質を支配する遺伝子座を見出す連
関解析を行うための基盤として、イネコアコ
レクションの RAD-seq解析による多型探索を
行った。日本品種のコアコレクション 50 品
種について DNA 抽出を行って(2)で述べた方
法と同様に制限酵素 PacI を用いた RAD-seq
解析を行った。まず 50 品種のうち 29 品種の

タグをシークエンス解析した結果、合計で
172,407,180 個、1 品種平均では 5,387,724
個のタグを得た。ここで得られている全品種
のタグとタグ数を比較して、１品種以上で出
現が見られず、他品種では 20 以上のカウン
トを示したタグを品種特異的タグ（多型）と
定義した。その結果、43,279 種類のタグが品
種特異的タグとして見出された。これらの品
種特異的タグについてイネゲノム配列
（build5.0）に BLAST を用いてマップした結
果、13,258 種類のタグがイネ（品種「日本晴」）
の 12 本の染色体全てにマップされ、各染色
体とも 25-35kbに１カ所程度の頻度でタグは
分布していた。連関解析において供試する品
種間の多様性が重要なファクターであるこ
とから、供試品種間の近縁関係を評価した。
コアコレクション品種と共にイネ育成品種
である、ひとめぼれ、いわてっこ、かけはし、
Arroz da Terra（インド型）についても上記
と同様に RAD-seq 解析データを加えて、これ
らも含めた品種特異的タグの有無を遺伝子
型として、CLUSTERプログラムを用いて UPGMA
法による解析を行った。続いてそのデータを
Tree View プログラムで系統樹として可視化
を行うことで、供試品種の近縁関係の評価を
行った（図２）。 

一般に現代の育成品種の多くはコシヒカリ
由来であるため、遺伝的多様性が低いと推測
されているが、実際にひとめぼれ、いわてっ
こ、かけはしは系統樹において非常に近縁な
クラスターを形成していた。これと比較する
とコアコレクション品種は多様性が高く、イ
ンド型品種（Arroz da Terra）と育成品種間



よりも遠縁の品種も見られた。供試品種内で
は、赤米が他品種と類似性が低い結果となっ
たが、これは恐らくこの品種（赤米）が非常
に古い時期に国内に入り、以後の在来品種に
その遺伝子が入って来ていないことを示唆
すると思われた。 
 以上の結果から、コアコレクション品種お
よびそれらの RAD-seq 解析データは、今後各
品種の形質データと組み合わせて連関解析
を実施可能であることが示された。また、前
述のハイスループット SuperSAGEによる各品
種の遺伝子発現データを活用することで連
関解析による遺伝子発現 QTL解析という新し
い手法の展開へも活用可能である。 
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