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研究成果の概要（和文）：主要作物イネの遺伝的改良を目標として、次世代シーケンサーによる全ゲノム解析と「QTL-
seq法」(Takagi et al. Plant J. 74:174)により、有用形質を支配する量的遺伝子座（QTL）の単離同定を進めた。そ
の結果、高度耐冷性、出穂期、いもち病圃場抵抗性を決定するQTL複数の位置同定に成功した。さらに生物発光リアル
タイム計測技術とQTL-seq法を併用することにより、耐病性信号伝達系に関与する遺伝子群を同定単離することを目指
し、シロイヌナズナの耐病性遺伝子WRKY29のプロモーターを用いたQTL-seq解析の予備試験に成功した。

研究成果の概要（英文）：Aiming at efficient breeding of rice cultivars, we applied QTL-seq method (Takagi 
et al. Plant J. 74:174) to rice to identify quantitative trait loci (QTL) controlling important agronomic 
traits, resulting in successful identification of QTL for cold tolerance, heading date, and partial 
resistance to blast disease. We further attempted to combine QTL-seq with a high-throughput luciferase 
bioluminescence measurement system to identify QTL governing WRKY19 gene promoter activity in 
Arabidopsis, with a promising preliminary result.

研究分野： 植物遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
世界人口の増加に伴い、作物の迅速な育種
作業が急務である。近年、次世代シーケン
サーの開発により、生物全ゲノム解析が飛
躍的に容易になった。これにより、全ゲノ
ム解析を利用した次世代育種が現実化した。
報告者らは、これまでに北東北に適した多
様な水稲品種を開発する目的で、品種「ひ
とめぼれ」突然変異系統群多数を作出した。
これらの材料を用いて、次世代シーケンサ
ーにより形質に変化をもたらす原因突然変
異を迅速に同定する技術「MutMap 法」（Abe
ら 2012, Nature Biotechnol.30:174-178）
を開発し、活用を開始した。  
 しかし、突然変異処理で得られる遺伝的
変異には限界がある。イネ系統が進化の過
程で蓄積してきた多様な自然変異を、育種
に有効に活用する必要がある。育種上重要
な形質は、稈長、穂数、収量など、その多
くが量的形質である。従来、量的形質の改
良に寄与する自然変異を活用するためには、
Quantitative Trait Locus (QTL)解析が用
いられてきた。従来の QTL 解析においては、
1)異なる形質を示す２系統間の交配、2)F2
を起点として Recombinant Inbred Lines 
(RILs)の作出、3)RILs の表現型検定、4)両
親間で多型を示す DNA マーカーによる RILs
の genotyping、5)表現型と DNA マーカーの
間の連関解析による QTL 同定を、順次実施
し、両親間の量的形質変異を支配する遺伝
子領域を特定することがおこなわれてきた。
しかし、特に上記 1)において微妙な表現型
を調査する目的で近縁系統間の交配を行っ
た場合、上記 4)の作業は、非常に困難であ
り、時間と労力が必要とされた。そのため、
大規模な QTL の単離同定は実施されていな
い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、重要な育種形質を支配する自
然変異を、次世代シーケンサーの活用によ
り迅速に大量に同定し、DNA マーカー開発
および育種の迅速化につなげる事を目標と
する。 
 
３．研究の方法 
本研究では、報告者らが開発した新技術、
「QTL-seq 法」(Takagi et al. 2013, Plant 
J. 74:174-183)を活用して、イネの有用遺
伝子領域を同定する事を目標とする。
QTL-seq 法では、従来の QTL 解析法上記
1)~3)と同様に、育種上重要な形質において
異なる表現型を示す系統間の交配を実施し、
RILs ないし F2 系統で形質の分離を調査す
る。これらの分離集団において、形質の両

極端を示す個体（系統）を複数バルク(プー
ル)して、全ゲノム配列を次世代シーケンサ
ーにより解析する。得られたシーケンスリ
ードを一方の親個体のゲノム基準配列に対
してアライメントし、各バルクにおいてゲ
ノムのどの領域がどちらの親からより多く
伝わっているかを迅速に調べる事により、
QTL を同定する技術である。本技術は、分
離集団と形質データがあれば、一度のシー
ケンスで QTL 同定が可能になる点で、簡便
迅速である。本研究では、さらに QTL-seq
法と名古屋大学石浦正寛研究室で開発され
た「大規模生物発光リアルタイム計測装置」
による遺伝子プロモータ活性測定法の技術
的統合に取り組む。すなわち、耐病性遺伝
子プロモータを luciferase 遺伝子に連結し
た DNA 断片で形質転換した植物を各種系
統と交配して、F2 において、プロモータの
病原菌エリシターに対する反応 kineticsを
測定し、反応の大きい(または速い)系統群
と小さい（または遅い）系統群の DNA を
バルクし、上記の QTL-seq 解析を実施する。
これにより、耐病性信号伝達系に関わる遺
伝子の自然変異を大規模に同定することが
可能となる。 
 
４．研究成果 
(1) 高度耐冷性を支配する遺伝子領域を同
定する目的で、品種「ひとめぼれ」と高度
耐冷性系統を交配後、F2 世代において、耐
冷性試験を実施した。F2 系統の耐冷性程度
を測定し、高耐冷性系統群と低耐冷性系統
群に分割し、各群の DNA をバルク化して全
ゲノムシーケンスに適用した。その結果、
第 10 染色体上に、両系統の耐冷性の違いを
決定する遺伝子座があることが判明した。 
(2) 岩手県南で栽培される晩生品種「ひと
めぼれ」と県北で栽培される早生品種「い
わてっこ」の出穂期を決定する遺伝子領域
を QTL-seq 法により解析した。その結果、
第３染色体上に目的の遺伝子領域を同定す
る事に成功した。 
(3) いもち病圃場抵抗性強の系統「Nortai」
と弱の「ひとめぼれ」の交配後代の
Recombinant Inbred Lines (RILs)を用いて、
QTL-seq 解析を実施した結果、第６染色体
上に「Nortai」の圃場抵抗性遺伝子領域が
座上することを明らかにした。有力な候補
遺伝子同定にも成功した。イネ−いもち病菌
相互作用の解析に QTL-seq 法が有効である
ことを示した。 
(4) シロイヌナズナの耐病性遺伝子
WRKY29 プロモーターとホタルルシフェラ
ーゼ遺伝子を結合した DNA 断片によりシロ
イヌナズナの Col1 系統の形質転換体を作
出した。本系統は、ペプチドエリシター
flg22 に反応して一過的に発光することを
明らかにした。本系統を flg22 受容体遺伝
子 FLS2の欠失した突然変異体 fls2株に交
配後、F2 世代で発光測定により、発光誘導



株グループと非誘導株グループに区別し、
それぞれの DNA をバルク化して QTL-seq 法
を適用したところ、グループの差を決定す
る遺伝子領域を同定した。本遺伝子領域は、
既知の FLS2遺伝子座領域と対応したので、
今後 WRKY29 遺伝子発現を支配する上流の
信号伝達系遺伝子を QTL-seq 法を活用する
ことにより、単離同定する事が可能である
事が示された。今後、本実験系を活用して、
大規模に植物耐病性信号伝達系遺伝子同定
作業を進める。 
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