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論  文  内  容  の  要  旨  

ヘテロシスを利用したハイブリッド育種は，収量性を向上させるための有効な方法である。ハイブリッドイネの育成には，  

細胞質雄性不稔と稔性回復遺伝子（粁ヱ）を利用する三系法が汎用されているが，雄性不稔系統，稔性回復系統，維持系  

統の作出・維持・選択あるいはハイブリッド種子の純度維持など，その手順はきわめて煩雑である。近年，DNAマーカー  

技術は著しい進展をみせており，これを利用することによって，従来煩雑であったイネハイブリッド品種の育成および開発  

の効率は飛躍的に向上するものと期待される。また，ハイブリッドイネ育種の刷新技術の開発には，稔性回復遺伝子の単離  

と，細胞質雄性不稔およびその回復に関する分子機構の解明が不可欠である。このような観点から，本研究では以下の実験  

を行った。  

1．アラビドプシスにおいて一塩基多型を検出できるdCAPS（derived cleaved amplfied polymorphic sequence）法につ  

いて検討し，この方法がアラビドプシスの4倍のゲノムサイズをもつイネの遺伝解析用PCRマーカーの作出に有効である  

ことを確認した。また，dCAPSプライマーを設計する際のミスマッチ塩基の配置法について有用な知見を得た。  

2．MITE（miniatureinverted－repeattranSpOSableelement）は，植物ゲノムに多数存在するトランスポゾン様配列であ  

る。MITE領域および非MITE領域における塩基配列多型を，品種‘あそみのり’と‘IR24’を用いて調査したところ，  

MITE領域の方がはるかに高い多型頻度を示すこと，また，MITE領域においては欠失／挿入の頻度が著しく高いことが  

明らかになった。また，イネゲノムの公開データベースから，Ⅵ屯乃dg柁r（MITEの一種）と高い相同性を示す塩基配列を  

6個選び，それら領域に関して品種間（上記2品種間）多型の有無について調査したところ，いずれの領域においても明ら  

かな多型が検出された。これらの結果に基づいて作成した計20個のPCRマーカーは，いずれも連鎖地図上の位置が決定さ  

れた。これらのことから，MITEは遺伝解析や育種上有用なPCRマーカーの効率的作成に有効であると結論した。  

3．畔上遺伝子は，BT型（インディカ型）細胞質雄性不稔に対する稔性回復遺伝子である。このため，ジャポニカハイ  

ブリッド品種の育成には，本遺伝子をジャポニカ型の回復系統に導入する必要がある。上記1および2の知見を利用して，  

野上が座乗する染色体10に17個のPCRマーカーを作出し，稔性回復系統の染色体10グラフ遺伝子型を作成するとともに，  

畔上座に関する連鎖分析を行った。その結果，同座がS125647勘509Ⅰ座とC1361〟ひ0Ⅰ座との間に密接に連鎖して座乗す  

ることが明らかになり，稔性回復系統のDNAマーカー選抜が可能になった。  

4．野上遺伝子を単離するために，野上座に密接に連鎖する，S12564了妙509Ⅰ座を起点とする染色体歩行を行った。歩  

行した領域について，一連の相補性試験を行い，粁ヱ遺伝子を含むゲノム断片を同定した。当該ゲノム断片に対応する  

。DNAクローンを単離・解析したところ，Rjllはミトコンド1）アに移行するPPR（pentatricopeptiderepeat）タンパク質  

をコードする遺伝子であることが明らかになった。また，劣性遺伝子7チヱは，コード領域の塩基欠失に起因するフレーム  

シフトのために，不完全なタンパク質をコードすると推定された。  

5．ジャポニカハイブリッド品種およびその親系統の種子純度管理を効率的に行うために，3個のPCRマーカー（Ml，  

M2，M3）を作出した。Mlは，ジャポニカ細胞質に特異的に存在する配列，M2およびM3は，それぞれ稔性回復系統の  
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粁ヱ遺伝子近傍の配列および維持系統の7チヱ遺伝子近傍の配列を検出するのに有効であることが明らかになった。これ  

らのマーカーは，バルク検定において，少なくとも精米500粒中に含まれる1粒の混入を検出できることが示された。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

ハイブリッドイネ品種の育成と開発には，自殖性品種の育成とは異なる複雑な過程が要求される。本論文は，DNAマー  

カー技術を応用することにより，従来煩雑であった育成過程の効率化を図るとともに，現行ハイブリッドシステムの刷新に  

資する，稔性回復遺伝子（肝ヱ）の単離およびその機能解析についてまとめたものであり，評価すべき主要な点は以下の  

とおりである。  

1・dCAPS（derivedcleavedampli丘edpolymorphicsequence）法により作成したPCRマーカーが，イネ遺伝解析に有効  

であることを示すとともに，dCAPSプライマーの設計に関する重要な技術的知見を得た。  

2・MITE（miniatureinvertedTrePeattranSpOSable element）は，植物ゲノムに多数散在するトランスポゾン様配列であ  

り，イネのゲノムの4％を占めると推定されている。本論文で埠MITEとその周辺配列において，塩基配列多型が高頻  

度で観察されることを明らかにするとともに，MITEを利用することによって遺伝解析や育種に有用なPCRマーカーを効  

率的に作成できることを実証した。  

3・粁ヱ座に関する詳細なマッピングを行い，高密度連鎖地図上における世上座の座乗位置を正確に同定した。これに  

より，DNAマーカーによる効率的な回復系統の育成が可能になった。また，Rfl座とS125647勘509Ⅰ座とが密接に連鎖  

していることを見出し，畔上遺伝子を単離するための染色体歩行が可能であることを示した。  

4・肝上座近傍の詳細な遺伝地図および物理地図を作成した後，網羅的に相補性試験を行い，肝ヱを含むゲノム断片を  

同定した。その後，CDNAライブラリーのスクリーニングを行い，RJll遺伝子を単離することに成功した。また，この  

Rflはミトコンドリアに移行するPPR（pentatricopeptiderepeat）タンパク質をコードする遺伝子であることを明らかに  

した。これらの結果は，他の稔性回復遺伝子の単離および稔性回復機構の分子レベルでの解明につながるものと期待される。  

5・ジャポニカハイブリッド品種およびその親系統を簡便に識別できるPCRマーカーを作成した。これらのマーカーは，  

精米のバルク検定において，感度がきわめて高かったことから，ハイブリッドの種子純度管理にきわめて有効であると結論  

した。   

以上のように本論文は，ハイブリッドイネ品種の育成と開発に資する重要な知見を得たものであり，育種学，遺伝学，栽  

培学の分野に寄与するところが大きい。   

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，平成16年4月22日，論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学力  

が十分あるものと認めた。  
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