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第 1章．緒論 

 細胞内においてゲノム上の位置を何らかの条件下で転移のできる、より短い塩基配列は

転移因子といい。転移因子は、ゲノム中の遺伝子あるいはその近傍に切出、転移もしくは挿

入して、DNA 配列の構造や発現パターンを変化させ、突然変異の原因の一つとなっている

（Shan et al. 2005）。転移因子は事実上あらゆる生物種に存在する。トウモロコシでは、ゲノ

ム配列の主要な構成要素であり、85％以上が転移因子を含有している（Schnable et al. 2009）。

イネ染色体 4 の配列分析により、全配列の半分以上が転移因子を占めている（Feng et al. 

2002）。ほかにシロイヌナズナなどの植物、ヒトおよび動物のゲノムにも広く分布している

（Turcotte et al. 2001, Kazazian 2004, Paterson AH et al. 2009 and de Koning et al. 2011）。 

 転移因子は、一般的に移動の仕組みによって、クラスⅠおよびクラスⅡの２種類に分類され

る。この２種類は構造のみならず、転移様式も大きく異なっている(Feschotte, Jiang, and 

Wessler 2002)。DNA 型転移因子の転移では、転移因子がゲノムから切出され、他の部位に

挿入される。さらに、挿入した因子は再び切出される時に表現型が元に戻ることがあるた

め、不安定な変異を引き起こす場合が多い。その一方、レトロ転移因子の転移では、転写、

逆転写を介して複製され、ゲノムの他の部位に挿入される。また、レトロは一度挿入すれば、

再び切出されることがないため、DNA型より安定な変異を引き起こす（Takeda et al. 1999）。 

 Miniature Inverted-Repeat Transposable Element （MITE）は非自律性 DNA 型転移因子のこ

とを示し、植物ゲノムの中で多数存在している。特にイネゲノムの中で、MITEs は 90,000

コピー以上存在しているが、多くはユークロマチン領域に分布し、遺伝子発現の制御に関与

していると報告された（Feng et al. 2002）。 

 miniature Ping （mPing）はイネゲノムで初めて同定された非自律性の活性型 MITE であ

る（Jiang et al. 2003; Kikuchi et al. 2003; Nakazaki et al. 2003）。全長が 430bpの DNA 配列であ
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り、両端に 15bpの TIR（Terminal Inverted Repeats）を含んでいる。mPingは ORF（Open Reading 

Frame）を含んでいないため、Ping または Pong の二つの ORF（myb 転写因子の DNA 結合

ドメインと類似したタンパク質をコードする ORF1 および転移酵素をコードする ORF2）に

によって転移されている（Jiang et al. 2003; Kikuchi et al. 2003 and Yang et al. 2007）。 

 イネ品種日本晴において mPing は 50 コピーがあるに対して、銀坊主は 1000 コピー以上

を持つことから、mPing は一部のイネ品種でいまなお活発的に転移している（Naito et al. 

2006）。近年の研究から、mPing の新規挿入により、近傍遺伝子への機能的変異をもたらし

た。 

 銀坊主および愛国系 A123 において、遺伝子 Os02g0135500 の上流 41bp に mPing 挿入を

有することが分かっている。この 2系統に加え、同位置に挿入を持っていない日本晴および

愛国系 A157 に低温ストレス、塩ストレスおよび乾燥ストレス処理を行って遺伝子

Os02g0135500 の発現量を調べた。その結果、自然条件下で、この遺伝子の発現量は 4 系統

においてほぼ同じになっているが、一方、低温ストレスおよび塩ストレス条件下では mPing

挿入のある銀坊主および A123 において、明らかにその発現量が上昇したことが明らかにし

た(Naito et al. 2009)。早生突然変異系統 HS110は出穂期関連遺伝子 Hd1 のイントロに mPing

を挿入した結果、転写産物に機能型を加え、一部の mPing 配列が転写される産物および

mPing の全配列を転写されたがエキソン 2が転写されなかった産物も含んでいるため、機能

型転写産物の含量が低下し、出穂日が早生化した結果に至った（Kum et al. 2015）。晩生突然

変異系統 HS169 にある出穂期関連遺伝子 ehd1 の第２エキソンに mPing の挿入を有するこ

とによって、mPing を含むエキソン 2 の一部もしくは全部が欠失した転写産物が生じた

（Nishida et al. 2002; Saito et al. 2009 and Xu et al. 2014）ため、晩生化した。したがって、mPing

の挿入によって転写のタイミングや転写産物の構造を改変されると考えられる。また、
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mPing の転移メカニズムにおけるゲノムへのわずかな改変は、より少ない遺伝子を破壊する

ことによって原ゲノムにあたって有害ではない可能性があるとの報告もあった（Gilbert et al. 

2015）。 

 mPingが特異的に銀坊主の中で転移活性が高いが、多くは原因遺伝子の上流に挿入したた

め、表現型がそれに応じた多様性を示していなかった。しかし、銀坊主種子を γ 線照射し、

得られた変異個体集団の中で、生育低下を示した細粒突然変異個体 IM294 を含んでいる。

その原因はユビキチン様タンパク質をコードする遺伝子 Rurm1 (rice ubiquitin related 

modifier-1) のエキソン４に mPing を挿入することによって、遺伝子の機能喪失を生じた

（Ohmori et al. 2008）。IM294の自殖次代において、原因遺伝子から mPingが正確な切り出

しによって銀坊主へ正常復帰する個体が得られた。しかし、復帰個体の中には IM294 およ

び銀坊主よりも旺盛に生育する強勢変異体（Vigorous Growing IM294、以下、VGI）が低頻度

で出現した。VGI 以外にも農業形質に関係する様々な変異が復帰突然変異に伴って誘発さ

れる個体がしばしば得られた。これらの農業形質に関連する突然変異は mPing の活発的な

転移によって生じた結果になり得ると推測した。突然変異集団を用いて原因を探索するこ

とで、有用かつ新たな育種方法の開発に貢献できたらと考えられる。 

 以上のことから、本研究は銀坊主から得られた様々な表現型を持つ突然変異集団を用い

て、転移因子 mPing とイネ表現型の関係を調べ、IM294 および IM294 からの派生系統に分

離する復帰型個体の自殖後代を用いて収量構成要素に関する誘発変異と mPing 転移との関

係を調査した。第二章では銀坊主後代に出現した強勢形質変異系統 VGI （Vigorous 

Growing IM294）の QTL 解析を行った。第三章では mPing タグライン突然変異系統群を

利用する収量構成要素の分析を行った。そして第四章は第三章の結果と次世代シークエン

サーに基づいて、表現型の変異と mPing の関係を解析した。最後に第五章で全体的まとめ
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をした。 
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第 2章．生育強勢個体の後代における収量関連形質の QTL解析 

2.1. はじめに 

 銀坊主の種子を γ 線照射した後代より得られた細粒突然変異系統 IM294 は、Rurm1 (rice 

ubiquitin related modifier-1) 遺伝子のエキソン４への mPing 挿入によって生じた劣性の細粒

突然変異系統である。原因遺伝子からの mPing の正確な切り出しによる正常粒個体への復

帰突然変異は極めて高い頻度で生じる (Nakazaki et al. 2003)。多くの DNA 型転移因子でも

転移因子がゲノムから切出されると表現型が原品種型に復帰する。しかし、IM294 の場合

は、細粒変異系統の自殖次代では粒形が原品種銀坊主に復帰するだけでなく、一部の個体は

銀坊主よりも著しく生育が旺盛となる生育強勢個体（Vigorous Growing IM294、以下、VGI

系統）が分離する(Horibata & Yamagata 2000, Yamagata & Shakudo 1968)。多くの場合、VGIは

銀坊主に比べて高い草丈、多い分けつ数、長い穂長および大きな種子サイズなどの収量関連

形質にも変異が認められる。他の系統・品種との交雑の可能性は、IM294 に特異的な Ping 

の挿入箇所をマーカーに用いることで比較的容易に区別できる。また、トランスポゾンディ

スプレイ（Transposon Display、以下、TD）の結果、mPingの転移頻度は VGIにおいて爆発

的に上昇していると推定されている（Tsukiyama, 2013）。これらのことから、VGIに観察さ

れる生育強勢は mPing の転移と密接に関連すると推定される。しかし、VGI 個体において

強勢形質が発現する機構の詳細は未解明である。VGI に観察される生育強勢に関わる形質

の遺伝を明らかにできれば、VGI の後代に誘発された収量関連形質における変異を育種的

に利用することが可能になると期待される。 

 本章では、VGI の生育強勢に関連する特性の遺伝を調査するため、１個体の VGI の自殖

次代系統 VG-15 の中から生育強勢に関連する特性をもつ個体と日本晴とを交雑し、得られ

た F2集団（Fig.1）を用いて収量関連形質に関する QTL解析を行った。なお、遺伝地図の作
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製には、SSRマーカーと mPing-SCAR（Monden et al., 2009）を用いた。 

 

Fig.1. F2 population originated from the cross between VG-15 and Nipponbare 
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2.2. 材料および方法 

2.2.1. 供試材料 

 イネ品種銀坊主と日本晴ならびに、細粒突然変異系統 IM294および VGIの自殖後代 VG-

15 を供試した。VGI 関連形質の遺伝分析には日本晴と VG-15 の交雑後代 F2世代を用いた。 

 2008 年に IM294（細粒）の自殖後代に分離した単一の復帰変異個体（正常粒）が生育強

勢を表したため VGI と見做し、VGI の自殖次代系統（VG 系統）を育成した。2013 年、日

本晴、銀坊主、IM294および VG 系統を京都大学農学研究科付属京都農場（北緯 35°01’、東

経 135°47’）に株間 10cm、畝間 30cm で栽培した。VG 系統では草丈、分けつ数、穂長と粒

形に関して大きな分離が認められた。VG 系統のなかの１個体 VG-15 は日本晴と比較して

草丈が高く、穂長が長く、粒形が大きいなど、VGIに特徴的な表現型を示した。VG-15が保

有する VGI 関連形質の遺伝解析を行うために、VG-15 と日本晴の交配を行った。2014 年、

合計 94 個体の F2 を 1 つのワグネッルポットに 1 植物体ずつ移植した。各ポットに 2.38g 

(NH4)2SO4、0.83g Ca(H2PO4)2·H2O+CaSO4および 2.86g KClを施肥した。成熟期に、すべての

F2 植物の種子を収穫した。なお、両親として日本晴 3 個体、VG-15 の自殖次代から無作為

に選んだ 3個体も同じ要領でワグネッルポットで栽培した。 

 

2.2.2. DNA抽出 

ポットへの移植前にすべての個体の幼苗から葉身約 3cmをサンプリングした。それぞれ

液体窒素で凍らせて、マルチビーズショッカー（安井器械、大阪、日本）で破砕した。60℃

に加温した CTAB 溶液（2xCTAB を 40ml、SDS を 0.4g、PVP(K30)を 0.4g、2-メルカプトエ

タノールを 100 ㎕）を加えて 60℃で 30~120 分間振とうした。サンプルを室温まで冷却し

CIA を 1mlずつ加えて室温で 30分間穏やかに振とうした。その後 15000Gで 5分間遠心（ト
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ミー精工、東京、日本）後、回収した上清に等量のイソプロピルアルコールを添加した。

15000Gで 10分間遠心して沈殿した DNAペレットを 70 %エタノールでリンス・乾燥した。

さらに、RNase 添加 1/10 TE（10 mM Tris-HCl pH 8.0 および 1 mM EDTA）を加え 37 °C、30

分間処理した後、DNAサンプルを－30℃で保存した。 

 

2.2.3. PCR 

F2 個体および両親の DNA サンプルを用いて、遺伝地図作成のために 48 個の mPing-

SCAR マーカー（Monden et al., 2009、Table.3）と 9個の SSR マーカー（Table.2）の遺伝子型

を PCRによって決定した。 

SSR マーカーの PCR は鋳型 DNA・1µl（30ng） 、2.5 µl・2×GoTaq®Green Master Mix

（Promega、WI、USA）、0.25μl・STDW 、0.5 µl・2.5 µM 各プライマーおよび 0.25 µl・ジメ

チルスルホキサイドの全量 5µlでおこなった。PCR サイクルは、94 °C・10分間熱解離した

後、94 °C・30秒間、50°C・1分間、72 °C・30秒間を 35サイクル行った。PCR産物は 15%

プリアクリルアミドゲルで電気泳動により分離した。 

mPing-SCAR マーカーの PCRは、鋳型 DNA・1µl （30ng）、2.5 µl・2× GoTaq®Green Master 

Mix（Promega、WI、USA）、0.75μl ・STDW 、0.5 µl・2.5 µM プライマーおよび 0.25 µlの

ジメチルスルホキサイドの全量 5µlでおこなった。PCR サイクルは、94 °Cで 3分間熱解離

した後、94 °C・30 秒間、57°C・45秒間、72 °C・1分間を 35サイクル行った。PCR産物を

1.5%アガロースゲルで電気泳動により分離した。 

 

2.2.4. 遺伝地図構築と農業形質に関する QTL解析 
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 Mapmarker ver.3.0.を用いて、94 個体の F2 個体の遺伝子型データから遺伝地図を構築し

た。全 F2 個体を収穫して、一穂頴花数（number of filled spikelet per panicle、以下 NFS）、穂

長（panicle length 、以下 PAL）、一次枝梗数（number of primary branches per panicle、以下

NPB）、二次枝梗数（number of secondary branches per panicle、以下 NSB）、百粒重（100-seed-

weight 、以下 HSW）ならびに地上部乾物重（air-dried weight above ground part 、以下 DGW）

を測定した。また、１０粒をとって画像解析ソフトを用いて、粒面積（surface area size of 

glume、以下 SAG）、粒長（glume length、以下 GLH）および粒幅（glume width、以下 GWH）

を測定した。得られたデータを用いて 9つの形質の QTL解析を行った。解析ソフトは QTL 

Cartographer 2.0を用い、LOD スコアの閾値は順列試験を 500回計算した後に決定した。 
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Table.2. Nine SSR markers used for genetic map 

 

  

Name Chromosome Forward primers Reverse primers

*RM5654 2 TGCAACTCGCGTATACAATA CCAAGTTCGTTACAGCAGAG

*RM1358 2 TCACGAGTCGTTCGTTCTTG CTTGCTGCTCAAGTGGTGAG

*RM208 2 TCTGCAAGCCTTGTCTGATG TAAGTCGATCATTGTGTGGACC

*RM3394 7 CCCTTACGTGCAGTACATTG ATGCAGGCTACTTACTAGCG

*RM5432 8 GTTTCCCCACTTATCTCCCC AAGCGAGGAGGGGTTTAGAG

*RM223 8 GAGTGAGCTTGGGCTGAAAC GAAGGCAAGTCTTGGCACTG

*RM2855 9 GGAGCTTAGAATCTCACCTA CGCATTTTCCTATACATACA

*RM1125 10 GGGGCCAGAGTTTTCTTCAG GTACGCGCAGAAAATGAGAG

*RM17 12 TGCCCTGTTATTTTCTTCTCTC GGTGATCCTTTCCCATTTCA

Primer Sequence

Name Chromosome Forward primers Reverse primers

*RM5654 2 TGCAACTCGCGTATACAATA CCAAGTTCGTTACAGCAGAG

*RM1358 2 TCACGAGTCGTTCGTTCTTG CTTGCTGCTCAAGTGGTGAG

*RM208 2 TCTGCAAGCCTTGTCTGATG TAAGTCGATCATTGTGTGGACC

*RM3394 7 CCCTTACGTGCAGTACATTG ATGCAGGCTACTTACTAGCG

*RM5432 8 GTTTCCCCACTTATCTCCCC AAGCGAGGAGGGGTTTAGAG

*RM223 8 GAGTGAGCTTGGGCTGAAAC GAAGGCAAGTCTTGGCACTG

*RM2855 9 GGAGCTTAGAATCTCACCTA CGCATTTTCCTATACATACA

*RM1125 10 GGGGCCAGAGTTTTCTTCAG GTACGCGCAGAAAATGAGAG

*RM17 12 TGCCCTGTTATTTTCTTCTCTC GGTGATCCTTTCCCATTTCA

Primer Sequence
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Table.3 mPing-SCAR markers used for genetic map 

 

(To be continued) 

Name Chr. No. Forward Primer Reverse Primer

MK1_62 1 AGGTGGTTGTGTGGGAAGAG TCTAGCTTGCTGCCTACCAG

MK1_92 1 TCCCTTTCCATTTCCCGAC AAGGAAGCTGTGGCATTGG

MK1_113 1 AATGTCCGAGGAGTTGGGTG TGTGAACTAGGTGGAGATGCC

MK1_131 1 ATCTCCAGCCCTTCACATCC CGCTGCTCTTCTCTCTCCTC

MK2_2 2 GTAGCTGCTTGCGTCCTCTA TAAAACGGTTTCGTCTCGTG

MK2_80 2 CACAAGAACTCCAGACAGCG AAGAGAGAAGAGCAGCGGAC

MK3_59 3 GAACTGGCACTCTCTCTCCG TCCTCCTCCTCTCCTTCTCC

MK3_14 3 AATCAACGCGTGGTTGTGCT GGTGAAGTTTCAACGCAGGA

MK3_86 3 TAATTCGGACGGAGCCCTG CGCAGTTAAGACGGCTAAGG

MK3_142 3 GGTGTGAAATGGCCTACGTG GCATGGTCGGAGAGAGAGAC

MK4_6 4 TGTAAACTTCTTGCCCGGAC CATCAAGCTCATGTTCATCC

XC4_2 4 CCTGGGTATGGGAAATGTTG CGGTTAAGTTTGTCCCCGTA

XC4_3 4 TCTCCCCAATCTCCTTTGAA TTGCCTTGGATTGAGTGGAT

XC4_4 4 TCATGCAAGACATGGTGTCC CCCTCTGTGGCTGATTGTTT

XC4_5 4 ATGGACAGGTTCATGGGAGA CCGGCATTCGTTGATATCTT

XC4_6 4 GGGGGTTTGGTTAGGGTTTA AACGTGGGAGAATTGAGACG

XC5_17 5 GCGAGAGGGAGAGATTGGTT AGAATTCCCAGTCCACGACG

XC5_18 5 CCCATTGCACAGGACAAACG GCCCTTAATGTAACCATCTAGTGC

XC5_16 5 AGTGCATAGCTCAAGGCATCA TCTACGGCTCTTCTCTGTGC

XC5_20 5 GACGTACCGTGCATTTGCTG CCCCCTGAATCGAAGGCAAT

XC5_22 5 TATGGCTTGCACTGCGAGAA GTCCAGCGCTACAGGAGTAC

XC5_23 5 TTCGCACAACACATCTCGGA ATTTGCCCACACACCTCTCC

MK6_29 6 AAACCCATTTGCTACGCATC CAGGGAAAGTGTTACCTGGC

MK6_30 6 AATTAGTGCCCAAACATCCG GATTTGGGAATCTGTCTCGC

MK6-47 6 GCACCAAGCCGTAGGAATAC TCCATAGTGGCAAATTGTGG

Primer Sequence
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(Continued) 

 

 

 

Name Chr. No. Forward Primer Reverse Primer

MK6_9 6 TGTGCTGTTGGAGTAGTACT TAACCGTTGGCTGATGCATG

MK7_9 7 AAGCACCATTCTAGAAGGTC CCTCATGAGTCAGAGATCGA

MK7_8 7 TCCTCATCCATTCCCACGAC CGACATAAGCAACCGCATGG

XC7_1 7 TTATTTTTGCGGCGATTTTC ACATCATGCCACATTTTCCA

MK8_44 8 GCCATCGGAAGAGAAAGGAG TTCAACATTCCAACCCATCG

MK8-7 8 ACAGATCGACACAAACGTCG TCCAGATGCATCCTTAGCTG

MK8-8 8 TCGTCATGGTCGTCGAAATC GCTACTCCTACTAGCTGAAG

MK8_65 8 TAGTGGCCTTGCATGTGTTG GGTCCATGAGCTTGGGTTTG

MK9_16 9 CCATACCCATCATTCCCATCC CCACGTAAAGACAAGCGAGG

XC9_1 9 ATGCGCAATTGACTACGATG TTCTTGCTGCAACGTTATGG

MK9_23 9 GTCTTCAGCACCTCCTACCC TGTCTTCTAGCCATGAGCCC

XC9_3 9 CGTTCACAGGCATTGTTCAC GTAGACAGGGGCAGTTCCAA

MK9_10 9 GAGAGAAGAGATGAGAGAGA ATGCATGCATGATGAGTAGG

MK10_37 10 GCGTGCGTATGGTAGGAAAG ACGTGGGCTAATTCTGTCG

MK10_10 10 GATGATGCTTCTGCATGCAC AATCGGCAGGCCTGAATTAA

MK10-13 10 TCCTTCTCTAGGAGTGGAGT CTTAACTAGGGAAGGCAATG

MK10-32 10 GCACCATTATTCCTGCTGGC TAGCCGGTAGCCACTCACAG

MK11_47 11 TGCATGGTATCGTCCTCACC TCCCTCCAGTCACAAACAGG

MK11_50 11 ATGACCTGAAACGGAGGGAG GTTGCACTGGTCGTTCCTTG

MK11_52 11 AAGGCATCACACAAACTGAC AGCGACGAAGAATATGTGCG

MK11_55 11 TGAGCATTTGTGGTCAGTGC TTGATTGCCGTGTCAGTACG

MK12_88 12 CGGCGTTTAGCCCAGTAATC CTCCAAGCCACCTGCTATATG

XC12_11 12 AGTGTTGTTTGGGCTTTTGG GCAGAGTAGCAAGCACCACA

Primer Sequence
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2.3. 結果 

2.3.1. F₂個体の農業形質における変異 

 VGIの自殖後代系統 VG 系統では、ほとんどの個体は日本晴と比較して草丈が高く、とり

わけ VG-15 は草丈が高いだけでなく、日本晴と比較して穂長が長く、一穂粒数ならびに種

子サイズが増大していた。 

 VG-15 と日本晴との交雑後代 F₂集団において、測定した９形質の頻度分布を親系統であ

る日本晴と VG-15 の平均値とともに示した (Fig. 4)。NFS、PAL、NSB、HSW および DGW

では両親間の差異が見られなかったが、分布全体が日本晴に比べて明らかなに大きな値の

方向に偏っていた。NBP では、日本晴の平均値が VG-15 より大きくなった。粒形質では、

VG-15 の値が日本晴よりも大きな値を示し、SAG、GLH、GWHの頻度分布では大部分の F₂

個体が両親間に分布した。粒形以外の形質において、前の世代では VG-15 と日本晴との間

に観察された生育強勢に関連する形質値の差異が VG-15 の後代で認められなくなったのは、

VG-15 の特性が後代で分離したためと考えられた。 

 

2.3.2. 遺伝地図 

 遺伝地図は F₂集団の 9 個の SSR マーカーと 48 個の mPing-SCAR マーカーの遺伝子型デ

ータを用いて作製した。遺伝地図作製には Mapmarker ver.3.0 を用いた結果（Fig.5）、全長

1780.5cM、12 リンケージグループ から成る平均マーカー間距離 31.2cM の遺伝地図が作製

できた。 

 

2.3.3. QTL解析 

 区間マッピングの結果、７形質に９QTLが検出された。百粒重に関しては、3QTLs 
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(qHSW1, qHSW2, qHSW3) が、それぞれ Chr. 1、Chr. 3と Chr. 5に検出された。また、Chr. 7

には、地上部乾物重の QTL (qDGW) が検出された。一穂頴花数の QTL(qNFS)と二次枝梗

数の QTL(qNSB)は Chr.2で検出された。粒面積の QTL(qSAG)と粒長の QTL(qGLH)が Chr. 8

のほぼ同じ位置に検出された。また、粒幅の QTL(qGWH)は Chr.5 の qHSW3近傍に検出さ

れた。(Table. 6) 。 

 qSAGと qGLHは Chr.8の同じ場所に検出されたため、この位置に座乗する遺伝因子は主

に粒長を通して粒面積の大きさに寄与すると考えられる。qHSW3 と qGWH は Chr.5に検

出され、両者ともマーカーXC5_18と連鎖するため、この QTLは百粒重を粒幅で制御して

いると考えられる。qNFSと qNSBは Chr.2に検出されたが、検出された位置は大きく異な

り、F2集団では一穂頴花数と二次枝梗数の間に相関が見られなかった。 
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Fig.4. Frequency distributions of nine agronomic traits segregating in the F2 population originated 

from the cross of Nipponbare and VG-15. 
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Fig.5. Genetic map constructed using F2 population of the cross between Nipponbare and VG-15. 
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Table.6. Detected QTL regions in F2 population of the cross between Nipponbare and VG-15 
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2.4. 考察 

 圃場栽培条件下で VGI の自殖後代に分離した VG-15 は日本晴より粒形サイズが大きく、

収量関連形質に関しても増収方向への変異を示した。日本晴と VG-15 の交配後代 F₂集団で

は、９農業形質が連続分布を示し、穂長、一穂頴花数、地上部乾物重および百粒重では日本

晴よりも大きな値を示す個体が多く分離した。これらの形質は VGI で観察された生育強勢

と密接に関連すると考えられた。 

 QTL解析では、粒形質に関して複数個の QTL領域が検出された。既に報告されている粒

形関係の QTLの中には、Chr.3にある粒長に関する QTL GS3 (Fan et al. 2006)、Chr.5 にある

粒幅に関する QTL GS5 (Li et al.  2011)および Chr.7にある粒形に関する QTL SLG7 (Zhou et 

al. 2015)がある。したがって、Chr.5に見出された粒幅に関する QTL（qDWH）は、GS5と同

座である可能性が高い。また、Chr.8に見出された粒長に関する QTL、qGLH は新規 QTLで

あると判断される。Chr. 7には、バイオマス関連の QTL (qGDW) も検出されたが、ポット栽

培であるためこれ以上の解析は実施しなかった。ただし、Gramene QTL Database 

(http://archive.gramene.org/qtl/)によれば、検出された地上部乾物重に関する QTL（qDGW）は

Chr.7の同じ位置にすでに報告されている。二次枝梗数の QTLが Chr. 2(111.2- 114.2cM)に報

告されているが、本研究で検出された二次枝梗数に関する QTL (qNSB) は Chr.2の 38.52cM

（近傍マーカー：MK2_2）付近に位置するため、qNSB も新規 QTLと考えられる。 

 本研究では、VGIの後代個体から生育強勢に関連する複数個の QTLを検出することがで

きた。検出された QTL の中には、粒長に関する QTL（qGLH）および二次枝梗数に関する

QTL（qNSB）のように従来報告のない位置に検出された QTLも含まれていた。これらの結

果から、VG-15には複数箇所のゲノムに変異が生じていることが明らかになった。このこと

から、VGI に認められる生育強勢にも mPing 転移の活性化に伴って、なんらかの原因で生

http://archive.gramene.org/qtl/
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育強勢に関連する複数の形質に対して同時に生じる変異が密接に関連していると推察され

た。したがって、今後は誘発される変異と mPingの新規挿入との関連を明らかにして、VGI

が分離する機構を解明する必要がある。 
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第 3章．mPing タグライン突然変異系統群を利用する収量関連形質の分析 

3.1. はじめに 

イネ品種銀坊主の γ線照射後代に生じた細粒突然変異系統 IM294は発見してから年々と

自殖させることによって、細粒形質を維持できるようになった。自殖して得られた復帰個体

集団の中で、前章に述べたような強勢形質を持つ系統のみならず、例えば出穂期、粒形、穂

長、一次枝梗数、二次枝梗数、分けつ数など収量と関係する重要な農業形質を含む様々な形

質の変異も現れた。ただし、細粒系統と正常粒個体を交配すれば、生じた後代も正常粒であ

るため、この正常粒と細粒突然変異系統による復帰個体から生じた正常粒個体は目視で見

分けることが困難である。そこで、堀端らは目視で簡単に見分けることができる ML細粒系

統を作った（堀端、2015）。前章では、mPing が活発的に転移する個体 VGIを用いて、百粒

重および一穂あたりの頴花数に関する収量関連形質の誘発効果を認められた。このような

効果において IM294 の復帰型後代での遍在性を確認するために、本章では、積極的な mPing

転移を有する ML 細粒系統を用いて、IM294 の復帰後代の中で非細粒系統の収量関連農業

形質を分析した。 
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3.2. 材料および方法 

3.2.1. 供試材料 

 細粒系統 IM294 の復帰後代に表現型が正常粒後代と他殖に生じた正常粒後代を区別する

ため、堀端らはマーカー遺伝子 GLOD HULL AND INTERNODE 2(gh2)を導入した IM294の派

生系統を育成し、派生した細粒系統に分離した復帰型個体（正常粒）の後代から ML系統群

を育成した。gh2をもたない系統・品種との他殖個体の穎は黄褐色を呈する（Zhang et al. 2006）

ことがないことを利用して、穎が黄褐色を呈する Rurm1 座の復帰突然変異による正常粒個

体と区別した。 

 2005年に細粒系統に分離した gh形質を示す正常粒個体（R1）は、次年度に R1個体別自

殖次代系統（R2系統）として栽培し、R2個体別に単粒系統法により個体別に自殖を繰り返

して誘発変異を固定することにより mPingタグライン（ML）を育成した。2015年に、４個

体の R1個体に由来する４ML群、すなわち RA 系統群、RK系統群、RL系統群、および RV

系統群の R6 個体に着生した種子（R7）を近畿大学生物理工学部の堀端博士より分譲頂い

た。本章では、４ML群を用いて復帰個体に誘発された農業形質に対する誘発変異を調査し

た。 

 RA系統群 130系統、RK系統群 101系統、RV 系統群 121系統、および RL系統群 133系

統用いた。RL系統群以外は各系統 5個体ずつ 2016年 5月 7日に播種し、2016年 5月 31日

に京都大学農学研究科付属京都農場（北緯 35°01’、東経 135°47’）に株間 10cm、畝間 30cm

で移植した。RL系統群も同じ要領で 2016 年 5 月 23 日に播種し、2016 年 6月 14 日に京都

大学農学研究科付属京都農場に移植した。 

 

3.2.2. 収量関連形質の測定 
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 ４系統群のすべての系統について、出穂期、穂長、一穂穎花数、一次枝梗数、二次枝梗数、

百粒重を測定した。R7系統の出穂期は穂揃い期を調査した。また、成熟後、各 R7系統の３

個体から代表的な１穂を収穫して、穂長、一次枝梗数、二次枝梗数、一穂穎花数を調査した。

種子形質の測定には EPSON Scannerr GT-X830を用いて粒形の画像をスキャンして保存した

後、SmartGRAIN ソフトによって粒長、粒幅、粒面積、粒円周長、粒長/粒幅、真円度を求め

た。R7 系統の種子については各系統 1 個体からサンプルした 10 粒について、R7 系統の親

R6個体に着生した種子については 10粒について種子形質を測定した。 
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3.3. 結果 

3.3.1. 粒形質に対する変異誘発効果 

 R6個体および R7系統について、系統群毎に粒形質に関する頻度分布を示した。RA 系統

群の R6個体は Fig.8 に、R7系統は Fig.9に示した。R6個体では粒面積、粒長、粒幅、粒円

周長が明瞭な不連続分布を示したが、R7 系統では粒面積、粒長、粒幅、粒円周長はいずれ

も連続分布であり、R6 世代の不連続分布は認められなかった。また、真円度についても、

R6 世代と R7 世代とも大きな差異はなかった。R6 個体と R7 系統で粒形の分布の様子が大

きく異なる理由は不明であるが、RA 系統群では粒形に関する大きな変異は生じていないと

考えられた。同様にして RK系統群の頻度分布を、R6個体は Fig.10に、R7系統は Fig.11に、

RL 系統群の頻度分布を、R6 個体は Fig.12 に、R7 系統は Fig.13 に、RV 系統群の頻度分布

を、R6個体は Fig.14 に、R7系統は Fig.15にそれぞれ示した。 

 RK系統群の R6個体では、粒面積が 13~19 mm²、粒長が 6.2~8.0 mm、粒幅が 2.4~3.4 mm、

粒円周長が 16~21 mm、真円度が 0.52~0.68であったのに対して、R7系統の粒面積は 13.5~21.5 

mm²、粒長が 6.2~8.2 mm、粒幅が 2.9~3.6 mm、粒円周長が 15.5~20.0 mmであり、観察値の

レンジは R6個体を R7系統との間で大きく異なることはなかった。 

 RL系統群の R6個体では粒面積が 15.5~21.0 mm²、粒長が 6.4~8.4 mm、粒幅が 2.9~3.8 mm、

粒円周長が 16.5~21.0 mm、真円度が 0.60~0.74であり、R7系統では粒面積が 13.5~19.5mm²、

粒長が 6.4~8.2 mm、粒幅が 2.5~3.6 mm、粒円周長が 16~20 mm、真円度が 0.56~0.77であり、

観察された形質の分離に関して両世代間に大きな差異は見られなかった。 

 RV系統群の R6個体では、粒面積が 9~20 mm²、粒長が 5.8~8.4 mm、粒幅が 2.8~3.6 mm、

粒円周長が 15~22 mm、真円度が 0.5~0.8 であり、R7系統では粒面積が 14~20 mm²、粒長が

6.2~8.0 mm、粒幅が 2.9~3.6 mm、粒円周長が 15.5~19.5 mm、真円度が 0.63~0.73であった。
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RL系統群と同様に RV系統群も両世代間に大きな差異は見られなかった。 

 R7 系統の形質の頻度分布はいずれの系統群でも連続分布であり、分布の様子から誘発変

異の分離を確認できなかった。遺伝変異の分離を確認するため、親子回帰から形質毎に遺伝

率を調べた。Table.16に示した通り、いずれの系統群でも粒長および粒長/粒幅比において粒

面積および粒幅に比べて高い遺伝率が認められた。とりわけ、RK系統群およ RV系統群で

は粒長に関する遺伝的変異が分離している可能性が高い。 
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Fig.8. Grain data of RA line group F generation  Fig.9. Grain data of RA line group F progeny 

   

Fig.10. Grain data of RK line group F generation Fig.11. Grain data of RK line group F progeny  
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Fig.12. Grain data of RL line group F generation  Fig.13. Grain data of RL line group F progeny  

   

Fig.14. Grain data of RV line group F generation  Fig.15. Grain data of RV line group F progeny    
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Table. 16 Heritability of all grain traits in four mPing-tag line groups 

 

  

RA RK RL RV

Area size(AS) 0.31% 36.95% 7.29% 50.85%

Perimeter length(PL) 0.08% 62.67% 14.76% 33.93%

Length(L) 0.28% 67.44% 25.58% 56.35%

Width(W) 0.24% 16.45% 35.22% 32.39%

Length-to-width ratio(LWR) 23.98% 51.47% 58.28% 38.06%

Circularity(CS) 6.39% 24.54% 39.38% 4.30%

Line

Trati
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3.3.2. 出穂期に対する変異誘発効果 

 2016 年 7 月下旬から 9 月下旬にかけて、4 系統群の出穂期を調査した。RA、RK、RV 系

統群の到穂日数の頻度分布は Fig.17に、RL系統群の到穂日数の頻度分布は Fig.18 に、それ

ぞれ示した。 

 RA、RK、および RV 系統群では、到穂日数が 100日よりも早生の系統と 100日より晩生

の系統に明瞭に分離した。また、RL系統群では、到穂日数が 82日より早生の系統と 82日

よりも晩生の系統とに明瞭に分離した。分離の様子から、RA、RK、RV 系統群では晩生変

異が、RL系統群では早生変異が分離していると想定された。しかし、晩生誘発変異が１対

の劣性突然変異遺伝子に起因する場合、R7 世代では固定が進んでヘテロ個体の割合が減少

するため、原品種型系統と晩生型系統の比率は 1:1 に近いはずであるが、観察された頻度分

布では RA、RK、RV系統群のいずれにおいても、原品種型系統の比率が明らかに高い。同

様に、RL系統群でも、早生誘発変異が１対の早生突然変異遺伝子に起因する場合、R7系統

では早生系統と晩生系統の比率は 1:1 に近くなるはずであるが、RL 系統群の頻度分布では

明らかに早生系統の比率が高い。R7 系統では各系統５個体とし遺伝的固定を前提にして各

系統の穂揃い期を出穂期とみなした。このため、系統内で出穂期に関する分離が生じても、

１個体しか晩生個体が分離しない場合には当該系統を原品種型もしくは早生型系統をみな

すことになる。単粒系統法で育成されたため、予想よりも多いヘテロ型系統が残っており、

その系統のかなりの部分を誤って原品種型個体系統（RA、RK、RV 系統群の場合）、あるい

は早生系統（RL系統群の場合）と分類した可能性が高い。 
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Fig.17  Days of heading time frequency of RA, RK and RV line group 

 

 

Fig.18  Days of heading time frequency of RL line group 
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3.3.3. 穂形質に対する変異誘発効果 

 穂形質として、穂長、一次枝梗数、二次枝梗数、一穂穎花数の４形質に着目した。４系統

群の穂長を Fig.19、一次枝梗数を Fig.20、二次枝梗数を Fig.21、全粒数を Fig.22、一次枝梗

辺りの二次枝梗数を Fig.23 にそれぞれ示した。 

 Fig.19と Fig.20に示したように、4系統群いずれも穂長では 13.0cm～26.5cm、一次枝梗数

では 7.0 個～17.5 個の範囲で連続分布をしており、系統群間に大きな差異は見られなかっ

た。これに対して、二次枝梗数、一穂穎花数および一次枝梗辺り二次枝梗数に関しては、RA、

RKおよび RV 系統群が二次枝梗数 3～27、一穂穎花数 50～160、一次枝梗辺りの二次枝梗数

が 0.5～3.0 であるのに対して、RL 系統群では二次枝梗数が 13～45、一穂穎花数が 100～

230、一次枝梗辺り二次枝梗数が 1.5～4.5 であり、RL 系統群では二次枝梗数の増加に伴う

一穂穎花数の増大方向への変異が分離している可能性が高い。この点を確認するため、一穂

穎花数、穂長、一次枝梗数および二次枝梗数の関係を検討した。一次枝梗数と二次枝梗数の

相関を Fig.24に示した。RA、RK、および RV系統群では一次枝梗数の増加に伴う二次枝梗

数の増加は確認できなかった。このことから、穂の一次枝梗の発生が多いと一次枝梗数に着

生する二次枝梗数が抑制される傾向があると推察された。また、RL系統群の二次枝梗数は

一次枝梗数が増えるにしたがって、RA、RK、および RV系統群よりも多くなる傾向が認め

られ、RL系統群には一次枝梗数の増加に対して二次枝梗数の発生を抑制する機構に変異が

誘発されている可能性が認められた。Fig.25 には穂長と一次枝梗数の相関を示した。4系統

群とも穂長と一次枝梗数の間に相関関係がなく、いずれの系統群にも一次枝梗数の増加を

伴うような穂長に関する変異の誘発は認められなかった。Fig.26には一穂穎花数と一次枝梗

数の相関を示した。RA、RK、および RV 系統群では、一次枝梗数の増加に伴う一穂穎花数

の増加傾向が認められたが、RL系統群では一次枝梗数の増加に伴う一穂穎花数の増加系統
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は明らかではなかった。一穂穎花数と二次枝梗数との相関を Fig.27 に示した。いずれの系

統群でも二次枝梗数と一穂穎花数との間に強い相関関係があり、分化する二次枝梗の数が

穂全体の穎花数を決める重要な要因と考えられた。RL系統では一次枝梗に発生する二次枝

梗数を抑制する機構に変異が生じた結果、一穂穎花数が増加していると考えられた。 
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Fig.19 Panicle length of all line group（cm） 

 

 

Fig.20  Number of primary branches per panicle of all line group 
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Fig.21  Number of secondary branches per panicle of all line group 

 

 

Fig.22 Number of filled spikelet per panicle of all line group 
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Fig.23  Number of secondary branches attached to the primary branch of all line group 

 

Fig.24  Correlation between primary branch number and secondary branch number 
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Fig.25  Correlation between panicle length and primary branch number 

 

 

Fig.26 Correlation between number of filled spikelet per panicle of grains and primary branch number 
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Fig.27 Correlation between number of filled spikelet per panicle of grains and secondary branch 

number 
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3.4. 考察 

銀坊主では mPing が 1000 以上のコピー数を持つにもかかわらず、銀坊主の表現型が固

定されており、何世代まで自殖させても形質の分離がないということは、日常的な栽培条件

下で、mPing が活発的に転移させる条件に満たされていないと判断できる。そして、銀坊主

に γ 線照射によって mPing が Rurm1 に挿入し、細粒突然変異系統が得られた。この突然変

異系統が銀坊主よりも最も転移しやすい mPing を持って自殖させれば、後代も活性化した

mPing を有することと考えられる。 

細粒突然変異系統 IM294 の自殖後代に出現した復帰後代にともなう新規突然変異の原

因は mPing の動きに密接な関係があると予想されている。本章では、堀端らが近畿大学で

作った mPing タグライン系統群を用いて、mPing の転移によるイネ収量構成形質への影響

を調べた。これらの系統群は第 6世代まで世代更新し、系統固定されている RA、RK、RL、

RV 系統群を選抜した。系統群内に分離する形質を分析することにより、mPing の転移とイ

ネ表現型の関係を探索した。 

供試植物材料を 2016年春に播種する前に、全系統群の各系統に 10 粒ずつ粒形の画像を

スキャンし、ソフトウェア SmartGRAIN にて粒形データをパソコンに読み込んだ。Fig.10、

Fig.12および Fig.14 を示したように、F世代の RK、RLおよび RV系統群の粒形に関する形

質は連続分布を有したが、Fig.8 に RL 系統群の粒面積、粒円周長、粒長、粒幅および粒長/

粒幅は不連続分布になっている。前述のように、固定されている系統群を供試材料として実

験を行ったため、2016 年秋に収穫した F 後代の粒形データも大きな変動がないはずと推定

したが、実際に F 後代の粒形データを分析してみると、RK（Fig.11）、RL（Fig.13）および

RV（Fiｇ.15）系統群の粒形に関する形質ごとの頻度分布図は F世代と比較して、差異が見

られなかったが、RA 系統群の形質がすべて連続分布になり（Fig.9）、RA 系統群の F世代で
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粒形形質の分離が見られなくなった。この世代間の表現型の変異は遺伝子の突然変異なの

か環境に影響を受けて生じた変異なのかは判断できないため、さらに調査対象とした形質

は本当に遺伝性があるかどうかを遺伝率によって確認した。 

遺伝率を計算して結果を確認したところ（Table.16）、RA 系統群の粒長と粒幅は遺伝性

を有したが、環境からの影響も避けられないため、世代間で観察された異なった形質の頻度

分布は環境要因も考慮すべきである。なお、RK、RV 系統群とも粒長の高遺伝性を有するこ

とが分かって、この 2系統群において、粒形形質が他の系統群と比べて、環境からの影響を

受けにくく、より安定的な形質を維持できると推定した。実際に粒形の表現型に関する測定

もこの結果と一致した。 

RL 系統群では粒長と粒幅も一定な遺伝性を示したが、粒面積では低い遺伝率が見られ

た。粒の形に決める真円度が RL 系統群ではより高い遺伝率を持つことと加えて考えれば、

RL系統群では粒面積の大きさは環境から影響を受けて変化しやすいが、粒の形は環境を問

わず、大きく変化しにくいと考えられる。 

続いて、イネの収量と深く関係する出穂期の調査を行った。ただし 4系統群の播種日が

異なったため、この影響を除くために、それぞれの到穂日数を調べた（Fig.17、18）。先行研

究によって、銀坊主の到穂日数が平均 110日前後、IM294細粒突然変異系統の到穂日数が銀

坊主より平均が約 10 日遅れ（堀端、2000）の 120日前後となるため、到穂日数が 115～128

日の範囲では銀坊主形質、132～140 日の範囲では細粒突然変異系統形質を表していること

と判断した。4系統群とも 81～101日の独特な到穂日数を持つので、これは R系統群の新た

に形成した形質であると考えられた。RL系統群は他の 3系統群と比べて最も短い到穂日数

（70～78日）を有したが、mPingの移転に引き起こす変異である可能性も考えられる。 

イネの収量は環境温度、施肥量、日照時間などの外部環境によって変化しやすい。従っ
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て環境から影響されにくい形質の固定は極めて重要である。本章で最後に調査した各系統

群の穂長、一次枝梗数、二次枝梗数、全粒数はより安定的なイネ形質となり、表現型と mPing

のような転移しやすい転移因子との関係を探索しやすいと考えられる。本研究では、穂長と

一次枝梗数の系統群間の差異が見られず、系統群内の分離も見られなかった（Fig.19、20）

ことから、転移因子 mPing の動きは穂長と一次枝梗数への遺伝的影響を与えていないか、

与えても表現型に反映されないと示唆した。これに対して、二次枝梗数と全粒数は系統群間

の差異が表れ、RL 系統群が明らかに他系統群より増加し、RL 系統群内にも形質が分離し

た（Fig.21、22）。この増加の原因表現型を探索するために、さらに一次枝梗に付いた二次枝

梗の数（Fig.23）、一次枝梗数と二次枝梗数の相関（Fig.24）、穂長と一次枝梗数の相関（Fig.25）、

全粒数と一次枝梗数の相関（Fig.26）、全粒数と二次枝梗数の相関（Fig.27）を解析した結果、

全粒数の増加は二次枝梗数のみ関係していると解明した。並びにこの 4 系統群は同じ細粒

突然変異系統の復帰後代から由来し、この顕著な表現型の分離は mPing の活発的な転移に

よる結果の可能性が高いと考えられる。 

従って、本章で観察された RL 系統群の到穂日数と二次枝梗数の表現型の改変は mPing

の動きと関係する可能性が高いと考えられる。このような表現型と遺伝子型の関係を明ら

かにすることために、更なる遺伝子の解析が必要とする。そして得られる mPing 転移因子

の転移情報を利用し、イネの収量構成要素に対する変異の誘発効果を明らかにすることで、

イネの増収に役に立つだろう。 
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第 4章．ML系統の誘発変異と関連する mPing挿入の探索 

4.1. はじめに 

 mPing タグラインである RA、RK、RL および RV 系統群を用いて、イネの収量関連形質

に対する変異誘発効果を調査した結果、Rurm1 座に挿入された mPing の切り出しに伴い収

量関連形質に対する誘発変異が確認できた。とりわけ、RL系統群には到穂日数の早生化な

らびに二次枝梗の分化に関して表現型に明瞭な分離を認めることができた。観察された誘

発変異と mPing 転移との関係を明らかにするため、RL系統群より極早生系統および極晩生

系統、ならびに二次枝梗数が最大の系統および最小の系統を選んで、これら個体の mPing 挿

入箇所を次世代シークエンス（Next Generation Sequencing; NGS）によって網羅的に解析し

た。観察された表現型が mPing 挿入に起因する変異であれば、RL系統群に観察された早生

系統ならびに二次枝梗の分化が多い系統に特異的な mPing新規挿入が検出できる。 

安田（2015）は銀坊主集団を用いて各銀坊主個体がもつ mPing 挿入のデータベース

（STAmP：Spontaneous Transposition of an Active transposable element mPing データベース）を

構築すれば、mPing挿入変異の効率的な利用に役立つとした。さらに、STAmP データベース

の構築に、mPing 隣接配列を選択的に増幅したライブラリーを作製して NGS を実施する方

法を提案した。本章では RL系統群から選抜した系統に対して、安田が示した要領に従って

DNA を調整し、NGSによって早生系統もしくは二次枝梗増加系統に特異的な mPing挿入を

特定し変異誘発機構の解明を試みた。 
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4.2. 材料および方法 

4.2.1. 供試材料 

RL系統群から、到穂日数が 71日～73日の 5系統（RL3、RL42、RL69、RL108、RL146）

および到穂日数が 87 日～89日の５系統（RL62、RL94、RL98、RL107、RL138）、ならびに

二次枝梗数が 28個～29個の４系統（RL16、RL23、RL70、RL129）および二次枝梗数が 42

個～43個の４系統（RL5、RL37、RL80、RL99）を供試した。 

 

4.2.2. DNA抽出 

 各系統から 1 個体に 1 穂から 5 粒ずつ採種し、DNA 抽出の対象とした。サンプルを

2.0mlマイクロチューブに入れて、液体窒素で凍らせて、マルチビーズショッカー（安井器

械、大阪、日本）で破砕した。60℃加温した CTAB溶液（2xCTAB・40ml、SDS・0.4g、PVP(K30)・

0.4g、2-メルカプトエタノール・100 ㎕）を加え、混合液を 60℃・30~120 分振盪してから、

CIA・1ml加えて室温で 30分間穏やかに浸透した。その後 15000G で 5分間遠心（トミー精

工、東京、日本）後、取り分けた上清に等量のイソプロピルアルコールを添加・混和した。

さらに 15000G で 10 分間遠心分離して沈殿した DNA を 70 %エタノールでリンス後、乾燥

させた。得られた DNA ペレットに RNase 添加 1/10 TE（10 mM Tris-HCl pH 8.0 および 1 mM 

EDTA）を加えて 37 °C で 30 分処理して DNA サンプルとした。DNA サンプルはすべて－

30℃で保存した。 

 

4.2.3 NGS ライブラリーの調整 

 安田（2015）の方法により、 

1)ランダムプライミング：10×NEB buffer 2を 5㎕、2.5mM dNTPs（TaKaRa）を 5㎕、MilliQ
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を 32 ㎕、SQ1_random_N15（100μM）（Table.30.）を 4 ㎕、DNA サンプルを 4 ㎕含む 50 ㎕

PCR混合液が 94℃ 5分間加熱し、20分間 4℃で処理した後、50 U /μl DNA Polymerase I Klenow 

Fragment（New England BioLabs, MA, USA）を 1.5 μlずつ混合液に加えた。4 ℃から 37 ℃で

＋1 ℃/分アニーリングさせ、37 ℃で 1.5 時間伸長反応を行い、70℃ 10 分間 Polymeraseの

失活処理を行ってから 4℃で保存した。PCR 反応液を FastGene Gel/PEC Extraction Kit によ

り精製し、25㎕に溶出した。 

2) 1)に得られた精製産物を 2㎕と、2×PCR bufferを 12.5㎕、2mM dNTPs（TOYOBO）を 5

㎕、SQ1_mPing40 （2.5μM）（Table.30.）を 2.5㎕、SQ1_random_withoutN（2.5μM）（Table.30.）

を 2.5㎕、KOD FX Neoを 0.5 ㎕含む 25㎕の PCR 混合液が 94℃2 分間加熱し、98℃を 10秒

間、68℃から 1 サイクルごとに－1℃のアニーリングを 30 秒、68℃を 10 秒の 10 サイクル

繰り返した後、98℃を 10 秒間、58℃を 30 秒、68℃を 10 秒 20 サイクルさらに繰り返した

後、68℃3分間の次に 4℃保存した。反応産物液を FastGene Gel/PEC Extraction Kitにより精

製し、50㎕に溶出した。 

3) 2)から得られた精製産物を 8㎕と、2×PCR bufferを 25㎕、2mM dNTPs（TOYOBO）を

10㎕、SQ2_mPing Primer_2 （5μM）（Table.30.）を 3㎕、SQ2_index（5μM）（Table.28.とTable.29.）

を 3㎕、KOD FX Neoを 1㎕含む 50㎕の PCR混合液が 94℃2分間加熱し、98℃を 10秒間、

68℃から 1 サイクルごとに－1℃のアニーリングを 30 秒、68℃を 10 秒の 10 サイクル繰り

返した後、98℃を 10 秒間、58℃を 30 秒、68℃を 10 秒 25 サイクルさらに繰り返した後、

68℃3 分間の次に 4℃保存した。得られた PCR 混合液を NucleoMag NGS Clean-up and Size 

Select キットにより 500bp サイズで精製した。最後に各サンプルの DNA 含量を測定し、等

量の DNA を一つの 1.5mlのチューブに混合した。 
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4.2.4  NGSおよび誘発変異に関連する mPing挿入の検索 

 計 18 バルクの DNA サンプルを 1 サンプルとしてシークエンスライブラリーを作成し、

北海道システムサイエンス株式会社にシーケンス解析（Illumina Amplicon Deep Sequence、

300 塩基/リード）を委託した。得られた NGS 解析結果から、mPing 隣接配列を抽出し、変

異系統に特異的な mPing挿入を検索した。 
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Table.28. Primer sequence 

 

* Phosphorothioate bond, XXXXXX: index sequence (Table.31.) 

 

Table.29. Index sequence in SQ2_index Primer for preparation of Illumina sequencing 

 

  

Name of Primer Sequence
SQ1_Random_N15 GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCNNNNNNNNNNNNNNN 

SQ1_mPing40 TTTGAGAGAAGATGGTATAATATTTTGGGTAGCCGTGCAA 

SQ1_Random_withoutN GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATC

SQ2_mPing Primer_2 
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGC

TCTTCCGATCTNNNNNATGACACTAGCCATTGTGAC

SQ2_index Primer 
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATXXXXXXGTGACTGGAGTTCAGA

CGTGTGCTCTTCCGATC

Index ID Index sequence

01 CGTGAT

02 GCCTAA
03 TCAAGT
04 CTGATC
05 AAGCTA
06 GTAGCC
07 GGCCAC
08 CGAAAC
09 CGTACG
10 CCACTC
11 ATCAGT
12 AGGAAT
13 CACGTT
14 ACCACT
15 TTGATG
16 CTACAG
17 AACTGG
18 CTTCGG
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4.3. 結果 

4.3.1.  NGS 解析結果および mPing 隣接配列の抽出 

 早生変異の５系統および晩生の５系統の 10 系統から計 264,108 リードが得られた。系統

辺りの平均リード数は 26,411で、レンジは約 2.5～2.7万であった。隣接配列の情報から 5bp

以内に検出された挿入は同一の挿入とみなして排除した後、計 70,667 個の mPing 挿入部位

を検出した。各系統から検出できた mPing の挿入箇所は 7,067 箇所、レンジは約 6,400～

7,500箇所であった（Table.30.）。 

 二次枝梗に関して少ない４系統、多い４系統から調整した 8 ライブラリーからは合計

238,889リードが得られ、系統の平均リード数 26,543、レンジは約 2.5～2.7万リードとなっ

た。上記と同様に 5bp 以内に検出された挿入を排除した後、計 67,398 個の mPing挿入部位

が検出された。平均挿入部位数は 7,489、レンジは約 6,800～8,200の挿入部位が特定できた

（Table.31.）。 

  得られた mPing の挿入 ID は Table.32.に示したように、到穂日数が短いほうの 5サンプ

ル全てから 09.fa18354394R に mPing 挿入が検出できた。二次枝梗数の少ないほうの全サン

プルから 04.fa23571130R および 11.fa18459993R の 2 か所に特異的な挿入があり、二次枝梗

数の多いほうの全サンプルから 09.fa21859387F02、fa32572258R および 01.fa38241949F の 3

か所に表現型に特異的な mPing の挿入を検出した。 
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Table.30. Information of total reads and number of mPing insertion in heading time group samples 

 

Table.31. Information of total reads and number of mPing insertion in secondary branch group samples 

 

 

Sample No. Total reads No. of mPing insertion

RL3 26,404 6433

RL42 26,488 6450

RL69 26,280 7214

RL108 25,678 7211

RL146 25,524 6834

RL62 27,268 7558

RL94 27,094 7206

RL98 26,644 7579

RL107 26,514 6753

RL138 26,214 7429

Average 26,411 7,067

Total 264,108 70,667

Sample No. Total reads No. of mPing insertion

RL16 25,810 6969

RL23 25,862 7617

RL70 25,692 8221

RL129 27,906 7907

RL5 27,416 6889

RL37 26,706 7028

RL80 26,816 7833

RL99 26,138 7445

Average 26,543 7,489

Total 238,889 67,398
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Table.32. Information of STAmP DB insertion ID 

 

  

Name of trait Insertion ID

Days of heading time 09.fa18354394R

04.fa23571130R

11.fa18459993R

09.fa21859387F

02.fa32572258R

01.fa38241949F

No. of secondary branches
per panicle
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4.3.2. 変異系統における mPing 挿入の検証 

 検出された 6個の挿入部位に基づき、それぞれ検証プライマーを設計した。ただし、PCR

による結果、いずれの挿入部位にも mPing 挿入が確認できなかった。それぞれの挿入部位

に NGS で検出された平均リード数を確認したところ、2～63 の極めて少ない平均リード数

を有したことが分かった（Table.33.）。これは PCRによる確認ができなかった原因であるか

どうかを確かめるために、全サンプルに共通挿入のある平均リード数が117の07.fa8346411F

に基づきプライマーを設計し、再確認を行った。しかし、この挿入部位にも mPing 挿入の

検出ができなかった。 

 

Table.33 Average reads for each insertion 

 

 

  

Insertion ID Average reads

09.fa18354394R 4.4

04.fa23571130R 7.5

11.fa18459993R 63

09.fa21859387F 3.75

02.fa32572258R 4.75

01.fa38241949F 2.25
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4.4. 考察 

細粒突然変系統 IM294の派生系統に分離した復帰型個体の後代によって育成したmPing

タグラインから RL系統群を選抜した。この RL系統群は到穂日数と二次枝梗数が特異的な

頻度分布を持って、mPing の転移によって生じた変異であると予想された。本研究は安田

（2015）が構築されたシークエンスライブラリー調製法を利用して構築したデータベース

を利用して誘発変異に特異的な mPing挿入の検索を行った。 

到穂日数に関して選んだ 10 系統および二次枝梗数に関して選んだ８系統のライブラリ

ーから得られた合計 264,108 および 238,889 のリードから。mPing の挿入部位としてそれぞ

れ 70,667箇所および 67,398箇所を抽出できた。しかし、データベース上で変異系統に特異

的な mPing 挿入として検出された 6個の挿入部位について、RL系統における挿入を確認で

きなかった。 

次世代シーケンサーから構築したデータベース上では確認できた挿入が変異系統で挿

入箇所を増幅する PCR 増幅産物では挿入を確認できなかった原因を考えてみた。先行研究

では葉身から抽出した DNA サンプルで検出された mPing 挿入が、同じ個体の穂に着生した

種子から育てた幼苗から抽出した DNA サンプルからは検出されない場合が認められてい

る。また、銀坊主では、受精後 3～5日の幼胚で mPingの転移が最も活性化され（Teramoto 

et al. 2013）、それ以降の生育ステージでの転移活性は低いとされている。このため、穂軸か

ら抽出した DNA から検出された mPing 挿入は穂に着生した種子すべてが共有しているは

ずである。本研究で用いたサンプルの DNA 濃度が 50ng/㎕前後であり、調整したシークエ

ンスライブラリーの品質検査では問題は認められなかった。 

シークエンスライブラリー調製法について、安田は 6つの方法を試行してシークエンス

ライブラリーの均一性、mPingの共通挿入の再現性および新規挿入数が最も優れた方法を選
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択した。本研究も安田が採択した手法を用いてシークエンスライブラリーを調整した。材料

および方法に詳述したように、DNA サンプルに対するランダムプライミングの後、mPing

隣接配列を増幅し、サンプル識別のための Index配列を導入している。しかし、mPing隣接

配列を増幅するときに使用する mPing 配列プライマーSQ1_mPing40 が mPing とは無関係の

配列にハイブリダイズをすると、増幅産物自体に PCR 後 mPing配列を含むようになる。何

らかの原因で、このステップで予備増幅産物に mPing 配列を導入されたことが NGS の結果

と系統から抽出した DNAを用いた PCR との結果の差異だと考えられる。 

今回の調製法を基づいて mPing の 3’隣接配列を濃縮するときに用いるプライマーは

mPing 配列を外部から導入しないように新たに設計するか、アニーリングの条件を再検討

し、目的配列への結合を厳密化するなど、NGS 実施に相応しいライブラリー調製法を工夫

する必要がある。 
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第 5章. 総括 

 本研究の目的はイネ転移因子 mPing の収量関連形質に対する変異誘発効果である。mPing

はイネ品種「銀坊主」において今なお活発的に転移していると知られている。銀坊主に γ 線

照射によってゲノム変異を誘発し、生じた後代は様々な変異形質を表した。その一つの代表

的な突然変異系統は細粒突然変異系統 IM294 であり、細粒、低発芽率、低草丈、低稔性な

ど様々な収量形質が劣化した方向への表現型を持っている。これはユビキチン様タンパク

質をコードする Rurm1 遺伝子が mPing 挿入によりの機能喪失が主な原因となっている。さ

らに、IM294 の自殖後代には Rurm1 からの mPing の正確な切り出しによって粒形が正常粒

に復帰する個体が分離する。復帰個体の中には、原品種銀坊主よりも旺盛に生育する強勢個

体 VGI が含まれる。VGIでは mPing 転移頻度が顕著に上昇し、新たに多数の mPing挿入が

観察される。このことから、mPing の新規挿入と VGI との関連が推察されるが、復帰に伴

って強勢個体が分離出現する分子機構は未解明であるため、本研究ではまず、VGI個体の後

代と日本晴との交雑によって得られた F2集団を用いて、VGIに関連する特性に関する QTL

解析を行い、強勢形質を制御する遺伝因子が存在する染色体領域の同定を試みた。 

 QTL 解析の結果により、一穂あたりの頴花数（PAL）、一次枝梗数（NPB）、二次枝梗数

（NSB）、百粒重（g）（HSW）、地上部乾物重（g）（DGW）、粒面積（mm²）（surface area size 

of glume、以下 SAG）、粒長（mm）（GLH）および粒幅（mm）（GWH）の 9つの形質うち、

7 つの形質から 9つの QTLを検出された。その中から、粒長に関する QTL（qGLH）および

二次枝梗数に関する QTL（qNSB）が新規に検出された QTLであると明らかにした。これら

の形質は典型的 VGI 形質と密接な関係を示しているが、本実験の結果からは mPing 転移因

子と対応する遺伝子の修正と関係しているのを言い切れないため、これからは目的領域を

さらに絞り込んで、目的遺伝子の特定と mPingとの関係を明らかにする必要がある。 
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 転移しやすい mPing を持つ IM294 細粒突然変異系統の自殖後代では、VGI 個体のみなら

ず、他にも様々な収量関連形質の変異系統を存在している。VGI個体より形質が固定されて

いる IM294 の自殖後代 R 系統群を用いて、最もイネの収量関と関連する到穂日数、穂長

（cm）、一次枝梗数、二次枝梗数、一穂あたりの頴花数、粒長（mm）、粒幅（mm）、粒面積

（mm²）、粒円周長（mm）、粒長/粒幅および真円度を調査した。RA、RK、RV および RL系

統群のうち、RL系統群の到穂日数が最も短く、二次枝梗数の頻度分布も他の 3系統群と明

らかに異なったため、観察されたこの 2 形質による表現型の改変は mPing の活発的な転移

に導いた結果であると示唆した。 

 当研究室は安田（2015）が銀坊主集団を用いて、mPing 挿入部位を効率的に検出できる

STAmP DB を構築した。このデータベースと次世代シーケンサーを用いて、RL系統群内の

mPing新規挿入を特定してみた。しかし、次世代シーケンサー分析の結果により新規挿入を

6 個検出されたが、原因遺伝子を特定するには至らなかった。従って、NGS に用いる DNA

ライブラリーの調製法、DNA サンプルの品質、検証プライマー設計条件の見直しなど今ま

でのプロセスを再検討する必要がある。 

 以上のことから、イネ転移因子 mPing の転移により、イネの収量に関連する二次枝梗数

の増加による一穂あたりの頴花数の増加および粒形変異による百粒重の増加などの有用変

異誘発効果が期待できると考えられた。mPing 挿入と誘発変異との関係を解明するために

は、次世代シークエンス用の DNA調整法の改善ならびに mPing 新規挿入が原因遺伝子の機

能に及ぼす効果の解明が必要である。 
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摘要 

 miniature−Ping (mPing) はイネの非自律性転移因子 MITE の一つであり、イネ品種「銀坊

主」において 1,000 コピー数以上存在し、自然条件下でもいまなお活発的に転移している。

銀坊主種子への γ 線照射より得られた細粒突然変異系統 IM294 は、ユビキチン様タンパク

質 Rurm1 の機能喪失により細粒形質以外に、様々な生育弱勢を示す。IM294 の自殖後代で

は Rurm1 から mPing の正確な切り出しによって粒形が正常粒に復帰する個体が分離する。

復帰個体の中には銀坊主型の表現型を回復するだけでなく、農業形質に関して変異が誘発

された個体がしばしば分離する。イネの収量関連形質に対する転移因子 mPing の変異誘発

効果を明らかにできれば、mPingを生産性向上育種に利用できる。本研究では、IM294およ

び IM294 からの派生系統に分離する復帰型個体の自殖後代を用いて収量関連形質に関する

誘発変異と mPing転移との関係を調査した。 

 細粒突然変異系統 IM294の自殖後代において Rurm1遺伝子への mPing挿入の切り出しに

よって分離する復帰型個体の中には原品種の銀坊主よりも旺盛な生育を示す強勢個体

（Vigorous Growing IM294個体、VGI）が少数含まれる。これまでの研究から、VGIでは mPing

転移頻度が顕著に上昇していることが判明しているが、mPing 転移と VGI との関係は未解

明である。本章では、IM294 系統に分離した 1個体の VGI個体の自殖後代個体（VG-15）と

日本晴との交雑によって得られた F₂系統を用いて、生育強勢に関係する遺伝的因子が座乗

する染色体領域を決定した。まず VG-15 と日本晴との間の mPing 挿入多型を利用して遺伝

地図を作成し、一穂頴花数、有効分けつ数、一次枝梗数、二次枝梗数、百粒重、地上部乾物

重、粒面積、粒長および粒幅の 9 形質に関する QTL 解析を行った。この結果、7 形質に関

して 9 個の QTL を検出した。百粒重に関する QTL は Chr.1（qHSW1）、Chr.3（qHSW2）お

よび Chr.5（qHSW3）に見出されたが、粒形に関する QTLと同じ位置に見出されたのは粒幅
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に関する QTL（qGWH）だけであった。したがって、他の百粒重の QTLは粒形変化に伴う

二次的なものではなく、登熟に関する QTLと考えられた。粒長の（qGLH）と粒面積（qSAG）

の QTLが Chr.8の同じ位置に確認されたが、この位置に百粒重の QTLは確認されず、粒形

の変化による百粒重の変化は認められなかった。このことから、粒大増加の効果が稔実不良

などによって打ち消される場合があると考えられた。一穂頴花数（qNSF）および二次枝梗

数（qNSB）に関する QTLが Chr.2 の同じ位置に見出され、二次枝梗数の増加に伴う一穂頴

花数の増加変異を確認できた。また、一穂頴花数と二次枝梗数に関して検出された QTLの

位置に過去に報告された QTLはなかった。これらの結果から、VGIでは生育に関連する複

数の形質に対する変異が独立に誘発されることにより、生育強勢が生じている可能性が高

い。これらの変異が mPing 転移による同時誘発であることを確認するために、原因遺伝子

を特定して mPing転移との関係を明らかにする必要がある。 

 堀端ら（2015）は、IM294 の派生系統の自殖後代で分離した復帰個体型個体（R1）の個体

別自殖系統群を複数系統群育成することにより、mPingの転移によって誘発された突然変異

遺伝子を含むと想定される mPing タグライン（R4）を作製した。mPing タグラインにおい

ては、出穂期、粒形、穂長、一次枝梗数、二次枝梗数、分けつ数などイネの収量関連形質を

含む複数の農業形質に様々な変異の分離が確認されている。本章では、4個体の R1 個体の

自殖後代（R2）個体から単粒系統法により育成された 4 系統群の mPing タグライン（ML）

を用いて、収量関連形質に関する分離を調査した。4個体の R1個体に由来する 4ML群 RA

（130系統）、RK（101系統）、RV（121系統）および RL（133系統）の R6個体と R6個体

の自殖次代系統（R7）を供試した。まず、R6 個体の粒形質を調査した後、各 R7 系統の到

穂日数、穂長、一次枝梗数、二次枝梗数、一穂頴花数、粒長、粒幅、粒面積、粒円周長、粒

長/粒幅および真円度を調査した。RA 系統群では R6で認められた明瞭な粒形に関する分離
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が、R7では認めることができなかった。RKおよび RV系統群では粒長に関して高い R6-R7

親子回帰が認められ、遺伝的分離が確認できた。これに対して、RL系統群では出穂期およ

び二次枝梗数に関する明瞭な分離が認められた。以上の結果を踏まえて、RL系統群から極

晩成および極早生個体を各 5系統、二次枝梗数に関して最小数と最大数の各4系統からDNA

を抽出して次世代シークエンスの材料として次章の研究材料に用いた。 

 安田（2015）は銀坊主集団において mPing 隣接する配列を次世代シークエンサーの利用

により効率的に検出する DNA調整法を構築した。本章では、この調整法を用いて RL系統

群内に分離した表現型変異と関連する mPing 新規挿入箇所の特定を試みた。前章で選んだ

18 系統の DNA サンプルの次世代シーケンサー分析を行った。表現型の分離から、出穂日に

関しては晩生変異が、二次枝梗数が変異型と推定されたので、変異型と関連する可能性のあ

る新規挿入箇所を探索した。この結果、変異型と関連する 6 個箇所の mPing 挿入を検出し

た。しかし、次世代シークエンスの結果から推定された mPing 挿入を変異個体において確

認することができず、原因遺伝子を特定するには至らなかった。安田の提案した DNA調整

法では最初にランダムプライミングを行ったあと、mPing内部配列を用いた 2ndPCRを行う

が、この時のプライマーが mPingとは無関係の配列に張り付く可能性がある。このことが、

原因遺伝子の特定に至らなかった主な要因と推定された。したがって、mPing新規挿入箇所

を選択的に濃縮できるよう DNA調整法を改善する必要がある。 

 以上のことから、イネ転移因子 mPing の転移により、イネの収量に関連する二次枝梗数

の増加による一穂粒数の増加および粒形変異による百粒重の増加などの有用変異誘発効果

が期待できると考えられた。mPing挿入と誘発変異との関係を解明するためには、次世代シ

ークエンス用の DNA 調整法の改善ならびに mPing 新規挿入が原因遺伝子の機能に及ぼす

効果の解明が必要である。 


