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序論  

 

主要穀物の栽培化は約 1万年前に起こったと考えられる(Tanksley and McCouch, 

1997; Salamini et al., 2002; Khush, 1997; Doebley, 2004)。栽培化の過程では、種子

数の増加、収量性の向上、植物体の形態の変化、粒数の変化、開花期の栽培地

への適応、種子の色、脱粒性の喪失といった農業上重要な形質についての選抜

が古代のヒトによって、比較的短期間に行われたと考えられている。 

トウモロコシ(Zea mays L.)においては、テオシンテ(Zea mays ssp. parviglumis)

という、トウモロコシというよりは、イネを彷彿させる形態の野生種から現在

のトウモロコシへの栽培化が起こったことが、ゲノムワイドな SSR マーカーに

よる DNA 解析(Matsuoka et al., 2002)や考古学的な解析(Sluyter and Dominguez, 

2006)によって明らかとなっており、約 5000年から 9000年前にメキシコ近郊で

１回だけ起こったと考えられている。このとき、古代人によって選抜されたト

ウモロコシの栽培化に関与した形質としては、分げつ(側穂)や穂などの形態に関

わる形質が知られており、分げつについては、teosinte branch 1 (tb1) が、最初の

栽培化 QTL として同定され、遺伝子の構造も明らかになっている(Doebley et al., 

1997) 。また、雌穂の形態に関与し、穀粒を覆っていた外皮（cupule）の退化に

関与する遺伝子 teosinte glume architecture １(tga１) が最近になって単離され、報

告された(Wang et al., 2005)。トウモロコシの栽培化では、tb1遺伝子の変化によ

り分げつがなくなり、tga1 遺伝子の変化により、穀粒が雌穂の表面に露出し、
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我々が今日、食料として容易に利用が可能な形態へと大きく変化したと考えら

れる。 

我々、日本人が主食としているイネの栽培化は、河姆渡（かぼと）遺跡や草

鞋山遺跡などの考古学的な遺跡から、古代の水田跡が発掘され、その遺跡の年

代推定から、中国の長江の下流域に、約 7000年前には、水田文化が生まれてい

たと考えられている。(Tanksley and McCouch, 1997; Salamini et al., 2002; Khush, 

1997; Doebley, 2004)。また、中国の長江中流域で約 1万年前の遺跡から発掘され

たイネの籾が、短粒、幅広であったことから、この頃、既に栽培化されたイネ

が育てられていたであろうと推測されている（平成 17 年 1 月 24 日毎日新聞、

朝日新聞 記事）。つまり、日本で主に育てられているイネ品種ジャポニカ亜種

(Oryza sativa ssp. japonica) に関しては、約 1万年前に、中国の長江中流域で、栽

培化された可能性が高い。 

従来の形態学的観察や、生化学的性質による分類からも、同様な結果が得ら

れてはいるが、栽培イネ(Oryza sativa)は、レトロトランスポゾンの pSINE を用

いた系統樹解析 (Cheng et al., 2003)や SSRマーカーを用いた系統樹解析 (Garris et 

al., 2005)により、大きくインディカ(Indica)、熱帯ジャポニカ(Tropical japonica)、

温帯ジャポニカ(Temperate japonica) に大別することができる。また、中立と考

えられる３個の遺伝子の DNA配列を、多くの栽培イネや野生イネを材料に比較

し、その栽培域から考察した、分子系統地理学的な解析より、インディカ、熱

帯ジャポニカ、温帯ジャポニカは、多様な野生イネの中から、それぞれ地理的

に離れた少なくとも３箇所で独立に栽培化が起こったと推定されている (Londo 

et al., 2006) 。この論文では、インディカ亜種・アウス亜種・ジャポニカ亜種の
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３つの栽培化イネが生まれたことが提唱されており、従来、信じられていたイ

ンディカは祖先野生種であるニバラ(O. nivara)から分化し、ジャポニカは祖先種

であるルフィポゴン(O. rufipogon)より熱帯ジャポニカと温帯ジャポニカに分化

したとの説とは多少異なっている。野生イネの自生地が当時と大きく異なって

いることも知られており、現在の栽培域からの推定には限界があるが、DNAの

多型、つまり、ハプロタイプによる分類を進めた点で、この論文は興味深い。

これまでの説では、熱帯ジャポニカは東南アジア周辺で分化した後、一部は、

南方から日本へ伝わり、日本陸稲となり、温帯ジャポニカは中国長江流域で栽

培化された後、朝鮮半島や日本に伝わった（日本水稲）と考えられている。遺

跡の年代からは、中国の長江周辺の遺跡が古く、その意味で、長江流域でのジ

ャポニカ亜種の栽培化の可能性が高いと考えられる。Londoらの発見は、長江中

流域にイネが伝わるまでに、インドシナ半島で、すでに、栽培化が始まってい

たことを示唆する結果なのかもしれない。我々が住む日本には、考古学的な知

見から、水稲は約 3000年前に伝わったと考えられている。縄文時代に熱帯ジャ

ポニカがすでに日本に伝わり、陸稲的な栽培が始まっていたとする説もあるが、

検証はこれからである。 

インディカについての、栽培化の詳細は不明である。その意味では、Londo

らの論文での、インドシナ半島での、インディカ亜種とアウス亜種の２回の栽

培化が起こったという説が、それなりに強い根拠を持つ、初めての論文といえ

る。文献上の記録では、約 1000年前に、現在のベトナムから、インディカが中

国に伝播したことがわかっている（佐藤 2003）。実は、日本においても、唐干と

いった品種は、大唐米と呼ばれ、インディカの系統で、江戸時代・明治時代に、
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主に、九州地方で、盛んに栽培されていたとの記録がある（佐藤 2003）。 

野生イネから栽培イネへの栽培化においては、トウモロコシに見られる大きな

形態的な変化は見出しにくいが、イネにおいて、栽培化による人為的な選抜を

受けたと推定される変異としては、出穂期、草型、草丈(Sasaki et al., 2002)、種

子サイズ、のげ喪失、根系、粒色、でんぷん組成(Isshiki et al., 1998)、脱粒性の

喪失(Li et al., 2006; Konishi et al., 2006) などがあげられ、大きな形態変化を伴う

というよりは、野生イネがもつ形質を徐々に人が栽培するのに適した形へと変

化されてきたと考えられ、収量性や品質の向上や栽培のしやすい形質について

栽培化が行われたと考えられている。その中で、非常に明確に区別できる形質

が、脱粒性の変化である。 

野生イネは強い脱粒性を持つ。種子の成熟と共に、自然脱粒する。つまり、

種子登熟後の穂を見ると、まるで、ススキのように見える。この性質は、種子

拡散という目的には重要で、自然界での子孫存続においては大切な形質である

と考えられるが、作物としてみると、大きく収量が減少することから、脱粒性

は、栽培化の過程で最初に選抜の対象となった形質の１つと考えられている。

また、栽培されるイネの脱粒性の程度に応じてさまざまな脱穀システムが開発

されてきたことから、今日でも農業上重要な形質の１つである。イネの脱粒性

に関する研究は、形態に関する観察も多少記述があるが、多くは、突然変異体

や品種間差の遺伝学的な解析であり、第 11染色体上に sh1(Nagao and Takahashi, 

1962)、第１染色体上に sh2（大場ら 1990）、第 4染色体上に Sh3 (Eiguchi and Sano, 

1990) 、第 3染色体上に sh4 (Fukuta et al., 1998)などの遺伝子座が報告されている。

また、国内外の 410 品種を用いた脱粒性の多様性に関する研究が行われ、現存
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する品種に、非常に大きな脱粒性程度の幅があることが報告されている（福田

1994）。一般に、インディカが脱粒しやすく、ジャポニカが脱粒しにくい傾向が

ある。さらに、ジャポニカ栽培品種の日本晴とインディカ栽培品種のカサラス

の F2集団を用いた QTL解析により、第１，２，５，11，12染色体上に脱粒性

QTLが検出され、第１染色体長腕上に検出された QTLが最も作用力が大きなこ

とが報告されている（福田 1994）。また、この十年、イネの主流となった QTL

遺伝解析では、野生イネと栽培イネを用いた QTL解析により、第１染色体上に

qSHT-1, 第 4染色体上に qSHT-4, 第 8染色体上に qSHT-8, 第 9染色体上に qSHT-9, 

第 11 染色体上に qSHT-11 の５つの脱粒性 QTL が検出されている(Cai and 

Morishima, 2002)。他の組み合わせによる QTL解析により、第１染色体と第 4染

色体に脱粒性 QTLが検出されている (二村ら 2003)。また、野生イネのグルメパ

チュラ(O. glumaepatula)とジャポニカの台中 65号との QTL解析により、第 4染

色体に脱粒性 QTLが検出されている（Sobrizal et al., 1999）。 

ここに挙げたように、脱粒性に関する遺伝子あるいは QTLの報告は多数ある

が、つい最近まで遺伝子の同定にはいたっていなかった。これは、ゲノム解析

や形質転換系開発に主に用いられた日本イネ品種のほとんどが脱粒性を失って

いるものが多いことから、脱粒性に関する突然変異体を得たり、分子生物学的

な解析が困難であったりしたからと考えられる。 

さて、イネの脱粒性には、籾の基部の離層形成が関与していることが示唆さ

れている（Oba and Kikuchi, 1989）。この離層を形成し、それが崩壊する現象は、

植物の生活環の中で、非常によく観察される現象で、主に、子孫を効率的に残

すためと理解できることが多い。シロイヌナズナでは、さやの中央にある valve
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と replumの間の valve marginで離層が形成されることによりさやが開裂し、種

子が飛散し、子孫を効率的に残すことができる(Dinneny and Yanofsky, 2005)。シ

ロイヌナズナのさやの離層形成に関与する遺伝子は、この５年間で多数単離さ

れ、遺伝的ネットワークが詳細に解析されている(Liljegren et al., 2000; Rajani and 

Sundaresan, 2001; Roeder et al., 2003; Ferrandiz et al., 2000; Liljegren et al., 2004)。

まず、離層形成に必須な遺伝子として、 SHATTERPROOF (SHP1)、

SHATTERPROOF 2 (SHP2) が単離され、これらは離層形成部位で転写発現してい

ることがわかっている。そして、その発現を離層形成部位に特定するために、

valve と呼ばれるさや本体の部分では FRUITFULL (FUL）が、鞘の中心部では

REPLUMLESS  (RPL) が発現し、お互いに拮抗する形で作用し、その境界に SHP1、

SHP2 が発現することによって離層が形成される。（本研究で単離したイネ脱粒

性遺伝子 qSH1は、RPL のイネオーソログ（進化上同一起源遺伝子）である。）

イネとシロイヌナズナでは、離層が形成される場所は、イネでは籾の基部、シ

ロイヌナズナは雌しべから派生した器官であるさやの中央にある valve margin

といったように異なるが、繁殖戦略として種子を飛散させるといった同じ役割

をもつ。そこで、イネにおける脱粒性の分子機構の解明は、イネとシロイヌナ

ズナの離層形成の比較という意味で、分子生物学的にも、非常に興味深いと考

えられる。 

本研究では、イネの栽培化に関連した脱粒性遺伝子に着目し、自然変異を利

用したアプローチにより脱粒性に関与する遺伝子を単離することで、その分子

機構を明らかにしたいと考え、研究を遂行した。また、その過程で、イネの栽

培化において、重要な役割を果たした DNA変化を同定し、どういった変異を人
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が選んだのかについての解析を行った。また、その特殊なアリルをこれからの

育種に利用できるのではないかと考えている。 

そこで、日本晴とカサラスの F2 集団を用いた QTL 解析により第１染色体長

腕上に検出され寄与率 68.6%といった最も作用力の大きな QTL（福田 1994）を

ターゲットとし、この遺伝子座を QTL of seed shattering on chromosome 1 (qSH1)

と名付けて、マップベースクローニング法により遺伝子の単離を行った。その

結果、qSH1遺伝子が離層形成に必須で、イネの栽培化において、重要な役割を

果たしたと考えられるその遺伝子上の一塩基多型  (Single Nucleotide 

Polymorphism , SNP)を同定することができた。この結果から、古代人は離層形成

部位での転写のみを抑える遺伝子の発現制御シス配列の変化を積極的に利用し

たということが明らかとなった。また、栽培化とは、約 1 万年といった比較的

短い期間に急速に起こった植物の進化現象の１つとして解釈することができる

ので（宮田 1994）、イネの多様性を効率的に含んでいると考えられるコアコレク

ションを用いて、単離した栽培化関連遺伝子である脱粒性遺伝子 qSH1周辺のハ

プロタイプ解析を行った。これにより、DNAの変異の痕跡から今回同定した脱

粒性の喪失の原因となる SNP がイネの栽培化においてどのような役割を果たし

たのかについて推測を行った。 

 



  11 

材料と方法  

 

1. 植物材料  

 

遺伝子単離の材料としては、親品種であるジャポニカ品種の日本晴と、イン

ディカ品種のカサラス（図 1）および、それらの雑種後代を用いた。すなわち、

日本晴とカサラスの F1 に日本晴を戻し交雑し、マーカー選抜により、qSH1 領

域周辺が分離し、それ以外の脱粒性 QTL 領域（図 2）が日本晴に固定した分離

集団（図 3B,C）を用いて高精度連鎖解析を行った。 

また、形態観察には、日本晴およびカサラスとそれらの F1に日本晴を戻し交雑

し、マーカー選抜により、qSH1領域のみがカサラス型に固定し、それ以外の日

本晴/カサラス間で検出された脱粒性 QTL 領域が日本晴に固定した準同質遺伝

子系統である NIL(qSH1)を用いた（図 1、図 3A）。 

 

2. 脱粒性の測定  

 

脱粒性の測定には、穀粒脱粒性試験装置 (Ichikawa et al.,1990) を用いて測定を

行った（図 4）。この装置では、小穂が枝梗から離れるときの抗張強度(gf)を測定

し、脱粒性程度を数値化できる。出穂後、約 35 日から 40 日後の主桿の穂を収

穫し、20 穎花について脱粒性を測定した。各穎花の平均値を各系統の脱粒性の

値とした。 
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（福田 (1994) を改変）

日本晴とカサラスのF2集団86個体を用いたQTL解析の結果、○で示した
第1、2、5，11，12染色体の５カ所に脱粒性QTLが検出された。
赤丸はカサラス断片を持つと脱粒する方向に働くことを、青丸はカサラス断片
を持つと脱粒しにくい方向に働くことを意味する。
第１染色体長腕上に検出されたQTLが、検出された中で最も作用力が大きかったので
（寄与率：68.6％)、これをqSH1と名付け遺伝子単離を行った。
C434は、qSH1近傍に位置するRFLPマーカーを示す。
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脱粒性を定量化するために、穀粒脱粒性試験装置（Ichikawa et al.,1990)を
用いた。穂軸と籾をクリップで挟み、回転棒を回転させると少しずつ
引っ張られ、籾が小枝梗から離れるまでに加えた力の強度の測定ができる(A)。
クリップ部の変換により、水平に引っ張って脱粒性を測定する引っ張り強度(B)と
籾を横から挟んで力を加えたときの脱粒性を測定する曲がり強度(C)が測定できる。
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3. 形態観察  

 

3-1. 組織学的観察  

籾の基部の離層部位の縦断面の組織観察は、出穂直後の穎花を FAA（50％エ

タノール：ホルムアルデヒド：酢酸=18：1：1）で１週間固定した後、パラフィ

ン包埋を行い、ミクロトームを用いて 8µmの切片を作成して行った（村上 2004）。 

 

3-2. 電子顕微鏡観察  

出穂約 40日後の穎花を水洗、乾燥後、金定着を行い、JEOL JSM-6301F 電子

顕微鏡で穎花と小枝梗の接続面の観察を行った。 

 

4. 脱粒性遺伝子の単離  

 

4-1. 高精度連鎖解析  

マッピングにより qSH1 遺伝子の候補ゲノム領域を絞り込むために、qSH1 領

域のみが分離し、それ以外の脱粒性 QTL領域が日本晴に固定した分離集団（図

3B,C）より 10,388個体を供試し、qSH1近傍の組換え個体を遺伝子をはさみ込む

DNAマーカーを用いて選抜した（表 1）。さらに得られた組換え個体については

その自殖後代より組換え固定系統を選抜した。選抜した固定系統について qSH1

近傍の DNA マーカーの遺伝子型を調査するとともに脱粒性の有無を調査した。

遺伝子型と脱粒性の関係から、候補ゲノム領域を限定した。qSH1が座乗する 
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日本晴の塩基配列情報 (P0005H10, Acc No. AP004127)を用いて、挿入・欠失を

利用した In/del マーカーおよび 1塩基多型を利用した SNPマーカーを作成し、

候補領域のさらなる絞り込みを行った（表 2、表 3）。 

 

4-2. 相補性試験  

マッピングにより絞り込んだ候補ゲノム領域および 12kb離れた位置に存在す

る予測 ORF 領域を含む約 30kb のゲノム領域を、この領域をカバーする機能型

であるカサラスの BACクローン（clone No. B200B7）(Baba et al., 2000 )および形

質転換用のベクターpPZP2H-lac (Fuse et al., 2001)を用いて、約 10kbのゲノムラ

イブラリーを作成し、上記領域をカバーするクローンの選抜を行ってコンティ

グを作成した。これらの選抜されたクローンを用いて、機能欠損型の日本晴に

形質転換を行った。次に、予測 ORF 領域とマッピングにより同定した qSH1の

原因となるSNP領域の両方を含む長いクローンを得るため、TACベクター(Liu et 

al., 1999)を用いて約 30kbのゲノムライブラリーを作成し、目的とするクローン

の選抜を行った。選抜されたクローンを機能欠損型の日本晴に導入し、相補性

を調べた。TAC ベクターの形質転換効率は、非常に低く、通常ゲノム断片をイ

ネに導入する際に用いている pPZP2H-lacベクターを使用したときと比較して約

2％の効率しかなかった。また、TAC ベクターを用いた場合、導入予定の DNA

断片が大きいせいか、一部抜け落ちてしまう現象がよく見られ、選抜できた形

質転換体中、ゲノム DNA断片を完全に形質転換できたのは、25%であった（24

系統中 6系統）。 
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5. 発現解析  

 

5-1. ノーザン解析  

日本晴と NIL(qSH1)のイネより、葉および幼穂の発育ステージ In 7から In9 (Itoh 

et al., 2005) までの幼穂を葉身と葉鞘をできるだけ取り除いてサンプリングを行

った。フェノール法により Total RNAを抽出し、oligotex-dT30 (super) カラム（ニ

ッポンジーン）を用いて poly (A) mRNAを精製し、これを２µg用いてフィルタ

ー（positively charged, ベーリンガーマンハイム）を作成した。 qSH1の cDNAク

ローン AK060936 よりホメオボックスを含む領域を PCR により増幅し（表 4）、

pGEM-T vector（Promega）にクローニングし、Multi primer DNA labeling system

（アマシャム）を用いて P32- dCTPでラベリングして、プローブとして用い、65℃

で一晩ハイブリダイゼーションを行った。２×SSC/ 0.1%SDS 、55℃、30分で２

回振とうしながら洗浄を行った。さらに、２×SSC/ 0.1%SDS 、55℃、1時間ゆ

っくりと振とうしながら洗浄を行った後、Ｘ線フイルムに露光後、現像した。 

 

5-2. 定量的 RT-PCR 

qSH1 の cDNA クローンである AK060936 の塩基配列を利用して、Primer 

Express1.5( ABI) を用いて、プローブの設計を行った（表 5）。日本晴と NIL(qSH1)

のイネより、幼穂の発育ステージ In 6および In7 (Ito et al., 2005) の幼穂を葉身と

葉鞘をできるだけ取り除いたサンプルを用いて、フェノール法により Total RNA

を抽出した。これを用いて Super Script II Reverse Transcriptase (BRL) で 1st strand 

cDNAを合成し、1µlをテンプレートとして qPCR Mastermixおよび qSH1の 
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Taq man プローブを用いて ABI7900により定量的 RT-PCRを行った。 

 

5-3.  in situ 解析  

qSH1の cDNAクローンである AK060936を用いてホメオボックスを含む 870bp

を PCRにより増幅し（表 6）、pGEM-T vecter (Promega)にクローニングし、SP6 

RNAポリメラーゼを用いて DIG ラベルアンチセンスプローブの合成を行った。

また、イネの幼穂をサンプリングし、FAA 固定した後、パラフィン包埋を行っ

た。ミクロトームを用いて、8µmの切片を作成した。Kyozuka et al. (1998) の方

法に準じてハイブリダイゼーションおよび検出を行った。確認のため、同じプ

ローブでゲノムサザン解析を行うと一本のバンドのみハイブリすることから、

特異的に qSH1遺伝子を検出できるプローブであると考えられる。 

 

6. アソシエーション解析  

 

6-1. ハプロタイプ解析  

イネの品種間で多型を見つけるために、約 40kb の qSH1領域について野生イ

ネのルフィポゴン５系統とジャポニカの３品種（戦捷、神力、赤毛）を用いて

12 カ所を約 1kb ずつシークエンスを行い、塩基配列を調べた。その結果、3 つ

の領域で多型が見つかった。また、qSH1の ORF内にアミノ酸置換を伴う塩基置

換が存在したので、この領域も含めた４つの領域について 118 系統のイネのコ

レクション（Kojima et al., 2005）を用いてシークエンスを行って塩基配列を調べ

た（表 7）。その結果、イネコレクション内に利用できる多型が 13個見つかった 
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ので、この多型のパターンによりハプロタイプの同定、解析に用いた。 

 

6-2. 脱粒性の測定  

出穂後約 35日から 40日のイネのコアコレクション 118品種の主桿を収穫し、

20穎花(粒)について穀粒脱粒性試験装置を用いて脱粒性を測定し、その平均値を

各品種の脱粒性程度とした。 

 

7. 栽培化過程の推測  

遺伝子の変化を考えるに、進化上同一起源をもつ遺伝子は、共通祖先を持つ

と仮定できる。（ただし、栽培化が起こったときに一個のハプロタイプであった

かどうかは不明ではあるが。） 

そこで、同定した現存する qSH1の 13 個のハプロタイプから、共通祖先のハ

プロタイプを推定するために、できるだけ少ない塩基置換と組換えを仮定しな

がら、ステップバイステップで、仮想的に過去に遡り、ハプロタイプの数を減

らしていき、共通祖先のハプロタイプを推定し、qSH1 がどうように DNA 変化

を受けながら、栽培化を経たかの過程の推測を行った。そして、その中で、今

回同定した SNPの位置・時期に関して、考察した。 
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結果  

 

1. 脱粒性程度の比較  

 

一般的に、インディカ品種は強い脱粒性を持ち、ジャポニカ品種は脱粒しに

くい。インディカ品種のカサラスは、登熟すると脱粒しやすくなり、穂を手で

軽く触っただけで、脱粒する（図 1）。一方、ジャポニカ品種の日本晴は、登熟

しても脱粒しにくく、穂を手で握っても脱粒しない。この脱粒性程度を定量的

に測定するために、本研究では、日本晴、カサラス、NIL(qSH1) (第１染色体長

腕上の脱粒性 QTL である qSH1領域のみがカサラスに固定し、それ以外の日本

晴とカサラスの F2 で検出された QTL 領域を日本晴に固定した準同質遺伝子系

統、図 3A)の脱粒性程度を穀粒脱粒性試験装置（Ichikawa et al. 1990, 図 4）を用

いて測定した（図 5）。この測定においては、脱粒しにくい品種は、非脱粒性程

度は高い値を示し、脱粒しやすい品種は、低い値を示す。測定の結果、日本晴

の数値が最も高く、NIL(qSH1)が最も低い値を示した。また、カサラスよりも

NIL(qSH1)の方が低い値を示したことから、NIL(qSH1)の方が脱粒しやすいこと

がわかり、わずかな脱粒性の違いも検出できることが分かった。また、日本晴

とカサラスの F2を用いた QTL解析の結果から、カサラスは第 11、12染色体に

脱粒しにくい方向に働くQTLをもっていることが報告されている（図 2）。また、

NIL(qSH1)は、日本晴とカサラスの F2を用いた QTL解析で検出された 5つの脱

粒性 QTL のうち、第 1染色体長腕上の qSH1領域のみがカサラスに置換されて

いる（図 2、図 3A）。NIL(qSH1)とカサラスの脱粒性 QTLと脱粒性の測定結果 
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マッピングに用いた親品種である日本晴とカサラス、NIL(qSH1)の
脱粒性程度を穀粒脱粒性試験装置（図4）を用いて測定した。
非脱粒性程度は、脱粒しやすいほど低い値を示す。
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から、カサラスは他の脱粒性 QTL の影響で NIL(qSH1)より非脱粒性程度が高い

（脱粒しにくい）と推定される。 

 

2. 離層形成部位の比較  

 

2-1. 組織学的観察  

脱粒性は、籾の基部に形成される離層と関係があることが示唆されている。（Oba 

and Kikuchi, 1989）そこで、イネの籾の基部の縦軸切片を作成し、日本晴とカサ

ラス、NIL(qSH1)の離層形成部位の比較を行った（図 6）。その結果、日本晴では、

まったく離層が形成されないが、NIL(qSH1)では、籾の基部に明瞭な離層が形成

されることが観察された（図 6矢印）。また、カサラスでは、籾と枝梗の接続部

の内側では、離層は形成されないが、外側では離層が形成されるといった部分

離層を示した。このことは、カサラスが、他の QTL領域に脱粒しにくくなるア

リルをもっていること(図 2)や穀粒脱粒性試験装置で測定した結果（図 5）と一

致する。以上の結果から、qSH1領域をカサラス型にするだけで、完全な離層が

形成されたことから、qSH1遺伝子は離層形成に必須な遺伝子であることが分か

った。つまり、栽培化の過程で、qSH1遺伝子に変異が入ることで、日本晴では

離層が形成されなくなり、脱粒しなくなったと推測される。このことから、他

の離層形成に必要な遺伝子は、日本晴では機能していることが示唆された。 
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2-2. 電子顕微鏡観察  

脱粒性程度の異なる品種における脱粒後の籾と小枝梗の接続部の形態�を比較

するために、電子顕微鏡を用いて、日本晴とカサラスと NIL(qSH1)の登熟後の籾

と小枝梗との接続面を観察した（図 7）。日本晴は、登熟後でも脱粒しにくいの

で、籾を小枝梗から物理的に引っ張って脱粒し、その接続面を観察した。観察

の結果、日本晴では、接続面は細胞間で離層が形成されないために、細胞壁が

分断されている様子が観察された。また、カサラスでは、中心部（維管束側）

の接続面においては、細胞壁が分断されている様子が観察されたことから、中

心部では離層は形成されていないと推測される。一方、外側では接続面は比較

的なめらかであった。このことから、カサラスの外側では、離層が形成されて

いることが推測される。以上の観察結果から、カサラスは、部分離層を形成す

ると考えられる。NIL(qSH1)では、どの部分を観察しても接続面は細胞壁が分断

されずなめらかであったことから、完全な離層が形成されていて、脱粒時には

離層が形成されている細胞面で離脱したと考えられる。以上の結果は、非脱粒

性程度の測定結果（図 5）や切片を作成して離層を観察した結果（図 6）と相関

が見られた。 

 

3. 脱粒性遺伝子 qSH1の単離  

 

3-1. 高精度連鎖解析  

脱粒性の測定や形態観察により、親品種での脱粒性程度や離層形成の差異が

検出できた。これらの結果より qSH1領域のみを含む NIL(qSH1)では、最も脱粒 



イネは、籾と小枝梗の接続部で脱粒するので、電子顕微鏡観察により脱粒性の異なる品種を用い
て接続部の構造を比較した。写真は、上から日本晴、カサラス、NIL(qSH1)のそれぞれ小枝梗と
籾との接続面（小枝梗側）を示す。右側の写真は、接続面の拡大写真を示す。日本晴では、接続
面は細胞壁が分断されている様子が観察された。このことから、日本晴では離層は形成されてい
ないと推測される。カサラスでは、中心部の接続面では、細胞壁が分断された様子が、また外側
の接続面では、比較的なめらかな様子が観察された。このことから、カサラスでは、外側と中心
部での離層形成程度が異なることが示唆され、中心部では離層が形成されず、外側では離層が形
成されるといった部分離層を形成することが示唆される。NIL(qSH1)では、どの部分を観察して
も、接続面はなめらかであった。このことから、NIL(qSH1)では、完全な離層が形成されている
ことが示唆される。

outer center
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しやすく、完全離層が形成されたことから、この第１染色体長腕上に存在する

最も寄与率の高い QTL である qSH1を標的としてマップベースクローニング法

により遺伝子の単離を行った。選抜には、qSH1領域のみが分離し、それ以外の

脱粒性 QTL領域が日本晴に固定した分離集団（図 3B,C）を用いて、10,388個体

の組換え個体の選抜を行った（図 8）。ラフマッピングには、RFLP マーカー

(Harushima et al., 1998)を PCRベースの CAPSマーカーに変換した、S10925およ

び R3279 (図 8、表 1)を用いて組換え個体の選抜を行った。その後、イネゲノム

プロジェクトの成果である日本晴のゲノム情報（IRGSP, 2005）を利用して qSH1

遺伝子周辺のカサラスのゲノム断片をシークエンスし、日本晴との多型領域を

マーカー化することにより、候補領域の絞り込みを行った（表 2、表 3）。候補

領域の絞り込みの結果、最終的には、qSH1遺伝子近傍に 4個体の組換え個体を

選抜することができた。さらに、これら４個体の後代より、組換え固定系統を

選抜し、脱粒性程度と遺伝子型を調べ、さらに絞り込みを行った結果、qSH1の

脱粒性の喪失の原因となる領域をマーカーqSH1-F とマーカーqSH1-H の間の

612bp に絞り込むことができた（図 8）。この間の日本晴とカサラスの塩基配列

を調べて比較を行った結果（図 8、図 9）、1 個の SNP しか存在しなかったこと

から、脱粒性の喪失の原因となる変異を遺伝子の機能に関わる 1 塩基多型

(Functional Nucleotide Polymorphism, FNP)として同定することができた。 

 

3-2. 相補性試験  

高精度連鎖解析により、脱粒性の喪失の原因となる SNPを同定できた（図 8、
図 9）ので、次に遺伝子予測プログラム Rice GAAS（URL: http://Rice GAAS. 
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dna.affrc. go.jp/）を用いて、周辺の遺伝子予測を行った。その結果、特定し

た SNP 周辺領域にはORF が予測されず、SNP から約 12kb 離れた領域にシロ

イヌナズナの REPLUMLESS (RPL)(Roeder et al., 2003) に相同性の高いORF

(Os-RPL) (locus ID Os01g0848400, Rice Annotation Program DataBase) が

予測された。RPLは、BEL1タイプのホメオボックス遺伝子(Reiser et al., 1995)

をコードし、シロイヌナズナのさやの valve での離層形成に必須な遺伝子であ

ることが知られている。そこで特定したSNP 領域とOs-RPL領域を含む 30 kb

領域を機能型のアリルをもつと考えられるカサラスゲノム断片（約 10kb）を用

いてサブクローンコンティグを作成し、機能欠損型のアリルをもつと考えられ

る日本晴に導入して相補性試験を行った（図 10）。その結果、約 10kbのゲノム

断片のシリーズでは、sub51 クローンを導入した形質転換体では、24 系統中 5

系統が脱粒性を回復し、部分的な相補を示したが、それ以外の断片を導入した

形質転換体では、脱粒性を相補することができなかった。つまり、この結果は

SNP 領域だけでも ORF 領域だけでも相補には不十分であることを示唆してい

る。しかしながら、シロイヌナズナにおけるオーソログの RPLの離層形成の関

与や部分相補から、Os-RPL が qSH1 遺伝子の本体であると考えられた。そこ

で、次に qSH1の原因となるSNP領域と RPL遺伝子に相同性の高い領域（Os-

RPL 領域）の両方を含む約 26kb の長いコンストラクトを機能型のアリルをも

つと考えられるカサラスゲノム断片および長いゲノム断片を導入できるTACベ

クターシステム(Liu et al., 1999)を用いて作成し、機能欠損型のアリルをもつと

考えられる日本晴に導入し、相補性試験を行った（図 10）。その結果、解析した

6系統中すべての系統で脱粒性の相補が示されたことから、完全な相補には長い
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断片が必要であり、SNP領域とOs-RPL領域の両方が必要であることが分かっ

た。SNP領域とOs-RPL領域の両方を含む長い断片を用いた詳細な相補性試験

の結果を図 11に示した。相補したTAC9クローンを導入した形質転換体の６系

統（図 10）より２系統と導入断片の確認により導入予定の一部の領域が抜け落

ちた２系統の結果を図 11 に示した。導入断片の確認を行った結果（図 11B）、

TAC9-1 およびTAC9-201 クローンを導入した形質転換体では、SNP領域およ

びOs-RPL領域の両方を含んでいることが確認できた。一方、TAC9-203 およ

びTAC9-204クローンを導入した形質転換体ではOs-RPL領域が抜け落ちてい

ることがわかった。これらの系統の脱粒性程度を測定した結果（図 11A）、SNP

領域および Os-RPL 領域の両方を含んでいる TAC9-1 および TAC9-201 クロ

ーンを導入した形質転換体では、ポジティブコントロールの NIL(qSH1)と同程

度およびそれ以上の脱粒性を示すことから脱粒性が相補されたことが分かった。

一方、Os-RPL領域が抜け落ちているTAC9-203 およびTAC9-204 クローンを

導入した形質転換体では、ネガティブコントロールのベクターのみを導入した

形質転換体と同程度の脱粒性を示したことから、脱粒性が相補されなかったこ

とが分かった。以上の結果から脱粒性の相補には、SNP領域とOs-RPL領域の

両方が必要であることが明らかとなった。次に、脱粒性が相補した TAC9-1 お

よび TAC9-201 クローンを導入した形質転換体の後代での分離を調べた（図

12）。その結果、TAC9-1 および TAC9-201 クローンを導入した形質転換体の

どちらの系統でも脱粒性が分離し、導入断片の有無と脱粒性に相関が見られた。

このことから、形質転換を用いた相補性試験により、脱粒性の相補性が確認で

きた。今回 qSH1/SNP領域とOs-RPL領域の両方を 26kb ∞
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 40 

るため、長い断片を形質転換できる TACベクターシステムを用いたが、大腸菌

やアグロでの形質転換効率、またカルスへのアグロの感染効率ともに非常に効

率が低かった。また、植物体内で導入した断片の一部が高頻度で抜け落ちるこ

ともあった。 

 

4. 脱粒性遺伝子 qSH1の構造  

 

脱粒性遺伝子 qSH1は 2451bpで 612アミノ酸をコードし、４つのエキソンか

らなり、BEL1 タイプのホメオボックス遺伝子(Reiser et al., 1995 ; Ito et al., 2002)

をコードし、シロイヌナズナのさやの離層形成に必須な RPL に高い相同性があ

ることが分かった（図 13）。 イネとシロイヌナズナの BEL1タイプの遺伝子を相

同性検索より選び出し、図 14 に示したホメオドメイン領域の 63 アミノ酸のア

ライメントを用いて系統樹を作成した（図 15）。その結果、qSH1は RPLと同じ

分岐に属することから、qSH1はRPLのオーソログであることが分かった。また、

シロイヌナズナの RPL は離層形成以外にも植物の伸張などにも関与しているこ

とから、多機能遺伝子であることが明らかになっており、PRL の他に

BELLRINGER (BLR)や PENNYWISE (PNY) といった別の名前が異なるグループに

よって付けられている（Roeder et al., 2003；Smith and Hake, 2003；Smith et al., 

2004；Byrne et al., 2003）。また、RPLと冗長な機能をもつ POUNDFOOLISH (PNF)

が同じ分岐に存在し（図 15）、その二重変異体は極端な矮性を引き起こす(Smith 

and Hake, 2003)。また、イネでもゲノム上に同じ系統樹上の分岐に機能未知の遺

伝子が１つ存在するので、この遺伝子がイネの qSH1と冗長な機能をもつ可能性 
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がある。 

 

5. 発現解析  

 

5-1. ノーザン解析  

日本晴と NIL(qSH1)の幼穂のステージ In7, In8, In9および葉の mRNAを用いて

qSH1の発現を調べた（図 16A）。その結果、日本晴と NIL(qSH1)のどちらでも葉

ではほとんど発現していないことが分かった。また、幼穂のステージが In7から

In9へと進むにつれて、日本晴でも NIL(qSH1)でも発現量が低下することが分か

った。また、日本晴と NIL(qSH1)の発現量には明確な差は見られなかった。この

ことは、qSH1の発現が、離層でのみ変化し、トータルとしての発現量が大きく

変化しないからではないかと推測される。 

 

5-2. 定量的 RT-PCR 

ノーザン解析の結果、qSH1は幼穂のステージ In7で高い発現が見られたので、

次にこの周辺のステージの幼穂を用いて、日本晴と NIL(qSH1)での発現量を定量

的 RT-PCR により調べた（図 16B、C）。その結果、ユビキチンで相対値を出し

たときには、ステージ In6では日本晴と NIL(qSH1)の発現量にほとんど差は見ら

れなかったが、ステージ In7では少し発現量の差が見られ、NIL(qSH1)の発現量

が若干高い値を示した（図 16B）。そこで、穎花当たりの qSH1 の発現量を比較

してみた（図 16C）。その結果、ステージ In6では、発現量の差が少し見られ、

NIL(qSH1)の発現量が若干高い値を示した。また、ステージ In7では、発現量の 
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差がはっきりと見られ、NIL(qSH1)の発現量が約 1.5 倍高い値を示した。このよ

うに、小花単位で発現を見れば NIL(qSH1)での発現上昇を確認することができた。 

 

5-3. in situ 解析  

次に、組織特異的な発現パターンを調べるために、qSH1 プローブを用いて、

日本晴と NIL(qSH1)の幼穂で in situ ハイブリダイゼーションを行った（図 17）。

in situ 解析の結果、イネの幼穂形成のステージ In1(Itoh et al., 2005)では枝梗の分

化が始まる前のステージであるが、日本晴、NIL(qSH1)ともに先端分裂組織で発

現していることが分かった。また、ステージ In7は、花器官が分化するステージ

で穎花の基部にまだ離層形成がはっきり見られないステージである。このステ

ージ In7では、日本晴では発現は見られないが、NIL(qSH1)では将来離層が形成

されるであろう部位で発現が見られた。また、葯では、日本晴でも NIL(qSH1)

でもどちらも発現が見られた。また、ステージ In8は、穂が急速に伸張するステ

ージであるが、日本晴では qSH1の発現は見られないが、NIL(qSH1)では離層形

成部位全体で qSH1の発現が見られた。以上の結果から、qSH1遺伝子の本体は、

RPLのオーソログ、Os-RPLであり、今回マッピングにより特定した qSH1の FNP

によって、離層特異的な発現をしていることが分かった（図 17、図 18）。 

 

6. アソシエーション解析  

 

6-1. コアコレクション全体におけるアソシエーション解析  

  脱粒性は栽培化の対象となった形質の１つなので、今回同定した脱粒性の原因 
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SNP がイネの栽培化においてどの程度重要な役割を果たしたのかを推定するた

めに、アソシエーション解析を行った。アソシエーション解析というのは、遺

伝的に関連の深い系統内で特定のDNAの多型の有無が目的の表現型の程度と相

関を示すかどうかを調べる解析手法である。うまく相関を示す DNA多型を見つ

けることができれば、その周辺に原因となる変異を交配することなくマップ（位

置の特定）することができる。今回の場合、すでに脱粒性の喪失の原因である

と特定されている SNPを用いたアソシエーション解析なので、この SNPがイネ

の栽培化で示した影響力を調べることが目的となる。 

本研究では、国立遺伝学研究所と（独）農業生物資源研究所より分譲してい

ただいた野生イネ 5 系統および栽培品種のコレクション 113 系統の計 118 系統

を用いて qSH1周辺のハプロタイプと脱粒性程度を調べ、アソシエーション解析

を行った（図 19）。これらの系統の多くは、（独）農業生物資源研究所で行われ

た DNA多型のゲノムワイドな解析により選ばれた系統で、イネのもつ DNAの

多様性のほとんどをカバーすると考えられるコアコレクションを含んでいる

(Kojima et al., 2005)。イネは、ゲノムワイドなレトロトランスポゾンを用いた解

析(Cheng et al., 2003)や SSRマーカーを用いた分類(Garris et al., 2005)や系統地理

学的な解析(Londo et al., 2006)などにより、大きく野生イネ、インディカ、熱帯

ジャポニカ、温帯ジャポニカに大別される。qSH1の原因SNPのハプロタイプは、

機能型が G、機能欠損型が Tを示す。野生イネのルフィポゴンでは、qSH1の原

因 SNP のパターンは、すべて機能型を示し、脱粒性程度は非常に脱粒しやすい

ことから、ルフィポゴンでは qSH1は機能していることが分かった。インディカ

では、qSH1の原因 SNPのパターンは、すべて機能型を示し、脱粒性程度は若干 
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の程度の差はあるが、全体的に脱粒しやすいことが分かった。このことから、

インディカでは qSH1は機能していることが分かり、インディカ内の脱粒性程度

の差には、別の遺伝子の関与が示唆される。 

熱帯ジャポニカでは、qSH1の原因 SNP のパターンはすべて機能型を示したが、

脱粒性程度が落ちやすいものから落ちにくいものまで存在したことから、熱帯

ジャポニカの脱粒性の喪失には別の遺伝子が関与していることが示唆される。

一方、温帯ジャポニカでは、qSH1の原因 SNPのパターンは機能型と機能欠損型

が存在した。また、脱粒性程度は落ちやすいものと落ちにくいものが存在し、

qSH1の原因SNPのパターンが機能型だと脱粒しやすく機能欠損型だと脱粒しに

くいといったハプロタイプと脱粒性との相関がはっきりと見られた。以上の結

果から、今回同定した脱粒性遺伝子 qSH1の SNP は温帯ジャポニカの脱粒性の

喪失に関与していることが示唆された。 

 

6-2. 温帯ジャポニカにおけるアソシエーション解析  

今回同定した脱粒性遺伝子 qSH1の SNP が温帯ジャポニカの脱粒性の喪失に

関与していることがイネコレクションを用いたアソシエーション解析により示

唆された。考古学的な解析から、イネ（水稲）の栽培化は、中国の長江中流域

で生じ、その時期は約 7000年から 1万年前とされている。また、日本にイネ（水

稲）が伝わったのは、約 3000年前とされている (Khush, 1997; Sato et al., 1991)。

そこで、次に、qSH1 の原因の変異はいつ、どこで生じたのかを調べるために、

温帯ジャポニカの原産が中国であることから、中国の温帯ジャポニカの在来品

種を用いてアソシエーション解析を行った（図 20）。その結果、中国の在来品種 
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でも qSH1の SNP のパターンに機能型と機能欠損型が存在し、脱粒性程度と相

関があることが分かった。 

以上の結果と考古学的な知見から、今回同定した脱粒性の喪失の原因となる

qSH1の SNPは、約 3000年前から 1万年前に中国で生じた変異であり、これを

栽培化の過程で古代人が利用したと考えられる。 

 

7. 栽培化過程の推測  

 

穀物の栽培化は、約 1 万年前に始まり比較的短い期間で急速に進んだ進化現

象の一つであり、自然変異と組換えによって起こった出来事である。現在のイ

ネ栽培種は、基本的に自殖植物なので、新しく生じた塩基多型は、自殖後代で

容易に固定し、自然交配が比較的少ないと考えられる。 

このことから、栽培に有利な変異をもつ栽培化過程のイネ系統が古代の人によ

って一旦選抜を受けると、それが自殖栽培により種子が増殖され、急速に栽培

地域が広がっていったと推定される。もし、そうだとすると、イネの栽培化過

程で生じた DNA の変化の歴史、つまり、栽培化の歴史を現存するイネ系統の

DNA多型の多様性を調べ、ステップバイステップで共通祖先を推定することで

再現できるのではないかと考えた。そこで、まず、イネの品種間で多型を見つ

けるために、約 40kbの qSH1領域について、野生イネのルフィポゴン 5系統と

ジャポニカの古い在来品種 3 品種（戦捷、神力、赤毛）を用いて、12 カ所を約

1kbずつシークエンスを行い、塩基配列を調べた。その中で、3つの領域で多型

が見つかった。また、qSH1の ORF内には４つ塩基置換があり、その中で第４エ
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キソンに存在する１塩基置換（図 13A, SNP3）は、アミノ酸置換を伴う変異であ

ったので、この領域も合わせた 4 つの領域について 118 系統のイネのコアコレ

クション（Kojima Y. et al., 2005）を用いてシークエンスを行った（図 19、表 7）。

その結果、4つの領域で、利用可能な 13個の多型（SNPが 8個 (qSH1/SNPも含

む)、SSRが 5個（図 19 A））が見つかったので、この qSH1周辺の 13個の多型

を用いて、qSH1のハプロタイプパターンを調べた（図 19, 21A）。野生イネのル

フィポゴンでは、解析に５系統用いたが、系統間では qSH1のハプロタイプは５

パターンとすべて異なるパターンを示した。インディカでは、解析に 38品種用

いたが、16の品種で１領域（5個の多型を含む）について PCRでの増幅が見ら

れなかった。これらの品種を除いた 22 品種では、qSH1のハプロタイプは 9 パ

ターン存在した。熱帯ジャポニカでは、解析に 23 品種用いたが、qSH1 のハプ

ロタイプは 7パターン存在した。温帯ジャポニカでは、解析に 52品種用いたが、

qSH1のハプロタイプは 6パターン存在した。イネの各グループ間での多様性を

比較してみると、野生イネのルフィポゴン間では、100％（5 パターン/5 系統）、

インディカ間では 40.9％（9パターン/22品種）、熱帯ジャポニカ間では 30.4％（7

パターン/23品種）、温帯ジャポニカ間では 11.5％（6パターン/52品種）であっ

た（図 21A）。野生イネのルフィポゴンは、今回解析には５系統しか用いていな

いが、5系統中 5パターンと qSH1領域について非常に多様性があることが分か

った。一方、ジャポニカでは多様性が減っていることが分かった。この結果は、

栽培化が進む段階で、DNAレベルの多様性が減っている、つまり過去にこの領

域が選抜を受けたことを示唆している。 

そこで、qSH1のハプロタイプを用いて、イネの栽培化過程の推測を行った  
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（図 21B）。その結果、ジャポニカの 75品種を 9個の塩基置換と 2回の組換えに

より現在の 13のハプロタイプパターンから 1個の共通祖先のパターンへと過去

にさかのぼる形で推定することができた。これにより、qSH1領域が栽培化過程

でどのようにDNA変化を起こしていったのかを推測することができた（図 21B）。

この結果から、qSH1の脱粒性の喪失の原因となる SNPの変異は、栽培化過程の

初期の頃に生じた変異であると推測される。この qSH1の SNP に変異をもつハ

プロタイプは、13 パターン中２パターンしか存在しないが、75 品種中 27 品種

存在する（図 21B）。このことは、脱粒しない温帯ジャポニカ品種をヒトが積極

的に選抜を行ったことにより周辺の多様性が減ったと考えられる。 
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考察  

 

1. イネ脱粒性遺伝子 qSH1の単離  

 

野生種は繁殖戦略として強い種子脱粒性を持つが、栽培種は、人が収穫する

まで脱粒しない。このことから、脱粒性の喪失過程は、栽培化と密接に関係し

た農業形質の１つであると考えられる。 

本研究では、栽培品種のインディカ品種のカサラスとジャポニカ品種の日本

晴の後代を用いて、68.6％の寄与率を示す第 1染色体上に存在する主要な脱粒性

の QTL遺伝子 qSH1を単離した。qSH1領域の分離個体（約 1万個体）を用いた

高精度連鎖解析により、脱粒性の喪失の原因領域を 612bp に絞り込み、品種間

の塩基配列の比較により 1 個の SNP として同定することができた。また、

NIL(qSH1)を用いた形態観察により、qSH1 遺伝子は、種子が植物から離れると

きに必要となる籾の基部での離層形成に必要であることが明らかとなった。 

さらに、発現解析や相補性試験より、この ORFから 12kb上流に存在する SNP

が、離層特異的な qSH1 ｍRNA の転写調節に必要なシスエレメント内の変異で

あることが明らかとなった。また、イネのコアコレクションを用いた qSH1のア

ソシエーション解析により qSH1の SNP が、ジャポニカ品種の脱粒性の喪失に

関与していたことを明らかにした。ちょうど同時期に、Li らによって、独立な

イネの脱粒性 QTL遺伝子 sh4が単離された(Li et al., 2006)。Liらは、野生イネの

ニバラと栽培インディカ品種の後代を用いて第 4 染色体上に検出された脱粒性

QTL 遺伝子である sh4 を単離した。また、マッピングによって脱粒性の原因と
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なる領域を 1700bp に絞り込み、原因となる変位を 7 つに絞り込んだ。彼らは、

さらにアソシエーション解析により変位領域のうち１アミノ酸置換を生じる塩

基置換により脱粒性の喪失が起こったことを証明している。日本晴とカサラス

の QTL解析では sh4遺伝子座に脱粒性の QTLは同定されなかった。いくつかの

解析結果より、ジャポニカとインディカは独立に栽培化されたと考えられるの

で、sh４遺伝子座は、野生イネの段階で機能を欠損したアリルが存在する可能性

がある。そういったアリルが野生イネに現存するかどうかも含め、今後の解析

を待つ必要がある。結局、本研究では、期せずして、sh4の脱粒性への影響を排

除した材料を用いて qSH1の効果を解析したことになる。また、野生イネと日本

晴を用いた QTL解析では、第１，４染色体上に脱粒性 QTLが検出されることな

どから、この野生イネでは、qSH1も sh4も機能型であることが示唆される（二

村ら 2003、Cai and Morishima, 2002）。 

  ジャポニカ品種の日本晴にインディカ品種の機能型の qSH1 領域を置換した系

統である NIL(qSH1)は完全離層をもつことから（図 6）、qSH1は離層の形成に非

常に重要な役割を持っていると考えられる。一方、sh4の栽培品種の機能欠損ア

リルは、まだ、ある程度の脱粒性を保持しているからか、離層形成への作用は

非常に弱く、穀物を収穫するまでは植物にとどまっていることから、野生イネ

より、脱粒しにくいものの、脱穀により容易に脱粒する程度である。 

sh4のみの効果を解析するためには、機能型の qSH1の遺伝的背景を除いた材料

を用いることが必要であると考えられるが、野生イネの sh4が変異した場合、部

分離層が形成されることから、不完全ではあるが、離層形成に影響があると考

えられる。しかしながら、sh4 が欠損していると考えられる日本晴背景の
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NIL(qSH1)が完全な離層を形成することから、sh4と qSH1の機能の相互作用に関

しては、今後の解析をまつ必要がある。 

 今回の脱粒性遺伝子 qSH1 の同定はマッピングにより行ったが、同様の手法を

用いて、トマトでは、糖含量に関与する QTL遺伝子である Brix9-2-5が同定され

ている。このケースでは、マッピングで候補領域を 484bp にまで絞り込んでい

る(Fridman et al., 2000)。その中にアミノ酸置換部位が３カ所、4bpのインサーシ

ョン、18bpのダイレクトリピート、7bpのリピートと複数の多型が存在したが、

その後のイントログレッションラインを用いたさらなる絞り込みにより原因と

なる変異の同定が行われた（Fridman et al., 2004）。また、イネのもう１つの脱粒

性遺伝子 sh4の単離では、遺伝子領域を 1.7kbに絞り込み、原因となる変異を 7

つにまで絞り込んだ（Li et al, 2006）。マッピングでは原因となる変異の同定には

いたっていないが、アソシエーション解析と組み合わせることで、原因を 1 個

の変異に特定できた。 

これまで、品種間差を用いたマッピングでは、遠縁種間の組み合わせを用い

ているケースが多く、絞り込んだ候補領域内にも複数の多型が存在し、原因と

なる変異を同定することは困難であった。しかし、今回の脱粒性遺伝子 qSH1の

マッピングでは、約 1 万個体といった大規模集団からの組換え個体の選抜によ

り、候補領域の絞り込みを行った結果、612bpに絞り込むことができ、原因とな

る多型を 1個の SNPに特定することができた（図 8、図 9）。また、Brix9-2-5や

sh4 のケースにあるようにイントログレッションラインを用いた解析やアソシ

エーション解析と組み合わせることにより、マッピングにより同定した SNP が

栽培化において果たした役割について確定することができるようになった。 
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これまでに、作物の栽培化関連遺伝子としては、トウモロコシの分げつに関

与する tb1 (Doebley et al., 1997)やトマトの果実のサイズに関与する fw2.2 (Frary 

et al., 2000) の二例の遺伝子単離が報告されるにとどまっていたが、この１年の

間にトウモロコシの種皮の離脱に関与する tga1 (Wang et al., 2005)やコムギの穂

の形態や草丈、脱穀性や脱粒性に関与する Q遺伝子(Simons et al., 2006)、そして

イネの２つの脱粒性遺伝子 sh4 (Li et al., 2006) と本研究の qSH1 (Konishi et al., 

2006)の単離が報告された。単子葉作物での遺伝子単離が急速に進んだのは、イ

ネのゲノム情報が解読されたことが非常に大きい（IRGSP, 2005）と考えられる。 

 

2. イネとシロイヌナズナの離層形成についての比較  

 

イネでは、花の基部に離層が形成されるが、シロイヌナズナでは、雌しべが、

受粉後に分化してできる器官であるさやに、縦方向に離層が形成される（図 22）。

今回単離したイネの脱粒性遺伝子 qSH1 とシロイヌナズナの離層形成に必須な

遺伝子である RPLが系統樹上の同じ分岐に存在する（図 15）こと等からこれら

はオーソログの関係にあると考えられるので、イネとシロイヌナズナでは、離

層を作るために必要とされる遺伝子機能は保存されていると考えられる。また、

どちらの遺伝子も、繁殖戦略として種子を飛散させるために必要な組織を形成

するといった役割をもつが、機能する場所が解剖学的に異なっているにもかか

わらず、離層形成という機能に関与する遺伝子が同じ起源をもつといったこの

現象は興味深い。この違いをもたらすひとつの考え方としては、キーとなる qSH1

と RPLの発現制御機構、つまり、プロモーター上の変化が一番に考えられる。 
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脱粒性の喪失の原因となる qSH1の SNP領域は、RYリピート (Baumlein et al., 

1992) と呼ばれる 6-8bpの既知のシス配列が存在し、qSH1が機能型のカサラ

スでは正常型を、qSH1が機能欠損型の日本晴では変異型を示す（図 8）。RYリ

ピートは、シロイヌナズナの ABI3タイプの B3 ドメインが下流の遺伝子を転写

調節する際に認識するシス配列として知られている。シスエレメントを検索で

きる web siteである PLACE (URL: http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE)を用いて、イ

ネの脱粒性遺伝子 qSH1とシロイヌナズナのRPL遺伝子周辺のRYリピートの分

布を調べた（図 23）。 qSH1の SNP周辺では、非常に多くの RYリピートが存在

することが分かる。一方、シロイヌナズナの RPL周辺では、それほど RY リピ

ートは分布していない。この分布頻度の違いが、qSH1の発現調節に関与し、イ

ネとシロイヌナズナでのオーソログ関係にある遺伝子の発現場所が異なる原因

の１つとなっている可能性が考えられる。また、シロイヌナズナでは、ABI3 タ

イプの B3ドメインをもつものがゲノム中に 3つ存在する。（Giraudat et al., 1992；

Luerssen et al., 1998；Kagaya et al., 2005）。一方、イネでは、相同性検索の結果、

ゲノム中に４つ存在することから、これらの遺伝子が、qSH1の上流で働く可能

性が示唆される。ここで述べたように、イネとシロイヌナズナの離層形成部位

の違いは、離層形成に必須な転写因子の発現制御の違いに起因する可能性があ

る。 

シロイヌナズナでは、qSH1のオーソログである RPLの他に、さやの離層形成

に関与する複数の遺伝子が報告されている(Dinneny et al., 2005)（図 24）。BEL1

タイプの ホメオボックス遺伝子である RPL と MADS ボックス遺伝子の FUL 

(Ferrandiz et al., 2000)がさやでの領域形成のために拮抗的に働き(Dinneny et al., 
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2005)、下流の遺伝子であるMADSボックス遺伝子の SHP1、SHP2 (Liljegren et al., 

2000)や bHLHタイプの転写因子である IND (Liljegren et al., 2004)や ALC (Rajani 

and Sundaresan, 2001)を制御して、さやの valve margin や valveでの解離層や木化

層を形成し、さやの離層形成を制御している。ここで、RPL 遺伝子の発現が離

層形成部位と同じではないことは特筆すべきである。qSH1 は今回の解析では、

離層形成部位もしくはその近傍での発現が確認できた。イネにおいて、

SHP1,SHP2 ような離層そのもので発現し、離層形成に必須な遺伝子は同定でき

ていないので、今後の解析が重要になると考えられる。 

シロイヌナズナの SHP1, SHP2は、AGクレードのMADSボックスに属する。系

統樹解析の結果、SHP は、単子葉と双子葉が共通祖先から分化した後に双子葉

から分化したと考えられる。(Kramer et al., 2004)。シロイヌナズナの AGクレー

ドの４つの MADS ボックス遺伝子のすべては、雌ずい領域で発現しており、

(Pinyopich et al., 2003) 花の基部での発現は報告がない。また、イネでは、２つ

の AGのオーソログが進化的にも AGと機能が保存されている (Yamaguchi et al., 

2006)。以上のことから、イネでは、SHPについては、機能的にオーソログに対

応するものが存在しないと考えられる（図 25）。このことは、qSH1 の制御を受

ける下流の離層形成遺伝子は、イネとシロイヌナズナで異なる可能性がある。

事実、sh4はシロイヌナズナにおいて明確なオーソログが同定できていない。今

回、イネ脱粒性遺伝子 qSH1 とシロイヌナズナの RPL といったオーソログ関係

にある転写因子が離層形成に関与する重要な因子として同定できたことで、今

後、比較生物学的なアプローチで植物がいかに多様性を獲得したかに関する知

見を離層形成を１つのモデルとした研究の進展が期待される。 
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3. 脱粒性の喪失の原因となった SNPの役割  

 

相補性試験の結果（図 10、11）、特定した SNP領域と、Os-RPL領域の両方を

持つ TAC9クローンを導入した形質転換体では脱粒性を相補でき、Os-RPL領域

を十分に含む sub51 クローンを導入した形質転換体では脱粒性を部分的に相補

でき、SNP領域のみを含む sub1クローンを導入した形質転換体では脱粒性を相

補できなかったことから、今回同定した qSH1の SNP は、遺伝子の転写制御領

域に存在し、SNPと Os-RPL領域が脱粒性遺伝子 qSH1領域であり、離層形成に

働くと考えられる（図 26）。これまで、植物では、ORF と転写制御領域が離れ

て存在するケースはあまり報告されていなかった。最近になって、今回のケー

スのように遺伝子本体と制御領域が離れているケースが報告されており、シロ

イヌナズナの FT遺伝子では、約 10kb (Takada and Goto, 2003)、トウモロコシの

tb1では、上流の約 58-69kb (Clark et al., 2006) が転写調節に関与していることが

示唆されている。また、プロモーター領域の変異がイネの耐病性に影響を与え

ているケースも報告されている(Chu et al., 2006)。 

今回、同定した脱粒性遺伝子 qSH1の原因となる変異は、ORFから約 12kb離れ

た調節領域に生じた 1 塩基置換であり、この変異によって、形態的には籾の基

部での離層形成にのみ影響を与えることが明らかとなった。 

栽培化遺伝子であるトウモロコシの tb1は、分げつ制御だけでなくや穂・小花

の形態制御といった多面的な(pleiotropic)機能をもっている(Doebley et al., 1995; 

Doebley, 2004)。また、tb1の栽培化に関与したDNA変化はORFの変化ではなく、

ORFから約 58-69kb上流の領域にあることが報告されている(Clark et al., 2004; 
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Clark et al., 2006)。今回、同定した脱粒性遺伝子 qSH1は、ORF内にアミノ酸置

換を生じる変異が１つ存在する（図 13A）が、アソシエーション解析の結果、

この変異は脱粒性には影響を与えないことが示唆され、ORFから約 12kb離れた

領域に存在する qSH1の SNP がマッピングと in situ発現解析の結果から脱粒性

の差に影響を与えていることが明らかとなっている（図 19、図 20）。qSH1のシ

ロイヌナズナのオーソログである RPL はさやの離層形成に関与しているが、そ

れ以外にもメリステムの維持や節間伸張といった多面的な機能を持つ（Smith 

and Hake, 2003；Roeder et al., 2003；Byrne et al., 2003；Smith et al., 2004）ことか

ら、qSH1も多面的な機能を持つことが示唆される。また、in situ 発現解析の結

果、qSH1はイネの籾の基部の離層以外でも花芽分裂組織でも発現が見られる（図

17、図 18）ことなども、上記の考えを支持する。とすると、古代人は、qSH1の

変異の中で、多面的な機能変化をおこす変異ではなく、離層形成のみに影響が

出る制御シス配列をその変異を知らずに選抜した可能性がある。このように、

栽培化遺伝子において実際に栽培化に利用されたアリルは特殊なアリルであり、

遺伝子本体が多面的な機能を持つケースでは、機能完全欠損アリルになると、

植物体に栽培化で利用された表現型以外の変化も生じる可能性が高く、そうい

った個体は栽培化の過程で選抜されずに淘汰されたのではないかと考えられる。

本研究では、自然変異を利用して遺伝子単離を行ったことによって、栽培化で

利用された遺伝子の発現調節領域に生じたわずかな変異を同定することができ

たのかもしれない。 
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4. 栽培化過程の推定  

 

イネを含む主要穀物の栽培化が始まったのは約 1 万年前と考えられている。

今回脱粒性遺伝子として単離した qSH1遺伝子の変異は、イネのアソシエーショ

ン解析および考古学的な知見から、約 3000年から 1万年前に温帯ジャポニカで

生じた変異であることが推測された。イネの栽培化過程で、古代人が qSH1に生

じた脱粒性の喪失の原因となる変異をもつ個体（もしくは、小集団）を選抜し、

その集団サイズを増やしていったと考えられる。例えば、図 21 に示すように、

ジャポニカのなかで、脱粒しないハプロタイプは２パターンしか存在しないが、

そのパターンをもつ在来品種は多数存在する。このことは、栽培が始まってい

たと考えられる中間的な栽培種の集団の中の 1 個体に起こった変異が次の世代

に伝わり、難脱粒性の固定した個体もしくは集団を、古代人がより収量性の高

い個体・集団として、強い選抜をかけたことを示している。 

また、現存するジャポニカの近縁野生イネ(W1943)(Cheng et al., 2003)のハプロ

タイプが推定した共通祖先と同じハプロタイプを示すことから、qSH1遺伝子領

域に関しては、W1943 が一番ジャポニカに近い野生イネであることを示唆して

いる。このことは、pSINE と呼ばれるレトロトランスポゾンのゲノム上の挿入

パターンから、W1943 がジャポニカに近い野生イネの小グループのメンバーで

あることを示した仕事(Cheng et al., 2003)と非常によくあっている。ほとんどの

真核生物において、中立な DNA変異は、1塩基部位、1年あたり、10のマイナ

ス 9 乗のオーダーの頻度で受けることがわかっており、高等植物もこれに準じ

ていると考えられている（宮田 1994）。遺伝子は、通常 5-10kb のサイズを持つ
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ことから、栽培化にかかった約 1万年の間に、1個の遺伝子が DNA変化を受け

る頻度はそれほど高くない。したがって、1万年という時間は、遺伝子の変化を

指標にする限り、その変化をかなり正確に推定できる可能性がある。今回、ハ

プロタイプ解析によって、qSH1遺伝子の栽培イネのハプロタイプの共通祖先に

まで比較的簡単に推定できたことはこのことを如実に示している。 

今回調べた野生イネのハプロタイプを詳細に見ると、ジャポニカに近いハプ

ロタイプとインディカに近いハプロタイプに大別でき、両方が途中で組換えを

起こすことでできたと考えると説明しやすいハプロタイプも存在する。このこ

とは、栽培種に比べて、野生イネは、非常に頻繁に自然交配を繰り返して、多

様な遺伝子型を持っていることがわかる。また、そういった交配を繰り返して

いた野生イネの集団から現在の栽培イネがボトルネックを受けながら、栽培化

された様子が想像される。このことは、ジャポニカとインディカが 20万年前と

いう栽培化からずっと以前の野生イネの段階で、はっきり種分化していたとい

うレトロトランスポゾンの挙動 (Vitte et al., 2004)からの推定を合わせて考える

と、多様であった野生イネは交配を繰り返しながらも、地理的な分布ごとに独

特なハプロタイプをもつ集団として分化し、そういった集団のなかから、約 1

万年前に、長江の流域ではジャポニカが、そして、インド・タイ・ミャンマー

の周辺ではインディカが独立に栽培化されてきたと考えることができる。この

とき、それぞれが、強いボトルネックをうけることで、栽培種の DNAの多様性

が非常に減少したと推定できる。前述した 3 つの遺伝子のハプロタイプ解析に

よれば、野生種中に見つかるハプロタイプは栽培種  (O.sativa) と野生種 

(O.rufipogon) を合わせた全体のハプロタイプの種類の約 8割強に相当し、それに
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比べて栽培種に見つかるハプロタイプは、約 2 割になるそうである。つまり、

野生イネがもつ多様性のごく一部から栽培イネが生まれたことが示唆され、

我々の qSH1の結果と非常に整合性が取れた結果になっている。解析した野生イ

ネの qSH1遺伝子領域のハプロタイプの多様性は、地理的に離れて分化していた

野生イネも、ある頻度で遠縁のものとの交配を繰り返す機会があったことを示

唆しているが、その詳細は不明である。 

一方、最近単離されたもう一つの脱粒性遺伝子 sh4は、インディカ品種でもジ

ャポニカ品種でも同じ変異を持っている (Li et al., 2006)。ジャポニカ、インデ

ィカの起源に関してはこれまでいろいろな説が提唱されているが、最近の論文

によると、系統地理学的な解析により、インディカとジャポニカは、少なくと

も独立な３回以上の栽培化によって生じたことが報告されている (Londo et al., 

2006)。このことは、sh4 の変異は、約１万年前にイネの栽培化が起こった後に

生じたのではなく、古代人が栽培化を始める前からすでに野生種内で生じてい

た変異で、しかも、野生種が自然界で生存するには支障のなかった自然変異を

古代の人が見つけてイネの栽培化に利用したと考えることができる。同じアリ

ルが、ジャポニカとインディカのそれぞれ独立に起こったと考えられる 2 回の

栽培化の両方で利用されたという仮説は、無数に存在するであろう変異の中で、

栽培化に寄与できる変異がそれほど多くないことを示唆していて興味深い。sh4

欠損型である多くのインディカが、まだかなり脱粒しやすいことに見られるよ

うに、sh4変異による脱粒性の変化は比較的弱いもので、自然脱粒する表現型か

ら手で握ると簡単に脱粒してしまう程度の表現型の変異でしかない。逆に言え

ば、この程度の変異であったからこそ、sh4の難脱粒性アリルが自然界でも存在
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できたと考えられる。自然界においては、脱粒するという形質は効率的に子孫

を残すためにはで非常に重要であったと考えられるからである。 

 

5. 栽培化に関与した DNA変異  

 

イネの栽培化の歴史は、約 1 万年と比較的最近になって行われたことである

が、選抜の対象となる変異が、栽培化が始まった以降に起こった DNA変異だけ

だとすると、栽培化に寄与したと考えられる変異の多様性がかなり低くなって

しまう。真核生物では、遺伝子サイズ(約 10kb)の DNAのどこかに中立な変異の

入る頻度は、10 万年に 1 回程度の頻度である（宮田 1994）。人為選抜にかかっ

た集団サイズにもよるが、任意の変異体を得るほどの大きさの集団から栽培種

が生まれたとは考えにくい。しかし、実際に、形質を極端に大きく変化させる

多数の変異が育種に利用されていることを考えると、sh4 の例にもあるように、

栽培化が行われるずっと昔から野生に自生している植物に自然に起こった変異

すべてが栽培化の選抜の対象となりえたと考えられる。こういった古いアリル

を利用することで、多様な形質の急激な栽培化を可能にし、極端な変化も可能

にしたと考えられる。つまり、栽培化とは、野生種集団に既に存在していたア

リルを古代人が人為選抜したケース、つまり sh4のケースと、選抜を既に受けた

中間栽培種中に起きた新しい突然変異を利用したケース、つまり qSH1のケース

との大きく二つに分けて考えることができる。 

トウモロコシのように他殖性が強く大きな変化を伴う栽培化では、メキシコ南

部で約 5000 年から 9000 年前に１回の栽培化によって野生種であるテオシンテ
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から中間栽培種である在来品種への栽培化が起こり、在来品種は 20世紀に入っ

てからは、育種家による作物の育種や改良によって、インブレッドラインへと

人為選抜が行われた (Yamasaki et al., 2005)。このトウモロコシの栽培化には、特

に、もうひとつの大きな遺伝効果、すなわち、選抜を受ける集団に多様性を与

える原因として、突然変異に基づく特定のアリルによる効果だけではなく、既

存の遺伝子変異の組み合わせによる効果が重要な働きを果たした可能性を考え

る必要があるのではと考えている。古代人による選抜過程に、突然変異の組み

合わせが重要な役割を果たしたという科学的な証拠はまだ得られていないが、

例えば、日本列島は、南北に細長く、北海道と九州とでは日長や温度はかなり

異なっているにもかかわらず、イネの栽培域は非常に広範であるのは、出穂期

関連遺伝子のアリルの組み合わせによっていることが、最近の研究結果で明ら

かとなってきており （竹内、矢野 2006）、今後の研究の進捗が楽しみな領域で

ある。この変異の組み合わせ効果に関しては、自殖が主な繁殖形態であるイネ

の栽培化においては、なかなか利用されてこなかったと考えられる。このこと

は、他殖性のテオシンテとトウモロコシが形態的に大きな変化を受けたことと、

野生イネと栽培イネの形態的な差が小さいイネとでは好対照である。近年、イ

ネにおいて、DNAマーカーを用いた新しい育種の試みがスタートしており、こ

れまで利用されなかった遠縁の種を染色体置換系統を利用することで、遺伝子

の組み合わせを育種に導入しようとの試みは、今後非常に楽しみである。トウ

モロコシのようなイネが生まれる可能性もあるかもしれない。 
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6. 育種への利用  

 

今回、温帯ジャポニカの脱粒性の喪失の原因となる遺伝子の SNP を明らかに

することができたが、最後に、この知見を利用した育種への利用について考察

してみたい。イネコレクションを用いたアソシエーション解析の結果、インデ

ィカ品種では、脱粒性遺伝子 qSH1の SNP は、機能型を示し、脱粒しやすい品

種が多く存在した。qSH1の SNPの機能欠損型はジャポニカにしか存在していな

いが、インディカではこれまで、sh4以来、非脱粒化の育種・栽培化は行われて

こなかったようである。しかしながら、数千年前からジャポニカにはすでに難

脱粒性の qSH1があったはずである。これが利用されなかったのは、機械化され

る前の脱穀の方法では、極端な難脱粒性は必要とされなかったことがひとつの

原因であろう。しかしながら、もっと、大きな理由は、自殖が主な繁殖方法で

あるイネでは、自然交雑の頻度が低く、生態系から言っても、インディカとジ

ャポニカの交配があまり起きなかったこと、また、仮に起こったとしても、後

代で不良形質の分離が激しく、日印交雑による育種が困難であったことが考え

られる。 

また、近代育種に目を向けてみると、インディカの育種では、フィリピンの

イネ国際研究所（IRRI）で行われた育種は、緑の革命と呼ばれ、有名な IR8 に

始まる IRシリーズといったインディカの一連の品種群が育成されており、現在

でも、東南アジアの各国の主要品種や母本となっている。IR8 とは、低脚烏尖 

(Dee-geo-woo-gen) を片親にもち、半矮性遺伝子 semi dwarf1 (sd1) (Sasaki et al., 

2002)を利用することで、従来の品種に比べ高収量をもたらした。また、IR8 は
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ミラクルライスと呼ばれ、イネにおいて緑の革命をもらたした品種である

(Khush, 2001)。実は、近代育種においても、日本晴が持つ qSH1がインディカの

品種改良に利用されなかった背景には、この低脚烏尖の sd1アリルの存在が大き

く関与したのではと推測される。脱粒性遺伝子 qSH1も半矮性遺伝子 sd1も、同

じ第１染色体長腕上の近傍に座乗する。今回、脱粒性遺伝子 qSH1が単離された

ことで、この遺伝子間の物理距離は約 1.9Mb の距離にあることが分かった（図

27）。このことから、これらの２つの遺伝子は強く連鎖しており、インディカ品

種の低脚烏尖の sd1アリルを選抜した時点で、日印交雑の後代であっても、温帯

ジャポニカの脱粒しない qSH1 アリルは導入されなかった可能性が非常に高く

なる。今回、脱粒性遺伝子が同定されたことによって、遺伝子情報を利用した

ゲノム育種を行うことにより、脱粒しにくいインディカ品種を作成することも

可能になる。 

イネ、コムギ、トウモロコシといった主要穀物は、人類の消費するカロリー

の 50%以上を供給している(Doebley, 2006)。今後、人口増加に伴って、穀物の深

刻な不足がはっきりと予測される中、中国やインドといった大規模な水田地域

で栽培されるインディカ品種の機械化栽培が主流となれば、qSH1を利用したイ

ンディカ品種の非脱粒化への利用は有効であり、このことによるインディカの

収量性の上昇は、世界での穀物生産に非常に大きな貢献ができると考えられる。 
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