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I 緒論

イネは,世 界 にお ける最も重要な作物の一つである.従 って,生 産 量を減少 させる

要 因である病 害について,多 くの研 究 が行 われてきた.近 年 では,病 害抵抗性遺伝 子

の単離や病 害抵抗性反応の解析,抵 抗性反応 を誘 導する情報伝 達 系の解明などが

進められている(Kawasaki et al.1999,Ono et al.2001,Song et al.2001,Shimamoto

and Kyozuka 2002).多 くのイネ の病 害 の 中で最 も重 要 なもの が,イ ネ いもち病

(Pyricularia oryzae)と白葉枯 病(Xanthomonas compestris pv.oryzae)で あり,多 数の

いもち病抵抗性遺伝子 および白葉枯病抵抗性遺伝子が見つけられている(Kinoshita

1995,Iwata 1996).最 近,白 葉 枯病抵抗性遺伝子のXa1とXa21,い もち病真性抵抗

性 遺伝子 のPibとPitaが クローニングされて分 子レベル で詳細に解析がなされた

(Song et al.1995,Yoshimura et al.1998,Wang et al.1999,Bryan et al.2000).Pibの 遺

伝 子 産 物 はnucleotide binding site(NBS)とleucine-rich repeats(LRRs)を 含 む と推 定

され,植 物 の 多 くの病 害 抵 抗 性 遺 伝 子 に共 通 して見 られ るNBS-LRRク ラスのメンバ ー

であることがわかった( W a n g  e t  a l . 1 9 9 9 ) .一方 , P i t aの遺伝子産物にもN B Sが存在し ,

PibのNBS領 域 と高 い 相 同性 を示 した が,LRRは 存 在 してい ない ことが わ か った

(Bryan et al.2000).Xa21の 遺 伝 子 産 物 はLRRとserine-threonin kinase-like domain

を含 む と推 定 され,細 胞 表 面 で の病 原 菌 の認 識 と細 胞 内 での 防 御 反 応 の活 性 化 に働

いていると考 え られ た(Song et al.1995).Xa1の 遺 伝 子 産 物 はNBS-LRRク ラスのメン

バ ー であることが わかったが,新 しいタイプ のLRRと 推 定 され,推 定 され るタンパ ク質

構 造 がXa21と は大 きく異 なると考 えられ た(Yoshimura et al.1998).し か しなが ら,こ れ

らの 抵 抗 性 遺 伝 子 は,抵 抗 性 遺 伝 子 を侵 す ことが 可 能 な病 原 菌 が 新 た に発 生 す る

「ブ レー クダウン」とい う現 象 を引 き起 こしや す いた め,農 業 上 の利 用 が 限 られ てい る.

従 って,持 続 的な抵 抗 性 遺 伝 子 を開発 して利 用す ることが必 要 である.

植 物 体 内 へ の 病 原 菌 の 侵 入 に 対 す る抵 抗 性 反 応 の 一 つ に 「過 敏 感 反 応

(Hypersensitive response,HR)」 と言 わ れる現 象 がある.こ れ は,病 原 菌 の侵 入 を受 け

た細 胞 お よび そ の周 辺 の 細 胞 が 死 ぬ ことにより,そ れ 以 上 病 原 菌 が広 がるのを防 ぐ現

象 で ある(Greenberg et al.1994,Dangl et al.1996,Mittler and Lam 1996).動 物 細 胞

にお いても,ア ポトー シスと言 わ れる細 胞 死(programmed cell death)の 現象 が 見 られ,

ア ポ トー シスを防 ぐ遺 伝 子 としてハ ムスター で 見 つ けれ られ て い るdnd1(defender

against death 1)のホモローグが,イネとシロイヌナズナでも見つけられた(Mittler and

Lam 1996).植 物 にお けるHRと 動 物 にお けるアポ トー シスでは,細 胞 の収 縮,ヌ クレ



ア ー ゼ の 活 性 化 と核DNAの フラグ メンテ ー ション化 な ど共 通 して 見 られ る現 象 も多 い

が,植 物 に お け るHRで は 細 胞 壁 が あるた め,細 胞 死 に よって 生 じた 細 胞 残 さを他 の

細 胞 が 吸 収 す る現 象 な どは 見 られ ず,不 明 の 点 も多 い(Mittler and Lam 1996).

擬 似 病 斑 葉 変 異 体 は 病 原 菌 の 存 在 の 有 無 に 関 わ らずHRに 似 た 褐 点 を葉 身 な ど

に 形 成 し,い くつ か の 擬 似 病 斑 葉 変 異 体 は 病 原 菌 に 対 して 抵 抗 性 を示 す ことが 明 ら

か に な った の で,そ れ らは植 物 のHRを 解 析 す るた め の 有 用 な 材 料 で あ ると考 え られ

じて い る
.従 って,擬 似 病 斑 葉 変 異 体 は,シ ロイヌナ ズ ナ(Greenberg and Ausubel 1993,

Dietrich et al.1994,1997,Greenberg et al.1994,2000,Weymann et al.1995,Rate et al.

1999,Greenberg 2000,Mach et al.2001),ト ウモ ロコシ(Johal et al.1995,Hu et al.

1996,1998,Gray et al.1997),オ オ ム ギ(Wolter et al.1993,B〓schges et al.1997,

Jφrgensen 1992),イ ネ(Sekiguchi and Furuta 1965,Kiyosawa 1970,Marchetti et al.

1983,Takahashi et al.1999,Arase et al.2000,Yin et al.2000)な どの 多 くの 植 物 で 解

析 され て い る.

シロイヌナ ズナ の 擬 似 病 斑 葉 変 異 体 に は,病 原 菌 の接 種 後 の反 応 が 野 生 型 より早

く現 れ ることか らacd(accelerated cell death)と 名 づ けられ た変 異 体 と,病 害抵 抗 性 反

応 に似 た病 斑 が現 れ ることか らlsd(lesions simulating disease)と 名 づ けられ た変 異 体

がある.acdと しては,今 まで にacd1か らAcd6ま で6個 の擬 似 病 斑 葉 変 異 体 があり,

その うちacd1,acd2,acd5お よびAcd6に つ い て解 析 が進 められ ている(Greenberg

and Ausubel 1993,Greenberg et al.1994,2000,Rate et al.1999,Mach et al.2001),lsd

としては,今 まで にlsd1か らLsd7ま で7個 の擬 似 病 斑 葉 変 異 体 につ い て解 析 が進 め ら

れ ている(Dietrich et al.1994,1997,Weymann et al.1995).acd1は,親 和 性 細 菌 の

Pseudomonas syringae pv.maculicola,非 親 和 性 細 菌 のPseudomonas syringae

pv.tomatoお よび エ チ レンに対 してネ クロー シス反 応 が進 行 し,病 原 菌 や 傷 害 刺 激 が

無 くても生 育 が進 む につれ てネクロー シスが現 れ た(Greenberg and Ausubel 1993).

acd2は,親 和 性 細 菌 のPseudomonas syringae pv.maculicolaお よび 非 親 和 性 細 菌 の

Pseudomonas syringae pv.tomatoに 対 してHRに 似 た反 応 を示 す ことから,acd1と とも

に 同定 され た変 異 体 である(Greenberg and Ausubel 1993,Greenberg et al.1994).

acd1は 親 和性 細 菌 に対 する抵 抗 性 は誘 導 され てい なか った が,acd2は 親 和 性 細 菌

に対 して抵 抗 性 を示 し,生 育 が進 み擬 似 病 斑 葉 が 現 れ ると病 害抵 抗 性 関 連 遺 伝 子 で

あるPR1,PR5お よび1,3-β-glucanase(BGL2)が 発 現 し,内 生 の サ リチル 酸 量 が野 生

型 より高 まってい ることがわか った(Greenberg et al.1994).最 近,Acd2遺 伝 子 がクロ

ー ニングされ
,red chlorophyll catabolite reductase遺 伝 子 と相 同 性 を示 す ことが明 ら



かになり,病斑 の伸展を抑制する働きがあると推定された(Mach et al.2001).acd5は

親 和性細菌のPseudomonas syringae pv.maculicolaに 対する抵抗性 が野生型 よりさら

に弱くなっていることから同定されたが,生 育が進 み擬 似病斑葉 が現れるとPR1の 発

現 は誘 導 され,内 生 のサ リチ ル 酸 量 が 野 生 型 より高まっていることがわかった

(Greenberg et al.2000).Acd6は,親 和 性 細 菌 であるPseudomonas syringae pv.

maculicola接 種後の病斑 が野 生型 より少ない変異体として同定され,病 害抵 抗性 関

連 遺 伝 子 で あ るPR1,GLUTATHIONE S-TRANSFERASE 1(GST1)お よ び

AVR-INDUCED GENE 1(AIG1)が 発 現していた(Ratee et al.1999).lsd1,lsd3,Lsd4

およびlsd5は 擬似病斑葉変異 体として同定され,Lsd2は 恒 常的に病害抵抗性 関連

遺 伝子 が発現 している擬 似病斑葉変異体であることがわかり,lsd1,Lsd2,lsd3,Lsd4

およびlsd5の いずれも親和性 の糸状菌であるPeronospora paraditicaに 対して抵抗性

を示 した(Dietrich et al.1994).Lsd1遺 伝子 はクローニングされ,そ の遺伝子産 物は3

つのzinc finger domainを 持 ち転 写を制御 している可能性が示唆された(Dietrich et al.

1997).Lsd6お よびLsd7は 病 害抵抗性 関連遺伝子であるPR1お よびPR2が 恒 常的

に発 現している擬似 病 斑葉 変異体であることがわかり,内 生のサリチル酸 量が高まっ

ていることおよび親和性の糸状菌であるPeronospora paraditicaに 対して抵抗性であ

ることがわかった(Weymann et al.1995).し かしながら,これ らの擬似病 斑葉 変異体の

個 体レベルの形質を調査した報告は少ない.acd1は 野生型 に比べ,成 葉 が枯れるま

での時 間が短く,植 物 体が小 さく,種 子1粒 重が小さく,種 子生産 量が低 いことが明ら

か にされている(Greenberg and Ausubel 1993).

トウモ ロコシ にお い ては,擬 似 病 斑 葉 変 異 体 としles(lesion mimic mutations)変

異 体,lls1(lethal leaf spot)変 異 体 お よびrp1(resistance to Puccinia sorghi)変 異

体 が見 つ か っている(Johal et al.1995,Hue et al.1996,1998,Graye et al.1997).les変

異 体 は今 まで に40系 統 以 上 見つ けられ てお り,優 性 の変 異 体 が劣 性 のものよりや や

多 く,擬 似 病 斑 の現 れ る時 期,大 きさ,色 などは 多 様 で あるが,病 害 抵 抗 性 が誘 導 さ

れ ているか どうか は あまり明 らか にされ ていない(Johal et al.1995,Hu et al.1998).

Les22遺 伝 子 は クロー ニ ング され,そ の 遺 伝 子 産 物 はUROD(uroporphydnogen

decarboxylase)と いうポル フィリン経 路(植 物 にお い てクロロフィル とヘ ムの 両方 を生 産

す る経 路)の 鍵 となる酵 素 の 遺 伝 子 をコー ドしていることが 明 らか になり,Les22で は,

過 剰 量 の ウロポル フィリンを蓄積 す ることにより,ヒトにお い てポル フィリアと言 われ る状

態 を示 してい ることが 明 らか になった(Hu et al.1998).Lls1遺 伝 子 は クロー ニングされ,

そ の 遺 伝 子 産 物 はフェノー ル 性 化 合 物 の 分解 に関 係 す るジオ キシゲ ナ ー ゼ として働



いている可能性が示唆された(Gray et al.1997).さ び病抵 抗性遺伝子Rp1の 組 換え

や トランスポゾンの挿入 により擬似病斑葉を示す劣性変異体が少なくとも4系 統 見出さ

れてお り,これ らはさび病菌Puccinia sorghiに 対するレース特異性 に変化 が生じてい

た(Hu et al.1996).し かしながら,これらの擬似病斑葉 変異体の農 業形質については

明らかにされていない.

育種 的な利 用 が進 められた唯一の例が,オ オムギの擬似 病斑葉 変異 体である.オ

オムギでは,親 和性 のうどんこ病菌Erysiphe graminis f.sp.hordeiに 抵 抗性 を示す

mlo変 異体が擬似病 斑葉 変異体であることがわかった(Wolter et al.1993).Mlo遺 伝

子 はクローニングされ,そ の遺 伝 子産 物 は6個 の膜貫 通領 域を持 つ と推 定 された

(B〓schges et al.1997).ま た,mlo変 異体では,多 くの対立遺伝 子が見つけられており

そのうちのいくつかの対立遺伝子がうどんこ病抵抗性は保持したまま,擬 似 病斑の発

現程度を低くすることができることがわかり,農業上 の利 用がヨーロッパを中心に進み,

1990年 にはmloを 利用 したうどんこ病抵抗性 品種の作付が70万 ヘ クタール に及んだ

(Jφrgensen 1992).

イネ にお いて は,1965年 に最 初 に関 口病 斑(Sekiguchi legion,sl)と い う病 斑 状 の

褐 点 が葉 身 に 現 れ る擬 似 病 斑 葉 変 異 体 が 同 定 され て以 来(Sekiguchi and Furuta

1965,Kiyosawa 1970),spl(spotted leaf)の 変 異 体 お よびcdr(cell death resistance)変

異 体 などの擬 似 病 斑 葉 変 異 体 が 同 定 され ている(Marchetti et al.1983,Takahashi et

al.1999,Arase et al.2000,Yin et al.2000).spl変 異 体 は今 まで にspl1～spl11ま で 見

つ けられ てい るが 全 て劣 性 で あり(Kinoshita 1995,Yin et al.2000),spl1は いもち病

お よび 白葉 枯 病 に対 してレース非 特 異 的 な抵 抗 性 を示 した(Yin et al.2000).最 近,

spl7は 高 温 やUV光 により擬 似 病 斑 の形 成 が誘 導 され ること,お よび その遺 伝 子 産 物

は 熱 ス トレス に 関 す る転 写 因 子(HSF)と 高 い 相 同 性 が あ ることが 明 らか に され た

(Yamanouchi et al.2002).cdr1,cdr2お よびCdr3は いもち病 に対 して抵 抗 性 を示 し

た(Takahashi et al.1999).spl変 異 体 やcdr変 異 体 とは別 に,単 因 子 劣 性 の 擬 似 病 斑

葉 変 異 体 が 見 つ か り(M1009),そ れ は い もち病 菌 お よび ごま葉 枯 病(Cochliobolus

miyabeanus)に 抵 抗 性 を示 した(Arase et al.2000).し か し,イ ネ にお い ては,そ れ らの

擬 似 病 斑 葉 変 異 体 の擬 似 病 斑 の 発 生 実 第態や病 害 抵 抗 性 が生 育 過 程 にお い てどの よ

うに制 御 され てい るか はあまり明 らか に され てい ない.ま た,こ れ らの擬 似 病 斑 葉 変 異

体 の農 業 形 質 につ い ては 明 らかで は なく,育 種 的 な利 用 の 可 能 性 につ いて は検 討 さ

れ てい ない.

そ こで本 研 究 で は,イ ネ にお ける病 害抵 抗 性 が どのように制御 され てい るか を明 らか



にする目的で,擬 似 病斑葉 変異 体 にお ける擬似 病斑の発現様式および病害抵抗性

との関連について解析を行った.

第1に,新 たにいくつかの擬 似病 斑葉変異体を同定し,既 知 の擬 似病斑葉 変異体

とあわせてそれらの擬似病斑の発生する時期と程度,器 官 および農 業形 質 について

解析 を行った.

第2に 擬似病 斑葉 変異体の病害抵抗性として,イ ネにお ける重 要な糸状菌病 である

いもち病と,細 菌病である白葉枯 病 に対する抵抗性を調査した.ま た,擬 似病 斑葉変

異体 において,病 害抵 抗性 と関係 があると考えられているPRタ ンパ クの遺伝子発現

についても解析した.

第3に,有 望 と思われる擬似病 斑葉 変異体について実用品種への戻し交配系統を

作出して,そ れらの農 業形 質の評価 を試みた.

本 研究は1994年 から2003年 まで九州沖縄農 業研 究センター(旧 九州農業試験場)

において実施 された.



II 接擬似病斑葉突然変異体の表現型の解析

1 緒言

擬 似 病 斑 葉 変 異 体 は,シ ロイヌ ナ ズ ナ(Greenberg and Ausubel 1993,Dietrich et al.

1994,1997,Greenberg et al.1994,2000,Weyinann et.al.1995,Rate et al.1999,

Greenberg 2000,Mach et al.2001),ト ウ モ ロコシ(Johal et al.1995,Hu et al.1996,

1998,Gray et al.1997),オ オ ム ギ(Wolter et al.1993,B〓schges et al.1997,Jφrgensen

1992),イ ネ(Sekiguchi and Furuta 1965,Kiyosawa 1970,Marchetti et al.1983,

Takahashi et al.1999,Arase et al.2000,Yin et al.2000)な ど の 多 くの 植 物 で 解 析 され

て い る.

イネ に お い て は,1965年 に 最 初 に 関 口病 斑(Sekiguchi legion,sl)と い う病 斑 状 の

褐 点 が 葉 身 に 現 れ る擬 似 病 斑 葉 変 異 体 が 単 離 され て 以 来(Sekiguchi and Furuta

1965,Kiyosawa 1970),spl(slotted leaf)変 異 体 お よびcdr(cell death resistance)変

異 体 な どの 擬 似 病 斑 葉 変 異 体 が 同 定 され て い る(表2-1)(Marchetti et al.1983,

Takahashi et al.1999,Arase et al.2000,Yin et al.2000).spl変 異 体 は 今 まで にspl1

～spl11ま で 見 つ け られ て い るが 全 て 劣 性 で ある(Kinoshita 1995 ,Yin et al.2000).

RGC(Rice Genetics Cooperatives)に 登 録 され て い るspl1～spl10は 染 色 体 上 にマ ッピ

ングされ,連 鎖分析の際のマーカーとして利用されてきたら最近,spl7は 高温やUV光

により擬似病 斑の形成 が誘 導されること,お よびその遺伝 子産物 は熱ストレスに関する

転 写 因 子(HSF)と 高 い相 同性 が あることが 明らか にされ た(Yamanouchi et al.2002).

cdr1,cdr2お よびCdr3は,す で に擬 似 病 斑 葉 変 異 体 として見 つか ってい た93個 の

変異体の中から,い もち病 菌 に対して抵抗 性を示 すものとして同定された(Takahashi

et al.1999).M1009はsp1変 異 体やcdr変 異体とは別 に見つ けられ,い もち病および

ごま葉枯病 に抵抗性を示した(Arase et al.2000).最 近,イ ネにおいて8000ラ インの

アクチベーションタギングラインから擬似病斑葉変異体が単離され,そ のT-DNA挿 入

部位の下流 のORFが タバコで過敏感反応 が起こる際に誘導される遺伝子と相同性が

あることが明らかになった(森 ら2003).従 って,今 までの研 究結果から,い くつかの擬

似病斑 葉変 異体 は病 害抵抗性反応になんらかの変異が生じていることが明らかにな

っている.

しかしながら,擬 似病斑葉 変異体 の多くはいもち病抵抗性や 白葉枯病抵抗性など

の病害抵抗性が不明であり,擬似病斑 の発現 時期も明らかにされていない(表2-1).

また,擬 似病 斑葉 変異体 にお ける,擬 似病 斑 の発 現過程 や農 業形 質への影響につ



いての報告もない.

そこで本章では擬似病斑葉変異体の擬似病斑の発現過程や農業形質への影響に

ついて解析した.まず最初に,新 たに同定した擬似病斑葉変異体の遺伝分析を行っ

た.次 に,新 たに同定した変異体および既知の擬似病斑葉変異体を用いて,擬 似病

斑の発生する時期と器官およびその発生程度について調査した.最 後に,そ れらの

農業形質を調査した.

2 材料および方 法

[擬似 病斑葉変異 体の選 抜と同定]

擬似病 斑葉変 異体 は,受 精 卵 にメチルニトロソウレア(MNU)に よる変異原 処理 を行

ったM2又 はM3系 統から選抜を行った.実 験 を始めた当初は,い もち病抵抗性 を示す

変異 体の選抜を行っていたが,い もち病抵抗性 候補変異 体の中に,擬 似病 斑葉 変異

体 が含 まれていたため,途 中から擬似 病斑葉 を示す 変異体をまず選抜し,そ れ らの中

からいもち病抵 抗性 を示す変異体を選抜するという手法をとった.実 験 に供試 した

M2・M3系 統 はヒノヒカリ3600系 統,台 中65号2700系 統およびコシヒカリ7300系 統で

あった.原 品種が異 なるので,各M2・M3系 統 のいもち病 に対する抵抗性 については

各々の原品種と比較した.い もち病菌の接種試験 以外 は,す べ て圃場 で材 料を養成

した.い もち病 菌の接種試験 は,温 室(28±3℃)で 材料を養成 した.

台 中65号 とコシヒカリは 日本 における主要なイネいもち病菌に対する真性抵抗性遺

伝子を持たないが,ヒノヒカリはPiiとPiaと いういもち病真性抵 抗性 遺伝子 を有する.

従 って,い もち病 抵 抗 性 検 定 には,PiiとPiaを 侵 す ことが 可 能 な レー ス007

(kyu90-20)を 用いた.

[いもち病 菌の接種]

いもち病 菌(Pyricularia oryzae)のレース007(kyu90-20)は 岩 野正 敬博 士(元 中央農

業総合研 究センター)か ら分 譲 していただいた.イ ネいもち病 菌はオー トミール 培地

(50g/Lオ ートミール,10g/Lシ ョ糖および15g/L寒 天)に 置床 し28℃ で培養 した.い も

ち病菌 に対する検 定法 として,噴 霧 接 種法 を用 いた.い もち病 菌 を5×105(胞 子数

/ml)の 濃度 に調製した胞子液 を植 物体 に接種 した.噴 霧接種された植 物体 は,24℃

の接種箱(湿 度約100%)に1日 置いた後,温 室(28±3℃)に 戻した.接 種 後7～10日

後 に,植 物 体のいもち病菌 に対する病斑の伸展程度を調査した.

M2・M3系 統(1系 統 あたり約20～50個 体,播 種後 約20日 目)に,レ ース007

(Kyu90-20)を 噴霧 接種 法で接種 し,M2・M3系 統の病斑を各 々の原 品種 と比較 し,原



品種より病斑の伸展程度が低い個体を選抜した.次 に,そ れらのM2・M3系 統の後代

で同様 の接種試験 を行い抵抗性を確認した.

また,レ ース007以 外の複数 のイネいもち病菌 に対する接種試験の結果から,選 抜

された変異 体 は,各 々の原 品種 と同じいもち病真性抵抗性遺伝子型を持つことが確

認されたこと(データ省 略),お よびレース007(Kyu90-20)を 高い胞 子濃度で接種し

た場合 にはこれらの変異体もいもち病に対して原品種とほぼ同じ程度の罹病性を示

すことから(データ省 略),こ れらの変 異体 は,他 の品種 との交雑 により他 のいもち病真

性抵抗性遺伝子を過って有するという可能性はないと考えられた.

[対立性検 定]

対 立性検 定に用いたspl1～spl10の 種 子は,九 州大 学の吉村淳教授,佐 藤 光教授

から分譲していただいた.spl11の 種子 はYin博 士から分譲 していただいた.新 たに見

い出した変異体と既知の変異体を交配し,播 種後100日 目にF1お よびF2個 体の擬似

病斑葉の有無を調査 した.

[擬似病斑葉 の調査]

擬似病斑 の発生する時期 と程度 については,播 種後10日 おきに,各 系統5個 体 の

主茎の展 開葉 および未展 開葉について達観で調査した.ま た,止 葉 の展 開直後,7

日後,14日 後,21日 後および28日 後 に,擬 似病斑 の発現の様 子をデジタルカメラで

記録した.

擬似病 斑の発 生する器 官 については,播 種後110日 目に,止 葉の葉鞘,外 穎,内

穎,枝 梗 について擬似病斑の発 現の有無を各系統5個 体 につき達観で調査した.

[農業形質 の評価]

農 業形質 の評価 および擬 似病斑の発生する時期と器官および発生する程度の調査

は,2002年 に九州 沖縄農 業研 究センターの水 田で材料を養成して行った.5月30日

に播種,6月20日 に移植 を行い,い ず れも基肥 に緩効性 肥料 でN・P・Kを 各 々

0.8kg/aを 施 した.農 業形質として,稈 長,穂 長,一 株あたりの穂数および一株あたりの

籾重を各系統5個 体調査 した.

3 結果および考察

1)擬 似病斑葉 突然変異体の遺伝分析

メチルニトロソウレア(MNU)に よる変 異 原処 理 を行 ったM2又 はM3系 統 の合 計

13000系 統 のうち,ま ず擬似病斑葉 を示す変 異体を選抜し,そ れらの 中からいもち病



抵抗性を示す変異体を選抜した.そ の結果,5つ の系統(2つ(H13,H7)が ヒノヒカリ,

2つ(T94,T96)が 台 中65号,1つ(K62)が コシヒカリに由来す る)がいもち病 に対

する抵抗性 を示 すことが明らかになった.従 って,こ れらの系統を擬 似病 斑葉変 異体

spl(spotted leaf)と名付 けた.

各変異体 をそれぞれの原 品種と交配し,F1お よびF2世 代 における擬似 病斑葉 を示

す個体 の頻度を調査した結果,こ れ らの5つ の擬似病 斑葉変 異体のうち,2つ が単因

子優性の突然変 異であり(H13お よびK62),3つ が単因子劣性 の突然変異である(H7,

T94お よびT96)と 推 定された(表2-2).更 に,対 立性 検定を行 った結果,こ れらの変異

体 は独 立した遺伝子座に由来することがわかった(表2-3).

次 に,こ れ らの 新 しく見 い 出され た擬 似 病 斑 葉 変 異 体 につ いて,既 知 の擬 似 病 斑

葉 変 異 体 との 対 立 性 検 定 を行 った.既 知 の 擬 似 病 斑 葉 変 異 体 としてRGC(Rice

Genetics Cooperatives)に 登 録 され てい るspl1～spl10(Kinoshita 1995),お よび 最 近 報

告 され たspl11(Yin et al.2000)を 用 い た.そ の結 果,T96をspl5と 交 配 した組 み 合 わ

せ以外の全ての組み合わせにおいて,F2世 代で野生型個 体が現れた(表2-4).一 方,

T96をspl5と 交配したF1個 体 は全て変異型を示 し(データ省 略),F2世 代では野生型

個 体が全 く現 れなか った(表2-4).従 って,新 しく見 い出され た擬 似病 斑葉 変異体

T96,H13,H7,T94,K62を そ れ ぞ れspl5-2,Spl12,spl13,spl14お よびSpl15と 名 付 け

た(表2-5).

本実験では播種後約20日 目(4～5葉 期)に いもち病菌 の接種試験 を行い選抜を

行っていることから,生 育後期から抵抗 性を示す変異体を選抜できなかった可能性が

考えられる.ま た,い もち病 の接種方 法として厳 しい条件である噴霧接種法を用い,接

種 後に最終 的には原 品種 が枯 死するような条件設定で選抜を行ったことから,弱 から

中程度 の抵抗性 を示す変異 体を選抜できなかった可能性が考えられる.しかしながら,

本 実験では1つ の苗箱あたり20～60系 統を条播して生育初期 に選 抜をすることにより,

1回 に多くの系統の検 定が可能である.ま た,接 種後 に最 終的 には原 品種 が枯死する

ような条件設定であることから,接 種 後 の調 査時 間が比較 的少 ない.従 って,本 章 で

用 いた方 法は,多 数の系統 に対して,生 育初 期から抵 抗性を示す変 異体を選抜する

ための有用な方法であると考えられる.

2)擬 似病斑の発生する時期と程度

spl5-2,Spl12,spl13,spl14お よびSpl15の 擬 似 病 斑 の色 や 形 は各 々異 なっていた

(図2-1)。 そこで,今 回 新 た に得 られた 変 異 体 と既 知 の変 異 体(表2-5)を 用 いて,擬 似



表2-1.既 知 の 擬 似 病 斑 葉 突 然 変 異 体

1) Kinoshita (1995) . 2) Yamanouchi et al. (2002). 3) Yin et al. (2000).

4) Takahashi et al . (1999). 5) Arase et al. (2000) .



表2-2.新 た に同定 した擬似病斑葉突然変異体 の遺伝分析

1) 播 種 後100日 目 の 成 葉 に お け る 擬 似 病 斑 の 有 無 を 調 査 し た .

2)各 々 の 原 品 種 .

3) 単 因子 優 性 の 突 然変 異 に よ る と推 定 され る .

4) 単 因子 劣 性 の 突 然 変 異 に よ る と推 定 され る .

5) x21,0.05=3.84(自 由 度1,5%有 意 水 準).



表2-3.新 た に 同 定 した 擬 似 病 斑 葉 突 然 変 異 体 間 に お け る

対 立性 検 定

1) 播 種 後100日 目の成 葉 に お け る擬 似 病 斑 の 有 無 を調 査 した.



表2-4.新 た に 同 定 した擬 似病 斑 葉 突然 変異 体 と

既 知 の突 然 変 異 体(spl1～spl11)と の 対立 性 検 定

1) 播 種 後100日 目 の 成 葉 に お け る 擬 似 病 斑 の 有 無 を 調 査 した .



表2-5.供 試 した 擬 似 病 斑 葉 突 然 変 異 体 と原 品種

1) 幼 苗 に お け るい もち 病 菌 の 噴霧 接 種 に よ る推 定.

2) I群 菌 に 対 して 罹 病 性 で あ る こ と に よ る推 定 .

3) 自 然 突 然 変 異 に よ る .

4) 日本 の 主 要 ない も ち病 菌 に対 す る抵 抗 性 遺伝 子 を持 た な い .



図2-1.擬 似 病 斑 葉 突 然 変 異 体 の成 葉葉 身 にお ける擬 似 病 斑 の 出現

(播種 後100日).バ ー は1cm.



病斑の発生する時期と程度について調査した.

spl1で は第3葉 以降の上位 葉 に薄茶 色の擬似病斑が現れ,葉 身面積 に占める擬似

病斑 の面積 の割合 は高かった(図2-2).葉 身の展 開直後 には擬似 病斑 は現れず,展

開7日 後に1枚 の葉あたり1～3個 の長さ約3mmの 擬 似病斑が現れた(図2-18).展

開14日 後 には,擬 似病斑 と擬似病斑 がつながって広がり,葉 の面積 の約半分程度 を

占め,展 開21日 後 には,さ らに広がり,葉の面積 の約2/3程 度を占めた(図2-18).

spl2で は第2葉 以降の上位 葉 に灰色 の擬似病斑が現れ,葉 身 面積 に占める擬 似病

斑の面積 の割合は極めて高かった(図2-3).葉 身の展 開直後か ら葉 先 に擬似病 斑が

現れた(図2-3,図2-18).展 開7日 後 には,擬 似 病斑と擬似病斑 が葉先から葉の中央

部分までつながって広がり,展 開14日 後 には,葉 全 体まで擬 似病斑 と擬似病斑 がつ

ながった(図2-18).展 開21日 後 には,さ らに擬似病斑が広 がり葉先 は枯れて白く巻

いたようになった(図2-18).

spl3で は第4葉 以 降の上位 葉に赤茶色 の擬似病斑が現れ,葉 身面積 に占める擬

似病斑の面積 の割合は高かった(図2-4).葉 身の展 開直後 には擬 似病斑 は現れず,

展 開7日 後 に葉先 に直径約3mm以 下の擬似病斑 が現れた(図2-18).展 開14日 後

には,葉 身の先端部と基部に擬似病斑 が現れ,擬 似病斑 の大きさはやや大きくなった

(直径約5mm～10mm)(図2-18).展 開21日 後 には,葉 の先端部 に接擬似病斑 が増え,

擬似 病斑 同士が重なって褐色を呈する部分が生じた(図2-18).

spl4で は第4葉 以降の上位葉 に赤茶 色の擬似病斑が現れ,第10葉 以上の上位 葉

では葉 身面積 に占める擬似病斑の面積の割合が高くなっていた(図2-5).葉 身の展

開直後 には擬似病 斑は現れず,展 開7日 後 に葉 身全体 に直径約3mm以 下の擬似

病斑 が複数個現れた(図2-18).展 開14日 後 には,葉 全体 に擬似病斑 が増え,展 開

21日 後には,さ らに擬似病斑 が増えた(図2-18).

spl5-1で は第4葉 以降の上位葉 に赤茶色 の擬似 病斑が現れ,第12葉 以 上の上位

葉 では葉身面積 に 占める擬似病斑の面積の割合が高くなっていた(図2-6).葉 身 の

展 開直後 および展 開7日 後 にはまだ擬似 病斑は現れなかった(図2-18).展 開14日

後に葉身全体 に直径 約3mm以 下の擬 似病斑がうっす らと現れた(図2-18).展 開21

日後 には少し擬似 病 斑 が増 え,展 開28日 後 には,葉 先 に擬 似病 斑 が増 えた(図

2-18).

spl5-2で は第6葉 以降の上位葉 に赤茶 色の擬似病斑が現れ,葉 身面積 に占める

擬似 病斑 の面積の割 合は他 の変異体と比較して,中 程度であった(図2-7).spl5-2の

擬似 病斑 はspl5-1と 似 ていたが,葉 身面積 に占める擬似病斑の面積の割合はやや少



なかった(図2-6,図2-7).葉 身の展開直後 にはまだ擬似病斑 は現れず,展 開7日 後

には葉身の中央部から先端 にかけて直径約3mm以 下の擬似病斑 がうっす らと現れた

(図2応18).展 開14日 後には葉身の中央部から先端 にかけて擬似病斑が増え,展 開

21日 後 には葉 身 の 中央 部から先端 にかけてさらに擬似病斑が増 えた(図2-18).

spl5-1とspl5-2に は,擬 似病 斑が葉身の先端に多いという共通点があった(図2-18).

spl6で は第6葉 以降の上位葉 に赤茶色の擬似病斑が現れ,葉 身 面積 に占める擬

似病斑 の面積の割合は中程度であった(図2-8).葉 身 の展開直後 にはまだ擬似病斑

は現れず,展 開7日 後 には葉 身全体 に直径約3mm以 下の擬 似病斑 がうっすらと現

れた(図2-18).展 開14日 後 には擬似病 斑が増えたが,そ の後 はあまり変 化しなかっ

た(図2-18).

spl7で は第4葉 以降の上位葉 に赤茶色の擬似病斑が現れ,第9葉 以上の上位葉

では葉身 面積 に 占める擬似病斑の面積の割合が極めて高くなった(図2-9).葉 身の

展開直後には葉身全体 に直径約3mm以 下の接擬似病斑 がうっすらと現れた(図2-18)

展開7日 後,14日 後 には全体 的に擬 似病斑が増 えたが,そ の後はあまり変化しなか

った(図2-18).

spl8で は第10葉 以降の上位葉 に黄色の擬似病 斑が現れ,葉 身 面積 に占める擬 似

病斑の面積の割合は中程度であった(図2-10).葉 の展 開直後,7日 後,14日 後には

まだ擬似病斑 は現れず,21日 後 に葉全 体に直径約3mm以 下の擬 似病斑がうっすら

と現れた(図2-18).28日 後 には少し擬似病斑 が増え,葉 色が抜 けたような感 じになっ

た(図2-18).

spl9は 第10葉 以 降の上位 葉 に暗褐色 の病斑が現れ,葉 身 面積 に占める擬 似病斑

の面積 の割合は中程度であった(図2-11).葉 身の展 開直後 にはまだ擬似病 斑は現

れず,展 開7日 後に葉身の 中央から先端 にかけてやや 大きい(直 径約5mm～10m

m)擬 似 病斑が5～6個 現れた(図2-18).展 開14日 後 には擬似病 斑が約10個 まで

増 え,展 開28日 後にはさらに増 えた(図2-18).

spl10で は第9葉 以降の上位 葉 に黄 色の擬似病斑が現れ,葉 身面積 に占める擬似

病斑の面積 の割合は中程度であった(図2-12).葉 身の展 開直後 にはまだ擬 似病斑

は現れず,展 開7日 後 に葉 全体 に直径約3mm以 下の擬似病斑 が現れ,葉 色 が抜け

たような感じになった(図2-18).展 開14日 後,21日 後 にはさらに擬似病斑 が増え,葉

は黄色を呈した(図2-18).

Spl12(ホ モ)で は第2葉 以 降の上位 葉 に赤茶色 の直径約3mm以 下の擬似 病斑が

現れ,葉 身 面積 に 占める擬似病斑 の面積の割合は極めて高かった(図2-13).葉 身が



半分程度抽出している時期から葉先に擬似病斑が現れる場合があった(図2-13).葉

身 の展開7日 後 には,葉 身 の中央部と先端部 に擬似病斑が現れた(図2-18).展 開

14日 後には葉身の 中央部と先端部 の擬似病斑の数が増え,展 開21日 後 には葉身全

体に擬似病斑が広がった(図2(18).

Spl12(ヘ テロ)では,第2葉 以降の上位葉 に赤茶 色の擬似病斑が現れ,葉 身 面積

に占める擬似 病斑 の面積 の割合は極めて高かった(図2-14).葉 身 の展 開直後 には

まだ擬似病 斑は現れず,展 開7日 後に葉身全体 にSpl12(ホ モ)よ りやや長 めの擬似

病斑 が現れた(図2-18).展 開14日 後には擬似病斑 が増 え,展 開21日 後 にはさらに

擬似病斑 が増えた(図2-18).

spl13で は,第10葉 以 降の上位 葉 にやや茶色 を帯 びた黄色の擬似病斑(直 径 約3

mm以 下)が 現れ,葉 身 面積 に 占める擬似 病斑 の面積の割合は中程度であった(図

2-15).葉 身の展 開直後 にはまだ 擬似病斑は現れず,展 開7日 後 に葉 身全体 にうっす

らと擬似病斑が現れた(図2-18).展 開14日 後 にはあまり変化が見られなかったが,展

開21日 後 には少し擬似病斑 が増え,葉 は少 し黄色を呈した(図2-18).

spl14で は,第2葉 に初 めて暗褐色の擬似病 斑が現れた(図2-16).そ の後 第3葉 と

第4葉 には擬似 病斑が出現したが,第5葉 と第6葉 には見られず,第7葉 以上の上

位葉 ではふ たたび擬 似病斑が現れた.葉 身 面積 に占める擬 似病斑 の面積の割合は

中程度であった(図2-16).葉 身 の展 開直後 にはまだ擬似病斑は現れず,展 開7日 後

には,葉 身全 体 に1～3個 のやや 長め(直 径約5mm～10mm)の 擬似 病斑が現れ た

(図2-18).展 開14日 後 には5～10個 に擬似病斑 が増え,展 開21日 後 にはあまり変

化 が見られないが,展 開28日 後 には小 さめの擬似 病斑が増えた(図2-18).

Spl15で は第4葉 以降の上位葉 に薄茶色の擬似病斑が現れ,葉 身 面積 に 占める擬

似病 斑の面積 の割合は極めて高かった(図2-17).葉 身の展 開直 後から葉身 全体 に

擬似病斑が現れ,特 に先 端部の擬似病斑の頻度が激しかった(図2-18).展 開7日 後

には擬似病 斑の数 が増え,葉 はオレンジ色を呈し,展 開14日 後には擬似病斑 の数 が

さらに増えて,葉 はさらに強いオレンジ色 を呈した(図2-18).

擬似病 斑の色 は薄 い茶 色か ら濃 い褐色を呈す る系統が多かった(表2-6).そ

れ らの変 異体 間で,擬 似 病斑 の大 き さ,発 現時期や程度 には共通 性 はなかった.

spl2は 灰 色の擬似病斑 が第2葉 とい う生 育の早い時期か ら現れ,葉 先 は枯れて 白

く巻いたようになった.従 って,spl2はHRと は異 なる現象 を示す 変異体で あると

考えられ る.spl8,spl10お よびspl13は 黄色 の病斑 が第9～10葉 とい う生育 の遅

い時期 に表れ,い ずれ も葉色 がぬ けた よ うな感 じになった.一 般 的 に老化現象
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図2-18.止 葉 における擬似病斑の発生
バ ー は1cm.



図2-18.止 葉 にお ける擬 似 病 斑 の 発 生(続 き)
バーは1cm.



表2-6.擬 似病斑葉突然変異体 におけ る擬似病斑 の特徴

1)擬 似 病 斑 が 最 初 に 確 認 で き た 葉 位 を 示 す .

2)小
,直 径3mm以 下;中,3mm～10mm;大,10mm以 上.

3)第2
,3,4葉 お よ び 第7葉 以 後 に 擬 似 病 斑 が 現 れ た.



はクロロフィルの減少による葉色の変化 として観察 され る.シ ロイ ヌナ ズナ の

擬似病斑葉変異体であるa c d 1では野生型とは異なり,老化現象の一つであるク

ロローシスが見 られる前に擬似病斑が拡が り,野 生型 よ り葉 の寿命 が短か った

(Greenberg and Ausubel 1993).また,acd1では播種後5週目に擬似病斑が現れ,

その後古い葉か ら順 に擬似病斑が生 じるが,抽 出途 中の若 い葉 には擬似 病斑は

現れなかった(Greenberg and Ausubel 1913).従って,acd1の遺伝子発現は生育

ステージにより制御されていると考えられる. s p l 8 , s p l 1 0およびs p l 1 3も生育の

早い時期には擬似病斑が現れないこと,お よび いずれ も葉色 がぬ けた よ うな感

じになることから,生 育 ステー ジに よ り発現 が制御 されている遺伝子に変異が

生 じている可能性が考えられる.

擬似 病 斑 の大 き さは直 径 が3mm以 下 の系 統 が 多 か っ た(表2-6).こ れ らの 系

統 で は擬 似 病 斑 の輪 郭 が は っ き りと して お り,擬 似 病 斑 の数 が増 え て も擬 似 病

斑 同 士 はつ な が らな い よ うに見 え た.一 方,spl1お よびspl2は 擬 似 病 斑 同 士 が

っ な が り拡 大 した.一 般 的 に,擬 似 病 斑 葉 変 異 体 は,そ の病 斑 の形 態 か ら開始

型(initiation class)と 進 行 型(propagation class)に 分 け られ て い る(Dangie et

ａl.1996,川 崎 と島本1197).開 始 型 の変 異 体 で は,各 々 の擬 似 病 斑 の拡 大 が あ

る境 界 を持 っ て止 ま る こ とか ら,病 原 菌侵 入 の初 期 認 識 に 関係 して い る抵 抗 性

遺 伝 子 の変 異 で あ る可能 性,ま た は誤 っ た プ ロ グ ラ ム 細胞 死 を止 め る因 子 の遺

伝 子 に変 異 が生 じてい る可 能 性 が 考 え られ て い る(川 崎 と島本1997).一 方,進

行 型 の変 異 体 で は,一 度 擬似 病 斑 形 成 が始 ま る と拡 大 を止 め る こ とが で き な い

の で,非 親 和 性 の抵 抗 性 反 応 が 起 こっ た過 敏 感 細 胞 死 が,必 要 以 上 に 周 りの細

胞 に広 が ら な い よ うに 抑制 す る 因子 に 変 異 が 生 じて い るの で は な い か と考 え ら

れ てい る(川 崎 と島本1997).し か しなが ら,擬 似 病 斑 の形 成 が 開始 され るメ カ

ニ ズ ム につ い て は,開 始 型 と進 行 型 のい ず れ にお い て も明 らか に され て い な い.

開始 型 のspl7は 高 温やUV光 により擬似 病 斑 の形 成 が誘 導 され ることが 明 らか にされ

ている(Yamanouchi et al 2002).開 始 型 の擬 似 病 斑 葉 変 異 体 と して,シ ロイ ヌ ナ

ズナ で はLsd2,lsd3,Lsd4,lsd5,Lsd6,Lsd7(Dietrich et al.1994,1997,weymann et al.

1195),ト ウモ ロ コ シで はLes1,lls1,rp1-NC3(Johalet al.1995,Hu et al. 1996,Gray

et al. 1997),オオムギではmlo(Wolter et al.1993),イネではspl11,M1009cdr1,

cdr2 Cdr3(Takahashi et al.1999,Arase et al.2000,Yin et al.2000)が 見 っ か って お

り,進行型としては,シロイヌナズナではacd1,lsd1(Greenberg and Ausubel 1993,

Dietrich et al.1994,1997),ト ウモ ロ コシ で はRP1-D21(Hu et al.1996)が 見 っ か



って い る(川 崎 と島本1997).今 回 の観 察結 果 か ら,spl3,spl4,spl5-1,spl5-2,spl6,

spl7,spl8,spl9,spl10,spl12,spl13,spl14お よびspl15は 開始 型,spl1お よびspl2は

進 行 型 で あ る と考 え られ る(表2-6).現 在 ま で に 開 始型 の 変 異 体 で あ るLls1遺

伝 子,Mlo遺 伝 子 お よびspl7遺 伝 子(B〓schges et al. 1997,Gray et al. 1997,

Yamanouchi et al. 2002),進 行 型 の変 異 体 で あ るLsd1遺 伝 子 が ク ロー ニ ン グ され

た が(Dietrich et al. 1997),各 遺 伝 子 の 推 定 され る機 能 に共 通 性 は 見 られ な い.

ま た,シ ロイ ヌ ナ ズ ナ のacd2は 植 物 体 が 若 い とき は擬 似 病 斑 が小 さい が,葉 齢

が進 む と擬 似 病 斑 が 大 き くな り,開 始 型 と進 行 型 の いず れ か に分 け る こ とは難

しい(Greenberg et al. 1994).従 って,擬 似 病 斑 葉 変 異 体 の擬 似 病 斑 の大 き さや

拡 大 す る様 子 とそ の変 異 遺 伝 子 の機 能 との 間 に関 連 が あ るか ど うか は,複 数 の

Spl遺 伝 子 につ い て ク ロー ニ ン グ を行 い,各 々 の遺 伝 子 産 物 を推 定 して い く必 要

が あ る と考 え られ る.

植物体が若い時期から擬似病斑が現れるのはspl1,spl2,spl3,spl4,spl5-1,spl7,

spl12お よびSpl15で あり,spl2お よびspl12は 第2葉,spl1は 第3葉,spl3,spl4,

spl5-1,spl7お よびspl15は 第4葉 から擬似 病斑 が現れた(表2-6).spl5-2お よびspl6

は第6葉 から擬似病斑が現れ,spl8,spl9,spl10お よびspl13は 第9葉 または第10

葉から擬似病斑 が初めて見られた(表2-6).本 実験で示した結果は2002年 に行った

結果であるが,他 の年 に栽培した場合もspl1,spl2,spl3,spl4,spl5-1,spl7,spl12お

よびSpl15で は下位葉から擬似病斑が現れ,spl8,spl9,spl10お よびspl13に おいて

は擬似病斑 の現れる時期が遅かった(デ ータ省 略).従 って,擬 似 病斑葉変異 体 にお

いて,擬 似 病斑 が生 育ステージのいつ 現れるかは遺伝的に制御されていると考えられ

る.spl14は 第2葉,第3葉 および第4葉 には擬似病斑が出現 したが,第5葉 および

第6葉 には見られず,第7葉 以上の上位葉では再び擬似病斑が現れたが,他 の年 に

栽培 した場合も同様 の傾 向を示した(デ ータ省 略).こ の現象 は遺 伝 的 に制御 されて

いるものなのか,環 境 によるものかは今後 明らか にする必要がある.

3)擬 似 病斑 の発生す る器 官

全 ての変 異体は葉身における擬似病斑の発生により同定 されたものであるが,

葉身以外の器 官 において も擬似病斑が発生す るか どうかを,播 種 後110日 目の

止葉 の葉鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 について調 査 した(表2-7).

spl1で は葉鞘お よび枝 梗 の一部 が薄茶 色に変化 し,擬 似病 斑が見 られた(表

2-7).spl2で は外穎 お よび 内穎 に擬似 病斑が見られた(表2-7).spl3で は葉鞘,外



穎,内 穎,枝 梗 のいずれ にお いても擬似 病斑が見られ,特 に枝 梗 は擬 似病 斑 による

と思われる濃い褐色を呈した(表2-7).spl4で は葉鞘 が褐色を呈したが,擬 似病斑 に

よるのかどうかはわからなかった(表2-7).spl5-1お よびspl5-2で は葉鞘,外 穎,内 穎,

枝梗のいずれにおいても擬似病斑が見られた(表2-7).spl6で は葉鞘,外 穎,内 穎,

枝梗のいずれ においても擬似病斑が見られなかった.spl7で は葉鞘,外 穎,内 穎,枝

梗のいずれ においても擬似病斑が見られ,特 に葉鞘,枝 梗で擬 似病 斑が多数 見 られ

た(表2-7).spl8で は葉鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 のいず れ においても擬似病斑が見られ

なかった.spl9で は葉鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 のいずれ においても擬似病斑が見られた

(表2-7).spl10で は葉鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 のいず れにおいても擬似病斑が見られ

なかった.spl12(ホ モ)で は葉鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 のいずれ においても擬似病斑が

見られ,特 に葉鞘,外 穎,内 穎の色 の変化 が大きかった(表2-7).spl12(ヘ テロ)で

は葉鞘,外 穎,内 穎 に擬 似病斑が見 られたが,色 の変化 はspl12(ホ モ)より小さかっ

た(表2-7).spl13で は葉鞘 に擬似病斑 が見られ,外 穎 と内穎 がやや黄 色を呈したが

擬似病斑によるのかどうかはわからなかった(表2-7).spl14で は,葉 鞘,外 穎,内 穎,

枝 梗 のいずれ においても擬 似病斑が見られたが,特 に葉鞘 に擬 似病 斑 が多数 見 ら

れた(表2-7).Spl15で は葉鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 のいずれ においても擬似 病斑が見

られ,特 に葉鞘,枝 梗 は擬似 病斑 によると思 われる褐色を呈した(表2-7).

葉 身 以 外 の器 官 でも擬 似 病斑 が現 れ ていた変 異 体 はspl1,spl2,spl3,spl4,spl5-1,

spl5-2,spl7,spl9,spl12,spl13,spl14お よびspl15で あった(表2-7).ま た,spl3,spl5-1,

spl5-2,spl7,spl9,spl12,spl14お よびspl15で は葉 鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 のい ず れ に

お い ても擬 似 病 斑 が見 られ たことか ら,こ れ らのspl遺 伝 子 の発 現 には組 織 特 異性 が

な い 可 能 性 が示 唆 され た2ま た,こ れ らの 変 異 体 の うち,spl3,spl5-1,spl5-2,spl7,

spl12お よびspl15で は 葉 身 にお い て生 育 初 期 か ら擬 似 病 斑 が 現れ ることか ら(表

2-6),こ れ らのspl遺 伝 子 は恒 常 的 に発 現 している可能 性 が示 唆 された.シ ロイヌナズ

ナ にお いて,葉 身 以 外 の器 官 でも擬 似 病 斑 が現 れ る変 異 体 はacd1お よびlsd1で あ

る(Greenberg and Ausubel 1993, Dietrich et al. 1994).茎 や 花 でも擬 似 病 斑 を示 す

lsd1の 原 因遺 伝 子 はクロー ニングされ,そ の遺 伝 子産 物 は3つ のzinc finger domain

を持 ち転 写 を制 御 している可能 性 が示 唆 され てい る(Dietrich et al. 1997).最 近,spl7

は高 温 やUV光 により擬似 病 斑 の形 成 が誘 導 され ること,お よび その遺 伝 子 産 物 は熱

ス トレス に 関 す る転 写 因 子(HSF)と 高 い 相 同 性 が あ ることが 明 らか にされ て い る

(Yamanouchi et al.2002).

spl6,spl8お よびspl10で は葉鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 のいず れ にお いても擬 似 病 斑
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が現れていなかった(表2-7).従 って,こ れ らのspl遺 伝子 の発現 は葉身 に特 異的で

あると推定された.トウモロコシの擬似病斑葉 変異体のlls1で は葉 以外の他の器 官で

の発 現はほとんど見られなかった(Gray et al. 1997).Lls1遺 伝 子はクローニングされ,

その遺伝子 産物 はフェノール 性化合物の分解に関係するジオキシゲナーゼとして働

いている可能性が示唆された(Gray et al. 1997).まだ,Lls1遺 伝子 の発現パターンな

どは明らかにされていないが,spl6,spl8お よびspl10の 原因遺伝子 は葉身でのみ機

能する可能性も考えられた.

4)擬 似病斑葉 突然変異体の農 業形 質

農業形質として,桿 長,穂 長,一 株穂数 および一株籾重を調査 し,各 々の擬似病斑

葉変異体の原 品種 と比較した.

桿 長 は,spl6は 原 品種 と同程 度 で,spl8お よびspl9で は長 くなっていた が,そ れ 以

外 の変 異 体(spl3,spl4,spl5-1,spl5-2,spl7,spl10,spl12,spl13,spl14お よびspl15)

で は短 くなっていた(表2-8).特 に,Spl12,spl13お よびspl15の 桿長 は極 めて短 くなっ

ていた(表2-8).

穂 長 は,spl14は 原 品種 と同程 度 で,spl6,spl8お よびspl10で は長 くなっていたが,

それ 以 外 の変 異 体(spl3,spl4,spl5-1,spl5-2,spl7,spl9,spl12,spl13,お よびSpl15)

で は短 くなっていた(表2-8).特 に,spl13お よびspl15の 穂 長 は極 めて短 くなっていた

(表2-8).

一 株 穂 数 はspl8お よびspl10で は原 品種 と同程 度 で
,spl6で はや や 多 くなってい

た が,そ れ 以外 の変 異 体(spl3,spl4,spl5-1,spl5-2,spl7,spl9,spl12,spl13,spl14お

よびspl15)で は少 なくなってい た(表2-8)2特 に,spl12,spl13,spl14お よびspl15の

一 株 穂 数 は極 めて少 なくなってい た(表2-8) .

一株籾重は
,spl10で は原 品種と同程度で,spl6お よびspl8で はやや重 くなってい

たが,そ れ以外の変異体(spl3,spl4,spl5-1,spl5-2,spl7,spl9,spl12,spl13,spl14お

よびspl15)で は軽 くなっていた(表2-8).

spl12(ヘ テロ)は,一 株 穂数 が原 品種とほぼ同じである以外 は,桿 長,穂 長 および

一株 籾重のいずれも極 めて低かったが
,spl12(ホ モ)と原 品種 の中間的な値 を示 した

(表2-8).

spl1は原品種が不明であるが,稈長,穂長,一株穂数および一株籾重が金南風と

ほぼ同程度であった.spl2は 原品種が不 明であるが,農 林8号 などと比較 し,桿 長 が

やや短く,一株穂数 および一株 籾重が少なかった.



優性の変異体であるSpl12お よびSpl15は,桿 長,穂 長,一 株 穂数および一株 籾

重のいずれも極めて低く,劣 性の変異体 は桿長,一 株穂数 および一株籾 重が原 品種

より少ない系統が多かったが,spl6お よびspl8の ように一株籾重 が原 品種 より多い系

統も存在した(表2-8).spl6お よびspl8で は葉身 にお ける擬似 病斑の発現 が生育の

遅い時期に現れることや 葉鞘,外 穎,内 穎,枝 梗 のいず れ においても擬 似病斑が現

れていなかった(表2-7)こ とが,収 量の減少程度を抑えていると考えられた.

細胞核 にお ける突 然変異 は,ゲ ノム突然 変異,染 色体突然 変異,遺 伝子 突然変異

に分けることができる(松 尾1990).ア ルキル化物質であるMNU処 理 によってアル キ

ル化されたDNA塩 基の挙動については複雑でよくわかっていない部分も多いが,塩

基転位,塩 基 置換などが生じていると考 えられている(松 尾1990).ま た,オ オムギで

の化学物質 による突然変異における染色体異常の頻度は,放 射線 の場合より低 く,ア

ル キル化 物質 による変異 は点突然変異か微小な染色体欠失 によると考えられている

(松尾1990).

本実験で調査した擬似病斑葉変異体は自然突然変異,γ 線処理,MNU処 理のい

ずれかによって生じた変異体であるが,変 異原の違いが農業形質に及ぼす影響はわ

からなかった.

他の擬似病斑葉変異体でも植物体の矮化はよく見られる現象であるが,収 量まで

調査 した報告 は少ない.シ ロイヌナズナのacd1は 野生型 に比べ,成 葉 が枯れるまで

の 時 間 が 短 く,植 物 体 が 小 さく,種 子1粒 重 が小 さく,種 子 生 産 量 が低 かった

(Greenberg and Ausubel 1993).従 って,擬 似病斑葉 変異 体の育種的な利 用方法とし

ては,ま ず戻し交配を行って劣悪形質 を除くことができるかどうかを確認 することである.

劣悪形質 が多 面発 現 による場合 は,遺 伝子 をクローニングして改 変遺伝子を利用す

る必要があると考えられる.
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III擬 似病斑葉突然変異体の病害抵抗性

1緒 言

植 物 にお ける病 害 抵 抗 性 反 応 として,過 敏 感 反 応,oxidative burst,フ ァイトアレキ

シンの生 合 成,防 御 遺 伝 子 の発 現 な どが観 察 され てい る(Shimamoto and Kyozuka

2002).な かでも過 敏 感 反 応(Hypersensitive response, HR)は 病 原 菌 の侵 入 に対 し

て細 胞 死(programmed cell death)を 起 こす ことによって周 りの細 胞 へ の病 原 菌 の感 染

の拡 がりを防 ぐ植 物 固 有 の 防御 応 答 としてよく知 られ ている現 象 である2動 物 細 胞 に

お い てもアポ トー シスと言 われ る細 胞 死(programmed cell death)の 現 象 が見 られ る

が,最 近 の研 究 で植 物細 胞 にお い てもアポトー シスの調 節 因 子 の 一 つ として知 られ て

い るBaxが 機 能 す ることが 明 らか になった(Kawai et al. 2001).

Rac GTPaseは 動 物 細 胞 の シグナル 伝 達 系で働 くことが知 られ ているが,多 くの植 物

細 胞 に お い て も 病 害 抵 抗 性 反 応 に 関 係 して い るこ とが 明 らか に な っ て きた

(Shimamoto and Kyozuka 2002).ヒ トのRac GTPaseの イネ の ホモ ロー グで ある

OsRac1を 恒 常 的 に活 性 型 に した 形 質 転 換 体 は擬 似 病 斑 葉 を示 し,活 性 酸 素 種

(reactive oxygen species, ROS)を 産 生 し,細 胞 死 を起 こしていもち病 と白葉 枯 病 に対

して抵 抗性 を示 す ことが明 らか になった(Kawasaki et al. 1999, Ono et al. 2001).逆 に,

dominant negativeなOsRoc1を 擬似 病 斑 葉 変 異 体(sl)に 導入 してOsRac1を 不 活 性型

にした場 合,擬 似 病斑 の発 現 が妨 げ られ ることが 明 らか になった(Ono et al. 2001).

従 って,病 害 抵 抗 性 反 応 に変 異 が生 じることにより,擬 似 病 斑 が 生 じる場 合 があると考

えられ る.実 際 に,イ ネ にお い て単離 され てい る擬 似 病 斑 葉 変 異 体 のうち,最 近 いくつ

か の 擬 似 病 斑 葉 変 異 体 が 病 原 菌 に 対 して 抵 抗 性 を示 す ことが 明 らか にな っ た

(Sekiguchi and Furuta 1965, Kiyosawa 1970, Marchetti et al. 1983, Takahashi et al.

1999, Arase et al. 2000, Yin et al. 2000)(表2-1).spl11は いもち病および 白葉枯病 に

対してレース非特異的な抵抗性を示し(Yin et al. 2000),cdr1,cdr2お よびCdr3は い

もち病 に対 して抵抗性を示 した(Takahashi et al. 1999).M1009は いもち病菌 およびご

ま葉枯病(Cochliobolus miyabeanus)に 抵抗性 を示した(Arase et al. 2000).し かしな

がら,病 害抵抗性 が誘 導され る時期,擬 似 病斑の発 現程度と病 害抵抗性程度の関連

などについては明らかにされていない.

そこで本章では,新 たに見 出した擬似 病斑葉 変異体と既知の擬似病斑葉変異体に

ついて,糸 状菌 病であるいもち病および細菌病である白葉枯病に対する抵抗性検定

を詳細に行った.ま ず,擬 似病斑葉 変異体 のいもち病および 白葉枯病の複数のレー



スに対する抵抗性検定を行うことにより抵抗性が誘導されているかどうか,抵 抗性にレ

ース特異性があるかどうかを調査した.次 に,優性の変異体であるspl12の ホモ個体と

ヘテロ個体の擬似病斑の発現程度と病害抵抗性を調査することによって,擬 似病斑

葉突然変異遺伝子の遺伝子量の効果を検討した.次 に,病 害抵抗性を示した擬似病

斑葉変異体について,いもち病抵抗性が植物体のどの生育ステージから誘導されて

いるか検討するため,いもち病菌を葉鞘向軸面に接種した.また,病 害抵抗性を示し

た擬似病斑葉変異体を用いて,白 葉枯病菌を最上位展開葉およびその連続する下

位葉に接種することにより,同一植物体内で葉の位置によって抵抗性程度の差異があ

るかどうかを調査した.また,播 種後に白葉枯病菌の接種時期を変えることにより,擬

似病斑の発現程度と病害抵抗性程度の関連について調査した.最 後に,二 重変異体

における擬似病斑の発現程度と病害抵抗性程度を調査した.

2材 料および方法

[いもち病菌の接種]

擬似 病 斑葉 変異体spl1～spl15)は 原 品種 が異なるため,い もち病抵抗 性検 定 にお

いては,各 々の原 品種(ヒノヒカリ,台 中65号,コ シヒカリ,農林8号 および金南風)と比

較 した(表2-5).ま た,幼 苗 におけるいもち病 菌の噴霧 接種により,いず れの擬似病斑

葉変 異体もPiiとPia以 外のいもち病真性抵抗性遺伝 子を持たないことを確認した(表

2-5).

擬似病 斑葉 変異体の原 品種のうち,台 中65号,コ シヒカリおよび農 林8号 は 日本 に

おける主要なイネいもち病菌に対する真性抵抗性遺伝子を持たないが,金 南風はPia,

ヒノヒカリはPiiとPiaと いういもち病真性抵 抗性遺伝 子を有する.従 って,PiiとPiaを

侵 す ことが 可 能 なレー ス007(Ina86-137),017(Kyu92-22),037(TH90-6),047

(Kyu9439013)お よび437(IW81-04)を 用 いた.全 ての いもち病 菌(Pyricularia

oryzae)は 岩 野正敬博 士から分 譲していただいた.い もち病 に対す る抵抗 性検 定とし

て,パ ンチ接種 法および葉鞘 向軸 面接種法を用いた.葉 鞘 向軸 面接種法 はいもち病

菌の植物細胞への付着器の形成や菌糸の伸展を直接観察することができる(山 崎 と

高坂1980).い もち病 菌の培養 法 はII章 と同様である.パ ンチ接種 法で は,播 種後

100日 目の最上位展 開葉 にパ ンチ(藤 原製作所,東 京,日 本)を 用いて,直 径2mmの

円形の傷 をつ け,そ の傷 に胞子 を付着 させた寒天 を密着させ,24℃ の接種箱(湿 度

約100%)に1日 置いた後,温 室(28±3℃)に 移した(Iwata et al. 1980).接 種 後12日

目に,病 斑の大きさを調 査した.各 々の系統 につき10枚 以上の葉 について接種 を行



った.葉 鞘 向軸面接種法(Koga1994)に おいては,胞 子濃度を5×105(胞 子数/ml)

に調 整 し,植 物 体 から葉 鞘 を切 り取り,葉 鞘 の内側 に胞 子 けんだく液 を注入して,

24℃ の接種箱(湿 度約100%)に 置き,42時 間後に葉鞘 向軸 面の細胞 におけるいも

ち病菌の伸展程度を光学顕微鏡で観察した.植 物 体 は温室 で(28±3℃)養 成 し,冬

期 に栽培した場合 には,短 日による出穂 を防ぐ目的で適宜補光を行った.

[白葉枯病菌の接種]

擬 似 病 斑 葉 変 異 体(spl1～spl15)は 原 品 種 が 異 なるため,白 葉 枯 病 抵 抗 性 検 定 に

お い ては,各 々の 原 品 種(ヒ ノヒカリ,台 中65号,コ シヒカリ,農 林8号 お よび 金 南 風)

と比 較 した(表2-5).ま た,い ず れ の擬 似 病 斑 葉 変 異 体 もI群 菌 に対 して病 斑 が現 れ

て罹 病 性 で あることか ら,白 葉 枯 病 抵 抗 性 遺 伝 子 群 は金 南 風 群 に属 す ることを確 認 し

た(表2-5).白 葉 枯 病 菌 に対 す る抵 抗 性 検 定 として,剪 葉 接 種 法 お よび2針 接 種 法 を

用 い た(Ogawa and Sekizawa 1980)2白 葉 枯 病 菌(Xanthomonas campestris pv.

oryzae)は,ジ ャガ イモ培 地(33g/Lつ ぶ したジャガイモ,5g/Lペ プ トン,15g/Lシ ョ糖,

0.5g/L Ca(NO3)2・4H2O,2g/L Na2HPO4・12H2O,15g/L寒 天)で 培 養 した.擬 似 病

斑葉変異体の原品種はいずれも白葉枯病抵抗性遺伝子群が金南風群に属し,日 本

の主要な 白葉枯病 菌 に対する抵抗性遺伝子を持たないと推定されたので,金 南風群

の品種 を侵すことができる日本のレースであるI群 菌(T7174),II群 菌(T7147)お よ

びIII群菌(T7133)を 実験 に用いた.基 本 的には,菌 濃度 を2×109cfu/mL(OD560=0.1)

に調 整し,接 種後20日 目に病斑 を調査した.若 い植 物体 に接 種した場合 には,菌 濃

度 を5×108cfu/mLに 調整 し,接 種後10日 目または14日 目に病斑 を調査 した.剪 葉

接種法 と2針 接種 法による病斑の伸展程度 の違いはほとんどなかった.各 々の系統 に

つき10枚 以上の葉 について接種 を行った.

[擬 似 病斑 面 積 比 率 の測 定]

擬 似 病 斑 面 積 比 率 は,播 種 後2,4,6,8,10週 の 最 上位 展 開葉(1系 統 あたり各10

枚)の 葉 身 中央 部 約1cmの 画 像 をデ ジタル マイクロスコー プ(Keyence社 製)で 取 り

込 み,画 像 解 析 ソフト(Photoshopお よびNIH Image)を 用 い て,葉 面 積 に 占める擬

似 病 斑 の割 合(擬 似 病 斑 面 積 比 率)を 計 算 した.NIH ImageはThe National Institutes

of Healthか らオンラインで利 用 可 能 なソフトで ある.




