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第 1章緒 論

近年、分子生物学の知見および技術はめざましい発展をとげており、高等植物において

もさまざまな遺伝子の構造や発現関節機構が、物質レベルに還元されて論じられるように

なってきている。作物育種の分野においても細胞培養技術の発達とともに、目的形質に関

与する遺伝子をクローン化された DNA断片の形で細飽に導入するという形質転換の利用

が現実のものとなってきている(Gasserand Fraley， 1989)。しかし、この技術は種の壁を趣

えた遺伝因子の導入が可能である半面、現在のところ少数の遺伝子によって発現する形質

に限って有効であり、複雑に絡み合ったネットワーク構造を介して多数の遺伝子が関与し

ていると考えられる多くの農業形質にこれを適用することは非常に困難であろうと恩われ

る。

従来の突然変異育種は主に主動遺伝子の劣性突然変異を利用したものであり、着目する

形質が少数の因子に支配されているという点では形質転換と共通点がある。しかもその多

くが半媛性または熱性の突然変異利用で占められている(田中、 1983)ことから考えても、

交雑育種法に比べ、必ずしも変異幅の拡大という点で有利であるとは言い難いのが現状で

あろう。

生物は生育過程を通して常にその生物種としての制約を受けており、この制約から逸

脱した変異作出は不可能である。既存の育種法による変異帽の拡大に厳然とした限界があ

るのもこのためであると考えられる。この制約を打破するためにはその生物種が持つ遺伝

的体制に何らかの方法で手を加え、これを再構築することが必主要であろう。

生物は系統進化の過程を通して多くのゲノムの再配列を受けてきたと推定されている

(Rumper and Dutrillaux， 1981)。ゲノムの再配列がどのように種分化に影響したかについ
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てはさまざまな解釈があるが、染色体の徳造変化によって生殖隔離が生じること(King，

1987)、遺伝因子の混合による遺伝背景の多彩なコンビネーションが生じること

(Dutrillaux and Rumper， 1987)、遺伝子発現の調節機構の再構築(B口ttenand Davidson， 1969; 

Wilson el al.， 1974; 1975)などが要因となって種の分化が生じたと考えられており、ゲノム

の再配列と遺伝的体制の変更とが密接に関係していることが示唆されている。

オオノ(197ηは、遺伝子重複により生じた余分なコピーのみが淘汰圧からのがれて変異

を蓄積することができ、これが新しい機能を持った遺伝子を作り出すための唯一の方法で

あるとして、進化における遺伝子重複のE重要性を主張した。ここから示唆されるように、

既存のネットワークシステムの機能を保持したままその傍造を開溝築するためには、そこ

に冗長性を与えることが不可欠であると考えられる。系統進化と核DNA量の変化と結び

付け、体制が複雑化する際にはDNA量の飛躍的増加が起こり、この体制jのなかでの進化

ではその冗長なシステムを再整理しつつDNA量が漸減してきた(Hinegardner，1976;Nagato， 

1988)と推定されていることも遺伝的体制lの大幅な変化における遺伝的冗長性の重要性を

裏付けている。

1978年より東京大学農学部育種学研究室では山元陪二博士を中心に、冗長性を持たせた

ゲノムの再配列(genomerearrangement)を通した既存の遺伝子発現ネァトワークの開再築

をねらって、イネの同質4倍体に累代的にy線照射を行い、ゲノムの再配列を人為的に誘

発することを試みていた。本研究は 4倍体の累代照射による変異誘発法が形質やゲノム構

造にどのような変異を誘発しうるのか、またこの方法が突然変異育穫の新手法としてどの

ような特質を持つのかについての基礎的知見を得ることを目的とし、このような放射線処

理後代より得られた2倍体椋系統の形質の変異とゲノム構造の変異の解析を試みた。

まず第2章では得られた 2倍体検系統の可視形質および核型の変異を検索し、その変異
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の様相を概観した。第3章では RFLP分析により、また第4章では反復DNAに治目して、

変異系統のゲノムDNA構造を分子生物学的に解析し、ゲノムの変呉の規模や機作を明ら

かにした。第 5章では変異系統の収量形質を原品種と比較調査し、発育過程を通して働く

遺伝子発現のネットワークの変異を翻査した。以上を通し、 4倍体の累代照射法と既存の

変異誘発法との変異様式の相違を明らかにし、形質の変異幅拡大に関する育種手法として

の有用性について考察を加えた。
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第 2章 2fi音体検復帰個体の獲得とその後代における可視形質の変異の解析

2. 1 緒言

本研究で用いた変異作出法のねらいは、ゲノムの再配列によって遺伝子発現ネァ トワー

クの再榊築を伴った形質の大規模な変異を誘発することにある。しかし、一般にゲノムを

構成する染色体の大幅な変異は生存能力の低下を伴い、特にイネのような 2f音性の穫にお

いてはコムギ等の異質倍数性のものに比べ、その程度は著しい(渡辺、 1982)。したがっ

て、 2倍体に直接放射線を照射して染色体異常を誘発した場合、照射個体は著しい生活力

の減退や不稔性を示し、後代へ染色体の変異が伝えられる確率はかなり低いものになると

予想される。異質倍数種が染色体変異をゲノム中に保持する能力が高い理由は同祖ゲノム

聞の相補作用によるものと考えられ、したがって2倍性作物において染色体の格造変異を

保持しつつ生存可能な遺伝的体制の再構築を誘発するためにはまず遺伝的冗長性を作り出

すことが必要であろう。

本研究の変異誘発過程の出発材料に肉質4倍体を用いたことは以上のような理由に基づ

く。すなわち、同質4倍体のi宣伝的冗長性を利用することによって、生物としての基本的

な機能を保持させたまま遺伝システムの各部分を変更し、再構築することが可能になると

考えたのである。

このような観点から、イネ人為4倍体を供試材料とし、その集団に変異誘発処理として

累代的に放射線照射を行った。本章では、その過程で照射4倍体集団から復帰してきた 2

倍体様の形態と稔性を持つ個体を得、その後代の形態的変異および染色体の構成を調査し

て2倍体様復帰系統の遺伝的変異について考察した。
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2. 2 2倍体様復帰個体の誘導

2. 2. 1 材料および方法

供試材料にはイネ(Oryzasativa L.)の品種目本日青を用いた。種子を水に浸i町長72時間か

ら96時間まで0.05%のコルヒチンで処理し、同質4倍体を数個体育成した。そのうちの l

個体から採種し、翌年増殖した後、その翌年より y線照射を開始した。東京大学原子力セ

ンタ一生物用照射装置を用い、 f骨種後40日自の幼苗に対し 131Cs_Y線を照射した。照射線

量は0.25KR、0.5KR、1.0KR、2.0KRの4処理とし、これらをそれぞれ2分間で照射した。

照射した個体は慣行にしたがって栽培し、収穫期にはそれぞれの個体からなるべく稔性の

良い穏を 1穂ずつ採取した。そして、翌年も同様の方法で照射、栽培を行った。

なお、この方法による累代照射は東京大学農学部育種学研究室において 1981年より開

始されたものである。

2. 2. 2 結果

上記の方法により継代照射を繰り返してきたところ、 1984年に1.0KR照射区より 4倦体

様の形態を持ちながら稔性の良い l穆を持つ個体が得られた。その穏についた種子を翌

1985年に播種し照射を行わずに栽培したところ、 l個体だけ 2倍体様の形態をしたもの

が現われた。また、同年、 0.25KR照射区から 2倍体様の形態を持ち稔性も正常に近い個

体が2個体得られ、以後1986年に 0.5KR!照射区から、 1987年には 2.0KR!照射区から、そ

れぞれl個体ずつ 2倍体様の形態を持つ個体が分離してきた。

4倍体集団から分離してきたこれらの 2倍体椋個体5個体は、その復帰当代においては

どれもみな日本晴と形態的に類似しており、草丈が大きいことを除いて際立った変異は見

られなかった。復帰当代の個体は穏ごとに l系統として翌年より栽培し維持した。
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1つの 2倍体様復帰個体に由来する系統の集団を系統群とし、各々の系統群は系統栽培

を始めた年度により TY861、TY8611、TY86111、TY871、TY881という記号で表す。TY86に

ついては、 0.25KR照射区から得られた 2系統群をIおよび11、1.0KR照射区より得られた

1系統群を IIIとした。加えて、 1986年にTY8611を展開中、ふ先が赤く 草丈の高い l個体

が分離したが、この後代からなる系統群をTY86a、またこれを翌年展開中の集団からさら

に分離した、ごく稔実不良の l個体の後代集団をTY87aという記号で表す。TY87aは分離

当代の個体の稔笑率が非常に悪かったので穏ごとに系統とせず、次代をまとめて lつの集

団とし、その各個体の後代をそれぞれ系統とした。

以上のような経緯で人為4倍体集団のy線照射により 7つの 2f音体様系統群を得た。図

2 -1にその概略を示す。

2. 3 2俗体様系統の可視形質における変異

2. 3. 1 材料および方法

系統群TY861、H、UI、TY871、TY881の5系統群の形質について日本晴と比較調査した。

4倍体集団から出現した復帰個体は分離の翌年、実験用コンクリート水田に l穏を l系統

として栽培した。その年の秋に形質を調査し、日本晴から変異していると思われる系統は、

翌年東京大学附属多摩農場で供試個体数を増やして追試験した。TY861、II、IIIに属する

系統については、コンクリート水田における調査、および多摩農場における追試に加え、

3年目には環境条件が均一になるように1/5000aのポットで栽培し、調査した。

TY86aはTY8611をコンクリート水田で系統栽培中に特異な形質を伴って分離してきた l

個体に由来する系統群である。その個体の後代50個体をコンクリート水田に移植して栽

培し、調査した。そしてその翌年、個体ごとに l系統として多摩農場で栽培し、形質の分

-9一



1980 イネ日本晴 1個体を倍数化

1981 4倍体の士官殖

1982 y線照射開始

~出R照射区|

1982 照射
& 

1983 
採種

1984 照射

採種

1985 照射

F言語体2個体

1986 照射 1穂 l系統 l穂 l系統

として栽培 として栽培

(1)'861) 

採種 下可、l個体

1987 照射 系統維持 系統維持 50個体栽培

採種

1 程笑個+体建の悪〈い

1988 照射 系統維持 系統維持 個体ごとに 153個体栽培

系統として栽培

(1)'86a) 
採種

1989 照射 系統維持 系統維持 系統維持 個体ごとに

系統として栽培

(1)'87a) 

図 2ー， 2倍体様系統の系譜
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1980 イネ日本+晴l個体を倍数化

1981 4倍体の増殖

1982 y線照射開始

I O.5KR照射区| I 1.0KR照射区| I 2.0KR照射区|

1982 照射 照射 照射
& 

1983 
採種 採種 採種

1984 照射 照射 照射

採種 採種 採種

1985 照射

門戸
採種 2倍体様個体 採種

l個体

1986 照射 n草1系統

として栽培

(τ'(861lV 

採種 採種 採種

1 2僑I体個4撤体個体

1987 照射 l穏 l系統 照射 系統維持 照射

として栽培

(1可87V

採種 採種 採種

1988 照射 系統維持 系統維持

照ιI射 21傍I穏描+個1様体系備統体

として栽培

採種 採種 採種

1989 照射 照射 系統維持 照射

図 2-1 (続き)

-11一



離を調べた。

TY87Uは前述のTY86Uをコンクリート水田で栽培した際、さらに分離した I個体に由来

する個体群である。この個体についた粒を全粒播種し、 153の後代個体を得た。この 153

個体につき、形質を閥査し、各個体の後代をそれぞれl系統とした。

各々の栽培にあたっては、対照としてイネ品種目本晴を同時に用い、播種時期、施肥条

件などの栽培条件は慣行に従った。

2. 3. 2 結果

( 1) TY861、II、III

これらの復帰当代の 3個体は草丈が日本晴より1O-15cm高〈、穏数・粒数はTY86IIが

やや少なく、 1穏平均粒数は 10ないし20%増加していることが認められた。この 3個体

をそれぞれ穏ごとに 1系統として実験用コンクリート水田で栽培し、形質を調査した。復

帰f固体の穏数が17、13、19本であったので、系統群TY861、E、IIIはそれぞれ17、13、19

系統からなる。草丈、平均穆長、茎数、百枝霊、 l穏平均粒数、粒着密度について調査し

たところ、日本日青との聞に有意差を示す形質をもっ系統が認められた。

認められた変異が安定に次代以降も遺伝するかどうかを確かめるため、各系統群から 5

系統、言十15系統を選び、各反復に 2系統相当の日本晴を加えた、 17区画X3反復のプロッ

クを多摩農場で栽培した。 l区画は 1列20個体、 6列の計120個体からなり、株間15cm

、列間30cmとした。環境による影響を考慮して各系統を試験区内に無作為に配列し、日

本晴2区画は試験区の片側に偏らないようにした。サンプリングにあたっては、それぞれ

の区画の中央部から 21個体を採取して、穏数、穂重、百粒重、一穂重の 4形質を調査し

fこ。
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日本晴との比較翻査の結果、 15系統のそれぞれが前年度の閥査において有意差を示し

た形質、およびその変呉の方向性は保存されていないことが明らかになった。たとえば、

1'( 8611I系統群からは百粒霊が有意な増加を示した系統を選んだが、翌年はすべての系統

が負方向に有意差を示した。また、その他にも有意差を示していた系統の差異が消失した

り、有意差のなかった系統に有意差が現われたしていた。

2回の調査で安定した変異が認められなかったので、 88年度はさらに系統数を限って、

ポット栽培による調査を行なった。 1/5000.のワグナーポットに l個体ずつ、各系統10個

体を栽培した。各個体聞は5000ほど開け、個体関の相互作用をできるだけ排除するよう

努めた。このポット栽培による結果とあわせ、百十3回の検定結果を表2ーIに示す。

ポット栽培の結果、原品種と有意差のある形質は供試したすべての系統において認めら

れず、結局 3回の調査を通じて同じ変異を示した系統および形質は見いだきれなかった。

(2) 1'(87[ 

この系統群の復帰当代個体は、 13本の完全な穏をもっていた。これを l穏 l系統とし

て、 l年目は実験用コンクリート水田で、 2年目は多摩農場でそれぞれ栽培し、その形質

を調査した。供試個体は 2回の調査とも 10個体ほどであるが、 l年目は 1列 7個体とし

てl系統2列を割り当て、ボーダーの 4個体以外をすべて供試した。一方、 2年目は l列

40{団体で l系統あたり 3列とし、中央部から10{固体をサンプリングして調査した。

87年の調査においては13系統中12系統で草丈がおよそ 500程有意に大きく、また、穏

数も 7系統において有意に多いことが認められた。しかし、 88年の調査では草丈につい

て有意差を示す系統数は 4系統と前年の 113に滅り、かつ、そのうちの l系統は前年に有

意還を示さなかった系統であった。有意差を示した系統1'(87[-4、9、12、13においては、

その値は日本晴に比ぺ約 3-500大きい。また、穏数にみられた正の有意差は 2年目の調

-13一



安 2ー 1 Ty861、11、川系統群の諸形質

系統 供試個体数 草丈(cm) 穏数 百粒重(g) 全穂霊(g)一穂平均重(g)

調査年度 86 87 88 86 88 86 87 88 86 87 87 88 87 88 

1'¥'86[-4 16 63 nt 98.1 nt 5.8 10.8 nt 1.88-2.13 26.1 nt 2.43 nt 
6 16 63 nt 97.7 nt 5.2 11.2 nt 1.92 2.08 27.5 nt 2.45 nt 
9 16 63 nt 99.6 nt 5.3 11.4 nt 1.95 2.08-29.4 nt 2.60 nt 

13 15 63 nt 98.2 nt 7.1+ 10.8 nt 1.931 + 2.14263nt 2.44 nt 

15 16 63 nt 95.8 nt 8.4'" 11.4 nt 2.01' 2.12 28.0 nt 2.44 nt 

1'¥'86[[-1 15 63 nt 94.9nt5.310-92+nt1.87-2.1327.08 + n12.46nt 
4 15 62 8 93.9 89.5 5.7 12.2 11.5 1.84 2.12 29.8' 28.0 2.46 2.44 
5 11 62 9 92.5-89.9 5.2 11.2 10.4 1.86-2.07-27.5 24.2 2.47 2.32 
6 15 63 nt 94.0- nt 5.1 11.8 nt 1.87-2.08 -29.7 nt 2.53 nt 
9 15 62 10 94.2-88.5 4.5 11.4 11.3 1.87-2.08-29.1 28.6 2.57 2.54 

1'¥'86[[[-15 12 63 8 99.7 89目07.T115115205l++2.11.ー 27.7 26.4 2.46 2.33 
16 12 63 nt 98.2 nt 6.5 11.2 nt 2.01' 2.10 27.7 nt 2.51 nt 
17 16 62 nt 95K nt 4.4 11.2 nt 2.02

T 

2.10-26.4 nt 2.36 nt 
18 16 63 10 94.5 91.3 4.4 10.4 11.9 2.0g'" 2.06-25.5 29.0 2.42 2.43 
19 15 63 10 95.2-90.5 6.4 11.4 11.3 2.08+2.11 28.1 28.2 2.46 2.51 

日本晴 46 126 10 98.1 90.7 5.3 10.5 12.9 1.95 2.17 26.2 29.2 2.50 2.33 

. +は正方向、ーは負方向に日本晴と比較して有意差が認められたことを示す(有意水準 1%) 

nt : not tested. 
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査においては消失してしまった。

また、 I年目の調査の際、この系統群に属する系統はいずれも若干止薬が長いように思

われたが、 2年目の調査時にはその特徴は認められなかった。

(3) li'881 

前述の 4系統群と同様に、この系統群の復帰当代個体 もl穏 l系統として 14系統

を笑験用コンクリート水田に栽培し、その形質を調査した。この系統群中2つの系統中に、

それぞれ3個体および5個体、明らかに葉身や薬事再の緑色が薄い個体が認められた。この

特徴は生育とともに失われたが、栄養生長期間を通して草勢がやや弱〈、分げつも少なかっ

た。これらの個体を除いた他の供試個体は系統の別なく均一な草姿を示し、系統聞の差異

はないと思われたため、はじめに系統として区別した各列の中央部から 2個体、百十27個

体(1個体は欠株)をサンプリングして草丈および穏数を調査し、日本晴と比較した。そ

の結果、草丈は 日本晴の94.8cmに対して98.4cm、穏数は6.2本に対して 6.5本と、どちら

の形質においても日本晴との問に有意差は認められなかった。

幼苗期に葉の緑色が薄かった個体から採種した種子を翌年播種したところ、この形質が

固定していることが確認された。そこで、そのうちの l個体の後代種子をその翌年、通常

の栽渚と同様に 4月下旬に露地条件、および温室内、気温15"cの恒温条件にした自然光

下の人工気象室内の3条件で栽培した。 f岳種後2週間ほどの植物体を観察したところ、露

地条件および人工気象室で栽培した幼苗は禁色が明らかに薄かったのに対し、温室内で育

てた苗は対照の日本晴と全く同様の紫色を示した(図 2-2)。これはこの変異が温度感

受性のものであることを示唆している。

(4) li'86日

前述した 5つの系統群はいずれもほぼ日本晴と似た草裂を示し、際立った変異は認めら

，、J
噌

E
A



a 

b 

図2-2 Ty881から分離した低温感受性葉緑素欠乏突然変異体

a.温室で栽培したもの b.露地栽培したもの(5月上旬)

C.自然光下、気温15'Cの人工気象室で栽培したもの

中央の 2列は低温感受性葉緑素欠乏変異体系統。

そのすぐ左の列は日本日青。その他はその形質について固定し

ていない兄弟系統
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' 
れなかったが、この系統綜TY86aは形態的に著しい分離を示した。すでに 2倍体様の形態

に復帰したTY8611のl年目の系統栽培集団中から分離した個体がこの系統群の由来であ

り、この点が前述の 5系統群とは呉なる。この個体からランダムに 100粒ほど播種したと

ころ、幼箇の第 l業基部が赤く着色している個体と無色の個体がほぼ 1 1に分離した。

図2-3に着色個体と非着色個体の幼苗期の形態を示す。着色個体と非着色個体を各々

25個体ずつコンクリート水田に移植して栽培し、形質を調査した。なお、これら 50個体

のうち、幼苗期に非着色個体と判断したものをW1-W25、着色個体と判断したものをR1

-R25という個体番号で表す。翌年それぞれの個体の後代を 1系統として栽培した際には

この番号をそのまま系統番号とした。

l年目に調査した50個体から、 2. 3で述べた出穂が 1ヵ月以上遅〈稔笑率のきわめ

て低かったTY87aの親個体を除いた、計49個体について主に穀粒の形質に注目して調査

した。

図2-4に4州国体の玄米の粒長と粒帽を示す。粒長は個体により約 4.6凹から 5.6mmま

で日本晴をはさんで正負両方向に変異しており 、一方、粒幅は主に減少する方向に変異し

ていることが認められる。粧長と柱幅との問に相関は認められない。粒形は個体群全体と

しては主に長幅比の大きい方向、すなわち細長い方に変異していることがわかる。玄米校

重は、粒形を測定したのと同じ粧を l粒ずつ測定し、その平均を算出した。その値は約

24~から 16~まで、 対照の 2 1 ~と比較して主に減少する方向に変異していることが認め

られたが、同時に粒長×粒幅x粒厚の値と高い相関(r=0.91)を示し、粒大の変異と平行し

ていることが示唆された。粒形に関する形質の変異の著しいものの例を図 2-5aに示す。

その他、穀粒形質に関する変異として、ふ毛を欠くかあるいは極めて疎である個体(図

2 -5 b)、著しい脱栓性を呈する個体がそれぞれ15および2個体出現した。
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図2-3 Ty86αlこ見られる幼菌の着色

左の個体と中央の個体とは着色の程度に違いが見られる。
右端の個体は日本晴
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a 

b 

図2-5 Ty86αにおける変異

a.粒形の変異 CONT:日本晴.

b.ふ毛の変異.左端は日本日青.中央 ・右端は変異体
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これらの形質が次代にどのように遺伝するか、その分離を調べるため各個体の後代を各々

I系統としてそれぞれ約40個体を多摩農場で栽培した。粒形については、系統内で分離

していると思われるものが大部分を占め、一部、ほほ均ーと思われる系統が散見されたが、

個々の系統の粒形の計測、分析は供試個体数が多すぎて今回はできなかった。そのため後

代の形質の分離は、脱粒性、ふ先色、およびふ毛の有無について調査した。

脱粒性およびふ毛を欠〈形質に関する遺伝子は、脱粒性はsh、無毛はgl-1およひ・gl-2と

いう劣性の遺伝子が報告されており、それぞれ第8、第 6+9、第4連鎖群に分類されて

いる(Kinoshila1987)。ここで得られた変異がこの遺伝子の突然変異であると仮定すると

優性形質を表現裂にもつ親の後代は 3: 1あるいは 1・0に分離すると期待される。殺が

劣性の表現裂の場合、後代の分離はo: 1のみである。ふ先色は色原素とその発色を支配

するアクテイベーターの共存(それぞれ、第 l連鎖群に属するCおよび第3連鎖群に属す

るAという優性因子の支配を受ける)下において発渓する形質である(高橋 1963)。これを

そのまま適用すると優性の表現型の貌の後代は 1: 0、3: 1、9: 7のいずれかの分離

比を示し、劣性形質をもっ親からは劣性の表現型をもっ後代のみが出現すると期待される。

観察された分離比をど検定したところ、期待された分離比から大きく外れた比を示す形質

をもった系統が現われた。また、赤い着色の程度が2年目の栽培の際に著しく増加した系

統が散見され、穎全体が紫色を呈するもの、葉鞘の上部まで濃く色づくものが認められた。

加えて、脱粒性、ふ毛の分離についてもいくつかの系統で上述の仮定に適合しない分離が

認められた。これらの形質の分離を表2-2に示す。

草丈については、分散が日本晴と比べて有意差を示さず、ほほ固定していると恩われる

系統が13系統見いだされた。そのうち有意差を示した 9系統の平均値は対照の98.依mに対

し、 87.1聞から 112.1cmの幅に分布していた。また、それぞれの系統の親個体の草丈と、
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系統群Ty86aにおける形質の分荷量

系統

一鉦…一有

毛一ふ一
一
体
質
一

一
個
形
一
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
一
+
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+
+
+
+
+
一
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+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
一
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

一
親
の

ふ先色

親個体 着色..特色
の形質

脱粒性

親個体非脱位性:脱粒性
の形質

表 2-2

30:11 
30:7 
39:0 
0:40 
39:2 
39・0
29:7 
9:28 
39:0 
33:5 
31:6 
0:41 
36・1

27:11 
30:5 
31:7 
8:31 
29:4 

24:17 
0:40 
36:4 

23:16 
28・11
31:7 
39・1
36:0 
24:8 
40:0 
36・4
40:0 
40・0
32:6 
0:40 
0:30 
30:0 
0:39 
8:32 
40:0 
40:0 

24:10 
30:9 
29:0 

25:13 
0・40
25:6 
26:4 
22:9 

26・13:

。:41
1:36 

26:13 
0:40 
0:41 
32:7 
1・35

21:16 
2:37 
4:34 
12:25 
2:39 
0:37 
30:8 
27:8 
17:21 
23:16 
21:12 
0・41
0:40 
12・28
35:4 
39:0 
33:5 
39:1 

22:14 
27:5 
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27・13
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+は脱粒位、ふ先着色、ふ毛が認められたことを、ーは認められなかったことを示す。
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系統の平均値との間には図 2-6に示すとおり有意な相関が認められ、草丈について変異

を固定し得ることが示唆された。

(5 )η87臼

この個体群の親個体は、系統群TY86日育成のため栽培した50個体中からさらに分離し

てきたものである。この個体は草丈 11白川、茎数21本と非常に旺盛な草型を示し、薬草書の

上部や業身の先端、柱頭にも赤い着色が認められ、柱頭が開花時に穎の外に露出するとい

う形質をもっていた。この個体についた粒を、全粒穂別に l系統として栽培したが、草姿

に著しい分離を生じ、系統内での共通性が全〈認められなかったため穂別系統にする意味

がないと判断し、得られた 153個体を lつの個体群として扱うことにした。

この個体群は他の 6つの系統群と草型が異常に分離しているという点で異なっている。

草丈は59.2cmから132cm、茎数も 3から24と広範囲に分布し、業身の帽の広いもの、茎

の太いもの、細いもの、止葉が極端に長いものなどが混在し非常に雑駁な遺伝構成を示唆

している。分離した草型の例を図2ー 7に示す。加えて、これらの個体は脱粒性、ふ先色、

ふ毛の有無といった形質についても分離を示していたが、その分離はすでに報告されてい

る標識遺伝子に関する知見から期待される比に適合していると思われた。

また、この個体群は稔性についても分離を示し、ほほ完全に不稔の個体から完全な稔性

を持ったものまでが混在していた。翌年各個体の後代を系統とし、親個体がほぼ不在:であっ

た系統、および稔性がおよそ30ないし50%であった系統について、穏ばらみ期以降温室で

加温栽培したが、省:性の向上は見られず、お:性不良は出穏期の遅れによる低温条件のため

だけによるものではないことが確かめられた。
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図2-6 Ty86α系統とその親個体の草丈の相関

・は日本晴の値を示す。系統の草丈は平均値。
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図2-7 Ty87αの草型の分離

右端の個体は日本晴
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国‘

2. 4 核型観察

2. 4. 1 材料および方法

得られた2倍体様系統群のうち、系統内で形態的形質がほぼ固定していると恩われる

τi' 861、1I、 III、1')'871、1')'881についてはそれぞれから l系統を選んで供試した。用いる

系統は1')'861-5、η861I-4、1')'86III-15、TY871-5、1')'88卜1としたo 1')' 86aについてはW

l、W5、W6の3系統を用い、 88年の系統栽培で得られた個体のうち l個体についた

粒のみを供試した。1')'87aについては88年に得られた 153個体のうちから 5個体を無作為

に選んだ。

プレパラートは、 Kuralaら(1978)の方法を改変した以下のような手順で作成した。

供試個体の穏についた粒を 27-28tの人工気象器のなかで発芽させた。種子根が 2-3

mに伸長したとき、 2mM 8-hydroxyquinoline溶液中に試料を浸して20tで4時間前処理

し、水洗後3 1エタノールー酢酸で30分固定した。その後固定液を換えてパラフィル

ムで密封し、 4tで l晩以上保存した。固定された試料を水洗し、種子根を lcmほどに切っ

て、 1N-HCJでpH4.0に調整した酵素液 (4%セルラーゼOnozukaRS、 1%ベクトリアー

ゼY-23、7.5mMKCJ、7.5mMNa-EDTA )中で40分処理した。細胞壁の消化された根端約

1mmをスライドグラスにのせ、固定液を 1i商滴下してピンセットで組織を磨砕し、細胞

をスライドグラス上に広げた。そのまま風乾し、焔火乾燥は行なわなかった。このように

して作成したプレパラートはデシケーター内で保存し、染色にはギムザ法より微細構造の

解析に適していると報告のある(Fukui1982)、1.5%酢酸オルセイン (Sigma社製)を用

いた。
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2. 4. 2 結果

供試した個体の根端細胞における染色体数はいずれも 24であり、異数性、倍数性は認

められなかった。

個々の染色体構造の変化を解析しようと試みたが、技術的な問題により満足すべき結果

は得られなかった。 2次狭窄および付随体の部位は例外的に容易に判別できる部位である

が、 TY87U-79では付随体が2個縦列しているような染色体像が得られた。その様子を図

2-8に示す。姉妹染色分体のそれぞれの付随体および2次狭窄部位が昆虫の触角のよう

に2本に分かれて並列している染色体像はときおり系統を限らず散見されるが、このよう

に縦列したものはこの個体に特徴的である。この構造は同じプレパラート中に複数個みら

れ、アーティファクトではないものと恩われる。この染色体像により付随体および2次狭

窄部位の重複が示唆される。

2. 5 考察

2. 5. 1 得られた変異系統の可視形質における変異

( 1) TY861、II、III、TY871、TY881

TY861、11、III、TY871、TY881の5系統群について、日本日青と比較してその形態的な特

徴を調べたところ、ほほ対照と同じであるという結果が得られた。統計的な解析からは有

意差があると認められた系統もそれぞれの系統群中に散見されたが、複数回の調査を通じ

て悶じ変異を呈した系統は、 TY871に属する草丈に正の変異を示す 3系統 (TY871-4， 12，13) 

のみであった。現品種との間に有意差がない、あるいは調査年次によって結果が援れてし

まうという結果におわった系統は、計測した形質についてはほとんど日本晴と違いがない

といってよいのではないかと思われる。

-28一



出血

図2-8 Ty87α・79の核型

矢印は付随体の構造変異部f立を示す。



しかし、これらの系統群がすべて日本晴と全く同じ遺伝背景を持つものであるというこ

とはできない。実験用コンクリート水田におけるTY871の調査で観察された草丈および穂

数の有意差は多摩農場における追試では多くが失われてしまったが、これは日本晴の値が

変異系統に比べて大きく上昇したことによるところが大きい。実験用コンクリート水田に

おける栽培ではTY871は対照より明らかに旺盛な成長を示した。一般に多摩農場において

栽培した植物体は実験用コンクリート水田において栽培されたものに比べ旺盛な生育状態

を呈することから、コンクリート水田における栽培は多摩農場における栽培に比べ、土嬢

の状態、栽植密度等の点で植物体にとってストレスが多いと考えられる。このような条件

をなんらかの形で緩衝する能力がTY871に付与されていることも考えられる。このような

環境条件に対する反応性の変異についても今後調査することにより新しい変異形質が認め

られる可能性は残されている。

また、 TY881からは低温感受性の葉緑素欠乏を呈する系統が得られた。イネにおける温

度感受性の葉緑素突然変異としては高温(35'C)栽培条件による葉緑素欠乏の報告があるが

(矢頭、 1991)、今回得られたものはこれと逆に低温感受性のものである。この形質は

穂別系統にしたTY881後代系統において系統内で分離を呈したため、おそらく核ゲノム上

に座乗する遺伝子によるものと考えられる。

(2) TY86α、TY87α

TY86a、TY87日は草丈、柱形、ふ先色、ふ毛、脱走立性などに著しい変異を示した。その

長い系統も出現している。この系統群に見られる高い変異性は、この変異系統が大幅な遺

伝的背景の変更を受けたことを示していると考えられる。また、これらの系統が一見原品

種と比べあまり変異形質の認められないTY8611の展開中に分離してきた個体に由来する

ことからは、形態上の変化が認められないことが必ずしも遺伝的背景に変更がないことを



示さないこと、および、その後の変異拡大の可能性を否定しないことがわかる。復帰当代

個体に認められなかった着色、草型の変異などの変異形質を持つ個体が遅れて分離してき

たのは、ゲノムが安定しておらず2t音性への復帰以降も遺伝子発現ネットワークが分化し

たためかもしれないし、相同染色体の組み換えにより特定の因子が集積したゲノムが構成

されたことによるものかもしれない。

一方、これらの変異形質のうち、脱粒位、ふ先色、ふ毛について形質の分離機式を調査

した結果、これらの形質が既存の連鎖地図上に報告のある標識i宣伝子の変異のみでは説明

できないことが示された。本章では 2元分類したものの、 E見粒性、ふ毛の有無については

さまざまな程度の差異が認められ、たとえばふ毛に関して明，Wl8，R14で+と判断したも

のはいずれもーにかなり近い中間型である。ふ先色についてはその分離様式からおそらく

優位変異であろうと考えられるが、これも明らかに着色の色調に系統問および系統内でば

らつきがある。また、親個体より明らかに着色の程度が甚だしくなり、着色する部位も広

がった系統の存在も興味深い現象である。ひとつの可視形質が発現するには、現在までに

遺伝分析が行われ記殺された遺伝子以外の多くの遺伝子が関与していると考えられる。変

異系統においてこれらの形質の分離機式が単純ではなかったことは、その発現過程にかか

わる幾つかの因子もしくはそのネットワークの構造になんらかの変異が生じたことを意味

するものと考えられる。

τ'186日および87臼の着色形質に関してさらに検討しなければならないのは、どのような

機構で優性形質であるふ先色をもっ最初の l個体が1'186[[から分離してきたかというこ

とであろう。 4倍体から分離してきた1'186[[の復帰当代個体には着色がZEめられなかっ

た。したがってこの個体では赤色を呈するメカニズムは働いていなかったことになる。そ

の後代は13系統に穂別系統として栽培され、個体の総数は 2301国体であったが、その中か
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らl個体だけが赤いふ先色と 10cmほど高い草丈をもって分離してきたのである。この問

題に関しては、一般的に 4倍体集団から 2倍体様個体が復帰する際の機構、および着色を

及ぼすメカニズムが日本晴ではどのように抑制されていて、それが1'i86a、87日系ではど

のように発現されているかを知ることが不可欠であり、今後に残された重要な課題である

と恩われる。着色形質の標識遺伝子系統を用いた相補性検定も行って本変異系統における

着色形質の発現機構の相呉を明らかにする必要があると思われる。

また、有企に関しては第2速鎖群に属するAn-lをはじめ、いくつかの優性の主動遺伝

子の記載がある。しかし、での長さおよび1本の穏のなかのでを付けた穎花の頻度は計量

形質的な変化をし、での有無、長短と穎花発育の穏内における}I関序は密接に関係している

(高橋 1983)と報告されているように、この形質も多くの遺伝子に支配されている。また、

4倍体は有せになる傾向がある。したがって、 η86a、87日系に有企の系統が散見される

ことは、せ形成に関係する遺伝子系の部分的重複が起こり、 Burnham(1956)が育種に取り

入れることを提案している segmentaltetrasomicsのような遺伝子量効果が現われたことに

よる可能性を示唆している。

2. 5. 2 核型観察

今回の核型観察においては染色体数の確認および2次狭窄部位の変異と思われるものの

検出に至ったのみであった。染色体数がどの系統においても通常の 2倍体イネと同じ24

本であったことは、期待されたような大幅なゲノム構造の再構築が少なくとも染色体の基

本数レベルでは誘発できなかったことを示す。

イネの染色体はごく小さしかつては核型分析は困難であった。 Kuratael aL.(1978)は、

酵素処理および焔火乾燥により、それまで押しつぶし法では困難であった詳細な核型分析
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を可能にし、また、このf去を受けIwatael al.(1984)は三染色体植物や相互転座系統を用い

た解析によって連鎖群と各染色体の対応を明らかにした。また、最近になって福井ら

(1988)はイネ品種目本晴の前中期の染色体像の画像解析を行ない、かなり再現性のある核

型分析に成功している。この方法によれば、かなりの熟練を要する染色体の識別・同定に

客観性のある情報を得ることができると期待され、非常に有力な手法であると思われる。

本章の核型の観察においては技術的な制約により、変異系統のゲノム構造について非常

に限られた情報しか得ることができず、今後試みるべき技術的項目は多岐にわたって残さ

れている。



宮 田--

第 3章 RFLP分析による変異系統のゲノムの解析

3. 1 緒言

DNAを制限酵素で切断したとき、特定の配列と相補的な断片の長さが個体問で異なる

ことがある。これは、その断片長に関与する制限酵素の認識部位に塩基置換が生じている

か、もしくはその断片内の欠失、転移、挿入などによって生じる多型であり、これを制限

酵素断片長多型 (RestrictionFragment Length Polymorphism : RFLP) と呼ぶ。 RFLPは染

色体上のDNA断片の長さをひとつの形質としてとらえるものであるから、 l座位におけ

る変異に数の制限がなく、染色体の全領域に存在し得ること、検出の際に生物体の ageや

部位の制限が少ないこと、安定に遺伝し、多くの場合共優性的に検出できることなど遺伝

分析に利用する上で都合のいい原則的特徴を備えている。そのため、これを従来の標識遺

伝子と同様に速鎖分析することにより詳細な染色体の連鎖地図を構築することが可能にな

る(Beckmannand Soller， 1986)0 RFLPマーカーを利用した染色体地図はヒトの様々な遺

伝病の解析に非常に重要な役割を演じた(Whiteand Lalouel， 1988)が、近年ではイネ

(McCouchel al.，1988; Saito el al.，1991)、トウモロコシ(Helentjarisel al.， 1986)等を始めと

する高等植物でも同様の RFLP地図が作成されている。作物育種においても、特定の遺伝

子と強〈連鎖する RFLPマーカーによる交配後代の選抜の効率化(Youngand Tanksley， 

1989)、計量形質の選抜マーカー(Osbornel al.， 1987)などの用途に応用されつつある。

一方、 RFLP分析の手法はゲノム DNAfie9Uの未知の変異を直接簡便にスクリーニングし、

検出することを可能にする。そのため、マウスにおける p泊k-eye表現型に関するgenome

scanning (Brilliantel al.， 1991)の例にみられるように、分子生物学的な情報が乏しく、通

aaマ
今
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常用いられるクローニングの手法が適用し難い場合にもその突然変異にかかわる遺伝子を

直接に単離することが可能である。また、従来、限られた数の遺伝子(およびDNAフラ

グメント)の塩基配列、アミノ酸配列あるいはアイソザイムパターンを比較して分子進化

が論じられてきたが、 RFLPパターンから得られる情報を用いればゲノム全体に広〈アプ

ローチすることができる。このような視点から、 Brassica属(S 0 n g e t a 1.. 1 9 88)や

Lycopersicon属(Millerand Tanksley. 1990)などにおいて、 RFLP分析から得られた情報を

基に系統分化が論じられている。このように、特定の遺伝子に注目するのではなく、ゲノ

ムを総合的に捉えた視点からその構造変異を解析し、その変異規模を推定する場合にも

RFLP分析の手法は有効であると思われる。そこで、本章ではランダムにクローニングし

たイネのゲノミックDNAプロープ、およびRFLP連鎖地図上にマッピングされたマーカー

DNAプロープを用いて各変異系統の核ゲノムにおける RFLPの検索を行い、ゲノム変異

の程度やその変異様式を解析することを試みた。また、通常の放射線照射法により誘発さ

れた突然変異系統および培養細胞由来の再分化個体について同様の解析を行い、本研究に

用いた 4倍体照射法による変異と従来の!照射法による変異やカルスからの再分化個体との

相違を検討した。

3. 2 ランダムグノミ ァククローンによる RFLP分析

3. 2. 1 材料および方法

( 1 ) 供試系統

用いた系統は表3ー1に示す。このうち、日本日青由来の 7系統群25系統は 2. 2に述

べた経緯で得られたものである。また、フクニシキ由来の系統群FrY86は、フタニシキの

同質4倍体を、幼穂分化期から登熟期の約2か月間にかけて約 120 R/日の線量率で y線
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表 3-1 供試系統

原品種 系統群 系統番号 特性

日本晴 τγ861 15 ほほ正常

TY86II 5 ほほ正常

1'y 86III 18 ほほ正常

TY871 4 ほほ正常

12 ほほ正常

TY881 ほぽ正常

7 ほほ正常

15 ほぽ正常

CM1 低温感受性葉緑素欠乏

CM2 低温感受性葉緑素欠乏

TY86a W3 短稗ふ先色

W5 脱粒性大粒

W13 細粒

W17 短手早小粒無毛

R3 ふ先色脱粒性

R14 ふ先色無毛

R19 脱粒性ふ先色丸粒

R22 ふ先色無毛

TY87a 16 ほほ不稔

31 短稗

46 長稗半稔性

47 ほほ不稔多禁

54 短稗多襲ほぽ不稔

79 長秤ふ先色

120 長稗ふ先色多襲

ほほ不稔

フクニシキ FTY86 123 長身

133 細身ふ先色

214 長身

371 長身

338 細身

302 短身

438 長身ふ先色

404 短身

519 長身ふ先色有で

569 中身

641 長身ふ先色

601 短身

740 短身

815 短身
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照射を行って得られた系統群である。この放射線照射は 1979年から開始され、奇数年は

照射、偶数年は無照射で士官殖するというサイクルを繰り返した。そして 1985年に l個体

の復帰個体が得られた。この系統群は 4倍体集団からの復帰個体の次代(これをDp2世代

とよぷ) 8個体をそれぞれ展開したもので、系統番号の l桁目はその 8個体を表す。この

系統群中にはで性、ふ先の着色性、粒の澱粉特性等にさまざまな変異が認められ

(Yamamoto et al.， 1988， 1989)、また、佐乳の形成不全と匹の巨大化を併せもつ特異な突然

変異系統もその後代から得られている(Kageyamaet al.， 1991)。また、これらの系統は 4

つの明らかに異なる草型を分離した。このうち、フタニシキと同じかやや旺盛な草姿を示

すものを長身、業や頴が細〈 、稔性の悪いやや貧弱な草姿を示すものを細身、主稗の形態

はほぼ原品種と変わらないが分業が極めて少ないものを中身、 草丈が極めて低〈、大黒型

倭性に似た草姿を示すものを短身とよぷ。

この系統群から、Dp2世代8個体それぞれに由来する系統を供試した。上述した草型に

ついて分離 したものについプは、 Dp2世代8個体の由来ごとにそれぞれの草型に固定した

と思われた系統を供試した。

(2) イネゲノミックDNAの抽出

日本晴の幼苗のゲノミツクDNAをDellaportaetal. (1984)の方法を一部改変した以下の

方法で抽出した。組織19を液体窒素中で乳鉢・乳棒で粉砕し、抽出パッファー (100mM

Tris'HCl pH8.0， 50mM EDTA pH8.0， 500mM NaCl， 10mM 2ーメルカプトエタノール)15ml-

に懸濁し、 20%SDS1mlを加えて混合した後65"(;で10分間保温した。その後5M酢酸カリ

ウム溶液5mlを加えて混合し、氷中で20分静置した反応物を4"(;、250∞Xgで20分間違心

し、上1青を Miraclothフィルタ』で波過した後、イソプロパノ ール10mlを加えて緩やかに

混合し、室温に30分間放置 した。次いで4"(;15000Xgで15分間遠心した後上清を捨て、
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沈殿を500μlのTEバッファー(10mMTris・HCIpH8.0， 1mM EDTA pH8.0)に溶解し、

10mg/ml RNaseA浴液10μlを加えて3iCで60分間保温した。これをTE飽和フ ェノール、

25:24:1(v/v) TE飽和フエノール・クロロホルム・イソアミルアルコール混合液、 24:1(v/v) 

クロロホルム・イソアミルアルコール混合液各500μlでそれぞれ2回抽出し、最終的に回

収された水層に 1/10量の3M酢酸ナトリウム溶液(pH5.2)と2倍量のエタノールを加え、穏

やかに混合した後氷中に30分間静置した。これを室温、 15000Xgで10分間遠心し、上清

を捨て、沈殿を70%エタノールで洗浄した後、クリーンベンチ内で軽〈風乾した。得られ

たDNAの沈殿は適当量のTEバッファーに溶解し、ー20'(;で保存した。

なお、本論文においてとくに明記しない分子生物学的実験手法は、すべてManiatisel al. 

(1982)の実験番によ った。

(3 )プロープ断片のクローニング

上記の方法で得たイネゲノミックDNAを制限酵素 BamHIおよび PslIで切断してプラ

スミド pHSG399の BamHIサイトおよび PslIサイトにライゲーシヨンし、この反応物で

大腸菌 JM109株のコンビテントセル(宝酒造製)を形質転換したo4%X-Gal 4{)l.1および

0.1M IPTG25μ1を表面に塗布した培地上で白色を呈したコロニーは Sekar(1987)の方法に

より予備的にスクリーニングし、数百bp以上のインサート DNAがクローニングされたプ

ラスミドを持つコロニーのみを選抜した。このようにして得られたゲノミァクライブラリー

から重複を省くため、まずインサートの分子量をアガロースゲル電気泳動によって測定し、

サイズ別に分類した。その後、ほほ同じ分子量を示したクローンは 3種類の4塩基認識の

制限酵素 Hhal、Hae(((、Msplで切断し、その泳動パターンを相互に比較することによっ

て分類した。このようにして独立なゲノミツククローン43種を得、これを RFLP分析のた

めのプロープとして用いることとした。得られたクローンの性状を表 3-2に示す。
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表 3-2 得られたゲノミッククローン

クローン・ フラグメント長(kb) クローニング部位

pNB27 
pNB36 
pNB70 
pNB92 
pNB119 
pNB121 
pNB122 
pNB123 
pNP3 
pNP4 
pNP5 
pNPll 
pNP14 
pNP15 
pNP17 
pNP25 
pNP26 
pNP28 
pNP34 
pNP40 
pNP45 
pNP46 
pNP47 
pNP48 
pNP51 
pNP53 
pNP55 
pNP56 
pNP57 
pNP58 
pNP59 
pNP60 
pNP65 
pNP66 
pNP67 
pNP68 
pNP71 
pNP72 
pNP73 
pNP79 
pNP80 
pNP83 

7.3 
3.8 
3.6 
0.90 
2.40 
1.40 
1.05 
1.00 
0.63 
0.90 
0.67 
0.64 
1.08 
1.08 
1.08 
0.90 
0.64 
0.54 
0.78 
0.64 
0.63 
0.75 
0.79 
1.15 
0.88 
1.27 
0.58 
0.52 
0.53 
0.82 
0.52 
1.25 
0.40 
2.05 
0.48 
2.25 
1.47 
0.53 
3.30 
2.00 
0.98 
0.67 

I
1
1
1
1
I
l
l
i
-
-
I
I
I
I
1
I
I
l
l
i
-
-
I
I
I
I
l
l
-
-
I
I
I
1
1
1
1
1
I
I
I
 

H
H
H
H
H
H
H
H
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
M
 

m
m
m
m
m
m
m
m
p
p
p
p
p
p
p
p
p
p
p
F
P
F
F
p
p
p
p
p
p
p
p
p
p
p
F
P
F
F
F
P
F
p
 

a
a
a
a
a
a
a
a
 

B
B
B
B
B
B
B
B
 

': pNBはBamHI、pNPはPstIフラグメ ントのク ロー ンを示す。
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....._ 

(4) RFLP分析

供試系統の成業約 5gより、 (2) と同機の方法により核DNAを抽出した。得られた

DNAはさらに塩化セシウム平衡密度勾配遠心により精製し、 260nmにおける吸光度を測

定し、 A260=1.0を50ng/μlとして定量した。このようにして銅製したDNAサンプル5μgを

EcoR[、EcoRV、Xba[の3種の制限酵素で完全消化し、 lXTAパァファー(4.844gTris base， 

2.7216g酢酸ナトリウム、 744.8mgEDTA"2Na， 1.744mI氷酢酸/1000mI)、O.lng/mI臭化

エチジウムを含む0.8%アガロースゲル電気泳動によって分離した。そして、このゲルを

正荷電を負荷したナイロンメンプレン HybondN+ (Amersbam)に0.4M水酸化ナトリウム

水溶液を用いてキャピラリー法によりアルカリプロッテイングした。

プロープDNAは前節でショットガンクローニングしたイネゲノミツククローンのイン

サートを 1.5%アガロースゲル電気泳動でベクターフラグメントと分離してゲルを切り出

して回収し、 GeneClean II(B[O 101社)によって精製したものを用いた。プロープフラグ

メントの標識および検出にはAmersham社の ECLGene Detection Kitを用い、ハイプリダ

イゼーションやプロットの洗浄における条件は同社のプロトコールに従った。なお、この

キットに採用されている原理は、プロープを西洋ワサピパーオキシダーゼで酵素標識し、

これが検出試薬中のルミノール酸化反応を触媒することによってプロット上のプロープの

結合した部位で蛍光が発せられ、これをX線フィルムで検出するというものであり、 32pを

用いた系とほぼ同等の感度を持つ(高橋・ Proudfoot，1989}> 

3. 2. 2 結果

プロープとして用いたランダムゲノミツククローンをMcCoucbet al.・(1988)の方法に従っ

て単一コピー配列(singlecopy sequence; s.c.)、複数コピー配列(multiplecopy sequences; 
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m.c.)、反復配列(repeatedsequence; rep.)の3つのカテゴリーに分類したものを表 3-3に

示す。McCouchet al. (1988)は、 'S.C.'をほぼ9創以上のシグナルがはっきりした l本もし

くは 2本のバンドとして検出されるもの、 'rep'をレーン上にみられるシグナルがスメアー

状になりはっきりしたバンドが認められないか、あるいはスメアー中にバンドを形成して

いるシグナルがシグナル会体のほぼ20%に満たないもの、 'm.c.'をそのどちらにも分類さ

れないものとしているが、ここでは、極めて強いシグナルが l本もしくは数本のバンドを

形成して検出されるものは直列反復配列(tandemrepeat; t.r.)として別に分類した。それぞ

れのカテゴリーに属するプロープを用いたサザンハイプリダイゼーションの結果の例を図

3一lに示す。

RFLP分析の結果、 原品種と比較して多型を示した系統は供試した8系統群39系統のう

ちTY86a、TY87a、TY881、円'y86の4系統群に属する 18系統であった。合計129のプロー

プー制限酵素の組み合わせのうち22において少なくとも一系統が RFLPを示した。また、

多型を検出したプロープは43種中11種であった。検出された RFLPおよび各系統におけ

る変異を検出したプロープの頗度を表 3-4に示す。

変異を検出したプロープの頻度が最も高かった系統はTY87ι31であり、 23.3%(10/43) 

のプロープにおいて多型が認められた。検出された多型は系統群TY87aに集中しており、

他の系統群では1ないし2種類のプロープのみで多型が認められるにとどまっている。し

かし、スメアーなパターンの中に多くのバンドが認められるような反復配列をプロープに

用いた場合、ハイプリダイゼーションパターンから多型に関する情報を得ることは難しし

このようなプロープがおよそ35%(15/43)に昇ったことを考慮すると、多型率はTY87臼以外

の系統群においても必ずしも低いとは言い難い。

また、変異を検出した11種のプロープのうち6種は、同 tDNAサンプルの 2つ以上の制

唱
E
A

d
仏マ



表3-3 得られたゲノミッククローンの分類

カテゴリー クローン

単一コピー配列 pNB 119 123 
(s.c.) pNP 15 26 48 53 55 56 60 65 67 

71 72 80 

複数コピー配列 pNB 27 121 122 
(m.c.) pNP 5 11 17 25 57 58 68 71 

反復配列 pNB 70 
(rep.) pNP 3 4 14 28 34 40 45 46 47 

51 59 66 79 83 

直列反復配列 pNB 36 92 
(t.r.) pNP 73 

.、
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a b 
kb kb 

23.1- 23.1-

9.4- 9.4-

一ーー6.6- 6.6一

4.4-

2.2 2.2 
2.0- 2.0-

0.56ー 一一一一一」 0.56-

C d 
kb kb 

'::=1111111 
23.1-

9.4-

6.6-

4.4-

2.2-
2.0-

0.56- 0.56ー

図3-1 H重のカテコリ ーのプロープによるサザンハイブリダイゼー

ションI'Iターン

a.単一コピー (s.c.)型 (pNP72) b.複数コピー (m.c.)型 (pNP58)

c.反復配列 (rep.)型 (pNB121) d.直列反復 (t.r.)型 (pNB92)
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変異系統
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検出された RFLP表3-4
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79 120 CMI5 123 133 404 438 5[9ω1 641 

氾
回
日
目

氾
臼
間
口

氾
日
間
り

氾

臼

mり

氾
回
目
り

氾
日
市
り

E
x
m
M
E
 

E
x
m
M
E
 

E
x
m
M
E
 

E

m

M

 

氾

白

川

u

x

m

M

E

m
M
m
m
u
E
E
X
氾

E

E
x
m
M
E
V
E
X
E
V
 

m
M
m
泥

沼

n
m
u

E 

氾
回
目
u

E
X
E
V
 

E
X
E
V
 

3[ 

E 

16 

m
M
m
m
u
 

1)'86a 

WI7 R3 R22 

U
M
m
m
H
 

m

m

m

 

X[ 

m
m
m
u
 

プロープ

NBI22 
NB[23 
NPlI 
NP25 

NB36 

NP48 
NP55 

E 
X
E
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X
E
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X
E
V
 

X
E
V
 X

E
V
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X
E
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X
E
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NP65 

NP68 

x

x

E

 

X

X

E

 

X

X

E

 

X

X

E

 

X

X

E

 

NP71 
NP72 X 

E 
X 
E 

多型を検出
Lたプロープ
の頻度(%) 2.3 2.3 4.7 2.3 2.3 4.7 4.7 4.7 18.6 23.3 14.0 11.6 14.0 16.2 20.9 2.3 2.3 4.7 

*E、x、v、はそれぞれ多型を検出した制限酵素 EcoRI、XbaI、EcoRVを表し、後置した数字は
フラグメントのサイズの相違を示す。
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限酵素消化物に対して共通して多型を示した。このことはその検出された多型が酵素認識

部位の塩基位換や微小な欠失等によるものではなく、プロープに相術的な配列を含む制限

酵素断片の比較的大きな領域に挿入、欠失、転座等が生じたことによるものであることを

示唆している。従って、単純に計算すると、供試系統のゲノムのうち、 25.6%(11/43)の領

域は l系統以上でなんらかの変異を受けており、そのうちの約半分に当たる 14%(6江1)の

領域に比較的大規模な梼造変化が生じていることになる。この結果は、次節でさらに多数

のs.c.型のプロープのみを用いた実験により検証する。

供試したプロープのうち3種はt.r.型の配列のクローンであったが、そのうちの NB36は

3つの系統群において多型が認められ、直列反復配列の反復単位の急速な分化が明らかに

なった。この多型については第4章で詳しく検討する。

3. 3 単一コピー配列クローンによる RFLP分析

3. 3. 1 材料および方法

( 1 )プロープ断片の由来および調製

用いたプロープは農林水産省農業生物資源研究所で作成されたイネ RFLP地図に7 -;1ピ

ングされたクローンのうち、イネ品種目本日青のゲノミッククローン 74個とトウモロコシ

のゲノミッククローン l個の計 75クローンについて譲渡を受けたものである。表 3-5

にその名称および性状を示した。また、各クローンの連鎖地図を図 3-2に示す。なお、

以下の記述においては簡単のために表3-5に示した記号を用いて表すこととする。これ

らのクローンはpUC系プラスミドベクターに BamHIもしくはHindlllフラグメントとし

て挿入されており、エタノール沈殿の形で譲渡を受けたものを大腸菌 DH5臼株のコンピ

テントセル(BethesdaResearch Laboratories社製)に形質転換して保管した。実験にプロープ

，、d
A
U
T
 



表3ー5 イネ RFLP地図上にマッピングされたマーカー

クローン 記号. フラグメ クローニ クローン 記号 フラグメ クローニ

ント長(bp)ング部位 ント長(bp)ング部位

Chromo1 Chromo7 

G同PppPPPPpNN師師NNNNqpPp怜曲凶国団団b回b O o O 0 54 ν 1 

700 Pstl 
GppppNNNNpp p p bO338 

7/1 650 Pstl 
GpNpb0370 112 1730 Pstl GpNob0020 7/2 990 Pstl 
GpNpb0393 113 1290 Pstl GpNpb0099 7/3 710 Pstl 
GpNob0302 114 1400 Pstl GpNpb0379 7/4 800 HindlIl 
GpNpb0270 115 850 Pstl 
GpNpb0165-2 1/6 1200 Pstl Chromo 8 
GoNpb0317 1/7 2000 Pstl 

GPNNNNNpp p p D boos6 
8/1 1200 Pstl 

GpNpb0359 1/8 680 HindlIl GpNpb0187 8/2 1500 Pstl 
GoNpbOl07 119 1050 Pstl GpNpb0192 8/3 1180 Pstl 

GpNpbOl04 8/4 900 Pstl 
Chromo2 GpNpb0278 8/5 1250 Pstl 

GGGGGGがPPppBNNNNNNPppppnbbbbbbOO O O o 企75

2/1 2300 Pstl 
057 2/2 1000 Pstl Chromo9 
039 2/3 1100 Pstl 

GpPPpp阿制制制NNpp p pp p b O 095 

9/1 560 Pstl 
045 2/4 980 Pstl GpNpb0036 9/2 630 Pstl 
132 2/5 1250 Pstl GpNpb0103 9/3 1000 Pstl 

pNNNpp p 243 
2/6 980 Pstl GpNpb0385 9/4 1130 Pstl 

GpNpb0357 2/7 780 HindllI GpNpb0123 9/5 800 Pstl 
GpNpb0365 2/8 560 Pstl GoNob0295 9/6 2400 Pstl 

Chromo 3 Chromo 10 

GpNNNNpp p p bO164 
3/1 720 Pstl 

GGGG00PpppppNNNNNN伸pppppbbbM凶Oo00I03ω3218322937 3 7 91 210JI 

650 Pstl 
GpNpb0232 3/2 1600 Pstl 10/2 710 Pstl 
GpNpb0249 3/3 1500 Pstl 10/3 580 Pstl 
GpNpb0362 3/4 630 Pstl 10/4 1900 Pstl 

GppppNNNNpp p p bO144 
3/5 600 Pstl 10/5 980 Pstl 

GpNpb0062 3/6 840 Pstl 10/6 800 Pstl 
GpNpb0055 3/7 1290 Pstl 
GpNpb0175 3/8 3250 Pstl Chromo 11 

GHpp戸pがMNN吋匂、pppEb回bb回OOO0。。3 11 1 8 1 1 1 J1 

1600 Pstl 
Chromo 4 GpMaz0111 11/2 600 Pstl 

GpppPpnNNNNNNPPpppB bb凶凶bbOO o O 124 2 4 1 

980 Pstl GpNpb0044 11/3 710 Pstl 
GpNpb0271 4/2 1050 Pstl GpNpb0320 11/4 980 Pstl 
GpNpb0151 4/3 650 Pstl GpNpb0189 11/5 1000 Pstl 
GpNpb0282 4/4 1900 Pstl GpNpb0024 1116 600 Pstl 
GpNpb0162 4/5 650 Pstl 
GpNpb0177 4/6 2150 Pstl Chromo 12 

GPppppNNNNNp pp p p 凶 148 12/1 

800 Pstl 
Chromo5 GpNpb0402 12/2 840 HindllI 

GppppppNNNNNNp pp p p p M339T5 

5/1 710 HindlIl GpNpb0261 12/3 1700 Pstl 
GpNpb0387 5/2 1400 Pstl GpNpb0124-1 12/4事ホ 980 Pstl 
GpNpb0260 5/3 2100 Pstl GpNpb0193 12/5 2000 Pstl 
GpNpb0366 5/4 560 Pstl 
GpNob0081 5/5 1220 Pstl 
GpNpbOI88 5/6 1630 Pstl 

Chromo6 

GpppppppNNNNNNNpp p p p p p b曲 30

6/1 680 Pstl .以下の記述ではこの記号を用いて

GoNob0200 6/2 1100 Pstl 各クローンを表す
GpNpb0294 6/3 4400 Pstl 
GpNpb0122 6/4 1200 Pstl -・4/1と12/4は同じクロー ンであり、
GpNpb0012 6/5 1050 Pstl 相同部位が2つの染色体上にある
GpNpb0329 6/6 1180 Pstl 
GpNob0342 6/7 1220 Pstl 
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2 3 4 5 6 
0.4 

6/1+ 11.2 
1/1→-8.8 

4/1 16.9 
5/1 +12.5 

27.4 

1/2十 40.8 2/3↓44.3 
6/2↓ 35.8 

49.1 

1/3寸-62.2
2/4↓65.8 

4/2 59.9 
3β 66.4 

4β 74.9 5β 73.5 

1/4寸-98.8 4/4 96.8 
102.4 6.β+100.4 106.3 3/4 5/4 

109.6 

1/5ート118.1 4/5 
125.7 

5/5+128.0 
3/5 135.3 

4/， 6/5 +136.8 1，Q Q 
1必十 145.6

3/6 152.8 
5/6土155.5 6/6+157.2 

1刀+168.5
3刀 175.7 

6/7+ 180.4 
192.5 

3/8 197.7 

208.6 

7 8 9 10 11 12 肌，3:6 11/1，0.0 
7/1斗ー14.2 9/1 9.2 10/1 10.4 9/2 15.0 12/1十 14.2

8/2139.7 

10/2 23.3 7/2 -1--30.8 
11/2 32.6 

9β 46.5 12/2寸ー44.9
7β-+-57.7 8/3 -ト59.7 10/3 57.3 

9/4 68.0 10/4 11/3 63.3 12/3十 69.670.8 
7/4 -+-82.5 8/4 --L-81.2 

9/5 84.3 

r FJolo-o 9/6ゴ=110.6 10/6--'-109.5 

12/5-'ー126.3
8/5 _jー 126.0 11/5+  129.9 

記号 物理距線(cM)

図 3-2 用いた RFLPマーカーの連鎖地図

Rice RFLP Mapping group (1991)より改変。



として用いる際には 3.2. 1と向械にインサートフラグメントのみを精製して使用した。

(2) RFLP分析

RFLP分析に供試した系統は表3-6に示す17の変異系統およびその原品種目本晴、フ

タニシキの計 19系統である。 3. 2より、 lつの系統群に複数の多型が混在しているこ

とがなかったことから、Ty86a、Ty87a、FTY86の3つの系統群については系統数を 3.

2よりも減らし、代わりに、フタニシキ由来の 3系統群 (FTY85、同'1891、円'18911)を

新たに加え、現在までに得られている 11の全ての系統群を供試できるようにした。 FTy85

および目'18911は3. 2. 1で述べた町'186と同様に減数分裂期に緩照射した同質4倍体

集団中から分離した 2倍体機個体に由来するものであり、 F1'(891は乾燥種子に毎代12KR

のy線照射を行って得られたものである。これらの系統群は、それぞれ復帰個体を穂別系

統として展開したが、系統聞に可視形質に大きな違いが認められなかったので、それぞれ

系統番号 l番の系統を供試した。供試系統の植物体からのゲノムDNAの抽出、精製は 3.

2. 1と同じ方法で行った。用いた制限酵素はBamHl、Dral、EcoRl、HindllI、EcoRV

、 Xbalの6種である。電気泳動は多検体を同時に処理するため、 3.5mm帽のウエル58個

の列が3列平行する計174レーンを同時に泳動できるようなサプマリン型電気泳動装置を

特注して使用した。ゲルトレイのサイズは300X300mmであり、ここに600mlの0.8%アガ

ロースゲルを作成し、およそ 0.7V，tm定電圧で約 14時間泳動した。ゲルおよび泳動バッ

ファーの組成は 3. 2. 1に記したものと同じである。また、 DNAのフィルターメンプ

レンへのトランスファ一、ハイプリダイゼーシヨン、プロットの洗浄条件、プロープの調

製と検出等に関する手}I慎と条件についても全て 3. 2. 1に準じて行った。ただし、プレ

ハイプリダイゼーシヨン、ハイプリダイゼーション、およびプロットの洗惨に際しではハ

イプリダイゼーションオープンを用いて回転するガラスボトル中で行ったため、それぞれ
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表3-6 供試系統

原品種 系統群 系統番号 特性

日本日青 Ty861 15 ほほ正常

Ty8611 コ ほぽ正常

Ty8611I 18 ほほ正常

Ty871 4 ほぽ正常

Ty881 ほほ正常

Ty86a R3 ふ先色脱粒性

R19 脱粒性ふ先色丸粒

R22 ふ先色無毛

Ty87a 31 短稗

79 長稗ふ先色

148 ふ先色多襲

フタニシキ Fry85 短稗部分不稔

Fry86 123 長身

36804 細身ふ先色

44903 短身

Fry891 ほほ正常

Fry8911 部分不稔
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の笑験操作段階に用いられるバッファーのメンプレン面積当りの液量はArnersham社のプ

ロトコールに記載されているものより少なくなっている。この変更によるパックグラウン

ドの淘加やシグナル強度の低下等の目立った支障は認められなかった。

3. 3. 2 結果

前述した76種のプロープを用いた RFLP分析の結果、 39のプロープが変異系統のゲノ

ムにおける多型を検出した。表3ー7に多型を検出したプロープー制限酵素一系統の組み

合わせ、変異が検出された7系統群13系統における多型率、および多型を検出したプロー

プ1つあたりの多型を検出した酵素の数の平均を示す。多型率は次式

多型率=(変異を検出したプロープ数)/ (侠試フ・ロープ数)

で計算した。ひとつの系統群から複数の系統を供試したものについては、系統関の顕著な

多型率の違いは認められない。系統群ごとに見ると、 3. 2. 2の結果と同様、 TY87aが

他の系統群からかけ離れて大きい多型率を示し、それに次いでTY86a、FTY86が高い多型

率を示している。 3.2において RFLPが検出きれなかったTY8611， TY86IIJ， TY 871の3

つの系統群に も数種のプロープで多型が認められた。 TY861、および新たに供試したフク

ニシキ由来の 3系統群Fli'85、Fli'891、Fli'8911においては RFLPは検出されなかった。

また、検出された RFLPの数が限られている系統群についてははっきりと結論することは

難しいが、本節の結果に関する限り、特定の連鎖群における変異の集中は雷、められず、ゲ

ノム全体に変異が平均的に分布しているといえよう。

3. 2. 2で述べたように、ある l種の制限酵素を用いて多型か積出された系統一プロー

プの組み合わせにおいて、他の制限酵素によっても同様に多型が生じる場合、その変異体

ゲノム上のプロープに相同な領域を含むDNA断片上には比較的大きな変異が生じている
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ことが示唆される。表3ー7に示すように、あるプロープが RFLPを検出した際の、多型

を検出し得た制限酵素数の平均は、変異が認められた系統すべてにおいておよそ3以上の

値となった。また、系統群ープロープの組み合わせのうち多型が検出された57において、

RFLPを検出した制限酵素数(1から 6)とそれに対応したプロープの数の関係を図 3-

3.に示した。 lつの系統群に属する複数の系統閥で、同じプロープに対して多型を検出

し得た制限酵素の数が異なる場合には最も多い数をその系統群における値としたが、その

ような場合は表3ー7に示すとおりTY87aとプロープ 1/3、912、10/1、11/5との 4つの組

み合わせのみであった。ただ Iつの制限酵素によってのみ多型が検出されたプロープ一系

統群の組み合わせは 13認められたが、そのうち ll(約85%)は系統群TY87aで見られた

ものであり、系統群TY87aを除くと、多くの制限酵素で多型を示すようなプロープほど数

が多くなるという傾向を示した(図 3-3 b)。このことは、系統群TY87aにおいては制

限酵素認識部位の微小な変異と挿入・欠失等の関与する変異とが混在していること、その

他の RFLPを示した系統群において検出された RFLPは、その多くがゲノムのある程度幅

を持った領域の変異によるものであることを示すものと恩われる。

検出された多裂のなかに、そのササ・ンハイプリダイゼーシヨンのパターンが直接フ・ロー

プと相補的な領域の重複や欠失を示すものも散見された。図 3-4.は XbaIで消化した

DNAプロ ットをクローン 8/1をプロープに用いて検出されたパタ ーンを示している o

TY 86IIIにおいて、明らかに他の系統に比べてコピー数の多い援いバンドが検出されてお

り、これはこの領域の重複によるものと思われる。図3-4 bは BamHIで消化したDNA

プロットをクローン11/1をプロープに用いて検出された駐日であるが、 TY86日、 TY87aー

の2つの系統群ではバンドが全〈認められず、これは欠失によるものと考えられる。

以上の結果から、本章で供試した変異系統はゲノム全体に多くの RFLPを示すこと、系

内

3
C
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統群によって変異が主にONA断片の重複、欠失、挿入などによるものと、それらに加え、

塩基の置換、欠失等の微小な変異を併せもつものとがある ことが示唆された。

3. 4 他の変異作出法による変異体の RFLP分析

3. 4. 1 材料および方法

本研究において作出された4倍体照射法による変異体のゲノム構造の変異の規模を従来

の変異誘発法による変異体のゲノム変異と比較するため、通常の放射線照射法により誘発

された変異系統および培養細胞由来の再分化偶体を RFLP分析に供試した。

供試した放射線突然変異系統は農林水産省農業生物資源研究所放射線育種場より譲渡さ

れた農林8号を原品種とする 10系統である。表3-8に供試した系統の系統番号、主要

特性、誘起処理法、選抜年度を示す。これらの変異系統はいずれも l回の照射を受けた個

体の後代から育成されたものである。

再分化個体は東京大学農学部育種学研究室において維持されているイネ品種亀の尾のJlE

盤由来の懸渇培養カルスから藤井(1991)の方法に従って再分化させたものである。用いた

懸濁培養カルスは、種子を30日間2ppmの2，4-0を含む固形MS培地上で培養して誘導され

たものを2ppmの2，4-0を含むR2液体培地中で継代したもので、カルス誘導から約180日後

にカイネチン0.5ppm、NAA1ppmを含むN6再分化培地に置床して個体を再分化させた。

再分化した個体は lつのカルスから 1個体ずつ茎業部が約15cmに成長したところでポッ

トに移植し、慣行にしたがって栽培した。これらの個体の中には業身や茎が細いもの、を

やふ先着色が消失したもの、稔↑生が低いものなど可視形質に変異を示した個体が散見され

たが、再分化当代個体であるためこれらの形質が遺伝変異によるものであるのかどうかは

不明である。



表 3-8 供試した放射線突然変異系統

系統番号 主要特性 誘起処理 選抜年度

M-14 早生・短稗・小粒 150R/day 1964 

M-34 早生・小粒 lOKR 不明

M-41 短手早・小粒 10KR 1962 

M-50 短稗・早生 lOKR 1962 

M-56 長穏・早生 ・大粒 ・有で 150R/day 1964 

M-99 長穂・小粒 ・細業 80Rlday 1965 

M-125 長稗・長穂・多凝・ネクローシス 40Rlday 不明

M-130 長稗・長穏・有企 90Rlday 1965 

M-142 長穏・小粒 450R/day 1965 

M-150 長稗・多~.無葉舌 300R/day 1965 

月
/戸、J



ゲノムDNA抽出のためのサンプルは放射線突然変異系統については成主主を、再分化個

体については個体がキメラであることを考慮して、 l個体から 1次分業 l本のみを 10個

体からサンプリングして供試した。ゲノムDNAの抽出、 RFLP分析に関する実験操作は

3. 3. 1と問機に行い、ゲノム DNAを消化する制限酵素も 3. 3. 1と同じ 6l重を用

いた。プロープは 3. 3. 11こ述べたs.c型のゲノミッククローンから連鎖群に偏り のな

いように選んだ26種に加え、後述する第4章において変異の大きかったt.r型の3クローン

の計四種を用いた(表3-9)。

3. 4. 2 結果

供試したプロープー制限酵素の174の組み合わせによる RFLP分析の結果、放射線突然

変異系統10系統において唯一認められた多型は、放射線突然変異系統M-14での10/1-Dral

の組み合わせによって検出されたもののみであった(図3ー5)。この多型はDralによっ

てのみ認められ、他の 5つの制限酵素を用いて消化した場合には原品種と問機のパターン

を示したことから、おそらくは Dralの認識部位における塩基置換のような微小な変異に

よるものと思われる。

培養系からの再分化個体10個体では RFLPは全く検出されなかった。したがって、この

再分化個体では少なくともゲノムの大きな再配列は生じていないものと考えられる。

3. 5 考書写

ゲノム構造の変異を RFLP分析を用いてスクリーニングしようと試みる場合、 RFLP地

図の作成を目的とする場合とは異なり、用いるプロープは必ずしも単一コピーのフラグメ

ントである必要はなく、むしろゲノム全体に散在しているような配列の方が多型を検出す
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表3-9 RFLP分析に用いたクローン

分類 クローン

単一コピー(s.c.声 1/2 1/8 1/9 
1お 2/6 2/8 
3β 3/5 
4/1 4/6 
5/1 5/4 
6/4 6/5 
7/1 7/2 
8/1 8/5 
9/2 9/5 

10/1 10/3 
11/3 11/5 
12/1 12/5 

直列反復(I.r.)型 RS1 HC8 NP73 
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図3ー 5 放射線突然変異系統M-14で認められた RFLP

フロープ10/1、制限酵素 DraI.レーン1.農林8号、 2.M・14.



る確率は高いと考えられる。また、できるだけ染色体上にランダムに座乗しているフラグ

メントをプロープとして用いることが望ましいと考えられるが、その意味でも構造遺伝子

に相同なフラグメントのみを用いることは偏りを生じる危険性がある。そこで、 cDNAク

ローンではなく、ゲノミァク DNAのショットガンクローニングを行い、これをプロープ

とした。

クローニングされたフラグメントのうちs.c.型のものおよびm.c.型のものはあわせて

60%であり、約35%が、スメア}中に非常に多くのバンドが検出されるような rep型のパ

ターンを示した。本研究と同様に Ps/[フラグメントをランダムに用いて RFLP地図を作

成したMcCouche/ aL.(1988)の報告によれば、ハイプリダイゼーション後のプロ ットを0.5

XSSC、65'(;で洗浄した場合、 22%由、p型のパターンを示した由主、洗浄パッファーを 0.05

XSSCに変更すると、そのほとんどがs.c.型またはm.c.型のパターンになったという。今回

使用した非放射性の遺伝子検出キットでは、酵素標識を用いているため 42'(;でプロット

の洗浄を行う必要があり、洗いのストリンジェンシーのコントロールが難しいという欠点

がある。洗浄バッファー中のSSC濃度は0.5倍で、ストリンジェンシーを高めるため高濃

度(6M)の尿素が含まれているが、このような変則的な洗浄パッファーを用いなければな

らないことが、ストリンジェンシーの程度を常法を用いた場合と比較することを難しくし

ている。おそらく、通常の放射性ラベルを用いた場合に比べ、相当緩やかな洗浄条件であっ

たと恩われ、これがクローン中のrep型の割合を高めた原因になっていると恩われる。ご

く最近改訂されたキァトのプロトコールによれば、 0.1倍から0.5倍のSSCおよびO.4%SDS

のみを含むバッファーを用いて55'(;で10分程度の短時間洗浄することで6M尿索、 42'(;の

条件と同等の結果が得られるという。この条件はDNAフインガープリンテイング法など

で行われているような条件に近く、 rep型以外のフ・ロープを用いた場合、今回採用したプ
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ロトコールは本研究の目的にむしろ適していたということもできる。

ランダムゲノミツククローンを用いた実験はプロープの連鎖関係が不明であり、供試し

たプロープー制限酵素の組み合わせの数も十分ではなかったため、その変異の頻度、染色

体上の位置などについては十分な知見が得られず、また、 ZEめられた多型の多くがDNA

断片の挿入 ・欠失などによるものであるということをおおよそ推定できたに過ぎなかった

が、 RFLP地図のマーカーフラグメントを用いた RFLP分析によって、ゲノムの変異程度

や変異の構造についてある程度数量的に考察することが可能になった。

系統群による多型性の違いの程度は、 RFLPマーカーを用いた分析においてもランダム

ゲノミツククローンを用いた実験結果とほ問司様の傾向を示した。変異の頻度については、

RFLPが検出された7系統群における多型率が1，3%から44，7%であり、これは用いたプロー

プの座乗位置がゲノム上に点在していることを考慮すると、ほほゲノム全体の平均多型率

を示す値と考えられ、かなり大きいものと言える。また、カルス培養由来の再分化個体や

通常の放射線照射法による変異体のゲノムにおいてほとんど RFLPが認められなかったこ

とは、 4倍体の累代照射法が従来の変異誘発法に比べ、ゲノムの構造変異を有意に高い頻

度で誘発できることを示すものといえる。

より多くの制限酵素で多型を示すプロープの類度が高く、また、明らかに領域の重緩や

数kbの欠失が生じている領域も認められたことは、多くの変異が挿入・欠失・重複など

かなりの範囲のDNA断片の再配列によるものであることを示唆している。また、今回供

試したマーカーフラグメントは、通常のイネゲノムにおける速鎖地図上に座乗している地主

変異系統にこの連鎖関係行のまま適用する限り、 RFLP地図の特定の連鎖群における変

異の偏在は認められなかった。このことは、この変異誘発法による変異がゲノム全体にお

よぶものであることを示しているといえよう。
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一方、本研究において供試した系統群のうち、 TY87臼は他の系統群に比べて数倍の多型

性を示している。多型を検出した34のプロープのうち半数以上(19β4)が1つまたは2つの

制限酵素との組み合わせでしか多型を示さないものであったことも他の6系統群とは異な

る特徴である。この点については第2輩、第4章の結果と合わせ、第 6章で論ずる。

近年、様々な培養系からの再分化個体について、 RFLP分析の手法を用いたゲノム変異

の解析に関する報告がある。 Mulleret al. (1990)は、イネ未熟Jffiからカルスを誘導し、そ

こから再分化した個体について actin遺伝子およびATP/ADPtranslocator遺伝子をプロー

プとして RFLP分析を行い、ヵルス誘導培地上での培養期間に比例して RFLPの規模が増

大すること、真核生物のゲノムには通常認められないアデニンのメチル化が再分化個体の

核DNAにのみ認められること、塩基のメチル化と DNA配列のリアレンジメントが同じ

locusに生じていることなどを報告している。また、 Brownet at・(1990)は、イネのプロト

プラストから再分化した個体について、 8種の遺伝子のクローンをプロープとした同様の

解析を行い、高率の変異性(2.5%から100%)をこれらのゲノムで見いだしている。本研究

で供試した再分化個体は180日継代されたカルスから得られたものであり、 Mulleret al 

(1990)のケースと継代期間の長さは大差ないにもかかわらず金〈多型性を示さず、前述し

た2つの報告とはかなり様相が異なるが、このことはカルス誘導の過程が変異性に大きく

影響している可能性を示唆している。岩田(1991)は最高102日培養した座起源カルスにつ

いて本研究と同様に RFLP地図に?-;;ピングされたマーカーフラグメントをプロープに用

いて RFLP分析を行ったが、多型は見いだせなかったと報告している。また、 Brownet 

al.(1990)は検出された多型がどのようなゲノム構造の変異によるものであるのかについて

は検討しておらず、本研究で明らかになったような構造変異の傾向がフ・ロトプラスト培養

からの再分化系にも存在するかどうかは興味深い問題である。
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本章において、供試した変異系統のゲノム DNAは数多くの変異を全域にわたって受け

ていること、その変異のうちにかなり大きな領成の再配列が高率で含まれていること、そ

の変異性は通常の放射線!照射法やカルスの継代培養操作により誘発されるものよりも大き

いことが明らかになった。この結果はゲノムの冗長化と放射線照射という細胞の内的要因

と外的要因の相乗効果がゲノム構造の大幅な変異を誘発する上で既存の変異誘発法に比べ

て効果的であることを示唆するものと考えられる。



第 4章 変異系統のゲノムにおける反復DNAの変異の解析

4. 1 緒言

真核生物のゲノム DNA中には、ポリペプチドあるいはRNAをコードしている遺伝子以

外に、大量の非遺伝子性の反復DNAが存在している。高等植物ではゲノムのかなりの部

分が反復DNAであると考えられ(Flavell，1986)、イネではおよそ50%が反復DNAであると

報告されている(Deshpandeand Ranjekar， 1980; Zhou， 1986)。

反復配列の機能についてはまだ明らかになっていないことが多い。しかし、近年高等植

物の反復配列の構造、量、染色体上の分布等についてイネ(Zhaoe/ al.， 1989; De Kochkoe/ 

al.， 1991トオオムギ(Guptae/ al.，1989)、ライムギ(Bedbrooke/ al.， 1980) トウモロコシ

(Rivin e/ al.，1986)等、多くの植物において研究がなされており、反復配列は系統問、近縁

種間で変異に富み、進化の過程で急速に変化していることが示されている。反復配列はゲ

ノム中の大部分を占めているため、その構造変異は直接に染色体の構造に大きく量錯する。

FlaveU(1982 )はこのような反復配列の変異による染色体の構造変異が高等植物の進化、種

分化に大きく寄与していると推測している。また、遺伝子発現ネットワークの調節機傍の

進化に中皮反復配列が関与しているとする報告もある(Brittenand Davidson， 1969)> 

上述した研究の多くは進化過程で生じた反復配列の変異の結果について研究したもので

あり、その変異のプロセスそのものにアプローチした例は少ない。近年、主に培養細胞を

用いた実験系でいくつか反復配列の増減が観察され、急速な配列の変異がとらえられ始め

ている(Landsmannand Uhrig， 1985; Kikuchi el al.， 1987; Cuzzoni el al.， 1990)。

本章では、 4倍体集団の累代照射により得られた2倍性変異系統のゲノムがどのような

DNAの再配列を受けているかを調査する目的で、イネゲノム中の各種反復配列のクロー



ニングと、その変異系統のゲノム中でのコピー数および構造の変異の検出を試みた。また、

前章のランダムゲノミッククローンを用いた RFLP分析で明らかになったクローンNB36

に相同な直列反復配列権造の変異について、その解析を行った。

4. 2 変異系統のゲノムにおける反復DNAのコピー数の変異

4. 2. 1 材料および方法

( 1 ) 反復配列のクローニング

変異系統の核ゲノムにおける反復配列の変異を検出するためのプロープとして利用する

ために、まずイネゲノム中の各種反復配列のクローニングを行った。イネ品種目本晴のゲ

ノミックDNAを3. 2. 1と同様の方法によって抽出し、これを制限酵素 BamHIで完全

に消化した。このDNA断片をプラスミドベクタ-pUC19の BamHIサイトに挿入し、ラ

イプラリーを作成した。形質転換により生じたコロニーのなかから組み換えプラスミドを

持つもの約20ω困を新しいプレートに移植し、ナイロンメンプレン BiωyneAに転写して、

コロニーハイプリダイゼーションを行った。プロープには BamHIで完全消化した日本晴

の全ゲノミァクDNAをdigoxigenin-dUTPを用いてランダムプライマ一法によりラベルし

たものを用いた。プロープの検出にはdi呂田igenin抗体ーアルカリフォスファターゼコンジユ

ゲートとその基質AMPPD(Tropix社)を用いた化学蛍光法によった。ハイプリダイゼーショ

ンの結果強いシグナルを生じたコロニーを拾い、 3. 2. 1と同様にクローンの箆複を除

いた結果、 12種の独立なクローンが得られた。このうちから特に強いシグナルを呈した

4種を選ぴ、 3. 2. 1において既にクローニングしていた 3種のクローンを加えた計7

種の反復配列クローンを以降の解析に用いることとした。表4-1 aに用いた反復配列ク

ローンの性状を示す。
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表 4一1 供試した反復配列クローンと変異系統

a..クローン

クローン フラグメント長 クローニング部位

pRS1 4.25kb BamHI 

pHC8 l.lkb BamHI 

pHC21 5.4kb BamHI 

pHC37 8.2kb BamHI 

pHC52 5.9kb BamHI 

pNB92 0.9kb BamHI 

pNP73 3.1kb Pstl 

b.供試系統

原品種 系統群 系統番号

日本晴 1'(871 4 
1'(881 1 
η86α R3 

R19 
R22 

τ'187α 31 
79 
148 

フタニシキ FTy85 1 
目'186 123 

36804 
44903 

FTy891 1 
FTy89II 1 
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(2 )スロァトハイプリダイゼーション

供試した変異系統を表4-1 bに示す。これらの系統の幼苗からゲノミツク DNAを3.

2. 1と同様の方法により抽出し、塩化セシウム平衡密度勾配遠心により精製した。この

DNAサンプルを波長260nmにおける吸光度を測定することにより定量し、アガロースゲ

ル電気泳動により全てのサンプルが十分に高い分子量をもち、品質に差異がないことを確

認した。このようにして調製したゲノミツクDNAサンプルそれぞれ500砲を BamHIで完

全消化した後、 Zhaoet al. (1989)の方法により変性、中和の後スロットプロッターを用い

てナイロンメンプレン HybondN+に固定した。このメンプレンを前述したイネ反復配列

クローンをプロープとしてハイプリダイゼーシヨンを行った。プロープは 3. 2. 1と同

様にクローン断片を分離精製し、 [a-32p-]dCTPでランダムプライマー法によりラベルし

たものを用いた。プロープの波皮条件は、予備的に 10mlのハイプリダイゼーシヨンパツ

ファー(5XSSC，5XDenhardt溶液， 0.5%SDS， 100μg!mJサケ精子DNA，50%ホルムアミド)に

対し、比活性5.5X lO'cpm/llgのプロープ断片lXI07cpm (約200g) を添加したもの、お

よぴそれにさらに未標識フ・ロープ断片5000gを加えたものの 2種類の条件の定量性を比較

したところ、どちらも同械の結果を示したため、前者の条件を用いることとした。ハイプ

リダイゼーションの後、ナイロンメンプレン上のスロット部分を切り出し、シンチレーシヨ

ンパイアル中で市販の液体シンチレーター AC釘I(Amersham社)約5mJに浸し、ゲノミァ

クDNAにハイプリダイズしたプロープの量を液体シンチレーシヨンカウンターで定量し

た。ハイプリダイゼーションの条件およびメンプランの洗浄条件は以下のとおりである。

プレハイプリダイゼーション 4時間 42''(; 

ハイプリダイゼーション 18時間 42t 
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フィルターの洗浄

1. 2XSSC，0.1%SDS 5分室温

2. 2XSSC，0.1%SDS 30分室温

3. 1 XSSC，O.l%SDS 60分 68t

4. O.lXSSC，O.l%SDS 60分 68t

定量は変異体DNAサンプルの百十数値を原品種DNAサンプルにおける計数値で割った相対

値をもって測定値とし、独立な 3枚のメンプレンについて測定した平均値を算出すること

によって行った。

4. 2. 2 結果

各供試系統のDNAサンプルにハイプリダイズした放射性フ・ロープ量の、原品種DNAサ

ンプルに対する相対値を表4-2に示す。プロープとして用いた反復DNAクローン全て

について、 lつ以上の変異系統がコピー数の変異を示し、また、供試した 14系統のうち

FTY86-44903を除 (13系統において、反復配列の有意な増減が認められた(有意水準 5

%)。最も大きいコピー数の士官加を示した配列は RS1であり、 τγ86Ct-R3で原品種目本

日青の260%に士宮幅されていた。また、最大の減少を示した配列は HC37であり、この配列

はF1'f86-123においてフクニシキの 40%に減少していた。

検出された有意な変異は27であり、そのうち20は増加方向へ、残り 7は減少方向への変

異であった。このうち、 HC37および NP73の2つの配列は減少方向への変異のみが有意

であり、 HC8は日本晴由来の変異系統のゲノムにおいては士宮幅され、フクニシキ由来の

変異系統においては失われる傾向にあった。

また、変異系統別に各反復配列の動態を比較すると、反復配列のコピー数において変異

が認められた 13系統のうち、自己列の有意な噌加のみが認められたものが6系統、有意な

減少のみが認められた系統が3系統、増加、減少両方向の変異を示すものが4系統であっ
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表4-2 変異体ゲノムにおける各種反復配列のコピー数の原副重に対する相対霊 (::!::s.e.)

プロープ
系統

pRS1(rDNA) pHC8 pHC21 pHC37 pHC52 pNB92 pNP73 

日本晴 1.∞念日29 1.αhO.06 1.00% 0.24 1.00玄0.23 1.00企0.17 1.00企0.08 1.00%0.01 
Ty871 1.35企0.40 1.37%0.08* 1.50%0.09 1.39全0.06 1.33ま0.10 1.32主0.07* 0.92会0.05
Ty881 2.07%0.14・1.25主0.03・1.26ま0.01 0.99%0.24 1.22% 0.08 1.07念。目11 0.87念0.05
Ty泌α-R3 2.57ま0.09・1.14念0.06 0.97ま0.19 0.85念0.16 1.07% 0.14 0.87全日09 0.77念0.00*
Ty86α-R19 2.25主0.12・1.43%0.11・1.23%0.21 1.33企0.04 0.92盆0.21 1.26%0.05・ 1.08%0.03 
Ty86α-R22 2.26企0.27・1.20企0.16 1.12%0.09 1.22念0.08 1.22企0.01 1.12企0.20 0.79ま0.03傘

Ty87α-31 2.02%0.17・1.50%0.04* 1.19主0.12 1.23%0.11 1.32主0.05 1.25念0.03* 0.79玄0.03*
Ty87αー79 1.57念0.42 1.57主0.04* 1.65全0.06 1.20企0.33 1.23主0.22 1.40主0.17 0.91全日05
Ty87αー148 1.18念0.49 1.81企0.07命 1.86企0.10* 0.66全0.15 1.82企0.13* 1.63ま0.14・ 0.60%0.06ホ

フタニシキ 1.00全0.33 1.00全0.06 1.00念0.28 1.00ま0.02 1.00全日 13 1.00会0.28 1.00企0.05
FTy8ふ123 1.17念日36 0.60ま0.02* 0.67主0.02 0.39念0.11・ 0.71企0.05 0.84主0.04 1.13全0.02
FTy86-36804 1.47%0.14 0.68会0.04・ 0.66全0.03 0.59ま0.04* 0.65% 0.02 0.86企0.08 0.78全0.03*
FTy8ふ44903 1.82%0.12 0.93%0.04 0.91ま0.03 0.94企0.07 0.93企0.06 1.22企0.26 0.95全0.06
FTy85 1.61%0.01 0.93念0.08 0.90企0.01 0.87企0.02* 0.9 h 0.03 1.42全0.06 0.89企0.04
FTy891 2.30全0.08・1.16全0.03 0.89会0.04 0.99% 0.07 0.97% 0.02 1.36企0.00 0.88企0.04
FTy89I1 2.22会0.18* 1.23%0.04* 0.74念0.12 1.02%0.10 1.10% 0.05 1.55ま0.18 1.05%0.05 

-有意水準5%で原品種との聞に差が認められたことを示す。
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た。日本晴由来の系統においては有意なコピー数の変異はその多くが増加方向の変異であっ

て配列の減少のみが生じているものはなく、増減両方向の変異を合わせ持つものは NP73

のコピー数の減少が生じた系統に限られている。それに対して、フタニシキ由来の系統に

おいては FTy85および FTy86の2つの系統群では有意な変異は減少方向のみに起こって

おり、 Fη891および円γ8911においては有意な変異は増加方向に生じている。

次に、各反復配列のコピー数の士宮減が、それぞれ独立に生じるのか、あるいは同調性を

示すのかを明らかにするため、日本晴由来の 8系統(1'1系統)とフクニシキ由来の 6系

統(FfY系統)について、各反復配列聞のコピー数の相関を調べた。その結果、各配列間

の組み合わせ21のうち、1'1系統においては 10、町Y系統においては 9の組み合わせ関に

有意な相関関係が認められた(表4-3)。このように、配列間にコピー数の相関がある

ことは配列の士宮減が配列ごとに独立に起こるのではなく、向調的に生じていることを示し

ている。しかし、 1'1系統と町Y系統とで共通して有意な相関関係のある配列の組み合わせ

は3通り (RS1-HC8，RS1-HC52， HC8-NB92)のみであり、相関の正負も一致していたのは

H四とNB92の 1，組み合わせのみであった。また、図 4-1に示すように、1'1系統におい

てはH切とHαl，NB92聞には有意な正の相関があるのに対しF1Y系統ではH四とHC21の間

には相関関係がない、1'1系統ではRS1とその他の配列簡の有意な相関関係は全て負相関で

あるのに対しF1Y系統においては全て正の相関関係である、というように各反復配列聞の

コピー数の増減に関する相関関係は複雑であった。

以上の結果から、本章で供試した変異系統のゲノムは反復配列のコピー数に変異が生じ

ていること、各配列のコピー数の増減に同調↑生が認められ、その配列の組み合わせはさま

ざまに変わりうるが、それぞれの組み合わせにおいて、向調的に配列の増減をコントロー

ルする機構が存在することが示された。
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表 4-3 各系統における反復配列問のコピー数の相関

a. Ty lines 

pHC8 pHC21 pHC37 pHC52 pNB92 pNP73 

pRS1 -0.78* ー0.95** 0.09 ー0.77* -0.88** 0.26 

pHC8 0.86** -0.25 0.70 0.95** -0.29 

pHC21 -0.23 0.74* 0.92** -0.26 

pHC37 -0.55 ー0.07 0.78* 

pHC52 0.71 -0.79* 

pNB92 -0.20 

b. FTy lines 

pHC8 pHC21 pHC37 pHC52 pNB92 pNP73 

pRS1 0.96** 0.50 0.91* 0.85* 0.81 ー0.14

pHC8 0.54 0.94* 0.95* 0.93* -0.02 

pHC21 0.73 0.58 0.64 -0.24 

pHC37 0.90* 0.91* -0.21 

pHC52 0.95* 0.21 

pNB92 0.02 

へ-・:それぞれ5%、1%で有意
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4. 3 変異系統のゲノムにおける反復DNAのRFLP

4. 3. 1 材料および方法

供試した変異系統は 3.3. 1とおなじ17系統である。また、プロープとして用いた

反復配列クローンは 4.2. 1と同ーの、表4-1.に示す 7種である。

ゲノミツク DNAを消化する制限酵素は 3. 3. 1で用いたものと同 じ6塩基認識の 6種

類である。その他の分析に関する手法は同節と同一である。

4. 3. 2 結果

プロープとして供試した 7種類の反復配列のうち、 RS1および NP73の2クローンが

変異系統のゲノムにおいてRFLPを検出した。このうち、 RS1によって検出された RFLP

は3. 2. 4において NB36によって検出されたものと同様にrDNAのIGSの多型による

ものであり、これについては次節で詳しく論ずる。また、 TY87ι79のゲノミツク DNAの

BamH 1消化物には、 NP73とハイプリダイズして主要なバンドを形成する約12kbのフラ

グメントの他にマイナーな4.7kbのバンドを生じるフラグメントが含まれていることが明

らかになった(図 4-2)。このフラグメントはシグナルの強度から少なくとも複数のコ

ピーがゲノム中に存在していると考えられ、反復配列の分子種の変換の中間段階を示して

いるものと思われる。

4. 4 変異系統ゲノムにおけるのNAのIntergenicsp.cer (IGS)領域の構造変異の解析

3. 2のRFLP分析によって検出された多型のうち NB36にハイプリダイズするフラグ

メントの長さの多型はrRN必立伝子のコード領域のクローン pRY18(S.no， 1989)によって
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図4ー 2 Ty87αー79において認められたNP73に相同な新フラグメン 卜

1.日本晴 2. 1i' 87αー79のBamlD消化物のpNP73をプロープに用いた

サザンハイプリダイゼーション。 矢印は新しいフラグメントを示す。
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再現され、 NB36は臼本晴ゲノムのrRNA遺伝子のコード領域のクローンであることが示唆

された。 pRY18はイネ品種台中 65号のrRNA遺伝子のコード領域のほとんどに相当する

3.8kbの BamHIフラグメントを pUC13に挿入したゲノミッククローンである。また、

pNB36および pRY18は BamHIで消化した変異体ゲノムDNAのサザンプロ ットにおいて

は主要な3.8kbのバンドに多型を示さず、 EcoRI、EcoRV、XbaIで消化したサザンプロッ

トにおいてはおよそ 8kbの主要なバンドに多型を示す。染色体上においてイネのrDNAは

pRY18にクローニングされた 3. 8 k b のフラグメントと コード領域の問に介在する

intergenic spacer (IGS)領域を含む約 4-6kbの2つの BamHIフラグメントが交互に直列

にならんだタンデムリピートを形成しているとの報告があるが (Sanoand Sano， 1990)、こ

のことから、 pNB36および pRY18によって検出された多型はrDNAのIGS領減の多型によ

るものと予想された。そこで台中65号の IGS領域を含む 4.5kbの BamHIフラグメントの

クローンである pRY12(Sano， 1989)をプロープとし、 TY86U-R3.TY87u-79、F1Y86-

51903のゲノミックDNAの BamHI消化物に対するサザンハイプリダイゼーションを行っ

たところ、これらの変異系統のゲノム中において、 RY12とハイプリダイズする BamHI 

フラグメント、すなわち rDNAのIGS領域の長さに多型が生じていることが明らかになっ

た(図4-3)。

そこで、これらの変異系統のゲノムにおいて誘発されたタンデムリピート構造の再配列

の機併を調べるため、ゲノミック DNAよりこの領域をクローニングし、その構造解析を

行った。

4. 4. 1 材料および方法

クローニングに際して 3. 2. 2において NB 36に対して多裂を示したTY86臼-R3、

ζ
U
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kb 
2 3 4 5 

図4-3 変異系統のrDNAのIGS領域の多型

プロープ pRY12、制限酵素 BamHI.

レーン1.日本晴 2. 1'( 86α-R3 3.1'(87u-79 4.フクニシキ

5. FTt86-51903 



τ'187臼ー79、FlY86・51903の3つの変異系統およびその原品種目本晴およびフタニシキの

5系統を供試した。これら 5系統の成業からゲノミック DNAを3.2. 1に示した方法

により抽出し、各DNAサンプル 5()f.1.gにBamHIを35単位加えて 1時間反応させ、部分消

化した。これをふ25%塩化ナトリウム波度勾配遠心法によって分子量で分留し、平均鎖長

10-20kbの函分を回収した。これをラムダファージベクターλEMBL3の BamHIアームに

ライゲーションし、 invitroパッケージングの後大腸菌P2392を宿主菌としてプレーテイン

グし、小規模なゲノミックライプラリー(プラーク数10')を作成した。

組み換え体のスクリーニングはナイロンメンプレンHybondN +を用いたプラークハイ

プリダイゼーション法によって行い、プロープとして用いたpRY12はインサートを分離、

精製後、 3. 2. 1に示したECU去により標識、検出した。

プラークハイプリダイゼーシヨンの結果5つのライプラリーそれぞれから陽性ブラーク

を得た。そのプラークからファージDNAを抽出、精製した後、 BamHIで完全消化したと

ころ、それぞれ予想された鎖長のフラグメントが存在し、さらにサザンハイプリダイゼー

ションによってそのフラグメントが RY12とハイプリダイズすることを確認した。クロー

ニング中に欠失の生じたクローンを拾ってしまう危険を避けるため、各組み換えファージ

DNAをクローニングの材料として用いたイネ各系統のゲノミックDNAと混合して BamHI

で消化し、 RY12をプロープに用いたサザンハイプリダイゼーションを行った結果、全て

の単離した組み換えファージは対応するイネ系統のゲノムDNA中のIGS領域を完全に保持

していることを確認した。このようにしてそれぞれの組み換えファージ内にクローニング

したイネrDNAのIGS領域のクローンはプラスミドベクターが口9にサプクローニングし、

以降の分析に用いた。
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4. 4. 2 結果

( 1 )制限酵素地図の作成

日本晴、1'186a-R3、τ't87a-79、フタニシキ、 F1Y86・51903の5系統から得たrDNAの

IGS領域のクローンをそれぞれpRSl、pRS2、pRS3、pRS4、pRS5とする。これらのクロー

ンを BamHI、EcoRI、XbaI の3つの制限酵素で消化しその切断パターンを解析したとこ

ろ、その 3つの制限酵素に関し図 4-4に示すような物理地図が得られた。栽培イネの系

統問に見られるIGSの長さの多型はその内部に存在する制限酵素 SalIのサイトを両端に持

つ約 250bpのサプリピートの反復数によるとの報告 (Sanoand S叩 0，1990)に従い、各ク

ローンの BamHI完全分解物を SalIで部分分解したものを 1.3%アガロースゲルで電気泳

動し、図 4-4の BamHI- EcoRIフラグメントに当たる断片を pRY12から単離したも

のをプロープとしてサザンハイプリダイゼーションを行い、エンドラベルマッピングを行っ

た。その結果、図 4-4に示すように、変異系統における IGSの長さの多型は栽培イネの

系統聞に見られるものと問機に250bpの SalIサプリピートの反復数が、日本晴およびフ

タニシキの 2コピーから1'186α-R3および FTY86-51903では lコピー、 TY87a-79では 3

コピー、それぞれさらに増加していることによるものであることが明らかになった。

(2 ) 変異IGS領域の塩基配列

変異系統のrDNAのIGS領域における多型がその内部に存在する約250bpのお1Iリピー

トの反復数の士宮加によるものであることが示されたので、その領域の構造をさらに詳しく

解析するために、塩基配列の決定を行った。 まず、 5種類の pRSクローンを SalIで部

分消化し、アガロースゲル電気泳動によって pUC19の配列にIGS配列がそれぞれの SalI

サイトで切断されたものが連結しているフラグメントを分離精製した。これをそれぞれセ

ルフライゲーションさせた後大腸菌 DH5臼株に導入した。さらに、各クローンを制限酵
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pRSl (Nipponbare) 

BamHI 

258 

pRS2σ)86ローR3)

BamHI 

pRS3σγ87ロー79)

BamHI 

pRS4 (Fukunishiki) 

BamHI 

pRS5 (FTY86-519) 

BamHI 

EcoRI S S 

EcoR1 S S S 

EcoRI S S S S S 

EcoRI S S 

EcoRI S S S 

XbaI BamHI 

178 

XbaI Barr吐{[

XbaI BamHI 

XbaI BamHI 

XbaI BamHI 

図4-4 変異系統およびその原品種のrDNAのIG8領域のクローンの物理地図

エンドラベルマッピングに使用したプロープ領按

・ーーー ベクター(pUC19)の配列 S: SalIの切断部位
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素 EcoRIおよび HindIIIで二重消化し、得られたIGS領域のデリーションフラグメントを

ファージベクタ一 M13mp18のマルチクローニングサイトのEcoRI-HindIII部位に挿入し

た。この組み換えDNAを大腸菌 DH5αF'株に導入して得られたプラークから 1本鎖DNA

を調製した。

得られたデリーションクローンのシリーズは pRSクローンのそれぞれの SalI 部位が

M13mp18の SalI部位と連結し、その部分より 17S-rRNA遺伝子側の領域を欠失した構造

になっている(図 4-5)。このクローンを用いて、各 SalI リピートの塩基配列を決定

した。

各々のクローンの l本鎖DNAをテンベレートとし、 dideoxy法によりサンプルを合成し

た。トウモロコシ (Toloczykiand Feix 1986)、コムギ (Barkeret al. 1988)のrDNAのIGS領

域の塩基配列データより、この領域はGC含量が高〈、分子内で 2次構造をとりうる配列

が含まれていることが予想されたので、相補鎖合成には通常よく用いられている修飾 T7

DNAポリメラーゼの代わりに高温、低塩濃度条件でDNA伸長反応を行うことができる

TaqDNAポリメラーゼを使用し、電気泳動時の圧縮現象を回避するためにdGTPのアナロ

グであるdC7GTPを反応に用いた。プライマーには 18merのM13プライマーd(TGTAAAAC-

GACGGCCAG巧を 4種の蛍光色素で標識したものを用いた。反応産物は 50%尿索、 1X

TBEバッフ 7ーを含む6%ポリアクリルアミドゲJレにアプライし、 30W定電力条件で電気

泳動した。データーの取り込みおよび生データの解析と塩基配列の決定には Applied

Biosystems干土の373A型DNAシークエンサーを用いた。

得られた各SalIリピートの塩基配列を図 4-6に示す。各クローンにおける SalIリヒー

トは 25SrRNA遺伝子に近いほうからrep1、rep2、rep3、rep4、rep5とし、その前に元のク

ローンを示す RS1から RS5という記号をつけて表す。日本晴とフクニシキから得られた

4
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a 
BamHl E S S S Xbal BamHl 

pRS2 

b 

M13mp18 

SH 
pRS2del (Sa11 ) 

S S H 
pRS2del (SaI2) 

pRS2del (SaI3) 

図4-5 シークエンスのためのデリーションクローン

a. pRS2 b デリーションクローンの物理地図

ーーーはベクターの配列、 ~国はプライマー
の7ニー リング部位を示す。
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RSl sTTCsGTCCA CGTCCGCTCG CCCCAGCTCC CGAGCGAAAA CCGTGTGCGA50 

ト-repl・0
GCTGTGAAGG GCTGGACGCT AGGGGTGCGT GGGGCTGGCT ATGGCCCACG'OO 

ACTATAGTAG GGGGGAAGGG ATGGCCGGGC TGCCACGCGC ACGGCACCCG150 

GTTCGGTCCA CGTTCGGTCG CCGGGCCGAC CGACCGGCAA CCGTGCGCGA200 

GTTGGGAAGG GCTGGCTCGT GCAGCCACCC ACCGGCCGAC CGACCGAAAA250 

541r 
CCCGATTCG(i_ TCGACGTTCG GTCCGCCGGG CGACCGGCCG AAAACTGTGT300 

一一一一一一一一一可-rep2司

GCGAGCTGTG AAGGGCTGGA CGCTAGGGGT GCGTTGGGCT GGCTATGGCC350 

CTAGACTATA GTAGGGGGGA AGGGATGGCC GGGCTGCCAC GCGCACGGCA'oO 

CCCGGTTCGG TCCACGTTCG GGCGCCGGGC CGACCGACCG GCACCCGTGC450 

GCGAGTTGGG AAGGGCTGGC TCGTGCAGCC ACCCACCGGC CGACCGACCG500 

s..1I 0._ 
AA且ACCCGATTCGGTCGAC'" 

RS2 GTTCGGTCCA CGTCCGCTCG CCCCAGCTCC CG且GCGAAAACCGTGTGCGA50 

ト repl司

GCTGTGAAGG GCTGGACGCT AGGGGTGCGT GGGGCTGGCT ATGGCCCTAG'OO 

ACTATAGTAG GGGGGAAGGG ATGGCCGGGC TGCCACGCGC ACGGCACCCG150 

GTTCGGTCC且 CGTTCGGGCGCCGGGCCGAC CGACCGGCAC CCGTGCGCGA 200 

GTTGGGAAGG GCTGGCTCGT GCAGCCACCC ACCGGCCGAC CG且CCGAAAA250

5.1工

CCCGATTCQG_二E♀!iACGTTCGGTCCGCCGGG CGACCGGCCG AAAACTGTGT300 

トーrep2司

GCGAGCTGTG AAGGGCTGGA CGCTAGGGGT GCGTTGGGCT GGCTATGGCC350 

CTAGACTATA GTAGGGGGGA AGGG且TGGCCGGGCTGCCAC GCGCACGGCA 400 

CCCGGTTCGG TCCACGTTCG GGCGCCGGGC CGACCGACCG GCACCCGTGC450 

GCGAGTTGGG AAGGGCTGGC TCGTGCAGCC ACCCACCGGC CGACCGACCG500 

$411 
AAAACCCGAT TCGGTCG主J;;.GT'I;_CGGTCCGC CGGGCGACCG GCCGAAAACT

550 

ト rep3司

GTGTGCGAGC TGTGAAGGGC TGGACGCTAG GGGTGCGTTG GGCTGGCTAT
600 

GGCCCTAGAC TATAGTAGGG GGGAAGGGAT GGCCGGGCTG CCACGCGCAC
650 

GGCACCCGGT TCGGTCCACG TTCGGGCGCC GGGCCGACCG ACCGGCACCC
700 

GTGCGCGAGT TGGGAAGGGC TGGCTCGTGC AGCCACCC且C CGGCCGACCG750 

541! 

ACCG且AAACCCGATTCG.G.T♀__GAC.'" 

図4-6 変異体および原品種のrDNAIGSのサブリピー卜部位の塩基配列
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RS3 sTCC.GGTCCA CGTCCGCTCG CCCGAGCGAG AACCGTGCGC GAGCTGTGAA'o 
ト-repl-+

GGGCTGCACG CTAGGGCTGC GTGGGGCTGG CTATGGCCCA CGACTATAGT'OO 

AGGGGGGAAG GGATGGCCGG GCTGCCACGC GC且CGGCACCCGGTTCGGTC150 

CACGTTCGGG CGCCGGGCCG ACCGACCGGC AACCGTGCGC GAGTTGGGAA200 

GGGCTGGCTC GTGCAGCCAC CCACCGGCCG ACCG且CCGAAAACCCGATTC250 

5al! 
GG'I'CGAC.GTT _CGGTCCGCCG GGCGACCGGC CGAAAACTGT GTGCGAGCTG30。
ーーーーートrep2司

TGAAGGGCTG GACGCTAGGG GTGCGTGGGG CTGGCTATGG CCCTAGACTA3
'。

TAGTAGGGGG GAAGGGATGG CCGGGCTGCC ACGCGCACGG CACCCGGTTC‘00 

GGTCCACGTT CGGGCGCCGG GCCGACCGAC CGGCAACCGT GCGCGAGTTG・'0
GGAAGGGCTG GCTCGTGCAG CCACCCACCG GCCGACCGGC CGAAAACCCG'oo 

SalI 

ATTCGGTCGA CGTTCGGTCC ACCGGGCGAC CGGCCGAAAA CTGTGTGCGA"o 
一一一ー トrep3-+

GCTGTGAAGG GCTGGACGCT AGGGGTGCGT TGGGCTGGCT ATGGCCCTAG600 

ACTATAGTAG GGGGGAAGGG ATGGCCGGGC TGCCACGCGC ACGGCACCCG"'o 

GTTCGGTCCA CGTTCGGTCG CCGGGGCGAC CGACCGGCAA CCGTGCGCGA700 

GCTGTGAAGG GCTGGCTCGT GCAGCCACCC ACCGGCCGAA AACCCGATTC"o 
5alr 

GGT♀皇丞C，G，!，T_.CGGTCCGCCGGGCGACCGGC CGAAAACTGT GTGCGAGCTG800 

~rep4~ 

TGAAGGGCTG GACGCTAGGG GTGCGTTGGG CTGGCTATGG CCCACGACTA8
'0 

TAGTAGGGGT GAGCGGATGG ACGGGCTGCC ACGCGCACGG CACCCGGTTC.oO 

GGTCCACGTT CGGTCGCCGG GGCGACCG且C CGGCA且CCGTGCGCGAGCTG.'o 
5al!‘___ 

TGAAGGGCTG GCTCGTGC且GCCACCCACCG GCCGAAAACC CGATTCGGTC"山

GACGTTCGGT CCGCCGGGCG ACCGGCCGAA AACTGTGTGC GAGCTGTGAA'O'O 
-一一一トーrep5司

GGGCTGGACG CTAGGGGTGC GTTGGGCTGG CTATGGCCCA CGACTATAGT"OO 

AGGGGTGAGC GGATGGACGA GCTGCCACGC GCACGGCACC CGGTTCGGTC"'O 

CACGTTCGGG CGCCGGGCCG ACCGACCGGC AACCGTGCAC GTGTTGTGAA'200 

GGGCTGGCTC GTGCAGCCAC CCACCGGCCG ACCGACCGAA AACCCGATTC
12日

Sal工
GGTCGAC..n 

図4-6 (続き)
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RS4 GTTCGGTCC且 CGTCCGCTCGCCCCAGCTCC CGAGCGAAAA CCGTGTGCGA'o 
ト-repl.... 

GCTGTGAAGG GCTGGACGCT AGGGGTGCGT GGGGCTGGCT ATGGCCCACG100 

ACTATAGTAG GGGGGAAGGG ATGGCCGGGC TGCCACGCGC ACGGCACCCG1'0 

GTTCGGTCCA CGTTCGGTCG CCGGGCCGAC CGACCGGCAA CCGTGCGCGA'oO 

GTTGGGAAGG GCTGGCTCGT GCAGCCACCC ACCGGCCGAC CGACCGAAAA"o 
5a1! 

CCCGATTCGG...二r.c..GACGTTCGGTCCGCCGGG CGACCGGCCG AAAACTGTGT'oO 
ト-rep2司

GCGAGCTGTG AAGGGCTGGA CGCTAGGGGT GCGTTGGGCT GGCTATGGCC"o 

CTAGACTATA GTAGGGGGGA AGGGATGGCC GGGCTGCCAC GCGCACGGCA'oO 

CCCGGTTCGG TCCACGTTCG GGCGCCGGGC CGACCG且CCGGCACCCGTGC"o 

GCGAGTTGGG AAGGGCTGGC TCGTGCAGCC ACCCACCGGC CGACCGACCG'oO 
5411 

AAAACCCGAT TCGGTCGAC日

RS5 GTTCGGTCCA CGTCCGCTCG CCCCAGCTCC CGAGCGAAAA CCGTGTGCGA'o 
トーrepl司

GCTGTGAAGG GCTGGACGCT AGGGGTGCGT GGGGCTGGCT ATGGCCCACG100 

ACTATAGTAG GGGGGAAGGG ATGGCCGGGC TGCCACGC"(;C ACGGCACCCG150 

GTTCGGTCCA CGTTCGGTCG CCGGGCCGAC CGACCGGCAA CCGTGCGCGA'oO 

GTTGGGAAGG GCTGGCTCGT GCAGCCACCC ACCGGCCGAC CGACCGAAAA"o 
5a11 

CCCGATTCGG T-eGACGTTCG GTCCGCCGGG CGACCGGCCG AAAACTGTGT'oO 
一一一一一一一一ートーrep2.... 

GCGAGCTGTG AAGGGCTGGA CGCTAGGGGT GCGTTGGGCT GGCTATGGCC"o 

CTAGACTATA GTAGGGGGGA AGGGATGGCC GGGCTGCCAC GCGCACGGCA 400 

CCCGGTTCGG TCC且CGTTCGGGCGCCGGGC CGACCGACCG GCACCCGTGC"O 

GCGAGTTGGG AAGGGCTGGC TCGTGCAGCC且CCCACCGGCCGACCGACCG'OO 
SalI 

AAAACCCGAT TCG!辺♀:GAcGTTCGGTCCGC CGGGCGACCG GCCGAAAACTm 
ト-rep3.... 

GTGTGCGAGC TGTGAAGGGC TGGACGCTAG GGGTGCGTTG GGCTGGCTAT.
OO 

GGCCCTAGAC TATAGTAGGG GGGAAGGGAT GGCCGGGCTG CCACGCGCAC.'O 

GGCACCCGGT TCGGTCCACG TTCGGGCGCC GGGCCGACCG ACCGGCACCC
700 

GTGCGCGAGT TGGGAAGGGC TGGCTCGTGC且GCCACCCACCGGCCGACCG
750 

5a11 司司・

ACCGAAAACC CGATTCGGTι.JiAC' ，. 

図 4-6 (続き)
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2つのクローンのおII リピート部位RS1-replとRS4-repl、RS1-rep2とRS4-rep2の塩基配

列は完全に一致した。また、 RSl 、RS2， RS5の各SalIリピートの塩基配列を比較し

たものを図4ー7に示す。 RSl・replとRSl-rep2は全く同じではなく、 25SrRNA遺伝子側

末端部に欠失(あるいは挿入)や塩基置換の集積している領域がlつあり、その他に 5ヶ

所の配列に塩基置換が認められる。 RS2，RS5の各リピートの渥基配列をみると、 RS2-

rep2、RS2-rep3、およびRS5・rep2、RS5-rep3はRS1・rep2および RS4・rep2と100%相同で

あり、この 2つの変異IGSはこの 254bpの配列がそのまま重複したものであることが明ら

かになった。さらに、 RS2-replにおいては+81のGまではRS1-replと相同であるが、 +98の

T以降はRS1-rep2と相同である。このことは、 η86ιR3のゲノムが構築される過程で野

生型replのこの+82からゆ7までの領域においてrep2、もしくはrep3との組み換えが起こっ

たことを示唆する。即ち、 RS5ではrDNAのIGSのrep2の直列重複が生じ、 RS2ではそれ

に加え、 replとrep2またはrep3との組み換えも起きている。

RS3はさらに複雑な塩基配列の変異を内包していた。RSlとRS3の各SalIリピートの注基

配列を比較したものを図 4-8に示す。市販の塩基配列解析プログラム DNASISを用い

て計算したところ、 RS3-replにおいては+28からゆ5までの 8塩基の欠失なと'合計14塩基

がRS1-replと異なっており、相向性は94%(251/265)に低下していた。また、 RS3-rep2 

からrep5の4つの配列にも様々なユニークな変異があり、全く同じ配列を持った SalI リ

ピート単位は存在しなかった。この 4つの配列聞の相向性は、 91%から97%であった。

RS3の5つのリピートがどのようにして形成されたかを推定するため、塩基の差異の数

を配列聞の距離として、分子系統樹作成に用いられる方法の適用を試みた。図 4-9aは

RSl・repl、RS2-repl、RS3-repl、RSl・rep2、RS3・rep2、RS3-rep3、RS3-rep4、RS3-rep5

の8つの配列について、変異のある部位のみを示したものである。また、図 4-9 bに、
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図4-7 RS1、 RS2、 RS5の各リピー卜の僅基配列の比較

本はRSl・replと同じ塩基であること、 ーはDNASISによ り最大相向

性を得るために挿入された旦ベースを示す。
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この 8配列の間での差異の見られた塩基数を示す。このマトリクスを作成するに当たって

は、欠失は 1塩基当り lつの差異とした。図 4ー10はこの差マトリクスを基に、 UPG

(Unweighted Pair-Group Clustering芦(舘野 1984)を用いて系統樹を作成し、これより RS3

のIGSの形成過程を推定したものである。ここから明らかなように、同じ変異が2箇所で

起きている。即ち、塩基番号98、99、114、117、118、125が rep4とrep5を生じる 2本

の校で、また塩基番号243が rep2とrep3+rep4を生じる 2本の校で、それぞれ重複して変

異している。これが同じ変異が2箇所で独立に生じたことによるとは確率論的に考え重量く、

おそらくサプリピート配列の溢基置換、重複、組み換えが複合的に起こったことを示唆す

るものと考えられる。また、日本日青の 2つのサプリピートの聞においても差異がある塩基

番号81、98、99、168、197において変異が生じている場合は、 RS3-rep1ではRS1-rep2と、

RS3-rep2からrep5においてはRS1・rep1と、それぞれ相同になっている。このように起源の

異なる配列が各サプリピートに混在していることは、各IGS間での組み換えが頻繁に起こっ

たことを意味している。以上のように、変異系統TY87aのゲノムにおいてrDNAのタ ンデ

ムリピート構造が再構築される過程では塩基置換や欠失が他の変異系統群よりも高頻度で

生じていたこと、および各IGS問での組み換えが複雑に起こっていたことが示唆された。

以上の結果から、変異系統のrDNAのIGS領域においてサプリピートの直列重複による

長さの多型が生じていたこと、変異IGSが変異系統のゲノム中で増幅され、原品種の配列

は失われていたこと、この構造が形成される過程には塩基置換、欠失、および配列聞の組

み換えが関与し、その程度には変異系統によって違いがあることが明らかになった。

4. 5 考察

変異体におけるゲノムの再配列の棟相を知るための lつのアプローチとしてゲノム中の
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各種反復配列のコピー数を測定し、その変異を調査した。今回の実験ではそれぞれの変異

体においてゲノムサイズに違いがあることが予想されることから、単位核DNA量あたり

のコピー数を原品種との相対値で比較することにした。定量には液体シンチレーションカ

ウンターを用いたが、これは予備笑験の結果、 ECL法やDig-ELlSA法で検出したX線フィ

ルム上のシグナルをデンシトメーターで定量する方法に比べ、かなり定量性に優れていた

ためである。また、予備実験において、最も百十数値の生データの大きかった配列において

も原品種の 10倍のコピー数までは百十数値とコピー数の聞に正確な直線関係があり、本実

験で得られた値は変異系統ゲノム中のコピー数の原品種に対する相対値を定量的に示すと

考えた。

供試した 8系統群14系統のうち、 l系統を除くすべての系統で反復配列のコピー数の

有意な変異が認められた。第3章で述べた RFLP:分析の結果と比較すると、系統群による

変異性の偏りはなく、得られた変異系統のゲノムにおける反復配列の変異は普遍的に言Eめ

られた。また、士宮減の規模は原品種の260%から40%と、比較的小規模なものであった。

各種反復配列のコピー数がイネにおいて品種のレベルでも変異が認められることについて

はいくつかの報告があり (Zhenget al.，1987 ; Zhao et al.，1989)、本実験においても原品種と

して供試した日本晴とフタニシキとの間でほぼ2倍程度のコピー数の追いのある配列も散

見された。今回認められた変異の幅もほぼ品種間で認められるものと同じ程度であり、恐

らく、反復配列のコピー数はゲノム構造に関する詩形質の中でも変異しやすいものであろ

うと恩われる。 Cullisand Cleary (19862)は肥料条件等の環境条件を変えて育成することに

よって遺伝変異を誘発した7?(Linumusitatissimum)の変異系統 (genotrophs)において反

復配列のコピー数の変異を見いだしているが、やはり、その変異の闘は品種間に認められ

るものとほぼ同じ程度のものであったと報告している。
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反復配列のいくつかの分子種の聞にはコピー数の婚減に関して向調関係が認められた。

しかし多くの場合、その相関関係には日本晴由来の系統群とフクニシキ由来の系統群との

聞で違いが認められ、同じ 2つの配列のコピー数の問で、一方で有意な相関関係が認めら

れるにもかかわらず他方ではそれが認められなかったり、相関が一方では正、他方では負

であったりしていた。これが原品種の遺伝的背景の差異によるものであるのか、また、種

子、幼菌、減数分裂期という放射線照射を受けたステージの違いによるものであるのかは

明らかではない。しかし、日本晴由来の系統群とフクニシキ由来の系統群ともに特定ない

くつかの 2反復配列聞にコピー数の培滅パターンに有意な相関関係が認められたことは、

ゲノム中の反復配列の増減は配列ごとに独立に起こるのではなく、異なった反復配列の増

減を向調的に引き起こすような遺伝的システムが存在することを示唆する。今回供試した

変異系統の変異誘発過程において、ゲノムの冗長化と放射線照射とのいずれか、あるいは

双方が起因となってこのシステムが活性化され、コピー数の変異を誘発したものと考えら

れる。

DNA配列のコピー数の変異、特に配列の増幅についてはアフリカツメガエルの卵母細

胞におけるのNAの増幅に関する古典的な報告(Hourcadeet al. 1973)を始め、様々な報告

がある。ある種の突然変異的なDNAの構造変異としては、日南乳類の培養細胞系における

薬剤l耐性獲得にかかわるメカニズムがよく研究され、ゲノムのダイナミックな挙動が明ら

かにされている(Giulottoet al. 1986; Debatisse et al. 1986， 1988; Godkov et al. 1987; Saitoet 

al. 1989 )。この系では薬剤l存在下で培養されると耐性遺伝子を含む領域の埼幅が起こり、

さらに強い耐性を獲得してゆく際にはDNAの再配列によって生じた新しいフラグメント

の選択的増幅とこれまで士宮幅された領減の消失が起こることが明らかになっている。

植物の培養細胞においても、ジャガイモのブロトプラストからの再分化個体
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(Landsmann and Uh叫 1985)、アマの茎由来のカルスの再分化個体(Cullis姐 dC1e町， 19861)

等において種々の反復配列のコピー数の変異が報告されているのを始め、 80年代前半か

ら様々な植物種についてゲノム内の反復配列の士宮滅に関する報告がある。また、培養中の

反復配列の動態をとらえたものとしては、 Kikuchiel al.(1987)が脱分化 ・再分化特異的に

コピー数を変える配列の存在を報告したものがある。また、 Zhengel al. (1987)はカルス

化に伴い急速に増幅される反復配列を多数クローニングし、同じグルーフ・のCuzzoniel al. 

(1990)は、そのうちの少なくとも l種の配列は染色体外の環状分子として増幅されてい

ることを明らかにしている。

これらの報告はゲノムが種々の外因に反応してDNAの一次構造を変えうる可塑性を持

つことを示唆しているが、本章で認められた反復配列の増減においても、ゲノムが本来持

つ潜在的変異性が発現したことが考えられる。

本章で明らかになったrDNAの1GS領域の多型は物理地図の上ではイネの各系統問で認

められた多型 (Sanoand Sano， 1990)と同様にIGS領域の内部に存在する約250bpのお11サ

プリピートの反復数の変異によるものであることが確かめられた。一般に rDNAのIGS領

減の長さ(spacer1ength; sl)は系統問、近縁種間で変異に富み、 IGS内部のサプリピートの

反復数の変異が s1の多型の要因となっていることが明らかになっている。この領域の塩

基配列を解析したところ、大きく分けて 2つの変異検式が明らかになった。 lつは系統群

Ty86aおよびFTy86において認められたもので、これらの変異IGS領域においては数回の

不等交叉により、タンデムリピート構造を形成する最初の変異反復単位を形成し得うる。

もう lつは系統群Ty87aにおけるものであり、この変異IGS構造にはいくつかの塩基置換

や欠失が起こっている。加えて、この構造が形成される過程ではさまざまな中間型IGSが

形成され、それらの変異サプリピート聞で多くの組み換えが生じることが必要であったと
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推定される。このような系統群η87aにおける変異性の大きさ、とくに塩基置換率の高さ

は RFLP分析で得られた知見と一致する。サプリピートの反復数の変異はIGS問の不等交

叉によるものと考えられているが、ソラマメでは個体の各器官における変異からこれが体

細胞分裂時にも頻繁に生じていることが示唆されている(Rogersand Bendich， 1987)。イネ

においてはこのような報告はなく、おそらくソラマメほどの変異性はないと恩われるが、

本章で明らかになった多型がおよそ10世代のうちに生じたことは本研究で供試した変異

系統がゲノムの動態に変異を生じていることを示唆するものと恩われる。

もうひとつの興味ある知見はこの変異IGSのコピーがゲノム中で増幅し、以前の野生型

IGSの直列反復配列構造が失われてしまっていることである。系統問、近縁種間でIGS領

域に多型が見られる種においても、ひとつのrDNAの locusにおける直列反復構造の反復

単位は均ーである(Appels& Dvorak 1982)。このような協調進化は不等交叉、転移、遺伝

子変換等の機構が複合的に働くことによって起こると考えられる(河田 1989)。最近では

偏向した遺伝子変換(biasedgene conversion)によってrDNAの協調進化が起こったことを強

〈示唆する知見も得られている(Hillselal.， 1991)。本研究で明らかになったrDNAのIGSの

多型がどのようにして変異系統のゲノム中で広がったのかは現在のところ不明である。塩

基配列を調査したク ローンはそれぞれlつのみであるから、ゲノム中に他の塩基!'ie別を持っ

たIGSが存在する可能性は否定できないが、少なくともサザンハイプリダイゼーションの

結果を見る限り、 IGS構造の均一性は示されている。反復配列のコピー数の増加にかかわ

る機備と同様な機構が選択的に変異IGSに働いたことも考えられるが、全く独立した現象

であるかも知れない。

本章ではrDNAの他に lつの反復配列が構造の変異を生じ、少なくとも複数コピーに増

幅されていることを RFLP分析によって見いだした。この知見を各種反復配列のコピー数
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の変異、 rDNAのIGS領域の変異と合わせて考えると、本実験で誘発された突然変異体の

ゲノムは、そのダイナミクスに大きな変異を生じていたことが強〈示唆される。菊培養由

来のコムギ doublehaploid系統の RFLP分析により、 rDNAのIGS領域が数世代のうちに構

造変異を生じたことが報告されている(Rodeet a/.， 1987)。この系もゲノム構成の不均衡を

含む点で本研究の変異誘発系と類似点があり、この報告はゲノムのダイナミクスの変異が

既存ゲノム構成の変化による内的要因と変異原処理 (Rodeet a/.(1987)の報告においては

培養操作がこれに当たるといえよう)という外的要因との相互作用によって引き起こされ

ることを示すーっの傍証になるものと考える。



第 5章 変異系統の収量形質に関する変異様式の解析

5. 1 緒言

第2章から第4章において、誘発された照射4倍体集団からの2倍性復帰個体はその後

代で様々な変異形質の分離を示し、 1個体に多くの変異が集積していたことを示した。ま

た、その核ゲノムDNAにもその傍造およびダイナミクスに関する変異が誘発されている

ことを明らかにした。しかし、その一方で、この変異誘発法によって誘発された個体レベ

ルの変異が、互いに独立した遺伝子の変異によるものか、あるいは植物の発育過程を通し

て働〈遺伝子発現ネットワークそのものに及んでいるのかどうか、また、既存の変異誘発

法による変異と比較して、表現型においてどのような特質をこの変異系統が持っているの

かについては十分な情報が得られていない。

草姿および収量はイネの一生における最終結果であり、それが決定される過程において

は多数の遺伝子がネットワークを形成して発現するものと思われる。したがって、このよ

うな形質の発現様式を原品種と比較調査することは、遺伝子発現ネットワークを理解しそ

の変異を展望することにつながるといえよう。また、穂長、粒着密度、一株穂数等の収量

構成要素問には一定のパターンを示すような相互作用が認められるが、それらの発現パター

ンの変異はそれに関与する遺伝子発現ネットワークの変更を反映したものと考えられる。

そこで、本章では本研究で得られた変異体の形賞、なかでも草姿および収量構成要素に関

する緒形質について原品種と比較調査を行い、その変異の規模、および変異様式について

考察し、既存の変異との相違を明らかにすることを試みた。
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5. 2 材料およぴ方法

本実験に供試した系統はフタニシキ由来の系統群FTy86に属する 8系統である。これら

の系統は照射4倍体集団からの復帰個体の 2世代後代に当たる 一個体 (365) をさらに 2

世代展開して得られたものである。今回この系統を供試した理由は、これらの系統の由来

変異個体 365がその次代に、一見してわかる長崎比の小さい粒を付けるものや明らかに

穏の長い個体を分離していたため(影山、 1990)、おそらく多くの遺伝変異を内包してい

るものと考えたためである。

これらの系統を一本植えで株間20町、列間羽田として l系統当たり 20個体6列を慣行

にしたがって多摩農場で栽培し、境界の 2列および各列の両端各4個体を除くプロックの

中央部から 10個体を供試した。系統によっては烏害のため、 10個体の完全なサンプルが

得られなかったものが生じたが、これについては被害を受けていない株のみを、やはりプ

ロックの中央部からサンプリングした。

サンプリングした各個体について、草丈、主稗穂長、主稗の穂の会穎花数、 1;株穏数、

1株稔重、主稗の穏首直径、籾および玄米の長さ、幅、厚さを測定した。穂は圃場でサン

プリングしたのち、重量を測定する際に茎を穏首節の3cm下方で切りそろえた。籾および

玄米は主稗の穏の2次校梗を持つ一次枝梗のうち最も恕先に近いものの先端から 3つめの

1小穏について測定し、その個体の値とした。また、穏首の直径は穏首節の直下で最短の

径を測定し、茎の断面を円に近似して断面積を計算した。

5. 3 結果

変異系統およびその原品種フクニシキの各形貨の平均値を表5-1に示す。関査したほ

とんどの形質についてフクニシキとの聞に有意な差が認められた。すべての系統で草丈、
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表 5一1 FTY86-365系統の形質

系統 草丈 穏数 主手早穂長主稗穎花数全穂重 粒着密度穂首断面積

(cm) (cm) (g) (cm・') (mm2) 

1T5 109.1 *ホ 9.3 23.0ホホ 165.2ホ* 24.2ホホ 7.18** 2.56 ** 

3T9 89.9ホ本 3.6ホ* 21.5ホホ 109.1 7.6 ** 5.08*ホ 1.97 ** 

4T3 107.6ホホ 9.0** 24.4ホ動 174.0場* 24.9ホ* 7.12 ** 3.47 ** 

5T2 114.4 ** 10.6 24.9*取 200.3ホホ 31.5ホホ 8.02ホ* 2.85ホホ

5T4 107.0*中 9.0ホ* 23.1 ** 182.5ホ* 25.7*ホ 7.91 *取 2.36ホ

6T10 115.5** 9.3* 23.7 *ホ 175.2ホホ 26.0市* 7.40 ** 2.25ホホ

10T4 94.5ホホ 10.0 21.9 ** 117.2** 17.6*ホ 5.34ホ 2.44中*

12T6 121.9ホホ 7.6“ 24.2ホホ 203.2ホホ 17.2ホ歌 8.38ホ* 2.75中*

7クニシキ 86.8 10.0 18.4 105.4 16.3 5.74 2.08 

系統 籾長 籾幅 籾厚 玄米粒長玄米粒幅玄米粒厚

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) 

1T5 7.69* 3.49*ホ 2.16助事 5.45 2.93ホ* 1.97** 

3T9 7.86物取 3.53ホ* 2.10 5.62ホホ 2.73** 1.90* 

4T3 7.63 3.63** 2.18ホホ 5.40 * 3.08** 1.96帥

5T2 7.65 3.64市市 2.36** 5.29中市 3.02*ホ 2.08吻*

5T4 7.26帥 3.47** 2.27ホ* 5.04 ** 2.93*ホ 2.04 *ホ

6T10 7.66ホ 3.41 2.26ホ* 5.33ホホ 2.82 1.98市*

10T4 7.70 3.38 2.18 ** 5.44 * 2.86 1.96 ** 

12T6 7.78 3.50ホホ 2.32*ホ 5.28市市 2.88* 2.01 *ホ

フタニシキ 7.68 3.41 2.10 5.52 2.86 1.88 

. .・:それぞれ5%、1%の有意水準でフクニシキとの問に差が認められたことを示す。
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主稗w長が士宮大し、植物体が大型化していることがわかる。また、 粒着密度の増加してい

る系統も多い。一株の穏数には系統3T9を除いて、大きな変化は認められず、若干減少し

ている程度である。したがって、個体の穏数は若干減少しているが、それ以上に穏が大型

化し、着主立数が増加しているため、個体の生産力を表す一株当りの稼重は系統5T2におけ

る最大93%の増加をはじめ、ほとんどの系統で憎加した。図 5-1に系統5T2とフクニシ

キそれぞれ l個体の穏の様子を示す。また、第2章で柱重と極めて強い相関のあることが

示された粒長×粒幅x粒厚の値はほぼフタニシキと同じ値から最大11%糟までの範厨に分

布している。このように、変異系統は収量に関係する多くの形質においてフタニシキとの

聞に有意な差を示した。

そこで、これらの形質問でどのような発現パターンが存在するのかを明らかにするため、

変異系統における各形質問の相関を調べたところ、いくつかの形質問で有意な相関が認め

られた(表 5-2)。これは供試した系統がl個体に由来するためと考えられるが、各系

統における形質の変異がランダムに起こったのではなく、形質問の一定の発現パター ンに

したがって変異したことを示している。さらに、変異系統における形質問の発現パターン

がフクニシキと異なっているかどうかを明らかにするため、各形質の組み合わせについて

詳しく検討した。図 5ー2a、bは主稗の稔長と穎花数および粒着密度の聞の関係を示した

ものである。変異系統における回帰直線はフクニシキから大きく外れている。即ち、これ

らの形質の発現パターンはフタニシキでの発現パターンとは明らかに異なっている。

図5-2 cは草丈と穏長の関係を図示したものである。草丈と穏長の間には正の相関が

認められ、変異系統において認められた穏長の増大は草丈の増大と密接に関係しているこ

とが明らかである。また、これらの形質問においても変異系統の回帰直線からフクニシキ

の他は明らかに外れている。図5-2dは草丈と草丈に占める穏長の割合との間の相関関
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図5-1 変異系統FTy86-36505T2と原品種フクニシキの穂

左.フクニシキ 右.FTY 86-3650512 
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表 5- 2 Ffy 86-365系統の形質問相関

草丈 穂長 穎花数着柱密度穏首面積 粒大T 一穂重穏長/草丈

穏長 0.855・・
穎花数 0.942“ 0.911" 

着粒密度 0.935" 0.847" 0.990・・
穏首面積 0.424 0.735・
粒大 0.371 0.729・
l穂重 。目597 0.722・
穏長/草丈 -0.923" ・0.593

l株穏数 0.466 0.550 

H ，h それぞれ1%、5%で有意

t:粒長×粒帽×粧厚の値

0.515 0.431 

0.501 0.413 0.836・・
0.740・0.728・ 0.352 0.493 

司 0.803・-0.843" -0.118 -0.023 

0.492 0.472 0.465 0.609 
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図 5-2 変異系統群FTy86-365における形質問の相関

H 有意水準1% t: IOT4を除いたf直
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係を示したものである。変異系統のこれらの値の聞には負の相関が認められ、草丈が増大

するにつれて砲長の占める割合は低下する傾向が認められるが、フタニシキの値はこの相

関直線から明らかに外れている。したがって、これらの変異系統においては栄養器官と穏

の相対生長のパターンがフクニシキとは異なったものに変異したと考えられる。

一方、予想される相関関係と異なった関係を示す形質の組み合わせがいくつか認められ

た。図 5-2 eは一株穏数と一穂重の聞の関係を示したものである。穏数型、穏重型とい

うイネ品種の草型の分類が存在することからも予想されるように、穏数とー穏重の聞には

負の相関関係があることが予想される。しかし、ここに示したように、系統10T4を除く

変異系統において穏数とー恕重の閥には正の相関が認められる。また、図 5-2 fは主稗

穎花数と粧長×柱幅×粒厚の値との関の相関を示したものであるが、穎花数が増えるにつ

れ粒も大きくなってゆく傾向を示し、予想される関係とは逆の関係を示している。

以上の結果から、本章で供試した変異系統群FTY86-365の多くの系統は、主稗穎花数、

粒大、主立着密度、草丈、草丈に占める穏長の割合、穏長などの形質がそれぞれ正方向に変

異し、その結果、一株恕重の噌加を示したこと、しかもその穏重の士宮加は収量構成要素聞

の既知の発現パターンの変更によるものであることが示唆された。

5. 4 考察

突然変異育種による多収性の代表的品種としてはレイメイがある。レイメイは不完全劣

性のー遺伝子突然変異に起因する短稗突然変異系統であり(Futsuhara1968)、極めて高い

多肥多収性を発慰する。この多収性は穏数の増加と、その割に登熟歩合が低下しないこと

による(櫛測ら、 1971)。このように突然変異による多収性の育種は、収量構成要素の

正方向への変化と、要素間の相互関係の変化の 2つを必要とする。
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本章で供試した変異系統群FTY86-365は草姿、収量形質に多くの変異を含んでいたこと

が明らかになった。今回の試験栽培は小規模なものであり、系統5T2が示したフタニシキ

の193%の一株穏霊をそのまま収量性と同列に扱うことはできないが、少なくともこの系

統群が収量性において大きな正方向の変異を含むことは明らかであると思われる。

収量構成要素聞にはおおむね負の相関が存在する。 Kawai(1986)はイネ品種農林8号由

来の突然変異系統8日系統についてそれらの形質を調査した結果より、 1株複数、 l穏柱

数、千粒霊各形質問には互いに負の相闘があり、これを打破することは非常に困難である

と述べている 。また、図 5-3aに示すように、既存の品種においても l株穏数と 1穏霊

の関には負の相関が認められる。しかし、本章で解析した変異系統の l株穏数と l穏重と

の聞には正の相関関係が認められ、既存品種聞に認められるものとは全く異なる発現パター

ンが形成されていることが明らかになった。]株穏重の決定過程においてはまず穏数が決

定され、次いで l穏粒数、 1粒重が決定されて l穂重が決定される。変異系統において認

められた穆数と l穏重の聞の正相関は、その2形質、または穂数および穎花数という、形

態形成過程の異なったステージに影響する遺伝子発現ネットワークの改変を示唆する。ま

た、主稗穎花数と粒長×粒幅×粒厚の値との関の正相関も問機にこの変異系統における変

異の特殊性を示唆している。

これらの相関関係の逆転とは異なるが、いくつかの形質問の発現パターンの変異も認め

られた。図 5-3 bに示すように、フタニシキを含む既存品種の草丈と草丈に占める穂長

の割合との関係は lつの回帰直線で表される。しかし、この回帰直線は図 5-2 dに示し

た変異系統における回帰直線とは異なっており、これらの変異系統では既存の品種聞に認

められる形質問のバランスそのものが変化したということができる。

本章において、 4倍体集団の放射線累代照射による変異誘発法がDNAレベルだけでは
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なく、個体レベルでの形質の変異をも誘発し、しかも既存の品種の形質問に存在する発現

パターンを変更するような変異を誘発し得ることが明らかになった。上述した収量構成要

素のような数多くの因子が関与する形質問の発現パターンにおける変異が確認されたこと

は、供試した変異系統では遺伝子発現ネットワークそのものが原品種とは異なっているこ

とを示唆しており、この変異誘発法の特殊性を見いだすことができたと考えられる。また、

同時にこのことは、従来の育種法に対し、この方法が lつの新手法となり得る可能性を示

唆している。今回主に注目した収量形質とは別の形質、たとえば千粒重と蛋白含量聞の負

相関(東ら、 1974)などについても通常法とは異なった変異様相が得られる可能性があ

り、今後検討する必要があろう 。
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第 6章総合考案

イネは現在ほほコムギと同じ生産水準に達し、世界の穀物生産の 1/4を越えるシェア

を占める主要作物である。また、本邦を初めとして、各地域で古くから育種努力が続けら

れ、現在全世界に10万種を越す品種があると言われている。

本研究は我が国の主要作物であるイネを材料とし、そのゲノムの再配列を介した変異幅

の拡大の可能性を採る目的で同質4倍体の累代照射を行い、得られた 2倍性の変異系統の

形質およびゲノム機造の変異様式について考察したものである。本章では本研究によって

得られた知見をまとめ、今後の課題について考察する。

6. 1 変異誘発法

本研究で用いた変異誘発法は遺伝的冗長性を利用してゲノムの再配列を誘発し、遺伝子

システムの再構築を伴う大幅な形質の変異誘発をねらったものである。遺伝子重複が生物

の進化において重要な役割を演じたという議論は現在広〈受け入れられている(オオノ

1977)が、生物としての機能を保持したまま既存の遺伝子システムを改変するためには、

まずその複製を作成し冗長性を増したうえでなければ不可能であると考えられる。このよ

うな観点から、遺伝的冗長性を増すためにコルヒチンによる倍数化を行った。肉質倍数体

が容易に維持できることはイネを実験材料に用いることの有利な点のひとつといえる。

同質4倍体はゲノムの全遺伝因子が重複しているため、互いが協閥的に機能する際の量

的不均衡が生じない代わり、減数分裂時に染色体分配が不正確になり、高い不稔性を示す。

この、遺伝的冗長性を獲得したゲノムを再構築し、新しい遺伝子ネットワークシステムを

持った変異体を誘発するために、本研究ではy線照射を行った。倍加した染色体の構造異

-108-



- 司町

常の誘発を通して遺伝子ネットワークを構成する個々の因子の変異とその再ネットワーク

化を行う手段として、放射線照射を用いたのである。このゲノムの倍加と放射線の累代照

射を組み合わせた方法を本章では4倍体照射法と呼ぶことにする。この方法は比較的簡便

であること、生殖の過程を通しており、その意味で生物としての基本的原理から逸脱して

いない系であるという点が特徴であるといえる。

遺伝的冗長性の付加という点で今後試みる価値があろうと恩われるものに異種ゲノムと

の融合があろう。これには近縁種との交配の他、細胞融合などの方法も考えられる。さら

には動物、植物を問わず全く異種の生物の全ゲノム DNAを用いた形質転換も可能であろ

う。これと重なり合うが、冗長なゲノムの再機築を引き起こす変異原として、細胞培養系

の適用も試みる価値があろう。ソマクローナル変異は育種上の変異幅拡大の手法として近

年利用されるようになってきており、イネにおいても有用な変異誘発の例が出てきている

(Ogura et al.， 1989、西)11ら、 1989)。第 3章および第4章で述べたように、細胞培養系が

ゲノム構造の変異を引き起こすことも最近報告されてきている。この系は変異ゲノムを持

つ植物体の再分化効率、およびその稔性等の点に障害が予想されるが、放射線照射とは異

なる変異誘発メカニズムを持つ可能性があり、検討する価値があると思われる。

6. 2 変異系統のゲノム構造の変異

第3章および第 4章に述べたように、本研究で誘発された変異系統はそのゲノムDNA

にさまざまな変異を有していた。RH.P分析の結果からは、この変異が多くは挿入、欠失、

霊綾などゲノムDNAのかなりの範囲の再配列によるものであることが示唆された。また、

多型を示したプロープの頻度も数%から40%と、系統群によって差があるもののかなり高

い値を示した。このことを通常の放射線照射により誘発された変異系統やカルスからの再



分化個体でほとんど RFLPが検出きれなかったことと合わせて考えると、 4倍体照射法は

ゲノムの再配列を誘発するうえで他の変異誘発法に比べてかなり効果があるということが

できょう。また、反復配列のコピー数、および反復単位の構造の変異が誘発されたことも、

この変異誘発法のゲノム構造に与える変異性の高さを示している。

近年、ゲノム DNAの構造変化に関してさまざまな研究が報告され、基本的に不変であ

ると考えられていたゲノムのダイナミズムに関する認識は急速に代わりつつある。高等植

物においても培養細胞やその再分化個体を用いた笑験系において、ゲノム DNAが動的に

構造変化を起こしていることが明らかになってきている。また、染色体レベルの急速な変

化を自然集団で見いだした例としてタデ科の雌雄異株の植物である R.acetosaのIsland

populationに関する研究(Parkerand Wilby. 1989)がある。それによれば、過去10年の関に

集団の崩壊を経験し、わずかな個体から再生した群落においては、地理的隔離により近交

を強制する環境圧が生じた結果、高頻度の染色体の再配列が数年の関に集団中にもたらさ

れたことが認められている。

McClintock(1984)はゲノムの再配列を誘発するさまざまな要因を"genomeshock"と総称

している。上述のゲノムの急速な変化もそれぞれの系に特有な"genomeshock"によるもの

といえよう。 4倍体照射法によるゲノムの倍加は内的な、放射線の累代照射は外的な

"genome shock"としてそれぞれゲノムに働き、その「ダプルショァクJ効果が変異系統に

認められた高率なゲノム構造の変異をもたらしたものと考えることができょう。

一方、本研究において認められたゲノム DNA構造の変異様式から、いくつかの課題が

新たに提起された。 lつはこのゲノム栴迭の変異が表現型の変異とどのように関係してい

るのかということである。これに明確な解答を与えるためには変異形質と個々の遺伝子の

変異およびゲノムの遺伝子ネットワークの変異とを直接結び付けて論じなければならず、
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現段階ではあまりに情報が不足している。遺伝子ネットワークのコントロールに関するモ

デル(Brittenand Davidson， 1969)はゲノム構造の変異と遺伝子ネァトワークの変異との関

連性を示唆する。また、ホメオティック遺伝子に関する一連の研究のように、個々の遺伝

子がどのように形態、形成を制御しているのかを解明し、さらにそれに関する遺伝子がどの

ように進化してきたのかを探る研究は盛んになりつつある。このような知見がさらに蓄積

してゆくことによって、ゲノムの再配列と遺伝子ネットワークの改変、および形態形成と

の関に明確なつながりが付けられるものと恩われる。

第2の問題点はこのようなゲノム機造の変異がどのような機構によって生じたのかとい

う点である。系統群η86[[から1i'86αを経て1i'87aが育成される過程、すなわち 2倍性に

復帰し、放射線照射を受けずに展開されてゆく関に DNA構造の変異が増大していったこ

とは興味をヲ1<現象である。特にτi'86aから1i'87aが分離する過程では、数多くの塩基の

変異やrDNAのIGS領域の大幅な再配列が生じていることが示唆されている。このことは、

4倍体照射法による変異誘発処理によってゲノムのダイナミズムに関与するメカニズムが

活性化されたこと、そしてこれがゲノムの変異機式にある方向づけを行い、 2倍性に復帰

した後にもその方向への変異が起こり続けるというような変異誘発機構が形成されたこと

を示しているのかも知れない。この樹茸の制御にいくつかの因子が関与し、その集積によっ

てゲノムの変異性が高まり、1i'86日や1i'87aが分離してきたことも考えられる。一方、反

復配列のコピー数の変異について1i'86臼や1i'87aは他の系統群と同じ程度の変異性しか示

していない。このことは誘発された系統群のゲノムが反復配列の変異に関しては共通の機

構による変異を受けていたことを示唆する。種々の反復配列のコピー数の聞に増減の相関

関係が認められたこと、その相関関係に系統群によって正負の 2つの逆方向の関係がある

ことは、配列の増減に関しでもある種の変異の方向づけがフレキシプルに行われ、その後
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にはその方向にのみ変異が起こるということを意味しているというととができる。

ゲノムの再配列に関する研究は主に系統分化を研究する立場から、その結果を解析した

ものが多い。本研究で示唆された変異誘発の継続性およびその方向づけがどのような機梼

によってもたらされているのかは未知であるが、今後、前述したような急速なゲノムの再

配列に関する研究が進み知見が蓄積してゆくにつれ、生物進化や個体発生上の諸問題とゲ

ノムの可塑性を持ったダイナミックな動態との関係が明らかにされてゆくことと期待され

る。

6. 3 4倍体照射法による可視形質および農業形質における変異誘発様式の多様性

第 2章で述べたように、 4倍体照射法は 1;復帰個体中にさまざまな形質の変異を誘発し

ており、草型、玄米粒形の変異やふ先色の分離に見られるように、その変異は連続的かっ

複雑な様相を呈していた。このことはゲノム DNAの構造変異が高率に、しかもゲノム全

体に生じていたこととおそらく無関係ではないものと恩われる。これらの変異形質の遺伝

様式を詳細に調査し、その発現を解析することは今後に残された重要な課題である。また、

系統群TY881内で得られた低温感受性の葉緑素欠乏や系統群FTY86内で見いだされた単因

子劣性の遺伝様式を示す無怪乳突然変異などの特殊な変異形質は、これが単純な点変異に

よるものであるのか、あるいは染色体の再配列によるものであるのかを検討する際に他の

形質に比べ分子生物学的アプローチが比較的適用しやすいものと思われ、その意味で研究

材料としても興味深い変異であると思われる。

第5章で認められた形質問の相関関係の変異は、本研究で得られた変異系統がその遺伝

子発現ネットワークに変異を生じていることを示唆した。この結果は従来困難であるとさ

れていた形質問相関の打破を人為突然変異によって達成し得る可能性を示すものである。
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変異系統に認められたこのような形質問の発現パターンの変異がどのような遺伝様式を示

すかを調査することは、このような変異の品種育成上の有用性を評価するために必要だと

考えられる。収量形質について著しい増大を示した系統については規模を大きくした生産

力検定試験を行い、その収量性を評価する必要があろう。また、本研究においては主に収

量構成要素となる形質についてその発現の最終結果を解析するに留まったが、さらに発育

遺伝学的観点からのその成立過程についての検討を進めると同時に、光合成能や肥料反応

性などの生理学的観点、からの研究を行うことによって、 4倍体照射法の変異誘発法として

の特質がさらに明らかになるものと思われる。

本研究の結果により、 4倍体!照射法によって誘発された変異系統のゲノムに、ゲノム

DNAのl次構造および動態に関する変異が誘発されていることが明らかになり 、4倍体

照射法がゲノムの再配列を誘発するうえで効果的な手法であることが示唆された。また、

この変異系統にさまざまな形質の変異およびその発現を制御する遺伝子発現ネァトワーク

の変異が誘発され、変異幅を拡大する上で育種上有用な手法となり得ることが示された。

以上、本研究により 4倍体照射法のゲノム構造および表現形に与える遺伝育種学的な基礎

的知見を得、その誘発突然変異の特殊性および作物育種上の有用性を明らかにできたもの

と考える。
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摘要

生物はその生育過程を通して常に固有の遺伝子発現ネットワークからの制約を受けてお

り、作物育種においては、この制約を無視した変異作出は不可能である。この制約を変更

するためにはその生物種が持つ遺伝的体制に手を加え、これを再構築することが必要であ

ろう。本研究は、冗長性を持たせたゲノムの再配列を誘発することにより既存の遺伝子発

現ネットワークに変更を加え、表現型の変異帽を拡大することの可能性を探る目的で、人

為的に倍数化したイネ同質4倍体に累代的にy線照射を行い、得られた 2倍体械の変異系

統の形質の変異とゲノム構造の変異を解析したものである。結果の概要は以下のとおりで

ある。

1. 2倍体様復帰個体の後代における可視変異

イネ品種目本日青の同質4倍体集団へのy線累代照射により、集団中から 2倍体様の形態

と稔性を持った個体5個体が得られた。これらの個体に由来するそれぞれの系統群を、

τ'y 861、TY8611、TY86111、TY871、TY881と表す。また、 TY8611を展開中に得られた、ふ

先に着色があり草丈の高い l個体に由来する系統群をη86u、これを展開中に分離した、

さらに草丈が高く極晩生の 1個体に由来する系統群をTY87uと表す。

これらの変異系統には草姿、玄米の粒形等の計量形質の著しい変異に加え、著書官各部へ

の着色性、全性、脱粒性を始めとする多くの形質に優性変異を含む様々な変異が生じてい

るものが認められた。その後代における変異形質の分離の複雑さからは、可視形質に関与

する数多くの遺伝子の変異がー復帰個体に集積していたことが示唆された。また、核型観

察の結果からはいずれの系統においても染色体数の変異は認められなかった。
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2 RFLP分析による変異体ゲノムの憐造解析

2 -1.ランダムゲノミッククローンをプロープとした RFLP分析

イネ品種目本日青の核DNAより待た43種のランダムゲノミッククローンをプロープとし、

3種類の制限酵素を用いて変異系統のゲノム DNAのRFLP分析を行った。その結果、

TY86a、Ty87a、TY881、およびフタニシキを原品種として同様の方法で育成された

F1Y86、の 4つの系統群に属する 18系統において RFLPが認められた。 129の制限酵素ー

プロープの組み合わせのうち、 22においていずれかの系統が原品種との聞に多型を示し

た。また、その多型を検出したプロープは 43種中11種であった。 lつのプロープが、用

いた 3種の制限酵素のうち平均して 2種において多型を検出したことは、検出された多型

の多くが比較的大きな領域の挿入・欠失等によるものであることを示唆する。また、用い

たプロープのうち直列反復配列のクローン l種により、Ty86a、τ'y87日、Ffy86の3つの

系統群において直列反復配列の反復単位の分化が明らかになった。

2 -2.単一コピー配列クロ}ンをプロープとした RFLP分析

前述した実験により示唆された変異体ゲノムの構造変異の規模とその様相をさらに確認

するため、 RFLP連鎖地図作成に用いられた単一コピー型のクローン75種を用いた RFLP

分析を行った。現在までに得られているすべての系統群(日本晴由来7、フタニシキ由来

4 )から計17系統を供試し、制限酵素は 6穫を用いた。その結果Ty87臼において25・37%

のプロープがRFLPを検出し、Ty86a、Ffy86においてそれに次く?頻度で多型が検出され

た。前項で多型が検出されなかったTy86[[、η86111、Ty871の3系統群中にもいくつか

の RFLPが検出された。また、特定の連鎖群への変異の偏在は認められなかった。

多型を検出したプロープにおいて、多裂を示し得た情Ij限酵素の割合は RFLPが認められ

た変異系統すべてにおいでほぼ50%を越す値となった。より多くの制限酵素で多裂を示す
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プロープほど頒度が高〈、また、サザンハイグリダイゼーションのシグナルパターンから

重複や数kbの欠失が生じていることが明らかである領域も認められた。このことは、多

くの変異が挿入・欠失・重複などかなりの範囲のDNA断片の再配列によるものであるこ

とを示唆している。さらに、系統群TY87αにおいてはおよそ 1/3の変異が塩基置換等の

制限酵素認識部位の点変異と考えられるものであった。以上の結果から、得られた変異系

統中に多くのゲノム構造の変異があること、挿入・欠失等が主要な変異の要因である系統

群とそれに加え微小な変異を多数生じている系統群とが存在することが示唆された。

2 -3. 他の変異誘発法による変異体のゲノム構造の変異

イネ品種農林 8号由来のY線照射による突然変異系統10系統、および180日間継代培養し

たイネ品種亀の尾のJII盤由来カルスから誘導した再分化個体10個体について、 26種の単

一コピー配列および3種の直列反復配列をプロープに用いた同様の RFLP分析を行った。

その結果、検出された多型は放射線突然変異系統l系統における lつのみであり、これら

の変異誘発法によるものと比較して 4倍体の累代照射法によるゲノム構造の変異性は極め

て高いことが示された。

3.変異系統のゲノムにおける反復配列の変異

3 -1.各種反復配列のコピー数および構造の変異

高等植物のゲノムはその大部分が反復配列によって占められており、その変異はゲノム

の構造に大きく影響する。そこで、変異系統のゲノムにおける反復配列の変異糠式を明ら

かにするため、イネ品種目本晴のゲノム DNAのBamHIライブラリーからクローニングし

た7種の反復配列クローンを用いて、各変異系統のゲノムにおけるコピー数の変異および

RFLPの検索を行なった。
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用いた反復DNAクローン全てについて、1つ以上の変異系統がコピー数の変異を示し、

反復配列の有意な増減(原品種の0.4倍ー2.6倍)が認められた。多くの配列はゲノム中で

増加する傾向にあったが、減少方向にのみ有意な変異が認められる配列も存在した。また、

他の系統群が全体的に反復配夢IJのコピーを増加させているのに対し、系統群 FTY86は原

品種に比べ、多くの菌研lが減少している傾向にあった。さらに、コピー数の増減に関して、

有意な相関関係がいくつかの配列間で認められた。以上の結果から、本章で供試した変異

系統のゲノムは反復配列のコピー数に変異が生じていること、変異の方向は一定ではない

が、それぞれの系統群においていくつかの配列の噌滅を向調的にコントロールする機構が

存在することが示された。

一方、これら 7種の反復配列クローンをプロープとしたRFLP分析の結果から系統群

TY87U において新しいフラグメントの存在が認められ、分子種の変換の中間段階を示し

ている可能性が示唆された。

3 -2.変異系統におけるrDNAのintergenicspacer (IGS)領域の構造

2 -1で明らかになった直列反復配列の多型はrDNAのIGS領域の多型であることが既

にクローニングされていたイネrDNA断片により確かめられた。多型を示した3系統群に

属する系統、およびその原品種からゆNAのIGS領域をクローニングし、物理地図を作成

したところ、変異体のIGS領域においてお11部伎を両端に持つ約250bpのサプリピートの

反復数が、原品種より増加していることが明らかになった。そのサプリピート部位の塩基

ric別を解析した結果、変異系統の多型は原品種のサプリピートの塩基置換や重複・欠失と、

それによって生じた種々の変異IGS聞の組み換えによって生じたこと、さらに、生じた変

異分子はゲノム中で培幅され新しい直列反復構造を形成したことが示唆された。
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4.変異系統における収量形質の変異

4倍体集団の累代照射法により得られた変異系統が有用形質において、従来の変異誘発

法とは異なった特質を持っか否かを明らかにするため、収量形質について調査した。供試

した系統はフタニシキ由来のFTy86系統群に属し、 4倍体集団から分離後3世代目の 1個

体に由来する 8系統である。形質調査の結果、変異体の穏は長くなる方向に連続的に変異

するとともに粒着密度も士宮加する傾向があった。主手早の穏の着粒数は最大の系統で原品種

のおよそ2倍に達し、個体当りの穏重は原品種の1.5倍から2倍の値を示した。また、穏数

とー穆重、粒数と粒大の間に正相関があること、穫の長さと草丈との間には正の相関があ

るが、変異系統の佳から得られる回帰直線は原品種の値から非常に離れており、草丈に比

べて穏長が大きく増加していること等、草型のバランスの明らかな変異が認められた。こ

の結果から、既存の遺伝子発現ネットワークを改変し、従来困難であるとされていた形質

問相関の打破を人為突然変異によって達成し得る可能性が示された。

以上を要するに、本研究はイネ照射4倍体集団からの復帰2倍性系統における形質およ

びゲノム構造の変異を解析することによってその特質についての基礎的知見を得、既存の

誘発突然変異に対する特殊性および有効性を結論したものである。
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