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第１章 序論 
植物は移動できないため、外部環境の変化に適応する形質や能力を、進化の過程で獲得してきた。

外部環境は、光、気体成分、気温、湿度など様々な要素を含む。そのため、外部環境の変化は、これ

ら複数の要素が同時に変化することを意味する。植物を冠水させた場合を例に示す。酸素と二酸化炭

素などの気体成分は水に対する溶存度が低い。そのため、冠水された植物の細胞は、好気呼吸や光合

成を続けることができなくなり、低酸素ストレスにさらされるようになる。このとき、細胞は好気呼

吸から嫌気呼吸に切り替えて ATP を生産する 1‒5。また、冠水された植物はエチレンを細胞外に放出

できず、細胞内にエチレンが蓄積するようになる 6‒8。エチレン濃度の上昇が引き金となって、伸長成

長に関連する多くの遺伝子の発現が促進される。このように、植物を冠水させた場合だけでも、植物

細胞は低酸素ストレス応答やエチレン応答など多岐にわたる応答を行っている。 

細胞がストレスに応答するメカニズムを解明するには、細胞内で発現している遺伝子間の複雑な

相互作用を理解する必要がある。細胞内における遺伝子間の相互作用を調べるために、高速かつ高精

度で大量の遺伝子の発現量を一度に測定する技術が欠かせない。 

細胞内で発現している遺伝子を一度に測定するには、マイクロアレイまたは高速シーケンサー

（high-throughput sequencer; HTS）が用いられる。マイクロアレイは、遺伝子の転写物をマイクロ

アレイのチップ上に固定させることによって、転写物を定量している。そのため、マイクロアレイの

チップ上にはプローブとよばれる転写物と相補的に結合できる短い塩基配列が配置されている。この

特徴から、マイクロアレイによる発現量の定量は、塩基配列既知の遺伝子に対して有効であると言わ

れている。これに対して、HTS を利用した RNAシーケンシング技術（RNA-Seq）は、遺伝子の転写

物の塩基配列を直接読み取ることで、転写物の定量を行っている 9,10。HTS はプローブを必要としない

ため、新規の転写物をはじめとして、細胞内の全転写物を一度に定量できる。そのため、ゲノムが解

読されていない生物の遺伝子の発現量も定量できる。この観点から、遺伝子発現の網羅的解析は一般

的に RNA-Seq がよく利用されている。 
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第１節 RNA-Seq と遺伝子発現量解析 

第１項 RNA-Seq 

RNA-Seq は細胞内転写物を定量する技術の一つである 9,10。細胞内のmRNA などの転写物を短い

塩基配列に切断してから HTS で読みとること（シーケンシング）で定量が行われる。シーケンシング

の方法には、シングルエンド法とペアエンド法の 2通りある（図 １-1）。シングルエンド法は、短い

塩基配列の片側から 1 塩基ずつシーケンシングする方法である。シーケンシングされた塩基配列をリ

ードと呼ぶ。これに対して、ペアエンド法は、短い塩基配列の両側からシーケンシングする方法であ

る。ペアエンド法の場合、1 つの短い塩基配列を両端からシーケンシングしているため、2 つのリー

ドが得られる。この 2つリードを区別する際に、片方を forward リードと呼び、もう片方を reversed

リードと呼ぶ。 

リードは転写物の塩基配列の一部であるため、DNA の転写領域と相補的に結合する部分を持つ。

リードを DNA配列と照合し、DNA上にある相補的に結合できる部分を探すことをマッピングという

（図 １-2）。HTS は細胞内で発現している全転写物に対して、切断およびシーケンシングを並列的

に処理しているため、シーケンシング直後では、個々のリードがどの転写物に由来するのかはわから

ない。そこで、個々のリードを DNA上にマッピングすることで、そのリードが DNA上のどの転写領

域に由来するのかを決定できる。ペアエンド法により読み取られた 2 つのリードは、同一遺伝子の転

写領域上にマッピングされる。2 つのリードとその間の塩基配列を合わせてフラグメントという。ま

た、シーケンシングエラーなどにより、ペアとなる 2 つのリードがそれぞれ異なる遺伝子の転写領域

にマッピングされたり、片方がマッピングされないこともある。このようなリードは、解析前に取り

除くのが一般的である。 

第２項 遺伝子発現量 

各転写領域にマッピングされたリードを、転写領域ごとに集計したリード数をリードカウントデ

ータとよぶ。一般に、転写物の発現量が高くなれば、その転写物のリードカウントも大きな値をとる。

これに加え、転写物が長いほど、シーケンシングされるリード数が多くなり、その転写物のリードカ

ウントが大きな値をとる。したがって、転写物のリードカウントは、そのままでは、転写物の発現量

を表していない。リードカウントから転写物の発現量を推定するには、転写物の長さがリードカウン

トの大小に与える影響を取り除く必要がある。 

転写物の長さがリードカウントデータの大小に与える影響を取り除く方法の 1 つとして、リード

カウントデータから RPKM (reads per kilobase of transcript per million mapped reads)を計算する

方法がある 11。この方法では、RNA-Seq でシーケンシグされた全リード数を 100 万に揃えたのち、す

べての転写物の長さが 1,000 bp と仮定したときに、マッピングできたリード数を計算している。す

なわち、転写物 ! の長さを !! とし、転写物 ! の転写領域にマッピングされたリード数を !! とし 



   
 

 3 

 

 

図 １-1 
転写物（mRNA）は切断されてから高速シーケンサーで読み取られる（シーケンシング）。転写物の断片配列を片側のみから
シーケンシングする方法をシングルエンド法という。これに対して、転写物の断片配列を両側からシーケンシングする方法を
ペアエンド法という。ペアエンド法によってシーケンシングされた 2つのリードは、それぞれ forward リードと reversed リー
ドという。 

 
図 １-2 
RNA-Seq によりシーケンシングされたリードは、リファレンス配列にマッピングすることで、そのリードがどの転写物に由来
するのかを決定できる。また、個々の転写物にマッピングされたリードの数を集計することで、転写物の発現量を予測できる。 
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たとき、転写物 ! の RPKMは 

10! !!
!!! ∙ !!

 

によって計算される。ただし、kは iを含む全転写物とする。 

ペアエンドリードの場合は、ペアとなる 2 つのリードが同じ転写領域にマッピングされ、フラグ

メントが作られる。この場合、リードを利用して RPKMを計算する代わりに、フラグメントを利用し

て FPKM (fragments per kilobase of transcript per million mapped reads)を計算するのが一般的で

ある 12。ここで計算される RPKMあるいは FPKMは、転写物の発現量とみなすことができる。 

第３項 RNA-Seq を利用した発現変動遺伝子の検出 

植物がストレスに応答するときに、転写物の発現量が変化する。ストレスを与えたサンプル（処

理群）と与えていないサンプル（対照群）における転写物の発現量を比較し、発現量が変化する転写

物を検出すれば、ストレスに応答する転写物の候補を決めることができる。 

RNA-Seq を利用することで、処理群と対照群のサンプル中の全転写物の発現量を測定できる。測

定できたすべての転写物の発現量を比べることによって、2 つの比較群において発現量の異なる転写

物を一括して検出できる（図 １-3）。複数の RNA-Seq 実験から得られる転写物の発現量データに対

して、転写物の発現量の比較を行い、発現量の異なる転写物を検出するソフトウェアは、edgeR 13、

DESeq2 14などをはじめ、数多くリリースされている 15‒17。 

第４項 RNA-Seq の農学への応用 

RNA-Seq は、これまでマイクロアレイで対応できなかった遺伝子発現の網羅的な解析を可能にし

た。新規遺伝子の発見やノンコーディング RNAの定量は、もはや目新しいものではない 18‒20。近年で

は、農学の分野において、雑交種の発現解析への応用が行われるようになった 21‒23。 

雑交種は農作物によく見られる。例えば、小麦、綿花、コーヒーなどがあげられる 24,25。これらは、

生産量の増加、あるいは干ばつや塩害などのストレス耐性を強くするために、古くから人の手により

近縁種同士の雑交を繰り返し、作成されと考えられる。雑交種の遺伝子発現に対する網羅的な解析は、

雑交種の形質や適応能を理解する上で欠かせない。すなわち、雑交種は親種に比べて、どのようなメ

カニズムで生産量が増加したか、あるいはどのようなメカニズムでストレス耐性が強くなったのかを

遺伝子レベルで解明し、今後、農学分野において雑交による品種改良を効率的に行うために役立つと

期待できる。 

雑交種は、近縁にある 2 種を雑交することで作成する。近縁にある 2 種のゲノムの塩基配列は、

配列相似性が高い。そのため、雑交種は相似性の高い 2 種類のゲノムセットを同時に持つ。例えば、

種 Aと種 Rが近縁種同士とする。種 Aと種 Rが雑交することにより誕生した雑交種は、種 Aに由来

するゲノムと種 Rに由来するゲノムを同時に持つ。雑交種で発現する遺伝子に対して、種 A由来のゲ
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ノムから発現する分と種 R由来のゲノムから発現する分を区別して定量するために、マイクロアレイ

では 2 種類のプローブを必要とする。このとき、遺伝子の塩基配列の相同性が高い場合、プローブの

配列が同一なものになり、区別できなくなる。これに対して、RNA-Seq を用いた実験ではプローブを

必要としないために、この問題を回避できる（図 １-4）。各親種のゲノムの配列は、相同性が高いも

のの、転写領域に種特異的な一塩基多型（SNPs; single nucleotide polymorphisms）が多く含まれて

いる 26‒28。このようなゲノムから転写された転写物にも、種特異的な変異が含まれる。そのため、

RNA-Seq でシーケンシングされたリードにも、それらの変異が反映されている。このことから、リー

ド上にあるこれらの変異を調べれば、それぞれのリードが種 A由来のゲノムあるいは種 R由来のゲノ

ムのどれから転写されているのかを決定できる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 １-3 
対照群およびストレスを与えた処理群の細胞に対して、RNA-Seq により遺伝子の発現量を定量し、両者の遺伝子の発現量を比
較することにより、ストレスにより発現量が変化した転写物を同定することができる。 
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図 １-4 
雑交種のゲノムに存在する相同性が非常に高い塩基配列を持つ遺伝子の発現量を、ゲノム種類ごとに定量するとき、マイクロ
アレイを用いると、短いプローブが共通しているために、異なるゲノムに由来する転写物が同じプローブに結合してしまう場
合がある。これに対して、RNA-Seq では、シーケンシングされたリード上にある塩基の変異などを利用して、リードがどのゲ
ノムに由来するのかを判定している。 
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第２節 異質倍数体と種の多様性 

第１項 異質倍数体 

農作物のように人工的に雑交することによって作られた雑交種のほかに、自然界にも多くの雑交

種が存在する。これらの雑交種は、自然界で起こる倍数化とよばれる現象によって誕生したものであ

る。倍数化は、生物のゲノムのセット数が通常よりも多くなる現象のことをいう。動物、菌類や植物

などに普遍的に見られる。とりわけ植物でよく見られ、ほぼすべての被子植物が進化の過程において

1回以上の倍数化を経験していると言われている 29‒31。 

倍数化は同種間の交雑あるいは近縁種（異種）間の交雑で起こる 32‒34（図 １-5）。同種間交雑に

より同じ種に由来するゲノムが 1 つの核に取り込まれることにより起こる倍数化は、同質倍数化と呼

ばれている。これに対して、異種間交雑により異なる種のゲノムが 1 つの核に取り込まれることによ

り起こる倍数化は、異質倍数化と呼ばれている。 

倍数化は植物の種の多様性や種分化に大きな影響を与えていると考えられる。例えば、同質倍数

化により誕生した種は、同じ種に由来するゲノムのセット数よりも多く含む。そのため、多くの遺伝

子重複が生じる。重複した遺伝子の片方に致命的な変異が入ったとしても、もう片方で正常に代謝を

行うことができるため、植物は生存し続けることができる。このように遺伝子重複により、遺伝子に

変異が入りやすくなり、最終的には新規遺伝子の獲得につながるのではないかと考えられている 27,35。

また、異質倍数化により誕生した種は、異なる 2 近縁種由来のゲノムを同時に持つ。そのため、遺伝

子重複のほかに、どちらかの親のみに由来する遺伝子をも持つようになる。したがって、異質倍数体

は両親のニッチだけでなく、その中間のニッチにも適応できる考えられている 36‒38。 

第２項 ホメオログ 

同じ祖先種に由来する遺伝子が、異種間で保存されている場合、その遺伝子同士をオーソログ

（ortholog）関係にあるという。このような 2 種のゲノムが異質倍数化により誕生した異質倍数体に

取り込まれると、オーソログ関係にある遺伝子が同じ核内に存在するようになる。このとき、同じ核

に取り込まれたオーソログ関係にある遺伝子をホメオログ（homeolog）という（図 １-6）。 

異質倍数体の複数ゲノム上にあるホメオログを区別して行う発現解析は、昔から少なからず行わ

れてきた。昔は数個のみのホメオログに対して cDNA-SSCP 解析などにより発現解析が行われていた
39,40。現在では RNA-Seq を利用した発現解析が行われるようになった 21,22,38,41‒44。 

先行研究によって、異質倍数体において 2 親種に由来するホメオログが同じ頻度で使われていな

いことが報告された 38,39,45,46。この現象はホメオログ発現バイアス（homeolog expression bias）とし

て知られている。異質倍数体として知られている綿花についての先行研究を例に述べる。綿花 G. 
hirsutum は A ゲノムと D ゲノムを 2 セットずつ持つ異質倍数体として知られている。先行研究が

cDNA-SSCP を用いて adhAの発現量を解析したところ、葉組織では Dゲノムからの発現量と Aゲノ 
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図 １-5 
同質倍数化は、同じ種に由来するゲノムが 1 つの核内に取り込まれる倍数化のことである。これに対して、異質倍数化は、異
なる 2つの近縁種のゲノムが 1つの核内に取り込まれる倍数化のことである。 

 

 

 

図 １-6 
祖先種のゲノム上にある遺伝子が、種分化により誕生した種に保存される。新種で保存された遺伝子同士の関係をオーソログ
という。また、進化の過程において、これらの種のゲノムが倍数化などにより再び 1 つの核に取り込まれたとき、これら遺伝
子同士の関係をホメオログという。 
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ムからの発現量の比は D:A = 65:35 となっていた。これに対して、花弁では D:A = 100:0、子葉では

D:A = 34:66 などのように異なっていたことを報告した 39。その他に、ホメオログ発現バイアスは生

育温度によって異なったり 45、 概日リズムに伴って変化したり 46することが確認されている。ここで

注意したいのは、ホメオログ発現バイアスを持つ遺伝子として報告された遺伝子の数は多くないこと

である。また、近年、RNA-Seq を利用したゲノムワイドな解析においては、多くのホメオログが等し

い頻度で利用されていることがわかりつつある 38,41,43。 

第３項 Cardamine属 

タネツケバナ（Cardamine）属の植物は、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の近縁種と

して知られる。タネツケバナ属の植物は、高緯度の地域に生息し、土壌湿度に応じて多様な種が存在

する 36。例えば、スイスアルプスにある Urnerboden 村では C. amara (2n = 2x = 16, AA)、C. rivularis 
(2n = 2x = 16, RR)や C. insueta (2n = 3x = 24, RRA)をはじめとする多くのタネツケバナ属の植物

が確認できる（図 １-7）37,47‒49。C. amaraは、水中あるいは水辺で生息し、冠水された環境に置かれ

ても生存できる 36,50。これに対して、C. rivularisは、牧草地のようにやや乾燥した場所で生息し、冠

水した環境に置かれると生存できなくなる 36,50。このように、C. amaraと C. rivularisの水に対する

適応性は、明確に異なっている。また、水辺からやや乾燥した場所までの広い範囲において、異質倍

数体である C. insuetaが生息していることが確認できる。C. insuetaは、およそ 150 年前に、C. amara
と C. rivularisの自然交雑によって誕生したと考えられる 37,47,48。 

C. amara、C. rivularisおよび C. insuetaは、生殖様式も異なっている 50。C. amaraは種子繁殖

およびランナーによるクローン繁殖が可能であり、両方の生殖様式で繁殖している。水中などにおい

て、クローン繁殖により形成された C. amaraの群集がよくみられる（図 １-7B）。また、C. rivularis

は種子繁殖および plantlet（栄養分体）によるクローン繁殖が可能である。しかし、C. rivularis は
C. amaraと異って種子繁殖が主であり、クローン繁殖がほとんど行われない。異質倍数体のC. insueta
は 3倍体であるために、花を咲かせることはできるが、発芽可能な種子を形成する確率は大きくない。

また、C. insuetaは C. amaraのようにランナー、また C. rivularisのように plantlet の両方を形成で

きるが、ほとんどの場合、plantlet による繁殖を行っている。 
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図 １-7 
A Urnerboden はスイス中央にあるアルプス山脈に囲まれた谷地である。春先になると両側の山々から雪解け水が流れ落ち、
山の麓に小川が流れるようになる。気温が上昇すると、雪解けが加速し、小川が氾濫する。そのため、小川の近くにある場所
は水に浸されるようになる。しかし、両側の山から遠く離れた谷地の中央では雪溶け水に浸されず、牧草地となっている。B 小
川の中で生息している C. amara。C 小川沿いに生息している C. insueta。D やや乾燥した場所で生息している C. rivularis。 
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第３節 研究内容と研究目的 
異質倍数体は核内に複数の親種に由来するゲノムを同時に持つため、環境ストレスに対する応答

は多様であると考えられる。C. insuetaを例に示すと、ストレスを受けた C. insuetaは、Aゲノム上

のホメオログを C. amaraと同じように発現量を変化させ、Rゲノム上のホメオログを C. rivularisと
同じように発現量を変化させてストレスに応答する場合が考えられる。また、例えば C. insuetaの A

ゲノム上と R ゲノム上のホメオログ同士が相互作用し、C. insuetaは両方のホメオログを C. amara

と C. rivularisのいずれとも異なるように発現量を変化させてストレスに応答する場合も考えられる。

こうした異質倍数体のストレス応答様式を明らかにすることは、異質倍数体の遺伝子発現およびその

調節機構を解明する糸口になると考えられる。 

そこで本研究では、異質倍数体のストレス応答様式が、その親種のストレス応答様式と比較して

どのように異なっているのかを調べることを目的とした。農作物の多くは、品種改良が重ねられた結

果、形質が安定化し、明確な形質が確認できない可能性がある。さらに、ゲノムサイズが非常に大き

く、解析が困難な面がある。そこで、本研究では約 150 年前に誕生した新種で、かつゲノムサイズが

小さい異質倍数体C. insuetaを利用することにした。C. insuetaの親種であるC. amaraとC. rivularis
は水に対する形質が明確に異なっている 36,50。そこで、この 3 種の植物の冠水ストレスに対する応答

様式を観測すれば、異質倍数体と親種のストレス応答様式の違いを明らかにすることができると考え

た。 

本研究では、C. amara、C. rivularisおよび C. insuetaの葉組織を水中に浸し、冠水後 0時間、2

時間、4 時間、8 時間、12 時間、24 時間、48 時間、72 時間および 96 時間の時点における葉細胞内

の転写物を定量した RNA-Seq データの解析を行った。具体的には、(1) RNA-Seq のデータから遺伝

子発現量を計算し、(2) 冠水後に発現量が有意に変化した発現変動遺伝子の種間差を調べ、また、(3) C. 

insueta のホメオログの発現比率の冠水後の変化を調べた。これらの結果を基に、異質倍数体のスト

レス応答様式が、その親種のストレス応答様式と比較してどのように異なっているのかについて考察

を行った。 
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第４節 本研究の位置付け 
異質倍数体のホメオログの発現量に着目した研究はこれまでにもいくつか行われている 21,22,38‒44。

先行研究について幾つかをここで紹介する。 

1. A. kamchaticaの亜鉛蓄積性 

A. kamchatica (4x = 32, HHAA)は、A. halleri (2x = 16, HH)と A. lyrata (2x = 16, AA)
が自然交雑することによって誕生した種である。A. halleri は亜鉛を個体内に高濃度で蓄積

できる形質（hyperaccumulation）を持つのに対して、A. lyrataは hyperaccumulation の

性質を持たない。高亜鉛濃度の環境において A. kamchaticaのホメオログの発現が通常の環

境に比べてどのように異なっているのかを調べるために、Paape らは RNA-Seq 実験を行い、

高亜鉛濃度の環境で植栽された A. kamchaticaのホメオログの発現を観測した 44。その結果、

Papee らは、A. kamchaticaの金属輸送に関わるホメオログは、Aゲノムに比べ、Hゲノム

から発現している割合が大きいと報告した 44。 

2. Brassica junceaのホメオログ発現 

異質倍数体 B. juncea (4x = 36, AABB)は B. rapa (2x = 20, AA)と B. nigra (2x = 16, BB)
の雑交種でる。Jinghua らは B. junceaのゲノムを解読し、Aゲノムから発現するホメオロ

グと Bゲノムから発現するホメオログの発現量の比率を求めたところ、観測した全ホメロオ

グのうち 8.0%が主に Aゲノムから優先的に発現し、8.2%のホメロオグが主に Bゲノムから

優先的に発現し、残りの 83.8%のホメオログは A ゲノムと B ゲノムからほぼ等頻度で発現

していることを明らかにした 51。また、この比率は、高温ストレスや乾燥ストレスにさらさ

れた時に大きく変化することはなかった。 

3. Capsella bursa-pastorisのホメオログ発現 

C. bursa-pastoris (4x, GGOO)は C. grandiflora (2x, GG)と C. orientalis (2x, OO)の雑交種

である。Gavin らは、C. bursa-pastorisの Gゲノムから発現するホメオログと Oゲノムか

ら発現するホメオログの発現量の比率を調べたところ、全観測ホメオログのうち 3%のホメ

ロオグが Gゲノムまたは Oゲノムから優先的に発現していると報告した 43。 

4. 概日リズムに応答する CAA1ホメオログの発現 

Zhongfu らは、A. thaliana (2x = 16, TT)と A. arenosa (2x = 16, AA)を人工的に倍数化さ

せて作成した異質倍数体を利用して、異質倍数体の細胞内における CCA1 (circadian clock 
associated 1)ホメオログの発現量を観測した。その結果、CAA1は、暗期では Tゲノムと A

ゲノムから同じ頻度で発現しているのに対して、明期では Aゲノムから優先的に発現してい

るのがわかった。 

以上で見たように、これらの先行研究には、少数のホメオログに着目したものや異なる２状態間

のホメオログに着目したものがあるが、本研究のように、時系列的に調べた研究はこれまで行われて

いない。 
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本研究で明らかにする異質倍数体のストレス応答様式およびそれと親種のストレス応答様式の違

いは、今後の異質倍数体の研究に新しい可能性を提示できると期待される。また、今後、こうした研

究が多く行われることによって、異質倍数体と親種の遺伝子発現およびその調節機構のモデル化が可

能になり、品種改良を目的とした効率的な雑交種の作成に役立つと考えられる。ストレス耐性が強く、

生産高の多い作物の作成に応用できれば、安定的な食糧供給が期待される。 
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第２章 遺伝子発現量の定量 
 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出版予定。 
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第３章 冠水ストレスに応答する発現変動遺伝子 
 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出版予定。 
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第４章 異質倍数体のホメオログ発現比率 
 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出版予定。 
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第５章 総合討論 
 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出版予定。 
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本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年以内に出版予定。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


