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直播栽培は稲作の省力化・低コスト化を可能にす

るため，これに適応した品種の育成が重要な育種目

標に挙げられている．直播栽培に適応する品種に求

められる形質として，低温や還元状態での出芽性と

苗立ち性，耐倒伏性が挙げられている（山本 1990）．

海外の品種の中に，これらの性質に優れた品種が存

在することが知られており（平野 1978，小高と安

部 1988），イタリア品種の「Italica Livorno」，ポル

トガル品種の「Arroz da Terra」や旧ユーゴスラビア

品種の「Maratteli」などを母本として直播適応品種

の育成が進められてきたが，品質や食味不良など劣

悪形質が随伴し，実用品種の開発には至っていない

（堀末1995）．

DNAマーカー選抜は特定の遺伝子のみを導入す

る方法として有効とされ，低温発芽性など直播適応

性を向上させる遺伝子や遺伝子座を同定できれば，

国内の優良品種にDNAマーカー選抜で劣悪形質を

随伴することなく外国品種から直播適応性のみを導

入できると期待される．

イネの低温発芽性や低温苗立ち性に関して，量的

形質遺伝子座（QTL）が様々な集団で解析されてき

た（Miura et al. 2001，Fujino et al. 2004，Zhang et al. 

2005，Jiang et al. 2006，Ji et al. 2008，Fukuda et al. 2014，

Satoh et al. 2016）．我々は，旧ユーゴスラビアの品種

「Maratteli」で見出した低温発芽性を高める QTL を

持つ「あきたこまち」の準同質遺伝子系統（NIL）

を育成し，導入した QTL によって NIL の低温発芽

性が向上することを明らかにした（Satoh et al. 2016）．

さらに，QTL の集積により低温発芽性は大きく向上

したが（佐藤ら 2014），低温苗立ち性は十分に向上

しておらず，直播栽培に用いる品種を育成するため

には異なる遺伝資源から低温苗立ち性を向上させる

新たな QTL を特定し，それらも集積させる必要があ

ると考えられた．

イネの低温発芽性の改良は，稲作の省力化と低コストを可能とする直播栽培に適応できる品種の育成に重要である．我々は，「あき

たこまち」と優れた低温発芽性を持つ「Arroz da Terra」との戻し交雑自殖系統群（BILs：あきたこまち//Arroz da Terra/あきたこまち）

の BC1F8 世代を用い，次世代シーケンサーを用いたバルクセグレガント法によって低温発芽性に関わる 5 個の量的形質遺伝子座

（QTL：qLTG）を同定した．この内，第 4 染色体（qLTG4），第 7 染色体（qLTG7）および第 11 染色体（qLTG11）の QTL は，「Arroz 

da Terra」由来の遺伝子型が低温発芽性を高めると考えられた．また，第 3 染色体（qLTG3）と第 6 染色体（qLTG6）の QTL は，「あ

きたこまち」由来の遺伝子型が低温発芽性を高め，これらが BILs において，「Arroz da Terra」を上回る低温発芽性を示す系統の超越

分離をもたらしたものと考えられた．今後，本研究の BILs と次世代シーケンサーを利用することで，直播栽培に関わる様々な形質

に関しても，QTL を短期間に同定できると期待される．
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効率的にQTLを同定する方法として，バルクセグ

レガント解析と次世代シーケンサーによるゲノム解

析を組み合わせたQTL-seq法が開発され（Takagi et al. 

2013），様々な植物種でQTL解析に利用されている

（Lu et al. 2014，Das et al. 2015）．バルクセグレガン

ト解析とは，表現型の異なる親品種を交雑した後代

から，その表現型が明確に異なる2タイプの個体群を

選び，それぞれの個体群についてゲノムDNAを混合

したDNAプールを作成し，それを比較解析すること

で表現型と連鎖するDNAマーカーを得る方法であ

る（Michelmore et al. 1991）．このDNAプールのゲノ

ムを次世代シーケンサーで解析することで，短期間

で表現型と関連するQTLを特定することが可能とな

っている（Takagi et al. 2013，Sun et al. 2018）． 

我々は，これまで低温苗立ち性に優れるポルトガ

ル品種の「Arroz da Terra」と低温苗立ち性が劣る「あ

きたこまち」との戻し交雑自殖系統群（BILs：あき

たこまち//Arroz da Terra/あきたこまち）を育成して

きた．BILsのゲノム構成は両親のゲノムがランダム

に混合したモザイク状となっているが，低温苗立ち

性が優れるBILsの系統が共通して持つ「Arroz da 

Terra」または「あきたこまち」由来のゲノム領域に

は，低温苗立ち性を向上させる遺伝子が座乗してい

るものと考えられる． 

そこで本研究では，低温苗立ち性に関わる形質と

して低温発芽性に着目し，BILsの中から低温発芽性

に優れる系統と劣る系統を選抜し，それぞれの系統

のDNAを混合したDNAプールのゲノム配列を次世

代シーケンサーで解析し，低温発芽性を高めるQTL

の特定を試みた． 

 

材料と方法 

 

供試材料 

低温発芽性に優れるポルトガル品種の「Arroz da 

Terra」と，それが劣る「あきたこまち」を供試した．

また，単粒系統法により育成した「あきたこまち」

と「Arroz da Terra」との戻し交雑自殖系統群（BILs：

あきたこまち //Arroz da Terra/ あきたこまち）

（AT1~AT120）の BC1F8 世代を用いた． 

 

低温発芽性の解析 

「Arroz da Terra」，「あきたこまち」および 93 系統

の BILs の種子を 10%次亜塩素酸ナトリウムに 15 分

間浸透した後，水道水で 3 回すすいで種子消毒を行

った．殺菌した種子 50～80 粒を φ60 mm ガラスシャ

ーレに入れ，5 ml の水道水を入れてインキュベータ

ー内に静置し，温度を 15°C 一定に保った．幼芽が

穎を破って出たものを発芽種子とし，発芽した種子

数を 14 日間経日的に計測した（図 1）．計測終了後，

温度を 25°C にして未発芽種子の発芽能力を確認し，

最終的に発芽した種子数を分母として発芽率を求め

た．なお，実験は 3 反復行い，水道水は毎日，調査

時に 15°C に保っておいた水道水と交換した． 

 

A       B  
 

 

 

 

 

 

 

 

DNA 抽出および次世代シーケンシング 

低温発芽性が優れる 5 系統（H-LTG）と低温発芽

性が劣る 5 系統（L-LTG）について，それぞれの葉

身から CTAB 法（Murray and Thompson 1980）によ

り DNA を抽出した．抽出した DNA を RNaseA で処

理して RNA を分解した後，NanoDrop™（Thermo 

Fisher Scientific 社）を用いて DNA を定量した．そ

れぞれ 5系統の DNAを等量混合した DNAプールを

作成し，Illumina TruSeq DNA sample preparation Kit

（Illumina 社）を用いて PCR free でライブラリーを

作成した．それぞれのライブラリーについて，

Illumina HiSeqXTen（Illumina 社）で両側から 150 塩

基を解読し，データ量 12 Gb 以上のリード配列を取

得した．各塩基の Phred Quality Scores（Q 値）が 30

以上で，それが各リードの 90%以上を占め，さらに

両側から解読された精度の高いリード配列のみを

抽出して解析に用いた． 

図1  低温発芽試験の写真（15℃，4日目） 
A:「Arroz da Terra」,  B:「あきたこまち」 
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QTL-Seq 解析 
解析ソフト QTL-seq を用い，低温発芽性に関わる

QTL を検出した（Takagi et al. 2013）．まず，Illumina 

HiSeq1000（Illumina 社）で取得した「あきたこまち」

のリード配列を IRGSP-1.0 に対してアライメントし，

「あきたこまち」の配列に置き換えた仮想的なリフ

ァレンス配列を構築した．このリファレンス配列に

対して H-LTG および L-LTG の配列をアライメント

して DNA プール毎に SNP を検出し，各 SNP につい

てアライメントされたリード数から SNP-index（「あ

きたこまち」型と「Arroz da Terra」型の割合）を算

出し，プロットした．ただし，SNP-index が 0.3 未満，

Depth が 10 以下の SNP は除外した．また，各 SNP

について SNP-index の統計的な信頼区間（90%，95%，

99%）を 1 万回のシミュレーションにより計算した． 

window サイズ 1 Mb，window 移動量 50 kb の条件で

Sliding window 解析を行い，それぞれの DNA プール

の平均 SNP-index と ΔSNP-index を計算した． 

 

結果と考察 

 

組換え自殖系統（BILs）の低温発芽性 

 「Arroz da Terra」と「あきたこまち」との BILs

を 15°C 一定の条件で発芽させた．播種後 4 日目の

発芽率は，「Arroz da Terra」が 48％，「あきたこまち」

が 1%であった（図 1，2）．これに対して BILs では，

発芽率が 4～95％と幅広い変異を示し，「Arroz da 

Terra」よりも発芽率が高い系統が多数存在していた

（図 2）．このことから，低温発芽性には複数の遺伝

子が関与しており，「Arroz da Terra」と組み合わせた

場合，「あきたこまち」にも低温発芽性を向上させる

対立遺伝子が存在すると考えられた． 

バルクセグレガント解析で低温発芽性に関わる

QTLを解析するため，明確に低温発芽性が異なる

BILsを選抜した．すなわち，低温発芽性が優れる系

統（H-LTG）として，AT24，AT53，AT71，AT105

およびAT117の5系統を，低温発芽性が劣る系統

（L-LTG）として，AT1、AT14、AT66、AT67および

AT69の5系統を選抜した（図2）． 

 

バルク法によるQTL-seq解析 

本研究で用いたBILsは，「Arroz da Terra」または「あ

きたこまち」のホモ化した染色体領域を様々な組み

合わせで持つ集団である．このBILsの中で低温発芽

性に優れる系統が共通して持っている同じ親品種由

来の染色体領域には，低温発芽性を高める遺伝子が 

座乗していると期待される．逆に，低温発芽性が劣

る系統では，この染色体領域はもう一方の親品種に

由来しているため，このような領域では両親の遺伝

子型の頻度に大きな差が生じると考えられる． 

そこで，BILsの中から選抜したH-LTGとL-LTG，

それぞれのDNAプールに共通する親系統の染色体

領域を同定するため，それぞれのDNAプールについ

て，次世代シーケンサーを用いてゲノム配列を解析

図2 「Arroz da Terra」，「あきたこまち」およびBILsの15℃で4日目の発芽率 
 グラフは平均値と標準偏差を示し，棒グラフの赤色は「Arroz da Terra」，青色は 
「あきたこまち」，緑色は「BILs」，水色と橙色は「選抜系統」を示す． 
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した．H-LTGおよびL-LTGのリード数は，それぞれ

46,941,914本および51,555,596本で，ゲノムの97.91% 

および98.17%がカバーされていた．また，Depthの平

均は，それぞれ17.51および17.75で，混合した1系統

あたり3.5本のリードでゲノム配列がカバーされて

いると推定された． 

H-LTGとL-LTGの第7染色体のSNP-Indexをプロッ

トした（図3A，B）．選抜した5個体全てが「Arroz da 

Terra」由来の遺伝子型を持つSNP（SNP-index=1）や，

逆に，全てが「あきたこまち」由来の遺伝子型を持

つSNP（SNP-index=0）が存在していた． 

H-LTGでは，2～7 Mbの領域は「Arroz da Terra」

型に，19～22 Mbの領域は「あきたこまち」型に偏

っており，また，10～18 Mbは両親型が混在してい

た（図2A）．一方，L-LTGでは，4～15 Mbの領域は

「あきたこまち」型，20～22 Mbの領域は「Arroz da 

Terra」型に偏っている傾向が見られた（図2B）． 

低温発芽性に関わる染色体領域を特定するため，

H-LTGからL-LTGのSNP-indexを引いて両親の遺伝

子型の頻度の差を示すΔSNP-indexを求めたところ，

1%水準で有意なSNPが4~7 Mbおよび21 Mb付近に存

在していた．赤色のラインで示したSliding window解

析において，第7染色体の短腕部の5.2～6.8 Mbの間

に10％水準で有意なQTL（qLTG7）が検出された．

このqLTG7では，ΔSNP-index が正の値を示したこと

から，H-LTGが「Arroz da Terra」，L-LTGが「あきた

こまち」の遺伝子型を有し，「Arroz da Terra」の遺伝

子型が低温発芽性を高めると推定された（図2C）． 

 

低温発芽性を高めるQTL 

全染色体領域についてQTL-seq解析を行った結果，

第7染色体のqLTG7を含め5か所に10％水準で有意な

QTLが検出された．この内，第4染色体の28.3～29.3 

Mb（qLTG4）と第11染色体の23.4～25.4 Mb（qLTG11）

のQTLは，第7染色体のqLTG7と同様，「Arroz da 

Terra」の遺伝子型が低温発芽性を高めるものと考え

られた．一方，第3染色体の15.5～17.9 Mb（qLTG3）

と第6染色体の31.1～32.2 Mb（qLTG6）に検出された

QTLは，「あきたこまち」の遺伝子型が低温発芽性を

高めるものと考えられ，これらのQTLがBILsにおけ

る低温発芽性の超越分離をもたらしたものと考えら

れた． 

これまでに，低温発芽性に関わるQTLが様々な遺

伝資源で解析されており，本研究のqLTG11が同定さ

れた第11染色体の長腕領域では，インディカ品種の

「Kasalath」や「DV85」，ジャポニカ品種の「USSR5」

や「Maratteli」（Miura et al. 2001，Jiang et al. 2006，Ji 

et al. 2008，Satoh et al. 2016）で低温での発芽に関わ

る強いQTLが検出されており，qGLT11がこれらと同

一である可能性も考えられた． 

また，「Arroz da Terra」と「ほしのゆめ」とのBILs

qLTG7C

A

B

99%
95%
90%

99%
95%
90%

図3 第7染色体のQTL-seq解析 
AとBは，それぞれH-LTGおよびL-LTGの

SNP-indexを示し，CはΔSNP-indexを示

す．オレンジは99%，緑は95%，ピンクは

90%の信頼区間を示す． 
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において，直播での出芽性に関わるQTL，qSES7-1

およびqSES11が検出されている（Iwata et al. 2010）．

QTLの座乗位置から，これらが本研究において低温

発芽性を高めるqLTG7およびqLTG11として検出さ

れたものと考えられ，「Arroz da Terra」の遺伝子が低

温発芽性を高めることで直播での出芽性を向上させ

ている可能性が示唆された． 

本研究では，表現型が明確に異なる5系統を混合

して用いた．世代の進んだBC1F8世代のBILsを用い

ているが，5系統の混合のため遺伝子型に偏りが残っ

ている可能性があり，QTLが存在しても有意なもの

として検出されなかった可能性も考えられた． 

 

今後の課題と展望 

 

ポルトガル品種の「Arroz da Terra」と「あきたこ

まち」の交雑後代において，「あきたこまち」の低温

発芽性の改良に有効と考えられる複数のQTLを見出

した．本研究で見出したQTLは，qLTG11を除き旧ユ

ーゴスラビアの品種の「Maratteli」から「あきたこ

まち」に導入したQTLとは異なることから（Satoh et 

al. 2016），従来のQTLと組み合わせることで「あき

たこまち」の低温発芽性をさらに向上できるものと

考えられる． 

また，本研究の手法によって直播適応性に関わる

土中出芽性や低温伸長性など，低温発芽性以外の形

質についても短期間でQTLを特定することが可能と

考えられ，それらも合わせることで実用的な直播適

応性を付与できるものと期待される． 

同定したQTLのみを「あきたこまち」に導入する

には，QTLを識別するDNAマーカーが不可欠となる．

今後，次世代シーケンスデータを用いて遺伝子の変

異解析を行い，本研究で見出したQTLに座乗する遺

伝子の変異の特定を進める．特定した遺伝子変異を

利用してDNAマーカーを作成し，DNAマーカー選抜

でQTLを導入することで「あきたこまち」の低温発

芽性，直播適応性の改良が期待される． 
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Identification of quantitative trait loci for low-temperature germinability in rice 
using next generation sequencing-based bulked segregant analysis
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Low-temperature germinability is one of the most important traits for improving the establishment of seedlings in the direct sowing culture of 

rice. This study aimed to identify the genes responsible for superior germination under low temperatures with the goal of developing new varieties 
of rice. The authors identified five putative quantitative trait loci (QTLs) for low-temperature germinability (qLTG) using back-crossed inbred 

lines (BILs) between the temperate japonica varieties “Arroz da Terra” and “Akitakomachi” and used the next generation sequencing-based 

bulked segregant analysis (BSA). “Arroz da Terra” derived alleles in qLTG4, qLTG7, and qLTG11 on chromosomes 4, 5, and 11, respectively, and 

enhanced germination under low temperatures. “Akitakomach” derived alleles in qLTG3 on chromosome 3 and qLTG6 on chromosome 6 and 
also enhanced germination. Two QTLs, qLTG3 and qLTG6, may be responsible for the transgressive segregation of “Arroz da Terra” with regard 

to the low-temperature germinability of the BILs. Our results suggest the ability of this method to rapidly identify QTLs for various traits in the

establishment of seedlings.

Hidekazu Takahashi1, Daisuke Tsuchida1, Tomohiko Kawamoto2, Hiromori Akagi1

Kaidobata-Nishi, Shimoshinjo-Nakano, Akita, Akita 010-0195, Japan. E-mail: akagi@akita-pu.ac.jp

- 142 -

高橋秀和ら／秋田県立大学ウェブジャーナル B ／ 2018, vol. 5, 136-142


