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〔総 説〕
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A comprehensive survey and prospect of molecular genetic
approaches to understand regulatory mechanism of seed dormancy

and germination

Masahiko OTANI1 and Naoto KAWAKAMI1,2†

Abstract

Seed dormancy is an adaptive trait that allows plants to survive unfavorable seasons as stress tolerant seeds.

It also enables the seeds to germinate in the season suitable for vegetative and reproductive growth of the

plants. Seed dormancy is an important agronomic trait for crop species similar to that in wild species. Shallow

dormancy leads to pre-harvest sprouting of immature seeds and greatly reduces the quality and yield. Deep

dormancy of mature seeds increases variation in germination timing resulting in a reduction in production

e‹ciency. Molecular genetic approaches, such as mutation mapping and quantitative trait loci (QTL) analysis,

have been applied to understand the molecular mechanism of seed dormancy/germination, and to develop

molecular markers for crop breeding. Recent advances in the whole-genome sequence analysis with next

generation sequencers speed up gene identiˆcation from induced mutations and natural variations in model

and cultivated plants. In this review, we survey recent progress in gene identiˆcation and QTL analysis tech-

nologies that have been applied in seed dormancy/germination studies toward the future development of basic

science and crop production technologies adapted to global climate change.

Key words: natural variation, mutant, mapping, QTL analysis, GWAS

要 約 植物が進化の過程で獲得した種子の休眠は，生育に不適な季節や過酷な環境条件を乗り越え，栄養成

長と生殖成長に適した季節の発芽を可能とした適応形質である。作物生産において，休眠性の低下は収穫前の

穂発芽による収穫量と品質の低下を招き，休眠や環境要因による播種後の不均一な発芽は生産効率の低下をも

たらす。休眠・発芽の分子メカニズムの理解には，その制御に関わる因子の探索が不可欠である。そこで本論

では，近年多くの知見をもたらした分子遺伝学的解析に着目し，その手法の変遷と展望，そして休眠・発芽制

御メカニズムの理解の現状を論じる。シロイヌナズナの人為的な突然変異体系統を材料とした遺伝学的解析

は，これまでに植物ホルモンや転写制御に関わる休眠・発芽の重要な制御因子の発見を導いた。一方，分子

マーカーを用いたマッピング技術や次世代シークエンサーに代表されるゲノム解析技術の進展に伴い，植物種

を問わず，自然変異を利用した量的遺伝子座（QTL）解析からの遺伝子同定が可能となり，イネ，コムギ，
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Figure 1 High temperature damage to vegetative and reproductive growth of winter-annual accessions of Arabidopsis

The seeds of winter-annual accessions of Arabidopsis thaliana were sown in spring and grown in the net house in Ikuta cam-

pus, Meiji University, Kawasaki, Japan. Vegetative growth of the left accession was severely damaged in summer, and the

seedlings were died before bolting. The right accession showed bolting even in summer, but set infertile ‰owers.
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オオムギなどの作物およびシロイヌナズナから，突然変異の選抜では見出すことのできなかった，新たな休

眠・発芽制御システムの存在が明らかになりつつある。これらの分子遺伝学的解析技術の発展は，休眠・発芽

の分子機構により深い理解をもたらし，分子育種や栽培技術の開発に寄与すると期待される。

キーワード自然変異，突然変異，マッピング，QTL 解析，GWAS

. 種子休眠の生物学的意義

種子が発芽する季節は，その後の成長に大きく影響

する。たとえば，冬型一年生草本の種子は春に母体か

ら散布されるが，夏は強いストレス耐性を持つ種子の

状態で乗り越え，秋に発芽する。冬型一年生草本は暑

さに弱く，もし春や夏に発芽してしまうと，栄養成長

の段階で枯死したり，生殖成長への転換が大きく遅延

したり，高温により花粉が不稔になるなど，子孫を残

せなくなってしまうようなダメージを被る（Figure

1）。一方，春と秋の気温や日長などの環境は類似し

ているため，種子は発芽そのものというより，発芽後

の成長に適した環境で発芽する能力を持つ。

休眠とは，生存している種子が，発芽に適切な水・

酸素・温度などが揃っていても発芽しない生理状態で

ある。熱帯雨林に生育する植物種では，休眠を持たな

い種子を産生する種が約半数を占める（Baskin and

Baskin, 2014）。一方，熱帯雨林よりも気温が低下あ

るいは降水量が減少した気候帯では，休眠を持つ種子

を産生する植物種の割合が高くなる。このことは，植

物がいつでも生育可能な，高温多湿で季節変化に乏し

い環境では，種子休眠の有無は適応的に中立である

が，季節の変化がある地域では休眠を持つことが生態

的に有利であることを示唆している。

休眠は，種皮や果皮が水を通さないことによって生

じる「物理的休眠」，胚の形態形成が不完全（未熟）

であることで生じる「形態的休眠」，植物ホルモンな

どの生理的な要因で生じる「生理的休眠」に大きく分

類され，形態的休眠から覚めた後に生理的休眠を示す

「形態生理的休眠」，物理的休眠から覚めた種子が生理
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的休眠を示す「複合休眠」も分類されている

（Baskin and Baskin, 2014）。このうち，生理的休眠を

示す種の割合が最も高く，身近に見られる多くの野

草，野菜，穀類の種子は生理的休眠を持つ。母体から

散布され，土壌中に存在する種子の寿命は種によって

異なるが，ある一定期間，生きた状態で存在する。こ

れを「埋土種子」と呼ぶ。埋土種子の休眠は一気に失

われるのではなく，どのような環境でも発芽しない状

態から，発芽できる環境条件（水分，温度，光，酸素

など）の幅が次第に広がり，非休眠状態に至る。この

ように，ある条件では発芽するが，他の条件では発芽

しない状態を条件的休眠と呼ぶ。また，母体から散布

された直後の種子が持つ休眠を「一次休眠」，一次休

眠が低下した後に誘導される休眠を「二次休眠」と呼

ぶ。複数年に渡って生存する埋土種子のうち，生理的

休眠を持つ種子の多くは，一次または二次休眠→条件

的休眠→非休眠→条件的休眠→二次休眠のサイクルを

1 年周期で繰り返す（Baskin and Baskin, 2014）。

では，休眠はどのような分子メカニズムで制御され

るのだろうか。この理解には様々な分子遺伝学的な解

析手法が重要な貢献を果たしており，ゲノム解析技術

およびその周辺技術の進展に伴って大きく変化し，改

良されている。そこで，次節からは休眠・発芽の分子

メカニズムの理解の現状を分子遺伝学的手法の変遷と

ともに論じる。なお，これ以降，本論では生理的休眠

を持つ種子の一次休眠を，単に「休眠」と表記する。

. 突然変異系統を用いた休眠・発芽制御の

分子遺伝学的解析

休眠を制御する遺伝子の探索は，1990年代頃から

シロイヌナズナをモデル植物とした遺伝学的解析によ

り盛んに行われてきた。EMS（Ethyl Methane Sul-

fonate）や放射線などを用いて人為的に突然変異を誘

発させた系統を用いた解析は，古典的な遺伝学の手法

であり，休眠や発芽に異常をもつ様々な変異体が単離

された（Koornneef et al., 1982a; McCarty et al., 1991;

Meinke et al., 1994; Leon-Kloosterziel et al., 1996;

Peeters et al., 2002; Tamura et al., 2006）。

アブシシン酸（ABA）とジベレリン（GA）は種子

発芽を制御する主要な植物ホルモンである。ABA は

種子貯蔵物質の蓄積，乾燥耐性の獲得，休眠の獲得・

維持と発芽抑制に働くのに対し，GA は種子の発達と

休眠打破，発芽誘導に働く。また，発芽において

ABA と GA は拮抗的に作用することがよく知られて

いる。このため，植物ホルモンの相互作用を理解する

ことを目的として，種子発芽を利用した分子遺伝学的

解析が展開された。例えば，シロイヌナズナの ABA

欠損突然変異，aba11 は GA 欠損突然変異のサプレ

ッサー変異として単離され（Koornneef et al., 1982b;

Karssen et al., 1983），同じく ABA 欠損突然変異の

aba2 および aba3 は，GA 合成阻害剤存在下で発芽す

る突然変異体スクリーニングにより単離された

（Leon-Kloosterziel et al., 1996）。このことは，種子は

ABA と GA の両者が存在しない状態では発芽するこ

と，ABA の作用を抑えて発芽するには GA が必要な

こと，GA の作用を抑えて発芽を抑制するには ABA

が必要であることを示している。

休眠性の低下を指標に単離されたシロイヌナズナの

reduced dormancy（rdo）系統（rdo1, rdo2, rdo3, rdo4）

は，いずれも ABA の内生量や感受性に明確な異常が

認められないことから，ABA 非依存的に休眠を制御

する遺伝子に変異を持つと考えられた（ Leon-

Kloosterziel et al., 1996; Peeters et al., 2002）。変異遺

伝子座の同定には，通常異なる遺伝的バックグラウン

ドを持つ系統を交配して得られた F2 集団を用い，分

子マーカーを用いた連鎖解析（マッピング）を行う。

rdo は放射線を変異原とし，Ler 系統を材料として得

られたことから，Col0 系統と交配したマッピングが

行われ，rdo3 は 1 番染色体，rdo2, rdo4 は 2 番染色体，

rdo1 は 3 番 染 色 体 に 座 乗 す る こ と が 示 さ れ た

（Figure 2; Peeters et al., 2002）。2000年にはシロイヌ

ナズナの全ゲノム配列が報告され（Arabidopsis Ge-

nome Initiative, 2000），分子マーカーを用いたマッピ

ングと遺伝子同定は比較的容易になっていたにも関わ

らず，rdo2, rdo3, rdo4 の原因遺伝子の同定に関する

報告は2007年以降であり，rdo1 の原因遺伝子は現在

でも同定されていない。マッピングからの遺伝子同定

に時間を費やした要因の一つは，系統間に見られる休
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Figure 2 Location of dormancy and germination-related genes on Arabidopsis chromosomes

Genes highlighted with gray background were identiˆed by QTL analysis or GWAS in Arabidopsis. Genes with black back-

ground are Arabidopsis orthologues which were originally identiˆed from QTLs of cereal species. Other genes were identi-

ˆed from Arabidopsis mutant analyses except for RDO1. The chromosome map was created using the Chromosome Map

Tool of TAIR (https://www.arabidopsis.org/index.jsp).
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眠性の自然変異の存在である。つまり，F2 世代では

系統間の休眠性に差異をもたらす自然変異遺伝子の効

果と突然変異遺伝子の効果の両方が現れるため，1 遺

伝子を対象としたマッピングが出来なくなったと考え

られる。RDO を同定した，マックスプランク研究所

の Soppe 博士のグループでは，順同質遺伝子系統

（NIL: Near isogenic line; Keurentjes et al., 2007）と

rdo を交配することにより自然変異遺伝子の影響を除

き，RDO の同定に成功している。ここで用いた NIL

は，Ler と Cvi の交配で得られた F2 に Ler を戻し交

雑し，染色体の大部分が Ler で，特定の染色体の一部

が Cvi に置き換わっている。このように，休眠の突然

変異マッピングは，元々存在する多数の自然変異によ

り困難となることが問題であったが，現在ではこの問

題を簡便に回避する手法が開発されている（第 5 節

参 照 ）。 な お ， RDO4 は HISTONE MONOUBI-

QUITINATION 1（HUB1），RDO2 は TRANSCRIP-

TION ELONGATION FACTOR II（TFIIS），RDO3

は ETHYLENE RESPONSE 1（ETR1）であること

が示され，クロマチンリモデリングやエチレンが休眠

の制御に関わることが示唆されている（Liu et al., 2007,

2011; Li et al., 2019）。
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. シロイヌナズナの種子休眠に関わる量的

遺伝子座（QTL; quantitative trait loci）

の同定

自然変異は DNA 複製・修復のミスや自然放射線な

どにより偶発的に生じたものであり，自然選択による

適応進化に寄与すると考えられる。種子の休眠は多数

の遺伝子が関与する量的形質であり，同一種内に見ら

れる種子休眠の多様性は，自然変異に由来する多数の

QTL が関与すると考えられてきた。草丈や開花期な

ど，農業的に重要な形質の多くは量的形質である。

QTL 解析では，形質に差がある親（純系）を交配し

て得た F2 集団や組換え自殖系統（RIL）等を材料と

し，DNA マーカーの遺伝型を染色体全体で満遍なく

調べ，遺伝型と形質が連鎖する領域を統計学的に検出

する。PCR 法の開発以前には，制限酵素で切断した

ゲノム DNA の断片長から塩基配列の多型を検出する

RFLP（restriction fragment length polymorphism）

などの分子マーカーを用いた QTL マッピングが行わ

れてきた。近年，ゲノムの全塩基配列決定や PCR 法

を用いた簡便な塩基配列多型の検出法の開発により，

染色体上の分子マーカー密度が飛躍的に高まり，

QTL からの遺伝子単離が可能となっている。シロイ

ヌナズナの Ler と Col0，Ler と Cvi の交配系統を用

いた解析では，休眠・発芽に関わる QTL が全ての染

色体上に複数検出されている（van Der Schaar et al.,

1997; Alonso-Blanco et al., 2003）。休眠の強さが異な

る Ler と Cvi を 用 い た QTL 解 析 で は ， DOG

（DELAY OF GERMINATION ）と名付けられた 7

つの QTL 領域が見出された（Alonso-Blanco et al.,

2003）。また，光条件の違いや系統の組み合わせの違

いを利用することにより，現在，少なくとも20の

QTL（DOG）が同定されている（Alonso-Blanco et

al., 2003; Laserna et al., 2008; Bentsink et al., 2010）。

5 番染色体の下腕に座乗する DOG1 は，古典的な

QTL 解析により，休眠に最も高く寄与する QTL と

して見出され，休眠を高める働きを持つ遺伝子として

同定された（Figure 2, Alonso-Blanco et al., 2003;

Bentsink et al., 2006）。休眠を持たない ABA 欠損突

然変異種子では，DOG1 の発現は野生型より高い

（Nakabayashi et al., 2012）。一方，DOG1 の機能喪失

変異体種子において，ABA 分解酵素遺伝子の機能喪

失変異により ABA 内生量を増加させても，休眠性は

回復しない。このことから，種子の休眠形成には

ABA と DOG1 の両者が必要であると考えられてい

る。また，DOG1 タンパク質の蓄積量は休眠の強さ

と正の相関関係にあり，後熟に伴う等電点の変化によ

り不活性化されると考えられた（Nakabayashi et al.,

2012）。DOG1 の分子機能は長らく不明であったが，

最近 DOG1 は ABA 情報伝達の負の制御因子を不活

性化することにより，ABA 作用を高めることが明ら

かにされた（Nee et al., 2017; Nishimura et al., 2018）。

DOG1 の機能には，カルボキシル末端領域に存在す

る 2 つの His 残基にヘムが結合する必要がある

（Nishimura et al., 2018）。ヘムが結合した DOG1ヘ

ム複合体は PP2C 型の脱リン酸化酵素である AHG1,

AHG3 と結合し AHG1, AHG3 の機能を弱める。

AHG3 は ABA 依存的に，AHG1 は ABA 非依存的に

ABA の情報伝達を負に制御することから，DOG1ヘ

ム複合体は ABA とは一部独立した経路を介して

ABA の作用を高めると考えられている（Nee et al.,

2017; Nishimura et al., 2018）。さらに，DOG1 の作用

は内外の環境要因により制御されることが示されてい

る。第 2 節で紹介した RDO4/HUB1 と RDO2/TFIIS

は DOG1 の転写伸長に働き，RDO3/ETR1 はエチレ

ンの情報伝達経路を介して DOG1 の発現を抑制する

ことから，DOG1 はエピジェネティックな制御，エ

チレンによる制御を受けることが示唆されている

（Liu et al., 2007, 2011; Li et al., 2019）。さらに，

DOG1 の発現は土壌温度の変化に伴う休眠の深さと

相関が見られることから，DOG1 の発現は温度によ

る制御を受け，発芽の季節決定に重要な働きを持つ可

能性が考えられる（Footitt et al., 2020）。

他の DOG の原因遺伝子の同定に関する報告は少な

いが，Xiang ら（2016）は DOG18の原因遺伝子が

RDO5 であることを示した。RDO5 は PP2C 型の脱

リン酸化酵素ファミリーの 1 つで，脱リン酸化活性

を持たない偽脱リン酸化タンパク質をコードしている
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（Amiguet-Vercher et al., 2015）。RDO5 は DOG1 の

作用を弱める機能を持つものの，ABA や DOG1 の量

的な制御には直接関わらないことが示されており，

RDO5 がどのようにして休眠を制御するかは不明で

ある（Xiang et al., 2014）。最近，Song ら（2021,

preprint）は DOG6 の原因遺伝子がグルコースの情報

伝達経路に制御され，ABA の蓄積を抑制する転写制

御因子をコードする ANAC060（Yu et al., 2020; Li et

al., 2014）であることを示唆した。今後，さらに DOG

の原因遺伝子が同定されることにより，休眠・発芽の

制御メカニズムの理解がさらに深まると期待する。

. 作物種子の休眠・発芽に関わる QTL の解

析

作物生産において，発芽のタイミングのばらつきは

芽生えの斉一な成長を妨げるため，間引きや欠株の補

充などにかかる作業負担を増加させ，収穫量を大きく

低下させる。逆に，斉一な発芽や旺盛な芽生えの初期

成長（発芽勢）は，栽培管理の手間を軽減し，収量を

増やすことにつながるため，農業形質として重要であ

る。人類が野生植物を栽培化（domestication）する

過程では，一斉に発芽し，揃って成長する，つまり休

眠性が弱い系統が，意識的あるいは無意識に選抜さ

れ，作物として定着してきたと考えられる（Ladizin-

sky, 1998 ）。一 方 ，収 穫前 の発 芽（ pre-harvest

sprouting，穂発芽）は，種子の品質と収量に大きな

ダメージを与え，特に穀類では製品の品質を大きく劣

化させる（Cota-S áanchez and Abreu, 2007; Gao et al.,

2013; Hugo Cota-S áanchez, 2018）。採種においても，

収穫前に発芽した種子は乾燥すると死んでしまった

り，保存性が低下してしまうため，問題となってい

る。コムギ，オオムギ，トウモロコシ，イネなどの穀

類の穂発芽は，遺伝的な休眠性と強く連鎖しており，

気温，湿度，降水量，土壌の窒素成分などの環境要因

の影響を受ける（Fang and Chu, 2008）。ダイズ

（Ahmad et al., 2014），トマト（Santos and

Yamaguchi, 1979），パパイヤ（Saran et al., 2014），

ウリ科のメロン（Ochi and Ito, 2012）やヒョウタン

（N'Gaza et al., 2019）などの穂発芽（果実内の胎生発

芽とも捉えられる）は，特に採種の現場で問題になっ

ているが，商業的な側面から情報の公開が進んでおら

ず，遺伝的要因と環境要因の関連が明確にされていな

い（Ochi and Ito, 2012）。種子の発芽は幼根の突出に

より完了するが，発芽のプロセスは吸水直後から進行

している（Bewley, 1997）。このため，見かけ上の発

芽（幼根の突出）が確認されなくても，乾燥耐性の低

下や貯蔵物質の分解が誘導される。したがって，休

眠・発芽の分子メカニズムの理解は作物生産において

も重要であり，特に DNA マーカー育種を一つの目的

として，穂発芽耐性遺伝子のマッピングが以前から盛

んに行われている。

野生植物と同様，作物種やその近縁種においても，

種子の休眠・発芽に関わる自然変異が蓄積している。

QTL 解析による休眠・発芽関連の遺伝子座の探索

は，主に穂発芽耐性形質を集積するための分子マー

カーの開発を目的として，穀類をはじめとした作物で

行われている。これまでに，イネでは少なくとも

165，コムギでは66，オオムギでは24，ソルガムでは

6 つの休眠関連 QTL が見出されている（Gong et al.,

2014; Cantoro et al., 2016; Mizuno et al., 2018; Tai et

al., 2021）。作物種の QTL 解析から，ABA，GA の生

合成や情報伝達に関わる因子や，シロイヌナズナの

DOG1 に相同性を持つ遺伝子などが検出されている

が，モデル植物の解析からは見出されなかった，新た

な遺伝子が見出されている（Nonogaki et al., 2018）。

例えば，イネでは Seed Dormancy 4（Sdr4），オオム

ギでは Alanine aminotransferase（AlaAT ），コムギ

では PLASMAMEMBRANE19（PM19），MITOGEN-

ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE 3

（MKK3）などが同定され，これらの遺伝子情報から

作成された分子マーカーのいくつかは，すでに育種選

抜に適用されている（Sugimoto et al., 2010;

Nakamura et al., 2011; Barrero et al., 2015; Nakamura

et al., 2016; Sato et al., 2016; Torada et al., 2016）。
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. シロイヌナズナを用いた休眠関連遺伝子

の機能解析

QTL 解析で同定された休眠関連遺伝子の情報を様

々な作物種に適用する場合，種を越えた機能の共通性

が重要となる。シロイヌナズナと同じアブラナ科の野

菜，クレスやハクサイでは，DOG1 がシロイヌナズ

ナと同様に休眠を高める働きを持つことが示されてい

る（Graeber et al., 2010, 2011, 2014）。さらに，イネ

の休眠 QTL 解析から同定された OsDOG1L3 はシロ

イヌナズナの DOG1 オーソログ（配列のみでなく，

機能的にも共通）であることが示され，イネの穂発芽

耐性育種の分子マーカーとして有用と考えられている

（Wang et al., 2020）。このように，DOG1 の配列情報

は進化的に離れた植物種の分子育種に利用されつつあ

るが，様々な植物種から見出された遺伝子がどのよう

な分子機能持ち，休眠・発芽の制御機構においてどの

ように振る舞うかを理解することは，生物学的な興味

の対象になるだけでなく，作物生産においても重要な

意味を持つ。

作物の QTL から見出された休眠関連遺伝子の生

理・分子機能を理解しようとする試みは，分子遺伝学

的解析が容易なシロイヌナズナを用いて行われはじめ

た。イネ Sdr4 の機能喪失突然変異は穂発芽耐性の低

下をもたらしたことから，Sdr4 は休眠を強める働き

を持つと考えられた（Sugimoto et al., 2010）。一方，

シロイヌナズナの Sdr4 ホモログ，SFL1（Sdr4like

1）の機能喪失突然変異体の完熟種子は，野生型種子

よりも強い休眠を示したことから，イネとシロイヌナ

ズナでは Sdr4 の休眠に対する作用が異なると考えら

れていた（Sugimoto et al., 2010; Cao et al., 2020）。最

近，Zhang ら（2022）は，SFL1 の機能喪失突然変異

（s‰1）を用い，発達過程における種子の休眠（穂発芽

耐性）を調べ，イネと同様，s‰1 の未熟種子は穂発芽

しやすくなっていることを見出した。このため，シロ

イヌナズナの SFL1 はイネ Sdr4 のオーソログであ

り，未熟種子の休眠を強める機能を持つにも関わら

ず，種子成熟に伴って休眠性を低下させる機能に転換

することを提唱した。具体的には，SFL1 は種子成熟

のマスター転写因子をコードする LAFL（LEC1,

ABI3, LEC2, FUS3）の発現のタイミングを制御して

おり，種子成熟過程の初期・中期では FUS3 と ABI3

の発現を誘導して休眠の獲得を促し，成熟過程の後期

以降は LAFL の発現を抑制する働きに転ずること

で，休眠の低下に寄与する可能性を論じた（Zheng et

al., 2022）。このため，SFL1 は生殖成長の最終段階

である種子の成熟から栄養成長への転換のタイミング

を制御する重要な働きを持つと考えられている。

PM19はコムギ培養細胞において ABA 誘導性の膜

タンパク質をコードする遺伝子として単離され

（Koike et al., 1997），コムギとイネでは発芽を抑制す

る働きを持つのに対し，シロイヌナズナのホモログで

ある AtPM19LIKE 1（AtPM19L1）は発芽を誘導

する働きを持つことが示された（Barrero et al., 2015,

2019; Yao et al., 2018）。PM19の作用がコムギ・イネ

とシロイヌナズナで異なる仕組みは明らかにされてお

らず，種特異的な休眠・発芽制御の存在を示唆してい

る。また，オオムギで見出された休眠性 QTL，Qsd1

はアラニンアミノトランスフェラーゼ（AlaAT）を

コードし，休眠を弱める働きを持つ（Sato et al., 2016）。

AlaAT は窒素同化，タンパク質合成，炭素代謝に関

与しており，シロイヌナズナゲノムには Qsd1 /

AlaAT と 相 同 な 2 遺 伝 子 が 見 出 さ れ て い る

（AlaAT1, AlaAT2）。ただし，AlaAT が休眠にどの

ように関わるか，どのようなメカニズムで種子休眠・

発芽を制御しているかは明らかにされていない（DuŠ

et al., 2012; Sato et al., 2016）。

コムギ，オオムギの QTL 解析で共通に見出された

MKK3 は，真核生物に広く保存された情報伝達経路，

MAPK カスケードを構成する因子の 1 つをコードす

る（Nakamura et al., 2016; Torada et al., 2016）。

MAPK カスケードは，MAP Kinase Kinase Kinase

（MAPKKK），MAP Kinase Kinase（MKK），MAP

Kinase（MPK）によって構成される。MPK は特異

的 な MKK に よ っ て リ ン 酸 化 さ れ ， MKK は

MAPKKK によってリン酸化されて活性化する

（Ichimura et al., 2002）。休眠が強いコムギ品種の

“Leader”と休眠が弱い“春よ恋”の穂発芽耐性
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QTL 解析から検出された Phs1 では，春よ恋の

MKK3 が機能獲得型の顕性（優性）変異を持つと考

えられた（Torada et al., 2016）。一方，オオムギにお

いて休眠が強い“アズマムギ（Az）”と休眠が弱い

“関東中生ゴールド”から検出された QTL，Qsd1 は，

Az における MKK3 の機能喪失型の潜性（劣性）変

異で説明されている（Nakamura et al., 2016）。つま

り，MKK3 を含む MAPK カスケードは，ムギ類に

おいて休眠を低下させる機能を持つと考えられた。ム

ギ類の原産地は乾燥した西アジアであるが，Az 型の

休眠を強める MKK3 対立遺伝子を持つ品種は，穂発

芽が起きやすい湿潤な東アジアに多く分布している。

このため，オオムギの場合は東アジアで栽培する過程

で休眠を強める変異が選抜されたと考えられている

（Nakamura et al., 2016）。また，コムギの穂発芽耐性

QTL として MKK3 の顕性対立遺伝子が見いだされ

たのは，6 倍体であるが故に顕性変異の方が表現型に

現れやすかったことも要因として考えられるが，発芽

力の高い系統として選抜された可能性を示唆している

（Shorinola et al., 2017）。

シロイヌナズナの芽生えにおいて，MKK3 は ABA

によって活性化され，葉の老化誘導に働くことが示唆

されている（Danquah et al., 2015; Matsuoka et al.,

2015）。一方，MKK3 の機能喪失突然変異種子は

ABA 高感受性を示し，MKK3 の恒常的活性化突然変

異種子は ABA 低感受性を示すことから，種子では，

MKK3 は ABA 応答を負に制御する可能性が示され

ている（Danquah et al., 2015）。最近，イネの MAPK

カスケード，OsMAPKKK62OsMKK3OsMPK7/

14が種子休眠を弱める働きを持つことが示唆された

（Mao et al., 2019）。ただし，種子における MAPK カ

スケードの活性化機構の解明や，生化学的なリン酸化

カスケードの証明は今後の課題となっている。現在，

著者らはシロイヌナズナを材料とし，種子発芽の制御

において MKK3 を制御する MAPKKK，MKK3 が

制御する MPK の同定を行うと共に，MKK3 カス

ケードの活性化をもたらす要因を解析している。また，

MKK3 カスケードによるリン酸化の制御を受け，発

芽制御に関わるタンパク質を同定していきたいと考え

ている。イネは夏型一年生草本であり，冬型一年生草

本のシロイヌナズナと対照的に，発芽は高温条件で誘

導され，低温条件では抑制される（Fujino et al.,

2004）。このため，温度に応答した発芽制御に

MKK3 モジュールが関わる可能性や，その制御メカ

ニズムを理解し，冬型・夏型一年生草本の発芽制御機

構を解明することは，重要な意義を持つと考えている。

. 全ゲノム配列のリシークエンス解析によ

る突然変異遺伝子の同定

次世代シーケンサー（NGS）は2005年ごろから普

及し始め，ゲノムの全塩基配列の解析が，モデル植物

に留まらず様々な生物種で容易に行われるようになっ

た。現在では更なる技術の開発や解析ソフトウェアの

整備がなされ，以前よりも格段に低いコストで解析で

きるようになっている（Wetterstrand, 2023）。

従来，突然変異の誘発は EMS などの薬剤や放射線

などを用いて行われてきたが，突然変異遺伝子座の同

定を容易にするため，TDNA やトランスポゾンを変

異原としたタギング法などが開発されてきた（Ito et

al., 2002; Alonso et al., 2003）。ただし，タギング法は

形質転換やトランスポゾンの性質がよく解析されたモ

デル植物にのみ適用できる方法である。また，必ずし

も変異がタグされている（挿入 DNA が変異の原因で

ある）とは限らず，マッピングにより変異を同定しな

ければならない現象にもしばしば遭遇する（Tamura

et al., 2006）。一方，従来の EMS などの薬剤を用い

た変異の誘発は基本的に種を選ばず，簡便な処理で変

異集団を得ることができる。ただし，分子マーカーを

用いたマッピング（連鎖解析）では，異なる遺伝的バ

ックグラウンドを持つ系統を交配しなければならない

ため，注目する表現型に影響する自然変異が両親間に

存在すると，1 因子を想定したマッピングが出来なく

なってしまう（第 2 節参照）。また，変異遺伝子の単

離同定には，多数の F2 系統と分子マーカーを用い，

時間と労力のかかる詳細なマッピングを行う必要があ

る。この課題を解決したのが，MutMap 法（Abe et

al., 2012）である。

MutMap 法では，突然変異体と同じバックグラウ
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ンドを持つ野生型系統と交配した F2 を用い，全ゲノ

ムのリシークエンスから，表現型と連鎖する塩基レベ

ルの変異を直接検出するため，異なる系統の自然変異

の影響を受けない。具体的には，変異が潜性の場合，

突然変異形質を示す20個体程度の F2 を選抜し，それ

らの DNA を均一に混合したバルク DNA を NGS で

解析する。得られたリードを親のゲノム配列にアライ

メントし，変異原（EMS）により生じた一塩基多型

（SNP）の割合を SNPindex として，染色体ごとに

グラフ化する（SNPindex plot）。変異型の塩基をホ

モに持つ場合の SNPindex を1.0，野生型を 0 とする

と，表現型と関係がない染色体領域の SNPindex

は，理論的には0.5となる。変異に連鎖する領域の

SNPindex は0.5よりも高まるため，変異形質をもた

らす領域を中心に，グラフは山状になる（Abe et al.,

2012）。ただし，突然変異形質とは無関係な領域で

SNPindex が上昇する，つまり擬陽性が検出される

ことがある。この点を改良したのが，MutMap＋ 法で

ある（Fekih et al., 2013）。MutMap＋ 法では，突然変

異形質を示す F2 と，野生型の表現型を示す F2 の塩

基配列を比較解析する。それぞれ数十個体の F2 から

調製した DNA を混合し，それぞれ NGS により全ゲ

ノム配列をリシークエンスし，両者で対照的な SNP

index を示す領域を検出する。これにより，偽陽性の

SNP が効率よく除けるようになった。また，Mut-

Map 法では変異をホモに持つ個体を得ることが前提

であったが，ヘテロ個体の後代を分析することによ

り，致死的な変異も同定できるようになった（Fekih

et al., 2013）。MutMap 法およびその改良法は，ゲノ

ムサイズが比較的小さいイネを材料として耐塩性遺伝

子や致死遺伝子，病原耐性遺伝子の同定に用いられて

きたが（Abe et al., 2012; Fekih et al., 2013; Takagi et

al., 2013b），最近はキュウリに MutMap＋ 法を適用

し，発芽後の芽生えが致死となる変異の原因遺伝子が

同定されるなど，様々な植物種で応用されつつある

（Wang et al., 2021）。また，種子発芽・休眠の分野で

も，イネの AlaAT をコードする WSD1 が MutMap＋

法を用いて同定された（Huang et al., 2023）。面白い

ことに，イネの WSD1 は，オオムギの AlaAT と対

照的に，休眠を強める作用を持つと報告されている。

この種による違いは何を意味するのであろうか

AlaAT を介した休眠調節の分子メカニズムの解明が

待たれる。

. 全ゲノムシークエンス解析による QTL 解

析と GWAS

MutMap 法の発想は，QTL 解析にも応用されてい

る。QTLseq 法は NGS を用い，作物の QTL を迅速

に同定するために開発された手法である（Takagi et

al., 2013a）。まず，交配によって得られた F2 や RIL

の表現型を解析し，解析の対象とする対照的な表現型

を示す，約20個体ずつを選抜する。次に，各集団か

ら DNA をバルクとして調製し，NGS による全ゲノ

ムシークエンスを行う。その後，両親間の SNP に基

づく SNPindex と，両集団間の SNPIndex を比較

し，対照的な SNPindex を示す領域（QTL）を同定

する。QTLseq 法は，イネのいもち病抵抗性に関わ

る QTL（Takagi et al., 2013a），アワの出穂期の決定

に関わる QTL（Yoshitsu et al., 2017），落花生の休眠

性に関わる QTL の同定などに利用され（Kumar et

al., 2020），様々な作物の分子育種への貢献が期待さ

れる。

自然変異遺伝子の単離・同定には，QTL 解析に加

え，ゲノムワイド関連解析（GWAS; Genome-wide

Association Study）が用いられるようになってきた。

GWAS は，特定の生物種において，多数の野生株・

品種や系統の全ゲノム配列を解読・比較し，形質と連

鎖する DNA 多型を統計的に検出する手法である。こ

のため，QTL 解析では 2 系統間の形質の違いに影響

する QTL が検出されるが，GWAS では多数の系統

に共通に存在する自然変異が検出される。シロイヌナ

ズナは西ユーラシア大陸原産であるとされ，北半球を

中心に，ヨーロッパ，アジア，アフリカ，アメリカ，

オーストラリアと広い分布を示す（Kr äamer, 2015）。

このため，それぞれの環境での適応に関わる自然変異

が蓄積していると考えられる。シロイヌナズナの種子

休眠性の GWAS では，ヒストン脱アセチル化酵素を

コードする HD2B が同定され，クロマチン再編が休
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眠の制御に重要な役割を持つことを示した（Yano et

al., 2013）。最近，日本のイネ（ジャポニカ）品種，

164種の全ゲノム配列を利用した GWAS が行われ，

発芽の適温（30°C）で発芽を促進する遺伝子，

GF14h が見出された（Yoshida et al., 2022）。GF14h

は1433 ファミリータンパク質をコードし，アブシ

シン酸作用を抑制的に制御することにより発芽を促進

していることが示めされた。面白いことに，在来品種

や1990年以前の古い品種では機能的な GF14h を持つ

割合が 1 割から 2 割程度を占めるものの，現在栽培

されている品種は機能的な GF14h をほとんど持って

いなかった。このことは，日本のイネは発芽しにくい

品種の選抜が行われてきた可能性を示唆し，穂発芽耐

性を持つ品種育成の結果であると考えられている。

. 休眠・発芽の分子メカニズムの理解にお

ける展望

突然変異の責任遺伝子同定を目的とした研究におい

て，マッピング系統の作成，DNA マーカーを利用し

た詳細な連鎖解析は，時間と労力のかかる律速段階と

なっていた。PCR 法の開発，イネやシロイヌナズナ

のゲノム配列解読は，高密度の分子マーカーと連鎖解

析のスピードアップをもたらしたが，異なる遺伝的背

景を持つ遠縁系統との交配を必要とする従来のマッピ

ング法では，両親間の自然変異にマスクされ，突然変

異の同定を諦めざるを得ない場面にしばしば遭遇した。

NGS の開発と発展，そしてバイオインフォマティク

スの発展は，MutMap 法などによる迅速な変異遺伝

子同定をもたらし，これまで解析を諦めていた変異の

同定が加速されるであろう。特に，種子の休眠・発芽

は多数の遺伝子が関わる量的形質であり，突然変異の

同定には MutMap 法の発想が大変有効と考えられる。

QTLseq は，従来の分子マーカーを用いたマッピン

グに代わり，比較的速やかに，かつ高精度な QTL 領

域の同定を可能としている。迅速なゲノム配列の解析

は植物種を問わず，突然変異同定や QTL 検出のハー

ドルを着実に低下させ，基礎的なメカニズム解明や

DNA マーカーを利用した育種選抜（MAS: Marker

assisted selection）への利用が加速度的に進行しつつ

ある。ただし，QTLseq 法のみを用いた責任遺伝子

の同定はコストがかかるため，従来の分子マーカーを

用いた詳細なマッピングとの組合せが有効であろう。

この場合でも，両親のゲノム配列から分子マーカーを

設計することにより，以前よりも迅速な遺伝子同定が

可能となっている。

休眠・発芽の制御に関わる遺伝子は，穀類やシロイ

ヌナズナなど，複数の植物種で単離同定が進んでいる

が，種を越えた普遍性や多様性の理解は一部の遺伝子

に留まっている。今後も様々な植物種において，未知

の休眠・発芽関連遺伝子が見いだされると期待される

が，これらの遺伝子がどのような生理機能を持ち，ど

のようなメカニズムで休眠・発芽を制御しているかを

解明するには，種間の共通性や特異性を踏まえつつ，

分子遺伝学的解析が容易なシロイヌナズナなどの植物

種を利用することが必要であろう。穀類に代表される

ように，種子そのものが主要な農産物であり，作物生

産の出発点でもある。この意味では，種子の品質が作

物生産の鍵を握ると言っても過言ではない。種子の休

眠と発芽は遺伝的な制御を受けると共に，環境要因に

強く影響される形質である。このため，休眠と発芽の

分子メカニズムの解明は，基礎科学のみならず，気候

変動に対応した作物生産にとっても，大変重要な意味

を持つと考えている。
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