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オオムギ遺伝地図を利用した遺伝子単離法の改良 
はじめに 
オオムギでは産業業的に重要な形質を解析するための遺伝子地図作製が進められており、

これらの形質に関る遺伝子の単離と選抜技術の開発が重要な研究テーマとなっている。単

離された遺伝子からは遺伝子の構造そのものに関わる多くの情報が得られると同時に、品

種間の比較によって、形質そのものを制御する遺伝子多型を利用した効率的な育種システ

ムの開発が可能である。現在、オオムギの遺伝子単離は他の生物種との遺伝子の相同性や、

高密度な遺伝地図を用いた、いわゆるマップベースクローニングによって進められている

が、イネなどゲノム配列が既知の生物種に比べて、単離の効率は極めて低い。オオムギの

遺伝的な機能を最大限に発揮させるためには遺伝子の塩基配列を知り、その機能を推定す

ると共に、タンパク質、抗体などを含めた遺伝子産物の制御技術を開発することが必要で

ある。このためには遺伝子の高速な解読技術の導入が不可欠である。 

近年、これまで主流だったサンガー法とは異なる高速な配列解析法が開発されて、注目

を集めている。中でも、454社が開発した並列配列解析法による配列解析は4時間で20Mbp
の解析能力を有しており、菌類等イントロンのない小さなゲノムはショットガン法によっ

て一回の解析で全ゲノムの配列解析が可能である。ただし、それぞれの読みは平均 100 塩

基しかないために、反復配列の多い高等生物、中でも高等植物への応用は難しいと考えら

れる。本研究は、このような最近開発された並列 DNA シーケンサーによって、目的とす

る遺伝子から産生された mRNA 配列に基づいて、「はるな二条」の遺伝子を有するゲノム

ライブラリーをスクリーニングし、遺伝子配列を解析する技術の改良を試みた。 
オオムギのゲノム配列解析は準備段階であり、大規模な遺伝子配列決定は少なくとも

2008 年以降になると考えられる。その中で、遺伝子単離技術の改良は必須である。また、

オオムギはコムギ、ライムギを含めたムギ類のモデルゲノムとして利用できるので、オオ

ムギの遺伝子配列を利用したコムギの遺伝子単離を進める上でも、本研究は重要である。

さらに、数年後に想定されている米国品種「Morex」を利用したゲノム配列解析が行われ



る際には、２つの異なる高品質なビールオオムギの遺伝子配列を容易に取得できる。この

ような遺伝子配列間の品種間差異を利用して、塩基多型によるマーカー作製や表現型との

関連などの育種学的、遺伝学的な情報を得るための基礎を本研究で作ることができる。 
 

塩基配列解析法 
4H 染色体上の極近傍にマップされている８つの EST マーカーおよび１つの SSR マー

カーそれぞれを含む９つの「はるな二条」BAC クローンを PCR 法によりスクリーニング

し（図１；Saisho et al. 2007）、DNA を分離して、等量混合の後に 454 社に送付して受託

解析した。メーカーでは標準的プロトコルに従ってショットガンライブラリーを作成し、

DNA 断片と解析用ビーズを含むエマルジョン溶液中で PCR 反応を行った後、ビーズの洗

浄と計数を行った。このビーズの周りに PCR 産物の付着したサンプルを 160 万穴のピコ

タイタープレートに収め、並列 DNA シーケンサーGS20 で配列解析した。解析はパイロ

シーケンス法によって標識された塩基を１反応ずつ 168 回繰り返して、約 20 万個のビー

ズの配列を並列して解析する手法によった。解読した配列は解析装置に付属のアッセンブ

ラおよび phrap で遺伝子配列を含む整列配列を取得した。整列配列は選抜に用いた EST
（cDNA）配列およびその他のオオムギ由来の配列との相同性を比較すると共に、イネゲ

ノムのための自動遺伝子予測システム(RICEGAAS)によって遺伝子予測を試みた。 
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図 1 はるな二条 BAC ライブラリーからの目的クローンの選抜システム。約 30 万クロ

ーンが 768 枚のプレートに収められており、各プレートから抽出した DNA を３次元的

に組み合わせて目的のクローンのあるプレートを同定し（左）、プレートの Row、

Column 別に混合したサンプルを併用して（右）、PCR67 回で目的クローンを同定する。



配列解析の効率と遺伝子同定精度 
本研究で用いたオオムギの BAC ライブラリーの平均インサートサイズは 115kb なので

（Saisho et al. 2007）、20Mb の解読を行うと一度に 8-9 クローンを 20 倍の読みで解析で

きることになる。本実験の解析では１回の解析で 22.7 万の読みが得られ、23.4Mb の品質

調整済みの塩基を解読した（平均 103 塩基/読み）。この結果を国立遺伝学研究所のスーパ

ーコンピューターによって整列して 1,159 の整列配列を作製し、最長の配列は 45kb 程度

になった。この整列配列とマーカーの EST 配列を相同性解析したところ、全ての EST 配

列がいずれかの整列配列に高精度にヒットした。ヒットした整列配列の塩基数は１クロー

ンを除いて 8,628bp から 33,950bp と十分に長かった。さらに EST のうち４組(3’および

5’)について完全長 cDNA 配列を整列配列と相同性解析したところ、blastn スコアで

e-168 から 0（完全一致）の高精度でヒットした（図２）。従って、得られた整列配列の中

には EST あるいは完全長 cDNA を全て含むゲノム配列が存在し、遺伝子の全長配列が含

まれている可能性の高いことが示唆された。また、現在利用可能な全てのオオムギ EST
配列および未公開の完全長 cDNA 配列を本実験の整列配列と相同解析したところ、BAC
クローンあたり 3-4 個の遺伝子様配列の存在することが確認された。従って、EST マーカ

ーで同定した BAC クローンを解析すれば、複数の遺伝子が同時に解析できることが示唆

された。 
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図 2 並列配列解析によって得られた 33kb の整列配列およびイネゲノム自動アノテー

ションシステム（RICEGAAS）による遺伝子予測とオオムギ EST および完全長 cDNA
のマッピング 



 

遺伝子単離への応用 
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図 3 岡山大学で作成した 2,890 のオオムギ EST を含む高密度転写産物地図 

遺伝地図を利用したオオムギ遺伝子の単離はこれまで高々十例ほどが報告されているに

すぎず(Furukawa et al. 2007, Taketa et al. 2008)、しかも一つの遺伝子の単離に数年を要

するのが普通である。また、産業上重要な形質の多くが含まれる量的な遺伝子座はほとん

ど単離されていない。このため、遺伝子配列の取得を容易にするためにはイネのように鋳

型となる系統の遺伝子のゲノム配列の解析が必須である。オオムギのゲノム配列解析を行

う際に、イネやアラビドプシスのように BAC 等のクローンを整列化して、クローン単位

で配列解析し、ギャップを全て埋める手法を利用することはいまだ困難と考えられている。

そのため、特定の染色体をフローサイトメトリー等の手法を用いて収集し、これに基づく

BAC ライブラリーの作製、遺伝子領域を選択的に抽出するフィルトレーションなどの技術

を用いて、遺伝子領域のみを効率的に配列解析する手法が考案されている。  
一方、本研究で提案しているゲノム配列解析法は、遺伝地図を利用して目的とする遺伝

子領域の遺伝子配列のみを能率的に取得できるので、比較的小規模な研究グループにおい

て導入しやすい研究手法である。我々が開発した約 3,000 の非冗長 EST からなる転写産

物地図は、現在世界で最も高密度なオオムギの遺伝地図であり、オオムギゲノムの遺伝子

の１割弱が同定されているとみられる（図 3）。オオムギとイネは共通祖先を持つとされて

いるので、この遺伝地図を用いてイネのゲノム配列からオオムギのゲノムの相同領域を推

定し、イネのゲノム情報を利用することが可能である。イネの 12 倍以上とみられるオオ



ムギゲノムを解読することは、予算的、技術的に多くの困難を伴うことが予想されるが、

本年からドイツを中心とする北ヨーロッパ諸国で全ゲノムにわたる「Morex」の BAC の

フィンガープリンティングおよび整列化がすすんでいる。一方、我々は「はるな二条」の

ゲノムを鋳型として、BAC ライブラリー、未公開配列を含めて約 20 万の大量の EST お

よび現在進行中の完全長 cDNA 解析、高密度転写産物地図および染色体組換置換系統

（Hori et al. 2005）の全てについて独自にリソース開発を進めてきた。このような「はる

な二条」のリソースを利用して、「Morex」のゲノム鋳型とした「はるな二条」の並列シー

ケンシング、および「はるな二条」の cDNA による「Morex」ゲノムへのマッピングなど

が将来的に可能となる。  
以上のように、マップを利用したオオムギの遺伝子単離技術は新しい技術の導入によっ

てめまぐるしく変化している。このような手法によってオオムギの遺伝子単離は大きく前

進しているので、醸造や生産性にかかわる重要な遺伝子の単離も目前に迫っている。 
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