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 要旨 

 イネ白葉枯病は細菌病で、現在、20 数個の抵抗性遺伝子が報告されている。本病の

抵抗性の評価は接種試験により行われ、品種を抵抗性や感受性と判定してきた。感受

性品種と判定されたなかで、多く日本型品種はその病斑が 15〜20cm 程度で、伸びに

くく、インド型は 2 倍以上の 50cm 程度とよく伸びる傾向がある。それでは抵抗性遺

伝子を持たず、感受性と判定された双方のイネの品種にどうしてこのような違いが生

じるのか。そこで、日本型感受性品種コシヒカリと、病斑がよく伸びるインド型感受

性品種 ARC7013 の F2集団への接種試験を行った。病斑長の分布は短い抵抗性から長い

感受性の個体まで幅広く、病斑長 22cm 付近に劣性 1 因子による分離とみられる凹み

ができた。DNA を使用した全染色体の DNA マーカーによる遺伝子型の判定の結果、第

5 染色体上において、病斑の短い個体は日本型に、病斑の長い個体はインド型になる

傾向がみられ、病斑長と遺伝子型に連鎖が認められた。これは、第 5 染色体に病斑の

伸びに関与する劣性遺伝子が存在することを示唆した。さらに、この病斑長と遺伝子

型の関係から病斑の伸びに関与する遺伝子は複数あることが予期された。 

 

 1.緒言 

イネ白葉枯病は Xanthomonas oryzae pv. oryzae に起因する細菌病である。本病

は稲作を行う世界の各地に発生して、米の減産と品質の低下をもたらす。本病に対し

ては 20 数個の抵抗性遺伝子があり、東南アジアの高頻度発生地域では抵抗性遺伝子

を利用した品種と殺菌剤等の薬剤散布を組合せた防除が行われている。我が国におい

ては近年大規模な本病の発生は見られない。加えて、現在栽培されている一般的な品

種は抵抗性遺伝子を導入した品種はほとんどない。そのため、温暖化による生育環境

の変化による本病の発生が危惧される。 

本病は我が国において、最初に発生が報告された。そのため、抵抗性育種の技術

は高く、古くから抵抗性品種の育成のため多くのイネ品種の抵抗性を評価してきた。

一般的な抵抗性の評価は培養した菌を水で希釈し、はさみをその菌液に浸し、葉の先

端から 5cm 程度の所を切る剪葉接種により行われる。接種して約 18 日後に、切り口

から病斑の伸展した所までの長さを測定して、それを抵抗性の評価とした。抵抗性を

持った品種は病斑が伸びず、病斑が伸びたものは感受性と判定する。この方法により

申請者らはアジア産の 20,000 品種以上の接種試験を行い、抵抗性遺伝子の分類と地

理的分布を調べてきた（T. Ogawa et al.1998）1)。これらの接種試験により感受性と



判定した日本型とインド型イネの病斑の伸びに大きな違いがみられる。日本型の感受

性品種の病斑は15〜20cm伸びるのに対して、インド型の感受性品種は2倍以上の50cm

程度の伸びを示した。以前から、日本型イネの病斑は伸び難く、インド型はよく伸び

ると言われてきた。抵抗性遺伝子を持たず、感受性と判定された双方のイネの品種に

どうしてこのような違いがあるのか。日本型品種には病斑を伸び難くする遺伝子が関

与しているのか、インド型品種には病斑の伸長を助長する遺伝子の関与があるのか。

本研究の目的は日本型イネの病斑を伸びに関与する遺伝子を調べることである。 

 

2.材料および方法 

  日本型イネ品種の持つ病斑を伸びに関与する遺伝子を調べるための全体的な実験

の流れを示す。 

  植物材料（2.1）は日本型感受性イネ品種とインド型感受性品種を使用する。これ

らを交配して、F1種子を得る。この F1種子は育苗 1 ヶ月後、圃場に移植する。その後、

F2種子を収穫する。F2種子は F1種子と同様な方法で育苗し、圃場で栽培する。これら

の F2 個体に接種試験（2.2）を実施する。また、DNA を抽出するため葉を採取する。

その後、F3検定（2.3）のため F3種子を収穫する。抽出した DNA は DNA マーカーによ

る遺伝子型の判定（2.4）のため使用する。DNA マーカーを用いて PCR を行う。この

PCR 産物をアクリルアミド電気泳動により分離し、染色後、撮影して遺伝子型を判定

する。接種試験とDNAマーカーによる遺伝子型の判定のデータを用いて連鎖解析（2.5）

を行う。 

 

2.1 植物材料 

  日本型感受性イネ品種としてコシヒカリを選んだ。インド型感受性品種としては接

種試験により病斑が非常に良く伸びるインド原産の ARC7013 を使用した。これらを交

配して、F1種子を得る。この F1種子は育苗 1 ヶ月後、圃場に移植する。その後、個体

別に F2種子を収穫する。F2種子は F1種子と同様な方法で育苗し、約 300 個体を水田

圃場に 30cm×15cm の間隔で栽培する。これらに接種試験を実施して、個体別の病斑

長を測定する。また、DNA 抽出のために葉を採取する。その後、F2個体別に F3種子を

収穫する。 

 

2.2 接種試験 

  接種試験には病斑の伸びが良い日本産イネ白葉枯病Ⅱ群菌（T7147）を用いた。こ

の菌株をジャガイモ煎汁半合成培地(S. Wakimoto 1954)2)上で、培養温度 28℃、2 日

間、斜面培地において培養した。その後,蒸留水を加えて撹拌し、分光光度計で濃度

を測定し、108cfu/ ml に希釈した菌液を使用した。 

 接種は穂ばらみ期から出穂期の間に行った。接種方法は、H. E. Kauffman et al.

（1973）3)の剪葉接種法を用いた。この方法は、菌液に浸したハサミで葉の先端（5

～10 ㎝）を切ることで接種するという方法で、容易であり、一度に多くの葉に確実に



接種できる。調査は接種日から 18 日後に行った。剪葉した接種点から病斑伸展箇所

までの病斑長を測定した。 

 

2.3  F3検定 

   感受性品種の病斑の伸びを調べることから、病徴の発現は不安定なことが想定さ

れる。そのため、F2世代における抵抗性の評価を確実なものにするため F3において接

種試験、F3検定を行う。F2個体の接種試験の結果もとに病斑長を 3cm 毎に区切り、各

区間から偏りがないように 50 系統を選んだ。2.1 植物材料で示した方法に従い、１系

統 25 個体を圃場に育成して、前述の 2.2 接種試験の方法で接種を行う。同様に病斑

長を測定して、抵抗性を判定する。 

 

2.4  DNA マーカーによる遺伝子型の判定 

   F2集団およびF3検定の個体毎の遺伝子型を判定するため、葉からDNAを抽出する。

イネの葉の先端 4cm 程度をピンセットで切り取り、2mℓのチュ—ブに折畳んで入れる。

その後、5mm のステンレスボールを 2 個入れ、真空乾燥機で 2 日間乾燥する。乾燥後、

チューブにふたをして、細胞破砕装置で 2 分間上下振動を与え、粉末にする。抽出は

SDS 法を用いる。DNA は 10ng/μℓに調整して、テンプレート DNA として PCR に用いた。 

   PCR は dNTPs、PCR 10×バッファー、プライマー、Taq ポリメラーゼ、テンプレー

ト DNA を加え、滅菌水で総量が 4.5μℓになるように調整した。PCR 機は Applied 

Biosystems Veriri 384 Well Thermal Cycler を使用した。95℃で 5 分間熱した後、

95℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃で 30 秒のサイクルを 35 回繰り返し、72℃で 7 分間

伸長反応を行った後、4℃で保存した。 

  PCR産物に泳動用色素1.5μℓを加え、ポリアクリルアミドゲル（29％ acrylamide、

1％ bisacrylamide）に流し込み、TBE バッファー中でゲル 1 枚当たり 200V、30mA、

60 分間の電気泳動を行った。泳動後、のエチジウムブロマイド（1mg/μℓ）を蒸留水

に希釈し、染色を行った。染色後、紫外線照射装置内に置き、写真を撮影した。この

写真により、遺伝子型を判定した。 

 

2.5 連鎖解析 

  F2 接種試験の結果、病斑が短く抵抗性と判定した 10 個体と感受性と判定した 10

個体の DNA を使用した。これらの DNA を鋳型にイネの 12 の染色体別に 15cM 程度の間

隔の DNA マーカーを用いて PCR を行った。 2.4 DNA マーカーによる遺伝子型の判定

に従って、F2個体の遺伝子型を判定する。Ｆ2の病斑長とＦ2の遺伝子型の間に連鎖の

関係があるかを調べる。 

 

 

 

 



 3.結果および考察 

   3.1 Ｆ2集団の接種試験 

  Fig.1 にＦ2の 300 個体の病斑長の頻度分布を示した。病斑長は短い抵抗性から長

い感受性の個体まで幅広く分布した。病斑長 22 ㎝付近にくぼみがあり、22 ㎝以下の

集団と 22 ㎝以上の集団で 1：3 の分離が見られた。このことから、病斑の伸びに関与

する遺伝子は劣性の 1 遺伝子によるものではないか推測した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   Fig.2 に親のコシヒカリ、ARC 7013 とＦ2 個体の接種後 18 日目の病斑の写真を載

せた。コシヒカリは 20cm 近くまで病斑が伸びている。非常に病斑が伸びる ARC 7013

は緑の葉の部分がみる影もない。Ｆ2 集団は短い病斑長の個体、中間の個体、よく伸

びる個体の葉を選んだ。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3.2 検定 

  Ｆ2 集団の接種試験の結果を基に病斑長を 3cm 毎に区切り、各区間の個体頻度に従

いＦ3 系統を 50 系統選んだ。すべての系統の病斑長とその個体頻度分布を調べたとこ

ろ、大きく 3 つの分布のパターンに分類することができた（Fig. 3）。病斑の短い個

体をＲ（Resistant）固定、病斑の長い個体をＳ（Susceptible）固定、Ｒ固定とＳ固

定の両方にまたがって分布するものをヘテロ（Heterozygous）と定義した。これらの

分類はＲ固定：ヘテロ：Ｓ固定＝12：25：13 の約 1：2：１の比になった。この分離

比は F2の接種試験の結果と同様に、病斑の伸びに関与する遺伝子は劣性遺伝子による

ものと示唆する結果となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3.3 連鎖解析 

  50 系統を用いたＦ3検定の結果から、病斑の短いＲ固定の 12 系統、病斑の長いＳ

固定の13系統を分けることができた。これらの系統が由来するF2個体のDNAを用い、

全染色体の DNA マーカーの遺伝子型を調べた。結果、全染色体において、病斑の短い

グループおよび病斑の長いグループとも、どちらかの親の遺伝子型に固定された染色

体の部分はなかった。このことは病斑の伸展に関与する因子は 1 個ではなく複数存在

することが示唆された。そのため、病斑の伸展に強く関与する部位はないか調べた。

病斑の短いグループでは、第 5 染色体に日本型が９個体中 7 個体を占め、２個のヘテ

ロ型で、インド型がない部分がみられた（Table 1）。この染色体部分の病斑の伸びる

グループの遺伝子型は、13 個体中９個体がインド型であった。残り 4 個体はヘテロ型

かヘテロ型が関与する個体で、完全な日本型の遺伝子型はなかった。これらのことか

ら病斑の伸びの関与する遺伝子は日本型イネに由来して、第 5 染色体に 1 個座乗する

ことが推察された。 

  この DNA マーカーによる遺伝子型を調べることで、当初、１因子と推測していた

病斑の伸びに関与する遺伝子が複数あることが判明した。他の遺伝子がどの染色体に

座乗するか調べることにした。病斑の短いグループにおいて、病斑の短さを説明でき

ない R3 個体および R4 個体、病斑の長いグループのにおいて、S1、S2、S3 および S13

個体の計 6 個体（☆印）に注目した。他の染色体の部分で、これら 6 個体を補足し、

病斑の伸展に関与する部分はないか調べた。見直した結果、第 11 染色体の部分に補

足の条件を満たす部分が見出された。しかし、まだ、説明がつかない個体（R3）存在

する。このことは、さらに病斑の伸びに関与する因子が存在することを示唆した。 

  日本型イネのイネ白葉枯病に対して、病斑が伸びにくい現象は真性抵抗性遺伝子

のような明白な病徴反応とは違い、その 1 つ 1 つは小さな抵抗となると考えられる。

このような小さな働きの遺伝子が複数重なると病斑の伸びに反映される。これら複数

の病斑の伸展に関与する遺伝子に真性抵抗性遺伝子が加われば、さらに強い圃場抵抗

性を獲得すると考える。 

  従来、抵抗性品種の育成はイネ白葉枯病菌に有効な真性抵抗性を導入することで

進められてきた。導入される抵抗性遺伝子が強くて有効であればあるほど、抵抗性の

崩壊（ブレークダウン）の危険性は増すと考えられる。しかし、抵抗性を導入される

イネ側に病原菌の増殖を抑える基本的な働き（その働きは普段は小さい）が備わって

いれば、感染時に被害の軽減が計れるのではないか。さらに、このような基本的な働

きを持つイネと真性抵抗性遺伝子を組合せることにより、病気に効果的でブレークダ

ウンを遅延し、あるは回避できるのではないかと考えている。本実験で調べる日本型

イネの病斑が伸び難いという特徴は菌の働きを抑える基本的な働きにあたるものだ

と考えている。このような遺伝子を調べることは今後の病害抵抗性の品種改良にとっ

て価値あることである。 
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 Summary 

   Bacterial blight (BB) caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae is one of the most 

destructive disease in rice. It has been reported some twenties resistance genes exist 

now. Evaluation of resistance to BB pathogens goes on by inoculation test, and 

plenty of rice varieties were classified resistant or susceptible ones. In susceptible 

ones, lesion length of japonica rice varieties to BB is under 15 to 20 cm, not so long 

compare to indica ones which is twice and over, reaches to 50 cm. Why happen like 

this difference between two rice groups having a none resistance gene. To study in 

this point, japonica susceptible variety, Koshihikari and indica susceptible variety, 

ARC 7013 showing long lesion were crossed. The F2 population was inoculated with 

Japanese BB race Ⅱ (T7147). Frequency distribution for lesion length is showing 

from short resistant lesion of 5 cm to long susceptible lesion of over 50 cm, and 

appears a gap around 22 cm. It is suggested that segregation results from one 

recessive factor. And, genotyping using DNA makers of all chromosomes is tried for 

F2 plants showing short lesion and long lesion. As result, Linkage is present on the 

relationship between elongation of lesion length and genotype of chromosome. It is 

judged that a gene related to lesion elongation of BB is located on chromosome 5. 

From the linkage analysis on relationship between lesion elongation and genotype of 

chromosome, it can be expected that gene related to lesion elongation is not located 

only on chromosome 5, exist on another chromosome.   


