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第 1 章 緒⾔ 

第 1 節 我が国の林業におけるスギ 

スギ（Cryptomeria japonica）は、⽇本固有の針葉樹種であり、南北に⻑い我が国の気

候に適応して、⻘森県の鯵ヶ沢から⿅児島県の屋久島にかけてその天然林が分布してお

り（津村 2012）、古くから御神⽊や地域のシンボル等としても広く親しまれてきた。ま

た、その成⻑性や通直性の良さ、加⼯の容易さ等の利点を有することから、古くから建

築⽤材や⼯芸品の材料等として利⽤されてきた（⾼桑 2012）。京都の北⼭、奈良の吉

野、宮崎の飫肥等、その⽊材⽣産が盛んな林業地が全国各地に形成されており、これら

の地域において⽣産されるスギは、いわゆるブランドスギとしての地位を確⽴している

ものもある（⾼桑 2012）。現在においても、我が国における、スギの⼈⼯林⾯積は約

440 万 ha であり、総⼈⼯林⾯積の約 44%（総森林⾯積の約 18%; 国⼟⾯積の約 12%）を

占めている（林野庁 a 2018）。このように、スギは、我が国の林業において最も重要な樹

種の⼀つである。この⼈⼯林⾯積の⼤きさは、主に拡⼤造林期と呼ばれる 1950、60 年

代に、戦中の必要物資や戦後の復興資材として建築⽤材の需要が増⼤したことに伴い、

⼤量に伐採された森林を復旧するための治⼭事業が実施されたことに起因している。特

に、1960 年においては⼭⾏き苗⽊の⽣産量は実に約 13 億本に達し、造林⾯積は 7,000ha

を超えることとなった（林野庁 2014）。上記のように、スギは⽊材⽣産に適した特徴を

有するために、特に盛んに造林に⽤いられ、当時の⼭⾏き苗⽊の総⽣産量の約 4 割を占

めた（林野庁 2014）。このようにして造成された⼈⼯林の多くが、50 年以上の時を経

て、主伐期を迎えつつあることに伴い、国産⽤材の供給量は、2002 年における 1,608 万

m3 を底に増加傾向にあり、2016 年においては 2,236 万 m3 となっている（林野庁 b 

2018）。⼀⽅で、外材の輸⼊等によって⽊材価格が低迷し、採算性の悪さから林業経営
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意欲が喪失されることによって、主伐後に再造林が実施されないケースが存在する（Sakai 

et al. 2006; Nagashima et al. 2009）。再造林放棄地においては、草本類は灌⽊類が繁茂するた

めに、それらを餌とするシカが増加し、ひいては周囲林分におけるシカ害等の増加すると

いった問題が⽣じる。また、森林は、⽊材⽣産のほか、災害防⽌・国⼟保全、⽔源涵養、

⽊材等の物質⽣産等の様々な公益的機能を有している（林野庁 b 2018）。これらの機能を⼗

分に発揮させるためにも、主伐期に⾄った林分を伐採し、伐採後に再造林を確実に実施す

ることにより、森林資源を循環的に利⽤していくことが重要である（⼤政ら 2018）。国際

社会全体の普遍的な取り組みとしても、2015 年に国際連合において採択された「持続可能

な開発のための 2030 アジェンダ」のなかで、持続可能な森林の経営が、開発途上国およ

び先進国に共通する⽬標として位置付けられており、世界全体で新規植林及び再植林を⼤

幅に増加させることが掲げられているように、その重要性が認識されている。我が国にお

いても、近年、主伐と主伐後の再造林により⼈⼯林資源の循環利⽤を計画的に実施してい

く段階に⼊っているとされている（林野庁 b 2018）。そのため、主伐期に⾄った森林の伐採

量の増加に伴って、再造林等に⽤いるための苗⽊の需要量が増加しつつあり、苗⽊を安定

的に供給することが重要な課題となっている。2017 年度において、スギは最も苗⽊⽣産量

の多い樹種であり、その苗⽊⽣産量は全⼭⾏き苗⽊⽣産量の 3 割以上を占める約 2,000 万

本に上る（林野庁 a 2018）。しかしながら、その需要量は⽣産量を⼤きく上回る約 2,350 万

本であり、⽣産量のさらなる拡充が求められている現状にある。 

 

第 2 節 我が国におけるスギの育種の現状 

これまで、我が国においては、スギを始めとする造林樹種を対象として、林業⽣産性や

病⾍害抵抗性等に関連する形質の向上を⽬的として、優れた遺伝的特性を有する個体の選
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抜に向けた育種が⾏われてきた（⽥島 2001; 井出・⽩⽯ 2012; 星ら 2013）。我が国に

おける造林樹種の育種は、拡⼤造林期にあたる 1954 年に全国から精英樹を選抜するこ

とに始まり（星ら 2013）、以下のような過程によって⾏われている。精英樹とは、いわ

ゆる「やまいち」のような、天然林あるいは⼈⼯林のなかで、成⻑性等が特に優れた個

体のことであり、スギにおいては、現在までに 3,500 個体以上が選抜・収集されている

（⽥島 2001）。こうして選抜・収集された個体は、第 1 世代精英樹と呼ばれ、現在の林

⽊育種事業における根幹となる育種素材として扱われている。成⻑性等の形質における

遺伝的改良効果は、優れた遺伝的特性を⽰す個体の選抜とそのような個体同⼠の交配を

繰り返すことによって蓄積される（井出・⽩⽯ 2012; Cowling 2013; Grattapaglia et al. 

2018）。精英樹のような育種素材の有する遺伝的特性を正確に評価するためには、各個

体が植栽された⽴地環境の影響を排除したうえで形質評価を⾏う必要がある（藤澤 

2015）。そのため、育種素材における遺伝的特性の評価は、対象個体のクローン苗、実

⽣苗を⽤いて造成される検定林（⼀般次代検定林）における、形質測定・評価に基づい

て⾏われる。その後、⼀般次代検定林における結果に基づいて選抜された個体を親とす

る⼈⼯交配により、創出・育成された個体群を⽤いて造成される検定林（育種集団林）

における形質測定・評価に基づいて、より優れた遺伝的特性を有する次世代の精英樹が

選抜される。こうした、選抜と交配を繰り返すことによって、例えば、関東地⽅におけ

る平均 10 年次林分材積については、⾮選抜集団である地スギと⽐較して、第 1 世代精

英樹集団では約 1.5 倍、第 2 世代精英樹集団（第 1 世代精英樹同⼠を交配してできた優

良個体群）では約 3.5 倍の値を⽰した（藤澤ら 2010）ように、成⻑性や材質等の優れた

個体が選抜されてきている（星ら 2013）。造林に際して、成⻑性等において優れた遺伝

的特性を有する個体を利⽤することは、植栽本数や下刈り回数の削減、伐期の短縮等に
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も繋がると期待されることから、林業⽣産性の向上に対して⾮常に有⽤であると考えられ

る（星ら 2013）。また、近年においては、成⻑性や材質等の優れた個体だけでなく、国⺠

病とも呼ばれる花粉症への育種的観点からの対策として、花粉⽣産量の少ない、あるいは

花粉を⽣産しない個体等も合わせて選抜されている（斎藤 2010）。 

 

第 3 節 林業⽣産におけるさし⽊増殖の有⽤性 

我が国におけるスギの苗⽊⽣産には、⼀般的に、効率の⾯を考慮して、採種園や採穂

園を造成し、そこから得られた種⼦や穂が⽤いられる（井出・⽩⽯ 2012; 藤澤 2014）。

したがって、優良な⼭⾏き苗⽊を⽣産するためには、先述したような検定林における遺

伝的特性評価の結果に基づいて、⽣産元となる採種園や採穂園を構成する⺟樹の選定お

よび改良（⼊れ替え）を⾏うことが重要である（⼾⽥ 1971）。そのためには、採種園や

採穂園を構成する⺟樹が有する遺伝的特性を明確にしておくことが⽋かせない。 

林⽊育種は、選抜された個体が植栽されることによって、その遺伝的な改良効果を林業

⽣産性に反映させることを最終的な⽬的として⾏われる（坂⼝・岡⽥ 1961; Libby et al. 

1969; ⽥⼝ 1980; Ruotsalainen 2014）。したがって、選抜された個体が有する優れた遺伝的

特性を速やかに林業⽣産性に反映させるためには、選抜された個体を早期に数多く増殖・

普及させることが求められる。⼀般に、スギの苗⽊は、主に実⽣苗、さし⽊苗、接ぎ⽊苗

という 3 つの種類によって増殖される。⼀⽅、⼀般的にスギのような針葉樹種は、世代時

間が⻑い、他殖性である、育種における世代更新が進んでいないといった特徴を有するこ

とから、林業⽣産において重要な形質に関連する遺伝⼦を固定する、すなわち、純系を作

出することが難しい（⽯川 1975; 津村 1996; Jaramillo-Correa et al. 2010）。したがって、育

種により選抜された個体個体が有する遺伝的特性を林業⽣産性に確実に反映させるために
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は、採種園や採穂園を構成するための苗⽊は、両親と異なる遺伝⼦型となる有性⽣殖で

はなく、⺟樹の遺伝⼦型（遺伝的特性）をそのまま継承する（クローン化する）ことが

できる無性⽣殖に依って増殖することが望ましい（Barber and Dorman 1964; Sweet 

1995）。先述した 3 種の苗⽊を増殖する⼿法のうち、無性⽣殖に依る⼿法であることを

満たすのは、さし⽊増殖と接ぎ⽊増殖である。しかしながら、穂⽊の⼀本⼀本を台⽊に

接ぐという作業を要する接ぎ⽊増殖は、増殖の確実性が⽐較的⾼いという⻑所を有する

ものの、⼿間がかかることから、⽣産速度については芳しくないという短所を併せ持っ

ている（藤澤・植⽥ 2012）。対して、さし⽊増殖は、⼀般的には⺟樹から採取したさし

穂を⼟壌等の基質にさし付け、育成することによる増殖⽅法であり、作業そのものは技

術的に⽐較的簡便であるという⻑所を有する（植⽥・藤澤 2013）。したがって、育種に

より選抜された個体等、特定の個体が有する遺伝⼦型を継承した個体を早期に数多く増

殖するという観点においては、さし⽊増殖はより適している⼿法であると考えられる

（井出・⽩⽯ 2012）。 

さし⽊増殖は、「植物体から茎と根の兼ね備わっていない⼀部分をとり、繁殖材料と

し、不定根あるいは不定芽の発⽣を促すことによって、茎と根を兼ね備えた完全な独⽴

個体に仕⽴てあげる無性繁殖法」と定義される（森下・⼤⼭ 1972）。我が国におけるさ

し⽊苗を⽤いた造林は、少なくとも約 600 年前から⾏われていることが報告されており

（Toda 1974）、1,600 年代には既に「憲教類典抄」等の複数の⽂献において、さし⽊増殖

⼿法に関する記述がある（森下・⼤⼭ 1972）。我が国は世界で最も針葉樹のさし⽊苗⽊

⽣産量が多い国の⼀つであり（Ritchie 1991）、特に、古くからさし⽊苗を⽤いた造林が

盛んに⾏われてきた九州地⽅においては、これまでにさし⽊増殖に適したアヤスギ、オ

ビアカ、シャカイン、ヤブクグリ等の在来品種（栽培の過程での⾃然選択または無意識
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な⼈為選択によって⽣じた優良個体群）が選抜されている（相⾺ 1936; 宮島 1989）。こう

したいくつかの在来品種が古くから選抜されてきた背景には、さし⽊苗⽊は⾼温多湿の環

境により発⽣しやすい⾚枯れ病に羅病しにくい（野原・陣野 1952; ⽥中 1962; 植⽥・藤

澤 2013）ことから積極的に⽤いられたこと、効率的かつ低コストな造林に向けた苗⽊⽣

産のためには、⾼い得苗率（さし付けた穂の本数に対して最終的に苗⽊として得られる本

数の割合）を得ることが重要であることが挙げられると考えられる。このように、特に、

スギにおける全⼭⾏き苗⽊⽣産量のおよそ 5 割を⽣産している九州地域においては（全国

⼭林種苗協同組合連合会 2018）、伝統的に造林⽤種苗としてさし⽊苗が⽤いられる（相⾺ 

1936; 宮島 1989; 全国⼭林種苗協同組合連合会 2019）ことを踏まえても、さし⽊増殖は

我が国における林業にとって⾮常に重要な増殖⼿法であると⾔える。 

 

第 4 節 さし⽊増殖における不定根形成と根系発達 

さし⽊増殖においては、根を伴わないさし穂を材料とすることから、植物体として完全

な苗⽊を得るためには、さし穂からの発根が必須の⽣理学的プロセスである（Pop et al. 

2011; Guan et al. 2015; Steffens and Rasmussen 2016）。⼀般に、胚に形成される幼根が発達し

てできる主根、および、主根から分枝してできる側根は合わせて定根と呼ばれ、さし穂か

ら発⽣する根のような定根以外の根は全て不定根と呼ばれる（Bellini et al. 2014; Steffens 

and Rasmussen 2016）。したがって、さし穂からの発根は、⽣物学的には不定根形成と定義

することができる。この⽣理学的プロセスの成否は様々な要因に影響されるという性質を

有しており（Leakey and Storeton-West 1992; Li et al. 2009; da Costa et al. 2013; Porfírio et al. 

2016; de Almeida et al. 2017）、この性質は結果的に得苗率の不安定性に直結するため、苗⽊

の増殖・普及を妨げる要因となる。また、⼀概に不定根形成と⾔えども、さし付けてから
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同⼀期間を経たとしても、少数の根のみが形成される場合から、数多くの細根を伴った根

系が発達する場合まで、根系の形態・動態は条件によって様々であることが知られている

（糟⾕ 1995; Kaul 2008; Vâșcă-Zamfir et al. 2017; Khruengpatee et al. 2018）。根系は、植物体

の固着・⽀持、養分・⽔分の吸収、代謝物の⽣産、同化物の貯蔵等の機能を有しており

（根の事典編集委員会 2009）、植物体の⽣存や成⻑のために⾮常に⼤きな役割を担ってい

る（Lynch 1995; McPhee 2005; Colombi and Walter 2017）。したがって、より成⻑性や健全性

の⾼い苗⽊を⽣産するという観点において、不定根形成後に形作られる根系形質について

も、さし⽊増殖において重要な形質であると考えられる。 

さし⽊増殖による、成⻑性や健全性の⾼い苗⽊の効率的な⽣産に向けて、不定根形成や

根系発達といった形質を改良するためには、それら形質に関連する要因を解明することが

重要である。スギにおいても、特に、さし⽊増殖による苗⽊⽣産において決定的な役割を

担う不定根形成に関連する要因の解明に向けた研究が、拡⼤造林期を中⼼として数多く⾏

われてきた。その結果、スギにおける不定根形成には、遺伝⼦型（宮島 1951; 右⽥ 

1955）や⺟樹の樹齢（佐藤ら 1953; 横⼭・前⽥ 1956）等の材料特性、および、基質（森

下 1964; ⼤平ら 2016）や温度（阿部ら 1957; Shibuya et al. 2014）等の育成環境等が影響

すること、あるいは、さし付け時におけるオーキシン添加（⽯川・⽥中 1970; ⼤⼭・上中 

1970）等の処理により不定根形成が促進されうることが明らかにされてきた。しかしなが

ら、こうした研究の多くにおいては、不定根を形成したさし穂の割合（発根率）や形成さ

れた不定根の数といった、さし付けてから⼀定期間後の形態学的な結果のみから、供試条

件による不定根形成に対する影響を評価するという⽅法が採られている。そのため、諸条

件が不定根形成に適している、あるいは適していない⽣物学的な理由については、依然と

して不明な部分が多い。今後、より確実にさし⽊増殖の効率化、安定化を図るためには、
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不定根形成や根系発達に関連する要因を⼗分に理解することが重要であると考えられる。 

 

第 5 節 本研究の⽬的 

⼀般に、遺伝学においては、「P = G + E」と表現されるように、表現型（P）は遺伝⼦型

（G）と環境（E）の効果によって決定づけられると考えられている（Via and Lande 1985; 

Gagneur et al. 2013）。すなわち、表現型（フェノーム）の発現は、DNA（ゲノム）によっ

て表される遺伝⼦に、環境による効果が RNA（トランスクリプトーム）、タンパク質（プ

ロテオーム）、代謝物（メタボローム）といった分⼦の制御への作⽤を通して加わること

によって起こる（Fukushima et al. 2009; Moreno-Risueno et al. 2010; Langridge and Fleury 

2011）。したがって、不定根形成や根系発達のような表現型に関連する⽣物学的な要因とし

て、遺伝⼦型や環境の効果を分⼦レベルで明らかにすることは、表現型を改良するうえ

で、⾮常に重要である。先述したように、スギにおける不定根形成についても、クローン

（同⼀の遺伝⼦型を有する個体群）によって表現型が異なる（クローン間差が存在する）

ことが明らかにされていることから（宮島 1951; 右⽥ 1954）、遺伝⼦型の効果が存在して

いると考えられる。表現型に対する遺伝⼦型の効果を⼗分に理解するためには、遺伝的変

異や遺伝率等の遺伝的パラメーターを解析することが基本となる（Tibbits and Hodge 1998; 

Fries 2012; Hung et al. 2015）。DNA は各個体において常に不変であることから、表現型に対

する遺伝⼦型の効果は、DNA における塩基配列の違い（遺伝的多型）に起因する（Brachi 

et al. 2011; Ogura and Busch 2015; Ya-fang et al. 2015）。したがって、表現型に関連する遺伝

的多型を明らかにすることができれば、遺伝的多型を解析することによる表現型予測等が

可能になることが期待される（Desta and Ortiz 2014; Schmidt et al. 2016）ことから、育種学

的観点における意義は⼤きいと考えられる。 
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また、RNA やタンパク質、代謝物といった分⼦の変化は、環境の効果を受けて起こる

（López-maury et al. 2008; Walker et al. 2017）。したがって、これら分⼦の動態は、⽣体に対

する環境の効果を推し量るための指標となる（Gracey and Cossins 2003;  Marchand et al. 

2013）。また、⼀般的に、DNA から表現型に⾄るプロセスにおける最初の制御である転写

によって合成される分⼦である RNA（Watson et al. 1965（Molecular Biology of the Gene））

を定量化することは遺伝⼦の発現を解析することと同義であるとされる。遺伝⼦の発現量

は様々な刺激に反応して⼤きく変動する性質も持ち合わせており（Kilian et al. 2007; Goda 

et al. 2008）、各遺伝⼦における塩基配列の相同性に基づいて、その機能を推測することが

可能である。そのため、遺伝⼦発現解析を⾏うことにより、解析されたサンプルについ

て、直接的あるいは間接的に多くの⽣物学的な情報を分⼦レベルで得ることができると期

待できることから、⽣体に対する環境の効果を推し量るための指標として、特に有⽤であ

る（Nagano et al. 2012）。 

そこで本研究では、スギにおける不定根形成特性に関連する要因としての遺伝⼦型およ

び環境の効果の解明に向けた分⼦レベルにおける基盤情報を構築することにより、不定根

形成特性の向上、ひいては、さし⽊増殖における得苗率の向上に資する情報を得ることを

⽬的とし、以下の研究を⾏った。第 2 章では、不定根形成特性に関連する諸形質における

遺伝⼦型による効果を明らかにするために、多数のスギ精英樹クローンを⽤いてさし⽊増

殖に関連する不定根形成特性や根系形質を定量的に測定し、諸形質における遺伝的特性を

明らかにするとともに、諸形質に関連する遺伝的多型を明らかにするための基礎データを

得た。第 3 章では、さし⽊増殖に関連する諸形質における効率的な遺伝的改良に向けて、

諸形質に関連する遺伝的多型を明らかにすることを⽬的として、第 2 章で測定した各形質

における定量的データを⽤いて、ゲノムワイド関連解析を⾏い、各形質に関連する遺伝的
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多型およびそれが座乗する遺伝⼦を統計遺伝学的に同定するともに、遺伝的多型に基づく

表現型予測の可能性について検討した。第 4 章では、不定根形成における好適環境の解明

に向けて、不定根形成における分⼦レベルの変化を明らかにするために、マイクロアレイ

分析によって、不定根形成における遺伝⼦発現を網羅的にプロファイルし、スギの不定根

形成における遺伝⼦発現に関する基盤情報を構築した。第 5 章では、第 2 章から第 4 章に

おける結果をもとに、不定根形成特性の向上、さし⽊増殖における得苗率の向上に向けた

遺伝学的・分⼦⽣物学的知⾒の重要性、および、それら知⾒を⽤いた実⽤化に向けた将来

展望について総合考察を⾏った。  
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第 2 章 スギ精英樹における不定根形成特性および根系形質および林業⽤形質との関連性 

第 1 節 緒⾔ 

さし⽊増殖による苗⽊⽣産においては、さし穂から不定根を形成させることが必須で

ある（Pop et al. 2011; Guan et al. 2015; Steffens and Rasmussen 2016）。したがって、さし⽊

増殖に⽤いる材料の有する不定根形成特性を改良することは重要であり、⼀般的に不定

根形成特性は発根率を指標として評価される（⼤⼭ 1948）。また、苗⽊⽣産において

は、林野庁により「⼭林⽤主要苗⽊の標準規格」が定められているように、苗⽊の規格

（⼤きさ）は重視される要素の⼀つである。したがって、完全な植物体となるための決

定的な制限要因となる不定根形成特性と合わせて、⼀定期間内に定められた規格（⼤き

さ）に到達するための、育苗段階における地上部器官の成⻑性も重要な形質である。ま

た、さし付けてから⼀定期間後の根系の形態・動態は条件によって様々であることが知

られている（糟⾕ 1995; Kaul 2008; Vâșcă-Zamfirk et al. 2017; Khruengpatee et al. 2018）。地

下部器官である根系形質は養分・⽔分を吸収する機能を通して、地上部器官の成⻑性に

対して⼤きな影響を与えている（Lynch 1995; McPhee 2005; Colombi and Walter 2017）。⼀

般に、地上部器官の成⻑に関与する地下部器官の形質としては、根の数や⻑さだけでな

く、根の分枝構造や太さ等も重要であり（Comas et al. 2002; Comas et al. 2004）、⼟壌中

の⽔分や養分を吸収する能⼒は、より細い根の⽅が⾼いとされている（McCormack et al. 

2015）。このように、根系形質は植物体全体の成⻑性等に⼤きく影響する形質として重

要であることから（Palta et al. 2011; White et al. 2013）、さし⽊増殖においても重要な形質

であると考えられる。栽培作物を中⼼とするいくつかの草本植物では、根系形質を植物

体全体の成⻑性や健全性、農作物の⽣産性に関連する重要な形質であると位置付けるこ

とにより、遺伝資源集団における基盤情報の充実を⽬的とした⼤規模な根系形質の評価
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が⾏われている（Chen et al. 2011; Burton et al. 2013; Narayanan et al. 2014; Lalitha et al. 2015）

ほか、植物体全体の成⻑性の向上を⽬的として根系形質における遺伝的改良にも着⼿され

ている（de Dorlodot et al. 2007; Hammer et al. 2009）。 

⽊本植物においても、地上部器官と地下部器官の成⻑や⽣理活性の関連性が報告され

ていることから（佐々 1985; Alameda and Villar 2012）、草本植物と同様に、これら器官

間の相互作⽤が存在し、根系形質は苗⽊の⽣存や成⻑に⼤きく影響すると考えられる。

特に、その成⻑性が重視される造林樹種においては、根系形質を評価することの重要性

は⾼いといえる。我が国においては、スギをはじめとする造林樹種において，その地上

部器官の成⻑形質について遺伝的変異が明らかにされているが（外⼭ 1994; 蓬⽥ 

1999）、地下部器官の形質との関連性については不明な部分が多い。スギにおいても、

地下部器官における根⻑や根径、根の分枝構造といった様々な形質の遺伝的変異が、地

上部器官の成⻑性や健全性に関与している可能性が考えられる。したがって、さし⽊増

殖における得苗率の向上に向けて、根系形質と地上部器官の成⻑性との関連性を明らか

にすることの意義は⼤きい。 遺伝的要因は、多くの植物種において不定根形成特性および根系形質に最も強く影響

する要因の⼀つである（Kondo et al. 2003; MacMillan et al. 2006; Narayanan and Prasad 

2014; Tate and Page 2018）。スギにおいても、不定根形成特性（発根率）についてはクロ

ーンによって異なることが明らかにされており（宮島 1951; 右⽥ 1954）、すなわち、こ

れらの形質に関して遺伝的要因が存在することが⽰唆されている。また、同様に、さし

付けてから⼀定器官後における根系形質についてもクローンによって異なることや地上

部成⻑性に関連することが経験的に⽰唆されているものの、定量的な解析については不

⾜している現状にある。 

そこで、本章では、さし⽊増殖に適した根系の解明、および、その遺伝的要因の解明に
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向けた基礎的知⾒の取得を⽬的として、重要な育種素材である多数の精英樹を⽤いて、

さし⽊増殖あるいは不定根形成に関わる形質である発根率、根系形質、苗⾼を定量的に

測定し、スギのさし⽊増殖における不定根形成特性や根系形質における遺伝的特性、お

よび、地上部成⻑性との関連性を明らかにした。 

 

第 2 節 材料と⽅法 

1. 供試材料 

本研究では、東北・関東・関⻄・九州の各育種基本区内で選抜されたスギ精英樹のなか

から、様々な成⻑性を⽰す 193 クローンを⽤いた（表 1）。供試クローンの選抜地は、47

クローンが東北育種基本区、54 クローンが関東育種基本区、43 クローンが関⻄育種基本

区、49 クローンが九州育種基本区であり、幅広い遺伝的変異を含むことが期待できるよう

に材料を選定した。2016 年 3〜4 ⽉の間に、森林総合研究所林⽊育種センター（茨城県⽇

⽴市）（以下、林⽊育種センター）、森林総合研究所林⽊育種センター東北育種場（岩⼿県

滝沢市）、森林総合研究所林⽊育種センター関⻄育種場（岡⼭県勝⽥郡勝央町）および森

林総合研究所林⽊育種センター九州育種場（熊本県合志市）において、それぞれの組織が

管轄する育種基本区内で選抜されたスギ精英樹のさし穂を採取し、林⽊育種センター内で

全てのさし穂をクローンあたり原則 24 本ずつさし付けた。さし付けにあたっては、⻑さ

20cm 程度に整えたさし穂の切り⼝にオキシベロン粉剤 0.5（0.5%インドール酪酸、バイエ

ルクロップサイエンス株式会社）を粉⾐し、⿅沼⼟⼩粒で満たした育苗箱にさし付けた

後、ガラス温室内で育成した。育成期間中においては、ブーム式頭上散⽔装置（アクアウ

ィング、株式会社誠和）を⽇中 2 時間おきに 6 回往復させることによって潅⽔を⾏った。 
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2. 形質測定 

さし付け当年の 11 ⽉に全てのさし穂を掘り取り、発根の有無を確認し、クローンごとに

さし付けたさし穂数に対する発根したさし穂数の割合を発根率（%）として算出した。根

系形質はさし付け当年の成⻑休⽌期（Fernandez and Caldwell, 1975; Burke and Raynal, 1994; 

佐藤 1995）にあたる 2016 年 12 ⽉下旬から 2017 年 3 ⽉上旬に測定した。測定は、少なく

とも複数本の不定根が確認されたさし穂（苗⽊）のうち、各クローン内において根系がよ

り充実していると認められた、クローンあたり原則 6 本（⼀部、4 本もしくは 5 本）の苗

⽊を対象とした。⽔洗いによって⽤⼟を落とした苗⽊の根系全体をスキャナー（Epson 

Perfection V700 Photo、セイコーエプソン株式会社）で TIFF 形式の画像（図 1）として取り

込み、根画像解析ソフト WinRHIZO Reg 2009c（Regent Instruments Inc.）に供試することに

よって⾏った。根画像解析ソフトにおける既定のアルゴリズムに従って、根⻑（cm）、直

径（mm）、根端数（個）および分枝数（個）を計測し、根⻑および直径の値をもとに表⾯

積（cm2）および体積（cm3）を算出した。本研究では、直径が 0.5mm 以下の根を細根と定

義し、全ての根⻑を合計した総根⻑に対する細根の⻑さの割合を細根率（%）として算出

した。また、根端数および分枝数をそれぞれ総根⻑で除すことにより、根端密度（単位根

⻑あたりの根端数; 個/cm）および分枝密度（単位根⻑あたりの分枝数; 個/cm）を算出し

た。すなわち、本研究においては、根量に関連する形質（総根⻑、表⾯積、体積）、根径

に関連する形質（平均直径、細根率）、根系構造に関連する形質（根端密度、分枝密度）

の 3 つの形質カテゴリーに分類される 7 つの根系形質を測定した。根系をスキャン・形質

測定した苗⽊は、ガラス温室内で再び仮植し、根系形質を測定した苗⽊およびこれらの苗

⽊と同程度の根系形成が認められた苗⽊を合わせたクローンあたり原則 8 本（⼀部、5〜7

本）の苗⽊を、2017 年 4 ⽉に林⽊育種センター内の苗畑に移植した。移植してから 1 成⻑
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期後（さし付けてから 2 成⻑期後）の成⻑休⽌期にあたる 2017 年 11 ⽉に初期成⻑量を

⽰す形質として地表から頂端までの苗⾼を測定した。なお、育成中に枯死した個体およ

び成⻑していないと判断された個体（活着が不⼗分であると考えられる個体）について

は測定の対象外とした。また、本研究においては、各形質ともクローンごとの平均値を

各クローンの代表値とした。 

 

3. データ解析 

本研究におけるデータ解析には、 解析ソフトウェアである R version 3.4.1（R 

Development Core Team 2017）を⽤いた。各形質における遺伝的な効果を、以下の線形混合

モデルにより予測した。 

yij = μ + ci + eij 

 ここで、yij はクローン i の個体 j の各形質値、μ は全個体の平均値（固定効果）、ci はク

ローン i の変量効果、eij は残差である。 

lme4 パッケージ中の lmer 関数を⽤いて、各要因の分散成分を REML（Restricted 

Maximum Likelihood）法により推定し（Bates et al. 2015）、次式によって広義の遺伝率（ま

たは反復率; h2）を求めた。 

h2 = σ2
c / (σ2

c + σ2
e) 

 ここで、σ2
c はクローン分散、σ2

e は残差分散である。 

発根率、根系形質、初期成⻑量の間の相関を調べるために、psych パッケージ中の

pairs.panels 関数を⽤いて、各形質間におけるピアソンの積率相関係数（r）を算出した。地

上部成⻑量に対する根系形質の関連性をより詳細に調べるために、重回帰分析を⾏った。

重回帰分析にあたっては、根系形質間の多重共線性を考慮し、各形質における単位が異な
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ることから標準化を⾏ったうえで、prcomp 関数を⽤いて主成分分析を⾏った。pls パッケ

ージ中の pcr 関数を⽤いて、交差検証によって算出した RMSEP（Root Mean Squared Error 

of Prediction）値が最も⼩さくなったことから、潜在変数を 2 として、主成分得点を説明変

数、苗⾼を⽬的変数として、lm 関数を⽤いて重回帰分析を⾏った。さらに、同パッケージ

中の jack.test 関数を⽤いて、ジャックナイフ法（Martens and Martens 2000）により、導出

した標準回帰係数の有意性を検定した。 

 

第 3 節 結果 

1. スギ精英樹における根系形質の遺伝的変異 

総根⻑、表⾯積、体積における変動係数はいずれも 0.3 以上であり、それらの最⼤値は

最⼩値のそれぞれ約 4.6 倍、約 4.5 倍、約 6.9 倍であった（表 2）。平均直径、根端密度、

分枝密度、細根率における変動係数はいずれも 0.2 以下であり、それらの最⼤値は最⼩値

のそれぞれ 2、 3 倍程度であった。根系形質における広義の遺伝率（h2）は、根系構造に

関連する形質（根端密度、分枝密度）において⽐較的⾼く（それぞれ 0.48、0.42）、根径に

関連する形質（平均直径、細根率）においてはいずれも 0.34、根量に関連する形質（総根

⻑、表⾯積、体積）においては 0.32 以下であり、形質カテゴリー別にみると根系構造に関

連する形質が最も⾼い値が得られた（表 2）。 

 

2. 根系形質における相互の関連性 

根量に関連する形質である総根⻑、表⾯積、体積の間にはそれぞれ強い正の相関が認め

られた（r > 0.71、p < 0.001）（図 2）。これらの形質は分枝密度との間にも⽐較的強い正の

相関が認められた（r > 0.50、p < 0.001）（図 2）。また、総根⻑と細根率の間、あるいは体
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積と平均直径の間には正の相関が（それぞれ r = 0.41、0.45、いずれも p < 0.001）、細根

率と平均直径の間には強い負の相関が認められた（r = −0.87、p < 0.001）（図 2）。 

 標準化した各根系形質の値を⽤いた主成分分析の結果、第 1 主成分および第 2 主成分の

寄与率はそれぞれ 47.6%および 32.4%であり、累積寄与率は 80.0%となった（図 3）。ま

た、第 1 主成分に対する寄与（因⼦負荷量）は表⾯積（0.98）、体積（0.91）、総根⻑

（0.90）、分枝密度（0.66）、根端密度（−0.49）の順に、第 2 主成分に対する寄与（因⼦負

荷量）は細根率（−0.97）、平均直径（0.92）の順に⼤きかった（図 3）。 

 

3. スギさし⽊発根と初期成⻑量との関連性 

苗⾼との相関係数は、絶対値の⼤きいものから順に表⾯積（r = 0.52）、総根⻑（r = 

0.50）、体積（r = 0.45）、分枝密度（r = 0.35）および細根率（r = 0.22）であった（いずれも

p < 0.01）（図 2）。⼀⽅、平均直径および根端密度については苗⾼との相関係数がそれぞれ

−0.06、−0.14 であり、有意な相関は認められなかった（図 2）。また、根系形質の値に基づ

く主成分得点を説明変数、苗⾼を⽬的変数とした重回帰分析を⾏った結果、各根系形質に

おける標準回帰係数の絶対値は、総根⻑（1.73）、表⾯積（1.62）、分枝密度（1.33）、体積

（1.29）、細根率（0.89）、根端密度（−0.55）、平均直径（−0.44）の順に⼤きく、ジャック

ナイフ法により平均直径を除く形質については苗⾼との有意な相関が認められた（p < 

0.05）（図 4）。 

 発根率については、最も⾼いクローンにおいて 100%、最も低いクローンにおいて

29.17%であった（表 2）。苗⾼との相関係数は 0.39（p < 0.001）であり、各根系形質との相

関係数の絶対値は総根⻑（0.27）、表⾯積（0.24）、細根率（0.24）、平均直径（−0.18）、体

積（0.17）、分枝密度（0.17）、根端密度（−0.06）の順に⼤きく、根端密度以外の形質との
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相関は有意であると認められた（p < 0.05）（図 2）。 

 

第 4 節 考察 

根系形質における広義の遺伝率については、⾼いものから根系構造に関連する形質、

根径に関連する形質、根量に関連する形質という順になった（表 2）。つまり、これらの

カテゴリーのうち根系構造に関連する形質は、他のカテゴリーに分類される形質と⽐較

すると、より強く遺伝的な要因に⽀配されている形質であると考えられる。他の植物種

においても、広義の遺伝率については、総根⻑、表⾯積、体積よりも平均直径において

⾼いこと（Ribeiro et al. 2016）や、根端数や分枝数における広義の遺伝率が⽐較的⾼いこ

と（Jahufer et al. 2008）が報告されている。本研究において、これら既報と同様の傾向が

認められたことから、この特徴は植物種、樹齢、個体サイズに関わらず、普遍的なもの

であると考えられる。以上のことより、草本植物（Kumar et al. 2012; Ristova and Busch 

2014）と同様に、⽊本植物（針葉樹種）であるスギのさし⽊苗における根系形質につい

ても遺伝的変異が存在し、特に根系構造に関連する形質における遺伝性が強いことが⽰

された。これらの結果は、今後、スギの根系形質に関する研究材料や育種素材等を選定

する際の重要な基礎的知⾒になるとともに、根系形質を対象とした遺伝的改良を⾏うこ

とができる可能性があることを⽰唆するものであると考えられた。 

根系形質感の関連性については、総根⻑、表⾯積、体積の 3 形質間、あるいは体積と平

均直径の間に強い正の相関が認められた（図 2、3）。この結果は、表⾯積や体積は、根⻑

と直径を基に算出していることに起因するものであることを⽰唆していると考えられる。

⼀⽅で、分枝密度と根量に関連する形質との間にも強い正の相関が認められる結果が得ら

れた（図 2、3）。根系のサイズや形状は根の分枝の程度に強く影響されることが⽰されて
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おり（Nibau et al. 2008）、本研究における結果は、この知⾒を⽀持するものであると考え

られる。さらに、細根率は総根⻑、平均直径、分枝密度のいずれの形質との間にも強い

相関が認められたという結果は（図 2、3）、根が分枝することで細根をより多く形成

し、根系を発達させたクローンは相対的に平均直径が⼩さくなることを⽰唆していると

考えられる。根径や分枝密度といった形質は根系構造を規定する基本的な形質であり

（⽥中ら 1990）、また、細根は根系の機能を理解するうえで⾮常に重要な形質である

（Jackson et al. 1997; Hishi 2007）。本研究では、こうした重要な形質が互いに関連してい

ることが⽰された。同様の関連性はいくつかの草本植物においても⽰されており（例え

ば、Jahufer et al. 2008; Kumar et al. 2012; Li et al. 2015）、針葉樹種であるスギにおいても

当てはまることが⽰唆されたと考えられる。 

根系形質における広義の遺伝率については、苗⾼において 0.60 であり（表 2）、⽐較的

遺伝的要因の影響が⼤きいことが⽰唆された。これまでにもスギの初期成⻑量にクローン

間変異があることが報告されており（外⼭ 1994; 蓬⽥ 1999）、それら既報と⼀致する結果

であった。本研究に⽤いたスギ精英樹 193 クローンにおける苗⾼との相関は、総根⻑や表

⾯積、体積といった根量に関連する形質と強いことが⽰唆された（図 2、3）。分枝密度や

細根率はそれらの形質に次いで苗⾼との相関が強く、分枝密度については根量に関連する

形質との相関も同様に強かった（図 2、3）。さらに、根系形質データに基づいた主成分得

点を説明変数、苗⾼を⽬的変数とした重回帰分析を⾏った結果、苗⾼に対しては総根⻑、

表⾯積、分枝密度、体積、細根率、根端密度の順に強く、かつ有意な関連があることが認

められた（図 4）。つまり、スギの育苗段階における初期成⻑には、根量に関連する形質が

⼤きいことに加えて、根系構造や根径に関連する形質、すなわち、分枝密度や細根率の⾼

さも重要であることが⽰唆された。地上部器官の成⻑速度が異なる 11 の近縁樹種における
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成⽊を⽤いた研究においては、地上部器官の成⻑が早い樹種は遅い樹種に⽐べて、⽐根⻑

（単位根重あたりの根⻑）がより⼤きく、平均直径がより⼩さく、分枝密度がより⾼いこ

とが報告されており（Comas et al. 2004）、本研究では既報とよく類似した結果が得られ

た。本研究の結果は、スギの育苗段階における地上部器官の成⻑の遺伝的変異について

は、地下部器官の形質の特性が要因の⼀つである可能性があることを⽰唆するものである

と考えられる。つまり、さし⽊苗⽊における成⻑性を向上させるためには、根量が多い、

細根率が⾼い、分枝密度が⾼い根系を形成する苗⽊を⽣産することが望ましいと考えられ

る。 

 本研究において算出された発根率は、平均値が約 90%と⾼い値を⽰した⼀⽅で、30%以

下となったクローンも確認された（表 2）。また、発根率と苗⾼の間の相関係数は 0.39 で

あり、苗⾼に対する有意な関連が認められた根系形質とも相関が認められた（|r| > 0.17、p 

< 0.05）（図 2）。さし付けてから⼀定期間後において、不定根の形成が認められなかった要

因としては、乾燥や腐敗などによって不定根形成能⼒を喪失していることのほか、その時

点までに不定根形成に⾄らなかったことが挙げられる。したがって、さし付けてから⼀定

期間後における発根率の⾼さは、不定根形成に要する期間の短さ（不定根を形成する速

度）も反映していると考えられる。⼀定期間内において、不定根形成に要する期間が短け

れば、根系をより発達させられると考えられ、結果として根系形質が関連する地上部成⻑

量の増⼤に結びつくものであると推測される。したがって、さし⽊増殖における得苗率の

向上に向けて、不定根形成特性を向上させることは、優れた根系の発達を通して、成⻑性

の向上にも間接的に関連することが期待されることから、より重要であると考えられる。 
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第 5 節 ⼩括 

本章においては、さし⽊増殖における不定根形成特性、根系形質、地上部成⻑量の関連

性およびそれら形質における遺伝的特性を明らかにすることを⽬的として、193 のスギ精

英樹クローンのさし⽊苗における、発根率、根系形質、苗⾼について定量的に測定した。

その結果、根系形質、特に、根量に関連する形質や細根率、分枝密度は地上部成⻑量との

関連性が認められたことから、さし⽊増殖における得苗率を向上させるためには、根量が

多い、細根率が⾼い、分枝密度が⾼い根系を形成する苗⽊を⽣産することが望ましいこと

が⽰唆された。また、発根率は、根端密度を除く根系形質と相関性が認められたことか

ら、不定根形成特性は、根系形質への関連を通して、地上部成⻑性にも間接的に関連する

可能性があることから、さし⽊増殖における得苗率の向上にとって、より重要な形質であ

ると考えられた。 
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図 1 根系のスキャン画像の例  
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図 2 発根率、根系形質、苗⾼における散布図⾏列および相関係数 

上三⾓⾏列，下三⾓⾏列はそれぞれ各形質間の相関係数および散布図を⽰す。各プロット

は各クローンにおける平均値を表す。*, **, ***はそれぞれ 5%、1%、0.1%⽔準で有意であ

ることを⽰す。  
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図 3 根系形質を因⼦とした主成分分析における主成分得点と因⼦負荷量 

グラフの下側および左側の数値は各クローンにおける第 1 主成分および第 2 主成分の主成

分得点を、上側および右側の数値は各形質における第 1 主成分および第 2 主成分の因⼦負

荷量をそれぞれ⽰す。  
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図 4 根系形質を説明変数、苗⾼を⽬的変数とした主成分回帰分析結果 

エラーバーは標準偏差を⽰す。*, **, ***はそれぞれ 5%、1%、0.1%⽔準で有意であること

を⽰す。  
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表 1 供試クローンの⼀覧およびその選抜地 

クローン名 
選抜地 

ゲノムワイド関連解析 
育種基本区 育種区 都道府県 

エ花巻 5 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

エ岩泉 1 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

エ宮古 1 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

エ⽔沢 6 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

ケ岩⼿ 11 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

ケ岩⼿ 4 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

ケ気仙 5 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

ケ上閉伊 3 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

ケ東磐井 1 号 東北 東北東部 岩⼿県 ◯ 

エ古川 1 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

エ古川 6 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

エ⽯巻 1 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

エ中新⽥ 2 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

ケ加美 1 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

ケ宮城 3 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

ケ⽟造 3 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

ケ栗原 5 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

ケ柴⽥ 1 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

ケ柴⽥ 5 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

ケ⽩⽯ 2 号 東北 東北東部 宮城県 ◯ 

エ横浜 2 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 

エ⾦⽊ 4 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 

エ弘前 4 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 

エ増川 4 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 

エ碇ヶ関 2 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 

エ碇ヶ関 7 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 

ケ三⼾ 2 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 

ケ三⼾ 7 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 
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ケ南津軽 3 号 東北 東北東部 ⻘森県 ◯ 

エ⼭形 3 号 東北 東北⻄部 ⼭形県 ◯ 

エ酒⽥ 3 号 東北 東北⻄部 ⼭形県 ◯ 

ケ最上 4 号 東北 東北⻄部 ⼭形県 ◯ 

ケ⻄村⼭ 1 号 東北 東北⻄部 ⼭形県 ◯ 

ケ⽥川 4 号 東北 東北⻄部 ⼭形県 ◯ 

ケ東南置賜 3 号 東北 東北⻄部 ⼭形県 ◯ 

エ合川 1 号 東北 東北⻄部 秋⽥県 ◯ 

エ⼤館 1 号 東北 東北⻄部 秋⽥県 ◯ 

エ能代 1 号 東北 東北⻄部 秋⽥県 ◯ 

ケ北秋⽥ 1 号 東北 東北⻄部 秋⽥県 ◯ 

ケ雄勝 1 号 東北 東北⻄部 秋⽥県 ◯ 

エ村松 1 号 東北 東北⻄部 新潟県 ◯ 

エ六⽇町 1 号 東北 東北⻄部 新潟県 ◯ 

ケ中頸城 2 号 東北 東北⻄部 新潟県 ◯ 

ケ中頸城 6 号 東北 東北⻄部 新潟県 ◯ 

ケ⻑岡市 1 号 東北 東北⻄部 新潟県 ◯ 

ケ東蒲原 5 号 東北 東北⻄部 新潟県 ◯ 

ケ東蒲原 6 号 東北 東北⻄部 新潟県 ◯ 

碓氷 2 号 関東 北関東 群⾺県 ◯ 

⽢楽 1 号 関東 北関東 群⾺県 ◯ 

勢多 3 号 関東 北関東 群⾺県 ◯ 

勢多 5 号 関東 北関東 群⾺県 ◯ 

河内 1 号 関東 北関東 栃⽊県 ◯ 

今市 2 号 関東 北関東 栃⽊県 ◯ 

上都賀 7 号 関東 北関東 栃⽊県 ◯ 

⽮板 4 号 関東 北関東 栃⽊県 ◯ 

岩瀬 1 号 関東 北関東 福島県 ◯ 

双葉 2 号 関東 北関東 福島県 ◯ 

棚倉 2 号 関東 北関東 福島県 ◯ 

⽥村 2 号 関東 北関東 福島県 ◯ 
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東⽩川 4 号 関東 北関東 福島県 ◯ 

東⽩川 9 号 関東 北関東 福島県 ◯ 

南会津 10 号 関東 北関東 福島県 ◯ 

久慈 11 号 関東 関東 茨城県 ◯ 

新治 2 号 関東 関東 茨城県 ◯ 

筑波 1 号 関東 関東 茨城県 ◯ 

爽春 関東 関東 茨城県 ◯ 

⻄川 7 号 関東 関東 埼⽟県 ◯ 

秩⽗(県)4 号 関東 関東 埼⽟県 ◯ 

三保 3 号 関東 関東 神奈川県 ◯ 

⾜柄上 5 号 関東 関東 神奈川県 ◯ 

丹沢 5 号 関東 関東 神奈川県 ◯ 

中 6 号 関東 関東 神奈川県 ◯ 

津久井 3 号 関東 関東 神奈川県 ◯ 

箱根 3 号 関東 関東 神奈川県 ◯ 

⽚浦 3 号 関東 関東 神奈川県 ◯ 

与瀬 3 号 関東 関東 神奈川県 ◯ 

郷台 1 号 関東 関東 千葉県 ◯ 

勝浦 1 号(千葉) 関東 関東 千葉県 ◯ 

北三原 3 号 関東 関東 千葉県 ◯ 

益⽥ 2 号 関東 中部⼭岳 岐⾩県 ◯ 

恵那 3 号 関東 中部⼭岳 岐⾩県 ◯ 

⼭県 1 号(岐⾩) 関東 中部⼭岳 岐⾩県 ◯ 

⼤野 2 号(岐⾩) 関東 中部⼭岳 岐⾩県 ◯ 

揖斐 3 号 関東 中部⼭岳 岐⾩県 ◯ 

揖斐 5 号 関東 中部⼭岳 岐⾩県 ◯ 

塩⼭ 1 号 関東 中部⼭岳 ⼭梨県 ◯ 

⼤⽉ 3 号 関東 中部⼭岳 ⼭梨県 ◯ 

下伊那 3 号 関東 中部⼭岳 ⻑野県 ◯ 

下⾼井 10 号 関東 中部⼭岳 ⻑野県 ◯ 

松筑 1 号 関東 中部⼭岳 ⻑野県 ◯ 
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⻑⽔ 12 号 関東 中部⼭岳 ⻑野県 ◯ 

飯⼭ 9 号 関東 中部⼭岳 ⻑野県 ◯ 

飯⽥ 1 号 関東 中部⼭岳 ⻑野県 ◯ 

東加茂 3 号 関東 東海 愛知県 ◯ 

北設楽 1 号 関東 東海 愛知県 ◯ 

伊⾖ 6 号 関東 東海 静岡県 ◯ 

⼤井 9 号 関東 東海 静岡県 ◯ 

天城 4 号 関東 東海 静岡県 ◯ 

天⻯ 11 号 関東 東海 静岡県 ◯ 

天⻯ 9 号 関東 東海 静岡県 ◯ 

富⼠ 1 号 関東 東海 静岡県 ◯ 

度会 9 号 関⻄ 近畿 三重県 ◯ 

蒲⽣ 2 号 関⻄ 近畿 滋賀県 ◯ 

宇陀 34 号 関⻄ 近畿 奈良県 ◯ 

吉野 56 号 関⻄ 近畿 奈良県 ◯ 

吉野 8 号 関⻄ 近畿 奈良県 ◯ 

伊都 5 号 関⻄ 近畿 和歌⼭県 ◯ 

⾦沢 1 号 関⻄ ⽇本海岸東部 ⽯川県 ◯ 

⾼岡 1 号(富⼭) 関⻄ ⽇本海岸東部 富⼭県 ◯ 

城端 1 号 関⻄ ⽇本海岸東部 富⼭県 ◯ 

⼤野 3 号(福井) 関⻄ ⽇本海岸東部 福井県 ◯ 

京北 1 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 京都府 ◯ 

⽇野 15 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 ⿃取県 ◯ 

⼋頭 5 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 ⿃取県 ◯ 

隠岐 5 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 島根県 ◯ 

⿅⾜ 2 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 島根県 ◯ 

仁多 2 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 島根県 ◯ 

⾢智 2 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 島根県 ◯ 

美⽅ 2 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 兵庫県 ◯ 

美⽅ 3 号 関⻄ ⽇本海岸⻄部 兵庫県 ◯ 

苫⽥ 15 号 関⻄ 瀬⼾内海 岡⼭県 ◯ 
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苫⽥ 20 号 関⻄ 瀬⼾内海 岡⼭県 ◯ 

苫⽥ 21 号 関⻄ 瀬⼾内海 岡⼭県 ◯ 

⾼⽥ 1 号 関⻄ 瀬⼾内海 広島県 ◯ 

⼭県 3 号 関⻄ 瀬⼾内海 広島県 ◯ 

庄原 1 号 関⻄ 瀬⼾内海 広島県 ◯ 

阿武 3 号 関⻄ 瀬⼾内海 ⼭⼝県 ◯ 

美祢 10 号 関⻄ 瀬⼾内海 ⼭⼝県 ◯ 

豊浦 4 号 関⻄ 瀬⼾内海 ⼭⼝県 ◯ 

氷上 1 号 関⻄ 瀬⼾内海 兵庫県 ◯ 

宇和島署 1 号 関⻄ 四国北部 愛媛県 ◯ 

安芸 10 号 関⻄ 四国南部 ⾼知県 ◯ 

⾼岡 2 号 関⻄ 四国南部 ⾼知県 ◯ 

⾼岡 4 号 関⻄ 四国南部 ⾼知県 ◯ 

川崎署 6 号 関⻄ 四国南部 ⾼知県 ◯ 

⼤栃署 4 号 関⻄ 四国南部 ⾼知県 ◯ 

中村署 3 号 関⻄ 四国南部 ⾼知県 ◯ 

本⼭署 2 号 関⻄ 四国南部 ⾼知県 ◯ 

海部 3 号 関⻄ 四国南部 徳島県 ◯ 

三好 4 号 関⻄ 四国南部 徳島県 ◯ 

三好 6 号 関⻄ 四国南部 徳島県 ◯ 

勝浦 3 号 関⻄ 四国南部 徳島県 ◯ 

那賀 20 号 関⻄ 四国南部 徳島県 ◯ 

那賀 31 号 関⻄ 四国南部 徳島県 ◯ 

県杵島 1 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 

県唐津 3 号 九州 北九州 佐賀県  

県唐津 5 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 

県唐津 7 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 

県藤津 14 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 

県藤津 17 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 

県藤津 24 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 

県藤津 25 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 
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県藤津 2 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 

県藤津 6 号 九州 北九州 佐賀県 ◯ 

県早良 1 号 九州 北九州 福岡県 ◯ 

県浮⽻ 1 号 九州 北九州 福岡県 ◯ 

福岡署 2 号 九州 北九州 福岡県 ◯ 

県⻄⾅杵 4 号 九州 中九州 宮崎県 ◯ 

県⻄⾅杵 5 号 九州 中九州 宮崎県 ◯ 

県阿蘇 13 号 九州 中九州 熊本県 ◯ 

県阿蘇 8 号 九州 中九州 熊本県  

県佐伯 1 号 九州 中九州 ⼤分県  

県⽵⽥ 11 号 九州 中九州 ⼤分県 ◯ 

県⽇出 1 号 九州 中九州 ⼤分県 ◯ 

県⽇⽥ 1 号 九州 中九州 ⼤分県 ◯ 

県⽇⽥ 20 号 九州 中九州 ⼤分県 ◯ 

綾署 1 号 九州 南九州 宮崎県 ◯ 

綾署 2 号 九州 南九州 宮崎県 ◯ 

宮崎署 6 号 九州 南九州 宮崎県 ◯ 

県東⾅杵 37 号 九州 南九州 宮崎県 ◯ 

県東⾅杵 5 号 九州 南九州 宮崎県 ◯ 

県東⾅杵 8 号 九州 南九州 宮崎県 ◯ 

県⽇南 2 号 九州 南九州 宮崎県  

県⽇南 3 号 九州 南九州 宮崎県 ◯ 

⾼岡署 4 号 九州 南九州 宮崎県 ◯ 

県球磨 5 号 九州 南九州 熊本県 ◯ 

⽔俣署 4 号 九州 南九州 熊本県 ◯ 

多良⽊署 1 号 九州 南九州 熊本県 ◯ 

県姶良 11 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県姶良 16 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県姶良 21 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県姶良 4 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県姶良 5 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 
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県姶良 6 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県肝属 2 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県薩摩 15 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県薩摩 16 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県薩摩 3 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県薩摩 7 号 九州 南九州 ⿅児島県  

県指宿 1 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県⿅児島 1 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

県⽇置 5 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 

⼤⼝署 1 号 九州 南九州 ⿅児島県 ◯ 
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表 2 発根率、根系形質、苗⾼における基本統計量および広義の遺伝率 

形質 平均値 最⼩値 最⼤値 中央値 標準偏差 変動係数 広義の遺伝率 

発根率（%） 90.25 29.17 100 95.83 13.72 0.15 - 

総根⻑（cm） 789.08 350.71 1608.36 765.1 240.2 0.3 0.32 

表⾯積（cm2） 217.93 98.69 442.97 208.35 68.1 0.31 0.3 

体積（cm3） 4.95 1.67 11.6 4.57 1.84 0.37 0.29 

平均直径（mm） 0.89 0.68 1.33 0.87 0.12 0.14 0.34 

細根率（%） 48.65 24.14 63.6 49.34 7.68 0.16 0.34 

根端密度（個/cm） 0.52 0.26 0.79 0.51 0.1 0.19 0.48 

分枝密度（個/cm） 4.02 2.32 6.21 4.03 0.7 0.18 0.42 

苗⾼（cm） 57.33 34.13 90 56.2 10.9 0.19 0.6 
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第 3 章 ゲノムワイド関連解析による、不定根形成特性および根系形質に関連する遺伝的多

型の抽出 

第 1 節 緒⾔ 

さし⽊増殖は、⺟樹の遺伝⼦型を継承した苗⽊を技術的に⽐較的容易に増殖することが

できることから、育種によって選抜された優れた遺伝的特性を有する個体を増殖・普及す

るうえで、特に栽培植物や園芸植物、造林樹種等において⾮常に有⽤な増殖⼿法である。

この増殖⼿法における得苗率には、不定根形成特性や根系形質が関連する。しかしなが

ら、不定根形成特性や根系形質といったさし⽊増殖に関連する形質は様々な外⽣的、内⽣

的な要因に影響される。遺伝的要因は、その主な要因のうちの⼀つであり、第 2 章におい

ては不定根形成特性や根系形質における遺伝的特性について整理された。これら形質に関

連する遺伝的多型を明らかにすることができれば、遺伝的多型を解析することによる表現

型予測等が可能になることが期待される（Desta and Ortiz 2014; Schmidt et al. 2015）ことか

ら、育種学的観点における意義は⼤きいと考えられる。 

表現型に関連する遺伝的多型や量的形質遺伝⼦座（quantitative trait loci; QTL）を明らか

にするための有⽤な⼿法として、ゲノムワイド関連解析（genome-wide association study; 

GWAS）や QTL 解析が挙げられる。これまでに、ユーカリ（Eucalyptus）属やポプラ

（Populus）属等の造林樹種を含むいくつかの植物種において、不定根の形成や根系の発達

に関連する量的形質遺伝⼦座について報告されている（Grattapaglia et al. 1994; Marques et 

al. 1999; Zhang et al. 2009）。⼀⽅、針葉樹であるハイブリッドマツ（Pinus elliottii × Pinus 

caribaea）（Shepherd et al. 2006）やスギ（Yoshimaru et al. 1998）においても、不定根形成特

性に関連する量的形質遺伝⼦座について報告されているものの、遺伝的多型を検出するた

めに⽤いられた DNA マーカーはそれぞれ SSR（simple sequence repeat）マーカー、RFLP
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（restriction fragment length polymorphism）マーカーであり、密度についても決して⾼くは

ない。表現型に関連する遺伝的多型を検出するためには、遺伝⼦型および表現型を分離さ

せた材料を⽤いる必要がある。⼀⽅で、GWAS はもともと種が保有する遺伝的多様性（ク

ローン間差）を利⽤することにより、遺伝⼦型および表現型を分離させるための特別な集

団の作成を伴わずに、集団内に含まれる全ての SNP（single nucleotide polymorphism; 遺伝

的多型の⼀種）に対して QTL を探索することが可能であるという利点を有する

（Uchiyama et al. 2013）。スギを含む針葉樹においては、そのゲノムサイズの巨⼤さ

（Ahuja and Neale 2005; De La Torre et al. 2014）や連鎖不平衡の程度の低さ（Neale and 

Savolainen 2004）ゆえに、GWAS の適⽤は他の動植物に⽐べて困難であるとされてきた。

⼀⽅で、最近、シークエンス技術（塩基配列解読技術）やジェノタイピング技術（遺伝⼦

型解析技術）の向上に伴って、スギにおいても約 70,000 以上の SNP を検出することので

きるジェノタイピングパネルが構築され（Mishima et al. 2018）、雄花着花性や材質（応⼒

伝播速度）、成⻑性に関して GWAS が適⽤され、その有効性が⽰されている（Uchiyama et 

al. 2013; Hiraoka et al. 2018）。 

本研究では、スギにおける不定根形成特性や根系形質といったさし⽊増殖に関連する形

質に関連する遺伝的要因（QTL および遺伝⼦）を同定することを⽬的として、スギ精英樹

188 クローンを⽤いてゲノムワイド関連解析を試⾏した。 

 

第 2 節 材料と⽅法 

1. 供試材料 

本章においては、第 2 章において供試したスギ精英樹 193 クローンに含まれる 188 クロ

ーンを⽤いた（表 1）。材料となるさし穂の取得⽅法および育成⽅法は、第 2 章第 1 節 1.に
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記載した通りである。 

 

2. 表現型データの取得 

本章においては、第 2 章において測定した発根率および 7 つの根系形質を表現型データ

として⽤いた。表現型データの取得⽅法は、第 2 章第 1 節 2.に記載した通りである 

 

3. 遺伝⼦型データの取得 

遺伝⼦型データについては、これまでに林⽊育種センターにおいて得られているデータ

を利⽤した（Mishima et al. 2018、および、⼀部、未公表データ）。そのデータ取得⽅法の

概要は以下の通りである。さし付けた直後に、各さし穂から新芽を採取し、DNA 抽出に供

試するまで、-20℃に設定した冷凍庫内で保存した。DNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を⽤

いて、⼀部改変したプロトコルによって、DNA を抽出した。抽出した DNA を⽤いて、

73,640 個の SNP マーカーがデザインされているアレイである Axiom_Cj_70K_ver. 2.0

（GEO: GSE95618）（Mishima et al. 2018）を⽤いた GeneTitan システム（Affymetrix）によ

って Axiom ジェノタイピング法を⾏った。解析にあたっては、解析ソフトウェア R version 

3.5.0 （R Development Core Team 2018）を⽤いて、取得された SNP ジェノタイプデータ

（メジャーホモ接合体、ヘテロ接合体、マイナーホモ接合体）を数値データ（-1、0、1）

に変換した。rrBLUP パッケージ（Endelman 2011）中の A.mat 関数を⽤いて、73,640 個の

SNP ジェノタイプデータのうち、本研究で⽤いた 188 クローン内において多型が認められ

なかった SNP、または、データ⽋損率が 10%以上であった SNP、または、マイナーアレル

頻度が 5%未満であった SNP を除いた 43,205 個の SNP ジェノタイプデータを抽出した。

同時に、⽋損データについては、期待値最⼤化法（expectation–maximization algorithm、EM
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法）によってその遺伝⼦型を推測した。 

 

4. 遺伝的構造解析 

本研究において⽤いた材料における遺伝的構造を明らかにするために、得られた SNPs の

連鎖地図上の位置情報の推定を試みた。Mishima et al. (2018) において 6,629 SNPs を⽤いて

連鎖地図が構築されており、本研究における GWAS に供試された 43,205 SNPs と重複して

いる 6,380 SNPs についてはその連鎖地図上の位置情報を利⽤した。さらに、それらの SNP

以外の SNP については、genetics パッケージ中の LD 関数を⽤いて連鎖不平衡（Linkage 

disequilibrium、LD）の強度（r2）を算出し、r2 値、p 値の閾値をそれぞれ 0.6、0.01 として、

最も低い p 値を⽰した SNP と連鎖地図上における位置は同⼀であるとみなすことにより、

各 SNP の連鎖地図上の位置を推定した。 

次に、diveRsity パッケージ中の basicStats 関数（Keenan et al. 2013）を⽤いて、ヘテロ接

合度の期待値（HE）および観察値（HO）を算出した。マッピングされた 6,629 SNPs にお

ける、遺伝⼦型を推定する前のデータに基づいて、LEA パッケージ中の snmf 関数

（Frichot and Francois 2015）を⽤いて、集団の祖先解析を⾏った。クラスタ数（K）を選択

するために、K = 1-10 として“entropy=TRUE”オプションを⽤いて snmf 関数によって算出

された cross entropy criterion を使⽤した。また、prcomp 関数によって、供試された集団に

ついて主成分分析を⾏った（Patterson et al. 2006; Price et al. 2006）。 

 

5. ゲノムワイド関連解析 

上記のストラテジーで抽出された 43,205 SNPs について、R において rrBLUP パッケー

ジ中の GWAS 関数（Endelman 2011）を⽤いて、各形質に対するゲノムワイド関連解析
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（Genome-Wide association study; GWAS）を実施した。 解析にあたっては、偽陽性である

SNPs が検出されることを軽減させるために、“K”オプションおよび“n.PC”オプションによ

って集団構造および⾎縁構造の両⽅を考慮した混合モデル（Q + K モデル）を⽤いた（Yu 

et al. 2006）。K および n.PC における最適値は rrBLUP パッケージ中の A.mat 関数および

prcomp 関数によってそれぞれ導出された。本研究においては、GWAS の結果、-log10(p) > 4

であった SNP を各形質に対して統計的に有意である SNP とみなした。SNP が座乗する遺

伝⼦の配列をクエリーとしてシロイヌナズナのタンパク質データベース（TAIR10-pep-

20101214）に対して BLASTX による相同性検索を⾏い、閾値を 1E-5 として最も⾼い e 値

を⽰した Isotig をスギにおけるホモログとみなし、そのタンパク質情報から各 Isotig の遺

伝⼦としてのアノテーションを推測した。なお、本研究においては便宜的に Isotig を遺伝

⼦として扱った。 

 

6. 各遺伝⼦型における表現型分布の⽐較 

 各形質において有意に関連していると認められた SNP の関連性を確認するために、各

SNP について遺伝的多型ごと（メジャーホモ接合体、ヘテロ接合体、マイナーホモ接合

体）の表現型分布を調べた。次に、遺伝⼦多型ごとの表現型分布を⽐較するために、R に

おける aov 関数によって、⼀元配置分散分析（analysis of variance; ANOVA）を実施し、p

値が 0.05 未満であった場合（少なくとも 1 つの群の⺟平均が他の群の⺟平均と異なると認

められた場合）に、R における TukeyHSD 関数によって、チューキー・クレーマー検定に

よる多重⽐較（Kramer 1956）を⾏った。 
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第 3 節 結果 

1. 遺伝的構造 

平均ヘテロ接合度の予測値および観測値はそれぞれ 0.322 および 0.314 であった。祖先

解析の結果、本研究の供試材料における祖先集団数は 6 であると推定された。 

 

2. 各形質と有意に関連する遺伝的多型の抽出 

各形質においてそれぞれ 1〜5 個の関連が有意な SNPs が抽出され、すなわち計 23 個の

SNPs において、いずれかの形質と有意な関連が認められた（-log10(p) > 4）（図 7、表 3）。

本章においては、第 2 章における結果に基づき、さし⽊増殖においてより重要であるとみ

なされた形質である発根率、総根⻑（根量に関連する形質における代表的形質）、細根

率、分枝密度に、特に着⽬して解析を⾏った。発根率に対しては、3 つの SNP（AX-

115713708、AX-115723236、AX-115668262（それぞれ-log10(p) = 5.48、4.52、4.40））との有

意な関連が認められた。総根⻑に対しては、3 つの SNP（AX-116813086、AX-153640474、

AX-153643252（それぞれ-log10(p) = 4.39、4.25、4.01））との有意な関連が認められた。細

根率に対しては、1 つの SNP（AX-115673016（-log10(p) = 4.84））との有意な関連が認めら

れた。分枝密度に対しては、1 つの SNP（AX-153646469（-log10(p) = 4.22））との有意な関

連が認められた。 

 

3. 遺伝⼦型ごとの表現型分布 

発根率（平均 ± 標準偏差）については、AX-115713708 における各遺伝⼦型を⽰すクロ

ーン群において、それぞれ 76.67 ± 21.68、88.98 ± 12.66、95.27 ± 7.75 であり、AX-

115723236 における各遺伝⼦型を⽰すクローン群において、それぞれ 62.50 ± 33.07、82.27 
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± 18.28、91.88 ± 11.49 であり、AX-115668262 における各遺伝⼦型を⽰すクローン群におい

て、それぞれ 92.54 ± 11.03、82.06 ± 18.48 であり、遺伝⼦型による違いが認められた（p < 

0.05）（図 8）。総根⻑（平均 ± 標準偏差）については、AX-116813086 における各遺伝⼦

型を⽰すクローン群において、それぞれ 739.01 ± 230.72、817.93 ± 227.63、874.84 ± 253.07

であり、遺伝⼦型による違いは認められなかった（p > 0.05）（図 8）。AX-153640474 にお

ける各遺伝⼦型を⽰すクローン群において、それぞれ 534.14 ± 125.60（CC 群）、736.51 ± 

199.27（TC 群）、820.83 ± 247.54（TT 群）であり、CC 群と TT 群の間にのみ有意差が認め

られた（p < 0.01）（図 8）。AX-153643252 における各遺伝⼦型を⽰すクローン群におい

て、それぞれ 564.58 ± 162.81（AA 群）、720.92 ± 198.09（AC 群）、 833.33 ± 239.42（CC

群）であり、AA 群と CC 群、AC 群と CC 群の間に有意差が認められた（p < 0.01）（図

8）。細根率（平均 ± 標準偏差）については、AX-115673016 における各遺伝⼦型を⽰すク

ローン群において、それぞれ 45.66 ± 8.14（CC 群）、48.51 ± 7.79（CG 群）、50.85 ± 6.61

（GG 群）であり、CC 群と GG 群の間にのみ有意差が認められた（p < 0.01）（図 8）。分枝

密度（平均 ± 標準偏差）については、AX-153646469 における各遺伝⼦型を⽰すクローン

群において、それぞれ 4.28 ± 0.69（AA 群）、4.25 ± 0.69（AG 群）、3.79 ± 0.68（GG 群）で

あり、AA 群と GG 群、AG 群と GG 群の間に有意差が認められた（それぞれ p < 0.05、

0.001）（図 8）。 

 

第 4 節 考察 

発根率と最も有意に関連を⽰した AX-115713708 と最も強く連鎖している AX-11572889

は、第 5 連鎖群における 85.121cM に位置しており、AT5G42180 のホモログである reCj27623

上に座乗していた。AT5G42180 は Peroxidase superfamily protein をコードする遺伝⼦である。 
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根系形質については、GWAS によって形質の関連が認められたのにも関わらず、遺伝⼦

型による有意差が認められなかった SNPs が散⾒された。この理由としては、対象形質がよ

り多くの SNP（遺伝⼦）が関連する量的形質であることが挙げられる。 

 

第 5 節 ⼩括 

本章においては、第 2 章で得られた不定根形成に関連するフェノタイプデータおよびこ

れまでに明らかにされているおよそ 7 万の SNP ジェノタイプデータ（Mishima et al. 2018 お

よび⼀部、未公表データ）を⽤いて、各形質に関連する遺伝的多型の解明を試みた。その結

果、計 23 の SNPs について、いずれかの形質と有意に関連することが認められた。さらに、

本章においては、特にさし⽊増殖において重要な形質であると⽰唆された発根率、総根⻑、

細根率、分枝密度に着⽬し、これらの SNPs における遺伝⼦型ごと（メジャーホモ接合体、

ヘテロ接合体、マイナーホモ接合体）の表現型分布を⽐較したところ、概ね有意な相違が認

められたことから、表現型に対する各 SNPs の関連性が確認された。また、発根率と最も有

意に関連していると認められた SNP である AX-115713708 は、他の植物において不定根形

成に関連していることが⽰唆されている Peroxidase superfamily protein をコードする遺伝⼦

のホモログ上に座乗している可能性があることが明らかとなり、機能的な観点においても

その重要性が認められる結果となった。  
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図 5 遺伝的構造解析に⽤いられるクロスエントロピーと祖先集団の数（K）の関係 

エラーバーは標準偏差を⽰す。  
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図 6 43,206SNP データに基づく、188 サンプルにおける遺伝的構造解析結果（K = 6） 
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図 7 ゲノムワイド関連解析に基づくマンハッタンプロット  
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図 8 各遺伝⼦型における表現型の分布 

異なるアルファベットは、5%⽔準で有意差があることを⽰す。 
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表 3 GWAS によって抽出された有意な SNP 

形質 SNP Paired SNP 連鎖不平衡係数（r2） 連鎖群 位置（cM） -log10(p) 

発根率 AX-115713708 AX-115728892 0.1244  5 85.121 5.4831  

発根率 AX-115723236 AX-115681826 0.2066  6 23.756 4.5220  

発根率 AX-115668262 AX-115693254 0.2476  2 0.265 4.3982  

総根⻑ AX-116813086 AX-115704687 0.0734  3 162.308 4.3950  

総根⻑ AX-153640474 AX-115722963 0.4360  7 84.71 4.2467  

総根⻑ AX-153643252 AX-115722963 0.3781  7 84.71 4.0056  

表⾯積 AX-153645290 AX-115688093 0.1413  3 58.539 4.7941  

表⾯積 AX-153642894 AX-115713705 0.0821  6 70.314 4.3393  

表⾯積 AX-153653343 AX-115713705 0.0821  6 70.314 4.3393  

表⾯積 AX-153638749 AX-115715763 0.0767  6 1.587 4.1168  

表⾯積 AX-115691153 AX-115708338 0.1936  1 6.107 4.0816  

体積 AX-153645290 AX-115688093 0.1413  3 58.539 5.0618  

体積 AX-115708815 AX-115693614 0.1466  4 120.397 4.1024  

体積 AX-115722556 AX-115694016 0.2108  6 107.34 4.1006  

平均直径 AX-115673016   4 55.269 4.5159  

平均直径 AX-115724055 AX-115724833 0.1049  4 128.4 4.2898  

平均直径 AX-153653444 AX-115699103 0.2027  9 3.444 4.2325  

細根率 AX-115673016   4 55.269 4.8384  

平均直径 AX-115685766 AX-115685840 0.0938  7 138.216 4.2234  

根端密度 AX-115685359   10 14.268 4.8084  

根端密度 AX-115677786   2 124.372 4.5082  

根端密度 AX-153656589 AX-115693677 0.6970  2 131.636 4.2191  

根端密度 AX-115683214 AX-115714689 0.9652  2 124.372 4.0832  

根端密度 AX-115690143 AX-115672950 0.0821  8 100.335 4.0068  

分枝密度 AX-153646469 AX-115726887 0.1376  5 83.49 4.2236  

   



 51

 

推測遺伝⼦名 相同遺伝⼦（Arabidopsis thariana） E 値 

Peroxidase superfamily protein(PER64) AT5G42180 4.18E-138 

C2H2-like zinc finger protein AT5G63280 6.2E-87 

plant/protein AT3G27050 1.29E-48 

tubulin folding cofactor A (KIESEL)(KIS) AT2G30410 3.54E-40 

RING/U-box protein AT3G05670 3.65E-35 

RING/U-box protein AT3G05670 3.65E-35 

hypothetical protein AT5G47830 7.99E-52 

   

   

GPI-anchored adhesin-like protein, putative (DUF936) AT1G08760 9.37E-66 

transmembrane/coiled-coil protein (DUF726) AT4G36210 1.09E-164 

hypothetical protein AT5G47830 7.99E-52 

   

seed maturation protein(SMP1) AT3G12960 0.000822451 

   

HAESA-like 1(HSL1) AT1G28440 0 

F-box/RNI-like superfamily protein AT1G78760 0.764064 

   

   

   

alpha/beta-Hydrolases superfamily protein AT3G48080 1.64E-61 

hypothetical protein AT2G28625 2.0586 

Leucine-rich repeat protein kinase family protein AT1G12460 0.11758 

plastid transcriptionally active 16(PTAC16) AT3G46780 8.1E-100 
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第 4 章 不定根形成における遺伝⼦発現変動 

第 1 節 緒⾔ 

表現型は遺伝⼦型と環境の効果によって決定づけられることを踏まえると、さし⽊増

殖における得苗率の向上に向けた、不定根形成特性の改良⽅法としては、遺伝的改良の

ほか、育成環境の制御や化学物質の添加のような処理による⽅法が考えられる。不定根

の形成は、さし⽊増殖において不可⽋な⽣理学的プロセスであるが、その成否は様々な

要因に影響されることが明らかとなっている。スギにおいても、異なる環境における不

定根形成特性の違いが明らかにされているが、違いが⽣じる要因については不明瞭な部

分が多い。こうした要因を明らかにすることができれば、その知⾒に基づき、不定根形

成により適した環境の解明につながると考えられることから、不定根形成過程におい

て、環境の違いがさし穂に与える影響を明らかにすることは、重要である。そのために

は、スギの不定根形成過程における⽣体内変化について、基盤情報を構築する必要があ

る。 遺伝⼦発現解析は、網羅的に⾏うことができる、配列の相同性に基づいて個々の遺伝⼦

の機能を推測することができるといった特徴を有することから、植物の⽣理現象を捉える

ための⾮常に有⽤な⼿法の⼀つである（Alba et al. 2004）。これまでに、園芸植物など草本

植物においては、不定根形成に過程における⽣体内変化の解明に向けて、多くの分⼦⽣物

学的が⾏われてきた（Li et al. 2009; da Costa et al. 2013; Steffens and Rasmussen 2016; Druege 

et al. 2016）。その結果、草本植物においては、オーキシンは不定根形成の開始に中⼼的な

役割を果たしていること（de Klerk et al. 1999; Pop et al. 2011; Gutierrez et al. 2012; Ahkami et 

al. 2013; Pacurar 2014）、炭⽔化物は不定根の発達・伸⻑のためのエネルギー源として重要

であること（Haissig 1989; Li and Leung 2000; Ahkami et al. 2009; Klopotek et al. 2010）等が明

らかにされている。⼀⽅、針葉樹の不定根形成における遺伝⼦発現については、その研究
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の数は限られており（Brinker et al. 2004; Han et al. 2014）、スギにおいてはほとんど明ら

かになっていないと⾔っても過⾔ではない。したがって、不定根形成過程における環境

の効果を定量的に捉えるための指標としての遺伝⼦発現の利⽤に向けて、スギの不定根

形成過程においては、どのような遺伝⼦がどのような発現挙動を⽰すのか、基盤となる

情報を得る必要がある。さし穂の軸部分のうち、地中部にあたる基部と、その上部かつ

地上部にあたる主軸部は切断前においては同等の機能を有する部位であるとみなされう

る⼀⽅で、さし付け後、⼀般的に不定根は基部において形成され、主軸部においては形

成されない。したがって、不定根形成における基部と主軸部における遺伝⼦発現を含む

⽣体内変化を⽐較することにより、不定根形成過程において重要な⽣体内変化を明らか

にするための重要な知⾒が得られると考えられる。 

本章では、スギの不定根形成における遺伝⼦発現に関するリファレンスを構築すること

を⽬的として、採穂時から不定根形成に⾄るまでの間の計 8 時点において、さし穂の基部

（発根部）、主軸部（⾮発根部）における、マイクロアレイを⽤いた遺伝⼦発現解析を⾏

った。 

 

第 2 節 材料と⽅法 

1. 供試材料 

本研究には、不定根形成特性に優れたスギ精英樹の⼀つである筑波 1 号を⽤いた。

2016 年 5 ⽉ 25 ⽇の午前 9 時から 10 時の間に、林⽊育種センター内に植栽されている

18 年⽣の⺟樹からさし穂を採取し、第 2 章において記載した条件と同様の条件下でさし

付け、および、育成を⾏った。遺伝⼦発現解析に供試するためのサンプルとして、採穂

時、採穂後およそ 2 時間⽬に当たるさし付け時、さし付けてから 3 時間後、1 ⽇後、3
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⽇後、1 週後、3 週後、6 週後の計 8 時点において、さし穂の基部、主軸部を採取した（図

9）。6 週後においては、⽬視によって不定根の存在が確認された。採穂時以外は各時点と

も午前 10 時から 12 時の間に採取した。各時点とも⽣物学的反復として 3 個体から採取

し、したがって、本研究においては計 48 サンプル（2 部位 × 8 時点 × 3 反復）を得た。採

取したサンプルは、直ちに液体窒素で凍結し、RNA 抽出に供試するまで-80℃に設定した

冷凍庫内で保存した。 

 

2. マイクロアレイデザイン 

本研究で⽤いた DNA マイクロアレイは、Web ベースのアプリケーションである eArray

（Agilent Technologies）を⽤いて、デフォルト設定の Base Composition Methodology（経験

則に基づいて最適化した塩基組成を基準にプローブが選択される⽅法）に従って設計され

た。次世代シーケンサーの⼀つである GS-FLX （Roche (454 Life Sciences)）を⽤いて、

様々なステージにおけるスギの各部位（シュート、雄花、⽊部、実⽣由来の根）から得ら

れた発現遺伝⼦断⽚配列（expressed sequence tags; EST）情報をもとに構築された Isotig

（Mishima et al. 2018）を利⽤してプローブを設計した。設計したプローブのうち、互いに

⾼い相同性が認められたプローブを除いた 19,304 個のプローブが 3 反復ずつ搭載された

DNA マイクロアレイである、SurePrint G3 Gene Expression Custom 8 × 60 K Array（Agilent 

Technologies）を⽤いた。CLC Genomic Workbench version 4.1.1（CLC bio）を⽤いて、各

Isotig の配列をクエリーとしてシロイヌナズナ（Arabidopsis Thaliana）のタンパク質データ

ベース（TAIR10-pep-20101214）に対して BLASTX による相同性検索を⾏い、閾値を 1 E-5

として最も⾼い e 値を⽰したものをスギにおけるホモログであるとみなし、そのタンパク

質情報から各 Isotig の遺伝⼦としてのアノテーションを推測した。なお、本研究において
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は便宜的に Isotig を遺伝⼦として扱った。 

 

3. RNA 抽出およびマイクロアレイ分析 

採取した各サンプルから、RNeasy Plant Mini kit（Qiagen）を⽤いて、RNase-Free 

DNase Set（Qiagen）を⽤いたカラム上における DNase 処理を伴う、メーカー推奨の⽅法

を⼀部改変したプロトコルに従い、トータル RNA を抽出した。なお、⽬視によって不

定根の形成が確認されたさし付け 6 週後における基部のサンプルについては、少量の不

定根を含んだ試料から抽出した。抽出したトータル RNA の濃度を NanoDrop 2000 分光

光度計（Thermo Fisher Scientific）により測定し、品質（RIN 値）を Agilent 2100 

Bioanalyzer（Agilent）および Agilent RNA 6000 Nano Kit（Agilent）により評価した。濃

度（> 80 ng/ul）および RIN 値（> 7.0）に関して、遺伝⼦発現解析に適した基準を満すこ

とが確認されたトータル RNA を⽤いて、メーカー推奨の⽅法に従って、以下のように

マイクロアレイ分析を⾏った。まず、Low Input Quick Amp Labeling Kit（Agilent 

Technologies）を⽤いて、200 ng のトータル RNA を鋳型として、蛍光⾊素 Cyanine-3

（Cy3）をラベル化した cRNA を合成した。次に、Gene Expression Hybridization Kit

（Agilent Technologies）を⽤いて、600 ng のラベル化 cRNA を 60℃で 30 分間インキュベ

ートすることにより断⽚化した後、ハイブリダイゼーションオーブン（Agilent 

Technologies）内において 60℃で 17 時間インキュベートすることによりマイクロアレイ

スライドへハイブリダイズした。さらに、Gene Expression Wash Buffer Kit（Agilent 

Technologies）を⽤いて、ハイブリダイズしたマイクロアレイスライドを洗浄し、

SureScan Microarray Scanner version 9.1（Agilent Technologies）によってスキャンし、TIFF

形式画像を得た。最後に、Extraction software version 11.5（Agilent Technologies）によっ
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て、画像上の各スポットの蛍光シグナル強度を数値化し、各プローブにおける 3 反復の蛍

光シグナル強度の平均値を各遺伝⼦の発現量とした。 

 

4. データ解析 

本研究においては、Subio platform version 1.21（Subio Inc.）において、以下の過程に沿

って、クオリティコントロールおよび解析を⾏った（図 10）。はじめに、アレイ間の⽐

較を可能にするために、マイクロアレイにデザインされている全遺伝⼦（リスト 0：

19,304 遺伝⼦）の発現量を 75 パーセンタイルシフトにより正規化した後、底を 2 とす

る対数に変換し、それぞれの遺伝⼦発現量をデータセット内の各遺伝⼦の平均発現量で

除すことによりスケーリングを⾏った。次に、発現解析データにおける信頼性をより向

上させるために、データセット内の全てのサンプルにおいて、Extraction software version 

11.5 によって評価されるデータクオリティに関する 3 つの項⽬（gIsFeatNonUnifOLs、

gIsBGNonUnifOLs、gIsWellAboveBGs）について適切であるとされ、⽣シグナル値が 10

以上であった遺伝⼦群（リスト 1：11,909 遺伝⼦）を抽出した。さらに、不定根形成に

おいて発現変動しなかった遺伝⼦群を除くために、⽣物学的反復として同条件で採取し

た 3 つのサンプルにおける平均遺伝⼦発現量を各サンプルグループにおける遺伝⼦発現

量とし、遺伝⼦発現量がいずれかのサンプルグループにおいて-0.5 以下あるいは 0.5 以

上であった遺伝⼦群を対象に⼀元配置分散分析（analysis of variance; ANOVA）を⾏い、

Benjamini and Hochberg 法（Benjamini and Hochberg 1995）による Q 値が 0.05 未満であっ

た遺伝⼦群（リスト 2：9,620 遺伝⼦）を抽出し、以降の解析対象となる遺伝⼦群とし

た。 解析にあたっては、まず、全体的な遺伝⼦発現変動の傾向を捉えるために、リスト 2 に

含まれる遺伝⼦群における正規化後の発現量データを⽤いて、主成分分析と階層クラスタ
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リング（類似度：ピアソン相関係数、凝集：群平均法）を⾏った。遺伝⼦発現量データに

基づいた階層クラスタリング結果に基づいて、12 個のクラスターを同定した。各クラスタ

ーに含まれた遺伝⼦群のうち、BLASTX による相同性検索の結果、アノテーションが付与

された遺伝⼦群について、Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery

（DAVID 6.8, https://david.ncifcrf.gov）（Huang et al. 2009）を⽤いて各遺伝⼦の名称を特定す

るとともに、遺伝⼦オントロジー解析を⾏い、GOTERM_BP_DIRECT に分類した。遺伝⼦

オントロジー解析におけるエンリッチメント解析に際しては、リスト 1 に含まれた遺伝⼦

群のうち、BLASTX による相同性検索の結果、アノテーションが付与された遺伝⼦群（e

値 < 1E-5）をバックグラウンドリストとして、遺伝⼦オントロジーのエンリッチメント解

析のために改良された、フィッシャーの正確確率検定による p 値である EASE スコア

（Huang et al. 2009）に基づいて評価した。 

 

5. 定量的 PCR 

マイクロアレイ分析結果の確からしさを検証するために、いくつかの遺伝⼦についてリ

アルタイム PCR を⾏った。プライマーは Primer Express software v3.0（Applied 

Biosystems）を⽤いて設計した（表 4）。High-Capacity RNA-to-cDNA Kit（Applied 

Biosystems）を⽤いて、メーカー推奨の⽅法に従い、マイクロアレイ分析に供試したトー

タル RNA と同⼀の、160 ng のトータル RNA を鋳型として逆転写を⾏い、cDNA を合成し

た。10 ul の 2× Power SYBR Green PCR Master Mix（Applied Biosystems）、5ul の 43 倍希釈

した cDNA、250 nM のフォワードプライマー、250 nM のリバースプライマーを混合し、

総量が 20 ul となるように超純⽔を加え、PCR 反応溶液を調製した。StepOnePlus Real-Time 

PCR System（Applied Biosystems）により、95℃で 10 分間変性した後、95℃で 15 秒間、
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60℃で 1 分間のセットを 1 サイクルとして 40 サイクル繰り返した。続いて、増幅産物の特

異性を確かめるために 60℃から 95℃まで 0.3℃ずつ上昇させ、その都度、蛍光強度をモニ

タリングすることにより、融解曲線解析を⾏った。各遺伝⼦発現量の相対定量は、

Ubiquitin を内在性コントロール遺伝⼦（Nose and Watanabe 2014, Mishima et al. 2014）とし

た⽐較 Ct 法（Livak and Schmittgen 2001）により⾏った。各プライマー対の増幅効率は、

筑波 1 号由来のゲノム DNA を段階的に希釈したもの（125, 25, 5, 1, 0.2 ng）を鋳型 DNA と

して、上記と同様の組成の反応溶液、解析⽅法により求めた。 

 

第 3 節 結果 

1. 不定根形成過程における遺伝⼦発現変動 

主成分分析の結果、第⼀主成分の寄与率は 43.2%、第⼆主成分の寄与率は 25.3%であ

り、第⼆主成分までの累積寄与率は 68.5%であったことから、図 11 により全遺伝⼦発現情

報のおよそ 7 割を⽰しているとみなすことができる。主成分分析あるいはクラスタリング

の結果、基部と主軸部における全体的な遺伝⼦発現は採穂時においてほとんど違いは⾒ら

れなかった。⼀⽅、不定根形成の進⾏に伴い、両部位における全体的な遺伝⼦発現は、さ

し付けてから 3 時間後あるいは 1 ⽇後を境に異なる挙動を⽰した（図 11、12）。両部位に

おける全体的な遺伝⼦発現の違いは、主に第⼀主成分軸⽅向における違いにより表されて

おり、第⼆主成分軸⽅向における違いはより⼩さかった（図 11）。また、基部における全

体的な遺伝⼦発現の⼤きな変動は、さし付けてから 3 ⽇後までに起こっており、それ以降

の変動は⽐較的⼩さかった（図 11、12）。 
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2. 発現変動する遺伝⼦群の詳細 

先述したように（第 4 章第 3 節 1.）、基部と主軸部における全体的な遺伝⼦発現変動の

違いは、主に第⼀主成分軸⽅向の違いによって表されていた。第⼀主成分への寄与が⼤き

い上位 100 遺伝⼦群はその発現変動パターンにより、⼤きく 2 群に分けることができた

（図 13）。⼀つは、採穂・さし付けに伴って両部位における発現量が増加し、その後、基

部においては増加したまま維持されるが、主軸部においては採穂時における状態に戻る遺

伝⼦群であり、もう⼀つは採穂・さし付けに伴って両部位における発現量が減少し、その

後、基部においては減少したまま維持されるが、主軸部においては採穂時における状態に

戻る遺伝⼦群であった（図 13）。DAVID ソフトウェアを⽤いて、この 2 つの遺伝⼦群に含

まれる遺伝⼦に対して遺伝⼦オントロジーを付与し、エンリッチメント解析を⾏った結

果、前者においては、oxidation-reduction process (GO:0055114)、 flavonoid biosynthetic 

process (GO:0009813)、metabolic process (GO:0008152) に関連する遺伝⼦群が、後者におい

ては、photosynthesis (GO:0015979)、response to light stimulus (GO:0009416)に関連する遺伝

⼦群が有意に多く含まれていた（p < 0.01）（表 5）。 

また、本研究においては、クラスタリングの結果、遺伝⼦発現変動パターンに基づいて

12 個のクラスター（クラスター1〜12）が抽出された（図 12、14）。DAVID ソフトウェア

を⽤いて、この 12 個のクラスターに含まれる遺伝⼦群に対して遺伝⼦オントロジーを付

与し、エンリッチメント解析を⾏った（表 6）。これらのクラスターのうち、特にクラスタ

ー4、9、10、11、12 に含まれる遺伝⼦群の発現変動パターンは基部と主軸部との間で異な

ることが確認された（図 14）。 
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3. 炭⽔化物・植物ホルモン代謝関連遺伝⼦群の発現変動 

 tricarboxylic acid cycle (GO:0006099)に関連する遺伝⼦群が、基部においてさし付け 3 時

間後までに誘導され、その後、発現レベルが維持されていた遺伝⼦群で構成されるクラス

ター9 に有意に多く含まれていた（p = 5.3E-03）（図 15、表 6）。photosynthesis 

(GO:0015979)および関連するいくつかの遺伝⼦オントロジーに関連する遺伝⼦群が基部に

おいて時系列に沿って徐々に発現が抑制されていた遺伝⼦群で構成されるクラスター4 に

有意に多く含まれていた（p = 1.6E-16）（図 15、表 6）。 

tryptophan biosynthetic process (GO:0000162)および response to auxin (GO:0009733)に関連す

る遺伝群が、基部において時系列に沿って徐々に発現が誘導されていた遺伝⼦群で構成さ

れるクラスター11 に有意に多く含まれていた（それぞれ p = 2.6E-03、7.5E-03）（図 15、表

6）。response to cytokinin (GO:0009735) に関連する遺伝群が、基部において時系列に沿って

徐々に発現が抑制されていた遺伝⼦群で構成されるクラスター4 に有意に多く含まれてい

た（p = 4.2E-04）（図 15、表 6）。 

 

第 4 節 考察 

⼀般的に、さし付けに伴って、不定根はさし穂の基部（地中部）からは形成されるが、

主軸部（地上部）からは形成されない。本研究において⽤いた材料においても、同様の現

象が確認された。主成分分析およびクラスタリングの結果、基部と主軸部における全体的

な遺伝⼦発現は、採穂時においてほぼ同様であったことから、この時点においては、両部

位は機能的に同⼀の器官であったことが確認された。両部位における全体的な遺伝⼦発現

は 1 ⽇後あたりを境に異なる挙動を⽰したという結果は、もともと同等の器官であったと

考えられる両者が採穂（あるいはさし付け）という物理的・⽣理的な刺激に起因して、そ
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れぞれの部位が異なる器官へと分化していくことを表していると考えられる。したがっ

て、不定根形成過程において、基部と主軸部において異なる発現変動パターンを⽰した遺

伝⼦群は、スギにおける不定根形成に関連する遺伝⼦群である可能性が⾼いことを⽰唆し

ている。また、基部における遺伝⼦発現は 3 ⽇後以降においては変動が⽐較的⼩さかっ

た。このことは、不定根形成の進⾏に伴う主要な遺伝⼦発現変動の分岐点は、さし付けて

から 1 ⽇後あるいは 3 ⽇後といった⽐較的早期のタイミングで迎えていると考えられる。

⼀⽅、スギの不定根形成における組織学的な変化については、根原基の形成が 18 ⽇⽬か

ら、不定根の伸⻑は 24 ⽇⽬から始まったこと、外⾒上の不定根形成（発根）は 40 ⽇後に

確認されたことが報告されている（佐藤 1948）。本研究における外⾒上の不定根形成（発

根）が確認されたのは、さし付けてから 35 ⽇後であり、既報（佐藤 1948）とほぼ同時期

であったことから、本研究において⽤いた材料における組織学的な変化は、佐藤（1948）

と類似したタイムスケールにおいて起こっていたと推測された。⼀般に、不定根形成過程

は誘導期（Induction 期）、原基形成期（Initiation 期）、原基発達期（Extension 期）という 3

つの段階に分けられる（Kevers et al. 1997）。誘導期は組織学的な変化は起こらないが、不

定根形成に向けた、分⼦レベルにおける⽣化学的な変化が起こる段階、原基形成期は分裂

組織（meristem）の形成および原基（primordia）の構築が⾏われる段階、原基発達期は原

基からの発達およびそれに伴う⽣体外への根の出現（発根）が起こる段階であると定義さ

れる（Kevers et al. 1997）。したがって、これらの知⾒を基づくと、本研究における不定根

形成のプロセスは、採穂時から 1 週後までは誘導期、3 週後は原基形成期、6 週後は原基

発達期にあたると考えられ、スギの不定根形成における遺伝⼦発現変動については、主に

誘導期の早期に起こることが分かった。 

炭⽔化物は、植物体における主たるエネルギー源であり、不定根形成に対しても強く関
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連していることが知られている（Haissig 1989; Li and Leung 2000; Ahkami et al. 2009; 

Klopotek et al. 2010）。本研究においては、基部におけるクエン酸（tricarboxylic acid; TCA）

回路に関連する遺伝⼦群の発現量はさし付け 3 時間後までに増加し、その後、発現レベル

が維持されていた（図 14）。TCA 回路を含む呼吸経路は、好気性⽣物における炭素代謝

（エネルギー代謝）において中⼼的な役割を担っており、植物の⽣存や成⻑に必要不可⽋

な代謝経路である（Tiwari et al. 2003）。Ahkami et al.（2013）はペチュニア（Petunia 

hybrida）における不定根形成における TCA 回路や同じく呼吸経路の 1 つである解糖系に

関連する酵素の活性や代謝物含有量の変化について報告しており、不定根形成と呼吸が関

連していることを⽰唆している。⼀⽅、基部における光合成に関連する遺伝⼦群の発現量

は時系列に沿って減少していた（図 15）。この結果は、採穂・さし付けに伴って、基部に

おける光合成機能が低下することを⽰唆していると考えられる。光合成機能の低下は、光

の当たらない⼟壌中へさし付けられたことに起因する可能性があることも考えられる⼀⽅

で、コントルタマツ（Pinus contorta）（Brinker et al. 2004）やカーネーション（Dianthus 

caryophyllus）（Villacorta-Martín et al. 2015）、リョクトウ（Vigna radiata）（Li et al. 2015）と

いった他の植物種においても、採穂・さし付けに伴って不定根形成部位において光合成に

関連する遺伝⼦群の発現量が減少したという同様の知⾒が得られている。さらに、基部に

おけるシンク能（光合成産物を消費する能⼒）の増加あるいはソース能（光合成産物を供

給する能⼒）の低下が不定根形成に関連する重要な変化の⼀つであるとされており

（Ahkami et al. 2009）、本研究における TCA 回路関連遺伝⼦群の発現量が増加し、光合成

関連遺伝⼦群の発現量が減少したという結果はそれらの知⾒をを⽀持するものであると考

えられた。 

 不定根形成には植物ホルモンもまた強く関連しており、なかでもオーキシンは、細胞分裂
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による根の原基の形成、発達のための刺激となることで、中⼼的な役割を担っていると考え

られている（de Klerk et al. 1999; Pop et al. 2011; Gutierrez et al. 2012; Ahkami et al. 2013; Pacurar 

2014）。さらに、スギを含む多くの植物種において、さし付け時に基部へオーキシン処理を

施すことにより、発根率が上昇することが報告されている（⽯川・⽥中 1970; ⼤⼭・上中 

1970; Swamy et al. 2002; Cristofori et al. 2010; Dash et al. 2011; Sevik1 and Guney 2013）。本研究

においては、基部における、オーキシンの前駆体であるトリプトファンの⽣合成（Zhao 2011）

およびオーキシンに対する応答に関連する遺伝⼦群の発現量は時系列に沿って徐々に上昇

していた。⼀⽅、基部における、サイトカイニンに対する応答に関連する遺伝⼦群の発現量

は時系列に沿って徐々に減少していた（図 15）。サイトカイニンはオーキシンによるシグナ

ルの伝達経路に影響し（Müller and Sheen 2008; Moubayidin et al. 2009）、不定根形成において

阻害的な役割を有している（da Costa et al. 2013）。Villacorta-Martin et al.（2015）は、カーネ

ーションの易発根性品種において、サイトカイニンの⼀つであるトランスゼアチンがさし

付け時からさし付け 54 時間後の間でより⾼いレベルで存在することを⽰し、発根性はオー

キシン量とサイトカイニン量の⽐率に関連していると結論付けている。さらに、エチレンも

不定根形成においてオーキシンとの相互作⽤を有する（Druege et al. 2014; Veloccia et al. 2016）。

しかしながら、エチレンは、オーキシンに対して阻害的な作⽤を有するサイトカイニンとは

対照的に、遊離オーキシン蓄積の負の調節、根におけるオーキシン輸送の正の調節、および

シュートにおけるオーキシン輸送の負の調節を通して、助⻑的な役割を担っている（Negi et 

al. 2010）。また、エチレンは、傷害などのストレスに応じて⽣成が誘導されることも明らか

にされている（Wang et al. 2002; Cheong et al. 2002）。本研究においては、クラスター5、8 に

は “ethylene-activated signaling pathway”（p = 4.8E-3（クラスター5）、1.3E-3（クラスター8））

が、クラスター10 には“ethylene biosynthetic process”（p = 6.3E-3）がそれぞれ有意に多く含
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まれており（表 6）、切断による誘導や不定根形成における助⻑的な機能を遺伝⼦発現レベ

ルで反映したものであると考えられた。本研究における、これらのオーキシン、サイトカイ

ニン、エチレンといった植物ホルモンの代謝に関連する遺伝⼦群の、基部における発現挙動

を踏まえると、針葉樹であるスギにおいてもまた他の植物と同様に不定根形成にはオーキ

シンを中⼼とする植物ホルモン間の協調作⽤が重要であることがトランスクリプトームレ

ベルから⽀持されたと考えられる。さらに、炭⽔化物や植物ホルモンの代謝に関連する遺伝

⼦群の発現挙動は、不定根を形成する基部と形成しない主軸部の間において異なっており、

このことはこれらの遺伝⼦群不定根形成における重要性を強調するものであると考えられ

る。 

 

第 5 節 ⼩括 

第 4 章においては、不定根形成過程における環境の効果を反映する指標としての遺伝⼦

発現の利⽤を⽬指し、不定根形成過程における網羅的遺伝⼦発現解析によって、遺伝⼦発

現に関する基盤情報を構築した。その結果、不定根形成過程における主な遺伝⼦発現変動

はさし付け 3 ⽇後までに起こっていることが⽰唆された。また、不定根形成過程の進⾏に

伴って、不定根形成部位である基部におけるオーキシン応答関連遺伝⼦群や呼吸関連遺伝

⼦群等の発現量は増加し、サイトカイニン応答関連遺伝⼦群や光合成関連遺伝⼦群等の発

現量は減少することが⽰され、他の植物における不定根形成において重要性が⽰唆されて

いる植物ホルモンや炭⽔化物は、スギにおいても同様に重要であることが遺伝⼦発現レベ

ルで⽀持される結果となった。さらに、⾮不定根形成部位である主軸部におけるそれら遺

伝⼦群の発現挙動と異なっていたことは、不定根形成におけるそれら遺伝⼦群の重要性を

強調するものであると考えられた。  
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図 9 マイクロアレイ分析への供試部位  
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図 10 マイクロアレイデータ解析のストラテジー  
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図 11 マイクロアレイデータに基づく主成分分析結果  
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図 12 マイクロアレイデータに基づく階層クラスタリング結果  
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図 13 第⼀主成分因⼦負荷量上位 100 遺伝⼦の発現量データに基づく階層クラスタリング
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図 14 各クラスターにおける遺伝⼦発現プロファイル  
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図 15 機能的に着⽬した遺伝⼦群の発現プロファイル 
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表 4 定量的 PCR のためのプライマー配列 
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表 5 第⼀主成分因⼦負荷量上位 100 遺伝⼦における遺伝⼦オントロジー 

係数 遺伝⼦オントロジー アクセッション番号 p 値 

正 oxidation-reduction process GO:0055114 1.0E-04 

  flavonoid biosynthetic process GO:0009813 2.0E-03 

  metabolic process GO:0008152 4.4E-03 

  transcription, DNA-templated GO:0006351 1.3E-02 

  lignin biosynthetic process GO:0009809 1.6E-02 

  regulation of transcription, DNA-templated GO:0006355 2.1E-02 

  ethylene biosynthetic process GO:0009693 5.4E-02 

  defense response to fungus GO:0050832 6.7E-02 

  response to wounding GO:0009611 8.5E-02 

負 photosynthesis GO:0015979 9.5E-04 

  response to light stimulus GO:0009416 1.8E-03 

  ion transport GO:0006811 7.8E-02 
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表 6 各クラスターにおける遺伝⼦オントロジーエンリッチメント解析結果 

クラスター 遺伝⼦オントロジー アクセッション番号 p 値 

1 translation GO:0006412 2.5E-03 

  MAPK cascade GO:0000165 3.0E-03 

2 defense response GO:0006952 2.1E-10 

  plant-type secondary cell wall biogenesis GO:0009834 1.5E-08 

  cell wall organization GO:0071555 4.6E-06 

  glucuronoxylan biosynthetic process GO:0010417 8.6E-05 

  microtubule-based process GO:0007017 1.1E-04 

  xylan biosynthetic process GO:0045492 3.7E-04 

  cellulose biosynthetic process GO:0030244 5.7E-04 

  stomatal closure GO:0090332 6.4E-04 

  signal transduction GO:0007165 6.8E-04 

  lignin catabolic process GO:0046274 2.2E-03 

  cortical microtubule organization GO:0043622 5.4E-03 

  biosynthetic process GO:0009058 5.7E-03 

  response to cold GO:0009409 7.4E-03 

3 protein phosphorylation GO:0006468 3.1E-05 

  transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway GO:0007169 1.3E-04 

  defense response GO:0006952 6.6E-04 

  flavonoid biosynthetic process GO:0009813 2.3E-03 

  flavonoid glucuronidation GO:0052696 4.2E-03 

4 photosynthesis GO:0015979 1.6E-16 

  oxidation-reduction process GO:0055114 1.3E-08 

  photosystem II assembly GO:0010207 1.2E-04 

  cell redox homeostasis GO:0045454 1.4E-04 

  response to cytokinin GO:0009735 4.2E-04 

  thylakoid membrane organization GO:0010027 4.3E-04 

  chloroplast organization GO:0009658 5.5E-04 

  photosynthesis, light harvesting in photosystem I GO:0009768 1.2E-03 

  photosynthesis, light reaction GO:0019684 1.2E-03 

  flavonoid biosynthetic process GO:0009813 1.7E-03 
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  photoinhibition GO:0010205 3.3E-03 

  protein-chromophore linkage GO:0018298 3.5E-03 

  cellular response to oxidative stress GO:0034599 4.5E-03 

  defense response to bacterium GO:0042742 6.0E-03 

  photosynthetic electron transport chain GO:0009767 7.0E-03 

  phylloquinone biosynthetic process GO:0042372 7.0E-03 

  photosynthetic electron transport in photosystem II GO:0009772 7.7E-03 

  protein import into chloroplast thylakoid membrane GO:0045038 7.7E-03 

  response to high light intensity GO:0009644 8.1E-03 

5 defense response GO:0006952 2.1E-07 

  protein phosphorylation GO:0006468 2.1E-06 

  response to chitin GO:0010200 2.5E-06 

  response to salicylic acid GO:0009751 1.1E-04 

  protein autophosphorylation GO:0046777 1.3E-04 

  cell adhesion GO:0007155 1.9E-04 

  signal transduction GO:0007165 4.4E-04 

  positive regulation of cell death GO:0010942 7.0E-04 

  abscisic acid-activated signaling pathway GO:0009738 3.9E-03 

  ethylene-activated signaling pathway GO:0009873 4.8E-03 

  positive regulation of transcription, DNA-templated GO:0045893 5.2E-03 

  calcium-mediated signaling GO:0019722 7.2E-03 

  pectin biosynthetic process GO:0045489 7.2E-03 

  carbohydrate biosynthetic process GO:0016051 9.6E-03 

  regulation of jasmonic acid mediated signaling pathway GO:2000022 9.6E-03 

6 NA NA NA 

7 flavonoid biosynthetic process GO:0009813 2.1E-08 

  flavonoid glucuronidation GO:0052696 3.8E-06 

  metabolic process GO:0008152 9.5E-05 

  transcription, DNA-templated GO:0006351 1.2E-03 

  regulation of transcription, DNA-templated GO:0006355 3.5E-03 

8 translation GO:0006412 5.6E-16 

  ribosome biogenesis GO:0042254 3.8E-10 
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  ribosomal small subunit assembly GO:0000028 4.0E-04 

  ethylene-activated signaling pathway GO:0009873 1.3E-03 

  translational elongation GO:0006414 6.0E-03 

  cytoplasmic translation GO:0002181 9.2E-03 

9 response to cadmium ion GO:0046686 1.6E-08 

  tricarboxylic acid cycle GO:0006099 5.3E-03 

  pollen tube reception GO:0010483 9.3E-03 

10 response to cadmium ion GO:0046686 1.2E-04 

  branched-chain amino acid biosynthetic process GO:0009082 2.0E-04 

  fatty acid beta-oxidation using acyl-CoA dehydrogenase GO:0033539 5.8E-04 

  lipid homeostasis GO:0055088 1.6E-03 

  leucine biosynthetic process GO:0009098 3.4E-03 

  maturation of LSU-rRNA GO:0000470 3.6E-03 

  ER-associated ubiquitin-dependent protein catabolic process GO:0030433 5.6E-03 

  ethylene biosynthetic process GO:0009693 6.3E-03 

  metabolic process GO:0008152 6.6E-03 

  regulation of translation GO:0006417 8.0E-03 

11 regulation of transcription, DNA-templated GO:0006355 3.0E-04 

  mRNA processing GO:0006397 1.7E-03 

  tryptophan biosynthetic process GO:0000162 2.6E-03 

  DNA topological change GO:0006265 2.6E-03 

  vegetative to reproductive phase transition of meristem GO:0010228 4.8E-03 

  defense response GO:0006952 7.2E-03 

  transcription, DNA-templated GO:0006351 7.3E-03 

  response to auxin GO:0009733 7.5E-03 

  DNA repair GO:0006281 8.1E-03 

  regulation of cell shape GO:0008360 9.9E-03 

12 microtubule-based movement GO:0007018 4.8E-10 

  DNA replication GO:0006260 3.1E-08 

  cell division GO:0051301 4.6E-08 

  DNA recombination GO:0006310 1.7E-06 

  mitotic chromosome condensation GO:0007076 2.8E-06 
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  cell cycle GO:0007049 5.7E-06 

  DNA replication initiation GO:0006270 6.2E-06 

  mitotic nuclear division GO:0000278 8.2E-06 

  regulation of cell cycle GO:0051726 4.9E-05 

  cytokinesis by cell plate formation GO:0000911 2.9E-04 

  chromosome separation GO:0051304 6.3E-04 

  DNA unwinding involved in DNA replication GO:0006268 9.0E-04 

  DNA repair GO:0006281 1.0E-03 

  double-strand break repair via homologous recombination GO:0000724 1.2E-03 

  protein phosphorylation GO:0006468 1.2E-03 

  telomere maintenance GO:0000723 2.9E-03 

  flavonoid biosynthetic process GO:0009813 3.5E-03 

  mismatch repair GO:0006298 4.3E-03 

  cellular response to DNA damage stimulus GO:0006974 4.7E-03 
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第 5 章 総合考察 

本研究では、スギにおける不定根形成特性に関連する要因として遺伝⼦型および環境の

効果の解明に向けた分⼦レベルにおける基盤情報を構築することにより、不定根形成特性

の向上、ひいては、さし⽊増殖における得苗率の向上に資する情報を得るという⽬的のもと

に、スギにおける不定根形成に関連する要因の解明に向けた遺伝学的・分⼦⽣物学的研究を

⾏った。 

第 2 章においては、多数のスギ精英樹のさし⽊苗における発根率、根系形質、苗⾼を定

量的に測定することにより、さし⽊増殖に関連する形質としての根系形質の役割を明らか

にするとともに、発根率および根系形質に関連する遺伝的多型の解明に向けた表現型デー

タを取得した。その結果、さし⽊増殖における得苗率を向上させるためには、根量が多

い、細根率が⾼い、分枝密度が⾼い根系を形成する苗⽊を⽣産することが望ましいこと、

あるいは、不定根形成特性を改良することは、地上部器官における成⻑性にも間接的に関

連する可能性があることが分かった。 

第３章においては、第 2 章で得られた表現型データ（発根率および 7 つの根系形質）、

および、これまでに明らかにされている遺伝⼦型データを⽤いて、発根率および根系形質

に関連する遺伝的多型（SNP）の解明に向けたゲノムワイド関連解析を⾏った。その結

果、計 23 個の SNPs において、いずれかの形質と有意な関連が認められた。本章において

は、特に発根率、総根⻑、細根率、分枝密度に着⽬し、これらの SNPs における遺伝⼦型

ごと（メジャーホモ接合体、ヘテロ接合体、マイナーホモ接合体）の表現型分布を⽐較し

たところ、概ね相違が認められたことから、表現型に対する各 SNPs の関連性が確認され

た。また、発根率と最も有意に関連していると認められた SNP である AX-115713708 は、

他の植物において不定根形成に関連していることが⽰唆されている Peroxidase superfamily 
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protein をコードする遺伝⼦のホモログ上に座乗している可能性があることが明らかとな

り、機能的な観点においてもその重要性が認められる結果となった。 

第 4 章においては、不定根形成過程における環境の効果を反映する指標としての遺伝⼦

発現の利⽤を⽬指し、不定根形成過程における網羅的遺伝⼦発現解析によって、遺伝⼦発

現に関する基盤情報を構築した。その結果、基部における炭⽔化物や植物ホルモンの代謝

に関連する遺伝⼦群等の発現変動は、他の植物における分⼦⽣物学的・⽣化学的な知⾒と

類似しており、また、主軸部におけるそれら遺伝⼦群の発現挙動と異なっていたことは、

不定根形成におけるそれら遺伝⼦群の重要性を強調するものであると考えられた。 

これらの研究を通して、スギの不定根形成に関連するゲノム・トランスクリプトームレ

ベルにおける要因を解明に資する基盤情報が構築されたと考えている。⼀⽅で、本研究に

おいては、限られた環境下における解析に留まった。⼀般的に、表現型を決定づける要因

の⼀つとして環境要因が挙げられ、実際、スギを含む多くの植物種において、不定根形成

の動態は環境によって変化することが⽰されている（阿部ら 1957; Welander 1994; Shibuya 

et al. 2014）。このことを踏まえれば、不定根形成に関連するゲノム・トランスクリプトー

ムレベルにおける真の要因を解明するためには、環境の影響を考慮した条件設定のもと

で、表現型の測定や遺伝⼦発現解析を⾏い、知⾒を集積していく必要があると考えられ

る。今後、研究を積み重ねることにより、そうした要因が明らかになれば、以下に⽰すよ

うな 3 つの⽅法によって、将来的に実⽤化されることが期待される。 

1 つ⽬は、遺伝的多型情報を利⽤した、さし⽊増殖の効率化である。第１章で⾔及した

ように、昨今、再造林に向けた苗⽊の需要量が増加している。我が国におけるスギのさし

⽊増殖は、⽐較的コストを要しない等といった利点を有することから、多くの場合、露地

（屋外）で⾏われている。しかしながら、露地では環境が安定していないために、⽤いる
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系統によっては⽣産効率が安定しない場合が存在する。そのため、実際には、苗⽊需要量

を満たすためには、需要量の数倍量のさし穂をさし付けることを余儀なくされており、結

果として、必要以上の労⼒等を要している。そうした課題に対する対策として、⽣産効率

の安定化を図るために、閉鎖型の⼈⼯環境を利⽤したさし⽊増殖も試みられているが、こ

れには施設の整備・維持のためのコストを要することとなる。したがって、両者の特徴を

踏まえて、適切に育成環境を選択することにより、需要量を満たすための⽣産を⾏う必要

がある。つまり、不定根形成特性の優れるクローンについては、露地においてより需要量

に近い量のさし穂をさし付けることにより、必要とされる労⼒を軽減し、⼀⽅、不定根形

成特性の劣るクローンについては、閉鎖型の⼈⼯環境に供試することで、⽣産効率の安定

化を図ることが望ましい。不定根形成特性と関連する遺伝的多型情報を利⽤すれば、さし

⽊増殖に供試する材料における不定根形成特性を⼀定の精度で事前に予測することができ

る可能性があり、各材料に適した育成戦略を選択することにより、さし⽊増殖の効率化に

繋がると考えられる。 

2 つ⽬は、遺伝⼦発現を指標とした、新たなさし⽊増殖技術の開発である。成⻑性の優

れる、あるいは雄花着花量の少ない等といった遺伝的特性を有する特定のクローンが求め

られている。そうしたクローンは、必ずしも不定根形成特性に優れているとは限らないた

め、その増殖のためには、何らかの処理を施すことにより、不定根形成を促進させること

が求められる。こうした対策はこれまでにも⾏われきたが、依然として、どのような材料

においても安定して⾼い得苗率が得ることができるような⽅法は確⽴されておらず、今後

も引き続き、そうした⽅法を確⽴するための研究を推進する必要がある。⼀⽅で、先述し

たように、これまでは様々な条件下でさし付けを⾏い、事後の結果から条件の影響を評価

するという、いわゆるトライアンドエラーを繰り返してきた。こうした状況を打破するた
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めの⽅法として、不定根形成過程における遺伝⼦発現解析は有⽤であると考えている遺伝

⼦発現解析によって、事後の結果とともに、不定根形成過程における⽣体内変化を明らか

にすることで、その結果が導かれたバックグラウンドとなる情報を得ることができれば、

さし⽊増殖における条件の適否を合理的に評価することができ、ひいては育成条件の評価

における確実性の向上が望めると考えられるためである。そのことによって、新たな条件

の検討に際しても、⼀定の⽣物学的な根拠をもとに条件を設定することができ、不定根形

成を促進するための技術開発を効率的に⾏うことを可能にすると期待される。また、従来

のさし⽊増殖は、多くの場合、育成期間を通して⼀定の環境下で⾏われてきた。しかしな

がら、例えば、オーキシンは、不定根の原基の形成の開始においては中⼼的な役割を担う

と考えられている⼀⽅で（de Klerk et al. 1999; Pop et al. 2011; Gutierrez et al. 2012; Ahkami et 

al. 2013; Pacurar 2014）、⾼濃度のオーキシンは根系発達に対しては負の作⽤をもたらすと

いう報告もある（da Costa eta l. 2013; Druege et al. 2014; Steffens and Rasmussen 2016）。ま

た、炭⽔化物は不定根形成、根系発達におけるエネルギー源として重要な分⼦であるため

（Haissig 1989; Li and Leung 2000; Ahkami et al. 2009; Klopotek et al. 2010）、その⽣産反応で

ある光合成は⽔を必要とする（Taiz and Zeiger 1991（植物⽣理学））ために、根が発⽣して

いない不定根形成過程の初期においては、その機能が過度に活性化することは返って不適

切であるとする報告もある（町⽥ら 1977）。スギにおいても、光合成機能に関わるよう

な、さし穂の枝葉率や育成中の光強度が、不定根形成に関連していることが⽰されている

（権藤ら 1959; ⿊⽊ 1967）。したがって、不定根形成における事後の結果だけでなく、遺

伝⼦発現変動のような不定根形成過程に関する知⾒を集積していくことによって、不定根

形成過程の進⾏に応じた適切な環境・処理の解明にも繋がる可能性があると考えられる。 

3 つ⽬は、不定根形成特性を考慮した優良なクローンの選抜である。 これまでの我が国
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におけるスギを対象とした育種においては、成⻑性や材質、あるいは雄花着花性等が主な

育種対象形質とされてきた（⽥島 2001）。しかしながら、成⻑性等について優れた遺伝的

特性を有しているにも関わらず、不定根形成特性が劣るがために、増殖・普及に適してお

らず、実⽤に向いていないケースが存在する。本研究の成果を発展させることができれ

ば、今後、成⻑性や材質といった形質と並⾏して、不定根形成特性についても、いわゆる

ゲノム育種を⾏うことができる可能性もあり、選抜される優良なクローンを効率的に増殖

していくことができると考えられる。 

このように、不定根形成のような表現型に関連する遺伝⼦群（遺伝⼦領域）を明らかに

する（遺伝⼦を単離する）ことは、育種学的観点においても⾮常に重要となる（Elfstrand 

et al. 2001; Vida et al. 2009; Ishikawa et al. 2012）。関連する遺伝⼦群を明らかにすることがで

きれば、その情報を利⽤した、いわゆるゲノム育種を⾏うことができるようになり、有⽤

形質における遺伝的改良をより効率的に進めることができる（Landjeva et al. 2007; Troggio 

et al. 2012; Rasheed and Xia 2019）。全ゲノム情報が明らかにされているようなモデル⽣物等

においては、その情報量を武器に、より精密な DNA マーカーの作成、マッピング、関連

遺伝⼦群の単離等が⾏われている（Nadeem et al. 2017; Jha 2018）。⼀⽅で、スギにおいて

は、ゲノムサイズが⼤きい、繰り返し配列を多く含む（Neal and Savolainen 2004; Tamura et 

al. 2015）といった理由から、依然として全ゲノム解読には⾄っていない。スギを含む⾮モ

デル⽣物においては、突然変異系統の作出や遺伝⼦の導⼊が可能となっているモデル⽣物

と同様の⽅法によってゲノム育種を遂⾏することは難しいと考えられる。⼀⽅で、近年の

シークエンス技術の発達に伴って、⾮モデル⽣物においても、⼤量の DNA 配列を取得す

ることは⽐較的容易になりつつある（Ellegren 2014; Unamba et al. 2015）。スギにおいても

これまでに数多くの EST 情報が収集されており、その情報を基盤情報とすることにより、
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本研究（第 4 章）や過去の研究（Nose and Watanabe 2014; Mishima et al. 2014; Tsubomura et 

al. 2016）において⾏われたように、網羅的な遺伝⼦の発現挙動を明らかにすることが可能

となる。⾮モデル⽣物において関連遺伝⼦を単離するためには、こうした遺伝⼦発現解析

を⾏うとともに、QTL 解析やゲノムワイド関連解析に基づく順遺伝学的研究を組み合わせ

ることが有効であると考えられる（Boerjan 2005; Kloosterman et al. 2010; Ribeiro et al. 

2016）。  
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要旨 

スギ（Cryptomeria japonica）は、成⻑性等が優れていることから、古くから我が国の林

業における最も重要な樹種の⼀つとされてきた。近年、拡⼤造林期に造成された⼈⼯林の

多くが主伐期を迎えており、再造林に向けた苗⽊⽣産量の拡充が求められている。⼀⽅、

これまでの育種によって選抜された、優れた遺伝的特性を有する個体を利⽤することは、

林業⽣産性の向上に対して有⽤であると考えられる。したがって、⼭⾏き苗⽊や、採種園

や採穂園を構成するための苗⽊には、優れた遺伝的特性を有する個体を⽤いることが望ま

しい。さし⽊増殖は、⺟樹の遺伝⼦型（遺伝的特性）を維持した苗⽊を⽐較的簡便な作業

によって⽣産することができることから、特定の遺伝⼦型を有する個体を早期に数多く増

殖するという点において、より重要な増殖⼿法である。⼀⽅、さし⽊増殖においては、⽣

物学的には不定根形成と定義される、さし穂からの発根が必須であるが、スギを含む多く

の植物において、不定根形成特性は様々な要因に影響されることが明らかにされており、

この特徴は結果として増殖効率の不安定性に直結しうる。また、根系は養⽔分の吸収能等

を持つことから、植物体全体の成⻑性等に対して、重要な役割を果たすと考えられている

⼀⽅、さし付けてから⼀定期間後における根系形質についても、条件によって異なること

が⽰されている。しかしながら、スギにおける不定根形成や根系発達に関する研究の多く

は、さし付けてから⼀定期間後の形態学的な結果のみに基づいて、要因の関連性を評価し

ており、それら要因がスギにおける不定根形成や根系発達に関連する⽣物学的な根拠につ

いては、依然として不明な部分が多い。今後、より確実にさし⽊増殖の効率化、安定化を

図るためには、不定根形成や根系発達に関連する要因を⼗分に理解することが重要である

と考えられる。 

⼀般に、遺伝学においては、不定根形成特性や根系形質のような表現型は遺伝⼦型と環
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境の効果によって決定づけられると考えられている。すなわち、表現型の発現は、DNA に

よって表される遺伝⼦型に、環境による効果が RNA、タンパク質、代謝物といった分⼦の

制御への作⽤を通して加わることによって起こる。したがって、不定根形成特性や根系形

質に関連する⽣物学的な要因として、遺伝⼦型や環境の効果を分⼦レベルで明らかにする

ことは重要となる。特に、RNA を定量化することを意味する遺伝⼦発現解析は、⽐較的網

羅性に優れており、各遺伝⼦の機能を塩基配列の相同性に基づいて推測することが可能で

あること等から、⽣体に対する環境の効果を推し量るために、特に有⽤であると考えられ

る。そこで本研究では、スギにおける不定根形成特性や根系形質に関連する要因としての

遺伝⼦型および環境の効果の解明に向けた分⼦レベルにおける基盤情報を構築することに

より、さし⽊増殖における効率化、安定化に資する情報を得ることを⽬的とし、以下の研

究を⾏った。 

第 2 章では、根系形質と地上部成⻑量との関連性および不定根形成や根系発達に対する

遺伝⼦型による効果を明らかにするために、193 のスギ精英樹クローンを⽤いて、不定根

形成特性、根系形質、地上部成⻑量を定量的に測定し、諸形質間の相関性および諸形質に

おける遺伝的特性を明らかにした。その結果、根系形質、特に、根量に関連する形質（総

根⻑、表⾯積、体積）や細根率、分枝密度は地上部成⻑量と関連していることが明らかと

なり、さし⽊増殖における根系形質の重要性が⽰唆された。さらに、いずれの形質におい

ても遺伝⼦型による違い（クローン間差）が確認され、広義の遺伝率については、根系構

造に関連する形質（根端密度、分枝密度）において⽐較的⾼いことが⽰された。 

第 3 章では、不定根形成特性、根系形質に関連する遺伝的多型（SNP; Single Nucleotide 

Polymorphism）を明らかにすることを⽬的として、第 2 章で測定した各形質における定量

的データを⽤いて、ゲノムワイド関連解析を⾏った。その結果、計 23 の SNP がいずれか
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の形質に有意に関連すると認められた。さらに、これらの SNP における遺伝⼦型ごとの表

現型を⽐較したところ、いくつかの SNP について有意な相違が認められたことから、遺伝

的多型に基づく表現型予測並びにマーカー利⽤選抜が⾏える可能性があることが⽰唆され

た。 

第 4 章では、さし⽊増殖における⽣産効率に対して決定的な制限要因となりうる不定根

形成に対する環境による効果の解明に向けて、不定根形成過程における遺伝⼦発現に関す

る基盤情報を構築した。その結果、不定根形成過程における主な遺伝⼦発現変動はさし付

け 3 ⽇後までに起こっていることが⽰唆された。さらに、他の植物における不定根形成に

おいて重要性が⽰唆されている植物ホルモンや炭⽔化物は、スギにおいても同様に重要で

あることが遺伝⼦発現レベルで⽀持される結果となった。 

第 5 章では、第 2 章から第 4 章における結果をもとに、不定根形成特性の向上によるさ

し⽊増殖における効率化、安定化に向けた遺伝学的・分⼦⽣物学的知⾒の重要性、およ

び、それら知⾒を⽤いた実⽤化に向けた将来展望について総合考察を⾏った。 
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