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研究成果の概要（和文）：Flaveria属植物（キク科）の近縁種であるC3-C4中間Flaveria floridanaとC4様種
Flaveria browniiを交配して得られた第二世代の集団を用いて、C4植物に特徴的なクランツ構造発達に関わる遺
伝子座の解析をゲノム解析とあわせて行った。クランツ構造の指標として柵状組織細胞層数を解析し、この細胞
層数制御に関わる因子は一遺伝子座に大きく依存することが明らかになったが、両種のゲノムは大きくことなる
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate factors regulating Kranz anatomy and palisade cell layer, we 
analyzed F2 progeny of C4-like Flaveria brownii crossed with C3-C4 intermediate Flaveria floridana. 
Association of phenotype and genotype based on genome analysis showed that regulation of palisade 
layer number was strongly depend on 1 locus on Flaveria genome; however, genome background of both 
species was different each other, therefore it is needed improve the method.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
C3型の作物をC4化させることができれば、高温や乾燥に強い植物を得ることができるため、C4化分子育種は第二
の緑の革命を起こす技術として求められている。本研究ではキク科Flaveria属のC3-C4中間種とC4様種の交雑種
の遺伝学的解析手法を用いて、C4種に特徴的な細胞構造に関わるゲノム変異とその遺伝子の特定を試みた。遺伝
子の同定に至ってはいないが、細胞構造のC4化は一つのゲノム変異によって引き起こせる可能性が高いことが明
らかになっており、今後さらにゲノム解析を進めることで遺伝子の同定に成功すれば、C4化分子育種への道が開
けると期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
トウモロコシやソルガムなどの C4型光合成を営む作物は、高温・乾燥に強く生育が速いため、
生産性の高い重要な作物となっている。作物のほとんどは C3型であるが、それらに C4型の形質
を付加することができれば、世界の作物生産性を飛躍的に向上させることができる。国際イネ研
究所を中心に国際コンソーシアムが形成され、C3 型のイネを C4 化させる「C4 rice プロジェク
ト」が進められている。しかしながら、C4型代謝酵素を高発現させるだけでは、C3型植物を C4

化させることができないことが明らかとなっており、C4化の道筋は見えていない。世界の C4光
合成研究者が C4化の鍵として最も着目している事象は、濃縮した CO2を細胞内に留めておくた
めのクランツ構造の発達過程である。クランツ構造とは、維管束の周りを維管束鞘細胞が、さら
にその外側を一層の葉肉細胞が取り囲む構造で、単子葉類、双子葉類を問わず C4光合成を営む
植物に共通の組織構造である。これまでに様々な科において、C3種と C4種の比較トランスクリ
プトーム解析が行われ、維管束や維管束鞘細胞の分化に関わる遺伝子の発現が変化しているこ
とが指摘されている。しかし、これらの発現変化を引き起こした要因が何であるかを、トランス
クリプトーム解析から推測することは難しく、クランツ構造の発達過程メカニズムは依然とし
て不明である。細胞分化に関わる遺伝子を上流で制御する遺伝子や、クランツ構造の発達の分子
機構を明らかにするためには、進化の過程で生じたゲノム変異を同定できる量的遺伝子座（QTL）
解析が最も有効である。 
 
２．研究の目的 
C4 型光合成は、亜熱帯や半乾燥地域の草原に生息する植物が進化的に獲得した機構であり、高
温・乾燥条件下でも高い CO2 固定効率を維持することができる。Flaveria 属植物（キク科）の
C3-C4 中間種と C4 様種の F2 交雑集団を用いた表現型解析を行った結果、C4 植物に特徴的なク
ランツ構造発達誘導が、一遺伝子座に由来するゲノム変異によって引き起こされることが推定
されている。本研究ではこのゲノム変異を同定しクランツ構造の発達メカニズムを解明するこ
とを目的とする。濃縮した CO2 を細胞内にとどめておくためのクランツ構造を発達させること
は、C3植物を C4化するための重要な鍵となる。 
 
３．研究の方法 
Flaveria 属植物（キク科）には、同属内に C3種や C4種だけでなく、C3型から C4型への進化の
途中に位置する C3-C4 中間型の種が数多く現存し、これらを用いた解析から C4 化の途中段階の
過程が明らかとなっている。これらのうち、C3-C4中間種 Flaveria floridana と C4型に近い C4

様種 Flaveria brownii は交配することができる。C3-C4中間種 F. floridana と C4様種 F. brownii
の F2交雑集団を用いて、QTL 解析により、クランツ構造の発達と連鎖するゲノム変異の同定を
行う。 
 
１）C3-C4中間種と C4様種の表現型の指標の決定 
C4 植物では、葉肉細胞（M）と維管束鞘細胞（BS）が１：１に配置される。双子葉植物では、
葉は網状脈を形成するため、BS-M-M-BS 細胞形成パターン解析を葉の横断切片を使って水平方
向で評価することは難しい。また、C4 様種は C4 よりもクランツ構造が未完成で M 細胞が小さ
いため、必ずしも BS-M-M-BS 細胞形成パターンを取らない箇所が存在する(次ページ 図 1)。
一方、双子葉 C4種では、水平方向に加え、光軸方向の細胞配置パターンも１：１となる。C3種、
C3-C4種では削除組織は二層の細胞層で構成されるが、C4種では一層である。そこで、柵状組織
細胞層の数を指標に C3-C4中間種と C4 様種の表現型を数値化した。また、柵状組織細胞の縦方
向の長さと幅を測定し、細胞の形を縦横比として算出して比較した。 
 
２）Rad-seq による SNPs の検出 
C3-C4 種 F. floridana と C4様種 F. brownii の染色体ゲノム領域で相違のある箇所を網羅的に調
べるために、両種の Restriction Site Associated DNA Sequence (Rad-seq)解析を行った。両種
のゲノムを制限酵素 (BgLⅡ、ECoRⅠ)で処理し、次世代シーケンス解析により制限酵素サイト
から読み取られる配列データを取得した。出力されたリードを F. floridana ゲノム又は F. 
brownii ゲノムに対してマッピングした。Stacks 解析により F. floridana と F. brownii の同じ
遺伝子座（RAD–locus）の Single Nucleotide Polymorphism (SNP) s を検出した。次世代ゲノ
ムシーケンスおよび Stacks 解析は龍谷大学の永野博士らの共同利用事業により行った。 
 
３）表現型および遺伝子型の相関解析 
C3-C4 種 F. floridana と C4 様種 F. brownii の交雑 F2 集団 139 個体について、同様に Rad-seq
解析を行った。同時に切片の観察により柵状組織細胞層の数を数値化した。解析した F2 集団の
うち、細胞層が一層になる F. brownii 型の表現型の個体について遺伝子型との表現型解析を行
った。 
 
 



４．研究成果 
１）C3-C4中間種と C4様種の表現型の指
標の決定 
図１のように C3-C4種 F. floridana はと
柵状組織が二層の細胞層で構成されて
おり、それら二層の細胞は縦方向が幅よ
り長くシリンダー構造をとっている。こ
れに対し、C4様種 F. brownii では柵状細
胞層はおおむね一層で有り、二層目の細
胞は典型的な柵状細胞の様なシリンダー
構造を取っていない。二層の細胞の形を
length/width 比として算出した結果、F. 
browniiの二層目の length/width比はF. 
floridana の半分程度であり、一層目の
length/width 比 の F. brownii は F. 
floridana より低い値であった（図２）。F. 
brownii の二層目の細胞層は、柵状組織形
成とは異なる細胞分化により形成された
可能性が考えられた。 
また、細胞数を指標に二層目細胞数/一

層 目細 胞数 を算 出した とこ ろ、 F. 
floridana では 1.02 であるのに対し、F. 
brownii では 0.27 と顕著な違いが見られ
た（図３）。そこでこの値を指標に、F1個
体および F2 集団の表現型をグループ分け
した。F1個体は 1.07 であり、F. floridana
と同等の値を示したことからこの二層目
の細胞形成を促す因子は劣性であること
が示された。F2 集団は 0.9 から 1.6 まで
の値を示した個体が 114 個体あり、0 から
0.3 までの値を示した個体は 21 個体で、
残りの 4 個体は中間的な値を示した。これ
らの結果から、クランツ構造形成に関与す
る細胞層を制御する因子は劣性であり、1
遺伝子座に大きく依存することが示唆さ
れた。 
 
２）Rad-seq による SNPs の検出 
Rad-seq 解析により、C3-C4種 F. floridana
ゲノムでは 55,660 の tag、C4 様種 F. 
brownii ゲノムでは 51,595 の tag が検
出された。双方のゲノムから共通して検
出された配列は 18,600 tag であり、この
うち F. floridana と F. brownii 間の１塩
基多型（SNP）が検出されたのは 4,143 
tag であった。この結果から、C3-C4種 F. floridana と C4様種 F. brownii は交配可能な近縁種で
あるが、両者のゲノム配列は大きく異なることが明らかになった。 
 
３）表現型および遺伝子型の相関解析 
C3-C4種 F. floridana と C4様種 F. brownii の交雑 F2集団 139 個のうち、細胞層が一層になる F. 
borwnii 型の表現型の 18 個体について遺伝子型との表現型解析を行った。F2 の 18 個体及び親
株に共通して検出されてかつ遺伝子型判別が可能な SNPs は 1,295 tag であった。1,295 tag の
中で遺伝子型が F. brownii 型であった配列は 69 tag であった。しかしながら、同定した 69 tag
について表現型が F. floridana となる、つまり柵状細胞層が二層であった F2 個体の遺伝子型を
調べたところ、F. brownii 型を示す個体が多く、これらの tag は F. floridana 遺伝子型を検出で
きていないことが判明した。この結果から F2 世代で対合していない染色体領域が多く存在する
ことが示唆された。F. brownii 遺伝子型と F. floridana 遺伝子型の双方が F2 固体で検出される
tag を用いて再解析を進める。また、今後は Kranz 構造を示した K120 と F. floridana を戻し交
配させた F1とその次世代の F2集団を使って解析を進める予定である。 

図１ C3-C4種F. floridana及びC4様種F. brownii
の横断切片 
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図 2 C3-C4種 F. floridana 及び C4様種 F. brownii
の柵状細胞の長さ/幅の比較 

図 3 C3-C4種 F. floridana 及び C4様種 F. brownii
の柵状細胞の一層目と二層目の細胞数比の比較 
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