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研究成果の概要（和文）：本課題ではソバの自殖を可能とするために、二花柱性遺伝子の分子メカニズムの解明
に取り組んだ。その結果、機能欠損型のS-ELF3(S-ELF3-PS1)を開発することにより、S-ELF3がソバの雌蕊の花柱
の長さと自家不和合性の両方を制御していることを証明した。また、S-ELF3の制御下で機能すると考えられる
FePG1の同定にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we tried to elucidate the molecular mechanism of the 
heterostylous self-incompatibility gene to enable self-fertilization of buckwheat. By developing a 
functionally deficient allele of S-ELF3 (S-ELF3-PS1), we have demonstrated that S-ELF3 regulates 
both  style length and self-incompatibility of pistils in buckwheat. We also succeeded in 
identifying FePG1, which is considered to function under the control of S-ELF3.

研究分野：植物遺伝学

キーワード： ソバ　ゲノム解読　S-ELF3　FePG1　二花柱性　自家不和合性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題ではS-ELF3-PS1を開発し、ソバの自殖化を可能とした。また自殖性ソバを利用して、chromosomal 
pseudo-molecules (CPMs)の作成に成功した。これまでにソバではCPMsは作成されておらず、本課題だけでなく
今後のソバ育種の貴重なツールとなる。さらに本課題で開発したTILLING集団はS遺伝子以外にももちろん利用可
能である。本課題によってソバの遺伝育種学を大きく前進させることができたと考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
高等生物のゲノムには組換えが極端に抑制されている領域が存在する。そこでは、複数の異な
る形質を支配する遺伝子群が１つの遺伝子クラスター（supergene）を形成することが可能とな
り、特定の形質の組み合わせのみが複合適応形質として集団内および種内で観察される。例えば
被子植物の二花柱性では自家不和合性および雄蕊・雌蕊の長さを支配する連鎖遺伝子群が SELF-
INCOMPATIBILITY locus supergene （S-supergene）を形成し、他殖の高効率化に成功している。
図 1に示すように二花柱性植物では種内に「雌蕊が短く雄蕊の長い花型（短柱花）」を持つ個体
と「雌蕊が長く雄蕊の短い花型（長柱花）」をもつ個体が存在しており、短柱花と長柱花間では
お互いの葯と柱頭の高さが一致するため、訪花昆虫を介した交配和合間での受粉効率が高めら
れている。 

 
ソバの S-supergene には２つの対立遺伝子、S（もしくは S-ハプロタイプ）および s（もしく
は s−ハプロタイプ）が存在し、短柱花個体の遺伝子型は S/s、長柱花個体の遺伝子型は s/s であ
る。我々は世界に先駆けて S-supergene の構成因子の一つと考えられる転写因子様遺伝子（S-
LOCUS EARLY FLOWERING 3, S-ELF3）の同定に成功し 1、さらにソバのゲノム解読の結果から 5Mbp
程度の S-ハプロタイプ特異的領域の存在を明らかにした 2。 
一般に他殖性植物では種内に遺伝的変異を保持しやすく、環境の変化に適応的である。しかし、
農業生産者の現場では管理・育成に適した均一な農業特性をもつ自殖性作物が求められる。特に
他殖性ソバでは稔実に訪花昆虫が必要なことから収量が不安定になり自殖性品種が求められて
いる。また品種育成の現場において、他殖性ソバでは有用形質の固定に多くの時間が必要となり、
自家不和合性の打破が求められている。我々は自殖性ソバ品種の作出を進めてきており 3、この
過程で自殖性を可能とする Sh-ハプロタイプを発見し 4、さらに S-supergene の下流で自己・非
自己認識を制御する遺伝子（SELF-INCOMPATIBILITY MODIFIER; S-MOD）の存在を明らかにした 5。 
 
２．研究の目的 
 本課題では以下の３点を目的とした。 
(1) ソバにおいて複雑な二花柱性の制御機構に関わる遺伝子群の同定を可能とし、ソバの８本の
染色体を反映した塩基配列（chromosomal pseudo-molecules, CPMs）を整備し、さらに誘導
突然変異を保持した Targeting Induced Local Lesions in Genomes (TILLING) 集団を整備
する。 
(2) Sh-ハプロタイプによる自殖性機構の解明を目的とし、S-supergene の３つのハプロタイプ
の塩基配列を比較し、自殖性候補遺伝子をスクリーニングし、最終的に TILLING 集団を用い
て Sh-ハプロタイプに座乗する自殖性遺伝子を同定する。 
(3) S-MOD 遺伝子の機能解明を目的とし、マッピング集団、CPMs および TILLING 集団を用いて自
家不和合性を打破する S-MOD 遺伝子を同定する。 
 
３．研究の方法 
(1) Chromosomal pseudomolecules の構築と新規ゲノム解読 
NRGene 社が開発した denovoMAGIC 3 を用いてスキャフォールドを作成し、これを連鎖地
図上にアンカーすることにより、CPMs を構築した。CPMs 作成には自殖性ソバ系統である PL4
を利用し、連鎖地図の作成には PL4 とボタンソバ の交配後代から得られた 111 個体の F2個
体を利用した。また、Pacific Biosciences 社の Sequel II シーケンサーを利用したロング
リードシーケンスを実施し、スキャフォールドのアンカー時のリファレンスとして利用した。
また、denovo MAGIC3 を用いて他殖性ソバ個体（短柱花個体,遺伝子型 Ss）の S-ハプロタイ
プを含む長鎖スキャフォールド(S-スキャフォールド)を得た。S-スキャフォールドと自殖性
ソバ PL4 の CPMs を用いて、S 遺伝子座周辺の遺伝子とゲノム構造を比較した。またすでに
作成していた重イオンビーム照射による S-ハプロタイプ欠失変異体の全ゲノム配列（WGS）



を S-スキャフォールドにマップし、S-スキャフォールド上での S 遺伝子の座乗位置を絞り
込んだ。 
 
(2) NGS-TILLING を可能とする変異誘導集団の作成 
EMS を他殖性ソバ（春のいぶき）の種子に処理し、M1および M2世代を育成した。最終的に
3,456 個体の M2個体から DNA 抽出と採種を実施した。抽出した DNA を用いて NGS-TILLING を
実施し、標的遺伝子である S-ELF3 および FePG1 の変異体をスクリーニングした。 
 
(3) FePG1 遺伝子のマッピングと発現解析 
二次元電気泳動を利用して、短柱花個体の雌蕊に特異的に発現しているタンパク質をスク
リーニングし、S-MOD 遺伝子の候補と考えられる FePG1 遺伝子を同定した。また FePG1 遺伝
子の染色体上での座乗位置を確認し、転写解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)Chromosomal pseudomolecules の構築と新規ゲノム解読 
  111個体からなるF2集団を用い、295個のAmpliseq
マーカーで遺伝子型決定をおこない、また花型（自家
不和合性）の表現型を決定した。この結果、染色体数
と同じ 8 本の連鎖地図の作成に成功した。この連鎖
地図に denovoMAGC3 により得られた 67本のスキャフ
ォールドをアンカーし、8 本の CPMs を構築した（図
2）。CPMs の累積長は、未確認の塩基数（N）を除いて
1.21Gb となり、PL4 ゲノムの 96%をカバーすることが
できた。 
また新規ゲノム解読として、denovoMAGIC3 を用い
て他殖性ソバ個体（短柱花個体,遺伝子型 Ss）の長鎖
スキャフォールドを得た。PL4 の CPMs と短柱花個体
の長鎖スキャフォールドの比較から、PL4 の持つ Sh
遺伝子は短柱花個体のもつ S-supergene とは異なる
染色体に座乗していることがわかった。これまで、Sh
遺伝子は S-supergene の１つのハプロタイプである
と考えられてきたが、その仮説を覆す新発見となっ
た。次にこれまでに得られていた重イオンビームに
よって誘導された S-supergene 欠失個体の全ゲノム
配列（WGS）を短柱花個体にマッピングし、S-
supergene を２Mb の領域に絞り込むことができた。
本領域には S-ELF3 以外にアノテーションがつく構造
遺伝子は存在しなかった。 
 
(2)NGS-TILLING を可能とする変異誘導集団の作成 
 NGS-TILLING によって、約 3,000 個体の M2集団を対象とした機能欠損型の S-ELF3 遺伝子のス
クリーニングを行った。この結果、エクソン/イントロンのジャンクション部に突然変異を持つ
S-ELF3 遺伝子を発見し、S-ELF3-PS1 と名付けた。S-ELF3-PS1 イントロンは正常にスプライシン
グされないため、遺伝子の機能が損なわれていると考えられた。そして、S-ELF3-PS1 変異遺伝
子と s-対立遺伝子をヘテロに持つ個体、および S-ELF3-PS1 をホモで持つ個体に着花する花で
は、雄蕊と雌蕊がともに長くなり、なおかつ自殖した。このことから、S-ELF3 遺伝子は雌蕊の
長さと雌蕊側の自家不和合性の両方を制御していることが分かった。 
 
(3) FePG1 遺伝子の同定、マッピングおよび発現解析 
二次元電気泳動を用いて、短柱花の雌蕊で発現しているが長柱花の雌蕊では発現していない
タンパク質を同定した。このタンパク質をコードする遺伝子はポリガラクツロナーゼと相同性
の高い配列を有しており、FePG1 と名付けた。雄蕊と雌蕊がともに短く自殖可能な Pennline 10
系統の雌蕊でも FePG1 は発現しており、FePG1 の発現により雌蕊の長さと自家不和合性が制御さ
れていると推定できた。また、連鎖解析から、FePG1 は Sh 遺伝子座とは連鎖しておらず、さら
に S-スキャフォールドにも存在しなかった。このことから、FePG1 は S-supergene の下流で自
己・非自己認識を制御する S-MOD 遺伝子の１つであると考えられた。残念ながら TILLING による
変異スクリーニングでは機能を欠損させる変異を検出することはできなかった。現在、変異集団
を拡充しており、今後に機能欠損方の FePG1 変異遺伝子を検出し、その機能を確認する予定であ
る。 



 
(4)総括 
本課題ではソバの自殖を可能とするために、二花柱性遺伝子の分子メカニズムの解明に取り
組んだ。その結果、機能欠損型の S-ELF3(S-ELF3-PS1)を開発することにより、S-ELF3 がソバの
二花柱性の自家不和合性と雌蕊の長さの両方を同時に制御していることを証明した。S-ELF3-PS1
を有するソバは自殖可能となるため、その育種学的価値は非常に高いと考えている（特許出願
中）。また、S-ELF3 の制御下で機能すると考えられる FePG1 の同定にも成功した。今後、二花柱
性の分子機構をより深く理解するため、FePG1 の変異体の作成が重要であると考えている。 
また本課題では自殖性ソバを利用して、CPMs の作成に成功した。これまでにソバでは CPMs は
開発されておらず、本課題だけでなく今後のソバ育種の貴重なツールとなる。さらに本課題で開
発した TILLING 集団は S 遺伝子以外にももちろん利用可能であり、すでに本集団を利用してソ
バにモチ性を付与すると考えられる GBSS 遺伝子変異体の作成にも成功している（特許出願中）。
本課題によってソバの遺伝育種学を大きく前進させることができたと考えている。 
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