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研究成果の概要（和文）：カンキツ属植物の自家不和合性(SI)機構を明らかにするために，S-RNase様T2 RNase
遺伝子のSIへの関与に対する検証を行った．ヒュウガナツより得たT2 RNaseの一種を大腸菌で発現させた組換え
タンパク質を，in vitroでの発芽花粉に処理したところ花粉管伸長の抑制効果が見られた．また，交雑実生を用
いた遺伝解析により，いくつかのT2 RNase遺伝子がS対立遺伝子の遺伝様式と一致することを確認した．さら
に，カンキツ属植物でのT2 RNase遺伝子の多様性を明らかにした．以上よりこれらのT2 RNase遺伝子がカンキツ
属植物のSIを支配するS-RNaseであると結論づけた．

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of self-incompatibility (SI) in Citrus species, 
the involvement of S-RNase-like T2 RNase genes in SI was examined. Recombinant protein of T2 RNase 
obtained from 'Hyuganatsu' was expressed in Escherichia coli and treated with germinated pollen in 
vitro, and it was observed that pollen tube elongation was inhibited. Genetic analysis of using 
seedlings obtained by out-cross of parents sharing one S allele confirmed that inheritance of 
several T2 RNase genes were consistent with the mode of the S allele inheritance. In addition, 
allelic diversity of T2 RNase genes were identified using 41 citrus varieties. Finally, it was 
concluded that these T2 RNase genes are S-RNase which regulates the SI of citrus plants.

研究分野：果樹園芸学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
カンキツ属植物の自家不和合性については，その現象は古くから知られていたもののメカニズムに関する研究は
長らく進展してこなかったが，本研究によってS-RNaseによって支配されているということが明らかになった．
カンキツ属植物の自家不和合性は自家受粉による種子形成を制限するため，単為結果性カンキツを栽培する際の
無核果生産に有用となる形質である，今後カンキツ属植物のS-RNase遺伝子型がより明らかになりDNAマーカーが
開発されれば，新たな無核性カンキツ品種の育種の効率化が期待されるなど，社会的意義は大きいと考えられ
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 
 植物における自家不和合性とは，花の雌雄器官の機能がそれぞれ正常であるにもかかわらず，
自家受粉（あるいは同じ自家不和合性遺伝子型をもつ個体間での受粉）を行うと，何らかの生理
的拒絶反応が生じ，受精に至らない現象のことである．特に果樹においては，収穫物は開花・結
実を経て形成される果実であるために，自家不和合性はその生産性に直結する重要な生理現象
である．これまでに果樹作物においては，配偶体型自家不和合性（花粉の S 表現型が花粉自身の
S 遺伝子型によって決定される自家不和合性）を示すリンゴ・ナシ・オウトウ・ウメなどのバラ
科果樹において，分子レベルでのメカニズム解明が行われてきた． 
一方でカンキツ属植物では，ポメロ，マンダリン，雑柑類などのいくつかの種が配偶体型自家

不和合性を示すものの，そのメカニズム解明については進展していない．単為結果性を持たない
自家不和合性カンキツ種では，結実安定のために 10％程度の交雑和合種の混植や，人工受粉が
必要となり，自家不和合性によってもたらされる生産性・生産効率の低下は大きい．一方で，単
為結果性と自家不和合性の両者が備わった場合，自家受粉による種子形成が回避され安定的に
無核果を生産できるので，自家不和合性は無核性カンキツ品種育成のための有用な特性として
も捉えられている．これらの点から，カンキツ属における自家不和合性は果実生産・無核果系統
育種の両面から重要な形質であるといえる． 
  
２．研究の目的 
 研究代表者は，これまでに自家不和合性を示すカンキツ属植物の‘ヒュウガナツ’から S-RNase
様 T2 RNase 遺伝子配列を獲得してきた．本研究課題においては，これらの S-RNase 様 T2 RNase
遺伝子について，その組換えタンパク質を用いた機能解析や，交雑実生を用いた遺伝様式の解析，
さらに多数のカンキツ属植物を供試したジェノタイピングを通じて，これらの S-RNase 様 T2 
RNase 遺伝子が，カンキツ属植物の自家不和合性に関与しているかどうかを検証することを，研
究の目的としている． 
 
３．研究の方法 
（1）組換えタンパク質を利用した in vitro 花粉管伸長阻害 
 ‘ヒュウガナツ’から単離した S-RNase 様 T2 RNase（HY9350）の cDNA を pET 系プラスミ
ドに挿入し，大腸菌（E. coli B株）に導入した．目的遺伝子を導入した大腸菌で組換えタンパク
質を発現させて回収した．開花期に‘ヒュウガナツ’および‘ハッサク’の花粉を収集し，液体
花粉発芽培地上で，数時間培養した後に，得られた組換えタンパク質溶液を追加で添加して，さ
らに培養を行った．その後，顕微鏡下で花粉管伸長を観察し，画像撮影を行った．撮影した画像
を使用して，花粉管長を ImageJ により測定した． 
 
（2）カンキツ品種における S-RNase 様 T2 RNase 遺伝子の分布の調査と，新規 S-RNase 様 T2 
RNase 遺伝子の獲得 
 宮崎大学農学部果樹園芸学研究室圃場および宮崎県総合農業試験場果樹部に植栽されている
カンキツ属植物 47 品種の新葉を使用した．これらから，NucleoSpin Plant-Ⅱ（Macherey-Nagel）
を使用して DNA を抽出した．これまでに同定されている S-RNase 様 T2 RNase 遺伝子 10 種に対
して，それぞれ特異的なプライマーを用いて PCR を行った．PCR 反応液を 1％アガロースゲル
を用いて電気泳動し，電気泳動後のゲルをエチジウムブロマイドで染色して，紫外線照射下で増
幅産物の有無を確認した． 
 ‘金柑子’と‘黄金柑’の花から花柱を採取し total RNA を抽出した．これを供試して RNA-
Seq を行った．取得した RNA-seq リードについて品種毎に de novo assembly を行い，各転写産物
について blastx と InterProScan によるアノテーション付与を行った．これをもとに T2 RNase を
検索し，抽出した． 
 
（3）交雑実生を用いた Sハプロタイプと T2 RNase の遺伝解析 
 ‘ヒュウガナツ’と‘トサブンタン’の正逆交雑実生群（‘ヒュウガナツ’×‘トサブンタン’，
‘トサブンタン’×‘ヒュウガナツ’）を作出し，これを実験に供試した．それぞれの実生および
それらの親個体から DNA を抽出し，PCR増幅により 6 種類の S-RNase 様 T2 RNase 遺伝子の有
無を検出し，親個体から後代実生群への遺伝様式の調査を行った． 
同様にアメリカで育成された品種‘フォーチュン’に対して，その親個体であるクレメンティ

ンと‘オーランド’を戻し交雑して交雑後代を得た．この個体群について，7 種類の S-RNase 様
T2 RNase 遺伝子に対して各交雑後代個体における有無を調査し，親植物から交雑実生への遺伝
様式を調査した． 
 
４．研究成果 
（1）組換えタンパク質を利用した in vitro 花粉管伸長阻害 
 作成された組換えタンパク質は RNA 分解酵素活性を示した．これを in vitro での発芽花粉に



添加したところ，花粉管伸長阻害が確認され，組換えタンパク質処理区においては，未処理区に
比較して有意に花粉管長が短くなり，組換えタンパク質の花粉管伸長抑制効果が確認された．ま
た，花粉管の形態にもねじれや破裂が生じているものが観察された． 
 
（2）カンキツ品種における S-RNase 様 T2 RNase 遺伝子の分布の調査と，新規 S-RNase 様 T2 
RNase 遺伝子の獲得 
 供試した 47 品種・系統のうち，39 品種・系統において，検証した S-RNase 様遺伝子 10 種類
のうちの二つを保持していた．残りの 8 品種・系統については，7 品種・系統は検証した S-RNase
様遺伝子の一つだけが検出され，1 品種（‘チャンドラー’ポメロ）については，どれも有してい
なかった．S-RNase 様遺伝子が二つ検出されなかった品種のうち‘黄金柑’と‘金柑子’につい
て，花柱より抽出した RNA を供試した RNAseq を行い，de novo assembly ならびに blastx による
機能予測を行うことによって，花柱で発現している T2 RNase 遺伝子配列を複数獲得した．これ
らの中から新規に 2 種類の S-RNase 様 T2 RNase 遺伝子を獲得した．これらの分布についても調
査を行った結果，最終的に 41 品種・系統について，それらが保持している S-RNase 様遺伝子の
ジェノタイプが明らかとなった． 
 
（3）交雑実生を用いた Sハプロタイプと T2 RNase の遺伝解析 
 過去の研究より‘ヒュウガナツ’と‘トサブンタン’は，S対立遺伝子を一つ共有しているこ

とがわかっている（Kim et al., 2011）．ここで‘ヒュウガナツ’と‘トサブンタン’の S 遺伝子型

を S1Sx，S1Sy としたとき，これらの個体間で交雑を行うと，自家不和合性反応により‘トサブ

ンタン’（S1Sy）×‘ヒュウガナツ’（S1Sx）では全て

の後代に Sx が遺伝し（第 1 図），‘ヒュウガナツ’

（S1Sx）×‘トサブンタン’（S1Sy）では全ての後代に

Sy が遺伝する．各後代における S-RNase 様 T2 RNase
遺伝子の有無を確認したところ，‘ヒュウガナツ’よ

り単離した HY9350 が Sx対立遺伝子の遺伝様式に合

致し，また‘トサブンタン’より単離した TBN21475
が Sy 対立遺伝子の遺伝様式に合致した（第 1 表）．

また，‘ヒュウガナツ’より単離した HY11692 は，

HY9350 および TBN21475 と同一遺伝子座上に存在

する対立遺伝子であることが強く示唆され，S1 対立
遺伝子に相当するものと考えられた． 

 
 ‘フォーチュン’も親個体であるクレメンティン，‘オーランド’とそれぞれ S対立遺伝子を

一つずつ共有している．検証に供試した7種類のS-RNase様T2 RNase遺伝子のうち，NUL54227，
OLD73566，OLD39583，NUL77026 が S対立遺伝子の遺伝様式と合致した． 
 
以上得られた結果は，全てカンキツ属植物の自家不和合性の雌ずい側因子が S-RNase である

ことに矛盾しない．よって，カンキツ属植物の自家不和合性は S-RNase によって支配されている

ものと結論づけた．また，中国の研究グループによっても同様の結論が報告されている（Liang 
et al., 2020）．Liang et al. (2020)では，S1〜S14-RNase 遺伝子が報告されており，本研究課題によ

って新たに HY9350 を S15-RNase，TBN21475 を S16-RNase，さらにこれまでに‘ハッサク’よ

り単離していた HSK19371 を S17-RNase と命名した． 
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第1表 ヒュウガナツとトサブンタンの正逆交雑後代実⽣群におけるS-RNase様T2 RNase遺伝⼦の遺伝と分離（Honsho et al., 2021）

1:1 3:1 1:1 3:1
HY16290 + + 58 23 0.0001007 0.4804 71 22 3.75E-07 0.7647
HY11692 + + 43 38 0.5785 5.25E-06 42 51 0.3507 3.02E-11
HY8523 + + 81 0 < 2.2E-16 2.04E-07 93 0 < 2.2E-16 2.58E-08
HY9350 + - 38 43 0.5785 5.29E-09 93 0 < 2.2E-16 2.58E-08
TBN10176 - + 39 42 0.7389 2.39E-08 38 55 0.07793 2.89E-14
TBN21475 - + 81 0 < 2.2E-16 2.04E-07 51 42 0.3507 7.118E-06

S-RNase様T2 RNase
遺伝⼦

ヒュウガナツ トサブンタン
ヒュウガナツ x トサブンタン 実⽣個体群 トサブンタン x ヒュウガナツ 実⽣個体群

有り 無し P  value (χ2 test) 有り 無し P  value (χ2 test)

 
第 1 図 S ハプロタイプを共有するトサブンタン

とʼヒュウガナツʼを交配したときの花柱に
おける不和合反応と後代集団での S ハプ
ロタイプの分離様式． 
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