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研究成果の概要（和文）：本研究では花粉数を制御する遺伝子を解析し、その知見を作物へ応用することを目的
とした。まず、花粉数を効率的に計測する手法を確立した。ゲノムワイド関連解析やゲノム編集などを行い、花
粉数を制御する遺伝子RDP1を同定した。トランスクリプトーム解析を行い、RDP1変異体で発現変動する遺伝子を
明らかにした。数多くのゲノム編集個体を作製する過程で効率的にゲノム編集個体を選抜できる手法PRIMAを開
発した。さらに無花粉スギMS4遺伝子座を解析し、TKPR1遺伝子の1塩基置換が無花粉スギの原因であることを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed high-throughput pollen counting method. We found
 RDP1 as pollen number controlling gene by using GWAS and genome-editing. Transcriptome analysis 
revealed DEGs in RDP1 mutant. We developed PRIMA, which is enable to distinguish 1-bp difference by 
PCR and electrophoresis. Furthermore, we identified the causal gene of MS4 in Japanese cedar.

研究分野：植物分子生物学、植物育種学、花粉学

キーワード： 花粉　花粉数　ゲノム編集　ゲノムワイド関連解析　シロイヌナズナ　スギ　花粉症　ジェノタイピン
グ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
花粉数は植物にとって次世代の子孫数に直結するため植物学上基本的かつ重要な形質である。一方で花粉症は世
界中で問題になっており、花粉形成の遺伝子を解析することは社会的な意義も大きい。本研究によってモデル植
物シロイヌナズナから植物で初めて花粉数を制御する遺伝子の同定に成功し、さらに自殖植物では花粉数が少な
い方が正の選択を受けていることを示唆する結果が得られた。さらに日本で最も重大な花粉症の原因であるスギ
花粉の無花粉スギの原因遺伝子の同定にも成功した。これらの結果は今後の花粉数研究の基盤となるとともに、
無花粉スギのさらなる普及にも貢献するものと考えられた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
植物において雄性配偶体である花粉数を制御することは生存戦略上重要な形質である。例えば、
他家受粉を行う植物において、多くの花粉を生産する個体はより多くの他個体と受精すること
ができる。一方で自家受粉を行う植物では、自個体が生産する胚珠には限りがあるため、過剰な
花粉数を生産する個体は無駄なエネルギー投資を行っていることになり生存に不利だと考えら
れる。実際に自然界において自殖率が増加すると花粉数が少なくなるということが観察されて
おり(Inoue, Plant Species Biology 1990; Charnov, Princeton University press, 1982) 、
植物は形質や環境に対応して花粉数を柔軟に変化させていると考えられている (Tsuchimatsu 
and Shimizu, Annu. Rev.Ecol. Evol. Syst. 2015)。このように、植物には花粉数を制御するシ
ステムが存在すると考えられていたものの、実際に花粉数を制御する遺伝子を同定した例は今
までになかった。 
 
２．研究の目的 
(研究 1) 本研究では、花粉数を制御することが明らかになりつつあった RDP1 を花粉数制御遺
伝子として決定し、さらにその遺伝子を詳細に解析することでどのように花粉数が変わるかを
考察することを目的とした。 
 
(研究 2) 花粉数は農業分野・医療分野においても重要な形質である。現在、多くの作物は F1ハ
イブリットによって作出されているが、この場合雄親に関しては大量の花粉が必要になる一方
で雌親に関しては F1 ハイブリット作物の純度を保つ上では花粉を全く生産しないことが望ま
しい。さらに花粉数は我々の健康を保つ上でも重要な形質である。近年、花粉症患者は増加し続
けており、約半数の東京都民がスギ花粉症有病者であるという推定がされている(東京都による
花粉症患者実態調査, 2017)。一方で花粉数を効率的に計測する手法がこれまでになかったこと
から、実際にスギやコムギの１花がどのくらいの花粉数を生産するのか、また、系統間差はある
のかなどは全く不明であった。このことから本研究では幅広い植物に適用できる効率的な花粉
数の計測法を確立し、さまざまな植物の花粉数研究の基盤を構築することを目的とした。 
 
(研究 3) 日本では花粉と聞くと、スギ花粉を連想する人も多い。これはスギ花粉症が日本で最も
重大な花粉症であることが原因であろう。実際に花粉症患者は年々増加傾向にあるという報告
もあることから、スギ花粉を解析することは学術的にも社会的にも意義深い研究である。本研究
では無花粉スギの原因遺伝子座MS4の原因遺伝子の同定を目的に研究を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(研究 1) シロイヌナズナ 144 系統から花粉数を計測し、ゲノムワイド関連解析およびゲノム編
集、in situ hybridization, 統計進化学的解析を行い、RDP1 遺伝子の機能を明らかにした。さ
らに RDP1 変異体について、発現変動する遺伝子を明らかにする目的で、シロイヌナズナの野生
型と RDP1 変異体の花芽から RNA を抽出し、次世代シーケンサーで解析し、GO解析を行った。 
 
(研究 2) シロイヌナズナで確立した花粉数計測法を幅広い植物種に適用できるようする目的で、
葯や雄花から効率的に花粉を抽出できる手法を検討した。ここで確立した改良法を用いてスギ
26 系統 523 サンプルの花粉数を計測し、さらにサンプリング条件(系統、1雄花あたりの花粉数、
花粉サイズ、1 雄花あたりの重量、着花方角、着花高)を統計モデリング手法 pSEM（piecewise 
Structural Equation Modeling: 区分構造方程式モデリング）により解析することでどの条件
が花粉数を変化させることに重要なのかを検討した。 
 
(研究 3) 無花粉スギ MS4 遺伝子座の原因遺伝子の同定を目的に、花粉の観察、RNA-seq データ
の解析、RT-PCR および in situ hybridization 解析、形質転換実験による機能証明実験を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(研究 1) シロイヌナズナ 144 系統のゲノムワイド関連解析やゲノム編集などによる機能解析に
より RDP1 遺伝子が花粉数を制御する遺伝子であることを植物で初めて示した(図 1)。さらに進
化学的な解析により、花粉数の少ないアリルの RDP1 近辺の領域は組み替えが抑制されており、
正の選択を受けていることが明らかになった。これは自殖植物であるシロイヌナズナでは花粉
数が少ないことが有利であると考えられていた進化理論を支持する結果であった(Tsuchimatsu 
& Kakui et al. 2020 Nature Communications)。この研究は国内・国外でも大きく取り上げら
れ、5以上のメディア報道、2つの招待解説記事の依頼を受けるなど学術的にも社会的にも大き



く取り上げられた研究であった。 

図 1 研究 1のまとめ 
 
(研究 1-2) シロイヌナズナで数多くのゲノム編集個体を作製する中で、効率的にゲノム編集個
体を検出する手法を開発した。これまで、野生型配列と 1 塩基挿入・欠失配列を見分けるには
Sanger sequencing, PCR-RFLP, Cel-1 assay, 蛍光プライマー法などがあったが、安価・迅速に
1塩基挿入・欠失配列を見分けることが難しかった。そこで我々はHMA法(Heteroduplex Mobility 
Assay: ヘテロ二本鎖移動度分析)を改良し、5塩基欠失の配列をプローブとして用いることで 1
塩基挿入・欠失配列を判別することができることを明らかにした。さらにプローブの条件を検討
し、40mer の 1 本鎖 DNA でプローブが機能することを確認した(図 2)。これにより DNA オリゴと
して、プライマーを注文するのと同様の手軽さでプローブを取得することができるようになっ
た。これらの研究内容を論文としてまとめ(Kakui et al. 2021 Sci Rep)、さらに実験医学誌の
招待を受けたためプロトコル文を寄稿した(角井ら 2022 実験医学)。国際特許も取得した(チュ
ーリヒ大学と横浜市立大学による国際特許出願、PCT/EP2020/072434)。 

図 2 40mer の 5 塩基欠失をもつ短い一本鎖 DNA で 1塩基挿入・欠失配列を識別できる 
 
(研究 2) 研究 1でシロイヌナズナで確立した花粉数計測法(Kakui et al. 2020 Methods in Mol 
Biol)について、これまでは熱によって開葯させていたものの、スギやコムギではこの方法は花
粉が抽出できないことがわかった。そこで花粉を確実かつ効率的に抽出する方法を条件検討し
たところ、ペッスルで軽く葯や雄花を押しつぶすことで効率的に花粉を抽出することができる
ことがわかった。スギでさらに条件検討を行い、最適な花粉計測プロトコルを作成できた(図 3, 
Kakui et al. 2020 Plant Methods)。この手法を用いてスギ 26系統 523 サンプルの雄花を計測
し、系統間差を明らかにするとともに pSEM によってどのような条件で花粉数が影響を受けるの
かを検討した。その結果、計測した系統内では系統間差が 3倍以上あり、1雄花あたり 10-30 万
粒の花粉を生産すること、花粉数は系統・雄花重量・花粉サイズ・着花方角に影響を受けること
がわかった。これまでは系統によって花粉数が変わることは報告があるものの、花粉サイズや着



花方角の影響はあまり考慮されてこなかったため、今後少花粉スギ系統を選抜する上でこれら
の条件を含めて検討することが重要だと考えられた。 
図 3 花粉計測プロトコル 

 
(研究 3) 無花粉スギの MS4 遺伝子座の原因遺伝子の同定を目的に研究を行った。まず ms4 変異
体からごくわずかに生産される花粉を観察したところ、花粉壁構造に異常が見られること、花粉
小胞子期に明らかな異常が見られることがわかった。続いて ms4 ホモ(ms4/ms4)とヘテロ
(Ms4/ms4)の後代 94 個体を用いて連鎖解析を行ったところ、10Gb をもつスギゲノムから MS4 遺
伝子座を 7.65Mb まで絞り込むことができた。この領域内に含まれる遺伝子を探索したところ 67
個の遺伝子が含まれることがわかった。RNA-seq や発現解析によりそのうちの 1 つの遺伝子、
TKPR1 が雄花で特異的に発現していることがわかった。TKPR1 はシロイヌナズナやイネで花粉の
形成に必須であることがわかっており、これらの植物での TKPR1 の変異体は花粉壁に異常が生
じること、花粉小胞子期に顕著な異常が見られることがわかっており、これらのことは、スギ ms4
変異体の原因は TKPR1 であることを支持する。スギ TKPR1 が MS4 の原因遺伝子であることを確
かめる目的で、シロイヌナズナの TKPR1 の変異体にスギ TKPR1 配列を導入し、花粉の有無を確認
することでスギ TKPR1 配列の機能証明を行った。その結果、スギ TKPR1 の野生型配列を入れた場
合は花粉生産がされたのに対して、ms4 変異型の TKPR1 を入れた場合は花粉生産が回復しないこ
とが明らかになった。さらに TKPR1 の 1 塩基を置換するだけで花粉生産の有無が制御されてい
ることが明らかになった。これらの結果をまとめ、現在論文を投稿中である(preprint を bioRxiv
にて閲覧可能)。この研究に関して日本育種学会第 141 回講演会の記者発表課題に選出され、朝
日新聞にも掲載された（朝日新聞、3/23 夕刊）。 
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