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研究成果の概要（和文）：オオムギ野生種(Hordeum bulbosum)は、独立二遺伝子座(Sおよび Z)
支配の自家不和合性を有している。本研究では、新たな花粉側 S遺伝子候補を探索するため、

雌ずい側 S遺伝子の有力候補 HPS10 遺伝子周辺のゲノム塩基配列解析を行った。S1および S3ハ
プロタイプから単離した当該ゲノム領域のクローンコンティグ(50kb および 67kb)の全塩基配

列を決定し、遺伝子の予測および発現解析を行った。その結果、HPS10 遺伝子近傍にはハプロ

タイプ間で多型に富むゲノム領域が存在すること、また当該領域内に生殖器官で発現している

遺伝子のあることが明らかとなった。さらに、上記のゲノムシーケンスデータを用いた花粉タ

ンパク質のプロテオーム解析から、自家不和合性の認識因子として機能しうる推定タンパク質

が新たに見出された。 

 
研究成果の概要（英文）： Hordeum bulbosum, a wild species of barley, possesses 
self-incompatibility (SI) controlled by unlinked two loci, S and Z. To search for a new 
candidate gene encoding the pollen S determinant, we conducted sequence analysis of the 
genomic region around the HPS10 gene, a promising candidate of the pistil S gene. DNA 
sequences of genomic clone contigs obtained from S1 and S3 haplotypes (50kb and 67kb, 
respectively) were completely determined and then subjected for prediction of genes and 
expression analysis. The results showed the presence of polymorphic genomic regions 
around HPS10 gene between two S haplotypes, where several genes expressed in reproductive 
tissues were detected. Furthermore, proteome analysis of the pollen proteins combined 
with the above-mentioned sequence data newly identified putative pollen proteins that 
may function as a recognition molecule of the SI. 
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１．研究開始当初の背景 
 自家不和合性は、自己と非自己の花粉を識
別し、非自己花粉での選択的な受精により他
殖を促進する被子植物特有の生殖機構であ
る。いくつかの双子葉植物では自家不和合性
の認識特異性を決定する遺伝子（S 遺伝子）
の実体が明らかとなり、分子レベルで 3種類
の異なる自家不和合性機構が発見されてい
る。これらの機構において、雌ずい側と花粉
側の認識特異性を決定する遺伝子は異なり、
S 遺伝子座はそれら 2 種類の遺伝子が座乗す
る複合遺伝子座であることが明らかとなっ
ている。一方、単子葉植物の自家不和合性遺
伝子の単離・同定はなされていない。イネ科
（Poaceae）の自家不和合性は、ムギ類、エ
ンバク、ライグラス(牧草)などが属するイチ
ゴツナギ亜科内にみられ、独立二遺伝子座の
S および Z 複対立遺伝子支配による配偶体型
の遺伝様式を示すことが知られている。この
二遺伝子座 S－Z型の自家不和合性では、S 遺
伝子と Z遺伝子の相補的な相互作用によって
自家不和合性の自他認識が決定される（S、Z
双方の遺伝子型が雌雄で一致すると不和合
となる）。この独自の遺伝機構と単子葉植物
の進化的位置を考えあわせると、イネ科植物
の自家不和合性には、前述の双子葉植物の単
一 S遺伝子座のシステムとは異なる新たな自
他認識機構が関与していると推定される。以
上の観点に基づき、申請者は、オオムギ近縁
野生種、Hordeum bulbosum (二倍体)を用い
て、自家不和合性遺伝子、とくに S 遺伝子の
単離・同定を目指して研究を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
 イネ科植物に固有の自家不和合性遺伝子
を同定し、植物の自家不和合性における新た
な自他認識機構を発見・解明すること、さら
に栽培化遺伝子としての視点から自家不和
合性遺伝子の多様性を進化遺伝学的に解析
し、イネ科作物、とくにムギ類における野生
種から栽培種への進化に関する新知見を得
ることが研究全体の目的である。その中で本
研究課題では、オオムギ野生種 (Hordeum 
bulbosum)から単離した雌ずい側 S 遺伝子の
有力候補(HPS10)を起点として、当該遺伝子
座周辺のゲノム塩基配列の網羅的解析を行
うことで花粉側 S遺伝子候補の単離を進める
とともに、候補遺伝子の自家不和合性におけ
る認識決定因子としての機能証明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) S 遺伝子座周辺領域のゲノムシーケンス
解析。オオムギ野生種(H. bulbosum)の S1お
よび S3ハプロタイプから単離した候補 S遺伝
子(HPS10)を含むゲノム DNA 領域（コスミド
コンティグ）の全シーケンスを決定する。2

つのゲノムシーケンスの比較から、多型に富
む領域と保存領域との境界を検出し、S 遺伝
子座が座乗するゲノム領域を絞り込む。 
(2) 新たな候補遺伝子の探索と単離。(1)で
決定したゲノムシーケンスの遺伝子予測お
よび発現解析に基づき、新たな花粉側 S遺伝
子候補を探索し、得られた候補遺伝子の cDNA
クローンの単離および Sハプロタイプ間での
配列多型性の調査を行い、S 遺伝子候補とし
ての妥当性を検証する。 
(3) 花粉タンパク質のプロテオーム解析。新
たな花粉側 S因子同定のためのアプローチと
して、S1および S3ハプロタイプの成熟花粉か
ら抽出したタンパク質を、疎膜画分および細
胞質画分に分画した後、ESI-MS/MS装置を用
いて分析し、花粉タンパク質のプロテオーム
解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) S 遺伝子座周辺領域のゲノムシーケンス
解析。S1および S3ハプロタイプの HPS10遺伝
子周辺ゲノム領域のクローンコンティグの
全塩基配列(50kb および 67kb)を決定した。
Harr plot 解析により、2 つの S ハプロタイ
プ間で相同性が高い 4つの領域が検出される
とともに、HPS10 遺伝子近傍に多型に富む領
域の存在することが明らかとなった。 
(2) 新たな候補遺伝子の探索と単離。 
①GeneMark および RiceGAAS プログラムによ
って推定された ORFのうち、S1および S3にお
いてそれぞれ 4 個の ORF の発現を確認した。
このうちの 1つ S1-GM13は、発現量は低いも
のの葯特異的発現を示し、HPS10 近傍に位置
することから、花粉側 S遺伝子の候補となる
可能性が示唆された。 
②HPS10 遺伝子に隣接し、生殖器官で発現す
る DUF247遺伝子(S1および S3-DUF247)につい
て、実際の転写領域が推定 ORF領域とは異な
ることが判明した。この DUF247 遺伝子の転
写領域を決定するため、3’RACE 解析を行っ
た結果、1 つのエキソンからなる転写産物
(DUF247a)と、2つのエキソン構造を持つ転写
産物(DUF247b)の主に 2 種類の転写産物が存
在することが明らかとなった。また、DUF247b
の第 2 エキソンは HPS10 mRNA の相補鎖に部
分的にオーバーラップすることが示された。 
③DUF247 遺伝子の各転写産物から翻訳され
る推定アミノ酸配列を S1 および S3 ハプロタ
イプ間で比較すると、DUF247a は 79%の相同
性を示し C末端領域が保存されていたのに対
して、DUF247b では第 2 エキソンにコードさ
れる C末端部分に多型領域のあることが示さ
れた。また発現パターンに関して、DUF247a
が全組織で発現するのに対して、DUF247b は
生殖器官特異的(S1では雌ずい、S3では葯と雌
ずい)発現を示した。さらに、S1ハプロタイプ 



 
では葯で特異的に発現するもう 1つの転写産
物(DUF247c)が存在することが示された。こ
れらの結果から、生殖器官特異的に発現する
転写産物にコードされる DUF247 タンパク質
は新たな S決定因子の候補になりうるが、花
粉側 S 因子の候補と考えるには、S1-DUF247c
のような葯特異的なスプライシング産物が
他の S ハプロタイプにも存在するかどうか、
今後さらに詳しく調査する必要があると考
えられた。 
 (3) 花粉タンパク質のプロテオーム解析。
S1および S3ハプロタイプの成熟花粉から抽出
したタンパク質を、疎膜画分および細胞質画
分に分画した後、ESI-MS/MS 分析を行った。
(1)で決定した HPS10 遺伝子周辺ゲノム領域
の塩基配列をデータベースに用いて MASCOT
検索を行った結果、当該ゲノム領域上にある
いくつかのペプチド配列が同定された。これ
らの配列の相同性検索を行ったところ、ゲノ
ム塩基配列のみを用いて解析した際に予測
された既知の ORFとは異なる新規 ORFが多数
検出された。また、これらの翻訳タンパク質
の中には、シグナル伝達や細胞間認識に関与
し、自家不和合性の認識因子として機能する
可能性のあるタンパク質が新たに見出され
た。これらの新たな ORF 情報は、今後、各 S
ハプロタイプの花粉で発現している cDNA の
解析から花粉側 S遺伝子候補を絞り込むため
に有効であると考えられた。 
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