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研究成果の概要（和文）：枝変わりを利用したカンキツの改変技術は農業上重要な手法であるがその変異発生機構は不
明である。そこで突然変異発生機構の解明を目的に温州ミカン５系統の全塩基配列情報を解読し、系統間で変異を示す
と思われる候補を数万件見いだした。変異発生の主因は複製時エラーと考えられ、検出された変異候補の大部分は非遺
伝子領域に見いだされた。このうち遺伝子領域の複数の変異に注目したところ、それらは新たな変異系統や珠心胚実生
でも見いだされて保持されていた。以上から、突然変異は組織内で高頻度で発生しており、消失する変異細胞もある一
方で一部は組織全体を置換するにいたり、その後は安定して維持されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Mutant selection is an important breeding technology, but the detail of mutation 
has not been understood. We evaluated whole genome sequences of five satsuma mandarin lines in order to 
identify the mutation among them. The sequence analysis identified more than 40,000 SNPs and 6,000 indels 
specific for individual mutant lines. Most of them were found in non-genic region, and observed mutation 
frequency suggested that replication error of DNA polymerase is a major cause of mutation. DNA markers 
developed from SNPs or indels located in genic region revealed their stable maintenance in posterior 
mutant lines, or in nucellar seedlings.These observations suggested frequent occurrence of mutation, but 
a few of them would substitute normal cell in a tissue, then maintained stably. No obvious increase of 
mutation detected on nucellar line also suggested that a random selection of existing mutant cells would 
be the major source of mutant in nucellar seedling.

研究分野： 遺伝育種科学

キーワード： 果樹　ウンシュウミカン　突然変異　枝変わり　ゲノム解読　多型検出　SNP　INDEL
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
果樹の交雑育種では両親と大きく異なる

特性を有する新規な系統が得られる反面、多
くの優れた特性を有していても少数の不良
形質のために淘汰されることも珍しくない。
そのため、既存優良品種の変異を見いだして
一部の特性を部分的に改良する突然変異育
種が重要な役割を担ってきた。これまでにリ
ンゴやニホンナシ、セイヨウナシ、ブドウ、
モモ、カキ、オウトウ、カンキツ等で果皮色
や種子数、自家不和合性、耐病性、果実成熟
時期、樹高など多くの形質に変異が見出され
た枝変わり系統が多数知られており、リンゴ
「ふじ」の着色系や耐病性を獲得した「ゴー
ルド二十世紀」、早生や極早生のウンシュウ
ミカン系統のように経済栽培上の重要品種
として位置づけられているものも多い。果樹
の突然変異に関しては、これまでブドウの着
色に関わる myb遺伝子の変異にレトロトラン
スポゾンが関わっている例（S. Kobayashi, 
et al. (2004) Science 304:982.）や、自家
不和合性をもつニホンナシ二十世紀の不和
合性遺伝子 S4が変異して自家和合型 S4sm と
なった「おさ二十世紀」などが知られている
が、永年生作物の自然突然変異の発生と維持
の過程は、いくつかの点で一年生草本植物と
は大きく異なる。モデル植物を含む一年生草
本植物では、変異を有する細胞から分化した
生殖細胞が種子形成時の組換えを経て種子
となり、その後個別の変異ごとに異なる淘汰
圧と、主に集団のサイズで規定される遺伝的
浮動により特定の集団内部で一定の割合で
保持されるか、または世代とともに失われる。
一方、栄養繁殖性の果樹では減数分裂を経る
ことなく比較的長期間にわたり成長を続け、
また接木等により多数のクローン苗が増殖
される。そのため、果樹では無限成長する１
本の巨大な仮想木の特定の枝の細胞に変異
が発生し、その細胞が組換えや後代での分離
を起こすことなく組織の中で維持され続け、
新たに生じた変異が時間とともに蓄積され
ていくと見なすことができる。仮想木モデル
では、多様な変異系統は独立した変異を生じ
た仮想木の異なる枝として理解することが
できる。一つの細胞に発生した突然変異は、
個別の突然変異の特性と環境との相互作用
に依存する淘汰圧は受けつつも、一つの仮想
木の組織内に一定の割合で存在し続ける場
合がある。その結果、着生枝の生長につれて
枝ごとに異なる突然変異が独立に発生して
蓄積し、変異を有する細胞と未変異の細胞と
がさまざまな存在比で含まれるキメラとし
て維持されると考えられる。しかし変異の発
生機構を包括的に検証した例は極めて限定
的であり、その原因には、遺伝解析の困難さ
に加え、キメラ性組織の中に不定な割合で存
在する突然変異を網羅的に探索するための
有効な技術が存在しなかったことが挙げら
れる。 
  研究代表者はこれまで、DNA マーカーを利

用した遺伝連鎖地図の構築と早期選抜マー
カーの開発や品種判別に取り組み、ゲノム情
報を活用したカンキツ類変異系統間での網
羅的な多型検出技術を独自に開発してウン
シュウミカンの変異系統を対象にその有効
性を確認した。本手法を利用して、キメラ性
を有する永年生果樹における系統間多型の
網羅的な探索が可能となり、変異個所を特定
して塩基配列を詳細に解析することで、どの
ような変異が生じたのかを分子レベルで明
らかにすることができる。また、突然変異の
発生部位を異なる塩基配列領域、異なる変異
系統間や珠心胚実生発生過程で比較するこ
とで、塩基配列領域ごとの突然変異発生の特
殊性と共通性の考察が可能になる。これらの
知見は永年生果樹に特徴的な突然変異の仕
組みを分子レベルで理解するだけでなく、植
物の突然変異そのものの理解にも貢献する
ことから、その積極的な推進を目的に本研究
計画を構想した。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、ウンシュウミカンを対象

とする以下の 3項目の研究から、突然変異を
生じた部位の変化とその周辺の構造を分子
レベルで解析し、変異発生過程の特徴をあき
らかにすることにより、果樹の突然変異の発
生に関する、基礎的だが重要な知見を得るこ
とを目的とした。 
(1)本研究で主な解析対象とするウンシュウ
ミカンに適した大規模、かつ高精度の新たな
分析基盤を構築する。その利用により、変異
系統間での多型を検出し、系統識別に有効な
DNA マーカー開発のための知見を集積する。 
(2)検出された系統間多型を示す複数の領域
について、系統ごとに塩基配列を決定して変
異部位を特定し、どのような突然変異が発生
したのかを個別に検証する。同時に、変異が
発生した複数の領域を相互に比較すること
で、突然変異発生の背景にある共通性につい
ても検証を行い、系統判別のための DNA マー
カーを開発する。 
(3)カンキツの珠心胚形成過程に注目し、珠
心胚実生中に出現する変異がもとの枝変わ
り系統に蓄積されていたキメラ性が解消さ
れた結果であるのか、それとも珠心胚の発生
過程で発生した新たな突然変異によるもの
であるのかを、具体的に検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)カンキツ変異系統の多型検出技術の高精
度化と系統間の多型検出 
次世代DNAシーケンサを基盤とする高精度

な網羅的多型検索技術を利用し、突然変異検
出条件を最適化してウンシュウミカンの変
異系統間多型を検出する。 
(2)突然変異系統間での変異発生部位の解析 
検出された多型をゲノム情報と対応づけ、

その構造解析から突然変異発生部位を特定
してその特徴を明らかにする。 



(3)珠心胚発生過程をモデルとする変異伝達
過程の解析 
ウンシュウミカンの珠心胚実生個体を複

数養成し、１と２の知見をもとに、体細胞突
然変異と珠心胚形成過程で発生する突然変
異の共通性と特異性を検証する。 
 
４．研究成果 
(1)カンキツ変異系統の多型検出技術の高精
度化と系統間の多型検出 
本研究の構想時は、研究代表者が開発した

CGH 法による網羅的なゲノム多型検出法の利
用を想定していたので、その大規模化にまず
着手した。しかしその後、次世代型 DNA シー
ケンサの能力が向上し、低価格化も進んだこ
とから次世代DNAシーケンサを利用した研究
実施に計画を変更した。この変更により、多
型検出の精度と網羅性の飛躍的な向上が期
待された。 
次世代 DNA シーケンス技術（NGS）を用い

て、ウンシュウミカン５系統（‘宮川早生’、 
‘三保早生’、‘上野早生’、‘青島温州’、 
‘山下紅温州’）とヒュウガナツ２系統（普
通系、‘室戸小夏’）の全配列を得て、カンキ
ツ‘クレメンティン’半数体の参照配列にマ
ッピングした。標準的な NGS 解析手法を用い
た解析から、それぞれ約 5 万の一塩基多型
（SNP）が検出されたが、検出された多型は
その後の確認実験で再現されないものがほ
とんどであった。その原因として、多型検出
条件が最適化されていないことと、使用した
参照配列がウンシュウミカンとは異なる品
種のものであることが考えられた。そこで、
NGS データ解析法を再検討するとともに、並
行して進めていたカンキツゲノム解析（国立
遺伝学研究所中村研との共同研究）の成果と
して得られたウンシュウミカン全配列情報
を利用して、多型の検出と高精度化を試みた。 
 

図１ 栄養繁殖性作物における変異の発生
と蓄積、表現型変化へのモデル 
細胞内に蓄積する変異を▲、▼で示す。 
 
多型検出の高精度化では、NGS データ解析

条件の検討から、後述するゲノム内に長期間

にわたり蓄積されたランダムな変異（その多
くは特定の組織、系統に固有なもの）が検出
精度に影響することが示唆された。すなわち、
種子繁殖性植物では種子形成時にゲノム内
の特定部位に生じた変異の多くは失われて
いくが、栄養繁殖されるカンキツでは組織内
に残存し、経時的に大量の変異が蓄積されて
いくと考えられる（図１）。また、同一の系
統に由来する後代系統のゲノムでは、共通す
る変異が保持されていることが期待される。 
ゲノム中のある部位に生じた変異を細胞

ごとに評価することは困難であるが、変異を
有する細胞が組織内に占める割合は変異の
発生直後ではゼロと見なされる一方、形質の
安定した系統ではほぼ全細胞が変異細胞に
置換される結果、組織内構成比が 1に近づく
ような連続分布を示すと想定される。その結
果、通常の NGS 解析では多型を示すリード数
の比が1:1であればヘテロ型と判定されるが、
突然変異が蓄積された組織の場合、ある塩基
に注目すると多型を示すリード数は1:1から
外れるものも一定数存在することになる。そ
のため、NGS データの解析では多型の存在比
が必ずしも1:1ではないものも検出対象とす
るように変更した。この結果、誤検出の可能
性も同時に高まるが、組織内で必ずしも優勢
でないような変異であっても検出感度が向
上することが期待された。 
ウンシュウミカンの全塩基情報の利用で

は、事前情報無しで構築された全配列とそこ
から予測された遺伝子情報を利用し、複数の
多型検出条件を比較して最適化した条件で
系統固有多型の検出を試みた結果、ウンシュ
ウミカンでは約 150 万の、ヒュウガナツでは
約 340 万の SNP が検出された。検出された多
型には系統固有の変異のほか、祖先細胞から
受け継いだ系統間に共通する多型や、特定組
織に固有の一過的な変異、さらに NGS 解析、
または解析ソフトウェアに起因する固有の
エラーが含まれていることから、検出された
多型を総当たりで比較して複数の系統間で
共通するものをすべて除外した。その結果、
ウンシュウミカンで 5万前後の SNP を、ヒュ
ウガナツでは約 40 万の SNP が検出された。
同様に、挿入欠失多型（INDEL）は、ウンシ
ュウミカンで 6,000 前後、ヒュウガナツで約
40,000 検出され、SNP と比較するとその頻度
はおよそ 1/8～1/10 であった。検出された系
統固有多型数から推定されたSNPの発生頻度
は約 1.4x10-4/塩基であり、一般に知られてい
るDNAポリメラーゼの複製時エラー発生頻度
よりも２桁ほど高い結果となったが、これは
長年にわたり複数の多型が組織内に繰り返
し蓄積されてきた経過を反映しているもの
と考えられた。なお、対照として用いたヒュ
ウガナツでは系統間比較による系統固有多
型選抜の効果は確認出来たものの、２系統の
みの比較ということもありウンシュウミカ
ンと同程度にまで多型数を減少させるには
至らなかったことから、以後の解析ではウン



シュウミカンを主な対象とした。 
 
(2)突然変異系統間での突然変異部位の解析 
  前項で検出されたウンシュウミカンの SNP
と INDEL 多型について解析した。ウンシュウ
ミカンでは SNP のうち約 13%が遺伝子領域に
見いだされ、これは予測されたゲノム中の遺
伝子構成比に近い結果であった。一方で
INDEL では約 17%となり、SNP よりもやや頻度
が高い傾向が認められた。SNP と INDEL の存
在比は対照としたヒュウガナツでも同様の
結果であった。検出された多型は大部分がヘ
テロ型の多型であり、ホモ型多型の割合は全
体の 1％前後と低かった。また、検出された
INDEL の挿入欠失長は±1bp を極大とする分
布を示したが、挿入または欠失について系統
間で一定の傾向は認められず、ほぼ同程度の
確率で発生しているものと推察された。検出
された多型のうち、遺伝子領域内の Exon 領
域内多型の割合は SNP で約 5.3%、INDEL で約
3.8%であり、想定される全 Exon のゲノム構
成比（約 8%）よりも低かった。 
以上のように、長期間にわたり栄養繁殖さ

れてきた果樹ではその間に大量の変異がゲ
ノム中に蓄積している予想を強く裏付ける
結果が得られた。SNP 多型が INDEL 多型の約
10 倍の頻度で発生していること、さらに、そ
の頻度からゲノム内のほぼ全ての場所でラ
ンダムに発生していると考えられたことか
ら、観察された現象は相同染色体のホモ型塩
基のうちの一方がDNAポリメラーゼの複製時
エラーにより塩基置換または数 bp の挿入・
欠失を起こして変異する、想定されているモ
デルとよく適合した。多型の大部分はヘテロ
型であったことから、相同染色体の一方に生
じた変異は、減数分裂過程での対合が起きな
い結果、ヘテロ性が維持された状態でゲノム
内に保存されると考えられた。すでにヘテロ
型であった領域に同種の変異が再度生じて
ホモ化するケースも想定されたが、確認され
た頻度から実際には極めてまれなケースと
考えられ、シーケンサのエラーやノイズと明
確に区別することは困難であった。見いださ
れた多型の頻度が高いことは、遺伝子領域外
で発生した多型は生物の生存に対してほぼ
中立なものであることを強く示唆した。しか
し遺伝子エクソン領域で見いだされた多型
数はそれ以外の領域のものよりもやや低い
傾向にあったことから、遺伝子のエクソン領
域で発生した多型には生存に影響するもの
も一定程度あり、それが淘汰圧となって検出
比の違いとして現れたと考えられた。さらに、
エクソン内で見いだされた多型の割合は SNP
よりも INDEL で低く、このことは一塩基の置
換よりも数塩基の挿入・欠失により生じるフ
レームシフトが表現型に大きな効果をもた
らし、その結果として淘汰圧を高めたものと
理解された。 
  以上の知見をもとに、ゲノム配列情報等を
参照して検出された SNP と INDEL のうち、遺

伝子領域に見いだされたヘテロ型から十分
なリード数で支持されるものを選抜し、ウン
シュウミカン 22 系統を対象に PCR による変
異の確認を試みた。蛍光 DNA シーケンサを用
いたフラグメント解析から、対象とした 74 
INDEL 中 4 INDEL で、また、10 SNP 中、2 SNP
で多型が確認された。検出された多型には始
めに多型が見いだされた系統以外でも検出
されたものが複数あったことから、今回多型
が検出されたものはその起源が古く、組織が
多型細胞でほぼ置換されたものであること
が示唆された。しかし解析対象の一部でのみ
実際の多型が検出されたことは、今回行った
系統固有多型の検出が５品種の総当たり比
較では十分でなかったことを示唆しており、
対照品種数を増やすことで精度の向上が期
待される。一方で、組織内が変異細胞で完全
に置換されていない、キメラ性が維持されて
いる場合に期待されるような多型ピークの
存在比が1:1から外れるようなものは今回の
解析では見いだされなかった。NGS データの
解析時に系統間の総当たり比較を行い、系統
間で共通するものを積極的に排除したこと
や、多型検出の閾値を下げるとランダムノイ
ズが増えるために一定値以下に下げること
が困難であったことが影響していると考え
られ、キメラ状態にある多型の検出について
は今後の課題である。 
 
(3)珠心胚発生過程をモデルとする変異伝達
過程の解析 
  カンキツでは多胚性を利用して、珠心胚実
生の中から新たな変異を獲得した実生の選
抜が行われてこれまでにいくつもの珠心胚
実生系統が選抜・確立されてきた。しかし珠
心胚実生で見いだされる多型がキメラ性の
解消により従来から存在した多型が顕現し
た結果であるのか、それとも珠心胚形成時に
新たな変異が誘発されたためであるかにつ
いては全く知見が無かった。今回解析対象と
した系統のうち、‘宮川早生’とその珠心胚
実生である‘三保早生’との比較では、それ
ぞれの系統に固有と考えられる SNP と INDEL
数は枝変わり系統との間で明確な違いが認
められなかったことから、珠心胚形成時に変
異発生確率が向上することを示唆する結果
は得られなかった。 
これとは別に、‘青島温州’にナツダイダ

イ花粉を受粉して得た実生のうち、SSR マー
カーで珠心胚実生であることを確認した 55
実生個体について、‘青島温州’に固有の SNP
および INDEL 多型の挙動を検証した結果、こ
れらの個体ではすべて‘青島温州’と同様に
ヘテロ性が維持された状態で見いだされた。
この結果を従来から提唱されている３層モ
デルに適用すると、今回検定した‘青島温州’
に固有の多型を保有する変異細胞は、少なく
とも生殖細胞の起源となる第２層を構成す
る細胞の大部分を占めており、その細胞に由
来する珠心胚が形成された結果、珠心胚実生



においても‘青島温州’に固有の多型が維持
されたと考えられた。この結果はまた、変異
によりヘテロ化した多型は減数分裂による
組換えを受けないためにヘテロ性が維持さ
れるという、従来からのモデルと矛盾しなか
った。 
以上の結果から、珠心胚実生で観察される

変異は珠心胚形成時に新たな変異が生じた
ためではなく、原系統の組織内で維持されて
きた変異細胞のうち、第２層に存在している
ものが珠心胚形成を経る際に全組織を置換
して固定され、その結果として形態変化をも
たらしたと考えられた。 
 
(4)まとめ 
  本研究より、次のことが明らかとなった。 
①従来、表現型として現れる変異の発生がま
れであることから、ゲノム中の変異発生確率
も低いものと考えられてきたが、NGS 解析か
ら、実際には非常に多くの多型がカンキツ組
織内に蓄積されていることが明らかとなっ
た。 
 
②検出された多型は相同染色体のうちの一
方に偶発的に検出されたことから、これらは
DNA ポリメラーゼの複製時エラーによるもの
と考えられた。検出された多型はカンキツの
参照ゲノム配列に位置づけられており、ゲノ
ム情報を参照した検証が可能となった。 

 
図２ 本研究から推定されたカンキツ組織内
の変異の発生と蓄積・消失、および珠心胚実
生形成による変異固定化のモデル 
 
③遺伝子外領域に発生した変異の多くは遺
伝的にほぼ中立で強い淘汰を受けないこと
が示唆されたが、遺伝子領域のうち、特にエ
クソン領域で見いだされる多型の頻度は遺
伝子外領域のものよりも低かったことから、
遺伝子領域内に生じた多型の一部は淘汰を
受けているものと考えられた。さらに、遺伝
子領域内で発生した変異のうち、淘汰を受け
なかったものの一部が表現型に変化をもた
らす原因であると推定された（図１）。 
 
④栄養繁殖を続ける間、異なる変異を有する
さまざまな細胞が組織内に徐々に蓄積し、一
部は機会的浮動により消失するものの、時間
とともにその種類、構成比は変化すると考え
られた（図２の１～３）。 
 
⑤組織内に蓄積された変異細胞のうち、組織
を寡占するまでになったものの一部に表現
型の変化が認められるようになれば、人間に
「枝変わり」として認識されるようになる
（図２の４、５）。この時点では表現型に直
接変化をもたらした変異細胞以外の他の変
異細胞や、表現型変化には直接関与しない変
異も組織内に残存している。NGS 解析では非
常に多くの多型が検出されたものの、系統固
有と見なせるものはそのうちの約 4％と限定
されており、この推定を裏付けるものである。 
 
⑥珠心胚実生の形成時に突然変異発生確率
が顕著に高まることを示唆する結果は得ら
れなかったことから、珠心胚実生から選抜さ
れる変異系統は、その原系統の組織中に存在
していた変異細胞が選抜されて固定化され
た結果、形質が安定化して表現型に違いをも
たらすものと考えられた（図２の６）。 
 
⑦NGS 解読の結果から、系統固有の多型を特
異的に検出することができるDNAマーカーを
複数開発することが出来た。設計したマーカ
ー中、実際に多型を検出出来た割合はそれほ
ど多くはなかったが、これは事前の系統間比
較で系統固有と判断されたものの中にNGSの
エラーや不安定な変異細胞に由来する多型
がまだ残されていることが原因と推定され
た。しかし系統間比較による非特異的多型排
除には大きな効果があることから、NGS 解析
の低コスト化にともない、より多くの系統間
で評価することで、系統固有多型の検出精度
が高まるものと考えられる。また、キメラ性
の評価に利用できるDNAマーカーを開発する
には至らなかったが、これは組織内の変異細
胞の種類や構成比が不安定であることや、
NGS 解析でリード数の微妙な変化を検出する
ことが難しいなどの原因が考えられた。今後



さらにデータ数を増やして最適化を図るこ
とで、より多くの DNA マーカーを開発するこ
とが期待される。 
 
⑧これらの結果はまた、突然変異で獲得され
た形質が交雑により後代に遺伝する可能性
を暗示するものの、表現型の発現には多くの
遺伝子が関与しており、特定の突然変異がも
たらす効果については今後それぞれの遺伝
特性を慎重に評価する必要がある。 
 
以上のように、本研究課題は当初想定して

いたモデルを検証するだけでなく、系統固有
な多型検出に有効なDNAマーカーを開発する
ための手法を確立するなど突然変異発生機
構解明を通じて園芸研究と基礎科学に大き
く貢献する成果を得ることが出来た。今後は
検出された変異周辺の情報をより詳細に解
析することで、突然変異の発生と組織内での
拡大と固定に関わる知見の充実を図る。 
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