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研究成果の概要（和文）：古くより，高次倍数性のカキ（Diospyros kaki）の雌雄混株性に関する研究が行われ
てきたが，その雌雄の制御機構に関してはほとんど知見が得られていなかった．本研究では次世代シークエンス
解析を活用することにより，雌雄異株性の二倍体種マメガキ（D. lotus）の雌雄異株性は，小分子RNA遺伝子
（OGI）による転写因子MeGIの発現抑制を通じて行われていることを明らかにした．引き続いて栽培ガキのゲノ
ムと発現解析を行い，栽培ガキでは OGI上流への転移因子の挿入によるOGI発現の不安定化とMeGIのエピジェネ
ティックな制御による可塑性のある性制御へと進化していることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：A combination of NGS technologies and evolutionary approaches detected a 
Y-specific sex-determinant candidate small RNA gene, OGI targeting the autosomal MeGI gene in 
Diospyros lotus. Then, the molecular basis underlying sex determination in polyploid D. kaki was 
investigated. OGI appeared to be indispensable for the monoecious phenotype producing male flowers 
in D. kaki, as in dioecious diploid D. lotus. However, the existence of OGI alleles did not always 
lead to production of male flowers. A series of NGS analyses indicated that there is an additional 
layer of regulation in the form of DNA methylation of the MeGI promoter, which seemed to be 
associated with the production of both male and female flowers in genetically male trees in D. kaki.
 Concurrently, in Y-chromosome-carrying trees, the expression of OGI is silenced by the presence of 
a SINE-like insertion in the OGI promoter. 

研究分野：果樹園芸学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 果実生産に大きく関わる栽培ガキ
（Diospyros kaki；以下カキとする）の雌雄
性に関する研究は古くより行われてきた．そ
の中で，カキの雌花と雄花の分化期や分化様
相が明らかにされてきた．しかしながら，本
研究でカキのモデルとして用いる雌雄異株
性のマメガキ（D. lotus）の花成については，
本研究の研究代表者らの予備的な研究結果
の報告を除いて，皆無であった． 
 植物ホルモン処理による，カキの雌雄性制
御の試みも多数行われて来ており，エスレル
やサイトカイニン処理による雄花の雌性化
が認められていたが，実用的なレベルでの人
為的な性転換に関しては全く報告がなかっ
た． 
 雌雄性の遺伝制御についてみると，本研究
の研究代表者らが，AFLP 分析による Bulked 
Sergeant Analysis を利用した雄性の DNA マ
ーカーを開発していたのみであり，分子機作
などについては未解明であった．植物全体で
見ても雌雄異株性の遺伝制御機構は全く明
らかになっていなかった． 
 
２．研究の目的 
 六倍体あるいは九倍体であるカキには，雌
花と雄花を着生する品種，雌花と雄花に加え
完全花を着生する品種，そして雌花のみを着
生する品種が存在するが，雄花のみを着生す
る品種・系統に関する報告はほとんどない．
我が国に半野生状態で自生するカキやカキ
の原産地である中国でも雄花のみを着生す
る系統の報告がほとんどないことから，人為
選抜により雄花のみを着生する系統が淘汰
されたのではなく，雄花のみの分化を促す遺
伝的・生理学的制御が生じにくいと考えられ
る．さらにカキの雌雄性は可塑性に富んでお
り，雌花のみを長年にわたって着生していた
個体が突然雄花を着生したり，樹勢や樹齢に
より雌雄の性比が変化したりすることも観
察されている．このように複雑でありかつ可
塑性に富んだカキの雌雄性は，雌雄混株と表
現されている． 
 カキの雌雄性に関連し，育種や栽培現場で
問題が生じている．すなわち，‘富有’をは
じめ多くの優良栽培品種は雌花のみしか着
生しないため，育種現場では交雑の組み合わ
せに制限が生じ，また栽培現場では，‘太秋’
など雄花着生品種で雄花の着生過多による
生産性の低下が大きな問題となっている． 
 このようなことから，カキの雌雄分化を制
御する手法の開発が以前より望まれ，これま
でもカキの雌雄性に関する研究が行われて
きた．しかしながら，従来の研究は主として
雌花と雄花の分化様相の形態的調査に終始
しており，その遺伝的，生理的制御機構の解
明に迫る研究は皆無であった．カキの雌雄性
の人為制御法の開発には，雌雄性の遺伝的・
生理的制御機構の解明が不可欠である． 
 このような状況のもと我々は，雌株と雄株

が明確に分離して存在し，二倍体であるため
遺伝解析が容易な，カキの近縁野生種のマメ
ガキを材料に，Amplified Fragment Length 
Polymorphism（AFLP）分析による Bulked 
Segregant Analysis（BSA）法を活用して，
雌雄の制御機構の解明を試みた．その結果，
マメガキの雌雄の制御は XY 型であり，雄性
がヘテロ型，雌性がホモ型であることが判明
した． 
 しかしながら，これまで数多くの AFLP プ
ライマーセットと制限酵素の組み合わせを
検討したにも関わらず，性決定遺伝子座に連
鎖した信頼できるマーカーは，雌雄性決定遺
伝子座から遺伝距離が遠いものを含めても
数種類しか作出できておらず，研究の進展は
阻まれていた．そこで本研究では，近年急速
な発展を遂げた次世代シークエンシング技
術に基づいた Genotyping by Sequencing
（GBS）および RNAseq の手法を，マメガキの
雌雄性研究に導入することでブレークスル
ーをはかり，研究期間の終わりまでにマメガ
キの雌雄性決定因子を同定し，その知見を利
用した比較ゲノム解析により栽培ガキの雌
雄性制御機構を明らかにすることを試みた．
栽培ガキは高次倍数性であるため雌雄性の
表現が複雑化していると考えられるが，本研
究により植物の倍数化による性表現の変化
に関する新たな知見が得られることも期待
できる． 
 
３．研究の方法 
 マメガキの F1 分離集団（KK 集団；君遷柿
雌×君遷柿雄）63 個体を実験材料とし，ゲノ
ム DNA を Illumina HiSeq による大量シーク
エンス解析に供した．得られたリードから，
サブシークエンスのカタログ化を行った．雄
個体に特異的なサブシークエンスを含むリ
ードから，カキにおいて雄性を制御する Y染
色体の雄特異的領域をカバーするコンティ
グ群を構築し，その後組み換えをおこした個
体とコンティグを特定した．加えてマメガキ
の花芽由来の mRNAseq を行い，同様の解析を
行った．これらのシークエンス解析から得ら
れたデータを統合することにより，マメガキ
の交雑分離集団においてY染色体上の雄特異
的な領域に存在し，花芽において発現する性
決定候補遺伝子を網羅的に探索した．同時に，
mRNAseq データを用いた DESeq 解析も行い，
雄特異的領域で発現し，雌雄で発現量に差異
のある遺伝子を同定した．上記 2種類の実験
で候補となった遺伝子に進化遺伝学的観点
からの解析を加え，さらにシロイヌナズナと
タバコの形質転換実験により，マメガキにお
ける雌雄性制御因子の同定を試みた． 
 引き続いて，京都大学農学研究科附属京都
農場植栽のカキ 172 品種を供試し，マメガキ
における雄性決定因子であるOGIがカキゲノ
ムに存在するのか確認し，またカキの OGI 相
同配列と雌雄性との関連性を確認した．さら
にマメガキでは，OGI の制御下にあり雄性抑



制因子あるいは雌性化因子であるMeGIとOGI
の発現，さらに OGI および MeGI 由来の
small-RNA の動態もあわせて調査した．引き
続いて，OGI および MeGI のメチル化をバイサ
ルファイトシークエンシング解析により調
査した．加えて，圃場条件下で脱メチル化剤
であるゼブラリンを開花前の花に処理して
花性の変化を調査した． 
 
４．研究成果 
 マメガキの F1 分離集団を材料にして行っ
た Illumina HiSeq による大量シークエンス
解析とそれに続くサブシークエンス解析の
結果，全長で約１MB 程度と考えられる雄特異
的なゲノム領域をカバーするコンティグ群
を特定することができた．このコンティグ配
列から雄株の花芽特異的に発現する遺伝子
領域を特定し，トランスポゾンなどを除いた
22 の性決定遺伝子を特定することに成功し
た．一方で，mRNAseq による発現解析からも
34 の遺伝子が雌雄間で発現変動する遺伝子
として同定された．この中には，雌個体にお
いて高発現し，常染色体（あるいは偽常染色
体）上に存在するホメオドメイン型転写因子
と，それと非常に相同性の高い塩基配列を持
つが、雄特異的な発現を示し Y染色体上の雄
特異的領域に存在する性決定遺伝子候補の
一つが見られた．のちの遺伝子機能解析の結
果も考慮して，これらをそれぞれ MeGI（雌木）
と OGI（雄木）と名付けた．OGI は MeGI と相
同配列を有するが，配列内部に複数の欠損を
含み，正常なホメオドメイン型タンパクをコ
ードするものではないと考えられた．また
OGI はその内部に逆位配列を含んでいるため，
ヘアピン構造を形成して，small-RNA を産出
する可能性が示された．多様なカキ属種にお
いて、OGI 配列は雄系統でのみ検出され、そ
の共分離性の起源はカキ属の分化初期以前
にまで遡ることが示唆された．一方，OGI 以
外の 21 の性決定候補遺伝子群に関しては，
多くのものがX-Y染色体アレルを有しており，
カキ属種における多様性解析と系統進化学
的解析から，いずれの Y染色体アレルも種間
で共通した多型を有さず，X-Y 間の多型はカ
キ属分化以降のごく近年に種特異的に誕生
したものである事が示唆された．引き続いて，
MeGI の機能解析をシロイヌナズナとタバコ
を用いた形質転換実験により試みた．MeGI の
異所的過剰発現により，シロイヌナズナの植
物体全体が矮化し，雄ずいの発達が抑制され
た．花粉様粒は発芽能を失っていたが，雌ず
いや子房・胚珠といった雌器官は正常に発達
した．タバコにネイティブプロモーター制御
の MeGI を導入した場合も同様な表現型が見
られた．さらに，ベンサミアナタバコにおけ
る一過的共発現実験により，OGI の発現によ
って MeGI の発現量が著しく減少することが
示された．引き続いて行ったマメガキの混合
芽における small-RNAseq 解析により，OGI は
MeGI に対して trans-acting siRNA として機

能し、移行性 RNA 干渉が発動することが示唆
され，この移行性 RNAi によって，OGI は雌雄
原基形成初期における発現ピーク以後も，雌
雄器発達ステージ全体を通して MeGI の発現
抑制を続けていることが明らかになった．以
上の結果から，図１に示すようなカキ属の性
決定モデルを構築した．  

 
第 1 図 二倍体野生種（A）から六倍体栽培
ガキ（B）の進化過程における「揺らぎのあ
る性決定」の成立． 
 
 
 引き続いて，カキの雌雄混株性に関して，
OGI が関与しているか，京都大学附属京都農
場に保存されている多様な性表現を示す 172
品種について調査したところ，OGI の存在が
雄花形成の必要条件となることが明らかに
なった．すなわち，雌花のみを着生する品種
は OGI 配列がゲノム中に存在しないが，OGI
配列がゲノム中に存在するからと言って必
ずしも雄花形成を行うとは限らないことが
明らかになった．続いて OGI の発現解析を行
ったところ，OGI はカキではほとんど転写さ
れておらず，MeGI の発現抑制を行う OGI 由来
の small-RNA も検出されなかった．OGI の存
在するゲノム領域をシークエンスした結果，
OGI のプロモータ領域に，我々が「Kali」と
名付けた SINE 様配列が挿入されており，こ
れが原因でOGIがエピジェネティックに転写
抑制されていることが明らかになった．この
「Kali」の挿入は多様な栽培ガキ品種で保存
されており，この挿入による OGI の転写抑制
は栽培ガキの種成立段階におけるボトルネ
ック，あるいは種の成立時の選抜要因となっ
ていることが示唆された．一方, 本来は OGI
の遺伝的制御の下で恒常的なsmall-RNA蓄積



が起こり発現抑制される MeGI については，
栽培ガキではOGIの発現が見られないにも関
わらず，雄花特異的に MeGI の発現抑制が生
じていた．雄花では MeGI の small-RNA が蓄
積しており，これに伴って MeGI の遺伝子な
らびにプロモータ領域では強いDNAメチル化
が生じていた．この雄花特異的な MeGI の DNA
メチル化は栽培ガキのみに顕著で，野生二倍
体近縁種では雌雄間のDNAメチル化の程度は
相対的に低く保たれていた．DNA メチル化阻
害剤であるゼブラリンを雄花・雌花の発生初
期に処理したところ，雄花では柱頭の伸長や
胚様体の形成，そして花粉稔性の低下といっ
た明らかな雌化の影響がみられた．さらに, 
雌花化が見られた雄花ではMeGIのsmall-RNA
蓄積量が有意に低下しており, MeGIにおける
small-RNA の発生と蓄積は同領域の DNA メチ
ル化が起点となって維持されている可能性
が示された．すなわち， 雄花への運命を決
定づける MeGI の発現抑制は，small-RNA と
DNA メチル化のポジティブフィードバックに
起因しており，DNA メチル化の維持・解除に
より，次年度の花性が決定されるというモデ
ルが考えられた（第 1図）． 
 以上より, 二倍体野生種における安定な
OGI による遺伝的で画一的な性制御が，六倍
体の栽培ガキでは OGI の不安定化と MeGI に
おけるエピジェネティックスイッチによっ
て可塑的な「揺らぎのある性制御」へと進化
していることが示された．  
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