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研究成果の概要（和文）：本研究ではウメ・スモモ間の交雑を対象として、種間交雑時に生じる交雑不稔性の原
因究明を目指した。この種間交雑においては後代系統において雄性不稔性を生じるため、本研究では、ウメ品種
「地蔵梅」スモモ品種「ソルダム」とその交雑系統であるスモモウメ一号をモデルとして、葯の経時的形態観
察、トランスクリプトーム解析およびメチローム解析を行った。
スモモウメ一号では両親系統では見られないタペート層の生育異常が見られ、花粉稔性に必須であるタペート層
の崩壊が生じなかった。この原因として、オルガネラゲノムの発現バランス異常、および非相加的調節遺伝子の
発現が関与している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：We attempted to unveil the molecular mechanism to cause inter-crossing male 
sterility, with a cross of Japanese apricot and Japanese plum. In this study, we performed 
morphological observation with microscope, transcriptome and methylome analyses, using anthers from 
a representative cross of Japanese plum cv. Soldam x Japanese apricot cv. Jizo-ume, and its 
offspring sel. Sumomo-ume no. 1.
The inter-crossed sel. Sumomo-ume no. 1 showed specific irregularity in tapetum development and no 
degradation of tapetum layers, which is indispensable for pollen fertility. Transcriptome analysis 
suggested that expression imbalances between nuclei genome and organelle genome, and some 
non-additive regulatory genes, which showed unexpected expression patterns from those in the 
parents, involved the male sterility in this inter-specific crossing.

研究分野： 果樹園芸学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、新規品種育成において種内多様性の枠を超え、種間での形質のやり取りを考慮するうえで必須の
「種間交雑障壁」の打破に寄与する知見である。種間交雑における雄性不稔性の出現は広く知られた現象であ
り、本研究はその現象に対しての分子生物学的な基礎知見を得ることができた。今後は、この分子機作に対して
人為的な制御を可能とする技術の開発が求められる。
さらに本研究では、種間交雑の際に、エピジェネティックな再編成が生じることによって両親ゲノム・発現情報
から予測できない「非相加的」な遺伝子発現が生じることを明らかにしており、この成果は種間交雑における新
規形質獲得機構の基礎的な知見として重要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
異種間の交雑は新たな植物種・品種を成立させる重要なステップである。しかし、多くの場合、
受精における不親和性や胚発生の異常、植物体の生育不全・不稔などの障壁が存在し、これら
を打破しない限り異種間交雑は成功しない。バラ科サクラ属には非常に多くの実用種が含まれ
るが、いずれの種も、その利用において種特異的な課題を有している。これに対して、種間交
雑によって解決できる課題は多く、また、例えば「プルオット（スモモとアンズ交雑体）」や「ス
モモウメ」のように、両親種の良形質を併せ持つだけでなく、新形質を発現して「新しい作物」
として受け入れられた種間交雑例もある。しかし、未だに多くの組み合わせにおいて交雑が成
立せず、その交雑障壁の原因も特定されていなかった。このサクラ属植物における種間障壁は
系統学的な遠近には完全に依存しない形で、受精・胚発生・植物体生育の様々な段階で生じる
ことが示唆されている。また、申請者らの予備的調査によって交雑の方向性によっても交雑障
壁の有無や生じる段階・表現形質が異なることが明らかになっており、その分子機構の解明は
応用面における新しい作物の作出という枠を超えて、基礎植物学的にも大きな寄与が期待でき
るものである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、異種間交雑において生じる様々な交雑障壁因子を特性化・打破するための知見を
得るために、多様な作物種を含み、多様な交雑障壁反応を示すサクラ属果樹に着目しており、
上記の研究背景を踏まえて、属内多様性を広くカバーするウメ・スモモ・モモ間の種間交雑に
おいて、その障壁の生理学的理解と関与する遺伝的因子の同定を目指す。具体的にはウメ・ス
モモ間の種間交雑、ウメ・モモ間の種間交雑の二つを対象として扱い、以下の点を目的として
いる。１．ウメ・スモモ間において得られる種間交雑後代では、一般に雄性不稔性が生じ、こ
の葯における生理学的・形態学的原因を究明することを目的とする。２．ウメ・モモ間の交雑
では受精前あるいは初期胚発生において異常が生じ、正常な植物体が得られないことが分かっ
ており、この生理学的なメカニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1. 交雑前/交雑後障壁の分類 
これまでの調査から、ウメ-スモモ間では交雑後に正常に植物体が生育するが、雄性不稔性を生
じ、他方、ウメ-モモ間の種間交雑パターンでは受精の成立可否および交雑後障壁の有無が特定
されていない。交雑前障壁では、正逆交雑および同種間交雑との比較によって、花粉管の停止
機構を特定し、局所的サンプリングを行った。交雑後障壁に関しては、ウメ・モモ間の交雑で
は胚発生段階の経時的調査を行い、ウメ・スモモ間の交雑では、交雑後代において雄性不稔性
を生じる葯の経時的な顕微鏡観察を行った。 
 
2. ウメ・モモ間種間交雑に関する胚培養および遺伝子型決定 
ウメ・モモ間種間交雑に関して、ウメ ‘南高’、モモ‘オキナワ’を用いて交雑後代を取得し、
胚の経時的な観察および初期胚の培養を行った。得られた胚に関しては、いくつかの分子マー
カーを用いて、遺伝子型を決定し、交雑を確認した。 
 
3. ウメ・スモモ間種間交雑に関する経時的なトランスクリプトーム解析 
ウメ・スモモ間種間交雑に関して、ウメ ‘地蔵梅’、スモモ‘ソルダム’およびそれらの交雑
後代である‘スモモウメ一号’の葯を経時的（stage1-4）に採取し、total RNAを抽出してmRNA-Seq
ライブラリを構築した。Illumina HiSeq4000 によってシークエンス解析を行い、3反復のトラ
ンスクリプトームデータを得た。 
得られたトランスクリプトームデータはウメ全ゲノム・全遺伝子情報にマッピングを行い、ス
テージ間および、両親と種間交雑後代間における発現プロファイリングのため、主成分分析
（PCA）を行った。また、雄性不稔性発言に特異的な発現遺伝子を検出するため、同ステージの
両親・後代間で DESeq 解析を行い、発現変動遺伝子（FDR < 0.0001）を抽出した。さらに、両
親の発現リードから SNPs 情報を抽出し、多型性を有する場所にマップされたリード情報を用い
て、両親アレルを区別した発現バランスを特性化した。種間交雑において発現差異や発現イン
バランスを示す遺伝子群については、GO/PATHWAY 解析によって、その機能的繋がりや機能の階
層構造を調査した。 
 
4. ウメ・スモモ間種間交雑に関するメチローム解析 
上記で用いたウメ・スモモおよびその後代系統において、全ゲノムワイドメチローム解析を行
った。葯内構造において顕著な形態学的差異を示した stage-2 (タペート層崩壊期・崩壊直前
期)において葯からの DNA 抽出を行い、bisulfite-Seq ライブラリを構築した。Illumina 
HiSeq4000 によってシークエンス解析を行い、Kawakatsu et al. 2016, Cell の方法に従って、
マッピング、DNA メチル化解析を行った。 
得られた DNA メチル化データから、特に遺伝子の gene body、転写開始点上流 1-2kb、転写停止
点下流 1-2kb の DNA メチル化レベルの推移を検出した。また、上記のトランスクリプトーム解
析において同定された非相加的調節遺伝子に関して遺伝子領域周辺の DNA メチル化状態を、両



親・種間交雑系統間で比較した。 
 
４．研究成果 
1. サクラ属植物における種間交雑障壁の分類・形態的特性化 
本研究で取り扱った種間交雑組み合わせのうち、ウメ x モモに関しては、ウメを花粉親とし

たときには受精が可能であり、胚発生初期段階までは交雑個体を維持可能であることが明らか
になった。しかし、正常な植物体へは展開できず、胚培養においてのみ個体は維持可能であっ
た。 
ウメ・スモモ間の交雑においては、ウメを花
粉親として用いたときのみ、受精は可能であ
り、これによって正常な植物体を得ることが
可能である。しかし、生育した個体は一般に
雄性不稔を有していることが明らかになっ
ている。スモモ・ウメの両親および種間交雑
後代（スモモウメ）における葯の経時的顕微
鏡観察の結果、種間交雑でのみ、葯内のタペ
ート生育異常・およびタペート層の崩壊異常
が生じており、これによって雄性不稔が発生
すると考えられた。 
 
2. スモモウメの雄性不稔性に関わる分子機
作 
葯におけるトランスクリプトームデータ

から全体的な発現傾向をプロファイリング
するために PCA を行った結果、種間交雑後代
であるスモモウメでは、葯の発達ステージの
推移を反映する第一主成分（PC1）において
ステージ中期の変化が見られず、両親（ウ
メ・スモモ）に対して、葯発達の同期性に異
常を生じている可能性が示唆された (第 1
図)。 

この結果は葯の経時的形態調査とも一致
しており、スモモウメにおいては葯発達中期
（タペート層崩壊直前期）である stage 2 以
降において著しく葯構造の発達および花粉
稔性に必須であるタペート層の崩壊が遅延
している傾向が観察された。 
この著しい差異が見られた stage 2 において、
スモモウメおよびその両親間における初右
舷変動遺伝子を検出するために、DESeq 解析を
行った結果、合計 675 遺伝子がスモモウメ特異
的な発現変動を示すと考えられた。これらのう
ち、384 遺伝子がスモモウメ特異的な発現上昇
を示しており、GO 解析の結果、膜構造に関与す
る遺伝子・オルガネラ（主にミトコンドリア）
に関連するものを多く含む傾向にあった（第 2
図）。他方、291 遺伝子はスモモウメ特異的な発
現低下を示し、リボソームに関与する因子を多
く含む傾向にあった。これらの発現、特にオル
ガネラゲノム関連の遺伝子発現は、花粉稔性に
必須のタペート層崩壊に深くかかわることがこ
れまでに報告されており、種間交雑において、
母方由来のオルガネラゲノムと、両親由来の核
ゲノムの間での同調性が維持できなくなること
で雄性不稔を生じている可能性が考えられた。 
 
さらに、本研究では、発現リードの SNPs 情報

を活用し、両親アレルを区別して、両親におけ
るアレル発現バランスと種間交雑後代における
アレル発現バランスを比較した。その結果、両

親における発現バランスから著しく逸脱したア
レル間発現バランスをスモモウメにおいて示す

第 1 図：PCA によるウメ・スモモ間種間交雑のステー
ジ間全発現プロファイル 
A. ウメ（四角で表示）[地蔵梅 (Jiz), 養青 (Yos)], スモ
モウメ (丸で表示) [露茜 (Tsu), ユモモウメ一号 (SU)], 
スモモ（菱形で表示） [ソルダム  (Sol)] における
PC1-PC2 プロット。Stage2-3 への推移を表した。 
B. PC1 における stage2-3 の推移率、スモモウメでは有
意に推移が小さい。 

第 2 図：スモモウメ特異的 DEGs の GO 階層構造 



370 遺伝子（非相加的調節遺伝子）を
同定した (第 3 図)。このうち、スモ
モウメにおいて両親のアレルバラン
スがバイアスのある状態から1:1に近
づくものについては、trans 因子によ
る制御によって説明が可能である。一
方、本来、両親において、1:1 の発現
を示すものが、スモモウメにおいて大
きくバイアスを示すようになる遺伝
子については、種間交雑における遺伝
子制御に関してのエピジェネティッ
クな再編成が理由の一つとして想定
された。これらの遺伝子には、葉緑体
関連遺伝子やプログラム細胞死に関
する遺伝子が含まれており、タペート
層の崩壊との関連を示唆するもので
あった。 
 
2. 種間交雑の葯器官における DNA メ
チル化制御 
メチローム解析の結果、遺伝子領域
（gene body）においてスモモウメは
両親のウメ・スモモの中間値を取らず、
両親よりも有意に低い DNAS メチル化レベ
ルを示すことが明らかになった (第 4図)。
この傾向は CG, CHG, CHH いずれのメチル
化コンテクストでも同様の傾向を示して
いた。一方、遺伝子領域の上流・下流では、
ウメ（花粉親）のみが高い DNA メチル化程
度を示し、スモモ（種子親）とスモモウメ
は同程度の DNA メチル化を示していた。遺
伝子領域・その周辺領域ともに、DNA メチ
ル化制御は両親寄与から逸脱しているも
のであると考えられ、種間交雑においてエ
ピゲノムの再編成が生じている可能性が
考えられた。 
また、上記のトランスクリプトーム解析で
得られた非相加的調節遺伝子について、
DNA メチル化レベルを調査した結果、スモ
モウメにおいて著しく両親寄与から逸脱
したものが多く含まれており、エピジェネ
ティック制御の再編成によって非相加的
な調節が生じる可能性も示唆された。両親
のアレル特異的なDNAメチル化レベルの検
出にはいまだ障壁があるため、非相加性の
具体的な制御機構は明らかにできなかっ
たが、今後、遺伝子単位に着目した詳細な
解析によって、その分子機作が明らかにな
ると思われる。 
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第 3 図：スモモウメにおける非相加的調節遺伝子の探索 
X 軸にスモモウメにおける両親アレルのバイアス（地蔵梅/ソルダ
ム）を、Y 軸に両親における発現バイアスを示した。両者におい
て 10 倍以上の差異が検出されるものを赤で彩色した。 

第 4 図：サクラ属種間交雑が葯における遺伝子領域付近の
DNA メチル化レベルに与える影響 
ここではCG/CHGコンテクストのみ抜粋（CHHも同傾向） 
地蔵梅（赤）、ソルダム（黄色）に対して、種間交雑系統で
あるスモモウメ一号（青）は両者アレルを有するにも関わ
らず、中間値は取らず、両者よりも有意に低いメチル化レ
ベルを示した。この傾向は特に遺伝子領域（gene body）
で顕著であった。 
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