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研究成果の概要（和文）：植物は茎頂分裂組織により、未分化細胞を維持しつつ分化した葉と茎を繰り返し形成
する。茎頂分裂組織機能の改変・多様化した葉分裂組織を持つイワタバコ科ストレプトカーパスを材料として用
い、その分子機構を明らかとすることにより、植物分裂組織の機能の理解を目指した。遺伝学的解析は、未同定
の分子機構を明らかにするのに有効であり、本研究では、次世代シーケンサー技術とバイオインフォマティック
ス解析により、非モデル植物ストレプトカーパスの遺伝学的解析を行う基盤を構築した。同時に、重イオンビー
ム照射による変異体集団を獲得できた。得られた成果により、ストレプトカーパスを用いた本格的な遺伝学的解
析が可能となった。

研究成果の概要（英文）：Plant morphological diversity linked to their meristem activities. This 
project ultimately aims to reveal the evolution and diversity of plant meristems and their 
diversified functions.  We use the genus Streptocarpus as the study material that exhibits the 
unique leaf meristem activity instead of the conventional shoot apical meristem. Next generation 
sequencing method was heavily employed in the project to perform the genetic studies in 
Streptocarpus, including the developments of the high molecular weight DNA extraction methods for 
the genome sequencing. We also performed the heavy-ion irradiation and successfully generated the 
mutant population. These resources are important for future genetic studies of the plants.

研究分野： 進化発生学

キーワード： 次世代シーケンサー　高分子DNA抽出法　ゲノムアッセンブリ　ゲノムワイド関連解析　重イオンビーム
照射変異体　イワタバコ科　葉発生　茎頂分裂組織
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、植物の基本型から逸脱した非モデル植物に着目し、植物独自に成立した茎頂分裂組織機能の機能とそ
の多様化機構を探ろうとした。これまで、シロイヌナズナなどのモデル植物の解析により、茎頂分裂組織の機能
と分子生物学的機構が明らかとなってきた。一方、植物では茎頂分裂組織の機能が多様化し、形態多様性を生み
出した一因となっている。ストレプトカーパス属はこのような植物の一つであり、本研究では、次世代シーケン
サー技術を最大限に活用、また変異体集団を作成し、ストレプトカーパスの遺伝学的研究の基盤を作成した。こ
れにより、ストレプトカーパスにおける茎頂分裂組織多様化の遺伝学的背景の探索を可能とした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
本研究は、イワタバコ科ストレプトカーパス属を材料として、遺伝学的解析を行おうとするもの
である。ストレプトカーパスは、栽培が比較的容易であり、属内に多様な形態が見られ、進化発
生学的解析に適した属といえる。特に無茎種グループは、茎頂分裂組織の代替として葉分裂組織
が発達し、その活性の違いによるロゼット種と一葉種が進化した（文献④）。しかし、ストレプ
トカーパスは非モデル植物であり、遺伝学的解析を行うためのゲノム情報や、遺伝地図などの遺
伝学的基盤が些少であった。 
2000 年代中頃より、ロゼット種 Streptocarpus rexii をモデル種とすることが提唱され、こ

の種を用いた詳細な形態学的解析、進化発生学的解析が発表され（文献⑤、⑨など)、次世代シ
ーケンサーを用いた S. rexii のトランスクリプトームが 2013 年に発表された（文献②）。さら
に、我々のグループにより次世代シーケンサー解析によるドラフトゲノムアッセンブリと、異種
交配系統を用いた遺伝地図が得られていた（文献①）。しかし、ゲノムはショートリードゲノム
シーケンス法によるスカフォールド数が染色体数 16 に対し約 10 万と、連続性の低いものであ
った。より連続性の高いゲノムを得ることが本格的な遺伝学的解析を行うために重要であった。
また、変異体集団は機能遺伝子の特定のため有用であるが、ストレプトカーパスでは園芸的に価
値を高めるための変異体等は存在したが（文献③）、機能遺伝子を探索するための変異体集団作
成は本研究が初めての試みであった。 
 
２．研究の目的 
本研究は、属内に茎頂分裂組織・葉分裂組織の多様性が観察されるストレプトカーパス属を研

究材料とし、茎頂分裂組織が植物で多様に進化した現象の遺伝的背景を探ることにより、植物分
裂組織の理解を深めることを目的とした。具体的な目的は以下の三点であった。 
（1）モデル種 S.rexii のゲノムシーケンスとアノテーション 
ロゼット種 S.rexii をモデル種とするため、より連続性の高く、発現遺伝子などのアノテーショ
ン情報のあるゲノムを得ることを目的とした。これと関連して、ロングリードシーケンス法を行
うための高分子 DNA 抽出法の改良が必要であった。 
（2）葉分裂組織活性をつかさどる遺伝子領域の探索 
ロゼット種 S.rexii と一葉種 S.grandis の交配集団、近郊交配系統を用い、葉発生の活性を制御
する遺伝子領域をゲノムワイド関連解析により特定することを試みた。 
（3）重イオンビーム照射による変異体集団作成 
モデル種 S.rexii の変異体集団を重イオンビーム照射により作成することを目的とした。変異
体作成の重イオンビームの最適照射強度を検出し、大規模変異体集団作成を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）Srexii の全ゲノムシーケンスのため、細胞核抽出とアニオン交換カラムによる高分子 DNA
抽出を行った。ロングリードシーケンス法である、Oxford Nanopore Technologies 社の 
PromethION システムを用いて、2 セルのシーケンスを行った。得られたデータは、NanoPlot に
より評価した。Canu プログラムによりアッセンブリし、Racon 及び Medaka プログラムによりア
ッセンブリエラーを改訂した。得られたアッセンブリは BlobTools を用いて、コンタミネーショ
ンを除去した。RepeatModeler を用いてゲノムの反復配列ライブラリを作成し、NCBI よりイワタ
バコ科のトランスクリプトーム配列を取得、これらを用いてゲノムアノテーションを行った。さ
らに、全ゲノム重複解析を wgd プログラムにより解析した。並行して、本研究により開発された
PLCL パイプラインにより葉緑体とミトコンドリアゲノムのアッセンブリを行った。 
（2）無茎種ストレプトカーパスの葉分裂組織活性を司る遺伝領域を探索するため、近郊交配系
を作成した。葉発生形質を目視で評価し、形質ごとにまとめ、予備的に 9 つのライブラリを
Illumina 社の HiseqX システムを用いてシーケンスを行った後、96 個体から 96 ライブラリを
Novaseq によりシーケンスを行った。得られた結果は、Popoolation2 プログラムにより一塩基多
型（SNP）解析を行い、形質に関連した SNP のフィッシャーの正確確率検定を行った。 
（ 3） モデ ル 種 で ある
S.rexii の種子に重イオン
ビーム照射を行った。炭素
イオンを6段階とアルゴン
イオンを3段階の異なる強
度で照射した。得られた種
子の生存率検定を行い、最
適照射強度を調べた。最適
照射強度を照射した種子
を用い、M1 大規模集団を育
成し、M2 種子を収穫した。 

 

図１ Plant GARDEN データベースに登録された Srexii.v1.0 ゲノム 



 

 

 
４．研究成果 
（1）高分子・高純度 DNA 抽出法 
ストレプトカーパスの植物体は、二次代謝産物、多糖類などを多く含み、従来の DNA 抽出法では
ロングリードシーケンス法に必要な高品質の DNA が得られなかった。そのため、本研究では、細
胞溶解前に細胞核抽出を行い、さらにソルビトール溶液による洗浄を行った。細胞溶解液には
ProtinaseK を加え、アニオン交換カラムを用いて DNA を取得することで、ロングリードシーケ
ンスデータのための高品質 DNA が抽出できた。本法は Protocols.io データベースに登録された
(dx.doi.org/10.17504/protocols.io.bempjc5n)。 
（2）S.rexii のゲノムアッセンブリ 
本研究の結果、N50 = 3,726,469 bp、スカフォールド数 5,855 である連続性の高いゲノムアッセ
ンブリが得られた。以前のショートリードシーケンスゲノムと比較すると、N50 が約 144 倍長く
なり、スカフォールド数が約 1/16 となった（文献①、⑧）。S.rexii ゲノムと、他イワタバコ科
2 種のゲノムの反復配列ライブラリを作成し、合わせてイワタバコ科ゲノム反復配列ライブラリ
とし、Dfam データベース（https://www.dfam.org/home）に登録した。S.rexii ゲノムは、約 70%
が反復配列であった。トランスクリプトーム配列は、S.rexii と他 5 種のイワタバコ科を用い、
ゲノムアノテーションを行った。この結果、45,045 遺伝子がゲノム上に注釈付けられた。全ゲ
ノム重複解析の結果、S.rexii ゲノムではシソ目特有の全ゲノム重複に加え、イワタバコ科
Didymocarpinae 節特有の全ゲノム重複の可能性が示唆された。得られたゲノムとアノテーショ
ン情報は、Plant GARDEN データベースに登録された（https://plantgarden.jp/en/index）。 
（3）PLCL パイプライン 
ロングリードシーケンスデータを用いたオルガネラゲノムのアッセンブリパイプラインを開発
した。オルガネラゲノムのコピー数が核ゲノムと比較して高い傾向にあることを利用し、ロング
リードデータをカバレッジ情報と BLAST 検索結果を合わせて解析し、得られた情報を基にアッ
センブリを行うものである。本法を用いて S.rexii の完全長葉緑体ゲノムが得られた。ミトコン
ドリアゲノムは線状にアッセンブリされ、完全長であるかは不明であった。S.rexii のゲノムア
ッセンブリと PLCL パイプラインは合わせて論文として発表された（文献⑧）。 
（4）葉発生形質に違いが見られる近郊交配系を用いた
ゲノムワイド関連解析の結果、−log10(p) > 10 の強いシ
グナルが見られた。しかし、シグナルは多数のスカフォ
ールド上に散見し、遺伝子領域特定には至らなかった。
今後より連続性の高いゲノムを用いて解析、または集団
の個体数を増やす必要があると考えられる。 
（5）変異体集団作成のため、照射後の生存率を確認し
た結果、照射結果の中では炭素イオンは 150 Gy と 200 
Gy、アルゴンイオンは 20 Gy が最適であった。そこで、
この強度で照射した植物体を合わせて約 1000 個体育成
した。推測された M1植物体の稔性は、約 40-60%であり、
合わせて約 620 系統の M2 種子を取得できた。 
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