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研究成果の概要： 

本研究は、イネ科牧草ギニアグラスを実験材料とし、HEGS-AFLP と HEGS-DD 法を用いてアポミ

クシス遺伝子のクローニングとそのマッピングを行ったものである。その成果、１）アポミク

シス遺伝子を４つ捕捉でき、異なる塩基配列長をもつ同じ ASG-1遺伝子ファミリーであること

が明らかになった。２）ASG-1 を用いてイネ遺伝子組換え植物を効率的に作出でき、結実しな

いイネを作出した。３）有性生殖とアポミクシス系統との交配で作った F1集団を利用してアポ

ミクシス遺伝子の精密マップを作製した。 
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１．研究開始当初の背景 
1995年9月にアメリカテキサス州であった第
1回国際アポミクシス会議以来、EUやアメリ
カのロックフェラー財団、さらに IRRI、
CIMMYT、アメリカ、オーストラリア諸国など、
世界レベルでのアポミクシス研究を推進し
ている。申請者は 1992 年より科学技術特別
研究員として本格的にアポミクシス研究を

始めて以来、常に先導的な研究を実行し、こ
れらの学会に出席・発表し、国内外の研究者
とも協力して研究を進めてきている。申請者
は自ら長年地道に開発した技術でアポミク
シスの生殖様式を解明し、大胞子が崩壊後、
珠心組織の体細胞が出現してのちにアポス
ポリー性胚嚢始原細胞(AIC)となり、AIC由来
のアポミクシス性胚嚢を形成することを突
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き止めた。しかも AICの数が開花当日まで子
房長の増加につれてその数も増えたことか
ら、子房長を指標として Differential 
screening 手法を用いて、AIC ステージに特
異的に発現する遺伝子を捕捉できた。構造解
析と類似性検索の結果、アポミクシス特異的
遺伝子であることが分かった。そこで ASG-1
と命名した。 ASG-1 を用いた in situ 
hybridizationの結果からも、AICまたは AIC
由来の胚嚢内で特異的に局在することも明
らかになった。 
 
 
２．研究の目的 
このような背景のもと、本研究では、まず、
ASG-1 遺伝子と同じな機能を持つ遺伝子をさ
らに多く捕捉することができるかどうかを
確かめたく、同じサンプリング手法を使うが、
RNA 抽出の材料は今までの蕾から子房に切り
替え、しかも HEGS-DD法を用いて、アポミク
シス特異的遺伝子のクローニングを行い、
AIC ステージ特異的遺伝子の大量捕捉に力を
入れようとした。また、ギニアグラスの条件
的アポミクシス性系統と有性生殖性系統を
用いて交配による F1 または F2 集団を作り、
HEGS-AFLP 法を用いてアポミクシス遺伝子の
精密マッピングを行うことにした。さらに、
ASG-1 遺伝子を用いて遺伝子導入実験を行い、
その機能解析を計画し、組換え植物体を得た
うえで、アポミクシス関連現象が現れるかど
うかを検証することも、本研究の目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
１）アポミクシス性系統のギニアグラスより
子房長を指標として AIC 出現時期を中心に、
大胞子形成期、AIC出現時期、胚嚢形成時期、
胚形成時期ならびに種子形成時期の蕾、花お
よび未熟種子をサンプリングし、RNA 抽出、
cDNA合成を行う。対象区の有性生殖性系統で
も同じようなことを行う。各時期のサンプル
から合成した cDNA を HEGS-DD を用いてアポ
ミクシス遺伝子群のクローニングを行う。捕
まえた遺伝子を構造解析や類似性検索を行
い、遺伝子の同定を行う。 
２）同時に ASG-1遺伝子をはじめ、クローニ
ングできた遺伝子を用いて、イネやギニアグ
ラスに遺伝子導入を行い、組換え植物体を大
量に作出する。人工気象室内で植物体の全部
を実るまでに育成する。開花期の蕾や花をサ
ンプリングし、胚嚢解析を行うと同時に植物
体の形態・形質調査を行うことによって、
ASG-1 遺伝子群を解析し、その機能を明らか
にする。 
３）イネ科牧草ギニアグラスの条件的アポミ
クシス性系統と有性生殖性系統を用いて交
配による F1 または F2 集団を作る。得た F1

種子を次の年に蒔いて得た個体について、形
質評価を行うため、ノマルスキー微分干渉顕
微鏡を用いた胚嚢分析法を実施し、それぞれ
の有性生殖率及びアポミクシス率を算出す
る。また、F1集団およびその交配両親の形質
調査には、栄養成長部分、生殖成長部分につ
いて調査・解析し、それぞれの特徴を見つけ
て形質評価を行う。交配実験によって得た F1
個体を使って92個体および両親のゲノムDNA
を抽出し、HEGS-AFLP 法を用いてアポミクシ
ス遺伝子のマッピングを行う。 
 
 
４．研究成果 
１）HEGS-DD 法を用いてアポミクシス遺伝子
のクローニング実験について、まず、液体窒
素を用いた子房の切り出し法を確立した。そ
れを使ってアポスポリー性胚嚢始原細胞出
現時期、その前後の時期の蕾や小花から、子
房長を指標として、それぞれ数千個の子房を
切り出した。続いてこれらの子房からトータ
ル RNAと mRNAを抽出してcDNAに合成できた。
同時に AIC-cDNA ライブラリを作製した。
HEGS-DD 法を用いて、アポミクシス特異的遺
伝子のクローニングを行い、AIC ステージ特
異的遺伝子の捕捉に成功した。その結果、6
つの AICステージに特異的に発現する遺伝子
が見つかった。それと同時に２つの AICと S2
（有性生殖性系統の大胞子分裂から胚嚢形
成までの時期）の両ステージに同時に発現す
る遺伝子を、また３つのすべてのステージに
同時に発現する遺伝子を、それぞれクローニ
ングできた。 
 6 つの AIC ステージに特異的に発現する遺
伝子については、構造解析を行った結果、RNA
から cDNA への逆翻訳の開始点が６つとも同
じであったが、塩基配列長はそれぞれ違った。
しかし、驚くことにそれらは ASG-1遺伝子の
とは、全く同じ塩基配列を持ち、塩基配列長
だけが違うことが分かった。 
 この実験では、まったく異なった実験材料
を用いたことにも関わらず、得られた６つの
AIC ステージに特異的に発現する遺伝子が
ASG-1 遺伝子と同じ塩基配列をもつことは、
あたかもこれまでに長い期間の交配実験か
ら生まれた支配的な仮説である「アポミクシ
スの１優勢遺伝子支配」を側面から支持・証
明する。これらの遺伝子は ASG-1遺伝子ファ
ミリーに属すべく、ASG-2、ASG-3、ASG-4 お
よび ASG-5とそれぞれ命名した。類似性検索
の結果、ASG-1 と同じく、種子または胚発育
特異的遺伝子と最も高い相同性を示した。 
 
２）同時に ASG-1遺伝子をはじめ、クローニ
ングできた遺伝子を用いて、イネやギニアグ
ラスに遺伝子導入実験を行い、組換え植物体
を大量に作出する実験を行った。その結果、



 

 

(1)効率の高い組換えイネの作出系を確立し
た。成熟した種子を無菌播種して 1週間前後
にアグロバクテリウムを介して、感染方法や、
抗生物質の濃度、培地の種類などを検討した。
従来の 2回アグロバクテリウム感染液に浸す
ことを 1回に減らしたほか、その後の除菌作
業も回数を減らした結果、除菌後のカルスは
2 週間かかった回復期間が 1 週間でほぼ回復
できた。(2)引き続き、抗生物質の濃度につ
いて検討した。10mg/l～50mg/lの範囲で実施
して 30mg/l の処理区は最も高い再生率が得
られた。(3)さらに培地の種類も検討した。
カルス形成と再分化培地に関しては、Ｎ６培
地がカルス形成に、ＭＳ培地が再分化に、そ
れぞれ良い結果を示したことが明らかにな
った。(4)自家不和合性個体の検出手法の確
立については、異なるベクターをもつ ASG-1
遺伝子を導入した組換えイネ植物体は約
2,000 株を作出することができた。そのすべ
てから穂が出てきて、開花、受粉、穂の収穫
をし、乾燥させ、電子デシゲーターに保存し
ている。検出手法としては、１つ目に開花当
日の小花をサンプリングし、固定してノマル
スキー微分干渉顕微鏡で花粉の稔性や子房
の発育過程を観察する予定。２つ目は 2,000
株からゲノム DNA を抽出し、ASG-1 遺伝子の
塩基配列をもとに作成したプローブを使っ
て PCR で早期検定法を探索する予定。3 つ目
は直接結実の有無を調査する予定。 
 
３）HEGS-AFLP 法を利用したアポミクシス遺
伝子マッピング実験については、まず、ギニ
アグラスの植物を株分け・栽培してビニール
ハウスで開花させた。その間、交配親系統と
なる 6系統を利用して HEGS-AFLP法を適合し、
系統図を作成した。その結果から最も遠縁の
両親を選び、プラスチックバッグ法を用いて
交配を行った。夏と冬の両シーズンにてそれ
ぞれ雑種種子を得ることができた。これらの
種子を使って発芽実験を行い、発芽率等をチ
ェックした上で、次の年に播種した。成熟し
た植物体から蕾や小花をサンプリング・固定
し、それらの生殖様式をノマルスキー微分干
渉顕微鏡による透明法で観察してアポミク
シス率を推定した。 
交配実験によって得た F1個体を使って 92個
体および両親のゲノム DNAを抽出した。次は
HEGS-AFLP法を用いてアポミクシス遺伝子の
マッピングを行った。384のプライマーを用
いてそれぞれ交配の両親と F1集団 92個体の
ゲノム DNAを PCRで増幅し、4連電気泳動装
置を使ってそれぞれのバンドパターンを撮
影した。それをもとにそれぞれの両親と比べ
て特異的バンドを選び出し、マッピング用ソ
フトに適合し、アポミクシス遺伝子マッピン
グを行った。その結果、アポミクシス遺伝子
の精密マップがほぼ完成した。近い将来、そ

れを使ってアポミクシス遺伝子の同定実験
や ASG-1遺伝子群との関連、さらに実際の育
種での応用などについても研究を進める予
定。 
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