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研究成果の概要：スギの雄性不稔形質に関連する遺伝子を探索するため、既知の雄性不稔遺伝

子と相同なスギ遺伝子を解析するとともに、雄性不稔個体と正常個体の雄花で発現する遺伝子

の網羅的解析を行った。スギ遺伝子の網羅的解析には、既知のスギ EST 情報を利用して作製

した DNA マイクロアレイを用いた。原因遺伝子の特定には至らなかったが、雄性不稔に関連

する遺伝子を絞り込むことができた。 
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１．研究開始当初の背景 
（１）スギ花粉の飛散量は年々増加する傾向
にあり、スギ花粉症患者は日本の人口の 15％
を超えたといわれている。近年、花粉が飛散
しない雄性不稔スギが相次いで発見され、花
粉症対策のための育種素材として注目され
ている。スギの雄性不稔の原因は花粉形成に
関わる遺伝子の異常と推定されるが、その原
因遺伝子は明らかになっていない。 
 
（２）モデル植物であるシロイヌナズナやイ
ネでは、花粉発達過程での様々な異常により
雄性不稔となる突然変異体が解析され、その
原因遺伝子が明らかになっている。また、こ

れらのモデル植物では、葯や花粉の形成時に
発現する遺伝子が大規模に収集されている。
しかし、樹木では、ラジアータマツで雄花特
異的に発現する遺伝子がいくつか解析され
ているのみで、雄性不稔に関わる遺伝子の解
析や雄花の発達過程で働く遺伝子の大規模
解析は行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、雄性不稔の原因となっている
可能性のある候補遺伝子をスギの EST 情報
から探索することを目的とする。EST とは、
Expressed Sequence Tag の略で、細胞中で発
現している遺伝子の RNA から合成された
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DNA の部分塩基配列のことをいう。スギの
EST 情報を集積し、バイオインフォマティクス
（生物情報科学）技術を活用することにより、
EST 情報から雄性不稔原因遺伝子を選抜す
る。また、雄性不稔個体と正常個体の間で、
候補遺伝子の発現量や発現部位の差異を比
較解析し、花粉形成に果たす役割を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)植物材料 
 スギ雄性不稔家系として、（富山不稔１号
×ミオ４号）F1 と（富山不稔１号×東西原
２号）F1 を掛け合わせた F2 家系の正常個体
と雄性不稔個体を用いた。7 月末に 100ppm
のジベレリン（GA3）を散布し、花芽形成を
促進した。雄花分化初期の 8 月中旬から成熟
花粉を形成する 11 月中旬にかけて、1 週間ご
とにスギ雄花を採取し、一部を FAA(エタノ
ール 50%、酢酸 5%、ホルマリン 10%)で固定
し、残りを−80℃で保存した。固定したサン
プルは、エタノールシリーズで脱水後パラフ
ィン包埋し、ミクロトームで厚さ約 6μm の
切片を作成した。キシレン・エタノールシリ
ーズで切片を脱パラフィンし、ヘマトキシン
及びエオジンで染色した後、光学顕微鏡下で
観察した。 
 
(2)スギ完全長 cDNAライブラリーの作製と
DNAシーケンシング 
 CTAB法と SV Total RNA Isolation System 
(Promega) を用いた精製により、8月中旬か
ら 11 月中旬にかけて採取したスギ雄花から
全 RNAを抽出し、poly(A)+RNAを調製した。
これをもとにノーマライズ化された完全長
cDNAライブラリーを作製した。ランダムにピ
ックアップした cDNAクローンについて、cDNA
両端の塩基配列を決定し、クラスタリング及
びアノテーションを行った。さらに、KOGデ
ータベースを用いて転写産物の機能分類を
行った。 
 
(3)EST情報からの雄性不稔候補遺伝子群の
抽出 
 シロイヌナズナなどで報告されている遺
伝子情報をもとに、TBLASTN を使用してスギ
の EST情報から雄性不稔候補遺伝子群を抽出
した。相同性の検索条件は以下の通りである。
雄性不稔性の原因遺伝子やタペータムで発
現していることが知られている遺伝子と相
同性を示す EST（E-valueにかかわらず高い
スコアのもの及び E-value<1e-21 のもの）、
雄性不稔性の原因遺伝子 MS1と MS2に相同性
を示す EST（E-value<1e-4）、雄性不稔性の原
因遺伝子 MIAと APT1に相同性を示す EST
（E-value<1e-10）、単核期の小胞子で特異的
に発現する遺伝子に相同性を示す EST（雄花
完全長 cDNA 由来 ESTから E-value<1e-38の

もの、雄花もしくは葉芽由来 ESTから
E-value<1e-19のもの）。 
 
(4)スギ EST 情報をもとにしたマイクロアレ
イ作製 
 スギ EST総数 56,268を CAP3アセンブラに
より統合した。その結果をもとに 60塩基か
らなるプローブを設計した。 
 
(5)マイクロアレイを用いた雄性不稔原因遺
伝子の探索 
 正常個体と雄性不稔個体それぞれ 7 個体
ずつから調製した RNA を用いて、別々に
DNA マイクロアレイ解析を行った。ビオ
チン標識、断片化、ハイブリダイゼーショ
ン及びスキャンは、NimbleGen 社のシス
テムにより行った。 
 
４．研究成果 
(1)雄性不稔個体における花粉崩壊過程の観
察 
 雄花分化初期の 8 月中旬から成熟花粉を形
成する 11 月中旬にかけて、1 週間ごとにスギ
雄花を採取し、正常個体と雄性不稔個体にお
ける花粉発達過程を観察した。その結果、花
粉母細胞が減数分裂を行う時期までは、両
者の間に違いは認められず、四分子を形成
する 10 月中旬頃から小胞子の崩壊が認め
られた。（図１）。 

 
 
(2)スギ EST 情報の取得 
 スギ EST情報の拡充のため、スギ雄花に由
来する完全長 cDNA ライブラリーから 19,437
クローンの両末端の塩基配列を解析し、
36,102の ESTを得た。クラスタリングの結果、
10,463種類の転写産物にまとめられた。既知
のデータベースとの相同性検索によってア
ノテーションを行い、雄花で発現する遺伝子
群の機能分類を行った（図 2）。KOGデータベ
ースを用いた機能分類の結果、全体の 70.4%
にあたる 7,370の転写産物について機能分類
でき、様々なタイプの遺伝子が存在すること
が明らかになった。 



 

 

 
 
(3)スギ雄性不稔候補遺伝子の抽出 
 シロイヌナズナ等モデル植物のゲノム情
報から、雄性不稔や花粉発達に関わる遺伝子
の情報を収集した。雄性不稔の原因となる遺
伝子、タペータムで発現する遺伝子、単核期
の小胞子で発現する遺伝子を合計で 739選び、
拡充したスギ EST情報と相同性検索した。そ
の結果、254 のスギ ESTが相同性を示した。 
 
(4) DNA マイクロアレイ解析を用いた正常個
体と雄性不稔個体の雄花における発現遺伝
子の比較 
① DNAマイクロアレイの設計 
 本研究で収集したスギ雄花由来の ESTと既
知のスギ EST を合わせた総計 56,000 以上の
EST情報を統合し、22,882のクラスタ配列に
まとめた。クラスタ配列の塩基配列情報をも
とに、各クラスタ配列に対応する複数の
60mer オリゴヌクレオチドプローブを設計し、
DNAマイクロアレイを構築した。 
② DNA マイクロアレイを用いた雄花発達過
程における発現遺伝子の比較 
 9 月下旬（花粉母細胞期）、10 月中旬（減
数分裂・四分子期）、11 月初め（小胞子期）
に、正常個体と雄性不稔個体の雄花から抽出
した RNA を用いて、マイクロアレイによる発
現遺伝子の網羅的解析を行った。 
 正常個体と雄性不稔個体との間で４倍以
上の発現量の差が見られた転写産物数は、
花粉母細胞期と減数分裂期ではそれぞれ
20 あまりであるのに対して、雄性不稔個体
で小胞子が崩壊する時期には200以上存在
することが明らかになった。花粉発達の初
期段階で発現量に違いが見られた遺伝子の
なかに、小胞子形成を制御する遺伝子があ

ると考えられる。また、小胞子期に発現量
の差が見られた遺伝子は、小胞子形成に直
接関わる遺伝子が多いとみられる。 
 マイクロアレイによる解析で発現量に違
いが見られた転写産物には、相同性検索に
より雄性不稔候補遺伝子とされたスギ
EST が１種類含まれていた。この EST は
シロイヌナズナの雄性不稔遺伝子のひとつ
である MALE STERILITY2 (MS2)と高い
相同性を示した。減数分裂期において、雄
性不稔個体の雄花では、この転写産物の発
現量が正常個体の約 10 分の１程度に減少
していた（図３）。しかし、花粉母細胞期や
小胞子期では、両者の発現量の違いは殆ど
認められなかった。減数分裂期におけるこ
の遺伝子の発現が、花粉形成に重要な役割
を果たしている可能性がある。 

 
 
 以上のように、スギ EST 情報をもとに
作成した DNA マイクロアレイを用いて、
正常個体と不稔個体の雄花で発現する遺伝
子を比較解析した結果、雄性不稔に関わる
遺伝子を絞り込むことができた。今後、個々
の遺伝子について詳細な解析をすることに
より、雄性不稔の原因遺伝子の特定に結び
つけたい。 
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