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研究成果の概要（和文）：キクタニギクのAEV02系統に見つかった自家和合性遺伝子座Csc1の原因遺伝子同定を
目指した。自家不和合性系統との交雑に由来するBC1F1集団等を用いて解析を進めた結果、Csc1遺伝子座候補領
域は850kbの範囲に絞り込まれた。この領域には18個の遺伝子があり、その中にはシロイヌナズナでS遺伝子座を
コードするSRKのホモログが2個含まれていた。SRKホモログの一つSLPK_Rは柱頭で発現し、その発現は自家和合
性系統では見られなかった。また自家和合性系統のSLPK_Rコード領域にナンセンス変異と考えられる変異が見つ
かった。これらの結果より、SLPK_Rが原因遺伝子候補として考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to clarify the molecular mechanism related to Csc1, 
a self-compatibility locus found in a strain AEV02 of Chrysanthemum seticuspe. Using the BC1F1 
population derived from crosses a cross between self-incompatible(SI) strain and AEV02-derived 
self-compatible(SC) strain, the candidate region for the Csc1 locus was narrowed to 850 kb. This 
region contains 18 genes, including two homologs of SRK, which encodes the S locus in Arabidopsis. 
One of those SRK homologs, SLPK_R expressed in the style of SI strains, but not expressed in the 
style of SC strains. Furthermore, SLPK_R had a possible nonsense mutation specifically for SC 
strains in the coding region. These results indicated SLPK_R is an important candidate for the Csc1 
locus.

研究分野：園芸育種

キーワード： キク　野生種　自家和合性　ポジショナルクローニング　自然変異
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研究成果の学術的意義や社会的意義
キク属は自家不和合性であり、このことがキク育種を困難としている一因である。以前の研究で自家和合性変異
体を単離し、その変異を利用することで純系化したモデル系統Gojo-0の育成が行われてきたが、変異の実体は不
明であった。本研究によりキク属で初めての自家和合性変異の実体解明に近づくことができたが、今後、この変
異に関わる詳細な機構を明らかにすることができれば、キク育種に自家和合性を導入することで新たな育種シス
テムの開発につながると期待される。またキク科では自家不和合性の詳細なメカニズムは明らかにされておら
ず、本研究の結果を元にキク科の自家不和合性機構の解明につながることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９(共通) 
１．研究開始当初の背景 
 キクは観賞用花きとして世界で最も重要な花きの一つであるが、高次倍数性、自家不和合性が
障害となり、重要形質の遺伝解析は進んでいない。近年、二倍体種であるキクタニギク
(Chrysanthemum seticuspe)が分子遺伝学的実験に用いられているが、我々のグループではキ
クタニギク遺伝資源より自家和合性系統 AEV02を単離し、その自家和合性を利用することでゲ
ノム全体が純系化したモデル系統 Gojo-0 を育成した。AEV02 の持つ自家和合性は自殖を繰り
返しても安定に伝達されることから、栽培ギクに自家和合性を導入するための重要な遺伝子資
源であり、原因遺伝子の同定は栽培ギクへの応用のみならず、キク科で明らかにされていない自
家不和合性のメカニズム解明にもつながると期待される。キク属ではゲノム配列、DNAマーカ
ー情報などの解析基盤が整備されていなかったが、近年ドラフトゲノム配列が決定され、分子遺
伝学的アプローチが可能となった。申請段階において、自家和合性は劣性変異であること、BC1F1

集団において自家和合性と自家不和合性が 1:1の期待比に適合する分離比であることから、ラフ
マッピングを行ったところ完全連鎖する DNAマーカーが同定された。この遺伝子座は Csc1と
命名され、キクタニギクを用いることでポジショナルクローニングによる Csc1の解析が可能で
あると考えられたため、研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、AEV02 に見出された自家和合性遺伝子座 Csc1 について、整備の進められてい
るゲノム基盤を活用してポジショナルクローニングによる原因遺伝子同定を目指す。まず、Csc1
遺伝子座を正確に連鎖地図上に位置付けるため、必要とされる分離集団を育成すると共に、Csc1
遺伝子座周辺領域の DNAマーカーを高密度化する。それらの分離集団と DNAマーカー情報を
用いて、Csc1 遺伝子座の候補領域を狭めていく。キクタニギクにおいて自家不和合性の発現に
関わる遺伝子を同定するため、柱頭、葯を用いた RNA-seq解析を行う。また、AEV02とその他
のキクタニギク野生系統の全ゲノムリシークエンス解析を行い、Csc1 候補領域の変異を明らか
にする。これらの情報を元に、Csc1 候補領域を特徴づけると共に、発現遺伝子との関連を明ら
かにすることで原因遺伝子候補の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 分離集団の育成 
キクタニギク野生株であるAEV12系統に自家和合性のモデル系統Gojo-0を交配した F1であ
る XMTW02系統を中心とし、再度 Gojo-0を交配することで戻し交雑集団を育成した。その内
訳は、BC1F1世代 111系統、BC1F2世代 102系統、BC2F1世代 68系統の合計 281系統である。 
(2) 使用したゲノム配列 
 本研究の実施期間中に発表された Hirakawa et al.(2019)のドラフトゲノム配列に加えて、期
間中に整備が進められたキクタニギクモデル系統 Gojo-0 の全ゲノム配列(Gojo-0_v1)を使用し
た。Gojo-0_v1配列は、ショートリードとロングリードデータを用いたアセンブルと Hi-C法を
用いたスキャフォールディングによって作成されたが、その全長は 3.05Gb となり、その内、
2.98Gbはキクタニギクの染色体数に相当する 9本のスキャフォールドに収束する染色体スケー
ルの配列が得られている。全ゲノム配列を用いた遺伝子予測の結果、ゲノム全体で約 74,000個
の遺伝子が予測された。 
(2) DNAマーカーの高密度化とマッピング 

Hirakawa et al. (2019)の SSRマーカーセットを bwa-alnを用いて Gojo-0の全ゲノム配列に
対してマッピングを行ったところ、6,370マーカーが全 9連鎖群に位置付けられた。その内、ラ
フマッピングで連鎖が認められたマーカーが座乗する連鎖群において約 1Mb間隔でマーカーを
設計し、XMTW02がヘテロ、Gojo-0がホモの多型を示すものを選抜した後、分離集団の各個体
の遺伝子型を調べた。個々のマーカー遺伝子型は、表現型との関連を調べると共に、ゲノム上で
の位置情報を元に整列化を行い原因遺伝子座周辺での組換え個体を同定した。 
(3) RNA-seq解析 

BC1F1集団の自家和合性 3 系統のバルク(SI_bulk)、自家不和合性 2 系統のバルク(SC_bulk)
の柱頭及び葯より約 1μg の total RNA を得て、ライブラリー構築と Novaseq6000 を用いた
Paired-end リード(PE150)を取得した。得られた配列は Trim Galore を用いてトリミングを行
った後、Gojo-0 の全ゲノム配列及び予測遺伝子セットに対して STAR を用いてマッピングし
featureCountsにより数値化及び IGVにより可視化した。 
(4) 全ゲノムリシークエンス解析 
キクタニギク 3 系統(AEV02(自家和合性)、AEV12(自家不和合性)、AEV13(自家不和合性)、
いずれも奈良県五條市より採集 )の葉よりゲノム DNA を抽出し、ライブラリー構築と
Novaseq6000を用いた Paired-endリード(PE150)を取得した。得られた配列は Trim Galoreを
用いてトリミングを行った後、Gojo-0の全ゲノム配列に対して bwa-memによりマッピングし、
GATKの HaplotypeCallerを用いて多型検出を行った。多型情報は snpEffを用いてアノテーシ
ョン付けした。 
 
 
 



４．研究成果 
 
(1) Csc1遺伝子座のマッピング 
ラフマッピングにより連鎖が認められた連鎖群における正確な位置を決定するため、座乗連
鎖群のマーカーを用いてマッピングを進めた。BC1F1、BC2F1集団では候補領域を約 100Mb程
度までしか絞り込むことはできなかったが、その後、BC1F2集団を用いてマッピングを進めた結
果、候補領域を 850kb区間まで絞り込むことができた(図 1)。この領域には 18個の遺伝子が予
測されており、この中にはシロイヌナズナで S遺伝子をコードしている SRK遺伝子に高い相同
性を示すホモログが 2 個含まれていた。この SRK ホモログを SLPK_L、SLPK_R と命名した
(図 2)。 

 

図 1 Csc1遺伝子座のマッピング 
Gojo-0_v1ゲノムの位置に対して BC1F2集団において出現した組換え個体の遺伝子型を示す 
 

図 2 候補領域内の予測遺伝子 
候補領域内の SLPKホモログの位置を示す 
 
 
(2) RNA-seq解析 
表 1 RNA-seq解析の結果 

 
候補領域の 18遺伝子について、RNA-seqで
の発現パターンを調べたところ、SLPK_Lは葯
で高い発現を示したが自家不和合性(SI)と自
家和合性(SC)の間では差が認められなかった。
一方、SLPK_Rは葯・柱頭の両方で発現し、自
家不和合性特異的な発現が認められた。自家和
合性系統では柱頭において花粉発芽が起こら
ず、また自家和合性が劣性で変異であることか
ら、自家不和合性系統の柱頭で発現している遺
伝子が自家和合性系統では発現が失われてい
る可能性が考えられる。候補領域内の 18遺伝
子中、SLPK_R のみが不和合性と和合性の間
で発現差を示した。 
 

 
(3) 全ゲノムリシークエンス解析 
 自家不和合性 2系統と AEV02についてゲノムの約 30倍をカバーする配列データを取得し、
Gojo-0_v1配列に対してマッピングと変異検出を行った。その結果、SLPK_Rの領域では Gojo-
0 の予測遺伝子では第一イントロンとされる領域において、自家不和合性の AEV12 でヘテロ、
AEV13がホモとなる SNPが認められた。RNA-seqの遺伝子発現パターンを見ると以前にドラ
フト配列の決定に使用された XMRS10 系統のデータ(葉・SAM 等を中心とした組織に由来)で
は、この位置はイントロンとは考えにくく、コード領域の変異を回避する形で遺伝子予測が行わ
れたものと考えられ、Gojo-0においてナンセンス変異が起こっている可能性が考えられた(図 3)。 

SI

SC

A型
H型Csc1候補領域(850kb区間)

Mb+0.19 +3.39-0.75 +47.8-9.2 -0.66 0

SI_anther SC_anther SI_style SC_style
1 4.1 3.1 0.0 0.7
2 6.8 3.1 0.0 0.7
3 0.0 0.0 0.0 0.0
4 0.0 0.0 0.0 0.0
5 21.9 7.9 275.9 315.9
6 0.0 0.0 0.0 0.0

7_SLPK_L 5.5 23.6 0.5 0.0
8_SLPK_R 4.1 0.0 14.9 0.0
9 12.3 18.9 9.2 10.1
10 0.0 0.0 0.0 0.0
11 47.8 39.4 83.2 110.4
12 1.4 0.0 0.0 1.4
13 996.3 2485.7 8.7 48.3
14 27.3 31.5 145.9 153.6
15 21.9 20.5 9.2 10.1
16 144.9 107.0 256.9 196.9
17 39.6 133.8 21.1 17.3
18 214.6 218.8 154.6 150.0



 
 
(4) 候補遺伝子の決定 
 これらの解析をまとめると、SLPK_Rが Csc1遺伝子座の原因遺伝子候補と考えられる。この
遺伝子は柱頭において自家不和合性系統と自家和合性系統の間で発現差が認められた。この遺
伝子内にナンセンス変異を起こす可能性のある SNPが見つかったが、この変異は自家不和合性
である AEV12 においてヘテロとなっていた。SLPK_R は、アブラナ科で S 遺伝子座の実体で
ある SRKのホモログであることからも興味深いデータであり原因遺伝子候補として重要なもの
ではあるが、次世代シークエンス手法には拠らない手法での確認と、更に系統数を増やした調査
が必要であり、今後の検証を進めて行く。また、現段階での Csc1候補領域は 850kbと広く、よ
り確実に候補を決定するためには分離集団個体数の増加と更なる調査が必要である。 
 

 
以上の結果より、本研究ではキク
タニギク AEV02系統に見出された
自家和合性変異 Csc1の実体に迫る
結果が得られた。これまで、キク属
において安定な自家和合性変異の
実体を明らかにした例はなく、初め
ての成果となることが期待される。 
自家不和合性のメカニズムはア
ブラナ科などでは詳細な解析が進
められているが、植物で最も大きな
科であるキク科ではそのメカニズ
ムが明らかにされた例はない。今後、
Csc1遺伝子座の更なる解析とCsc1
遺伝子座を端緒として自家不和合
性メカニズムの解析を進めること
で多大なインパクトを持つ成果と
なることが期待される。 

 
図 3 SLPK_Rに見つかった変異と遺伝子構造 
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