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研究成果の概要（和文）：  
植物 Y 染色体を標的として、重イオンビームが引き起こす突然変異を検出した。雌雄異株植

物ヒロハノマンテマの Y 染色体に変異を生じ性転換した変異体を、γ線照射で 5 個体、重イオ
ンビーム照射で 15 個体単離した。Y 染色体の変異領域を解析するための新規 STS マーカーを
４つ構築した。17 種類の STS マーカーを用いて変異領域を解析したところ、重イオンビームで
生じる変異はγ線に比べて小規模である傾向が見られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Mutations induced by the heavy-ion irradiation were analyzed by using the plant Y chromosome as a 
target. Five sex-changing mutants that have mutations on the Y chromosome were induced by 
gamma-ray, whereas fifteen sex-changing mutants were produced by heavy-ion irradiation. Mutated 
regions in these mutants were analyzed by using seventeen of Y-chromosome STS markers including 
newly developed ones. The result indicates that the mutations induced by heavy-ion irradiation tend to 
be smaller than that induced by gamma-ray irradiation. 
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１．研究開始当初の背景 
重イオンビーム育種技術は、低線量で表現

型のピンポイント改良を可能にする突然変
異育種技術であり、これまで多くの新品種を
短い育種年限で作出してきた。しかし、照射
により植物ゲノムに生じる突然変異を精査

したデータは少なく、変異誘発メカニズムについ
ては不明な点が多い。照射技術の更なる効率化に
は、重イオンビームで誘発される突然変異を検出
するシステムの開発が必要である。研究代表者は、
重イオンビームを照射したシロイヌナズナの M2
世代から既知変異体を選抜し、その原因遺伝子を
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同定するという方法で、１遺伝子に生じる突
然変異の情報を蓄積してきた。しかし、シロ
イヌナズナのゲノムは小さく、染色体レベル
での変異を検出するには不向きである。また、
M2 世代での変異選抜は時間がかかる。そこで、
研究代表者は、植物 Y 染色体をターゲットと
して、染色体レベルでの変異検出法の開発を
試ることにした。雌雄異株植物ヒロハノマン
テマの Y 染色体は 570 kb と巨大で顕微鏡で
観察しやすい。Y 染色体はオスヘテロなので、
性決定遺伝子に変異が生じれば、雄花(♂)か
ら、おしべとめしべとを両方もつ両性花変異
体や両方もたない無性花変異体が、照射当代
で選抜できる。研究開始時までに Y 染色体由
来の BAC クローンを 7 クローン同定済みで
あり、これらの配列から FISH プローブを作
製すれば、Y 染色体の変異を検出できる。さ
らに、性転換変異体の作出と原因遺伝子領域
の探索は、世界初の植物性決定遺伝子同定に
つながる。そう考え、変異検出系の開発を試
みた。 
 
２．研究の目的 
雌雄異株植物の Y 染色体を標的とした変

異検出系の開発を目的とした。重イオンビー
ムとγ線を変異原として用い、それぞれの Y
染色体に引き起こす変異の特徴を調べるこ
とにした。検出の方法には、Y 染色体プロー
ブを用いた FISH 解析と、Y 染色体特異的 STS
マーカーによる欠失領域マップの２通りで
行うこととした。検出系の確立のため、効果
的な変異誘発法の検討、FISH プローブの探索、
新規 STS マーカーの探索を並行して行った。 
 
３．研究の方法 
研究の方法を以下(1)～(5)にまとめる。 
(1)性転換変異体作出の条件検討 
 性転換変異体誘発に最適な照射条件を求
めるため、照射方法を乾燥種子照射、吸水種
子照射、花粉照射の 3通りについて最適線量
を検討した。乾燥種子は、1 層になるように
プラスチックバックに封入して照射した。吸
水種子は吸水後 24 時間の種子を同様にパッ
クして照射した。花粉は、おしべごと雄花
(♂)から切除し、1.5mlチューブに 1線量区
あたり約 50 本を入れて照射した。照射後の
種子は、ピートモスに蒔き、本葉が展開した
個体の率を生存率として求めた。照射後の花
粉は、野生型の雌花に授粉し、種子の形成率
を測定、種子をピートモスに蒔き、同様に生
存率を求めた。本葉が展開した個体は、鉢上
げして屋外で栽培し、花を観察し無性花変異
体と両性花変異体を選抜した。 
(2)Y染色体 BAC の塩基配列決定 
 FISHプローブや STSマーカーを作製するた
めには、Y染色体の情報を収集する必要があ
る。Y染色体由来の７クローンの BACを Loche 
454 Titaniumでシーケンスした。BAC ごと

にコンティグを作製し、各 BACについて 3 種類の
遺伝子予測ソフト（ORF finder、BlastN、cross 
match）を用いてアノテーションを行った。 
(3)Y染色体 FISHのためのプローブ探索 
 Y染色体由来の７つの BAC クローンをそれぞれ
蛍光でラベルし、FISH 解析を行った。BACのシー
ケンスが終了後は、BAC配列全体から反復配列を
除いたシングルコピーの部分だけを PCRで増幅し
て FISH解析に用いた。 
(4)Y染色体 STS マーカーの探索 
 Y染色体には(CAG)n、(CAA)n、(CAT)n、(GAA)n、
(CAA)n、(TAA)n、マイクロサテライトが多数存在
している(Kejnovsky et al., 2009)。これらのマ
イクロサテライトを複数組み合わせた複合
simple sequence repeat（SSR）プライマーを 20
通り設計した。雄株のゲノム DNAを制限酵素で切
断し、切断サイトにアダプターを結合し複合 SSR
プライマーとアダプタープライマーで PCR を行っ
た。増幅断片を全てクローニング、シーケンスし、
目的の複合 SSR プライマーの存在が確認できた断
片について複合 SSRプライマーと対になる特異的
プライマーを設計した。これらを STS marker in 
combination with SSR primer (SmicS)とした。
SmicS のうち、オス特異的に増幅するプライマー
セットを選別し、それらを SmicSyとした。 
(5)Y染色体変異の解析 
 γ線を照射して得た両性花変異体 4個体、炭素
イオンビームで誘発した両性花変異体 4個体につ
いて、Y 染色体上に存在する 17 種類の STSマーカ
ーの増幅の有無をマッピングし、変異の規模を比
較した。γ線を照射して得た無性花変異体 1個体、
炭素イオンビームを照射して得た無性花変異体 4
個体について、無性花変異体の原因遺伝子に最も
近いとされる STSマーカー（ScQ14）周辺の変異の
規模を比較した。 
 
４．研究成果 
(1)性転換変異体作出の条件検討 
 重イオンビーム照射では、生存率が 90%程度を
示す吸収線量で最も変異効果が高いとされる。生
存率の指標から、乾燥種子照射では、炭素イオン
ビームは 100 Gy、鉄イオンビームは 20 Gy が適正
であることがわかった。炭素イオンビームを 100 G
ｙ照射した照射区 150 個体から両性花変異体を 1
個体得た。吸水種子照射では、炭素イオンビーム
は 10 Gy、鉄イオンビームは 4 Gyが適正であるこ
とがわかった。炭素イオンビーム照射区 85個体か
ら無性花変異体 3 個体と両性花変異体 1 個体を、
鉄イオンビーム照射区 65 個体から両性花変異体
を 1 個体得た。しかし、吸水種子照射で得た変異
体ではすべての変異体が、一部の枝のみが変異す
るというキメラ変異であった。挿し木で変異体を
固定しようと試みたが、困難であった。そこでキ
メラ変異を回避するため、花粉照射を検討した。
花粉照射では、人工授粉後の種子形成率から、炭
素イオンビームでは 20Gyが、鉄イオンビームでは
4 Gy が、γ線では 40Gy が最適であることがわか
った。これらの結果、花粉照射の大規模スクリー



 

 

ニングを行い、炭素イオンビーム照射区
1,700 個体から、両性花変異体を 10個体と無
性花変異体を 4 個体、γ線照射区 1000 個体
から、両性花変異体を 1個体と無性花変異体
を 4個体得た。これらの変異体はキメラでは
なかった。鉄イオンビーム照射区 800個体か
らは変異体は得られなかった。 
(2)Y染色体由来 BACの選抜と塩基配列決定 

Y 染色体特異的 STS マーカーで選抜した 7
つの BAC クローンを、Roche 454 Titaniumで
シーケンスした。各クローンのコンティグに
ついてアノテーションを行ったところ、反復
配列が 90%程度を占めた。SlAP3Y 遺伝子を含
むクローン(7a8D)は反復配列が少なかった
ため、FISHプローブとして用いた。STS マー
カーの一つ ScQ14は、無性花変異体の原因遺
伝子に最も近いとされる。周辺にシーケンス
を用いれば無性花変異体の欠失サイズの検
出ができると考えた。そこで PCRとサンガー
法のシーケンスでコンティグ同士をつなぎ
合わせ、ScQ14 をもつ BAC(71c10C)のインサ
ート配列全長 97,564 bpを決定した。 
(3) Y 染色体 FISHのためのプローブ探索 
 Y 染色体由来の BAC7 クローンについて
FISHを行ったところ、すべての染色体にシグ
ナルが得られた（図 1 左）。これらの BAC に
はゲノム全体に散在する反復配列が存在す
ると考えられる。BAC シーケンスから、BAC
クローン 7a8D のシーケンスのうち、SlAP3Y
遺伝子とその近傍には反復配列が少ないこ
とが分かった。反復配列を除いた領域を PCR
で増幅した、合計 20 kb をプローブとして
FISHを行ったところ、Y染色体にシグナルが
検出できた（図１右）。 

(4)複合 SSRを用いた新規 Y染色体特異的 STS
マーカーの単離 
 Y 染色体に存在する散在型反復配列が想像
以上に多く、FISHプローブの同定が困難であ
ったため、代わりとして Y染色体の STSマー
カーを用いた Y染色体欠失変異同定法を試み
た。Y 染色体特異的 STS マーカーの探索を行
った。複合 SSRマーカーでシーケンスした 578
フラグメントについて、対になる特異的プラ
イマーを作製した。オスのゲノム DNAとメス
のゲノム DNAを鋳型として PCRを行ったとこ

ろ、6 プライマーセットでオス特異的バンドを増
幅した。これらを SmicSy1-6 と命名した。そのう
ち３セット(SmicSy1, SmicSy5, SmicSy6)は無性花
変異体の原因遺伝子の近傍に位置した。 
(5) Y 染色体変異の解析 
 炭素イオンビームで誘発した変異とγ線照射で
誘発した変異の様子を、Y 染色体 STS マーカーを
用いて比較した。両性花変異体について STS マー
カーの有無をマップしたところ、炭素イオンビー
ムではほとんどマーカーが存在したが、γ線では
複数のマーカーが欠失していた(図 2)。 
 無性花変異体について BAC クローン(71c10C)を

足掛かりに原因遺伝子領域のシーケンスを進め、
STS マーカーを構築して変異体の欠失領域をマッ
ピングした。本研究も含めγ線で誘発した無性花
は、必ず ScQ14 を欠失することが知られている。
これに対し、重イオンビームで誘発した無性花で
は ScQ14 をもつものがあった。そのため、従来不
可能であった無性花変異体の原因遺伝子領域の絞
り込みに成功した(図 3)。 

  
本研究では、ヒロハノマンテマの乾燥種子、吸

水種子、花粉の適正線量を決定した。同一植物種
において組織別に感受性を調べた例は少なく。本
研究での照射データは他の植物種での組織別適正
線量を求める指標として有益である。重イオンビ
ーム照射で誘発した変異体を解析することで、こ
れまで不可能であった性決定遺伝子の１つ SPF の
候補領域の絞り込みに成功した。本成果は、世界
初の植物性決定遺伝子の同定へ向けた試金石とな
り、今後の研究の継続により、植物性決定遺伝子
が同定できると確信している。 

図 1. FISH プローブの探索 左：BAC-FISH 
の例。右：SlAP3Y 周辺配列の FISH。赤い
シグナルは染色体末端特異的サテライト 

図 2. 無性花変異体の Y 染色体欠失領域の解析 
GSF は両性花変異体の予想原因遺伝子領域。
SPF は無性花変異体の予想原因遺伝子領域。 

図 3. STS マーカーを用いた両性花変異体の
欠失領域の解析 
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