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研究成果の概要（和文）：キクは高次倍数性、自家不和合性のため重要形質の遺伝解析は進んでいない。本研究
ではGojo-0ゲノム情報を活用し自家和合性変異の機構解明を目指した。以前に862kbと狭められた候補領域につ
いて解析を進めたところさらに下流の領域が候補と考えられ、この領域内のLRK遺伝子にトランスポゾン挿入が
見つかったため候補として解析を進めた。このLRK遺伝子は柱頭で高く発現しており、挿入変異がは同一産地内
の自家不和合性系統に見られず重要な候補遺伝子と考えられた。Csc1遺伝子がS遺伝子であるかModifier遺伝子
であるかを遺伝学的に解析したところ、S遺伝子として作用することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Genetic analysis of important traits in Chrysanthemum has not progressed due
 to polyploidy and self-incompatibility. Our group isolated the self-compatible mutant line AEV02 
from the genetic resources of Chrysanthemum seticuspe. To determine the molecular function of Csc1, 
a single recessive locus that determines self-compatibility in AEV02, we performed genetic analysis 
using the recently determined genome sequence of Gojo-0. As a result of genetic analysis using 
segregating populations, the candidate genomic region was redefined but 862 kb of the previously 
narrowed genomic region was excluded. In the redefined genomic region, an LTR-type retrotransposon 
was inserted into an LRK gene, which was highly expressed in the style. We considered it a candidate
 for an important causative gene and are undergoing transformation experiments. In addition, genetic
 analysis of whether the Csc1 gene is an S gene or a modifier gene revealed that Csc1 acts as an S 
gene.

研究分野：園芸学

キーワード： 野生ギク　自家不和合性　ポジショナルクローニング
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Csc1遺伝子座はキク属において初めての自家和合性遺伝子であり、その解明はキク育種への貢献だけでなくキク
科の自家不和合性機構の解明につながると期待される。本研究でCsc1の理解が進んだが、特にCsc1がS遺伝子と
して作用することが明らかとなったことは、植物最大の科であるキク科における初めての自家不和合性メカニズ
ムの解明に向けて重要な知見とな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、自家不和合性により重
要形質の遺伝解析は進んでいない。二倍体種のキクタニギクは分子遺伝学研究の実験材料とし
て用いられているが、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
て研究に利用してきた。AEV02 の有する自家和合性変異(Csc1)は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育種への応用、キク科におけ
る自家不和合性メカニズムの解明につながると期待される。そのため、これまでに遺伝学的解析
を進めることで Csc1は劣性で作用する単一遺伝子座に支配されることを明らかにし、ラフマッ
ピングにより原因遺伝子座を連鎖地図上に位置付け、その後の解析により原因遺伝子座候補領
域を 862kbpの範囲に絞り込んだ。これらの解析を進めて Csc1の分子的実体を明らかにするこ
とを目指して研究を進めた。 
 
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、ポジショナルクロー
ニングによる原因遺伝子同定と関連する機構の解明を目指す。ポジショナルクローニングの解
析基盤として Gojo-0 の全ゲノム配列決定を用いて Csc1 候補領域の更なるマッピングを行うこ
と、Csc1遺伝子座が S遺伝子であるか Modifier 遺伝子であるかを遺伝学的解析により明らかに
することを目的とする。キク科においては自家不和合性の分子機構は明らかにされておらず、本
研究を進めることで園芸学・植物学におけるインパクトの高い成果を挙げることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝学的解析 
キクタニギクの野生株である AEV12 系統に自家和合性であるモデル系統 Gojo-0 を交配した

F1系統に Gojo-0もしくは AEV02系統を交配して作成した BC1F1集団 539系統及び BC2F1集
団 100系統を利用した。 

 
(2) ゲノム解析と遺伝的マッピング 
 本研究の実施期間中に発表されたNakano et al.(Communications biology 4: 1167, 2021)に
より公表された全ゲノム配列CsGojo-0_v1をリフ
ァレンスとして用いた。自家不和合性の AEV12
系統、自家和合性の AEV02系統、Gojo-0系統の
リシークエンスデータを bwa-mem2 によりマッ
ピングし VARSCAN により検出された多型情報
に基づき dCAPS、SNPマーカーを設計しCsc1候
補領域周辺のマーカー高密度化を進めた。設計さ
れたマーカーを用いて近傍における組換え個体の
調査を行った。Csc1のマッピングのために①分離
集団全体を用いた解析、②分離集団の内、自家和
合性個体のみを用いた解析の 2パターンを行い、
候補領域の絞り込みを進めた。 
 
(3) コンストラクション 

LRK 遺伝子の機能を解析するために RNAi に
よる機能抑制とゲノム断片による相補性検定用の
コンストラクトを AEV12 系統のゲノム DNA を
利用して作成した（図 1）。RNAi用コンストラク
トとしては pANDA-35HK ベクターを使用し、
LRK 遺伝子の 258bp をトリガー配列として導入
した。一方、相補性検定用コンストラクトとして
は、pGWB401 ベクターを使用し、開始コドンの
上流 2.6kbp 及び終止コドンの下流 700bp までを
含む約 5kbのゲノム断片を導入した。 
 
(4) Csc1遺伝子座の遺伝的振る舞いの解析 
 Csc1 遺伝子座が S 遺伝子であるか M遺伝子で
あるかを調べるため、AEV12×Gojo-1 の F1 個体と AEV02 とを使用し、①F1×AEV02、②
AEV02×F1、③F1 自殖の 3通りの交配を行った。交配は自殖を避けるために開花前に葯を有す
る管状花を除去して舌状花のみとし、舌状花に対してそれぞれの花粉を授粉した。交配後、3週
間以上経過してから頭状花を回収し、種子を乾燥させた後、痩果数を数えた。 

図 1 作成したコンストラクトの構造 



４．研究成果 
(1) Csc1遺伝子座候補領域の解析 
以前の研究により Csc1 遺伝子座は約 862kb の区間に絞り込まれ、本研究開始時点では候補
領域内に含まれる SLPK 遺伝子を候補とした。しかしながら、全ゲノム配列決定に伴う新たに
予測された遺伝子構造及び発現遺伝子の構造では、SLPK に見られたアミノ酸置換と考えられ
た変異はイントロンに存在することが
確認されたことから周辺領域を含めて
変異を再調査した。特に候補領域を制限
する個体は組換え個体 1 個体によるも
のであり更なる組換え個体を得るため
に分離集団の個体数を増加させて解析
を進めた。分離集団を拡大して調査する
中で、自家不和合性と評価した系統で花
粉形成が少ないために種子が形成され
ない例があったことから、分離集団の
内、自家和合性を示す系統のみを用いて
マッピングを進めた。その結果、新たに
得られた組換え個体 1 個体により
862kb の範囲が除外されて候補領域の
右側の領域が候補となる可能性が示され
たため(図 2)、この領域に位置する遺伝子
の変異を調べた。その結果、元々の候補
領域から約 3Mbp下流の位置に Gojo-0
ゲノム配列においてエキソン内にレト
ロトランスポゾンが挿入された遺伝子
が存在することが確認された。この変
異は AEV02 では変異ホモ型となって
いたが、AEV12、AEV13では変異は存
在しておらず AEV02 に固有の変異で
あると考えられた(図 3)。 

Gojo-0 全ゲノム配列の決定におい
て、頭状花序の個々の花が葉状の構造
となった shiboridama 変異体では
LEAFY 遺伝子にレトロトランスポゾ
ンが挿入されていることが示されてい
る。このトランスポゾンは LTR 型の
sbd-RTとして報告しているが、sbd-RT
は両 LTR配列間に多型がなく近代にお
いて転移した活性型のレトロトランス
ポゾンであると考えられた。変異の見つ
かった LRK 遺伝子について Gojo-0 の配列を調べたと
ころ、約 10kb の挿入を含んでいた。この挿入により
LRK遺伝子はC末端が欠けるタンパク質をコードする
ことが予測されると共に、挿入配列の全長は sbd-RTに
対して高い相同性を示した。同一産地の自家不和合性
系統である AEV12、AEV13 はこの挿入を有しておら
ず(図 3)、AEV02の自家和合化に sbd-RTの挿入が関与
する可能性が考えられた。この LRK 遺伝子について
RNA-seq解析により各組織での発現を調べたところ柱
頭において高い発現が認められ、特に自家不和合性系
統(SI)では高く自家和合性系統(SC)では発現が低かっ
たことから Csc1 の原因遺伝子である可能性が考えら
れた(図 4)。 
これらの結果から LRK 遺伝子の関与を明らかにす
るために相補性検定及びノックアウト作出によりそ
の関連を明らかにすることを目指した。図 1のコンス
トラクト 2 種を作成し、pANDA ベクターを用いた
RNAi 用コンストラクトは AEV12 系統、相補性検定コンストラクトは Gojo-0 系統に対してア
グロバクテリウムを用いたリーフディスク法による導入を試みた。しかしながら、形質転換体を
得ることができておらず、これまでのところ LRK の関与を明らかにすることはできていない。 
 
 
 

図 2 自家和合性個体を用いた組換え点の検出 

●はヘテロ型、○はホモ型を示す 

図 3 samplotを用いた構造変異の検出 

図 4  LRK遺伝子の組織特異的発現 



(2) Csc1遺伝子座が S遺伝子座であるか否か 
 Csc1 遺伝子座の変異は自家和合性となるが、この変異が S 遺伝子によるものか Modifier 遺
伝子によるものかは明らかではないため、遺伝学的に検証することを目指した。Csc1 が胞子体
型として作用する S 遺伝子であると仮定すると AEV02、Gojo-0、Gojo-1の遺伝子型は S0S0と
考えられる。一方、AEV12×Gojo-1の F1は、S1S0もしくは S2S0となる。この時、①F1×AEV02、
②AEV02×F1、③F1自殖の 3種の交雑において、①、②では S0S0との交配となるため種子が形
成されるのに対して、③では同じ S遺伝
子型での自殖となるため種子が形成され
ない。これに対して M 遺伝子座の場合は
(A)花粉・配偶体型、(B)花粉・胞子体型、
(C)雌ずいでの作用の 3 パターンが想定さ
れるが、変異型のアリルがホモ型で作用す
る場合のみ種子が形成されるため、(A)で
は①、②、③の全てで種子が形成、(B)では
①のみで種子が形成、(C)では②のみで種
子が形成となることが想定される。舌状花
を用いた交雑試験の結果、①、②では交雑
により種子が形成されたが、③では種子が
形成されず、2系統の独立した試験で同様
の結果となった。この結果は胞子体型で作用する S遺伝子を仮定したものと合致しており、Csc1
は S遺伝子であることが明らかとなった。 
 
以上の研究により、Csc1 のポジショナルクローニングに向けた解析が進捗し、原因遺伝子候
補を得ることができた。この遺伝子に関するコンストラクトを作成し形質転換実験を進めたが、
これまでのところ形質転換体を得ることができていない。その理由としてキクタニギクを用い
た形質転換技術を研究室内で確立できていないことが挙げられ、再分化過程の条件最適化を進
めている。本研究を進めた結果では、これまでに Csc1の候補領域とした 862kbpが除外される
こととなり更なる解析が必要となった。更なる遺伝学的解析による候補領域の再検討が必要と
なるが、そのためには新たに自家不和合性系統のゲノム配列をリファレンスとして用いて解析
を行うことで改善が期待される。リファレンスとして用いた Gojo-0全ゲノム配列は自家和合性
系統であり、変異により自家不和合性に関わる遺伝子領域を欠失している可能性が考えられる。
マッピングにおいて自家不和合性アリルの供与親となった AEV12 の全ゲノム配列を決定して
リファレンスとして用いることで正確なマッピングが行える可能性がある。 
 Csc1は S遺伝子をコードしていることが明らかとなったが、キク科の S遺伝子の実体はこれ
まで明らかにされていない。チコリーにおいては、Palumbo et al.(2023, Front. Plant Sci., DOI 
10.3389/fpls.2023.1204538) により MIK2 遺伝子が候補遺伝子として挙げられているが検証に
までは至っていない。今後、Csc1遺伝子座の更なる解析により S遺伝子座の実体が明らかにな
ることでキク科における自家不和合性メカニズムの解明につながれば多大なインパクトを持つ
成果となることが期待される。 
 

表 1 交雑試験の結果 

系統1 舌状花数 痩果数 種子形成率 交雑成否
①F1×AEV02 151 54 35.8% yes
②AEV02×F1 149 13 8.7% yes
③F1自殖 62 0 0.0% no

系統2 舌状花数 痩果数 種子形成率 交雑成否
①F1×AEV02 151 77 51.0% yes
②AEV02×F1 57 20 35.1% yes
③F1自殖 96 0 0.0% no
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