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研究成果の概要（和文）：  
 雌雄異株植物ヒロハノマンテマに重イオンビームを照射し、両性花変異体 17 株、無性花変
異体 10 株を得た。次世代シーケンサー解析により Y 染色体連鎖 DNA 断片を 1741 同定し、そ
の中から両性花変異体、無性花変異体でそれぞれ共通して欠失する断片を特定、性決定遺伝子
の座乗領域を絞り込んだ。また、レーザーマイクロダイセクションの実験系を確立、現在、性
決定遺伝子が働くステージにおける発現アレイ解析を進めている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Seventeen hermaphrodite mutants and ten asexual mutants that have deletions on the Y chromosome 
were produced by heavy-ion irradiation in the dioecious plant Silene latifolia. By performing 
next-generation sequencing, 1741 of Y-linked fragments were identified. The regions for sex 
determining genes were narrowed down by identifying commonly deleted fragment in hermaphrodite or 
asexual mutants, respectively. Expression-profiling method using laser microdissection was developed 
to determine genes expressing in the sex-specific tissues.  
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１．研究開始当初の背景 

イチョウやキウイフルーツで知られるよ
うに、植物のなかには雄花を咲かせるオスと
雌花を咲かせるメスの区別がある雌雄異株
植物が存在する。雌雄異株は種子植物 25 万
種のうち 6%を占め、なかには動物と同じよう
に XY 性染色体で性を決定するものがある。
1923 年に植物性染色体が初めて発見されて
以来、米国ではパパイア、ドイツではアスパ
ラガス、チェコ、日本ではナデシコ科の植物
ヒロハノマンテマを用いて植物性決定遺伝
子の同定を目指した研究を進めてきた。哺乳
類では Y染色体上に性決定遺伝子 SRY が存在

し、SRY 遺伝子が未分化な生殖腺で発現する
ことにより、精巣の発達と分化を誘導するこ
とが知られている(Gubbay et al., Nature 
346:245-250, 1990; Sinclair et al., Nature 
346: 240-244, 1990)。植物の場合、おしべ
とめしべを両方もつ両性花が祖先系と考え
られており、両性花からオスとメスに二系化
するためには、Y 染色体上に「おしべの発達
を促進する遺伝子」と「めしべの発達を抑制
する遺伝子」の 2 種類が必要である
(Charlesworth, Science 251: 1030-1033, 
1991)。すなわち、植物 Y 染色体には性決定
遺伝子が 2つ存在する。ヒロハノマンテマの
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Y 染色体はヒト Y染色体の 10倍(570 Mb)と大
きい。顕微鏡下で観察しやすく、細胞遺伝学
的解析に適している。その反面シーケンス情
報を基とする分子生物学には不向きであり、
世界中の研究者が性決定遺伝子の単離に苦
心 し て き た 。 雄 花 特 異 的 発 現 遺 伝 子
（Mastunaga et al., Plant J 10:679-689, 
1996; Robertson et al., Plant J 12: 155-168, 
1997）、Y染色体連鎖遺伝子(Delichere et al., 
Embo J 18: 4169-4179, 1997)、メス特異的
に発現し、雌花(♀)のおしべ発達を抑制する
遺伝子などが精力的にクローニングされた
が、性決定遺伝子は未だに単離されていない。 

巨大性染色体から性決定遺伝子を単離す
るため、申請者は「Y 染色体欠失・性転換変
異体ライブラリー」を構築し、共通して欠失
をもつ領域を絞り込むことで、性決定遺伝子
の座上領域を特定する手法を考案した。ヒロ
ハノマンテマに理化学研究所のリングサイ
クロトロンで発生する重イオンビームを照
射し、おしべとめしべをもつ両性花変異体を
10 個体、どちらももたない無性花変異体を 8
個体選抜し、Y 染色体欠失・性転換ライブラ
リー構築した。雄蕊の発達を促進する性決定
遺伝子（SPF）の近傍と言われる STS マーカ
ー(ScQ14)を含む BAC クローンをシーケンス
し無性花変異体の欠失領域のマッピングを
行い、どの無性花でも欠失する SPF 性決定遺
伝子最近傍マーカー（STS30a8c）を同定した。
さらに、570Mb の Y 染色体のうち SPF 性決定
遺伝子の候補領域を STS609 と SmicSy6 に挟
まれた領域に絞り込んだ。 
 
２．研究の目的 
 オス特異的に発現する遺伝子の選抜から
では SPF遺伝子が同定できなかった反省を生
かし、SPF および GSF 周辺のゲノム配列を獲
得することを主な目的とした。そのため、ヒ
ロハノマンテマ BACライブラリーを完成させ
る。また、SPF および GSF 周辺領域のマーカ
ーを探索するため、次世代シーケンサーを活
用して Y特異的断片の網羅的取得を行う。よ
り多くの Y 染色体欠失性転換変異体を得て、
共通して欠失する領域を絞り込むことで、
SPF および GSF 領域を絞り込む。さらに、雄
花の発達過程において、組織特異的発現をす
る遺伝子を性決定遺伝子の候補とする。 
 
３．研究の方法 
研究の方法を以下(1)～(4)にまとめる。 
(1)Y 染色体欠失・性転換ライブラリーの拡充 

理化学研究所のリングサイクロトロンで
発生させた、炭素イオンビーム(LET：30keV/
μm)をヒロハノマンテマ花粉に最適線量
(20Gy)で照射し、人工受粉して後代種子を得
た。播種後、Y染色体特異的 STS マーカーで
雌雄を実生で判別し、オスのみを圃場で栽培

した。また、ScQ14 と MK17 で PCR を行い、性
染色体近傍に欠失を持つ個体をスクリーニ
ングした。圃場に植えた個体は、春と秋の花
の咲く時期に形態観察を行い、性転換変異体
を選抜した。 
(2) BAC ライブラリーの拡充 
ゲノム支援からの援助を受け、ヒロハノマ

ンテマ近郊系ライン(K-line)のオスの葉よ
り細胞核を抽出し、BAC ライブラリーを構築
した。 
(3)顕微発現プロファイリング法の開発 
 雄蕊原器が発達する時期（Stage7）のオス
の蕾みから切片を作製し、SPF 遺伝子が発現
すると予測される組織をレーザーマイクロ
ダイセクションで回収する系をヒロハノマ
ンテマに導入した。組織の固定法、包埋法、
切片作製法を検討した。 
(4)次世代シーケンスを用いた Y染色体配列
の網羅的単離 
 より多くの Y 染色体マーカーを得るため、
英国エジンバラ大とオックスフォード大と
の共同研究により、オス株とメス株のゲノム
DNA、及び雌雄のつぼみ由来の cDNA を次世代
シーケンサーで解析した。オスの蕾のみで発
現する遺伝子＋オスのゲノムだけに存在す
る DNA 断片を収集した。収集した断片を元に
プライマーを設計し、オスのゲノム DNA から
のみ増幅される断片あるいは遺伝子を PCRで
スクリーニングした。 
 
４．研究成果 
(1)Y 染色体欠失・性転換ライブラリーの拡充 
炭素イオンビーム(LET：30keV/μm)をヒロ

ハノマンテマ花粉に 20Gy 照射し、人工受粉
して、後代種子を約 2000 粒得た。PCR による
スクリーニングと圃場での形態観察を行い、
新たに両性花変異体を 7株、無性花変異体を
2株得、合計で両性花変異体 17 株、無性花変
異体 10 株とした。 
(2) BAC ライブラリーの拡充 
 平均インサートサイズ 105 kb、130,000 ク
ローンからなる BACライブラリーを完成させ、
スクリ-ニング用プールを構築した。(4)で得
られたマーカーを用いたスクリーニングを
実施、GSF 近傍領域の BAC を 4 クローン、SPF
周辺領域の BAC を 3 クローン得た。 
(3)顕微発現プロファイリング法の開発 
条件検討の結果、ヒロハノマンテマの蕾の

場合、カルノア固定液（酢酸：エタノール
=1:3）で固定後、RNase free 水に置換し、凍
結切片を作製する系が望ましいことがわか
った。切片の作製には川本法(Kawamoto, Arch 
Histol Cytol 66: 123-143, 2003)を用いた。
実際に、レーザーマイクロダイセクションを
用いて厚さ 8μm の切片を合計 1.1mm2切り出
し、RNA を 4.2 ng 抽出することができた。(4)
で得た 1741 断片から発現アレイを構築し、



 

 

雄しべの発達が促進される領域、雌しべの発
達が抑制される組織をそれぞれ回収して(図
1)、アレイに供試する予定である。 

 
 

 
 
 
 
(4)次世代シーケンスを用いた Y染色体配列
の網羅的単離 
 BAC ライブラリーの構築が予定よりも遅れ
たため、研究対象を Y染色体全体に広げ、よ
り多くの Y染色体連鎖遺伝子、あるいはマー
カーを得ることにした。オックスフォード大
とエジンバラ大との共同研究として、次世代
シーケンス解析を行い、オスだけで発現する
遺伝子、あるいはオスだけで解読されたゲノ
ム DNA 断片を収集した。その結果、1,741 の
DNA 断片を得た。プライマーを設計し、Y染
色体座乗が確認できた断片を新たな Y染色体
STS マーカーとした。合計で、新たに 92 個の
STS マーカーを獲得した。Y染色体欠失・性
転換変異体ライブラリーの DNAを用いて欠失
しているマーカーを探索した。その結果、SPF
周辺に位置しているマーカーを 3つ、GSF 近
傍と考えられるマーカーを 3つ得た。これら
のマーカーを用いて完成した BACライブラリ
ーをスクリーニングし、目的の BAC クローン
を得ることができた。現在、BAC クローンの
解析を進めている。 
 シーケンス解析の課程で、X染色体に連鎖
する遺伝子 SlWUS1 を得た。サザンブロット
解析、および、SlWUS1 遺伝子上の SNPs の遺
伝様式を解析し、X染色体連鎖であることを
確認した。SlWUS1 遺伝子は、シロイヌナズナ
で茎頂分裂組織の維持に関わる WUSCHELのオ
ーソログと考えられる。ヒロハノマンテマの
X染色体に存在するということは、オス個体
では SlWUS1 はヘミ接合である。定量的 PCR
を行った結果、発達初期の蕾では、SlWUS1 は
メスでオスの 2倍量発現していることがわか
った(図 2)。メスの蕾では、第 4Whorl の大き

さがオスの蕾のそれよりも大きいが、SlWUS1
の雌雄の発現量の違いは、第 4Whorl の大き
さの違いを説明できる結果であった。さらに、
この結果は、ヒロハノマンテマの X染色体上
の遺伝子が遺伝子量補正を受けていないこ
とを示唆する結果となった。ヒロハノマンテ
マの近縁雌雄異種である S.diclinis、
S.doicaはどちらもY染色体にSlWUS1ホモロ
グを持たないこと、さらに、性染色体を持た
ない近縁種 S.vulgaris の祖先性染色体には
SlWUS1 のホモログが存在することから、
SlWUS1 は、ヒロハノマンテマが性染色体を獲
得した時に Y染色体から失われたと考えられ
る。 
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