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研究成果の概要（和文）：植物の雌雄性と性染色体の関わりをコレンス交雑を通じて明らかにする。雌雄異株×雌雄同
株の正逆交雑には方向性があって、雌雄異株(♀)×雌雄同株(♂)のみが種子をつける。これが育種家の間でよく知られ
ているコレンス交雑(1928)である。雌雄異株のヒロハノマンテマに重イオンビームを照射して、多数の染色体部分欠失
株と無性花と両性花を単離して、コレンス交雑が、Y染色体の急激な進化によるものか、X染色体のインプリンティング
によるものかを明らかにする。この交雑の鍵を握るのは雌雄同株のシロバナムシトリナデシコによる正逆交雑と高速4D
スクリーニング法による交雑可能な「無性花」と「両性花」の単離である。

研究成果の概要（英文）：The dioecious plant species, Silene latifolia, has a sex determination mechanism 
based on an active Y chromosome. We used inter-specific hybrids (Correns’ cross, 1928) in the genus 
Silene to study the effects of gene complexes on the Y chromosome. If the function of Y-linked genes has 
been maintained in the same state as in the hermaphrodite progenitor species, it should be possible to 
substitute such genes by genes coming from the related hermaphrodite species, S. viscosa. In the 
inter-specific hybrid, S. latifolia x S. viscosa, anthers indeed develop far beyond the early bilobal 
stage characteristic of XX in S. latifolia female plants. We also examined a detailed comparative 
histological comparison of anther development in hybrids and in wild-type males and Y-deletion mutants 
generated by heavy-ion beam irradiation. These mutant phenotypes were classified into two groups: a 
hermaphrodite group and an asexual group with defects in their gynoecium and/or stamen.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： SlAP3　欠失　性染色体　重イオンビーム　雌雄異株植物　ヒロハノマンテマ　雌雄同株　コレンス交雑
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１．研究開始当初の背景 
コレンス(Car1 E. Correns)は、「メンデル

の遺伝の法則を再発見(1900)」した１人とし
て知られているが、「オシロイバナの斑入り
が非メンデル遺伝する(1909)」ことの発見は
あまり知られていない。コレンスは、「性」
も遺伝形質の 1 つだと考えていて、種間での
正逆交雑を試みることで、「雌雄異株と雌雄
同株の正逆交雑では、雌雄異株を種親(♀)にし
て、雌雄同株を花粉親(♂)にしないと結実しな
い(1928)」ことを見いだした。植物でもエピ
ゲノム研究が盛んになった昨今、この「コレ
ンス交雑」は植物の雌雄性を解く鍵として再
び 注 目 さ れ て い る (Z1uvova ら  2005, 
Markova ら 2006, Gabriel ら 2011)。 
コレンス交雑は、異種間の交雑障害に雌雄

異性という新たな視点を加え、雌雄異株を育
種する際に極めて重要な知見となる。植物性
染色体とインプリンティングという視点か
らのエピゲノム研究が可能になる点も見逃
せない。雌雄異株植物には、ホウレンソウ、
アスパラガス、ホップ、ナガイモ、キウイ、
パパイア、ポプラなどお馴染みの農作物や樹
木も多い。「重イオンビーム照射」と「4D 高
速スクリーニング」による「植物 XY 性染色
体欠失ライブラリー」構築は、雌雄異株植物
を用いた育種で、遠縁種間ハイブリッド作物
の作出など多くの貢献をなすことが期待さ
れる。コレンスの研究がそうであったように、
「性」と「形態」を強く意識することで、創
造的な研究が生まれると期待される。 
本研究のチャレンジ性は、「重イオンビー

ム照射」と雌雄の花の形態的差異に注目した
「高速 4D スクリーニング」によって、染色
体に任意の欠失を生じさせた突然変異体を
単離する方法の確立であり、そうやって構築
した「植物 XＹ性染色体欠失ライブラリー」
を用いた雌雄異株植物の解明である。重イオ
ンビームは理研のリングサイクロトロンで
発生させたものを用いる。植物の雌雄異株性
と性染色体に注目するのがこの研究の学術
的な特色と独創性であろう。雌雄異株×雌雄
同株の正逆交雑の方向性（コレンス交雑）を
解析する際には、重イオンビームの染色体微
小切断技術の有用性も再認識されよう。 
シロイヌナズナは抽薹 (bolting)しても

10cm 程度でスクリーニングは室内でできる
が、ヒロハノマンテマは抽薹すると 1m を超
えるようになりスクリーニングは困難を極
めるし、優良株が単離できたときの株の保存
にも工夫が必要である。ただ、栽培種の雌雄
異株がほとんどそうであるように、ヒロハノ
マンテマも多年草なので、圃場に植わった株
そのものを一種の「植物 XY 性染色体欠失ラ
イブラリー」として管理しておくことができ
る。こうした圃場管理の方法は、産業的に注
目される雌雄異株植物の種苗生産や育種現
場にも活かされるであろうし、雌雄異株植物
の形態学的研究のリソースとしてなくては
ならないものとなる。 

２．研究の目的 
コレンス交雑を解析するなかで、植物の雌

雄性と性染色体の関わりを明らかにしたい。
雌雄異株×雌雄同株の正逆交雑には方向性が
あって、雌雄異株(♀)×雌雄同株(♂)のみが種子
をつける。これが「コレンス交雑」で、雌雄
異株を専らにする育種家の間ではよく知ら
れている。雌雄異株のヒロハノマンテマに重
イオンビームを照射して単離した多数の染
色体部分欠失株を用いて、(1) コレンスの交
雑がY染色体の急激な進化によるものなのか、
(2) X 染色体のインプリンティングにあるの
かを明らかにしたい。その必須アイテムが
「4D 高速スクリーニング」と「植物 XY 性
染色体欠失ライブラリー」である。これは草
丈が 1メートルにもなる大型の雌雄異株植物
（例えばヒロハノマンテマ）を圃場でスクリ
ーニングする際の新手法で、植物のエピゲノ
ム研究にはもとより、雌雄異株植物の育種や
品種改良にも貢献するだろう。 

(1)雌雄異株×雌雄同株の正逆交雑の一方
向性（コレンス交雑）を、雌雄の形態に注目
しながら、ヒロハノマンテマ(Silene latifolia)
×シロバナムシトリナデシコ(S. viscosa)、S. 
latifolia×ヒメシラタマソウ(S. conica)、S. 
latifolia×ツキミセンノウ(S. noctiflora)で調
査する。(2)重イオンビーム照射で S. latifolia
の XY 性染色体部分欠失株を作出し、一方向
性の原因が、(i) Y 染色体の急激な進化にある
のか、(ii) X 染色体のインプリンティングや
量比にあるのかを明らかにする。(3)上記異種
交雑で染色体構造が異質二倍体化した人為
的な雌性両全異株を作出し、重イオンビーム
を照射して非組換え領域をもった擬似性染
色体を出現させる。このため、雌雄の形態異
常の差異に注目した「4D 高速スクリーニン
グ」によって、「植物 XY 性染色体欠失ライブ
ラリー」を構築する。 
コレンス交雑の打破をテコに雌雄異株植

物から人為的に雌性両全異株を作出する。こ
れには「重イオンビーム照射」と「4D 高速
スクリーニング」によって構築された「植物
XY 性染色体欠失ライブラリー」が有用だろ
う。これは雌雄異株植物の花芽形成を形態学
的に解析するためにも有用なリソースとな
ろう。ナデシコ科マンテマ属では、 2,400 万 
～ 800 万年前の間に、両性花の雌雄異株化が
独立して 2 回起こったとされている。XY 型
の性染色体ができたのはこの時期だから、動
物の性染色体の出現が 2.4～3.2 億年前であ
ることを考えると、植物性染色体の出現は極
めて新しい。人為的に作出した雌性両全異株
に重イオンビーム照射することでY染色体の
進化の再現を目指す。 
 
３．研究の方法 
マンテマ属 4 種ヒロハノマンテマ (S. 

latifolia)、シロバナムシトリナデシコ (S. 
viscosa)、ヒメシラタマソウ(S. conica)、ツキ
ミセンノウ(S. noctiflora)で、コレンス交雑の



再現性を調査する。結実する交雑と結実しな
い交雑で受粉後の胚や胚乳の発達状態を調
査する。交雑個体の稔性比率から、インプリ
ンティングと XY 性染色体との関係を明らか
にする。また、重イオンビーム照射・高速 4D
スクリーニング法を確立し、1 回スクリーニ
ング分の 9,216 個体の花の形態を圃場でスク
リーニングする。雄(♂)由来の両性花個体と雌
(♀)由来のＸ染色体部分欠失個体を単離し、そ
れを雌雄同株個体あるいは雌性両全異株に
交雑することでコレンス交雑を打破できる
か調査する。稔性個体に関しては欠失部位の
詳細マッピングと FISH を実施する。また、
各染色体の対合の有無を減数分裂期の二価
染色体で観察し、不対合の異形染色体の有無
を調査する。XY 染色体のどういった欠失が
コレンス交雑を打破するか明らかにする。 
本研究には「重イオンビーム照射」と「高

速 4D スクリーニング」による「植物 XY 性
染色体欠失ライブラリー」の構築が必須であ
る。これで植物の雌雄異株性が生み出される
形態学的特徴を明らかにできる。 

(1) ヒロハノマンテマにおける重イオンビ
ーム照射条件の検討：理化学研究所の仁科加
速器研究センターにあるサイクロトロンを
利用し、重イオンビームを種々の照射条件で
照射し、「無性花」と「両性花」の出現頻度
を調査する。Y 染色体上の「雄蕊(♂)促進領域
(SPF)」を欠失すれば無性花、「雌蕊(♀)抑制
領域(GSF)」を欠失すれば両性花になるので、
一連の STS マーカーで Y 染色体の欠失部を
同定する。Lebel-Hardenack ら(2002)の STS
データに、新たに単離した STS マーカーを加
えてより詳細に欠失マップを作製する。最近、
Y 染色体のマッピングは「各個体の欠失総数
が最少となるマーカーの順列を求める」とい
う巡回セールスマン問題に帰着して推定す
ることが可能になっているので、今後、コレ
ンス交雑の打破に関連するような遺伝子領
域も特定したい。 

(2) 重イオンビーム照射高速 4D スクリー
ニング：ヒロハノマンテマから採取した花粉
に、欠失部位の大きさを 10～100 bp 程度に
なるように、重イオンビーム(C イオン、135 
MeV/n、LET：22.5 keV/μ、0-100Gy)を照射
する。照射花粉を授粉して採種する。実生が
育ったところで、本葉の一部から DNA を抽
出し、96 穴プレート 96 枚に保存する。全 40
種の DNA プールを鋳型として、目的遺伝子
を増幅するプライマーを用いたPCRを行う。
配列が 10～100 bp 欠失し、短くなったバン
ドをアガロースゲル電気泳動で検出し、対応
する個体を変異体とする。目的遺伝子として
Y 染色体コードの SlAP3Y の他、X 染色体コ
ードの SlAP3X と SlWUSX、シロイヌナズナ
のメリステム関連遺伝子のオーソログとし
て同定されている、常染色体コードの
SlWUSA や SlCUV3、SlCUC、SlSTM、
SlSUP を候補とするほか、XY 染色体の STS
マーカーについても全て調べる。 

(3) 両性花の圃場のスクリーニング：高速
4D スクリーニングは、表現型を見る前に遺
伝子型（欠失）を調べ、圃場でしか栽培でき
ないような大型植物の特定遺伝子の欠失変
異体を単離する手法である。これを用いて植
物 XY 性染色体欠失ライブラリーを構築し、
「無性花」と「両性花」を単離し、コレンス
交雑に用いる。 
 
４．研究成果 
 雌雄異株のヒロハノマンテマに重イオン
ビームを照射して、多数の染色体部分欠失株
と両性花（雌雄同株）変異体を単離して、コ
レンスの交雑が、(1) Y 染色体の急激な進化に
よるものか、(2) X 染色体のインプリンティン
グにあるのかを明らかにするための必須ア
イテムが、「4D 高速スクリーニング」と「植
物 XY 性染色体欠失ライブラリー」である。 
 また、コレンス交雑の解析に先立ち、ヒロ
ハノマンテマにおける重イオンビーム照射
条件を検討しておく必要がある。重イオンビ
ームを種々の照射条件で照射し、「無性花」
と「両性花」の出現頻度を調査した。ヒロハ
ノマンテマの Y 染色体上には、雌蕊を抑制す
る領域(GSF: gynoecium suppression factor)、
雄蕊を促進する領域(SPF: stamen promot 
-ing factor)、雄蕊の成熟に関わる領域(MFF: 
male fertility factor)がある。このうち GSF
領域を欠失させることで両性花を作出する
ことができる。両性花には 1 つの花に雄蕊と
雌蕊が両方存在するため、コレンス交雑をは
じめ雌雄異株状態では調べられなかった
様々な仮説を検証することが可能になる。 
第 1にヒロハノマンテマにおいて雌雄同株

植物に普遍的に存在する他家受粉を担保す
る機構があるかどうかを検証できる。近縁種
シロバナムシトリナデシコにおいては雌雄
異熟と雌雄離熟の両方が見られているが、ヒ
ロハノマンテマの両性花においてもこうし
た機構があるか興味がもたれる。第 2 に雌雄
異株の進化に必要な条件として考えられて
いる雌雄トレードオフがあるかどうかを検
証できる。雌雄同株から雌雄異株へ進化する
種には、雄蕊と雌蕊の資源分配の間にトレー
ドオフの関係があることが予測されている
(Charlesworth ら 1978, Charnov ら 1982)。
両性花を単離することでこの 2つの仮説につ
いても調べることが可能となることに加え、
Y 染色体を部分欠失した変異体を Y 染色体
STS マーカーでマッピングすることで、GSF、
SPF、MFF 領域をより精細に知ることも可
能にたった。 

Y 染色体部分欠失変異体と両性花、野生型
雄花の花粉に重イオンビームやγ線などの
変異原を照射し、雌花に受粉させて M1 世代
2,722 個体を作出した。この集団から 4 つの
Y 染色体 STS マーカー 1.雌蕊抑制領域近
傍:MK17、2.雄蕊促進領域近傍:ScQ14、3.B
クラス遺伝子 SlAP3XY、4.Y 染色体コントロ
ール:MS4を用いてPCRによるスクリーニン



グをした。M1 世代を圃場で栽培し、花表現
型に異常のある変異体をスクリーニングし、
合計で両性花 9 個体を含む 38 個体の変異体
を得た。 
トランスクリプトームデータから得られ

た性染色体リンクの mRNA(Bergero et al. 
2011)を活用して新たに53個のマーカーを作
成した。38 個体の変異体に対して合計 78 個
の STS マーカーで Y 染色体欠失マップを作
成した。GSF、SPF 近傍に多数のマーカーが
マッピングされた。従来言われていた ESS
と EGP には集中した欠失が見られたのに対
し、ISS と LSS には集中した欠失が見られな
かった。 

XY 型性決定する生物は Y 染色体の退化に
よって遺伝子が失われてしまうと、雄(XY)と
雌(XX)で遺伝子発現量が変わってしまう。こ
れを是正する遺伝子量補償がコレンス交雑
に影響する可能性もある。ヒロハノマンテマ
において実際に性染色体遺伝子の消失によ
って対立遺伝子の発現量が増加することを
調べるため、B クラス遺伝子 SlAP3X/Y に着
目し、欠失変異体を単離し遺伝子発現量を雌
雄間で調べようと考えた。 
重イオンビーム、γ線を照射した M1 世代

において 4 つ STS マーカーのスクリーニン
グをしたところ、4 個体 SlAP3Y 欠失変異体
が得られた。そのうちの 1 個体 slap3y-3 は野
生型と全く同じ表現型だった。SlAP3Y と
SlAP3X は同じ機能を担っていることが考え
られた。対立遺伝子 SlAP3X を欠失させるた
め、slap3y-3 を花粉親として雌花に受粉させ、
得られた種子に重イオンビームやγ線を照
射して M2 世代 1240 個体を作出した。M2
世代の子孫分離比は XX:XY＝991：249≒4：
1 で XY 個体が十分得られなかったこともあ
り、SlAP3X/Y 両方欠失した変異体は得られ
なかった。一方、XX 型 991 個体の中から
SlAP3X をヘテロで欠失した変異体が 10 個
体得られた。これらはすべて野生型雌花と同
じ表現型だった。 

SlAP3Y 欠失変異体と SlAP3X ヘテロ欠失
変異体における遺伝子発現量を調べるため、
RT-PCR によって野生型雄花と雌花と 2 つの
変異体の遺伝子発現量を SlelF4A をコント
ロールにして比較した。野生型雄花(XY)は
SlAP3X と SlAP3Y が花弁・がくおよび雄蕊
で発現していた。これに対して野生型雌花
(XX)は SlAP3X が花弁・がくおよび雌蕊区画
で発現していた。SlAP3Y は雌花において発
現していなかったが、その分 SlAP3X の発現
量が野生型雄花より多かった。SlAP3Y 欠失
変異体におけるSlAP3Xの発現量は野生型の
雄花と比較して増大しており、SlAP3Y が欠
失したことによってSlAP3Xの発現量が補償
されていた。SlAP3X ヘテロ欠失変異体では、
SlAP3X が 1 遺伝子になっているにもかかわ
らず、SlAP3X の発現量は野生型雌花の発現
量と変わらなかった。今回の実験は Y 染色体
遺伝子の欠失のみならず、X 染色体の欠失も

補償されることを示した。 
 コレンス交雑では、雌雄異株(♀)×雌雄同株
(♂)は結実し、その種子は発芽して両性花をつ
ける。この交雑では Y 染色体が失われるので
基本的には雌花(♀)になるが、花粉親となった
雌雄同株のゲノムがY染色体を相補して雄蕊
(♂)が生じる。この雄蕊(♂)の形態学的特徴を
調べることで、X 染色体しか持たない交雑で
失われるY染色体を相補しているのは何なの
かを類推することができる。この交雑の鍵を
握るのが雌雄同株のシロバナムシトリナデ
シコである。この種の雄蕊はヒロハノマンテ
マと同様に 5 本の先熟雄蕊と 5 本の後熟雄蕊
にわかれ、花弁の下に垂れ下がっていた。雌
蕊は 3本の花柱がまっすぐ伸びる構造をして
いた。雄蕊は常に雌蕊よりも長く、雌雄離熟
が見られた。先熟雄蕊と後熟雄蕊の成熟期間
はそれぞれ 6-24 HAF、18-48 HAF でヒロハ
ノマンテマと同じだったが、雌蕊の成熟期間
は 42 -138 HAF であり、雄蕊と雌蕊の成熟期
間が異なる雌雄異熟も見られた。 
また、コレンス交雑の打破するような変異

体を探し出すために、高速 4D スクリーニン
グと圃場でのスクリーニングを終えたヒロ
ハノマンテマ変異体をシロバナムシトリナ
デシコに正逆交雑して、S. latifolia (♀) × S. 
viscosa (♂)以外でも結実するものをスクリー
ニングするため、胚珠や花粉の数量や稔性試
験を実施している。 
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