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研究成果の概要（和文）：植物の生殖システムの多様化に関わる「雌雄異株性」、「自家不和合性」、「アポミクシス
」の原因遺伝子は、どれも染色体の組換え抑制領域に存在するため特定するのが難しかった。本研究では組換え抑制領
域に欠失変異をもつ変異系統を整備し、独自に開発したソフトウェア「DelMapper(デルマッパー)」を用いて欠失変異
のパターンから原因遺伝子の位置を絞り込んだ。さらに、次世代シーケンサーで得たゲノム情報や遺伝子発現情報を活
用し、候補遺伝子の絞り込みに成功した。

研究成果の概要（英文）：Genes responsible for dioecy, self-incompatibility, and apomixis, which have been 
related to diversification of plant reproduction systems, are located on chromosomal non-recombining 
regions. Thus, it has been difficult to identify these genes. In this study, mutant lines having 
deletions on the non-recombining regions were developed. The deletion maps of the lines were calculated 
by using the newly developed software “DelMapper”, and used for narrowing down the positions of the 
responsible genes. Together with the information for genomes and transcriptomes obtained from 
next-generation sequencing, candidates for the responsible genes were successfully listed.

研究分野：植物遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
次世代シーケンサーの普及に伴い、モデ
ル・非モデルを問わず様々な生物でゲノムシ
ーケンスや RNAseq が行えるようになった。
これらの情報を活用し、「非モデル生物から
如何に有用遺伝子を単離するか」が、解決す
べき重要テーマの１つである。本課題では、
非モデル生物の遺伝子であり、かつ単離が困
難とされた有用遺伝子 3 例を対象とした。
「雌雄異株植物ヒロハノマンテマの性決定
遺伝子」、「ソバの二花柱型自家不和合性遺伝
子」、「ギニアグラスのアポミクシス遺伝子」
である。これらの遺伝子は全て組換えが抑制
された染色体領域に座乗する。そのため、組
換え価を利用した従来の遺伝学的マッピン
グが適用できず、遺伝子の同定が非常に困難
であった。 
これらの遺伝子同定を可能にするため、
様々なサイズの欠失を誘発できる重イオン
ビームを用いて変異体を複数作出し、それら
の欠失パターンから原因遺伝子領域を絞り
込むという新たな手法を確立することにし
た。重イオンビームは γ線や X線よりも高い
線エネルギー付与（LET）をもつため、照射
サンプルに高密度に電離作用を及ぼし、効率
的にDNA二重鎖切断を引き起こす。その上、
LET を調節して照射することで、数 bp 程度
の欠失から数十、数百 kb 程度の欠失まで、
サイズを制御して欠失変異を誘発すること
ができる。この重イオンビームの特長を活か
し、巨大な欠失変異を持つ変異体は遺伝子の
位置の特定に、1 遺伝子欠失規模の小さな変
異は原因遺伝子特定に、それぞれ利用し、遺
伝子同定を目指した。 
 
２．研究の目的 
ヒロハノマンテマの２つの性決定遺伝子
（GSF：雌しべ発達抑制遺伝子と SPF：雄し
べ発達促進遺伝子）、ソバの雄しべ側と雌し
べ側に関わるそれぞれの二花柱型自家不和
合性遺伝子（群）、ギニアグラスのアポミク
シス遺伝子（群）について、重イオンビーム
で突然変異体を複数単離し、原因遺伝子の座
乗領域を絞り込み、重イオンビーム欠失変異
マッピング法を確立する。 
 
３．研究の方法 
 それぞれの植物に対し、理化学研究所仁科
加速器研究センターの理研リングサイクロ
トロンで発生した重イオンビームを照射し、
目的の変異体を取得した。申請者らは、それ
ぞれの組換え抑制領域の一部を特異的に増
幅するマーカーを保持している。変異体のゲ
ノムを鋳型としてこれらのマーカーを用い
て PCRを行い、目的断片が増幅されるか否か
を調べることで、そのマーカーの欠失状況を
調べることができる。複数の変異体について
欠失状況を調査することで、目的遺伝子の位
置を調べた。 
 次世代シーケンス等で、それぞれの組換え

抑制領域のゲノム情報や遺伝子情報を収集
し利用した。特にソバでは、全ゲノム解読の
情報から逆遺伝学的に欠失変異体を選抜し、
原因遺伝子の絞り込みを行った。 
 
４．研究成果 
(1)ヒロハノマンテマの性決定遺伝子 
ヒロハノマンテマは XY型の性決定を行い、

570Mbと巨大な Y染色体をもつ。Y染色体上
には、めしべの発達を抑制する因子
（Gynoecium suppressing factor: GSF）と、お
しべの発達を抑制する因子(Stamen promoting 
factor: SPF)が推定されている。重イオンビー
ムをヒロハマンテマのオスに照射し、おしべ
とめしべとを両方もつ両性花変異体と、どち
らももたない無性花変異体の作出に成功し
た（図 1）。両性花変異体は GSF を、無性花
変異体はSPFをそれぞれ欠失しているはずで
あり、これらの変異体の欠失情報を用いるこ
とで、遺伝子の位置をマッピングできるので
はないかと考えた。両性花変異体 15 個体、
無性花変異体 9個体、さらに花粉が成熟しな
い変異体 14 個体、その他 Y染色体に欠失を
もつ変異体 3 個体を加えた計 41 の変異体を
解析に用いた。 

図 1 ヒロハノマンテマの雄花、雌花、性転換
変異体の走査型電子顕微鏡像 

 
各変異体について、Y 染色体上の 69 個の
マーカーについて欠失変異の有無を調べた。
「2 つのマーカーがあった場合、互いの距離
が近いほど１度の欠失で両方の遺伝子が失
われる確率が高い」、という先行研究の考え
を応用し、複数のマーカーに欠失が見つかっ
た場合、なるべくそれらの欠失が一ヶ所に集
まるような並び順、すなわち、欠失の数がな
るべく少なくなるような並び順を一番もっ
ともらしいものと仮定した。そのような並び
順を求めるため、巡回セールスマン問題を応
用した新プログラム「DelMapper（デルマッ
パー）」を開発し、Y 染色体の遺伝子地図を
作成した。その結果、目的とする GSF領域と
SPF領域の位置をマップすることができた。 
さらに、以前の研究で作成した X染色体の
地図と比較したところ、Y染色体は進化の過
程で大きな逆位を起こしていたことがわか
った（図 2）。常染色体では、相同な染色体同
士で組換えが起こるが、逆位が生じると組換



えが起こらなくなる。本研究で同定した逆位
が祖先 Y染色体で生じ、X染色体との組換え
が抑制されたことで、2 つの性決定遺伝子を
Y染色体に定着させる引き金になったという、
性染色体構築過程の仮説を提唱するに至っ
た。 

図 2 マッピングで明らかになった X・Y染色
体間の巨大な逆位 

 
性決定領域を絞り込むため、マーカー数

146個、変異体数 96に増やしてマッピングし
たところ、GSF 領域に含まれるマーカーを 4
個、SPF領域に含まれるマーカーを 5個同定
した。GSFと SPFの原因遺伝子候補の抽出の
ため、Oxford 大、Edinburgh 大の共同研究チ
ームが単離した 1452 個の Y染色体座乗遺伝
子を用いて、マイクロアレイをデザインし、
オスでは発現するが、両性花や無性花変異体
では発現しない遺伝子を抽出した。加えて、
性決定遺伝子が発現すると予想される組織
をレーザーマイクロダイセクションで単離
し、その場所で発現する遺伝子だけを絞り込
んだ。その結果、GSFの候補として 4遺伝子、
SPFの候補遺伝子として 32遺伝子を得た。残
念ながら、これらの遺伝子は GSF あるいは
SPF領域に座乗していなかった。現在、上記
マップで最も欠失が小さかった両性花/無性
花を選び、それぞれとオスとで RNAseqを行
って発現パターンを比較し、新たな性決定遺
伝子候補を絞り込んでいる。 
 
(2)ソバの二花柱型自家不和合性遺伝子 
二花柱型自家不和合性はダーウィンの時
代より知られる自家不和合性と花の形態多
型からなる複合形質であり、１つの遺伝子の
ように振る舞う遺伝子群（S-supergene）によ
って制御されている。ソバの S-supergeneには
２つの対立遺伝子、S（もしくは S-ハプロタ
イプ）および s（もしくは s−ハプロタイプ）
が存在し、短柱花個体の遺伝子型は S/s、長柱
花個体の遺伝子型は s/s である。ソバの二花
柱型自家不和合性は収量安定性に影響を与
える重要な農業形質であるため、その遺伝子
同定が精力的に進められてきており、これま
でに S-ハプロタイプ特異的に存在する遺伝

子 S-locus early flowering 3（S−ELF3）が同定
されている（Yasui et al. 2013）。我々は進化学
的のみならず、農学的にも重要なソバの
S-supergeneの全貌を解明するため、①ソバの
全ゲノム配列の整備と S 領域の同定に臨み、
また②重イオンビームによる S領域欠失個体
の作製を実施した。 
 ①ソバの S領域を同定するために Illumina
社のショートリードを用いたソバの全ゲノ
ム解析を行った。ショートリードのソバゲノ
ム（約 1.2 Gbp）に対するカベレージは 220
倍であった。ゲノムアセンブルには
SOAP-denovo2 および SSPACE2.0 を用い、
387,594 scaffolds（全長 1,177,687,305 bp）から
なるドラフトゲノムが得られた。このドラフ
トゲノムに対して、遺伝子領域を予測し、さ
らに NCBI NR データベースに対する
BLASTP 検索および InterProScan を用いたド
メインサーチによる全予測遺伝子のアノテ
ーションを行い、これらの結果を組み込んだ
ゲノムデータベースを構築した（図 3; 
http://buckwheat.kazusa.or.jp）。次に世界各地よ
り採取された 18 個体の短柱花個体（S/s）お
よび 18 個体の長柱花個体（s/s）を材料とし
て、Genotyping−By−Sequencing（GBS）を実
施し、ドラフトゲノムへのマッピングを行っ
た。その結果、短柱花個体から得られた GBS
リードが特異的にマッピングされる 322個の
scaffolds（S−scaffolds）の存在が明らかとなっ
た。これら 322 個の S−scaffolds の総長は約
5.4 Mbpであり、このうち 71.4％がトランス
ポゾンを始めとするリピート配列であった。
BLASTP および InterProScan により機能が予
測された遺伝子はわずかに 32 個であり、こ
れら 32 遺伝子の中にはこれまでに自家不和
合性の制御に関わると考えられる RNase
（exoribonuclease）および 26Sプロテオソ−ム
系の制御に関連するタンパク質（RING/U-box 
superfamily protein）をコードする遺伝子が見
られた。これら２つの遺伝子はソバの
S-supergeneの構成遺伝子であり、自家不和合
性の制御に関わる可能性が高いと考えられ
る。 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

図 3 ソバゲノムデータベースの外観 



 ②炭素イオンビーム照射を行い、約 2,000
個体からなる変異誘導集団（M2）を作製し、
個体ごとに DNA抽出を行った。同時に、DNA
抽出を行った個体の着粒種子を採取し、重イ
オンビーム照射による変異誘導集団とした。
この集団を対象として、PCRマーカーを用い
た S領域欠失個体の選抜を実施した結果、３
個体の欠失変異体を選抜することができた。
今後、これらの個体の後代を GBS解析するこ
とにより、上記で得られた S領域をさらに限
定することができると考えられる。また、今
回作成した変異誘導集団を対象とした
NGS−TILLING を実施し、ゲノム解析より得
られた２つの遺伝子のノックアウト変異体
を得ることができれば、これら遺伝子の自家
不和合性における機能解明も可能となる。 
 
（3）ギニアグラスのアポミクシス遺伝子 
アポミクシスとは、無性的な胚発生により
親株と全く同じ遺伝子をもつクローン種子
を形成する現象のことで、ギニアグラスでは、
種内にアポミクシスと有性生殖の両系統が
あるため、アポミクシス遺伝子単離の研究材
料として適する。アポミクシス品種の種子に
LETの異なる 3種の重イオンビーム（炭素・
ネオン・鉄）を照射して得られた 237個体に
対し、アポミクシス遺伝子が座乗すると考え
ら得る組換え抑制領域特異的な STS マーカ
ーで PCRを行い、アポミクシス領域近傍に欠
失を持つ変異体 40個体を得た。その中から、
アポミクシスを喪失して有性生殖に転換し
たと示唆される変異体 2系統（SM-1, SM-2）
が得られた。アポミクシス品種の個体間の
AFLP パターンは完全に一致することがわか
っているが、SM-1, SM-2はM2個体間で異な
る AFLPパターンを示した。この 2系統の生
殖様式を胚のう分析法により解析した結果、
これらの変異体では有性生殖胚もしくは不
稔の胚珠が観察される一方でアポミクシス
胚は観察されず（図 4）、アポミクシスの喪失
が支持された。120 個のアポミクシス特異的
STS マーカーによる PCR 解析の結果、SM-1
では 4 個、SM-2 では 3 個のマーカーのみが
消失しており（図 5）、これらの変異体の欠失
領域は比較的小さいことが示唆された。SM-1, 
SM-2 で消失しているマーカーに重複が見ら
れないことから、両変異体は異なる領域を欠
失している可能性があると示唆され、アポミ
クシス胚発生には少なくとも 2個の遺伝子が
必須である可能性が考えられた。 
一方、アポミクシス遺伝子周辺領域の BAC
クローン 193個を次世代シークエンサーで解
読し、これまでに約 23.2Mbpの配列情報が得
られ、28 contigが形成された。この配列情報
からこれまでに特定した座乗遺伝子 23 個の
RT-PCR解析により、4遺伝子でアポミクシス
品種特異的に穂における発現が確認された。
現在、これらの遺伝子についてさらに詳細な
解析を進めている。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 アポミクシス欠失変異体で見られた有
性生殖胚(A)と不稔の胚珠(B) 
a, 反足細胞 ; e, 卵細胞 ; p, 極核．バーは
200µm 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 SM-1, SM-2で消失した STSマーカー 
A, 全てのマーカーを保持している M2 個体; 
B, 一部のマーカーのみを欠失した M2 個体; 
C, 全てのマーカーを欠失したM2個体 
 
 組換え抑制領域には、遺伝学的なマッピン
グができないという欠点はあるが、原因遺伝
子座乗領域がヘテロで保持されるため、照射
当代で変異体が得られる。本研究では、次世
代シーケンスの情報や STS マーカーを有効
利用することで、逆遺伝学的に欠失変異体を
獲得でき、原因遺伝子を絞り込めることを示
すことができた。組換え抑制領域の規模やゲ
ノムサイズによってアプローチの仕方は若
干異なるものの、3 種類の植物全てで原因遺
伝子領域を絞り込むことに成功した。ヒロハ
ノマンテマでは、組換え抑制の発端となる逆
位を同定し、ソバやギニアグラスでは、組換
え抑制領域上の遺伝子がスーパージーンを
構成していることを指し示すデータが得ら
れた。このように、組換え抑制領域という共
通の現象を扱う本研究体制により、方法論の
情報交換だけで無く、組換え抑制領域の構築
原理と遺伝子制御メカニズムという現象自
体の理解を深めることができた。 
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