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研究成果の概要（和文）：三性異株であるパパイヤについてその性決定機構を解明すべく、性染色体のゲノム配列の比
較解析を行った。YおよびYh染色体のゲノム配列を独自に解析して両配列の比較を行った結果、遺伝子領域に構造違い
が見られたのはMADS-boxドメインを有するSVP-like遺伝子のみであった。Yh染色体上の同遺伝子はトランスポゾン挿入
が見られ、Y染色体上の遺伝子と比較するとその産物はMADS-boxドメインが欠損していた。発現解析や一過的発現解析
から、本遺伝子がパパイヤにおける性決定に関わる可能性が示唆された。またX染色体上の遺伝子発現解析を雌/両性間
で比較した結果、遺伝子量補正が働いていることが示された。

研究成果の概要（英文）：Papaya (Carica papaya) is a trioecious plant species, and its sex types were 
determined by sex chromosomes (X, Y, Yh). In the present study, genome sequences of Y and Yh chromosomes 
were analyzed and their structural differences were identified. Consequently, only a SVP-like gene, 
harbouring MADS-box domain, showed apparent structural difference between Y and Yh chromosomes. In its 
allele on the Yh chromosome, a transposon was inserted and 5' region was truncated in its transcript, 
resulting in loss of MADS-box domain in its encoded protein. RT-PCR analysis and transient expression 
study in Nicotiana benthamiana leaves demonstrated that expression product from its allele in Yh 
chromosome was possibly unstable. Therefore, this SVP-like gene was supposed to be a candidate gene for 
male/hermaphrodite determination in papaya. Additionally, RNA-seq analysis of X chromosomal genes showed 
possibility of gene dosage compensation between female and hermaphrodite.

研究分野：植物育種学
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１．研究開始当初の背景 
 
 高等植物における性（雌雄）の様式は多様
であり、遺伝的多様性の維持に大きく関わっ
ている。とくに雌雄異株の植物種は農作物に
も多く見られるが、その性決定機構の多くは
未解明である。雌雄異株の植物のうち 48 種
は性染色体が性を決定することが知られて
いる（Ming et al., 2011）。性染色体上に
は雄性、雌性を決定する遺伝子が座乗し、そ
れらの遺伝子を含む領域が対合染色体間で
組換え抑制されているが、それら性決定遺伝
子は同定されていない。性染色体を持つ植物
の中で最も遺伝学、分子生物学的研究が進め
られている種の一つがパパイヤ(Carica 
papaya)であり、ドラフトゲノム配列情報が
公開されている。パパイヤには雌雄に加えて
両性が存在し、両性の果実のみが商品価値を
持つことからその性の分離が農業生産に大
きく影響を及ぼしている。その性決定には X、
Y、Yh の３つの性染色体が関与し、XX(雌)、
XY(雄)、XYh(両性)となる。今までの研究から、
部分的な配列情報ではあるがXとYh間では構
造がかなり異なっている事が示され、一方、
Yhは Y から派生したと推定され（Yu et al., 
2008）、部分的なゲノム配列の比較からも両
染色体の類似性が示されている。このような
性染色体、特に Yhにおける MSY 領域には多く
のトランスポゾンなどredundantな配列が多
く、解析が困難であったが最近の論文では配
列から遺伝子予測が行われている（Wang et 
al., 2012）。今までの研究からパパイヤ性
染色体構造の解析は進められていたが、実際
の遺伝子発現解析や座乗する個別の遺伝子
の解析に関する知見はあまり得られていな
かった。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、パパイヤにおける性決定機構
の解明を目標として、性染色体のゲノム配列
構造の比較解析や遺伝新発現解析を行うこ
とで性染色体間で構造の異なる遺伝子や発
現の異なる遺伝子を見出し、性決定の候補と
なる遺伝子を同定する。さらに候補となる遺
伝子について性決定に関与する事を示す機
能解析を行うことも目的とした。 
  
３．研究の方法 
  
(1) 研究材料 
 パパイヤ両性株品種である Sunrise Solo
の自殖後代から両性株と雌株を、雄株として
TM1 系統を沖縄県農業研究センターおよび信
州大学ヒト環境科学研究支援センター遺伝
子実験部門において育成し、ゲノム DNA 及び
RNA 抽出に供試した。 
 
(2)全ゲノム配列解析 
 雌、両性、雄株の各々の葉からゲノム DNA

を抽出し、イルミナ社次世代シークエンス解
析のため300-500塩基長に断片化した後に両
端にアダプターを結合したライブラリを作
製した。これらのライブラリをイルミナ
GAIIx によりペアエンドシークエンス解析
（110bx2）を行った。 
 
(3) 性染色体ゲノム配列の構築 
 上記で解析した各性の全ゲノム配列デー
タは CLC assembly cell (CLC Bio)を用いて
de novo アッセンブルを行い、scaffold を構
築した。さらに GenBank（DNA データベース）
中のパパイヤ Xおよび Yh染色体ゲノムの BAC
クローン配列データを取得し、それらの配列
と上記の de novo アッセンブルで得られた
scaffold 配列をアッセンブルして K および
Yh h 染色体の contig 配列を作製した。 
 Y 染色体については上記で構築した Yh染色
体配列に対して雄ゲノムDNAシークエンスデ
ータ（(2)で取得）をマッピングしてコンセ
ンサス配列を得ることで同染色体のゲノム
配列とした。 
 
(4)遺伝子予測 
 上記で構築した各性染色体 DNA 配列は
fgenesh(Softberry)を用いて遺伝子予測を
行 い 、 ま た Yh 染 色 体 に つ い て は
TransposonPSI によりトランスポゾンコード
遺伝子を同定した。 
 
(5) 遺伝子発現解析（RNA-seq 解析） 
 パパイヤ雌および両性株の成葉からRNAを
抽出し、リボソーム RNA の除去を行って mRNA
を精製した。各 mRNA は断片化した後に逆転
写して cDNA を合成し、イルミナ社シークエ
ンス解析用のアダプターを結合してライブ
ラリ（RNA-seq ライブラリ）を作製した。こ
れらのライブラリは次世代DNAシークエンサ
ーMiSeq(信州大学設置)を用いてシークエン
ス解析を行った。得られた配列データは CLC 
Genomics Workbench（CLC Bio）を用いてア
ッセンブルを行い、Splign（NCBI）により X
および Yh 染色体ゲノム配列にマップした。 
アッセンブルで作製した contig (cDNA 
contig)に対して雌及び両性の各々のシーク
エンスリードをマップし、各 contig にマッ
プされたリード数を数える事で各遺伝子の
発現量を定量化した。この数値は各
contig(遺伝子)の長さおよびマップされた
総リード数によって補正を行った RPKM(read 
per kilobase per million)値で標準化した。 
 
(6) SVP-like遺伝子の単離とバイナリベクタ
ーへの組み込み 
 パパイヤにおける SVP-like 遺伝子
（CpSVP-like、CpSVPlike-h）の cDNA は雄お
よび両性の葉の RNA から合成した cDNA を鋳
型にして RT-PCR により増幅した。単離した
雄由来の cDNA 配列の末端に HA タグを、両性
由来の cDNA 配列の末端には His タグの配列



を付加し、バイナリベクター(pRI201)の 35S
プロモーター配列下に組み込んだ。 
 
(7) SVP-like遺伝子のタバコ葉での一過的発
現 
 上記で作製したバイナリベクターを導入
したアグロバクテリウム（GV3101）は液体培
養を行い、アセトシリンゴンを加えてベンサ
ミアナタバコ（Nicotiana benthamiana）葉
に注入した（アグロインフィルトレーショ
ン）。注入後 1-2 日目の葉をサンプリングし
てタンパク質を抽出し、PVDF 膜にブロットし
た。タンパク質をブロットした膜は抗 HA タ
グもしくは抗Hisタグ抗体を利用して検出を
行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) パパイヤYh及びY染色体間のゲノム比較 
 パパイヤ雄株および両性株よりゲノム DNA
を抽出し、イルミナ社次世代シークエンサー
によるペアエンドシークエンス解析（40x 相
当）を行い、得られた配列データについて de 
novo アッセンブル解析を行った。その結果、
雄、両性の各々で総塩基長約 280Mb のスキャ
ッフォルド配列が得られ各N50は雄では11Kb、
両性では 20kb 程度であった（表 1）。 
 
表１ 雄、両性株のゲノム配列解析結果 

  

     

depth 

(x) 
 
scaffold の

全長 (bp) 
 N50 

雄 43.9  285,683,349 11,189 

両性 46.5  282,701,114 19,960 

 
 次に両性における Yh 染色体配列を再構築
するため、既知の Yh染色体ゲノムの BAC クロ
ーン配列（63クローン）と上記の両性のゲノ
ム配列をアッセンブルした scaffold 配列を
一緒にアッセンブルする事を試みた。その結
果、7.7Mb に渡る 12 の Yh染色体 contig 配列
が構築され、それらの配列と Yh 染色体のリ
ファレンス配列（HSY_Ref）とした（表 2）。 
 
 これら HSY_Ref 配列からプログラム
（Geneid）を用い解析と共に、パパイヤ
unigene 配列のマッピングにより遺伝子予測
を行った。また同配列を TransposonPSI プロ
グラムで解析する事でトランスポゾン予測
も行った。その結果、545 遺伝子がトランス
ポゾン以外の予測遺伝子として同定された。
さらに以前の研究で解析したパパイヤ花芽
のHtSuperSAGE法によるトランスクリプトー
ムデータをマップした結果、Yh 染色体上の
183 遺伝子が花芽で発現し、うち 45 遺伝子が
Yhもしくは Y 染色体特異的であることが示さ
れた。 

 
表 2  Yh染色体 contig 配列のリスト 

contig ID 長さ (bp) 

HSY_Ref1 2,543,606 

HSY_Ref2 2,028,808 

HSY_Ref3 736,124 

HSY_Ref4 637,403 

HSY_Ref5 557,735 

HSY_Ref6 336,922 

HSY_Ref7 245,996 

HSY_Ref8 209,725 

HSY_Ref9 155,172 

HSY_Ref10 110,712 

HSY_Ref11 86,650 

HSY_Ref12 64,215 

Total 7,713,068 

 
 この HSY_ref配列に対して上述の雄株のゲ
ノムシークエンスデータをマッピングする
ことでYh染色体とY染色体間のゲノム配列の
比較を行った。その結果、14,528 箇所の塩基
置換と965箇所の（7塩基以下の挿入／欠失）
が見出された。また両染色体間では３箇所の
大きく配列構造が異なる箇所が見られた。 
 
(2) 雄と両性間で構造の異なる遺伝子の同
定 
 
 上記で比較したYh及びY染色体間で配列構
造に違いが見られる遺伝子を見出すため、特
に同染色体上の花芽で発現している 45 遺伝
子に着目した。これらの遺伝子配列を両染色
体間で比較した結果、14 遺伝子の配列に性間
多型が見られた。しかしそれらの多型は全て
同義置換であったため、さらに遺伝子へのト
ランスポゾン増入の有無について両染色体
間での比較を行った。その結果、MADS-box ド
メインを有する遺伝子領域に Yh 染色体特異
的な Copia-like トランスポゾン増入が見出
された（図 1A）。この遺伝子はシロイヌナズ
ナの SVP(short vegetative phase)遺伝子と
相同性があり、以前の私たちの研究から X染
色体上に対立遺伝子が見られないことが確
認された遺伝子であった。結果として、この
SVP-like遺伝子のみがYh染色体とY染色体間
でタンパク質レベルでの配列構造が異なる
唯一の発現遺伝子であった。 
 この遺伝子について RT-PCR により cDNA を
単離してその配列を解析すると、雄（Y 染色
体）の同遺伝子では MADS-box と K-Box のド
メインを含む 1.1kbp の cDNA が発現していた。
一方両性（Yh）の RNA から単離した同遺伝子
の cDNA 配列は全長が 1.5kbp と長くなってお



り、５‘側の配列が雄の
cDNA
翻訳配列では
K-Box
事が推定された
常な機能を持つ
され、両性では転写はされるものの
ドメインを欠いたタンパク質となり恐らく
DNA 結合能を失い、正常な機能を果たせない
と考えられる。

 
(3) 雄
解析の試み
 
 上記で見出した
ヤ組織での転写レベルの発現を確認するた
め、雄株と両性株の葉、葉柄、花芽の
ついて各々
では各組織で同程度の発現が見られ、両性株
でも発現が見られたが相対的に雄株より低
い増幅産物量であったことから、両性におけ
る同遺伝子は転写量が低いか、
が低い可能性が示唆された
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