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研究成果の概要（和文）： 

植物におけるアポミクシスの分子機構を解明するため、ポジョショナクローニング法を適用

して、カンキツ珠心胚発生の制御に関わる遺伝子の同定を試みた。第 1 連鎖群上の原因遺伝子

座領域に対応するゲノム領域 380 kb の配列を決定し、この領域における多型分化を解析した。

原因遺伝子座領域に検出された ORF については、多胚および単胚間での構造および発現比較

した。また、これらと体細胞胚誘導時における発現遺伝子との関連を解析した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 To understand the molecular mechanism of apomixis in plant, the positional cloning 
method was applied to identify the gene regulating nucellar embryogenesis in Citrus. 
The 380 kb covering the locus responsible to somatic embryogenesis on the linkage 
group 1 was sequenced and the diversification of the region was surveyed. The ORFs 
detected in the region were compared in their structure and expression between 
polyembryony and monoembryony haplotypes. The genes expressing during the 
somatic embryogenesis from cultured callus were also explored to associate with the 
responsible gene in nucellar embryogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
植物におけるアポミクシスの遺伝的制御機

構の解明は、体細胞胚発生・分化の解明・利

用に道を開くと期待されるため、様々な植物

種において原因遺伝子の探求が進められてい

る。ギニアグラス、セイヨウタンポポなどに

おいても特異的発現を示す遺伝子の解析が進

められつつあるが、いずれの種においても原
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因遺伝子は特定には至っていない。 

ミカン科カンキツ属植物では、ウンシュウ

ミカン、スイートオレンジなどの種において

は、胚嚢を取り囲む珠心から不定胚を発生さ

せる型のアポミクシス能をもつため、１つの

種子に交雑胚と体細胞胚を混在する多胚種子

を形成する。一方、カンキツ属植物ではあっ

ても、ブンタンなどでは交雑胚のみをもつ単

胚種子を形成する。この現象に関して、カン

キツについて開花前に形成されている珠心胚

起源細胞の発育は、交雑胚と同調的に進行す

ることが知られているが、カンキツ類におい

ても現在まで珠心胚形成と明瞭な関連を示す

遺伝子は確認されていない。 

一方、カンキツの多胚性はその分離様式か

ら、基本的には優性の１遺伝子による制御を

受けることが報告されている。さらに、 DNA

マーカーを用いた遺伝地図作成技術の向上

に伴い、カンキツ類においても多胚性遺伝子

座のマッピングが高精度に進められた。多胚

性遺伝子座に関して、ヘテロ接合型であるウ

ンシュウミカン‘宮川早生’の BAC ライブ

ラリーを用いて、この座位周辺のマーカー座

位をカバーする BAC クローンのコンティグ

作成に成功し、ポジショナルクローニングに

よる多胚性原因遺伝子の同定に可能性が開

かれてきた。 

カンキツ以外の植物においてもアポミク

シスに関与する遺伝子のポジョショナルク

ローニングによる研究が試みられている。し

かし、原因遺伝子領域付近の組換え抑制（ギ

ニアグラス）などの要因により、遺伝子領域

の解析が進んでいない。そのため、現段階で

は、カンキツ類は、多胚性遺伝子をポジョシ

ョナルクローニングによって同定するため

の最も有効な植物種として期待されている。

先にも述べたように、アポミクシス遺伝子は、

植物の生殖・繁殖の農業的に利用するための

重要な情報を提供するばかりでなく、植物の

繁殖システムの分子生物学的解析に貢献す

ることから、カンキツ由来の多胚性遺伝子の

同定、解析に期待が寄せられている。 

 
２．研究の目的 

カンキツ多胚性原因遺伝子座は連鎖分析に

おいて第 1 連鎖群上に座乗することが知られ

てきた。この領域にある多胚性原因遺伝子を

同定するために、いくつかのアプローチが可

能である。カンキツのアポミクシス原因遺伝

子座の領域には特段の組換え抑制は検出され

ていないため、多胚性制御遺伝子の同定に関

してポジショナルクローニングが適用できる。

この有利性を更に活用するアプローチとして、

多胚性制御遺伝子の座乗領域の多胚/単胚ハ

プロタイプ間にある塩基配列の差異を検出す

る方法があげられる。特に、予測 ORF 領域に

おける多胚/単胚ハプロタイプの配列比較か

らは、遺伝子の構造差から発現への影響を予

測することができ、また、遺伝統計学的な方

法でその構造と胚性とをより密接に関連づけ

ることができる。 

同時に、予測 ORF の発現について、珠心に

おける体細胞胚の発育段階による変化、多胚

性品種及び単胚性品種の発現比較を行うこと

で、ORF の珠心胚発生への関わりを複合的に

検定することが可能となる。 

本研究では、ポジショナルクローニングの

方法からカンキツ多胚性原因遺伝子にアプ

ローチするとともに、候補遺伝子の同定と機

能解明のために、形質転換系を利用した実験

基盤の開発を目的として一連の研究を行っ

た。 

 
３．研究の方法 

本研究では、カンキツ多胚性原因遺伝子を

同定するため、以下の３つのアプローチを採



 

 

用した。 

(1) 多胚性遺伝子座領域のゲノム配列の比

較解析による ORF 構造・機能変異の推定 

① 多胚性遺伝子領域のゲノム配列の解 

析・比較 

カンキツ第 1 連鎖群上に座乗する多胚性遺

伝子領域をカバーする BAC クローン（‘宮川

早生’ゲノム由来）で構築したコンティグ配

列をサンガー法により確定し、遺伝子配列予

測ソフトウエアにより領域内の候補遺伝子を

抽出した。‘宮川早生’はこの座位においてヘ

テロ接合型であるので、単胚性ハプロタイプ

についても塩基配列を決定し、塩基置換、挿

入/欠失、コピー数変異などの差異を網羅的に

検出した。 

② カンキツ品種の多胚性遺伝子座領域の多

型解析とその関連解析への適用 

多胚/単胚のハプロタイプ配列間の挿入/

欠失を検出する STS プライマーを設計し、カ

ンキツ品種 54 点でタイピングを行った。各

品種の多胚/単胚性について、STS マーカー型

から期待される多胚表現型と一致度につい

てχ2 検定により連鎖不平衡を推定すること

で、対象遺伝子領域の絞り込みを行った。 

 

(2) 多胚および単胚品種の珠心における候

補遺伝子の発現比較 

多胚性遺伝子座のゲノム領域における多

胚性原因遺伝子を探査するため、候補遺伝

子領域の配列からの発現を検定した。第 1

に、このゲノム領域全体の発現を検索する

ため、候補領域全長のタイリングアレイを

設計（センスおよびアンチセンスプローブ

ともカバー率約 85%）し、遺伝的背景の類似

する多胚品種、単胚品種各２品種の珠心（開

花当日）から全 RNA を抽出して発現を解析

した。 

また、ゲノム配列に予測された 72 の ORF 

を原因遺伝子候補として、発現解析を行っ

た。これら遺伝子候補について、多胚品種

３点および単胚品種３点の胚珠から、開花 0 

日、15 日後、および 30 日後に発現を定量

的に測定した。 

 

(3) 形質転換による候補遺伝子の機能推定

基盤の開発 

① シロヌナズナ形質転換体の作出 

多胚性遺伝子座候補領域に検出された ORF

のうち、転写因子様遺伝子の塩基配列につい

て、CaMV35S プロモータ制御下での構成的発

現コンストラクトを作成し、シロイヌナズナ

に導入して、表現型の変異との関連性を解析

した。 

② カンキツ不定胚形成過程における発現遺

伝子プロフィール解析 

カンキツカルス細胞から体細胞胚形成の

培養系における遺伝子発現のプロフィール

を解析した。多胚性品種‘太田ポンカン’の

珠心に由来する培養カルス細胞を、ガラクト

ース 0.1M とソルビトール 0.1M を添加した胚

誘導培地に置床した。その後、経日的に胚形

成状態を観察するとともに、cDNA マイクロア

レイおよびリアルタイム RT-PCR による発現

の変化を定量的に解析し、胚形成に関連した

遺伝子の発現を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) カンキツ多胚性遺伝子座領域における

多胚および単胚ハプロタイプの塩基配列決

定 

① 配列決定と ORF 構造比較 

多胚性遺伝子座領域をカバーする３つの

BAC クローンで塩基配列を決定し、最終的に

382,081 bpからなる単一のコンティグを構築

し、公的データベースに登録、公表した 

(DDBJ:Acc. No. AB573149)。  



 

 

 このゲノム配列を参照して単胚ハプロタ

イプの配列を解析した。66,514 リードの塩基

配列から単一のコンティグを得た。これは、 

多胚ハプロタイプ全長の 87% をカバーし、予

測された 72 個の ORF の内、 4 番目から 67 番

目までの 64 個について比較可能となった。  

多胚性ハプロタイプに予測されたエクソ

ン領域 (339 エクソン) について、  単胚ハ

プロタイプ配列との間に597カ所のSNPと13

カ所の挿入/欠失が検出された。 また、64 ORF

の内、 53 ORF ではアミノ酸置換をもたらす

変異が検出された。コード領域内の挿入/欠

失によるフレームシフト、 終止コドンの生

成、 エクソン－イントロンの連結部位の配

列に変異など、多数の ORF に遺伝子機能の差

異を生じる可能性のある変異が認められた

（表１）。 

 
表 1．‘宮川早生’多胚性制御遺伝子座領域に
予測された ORF 配列の多胚/単胚ハプロタイ
プ間の構造比較。 (中野ら 2011)  

ORF番号
エクソン

数
SNP数

挿入/欠失カ
所

予測変異

20 4 6 1 フレームシフト
27 4 14 0 終止コドン
28 11 1 終止コドン
29 4 2 終止コドン
45 2 3 1
52 15 2 0 スプライシング
60 2 1 1 フレームシフト
64 1 7 1  

 

② カンキツ多胚性遺伝子座領域における挿

入・欠失多型による胚性との連鎖不平衡解析 

多胚・単胚ハプロタイプ間で配列比較を行

った約 335 kb の領域には、20 塩基以上の挿

入/欠失は合計 33 カ所検出された。これらの

変異のうち、ORF 領域内の変異は 5 カ所で、

そのうち 2カ所はエクソン内の変異であった。

また、100 塩基以上の変異も、それぞれ 4 お

よび 7カ所で検出された。 

これらの挿入/欠失を対象として 15 個の

STS マーカーを作成し、カンキツ 54 品種のタ

イピングを行い、多胚性表現型との関連を解

析した（表２）。その結果、150～250 kb の領

域で多胚性表現型に対して高い一致度が認

められ、候補遺伝子領域は約 1/2 に絞り込み

された。同時に、単胚アレルを担架するハプ

ロタイプ群の間には、カンキツ品種の多様化

に対応する配列分化が認められたのに対し

て、多胚性ハプロタイプの間には、ほとんど

変異が検出されず、多胚性に関わるハプロタ

イプの構造維持に関わる要因があるものと

考えられ、多胚性遺伝子の生成、分化の手が

かりになるものと期待された。 

 また、これらの STS マーカーを用いて、各

品種の多胚性遺伝子座領域における遺伝子

型を決定した結果、‘フルア’および‘サガ

マンダリン’の 2品種だけが、この領域にお

いて多胚性をホモ接合型にもつことが確認

され、遺伝子発現の解析実験に有効するため

の重要は情報を得ることができた。 

 
表 2． 多胚性ゲノム領域における挿入/欠失
変異 STSマーカーによるカンキツ品種のタイ
ピングと多胚性との関連。（大村ら 2011） 

変異領域名 ORFとの位置関係 挿入/欠失(△)塩基数
z

胚性との一致度
y

GAP03 ORF10-ORF11間 △210 0.69

Rech03(3) ORF17-ORF18間 200 0.55

GAP04 ORF21-ORF22間 △572 0.71

GAP05 ORF28 (エクソン02)内 23 0.90

GAP06 ORF29 (エクソン01)内 △42 0.86

Rech53 ORF31-ORF32間 32 0.93

Rech54 ORF31-ORF32間 28 0.76

GAP10 ORF35-ORF36間 △710 0.50

Rech56 ORF41-ORF42間 50 0.66

GAP13 ORF45-ORF46間 24 0.91

GAP15 ORF46-ORF47間 △988 0.66

GAP16 ORF47-ORF48間 800 0.90

GAP17 ORF50-ORF51間 △67 0.88

GAP18 ORF52-ORF53間 △176 0.71

GAP20 ORF58-ORF59間 △139 0.79

ｙ
カンキツ54品種における挿入/欠失型と胚性との一致度

Z
‘宮川早生’多胚性配列に対する単胚性配列の変異型

 

 

(2) カンキツの体細胞胚形成過程における

遺伝子発現プロフィールの解析 

① ゲノムタイリングアレイによる解析 

多胚性遺伝子座ゲノム領域の塩基配列か

ら作成したゲノムタイルアレイを用いて、多

胚性品種および単胚性品種の珠心（開花当

日）の発現を解析した。このアレイ上に配置

されたエキソン予測領域で高い発現が認め



 

 

られ、ゲノム配列からの予測がほぼ正確に行

われていることが示された。しかし、これら

の発現には、品種による発現差が検出された

が、多胚/単胚と厳密に関連性を示す差は認

められなかった。また、遺伝子間領域でのシ

グナルが確認されたこと、多くの ORF 領域に

ついてアンチセンスプローブでの発現も認

められたことから、より詳細な発現解析が必

要と考えられた。 

② ORF 発現の品種比較 

多胚性ハプロタイプ配列に予測された72 

のORFについて、開花から不定胚形成時期（開

花60日）までの間、15日ごとに発現を定量的

に解析した。胚性の異なる品種を比較した結

果、いくつかの特徴ある発現プロフィールを

示すORFを検出した。ORF65 の発現は、初期に

上昇した後減少し（図１）、シロイヌナズナ

ホモログMYB3の種子の成長時のパターンと類

似した。また単胚・多胚ハプロタイプ間に構

造変異による発現差の予測された候補遺伝子

群にも、品種間に異なる発現を示したものが

検出された。 

0
2
4
6
8
10
12
14
16

開花日 開花15日 開花30日 開花45日

ORF65

ダイダイ（P) ナツダイダイ（P) はるみ（P)

清見（M) ヒュウガナツ（M) ハッサク（M)
 

図１。カンキツ品種(多胚性 P、単胚性 M）珠
心発育期における ORF65の発現プロフィール。
（小澤ら 2011） 
 

(3) ORF 機能検定のための形質転換実験 

① シロイヌナズナでの形質転換実験 

 予測 ORF のうち、転写に関わる遺伝子と類

似性を示す 10 の ORF 配列を CaMV35S プロモ

ータに連結して、シロイヌナズナに形質転換

したが、現在まで、特徴ある形態上の変化は

観察されていない。遺伝子発現における生物

種の遺伝的背景による影響も推察されたた

め、カンキツ不定胚誘導条件下で発現させる

検定など、より詳細な検定が必要と考えられ

た。 

② カルスからの不定胚誘導過程における

標識遺伝子の検索 

 体細胞胚への分化の過程において発現す

る遺伝子は、候補遺伝子の機能を推定する重

要な実験の１つになると期待されたため、カ

ンキツ培養からの体細胞胚分化において発

現する遺伝子を検索し、珠心における原因遺

伝子の発現との関連を考察した。 

培養 0日の試料と、球状胚の形成が観察さ

れ始める培養 20 日の試料との間で、cDNA マ

イクロアレイ(22k)を用いて遺伝子発現を比

較した。その結果、3 倍以上に発現が増減し

た遺伝子は、6505 であった。このうち、シロ

イヌナズナの胚形成関連遺伝子に相同性を

示すものは 24 遺伝子であり、これらについ

て詳細に解析した。 

0
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培養当日 5日後 10日後 20日後 60日後
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図 2 シロイヌナズナの胚形成と関連する
AP2 様遺伝子ホモログのカンキツカルスから
の胚誘導過程における発現プロフィール。
（木越ら 2010） 

シロイヌナズナの AP2サブファミリーに属

する遺伝子ホモログのいくつかは RT-PCR に

よる発現に特徴的なパターンを示した（図

２）。これらのうち AINTEGUMENTA-LIKE 5 

(AIL5)と相同性の高い EST(EY682617)は、不

定胚形成のステージが進むにつれて、単純に

発現量が大きくなったが、APETALA 2 と相同



 

 

性の高い EST（FC911745）は、培養 5 日後に

発現が一時的に高まり、不定胚の発達段階が

進むにつれ発現量は低下した。これらの結果

は、AP2 様遺伝子群自体は、多胚性制御遺伝

子座領域には存在しないため原因遺伝子と

はなりえないが、カンキツ培養細胞からの体

細胞胚形成への誘導を示す分子指標として

利用できる可能性を示唆した。  

これらの一連の研究により、多胚性遺伝子

座領域にあり、構造および発現上胚性と高

い関連を示す ORF の検出と候補の絞り込

みが可能となった。また、それらの候補遺

伝子が機能を検定するため形質転換実験系

を整備することができた。これらの進展が

カンキツの珠心胚制御遺伝子の同定に大き

く貢献すると考えられた。 
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