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論 文 内 容 要 旨

緒言

被子植物 の多 くは、 自家受精を防ぎ近 交弱勢 を回避 す る 自家不 和合性 とい

う機構 を持 っている。アブ ラナ科植物の 自家不和合性 は ∫遺伝子座 に よって

制御 され てお り、∫ 遺伝 子座 には柱頭側 の認識 分子 であ るSRK(5receptor

】dnase)と花粉側 の認識分子 であるSP11(510cusprotein11)、 さ らにSRKの レ

セプター ドメイ ンと高い相 同性 を示すSLG(5Llocusglycoprotein)の 遺伝 子が

座乗 してい る。 これ らの遺伝子 間では組換 えが起 こ らず 、1っ の遺伝子 であ

るかの よ うに遺伝す るた め、5ハ プ ロタイプ と呼ばれて い る。5ハ プ ロタイ

プの数 は β74∬∫cα018rαc8αで50、 且r4ραで約30同 定 され てい る。Eo1θ74cεα

や 丑r4ρ α の多 くは 自家 不和合性 を示す が、 自家和合 性の変 異体が幾つ か存

在す る。且r4即 、B.01ε7σc紹の5RK、3P11の 塩基配列 は種 内の ∫ハ プ ロタイ

プ間で大 き く異 なるが、異 な る種 の間で は 撚 、5P11の 相 同性 が高い組合

せが複 数見 出 され る。 これ ら種間の類似5ハ プロタイプ(種 間ペ ア)は 、 同 じ

認識 特異性 を有す ることが示 され、 これ らの組合せ は共通 の5ハ プ ロタイプ

か ら分化 した ものである と考 え られた。3遺 伝子座 のゲ ノム構造 は ∫ハプ ロ

タイプ間で非常に多様性 に富み、 この構造 の多様性 が.3ハ プ ロタイプ間での

組換 えを抑制 してい る と考 え られてい る。一方 、5遺 伝子 座 内で組換 えが生

じた可能性 が示唆 され る3ハ プ ロタイプの組合せ がB.r4ρ αで1組 報告 され

てい る。

本研 究で は、∫ 遺伝 子座 のゲノム構 造 の比較解 析 を種 間 と種 内で行 った。

種 間の解 析 は、種間ペ ア を用い、種分化後 の ∫遺伝 子座 の ゲ ノム構造 の変異

につ いて解析 した。種 内の解析 は、組換 えが生 じた可能性 が示唆 されて い る

組合せ を用 い、∫遺伝子座 の塩 基配列 を詳 細 に比 較 した。 また 、 自家和合性

品種YellowSarson、 自家和合性系統0-205、F、 品種CR-Seiga54の 自殖分離

集団 よ り生 じた和合性変異 体の 自家和合性 の原 因 を明 らかにす るた め、∫ 遺

伝子座 のゲ ノム構造 の解析 を行 った。

第1章 β7α∬加 の5遺 伝子座 のゲ ノム構造解析

第1節5遺 伝子座の種間 のゲノム構造 比較

Ro1εrαcε α とEr4ρ α の5遺 伝 子 座 の ゲ ノ ム構 造 の 比 較 を 行 うた め 、3組 の

種 間 ペ ア(Bz5-46沼05-OZβz5-47田05-12,βr5-60/Bo5-15)の ∫遺 伝 子 座 の ク ロ ー
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ニ ン グ及 び塩 基 配列 の決 定 をBo5-07、 βr5-46、 β03-12、Br5。47 、β03-15、 βzぷ60

の そ れ ぞ れ32kb、79kb、83kb、54kb、56kb、86kbに つ い て 行 っ た。 そ れ

ぞれ の組 合 せ にお い て、訳 κ、∫P11の 遺 伝 子 構 造 は 比 較 的 保 存 され て い るが 、

どの組 合 せ にお い て も 丑01εrαcεαの ∫遺 伝 子 座 の 方 が 且r4ρ αの5遺 伝 子 座

よ り広 範 囲 に及 ぶ こ とを明 らか に した(Fig.1-1,1-2,1-3)。Ro1θ7αc印 の5遺

伝 子 座 に 多 くの レ トロ トラ ンス ポ ゾ ン が 存 在 し、 ∫ 遺 伝 子 座 に座 乗 して い る

レ トロ トラン ス ポ ゾ ンを ∬F(旦locusretoro垂ransposonfamily)と 名 付 けた 。 合

計 で7つ の ∫蹄(Bo∬FO勉 、Bo∬F124、,80∬F12わ 、βo∬F12c、 βo∬F12冨 、

Bo∬F15α 、Bz∬F60の が見 出 され 、β05ZF12cはNon-m(longteminalrepeat)

型 の レ トロ トラ ンス ポ ゾ ンで 、 他 の6つ はL:rR型 の8塑 理3グ ル ー プ に分 類

され た(Fig.1-4)。 ま た 、各sTFのLrR間 と種 間 ペ ア の 遺伝 子(撚 と3P11,

のイ ン トロ ンの塩 基 置換 率 の 比 較 か ら、 これ らの ∬Fの 挿 入 は種 分 化 以 降 で

あ る こ と を明 らか に した。

以 上 の結 果 か ら、Eo1εrαc印 の5遺 伝 子 座 の方 が 丑r4ρ αの3遺 伝 子 座 よ

りも広 範 囲 に及 ぶ原 因 は 、種 々 の レ トロ トラ ン ス ポ ゾ ンが 種 分 化 後 且01εrαc印

の5遺 伝 子 座 に挿 入 され た た め で あ る と考 え た。

第2節 種内の5遺 伝子座のゲノム構造の比較

5遺 伝 子 座 は 、5ハ プ ロ タイ プ 間 の 構 造 の 多様 性 か ら、遺 伝 子座 内で の組

換 え が抑 制 され て い る と考 え られ て い る。 しか し、 一 方 で βτ5・08と βr5-46.

のハ プ ロ タイ プ 問で5遺 伝 子 座 内 で の組 換 えが 生 じた 可 能 性 が 挙 げ られ て い

る。 そ の 可能 性 を検 証 す るた め に、2つ の5ハ プ ロ タイ プ の5遺 伝 子 座 の ク

ロー ニ ン グ と塩 基 配 列 の決 定 を行 った 。Bz5-08に お い て51kbの 領 域 を ク ロ

ー ニ ン グ し
、塩 基 配 列 を決 定 し、既 に 決 定 され て い る β75・46の5遺 伝 子座(第

1章 ・第1節)と 比 較 した。5ハ プ ロ タイ プ 間 で 多 様 性 が 高 い ∫遺伝 子 座 内 に

お い て100%に 近 い相 同領 域 が2箇 所 見 られ た(Fig.1-5)。 この こ とか ら、 こ

れ ら2つ のハ プ ロ タイ プ 間 で は 、2つ の 相 同領 域 の 両 端 で 計4回 の 組 換 え 、

も し くは2っ め 相 同領 域 で2回 のgeneconversionが 生 じた 可能 性 が 考 え られ

た 。5遺 伝 子 座 で は 組 換 え が 抑 制 され て い る と 考 え られ る こ と と 、gene

conversionの 方 が イベ ン トの 回 数 が 少 な くて す む こ とか ら、geneconversio丑

が 生 じた 可能 性 が高 い と考 え た。 ま た 、Br5-08、B7&46と そ れ らの 種 間 ペ ア

で あ るBo5-32と β05-7の4ハ プ ロタ イ プ 間 で 、geneconversionが 生 じた領 域

内 に存 在 す る 舐Kの カ イ ネ ー ス ドメ イ ン の 塩 基 配 列 を比 較 す る と 、種 間 ぺ
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アで の相 同性 よ りも βr5-08と βr3-46の 組 合 せ の相 同性 が 高 か った。 この こ

とか ら、geneconversionは 種 分 化 後 に 生 じた可 能 性 が示 唆 され た。

第2章 自家和合性 変異体 の和合性変異の解析

第1節Bz叩 α、YbllowSalsonの 自家和合性変異 の解析

『Ybll
owSarsonの 自家 和 合 性 の 変 異 が3遺 伝 子 座 に連 鎖 す る こ とが 示 され て

い た の で 、5遺 伝 子 座 の ク ロー ニ ン グ を行 い 、訳 κ、5P11を 含 む 合 計78kb

の領 域 の 塩 基 配 列 を決 定 した(Fig.2-1)。 さ らに 、 同 じ ∫ ハ プ ロタ イ プ で 自

家 不 和 合 性 を示 す ∫ ハ プ ロ タイ プ で あ る β75-54を 見 出 し、 そ の種 間ペ ア で

あ るBo∫ 一28も 明 らか に した。 得 られ た塩 基 配 列 か らYbllowSarsonの5RKと

5P11に フ レー ム シ フ ト変 異 や ナ ンセ ン ス変 異 は 見 られ ず 、 完 全 長 の推 定 ア

ミノ酸 配 刻 が予 測 で き た。YdlowSarsonのSRK、SP11の 推 定 ア ミノ酸 配 列

と βr∫一54、β05-28の ア ミノ酸 配 列 を比 較 した 結 果 、YbllowSarsonのSRKと

SP11に は機 能 に 大 き な 影 響 を与 え る と考 え られ るア ミノ酸 置 換 は見 られ な

か っ た。YellowSarso皿 の5RK、5P11の 発 現 解 析 を ノー ザ ン プ ロ ッ ト分 析 で

行 っ た と こ ろ 、 どち ら も発 現 が 見 られ な か った(Fig.2-2)。 そ こ で、 両 遺 伝

子 の ゲ ノ ム構 造 を調 べ た 。∫RKの ゲ ノム構 造 を 『YbllowSarson、Br∫ 一54,Bo5-28

で比 較 した結 果 、プ ロモ ー タ ー領 域 、終止 コ ドン よ り下 流領 域 はYellowSarson

とB7∫ 一54で 高 い 相 同性 が 見 られ た が 、『YbUowSarsonに のみ ∫Rκ の第1イ ン

トロ ン に4,982bpの レ トロ トラ ンス ポ ゾ ンの挿 入 が 見 られ た(Fig.2-3)。 こ

の こ とか ら、YdlowSarosnの ㎜(の 発 現 が 見 られ な い原 因 は レ トロ トラ ン

ス ポ ゾ ン が挿 入 され た た め で あ る と考 え た。5P11の ゲ ノム構 造 に つ い て 同

様 に 比 較 す る と、「跣110wSarson、 βr5-54、Bo5-28の 間 で プ ロモ ー ター領 域 、

エ キ ソ ン、イ ン トロ ン、3'UTRと もに 高 い相 同性 が見 られ た。 しか し、Ybllow

Sarsonに の み プ ロモ ー タ ー 領 域 に89bpの 欠 失 が 見 られ た(Fig.2-4)。Ybllow

Sarsonの ∫P11プ ロモ ー ターGUSを オ74鋸gρ 廊 云加 伽 朋 に導 入 した ところ 、

得 られ た形 質 転 換 体 で σ03の 発 現 が 見 られ な か った が 、β03P11-28の プ ロモ

ー ターGUSで は ん 伽1伽4の 蔚 でGUSの 発 現 が 見 られ た こ とか ら
、Yellow

Sarsonの5P11の プ ロモ ー タ ー領 域 は活性 を失 って い る こ とを 明 らか に した。

以 上 の 結 果 か ら、 突 然 変 異 に よ っ て 訳Kと εP11の 正 常 な 転 写 が起 こ らな

い こ とがYう110wSarsonの 自家 和 合 性 の原 因 で あ る こ とを 明 らか に した。
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第2節RoZεrαcθ αvaLα1わoわ励7α の 自家 和 合 性 変 異 の解 析

且01ε7αcε4の 自家 和合 性 系統0-205は 、 自家 不 和合 性 の β03-08と のF2を

用 い た 連 鎖 解 析 か ら、 自家 和 合 性 が5遺 伝 子 座 と連 鎖 して い る こ とが分 か っ

た。0-205の ∬(}は βo飢 σ一28と99.3%と 高 い相 同性 を示 した こ とか ら、Bo5-28

の 自家 和 合 性 変異 体 で あ る と考 え た。Bo照28の 第1エ キ ソン、『第2エ キ

ソン と βo∫P11-28の 全長 を プ ロー ブ に 、0.205の ゲ ノムDNAを 用 い て サ ザ

ンプ ロ ッ ト分 析 を行 っ た結果 、0-205は 訳 κ の第1、2エ キ ソ ン と3P11を 欠

失 して い る こ とが明 らか とな り、 この欠 失 が0-205の 自家 和 合 性 の原 因 で あ

る と考 え た(Fig.2-5)。0-205、 β0328、 βz∬4(Bo5・28の 種 間ペ ア)の ∬ σ の

非 同 義 置 換 率 の 比 較 か ら、0-205と βo∫一28の 分 化 は、B.7¢pα とB.01θ アαcθα

の種 分化 後 で あ る と推 定 した。

第3節 ハ クサイ系統における自家和合性変異の解明

ハ ク サ イ のF、 品 種CR-Seiga54(Bア5-46沼75-54)の 自殖 分 離 集 団 に お い て 、

βr∫一46ホ モ 、Br5-54ホ モ の 自家 不 和合 性 を調 査 した結 果 、βr5-54ホ モ個 体 中

に5つ の 自家 和合 性 個 体 が得 られ た。B7∬4の 自家 和 合 性 個 体 と 自家 不 和 合

性 個 体 との 相 互 交 配 の 結果 か ら、 自家 和 合 性 の要 因 が 柱 頭 側 に あ る こ とが 分

か っ た。 さ らに 自家 和 合性 個 体 と 自家 不 和 合 性 の βr5-46と を 交 配 し、F2を

作 成 して 連 鎖 解 析 を行 な っ た結 果 、 この 自家 和合 性 が ∫ 遺伝 子座 と連 鎖 して

い る こ と が 分 か っ た 。 この こ とか ら、 こ の和 合 性 個 体 の ∫ ハ プ ロ タ イ プ を

Br5-54プ と した。 柱 頭側 に 自家 和 合 性 の原 因 が あ る こ とか ら、5RKの 発 現 に

つ い て 調 べ た 。RPPCRで ∫RKのmRNAの 発 現 を調 べ た 結 果 、Br5-5ガ で 発

現 が 確 認 され た(Fig.2-6A)。RealtimePCRでB7∫ 一54rとBr5-54の 訳KのmRNA

の 量 を比 較 した 結 果 、 有 意 な 差 は見 られ な か っ た(Fig.2-6B)。 ウ ェス タ ンブ

ロ ッ ト分 析 を行 っ た結 果 、β虐5ガ と 臨5-54の ど ち らに もSRKタ ンパ ク質 が

検 出 され た(Fig.2-6C)。 よ ってB75-5・ げ の ∬LKは 正 常 に発 現 して い る と考 え

た。5RKの 遺 伝 子構 造 を調 べ た とこ ろ 、Br5-54プ とBr∫.54と で塩 基 配 列 が 異

な り、 自家 和 合 性個 体 の 皿Kの 一 部 は 飢 σ と100%の 相 同性 を示 した こ とか

ら、∬Gの 一 部 分 が 訳Kと の 間 でgeneconversionを 起 こ した こ とが 明 らか

に な っ た(Fig.2-7)。

以 上 の結 果 か ら、自家 和 合 性 ∫ハ プ ロタ イ プ βz5・54プの 和 合 性 の原 因 は 、鉱G

か ら 釈Kへ のgeneconversionに よ りSRKの 認 識 特 異 性が失 わ れ た こ とに よ
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る こ とが 明 らかに な った。

結語

βr復∬加 の ∫遺伝子座 のゲ ノム構造 につ いて、3組 の種 間ペ ア を用 いて比

較 した結果、B.01εrαcε4の∫遺 伝子座 の方 が 且r4ρ αの3遺 伝子座 よ りも広

範 囲 に及び、それは種分化後 且o妙 〃c印の5遺 伝子座 に レ トロ トランスポゾ

ンが挿入 されたためである と考 えた。 レ トロ トラ ンスポ ゾ ン とゲ ノムサイズ

との関係 につ いては未だ 明 らか にはなって いないが 、Ro1ε7αc印 とEr叩4

のゲ ノムサイズは大 き く変 わ らな い ことか ら、Ro1ε7αc印 の5遺 伝 子座 には

特 異 的に レ トロ トランスポ ゾ ンが挿入 された と考 え られ る。∫ 遺伝 子座では

組換 えが起 こりに くいと考 え られ てお り、 同様 に組換 えが起 こりに くいとさ

れ て いるセ ン トロメアには レ トロ トラ ンスポ ゾンが多 く蓄積 して い ることが

分 か っている。また、B7α∬たαの3遺 伝子 座は ∫ハ プ ロタイ プ間で多様性 に

富む ことが知 られているが、βア3-8とBr∫ 一46の5遺 伝 子座 で は、2つ の領域

にお いて高い相同性が見 られた 。 この ことか ら、 この組 合せ にお いて、∫遺

伝 子座 内で2つ の領域でgeneconversionが 種分化以 降 に生 じた可能性 が示唆

された。1)70∫(励吻 では組 換 えが抑 制 されて いる領域 で対 立遺伝子 間でのgene

conversionが 生 じた ことが示 されて いる。組換 えの抑 制 とレ トロ トランスポ

ゾ ンの挿入やgeneconversionの 関連性 を示唆する知 見が得 られ た。

3つ の 自家和合性 系統 の和合 性変異 につ いて解 析 した結 果、3者 ともに 自

家和合性 の原因は3遺 伝子座 と連鎖 していた。β7&5ガ の 自家和合性 の原因

は 皿Gか ら5RKへ のgeneconversionに よってSRKの 認 識特異性 が失 われた

た めであ ることが明 らかに なった。 この よ うな同一ハ プ ロタイプ 内 にお ける

、∬σ と ∫RKの 間でのgeneconversionの 明確 な証 拠 は本研 究 で初 め て明 らか

に なった。YellowSarson、 βr5-54、βo∫一28の 訳K、51P11の 遺伝子構 造の比較

か ら、YbllowSarsonに 見 られ る変 異は種分化後 に生 じた変異 であ り、0-205

の変異 も βz5-54、Bo5-28の ∬Gと の比較か ら種 分化後 に生 じた変 異で ある

と推 定 され た。βr5・54プのgeneconversionも 、用 いた材料 が 自家不 和合性系

統 を親 とす るF1品 種で ある こ とを考慮す ると、最近 の変異 で ある と考 えられ

る。

以 上 の研 究 か ら、5遺 伝 子座 には レ トロ トラ ンス ポ ゾ ン の挿 入 やgene

conversionと いった構造変異 が種分化後 も生 じてお り、そ の中には、飢 κ、5P11

に変異が生 じ自家和合性 にな った ものが存在す るこ とが明 らか とな った。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

自家不和合性 において花粉 と雌 蕊 の 自己認識特異性 を決 定す る3遺 伝子座 は,複 対立遺伝子(∫ ハ

プ ロタイ プ)間 で極 めて高い多様性が あるこ とが明 らか にされてい る。一方 で,種 が異な って も同 じ

認識特 異性 を有す る ∫ハ プ ロタイプの組 合せが複数見 つかってお り,そ れ らは種 分化前 は同 じ3ハ プ

ロタイ プであった と推 定 され ているが,そ のゲ ノム構造 の相 同性 は明 らか となっていない。本研究 は,

5P11と3R1【 が極 めて類似す る8ハ プ ロタイ プの ∫遺伝子 座 を比較 し,種 分化後 の3遺 伝 子座 の構 造

変化 を解 明す る とともに,自 家和 合性 へ の変異 と5遺 伝子座 の構 造 の関係 を明 らかに しよ うとした も

ので ある。

キ ャベ ツ を含む 飾α∬菰cβoJ8rαc80,ハ クサイ や カ ブ を含 む 飾α∬∫c研4ρoの2種 間 で同 じ認識 特 異

性 を持 つ3対 の ∫ハ プ ロタイ プペ ア の3遺 伝 子 座 のゲ ノム構造 を比較す るため,3遺 伝 子座 のゲ ノ

ミック クロー ンを単離iし,6ハ プ ロタイ プで合計390kbの 塩基配 列 を決定 した。いずれ のペ アで も,

且o伽 πVθαの3遺 伝 子座 の方 が,B.Z叩 αのもの よ り大 きい こ とが分 か り,RoZ餌C即 の ∫遺伝子座 に

は多 くの異 なる レ トロ トランスポ ゾンが見 出 され た。2種 間で全 体 のゲ ノムサイ ズは大 き く異 な らな

い こ とか ら,1式ozθrπcεαの ∫遺伝子 座に特 異的に レ トロ トランスポ ゾンが挿入 され た と考 え られ た。

Rr4ρ αの ∫一8と3-46の3遺 伝子座 の比較 によ り,こ れ らの問では,2つ の部分 の相 同性 が極 めて高

い こ とが見出 され た。 このよ うな3ハ プ ロタイ プ間 の部分 的類似性 は,遺 伝 子変換 で生 じた可能性 が

高い と考 え られ た。

Y6110wSarsonはB.π ワαの よく知 られ た 自家和 合性 品種 で あるが,そ の原 因 とな る ∫遺伝 子座 の変

異 は解 明 され ていなかった。∫遺伝子座の78kbの 塩基配列 を決定 し,そ の変異前 の原ハ プ ロタイプが

∫一54で あるこ とを見出 した。Y6110wSarsonで は,柱 頭側 の認識分子 の遺伝子で ある3R1(の 第1イ ン ト

ロンに約5kbの レ トロ トランスポ ゾンの挿入,花 粉側 の認識分子の遺伝 子で ある3P11の プ ロモー ター

に89bpの 欠 失を見出 した,こ れ らの挿入や欠失 が,3RKと5P〃 の正常 な転写が起 こ らない原 因であ

るこ とを明 らかに した。

カイ ラ ン(B.018駕 θαy砿 α1わ08Zo加α)の 自家和合性 は,∫一28の変異 によるものであ ることを見出 し,

カイ ランの3RKが 第1エ キソンか ら第2エ キソンまで欠失 し,5P11も 欠失 している ことを示唆 した。

ハ クサイ のFi品 種の 自殖 分離集 団 に見出 した 自家和 合性 を解 析 し,3RKの 塩基 配列 が原 ハプ ロタイ

プの ∫一54と異 な り,3-54の3LGと 相 同性 が高い こ とを見出 した。 この こ とか ら,3ZGか ら3RKに 遺

伝子 変換 に よ り塩基配列 が移 され,そ の結果SRKの 認識特異性 に変化 が生 じたため 自家和合性 になっ

たもの と示唆 した。

以上 の よ うに本研究 は,ア ブラナ科植 物の.自家不和合性 に関与す る3遺 伝 子座 のゲ ノム構造 の変異

を明 らかにす る とともに,主 要な 自家和合性品種 の 自家和合性 変異の原因 を解明 した。 よって審査員

一 同は本論文 は博 士(農 学)の 学位 を授与す るに値す る内容 である と判定 した。
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