
〈研究の目的と進め方〉
高等植物のゲノムサイズは極めて大きい。モデル植物

とされるシロイヌナズナ（125Mbp）やイネ（415～
463Mb）は高等植物としては例外的で、穀類などの有用
作物のゲノムサイズは大きくなる傾向がある。トウモロ
コシ（2,300～2,700Mb）、オオムギ（4,900Mb）、コムギ

（16,000Mb）と、ヒトのゲノムサイズ(3,000Mb)を遥かに
超えるものもある。ポストゲノム時代の植物科学では、
ヒトを凌ぐ巨大ゲノムをいかにして解析するか、その方
法論の確立が早急に望まれている。

移動性に乏しい植物は、配偶者に遭遇できない危険性
を避け、その多くが雌雄同株の両性花となっている。一
方では、ナデシコ科のヒロハノマンテマ(Silene latifolia)
のように、雌雄異株でXY型の性染色体をもつ性に積極的
な植物もいる。本研究の目的は、ヒロハノマンテマ

（4,700Mb）のＹ染色体(860Mb)の雄性決定領域とそこに
コードされた雄性決定遺伝子（植物SRY遺伝子）を同定
することにある。こうした研究を通じて、1）植物の巨大
ゲノムの一部（本研究課題ではY染色体）のみを研究対
象として取り扱う手法を確立し、2）花芽形成に続いて起
こる生殖器官原基の形成に関わる性染色体と「植物SRY
遺伝子」の役割を明らかにする。

図１ナデシコ科雌雄異株植物ヒロハノマンテマ(Silene
latifolia)の前中期染色体像(A)と2001年当時明らかにされ
ていたXY染色体構造とSTSマーカー(B) 染色体末端(テ
ロメア)は最後に凝縮する。この凝縮には時期にズレがあ
り、Y染色体は一方の末端が早く凝縮してもう一方の凝
集は遅れる（AのY染色体）。これに対してX染色体の末端
の凝縮は両末端とも遅く凝縮する（AのX染色体）。その
ため、Y染色体では片方の末端が、X染色体では両方の末
端が披いて見える。Y染色体の偽常染色体領域(PAR:
Pseudo Autosomal Region)は、凝縮が遅い末端のほうだ
ということがわかる(A)。この領域にはいくつかのマーカ
ー知られているので(B)、それを手掛かりに、Y染色体の
機能領域（偽常染色体領域やX染色体との非組換え領域
など）のBACクローンを獲得しようとするのが本研究の
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当初の目的である。

〈研究開始時の研究計画〉
1) 純系種を確立する。ヒロハノマンテマの花粉親を決め、

屋内で少なくとも年4回の交配実験が可能になるよう
な交配システムを確立する。

2) RAPD-PCR法によるY染色体特異的STSプライマーを確
立する。RAPD-PCR法をより高感度に最適化し、雌
(2A+XX)と雄(2A+XY)のゲノム構成の差異を検出し、Y
染色体特異的なSTSプライマーを制作する。

3) BACライブラリーの構築とスクリーニング法を試行す
る。BACライブラリーを構築し、Ｙ染色体STSマーカ
ーを用いたPCRとFISH解析によって、Ｙ染色体断片を
含むBACクローンを同定する。

4) 雄(♂)特異的に発現する遺伝子をスクリーニングする
ため、雄(♂)の蕾から完全長cDNAライブラリーを作
製する。

5) 2002年度には、2001年度に単離したSTSマーカーを含
むＹ染色体マーカーを用いてPCRとFISH解析によるス
クリーニングを行い、十数クローン程度のY染色体断
片を含むBACクローンを同定する。2003年度には、ヒ
ロハノマンテマBACライブラリーを拡充し、ゲノム全
体をカバーする。

6) BACクローンの塩基配列決定を行い、遺伝子候補を絞
り込むとともに、ノーザンハイブリダイゼーション法
およびin situハイブリダイゼーション法(HIS法)で、雄
蕊原基あるいは雄蕊で発現している遺伝子を探索する。

7）BACクローンの塩基配列決定を行うとともに、遺伝
子候補に関しては、2003年度に作成した雄花蕾全長
cDNAライブラリーを利用することで、雄特異的発現
遺伝子の全長を同定する。

8）FISH法を用いたＹ染色体特異的遺伝子領域および繰
返し領域の単離同定とそれらを用いた新たなBACク
ローンのスクリーニング法を確立する。

9) 単離したBACクローンを、Y染色体の部分欠損変異体
のゲノムDNAをテンプレートにしたAFLP解析を用い
て、Y染色体上にマップする。

10) 遺伝子発現に関する通常の解析に加え、ISH法を用い
た発現解析と、さらに形質転換植物作成によって、雄
性決定遺伝子の候補を絞り込む。

11) 雄性決定遺伝子の同定に関しては、雄蕊原基や雄蕊
での発現の有無を調べるとともに、遺伝子導入による
植物の性転換実験を試みる。

〈研究期間の成果〉
1) 2003年度までに10回の交配を繰り返し、ヒロハノマン

テマの純系株(K-line)を確立した。
2) 2001年度には新規Ｙ染色体特異的STSマーカーを２種

類単離した（#2-2，YSWE1）。#2-2を含む8kbpのＹ染
色体領域を解析し新規のOFRを同定した。

3) 雄ゲノムのBACライブラリーの拡大を進めている。
2001年に構築したライブラリーの中から、Ｙ染色体マ
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ーカーのSTS配列をもつクローン(#19B12)を得た。ま
た、2つのORFとcDNAクローンに相同性のある領域を
見出した。

4) 初期の雄の蕾から、全長cDNAライブラリーを構築し、
80%のクローンがcDNAの全長を含んでいた。さらに、
B A C ラ イ ブ ラ リ ー か ら 新 規 の 反 復 配 列 を 得 た
(#15C12)．この配列はＹ染色体にも蓄積が見られ，Ｙ
染色体マーカーとなる可能性があり，現在解析を進め
ている。

5) 2002年の段階で、32,540クローン（ゲノムサイズの0.8
倍、カバー率55％）まで、BACライブラリーを拡充し
た。このBACライブラリーの有用性を早めに評価する
必要もあって、2001年度までに単離したＹ染色体特異
的STSマーカー11を用いて、18,432クローンに対して
PCRによる高速スクリーニング(4D-PCR法)で、３つの
ポジティブクローン(9d12F, 15b4D, 23b9G)を単離する
ことに成功した。

6) 2003年の段階で、上記クローンを、雄花蕾全長cDNA
ライブラリーを用いて雄特異的発現遺伝子の有無をス
クリーニングしている。カバー率55％の段階でも、ス
クリーニングとシーケンスに良好な結果が出たので、
BACライブラリーをさらに拡充することを検討中であ
る。

7) BACクローンのFISH法によるスクリーニングを試み
た。繰返し配列を含むBACクローンに関しては良好な
結果が出ており、染色体末端（Ｘ染色体は両腕、Ｙ染
色体は片腕のみ）に特異的な繰返し配列(Sl-distal-
satDNA)の単離などにも成功した。

8) 2003年には、平均インサートサイズ115kb、クローン
数32,642のBACライブラリーを構築した。重なりを無
視すれば、ヒロハノマンテマのゲノムサイズ(2,350～
3,000 Mb/C)の約1.6倍に相当する。

9) Y染色体特異的STSマーカー11個を用いて、4D-PCR法
によるスクリーニングを行い、７つのY染色体断片を
含むBACクローンを同定した。

10) Y染色体の部分欠損変異体のゲノムDNAをテンプレー
トにしたAFLP解析で、上記7つのBACクローンをY染
色体上にマッピングした。MS2-9d12FがY染色体の

「雌蕊の成熟を促進する因子」の近くにあることがわ
かった。このBACクローンに関しては127kb全長をシ
ーケンスした。アミノ酸残基100以上のORFは47あっ
た。

11) レトロトランスポゾンやDNAトランスポーゼーズに
相同性のあるORFを除いて発現解析した。しかし、
発現が確認できたORF については、Y染色体以外に
もコピーをもつことが明らかとなった。現在は、ISH
法を用いて、雄花と雌花での発現解析を行っている。

〈国内外での成果の位置づけ〉
性に関して動物とは全く異なる戦略を採用する植物の

視点から、性と染色体との関係を明らかにすることは、
生物の生存戦略を明らかにする上で極めて重要である。
こうした認識から、ヒロハノマンテマのY染色体にコー
ドされた雄性決定遺伝子は、世界的にも注目され、“XII
International Conference of Plant Embryology in Cracow
(2005)”などでも取り上げられている。
1)高等植物のY染色体では、STSマーカーを用いたBACラ

イブラリーの解析は今までなかった。今回の成果は、
哺乳類の性決定因子やY染色体の構造との比較を含め、
国内外で待ち望まれており、BACライブラリー譲渡の
引合いも多い。他の高等植物に比べても、ヒロハノマ

ンテマのゲノムサイズは、4,700Mbと極めて大きいが、
BACライブラリーの拡充を目指した成果は以下のよう
に位置づけられるだろう。

2) 性に関して動物とは全く異なる戦略を採用する植物の
視点から、性と染色体との関係を明らかにすることは、
生物の生存戦略を明らかにする上で極めて重要であ
る．こうした認識から、ヒロハノマンテマのY染色体
にコードされた雄性決定遺伝子は、ダーウィンによっ
て最初示唆された雌雄異株植物の起源を探る手掛かり
にもなると注目されている。

図２ヒロハノマンテマのBACライブラリー(A)、BACクロ
ーン9d12FのY染色体特異的STS (MS2)の周辺(B)、Y染色
体片腕にあるサテライトDNAのFISH (C) BACライブラ
リーのインサートサイズはパルスフィールド電気泳動で
確認した。無作為に選んだBACクローン105個について、
NotIによってインサートを切り出し、パルスフィールド
電気泳動でサイズを確認した。図はその一部で、インサ
ートサイズは50～200kbの範囲で、平均は115kbであった
(A)。BACクローン9d12F には100以上のアミノ酸残基か
らなるORFが64あった。33はレトロエレメント様の配列
で、27はデータベース上の配列と相同性がなかった。そ
のMS2マーカー近傍を示した(B)。BACライブラリーをス
クリーニングしてSl-distal-satDNAを含むクローンを10単
離した。そのうちの#15B12の150kbのインサートには約
300bpの繰り返し単位が420回繰り返す130kbにおよぶサ
テライトDNAがあった。それをプローブにFISHを行うと
Y染色体の凝縮が遅い末端、すなわちPARをラベルする
ことができる(C)。Cのバーは5μmを示す。

2005年になって、FISHのプローブのラベルと検出に工
夫を加えたマルチカラー競合FISH法を開発した。この方
法を用いて、X染色体のPARがこれまでの見解とは逆のP
腕にあることを確認できた。(Kazama, et al. The
clustering of four subfamilies of satellite DNA at individual
chromosome ends in Silene latifolia. Genome, in press,
2006)
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3) ゲノムDNAを無傷で単離することが難しいため、高等
植物でのBACライブラリー構築例は極めて少ない。ヒ
ロハノマンテマのY染色体由来のBACクローンは、植
物の性と染色体との関係を明らかにするために世界的
にも注目されており、幾つかの国際共同研究を計画中
である。

4) Y染色体の部分欠損突然変異体を用いたAFLPマッピン
グとSTSマーカーを用いたY染色体特異的BACクロー
ン同定法を用いることで、巨大ゲノムのヒロハノマン
テマのY染色体特異的配列の情報を効果的に得られる
ようになり。ヨーロッパの研究グループとの共同研究
が可能となった。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
ヒロハノマンテマのゲノムDNAは、従来のBACライブ

ラリー作成法では断片化しやすく、ライブラリー構築に
必要な150～300kbpのDNAを十分量確保するのが難しく、
DNAの調整法に新たな工夫が必要であった。ライブラリ
ーの拡大が遅れたことは、本研究計画の進捗に大きな影
響を及ぼした。しかし、単離用緩衝液中のDNAを安定化
させるために、スペルミンとスペルミジンの量を通常の
10倍にすることで、核の形状は不安定であるもののDNA
の物理的切断の少ない画分を単離することに成功してお
り、2003年までには100～350kb程度のDNAの単離には問
題がなくなっている。これによって、BACライブラリー
が拡充され（カバー率80%）、遺伝子やサテライトDNAの
スクリーニングに用いられている。こうしたY染色体由
来のBACクローンの全塩基配列は2004年になって決めら
れるようになった。研究計画が採択されていた2001年度
～2003年度に、Y染色体特異的に発現する遺伝子を同定
できなかったのは残念である。

〈今後の課題〉
ヒロハノマンテマのBACライブラリーをさらに拡充し

ゲノム全体を完全にカバーするものを構築すべきだろう。
そのなかからY染色体特異的BACクローンを多数単離し
て、雄花蕾全長cDNAライブラリーとの間で、Y染色体特
異的遺伝子候補をスクリーニングすべきだろう。Y染色
体特異的断片を含むBACクローンのスクリーニングを今
回行ったSTSマーカーに加え、FISH法で行う方法を確立
する。FISH法の改良を行うために、当面は、Y染色体特
異的繰返し配列も考慮する必要があろう。また、Y染色
体の部分欠損変異体を用いたAFLP解析は、BAC クロー
ンのY染色体マッピングに極めて有効だったので、ヒロ
ハノマンテマ欠損変異体の単離とその拡充を目指す。
ヒロハノマンテマにはで形質転換系がまだない。形質転
換植物を作出することで、雌(♀)を雄(♂)に性転換する
植物SRY遺伝子の候補を絞り込みたいと考えている。
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