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要旨

自家不和合性は､顕花植物において､花粉､花柱共に正常で稔性を保っている
にも関わらず､自家受粉によっては受精が起こらず､種子を形成しない現象であ
る｡多くの植物の自家不和合性は､多数の複対立遺伝子(s遺伝子)を持つ単-の
自家不和合性遺伝子座(s遺伝子座)によって制御されている｡自家不和合性ﾅｽ
科植物では､花柱側の自家不和合性関与物質は､ ∫遺伝子に対応するRNase活性を
持つ分泌型糖ﾀﾝﾊﾟｸ質､ ∫-RNaseであることが証明されているが､花粉側自家不

和合性関与物質は末だ同走されていない｡花粉側自家不和合性遺伝子は､ s-RNase
遺伝子との間で組み換えが起こらないことから､ｹﾞﾉﾑDNA上のS-RNase遺伝子近
傍に存在すると考えられている｡本研究では､花粉側自家不和合性遺伝子を同定

する目的で､ﾅｽ科植物petunia hybridaのS-RNase遺伝子を含むｹﾞﾉﾑDNA断片の
ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞと解析を行った｡
まず､材料の選走を行った｡奈良先端科学技術大学院大学敷地内に野生化した

と思われるP. hybridaが生えていたので､ 8個体を採取し､自家不和合性と交雑性
の検定を行った｡その結果､ 8個体中､自家不和合性個体が5個体､自家和合性
個体が3個体であり､自家不和合性個体のうち2個体は同じs遺伝子型を持ち､そ
の他は相互に異なる∫遺伝子型であると考えられた｡

2つの自家不和合性個体(B､ D個体)から4つのS-RNaseを精製し､これらを
ｺ-ﾄﾞする完仝長cDNAの構造を決定した｡これらの∫-RNaseはこれまでに報告さ
れている∫-RNaseに相同であったが､完仝に配列が-致するものはなかった｡この
ことから､今回同走したs-RNaseは新規のものであると判断し､ B個体由来のもの
をsBl-､ SB2-RNase､ D個体由来のものをsDl-､ SD2-RNaseと名付けた｡
自家和合性個体のうち､ B個体と同じ組み合わせのS-RNaseを持つF個体が存在

した｡これらの個体の相互交維試験から､ F個体の自家和合性は､花粉側自家不
和合性表現形が消失したことによるものであることか判明した｡自家不和合性個

体を人為的に染色体倍化したものや､自家不和合性個体に近緑の4倍性種は､し
ばしば自家和合性を示すことが報告されているので､ F個体の倍数性を調査した
ところ､これが4倍体であることが判明した｡そこで､ B個体(sBISB2遺伝子型)

とそれに由来するﾎﾓS還伝子型個体(sBISBl遺伝子型)をそれぞれ染色体倍化し
て得られた個体の自家不和合性表現型を調べた｡その結果､ Bの倍化個体
(sBISBISB2SB2遺伝子型)の花粉は､同じs遺伝子型の花柱に村して和合性を示

し､ F個体個体と同じ表現型であったのに村し､ sBISBlの倍化個体
(sBISBISBISBl)は同じs遺伝子型の花柱に対して不和合性を保持したままであっ

た｡このことから､染色体倍化が自家不和合性の消失につながるのは､ ∫ﾍﾃﾛ遺



伝子型個体に限られることが示唆された｡ sﾍﾃﾛ4倍体とsﾎﾓ4倍体の花粉の質

的な違いを考えると､前者はsﾍﾃﾛ2倍性花粉を含むであろうのに村し､後者はs
ﾎﾓ2倍性花粉のみであると考えられることである｡ Sﾍﾃﾛ2倍性花粉が同じs遺

伝子型の花柱に村して自家和合性を示すと示唆されることから､花粉側s遺伝子産
物が､異なるS遺伝子型のS-RNaseのRNase活性を阻害するS-RNase inhibitorである可
能性を考察した｡
∫遺伝子座のｸﾛ-ﾆﾝｸﾞに向けて､まず､ ∫遺伝子座の染色体上でのﾏｯﾋﾟﾝｸﾞ

を行った｡ sBl-RNase遺伝子をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして用いて染色体蛍光1'n sl'tu hybridization
(FISH)を行ったところ､第3染色体のｾﾝﾄﾛﾒｱ付近にﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｽﾞした｡
このことから､ S遺伝子座が第3染色体のｾﾝﾄﾛﾒｱ付近に存在することが明か
となった｡しかし､この部分を物理的に単離することは､染色体の大きさから考え
て困難であると考えられた｡
そこで次に､九ｹﾞﾉﾐｯｸﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を作製して､ SBl-RNase遺伝子を含むｸﾛ

-ﾝを得た｡ 3個の陽性ｸﾛ-ﾝが得られ､これらによってｶﾊﾞ-される領域は33

kbpとなり､これまでに報告されているS-RNaseを含むｸﾛ-ﾝの中では､最も広い
領域をｶﾊﾞ-していると考えられた｡この領域の中には､多数の反復配列と予測ｵ
-ﾌﾟﾝﾘ-ﾃﾞｲﾝｸﾞﾌﾚ-ﾑ(ORF)が含まれていた｡この領域をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして
花粉管cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-をｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞしたところ､ 4つのcDNAｸﾛ-ﾝが得
られた｡しかしながら､これらのｸﾛ-ﾝの配列は､それに村応するｹﾞﾉﾑ領域と
相同性を示すものの､同-の配列ではなかった｡このことから､これらの領域が多
重遺伝子族に属することが示唆された｡
oRF予測によって高い可能性を持って抽出され､得られたcDNAｸﾛ-ﾝのうち

2つと相同性を示すGF3とその周辺に存在する反復配列311rep2は､花粉管由来の
8.Okbと9.1kbのRNAにﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｽﾞした｡このことから､この領域が花粉管で発
現する可能性が考えられた｡また､ GF3はｹﾞﾉﾑ中に少なくとも数10ｺﾋﾟ-存在す
ることが明かとなった｡しかし､これらの多重遺伝子属のほとんどは､ ∫遺伝子特
異性はないものと思われた｡

sBl-RNase遺伝子下流約20kbpを占める九SBl-311をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして染色体FISHを
行うと､ｾﾝﾄﾛﾒｱに強くﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｽﾞした｡このことから､このｸﾛ-ﾝ中

に､ｾﾝﾄﾛﾒｱ特異的配列が含まれるものと思われた｡また､ p.hybrida以外の
petunia属植物であるP. 1ittoralisのｾﾝﾄﾛﾒｱにもこのｸﾛ-ﾝは強くﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞ

ｲｽﾞするのに対し､同じﾅｽ科のS. sam'towongsei､ N. tabacumのｾﾝﾄﾛﾒｱには
ﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｽﾞしなかった｡このことから､この領域に存在するｾﾝﾄﾛﾒｱ特異

的配列は､ petunl'a属に特異的である可能性がある｡

この領域の5つの反復配列のうち2つ(311repl,311rep2)がｾﾝﾄﾛﾒｱにﾊｲ
ﾌﾞﾘﾀﾞｲｽﾞした｡また､多重遺伝子族を形成すると考えられたoRFであるGF3もｾ
ﾝﾄﾛﾒｱにﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｽﾞした｡この結果は､ s遺伝子座がｾﾝﾄﾛﾒｱ付近に

存在するという結論を追認するものであろう｡また､ GF3-311rep2領域が発現する
可能性を持ち､ｾﾝﾄﾛﾒｱに局在するということ､またその構造的特徴から､こ
の領域がﾚﾄﾛｴﾚﾒﾝﾄに由来する可能性が考えられた｡もしこの配列が花粉側
自家不和合性遺伝子であるとすると､これは､ﾚﾄﾛｴﾚﾒﾝﾄから進化したもの
であるのかもしれない｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名円谷徹之

多くの高等植物は､自殖弱勢を防ぎ､種の遣伝的多様性を維持するため

の機構として､自家不和合性という性質を有している｡自家不和合性にお

いては､雌蕊と花粉の間で自己と非自己の認識というきわめて興味深い現

象がある｡この認識反応の分子機構については､近年いろいろな植物種で

の研究が進んでいる｡申請者の円谷徹之は,材料としてﾅｽ科植物のﾍﾟﾁｭ

ﾆｱを選び､この分子機構の解析のための研究を行った｡本論文は､これ

らの研究の成果をまとめたものであり､序論及び3章からなる｡

申請者はまず､序論において､高等植物における自家不和合性の意義,そ

の種類､ S遺伝子の概念､および現在までの研究の流れとその成果につい

て概説し､本論文で扱っているﾍﾟﾁｭﾆｱの位置づけを述べている｡すな

わち,ﾍﾟﾁｭﾆｱが､配偶体型自家不和合性を示し､その自他識別機構に

は､雌蕊側因子としてS-RNaseが関与していること､これに対応する花粉

因子が未解明であることを述べ､本研究がこの花粉因子の解明を最終的な

目的としたものであることを示した｡

第1章では､申請者はまず,本研究のための材料として､本学ｷｬﾝﾊﾟ

ｽに自生するﾍﾟﾁｭﾆｱ(Pe[unl'a hybm'da)を採取し､その相互交配,

S-RNaseの精製,構造解析によって､ S遣伝子型の異なる自家不和合性株

4株及び､自家和合性株3株を確立した｡また､自家不和合性株2株につ

いて､それぞれのS-RNaseをｺ-ﾄﾞするcDNAの完全長塩基配列を明らか

にし､本研究の基礎を確立した｡

第2章では,第1章で得られた自家和合性株のうち1株が花粉側の形質

の変異によって自家和合となっていることを､交配実験､およびs-RNase

の分析によって明らかにし,さらにその株が4倍体であり､通常の2倍体

の植物では花粉は1つのS遣伝子しか持たないのに対し､ 4倍体の本植物

では花粉が異なる2つのS遣伝子をもつことがその表現型の変異の原因で

あることを明らかにした｡配偶体型植物の自家不和合性での花粉因子の性

質についてはこれまで､ﾚｾﾌﾟﾀ-説とｲﾝﾋﾋﾞﾀ-説があったが､本研

究の結果は後者の説が妥当であることを強く支持し､今後の花粉因子の探

索や､その機能についての生化学的な研究の方向性を示唆した｡



第3章ではまずs-RNaseのcDNAを用いてFISHを行い､ S遺伝子座が第

3染色体のｾﾝﾄﾛﾒｱ付近であることを示した｡さらに, S-RNaseを含

むｹﾞﾉﾑｸﾛ-ﾝ3個を得て､ S-RNaseの周辺約33ｷﾛﾍﾞ-ｽの全塩基配

列を決定した｡これは､これまでに得られているS-RNase周辺の塩基配列

としては最長のものである｡さらに､この街域には,多くの反復配列が存

在することを示すとともに､ S-RNase下流にあって花粉で発現している可

能性のある遣伝子GS3を発見して､これが花粉因子の候補となりうること

を示した｡さらに､ GS3の類似配列がｹﾞﾉﾑ上に非常に多く存在すること､

この配列によってFISHを行うと全ての染色体のｾﾝﾄﾛﾒｱが染色される

ことを見いだした｡これらの結果は､ﾍﾟﾁｭﾆｱのｾﾝﾄﾛﾒｱの共通配

列をはじめてあきらかにしたことばかりでなく, S遺伝子座がｾﾝﾄﾛﾒ

ｱのごく近傍にあることもはじめて示した成果でもある｡さらに､後者の

事実は､ S遺伝子座内部でので組み替えがきわめて起きにくいことの原因

の-つであることも説明している｡またこの遣伝子周辺の構造がﾚﾄﾛｴ

ﾚﾒﾝﾄ様の特徴を示しており､いくつかの生物でのｾﾝﾄﾛﾒｱ付近の

特徴との類似性から､ S遣伝子座の進化について興味深い仮説を提唱した｡

以上のように､本論文は､配偶体型自家不和合性の代表例であるぺﾁｭ

ﾆｱについて､花粉因子の構造と機能の解明のために多くの新しい知見を

示したものであり､学術上､応用上員献するところが少なくない｡よって

審査委員-同は､本論文が､博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として

価値あるものと認めた｡


