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研究成果の概要（和文）：カンキツ自家不和合性遺伝子の単利を目的として蕾の発育段階の違いでサブトラクションを
行い、花柱特異性によりcitT209を単利した。機能推定の結果、citT209はCu/Zn SODであると推定された。一方、カン
キツの蕾にCuSO4処理することによって自家不和合性が打破される可能性を示した。更に、CuSO4により抗酸化酵素であ
るCu/Zn SOD遺伝子の発現量が高まることが明らかとなり、更に活性酸素が花粉の発芽および花粉管伸長を抑制するこ
とも明らかとなった。蕾へのCuSO4処理により、Cu/Zn SOD遺伝子の発現量が増大し、活性酸素の除去によって不和合性
の打破効果が得られるものと推察された。

研究成果の概要（英文）：We performed gene expression subtraction of the difference in developmental stages
 of bud for the purpose of isolation of citrus self-incompatibility gene. As a result, citT209 was isolate
d by stylar specificity. Performing the function estimation, it was estimated be a Cu / Zn SOD. On the oth
er hand, self-incompatibility of citrus was shown could be overcome by CuSO4 sprays to bud. In addition, i
t is enhanced by CuSO4 sprays to bud has revealed that the expression level of Cu / Zn SOD gene, which is 
an antioxidant enzyme. The pollen tube growth and germination of the pollen is inhibited by the active oxy
gen. Expression level of Cu / Zn SOD gene is increased by spraying CuSO4 to bud, as a result, was suggeste
d that active oxygen is removed, overcoming the effects of incompatibility can be obtained.

研究分野：
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様 式 ＣＦＺ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
カンキツ類における自家不和合性は結実

不良の一因であるが、一方で、単為結果性が
備わった場合には無核果実の生産に繋がる
重要な形質である。逆に、単為結果性が備わ
っていても、自家和合性であれば種子が多く
なる可能性が高くなり、商品的価値が低下す
る。 
カンキツ類の自家不和合性遺伝子につい

て、若菜ら（2011）は、蕾自家受粉により遺
伝子型がホモである 8種類の実生群(S1S1, 
S2S2,-, S11S11)を作出し,これらの花粉を多
数のカンキツに授粉して、S1 から S11 までの
不和合性対立遺伝子を持つ品種群を明らか
にしている。また、交配後 1年で幼樹開花し
た実生の不和合性と和合性を基に、S遺伝子
と連鎖するDNAマーカーの決定がなされたが、
S遺伝子のクローニングには至っていない。
Miao ら（2011）は Citrus reticulata種に属
する、自家不和合性の'Wuzishatangju' と和
合性の'Shatangju'を用いて、バラ科果樹な
どの自家不和合性遺伝子の本体とされる
S-RNase のホモログを単離した。しかし、そ
の遺伝子は子房での発現量が極めて高く、発
現時期が遅いという理由から、彼らは、子房
の自家不和合性(ovarian self- 
incompatibility, OSI)に関わる遅延作用型
自家不和合性(Late-acting self- 
incompatibility, LSI)遺伝子であると結論
付けた。 
カンキツの自家不和合性は、花柱内で花粉

管伸長が停止する配偶体型自家不和合性で
あるが（Yamamoto ら、2006）、未だ自家不和
合性遺伝子の本体は単離されておらず、詳細
なメカニズムについても不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、カンキツ類の自家不和合性関連

遺伝子を単離し、カンキツの自家不和合性機
構の解明に資することである。また、既存品
種の S遺伝子型を決定することによって、カ
ンキツの交雑育種を進める上での品種選定
の一助とすることを目的とする。 
そのために、これまで知られている自家不

和合性遺伝子の発現特性に着目し、発現特性
を利用したスクリーニングにより自家不和
合性遺伝子の単離を試みた。同時に、関連遺
伝子の単離と機能解析を実施した。 
 
３．研究の方法 
≪2011 年≫ 
(1)サブトラクションライブラリー（SSH ライ
ブラリー）の作成 
開花直前および開花５～６日前の‘ノバ’

の花柱を採取し、それぞれmRNAを抽出した。 
Clontech PCR-Select cDNA Subtraction Kit
を使用してサブトラクションを行い、開花直
前の時点で発現量が増大する花柱 mRNA だけ
を増幅させた。それらの産物を pCRⅡベクタ
ーにライゲーションし、cDNA サブトラクショ

ンライブラリーを作成した。 
 
≪2011-2012 年≫ 
(2)SSH ライブラリーの網羅的解析 
(1)で得られたライブラリーのクローン塩

基配列を網羅的に決定し、DNA データベース
（カンキツ EST を含む）の検索によって機能
推定・発現組織の推定を行い S遺伝子候補か 
どうかの検討を行った。 
 
(3)組織特異性によるスクリーニング 
(2)で候補として挙げられた遺伝子につい

て、花の各器官（花柱、子房、葯、花糸、花
弁、ガク）および葉における発現を RT-PCR
およびリアルタイム PCR によって確認し、ス
クリーニングを行った。 
 
(4)品種間における多型の検出 
S 遺伝子型が推定されているクレメンティ

ンマンダリンを中心とした類縁関係にある
いくつかの品種について、各品種のゲノム
DNA を鋳型にした PCR、あるいは AFLP により
DNA 多型の検出を試みた。 
 
≪2013 年≫ 
(5)機能解析 
カンキツの自家不和合性に関連すること

が推定されたスパーオキシドジスムターゼ
（SOD）の役割を明らかにするために、活性
酸素が花粉管伸長に及ぼす影響と、SOD によ
る活性酸素除去が花粉管伸長に及ぼす影響
を調査した。 
 
 
４．研究成果 
 
まず、開花直前および開花５～６日前の

‘ノバ’の花柱から mRNA を調製し、開花直
前と開花 5～6 日花柱で発現する遺伝子につ
いて RNA レベルで引き算を行い、cDNA サブト
ラクションライブラリーを作成した（第1図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



この cDNA サブトラクションライブラリー
について、網羅的に塩基配列を決定し、222
クローンを得た。 
自家不和合性遺伝子の発現特性の一つが

花柱特異性である。そこで、単離したクロー
ンについて、カンキツ EST データベースを含
む DNA データベースの BLAST 検索を行い、そ
の中から花、果実等の生殖関連器官で存在が
報告されている遺伝子を抽出し、更に RT-PCR
により花柱特異性を調査した（第 2 図）。そ
の結果、citT209 のみが候補として検出され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、交配試験から S遺伝子型を推定して
いるカンキツ群について、各遺伝子型間の多
型の有無を調査した（第 3図）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかしながら、ノバを含むクレメンティン

血縁品種間では、citT209 の多型は検出され
なかった。更に、確認のため、PCR 産物を制
限酵素で切断し AFLP による多型の検出も試
みたが、多型は検出されず、このことから
citT209 はカンキツの S 遺伝子の本体ではな
いと推察された。 
BLAST 検索の結果、citT209 は抗酸化酵素

である Cu/Zn タイプ（Cuと Zn の両方と結合
する）のスーパーオキシドジスムターゼと推
定された。また、サブトラクションライブラ
リーの中にはキチナーゼや PR1
（pathogenesis-related protein 1）など抗
菌性に関する遺伝子が多く含まれていた。お
そらく生殖器官を保護するために発現量が
増えるものと推察された。 
2011 年か 2013 年のいずれの交配試験にお

いても、CuSO4処理による自家不和合性打破効
果が確認された（第１表）。Cu イオンをはじ
めとする重金属イオンについては、ナシやリ
ンゴにおいて自家不和合性を打破する効果
が報告されている（堀川ら、2007）。 
 
第 1 表 自家受粉および他家受粉したノバの花粉管伸長に及ぼ

す CuSO4の影響 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、CuSO4処理の自家不和合性打破の効

果は Cu/Zn SOD を介しているのではないかと
いう仮説のもと、CuSO4処理が Cu/Zn SOD 遺伝
子の発現に及ぼす影響を調査した。 
受粉後 5 日目の花柱の各処理区における

Cu/Zn SOD の発現量の比較を、リアルタイム
PCR によって行った。その結果、Cu/Zn SOD
の発現量は対照区と比べ CuSO4 処理区で高か
った(第 4図)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このことから、CuSO4処理により Cu/Zn SOD

遺伝子の発現量が増大することが示唆され、
CuSO4 処理の自家不和合性打破は Cu/Zn SOD
を介している可能性が高いと考えられた。 
そこで、活性酸素による影響を明らかにす

るために、寒天培地上で Hypoxantine に
Xanthine Oxidaseを加えることで活性酸素を
発生させ、花粉管伸長に及ぼす影響を調査し
た。その結果、活性酸素の発生量が増加する
につれて、発芽率が低下し花粉管長が抑制さ
れた(第 2表)。 
 
第 2 表 活性酸素がカンキツ花粉の発芽および花粉管長に及ぼ

す影響 

 
 
 
 



テッポウユリでは、自家受粉の際、雌しべ
では自家花粉の出現によりストレス状態と
なり活性酸素が発生し、花粉管の伸長に関す
る代謝系がスムーズに進行しないことが報
告されている(手塚，1995)。カンキツにおい
ても、活性酸素が花粉管伸長の抑制効果をも
たらしている可能性が考えられた。 
次に、カンキツの自家不和合性機構におけ

る SOD の働きを明らかにするため、SOD によ
る活性酸素除去の効果を調査した。その結果、
SOD の濃度が高くなるにつれて、発芽率は上
昇し、花粉管長は長くなった(第 3表)。 
 
第 3表 SOD による活性酸素除去がカンキツ花粉の発芽および 

花粉管長に及ぼす影響 

 
 
 
 
以上のことから、まず Cu/Zn SOD は CuSO4

処理により発現量が増大し、抗酸化作用が高
まることが考えられた。そして活性が高まる
ことで活性酸素が一部除去され、花粉管伸長
の抑制が緩和されることが示唆された。CuSO4

処理を行うと自家受粉の場合もわずかなが
ら花粉管が伸長したが、これは CuSO4 処理に
より花柱での Cu/Zn SOD の発現量が高まり、
活性酸素が除去されたからだと考えられた。 
本研究において、カンキツの自家不和合性

遺伝子の本体の単離には至らなかったが、自
家不和合性もしくは花粉管伸長に影響する
要因の一つを明らかにすることができた。 
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