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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　配列番号１の塩基配列を有するシロイヌナズナから単離された雄性不稔誘発遺伝子（Ａ
ｔＬＥＪ１）を植物体内で過多発現させることによって、該植物体に雄性不稔を誘発する
方法。
【請求項２】
　前記遺伝子は、ジャスモン酸またはエチレンの生合成を阻害して雄性不稔を誘発するも
のである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記遺伝子が組み換えベクターに含まれており、該ベクターを前記植物体に導入するこ
とにより、当該遺伝子を前記植物体内で過多発現させる、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項４】
　請求項１～３に記載の方法を用いた、雄性不稔植物体の製造方法。
【請求項５】
　配列番号１の塩基配列を有するシロイヌナズナから単離された雄性不稔誘発遺伝子（Ａ
ｔＬＥＪ１）が過多発現された植物体にジャスモン酸またはＡＣＣ（1-aminocyclopropan
e-1-carboxylate）を処理して稔性を回復させる方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌナズナＡ
ｔＬＥＪ１遺伝子、およびこれを用いた雄性不稔植物体の製造方法に係り、さらに詳しく
は、安定性のある不稔系を確保することができ、雄性不稔系を維持するための他の維持系
統が不要であり、植物ホルモンによって稔性の回復が可能な新規の雄性不稔誘発遺伝子で
あるＡｔＬＥＪ１遺伝子、およびこれを用いた雄性不稔植物体の製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　新品種開発産業は、生産性の向上による足りない食糧資源の確保の面、且つ、薔薇や蘭
などの高付加価値産業における先占の確保の面で世界的に新品種開発の主体となるための
競争が熾烈な趨勢である。現在、新機能新品種の種子を開発しようとする育種家は、交雑
実験と遺伝子操作によって新品種の開発および育成に努めている。
【０００３】
　新品種の種子としては、通常、母系純系と父系純系とを交雑して雑種強勢現象が目立つ
一代雑種（F1 hybrid）を用いるが、これは、両親と比較して、生育が旺盛であり、数量
が多く、特性が均一であるうえ、開花および成熟期が促進されて不良環境に対する抵抗性
が強くなるためである。
【０００４】
　ところが、一代雑種の採種の際に、花が比較的大きく、一つの果実に種子が比較的多く
入っているウリ科（Cucurbitae）の野菜などは、人工授粉が容易なので、比較的簡単に雑
種種子を得ることができるが、玉ねぎやニンジンなどは花が小さくて人工交配が難しいう
え、１回の交配で得られる種子の数が非常に少なくて人工交配によって雑種を生産するの
は現実性がない。しかも、大部分を占めている両性花（hermaphrodite、一つの花に雌蕊
と雄蕊の両方ともがある）植物の場合は、人工交配に先立ち、幼い蕾状態で母系の雄蕊を
除去する、多くの手間が要る除雄（emasculation）作業が必須的である。
【０００５】
　もし雄性不稔系があれば、これを母系として、正常の可稔系を父系として用いて除雄作
業を省略し、放任受粉によって一代雑種の採種が可能であるため、雄性不稔植物の開発は
、新品種種子の開発に有用に使用できる。このような雄性不稔は、雄蕊の欠陥により受精
能力のある花粉を生産することができない現象であって、雄化または花粉（pollen）の奇
形化または裂開不能（葯が破れずに花粉が出てこない現象）によって現われる。
【０００６】
　雄雌不稔性は、遺伝様式によって核遺伝型（genic male sterility）と細胞質遺伝型（
cytoplasmic male sterility）に分けられる。核遺伝型雄性不稔は、生存に不利に作用す
るから発見されるもので、主に劣性遺伝を行い、劣性同型（homozygously recessive）の
場合に不稔性を示すため、不稔系の維持および増殖に多くの努力がかかり、また作物によ
っては花が小さくて稔性の判別が難しく、花が咲くまで長時間がかかる作物には適用し難
いという欠点がある。
【０００７】
　一方、細胞質雄性不稔性は、いずれの可稔系を交配しても１００％不稔株が出るから、
不稔株にいろんな可稔株を交配して５０％あるいは１００％不稔株を出すことが可能な個
体および系統、すなわち維持系統（maintainer）を探し出して植えなければならないので
、現実性がない。しかし、一代雑種の育種のために、雄性不稔系の獲得のための放射線お
よび化学薬品による人為的雄性不稔の誘起も試みられたことがあるが、安定性が低くて実
用化が容易ではないという問題点がある。
【０００８】
　一代雑種種子を生産するための雄性不稔植物の開発および研究に多くの投資を行ってい
るが、現在まで雄性不稔植物が持っている問題点により、これに関する研究成果は非常に
微々たる実情である。もしこのような雄性不稔系植物の欠点を克服し、すなわち安定性の
ある雄性不稔系を確保し、且つ他の維持系統を必要とすることなく不稔系を維持すること
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が可能であれば、これを用いた容易な新品種の開発および高付加価値の産業生産に有用で
ある。
【０００９】
　よって、安定性のある雄性不稔系を確保することが可能で、他の維持系統を必要とする
ことなく不稔系を維持することが可能な新規遺伝子に対して強く求められてきた。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　そこで、本発明は、従来の技術の問題点および前記要求を解決するために案出されたも
のであって、その目的とするところは、安定性のある雄性不稔系を確保することが可能で
、他の維持系統を必要とすることなく不稔系を維持することが可能な新規の雄性不稔誘発
遺伝子を提供することにある。
【００１１】
　本発明の他の目的は、前記雄性不稔誘発遺伝子を含む組み換えベクターおよびこれによ
り形質転換された植物体を提供することにある。
【００１２】
　本発明の別の目的は、前記遺伝子の雄性不稔誘発メカニズムを究明して稔性を正常的に
回復させることが可能な方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　上記目的を達成するために、本発明者らは、シロイヌナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子のＤＮ
Ａをクローニングして植物体形質転換用発現ベクターを製作し、同一のベクターを用いて
シロイヌナズナ形質転換体を製作し、その雄性不稔およびその雄性不稔植物体の植物ホル
モンジャスモン酸およびエチレン含量の減少、並びに前記植物ホルモンの処理による稔性
の回復を確認し、本発明を完成するに至った。
【００１４】
　したがって、本発明は、配列番号１の塩基配列を有するシロイヌナズナから単離された
雄性不稔誘発遺伝子ＡｔＬＥＪ１を提供する。
【００１５】
　前記遺伝子は、植物ホルモンジャスモン酸またはエチレンの生合成を阻害して雄性不稔
を誘発することを特徴とする。
【００１６】
　本発明は、前記雄性不稔誘発遺伝子を含む組み換えベクター、およびこれによって形質
転換された植物体を提供する。
【００１７】
　前記組み換えベクターは、形質転換用バイナリーベクターであって、様々な種類の植物
形質転換用ベクターが利用できる。
【００１８】
　本発明は、前記遺伝子が過多発現された植物体にジャスモン酸またはＡＣＣを処理して
稔性を正常的に回復させる方法を提供する。
【発明の効果】
【００１９】
　上述した本発明に係る遺伝子ＡｔＬＥＪ１を用いると、従来の雄性不稔植物の製造方法
に比べて安定性があり、雄性不稔系を維持するための他の維持系統が不要であり、植物ホ
ルモンによって稔性の回復が可能な雄性不稔植物を製造することができる。よって、本発
明は、容易な新品種の開発および高付加価値の産業生産に有用に利用することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　以下に添付図面を参照しながら、本発明の構成について詳細に説明する。
【００２１】
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　シロイヌナズナの全塩基配列は既に明らかになっている。これらの塩基配列に基づき、
各遺伝子の位置と重要なドメイン（domain）、エクソン（exon）、イントロン（intron）
などに関する情報も既に推定して公開されているが、未だ、特定のドメインがなく且つ機
能の推定が不可能な遺伝子が大多数である。
【００２２】
　本発明者らは、その機能が未だ報告されていないシロイヌナズナの未知遺伝子のうち、
雄性不稔に関連するものと推定される遺伝子ＡｔＬＥＪ１（At4g34120）を選抜して、植
物形質転換用バイナリーベクターを用いてクローニングし、塩基配列（配列番号１）を確
認した（図１および図２参照）。
【００２３】
　前記バイナリーベクターを用いて本発明に係るＡｔＬＥＪ１遺伝子をシロイヌナズナ内
で過多発現させたとき、　雄蕊の葯の裂開（anther dehiscence）不能による雄性不稔が
引き起こされる（図３，図４および図５参照）。
【００２４】
　本発明に係る遺伝子を含む組み換えベクターを製造し、この組み換えベクターを植物細
胞内に導入させるために、本発明の属する分野における通常の知識を有する者に公知にな
っている様々な技術を使用することができる（参考文献：Clough SJ and Bent AF, 1998.
 Floral dip:a simplified method for Agrobacterium-mediated transformation of Ara
bidopsis thaliana. Plant J 16:735-43）。例えば、アグロバクテリウム媒介形質転換を
利用することができる。
【００２５】
　また、本発明は、配列番号１の塩基配列を有するＤＮＡ断片を増幅するための配列番号
２および配列番号３に示されるＰＣＲ用プライマー（表１参照）を提供する。
【００２６】
　一方、この植物体は、正常的な花粉（pollen）を持っており、このような雄性不稔の原
因は、植物ホルモンとしてのジャスモン酸とエチレンの生合成が少なく生ずることにある
（図６，図７，図８および図９参照）。
【００２７】
　ひいては、他の化薬薬品ではなく、前記２つの植物ホルモンを人為的に処理することに
より、稔性が正常的に回復する（図１０，図１１，図１２および図１３参照）。
【００２８】
　これにより、本発明に係る遺伝子で形質転換させて得られた雄性不稔植物体は、安定性
があり、雄性不稔系を維持するための他の維持系統が不要である。よって、本発明は、新
品種の開発のための有用な方法として使用できる。
【００２９】
　以下、実施例によって本発明をさらに詳しく説明する。これらの実施例は本発明をより
具体的に説明するためのものに過ぎず、本発明の範囲を限定するものでないことは、本発
明の属する技術分野における通常の知識を有する者には自明である。
【実施例】
【００３０】
　〔実施例１：本発明に係る新規遺伝子であるＡｔＬＥＪ１のクローニング〕
　両端にＸｂａＩ（５’末端）とＢｇｌII部位（３’末端）を含むプライマー（表１）を
用いてＡｔＬＥＪ１（At4g34120）遺伝子のＯＲＦ（open reading frame）をシロイヌナ
ズナ（Arabidopsis thaliana ecotype Columbia）の総ＲＮＡから製作されたｃＤＮＡプ
ールでＰＣＲ技法によって増幅した。
【００３１】
　前記ＰＣＲ産物の末端を各制限酵素で切断した後、レフトボーダー（Left boarder）と
ライトボーダー（right boarder）との間にＣａＭＶ（Cauline flower mosaic virus）３
５Ｓプロモーターを持っている植物形質転換用バイナリーベクター（binary vector）で
あるｐＣＡＭＢＩＡ２３００にクローニングした（図１）。このクローンを解読（sequen
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cing）した結果、正確な塩基配列がクローニングされたのを確認することができた（図２
）。
【００３２】
【表１】

【００３３】
　〔実施例２：本発明に係る遺伝子であるＡｔＬＥＪ１の過多発現植物体の雄性不稔の確
認〕
　実施例１で製作されたベクターをアグロバクテリウム（Agrobacterium GV3101）に冷解
凍（Freeze－thaw）方法（An, G. 1987, Methods in Enzymology）によって導入した。形
質転換されたアグロバクテリウムは、花浸漬方法（flower dipping, Clough and Bent, 1
998, The Plant Journal）によってシロイヌナズナを形質転換させた。形質転換させたシ
ロイヌナズナを３世代にわたって選抜してＴ3ラインを確保した。
【００３４】
　まず、形質転換植物体と正常的な野生型植物体から総ＲＮＡを抽出してｃＤＮＡに転換
した後、ＲＴ－ＰＣＲ分析（９５℃２０秒、５３℃２０秒、７２℃４０秒を１サイクルと
して、２７サイクルを繰り返し行った後、７２℃で３分間最終合成（extension）を行う
）によって、形質転換植物体では野生型植物体より明確にＡｔＬＥＪ１の遺伝子が過多発
現されていることを確認した。この際、内的対照群としてはｅＩＦ４ａ１を使用した（図
３）。
【００３５】
　本発明に係るＡｔＬＥＪ１過多発現植物体の表現型を観察したところ、正常的に稔性を
持っている野生型植物体と比較して確実に不稔が引き起こされていることを確認した（図
４）。そして、花を解剖して顕微鏡で観察した結果、雄蕊の葯が裂開（anther dehiscenc
e）されるべき時点においても、ＡｔＬＥＪ１過多発現植物体は裂開されていないことを
確認した（図５）。
【００３６】
　より詳細な雄蕊の表現型を観察するために野生型植物体とＡｔＬＥＪ１過多発現植物体
の花を固定液（fixing solution; 4% para-formaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in a
 0.05M potassium phosphate buffer）に浸漬した後、エタノールシリーズ（３０％、５
０％、７０％、９０％、９５％、１００％）を用いて脱水過程を経た後、液体ＣＯ2ガス
を用いた臨界点乾燥（critical point dry)を行った。このような花サンプルを用いて電
子顕微鏡（Scanning Electron Microscope）によって雄蕊部分を観察した。図６の結果の
ように、雄蕊が裂開されていない段階（ステージ１１）においても、ＡｔＬＥＪ１過多発
現植物体の雄蕊は野生型の雄蕊に比べて非常に乾燥した形態を観察し、かつ、雄蕊の葯が
裂開される段階（ステージ１３）においてもこのような形態を維持しながら裂開がなされ
ていないことを再確認した。しかし、ＡｔＬＥＪ１過多発現植物体の花粉粒（pollen gra
in）は野生型と同様の正常的な表現型を示していた。
【００３７】
　また、雄蕊の葯発達過程を細胞の水準で調べるために、野生型植物体とＡｔＬＥＪ１過
多発現植物体の花を固定液に浸漬し、エタノールシリーズを用いて脱水過程を経た後、パ
ラフィン（Paraplast）に固定した。このような固定された試料をマイクロトーム（micro
tome）を用いて８μｍに切断（cross-section）し、葯の裂開のために重要であると知ら
れている雄蕊内壁細胞（endothecium cell）内の木質化（lignification）部分を染色さ
せる２％フロログルシノール（Phloroglucinol）を用いて染色した後、９Ｎ塩酸（ＨＣｌ
）で洗浄し、その後顕微鏡によって観察した。図７に示すように、野生型雄蕊の内壁細胞
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部分内では、確実に正常的な木質化と共に、フロログルシノールで染色（赤色部分）され
ることを確認したが、ＡｔＬＥＪ１過多発現植物体の雄蕊部分では、染色がなされないた
め、このような雄蕊内壁細胞内の木質化が行われていないことを確認した。
【００３８】
　〔実施例３：本発明に係る遺伝子ＡｔＬＥＪ１過多発現植物体の花器構造を用いたジャ
スモン酸およびエチレン含量の測定〕
　既存の幾つかの論文から、シロイヌナズナ植物でジャスモン酸の生合成が阻害されると
、雄蕊の葯の裂開が遅くなることにより不稔が引き起こされると報告されたことがある。
また、エチレンは、シロイヌナズナの雄蕊の葯裂開過程中における明確な機能は報告され
たことがないが、タバコの雄蕊の葯裂開過程で作用すると報告されたことがあるため、こ
のような既存の研究に基づき、本実験においても、ＡｔＬＥＪ１過多発現植物体の花を採
取し、総ジャスモン酸とエチレンの含量をガスクロマトグラフィーを用いて測定した。図
８に示すように、総ジャスモン酸の場合、ＡｔＬＥＪ１過多発現植物体では野生型植物体
に比べて３０％減少することを確認した。また、エチレンの場合、ＡｔＬＥＪ１過多発現
の際には正常時より約７０％が減少することを確認した（図９）。したがって、本発明に
係る遺伝子ＡｔＬＥＪ１はジャスモン酸およびエチレンの生合成を阻害することにより、
裂開不能雄性不稔を誘導することが分かった。
【００３９】
　〔実施例４：本発明に係る遺伝子ＡｔＬＥＪ１過多発現植物体の人為的ジャスモン酸お
よびＡＣＣ（エチレン前駆体）の処理による稔性回復の確認〕
　本発明に係る遺伝子ＡｔＬＥＪ１過多発現植物体は、雄性不稔を示しながら花器内のジ
ャスモン酸とエチレンの合成量が少ないため、外部から人為的にジャスモン酸またはＡＣ
Ｃ（1-aminocyclopropane-1-carboxylate、エチレンの前駆体）を処理したときに稔性が
回復するかを確認する実験を行った。
【００４０】
　まず、ＡｔＬＥＪ１過多発現植物の蕾（flower bud cluster）に５００μＭジャスモン
酸を処理し、対照区として何にも処理せず或いは水のみを処理して稔性の回復を確認した
。
【００４１】
　図１０の結果から確認できるように、対照区処理区では依然として雄性不稔を示してい
るが、これに対し、ジャスモン酸処理の後に一週間が経った植物体は部分的に稔性が回復
する現象を確認することができ（白色矢印）、また、処理二日後の花を顕微鏡で観察した
ところ、裂開不能の葯が裂開されていることを確認した。このようなジャスモン酸処理二
日後の花をパラフィン（palapast）に固定した後、フロログルシノール（phloroglucinol
）染色によって顕微鏡で観察したところ、図１１に示すように、雄蕊内壁細胞の木質化が
回復（黒色矢印）して葯の裂開（anther dehiscence）による花粉粒（pollen grain）が
正常的に出ていることを確認した。
【００４２】
　これと同様に、このようなＡｔＬＥＪ１過多発現植物体にエチレン前駆体ＡＣＣを５０
ｍＭと５００ｍＭで処理した場合でも、ジャスモン酸処理時と同様に、ＡｔＬＥＪ１過多
植物体の雄性不稔表現型を可稔に回復させることを確認することができた（図１２）。こ
れも部分的に雄蕊内壁細胞の木質化が回復することを確認した（図１３）。
【図面の簡単な説明】
【００４３】
【図１】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子のクローニングに用いられるｐＣＡＭＢＩＡ２３００ベクター
のレフトボーダーとライトボーダーのカセットを示す図である。
【図２】本発明に係る植物ホルモンシャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子ＯＲＦの全ｃＤＮＡ塩基配列を示す図である。
【図３】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
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ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体における前記ＡｔＬＥＪ１遺伝子の転
写発現様相を示す図である。
【図４】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体における雄性不稔表現型を示す植物体
の写真である。
【図５】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体における雄性不稔表現型を示す植物体
の写真である。
【図６】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体における雄性不稔表現型を示す電子顕
微鏡の写真である。
【図７】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体において花内の雄蕊を切断（cross-se
ction）した後、雄蕊内壁細胞の木質化部分を染色した姿を示す写真である。
【図８】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体の花内における全ジャスモン酸含量を
示すグラフである。
【図９】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイヌ
ナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体の花内における全エチレン含量を示す
グラフである。
【図１０】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイ
ヌナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体へのジャスモン酸処理によって雄性
不稔表現型が回復することを示す写真である。
【図１１】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイ
ヌナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体へのジャスモン酸処理によって雄性
不稔表現型が回復することを示す写真である。
【図１２】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイ
ヌナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体へのＡＣＣ処理によって雄性不稔表
現型が回復することを示す写真である。
【図１３】本発明に係る植物ホルモンジャスモン酸およびエチレン生合成阻害関連シロイ
ヌナズナＡｔＬＥＪ１遺伝子が過多発現された植物体へのＡＣＣ処理によって雄性不稔表
現型が回復することを示す写真である。
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    　　　　　　　用いた、雄性不稔植物体の製造方法、植物体に雄性不稔を誘発する方法、および該遺伝子が過多
    　　　　　　　発現された植物体にジャスモン酸またはＡＣＣを処理して稔性を回復させる方法
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