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TILLING（ 工argeting工nducedLocalLesions型genomes） 法 は、 特 定 の遺 伝 子 の機 能 を

多 数 の 点 突 然 変 異 体 の 同 定 を通 じて 明 らか にす るた め に開 発 され た逆 遺 伝 学 的 手 法 で

あ る。多 くの 生物 種 でTILLING用 の リ ソー ス の作 出が 進 め られ て きた が 、植 物研 究 で

最 も利 用 され る シ ロイ ヌ ナ ズ ナArabidoρsisthalianaに お い て整 備 され て い る の は 、

Columbia・ とLandsbergerectaの2系 統 に限 られ て い る。 本研 究 で は＼ 様 々 な 環 境 ス ト

レズ に 対 し特異 な応 答 性 を示 し、 ま たS遺 伝 子座 以 外 の 自家 不 和 合性 関 連 遺伝 子 を全

て保 持 し て い る こ とが示 され て い るC24系 統 に着 目 し、新 た なTILLING用 リ ソー ス を ．

作 出 す る と共 に 、本 リソー ス を複 数 の 有性 生殖 関 連 遺伝 子候 補 の機 能解 明 に 適 用 した 。

ま ず 、C24系 統 の種 子 をEMS処 理 し、独 立 したMl株 に 由来 す る計3，509個 のM2株
ら

よりゲノムと種子を回収 し、TILLING用 リソー ス（C24TILL）を確立 した。実際 に以下 に

述べ る機能未知遺伝子への’TILLING法 の適用結果 か ら、C24TILLは 期待 され るG／Cか

らA／Tへ の点突然変異 を高頻度 に含 み、変異率は約1／433kbで あ るご とが示 唆 された。

まず 、花粉の発達に必須のR2R3MYB転 写因子遺伝子DUO1の 機能解析 にTILLING

法 を適用 した。当初期待 した部分 的に機能を欠失 した ミスセンス変異株をC24TILLよ

り得 るこ とはで きなか ったが、新 たなナンセンス変異株が得 られ、本遺伝子が花粉の

雄原細胞から精細胞への分裂過程に必須の役割を果た していることが確認 された。

次に、APK7b（4γ αbj4ρρ5152roτe1畦iηα5θ∠）とPKA（2γo磁 砿 」ηα5e14）とい う2種 類 の 自

家不和合 性関連遺伝子候補の機能解析にC24TILLを 利用 した。それ ぞれ3種 類 お よび

7種 類 の ミスセ ンス変異 を同定 したが、交配によりこれ ら変異遺伝子を自家不和合性を

付与 させたC24系 統 に導入 して も自家不 和合性 の表現型に変化は認められず、これ ら

遺伝子の 自家不和合性への関与を示唆す るデータを得ることはできなかった。

次に、花粉で発現す る機能未知 のエク ソシス ト構成 因子 ．Exo70C2の 機能 解 析 に

TILLING法 を適用 した。C24TILLの 中にナ ンセ ンス変異株 は見出 されなかったが、21

の ミスセ ンス変異株 が得 られ 、その内のC末 端側 に変異 を持つ3株 が花粉 の発 達異 常

とい う同 じ表現型を示 した。発現解析によりExo70C2は 発達 ステー ジ9～10の 花粉 お

よび菊 の タペ ー ト細胞 で強 く発現 し、同タンパク質は細胞質に局在することが示 され

た。得 られたミスセンス変異株の花粉では丁度同時期に形態が異常 とな り、受精能を

ほぼ欠失することか ら、Exo70C2は 花粉 あ るいは菊のタペ ー ト細胞 内における小胞輸

送 過程で重要な役割を果たしていることが示唆 された。

本論文では・シ・イヌナズナC24株 を用V・噺 たな リY一 スC24TILLを 酬 す ると

共 に、TILLING法 を適用す ることで機能解析 に有効な点突然変異株を効率的に取得で

きることを証明 した。本 リソースは、、今後 自家不和合性関連遺伝子候補の機能解析な

ど様々な研究分野で役立つことが期待 される。
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TILLING（ エargetingエndu6edLocalLesions匹genomes） 法 は特 定遺 伝 子 の機 能 を探 る

た めの 逆 遺 伝 学 的 手 法 の 一 つ で あ るが 、遺 伝 子 ター ゲ ッテ ィ ン グ効 率 の 悪 い植 物 で は

特 に 重 要 で あ る。 しか し、研 究 に汎 用 され て い る シ ロイ ヌ ナ ズナArabidoρsisthaliana

に お い て もTILLING用 リ ソー ス が整 備 され て い るの はColumbiaとLandsbergerectaの

2系 統 に 限 られ て い る。A．thalianaのC24系 統 は、 病 害 菌 に対 す る高 い 基 礎 抵 抗 性 や 、

様 々 な環 境 ス トレス に対 す る特 異 な 抵 抗 性 を保 持 して お り、 上 記2系 統 に次 い で 良 く

用 い られ て い る系 統 で あ る。 特 に、 近 縁 のArabidopsislylata由 来 の 自家 不 和 合 性 関連

遺伝 子SRK（E－ ：eceptor－kinaSe）お よびSP11／ ∫CR（E－locus、2roteinLt／evstein－：ich）を導 入

す る と安 定 な 自家 不 和 合 性 を獲 得 す る こ とか ら、本 機 構 の 解 明 に は極 め て 有 用 な 系 統

で あ る。 そ こで本 研 究 で は 、C24系 統 のTILLING用 リソー ス を確 立す る こ と、 さ らに

そ の リソー ス を 自家不 和 合性 な ど有 性 生 殖 過 程 に 関 わ る遺 伝 子 の機 能 解 析 に適 用 し、

新 た な知 見 を得 る こ とを 目的 と して進 め られ た。

EMS処 理 したC24系 統 の 種 子 か ら、 変 異 遺伝 子 の 重複 を避 け るた めに個 別 にM2世

代 を育 成 し、 最 終 的 に3，509株 分 の ゲ ノ ム と種 子 を 回 収 し、TILLING用 リ ソー ス

（C24TILL） を確 立 した。 さ らに、複 数 の 生殖 関連 遺伝 子 に つ い てTILLING法 に よ る機

能解 析 を実施 し、 本 リソー ス がG／Cか らA／Tへ の 置 換 を 中心 とす る点 突 然 変 異 を約
ヘ ノ や

1／433kbp一の割合 で含む実用的 な もので あることを証明した。．

機能解析を進めた遺伝子の内、 自家不和合性関連遺伝子候補のAPK7b（A＿rabidoPsis

2rotein＿kinaseL）とPKA（2γoτθi砿1ηα5e4） につ いては、同定 された複数の ミスセンス変

異 を交配によりSRK，／SP11遺 伝子を持つ株 に導入 したが 自家不和合性の表現型 に変化

は認 められず、これ ら遺伝子の 自家不和合性への関与の有無を検証するには至 らなか、

った。一方、和合性関連遺伝子候補については明確な表現型を示す変異株を得 ること

に成功 した。特に、これまでにタグラインが得 られてお らず機能が未解明であったエ

クソシス ト構成因子遺伝子候補のExo70C2に ついて解析 を進 めた結果、 ミスセンス変

異 を持つ21株 を取得 し、その内3種 類の株 が花粉の発 達過 程 において同等の異常を示

す ことを見出した。 さらに、詳細な発現解析か らExo70C2が 発 達ステージ9～10の 花

粉 と菊 のタペー ト細胞 で特異 的 に発現、することを見出 し、恐 らくこの時期の小胞輸送

に関与 し、花粉の発達に重要な役割 を担 っていることを明 らかにした。

以上のように、本論文はA．thalianaC24系 統 において新 たなTILLING用 の リソvL－一ス

を確 立す る と同時に、エ クソシス ト構成因子Exo70＼ の一員 （Exo70C2） が花粉の発 達

に重要 な機 能 を持つ ことを初めて明 らかにす るな ど本 リソ≡スの有用性を証明 したも

ので、学術上、応用上貢献す るところが少なくない。 よって審査委員一同は、本論文

が博士 （バイオサイエンス） の学位論文 として価値あるもの と認 めた。


