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I章 緒論 
 
低温（本論文では 0〜15℃を指す）は作物生産にとって有害となる場面が多

く、長く農学上の重要問題として認識されてきた。作物生産に対し低温が害とな

る場面は、低収・不作をもたらす冷害（気候の年次変動）（北海道農業試験場 
1994a, b）と栽培地域拡大の制限（地理的要因）に代表されよう。これらを踏ま
えると、低温に対する作物の応答機構の解明は北方圏農業の潜在的な可能性を

高める上で重要な意義を持つと期待される。 
酒井と吉田（1983）によれば、植物の活動と温度との関わりは、機能タンパ

ク質と温度との物理化学的な問題と、生体を構成する膜脂質の問題に還元され

るという。すなわち、低温の植物体に対する影響とは、生体酵素群の至適温度か

らの逸脱や膜流動性の変化に起因する生体構成分子の不全に端を発し、それら

が様々な生理的反応や傷害を引き起こすことである。具体的には、低温により膜

脂質が液晶相から固相へ転ずると、膜の透過性の増大、溶質の溶出、細胞内イオ

ン濃度の均衡の喪失、ATP の供給低下、原形質流動停止、膜結合酵素の活性化
エネルギーの増加、あるいは物質代謝の不均衡に起因する有害物質の蓄積を引

き起こすという（酒井と吉田、1983）。こうした二次的に発生する異常が一定期
間続くと植物体に傷害を与えると考えられている。一般に、軽微な傷害であれば

常温に戻すことで回復が見込まれるが、低温感受性の強い植物では 5℃でわずか
2〜3時間の低温処理でも不可逆的な傷害となる（酒井と吉田、1983）。 
低温環境下の植物体に関しては種々の研究例があり、それらは以下の 3 つに

大別できよう。各々についていくつかの研究を例示する。 
（１）形態学・細胞学的変化 
  穂孕期のイネを 12℃で 4 日間処理すると、小胞子期の葯において、タペート

細胞の肥大や崩壊、小胞子の発育の遅れ等の異常が認められる（Satake and 
Hayase 1970; Nishiyama 1976）。肥大したタペート細胞においては、ミトコン

ドリア等の細胞内小器官の形態異常は認められないが、数は増大する

（Nishiyama 1984）。一方、低温感受性植物 Cornus stlonifera 由来カルスを 0℃
で処理すると、12時間経過後、粗面小胞体の滑面化が認められる。24時間経過

後には細胞膜やミトコンドリア膜の崩壊に先行してトノプラストが崩壊する

（酒井と吉田 1983）。 
（２）生理・生化学的変化 
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いくつかの植物種では、単離ミトコンドリアのコハク酸酸化酵素活性が低温

に伴い低下することが明らかにされている。また、C. stloniferaでは低温環境下

でのシアン耐性呼吸経路の活性化とシトクローム系呼吸経路の活性低下が認め

られるという。オルガネラ膜の流動性に関してはトノプラストの相転移温度が

13〜14℃、ミトコンドリアについては 9〜10℃である（酒井と吉田 1983）。 
（３）分子生物学的変化 
植物体を低温環境下におき、発現が変動する遺伝子の研究が盛んに行われ、

シロイヌナズナマイクロアレイを用いた解析では低温により 514 個の遺伝子が

発現量の変化を示したと報告されている（Vogel et al. 2005）。サトウキビでは

34 個の低温誘導性遺伝子が単離され、そのうち 20 個が新規の遺伝子であった

という（Nogueira et al. 2003）。これまでに報告された低温誘導性遺伝子には

DREB1 等の著名な転写因子の他、AOX のようなミトコンドリア遺伝子が含ま

れている（Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki 2005; Ito et al. 1997; Takumi 
et al. 2002; Li et al. 2007）。 
以上のように、低温に対する植物体の反応は非常に複雑であり、生体構成分子

の不全が多岐に亘る異常を引き起こすことを示唆している。一方、ミトコンドリ

アに関連する異常を指摘する研究事例が多いのも事実で、この分野の研究の進

展が大いに期待される。しかしながら、先述のような細胞学的あるいは生理学的

な研究、あるいは核ゲノムコードのミトコンドリア遺伝子の発現解析が盛んに

進められている反面、ミトコンドリアゲノムコードの遺伝子発現に関しては研

究例がほとんど無い。 
 ミトコンドリアはα−プロテオバクテリアを祖とするが、ミトコンドリア機能

を担う遺伝子の大部分（一説には 2,000〜3,000 個）は核ゲノムに、残りが自身

のゲノムにコードされる（Binder and Brennicke 2003; Millar et al. 2005）。最

近になって、ドイツ、日本あるいは米国のグループが相次いで被子植物ミトコン

ドリアゲノムの全塩基配列を発表し、遺伝情報の全貌が明らかになった（Unseld 
et al. 1997; Kubo et al. 2000; Notsu et al. 2002; Handa 2003; Clifton et al. 
2004; Sugiyama et al. 2005）。それによれば、ゲノムサイズは 221,853bp（ナタ

ネ）〜569,630bp（トウモロコシ）、コードされる遺伝子数は 50〜60 個でゲノム

の 10％程度を占める。イントロンは 20〜24 個で、全てグループ II 型である。
ミトコンドリア遺伝子の発現制御に必要なタンパク質性因子は１つを除き全て

核ゲノムにコードされている。 
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 現在、ミトコンドリア遺伝子は概ね以下のようなプロセスを経て発現すると

考えられている。すなわち、核ゲノムにコードされる RNA ポリメラーゼが数種

類のプロモーター配列からの転写を担い、一次転写産物から数段階の RNA プロ

セシングを受けた成熟mRNAが翻訳に供される（Binder and Brennicke 2003）。 
 被子植物ミトコンドリア遺伝子の発現は専ら T7/T3 ファージ型 RNA ポリメ

ラーゼが行い、これは単量体で機能する RNA ポリメラーゼである。葉緑体では

ファージ型と原核生物型の RNA ポリメラーゼを併用するためにシグマ因子が

不可欠であるが、ミトコンドリアには知られていない（Gray and Lang 1998; 田
中 2005）。 
 RNAプロセシングには特徴的なステップがいくつか含まれている。一つは

RNA編集（RNAエディティング）である（Maier et al. 1996）。被子植物のRNA
編集は転写後にRNA上の特定のシトシン残基をウラシル残基に置換し、翻訳開

始コドンや終止コドンの創出あるいは指定するアミノ酸残基の変更等、ゲノム

DNA上とは異なる遺伝情報を作り出すプロセスである。生化学的にはシトシン

塩基の脱アミノ化反応で、編集部位の上流数塩基を指標に部位特異性が決まる

ことを示すデータが得られつつある（Kubo and Kadowaki 1997; Williams et al. 
1998; Farré et al. 2001; Takenaka et al. 2004）。第二にスプライシングが挙げ

られるが、被子植物ミトコンドリアゲノムのイントロンにはシス−スプライシン

グ型と、トランス−スプライシング型の2種類が見つかっている（Chapdelaine 
and Bonen 1991; Pereira de Souza et al. 1991; Morawala-Patell et al. 1998）。
トランス−スプライシング型イントロンはシス−スプライシング型イントロンが

分割された形状で、２つのRNAが別個に転写された後にスプライシング反応に

供される。トランス−スプライシング型イントロンは元来シス−スプライシング

型イントロンであったものが進化の過程でゲノム再編成により分割されたこと、

さらにシス→トランス型への進化がいくつかの被子植物種で独立に生じた可能

性が指摘されている（Knoop 2004; 杉山 2005）。被子植物ミトコンドリアイン

トロンは他生物種で報告されている自己触媒能を失っているらしく、核ゲノム

にコードされている何らかの補助因子が必須と考えられている（Bonen and 
Vogel 2001）。以上のようなステップの他、原核生物でも見られるような転写産

物末端のトリミングやポリAを介した転写産物の安定性変更（Kuhn et al. 2001; 
Gagliardi et al. 2004）、あるいは葉緑体ゲノムで行われているようなポリシス

トロニックな転写産物の切断を経て、成熟mRNAが完成する。以上に加え、ミト
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コンドリア遺伝子の発現調節はミトコンドリア数や遺伝子コピー数の増減、翻

訳効率の変更、あるいは翻訳後制御により行われているものと推測される。 
 ミトコンドリア遺伝子の発現調節に関しては、少なくとも器官特異的に行わ

れているのは間違いないようである。例えば、単離ミトコンドリアを用いたタン

パク質合成実験では、器官によっては固有のポリペプチドが検出されるという

（Lind et al. 1991; De Paepe et al. 1993）。タバコでは、花器官におけるミトコ

ンドリア数の増大が細胞 1 個あたりのミトコンドリア転写産物の増加の要因ら

しい（Huang et al. 1994）。別の例では、ミトコンドリアゲノム型が異なるいく

つかのインゲンマメ系統の遺伝子コピー数と転写産物蓄積量を調べたところ、

両者に相関が認められず、転写レベルあるいは転写後レベルで RNA 量の調節を

行っていることが示唆されている（Woloszynska et al. 2006）。 
 低温に対してミトコンドリア遺伝子の発現が変化するのか否かについて調査

した事例はこれまでにないが、前述のような細胞学的あるいは生理・生化学的な

データを考慮すれば何らかの変化が生じても不思議ではない。もし、温度刺激に

対してミトコンドリア遺伝子発現が変化するなら、低温とミトコンドリアの関

係に関する貴重な事例となるのはもちろんのこと、ミトコンドリア遺伝子発現

制御研究を進める上で良い実験系となることが期待できる。 
 本研究は以上のような観点から立案したものである。研究材料としては熱帯

原産の低温感受性植物イネと半乾燥地帯原産で低温馴化能を持つ植物コムギを

用い、各々について低温に対するミトコンドリア遺伝子発現の変化を調べ、一般

性を探ることとした。第 II章では、ミトコンドリア遺伝子 cox2の発現をモデル

ケースとして低温や各種のストレスに対する反応を調べた。第 III章では、イン
トロン保持遺伝子全てを調査対象とし、同様の実験を行った。第 IV章ではスプ

ライシングに関わると思われる核ゲノムコード遺伝子について低温に対する応

答性を調査した。得られたデータをもとに、低温とミトコンドリア遺伝子発現と

の関わりを中心に考察を加えて第 V章にまとめた。 
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II章 低温環境下の cox2 遺伝子の発現 
 
 cox2 遺伝子は、シトクローム c 酸化酵素サブユニット 2をコードする遺伝子

であり、一部の例外（Nugent and Palmer 1991）を除き被子植物ミトコンドリ

アゲノムに広くコードされている。遺伝子構造が幅広い植物種で調べられてお

り、現生被子植物の cox2 はシス−スプライシング型イントロンを二つ持つ祖先

型から二つのイントロンのいずれか、もしくは両方を失った派生型と考えられ

るに至った（Bonen et al. 1984; Notsu et al. 2002; Kubo et al. 2000; Unseld et 
al. 1997; Kudla et al. 2002; Lippok et al. 1992; Handa 2003）。遺伝子発現調節

についてトウモロコシやコムギを使った解析例が多数あり（Lupold et al. 1999; 
Ikeda and Gray 1999）、cox2は被子植物ミトコンドリア遺伝子解析のモデルシ

ステムといってよい。 
 本章では、低温環境におけるミトコンドリア遺伝子発現のモデルケースとし

て、コムギおよびイネ cox2 遺伝子の転写と翻訳について詳しい解析を行った。 
 
1. コムギ cox2 遺伝子 
 
1）材料と方法 
（１）植物材料と育成条件 
 供試材料を表１に示す。‘チホクコムギ’と‘農林 61 号’は本邦コムギ品種

で、それぞれ北海道立北見農業試験場、および佐賀県農業試験場育成である。

‘Valuevskaya’（ロシア）、‘Mironovskaya 808’（ウクライナ）、‘Iohardi’（ア

メリカ）、‘Manitou’（カナダ）、‘Norstar’（カナダ）、および‘Chinese Spring’
（中国）は海外のコムギ品種で、育成国を括弧内に記した。‘C30’は Aegilops 
columunaris を母本（一回親）に用い、‘Chinese Spring’を花粉親（反復親）
として連続戻し交雑を行い育成した細胞質置換系統である（Tsunewaki et al. 
1996; 常脇 1981）。 
 特に断らない限り、植物体は昼 20℃/夜 15℃、光量子密度 400μEm-2s-1、日

長 15時間の条件で生育させた。低温処理は、昼 2.0℃/夜 0.5℃、光量子密度 200
μEm-2s-1、日長 8時間で行った。暗黒下における植物体育成は、催芽種子を暗

黒下において 20℃で 7 日間、1 葉期まで生育させ、低温処理区は 2.8℃で行っ

た。乾燥ストレスを与えたコムギは、まずポットに播種し昼 20℃/夜 15℃、光量
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子密度 250μEm-2s-1、日長 15時間の条件で 3 葉期まで生育させた。その後、目

で見て萎れがわかるようになるまで 5 日間灌水を停止した。ABA処理を施すコ

ムギは、まず改変型ホーグランド水溶液（Arnon and Hoagland 1940）（pH6.5、
NH4H2PO4の代わりに KH2PO4を使用）を用いた水耕栽培を昼 20℃/夜 15℃、
光量子密度 250μEm-2s-1、日長 15時間の条件下で 3 葉期まで行い、その後地下

部を 50μM ABAに 24時間浸漬した。塩ストレス処理では上記の ABAの代わ
りに 400mM NaClを用いた。 
 
（２）全 RNAの抽出とノーザンハイブリダイゼーション 
 全 RNAは、標準的なグアニジンチオシアネート法（Sambrook et al. 1989）、
または Trizol試薬（Invitrogen社、USA）を用いて抽出した。 
 20μgもしくは 10μgの全 RNAを、1.25%変性アガロースゲル（0.66 M ホ
ルムアルデヒドを含む）を用いて、MOPS バッファー（20mM MOPS、1mM 
EDTA、5mM 酢酸ナトリウム、pH7.0）システムで電気泳動し、Nylon 
Membranes, positively-charged（Roche社、Switzerland）の上に転写させた。

プローブの標識、ハイブリダイゼーションおよび検出は、Digoxigenin System
（Roche社、Switzerland）を用い、X線フィルム（富士フイルム）で検出した。

定量化にあたっては、X 線フィルムのシグナルバンドの強度をアプリケーショ

ンソフトウェア Multi-Analyst（BIO-RAD Laboratories 社、USA）で測定し

た。 
 
（３）cDNAの合成と PCRによる増幅 
 全 RNAを RNase-free DNase I（GE Healthcare Bio-Sciences社、USA）に
よって Assay Buffer （40mM Tris-HCl pH7.5, 10mM CaCl2）中 30分間 37℃
でインキュベートした。cDNAの一次鎖は 0.5μgの全 RNAから、プライマー

P7もしくは P2と逆転写酵素 Super Script II（Invitrogen社 USA）を用いて

合成した。PCRの条件は、94℃で 2分を 1 サイクル行い、次に 94℃で 45秒、
60℃で 60秒、72℃で 60秒を 1 サイクルとして 30 サイクル、最後に 72℃で 7
分を 1 サイクル行った。 
 
（４）塩基配列解析 
 PCR産物は TOPO TAクローニングキット（Invitrogen社、USA）を用いて
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pCR2.1-TOPOベクターにクローニングした。シーケンシング反応は、Thermo 
Sequenase fluorescent-labeled primer cycle sequencing kit with 7-deaza-
dGTP（GE Healthcare Bio-Sciences社、USA）を用いて行った。反応産物を、

自動 DNA シーケンサーLi-Cor 4200Ｌ（Li-Cor社、USA）を用いて解析した。 
 
（５）オリゴヌクレオチド 
 本実験で用いたオリゴヌクレオチドは巻末付表 1 の P1〜P7 である。プライ

マーの位置と方向は、図 1Aに示す。 
 
（６）粗ミトコンドリア画分の単離とタンパク質濃度の測定 
 粗ミトコンドリア画分は、Kembleの方法（1987）の変法により得た。石英砂

を入れた乳鉢に、試料を 5〜8mm 幅に刻んで入れ、緩衝液 A（0.4M Sucrose, 
3mM EDTA, 0.1ｍM EGTA, 50mM Tris-HCl pH8.0, 0.1g/l BSA, 70μl/l メル
カプトエタノール）を注ぎ、乳棒を用いて破砕した。４重ガーゼおよび２重のミ

ラクロースで濾過した後、濾液を 4℃/130×g/5分で遠心し、沈殿した石英砂と
植物体残渣を除去した。上清を 4℃/1,500×g/10分で遠心し、沈殿した核および

葉緑体画分を除去した。さらに、回収した上清を 4℃/17,000×g/15分で遠心し
た。上清を取り除き、沈殿に緩衝液 B（0.4M Sucrose, 3mM EDTA, 0.1ｍM EGTA, 
50mM Tris-HCl pH8.0）を加え懸濁し、4℃/130×g/5分ならびに 4℃/1,500×
g/10分の遠心により上清を得、再び 4℃/17,000×g/15分で遠心し、沈殿を粗ミ

トコンドリア画分とした。これを 1×PBS 緩衝液に懸濁し、Bradfordのマイク

ロアッセイ法（Bradford 1976）を用いてタンパク質の濃度を測定した。 
 
（７）抗ペプチド血清 
 用いた抗 COXII血清は、コムギとイネで共通する COXIIの C 末端アミノ酸

配列(NH2- KDYADWVSNQLILQTN -COOH)に対応する合成オリゴペプチド

でウサギを免疫して得られたものである（半田裕一博士、私信）。 
 
（８）ウェスタンブロット分析 
 粗ミトコンドリア画分を Laemmli（1970）の方法に従い、SDS-PAGEにより
分離した。15％ポリアクリルアミドゲルを作製し、1×PBS 緩衝液に懸濁した
粗ミトコンドリア画分をタンパク量に換算して 20μgもしくは 35μgずつサン
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プルバッファー（62.5mM Tris-HCl pH6.8、4% SDS（w/v）、20% グリセリン

（w/v）、10% メルカプトエタノール（v/v）、0.1% ブロモフェノールブルー

（BPB, w/v））に溶解した。泳動後のゲルは、CBB染色液（0.25%クマシーブリ

リアントブルー（CBB）R-250、30%メタノール（v/v）、7%酢酸（v/v））で染色
し、脱染液（30%メタノール（v/v）、7%酢酸（v/v））ですすいだ。また、ゲルで

分離したタンパク質は PVDF（ polyvinylidene difluoride）membrane
（Immobilon, Millipore社、USA）に電気的に転写した。一次抗体には、抗 COXII
血清を 1：2,000 になるように希釈して用いた。二次抗体には Horseradish 
Peroxidaseで標識した抗ウサギ IgG抗体（GE Healthcare Bio-Sciences社, USA）
を、最終濃度が 1：3,000になるように希釈して用いた。シグナルバンドの検出

には、ECL試薬（GE Healthcare Bio-Sciences社、USA）を用いた。 
 
２）結果 
（１）コムギ cox2 遺伝子の前駆体転写産物は低温によって増加する。 
 コムギ cox2 遺伝子発現の低温に対する影響を調べるため、4 葉期に至った‘チ

ホクコムギ’を 7 日間低温処理し、茎葉部の全 RNAを抽出し、ノーザンハイブ

リダイゼーションを行った。コムギ cox2はイントロンを一つ保持する分断遺伝

子である（Bonen et al. 1984）。プライマーP1と P3で PCR増幅したエキソン

1の全長とイントロンの一部 104bpを含む領域をプローブ（以下、プローブ E1-
I、図１A参照）に用いたところ、低温処理区と常温区のいずれにおいても 2.7kb
と 1.5kbの二つの転写産物にハイブリダイズした（図２A）。しかしながら 2.7kb
転写産物のシグナル強度は明瞭に異なり、低温処理区の方が常温区より強い。一

方、1.5kb転写産物のシグナル強度は両区で差がなかった。 
 2.7kbと 1.5kbの２種類の転写産物の由来を調べるために、プライマーP4と
P5で PCR増幅したイントロンの 3'末端側 738bpからなるプローブ（以下、プ

ローブ I、図１A参照）を用いたノーザンハイブリダイゼーションを行った。そ

の結果、2.7kb転写産物のみが検出され、1.5kb転写産物は全く現れなかった（図

２B）。これらの結果より、2.7kbの転写産物はイントロンを含む cox2 遺伝子の

前駆体転写産物であり、1.5kb 転写産物は、イントロンを含まない成熟 mRNA
であることが示された。 
 
（２）低温環境下の cox2転写産物蓄積の経時的解析 
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 cox2 の転写産物蓄積を経時的に追跡するため、２葉期の‘チホクコムギ’、

‘Chinese Spring’、‘Valuevskaya’の 3品種を 14 日間低温処理し、その後常

温下の回復栽培を 7 日間行った。その間に逐次茎葉部の採取を行い、全 RNAを
抽出した。プローブ E1-Iもしくはプローブ Iを用いたノーザンハイブリダイゼ

ーションを行ったところ、図 3 に示すようなハイブリダイゼーション像が得ら

れた。プローブ E1-Iやプローブ Iで検出される 2.7 kb転写産物は、‘チホクコ

ムギ’においては低温処理 3 日目より、‘Chinese Spring’においては１日目よ

り、また‘Valuevskaya’においては４日目より蓄積量を増し、いずれも処理日

数に応じて増大した。一方、1.5kbの成熟型転写産物は低温の影響を受けない（図

3）。また、低温処理後常温に戻して 1 日後には、2.7kb転写産物の蓄積量は大幅

に減少し、1週間後には低温処理以前のレベルまで戻っていた。‘チホクコムギ’

（図３A）の 2.7kbと 1.5kb転写産物のシグナル強度を数値化し、見かけの蓄積

量が一定の 1.5kb転写産物を各処理区の内部対照として 2.7kb vs. 1.5kbのシグ

ナルバンド強度比を百分率で表したもの（以下、2.7/1.5 比）を図３A 下の表に
示す。これによれば、7 日間の低温処理により 2.7kb転写産物の蓄積量は 2.4倍
に、14 日間の低温処理により 4.5倍になると見積もられる。 
 
（３）cox2転写産物に対する光と低温の交互作用 
 ミトコンドリア遺伝子の転写活性には光周性があることが報告されている

（Okada and Brennicke 2006）ので、cox2 遺伝子発現に対する温度と光の交互

作用の影響を検討するため、暗黒下育成の‘チホクコムギ’にさらに暗黒下で７

日間の低温処理を施し、茎葉部の全 RNAを抽出してノーザンハイブリダイゼー

ションを行った。その結果、プローブ E1-Iは暗黒低温区と暗黒常温区の両区で
2.7kbと 1.5kbの二つの転写産物にハイブリダイズし、2.7kb転写産物のシグナ

ル強度は暗黒低温処理区の方が暗黒常温区より明らかに強かった（図４A）。一
方、1.5kb転写産物のシグナル強度は両区でほぼ同一であった。さらに、プロー

ブ Iを用いてノーザンハイブリダイゼーションを行ったところ、2.7kbの転写産

物のみハイブリダイズし、1.5kbの転写産物は全く検出されなかった（図４B）。
2.7kb シグナル強度は、プローブ E1-Iで検出されるものとほぼ同様であった。

これらの結果より、暗黒下においても cox2の前駆体転写産物は低温によって増

加することが分かり、温度と光の交互作用の影響は見られなかった。 
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（４）低温環境下の cox2 遺伝子発現の器官特異性 
 低温環境における cox2 遺伝子発現変動の器官特異性を調査するため、2 葉期

まで育成した‘Valuevskaya’に、1、3、および 7 日間の低温処理を施し、茎葉

部および根の全 RNAを抽出した。また、温室で出穂開花させた成熟体植物に同

じ低温処理を施し、小穂の全 RNAを抽出した。プローブ E1-Iを用いてノーザ

ンハイブリダイゼーションを行ったところ、いずれの試料においても 2.7kb と
1.5kbの転写産物にハイブリダイズした（図 5）。低温処理の効果について、2.7kb
転写産物のシグナル強度は、いずれの器官においても低温処理期間に応じて強

くなる傾向がみられる一方、1.5kb シグナルは変動しない。また、器官同士を比

較した場合、2.7kb と 1.5kb の転写産物のシグナル強度はともに根部で最も強

く、小穂がこれに次ぎ、最低は茎葉部であった。生殖器官や根部はミトコンドリ

ア生合成が活発な器官である（Geddy et al. 2005；Huang et al. 1994; Smart et 
al. 1994; Landschutze et al. 1995; Lohrmann et al. 2001; Schmidt-Bleek et al. 
1997; Ribichich et al. 2001; Felitti et al. 1997）ので、本実験の結果はこれを反

映していると思われる。 
  
（５）乾燥、ABAもしくは NaCl ストレスに対する cox２遺伝子発現の検討 
 低温環境は植物体に乾燥をもたらすことが知られている（Kacperska 1993、
吉田ら 1998）ので、乾燥やこれに関連するストレスに対する cox2 遺伝子発現

の変動を調べた。3 葉期まで育成した‘Valuevskaya’に、乾燥、ABAもしくは
NaCl 処理を施し、茎葉部の全 RNA を抽出した。プローブ E1-I を用いてノー

ザンハイブリダイゼーションを行ったところ、いずれの処理区においても 2.7 お

よび 1.5kb の転写産物が検出されたが、対照区と比較して有意なシグナル強度

の差異は認められなかった（図 6）。 
 
（６）低温環境下の cox2前駆体転写産物蓄積の品種間差異 
 低温環境における cox2 遺伝子発現変動の品種間差異を調べるため、

‘Mironovskaya 808’、‘Norstar’、‘Iohardi’、‘Manitou’、‘Chinese Spring’、
‘農林 61号’、および‘C30’を 2 葉期まで育成した後に、７日間の 5℃明条件
下の低温処理を施し、その後常温 20℃の温室に移し 1 日置いた。この間、逐次

茎葉部を採取し、全 RNAを抽出した。プローブ E1-Iを用いてノーザンハイブ

リダイゼーションを行ったところ、図 7に示すような像を得た。これに基づき、



 11 

2.7kbと 1.5kbのシグナルバンドの強度を数値化し、（２）項と同様に 2.7/1.5比
を算出して表 2にまとめた。その結果、2.7/1.5比は、低温処理以前では 17〜68
であったのに対し、低温処理 7 日目では 43〜138となり、供試した 7品種全て

で 1.5〜2.5倍の 2.7kb転写産物の蓄積増が認められた。一方、低温処理を始め

て 2 日目では‘C30’の 2.7/1.5 比は 68 から 83 に増加しているのに対して
‘Mironovskaya 808’、‘Norstar’はそれぞれ 25から 28へ、29から 28へと
殆んど変化は見られない等、低温処理開始後およそ 4 日間は 2.7kb シグナル増

加速度に品種間差異が認められた。また、この期間においては、‘Manitou’や
‘Norstar’のように、いったん蓄積した 2.7kb転写産物が一過的に減少するケ

ースも検出された。常温に戻した 1 日目では、全ての品種で 2.7/1.5比が減少し

た。 
 また、‘Chinese Spring’の細胞質置換系統‘C30’では、‘Chinese Spring’
や他の 6品種に比較して全体に cox2 遺伝子の転写産物の発現が低く、2.7/1.5比
が高かった（図７、表 2）。さらに、常温環境下のウェスタン分析を行うと COXII
タンパク質の発現レベルが‘チホクコムギ’よりも非常に低かった（データは示

していない）。 
  
（７）低温環境下における cox２転写産物の RNAエディティング 
 コムギ cox2 遺伝子のコード領域には全部で 17箇所の Cから Uへの RNAエ
ディティング部位が報告されている（図９A；Covello and Gray 1990）。ここで
は後述のイネ cox2 のエディティング部位との対応が容易に理解されるように、

エディティング部位の番号付けを両植物種で統一した。低温環境下のコムギ

cox2 遺伝子の RNA エディティングを調べるために、cDNA の塩基配列を分析

した。4 葉期まで育成した‘チホクコムギ’に７日間の低温処理を行い、全 RNA
を抽出した。プライマーP7で逆転写を行った cDNA プールより、プライマーP1
と P7を用いて成熟 mRNAに対応する cDNAを、さらにプライマーP6と P7を
用いて前駆体転写産物のエキソン 2 に対応する cDNA をそれぞれ PCR 増幅し
た（図８）。またプライマーP2 で逆転写を行った cDNA プールからは、プライ

マーP1 と P2 を用いて前駆体転写産物のエキソン 1 に対応する cDNA を PCR
増幅した（図８）。これらの PCR 産物をクローン化し、それぞれ 23〜29 個の

cDNAクローンの塩基配列を分析した。 
 得られた塩基配列より各エディティング部位を抜き出し、模式的に表 3 に示
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す。また、エディティングを生じた総部位数に基づき cDNA クローンを分別し

表 4 にまとめた。成熟 mRNA に由来する cDNA クローンは、温度条件に拘わ

らず、殆ど完全にエディティングを生じていた。この内訳は常温区では、24ク
ローンのうち１クローンの１箇所（サイト 9）のみがエディティングを生じてい

なかった。低温環境下では、24クローンのうち２クローンのそれぞれ１箇所ず

つ（サイト 2 およびサイト 9）がエディティングを生じていなかった。 
 成熟 mRNA とは対照的に、前駆体転写産物由来の cDNA からは多様なクロ

ーンが得られた。前駆体転写産物のエキソン 1について、常温区では、8 種類の

cDNAクローンが得られた（表３）。このうち、6箇所全てのエディティング部

位が T 残基のものが最多であった（表４）。一方、低温処理区では、17 種類の

cDNAクローンが得られ、1箇所のみがエディティングされたクローンが最も多

い（表３、４）。前駆体転写産物のエキソン 2 については、常温区では 15 種類

の cDNAクローンのうち、11箇所全てエディティングされたものが最多で、低

温処理区では 21 種類の cDNAクローンのうち、7箇所と 9箇所エディティング

されたものが同数で最多である（表３、４）。 
 解析した cDNA プールにおける各エディティング部位のエディティング頻度

をグラフにまとめ、図 9に示した。常温区と低温処理区を比較すると、エキソン

1のサイト 2とサイト 9 およびエキソン 2のサイト 10の頻度低下が顕著であっ

た。特にエキソン１のサイト 9は常温環境の 67％に対して、低温環境では 24％
であった。 
 
（８）低温環境におけるコムギ COXII ポリペプチドの蓄積 
 転写パターンの変化がCOXII 翻訳産物の蓄積量の変化を伴うかどうかを調べ

るため、ウェスタン分析を行った。2 葉期の‘チホクコムギ’に対して 14 日間

の低温処理と引き続き常温による回復栽培を 7 日間行い、逐次茎葉部を採取し

た。ウェスタン分析の結果、見かけの分子量 32kDaの単一シグナルバンドが検

出された（図 10、11）。コムギ COXII ポリペプチドのアミノ酸配列から推定さ

れる分子量は約 30kDa なのでこのシグナルは COXII を特異的に検出したもの

と考えられる。低温処理 3 日、5 日、7 日、9 日、14 日間、および常温復帰後 7
日間では、処理以前と同程度の COXII ポリペプチド蓄積量が認められた（図 10）。
また、‘チホクコムギ’を暗黒下で生育して黄化させ、14 日間の低温処理と、引

き続き 7 日間の常温回復栽培を行ったが、採取した試料のシグナルバンドの変
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化は認められなかった（図 11）。 



表1 本研究に用いたコムギ品種

‘C30’はAegilops columunarisを母本に用い、‘Chinese 
Spring’を花粉親として連続戻し交雑を行い育成した細胞質置
換系統（Tsunewaki et al. 1996; 常脇 1981）。耐凍性は、 1
（強）〜5（弱）( Kuwabara et al. 1998; Yoshida et al. 1998による)。

14



図１ コムギ（A）とイネ（Ｂ）のcox2の構造 (Bonen et al. 
1984; Covello and Gray 1989; Notsu et al. 2002 ) 

エキソンとイントロンの長さをbase pairs で示す。プライ
マー組P1+P3を用いてエキソン1とイントロンを増幅した
PCR産物（E1-I）およびプライマー組P4+P5を用いてイン
トロンを増幅したPCR産物（I）をプローブとして、コムギ
およびイネのノーザンハイブリダイゼーションに用いた。

また、プライマー組P6+P7を用いてエキソン2を増幅した
PCR産物（E2）をプローブとしてイネのノーザンハイブリ
ダイゼーションに用いた。また、プライマー組P1+P7、
P1+P2、およびP6+P7をRT-PCR に用いた。プライマーは
DDBJ/EMBL/GenBankデータベースのアクセッションナン
バーX01108の配列をもとに設計した。

A

B
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図２ コムギcox2のノーザン解析

全RNA20µgずつ泳動した。(A) プローブE1-Iを用いた分析。(B)プローブIを用いた分
析。c:対照区（昼20℃/夜15℃）; 2h, 1d, 7d:低温処理（昼2℃/夜0.5℃)2時間、1日、７
日間。 RNAマーカーのサイズを右に、転写産物のサイズを左に示す。
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A

B

C

D

Chihoku-Komugi

Chinese Spring

Valuevskaya

c   1   3    4    5    6   7   9   11  14  Δ1 Δ7

図3 低温環境下の経時的なコムギcox2のノーザン解析

全RNA20µgずつ泳動した。(A), (B): 品種’チホクコムギ’；(C): 品種’Chinese 
Spring’；(D):品種’Valuevskaya’; c: 対照区（昼20℃/夜15℃）; 1d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d, 
9d, 11d, 14d:低温処理区（昼2℃/夜0.5℃で1日、3日、4日、5日、6日、7日、9日、11日、
14日）; ∆1, ∆7: 14日間の低温処理の後、常温（昼20℃/夜15℃ ）に戻して1日および7
日置いた区。 図右に用いたプローブを示す。

表の数値は、Multi-Analyst (Bio-Rad laboratories社、USA）によって2.7kbおよび1.5kbの
転写産物のシグナル強度を数値化し、見かけの蓄積量が一定の1.5kb の転写産物を各
処理区の内部対照とし、2.7kb vs. 1.5kbのシグナルバンド強度比を百分率で表した数値
である。

Chihoku-Komugi

2.7 kb

1.5 kb

2.7 kb

1.5 kb

2.7 kb

1.5 kb

2.7 kb
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図4 暗黒下のコムギcox2のノーザン解析

全RNA20µgずつ泳動した。（A）プローブE1-Iを用いた分析。（B）プロー
ブIを用いた分析。 c: 対照区（20℃）; 7d: 低温処理（2.8℃）7日間。

c

A B

2.7 kb 2.7 kb

1.5 kb

7d c 7d
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flower shoot root
c  1d  3d 7d c  1d  3d  7d c  1d  3d  7d

rRNA

2.7 kb

1.5 kb

図5 小穂、茎葉部、根のコムギcox2のノーザン解析

全RNA10µgずつ泳動した。 c: 対照区（昼20℃/夜15℃）; 1d, 3d,  
7d: 低温処理（昼2.0℃/夜0.5℃）1日、3日、および7日間。
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図6 環境ストレス下のコムギcox2のノーザン解析

全RNA10µgずつ泳動した。control:対照区; drought:目で見て萎れがわ
かるようになるまで5日間灌水を停止; control 2: 水耕栽培対照区; 
ABA: 地下部を50μM ABAに24時間浸漬; NaCl: 地下部を400mM NaCl
に24時間浸漬。
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図7 コムギcox2のノーザンハイブリダイゼーション像に見出された品種
間差異

全RNA20µgずつ泳動した。左列は秋まき品種、上から‘Mironovskaya
808’‘Norstar’および‘Iohardi’。右列は春まき品種・系統、上から
‘Manitou’‘Chinese Spring’‘農林61号’および‘C30’。それぞれの
栽培地は表1に示す。c: 対照区（昼20℃/夜15℃）; 1d, 2d, 3d, 4d, 5d, 6d,7d: 
低温処理区（5℃明条件で1日、2日、3日、4日、5日、6日、7日）; ∆1: 7日
間の低温処理の後、温室（平均20℃ ）に移し1日回復させた区。

winter wheat spring wheat
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表2 低温環境下のcox2前駆体転写産物蓄積のコムギ品種間差異

数値は、Multi-Analyst (Bio-Rad laboratories社、USA)によって2.7kbと1.5kb
転写産物のシグナル強度を数値化し、見かけの蓄積量が一定の1.5 kb転写
産物を各処理区の内部対照として2.7kb vs 1.5kbのシグナルバンド強度比を
百分率で表した。
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図8 RNAエディティング解析のためのコムギcox2のRT-PCR

(A): 成熟転写物。プライマーP1とP7を使用；(B): エクソン1を含む前駆体転
写物。プライマーP1とP2を使用；（C): エクソン2を含む前駆体転写物。プラ
イマーP6とP7を使用。 control: 対照区（昼20℃/夜15℃ ）; cold:低温処理
区（昼2℃/夜0.5℃で7日）。 +: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用
いなかった陰性対照区。IBS1: Intron Binding Site 1. 
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表3 コムギcox2の各cDNAクローンにおけるのRNAエディティングの状態

上の表：図８AのRT-PCR産物（成熟転写産物）をクローニングし、RNAエディティング
の状態を解析した。; 下の表：図８のBとCのRT-PCR産物（前駆体転写産物）をクローニ
ングし、RNAエディティングの状態を解析した。エディティング部位のおおよその位置を
図９Aに示す。常温：昼20℃/夜15℃ の区; 低温：昼2℃/夜0.5℃で7日低温処理した区。P1、
P2、P6、およびP7：RT-PCRに用いたプライマー（図８参照）。エディティング部位9は、
IBS1 (Intron Binding Site 1)上に位置する。
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2 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
エディティ

ングの数

クローン

数

常温P1-P7
U U U U U C U U U U U U U U U U U 16箇所 1
U U U U U U U U U U U U U U U U U 17箇所 23

クローン数合計 24
低温P1-P7

C U U U U U U U U U U U U U U U U 16箇所 1
U U U U U C U U U U U U U U U U U 16箇所 1
U U U U U U U U U U U U U U U U U 17箇所 22

クローン数合計 24

エディティング部位

2 4 6 7 8 9
エディティ

ングの数

クローン

数 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
エディティ

ングの数

クローン

数

常温P1-P2
C C C C C C 0箇所 3 C C C C C C C C C C C 0箇所 2
U U C C C C 2箇所 1 C C C C C U C C C C C 1箇所 1
C C U U U C 3箇所 1 C C C C C C C C C C U 1箇所 1
C U C U U U 4箇所 1 C U C C C U C C C C C 2箇所 1
U U U C U U 5箇所 1 U U U C C C C C C C C 3箇所 1
U U U U U C 5箇所 3 U U C C C U C C C C C 3箇所 1
C U U U U U 5箇所 3 U U C C C C C U U U U 6箇所 1
U U U U U U 6箇所 11 C C C C U U U U C U U 6箇所 1

クローン数合計 24 C U U U U U C U C U C 7箇所 1
U U U U U C C U C U U 8箇所 1
U U U U U U U U C U C 9箇所 1
U U U U U U U U C U U 10箇所 2
U U U U C U U U U U U 10箇所 1
C U U U U U U U U U U 10箇所 1
U U U U U U U U U U U 11箇所 8

クローン数合計 24
低温P1-P2

C C C C C C 0箇所 3 C C C C C C C C C C C 0箇所 2
C U C C C C 1箇所 4 C C C C C C U C C C C 1箇所 1
C C U C C C 1箇所 1 C C C C C C C U C C C 1箇所 1
C C C U C C 1箇所 1 C U C C C C C C C U C 2箇所 1
C C C C U C 1箇所 3 C C C C U C C U C U C 3箇所 1
C C C C C U 1箇所 1 U C C C C C C U C U U 4箇所 1
C U C C U C 2箇所 1 C C C C U C U U C C U 4箇所 1
C C U C U C 2箇所 1 U C C C C U C U C U U 5箇所 1
C C C U U C 2箇所 1 U U U U U C C U C U C 7箇所 1
C U C U U C 3箇所 1 C U U U C U U U C U C 7箇所 1
C C U U U C 3箇所 1 C U U U U U U C C U C 7箇所 1
U C U U U C 4箇所 2 C U U U U C U U C C U 7箇所 1
C U U U U C 4箇所 2 C U U C U C U U U U C 7箇所 1
C U C U U U 4箇所 1 C U U U C U U U C U U 8箇所 1
U U U U U C 5箇所 4 U U U U U U U U C U C 9箇所 1
C U U U U U 5箇所 1 U U U C U U U U C U U 9箇所 2
U U U U U U 6箇所 1 C U U U U U U U C U U 9箇所 1

クローン数合計 29 C U U C U U U U U U U 9箇所 1
U U U U U U U U U U C 10箇所 1
C U U U U U U U U U U 10箇所 2
U U U U U U U U U U U 11箇所 2

クローン数合計 25

常温P6-P7

低温P6-P7

エディティング部位 エディティング部位



表4 コムギcox2のcDNAクローンにおける、RNAエディティングの生じたサイ
ト数ごとのクローン数

表３から、エディティングの生じたサイト数ごとに該当クローンの数を数えた。
上の表は成熟転写産物（図８AのRT-PCR産物）の結果、中央の表はエキソン１を
含む前駆体転写産物（図８BのRT-PCR産物）の結果、下の表はエキソン2を含む
前駆体転写産物（図８CのRT-PCR産物）の結果を示す。常温：昼20℃/夜15℃ の
区; 低温：昼2℃/夜0.5℃で7日低温処理した区。P1、P2、P6、およびP7：RT-PCR
に用いたプライマー（図８参照）。
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図9 (A) コムギcox2のRNAエディティング部位（Covello and Gray 
1990）。IBS1: エディティングサイト9は、Intron Binding Site 1上に位置
する。

(B) 対照区と低温処理区における、前駆体型転写物の17箇所のRNAエ
ディティング頻度（%）。control: 昼20℃/夜15℃ の区; cold: 昼2℃/夜
0.5℃で7日低温処理した区。

(C) 低温処理がRNAエディティング頻度に及ぼす影響。常温区を100と
した時の低温処理区のエディティング頻度（% ）。

26
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32 kDa

CBB stained

図10 コムギCOXIIタンパク質のウェスタン分析

タンパク質量20µgずつ泳動した。c: 対照区（昼20℃/夜15℃）; 1, 3, 7, 
9, 14: 低温処理区（昼2℃/夜0.5℃で1日、3日、7日、9日、14日）; ∆7: 
14日間の低温処理の後、常温（昼20℃/夜15℃ ）に戻して7日置いた
区。

c      1      3     7     9    14    ∆7
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32 kDa

c 3 5 7 9 14 ∆7

図11 暗黒条件下のコムギCOXIIタンパク質のウェスタン分析

タンパク質量35µgずつ泳動した。 c: 対照区（昼20℃/夜15℃）; 3, 5, 7,  9, 
14:低温処理区（昼2℃/夜0.5℃で3日、5日、7日、9日、14日）; ∆7: 14日
間の低温処理の後、常温（昼20℃/夜15℃ ）で7日置いた区。

28
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2. イネ cox2 遺伝子 
 
１）材料と方法 
（１）植物材料と育成条件 
 北海道立上川農業試験場育成イネ品種‘ほしのゆめ’を用いた。供試材料は播

種後明条件で、常温 25℃で 3 葉期まで生育させた後、12℃もしくは 4℃の低温

処理を行った。茎葉部を採取した。 
 
（２）全 RNA の抽出とノーザンハイブリダイゼーション 
 前節１）−（２）に準ずる。 
 
（３）RNA エディティング解析 
 cDNA は、逆転写酵素 Super Script III（Invitrogen 社、USA）を用いて合成

した。PCR 増幅および塩基配列分析は、前節１）−（３）（４）に準ずる。 
 RT-PCR 実験に用いたプライマーは、コムギ cox2 遺伝子解析に用いた P1、
P2、P6 および P7 を用いた（図１B、巻末付表 1）。 
 
（４）3’末端に poly-A の付加した転写産物の定量的 RT-PCR 
 全 RNA を RNase-free DNase I（GE Healthcare Bio-Sciences 社, USA）を含

む Assay Buffer（40mM Tris-HCl pH7.5, 10mM CaCl2）に溶解し 30 分間 37℃
でインキュベートした。cDNA は 20 µl の反応液中に 5μg の全 RNA、500ng
の oligo (dT)12-18、200 unitsの逆転写酵素SuperScript III（Invitrogen社、USA）

を用い、添付プロトコールに従い合成した。陰性対照区には逆転写酵素の代わり

に滅菌水を用いた。PCR は、プライマーそれぞれ 4pmol、PCR 酵素 Hot start EX 
Taq（5units/µl、タカラバイオ社）0.1µl（1unit）、dNTP それぞれ 4nmol、また、

10×EX Taq buffer 2µl を、20µl 容量で反応させた。なお、反応に用いる cDNA の

量は事前に検討した（図 15 下の説明文参照）。PCR の条件は、95℃で 2 分を 1
サイクル、次に 95℃で 30 秒、56℃で 30 秒、72℃で 30 秒を 19〜27 サイクル、

最後に 72℃で 7 分を 1 サイクルとした。得られた PCR 産物は 2%アガロースゲ

ルで電気泳動し、臭化エチジウム染色によりバンドを検出した。 
 プライマーに用いたオリゴヌクレオチドは、P43、P44、および P45 である

（巻末付表３）。位置と方向は図 15 に示す。 
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（５）粗ミトコンドリア画分の単離とタンパク質濃度の測定 
前節１）−（６）に準ずる。 
 
（６）ウェスタンブロット分析 
 粗ミトコンドリア画分 20μgずつを用いた。他は、前節１）−（８）に準ずる。 
 
 
２）結果 
（１）低温環境における cox2 遺伝子の転写パターン 
 低温環境下におけるイネ cox2 遺伝子の転写パターンを調べるため、14 日間

の 12℃もしくは 4℃の低温処理と、処理後常温による回復栽培を行った。この

間、逐次茎葉部を採取し、全 RNAを抽出した。イネ cox2はコムギと同様にイ

ントロンを一つ保持する分断遺伝子であり、塩基配列の相同性も 98.8%である
（Notsu et al. 2002）ので、コムギのプライマーやプローブを用いた解析が可能

である。さらに前節のプローブ 2 種に加え、イネ全 DNAを鋳型にしてプライマ

ーP6 と P7 で増幅させたイントロンの 3'末端側 72bp とエキソン 2 を含むプロ

ーブ（以下、プローブ I-E2）を用意した。プローブ E1-Iを用いてノーザンハイ

ブリダイゼーションを行ったところ、2.6kb、1.3kb および 1.0kbの 3 種の転写

産物にハイブリダイズした（図 12Ａ）。同一の試料に対してプローブ Iとプロー

ブ I-E2を用いたノーザンハイブリダイゼーションを行ったところ、それぞれ図

12Bと図 12Cに示す像を得た。プローブ Iでは 2.6kb転写産物のみが検出され

たのに対し、プローブ I-E2 ではプローブ E1-I と同じ 3 種類の転写産物が検出

された。これらの結果より、2.6kbの転写産物はイントロンを含む cox2 遺伝子

の前駆体転写産物であり、1.3kbと 1.0kbの転写産物はスプライシングを経た転

写産物と考えられる。 
 12℃処理を行った場合、2.6kb 転写産物のシグナル強度は、処理後 3 日目か

ら上昇し始め、処理後 14日では著しく高くなったが、常温に戻して 1日後には、

やや下降した。1.3kbの転写産物は、2.6kbの転写産物とは対照的に、処理日数

に従ってやや下降し、常温に戻して 1 日後では上昇した。1.0kbの転写産物は、

殆ど変化しなかった。シグナル強度の変動を、見かけ上変動の無い 1.0kb 転写

産物のシグナル強度に対する百分率として示す（表 5）。その結果、2.6kbと 1.0kb
転写産物のシグナル強度比の百分率（2.6/1.0比）が低温処理により 13から 59
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へと 4.5倍になったのに対し、1.3/1.0比は対照区および全処理区を通じ、79か
ら 113の間を推移した。 
 4℃処理を行った場合では、7 日後でも 14 日後でも 3 種の転写産物に変化は

見られなかった。常温に戻して 1 日後では 2.6kb の転写産物のシグナル強度が

上昇していた。 
 
（２）低温環境下のイネ cox２遺伝子の RNAエディティング 
 イネ cox2 遺伝子のコード域には全部で 19箇所の Cから Uへの RNAエディ

ティングが報告されている（図 14A；Notsu et al. 2002）。低温環境下のイネ cox2
遺伝子の RNAエディティングを調べるために、cDNAの塩基配列を分析した。

3 葉期のイネに 12℃もしくは 4℃処理を 14 日間行い、全 RNAを抽出した。前
節と同様に、成熟 mRNA、エキソン 1を含む前駆体転写産物、およびエキソン

2 を含む前駆体転写産物に対応する cDNA を得た（図 13）。これらをクローン

化し、成熟 mRNAに対応する cDNAについては 10〜11クローン、前駆体転写

産物に対応する cDNAについてはそれぞれ 20〜24クローンを解析した。 
 前節と同様にデータをまとめ、表 6と 7に示す。成熟 mRNAに対応する cDNA
は、いずれの処理区においても 19箇所全て T 残基のクローンが最も多く、1な
いし 3箇所を除き全てエディティングを生じているクローンが残りを占める（表

6-1、７）。前駆体転写産物のエキソン 1については、常温区、12℃区および 4℃
区で、それぞれ 16、15 および 14 種類のクローンが得られた（表 6-2）。エディ

ティング部位数で分類した場合、各部位数に比較的平均にクローンが分布して

いるが、12℃および 4℃区では 9 箇所全てがエディティングされたクローンは

無く、さらに 12℃区では 8箇所エディティングされたクローンも無かった（表

7）。前駆体転写産物のエキソン 2については、常温区、12℃区および 4℃区で、
それぞれ 12、19 および 16 種類のクローンが得られた（表 6-2）。これらについ
ても各部位数に比較的平均にクローンが分布しているが、エキソン 1 とは異な
り、10箇所全てにおいてエディティングを生じたクローンが 3処理区より 1 個

以上見つかった（表 7）。 
 解析した cDNA プールにおける各エディティング部位のエディティング頻度

をグラフにまとめ、図 14B に示した。常温と 4℃処理区では大きな差異が見ら
れなかったのに対し、12℃処理区ではサイト 9、サイト 15 およびサイト 12 に
おける頻度の低下が顕著であり、逆にサイト 17における頻度の上昇が顕著であ
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った。サイト 9は 12℃処理区では全くエディティングが生じていなかった。 
 
（３）低温環境における poly-A付加転写産物量の変化 
原核生物、葉緑体およびミトコンドリアでは転写産物の 3'末端に付加された

poly-Aが転写産物の分解促進シグナルとなることが知られている（O’Hara et al. 
1995; Kudla et al. 1996; Gagliardi and Leaver 1999）。そこで、低温に伴う poly-
A 付加転写産物の増減を半定量的 RT-PCR により調査した。12℃で 14 日間処

理したイネ茎葉部の RNAと、対照となる常温育成イネの茎葉部由来 RNAを以

下のような解析に供した。 
 3’末端に poly-A が付加され、イントロンを含む転写産物を標的として、プラ

イマーP43と P44（図 1５左、巻末付表 3）を用い、鋳型 RNA 量を 125ngとし
て、19〜27 サイクルまで、2 サイクルずつ変化させた PCR を行った。その結

果、低温・常温いずれの区も 21〜27サイクルまでPCRサイクル数に応じたPCR
産物の増加が認められた（図 15 上）。両処理区由来の増幅産物を比較したとこ

ろ、低温処理区では常温区の 2〜4倍の割合で増加していると考えられた（図 15
上）。 
 次に、3’末端に poly-A が付加されたスプライシングを経ている転写産物を標

的として、プライマーP43 と P45（図 15 左、巻末付表 3）を用い、鋳型 RNA
量を 12.5ngとして、19〜27 サイクルまで、2 サイクルずつ変化させた PCRを
行った。その結果、いずれの区も 21〜27 サイクルまで PCR サイクル数に応じ

た PCR 産物の増加が認められた（図 15 下）。両区由来の増幅産物を比較する

と、低温処理区の PCR産物は、同一 PCR条件下で常温区よりも若干少ないこ

とがわかった（図 15下）。 
 
（４）低温環境におけるイネ COXII ポリペプチドの蓄積 
 低温環境におけるイネ COXII ポリペプチドの蓄積量を調べるため、3 葉期の

イネに 14 日間の 12℃もしくは 4℃処理を行い、逐次茎葉部を採取した。試料を

ウェスタン分析に供したところ、コムギと同様に見かけの分子量約 32kDaのシ

グナルが検出され、COXII ポリペプチドを特異的に検出したと考えられた（図

16）。シグナルバンドの強度は 12℃および 4℃区において変化はなかった（図

16）。 



図12 イネcox2のノーザン解析

全RNA20µgずつ泳動した。(A) プローブE1-Iを用いた分析 (B) プローブI
を用いた分析 (C) プローブI-E2を用いた分析。c: 対照区（25℃）;  1, 3, 
7, 14: 低温処理（12℃または4℃）1日、3日、7日、および14日間; ∆1: 低温
処理14日間施した後、常温（25℃）で１日回復させた区。

A B C

数値は、Multi-Analyst (Bio-Rad laboratories社、USA）により、図
12Aの2.6kb、1.3kb、および1.0kbの転写産物のシグナル強度を数値
化し、見かけの蓄積量が一定の1.0kb の転写産物を各処理区の内部
対照として、2.6kb vs. 1.0kb、および1.3kb vs. 1.0kbのシグナルバン
ド強度比を百分率で表している。1, 3, 7, 14: 低温処理（12℃）1日、
3日、7日、および14日間; ∆1: 低温処理14日間施した後、常温
（25℃）で１日回復させた区。

表5 12℃低温環境下のイネcox2シグナル強度比
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図13 RNAエディティングの解析のためのイネcox2のRT-PCR

1） 25˚C: 常温区； 2) 12˚C: 12℃で14日間の低温処理を施した区; 3) 4˚C: 4℃
で14日間の低温処理を施した区。(A) スプライシングを経た転写物；(B) エ
クソン1を含む前駆体型転写物；（C) エクソン2を含む前駆体型転写物。+: 
逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。右は
RT-PCR産物のサイズを示す。 IBS1: Intron Binding Site 1. 
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表6-１ イネcox2の各cDNAクローンにおけるのRNAエディティングの状態（スプ
ライシング完了転写産物）

図13中のAのRT-PCR産物（スプライシング完了した転写産物）をクローニングし、
RNAエディティングの状態を解析した。常温：25℃の常温区; 12℃:12℃で14日低
温処理した区; ４℃:4℃で14日低温処理した区。エディティング部位のおおよそ
の位置を図14Aに示す。P1とP7はRT-PCRに用いたプライマーを示す（図13参照）。

35



表6ｰ２ イネcox2の各cDNAクローンにおけるのRNAエディティングの状態（前駆体
転写産物）

図13中のBとCのRT-PCR産物（前駆体転写産物）をクローニングし、RNAエ
ディティングの状態を解析した。常温：25℃の常温区; 12℃:12℃で14日低温
処理した区; ４℃:4℃で14日低温処理した区。エディティング部位のおおよ
その位置を図14Aに示す。P1、P2、P6、およびP7はRT-PCRに用いたプライ
マーを示す（図13参照）。
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表7 イネcox2のcDNAクローンにおける、RNAエディティングの生じた
サイト数ごとのクローン数

表6から、エディティングの生じたサイト数ごとに該当クローンの数を数
えた。上の表はスプライシングを完了した転写産物（図13AのRT-PCR産
物）の結果、中央の表はエキソン１を含む前駆体転写産物（図13BのRT-
PCR産物）の結果、下の表はエキソン2を含む前駆体転写産物（図13Cの
RT-PCR産物）。常温：25℃の区; 12℃: 12℃で14日低温処理した区; 4℃：
4℃で14日低温処理した区。P1、P2、P6、およびP7：RT-PCRに用いたプラ
イマー。

37



図14 (A) イネcox2のRNAエディティングサイト（Notsu et al. 2002）

IBS1: エディティング部位9は、Intron Binding Site 1上に位置する。

(B) 前駆体型転写物の、19箇所のRNAエディティング頻度に及ぼす低温
の影響

対照区は25℃

Ａ

Ｂ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1411 12 13 15 16 17 18 20

IBS1
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number of cycles:  
RT: 

図15 ３’末端にpoly-Aの付加したイネcox2転写産物の定量的RT-PCR

control: 25℃; cold: 12℃で14日間低温処理。予備実験として、PCRサイク
ル数を25に固定し、鋳型RNA量に対するPCR産物量のカイネティクスを調
べた。25サイクルにおいて指数増加期のPCR産物量に基づき、 cDNA合成
に用いる全RNA量を前駆体転写産物（上）では125ng、スプライシングの
完了した転写産物（下）では12.5ngと決定した。+: 逆転写酵素を使用した
区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。

control cold

19 1921 2123 2325 2527 2727 27

+ -+ + + + + + + + + -
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図16 イネCOXIIタンパク質のウェスタン分析

タンパク質量20µgずつ泳動した。 c: 対照区（25℃）; 1, 3, 7, 
14: 低温処理区（12℃または4℃で1日、3日、7日、14日）; 
∆1: 14日間の低温処理の後、常温（25℃）で1日回復栽培し
た区。
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3. 考察 
 
 本章では低温環境における植物ミトコンドリア遺伝子発現のモデルケースと

して、コムギとイネの cox2 の解析を行った。コムギ cox2 遺伝子に関しては、

転写や RNA プロセシングに関する解析例が多数報告されている（Hanic-Joyce 
and Gray 1991; Covello and Gray 1989, 1990; Gualberto et al. 1989）が、イ
ネに関しては RNAエディティング部位の決定（Notsu et al. 2002）を除いて転

写解析例は無い。本研究で検出したコムギ cox2の 2 種類の転写産物は、Bonen 
et al. (1984)が報告した主要な 2 種類の転写産物と大きさが一致する。おそらく

Hanic-Joyce and Gray (1991)が同定した翻訳開始コドンから-170ntに位置する

転写開始点より、2.7kb 前駆体が転写され、これよりイントロン（1,217nt）が
切り出され 1.5kb成熟 mRNAになると思われる。一方、イネについてはイント

ロンを含む 2.6kb 転写産物と、イントロン（1,275nt）を含まない 1.3 および

1.0kb 転写産物が検出された。2.6kb 転写産物は前駆体と思われるものの、1.3
および 1.0kb転写産物については、どちらか一方のみが成熟 mRNAなのか、あ
るいは両方が翻訳反応に寄与するのか不明である。今後、これらの転写産物を詳

細に特徴づけることが必要である。一方、RNAエディティングに関しては興味

深い共通パターンが明らかになった。すなわち、コムギとイネにおいて温度条件

にかかわらずエキソン 1 のサイト 2、および 9 は他の部位よりもエディティン

グされる頻度が低い。同様の結果はトウモロコシ、ペチュニアあるいはテンサイ

の cox2 でも報告されており（Yang and Mulligan 1991; Sutton et al. 1991; 
Estiati 2000）、被子植物 cox2に普遍的な現象かも知れない。ところでVerbitskiy 
et al. （2006）によれば部分的にエディティングが生じた転写産物はエディティ

ング中間体であることから、得られた cDNA クローンはエディティングの過程

を表していると考えられる。それ故、これら 3 つの部位がエディティングを生

じる順序は他の部位よりも後である傾向が強いと見て良い。エディティングの

順序が 3'から 5'方向へ厳密に決まっているトリパノソーマ（Kable et al. 1996）
とは異なり、被子植物ミトコンドリアでは、RNAエディティングの順序を示す

報告は見あたらないので、本研究で見いだした現象は特異な例である。 
 コムギやイネにおいて一定期間の低温の遭遇は、cox2 転写産物のサイズには

影響を与えないが、前駆体転写産物の蓄積量を大きく変えることがわかった。低

温と cox2発現との関連性に着目した解析例がこれまでにないため、これが普遍
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的な現象か否かは不明であるが、供試したコムギ品種全てで前駆体の蓄積が観

察されたこと、同じイネ科作物でも熱帯起源のイネで半乾燥冷涼地域起源のコ

ムギと同様の現象が見つかったことは興味深い。ただし、イネにおける 4℃処理
では前駆体の蓄積増は起こらず、常温に戻した回復栽培の初期に初めて蓄積増

が起こるため、cox2 前駆体の増加は低温で特異的に生ずるというよりは、むし

ろ低温によって引き起こされる何らかのストレスに二次的に応答している可能

性をまず検証すべきであろう。関連して、低温とは無関係にコムギ発芽時に cox2
前駆体転写産物の蓄積量が変動するという報告があり（Li-Pook-Than et al. 
2004）、興味深い。 
 低温に伴うストレスを明らかにするため、本章ではいくつかの低温に関連す

ると思われるストレスについて cox2前駆体転写産物との関連を調査した。低温

によって乾燥が進んだ植物体は、塩ストレスと同様に浸透圧ストレスが徐々に

高まると考えられ（Kacperska 1993; 吉田ら 1998）、この過程では ABAが浸透
圧ストレスのシグナル伝達に関わることが知られている（Yamaguchi-
Shinozaki and Shinozaki 2005）。ところが、本実験では、乾燥、NaCl および
ABA 処理はいずれも cox2 前駆体転写産物の増加を引き起こさなかった。この

ことから、cox2 前駆体転写産物の増加は浸透圧ストレスと直接関係ない可能性

が高い。今後、低温や乾燥以外の生理的条件を幅広く探索し、cox2 転写パター

ンを調査する必要がある。 
 前駆体として転写された cox2 転写産物は、RNA エディティングとスプライ

シングを経て成熟 mRNA になるので、前駆体蓄積量の調節は転写、RNA プロ

セシング、あるいは RNA 安定性の段階で行われると思われる。低温による前駆

体の蓄積がいかなる機構で生ずるのかは現時点では推測の域を出ないが、得ら

れたデータより考察してみたい。 
第一に考えられるのは、転写の上昇もしくは前駆体分解活性の低下である。

RNAエディティングパターンに関して観察された現象は、低温処理区で基質と

なる前駆体 RNA が 4 倍に増加してプロセス途上のエディティング中間体が出

現し、それらの多くでエディティング順序が後になるエディティング部位 2、5
および 9 のエディティング反応が未完遂と解釈するなら実験結果とよく符合す

る。ただし、低温環境下において、poly-Aを介した RNA分解機構がイネ cox2
前駆体蓄積増加に関与しているか否かを検討したところ、低温環境下で poly-A
付加前駆体転写産物は 2〜4倍の増加、成熟 mRNAではやや減少と見積もられ
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た。ノーザン解析による前駆体転写産物増加は 4.5 倍とほぼ同程度の増加であ

ることを考慮すると、poly-A を介した RNA 分解機構が低温環境における前駆

体転写産物の増加に積極的に関与していると結論することは出来ない。 
一方、RNA プロセシング活性低下の可能性については、成熟 mRNAの蓄積

量が変化していないことから主要因と断定することはできない。前駆体蓄積増

に伴う RNAエディティング頻度の低下は、次章で検討するように、少なくとも

他のミトコンドリア遺伝子でも認められる普遍的現象ではない。ただし、第 IV
章で明らかにするように核コードのスプライシング因子の不全が示唆されるた

め、いくつかの複合要因により前駆体蓄積が引き起こされている可能性も残る。 
 低温による cox2 前駆体転写産物の蓄積増は、成熟 mRNA や翻訳産物に殆ど

影響を与えないことから、この現象の生物学的意義は不明である。これについて

は、他のミトコンドリア遺伝子の解析結果とあわせ、総合考察で論議する。 
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III章 グループ IIイントロンを持つミトコンドリア遺伝子の発現 
 
 コムギとイネのミトコンドリア遺伝子には、それぞれ合計して 22 個と 23 個

のグループ II イントロンがある（表 8、9; Ogihara et al. 2005; Notsu et al. 
2002）。このうち、イントロンを一つだけ保持するのが、cox2、rps3、rpl2（コ

ムギでは偽遺伝子）および ccmFcで、nad1、nad2、nad4、nad5 および nad7
は複数個のイントロンで分断されている。第 II 章では cox2 前駆体転写産物蓄

積量が低温処理に伴い増大することが分かった。本章では、それ以外の分断遺伝

子の発現について低温の影響を調査した。イントロンを一つだけ保持する遺伝

子については第 II章と同様のアプローチを採り、複数のイントロンを保持する

遺伝子については異なる手法を採用した。また、第 II章で見つかった前駆体蓄
積に伴うRNAエディティング頻度の変化について普遍性を探るため、イネnad5
と nad7を対象に調査した。 

 
１．１個のイントロンで分断される遺伝子の発現解析 
 
１）材料と方法 
（１）植物材料 

コムギは北海道立北見農業試験場育成の‘チホクコムギ’を用いた。昼 20℃
/夜 15℃、光量子密度 400μEm-2s-1、日長 15 時間の条件で 2 葉期まで育てた。

低温処理は昼 2.0℃/夜 0.5℃、光量子密度 200μEm-2s-1、日長 8時間で 14 日間

行った。その後常温下の回復栽培を 7 日間行った。暗黒下における黄化植物体

育成は、催芽種子を暗黒下において 20℃で 7 日間 1 葉期まで生育させ、低温処

理は 2.8℃で 5 日間行った。 
イネは北海道立上川農業試験場育成の‘ほしのゆめ’を用いた。低温処理は

第 II章に準じて行った。 
いずれも茎葉部を採取した。 

  
（２）コムギのミトコンドリアの単離とタンパク質濃度の測定、およびミトコン

ドリア DNAの抽出 
 ミトコンドリアの単離は、Boutryらの方法（1984）と Newtonの方法（1994）
を参考にして、以下のように行った。氷冷したブレンダーのカップに 4℃の
MOPS buffer (0.4M Mannitol, 25mM MOPS, 1mM EGTA, 4mM Cysteine 
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0.2% Bovine serum albumin / pH7.8 by KOH)を 270ml注ぎ、低温処理を 5 日

間行った黄化コムギの茎葉部 30gを 5〜8mm幅に刻んで入れて粉砕した。4重
のミラクロースで濾過した後、濾液を 4℃/1,000×g/1 分、さらに 4℃/2,000×
g/10分で遠心して沈殿物を捨てた。上清を 4℃/10,000×g/15分で遠心し沈殿を
得た。上清を除去し、沈殿に MOPS buffer を加え懸濁し、4℃/2,000×g/15 分
で遠心し沈殿物を捨て、さらに上清を 4℃/10,000×g/20分で遠心し、沈殿を粗

ミトコンドリア画分とした。上清を取り除き、沈殿を 2mlのMOPS bufferに懸
濁した。懸濁液を、45、26、および 13.5% Percoll (v/v)不連続密度勾配（0.25M 
Sucrose、0.5％ Bovine serum albumin、10mM MOPS / pH7.3 by HCl）に重
層し、スィングローター（Hitachi SRP28SA）を用い 4℃/27,000×g/90分で遠
心した。45%と 26%の境界面を回収し、3 倍量の Mt dilution buffer (0.3M 
Mannitol, 10mM Tricine, 1mM EGTA / pH7.3 by KOH)を加えてゆっくり混ぜ
た。4℃/10,000×g/20 分で遠心し上清を除き、粘度の高い精製ミトコンドリア

懸濁液を得た。 
 30μlのミトコンドリア懸濁液に370μlのTE buffer (50mM Tris-HCl pH8.0, 
20mM EDTA)、100μlの 10% N-Lauroylsarcosine Sodium Salt (w/v)、および

5μlの 20mg/ml Proteinase Kを加え 37℃で一晩インキュベートした。その後、

等量の Phenol : Chloroform : Iso-Amyl Alcohol （25 : 24 : 1 mixed, pH7.9）を
加えて除タンパクを行い、核酸をエタノール沈殿させた。さらに、RNase A処
理を行い、再度 Phenol : Chloroform : Iso-Amyl Alcohol抽出とエタノール沈殿

を行ってミトコンドリア DNAを得た。 
 
（３）PCR  

コムギ rps3 遺伝子の単離には BD Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech 
Laboratories Inc. USA)を用い、95℃で 1分を 1 サイクル、次に 94℃で 30秒、
68℃で 3分を 30 サイクル、68℃3分を 1 サイクル、70℃で 10分を 1 サイクル

というプログラムで PCRを行った。 
 
（４）塩基配列決定と解析 

塩基配列決定は第 II章に準ずる。塩基配列解析は、アプリケーション-ソフト

ウエア Genetyx -Mac ver.13（ジェネティックス社）を用いて行った。 
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（５）全 RNAの抽出とノーザン解析 
 全 RNAは、Trizol試薬（Invitrogen社、USA）を用いて抽出した。RNAの
泳動、ブロッティング、ハイブリダイゼーションおよび検出は、第 II章に準ず
る。 
 
（６）オリゴヌクレオチド 

用いたオリゴヌクレオチド P8〜P19 を巻末付表 1 に示す。位置と方向を図

17、18もしくは 19に示す。 
 
（７）ウェスタン分析 

Bradfordのマイクロアッセイ法（Bradford 1976）を用いて、得られた精製

ミトコンドリア懸濁液のタンパク質濃度を測定し、10μgのタンパク質を用い、

第 II 章に準じて行った。転写後のメンブレンを Ponceau S 染色液（1% (w/v) 
Ponceau S, 5% (v/v) 酢酸）で染色した。コムギ CCMFc 抗体は Giegé et al.
（2004）による。 
 
２）結果 
（１）コムギ rps3 遺伝子のクローン化 
 実験を開始した 2003年にはコムギ rps3 遺伝子の塩基配列情報がなかったの

で 、 イ ネ rps3 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 情 報 （ Nakazono et al. 1995; 
DDBJ/EMBL/GenBank データベースのアクセッション番号 D21251）をもと
にその単離を試みた。イネの配列をもとに 5’非翻訳領域と 3’非翻訳領域に相当

するプライマーP8と P13（図 17）を用い、コムギミトコンドリア DNAもしく
は全 DNA を鋳型に PCR を行った。その結果、ミトコンドリア DNA より約
3.6kbの断片を得た。得られた PCR産物をクローン化し塩基配列を決定したと

ころ、他の高等植物種ミトコンドリア rps3と高い相同性があり、コムギミトコ

ンドリア rps3であると判断した（図 20）。 
コムギ rps3 遺伝子は、被子植物 rps3 遺伝子（Bock et al. 1994; Nakazono et 

al. 1995; Unseld et al. 1997; Handa 2003）と同様に、コード領域にシス型イン

トロンがひとつ存在する（図 20）。コード領域の長さはエキソン 1が 74bp、イ
ントロンが 1,739bp、エキソン 2 が 1,609bp であった（図 17A、図 20）。各々

の領域の、イネ、トウモロコシ、テンサイ、Oenothera、シロイヌナズナ、ナタ
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ネ、タバコもしくはゼニゴケに対する相同性を表 10にまとめる。rps3の開始コ

ドンから終止コドンまでのゲノム塩基配列を指標に、UPGMA 法によって系統

樹を作成したところ、系統関係をよく反映していることが明らかになった（図

21）。塩基配列を仔細に調べると、イネで報告されているエキソン 2の 63bpの
欠失（Nakazono et al. 1995 図 20の Os-D21251, 2,430-2,431）はコムギに認

められず、欠失を挟む直列反復配列（5'-TGA(/C)CG-3'）が保存されるのは双子
葉類やトウモロコシと同型であった。またイントロン内（図 20のTa 1,321-1,322）
にコムギ固有の欠失が見られるが、それ以外はトウモロコシと最も相同性が高

い。 
 
（２）低温環境下におけるコムギ rps3 遺伝子の発現 

コムギ rps3転写産物検出のために、エキソン 2領域のうち 876bp、およびイ
ントロン領域のうち 1,037bp を、それぞれプライマーP11+P12、およびプライ

マーP9+P10を用いてコムギの全 DNAより PCR増幅させ（図 17A）、プローブ

として用いた。得られたプローブはそれぞれ E2 および Iと名付け、ノーザンハ

イブリダイゼーションに用いた。図 22Aに示すように、プローブ E2は、4.7〜
5.6kb に亘る不鮮明なバンドと、3.0kb の鮮明なバンドを検出した。プローブ I
は 4.7〜5.6kb に亘る不鮮明なバンドと、3.3kb の弱いシグナルバンドを検出し

た（図 22B）。プローブ Eと Iで共通に 4.7〜5.6kbに亘る不鮮明なバンドが検

出されることから、これが前駆体転写産物であり、プローブ E2のみで検出され
る 3.0kb バンドがイントロン（1.7kb）を失った成熟 mRNAと思われる。プロ

ーブ Iでのみ検出された 3.3kb転写産物の由来については考察で述べる。 
  コムギ rps3の低温環境下における発現を調べるために、2 葉期のコムギに低

温処理を施し、茎葉部の RNAを抽出してノーザン解析を行った。4.7〜5.6kbの
前駆体転写産物群と 3.0kb の成熟 mRNA はともに低温処理 1 日目に蓄積量を

増し、6 日目に一旦減少するが、7 日目に再び増加し始め、14 日目までその状態

が続いた（図 22A、B）。植物体を常温に戻すと、1 日目に蓄積量の減少が認め

られ、7 日目にはほぼ処理以前と同レベルになった（図 22A、B）。プローブ Iで
検出される 3.3kb転写産物の増減もほぼ同様に推移した（図 22B）。 
  
（３）低温環境下におけるコムギ ccmFc 遺伝子の発現 
 コムギ ccmFc転写産物検出のため、以下のようなプローブを調製した。すな
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わち、5’非翻訳領域、エキソン 1 およびイントロンの約 1/3 を含む EcoRI 断片

（1,439bp）をプローブ 5U-E1-Iとし、コムギの全 DNAを鋳型にしてプライマ

ーP14と P15で PCR増幅したイントロンのみからなる 681bpをプローブ Iと
した（図 18A）。これらを用いてノーザンハイブリダイゼーションを行ったとこ

ろ、プローブ 5U-E1-Iは、2.7kb、1.7kbの転写産物に加え、4.0〜5.0kbに亘る

不鮮明なシグナルバンドを検出した（図 23Ａ）。プローブ Iは上述の転写産物の

うち、1.7kb転写産物を検出せず、代わりに 1.0kbの微弱なシグナルを検出した

（図 23B）。プローブ 5U-E1-Iとプローブ Iで共通に検出される 4.0〜5.0kbの
転写産物群と 2.7kb転写産物が前駆体転写産物であり、プローブ 5U-E1-Iでの
み検出される 1.7kb転写産物がイントロン（1.0kb）を失った成熟 mRNAと思
われる。また、プローブ I のみで検出される 1.0kb 転写産物はスプライシング

により切り出されたイントロンと考えられる。 
続いてコムギ ccmFcの低温環境下における発現を調査した。4.0〜5.0kbの前

駆体転写産物群と 2.7kb の前駆体転写産物は低温処理 5 日目に若干蓄積量を増

して 6 日目に一旦減少するが、7 日目以降に再び増加し始め 14 日目まで経時的

に蓄積量を増していった（図 23A、B）。植物体を常温に戻すと、1 日目に蓄積

量の減少が認められ、7 日目にはほぼ処理以前と同レベルになった（図 23A、
B）。一方、1.7kb成熟 mRNAの蓄積量はほとんど変化しない（図 23A）。 
 低温環境が ccmFc 遺伝子の翻訳産物に与える影響を調べるため、ウエスタン

解析を行った。黄化コムギに低温処理を 5日間行ったコムギを供試したところ、

55kDa のシグナルバンドを検出したが、対照区とのシグナル強度の差異は認め

られなかった（図 24）。なお、緑色コムギの粗ミトコンドリア画分を用いてウェ

スタン解析を行った結果、明瞭なシグナルが検出されなかった。 
 
（４）低温環境下におけるイネ rps3 遺伝子の発現 
 イネ rps3 の発現解析を行うため、コムギ rps3 遺伝子のプローブ E2 とプロ

ーブ Iを用いたノーザンハイブリダイゼーションを行った。プローブ E2は、4.8
〜5.4kbの不鮮明なバンドおよび 3.0kbの転写産物を検出した（図 25Ａ）。プロ

ーブ I は上記転写産物のうち 3.0kb 転写産物を検出せず、代わりに 3.4kb の微
弱なシグナルを検出した（図 25B）。プローブ E2 およびプローブ Iで共通に検
出される 4.8〜5.4kbの転写産物群は前駆体転写産物で、プローブ E2 のみが検
出する 3.0kb転写産物はイントロン（1.8kb）を失った成熟 mRNAと考えられ
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る。3.4kb転写産物については考察で述べる。 
 イネ幼植物体に 12℃もしくは 4℃の低温処理を行い、ノーザン解析を行った。

その結果、12℃の低温処理を施すと 4.8〜5.4kbの転写産物群は、処理 3 日目で

蓄積量を増し始めることがわかった（図 25A、B）。一方、常温に戻すと 1 日目

には対照区と同レベルまで低下した（図 25A、B）。これとは対照的に、3.0kb成
熟 mRNAの蓄積量は低温処理の日数とともに明確に低下し、常温に戻すと 1 日

目にして蓄積量が最高となった（図 25A）。3.4kbの転写産物は、低温処理 7 日

目から蓄積量を増し始め、常温に戻して 1 日目には減少する（図 25B）。一方、
4℃の低温処理では、4.8〜5.4kb および 3.0kbの両方の転写産物が蓄積量を減じ

ており、3.4kb転写産物のシグナルは検出されなかった（図 25A、B）。常温に戻
すと、4.8〜5.4kb および 3.0kb転写産物の蓄積量が回復する（図 25A、B）。 
 
（５）低温環境下におけるイネ ccmFc 遺伝子の発現 
イネ ccmFcの発現解析を行うため、コムギ ccmFc 遺伝子のプローブ 5U-E1-

I とプローブ I を用いたノーザンハイブリダイゼーションを行った。プローブ

5U-E1-I は、4.8〜5.5、2.7 および 1.7kb の 3 種類の転写産物を検出した（図

26A）。プローブ Iは4.8〜5.5、2.7および1.0kbの転写産物を検出した（図26B）。
プローブ 5U-E1-I およびプローブ Iで共通に検出される 4.8〜5.5kbと 2.7kb転
写産物群は前駆体転写産物で、プローブ 5U-E1-Iのみが検出する 1.7kb転写産

物はイントロン（1.0kb）を失った成熟 mRNAと考えられる。 
イネ幼植物体に 12℃もしくは 4℃の低温処理を行い、ノーザン解析を行った。

その結果、12℃の低温処理を施すと 4.8〜5.5kb の転写産物は経時的に増加し、

14 日目で最大となった。2.7kb 転写産物の蓄積は処理日数に伴いわずかに増加

した（図 26A）。一方、1.7kb成熟 mRNAは殆ど変化しない。常温に戻して 1 日

目には 4.8〜5.4kb 転写産物の蓄積量は顕著に低下するが、2.7kb 転写産物の蓄

積量は変化しない。1.7kb成熟 mRNAの蓄積量は上昇した（図 26A）。4℃の低
温処理では、プローブ 5U-E1-Iで検出される全ての転写産物の蓄積量が減少し、

常温に戻すと 1 日目で 4.8〜5.5kbと 2.7kbの転写産物は蓄積量を無処理区と同

程度にまで回復したが、1.7kb成熟 mRNAの蓄積量は回復しない（図 26A）。 
 
（６）低温環境下におけるイネ rpl2 遺伝子の発現 
イネ rpl2転写産物検出のため、以下のようなプローブを調製した。すなわち、
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イネの全 DNAを鋳型として、5’非翻訳領域からエキソン 1の 2/3を含む 562bp
（プライマーP16+P17）とイントロン領域 770bp（プライマーP18+P19）を PCR
により増幅した（図 19）。前者を E1、後者を Iと名付けノーザンハイブリダイ

ゼーションのプローブとした。プローブ E1 では、9.0、6.4、4.5 および 3.0kb
の転写産物が検出された（図 27A）。プローブ Iでは、6.4、3.0 および 1.5kbの
転写産物が検出された（図 27B）。プローブ Iで検出された 1.5kbのシグナルは、

イントロンの 1,481bp のサイズと一致することから、スプライシングによって

切り出されたイントロンと考えられる。その他の転写産物については考察で述

べる。 
低温環境下における rpl2の発現をノーザン解析により調査したが、発現量が

少なく、低温処理による蓄積量の変化を論ずるに足るシグナル強度が得られな

かった（図 27）。一方、低温から常温に戻した場合、全ての転写産物の蓄積量が

1 日目より増加した（図 27）。 



表８ コムギミトコンドリア遺伝子のイントロン

表９ イネミトコンドリア遺伝子のイントロン

Ogihara et al.（2005）より編集

Notsu et al.（2002）より編集
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gene cis -splicing trans -splicing
complex I nad1 1 3

nad2 3 1
nad4 3 0
nad5 2 2
nad7 4 0

complex IV cox2 1 0
ribosomal proteins rps3 1 0

rpl2 1 0
cytochrome c  biogenesis ccmFc 1 0

total: 17 6

gene cis -splicing trans -splicing
complex I nad1 1 3

nad2 3 1
nad4 3 0
nad5 2 2
nad7 4 0

complex IV cox2 1 0
ribosomal proteins rps3 1 0
cytochrome c  biogenesis ccmFc 1 0

total: 16 6



図17 コムギ（A）とイネ（B）のrps3の構造

エキソンとイントロンの長さをbase pairs で示す。(A)コ
ムギのミトコンドリアDNAを鋳型に、イネ rps3遺伝子
の塩基配列情報から設計したプライマー組P8+P13を用

いてPCRで単離した。プライマー組P11+P13を用いてエ
キソン２を増幅したPCR産物（E2）と、プライマー組

P9+P10を用いてイントロンを増幅したPCR産物（I）を
それぞれプローブとしてノーザンハイブリダイゼー

ションに用いた。 (B) DDBJ/EMBL/GenBank データベー
スアクセッション番号 D21251（Nakazono et al. 1995)を
もとに作図。

A

B
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A

B

図18 コムギ（A）とイネ（Ｂ）のccmFcの構造 (Giegé et al. 
2004; Notsu et al. 2002 ) 

エキソンとイントロンの長さをbase pairs で示す。EcoRI断片

（5U-E1-I）と、プライマー組P14+P15を用いてイントロンを増

幅したPCR産物（I）をそれぞれプローブとしてノーザンハイブ
リダイゼーションに用いた。プライマーはDDBJ/EMBL/GenBank
データベースのアクセッションナンバーX01108をもとに設計し
た。
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図19 イネrpl2の構造 (Kubo et al. 1996) 

エキソンとイントロンの長さをbase pairs で示す。プ

ライマー組P16+P17を用いて5’非翻訳領域とエキソン1
を増幅したPCR産物（E1）と、プライマー組P18+P19を

用いてイントロンを増幅したPCR産物（I）をそれぞれ
プローブとしてノーザンハイブリダイゼーションに用

いた。プライマーはDDBJ/EMBL/GenBankデータベースの
アクセッションナンバーD78336をもとに設計した。
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P8

exon 1

exon 1 intron

*

* *

図20 コムギrps3の塩基配列 および他の植物種のrps3遺伝子とのアライメント

Ta, Os, Zm, Mp, Bv, Ob, At, Bn, Nt: コムギ、イネ、トウモロコシ、ゼニゴケ、テ

ンサイ、Oenothera、シロイヌナズナ、ナタネ、およびタバコ。 種名の後の記号
はDDBJ/EMBL/GenBankデータベースのアクセッションナンバーを示す。; 矢印
は、単離やプローブ作製に用いたプライマーおよびエクソンとイントロンの位

置を示す。; *** :開始コドンと終止コドン。; :イネにおける欠損部の前後

のダイレクトリピートの位置を示す。
・・・・・
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P10
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intron exon2

P11
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. . . . 

. . . . 
・・・・・

・・・・・
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P12
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P13exon2 * * *
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表10 コムギrps3と他の植物種rps3との相同性

ゼニゴケとテンサイのrps3にはイントロンがない。
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図21 植物rps3の系統樹

ゲノム塩基配列を用いUPGMA法によって作図した。分岐点の上下に示す数値は

共通の祖先からの系統発生的距離を示す。Ta, Os, Zm, Mp, Bv, Ob, At, Bn, Nt: コ
ムギ、イネ、トウモロコシ、ゼニゴケ、テンサイ、Oenothera、シロイヌナズナ、
ナタネおよびタバコ。種名の後の記号はDDBJ/EMBL/GenBankデータベースのア

クセッションナンバーを示す。
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図22 コムギrps3のノーザン解析

全RNA20µgずつ電気泳動に用いた。(A) プローブE2を用いた分析。(B)プローブI
を用いた分析。c: 対照区; 1d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d, 9d, 11d, 14d: 低温処理（昼2℃/夜
0.5℃）1日、3日、4日、5日、6日、７日、9日、11日、14日間; ∆1, ∆7: 低温処理14
日間の後、常温（昼20℃/夜15℃）に戻して1日、7日間。検出された転写産物の
サイズを左右に示す。高分子の転写産物は、4.7kbから5.6kbの幅広い分子サイズ

を呈した。

A B
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図23 コムギccmFcのノーザン解析

全RNA20µgずつ電気泳動に用いた。(A) プローブ5U-E1-Iを用いた分析。(B)プ
ローブIを用いた分析。c: 対照区; 1d, 3d, 4d, 5d, 6d, 7d, 9d, 11d, 14d: 低温処理（昼
2℃/夜0.5℃）1日、3日、4日、5日、6日、７日、9日、11日および14日間; ∆1, ∆7: 
低温処理の後、常温（昼20℃/夜15℃）に戻して1日、7日間。検出された転写産
物のサイズを左右に示す。高分子の転写産物は、4.0kbから5.0kbの幅広い分子サ

イズを呈した。

A B
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図24 暗黒条件下のコムギCCMFcタンパク質のウェスタン分析

ミトコンドリアタンパク質量10µgずつ泳動に用いた。 control: 対
照区（20℃）; cold:低温処理区（2.8℃、5日間）

70



図25 イネrps3のノーザン解析

全RNA20µgずつ電気泳動に用いた。(A) プローブE2を用いた分析。(B)プローブI
を用いた分析。c: 対照区(25℃）; 1d, 3d, 7d,14d: 低温処理（12℃または4℃）1日、
3日、7日、および14日間; ∆1: 低温処理（12℃または4℃） 14日間施した後、常温

（25℃）に戻した区。検出された転写産物のサイズを左右に示す。高分子の転写
産物は、4.8kbから5.4kbの幅広い分子サイズを呈した。

A B
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図26 イネccmFcのノーザン解析

全RNA20µgずつ電気泳動に用いた。(A) プローブ5U-E1-Iを用いた分析。(B)プ
ローブIを用いた分析。c: 対照区(25℃）; 1d, 3d, 7d, 14d: 低温処理（12℃または
4℃）1日、3日、7日、および14日間; ∆1: 低温処理（12℃または4℃） 14日間施し
た後、常温（25℃）に戻して１日後。検出された転写産物のサイズを左に示す。
高分子の転写産物は、4.8kbから5.5kbの幅広い分子サイズを呈した。

A B
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図27 イネrpl2のノーザン解析

全RNA20µgずつ電気泳動に用いた。十分なシグナル強度が得られなかった。 (A) 
プローブE1を用いた分析。(B)プローブIを用いた分析。Ld: RNA ラダー；c:  対照
区(25℃）; 1d, 3d, 7d, 14d: 低温処理（12℃または4℃）1日、3日、7日および14日
間; ∆1, ∆3, ∆7: 低温処理（12℃または4℃）を 14日間施した後、常温（25˚C）に戻
して１日、３日、７日後。検出された転写産物のサイズを左右に示す。

A B
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２．複数のイントロンで分断される遺伝子の発現解析 
 
１）材料と方法 
（１）植物材料 
‘チホクコムギ’を二葉期まで昼 20℃/夜 15℃で育て、低温処理（昼 2.0℃/

夜 0.5℃、14 日間）を行った（第 II章参照）。‘ほしのゆめ’を３葉期まで 25℃
で育て、12℃の低温処理を 14 日間行った（第 II章参照）。いずれも茎葉部を採

取した。 
 
（２）全 RNAの抽出と定量的 RT-PCR 
 全 RNAは、Trizol試薬（Invitrogen社、USA）を用いて抽出した。 
 全 RNAを RNase-free DNase I（GE Healthcare Bio-Sciences社, USA）によ
って Assay Buffer（40mM Tris-HCl ph7.5, 10mM CaCl2）中 30分間 37℃でイ
ンキュベートした。cDNAは、20 µlの反応液中に 5μgの全 RNA、50ngのラ

ンダムヘキサマープライマー、200units の逆転写酵素 SuperScript III
（Invitrogen 社、USA）を用い、添付プロトコールに従い合成した。陰性対照

区には逆転写酵素の代わりに滅菌水を用いた。RNA 量 125ng、50ng、25ngもし
くは 5ng に由来する cDNA を用いてプライマーそれぞれ 4pmol、PCR 酵素 Hot 
start EX Taq (5units/µl、タカラバイオ社) 0.1µl （1unit）、dNTPそれぞれ 4nmol、
また、10×EX Taq buffer 2 µlを、20 µl容量で反応させた。PCRの条件は、95℃
で 2分を 1 サイクル、次に 95℃で 30秒、2 種のプライマーのうち Tm値の高
い方をアニーリング温度として 30 秒、72℃で 30 秒を 19〜31 サイクル、最後

に 72℃で 7分を 1 サイクルである。得られた PCR産物は 2%アガロースゲルで

電気泳動し、臭化エチジウム染色によりバンドを検出した。 
 
（３）オリゴヌクレオチド 
 巻末付表 2 および 3 に示す。プライマーとして用いたオリゴヌクレオチドの

組は、イントロンごとに、イントロンを含む転写産物の 5’末側エキソンとイン

トロンの接合部およびイントロン−スプライシングを経た転写産物の5’末端側エ
キソンと 3’末側エキソンの接合部を増幅し、PCR産物の長さが 100から 307bp
になるように設計した。シス型イントロン−スプライシングのみを行う遺伝子の

例、トランス型イントロン−スプライシングも行う遺伝子の例として、それぞれ
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コムギとイネの nad7、イネ nad2のプライマーの位置と方向を図 28に示す。 
 
２）結果 
（１）ノーザン解析と定量的 RT-PCRの整合性 
イントロンを複数保持する遺伝子やトランス型のスプライシングを行う遺

伝子は、各イントロンの複雑なスプライシングパターンを反映して多様な転写

産物を生ずるため、ノーザン解析では転写産物の増減を追跡するのが困難であ

る。そこで、こうした遺伝子については定量的 RT-PCR によりイントロンを含

む転写産物と含まない転写産物の量を比較することとした。初めに、定量的 RT-
PCRとノーザン解析の整合性を調べるために、第 II章で詳細なノーザン解析を

行ったコムギ cox2 遺伝子をモデルとして実験を行い、鋳型 RNAに含まれる標

的 RNA 量を反映した PCR 産物を得るための条件を検討した。まず PCR サイ

クル数を 25 に固定し、鋳型 RNA 量に対する PCR 産物量のカイネティクスを

調べた。前駆体型転写産物を標的とするプライマーP43と P44（図 29A上）を
用いたところ、25〜125ngの範囲で鋳型 RNA 量を反映した PCR産物の増加が
観察された（図 29A左）。一方、成熟 mRNAを標的とするプライマーP43と P45
（図 29A上）を用いた RT-PCRでは、鋳型 RNA 量 50ngと 125ngで見た目の
PCR産物量が等しくなりプラトーに達していると思われた（図 29A右）。 
 続いて鋳型 RNA 量を固定し、PCR サイクル数に対する PCR産物量のカイネ

ティクスを調べた。前駆体型転写産物を標的とするプライマーP43と P44では、
鋳型 RNA 量を 125ng に固定し、PCR サイクルを 19〜27 サイクルまで、2 サ

イクルずつ変化させた。その結果、21〜27 サイクルまで PCR サイクル数に応

じた PCR 産物の増加が認められた（図 29B 上）。一方、成熟 mRNA を標的と

するプライマーP43と P45では、鋳型 RNA 量を 25ngに固定し、19〜25 サイ

クルまで PCR サイクルに応じた PCR産物の増加が認められ、25 サイクルと 27
サイクルでは PCR産物量はほぼ等しくなり、プラトーに達していると思われた

（図 29B下）。以上のような 2 段階の実験より PCR産物量のカイネティクスを

求め、指数増加期の PCR産物量に基づき常温区と低温処理区の標的 RNA 量を

比較した。cox2前駆体転写産物の場合、同一 PCR条件下で低温処理区の PCR
産物は常温区よりも明らかに多く、おおよそ 2 サイクル分増加しているように

見える（図 29B上）。これより、低温処理により cox2前駆体転写産物がおよそ

22=4倍に増加していると考えられた。一方、cox2成熟 mRNAの場合、常温区
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と低温処理区で PCR産物量は変わらない（図 29B下）。以上の結果は第 II章の
ノーザン解析のデータとほぼ一致する。 
 
（２）シス−スプライシング型イントロンを保持するコムギミトコンドリア遺伝

子の低温環境下における発現 
 コムギミトコンドリア遺伝子のうち、シス−スプライシング型イントロンのみ

を保持する nad4、nad7、rps3 および ccmFcについて、転写産物プール内の各

イントロンによる分断部位におけるイントロンを含む分子またはスプライシン

グを経た分子の量の低温による変化を、定量的 RT-PCR により解析した。結果

を図 30〜38に示す。解析した全ての遺伝子について、低温処理によりイントロ

ンを含む転写産物が増加し、その割合は 4倍以上（rps3、ccmFc、nad4のイン
トロン 1 および nad7のイントロン 1〜4）もしくは 4倍未満（nad4 のイント

ロン 2 および 3）であった。また、スプライシングを経た転写産物蓄積量は低

温処理により増加するかまたは変化しなかった。4倍以上蓄積したのは nad7の
イントロン 1 で分断されていた部位で、４倍未満の増加を示したのは nad4 の
イントロン 1 および 2、nad7のイントロン 2 および 3、rps3のイントロンおよ

び ccmFc のイントロンで分断されていた部位である。nad4 のイントロン 3、 
nad7のイントロン 4で分断されていた部位では変化が見られなかった。結果を

まとめて表 11に示す。 
 
（３）イントロンを保持するイネミトコンドリア遺伝子の低温環境下における

発現 
 イネミトコンドリアゲノムで同定された 23 箇所のイントロンによる分断部

位の全てについて定量的 RT-PCRによる発現解析を行った。結果の一部を図 39
〜41に示す。解析した分断部位のうち、低温処理によりイントロンを含む転写

産物が増加したのは cox2、rps3、ccmFc、rpl2の各イントロン、nad1のイント

ロン 1、2 および 4、nad2のイントロン 1、3 および 4、nad4のイントロン 1、
2 および 3、nad5のイントロン 4、nad7のイントロン 1 および 4の合計 16 種

であった。増加の割合は 4倍以上（cox2、rps3、ccmFcの各イントロン、nad1
のイントロン 1 および 4、nad2のイントロン 3 および 4 および nad4のイント

ロン 1）もしくは 4倍未満（rpl2イントロン、nad1のイントロン 2、nad2のイ
ントロン 1 、nad4のイントロン 2 および 3、nad5のイントロン 4、nad7のイ
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ントロン 1 および 4）である。nad1のイントロン 3、nad2のイントロン 2、nad5
のイントロン 1、2 および 3、nad7のイントロン 2 および 3については低温処
理によるイントロンを含む転写産物の増加は認められなかった。スプライシン

グを経た転写産物蓄積量に関しては低温処理により増加せず、変化しない場合

（rpl2、ccmFcの各イントロン、nad1のイントロン 1、3 および 4、nad2のイ
ントロン 1、2 および 4、nad4のイントロン 2、nad5のイントロン 1、2 および

3、nad7のイントロン 2、3 および 4）と、やや減少する場合（cox2、rps3の各

イントロン、nad1のイントロン 2、nad2のイントロン 3、nad4のイントロン

1 および 3、nad5のイントロン 4 および nad7のイントロン 1）がみられた。減
少の割合は 1/2〜3/4 程度と見積もられる。結果をまとめて表 12に示す。



図28 プライマー設計例

(A)イントロン-スプライシングが全てシス型である遺伝子におけ
る例（コムギとイネのnad7） (B)シス型とトランス型の両方のイ
ントロン-スプライシングを行う遺伝子における例（イネnad2）

A

B
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図29 コムギcox2の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。 +: 逆転写酵素を
使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。
(A)予備試験（本試験に用いるRNA量の検討)。 cDNA合成に用いた全RNA量
を上に示す。 PCRの条件は、初めに95℃で2分、次に95℃30秒、56℃30秒、
72℃30秒を25サイクル、最後に72℃7分。鋳型RNA量に対するPCR産物量のカ
イネティクスを調べた。PCR産物量に基づき、本試験の cDNA合成に用いる全
RNA量を、前駆体転写産物（左）では125ng、成熟転写産物（右）では25ngと
決定した。 (B)本試験。 PCRの条件は、サイクル数以外を予備試験と同様に、
サイクル数を19から27まで2サイクルずつ増加させた。右図は同じRNAを用い
たノーザン解析。

B

A

79



図30 コムギnad4イントロン1のスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。cDNA合成に用い
た全RNA量は、イントロン1を含む転写産物の増幅のために125ng、スプライシ
ングを経た転写産物の増幅のために25ngである。PCRの条件は、初めに95℃で
2分、次に95℃30秒、54℃30秒、72℃30秒を21サイクル、最後に72℃7分。サイ
クル数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ29まで増加させた。
+: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。
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図31 コムギnad4イントロン2のスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。cDNA合成に用い
た全RNA量は、イントロン２を含む転写産物の増幅のために125ng、スプライ
シングを経た転写産物の増幅のために25ngである。PCRの条件は、初めに95℃
で2分、次に95℃30秒、54℃30秒、72℃30秒を21サイクル、最後に72℃7分。サ
イクル数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ29まで増加させた。
+: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。

81



図32 コムギnad4-イントロン3のスプライシング前後の定量的RT-PCR

contorl: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。
cDNA合成に用いた全RNA量は、イントロン3を含む転写産物の増幅のために
125ng、スプライシングを経た転写産物の増幅のために25ngである。PCRの条
件は、初めに95℃で2分、次に95℃30秒、54℃30秒、72℃30秒を21サイクル、
最後に72℃7分。サイクル数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ
29まで増加させた。+: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった
陰性対照区。
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図33 コムギnad7-イントロン1のスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。
cDNA合成に用いた全RNA量は、イントロン1を含む転写産物の増幅のために
125ng、スプライシングを経た転写産物の増幅のために25ngである。PCRの条
件は、初めに95℃で2分、次に95℃30秒、54℃30秒、72℃30秒を21サイクル、
最後に72℃7分。サイクル数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ
29まで増加させた。+: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった
陰性対照区。
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図34 コムギnad7-イントロン2のスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。
cDNA合成に用いた全RNA量は、イントロン2を含む転写産物の増幅のために
125ng、スプライシングを経た転写産物の増幅のために25ngである。PCRの条
件は、初めに95℃で2分、次に95℃30秒、54℃30秒、72℃30秒を21サイクル、
最後に72℃7分。サイクル数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ
29まで増加させた。+: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった
陰性対照区。
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図35 コムギnad7-イントロン3のスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。
cDNA合成に用いた全RNA量は、イントロン3を含む転写産物の増幅のために
125ng、スプライシングを経た転写産物の増幅のために25ngである。PCRの条
件は、初めに95℃で2分、次に95℃30秒、54℃30秒、72℃30秒を21サイクル、
最後に72℃7分。サイクル数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ
29まで増加させた。+: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった
陰性対照区。
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図36 コムギnad7-イントロン4のスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。
cDNA合成に用いた全RNA量は、イントロン4を含む転写産物の増幅のために
125ng、スプライシングを経た転写産物の増幅のために25ngである。PCRの条
件は、初めに95℃で2分、次に95℃30秒、54℃30秒、72℃30秒を21サイクル、
最後に72℃7分。サイクル数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ
29まで増加させた。+: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった
陰性対照区。
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図37 コムギrps3のスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。
全RNA量50ngに由来するcDNAを用いた。 PCRの条件は、初めに95℃で2分、
次に95℃30秒、49℃30秒、72℃30秒を21サイクル、最後に72℃7分。サイクル
数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ29まで増加させた。+: 逆
転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。
右図は同じRNAを用いたノーザン解析。
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図38 コムギccmFcのスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 昼20℃/夜15℃; cold: 昼2℃/夜0.5℃で14日間低温処理。
全RNA量125ngに由来するcDNAを用いた。PCRの条件は、初めに95℃で2分、
次に95℃30秒、54℃30秒、72℃30秒を23サイクル、最後に72℃7分。サイクル
数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ31まで増加させた。+: 逆
転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。
右図は同じRNAを用いたノーザン解析。
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B

A

図39 イネcox2の定量的RT-PCR

control: 25℃; cold: 12℃で14日低温処理。
(A)予備試験（本試験に用いるRNA量の検討)。cDNA合成に用いた全RNA量を
上に示す。鋳型RNA量に対するPCR産物量のカイネティクスを調べた。PCR
産物量に基づき、本試験の cDNA合成に用いる全RNA量を、前駆体転写産物
（左）では125ng、スプライシングを経た転写産物（右）では25ngと決定した。
PCRの条件は、初めに95℃で2分、次に95℃30秒、56℃30秒、72℃30秒を25サ
イクル、最後に72℃7分。(B)本試験。 PCRの条件は、サイクル数以外を予備
試験と同様に、サイクル数を19から27まで2サイクルずつ増加させた。+: 逆転
写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。右図は同じ
RNAを用いたノーザン解析。
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図40 イネrps3のスプライシング前後の定量的RT-PCR

control: 25℃; cold: 12℃で14日間低温処理。
全RNA量125ngに由来するcDNAを用いた。 PCRの条件は、初めに95℃で2分、
次に95℃30秒、48℃30秒、72℃30秒を19サイクル、最後に72℃7分。サイクル
数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ27まで増加させた。 +: 逆
転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。右図は同じ
RNAを用いたノーザン解析。
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図41 イネccmFcのスプライシング前後の定量的RT-PCR

contrl: 25℃; cold: 12℃で14日間低温処理。
全RNA量125ngに由来するcDNAを用いた。 PCRの条件は、初めに95℃で2分、
次に95℃30秒、52℃30秒、72℃30秒を19サイクル、最後に72℃7分。サイクル
数以外を同じ条件にし、サイクル数を2サイクルずつ27まで増加させた。 +: 逆
転写酵素を使用した区；-: 逆転写酵素を用いなかった陰性対照区。右図は同じ
RNAを用いたノーザン解析。
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３. IBS (Intron Binding Sites)における RNAエディティング 
 
１）材料と方法 
（１）植物材料と育成条件、全 RNAの抽出 
 イネ品種‘ほしのゆめ’を用いた。育成条件および全 RNAの抽出は、前節に

準ずる。 
 
（２）RT-PCR 
 cDNA合成は前節１）−（２）に準ずる。全 RNA 量 187.5ngに由来する cDNA
を用いて、プライマーそれぞれ 6pmol、PCR酵素 Hot start EX Taq （5units/µl、
タカラバイオ社）0.15 µl (1.5unit)、dNTPをそれぞれ 6nmol、また、10×EX Taq 
buffer 3 µlを 30µl容量で反応させた。PCRの条件は、95℃、2分を 1 サイクル、

次に 95℃で 30秒、アニーリング温度として nad5 遺伝子は 51℃、nad7 遺伝子

は 54℃で 30秒、72℃で 30秒を 25 サイクル、最後に 72℃で 7分を 1 サイクル

とした。また、対照試験として、アニーリング温度を 56℃にしたこと以外は同

じ条件で cox2 遺伝子の増幅を行った。得られた PCR 産物は、10µl を 2%アガ

ロースゲルに電気泳動し臭化エチジウム染色し、バンドサイズの確認に用いた。

残りをシーケンス解析に用いた。 
 
（３）オリゴヌクレオチド 
 nad5 遺伝子のエキソン 4とイントロン 4の接合部分、エキソン 4とエキソン

5 の接合部分を増幅するため、それぞれプライマーP89 と P90 の組（巻末付表

3、図 44左）、P89と P91の組（巻末付表 3）を用いた。nad7 遺伝子のエキソ

ン 1とイントロン 1の接合部分、エキソン 1とエキソン 2の接合部分を増幅す

るため、それぞれプライマーP30と P31の組（巻末付表 3、図 28A、図 44右）、
P32と P33の組（巻末付表 3、図 28A）を用いた。また、cox2 遺伝子エキソン

1 とイントロンの接合部分、エキソン 1 とエキソン 2 の接合部分を増幅するた

め、それぞれプライマーP43と P44の組、P43と P45の組（巻末付表 3、図 39）
を用いた。 
 
（４）RNAエディティング解析 
 PCR産物をダイレクトシーケンシングによって解析した。シーケンシング反
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応には、DTCS Quick Start Master Mix （Beckman Coulter社、USA）を用

いた。反応産物の解析には、自動 DNA キャピラリーシーケンサーCEQ8000 
DNA Analysis System（Beckman Coulter社、USA）を用いた。 
 
２）結果 
（１）cDNAクローン解析とダイレクトシーケンス解析の整合性 
 イネ cox2のエディティング部位9はグループ IIイントロンの Intron Binding 
Site1（IBS1）に相当するため、転写産物のエディティングの有無とスプライシ

ングとの関連が示唆される（図 42、14）。イネミトコンドリア遺伝子において、

cox2 以外に IBSと推測される領域に RNAエディティングが生じるのは、nad5
遺伝子に 1箇所、nad7 遺伝子に 3箇所、および rps3 遺伝子に 1箇所である（表
13）。これらについてエディティングの頻度を調査するダイレクトシーケンス実

験系の構築を試みた。全 RNAより作製した cDNA 集団より標的配列を増幅し、

ダイレクトシーケンスにおけるチャートで RNA エディティングの頻度を反映

した C と U のピークが得られるか否かを確かめるため、イネ cox2 の IBS1 を
モデルケースとして実験を行った。その結果、常温区の前駆体転写産物では、U 
vs. Cの相補鎖 A vs. Gのピーク比がおおよそ 1：2を示し、cDNAクローン解

析の結果（U vs. Cが 9 : 15）とほぼ一致した（図 43、14、表 6-2）。低温区の前
駆体転写産物では、ダイレクトシーケンスで A のピークは現れず、cDNA クロ

ーン解析で Uを持つクローンが皆無であった結果と一致した（図 43、14、表 6-
2）。また、スプライシングを経た転写産物では両区とも T のピークのみが観察

され（データは示していない）、cDNAクローン解析の結果と一致した（表 6-1）。 
 
（２）nad5エキソン 4と nad7エキソン 1の 3’末端付近の RNAエディティン

グ 
 IBSと推測される領域のうち、nad5のエキソン 4と nad7のエキソン 1の 3’
末端の２箇所の RNA エディティングの状態をダイレクトシーケンシングによ

り解析した。 
 nad5エキソン 4には、3’末端から-5ntの位置に RNAエディティング部位が

ある。イントロン 4 のスプライシングを経た転写産物では、温度条件に拘わら

ずこのサイトのエディティングは完全に終了していた（データは示していない）。

イントロン 4を含む転写産物では、常温区と低温区のいずれにも Gのピークが
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見られるものの A のピークに比較すると非常に低く、殆どエディティングは終

了していると考えられる（図 44左）。 
 nad7エキソン 1には、3’末端から-7ntの位置に RNAエディティング部位が

ある。イントロン 1 のスプライシングを経た転写産物では、温度条件に拘わら

ずこのサイトのエディティングは完全に終了していた（データは示していない）。

一方、イントロン１を含む転写産物では、両区とも A vs. Gのピーク比がおおよ

そ 1：2を示した（図 44右）。これより、このサイトのエディティング頻度は温

度の影響は受けず 25℃でも 12℃でも、転写産物プールの約 1/3がエディティン

グを生じていると推定される。 
 



図42 コムギcox2のグループIIイントロンの二次構造（A）と、コ
ムギとイネのcox2のIntron Binding Site 1 (IBS1)のRNAエディティ
ング部位（B）

（A)塩基配列を横断する二本の直線はイントロンのエキソンとの
境界を示す。I〜VI:グループIIイントロンはIからVIまでのドメイ
ンを持つ。IBS1:Intron Binding Site 1、イントロンの5’末側エキ
ソンの3’末端に位置する。EBS1:Exon Binding Site 1、ドメインI
上にありIBS1と相補的塩基配列を持つ。IBS1とEBS1のペアリン
グは、イントロンのスプライシングに必要な高次構造形成に影響

を及ぼすと言われている。(B)エキソン1の3’末端から4つめの塩
基シトシンがRNAエディティング部位である。

A

B
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表13 イネミトコンドリア遺伝子のIBS領域にあるRNAエディティング部位

*: 5’末側エキソンのIBS領域（Intron binding Site 1とIntron Binding Site 2）
上にあるRNA エディティング部位。イントロンの接合部位から何nt上流に
位置するかを示す。‘−’は、IBS領域にエディティング部位が存在しない
ことを示す。
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図43 クローニング後のシーケンスとダイレクトシーケンスの結果の整合性
（イネcox2の前駆体転写産物のIBS1のRNAエディティング解析）

control: 25℃; cold: 12℃で14日間低温処理。
(A)イネcox2のIBS1のRNAエディティング部位。
(B) cox2前駆体転写産物のクローニング後のシーケンシング解析。
ラダーの各レーンは、左から、G、A、T、C。 UとCのクローン数は、II章表6-2
（エディティング部位9）に寄る。
(C) cox2前駆体転写産物のダイレクトシーケンシング解析。
チャートの黒：G、緑；A、赤：T、青：C。
エディティング部位のダイレクトシーケンスによるチャートのピークの高さの
比は、クローニング後のシーケンスによるエディティングされたクローンの比
と整合性がある。
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図44 ダイレクトシーケンスによる、イネnad5のイントロン4を含む
転写産物、およびnad7のイントロン1を含む転写産物の、IBS領域の
RNAエディティング解析

control: 25℃; cold: 12℃で14日間低温処理
黒：G、緑；A、赤：T、青：C
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４. 考察 
 
 本章では、グループ IIイントロンで分断された遺伝子の前駆体転写産物の蓄

積量が低温により普遍的に増加するか否かを検討するため、網羅的な発現解析

を行った。イントロンを一つ保持する遺伝子については第 II章と同様のノーザ

ン解析を主体とした実験を進めた。その結果、第 II章で述べたコムギ cox2の場
合とは異なり、各遺伝子からは多様な転写産物が検出された。例えば、コムギ

rps3ではプローブ E2と Iで共通に検出される前駆体転写産物は 4.7〜5.6kbで
単一分子種ではないようである。また、コムギ rps3のプローブ Iでのみ検出さ
れる 3.3kb転写産物のような前駆体転写産物以外の分子種は、コムギ cox2では
検出されない。 

複数の転写開始点やプロセシング部位の存在は複雑な転写産物を生ずるが、

各々の転写産物は単一のシグナルバンドとして現れるはずので、今回観察され

た分子サイズの幅が広いバンドとは異なる。シロイヌナズナの rps3 と atp9 の
転写解析で同様の幅広のバンドが見られる（Fig2, Okada and Brennicke 2006）。
テンサイミトコンドリアゲノムクローンバンクを用いた転写解析では、同様の

バンドを検出する領域も認められているが、詳細は明らかにされていない（久保

友彦博士、私信）。こうした転写産物は各々の末端を決定することにより、何ら

かの情報が得られると期待される。一方、コムギおよびイネ rps3においてプロ

ーブ I でのみ検出される、それぞれ 3.3kb と 3.4kb の転写産物は、おそらくス

プライシングの最初のステップであるエステル転移反応のみが終了してイント

ロンとエキソン 2 がつながったもの（図 22B 右と図 25B 右に図示）と思われ

る。これを検証するためには、この転写産物が投げ縄構造を持つか否かを確認す

る必要がある。 
 コムギ rps3、コムギ ccmFc、イネ rps3 およびイネ rpl2については、他の研

究グループによるノーザン解析の報告例がある (Li-Pook-Than et al. 2004; 
Giegé et al. 2004; Nakazono et al. 1995; Kubo et al. 1996; Subramanian et al. 
2001) ものの、検出される分子種は必ずしも一致しない。この原因としては、ま

ず用いた材料の核遺伝子型の違いが挙げられよう。類似の事例は、細胞質雄性不

稔株において稔性回復遺伝子の有無によりミトコンドリア遺伝子転写産物が変

更される例をはじめ、多数報告されている（Chase 2007）。また、供試材料の生
育ステージの違いも転写プロフィールに影響を与えることがわかっている（Li-
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Pook-Than et al. 2004）。 
 本章では、ノーザン解析に加えて定量的RT-PCR解析を行った。コムギ cox2、
コムギ rps3、イネ cox2、イネ rps3、およびイネ ccmFcでは、ノーザン解析と

定量的 RT-PCR の結果はほぼ一致し（表 14）、解析手法に問題はないと考えら

れる。低温に伴うコムギ ccmFcの成熟転写産物量はノーザン解析では変化がみ

られず（図 23A）、他方定量的 RT-PCRでは微増の傾向を示した（図 38下）が、
ほぼ誤差の範囲とみてよい。定量的 RT-PCRに供したコムギ 10箇所とイネ 23
箇所のイントロン分断部位のうち、低温処理によりイントロンを含む転写産物

の蓄積量が減少したものは一つもなく、増加する（コムギ 10箇所全てとイネ 16
箇所）か変化しなかった（イネ 7箇所）（表 11、12）。従って、低温処理による
イントロンを含む転写産物の蓄積増はかなり普遍的な現象と見て良い。各イン

トロンについて 5’末端の塩基配列、ドメイン Vの長さ、ドメイン Vと VIの間
のへリックス構造に寄与していない塩基の数、ドメイン VIの長さ、スプライシ

ングの攻撃基となるドメイン VI の塩基対をなさないアデノシンの有無と位置、

3’末端の塩基配列、およびイントロンの長さについてまとめてみたが、低温によ

る蓄積量の変化との相関を示すデータは得られなかった（表 11、12）。このこと
は、低温によるイントロンを含む転写産物の蓄積はイントロンの一次構造や二

次構造とは無関係であることを示唆している。加えて cox2においては、IBS1の
RNAエディティング頻度が低温に伴い急速に低下したが、同様に低温によるイ

ントロンを含む転写産物の蓄積増加が見られる nad5 や nad7（エキソン 1）の
IBS領域ではそのような現象は認められない。従って、低温に伴う IBS領域の
RNAエディティング頻度の低下は普遍的な現象ではないことが明らかになった。

しかしながら、グループ IIイントロンにおいて、イントロンの高次構造形成が

スプライシングに重要であり、IBSと EBS（Exon Binding Site）の相互作用は

高次構造形成に影響を及ぼすと言われている（Michel and Ferat 1995）。そのた
め、今回分析できなかったイネ nad7における他の２箇所および rps3について
も調べてみる必要があると考える。 
前駆体の蓄積が増加した遺伝子について興味深いのは、スプライシングを経

たmRNAの蓄積量について、増加するもの、変化しないもの、および減少する

ものの 3 種類に分けられることである。あるいは、各々について固有の制御機

構を検討するべきなのかも知れない。 



表14 低温環境下の、イントロンを含む転写産物量およびスプライシ
ングを完了した転写産物量の変化

（ノーザン解析と定量的RT-PCRの結果の比較）

コムギの低温処理：昼2℃/夜0.5℃で14日間
イネの低温処理：12℃で14日間
↑：4倍以上増加、➚：やや増加、→：変化無し、➘；減少
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IV章 スプライシング補助因子の探索 
 
 高等植物ミトコンドリアグループ II イントロンには自己触媒能がない

（Binder and Brennicke 2003）ため、スプライシングには補助因子を要する。

しかしながらこれまでに塩基配列が決定されたミトコンドリアゲノムにはただ

１つ可能性のあるmat-Rを除きそのような因子がコードされてはいない（Kubo 
and Mikami 2007）ので、かかる因子は核ゲノムにコードされていると思われ

る。実際、酵母やその他のモデル生物では核ゲノムにスプライシング因子がいく

つか同定されている。しかし、高等植物では詳細な解析例はほとんど無い。イネ

は核ゲノムの全塩基配列が決定されているので、既に他生物種で同定されたス

プライシング因子の相同配列を探索することが可能である。以上の見地から、本

章ではミトコンドリアイントロンのスプライシングに関わる候補因子をイネゲ

ノムより探して、低温との関係について調査を行った。 
 
 
１. 材料と方法 
 
（１）植物材料と育成条件 
 イネ品種‘ほしのゆめ’を明条件で、3 葉期まで常温 25℃で生育させた後、

12℃の低温処理を 14 日間行った。茎葉部を採取した。 
 
（２）全 RNAの抽出 
 全 RNAは、Trizol試薬（Invitrogen社、USA）を用いて抽出した。 
 
（３）イネマイクロアレイ実験 
 Rice Oligo Microarray 22k（Agilent Tech.社、USA）を用いた。このマイク

ロアレイのオリゴプローブは、遺伝子の 3’非翻訳領域の 60merである。マイク

ロアレイ実験は、独立行政法人農業生物資源研究所イネゲノムリソースセンタ

ーにおいて、同センター編集・発行のプロトコール「マイクロアレイ実験＆解析

テキスト」（2005）に従い、下記の様に行った。標識した cRNAの合成に先立ち、

試料となる全 RNAの品質を 2100 Bioanalyzer（Agilent Tech.社、USA）によ
って検査し、問題がないことを確認した。常温区、低温区の RNA をそれぞれ
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Cyanine3 (green)もしくは Cyanine5 (red)により標識した合計 4 種類の cRNA
を断片化した後、二枚のマイクロアレイスライドを用いて競合的ハイブリダイ

ゼーションを行った。すなわち、スライド１には Cyanine3で標識した常温区の

cRNA と Cyanine5 で標識した低温区の cRNA を競合的にハイブリダイゼーシ

ョンさせ、スライド２には Cyanine5 で標識した常温区の cRNA と Cyanine3
で標識した低温区の cRNA を競合的にハイブリダイゼーションさせた。洗浄と

乾燥の後、Microarray Scanner（Agilent Tech.社、USA）を用いスライドのス

キャンを行った。次に、ソフトウエア Feature Extraction（Agilent Tech.社、
USA）を用い、スポット画像を数値化した。次に、ソフトウエア Excel（Microsoft
社、USA）を用い、得られた数値からコントロールスポット、シグナル強度が飽

和または不均一なスポット、バックグラウンドが不均一なスポット、およびシグ

ナルに対するノイズの占める割合が高い可能性があるシグナル強度 150 以下の

スポットを排除した。二枚のマイクロアレイの LogRatio : log10 (Cyanine5色素
強度/ Cyanine3色素強度)の相関係数を算出し、カラースワップの相関が高いこ

とを確かめた。さらに、カラースワップデータ間でシグナルの増減において矛盾

の見られるスポットのうち LogRatioの絶対値が 0.05 以上（Cyanine5色素強度
/ Cyanine3色素強度の比が、双方とも 1.12 以上または 0.89 以下）のスポット

をエラースポットとして数えた。エラースポット数の全体遺伝子数に占める割

合を算出し、データの信憑性が高いことを確かめた。最後に、目的遺伝子のスポ

ットとシグナル強度データを抜粋し解析した。 
 
（４）定量的 RT-PCR、オリゴヌクレオチド 
 cDNA合成は第 III章-２-１）-（２）に準ずる。RNA 量 125ngに由来する cDNA
を鋳型に用い、プライマーそれぞれ4pmol、PCR酵素 Hot start EX Taq （5units/µl、
タカラバイオ社）0.1µl（1unit）、dNTPそれぞれ 4nmol、また、10×EX Taq buffer 
2µlを 20µlの容量で反応させた。PCRの条件は、osmrs2-1遺伝子では、95℃2分
を 1 サイクル、次に 95℃30秒、50℃30秒、72℃30秒を 25〜31 サイクル、最後

に 72℃7分を 1 サイクルとした。osnMat-1b遺伝子では、95℃２分を１サイクル、

次に 95℃30秒、53℃30秒、72℃30秒を 25〜33 サイクル、最後に 72℃7分を 1
サイクルとした。次に得られた PCR 産物を 2%アガロースゲルで電気泳動し臭

化エチジウム染色によりバンドを検出した。本実験で用いたオリゴヌクレオチ

ド P97〜P100は巻末付表 4に示す。 
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（５）バイオインフォマティクス 
PSORT（Nakai and Horton 1999）は http://psort.nibb.ac.jp/form.html、

TargetP（Emanuelsson et al. 2000）は http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/、
Predotar （ Small et al. 2004 ） は

http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html で 行 っ た 。 TMHMM
（Sonnhammer et al. 1998）は http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ で

行 っ た 。 ま た 、 Mitoprot （ Claros and Vincens 1996 ） は

http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html、ChloroP（Emanuelsson et al. 1999） は
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/で行った。 

 
（６）バイオインフォマティクス（2026 年改定版補足） 

（2026 年 7 月追記）本研究で使用した上記の細胞内局在および膜貫通領域推

定ツールのうち、PSORT、TargetP および TMHMM については、2026 年 7 月

現在も後継または継続運用されているウェブサービスが利用可能である。一方、

Predotar および MitoProt については、本研究当時に利用したウェブサーバー

は現在利用できない。また、ChloroP については、本研究当時の独立したサービ

スは利用できず、その機能の一部は TargetP に引き継がれている。 
現在利用可能な関連ウェブサイト（2026 年 7 月確認） 

WoLF PSORT (PSORT の後継サービス）: https://wolfpsort.hgc.jp/ 
TargetP 2.0: https://services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/ 
TMHMM 2.0: https://services.healthtech.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/ 
 
２. 結果 
 
（１）atmrs2-1 のイネオーソログ osmrs2-1 
 酵母ミトコンドリア遺伝子に関しては、合計 4 個のグループ II イントロンが

みつかっているが 4 イントロン全てのスプライシングに作用する補助因子とし

て MRS2（DDBJ/EMBL/GenBank データベースのアクセッション番号 
AAA34795）遺伝子が単離された（Wiesenberger et al. 1992）。その後、シロイ

ヌナズナにおいて MRS2 のホモログが複数コピー明らかにされ atmrs2 ファミ

リーと呼ばれている。そのうち atmrs2-1（アクセッション番号 AJ297816）は

酵母 mrs2 変異を相補することが確かめられた（Schock et al. 2000）。イネのデ
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ータベースより atmrs2-1相同配列を tblastn検索した結果、高い類似性を示す

完全長 cDNAクローン（アクセッション番号 AK099209）を発見した。この遺

伝子を osmrs2-1 と呼ぶこととする。osmrs2-1 と atmrs2-1 のコード領域塩基

配列の相同性は 69%である。osmrs2-1と atmrs2-1がコードする推定アミノ酸

はそれぞれ 436と 442 残基であり、両者のアミノ酸配列の類似性と同一性はそ

れぞれ 92.3%、76.1%と高い。酵母MRS2と比較すると、全域では類似性 56.4%、
同一性 13.9%である。osmrs2-1・atmrs2-1 の推定アミノ酸と MRS2 のアミノ

酸配列のアライメントを図 45Aに示す。 
 次に、イネゲノムより osmrs2-1 塩基配列を検索した結果、6番染色体（アク

セッション番号 NC_008399）に座乗し、シングルコピーであることが分かった。

また、cDNAとゲノム DNAの塩基配列の比較より、osmrs2-1 遺伝子のコード

領域は 4 つの標準的なスプライソソーム型イントロンで分断された 5 つのエキ

ソンで構成されており（図 45B）、atmrs2-1 とは 5’末端部分の配列が異なり、

osmrs2-1の２つめのイントロンは atmrs2-1には存在しない。 
 続いて、osmrs2-1の推定タンパク質の細胞内局在性および膜貫通領域を複数

のコンピュータプログラムを用いて推定した。PSORTと TargetPでは、葉緑体

に局在する可能性が高く（それぞれ 0.932、0.928）、ミトコンドリアに局在する

可能性は低かった（表 15）。Predotarでは、色素体・ミトコンドリア・ER 以外

が 0.78と最も高い値を示し、次に高い値は色素体の 0.22であった（表 15）。プ

ロテオーム研究のデータより植物体のタンパク質種の 10%は色素体に存在する
ことから0.1はバックグランド値であり、Predotarによる色素体局在推定値0.22
は高い値とは言えない。また、このタンパク質の膜貫通領域を推定するために、

TMHMM サービスで解析した結果、C 末端に 2 箇所の膜貫通領域があり、
atmrs2-1の推定タンパク質や酵母MRS2でも同様の構造が認められた（図 46）。
OsMRS2-1 の C 末端と酵母 MRS2 の膜貫通領域を含む部分（OsMRS2-1 のア

ミノ酸316番目以降、ScMRS2の257番目から377番目まで）の類似性は71.1%、
同一性は 26.4%と高い。この領域を図 45Aに赤線で示す。次に、OsMRS2-1が
ミトコンドリアに輸送される可能性について Mitoprot で解析したところ、

0.7879の高い値を示した（表 15）。一方、ChloroPによると、0.565の値で色素
体に輸送されると推定された（表 15）。これらの結果から、このタンパク質の細
胞内局在性を特定することは難しいが、葉緑体あるいはミトコンドリアいずれ

かの膜タンパク質として存在する可能性は高いと考えられる。 
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（２）イネゲノム中の nMat-1相同配列 
シロイヌナズナとイネの核ゲノム中には、グループ IIイントロンのスプライ

シング補助因子と推定される逆転写/成熟化酵素の ORFsがコードされているこ

とが明らかにされている（Mohr and Lambowitz 2003）。そのうち atnMat-1a
については突然変異体がミトコンドリア nad4 イントロンのスプライシングに

異常を来すことが明らかにされている（Nakagawa and Sakurai 2006）。それら
についてイネデータベース解析を進めたところ、osnMat-1bの完全長 cDNAク
ローン（アクセッション番号 AK072336）が見つかり、mRNAとして転写され

ていることが分かった。osnMat-1bの推定アミノ酸は 733 残基であり、ゼニゴ

ケ（Marchantia polymorpha）cox2 の可動性イントロンにコードされている

ORF743（mpcox2-I2）の推定タンパク質（アクセッション番号 YP_717176）
と、アミノ酸配列が類似している（図 47）。すなわち、両者全域の類似性と同一

性はそれぞれ 59.5%、17.9%、スプライシング補助因子として活性を持つと推定

されるドメイン Xでは、それぞれ 83.5%、35.0%である。 
  次に、イネゲノムより osnMat-1b の塩基配列を検索した結果、10 番染色体
（アクセッション番号 NC_008403）に座乗し、シングルコピーであることが分

かった。また、cDNAとゲノム DNAの塩基配列の比較の結果、osnMat-1b 遺伝

子はイントロンを持たない。 
 続いて、osnMat-1b の推定タンパク質の細胞内局在性および膜貫通領域を複

数のコンピュータプログラムを用いて推定した。PSORTでは、核、ミトコンド

リアのマトリックスに局在する可能性がそれぞれ 0.70、0.36であった（表 15）。
Predotar、TargetP では、ミトコンドリアに局在する可能性がそれぞれ 0.82、
0.980 と高い値を示した（表 15）。また、TMHMM サービスで解析した結果、

膜貫通領域が存在しないことが分かった（図 48）。ゼニゴケ cox2-I2の推定タン

パク質も同様に膜貫通領域が認められなかった（図 48）。次に、OsnMAT-1bが
ミトコンドリアに輸送される可能性について Mitoprot で解析したところ、

0.8108の高い値を示した（表 15）。また、ChloroP によると、色素体に輸送さ
れる可能性は 0.505 の値を示した。これらの結果から、このタンパク質はミト

コンドリアのマトリックスに存在する可能性が高い。 
 
（３）核コードスプライシング因子の低温に伴う遺伝子発現の変動 
 低温処理によりイントロン−スプライシング因子の発現が変動するか否かを
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調べるために、常温対照区と低温処理区由来の RNAを用いてマイクロアレイ解

析を行った。実験結果の全体を図 49 に示す。2 枚のスライドの LogRatio 値の
近似直線は y=-0.8731x-0.0059で表され、R2値は 0.9065である。また、エラー

スポット数は 95 個であり、解析に用いた全体の遺伝子数 15,055 個に占める割

合は 0.63%である。これらのデータより、カラースワップデータ間での再現性

が高く、実験データの信憑性が高いことが示された。 
 次に、マイクロアレイ上の cox2、 osmrs2-1、および osnMat-1bのスポット

画像とシグナル強度を図 50 に示す。各遺伝子のスポットのシグナル強度は、

Cyanine5低温区・Cyanine3常温区・Cyanine3低温区・Cyanine5常温区の順
に、cox2が 1,704、1,056、1,120 および 703、osmrs2-1が 170、334、176 お

よび 224 であり、osnMat-1b が 660、538、591 および 526 である。相対的に
osmrs2-1と osnMat-1bの発現量は cox2より少ない。マイクロアレイ２枚の、

LogRatioを低温区vs.常温区の発現比として表すと、cox2ではスライド１が1.61
倍、スライド 2が 1.59倍であり、低温により発現が増加している。用いたマイ

クロアレイのオリゴプローブは遺伝子の 3’非翻訳領域（60mer）なので、この値
は、ノーザン解析（図 12）で検出される 2.6kb、1.3kb および 1.0kbの転写産物

蓄積量総和を反映していると考えられる。osmrs2-1の発現比は、スライド 1が
0.51倍、スライド 2が 0.79倍であり、低温により減少している。また、osnMat-
1b の発現比はそれぞれ 1.23 倍、1.12 倍であり、温度の影響を殆ど受けていな

い。 
マイクロアレイ解析の結果を確認するために、定量的 RT-PCRを行った。結

果を図 51に示す。プライマーP97+P98（巻末付表 4、図 45B）によって osmrs2-
1のエキソン 3の 155bpを増幅した結果、低温によって発現量がやや減少して

おり、その結果はマイクロアレイの結果と一致する（図 50）。プライマー

P99+P100（巻末付表 4、図 47）によって osnMat-1bの C 末端に近い場所に位

置するドメイン X（Mohr and Lambowitz 2003; RNA成熟化酵素をコードし、

スプライシングを補助すると推測される領域）の 158bp を増幅した結果、明確
な差は観察できなかった（図 51）。以上の結果はマイクロアレイ解析と一致する

（図 50）。 



図45 イネにおけるシロイヌナズナatmrs2-1のオーソログosmrs2-1

(A)OsMRS2-1・AtMRS2-1（DDBJ/EMBL/GenBankデータベースのアクセッション
ナンバー AJ297816より推定）・酵母MRS2 (アクセッションナンバー
AAA34795)のアライメント。一致するアミノ酸は背景を黒で、類似アミノ酸は灰
色で示す。赤線部分に2箇所の膜貫通領域を含む（図46参照）。
(B) osmrs2-1の遺伝子構造。エキソンを長方形で、エキソンとイントロンの長さ
を塩基数で示す。P97とP98は定量的RT-PCRに用いたプライマー。

A

B

OsMRS2-1
AtMRS2-1
ScMRS2

110



図46 OsMRS2-1・AtMRS2-1・酵母MRS2の膜貫通領域の推定
TMHMMサービス（Center for Biological Sequence 
Analysis :http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）によって解析した。
(A) OsMRS2-1、(B) AtMRS2-1（DDBJ/EMBL/GenBankデータベースのアクセッ
ションナンバー AJ297816より推定）、(Ｃ) 酵母MRS2 (アクセッションナン
バーAAA34795)
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表15 コンピュータプログラムによるOsMRS2-1とOsnMAT-1bの細胞内局在位置の推定

‘-’は数値が得られなかった場所。

参考文献:Claros and Vicens 1996 (MitoProt), Emanuelsson et al. 1999 (ChloroP ), Nakai and Horton 2000 
(PSORT), Small et al. 2004 (Predotar), and Emanuelsson et al. 2000 (TargetP).
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図47 OsnMAT1-1b・AtnMAT1-1a・ゼニゴケのミトコンドリアCOXII-I2のアライ
メント

緑線はOsnMat-1bの定量的RT-PCRに用いたプライマー組P99とP100の位置を示す。
青線はRT motifs（逆転写酵素活性領域）、赤線はdomain X（成熟化酵素活性領
域）を示す（Mohr and Lambowitz 2003)。一致するアミノ酸は背景を黒で、類似
アミノ酸は灰色で示す。
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図48 OsnMAT-1b、ゼニゴケCOXII-I2の膜貫通領域の推定

TMHMMサービス（Center for Biological Sequence Analysis : 
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）によって解析した。
(A) OsnMAT-1b 、(B)ゼニゴケCOXII-I2 （DDBJ/EMBL/GenBankデータベースのア
クセッションナンバー AY 717176）
これらの推定タンパク質に膜貫通領域は無いと推定される。
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図49 イネマイクロアレイのカラースワップデータの散布

ｘ軸はスライド１のLogRatioを、y軸はスライド２のLogRatioの値を示す。
y=-0.8731x-0.0059は、散布の近似直線を示す。
R2値はカラースワップ間のLogRatioの相関値を示す。
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y = - 0.8731x - 0.0059
R2 = 0.9065 
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図50 イネオリゴマイクロアレイによるイネcox2・mrs2-1・nMat-1b遺伝子の発現
解析

目的の遺伝子は、それぞれの画像の中央（矢印）のスポットである。スライド１
には、Cyanine3で標識した常温区のcRNAとCyanine5で標識した低温区のcRNAを
競合的にハイブリダイゼーションさせた。スライド２にはCyanine5で標識した常
温区のcRNAとCyanine3で標識した低温区のcRNAを競合的にハイブリダイゼー
ションさせた。 Cyanine3の発現量が多い場合は緑、 Cyanine5の発現量が多い場合
は赤色、両者の発現量が同じ場合は黄色を呈す。画像の下の数値は低温区と常温
区の発現比のLogRatio：log10(rProcessedSignal/gProcessedSignal)の値を、括弧内の
数値はシグナル強度（低温処理区、常温区）を示す。常温区:25℃; 低温処理
区:12℃で14日間低温処理。
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図51 定量的RT-PCRによるイネmrs2-1・nMat-1遺伝子の発現解析

control: 25℃; cold: 12℃で14日間低温処理。cDNA合成に用いた全RNA
量は、それぞれ125ngである。PCRの条件は、mrs2-1遺伝子では、
95℃2分を1サイクル、次に95℃30秒、50℃30秒、72℃30秒を25〜31サ
イクル、最後に72℃7分を1サイクル、nMat-1b遺伝子では、95℃２分
を１サイクル、次に95℃30秒、53℃30秒、72℃30秒を25〜33サイクル、
最後に72℃7分を1サイクルである。+: 逆転写酵素を使用した区；-: 逆
転写酵素を用いなかった陰性対照区。
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3. 考察 
 
オルガネライントロンのスプライシングの制御は、複数のイントロンに対し

て行われるものと、個別のイントロンに対するものに分かれていると考えられ

ている（Bonen and Vogel 2001）。前者を代表する制御因子が酵母MRS2であ
り、後者を代表する制御因子が atnMat-1aである。 
酵母 MRS2 は、ミトコンドリアの内膜に局在し Mg2+トランスポーターとし

て機能していることが確かめられ（Bui et al. 1999; Kolisek et al. 2003; 
Weghuber et al. 2006）、Mg2+の恒常性がグループ IIイントロン−スプライシン

グに重要な役割を果たすことが明らかにされている（Gregan et al. 2001; 
Kolisek et al. 2003）。本研究では、酵母mrs2変異を相補する atmrs2-1（Schock 
et al. 2000）のアミノ酸配列相同性に基づき、イネより osmrs2-1を見いだした。
イネミトコンドリアにおいても、酵母と同様に Mg2+の恒常性がイントロン−ス

プライシングに関わるかどうか今後検証する必要がある。また、AtMRS2-1
（Schock et al. 2000）や OsMRS2-1（本研究）の細胞内局在性は特定できてい

ない。今後、局在性についても特定を進める必要がある。一方、nMat-1ホモロ

グについては、イネミトコンドリアのイントロン−スプライシングに関与する可

能性のあるコピーを同定するには至らなかった。今後、イネに限らずに塩基配列

データが豊富に蓄積する植物種を対象に nMat-1 相同遺伝子を探索し、同遺伝

子ファミリーの特徴付けを進める必要がある。 
本章におけるマイクロアレイおよび定量的 RT-PCRの両解析の結果、イネに

12℃14 日の低温処理を施すと osmrs2-1 の発現が低下することを明らかにした

（図 50、51）。このことは、低温に伴いイントロンを含む転写産物がいずれも増

加傾向にあること（表 12）との関連を示唆する。あるいは低温処理に伴い、ミ

トコンドリアスプライシング制御因子の発現調節が変化し、第二章や第三章で

発見したような現象が起こるのかも知れない。今後、osmrs2-1の突然変異体を
得て解析することができれば、研究の新たな展開が期待できる。さらに、ミトコ

ンドリアスプライシング制御因子の全容を明らかにし、各々の低温処理に対す

る応答を調査する必要がある。 
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V章 総合考察 
 
 本研究では、イネやコムギで低温に伴いイントロンを含むミトコンドリア前

駆体転写産物蓄積が普遍的に増加することを明らかにした。同時に一部の遺伝

子の前駆体転写産物において RNAエディティングの頻度が低下するが、これに

ついては普遍性が認められない。こうした現象が見られるのは、今のところイネ

では 12℃、コムギでは 0.5〜4℃であり、他の温度域（例えばイネ 4℃）では認
められない。 
 イネにおいては、12℃と 4℃では生体に与える低温の影響は明瞭に区別され

る。12℃は冷害発生温度域に相当し、これ以下であればいわゆる chilling injury
を発生する限界温度である。外見上、12℃では花粉不稔と生育の極端な遅れが

認められるのみでその他の傷害は発生しない。一方、4℃は致死的な温度域であ
り、長期間の曝露は枯死をもたらす。２から 4℃の低温処理は、幼苗に奇形・黄
白斑紋の発生・萎凋等の傷害を与える。葉齢によりその程度は異なるが、20時
間から 24時間のこの温度域の低温処理を施すと、常温に戻しても復活できず枯
死するという報告がある（大谷と土井 1942；櫛渕ら 1974）。生理的にも、ATP
含量が 25℃から 6℃までは一定なのに対し、4℃以下では急激に低下する

（Kabaki et al. 1982）。12℃と 4℃では発現誘導される遺伝子の種類に明確な

違いがあり、例えばMAP キナーゼ経路遺伝子の一種をコードする OsMEK1や
OsMAP1 は 12℃で、bZIP 型転写因子をコードする lip19 は 4℃でそれぞれ特

異的に誘導され、独自のシグナル伝達経路を形成する（Wen et al. 2002）。おそ

らく、本研究で見いだしたミトコンドリア前駆体転写産物蓄積増加は 12℃温度
域で生ずる生体反応の一種と考えられる。もし、低温がイントロンの高次構造形

成あるいはスプライシング装置に直接作用していわゆる物理化学的反応速度論

的遅滞をもたらしているのであれば、4℃でも前駆体転写産物蓄積が観察される

はずである。 
 コムギにおいては、0.5〜4℃の温度域は低温馴化により体内水分の減少や体

内糖分組成の変化が生じ、低温耐性を獲得する温度域である（Yoshida et al. 
1998; Fowler and Gusta 1977）。ミトコンドリア前駆体転写産物蓄積が増加す

ること、また、スプライシングを経た転写産物も同様に増加傾向にあり減少する

転写産物がないことは、低温馴化温度域で生じる生体反応の一種と推定される。 
  前駆体転写産物蓄積の増加が生体にとっていかなる意義を持つのかは不明で
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ある。本研究で調査した限り、イネにおける 12℃処理による cox2の翻訳産物、

およびコムギにおける 0.5〜2.8℃処理による cox2 と ccmFc の翻訳産物は、い

ずれも蓄積量が変動しなかった。これに関連し、イネ幼苗の呼吸やシトクローム

c 酸化酵素活性は 30〜9℃までほぼ直線的に推移し、12℃付近での急速な低下は

認められないという（Kabaki et al. 1982）。従って、前駆体転写産物蓄積の増加

は翻訳産物の蓄積量や呼吸活性と直接関係があるとはいえない。しかし、コムギ

と同様に低温馴化能を持っているシロイヌナズナでは、低温処理を施すとシト

クローム経路の能力が上昇するという（Armstrong et al. 2006）。今後、コムギ

について、成熟型転写産物蓄積が明確に増加する遺伝子の翻訳産物の蓄積量や、

低温処理によるシトクローム経路の能力の変化を調べてみる必要があろう。一

方、イネの生体全体では 12℃処理により地上部の RNA 含量が著しく増加する

という（椛木ら、1983）。あるいは、ミトコンドリア前駆体転写産物蓄積の増加

はこの現象の一環であるのかもしれない。今後は、ミトコンドリアのみならず、

イネの 12℃温度域、およびコムギの 0.5〜4℃温度域における生体の RNA代謝
の意義も視野に入れつつ研究を進める必要があろう。 
 前駆体転写産物蓄積が増加する機構については、詳細は不明であるが、いくつ

かの示唆的なデータが得られた。まず、各イントロン分断部位におけるスプライ

シングを経た分子と経ていない分子の低温処理に伴う増減については表 16の 4
パターンにまとめられ、これ以外のパターンは見つからない。 

 
表 16：スプライシング未了分子と完了分子の蓄積量の低温による変化 

イネには 12℃14日、コムギには昼 2℃/夜 0.5℃14日の低温処理を施した。 

 
この表より、以下の 2点を読み取ることができる。すなわち、ⅰ.イントロンを

含む分子の蓄積量は低温に伴い増加するか変化しないが、減少するものは無い、

ⅱ.スプライシングを経た分子の蓄積量増減は、イントロンを含む分子の挙動と

は一致しない、の 2 点である。このことより、イントロンを含む転写産物とス
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プライシングを経た転写産物は異なる制御を受けているものと思われる。植物

ミトコンドリア遺伝子は転写後制御を受けていることが示されており、例えば

転写活性と RNA蓄積量は一致しない。トウモロコシの実生ではプロモーターの

活性は rrn18 > rrn26 > atp1 > atp6 > atp9 > cob > cox3であったが、RNA蓄
積量は rrn18 > rrn26  > atp9 > atp1 > cox3 > cob > atp6となる（Mulligan et 
al. 1991）。また、シロイヌナズナの幼苗ではミトコンドリア遺伝子の転写活性

は日中高く夜間に低下するが、RNA蓄積量は遺伝子ごとに恒常的に一定に保た

れている（Okada and Brennicke 2006）。これらの報告から、各遺伝子が独自の

制御を受けていることが窺える。従って、本実験で明らかになった現象を考察す

る上では、スプライシング、転写活性あるいは転写産物安定性等の諸要因の一つ

に原因を帰するだけでは不十分で、それらが複合的に作用する機構が関わって

いると考えるべきである。 
 本研究ではオルガネライントロンのスプライシングに関わると思われる核遺

伝子 osmrs2-1 の発現が低温に伴い減少することを明らかにした。osmrs2-1 の
機能や翻訳産物が機能する場は確定していないが、低温に伴い発現が減少する

因子が存在するという知見の意義は大きい。すなわち、スプライシング効率の低

下は前駆体転写産物の蓄積増と成熟転写産物の減少をもたらすので、これは表

16 のパターン 3 に関わる機構として有力である。その他のパターン 1、2 およ

び 4 については他の要因、例えば転写活性や転写産物の安定性を加味して研究

を進める必要があろう。特に、転写産物の安定性に関しては現時点で全体像が明

らかになっているとは言い難い（Gagliardi et al. 2004）ので、今後の展開に注

目していく必要がある。 
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V章. 摘要 
 
（１）本研究では、イネやコムギのミトコンドリア遺伝子が低温に伴いその発現

を変えることを明らかにした。 
 
（２）先ず、ミトコンドリア遺伝子 cox2をモデル遺伝子として採り上げ、コム

ギ cox2 の低温環境下（0.5℃〜5℃）の発現を、ノーザン解析により解析した。

その結果、イントロンを含む前駆体転写産物（2.7kb）とスプライシングを完了

した成熟転写産物（1.5kb）が検出された。前者は低温に伴い蓄積を増し、一方

後者は変化しなかった。 
 
（３）発現の変化が始まる時期や度合いはコムギ遺伝子型により違いはみられ

るものの、低温に伴い共通して cox2の前駆体転写産物蓄積の増加が観察された。

また、茎葉部・小穂・根で同じ現象が観察され、器官特異性はない。乾燥、ABA、
および NaCl処理を施したが、コムギ cox2の前駆体転写産物蓄積の増加は観察

されなかった。また、暗黒下でも低温によるその増加が観察され、温度と光によ

る交互作用は認められない。 
 
（４）イネ cox2 の低温環境下（12℃、4℃）の発現をノーザン解析によって解

析した。前駆体転写産物（2.6kb）とスプライシングを完了した 2 種類の転写産

物（1.3kbと 1.0kb）が検出された。12℃の低温に伴い、前駆体転写産物は蓄積

し、1.3kb の転写産物はやや減少、1.0kb 産物は変化しなかった。4℃の低温で
は、いずれの転写産物量も変化しなかった。 
 
（５）イントロンを含んだ転写産物およびスプライシングを経た転写産物の蓄

積の低温による変化を調べるため、スプライシング部位を挟んだプライマーを

用いた定量的 RT-PCRの実験系を構築した。 
 
（６）コムギのシス型イントロンのみを持つミトコンドリア遺伝子について、1
個のイントロンを持つ遺伝子（rps3、ccmFc）はノーザン解析によって、複数の

イントロンを持つ遺伝子は定量的 RT-PCR によって、低温環境下の発現を解析

した。その結果、いずれの遺伝子も低温（0.5〜2℃）により、イントロンを含む
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転写産物の蓄積が増加した。スプライシングを経た転写産物は、増加したものと

変化しないものがあった。 
 
（７）イネミトコンドリアゲノムには 23 個のグループ II イントロンが見つか

っている。これらを保持する全ての遺伝子について、コムギと同じ手法で 12℃
の低温下の転写産物蓄積を解析した。その結果、イントロンを含む転写産物の蓄

積については、増加する場合と変化しない場合が認められた。一方、スプライシ

ングを経た転写産物の蓄積に関しては、低下又は無変化のいずれかであった。 
 
（８）各イントロンについて 5’末端の塩基配列、ドメイン V の長さ、スプライ

シングの攻撃基となるドメイン VI の塩基対をなさないアデノシンの有無と位

置、3’末端の塩基配列、およびイントロンの長さ等について検討した。その結果、

低温による転写産物蓄積の変化との相関を示すデータは得られなかった。した

がって、低温によるイントロンを含む転写産物の蓄積はイントロンの一次構造

や二次構造とは無関係と考えられる。 
 
（９）コムギ cox2の RNAエディティングの状態を調べた。成熟転写産物は温

度に拘わらずほぼ全てのエディティング部位でエディティングを完了していた。

一方、前駆体転写産物では 0.5〜2℃の低温により全体に頻度が低下し、特に

IBS1（Intron Binding Site 1）のエディティング頻度が著しく低下していた。 
 
（１０）イネ cox2の RNAエディティングの状態を調べた。スプライシングを

完了した転写産物は温度に拘わらずほぼ全てのエディティング部位でエディテ

ィングを完了していた。一方、前駆体転写産物では 12℃の低温により全体の頻
度は変化しないが、IBS1 のエディティングが全く生じていなかった。4℃の低
温では常温（25℃）と違いがみられなかった。 
 
（１１）イネ nad5-イントロン 4、nad7-イントロン 1のそれぞれ隣接上流エキ

ソンの IBS 領域には RNA エディティング部位がある。また、これらのイント

ロンを含む転写産物の蓄積は低温により増加する。これらの IBS 領域のエディ

ティングの状態を調べた。その結果、nad5-イントロン 4を含む転写産物では温

度に拘わらずエディティングが完了していた。nad7-イントロン 1を含む転写産
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物では温度に拘わらず、1/3の転写産物でエディティングが生じていた。したが

って、cox2でみられた、低温に伴うイントロンを含む転写産物蓄積増加と IBS1
の RNA エディティング頻度の低下の関連性には、普遍性が認められなかった。 
 
（１２）ミトコンドリアでは転写産物の 3'末端に付加された poly-Aが転写産物

の分解促進シグナルとなる。イネ cox2において、poly-Aの付加した前駆体転写

産物とスプライシングを完了した転写産物について、低温に伴う蓄積の変化を

調べた。その結果、その増減はノーザン解析の結果と同様であった。したがって、

poly-A を介した RNA 分解機構が、低温環境における前駆体転写産物の増加に

関与しているとは言えない。 
 
（１３）イネとコムギの COXIIタンパク質およびコムギの CCMFcタンパク質
の蓄積量をウェスタン分析により解析した。低温による変化は認められなかっ

た。 
 
（１４）シロイヌナズナの核遺伝子 atmrs2-1は、Mg2+トランスポーターとして

働くことによりグループ IIイントロンのスプライシングに関わると推測されて

いる。atmrs2-1のイネオーソログ osmrs2-1の cDNA 完全長クローンを、イネ

データベースから見出した。 
 
（１５）イネ核ゲノムより osmrs2-1 塩基配列を検索した結果、6番染色体に座
乗しシングルコピーであることがわかった。また、osmrs2-1 遺伝子のコード領

域はイントロンで分断された 5つのエキソンで構成されている。 
 

（１６）OsMRS2-1 の推定アミノ酸配列を精査した結果、AtMRS2-1 や酵母

MRS2と同様に、2 個の膜貫通領域が予想された。葉緑体あるいはミトコンドリ

アいずれかの膜タンパク質として存在する可能性は高いと考えられる。 
 
（１７）osmrs2-1の発現を、イネマイクロアレイと定量的 RT-PCRにより解析

した。12℃の低温により転写産物の蓄積が減少することがわかった。スプライ

シング効率の低下は、前駆体転写産物の蓄積増と成熟転写産物の減少をもたら
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すはずである。このような蓄積の増減パターンを示す遺伝子として、rps3（リボ

ソームタンパク質 S3）をはじめ７種のイネ遺伝子がみつかった。これらの発現

には osmrs2-1の翻訳産物が関わっている可能性が考えられる。 
 
（１８）osnMat1-bは、イネ核ゲノムにコードされる ORFであり、可動性イン
トロン上にコードされている逆転写/成熟化酵素に由来し、グループ IIイントロ

ンのスプライシング補助因子と推定されている。イネデータベース解析を進め

たところ、osnMat-1bの完全長 cDNAクローンが見つかり、mRNAとして転写

されていることがわかった。 
 
（１９）OsnMAT-1bの推定アミノ酸配列を精査した結果、ミトコンドリア輸送

シグナルペプチド領域が予想され、膜貫通領域は認められなかった。それ故ミト

コンドリアのマトリックスに存在する可能性が高い。 
 
（２０）osnMat1-bの発現を、イネマイクロアレイ解析と定量的 RT-PCRによ
り解析した。その結果、この遺伝子の転写産物の蓄積量は、12℃の低温による影
響を受けなかった。 
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付表1 コムギおよびイネミトコンドリア遺伝子のプローブ調製と

RNAエディティング解析、およびコムギrps3の単離に用いたプライ
マー
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付表2 コムギミトコンドリア遺伝子の定量的RT-PCRに用いたプライマー
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付表3 イネミトコンドリア遺伝子の定量的RT-PCR及びRNAエディ
ティング解析（ダイレクトシーケンス）に用いたプライマー

140



付表3の続き
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付表4 イネ核ゲノムにコードされた、スプライシング補助候補

遺伝子の定量的RT-PCRに用いたプライマー
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