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第1章緒 論

花粉の発育を妨げる突然変異のうち，細胞質遺伝

を示す変異を特に細胞質雄性不稔性(CMS)という。

CMSはヘテロシス育種を進める上で重要な形質で

あり，その発現機構の解明は育種学的に大きな意義

を持つ。 LASERとLERSTENの総説1)によれば，

CMSは140を越える植物種で発見されており，不

稔性の由来に基づけば，同一種内の自然、集団から発

見された不稔(同質細胞質型〉と種内又は種属間交

雑を通じて生じたもの〔異質細胞質型〉の 2種に大

別できる。 CMSの発現を担い得る細胞質オルガネ
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ラゲノムとしては葉緑体又はミトコンドリアゲノム

が挙げられる。 トウモロコシやソルカザムを中心に先

ず正常系統と CMS系統聞でオルガネラ DNAの制

限酵素分析2)や産生タンパク質の構成比較3)が行わ

れ， CMSとミトコンドリアゲノム変異との関連性

が示された。次いで、，葉緑体ゲノム関与の可能性を

否定する，より直接的な証拠が，体細胞雑種の解析

を通じて得られた。タパコ属，アブラナ属などでは

CMS植物と正常植物との聞でプロトプラスト融合

が行われ，多数の体細胞雑種が作られている。これ

らの雑種の葉緑体DNA(cpDNA)を調べてみると，

多くの場合，植物体が花粉不稔であるにもかかわら

ず， cpDNAは正常親株タイプであったり，逆に

CMSタイプの葉緑体ゲノムをもっ正常型体細胞雑

種の生ずる事例がしばしば見いだされた九このよ

うな知見が集積するにつれ， CMSの分子機構の研

究は主としてミトコンドリアゲノムを標的に進めら

れることとなった。

高等植物のミトコンドリアゲノムは晴乳動物や酵

母菌のミトコンドリアゲノムに比べてサイズが大き

い (200~2400kbp)。その上，反復配列を介した分

子内，分子間組換えを頻繁に起こすことによって

isomer分子やサブゲノム分子が産み出され，不均

一なmulti-partite構造がもたらされる制。ヒトの

ミトコンドリアゲノムは，わずか 16kbp に過ぎず，

既に全塩基配列も決定されているので，遺伝子突然

変異の同定も容易である九一方， ヒトで使われた

方法を複雑な植物ミトコンドリアゲノムにそのまま

適用し，突然変異の検出に応用することは現実的で

ない。高等植物では， CMSにかかわるミトコンド

リア DNA(mtDNA)領域を特定するための別の解

析手法が工夫されてきた。例えば， トウモロコシの

T型CMSにおいては，正常株と CMS株のミトコ

ンドリアから，それぞれcDNAを調製し，これら

をプローブに用いてゲノムライブラリーのスクリー

ニングを行うことによって， T型CMS株でのみ特
異的に発現しているキメラのミ卜コンドリア遺伝子

T-uゲ 13が発見された8)0 CMSの発現にかかわ

ると考えられるキメラのミトコンドリア遺伝子はベ

チュニアの CMSでも同定された9)。先ず，正常型

とCMS型のぺチュニアの間でプロトプラスト融合

が行われ，次いで， RFLP分析を通じて CMS親な

らびにCMS型の体細胞雑種の全てに共有されてい

るmtDNA領域が見いだされた。この領域から見

つかったキメラ遺伝子はS-pcfと名付けられたが，

トウモロコシの T-uゲ13と同様，複数のミトコ

ンドリア遺伝子のコード域あるいは隣接域の一部が

複雑に融合した構造を有していた。このようなキメ

ラ遺伝子は，進化の過程でミトコンドリアゲノムが

再編成を繰り返すことによって，偶然生じた新しい

読み取り枠と想像される。同様のキメラ遺伝子ある

いは欠損遺伝子は，その後，ハツカダイコン川ソ

ルガム 11) ナタネ 12)等のCMS系統からも相次いで、

報告された。

テンサイ (Beta vulgaris 1.)のCMSは，

UWEN13)によって品種US201集団中に発見された

ものであり，同質細胞質型に属する。正常系統と S

型 CMS系統聞で， mt， cp両DNAの制限酵素分

析14.15，16.17，18)やミトコンドリア産生タンパク質の比

較 19)が試みられ， CMSとミトコンドリアゲノムの

構造変異との関連性が示唆された。一方，グレート

ウエスタン社の OLDEMEYER博士らは，米国農務

省、 (USDA)に保存中の野生ビートから，起源、を異

にする 6種の CMS系統を選抜した。これらは

GW359由来の1-1261Lを反復親とする戻し交雑

によって同質核親系統Cisonuclearline)に作られ，

さらに北海道大学農学部作物育種学教室で戻し交雑

が繰り返された。その内， トルコ原産野生ビートの

細胞質を有する 1-12CMS(2)，パキスタン産野生

ビート由来の1-12CMS(3)および中国東北部由来の

1-12CMS(7)が，いずれも S型CMS細胞質とは異

型の CMS細胞質をもつことが検定交配に基づく遺

伝解析20)やmtDNAの制限酵素分析18)から明らか

となった。

本研究では，このように遺伝的に多様なCMS系

統を供試して，テンサイの CMSの分子機構の解明

を企てた。ただ，テンサイにおいてはプロトプラス

トからの植物体再分化系が未だ確立していない。

従って，ベチュニアで採用されたような体細胞雑種

のmtDNA解析をテンサイに適用することは難し

い。一方，著者が本研究に着手した 1988年当時，

正常系統と CMS系統の双方より mtDNAクローン

バンクを構築し， ミトコンドリア cDNAを用いて

信頼度の高いディフアレンシャルスクリーニング実

験を行うことは技術的に容易て、なかった。また，こ

のようなスクリーニング実験はCMS系統でのみ発

現する遺伝子の同定には極めて有効である反面，こ

の手法によっては転写量や転写パターンの異なる遺
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伝子を検出し得ないことを考慮に入れねばならな

い。加えてトウモロコシ T型CMS系統で T-uゲ

13遺伝子の同定に成功したのは，その背景として

①T型CMS系統のミトコンドリアが特異的に生

産する 13kDタンパグ質が既に知られておりへ

T-uゲ13コードタンパク質との比較解析が可能で

あった，②T型CMS系統の組織培養を通じて細

胞質復帰突然変異に起因する稔性回復植物が得ら

れ，これらの植物において T-uゲ13域の欠失が

検出された2')等の重要な知見が集積していたこと

に大きく助けられたと考えてよい。同じトウモロコ

シでも，この様な知見に乏しいC型CMS系統やS

型CMS系統に関しては，未だにCMS関与遺伝子

が見出されていなし、。

本論文では，先ず他の研究機関より入手した9種

のミトコンドリア遺伝子クローンをプロープに用い

て，正常細胞質， S型ならびにS型とは異型の

CMS細胞質をそれぞれ有する同質核親系統に関し

て， RFLP分析を試みた。得られた結果をまとめ

て第 2章に述べる。次いでRFLPを示した遺伝子

の中でcoxII (シトクロム酸化酵素サブユニット II

遺伝子)， atp A CF，-ATP合成酵素サブユニット α

遺伝子)およびatp6 (Fo-ATP合成酵素サブユニッ

ト6遺伝子〉の 3遺伝子はノーザンプロット解析を

通じて，転写パターンが正常系統と CMS系統聞で

明らかに異なることが判明した。そこで，これら 3

遺伝子については正常系統と CMS系統問で塩基配

列と転写産物の詳細な比較解析を行った。第 3章

(cox II遺伝子)，第4章 (α砂A遺伝子)ならびに

第5章 (aφ6遺伝子)は， これらの解析結果をまと

めたものである。また，これらの章においては，

CMS細胞質を特徴づける変異遺伝子の生起機構に

ついても考察を加えた。

第2章正常およびCMS系統におけるミ卜コン

ドリア遺伝子の構成比較

緒言

トウモロコシ22)やハツカダイコン23)では正常お

よびCMS系統の双方について mtDNAの物理・遺

伝子地図が作成され，詳細な比較解析がなされてい

る。そのデータによれば正常型・ CMS型両ミトコ

ンドリアゲノム聞で遺伝子の配置は著しく異なるも

のの，制限酵素サイト変異は稀で，塩基配列レベル

での変異は極めて小さいことがうかがわれる。事

実，データベース化された植物ミトコンドリア遺伝

子の塩基配列を植物種間で比較すると，若干の例外

を除いて，その相向性は90%を越える。従ってテ

ンサイの正常およびCMS系統の mtDNAを調べる

際に，テンサイ以外の植物のミトコンドリア遺伝子

をheterologousなプロープとして用いて，サザン

プロット分析を行ってもハイブリダイゼーションの

ノイズが小さし信頼度の極めて高い RFLP像の

得られることが期待される。遺伝子によっては，こ

の様なサザンプロット分析を用いて，多型の有無の

みならず，多型サイトやその成因についての推定が

可能となる場合も少なくない。

高等植物のミトコンドリア遺伝子に関しては，現

在まで多くの rRNA遺伝子，タンパク質遺伝子な

らびにtRNA遺伝子が同定され，塩基配列が決定

された。本章では，まず， これらの遺伝子の内，著

者らの入手し得た 9種のミトコンドリア遺伝子ク

ローンをプローブに用いて RFLP分析を行った。

また，テンサイのミトコンドリア遺伝子のクローン

化もあわせて進め， CMS系統においてコード域や

その近傍に構造変異の生じている遺伝子の検出を試

みた。

材料および方法

1.供試材料

供試材料をTable2-1に示す。 TK81-MSと1-

12CMS(R)はS型細胞質を有する CMS系統であ

る。 I-12CMS(2)，I-12CMS(3)およびI-12CMS

(7)は野生ビート由来の CMS細胞質を有するが，

いずれも S型とは異なり， S-2， S-3， S-4なる記

号が与えられた20)。正常系統として TK81-MSに

対する O型(維持花粉親〉系統TK81-0ならびに

H2CMSの各系統に共通する O型系統1-1261L 

を用いた。

2. rntDNAの調製

mtDNAの抽出はMIKAMIet a1'6) の方法を改

良し，肥大根より調製した。 200gの試料に氷冷し

た300mlの緩衝液A (50 mM  Tris-HC1 pH 8.0， 

25mM EGTA，O.44Mショ糖， O.l%BSA， 5 

mM  2メルカプトエタノール〉を加えて磨砕し， 4 

重のガーゼと 2重のミラクロスでi慮過した後， i慮液

を4'C， 3000 rpm (水平ロータ一半径 107mm)， 10 
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Table 2-1. List of sugar beet materials used in the experiment 

Line Fertile/Sterile Cytoplasmic type Cytoplasmic source 

TK81-0 

TK81-MS 

1-12 61L 

I-12CMS(R) 

ト12CMS(2)

I-12CMS(3) 

I-12CMS(7) 

Fertile 

Sterile 

Fertile 

St巴rile

Sterile 

Sterile 

Sterile 

分間遠心した。上清を 4.C， 15000 rpm (定角ロー

ター， 71 mm)で、 15分間遠心して得た粗ミトコンド

リア沈澱を緩衝液Aで再び懸濁し， MgC12 (終濃度

10mM)を加えて， DNase処理(終濃度50μg/ml)

を室温で 1時間行った。次に緩衝液BClOmM 

TES pH 7.2， 0.6 M ショ糖， 20 mM  EDTA)を加

え4.C， 11000 rpm (定角ローター， 71 mm)で20

分間遠心後，沈澱をさらにB液で懸濁して，同様

の遠心操作を3回繰り返してミトコンドリア沈澱を

得た。 TE緩衝液 (50mM  Tris-HC1 pH 8.0， 10 

mM  EDTA)に懸濁し， 20%ザルコシルとプロテ

アーゼK(終濃度100μg/ml)を加え，室温で1時

間処理した。その後，フェノール処理で除タンパク

し， CsC12-EtBr平衡密度勾配遠心により， RNA 

を除き，精製DNAを分画した。

3. mtRNAの調製

HANSEN and MARCKER刊の方法に従って肥大

根または葉より調製した。 mtDNA抽出の場合と同

様の方法により単離した粗ミトコンドリア沈澱を塩

酸グアニジン溶液 (8M塩酸グアニジン， 5mMク

エン酸ナトリウム， 0.5%ザルコシル〕で懸濁した。

懸濁液にCsC12を加え (2.5mlの懸濁液に対し 19

のCsCI2)，CsC12クッション(5.7MCsC12， O.lM 

EDTA pH 7.5)に重層した後， 20.C， 23000 rpm 

(目立SRP28SAローター)で24時間遠心して，

mtRNAを沈澱として分画した。

4. 制限酵素処理

1~ 1. 5μg の mtDNA に 1~2μ1 (1O~20 units)の

制限酵素を加え全量50μJの反応液中で完全分解し

た。電気泳動は 0.5~2%の水平平板アガロースゲ

ルを用いて， 32V で 12~16 時間行った。泳動後ゲ

ルを1μg/mlエチジウムブロマイド液中で染色し，

N Japanese sugar beet cultivar 

S Japanese sugar beet cultivar 

N American sugar beet cultivar 

S American sugar beet cultivar 

S-2 Wild beet from Turkey 

S-3 Wild beet from Pakistan 

S-4 Wild beet from Manchuria 

254nmの紫外線照明下で写真撮影した。

5. サザンプロット分析

制限酵素で切断した DNA断片を0.8%アガロー

ス電気泳動で分画した後， 0.5M NaOH-1.5M 

NaC1液中に30分間浸漬し， DNA変性を行った。

ゲルをトランスファー台にのせ，アルカリトランス

ファー液 (0.25M NaOH， 1.5 M NaCJ)により一

晩アルカリプロッティングを行い，変性DNAをナ

イロンメンプランフィルター (HybondN)に固定

した。ハイブリダイゼーションに当たってはフィル

ターをあらかじめハイブリダイゼーション緩衝液

(50%ホルムアミド， 50mMリン酸ナトリウム

pH 6.5， 5 x SSC， 5% Irish liquor， 500μg/mlの

熱変性したニシン精子DNA)中で42.C，2~3 時間

保温した後， 32p標識したDNAプロープを加え，

さらに 16~20 時間保温した。ハイブリダイゼー

ション後フィルターを2xSSCと1%SDSの混合

液で65.C，20分間ずつ 2回洗浄し，さらに0.2X

SSC， l%SDSおよび0.16xSSC，l%SDSで l回

ずつ洗浄した後， X線フィルムと増感紙を用いて
-80.C で 1~2 日感光させた。

6. ノーザンプロット分析

20μgのmtRNAを50%ホルムアルデヒド中で

65.C， 10分間熱変性し，アガロース変性ゲル 0%
アガロース， 20mM MOPS-NaOH pH7.0， 6% 

ホルムアルデヒド〉を用いて電気泳動した。泳動後，

ゲルをトランスファー台にのせ 20XSSC(3 M 

NaC1， 0.3Mクエン酸ナトリウム〕により，一晩ブ

ロッティングを行い， RNAをナイロンメンプラン

フィルターに移した。フィルターを 3~5 分間 UV

照射し， RNAを固定した。ハイブリダイゼーシヨ

ンは， 5項のサザンプロット分析の方法に従った。
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7. DNAプロープの調製

25 ngのDNA断片に50ngのランダム合成プラ

イマーを加え，95'C， 5分間で熱処理後，急冷して

DNA断片とプライマーをアニールさせた。その

後， dNTP (dGTP， dATP， dTTP終濃度 0.5

mM)， DTT(終濃度 2mM)， HEPES緩衝液(終濃

度 HEPES90 mM， MgCl2 10 mM)および25μCi

(約0.9MBq)の [α32PJdCTPを加え， 5ユニッ

トの Klenow酵素を用い，37'C， 3時間酵素反応を

行った。再び熱変性し， 1本鎖に解離させてプロー

プとした。

8. プラスミドクローニング

mtDNA (1μg)と5μgのプラスミドをそれぞれ

適当な制限酵素で完全分解した。切断したプラスミ

ドの 5'末端をアルカリフォスファターゼ (BAP)で

脱リン酸した。 mtDNAの制限酵素断片(100ng)と

250 ngのプラスミド DNAをT4DNAリガーゼに

より 16'C，一晩連結反応を行った後，塩化カルシ

ウムで被感染能を賦与した大腸菌JM109に加え，

o'C， 40分間で静置した。次に42'C，3分間熱処理

し， 2xTY液体培地0.6%パクトトリプトン， 1% 

酵母抽出物，0.5% NaC])中に移し，31'Cで30分

間静置培養を続けた。さらにアンピシリン(終濃度

50μg/ml)， X-Gal (終濃度200μg/ml)， 1PTG 

〔終濃度200μg/ml)を含む2XTY上層寒天培地

(2xTY， 0.8%寒天)を用いて 31'C，一晩培養し

コロニー形成させ白色コロニーを組換え体として選

抜した。

9. コロニーハイブリダイゼーション

選抜した白色コロニーを 2xTY寒天培地上にの

せたニトロセルロースフィルター上に移し，37'C， 

12時間培養し，コロニーを形成させた。そのフィ

ルターを 0.5MNaOHで変性処理後，中和処理を

施し真空条件下で80'C，2時間ベーキングを行っ

た。ハイブリダイゼーションについては5項のサザ

ンプロット分析の方法に従った。

10. プラスミド DNAの調製

組換え体コロニーを 2xTY液体培地(終濃度 50

μg/mlアンピシリン〉中で37'C，一晩振渥培養し

た。 8000rpmで5分間遠心し，集菌した後上清を

捨て，沈澱をグルコース緩衝液 (50mMグルコー

ス， 25 mM  Tris-HCl pH 8.0， 10 mM  EDT A)で

懸濁した。 2倍量のアルカリ SDS溶液 (0.2M

NaOH， 1% SDS)を加え， 5分間氷冷し 3M酢酸

ナトリウム (pH4.8)溶液で中和後，氷中でさらに

60分間放置した。 10000rpmで10分間遠心して上

清を回収し，等量のイソプロパノールを加えて

20'Cに置いた。 20分後， 12000 rpmで5分間遠

心し，プラスミドまたはM13RFDNAを沈澱させ

た。沈澱物を TE緩衝液に溶解し， CsCI2-EtBr平

衡密度勾配遠心またはLiCl沈澱で RNAを除いて

DNAを精製した。

結果および考察

1. RFLP分析

テンサイの正常系統 (TK81-0，1-12 61L)， S型

(TK81-MS， 1 -12CMS(R))および異型CMS系統

(I-12CMS(2)， 1-12CMS(3)， 1-12CMS(7))より

調製した mtDNAのHindIII， EcoR 1および

BamH1分解物を用いて RFLP分析を行った。サ

ザンハイブリダイゼーションに供したプローブは

Table 2-2. List of gene probes used in the RFLP analysis 

Gene Product Fragment Source Reference 

。砂A Alpha subunit of F lATPase Complex l. 5 kbp EcoR 1 -Hind III Pea Morikami and Nakamura (1987) 

att 6 Subunit 6 of FoATPase Complex 0.7 kbp Sty 1 Oenothera Schuster and Brennicke (1987) 

atp 9 Subunit 9 of FoATPase Complex 0.7 kbp Xho I-EcoRV Pea Morikami and Nakamura (1987) 

cox 1 Cytochrome oxidase subunit 1 l. 6 kbp EcoR 1 Sugar beet Senda et al. (1991) 

cox 11 Cytochrome oxidase subunit II 0.4 kbp Sal I-Hind III Sugar beet Senda et al. (1991) 

cox III Cytochrome oxidase subunit III 1.1 kbp EcoR 1 -Pst 1 Oenothera Hiesel et al. (1987) 

cob Apocytochrome b l. 4 kbp EcoR 1 Wheat Boer et al. (1985) 

門'n26 26S rRNA 4.4 kbp SalI Pea Huh and Gray (1982) 

rrn 18 185 rRNA 2.6 kbp BamH 1 Pea Huh and Gray (1982) 
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Table 2-3. R巴strictionfragment length polymorphisms detected in the normal and CMS 
lines. Fragment sizes are indicated in kbp 

DNA fragments hybridized with gene probe 
Gene probe Line 

BamHI EcoR 1 Hind III 

at，世A TK81-0 3.6. 3.1 1.8 3.7 

1-12 61L 3.6. 3.1 1.8 3.7 

TK81-MS 5.0， 3.6 1.8 2目7

1-12CMSCR) 5.0. 3.6 1.8 2.7 

1-12CMS(2) 20.0， 10.5， 3.1 1.8 6.0 

I-12CMS(3) 20.0， 10.5， 3.1 1.8 6.0 

I-12CMS(7) 20.0， 10.5， 3.1 1.8 6.0 

。φ6 TK81-0 28.5. 26.5 4.2 4.2， 1.4 

1-12 61L 28.5. 26.5 4.2 4.2， 1.4 

TK81-MS 7.4 3.2 4.2， 0.5 

I-12CMSCR) 7.4 3.2 4.2， 0.5 

I-12CMS(2) 7.4 3.2 4.2， 0.5 

I-12CMS(3) 7.4 3.2 4.2， 0.5 

I-12CMS(7) 7.4 3.2 4.2， 0.5 

atp 9 TK81-0 6.5 1.1 10.2 

1-12 61L 6.5 1.1 10.2 

TK81-MS 6.5 1.1 7.2 

1-12CMSCR) 6.5 1.1 7.2 
I-12CMS(2) 6.5 1.1 10.2 

I-12CMS(3) 6.5 1.1 10.2 

I-12C乱1sm 6.5 1.1 10.2 

cox 1 TK81-0 2.4 1.6 7.2 

1-12 61L 2.4 1.6 7.2 

TK81-MS 2.4 1.6 7.2 

I-12CMS(R) 2.4 1.6 7.2 

I-12CMS(2) 2.4 1.6 7.2 

I-12CMS(3) 2.4 1.6 7.2 

I-12CMS(7) 2.4 1.6 7.2 

cox II TK81-0 1.8 2.1 5.2 

1-12 61L 1.8 2.1 5.2 

TK81-MS 1.8. 3.2 1.7， 2.1 6.9， 7.4 

1-12CMS(R) 1.8. 3.2 1. 7， 2.1 6.9， 7.4 

ト12CMS(2) 1.8 2.1 5.2 

I-12CMS(3) 1.8 2.1 5.2 

1-12CMscn 1.8 2.1 5.2 

cox III TK81-0 9.0 5.2 3.7 

1-12 61L 9.0 5.2 3.7 

TK81-MS 7.0 5.2 3.7 

I-12CMSCR) 7.0 5.2 3.7 

I-12CMS(2) 9.0 5.2 3.7 

I-12CMS(3) 9.0 5.2 3.7 

I-12CMS(7) 9.0 5.2 3.7 
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Gene probe Line 

cob TK81-0 

1-12 61L 

TK81-MS 
I-12CMS(R) 

H2CMS(2) 

I-12CMS(3) 

I-12CMS(7) 

rrn26 TK81-0 

H261L 

TK81-MS 

I-12CMS(R) 

H2CMS(2) 

H2CMS(3) 

H2CMS(7) 

rrn18 TK81-0 

1-12 61L 

TK81-MS 

H2CMS(R) 

H2CMS(2) 

I-12CMS(3) 

I-12CMS(7) 

ONSS諾
~ _fO ~ fJ fJ fJ s3 
53JEFSFSikbp} 

嚇<115.7

轍勝欄 <111 3.7 

Table 2-3. Continued 

DNA fragments hybridized with gene probe 

BamHI EcoRI Hind III 

15.0 2.1 2.3， 0.7 

15.0 2.1 2.3， 0.7 

23.5 2.1 3.2， 0.7 

23.5 2.1 3.2， 0.7 

15.0 2.1 2.3， 0.7 

15.0 2.1 2.3， 0.7 

15.0 2.1 2.3， 0.7 

26.5， 20.5， 8.2 2.1 2.4 

26.5， 20.5， 8.2 2.1 2.4 

25.0， 23.5， 14.5 2.1 2.4 

25.0， 23.5， 14.5 2.1 2.4 

26.5， 22.0， 14.5， 7.8 2.1 2.4 

28.0， 25.0， 14.5 2.1 5.2 

28.0， 25.0， 14.5 2.1 5.2 

5.7 11.5 4.3 

5.7 11.5 4.3 

5.7 11.5 4.3 

5.7 11.5 4.3 

5.7 11.5 4.3 

5.7 11.5 4.3 

5.7 11.5 4.3 

g将軍宮 1N獄
，pdysぎtF582」 Sassさ
222Fppplkbp) g必然930(kb

<111 3.2 

<111 2.3 

司0.7

<11110.2 
<111 7.2 

Fig. 2-1 Southern blot analysis of mtDNAs from the normal and CMS lines. MtDNA was digested with 
HindIII and electrophoresed in 0.8% agarose gel. The DNA was transferred onto a Nylon mem-

brane filter and hybridized with radiolab巴ledprobes. The probes were cox III， cob and atp 9 (see 
Table 2-2). Sizes of the hybridized fragments are indicated in kbp. 
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αtp A， atp 6等9種のミトコンドリア遺伝子ク

ローンである (Table2-2)0 Table 2-3に示すよう

にcox1とrrn18を除く 7穫の遺伝子プロープを

用いた分析において RFLPが検出された。タuえば

atp 6プロープによる RFLP像は正常型と CMS型

の2型に群別される (Table2-3， Fig.5-1)0 atp A 

や rrn26をプロープにした場合には， 1-12CMS 

(2)， (3)および(7)の異型CMS系統を正常系統や

S型CMS系統から区別し得る多型が見出された

(Table 2-3， Fig. 4-1)。また他の4プロープ (cox

11， cox 111， cobおよびatp9)による分析におい

てはS型CMS系統でのみ多型が検出された

(Table 2-3， Figs.2-1， 3-3)。

RFLPを検出したミトコンドリア遺伝子につい

てその多型断片をクロー γ化し制限酵素切断地図を

作成した。正常系統として TK81-0，S型CMS系

統として TK81-MS，また異型CMS系統として

1-12CMS(2)を選び，それぞれの mtDNAを分析に

用いた。 トウモロコシやコムギ等，他の植物ミトコ

ンドリア遺伝子の情報を参照すると cox11， cox 

III， atp Aならびにatp9については読み取り枠

内にHindIIIサイトの存在する可能性が少ない。

そのため，これらの4遺伝子に関してはHindIII 

断片をクローン化した。一方，atp 6はコード域内

にHindIIIサイト，cobにはHindIII， EcoR 1お

よびBamHIサイトの含まれる可能性が高いので，

atp 6についてはEcoRI断片，cobはEcoRIと

HindIIIの両断片をそれぞれクローン化し，構造解

析に供した。なお，rrn26についてはHindIII， 

EcoR 1， BamH 1サイトが遺伝子内に多数存在す

るのみならず，テンサイでは rm26を介して相同

組換えを起こし，複雑な構造を有するため，プラス

ミドによるクローン化は容易でない25.26)。しかも

ノーザンプロット分析を行ったところ，正常系統お

よびCMS系統で，全く同ーの転写物が得られ，

rm26とCMS発現との関連性は極めて小さいと

考えられた(Fig.2-2)ので， RFLP解析を行うに止

め，詳細な構造比較は行わなかった。クローン化

DNAを用いた分析の結果，cox II， atp Aおよび

atp 6遺伝子に関してはCMS系統に特徴的な構造

変異が遺伝子近傍に見出されたので，塩基配列の決

定と詳しい転写分析を進めた。それらのデータにつ

いては，章をあらためて論議する事とし，ここでは

cox III， cobおよびatp9遺伝子の解析結果を述べ

る。

2. cox III遺伝子

TK81-0とTK81-MSより cox111プロープと分

子雑種を形成する 3.7kbpおよび5.7kbp Hind III 

断片をpUCプラスミドにクローン化し，制限酵素

切断地図を作った(Fig.2-3)0cox IIIについては既

にマツヨイグサ27)， トウモロコシ28) ダイズ29) ソ

ラマメ 30}，ヒマワリ 31}，コムギ32)，ならびにイネ33)

で塩基配列が報告されており，いずれもコード域内

にNco1， Pvu IIサイトが約700bp隔たって存在

dp dps、式、
吋匂tG-az命ニ
，64害者者著者
t!-J:J ，.c.J _eJ_eJ 
222yyyy{kb} 

... 1.3 

... 0.3 

Fig. 2-2 Northern blot analysis of the rrn 26 
locus from the normal and CMS lines. 
MtRNA was electrophoresed in 1% agar-
ose-formamide gel， transferred onto a 
Nylon membrane filter， and hybridized 
with the pea nη26 probe Csee Table 2-
2). Sizes of transcripts are indicated in 
kb. 
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H E PE 

11kbp I 

H B PE 

TK81・O

NBgN P 

N BgN P 

TK81・MS

H 

H 

Fig.2-3 Restriction maps of the mtDNA regions containing cox II/ gene from TK81-0 and TK81-MS. The 
hatched box represents the coding region. The polarity of transcription is indicated by horizontal 
arrow. Homologous region between TK81-0 and TK81-MS mtDNAs is also indicated by stippled 
region. Restriction sites are B， BamH 1; Bg， Bgl II; E， EcoR 1; H， Hind III; N， Nco 1; and P， 
PvulL 

する。 Fig.2-3に示すようにテンサイ cox/1/ にお

いても両制限サイトは保存されている。以上のデー

タに基づけば， S型ゲノム (TK81-MS)の構造変異

部位はcox/1/ の読み取り枠より 1500~2000bp上

流にあると考えられる。

3. cob遺伝子

cob遺伝子の塩基配列はトウモロコシ3ペコム

ギ35)，-::7ツヨイグサ36)ならびにイネ37)で決定され

た。いずれにおいてもコード域内に， Hind IIIサイ

TK81・0

E H H E X 8g H 

」些旦」

E H H E X E H 

TK81-MS 

Fig. 2-4 Restriction maps of the mtDNA regions 
containing cob gene from TK81-0 and 
TK81-MS. The hatched box represents 
the coding region. The polarity of tran. 
scription is indicated by horizontal arrow. 
Homologous region between TK81-0 and 
TK81-MS mtDNAs is also indicated by 
stippled region. Restriction sites are Bg， 
Bgl II; E， EcoR 1; H， Hind III; and X， 
Xho L 

トと EcoRIサイトが保存されており，両サイトは

約700bp隔たっている。コムギ cobでは，さらに

終止コドン付近にBamHIサイトが存在するが，

他の植物にはみられない。これらのデータを参考に

して，テンサイ TK81-0の2.1 kbp EcoR 1および

2.3 kbp Hind IIIグローンならびにTK81-MSの

2.1kbpEcoRIおよび3.2kbp Hind IIIクローン

にcobORFの推定領域をマッピングした (Fig.

2-4)。構造変異はcobの3'下流 700bp~ 1200 bp 

の部位で起こっていると推定される。

4. atp 9遺伝子

atp 9は制限酵素分析に汎用される酵素の切断サ

イトをコード域内に有していないので， Fig.2-5に

示すテンサイクローンの物理地図より直接atp9 

ORFの位置を推定することは困難であった。そこ

で，エンドウ α砂9プローブを用いたサザンプロッ

ト分析を通じて，グローン内のatp9とハイブリダ

イズする領域を特定したところ， BamH I-Xho 1 

(2600 bp)領域にαφ9の存在することが明らかに

なった。また， XUE et a1.38)はテンサイ正常系統(I

13M4)における atp9の塩基配列を報告しており，

このデータを参考にすれば，atp 9はBamHIサイ

トから約350bp離れて位置することになる。した

がって， S型ゲノムを特徴づける構造変異部位は

α砂 9 の 5' 上流 1000~2400bpの間にあるとみてよ

い (Fig.2-5)。

これら 3遺伝子については構造変異部位が読み取



398 北海道大学農学部邦文紀要第18巻第4号

H B X S 

HX 

TK81・0

X S B 

B S B 

TK81-MS 

XH 

XH 

Fig. 2-5 Restriction maps of the mtDNA regions 
containing atJ; 9 g巴nefrom TK81-0 and 
TK81-MS. The hatched box represents 
the coding region. The polarity of tran、
scription is indicated by horizontal arrow. 
Homologous region between TK81-0 and 
TK81-MS mtDNAs is also indicated by 
stippled region. Restriction sites are B， 
BamH 1; H， Hind III; S， Sma 1; and X， 
Xho 1. 

り枠から大きく隔たっており， CMS発現との関連

は少ないと考えられる。

第3章 cox II遺伝子の構造と発現

緒言

シトクロム酸化酵素はミトコンドリア内膜に結合

し，電子伝達系の末端酸化を担う重要な酵素であ

る。この酵素は核およびミトコンドリアゲノムにそ

れぞれコードされるサフeユニットの会合体でありミ

トコンドリアゲノムにはサブユニット 1，II， IIIの

遺伝子(cox1， cox 11， cox IIJ)が含まれる。 coxII 

は， トウモロコシ39)で塩基配列が決定されて以来，

マツヨイグサ40)，コムギ41) イネ42L エンドウ43)，

夕、、イズ44)，ベチュニア45)，ニンジン46)において相

次いで遺伝子構造が決定され， ミトコンドリア遺伝

子の構造的特徴や進化を探る上から有益な知見が集

積している。

一方，cox IIの相同域がミトコンドリアゲノム内

に反復して存在することが，コムギ41)等で知られ

ており ，cox IIを介したゲノム再編成の可能性が示

唆されている。特にベチュニア CMS系統9)やトウ

モロコシ C型CMS系統47)では， CMS発現に関与

すると考えられるキメラ遺伝子が coxII配列の一

部を含んでおり， CMS遺伝子成立の機構を考察す

る上で，きわめて興味深い。本章ではテンサイの正

常系統と S型 CMS系統より coxII遺伝子を単離

し，その分子構造と転写機構を比較解析した。

材料および方法

1.供試材料

供試材料は，テンサイ正常系統 (TK81-0，1-12 

61L)， 5種の CMS系統 (TK81-MS， 1 -12CMS 

(R)， 1-12CMS(2)， I-12CMS(3)， I-12CMS(7)) 

に加え， Table 3-1に示す，フダンソウ 15品種，

テーフツレビート 8品種ならびに飼料ビート 3品種と

B. maritima， B. adωtensis， B. trなynaの3野生
種を用いた。 mtDNAの調製，サザンプロット分

析，プラスミドクローニング， mtRNAの調製およ

びノーザンプロット分析の手法は第 2章に詳述し
す骨

， ~O 

Table 3-1. List of spinach beet， table beet and fod. 
der beet genotypes used in RFLP analy. 

SlS 

Subspecies English name Name of variety 

cicla Spinach beet KM-l 

MD-l 

NS-l 

Sc-1 

YS-l 

YS-2 

Akane kyona 

Hirakuki seiyo ohbakyona 

Miyazaki zairai 

Natsuna 

Nihon hudansou 

Seiyo hudansou 

Shirokuki hudanna 

Shirokuki seiyo ohbakyona 

Swiss chard 

esculenfa Table beet Boltardy 

Detroit dark red 

Nero 

Rubidus 

New globe 

Egyptian自atluxor 

Monopoly 

Motora 

ra戸。 Fodder beet MEKA 

M.G.M 

Sugar mangold 
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2. total DNAの調製

約10gの成葉を液体窒素中で粉末状にし 10ml 

の緩衝液C(0.35Mショ糖， 50 mM  NaCl， 50 mM 

Tris-HCl pH 8.0)と10mlの緩衝液D(緩衝液C，

2%ザルコシル， 40 mM EDTA pH 8.0)を加え，

室温で60分間放置した。その後， 20 mlのフェ

ノール飽和溶液 (0.5mM NaCl， 100 mM Tris-

HCl pH 8.0)を加えて， 3000 rpm (水平ロータ一半

径 107mm)で10分間遠心し，上層を回収し，フェ

ノール抽出を繰り返した。等量のイソプロパノール

および1/10量の 3M酢酸ナトリウム pH7.0を加

えて， -20'Cに20分間置き， 12000 rpmで10分間

(定角ローター， 71 mm)遠心して， DNAを沈澱

させた。沈澱をTE緩衝液に溶解し CsCI2-EtBr平

衡密度勾配遠心法により RNAを除き，精製DNA

を得た。

3. M13をベクターに用いた DNAクローニング

ライゲーション反応および被感染能菌の熱処理ま

では，プラスミドクローニングと同様に行った。次

に，増殖中の大腸菌， X -Gal， IPTGをH上層寒

天培地(1%パクトトリプトン， 0.8% NaCI， 0.8% 

寒天〉に加え， 37'C， 12時間培養し，透明プラーク

を組換え体として選抜した。

4. M13 RF DNAおよび1本鎖DNAの調製

M13 RF DNAの調製については，第 2章 10項

のプラスミド DNAの調製法に従った。また，

M131本鎖DNAの調製は，まず， M13を含む大

腸菌培養液1mlをサンプリングチューブに移し

8000 rpmで5分間遠心した後，上清を他のチュー

ブに移した。 20%PEG/2MNaClを200μf加えよ

く混合し，室温で15分間静置した後に8000rpm， 

5分間遠心して M13を沈澱させた。沈澱をTE緩

衝液に溶解し，等量の TE飽和フェノーノレ/クロロ

ホルム/イソアミルアルコールを加えて除タンパク

を行い，上層をエタノール沈澱した。沈澱を適量の

TE緩衝液に溶解し， 1本鎖DNA標品を得た。

5. 塩基配列決定法

SequenaseR Ver. 2.0キット (United States 

Biochemical Corporation)のプロトコールに従い，

ジデオキシヌクレオチド法により塩基配列を決定し

た。 M13から調製した1本鎖DNA溶液7μl(1~2 

μg)にM4プライマー(-40プライマー)1μl (0.5 

pmoI)およびSequenase緩衝液(200mM Tris-HCl 

pH 7.5， 100 mM MgCI2， 250 mM NaCI) 2μJを

加え， 65'C 2分間加温した後，徐々に冷却してア

ニーリングさせた。次に， dNTP (dGTP， dA TP， 

dTTP各1.5μM)混合液2.5μl，0.1 M DTT 1 

μJおよび10μCi(0.37 MBq)の [α_32PJdCTPを

加え， T7 DNAポリメラーゼ (Sequenase)を用い

て， 37'C， 5分間でラベリンクe反応を行った。別の

チューブにddGTP混合液 (8μMddGTP， 80μM 

dGTP， 80μM dATP， 80μM dTTP， 80μM 

dCTP， 50 mM NaCI)， ddATP混合液， ddTTP 

混合液， ddCTP混合液をそれぞれ2.5μJ入れてお

き，反応終了後，反応液のうち 3.5μlを各チュー

ブに移して， 37'C， 30分間ターミネーション反応

を行った。さらに反応停止溶液(95%ホルムアミド，

20mM EDTA， 0.05% BPB， 0.05% XC)を4μJ

加えて混合し， 75'C~80'C で 2 分間加温した後，

2~3μJ を 5%ポリアクリルアミド変性ゲルで、電気

泳動した。泳動後，ゲルを真空乾燥し， X線フィ

ルムに感光させてシークエンスラダーを得た。塩基

配列の検索と解析にはGENETYXプログラム(ソ

フトウェア開発KK)を使用した。

6. RNaseプロテクション分析

Trans Probe Kit (ファルマシア)のプロトコー

ルに従い，目的の DNA断片を挿入したBluescript

より， RNAプロープを作成した。先ず，挿入

DNAの3'側を適当な制限酵素で切断したBlue-

scriptを鋳型にT3またはT7RNAポリメラーゼ

を用いて， 15'Cで1時間RNA合成反応を行い，

RNAプロープを合成した。次に， RPAIIキット

(Ambion， USA)のプロトコールに準拠し，前述

のRNAプロープを用いて， RNAプロテクション

分析を行った。まず， 20μgのmtRNAに5X105

cpmのRNAプローブを加え，ハイブリダイゼー

ション溶液 (80%ホルムアミド， 40mM PIPES 

pH 6.4， 450 mM  NaOAc pH 6.4， 1 mM  

EDTA)中で，一晩45'Cでハイブリダイゼーション

反応を続けた後， RNaseで37'C，30分間処理し

た。 RNaseを失活させてから， 2本鎖RNAを熱

変性し， 6%ポリアクリルアミド変性ゲルを用いて，

電気泳動を行った。
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結 果
決定した。 Fig.3-1に示すように，タンパク質コー

ド領域は2243bpからなり， 1463 bpのイントロン

によって， 382 bpの5'エキソンと 398bpの3'エキ

ソンに分断される。ベチュニア COXII45)と比較す

1.塩基配列

正常系統CTK81-Q)のcoxII について塩基配列を

AA CCCAACCGGT GATTTCTGAC AAGTCTTTCT TCATTTCTCG AGAGAGCG屯三室豆司AAGAATGAACCAA -1 
2&3 CC TGAATTGGGA GAGCAAGAAT C A -1 

M V R E W L F F T M A P C 0 A A E P W 
1，2&3 ATG ATT GTT CGA GAA TGG CTA TTC TTC ACA ATG GCT CCT TGT GAT GCA GCG GAA CCA TGG 60 

1，2&3 
Q L G F Q 0 A A T P M M Q G 0 L H H 
CAA TTA GGA TTT CAA GAC GCA GCA ACA CCT ATG ATG CAA GGA ATA ATC GAC TTA CAT CAT 120 

1，2&3 
o F F F L L V F V S W L V R A 
GAT ATC TTT TTC TTC CTC ATT CTT ATT TTG白TT TTC GTA TCA TGG ATC TTG GTT CGC GCT 180 

1，2&3 
L W H F H Y K K N P P Q R V H G T T 
TTA TGG CAT TTC CAC TAT AAA AAA AAT CCA ATC CCG CAA AGG AT丁 目TTCAT GGA ACT ACT 240 

1，2&3 
E R T F P S L M F A P S 

ATC GAG ATT ATT CGG ACC ATC TTT CCC AGT ATC ATC CTG ATG TTC ATT GCT ATA CCA TCA 300 

1，2&3 
F A L L Y S M 0 E V V V 0 P A T K A 
TTT GCT CTG TTA TAC TCA A丁目 GAC GAG GTA GTA GTA GAT CCA GCC ATT ACT ATC AAA GCT 360 

382 1846 
G H Q W Y R'、T-'Y E Y S 0 Y N S S 0 E Q 

ATT GGA CAT CAA TGG TAT CGG ACi TAT GAG TAT TCG GAC TAT AAC AGT TCC GAT GAA CAG 1883 
A Intron (1463bp) 

S L T F 0 S Y T P E 0 0 P E L G Q S R 
TCA CTC ACT TTT GAC AGT TAT ACG ATT CCA GAA GAT GAT CCA GAA TTG GGT CAA TCA CGT 1943 

1，2&3 

1，2&3 

l l E V 0 N R V V V P A K T H R V 
1，2&3 TTA TTA GAA GTG GAC AAT AGA GTG GTT GTA CCA GCC AAA ACT CAT ATA CGT ATT ATT GTA 2003 

T S A 0 V L H S W A V P S S G V K C 0 A 
1&2 ACA TCC GCT GAT GTA CTT CAT AGT TGG GCT GTA CCT TCC TCA GGT GTC AAA TGT GAT GCT 2063 
3 TT A丁目 ACA ACA GGT GGA ACA 2063 
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S R K 0 Y G S R V S N Q L P Q T G E A 
1&2 TCT AGG AAA GAT TAT GGT TCT CGG GTA TCT AAT CAA TTA ATC CCC CAA ACC GGA GAA GCT 2243 
3 CCT GCT CCT CCT CAG GAT CAG GGG GCG CTA CCT GGT CAA GAA GAG GGT AGG GTA GCA‘TCT 2243 

P A P P Q 0 Q G A L P G Q E E G R V A'S  

調R

1&2 TAA GCGGAAATGA AAGAATAGGG TGAAGAAGAG AAGCCGCTAA GAAGCTTCGC TCGCTCGCTC TAACGCTCG 2315 
3 GCT CCG CCT CAG GAT CAG GGG GCG CTA CCT GGT CAA GAA GAG GGT AGG GTA GCA.CCT TCT 2303 

A P P Q 0 Q G A L P G Q E E G R V A'P  S 

3 GTA GC丁目ACGTC CGA CA包 GAGTTA GAC AGC TTT GTC TCT TCA TTT AAT AAA ATA GCG ATG 2363 

V A 0 V R Q E L 0 S F V S S F N K A M 

3 AGG TCG GAT CGC CTC ATC GCT ATT GGA GAC AGG TTG TCC CTG GAA ACG GCA ACA GCG GAA 2423 
R S 0 R L A r G 0 R L 5 l E T A T A E 

3 AAA AGA GCC AAA ATC CTG GAG GGG ATG CGC CAT ATT GCA TCC TTA GAG GGG GCA ACC CGA 2483 
K R A K E G M R H A S L E G A T R 

3 CCG AAA TCC GGG ACA AAG GCC GCT GAC GCC TTG ATC CGC TTT GTT CGG GCA TGG GAG GAA 2543 

P K S G T K A A 0 A L R F V R A W E E 

3 GGT TGA TTCAACCAAC CCATTACTGC TACGTAGGCG CGATCGGGCC GTTCGACAGA CTTAAGCATG GTTAG 2614 
G 啄

Fig.3-1 DNA sequence of the sugar beet NcoxII(l)， Scoxl!-1(2) and Scoxl!-2(3) genes. Only sequence 
di百erencesare shown. The predicted amino acid sequences are indicated above Ncox II and below 

Scox l!. The DNA sequence was translated according to the universaI genetic code. The putative 
ribosome-binding site is boxed. A triangI巴 indicatesthe intron position. HorizontaI arrows 
denote the repeated sequences in the Scox l! -2 3' exon. 
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SUGAR BEET GTGCGCCTCTTCACGAAGGTGATTTAAGTGCAACGAAATGCCTTAAAGTGGAATATAGTTCGCAAAGCATCTGGC 
PETUNIA G A .T G G 

SUGAR BEET TTACTG日TAATCTCCCATTCCCGTCGTCGAGAGACTTTTCTAACTATAGCATGCCAGAAACGGGGAGTTGATTGA
PETUNIA C C AA 

SUGAR BEET GGTGGTTATACCTATACCCGGAAATGCTCTCAACATAGGAGCCTATGGTTCCATTCTTGTTGTTGCTGGAGGTAC 
PETUNIA G C C G 

SUGAR BEET ACATCCCTCTTCTCGGTGTAGAGCGATATACGAGAAATAGATGCTCAGCCTGCAATGTCCGATAACGGCGCTGAA 
PETUNIA G A 

SUGAR BEET GTAGTGAATCTAGCGGCACCATAGCAATGGCATACAACTTTGGACCTAACGGCCGGCCCAGTAACCTTTCGGAAT 
PETUNIA 丁目 T T 

SU包ARBEET GGGGGATCCCCGCTGGCAACAACCACAGTAGTAGTTGCGGAACTACTGGGCCGGGAGAGGACAATAACCTTATTG 
PETUNIA T G -CCT . G 

SUGAR BEET CCTGCTCCTCTTTCTTCGCTTCGGGGACGGAGGTCTACGGTAGGTAACAGCAGGCACAAGCACCTTGACCGAAGG 
PETUNIA AG 

SUGAR BEET GGACCAGCGCTTCTACTCTTCCACCGCACCGAGGAGCCGCTCGCAGTGAGAAGCAAGGGATGTCGTGAACGGTGG 
PETUNIA C ーーーー T -TT C 

SUGAR BEET GAGGTCACAGAGAATTGACCTATTCATAGAGTGATCCTATGATCGATACAGGATATGTACTATCTC-TTTTTTTT 
PETUNIA AG A C A 

SUGAR BEET TCTA---TAGTTAG白ーーTTAAAAAAGAAGGGTGACTCAACTTCTCAGCTAGAGT丁目白GGATGGGACCTCTTGGCA
PETUNIA TTC T CT AAAA . T G 

SUGAR BEET TAATGCACGCTGGAACGTGGGAATTCGAGGTCTCATGAACGACCACTAAAAACCAACTTTGTTTTTGTTTTGTT-
PETUNIA T T G T 

SUGAR BEET ー司ーーーー-CACGATATCCGGTCAGGCCTATGGGTGGATCCTTTTAGATCTACGAG-CTTTATGCCCCGGCCGTTCA
PETUNIA GTGGACAA C. G C GGCCG T 

SUGAR BEET CATGAGCATAGAAAATCTATACTCGAGCGTTCAACTGGGCCCCTGACAGGATAGGTGAGGAATCACTCTGGATCT 
PETUNIA GG C 

SUGAR BEET TATTTCTTAGAGCCTACAACTTCGCCGAGCCGACTAGCATCCTTTTCCGCTGCGCATTTATCGAACAAAGAAGAC 
PETUNIA C T T -G C A T T 

-tlrM亙}
SUGAR BEET GACTATAAGATAGAATTCGCTTTTCGTGGTGAACTGGTCGTCCCATACCTTCTGCCTGTCCTATGTGTGTGGAAC 
PETUNIA G C C AA --A C TC A 

SUGAR BEET CAGGTCTTTTTCGGTTACAGCCTTCCCCTCGAATACATAGGGTAGGTAGGG氾TGGGTAAGAAGGGGTCCCCTGTT
PETUNIA T C CT G T A T . C 

SUGAR BEET GCCAATAAACTTTTCCCGむCCTT神:TTTTTTAAAAGTAAGTAAGTAGACTTTCGTCGCCATACTTATTCTTCTAA
PETUNIA C ーー一一ーーー・"ーー-ーーーーーーーー------ー-----ーーーーーーーーーー一一ーーーーーーー

G(MS) ---1 
SUGAR BEET GTGAATTGGCATTACCTTACTCTAAAGAGTCAGTσ!¥A TTTCAT1t3CCTTCI3CCTTCl3ATTCCTCTTACTCATAAA 
PETUNIA ーーーーーーーーーーーーー-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー曲目ーーーーーーーーーーー AAC

SUGAR BEET GGGTCTTACGGTCGGGAGAACTACCTAAAACTAAAGAAAAATAGTGCTCTTTCTAAGAGTAGGCGTGGAGAGCTT 
PETUNIA ーー T 

SUGAR BEET TTTGCGGGGAAACTTGCAAGTACAGTTTGGGGGGAGGCGGGCGTCGACCCAAC 
PETUNIA T 

Fig. 3-2 Sequence alignment of the sugar beet Ncox Il intron with the Petunia intron. Only sequence 
di百erencesare shown. Dashes indicate gaps that are necessary to align the two sequences. The 

vertical arrows mark the 107 bp insertion s氾quencein the sugar beet intron. The direct repeats are 
boxed. Nuc1eotides found in Scox 11 -1 and Scox Il-2 which differ from those in Ncox Il are in. 

dicated above the Ncox Il sequence. 
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るとエキソンの塩基配列は高い相向性 (94.9%)を

示した。一方，イントロンについては，これまでに

報告されたものでは最も長く，ペチュニアのイ γ ト

ロン (1353bp)との比較によれば，イントロン 3'末

端部に107bpの塩基配列の挿入がみられる (Fig.

3-2)。また，開始コドンから数えて 14bp上流に

は， 5'-AGCAGTCA-3'というシャインダルガルノ

(SD)配列に似た配列34)が存在する。

2. S型CMS系統における coxIIの構造

第2主主で、述べたRFLP分析を通じて， S型CMS

系統ではcox11が2コピー存在することが明らか

となった (Fig.3-3)。そこで雨コピーをそれぞれ含

むと考えられる HindlII断片についてクローン化

を行った。その結果， Fig.3-4に示すように2種類

のHindlIIクローン (6.9kbp，7.4kbp)が得られ

P P6不定、
?g SSTgigsニ
U ばC.J_(J _G J:J 
2jv gyypjY(kbp} 

線議藤

r
も

干

Fig. 3-3 Southern blot analysis of mtDNAs "from 
the normal and CMS lines. MtDNA was 
digested with HindIII and electrophoresed 
in 0.8% agarose gel. The DNA was 
transferr巴donto a Nylon m巴mbranefilter 
and hybridized with radiolabel巴dNcox II 
probe (410 bp SalI -Hind III fragment; 
probe 1 shown in Fig.3-4). Sizes of the 
hybridized fragments are indicated in 
kbp 

た。両クローンとも 5'領域には問ーの制限酵素サ

イトが分布しているが 3'末端には構造差の存在す

ることが明らかになった。 6.9kbpと7.4kbp 

Hind IIIクローン中の cox11 ORF CそれぞれScox

11 -1， Scox 11-2と名付ける)の塩基配列を決定し

たところ (Fig.3-1)， Scox 11 -1， Scox 11-2ともに

5'上流域から 3'エキソンの途中まで共通の構造を

示したが，Scox 11-2では十2044の位置で構造変異

を起こし，そのためScox11-1よりも 101コドン分

伸長したORFを形成している。 101コドンの塩基

配列についてコ γピューター検索を行ったが，相同

性のある遺伝子はデータベース中に見出されなかっ

た。次に正常系統の cox11 (Ncox 11)との比較を試

みた。 Scox11-1はコード領域ならびに3'隣接域と

もにNcox11と酷似していたがイントロンに2箇

所， SD様配列付近にl箇所の塩基置換がみられた

(Figs.3-1， 3-2)。さらに興味あることにScox

11 -1， Scox 11-2ともにATG開始コドンの上流50

bpから Ncox11とは全く異なる構造を有していた

CFigs. 3-1， 3-4)。

3. 転写分析

正常系統 CTK81-0)とS型 CMS系統 (TK81

MS)聞でcox11の転写バター γを比較した。 Ncox

11の5'エキソンを含む800bp Xho 1-BamH 1断片

(プローブ2，Fig.3-4)をプロープに用いて， ノー

ザンプロット分析を行ったところ，Ncox 11の主要

転写物のサイズは1.3kbであったのに対して，

TK81-MSでは1.6kbに相当する主要転写産物が

検出された CFig.3-5)。また， 3'エキソンを含む

410 bp Sal 1-Hind III断片(プロープ1， Fig.シ4)

をプロープとした場合にも同様の結果が得られ，

cox 11の転写パターンが正常およびS型CMS系統

間で相違することが確かめられた。

次に，Scoxll-1とScox11-2がともに転写され

ているか否かを調べるため，Scox 11-1に特異的な

領域をプローブに用いて， TK81-MSのmtRNA

とハイプリダイゼーションを行った。その結果，シ

グナルは検出されなかった。しかし，ノーザンプ

ロット分析よりも検出感度のすぐれたRNaseプロ

テクション分析法を用いて，Scox 11-2転写物の同

定を行ったところ， RNAプロープと分子雑穫を形

成し， RNase分解をまぬがれたパンドが確認され，

少量ながら転写が行われていることが確かめられた
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(Fig.3-6)。

4. Scox II上流域の相同配列

前項に述べたようにScox11遺伝子はNcox11と

は異なる転写パターンを示すが，これは転写制御に

かかわる 5'上流域の構造差に起因すると想像され

る。著者はScox11上流域の起源を明らかにするた

めの実験を企てた。まず，Scox 11-1の5'上流域

(2400 bp BamH 1-Xho 1断片;プロープ3，Fig. 

3-4)をプロープとして，正常系統 (TK81-0，1-12 

61L)， S型(TK81-MS，1-12CMS(R))およびS型

鎮静磯議験線機

織算勝機襲撃

A

『。u
q
u
R
M

7
s
a
u
氏
u
n『
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Fig. 3-7 Southern blot analysis of total DNAs 
from the normal and CMS sugar beet 
lines， and the related species. The DNA 
sources are; Sugar beet (TK81-0， TK81 
MS， !-12CMS(2)， 1-12CMS(3)， 1-12CMS 
(7))， Spinach beet (YS-1， Hirakuki 
seiyo ohbakyona) and B. maritima CSP 
581103-0). Total DNA was digested 
with Hind III and electrophoresed in 
0.8% agarose ge1. The DNA was trans-
ferred onto a Nylon membrane filter and 
hybridized with the 5' flanking sequence 
of Scox 11 -1 CBamH トXho1 2400 bp frag-
ment; probe 3 shown in Fig.3-4). Sizes 
of the hybridized fragments are indicated 
in kbp. 

とは異型の CMS系統 (I-12CMS(2)，(3)， (7))の

mtDNAに関する RFLP分析を行った (Fig.3-7)。

その結果，正常系統においてはハイブリダイズする

バンドが検出されず，相同領域は存在しないようで

ある。 TK81-MS mtDNAを用いた場合にはScox

11-1， Scox 11-2，のそれぞれを含むHindIII断片

(6.9 kbpおよび7.4kbp)としかハイブリダイズし

なかった。それに対して呉型CMS系統である 1-

12CMS(2)においては， 6.3 kbp Hind III断片，ま

たト12CMS(3)および(7)では， 6.3 kbpと4.6kbp 

の2本のパγ ドにノ、イブリダイゼーションシグナル

が検出された。既述の RFLP分析 (Fig.3ーのより，

異型CMS系統にはNcox11と構造の共通な cox11 

Table 3-2. Hind III fragment length polymor-
phisms detected in B. vulgaris ssp. ci・'cla
mitochondrial genomes. The DN A 
bound to a Nylon membrane filter was 
hybridized with the 5' flanking region of 
Scox 11 -1 (2400 bp Xho トBamH1 frag-
ment; probe 3 shown in Fig.3-4). ND 
indicates a non-detectable fragment. 
Sizes of the hybridized fragments are 
indicated in kbp 

B. vulgaris 
subspecies 

Name of HindIII 

variety SfrIZaE Em(kebIlt p) 

TK81-0 ND 

TK81-MS 6.9， 7.4 

!-12CMS(2) 6.3 

!-12CMS(3) 4.6， 6.3 

!-12CMS(7) 4.6， 6.3 

Hirakuki seiyo ohbakyona 4.6 

Swiss chard ND 

Miyazaki zairai ND 

NS-1 ND 

MD-l ND 

YS-2 ND 

Natsuna ND 

KM-l 4.6， 6.3 

YS-l. 4.6， 6.3 

Sc-1 4.6. 6.3 

Akane kyona 4.6， 6.3 

Shirokuki seiyo ohbakyona 4.6. 6.3 

Shirokuki hudanna 4.6. 6.3 

Nihon hudansou 4.6. 6.3 

Seiyo hudansou 4.6， 6.3 

saccharifera 

Csugar beet) 

cicla 

Cspinach beet) 
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TT叩TGACAAGTCTTTCTTCATTτpTCGA部GAGCGCAGCAGTCAAAGAATGAACC~TT

***************枠****本体****本*本********本***本*****事***
GCAAGAATCAGTCTTTCTTCATTτ):TCGAG払GAGCACAGCAGTCAAAGAATGAACCAAATGCGA

Fig.3-8 (A) Restriction maps of the 6.3kbp-HindIII c10ne in I-12CMS(2) and I-12CMS(3)， and the 4.6 
kbp-HindIII c10ne in I-12CMS(3). (B) Restriction maps of the intact cox II c10ne and the 6.3 
kbp-HindIII c10ne in I-12CMS(2)， and the ScoxII-l c10ne in TK81-MS. The location of 52bp 
homology region (marked with the ' R') is also shown. The hatched boxes represent exons， while 
the bar shows an intron. Restriction sites are B， BamH 1; E， EcoR 1; H， Hind III; and X， Xho I. 
(C) Sequence alignments of the homologous portions of the cox 11 gene mitochondrial genome 
The location of the ATG start codon and Xho 1 recognition site are also presented. 

遺伝子が1コピー含まれていると想像されるが，こ

れに加えて，Scox II 5'上流の相同域が同ーゲノム

中に少なくとも 1箇所(I-12CMS (2))または2箇所

(I-12CMS(3)， (7))存在するようである。

そこで， 1 -12CMS (2)と(3)から ScoxII 5'域相同

断片をクローン化し，制限酵素切断地図を作成した

(Fig.3-8)。制限酵素サイトの分布に基づけば，

6.3 kbpおよび4.6kbp Hind IIIクローンはいずれ

もScoxIIの5'上流域と同ーの構造を有すると考

えられる。そのうち， 6.3 kbp Hind IIIクローンは
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cox 11 ORFの約30bp上流に位置する XhoIサイ

トも保持していることが判ったので， 1-12CMS(2) 

の6.3kbpクローンおよびcox11クローン (5.2

kbp Hind III t1ローン， Fig.3-8)について XhoI

サイト周辺の塩基配列を決定した。その結果， Fig. 

3-8から明らかなようにATG開始コドンを末端と

する 52bpの共通配列が見出された。

一方， CMS系統の他に3種の野生種，B. mar-

itima (SP581103-0)， B. adanensis (Egypt)， B. 

tr忽yna(SP753012-0)およびフダンソウ 9系統につ

いても RFLP(Fig. 3-7， Table 3ーのが検出された。

すなわち， 3種の野生種とフダンソウの 1系統

(Hirakuki seiyo ohbakyona)では，Scox 11上流

域プロープとハイブリダイズする HindIII断片は

4.6 kbp断片のみであった。これに対して，フダン

ソウの 8系統 CKM-1，YS-1， Sc-1， Akane 

Kyona， Shirokuki seiyo ohbakyona， Shirokuki 

hudanna， Nihon hudansou， Seiyo hudansou)で

は1-12CMS(3)，(7)と同様， 6.3 kbpおよび4.6

kbp HindIlI断片にノ、イブリダイゼーションシグ

ナルが検出され，これらのフダンソウの細胞質ゲノ

ムと S-3，S-4型細胞質ゲノムとの類似性が示唆さ

れる。

ーー・・ー

考 察

テンサイの正常およびS型CMS系統はそれぞれ

1コピー (Ncox11)ならびに2コピー (Scox11 -1， 

Scox 11 -2)のcox11遺伝子を含む。塩基配列分析

の結果，Ncox 11とScox11遺伝子は開始コドンの

わずか50bp上流から構造が全く異なり，転写パ

ターンも互いに著しく相違することが判明した。先

に， MOON et a1. 43)はエンドウの cox11 に関して

Slマッピング実験を行い，転写物の 5'末端が開始

コドンの上流285bpと302bpの位置に相当するこ

とを報告した。従って，テンザイの両系統間にみら

れた cox11転写パターンの相違は転写調節にかか

わる 5'上流域の構造差による可能性が極めて高い。

また， S型CMS系統よりクローン化された Scox

11-2遺伝子においてはコード域の 3'端が 101コド

ン分伸長している。 RNaseプロテクション分析よ

りScox11-2についても僅かながら転写物が確認さ

れており，イネの Boro型CMS系統に見出された

α砂6遺伝子の事例ij48)と酷似する。こうした Scox

H遺伝子の 5'上流域あるいは3'コード域の構造変

異がCMSの発現と関連するか否かは，今回の実験

結果のみでは結論できない。一方， S型CMS系統

における cox11構造の成因については示唆的な

データを得た。

4 酢ー

.. 

ーーーーーーーーーーー咽』

flip-flop 

recom bination 

....-

4トー一一一一一

Fig. 3-9 Possible mechanism of the generation of the Scox 1/ -2 gene by inverted r巴peatChatched box)-
mediated fiip-fiop recombination. The orientation of the inverted repeat is shown by bold horizon-
tal arrow. The stippled boxes represent exons， while the open boxes show introns. The polarity 
of transcription is indicated by horizontaI arrow. 



千田・テンサイの細胞質雄性不稔性におけるミトコンドリア遺伝子突然変異に関する研究 407 

Scox IIの5'上流域の相同配列は正常系統に見出 II 5'上流域を含んでいるが，この領域にはNcox
されなかったのに対し， S-2型 CMS系統ではミト IIとの 52bp共通配列は見出されなかった。 S-3型
コンドリアゲノム中に少なくとも 1箇所， S-3型と や S-4型CMS系統に固有の ScoxII 5'上流相同配
S-4型CMS系統では2筒所に含まれている。 S-2 列はフダンソウと 3種の野生種B.maritima， B. 

型CMS系統で検出された ScoxII 5'上流相同域を adanensisおよびB.trigynaにも共通に存在する。

クローニングして塩基配列を決定したところ， しかもフダンソウにおいては， S-3およびS-4型と

Ncox II遺伝子と 52bpにわたる共通配列が見いだ 同じ RFLPパターンを示す系統と，上記3野生種

された。 S-2型CMS系統には機能を有すると考え とRFLPパターンを共有する系統が混在しており，

られる coxII遺伝子が1コピー存在し，その構造 S-3や S-4型細胞質の起源を考える上で興味深い

は制限酵素切断地図より判断すればNcoxIIと同 データといえる。

ーとみなされる。また，開始コドンに続く上流域に 一方，Scox II-2遺伝子の成因については以下の
は52bp共通配列も配置されていることを確かめ ような 2つの解釈が可能である。先に， BREARS 

f.::.o 従って，Scox II-lはS-2型の祖先型ミトコン and LONSDALE25)はS型 CMS系統の mtDNA物
ドリアゲノムにおいて， intactなcoxII遺伝子と 理地図を試作し，逆位反復配列の 1つが coxII 3' 
Scox II 5'上流配列闘で 52bp共通配列を介した組 下流に近接して存在しており，この逆位反復配列を

換えが生じた結果出現した可能性が高い。また S-3 介した分子内組換えが実際に起こっていることを報

およびS-4型CMS系統はさらに1箇所の Scox 告した。 Fig.3-9に模式的に示すように，この逆位

duplication 

対~ integratlon 
『/////////////////////////J

ーーー園田噌伊

Scoxll-1 region 
11・1

Duplicated region 

unknown region 

Scoxll-2 region 

日g.3-10 Possible mechanism of the generation of the Scox II -2 gene by the duplication/integration model 
of Folkerts and Hanson (1989). The hatched box represents the coding region， and the small 
ORF is indicated by the open box. The polarity of transcription is shown by horizontal arrow. 
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反復配列がScoxII -1 ORF中に完全に含まれてい

ると仮定すれば，Scox II-2はScoxII-1の組換え

産物と考えられ， BREARS and LONSDALEのデー

タと矛盾しない。一方，テンサイのScoxII-2と同

様に3'端の伸長した coxIIコピーがベチュニアで

も見出されているが451，この場合は，通常の構造を

備えた coxIIが，まず重複した後，ゲノムに挿入

され，読み取り枠が伸びたと解釈されている49)

CFig.3-10)。テンサイ ScoxII-2遺伝子が，いず

れの機構によって産み出されたのかを明らかにする

ためには，逆位反復配列とその隣接域の塩基配列を

決定する必要がある。

高等植物において最初に塩基配列の決定されたミ

トコンドリグ遺伝子はトウモロコシの coxII遺伝

子である。その後，マツヨイグサ，コムギ，イネ，

エンドウ，ダイズ，ベチュニア，ニンジンで相次い

でcoxII遺伝子の塩基配列が報告された。これら

のデータを検討してみると，1)ダイズ，エンドウ，

マツヨイグサの cox11はイントロンを欠くのに対

し， 2)ベチュニアとニンジンおよび単子葉植物の

cox 11には794-1353bpの介在配列が存在する， 3) 

ニンジンの coxII においては既知の cox11のイン

トロンに加え， 1075 bpにわたる第二のイントロン

が存在する， 4)植物種間で見られるイントロンの

構造差は主として塩基配列の挿入に起因している，

という特徴が明らかとなった。本論文に述べたテン

サイ coxIIはこれまで分析された中で、最も長いイ

ントロンを有するベチュニア coxII遺伝子よりも

さらに1l0bp長いイントロンを持つ。そのサイズ

差の原因はイントロン 3'末端部にみられた 107bp

の塩基配列の挿入であった。また，挿入配列の両末

端には6bpの反復配列 C5'-GCCTTC-3')が配置さ

れており CFig.3-2)，イネ，コムギ，あるいはベ

チュニアと同様， トランスポゾンによる挿入を示唆

するフットプリントとも考えられる42)。最近，

Vignα属のリョクトウおよびササゲにおいては，

cox IIがミトコンドリアゲノムから核ゲノムへ転移

していることが報告された50)0 COX IIのゲノム問転

移には転写産物の逆転写と輸送と L、う機構が想定さ

れているようである。

このように植物の coxII遺伝子の進化には，先

述のトランスポゾンによる挿入，短い反復配列を介

した相同組換えなど多様な変異機構が複雑に働いて

いる可能性が高し、。今後，さらに多くの植物で cox

11遺伝子の構造を明らかにすることによって，

トコンドリア遺伝子の進化に関する重要な知見が得

られることが期待される。

第4章 αtpA遺伝子の構造と発現

緒 言

ATP合成酵素(F1Fo-ATPase)複合体はバクテ

リアにおいても真核細胞のミトコンドリアや葉緑体

でも， FlとF。の 2つのドメイン(機能単位〉から構

成される。光リン酸化反応に関与する葉緑体F1FO

ATPaseではFl ドメインの 5サブユニットのうち

3つが葉緑体ゲノムにコードされ，F。ドメインの

4サブユニットに関しては3つが葉緑体ゲノムコー

ドである51)。それに対して酸化的リン酸化反応にあ

ずかるミトコンドリア F1Fo-ATPaseでは， F。ド

メインを構成するサブユニット 6，9およびFl ド

メインの αサブユニットをそれぞれコードする遺

伝子がミトコンドリアゲノムに含まれている問。こ

れらの遺伝子の中で αサブユニット遺伝子CatjJA) 
は酵母や晴乳動物では，核ゲノム中に存在してお

り， ミトコンドリア遺伝子の進化を考察する上で注

目される 53)。そのため， トウモロコシ54，55)，"'"7ツヨ

イグサ56) エンドウ57)， N i c 0 t i a n a 

ρlumbaginifolia叫，コムギ59)，ハツカダイコン60)

ヒマワリ 61)において，その構造が相次いで明らか

にされた。その結果，いずれの植物種の遺伝子もイ

ントロンをもたず， コード域に関する塩基配列の相

向性は高く，種間で90%を越えていることが明ら

かになった。

一方， トウモロコシ， ヒマワりあるいはハツカダ

イコンの正常系統と CMS系統聞ではatpA隣接域

に構造変異の生じていることが報告されている。特

にヒマワリにおいては，正常系統と CMS系統との

間でmtDNAの物理地図を比較すると，構造差異
がatpA近傍にしか見出されず aφA近傍の変異

とCMS発現との関連性が指摘された62，63)。テンサ

イの atpA遺伝子も正常系統と CMS系統間で，そ

の隣接域の構造が著しく異なっており，正常系統と

S型ならびに異型CMS系統のミトコンドリアゲノ

ムをそれぞれ特徴づける変異が検出された。

本章では，それらのデータとともに， ミトコンド

リアゲノム内での atpA遺伝子の転写機構を比較

解析した。
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材料および方法

1. 供試材料

テンサイ正常系統 (TK81-0，1-12 61L)および5

種の CMS系統 (TK81-MS，1-12CMS(R)， 1 

12CMS(2)， 1-12CMS(3)， l-12CMS(7))の計7系

統の肥大根より第2章に述べた方法でmtDNA，

mtRNAを調製し，実験に供試した。フダンソウの

1系統 (Miyazakizairai)については，肥大根を形

成しないため，成葉より mtDNAを抽出し，ク

ローニングに用いた。また， total DNAは，第3

章の方法に従ってテンサイ 7系統の他に，テーフツレ

ピート，飼料ビート，フダンソウの計26品種

(Table 3-1)の成葉から調製し， RFLP分析に用

いた。サザンプロット分析，ノーザンプロット分

析， RNaseプロテクシヨン分析，プラスミドク

ローニングおよび塩基配列決定法は第2章および第

3章に詳述した通りである。

2. 成葉からのmtDNAの調製

テンサイやB.maritimaの1系統 (SP673000-0)

を除いて，大部分の野生種では，肥大根が形成きれ

なし、。これらの野生種に関してはHANSON et 

a1.64)の方法を改良して，成葉から mtDNAを調製

した。 500gの成葉を氷冷した450mlのLGB緩衝

液 (0.3M マンニトール， 50 mM  Tris-HCl 

pH 8.0， 3 mM  EDTA， 0.1% BSA， 1% PVP， 9 

mM2メルカプトエタノーノレ)中で磨砕し， 4重の

ガーゼと 2重のミラクロスで漉過した後， i慮液を

4"C， 3500 rpm (水平ローター，半径107mm)で10

分間遠心した。上清を4'C，11000 rpm (定角ロー

ター，半径71mm)で30分間遠心して得た粗ミト

コンドリア沈澱を20mlのLGB緩衝液に懸濁し，

再び4"C， 3500 rpmで10分間遠心した。上清を別

のチューブに移して， DNase処理を行った。これ

以降の操作については肥大根からの mtDNA調製

法(第2章〉に従った。

3. RT-PCRi去

SINGER-SAM et a1.65)の方法に従って， mtRNA 

から cDNAを合成し，増幅した。すなわち，

DNase処理した5μgのmtRNAをPCR反応混合

液(10mM  Tris-HCl pH 8.3， 1.5 mM  MgCI2， 50 

mM  KC1， 0.01% (w/v)ゼラチン， 200μM 

dNTPs， 1μMプライマー〉に溶解し， AMV逆転

写酵素と Taqポリメラーゼをそれぞれ1μf加え，

サーマルサイクラー中で， 50"C， 8分間保温した

後， 95'C， 1分→60"C，2分→73"C，2分30秒の

反応を30サイクル継続す?ることにより cDNAの合

成と増幅を行った。増幅cDNAをKlenow酵素で

末端修復し，平滑末端化した上でEcoRVで切断し

たベクター (BluescriptKS+)に連結した。形質転

換した大腸菌のうち， 目的の挿入DNAをもつもの

を複数クローン選び，その塩基配列を決定した。

4. プライマー伸長法

プライマー伸長法は， SAMBROOK et a1.66)の方

法に従った。すなわち， 目的とする領域のすぐ下流

の配列と相補的な30ntのオリゴヌクレオチドを

T4キナーゼにより 5'末端標識し，プライマーとし

た。このプライマー (104~105 cpm) を 10~20μg の

mtRNAとともにRNA-DNAハイブリダイゼー

ション液 (80%ホルムアミド， 40 mM  PIPES 

pH 8.0， 1 mM  EDTA pH 8.0， 0.4 M NaCI)中で

85"C， 10分間加熱後， 30"Cで一晩アニーリング反

応を行い，エタノール沈澱した。沈澱物をRT反

応液 (50mM  Tris-HCl pH 8.3， 50 mM  KCl， 4 

mM  DTT， 8 mM  MgC12， 0.8 mM  dNTPs， 50 

μg/mlアクチノマイシン D，1 U/μ1 RNaseイン

ヒビター)に溶解し， AMV逆転写酵素を加えて，

45"C， 1時間反応させ， cDNAを合成した。 0.5M

EDTA pH8.0でcDNA合成反応を停止させた後，

RNase Aで37'C，30分間RNA分解反応を行っ

た。一方，前述のプライマーを用い， 目的の領域を

含む一本鎖DNAとアニーリングしてシークエンス

反応を行い，反応物と cDNAをともに6%アクリ

ルアミド変性ゲルで、電気泳動し， RNAの5'末端を

決定した。

結 果

1.塩基配列

エンドウの atpAプロープを用いて，正常系統

TK81-0より抽出したmtDNAのHindIII分解物

との間でサザンハイブリダイゼーションを行った。

その結果， 3.7 kbp断片にノ、イブリダイゼーション

シグナルが現れた (Fig.4-1)ので， この断片につい

て，制限酵素切断地図を作成し (Fig.4-2)，αφA

領域の塩基配列を決定した (Fig.4-3)。コンビユ}
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Fig. 4-1 Southern blot analysis of mtDNAs from 
the normal and CMS lines. MtDNA was 
digested with Hind III and electrophor-
esed in 0.8% agarose gel. The DNA 
was transferred onto a Nylon membrane 
filter and hybridized with radiolabel巴d
pea att A probe (see Table 2-2). Sizes 
of the hybridized fragments are indicated 
in kbp. 

ターによるホモロジー検索を試みたところ， 1518 

bpから成る atpAORFが見出された。エンドウの

atp Aと比較した場合，塩基配列レベルでは

94.6%という高い相向性を示した。また，開始コド

ンから数えて 12bp上流には， 5'-TCTATTCT-3' 

というシャインダ、ルガルノ CSD)配列に似た配列が

存在する。

タンパク質をコードする植物ミトコンドリア遺伝

子は，これまでに調べられた限り，すべて RNAエ

ディティングを生じている67)。テンサイ atpA遺伝

子の mRNAについても同様の修飾を受けているか

否かを明らかにするため，atpAコード域を含む

cDNAクローンの塩基配列を決め，ゲノム DNA

の塩基配列と比較した結果， C末端に近い3箇所

で， C→U塩基変換が見出された CFig.4-3)。これ

らのC→Uエディティングによって， 3箇所とも

にコードされるアミノ酸残基がプロリンからロイシ

Table 4-1. E任ectof RNA editing on predicted 
amino acid sequences of sugar beet 
att A polypeptide 

Plant species 
Amino-acid position 

393 431 472 

Sugar beet1) P→L P→L P→L 

Oenotherall L L P→L 

Maize幻 S P L 

Pea2) L L L 

Radish町 S P P 

Sunfiower泊 S P L 

1) The amino acid sequence was deduced from the 
mRNA sequences 
2) The amino acid sequenc巴wasdeduc巴dfrom the 
gene sequences 
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 Fig. 4-4 Short consensus-sequence around the edit-
ing sites of sugar beet att A gene. Aster-
isks indicate homologous nuc1eotides. 
Numbering of nuc1eotides is from the 
translation start of att A. Arrowhead 
indicates an editing sit巴.

ンへ変化しており，他の植物種の αtpAアミノ酸

配列と比較した場合，相向性が向上する CTable

4-1)。さらに3箇所のエディティング部位周辺の塩

基配列を互いに比較したところ，エディティングモ

チーフとも想像される短いコンセンサス配列が見出

された CFig.4-4)。

2. CMS系統における α旬Aの構造

CMS系統における atpA領域の構造を明らかに

するために，エンドウ由来の αtpA遺伝子プロー

ブを用いて RFLP分析を試みた。 HindIII分解物

に対するハイブリダイゼーシヨン像を調べてみると

S型CMS系統では2.7kbp，S型とは異型 CS-2，

S-3， S-4型〕の CMS系統ではいずれも 6.0kbpの

Hind III断片にハイブリダイゼーシヨンシグナルが

検出された CFig.4-1)。正常系統では，先に述べた

ように3.7kbpのHindIII断片にatpAが含まれ
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TK81・oatpA gene (NatpA) 

E Sc E S B Sc S E H 
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81・MSatpA gene (8atpA) 

相W~

1・12CMS(2) atpA gene (8・2atpA)

1kbp 

9 

f宍f??ヤ ?RF??マc sf? 
」→択も投治改~~制抑制州

atpA pseudocoPY 
(TK81・0，TK81・MS，I・12CMS(2))

い?RfJim
Fig_ 4-2 Organization of the atp A genes from male-fertile (cvTK81-0) and CMS (cv TK81-MS and 1-

12CMS(2)) lines， and the pseudocopy aligned with their regions of homology. The hatched box 
represents the coding sequence and its homology in the pseudocopy. TK81-MS atp A (Satt A) 
diverges from the Natp A 47 bp nucleotides 5' to the start codon (black box) ; the 1-12 CMS (2) atp 
A (S-2atp A) diverges from the Natp A 393 nucleotides 3' to the stop codon (stippled box). Syn-
t!Ietic oligonucleotides A， B， C and D were used for primer extension analysis， and are complemen-
tary to the sense DNA strand. The location and extent of the three probe DNAs (for Southern 
and Northern blot analysis in Figs.4-5， 4-8) and the RNA probe (for the RNase protection assay 
in Fig.4-6) is indicated over the map. Vertical arrows denote the approximate position of the 5' 
and 3' termini of atp A transcript. Restriction sites are B， BamH 1; E， EcoR 1; H， Hind III; Sc， 
Sac 1; and S， Sma 1. 

る。 S型 CMS系統として TK81-MS，また異型

CMS系統として S-2型CMS細胞質を有する 1-

12CMS(2)を選んで上記の多型断片をクローン化

し，atp A領域の塩基配列を決定した(これ以降，

TK81-0由来の atpAをNaφA，TK81-MS由来

のatpAを5atpA， 1 -12CMS(2)由来の G砂Aを

5-2atp Aと省略)0Fig.4-3に示すようにコード域

についてはいずれも Na砂Aと同ーの塩基配列であ

る。しかし隣接域には構造変異がみられ，NaφA  

と5a砂A との聞では開始コドンから数えて 47bp

より上流の部分は全く相向性を失う。他方，

5-2，包tpAに関しては終止コドンの 3'下流393bp 

からの塩基配列がNatpAと異なっていた (Figs.

4-2， 4-3)。

3. 転写分析

5atp Aおよび5-2atpAは5'または3'隣接域で

構造変異を生じており，これらの変異が同遺伝子の

転写に影響を及ぼすことが当然予想される。

TK81-0， 1-12 61L， TK81-MSおよび1-12CMS

(2)の4系統より mtRNAを調製し，Na砂AORF 

の半分を占める 720bp EcoRI-BamHI断片〈プ
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Fig. 4-3 Nucleotide and derived amino acid sequences of Natp A(l)， SaφA(2) and S-2atp A(3) genes 
Na砂Asequence is aligned with Satp A and S-2a砂Asequences， N umbering of nucleotides is from 

the predicted translation start of atp A， Three editing events (marked with arrowhead) were 
found in the coding region， all being C to U transitions， The 5' and 3' primers used for RT-PCR 

amplification are overlined， The putative ribosomal binding site is boxed， Vertical arrows indi-

cate the points of sequence divergence， Horizontal arrows denote fhe location of inverted repeats 

which could form stems necessary for a putative stem/loop structure 
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Fig. 4-5 Northern blot analysis of the att A locus 
from the TK81-0， TK81-MS (S cyto・
plasm)， I-12 61L and I-l2CMS(2) (S-2 
cytoplasm). MtRNA was electrophor-
esed in 1% agarose-formamide gel， trans-
ferred onto a Nylon membrane filter， and 
hybridized with the sugar beet atp A 
probe (720 bp EcoR I -BamH I fragment; 
probe 1 shown in Fig.4-2). Sizes of 
transcripts are indicated in kb. 

ローブ 1，Fig.4-2)をプロープに用いてノーザンプ

ロット分析を行った(Fig.4-5)。正常系統の TK81-

Oでは2.2kbと1.8kbの2種の転写産物が検出さ

れたのに対して， S型CMS系統の TK81【MSおよ

び1-12CMS(R)のatpAmRNAは2.3，2.0， 1.9 

kbの3種であった。

このような転写パターンの相違が生じた機構を明

らかにするため， RNaseプロテクション分析とプ

ライマー伸長法により mRNAの5'，3'両末端を決

定した。まず， 3'末端配列と相補的なRNAプロー

ブ (500bp Sau3AI-EcoRI; Fig.4-2)を作成し，

mtRNAと分子雑種を形成させた後， RNase Aお

よびT1で1本鎖RNAを分解した。 Fig.4-6より

点、
，:~ PJ 

c ，!!， 9 ムヂ
dF  Fぷd4
・ w 、4 ヘ

_260base 

Fig. 4-6 RNase protection assay of att A tran-
script. Continuously labeled Sau3AI-
EcoRI antisense riboprobe (approximate-
ly 500 base shown in Fig. 4-2) was 
hybridized with TK8ト0，1-12 61L， 
TK81-MS and I-12CMS (2) mtRNAs， 
followed by treatment with RN ase A and 
Tl. 

明らかなようにTK81-0，TK81-MSのいずれにお

いても 260baseのRNAノミンドが検出され，終止

コドンから約110bp下流の位置が転写物の 3'末端

に相当することが判明した。また， 3'末端部には2

組の逆位反復配列が配置され，ステムループが211固

連なる 2次構造を描くことができる (Fig.4-3)。こ

れは，マツヨイグサのa砂Aや COXII68)あるいは

イネの COXIII69)の事例に酷似している。

一方，NatpA mRNAの5'端を決めるため，

ATG開始コドンの上流の配列をもとに2つのアン

チセンスプライマー [Fig.4-2;プライマーA(-65 

から-94，5'-ATAGTTGATTAGATCCAG-

CAAATTCAGGAG-3' )，プライマ-B(-478か

ら一507，5'-GAAGAAAGACTTGTCGGAAAT働

CACCGGTTG-3') ]を用意し，プライマー伸長法を

試みた。 Fig.4-7に示すように一573，-557， 

-556， -206， -159の5箇所の 5'端を同定した。
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Primer extension analysis of atp A transcripts. The 5' termini of the Natp A transcripts CPanels A 
and B) and the Satp A transcripts CPanels C and D) were mapped by extension of mtRNA primed 
with synthetic oligonucleotides A-D Cpositions indicated in Fig.4-2). Primer extended mtRNA 
reaction products were electrophoresed adjacent to synthetic oligonucleotide-primed sequencing 
reaction products. Oligonucleotides A， B， C and D were used for panels A， B， C and D respective-
ly. 

Fig. 4-7 
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3'末端のマッピングの結果と考え合せれば，ノーザ

ンプロット分析で検出された2.2kb転写物の5'端

は-573，-557，一556に対応し， l.8 kb転写物の

5'端は-206と-159に対応するとみてよい。次に，

SattAについても 2つのアンチセンスプライマー

[Fig.4-2 ;プライマーC(-174から一203，5'-

ATTTAGAATGTTAATAAAGTAGTCACT-

CTC-3つ，プライマーD(-407カミら-499，5'-

TCGAAAGAATGAAGCCTAACCCGAA~ 

GAGA-3')]を合成して転写物の5'端を同定した結

果， 2.3 kb mRNAの5'端は-642，2.0kb 

mRNAの5'端は-368と-364，また 1.9kb 

mRNAの5'端は-238，-237，一236および

-234にそれぞれ相当することが判明した (Fig.

4-7)。なお，Natp Aの-573近傍や SaφAの

-642近傍はダイズのミトコンドリア遺伝子の転写

開始点に見いだされた19塩基のコンセンサス配列

(5'-AAATnnCRTAAGAGAAGAAAG-3' )と高

い相向性を示し，転写開始点の可能性が高い70)。

Fig.4-5には呉型CMS系統である 1-12CMS(2)

のattA転写物についてのハイブリダイゼーショ

ンパターンも併せて示した。これらの転写パターン

は，いずれも，同じ核遺伝子型を有する維持花粉親

1-12 61LのattAの転写パターンと同一であった。

従って，S-2att Aの3'隣接域に見いだされた構造

変異は転写パターンに目立つた影響を及ぼしていな

いと結論してよい。ただ， TK81-0と1-1261Lは

共に同じ細胞質を有するにもかかわらず，転写パ

ターンが異なっており，核遺伝子型による影響と考

えられた (Fig.4-5)。

4. αtpAの偽遺伝子

Satt AおよびS-2attA遺伝子が如何なる機構

によって生じたかを知るため，それぞれに特異的な

配列を切り出してプロープとし，テンサイの7系統

(TK81-0， 1-12 61L， TK81-MS， 1-12CMS(R)， 

1-12CMS(2)， 1-12CMS(3)および1-12CMS (7))よ

り抽出したmtDNAのHindIII分解物に対するサ

ザンプロット分析を行った。 SatpAに特異的な領

域 (400bp Hind III-EcoR 1断片;プロープ2，Fig. 

4-2)をプローフマこ用いた場合，相補パンドは，いず

れの系統においても全く検出されなかった。 B.

maritimaやB.trigyna等の近縁野生種を供試しで

も相同域は見当らず，また，データベースの検索に

i?FJ、汚~.;::;;-
ONS  OTおLdf師
同色事著書著者
":": ~ $.i $.i S:J SJ 
白内的町内町内

AFJFAFJFJrJFJr{kbp} 

... 6.0 

... 3.6 

Fig. 4-8 Southern blot analysis of mtDNAs from 
the normal and CMS lines. MtDNA was 
digest巴dwith Hind III and electrophor-
esed in 0.8% agarose gel. The DNA 
was transferred onto a Nylon membrane 
filter and hybridized with radiolabeled S-
2att A -specific probe (1700 bp EcoR 1-
Hind III fragment; probe 3 shown in Fig. 
4-2). Sizes of the hybridized fragments 
are indicated in kbp. 

よっても似通った配列は発見できなかったので，

SattAの5'隣接域の由来は不明である。これに対

して，S-2att A遺伝子の進化機構に関しては注目

すべきデータを得た。すなわち，S-2att Aに特異

的な3'隣接域(1700bp EcoRI -Hind III断片;プ

ロープ3，Fig.4-2)をプローブに用いて RFLP分析

を試みたところ，ここに供試した7系統においては

共通して 3.6kbp Hind III断片にハイブリダイ

ゼーションシグナルが検出されたくFig.4-8)。

TK81-0のミトコンドリアゲノムカミら 3.6kbp 

Hind III断片をクローン化し，制限酵素切断地図を

作成したところ，S-2att A下流域と同じ構造であ

ることが示唆された (Fig.4-2)。塩基配列を決めた

結果， TK81-0の3. 6 kbp Hind III断片中には，

NattA ORF 3'端 (11bp)から 3'隣接域にかけて

の406bp配列が反復して含まれることが判明した
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GAACTAGATTCCTTCTTAAAAGAATGCG仁TTTGAATTA屯8NTTCTTCTAACTTTCTATT
合* * * * * ~ 合女*合会**********女******合** 安安*

TAATTCACTCGCGGAGTCTTTTTGCATC~ATTGAATTACTAATTCTTCTAACTTTAGATT 

TATATTGAGATTAGATGTAATTAAGAATAAAGGCTAATATCTTGCCGAAAGGCGGGAGGG 
* ***会安*脅安*合**合********安*決******安***会*台**女合*安*****合****女***
T--ATTGAGATTAGATGTAATTAAGAATAAAGGCTAATATCTTGCCGAAAGGCGGGAGGG 

Sm  
TGCCGAGACCCGGGGCAACGGGGTCTTCCCATCATGATAGACTAAAGGGAAAGTCGCTCG 
**安安*会*女*******合***先安*女*安*******女合***，待合交安*安****合会****合会合安安*安

TGCCGAGACCCGGGGCAACGGGGTCTTCCCATCATGATAGACTAAAGGGAAAGTCGCTCG 

GAGATATTGGTTCGAATCCAATTCATCATTCCAGTTCATAAGGCCTTCATTCAATAGAAG 
*安安脅**安********女合*****安安****会****合***女合**安**合****安*合*女*女合会**

GAGATATTGGTTCGAATCCAATTCATCATTCCAGTTCATAAGGCCTTCATTCAATAGAAG 

TTTAGGATGGAGCTATCACTAATAGACGGATGGGATTGTTTGCAACAAAGTGTCTATATA 
台****合*******食会*合***女*女*********安安*****会**女合*********安安**合会*

TTTAGGATGGAGCTATCACTAATAGACGGATGGGATTGTTTGCAACAAAGTGTCTATATA 

GCAAGGACTCTTAAAACTATATATATCCTATAGAATAGGGACTCGACCAAAGGCTCAGCC 
**安安*****台********会合*****会***********安*女*会***********安安*安**女

GCAAGGACTCTTAAAACTATATATATCCTATAGAATAGGGACTCGACCAAAGGCTCAGCC 

E 
GAAAGAGAAACTG主主TTでAAATCTCACTTGAAGACGGTTATTAGCCGTCTCAGTAAGGGT
*******安安*******会安*******会合******会**食会**********会*脅****合会会**

GAAAGAGAAACTGAATTCAAATCTCACTTGAAGACGGTTATTAGCCGTCTCAGTAAGGGT 

AGTGAACAAGTTT平GGAAGACTCAAAqCTAATTCACTCGCGGAGTCTTTTTGCATCCAT
******安***** 剖* * * * * * 
AGTGAAC砧GTCT~TTTTAGGAATAGGAATTCTTTTTAGGAAGCGACAAGACCTCTTCT

E 

Fig. (-9 Nucleotide sequence comparison of the Na砂A gene (top line) and pseudocopy (bottom line). 
Only the 3' end and the adjacent ftanking region of Natp A (nucleotides 1480-1959) and the corre. 
sponding sequence of pseudocopy are shown. Asterisks indicate homologous nucleotides. A 406 bp 

homolology region is box巴d. HorizontaI arrows denote the imperfect inverted repeat sequence. 

The Iocation of the T AA stop codon and Sma 1 (Sm) and EcoRI (E) recognition sites are also 

presented 

CFig.4-9)。さらに， I-l2CMS(2)は，ここで見出

された αφA偽遺伝子と S-2aφA遺伝子間で相同

性のある長い 3'隣接域を共有することが期待され

た。 λパクテリオファージで構築した 1-12CMS(2)

mtDNAのクローンライブラリーから S-2αφA3' 

隣接域プロープに対する陽性クローンを複数個選び

出し，制限酵素切断地図を作った。 Fig.4-10に示

すように反復配列の長さは約6.5kbpと推定され

る。また，反復配列を挟む両隣接域の塩基配列が異

なる 4種のクローンが全て得られたことから，この

反復配列を介した分子内または分子間組換えが実際

に起こっているとみてよい。

一方，別の aftA偽遺伝子と考えられる配列が

フダンソウのミトコンドリアゲノム中にも発見され

た。 B.vulgarisの亜種であるテーフールビート (ssp.

X 

X 

Fig. (-10 Restriction maps of the four differ巴nt
genomic environments of the 6.5 kbp 
repeat in 1 -12CMS (2) (S-2 cytoplasm) 
mtDNA. The hatched box represents 
aφ A coding region， while the stippled 
region shows the 6.5 kbp repeat. The 
polarity of transcription is indicated by 
horizontaI arrow. Restriction sites are 
S， Sal 1; and X， Xho 1 
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esculenta)，飼料ビート Cssp.rapa)およびフダンソ

ウ Cssp.cicla)より計26品種 CTable3-1)を選ん

で， total DNAを抽出し， HindIIIで分解後エン

ドウ attAプロープとの聞でRFLP分析を行った

CFig.4-11)。テープ@ルビートと飼料ビートの供試

品種では，いずれもテンサイ CTK-81-0)と同じ 3.7

kbp Hind III断片にハイブリダイズしたのに対し，

フダンソウにおいては①3.7 kbp Hind III断片に

シグナルが検出される品種 CSwisschard， Hiraku. 

ki seiyo ohbakyonaの2品種)②1-12CMS(2)等と

同様6. 0 kbp Hind III断片にシグナルが検出され

る品種 CYS-1等8品種〉に加え，③6.0kbpと5.4

kbpの2つの HindIII断片にattA相同配列を含

む品種 CMiyazakizairai等5品種)が見出された

CTable 4-2)。③のグループの品種にみられる att

Aの構造変異を調べるため， Miyazaki zairaiフダ

ンソウの成業から mtDNAを抽出し， 6.0 kbpおよ

び5.4kbpの2つの HindIII断片をクローン化し

て，制限酵素切断地図を作成した。 Fig.4-12にま

とめたように6.0 kbp Hind III断片はS-2attA領

域と同ーの構造を示すのに対して， 5.4 kbp Hind 

III断片はattAの5'隣接域からコード域中の Sac

Iサイトにかけて S-2attAと制限酵素サイトを共

有するが 3'隣接威には異なる制限酵素サイトが見

いだされ，構造変異の起こっていることが示唆され

た。実際，構造変異域を含むと予想される Sac1-

BamHI領域C450bp)について，塩基配列を決定し

Table 4-2. Hind III fragment length polymor. 
phisms detected in B. vulgaris ssp.αicla 
mitochondrial genomes. The DN A 
bound to a Nylon membrane filter was 
hybridized with the sugar beet atp A 
probe (720 bp EcoR 1 -BamH 1 frag. 
ment; probe 1 shown in Fig.4-2). Sizes 

<111 6.0 of the hybridized fragments are indicat. 

<111 5.4 ed in kbp 

<1113.7 

<1112.7 

Fig. 4-11 Southern blot analysis of total DNAs 
from the B. vulgaris strains. The DNA 
sources are; Sugar beet (TK81-0， 
TK81-MS， 1-12CMS(2))， Spinach beet 
CSwiss chard， YS-1， Miyazaki zainiD， 
Fodder beet (Sugar mangold) and 
Table beet (Detroit dark red). Total 
DNA was digested with Hind III and 
electrophoresed in 0.8% agarose gel. 
The DNA was transferred onto a Nylon 
membrane filter and hybridized with 
radiolabeled pea atp A probe Csee Table 
2-2). Sizes of the hybridized fragments 
are indicated in kbp. 

B. vulgaris 
subspecies 

saccharifera 

(sugar beet) 

cicla 

(spinach beet) 

Name of HindIII 

variety fsrizae gm(kenbt p) 

TK81-0 3.7 

TK81-MS 2.7 

I-12CMS(2) 6.0 

I-12CMS(3) 6.0 

I-12CMS(7) 6.0 

Swiss chard 3.7 

Hirakuki seiyo ohbakyona 3.7 

Miyazaki zairai 6.0. 5.4 

NS-l 6.0. 5.4 

MD-l 6.0. 5.4 

YS-2 6.0. 5.4 

Natsuna 6.0. 5.4 

KM-l 6.0 

YS-l. 6.0 

Sc-l 6.0 

Akane kyona 6.0 

Shirokuki seiyo ohbakyona 6.0 

Shirokuki hudanna 6.0 

Nihon hudansou 6.0 

Seiyo hudansou 6.0 
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1・12CMS(2)

也 Jよよご之f:JRJf丘ιf尽尽尽任!tt仁;一…h州日 Ij土上、恥明55jr 守引刊帥問叩;目山山川吋叩刊
湧券• 

11  k b 

Miyazaki zairal (Splnach beet) 
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湧歩' 
E ScE S B Sc B 

凶ふ~ふい叶
歩

Y 
Fig. 4-12 Organization of atp A gene and pseudo-atp A copy isolated from a spinach beet line， Miyazaki 

zairai. The hatched box represents the coding sequence and its homologous pseudocopy. Pseudo 

atp A copy diverges from S-2atp A 1455 nuc1eotides 3' to the start codon (black box). Restric-
tion sites are B， BamH 1; E， EcoR 1; H， Hind III; Sc， Sac 1; and S， Sma 1. 

Sacl 
GAGCTCTTTTATCGCGGAATTAGACCTGCTATTAACGTCGGCTTATCTGTCAGTCGCGTC 
事事寧本牢事事事事本本牢事事事事寧事事事事事本事事事事事本牢事事事事事牢卒事牢牢牢牢3幹事事牢牢本本牢本牢本本牢牢本牢牢牢

GAGCTCTTTTATCGCGGAATTAGACCTGCTATTAACGTCGGCTTATCTGTCAGTCGCGTC 

GGGTCTGCCGCTCAGTTGAAAGCTATGAAACAAGTCTGCGGTAGTCCAAAACTGGAATTG 
本牢本本事事牢卒事事本牢事事牢本牢本事牢牢本本事事卒事牢本本寧牢牢牢寧牢牢本事牢牢牢本牢事事事事事卒事事事事牢本本本事事

GGGTCTGCCGCTCAGTTGAAAGCTATGAAACAAGTCTGCGGTAGTCCAAAACTGGAATTG 

GCACAATATCGCGAAGTGGCCGCCTTTGCTCAATTTGGGTCAGACCTTGATGCTGCGACT 
本本牢本牢本本牢牢牢牢牢牢本本牢牢牢牢本卒事事事牢本本牢事事牢牢牢牢牢牢本本寧牢事事牢牢事事章牢卒事事牢事事事本牢牢本牢

GCACAATATCGCGAAGTGGCCGCCTTTGCTCAATTTGGGTCAGACCTTGATGCTGCGACT 

CAGGCATTACTCAATAGAGGTGCAAGGCTTACAGAAGTACCGAAACAACCACAATATGCA 
卒事牢牢本牢牢牢本事牢*牢牢*事事事*本*牢本*牢牢牢本牢牢事事牢牢牢牢事事牢*牢事牢牢牢本事事牢本*牢牢事事牢牢*牢牢

CAGGCATTACTCAATAGAGGTGCAAGGCTTACAGAAGTACCGAAACAACCACAATATGCA 

CCACTTCCAATTGAAAAACAAATTCTAGTCATTTACGCAGCTGTCAATGGATTCTGTGAT 
牢本牢牢牢牢牢牢牢牢牢牢牢本牢牢牢牢牢牢牢牢牢牢牢牢牢牢本牢牢牢牢牢本本牢牢牢牢牢牢牢牢牢牢本草本牢牢本本本牢牢牢本車牢

CCACTTCCAATTGAAAAACAAATTCTAGTCATTTACGCAGCTGTCAATGGATTCTGTGAT 

CGAATGCCACTAGATAAAATTTCTCAATATGAGCGAACCATTCCAAATAGTGTAAAACCA 
本牢本牢牢本牢牢牢事牢本牢本牢牢事事牢牢牢牢本本本牢本宰寧牢牢本牢牢本牢本牢牢本牢牢事事事事牢本本牢本本牢寧牢牢本寧 本

CGAATGCCACTAGATAAAATTTCTCAATATGAGCGAACCATTCCAAATAGTGTAAAACAA 

GAATTATTACAATCCCTTAAGGGGGGGTTAACTAACGAAAAAAAGATGGAACTAGATTCC 
牢牢牢事牢牢牢牢本牢牢本牢牢牢牢本事牢本牢牢本 寧牢寧本牢 寧 本事 事

GAATTATTACAATCCCTTAAGGGAATCATAAGTCATATCGTTTCTACTTTTTCGGAAAAC 

TTCTTAAAAGAATGCGCTTTGAATTACτ'AAT'τT‘C'τT‘"τ'Tτr‘屯冨C'τT吋r'町η‘"τT廿.τT‘τT町‘'CTAT刊，τTTτT町r‘
牢 辛牢 牢牢 Ba時司

CGGTCTTCGGGTATCTAGGCATGGTTATGCCA宮古罰百

Fig. 4-13 Nuc1eotide sequence comparizon of the Natp A gene (top line) and the pseudo-atp A copy of the 
spinach beet， Miyazaki zairai (bottom line). Asterisks indicate homologous nuc1eotides. The 
T AA stop codon and Sac 1 and BamH 1 recognition sites are also presented. 
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たところ，atpAのTAA終止コドンの 52bp上流

の部位より構造変異を起こしていることが判明し，

偽遺伝子化している可能性が高い (Fig.4-13)。

考察

塩基配列分析を通じて， TK81-0とTK81-MS

から単離したatpA遺伝子 (NatpA， Satp A)は互

いに開始コドンのわずか47bp上流から分子構造を

異にすることが判った。また， S-2型CMS系統で

ある 1-12CMS(2)由来の αtpA遺伝子 (S-2atpA) 

座はλTatpA座と比較した場合，終止コドンの3'

下流393bpから構造変異を起こしている。ノーザ

ンプロット分析によればTK81-0とTK81-MSと

の転写パターンは著しく異なるが，転写産物の 5'，

3'両末端をプライマー伸長法と RNaseプロテク

ショ γ分析法で同定した結果，ここにみられたatp

A転写パターンの相違は転写調節に関わる 5'上流

τK81・0

H 

u 1・12CMS (2) 

H
!
 3.7 

3.1 鵜機鱒鯵 3.1 

域の塩基配列の相違に起因すると結論できた。た

だ，今回分析した RNA標品は肥大根または成葉よ

り調製したものであり， CMSの発現との関連性を

解析するには蔚組織由来の RNA標品の研究や，

ATP合成酵素タンパク質の特徴づけが今後必要で

あろう。一方， S型とは呉型の S-2型CMS系統に

おいては，その維持花粉親(I-1261L)と同じ atpA

転写パターンが得られた。それ故 3'隣接域に生じ

た構造変異が転写に影響を及ぼしている可能性は極

めて低い。また，同じ細胞質を有しているにもかか

わらず， TK81のとI-1261Lの両系統聞ではatp

A転写パターンの相違が見出された。これは核遺

伝子型がミトコンドリア遺伝子の転写に影響するこ

とを示すデータと考えてよい。同様の知見は， トウ

モロコシの cox11遺伝子11)やハツカダイコンの

atp A遺伝子60)でも報告されており，核と細胞質遺

伝子の相互作用を研究する上で興味深い。

smE? 

出凶
-R1 

ぷ謡音Sm

3.7K 

13.6 K 
H 

回協務貌

Fig. 4-14 Organization of the atp A 3' f1anking regions in TK81-0 and 1 -12CMS(2) (S-2 cytoplasm) 
mtDNAs. The 3.7 kbp Hind III cIone (TK81-0) was found to contain a homology with 5' termi. 
nus of the 6.5 kbp repeat (RI). (Left) Southern blot analysis of mtDNA. DNA was digested 
with Hind III， and hybridized with 3' f1anking region of a砂A (250 bp Sma I-EcoR 1; shown in 
right paneI). (Right) Restriction maps of the four Hind III cIones. Open boxes indicate atp A 
coding region. Restriction sites are E， EcoR 1; H. Hind III; and Sm， Sma 1 
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Satp A遺伝子を特徴づける 5'隣接域の変異の成

因は明らかではないが，その一方で、，S-2atp A構

造変異の成因については示唆に富むデータを得た。

S-2型CMS系統のミトコンドリアゲノムは，機能

を備えたS-2a砂A遺伝子を 1コピー有すると同時

にatpA 3'末端域およびその隣接域の相同配列を

ゲノムの別の場所にも含む。サザンブロット分析に

よれば，atp Aコード域の C末端に始まる約6.5

kbpの領域がゲノム内に反復して存在する。これに

対して，正常系統では，S-2atp A下流相同配列は

1コピーのみである。 SMALLet al. 72)は，サブリモ

ン分子を介した反復配列の形成がミトコンドリアゲ

ノムの進化に重要な役割を演じている可能性を指摘

した。この仮説の要点は，①祖先型ゲノムには2組

の短い反復配列(Rl，R2)が直列に配置されている。

Jf/T附 o
tI 89 

②祖先型ゲノムではRlとR2をそれぞれ介した組

換えがごく稀に起こり，組換体のサブゲノム分子が

サブリモン分子として産み出される。③サブリモン

分子の組換えの結果，祖先型ゲノムにおいて Rlと

R2に挟まれている領域の重複したマスター染色体

が新たに誕生するというものである。仮に正常

(TK81-0)型のミトコンドリアゲノムがS-2型

(1 -12CMS (2))ゲノムの祖先型で，サプリモン分

子を介した組換え産物として S-2型ゲノムの 6.5

kbp反復配列が形成されたとすれば， 6.5 kbp反復

配列の両末端と相同性のある短い反復配列が正常型

にそれぞれ含まれていることになる。結巣の項に述

べた様に， TK81-0 mtDNAにおける 6.5kbp配列

の5'境界域について詳細な解析を行ったところ

くFig.4-14)，406 bpの反復配列を見出した (Fig.

8989 B 
1800 

H 
J 9.3 K 

R2 
ーー悌』

品lk1500 I I 9.3 (守F悦、 J EX H 

2.9 K 

7.4 

1・12C糊S但)
probe 

B H 
ー助成。「 7.4K 

2.9 2.9 

2.9 K 
H 

Fig. 4-15 Organization of the att A 3' fianking regions in TK81-0 and I-12CMS(2) (S-2 cytop1asm) 
mtDNAs. The 9.3kbp HindIlI c10ne (TK81-0) was found to contain a homo1ogy with 3' terini-
nus of the 6.5 kbp repeat (R2). (L巴ft)Southem b10t ana1ysis of mtDNA. DNA was digested 
with Hind I1I， and hybridized with 3' fianking region of S-2att A (1300 bp XhoI-Bg1II; shown in 
right paneI). (Right) Restriction maps of the four Hind III c1ones. The hatched region indicates 
th巴 6.5kbprepeat in 1-12CMS(2). Restriction sites are B， BamHI; Bg， Bg1II; E， EcoRI; H， 

Hind I1I; and SI， Sa1 1; and X， Xho 1. 
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4-9)。

一方， 6.5 kbp配列の 3'境界域を含むXhoI-Bgl 

11 (1300 bp)断片 CFig.4-15)をプロープに用いて，

TK81-0 mtDNAのHindIIl分解物との聞でサザ

ンプロット分析を行った。その結果， 3'境界域との

相同配列を含む9. 3 kbp Hind III断片を検出した。

塩基配列分析によれば，共通配列はFig.4-16に示

すように7bpであった。イネの att6でもわずか

7bpの反復配列が関与したと考えられる組換えが

報告されており 48)，6.5 kbp配列の 3'境界域に配置

された 7bpの反復配列も進化の過程で，ごくまれ

に生じる組換えの担荷体になり得ると推定される。

XBg1300 GGAAGG 

XE1500 

BgBg1800 

さらにR1とR2による組換え産物がサブリモン分

子として存在するか否かを調べるため， R1配列の

一部を成す250bp Sma I-EcoR 1断片をプロープ

に用いてサザンプロット分析を試みた。その結果，

Fig.4-17に示すように6.0kbpと1.3kbp に相当

する位置に化学量比の極めて低いハイブリダイゼー

ションバンドを検出し，サブリモン分子の存在する

可能性が示唆された。従って，正常型の祖先型ミト

コンドリアゲノムにおいて，サプリモンを介した

6.5 kbp領域の重複が生じ，その過程で406bp反

復配列を組換えサイトとする相同組換えにより

S-2att A遺伝子が生じた可能性も充分に考えられ

I-12CMS(2) 

I-12CMS(2)，TK81-0 

TK81-0 

Fig. 4-16 Sequence alignment of the homologous portions of 1300 bp Xho I-Bgl II subclone (XBg1300) from 
1-12CMS(2) (S-2 cytoplasm)， 1500 bp Xho I-EcoR 1 subclones (XE 1500) from 1-12CMS(2) and 
TK81-0， and 1800 bp Bgl II subclone (BgBg 1800) from TK81-0. The 7 bp sequence common to 
all three sequences is boxed. 

£/H  Sm E I:i 
3.7K 

一一炉開

13.6 K 
H SmE H 

! R1-media…… 
H SmE H 

L_I 16.0 K 

一一酔 R1 (sublimons) 

1-_1 l 1.3 K 
H SmE H 

Fig.4-17 Detection of HindIII fragments corresponding to the predicted products of recombination across 
the R1 repeats. TK81-0 and 1-12CMS(2) (S-2 cytoplasm) mtDNAs were digested with HindIII 
and hybridized with the 250 bp SmaI-EcoRI fragment. Sizes of the hybridized fragments are in-
dicated in kbp. 
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ょう。また，フダンソウの中にはatpAのコード

域の3'側で構造変異を起こしている atpA配列も

見出された。今後，この様なatpA偽遺伝子が如

何なる機構により生じたかを考察するために，反復

配列の同定とサブリモン分子のクローン化および構

造解析を進め，テンサイにおける aφA遺伝子の

進化について調べる必要がある。

第5章 atp 6遺伝子の構造と発現

緒 宅呈・

酉

atp 6遺伝子はATP合成酵素複合体F。ドメイ

ンのサブユニット 6をコードするミトコンドリア遺

伝子である。植物ではトウモロコシの atp6遺伝子

の構造が最初に決定された7九興味深いことに，こ

の遺伝子のコード域内に含まれる 122bp配列がト

ウモロコシ coxIIの近傍に見つかり，さらに5'上

流域はトウモロコシT型CMS系統より単離され

たキメラ遺伝子 T-uゲ13の上流に反復して存在

する。またダイズからは2コピーの αtp6遺伝子が

クローン化されたが，読み取り枠の5'端にはそれ

ぞれcoxIIあるいはatp9遺伝子との短い相同配

列が見出された74)0 atp 6遺伝子と mtDNA再編成

との密接な関連性を示唆するデータは他の植物種で

も得られている。特にatp6遺伝子を含む遺伝子変

異がCMSの発現に関連していることが， トウモロ

コシT型およびC型CMS系統8・47)をはじめ，ハ

ツカダイコン10)，イネ48)およびナタネ 12，75)CMS系

統で報告されており， CMSの分子機構を考察する

上で注目される。本章ではテンサイの正常系統と S

型およびS-2型CMS系統より atp6遺伝子を単離

し，その分子構造と転写機構を比較解析した。

材料および方法

テンサイの正常系統(TK81-0，1-12 61L)および

5種のCMS系統 (TK81-MS，1-12CMS(R)， 1-

12CMS(2)， 1-12CMS(3)， 1-12CMS(7))の計7系

統の肥大根より第 2章に述べた方法で、mtDNA，

mtRNAを調製し，実験に供試した。 DNAおよび

RNA解析法は第2章，第3章に詳述した。

結果

1.塩基配列

第2章に述べたようにマツヨイグサ atp6プロー

ブ(Table2-2)を用いてテンサイ正常系統 (TK81ゅ

ののmtDNAのEcoR1分解物との聞でサザンハイ

ブリダイゼーションを行うと 4.2kbp断片との聞で

分子雑種が形成される (Fig.5-1， Table 2-3)。こ

の断片をクローン化し，塩基配列を決定したo

Figs. 5-2， 5-3に示すように， 750 bpからなる atp

6が同定された。テンサイ αtp6はこれまでに報告

されたatp6の内でサイズが最も小さい。テンサイ

atp 6とタバコ atp6対応域76)をヌクレオチドレベ

ルで‘比較した場合95.2%という高い相向性を示し

た。また，開始コドンから数えて， 14 bp上流に

は， 5'-TCCATTCT-3'という SD様配列が存在す

るが，これはテンサイ atpAの上流に見いだされ

たSD様配列(5'-TCTATTCT-3つ(Fig.4-3)と酷
似している。

2. CMS系統における αtp6の構造

Fig.5-1に示すように，マツヨイグサa砂6プ

ロープはS，S-2， S-3およびS-4型CMS系統よ

A' -.0/ ... &.E:" owg  dFゐ!.dテ今ニ
ば h44p命令今

三ぷ〉yyy{kbP)

<11 4.2 

<11 3.2 

Fig. 5-1 Southern blot analysis of mtDNAs from 
the normal and CMS lines. MtDNA was 
digested with EcoRI and electrophoresed 
in 0.8% agarose gel. The DNA was 
transferred onto a Nylon membrane filter 
and hybridized with radiolabeled Oenoth. 
era att 6 probe (see Table 2-2). Sizes 
of the hybridized fragments are indicated 
in kbp. 
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り抽出した mtDNAの3.2kbp EcoR 1断片とハイ

ブリダイズする。 CMS系統における atp6遺伝子

を解析するため， 3.2kbpEcoRI断片とこれの

オーバーラッピング Pst1断片をS型 CMS系統

(TK81-MS)およびS-2型CMS系統(I-12CMS

(2))よりグローン化し，分析を行った(これ以降，

TK81-0由来の atp6をNatp6， TK81 -MS由来

のatp6をSa砂6ならびにI-12CMS(2)のatp6 

をS-2atp6と省略〕。制限酵素切断地図を比較すれ

ば， 3'下流域についてはいずれも Natp6と構造が

等しいと推定されるのに対して， 5'上流域では

Satp 6およびS-2atp6ともにコード減に近接した

部位で構造変異が起こっていることが示唆された

(Fig.5-2)。塩基配列分析の結果をまとめて Fig.

5-3に示す。コード域に関してはSa砂6の435番

目の塩基がCに置換 (Natp6の対応位置はT)し，
また S-2atp6の210番目がGに変化CNatp6の対

応位置はT)していたが，いずれの塩基置換もコド

ンの3文字目に生じており，アミノ酸配列の変化は

もたらさない。それに対して， 5'上流域では，Satp 

6もS-2atjり6も共に開始コドンの上流41bpから

の構造が異なっている。

3. CMS型 atp6の上流に見出された ORF

XUE and THOMAS (私信〉によれば，テンサイ S

EH BH P 

型CMS系統においてはa砂6遺伝子の上流に525

bpのORF(Soゲ1)が存在し，at)り6と共転写され

るという。本実験ではS-2型CMS系統について

aφ6上流域の塩基配列を決定し， ORFの検索を

試みた。 S型 CMS系統の atp6上流域 (XUEand 

THOMAS私信〉と比較すると，塩基置換や数bpの

欠失がみられ，Soゲ Iに当たる読み取り枠を組む

ことは難しい。その代り，他のアミノ酸をコードす

るORF(S-20ifと命名〉が同定された (Fig.5-2)。

Soif 1と比較した場合，塩基配列では86%，アミ

ノ酸配列で54%の相向性が示された。ちなみに，

Soゲ1とS-20ゲの両者について翻訳産物の

hydropathyを解析してみると，いずれも疎水性の

領域が繰り返して現れており，膜に貫通して存在す

るタンパク質の特性を備えている。このような特性

は， トウモロコシT型CαM川1S系統の T一u1ゲグ 137η

ハツカダイコン CMS系統の 0宅ゲf10510)およびナタ

ネ CMS系統の O宅ゲf22412)等の翻訳産物にも見出さ

れている。なおS型CMS系統の Soゲ l上流域と

S-2型 CMS系統の S-20ゲ上流域について制限酵

素切断地図を比較したところ，少なくとも α砂6の

上流約1.3kbpからの構造が互いに著しく異なるこ

とが判明した (Fig.5-2)。

HPB E 
u w 山11斗l TK81・0，1kbpI 

ー周回園田 Prob・
PBS SX E H HPB E 
u u ~魁180ftllτs 

TK81・MS

Xh HBBHE H E HH HPB E 
l 111 1 1 I 11 111 

l 出凶凶斗 l圃 12CMS(2)

Fig. 5-2 Restriction maps of the mtDNA regions containing a砂6gen巴 fromTK81-0， TK81-MS (S cyto. 
plasm) and I-12CMS(2) (S-2 cytoplasm). The open boxes show ORFs. The transcribed 
sequences are also indicated by arrow目 Thelocation and extent of the probe DNA for Northern 
blot analysis in Fig. 5-4 is indicated over the map. Restriction sites are B， Bgl II; H， Hind III; P， 
Pst 1; S， Sma 1; X， Xba 1; and Xh， Xho 1. 
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L.____.____.__. . 
TGTTTATTACGATTACGTCCCAACAGCCCACTTGAGCAATTTITCCATTCTtCCATTGATTCCT -1 

2&3 AATCCAGCAGCGGGACGGATCCCCAGCCCCCTAGAGCAATTTITCCATTCTtCCATTGATTCCT -1 

1&2&3 ATGAAAATAGGAAACTTGTATTTCTCATTCACAAATCCATCTTTGTTTATGCTGCTAACTCTC 63 
M K 1 G N L Y F S F T N P S L F M L L T L 

1&2&3 AGTTTGGTCCTACTTCTGCTTCATTTTGTTACTAAAAAGGGAGGAGGAAACTCAGTACCAAAT 126 
S L V L L L L H F V T K K G G G N S V P N 

1&2&3 GTTTGGCAATCCTTGGTAGAGCTTATTTATGATTTCGTGCTGAACCTGGTAAACGAACAAATA 189 
V W Q S L V E L 1 Y 0 F V L N L V N E Q 1 

G(S-2atp6) 

1&2&3 GGTGGTCTTTCCGGAAATGTTAAACAAAAGTTTTTCCCTTGCATCTTGGTCACTTTTACTTTT 252 
G G L S G N V K Q K F F P C 1 L V T F T F 

1&2&3 TTGTTATTTCGTAATCTCCAGGGTATGATACCCTATAGCTTTACAGTTACAAGTCATTTTCTC 315 
L L F R N L Q G M 1 P Y S F T V T S H F L 

1&2&3 ATTACTTTGGGTCTTTCATTTTCCATTTTTATTGGCATTACTATAGTGGGATTTCAAAGAAAT 378 
1 T L G L S F S 1 F 1 G 1 T 1 V G F Q R N 

C( Satp6) 
1&2&3 GGGCTTCATTTTTTAAGCTTCTCATTACCTGCAGGAGTCCCGCTGCCGTTAGCACCTTTTTTA 441 
G L H F L S F S L P A G V P L P L A P F L 

1&2&3 GTACTCCTTGAGCTAATCCCTCATTGTTTTCGCGCATTAAGCTCAGGAATACGTTTATTTGCT 504 
V L L E L 1 P H C F R A L S S G 1 R L F A 

1&2&3 AATATGATGGCCGGTCATAGTTCAGTAAAGATTTTAAGTGGGTTCGCTTGGACTATGCTATGT 567 
N M M A G H S S V K 1 L S G F A W T M L C 

1&2&3 ATGAATGATCTTTTATATTTCATAGGAGATCTTGGTCCTTTATTTATAGTTCTTGCATTAACC 630 
M N 0 し L Y F 1 G D L G P L F 1 V L A L T 

1&2&3 GGTCTTGAATTAGGTGTAGCTATATTACAAGCTCATGTTTTTACGATCTTAATCTGTATTTAC 693 
G L E L G V A 1 L Q A H V F T 1 L 1 C 1 Y 

1&2&3 TTGAATGATGCTACAAATCTCCATCAAAATTCTTTTTTCTTTTTATTAGAATTTTTATAATTG 756 
L N 0 A T N L H Q N S F F F L L E F L 牢

Fig. 5-3 Nucleotide and derived amino acid sequences of Natp 6(1)， Satp 6(2) and S-2atp 6(3) genes. 
Natp 6 sequenc巴isaligned with Satp 6 and S-2atp 6 sequences. Numbering of nuc1eotides is from 
the predicted translation start of att 6. The predicted amino acid sequences are translated accord. 
ing to the universal code. The putative ribosome binding site is boxed. Vertical arrow indicates 
the point of sequence divergence. Nuc1eotides found in Satp 6 and S-2atp 6 which differ from 
those in Natt 6 are indicated above Na砂6sequence 

4. 転写分析

今回，構造決定した3種の atp6についてその転

写パターンを比較した。 TK81-0，1-12 61L， 

TK81-MS， 1-12CMS(R)， I-12CMS(2)， 1-

12CMS(3)および1-12CMS(7)の肥大根より調製し

たmtRNAをナイロンメンプランフィルターにト

ランスファーし，ノーザンプロット分析を行った。

用いたプロープは，Satp 6クローン中の atp6 

コード域を含む450bp Hind III断片 (Fig.5-2)で

ある。 Fig.5-4に示すように正常系統CTK81-0，1 

12 61L)で0.95kb， S型CMS系統 CTK81-MS，

1 -12CMS (R) )で 2.3kb，異型 CMS系統(1-

12CMS(2)， I-12CMS(3)，ト12CMS(7))では2.2

kbに相当する主要転写産物が検出された。

考察

正常系統と S型およびS-2型CMS系統より単

離した αφ6の構造比較を行った。制限酵素切断地
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Fig. 5-4 Northern blot analysis of the att 6 locus 
from the normal and CMS lines. 
MtRNA was electrophoresed in 1% agar. 
ose-formamide gel， transferred onto a 
Nylon membrane filter， and hybridized 
with the sugar beet atp 6 probe (450 bp 
Hind III fragment shown in Fig.ふ2).
Sizes of transcripts are indicated in kb. 

図に基づけば， 3'隣接域の構造は互いに共通と考え

られる。これに対して， 5'隣接域には多型がみられ

た。 5att6と5-2att6はいずれも Natt6と比べ

た場合，コード域に近接した部位で構造変異を起こ

しており XUEand THOMASのデータ(私信〉に従

えば，5atp 6の上流にはおてf1が存在すると予想

される。他方，5-2att 6の上流には50ゲ1とは構

造を異にする 5-20ゲを今回見出した。このことは

αφ6上流域の ORFがCMS発現と関係あるとす

れば， CMSの生起機構がS型と S-2型で異なる.こ

とを示唆する。しかも，5att 6と5-2，包φ6聞でも

開始コドンの上流l.3kbpから大きな再編成を生じ

ている可能性が高い。

XUE and THOMAS (私信〉によれば，テンサイ

att 6転写物の3'端は正常系統およびS型CMS系

統ともにαtt6の下流 100-200bpの範囲内にマッ

ピングされるという。さらにXUEらは， S型CMS

系統ではatt6が5'上流に存在する 50ゲ1と共転

写されることも見出した。これは今回行ったノーザ

ンプロット分析でも確かめられ，Natt 6と5att6 

の転写開始点は全く異なるとみてよい。また， S-2 

型 CMS系統のatt6の5'上流域に見出されたS

20ゲについても att6と共転写されているようで

ある。 50ゲlと5-20ゲは予備的に行ったサザンプ

ロット分析に基づく限り，正常系統のミトコンドリ

アゲノムには含まれておらず， CMS発現との関連

性に興味がもたれる。 CMS系統において att6の

上流にORFが密接に連鎖し，共転写されていると

いう事例がハツカダイコン10)やナタネ 12，75)のCMS

系統でも報告されている。ただ，これらの ORF聞

に塩基配列の目立った相向性は見られず，またその

機能も不明のままである。今後，さらに詳しい転写

解析や翻訳物レベルの解析を行い，テンサイにおけ

るCMS発現との関連を調べる必要がある。

第6章総合論議

高等植物のミトコンドリアゲノムには， rRNA 

遺伝子， tRNA遺伝子， リボソームタンパク質サ

ブユニット遺伝子， FIFo-ATP合成酵素サブユ

ニット a，6および9遺伝子，シトクロム酸化酵素

サブユニット 1，IIおよびIII遺伝子，シトクロム

アポタンパク質b遺伝子， NADH脱水素酵素サブ

ユニット1， 2， 3， 4および5遺伝子等がコードさ

れている7九いずれの遺伝子も呼吸代謝に必要不可

欠であり，これらの遺伝子に生ずる突然変異の多く

は致死的と予想される。従って，高等植物では嫌気

条件下でも生存可能な酵母とは異なり， ミトコンド

リア遺伝子の突然変異体が得られにくい。その点で

CMSはトウモロコシの NCS(non-chromosomal 

stripe)突然変異79)や胡麻薬枯病感受性変異80)とと

もに数少ない，非致死性のミトコンドリア遺伝子突

然変異ということができる。 CMS植物のミトコン

ドリアからは，しばしば多様な突然変異遺伝子が発

見される。これらの変異遺伝子は，①転写調節領域

の塩基配列が別の配列と置き換わった遺伝子(トウ

モロコシのC型CMS系統の cox11， att 6， att 

947)，②既知のミトコンドリア遺伝子コード域を含

む組換えの結果，生じたキメラ遺伝子(トウモロコ

シT型 CMS系統の T-urf138) :ペチュニア

CMS系統の5-ρCf9):ソルガム CMS系統の COX

111) .ナタネ CMS系統の oゲ22412)，③遺伝子隣接
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域に起こった複雑な再編成により生み出された新た

なORF(ハツカダイコン CMS系統の oゲ10510); 

ヒマワリ CMS系統の oゲ H52262)に大別すること

ができる。いずれの変異遺伝子にも共通しているの

は変異の成因が塩基置換によるものではなく主とし

て組換えに基づく点である。これは塩基置換変異の

集積によって進化してきたとされる動物ミトコンド

リアゲノムとは対照的といってよい。

本研究ではテンサイ CMSの分子機構解明の基礎

として， 9種のミトコンドリア遺伝子の構造を正常

系統と CMS系統間で比較した。その結果 cox

II， afP Aおよびatp6の3種のミトコンドリア遺

伝子座において，ゲノム再編成の産物と推定される

突然変異を見出した。例えば，cox IIの場合， S型

CMS系統から 5'隣接域の再編成により転写調節領

域の変化したScoxII-1ならびにコード域3'端か

ら構造変異を起こしたキメラ遺伝子ScoxII-2が同

定された。転写調節域に組換えが起こり，これが転

写パターンにも影響を及ぼしている変異遺伝子は

atp AやafP6遺伝子座にも見いだされた。特に

atp 6においては， XUE and THOMAS (私信〕の

データも参考にすればSafP6， S-2atp 6の5'上流

域には新たなORFが形成され，SafP 6， S-2afP 6 
と共転写されており，atp 6単独で転写される

Naφ6座と著しく異なることが判った。これは，

トウモロコシT型CMS系統における T-uゲ13

とoゲ2581)，ハツカダイコン CMS系統の orf

105とatp610)，ヒマワリ CMS系統の a砂Aと

oゲH52262)あるいはベチュニア CMS系統におけ

るS-pcfとndh3， rts 12聞のようにCMS関連

遺伝子が近くに位置するミトコンドリア遺伝子と同

じ転写単位を構成している事例と酷似する。このよ

うに本研究では，テンサイ CMSの発現に関与する

可能性のあるミトコンドリア遺伝子を coxII， afP 

A， afP 6の3種に絞った上で解析を進めた。
CMS遺伝子は稔性回復核遺伝子と共存した場

合，その転写パターンが変化することも充分に考え

られる。著者はS型細胞質を有する稔性回復系統よ

りmtRNAを抽出し，cox II， afP A，およびafP
6遺伝子プロープとの聞でノーザンプロット分析を

試みた。予備実験の結果によれば，稔性回復核遺伝

子は，いずれのミトコンドリア遺伝子の転写にも影

響を及ぼさないようである。ただ，稔性回復遺伝子

は翻訳レベルで作用する可能性も充分考えられるの

で，in vitro翻訳実験やウエスタンプロット分析を

活用し， タンパク質レベノレで喝の詳細な解析を行う必

要があろう。 トウモロコシやベチュニアでの研究を

含めて， CMS機f乍を解明するには，次のような問

題点が残されている。例えばHANSON4)も指摘し

たように， CMSは蔚組織で発現する形質であり，

当然，約組織における mtDNAの構造やミトコン

ドリア遺伝子の転写・翻訳機構が調べられねばなら

ないが，実験技術上の困難さゆえにほとんど解析が

進んでいないのが現状である。また， ミトコンドリ

ア遺伝子の突然変異と花粉退化現象との因果関係に

ついては， ミトコンドリア内膜を介して進む酸化的

リン酸化の共役反応の阻害にその原因を求める

FORDE and LEAVERの仮説83)あるいはCMS系統

に特異的にみられるミトコンドリア電子伝達第二経

路 (alternativeoxidase pathway)の活性低下に注

目した HANSONの仮説叫が提起されているが，い

ずれも裏付けが不充分で仮説の域を出ていない。そ

の上，テンサイのafP6の解析結果に示されたよう

に，植物ミトコンドリアゲノムには機能不明の

ORFが少なからず含まれていると予想される。

従って， CMSコード遺伝子の同定には，一方でミ

トコンドリアゲノムの全一次構造の決定が急務であ

ると共に， ミトコンドリアを標的とする形質転換な

ど新しい解析手法の開発が望まれる。

一方，本研究を通じてミトコンドリアゲノムの突

然変異遺伝子の生起機構や進化を考察する上で，示

唆的なデータが得られた。 S型細胞質を特徴づける

Scox IIの5'隣接域をめぐる解析結果はその好例と

いえる。第3章に詳述した如く ，Scox II 5'隣接域

との相同配列が野生種である B.maritima 

(SP581103-0)， B. adanensis (Egypt)， B. 

tngyna (SP753012-0)の各系統にも見出された(4.6

kbp Hind III断片， Fig.3-7)。この配列はS-3，

S-4型の両細胞質にも共通して含まれていたが，

S-3， S-4型の両ゲノムはこれに加えて，さらに 1

コピー (6.3kbp Hind III断片， Fig.3-7)のScox

II 5'隣接域相向配列を有する。他方， S-2型細胞

質からはS-3やS-4型と共通の 6.3kbp Hind III 

断片に含まれる相同配列のみが見いだされた。しか

も6.3kbp Hind III断片中の ScoxII 5'隣接栢同配

列の末端はScoxIIのATG開始コドンの位置にあ
り，そのためS-2/型ゲノム中の coxII (Ncox II遺

伝子と構造が等しい〉との聞で52bpに亘る配列が
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共有される CFig.3-8)。以上の結果をもとにすれ

ば，次のような ScoxII誕生のシナリオ(Fig.6-1) 

を描くことができょう。すなわちテンサイ祖先型の

ミトコンドリアゲノムにおいて，まず，Scox II 5' 

隣接域相同配列の重複が起こり，その重複コピー

が，偶然52bp配列に隣接して配置された CS-3，

S-4型ゲノム〉と考えられる。その後，例えばloop

out型分子内組換え等により， 4.6 kbp Hind III断

片域が失われCS-2型ゲノム)，さらに S-2型 coxII 

とScoxII 5'隣接相同級の間で52bp反復配列を介

した組換えが起こった結果，Scox II-lが生じた CS

型ゲノム〉というのが概要である。

最近， ANDRE et a1.84)は植物ミトコンドリアゲ

ノム中にしばしば発見される短い反復配列の起源と

その進化的意義に関して注目すべき考察を加えてい

る。その論考によれば，短い反復配列はミトコンド

リア遺伝子mRNAのプロセッシング産物が逆転写

を受け，ゲノムに挿入されることによって生じたと
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推定される。反復配列の長さは通例， 6~689bp と

短いのでこれを介した相同組換えの頻度は極めて低

いと想像されるが，進化の長い過程には，こうした

稀な相同組換えの起こる機会もあったに違いない。

短い反復配列に基づく組換えの結果，塩基配列の多

様な配置換え (shuffling)が生じ，これがサブリモ

ン分子に集積してミトコンドリアゲノム進化の原動

力となったとする ANDREet al.の論考は一考に値

する。テンサイにおいては，cox II 5'隣接域の 52

bp反復配列に加えて，S-2atp A 3'隣接域の 406

bp配列もミトコンドリアゲノム内に重複して存在

し，相同組換えを担い得ることが示された (Fig.

4-14)0 52 bp配列および406bp配列も遺伝子の転

写領域内に含まれている可能性が高く，逆転写産物

に由来したことも十分に考えられる。また，それぞ

れの反復配列聞で相向性を調べると 52bp配列に関

しては1個の塩基置換， 406 bp配列については4

個の塩基置換が見出され，組換え頻度が低いために

反復配列聞のコピー修正機構が充分に働かなかった

ことがうかがわれる。 Fig.6-1に示した coxII遺

伝子の進化モデルに基つ寺けば， ここに供試した4種

のCMS細胞質は互いに別個の系譜をたどって分化

してきたとみるよりもむしろ， S-3型， S-4型群と

S-2型がまず分岐し，次いで S-2型から S型が分

岐したと考える方が妥当のようである。もちろん

CMS細胞質の分化過程の全容を解明するには，今

後ミトコンドリアゲノム全体についての詳細な構造

比較を行わねばならない。ただ興味深いことに，

2000年を越える栽培の歴史を持つフダンソウの中

には，正常細胞質の外にS-3，S-4型細胞質やその

祖先型と推定されるような細胞質を有する遺伝子型

も見いだされた。 BOUTIN et al. 85)および

SAUMlTOu-LAPRADE et a1.86)によればフランス

大西洋岸に自生する B.maritima集団中には正常

株ならびにSとは異型の細胞質を有する CMS株が

混在していると L、ぅ。このような材料を多数供試

し，その mtDNAを調査することによって CMS細

胞質の成立過程が解明されるものと期待される。

摘 要

1.本研究では，テンサイの細胞質雄性不稔性

(CMS)の分子的機構を明らかにするため，正常系

統 (TK81-0，1-12 61L)， S型CMS系統 (TK81-

MS， 1-12CMS(R))およびS型とは異型の S-2，

S-3， S-4型 CMS系統(I-12CMS(2)， (3)および

(7))についてミトコンドリア遺伝子の構造と発現に

関する比較解析を行った。

2. 正常型および 4種の CMS型 mtDNAを

BamH 1， EcoR 1あるいはHindIIIで完全分解し，

9種のミトコンドリア遺伝子 (cox1， cox 11， cox 

111， cob， atp A， atp 6， atp 9， rrn 26， rrn 18)を

プロープに用いてサザンプロット分析を行った。そ

の結果，cox 1とrrn18を除く 7種のプロープを

用いた場合に多型が検出された。

3.多型の検出された7種のミトコンドリア遺伝子

のうち，rrn 26に関しては，ノーザンプロット分

析によって正常およびCMS系統ともに同ーの転写

パターンを示し， CMSとの関連は少ないと考えら

れた。また， αtp9， cox lII， cobの 3遺伝子をプ

ローブとした場合には， S型CMS系統のみを特徴

づける RFLP像が検出されたが，正常系統(TK81-

0)とS型CMS系統 (TK81…MS)より多型断片を

クローン化し，制限酵素切断地図を作成したとこ

ろ，いずれの遺伝子においてもタンパク質コード域

から，かなり離れた部位に構造変異の起きているこ

とがわかり， これらの変異が遺伝子発現に影響を及

ぼす可能性は少ないと推察される。これに対して，

cox II，αtp Aおよびatp6の3遺伝子については，

CMS系統でコード領域に近接した部位に構造変異

の起きていることが見出されたので， これらの遺伝

子に関しては，さらに塩基配列と転写分析を試み

た。

4.正常型mtDNAのcoxII (Ncox 11)は単一コ

ピーであり， 1463 bpのイントロンによって， 5'エ

キソン (382bp)と3'エキソン (398bp)に分断さ

れている。これに対して S型 mtDNAからは，cox 

II!lローンが2種類(ScoxII -1， Scox 11 -2)得られ

た。塩基配列分析の結果，これらの Scox11-1およ

びScoxII-2はNcoxIIと比べて，開始コドンの 5'

上流50bpからの塩基配列が相向性を全く失ってい

ることが判明した。この領域は転写調節にかかわる

と考えられるが，事実，Ncox IIの転写物は1.3kb 

であるのに対して， S型ミトコンドリアからは1.6

kbのメジャー転写物と 2種のマイナー産物が得ら

れた。一方，Scox II-2においては， 3'エキソン内

に組換えが起こり，その結果ORFが3'側に101コ
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ドン分伸長していることがわかった。

5. Scox 11-1はS-2型(I-12CMS (2))タイプの祖

先型ミトコンドリアゲノムにおいて cox11遺伝子

とScoxIl-1の5'上流相同域の聞で52bpの相同配

列を介した組換えが起こることによって生じた可能

性が高L、。また Scox11-2はScox//-1座に生じた

ゲノム再編成 (flip一日op型組換え，または塩基配列

の重複・転移〉の産物と推定される。

6.正常系統 (TK81-0)のatpA遺伝子 (Na砂A)

は1518bpから成り，コード域内に 3箇所のC→ 

Uエディティングを見出したが，いずれも，プロ

リンからロイシンへのアミノ酸変換をもたらす修飾

であった。

7. S型 (TK81-MS)およびS-2型 CMS(I-

12CMS(2))系統より atpA遺伝子をクローン化し，

構造を決めた (SatpA， S-2atp Aと省略)。いずれ

のatpAもコード域の塩基配列はNatpAと同一で

あった。しかし，Natp AとSatpA間では開始コ

ドンから数え，わずか47bp上流より構造変異が生

じている。他方，S-2a砂Aについては， 5'上流域

の構造は，Natp Aと変わらないものの， 3'隣接域

(終止コドンの下流393bp)に組換えが見出され

た。また，ノーザンフロット分析の結果によれば

S-2atp Aにおける 3'隣接域の構造変異は転写ノミ

ターンには影響を及ぼさない。それに対して，Satp 

AはNatpAと異なる転写物が得られ， RNaseプ

ロテクシヨン分析とプライマー伸長法によって，

mRNAの5'および3'末端を同定したところ， 5' 

隣接域の構造変異が転写に直接影響していることが

判明した。

8. S-2atpAを特徴づける 3'隣接域が正常系統

(TK81-0)およびS型CMS系統 (TK81-MS)の

mtDNA Iこ存在し，その上， S-2型CMS系統の

mtDNA中では反復していることが明らかとなっ

た。これらの配列はNaφAと406bpの配列を共

有する。したがって，祖先型ゲノムにおいて， この

406 bp配列を介した相同組換えにより，S-2atp A 

構造の生じた可能性が示唆される。

9.正常系統(TK81-0)のmtDNAよりクローン化

したαφ6遺伝子 (Natp6)は750bpから成り，

0.95 kbのmRNAが転写されている。これに対し

て， S型 (TK81-MS)およびS-2型CMS系統 (1-

12CMS(2))ではそれぞれ2.3kbならびに2.2kb 

のatp6転写物が検出された。これは， TK81-

MSaφ6 (Satp 6)とI-l2CMS(2)atp6 (S-2atp 6) 

において共に開始コドンの上流41bpから構造変異

が生じ，Sa~世 6 の上流に Soゲ 1 が，また S-2atp

6の上流にはS-201ダが配置され，これらのORF

が下流の αφ6と共転写されるためとみられた。

Soゲ 1とS-20ゲの塩基配列の相向性は86%程度

であるが，アミノ酸配列から推定して，共にミトコ

ンドリア内膜を貫通して存在するタンパク質をコー

ドし得ることが示された。

謝辞

本研究の遂行と取りまとめに終始懇切なる御指導

を賜った北海道大学農学部教授木下俊郎博士に心よ

り感謝の意を表する。また，本論文において御校閲

の労をとられた北海道大学農学部教授島本義也博士

に厚くお礼を申し上げる。北海道大学農学部教授三

上哲夫博士には本論文の完成に至るまで暖かし、御指

導と多大な御援助を頂いた。衷心より謝辞を表す

る。研究の遂行に当たり，貴重な材料を分譲して頂

いた名古屋大学農学部教授中村研三博士，東京大学

農学部教授平井篤志博士，植物工学研究所今村順博

土，北海道農業試験場増谷哲雄博士ならびに北海道

大学農学部助手阿部純博士の各位に謹んで謝意を表

したい。北海道大学遺伝子実験施設長杉本和則博士

ならびに前施設長谷藤茂行博士には同施設の利用に

際し，快く受け入れて頂いた。北海道大学農学部助

教授森宏一博士，同大学農学部助手高牟礼逸朗博

士，同大学理学部講師中島登博士，同大学遺伝子実

験施設助教授高木信夫博土，同施設助手吉田郁也博

土，同施設技官木村宏博士，名古屋大学遺伝子実験

施設教授杉浦昌弘博士，弘前大学農学部助教授原田

竹雄博土ならびに宮崎大学農学部助手貴島祐治博士

には多くの御助言と御指導を頂いた。北海道大学農

学部事務官室井玲子女史，同大学遺伝子実験施設事

務官斉藤厚子女史，同大学農学部金沢俊成博士なら

びに同大学農学部助手高橋肇博士には多くの激励の

御言葉と御協力を頂いた。北海道大学付属農場技官

畠山明氏には栽培管理について御指導を頂いた。

本研究には北海道大学農学部作物育種学講座なら

びに遺伝子実験施設の大学院・学生諸氏の御協力に

負うところが大きかった。
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なお，文部省科学研究費の補助を得，著者は日本

学術振興会の特別研究員として本研究を推進するこ

とができた。ここに記して御厚志に対する謝辞とし

Tこし、。
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Summary 

Cytoplasmic male sterility (CMS) is character-

ized by a failure to produce functional poIIen and 

has been reported in over 140 di任erentplant species 

(LASER and LERSTEN 1972). This trait enables the 

plant breeder to produce F， hybrid varieties without 
time-consuming emasculation and under conditions 

of controIIed poIIination. The CMS genotype is in-

herited via the maternal line and a range of evi-

dence now exists implicating the mitochondrial 

genome as the location of the CMS determinant(s) 

in several species (HANSON 1991). The first CMS 

correlated loci were identified in maize T-CMS and 

Pelunia CMS Iines. In these case， CMS is associat-

ed with mitochondrial DNA (mtDNA) r巴arrange-

ments， which result in expression of chimeric genes 

(e. g. maize T-uゲ13 and Petunia S-pcf) whose 

protein products are thought to interfere with nor-

mal pollen development (DEWEY et al. 1986; 

YOUNG and HANSON 1987). Even though genes 

believed to cause CMS in both maize and Petunia 

have been identified， the molecular mechanisms of 

CMS remain undefined. It is also evident that 

mutations of different mitochondrial genes can 

cause CMS. 

In sugar beet CBeta vu佐aris L.)， cytoplasmic 

male sterility was first discovered and studied by 

OWEN in the 1940s (OWEN 1945). This type of 

CMS， called S or OWEN CMS， is currently the only 

cytoplasm that is being utilized excIusively in sugar 

beet breeding programs. Molecular studies have 

shown that the OWEN CMS cytoplasm di妊ersfrom 

the male fertile (N) cytoplasm with respect to the 

number of minicircular DNA species present in the 

mitochondria (POWLING 1982， MIKAMI et al. 1984) 

and in-organello translation products of mitochon-

dria (BOUTRY et al. 1984). A survey of mitochon-

drial genomes from OLDEMEYER's coIIection， der-

ived from wild beets and constructed in an isogenic 

nucIear background， revealed three new forms of 

CMS genomes (designated S-2， S-3 and S-4) char-

acterized by their DNA digestion patterns (MIKAMI 

et al. 1985). However， little is known about the 

causal mechanism of the CMS trait in sugar beet. 
The author has studied the organization and 

expression of th巴 mitochondrialgenes from CMS 

cytoplasms of sugar beet， and compared them with 

those of normal genotype to identify alterations 

that might be involved in cytoplasmic male steriIity. 

The results are presented in this articIe. 

1. Organization of mitochondrial genes in 

CMS sugar beet 

In order to determine structural changes in the 

sugar beet mitochondrial genomes， which may be 

causaIIy related to the CMS trait， the author has 

carried out Southern hybridization analysis with 

heterologous mitochondrial gene probes. Restric-

tion fragment length polymorphisms (RFLPs) were 

found among the mtDNAs of normal (cv TK81-0 

and 1-12 61L) and CMS (TK81-MS， I-12CMS(R)， 

I-12CMS(2)， I-12CMS (3) and I-12CMS(7)) Iines 

that were hybridized with the cox II， cox III， cob， 

aφA， atp 6， a砂9and rrn 26 probes; no polymor-

phisms were detected when thes巴 DNAs were 

probed with the cox 1 and rrn 18 sequences. 

The polymorphic restriction fragments were 

cIoned into plasmid vector pUC 119 for fine map-

ping. Interestingly， rearrangement endpoints were 

mapped in cIose proximity to the genes， cox II， atp 

A and a砂6. These three genes were also shown 

to exhibit altered transcript patterns in CMS 

genotypes compared with normal plants‘ There. 

fore， the three genes seemed worthy of further char-

acterization to examine the e旺ect of DNA re-

arrangements of gene expression and CMS. 

II. Rearrangements and transcriptional 

αlterations in cox II gene 

The cox II gene encodes a polypeptide of complex 

IV (cytochrome oxidase) which is located in the 

inner mitochondrial membrane. The author has 

isolated and sequenced the cox II gene (named Ncox 

II) from mitochondria of male fertile sugar beet. 

This gene was found to b巴 located1491 bp upstream 

from the cox 1 gene on the sam巴 DNAstrand and 

to have a 1463 bp intron which split the coding 

sequence into two exons (382 and 398 bp). A plas-

mid cIone containing the Ncox 11 3' exon was used 

as a hybridization probe against mtDNAs from nor-

mal and CMS g巴notypes. Hybridization analysis 

suggests a di妊erence in the copy number and 

genome organization of the cox 1I gene between 

both cytoplasms: a single copy of the gene in N 

cytoplasm and two copies in CMS. 

The two copies of the cox II gene from CMS 

genome have been isolated and sequenced. These 

two genes were designated Scox II -1 and Scox II -2， 

respectively， and they were found to diverge com-

pletely from the Ncox 11 gene 50 bp 5' to the 

presumed start codon. This change in the 5' flank-

ing region probably results in a difference in the 

promoter region for the Scox II -1 and Scox 11-2 
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genes compared with the Ncox II gene. Based on 

N orthern blot analysis and RN as巴 protectionassay， 

this rearrangement proves to significantly alter the 

cox II transcriptional pattern in CMS. 

Moreover， the Scox 11 -1 and Scox II -2 sequences 

could be readily discriminated from each other by 

the 3' end and the immediately adjacent flanking 

sequences of the gene: the 3' divergence led to a 

101 codon extension of the Scox 11 -2 ORF. The 

physical map of CMS sugar beet mtDN A (BREARS 

and LONSDALE 1988) demonstrates the cox II locus 

to reside adjacent to a member of the 1 kbp invert. 

ed repeat sequence， across which recombination 

occurs. If the recombination repeat is entirely in. 

c1uded in the Scox II -1 ORF， a repeat-mediated 

“flip-flop" inversion could cause the Scox II -1 cod-

ing region to be fused in-frame to a small ORF 

(hypothetical ORF) immediately adjacent to 

another member of the inverted repeat. This 

fusion could extend the Scox II -1 ORF with an addi-

tional 101 codon， thus creating Scox II -2. How-

ever， we can not eliminate the possibility that the 

truncated cox 11 copy may be generated by a dupli-

cation of the usual cox II gene and a subsequent 

integration event in the same genome (FOLKERTS 

and HANSON 1989). Interestingly， the Scox II -1 5' 

flanking sequences were a1so found to be present in 

S-2， S-3 and S-4 CMS mtDNAs. These sequences 

contain a stretch of 52 nucleotides identical to the 

Ncox 11 (and cox II from the S-2 genome) 5' flank， 

suggesting that the 52 bp repeated sequence may be 

implicated in recombination events， generating the 

Scox II -1 locus. 

III. Rearrangements and transcriptional 

alterations in atp A gene 

In fungal and animal cells， all five subunits of the 

F ，-A TPase are encoded in the nuclear genome 
(NEWTON 1988). This situation contrasts with that 

in higher plants where the alpha subunit of F，-
ATPase is encoded by the mitochondrial gene. 

Here the author has isolated mitochondrial atp A 

gene from the male-fertile sugar beet (cv TK 81-0) 

by heterologous hybridization using atp A probe 

from pea. The gene is 1518 bp long and encodes 

polypeptides of 506 amino acids. The nucleotide 

sequence shares 94.6% homology with the pea atp 

A. To investigate whether RNA editing occurs in 

the sugar beet atp A locus， the complete region of 

the gene was amplified by RT-PCR， and subse-
quently sequenced. The atp A mRN A sequence was 

found to be modified by three C-to-U RNA editing 

events， all of which alter the encoded protein 

sequences. 

In order to examine the genome organization of 

the a砂Alocus in CMS sugar beet， atp A containing 

c10nes were isolated from the Owen CMS (TK81-

MS) and the S-2 CMS (I-12CMS(2)) cytoplasms 

respectively. The sequences of atp A coding region 

from TK81-MS and 1-12CMS(2) are identical to 

each other and the corresponding TK81 -0 sequence. 

However， the TK81-0 and TK81-MS loci diverge 

completely 47 bp upstream of the A TG initiation 

codon indicating that a rearrangement occurred at 

or after nucleotide -46. On the other hand， the 

point of divergence between the TK81-0 and 1 

12CMS(2) atp A genes was found to occur after 393 

bp 3' to the T AA stop codon. 

These results raise the question whether or not 

the genome rearrangements may affect the tran-

scription of the a砂A gene. Primer extension 

experiments and RN ase protection assays were car-

ried out to identify the 5' and 3' transcript termini 

of the atp A genes from the TK81-0， TK81-MS and 

I-12CMS(2). The data indicate that the 5' re-

arrangement results in different 5' transcript termini 

(and di妊erenttranscript patterns) for the TK81-0 

and TK81-MS atp A genes; the 3' rearrangement 

was shown to have no significant e妊ecton the atp A 

transcript patterns. The present investigations also 

show the 3' flanking sequence of 1 -12CMS(2) atp A 

to be present elsewhere in the mitochondrial 

genomes of TK81-0， TK81-MS and 1 -12CMS (2). 

This 3'日ankingregion shares a common sequence 

of 406 nucleotides with the TK81-0 atp A gene 

One can thus postulate that the 406 bp homology 

region was implicated in the homologous recom-

bination events， leading to the generation of 1-

12CMS(2) atp A arrangement in the progenitor 

genomes. 

IV. Rearrαngements and transcriptional 

alterations in atp 6 gene 

Sequences of the aφ6 (Fo-ATPase subunit 6) 

gene seem unusual in that they have been found in 

conjunction with mtDNA rearrangements in CMS 

plants. This is best exemplified in CMS-T maize 

where a portion of the a紗65' flanking sequences 

is located adjacent to the CMS-associated chimeric 

gene， T-uゲ13(DEWEY et al. 1986). In this 

study， the Oenothera atp 6 probe was used to screen 

mtDNA c10ne libraries from TK81-0， TK81-MS 

and !-12CMS(2)， and as a result， the atp 6 harbor-

ing c10nes were obtained from the three genotypes 
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respectively. 

Each clone was found to contain an open reading 

fram巴 of750 bp which was subsequently identified 

as mitochondrial atp 6 by searching the EMBL data 
base. The sugar beet atp 6 encodes a protein of 
250 amino acids， the shortest plant A TP 6 polype-

ptide reported so far. Sequence comparison of the 

TK81-0， TK81-MS and 1-12CMS(2) atp 6 genes 
shows the coding regions to be virtually identical 

(one nucleotide difference). Moreover， the 

sequences 3' to the three genes indicate identical 

restriction patterns for approximately 1.5 kbp with 

the enzymes， Bgl II and EcoRI. However， the 

TK81-MS and 1 -12CMS (2) atp 6 loci can be distin-

guished from each other and from the TK81-Q 

locus， by their 5' fianking sequences. XUE and 

THOMAS (personal communication) have identified 

an open reading frame (named 50ゲ1)capable of 

encoding a hydrophobic polypeptide of 20 kDa， 

which is co-transcribed with the atp 6 gene in th巴
Owen CMS genotype. This was confirmed by the 

pres巴nt investigation. Additionally， the author 

found that the sequence divergence between 1-

12CMS(2) and TK81-Q atp 6 genes begins at posi-
tion -41 5' to the ATG start codon. This re-

arrangement resulted in the creation of a new open 

reading frame (named 5-20ゲ)which is co-tran-

scribed with the 1-12CMS(2) atp 6. 5-20ゲ shares
86% homology with 50ゲ1in terms of nucleotide 

sequence. It remains to be seen whether 5-20ゲ

and 50ゲ1 transcripts are translated. Further 

experiments， including those designed to detect the 

5-20ゲ and 50ゲ1 polypeptide， are required to 

establish whether these two genes are expressed in 

vitro and th巴irrole， if any， in the inheritance of 

CMS in sugar beet. 

The present investigation indicates the correlation 

of the altered transcript patterns in cox 11， atp A 
and atp 6 loci with the expression of CMS in sugar-
beet. While considerable progress has been made 
in understanding CMS， many intriguing questions 

remain about the cause of pollen abortion， the regu-

lation of events that produce the mitochondrial 

alterations associated with CMS， and the mecha-

nism of fertility restoration. It is also relevant to 

emphasize that none of the detailed molecular anal 

ysis of CMS has been done on the affected anther 

during microsporogenesis. The development of a 

successful transformation system for mitochondria 

will open new av巴nuesto understanding the molecu-

lar basis of CMS. 


