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野生ビートより見出された細胞質雄性不稔性の機構解明
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第1章緒論

ミトコンドリアはエネルギー変換機能を担う細胞質オルガネラで
あり、代謝基質

の酸化反応で得られるエネルギーを使ってATPを合成する。このオルガネラは細胞

核ゲノムとは独立したDNAを持ち、独自の遺伝情報発現システムを
備えている。ヒ

ト、ウシ、ウニ等、動物のミトコンドリアDNA(mtDNA)は約16kb
の環状分子で、

遺伝子がほぼ隙間無く並び、非常にコンパクトな構造を呈するの
に対し、高等植物

のミトコンドリアゲノムはサイズが200"'2400kbと大きく、しか
もゲノムサイズ

や遺伝子構成は植物種によって著しい差が認められる1)。また、ミ
トコンドリアの呼

吸がシアン化合物によって阻害されることはよく知られているが
、高等植物のミト

コンドリアにおいては、晴乳動物で認められている電子伝達系の
シアン感受性主径

路に加えてシアン耐性の第二の酵素系(代替径路)が見出された
ヘミトコンドリア

は真核細胞に広く存在するオルガネラであるが、種々の生物のミ
トコンドリアの研

究が進むにつれて、それぞれに特徴的なミトコンドリア像が浮か
び上がってきた九

ヒトを中心とする動物の研究分野では、ミトコンドリアが老化ぺ
疾病2)、発生六

アポトーシス等4)の生命現象に重要な役割を演じていることが認識
され、ミトコンド

リア機能の新たな側面に注目が集まりつつある。一方、高等植物
におけるミトコン

ドリア遺伝学の分野でも、葉緑体ゲノムからミ卜コンドリアゲノ
ムへの遺伝子移行

ぺRNAエディティングへトランススプライシング7)、tRNA分子種の細胞質からミ

トコンドリアへの輸送的、細胞質雄性不稔性的など興味深い現象の発
見が相次いだ。

細胞質雄性不稔性(CMS)は、雌性器官および栄養器官には何の障害
も現れず病文

は花粉が特異的に退化する遺伝形質である。この形質はヘテロー
シス育種を進める

上で重要な農業形質であるため、盛んに研究されてきた。 Laser
とLerstenの総説9)

によれば、 CMSは高等植物において広く見出されており、報告され
た植物種は140

を越える。これまでに、多くの植物においてCMS株と正常株間の葉
緑体およびミト

コンドリアゲノムの分子構造について比較がなされた。その結果、
CMS株と正常株
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聞で葉緑体DNAの分子構造はほとんど異ならないのに対し、 mtDNAの分子構造は

著しく異なっている場合が多い10)。このような事実からCMSはミトコンドリアゲノ

ム変異によるミ卜コンドリア機能不全に起因すると考えられている。

CMS は稔性回復核遺伝子(Rfと呼ばれる)1こよりその発現が特異的に抑えられるの

で、核とミトコンドリア両ゲノム聞の相互作用の機構を解析する上でも興味深い。

加えて、その相互作用のおよぶ時期と器官は花粉発育時の蔚組織のみに限定されて

おり、遺伝子の組織特異的な発現制御という観点、からも注目される。しかも、 CMS

の発現機構は植物種間で一様とは云い難い。トウモロコシでは由来の異なる多数の

CMSが発見されており、これらはRf遺伝子との相互作用の特異性lこ基づいてT型、 S

型およびC型の3種の基本CMS群に分類された10)。

各CMS群は花粉不稔の細胞組織学的機序も互いに相違している。例えば、 S型

CMS株の蔚(絹糸)はほぼ正常に抽出し、花粉は成熟直前に退化する。 T型CMS株

の菊(絹糸)は抽出せず、小胞子は四分子期の後に退化する8)11)。また、タバコ属の

種間交配によって生じたCMS株では雄蕊の形態異常に起因する雄性不稔性が報告さ

れている8)1ヘ例えばrepanda型CMS株では菊が柱頭状組織に被われ、花糸が短くな

る。一方、 unduJata型CMS株では花弁状の花糸をもっ雄蕊の先端が柱頭状組織に被

われる1)九雄性不稔に至る過程は植物種聞はもとより、同一種内においても異な

り、 CMSの発現機序が多様性に富むことを強く示唆している。このように、 CMSの

多様な形質発現はミトコンドリアゲノムに生じ得る変異の多様性の反映と考えられ

よう。従って、多様なCMSの機構を丹念に解析し、さらにその多様性を生み出して

きたミトコンドリアゲノムの進化機構を明らかにすることは、 CMS利用の細胞質育

種をさらに発展させる上で重要な知見を与えるものと期待される。またCMS発現の

機構解析は育種的な意義のみにとどまらず、雄性配偶体の分化・発育にかかわる遺

伝子ネットワークの全容解明にも寄与するところが少なくないと考えられる。

テンサイ(BetavuJ gari s)のCMSは、 Owen13)によって品種 rUS201J集団中よ

り最初に発見された。一方、米国グレートウエスタン社のR.K.OIdemeyer博士は、
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トルコ、パキスタンおよび中国東北部を原産とする野生ビートより、 CMS植物を発

見した。同氏らは、これらのCMS株に対して、テンサイ自殖系統1-12-61ーしを反復

親とする戻し交雑を行い、 near-i sogeni cの卜 12CMSシリーズを育成した。さら

に、ト 12CMSシリーズについては、その後ミトコンドリアにおける小環状DNAの構

成比較および高分子量(HMW)DNAに関する制限酵素分析が行われ、ト 12CMSシリー

ズの細胞質が、 Owen!こより見出されたS型とは異型のS-2型(トルコ原産)および

S-3型(パキスタン原産)に分類されることが報告された14)15)。

本研究では先ず、テンサイS型、 S-2型およびS-3型CMSを供試し、交雑実験によ

り雄性不稔細胞質とRf遺伝子の相互作用に支配される花粉稔性回復の遺伝様式を調

査して、各株聞におけるCMS発現機構の多様性を検証した。その結果を第2章に記述

した。ついで、交雑実験を通じてS型CMSとは異なる雄性不稔機構が働いている可能

性が示唆されたS-3型CMS株のミトコンドリアゲノムについて物理・遺伝子地図の

作製を行った。その結果を第3章に記す。さらに正常(N)型ミトコンドリアゲノムと

の比較に基づいて構造変異域を同定し、花粉の特異的退化をもたらすミトコンドリ

ア遺伝子の検索と特徴づけを試みた。得られた結果を第4章に述べた。また、 CMS発

現機構の多様性の成因を明らかにすることを目的に、 3種のテンサイCMS株 (S型、

S-2型、 S-3型)聞におけるミトコンドリアのゲノム構造と遺伝子構成の比較解析

を行った。次いでこのデータをもとにB.vuJ gari s自然繁殖集団と祖先型野生種

(Beta mari ti ma)集団からN型、 S型、 S-2型およびふ3型ミトコンドリアゲノムに

対応する祖先型ゲノムおよび中間型ゲノムの検索を試みた。その結果を第5章にまと

めた。
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第2章 S-2型およびS-3型CMSにおける花粉稔性回復の遺伝
機構

緒言

テンサイのCMS細胞質には育種に優先的に用いられているS型
細胞質 (Owen細胞

質)の他に、野生ビートに由来するCMS細胞質が存在する。野
生ビート由来の細胞

質はmtDNAの制限辞素断片長多型性や小環状 mtDNA分子種の構成の差異に基づ

き、 s・2型およびS-3型に分類されており 14)15)、CMS発現機構の多様性を解析する

上で興味深い。

本実験では、これら由来を異にするCMS株を供試し、細胞核コ
ードのRf遺伝子と

の相互作用パターンを分析し、得られたデータを基!こS型、 S-
2型およびS-3型雄性

不稔細胞質を遺伝学的に特徴づけることを試みた。さらに、 S
-3CMSに関してはF2

やBC1集団における稔性回復型の分離を調べ、関与するRf遺伝子の数と
作用性に検

討を加えた。

材料および方法

供試材料を表2-1に示す。ト 12CMS(2)と1-12CMS(3)の有す
る雄性不稔細胞質

はそれぞれトルコおよびパキスタンを原産とする野生ビートに
由来する。また、卜

12CMS(R)はS型細胞質をもっCMS系統である。これらの3系統
は共通の維持花粉親

ト12-61ーしとの戻し交雑が少なくとも10世代以上に亘って重
ねられており、核遺伝

子型がほぼ同ーとなったnear四 isogenic系統である。検定交配
の花粉親としては農

林水産省北海道農業試験場で育成された自殖系統T2n-1ふ 58
-51-0を用いた。こ

の系統はS型CMS株に対する維持花粉親である。

F1、F2およびBC1集団の花粉稔性の調査に当たっては、蔚の肉眼観察とコ
ットンブ

ルー染色による花粉の顕微鏡観察を併用し稔性を判定した。
雄性不稔型は図乙1に

示した基準に従い、正常型、半不稔a型(S.S.a)、半不稔b型(S.
S.b)および完全不稔型

(C.S.)の4タイプに分類した。
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表2-1 実験に用いたテンサイ系統

系統 花粉稔性細胞質型 由来

ト12田61-し 可稔 N グレードウエスタン社で育成された自殖系統

ト12CM5(R) 不稔 S 
米国品種目W359J集団から発見されたS型CMS細胞質

(Owen細胞質)を有する

ト12CM5(2) 不稔 5-2 トルコ原産野生ビートに由来する雄性不稔細胞質を有する

ト12CM5(3) 不稔 5-3 パキスタン原産野生ビートに由来する雄性不稔細胞質を有する

T2n-16-58-51-0 可稔 N 
農林水産省北海道農業試験場で育成されたS型CMSに対す

る維持花粉親系統、自家受粉遺伝子を持つ



N S.S.a 

S.S.b C.S. 

図2.1 雄性不稔型の分類

テンサイの花粉粒をコットンブルーでE染色した後、顕微鏡観察を行い花粉稔性を次の4型に分類

した。

N 球形で内容物の充実した花粉粒が全体の50-100%を占める.
S.S.a 球形で内容物の充実した花粉粒が全体の10-50%を占める.
S.S.b 全ての花粉が球形を呈するものの、内容物に乏しい。
C.S 花粉膜の発育が不充分で、内容物の乏しい不定形の花粉粒のみが観察される。



結果および考察

(1 )検定交配による細胞質型同定

S型細胞質の下では花粉稔性の回復には2対の補足遺伝子(Rf1， Rf 2)が作用を現す

ことが知られている13)16)。ト 12CMS(2)や1-12CMS(3)の有するS-2型、 S-3型雄性

不稔細胞質がともにS型とは異なり、そのため稔性回復に要求するRfの種類も既知

のRf1やRf2とは相違するなら、 S型CMSに対する維持花粉親がト 12CMS(2)やト

12CMS(3)1こ対して維持花粉親としての機能を発揮しない場合も当然予想される。

本実験ではS型CMSIこ対する維持花粉親系統T2n-16-58-51-0より、任意に3個体

を選んで花粉親に配し、ト 12CMS(2)、ト 12CMS(3)および卜 12CMS(R)由来の完全

不稔型植物との間で検定交配を試みた。

表2-21こ示すように1-12CMS(R)を母本とした3種の交配組み合わせのF1植物は全

て完全不稔を発現し、 T2n-16-58-51-0がR灯、 Rf2の両遺伝子座に関して劣性ホ

モ型(Nr f 1 r f 1 r f 2 r fのであることが確かめられた。これに対して、 S-2型細胞質

を有するト 12CMS(2)を母本に用いた場合には、C.S.型に加えて、 S.S.b型の占める

割合は78"'100%に及んでおり、従ってT2作 16-58-51-0のふ2型細胞質に対す

るRfの遺伝子型は劣性ホモ型とは考え難い。また、 S-3型細胞質を有する1-12-

CMS(3)1こT2n-1ふ5ふ 51-0由来の3個体の花粉を交配して得た次代にはN型や

S.S.a型といった稔性回復型個体の分離が認められ、その頻度が53"'96%に達し

た。このデータはT2n-16-58-51-0がS-3型細胞質に対する稔性回復遺伝子を優

性ホモ型文はヘテロ接合型で有していることを強く示唆するものである。

(2) S-3型雄性不稔細胞質に作用する稔性回復遺伝子

S-3型細胞質に働く Rf遺伝子の対数や作用機構を明らかにするため、上記の検定

交配組合わせ卜 12-CMS(3):1 X T2n-16-5ふ 51-0:AのF1に生じた稔性回復型植物

の花粉を1-12-CMS(3)に交配し、 BC1代を育成して雄性不稔型の分離様式を調べ
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表2・2 S型(1-12CMS(R))、S-2型(1-12CMS(2))およびS-3型CMS系
統(1-12CMS (3)) 

とT2n-16-51田 58・Oとの交配F，における雄性不稔型の分離様式

交配組合せ 雄性不稔型 供試 均一性検定

母本 花粉親 世代 N S.S.a S.S.b C.S. 個体数 χz d.f . P 

1-12CMS(R):1 T2n圃 16・58・51・O:A F， O O O 34 34 19
1.36 6 <0.001 

1-12CMS(2):1 do F， O O 30 8 38 

1-12CMS (3):1 do F， 29 20 51 

1・12CMS(R):2T2n回 16・58・51-O:B F， O O O 89 89 2
41.32 6 <0.001 

1-12CMS(2):2 do F， O O 57 5 62 

1-12CMS(3):2 do F， z 20 15 4 41 

1・12CMS(R):3T2n回 16・58・51・O:C F， 
。O O 19 19 1 44.86 6 <0.001 

1回 12CMS(2):3 do F， O O 55 O 55 

1-12CMS(3):3 do F， 10 9 4 6 29 



た。その結果、 BC1ではN+S.S.a: S.S.b : C.S. = 1 : 1 : 2の比に適合する分離が生

じた(表2-3)。これは、分離遺伝子が2対で一方の座の劣性アレーレ(rfaと仮称)

が他方の優性アレーレ(Rfbと仮称)に対して上位に働く場合の理論比である。すなわ

ち、花粉親に供した卜12-CMS(3) X T2n-16-58-51-0のF1はR旬、 Rfbをヘテロ

接合型で有し、ト12-CMS(3)が劣性ホモ型で有していると想定される。

この遺伝子仮説が正しければ、ト12-CMS(3):1 X T2n-16-58-51-O:AのF1植物

の自殖によるF2で、はN+S.S.a: S.S.b : C.S. = 9 : 3 : 4の比に適合する分離が期待され

る。得られたデータによれば、 S.S.b型が期待値よりも過剰に生じ 9: 3 : 41こ対する

適合度は良くなかった。期待される理論比に適合する分離は得られなかったが、稔

性回復型および部分不稔個体(NおよびS.Sム S.S.b)を併せて1階級とし、完全不稔

型との分離として検定したところ、理論比(3:1)によく適合した。 F2で~S.S.b型が過剰

に生じた原因については検定交配を行い解析する必要があるが、恐らく環境要因や

変更遺伝子等の遺伝的要因の影響と考えられよう。

S型CMSIこ対する2対のRf遺伝子(Rf1， Rf 2)聞には上位性は認められず、またS型

CMSに対する維持花粉親はS-2型CMSやS-3型CMSに対する維持花粉親として作用

しないことが立証された。従って、野生ビートに由来するS-3型CMSにおいては

Rf1， Rf2とは種類や作用機構の異なるRfa，Rfb遺伝子が稔性回復に働いており、 S

型およびS-3型CMSの発現機構も互いに異なる可能性が充分考えられよう。今後は

各Rf遺伝子の連鎖分析や同座性検定を進めるとともに、各CMS細胞質とRfとの相互

作用の特異性を精査することが必要であろう。また、 S-2型CMSに対しては効果的

なRfが未だに見つかっていない。広汎な材料を用いて、 Rfの探索を行い、本実験同

様の解析を通じてS-2型CMSの稔性回復機構を解明することが次の課題となる。

トウモロコシではテキサス(T)型細胞質雄性不稔性を用いたF1雑種が、ゴマ葉枯れ

病菌のTレース(BipoJ ari s maydi s race T)に羅病性となったため、 CMSの使用を

中止せざるを得なくなった11したがって、単一細胞質に依存したハイブリッド育

種に伴う遺伝的脆弱性を防ぐ意味から、 CMSの育種的利用にあたり複数の細胞質の
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表2-3 ト12CM5(3):1とT2n-1 6-58-51皿 O:Aとの交配組み合わせのF2およびBC，
における雄性不稔性の分離様式

交配組み合わせ:[1・12CM5(3):1X T2n-16-5ふ 51-0:A ] BC， 

雄性不稔型

N+5.5.a 5.5.b C.5. 供試 適合性検定

ファミリー r fa Rfb， 個体数 1 :1 :2* 
Rfa Rfb Rfa r fb r fa r fb 

#1 11 12 21 44 0.90<1'<0.99 

#2 5 7 14 26 0.70<1'<0.90 

合:N+5.5.a : 5.5.b : C.5. = 1 : 1 : 2 

交配組み合わせ:[I-12CM5(3):1 XT2n-16-58・51-0: A ] F2 

雄性不稔型

N+5.5.a 5.5.b C.5. 供試 適合性検定

ファミリー r fa Rfb， 個体数 9:3:4合* 3:1 *合*

Rfa Rfb Rfa rfb rfa r fb 

#3 18 39 31 88 P<O.001 0.01 <1' <0.05 

#4 16 17 11 44 0.001 <1' <0.01 P=1.00 

**: N+5.5.a : 5.5.b: C.5. = 9 : 3 : 4 *合*:N+55a+55b: C5 = 3 : 1 



混合利用の重要性が指摘されている17)。この点からも、野生ビートに由来するCMS

は興味深い。
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第3章 S-3型ミトコンドリアゲノムの構造解析

緒言

ミトコンドリアゲノムの多型に基づいて分類された、テンサイのS型、 S-2型およ

びS-3型CMSにおいては、前章で述べた交雑実験により互いに稔性回復の遺伝機構

も異なることが明らかとなった。特に、 S型CMSIこ対するRf1、Rf2とは異なる独自

のRfとの応答が示唆されたら3型CMSは関与するミトコンドリア遺伝子座をはじ

め、その発現機構がS型CMSとは異なる可能性が高い。従って、 S-3型CMSは新型細

胞質を利用したテンサイハイブリッド育種という観点、からも注目される。

本章では、 S-3型CMSの発現機構解明の基礎としてS-3型細胞質から単離した

mtDNAの物理・遺伝子地図の作製を試みた。

材料および方法

(1 )mtDNAの調製

ふ3型雄性不稔細胞質を有する1-12CMS(3)を供試した。 mtDNAをMikamiet 

a 1.'8)の方法に従って、肥大根より抽出した。 200""300 gの試料に氷冷した300ml

の緩衝液A(50mMTris-HCI pH8.0， 25mM EDTA， 0.44Mショ糖， 0.1% BSA， 

5mM 2-メルカプトエタノール)を加えて磨砕し、 j慮液を10分間、 3000rpm，4
0C 

(水平口ータ一 半径107mm)で、遠心した.上清を20分間、 15000rpm(定角

口ータ一 半径107mm)で遠心して得た粗ミトコンドリア沈殿を緩衝液AIこ再懸濁

し、遠心後上清にMgClz(終濃度10mM)を加えて、 DNase処理を行った。次に

DNaseを緩衝液B(1OmM TES pH7.2、0.6Mショ糖，20mMEDTA)で洗い、 TE

(50mM Tris-HCI pH8.0， 10mM EDTA)に懸濁し、 20%ザルコシルとプ口テアーゼ

Kを加えた。その後、フェノール処理とCsCI-EtBr平衡密度勾配遠心を行って、精

製mtDNAを分画した。
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(2)ミトコンドリアゲノミックライブラリーの構築

精製mtDNAをMbolで部分分解 (37
0
C、5分、 0.0625unitlμg)した。部分分解

産物のうちの16-23kbp断片画分をショ糖密度勾配遠心により回収し、ファージベ

クター λ-DASH (STRATAGENE)のBamHIサイトに連結した。得られたコンカテ

マー(鎖状体)をGIGAPACKGOLD(STRATAGENE)でパッケージングした。次い

で、得られたオーバーラッピングクローンライブラリー (1.8x10
5
pfu)から任意の

384個のクローンを選抜し、 96穴マイク口テストプレートに移したものをスクリー

ニングに用いた。

(3)入DNAの調製

λファージからのDNA抽出はliquidculture法19)1こ準拠した。 λファージとP2

392終夜培養液を混合し、 15mlのNZY液体培地中で~370C 、 10-12時間振漫培養し

た。クロロホルム(終濃度40μ11m!)を加えて、さらに15分間振還した後、

3000rpm、40C (水平口一タ一 半径107mm)の遠心操作により得られた上清に

DNase処理を行った。 PEG(終濃度 10%)及びNaCI(終濃度 2M)を加え、 1時間

氷冷した後、 3500rpm、4"C(水平口ータ一 半径107mm)で10分間遠心した。

沈殿をSM緩衝液 (0.58%r、~aCI ， 0.36% MgClz・7HzO，50mM Tri s-HCI pH7.5， 

0.01%ゼラチン)に懸濁し、 1/2容のクロロホルムと混合し、室温で、8000rpm

(定角口ータ一 半径35mm)、5分間遠心した。得られた上清に5mMEDTAと0.1

o/aSDSを加えて、 680Cで5分間処理した後、フェノール処理とLiCI沈殿を行い最終

的!こTE緩衝液に懸濁した。

(4)プロープの調製

100-250ngのDNA断片を熱変性させて1本鎖にした後、ランダムプライマ一法

20)1こより [α-32P]_dCTPを取こませ、再び熱変性を行い、プローブとした。
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(5)プラークハイブリダイゼーション

λクローンは、プラークを形成したプレートからナイロンメンブレンフィルタ-

BIODYNE(P ALL)にトランスファーし、 0.5MNaOHで、変性させ、中和、洗浄処理を

施した後に固定した。次いで [α-32P]-dCTPで標識したプローブとの間で分子雑種

を形成させた後、フィルターを2xSSC、0.1o/aSDS、さらに0.2xSSCと0.1o/aSDSと

の混合液で洗浄し、オートラジオグラフィーを行った。

(6)サザンハイブリダイゼーション

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/1.5N NaCIで、変性させ、アルカリプロッティングによりナイロンメンブレン

フィルターに固定した。ハイブリダイゼーションは(5)と同様の手法を用いた。

(7)入クローンからのサブクローニング

プラスミドベクター (pUC118/119，Bluescript 11 S Iぐ/KS+)のマルチクローニ

ングサイトを適当な制限酵素で切断し、 51末端をアルカリフォスファターゼで脱リ

ン酸化した。制限酵素で完全分解したλDNA(約250ηg)をプラスミドベクター(約

250ηg)に連結した後、エレク卜ロポレーション (2.5kV，25μF，200Q)により、

大腸菌JM109株へ導入した。さらにアンピシリン (10μg/ml)、イソプロピル-s 

-ひチオーガラクトピレノシド、 5ブロモー4-ク口口-3-インドリル-s-Dガラクシ

ド(25μg/ml)を含む2xTY培地中に加えて、 370Cで16時間培養しコロニーを形成

させ、白色の組み換え体を選抜した。

結果

(1 )物理地図

S-3型(系統卜12CMS(3))ミトコンドリアゲノムの物理地図を作成するためにフ

アージベクタ一入ーDASHを用いてmtDNAIこ関するオーバーラッピングクローンラ
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イブラリーの構築を試みた。この操作では、ライフラリーから葉緑体および核ゲノ

ム由来のDNAが挿入されたクローンの混入を排除することが重要である。そのた

め、まず高等植物ミトコンドリアゲノムに固有の11種の遺伝子プローブ(表3-

1)、 23個のN型mtDNAクローン(図3-1)およびS型 mtDNAクローン (coxll遺

伝子21)の上流域に相当する2.4kbpBamHトXhol断片:Scoxll5うの合計35個のク

ローンをプローブに用いて、 5-3型mtDNAクローンの選抜を行った。

陽性クローンを調べてみると、複数のプローブに対してハイブリダイズするク

ローンが頻繁に見出された。例えば、ふ3型mtDNAクローンNo.362は2種のN型

mtDNAサブ断片240(N)5ト4および368(N)Xb-4と分子雑種を形成する。また、別

のクローンNo.280は368(N)Xb-4とcoxlll遺伝子プローブに対してハイブリダイズ

した。両クローンについてXhol、SallおよびXbalの切断点をマッピングしたとこ

ろ、ゲノム上では図3-21こ示すような位置関係のオーバーラッピングクローンであ

ることが判明した。

同様の方法を用いて、得られた全ての陽性クローンについてゲノム上の位置関係

を決定した結果、これらのクローンが基本的!こ3種のコンティ夕、を形成することが判

った(図3-2)。すなわち、図3-21こ示すように169kbplこ亘るコンティグA、

139kbpのコンティグB及び:90kbpのコンティグCである。

次に、コンティグA、B、Cの末端に位置する S-3型mtDNAクローンNo.254、

No.426、No.460、No.214のそれぞれに由来するサブ断片254(3)5IXh1.4、 426

(3)Xb1.1， 460(3)511.2、214(3)5IXh1.4 (図3-2)をプローブに用いてコンティ

グA、B、Cをつなぐクローンをライブラリーから選抜することにより、物理地図の

完成を図った。

その結果、図3-2および図3-3に示すように、コンティ夕、Aの末端alこ関してはコ

ンティクBの末端dへ続くクローンファミリー(No.344など9種)とコンティグCの末端

fへつながるクローンファミリー(No.429など7種)が同定され、この領域でウォーキ

ングの枝分かれの起こる(branchingpoint)ことが示された。また、コンティグCの
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表3-1 マッピング実験に用いたミトコンドリア遺伝子プロープ

遺伝子 植物種 文献

シトクローム酸化酵素サプユニット
coxl昔 テンサイ(系統TK81-0) 21 
coxll昔 テンサイ(TK81-0) 21 
coxlll昔 マツヨイグサ 32 

アポシトクローム
cob昔 コムギ 33 

FoF，・ATP合成酵素サブユニット
atpAオ エンドウ 34 
atp6昔 マツヨイグサ 35 
atp9昔 エンドウ 36 

NADH脱水素酵素サブユニット
nad1(exon A)オ コムギ 25 
nad1(exon B)-exon C テンサイ(TK81-0) 22 
nad1(exon D) コムギ 25 
mat.rィlad1(exon E) コムギ 25 
nad2(exon A)-exon B テンサイ(TK81-0) 22 
nad2(exon C)圃 exonD-exon E テンサイ(TK81・0) 22 
nad3 テンサイ(TK81-0) 22 
nad4(exon A)田 exonB テンサイ(TK81冒 0) 22 
nad4L テンサイ(TK81-0) 22 
nad5(exon A)-exon B テンサイ(TK81-0) 22 
nad5(exon C) テンサイ(TK81-0) 22 
nad5(exon D)ーexonE マツヨイグサ 37 
nad6 テンサイ(TK81-0) 22 
nad9淀 テンサイ(TK81-0) 22 

リボソーム
rrn18オ エンドウ 38 
rrn26昔 エンドウ 38 
rps13 マツヨイグサ 26 

機能未同定のORF
orf25 テンサイσK81-0) 22 
orfB テンサイ(TK81-0) 22 

合 $-3型 mtDNAクローンのスクリーニングに供試した。
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末端eを含む5-3型mtDNAクローンNo.372および、No.217は426(3)Xb1.1とハイブ

リダイズしたのでコンティグAの末端bとコンティ夕、Cの末端eは互いにオーバーラッ

プすると理解される(図与3)。コンティグBの末端cは制限酵素切断点地図から判断し

て、コンティグAの中央に位置するScoxJJ5領域(図3-2)へ続くと考えてよい。

以上のデータに基づくなら、 5-3型ミトコンドリアゲノムはコンティグA、CIこ相

当する領域により構成される環状染色体(274kbp)ならびにコンティグAの末端aから

中央部のScoxJJ5'!:或に至る配列とコンティグBに相当する領域により構成される環状

染色体(234kbp)を含むと考えられる。ただし、コンティ夕、Aの末端aからScoxJJ5' 

域に至る103kbp配列を反復配列と仮定するなら、全長男08kbpの環状マスター染色

体を想定することも可能である(図3-4)。図3-5には環状マスター分子を線状化

して示した。

(2)遺伝子構成

テンサイのN型、 S型および5-2型mtDNAについては既!こXhol、SaJI、Xbalおよ

びSmalの4種の制限酵素による切断サイトが決定されている22)23) 24)向ので、ふ3型

mtDNAIこ関しても同じ4酵素による切断サイトをマッピングした。それぞれの切断

箇所は88(Xhol )、 48(SaJI)、77(Xbal)および78(Smal)であった。

ふ3型 mtDNAクローンのスクリーニングに用いた11種のミトコンドリア遺伝子

プロープに加え、 coxJ、rps73など10種のミトコンドリア遺伝子クローンもアイソ

トープで標識し、サザンブロット分析に供試して合計21種のミトコンドリア遺伝子

の位置を決めた(図3-5) 0 nad7. nad2、nad4およびnad5は4.......5個のエキソン

より構成される分断遺伝子である。その内nad4を除く3遺伝子に関してはエキソン

がマスター染色体上で遠く離れてマッピングされた(図3-4、図3-5)。恐らく機

能を備えた転写産物が作られる際には、コムギお)やマツヨイグサ拘などで指摘されて

いるようにシススプライシングに加えて、トランススプライシングが介在している

のであろう。また、 orfB-coxJ JJ、orf25-nad4L、rps73-nad7(exon b) -nad7 
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s・3型ミトコンドリアゲノムとして想定された508kbpの環状DNA分子を線状イじして表し、これに制限酵素
Xhol，S a n ，Xbalおよび Samlによる

切断点と20種のミトコンドリア遺伝子をマッピングした。 2組の反復
配列 (repeatlおよびrepeat2)の位置と方向を矢印で示す。反復配

列に

隣接して、 repeatlcopyA、BおよびCの間で相同な領域を太線で、
repeatlcopyA、BおよびDの間で相同な領域を破線でそれぞれ示し

た。太

い点線は103kbpの直列反復配列を示す。



(exon c)の3種の密接な連鎖関係は、テンサイN型株を含む多くの植物種 22)23) 28) 29) 

30)31)におけると同様に、 S-3型mtDNAで‘も保存されていることが明らかとなった

(図3-4、図3-5)。

(3)反復配列

本研究に供試した34個のプローブの多く (28個)は、物理地図上の一箇所の塩基

配列にのみハイブリダイズしたが、一方、複数の領域の配列(arrangement)1こ対し

てハイブリダイズするプローブも見出された。これは反復配列の存在を示唆してい

る。例えば、図3-21こ示すように、 N型mtDNAサフ断片531(N)HO.9はコンティグA

とコンティグBにおける4箇所の領域にハイブリダイズしたので、これらの領域は反

復配列(repeat1と名付ける)を構成すると考えてよい。

repeat 1およびその周辺配列に関して詳細な物理地図を作成した結果、 repeat1

はマスター分子上!こ4コピー存在し、そのうちの3コピー(repeat1 copyA，B，C :図

3-5)は直列に配置されていることが判った。 repeat1 copyAとcopyCは103kbp

の直列反復配列の末端に位置する。またrepeat1 copyDはこの反復配列ファミリー

の他のメンバーとは逆方向に配置されていた。 repeat1のマッピングデータに基づ

けば、図手6の矢印で示した3kbpの領域が全コピーに共通した配列である。 repeat

1 copyA，Bおよび℃の聞で・は3kbp共通配列に続く2.8kbpの領域(図3-6では太線で

示す)も相同である。さらにcopyA，B，Dにおいては、 2.8kbp領域とは反対側の

3kbp共通配列隣接域に相同配列 (3.5-5.0kbp、図3-6で破線で示す)が伸びてお

り、その中!こrrn26遺伝子座が含まれている。

repeat 1ファミリーの全コピーが分子内組み換えを担う反復配列であれば、組み

換えの結果repeat1を挟む12(3x4)通りのarrangementsがミトコンドリアゲノム

内に混在することが想定される(図3-6)。このようなarrangementsの一部を含む

クローン群(図3-7)が見出されたので、 repeat1を介した相同組み換えが実際に生

じているのであろう。さらに、 N型mtDNAサブ断片367(N)Sト8および367(N)SIー
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22は、図3-2で示したコンティグAとコンティグCにそれぞれ1箇所ずつ含まれる塩

基配列と分子雑種を形成した。従って、 repeat1とは別の反復配列(repeat2と名

付ける)の存在が予想される(図3-2)。詳細なマッピングの結果によれば、 repeat2 

(5.7kbp)はマスター分子上lこ2コピー含まれており、その方向は逆向きである(図

3-4、図3-5) 0 repeat 2の相同組み換えにより生じうる産物として、図3-8/こ示

した4(2x2)種類のarrangementsが考えられるが、その内の3種のクローン群が得

られた(図3-7)。

考察

高等植物のミトコンドリアゲノムのサイズは200kb(アブラナ科植物)鈎)から

2400kb (マスクメロン)40)まで広汎な変異が認められるが、いずれのミトコンド

リアゲノムも晴乳動物や菌類に較べるとサイズが大きい。一般的に、高等植物の

mtDNAを制限酵素処理し、ゲル電気泳動による切断像を観察した場合、それぞれの

制限酵素断片の化学量比を反映するバンドのエチジウムブロマイド蛍光の強度は、

バンド間で著しく変異に富み、植物ミトコンドリアゲノムが不均一な分子種により

構成されていることがわかる。従って、単離されたmtDNA/こ対して制限酵素分析や

サザンブロット分析のみに依存した構造解析を適用するのは難しく、オーバーラッ

ピングライブラリーを用いたゲノムウォーキングの手法が好んで採用されてきた4

。

テンサイmtDNAに関しても、他の高等植物種と同様にミトコンドリアゲノムが大

きく、不均一なDNA分子種から構成されていることが示唆された14)1ヘ本研究にお

いてもオーバーラッピングライブラリーを構築した上でサザ、ンハイブリダイゼーシ

ョンとウォーキングを併用し、野生ビート由来の5-3型mtDNAの物理・遺伝子地図

の作製を試みた。その結果、 5-3型ミトコンドリアゲノムが103kbpの配列を互いに

共有する2種の環状DNA分子 (274kbpおよび234kbp)によって構成されることが

想定された。これまでに、カフ、ヒマワリ、イネなど10種を越える高等植物の
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mtDNAの物理地図が作成された42)が、ほとんどの場合塩基配列の全てを一通り備え

た1種類の環状DNA分子(マスターサークル)から構成されるミトコンドリアゲノム

が仮定されている。

一方、 FolIくertsand Hanson43)はペチュニアCM5株(系統3688)のmtDNAの物理

地図を作製し、このCM5株のミトコンドリアゲノムが130kbpの配列を共有する

396kbpと407kbpの環状DNA分子(IInear-mastercirclell)によって構成されると

するモデルを提唱した。現在までに、複数の"near-mastercircle"によりミトコン

ドリアゲノムが構成されていることが示唆された植物種としては、ペチュニアCM5

株に続いてイネ正常株44)およびテンサイ5-2型CM5株刊と5-3型CM5株(本研究)が

挙げられる。なお、テンサイ5-3型ミ卜コンドリアゲノムにおいて274kbpおよび、

234kbpの"near四 mastercircle"間で相同組み換えが起こることを仮定すれば、

1 03kbpの直列反復配列を有する508kbpマスターサークルを想定することも可能で

ある(図3-4参照)。

高等植物 mtDNAの物理地図は16-45kbpのクローン化DNA断片をオーバーラッ

プさせながら再構築する過程を経て作製されるため、想定されるマスターサークル

が実際にミトコンドリアに含まれるゲノム構造をそのまま反映しているとは必ずし

も限らない。実際に、電子顕微鏡観察側やパルスフィールド電気泳動による解析46)か

らは、 200kbpを越えるマスターサークルの実在を示すデータが得られていないのが

現状である。しかしながら、マスターサークルに含まれる反復配列を介して生み出

されうるサブゲノムのサイズが電子顕微鏡で‘観察されたmtDNAのサイス、の分布とよ

く一致しているといった報告47)もある。また、マスターサークル仮説は、反復配列

ファミリーを含み、これを介した組換え産物としてheterogeneousな分子種コレク

ションから構成されるという、高等植物ミ卜コンドリアゲノムの特徴を単純化して

説明できる優れたモデルとして、広く受け入れられている。従って、本論文の第4章

と第5章においてはら3型ミトコンドリアゲノムとして想定されたマスターサークル

の構造に基づいて、遺伝子の構造・発現解析およびミトコンドリアゲノムの分化機
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構の解析を進めた。

シロガラシの事伊~40)を除けば、物理地図が作成された高等植物のミトコンドリア

ゲノムからは高頻度相同組み換えを担う反復配列が例外なしに見出されてきたべ

本研究では、テンサイS-3型ミトコンドリアゲノム中に、 2種の反復配列ファミリー

repeat1 (3kbp)およびrepeat2(5.7kbp)が見付けられた。マスター染色体上に

repeat 1は4コピー、 repeat2は2コピー存在しており、高頻度相同組み換えの担

架体として機能していれば、 repeat1に関しては12通り、 repeat2については4通

りのarrangementsが組み換え産物として生じるはずである。しかし、現在までの

ところ、 repeat1については3種のarrangements!こ対応するクローンが得られて

いるに過ぎない。ペチュニア、トウモロコシおよびハツカダイコンにおいては組み

換えを伴わない反復配列も見出されている判明4へそれ故、 repeat1とrepeat2が

実際に高頻度の組み換えを担っているか否かは、生じうるすべてのarrangements

に対応するクローンを選抜して確認しなければならない。 repeat1の全ての組み換

え産物を識別するには最低18kbpの断片をクローン化する必要があり、コスミドベ

クターで新たにライブラリーを構築してクローンを効率的に選抜するのが適切とい

えよう。
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第4章 S-3型ミトコンドリアゲノムに見出された変異遺伝子の発現

緒言

前章で述べたように、 S-3型 mtDNAの物理・遺伝子地図を完成した。この地図は

S-3型CMSの関与遺伝子を同定する上で有益である。本章では、先づS-3型ゲノム

の地図と正常型 mtDNAの物理・遺伝子地図22)23)を比較解析することにより、 S-3型

ゲノムに固有の構造変異域の特定を試みた。その結果、 12箇所の変異域 (9箇所の

再編成と3箇所の制限酵素切断点変異域)を見出した。これらの変異域については更

に塩基配列決定による遺伝子検索と転写・翻訳レベルでの発現解析を行った。

材料および方法

(1 )供試材料

S-3型CMS株1-12-CMS(3)、S型CMS株1-12-CMS(R)、ふ3型細胞質を有する稔

性回復型F，植物(¥-12-CMS(3):1 X T2n-16-5ふ 51-O:A)およびN型細胞質を有す

るTK81-0ならびに1-12-61Lを供試した。

(2)mtRNAの調製

mtRNAの調製はHansenand Marcker叫の手法に従った。 200"'300gの葉に氷

冷した300mlの緩衝液C(0.3Mマンニトール， 50mM Tri s-HCI pH8.0， 3mM 

EDT A， 0.1 % BSA， 1.0c)伊VP，9mM 2-メルカプトエタノール)を加えて磨砕し漉

液を10分間、 3500rpm，4
0
C (水平ロータ一 半径107mm)で遠心した。上清を

20分間、 15000rpm(定角口ータ一 半径107mm)で遠心して得た組ミトコンド

リア沈殿を12mlの緩衝液D(7M塩酸グアニジン、 25mMクエン酸ナトリウム、

98mM 2-メルカプトエタノール、 0.01%ザルコシル)に懸濁し、塩化セシウムを

加えた後(終濃度 50%W/V)、塩化セシウム溶液 (5.7MCsCI ，0.1 M EDTA)に重

層した。次lこ23000rpm(目立SPR28SA口ーター)， 20
0

Cで~24時間遠心し
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mtRNAを沈降させた。さらにフェノール処理を行い精製mtRNA標晶を得た。

(3)ノーザンハイブリダイゼーション

精製mtRNA(10"'20μ9 )をアガロース変性ゲル(1.2'"1.5 %アガロース，20mM

MOP S-NaOH pH7.0，0.66Mホルムアルデヒド)を用いた電気泳動により分画した

後、ナイロンメンブレンフィルター(Hybond-N， Amersham社)にトランスファー

した。次いで [α_32p]_ dCTPで標識したプロープとの間で分子雑種を形成させた

後、フィルターを2xSSC、0.1o/oSDSで洗浄し、オートラジオグラフィーを行った。

(4)塩基配列決定法

シーケンス反応は、 ThermoSequenase蛍光シークエンサー用サイクルシーケ

ンシングキット (Amersham社)を用い、そのプ口トコールに従って行った。得ら

れた反応液をL1-COR社のオートシーケンサー(L1-COR4000)を用いて解析し、塩基

配列の決定を行った。また、塩基配列の解析と検索には、 GENETYXプログラム(ソ

フトウェア開発KK)を使用した。

(5)プライマー伸長法

プライマー伸長法はSambrooket al.19)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27nt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"， 1 05cpm)を5μg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、 40mMPIPES 

pH8.0、O.4mMNaCI)中で850C、10分間加熱後、 300cで一晩アニーリング反応を

行い、エタノール沈殿した。沈殿物をRT反応液 (50mMTri s-HCI pH8.3、50mM

iくCI、4mMDT丁、 8mMMgCI2、0.8mMdNTP、50μg/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、 450Cで1時間

反応させ、 cDNAを合成した。 0.5MEDT A( pH8.0)でcDNA合成反応を停止させた
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後、 RNaseAで370C，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、目的の領域を含むプラスミドクローンとアニーリングしてシーケンス反応を行

い、反応物とcDNAをともに6%アクリルアミドゲルで電気泳動し、 RNAの5'末端を

決定した。

(6)R丁目PCR法

Si nger-Sam et al.
51
)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(1OmM Tri s-HCI 

pH8.3、1.5mM MgCI2、50mMKCI、0.01% (W/V)ゼラチン、 200μMdNTPs、1

μMプライマー)に溶解し、 AMV逆転写酵素とTaqlポリメラーゼをそれぞれ1μl加

え、サーマルサイクラー中で50
0

C、8分間保温後95
0

C、1分 → 550C、2分 → 

72
0

C、2分30秒の反応を20"'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。

(7)ウエスタンプロッティング

ウエスタンプロッティングはSambrooket al.
19
)の方法に従った。すなわち、アク

リルアミドゲルで分画したタンパク質をメンブレン(Hybond-C， Amersham社)へ

エレクトロプロッティング法を用いてトランスファーした。このメンブレンに対して

ブロッキングを行った後に、一次抗体ならびにペルオキシダーゼ標識二次抗体を反

応させた。次いで、 ECL検出システム (Amersham社)を用いて、メンブレン上の

目的抗原をフィルムに検出した。

結果

(1) N型とS-3型mtDNAの構造比較

S-3型ミトコンドリアゲノムのマスター染色体の全域を網羅する33個の整列ク

ローンをプロープに用いてRFLP分析を行い、 S-3型(1-1乙CMS(3))およびN型
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(TK-81 -0)ミトコンドリアゲノム聞の構造比較を試みた。 RFLP分析の一例を図

牛 1に示す。 S-3型mtDNAクローンNO.395をプロープに用い、 S-3型およびN型

mtDNAのXhol、SallあるいはXbal分解物との間でサザンプロット分析を行った。

その結果、両mtDNA間では11.3kbp、5.4kbpのXhol断片、 15.7kbpと2.6kbpの

Sa/l断片ならびに8.0kbpと7.4kbpのXbal断片に共通してハイブリダイゼーション

シグナルが現われた。これらの共通断片に対応する領域に関しては両ゲノム間で保

存されているとみてよい。これに対し、 S-3型特異的に見出された1O.8kbp Xhol断

片やN型でのみ見出された2.8kbpおよび1O.Okbp Xhol断片のような固有断片は保存

域に隣接する変異域に当たると考えられる。そこで、これらの制限酵素断片を両ゲ

ノムの物理地図と対応づけ、両ゲノムの構造変異サイトを特定した(図4-1)。

同様のRFLP分析をゲノム全域について行った。その結果、 S-3型とN型mtDNAの

間で塩基配列がー続きのまま保存されている領域(ハツカダイコンの事例制に倣い

リンケージ群と称す)が8箇所、見出された(図4-2)。最も長いリンケージ群Fは

88.5kbpにおよぶ。リンケージ群Aを起点に両ゲノムを比較した場合、少なくとも3

領域(リンケージ群s，G，H)が逆位を起こし、リンケージ群の配置も異なっている。

また、両細胞質のmtDNAは反復配列の構成によっても特徴づけられる。

リンケージ群A(76.7kbp)はS-3型mtDNAにおいて重複しており、 103kbp直列反

復配列の大部分を占める (85%)。さらにふ3型mtDNAにおいてはリンケージ群F

に含まれる領域Cも重複し、 repeat2ファミリーを形成している。 repeat1ファミ

リーについては反復配列のコア部分(約2kbp)はN.S-3両型mtDNAIこ共通して存在

するが、それに続く相同配列の長さは両ゲノム間で異なる。また、 repeat1ファミ

リーのメンバーはN型では3コピー存在するのに対し、 S-3型ゲノムにおいては4コ

ピー含まれている。一方、 RFLP分析からは対応域を特定し得ない配列も見い出され

た。 S-3型では8箇所(約90kbp)、N型では2箇所 (12kbp)がこれに相当し、い

ずれも各ゲノム固有の配列を含む可能性が高い(図4-2)。

以上のようにふ3、N両ミトコンドリアゲノム間では広範なゲノム再編成が認め
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図4-2 N型 22)23)，およひ。ふ3型mtDNAの構造比較

両 mtDNA聞では塩基配列がー続きのまま保存されている領域(リンケージ群)が8箇所(A~H) 見出された。事はSmal切断点の獲得
/欠如変異媛、守およびVは挿入/欠失変異域を示す。 $-3mtゲ‘ノムにおいて見出された樋造変異域をカバーする32個のクローンを図

示した。反復配列を地図上で網かけおよび斜線模様の領繊として表す。



られたが、反面、個々のリンケージ群内の分子構造は互いに保存されている。リン

ケージ群A、B、D、F、G、Hを合計すると共有配列のサイズは312.8kbplこ達する。

この領域に関して両ゲノム間で変異が見出されたのは3箇所にすぎない。すなわち、

リンケージ群Fのorf 25/ nad4L近傍とリンケージ群Hのrrn26近傍の2箇所において

検出されたO.2kbpの挿入/欠失変異ならびに、リンケージ群Gの中央部における

Smalサイト変異である(図4-2)。

(2)5-3型ミトコンドリアゲノムに見出された構造変異域の転写

5-3型ミトコンドリアゲノムから見出された構造変異が転写に影響を及ぼしてい

るか否かを明らかにするため、ノーザンプロット分析を行った。プロープに用いた

DNAは再編成に基づく9箇所の構造変異域および3箇所の制限酵素切断点変異域(図

4-2)に相当する32個の5-3型 mtDNAサブクローン(図4-2)である。ト 12-61-

L (N型)および卜 12-CM5(3) (5-3型)の葉より調製したmtRNAIこ対して、前述

の32個のプロープをハイブリダイズさせた。なお、ト 1乙61ーしとTK-81-Qが同一

の正常型ミトコンドリアゲノムを有することは詳細なサザンブロット分析を通じて

確認している(小野寺ら、未発表)。

ノーザン解析の例を図4-3に示す。ゲノミッククローン363(3)Xh 1. 1をプロープ

に用いた場合、ト 12 -61 -L mt R NAについては転写物が検出されず、他方卜 12-

CM5(3) mtRNAIこ関しては1.2kbと1.0kbのシグナルが得られた。プロープによっ

ては207(3)Xb2.0のように両系統間で同一の転写パターンが認められるものや、

389(3)Xb4.4のようにハイブリダイゼーションシグナルが検出されない事例も見出

された。ノーザンプロット解析によるデータをまとめて示したのが表4-1である。

この表から明らかなように9種のふ3型 mtDNAサブクローンをプロープに用いた時

に、系統1-12-61-Lと1-12-CM5(3)の聞で異なる転写パターンが検出された。そ

のうち、クローン363(3)Xh1.1と363(3)Xh3.6、361(3)XbO.8と412(3)Xb4.4、

255(3)Xb1.7と255(3)Xb4.4ならびに284(3)E1.8と284(3)E3.1に相当する領域

-38-



対 5四 3 (kb) N S-3 (kb) N S-3 (kb) 

一一 3.4予言積物一一 3.4ぷ 一一 3.4

-1.8 月 1.8 総らー1.8
1.6 必議 1.6 人心て -'.6

363(3)Xhl.1 207(3)Xb乙o 389(3)Xb4.4 

臨4-3 S-3型ミトコンドワアゲ、ノムの構造変異域iこ関するノーザンブ開ツ

ト解析の一例

S-3型ミトコンドリアゲノミックク由一ン(菌4-2参顛)をプ出ーブとし

て黒いて、系統1-12-61 Lおよび1-12CMS(3)の成葉より調製したmtRNAfこ

対してノーザンブ由ット分析を行った。

ゲノミックク時一ン363(3)Xh1.1:系統関で異なるバンドパターンを検出

ゲノミックク口一ン207(3)Xb2.0:系統関で開ーなバンドパターンを検出

ゲノミックク出ーン389(3)Xb4.4:シグナルを検出し本い



表4-1 S・3型ミトコンドリアゲノムの構造変異域に関するノーザンブ出ツト分析のサマリー

1-12-61L(N)およびト12CMS(3)(S-3)の成葉より調製したmtRNAに対してノーザンプロット分析を行った。

プロープ 転写物のサイズ(kb) 

(1)系統間で転写パターンが異なる場合

363(3)Xh1.1 N 

S-3 

363(3)Xh3.6 N 

S-3 

361 (3)XbO.8 N 

S-3 

412(3)Xb4.4 N 

S曲 3

410(3)Xb2.4 N 

S-3 

255(3)Xbl.7 N 

S-3 

255(3)Xb4.4 N 

S-3 

284(3)El.8 N 

S-3 

284(3)E3.1 N 

S幽 3

1.0 1.2 

1.0 1.2 

1.8 

1.7 1.8 

4.1 

0.8 1 .1 1.3 2.2 4.1 

0.8 1.0 1.1 1.4 3.8 

0.8 1.0 1 .1 1.4 3.8 6.4 

0.8 1.0 1.3 1.5 1.8 2.1 

0.8 1.0 1.3 1.5 1.8 2.1 2.4 

2.2 

1.0 

1.6 2.2 
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369(3)SI2.9 0.8 0.9 1.0 1.5 2.0 2.4 3.3 3.8 

408(3 )Xh4.2 0.9 1.8 
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203(3)SI3.8 1.7 
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はそれぞれS-3型ゲノム上で隣譲している。従って、以上の4領域と410(3)Xb2.4

が力パーする領域を併せた5領域が、 S-3型CMS株に富有の転写パターンをもたらす

構造変異域であり、これら5領域に変異ミトコンドリア遺伝子の含まれる可能性が示

唆される。一方、 N型、 S-3型商系統共に転写物を検出しなかったプ昌一ブはS韓、

開ーの転写パターンが検出されたプ由一ブは15謹を数えた(表4-1、図4-3)。

(3) S-3型CMS株に毘脊の転写パターンをもたちす構造変異域の構造と発現

N型ゲノムとの講造比較を通じて見出されたS-3型ゲノムの構造変異域のうち、

ふ3型韓国有の転写パターンが検出された5領域のそれぞれについて塩基配列を決

め、併せて発現解析を試みた。

i) orf 129 

s塩基配列

S-3型 mtDNAサブ夕日一ン363(3)Xh 1園1および363(3)Xh3.6はS伽 3型マスター

染色体上の2笛所、すなわちrepeat1ファミリーのcopyA、copyCの一部と隣接域

(4.7kb)をカバーする(菌4-2、密4-4)。プ時一ブを細分しノーザンブ口ット分析

を繰り返した結果、転写は圏4-4!こ示した36 3 (3) Xh 1 .1および363(3)BXh1.0に力

パーされる領域(以下 363(3)2園2SEQ)に限定されることが判った。 363(3)

2.2SξQの塩基富E列を決めた結果、この領域は全長2242bpで、あった(図牛 5)。

EMBしおよびGenBankのデータベースを科用して、 363(3)2.2SEQと既知の塩基

~列との聞で相関性検索を試みた結果、テンサイS型CMS株から見出されたcoxll遺

缶子(ScoxlJ)の5'瞬接配列21)との椙間性が示唆された。そこでS型株TK8トMSを供

試し、あらためてScoxJIの上流1.1kb領域に関してク時一ニングを行い塩基寵列を

決定したのち、再び363(3)2.2SEむとの椙開性を誤べた。その結果、 363(3)

2.2SE廷における1142bpの配列と、 Scoxll遺缶子座のうち開始コドンを記点、(0)に

して-1138から+41こ至る寵列との簡に橿めて高い椙間性が見出された。変異笛所は

自 41-
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図牛4 orf129を曾む領域の物理地図
S-3型mtDNA夕日ーン363(3)Xh3.6、363(3)BXhl.0および363(3)Xhl.lrこカバーされるS-3型ゲノム領域のXhol(Xh)および
BamH I(B)切断点地図(S閑 3)。夕日一ン363(3)日Xhl.0および363(3)Xhl.lの塩基配列を決定した結果、 129::lドンから成るORF

(orf129)が見出された。 orf129の結主主物の5'末端を矢印で恭す。ノーザンブ口ツト分析でプ口一ブとして用いた領域(probe)も闇
示した。また、比較としてN型ゲノム柏田域の物理地関(N)も図示し、 N型およびふ3型ゲノム闘で構造が保存されている領域を織か

けした。



5 GGATCCCGCAAA仁GGAGACATGAACCAAGCAGGAAGAGGAATTGGAGCAGCTCTTTGζCT-1079 
********************傘******本******省幹*************************

5-3 GGATCCCGCAAACGGAGACATGAACCAAGCAGGAAGAGGAATTGGAGCAGCT仁TTTGCCT60 

5 TATGTTATGATCTCATAACACCGAAAGATTAGACC仁TTTTTTTTCCTTTCTTTCAGGATG-1019 

************************************************************ 
5-3 TATGTTATGATCTCATAACACCGAAAGATTAGACCCTTTTττTTCCTTTCTTTCAGGATG 1Z0 

5 AAAACACAGGGCAGGAGGGTATAGAAAGTCCTCTATATGCCGTCCATAGTCCATCGACGC -959 

************************************************************ 
5-3 AAAACACAGGGCAGGAGGGTATAGAAAGT仁CTCTATATGCCGT仁CATAGTCCAT仁GACGC180 

5 CTCGTAGTACCACTTACAGTACTCGCAGAGTGATTGAGTCCAAGATTTTAACTCAATCTT -899 
****縄民**************キ********************************傘*******

5-3 CTCGTAGTACζACTTACAGTACTCGCAGAGTGATTGAGTCCAAGATTTTAA仁TCAATCTTZ40 

5 CτCAACGAGGAAAGAAGCATCGTCGTCGAGCTGGCGAGAGAAATCCTCTATAAGTCTCTC -839 
***********************************本*************朱**********

5-3 CTCAACGAGGAAAGAAGCATCGTCGTCGAGCTGGCGAGAGAAATCCTCTATAAGTCTCTC 300 

5 TACGτAACCCCAATCGGGCTTA仁AGCTCTCAACTAA仁ATCATACCAATCTTATAA亡AGCT-779 

************************************************************ 
5-3 TACGTAACCCCAATCGGGCTTACAGCTCTCAACTAACATCATACCAATCTTATAACAGCT 360 

5 TACCAGAAAACCCTCTGGAAAACCTAACCAGACTGAGAAAGGCATAGGACGGATACCACC -719 
***********本************************************************

5-3 TACCAGAAAACCCTCTGGAAAACCTAACCAGACTGAGAAAGGCATAGGACGGATA仁CACC4Z0 

5 TGGAGAGAGGGCGACAAGAATGTGCCGAAACCCGTGACGATTGTAATTTGGGTTAATGTT -659 
*傘創生************************キ********************************

5-3 TGGAGAGAGGGCGACAAGAATGTGCCGAAACCCGTGACGATTGTAATTTGGGTTAATGTT 480 

5 ACAAGGCττACAGGAAGACCTCCTAACCCCTCTTAATCTCAGAGAAGT仁TGAATGτTATT-599 
*************牢*******象*****************本*************象******

5-3 ACAAGGCTTACAGGAAGACCTCCTAACCCCTCTTAATCTCAGAGAAGTCTGAATGTTATτ540 

5 ACACCCTATτTGCTTTGCTTCATCACCGGCATTTTAAAGCCACAGCGAACCAAG仁TGACC-539 
*************牢**********************************************

5-3 ACACCCTATTTGCTTTGCTTCATCACCGGCATTTTAAAGCCACAG仁GAACCAAGCTGACC600 

5 TACCTCTATCACTAAACTCTACCCTGGGCTCTTTTACCTCTAAAAAGATATTTCGTAAGA -479 
*********本本*************本*******************傘*** 本**********

5-3 TACCTCτATCACTAAACTCTACCCτGGGCTCTTTTACCTCTAAAAAGAGATTTCGTAAGA 660 
↑ 

5 AAAGAAAGTGCTTTTτCCTAGGGTAGATGAAAGGAATGCGGAAAGGCTATζCGAGTTCAC -419 
*************牢**********************************朱牢****牢*牢***

5-3 AAAGAAAGTGCTTTTTCCTAGGGTAGATGAAAGGAATGCGGAAAGGCTATCCGAGTTCAC 7Z0 

5 AGGCGTAGTτGCGTGTACTTCAτTTCATTGAAATTGAGTTCGTTACCGCA仁仁GTGGGTAG 由 359
*******牢*****牢**********************傘*********牢*****牢牢牢*牢*串本

5-3 AGGCGTAGTTGCGTGTACTTCATTTCAττGAAATTGAGTτCGTTACCGCACCGTGGGTAG 780 

5 AAGATCCTTCTCTTTCTCTGTGAAGATAGGCTGTGCTTTGCATGTCAAGτGCGAAATTGG -Z99 
**'生*牢**牢**牢*******牢**牢2宇*************牢牢***牢**申**********牢串**串

5-3 AAGAT仁CTτCTCTTTCTCTGTGAAGATAGGCTGTGCTTTGCATGTCAAGTGCGAAATτGG840 

思4-5 orf129の塩基寵弼
363(3)2.2SEQ(S-3)および363(3)2.2SEQと相同性tf.晃出されたテンサイS型CMS-coxJJ遺缶子
(Scoxf 1) 21) 5'麟接域(S)の塩基配列を並列して示す。 orf7 29がコードするアミノ酸を塩基記到の下に示
す。 SD様車E到を盟角で盟った。下轄を引いた配列および輯かけした寵到はそれぞれテンサイN型21)およびベ
チュニアのcoxll遺伝子52)5'鱗接壊との椙両寵列である。プライマー伸長分析に踊いたアンチセンスブライ
マーは点鰻で示す寵列をもとに設計した。矢部はorf7 29およびScoxl!転写物の5'末端の盤鐙を示す。



$ ATCGAAAAATTGCGTATGATATGAAAGGTTTATGGTCTATCTAAGACTCTCTTTGATATC -239 
****本************************省幹***************本**************

$-3 ATCGAAAAATTGCGTATGATATGAAAGGTTTATGGTCTATCTAAGACTCTCTTTGATATC 900 

$ AATCACTAAACTAAAGAAAGTAAAATTTGAAAAATζATAAGATAAGAGAAGAAAGAAGAG -179 
********傘***********傘*************本******本*****傘謝辞***********

$-3 AATCA仁TAAACTAAAGAAAGTAAAATTTGAAAAATCATAAGATAAGAGAAGAAAGAAGAG960 

$ TATCTTTCGTTGTAGCCATAGAAGACTCGACCCAAGCAATTCTTATGCCCAAAACτCCCA -119 
*****************************傘******************************

$-3 TATCTTTCGTTGTAGCCAτAGAAGACTCGACCCAAGCAATTCTTATGCCCAAAACTCCCA 1020 

$ TGTTTTC仁GGATCATTGGTTAAGAACCAACCGG仁AATTTATGTCτTCCTGAATTGGGAGA-59 
***************************************象********************

$-3 TGTTTTCCGGATCATTGGTTAAGAACCAACCGGCAATTTATGTCTTCCTGAATTGGGAGA 1080 

ScoxII→ M 
$ GCAAGAATCAGTCTTTCTTCATTTCTCGAGAGAGCG臥GCAGTCA~AGAATGAACCAAAT 2 
********牢牢*********傘*************** ************本**朱*****本**

$-3 GCAAGAATCAGTCTτTCTTCATTTCTCGAGAG総選議機寝室長語家主謀議j縦語道端近謀総謀総T1140 
orf129→ M 

I V R.... 
$ GATTGTTCGA.. 

** 
5-3 GAATCCTTATATTCTGCAGTTTTTGGCCGACATGGC仁ACAGCAATTTTAACGATTGCAGG1200 
N P Y I L Q F L A D M A T A I L T I A G 

$-3 AGTTGCATATCTACCACTTATTGTGTTAATTGTATTTAGGG仁CGGCGG仁仁τTCGAGGGTT1260 
V A Y L P L I V L 工 V F R A G G L R G L 

5-3 AAATGAAGAGAATGCAAGCGAAAGACTCTTAGACCTTTGTTGTGATACGCTGAAGGAACA 1320 
N E 正 N A $ E R L L D L 仁 C D T L K E Q 

5-3 GAT仁AAAAACAAAATTGAAGAGTTACTCCAGGTTTATTATAATAATTCTGTACCTTTGCC1380 
工 K N K I E E L L Q V Y Y N N $ V P L P 

$-3 GTCTGGTCGGAGGATTCAAGACGCAGCAGCCTTCCτCCATCAGGATTCAGAATCCTTGGA 1440 
5 G R R I Q D A A A F L H Q D $ E 5 L E 

5-3 ACAACTGCTAATGATTTTGAAAAATATGACCGAATTGGGCGTTCAAAGTCAAGAATTTTT 1500 
Q L L M I L K N M τE  L G V Q $ Q E F L 

$-3 ACAAGTTTTACTCTATCTCTCACAGTGAAGATAGATGGAGT仁TTTGCACTACAATGGATT1560 
Q V L L Y L 5 Q 

5-3 TGGCGGGAGTACTTCTTTAτTATAAGCGAGGACCGCCTTTTATGTτA仁TCGTCGTTTGGC1620 
$-3 TτGAATCTCGTTCCTTAGGAGGCTCGCAAGTTTTTAAGAAGTTACATTGGAAAAAAGGCT 1680 
$-3 CCTCCCCGAACATGCζTTCGGTGAAGGTGGGGGTCGTCAATAAGAACGAGGCCCGCTCTT 1740 
$-3 TGGGCGGGGAAAGGGAAGTGGGTCCCTTTCGCTTTATTTCAGTTTAGGTCGATCAGAAGG 180母
$-3 CGCTGGAACTGCTTGTTGCACAGττGATAATCGGATATAAGCGGATAGCTAATCCCTCTT 1860 
$-3 TCAACGAGAGTTGCGGACCCTCTCτTACTTACTCTTAGTGCTGTGCGAGCCTCGGTTTCA 1ヲ20
5-3 TTTCTτCTTCTAAGGCAGCTAGCTAGGCCTCTTGAGAGCTCAGGATTGGACGGAACCCTT 1980 
$-3 ACGGTTGGACTATCGAAζAGCTGTTGGTGGGGAATAATCTC仁TTTCCCTTGATTGCTGCG2040 
$-3 GGCCTTCATTGCCGAAACTGGACTGGCτAGGATCACTAGAGGGGACAGACTACζAGGACT 2100 
$-3 AGTCCGCTTCCCAATAGGAAGAGCAAACAGCAACTATTAGTTCAGCTTTCCGGGCTCTCA 2160 
$-3 TAACAGCCCτGGτTTGAGCAT亡すCCCTAGCCTACCTACTTTCAGAAGGTCAAGTCTAATA2220 
$-3 GAGτAGAGGCAATCζACTCGAG 2242 

臨4・ 5



-23および-490の2笛所のみに限定されている(図4-5)。また、 363(3)2.2SEQ

の一部(1む90""1142および1113'" 11 40)の配列はテンサイ正常型coxJl選缶子

21)およびベチュニアのcoxJJ遺信子幻)の5'隣接配夢IJと高い相関性(それぞれ94%およ

び100%)を示すことも判明した。

363(3)2.2SEQの塩基配列決定を通じて得られた重要な知見は、 1043から1525

の住遣にかけて読み取り枠が存在することである。この読み取り枠にはin frameの

メチオニンコドンが、 4舘見出される。転写開始および翻訳開始等に関わる因子がテ

ンサイScoxlJと閉じかあるいは艶似していると仮定した場合には、 1139の位震に

翻訳開始コドンが存在し分子量14528のタンパク質をコードするORF(orf 129と

命名)を組むことが出来る(国4-5)。

5転写

orf 129の転写物を確認するため、ノーザンハイブリダイゼーション実験を行つ

た。完全不稔を示す 1-1 2CMS (3) (遺伝子型:S-3 rfa rfa rfb rfb)ならびにふ3

型細胞質を有する稔性由護型Fl棋ト 12CMS(3):1x T2n-16-5ふ 51-O:A (遺伝子

型:ふ3Rfa rfa Rfb rfb)の葉および花奮から mtRNAを調製し、フィルターへト

ランスファーした。ノーザンフEツトには1-12-61-L(N型)とト 12CMS(R)(S 

型)の葉より抽出したmtRNAも対鰻として含めた。図牛41こ示したorf729コード

域に担当するDNA翫片をプ由一ブに用いてノーザンブ毘ツトとハイブリダイズさせ

たところ、ト 12-61-しおよびト 12CMS(R)のmtRNAからはシグすんが検出されな

かったのに対して、 1-12CMS(3) mtRNAから特異的に1.2kbおよび1.0kbの転写産

物が検出された(図4-6)。従って、 orf729はミトコンドリア内で実際に転写され

ていると考えてよい。なお、 1-12CMS (3):1 x T2n-1ふ58-5 1 -O:A F 1のmtRNA

からも開ーのハイフリ夕、イゼーション録が得られておU、稔性回復核遺伝子は

orf 129の転写には影響を及ぼさないようである(図4-6)。

つぎに、 orf729 mRNAとScoxllmRNAのの5'末端の{立量を比較するために、
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題4-6 orf129!こ関するノーザンプロット分析
orf129コード域([g]4-4)をプロープに用いてノーザンハイブりダイゼーション実験を行っ
た。 RNA調製に供試した遺伝子製と器官は次の通りである。

1 :ト12同 61L (成葉) 2: 1-12CMS(R) (成葉)

3:ト12CMS(3)(成葉) 4:ト12CMS(3): 1 xτ2n-16.・・.58-51-0:AのF1 (稔性自護型) (成葉)
5:ト12CMS(3)(花奮)6: 1-12CMS(3):1 xT2n-16与ι51-0:AのF1 (捻性自復型) (花膏)



orf 729とScoxllの共有する上流配列をもとに設計したアンチセンスプライマーA

(5~GAAATGAAGTACACGCAACTACGCCTG-31(図4-5)を用いて、ト12CMS(3)

およびト12CMS(R)の葉より抽出したmtRNAIこ対してプライマー伸長分析を行つ

た。その結果、 orf729、Scoxll両転写物について複数の5'末端が見出されたが、そ

のサイトは両転写産物間で共通し、最も上流の5'末端は翻訳開始コドンより数えて

484bp目に位置していた(図4-7)。なお、その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出された19塩基のコンセンサス配列悶と高い相同性を示し、

orf 729とScoxllの転写開始点である可能性が高い。

s翻訳

図4-81こ示すようにorf729のコードするポリペプチドはN末端が特に疎水性に富

む。 N末端側を除いた73アミノ酸残基のポリペプチド(図4-8)をコードする発現

ベクターを構築した。この発現ベクターを導入した大腸菌から抽出したtruncated

formのORF129タンパク質をウサギに免疫し、 ORF129タンパク質に対するポリク

口ーナル抗体(以下 ORF129抗体と呼ぶ)を作製した。

ト12-61-L、卜12CMS(R)、ト12CMS(3)ならびに1-12CMS(3):1 x T2n-16-

58-51-0:AのF，(遺伝子型:S-3 Rfa rfa Rfb rfb)の花奮より抽出したミトコン

ドリアタンパク質画分に対して、 ORF129抗体を用いたウエスタンプロット分析を

行った。その結果、ト12CMS(3)のレーンにおいてほぼ予想通りの14.2kDaのタン

パク質バンドが特異的に検出され、 orf729メッセージがタンパク質に翻訳されてい

ることが証明された(図牛9)。なお、ト12CMS (3):1 x T2n-16-58-51 -O:Aの

F，植物のミトコンドリア画分からも14.2kDaのタンパク質が検出され、その蓄積量

もト12CMS(3)の場合と差が認められなかった(図4-9) 0 orf 729の翻訳に対する

稔性回復遺伝子の影響はないとみなしてよい。

i i ) or f 7 45/ or f 7 70 
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自 484

E霊4-7orf129およびテンザイS聖CMS-coxll(Scox的転写物の5'末端の決定
プライマー伸長j去を用いて、 orf129およびScoxHの転写物5'末端のマッピングを行った
結果、いずれも翻訳開始コドンから数えて上流484ntの位瞳が開定された。使期したプライ
マーは盟4与に示した。転写物5'末端の近鐸から植物ミトコンドザアプ出モーター間で保存
されているCRTA配列73)が晃出された(網かi打。



5.00 

0.00 

個5.00 MNPYILQFLADMATAILTIAGVAYLPLIVLIVFRAGGLRGLNEENASERLLDLCCDT
LKEQIKNKIEELLQVYYNNSVPLPSGRRIQDAAAFLHQDSESLEQLLMILKNMTELG

VQSQEFLQVLLYLSQ 

1 ~ ~ ~ m rn 

図4・8 ORF129タンパク質のハイド口パシー

アミノ酸配列の親水性(縦軸圃方向) ・疎水性値(縦軸+方向)の
平均値の算出にはlくyte& Doolittle 74)のパラメーターを使用した。
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~4-9 ORF129タンパク質に関するウエスタンプロット分析
ORF129抗体を舟いて、下記の遺缶子型の花嘗より調製したミ

トコンドワア画分に対してウエスタンブ口ット分析を行った。

1 :ト12-61L 2: 1-12CMS(R) 

3: 1-12CMS(3) 
4:ト12C時S(3):1xτ2n-1 6-58-51開。:AのF1 (稔性E復型)



s塩基配列

S-3型 mtDNAサブクローン361(3)XbO.8および412(3)Xb4.4はS-3型マスター

染色体上のrepeat1 copyBの一部と隣接域(5.2kb)をカバーする(図4-2、図4-

10)。さらに詳細なノーザンプロット分析によれば、転写は図4-101こ示すよう

に、 361(3)B2.3と361(3)XbO.81こカバーされる領域(以下 361 (3)3.0SEQ)に

限定されており、塩基配列の決定を通じてこの領域は全長3014bpで、あることが判

明した(図4-11)。

361 (3)3 .OSEQについてORFの検索を試みたところ、 145コドン(orf145)および

170コドン(orf170)をそれぞれコードし得る2種のORFを見出した。両者は357bp

のスペーサーを隔てて同一鎖上に配置されている。今回決定した塩基配列(図4-

11)に関して、ライブラリーに登録されている全遺伝子との相向性の比較を行った

結果、 orf145コード域内の約80bp(以下n6FSと称す)が力ブのnad6遺伝子の上

流域54)およびイネのtRNA-11e偽遺伝子の下流域間との有意な相同性を示した(図4

11)。さらにorf170の下流隣接域の約20bp(以下n1FSと称す)はペチュニアお

よびソラマメのnad1遺伝子エキソンeの下流域開57)、並びにダイコンのatp9遺伝子

の下流域開と類似することが判明した(図4-11)。

s転写

orf 145とorf170の転写産物を確認するために、ノーザンハイブリダイゼーショ

ン実験を行った。完全不稔を示すト12CMS(3)ならびにふ3型細胞質を有する稔性

回復型F，植物[1-12CMS(3)x T2n-16-58-51-O:A]の葉と花膏からmtRNAを調製

し、フィルターへトランスファーした。ノーザンプロットには卜 12-61 L (N型)、

ト12CMS(R)(S型)の葉より抽出したmtRNAも対照として含めた。

orf 145とorf170のコード域に相当するDNA断片(図4-10)をプロープに用い

てノーザンプロットとハイブリダイズさせたところ、ト 12CMS(3)1こ特異的な転写

産物が検出された(図4-12)。図4-12より明らかなようにorf145とorf170から
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図4・10 orf145とorf170を含む領域の物理地図

5-3型mtDNAクローン4l2(3)Xb4.4、 361(3)XbO.8および361(3)
B2.3によってカバーされるら3型ゲノムの領域を細線で示す。クロー

ン412(3)XbO.8および361(3)B2.3の塩基配列を決定した結果、 2種
のORF(orf145およびorf170)が見いだされた。ノーザンプロット

分

析にプロープとして用いた断片の対応域を物理地図上に示した。ま
た、比較としてN型ゲノム相同域の物理地図(N)も図示し、 N型および

5-3

型ゲノム間で構造が保存されている領域を網かけした。

Xb:Xbal， B:BamHI，H: Hindlll， 5m: Smal 



GGAT仁仁仁G仁AAACGGAGA仁ATGAAC仁AAG仁AGGAAGAGGAATTGGAG仁AG
CTCTTTG仁仁T60 

TATGTTATGATCTCATAACAC仁GAAAGATTAGA仁仁仁TTTTTTTT仁仁TTTC
TTT仁AGGATG120 

AAAA仁A仁AGGG仁AGGAGGGTATAGAAAGTC仁TCTATATG仁CGT仁仁ATAGT
C仁ATCGACGC180 

仁TCGTAGTA仁CACTTA仁AGTACTCG仁AGAGTGATTGAGT仁CAAGATTTTA
ACTCAATCTT240 

仁TCAACGAGGAAAGAAGCAT仁GTCGTCGAGCTGGCGAGAGAAATCCT仁TA
TAAGTCT仁TC300 

TACGTAACCCCAATCGGG仁TTACAGCTCTCAACTAACAT仁ATACCAATCT
TATAA仁AG仁T360 

TA仁仁AGAAAACCCTCTGGAAAAC仁TAAC仁AGA仁TGAGAAAGGCATAGGA仁
GGATAC仁ACC420 

TGGAGAGAGGG仁GA仁AAGAATGTGC仁GAAACCCGTGACGATTGTAATTTG
GGTTAATGTT480 

A仁AAGGCTTACAGGAAGAC仁TCCTAACC仁仁TCTTAATCTCAGAGAAGT仁T
GAATGTTATT540 

A仁A仁仁仁TATTTGCTTTGCTT仁ATCAC仁GGCATTTTAAAGCCACAG仁GAA仁
CAAG仁TGACC600 

TA仁CTCTATCACTAAACTCTACCCTGGG仁TCTTTTACCTCTAAAAAGAGA
TTTCGTAAGA660 

AAAGAAAGTGCTTTTT仁仁TAGGGTAGATGAAAGGAATGCGGAAAGGCTAT
C仁GAGTTCAC720 

AGGCGTAGTTGCGTGTACTTCATTT仁ATTGAAATTGAGTTCGTTAC仁G仁A
CCGTGGGTAG780 

AAGATCCTTCT仁TTTCTCTGTGAAGATAGGCTGTGCTTTGCATGT仁AAGT
GCGAAATTGG840 

AT仁GAAAAATTGCGTATGATATGAAAGGTTTATGGTCTATCTAAGACT仁T
仁TTTGATATC900 

AAT仁A仁TAAA仁TAAAGAAAGTAAAATTTGAAAAATCATAAGATAAGAGAA
GAATTTAGTA960 

GGTAGTCTAGTTAGAGACAGGAAAGTAGCTGTGTTCATAAAAATTA仁AGT
GGAAGAAGGA1020 

AAAG仁ATG仁CTTTCCTAACGTAAAG仁TTCAA仁CCCGATCCTCTAAAAGAA
GGGTCCATCC1080 

P3→ 
CATGGCTTTC仁TGGTCTAGCTACT仁TTCTTTTCTTTdTATGAAGCTCTTA

仁T仁CGAT仁11仁 1140

orf145→ M K L L L R 5 

CTAACTCATCAAATCAAGAAGGTAAGGTTTCA仁ATCAAAGAAAGCTCCTT
GATCGGC仁TC1200 

P N 5 5 N Q E G K V 5 H Q R K L L D R 
P 

TTAA仁仁GGGA仁T仁仁AAG仁AGAC仁A仁AC仁AAAG仁TGA仁TGGACCAAGAACA
TTTT仁TTTAG1260 

L N R D 5 K Q T T P K L T G P R T F 5 
L 

(n6FS) 

GATGGATGGAAGCACGGAGGGAATGGGAGATCGTAAGTAACTCAGTGAAT
GCTCT仁仁AAG1320 

↓ 

G W M E A R R E W E 工 V 5 N 5 V N A L Q 

AAGGGCTTGTTTGGAAGAAGGAAATGAAATATGAA仁AAC仁G仁G仁TGGTCG
TACGTAACTC1380 

E G L V W K K E M K Y E Q P R W 5 Y V T 
L 

AAACTAAGATTCTAATTCCATATGATTTGTCGTCTT仁GTTTTATTGTTTC
仁TTT仁TTG仁仁 1440 

Q T K 1 L 1 P Y D L 5 5 5 F Y C F L 5 
C 

P1→ 
TT仁TTTG仁ATCAAA仁TCTTTGGTTT仁GTTTTGG陥AGAAAA仁TTGGA仁仁T仁

TC仁GC.jrTT仁A1500 

L L C 1 K L F G F V L G E N L D L
 5 A F 

図4-11 orf 145とorf170の塩基配列

361 (3)3.0SEQ;からz種のORF(orf145およびorf170)が見出された。 orf145および

orf 170がコードするアミノ酸を塩基配列の下に示す。下線を引い
た配列(n6FS)はカブの

nad6遺伝子54)の上流域およびイネのtRNA-11e偽遺伝子の下流域間と相向性が高い
。破線

を引いた配列(n1FS)はペチュニアおよびソラマメのnad1遺伝子エキソンeの下流
域同 57)

、並びにダイコンのatp9遺伝子の下流域58)と相向性を示した。 RT圃 PCRIこ
用いたプラ

イマー(P1-P6)はそれぞれ四角で囲った配列をもとに設計した。↓はエ
ディティング (C

→U変換)サイトを示し、その下にはエディティングによって変換されたコ
ードアミノ酸

残基も表示した。



GTTCACAATCTAGTCATTTTTGGTTTA仁TTCTT仁T仁TTTTTCATTTTTG陥GTTTAGT仁TCI1560 
S S Q S S H F W F T S S L F H F W V 

←P4 
1TATTCA仁CAAAJ~GAAAAATAAAATAAAAATATTGGGTACAAG仁CTTTTTTATTTTTTTTA 1620 
CGTGTTGCTGGT仁TTTTTTG仁GGGAGTCTTTTGTTTTGTTTTA仁GATTTTCTTTTTTT仁仁 1680 
TTTTTTATTTTTTTTTCTTTTTTTTTGGGG仁TTGGGTGTTCTA仁仁仁仁AGGCTCTTCCGG仁 1740 
ATCT仁仁GTCAG仁AGGTTCCGATTCGGATT仁仁GATTCGCTGG仁TTTAAGAAATTATGAT仁C1800 
A仁仁GG仁G仁ATTCAAGG仁CAAGCG仁CGGTTCTAATTCGCCAATTGGTGGATCGATTGGAAA1860 

P5→ 
TGAGAGTTTAGAGGAGGAAGAGCCCCTT仁CCGCTAATAAC仁TTA原百TAATGGCCTTC仁 1920

orf17O→ 

TATGAlA仁GGTAGTCTTGAGCACTAT仁GGGCCTTGAATGTGGGAGTCGAGCAG陥ACCTGAT1980 
M N G S L E H Y R A L N V G V E Q D L 1 

←P2 
TGCT仁GTATTC司GTG仁TAGAAAATAGAATGCTTCCGGGGATTCC仁仁仁TCAA仁TAA仁TGA2040 
A R 1 R V L E N R M L P G 1 P P Q L T D 

仁GGGGAATACGAAGCTTTGGTCAAATCTTTT仁TCGATCACTCCCT仁TCAATT仁GG仁ATTA2100 
G E Y E A L V K S F L D H S L S 1 R H Y 

TGAAT仁AACCCTAAATACTGAACGTTTTGATCTCAACGT仁仁TGGAACGAAAAG仁仁GATTT2160 
E S T L N T E R F D L N V L E R K A D L 

GGTAGAGGGACTCTGGAGGATTTTGATTAACGAGCCGAGTGAGCGTTTTCTAGAGATTTT 2220 
V E G L W R 1 L 1 N E P S E R F L E 1 L 

GAAG仁AAA仁仁TCATTGAACGAAGGTCAGATTAAAGAGAACGCTCTTGACTTCATTGAAGA2280 
K Q T S L N E G Q 1 K E N A L D F 1 E D 

仁TTTTTGCAAAGGTTCTCTCTTTCGGATCCC仁GTTCAAATTTTGATAGAAGGATTTGTGA2340 
F L Q R F S L S D P R S N F D R R 1 C E 

GT仁仁ATGCTAAATTCTTGGAACGATGACCTTAAT仁AA仁GCG仁GAATCAAT仁ATTA仁TCTA2400 
S M L N S W N D D L N Q R A N Q S L L Y 

←P6 
TTCCGAATTTCTTGACTAtrTACT仁AATACATTAATGGGG仁CT剤TTGAGTAATGGGAAGCG2460 

S E F L D Y Y S 1 H 

(n1FS) 
GGCTACTCC仁仁GAAAATG仁仁AATATTGGTGGGGATT仁仁AATTCATTCTTACAC仁AAGAAT2520 

TGACGAGCAGATTCGTTTT仁TATTTGGCTATAAGGA仁TGCTTA仁AGAGTTAGATGAATAG2580 
TAAGG仁TTATGT仁GAAACCGACT仁仁TTTCTT仁A仁TCGAAAAGGGGGAGA仁仁TGTTCTCTA2640 
AGT仁AGTGGCCGG仁TTCGATACTGCTTTCTTTACCTTCCCCGGGCTAGGAAGTCTATTCC2700 
CAGCTATTCTG仁仁GGATTCTATAAA仁仁TGGGATTTTTCATTAAA仁ATCAATTTCC仁TTCC2760 
AAAAGCATAGCTTTAGCTATTACAACCCTAAG仁仁TACGATCTAAAGTTT仁ATTTTGCATG2820 
仁G仁ATATAGATGAAAAAT仁TGTGATTGGGATTT仁TTTTCTTTCCCTT仁ATACGACGGAGA2880 
TG仁AAAGTGAAAAAGTTCTTTTCATATAG仁TGTGAAAT仁AGTT仁ATTT仁TTTTTAGCCCT2940 
AACAAG仁TCTTTCAAAATGAGAAAAGGTTATCT仁ATATAGCTGA仁AAATGATAGATTTGG3000 
TTGAA仁TAT仁TAGA 3014 

図4・11
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図牛12 orf145およびorf1701こ関するノーザンブ自ツト分析
orf145およびorf170コード域をプ口ーブ(圏牛10)Iこ用いてノーザンハイブリダイゼーショ
ン実験を行った。 RNA器製に供試した遺缶子型と器宮iま次の通りである。
1 :ト12-61L(成葉) 2: 1-12CMS(R) (成葉)

3: 1-1 2CMS(3) (成葉) 4: 1-12CMS(3):1 xT2nぺ6-58-51-む:AのFl(議性回護型) (成葉)
5: 1-12CMS(3) (花奮)6:ト12CMS(3):1xT2n-16-58-51心 :AのF1 (稔性屈護型) (花警)



それぞれ1.8kb(orf745:図4-12)および1.7kb(orf7 70:図4-12)のmRNAが転写さ

れている。両ORFは同一鎖上にコードされ、 357bpしか隔たっていないので共転写

されている可能性が考えられる。しかしながら、 357bpスペーサーを挟むように設

計したプライマーP1 (デー GAGAAAACTTGGACCTCTCCGC-31-P2(5~

GCGAA T ACGAGCAA TCAGGTC-3 ') (図4-11 )を用いRT-PCR実験を試みたが、

予想したcDNAの増幅産物は検出されず、両ORFの共転写を示唆する結果は得られな

かった。なお、卜12CMS(3)x T2n-16-58-51-O:AのF，についても同一のハイブ

リダイゼーション像が得られたので、稔性回復核遺伝子は両ORFの転写パターンに

は影響を及ぼさないとみなしてよい(図4-12)。

~RNAエディティング

これまでに同定されている植物ミトコンドリア遺伝子の大多数においては転写後

にエディティングが起こるへそこで、 orf745とorf7 70のmRNAに関してもエディ

ティングの有無を調べた。 orf745およびorf7 70のcDNAの増幅lこ当たっては、そ

れぞれプライマーP3(5'-TATGAAGCTCTTACTCCGATCT-3')-P4(5'ー

TTTTGGTGAA T AGAGACT AAACC-3 ') (図4-11)およびプライマーP5(デー

CACTTAATGGCCTTCCTATGA-31-P6(5~ 

T AGGCCCCA TT AA TGT ATTGAGT AA-3 ') (図4-11)の組合わせを用いた。 11種

の独立したcDNAクローンを選んで塩基配列を決め、ゲノミックDNAの塩基配列と比

較した。

orf 770座においてはエディティングサイトが見出されなかった。これに対して、

orf 745では11種のcDNAクローンのうち5クローンで共通した1箇所のエディティ

ングサイトが見出された(図4-1 1)。すなわち読み取り枠の251番目のシトシン残

基(ゲノミックDNA)がウラシル残基 (mtRNA)へ置換され、コードするアミノ酸

もセリンから口イシンへ変化することが判明した。このエディティングサイトは前

述のカブnad6遺伝子の上流域およびイネtRNA-lle偽遺伝子の下流域との相同配列
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中に含まれている(図4-11)。

i i i)orf 7 OO/orf 769 

s塩基配列

S-3型 mtDNAサブクローン410(3)Xb2.4のカバーする領域(以
下 410(3) 

2.4SEQ)はS-3型マスター分子上でrepeat1 copyBとrps73遺
伝子に挟まれてい

る(図4・2、図4-1 3) 0 41 0(3)2.4SEQの塩基配列を決定し、 O
RFの検索を試みた

ところ、互いにオーバーラップしている2個のORF(orf 700およびorf
769)が見出

された(図4-14)0 EMBLおよびGenBanlくのデータベースを利用して
、 410(3)

2.4SEQと既知の塩基配列の聞で相向性を検索したが、 orf700およびo
rf7 69と有意

な相向性を示す配列は見当たらなかった。ただ、 orf700の上流に位置
する115bpの

配列(図4-14)はソラマメ問、マツヨイグサ60)、シ口イヌナズナ
61)のミトコンドリ

アゲノムにおけるrps74遺伝子とcob遺伝子聞のスペーサー配列と相向性
を示した。

またこの相同配列にはコムギのcox1l1
62
)およびorf25の上流配列聞と類似する46bp

と23bpの配列も含まれている(図4-14)。

s転写

orf 700およびorf769のコード域 (probeA:図4-13)をプロープに用
いて、ト

， 2CMS(3)の葉と花奮から抽出したmtRNAIこ対するノーザンブロット分析を行つ
た。しかし、シグナルは全く検出されず、恐らく、両ORFは全く転

写されないか、

あるいは転写されているとしても、蓄積量が微量でノーザンプロ
ットによって検出

できないと考えられる。従って、先にクローン410(3)Xb2.4を
プロープに用いて検

出されたト 12CMS(3)1こ特異的なmtRNAは(表4-1参照)、 orf
700およびorf769 

のコード域とは異なる領域の転写産物と推定される。実際に、図
4-1 3に示した410

(3)2.4SEQのうち両ORFを含まない配列 (probeB.:図4-13)を
プロープに用いた

場合には1-12CMS(3)1こ特異的なシグナルを検出できた。よって、
2.2kb、1.3kb、
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410(3)Xb2.4 

probe A probe B 

5-3 
orf100 orf169 

ゐ
/

N 

1 kb 

図4・13 orf100およびorf169を含む領域の物理地図

S-3型ゲノミッククローン41Q(3)Xb2.4の塩基配列を決定した結果、 ORF(orf10
0およびorf169)が見出された。ノーザンプロット分析

にプロープとして用いた断片の対応域を物理地図上に示した。また
、比較としてN型ゲノム相同域の物理地図(N)も図示し、 N型および

ふ3型

ゲノム間で構造が保存されている領域を網かけした。

Xb:Xbal， SI: San 



TCTAGATTCTGAAAGTAG仁ATAAAGAAGAAGAAAAGAAAGAAAGTAG仁AAAA仁TCGTAAT60 
T仁ATAATAGAAATCT仁GTAAGAGAAGAAGGAAGAAAAG仁TAAGCTGTCCTGAGT仁TATCT120 
TTCTTTTTTATGGGCTAATTATCTTAATGAAAGC仁CG仁AGAAGGG仁仁AAAG仁ACAA仁AAG180 
仁仁仁ACCTATTAAAA仁AAGC仁仁AAG仁仁仁ATGCAAGAAGGC仁仁仁CGAAGGAT仁GA仁仁G仁TAT240 
TTTTAGAATATCGTAAGTGGTGATCTTCCTCGTTGGATCA仁仁GGAG仁G仁CGGAGTGCAGA300 

GGTTTTT仁仁CAT仁ATTGAAGTCAGAGTGTGGGACTGAG仁CTTC仁GAATGAGAAAGACAAG360 

AAAGTGCTTTGTTT仁GTTGGAAAAACCAACGCAAATACAAATCTCAAATTGACTTTCTAA420 

AA仁CTA仁TTCTATAGAAAAAAGAGGTTGGTTGTGTTTGGATGAGATAGAAAAAAGCTAAG480 

AGATGACTCTCCT仁ATT仁AAGTAGG仁TGCGGCCTTCTT仁TCCCATATTTGTTTGGTGACC540 
orflOO-→M T L L 1 Q V G C G L L L P Y L F G D 

TGTTCC仁TT仁TTTGTTCTTTATGGTTATAGCAGGTGTTTCTTTACTGGTACTTTGTTTGA600 
L F P 5 L F F M V 1 A G VS  L L V L C L 

TT仁GACCGTCGTGTAAGAAATACTCAAGTTTAGTATTCTACATCCTTATCGTACTAGGTT660 
1 R P 5 C K K Y 5 5 L V F Y 1 L 1 V L G 

CTGTGTACATTCAACTAATGAAAATATGTTTTTCTTCTATCATAGGGCTAGTCTTA仁CAG720 
5 V Y 1 Q L M K 1 仁 F 5 5 1 1 G L V L P 

orf169→M F F F Y. H R A 5 L T R 

GGCTC仁TCTTCGGAGCCATGATTCTGGGTTCA仁TTTCGGGGCAGAAATGGGTTCTCTTTC780 
G L L F G A M 1 L G 5 L 5 G Q K W V L F 
A P L R 5 H D 5 G F T F G A E M G 5 L 5 

AATGATCCCTCACAATGTGGAAGCCGGGCA仁仁ATCAAGGTG仁AG仁AG仁GGA仁GAAAACGC840 
Q 
M 1 P H N V E A G H H Q G A A A D E N A 

CCCGGTCG仁ACCCATTTTGGGGGGGTACCCATACCCCGACGA仁CATTATAT仁GGGGGAGA900 
P V A P 1 L G G Y P Y P D D H Y 1 G G E 

ATGTGTGTTAGA仁ATAAAGCGACGCCTTTTGT仁TAACATAGATTTCCCCACTTCTGAA仁A960 
C V L D 1 K R R L L 5 N 1 D F P T 5 E Q 

GCATTGGTTGGC仁CATATTGATGC仁AGAGAT仁GTTTTGAGGT仁AAAG仁仁TTAATTATTGA1020 
H W L A H 工 D A R D R F E V K A L 1 1 D 

TAAAATGT仁TCAATTAGACCTATTAGGAAAGTGGAATGAGCACGGAGCGAAAGCACTAAC1080 
K M 5 Q L D L L G K W N E H G A K A L T 

TA仁CAATACAACATCTACAGGAGAACGAAGTTTAGAAAACCTGTACATTAGTAAATTTTC1140 
T N T T 5 T G E R 5 L E N L Y 1 5 、K F 5 

GATTAG仁AGCCTA仁仁GGGTATCAATGAATTCAG仁CTAATCAGTATATGTCGATAAC仁TAC1200 
155  L P G 1 N E F 5 L 1 5 1 C R 

CGTCATAT仁TAAAGAAAGGAATTCTGCCTATTTCGATTCGCTAGCTTAGT仁TTATACCTA1260 
TTTAGATTAG仁TACCTTG仁CTAAAAGAAATGAATTAACCCTTG仁ATTAATATGTGAATGC1320 
TC仁仁TTT仁仁TAATAAGTTTTCTGACAACCTT仁TAATTGTA仁TGGTTTTAAT仁GCTGGTTT1380 
ATATCCACCGGTTTTAACCGAATTCAT仁仁AGGGCGATACTTG仁TCGAG仁AAGAGAGGAAA1440 
GGTTTTATTACCATATGT仁AT仁GATAGGGA仁AAGGGCTA仁T仁TTCAATT仁TTTAAATGCC1500 
TTTAGCTATG仁仁TTGAGGAAGATTGAGATAT仁CTTTAAAGGGGGGCTTACTTGAGA仁GGT1560 
TTAAAGAGCATTTATTGAATGGGAAATGAGGTGGCTCAGAAGAGACCGGGATATGAGGAG 1620 
AAAGCAGC仁GG仁TCTTAGCTTCGTAGATTATGGTATATATGATATACTTTTTGCTTAAGC1680 
TAGGTTTTACATGAATTGGAGGTTAGCTAGCTTCAAAG仁A仁GGATTTCTCATATCTCGAT1740 
TCTGTTGCTTCATAATAGGAAGGCATAAACCCTTGCATCATTGAATGATC仁仁TTT仁AAAG1800 

図4-14 orf 100およびorf169の塩基配列
412(3)3.0SEQから2種のORF(orf100およびorf169)が見出された。 orf100および
orf 169がコードするアミノ酸を塩基配列の下に示す。 orf100の3'末端32ヌクレオチド
とorf169の5'末端32ヌクレオチドは互いにオーバーラップしている。細線を引いた配列
はソラマメ59)、マツヨイグサ刷、シロイヌナズナ 61)のrps14遺伝子とcob遺伝子聞のス

ぺーサー配列と相向性を示す配列である。二重線および太線を引いた配列はそれぞれコム

ギのcox1l162)およびorf25の上流配列同と相向性が認められた。



TATATGTCTCTG仁T仁ATGCTTCATATTGAGATTTGCTAG仁TTAATAGGTT
ATACAATTTA1860 

TT仁ATT仁TGCCTGG仁AATTAATAGTCTATTAGCAGCCTTAAAGTGAATCT
GATTCTCGGT1920 

AAAGGAAATATCTTAAGAGAAGAAAGCTGAGTCTAGGTTT仁ATTTAATCT
TGTATTCTAA1980 

G仁TTGAG仁AA仁AAGGCGA仁GGAGCCAATGAG仁ACCTCAGTAGCG仁T仁CGA
AACGGGGCCG2000" 

AGGAG仁仁GGTAAA仁仁AGTG仁GTTTGAGTGAAGGTTGCGGATATGAGATGG
ATGAAACCGA2040 

GCTAGAAA仁AAGTA仁GGGGATTA仁AAGGGTATAATAATA仁AC仁TAA仁仁AA
GAGGAAGATC2100 

AAAAC仁CTG仁AAAGATATCAGAAGAATTGTTGTGGCATCAAAGACTGGGA
仁ATGCTCCTA2160 

TGTCTAAAAT仁AGGAAGATAC仁AGAATTGAGTGTTCTGCAT仁AA仁ATACT
GCAGAGGTAT2220 

GTAT仁ACATG仁仁CTAGGGCAAAGATGACAAAAGTTGAGTACAAGAGAAGT
ATGT仁AAGGG2280 

CAAAGGAAAT仁TTTGACTTGATACATTTGGACATATGGGGGCCATACAAG
GTGATGACAA2400 

GAACT仁ACTGCAGGTATTTCATGACCATTGTAGATGACTATTCTAGA
2447 

図4-14



1.1 kb、0.8kb(表4-1参照)の$-3型固有転写物はこの領域に由来すると考えられ

る。しかし、 probeBにカバーされる$-3型ゲノム領域には機能し得る配列および他

のミトコンドリア遺伝子との相同配列は含まれていない。

i v) or f 1 87/ r ps 1 3 

s塩基配列

$-3型 mtDNAサブクローン255(3)Xb1.7および255(3)Xb4.4は$-3型ゲノム上

のrps13遺伝子およびnad1遺伝子エキソンbを含む領域をカバーしている(図4

2、図4-15)。これら2種の$-3型 mtDNAクローンとrps13遺伝子およびnad1遺

伝子エキソンbを含むN型 mtDNAクローン (202(N)) 22)23)との間で制限酵素サイ

トを比較したところ、 rps13遺伝子の上流の構造が互いに異なることが判明した

(図4-2、図4-15)。

255(3)Xb1.7と255(3)XbP 1.7によってカバーされるrps13遺伝子(以下$-3型

ゲノム上のrps13遺伝子をふ3rps13と呼ぶ)のコード域および上流域 (255(3)

3.3$EQ)の塩基配列を決定した(図牛 16)。ついで、正常型ゲノム上のrps13遺

伝子座の塩基配列と比較した結果、 rps13遺伝子のATG開始コドンの5'側54bp目よ

り上流の部分は全く相向性がみられず、ゲノム再編成が生じていることが明かとな

った。 S-3rps13遺伝子の上流配列に関して既知の配列との相向性検索を行ったと

ころ、この領域にはcoxl/21)、rps7叫白)およびmat-r遺伝子57)のコード域の一部、な

らびにテンサイorfB遺伝子聞の5'隣接域と5'コード域の一部との相同配列(それぞ

れ31bp、81bp、70bp，--234bp)が直列に配置されていることが判明した(図牛

16)。

S-3rps 13遺伝子上流配列に関して、 ORFの検索を試みた。 100個以上のアミノ

酸残基からなるポリペプチドをコードし得るORFとしてorf187が見出された。

orf 187はS-3rps13遺伝子の開始コドンより数えて70bp上流に位置する(図4-

16) 0 orf 187の上流にはorfBと5'隣接域およびコード域の5'側が相同なキメラの
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1255(3 )Xb1. 7 

255(3)XbPl.7 

probe 
圃園周

255(3)Xb4.4 

、立一一~
ULJU U 

~一一う一一う 一一う

制N) 〆~ 1l 

l IV  

Sm Sm Sm Xb 

i I.V// 
一一一一一-nグ

1 kb 

図4-15 orf787とrps73遺伝子を含む領域の物理地図
s・3型mtDNAクローン255(3)Xb4.4とN型ゲノミッククローン202(N)22)23)との構
造比較から、 S-3型ゲノムのrps73遺伝子の上流域の構造が変異していることが判明

した。 S-3型ゲノミッククローン255(3)Xb1.7および255(3)XbP1.7の塩基配列を決

定した結果、 2種のORF(orf46およびorf78乃が見出された。ノーザンプロット分析
にプロープとして用いた断片の対応域を物理地図上に示した。

Xb:Xbal， P: Pstl， S: Smal 



$-3 GATCAAGGGTTAGGGAGTCCATAACCATTAAGGTGTAGTTCTTCCTCCTG仁GACTAGACG 60 
$-3 CTICCTICGCCA仁TTCACTTCG仁仁TATCGGCTTGTCTCTTCTCGCCTTTAGCTTTCTTCT 120 
$-3 CTTCTTTCTT仁TATTCTATTGT仁TTTTCTTTCTG仁TTTCTCTIT仁TTTTCAAGCTGG仁TT 180 
$-3 ACCATTCAT仁仁GTTCACCCTTACCCTATCAACCTTGAACTTCGAACAGCCGCTGTAC仁AA 240 
$-3 TAG仁仁GGGTTCTT仁TTAGCAGGACTAGTTACTAGATTCTTIAAAGGAGTAGTTTTCTTTA 300 
$-3 TIGG仁GAGAATCTAAGGAA仁AAGAAAA仁GGCCGCGCGTGACTAAGGCGCAACGTCGGTAG 360 
$-3 仁TCAT仁仁CTTG仁TTGTTGGGAATCCGGAATGTTAACCTTTGTGTAAGGTAATTCAATCTC 420 
$-3 TTGTTAGAGCTCTCTCTTCTTATGCTTATGC仁ATTTTCTGGCTATCAA仁仁CACTAGT仁CT 480 
$-3 GACTTTTTCTTGCCGTAGCAGT仁CTGCTAA仁GGTAGTC仁仁TG仁CCCTCATCTTGCTGTGA 540 
$-3仁AGTTTCCCTGCCAGGGAGAAAGCTTTTTTCTTTT仁ATATGATCAAGCTAGTTCAATCAA 600 
$-3 CTTATTTTAGG仁CAGCTC仁仁AATTT仁CTIG仁GAGACA仁AATGT仁TAATAGAGTGCTTGAA 660 
$-3 TGATAATAAGAACCTTTCTT仁TCTTAACGAGATTTCCCCAGT仁GGTAAGA仁TTTCTTITC 720 
$-3 CAGAGTTGGGAATGGAGTGAT仁仁CTAGGGAGTCAAAGCTTCCATGGATATAGGAGGTTTT 780 
$-3 TGACATACCTAT仁CATTCCTTCTGCTTTCTTTT仁仁GC仁TTTTGAAGGTATGAGTA仁GTTA 840 
5由 3CAGC仁AGTAAAGAAGAAAGC仁TTTGAGAAT仁仁TCTTCAAGTACATCAGTGAAAGC仁AGGG 900 
$-3 TAATTTCGAATTGATCGAGTTGAGTCCTGTAGAAGATATTGGCTTATTCGATAGCTTAAG 960 
$-3 AGAAGATGGTATCTCAAATAT仁ATAAGAGAAGAAAGTCAG仁TTGGTATCTAAAGATGGAG 1020 
$-3 ACTGTCAACTCATGTCGTACAGCCAAGTAGAAAAG仁AGCGAAACAAAAATTCT仁GTAGAA 1080 
$-3 AAGAGAAATGTTTTGTTTT仁TCGTTATTCGTGGAGGGGTCGCGGAAAGAATTGGGTTCGA 1140 
$-3 GC仁CCATAGCC仁CGATGTGGTGAAAAAGA仁TGACTGATTCAACCTCACTC仁CATCTAGCA 1200 
$-3 TTAGAAAGAAGTGCGAGAGGAGCTTGTACGGGTACTAAAGAAGATCGAGCCAACCG仁A仁T 1260 
$-3 GCGGGAAAGGGCTATAAAAATT仁TGGAAGA仁TTACTCAGTAAC1TGGAACTAATCATGCCT 1320 

$-3 TTATGCCTATCGTC凪ACAAACCTTAGCTATTCGTTGGAT仁仁TTGAAGCAG仁TIT仁AAACG 1380 

$-3 A仁GTATAT仁CTA仁AGGATAAGCTTAGAGATCAGTCAGATTCTICAGTAAGA.TATGCTCTG 1440 

N CATTCATTCCAAGTTTAGGAACCTAGGTAATAGTATCC仁GATGAAAGTGTGCAGTGAAGG -166 

***** 
$-3 CCA丁T仁ATTC仁AAGTTTAGGAACCTAGGTAATAGTATCCCGATCAAACAGCTGA仁GAAGG 1500 

N ATGTTTCGTTGTAACCAGTCTTIC-----TIGGAAAAAGGGCT仁AAACAATGCCTGTCC仁 -111
事事申*串傘牢 辛* **申***** **傘**********辛***事事***寧事事牢**牢*串

$-3 GTCTTT仁GT仁AGAAG仁AG仁CTTICTTAA仁TTGGAAAAAGGGCTCAAACAATGCCTGT仁仁C 1560 

N ATGCGTTGTTGGTCAACAA仁CAACCAC仁TATA仁AGACTTTAACCACCATTTCTAGAGGCT -51 
*****寧辛**牢牢*事**牢本*******権***寧*****辛串本***牢牢**事*寧**寧**本*申*事***

$-3 ATGCGTIGTTGGTCAA仁AACCAA仁CA仁CTATACAGACTTIAA仁仁ACCATTTCTAGAGGCT 1620 

俳句→ M P Q 
N TGACGGAGTTCAGCTGT仁TGGAGGGAAGAATTCAAAATCAAAACGTT仁TTATG仁仁TCAAC 10 
本****傘****串牢事*事牢*本事事****牢事*事*本*串*事寧****卒事*寧*牢**串本本車**牢事事事事*事

$-3 TGACGGAGTTCAG仁TGTCTGGAGGGAAGAATT仁AAAATCAAAACGTTCTTATG仁仁T仁AAC 1680 
orf46→M P Q 

L D Q F T Y F T Q F F W $ C L F F L T F 
N TGGATCAATTTACTTATTI仁ACACAATTCTTCTGGTCATGCCTITTCTI仁TTGACTTTCT 70 
*牢車率***牢串牢串牢寧*事*寧 牢*****傘寧申事*事事 事事事*朱寧事牢*本車 車率*事辛

$-3 TGGAT仁AATITACTTATGT仁ACACAATTCTTATGGTCATGCCTCTTCTTTAGATTTATTT 1740 
L D Q F T Y V T Q F L W $ C L F F R F 1 

図牛16 orf 187とrps13遺伝子の塩基配列
255(3)3.3SEQ(S-めからrps13遺伝子(S-3rps 13)およびnad1遺伝子エキソンbの一
部に加えて、 S-3型ゲノムに固有なORF(orf46およびorf18乃が見出された。それぞ
れがコードするアミノ酸を塩基配列の下に示す。さらに、 255(3)3.3SEQと相向性が見出
されたテンサイN型-orfB遺伝子の塩基配列(N)附を並列して示した。四角で囲った配列、
二重線および単線を引いた配列はそれぞれcoxll遺伝子21)、rps7遺伝子刊明およびmat-r

遺伝子持)57)コード域の一部と相向性を示す。 S-3rps 13上流域から見出されたN型ゲノム
との構造変異サイトを矢印で示した。



$-3 CCζATITTGTCCAT仁TATA仁G仁仁GTCCGTATCAAACTA仁GGTTGAGTAATAAATTTTATT 1800 
$ H F V H L Y A V R 1 K L R L $ N K F Y 

$-3 TTTTTITTTAATTGCTCATCCTA仁TAT仁TAG仁TGCATTTTGTCGTT仁TATTTTAAACAAT 1860 
F F F 

$-3 T仁TTG仁ATA仁GTTTCTGGTCCCCGAG仁TACTATGCAGTGTTGTTGTTTATAATA仁TATGC 1920 
orf187→M 

$-3 TCC仁CGGGGAGG仁GCCCT仁GC仁TAGCAGTTCCCTGCCGGCAAGCGGGGAGTTTTGGGGGC 1980 
L P G E A P $ P $ $ $ L P A $ G E F W G 

$-3 AAG仁仁仁仁TT仁仁仁仁CGGGTGGGTCGAG仁AATTGGCTCCGGCTGAAGCCGAACAATTGGCTC 2040 
Q A P $ P G W V E Q L A P A E A E Q L A 

$-3 CGGCTGAAGCCGAACAATTGGCT仁CGGCTGAAGCCGAACAATTGGCTGC仁CC仁GCGG仁TG 2100 
P A E A E Q L A P A E A E Q L A A P A A 

$-3 CC仁仁GGTGGACGG仁仁CTCAG仁TGGAGGAG仁仁CTATCCCTATG仁CGATGACCAAGTCATTG 2160 
A P V D G P Q L E E P Y P Y A D D Q V 1 

S由 3GTGGAGATAGCGTAGGGGGGGTT仁AAAGACGTCTTCTTGAAAGACA仁仁CC仁CCTTT仁仁C仁 2220 
G G D $ V G G V Q R R L L E R H P P F P 

$-3 CTTCAGAGGTCATTGACCTCTGTCGCATCGAAGCA仁AAGATCTCATGGAGGT仁AAAG仁AG 2280 
P $ E V 1 D L C R 1 E A Q D L M E V K A 

$-3 CCATCATTAACAAAATGGCCT仁CTGGGATCAAGGCGGGGATTGGATGGGCAGCGGGGCCC 2340 
A 1 1 N K M A $ W D Q G G D W M G $ G A 

$-3 GCGCTCTGGA仁AAC仁CC仁GCT仁CGCTA仁AGGAGAAGACTCCCTTGAGAATCTCTATAAGA 2400 
R A L D N P R $ A T G E D $ L E N L Y K 

$-3 TTCTTGAGGAT仁TGAAGGAGACCGGC仁CACTGTCGGAGTCCTT仁TCCAAACTCCAGAATA 2460 
1 L E D L K E T G P L $ E $ F $ K L Q N 

$-3 AGGTG仁GTAGACTTCCTTAGAAAATCAGGGAGTAGACAGG仁CATTTATGATTC仁AGCCTA 2520 
K V R R L P 曾

$-3 GAAGA仁TAGTTAAAGGAAGGATCAAGAATGTCATATATTTCAGGAGCTAGATTAGTTGA仁 2580
rps13→ M $ Y 1 $ G A R L V D 

$-3 GATAAACAAGTAAAAATTGC仁TCAACAAAAATTGATGGAATTGGACCTAAAAAAGCCATT 2640 
D K Q V K 1 A $ T K 1 D G 1 G P K K A 1 

$-3 CAGGTTTGTTATCGATTAGGTATCAGTGATAACATTAAGATAAAAGAGTTAA仁TAAATAT 2700 
Q V C Y R L G 1 $ D N 1 K 1 K E L T K Y 

$-3 CAGATCGA仁CAAATTGAACAAATGATAGGTCAAGATCATGTTGTTCATTGGGAATTGAAG 2760 
Q 1 D Q 工 E Q M 1 G Q D H V V H W E L K 

$-3 AGGGGAGAACGAGCAGA仁ATCGAACGATTAATTTCTATTT仁TTGTTATCGTGGAATTCGT 2820 
R G E R A D 1 E R L 1 $ 1 $仁 Y R G 1 R 

$-3仁ATCAAGATGGATTGCCCTTA仁GCGGTCAACGAACTCATA仁TAATGCTAGGA仁TTGTCGT 2880 
H Q D G L P L R G Q R T H T N A R T C R 

$-3 AAGAAAATTCGGAAATGAAAGAAGTCTAC仁GGAAGC仁仁TTGGTA仁TTGTCTGATCAATCA 2940 
K K 1 R K 

図4-16



5-3 TACTGATAGCTTCAATAGTTCACTGAATTTTTGTTTT仁GGGTTTGGT
仁AGGAGGGACAAA 30の@

5-3 AAAGAGATGCTTTCCATCAGTCAAAAGCGGATACCGT仁仁仁仁仁ATGCT
仁TTA仁GGTTCGCT 3060 

5-3 TACCGAGGAATAGAAAGGTAGGAC仁TGGGG仁仁TCCG仁AAGTTTGGTT
GGGGTATAGAGCC 3120 

5-3 GTAAGCG仁GGTGGGGGTGA仁AGAGGACGTGCT仁GTACGGTT仁ATAGA
AGGATATGATCAA 3180 

S四 3仁TCGTTGATTTTTGGGAACTTT仁ACTC仁T仁TATATTCGAAATATG仁仁
TTTCTAGGAGCAT 3240 

nadl exon b→ 5 K Y A F L G A 

5-3 TA仁GAT仁TGCAG...
3252 

L R 5 A 

図4-16



ORF(orf46)を組むことが出来る(図4-16)。

s転写

orf 787の転写産物を確認するために、ノーザンハイブリダイゼーション実験を行

った。完全不稔を示すト 12CMS(3)ならびにふ3型細胞質を有する稔性回復型F，植物

[I-12CMS(3) :1 x T2n-16-58-51-O:A]の葉と花警からmtRNAを調製し、フィル

ターへトランスファーした。ノーザンプロットには1-12-61L(N型)の葉より抽出

したmtRNAも対照として含めた。

orf 787のコード域に相当するDNA断片(図4-15)をプロープに用いてノーザン

プロットとハイブリダイズさせたところ、ト 12CMS(3)mtRNAIこ特異的な転写産物

が検出され(図4-17)、orf787が実際にミトコンドリア内で転写されていること

が明かとなった。なお、卜 12CMS(3):1 x T2n-16-58:-51-O:AのF，についても同

一のハイブリダイゼーション像が得られたので、稔性回復核遺伝子はorf787の転写

パターンには影響を及ぼさないとみなしてよい(図4-17)。

s翻訳

ORF187ポリペプチドのうち、 C末端側の183アミノ酸残基をコードする発現ベク

ターを構築した。この発現ベクターを導入した大腸菌からtruncatedformの

ORF187タンパク質を調製してウサギに免疫し、 ORF187タンパク質に対するポリ

ク口ーナル抗体 (ORF187抗体)を作製した。ト 12-61-L、ト 12CMS(R)、ト

'2CMS(3)ならびに1-卜12CMS(3):1 x T2n-16-58-51-O:AのF，の花膏より抽出

したミトコンドリアタンパク質画分に対して、 ORF187抗体を用いてウエスタンプ

ロット分析を行った。また、テンサイ由来の挿入配列を含まない発現ベクタ一、

(pT7-7)ならびにコード域全長を組み込んだ発現ベクター(pT下 7-187)がそれぞれ

導入された大腸菌の全タンパク質を対照として供試した。

図4-181こ示すように、いずれのテンサイ系統より抽出したミトコンドリアタンパ
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1 2 3 4 5 (kb) 

臨4-17 orf7 871こ関するノーザンブ自ツト分析

3.4 

1.8 

1.6 

orf7 87コード域をプ昌一ブ(臨4-15)に舟いてノーザンハイブワダイゼーション実験を行っ
た。 RNA調製に供試した遺缶子型と器官iま次の通りである
1 :ト12-61L (成葉)
2:ト12CMS(3)(成葉) 3:1-12C純S(3):1 xT2n-1 6-58-51-0:AのFl(総性E復型) (成葉)
4: 1-12Cト~S(3) (花曹)5: 1-12CMS(3):1 xT2n-16-58-51-0:AのFl(稔i生E復型) (詑奮)



1 2 345  (kDa) 

一-42.7 
-40園G

一-31.0 

一-21.5 

臨4-18 ORF187タンパク質に関するウエスタンブ開ツト分析

ORF187抗体を用いて、下記遺缶子型の花曹より調製したミトコンドリア菌分に対してウエ

スタンブ日ット分析を行った。レーン4および51こ泳動した大腸茜の全タンパタ質は対R震の試

料である。

1: 1-12-61L 

2:1-12CMS(3) 3:ト12CMS(3):1xT2n-1 6-5 8-51-0:AのFl(総性函復型)
4:発現ベクタ-pT7-7が導入された大腸関の全タンパク質

5:発現ベクタ-pT7-7-187が導入された大腸関の全タンパク質



ク質画分においてもシグナルは検出されず、 pT7-7-187が導入された大腸菌のタン

パク質からのみシグナルが検出された。本研究に用いたORF187抗体は大腸菌で発

現させたtruncatedformのORF187をウエスタンプロット上で検出しており、抗体

の力価が低いことが原因でミトコンドリアに含まれうるORF187が検出されなかっ

たとは考え難い。また、同様の条件でATP6抗体およびCOXI抗体を用いたウエスタ

ンプロット分析を行ったところ、テンサイのミトコンドリア画分からatp6および

coxlの翻訳産物が検出されている(本研究、山本ら、データ未発表)。従って、 S-

3型細胞質系統においてorf187は翻訳されないか、あるいは翻訳されたとしても

ORF187の蓄積量は他のミトコンドリア遺伝子産物と比較して極めて低く、ウエス

タンブロット分析では検出されないのであろう(図4-18)。

orf187の上流にはorfBの51隣接域 (116bp)とコード域 (61bp)を共有する

orf46が配置されている(図4-16) 0 orfBのコードタンパク質の機能は未同定であ

るがテンサイ聞をはじめハツカダイコン67)、ナタネ刷、ヒマワリ刷等多くの植物種に

コードされており、普遍的ミトコンドリア遺伝子と考えられる。従ってS-3型CMS

株ではorf46とorfBの聞で翻訳過程において競合が生じ、 orfBの発現量が低下する

可能性も考慮する必要があろう。しかし、卜 12-61-Lと1-12CMS(3)の間でウエス

タンプロット法によりORFBタンパク質の蓄積量を比較したが目立った差は認められ

なかった。今後はorf461こ関しても、転写・翻訳レベルでの発現解析を行~\CMS と

の関連性を調査する必要があろう。

iv) atp6 

s塩基配列

クローン284(3)E1.8および284(3)E3.1はS-3型ゲノム上のatp6遺伝子(S-

3atp6)を含む4.9kbpの領域をカバーしている(図4-2、図4-19)。サブクローン

を用いたノーザンプロット分析を繰り返すことにより、転写はmtDNAクローン284

(3)EO.6と284(3)EPs1.81こよりカバーされる領域(284(3)2.4SEQ)に限定されるこ

-69-



284(3)EHO.6 284(3)EPs1.8 

284(3)El.8 284(3)E3.1 

a 

E Sm E 

1 kb 

図4-19 5-3型ゲノムおよびN型ゲノムにおける atp6遺伝子座の物理地図
クローン284(3)E1.8および284(3)E3.1にカバーにされる5-3型ゲノム領域にはatp6

遺伝子(5-3atp6)が存在する。 RNAエディティングにより創り出されるatp60RFを図示し
た。網かけの領域は両遺伝子座間で構造が保存されている。矢印aはS・3atp6転写物の最
も上流に位置する5'末端、矢印bは稔性回復株で特異的に検出される転写物の5'末端をそ
れぞれ示した。

E: EcoRI， H: Hindlll， P: Pstll， B:BamHI， 5m: Smal 



とが判った(図4-19) 0 284(3)2.4SEQの塩基配列を決定し、読み取り枠の検索を

試みた。その結果、 S-3atp61こ相当する読み取り枠が見出された。 284(3)2.4SEQ

末端のHindlllサイトからEcoRIサイトの方向へ数えて、 340の位置に最初のメチオ

ニンコドンが存在するが、仮にこれを翻訳開始コドンと想定すれば652アミノ酸残

基をコードするORFを組むことが出来る(図4-20)。

次にS-3atp60RFと正常株由来のatp6遺伝子(Natp6)に相当する読み取り枠を比

較した結果、 S-3atp60RFにおける369番目のコドン (Natp6では9番目のコド

ン)より上流の配列は互いに相同性が全く認められないのに対し、これより下流の

配列に関しては相同である。しかし不思議なことに、 Natp6における9番目のコドン

より上流の配列からはin frameのATG開始コドンは見出されていない(図4-2

0)。この点についてはエディティングの項であらためて論ずる。

S-3atp6上流域について既知の塩基配列との間で相向性を検索した結果、 S-

3atp61こ相当するORFの開始コドンより数えて30bp上流に存在する77bpの配列

(図4-20)がテンサイatpA遺伝子の上流配列(非コード域)と有意な相向性を示

した70)。また、その上流にはNicotianasyJvestrisのnad7遺伝子のイントロン71)と

類似した37bpの配列も見出された(図4-20)。

~RNAエディティング

前述のように、 Natp6ではS-3atp60RFとの相同性が失われる上流域からはIn

frameのメチオニンを指定するコドン(開始コドン)が見出されていない(図4-

20)。しかし、コムギnad1遺伝子座間のように、転写後のRNAエディティングによ

ってATG開始コドンが形成される事例も知られている。従って、テンサイNatp6に

ついても、 RNAエディティングによって開始コドンが生まれ、 Natp60RFが創り出

される可能性が充分に考えられよう。この可能性を検証する目的で、 Natp60RFの

全域を挟むプライマーP7(5'-TGATCTAGAAGCGGAACTACA-3')およびP8(5 

'-AAGTCT AGACTT AAGCAT AAA T ACCTCGC-3 ') (図4-20)を合成し、 Natp6
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5-3 AAGCTTGTTT仁AACTTT仁TATAAATTGCTGCTTTTG仁TTCTAG仁TAGTT仁AGTGGATAAG60 

5-3 ATGG仁TG仁GCT仁CAGCTCA仁T仁仁TGA仁TCTTAAAAAGGGAGGATT仁A仁GGGTTT仁AATAG120 

5-3 ATAATATCGTAAGTAAGAAAGAACGTTTTCA仁TAATTACTTTCATAGAGAGAGACC仁TCC180 
官
(a) 

←P9 
5-3 CCA仁仁CCAGTATAATGT仁CTCTCGAAAATCkiGATACCTTTT仁GTTTTCATTT仁T仁仁仁l4TT240 

5-3 TCTTT仁TTGGTTGGAT仁AAC仁仁AA仁仁GGTGATTTC仁GACATT仁CGA仁AAGTCTTTCTTCA300 

5-3 TTTTTGAG仁GGACAGCAGAAAGAAAAAAGATAAATTTTGATGATGACTCATTGGAAGAAG360 

5-3atp6→*  1 L団JM T H W K K 

5-3 GAGATAACTGCTTTGGCAAACCAGATAATTA仁TAATGTCCCT仁GACCTA仁ACGG仁GAGTC420 
E 1 T A L A N Q 1 工 T N V P R P T R R V 

5-3 TTATT仁GGA仁T仁GG仁GTGCTGTTCA仁仁CTCTTTGAGGTCGGGAGACACGGGCTGTTGTTT480 
L F G L G V L F T L F E V G R H G L L F 

5-3 GAAACGGAAATTATT仁TA仁AAGCCCTCTTTGGCATAGGAACAGCGGCTTCTATTTTGTTT540 
E T E 1 1 L Q A L F G 1 G T A A 5 1 L F 

5-3 TTTTGTAATTTCCGCACC仁GAGAGCACTTTCT仁TATACATTTCTACTAACGATTTATTTG600 
F C N F R T R E H F L Y T. F L L T 1 Y L 

N ......AAGCTTAG仁仁CGTTATAGAGTCAAATTCTCTCTTTT仁GCAGC仁TAGGGAAGAAG
5-3 GCTTTATTCTTCCTAAAGAGGG仁TTTCCC仁C下TTTGGAATTCG仁仁TTTTTGGCTATATTG660 

A L F F L K R A F P L L E F A F L A 1 L 

N GAAGCGAGTCAGAAAAAGCGCTAACTAGAATTATTAA仁TGG仁TTAGTGTGCTCCTTTACG
5-3 ATCTTTTCGGTTTGCTTCTTTCCTAAAAATGGACGATTACGG仁ATTCGCTAGAGAACTGT720 

1 F 5 V C F F P K N G R L R H 5 L E N C 

N CC仁TTAGAAGTTCAAGTAAGTGAGTAGAAACTACCTT仁ATGAGTCTTTACGAGGGAAGAG
5-3 TCTTTTATTTTCCTACTCCTTTGGGGGAGTTA仁CGGCTTTTGGAGACTCCGTGG仁ACGAA780 

5 F 1 F L L L W G 5 Y R L L E T P W H E 

図4-20 S-3atp6遺伝子の塩基配列
284(3)1.9SEQ(S-めからatp6遺伝子(5国 3atp6)に相当する読み取り枠が見出さた。
284(3)1.9SEQ:および正常型ゲノムのatp6遺伝子(Natp6)座の塩基配列を並列して示し
た。 5-3atp60RFおよびNatp60RFがコードするアミノ酸を塩基配列と並列させて示し
た。

RNAエディティングによりウラシル残基に変換されるシトシン残基の上に線を引いた。
さらにRNAエディティングにより変換されたコドンが指定するアミノ酸も示した。 Natp6
遺伝子に対するcDNAの増幅に用いたプライマー(P7およびP8)は四角で囲った配列をも
とに設計した。
単線および二重線を引いた配列はNicotianasyJvestrisのnad?遺伝子71)のイント口ン
およびテンサイatpA遺伝子の上流配列(非コード域)70)と有意な相同性を示した。

プライマー伸長分析に用いたアンチセンスプライマー(P9およびP10)は四角で囲った
配列をもとに設計した。矢印刷はアンチセンスプライマーP9を用いて、ト12CMS(3)よ
り調製したmtRNAIこ対してプライマー伸長分析を行った結果、マッピンクeされたS園
3atp6転写物の5'末端の位置である。矢印刷はアンチセンスプライマーP10を用いて、ト
12CMS(3):1 x T2作 16-5ふ 51-0:AのF1植物より調製したmtRNA(こ対してプライマー
伸長分析を行った結果、マッピングされた5-3atp6転写物の5'末端の位置である。



N AAGGCGCTAAAGCAAGTACTAAAGGAAG仁AGGCTAATAAAAGAATAA仁TTAGCAGGAATC
5-3 TGGC仁A仁TCTATGTTTGTGGTCTCTTAATGTTATTCACGCTT仁TTCAAGCGCTGGTCCAT840 

W P L Y V C G L L M L F T L L Q A L V H 

N CCTCTAATCTTTTAGAGCTCTTTCGGACTGGGAGAGCTGCTACATC仁CGACAGGGAAAGC
5-3 仁GAAAGGACGAAGGGGTCGGCAAGTTTATTCTGCCGGCTACCTTCCTAATTTTAATGAGT900 

R K 0 E G V G K F 工 L P A T F L 1 L M 5 

N TACATAGGTAGCGTC仁ATCTGCAGTCCTAACTATAGTTGAAG仁GAAGGATTCGGCTTATG
5-3 G仁CCTCGTG仁TCCTTGGG仁TTCACTCAGGGGCGATTCATAATCTACCGGAAAAGG仁GGCC960 

A L V L L G L H 5 G A 1 H N L P E K A A 

N AAAGAATCAGCT仁TT仁TTTGACCTAGCCC仁ATACTTGTATCCAAGTAAGTAAATAGAAAT
5-3 仁TAACGGGCGCCGCAGTCTTAATAAT仁TTTAGCCAAG仁GGCCGCCGAGTCCACAAGGGAG1020 

L T G A A V L 1 1 F 5 Q A A A E 5 T R E 

N TACCTTACTTATTCAAGTAAGTAAGTCAATTGCATTG仁仁TTA仁TCTAACAAGAAAGAGGG
5-3 CGGTGG仁TTGCAATTGGGG仁GTAT仁TCATGTGTATC仁仁GTGTATA仁TATATATCCTAGGA1080 

R W L A 1 G A Y L M C 1 P C 1 L Y 1 L G 
官
(b) 

N AACTGATTCCTCAGATTTCCAGGGTTAATGGGCGAGT仁AGGGGAGGTTTAATCAGAATAA
5-3 GGGGCCACGGATTGGCCCCTATTCGTACAACAAATCCGCCTTTTTTTTTIfTATCCTCGGC 1140 

G A T 0 W P L F V Q Q 1 R L F F F 1 L G 

N GAGTTAGCGGGGGATAGACCAAAGGAATGGATTAAATATAGTTAGTAGAAATGGAA仁仁TC
←P10 

5-3 仁TAGTATTCGGTTT而fTTGGGTTGTTACTTATGAGGACGTAAAAGAGCAGAAGGATCTG12ω 
L V F G F F W V V T Y E 0 V K E Q K 0 L 

N GAATGCAAGTTCTGAGGGAGAAGA仁AGGAAGGAAGTTTCATTTTGCTTTGTCAG仁AAACC
5-3 CTCCCGATCCTATCTGCGATCTTCT仁CACTTTGGCGTCGG仁GAGGTGTGGCCCCGGCGT仁 1260

L P 1 L 5 A 1 F 5 T L A 5 A R C G P G V 

N AGTAG仁AATCCGCTTAAAAGCCAGTAGCACGATAGTACTTCCTCGGTCCTTGAGAAGTCC
5-3 TGGGTAAAAGAGTGGCTCGGCGCCTTTTCCTTCACCATTGGGGCGTATTTTTTATTTGAG 1320 

W V K E W L G A F 5 F T 1 G A Y F L F E 

N TTTAGGAGCACTTTTTTCAT仁仁AACTAGAAATTGAATAAGAGAAGAAAGCAATG仁CCAAA
5-3 AAGGTAGGCTACCG仁AAAGATACCCTTCAAGAAACGTCC仁GTACTTGGGAAG仁TTGGTTT1380 

K V G Y R K 0 T L Q E T 5 R T W E A W F 

N GACTCCCATGCCTTTCTTGGTCGGA仁CAAC仁CAACCGGTGATTT仁仁GA仁AAGTCTTTCTT
5-3 TG仁TTTTTTGCTGTTCTTTCTTTTGGTGTTGCACTTAGTTTTTTTCATGCAT仁A仁仁仁GCC1440 

C F F A V L 5 F G V A L 5 F F H A 5 P A 

M 
P7→ Natp6→*  K V F 1 T 1 T 

N CATTTl↑fGAG仁AAGAAGCGGAACTAGIAGGGATGAAATGAAAAGTGTTTATTAでGATTACG
5-3 CCAGGGGTCGGAACTGAAAGTGAAGCTTTT仁A仁GATGCGATTAATCCAGCAGCGGGACGG1500 

P G V G T E 5 E A F H 0 A 1 N P A A G R 

P N 5 P L E 0 F 5 1 L P L 1 P M K 1 G N 
N CCCAACAGC仁仁A仁TTGAGCAATTTTC仁ATT仁TCC仁ATTGATTC仁TATGAAAATAGGAAA仁

申牢牢*傘*傘*事事*事**事*牢**宰***牢本牢*********串*事事牢申*申牟**事***事事*

5-3 AT仁仁仁仁AG仁仁CGCTAGAGCAATTTTCCATTCTC仁仁ATTGATTCCTATGAAAATAGGAAAC1560 
1 P 5 P L E Q F 5 1 L P L 1 P M K 1 G N 

図4-20



S-3&N TTGTATTTCTCATTCACAAAT長ATCTTTGTTTATGCTG仁TAACTCTCAGTTTGGTCCTA1620 
L Y F S F T N P S L F M L L T L S L V L 

S 

S-3&N 仁TTCTGCTTCATTTTGTTACTAAAAAGGGAGGAGGAAACTCAGTACCAAATGTTTGG仁AA1680
L L L H F V T K K G G G N S V P N V W Q 

L 

S-3&N T仁仁TTGGTAGAG仁TTATTTATGATTTCGTGCTGAACCTGGTAAA仁GAACAAATAGGTGGT1740 
S L V E L 1 Y D F V L N L V N E Q 1 G G 

T (N) 
S-3&N CTTTCCGGAAATGTGAAACAAAAGTTTTTCCCTTGCATCTTGGTCACTTTTACTTTTTTG 1800 

L S G N V K Q K F F P C 1 L V T F T F L 

S-3&N TTATTTCGTAATCT仁CAGGGTATGATACCCTATAGCTTTACAGTTACAAGT仁ATTTTCTC1860 
L F R N L Q G M 1 P Y S F T V T S H F L 

仁

S-3&N ATTACTTTGGGTCTTTCATTTTCCATTTTTATTGGCATTACTATAGTGGGATTTCAAAGA 1920 
1 T L G L S F S 工 F 工 G 1 T 1 V G F Q R 

S-3&N AATGGG仁TTCATTTTTTAAG仁TTCTでATTAC仁TGCAGGAGT仁仁CGCTG仁CGTTAGCAC仁T1980 
N G L H F L S F S L P A G V P L P L A P 

L 

S-3&N TTTTTAGTA仁TCCTTGAG仁TAAT仁でCTでATTGTTTTCG仁GCATTAAGCTでAGGAATA仁GT2040 
F L V L L E L 1 P H C F R A L S S G 1 R 

S Y L 

S-3&N TTATTTG仁TAATATGATGG仁仁GGTCATAGTT仁AGTAAAGATTTTAAGTGGGTTCGCTTGG2100 
L F A N M M A G H S S V K 1 L S G F A W 

L 

S-3&N ACTATGCTATGTATGAATGATCTTTTATATTT仁ATAGGAGAT仁TTGGTCCTTTATTTATA2160 
T M L C M N D L L Y F 1 G D L G P L F 1 

S-3&N GTT仁TTGCATTAACCGGTCTTGAATTAGGTGTAGCTATATTA仁AAGCTCATGTTTTTACG2220 
V L A L T G L E L G V A 1 L Q A H V F T 

Y 

S-3&N AT仁TTAATCTGTATTTACTTGAATGATGCTACAAATCTCCATCAAAATTCTTTTTTCTTT2280 
1 L 1 仁 1 Y L N D A T N L H Q N S F F F 

工 卒

←P8 
S-3&N TTATTAGAATTTTTATAATTGAACAAA焔CGAGGTATTTATG仁TTAAGTCAT仁G仁nj(AA2340 

L L E F L * 

S-3&N AT仁仁AATAAGGGATCAGAC仁仁仁TCCT仁GTGTTCAAACTAGTCATTAATGGTCGG仁TTAAT2400 

S-3&N TGGTATCCTTT仁GGTATGC仁GCTCCGCCTGCAAGGAGCGAGAAAACAAATAGGTCTGTGG2460 

図4-20



を鋳型とするRT-PCR産物を得た。これをプラスミドでクローン化した上で、 12種

のcDNAクローンを任意に選んで塩基配列を決め、ゲノミックDNAの塩基配列と比較

した。図4-20に示すようにNatp6mRNA上にシトシン残基がウラシル残基に置換

されるエディティングサイトが12箇所見出された。いず、れのエディティングもアミ

ノ酸の変化を伴う。

エディティングの中で特に注目されるのはNatp60RFの5番目のコドンがトレオニ

ン(ゲノミック:ACG)からメチオニン (cDNA: ATG)に変換される現象であ

り、恐らくこのメチオニンコドンが翻訳開始暗号に相当すると想像される(図牛

20)。また、 Natp60RFの261番目のコドンはゲノムにおいてはグルタミン(CAA)

をコードするがエディティングにより終止コドン(TAA)に変換されることが判った

(図4-20)。したがって、 N型ミトコンドリアで‘はRNAエディティングによって

atp6遺伝子として257コドンをコードするORF(Natp60RF)が創り出されることに

なる。また、ゲノミツクシーケンスから推定されたS目 3atp61こ相当するORFIこ関し

ても390番目のコドンより下流の配列で、 Natp6と同様のRNAエディティングが起

こると仮定すればS-3atp6として641コドンをコードするORF(S-3atp60RF)を想

定することが可能である。

s転写

atp6遺伝子の転写を調べるためノーザンハイブリダイゼーション実験を行った。

完全不稔を示すト12CMS(3)ならびにふ3型細胞質を有する稔性回復型のF，植物[1-

12CMS(3):1 x T2n-16-58-51-O:A]の葉と花膏からmtRNAを調製し、フィル

ターへトランスファーした。ノーザンプロットには1-12-61L(N型)の葉より抽出

したmtRNAも対照として含めた。 atp6遺伝子のコード域を含むDNA断片 (284(3)

E3.1 :図4-19)をプロープに用いてノーザンプロットとハイブリダイズさせたとこ

ろ、ト1乙61Lからは1.0kbの転写物が検出されたのに対して、ト12CMS(3)からは

2.2kb、1.6kbの転写産物が検出された(図4-21)。なお、稔性回復型F，植物卜
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2.2一事動静

1.6也事酔

1.3 -鞠酔

1.0-強酔

123  

函4-21 atp61こ関するノーザンブ日ツト分析

5 (kb) 

一3.4

~ 1.8 

四四醐 1.6 

夕日一ン284(3)E3.1 (毘4-19参照)をプ時一ブに用いてノーザンハイブリダイゼーション実

験を行った。 mtRNA調製の抽出に用いた遺缶子型と器宮は次の通りである。

1 :ト12回 61L (成葉)

2:ト12CMS(3)(成葉) 3:ト12C開S(3):1xT2n-16町 58-51-0:AのFl(稔性関護型) (成葉)
4:ト12CMS(3)(花奮)5: 1-1 2む制S(3):1xT2n-16-58-51-0:AのF1 (稔性自護型) (花奮)



12CMS(3):1 x T2n-16-58-51-O:Aの花膏より抽出したmtRNAに関しては、

2.2kb、1.6kbの転写産物に加えて1.3kbの転写産物が見出された(図4-21)。

次に、 S-3atp6およびNatp6間で転写パターンに差の生じた機構を明らかにする

ために、 S-3atp6転写物の5'末端の決定を試みた。先ず、アンチセンスプライマー

P9 (5'-GGGAGAAATGAAAACGAAAAGGTATCC-3') (図4-20)を用い、卜

12CMS(3)の葉より調製したmtRNAに対してプライマー伸長分析を行った。その結

果、 S-3atp60RFの翻訳開始コドンより数えて218bp上流の位置に5'末端がマッピ

ングされた(図4-20、図4-22)。ノーザンフロット分析によれば-218よりも上流

の配列では転写が起きていないようである。従って、この-218の位置がS-3atp6 

の転写開始点である可能性が高い。因みに、 -218の近傍配列(5'-

TAATATCGTAAGTAAGAAAG-31はダイズのミトコンドリア遺伝子の転写開始点

に見出された19塩基のコンセンサス配列(デーAAATnnCRTAAGAGAAGAAAG-31

問と高い相向性を示した。 Xueet al.72)により、テンサイNatp6遺伝子の転写産物の

5'末端がマッピングされたが、 S-3atp6メッセージの5'末端の構造とは明らかに異

なっている。 S-3atp6とNatp6の下流域は塩基配列が相同で‘ある(図4-20)こと

から両遺伝子の転写パターンに認められた相違は転写調節に関わるデ上流域の塩基

配列の相違に起因すると結論づけられる。

続いて、稔性回復型を示すFl植物[1-12CMS(3):1x T2n-16-58-51-0:A]の花

奮において特異的に検出された1.3kbの転写産物の5'末端のマッピングを試みた。

ふ 3atp6の塩基配列を基に設計されたアンチセンスプライマーP10(5'-

AAAAACCGAA T ACT AGGCCGAGGA T AA-3 ') (図4-20)を用いて、卜 12CMS

(3)およびト 12CMS(3):1x T2n-16-58-51 -O:AのFlの花膏より調製したmtRNA

に対してプライマー伸長分析を行った。その結果、卜 12CMS (3) x T2n-1 6-58-

51 -O:AのFl植物に特異的な転写産物の5'末端はS-3atp60RFの開始コドンより数え

て726bp下流の位置にマッピングされた(図4-20、図4-22)。
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闘4-22atp6遺佳子転耳産物の5'末端の決定
A:アンチセンスブライマ-P9(闘4-20)を用い、ト12CM5(3)の葉より抽出したmtRNAIこ対してプライマー伸長分析を行った結果、

S世 3atp60RFの関姶コドンより数えて211bp上流の位置に5-3atp6遺倍子転耳産物の5'末端がマッピングされた。
B:アンチセンスブライマ-Pl0(図4-20)を用いて、ト12CM5(3)(レーン1)およびト12CM5(3):1x T2n-16-58-51-0:AのF1 

(レーン2)の花曹より抽出したmtRNAIこ対してプライマー伸長分析を行った結果、 5-3atp60RFの開始コドンより数えて792bp下流の

位盤にト12CM5(3):1x T2n-16-58悶 51-0:AのF1植物に特異的な5-3atp6遺倍子転耳産物の5'末端がマッピン夕、された。



s翻訳

卜12-61-L、ト 12CMS(3)ならびに1-12CMS (3)xT2作 16-58-51-0のF，(遺伝

子型:S-3 Rfa rfa Rfb rfb)の花膏よりミトコンドリアタンパク質を抽出し、抗

ATP6抗体を用いてウエスタンプロット分析を行った。その結果、いずれの遺伝子型

においても23kDaの位置にシグナルが検出された(図4-23)。シグナルの強さを指標

とする発現量にも遺伝子型による差は認められず(図4-23)、稔性回復核遺伝子の

atp6遺伝子の翻訳に対する影響はないとみなしてよい。

考察

(1 )ゲノム再編成

S-3型とN型との間でミトコンドリアゲノムのマスター染色体を比較した結果、そ

れぞれ少なくとも8箇所の再編成域が見い出された。このような複雑な再編成はハツ

カダイコンお)やトウモロコシ7へぺチュニ743)における正常型と雄性不稔型ミトコン

ドリアゲノムの間でも報告されている。一方、制限酵素サイトの獲得/欠如変異は

低頻度であり、従って、テンサイにおいても他植物種と同様にミトコンドリアゲノ

ムの多様性が主として再編成を通じてもたらされたことが理解されよう。

Andre
76
)の総説によれば一般に高等植物のミトコンドリアゲノムには7bpから

450bp程度の短い反復配列が含まれており、これらの反復配列を介した相同組換え

の産物として生じたDNA分子がミトコンドリアゲノム再編成の過程で重要な役割を

果たす可能性が指摘されている。また、 Andreはこの様な短い反復配列の起源をミ

トコンドリアmRNAの逆転写産物に求める仮説を提唱しており、実際にタバコ、ダ

イコン、ペチュニアおよびマツヨイグサではミ卜コンドリア遺伝子近傍の配列が種

を越えた反復配列ファミリーを形成しているようである。本研究においても、テン

サイふ3型ゲノムの構造変異域からミトコンドリア遺伝子の隣接域やコード域との

相向性を示す短い配列がいくつか同定された(図4-5.図牛 11、図4田 14、図4-

16、図4-20)。予備的に行ったサザンハイブリダイゼーション実験によれば、
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1 2 3 (kDa) 

- 31園。

23由。同事酔
- 21.5 

~4同23 ATP6タンパク質に関するウエスタンプロット分析
ATP6抗体を用いて、下記に示す遺伝子型の花篭より調製したミトコンドリア
画分に対してウエスタンブ日ツト分析を行った。

1 :ト12-61L 2:ト12CMS(3)
3:ト12CMS(3):1xT2n-16-58-51問。:AのF1 (稔性回復型)



orf 7 70の3'隣接域に見出されたn1FS(図4-11 )はS-3型ミトコンドリアゲノム中

に少なくとも3コピー存在し、またN型、 S型およびS-2型ゲノムにも含まれている

ようである。また、 orf729のS'隣接域にはペチュニアおよびテンサイ正常型coxJJ 

遺伝子S'隣接域との相同配列(COXFS)が見付かり、さらにorf46上流域からはorfB

遺伝子との相同配列(ORFFS)が見出されたが、これらの相同配列はいずれもテンサ

イN型ミトコンドリアゲノム上で反復配列を形成していることが報告された向。

Senda et al.70)(まテンサイS型株を特徴づけるScoxll遺伝子の誕生!こCOXFS配列

を介したorf729遺伝子と正常型coxlJ遺伝子間の相同組換えが重要な役割を演じた

可能性を指摘している。本実験でS-3型ゲノムの構造変異域より見出された短い反

復配列ファミリーのメンバーがS-3型ゲノムの分化やS-3型ゲノムに見出された変

異型遺伝子および固有ORFの生成に関与している可能性も充分に考えられよう。

(2) S-3型CMSの機構

ふ3型ミトコンドリアゲノムより変異型atp6遺伝子ならびにデータベースに登録

されていない5種の固有ORF(orf700/orf769、orf46/orf787、orf729)が見

出された。なお、これらの固有ORFはテンサイN型ミトコンドリアゲノムには含まれ

ていないことがサザンプロット分析から判っている。

orf700/orf769 :固有転写物が検出された領域中に、 orf700およびorf769の

互いにオーバーラップする2箇のORFを同定した。しかし、 orf7 OO/orf 769コード

配列のみを含む断片をプロープとして用いたノーザンプロット分析から両ORFは葉

および花奮のミ卜コンドリア内では転写されていないことが示された。従って、両

ORFは少なくとも葉と花奮のミトコンドリアでは機能を発揮せず、 CMS発現には関

与しないと考えられる。

クローン410(3)Xb2.4を細分したクローン (probeB: orf 7 OO/orf 769コード配

列を含まない:図4-13)をプロープとして用いたノーザンプロット分析ではS-3型

株にのみ固有の転写物のみが検出される。クローン410(3)Xbl.OIこカバーされるS-
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3型ゲノム領域には機能遺伝子としての条件を満たすORFは含まれていない。恐ら

く、この領域にはプロモーター配列だけが存在し、そのため転写は起こるものの翻

訳には至らないと想像される。従って、このふ3型固有転写物についてもCMS発現

に関与している可能性は極めて低い。

orf46/orf 187 : N型とS-3型ミ卜コンドリアゲノム聞では、 rps13遺伝子の開始

コドンの上流S4bpの位置に再編成サイトが見出された。この再編成サイトとrps13 

の開始コドンに挟まれるS4bp配列からは高等植物のミ卜コンドリア遺伝子のプロ

モータ一間で保存されているCRTA配列7めは見出されていない。従って、 N型および

S-3型ゲノムではrps13!こ関する転写開始配列やその他の転写調節配列が開始コド

ンに対するーS4bp目より更に上流の領域に存在する可能性が高い。

S-3型ゲノムのrps13上流域からorf46およびorf187が見出された。両ORFは、

(1 )生存に不可欠なミトコンドリア遺伝子(この場合はrps13-nad1exon b)と密接

に連鎖しており、さらに(2)orf46!こ関しては普遍的なミ卜コンドリア遺伝子orfBと

の融合遺伝子である点で、これまでに他の植物種でCMSとの関連性が指摘されてい

るミ卜コンドリア遺伝子78)79)叫 81)と類似しており、興味深い。しかし、 orf187はミ

トコンドリア内で転写されているものの、ミ卜コンドリア中でORF187タンパク質

の蓄積を示すデータはウエスタンプロット分析からは得られなかった。トウモロコ

シ問、ぺチュニア町、ヒマワリ 84)およびハツカダイコン85)のCMS株から同定された

CMS関与ミトコンドリア遺伝子の翻訳産物は、いずれも免疫学的に蓄積が検出され

ている。仮にふ3型ミトコンドリア中!こORF187タンパク質が含まれていたとして

も、免疫学的な検出限界に達しない程度に微量であり、ミトコンドリア機能に影響

を与えるとは考え難い。

orf 187とrps13は70bpのスペーサー配列を介して連鎖している。 rps13の発現

がorf187との密接な連鎖関係によって左右される可能性が考えられる。 RT-PCR実

験からは両遺伝子の共転写されていることを示すデータは得られなかったが、

rps 13遺伝子に関しては、あらためてN・S-3両株間で転写・翻訳レベルの比較解析
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を行い、 CMS発現との関連性を検証すべきであろう。

orf 7 45/orf 7 70 : orf 7 45/orf 7 70はS-3型ゲノムのrepeat1 copyBとatpA遺

伝子の聞に位置し、両者共にミトコンドリア内で転写されている。また、 orf745

mRNAIこ関してはエディティングが起きている。これまでに同定された植物ミ卜コ

ンドリア遺伝子の大多数においてはエディティングを受けているヘ両ORFのコード

タンパク質は未同定であるが、少なくともorf745については機能を備えた遺伝子の

可能性が高い。 orf7 45/orf 7 701こ関する翻訳レベルの解析を進め、 CMS発現との

関連性を明らかにするのが次の研究課題である。

or f 7 29 : or f 7 29はS-3型ミトコンドリアゲノムのrepeat1 copyAおよびcopyC

の隣接域に見出された。 orf729は、テンサイS型CMS株のcoxJJ(S coxJJ)と翻訳開

始コドンより上流の配列を共有する。この様なキメラ構造を有する点で、 orf729は

他の植物種で同定されたCMS関与遺伝子と類似することが指摘できる。 orf729、

ScoxJJの転写開始点は共通しており、従って、両遺伝子は転写開始にかかわるシス

・トランス因子も共有している可能性も高い。 Kennellet a1.86)によれば、 トウモ

ロコシT型CMS関与ミトコンドリア遺伝子T-urf 73はatp6と、プロモーターやプロ

セシングサイトを共有している。同様の特徴はぺチュニアCMS関与遺伝子pcfと

atp9の聞にも見出された79)。また、マツヨイグサのミ卜コンドリアはcoxlとcoxlll

の2遺伝子がプロモーターを共有しているという問。この様に、高等植物のミトコン

ドリアゲノムにおいては遺伝子の発現調節に関わる配列の重複と組換えを通じて、

新たな遺伝子が創り出されるようである。恐らく、 トウモロコシやペチュニアの例

が示すように、一部のCMS関連遺伝子もこうしたプロセスを経て誕生したのであろ

。-
つ

T -urf 73遺伝子やpcf遺伝子と共通の特徴を備えたテンサイorf729のコード配列

はS-3型ミトコンドリアゲノムにしか存在せず、その転写物もS-3型CMS株におい

てのみ検出される。さらに、 ORF129抗体を用いたウエスタンプロット分析を通じ

て、 orf729の翻訳産物を確認することができた。 ORF129はS-3型CMS株に固有の
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ミトコンドリアタンパク質として、 5-3型CM5の発現機構を解析する上で極めて興

味深い。予備的に行った実験では、 ORF129はミトコンドリアの膜およびマトリッ

クスの両面分にほぼ等量ずつ含まれていることが示唆された。因みに、ぺチュニア

のCM5関与遺伝子pcfの翻訳産物もミトコンドリア内で膜およびマトリックスの両方

に分布している問。今後は、 5-3型CM5株の病におけるorf129遺伝子の詳細な発現

解析やミトコンドリア活性の生化学的定量を通じて、 ORF129タンパク質の機能推

定およびふ3型CM5とORF129の関連性を調査していく予定である。

5-3atp6 : atp6遺伝子に関しては、 N型、 5-3型両株間で明瞭に異なる転写パ

ターンが検出された。また、 5-3型ゲノムのatp6座上流から再編成に基づくN型ゲ

ノムとの構造変異が見出された。さらにふ3atp6mRNAおよびNatp6mRNAの転写

産物5'末端のマッピングデータの比較に加えアペ 5-3atp6、Natp6の下流域が相同

である(図4-19)ことより、 N型株と5-3型株聞に検出された転写パターンの差異

は、 atp6の転写調節に関わる5'上流域の塩基配列の相違に起因すると結論づけられ

る。

高等植物種および酵母のatp61こ関するcDNAまたはゲノムの塩基配列を基!こATP6

のアミノ酸配列を推定すると、これらのATP6は互いに相向性の高 ~\252アミノ酸残

基のコア領域と相向性の低い9"'389アミノ酸からなるN-extension領域によって

構成されているのが判る(図4-24)。テンサイの5-3atp6とNatp6では、コード

するポリペプチドの差異はN-extension領域に限定されている。 ATP6のN-

extension領域の機能は未た、明らかにされていない。 N-extension領域のアミノ酸

配列は近縁植物種間で相向性がみられる事例もあるが、植物種全体を通じての共通

性は見出されていない(図4-24)。また、アラビドプシスにおける正常株のミトコ

ンドリアにはatp6遺伝子が2コピー含まれており、このatp6遺伝子は互いに異なる

N-extension領域を備えている問。酵母印)およびハツカダイコン問ではatp6翻訳産

物はプロセシングを受けて、コア領域が成熟型ATP6として蓄積されることが証明さ

れている。また本実験において、 N型株および5-3型株には23kDaの成熟型ATP61こ
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2520.0. 

N-extenslon コア領域

B.v.(N) cDNA 5 MITP 

P.p. cDNA 145 M田ーーーーーーーーーTSPPNPPTV

O.b. cDNA 29 M--HFWADTMSS 

S.b. cDNA 127 M-ーーーーーーーー--WERTGELLIP!

Z.m. cDNA 24 M-IPGGGGPVTE 

B.n. cDNA 9 MNQIGLV 

S.c. DNA 10 MFNLLNTY 

図4-24 高等植物と酵母のatp6:遺伝子lこ関するcDNAおよびゲノムの

塩基配列から推定されるATP6タンパク質のアミノ酸配列
B.v.(N) : Beta vuJgaris TIく81-0、p.p. : Petuni a parodi93に
O.b. : Oenothera berteri ana州、 S.b.: Sorghum bi coJ or95)、

Z.m. : Zea mays96)、B.n.: Brassica napus97)、
Sι: Saccharomyces cerevi si ae98) 



相当するポリペプチドが同程度蓄積していることが示された。以上のデータに基づ

き$-3atp6はCM$との関連性はないと結論づけた。

(3)稔性回復核遺伝子の作用

$-3型CM$株と$-3型細胞質を有する稔性回復型F，株を供試し、$-3型固有ORFや

$-3atp6の発現に及ぼすRf遺伝子の作用を解析した。 $-3atp61こ関しては両株間で

転写パターンに差異が見出された。しかし、両株間では同じサイズのATP6タンパク

質がほぼ等量ずつ蓄積しており、転写パターンの差異は翻訳レベルの発現には反映

しない。 $-3型稔性回復型F，株に固有の1.3kbのatp6mRNAのN-extension領域

にはin frameのメチオニンコドンは見出されておらず、この転写物は翻訳されない

可能性が高い。今後は$-3型稔性回復型Fl株の後代における雄性不稔型と$-3atp6

の転写パターンとの相関関係を調査して、両株間で見出された$-3atp6転写パター

ンの差異がRfによるものか否かを検証する必要がある。

一方、 $-3型株から見出された5種の固有ORFの転写パターンに対するRfの作用は

見出されなかった。また、 orf729の翻訳に及ぼすRfの作用も検出されなかった。ヒ

マワリにおいてはCM$発現に与ると考えられるミトコンドリア遺伝子orf522の転写

産物の不安定化ならびに翻訳産物の減少が、稔性回復核遺伝子によって蔚特異的に

引き起こされることが報告された判。ハツカダイコンの雄性不稔型ミトコンドリア

ゲノムから見出されたorf738についても、その翻訳産物の減少が稔性回復核遺伝子

によって葉と花芽で引き起こされるという問。これに対して、テンサイ$-3型CM$

では固有ミトコンドリア遺伝子と稔性回復遺伝子(Rfa，Rfb)との相互作用が転写や

翻訳で明確には現れていない。ただ、 RfaおよびRfbの作用がごく限られた組織にお

けるCM$関与ミトコンドリア遺伝子の発現調節にしか及ばない場合には、本実験の

ような葉および花奮を対象とした解析からはR旬、 Rfbの作用が検出できない可能性

も充分に考えられる。従って、組織切片を用いたinsituハイブリダイゼーションや

免疫染色を通じて調査することが次の課題となる。
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(4) Natp6におけるRNAエディティング

本実験ではNatp6mRNAのN-extension領域にエディティングが生じ、翻訳開
始

コドンが創り出されることを明らかにした。つまり、 Natp6mRNAのN-extens
ion

領域は5アミノ酸をコードすることになる。また、 Natp6mRNAIこ見出された1
1箇

所のエディティングサイトは、他の高等植物のatp6mRNAIこも含まれている(
図

4-25)。エディティングの結果、テンサイATP6タンパク質のアミノ酸配列
の保存

性は明らかに高まる(図4-25)。

ATP6のアミノ酸配列の比較(図4-26)に基づけば、高等植物のatp6はゲノ
ム上

でコア領域とN-extension領域!こ加え、相向性の低いO~35アミノ酸をコードする

C-extension領域により構成されていると考えられる。テンサイNatp6mRNA
は、

翻訳開始コドンより数えて258番目のコドンはエディティングにより終止コド
シに

変換される(図4-26)。従って、ゲノムの塩基配列より推定された、 Natp6
のじ

extension領域はアミノ酸をコードしないことが判った。 $-3atp6のコア領域と
C-

extension領域の塩基配列はNatp6と相同であり、 Natp6mRNAにおけると同様
の

エディティング反応がふ3atp6mRNAで、も起こる可能性が高い。恐らく、$-

3atp6のコア領域とC-extension領域に合計11箇所のエデ、ィティングサイトが
含ま

れるのだろう。

Natp6のN-extensi on領域は既知配列との相向性が全く見られないから、この領

域に見出されたエディティングサイトを標的とするエディティン
グは、テンサイN型

細胞質に固有の現象といってよい。ペチュニアにおいては、 nad3mRNAのエデ
ィテ

ィングの効率に影響を及ぼす核遺伝子の存在が示唆された問。し
かし、これまでに

植物ミトコンドリアのエディティング反応に関わるガイドRNAやトランス因子は
同

定されていない。一方、エディティング反応にはエテ、ィティング
サイトの5'隣接配

列(シス配列)が関わっているとの指摘もある刊。葉緑体におい
てもC→Uエディテ

ィングが見出されているが、この現象の生起にはエディティング
される塩基を含む
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j V7 ↓61711↓J942C行5
Natp6RF ー→綴綴綴綴綴綴緩緩鰯綴 !l1: 幾緩幾緩緩燦緩懇:~~~~~~~~!緩:~~~~:譲譲:~~~~!譲，~~~!護:~~~~~~i察欝怒綴綴:~~~~!譲謬幾綴:~~~!譲議滋:~~~!譲畿:~~~~:譲:~~~~~~~:譲緩緩綴綴:~~~:譲緩緩綴~~~l:譲懇綴:~l~~:譲幾~~~~:譲緩綴~~~:譲媛緩綴~il:緩綴綴;譲緩緩g譲譲:~~~ ト一一一-

B.v. 
B. v. 
P.p. 

O.b. 

Z.m. 
5.b. 
B.n. 

(N) (DNA) T---P---5-----R-目 ---5--PH-5-5----H-T-Q

(N) (RNA) M---5-ーーL--ー--(--ー--L--5Y-L-L----Y-I-本
(RNA) 5ー L-一一義一一挙--5議ーL-L一一Y議ー*
(RNA) 5ーーL一一-(-----L--5Y-L-L一一議-1-*
(RNA) L---L-ー四ーー仁ーーーー四繋ーー霧Y-L-L-ーーーY-I-本
(RNA) L---L---ーー仁ーー田-.-萎ーー護Y-L-L----Y-I-本
(RNA) 5一義一一-義一一義一幾-接選一一義ー参議

図4-25 高等植物のatp6mRNAから推定されるATP6タンパク質のアミノ

酸配列
ゲノムにコードされるアミノ酸は網掛けで示した
B.v.(N) : Beta vulgaris TIく81-0、p.p. : Petuni a parodi93)、
O.b. : Oenothera berteri ana問、 S.b.: Sorghum bi col or問、

Z.m. : Zea mays9旬、 B.n.:Brassica napus97) 

N-extension C-Extension 

B.v.(N) cDNA 5 @ 

B.v.(N) DNA 9 11 
B.v.(S-3) DNA 389-153 MM--ーーー-M---M---M-由ーーーーーーー-AI 調ー 11 
P.p. DNA 145 M--ーーー-ーーーー * 13 
O.b. DNA 29 M--HFWADTMS ーーー*35 
S.b. DNA 127 M-ーーーーーーーーー-WERTGEL 3 
Z.m. DNA 24 M-IPGGG ー* 15 
B.n. DNA 9 MNQIGL @ 

図4-26 ゲノムの塩基配列から推定される植物atp6遺伝子の翻訳産物のアミノ酸配列。

比較としてテンサイNatp6のcDNA配列より推定されるアミノ酸配列も示した。

B.v.(N): Beta vulgaris TK81-0、B.v.(S-3) : Beta vul gari 5 1-12-CMS(3)、P.p.: 

Petuni a parodi問、 O.b.: Oenothera berteri ana94)、 S.b.: Sorghum bi col or旬、

Z.m. : Zea mays9旬、 B.n.: Br assi ca napus97) 



22ヌクレオチドの隣接配列が必要であり、また個々のエディティング現象にはそれ

ぞれに固有のシス・トランス因子が介在しているようである問。従って、 Natp6の

N-extension領域におけるエディティングサイトを標的とする独自のトランス因子

の存在する可能性は充分に考えられよう。また、著者はテンサイ近縁野生種Beta

maritima45系統のatp6遺伝子の構造を調査した。その結果、 30系統がNatp6を

有し、残りの， 5系統は$-3atp6ともNatp6とも異なる構造のatp6遺伝子を備えて

いることが明らかとなった。このように多様な構造のatp6遺伝子を解析することに

より、エディティングの進化を解明することも魅力的な研究課題といえる。
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第5章 テンサイ雄性不稔細胞質に見られる多型の成因解析

緒言

雄性不稔細胞質の多型はトウモロコシ刷、イネ100)およびソルガム101)等において知

られている。特に、 トウモロコシでは40種以上の由来を異にする雄性不稔細胞質が

発見されており、これらはRf遺伝子との相互関係の特異性に基づいて、 T型、 S型お

よびC型の3基本群に分類されている 10)。T型トウモロコシのミトコンドリアゲノム

から見出された雄性不稔関連遺伝子T-urf73は、 C型やS型CMS株のmtDNAIこは含

まれておらず、 CMSの発現機構は異型細胞質問で異なるようである。同様の可能性

はテンサイの異型CMSについても指摘できる。

テンサイではS型CMS株とS-3型CMS株では、それぞれ独自のRf遺伝子が花粉稔

性の回復に働くことが示された。さらに正常型細胞質に加えてS型、 S-2型および

S-3型雄性不稔細胞質ミトコンドリアゲノムの物理・遺伝子地図の作製が完了した

(22)、23)、24)、本研究)。これら3種の雄性不稔細胞質はCMS発現機構の多様

性や雄性不稔細胞質の分化機構を解析する上で興味深い材料といえる。

本章では、まず3種のテンサイCMSの発現機構に差異をもたらすミトコンドリアゲ

ノム領域を特定することを目的として、 S-3型とS型ならびにふ3型とS-2型ミトコ

ンドリアゲノム聞における構造比較を試みた。ついで、 3種のミ卜コンドリアゲノム

の生起・分化過程を研究するために、 BetavuJgarisの野生生態型やテンサイの祖

先型野生種であるBetamaritimaを供試して、 mtDNAのRFLP分析を行い、正常

型、 S型、 S-2型およびS-3型の分化系譜の中間に位置するゲノムや直接の祖先型ゲ

ノムの検索を試みた。

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)および3種のCMS系統(TK81-MS，ト

， 2-CMS(2)，卜 12-CMS(3) )に加えて、 BetavuJ gari 5の野生生態型 (52系統)や
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テンサイの祖先型野生種であるBetamari ti ma (77系統)、 Betaorientaris (2 

系統)、 Betaadanensi s (1系統)、 Betamacrocarpa (1系統)を用いた(表

5-1)。

(2)全DNAの抽出

約79の成葉を液体窒素中で粉末状にし、 20mlのCTAB抽出液 (2%(W/V)

CTAB、1.4MNaCI、0.2% (V/V)2・メルカプトエタノール、 20mMEDTA、

1 OOmM Tri s-HCI pH8.0)を加え、 30分間、 60
0
Cで保温した後、放冷した。その

後、等量のクロロホルムーイソアミルアルコール(24:1)溶液を加えて、 3000rpm

(水平口ータ一半径107mm)で10分間遠心し、上層を回収した。さらに、イソプ

口パノール沈殿によりDNAを回収した後、 TE緩衝液に溶解し、 CsCI-EtBr平衡密度

勾配遠心により精製DNAを分画した。

(3)核酸およびタンパク質の解析法

第3章および第4章に詳述したe

結果

(1) $-3型とS型 mtDNAの構造比較

$-3型 mtDNAクローンライブラリーを用いたRFLP分析と制限酵素切断点の分布

の比較を通じて、 $-3型株とS型株間でミトコンドリアゲノムの構造比較を行った。

その結果、少なくとも15個のリンケージ群が同定された(因子1)。最長のリン

ケージ群Bは36.2kbpである。リンケージ群Aを起点に両ゲノムを比較した場合、少

なくとも8領域(リンケージ群B，C，D，F，J，K，M，N)が逆位を起こし、リンケージ群の

配列も異なっている。ただ、本実験では、両ゲノム間でリンケージ群GおよびHにつ

いての相対的な方向を決めることはできなかった。 リンケージ群内部の分子構造は

両ゲノムの聞で保存性が高いが、リンケージ群A及びMにおいてそれぞれ1.2kbp、
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表5-1 供試材料

種 系統 原産地 種 系統 原産地

Beta vulgaris BETA 20/86 BETA 245/88 

BETA 21/91 Gennany BETA 243/88 

BETA 21/91 753931 

BETA 29/82 753932 

BETA 30/89 7539662 

BETA31178 753994 

BETA 31/81 Beta maritima AM41 95-21 3 Netherland 
BETA 32/89 AM41 97-21 5 

BETA 32/89 Schweden AM4200-218 Netherland 

BETA 35/85 AM4201 -21 9 Turkey 

BETA 35/85 Tunesia AM4206-212 Israel 

BETA 37176 Tunesia AM4215-224 

BETA 37176 AM4223-230 Gr関 ce

BETA 39/82 AM4247・295 Spain 

BETA42/88 AM4259-281 India 

BETA 54/88 FR4・31 France 

BETA 57/89 FR5-36 France 

BETA 67177 FR6-41 France 

BETA 72/82 PI5041 86-1 1 9 ltaν 

BETA 75/86 PI504271 -148 France 

BETA 77/86 P1504285-305 France 

BETA 78/90 P1518298-201 United Kingdom 

BETA 86/81 PI51 8369-31 1 United Kingdom 

BETA87178 P1518390-313 Ireland 

BETA 98/80 PI51 8407-315 Ireland 

BETA 109/88 PI54651 0-328 Greece 

BETA 111/85 Holand P1546521-331 Greece 

BETA 114/87 America P1546524-333 l国ν

BETA 114/87 PI546530・337 l回ν

BETA 133/87 P1546532-339 Gr田 ce

BETA 142/81 BGRC4881 O-MF Tunisia 

BETA 142/86 BGRC48810・MS Tunisia 

BETA 154/82 BGRC57705・MF

BETA 179173 China BGRC57705-MS 

BETA 182177 Bulgaria BGRC57713-MS Portugal 

BETA 184/82 BGRC57715幽MF poriugal 

BETA 184/82 CSSR BGRC57715-MS Portugal 

BETA 188/84 BGRC58265-MF Turセey

BETA 190/85 BGRC58265-MS Turkey 

BETA 191/83 Frョnce 28901 l泊ν

BETA 192/92 32396 Gr，鵠ce

BETA 242/88 32655 Grl民 ce

BETA 81/88 35279 France 

BETA244/88 35289 Turkey 



表5-1 供試材料

種 系統 原産地

Beta maritima 36478 Greece 

36536 Greece 

48810 Tunisia 

49844 Unknown 

49847 Unknown 

54722 Spain 

54791 Spain 

54841 Ireland 

54842 Portugal 

56743 Gr傍 ce

56773 Italy 

56776 Spain 

57713 Portugal 

57715 POπugal 

57712 POπugal 

57718 Portugal 

61206 Turセey

BETA12/82 Portugal 

BETA(29)17/85 France 

BEAT148/89 N.Wales 

BETA156/86 Belgium 

BETA164/92 Italy 

BETA(29)227/85 Belgium 

BETA248/90 Spain 

BETA(29)251/90 Gr関 ce

BETA8/80 

BETA12/79 

BETA(8)17/85 

BETA(8)18/82 

BETA(29)18/82 

BETA19/88 

BETA140/83 

BETA145/85 

BETA(8)227/85 

BETA(8)251/90 

BETA255/90 

BETA280/91 

BETA285/92 

BETA286/92 

Beta orientaris 56777 
56779 India 

Beta adanensis Egypt 

Beta macrocarpa 匂闇ytsland
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1.4kbpの挿入/欠失変異が見出された(図5-1 )。また、 RFLP分析からは対応域を

同定し得ない配列も多く見出された(図5-1 )。

$-3型、 S型mtDNAは反復配列の種類や構成によっても特徴付けられる(図5-

1) 0 $-3mtDNAにおいては、リンケージ群A，Bが100kbp直列反復配列に含まれて

いるので、重複して存在することになる。$-3mtDNAのリンケージ群Jに含まれる

領域Eも重複し、 repeat2を構成している。他方、 S型mtDNAではリンケージ群AIこ

含まれる2.2kbp領域に重複が見出される。また、 repeat1はふ3型、 S型両mtDNA

に共通して存在するが、そのサイズやコピー数($-3型においては4コピー、 S型で

は3コピー)が相違している。

(2)$-3型ゲノム国有配列

RFLP分析を通じて、 $-3型、 $-2型両mtDNAは、ゲノムの大部分に亘って互い

に構造が保存されていることが判った(図5-2) 0 103kbp直列反復配列および

repeat 1、repeat2は両ゲノムに共有されている。図5-2に示すように、構造差が

見出されたのは、 $-3型mtDNAにおけるrepeatlcopyBの近接域のみであった。次

に、この領域に関して、 EcoRI，BamHI ，Hi ndlllの切断点をマッピングし構造比較を

行った(図5-2)。その結果、 $-3型mtDNAのorf170座およびorf145座を含む

13kbpの塩基配列($-3 extra sequence: $-3E$)が、 $-2型mtDNAIこは見当たら

ないことが判明した。

つぎに$-3E$を細分し、プラスミドにつないだサブクローン361(3)Xb4.2、361

(3)XbO.8、orf1 45CD$およびR1 dsを作製した(図5-2)。サブクローン361(3)

XbO.8およびorf1 45CD$は、それぞれorf170およびorf145のコード配列を含む。

これらのサブクローンをプロープに用いてN型、 S型、 $-2型および$-3型 mtDNA

に対するサザンプロット分析を行った。図5-3に示すようにサブクローン361(3)

Xb4.2、 361(3)XbO.8およびorf1 45CD$は$-3型 mtDNAと分子雑種を形成し、シ

グナルのサイズも、期待遇り8.3kbp(Xhol分解物)、 O.8kbp(Xbal分解物)およ
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遺伝子に挟まれた領場に眼定されていた.atpA、rrn26:遺伝子ならびに8種のORFの位置を示す B.5-2型および5-3型mtDNAの構造変異域の詳細な物理地図:両mtDNA聞の変異様を比較
すると、 s・3型mtDNAにおけるrepeat1 copyBの一部およびorf145およびorf170をを含む131φの領域(S-3ES)が5-2型mtDNAの対応接には含まれていないことが判った。物理地図上には
サザンプロット分析にプロープとして用いたDNA断片も図示した。 1: 361 (3 )Xb4.2、2: 361 (3)XbO.8、3: orf145CD5、4: R1 ds、5:pS・2ES



び1.0kbp(Hi ndlll分解物)であった。また、これらのクローンはN型やS-2型

mtDNAIこ対してはハイブリダイズせず、プロープに用いた配列がS-3型ゲノムに固

有であることが明らかとなった。 S型mtDNAと361(3)XbO.8およびorf1 45CDSは

ハイブリダイズしなかったのに対して、 361(3)Xb4.2はS型 mtDNAとの間で分子雑

種を形成した(図5-3)。ただ、 S型ミトコンドリアゲノムにおけるサブクローン

361 (3)Xb4.2との相同域は未同定である。

サブクローンR1 dsをプロープに用いてS-3型mtDNAのXhol分解産物とハイブリ

ダイゼーションを行ったところ、図5-2の物理地図から予想される9.9kbp断片に加

え、 3.6kbp断片にもシグナルが現われた(図5-3)。すなわち、サブクローンR1 ds 

はrepeat1 copyBの隣接域に相当することから、 repeat1 copyAおよびC隣接域!こ

当たる3.6kbpXhol断片がシグナルとして検出されたと考えられる(図3-5参照)。

S型およびS-2型 mtDNAからも3.6kbp断片が検出されたので、両ゲノムにも

repeat 1 copyAおよびC隣接配列が含まれているとみなしてよい。一方、 N型ミトコ

ンドリアゲノムにはこの配列は含まれていないようである。以上の結果から、 S-

3ESのうち図5・21こ示す9kbpの領域はN型やS-2型ミ卜コンドリアゲノムには含ま

れない特異的な配列であり、かつorf745およびorf7 70は$-3型ゲノムに固有の

ORFであることが判明した。

ふ2型、 S-3型両ミトコンドリアゲノムの分化機構を明らかにすることを目的と

して、両ゲノム聞の構造変異域について塩基配列レペルでの構造比較を試みた。 S-

3型ミトコンドリアゲノムの構造変異域を含むmtDNAクローン412(3)B5.7、361

(3)BO.9、361(3)B2.3. 361 (3)H5.0および361(3)XhE 1.6 (図5-4)とS-2型ミ

トコンドリアゲノムの変異サイトに相当するmtDNAクローン (271(2)EBO.8 図

5-4)の塩基配列を比較した(図5-5)。その結果、両ゲノム聞の塩基配列の相向

性が失われる境界(divergence poi nt)が見出された(図5-5) 0 S-2、S-3両ゲノ

ム上ではこのdivergence poi ntによって、互いに相向性のない13093bpのふ3ES 

配列および561bpの配列(S-2 ES配列と呼ぶ)が挟まれている(図5-5)。なお、こ
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図5-45-2型、 5-3型ミトコンドリアゲノム構造変異域の物理地図

図中の網がけした領域に関して1，..，;6で示した断片をサブクローン化し
、それぞれ1': 4 1 2 ( 3) B 5 . 7ょ

2 : 361 (3)80.9、3: 361 (3)82.3、4: 361 (3)XhE1.6、5: 361
 (3)H5.0、6: 271 (2)E80.8と

名付けた。 1"'6に示したサブクローンの塩基配列を決定した。



5-3 GGAT仁仁CA仁CAAGGAAGA仁TTGAAAG仁仁TT仁TT仁仁仁GAAACA仁仁GATA仁GTTG仁ATGCTT60 
・圃園田園園田・圃

********本***ーキ*本********本*本**************本**ー**************

5-2 GGAT仁仁仁A仁仁AAAtAAGA仁TTGAAAG仁CTT仁Ttr仁仁仁GAAACACCAATA仁GTTG仁ATG仁TG60 
Pll→↑  

5-3 TGTATTTGTAATAGTACGAACTAACTATATAAG仁TTATGCT仁TGGG仁T仁TGAGAACAGT仁 120
圃圃・

5-2 CTGC仁A仁TT仁TTCAGAC仁AG仁CTT仁仁TT仁仁AT仁仁TTACT仁TTTTT仁TTATTTATAAAC仁T120 

5-3 A仁GC仁T仁仁T仁T仁TT仁TTAGCCCTTTTGGGACATGAATAG仁TCTTTAATC仁CTGCATAAAT180 
5-2 T仁仁仁TTGCTTCCTTTCGCA仁仁T仁GT仁ATAGC仁CTGAAAAGCTCA仁T仁GGAGTTCTAGTTA180 

5-3 GAAATATCCAGTTGAATAATAAATGTAG仁TAAT仁CT仁TTCTTTGTTTTTGATTGTACGAA240 
5-2 GAGAATGGGATATGATT仁ACTACTTG仁仁TA仁TGCTC仁ATGGGAGTC仁TT仁仁TCGGGAGAT240 

5-3 AG仁TTCTTCAAG仁TGTAGGTTTATGGAA仁TGAGCT仁GGGTGAGTGAAGTTCTTTAAA仁CG300 
5-2仁GAAGAAGGTATA仁TATTAGACAAGGATCATmccr儲焔廿仏倒鰍制品ffisMT超高接続 300

5-3 G仁TAG仁T仁GTTAAGGAAGTAGGTAGGAAGAGAAGAAAGGTAAGAAGTATTAGTAAAGGGT360 
5 -2 A'etTTGA総括起ぬAGlt悶ATCCTAGAAGAC1JAAuCtCGTAGu[(MiC京事法語AτCAAyuA結T本道 360 

5-3 仁GTTAGA仁T仁AAGCCGATAC380...... ... .12681 TTATTAAG仁TAAC仁仁TATCG12700 
5-2 AAfieA廿私自主混じcCAedすで乙邸iriYG:将来続AiaGApGGA'G.AiP:代mmm口仁AAA仁TAAG420 

5-3 仁ATA仁TT仁仁TTG仁TTGGTTGTCGTTTAATCAGAAG仁ATCGAATGAAAGGTT仁TTT仁仁AAG12765 
5-2 AGGGGA仁TGCTT仁ATTGCTATT仁T仁ATTTATGTTGATGATCTGCTAATTGCCGGAAA仁AA480 

5-3 A仁仁AT仁TGCTATTGAAT仁AG仁TAAAATAGAGAT仁TATCAG仁TGCTCTT仁仁TGAATAAG仁T12825 
5-2 仁仁AG仁AAGAGATTGAGAA仁仁TGAAAAC仁仁T仁TTGTCCAAAAA仁AGGAAGATGAAGGATTT540 

5-3 AATAAGGTAGGTGATAGG仁AAAGT仁TTTCGCACCCTTGA仁TAATAATAAGAAGCTTTGTT12885 
5-2 AGGTAAA仁TGAGGTTTGGGTTAGAAGTTGATCA仁TCTGAATCTGGGATTTTTATAT仁T仁A600 

5-3 仁TCTCTTTTC仁TTGTAGT仁仁ATGAGTTTGGTTGAAGAAACCTTGGATTGAT仁AGAACTGA12945 
*** * 本**キ*キ****本************本***********訓ドキ***

5-2 GAAGAAG仁TAGATGTGATTGATGAGTTTGGTTGAAGAAAC仁TTGGATTGAT仁AGAA仁TGA660 
↑ 

5-3 TGCAAAGGAGAGTCTCTGTAAGAAGGAC仁AAAG仁GCA仁AAG仁AAGACTGAAATAA仁仁TA仁13005
*本傘*********本***本********キ*傘*****本****本*********本***********

5-2 TGCAAAGGAGAGTCTCTGTAAGAAGGA仁仁AAAGCG仁ACAAGCAAGACTGAAATAACCTA仁 720 

5-3 TTCTTCTTG仁仁AGT仁ATAACAA仁仁AGAACGGGTTAG仁仁TT仁GTTTGCGGCAGGCAAAGTG13065 
********傘**************傘*************************傘本***本*****

5-2 TT仁TT仁TTGC仁AGT仁ATAACAA仁仁AGAA仁GGGTTAGCCTTCGTTTG仁GGCAGG仁AAAGTG780 

5-3仁AAAGTCAAAAGTCATAATGGTGAATT仁

**************************** 
5-2 ICAAAGT仁AAAAGT仁ATA!ATGGTGAATTC

←P12 

因子 5 S-3型およびS-2型ミトコンドリアゲノムにおける構造変異域の塩基配列

13093 

808 

S-3型ゲノムの構造変異サイト(S-3)およびS-2型ゲノムの変異域(S-2)の塩基配列を比較した。その結

果、両ゲノムの↑で示した2箇所lこdivergence poi ntが見出された。 divergencepointはそれぞれATGCTT

(lG)TG配列(下線)およびATG焔 TTTG配列(下線)と隣接している。 S-3型および5・2型ゲノムの

di ver gence poi ntの聞には、それぞれ、互いに相向性のない13093bpのS-3ES配列と561bpのS-2 ES配

列が含まれている。 S-2 ES配列中の144bp( BpPMYll1 ;網掛け)と、ベチュニア (Petuni a hybr i抽)ミ

トコンドリアゲノムのpPMYll1配列の一部との聞に高い相向性が見出された。 S-2 ES配列を増幅するPCR

実験に用いたプライマーは四角で囲った配列を基に設計した.



のdivergence poi ntは相同なATGCTTTG配列およびATGAGTTTG配列に隣接して

いる(図5-5)。

orf 145とorf170のコード域を除く$-3E$についてEMBしおよびGenBanlくに登録

されているDNA配列との相向性を検索したところ、 atp9遺伝子コード域と相向性

(94.4%)を示す52bpの配列が見出された。次に$-2E$に関しても同様の相同性検

索を試みた結果、ペチュニア CPetuniahybrida)のミトコンドリアゲノムの

pPMYI日配列102)の一部と相同な144bp(BpP MYIIIと呼ぶ)が見付かった(図5-5)。

pPMYll1配列は、ペチュニアのミトコンドリア染色体の複製開始点を同定する研究

の過程で見出された配列であるが、テンサイの144bpのBpPMYll1配列と複製開始と

の関連性は不明である。サザンプロット分析および物理地図の比較から、 $-2ESお

よびBpPMYll1は$-2型およびN型ミトコンドリアマスター染色体上で単一コピー配

列として存在し、いず、れもatpAとrrn26遺伝子に挟まれていることがわかった(図

5-6A)o BpP MYII I配列が、高等植物種に広く分布しているのか否かを調べるた

め、 BpPMYll1配列をプローブに用いて、イネ(品種 キタアケ)、ペチュニア、ホウ

レンソウ(品種 卜ウショウ)、より調製した全DNAIこ対するサザンプロット分析を

行ったが、いずれの植物種においてもシグナルは検出されなかった(図5-6B)。

(3)サブリモン

S-2型およびS-3型両ミトコンドリアゲノムの分化を考察する上で、 S-2型やS-3

型ゲノムにはそれぞれS-3ESとS-2E$を含む分子種が低化学量比で存在し(サブリ

モン)、これら分子の化学量比の変動が進化の過程で起こることにより、 S-3型お

よびS-2型ゲノムが分化したというモデルが考えられよう。このモデルの妥当性を

検証するために以下の実験を試みた。 N型、 S型、$-2型および$-3型 mtDNA(各

， .5μg)のEcoRI分解物をフィルターへトランスファーした。このサザンプロットに

対して32pで標識したS-2ESを含む断片をハイブリダイズさせた後、 3日間X線フィル

ムに感光させた。その結果、 N型および$-2型mtDNAのレーンでは，.7kb-EcoRI断

-'0'・
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A TK81-0、TK81-f¥応、 1-12CMS(2)および!-12C開S(3)よザ抽出した

mtDNAのEcoRI分解物をフィ)[;ターにトランスファーした。このすザンプロッ
トに対して、 32Pで摸識したら2ESを配列を含む断片(圏5-2、題5-5参照)を
ハイブワダイズさせた。

B イネ、ベチュニア、ホウレンソウおよびテンサイ (TK81白む)より抽出した

全DNAのEcoRI分解物に対して、 32pで襟識したBpPMYI!I配列を含む断片(圏
5-5参賠)をハイブワダイズさせた。
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輸鯵一一 1.2

図子7S-2ES配列を含むサブリモン分子揮の検出

A TK81-0、TK81-MS、l-l2.CMS(2.)およびト12CMS(3)より抽出した mtDNAの EcoRI分解物をフィルターにトランスファーした。

このサザンブ口ツトに対して:2pで標識したら2ES配列を含む断片(関5之、関5与参照)をハイブリダイズさせ、 X線フィルム!こ3日間

感光させた。その結果、 1.7kbpの強いシグナルのバンドに加えて、 1.2kbpのシグナルの弱いバンドが全レーンにおいて検出された。

B S-2型マスター分子上のふ2.ES配列を挟むように設計された1組のプライマーP'lQ(5'-GAAGCTIGCCTICT-3')と

Pll (5'-TATGACTTTTGACTTTG-3')を用いて、 N型、 S型、 S-2製およびS-3型 mtDNAを鋳型とするPCR実験を行ったところ、 S-

2ESを含む bpのDNA断片が全ての mtDNAから増稿された。対照区としてテンサイミミトコンドリアゲノムのcoxl-coxnスペーサー領
域の増幅実験を行った。



片が強いシグナルのバンドとして検出された(図5-7A)。ミトコンドリア染色体の物

理地図に基づけば1.7kb-EcoRI断片はN型および5-2型マスター染色体に座乗する

5-2E5とその隣接域 (5-2E5copyl )に相当することが判る。さらに、供試した4

遺伝子型のmtDNAにおいては、共通して1.2kb-EcoRI断片が弱いシグナルのバンド

として検出された(図5-7A)。この1.2kb-Hi ndlll断片にも恐らく5-2E5が含まれて

おり、 s・2E5copylとはarrangementの異なる、 5-2E5を含む分子 (5-

2E5copy2)がN型、 S型、 5-2型および5-3型ゲノムに低化学量比で存在している

可能性が示唆された。

前述のサブリモンモデルをさらに確かめるために、 5-2型マスター染色体上の5-

2E5配列(図5-5)を挟むように設計された1組のプライマーPl0(5'-

GAAGCTTGCCTTCT-31とPll(5~TATGACTTTTGACTTTG-31を用いて、 N型、

S型、 5-2型および5-3型 mtDNAを鋳型とするPCR実験を行ったところ、遺伝子型

を問わず、 784bpのDNA断片が増幅された。増幅産物の一部について塩基配列を決

めた結果、これらの産物はふ2E5を含むことが確かめられた。更に、増幅産物の量

はN型、 S型、 5-2型および5-3型ゲノムに実際に含まれる5-2E5配列の化学量比を

ほぼ忠実に反映しているようである(図5-78)。

(4)異型雄性不稔細胞質を特徴づける国有ミトコンドリア遺伝子

5-2型と5-3型ミトコンドリアゲノムの構造比較から、 5-2型ゲノムにもorf145 

および orf170をのぞく 5種の 5-3型固有 ORF(orf129、 orf169/orf 100、

orf46/orf 787)ならびに変異型atp6遺伝子が保存されている可能性が示唆され

た。一方、 5endaet al.21) 70)、千田77)および!くuboet al.66)、長野103)により、テンサ

イS型ゲノムには4種の変異型ミトコンドリア遺伝子 ;5coxJ、5coxJJ、5atp6およ

び5atpAならびに固有ORForf324がコードされていることが報告された。 5-3型ゲ

ノムとS型ゲノム間では、これらの変異型遺伝子や固有ORFは共有されていないが、

共通してatp6遺伝子座の変異が認められる。また、 orf46/orf787 (5-3型ゲノ

-103-



ム)とorf324 (S型ゲノム)はともにrps13遺伝子のすぐ上流に位置している。

本実験では、まず翻訳産物の確認されたorf129の構造と発現!こ関して、 S-2型お

よびS-3型ゲノム間で比較解析を試みた。次いで、 orf46/orf187 (S-3型ゲノ

ム)とorf324 (S型ゲノム)聞の構造比較ならびに、 N型、 S型、 S-2型およびS-3

型ゲノム由来のatp6遺伝子座の構造解析を行った。

i) orf 129 

S-2型ゲノム由来のorf129座乗領域について塩基配列を決め(図5-8)、S-3型

ゲノムのorf129座(S-30rf 129)と比較した。期待どおり、 S-2型ゲノムからも

ort 1291こ相当するORF(S-20rt 129)が見出され、コード域と3'隣接域の配列はS-

30rt 129の配列と区別できなかった。一方、上流域には変異が認められた。すなわ

ち、 S-30rt 129の開始コドンより 490bp上流に位置するグアニン残基がS-

20rt 129ではチミン残基に置き換わっている(図5-8)。

S-2型CMS株、 S-3型CMS株、 S-2型半不稔b型株(S.S.b)ならびにふ3型稔性回復

株(N)の花膏より抽出したmtRNAをフィルターへトランスファーし、 ort129コード

域をプロープに用いたノーザンプロット分析を行った。供試した全ての個体におい

て共通して，.2kb、，.Okbのort129転写産物が検出された。対照実験として、同一

のフィルターに対してatp9コード配列をリハイブリダイゼーションした。次いで、

atp9のシグナル強度を基準にして、 ort129のシグナル強度を比較したところ、 S-

2型細胞質系統におけるorf129の転写産物の蓄積量が明らかにふ3型細胞質系統よ

りも多いことが判明した(図5-9A)。なお、 Rfの遺伝子型を異にするS-2型CMS

株とふ2型半不稔b型株の問、ならびにふ3型CMS株とS-3型稔性回復株(N)の間で

は転写パターンや転写産物の蓄積量に顕著な差は見出されなかった(図5-9A)。

S-20rt 129についてプライマー伸長分析を試みた結果、 S-30rt 129と同様に転

写産物5'末端が開始コドンより484bp上流の位置にマッピングされた(図5-8)。

前述の両ort129上流域から見出された変異サイトは、 mRNA5'端の6bp上流に存在
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1&2 GGAT仁CCGCAAACGGAGA仁ATGAAC仁AAG仁AGGAAGAGGAATTGGAGCAGCTCTTTG仁CT60 

1&2 TATGTTATGATCTCATAA仁A仁仁GAAAGATTAGACCCTTTTTTTTCCTTTCTTTCAGGATG120 

1&2 AAAA仁A仁AGGGCAGGAGGGTATAGAAAGTCCT仁TATATG仁仁GTCCATAGTC仁ATCGA仁GC180 

1&2 仁T仁GTAGTACCACTTACAGTACTCG仁AGAGTGATTGAGT仁仁AAGATTTTAA仁T仁AATCTT240 

1&2 仁TCAACGAGGAAAGAAGCAT仁GTCGT仁GAGCTGG仁GAGAGAAAT仁仁T仁TATAAGTCT仁TC300 

1&2 TA仁GTAAC仁仁仁AAT仁GGG仁TTACAGCT仁TCAA仁TAA仁AT仁ATA仁仁AATCTTATAACAG仁T360 

1&2 TACCAGAAAACC仁TCTGGAAAAC仁TAAC仁AGACTGAGAAAGG仁ATAGGACGGATACCACC420 

1&2 TGGAGAGAGGG仁GACAAGAATGTGCCGAAA仁仁CGTGACGATTGTAATTTGGGTTAATGTT480 

1&2 A仁AAGGCTTA仁AGGAAGAC仁TCCTAACCCCTCTTAATCT仁AGAGAAGTCTGAATGTTATT540 

1&2 ACACC仁TATTTG仁TTTG仁TTCAT仁A仁仁GGCATTTTAAAGC仁A仁AG仁GAAC仁AAGCTGAC仁 600 

1 TACCT仁TATCACTAAACTCTACC仁TGGGCT仁TTTTACCT仁TAAAAAGATATTTCGTAAGA660 
******傘***********本****命事***本******************* ******本***串

2 TACCTCTAT仁ACTAAACTCTACCCTGGG仁TCTTTTA仁仁TCTAAAAAGAGATTTCGTAAGA660 
↑ 

1&2 AAAGAAAGTGCTTTTTCCTAGGGTAGATGAAAGGAATG仁GGAAAGG仁TATCCGAGTTCAC720 

1&2 AGGCGTAGTTG仁GTGTA仁TTCATTT仁ATTGAAATTGAGTTCGTTACCG仁AC仁GTGGGTAG780 

1&2 AAGATCCTTCTCTTT仁TCTGTGAAGATAGGCTGTGCTTTGCATGT仁AAGTG仁GAAATTGG840 

1&2 ATCGAAAAATTG仁GTATGATATGAAAGGTTTATGGT仁TATCTAAGACTCTCTTTGATATC900 

1&2 AATCACTAAACTAAAGAAAGTAAAATTTGAAAAATCATAAGATAAGAGAAGAAAGAAGAG 960 

1&2 TATCTTTCGTTGTAGCCATAGAAGACTCGAC仁仁AAGCAATTCTTATG仁仁CAAAACT仁仁CA1020 

1&2 TGTTTT仁仁GGATCATTGGTTAAGAACCAACCGGCAATTTATGTCTTCCTGAATTGGGAGA1080 

1&2 GCAAGAAT仁AGTCTTT仁TTCATTTCTCGAGAGAGCAGAGCAGTCAAAGAATGAA仁CAAAT1140 
orf129→ M 

1&2 GAATC仁TTATATTCTGCAGTTTTTGGCCGACATGG仁仁ACAGCAATTTTAACGATTGCAGG1200 
N P Y 1 L Q F L A D M A T A 1 L T 1 A G 

1&2 AGTTGCATATCTA仁仁A仁TTATTGTGTTAATTGTATTTAGGG仁仁GGCGGC仁TTCGAGGGTT1260 
V A Y L P L 1 V L 1 V F R A G G L R G L 

1&2 AAATGAAGAGAATGCAAGCGAAAGA仁TCTTAGACCTTTGTTGTGATACGCTGAAGGAACA1320 
N E E N A S E R L L D L C C D T L K E Q 

1&2 GATCAAAAACAAAATTGAAGAGTTACTCCAGGTTTATTATAATAATTCTGTACCTTTGCC 1380 
1 K N K 1 E E L L Q V Y Y N N S V P L P 

1&2 GTCTGGT仁GGAGGATTCAAGACGCAGCAGCCTTC仁T仁仁ATCAGGATTCAGAATC仁TTGGA1440 
S G R R 1 Q D A A A F L H Q D S E S L E 

図s-8 $-2型ゲノム(1)および$-3型ゲノム上(2)のorf129の塩基配列
orf 129がコードするアミノ酸を塩基配列の下に示す。プライマー伸長分析に用いたア
ンチセンスプライマーは点線で示す配列をもとに設計した。矢印はorf129の転写物のS'
末端の位置を示す。



1&2 A仁AACTGCTAATGATTTTGAAAAATATGACCGAATTGGG仁GTτ仁AAAGT仁AAGAATTTTT1500 
Q L L M I L K N M T E L G V Q 5 Q E F L 

1&2 ACAAGTTTTACTCTATCT仁TCACAGTGAAGATAGATGGAGT仁TTTG仁ACTACAATGGATT1560 
Q V L L Y L 5 Q 

1&2 TGGCGGGAGTACTTCTTTATTATAAG仁GAGGA仁CGC仁TTTTATGTTACT仁GTCGTTTGG仁 1620
1&2 TTGAATCT仁GTTC仁TTAGGAGGCT仁GCAAGTTTTTAAGAAGTTA仁ATTGGAAAAAAGGCT1680 
1&2 CCTCCCCGAACATG仁仁TTCGGTGAAGGTGGGGGTCGTCAATAAGAACGAGGCC仁G仁TCTT1740 
1&2 TGGGCGGGGAAAGGGAAGTGGGTCCCTTT仁GCTTTATTTCAGTTTAGGTCGATCAGAAGG1800 
1&2 CGCTGGAACTGCTTGTTGCACAGTTGATAATCGGATATAAGCGGATAGCTAATC仁仁TCTT1860 
1&2 TCAACGAGAGTTGCGGACCCTCTCTTACTTACT仁TTAGTGCTGTGCGAGC仁TCGGTTTCA1920 
1&2 TTTCTTCTT仁TAAGGCAGCTAGCTAGGCCTCTTGAGAGCTCAGGATTGGACGGAACCCTT1980 
1&2 ACGGTTGGACTATCGAACAGCTGTTGGTGGGGAATAATCTCCTTTCCCTTGATTG仁TGCG2040 
1&2 GGCCTT仁ATTG仁CGAAACTGGA仁TGGCTAGGATCACTAGAGGGGACAGA仁TACCAGGACT2100 
1&2 AGTCCGCTTCCCAATAGGAAGAGCAAACAGCAACTATTAGTTCAGCTTT仁仁GGGCT仁TCA2160 
1&2 TAACAGCCCTGGTTTGAG仁ATCTCCCTAG仁CTACCTACTTTCAGAAGGTCAAGTCTAATA2220 
1&2 GAGTAGAGGCAATCCACTCGAG 2242 

図5-8
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闇5-9 ORF129の発現解析

A orf1291こ関するノーザンブ口ツト分析

orf129 

atp9 

orf129コード配列をブ口一ブに用いてノーザンハイブリダイぜーション実験
を行った。対照として、岡ーのフィルターに対して、32pで標識したatp9コード

寵列をリハイブリダイズさせた。

1 :ト12CMS(2)(完全不稔型) (花曹)
2:卜12CMS(2)xT2n-16-58-51-0のFl(半不稔b型) (花膏)
3:卜12CMS(3)(完全不稔型) (花曹)
4:卜12CMS(3)xT2n-16♂ι51-0のFl(稔性陪復型) (花瞥)

時

1 2 3 4 

-21.5 

-14.4 
14.2 鱗鋭機療養

日 ORF129タンパク質に関するウエスタンブ口ツト分析
抗ORF129抗体を用いて、下記に示す系統の花響より謂製したミトコンドリ
ア画分に対してウエスタンブ口ット分析を行った。

1 :ト12CMS(2)(完全不稔型) (花轡)
2:ト12CMS(2)xT2n-16占ι51-0のFl(半不稔b型) (花菅)
3: 1-12CMS(3) (完全不稔型) (花曹)
4: 1-12CMS(3)xT2n-16-58-51置OのFl(捻性回復型) (花曹)



する。

5-2型CM5株、ふ3型CM5株、 5-2型半不稔b型株(5.5.b)ならびにふ3型稔性回復

株(N)の花膏より抽出したミトコンドリアタンパク質画分に対して、抗ORF129抗体

を用いてウエスタンプロット分析を行った。図5-98に示すように、供試した全ての

個体において共通して14.2kDaのタンパク質が検出された。しかも興味深いことに

転写産物と同様、 5-2型細胞質系統におけるORF129の蓄積量が5-3型細胞質系統よ

りも多いことが判明した。なお、 5-2型CM5株と5-2型半不稔b型株の問、および5-

3型CM5株と5-3型稔性回復株(N)の間ではORF129の蓄積量に顕著な差は見出され

なかった(因子98)。

ii) orf46/orf187およびorf324 

iくuboet aJ66)によればN型ゲノムとS型ゲノム聞では、 rps13遺伝子の開始コドン

から数えて54bpより上流の領域は互いに相向性が見出されず、 S型ゲノムのrps13 

遺伝子上流域にはorf324が含まれている。さらに、 orf324とN型ゲノムのorfBは5

1ード域ならびに5'上流域の構造が互いに一致する(図5-10)。

今回、 S型ゲノムと5-3型ゲノムにおけるrps13遺伝子上流配列を比較した結果、

相同配列の末端はorf324座の上流(開始コドンより数えて5bp)に位置することが

判明した。この相同領域は塩基置換および挿入/欠失変異が散在しているため、前

章で詳述したようにふ3型ミトコンドリアゲノムではorf46とorf187の2箇のORF

が同定された。

i i i) atp6 

5-2型ゲノムのatp6遺伝子の塩基配列を決定した結果、 641コドンをコードする

ORFが見出され、 5-2atp6と名付けた(図5-1 1) 0 Natp6、5atp6(久保ら、未発

表データ)、 5-2atp6および5-3atp6遺伝子聞で、塩基配列の比較を行った。その結

果、 4種のatp6遺伝子間では著しく相向性の高いコア領域 (252コドン)が見付か
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N型ゲノム 三接
orfB 
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rps73 
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AAGCTTGTTTCAA仁TTTCTATAAATTGCTGCTTTTGCTTCTAG仁TAGTT仁AGTGGATAAG60 
ATGGCTG仁GCTCCAGCTCACTC仁TGA仁TCTTAAAAAGGGAGGATT仁ACGGGTTTCAATAG120 
ATAATATCGTAAGTAAGAAAGAA仁GTITT仁A仁TAATTA仁TTTCATAGAGAGAGA仁仁CT仁C180 
仁仁ACCCCAGTATAATGTCCTCTCGAAAATCGGATACCTTTTCGTTTT仁ATTTCTC仁仁ATT240 
TCTTTCTTGGTTGGAT仁AA仁仁仁AACCGGTGATTTCCGACAAGT仁TTTCTTCATTTTTGAG300 
CGGACAGCAGAAAGAAAAAAGAAAAAATTTGATGATGACT仁ATTGGAAGAAGGAGATAAC360 

M M T H W K K E 1 T 

TGCTTTGGCACAACAGATAATTACTAATGTCCCT仁GA仁CTACACGGCGAGTCTTATTCGG420 
A L A Q Q 1 1 T N V P R P T R R V L F G 

A仁TCGGCGTGCTGTTCGCC仁TCTTTTGGGTCGGGAGA仁GCGGGCTGTTGTTGTTTGAAAC480 
L G V L F A L F W V G R R G L L L F E T 

GAAAATTATTCTACAAGC仁仁TCTTTGGAATAGGAACAGCGGCTTCTATTTTGTTTTTTTG540 
K 1 1 L Q A L F G 1 G T A A S 1 L F F C 

TTATTTC仁GCA仁CCGAGAGCACTTTCTCTATACATTTCTACTAACGATTTATTTGGCTTT600 
Y F R T R E H F L Y T F L L T 1 Y L A L 

ATTCTTCCTAAAGAGGGCTTTCCCTCTITTGGAATTCGCCTTTTTGGCTATATTGATCTT 660 
F F L K R A F P L L E F A F L A 1 L 1 F 

TTCGGTTTGCTTCTTTCCGAAAAATGGA仁GATTACGGCATTCG仁TAGAGAACTGTTCTIT720 
S V C F F P K N G R L R H S L E N C S F 

TATTTTACTACTCCTTTGGGGGAGTIACCGGCTTTTGGAGACTCCGTGGCACGAATGGCC 780 
1 L L L L W G S Y R L L E T P W H E W P 

ACT仁TATGTITGTGGTCT仁TTAATGTTATTCACGCTTCTTCAAGCGCTGGTCCATCGAAA840 
L Y V 仁 G L L M L F T L L Q A L V H R K 

GGACGAAGGGGTCGGCAAGTTTATICTGCCGGCTACCTTCCTAATTTTAATGAGTG仁CCT900 
D E G V G K F 1 L P A T F L 1 L M S A L 

CGTGCTCCTTGGGCTTCACTCGGGGGCGATTCATAATCTG仁CGGAAAAGGCGGCCCTAAC960 
V L L G L H S G A 1 H N L P E K A A L T 

GGGCGCCGCAGTCTTAATACT仁TTTAGCCTAGCGGCCGCCGAGTCCACACGGGAA仁GGTG1020 
G A A V L 1 L F S L A A A E S T R E R W 

GCTTGCATATGGGG仁GTATCTCATGTGTATCCCGTGTATACTATATCTC仁TAGGAGGGG仁 1080
L A Y G A Y L M C 1 P C 1 L Y L L G G A 

仁ACGGATTGGCCC仁TATT仁GTACAA仁AAATCGGCTITTITTTTATTATCCTCGTCCTAGT1140 
T D W P L F V Q Q 1 G F F F 1 1 L V L V 

ATTCGTTTTTTGGGTTGTTA仁TTATGAGGACGTAAAAGAGCAGAAGAATCTGCTCCCGAT1200 
F V F W V V T Y E D V K E Q K N L L P 1 

CCTAT仁TGCGATCTTCTC仁GCTTTGGCGTCGGCGAGGTGTGGCCCCGGCGTCTGGGTAAA1260 
L S A 1 F S A L A S A R C G P G V W V K 

AGAGTGGCTCG仁仁GCCTTTTCCTT仁ACCATTGCGGCGTATTTGTTATTIGAGAAGGTAGG1320 
E W L A A F S F T 1 A A Y L L F E K V G 

CTA仁CG仁AAAGATACC仁TT仁AAGAAACGTCCCGTACTTGGGAAGCTTGGTTTTGCTTTIT1380 
Y R K DT  L Q E T S R T W E A W F C F F 

TG仁TGTTCTTTCTTTTGGTGTTG仁ACTTAGTTTTTTTCATGCAT仁ACCCG仁CC仁AGGGGT1440 
A V L S F G V A L S F F H A S P A P G V 

図5-1 1 $-2atp6遺伝子の塩基配列



仁GGAA仁TGAAAGTGAAGCTTTT仁A仁GATGCGATTAATC仁AGCAGCGGGA仁GGAT仁C仁CAG1500 
G T E S E A F H D A 1 N P A A G R 1 P S 

仁仁CG仁TAGAGCAATTTT仁仁ATT仁TCC仁ATTGATTCCTATGAAAATAGGAAA仁TTGTATTT1560 
P L E Q F S 1 L P L 1 P M K 1 G N L Y F 

仁TCATTCACAAATC仁AT仁TTTGTTTATGCTGCTAA仁TCTCAGTTTGGTCCTACTT仁TGCT1620 
S F T N P S L F M L L T L S L V L L L L 

TCATTTTGTTACTAAAAAGGGAGGAGGAAACTCAGTAC仁AAATGTTTGG仁AAT仁仁TTGGT1680 
H F V T K K G G G N S V P N V W Q S L V 

AGAG仁TTATTTATGATTTCGTG仁TGAACCTGGTAAACGAACAAATAGGTGGTCTTTC仁GG1740 
E L 1 Y D F V L N L V N E Q 1 G G L S G 

AAATGTGAAACAAAAGTTTTTCCCTTGCATCTTGGTCA仁TTTTACTTTTTTGTTATTTCG1800 
N V K Q K F F P C 1 L V T F T F L L F R 

TAATCTC仁AGGGTATGATACCCTATAGCTTTACAGTTACAAGT仁ATTTT仁TCATTACTTT1860 
N L Q G M 1 P Y S F T V T S H F L 1 T L 

GGGTCTTTCATTTTC仁ATTTTTATTGGCATTACTATAGTGGGATTTCAAAGAAATGGG仁T1920 
G L 5 F S 1 F 1 G 1 T 1 V G F Q R N G L 

T仁ATTTTTTAAGCTTCT仁ATTACCTGCAGGAGTCCCGCTGCCGTTAGCACCTTTTTTAGT1980 
H F L S F S L P A G V P L P L A P F L V 

ACTCCTTGAGCTAATC仁CTCATTGTTTTCGCGCATTAAG仁TCAGGAATACGTTTATTTGC2040 
L L E L 1 P H 仁 F R A L S S G 1 R L F A 

TAATATGATGGCCGGTCATAGTTCAGTAAAGATTTTAAGTGGGTTCG仁TTGGACTATGCT2100 
N M M A G H S S V K 1 L S G F A W T M L 

ATGTATGAATGATCTTTTATATTTCATAGGAGATCTTGGTCCTTTATTTATAGTTCTTGC 2160 
仁 M N D L L Y F 1 G D L G P L F 1 V L A 

ATTAACCGGT仁TTGAATTAGGTGTAGCTATATTACAAG仁TCATGTTTTTA仁GATCTTAAT2220 
L T G L E L G V A 1 L Q A H V F T 1 L 1 

CTGTATTTACTTGAATGATGCTACAAATCTCCATCAAAATTCTTTTTTCTTTTTATTAGA 2280 
C 1 Y L N D A T N L H Q N S F F F L 

ATTTTTATAATT 2292 

図5-11 



った(図5・12)。コア領域にはコードアミノ酸の変化を伴わない塩基置換が2箇所

見出されたにすぎない(図 5-12) 0 Satp6、S-2atp6およびS-3atp6のN-

extension領域lこは、 in frameのATGコドンが数個含まれている。そのため推定ア

ミノ酸残基数は387(Satp6)、389(S-2atp6)、389(S四 3atp6)と計算され

る。 N-extension領域を比較すると、 Satp6とS-2atp6の間で78.8%、S-2atp6 

とS-3atp6の間で、は94.1%と比較的高い相同性(いずれもアミノ酸レベル)を示し

た(図5-1 2)。一方、 Natp6のN-extension領域は5アミノ酸残基をコードするの

みで、 CMS株のatp6遺伝子のN-extension領域と比較して極端に短く、相同性はな

L¥。

(5)近縁野生種のミトコンドリアゲノム構造

B.vulgarisの野生生態型系統および Beta属野生種の B.maritima、B.

orientaris、B.adanensi s、B.macrocarpa (以下これらを野生ビートと称す)

を供試して、ミトコンドリアゲノムの構造をRFLP分析により推定した。まず、 N

型、 S型、 S-2型およびS-3型の各ミ卜コンドリアゲノムを区別し得るdiagnosti c 

プロープ系として、これら4ゲノムに由来する、 mtDNAクローン(合計46種)を用

意した(図5-13，図5-14、図5-15)oN型、 S型、 S-2型およびS-3型マスター

分子はこれら46種のmtDNAクローンにより 5'"1 Okbp毎にカバーされることにな

る。次いで、これらの mtDNAクローンをプローブに用いて、 TK81-Q、TIく81-

MS、ト 12CMS(2)および卜 12CMS(3)ならびに野生ビートより抽出した全DNA!こ対

してサザンプロット実験を行った。野生ビートとテンサイ系統聞におけるバンドパ

ターンの異同に基づき、それぞれの野生ビートのミトコンドリアゲノムにおけるN

型、 S型、 S-2型あるいはS-3型ゲノムとの構造保存域の推定を試みた。

その結果、野生ビート集団からN型、 S型およびS・3型ゲノムと同一なミトコンド

リアゲノムを有すると推定される遺伝子型がそれぞれ1、3および6種見出された。

一方、 S-2型ゲノムと同一のミトコンドリアゲノムを共有する野生ビートは見出す
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Natp6 
(5コドン)

Satp6 
(387・152コドン)

S-2atp6 
(389-152コドン)

S-3atp6 
(389-153コドン)

N-extension領域 コア領域

G T 

~ 
atp6 

図5-12 N型、 S型(久保ら、未発表データ)、 S-2型およびS-3型株の atp6:遺伝子

の構造比較

Natp6、Satp6、S-2atp6、S-3atp6の構造保存領域は網をかけた。括弧内にそ
れぞ、れのatp6遺伝子のN-extension領域のコドンの数を表記した。



Xhol 

rrn26-1 
nad2( exon a)/exo!? c ，fQ(' / ~nad1(exon d)~mat.-r nad4(exon a)/exon b 

coxll'¥ grfB rrn18 nad5(exon d)/exon e 

LH-5 LH-3 LH-4 LH-l LA-l LA-4 

LD-l LD-2 LB-l LB-3 LB-3 LB-2 LF-2 

LD-3 
nad1 (exon b) 

nad1 (exon c)¥ ¥ rps 13 nad5(exon c) 
nad1 (exon a) 

LF-5 L F-1 L B -3 L B -3 L B -1 L G -2 L G -6 

図5ー13 プローブクローンの位置

LA-5 LA-3 LA-6 LA-2 

orf25/ 
nad2( exon c)/ 

d/exon e 

LF-7 LF-4 Rpt2 LF-6 L F -3 

nad1 (exon e) 

LG-5 LG-3 LG-4 LG-l LH-2 

5 kb 

・・・・・・圃・
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おいて、それぞれN型と共通して保存される領域を表す。クローンの由来となった断片の所在は斜線等で、名称はその下に示し
た。
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ことができなかった。すなわち、その他の供試野生ビート系統はN型、 S型、 5-2型

および5-3型ゲノムとは異なるミトコンドリアゲノムを有する。

これらの新型ミトコンドリアゲノムを、 N型、 S型および5-2/5-3型 (5-2型およ-

び5-3型ゲノムは変異域が 1箇所に限定されているので、本項では1ゲノム型として

扱う)ゲノムとの部分的相向性の程度に基づいて、 4種のグループに分類した。すな

わち、図5-1 6に示すようにほぼ全域に亘ってN型、 S型あるいは5-2/5-3型ゲノム

との構造が保存されているミ卜コンドリアゲノムが見出され、それぞれN型群、 S型

群および5-2/5-3型群として分類した。また、 N型、 S型および5-2/5-3型との構

造保存域をモザイク状に持ち合わせているゲノムも見出され、これらをN，5，5-2/5-

3型群、 N，5-2/5-3型群、 5，5-2/5-3型群として分類した。以上のデータをまとめ

ると、野生ビート131系統から少なくても64種類のミトコンドリアゲノムが見出さ

れたことになる(表5-2)。

考察

雄性不稔細胞質の多型現象はテンサイ以外にもトウモロコシ側、イネ100)およびソ

ルガム101)等でも見出されているが、由来の異なるCMS聞の類縁関係やCM5発現の機

構の違いに注目した研究は必ずしも多くない。まして、異型のCM5株でミ卜コンド

リアゲノム全域に亘る構造比較を行い、構造が異なる領域について塩基配列を決定

した研究は著者の知る限りこれまでにない。本実験ではテンサイのN型細胞質株と稔

性回復の遺伝機構が互いに異なるS型、 5-2型および5-3型CM5株に注目し、これら

4株のミトコンドリアゲノムの構造を比較するとともに、 5-2型、 5-3型両ゲノム聞

における唯一の構造変異域の塩基配列を決めた。

Cl )反復配列

供試した4種のミトコンドリアゲノムの共通点として、今回5-3型ミトコンドリア

ゲノムに見出された2種の反復配列、 repeatlおよびrepeat2のうち、 repeat1の
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44種のテンサイ mtDNAクローンをプロープに用いて、 TK81-0、TK81・MS、ト12CMS(2)、ト12CMS(3) (コントロール系統)および野生ビートより抽出した全DNAの制限酵素分解物に
対してサザンプロット分析を行った。その結果N型、 S型、 5・2/3型ゲノムとは異なる新型ゲノムが61種見出された。新型ゲノムをN型、 S型、 S-2/3型ゲノムとの保存性に基づき分類した。
1(N型群):B.maritimaBETA 156/86のミトコンドリアゲノム :N型ゲノムとほぼ全~(こEって相同である。 2(S-2/3型群): B.maritima BGRC 5771 3-MSのミトコンドリアゲノム:S-2/ 
3型ゲノムとほぼ全域に亘って相同である。 3(S型群):B. vulgaris BET A 31/81のミトコンドリアゲノム :S型ゲノムとほぼ全域に亘って相同である。
4(N，S・2/3型群):B.vulgaris BETA 29/82のミトコンドリアゲノム :N型およびS-2/3型ゲノムとの構造保存域をモザイク状に併せ持つ。
5(N，S，S-2/3型群):B.maritima 35289のミ卜コンドリアゲノム :N型、 S型およびS-2/3型ゲノムとの構造保存場をモザイク状に併せ持つ。



表5-2 野生ビートのミ卜コンドリアゲノムの分類

野生ビートのミトコンドリアゲノムを既知のN型、 S型、 S-2型、 S-3型ゲノムと

の相向性に基づいて4種のグループに分類した(図5-10参照)。数字は見出された

ミトコンドリアゲノムの種類数を表す。

細胞質型 B.vuJgaris B.mar i ti mal 合計
B.ori entari sl 
B.adanensi sl 

B. macrocarpa 

N ー

S 

S-3 

N群 5 1 5 19 

S群 2 

S-2/S-3群 司 6 6 

N，S，S-2/3群 7 8 

N，S-2/3群 16 16 I 

S，S-2/3群 2 8 10 

合計 1__ 11_ _.~ 56 64 



相同配列がテンサイのN型、 S型および$-2型mtDNAにも含まれており、いずれのゲ

ノムにおいても高頻度組換えを担う反復配列ファミリーを構成している22)23)刊こと

が挙げられる。マスター染色体当たりのコピー数は3(NおよびS型)または4($-2お

よび$-3型)であり、 NとS型ゲノムの全コピーならびにふ2、$-3両ゲノムの3コ

ピーにはrrn26遺伝子座が含まれている(図5-17)。

テンサイと共にアカザ科に分類されるホウレンソウ(SpinaciaoJeracea)のミト

コンドリアゲノム104)も、 rrn26遺伝子を含む1組の組み換え反復配列 (2コピー)を

有する(図5-17)。恐らく、 Spinaci a属とBeta属の共通の祖先種ゲノムにおいて

rrn26遺伝子を含む配列の重複 (2コピー化)が起こったのであろう。次いで、

BetaJ冨の分岐後にこれらが3コピー化し、さらにふ2、$-3両ミトコンドリアゲノ

ム型の直接の祖先型ゲノムにおいて反復配列の一部についての重複が生じたと想像

される。この配列 (repeat1 copyC)にはrrn26遺伝子座が含まれていない(図

5-17)。

repeat2は$-2および$-3型ゲノム!こ2コピー見い出されたが、 N型とS型ゲノム

ではrepeat2配列の重複は認められない22)向。先に、千田77)はrepeat2配列の重複

に関わったと想像される2組の短い反復配列(406bp，7bp)がN型ミトコンドリアゲノ

ムに存在し、その組換え産物がN型ミトコンドリアにサブリモン分子として含まれて

いることを示した。従って、 N型の祖先型ミトコンドリアゲノムにおいてサブリモン

を介したrepeat2配列の重複が生じた可能性が高く、この祖先型ゲノムと$-2、$-

3型ゲノムの系統関係は極めて興味深い研究課題である。

(2)$-2型、 $-3型ミトコンドリアゲノムの分化機構

$-3型株とS型株との間でミトコンドリアゲノムのマスター染色体を比較した結

果、少なくとも15箇所の再編成域が見い出された。一方、前章で述べたように、$-

3型とN型ミトコンドリアゲノム間では8箇所の再編成域が特定されており、この

データに見る限り$-3型ゲノムはS型ゲノムよりも、しろN型ゲノムに近縁と考えられ
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図5-17 ホウレンソウおよびテンサイミトコンドリア
ゲノムのマスター染色体におけるrepeat1配列のコピー数
相同域を同じ模様で示す。



る。染色体全体に亘る再編成は、ハツカダイコン28)やトウモロコシ48)、ペチュニ743)

における正常型とCM$型ミトコンドリアゲノムの間でも報告されている。

一方、これとは対照的にテンサイのふ3型と$-2型ゲノム聞に見出された構造差

はわずかー箇所に過ぎなかった。 $-2型、 $-3型両ゲノムの変異域にはそれぞれの

ゲノムに固有の13093bp($-3E$)配列と561bp ($-2E$)配列が含まれている。興

味深いことに、ナタネの正常(cam)型と不稔(pol)型ミトコンドリアゲノム聞に見ら

れる構造変異もー箇所に限定されており，05)、変異域には1kb(cam型)と4.5kb(pol

型)の固有配列がそれぞれ含まれている。また、 Hommeet al.'05)はハイブリダイ

ゼーション実験を通じて、 pol型ゲノム上の4.5kb配列の末端にゲノム再編成サイト

となり得る短い反復配列の存在を示唆した。著者もテンサイ$-3E$配列中にatp9

コード域の相同配列(52bp)、カブのnad6遺伝子の上流域の相同配列(80bp)ならび

にペチュニアおよびソラマメのnad1遺伝子エキソンe下流域の相同配列(20bp)など

の、種々の植物ミトコンドリアゲノム上で反復のみられる配列を見出した。このよ

うに、テンサイのふ2型と$-3型ゲノム聞における構造差や挿入配列の構成につい

てはアブラナcam型とpol型ゲノム聞の比較解析の結果と類似しており、テンサイの

$-2型、 $':3型両ゲノムの分化機構を考察する上で示唆に富む。

では、テンサイの$-2型と$-3型両ゲノムはそれぞれどのようなプロセスを経て

生じたのであろうか?サザンプロット分析によれば、 $-2型マスターサークルには

$-3固有配列($-3E$配列中の9kb) (図5-2、図5-5)が、含まれておらず、他方

$-3型マスターサークルには$-2固有配列($-2E$)が含まれていないようであ

る。従って、一方のゲノムのマスターサークル内の分子内組換えにより直ちに他方

のゲノムが生じたとは考えがたい。

一方、テンサイ近縁野生種の中にはミトコンドリアゲノムにふ3E$配列および$-

2E$配列を共に高い化学量比で含む遺伝子型(例えば、 B.vuJgaris 753932、B.

mari ti ma AM42223-230など)も見出されたが、これらのミトコンドリアでは

両国有配列がマスター染色体上に座乗するものと推定された。
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S-3ES配列とS-2ES配列に関しては、さらに次のようなデータも得られた。

①上記近縁野生種のミトコンドリアマスター染色体とテンサイN型、 S-2型マスター

染色体におけるS-2ES配列隣接域は相同である。

②近縁野生種のミトコンドリアマスター染色体とS-3型マスター染色体におけるS-

3ES隣接域は相同である。

③S-3ES配列とその隣接域(S-3ES+FR)は組換え反復配列repeat1のintactなコ

ピー(コア2kb)を有する。これに対して、 S-2ES配列とその隣接域 (S-

2EScopy1 )にもrepeat1配列が存在するが、 Beta属で高度に保存されている2kb

の一部を欠く。従って、 S-2EScopy1よりふ3ES+FRが派生する可能性は低く、 S-

3ES+FRを祖先型と考えるのが妥当である。

④検出感度を上げたサザンプロット分析およびPCR実験を通じて、 S-2EScopy1と

は異なるarrangementに配置されたS-2ES配列がN、S、S-2およびS-3型ミトコ

ンドリアゲノム中に低化学量比で含まれることが示された。

以上のデータをもとに、 S-2型、 S-3型両ミトコンドリアゲノムの分化のシナリオ

を次のように考えた。

先ず、 S~3ES+FRとS-2EScopy2(サブリモン分子)を含む「祖先型ゲノムAJ

を想定する(図5-18)。このゲノムにおいて、 S-3ES+FRに含まれる直列反復配列

ATG-TTTGを介してS-3固有配列とrepeat1(コア2kb)の一部(S-3ES配列)が欠失

し"中間体分子"が生じる(r祖先型ゲノムBJの誕生:図5-18)。さらに、組換

えの結果"中間体分子"にふ2ESが挿入され(図5-18)、S-2EScopy1が生じる

ことによりマスター染色体にふ3ES+FRとS-2EScopy2を含む遺伝子型(例えば、

B.vuJgaris 753932、B.mari ti ma AM42223-230など)のミトコンドリアゲ

ノムが誕生する(図5-18)。これらのゲノムからS-3ES+FRあるいはS-2EScopy2

が失われることにより、 N型 (S-2型)およびS-3型ミトコンドリアゲノムが生ずる

と考える訳である(図5-18)。

このシナリオの信葱性を検証することを目的として、中間体分子の探索を野生
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ビート対象に試みたが、中間体分子を備えたミトコンドリアゲノムはまだ見出され

ていないこともつけ加えておく。

(3)近縁野生種におけるミトコンドリアゲノムの分化

B.vulgaris /B.maritima複合中より、既知のN型、 S型、 S-2型、 S-3型ゲノム

とは異なるミトコンドリアゲノムが少なくとも61種見出された(表5-2)。これら

の新型ミトコンドリアゲノムの内、 34種について、既知ゲノムと構造比較を行った

結果、いずれのゲノムにも既知ゲノムの構造が保存されたー続きの領域が1"" 5箇所

含まれており、その領域は20kb""370kblこ及ぶことが明らかとなった。これらの

データは、 B.vuJgari s /B.mari ti ma複合内のミ卜コンドリアゲノム多型がいずれ

も主としてゲノム再編成に起因することを示している。さらに、新たに見出された

34種のミトコンドリアゲノムと既知ゲノムの4種、ならびにB.adanensis、

B.macrocarpaのミトコンドリアゲノム(図5-19)の全てを通じて構造が保存され

ているー続きの配列が14個(A;25kb、B;1 5kb、C;35kb、D;40kb、E;1 .5kb、F;

2.5kb、G;1 .5kb、H;15kb、1;3kb、J;5kb、K;30kb、L;35kb、M;35kb、N;25kb)

見出された(図5-19)。その総和は270kblこ達する(図5-19)。従って、

νuJ gares節植物のミトコンドリアゲノム再編成に重要な役割を果たしてきた配列

の多くは、 14個の構造保存領域の末端に配置されており、このようなゲノム上の限

定された領域で組換えが繰り返されることによって61種にも及ぶミトコンドリアゲ

ノムが産み出されたと考えられる。

Templ e et al.'06)は、ナタネの正常株とCMS株間の体細胞雑種のミトコンドリア

ゲノムの構造解析を行った。親植物と体細胞雑種11個体のミトコンドリアゲノムの

比較により、再編成に起因する変異域が見出された。再編成サイトは正常型ゲノム

上の21箇所、 CMS型ゲノム上の18箇所に限定されており、これらの領域のいくつか

はミトコンドリアゲノム進化における再編成サイトに近接しているという。このよ

うに、ミトコンドリアゲノムの再編成をもたらす分子内・分子間組換えが決してラ

ー126回



COXFS 
rep~at 1 rs，n2 6-2 

UUIH 
repeat 1 (rn2 6-3 nad5( exon c) 

K E
L
 

N 

5 kb 
圃・・・・・・・圃

図5-19 Vulgares:節植物において同定されたから見出された64種のミトコンドリアゲノム聞で保存されている構造
保存領域 (A-N)をテンサイN型ゲノムの物理地図22)23)とに網をかけて示した。 N型ゲノムから見出された短い反復配列

(COXFS，ORFFS)23)を斜線で表した。



ンダムに生じるのではなく、ゲノム上の特定領域で起こるのは高等植物に普遍的な

現象であることが理解されよう。

5mall et al.107lの指摘に従えば、ミトコンドリアゲノム再編成には短い反復配列

を介した分子内あるいは分子間組換えの産物であるサブリモン分子が重要な役割を

担う。一方、久保2勺まテンサイN型ミ卜コンドリアゲノム中に、 50.......1 OObpと70....... 

180bpの2種の短い反復配列ファミリー(COXF5、ORFF5)を見出した(図5-19)。

興味深いことに、 COXF5及びORFF5ファミリーは、 34種のミトコンドリアゲノム間

で保存される領域の末端にしばしば見付かった(図5-19)。今後、末端域の塩基配

列決定と植物ミトコンドリアにおけるゲノム進化に重要な役割を果たしていると考

えられる低化学量比の mtDNAの構造および挙動に注目した解析が必要となろう。

(4)遺伝子の進化

5-3型ミ卜コンドリアゲノムより見出された7種の固有ORFと変異型遺伝子atp6

は、 orf 7 45/ or f 7 70を除いて5-2型ミトコンドリアゲノムにも含まれていることが

示された。ここでは、 atp6座とorf46/orf787座について考察を加える。

atp6: N型、 S型、 5-2型および5-3型ゲノムのそれぞれに由来するatp6遺伝子

は互いに異なるN-extension領域を備えていることが明らかとなった。 N-

extension領域の多型の成因は、 Natp6と5atp6問、 Natp6と5-2atp6問、 Natp6

とs-3atp6の間ではゲノム再編成に求められる。一方、 Satp6、S-2atp6およびS-

3atp6の3遺伝子聞のN-extension領域にみられる多型は、塩基置換および挿入/

欠失がその成因であった。 S型、 S-2型、 5-3型ゲノムにおけるatp6-N-extension

領域とcoxl-coxllスぺーサー域(西漂ら、データ未発表)の塩基配列を比較した場

合、 atp6-N-extensi on領域の保存性の方が低いようである。テンサイミトコンド

リアゲノムにおいて、 coxlおよびcoxllは1491bpのスペーサー配列を隔てて連鎖し

ているが、両遺伝子は共転写されていない。 coxl-coxllスぺーサー配列は転写され

ず、恐らくは機能を持たない領域に由来するのであろう。このような機能を備えて
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いない領域と比較して、 atp6のN-extension領域は進化的保存性が低いようであ

り、得られたデータはN-extension領域の生物学的意義を考える上で興味深い。因

みに、ウエスタンブロット分析を通じて、 N型、 S型、 $-2型、ふ3型株のいずれに

おいても23kDaの成熟型ATP6タンパク質が同程度蓄積されていることが明らかと

なった。 N-extension領域の差異に拘わらず、前駆体ATP6タンパク質のプロセシ

ングは正確に進むのであろう。

orf46/orf 787: $型および$-3型ゲノムのrps73上流域をN型ゲノムのrps73上流

域と比較した結果、 $rps73上流域にはorf324、$-3rps 73上流域には

orf46/orf 787が配置されている。サザンプロット分析の結果より、 $-2型ミトコ

ンドリアゲノムにもふ3rps73の相同配列が含まれていると推定される。 orf324と

orf46/orf 787のコード域に関しては互いに96.2%の相向性が見出される(図5-

10) 0 $型ゲノムのorf324とN型ゲノムにおけるorfB座は、 5'コード域 (225bp)

と5'上流域 (30kb以上)を共有している。一方、 $-3型ゲノムのorf46/orf787座

とN型ゲノムのorfB座間の共有配列は、 61bpの5'コード配列と175bpの5'隣接域に

過ぎない。また、 lくuboet al.22l{こよれば$rps73と$-3rps73の上流域に見出され

たN型ゲノムとの再編成サイトとorfB相同域に挟まれた配列は細胞核に由来する可

能性が高い。

これらのデータに基づいて、 orf324とorf46/orf787の誕生のプロセスを次のよ

うに推定した。 N型、 S型、 $-2/3型ゲノムに共通の祖先型ゲノムにおいて、先ず

rps 73座と細胞核由来の配列およびorfB座の聞で阜E換えが生じ、 orf324が誕生し

た。その後、さらに組換えや点突然変異が繰り返されてorf46/orf787が産み出さ

れた可能性が考えられよう。後者の組換えには、 $-3型ゲノムのorf46上流隣接域

から見出されたcoxll遺伝子、 rps7:遺伝子およびmat-r遺伝子のコード域との短い

相同配列(それぞれ31bp、81bp、70bp:図4-16)が重要な役割を演じたのかもし

れない。
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6章総合論議

花粉形成過程は花粉母細胞に始まり、減数分裂と2回の花粉粒内核分裂を経て受精

可能の成熟花粉が産み出され完結する。いうまでもなく、花粉母細胞の運命は花粉

の細胞分裂のみならず、花粉を取り巻く蔚壁組織の発育や代謝活性にも大きく規制

される。例えば、通常花粉四分子期以降にタペー卜細胞に精確に起こる細胞死は、

成熟花粉産生に不可欠のプロセスと考えてよい。

また、あたかも減数分裂に同調するかのように、病壁(特にタペー卜細胞)のミ

トコンドリアの分裂が急速に活発化するので、花粉の発育プログラムの進行はミト

コンドリアの呼吸能に大きく依存することが容易に理解される。細胞質雄性不稔性

は呼吸関連のミトコンドリア遺伝子に起こった非致死性の突然変異に起因する。こ

の影響は栄養細胞には及ばず、タぺート細胞の細胞死プログラムの解除や四分子細

胞を包む力ロース壁消失プロセスの異常など、多様な機構を介して、呼吸能に高度

に依存する花粉発育過程においてのみ現れ、花粉退化がもたらされるのだろう。こ

の様に、細胞質雄性不稔性の発現機構は単純一様ではなく、植物種間でまた、同一

種内でも由来の異なるCMS株間で相違する可能性が高い。

本研究では、パキスタン原産野生ビートに由来するS-3型雄性不稔細胞質によっ

て引き起こされるCMSの分子機構を明らかにする目的で、 N型.S-3型両ミトコンド

リアゲノムの構造と発現を比較した。花粉稔性回復の遺伝機構が互いに異なる3種の

CMS (米国品種由来のS型、 トルコ原産野生ビート由来のふ2型ならびにパキスタン

原産野生ビート由来のふ3型)間でもミトコンドリアゲノムの構造と発現を較べ、

CMS機序の多様性を解明することを試みた。

先ず検定交配実験を通じて、 S型CMSおよびS-3型CMSにおいては稔性回復にそれ

ぞれ独自のRfが作用を現すことを確かめた。 S型株とS-3型株間ではCMSの発現を

もたらすミトコンドリア遺伝子の種類が相違し、そのためこれと相互作用を現すRf

遺伝子も種類を異にするというのが交配実験に基づく著者の作業仮説である。この
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作業仮説の妥当性を検証するため、 N型、 S-3型両 mtDNAの構造と発現の比較を行

い、 S-3型CMSにかかわる塩基配列を調査した。その結果、候補遺伝子として、 7種

のS-3型ミトコンドリアゲノム固有ORF(orf729、orf7 45/orf 7 70、

orf 7 69/orf 700、orf46/orf787)および変異型atp6遺伝子が特定された。 S型

CMSの関与ミトコンドリア遺伝子に関しては、先に、 Sendaet al，21) 70)、久保均、

lくuboet al ，66)、長野103)によってScoxl、Scox/l、SatpA、Srps3、Satp6、

orf 324の6種の候補遺伝子が見出された。 S型、 S-3型両CMS間で共通性の認めら

れる遺伝子はrps73遺伝子上流の固有ORF，orf 324 (S型)およびorf787(S-3 

型)ならびatp6遺伝子である。 orf324および‘orf787の翻訳産物はいずれもミトコ

ンドリアには蓄積されないか、あるいは仮に蓄積されていても他のミトコンドリア

タンパク質と比較してその蓄積量は極めて少ない(本研究、山本ら、データ未発

表)。それ故、両ORFの翻訳産物がCMS発現に関与する可能性は低いとみなしてよ

い。ただ、 S型CMSおよびS-3型CMS株において、 orf324や orf787が近接して配

置されることにより、下流のrps73の発現が阻害され、雄性不稔性がもたらされる

可能性も否定できない。従って、 rps73の発現解析が今後必要である。一方、両

CMS株におけるatp6遺伝子N-extension領域に生じた変異はCMSとは直接的な関連

性はないようである。また、 Satp6とS-3atp6の構造差が両CMSにおける花粉稔性

回復の遺伝機構の差異をもたらしている可能性も極めて低い。

5章で述べたようにS-2型およびS-3型ミトコンドリアゲノムの構造差はー箇所に

限定され、固有ORFおよび変異型遺伝子の構成も大変に似通っている。一方、

Hall den et al，70的はin organel¥ 0翻訳実験を通じて、テンサイS-2型CMSおよびS-

3型CMS株の根および葉におけるミトコンドリア翻訳産物の電気泳動パターンには差

異が見出されないことを報告した。さらに、両CMS株の根および葉におけるミトコ

ンドリアでは、 N型株からは検出されない10kDaのタンパク質が産生されているこ

とも明らかにした。また、この10kDaタンパク質以外には両CMS株を特徴づけるよ

うなミトコンドリア翻訳産物は検出されていない。本研究でも両CMS株の葉および
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花奮におけるミトコンドリア画分から14kDaのorf129翻訳産物が確認されており加

えて、この翻訳物がN型株には存在しないことを明らかにした。 Hallden et al.
1081
の

実験および本実験においてタンパク質の分画に用いたゲルの組成が異なる点を考慮

すれば、 Hallden et al.1081が見出した両CMS株に固有な10kDaのタンパク質が

ORF129に相当することも充分に考えられ、 S-2、S-3両CMSの発現!こORF129が与

っている可能性が指摘されよう。今後はその可能性を検証することおよびORF129

以外の両CMS株に固有なミトコンドリアタンパク質の有無を明らかにすることを目

的として、花膏や栄養器官のミトコンドリア画分に対してin organell 0翻訳実験と

免疫沈降実験を組み合わせた解析を行うことが必要となる。

一方、検定交配実験を通じてS-2型CMSおよびS-3型CMS株の聞においても、花

粉稔性回復の遺伝機構は互いに異なることが示唆された。本研究ではS-2、ふ3両

CMS株間で、互いに異なるN-extension領域を備えたatp6遺伝子が同定された。

atp6遺伝子はCMSの候補遺伝子のーっとして数えられる。しかし、 4章および5章で

述べた様lこatp6遺伝子の変異がCMS発現に関与する可能性は低く、両CMSにおける

花粉稔性回復の遺伝機構の差異に関与するとは考え難い。

この点で注目されるのは、 orf129の転写物の蓄積量がS-3株よりS-2株の方が多

いというデータである。 orf129コード配列はS-3型およびS-2型マスターサークル

のそれぞれに2コピーずつ含まれている。また、 S-2型株およびS-3型株における

orf 129 mRNAの5'末端が共通した位置にマッピングされ、その近傍から高等植物

のミトコンドリア遺伝子の転写開始点に関するコンセンサス配列(CRTAy31が見出さ

れたことから、この位置がorf129の転写開始点であると推定される。 orf129のプ

ロモーター配列はS-2型マスターサークル上!こ2コピー含まれ、その下流には必ず、

orf 129コード配列が配置されている。一方、ふ3型マスターサークル上でorf129 

のプロモーター配列はrepeat1 copyA、copyBおよびcopyCの隣接域に含まれ、 3

コピー存在する。しかし、 S-3型マスターサークルのrepeat1 copyBの隣接域に含

まれるorf129のプロモーター配列の下流にはorf129コード配列は存在しない。さ
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らに、 $-3型および$-2型ゲノムにおけるorf729のプロモーター配列は、 CRTAコ

ンセンサス配列問の6bp上流に位置する1塩基が互いに異なる。これらのデータか

ら、 $-3型および$-2型ゲノムにおけるorf729のプロモーター配列の1塩基の差が

プロモーター活性に差異を与えているのかもしれない。なお、 ORF129タンパク質

の蓄積量の差はorf729 mRNAの蓄積量の差異に起因していると考えられよう。

Hall den et al.108lの実験データから示唆されたようにふ2型および$-3型ミトコ

ンドリアにおける翻訳産物の構成には質的な差異がないとするならば、両CM$株間

における花粉稔性回復の遺伝機構の差異とorf729の発現量の相違に相闘があるか否

かは興味深い研究課題である。

予備的なデータではあるが、 $-2型細胞質を有する完全不稔個体を母本とし、$-

3型細胞質を有する稔性回復型F:個体の花粉を交配して得た次代では、 $.$.b型植物

とC.$.型植物が1: 1に分離した(表6-1)。この分離については、次の2通りの解釈

が成り立つであろう。すなわち、(1)ここに分離をみた$-2型細胞質に対するRf遺伝

子(Rfx)は、 $-3型細胞質に相互作用を示すR旬、 Rfbとは異なり、 $-2型CM$にお

ける稔性回復作用も不完全である。 (2)ここに分離しているRfはふ3型細胞質に働く

R旬、 Rfbのいずれかと共通の遺伝子であるが、 $-2型、 $-3型両株に共通のCM$ミ

卜コンドリア遺伝子の発現量が商株間で相違するため、 $-2型CM$における稔性回

復作用は不完全となる。

先に述べたように、 orf729遺伝子の転写産物と翻訳産物は$-3型株に較べ、 $-2

型株でより多く(約3"'6倍)蓄積されている。仮に、 orf729が$-2、$-3両CM$

に共通の関与ミトコンドリア遺伝子であるとすれば、その発現量の差を反映して、

これに応答するR旬、 Rfbの相互作用パターンが両CM$間で異なり、そのため前述の

交配結果が得られたことも首肯されよう。従って、 RfxとRfaおよびRfbの間の同座

性検定を行うことが次の課題のーっとなる。

また、 $-3型CM$株で固有に転写されていることが明らかとなった、

orf 7 45/orf 7701こ対しては翻訳レベルの発現解析を行い、 $-2型CM$と$-3型CM$
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表ふ1 S-2型細胞質系統を有する完全不稔個体とS-3型細胞質を有する稔性回復型

Fl個体との交配次代における雄性不稔型の分離様式

[1-12CMS( 2) x T2n-16-58-51-0] C.S. x [ト 12CMS(3) x T2n-16-58-51-0] S.S.a 

雄性不稔型 供試個体数

N S.S.a S.S.b C.S. 

O O 84 78 162 



における花粉稔性回復の遺伝機構の差異との関連性を調査することも必要であろ
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摘要

(1)野生ビート由来の雄性不稔細胞質 (S-2型、 S-3型)によって引き起こされる

CMSの機構を調査し、テンサイ育種に利用されているS型細胞質 (Owen細胞質)雄

性不稔と比較した。この結果を基に、 CMS発現機構の多様性について考察を加え

た。

(2) S型CMSIこ対する維持花粉袈系統T2n-16-58-51田 Oを花粉親に配し、 S型

CMS系統(I-12-CMS(R))、S-2型CMS系統(I-12-CMS(2))およびS-3型CMS

系統(1-12-CMS(3))との間で検定交配を行った。ト12-CMS(R)を母本とした組

み合わせのF1植物は全て完全不稔型を発現し、 T2n-16-58-51-0はS型CMSに対

するRfの遺伝子型が劣性ホモ型であることが示された。これに対して、卜12-CMS 

(2)や卜12-CMS(3)を母本にした場合には、翌代に稔性回復型や半不稔型個体が高

頻度で分離し、 T2作 16-58-51-0がS-3型CMSやS-2型CMSに対する稔性回復遺

伝子(Rf)を優性ホモ型またはヘテロ接合型で有している可能性が示唆された。

(3) S-3型CMSに働く Rf遺伝子の対数および作用機構を明らかにするため、ト12-

CMS(3) X T2n-16-58-51-0のF1に生じた稔性回復型植物の花粉を卜12""CMS(3) 

に交配したBC1代の雄性不稔型の分離様式を調べた。稔性回復型 :半不稔型:完全

不稔型=1 : 1 : 2の比に適合する分離が生じた。従って、 S-3型CMSでは稔性回復

!こ2対の基本遺伝子が作用を現し、一方の座の劣性アレーレ(rfa)が他座の優性ア

レーレ(Rfb)に対して上位に働くことが推定された。ここに仮定されたRfa，Rfb遺伝

子はS型細胞質の下で、花粉稔性の回復に働く2対の補足遺伝子(Rf1， Rf2)とは種類

や作用機構が異なると考えられる。

(4) S-3型CMS細胞質のミ卜コンドリアゲノムの構造解析を試みた。 mtDNAIこ関
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するオーバーラッピングクローンライブラリーを構築した上でサザンハイブリダイ

ゼーションとゲノムウォーキング法を併用して、 5-3型 mtDNAの物理・遺伝子地図

の作製を行った。その結果、 5-3型ミトコンドリアゲノムが103kbpの配列を互いに

共有する2種の環状DNA分子(274kbpおよび234kbp)1こより構成されることが想定

された。仮にこの103kbp配列を介した相同組み換えが起これば、 508kbpの環状マ

スター染色体が生み出されることになる。

(5) 20種のミ卜コンドリア遺伝子をふ3型マスター染色体上にマッピングした。

nad7、nad2およびnad5遺伝子はいず、れも分断遺伝子で、あり、しかも成熟mRNAの

生合成にはトランススプライシング機構が介在している可能性が示された。また、

他の植物種において、保存されているorfB-coxllJ、orf25-nad4Lならびに

rps73-nad7(exon b)-nad7(exon c)遺伝子座間の密接な連鎖関係が、 5-3型

mtDNAにおいても見出された。

(6) 5-3型ゲノムのマスター染色体上!こ2組の反復配列(repeat1 ，repeat 2)が見

出された。 repeat1はマスター分子上!こ4コピー存在し、そのうちの3コピーが直列

に配置され、残りの1コピーは他のメンバーとは逆方向に配置されている。 repeat

2は2コピー含まれており、その方向は逆向きである。

(7) 5-3型CM5の発現に関わるミトコンドリアゲノム変異の同定を目的として、正

常 (N)型と5-2型および5-3型mtDNAの構造比較を試みた。 5-3型とN型mtDNA

(久保 1994)聞の比較分析を通じて8個のリンケージ群が同定され、 5-3型

mtDNAの構造変異は主としてリンケージ群の複雑な配置換え(再編成)に起因する

ことが確かめられた。 N型、 5-3型両ゲノムの多型域を細分してサブク口一二ング

し、これらをプロープに用いてN型および5-3型細胞質系統(1-12・61しおよび卜

12CM5(3))の成葉より調製したmtRNAに対するノーザンプロット分析を行った。
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その結果、転写パターンに差異をもたらすS-3型ゲノム上の構造変異域が5領域
見出

された。これら5領域の塩基配列を決定した結果、 7種の固有なORF(orf729、

orf 745-orf 7 70、orf769-orf700、orf46-orf 787)および変異型atp6遺伝
子

が、これらの領域に含まれていることが判明した。

(8) orf 729はテンサイS型株のcoxll遺伝子と5'隣接域および開始コドンを共
有し

ているが、 orf729コード域との相同配列はデータベースには登録されていない
。ま

た、テンサイの正常型やS型CMS株のミ卜コンドリアゲノムにもorf729の相同
遺伝

子は見当たらず、 S-3型株のみで固有に発現していることが判った。プライマ
ー伸

長分析によりorf729とScoxll転写物の5'末端を決めた。転写産物の5'末端は
いずれ

も開始コドンより数えて484bp上流に位置している。なお、その近傍はダイズ
ミト

コンドリア遺伝子の転写開始点に見出された19塩基のコンセンサス配列と高い
相向

性を示し、 orf729とScoxllの転写開始点である可能性が示唆された。 ORF12
9抗体

を用いてウエスタンプロット分析を行った結果、ほぼ期待通りの
14.2kDaタンパク

質がS-3型CMS株(1-12-CMS(3))のミトコンドリア画分から特異的に検出さ
れ

た。なお、稔性回復型F1植物(1-1 2CMS(3)xT2n-1 6-58-51 -0)のミトコン
ドリ

ア画分において14.2kDaタンパク質が検出され、その発現量もト12CMS(3)タ
ンパ

ク質と差が認められず、 RfaRfbのorf729の翻訳!こ対する影響はないとみなし
てよ

~\。

(9) orf 745-orf 7 70は357bpを障てて直列に配置されている。 N型、 S型およ
び

S-3型株より抽出したmtRNAIこ対して、 orf745とorf7 70のコード域をプロー
プに

用いたノーザンプロット分析を行ったところ、 S-3型株においてのみ特異的に
転写

産物が検出された。なお、、稔性回復型Fl植物(1-1 2CMS(3)xT2n-16-58-
51-

0)についても同一のハイブリダイゼーション像が得られたので、稔性回
復核遺伝子

は両ORFの転写パターンには影響を及ぼさないとみなされる。
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orf 745とorf770のmRNAIこ関してエディティングの有無を調べるために、両

ORFのcDNAに関して塩基配列の決定を試みた。 orf7 70座においてはエディティン

グサイトが見出されなかった。これに対して、 orf745の11種のcDNAクローンのう

ち5クローンで1箇所のエディティングサイトが見出された。すなわち読み取り枠の

251番目のシトシン残基がウラシル残基へ置換され、コードするアミノ酸も変化す

る(Ser→Leu)ことが判った。

(10)互いにオーバーラップしている2個のORFとして、 orf769およびorf700が

見出された。 orf700およびorf7 69のコード域をプロープに用いて卜12CMS(3)の

葉および花膏から抽出したmtRNAIこ対し、ノーザンプロット分析を行ったがシグナ

ルは全く検出されなかった。恐らく、両ORFは転写されていないか、転写されても

その産物は蓄積されていないと考えられる。

(11) S-3型ゲノムのrps73上流!こorf46およびorf787を見つけた。 orf46は

orfBとの融合遺伝子である。ノーザンプロット分析により、ふ3型株において特異

的!こorf787転写産物を検出した。稔性回復型F1植物(I-12CMS(3)xT2n-16-58-

51-0)についても同一のハイブリダイゼーション像が得られたので、 Rf遺伝子は

orf 187の転写パターンには影響を及ぼさないとみなしてよい。ウエスタンプロット

分析から、 S-3型細胞質系統においてorf787は翻訳されないか、あるいはORF187

タンパク質はミトコンドリアの中では不安定でありほとんど蓄積していないかの何

れかであることが判明した。

( 12)高等植物atp6コード域は、進化的保存性が低いN-extension領域と保存性

が高いコア領域から構成される。テンサイN型ゲノムコードのNatp6のゲノミック

シーケンスに、コア領域より上流のN-extensi on領域!こはin frameの開始コドンが

見出されず、 RNAエディテイングによってN-extension領域に開始コドンが創り出
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されることが判明した。 Natp61こは合計12箇所のエディティングサイトが存在し、

そのうちの一つは終止コドンを創り出す。

(13) 5-3型株におけるatp6遺伝子(5-3atp6)の塩基配列を決め、 Natp6と比較し

た。その結果、両atp6はN-extensi on領域の構造が互いに異なることが明らかとな

った。転写産物5'末端のマッピングデータ (Xueet al)に加え、 5-3atp6、Natp6

下流域が互いに相同であることからNatp6と5-3atp6の転写パターンの差異は転写

調節に関わる5'上流域の塩基配列の相違に起因すると結論づけた。ウエスタンプロ

ット分析の結果は、 N型株および5-3型株!こ23kDaの成熟型ATP61こ相当するポリペ

プチドが同程度蓄積していることを示す。 5-3型CM5株と5-3型細胞質を有する稔

性回復型F1株間で、はatp6の転写パターンに差異が見出された。しかし、両株間では

成熟型ATP6が同程度蓄積しており、転写パターンの差異は翻訳レベルの発現に与え

る影響は反映されていないようである。以上の結果より、 S-3型CM5の発現にかか

わる候補遺伝子をorf7 45/orf 770、orf7291こ絞り込んだ。

(14) 5-3型とS型との間でミトコンドリアゲノムのマスター染色体を比較した結

果、少なくとも15箇所の再編成域が見い出された。これとは対照的にふ3型と5-2

型ゲノム間で見出された構造差はわずかー箇所に過ぎなかった。 5-2型と5-3型ゲ

ノムそれぞれの変異域から互いに相向性のない13093bp(5-3E5)配列と561bp(5-

2E5)配列が同定された。 5-3E5のうち9kbpの領域はN型および5-2型ゲノムにに存

在しない、 5-3型ゲノム固有の配列であり、この領域にorf745およびorf7 70が座

を占める。

(15) 5-2型ゲノムからもorf129(5-20rf 729)が見出され、コード域および3'隣

接域の配列はふ3型ゲノムのorf729(5回 30rf729)との間で高いホモ口ジーを示し

た。一方、上流域を比較したところ、 5-30rf 729の開始コドンより490bp上流に位
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置するグアニン残基がS-2型ゲノムではチミン残基に変異していた
。なお、 orf129 

の転写産物および翻訳産物の蓄積量はS-2型株の方がS-3型株より
多い。

(16) S-2型ゲノムのatp6遺伝子(S-2atp6)の塩基配列を決定した。
Natp6、

Satp6、S-2atp6およびS-3atp6遺伝子間で塩基配列の比較を行っ
た。結果、 4種

のatp6遺伝子間で'Itコア領域の相向性は高く、アミノ酸変異を伴わない
塩基置換が

2箇所見出されたにすぎない。 Satp6、S-2atp6およびS-3atp6
のN-extensi on領

域の比較を通じて、 Satp6とS-2atp6の間では78.8%、S-2atp6とS-3atp6
の間

では94.1%という比較的高い相向性が示された。一方、 Natp6の
N-extension領域

は5アミノ酸をコードすることが推定されており、不稔株由来のa
tp6遺伝子のN-

extension領域と比べ、極端に短く相向性もない。なお、 S型、
S-2型、 S-3型株の

いずれにおいても23kDaの成熟型ATP6タンパク質が同程度蓄積さ
れていた。

(17) S型株とS-3型株間ではCMSの発現をもたらすミトコンドリア遺伝子の種
類

が相違し、そのためこれと相互作用を現すRf遺伝子も種類を異にす
るというのが交

配実験に基づく著者の作業仮説である。 S型、 S-3型両CMS間で
共通点の認められる

候補遺伝子はrps13遺伝子上流の国有ORF，orf 324 (S型)およrJ.orf187 
(S-3 

型)ならびatp6遺伝子である。 orf324およびorf187の翻訳産物
はいずれもミトコ

ンドリアには蓄積されないか、あるいは仮に蓄積されていても他
のミトコンドリア

タンパク質と比較してその蓄積量は極めて少ない(山本ら、デー
タ未発表)。それ

故、両ORFの翻訳産物がCMS発現に関与する可能性は低いとみなしてよい。両
CMS

株におけるatp6遺伝子は変異がN-extension領域に限定されており
、 CMSとは直接

的な関連性はないようである。また、 Satp6とS-3atp6の構造差
が両CMSにおける

花粉稔性回復の遺伝機構の差異をもたらしている可能性も極めて低
い。

(18)N型、 S型、 S-2型、 S-3型ミトコンドリアゲノムのクローンをプロープに用
い
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たRFLP分析により、 B.vulgari s5 1系統及びB.mariti ma85系統のミ卜コンドリア

ゲノムの構造の推定した。その結果、 B.vuJgaris/B.maritima複合中に既知ゲノ

ムとは異なるゲノムが少なくとも61種類見出された。これらの新たに同定されたミ

トコンドリアゲノムを既知ゲノムとの相向性に基づいて4群に分類した。 N型、 S型

および$-2($-3)型ゲノムとの間でほぼ全域に亘り構造が保存されているミ卜コンド

リアゲノムが見出され、それぞれN群、 S群および$-2/$-3群グループとして分類し

た。また、 N型、 S型および$-2($-3)型との構造保存域をモザイク状に併せ持つゲ

ノムも見付かった。これらをN/$/$-2.3中間型、$/$-2.3中間型およびN/$-2.3中

間型として分類した。これらの遺伝子型ゲノムは雄性不稔細胞質の分化機構を解明

する上で利用価値が高い。
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