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学位論文内容の要旨

  細胞質雄性不稔性（CMS)は，F,雑種の実用採種に不可欠な遺伝形質であるが，その分子的

機構には未だ不明な点が多い。

゛テンサイでは，S型の細胞質によるCMSが一代雑種育種に広く用いられており，正常型とS

型CMS系統ではミ卜コンドリアDNA（mtDNA)や産生タンパク質の差異が報告されている。

本研究では，テンサイCMSの分子的機構を明らかにする目的で，正常型系統，S型CMS系統

およびS型とは異型のS－2，S―3，S―4各型のCMS系統を用いて，ミトコンドリア遺伝子

の構造およびその発現に関する遺伝子解析を行った。

  （1）9種の遺伝子プ口―ブによるmtDNAのRFLP分析

  正 常型系統お よび各型のCMS系統のmtDNAを制限酵素BamHI，EcoRIある いはHind

mにより完全分解し，9種のミトコンドリア遺伝子(coxI，coxH，coxIH，cob，atpA，atpE

atp9，rrn 26，rrn 18)をプローブに用いてサザンブロッ卜分析を行った。その結果，coxl

とrrn 18を除く7種のミトコンドリア遺伝子にっいて各系統問にそれぞれ多型が見出された。

  (2)雄性不稔性に関わるミトコンドリア遺伝子の検出

  多型の検出された7種のミ卜コンドリア遺伝子のうち，rrn 26に関しては，ノーザンブロット

分析で正常（N）型および各型のCMS系統が同一の転写パ夕―ンを示し，雄性不稔性との関連

は少ないと推定された。また，atp9，cox HI，cobの3遺伝子にっいては，S型CMS系統の

みを特徴づけるRFLP像が検出されたが，N型系統とS型CMS系統よりの多型断片をク口ー

ン化して，制限酵素切断地図を作成したところ，いずれの遺伝子においてもタンパク質のコード

域からかなり離れた部位に構造変異の起きていることがわかった。したがって，雄性不稔性への

影響は少ないと推察される。これに対して，coxロ，atpAおよびatp6の3遺伝子にっいては，

各 型 の CMS系 統に おい てコ ード 領 域に 近接 した 部位 に構 造変 異が 見出 され た。

  (3) coxH遺伝子の解析
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  正常型系統のmtDNAにおけるcox II  (Ncoxロ）は単一コピーから成り，1463bpのイント

ロンによって，5’工キソン（382 bp)と3’工キソン(398 bp)に分断される。これに対して

S型 CMS系 統のmtDNAから は，cOxロクローンが2種類(Scoxロ―1とScoxH－2)得られ

た。塩基配列の解析結果から，これらのScoxロ・1およびScoxH -2はNcoxロとでは，開始コ

ドンの5’上流50 bpからの塩基配列の相同性が全く失われていた。この領域はおそらく転写調

節のために重要である。Ncox IIの転写物が1．3kbであったのに対して，S型mtDNAからは

1．6 kbの主な転写物と2種の副次的な産物が得られた。一方，Scoxロ・2においては，3’工

キソン内において組換えが起こったためにORFが3’側に101コドン分伸長していた。

  また，Scoxロの5’上流の相同領域はS・2型CMS系統にも存在し，52 bpの相同配列を有

していた。したがって，Scoxロ―1はS―2型の祖先型において，coxロ遺伝子とScox II－1の

5’上流相同域の間で52 bpの相同配列を介して組換えの起った可能性が考えられる。また

ScoxH-2はSocx II，1に生じた再編成による産物と推定される。

  （4) atpA遺伝子の解析

  正常型系統のatpA遺伝子(NatpA）は1518 bpから成り，コード域内に3箇所のC→U工ディ

ティングを含んでいた。それらのいずれもがプ口リンから口イシンヘのアミノ酸変換をもたらす

修飾であった。次に，S型およびS・2型CR4S系統よりatpA遺伝子をクローン化して構造解

析を行った。いずれのatpAもコード域の塩基配列はNatpAと同一であったが，NatpAとS

型atpA(SatpA）間では開始コドンから数えて，わずか47 bp上流より構造変異を生じていた。

他方，S－2型atpA (S－2atpA）にっいては，5’上流域の構造は，NatpAと変わらなかっ

たが，3’隣接域（終止コドンの下流393 bp)に組換えを生じていた。ノーザンブ口ット分析に

よればS―2 atpAにおける3’隣接域の構造変異は転写パターンに影響を及ばしていないが，

SatpAではNatpAとは異ナょる転写物が得られ，さらにRNaseプ口テクション分析とプライ

マー伸長法によってmRNAの5’隣接域の構造変異が転写に影響していることがわかった。

  また，S・2atpAを特徴づける3’隣接域は正常型系統およびS型CMS系統のmtDNA中

にも存在し，その上，S―2型CMS系統のmtDNA中では反復がみられた。なお，これらの配

列はNatpAと406 bpの配列を共有していた。したがって，正常型系統の祖先型において，この

406 bp配 列 を 介 し て 相 同 組 換 え に よ り ， S- 2atpAを 生 じ た と 考 え ら れ る 。

  （5）  atp6遺伝子の解析

  正常型系統のmtDNAよルク口一ン化したatp6遺伝子(Natp6）は750 bpから成り，O．95

kbのmRNAが転写されていた。これに対して，S型およびS→2型CMS系統では，それぞれ
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2．3 kbならびに2．2kbのatp6転写物が検出された。これは，S型のatp6(Satp6）とS―2

型のatp6(S-2 atp6）においてそれぞれ開始コドンの上流41 bpから構造変異を生じ，Satp

6の上流に525 bpのSorfJが，またS―2atp6の上流に702 bpのorf 234が配置され，これら

のORFが下流のatp6と共転写されているためと考えられた。SorfJとor′閲4の塩基配列の

相同性は86％程度であったが，アミノ酸配列から推定して，共にミトコンドリアの内膜を貫通で

きるタンパク質と考えられる。

  （6）Be缸属におけるmtDNAの多型

  Beぬ属に属する栽培品種および野生種にづいて，゛4種のミトコンドルア遺伝子coxI，cox

ロ，aゆA，0ゆ6をプ口ーブに用いてPFLP分析を行った。多型のみられた断片をクローン化

し，それらの構造を解析したところ，フダンソウ（B．Uuをarfsssp．cぬぬ）に属する8系統は，

S’3型およびS－4型CMS系統と同一の構造を有していた。また野生種では，c0エj，coxロ，

0ゆA，0ゆ6の各遺伝子の隣接域に多様な構造変異が見出された。その中で，凡とe2ぬres節の

系統はcoxJ，c0エロ，0ゆA，nゆ6各遺伝子のいずれにおいても他節の系統と構造的差異があ

り，テンサイから最も遠縁であることが示唆された。

  以上の各知見は細胞質雄性不稔性の育種的利用や野生種からの有用遺伝子の導入のための基礎

として重要と考えられる。

学位論文審査の要旨

主査  教授  木下俊郎
副査  教授  島本義也
副査  教授  三上哲夫

  テンサイの細胞質雄性不稔性(CMS)は，F,雑種の実用採種に不可欠な遺伝形質であり，い

わゆるS型細胞質を有するCMS系統が一代雑種品種の採種に広く用いられている。CMSの発

現にはミトコンドリアDNA（mtDNA)が関係し，細胞質ゲノムにはS型のほかに異型のS・

2，S－3，S・4の各型が見出されている。本研究ではこれら各型のCMS系統中におけるミト

コ ン ド リ ア 遺 伝 子 の 構 造 お よ び 発 現 に 関 す る 遺 伝 子 解 析 を 行 っ た 。

  本論文は7章より成り，138頁で，表13と図44を含む。主な内容は下記の如く要約される。
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  （1）ミトコンドリア遺伝子の多型分析

  正常（N）型お よび4型のCMS系統のmtDNAを制限酵素で完全分解し，9種のミトコン

ドリア遺伝子をプ口ーブに用いてサザンブ口ット分析を行った。その結果，7種のミ卜コンドリ

ア遺伝子にっいては多型が検出され，その7種のうちのrrn 26に関しては，/－ザンブ口ット

分析ですべての系統が同一の転写パターンを示したので雄性不稔性との関連は少ないと推定され

た。また，atp9，cox IH，cobの3遺伝子にっいては，いずれの遺伝子においてもタンパク質

のコード域からかなり離れた部位にそれぞれ構造変異が起きているために雄性不稔性との関連は

少ないと考えられた。これに対してcox II，atpAおよびatp6の3遺伝子にっいては，N型と

各型のCMS系統においてタンパク質のコード領域に近接したところに構造変異が検出された。

  (2) coxH遺伝子の解析

  N型系統のmtDNAにおけるcoxロ(Ncox IDは単一コピーから成り，1463 bpのイント口

ンによって，5’工キソン（382 bp)と3’工キソン(398 bp)に分断される。これに対してS

型CMS系統のmtDNAからは，coxロク口一ンが2種類(Scox灯一1とScoxロ―2）得られ，

塩基配列を調べたところ，Ncox IIの開始コドンの5’上流50 bpからの転写調節に係わる領域

において塩基配列に相違を生じていた。因みにNcoxHの転写物が1．3kbであったのに対して，

S型mtDNAからは1．6kbの主な転写物と2種の副次的な産物が得られた。Scoxロ―2におい

ては，さらに3’エキソン内において組換えが起こったためORFが3エ’側に101コドン分伸長

していた。

  (3) atpA遺伝子の解析

  N型系統のatpA遺伝子(NatpA）は1518 bpから成り，コード域内に3箇所のC-*U editing

を含んでいた。それらのいずれもがプロリンから口イシンヘのアミノ酸変換をもたらす修飾で

あった。S型およ びS・2型CMS系統のatpAはコード域の塩基配列がNatpAと同一であつ

たが，NatpAとS型atpA (SatpA）間では開始コドンから数えて，47 bp上流より構造変異を

生じていた。他方，S－2型atpA (S，2atpA）にっいては，3’隣接域（終止コドンの下流

393 bp)に組換えを生じていた。ノーザンブ口｀ット分析によればS―2atpAにおける3’隣接

域の構造変異は転写パターンに影響を及ばしていないが，SatpAではNatpAとは異ナょる転写

物が得られ，さらにRNaseプ口テクション分析とプライマー伸長法によって転写開始点に相違

のあることがわかった。

  (4)  atp6遺伝子の解析

  N型系統のmtDNAよルク口一ン化したatp6遺伝子(Natp6）は750 bpから成り，O．95
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kbのmRNAが 転写 され てい た。 これ に対 して，S型atp6(Satp6）とS― 2型atp6(S -

2 atpのではそれぞれ開始コドンの上流41 bpから構造変異を生じ，Satp6の上流には525 bp

のSorf́ が，またS－2atp6の上流に702 bpのorf 234がそれぞれ配置されていて，これら

のORFは下流のatp6と共転写されていた。

  (5) Beta属におけるmtDNAの多型

  Beta属の栽培品種および野生種にっいて，4種のミトコンドリア遺伝子をプ口ーブに用いて

RFLP分析を行い，それらの構造を分析した。フダンソウ(B. vulgaris ssp．cicla）の8系統

は，S・3型およびS・4型CMS系統と同一の構造を有していた。また野生種では，coxJ，

cox II，atp A,  atp6の各遺伝子の隣接域に多様な構造変異がみられ，Patellares節の系統はす

べて他節の系統と構造的差異があり，テンサイから最も遠縁であることに符号した。

  以上の各知見は細胞質雄性不稔性の育種的利用や野生種からの有用遺伝子の導入のための基礎

として重要と考えられる。

  よって審査員一同は，最終試験の結果と合せて，本論文の提出者千田峰生は博士（農学）の学

位を受けるのに十分な資格があるものと認定した。
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