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学位論文内容の要旨

核 遺 伝 子 は 、   さ ま ざ ま な レ ペ ル で ミ ト コ ン ド リ ア 遺 伝 子 の 発 現 を 調 節 し て い る 。 植

物 で は ミ ト コ ン ド リ ア と 核 の 不 和 合 が 原 因 で あ る 母 性 遺 伝 形 質 が い く っ か あ り 、 中 で

も 細 胞 質 雄 性 不 稔 （ CMS)は 多 く の 植 物 で み ら れ る 現 象 で あ る 。 CMS植 物 で は 母 性 生 殖

器 官 を 含 め て 他 の 組 織 は 正 常 で あ る に も か か わ ら ず 、 機 能 的 な 花 粉 を 生 産 で き な い 。

いくっかのCMS型ミトコンドリアゲノムには、正常なミトコンドリアには存在しない

タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る CMS遺 伝 子 の 候 補 も み っ か っ て お り 、 機 能 が 推 測 さ れ て い る

例もある。一方、特定のCMSに対して稔性を回復する遺伝子（Rf)が核に存在する。

RfによりCMS遺伝子産物は転写産物のレペルやタンパク質レペルで変化するという

報告がなされているが、Rfの機能はこれまでの研究では明らかにされていない。  また多

くのCMSは遠縁の植物間の核と細胞質を組み合わせた場合に出現するが、  ミトコンド

リアゲノム構造や転写様式の複雑さから、  CMSの原因を特定することは困難である。

本研究は、細胞融合により得たCMS細胞質雑種（サイプリッド）のミトコンドリアゲ

ノムを解析することにより、イネのCMS遺伝子を同定するとともに、転写産物の解析

を通じてRf遺伝子によるCMSの発現と稔性回復の分子機構についてモデルを提唱し

たものである。

1． 雄 性 不 稔 細 胞 質 ［ cms－ bo］ に 特 異 的 に 存 在 す る 遺 伝 子

CMS細 胞 質 ［ cms― bo」 を も つ Chinsurah boro  II  (CBII)と 正 常 細 胞 質 を も つ 日 本

晴 と の 非 対 称 細 胞 融 合 に よ り 得 た CMSサ イ プ リ ッ ド を 材 料 に し て 、 ［ cmsー bo］ の 原 因

遺 伝 子 を 調 査 し た 。   ミ ト コ ン ド リ ア 遺 伝 子 13個 を 含 む 10個 の DNA断 片 を プ 口 ー ブ



に用いて、  ミトコンドリアゲノムのサザン解析を行った。atp6をプロープにしたとき

のみCBIIとCIdSサイプリッドのハイプリダイゼーションパターンは同じであり、

［cm二彑皇］型ミトコンドリアに特異的に存在するB-atp6がCMS遺伝子の候補として

有カとなった。

  正常型のN-atp6とB-atp6の塩基配列を比較したところ、5’上流域およびコ―

ド領域は全く同じであったが、ストップコドン以下49番目の塩基から下流は全く異

なっていた。B-atp6の3’配列中には、  イネのミトコンドリアcoxII，tRNA′M。‘下流

域、およびcoxI等と相同性のある配列が存在していることから、B－atp6はミトコン

ドリアゲノム組換によって生じたと考えられた。また、coxIIおよびtRNA‘M。，との

相同塩基配列が重なる領域には、  2つの逆向き反復配列が並んでいることがわかった。

2．  Rf－1遺伝子の機能

    N-atp6とB-atp6のコード領域は全く同じであったが、B-atp6は3’領域の違い

により転写産物．のレペルで発現調節される可能性が考えられた。ノザン解析を行った

ところ、N -atp6は核のRf二ユの有無にかかわらず約1．5kbのRNAを生産するが、

B-atp6はRf-lが存在するとき、N-atp6と同じサイズの1．5kbと、0．45  kbの2

つのRNAを生産する。一方、Rf-lが存在しないと2．0kb RltAが検出・された。そこで

次に正確な転写領域の解析を行った。5’末端の同定をプライマ一伸長法により行った

ところ、Bーatp6由来の1．5kbおよび2．0kb RNA．の5’末端は1．5kb N-at―p6

RNAと同じであることがわかった。RNAの3’末端は、各RNAの3’末端を含む

cDNAをpolymerase chain reaction（PCR）法により増幅した後クローニングし、得

られたクローンの塩基配列を調べることにより決定した。その結果、2．0 kbおよび

0． 45  kb RN.Aの3’末端は同じであったが、1．5kb B-atp6  RNAの3’末端はB―

atp6特異的3’領域にマッピングされた。またノザン解析では検出されなかったが、

PCR法によりRf-lをもつイネにもプ口セシングされる前の2．0kb RNAが検出され

た。以上の実験により、  2．O kb B-atp6 RNAはRf-lの働きによりB-atp6特異的

3’配列中の逆向き反復配列でプロセシングされ、その結果1．5  kbと0．45  kb RNA

が生ずると結論した。
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3．  Rf -lによる転写後の制御とCMS発現機構

  以上の結果から、RNAプロセシングによるRNAの構造変化は、転写後のRNAエデ

イティングに影響を与える可能性があると推測された。  そこでatp6 cDNAを合威し、

コード領域中に存在する9箇所のエディティング部位について調査した。プロセシン

グされたB―atp6 RNAはNーatp6 RNAと同様にエディティングされていたが、プロセ

シングされていないRNAの中には全くエディティングされていないものや不完全に

エディティングされたものが見っかった。この現象は、Rf―1の有無に関係なく観察さ

れた。以上の結果は、Rf―1が直接RNAエディティングに関与するのではなく、プ口

セシングを通して間接的にエディティングの効率を上げていることを示している。  ま

た、プロセシングされたRNAもされないRNAも5’末端は同じなので、いずれも翻

訳されると考えられる。

  正常なエディティングの場合は、9箇所のエディティング部位のうち6箇所でアミ

ノ酸の置換が起こるが、置換後のアミノ酸配列は生物種間で非常によく保存されてい

た。また6箇所のうち，3箇所では親水性のセリンから疎水性のロイシンへの置換が

みられる。そのためCMSミトコンドリアでは、構造や機能が異常なATP6が、正常ナょ

ATP6と生産過程で競合するか、もしくはATPaseのアセンプリ一形成を阻害するため

に、ATPase活性の低下をもたらし、正常な花粉形成が行われないと考えられる。

ミトコンドリア遺伝子は、転写レペルおよび転写後のレペルで核遺伝子により発現

が調節されている。本研究の結果から、イネのCMSにおいてはプ口セシング酵素をコ

ードすると考えられる核のRfー1遺伝子が、CMSミトコンドリア特異的なatp6 RNA

のエディティングを間接的に正常化していることが明らかとなった。  このようなミト

コンドリア遺伝子の発現調節機構はおそらく他の遺伝子にも存在し、CMSの中には、

イネの例の他にも、核とミ卜コンドリアの不和合によるエディティングの異常が原因

とな っている ものがあ ると考えられる。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

                  1VIOLEC ULAR

CYTOPLASMIC MALE

STUDIES ON
STERILITY OF RICE

（イネの細胞質雄性不稔の分子機構に関する研究）

  花粉が不稔どなる雄性不稔に、ミトコンドリアDNAの組み換えが関連するという研

究報告が以前から卜ウモ口コシ、ペチュニア、テンサイ等でなされていた。更に、細

胞質雄性不稔を回復させる核遺伝子も知られていたが、その作用機構の詳細は不明で

あった。申請者は、イネの細胞質雄性不稔を研究し、その分子機構の解明に大きく

貢献する優れた成果を挙げた。

  植物のミトコンドリアのゲノムはサイズが大きく’て変異度も高く、雄性不稔とゲノ

ムの編成替えとの関連性を見るには不適当である。そこで申請者は、稔性植物体のミ

トコンドリアのゲノム内に雄性不稔に関連するミトコンドリアDNA領域のみを組み込

んでいる不稔性株（雄性不稔サイブリッド株）を実験材料として用いた。稔性株、

雄性不捻株、雄性不稔サイブリッド株のそれぞれからDNAを抽出し、13種類のミトコン

ドリア遺伝子をプローブとしてSouthern法で検索した結果、ATPaseサブュニット6

の遺伝子、atp6に相補性を示すDNA断片が、稔性株と雄性不稔株の闇で異なることを

発見した。即ち、不稔性株と不稔性サイブルッド株では、稔性株に見られる1．3 kb

のHind皿断片〔N-at旦§）のほかにO．9kb Rindll断片（B－atp6）が存在し、これが雄性不

稔と関連のあることが示唆された。

  N―atp6とB-atp6のコード領域と、3’領域をプローブとしたNorthern法によって、

1．3 kbのN-a生幽からは1．5kbのRNAが転写されるが、O．9kbのBー虹p6からは2．O
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kb RNAの生ずる事がわかった。

  この雄性不稔サイブリッドの不稔性が、核遺伝子のRf-lにより回復することは既に

示されていたが、 Rf―1があると2．0kb RNAは無く、代わりに1．5kbとO．45  kbの

RNAが存在した。5’末端の解析から、それら2分子のRNAは2．0kb RNAがプロセスされ

て生じたものである事が知られた。従って、この稔性回復遺伝子は異常に長い転写物

を切断して正常の1．5 kb RNAとするプ口セッシング酵素の遺伝子であることが明確

となった。このような研究報告は世界で初めてのものである。

  植物のミトコンドリアRNAに就いてはエディティングという現象が知られている。

申請者はイネのatp6遺伝子のcDNAを調べ、この遺伝子の転写物にっいてむ相当な頻

度でエディティングが起こる事を示した。ところで稔性個体で見られる1．5 kb RNA

と、雄性不棯個体で作られる2．0 kb RNA、又、回復遺伝子でプ口セスされた1．5kb

RNAの各々に就いてエディティングの程度を比較すると、1．5kb RNAでは大部分のエディ

ティングサイ卜でC→Uの修正が起こっているが、2．Okb RNAでは、その程度に可成

の変異があヮた。上記の結果から、雄性不稔はatp6遺伝子の3’下流領域で何らかの

編成替えが起こった結果、通常よりも長いRNAが作られ、それにっいてはエディティン

グが不充分で、従って活性のあるATPaseサブュニット6が合成されず雄性不稔にな

る。又、回復遺伝子Rf一1があると、長過ぎる異常転写物がプロセスされて、正常な

mRNAとなり、それは有効にエディティングされ、正常なATPaseが産生されて花粉の

稔性が回復する、といった経過が描けるようになった。そこで少なくともイネのATPー

aseが関与する雄性不稔に就いては、その分子機構の実態が明らかになった。この研

究成果は植物分子生物学、植物遺伝学の関係者に強いインパクトを与え、国内外より

高い評価を得たものである。最終試験の結果も満足すべきものであり、7編の参考論

文の質も高く、審査員一同は申請者が博士（理学）の学位を受けるに充分な資格を有

するものと認めた。
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