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学位論文内容の要旨

  雌性両 生花異株 (gynodioecy)は、雌花個体と両生花個体が集団の中に混在するものを

指す。 雌性両生 異株は 被子植物 の140種以上に 見られる といい、雌性花株において雄機

能が失 われてい るメカ ニズムが 注目さ れてきた 。細胞質 雄性不稔性(CMS)は、雌性両生

花異株 を引き起 こすメ ジャーな メカニズムのーつであり、遺伝学的にはミトコンドリア

ゲ ノム 上 の 雄性 不 稔 誘発 遺 伝子Sと、 核の稔性 回復遺伝 子りの 相互作用 により 説明さ

れ る。 す な わち Sの 存在 下 で は雄 性 不 稔と な る が、 こ れ は Rfが あ ると 発 現 しな い 。

  CMSは、 一 代 雑種 種 子 生産 に用い られる 農業上重 要な形 質であり 、これ までにさ ま

ざまな 植物種で CMSの 発現メカ ニズム の解析が なされて きた。 Sは植 物種毎 に異なり 、

由来不 明な配列 で形成 されるが 、機能 が明らか になった 例は少 ない。Rfも また多 くの

植物で クローン 化され ている。 大部分は、馴囲訳産物の蓄積を阻害することが示されて

いる。

  テ ン サ イ Owen型 CMSで は 、 CMS原 因 遺 伝 子 Sと 稔 性 回 復 遺 伝 子 Rflが ク ロ ー ン 化

さ れ特 徴 付 けが な さ れて き た。CMS原因 遺伝子Sとして 、atp6の5’末端 伸長領 域であ

るpre跏ア6がクロ ーン化さ れた。p胞駈 06翻訳産物 はミト コンドリア内膜でホモオリゴ

マーを 形成する 。さら に、葯で 強く発 現する足 灯の作用 により 、preSATP6ホモ オリゴ

マー｜ま、より分子量の小さなタンパク質複合体に組み替えられることが観察された。こ

の 組 み 替 え は 、 preSATP6が RFlタ ン パ ク 質 と 結 合 す る 結 果 で あ る 。

  以 上 の よう に 、 テン サ イ CMS原因 遺伝子 翻訳産物 はホモ オリゴマ ー形成 という点 で

他植物 種のCMSと類似 するが、 ´ザと の関係が ユニーク である 。すなわ ち、CMS原因遺

伝子産 物の高次 構造と 雄性不稔 性発現の関係が強く示唆されるシステムである。そのた

め 、CMS原因 遺 伝 子産 物 の ホモオ リゴマ ー形成の 意義を 調査する ことが可 能であ ると

考 えた 。 第 2章 で は 、p朋 駈 06が CMSに 関 わる 新 た な 証拠 を 得 るべ く 、 未解 析 で あっ

た Nミ ト コ ンド リ ア 固有 転 写 産物 を 生 ずる ゅ ぬ 遺伝 子 座の 発現解析 を行っ た。第3章

で は、 単 離 ミト コ ン ドリ ア を用い た生化 学的解析 を行い 、CMSミ トコンド リアの 特徴

付けを 試みた。 第4章では、 j靜と p朋 ぬヶ6との相互 作用を 意義づけ るべく 、稔性回 復

と呼吸の関連を調査した。
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  ミトコンドリア固有転写産物を生ずるrpB3遺伝子座の発現解析

  本 研 究 で は 、 CMSミト コ ン ドリ ア で 失わ れ て いる rps3の 3’ UTRに つい て 調 査を 行

っ た 。 研 究 の 過 程 で 発 見 した 偽 atp9が RNA編 集に 与 え る影 響 に つ いて も 調 査し た 。

rps3なら びにatp9の 編集部 位ならび に頻度と もに影 響を受けていないことが示された。

RPS3翻訳産物の蓄積量も変わらない。

  テン サ イ CMSミ トコ ン ド リ アゲ ノ ム には 、 正 常と 異 な る転 写 パ ター ン を 示す6つの

領域 が見っ かって｀ ゝた。そ れぞれ 、cox2. coxl、atpl、 aゆ 鼠orf324-rpsj3丶および

印s3で ある。 今回の結 果によ り、これ ら全ての 遺伝子 座の解析が終了した。総合的に、

pre馳ゆぢがCMS原因遺伝子であるという結論に変更はない。

  肥 大 根 に お け る Owen型 細 胞 質 雄 性 不 稔 性 ミ ト コ ン ド リ ア の 機 能 解 析

  CMSテ ンサ イ と 正常 テ ン サ イの ミ ト コン ド リ ア機能 を比較 した。肥 大根から の単離

ミ ト コ ン ド リ ア を も ち い たミ ト コ ンド リ ア 機能 解 析 を行 っ た 。BN・ PAGEと ingelア

ッセ イを組 み合わせ た活性染 色では 、各ミト コンド リア呼吸鎖複合体に違いは認められ

な か った が 、 酸素 電 極 によ る 解 析 によ れ ば TK81．MSミ トコ ン ド リア で は 、ADP′O比

に TK81｜ Oと 違 い が ない ま ま State3で の 呼吸 速 度 が亢 進 し て いる こ と が示 さ れ た。

State3にお け る 呼吸 速 度の上昇 が核遺伝 子型背 景ではな く、細 胞質の効 果であ ること

は 、 Owen型細 胞 質 をも つ 別 な テン サ イ のデ ー タ から 明 ら かで あ っ た。 ま たぃ ずれの

CMSミ ト コ ン ド リ ア も RCRの 数 値 が 上 昇 し て い た 。 加 え て CMS株 で ミ ト コ ン ド リ ア

膜電 位が低 下してい ることも 示され た。これ らの結 果は、ミトコンドリアの酸化的リン

酸化経路が活性化していることを示唆する。

  ミトコンドリア呼吸に対する稔性回復遺伝子丑ぬの効果

  R丘 を 強 く発 現 す る細 胞は、葯 に限られ ており 、R丑 の効果 を葯を用 いて調べ ること

は難しい。そこで、馳を発現する形質転換培養細胞を作出し、機能解析を行った。Dr‘窃3

を 発 現す る 培 養細 胞 の 呼吸 活 性 は 非形 質 転 換CMS培 養細胞、 もしく はコント ロール と

比 較 して 低 下 する 傾 向 にあ っ た 。 葯に お い ては 、CMSテンサ イの呼 吸速度は 正常テ ン

サイ よりも 明らかに 高kユ ことが 分かった 。これ は、単離 ミトコン ドリア のState3にお

い て 観察 し た CMSテ ンサ イ と 正 常テ ン サ イの 違 いに 極めてよ く似て いる。さ らに稔 性

回復 した葯 では呼吸 は低下す る。一 方で芽生 えにお いてはそのような差異は観察されな

か っ た。 こ れ らの 結 果 から 、 呼 吸 速度 の 亢 進は preSATP6ホ モ オリ ゴ マ ーに より 引き

起こされていることが示唆された。
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テンサイOwen型細胞質雄性不稔ミトコンドリア機能の解明

  本論文は83頁からなる和文論文であり，図21と表6を含む，別に，参考論文5編が

添えられている．

  細胞質雄性不稔(CMS)は，一代雑種種子生産に用いられる重要な農業形質である．テ

ンサイにおいてはCMS原因遺伝子が単離され，翻訳産物の生化学的な特徴付けがなされ

て い た が ， CMSを 弓 Iき 起 こ す 機 構 に つ い て は 不 明 で あ っ た ．

  本研究では，テンサイCMSミトコンドリア機能の解明を試み，テンサイCMSの発現

機 構 に つ いて 検 討 し た ． 得 られ た 結 果 は 以 下 の よう に 要 約 さ れる ，

1， ミ ト コ ン ド リ ア 固 有 転 写 産 物 を生 ず る rps3遺 伝 子座 の 発 現 解 析

  CMSミトコンドリアゲノムには，正常と異なる転写パターンを示す6つの領域が見つ

かっていた．それぞれ，cox2, coxl，atpl, atp6, or:f324-rps13,およびtps3である，

CMSミトコンドリアで失われているrps3の3’U′rRについて調査を行った．研究の過程

で発見した偽atp9がRNA編集に与える影響についても調査した，rps3ならびにatp9の

編集部位ならびに頻度ともに影響を受けていないことが示された．RPS3翻訳産物の蓄積

量も変わらないことが示された．今回，CMS遺伝子の候補として残っていた.zpsワ遺伝子

座の解析を終了し，最終的に麟ゆガがCMS原因遺伝子であると結諭付けた，



2，肥大根 におけるOwen型細胞 質雄性不稔性 ミトコンドリ アの機能解析

  CMSテンサイと正常テンサイのミ卜コンドリア機能を比較した．肥大根からの単離ミ

卜コンドリアをもちいたミトコンドリア機能解析を行った，BN-PAGEとin gelアッセイ

を組み合わせた活性染色では，各ミトコンドリア呼吸鎖複合体に違いは認められなかった

が，酸素電極による解析によればTK81-MSミトコンドリアでは，ADP/O比にTK81-0

と違いがないままState3での呼吸速度が亢進していることが示された．State3における

呼吸速度の上昇が核遺伝子型背景ではなく，細胞質の効果であることは，Owen型細胞質

をもつ別なテンサイのデータから明らかであった．またいずれのCMSミトコンドリアも

RCRの数値が上昇していた．加えてCMS株でミトコンドリア膜電位が低下していること

も示された．これらの結果は，ミトコンドリアの酸化的リン酸化経路が活性化しているこ

とを示唆する，この成果は，これまでに考えられていたCMSの発現メカニズムに一石を

投ずるものである．

3，ミトコンドリア呼吸に対する稔性回復遺伝子々flの効果

  元臼を強く発現する細胞は，葯に限られているが丑ロの効果を葯を用いて調べることは

難しい．そこで，Rflを発現する形質転換培養細胞を作出し，機能解析を行った．orむ碧

を発現する培養細胞の呼吸活性は非形質転換CMS培養細胞，もしくはコント口ールと比

較して低下する傾向にあった．葯においては，CMSテンサイの呼吸速度は正常テンサイ

よりも明らかに高いことが分かった．これは，単離ミトコンドリアのState3において観

察したCMSテンサイと正常テンサイの違いに極めてよく似ている，さらに稔性回復した

葯では呼吸は低下する．一方で芽生えにおしゝてはそのような差異は観察されなかった，こ

れらの結果から，呼吸速度の亢進はpre脚｀P6ホモオリゴマーにより引き起こされている

ことが示唆された，この成果は，機能不明であったpre＆虹P6ホモオリゴマーの機能に新

たな知見を与えるものである．

  本研究の成果は，テンサイOwen型CMSミトコンドリアの機能解明と植物CMS研究

に寄与するところが大きく，学術面で高く評価できる．

  よって審査員一同は松永宗幸が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するも

のと認めた．
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