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略語一覧 

AOX: Alternative oxidase 

ARF: ADP-ribosylation factor 

BAC: Bacterial artificial chromosome 

BCIP: 5-Bromo 4-Chloro 3-Indolyl phosphate p-toluidine salt 

CaMV35S: Cauliflower mosaic virus 35S 

CES: Control of epistacy 

CMS: Cytoplasmic male sterility 

DAPI: 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DBA: DCW11-binding ADP ribosylation factor 

DCW: Down-regulated in CW 

FDA: Fluorescein diacetate 

GC-FID: Gas chromatograph-flame ionization detector 

GFP: Green fluorescent protein 

GST: Gluthathione S-transferase 

IC: Intergenomic compatibility 

IE: Intergenomic epistasy 

InDel: Insertion/ Deletion 

KAS: Keto-acyl-carrier protein synthase 

Kb: Kilo base-pair 

MAPK: Mitogen-activated protein kinase 

MAS: Marker-assisted selection 

Mb: Mega base-pair 

MCAG: Mitochondrial CMS-associated gene 

mRFP: Monomeric red fluorescent protein 

MTP: Mitochondrial Targeting peptide 

NBT: Nitro Blue Terazolium 
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略語一覧 続き 

ORF: Open reading frame 

OsNek: Oryza sativa NIMA-related protein kinase 

PP2C: Protein phosphatase 2C 

PPR: Pentatricopeptide repeat 

Rf: Restorer of fertility 

RMS: Retrograde regulated male sterility 

RNAi: RNA interference 

RTG: Retrograde 

SNP: Single nucleotide polymorphism 

SSS: Substoichiometric shifting 

TPR: Tetratricopeptide repeat 

Y2H: Yeast two hybrid 
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序論 

 ミトコンドリアは真核生物の生活環にとってなくてはならない細胞内小器官であり、呼吸器官であることは良

く知られている．細胞内共生以来ミトコンドリアゲノムDNAは進化につれ縮小されていった．Homo sapiens(ヒ

ト)を例にとると、ヒトは約17kbのミトコンドリアDNAを持ち、わずか13遺伝子のみがミトコンドリアコード

として残っている(Anderson et al. 1981)．一方で、ミトコンドリアの起源であると考えられているαプロテオ細

菌に属するRickettsia prowazekii は約 1.1 Mbのゲノムを持ち、834個の遺伝子を持っている(Andersson et al. 

1998)．ミトコンドリア自身の機能はそのほとんどが略奪され独自のみで生活する能力を失っていったと考えられ

る． 

 細胞内におけるミトコンドリアの主な役割はエネルギー産生であり、エネルギー産生は電子伝達によって行わ

れる．電子伝達は活性酸素産生を伴う危険の高いATP合成系であるため、ミトコンドリアは常に危険に晒されて

いる．さらに、ミトコンドリアDNAはヒストンなどによって保護されていないと考えられているため、活性酸素

など変異源による影響を受けやすいと考えられる(Morrow and Tanguay 2008)．従って、危険なプロセスを伴うミ

トコンドリアからはDNAを移行する必要があり、僅かに緊急性の高い遺伝子のみを残すように進化してきたと考

えられている．これらの遺伝子は高等動物では非常に良く保存されているため、ミトコンドリアに残存する意義

があると考えられているが真相は定かではない．  

 以上の様に、ミトコンドリアは独自では既に生存不可であるため、核ゲノムはミトコンドリアを利用するため

に多数のタンパク質を送り込み、その機能を補っている．植物でミトコンドリアに局在すると予測されている

2,000-3,000のタンパク質のうち、およそ30-40のみがミトコンドリアコードである(Millar et al. 2006)．核コード

のもののうちの多くはミトコンドリアコード遺伝子の転写・転写後制御・翻訳制御に関わっている．例えば、植

物のミトコンドリアにコードされている遺伝子に RNA ポリメラーゼ様のものは見つかっていない．Arabidopsis

では、ほ乳類などでオルガネラ遺伝子の転写に関わっていると考えられるPhage-type RNA polymeraseを3つ核

でコードしており、そのうちのひとつがミトコンドリアにのみ局在すると考えられている(Hedtke et al. 1997)．ま

た、ミトコンドリア遺伝子は原核生物型と真核生物型の中間のシステムによる転写調節がなされていると考えら

れている(Anderson et al. 1981)．例えば、多くの遺伝子はポリシストロニック転写産物を形成しており、一つの

mRNAから異なる種類の翻訳産物が生み出される．遺伝子の中では、ポリシストロニックmRNAが成熟mRNA

に至るまでには、スプライシング、プロセッシングあるいはRNAエディティングなどを経なければいけないもの
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が多い．従って、ミトコンドリアの転写・翻訳系は核コードのタンパク質に依存的である． 

 上記の理由から、電子伝達系などの主要な機能を担うタンパク質複合体はミトコンドリアコードのものと核ゲ

ノムコードのものの混成で成り立っていることが知られている．従って、仮にある環境変化に置かれたとき、細

胞はミトコンドリアの機能を核ゲノムによる仲介によって制御する必要がある．これに対する最も簡単な方法と

して、余剰のmRNAプールを作成してストックしておくといった措置が考えられるが、これは非効率なシステム

であり、採用されているとは考えづらい(Pogson et al. 2008)．そこで、核ゲノムには、ミトコンドリアがどのタ

ンパク質を、どれだけ必要なのかを感知するシステムが存在すると考えられる． 

 核はオルガネラの状態を感知、そしてコントロールするために、主に2つの手段を用いていることが知られて

いる．一つはControl by Epistasy of Synthesis (CES)と呼ばれる制御であり、オルガネラ内の様々なサブユニット

の相互調節機構の存在が示唆されている．もう一つはRetrograde (RTG) regulationである．核ゲノムがミトコン

ドリアにタンパク質を送り込み、転写・翻訳などの機能を調節することは一般にAnterograde regulationと呼ばれ

ており、RTG regulationはその逆であると考えられている．まずCESであるが、例えばあるタンパク質複合体に

ついて、取り込まれないサブユニットが余剰にある場合、その他のサブユニットの転写・翻訳も抑制される機構

である．例えば yeastのミトコンドリアでは、Mss51と呼ばれる翻訳因子がCytochrome c oxidase 1 (COX1) 

mRNA に働きかけ、他のサブユニットが存在しない条件下でその発現を抑制するという CES が知られている

(Zambrano et al. 2007)．ただしCESが核コードのサブユニットに適応された例は知られていない．これはオルガ

ネラが遺伝子を保持し続けている理由の一つであり、核に移行されてしまった場合、CESが行われなくなるとい

う可能性が示唆されている(Zerges et al. 2002、Pogson et al. 2008)．その一方、RTG regulationは、ミトコンド

リアから放出される分子シグナルを核コードの受容タンパク質などを用いて感知し、その後タンパク質ネットワ

ークを介して核遺伝子発現制御が行われる一連のシグナル伝達を指す．酵母をモデルとしての研究が有名である

が、例えば EtBrなどを処理してミトコンドリアゲノムを欠損させると、CIT2遺伝子の発現が顕著に増加すると

いった現象が知られている(Parikh et al., 1987; Epstein et al., 2001; Traven et al., 2001)．この経路には、Rtg1、Rtg3 

(bHLH transcription factor, Liao and Butow 1993, Jia et al. 1997, Sekito et al. 2000), Rtg2 (HSP70/sugar 

kinase/actin ATP binding domain, Liao and Butow 1993, Sekito et al. 2002, Liu et al. 2003)などのポジティブレギュ

レーターや、Mks1p (unknown, Liu et al. 2003)やBmh1, Bmh2(14-3-3 protein, Liu et al. 2003)などのネガティブレ

ギュレーターの存在が知られている(RTG pathway, Butow and Avadhani, 2004)．転写因子であるRtg1とRtg3は
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通常時では細胞質に局在するが、ミトコンドリアストレス時には核に局在し、CIT2の発現を促すと考えられてい

る(Butow and Avadhani, 2004)．ミトコンドリアがカルシウムイオンの放出を行い、CDPKなどがそのカルシウム

濃度の上昇を感知、そして下流に核遺伝子発現の情報を伝える経路なども良く知られている(Rizzuto et al. 1993, 

Biswas et al. 2003, Butow and Avadhani 2004)．これらのRTGシグナリングのモデルにおいて、タンパク質を仲

介したネットワークの存在が強く示唆されている．またDrosophila melanogasterではミトコンドリアの呼吸鎖複

合体サブユニットの変異体は複眼形成に異常が見られるが、p53 pathway の異常制御を引き起こす Retrograde 

signalingによって細胞分裂が抑制されていると考えられている(Mandal et al. 2005, Owusu-Ansah et al. 2008)． 

 CESやRTGシグナリングは植物の色素体においても同様の現象の存在が知られている．Chlamydomonasに

おけるPSIIタンパク質(Wostrikoff et al. 2004, Minai et al. 2006) や、タバコにおけるRubiscoの調節(Wostrikoff and 

Stern 2007)においてCES制御の存在が確認されている．また、除草剤であり、カロテノイド生合成を抑制する

norflurazonを処理すると、色素体の機能欠損に伴うかのように核コードのLight harvesting complex (a/b) binding 

(Lhcb) proteinの遺伝子発現が抑制されることが知られている (Oelmuller and Mohr 1986)．これは色素体欠損によ

る余剰なタンパク質を生み出さないためのメカニズムであり、色素体の状態に合わせるRTGシグナリングを介し

て行われていると考えられている． 1993年にSusek et al.によってLhcb プロモーターにuidA遺伝子を連結し

たコンストラクトを導入した植物に変異源処理を行い、norflurazon添加時に Lhcb抑制が起きない変異体の単離

が行われた(Susek et al. 1993)．これらの変異体はgenomes uncoupled (gun)と命名され、植物RTGシグナリン

グ研究のさきがけとなった．現在、gun変異体は 5つが見出されており、gun2、gun3、gun4、gun5変異体は、

いずれもカロテノイド生合成系に関わる酵素のサブユニットをコードする遺伝子に変異が挿入されていたことが

明らかにされた(Mochizuki et al. 2001, Larkin et al. 2003)．gun1 はその他の gun 変異体とは異なり、

Pentatricopeptide repeat(PPR)モチーフを持つタンパク質が原因であることが分かった(Koussevitzky et al. 2007, 

Woodson and Chory 2008)．しかし、植物ミトコンドリアにおけるCESの存在は現在までに示唆されておらず、

RTGシグナリングについても分子機構は不明である． 

 植物の細胞質雄性不稔性(Cytoplasmic Male Sterility: CMS)はミトコンドリアが原因とされる現象である．1931

年、Rhoadesによってトウモロコシで報告されて以来、150種以上の植物種で存在が知られている．母性遺伝性

の現象であり、葯や花粉等、雄性生殖器官に特異的な機能障害、形成障害などが見られる．その雄性不稔形質よ

り、F1ハイブリッド品種育成に広く用いられている．興味深い事に、その表現型は種内でも多様である．例えば、
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トウモロコシT型CMSの場合、明らかな葯の形成異常が見られるのに対し、S型CMSでは胞子体形成には異常

は見られず、花粉形成にのみ異常が見られる．イネでは、さらに様々な表現型を示す CMS 系統の存在が知られ

ている(Fujii et al. 2008)．また、種間あるいは属間交雑によって作成したCMS系統(Alloplasmic CMS)はしばしば

葯組織そのものの形態異常が見られ、例えばコムギなどの異質細胞質置換系統ではhomeotic changeにより葯が

雌蕊に変換してしまうといった現象が知られている(Murai et al. 2002)． 

 CMSの原因については長らく不明であったが、1970年、T型CMSを持つ系統にのみ感染するSouthern Corn 

Leaf Blightによってハイブリッド品種が大打撃を受けたことから原因に対するヒントが生まれた．感染源である

Helimonthosporium maydis race Tの毒素はT型CMSのミトコンドリアにのみ効果をもたらすことが分かった

(Millar and Koeppe 1971)．(i)CMSは細胞質遺伝する、(ii)H. maydisはT型CMSミトコンドリアにのみ病原性を

示す、この2つの鍵から、CMSはミトコンドリアが原因であるという可能性が示唆されだした．その後、花粉発

達時におけるミトコンドリアの形態異常が報告され(Warmke and Lee 1977)、同じくT型CMSのミトコンドリア

ゲノムの構造は通常の系統のものと異なっていることがサザンブロットによって証明された(Levings and Pring 

1976)．その後も、トウモロコシをモデルに研究が進められ、ミトコンドリアのT-urf13と呼ばれる13 kDaの機

能不明のタンパク質をコードする遺伝子がCMS系統にユニークなORFとして見出された(Dewey et al. 1987, 

Dewey et al. 1988)．通常、T-CMS系統は培養細胞から再分化することはできないが、再分化した系統はT-urf13

領域に変異を起こしており、花粉稔性が回復していた(Rottman et al. 1987)．中には5 bpの欠失によりT-urf13に

premature終止コドンが生じた系統もあり、改めてT-urf13がCMS原因遺伝子であることが確認された(Wise et al. 

1987)．T-urf13 タンパク質はミトコンドリア内膜でオリゴマーを形成し、内膜を貫通していることが示唆された

(Hack et al. 1991)．このようなゲノム構造は多種でも知られており、様々なCMS原因遺伝子(Mitochondrial CMS 

Associated Gene: MCAG)が知られている．それらについては第二章で考察する． 

 CMSを考察するにおいて欠かせないのが核コードの稔性回復遺伝子(Restorer of fertility: Rf)である．Rfが存在す

るとき、CMS系統の花粉稔性が回復される．戻し交配によって生じる CMSでは、Rf が失われることによって

CMSが引き起こされる．トウモロコシT-CMSにおいては、古典遺伝学的に2つのRfが認められており、それ

ぞれRf1、Rf2と命名されている(Schnable and Wise 1994, Wise et al. 1996)．それぞれ胞子体型に作用するRfで

あり、ヘテロ個体でも完全に花粉稔性が回復する．Rf1は T-urf13の蓄積を抑えることが分かっているのに対し、

Rf2はT-urf13の蓄積に影響を与えない(Cui et al. 1996)．Rf2はトランスポゾンタギングにより単離・同定され、
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Aldehyde dehydrogenase 2b(ALDH2b)をコードしていることが示された(Cui et al. 1996)．さらにRf2は実際に

ALDH活性を保持し、花粉稔性に必要な因子であることが証明された(Liu et al. 2001)．RF2は直接T-urf13を除去

するわけではなく、呼吸の際に蓄積するacetoaldehydeを無毒化し、T-CMSの稔性回復におけるバイパスを作る

酵素であると言える．近年、様々な種からのRfクローニングが行われているが、そのことについては第 2章で

説明する． 

 このようにT-CMSではMCAG及びRfについて分子機構の理解が進んでいるが、MCAGによってCMSが引

き起こされる経緯についての詳細は未解明である．T-urf13はミトコンドリア内膜を貫通しており、ATP産生に必

要なプロトン勾配などを崩しているという可能性も示唆されている．T-urf13を含めた様々な種のMCAG産物は

しばしば全身で発現することが知られている(Chase 2007)．ATP合成は全ての植物組織において必要であると考

えられるため、一見CMSの雄性器官特異的な欠陥という特徴と矛盾する様に思える．さらに、CMSが単純に呼

吸活性の損傷に因らない理由として、ミトコンドリア機能欠損変異体の形態変化が雄性器官のみに留まらないこ

とが挙げられる．例えば、トウモロコシのミトコンドリア Cytochrome c oxidase 2 (COX2) の欠損変異体

non-chromosomal stripe 5 (ncs5)では、葉に異常な縞模様が生じることが知られている(Newton et al. 1990)．また、

タバコのCMS-I、CMSII-変異体はプロトプラスト培養によって生じた変異によりNADH dehydrogenaseのサブ

ユニットをコードするnad7を失っており、通常の系統と比較して明瞭な生育不良を示す(Chetrit et al. 1992、Pla et 

al. 1995、Gutierres et al. 1997)．近年ではモデル植物であるシロイヌナズナのゲノム情報や変異系統が充実してお

り、スプライシング不全によりNADH dehydrogenaseの機能欠損を引き起こすcss変異体やotp43変異体が知ら

れている(Nakagawa et al. 2006、Falcon de Longevialle et al. 2007)．これらの変異体の原因遺伝子はミトコンドリ

ア nad遺伝子の正常なmRNAスプライシングなどに関与していた．その他、ミトコンドリア遺伝子の機能欠損

変異体は通常、様々な植物種で栄養器官の形態形成異常を引き起こすことが分かってきた．すなわち、ミトコン

ドリアのLoss-of-function変異体では、結果的に雄性不稔性が引き起こされることはあるが、植物体の生育そのも

のの異常による多面的な影響が否定できない．一方、CMSにおいては雄性器官特異的な形成異常が見られ、雌蕊

の能力でさえも正常であると考えられている．CMS 系統に特異的に存在する MCAG を考慮に含めると、CMS

はミトコンドリア遺伝子の機能の消失によって引き起こされていると考えるよりも、新規遺伝子の獲得すなわち

Gain-of-function によって引き起こされていると考えるべきである．本博士論文では、ミトコンドリアの

Loss-of-function変異体とCMSを区別して記述する．これらの変異体の区別についての考察は総合考察で行う事
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とする． 

 このような考え方から、CMS においては新規の核-ミトコンドリア間のシグナル伝達が存在するとの推察がな

されており、近年研究が行われている．例えば、Nicotiana tabacumとHyoscyamus nigerのサイブリッドである

異質CMS系統においては、花器官のhomeoticな形態異常が知られている(Zubko et al. 2001)．この系統ではMADS 

box遺伝子群のクラスB遺伝子の発現が減少しており、ミトコンドリアゲノム再構成の核遺伝子発現への影響が

伺える．また、Triticum aestivumの核を持ち、Aegilops crassa細胞質を持つ属間交雑CMS系統では、雄性器官

の雌蕊化(pistillody)が知られている(Murai et al. 2002)．タバコ同様MADS box遺伝子群のAPETALLA3 ホモログ

WAP3の発現低下が報告されており(Murai et al. 2002)、同じくBクラス機能を持つPISTILLATAホモログWPI1

は雌蕊化した器官では発現が見られなかった(Hama et al. 2004)．これらの異質細胞質によるCMSはその他の種

でも観察されており、CMSによって核遺伝子発現が制御される事が知られている(Linke et al. 2003, Geddy et al. 

2004, Teixeira et al. 2005)．これらの研究より、細胞質置換によって核遺伝子の発現パターンが変化するという現

象が知られてきた．Yeastでは1987年に細胞質遺伝子型によって様々な核遺伝子発現が影響を受けるということ

がディファレンシャル・ディスプレイによって明らかにされている(Parikh et al. 1987)．従って、細胞質遺伝子型

が変化した事によって核遺伝子との不和合が生じ、核-ミトコンドリア間に新規のシグナル伝達が生じたと考えら

れる．異質 CMS 系統における花器官の異常においてはこのような新規シグナル伝達の存在も想定されており、

広義でのRTGシグナリングが関与しているとも考えられている(Zubko et al. 2004)．しかしその実態は未だ不明

であり、CMSとRTGシグナリングの関連性については遺伝学的な裏付けも得られていない．このことの原因と

して、CMSへのRTGシグナリングの関与が予測されているタバコやコムギなどではゲノム情報が充実しておら

ず、逆遺伝学が難しい状況にあることが挙げられる． 

 その一方で、イネ(Oryza sativa L.)では多数のCMS細胞質が見出されており、Shinjyo(1984)によると62の独立

の系統に由来する細胞質が存在する事が報告されている．ただし、細胞質の遺伝的な差異については調査されて

いないため、細胞質遺伝子型の独立性については留意されたい．代表的なものにWild Aborative (WA)、Chinsurah 

Boro II (BT)、Honglian (HL)細胞質が知られている．これらのCMSの表現型は多様であり、WA-CMSの様に小胞

子期で退化が見られるもの、BT-CMSやLead rice (LD)-CMSの様に花粉2-3細胞期でデンプン蓄積の減少が見ら

れるもの、あるいは Indian wild rice (W11)-CMSの様に部分不稔性を示すものもある(山田 卒業論文2008)．この

ように多種多様な表現型を示すCMSが存在することも、CMSが単に呼吸活性などの Loss-of-functionによって
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引き起こされているとは考えづらい要因である．仮にLoss-of-functionのみでCMSを説明しようとすると、ミト

コンドリア機能に欠損が生じる花粉ステージを規定している因子がこれらの CMS において存在することが想定

される．しかし、ミトコンドリアが自らの遺伝子の組織特異性を制御する機構があることは考慮しづらい．従っ

てこれらの CMS の違いには、新規固有のシグナル伝達が存在し、表現型の違いが生じているという可能性が考

えられる．このような想定においては、様々な表現型が観察され、多くの種類の細胞質が存在するイネをモデル

として CMS を研究することが理想であると言える．さらにイネは形質転換可能であり、ゲノム情報、変異系統

の蓄積も充実しているため、CMSとRTGシグナリングの関連における遺伝学的根拠を見出すためには最善の材

料であると考えられる． 

 そこで本研究では、CMS に関する核-ミトコンドリア間の相互作用に関する知見を得るため、中国野生イネの

細胞質に由来するChinese wild rice (CW)-CMSについて分子遺伝学的研究を行った．CW-CMSは1958年、Katsuo 

and Mizushimaによってイネでは世界で初めて見出されたCMSである．しかし、ハイブリッドイネ育種に必須

であるRfが日本在来イネに知られていなかったため分子遺伝学的研究は行われてこなかった．本博士論文の第一

章で詳細を記述するが、CW-CMS系統は一見正常な花粉発達を示す．しかし、開花時に葯から花粉が放出されて

も発芽能を持たないため、受精に至らない．従って第一章ではこの性質を利用してマイクロアレイを用いた

CW-CMS系統3細胞期花粉を含む葯の網羅的遺伝子発現解析を行った．明らかな形態異常が見られないため、発

現プロファイルへの二次的・三次的な影響が少ないと考えたためである．発現解析より見出したDown-regulated 

in CW11 (DCW11)とOryza sativa NIMA-related protein kinase 3 (OsNek3)について詳細な機能解析を行った．第

二章では、CW-CMSのMCAG探索のため、高速シークエンスによるゲノム解析を主軸にゲノム構造解析を行っ

た．比較対象としてLD-CMSについても同様のゲノム解析を行ったので、結果を合わせて考察した．第三章では

CW-CMSに対して唯一見出されているRfであるRf17についてポジショナルクローニングを行い、Rf17遺伝子

であると考えられたRETROGRADE-REGULATED MALE STERILITYについて機能の解析を行った． 
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第一章、RTGシグナリングに主眼を置いたCW-CMS雄性不稔性発現メカニズムの解析 

 CMSにはミトコンドリアから核への逆行シグナルであるRTGシグナリングが関与していると考えられている

(Zubko et al. 2004)．しかし、その内実はブラックボックスであり、関与する分子は知られていない．さらに、yeast

やほ乳類では多くの分子が見出されている RTG シグナリングであるが、植物では仲介因子は知られていない．

CMSはこういった状況の中で、植物RTGシグナリング研究を行うためには格好の題材であると言える．さらに

CW-CMSは形態的な異常が極めて少ないため、網羅的遺伝子発現解析を行うには良い材料と言える．本章ではま

ずCW-CMSの花粉について評価を行った．次に、Agilent 22k rice oligoarrayを用いたマイクロアレイ解析を行い、

CW-CMSにおいて発現が変動する遺伝子の傾向を見出した．RTGシグナリングとCMSを結びつける因子を同

定することが本研究の目的の一部であり、CW-CMSにおいて発現が減少していた遺伝子の中でシグナル伝達に関

わる遺伝子についてRNAノックダウン解析を行った．この解析により、その機能低下によってCW-CMSに類似

した表現型、遺伝子発現プロファイルを示したDown-regulated in CW11 (DCW11)に注目し、機能解析を行った．

さらに、DCW11ノックダウン系統においてCW-CMS同様発現が減少していたOsNek3についても機能解析を

行った． 
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第一節、CW-CMSイネにおける遺伝子発現の網羅的発現解析 

 

(1)材料・方法 

•材料 

 CW-CMS系統はChinese wild rice strain W1に japonica品種Reimeiを戻し交配したBC3F1に、同じく japonica

品種であるTaichung 65(T65)を戻し交配して作成した．本節マイクロアレイ解析に用いた時点のCW-CMS系統

は、T65を4回戻し交配した世代、第二・三節でDCW11・OsNek3の機能解析に用いた時点では6あるいは7

回戻し交配した世代のものを用いた．しかし、マイクロアレイ解析に用いた状態のものは Marker-assisted 

selection(MAS)を行って核ゲノムのT65型への置換状態を調査したものであり、少なくとも調べた156マーカー

では100%T65の遺伝子型を示した系統を用いた．MASに用いたPCRプライマーをTable S1に記載した．従っ

て、CW-CMS系統の核ゲノムはほぼ100%がT65に置換されていると考え、全てを同義のCW-CMS系統である

として扱った． 

 CW-CMSに対する稔性回復遺伝子Rf17を持つ系統W1RはToriyama and Hinata (1987)によって作成された．

T65はRf17を持たないため、W1Rに種子稔性を維持しながらT65の戻し交配を4回行なった．Rf17は第4染

色体長腕に座乗する事が分かっている(Fujii and Toriyama 2005)．第4染色体長腕のRM7535とRM3276のみが

W1R由来で、その他のゲノム領域がT65由来となるような系統を選抜し、CWRと名付けた．Rf17の由来は少

なくともW1に因らない事が以前の解析で分かっており(藤井 卒業論文 2004)、ここではRf17の由来を便宜上

Parent of unknown origin(Fig. 1)とした．以降の解析にはCWRを用いた．CWRにT65を2回戻し交配し、CWR 

X T65 BC1F1系統を作成した．各系統の推定遺伝子型をFig. 1に図示した． 

 

･花粉形態の観察 

 ヨウ素ヨウ化カリウム(I2-KI)及びFluorescein Diacetate (FDA)染色（Heslop-Harrison et al. 1984）では、まず3

細胞期花粉を含む葯を集めた．その後、1% I2-KI溶液あるいはFDA溶液(0.004% FDA, 10% sucrose) 中でピンセ

ットを用いて葯を潰し、花粉を押し出した．I2-KIで染色したものは光学顕微鏡、FDAで染色したものは蛍光顕微

鏡で観察した.  

 走査型電子顕微鏡による花粉壁の観察ではまず、3% Glutaraldehydeで花粉を固定した後，40% ethanolで2回， 
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50%，60%，70%，80%，90%，95%，99.5% ethanolで各1回ずつ，100% ethanolで2回置換し，脱水を行っ

た. その後，2-butanol中で凍結乾燥し，走査型電子顕微鏡による成熟花粉の観察を行った.  

 人工花粉発芽培地の組成は sucrose 20%，植物培地用寒天 1%になるように調整し，スライドグラス上に作成

した（笹原・勝尾 1965）. 開花後の花粉を培地上に塗布し，28℃で6 hrインキュベートしたのち，光学顕微鏡

で観察した.  

 柱頭上での花粉管伸長の観察については開花6時間後の柱頭をサンプリングし，3: 1（v/v）のethanol: acetic acid

で固定した. その後1N KOHで柱頭を軟化したのち，0.1% aniline blueで染色した（Sato et al. 2004）. 観察は蛍

光顕微鏡で行った.  

 

･マイクロアレイ解析(ハイブリダーゼーション，検出) 

 3細胞期花粉を含む葯から、RNeasy Plant Mini kit (QIAGEN)を用いて抽出した total RNAをマイクロアレイ解

析に用いた. CW-CMS系統とT65の total RNAをそれぞれcyanine 3，cyanine5（Perkin Elmer）でラベルした後，

RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いてcRNAの精製を行った. ラベルしたcRNAの断片化を行った後， 変

性させ，Rice 22k DNA oligoarray G4138（Agilent Technologies）にハイブリダイズさせた. また，データの再現

性を確認するために，cyanine3とcyanine5を入れ換えてサンプルをラベルした. さらに，各系統3つの異なる個

体の葯から total RNAを抽出し，統計処理のための繰り返しを行った. 以上，4枚のスライドグラスを用いて解析

を行った. シグナルの検出は G2534BA DNA oligoarray scanner (Agilent Technologies)，数値化には Feature 

Extraction Version 7.1（Agilent Technologies）を用いた.  

 

･マイクロアレイ解析(統計処理，データ解析) 

 統計処理はMicrosoft（R） Excel 2004 （Microsoft）、及びR ver. 2.7.2 (http://www.R-project.org)を用いて行っ

た．http://www.iu.a.u-tokyo.ac.jp/~kadota/r.htmlに記載のプログラムを用い、R ver. 2.7.2.による一元配置分散分析

を行ってCW-CMSと T65との間でシグナル強度に有意差が見られたものを選抜した. シグナルのノイズが高か

ったもの，バックグラウンドが高かったもの，あるいはシグナル強度が低すぎるものを排除したうえで，平均で

Log2絶対値が1以上に変動していた遺伝子を選抜した.  

 タンパク質の細胞内局在予測には PSORT (http://psort.nibb.ac.jp/form.html)を用い，機能分類には InterPro 
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(http://www.ebi.ac.uk/interpro/)、TIGR (http://rice.plantbiology.msu.edu/)、TAIR (http://www.Arabidopsis.org/) を参

考にした. 

 

•RNA発現解析 

 CW-CMS系統, CWRとT65の根、葉、茎、3細胞期花粉を含む葯より total RNAを抽出し、RNase-free DNase 

I (TaKaRa-Bio)を用いてDNase処理を行った．cDNA合成には First Strand cDNA Synthesis kit (GE Healthcare)

を用いた．Tubulin alpha1-chainについてcDNAを鋳型としたRT-PCRを行い、鋳型となるcDNA量を補正した

後、各遺伝子についてRT-PCRを行った．また、SYBR Premix Ex Taq (TaKaRa-Bio)およびThermal Cycler Dice 

Real Time System TP800 (TaKaRa-Bio)を用いて定量的 real time RT-PCRを行った．RT-PCRに用いたプライマ

ー対をTable S2に記載した． 

 

•AOXのウエスタンブロット 

 AOXをウエスタンブロットについてはAbe et al. (2002)とほぼ同様に行った．約100頴花分の三細胞期花粉を含

む葯を 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)中ですり潰し、3,000×g, 10 min遠心した．上清を新しいチューブに回収し、

20,000×g、5 minの遠心により粗精製オルガネラ画分を沈殿させた．上清を廃棄した後、50 mM Tris-HCl (pH 7.5)

に溶解した．常法によってSDS-PAGEを行った後、Immobilon(Milipore)にエレクトロブロットでタンパク質を転

写した．常温で1 hr、東北大学農学研究科・岸谷幸枝助教より分譲したいただいたmonoclonal Anti-AOX antibody 

(Elthon et al. 1989)を反応させた．メンブランをTBS-T(100 mM Tris-HCl pH 7.5、150 mM NaCl、0.05%(v/v) 

Tween20)で2回洗浄した．Anti-GSTに対してはAnti-mouse IgG AP conjugate (Promega)を処理した後、再度洗

浄を行い、AP9.5バッファー(0.1M Tris HCl pH 9.5, 0.1M NaCl, 5mM MgCl２)中でNBT/BCIPと反応させた． 
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(2)結果 

•CW-CMS系統の花粉は正常に発達するにも関わらず、発芽能を失っていた． 

 多くの CMS の場合と同様に、CW-CMS 系統の栄養器官の生育は、T65 と同様であった(Fig. 2A)．しかし、

CW-CMS系統では全く種子稔性が見られず、その不稔性は極めて安定していた(Fig. 2A・B)．通常、変異体など

での種子不稔性の原因は花粉、雌蕊あるいは種子形成能などの機能不全に分類することができる．戻し交配によ

って正常な種子が形成される事から、CW-CMSも多くのCMS同様雄性器官に特異的な欠損が生じているものと

考えられた．そこで花粉の観察を行った所、光学顕微鏡および走査型電子顕微鏡レベルでは CW-CMS と CWR

の形態には差は見られなかった（Fig. 2C）．また，FDA 染色でも両系統の花粉に同様の蛍光が見られ，これは

CW-CMSの花粉の原形質膜機能や非特異エステラーゼ活性が正常であることを示している（Fig. 2C）. I2-KIでも

同様に染色されたことも含め（Fig. 2C）、CW-CMS系統の成熟花粉はCWRと同様に正常に発達していると考え

られた．また、CWRとT65は同様の表現型を示した(data not shown)．  

 イネでは開花への移行に伴って、花粉内のデンプンが糖化する現象が知られている(Koike and Satake 1987)．

これは受粉後の花粉管発芽に向けてエネルギー供給源を準備しているものと考えられている．デンプンの糖化は

T65やCWRでは開花2時間前の花粉において見られ、約70％の花粉が糖化していた(Fig. 2D)．しかし、CW-CMS

系統の同じステージにおける花粉を観察した所、糖化している花粉は全く見られなかった(Fig. 2D)．in vitro花粉

発芽培地を用いての花粉発芽能の評価を行ったが、CW-CMS系統は花粉発芽能を失っていることが明らかとなっ

た(Fig. 2D)．開花6時間後の柱頭をAniline blueで染色し、花粉管内のカロースを染色する事で花粉管発芽・伸長

の評価を行った．in vitroの結果同様、T65やCWRでは約80%の花粉が発芽するのに対し、CW-CMS系統の柱

頭では花粉発芽は全く見られなかった(Fig. 2D・E)． 

 

•網羅的遺伝子発現解析によるCW-CMS系統の成熟葯における遺伝子発現プロファイリング 

 上記の形態観察で、CW-CMS系統では開花直前まで維持系統である T65と明瞭な差が見られない事を見出し

た．マイクロアレイなど大量のデータを解析する場合、形態変化などによる空間的な差異、あるいは発達ステー

ジの遅延などにおける時間的な差異はサンプル間に多大な誤差を生み出すことが予想される．現在までイネにお

いて最も分子遺伝学的解析が進んでいるのはBT-CMSであるが、BT-CMSはデンプン蓄積やFDA染色反応に異

常が見られるためこのような解析には適さないと考えた．一方、CW-CMSはマイクロアレイ解析を行うに当たっ 
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て適当な材料であると考えた．従って、T65とCW-CMSの形態的差異のない開花2日前の頴花から三細胞期花

粉を含む葯をサンプリングし、マイクロアレイ解析を行った．また、核ゲノムは同一であり、細胞質ゲノムが異

なる2サンプルを対象としているため、細胞質による核遺伝子発現制御の違いすなわちRTG制御の違いをモニタ

ーできると考えた． 

 22,000 のプローブを搭載したマイクロアレイ解析の結果、両系統間で有意に発現が変動していた遺伝子を

1,282個見出した．そのうちでCW-CMS/T65のLog2絶対値が1以上に変動していた遺伝子は192個あり、Log2

が負のものが107個(CWA<T65)、正のものが85個であった(CWA>T65)．これら192個の遺伝子を発現差があっ

た遺伝子とした (Table S3)．発現差があった遺伝子によってコードされるタンパク質の細胞内の局在を

PSORT(http://psort.nibb.ac.jp/form.html)によって予測した(Fig. 3)．また、推定されるGene Ontologyによって分

類した(Fig. 4)． 

 次に、マイクロアレイの精度について確証を得るため、顕著に発現が変動していた一部の遺伝子について定量

的RT-PCRを行った(Fig. 5)．具体的にはAlternative oxidase 1a (AOX1a)、Rubredoxin family proteinなどCW-CMS

において発現が増加していたもの(Fig. 5A)、pectate lyase protein、pectinesterase family protein など発現が減少

していたものなどについて調査を行った．Fig. 5には代表的なものを示しているが、合計20遺伝子の発現を調査

したので合わせて Table S4 に記載した．少なくともこれら 20 遺伝子についてはマイクロアレイ解析と定量的

RT-PCR の結果が一致しており、今回のマイクロアレイは信頼しうる精度であったと考えられた．また、比較対

照として幼苗全体から抽出したtotal RNAより調整したcDNAを鋳型としても定量的RT-PCRを行ったが(Fig. 5)、

CW-CMS系統とT65あるいはCWR間で発現差は見られなかった．さらに、RT-PCRによって根・葉身・茎お

よび成熟葯における代表的な6遺伝子の発現を調査した(Fig. 6)．結果、これらの遺伝子発現は成熟葯でのみ発現

が変動していた． 

 AOX1aはAntimycin A、rotenone、H2O2やサリチル酸処理によって発現が誘導されることが知られている(Ho et 

al. 2008)．Antimycin Aはミトコンドリアの呼吸鎖複合体 III(Complex III)からCytochrome cへの電子の受け渡しを

阻害し、rotenoneはComplex Iの活性を阻害する (Fig. 7A)．AOXはシアン耐性呼吸の鍵酵素であり、ミトコン

ドリアストレスに応答して発現が増加すると考えられているため本研究でも CMS マーカーとして用いる事がで

きると考えた．Anti-AOX抗体を用いてウエスタンブロットを行ったところ、CW-CMS系統の葯ではT65と比較

して顕著に蓄積が増加していた(Fig. 7D)． 
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 また、CWRはT65と同様のmolecular phenotypeを示したことから、Rf17の効果に因って遺伝子発現が回復

している可能性が示唆された．このことについて確証を得るため、CWRにT65を戻し交配して得られたBC1F1

における4遺伝子の発現を調査した(Fig. 8)．すると、Rf17をヘテロで持つ個体では調査した遺伝子の発現が見ら

れ、Rf17を持たない系統では遺伝子発現が見られなかった． 
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(3)考察 

•CW-CMS系統の花粉発芽能欠損に関する考察 

 CW-CMS系統の花粉は外観としては正常に見えるが、花粉発芽能力を失っている事が明らかとなった．近年、

シロイヌナズナで花粉形態は一見正常であるにも関わらず、花粉管発芽あるいは伸張能力を失った変異体が多数

報告されている. npg1はカルモジュリン結合タンパク質にT-DNAが挿入された変異体であり、正常な花粉形成を

示すが，花粉管発芽能を失っていた（Golovkin and Reddy 2003）． seth1およびseth2は細胞膜にタンパク質を

定着させるGlycophosphatidylinositol（GPI）の合成に関わるタンパク質が欠損した変異体であり、npg1同様花粉

形成は正常であるが、発芽能力が欠損していた（Lelanne et al. 2004）. Lelanneら（2004）はプロテオーム解析

を用い、GPIによって細胞膜に定着するタンパク質の候補を挙げており，それらのうちにはβ1,3-glucanaseなど

細胞壁代謝に関わるような遺伝子の産物と推定されるものも含まれていた. また，Johnson ら（2004）はシロイ

ヌナズナT-DNAタグラインの大規模なスクリーニングを行い、雄性配偶体の機能欠損変異体同定を目指した．通

常、T-DNAがhemizygousに挿入されている場合後代は-/-: +/-: +/+ = 1: 2: 1に分離する．しかし、配偶子形成に必

要な遺伝子が欠損している変異体では片側の親からのT-DNAアリル伝達が行われないため、分離比が-/-: +/- : +/+ 

= 1: 1: 0に歪む事が考えられる．Johnsonら(2004)はさらに花粉特異的プロモーターであるLAT52にGUS遺伝

子を連結した遺伝子カセットをT-DNA内に組み込む事で、雄性配偶体で機能する遺伝子にT-DNAが入っている

変異体を 32 系統見出した．これらの変異体のうち多くは花粉発芽あるいは花粉管伸長に欠損が見られ、T-DNA

が挿入されている遺伝子は様々な機能を担っていることが推測された．こういった研究で見出された遺伝子が

CW-CMS系統の発芽能欠損に直接的に関係している可能性もある． 

 走査型電子顕微鏡による形態観察では，CW-CMS系統の花粉壁の外観はCWRと差が見られなかった（Fig. 2C）. 

従ってCW-CMS花粉の柱頭に付着する能力は正常であることが予想される. しかし，開花2時間前の花粉ではデ 

ンプンの糖化能に差が見られた（Fig. 2D）. CWR花粉では発芽孔と対局側のデンプンの分解が見られたが、Fig. 2

のようにCW-CMS系統の花粉ではデンプンの分解が見られず，デンプンが花粉全体に均一に分布している. さら

に，CW-CMS系統の花粉は人工発芽培地上での発芽が見られず（Fig. 2D），柱頭での花粉管伸発芽も見られなか

った（Fig. 2D・E）. これらの結果は笹原・勝尾（1965）の報告と一致した. 笹原・勝尾（1965）は培地上でCW

型雄性不稔系統の花粉が吸水は行うが，花粉管伸長が見られず，肥大して原形質が吐出してしまうという現象を

報告している. BT-CMS系統や他のイネの雄性不稔変異体が花粉の発達に異常が見られるのに対し(山田 卒業論
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文2008)、CW-CMS系統の花粉は開花時に飛散することが目視できるため、少なくとも葯壁を押し開く程充実し

た花粉を生産していると考えられた．CW-CMS系統では透過型電子顕微鏡による観察でも花粉の異常が見られな

い事が知られており(Yamada et al. 2008)、ミトコンドリアの形態異常も見られない．以上を総合して考察すると、

CW-CMS系統における花粉発達はT65と差が見られず、デンプンの蓄積が明らかに減少するBT-CMS、LD-CMS

及びタペート細胞崩壊時に既に花粉形成異常が見られるWA-CMSなどとは異なっていた(山田 卒業論文2008)．  

 

•CW-CMS系統における核遺伝子発現変動に関するRTGシグナリングの考察 

 CW-CMS系統では合計 192 個の様々な遺伝子発現が変動しており、細胞質置換による核遺伝子発現の影響を

調査することができた(Fig. 3, Fig. 4, Table S3)．CWRにおいてこれらの遺伝子発現はT65と同様であり、Rf17

に依存して回復していることが示された．近年、同様の目的で CMS 系統の網羅的解析を行った報告が幾つかな

された．Hochholdinger et al. (2004) はプロテオーム解析で、トウモロコシの通常細胞質とCMS細胞質を持つ二

系統の比較を行った．ただし雄性不稔性による影響を避けるためか、両系統ともRfを持つものを用いた．Earか

らミトコンドリアタンパク質を抽出したところ、25スポットに蓄積量の差が見られた．シロイヌナズナのマイク

ロアレイを用いた解析で、B. napusのCMS系統の花序において、244遺伝子の発現が異常である事が示された

(Carlsson et al. 2007, Carlsson et al. 2008)．コムギではAGC protein kinaseがCMS系統で発現が増加している事

が知られており(Saraike et al. 2007)、一方テンサイではLipid-transfer proteinの発現が顕著に減少していることが

報告されている(Matsuhira et al. 2007)．このような解析には共通の問題があり、CMSによる2次的、3次的な影

響が遺伝子発現レベルでの影響を及ぼしている可能性がある．従ってこれらの解析によって見出された遺伝子は

CMSの副産物である可能性もあり、CMSの原因であるかどうかは遺伝学的解析によって慎重に判断されなけれ

ばならない 

 本研究の解析で、発現が変動していた個々の遺伝子のうちには直接雄性不稔形質を考察できるものが多々見出

された．ここでは見出されてきた遺伝子のうちで植物のミトコンドリアストレスに最も関わりが深いAOX遺伝子

について考察する．AOX は様々なミトコンドリアストレスに応答することが知られているが(Vanlerberghe and 

McLntosh 1996、Ho et al. 2008)、タバコCMS II変異体においても発現が増加することが知られている(Sabar et al. 

2000、Vidal et al. 2007)．先述の通り、CMS II変異体はミトコンドリアのnad7が完全に欠失しており、Complex 

I 活性が低下している．AOX は Complex III の機能が低下した際のバイパスを仲介する酵素であり、Reactive 
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Oxygen Species (ROS)の消去に関わっていると考えられている．AOXはミトコンドリアストレスに広く応答す

ることが知られているが、CMSにおいて発現が増加しているという報告は本研究が最初である．タバコCMS II

はLoss-of-function変異体であることに留意されたい．実際に、タバコCMS II系統はAOXの過剰蓄積が雄性器官

のみではなく葉で見られ、生育不良を示す(Sabar et al. 2000)．興味深い事にシアン耐性呼吸経路に関わるAOX

が異常蓄積しているため、変異体はシアン非感受性を示す(Sabar et al. 2000)．さらに、トウモロコシのncs変異

体もAOXの過剰蓄積が報告されている(Karpova et al. 2002)．一方で、CW-CMS系統は栄養器官における生育は

T65と同様であり(Fig. 2)、AOX1aの発現は成熟葯のみで増加していた(Fig. 7)．また、マイクロアレイの精度確認

として発現の再調査を行った20遺伝子全てがAOX1a同様に成熟葯特異的に異常な発現レベルを示していた(Fig. 

5、Table S4)．このことは、CW-CMS はその表現型のみならず、遺伝子発現レベルにおいても Loss-of-function

変異体とは区別できることを示唆している．また、様々な遺伝子の発現変動から、CW-CMSは雄性器官特異的な

現象によって制御されていると推察された． 

 植物における RTG シグナリングについて知見は殆ど得られていないが、ミトコンドリアストレス条件下で

AOX1a発現を促進する因子の探索を試みたケースはある(Djajanegara et al. 2002, Zarkovic et al. 2005, Dojcinovic 

et al. 2005, Ho et al. 2008)．Zarkovic et al. (2005)はsuppressor screeningを行い、AOX1a発現を促す trans因子

の同定を試みた結果、4つの変異体を同定した．Dojcinovic et al. (2005)はプロモーター解析によるcis因子の解析

を行い、AOX1aプロモーターにある 93 bpの領域がストレス反応に重要である事を見出した．また、Ho et al. 

(2008)もcis因子と trans因子両方の解析を行い、サリチル酸シグナリングの変異体ではAOX1a発現が減少する

事を報告している．しかし、具体的な転写因子や、ミトコンドリアストレス応答因子等は明らかにされておらず、

CMSを理解する見解においても解明が待たれる．本研究では、植物の花粉発達には雄性器官特異的なシグナリン

グや遺伝子発現制御が存在すると考え、マイクロアレイにおいて見出した遺伝子の中でも機能としてシグナル伝

達に関わる可能性がある遺伝子に注目し、さらなる解析を行った． 



 29 

第二節、ミトコンドリア局在 Protein phosphatase 2Cである DCW11の CMSへの関わり 

 

(1)材料・方法 

・形質転換用コンストラクトの作成 

 過剰発現用ベクターについては pBI101 の HindIII-BamHI 制限酵素サイトに Maize ubiquitin プロモーターを

TaKaRa ligation kit ver 2.1 (TaKaRa)を用いて導入した．その後、Maize ubiquitinプロモーター下流のBamHI-SacI

サイトに Green Fluorescent Protein (GFP)あるいは 2×Hemagglutinin タグと 6×Histidine を同様に導入した． 

DCW11(LOC_Os02g15594)のORFに相当する領域1,089 bpをプライマー対5 -̓GGATCCATGGTATGCTTCGCT 

AGCCT-3ʼ、5 -̓GGATCCTTATTCAGTTTTATCATGGTGAA-3ʼを用い、KOD-PCR(TOYOBO)によって増幅し、

pGEM T-vector (Promega)にサブクローニングした．インサートのシークエンスを確認した後、pBI101のMaize 

ubiquitinプロモーター下流のBamHIサイトに連結した． また、BY-2においてDCW11  Mitochondrial Targeting 

peptide (MTP)-GFP融合タンパク質を発現させるためには、同様の方法を用いてCaMV35SプロモーターをGFP

の上流に組入れ、DCW11 MTP を GFP と連結した．DCW11 MTP 領域 198 bp はプライマー対

5 -̓GGATCCATGGTATGCTTCGCTAGCCT-3ʼと5  ̓-GGATCCGGAGTCGAGCATCATC CTGG- 3ʼを用いてクロー

ニングした. 

 RNAi用バイナリーベクターについてはまず各遺伝子の特異的領域をKOD-PCRで増幅し、CACCを片側に付

加した．その後、PCR産物をpENTER D-TOPO ligation kit (Invitrogen)を用いてエントリーベクターに導入した．

作成したエントリーベクターをpANDAベクター(奈良先端技術大学院大学、三木博士・島本博士より分譲)と共に

LR clonase mix (Invitrogen)と25℃、1hrインキュベートすることでpANDAベクターにトリガー配列を組み入れ

た． 特異的領域の増幅に用いたプライマー対は、DCW11については 5  ̓ -CACCCCCTTGCGAAAACAGAAGA- 

3ʼCと5  ̓-CCGTAATGGCAGGTAATTAG- 3ʼ、DBAについては5  ̓-CACCTGCATAAGCTAGGGGAGCTT- 3ʼと5  ̓

-GACCACCCAAAGCAGAATAA- 3ʼを用いた． 

 

・遺伝子組換え植物の作成 

 作成したバイナリーベクターは freeze-thaw法を用いてAgrobacterium tumifaciens strain EHA105に導入した．

T65へのアグロバクテリウム感染は常法に従った(Yokoi et al. 1997)．タバコBY2細胞への感染はYEP培地で一
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晩培養したアグロバクテリウムとBY2細胞を24時間共存培養し、カルベニシリンを含んだMS培地で洗浄した

のち、カナマイシン選抜を行った． 

 

・GFP蛍光の観察 

 CaMV 35S::DCW11 MTP::GFPコンストラクトを導入したBY2細胞の観察には、蛍光顕微鏡を用いた．遺伝子

導入したBY2細胞をMito Tracker Red (Invitrogen)によって染色し、ミトコンドリア局在のコントロールとした． 

 

・E. coliにおける組換えGST-DCW11タンパク質の発現及び精製 

 MTPを含まない DCW11の領域をプライマー5 -̓CACCGGATCCGCCGCCAGGATGATGCTCGACTCCTC-3ʼ

と5  ̓-GGATCCAATGACAACTCCTCCTGCAT- 3ʼを用い、KOD polymerase(TOYOBO)によるPCRで増幅し、

pENTER D-TOPO vector (Invitrogen)に導入した．鋳型DNAとして、T65の成熟葯 total RNAから合成したｃＤ

ＮＡを用いた．LRクロナーゼによってpDEST15 Gateway vector (Invitrogen)に導入した．作成したGlutathione 

S-Transferase (GST)-DCW11融合タンパク質発現ベクターをE. coli strain BL21AI (Invitrogen)に導入した．1×LB

培地で37℃、16 hr前培養した形質転換BL21AIを、500 mlの2×YT培地で3 hr本培養し、Arabinoseを最終濃

度0.02%になるように加えて15℃、16 hr融合タンパク質発現を誘導した．10,000×gで遠心することで集菌し、

上清を取り除いた後、2 mlのMTPBSバッファー(150 mM NaCl, 16 mM Na2HPO4, 4 mM NaH2PO4, pH 7.4)に懸

濁した．10 sの超音波処理を2回行った後、最終濃度0.2%になるようにTriton-Xを加え穏やかに混合した．懸濁

液を20,000×gで5 min遠心し、上清を新しいチューブに移した後、Gluthathione Sepharose (GE Healthcare)を

加え1hr穏やかに混合した．フラッシュしてSepharoseを沈殿させた後上清を取り除き、MTPBSバッファー2 ml

で4回洗浄した．還元型Gluthathioneを加え、GST-DCW11融合タンパク質を溶出した． 

 また、147番目のアスパラギン酸をアラニン、148番目のグリシンをセリンに置換したDCW11_m1、150番目

のグリシンをアルギニンに置換したDCW11_m2それぞれをGSTと融合させてE. coliで発現した．DCW11_m1

を作成するためには一般的な Site-directed mutagenesis の方法に従った．プライマー対 5 -̓CACCGGATCCGC 

CGCCAGGATGATGCTCGACTCCTC-3ʼと 5 -̓GCCTATTTGGTGTATTTGCTAGTCATGGAGGA-3ʼ、及び 5  ̓

-GCTAGTCATGGAGGACCACGTGCTGCTGAGTA- 3ʼと 5 -̓GGATCCAATGACAACTCCTCCTGCAT-3ʼそれぞ

れを用いた1次PCRを行った．PCR産物を電気泳動し、ゲル抽出キット(Mo-Bio)を用いたDNAゲル抽出を行っ
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た．ゲル抽出産物を鋳型とし、プライマー対5  ̓-CACCGGATCCGCCGCCAGGATGATGCTCGACTCCTC-3ʼと5  ̓

-GGATCCAATGACAACTCCTCCTGCAT-3ʼを用いて2次PCRを行い、PCR産物をpENTER D-TOPO vector

に 導 入 し た ． DCW11_m2 に つ い て は プ ラ イ マ ー 対 5 -̓CACCGGATCCGCCGCCAGGATGA 

TGCTCGACTCCTC-3ʼ、及び5 -̓GCCTATTTGGTGTATTTGATGGTCATAGAGGA-3ʼと5 -̓GATGGTCATAGAGG 

ACCACGTGCTGCTGAGTA-3ʼと5 -̓GGATCCAATGACAACTCCTCCTGCAT-3ʼそれぞれを用いた1次PCRを行

い、DCW11_m1と同様にクローニングした．E. coliにおける発現及び精製は通常型DCW11と同様に行った． 

 

・Protein Phosphatase活性の調査 

 GST 精製を行った GST-DCW11、GST-DCW11_m1 と GST-DCW11_m2 における phosphatase 活性を

Phosphatase Assay kit (Jena Biosciences)を用いて計測した．Lambert-Beer̓s lawに従って活性を計測した．吸光

度405 nmの経時的な測定はSmartSpec 3000 (Bio-Rad)のkineticsモードを用いて行った． 

 

・Yeast Two-Hybrid 

 Matchmaker Library Construction & Screening Kit (Clontech)に付属のベクター等を用い、マニュアルに従って行

った．T65の三細胞期花粉を含む葯から抽出したRNAを用い、GAL4 Activation domain(GAL4-AD)を融合したタ

ンパク質を発現するS. cerevisiae strain AH109をホストとしたTwo-Hybridライブラリー(pGADT7-prey)を作成し

た．MTPを除いたDCW11をpGBKT7にサブクローニングし、S. cerevisiae strain Y187に導入した．GAL4 DNA 

Binding domain monoclonal抗体(Clontech)でDCW11とGAL4 DNA Binding domain(GAL4-BD)との融合タンパク

質の発現を確認した．作成した pGBKT7-DCW11-baitを導入した Y187と、pGADT7-preyライブラリーAH109

を2×YPAD培地50 ml中でのmatingによって二倍体を形成させ、アデニン、ヒスチジン、ロイシン、トリプト

ファンを欠落させたSD培地(SD -Ade/-His/-Leu/-Trp)で約300,000の二倍体をスクリーニングした．1次スクリー

ニングにおいてポジティブだったクローンについて X-α-gal を用いた青白選抜で二次スクリーニングした．

pGADT7-preyプラスミドを精製後、再度AH109に導入し、baitとのmatingを行う事で相互作用の確認を行った．

その後ポジティブクローンからプラスミドを精製し、シークエンス解析を行った． 

 

・E. coliにおける組換え Thioredoxin-DBA-6XHisタンパク質の発現及び精製 
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 DBA の ORF を含む 544 bp の領域はプライマー対 5 -̓GAATCCATGGGGCTCACGTTCACCAA-3ʼと

5 -̓GTCGACTTAGGCCTTGCTGGCAATGT-3ʼを用いて増幅した．鋳型DNAとして、T65の成熟葯 total RNAか

ら合成したｃＤＮＡを用いた．PCR 産物を pBAD/Thio His TOPO vector (Invitrogen)に TOPO isomerase 

(Invitrogen)を用いた TA クローニングで導入した．作成した Thioredoxin-DBA-6XHis(TDBAH)発現用ベクターを

E. coli strain LMG194に導入した．発現ベクターを導入したLMG194を1×LBで37℃、16 hr培養したものの1 ml

を500 mlのRM medium (0.04 M Na2HPO4, 0.02 M KH2PO4, 0.09 M NaCl, 0.02 M NH4Cl, 2% casamino acids 

(w/v), 1 mM MgCl2, 0.2% glucose (w/v))中で37℃、3 hr本培養した．Arabinoseを最終濃度0.2%になるように加

えてTDBAHの発現を誘導した後、10,000×gで遠心することで集菌し、上清を取り除いた．Lysis buffer (Tris-HCl 

pH8.0, 500 mM KCl, 2 mM imidazole, 10 mM MgCl2, 0.5% Triton X-100 (v/v), 10% glycerol (v/v), 1 mg/ml 

lysozyme)を加えて激しく攪拌した後、2 s、10回超音波処理を行った．20,000×gで10 min遠心し、上清を新し

いチューブに移した後、Ni-Agarose resin (QIAGEN)を加え、4℃、60 min穏やかに混和した．Resinを3,000×g

でフラッシュして沈殿させた後上清を捨て、沈殿をカラムに移した．Resin に対する 20 倍量の Wash buffer 

(Tris-HCl pH8.0, 350 mM KCl, 20 mM imidazole, 10 mM MgCl2, 0.5% Triton X-100 (v/v), 10% glycerol (v/v))で洗浄

を行った後、Elution buffer (Tris-HCl pH8.0, 350 mM KCl, 250 mM imidazole, 10 mM MgCl2, 0.5% Triton X-100 (v/v), 

10% glycerol (v/v))を用いてTDBAHを溶出した． 

 

・GST pull-down assay 

 GST-DCW11融合タンパク質をGluthathione Sepharose (GE Healthcare)とインキュベートし、TEN100バッフ

ァー(20 mM Tris-HCl pH 7.4, 0.1 mM EDTA, 100 mM NaCl)で4回洗浄を行った．精製したTDBAH 

 100 mgをTEN100バッファー中でSepharose中のGST-DCW11と4℃、1 hrインキュベートした．Sepharose

を100倍量のTEN100バッファーで洗浄したのち、SDS Sampleバッファー(0.06 M Tris-HCl pH 6.8, 10%(w/v) 

Glycerol, 2%(w/v) SDS, 5%(v/v) 2-Mercaptoethanol , 0.0025%(w/v) Bromophenol Blue)に溶解した．懸濁物を3分

間煮沸し、20,000Xgで5 min遠心した後上清をウエスタンブロットに用いた．常法によってSDS-PAGEを行っ

た後、Immobilon(Milipore)にエレクトロブロットでタンパク質を転写した．常温で 1 hr、Anti-GST antibody 

produced in rabbit (Sigma)あるいはAnti-His HRP conjugate (QIAGEN)を反応させた．メンブランをTBS-T(100 

mM Tris-HCl pH 7.5、150 mM NaCl、0.05%(v/v) Tween20)で2回洗浄した．Anti-GSTに対してはAnti-rabbit IgG 



 33 

AP conjugate (Promega)を処理した後、再度洗浄を行い、AP9.5バッファー(0.1M Tris HCl pH 9.5, 0.1M NaCl, 

5mM MgCl２)中でNBT/BCIPと反応させた．Anti-His HRP conjugateについては抗原抗体反応後の洗浄後、ECL 

Western Blotting Detection System (GE Healthcare)を用いて検出した． 

 

 

・GTPase活性の調査 

 精製したTDBAHのGTPase活性をATPase/GTPase ELIPA kits (Cytoskeleton)を用いて測定した．吸光度370 

nmの経時的な測定はSmartSpec 3000 (Bio-Rad)のkineticsモードを用いて行った． 
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(2)結果 

•DCW11はミトコンドリア局在の Protein Phosphatase 2Cをコードする． 

 第一節において行ったマイクロアレイで、CW-CMS 系統において発現差が減少していた 107 個の

Down-regulated in CW(DCW)遺伝子に注目した．本研究ではCMSにおけるRTGシグナリングに関する因子の探

索を目的としているため、DCW 遺伝子の中でもシグナル伝達に関係するタンパク質をコードしている遺伝子に

注目した(Fig. 4, Table S3)．これらの遺伝子の多くはカルシウムイオン結合ドメインであるEF-handモチーフを

持つもの(DCW3、DCW4、DCW5、DCW6、DCW10)、あるいはタンパク質のリン酸化/脱リン酸化に関わるも

の(DCW1、DCW5、DCW7、DCW11)をコードしていると予測された (Table S5)．多くの細胞内シグナリングが

そうであるように、CW-CMSの発現メカニズムにもカルシウム受容体やリン酸化カスケードが関わっていること

が推察された．RNAi法によってこれらの遺伝子をそれぞれノックダウンしたところ、DCW11が世代を経ても安

定的な種子不稔性を示した(Table S5)．DCW11ノックダウン系統のT0世代では独立の6系統が50%以下の種子

稔性を示し、T1世代ではそのうち 5 系統が 50%以下の種子稔性を示した．詳細は後述する．その他の遺伝子の

RNAi系統ではこのような傾向は見られず、T0世代では種子不稔性であったものもT1世代では通常通り稔実して

いた．従って本研究ではこれらのタンパク質の中で、ミトコンドリア局在であると予測されたDCW11について

詳細な機能解析を行った． 

 DCW11はProtein Phosphatase 2C (PP2C)ドメインを持つ 363アミノ酸のタンパク質であり、PREDOTAR 

(http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html)、 PSORT (http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form.html)、 TargetP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/)とMitoProt (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/mitoprot.html)により、

ミトコンドリア局在である可能性が強く示唆された(Fig. 9)．DCW11の予測MTPを含む66アミノ酸をGFPに

連結した融合タンパク質をタバコBY2細胞で発現させた(Fig. 9)．Mito Tracker Redの蛍光とGFPの蛍光がmerge

したため、DCW11はミトコンドリア局在である可能性が高いと考えられた． 

 DCW11が 実際にPP2Cとして機能しうるか調べるため、まずrecombinant DCW11タンパク質がphosphatase

活性を持つ事を調査した．MTPを除くDCW11をGSTと融合させてE. coliで発現させ、精製したところ、融合

タンパク質が in vitroでphosphatase活性を持つということが明らかとなった(Fig. 10)．Lambert-Beer̓s lawに従

って活性速度を推測したところ、A= 0.09 (nmol Pi min-1mg-1)となることがわかり、ポジティブコントロールとし

て用いたCalf-Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)はA = 0.88であった．この試験ではPhosphatase assay kit  
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(Jena Biosciences)を用いたため、一般的なphosphataseとしての活性のみ調査している．DCW11が実際にタン

パク質を脱リン酸化する能力を持つかどうかは不明であった．従って、DCW11が持つPP2Cでマンガンイオン

結合ペプチドとして保存されているアミノ酸を置換したGST-DCW11_m1 (D147A/G148S)と

GST-DCW11_m2(G150R)の2種類の融合タンパク質をSite-directed mutagenesisによって作成し、精製した．

Physcomitrella patensのPP2C、PCaMPPのマンガンイオン結合ペプチドに同様の変異を導入したものでは活性

が低下したことから、PP2Cの活性に必須なドメインであると考えられている(Takezawa 2003)．

GST-DCW11_m1とGST-DCW11_m2は通常型のGST-DCW11と比較して、著しくphosphatase活性が低下し

たことから(Fig. 10)、DCW11は一般的なPP2Cの特徴を保持しており、植物体内においてもPP2Cとして機能

することが考えられた． 

 

•DCW11は花粉発芽能に必須な遺伝子であり、DCW11の機能低下はCW-CMS様の表現型を引き起こす． 

 DCW11の植物体内における機能を調査するため、各植物組織におけるDCW11 mRNAの発現パターンを調べ

た．四分子期、一核期、二細胞期、三細胞期の花粉を含む葯、三細胞期花粉、雌蕊、完熟種子、幼苗地上部、幼

苗根組織それぞれから抽出した total RNAからcDNAを合成し、定量的RT-PCRを行った(Fig. 11A)．DCW11の

発現は葯の発達後期に強く見られ、特に三細胞期で最も強い発現を示した．また、Affymetrixマイクロアレイを用

いてのイネ生殖過程における遺伝子発現アトラス作成を目指したデータベース

Oryza_Express(http://gbarrier.lab.nig.ac.jp/oryza_express/)から抽出した DCW11 の発現パターンも定量的

RT-PCRの結果と同様の傾向を示した(Fig. 11B)． 

 シロイヌナズナでは76個の遺伝子がPP2Cをコードすると予測されており(Kerk et al. 2002, Schweighofer et al. 

2004)、本研究でTIGR (http://www.arabidopsis.org/)で検索を行ったところイネでは79遺伝子がPP2Cをコード

していると予測された．ClustalW v. 1.8によってこれらPP2Cにおけるアミノ酸配列レベルでの類似性を比較し、

JalView v. 2.4によって系統樹を作成した(Fig. 12, Fig. S1)．イネとシロイヌナズナのPP2Cは11個のグループを

形成し、ホモログ関係にあるものが多く見出された(Fig. S1)．ただし、6つのPP2Cはoutgroupと見なした(TAIR-ID: 

At3G63340, At4g11040, At1g67820, TIGR-ID: LOC_Os04g42260, LOC_Os04g08560, LOC_Os10g22460)．

DCW11はシロイヌナズナにおけるAt5g53140、イネゲノム内ではLOC_Os06g33549(DCW11-like: DCW11L)と

最も高い相同性を示した(Fig. 12, Fig. 13)．なお、LOC_Os05g50970もDCW11と高い相同性を示したが、ミト 
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コンドリア局在ではないと考えられたため解析対象外とした．DCW11とDCW11Lは57%の相同性を示したが、

DCW11Lのイネ組織間における発現パターンをOryza_Expressから抽出すると、DCW11とは対照的に三細胞期

花粉を含む葯において顕著に発現が減少していた(Fig. 11B)．このことから、DCW11とDCW11Lは高度に機能分

化しているものと考えられた．DCW11とDCW11Lの3ʼ非翻訳領域は保存されておらず (data not shown)、RNAi

によるDCW11の特異的ノックダウンは可能と考えた． 

 RNAi法によってT65におけるDCW11のノックダウンを試みたところ、T0世代で4-38%にDCW11の発現が

減少した系統が得られた(Fig. 14．Knock Down DCW11系統: KDDCW11)．Maize ubiquitin::GUS (Ubi::GUS)を導

入したコントロール系統では、種子稔性が75%程度であったのに対し、KDDCW11系統では4-56%に低下してい

た．このような表現型はT1世代でも見られ、DCW11がKDDCW11系統では種子稔性が15-49%に低下していた

(Fig. 14、Fig. 15A)．DCW1は雄性器官でのみ発現が見られ、さらに三細胞期花粉で強い発現が見られた事から、

KDDCW11における種子不稔性は花粉不稔によって引き起こされていると推測した．しかし、各KDDCW11系統

で、花粉の I2-KIによる染色率は85%以上であった(Fig. 14)．そこでCW-CMS系統と同様、KDDCW11系統は花

粉の発芽能力が低下しているという事を推測した．開花後の柱頭をAniline blueによって染色したところ、通常の

T65では平均して102粒の花粉が柱頭に付着し、そのうち87粒が発芽していた(Fig. 15B・C)．しかし、KDDCW11-3

とKDDCW11-7のT1世代の個体の柱頭を同様に染色したところ、それぞれ32および39粒の花粉しか付着して

おらず、またそれぞれ9および15粒の花粉しか発芽していなかった(Fig. 15C)．CW-CMS系統は平均で3粒が柱

頭に付着していたが、発芽していた花粉は無かった．このことから、KDDCW11系統では花粉発芽能が低下して

おり、結果的に種子不稔性が生じているということが明らかとなった． 

 KDDCW11がCW-CMS系統と類似した表現型を示したことから、DCW11の発現抑制はCW-CMSと深く関わ

っている可能性が推測された．第一章・第一節における解析で、CW-CMS系統において顕著にAOX1a遺伝子

の発現が増加しており、AOXタンパク質が異常に蓄積していることを示した(Fig. 7)．本研究における系において、

AOX1aはCW-CMSで発現が増加するマーカー遺伝子となると考え、KDDCW11系統におけるAOX1aのmRNA

発現を調べた(Fig. 16A)．その結果、KDDCW11系統ではAOX1aがCW-CMS同様、T65と比較して発現が高く

なっており、AOXタンパク質の蓄積も増加していた(Fig. 16C)．そこで逆にDCW11をCW-CMS系統において過

剰発現させればAOXの異常な蓄積が抑制されると考えたため、Ubi::DCW11(Fig. 16B)をCW-CMS系統に導入し

た(CMS_OXDCW11)．T65にUbi::DCW11を導入した場合はAOX蓄積に変化は見られなかったが、CW-CMS 
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系統に導入した場合、AOXの蓄積が顕著に減少した(Fig. 16A・C)．従って、CW-CMS系統においてAOXが異

常に発現増加している原因はDCW11の機能低下にあると推察された．また、CW-CMS系統で発現が変動してい

たExpansin-alpha (AK101940), CSP41 (Cleavage specificity 41: AK071575)、Pectate lyase (AK070509, 

AK100191)、Pectin methylesterase (AK107457)やOsNek3 (AK067073)などの発現をKDDCW11において調査し

た(Fig. 17)．その結果Pectate lyase、Pectin methylesteraseやOsNek3などはDCW11のノックダウンによって

発現が減少したが、Expansin-alphaやCSP41は影響を受けなかった． 

  

•PP2Cである DCW11は ADP-Ribosylation Factorと結合する． 

 DCW11はPP2Cであり、PP2Cはその他のタンパク質の翻訳後修飾を担い、細胞内の様々なシグナル伝達に

関与している(reviewed by Schweighofer et al. 2004)．従ってDCW11と相互作用する因子が存在する可能性が高

いと考えられた．そこでYeast-two-hybrid (Y2H)スクリーニングを用い、T65の成熟葯においてDCW11と結合す

るタンパク質の探索を行った．約300,000クローンの二倍体をスクリーニングした結果、SD -Ade/-His/-Leu/-Trp

培地上での1次スクリーニングで4個の陽性クローンを得た．青白選抜による2次スクリーニングを行った後、

pGADT7-preyのインサートシークエンスを行ったところ、1種類の遺伝子に由来する陽性クローンがあることが

分かり、ADP-Ribosylation Factor (ARF、LOC_Os03g59740)であると予測された(Fig. 18)．このARFタンパク質

はミトコンドリアに局在する可能性が高く、生体内でも結合する可能性が高いと考え、DCW11-Binding ARF 

(DBA)と名付けて解析を行った． DBAは181アミノ酸のタンパク質であり、DCW11同様、PREDOTAR、PSORT、

TargetP と MitoProt によってミトコンドリア局在である可能性が強く推測された．DBA 全長を pBAD-Thio His 

TOPO vector (Invitrogen) にクローニングし、Thioredoxin-DBA-6XHis (TDBAH)融合タンパク質のE. coliでの発現

及び精製を行った．GST-DCW11とTDBAHをインキュベートした後、GST pull-down assayを行ったところ、

GST精製画分にTDBAHが含まれていることが確認できた(Fig. 18)．従って、DBAとDCW11は in vitroでも結合

するということが示された． 

 ARFはsmall GTPaseの一種であり、シロイヌナズナでは21、イネでは15遺伝子がARFをコードしていた(Fig. 

19A)．PREDOTARによる予測ではそのうち多くがミトコンドリア局在であるということが推測された(Fig. 19B)．

GTPase/ATPase ELIPA assay (Cytoskeleton.com)を用いてTDBAHのGTPase活性を調べた(Fig. 19C)．ネガテ

ィブコントロールとして用いたGSTと比較して高い酵素活性を示したため、DBAはGTPaseとして機能する可 
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から抽出したところ、DCW11同様、三細胞期花粉を含む葯で最も強い発現を示した(Fig. 20)．しかし、DCW11

と異なり、その他の組織でも発現が見られた(Fig. 20)． 

 DBAとDCW11の機能の関係を調べるために、DBAのノックダウン系統を作成した(KDDBA、Fig. 21)．KDDBA

ではKDDCW11と同様、AOX1aの発現が顕著に増加していた(Fig. 21)．DBAを抑制した場合、DCW11を抑制

した場合よりも約100倍以上高いAOX1aの発現が見られた(Fig. 21)．しかしKDDCW11で発現が抑制されてい

たOsNek3の発現変動は見られなかった(Fig. 21)．KDDBAの花粉稔性及び種子稔性の調査を行ったが、非形質転

換体と比較して有意な差は見られなかった． 
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(3)考察 

•DCW11は機能未知のサブファミリーに属する PP2Cをコードする． 

 DCW11はミトコンドリアに局在するPP2Cであり、脱リン酸化反応によるターゲットタンパク質の制御に関

わっているという可能性が考えられた．タンパク質のリン酸化修飾は細胞内のシグナル伝達において重要である．

植物においてもリン酸化を通じたシグナルカスケードは植物ホルモンの受容、ストレス応答や形態形成など様々

な活動に関わっていることが知られている(Bogre et al. 2003)．シロイヌナズナでは1,000以上のprotein kinase

の存在が予測されている．その数から protein kinase は高いターゲット特異性を持つ事が推測されるが、一方

protein phosphataseについてはどうか？Protein phosphataseはシロイヌナズナでは112個見出されており(Kerk 

et al. 2002)、そのうち76個がPP2Cである．Protein kinaseに対してphosphataseの数は少ないにも関わらず、

一部のPP2Cは高い基質特異性を持つ事が知られている(Zhou et al. 2002, Meskiene et al. 2003)．従って最近では、

植物はgeneralな役割を持つprotein phosphataseを利用する一方、specificな機能を持つものも併用すると考え

られている． 

 シロイヌナズナのPP2Cの系統樹を作成したSchweighofer et al. (2004)によると、76個のPP2CはA-Jの10

個のサブグループに分類される．AはABAシグナリングに関係するABI1、ABIを含み、Bはアルファアルファ

のMAPKシグナリングを抑制するMP2C、CはCLAVATAのネガティブレギュレーターであると考えられている

POLTERGEISTを含む(Schweighofer et al. 2004)．DCW11と最も相同性が高いAt5g53140はFグループに分類

されたが、このグループに属する遺伝子の機能は未知であった．本研究ではシロイヌナズナ、イネ両方の PP2C

を含む系統樹を作成し、11個のグループを見出した(Fig. S1)．これは本研究では系統樹作成にClustal Wを用い、

Schweighofer et al. (2004)はT-coffeeを用いた事に起因していると考えられた．しかし、本研究ではSchweighofer 

et al. (2004)がoutgroupと見なしたAt1g75010も新しいグループに組み入れることができた． 

 植物のミトコンドリア局在PP2Cについては知見が無いが、ほ乳類ではいくつか報告がある．Mouseのミトコ

ンドリアPP2Cは、実際にProtein phosphatase活性を持つ事が報告されている(Joshi et al. 2007)．脊椎動物で広

く保存されているPP2Cmはミトコンドリアのマトリックスに局在し、ノックダウンはミトコンドリアの膜ポテ

ンシャルを低下させ、細胞死を引き起こす(Lu et al. 2007)．DCW11上記2つのPP2Cとは相同性がなく(data not 

shown)、ミトコンドリア内での機能は未知である．植物ミトコンドリアでは30程度のPhosphoproteinの存在が
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予測されており (Juszczuk et al. 2007)、DCW11もこれらのうちどれかの活性調節に関わるのではないかと予測

された． 

 

•DCW11と CW-CMSの原因に深く関係している． 

 T65におけるDCW11のノックダウンはCW-CMS様の表現型を引き起こした．逆にCW-CMS系統における

DCW11の過剰発現はAOXの過剰蓄積を抑制したため、DCW11の機能低下がCW-CMS系統においてAOXの

異常な蓄積を引き起こしていると考えられた． 

 核コードのミトコンドリア遺伝子の機能欠損は様々な発達異常を引き起こすことが知られている．一例をTable 

S6に記載する．しかし、配偶子に異常が生じる変異体の解析は限られており、殆どの遺伝子について変異アリル

が二倍体においてホモになった場合の解析が行われている．ミトコンドリア呼吸鎖複合体 Complex II である

Succinate dehydrogenase (SDH) complexのサブユニットをコードするSDH1へのT-DNA挿入系統では、雄性配

偶子から後代へのT-DNA伝達が行われなくなっている(Leon et al. 2007)．それに対して雌性配偶子から後代への

T-DNA伝達は20%の減少に留まっており、花粉と雌性配偶子ではミトコンドリアComplex IIの機能が異なって

いることが想像できる．SDH1-1/sdh1-1のhemizygous変異体では約半数の花粉の形成が一核期で発達が停止し

ていた(Leon et al. 2007)．一方YeastのMiro GTPaseのシロイヌナズナホモログであるMiro1のT-DNA挿入変異

体では、花粉発達に異常は見られないが、変異アリルを持つ花粉は発芽能力が著しく低下し、アリル伝達率が著

しく減少する(Yamaoka and Leaver 2008)．雌性配偶子の伝達率に異常は見られないが、T-DNA 挿入アリルが

homozygousになると致死になってしまう(Yamaoka and Leaver 2008)．Miro GTPaseは真核生物で広く保存さ

れているGTPaseであり、ミトコンドリア外膜に結合することが知られている(Fransson et al. 2006)．このClass

の GTPase は真核生物全般で必須であると考えられているが、詳細な機能は不明である．また、

Formylglycinamidine ribonucleotide synthaseをコードするPUR4にT-DNAが挿入された変異アリルは花粉致死

になる(Berthome et al. 2008)．PRU4はミトコンドリアとプラスチド両方に局在していた．pur4アリルは雌性配

偶子からは正常に伝達された．  

 雄性配偶子特異的な致死を引き起こす変異アリルが存在する一方で、雌性配偶子形成、あるいは雌雄両方の配

偶子に影響を来す変異アリルも存在する．Yeastでミトコンドリアマトリックスに局在するシャペロンMdj1pオ

ルソログにT-DNAが挿入されたgfa2変異体では、雌性配偶子形成時に極核の融合が生じなくなる(Christensen et 
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al. 2002)．この変異アリルの伝達率は減少しないが、受精後の助細胞のにおけるプログラム細胞死が生じなくな

る．これはミトコンドリアではcytochrome cの放出など細胞死に深く関わっている(Cai et al. 1998)ためであると

考えられた．また、nfd1 変異体は重複受精時の極核と精細胞核との融合に欠陥がある変異体として同定された

(Portereiko et al. 2006)．NFD1はミトコンドリアの50S Ribosomal subunit L21をコードしており、雌性配偶子と

雄性配偶子両側からのnfd1アリル伝達率の減少が見られた． 

 ミトコンドリアは好気呼吸に必須なオルガネラであるため、全ての細胞に必要であると考えられる．それにも

関わらず上記のミトコンドリア機能欠損変異体は様々な種類の異常を引き起こしていた．これはミトコンドリア

の機能の質あるいは量の必要性が細胞によって異なることを示唆している．例えば雌性配偶子の分化は複雑であ

り、細胞死に注目すると(1)減数分裂後に3つのmegasporeが退化する、(2)反足細胞の退化、(3)受精後の助細胞、

と3つの細胞死が関わっている(Christensen et al. 2002)．従ってこれらの細胞死にミトコンドリアの特殊な機能

が必要である可能性が考えられる．雄性配偶子に主な異常が見られた変異体などでは(Leon et al. 2007, Yamaoka 

and Leaver 2008, Berthome et al. 2008)、なぜ雌性配偶体に異常が生じないのか興味が持たれる．ひとつの答えと

しては、雌性配偶子は胞子体組織に取り囲まれており、それら二倍体の細胞からのATP輸送が雌性配偶体を生き

ながらえさせている可能性が考えられる(Christensen et al. 2002)． 

 以上の変異体における考察を踏まえると、DCW11 のような遺伝子はミトコンドリアの機能が雄性配偶子と雌

性配偶子で異なっているということの裏付けのひとつである．DCW11 は成熟花粉で特異的に機能していると考

えられ、DCW11 のノックダウンは花粉発芽能を低下させた．ミトコンドリアは花粉発芽時にエネルギー供給を

担う可能性が考えられるが、変異体解析や生理学的な見解は見当たらなかった．しかし花粉管においては、ミト

コンドリアは細胞の先端に凝集されているということが報告されている(Lovy-Wheeler et al. 2007)．DCW11はミ

トコンドリアにおいて他のタンパク質の脱リン酸化を行っていると考えられ、DCW11 の欠損がミトコンドリア

機能の低下を促したことで花粉発芽能が低下したことが考えられた． 

 また、AOXはミトコンドリアストレスマーカーであることは良く知られているが(Vanlerberghe and McLntosh 

1996)、本研究ではCW-CMSマーカーとして用いた．DCW11の過剰発現によってCW-CMS系統におけるAOX

蓄積が抑制された．このAOXの異常蓄積はRTGシグナリングの影響であると考えられ、花粉特異的なミトコン

ドリア-核間の相互作用が存在することが予測された．しかし一方生理学実験レベルで、花粉は転写抑制の影響を

受けないということが示唆されてきた(Mascarenhas 1993、Honys and Twell 2003)．すなわち花粉ではmRNAが
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蓄積されており、発芽時に翻訳がなされるという見解が生まれた．また、単細胞における花粉ではシグナル伝達

が活発に行われているとは考えられて来なかった(Maskarenhas 1993)．しかし近年、花粉のトランスクリプトー

ム解析などで転写調節因子なども見出されており、花粉内においても転写調節、シグナル伝達が行われているこ

とが確認されている(Honys and Twell 2003)．精細胞特異的DUO1はR2R3 MYBドメインを持ち、MYB遺伝子

の多くは転写因子として機能する(Durbarry et al. 2005)．最近見出された花粉二細胞期特異的遺伝子 FBL17 は

Ubiquitin-proteasomeを介したCyclin-dependent kinase A;1 inhibitorの分解を行い、花粉三細胞期への分裂を制御

している(Kim et al. 2008)．これらの研究により、花粉における複雑なシグナル伝達を想像する事が可能になった．

従ってDCW11の機能低下によるAOXの過剰蓄積は緒言で述べたyeastのRTG pathwayの様に多くの仲介因子

が存在するものと考えられた．この事からCMS_OXDCW11系統ではAOXの過剰蓄積は抑制されたが、花粉稔

性、及び種子稔性の回復は見られなかった(data not shown)．CW-CMS系統におけるAOX1a発現を誘発する経

路と、花粉稔性に関わるシグナル伝達は独立である事が考察された． 

 

•DCW11と相互作用するDBAも CW-CMSへ関与する． 

 本研究で、DCW11と相互作用する因子として、DBAを見出してきた．DBAはARFであり、DBAはGTPase

活性を持つと考えられた(Fig. 19)．GTPaseはGTPと結合してPiを放出し、GDPと結合した状態の不活性型に

なることが知られている(Vernoud et al. 2003)．しかし、Bovine brainから精製したARF単独ではGTPase活性が

検出できず(Kahn and Gilman 1986)、ARFの効率的なGTPase活性にはGTPase-activating protein (GAP)が必要

であると考えられている(Huang et al. 2002)．DBAに対応するGAPを見出し、同時にインキュベートすればより

DBAのGTPase活性が高くなる可能性が考えられた．ARFはGTPと結合していない状態で活性型となり、effector

と呼ばれる下流タンパク質を膜へと輸送するということが知られている(Huang et al. 2002)．DBAとDCW11の

関係を考察するにあたり、ARFが直接リン酸化あるいは脱リン酸化による制御を受ける可能性を示唆する論文を

検索したが見当たらなかった．DBAが通常のARFのようにeffectorの膜への traffickingを行っていると仮定する

と、DBAがDCW11をeffectorとしている可能性が高いと考えられた．DBAを抑制した場合DCW11を抑制した

ときよりも約100倍近くAOX1aレベルが増加していた(Fig. 21)．RNAiの抑制程度も関係するため単純な比較は

できないが、DBAの機能欠損の方がDCW11の機能欠損よりもミトコンドリアによりストレスを与えるという可

能性が示唆された．  
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 そしてDCW11はミトコンドリア内膜あるいは外膜で他のターゲットの脱リン酸化を担っているということが

考えられた．トウモロコシ(Hack et al. 1991)、ペチュニア(Nivison et al. 1994)とテンサイ(Yamamoto et al. 2005, 

Yamamot et al. 2008) のCMSにおいて見出されたMCAGはミトコンドリア内膜に局在することが示されている．

CW-CMSにおけるMCAGの探索については第二章で詳しく述べるが、本研究までにMCAGは見出されていな

い．今まで見出されてきた CMS のような MCAG が存在し、膜に組み込まれている可能性を考えると、MCAG

がDCW11と直接関係している可能性も考えられた．この仮説は、KDDCW11がCW-CMSに類似する表現型、

molecular phenotypeを示したことによって支持されている(Figs. 14-17)． 

 最後に、DBAノックダウンではDCW11ノックダウン同様AOX1aの発現が顕著に増加していたが、OsNek3

の発現は変動していなかった(Fig. 21)．OsNek3はDCW11ノックダウンによって発現が促されるが、DBAのノ

ックダウンによる発現促進は受けなかった事から、DCW11あるいはDBAの機能を考察するためにはOsNek3の

機能を解析することが有効であるという事が考えられた． 
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第三節DCW11ノックダウンによって発現が抑制されるNIMA-related protein kinase, OsNek3の機能解析 

 

(1)材料・方法 

・OsNek3の Tos17挿入系統の単離 

 OsNek3へのレトロトランスポゾンTos17挿入系統ND6002は農業生物資源研究所、宮尾安藝雄博士より分譲

頂いた．OsNek3へのTos17挿入はPCR法で確認した．Tos17が挿入されていないWT型アリルを増幅するプ

ライマー対 5 -̓TAAGGCTTCATGTTCTGATG-3と 5 -̓GTTGATGATGCCCTTCTTGG-3ʼ、及び Tos17挿入アリル

を増幅するプライマー対 5 -̓ATTGTTAGGTTGCAAGTTAGTTAAGA-3ʼと 5 -̓GTTGATGATGCCCTTCTTGG-3ʼを

用いてPCRを行った． 

 

・形質転換用コンストラクトの作成 

 OsNek3 の ORF 領域 1,752 bp をプライマー対 5 -̓GGATCCATGGAGCAGTATGAGGTGCT-3  ̓ and 5 -̓ 

GGATCCCAATCCAGTCCCTTTGAAGCTC-3ʼを用いて増幅した．第一章・第二節(1)材料・方法・形質転換用

コンストラクトの作成と同様にOsNek3 ORFを過剰発現用のコンストラクトに導入した． 

 

・OsNek遺伝子の発現解析 

 OsNek遺伝子の発現解析には以下に示すプライマー対を用いた．塩基配列は左側が5ʼとする． 

OsNek1 (LOC_Os03g43590): GCATATGCGATCACTCTCAC CGCTACTTCCTTGTTAATCC 

OsNek2 (LOC_Os12g41180): TCGCCAGTTTTGTCATGTGC TGATTGCAGGTGCCACATGA 

OsNek3 (LOC_Os07g08000): TTGCTTAAGCACCCACACC CGTCTTGTAGGTTGACTTGC 

OsNek4 (LOC_Os05g36960): CCTGTCGATGTGAGTATCTG GGCTATTTACAACATGCGCC 

OsNek5 (LOC_Os01g64490): CTCGAAAACAGCCTGTTCAG AACTGCGACTCGCTTCATCA 

OsNek6 (LOC_Os02g37830): CGTTCCCATCGTTACAGAAG ACGTAAGTTTTGGTGACCCT 

 

・花粉の DAPI染色 

 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)による花粉の染色には、DAPI染色液(1mg/ml DAPI, 0.05M Tris-HCl (pH 
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7.0), 0.5%(v/v) Triton X-100)中で葯を押しつぶしで花粉を出した後、蛍光顕微鏡で観察した．  
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(2)結果 

・OsNek3の発現は三細胞期花粉特異的であり、CMS バックグラウンドで抑制される． 

 Oryza sativa NIMA-related kinase 3 (OsNek3)は第一章・第一節において行ったマイクロアレイで、CW-CMS

系統において発現が減少していたDCW1である．また、第二節においてKDDCW11においても発現が減少して

いた遺伝子でもあった．NIMA-related kinaseはAspergillus nidulansにおいて見出された．Nekの変異体である

never-in-mitosis A(NIMA)は、有糸分裂のG2期で細胞分裂が停止してしまう(Osmani and Ye 1996)．植物ではゲ

ノム解析によりシロイヌナズナで 7、イネで 6、ポプラで 9 個の遺伝子が Nek をコードすると予測されている

(Vigneault et al. 2007)．Vigneault et al. (2007)では、マイクロアレイ解析によるNekの発現パターンの結果も掲載

されていたが、生殖器官におけるデータは無かった．OsNek3 に対する基礎的な知見を得るため、本研究ではま

ずOsNekの雄性生殖器官における発現パターンを調査した(Fig. 22)．Vigneault et al. (2007)の解析では、栄養組

織における OsNek3 の発現はほとんど検出されなかった．これは本研究でも同様であり、栄養組織では殆ど

OsNek3の発現は検出できなかった．一方、OsNek3は葯における強い発現特異性を持ち、DCW11同様成熟花粉

において最も強い発現を示した(Fig. 22)．OsNek3プロモーターをmRFPと連結したコンストラクトを用いたプ

ロモーター解析でも同様であり、RFP蛍光は成熟花粉で最も強かった(Fig. S2)．一方、その他のOsNekはOsNek3

とは異なり、成熟葯特異的な発現パターンを示さなかった(Fig. 22B・C)．また、CMSバックグラウンドにおける

OsNekの発現パターンを調べたところ、OsNek3の発現のみがBT-CMS、CW-CMS、LD-CMS全てのCMSタイ

プで減少していることがわかった(Fig. 23)．その他のOsNekはCMSバックグラウンドの影響を受けない事が分

かった． 

 

・OsNek3のノックアウトは生育に影響を及ぼさないが、過剰発現は様々な異常を引き起こす． 

 OsNek3の機能を調査するため、OsNek3にTos17が挿入された系統ND6002を農業生物資源研究所より分譲

して頂いた．ND6002ではOsNek3の 14番目のエキソンにTos17が挿入されていた(Fig. 24A)．ND6002では

OsNek3のmRNAが検出されず(Fig. 24B)、OsNek3の機能を失っていると考えられたため、ND6002をosnek3

変異体とした．Hemizygous (+/-)の個体の自植後代を展開したところ、-/-: +/-: +/+ = 35:63:29 (χ2=0.75, p=0.05, 

1:2:1)と正常に分離したため、配偶子致死は起こっていないと考えられた．また、osnek3変異体ではWTである

日本晴と比較して明白な表現型の異常は見られなかった(Fig. 25A)．OsNek3は他のOsNekと比較して特徴的な 
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mRNA発現パターンを示していたため、特有の機能を持つと考えられたが、osnek3変異体では異常は見られな

かった．これは、OsNek3はその他のOsNek、特にOsNek1及びOsNek2と高い相同性を示したため、機能が相

補されたということが考えられた(Fig. 26)． 

 一方、OsNek3を過剰発現した系統では、種々の異常な表現型が見られた．OsNek3のORF領域と6XHis・

2XHA(ox1)、あるいはGFP(ox2)との融合タンパク質をT65において過剰発現させた(Fig. 25B)．ox1およびox2

は半矮性を示し、種子の長さが短くなっていた(Fig. 25B)．これはブラシノステロイド欠損変異体に類似していた

(Hong et al. 2002, Sakamoto et al. 2006)．興味深い事に、ox1およびox2ではそれぞれ1.0%、1.8%の成熟花粉が

四分子期のように細胞壁が融合したままであった(Fig. 25B)．DAPI染色によってこれらの花粉は3細胞期である

ことが確認された(Fig. 25B)．シロイヌナズナではquartet(qrt)変異体が見出されており、この変異体では花粉が四

分子期のような構造を保ったまま、成熟花粉へと発達することが報告されている(Preuss et al. 1994)．従って

OsNek3過剰発現系統で見出されたこの成熟花粉の四分子構造を、今後qrt様の構造、と定義して議論する．過剰

発現系統における qrt 様構造では、必ず半数の花粉が潰れていた(Fig. 25B)．これらの系統は導入遺伝子を

Homozyousで保持していたため、Zygosityの問題ではないと考察された．なお、ox1とox2は各コンストラクト

を導入した系統のうちの代表として表現型を掲載しているが、その他の系統もほぼ同様の表現型を示したためそ

れらについての説明は省略する．  

 osnek3およびOsNek3過剰発現系統において、DCW11とAOX1aの発現を調査した(Fig. 27)．第二節の結

果と同様KDDCW11ではOsNek3の発現は顕著に抑制されていたが、osnek3あるいはox1・ox2ではDCW11

及びAOX1aの発現に変動は見られなかった(Fig. 27)．従って、OsNek3の発現制御において、DCW11は上流に

位置していることが推測された． 

 

・OsNek3は主に核に局在し、OsPLIM2bと yeast内で結合する． 

 OsNek3をCaMV 35Sプロモーター下流に連結し、GFPと融合させてBY2細胞で発現させた．方法は第一章・

第二節でDCW11について行ったものと同様に行った．GFP蛍光はDAPIで染色された核で多く見られたが、そ

の他微小管構造や細胞膜と思われる部分でも蛍光が見られた(Fig. 28A)．従ってOsNek3は核、微小管構造と細胞

膜に局在すると考えられた．また、Y2H スクリーニングによって Nek と相互作用する因子が見出されている

(Pnueli et al. 2001, Sakai et al. 2008)．従ってOsNek3の相互作用因子を探索するにあたりY2Hは有効であると考 



 65 

 



 66 



 67 

 



 68 

 



 69 

えた．OsNek3のORF全長をGAL4 DNA-DBと融合したタンパク質をS. cerevisiae strain strain Y187で発現さ

せbaitとし、matingによって第一章・第二節で作製したライブラリーのスクリーニングを行った．二次スクリ

ーニング後、3つの陽性クローンが得られた．陽性クローンに由来するpGADT7-preyプラスミドのスクリーニン

グを行ったところ、LIM-domain containing proteinをコードすると予測される遺伝子(TIGR: LOC_Os04g45010)

と相同性が高いことが明らかとなった(Fig. 28C)．この遺伝子はゲノム解析によってOsPLIM2bと命名されており

(Arnaud et al. 2007)、2つのLIMドメインを保持していた．OsPLIM2bのmRNA発現はOsNek3同様花粉三細胞

期の花粉で最も強かったため(Fig. 28D)、OsPLIM2bとOsNek3が生体内でも結合する可能性が考えられた． 
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(3)考察 

・OsNek3はOsNekの中でも特殊なメカニズムによって発現制御されている． 

 OsNek3 は花粉三細胞期で最も強く発現しており、CMS バックグラウンドでは発現が抑制されていた．

KDDCW11においてもOsNek3の発現が抑制されていたため．DCW11のノックダウンがCMS様のmolecular 

phenotypeを引き起こすという可能性も後押しされた．またOsNek3の機能を欠損した変異体 osnek3では特に

表現型の異常は見られなかったが、OsNek3を過剰発現すると様々な表現型が見られた．半矮性や種子が短い等、

ブラシノステロイド欠損変異体と類似した表現型が見られた他、稀にqrt様の構造を示す成熟花粉が見られた．最

後に、OsNek3はOsPLIM2bとyeast内で結合するということが示された． 

 OsNekの発現解析から(Fig. 22, Fig. 23)、OsNek3はOsNekの中でも独特な発現制御がなされているという可

能性が示唆された．CMS バックグラウンドで OsNek3 の発現のみが抑制されていたということから(Fig. 27)、

OsNek3 のプロモーターにのみ CMS の影響を受ける cis-element が存在することが考察された．PLACE 

(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/)による検索では、既知の花粉特異的cis-element、g10(Pectate lyaseに見られ

る、GTGANTG)やLat52(Lat52に見られる、AGAAA)がOsNek3に特に多い傾向などは見られなかった．従って

OsNekのプロモーターの比較解析を行う事で、CMSの際に引き起こされるRTGシグナリングによって制御され

る新規のcis-elementを同定できる可能性が考えられた． 

  

・OsNek3の過剰発現によって稀に生じる qrt様構造の考察 

 OsNek3の機能欠損は形態的な異常を引き起こさないと考えられたが、OsNek3の過剰発現はqrt様の花粉構造

を稀に引き起こした(Fig. 25B)．シロイヌナズナの qrt変異体では、(i)成熟花粉ステージになっても四分子期のよ

うに花粉壁が融合したままである、(ii)個々の花粉には生殖能力があり正常な発芽能力がある、という2つの特徴

がある(Preuss et al. 1994)．この特徴から、雄性配偶子変異体解析である tetrad analysisに利用されている．qrt

バックグラウンドにおいて雄性配偶子致死アリルをヘテロで持つ場合、qrt構造のうち半分の花粉が致死の表現型

を示すと想定されるため、分離比の確認に有用な形質である．分子機構は最近明らかになり、QUARTET1はPectin 

methyl esterase (PME)をコードすることが示された(Francis et al. 2006)．PMEはシロイヌナズナでは66個の遺

伝子によって構成される大きなファミリーであり、生体内では細胞壁を緩くする機能があると考えられている

(Bosch and Hepler 2005, Francis et al. 2006)．根や花粉管の伸張においては細胞壁の素早い再構成が必要であると
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考えられており、PMEは鍵となる働きを果たしていると考えられる(Bosch and Hepler 2005)．qrt1変異体におい

ては、PMEに因る細胞壁分解能が欠損したため、花粉壁が融合したまま成熟したと考えられた(Francis et al. 2006)．

しかしqrt1の他にqrt様花粉構造を示す変異体が2つシロイヌナズナでは見出されているが、それらの原因遺伝

子は明らかにされておらず、PME以外の分子機構は不明である．イネにおいてもシロイヌナズナ同様、PMEに

よる花粉壁再構成が行われていると仮定すると、OsNek3の過剰発現はタペート細胞におけるPMEの活性化に負

の影響を与えている可能性が考えられた．ただし、OsNek3過剰発現系統ではごく稀にqrt様の花粉が見られたた

め、OsNek3によるPMEの制御は二次的な効果による可能性が考えられた． 

 イネではqrt様の表現型を示すsps12変異体が知られているが、分子機構は明らかにされていない(Yamagata et 

al. 2007)．また、Gain-of-functionによってqrt様の花粉構造が生じるという知見はなく、本研究で見出したOsNek3

の関連は貴重な知見になりうる． 

 

・OsNek3は花粉管伸張に関わる可能性が示唆された． 

 トマトで見出されたNekであるSPAKはCETS family proteinであるSELF-PRUNINGと結合することが知ら

れている(Pnueli et al. 2001)．ポプラのPNek1は14-3-3タンパク質(Cloutier et al. 2005)、AtNek6はArmadillo-repeat 

containing protein(Sakai et al. 2008)とそれぞれ結合することが報告されている．NekはもともとAspergillusにお

いて細胞分裂制御に関わる因子として見出されてきた．しかし、植物では維管束木部など細胞分裂が盛んではな

い組織でも発現が見られる(Vigneault et al. 2007)．従って植物のNekは細胞分裂のみならず、様々な生体反応に

関わっている可能性が示唆されている． 

 OsNek3はOsPLIM2bと結合する可能性が高い事が示された．近年、ユリから単離された LILIM1は、花粉に

おいて過剰発現する事で花粉管伸張阻害効果があることが示された(Wang et al. 2008)．LILIMはF-actinと結合す

るため、花粉管の細胞骨格を制御しているものと考えられた．LILIM は花粉特異的に発現している事が報告され

ている(Wang et al. 2008)．Oryza_Expressから6個のOsLIM遺伝子の発現パターンを抽出したところ、OsPLIM2a、

OsPLIM2bとOsPLIM2cが三細胞期花粉を含む葯で強く発現していた(Fig. S3)．OsPLIM2の3つはそれぞれ64%

以上の相同性があり(Fig. S4)、パラログであると考えられている(Arnaud et al. 2007)．アミノ酸配列レベルでは

OsWLIM1が最もLILIMと高い相同性を示したが、OsWLIM1を含むその他のOsLIMは花粉特異的な発現を示さ

なかった事から(Fig. S4)、OsPLIM2がLILIMの機能を果たしていると考察された． OsNek3も同ステージで高レ
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ベルのmRNA発現を示したため、OsNek3とOsPLIM2bとのネットワークが花粉発達及び花粉発芽に深く関わ

っていると考えられた．LILIM はアクチンに結合するため、微小管構造に局在することが予測されるが、本研究

の結果からもOsNek3が微小管構造に局在する可能性が考えられた(Fig. 28)．OsNek3がOsPLIM2bをリン酸化

し、OsPLIM2b の活性を制御する事で花粉管における細胞骨格が再編成され、細胞伸張が制御されるという事が

考えられた．一方、osnek3変異体で表現型が見られなかったことはOsNek3の機能がOsNek1あるいはOsNek2

によって相補されている可能性がある事を言及した．さらにOsPLIM2bの機能も非常に相同性が高いOsPLIM2a

とOsPLIM2cによって相補される可能性があり(Fig. S3)、OsNek3とOsPLIM2bの両遺伝子が花粉発芽に関わっ

ている可能性を遺伝学で検証することは難しいと考察された．今後OsNek3およびOsPLIM2bの花粉発芽への関

わりを証明するには生化学的アプローチを用いることが有効であると考えられた． 

 CW-CMS系統の花粉は発芽能力を失っている事を先述した(Fig. 2)．従ってCW-CMSにおいては花粉発芽に関

わるような核遺伝子発現が抑制されているのではないかと考察され、OsNek3 はそのような遺伝子であると考え

られた．第一節で行ったマイクロアレイでは、CW-CMS系統におけるOsPLIM2b (LOC_Os04g45010)の発現低

下は見られなかった(data not shown)．mRNA発現パターンから、OsPLIM2bもOsNek3同様三細胞期花粉にお

いて機能する事が考えられた．この事から、CW-CMSにおいて花粉発芽に機能しうる遺伝子全てが減少している

のではなく、選択的に発現抑制が起こっているという事が示唆された．従って CW-CMS 系統において生じてい

る RTG シグナリングは特定の遺伝子群を制御しうるものであると考えられた．DCW11 を抑制した事によって

OsNek3発現も抑制されたことは、緒言で記述したシロイヌナズナにおけるNoflurazon処理などプラスチドスト

レス時のLhcb遺伝子発現抑制RTGシグナリングを連想させる(Susek et al. 1993)．このLhcb抑制のRTGシグ

ナリングは、ストレスによってプラスチドの機能が低下した場合、エネルギー保存のために核コード遺伝子発現

の抑制が起こるというものであると想像できる．本研究の場合、DCW11 の機能低下によって引き起こされたミ

トコンドリアストレスを起因としたRTGシグナリングによってOsNek3の発現が抑制されているものと考えら

れた．しかし、DBAの機能低下ではOsNek3の発現は変動しなかったことから、このRTGシグナリングは少な

くとも2種類以上に分化しているものと考察された．以上のようなRTGシグナリングがCW-CMSにおける花粉

発芽能の欠損によって引き起こされているのではないかと考えられ、DCW11 の局在を考えるとミトコンドリア

が起因となっていると考えられた． 
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第二章、CW-CMSイネのミトコンドリアゲノムの遺伝学的解析 

 緒言で述べた様に、多くの CMS 系統において特有のミトコンドリア ORF として MCAG が見出されている

(Schnable and Wise 1998, Hanson and Bentolila 2004)．MCAG は CMS がミトコンドリア遺伝子の

Gain-of-function 変異によって引き起こされるという所以であり、既存の遺伝子の Loss-of-function ではなく、

MCAGが存在する事がCMSの原因であると考えられている．第一章・第二節・考察においても述べた様に、

これまでに見出されたMCAG産物はミトコンドリア内膜に局在する可能性が強く示唆されており、多くのものが

強い疎水性を示す．本章では以上のMCAGのバックグラウンドを踏まえ、CW-CMS系統におけるMCAGを見

出すことを目的とした．そのため、第一節では Pyrosequencing法を用いたCW-CMSミトコンドリアゲノムの

塩基配列の解析を行った．第二節ではCW-CMS系統に特有のゲノム構造に注目し、MCAGとしての可能性を追

求した． 
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第一節 Pyrosequencing法による 2種類の CMSイネミトコンドリアゲノムの解析 

 

(1)材料・方法 

・材料 

 CW-CMS系統は第一章でと同様のものを用いた．LD-CMS系統はインディカ品種Lead riceに由来するCMS

系統である(Itabashi et al. 2008)．既知のミトコンドリアゲノムシークエンスは日本晴(DQ167400)、

PA64S(DQ167807)と93-11(DQ167399)としてNCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)に登録されていたものを用いた．

PA64Sの核ゲノムはOryza sativa L. ssp. indicaに由来するものであるが、細胞質ゲノムはOryza sativa L. ssp. 

japonicaに由来する系統である(Tian et al. 2006)．PA64Sは温度・日長感受性の核型雄性不稔系統であり、細胞質

雄性不稔系統ではない．93-11は核ゲノム及び細胞質ゲノム共 I々ndicaに由来する系統である． 

 

・ミトコンドリアDNAの抽出 

 Tanaka et al.（2004）の方法に従った. 胚盤由来カルス5 gを氷冷した抽出バッファー （0.4 M mannitol, 25 mM 

MOPS (pH 7.8), 1 mM EGTA, 4 mM cystein，0.2% BSA (w/v)）中で潰した後，四層のMiracloth (Calbiochem)で濾

過した. 抽出液を1,000×g，1分遠心した後，上清を回収し，さらに2,000×g，10分間遠心した. 上清を回収後，

10,000×g，15分間遠心をすることでオルガネラ画分を沈殿させた. 沈殿を 5 mlの抽出バッファーに融解し，超

遠心管に用意したショ糖勾配層（20 %, 35 %, 47 %, 60 % sucrose (w/v)，10 mM Tricine (pH 7.5) ，1 mM EGTA）

の上に重層した. 108,000×g，90分間遠心を行った後，35%から47%の層を回収した. 3 volumeの洗浄バッファ

ー（0.2 M mannitol, 10 mM Tricine (pH 7.5) ，1 mM EGTA）で洗浄した後，10,000×g，20分間遠心して生じた沈

殿をミトコンドリア画分とした. ミトコンドリアゲノムDNAの抽出にはDNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN)を用い

た． 

 

・Pyrosequencing法による全ミトコンドリア塩基配列決定およびミトコンドリアゲノム構造の解析 

 GS FLX高速シーケンサーによる pyrosequenceは TaKaRa-Bioでの受託解析により行った．CW-CMSは計

15,965,332 bp の塩基配列が得られ、ミトコンドリアゲノムを 500,000 bp と仮定すると冗長度 31.9 となり、

LD-CMSは計 15,020,464 bp の塩基配列が得られ、冗長度 30.0であった．Read fragmentsのコンティグ化は
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TaKaRa-Bioが行ったが、高頻度の重複と転座により全ゲノムのアセンブリーは不可能であったため、1-50 kb程

度のコンティグ約 500配列を入手した．これらの配列をBLAST検索し、既知の日本晴ゲノム上での位置を明ら

かにした．また、この過程で核ゲノムに完全ヒットした配列を調査対象から除外した．ミトコンドリアにマスタ

ーサークルが存在する事は結論されていないが(Kubo and Mikami 2007)、本研究では存在するという仮定し、全

ゲノムがひとつの環状DNAになるようにコンティグをSequencher ver. 4.2.2 (Gene Codes corporation)で連結し

ていった．Genome Matcher ver. 1.21(Otsubo et al. 2008)によって日本晴、CW-CMS系統、LD-CMS系統それぞ

れのゲノムの再編成を調査した．また、Spidey program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Ostell/Spidey/)

によって既知のミトコンドリア遺伝子、rRNA 及び tRNA 内の変異同定を行った．新規遺伝子予測には

Genemark.hmm for Prokaryotes (http://opal.biology.gatech.edu/GeneMark/gmhmm2_prok.cgi)を用いた．イネの

BT-CMSにおけるMCAGであると考えられているorf79が79アミノ酸のタンパク質をコードすることから、70

アミノ酸未満のORFは解析対象外とした． 
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(2)結果 

・CMS系統におけるミトコンドリアゲノムの概要 

 本研究では CW-CMS の原因解明を目的としているが、全ミトコンドリアの塩基配列解析を行った場合

CW-CMS系統に特有な変異かどうか確認するためには比較対象が必要であると考えられた．従ってCW-CMSと

LD-CMS 両方のミトコンドリア DNA を抽出し、Pyrosequencing を行った．結果の概要を Table 1 に示した．

CW-CMSが564,191 bp、LDAが417,033 bpのミトコンドリアゲノムを構成していることが推測された．λライ

ブラリーの全配列決定によってシークエンスが明らかになっている日本晴(Nipponbare)が490,520 bp(Notsu et al. 

2002)、ショットガンシークエンスによってシークエンス解析が行われたPA64S及び93-11はそれぞれ490,673 

bp、491,515 bpであった (Tian et al. 2006)．日本晴 (Oryza sativa L. ssp. Japonica)、PA64S (Japonica)と93-11 

(Indica)の3つのゲノム間では大きなゲノム再編成が起こっていないことが確認された(Fig. 29)．一方、日本晴、

CW-CMS (Oryza rufipogon Griff.)とLD-CMS (Indica)の3つのゲノム間では複雑なゲノム再編成が生じていること

が明らかとなった(Table 1)．例えばCW-CMSでは、日本晴と比較して少なくとも15回の相同性組み換えが生じ

たと推測された(Table 1, Fig. 29)．LD-CMSも少なくとも12回のゲノム組み換えが生じたと予測された(Table 1, 

Fig. 29)．日本晴、PA64Sと93-11ではそれぞれ3つの大きな重複領域(>10,000 bp)があったのに対し、CW-CMS

では5つ、一方LD-CMSでは大きな重複は1つであった(Table 1)．従って重複の多さが各ゲノムの大きさに比例

していると考えられ、この見解はAllen et al. (2007)によるトウモロコシ5系統のミトコンドリアシークエンス解

析における結果と一致した．Fig. 29, Fig. 30ではこれらの結果を図示した．重複領域を除いた日本晴の374,866 bp

に対して各ゲノムをプロットしたところ、日本晴、PA64Sと93-11のゲノム構成は極めて類似していることが分

かったが、CW-CMSとLD-CMSは激しい相同性組み換え、転座、逆位や挿入/欠失などが生じていることが考え

られた(Fig. 29, Fig. 30)．日本晴、CW-CMSとLD-CMSのマスターサークルをFig. 31に示した． 

 

・日本晴において予測されている遺伝子における変異 

 日本晴では55個の遺伝子、23個の tRNA(pseudo-tRNAを含む)、3個の rRNAが予測されている(Notsu et al. 

2002)．Spidey program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Ostell/Spidey/)を用いて各ゲノムにおけるこれ

らの配列内の変異を探索したところ、cox3、orf152b、orf176、orf224、orf288、pseudo-rps14、rps1と rps2の遺

伝子領域内にSNPsや InDelsが見られた(Table 2)．合計28種類の変異が見られたが、遺伝子領域内の変異のみ 
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Table 1 Summary of genomic organization     

   Nipponbare  CW‐CMS  LD‐CMS 

Length  490,669  564,191  417,033 

Synonymus mutations  –  0  0 

Non‐synonymus mutations  –  3  1 

Large duplications (>10,000 bp)  3  5  1 

Recombination (vs Nipponbare)  –  15  12 

Large InDels (>1,000 bp)  –  1  2 
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ではPA64Sと日本晴を区別する事はできなかった．さらに、Tian et al. (2006)が見出したPA64S vs 93-11間の非

遺伝子領域における InDelによってCW-CMSゲノムとLD-CMSゲノムを分類した(Table 3)．その結果両CMS系

統は、InDel 76336、InDel 76598、InDel 90662, InDel 201718については93-11型であったが、その他ほとんど

の InDelは japonica型であった(Table 3、Fig. 32A)．例外的に、InDel 200488は日本晴、PA64S、93-11と両CMS

系統全てが異なる遺伝子型を保持していた．しかし、非遺伝子領域における InDelではCMS系統間に差を見出す

事はできなかった．また、Tian et al. (2006)が見出した96のSNPsによってCW-CMSとLD-CMSゲノムを分類

した場合も同様であり、52.3%のSNPが japonica型であった事に加え(Table 4、Fig. 32A)、両CMS系統のゲノ

ムは完全に同じgenotypeであった．遺伝子領域内の変異あるいはPA64S vs 93-11間の InDels・SNPsによって

各ハプログループ間の遺伝的距離の算出を行った(Fig. 32B-D)．結果、遺伝子領域をもとに算出した場合では

CW-CMS系統がoutgroupと見なされ、PA64Sと日本晴のclusterに対してLD-CMS系統、93-11の順で近い事

が明らかとなった(Fig. 32B)．しかし、非遺伝子領域の InDelやSNPについて同様の解析を行った場合、93-11が

outgroupとなり、両CMS系統はPA64Sと日本晴のclusterに近い事が図示された(Fig. 32C)．遺伝子領域、InDels・

SNPs全ての変異を考慮して系統樹を作成した場合、93-11がoutgroupとみなされ、日本晴からの遺伝的距離は

PA64S<LD-CMS<CW-CMS<93-11の順で離れて行く事が明らかとなった．  

 個々の遺伝子領域に注目した場合、各CMS系統に特有の変異がいくつか見られた．以降、93-11特異的な変異

が見られる遺伝子をgene type 9、CW-CMS特異的なものをgene type c、CW-CMS系統とLD-CMS系統に共通

の変異を持つものをgene type cl、両CMS系統で typeは異なるが変異が見られるものをgene type c &lと記す．

例えばorf152bは前半部分がCW-CMSミトコンドリアゲノムより欠失しており、ORFが組めない状態になって

いた．こういった遺伝子をgene type cと分類した．その他gene type cとして、ハウスキーピング遺伝子である

にも関わらず rps1及び rps2に非同義置換が見られた(Table 2)．さらに、pseudo-rps14はGene type clに属し、

CW-CMS系統とLD-CMS系統に共通の6塩基の欠失が見られた(Table 2)．Tian et al. (2006)が見出した通り、cox3

とorf224はそれぞれ一箇所の非同義置換を伴っていた(Table 2)．また、Tian et al. (2006)では言及されていなかっ

たが、orf176は93-11において9塩基の欠失が生じており、3アミノ酸が欠失したORF構成になっていた． 

 Gene type c & lに属するorf288はアリル間で興味深い挙動を示した．orf288は日本晴、PA64Sと93-11におい

ては288アミノ酸のタンパク質をコードすると予測される遺伝子であるが、LD-CMS系統においてはN末端側の

塩基配列の変異によってORFが310アミノ酸に延長されていた (LDORF310, Table 2)．それに対して、CW-CMS 
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系統ではorf288の前半294 bpのみに相同性がある配列が存在し、それ以降の配列は由来不明の配列であった(Fig. 

33)．しかし、この由来不明の配列とorf288の前半部分を合わせてORFを組む事ができ、308アミノ酸のタンパ

ク質をコードしうる遺伝子が予測された(Fig. 33)．このORFはCW-CMS特異的に見出されたため、CWORF308

と命名した．CWORF308の配列情報をFig. S5に記載した． 
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(3)考察 

・CMS系統では日本晴と比較して複雑なゲノム再編成が生じていた． 

 第一節ではCW-CMSにおけるMCAG候補を見出す事を目的として、Pyrosequencing法を用いたシークエン

ス解析を行った．既知の日本晴、PA64Sと93-11、そして今回明らかにしたCW-CMSとLD-CMSとのシークエ

ンスを比較し、イネ種内でのミトコンドリア多型について一般的な知見得た．その後、CMS系統に特有の配列に

注目し、CW-CMS系統に特異的なCWORF308を見出した． 

 植物ミトコンドリアのゲノム解析は多くの植物種で行われており、双子葉類ではシロイヌナズナ(Unseld 

 et al. 1997)、テンサイ (Kubo et al. 2000、Satoh et al. 2004)、ナタネ(Brassica napus, Handa 2003)、タバコ

(Nicotiana tobacum, Sugiyama et al. 2005)が公開されている．単子葉類ではイネ (Notsu et al. 2002、Tian et al. 

2006)、トウモロコシ (Clifton et al. 2004、Allen et al. 2005)、コムギ (Ogihara et al. 2005)が明らかにされている．

中でもテンサイ(Satoh et al. 2004)とトウモロコシ(Allen et al. 2007)ではCMS系統のミトコンドリアも明らかにさ

れている．最小のゲノムを持つB. napusは221,853 bpであり、最大のものはトウモロコシのCMS-Cであり、

739,719 bpであると推測された．動物のミトコンドリアゲノムがD. melanogasterからHomo sapiensまで13

遺伝子を含む約 17 kb に広く保存されているのに対し、高等植物では多種多様である事が明らかにされている

(Kubo and Mikami 2007、Kubo and Newton 2007)．高等植物種間での比較では、nad、cob、coxやatpなど呼吸

鎖複合体に関わるサブユニットをコードする遺伝子は良く保存されているのに対し、rplや rpsなど翻訳に関わる

遺伝子は種によってはミトコンドリアから欠失しているものがあった(Kubo and Newton 2007)．しかしトウモロ

コシでは種内の遺伝子は保存されていたが、通常細胞質を持つNB系統が569,630 bpであったのに対し、先述の

通りCMS-C系統では739,719 bpであると推測された(Allen et al. 2007)．従って、ゲノム構造の変化と遺伝子の

取捨選択は進化の過程で必ずしも一致しないものと考察された． 

 Tian et al. (2006)の解析の通り、今回の解析でも japonicaである日本晴、PA64Sと indicaである93-11の間に

大きなゲノム再編成は見られなかった．その一方でCMS系統と日本晴の間では10回を超える相同性組み換えが

起こったという事が明らかとなった(Table 1)．トウモロコシのCMS系統を含む5系統のショットガンシークエン

ス解析では、ミトコンドリアゲノムは535,825から739,719 bpと今回の解析よりもさらに大きく構造が異なると

予測されていた(Allen et al. 2007)．トウモロコシでは、通常細胞質を持つ二系統間でもゲノム構造が大きく異なっ

ており、16回の相同性組み換えが起こっていることが予測された(Allen et al. 2007)．興味深い事に、イネの栽培
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種間(日本晴、PA64S、93-11)では大きなゲノム構造の差は見られず、この差は他殖性植物と自殖性植物の差であ

ると考えられた．一方、LD-CMSは93-11と同様 indicaイネであるにも関わらず、93-11とのゲノム構成は日本

晴との比較から考えて大きく異なっている事が推測された(Table 1, Figs. 29, 30)．従って、CMS系統における大

規模なゲノム再編成は単に地域性の違いでは説明できない事が推測された．実際、遺伝子領域にのみ注目した場

合、93-11のみが他の4系統と大きく遺伝的に離れている事が考えられた(Fig. 32)．これは、大まかなゲノム構造

解析によって見出された各系統間の遠近と矛盾している．従って今回の解析から、イネのミトコンドリアにおけ

る遺伝子領域内における変異とゲノム構造の変化は必ずしも同時に生じる訳ではなく、独立な進化的要因によっ

て制御されているものと考察された．具体的に日本晴からの距離について考えてみると、ゲノム構造(相同性組み

換えの数)に注目した場合PA64S=93-11<LD-CMS<CW-CMSとなるにも関わらず、塩基配列の変異から遺伝的距

離を算出した場合PA64S<LD-CMS<CW-CMS<93-11となる．すなわち LD-CMS系統、CW-CMS系統と 93-11

はゲノム構造から想像される日本晴との遺伝的距離が逆転している．結論として、両CMS系統はjaponicaとindica

の両方の変異を併せ持つため、祖先種に位置しているのではないかと考察された．仮定を具体的に述べると、イ

ネミトコンドリアゲノムはCW-CMSからLD-CMSに至る過程にゲノム再編成によってLDORF310を獲得した．

LDORF310はさらなるゲノム再編成によってorf288になったと考えられ、LD-CMSは japonica、indicaに分化し

ていったと考えられた．ただし、これらの変異が CMS という表現型に特有である可能性もあるため、一概には

断定しきれない．さらに日本晴、PA64S と 93-11 は shotgun sequence、本研究で解読した CMS 系統は

pyrosequenceという手法の差を考慮し、全相同性領域の塩基配列比較を行わなかった．93-11 vs PA64Sの既知

の変異のみではなく、全変異を対照に考察すれば進化の順が異なる可能性も考えられる． 

 イネでは、CMS系統特有と考えられるゲノム再編成の影響がミトコンドリアゲノムの構成に大きく影響を与え

ているという可能性が示唆された．トウモロコシでは調査した全ての系統間でミトコンドリアゲノム構造が大き

く異なっていたため、CMSによる影響がマスクされていたとも考えられる(Allen et al. 2007)．テンサイの様々な

野生系統のcox2-cox1遺伝子間領域のハプロタイプを調べたところ26タイプに別れ、3つのCMS細胞質はそれ

ぞれ異なるハプロタイプに分類された(Nishizawa et al. 2007)．最も頻度の高いハプロタイプseq01にはTK81-O

と BGRC56777 が含まれたが、両ゲノムの RFLP によって作成された physical map は大きく異なっており、

BGRC56777(progenitor)のゲノム再編成によって TK81-O(derivative)が生じたと推測された(Nishizawa et al. 

2007)．TK81-O、BGRC56777と TK81-MS(CMS)のゲノム構成はそれぞれ大幅に異なっており、CMS、塩基配
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列の変化、ゲノム構成の変化についての直接の考察はできないが、本研究で見出した様に必ずしもゲノム再編成

と中身の塩基配列の置換程度は一致していないように思われた． 

 

・CW-CMS系統において特異的に見出されたCWORF308 

 本研究ではCW-CMS系統あるいは LD-CMS系統に特有なゲノム構造、塩基配列を見出す事ができた．Gene 

type c、type lあるいは type clに属する遺伝子領域内の変異はCMS系統に特異的である可能性である事も考えら

れた．本研究に最も深く関わるものとして特徴的であったのがCWORF308と命名したCW-CMS特異的な新規

ORFである．CMSのMCAGに関する研究は1980年代から盛んに行われており、多くのMCAGの場合既存の

ミトコンドリア配列と由来不明の配列のキメラ構成によって成り立っていることが報告されている(Schnable 

and Wise 1998、Hanson and Bentolila 2004、Fujii and Toriyama 2008)．この既存の配列は多くの場合呼吸鎖複合

体サブユニットをコードするミトコンドリア遺伝子の一部である事が多い．例えばトウモロコシのT-CMSにおけ

るMCAGと考えられているT-urf13は一部にrrn26の配列を持ち、atp4遺伝子と隣接している(Dewey et al. 1986、

Hanson and Bentolila 2004)．ペチュニアのMCAGとして有力なpcfはatp9とcox2に由来する配列を一部持ち、

残り半分が由来不明である(Young and Hanson 1987)．イネのBT-CMSでは完全なatp6 から219 bpを隔てた下

流にorf79と呼ばれる一部にcox1断片を持つ配列が知られている(Iwabuchi et al. 1993、Akagi et al. 1994)．Itabashi 

et al. (2008)がこの orf79に酷似した L-orf79配列を LD-CMSから見出しており、今回の Pyrosequencingでも

L-orf79を見出した(data not shown)． 

 今回見出した CWORF308 を CW-CMS の MCAG として有力であると考える理由として、(i)既存の遺伝子

(orf288)とのキメラ構造から成立するORFである、(ii)CW-CMSミトコンドリアゲノムにその他に既存の遺伝子と

のキメラ構造を持つORFあるいは新規ORFが見出せない、という2つの要因が挙げられる．Genemark.hmm for 

Prokaryotesによる遺伝子予測を行ったところ、既存の遺伝子以外のもので70アミノ酸以上をコードする遺伝子

はCWORF308のみであった(data not shown)．さらに、CWORF308に含まれるorf288相同性領域はcox2と類

似の配列である事から、呼吸鎖複合体サブユニット遺伝子の一部が含まれているとも考えられた．従って

CWORF308がMCAGとして有力であると考えたため、第二節においてはCWORF308を中心にCW-CMS特有

のゲノム構造の解析を行った． 
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第二節 CW-CMS系統のミトコンドリアに特有な遺伝子のゲノム構造および発現解析 

 

(1)材料・方法 

・材料 

 CWR、CW-CMS、T65は第一章と同様のものを用いた．World Rice Core collection 69系統は農業生物資源研

究所、江花薫子博士より分譲頂いた (Table S7)．CWORF308とORF288の増幅はそれぞれ288-F3と763-1R、

288-F3と288-Rのプライマー対を用いたPCRによって行った(Table S8)． 

 

・λライブラリーの作成及び CWORF308配列を含む陽性クローンの単離 

 CTAB法（Murray and Thompson，1980）を用いて単離したCWRの total DNA 10 μgを制限酵素 Sau3AI

（TaKaRa-Bio）0.016Uと混合して37℃，30分処理し，部分消化した. DNA精製後，Klenow Enzyme （Roche 

Diagnostics）を用いてDNA断片の fill-in反応を行った. DNAを精製した後，ベクターλGEM-11 XhoI half-site arms

（Promega）にLigation High (TOYOBO)を用いて16℃，16 hrライゲーション反応を行った. ライゲーション反

応物をGigapack III Gold packaging extract（Stratagene）を用いて22℃，2 hrパッケージングした. 作成したλ

ライブラリーを大腸菌に感染させ，Top agar（Agarose 0.7%，1 mM MgSO4 in 1×LB）と混合してLB培地に撒

いた. 37℃で8 hr培養した後，プラークをHybond-N+（Amersham Biosciences）にトランスファーした. シグナ

ルの検出はサザンブロットと同様に行い，陽性プラークを打ち抜き，2 次，3 次スクリーニングを行った. 

CWORF308を含むクローンの単離にはプライマー対288-F3と288-R3のPCRによって作成したプローブを用

いた(Table S8)．COX1を含むクローンの単離にはプライマー対COX1-FとCOX1-RのPCRによって作成した

プローブを用いた(Table S8)．得られた陽性クローンのλDNAを液体培養法によって抽出した. 5 μgのλDNAを制

限酵素EcoRI，SacI，SalI, XbaI（タカラバイオ）を用いて完全消化し，DNA Ligation Kit Ver. 2（タカラバイオ）

を用いてpBluescript SK-ベクターにサブクローニングした.  

 

・サザンブロットによるミトコンドリアゲノム構造解析 

 CW-CMSおよびT65のミトコンドリア画分からDNeasy Plant Mini Kit(QIAGEN)を用いてDNAを抽出した．

そのうち0.5 μgを制限酵素BamHI, EcoRI, HindIII, XbaI（TaKaRa-Bio）それぞれ30Uで完全消化した後，0.6%
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アガロースで電気泳動した. DNAを2% NaOH，8.8% NaClでアルカリ変性させた後，12.1% Tris，8.8% NaCl，

pH 7.5で中和し，ナイロンメンブランNytran N（Schleicher & Schuell）にトランスファーした. UVクロスリンカ

ーでDNAを固定した後，作成したプローブを用いて65℃，16時間ハイブリダイゼーションを行い，0.1×SSC，

0.1%SDSでメンブランを洗浄した後，検出した. 

 本章で用いたプローブはTable S8に記載したプライマー対を用いたPCRによって作成した． 

 

・ミトコンドリア遺伝子の発現解析 

 ノーザンブロットにを行うにあたり、CWR、CW-CMSとT65のミトコンドリア画分からフェノール・クロロ

ホルム法でミトコンドリアRNAを抽出した． 抽出した全RNAのうち2.5 μgをホルムアルデヒド処理後，1%ア

ガロースゲルで電気泳動した. RNAをナイロンメンブランNytran N（Schleicher & Schuell）にトランスファーし

た後，UVクロスリンカーを用いてメンブランに固定した. 作成したプローブを用いて68℃，16 hrハイブリダイ

ゼーションを行い，0.1×SSC，0.1%SDSでメンブランを洗浄した後，検出した. CWORF308領域のProbe1は

763-1Fと763-1R、Probe2は763-2Fと763-2R、Probe3は763-3Fと763-3Rを用いたPCRによってそれぞれ

作成した(Table S8)． 

 定量的RT-PCRは第一章・第一節で行った方法と同様に行った．この際使用したプライマー対をTable S8に

記載した． 
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(2)結果 

・CWORF308は疎水性の強いタンパク質をコードすると考えられ、イネ栽培種には存在しない． 

 現在までの状況を考えるとMCAGの特徴として、(i)CMS系統に特異的なORF(Hanson and Bentolila 2004)、

(ii)既知のミトコンドリア配列の一部を含む(Hanson and Bentolila) 2004、(iii)ミトコンドリア内膜に局在する（Hack 

et al. 1991, Nivison et al. 1994）、(iv)Rfによる転写・翻訳レベルでの制御を受ける (Hanson and Bentolila)、など

が挙げられる．CWORF308がMCAGである可能性について追求するため、イネ栽培種内におけるCWORF308

及びORF288の分布をPCRによって調査した(Fig. 34)．ハウスキーピング遺伝子であるcox2は予想通り全ての

系統が保持していたのに対し、ORF288 は 35 系統のみに存在しており、約半数のみが保持している事が明らか

となった(Fig. 34A)．一方、CW-CMSとChinese Wild rice strain W1以外では、調査した系統の中でCWORF308

を持つ系統は存在しなかった(Fig. 34A)．PCRではWRC02やWRC04に若干のCWORF308シグナルが見られ

たが、定量的PCRを行ってW1あるいはCW-CMSの増幅量と比較すると10−4程度 である事が予測された(Fig. 

34B)．従って偽陽性のレベルか、あるいはCWORF308を含むサブゲノムが稀に体細胞変異などによって生じて

いる可能性がある事等が考えられた． 

 また、SOSUI  program (http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html)によるCWORF308の疎水性を

調査した(Fig. 35)．T-urf13とorf79が一箇所、pcfが三箇所に強い疎水性領域を持つのに対し、CWORF308は二

箇所が膜貫通ドメインである事が予測された(Fig. 35)．以上の状況証拠から、CWORF308は(iv)を除くMCAGと

しての特徴を兼ね備えていると考えられた． 

 

・CWORF308領域のゲノム構造及び RNA転写パターンの調査 

 CWRのλライブラリーからCWORF308の領域を含む陽性クローンを4つ得て、それらのシークエンス解析

を行ったところPyrosequencingと同様のゲノム構造があることが判明した(Fig. 36A)．また、CWORF308の5  ̓

UTR側の領域は日本晴における rpl5遺伝子座周辺と同一であることが分かったため、CWRにおける rpl5の領域

を含む2つの陽性クローンを得た．シークエンス解析を行ったところ、rpl5領域周辺はPyrosequencingの結果と

同様に、rps2のアミノ末端を含む5  ̓UTR領域が rpl5 ORFのプロモーター領域と相同性組み換えによって入れ替

わっていた(Fig. 36B)．Fig. 37ではorf288と rpl5遺伝子座の再編成によって生じたと考えられるCWORF308遺

伝子座の成り立ちを図示した．日本晴では、rpl5とatp1は約8.9 kbを隔てて隣接しているが、CW-CMS系統の 
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ミトコンドリアでは rps2遺伝子座を含んだ組み換えが生じていた(Fig. 37)．一方、atp1の領域はCWORF308領

域の上流に挿入されており、CWORF308の下流には日本晴ではtrnRに相当する領域が挿入されていた(Fig. 37)．

なお、以上のシークエンス解析の過程で、約20.5 kbの塩基配列をSanger法で解読した．第二章・第一節で行

ったpyrosequenceの結果との比較して、2箇所の塩基配列の違い見られたため、pyrosequenceの精度は約

99.99%であると推測した． 

 rpl5とorf288の領域を元に作製したプローブを用いてサザンブロットを行い、シークエンス解析の結果から予

想されるバンドサイズが同一であることを確認した(Fig. 36)．従ってCWORF308遺伝子座は、ORF288の5ʼ部

位、trnR領域(水色)、rpl5の 5ʼ部位(赤色)と由来不明の配列(黒色)の混成による複雑な相同性組み換えによって成

立していることが明らかとなった(Fig. 37)．なお、CW-CMSにおける rps2は全長を含むものが他の領域に存在し

たため(data not shown)、rpl5の上流に挿入された rps2アミノ末端部位を含む5  ̓UTR領域は相同性組み換えでは

ないと考えられた． 

 CWORF308がCWR、CW-CMS系統との間で異なる発現パターンを示す場合、MCAGとしての有力候補であ

ると考えられる．従ってCWORF308領域から設計した3プローブを用いてノーザンブロットを行った(Fig. 38)．

しかし、どのプローブを用いた場合も両系統間にRNA転写パターンの差は見られなかった．どのプローブを用い

た場合にもCW-CMSとCWRに複数のバンドが見られた事から、CWORF308領域はプロセッシングを受けてい

ると考えられた．また、CWORF308遺伝子座の起源に関わると推測されたcox1や rpl5などのプローブを用いて

ノーザンブロットを行った場合でもCWRとCW-CMS系統は同様のバンドパターンを示した(Fig. 39)．その他、

74個のミトコンドリア遺伝子の発現パターンが両系統で同様であった(data not shown)．一方で、ミトコンドリ

ア遺伝子の発現量が増減している可能性を考え、定量的RT-PCRによって三細胞期花粉を含む葯におけるミトコ

ンドリア60遺伝子の発現を調査した(Fig. 39, Fig. S5)．コントロールをミトコンドリア外の遺伝子、Tubulin(核コ

ード)あるいはpsbA(プラスチドコード)として補正したところ、18個の遺伝子がCW-CMSあるいはCWRいずれ

かにおいてT65との発現比のLog2 valueが1以上になっていた(Fig. 39)．いずれのコントロールにおいても結果

は同様であったため、Fig. 39ではTubulinをコントロールとした場合のみを示した．Log2 valueが1.58以上にな

っていたものには rpl5や pre-rps14などが挙げられ、これらの遺伝子の近辺は先ほどゲノム再編成が起こってい

ると述べた(Fig. 37)．orf288とorf152bは遺伝子が欠損しているため、検出できないものと考えられた(Table 1、

Fig. 39)． 
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(3)考察 

・CWORF308は複雑なゲノム再編成によって生じたCW-CMS特異的な遺伝子である． 

 CWORF308は栽培種内に存在しない可能性が極めて高い事が示され、CW-CMS特異的な遺伝子であることが

証明された．それにも関わらず、CWRとCW-CMS間でCWORF308の発現パターンに差が見られず、タンパク

質レベルでの調査を行う必要があると考えられた． 

 植物ミトコンドリアゲノムはひとつの環状 DNA であるマスターサークル構造を取るということが仮定されて

いるが、複数のサブゲノムに分かれて遺伝情報が保存されているという考え方もある(Oldenburg and Bendich 

1996)．また、サブゲノムはそれぞれのコピー数が異なっているという説もあり、コピー数の移り変わりは

Substoichiometric Shifting (SSS)と定義されている(Abdelnoor et al. 2003, Zaegel et al. 2006)．サブゲノムはそれぞ

れの相同領域で頻繁に組み換わると考えられている．高等植物におけるミトコンドリアゲノムの複雑な進化は

SSSやサブゲノム間の相同性組み換えによって引き起こされていると考えられている(Kubo and Newton 2007)．

Small et al. (1989) はマスターサークルにおける重複反復配列がサブゲノムに分かれ、再びマスターサークルを形

成するときに片方のサブゲノムのみが選択されることで植物ミトコンドリアゲノムでの相同性組み換えが生じる

という仮説を立てた．この仮説はミトコンドリアゲノムの組み換え抑制遺伝子の欠失変異体によって支持されて

おり(Kuzmin et al. 2005)、E. coliのミスマッチ修復酵素MutSのホモログがシロイヌナズナにおいて組み換え抑制

を制御していることが示された(Abdelnoor et al. 2003, Zaegel et al. 2006)．これらの変異体では異常なSSSで、

特定のサブゲノムが増減する事で頻繁なゲノム組み換えが起こると考察された．このようなSSSと相同性組み換

えに因って CMSが生じるとも考えられており、実際にMutSホモログを抑制したトマトとタバコでは人為的に

CMSを生じさせる事に成功している(Sandhu et al. 2007)． 

 以上の仮説に従って具体的に進化の中でどのようにCMSが生じたかを考えると、重複領域の近傍にMCAGが

存在する可能性が高いという事が考えられた．テンサイ (Satoh et al. 2004)、トウモロコシ (Allen et al. 2007)にお

いて MCAGと考えられている遺伝子は重複領域の近傍にあることが分かっている．イネの BT-CMSでは orf79

がatp6に隣接しているが、atp6は重複領域から約2,000 bp程度の近い位置にある(Notsu et al. 2002)．従ってorf79

はatp6の近傍の重複領域を起点とした相同性組み換えによって引き起こされている可能性が考えられる．この事

はBT-CMSではN-atp6とB-atp6の2遺伝子座のatp6が検出されることによって裏付けられていると考えられ

た(Iwabuchi et al. 1993, Akagi et al. 1994, Itabashi et al. 2008)．これらの見解が有意であるかどうかは今後検証す
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る必要があると考えられるが、今回見出したCWORF308の一部の由来となっているorf288も日本晴では2つの

重複領域に挟まれて座乗している(Notsu et al. 2002)．また、CWORF308の上流配列である rpl5上流配列は重複

領域内にあり、trnR領域に由来する下流の配列は重複領域近傍である(Notsu et al. 2002)．従ってCWORF308の

起源は現在まで見出されているMCAGの特徴と矛盾しないと考えられた．また、既知のMCAGには必ず由来不

明の配列が含まれているためCMSは単に重複領域の組み換えでは説明できない．CWORF308にも由来不明の配

列が含まれている事から、このような面も含めてCWORF308は単に相同性組み換えによって生じたものではな

く、MCAGとして有力ではないかと考えられた． 

 

・CWORF308の発現は CWRと CW-CMS系統の間で差が見られなかった． 

 現在までに見出されている多くのMCAGはCMS系統とRf系統間で転写後制御・翻訳制御に差が見られる．

これはRf遺伝子産物がMCAGにRNAレベルあるいはタンパク質レベルで働きかける事で説明されており、幾

つかの植物種で分子機構が分かっている．すなわち Rf のクローニングが行われている植物であり、ペチュニア

(Bentolila et al. 2002)、コセナダイコン(Brown et al. 2003, Desloire et al. 2003, Koizuka et al. 2003)、イネ (Kazama 

and Toriyama 2003, Komori et al. 2004, Akagi et al. 2004, Wang et al. 2006)とソルガム(Klein et al. 2005)が相当す

る．これらの植物からクローニングされたRfは全てPentatricopeptide Repeat (PPR)と呼ばれるモチーフを持つ

タンパク質である事が示された．PPRはSmall and Peeters (2000)によって見出されたモチーフであり、タンパ

ク質間の相互作用に関わるTetratricopeptide Repeat(TPR)に似たモチーフではあるがその名の通り35(Penta = 5, 

Trico =30)アミノ酸の繰り返し配列である．植物では400-600程度の巨大な遺伝子ファミリーを形成すると考えら

れており(Small and Peeters 2000, Lurin et al. 2004, Andres et al. 2007, OʼToole et al. 2008, Schmitz-Linneweber 

and Small 2008)、比較的最近になって見出されたタンパク質ファミリーではあるが多くの解析例がある．シロイ

ヌナズナでは少なくとも 16 個の独立の PPR 変異体についての報告例があり(Schmitz-Linneweber and Small 

2008)、その多くがオルガネラ遺伝子の転写後調節に関わっていることが知られている (Kotera et al. 2004, 

Schmitz-Linneweber et al. 2005, Okuda et al. 2006, Okuda et al. 2007)．興味深い事に、PPR遺伝子は高等植物で

のみ多く見られ、ミトコンドリアの起源であるとされる Rickettsia prowazekii や葉緑体の起源であるとされる

Synechocystis spでも見られない(Lurin et al. 2004)．さらに、緑藻であるChramydomonaでも僅かに12個しか

見られないため、葉緑体獲得のみが PPRが爆発的に増殖した理由ではないと考えられる(Merchant et al. 2007, 
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OʼToole et al. 2008)．PPRの具体的な機能としては、HCF152はプラスチドのpsBB-psbT-psbH-petB-petDオペ

ロンに結合し、プロセッシングを担うことが示されている(Nakamura et al. 2003)．LOJ (Prasad et al. 2005)、LOI1 

(Kobayashi et al. 2007), OTP43 (Falcon de Longevialle et al. 2007), PPR336 (Uyttewaal et al. 2008)とPPR40 

(Zsigmond et al. 2008)はミトコンドリアに局在し、それぞれのターゲット遺伝子の転写後制御を担っていると推

測されている．PPRはオルガネラゲノムに対して特定のRNAターゲットを持っており、病原菌と宿主における

遺伝子対遺伝子説のような関係であると推測されている． 

 Rf対MCAGの多くはPPR対ターゲット遺伝子の関係を踏襲しているため、広く受け入れられてきた．ペチュ

ニアのRfがコードしていたRf-PPR592はMCAGであるpcfの翻訳制御を担うと考えられており(Bentolila et al. 

2002)、Rf-PPR592はRNaseに感受性の高分子タンパク質複合体(RsHMWC)の一部である事が示された(Gillman 

et al. 2007)．RsHMWCはリボソーム複合体であると予測されている．また、コセナダイコンのRfがコードして

いたRfk/RfoはMCAGであるORF138の翻訳抑制を担っていた(Koizuka et al. 2003)．上記におけるPPRの役割

は不明な部分が多いが、イネBT-CMSにおけるRf1はB-atp6-orf79オペロンの転写産物に結合し、プロセッシン

グを行うことでORF79の翻訳抑制を行う事が示されている(Kazama et al. 2008)．例外的なものとして、テンサ

イCMSにおけるRf1-preSatp6システムが挙げられ、Rf1はPPRではなくMetalloprotease-like (MPL)タンパク質

をコードしていると考えられている(久保ら2008)．MCAGであると考えられているpreSatp6はミトコンドリア

内膜でホモオリゴマーを形成すると考えられており(Yamamoto et al. 2005)、Rf1はpreSatp6ホモオリゴマーをモ

ノマーに分解するという見解が得られている(久保ら2008)． 

 従って本研究において見出したCWORF308も仮にMCAGであるとすると何らかの形でRfによる制御を受け

る事が最も高い可能性であると考えられる．具体的には RNA editingやタンパク質レベルでの制御を受ける可能

性が考えられる．しかし、トウモロコシのT-CMSにおけるRf2のように、T-urf13蓄積に作用しないにも関わら

ず稔性を回復するRfも存在する．Rf2はミトコンドリア局在のAldehyde dehydrogenase (ALDH)をコードしてお

り、花粉における呼吸の際に生じるAcetoaldehydeの無毒化などを担うと考えられている(Cui et al. 1996, Liu et al. 

2001). Rfの中にはRf対MCAGの関係によって稔性回復を行うのではなく、MCAGの作用に対する花粉稔性へ

の言わばバイパスを作成するものも存在すると考えられる．従ってCWRの持つRfが必ずしもMCAGに作用す

るとは限らない． 
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 また、CWORF308以外にも本研究では興味深い発現差を示す遺伝子を見出した(Fig. 39)．遺伝子隣接領域に大

きなゲノム構造の変化を伴っていた rpl5は、CW細胞質を持つCWRとCW-CMSで大きく発現が増加していた

(Fig. 39)．これはプロモーター領域の構造変化によってcis配列が日本晴と異なったためと考えられた(Fig. 36, Fig. 

37)．また、rps1や rps2はハウスキーピング遺伝子であるにも関わらず、非同義置換が生じていた(Table 2)．さ

らに、CWRあるいはCW-CMSでは合計18遺伝子の発現が増加していた(Fig. 39, Fig. S5)．本研究における定量

的RT-PCRは Tubulinあるいは psbAをコントロールとしているため、ミトコンドリアのコピー数の違いも検出

している可能性がある．インゲンにおいて、SSSとCMSは密接に関連していると考えられており、MCAGであ

ると考えられているpvs-orf239を含むサブゲノムのコピー数を稔性回復遺伝子Frが低下させる事が知られている

(He et al. 1995, Janska et al. 1998, Sarria et al. 1998)．本研究で見出した18遺伝子とサブゲノム上の位置関係に

ついては関連性を見出す事ができなかったが、ミトコンドリア内のSSSバランスが崩れた事がCW-CMSを引き

起こしている原因である可能性も否定できない． 
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第三章、CW-CMSに対する稔性回復遺伝子Rf17のポジショナルクローニング 

 第二章の解析ではMCAGに対してCWRが持つRfの作用を検出できなかった．しかし、Rfの中にはPPRや

MPLのようにMCAGに直接作用せず、CMSに対してバイパスを作るものも存在すると考えられた．従って本章

では、CWRが持つRf17の分子機構を明らかにするため、Rf17のポジショナルクローニングを行った． 
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(1)材料・方法 

・材料 

 CWR、CW-CMS、T65は第一章・第一節で説明したものと同様のものを用いた．CWRとCSSL209の交配

によってF2及びBC1F1分離集団を作成し、高密度連鎖解析に用いた．CSSL209 (rf17rf17 Koshihikari/Kasalath 第

4染色体長腕置換系統)を農業生物資源研究所、矢野昌裕博士より分譲頂いた．World Rice Core collection 69系統

は第二章・第二節において記述したものと同様のものを用いた． 

 

・ポジショナルクローニング及び相補性試験 

 ラフマッピングの詳細については藤井・修士論文2006年に記載した．本研究で用いたDNAマーカーの情報は

Table S9 に記載した．Integrated research project for plants, insects and animals using genome technology 

QT-2001 及び QT-2007 プロジェクトで CWR の BAC ライブラリーを作製し、Rf17 領域を含むクローン

W1R010G19を得た．同クローンの単離・シークエンス解析は農業生物資源研究所、松本隆博士に支援いただい

た．W1R010G19をBamHI，HindIII，XbaIで完全消化し，塩基配列に変異のあった配列を含む領域のサブクロ−

ニングを行った. BamHI，XbaI断片はpBIN19に，HindIII断片をpBI101にサブクローニングし，アグロバクテリ

ウムEHA105に導入した. 形質転換植物の作成は第一章について述べたものと同様に行った．Rf17領域内に見出

された全遺伝子の情報と、遺伝子発現解析に用いた全プライマー配列をTable S10に示した． 

 

・RMSプロモーター::mRFP解析 

 RMSと命名した遺伝子(LOC_Os04g40020)のプロモーター領域をプライマー対5 -̓GGATCCCCTTCAAGCCT 

TCATGAAATGCTCC-3ʼと5 -̓GGATCCGGTGGCTAAACTTGGCCAGC-3ʼを用いたPCRで増幅し、クローニング

した．mRFPコーディング領域をR4pGWBベクター(Nakagawa et al. 2008)からPCRでクローニングし、RMS

プロモーター下流に連結した．作成したコンストラクトをT65に導入した． 

 三細胞期花粉を蛍光顕微鏡で観察し、RFP蛍光が見られる花粉の割合を数えた．調査は１つのコンストラクト

につき、1コピーで導入された独立の3系統について行った． 
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 RMSのプロモーター領域におけるSNP検出には、プライマー対5 -̓TCGTTCACCACGGTAGATAGACTCAT-3ʼ、

5 -̓CCCACATCTTCTCCTTGCATAATCC-3ʼを用いたPCRを行い、PCR産物を制限酵素MaeIII(Roche diagnostics)

で処理した後、電気泳動を行った． 

 

・GC-FID(Gas Chromatograph-Flame Ionization Detector)を用いた脂肪酸分析 

 GC-FID を用いた三細胞期花粉を含む葯に含まれる脂肪酸分析は島津製作所に依頼した．脂肪酸含量の有意差

検定にはTukeyの多重検定を用いた． 



 108 

(2)結果 

・Rf17遺伝子領域には 16個の候補遺伝子が見出された． 

 稔性回復遺伝子を保持するCWRと保持しないT65との交配によって作成したBC1F1分離集団96個体は種子

稔性可稔：不稔が 42:54に分離した(χ2= 1.50、p=0.01、1:1)．稔性回復は一遺伝子によって支配されていると考

えられ、GRAMENE website (http://www.gramene.org/)に従いこれをRf17とした(Fujii and Toriyama 2005)．CWR

とT65間では利用できるDNAマーカーが少なかったため、CWRとCSSL209の交配で作成したBC1F1 4032個

体とF2 9184個体を用いて高密度連鎖解析を行ったところ、Rf17をSNP7-16とSNP7-4の間77 kbに挟み込ん

だ(Fig. 40)．この領域には2つのPPR遺伝子(PPR1: LOC_Os04g39970、PPR2: LOC_Os04g40010)を含む16

個のORFが予想された．この領域におけるCWRのシークエンス解析を行ったところ、21箇所の変異が生じて

いることが明らかとなった(Fig. 40, Table S11)．変異のうち、アミノ酸置換を伴うものはPPR2に生じたTからA

への変異のみであり(CWR: A、日本晴/CW-CMS/T65: T)、この変異によってCWRのPPR2アリルにストップコ

ドンが生じていた(Fig. 40)．その他の変異はプロモーターあるいはイントロンに位置していた(Table S11)． 

 これらの Rf17 候補遺伝子について成熟葯における mRNA 発現解析を行ったところ(ORF8 は transposase、

ORF9はretrotransposonであったため解析対象外)、ORF11と命名した遺伝子のみ発現が変動していた(Fig. 41)．

ORF11はCW-CMSと比較してCWRで顕著に発現が減少しており、定量的RT-PCRを行ったところ約1/10に

発現が減少していた(Fig. 42)．ORF11のプロモーターはPPR2と重複していると考えられ、PPR2内にあるSNP

がORF11の制御を担っている可能性が考えられた．すなわち、CWRアリル(A)の場合発現が抑制され、CW-CMS

アリル(T)の場合発現が抑制されないと予測した．以上の解析から、PPR2とORF11以外はRf17候補から除外で

きると考えた． 

 

・RNAi法によるORF11と PPR2の発現抑制 

 現在までに単離同定されているRfは全てミトコンドリアのMCAGに対して機能するものであり、トウモロコ

シのRf2もバイパスを作成するものではあるが機能的であると分類できる．しかし、配偶体型Rfを考慮する際、

機能欠失型のRfが存在することも考えられる．実際、トウモロコシのCMS-Sにおける稔性回復遺伝子 rf-lethal1 

(rfl1)は、機能欠損によって稔性回復が引き起こされると考えられている(Wen et al. 2003)．すなわち遺伝学的に考

えると、遺伝子によってコードされるタンパク質が機能している場合に稔性回復が起こるのか、機能しない場合 
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に稔性回復が起こるのかは両方のケースがあり得る．シークエンス解析と発現解析から、PPR2とORF11がRf17

に関わっている可能性が示唆されたが、両遺伝子はCWRにおいて機能しないような変異が生じている可能性が

考えられた．すなわちRf17アリルで機能を欠損している可能性が考えられた．このため、PPR2あるいはORF11

の機能を抑制することでCW-CMS系統において稔性回復を引き起こす事ができると仮定した． 

 この仮説を証明するために、RNAi法を用いてCW-CMS系統におけるORF11とPPR2の発現それぞれを抑制

した系統を作成した(Fig. 42)．Fig. 40の striped barsで示した部分をトリガーとして用いたところ、ORF11を

34-77%に抑制したRNAi_ORF11を7系統、PPR2を25-75%に抑制したRNAi_PPR2を6系統得る事ができた．

まずこれらの系統の開花 2時間前の花粉の糖化能力を評価した．CWRの花粉をデンプンが糖化している花粉、

デンプンが充実したままの花粉、及び形態が異常な花粉に分類すると、68%の花粉が糖化されていることが明ら

かとなった(Fig. 43)．それに対し、CW-CMS系統では糖化している花粉は見られなかった．一方、RNAi_ORF11

系統では一部に糖化している花粉が見られた．特にORF11が良く抑制されていたRNAi_ORF11-3では 38％、

RNAi_ORF11-6では28.5%の花粉が糖化していた(Fig. 43)．しかしRNAi_PPR2系統では花粉糖化の回復は見ら

れなかった． 

 同じRNAi系統を用いて開花後の柱頭における花粉発芽能力の検定を行った(Fig. 44、Table 5)．CWR系統では

開花後柱頭に付着していた花粉のうち、77%の花粉が発芽していた．それに対し CW-CMS 系統では僅かに柱頭

に付着している花粉が見られたが、そのうちで発芽している花粉は見られなかった．一方 RNAi_ORF11-2 と

RNAi_ORF11-3ではごく稀にではあるが、花粉発芽が見られる柱頭があったのに対し、RNAi_PPR2系統では見

られなかった(Fig. 44、Table 5)．また、RNAi_ORF11-2、-3、-4、-6など比較的ORF11が抑制されていた系統で

は2-5%程度の種子稔実が見られた(Fig. 44)． 

 

・ORF11の過剰発現 

 ORF11の発現抑制はCW-CMS系統において稔性回復を引き起こした．従って逆にORF11をCWRにおいて

過剰発現する事で、雄性不稔性が引き起こされるという可能性を考えた．そこでMaize ubiquitin promoterの下流

にORF11を連結してCWRとT65それぞれに導入した．CWRにおいて、導入遺伝子が1コピーでORF11が過

剰発現されている系統を2系統選抜し、花粉観察を行ったところそれぞれ60%以上の花粉においてデンプンの蓄

積が減少していることが明らかとなった(Fig. 45)．従ってORF11の過剰発現はCWRにおいて配偶体型の花粉不 
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稔性を引き起こすものと考えられた．導入遺伝子と雄性不稔性が連鎖している事を検証するために、CWRにお

いてORF11が導入された系統の自殖後代検定、及びT65との相互交配検定を行った(Table 6)．

CWR_Ubi::ORF11/+の後代では、ハイグロマイシン耐性個体(Hygr)とハイグロマイシン感受性個体の割合が34: 

28(χ2= 0.23、p=0.05、1:1)となった．メンデル遺伝で想定される3: 1から大きく外れたため、雌雄どちらかの配

偶子が致死になっているという可能性を考え、T65との相互交配を行った．CWR_Ubi::ORF11/+×T65の交配では

24: 32 (χ2= 0.15、p=0.05、1:1)となり正常な分離比を示したが、T65×CWR_Ubi::ORF11/+の交配では2: 82 (χ2= 

0.017.、p=0.05、0:1)となり雄性配偶子からの導入遺伝子の伝達が著しく減少していることが示された．この傾向

は独立のCWR_Ubi::ORF11系統でも見られ、すなわち導入遺伝子は花粉致死性を引き起こす事が示された．一

方T65_Ubi::ORF11系統では花粉稔性に以上は見られず(Fig. 45)、導入遺伝子の分離比も正常であったため(data 

not shown)、相互交配実験は行わなかった． 

 

・ORF11の発現解析 

 ORF11の発現抑制がRf17の実体である可能性が強く示唆されたため、ORF11の発現がどのようにして制御さ

れているかについて興味が持たれた．改めて ORF11 の発現解析を行ったところ、先述の通り ORF11 の発現は

CWRにおいて低く制御されていたが、T65においてもCW-CMS系統より発現が低い事が分かった(Fig. 46A)．

花粉のみからRNAを抽出した定量的RT-PCRではこの傾向はさらに顕著であり、T65と比較してCW-CMS系

統では10倍以上ORF11の発現が増加している事が明らかとなった(Fig. 46B)．また、CWRの三細胞期花粉では

ORF11のmRNAが殆ど検出できなかった(Fig. 46B)．第二章で供述した通りCW-CMSと日本晴はミトコンドリ

アゲノム構造が大きく異なっていた．サザンブロット解析ではT65は日本晴と殆ど同一のゲノム構造を持つと予

測できた(Fig. 36)．従ってCW-CMSとT65も大きくゲノム構造が異なっている事が考えられる．一方、両系統の

核ゲノムは調査した限りでは100% T65に置換されているため(第一章・第一節・(1)材料・方法を参照)、isogenic

である事を確認している．ORF11の領域はシークエンス解析によって両系統の配列が完全に一致していることを

確認している(data not shown)．従ってORF11の発現量の違いはミトコンドリアゲノムの違いによって引き起こ

されていると考えられた．この事を実験的に検証するために、CWRとT65との相互交配によって作成したF1に

おけるORF11の発現を調査した(Fig. 47)．すると、CWRを♀親にした場合でのみORF11の発現が見られた．従 
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ってORF11の発現制御は細胞質依存的に行われており、具体的にはCW-CMS細胞質バックグラウンドでのみ発

現が見られると考えられた．細胞質置換によって生じる核遺伝子発現制御の違いはRTG制御によるものと考えら

れる．従って、機能不明のORF11をRETROGRADE-REGULATED MALE STERILITY (RMS)と命名した．RMS

はKDDCW11系統でも発現が増加しており、DCW11の欠損によって引き起こされるRTGシグナリングの下流

にあると考察された(Fig. 48)． 

 CW-CMS系統とT65間のRMSの発現制御の違いはRTGシグナリングの違いによって引き起こされていると

考えられた．一方、Rf17の原因であると考えられるCW-CMS系統とCWR系統の発現制御の違いはRMS開始

コドンから-2,286 bpの位置にあるSNPであると考えた(Fig. 49)．従ってCWR(Rf17)とCW-CMS(rf17)両方のア

リルのRMSプロモーター領域4,613 bpの下流にmonomeric Red Fluorescent Protein (mRFP)を連結し、T65に

導入した．各コンストラクトについて1コピーでコンストラクトが導入された3系統を選抜し、三細胞期花粉に

おける RFP 蛍光を観察した(Fig. 50)．すると CWR アリルを導入した場合は蛍光が見られなかったのに対し、

CW-CMSアリルを導入すると蛍光が見られた．このコンストラクト内に含まれている変異は-2,286 bpの位置に

あるSNPのみであるため、このSNPがCWRアリル(Rf17)におけるRMS発現発現を抑制しているものと考え

られた． 

 このSNPは制限酵素MaeIII(Roche diagnostics)サイト(GTNAC)内に含まれていたため、CWRアリルはMaeII

に認識されないと考えられた．従って、このSNPを検出するPCR-RFLPマーカーを作成し、SNPの分布をWorld 

rice core-collection 69系統内で調査したが他にCWRアリルを持つ系統は存在しなかった(data not shown)．交配

実験によりJaponicaの栽培イネ214系統はRf17を持たない事が報告されている(石嶺・新城 1978)．また、CWR

の育成過程で交配に使われた系統、Strain W1、レイメイ(Reimei)、染分(Somewake)もこのSNPを持たなかった

ため(Fig. 1, Fig. 49B)、Rf17の由来は不明であった． 

 

・RMSの機能についての調査 

 RMS は 178 アミノ酸のタンパク質をコードすると考えられ、一部に 20 アミノ酸程度の Acyl-carrier protein 

synthase (ACPS)ドメインを持つということが予測された(Fig. 51A)．ACPSドメインを持つ酵素は脂肪酸合成に

関わっており、C14:0-ACPあるいはC16:0-ACPをC18:0-ACPへ伸長する機能があることが知られている(Nishida 

2004)．本来ACPSドメインは70-90アミノ酸であり、RMSはその一部しか持たない．従って通常のACPSと 
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しての活性は持たないと考えられた．また、RMSは植物型ではなく、バクテリア型のACPSを持つ事がACPS

で保存されているドメインのアミノ酸配列比較から明らかとなった(Fig. 51A)．従って、データベースからの機能

の推定は難しいと考えられた．RMSの発現はT65において様々な雄性器官の様々なステージで低いレベルで発

現していた(Fig. 51B)． RMSをUbiquitin promoterの下流でGFPと融合させてイネのプロトプラストにおいて発

現させたところ、GFP蛍光とMito Tracker Redの蛍光が一致したため、RMSはミトコンドリア局在である可能

性が高いことが分かった(Fig. 51D)． 

 また、Y2H スクリーニングを用いて RMS と結合するタンパク質の探索を行ったところ、Oryza sativa 

Keto-acyl-carrier protein synthase II (OsKASII: LOC_Os07g42420)とyeast内で結合する事が分かった(Fig. 52A)．

OsKASIIはACPSドメインを持ち(Fig. 52C)、E. coliのKASIIはホモダイマーを形成して初めて基質に結合できる

という事が結晶構造解析から予測されている(Moche et al. 2001)．従って ACPS 様のモチーフを持つ RMS が

OsKASIIと結合する可能性はあると考えられた．RMSがなんらかの形で脂肪酸合成に関わっているという事を踏

まえ、CWR、CW-CMS系統と T65における脂肪酸含量をGC-FIDによって調査した(Fig. 53)．CW-CMSでは

C14:0の脂肪酸が有意に多く、C18:1(9)とC18:2(9,12)の脂肪酸が有意に少ないという事が明らかとなった． 
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(3)考察 

・Rf17は RMSの発現抑制によって説明される． 

 Rf17のポジショナルクローニングを行い、第四染色体上の77 kb内に16個の候補遺伝子を見出した．シーク

エンス解析と発現解析により、Rf17の原因はORF11あるいはPPR2の機能低下である事を推測した．RNAi法

によってそれぞれの遺伝子をCW-CMS系統においてノックダウンしたところ、ORF11を抑制した場合のみ稔性

回復が見られた．従ってRf17の原因はORF11の発現減少にあり、ORF11はプロモーターにおけるSNPによて

その発現が制御されていた．ORF11は細胞質依存的に発現制御されていたため、RETROGRADE-REGULATED 

MALE STERILITY (RMS)と命名した．Rf17アリルは、RMSの発現が抑制されたアリルである事を証明した．RMS

はミトコンドリアに局在していており、yeast内ではOsKASIIと結合したが、生体内での明確な機能は未知であ

った． 

 第二章で、現在までに単離・同定されてきたRfはほとんどがPPRタンパク質をコードしていた事を述べた．

イネのBT-CMSにおけるRf1を例に取ると、PPRであるRf1タンパク質がMCAGであるB-atp6-orf79ジシスト

ロンに由来するmRNAをプロセッシングすることで、ORF79タンパク質を抑制するというモデルが確立されて

いる(Kazama and Toriyama 2003, Wang et al. 2006, Kazama et al. 2008、Fig. 54)．Rf1は配偶体型に稔性回復を

引き起こす遺伝子であり、花粉においてRf1タンパク質が機能する事で稔性回復する事が示された． 

 しかし、半数体での優劣は存在せず、機能欠損が花粉稔性を引き起こすケースも考えられる．Wen et al. (2003)

はトウモロコシCMS-Sに対する配偶体型稔性回復遺伝子座について、遺伝子機能の優劣について調査を行った．

コルヒチン処理によって遺伝子型がRfRfrfrfとなる四倍体を作成したところ、RfRfの花粉しか遺伝しない事が明

らかとなった．従ってRfrfは致死になると考えられたため、Rf遺伝子の機能は欠損しているもの(機能として劣性)

と考えられた．従ってWen et al. (2003)は rfがコードするタンパク質がCMS-S細胞質において致死性を引き起こ

していると結論したため、rf =Rf-lethal1 (Rfl1)とし、Rf=rfl1とした．このように機能欠損型のRfが存在し、CMS

バックグラウンドで機能する事で雄性不稔性を引き起こす遺伝子が存在することが知られている． 

 今回見出したRf17は機能欠損型に分類され、RMSの発現低下によって稔性回復が引き起こされる事が考えら

れた．rfl1の分子機構は不明であり、本研究は初めて機能欠損型Rfの実体を明らかにしたと言える．BT-CMSイ

ネを培養してから再分化する事で、変異によって稔性回復遺伝子が生じたとの報告がある(Ling 1991)．この稔性

回復遺伝子は核遺伝する事から、単にORF79が欠失したものではないと考えられた．これらの機能欠損型のRf 
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はMCAGの機能に対して稔性回復へのバイパスを作るものであり、必ずしもMCAGの転写・翻訳に直接影響を

与えるものではないと考えられる．CWORF308のMCAGとしての可能性についてはさらに解析が必要ではある

が、本章で見出されたRf17の性質を考えるとRf17の有無がMCAGの直接の制御に影響を与えない可能性もあ

る． 

  

・RMSは RTGシグナリングを含むユニークな機構によって発現制御されている． 

 RMSは細胞質ゲノムの由来によって発現レベルが異なるため、RTGシグナリングによって制御されているも

のと考えられた．第一章で、CW-CMS系統において発現が変動する遺伝子を192個見出したが、RMSはこれら

のような制御を受ける遺伝子の一部であるとも考えられた．なお、第一章のマイクロアレイでは、RMS の発現

量が低すぎたため、検出できなかった．RMSの発現と遺伝子型を整理し直すと(Fig. 55)、(i)T65細胞質を持つ場

合はRf17(CWR)あるいは rf17(CW-CMS/T65)どちらのアリルであってもRMSは発現しない、(ii)CW-CMS細胞

質ゲノムを持つ場合、rf17)アリルを持つとRMSは発現するが、Rf17アリルの場合RMSは発現しない、という

2つの性質が考えられた．すなわちT65細胞質の場合核側のアリルに関係なくRMSが発現しないという事で、

T65ゲノムがEpistaticであると捉える事ができる．この現象はGenomic Imprintingに類似しているように思える

が、Genomic Imprintingは片親に由来するアリルのみが発現する現象であるため、両親以上のmRNA発現は想定

していない(Autran et al. 2005)． 本研究と類似の現象はトウモロコシのF1ハイブリッドで見られ、雑種強勢の超

優性説を裏付けるような現象であると考えられている (Song and Messing 2003, Swanson-Wagner et al. 2006)．

Song and Messing (2003)はα-zein遺伝子群に注目し、asz22.4やazs22.16等は片方のhybridのみで両親以上の

発現が見られた事を報告している．ただし、これらの研究では本研究におけるCW-CMS系統のようにsuccessive 

backcross系統における発現は調査していない．本研究で見出したEpistaticな制御の内実はFig. 54のブラックボ

ックスで示したように不明ではあるが、DCW11とRMSとの関係を考えるとRTGシグナリングが関わっている

と考えられる．この Intergenomic EpistasisとRTGシグナリング、さらにCMSの発現及びRfメカニズムについ

ての更なる考察は総合考察で後述する． 

 一方、Rf17アリルのRMSはプロモーター領域にある変異によって発現が抑制されていることが示唆された．

近年、indica品種の脱粒性に関わるQTL qSH1は、プロモーター領域にあるSNPによってOsRPL遺伝子の離層

ににおける空間的発現制御が行われなくなった事で、japonicaにおける機能が失われたと報告された(Konishi et al.  
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2006)．このSNPはOsRPLから12 kb離れているが、同時に導入することで初めて表現型が相補されたため

cis-elementであると考えられた．本研究でも、CWRにおけるRMSの発現は2.2 kb上流のSNPによって花粉で

の発現が抑制されると考えられた．ただし、プロモーター活性がT65バックグラウンドにおいて確認された(Fig. 

50)．これは、T65の花粉においてRMSの発現が見られないという結果(Fig. 46)と矛盾している．この原因は不

明であるが、CW-CMSアリルのRMSプロモーターの方がectopicな活性を持ちやすいという可能性が考えられ

た． 

 

・RMSは機能不明のミトコンドリア局在タンパク質である． 

 RMSは機能的なドメインを持たなかったが、唯一 ACPS様ドメインが機能に対する鍵であると考えられた．

ACPSにおけるこの20アミノ酸は種間でも特に良く保存されていた(Fig. 51)．また、RMSにおけるACPS様ド

メインは植物型よりはバクテリア型に近く、RMSがイネにおいて ACPSとして機能している可能性は極めて低

いと考えられた．一方、RMSはOsKASIIとyeast内で結合することが示された．KASIIはシロイヌナズナで変異

体が見出されており、ノックアウトは胚致死になることが報告されている(Pidkowich et al. 2007, Hakozaki et al. 

2008)． KASIIはプラスチドで機能すると考えられており、ノックアウト変異体はC16:0が過剰に蓄積し、初期

胚 の 発 達 が 停 止 す る と 考 え ら れ た ． OsKASII の mRNA の 発 現 パ タ ー ン を

Oryza_Express(http://gbarrier.lab.nig.ac.jp/oryza_express/)で調べたところ、柱頭や、受精後の柱頭での発現が多く

見られた(Fig. S6)．一方、同じくプラスチド局在のOsKASIa (LOC_Os04g55060)、OsKASIb (LOC_Os06g09630)

とOsKASIII (LOC_Os04g36800)、およびミトコンドリア局在のOsmtKAS (LOC_Os02g10320)なども花粉で発

現していると考えられ(Fig. S6)、生体内ではRMSがこれらと結合する可能性も考えられた．RMSはACPS-like

ドメインによってKASと結合すると考えられたが、実際にこのドメインはその他のKASで良く保存されていた

(Fig. 51)．RMSはミトコンドリアに局在するため、結合する可能性として最も高いのがOsmtKASであると考え

られた． 

 また、GC-FIDにより、CW-CMS系統ではC18:1脂肪酸が減少している事が明らかとなった(Fig. 53)．C18:1-ACP

は生体内では Sphingolipid などの前駆体となる事が知られている．変異体解析などで、シロイヌナズナで

Sphingolipidは正常な花粉発達に必須であると報告されている(Teng et al. 2008, Dietrich et al. 2008)． さらにイネ

のsphingolipid前駆体合成酵素をコードするDSH1ノックダウン系統では稔実率が著しく低下した(Imamura et al. 
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2007)．RMSとCW-CMS系統におけるC18:1減少の直接的な関係については不明だが、Shingolipidなど脂肪酸

は花粉発達や花粉発芽に必要な因子であり、無関係では無いと考えられた． 

 ここで、トウモロコシCMS-SにおいてRfとして機能する rfl1がコードするタンパク質について考察する(Wen 

et al. 2003)．Rfl1rfl1 ではミトコンドリア遺伝子にコードされる ATPA の蓄積が減少しており、さらに rfl1 は

homozygousになると胚致死を引き起こした．従ってRfl1は植物の発生に必須の遺伝子あるが、CMS-Sバック

グラウンドにおける花粉の形成を阻害する遺伝子であるとの結論がなされた．Rfl1 の分子機構は不明であるが、

ATPAの蓄積を促す事から、PPRのようにミトコンドリア遺伝子に働きかけるような遺伝子あると予測されてい

る(Chase 2007)．CMS-SのMCAGはorf355-orf77であると考えられているが、この遺伝子産物とATPAが相互

作用して雄性不稔性を引き起こすと考察された．なお、このWen et al. (2003)の研究から花粉稔性においてATPA

の機能が必要無いという可能性が示唆されており、花粉の機能を考察する際に興味深い見解であると思われた．

一方、Rf17はhomozygousになっても致死性を引き起こさない事から、少なくとも rfl1のような分子機構では無

いと考えられた． 

 以上を踏まえて現在までに見出されている CMS/Rf システムを Fig. 56 にまとめた．BT-CMS における

Rf1/B-atp6-B-orf79 など多くのケースは(i)に分類され(Bentolila et al. 2002, Koizuka et al. 2003, Kazama and 

Toriyama et al. 2003, Wang et al. 2006, Gillman et al. 2007, Kazama et al. 2008、久保ら2008)、RfがMCAGに働

きかける．トウモロコシT-CMSにおけるRf2/T-urf13はケース(ii)に分類され、MCAGの効果に対してALDHによ

って稔性へのバイパスをつくるものと考えられる(Cui et al. 1996, Liu et al. 2001)．Wen et al. (2003)が見出したト

ウモロコシのS-CMSに対する rfl1/orf355-orf77もバイパスを作るRfシステムとして分類されるが、機能欠損によ

って引き起こされるため(iii)に分類する．本研究で見出されたRf17/MCAG(CWORF308?)システムはRMSの機能

は不明であるため未知な部分が多いが、(iii)とは異なるため(iv)に分類した． 
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総合考察 

 本研究では、CW-CMSの稔性回復メカニズム、雄性不稔性発現メカニズムの解析から、CW-CMSを説明しう

る様々な因子を見出した．マイクロアレイ解析を起点とした逆遺伝学的解析で、CW-CMSの表現型に深く関連す

るDCW11はミトコンドリア局在のPP2Cであり、GTPaseであるDBAと結合する事が示された(第一章・第二

節)．また、OsNek3 は花粉発芽に関わる可能性が高いと考えられたが、CW-CMS バックグラウンド、DCW11

機能欠損下両方の条件で発現が減少していた(第一章・第三節)．CWORF308は、疎水性の高いタンパク質であ

り、MCAGとして最も有力であると考えられたが、今後転写後制御あるいは翻訳レベルでの解析によって証明す

る必要があると考えられた(第二章)．最後に、Rf17はRMSの発現が抑制されたアリルである事を見出した(第三

章)．以上の結果をFig. 57にまとめた． 

 まず、CWORF308がMCAGであると仮定すると、CWORF308及びRMSが共にミトコンドリアに局在する

場合、CW-CMSが生じると考えられた．CWORF308は疎水性が強いため、今まで見出されてきたMCAGと同

様(Hanson and Bentolila 2004)、ミトコンドリア内膜に結合するようなタンパク質ではないかと考察された．また、

RMSは yeast内でOsKASIIと結合した．RMSはミトコンドリアに局在するため、プラスチド局在のOsKASII

と生体内で結合する可能性は低いと考えられたが、ミトコンドリア局在のOsKASIIホモログと結合し脂肪酸代謝

に関係する可能性は考えられた．実際、CW-CMS系統においてC18:1脂肪酸が減少していたが、C18:1は花粉発

芽に重要なsphingolipidの前駆体となる事が知られている(Imamura et al. 2007)．RMSとCWORF308が同時に

ミトコンドリアに局在することで生じる現象は未知であるが、花粉発芽能に負の影響を与えるものと考察された． 

 この際、詳細なメカニズムは不明であるが、DCW11の機能阻害が生じ、この事によって生じたRTGシグナリ

ングによってAOX1aが発現誘発される可能性が考えられた．また、AOX1aを誘発する経路との独立性は不明で

あるが、OsNek3もこの際発現が抑制されていた．OsNek3はOsPLIM2bとyeast内で結合する事やmRNAの発

現パターンから花粉管伸長に関わると考えられた．ただし、OsNek3 が遺伝学的に花粉発芽に関わる可能性につ

いては検証できなかった．CW-CMSにおけるRTGシグナリングではOsNek3以外の遺伝子も発現が抑制されて

いたため(第一章・第一節)、これらが花粉発芽能欠損の直接の原因となっている可能性も考えられた．なお、

CW-CMSにおけるAOX1a誘発、OsNek3抑制経路の存在を仮定しているが、通常条件下でAOX1aを抑制して

いる因子があり、OsNek3 発現を促している因子が存在する可能性も考えられた．すなわち、花粉発芽が正常に

行われるにはミトコンドリアからの正常なシグナル伝達が必要であるという可能性も考察された． 
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 今後、CW-CMS/Rf17メカニズムの全容を解明するにあたり、ミトコンドリア内におけるDCW11、DBA、RMS

及びCWORF308の相互作用関係について探索する事が有効であると考えられた．さらに、OsNek3あるいは

AOX1aの転写制御に関わる、ミトコンドリア-核間のシグナリング因子を同定する事で、CW-CMSの原因から結

果までを連結する事ができると考えられた． 

 本研究においてCW-CMSを研究した際に見出された現象と、ミトコンドリア-核間の相互作用に見出される一

般的な現象とを比較するには、まずミトコンドリアゲノムに生じうる変異及び核ゲノムとの関係について分類す

るべきである．ミトコンドリア-核間の関係は 4 つのクラスに分けられると考えられる．(i) Loss-of-function, (ii) 

Intergenomic Compatibility, (iii) Intergenomic Epistasis, (iv) Gain-of-functionの4つである．すなわち我々の現象へ

の理解度の順番が(i)<(ii)<(iii)<(iv)であると考えられる． 

 (i) Loss-of-functionは最も単純な説明が可能なクラスであり、植物でもトウモロコシのncs (Newton et al. 1990, 

Lauer et al. 1990, Marienfeld et al. 1994, Newton et al. 1996)やタバコのCMS変異体 (Chetrit et al. 1992)などが知

られている．これらの系統はミトコンドリアの呼吸鎖複合体やリボソーマル複合体のサブユニットが欠失してい

るため様々な生育異常を示し、しばしば雄性不稔性を示す．例外として、テンサイの野生集団の中に見られる

G-CMSがあり、この系統ではCOX2サブユニットが欠失しているにも関わらず栄養成長に大きな異常は見られ

ない(Ducos et al. 2001)．G-CMSは雄性不稔性のみが表現型として見られるため、栄養器官では核コードのAOX

等によって機能が補われていると推測されている(Ducos et al. 2001)．また、高等動物でもミトコンドリアの

Loss-of-function は種々の異常を引き起こし、ヒトではパーキンソン病の原因はミトコンドリアの呼吸鎖複合体 I

の機能低下にあると言われている(Corti et al. 2005)．また、マウスでミトコンドリアの DNA polymerase の

proof-reading subunitを欠失させたPolga変異体はミトコンドリアDNAへの変異の割合が上昇し、通常の個体よ

りはるかに高い割合でミトコンドリアの機能が失われる(Kujoth et al. 2005, Vermulst et al. 2007, Vermulst et al. 

2008)．この変異マウスは短命であり、ミトコンドリアの正常な機能が生命維持に重要である事を示唆している．

G-CMSの例外を除き、CMSは雄性器官に特異的な現象であるため、Loss-of-functionクラスであるとは考えづら

い(Chase 2007, Fujii and Toriyama 2008)．生理学実験によって、トウモロコシの花粉や葯では呼吸活性が高いと

いう知見が得られている(Lee and Warmke 1979)．従って、これらの雄性生殖器官での高いATP要求性がCMS

の原因であるとする見解もある(Chase 2007)．しかし一方で、根なども高い呼吸活性を持つ事が知られており
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(Balk and Leaver 2001)、植物種にもよると考えられるが、呼吸活性と組織特異性に関する知見は一定ではない．

CMSの高い安定性を考えると単純にATPの不足等、物量のみによる説明は不可能であると考えられる．  

 一方、(ii) Intergenomic Compatibility (IC)は生殖隔離機構の一種であるとも考えられており、最も研究が進んで

いるのはTigriopus californicus (ケンミジンコ)である．T. californicusは北米大陸の沿岸に生息しており、集団間で

ミトコンドリアゲノムの配列が大きく異なる事が知られている(Ellison and Burton 2008a)．集団間交雑によって

F2世代での雑種崩壊が起こる事が知られており(Ellison and Burton 2008a, Ellison and Burton 2008b)、この雑種崩

壊はミトコンドリアコードのCOX (Cytochrome c oxidase)と核コードのCYC (Cytochrome c)の不和合によって

生じると考えられている(Rawson and Burton 2002)．例えば、集団SDとSBはそれぞれ異なるアミノ酸配列の

COXとCYCを持つが、COXに対して同じ集団のCYCを基質として与えた場合 in vitroでのCOX活性が高い

(Rawson and Burton 2002, Harrison and Burton 2006)．一方で違う集団に由来するCYCをCOXに与えた場合活

性は著しく低下し、これがF2における雑種崩壊の原因ではないかと考えられた．ICはすなわち核ゲノムとミトコ

ンドリアゲノムの相性であり、通常核ゲノムの二遺伝子座によって仮定されるDobzhansky-Mullerの雑種不稔不

和合説(Dobzhansky 1936)が、ミトコンドリア-核間の相性にも当てはまる事が示された(Ellison and Burton 2008a)．

それではCMSはICクラスに当てはまるか？ICクラスはミトコンドリアに既存の遺伝子にあるneutralな変異が、

集団間によってそれぞれの核ゲノムと適合している、と言い換える事ができる．従ってMCAGのようにCMS特

異的に出現した遺伝子に対してRfを獲得した機構は ICとは別であると考えるべきである． 

 Intergenomic Epistasis(IE)と ICは区別が難しいが、ICが核とミトコンドリアの相互依存関係であるのに対し、

IEはどちらかの遺伝子型が形質を決定してしまうと定義づける事ができる．例えばDrosophila melanogasterで

は、D. simulansのミトコンドリアゲノムによって置換する事が個体の寿命に大きく影響するという現象が分かっ

てきた(Rand 2005)．D. melanogasterのLaboratry strain Crete10に対し、D. simulans strain 38 (sm38)の相互交

配によるF1世代ではsm38を♀親にした個体の方が長寿であった(Rand et al. 2006)．しかし、sm21について同

様の実験を行った場合、Crete10を♀親にした方が長寿であった．Creteを♀親にした場合はどちらの交配でも同

程度の寿命を示したため、CreteミトコンドリアがEpistaticであるという事が考えられた．核ゲノムが同じF1で

も細胞質親によって寿命が異なる事から、ミトコンドリアゲノムが寿命を規定しているという仮説、すなわち IE

の存在が考えられた．この関係は、Fig. 55におけるT65とCW-CMSミトコンドリア、そしてRf17遺伝子座の

関係になぞらえることができ、T65ミトコンドリアゲノムが Epistaticと捉える事ができると先述した(第三章・



 140 

考察)．D. melanogaster内の交雑でも同様の現象が知られており、ミトコンドリアの遺伝情報が寿命に大きく寄

与するといったことが考えられている(Maklakov et al. 2006)．Drosophilaの寿命における IEの分子機構は分かっ

ていないが、RTGシグナリングの影響も無関係ではないと考えられており(Rand 2005)、ミトコンドリア遺伝子

型が核遺伝子発現に与える影響が存在すると考えられる．残念ながら、緒言で述べたようなyeastのRTG pathway

や、D. melanogasterにおけるp53 pathwayと IEとの関わりは未知であり、IEにおいてどのような現象が生じて

いるかは現在までに知見が無い． 

 植物における IE様の現象はいくつか報告されている．Allen (2005)は、Z. maysを核ゲノムドナーとして、祖先

種であるZ. mays teosinte、Z. luxurians、Z. diploperennisやZ. perennisを細胞質ドナーとして作成した細胞質置

換系統の表現型解析を行った．Teosinte 以外の多くの細胞質置換系統において、生育遅延が見られた他、調査し

た58のうち56の形質にいずれかの系統で有意な差が認められた(Allen 2005)．多くの場合、plant heightが低く

なるなど弱勢の形質が多く現れる一方、分げつが増加するなど一般的には強勢と見なされる形質も現れた．この

現象は、細胞質親を代えると生じない事から IEである事が予測される．植物ではその他にも組織培養能、耐病性、

種子貯蔵デンプン量、収量や各種環境ストレス等の重要な形質が細胞質遺伝子型によって異なる、という報告が

ある(Allen 2005)． CMSはこれらの現象のうち、表現型が見出しやすい例であるという可能性も考察されている．

原著論文においてこれらの現象はCytoplasmic effectという表現が使われているが、IEと同様であると考えられる．

高等植物種間におけるミトコンドリア遺伝子は非常に良く保存されている．それにもかかわらず、Allen (2005)が

見出した現象や、CMS のような例が見られる事はハウスキーピング遺伝子以外の存在が大きいと考えられる．

CMSにおけるMCAGは分子機構として唯一見出されている可能性であり、MCAGが IEを引き起こしている事

が考察された．本研究では、DCW11とDBAの機能低下がAOX1の発現を増加させるというRTGシグナリング

を見出した．DCW11、DBAそしてMCAGの分子レベルでの関わりを見出す事で、CW-CMSにおける IEとRTG

シグナリングの関わりを示す事ができると考えられた． 

 Gain-of-functionクラスの変異が高等動物ミトコンドリアゲノムにおいて報告された例はない．Gain-of-function

クラスの変異は、呼吸鎖複合体や翻訳に関わる遺伝子以外にも多くのORFを持つ植物ミトコンドリアにのみ許さ

れた変異であると言えるかもしれない．実際、高等動物の集団内におけるミトコンドリア変異はneutralな変異が

ランダムに分布するのではなく、特定の変異に対する正の選抜圧がある事が予想されている(Bazin et al. 2006, 

Meiklejohn et al. 2007, Dowling et al. 2008)．従って高等動物のミトコンドリアにはそのゲノムサイズから予想さ



 141 

れるように遊びが無く、新たな変異が生じにくいとされている．MCAGのような新規の遺伝子はサブゲノムとマ

スターサークルの行き来を含む複雑なゲノム再編成から生じると考えられるため(Kubo and Newton 2007)、高等

植物ミトコンドリアのように重複領域がある事が条件であると考えられる．Gain-of-functionの変異として唯一研

究がなされている例がCMSであり、CMSは高等植物のミトコンドリアの進化を考えるにあたって貴重な現象で

あると言える．本来WTの細胞質ゲノムにないORFがミトコンドリア、あるいはミトコンドリア-核間の相互作

用にどのような影響を与えるかは CMS の解析によって明らかにされると考えられる．残念な事に現在まで見出

されている CMS ミトコンドリアゲノムは MCAG 領域以外のゲノム編成も通常のものと大きく異なっており、

MCAGのみの影響を調査する事は難しい．植物においてミトコンドリア形質転換技術が確立されれば、MCAGの

機能を解析する事が可能であると考えられる．CMSの再現を目的として、核ゲノムにMCAGを導入した研究例

は幾つか報告されている．既知のミトコンドリア移行シグナルにMCAGを融合し核ゲノムに導入する実験が様々

な植物種で行われている (Wintz et al. 1995, Chaumont et al. 1995, He et al. 1996, Duroc et al. 2006, Wang et al. 

2006, Kim et al. 2007, Yamamoto et al. 2008)．このうち4つの実験で不稔性が引き起こされ(He et al. 1996, Wang 

et al. 2006, Kim et al. 2007, Yamamoto et al. 2008)、3つの実験では不稔性が引き起こされてなかった事が報告さ

れている(Wintz et al. 1995, Chaumont et al. 1995, Duroc et al. 2006)．Wintz et al. (1995)はペチュニアにpcfを導入

した場合にも雄性不稔性を引き起こせなかったため、CMS を再現するにはミトコンドリア内膜の正しい位置に

MCAG産物が挿入される必要があると考察した．従ってCMSが雄性器官特異的なGain-of-function現象であるた

めにはMCAGの雄性器官特異的な機能について注目する必要があると考えられる．近年の研究により、タペート

層は発達後プログラム細胞死によって崩壊し、花粉外壁に脂質等を供給する事が知られている(Piffaneli and 

Murphy 1998, Balk and Leaver 2001, Kawanabe et al. 2006)．高等動物ではミトコンドリアがプログラム細胞死に

おける鍵となっている事は広く知られているため(Cai et al. 1998)、CMSとタペート層の崩壊は密接に関連してい

ると考えられている(Balk and Leaver 2001)．ヒマワリのPET-CMSではタペート細胞の未熟な細胞死が花粉発達

に影響を与える事が報告されており、ミトコンドリアと花粉不稔性の関係が明確にされている(Balk and Leaver 

2001)．また、タペート特異的にミトコンドリア局在タンパク質遺伝子の発現を抑制する事で雄性不稔性が誘発さ

れる、という報告もある(Kitashiba et al. 1998, Yui et al. 2003)．従ってタペート層の正しいプログラム細胞死には

ミトコンドリアの機能が必要であると考えられ、タペート層発達が異常なCMSの場合MCAGがプログラム細胞

死に影響を与えるという説明が可能である．ただし、本研究の CW-CMS ように花粉発達ステージで初めて異常
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が見られる場合は上記の理由では説明できない．MCAGによる新規の機能が花粉特異的に異常を引き起こすとい

う説明が最も合理的であると考えられる． 

 雄性不稔性発現と稔性回復システムは、トウモロコシを中心に複数の植物でモデルが確立されてきた(Schnable 

and Wise 1998)．しかし、植物ミトコンドリアにおけるRTGシグナリングの知見は皆無に近い．本研究では、雄

性不稔性発現に関わるRTGシグナリング因子候補としてDCW11、DBAを見出した．さらに、RMSの発現抑制

によって稔性回復を引き起こすという他種では知られていないユニークな稔性回復システムの可能性を見出した

(Fig. 54)．RMSはRTGシグナリングによる制御を受けることから、本研究ではCW-CMSの雄性不稔性発現機構

並びに稔性回復機構を RTG シグナリングによって連結する事ができた．今後 CMS を解明して行くにあたり、

CMSは雄性器官特異的なGain-of-function現象であるという事と、RMSの発現制御によって示されたように IE

とRTGシグナリングがCMSに関わっている事を意識しなければならない．現在植物において IEの概念は広く

認識されておらず、Cytoplasmic effectとして大別されている．本研究では、RMSの発現制御メカニズムが植物

における IEのモデルとなりうる事が示された． 
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結語 

 ミトコンドリアゲノムが単純な高等動物では核-ミトコンドリアの不適合による弱勢や異常などは良く知られ

ている(Ellison and Burton 2008b)．そして両ゲノムのクロストークによる制御の存在は広く認知されている

(Butow and Avadhani 2004)．しかし、高等植物のミトコンドリアゲノム構成は極めて複雑であるため、高等動物

で知られるようなクロストーク系は明らかにされて来なかった．そのような背景においてCMSはミトコンドリ

アと核との共存関係を探るにあたり、モデルとなっている現象である(Hanson and Bentolila 2004)．本研究では、

CMSにおける核-ミトコンドリア間のクロストークに関わる因子の探索を目的とし、花粉に顕著な異常が見られ

ないCW-CMSをモデルとして分子遺伝学的解析を行った． 

 

 第一章では、CW-CMS系統の花粉に顕著な異常が見られない事を利用して、マイクロアレイ解析によって細

胞質遺伝子型に影響を受ける核遺伝子のスクリーニングを行った．このスクリーニングで見出した遺伝子の中で、

DCW11について機能解析を行った．DCW11のノックダウンはCW-CMS様の表現型を引き起こし、DCW11の

機能低下がCW-CMSにおけるRTGシグナリングのトリガーとなっているのではないかと考えられた．これは、

CW-CMSにおいて発現が増加していたAOX1a遺伝子の発現について、CW-CMS系統でDCW11を過剰発現さ

せるとAOX1aの発現が抑制された事が裏付けとなっている．さらに、OsNek3はDCW11の機能低下時に発現

が抑制されていた．従ってDCW11の機能低下は、AOX1aの発現を促し、OsNek3の発現を抑制する、という

CW-CMSにおいて生じる現象を引き起こす事が確認された．DCW11はCMSの原因に近い因子である事が推測

された． 

 

 第二章では、CW-CMSのミトコンドリアゲノムの塩基配列解析によって、CMSの原因因子(MCAG)を見出す

事を目的とした．既知の日本晴、93-11、PA64S等のミトコンドリアゲノムと比較して、CMS系統のミトコンド

リアゲノムは大きくその構造が再編成されている事が示唆された．しかし、遺伝子領域の変異は解析したゲノム

のうち日本晴のみがoutgroupとなり、CMS特有のゲノム再編成がある可能性が示唆された．シークエンス解析

によってMCAGの候補として有力なCWORF308を見出した．CWORF308は疎水性の強いタンパク質であり、

組換えが頻繁に見られる領域内に位置していると考えられた．CWORF308はCW-CMS細胞質にのみ存在してい

る可能性が高くMCAGである可能性は高いと考えられた． 
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 第三章では、稔性回復遺伝子Rf17のポジショナルクローニングを行った．Rf17はRETROGRADE- 

REGULATED MALE STERILITY (RMS)と命名した遺伝子のプロモーター領域内にある一塩基置換による発現抑

制が原因となっている可能性が考えられた．RMSの遺伝子発現は Intergenomic Epistacy(IE)によって制御されて

いると考えられ、Normal細胞質バックグラウンドでは発現しないのに対し、CW-CMSバックグラウンドで rf17

アリルを持つ場合のみ発現が見られる事が明らかとなった．DCW11の機能低下によってもRMS発現が増加する

事から、RMSはIEによって引き起こされるRTGシグナリングによって発現が促されている可能性が示唆された． 

 本研究で扱った遺伝子のデータベースにおける IDをTable Sにまとめた． 
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C#N"OL C#DM%DBMJJDD GC95C#DM%DKDDD B<L

C#N"OI C#DF%DIIDKDD GC95C#DF%LJHJD B<L

C#N"OF C#DB%DKJIMDD GC95C#DB%JIIHD B<L

C#N"OJ C#DE%DFHDKDD GC95C#DE%LMKLD B<L

C#PG6QE' C#DE%DJIBDDD GC95C#DE%IEKED B<L

C#PG6QER C#DI%DFLEFDD GC95C#DI%IFDBD B<L

C#PG6QE> C#BD%DFDLBDD GC95C#BD%LFHLD B<L

C#G6Q C#DJ%DELMLDD GC95C#DJ%BLDLD B<L

C#AG6QB C#BE%DFBDHDD GC95C#BE%LEJED B<L

C#AG6QE C#DL%DEJJBDD GC95C#DL%BFHID B<L

7.R?$&4'?:-'B*>-'$& C#DM%DFMIKDD GC95C#DM%LKMLD B4L<4

2CSB' C#DI%DJDDEDD GC95C#DI%FBBFD B<E

C#T2=6' C#DI%DJILLDD GC95C#DI%FFDJD L<4

C#T2=6R C#DJ%DBHJJDD GC95C#DJ%DHJLD L<4

C#T2=66 C#DM%DJBJEDD GC95C#DM%IEIED L<4

C#T2=666 C#DI%DIIFMDD GC95C#DI%LJKDD L<4

C#U,T2= C#DE%DBHJHDD GC95C#DE%BDLED L<4

1Q= C#DI%DIMFHDD GC95C#DI%IDDED L<4

PP1E C#DI%DIMFKDD GC95C#DI%IDDBD L<4


