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論 文 内 容 要 旨

緒言

細胞質雄性不稔性(cytoplasmicmalesterility:以 下CMS)は,細 胞質(ミ トコ

ン ドリア)と 核 ゲ ノムの特定 の組み合 わせ で花粉の発育不全を引き起 こす現象

である.CMSの 一部 にお いて は,花 粉 稔性 を回復 させ る核 コー ドの遺伝子が存

在する場合があり,こ れは稔性回復遺伝子(fertilityrestorergene:以 下 効 とよば

れて い る.

本研 究 に用 いたBoro型CMSイ ネで は,1個 の稔性 回復遺伝 子 瑠 が第10染 色

体 に座 乗す る ことが報告 され ていた(図1-1).ま た,一ミ トコン ドリアには,正 常

型の α㌍6遺 伝子(以 下N-o♂p6)の 他 に,Boro型CMSに 特異的な α{p6-oη79遺伝

子(以 下B一 α功6)が 存在 し,CMS系 統 では ¢p6-oη`79が共転写 されて2.Okbの

RNAを 生 じるが,回 復系統 では共転 写 を受けたRNAが プロセ ッシングを受 ける

ことで,1.5kbの の6RNAと0.5kbのoη79RNAを 生 じる ことが報告 されて い

た(図1-2) ..し か し,1ヴ1は ク ローニ ングされてお らず,oηF79の 翻訳 につ いて も

明 らか にされ ていなかった.

本研 究 は,Boro型 細胞質CMSイ ネ に対す る稔性 回復遺伝子 瑠 の機能解析を

目的として,マ ップベース ク ローニ ング法 によって,瑠 のク ローニ ングを行 い

(第1章),ミ トコ ン ドリアにお ける 瑚 タンパ ク質の機能について,分 子 レベ

ルで:解析 を行 った(第2章).次 に,ミ トコン ドリアにお けるArp6とORF79

の翻 訳 につ いて解 析 し,CMSの 原因 につ いて考察 した(第3章).さ らに,瑚 遺

伝子座 の近傍 に存在す る類似 の遺伝子 との比較より,瑠 遺伝子 の進化 につ いて

考察 した(第4章).

第1章 マ ップベース クローニ ング法 による瑠 のクローニ ング

本研究で材料として用いたイネの遺伝子型と稔性 を表L1に 示 した.マ ップベ

ース ク ローニ ングを行 う集団は,CMS系 統【α鰐一わo】魂 ヴ1xFI(CMS系 統【c〃∬一うo】

げ1魂x回 復 系統 【c脚一わo】1切1切)の 交配 によって得 られた1121個 体 のBCIF1を

用いた(図 レ3).こ の集 団を用 いる ことで効率 よ く組換え花粉に由来する個体

を選抜することができる.

公 開 されて いる 日本晴(ヴ1～ガ)の 塩 基配列 情報よ り,DNAマ ーカーを作成 し

連鎖解析 を行 った結果,ssRマ ーカーcr502で4個 体,RFLPマ ーカーGEND713
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で6個 体 の組換 え個体 を選抜する ことができた.そ れぞれのマ ー カー と 解 との

遺 伝的距離を算出したところ,Cr502は0.36cMで あ りGEND713は α54cMで

あった.こ れ らのマーカー に挟 まれる 日本晴の領域は,4個 のBACク ロー ンにょ

ってカーバー されてお り,そ の物理 的距離 は約380kbで あ る ことを明 らかに し

た(図1.4).

日本晴 ゲ ノム において,こ のマーカ ー に挟 まれ る領域 に含 まれる遺伝子 を遺

伝子予測ソフ トで予測 したところ,90個 の遺伝子が予測 された(表1-2).Rflタ

ンパ ク質 は,ミ トコ ン ドリアで機能 して いる ことが考 えられ るため,予 測 した

90個 の遺伝子 のコー ドす るタ ンパク質がミ トコンドリアに移行す るかどうかを,

タ ンパ ク質 局在予測 ソ フ トを用 いて予測 した.こ の結果,3個 の遺伝 子 が コー

ドす るタ ンパ ク質がミ トコン ドリアへ移行することが予測 された.こ れ らの遺

伝 子は,い ずれ もPPR(pentatdcopeptiderepeat)タ ンパ ク質 をコー ドしている ど

予測 されたため,そ れぞ れPPR8-1,〃R8-2,PPR8-3と 名付 けた.PPRタ ンパ ク質

とは,35ア ミノ酸か らなる繰 り返 し配列 を持つタンパク質のことで,葉 緑体や ミ

トコ ン ドリア にお いてRNAの 転写後制御 に関与 している と予測されている.日

本晴で見つ けた3個 のPPR遺 伝子 の回復 系統 にお ける対立遺 伝子 を 瑚 候補遺

伝子 と予想 した.回 復系統 の1つ である密陽23号 のBACク ロー ンよ りそれぞ れ

のDNA断 片 をクローニ ング し,ア グロバ クテ リウム法 を用 いてCMSイ ネへ導

入 して,相 補性試験 を行 った(図1-5).遺 伝子導入 を行 ったカル ス よ り全RNA

を抽 出 し,B一α㌍6RNAの 転写パ ター ンを ノーザ ンプ ロッ ト分析で調べた結果,

PPR8-1を 導入 したカルスでのみ05kboη79RNAが 検 出 され,プ ロセ ッシ ング

が起る ことが分か った(図L6).プ ロセ ッシングの有 無の検 出 に注 目したスク

リーニ ング法によ り,カ ルスの段 階で迅 速 に候補遺伝子をPPR&1に 絞 り込 む こ

とができた さ らに,PPR8-1遺 伝子導入個 体 は,花 粉 稔性 ・種子 稔性 ともに回復

す る ことも明らか となった(図1-7).こ の ことは,PPR8-1が 岬 で ある ことを

証 明 して いる.

クローニ ング した 瑚 の塩基配列 を決定 したところ,2376bpで791ア ミノ酸か

らな るタンパ ク質 をコー ドしてお り,18繰 り返 しのPPRモ チー フ を含 む ことが

明 らか とな った(図1-8).こ の配列 と日本晴 の 魂 を比較 した ところ,魂 では1

bpの 欠失 によ りフレー ムシフ トを起 こし,終 止 コ ドンが生 じて いた(図1-9).さ

らに,Rf1のN末 端領域が,推 定 ミ トコ ン ドリア移行 シグナルをコー ドしている

かどうかを,GFPと の融合 コンス トラク トを用いてパーティクルガン法で調査
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した.こ の 結 果,GFPは ミ トコ ン ド リア に局 在 してお り,Rf1は ミ トコ ン ドリア に

移 行 す る こ とが 示 され た(図1-10).

第2章 ミ トコ ン ドリア におけるRflの 機能

CMS系 締,回 復系統,瑚 遺伝子 導入系統よ り,ミ トコン ドリアRNAを 抽 出 し,

ノーザ ンプ ロッ ト分析 を行 った結果,1ヴ1の 存在特異 的 にB-o勿6RNAの プロセ ッ

シ ング が起 きて いる ことが確認 された(図2-1).プ ライ マー伸長 法 に よ り,

B一仰6RNAの プ ロセ ッシ ング部位 を決定 した.こ の結果,oヴ79の 開始 コ ドンよ

り52bp上 流 にプロセ ッシ ング部位が存在することが分かった(図2-2).プ ロ

セ ッシ ングサイ トを含 む400ntRNAの2次 構造 を構造 予測 ソフ トMfoldに よっ

て 予測 した結 果,プ ロセ ッシ ングサイ トは,2つ のス テムル ープに挟 まれ る一

本鎖領域に位置することが分かった(図2-2).さ らに,大 腸菌で生成 させ たRf1

リコ ンビナ ン トタ ンパ ク質 と,こ の領域 をプロー ブ にゲ ル シフ トアッセイを行

った結果,こ の領域 とリコ ンビナ ン トRf1と の結合が確認 された(図2-3).

次 に,Rf1とRNA編 集(以 下エデ ィティング)の 関係 について調査 した.ミ ト

コ ン ドリア の α{p6遺伝子 ではr17カ 所にお いてC→Uへ のエデ ィティ ングが起

る ことが知 られている.さ らに,こ れ らのエデ ィテ ィ ングは,瑠 を持た ない 日

本 晴な どにお いて も効率よく起っていることが報告されている.CMS系 統で は,

2.OkbのB一 の6RNAと,15kbのN一 α{p6RNAが 存在 して いる.cDNA15ク ロー ン

の塩基配列 を調べた ところ,2.OkbのB一 α{p6RNAで は2ク ロー ンしか エディテ ィ

ングが起 きていなかった(図2-4).1.5kbのN耀p6RNAで は,13ク ロー ンでエ

デ ィテ ィ ングが起 っていた.こ の ことは,Rflは α♂p6RNAの エディテ ィング に必

須 な因子で はないことを示 している.さ らに,回 復 系統 にお いて,プ ロセ ッシン

グを受 けて 生 じた1.5kbの α㌍6RNAとN一 α㌍6の エデ ィティング効率 を調べ た

ところ,全 ての クロー ンでエデ ィテ ィングが観察され,CMS系 統 のN一仰6RNA

でのエデ イテ イ ング効率 を上 回 る ことが分かった.Rflは ⑳6の エディテイ ング

に必須 ではな いが,促 進す る機 能 を持 って いる と考 え られる.

一192一



第3章CMSの 原 因タ ンパ ク質

ペチ ュニ アや コセナダイコンなどのCMS植 物 にお いて は,原 因遺伝子 のタ ン

パ ク質 が蓄 積 しているが,回 復系統 では翻訳が抑制 されて いることが報告 され

ている.Boro型CMSの 原 因はB-4㌍6と 言われて いるが,oη79が 翻訳 されて いる

か不明で あ ったため,Boro型CMSイ ネ において も同様 の ことが観察 されるか ど

うか調査 した.

oヴ79遺 伝子 がタ ンパ ク質 として発現可能な遺伝子 であるか どうかを調べるた

めに,真 核生物型お よび原核細胞型 のfηv伽 翻 訳系 にお いて,タ ンパ ク質 の翻

訳 につ いて調べ た(図3-1).こ の結果,原 核生物型 の 加v如o翻 訳系 にお いての

み翻訳 産物が検 出できたので,oη79遺 伝子 はミ トコン ドリア において翻訳可能

な遺伝子構造 を持っていると考え られた.ま た,原 核 生物 型の 加 贈o翻 訳系 で

は,プ ロセ ッシングを受けたoヴ79の 方 が,プ ロセ ッシ ング を受ける前 よ りも翻

訳産物が少ないことも分かった.oヴ79の5'側85bpはcoκ1(シ トクロムオキ シダ

ーゼ ・サ ブユニ ット1)と 相 同性が高 く,後 半部 は既 知 の配 列 と相 同性 が見 られ

ない.coκ1相 同領域 を除 いたo～プ79の後 半部(ORF79△N)を 大腸菌 で発 現 させ て

リコンビナ ン トタンパク質を得た(図3-2).こ れ を抗 原 として抗体 を作 成 し,ウ

エ ス タ ンブ ロ ッ ト分 析 を行 った.こ の結果,瑠 ホ モ の回復 系統 にお いて は,

ORF79の 蓄積 が観察 されなか った(図3-3).さ らに,瑠 遺伝子導入個体 で は,

CMS系 統 の半分 までORF79の 量 が減少 している こ とが明 らか になった.一 方,

ATP6の 蓄積 量 はどち らの系統 において も変化がなかった(図3-3).こ の こと

は,ORF79の 蓄積がCMSを 引き起 こ し,Rf1に よるB一α{p6RNAの プ ロセ ッシ ン

グによ りORF79の 翻訳が減少す るため に,稔 性が 回復す ることを示 唆 している.

第4章PPR遺 伝子である瑠 の進化

PPRタ ンパ ク質 は,高 等植物 でス ーパー ファミ リー を形成 している ことが知

られてお り,イ ネではゲ ノム中 に約650個 のPPR遺 伝子 の存在が予測 されて い

る.母1近 傍 に存在 した2つ のPPR遺 伝子PPR8・2,PPR8-3お よび 瑠 の特徴 を表

41に 示 した.こ れ ら3個 の遺伝子 につ いて,RT-PCRに よって発現 を調査 した と

ころ,瑠 とPP1～8-3は どの組織 において も発現 して いた.一 方,PPR8-2は 根 と葉
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においては発現 していないが,そ の他 の組織 では発現 して いる ことが分かった

(図4-1).RTPCRの 結果 よ り,〃R8-2と 〃R8-3は ともに発現 してお り,ミ ト

コ ン ドリア にお いて何 らか の機能を担っている可能性が示唆された.そ れぞれ

の遺伝 子 につ いて回復遺伝子 を持たない 日本晴ゲ ノム情報 と比較 した ところ;

PPR&2に お いて は,日 本晴で は欠失 によるフ レーム シフ トによって終止コ ドン

ができていた(図4-2).一 方PPR8-3で は,日 本晴 との間 に2ア ミノ酸 の置換の

みが存在 した.そ れぞ れのPPR遺 伝子 について,相 同性 を調べ た と ころ,そ れぞ

れの相同性が非常に高い ことが明らかとなった(表4-2).特 に,瑠 の5'領 域 と

3'領 域はPPR8-2と 相 同性 が高 く,そ の領域に挟 まれ る領域 はPP1～8-3と 相同性

が 高い ことが明 らか とな った(図4-3).こ の ことは,瑠 が 〃IR8-2とPPR8-3

の重複 によって生 じた可能性 を示唆 している.

結語

CMSはF1雑 種品種の育成 に利用 できるため,世 界 中で研 究 され てい る.本 研

究 と同時期 にペチ ュニ ア とコセナダイコンのCMSに お いて稔性 回復遺伝子が ク

ロー ニ ングされ,い ずれ もPPR遺 伝子 で ある ことが報告 され た.本 研究 では,世

界 に先駆 けてBoro型CMSイ ネ に対す る稔 性回復遺伝 子 瑠 を クローニングし,

PPRタ ンパ ク質をコー ドして いる ことを明 らかにした.ま た,瑠 の翻訳産物で

あるPPRタ ンパク質 が α{p6-oヴ79RNAに 結合 し,プ ロセ ッシ ングを起 こす こと

を明 らかにした.さ らに,ORF79の 蓄積がCMSを 引 き起 こす が,重 複 によって

生 じた稔性回復遺伝子 瑚 の存在により,α{p6」oη`79RNAの プ ロセ ッシングが起

きる とORF79の 翻訳 が抑 制 され るため に,ORF79の 悪影 響 を回避 して,稔 性が

回復す るとい うメカニズム のモデルを新たに提唱した(図5).ま た,1ヴ1の 進化

を考 え ることで,PPR遺 伝子 な どの核遺伝 子 によるオル ガネラ遺伝子の発現制御

の解明にもつながると期待される.
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図1イ 材料の遺伝子型と稔性

Boro型CMSは,イ ンド型品種ChinsurahBorollに 日本型品種

台中65号 を連続戻し交配することで作出された(Shinjo1969).

(A)そ れぞれの系統の遺伝子型表記と,モデル図

(B)ヨ ウ素ヨードカリウム染色による花粉稔性
CMS系 統 では,花 粉のデンプンが蓄積せず不稔となる.

配偶体型に働く尺f7により稔性が回復する.

図1-2Boro型CMSに ついて 既 に報 告 され ていたB-aφ6遺 伝 子 の構 造

と転 写産 物(Akagiθf訊1994,lwabuchief飢1994)

(A)N-a加6,σox'と の 比較.点 線 で囲ま れ た領 域 ぱ,相 同 性 の高 い領域.

aψ6領 域 は100%,08f79(刊 ～+85)と σω【'(+歪～+85)は,82.4%の

相 同 性を示 す.

(B)CMS系 統 と回 復 系 統 に おけるB-alρ6転 写 様 式 の 違 いを示 した.

花粉

表1-1本 研究で使用したイネの遺伝子型と稔性
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図1・3マ ップベースクローニングに用いた集団

CMS系 統[cms.bo]醒 ノf7xF1【αηs一加1尺κげ1の交配をすれば,

次世代は全て尺肋fブとなり表現型を評価する必要がない.

マーカーAに ついて,CMS系 統ホモ型の個体が,組 換え個体である.
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壷 ↓

Imo一一一380kb一`)

100kb

図1・4Rf7候 補 領 域 をカバ ー する 日本 晴BACク ローン

マーカー 上 の括 弧 中 の 数字 は,組 換 え花 粉 由来 の 個体 数 を示 す.

日本 晴BACク ローンの アクセッション番 号 は,左 の クローンか ら,

ACO68950,ACO92489,ACO68923,ACO79888で ある.

日本晴(ガプ膚)塩 基配列データ

▼

遺伝子予測,ミトコンドリア移行タンパク質の予測

▼

密陽23号(RfiRfi)BACク ローンから候補遺伝子

を含むDNA断 片のクローニング

@駆
密陽23号BACク ローン ＼一

7PPR8-1PPRB-2PPRB-3

CMS系 統へ遺伝子導入

.▼

形質転換カルスにおいて0.5kbOff79RNAの 有無を調査

7

花粉稔性と種子稔性の回復を調査

図1-5Rfゴ クローニング のフローチャー ト
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表1-2BACク ローン上に予測された遺伝子の数

ACO88950 ACO92489 ACO68923 ACO79888

予測された遣伝子と逸伝子数 予測された遣伝子と遣伝子致 予測された遣伝子と遣伝子歎 予測された遺伝子と逮伝子致
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図1-6候 補 領域を導入した形質転換カルスにおけるノーザンプロット解析

プローブとしてo㎡79を用いた.

PPR8-7を 導入したカルスでのみ,B-a加6.RNAの プロセッシングが観察

された.下段は,rRNA.
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図4-8Rf毛 タンパク質のPPRモ チーフ

(A)1行 目は,推 定ミトコンドリア移行シグナル.18繰 り返しの
PPRモ チーフ中の赤文字は,保存されているアミノ酸を示す.

(B)Pfamに よるRf1タンパク質の模式図.
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図て一7PPR8イ の遺伝子導入個体の花粉稔性と種子稔性

(A)CMS系 統 と,CMS系 統にPPR8-7を 導入した系統の

花粉を12Klで染色した.導入遺伝子が分離するため,

50%の 花粉で稔性を回復する.

(B)PPR8イ を導入した系統は,種 子稔性を回復した.

1by57Aby
ATG 了GA

密陽23号R餌_ニ ー 二
/●
●!●
/●

日本晴 .fiEi;ニ

N-terminalregion GFP NosT35S

(C}

㎜3R湘76㎜DGSIΩG聡GGR」 』LGGSG鱈DA震}1▽FD起

工」」RRGRGASIヱGLNRA二ADVARHSPAAA▽SRYNRMARAGゑ

i)E▽IPPDLC〔EyG工L工GCCCRゑGRLDLGFAALGN▽ エKKGF哀V

ピA工 田F彫田炉LLKG工 、CADKR歴SDA㍗ ① 工VLRR瓦 丁瓦LG⊂ 工pnVF3

】ζ冠NL、LNGムCDE餌RSQEAGS

ATG TGA

図1-9尺fプ(2376bp)と げブ(801bp)の 比較

日本晴ゲノムと比較したところ,牌 では1塩 基の欠失で終止コドン

が生じていた.また,574塩 基の欠失も存在した.

図1-10GFPを 用いた細胞内局在

(A)コンストラクトの模式図

(B)GFPと 融合したRf1のN末 端領域 最初の26ア ミノ酸が

推定ミトコンドリア移行シグナル.

(C)ツ ユクサの孔辺細胞で一過性の発現を調査した.
左がミトコンドリア移行を示すF1.ATPaseY・subunitの

シグナルペプチドと,GFPを 融合させた遺伝子の発現.

右がRf1の シグナル領域とGFPを 融合させたもの.

GFPが ミトコンドリアに局在していることが分かった.
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図2-1単 離 ミトコンドリアRNAの ノーザ ンプ ロット分 析

プロー ブには,B-aψ6遺 伝 子1.6kbを 用 いた.

尺r7導 入個 体1,2は,と もに稔 性 回 復が 確 認され ている.
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図2-2プ ライマー伸長法によるプロセッシングサイトの決定

(A)ブ ライマー伸長法に用いたプライマーの位置を矢印で示した.

(B)プ ライマー伸長法で,決 定したプロッセッシングサイト.

(C)プ ロセッシングサイト近辺のRNAの2次 構造を示レた.
プロセッシングサイトは,下 隷で示した領域.

(A)

闇

(B)

ジグナルペプチドPP尺一
PρR6x麗 悟
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図2-3ゲ ルシフトア ッセイ

(A)Rf1タ ンパク質 の 構 造 と,リ コンビナ ントタンパ ク質 の構 造.

Rf{のN末 はミトコン ドリア移 行シ グナ ル.Trx-Rf1は,

シグナル 領域 を除 いたRf1を チオ レドキ シン(Trx)と 連 結

した.Trxは コントロー ル として用 いた.

(B)ゲ ル シフトアッセ イに用 いた リコンビナ ントタンパク質を

抗His抗 体 を用 いウエ スタンブロット分 析 で 検出 した.

それ ぞれ のレーンに240ngの タンパ ク質 を泳動 した.

(C)ゲ ル シフトアッセイに用 い たプロー ブ領 域 を下 綜で示 した.

矢 印 はプロセッシング サ イトを示 す.

(D)ゲ ルシフトアッセイの結 果を示 した,

白矢 印 は,シ フ トした シ グ ナル を示 す.

競合 的 阻害 剤 として,酵 母 のtRNAを 用 い た.

タンパ ク質 は,Trx:12.5fmol,Trx-Rf1:10flηolを 用 いた.

〔C,

(D)

暉一
BD4プ ローブ

飴的阻訓 」当 」当
モ'レ 倍 ノ プ ロー ブ ー03¶30.313

'「「x
■..一 十 や 十

丁「翼,Rf1●4・ 尊 壷.・.

シ7トしたシグナル

プローブ 枷
翻
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図2-4エ ディティング効率

(A)a加6遺 伝子領域内の17カ 所のヱディティングサイトを示した.黒 矢印のサイト13カ所について調査した.

(B)CMS系 統でのエディティング効率を示した.+は エディティング有り,一がエディティング無しを示す.

(C)R"の 有無による1.5kb母tp6RNAの エディティング効率を示した。
Rf7Rf7で は、t5kbのRNAは プロセッシングを受けたB-aφ6とN一θ加6を含み,区 別することはできない.『

(D)CMS系 統におけるaφ6RNAの 長さによるエディティング効率の変化をグラフで示した。

(E)Rf1の 有 無によるt5kbaψ6RNAの エディティング効率の変化をグラフで示した、,

(A)

B-aψ6+1
aφ6

.刊014

書 響

orf79

+1+236

▼■一

但)

(kD)

8.9レ

1

a

234

b

ORF79

図3-135S-Metを 用いた1η吻加翻訳

(A)鋳 型として用いたDNA断 片を示した.矢 印は,
プロセッシング部位を示した.

aは,プ ロセッシングを受ける前のoガ79を仮定し,

bは,プ ロセッシング後のo評9と 仮定した.

(B)レ ーン1,3はaのDNA断 片を鋳型とし,レーン2,4

は,bのDNA断 片を鋳型とした.レーン1,2は 真核

生物型翻訳システム,レーン3,4は 原核生物型翻訳

システムで'η伽 翻訳した産物をSDS・PAGEし た.

プロセッシングを受ける前のαf79を用いたときの方

(レーン3)が,プ ロセッシング後の01f79を用いたとき

(レーン4)よ りも翻訳産物が多い.
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図3-2リ コンビナントORF79の 精製

(A}Off79とC◎x'の相同性の高い領域を示した.

(B)pQE30ベ クターを用いて大腸菌で発現させた結果
レーン1からレーン3は,o艀9全 長をクローニング

したコンストラクトを用いた.レーン4か らレーン6

は,σox湘 同領域を除いた01f79ム～をクローニング

し,発現させた結果を示した.◎rガ9∠Wを用いることで,

りコンビナントタンパク質が得られた(白矢印),
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図3-3ウ エスタンブロット分析

(A)全 抽出タンパク質を抗ORF79△N抗 体で検出した.

(B)単 離ミト:コンドリアを抗ORF79△N抗 体と,

抗ATP6抗 体で検出した.

抗ORF79ムN抗 体

抗ATP6抗 体

CBBstain

(A)

闇

PPRB-2 幽
密陽23号

2慣bP26bP

ATG 了GA一
日本晴+⊥___iJ■ ■■■直

ATGTAA970by

PPR&3

β一加bロ 伽

(s)

密隅23号.

アミノ酸O閥

ゲノムTA A

図4-1RT-PCRに よる発現の調査

コントロールとして恒常的に発現している

匪勉bu伽 を用いた. 日本晴

一
A了G+375←7嘱3

ATG

や1537
TGA

TGA

表4-2尺 κ,ρPR8・2,PPR8-3遺 伝子,推 定アミノ酸の比較

影付きの数字は,DNAレ ペルでの相同性を示した.

それ以外は,アミノ酸レベルでの相同性を示した.

Rfi PPR82PPRB-3
闘

R伺

PPR8-2.

PPR&3

■

92.5ｰ/a

89.0ｰ/a

ll難叢

89.2%一

■

一
G

D

C

D絵
G

O

図4-2PPR8-2,.PρR8・3の 日本 晴 ゲノム との 比較

(A)日 本 晴 のPPR8-2で は,21bp,26bpの 欠 失で

終 止 コドンが生 じていた.

(B)PPR8・3で は,375番 目 と713番 目お よび 朽37番 目

の塩 基 置換 以 外 の変 異 は 存 在 しな か った.

表4-1Rf7,ρPR8・2,PPR8・3遺 伝 子 の 特 徴

コード領域 推定PPRそ の他の

(bp)ア ミノ酸数 モチーフ数 モチーフ

尺" 2376 79螺 18

PPR&2 2052 683 雫6

PPR&3 2385 794 艦8

/　 ♪ぐ ＼
雪.1

鮒

」 昼{・.

駅8・2 ↑欄
}

/

97潟 も

図4・3R向 を3つ のパ ー トに区 切 って,PPR8-2,PPR8-3と 比較 した.

5'側 領 域 のRff(1即91)は,PPR8-2(1卿91)と96.7%の 相 同性 を示 し,

3'側 領 域 の 鮒(562司376)はPρR8-2(241～2052)と95.9%の 相 同性

を示 した.ま た,そ の 領 域 に挟 まれ る,Rf7(92陶561)はPρR8・3

(104-573)と,97.2%の 相 同 性 を示 した.こ の ように,Rf7はPPR8,2と

PPR8-3の 融 合 によって 生 じた可 能 性 が 示 唆 され た.
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第10染色体
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R肖PP尺8・2月PR8-3聯
ミトコンドリアゲノムの変異

による新規逼:伝子の発現
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↓

藷螺 墾蟹筆旨㌻)～駕

か
aφ60評9RNAと 結 合 して

遺 伝 子 の 発 現 制 御?

atp6-ort79#2NA

～・^一 耀 励 グ

ORF79の 翻訳なし

↓
稔性回穫

ミトコンドリア

機能不全の回避

図5尺"遺 伝子の進化と機能のモデル

核では遺伝子重複によって,様 々な種類のPPR遺 伝子が生じている.
一方
,ミトコンドリアでのゲノム変異によって引き起こされるミトゴンドリア

の機能不全を回避するために,都 合の良いPPRが 対処している.

今回の場合は,重 複によって生じたRκ が,ORF79の 蓄積による不稔性を

回避するためにリクルートされたと考えられる。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

細胞 質雄 性不稔性(CMS)はFlハ イブ リッ ド育種 に利用 で きるため,農 業 上有用 な形質で ある。

Boro型CMSの 稔性回復遺伝 子 は1騨 と名付 け られ,第10染 色体 に存在す るこ とが報告 され ていたが

ク ローニング され てい なかった。本研究 では,Boro型CMSイ ネに対す る稔性 回復遺伝 子 瑠 の クロー

ニ ングを行 うとともに,Rf1の 機能解 析 を行 った もので ある。

本論 文では,1切 のマ ップベ ース ク ローニ ングを行い,世 界 に先駆 けて 瑚 を ク ロー ニ ング した。

候補遺伝子 を用 いて相補 性試験 を行 う際,ミ トコン ドリアに存在す るキメラ遺伝子 仰6-oが79のRNA

プ ロセ ッシングの有無 に注 目したユ ニー クなスク リー ニングを行 った。瑠 の塩 基配列 を決定 し,PPR'

タンパ ク質 をコー ドして いるこ と,お よび,ミ トコン ドリア移 行 シグナルを持 つ ことを明 らかに した。

PPRタ ンパ ク質 は35ア ミノ酸 か らなる繰 り返 し配 列 を持つ タ ンパ ク質 で,葉 緑 体や ミ トコン ドリア

においてRNAの 転写 後制御 に関与 してい る と予測 され てい る。1ヴ1の 翻 訳産物 で あるPPRタ ンパ ク

質 が岬6-oが79RNAに 結合す ることをゲルシフ トア ッセイ を用 いて解析 して結合部位 を決定 した。また,

Rflタ ンパ ク質が,α ㌍6の エ ディテ ィ ングを促進 す ることを明 らか に した。次 にdRF79に 対す る抗体

を作製 し,こ れ を用 いてCMS系 統 で はORF79が 蓄積す るが,卿6-oヴ79RNAが プ ロセ ッシ ング を受

ける とORF79が 減 少す るこ とを明 らかに し,CMSの 原 因につ いて考察 した。 さ らに,1切 遺伝子 座

の近傍 に 瑠 と類 似す るPPR遺 伝 子 が存在 す るこ とを示 し,そ れ らの配列比較 か ら,1魏 遺伝子 が近

傍 のPPR遺 伝子 の重複 に よって生 じた可能性 を示唆 した。

本研究 に よ り,CMSの 原 因遺伝子 が ミ トコ ン ドリア ゐ 卿6-oヴ79で あ り,ORF79の 蓄積 がCMSを

引き起 こす こ と,さ らに,稔 性 回復 遺伝 子 瑠 の存在 に よ り,α ㌍6-oヴ79RNAの プ ロセ ッシ ングが起

きる とORF79の 翻訳 が抑制 され るた めに,ORF79の 悪影 響 を回避 して稔性 が回復す る とい うメカニ

ズム のモデル を新 たに提唱 した。

以上 の よ うに本研 究 は,イ ネのBoro型 細胞質 雄性不稔 と稔性 回復 の メカニズ ムに新 たな知見 を与

える と ともに,イ ネ にお けるF1ハ イ ブ リッ ド品種 の育成 に も貢献す るもので ある。 また,PPR遺 伝

子 な どの核遺伝 子に よるオル ガネ ラ遺伝 子の発 現制御 の解 明に も貢献す るもので ある。 よって審査員

一 同は
,本 論文 は博士(農 学)の 学位 を授与す るに値す るもの と判断 した。
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