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研究成果の概要（和文）：ダイコンの雄性不稔と稔性回復の分子機構、ならびにこの現象に関わ

る遺伝子の進化を解明するため種々の実験を行った。その結果、稔性回復遺伝子の１つ、pprB

遺伝子の産物がミトコンドリアの雄性不稔原因遺伝子 orf138 の mRNA に結合し、その２次構

造の変化を通じて翻訳を阻害することがわかった。またオグラ型雄性不稔細胞質と正常型細胞

質のミトコンドリアゲノムの比較から、orf138 がゲノムの進化的な構造変異に伴い偶然生じた

新規遺伝子であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In order to reveal molecular mechanisms underlying male
sterility/fertility restoration in radish and the evolution of mitochondrial and nuclear genes
relevant to the phenomena, a series of experiments were conducted. Molecular study
revealed that protein product from the gene pprB (one of the fertility restorer genes in
radish) binds to mRNA of the mitochondrial male-sterility gene orf138 and inhibit its
translation through the structural change of mRNA. Mitochondrial genomics revealed
that orf138 was created accidentally by the structural changes of mitochondrial genomes
between normal and Ogura cytoplasm.
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１．研究開始当初の背景
植物体の生育は正常であるにもかかわら

ず花粉ができない現象を雄性不稔という。雄
性不稔は高等植物に広く観察される現象で、
一般にミトコンドリアゲノム上の遺伝子の
何らかの異常により生じることが知られて
いる。一方、異常なミトコンドリア遺伝子の

働きを抑え、花粉稔性を回復させる遺伝子
（稔性回復遺伝子、以下 Rf 遺伝子）が核ゲ
ノムに存在することも知られており、雄性不
稔と稔性回復はミトコンドリアと核のゲノ
ム上の遺伝子の相互作用により決定される
ユニークな形質として知られている。
またこの形質は、様々な作物のＦ１品種育
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成に用いられる育種上重要な遺伝形質のひ
とつであり、イネ、トウモロコシなどいくつ
かの作物でミトコンドリアの雄性不稔原因
遺伝子が同定されていた（e. g. Hanson &
Bentolila 2004）。一方、ペチュニア
(Bentolila et al. 2002)、ダイコン(e. g.
Koizuka et al. 2003)、イネ(e. g. Kazama &
Toriyama 2003)などで Rf 遺伝子が相次いで
クローニングされ、遺伝子とその産物の分子
的な理解が進んだ（Chase 2007）。しかし雄
性不稔や稔性回復の分子機構やこの現象に
関わる遺伝子の進化については、断片的な理
解にとどまっていた。

２．研究の目的
ミトコンドリアの雄性不稔原因遺伝子

（orf138）と、それに対する Rf 遺伝子（pprB）
の両方がクローニングされており、雄性不稔
と稔性回復現象の分子生物学的研究が可能
な数少ない作物のひとつ、ダイコンをモデル
に、雄性不稔と稔性回復の分子機構を明らか
にすることを目的とする。またこの現象に関
わる遺伝子の多様性の全貌と進化のプロセ
スを明らかにすることも目的のひとつとし
た。

３．研究の方法
(1)オグラ型雄性不稔に対する Rf 遺伝子の 1
つ、pprB 遺伝子の様々なアリルから生じる変
異体タンパク質と、雄性不稔の原因遺伝子で
あるミトコンドリア orf138/orf125遺伝子の
mRNA との結合をゲルシフトアッセイで調べ
る。

(2)ダイコン野生種である R.raphanistrumか
ら pprB 遺伝子ホモログを分子生物学的方法
で単離し、オグラ型細胞質を持つ雄性不稔ナ
タネに導入して、この遺伝子の稔性回復機能
を検討する。また pprB 遺伝子を持たないロ
シアのクロダイコンから Rf 遺伝子の候補と
なり得る新規 PPR 遺伝子ホモログを単離し、
構造を明らかにする。

(3)pprB とは異なる新規 Rf 遺伝子(Rft)に連
鎖する STS マーカーを作製し、ハマダイコン
を花粉親として育成した 190 個体の交配集団
を用いて Rft のラフマッピングを行う。

(4)日本各地に自生する野生のハマダイコン
の調査を行い、現地で雄性不稔を示している
個体を採集し、オグラ型細胞質、あるいはそ
れ以外の新規細胞質を持つかどうか、PCR 分
析により検討する。

(5)ダイコンのミトコンドリアゲノムの多型
解析の基礎となる、正常型、オグラ型のゲノ
ム配列を完全解読する。

(6)ダイコンの pprB 遺伝子の多型を広く調査
し、この遺伝子座における多型形成の機構を
明らかにする。

４．研究成果
(1) Rf として働く中国ダイコン‘園紅’由来
の PPRB タンパク質が orf138 の mRNA と直接
結合することがわかった（KD=10-9程度）。様々
な部分長 RNA を用いた実験より、PPRB タンパ
ク質はこの RNA中の最低２カ所と結合するこ
とが示唆された。特に orf138 の mRNA 中の翻
訳開始コドン直下の 3’領域との結合が Rf 機
能に重要だと考えられた。
一方、予想に反して、Rf の機能がない（rf

として働く）日本の品種‘コセナ’の PPRB
タンパク質も orf138 の RNA と強く結合する
ことがわかった（KD=10-9程度；園紅の PPRB
と同程度）。
以上の知見から、pprB 様遺伝子の稔性回復

機能は RNAとの結合親和性と完全に一致しな
いことが示唆された。そこで、タンパク質結
合後の orf138 の mRNA における高次構造の変
化を検証したところ、Rf 存在下で RNA 高次構
造形成の促進が示唆された。以上の研究から、
PPRB タンパク質は orf138 の mRNA と結合し、
その 2次構造を変化させることがわかり、こ
のことによる翻訳阻害が最終的な稔性回復
につながる、というモデルが考えられた。

(2)R.raphanistrumのpprB遺伝子ホモログを
雄性不稔ナタネに導入した結果、花粉稔性が
回復した。この実験により、この遺伝子が Rf
として機能していることが証明された。また
クロダイコンの PPRB 遺伝子ホモログの構造
を決定し、この遺伝子座の成立過程を考察し
た。

(3)我が国のハマダイコンの集団で、主要な
Rf として働いているのは、pprB 遺伝子では
なく、Rft であることがわかった。ハマダイ
コンと‘MS 源助’との交配集団を用いた連鎖
分析をすすめた結果、Rft と完全に連鎖する
DNA マーカーが得られた。

(4)研究期間の3月中旬～7月初旬の開花シー
ズンに、宮崎、鹿児島、福岡、熊本、和歌山、
沖縄、島根、鳥取、福井、神奈川、東京、三
重、愛知、石川、高知、徳島、香川、青森、
秋田、および北海道など、ほぼ全国のハマダ
イコンを調査し、現地で実際に雄性不稔を示
している個体を多数（約 200 個体）採取した。
これらの個体から DNA を単離し、PCR 法によ
りミトコンドリアゲノムのタイプを調査し
たところ、すべてオグラ型あるいはその変種
のコセナ型と判定され、新規雄性不稔細胞質
は発見できなかった。



また、雄性不稔個体とともに現地で採取し
た、ハマダイコンの可稔個体のミトコンドリ
アゲノムも合わせて調査したところ、日本の
ハマダイコンには、オグラ型/コセナ型雄性
不稔細胞質が高頻度に存在する一方、核には
雄性不稔の発現を抑制する Rf 遺伝子が広く
分布していることがわかった。
コセナ型雄性不稔の原因遺伝子であるミ

トコンドリアの orf125 遺伝子の多型をシー
クエンシングにより調べたところ、三重県の
1 個体に、東北地方を中心に日本で広く観察
される既知 orf125 配列と比べて１つの SNP
を持つものが観察された。三重県のハマダイ
コンの集団には、同じ SNP を有するオグラ型
の個体も存在したことから、orf138 から
orf125 が生じる欠失変異、すなわちオグラ型
からコセナ型への進化は、日本各地のハマダ
イコンで多元的に生じていることが示唆さ
れた。

(5)正常型とオグラ型のミトコンドリアゲノ
ムの違いを明らかにするため、‘打木源助’
（正常型）及び‘MS 源助’（オグラ型）の mtDNA
の全塩基配列を次世代シークエンサーによ
り解読した。その結果、正常型 mtDNA は全長
244,037bp、オグラ型 mtDNA は全長 258,426bp
の環状DNA分子と考えられること、orf138は、
両型の分化にともなう mtDNA の大規模な再構
成の過程で偶然生じた、新規遺伝子であるこ
とがわかった。

(6)ハマダイコン及びアザキダイコンの採集
調査を行い、7地域約 30 個体から pprB 遺伝
子のコード領域を含む全長約3.2kbのDNA 断
片をクローニングし、得られた DNA 配列デー
タから種内変異の量やパタンを解析した。さ
らに pprB 遺伝子と連鎖するパラログ遺伝子
群との比較解析を行った。
その結果、各地域集団間の遺伝的な分化は

認められず、中立性からの大きな逸脱も検出
されなかった。領域全体の塩基多様度（～
0.1%）は平均的な植物集団と比べて多少低い
ものの、コード領域の一部に変異量の増大が
認められ、染色体の不等交叉に伴う非相同配
列間の遺伝子変換が、pprB 遺伝子領域の変異
パタンに局所的な影響を及ぼしている可能
性が示唆された。
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