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研究成果の概要（和文）：細胞質雄性不稔性（CMS）は重要な育種形質である。CMSの原因はミトコンドリアにあるが、
その機構は明らかではない。そこで、テンサイを材料にミトコンドリア機能を調査した。その結果、CMSにおける膜電
位の低下を見出した。ATPγサブユニット遺伝子を用いてミトコンドリア機能の改変を試み、形質転換植物を作出した
。その結果、半不稔の状態を作り出すことに成功した。テンサイCMSミトコンドリアの機能変換は主としてpreSatp6が
担っていると考えられる。これに対する新規の花粉稔性回復遺伝子（Rf）の作用を検討した。その結果、既知のRfとは
異なり、直接的な作用を及ぼしていない可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cytoplasmic male sterility (CMS) is a breeding character that makes hybrid seed 
production feasible. In the genetic model of CMS, male sterility expresses when the cytoplasm has 
male-sterility inducing factor while the nucleus has two recessive alleles of restorer-of-fertility gene 
(rf). The cytoplasmic factor is a mitochondrial gene that is specific to CMS mitochondrial genome. Such 
genes have been found from many plant species but the mechanism how CMS expresses is still obscure. The 
objective of this study is to clarify the mitochondrial function of CMS sugar beet. We found the 
followings: biochemical difference between male-fertile and CMS mitochondria; male-sterility induction by 
F0F1-ATPase alteration; and effect of novel Rf on the male-sterility inducing mitochondrial gene.

研究分野：分子育種学

キーワード： ミトコンドリア　細胞質雄性不稔性
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１．研究開始当初の背景	
いくつかの植物では、花粉形成を阻害する
遺伝子がミトコンドリアにコードされてお
り、その形質は細胞質雄性不稔性（CMS）と
呼ばれている。CMS は作物のハイブリッド育
種に使われる重要な形質であるので、そのメ
カニズム解明には大きな意義がある。巷間、
十分な検証も無いまま CMS 遺伝子はミトコン
ドリア機能を低下させることで雄性不稔を
もたらすと信じられてきた。これに対し、申
請者はテンサイ（サトウダイコン）の CMS 系
統から単離したミトコンドリアが正常より
も活性化しているという、意外な事実を発見
した。	
CMS 発現は、ミトコンドリアと核遺伝子の
相互作用により発現する。テンサイ CMS に関
わるミトコンドリア遺伝子は preSatp6 であ
り、ミトコンドリアと相互作用する核遺伝子
として、Rf1の特徴付けが進んでいる。一方、
最近同定された Rf2については、情報が少な
い。テンサイにおいてハイブリッド育種が進
められていることから、系統選抜を進める上
で Rf2の情報は不可欠である。	
	
２．研究の目的	
CMS とミトコンドリア機能の関係について
明らかにする。そのため、以下を明らかにす
る。	
(1)ミトコンドリア機能解析による CMS の特
徴付け	
(2)ミトコンドリアF0F1-ATPaseと花粉形成の
関係	
(3)テンサイ新規稔性回復遺伝子の作用	
	
３．研究の方法	
(1)供試材料	
NK-219mm-CMS と TA-33BB-CMS は北海道農業
研究センター育成の CMS 系統である。
NK-219mm-O と TA-33BB-O は、それぞれに対す
る維持系統である。E60-F4-Rf2 は、Rf2によ
り 稔 性 回 復 し た 個 体 で あ る 。
TA-33BB-CMS::Rf1 は、Rf1により稔性回復し
た個体である。	
	
(2)組織培養と形質転換	
葉片の脱分化、カルスからの再分化、およ
び形質転換は、Kagami	et	al.	(2015)（図書
①）に従って行った。	
	
(3)ミトコンドリア単離と膜電位測定	
Lind	et	al.	(1991)の方法を改変してミト
コンドリアを単離した。膜電位測定は Panda	
et	al.	(2008)の方法を改変して行った。	
	
(4)PCR および遺伝子クローニング	
慣行法に従った。	
	
(5)タンパク質電気泳動と検出	
12%	SDS-PAGE もしくは、NativePAGETM	Novex®	

Bis-Tris	Gel	System（Invitrogen）を用い

て電気泳動を行った。分離したタンパク質は
Hybond-P（GE	healthcare）PVDF メンブレン
にエレクトロ・ブロッティングした。シグナ
ルバンドの検出は慣行法によった。	
	
４．研究成果	
(1)培養細胞の膜電位	
以前に行った実験では、測定条件等に不備
があるという指摘があったので、条件検討を
含めて実験を進めた。材料には、実験条件が
制御しやすく、試料の回収が容易であること
から、培養細胞を用いることとした。まず、
解析に供試する培養細胞の生理的状態を考
慮する必要があることから、Settled	cell	
volume を 指 標に細胞増殖を調べた。
NK-219mm-O 由来のカルスは、500	ml のサス
ペンジョン培地にて振盪培養を開始してか
ら 15日後まで一定の速度で増殖していたが、
それ以降は増殖速度が低下した。従って、15
日目を境に増殖期から定常期に移行するも
のと思われる。以前の実験から、NK-219mm-O
と NK-219mm-CMS では増殖速度に違いがない
ことを確認している。ミトコンドリア単離は
増殖期にある培養細胞を用いて行った。
NK-219mm-O および NK-219mm-CMS 由来の培養
細胞から単離したミトコンドリアの膜電位
を測定したところ、State3 および State4 で
CMS ミトコンドリアの膜電位が正常ミトコン
ドリアよりも低かった。この差は、t 検定に
よって統計的に有意であった。膜電位の低下
の原因を探るために、膜電位形成に関わる
ATP 合成酵素および ANT それぞれの阻害剤で
あ る oligomycin お よ び
carboxyatractyloside（ANT-inhibitor）を
State3 条件の反応液に加えて膜電位を測定
した。その結果、阻害剤存在下でも CMS ミト
コンドリアの膜電位は正常よりも有意に低
下していた。本実験は、ロテノン存在下で行
われており、複合体Ⅱから複合体Ⅰへの電子
の逆流はない。膜電位の低下により、電子伝
達系が活性化され、酸素呼吸速度が上昇して
いる可能性がある（このことはすでに肥大根
ミトコンドリアの呼吸解析から示唆されて
いる）。また、このことにより、活性酸素種
の発生に影響があるかもしれない。今後、活
性酸素種と花粉不稔について調べる必要が
ある。	
	
(2)	ミトコンドリア F0F1-ATPase を改変した
形質転換テンサイ作出の試み	
ミトコンドリア F0F1-ATPase は膜電位の大
きな消費者であり、これを操作することで花
粉形成に影響を与えられるならば、ミトコン
ドリア活性と雄性不稔を関連づけられるか
もしれない。そこで、まず、ミトコンドリア
atp9を利用した実験系を試みた。Hernould	et	
al.	（1993）は、コムギ atp9 ゲノム断片を
タバコの核ゲノムに遺伝子導入し、細胞質中
で未編集 mRNA から翻訳された ATP9 タンパク
質をミトコンドリア輸送シグナルによって



 

 

ミトコンドリアへ輸送させ、栄養成長に影響
を与える事無く花粉不稔を誘導することに
成功している。テンサイ atp9 には 4 か所の
RNA 編集部位が存在し、いずれも mRNA 上で指
定するアミノ酸残基を変更する。そのため、
未編集 atp9 の導入は ATP 合成に何らかの影
響を与えることが期待された。テンサイミト
コンドリアゲノムより得られた atp9 の塩基
配列の3’	末端側にin-frameで FLAGおよび
HA タグ配列を付加し、5’	末端側にはミトコ
ンドリア移行シグナルである PDHE1αを配置
した。プロモーターは、花芽特異的な発現を
促すシロイヌナズナ APETALA3遺伝子（AtAp3）
のプロモーターを用いた。このコンストラク
トを NK-219mm-O および NK-219mm-CMS へ導入
した。	
得られた形質転換体から抽出した DNA を鋳
型に、薬剤耐性遺伝子特異的なプライマーを
用いた PCR 反応を行い、導入遺伝子を持つ個
体 を 選 抜 し 、 NK-219mm-O	 お よ び
NK-219mm-CMS を宿主とする形質転換体をそ
れぞれ 10 個体および 11 個体得た。導入した
タンパク質が蓄積しているかどうか確認す
べく、NK-219mm-O	および NK-219mm-CMS を宿
主とする形質転換体より 5個体ずつ選び、抗
FLAG 抗体を用いてウェスタンブロット解析
を行ったところ、予想されるサイズである
10kDa 付近に特異的なシグナルは検出されな
かった。	
次に異植物種由来のミトコンドリア

F0F1-ATPase の γ サブユニットをテンサイ葯
で発現させることとした。本実験では、不和
合性発現を期待しシロイヌナズナの γ サブ
ユニット（AtATP3）を導入することとした。
コントロールとなるテンサイ γ サブユニッ
トは未同定である。そのため、AtATP3 のアミ
ノ酸配列を用いて、テンサイゲノムデータベ
ースにおいて相同性検索した。その結果、三
つ の 候 補 遺 伝 子 （ Bv5_123510_tzod 、
Bv4_088420_ixmo	および Bv8_186220_smue）
が見出され、中でも最も相同性の高い
Bv5_123510_tzod が最有力候補と考えられた。	
Bv5_123510_tzodがミトコンドリアγサブ

ユニットであるかどうか確かめるべく、アミ
ノ酸配列比較解析を行った。他植物種のミト
コンドリアおよび葉緑体 γ サブユニット
（AtATPC1 および AtATPC2）、Bv5_123510_tzod、
Bv4_088420_ixmo および Bv8_186220_smue の
アミノ酸配列に基づき、最尤法による系統樹
を描くと、Bv5_123510_tzod は AtATP3 と同じ
クレードに含まれ、他の二つの候補遺伝子
Bv4_088420_ixmo	および Bv8_186220_smue は
AtATPC1 および AtATPC2 と同じクレードに含
まれていた。さらに Target	P による局在予
測においても、Bv5_123510_tzod の翻訳産物
は ミ ト コ ン ド リ ア に 局 在 し 、
Bv4_088420_ixmo	および Bv8_186220_smue は
葉緑体に局在すると予測された。	
Bv5_123510_tzod の翻訳産物を調べるため、
コード域 C末端に FLAG および HA タグ配列を

in-frameで付加しpMDC32-Ωにクローン化し
て、テンサイ培養細胞において強制発現させ
た。形質転換カルス由来の粗ミトコンドリア
タンパク質を SDS-PAGE により泳動し、抗 HA
抗体を用いたウェスタンブロット解析を行
うと約 43kDa のシグナルが得られ、予想され
る翻訳産物の分子量と一致した。これらの結
果から、Bv5_123510_tzod がテンサイγサブ
ユニットをコードすることが強く示唆され
た。以後、Bv5_123510_tzodをBvATP3と示す。	
テンサイで発現させた AtATP3 が内在性
F0F1-ATPase に組み込まれるかどうか確認す
ることにした。テンサイ培養細胞においてタ
グ配列を付加した AtATP3 と BvATP3 を強制発
現させた。AtATP3 のコード配列の下流に FLAG
および HA タグ配列を in-frame で付加した上
で、テンサイ培養細胞において強制発現させ
た。形質転換した培養細胞から抽出した粗ミ
トコンドリアタンパク質を用いてウェスタ
ンブロット解析を行うと、抗 HA 抗体によっ
て約 40kDa の特異的なシグナルが得られ、予
想されるサイズと一致した。次に、導入タン
パク質が内在性の ATP 合成酵素に組み込まれ
るか確認した。形質転換カルス由来の粗ミト
コンドリアタンパク質を Blue-Native	PAGE
に供試し、抗 HA 抗体を用いたウェスタンブ
ロット解析を行うと、BvATP3 導入カルスにお
いて約720kDaのシグナルが得られた。抗ATP6
抗体を用いて同一メンブレンに反応させた
ところ、同じサイズに特異的なシグナルが得
られたことから、導入した BvATP3 タンパク
質は内在性 ATP 合成酵素に組み込まれている
ことが示された。一方で、AtATP3 導入形質転
換カルス由来の粗ミトコンドリアタンパク
質から抗 HA 抗体の特異的なシグナルは検出
されなかった。AtATP3 特異的なシグナルが得
られないのは、サンプルの精製度が低いため
であると考え、密度勾配遠心によって精製ミ
トコンドリアを得て解析を行ったところ、抗
HA 抗体によって 720kDa に特異的なシグナル
が得られ、抗 ATP6 抗体によるシグナルとサ
イズが一致した。このことから、導入した
AtATP3タンパク質も内在性ATP合成酵素に組
み込まれていることが示された。	
次に、それらを導入した形質転換植物を作
出した。プロモーターには AtAp3 プロモータ
ーを用いた。NK-219mm-O および NK-219mm-CMS
に遺伝子導入し、薬剤耐性遺伝子および導入
遺伝子にそれぞれ特異的なプライマーを用
いた PCR 反応によって、導入遺伝子を持つ個
体 を 選 抜 し た 。 NK-219mm-O お よ び
NK-219mm-CMS に対し、AtATP3 を導入した個
体はそれぞれ 7個体および 3 個体、BvATP3 を
導入した個体はそれぞれ 1個体および 5個体
得られた。	
得られた形質転換体の葯を肉眼で観察し、

葯 内 容 物 を Alexander 染 色 す る と 、
NK-219mm-CMS に AtATP3 を導入した 3 個体お
よび BvATP3 を導入した 5 個体は不稔を示し
た。この表現型は、非形質転換 NK-219mm-CMS



 

 

と区別できない。さらに、NK-219mm-O に
AtATP3 を導入した形質転換体 7個体では、正
常な稔性を示した。一方、1 個体のみ得られ
た BvATP3 を導入した形質転換体では、葯は
黄色を呈するが裂開が認められなかった。そ
こで、葯内容物の観察を行ったところ、花粉
内部が赤く染色されない花粉のみが検出さ
れた。導入タンパク質が蓄積しているかどう
か確かめるべく、SDS-PAGE およびウェスタン
ブロット解析を行った。いずれの植物体の葯
からも、抗 HA 抗体によって特異的なシグナ
ルが検出された。	
テンサイ atp9を発現させる実験では、導入
遺伝子翻訳産物が検出されない。導入タンパ
ク質が蓄積しない理由として、まず細胞質で
発現させた ATP9 が毒性を発揮している可能
性がある。ATP9 タンパク質の約半分が膜貫通
ドメインから成るため、疎水性が高い。疎水
性タンパク質はミトコンドリアへ輸送され
にくく、かつしばしば有害である。これを克
服せねばならない。もう一つの γ サブユニ
ットを利用する実験では、導入遺伝子は発現
している。さらに少なくともテンサイ培養細
胞で翻訳産物はミトコンドリア F0F1-ATPase
に組み込まれることがわかった。ただし、
BvATP3 に比べて、F0F1-ATPase に組み込まれ
た AtATP3 を検出するのは困難であった。こ
れは、AtATP3 の組み込み効率が低いからかも
しれない。BvATP3 と AtATP3 の相同性はアミ
ノ酸配列レベルで約 80％であり、この数字は
効率的な組み込みに不十分なのかもしれな
い。今後、より近縁な植物種由来の γ サブ
ユニット遺伝子を試験する必要がある。
BvATP3 あるいは AtATP3 を導入した形質転換
テンサイを得ることができた。花粉稔性につ
いては AtATP3 を導入しても稔性は変化しな
いが、BvATP3 を正常系統へ導入すると稔性が
低下し、半不稔を示した。さらに調べた全て
の個体で花芽あるいは葯に導入タンパク質
が蓄積していたことから、稔性の低下は導入
遺伝子の作用による可能性が示唆された。
BvATP3 が花粉稔性に影響するとしたら、その
原因はタグ配列かもしれない。一方、AtATP3
でそのような作用が見られないのは、
F0F1-ATPase に組み込まれる翻訳産物が少な
いからと説明できる。また、BvATP3 を遺伝子
導入した際に、内在性 BvATP3 の発現に影響
を与え、不稔性が誘導されたのかもしれない。
今後、これらの可能性について検証を行う必
要がある。	
	
(3)	テンサイ新規稔性回復遺伝子の作用	
ミトコンドリア遺伝子 preSatp6と Rf1の関
係は少しずつ解明されつつあるが、比較的新
しく発見された Rf2については情報が少ない。
そこで、Rf2と preSatp6の関係を調査した。	
TA-33BB-O、TA-33BB-CMS および E60-F4-Rf2
の開花前の葯から total	RNA を抽出し、
preSatp6 の 5'側配列、3'側配列、および全
長配列をプローブとするノーザンブロット

解析を行った。その結果、TA-33BB-O と
TA-33BB-CMS ではシグナルパターンが大きく
異なっていた。E60-F4-Rf2 のシグナルパター
ンは TA-33BB-CMS と同一であり、両者を区別
することはできなかった。	
preSatp6	mRNA における RNA 編集を調査し
た。preSatp6の RNA 編集部位は、すでに決定
されているので、編集頻度を cDNA ダイレク
トシーケンスにより見積もった。その結果、
preSatp6 は 2 カ所の C-U 編集部位を持つが、
TA-33BB-CMSとE60-F4-Rf2のいずれにおいて
も同部位が低頻度に編集されていた。	
続いて、preSATP6 タンパク質をウエスタン
ブロット法により解析した。TA-33BB-O、
TA-33BB-CMSおよびE60-F4-Rf2の開花前の葯
タンパク質を SDS-PAGE により分画し、抗
preSATP6 抗体と反応させた。その結果、
TA-33BB-CMSおよびE60-F4-Rf2から同一サイ
ズで同強度のシグナルバンドが検出された。
コントロールとして COXI 抗体による解析を
行ったが、3 つのサンプルからほぼ同一のシ
グナルバンドが現れた。	
preSatp6は、その翻訳産物が複合体を形成
する。そこで、この複合体に対する Rf2の効
果を調べた。ここでは、TA-33BB-CMS、
E60-F5-Rf2、および E60-F5-rf2（E60-F4-Rf2
を自殖して得た、それぞれ Rf2および rf2を
保持する個体）の未成熟葯タンパク質を Blue	
Native-PAGE で分画し、抗 preSATP6 抗体と反
応させた。その結果、3 つのサンプルから同
一のシグナルバンドが検出された。コントロ
ールである TA-33BB-CMS::Rf1 からは、より
低分子のバンドが検出されたので、試料の調
製は正しく行われた。	
以上より、Rf2の作用は preSatp6の転写や
翻訳に直接影響するとは考えにくい。これは、
翻訳産物同士が相互作用する Rf1とは対照的
である。多くの植物種では CMS 発現における
ミトコンドリアと核の相互作用は、転写後ま
たは翻訳時に見つかっている。一方、テンサ
イでは Rf1 は翻訳後に作用するし、Rf2 につ
いてもその可能性が高いが、その詳細は今後
の研究を俟たねばならない。テンサイで翻訳
後相互作用が独自に進化してきたのであれ
ば、これは大変興味深いケースである。ミト
コンドリア機能解析と合わせ、今後 CMS 機構
解明に向けた研究を進めていく予定である。	
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