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研究成果の概要（和文）：細胞質雄性不稔性（CMS）は、140 種以上の被子植物で認められる

形質で、ミトコンドリアゲノム上の CMS 原因遺伝子（S）がミトコンドリア機能不全を引き起

こすことにより花粉不稔が発生すると説明されている。CMS では他器官に影響を及ぼすこと

なく花粉形成過程が阻害されるが、これには花粉形成が高度にミトコンドリア依存であること

が関係している。一方、核稔性回復遺伝子（Rf）は S の作用を打ち消すことができる。本研究

では、テンサイからクローニングした S 因子である preSatp6 と、Rf の一つである Rf1 との相

互作用を検討した。その結果、両者が翻訳産物レベルで相互作用することを明らかにした。相

互作用は Rf1 が発現する葯に限定され、その結果 preSATP6 ホモオリゴマーの高次構造が変化

する。この高次構造の変化は Rf1 強制発現により再現することができた。CMS 発現の解明を

目的として、CMS 株で発現低下する遺伝子を 215 個収集した。また、シロイヌナズナ RNA ポ

リメラーゼの触媒サブユニット遺伝子の T-DNA 挿入変異は母性遺伝できないが、一定の頻度

で花粉を介して次世代に伝達される現象を見出した。ホウレンソウの雄性決定遺伝子と間性決

定遺伝子は同一連鎖群に座乗しているが対立関係には無いことを明らかにした。さらに、ホウ

レンソウ BAC ライブラリーを作成した。

研究成果の概要（英文）：Cytoplasmic male sterility (CMS) has been reported in more than
140 angiosperm species. Genes responsible for CMS (S gene) are encoded in mitochondrial
genomes, while plants with S gene are male fertile when the plants have nuclear genes
termed restorer of fertility (Rf). Molecular mechanism of the interaction between S and Rf
genes was investigated in this study using sugar beet. Protein-protein interaction was
detected between preSatp6, an S gene, and Rf1. This interaction was observed only in
anthers in which Rf1 was expressed. This study identified nuclear genes that were
suppressed in CMS anthers. It was inferred that deleterious mutation could be inherited
through pollen. This possibility was investigated using Arabidopsis mutant with defect in
the genes encoding RNA polymerase. This mutation was confirmed to be transmitted
through pollen. Spinach is a monoecious species with male heterogamety system. However,
dioecious or hermaphroditic spinach emerges when an M gene exists. This study revealed
that male determining gene and the M gene located on the same linkage group but resided
in different genetic loci.

交付決定額
（金額単位：円）

直接経費 間接経費 合 計

2006 年度 15,300,000 0 15,300,000

2007 年度 15,300,000 0 15,300,000

2008 年度 15,300,000 0 15,300,000

2009 年度 15,300,000 0 15,300,000

2010 年度 9,000,000 0 9,000,000

総 計 70,200,000 0 70,200,000

機関番号：10101

研究種目：特定領域研究

研究期間：２００６～２０１０

課題番号：１８０７５００１

研究課題名（和文）テンサイ雄性不稔性原因遺伝子と花粉稔性回復遺伝子の

相互作用解析

研究課題名（英文）Molecular analysis of interaction between male-sterility inducing

gene and fertility restorer in sugar beet

研究代表者

久保 友彦（KUBO TOMOHIKO）

北海道大学・大学院農学研究院・准教授

研究者番号：４０２６１３３３



研究分野：植物分子育種学

科研費の分科・細目：農学・育種学（6001）

キーワード：生殖、雄性不稔性、核・細胞質相互作用、ミトコンドリア、性染色体

１．研究開始当初の背景
（１）植物の雄性配偶子形成過程はミトコン
ドリア機能に高度に依存していると考えら
れている。それ故、ミトコンドリア機能不全
が他の栄養器官に異常を与えることなく雄
性器官のみを退化させる場合があると考え
られている。細胞質雄性不稔性（CMS）は、
ミトコンドリアゲノム上の原因遺伝子Sがミ
トコンドリア機能不全を引き起こし、花粉不
稔を引き起こす形質と考えられている。一方、
核ゲノム上に稔性回復遺伝子（Rf）が存在す
ると、花粉不稔は発現しない。テンサイは
CMS に関する研究が比較的進んでいる植物
種であり、S と考えられる preSatp6 と、Rf
の一つであるRf1がクローニングされていた。
しかしながら、これらがいかなる相互作用を
起こすのかは明らかではなかった。これは、
花粉不稔が発生するか否かを決定する重要
なイベントと考えられた。

（２）陸上植物において、減数分裂以降配偶
子形成までの過程は単相世代である。複相世
代では（例えば生存に必須な遺伝子に生じ
た）有害な突然変異はヘテロ接合の状態で維
持されうるが、単相世代では致命的となると
予想される。そのため、有害な突然変異が単
相世代を経て次世代に伝わることは考えに
くい。しかしながら、現実にはそのような突
然変異が代々受け継がれている。花粉は単相
世代の雄性配偶体であるが、シロイヌナズナ
において花粉を通じて有害な突然変異が次
世代へ伝わる事例が見つかった。これがいか
なるメカニズムによるものか不明であった。

（３）テンサイと同じアカザ科に属するホウレン
ソウは雌雄異株として知られているが，雌雄両機
能を備えた間性も見出される．このような複雑な
性型がどのようにして生ずるのかわかっていなか
った。

２．研究の目的
（１）テンサイ CMS 原因遺伝子 preSatp6
と花粉稔性回復遺伝子Rf1の相互作用を分子
レベルで検出する。

（２）テンサイ CMS 株の葯において、どの
ようなイベントが生じているのか明らかに
する。

（３）シロイヌナズナ RNA ポリメラーゼ遺
伝子に T-DNA が挿入された変異体を用いて、

花粉経由で有害な突然変異が次世代へ伝わ
る機構を明らかにする。

（４）ホウレンソウの性決定遺伝子の同定を進
め、遺伝子クローニングを進める。

３．研究の方法
（１）テンサイ正常株（遺伝子型は[N]rf1rf1）、
CMS 株（[S]rf1rf1）および花粉稔性回復株
（[S]Rf1Rf1）の葯ミトコンドリアタンパク
質を分析する。特に、preSatp6 翻訳産物の
挙動を、タンパク質高次構造の視点から調べ
る。

（２）テンサイ CMS 原因遺伝子 preSatp6
と花粉稔性回復遺伝子 Rf1 の相互作用を、タ
ンパク質レベルで解析する。

（３）テンサイ葯における遺伝子発現を、正
常株、CMS 株および花粉稔性回復株で比較
する。

（４）シロイヌナズナ T-DNA 挿入変異体を
利用し、有害変異の遺伝の機構を調べる。

（５）ホウレンソウの性決定について、雄株
および間性株の出現に関わる遺伝機構を調
べる。

４．研究成果
（１）抗 RF1 抗体を作成し、葯における発現
時期を特定した。その結果、減数分裂期から
小胞子後期までの未成熟葯でのみ発現して
いた。一方、RF1 が発現しても、preSATP6
の翻訳産物蓄積量は変化していなかった。

（２）DDM やジギトニンを用いて可溶化し
た未成熟葯タンパク質に対して抗 preSATP6
抗体を用いた免疫沈降実験を行った。その結
果、CMS 株では相互作用するタンパク質が
検出されなかったのに対し、ジギトニンを用
いて可溶化した稔性回復株から 41kDa タン
パク質が検出された。これが RF1 であること
を確認した。

（３）テンサイ CMS 株培養細胞では、
preSatp6 は発現しているが Rf1 はほとんど
発現していない。そこで、Rf1-FLAG をカリ
フラワーモザイクウイルス 35S プロモータ
ーにつなぎ、培養細胞で発現させた。抗
FLAG 抗体で免疫沈降を行ったところ、



preSATP6 と結合していることが明らかにな
った。

（４）CMS 株の肥大根ミトコンドリアタン
パク質をジギトニンで可溶化した。その結果、
preSATP6 が 250kDa のホモ多量体を形成し
ている事がわかった。同様な複合体が葯から
も検出された。このホモ多量体は、高濃度の
ジギトニンに対しても安定であることを確
認した。

（５）ジギトニンで可溶化した稔性回復株の
葯タンパク質においては、減数分裂期から小
胞子後期まで 250kDaの preSATP6ホモ多量
体が著しく減少しており、その代わりに
200kDa と 150kDa の複合体が検出された。
200kDa と 150kDa の複合体は CMS 株の葯
では見つからない。稔性回復株であっても、
成熟葯や肥大根からは見つからない。

（６）35S:Rf1 を導入したテンサイ CMS 株
培養細胞のミトコンドリアをジギトニンで
可溶化した。これより、200kDa と 150kDa
の複合体が検出された。

（７）35S:Rf1 を導入したテンサイ CMS 株
培養細胞のミトコンドリアにおいて、
200kDa 複合体に preSATP6 と RF1 が含ま
れることを 2 次元電気泳動によって確かめた。

（８）由来の異なる稔性回復株においても
200kDa 複合体が検出できることが分かった。
以上より、テンサイ CMS においては
preSATP6 が 250kDa ホモ多量体を形成する
ことが雄性不稔性発現に不可欠であり、RF1
の機能は preSATP6と結合して 250kDaホモ
多量体形成を阻害することだと結論した。こ
のことは、preSATP6 そのものはミトコンド
リアに害をもたらさないことを示唆する。

（９）テンサイ正常株、CMS 株および稔性
回復株の花芽 total RNAを用いて cDNAサブ
トラクションを行った。このうち、CMS 株
で発現が低下するものに注目し、350 クロー
ンの塩基配列を決定した。重複を除き、215
個の塩基配列を得た。遺伝子産物を精査した
ところ、CMS株で発現低下する遺伝子には、
既知の雄性不稔変異体（核遺伝子の変異によ
る）との共通点が認められた。ただし、完全
には一致していない。

（１０）215 個の cDNA のうち、211 個につ
いてマクロアレイ解析を行った。正常テンサ
イ葯を、減数分裂期、四分子期、小胞子期（前
期）、小胞子期（後期）および花粉期に分別
し、cDNAを合成した。これらをブロットし、
215 個の遺伝子プローブをハイブリダイズさ

せた。その結果、各遺伝子の発現のピークに
基づいて分類することができた。特に、減数
分裂期、小胞子期（前期）および小胞子期（後
期）は、遺伝子の種類やカテゴリーがバラエ
ティに富んでいた。CMS テンサイにおける
これらの遺伝子の発現低下と、雄性不稔性の
発現が示唆される。

（１１）生命維持に必須なシングルコピー遺
伝子であるシロイヌナズナの RNA ポリメラ
ーゼ（polI、polII および polIII）の触媒サブ
ユニット遺伝子の T-DNA 挿入変異に注目し
て有害変異の遺伝解析を行った。その結果、
これらの T-DNA 挿入変異は母性遺伝できな
いが、一定の頻度で花粉を介して次世代に伝
達される現象を見出した。次いで、形態観察
によって当該機能喪失は雌性配偶体の発達
停止を引き起こすことが判明した。一方、機
能型 RNA ポリメラーゼ遺伝子を喪失しても、
花粉発達および花粉管の初期伸長過程にお
いて RNA ポリメラーゼの活性が維持される
ことを組織化学的解析によって明らかにし
た。これにより、RNA ポリメラーゼ遺伝子
の変異が単相世代を経て次世代へ伝達され
る。

（１２）ホウレンソウの雄性決定遺伝子（Y）
近傍領域の AFLP マーカーマッピングを行
った結果、Y を含む 13.4cM の領域に 12 個の
マーカーがマップされた。さらに、Y と間性
決定遺伝子（M）は同一連鎖群に座乗してい
るが対立関係には無いことを明らかにした。
さらに、ホウレンソウ BAC ライブラリーを
作成した。これにより、性決定遺伝子単離に
向けた基盤整備ができた。
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