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研究成果の概要： 
ナタネの細胞質雄性不稔はミトコンドリア遺伝子 orf125 が原因遺伝子であることが知られて

いるが、 Brassica rapa を交配した後代で稔性が回復することが観察された。この稔性回復が

核の１遺伝子（Fr）により、orf125 のコピー数が減少することで引き起こされること、 Fr の
遺伝子型により稔性回復の程度が決まることを見出した。さらに、核コードの稔性回復遺伝子

orf687 が存在することで、Fr 遺伝子によるコピー数の減少が起こらないことが観察された。 
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１．研究開始当初の背景 
植物のミトコンドリアゲノムにコードされ
ている重要な農業形質である細胞質雄性不
稔（cms）について、さまざまな種で多くの
報告がなされている。その中で最も研究が進
んでいる cms の一つに、ダイコンのオグラ型
細胞質雄性不稔がある。研究代表者らは、こ
の cms を細胞融合によりダイコンからナタ
ネ（Brassica napus）に導入して、不稔性 
が環境要因によって影響を受けない安定し
た cms ナタネを作出することに成功してい
る。また、この cms の原因遺伝子である 
 

orf125 やダイコンの核にコードされている
雄性不稔回復遺伝子 orf687 を単離し、遺伝子
構造や発現等を明らかにし、核・ミトコンド
リア相互作用による雄性不稔現象の全体像
を解明してきた。 
一方、この研究過程で、cms ナタネに稔性回 
復遺伝子 orf687を持たないBrassica rapaを
交配した後代で、稔性回復が生じることを見
いだした。これら稔性回復個体すべてで、cms
原因遺伝子 orf125 のコピー数が減少してい
た。稔性回復遺伝子 orf687 の稔性回復は、
ORF687 タンパク質がミトコンドリア内の
orf125 の mRNA と結合してその翻訳を阻害
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し、ORF125 タンパク質を減少させることに
よるものと推定されている。しかし、B. rapa
との交配後代で見られた稔性回復は orf687
による回復とは異なり、おそらく B.rapa 由
来の核遺伝子により、ミトコンドリアの
orf125 遺伝子のコピー数が減少することに
起因すると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終的な目的はこの核遺伝子を同
定、単離し、発現や機能を解析することで、
核遺伝子によるミトコンドリア遺伝子の量
的変動制御機構を解明することにある。 

まず稔性回復個体において cms 遺伝子
orf125 のコピー数が減少する現象を手がか
りとして、orf125 を含むすべてのミトコンド
リア遺伝子の量的変動を調べることと、ナタ
ネとダイコンの cms 系統のミトコンドリア
ゲノムの物理地図を作成することで、orf125
が座乗しているミトコンドリアゲノムの存
在様態を明らかにする。すなわち、orf125 が
ミトコンドリアゲノムのマスターサークル
に組み込まれているのか、あるいはサブゲノ
ムとして存在しているか、など orf125 の存在
様態を解明することで、orf125 のコピー数の
変動制御機構を推定できると考える。また、
PCR定量法を用いてorf125を定量し、orf125
のコピー数の減少に関与していると想定さ
れる B.rapa 由来の核遺伝子の遺伝様式を明
らかにする。その結果を将来における遺伝子
の同定、単離に結び付けたい。 
 
 
３．研究の方法 
本研究は２つの柱からなる。一つは、ナタネ
cms 遺伝子 orf125 の存在様態を解明するも
のであり、もう一つは、orf125 の量的変動に
かかわっていると想定される核遺伝子の遺
伝解析である。orf125 の存在様態は、ミトコ
ンドリア遺伝子をプローブとしたサザン分
析と、ナタネ及びダイコン cms 系統における
ミトコンドリアゲノムの詳細な物理地図作
製と部分塩基配列決定によって解明できる
と考える。また、遺伝解析では植物材料の交
配育成と組織別、発達段階別の orf125 コピー
数の定量を行い、B.rapa 由来の核遺伝子の遺
伝様式を調査する。研究代表者は、orf125 と
稔性回復遺伝子に関する研究の実績が、研究
分担者には、ナタネ・ミトコンドリアゲノム
の構造解析に関する研究実績が、研究協力者
には、ナタネをふくむ Brassica 属の遺伝育
種に関する研究実績があり、３者の共同によ
り所期の目的を達成できるものと考えてい
る。以下にその詳細を記述する。 
 
（１）ミトコンドリア遺伝子をプローブとし
たサザン分析と発現解析 

 前述したように、研究分担者は、ナタネの
ミトコンドリアゲノム全塩基配列を決定し
ている。その過程で得られたミトコンドリア
遺伝子クローンをプローブとして、サザン分
析を行う。orf125 減少個体と cms ナタネ、
通常のナタネ、cms ダイコンの全ミトコンド
リア遺伝子のコピー数とハイブリダイゼー
ションパターンを比較することで、orf125 の
ミトコンドリアゲノムにおける存在様態を
推定する。分析はそれぞれの系統の葉から抽
出した全ゲノム DNA を用いて行う。また、
orf125 のコピー数が減少した個体における
orf125 の発現を mRNA 及びタンパク質レベ
ルで調べる。これらの実験で核酸、タンパク
質の定量に使用する分光光度計を購入した。 
 
（２）ナタネとダイコン cms 系統のミトコン
ドリアゲノム詳細物理地図の作製 
 前述したように、研究分担者は、これまで
にナタネ正常系統のミトコンドリアゲノム
の全塩基配列を決定し、そのゲノム構造を明
らかにしている。この知見をもとにして、
orf125 遺伝子を持つナタネ及びダイコン
cms系統のミトコンドリアゲノムの詳細な物
理地図を作製し、orf125 遺伝子が座乗する
DNA 分子が、それぞれの系統において、ミ
トコンドリアマスターサークルであるか、あ
るいはサブサークルであるかを明らかにす
る。具体的には、ナタネ正常系統の物理地図
及び塩基配列のデータに基づいて、PCR 法を
用いて cms 系統のゲノム断片を順次増幅し、
得られた断片のサイズや塩基配列を比較し
て、cms 系統に特異的な挿入・欠失があるか
どうかを確認する。また、orf125 遺伝子配列
を利用して、その隣接領域をクローン化し、
塩基配列決定を行い、orf125 遺伝子の置かれ
ているゲノム環境を明らかにする。こうした
データを集積して、cms 系統のミトコンドリ
アゲノムの詳細な物理地図を作製し、ダイコ
ン由来の orf125 遺伝子がナタネマスターサ
ークル上に挿入されているか、ダイコン由来
のサブゲノムのまま維持されているかを明
らかにする。物理地図作製の際には、（１）
で行うサザン分析の結果も統合して、利用す
る。 
 
 
４．研究成果 
コセナ CMS ナタネに B. rapa を交配し、そ

の後ナタネで戻し交配を行ったところ、後代
で稔性を回復した個体（Fr）が観察された。 
Fr 個体は、稔性回復遺伝子 orf687 をもたず、
Fr 個体を父親として CMS に交配した後代で
は、稔性回復個体と不稔個体が分離した。ま
た、同一個体で不稔と可稔の花が見られる部
分不稔の個体も観察された。 

orf125 をプローブとしたサザンハイブリダ



 

 

イゼーションを行ったところ、Fr 個体におい
て orf125のコピー数の著しい減少が観察され
た。その Fr 個体を父親として CMS に交配し
た F1個体でも、orf125 のコピー数の減少が観
察された。 この orf125 のコピー数の減少は
稔性とは関連せず、雄性不稔を示す個体にお
いても orf125のコピー数の減少が観察された。 
次に、CMS ナタネではミトコンドリアに
orf125 が座乗しているミトコンドリア DNA
のサークル（orf125 サークル）とマスターサ
ークルが存在しており、orf125 サークルのコ
ピー数のみが核遺伝子 Fr の働きにより減少
しているとの仮説をたて、ナタネの全ミトコ
ンドリアゲノムをプローブとして、サザンハ
イブリダイゼーションを行ったところ、
orf125 のコピー数が著しく減少している、あ
るいは半分程度に減少しているが個体と
CMS ナタネの間で、検出された主要な 68 本
の DNA 断片は同一であった。すなわち、
orf125 のコピー数の変動にかかわらず、ミト
コンドリア DNA のハイブリダイゼーション
パターンに違いがなかった。このことから、
orf125 サークルが CMS ナタネのマスターサ
ークルとは独立に存在しており，orf125 サー
クルは orf125 を除いてマスターサークルの
DNA 配列と同一であるか、あるいは少なく
ともマスターサークルの DNA 配列の一部と
orf125 から構成されていると考えられる。 
上述したようにミトコンドリアゲノムにコ
ードされている cms 遺伝子 orf125 のコピー
数は、核遺伝子 Fr により制御されているこ
とが明らかになった。次に、Fr 遺伝子の遺伝
様式を調べ orf125 のコピー数の変動は核支
配の一因子優性遺伝子であることを証明す
ることができた。また、orf125 量が減少した
ヘテロ接合体(Frfr)に品種 Westar(frfr)を交
配して得られた F1個体(frfr)とその自殖後代
(F2)の orf125 量を比較したところ、その量は
CMS 個体のおよそ半分以下に減少しいて、 
Fr 遺伝子が存在しないにもかかわらず 一度
減少した orf125量は 2世代にわたりCMS個
体のレベルに復帰しなかった（図１）。すな
わち劣性ホモ個体においては、orf125 のコピ
ー数を CMS 個体のレベルまで増加させる働
きが弱いか、あるいはないと思われる。また、
ヘテロ接合体では orf125 量は半減している
が 3 世代にわたりほぼ同量を維持し、消失し
ないことが分かった。これに比べ優性ホモ個
体では一世代で orf125 が完全に消失する。す
なわち、Fr の 1 遺伝子量では orf125 は不完
全な消失にとどまり完全に消失させるため
には 2遺伝子量が必要であることが明らかに
なった。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
次に、orf125 遺伝子のミトコンドリアゲノム
中における存在様式を明らかにするために、
CMS ナタネの orf125 を含む 7200bp の領域の
塩基配列を決定した結果、orf125 の終止コド
ン上流 32bp から下流はミトコンドリア遺伝
子 ccmFN1 領域のゲノム配列と完全に一致し、
一方、上流側はコセナの orf125 領域とほぼ一
致しており、組換点近傍にある 87bp の反復
配列を介した組換えにより生じたことが明
らかとなった（図 2）。さらに、詳細な塩基
配列比較から、CMS ナタネの orf125 領域で
見られた組換えは、コセナのミトコンドリア
中では同様な反復配列があるにもかかわら
ず抑制されており、サイブリッド化によって
始めてその抑制が解除されて生じたことが
明らかとなった。 

 
 
 
 

図 1． Fr 遺伝子の遺伝子型における orf125 の
コピー数のサザン分析による半定量．CMS ナタ
ネの orf125 のコピー数を 1 とした．A)劣性ホモ
(frfr)，B)へテロ(Frfr)．18SｒRNA 遺伝子は内部コ
ントロ 

図2．ＣＭＳサイブリッドのorf125領域 
約5kbのダイコンorf125領域がナタネ配列中に挿入されて
いるが，両端のナタネ配列はゲノム中では異なる領域に
由来する． 
→ orf125領域は再配置されたサブサークル上にある． 



 

 

これまでに、ミトコンドリアゲノムにコード
されている cms遺伝子 orf125のコピー数は、
一因子の核遺伝子 Fr により減少すること、
その減少量は，Fr 遺伝子の遺伝子型によるこ
とを明らかとしたが、①通常の PCR では検
出できないまでに orf125 が減少した系統
（FrFr）と CMS 系統のミトコンドリアゲノ
ムをミトコンドリア遺伝子をプローブとし
たサザンハイブリダイゼーションを行うこ
とで比較したところ、cox1 遺伝子をプローブ
とした場合のみ多型が観察された。CMS 系
統では 2 本のバンドが観察されたが、FrFr
系統ではそのうちの 1本のバンドが消失して
いた。他のミトコンドリア遺伝子をプローブ
とした場合、多型は観察されなかった.現在
orf125 と cox1 がマスターゲノムとは独立し
た分子上に存在しており、その分子のみが、
Fr 遺伝子の影響でコピー数を変動させてい
ると仮定して、orf125 と cox1 が座乗してい
る分子の配列を調査中.②orf125 の翻訳を阻
害して ORF125 タンパク質の蓄積を減少さ
せることで、稔性を回復することが知られて
いる稔性回復遺伝子 Rf を交配により導入し
た CMS 個体では、Fr 遺伝子が存在するにも
かかわらず、orf125 のコピー数の減少が見ら
れなかった。このことは、Fr 遺伝子による
orf125 のコピー数の減少は、orf125 遺伝子の
発現、すなわち、ORF125 タンパク質の蓄積
が必要である可能性がある。現在、Rf 遺伝子
が存在することで orf125 が減少しないこと
を F２世代を作成して確認中である． 
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