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研究成果の概要（和文）：高等植物のミトコンドリアと葉緑体は、核との複雑な相互作用を通じて細胞内の重要な機能
に深く関わっている。本研究では、ミトコンドリアゲノムの進化的安定性を検証するため、異種の細胞質と核を組合わ
せて育成され60世代以上にわたって維持されてきたパンコムギの細胞質置換系統とその細胞質提供親を用いてオルガネ
ラDNAに変異が生じているかどうか検証した。その結果、ミトコンドリア、葉緑体ともに細胞質置換系統と細胞質提供
親系統の間にちがいが見られず進化的安定性が高いと推定された。一方、ミトコンドリアゲノム内では反復配列を介し
て分子内組換えが生じており、その頻度は組織や成長段階によって異なることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria and chloroplast are deeply involved in the important activities in 
the cell through the complex interaction between nuclear genome. To examine the evolutionary stability of 
the plasmon, we evaluated the molecular variation in chloroplast and mitochondrial genome between the 
alloplasmic wheat line with an alien cytoplasm and the donor line of the cytoplasm. This alloplasmic line 
has been maintained for more than 60 generation by repeated backcrossing. No variation was identified 
between the alloplasmic line and the donor line, indicated the evolutionary stable nature of the plasmon 
in wheat. In addition, we found that the intramolecular recombination in mitochondrial genome occurs in 
almost all of the tissues, although the frequency is very low as well as variable among tissues.

研究分野： 植物遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
（１）高等植物のミトコンドリアと葉緑体の
ゲノムは、核ゲノムとの複雑な相互作用を通
じて細胞内の重要な機能に深く関わってい
る。この核ゲノムとオルガネラゲノムの相互
作用の理解は、互いに異なる種の核と細胞質
を組合せて作成された細胞質置換系統の研
究によって大きく進展した。しかし、「異種
核との同居」という強いストレス下に置かれ
たオルガネラゲノムの進化学的安定性はい
まだ直接検証されていない。 
 
（２）高等植物のミトコンドリアでは、ゲノ
ム内に散在する大小さまざまな反復配列を
介した分子内組換えにより生じる小分子種
（sublimon、以下サブリモン）が混在する。
その種類と数はしばしば変動し、このような
シフト (substoichiometric shifting)は極
めて迅速かつ劇的に起こることが知られて
いる (Abdelnoor et al. 2003)。これまでに、
インゲンマメとシロイヌナズナでは、このよ
うなミトコンドリアゲノムの構造変異に核
の遺伝子が関わることが報告されているが
(Woloszynska 2010)、分子種シフトの発生学
的動態や、複雑なゲノムの遺伝機構と進化的
安定性についてはほとんどわかっていない。 
 
２．研究の目的 
（１）ミトコンドリアゲノムの進化的安定性
の直接的検証：パンコムギ(Triticum aestivum)
を核親、近縁野生種(Aegilops caudata)を細胞質
親として 1949 年に育成されて以来 (Kihara 
1959) 、60 年以上にわたる連続戻し交雑によっ
て 維 持 さ れ て き た 細 胞 質 置 換 コ ム ギ 系 統
(caudata)-Tve （図 1）と、その核ゲノムおよび
細胞質ゲノムの提供親 （ともに現存）の３者のミ
トコンドリアゲノムの構造を比較する。これによっ
て、60 世代以上続いた異種の核と細胞質の組
合せがミトコンドリアのゲノム構造に変異を誘発
したか否かを明らかにし、この間のミトコンドリア
ゲノムの遺伝的安定性を実験的に検証する。 
 
（２）サブゲノミック分子種の発生学的動態
の把握：マスターゲノムから分子内組換えによっ
て生じる種々のサブリモンのコピー数を、本研究
代表者等が提案した方法（Ogihara et al. 2005）
によってモニタリングする。これには、幼胚期に
始まる異なる発育•分化段階の組織を供試する。
この結果に基づき、分子種のシフトが起きる発生
段階およびシフトを起こす分子種とそのコピー数
に関する発生学的動態を正確に把握する。 
 
３．研究の方法 
１）ミトコンドリアゲノムの進化的安定性の
検証：近縁野生種（Ae. caudata）の細胞質
を持つパンコムギの細胞質置換系統、その細
胞質および核ゲノムの提供親である Ae. 
cuadataとパンコムギ変種（T. aestivum var. 
Tve）（図 1）、細胞質置換系統から再構成され
た Ae. caudataおよび、再構成過程で育成さ

れた中間系統(常脇、2014)(図 2)を用いて、
それぞれの系統間でミトコンドリアゲノム
の構造を互いに比較し、ミトコンドリアゲノ
ムの遺伝的安定性を検証する。 
 

２）サブゲノミック分子種の発生学的動態の
把握：パンコムギのミトコンドリアゲノムの
全塩基配列（Ogihara et al. 2005）に基づ
き、分子内組換えに関与していると推定され
る反復配列のそれぞれに特異的なプライマ
ーを作成し、サブリモンの頻度を正確に推定
する手法を確立する。この手法により、コム
ギの異なる発生段階におけるサブリモンの
種類とその数の発生学的動態を正確にモニ
タリングする。 
 
４．研究成果 
（１）コムギのオルガネラゲノムの進化的安
定性 
本研究では、半世紀以上にわたり細胞質置

換系統{(caudata)-Tve}としてパンコムギの
核ゲノム(AABBDD)と共存した Ae. caudataの
細胞質ゲノム(以下プラズモンとよぶ)とそ
の核ゲノム提供親であるパンコムギ変種 Tve、
細 胞 質 提 供 親 で あ る Ae. caudata var 
polyathera (KU6-1)の間でプラズモンを比較
した。さらに、 (caudata)-Tve の保有する
Ae. caudata 由来のプラズモンをもとの Ae. 
caudata に戻すことによって再構成された
(caudata)-Ae. caudata（常脇 2014）とこの
系統を育成する段階で得られた 10 の中間系
統(図 2)も加えてオルガネラ DNA の比較解析
を行った。 
葉緑体ゲノムとミトコンドリアゲノムの

進化的安定性を直接検証するため、葉緑体ゲ
ノムおよびミトコンドリアゲノムについて
多様性を組織的に調査した。 
まず、葉緑体ゲノムに存在する 24 のマイ

クロサテライト座について筆者らが開発し
たプライマーセット（Ishii et al、 2001)
を用いて PCR を行い、シークエンスゲルによ
る電気泳動によってマクロサテライトの反



復配列数を解析した。その結果、24 のマイク
ロサテライト座のうち WCt14、WCt17 の 2 座
を除き残りすべての座で良好なPCR産物が得
られた。WCt14、WCt17では良好な PCR 産物が
得られなかったため、本研究から除外した。
解析できた 22 の座では、細胞質置換系統
(caudata)-Tve 、細胞質提供親系統 Ae. 
cuadata (KU6-1)、再構成系統 (cuadata)-Ae. 
caudata、及びすべての中間系統が同一のア
リルを保有することが判明した。この結果か
ら、マイクロサテライトの変異から見る限り
葉緑体ゲノムは進化的に高い安定性をもつ
ことが推定された。 
次に、ミトコンドリアゲノムに存在する 21

のマイクロサテライト座について、筆者らが
開発したプライマーセット (Ishii et al. 
2006)を用いて葉緑体と同様の方法で解析を
行った。その結果、調査した21座のうちWMt2, 
WMt11, WMt19の 3座で複数の PCR増幅産物が
みられた。そのため、これら 3座についてそ
れぞれプライマーを新しくデザインして再
度解析を行ったところ、WMt19 を除く 2 座で
は良好な PCR が確認された。一方、WMt19 で
は、Ae. cylindrica の CCDD ゲノムをもつ中
間系統において複数のバンドパターンが観
察され、良好な PCR 産物が得られなかったた
め、この WMt19座を以降の解析から除外した。
良好な PCR 産物が確認された 20 座について
解析を行ったところ、細胞質置換系統
(caudata)-Tve 、細胞質提供親系統 Ae. 
cuadata (KU6-1)、再構成系統 (cuadata)-Ae. 
caudata、及びすべての中間系統が同一のア
リルを保有することが確認された。この結果、
マイクロサテライトの変異から見る限りミ
トコンドリアゲノムも進化的に高い安定性
をもつと推定された。これまでに、コムギの
ミトコンドリアゲノムの進化的安定性を直
接的に検証した研究はなく、本研究の成果は
世界で初めての直接検証といえる。一方で、
WMt19 座のように、複数の PCR 産物がみられ
る場合があったことから、ミトコンドリアゲ

ノムの分子内組み換えなどによって部分的
に複数の分子種が生成されている可能性も
ぬぐい去れなかった。 
ミトコンドリアゲノムの安定性をより詳

細に検証するためには、細胞質置換系統とそ
の細胞質提供系統のミトコンドリアゲノム
の全塩基配列を決定する必要がある。本研究
で は そ の た め の 第 一 歩 と し て 、 
(caudata)-Tve のミトコンドリアゲノムの全
塩基配列の解明に着手した。ミトコンドリア
の単離精製には多数の種子が必要であるが
強度の雄性不稔を示す(caudata)-Tve から大
量の種子を得るのは容易ではない。本研究で
は、(caudata)-Tve を母親とし、Tve の花粉
を用いて戻し交雑することのより、約 2000
粒の種子を増殖することに成功した。最終年
度にこれらを用いてミトコンドリアDNAを単
離精製し、次世代シークエンサーによって全
塩基配列を解析した。現在、得られた配列情
報を解析中である。今後は、この塩基配列を、
既 に 解 析 さ れ て い る (caudata)-Chinese 
Spring（この系統は雄性不稔を示さない）の
ミトコンドリアゲノムの配列と比較する。さ
らに、細胞質提供系統である Ae. caudata var. 
polyathera のミトコンドリアゲノムの配列
を解析するため、種子を増殖中である。もし
もこれら3者の間に何らかの変異が見出され
れば、その変異は核ゲノムとミトコンドリア
ゲノムの不調和によって生じた可能性があ
る。 
 
（２）ミトコンドリアゲノムの分子内組換

えによって生じるサブゲノミック分子の解
析 
コムギのミトコンドリアの全ゲノム配列

が解明されたことに伴い、分子内組み換えに
よって生じるサブゲノミック分子が存在す
ることが明らかにされた（Ogihara et al、
2005）。しかし、このような分子内組換えの
メカニズムや植物における発生学的動態は
いまだ解明されていない。本研究では、ミト
コンドリアゲノムにみられるサブゲノミッ
ク分子のコピー数を正確に定量する手法の
開発を試みた。さまざまな条件を検証した結
果、qPCR 法を応用することにより、分子内組
み換えの結果生じた分子の相対量を定量す
ることに成功した(牧田 2015)。 
これまでにパンコムギ品種Chinese Spring

を用いて播種後 3 日、７日、14 日、30 日、
45 日、60 日、75 日、90 日ごとの根、茎、幼
穂、雌ずいについて組換え分子の相対量を測
定した。その結果、根、茎、葉の増幅産物量
を経時的にみると、いずれの組織でも分子内
組み換えによるサブゲノミックな分子が生
成していること。また、これらの分子の量は
非組み換え型分子の量に比べて非常に小さ
く、組織ごとにその存在量が異なっているこ
とが判明した。また、核ゲノムを含む全ゲノ
ムDNAにしめるミトコンドリアゲノムの割合
は組織ごとに、また生育段階ごとに大きく変



化していることが明らかになった。 
現在さらに測定精度を向上させるべく改

良を続けている。 
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