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研究成果の概要（和文）：本研究は植物ミトコンドリアゲノムの構造と機能、ならびに変異と進化に関する包括
的な研究を行ない、このゲノムについての新しい概念を創出することを目的とした。そのため次世代シークエン
シングにより、コムギやダイコンの近縁種など、合計25種類のミトコンドリアゲノムの解読を完了し、いくつか
の組み合わせについて、全塩基配列ベースでゲノム構造の比較解析を行なった。分子コーミングやパルスフィー
ルド電気泳動によりゲノムの物理的状態を調査した結果、少なくともタマネギでは、3分割されたマスターサー
クルの存在が証明された。なお大腸菌とタバコ葉緑体を用いた発現解析によりダイコンの雄性不稔関連orfの機
能を推定した。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study was to understand plant mitochondrial (mt) genome 
comprehensively.  The NGSs were used to determine nucleotide sequences of the mt genomes from 
several species in Poaceae and Brassicaceae.  Two types of onions were also used as materials.  A 
total of 25 mt genomes were sequenced and a predicted master circle(s) was constructed for each 
genome.  Comparative genomics revealed unexpected conservatism of plant mt genome; only three and 
one SNPs were identified between a wild and a cultivated barley and between two Brassica rapa, 
respectively.  In contrast, extensive structural variations were observed among mt genomes of 
radish.  The molecular combing failed to show the physical structure of mt genome.  PFGE, however, 
revealed existence of three large circular molecules as master circles of mt genome of the onion.  
Expression analyses of orf118 from B. maurorum were performed in E. coli and tobacco chloroplast, 
though more detailed analyses remained to be done.

研究分野： 植物分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
（１）Unseld ら（1997）により、シロイヌナ
ズナで高等植物のミトコンドリアゲノムの
全塩基配列（366,924bp）が初めて報告され
て以来、サトウダイコン（Kubo et al. 2000）、
イネ（Notsu et al. 2002）、ナタネ（Handa 
2003）、トウモロコシ（Clifton et al. 2004）
など複数の高等植物でミトコンドリアゲノ
ムの全塩基配列が決定されていた。しかしこ
れらの研究は、ゲノムライブラリーから単離
された整列クローンの配列を、一つ一つサン
ガー法で決定してアッセンブルするなど、相
当な手間とコストをかけて行われたもので
あった。 
 
（２）本研究を開始した当初は、次世代シー
ケンサー（以降 NGS）が普及し始めた時期で
ある。NGS では一回の実験で得られる塩基配
列の情報量が飛躍的に増加するので、ミトコ
ンドリアのゲノム解読に必要な費用も個人
研究レベルで手の届く範囲に下がりつつあ
った。その結果、ミトコンドリアのゲノム解
読が終了した植物の種数は加速度的に増加
することが予想されていた。なお今日では、
200 種近くの高等植物のミトコンドリアゲノ
ムの配列が NCBI に登録されている。 
 
（３）様々な植物でミトコンドリアゲノムの
解読が実施されたものの、このゲノムに関し
て、以前から謎とされていた以下の事項につ
いては明確な解答が得られていなかった。 
①一般的に高等植物のミトコンドリアゲノ
ムは、マスターサークルとサブサークルから
構成される、マルチパータイト構造をとると
されるが、そもそもマスターサークルは本当
に存在するのか。 
②サブサークルはマスターサークル上のリ
ピート配列を介する分子内組換えにより生
じるとされるが、リピート配列には組換えに
関与するものと関与しないものがあるよう
に思えるのはなぜか。 
③複雑な構造を取るにもかかわらず、ミトコ
ンドリアゲノムは次世代に正確に伝達され
る。その機構は何か。 
④植物のミトコンドリアゲノムを比較する
と、種間、場合によっては種内でも、著しい
構造変異が観察される。この構造変異は遺伝
子間領域に多く、その結果、オープンリーデ
ィングフレーム（orf）が新たに形成される
ことがある。このような orfは遺伝子として
機能するのか。 
 
２．研究の目的 
（１）上記の疑問に答えるため、イネ科のコ
ムギとアブラナ科のダイコン、さらにはそれ
らの近縁種を材料に、ミトコンドリアゲノム
の包括的な研究を行なうことを目的とした。 
 
（２）代表者は、過去に他の研究者とともに
パンコムギのミトコンドリアゲノムを初め

て解読しており(Ogihara et al. 2005)、ま
た代表者と分担者は、いち早く NGS を利用し
て、2 種類のダイコンのゲノム解読を終えて
いる(Tanaka et al. 2012)。パンコムギでは、
近縁な Aegilops 属植物の細胞質を持つ様々
な 細 胞 質置 換 系 統 が 育 成 さ れ て お り
（Tsunewaki 2009）、ミトコンドリアゲノム
の違いが置換系統の表現型にどのような影
響を及ぼすか、詳細に調べられている。また
ダイコンのミトコンドリアゲノムには、複数
のタイプが存在することがすでに調査され
ており、ミトコンドリアに存在する細胞質雄
性不稔（CMS）の原因遺伝子と、核の稔性回
復遺伝子の相互作用に関する研究も我々に
より行なわれてきた。そこで本研究では、コ
ムギとダイコンの近縁種を中心に以下の実
験を行なうことを目的とした。 
①NGS を活用して、多数の植物種のミトコン
ドリアゲノムを解読する。ゲノム全域を種間
や種内で比較して、構造変異の特徴を明らか
にするとともに、植物の系統関係を考察する。 
②分子コーミングの技法を用いて、ゲノム構
造を明らかにする。 
③ミトコンドリアゲノムに多数見出される
orf のうち、興味あるものについて、大腸菌
および葉緑体で発現させ、大腸菌の生育や組
換え体の表現型を観察することで、当該 ORF
タンパク質の機能を推定する。 
 
３．研究の方法 
（１）研究の当初、コムギおよびその近縁種
15 種、ダイコン 3系統をミトコンドリアゲノ
ム解読の材料に供した。また、研究の進展に
ともない、新たな知見が期待できる材料とし
て、Brassica属 5種、タマネギ 2系統もゲノ
ム解読の材料に加えた。 
 
（２）当初 NGS によるシークエンシングは、
北海道システムサイエンス社に委託し、
Roche454 を用いて 400bp～700bp のリードが
得られるプロトコルで実施した。各サンプル
当たりの情報量は、約 45Mb であった。得ら
れたリードは Roche454 付属の Newbler でア
ッセンブルされ、我々は組み上がった contig
間の接続をPCRならびにサンガー法によるシ
ークエンシングで精査した。また、後半の年
度には、Roche 社が NGS のサポートから撤退
し、Roche454 によるシークエンシングが不可
能となる事態に遭遇した。そこで一部のサン
プルは、 illumina 社あるいは Pacific 
Bioscience社の２種類の異なるNGSでデータ
を得て、それぞれゲノムの構築に用いた。 
 
（３）分子コーミングによるゲノムの構造の
推定は、研究分担者（山本）の指導のもと、
高純度のミトコンドリアDNAを大量に調製す
ることが可能なタマネギを用いて行なった。
また分子コーミングおよびNGSのデータを補
完するため、タマネギおよびコムギのミトコ
ンドリアを単離して、Pulse Field Gel 



Electrophoresis（PFGE）によるゲノム構造
の推定も試みた。 
 
（４）ミトコンドリアゲノム上に存在する新
規 orfの解析では、主に CMS 原因遺伝子をタ
ーゲットとした。具体的には、ダイコンに雄
性不稔を引こ起こすことが知られている
Brassica maurorum の細胞質の原因遺伝子と
される orf118 の発現実験を大腸菌で行なう
とともに、orf118を葉緑体ゲノムに持つ組換
えタバコを初めて作出した。またダイコンの
orf138 を大腸菌のプラスミドベクターにク
ローニングし、後述する進化実験を行なった。 
 
４．研究成果 
本研究で得られた具体的な成果を、以下の４
つに分けて報告する。 
（１）ミトコンドリアゲノムの解読 
研究期間を通じて、コムギ属と Aegilops 属
植物 9 種 11 系統、他のイネ科植物 4 種 4 系
統、ダイコン 3系統、他の Brassica属 4種 5
系統、タマネギ 2 系統の合計 25 種類の植物
のミトコンドリアゲノムの解読を完了した。
その結果、サイズはタマネギのものが最大
（536,617bp）で、B. rapa のものが最小
（219,775bp）であることがわかった。 
前述のように、高等植物のミトコンドリアゲ
ノムは、マスターサークル上のリピート配列
を介した分子内組換えにより、マルチパータ
イト構造をとっているものと推定される。こ
のことは、リピート配列を持たない B. 
maurorumの場合を除き、NGS のデータ解析か
らも支持された。すなわち、contig を
scaffold へと組み上げる際、ある contig の
末端に２つの異なる contig が接続する可能
性があり、あたかもゲノム配列がこの地点で
分岐するように思えるケースがあった。本研
究では、メイズ社に、マスターサークルの構
築作業を支援するソフトウェアを発注し、こ
のソフトウェアを活用して contig の接続を
整理した。なおリピート配列を含むマスター
サークルでは、接続可能な２つの contig の
うち、どちらを選択して隣接させるかは任意
となるため、本研究で構築した B. maurorum
を除く各植物のマスターサークルは、各植物
の配列データから考えうるいくつかの構造
のうちの一つを描写したものと言える。また
本研究で明らかになった Ae. searsiiやライ
ムギ、タマネギのもみじ 3号のマスターサー
クルは、いずれも 2つのサークルに分かれて
存在するが、2 つのサークル間で共有される
リピート配列を介せば、これを大きな 1つの
サークルで描くことも可能であった。このよ
うに、今回得られた NGS のデータは、マスタ
ーサークルの存在を否定するものではなか
ったが、この結果からミトコンドリアゲノム
の物理的な存在形態を一義的に明らかにす
ることはできなかった。 
 
（２）ミトコンドリアゲノムの比較 

本研究では、いくつかの植物の組み合わせに
ついて、比較をミトコンドリアゲノムの全域
にわたって行なったところ、このゲノムの保
存性と変異性に関連する興味深い知見が得
られた。例えば、栽培オオムギ（Haruna Nijo）
と野生オオムギ（H602）の比較では、全長
525,999bp のうち、わずか 3 つの SNP しか見
つからなかった（Hisano et al. 2016）。ま
た、B. rapa の異なる 2 品種（中生白茎千筋
京水菜と王将白菜）の間には、全長 219,775bp
のうち１つの SNP が存在するのみであった。
さらに Ae. caudataの細胞質を持つ 2つの細
胞質置換コムギの比較では、パンコムギを 50
世 代 連 続 戻 し 交 雑 を 繰 り 返 し た も の
（(caudata)-Tve）と、パンコムギを 10 世代
以上戻し交雑した後、自殖を繰り返したもの
（J02）との間に SNP は存在しなかった。こ
のように、ミトコンドリアゲノムの種内変異
が極めて低い分類群があることや、母性遺伝
の正確さからこのゲノムの保存性が示され
た一方、ダイコンの 3 タイプやタマネギの 2
系統のように、種内においても著しい構造変
異が認められる分類群があるなど、このゲノ
ムの高い変異性が示唆される場合もあった。
この違いが何に起因するのか不明であり、今
後の研究課題としたい。 
 
（３）分子コーミングの技法を用いた、ゲノ
ム構造の推定 
当初の計画では、リピート領域にハイブリダ
イズする蛍光プローブを用いて、ミトコンド
リア DNA に含まれるであろう、複数の組換え
分子の存在を検出することを目指した。実験
には、NGS の結果から 2 つのサークルが存在
することが示されたタマネギのもみじ3号を
用いた。最初の実験では、塩化セシウム法に
よって精製したミトコンドリアDNAをスライ
ドガラスに貼り付け、顕微鏡で観察したとこ
ろ、断片化した分子のみが認められた。そこ
で、Lilly et al.(2001）の方法に従い、単
離ミトコンドリアをスライドガラス上で破
砕し、DNA に物理的ダメージを与えることな
くプレパレーションする方法に変更した。ミ
トコンドリアDNA全域にハイブリダイズする
プローブで検出を行ったところ、長鎖の DNA
分子は検出されたものの、サークル状の分子
を検出するには至らず、組換え分子の同定も
できなかった。 
タマネギのゲノム解読から予想される2つの
マスターサークルの存在を物理的に証明す
るため、PFGE とレアカッターによるミトコン
ドリア DNA の制限酵素地図の作成を試みた。
その結果、タマネギのミトコンドリアゲノム
はマスターサークルとして存在すること、た
だしそれは NGSから予想される 2つのサーク
ルではなく、2 つのうちの１つが分子内組換
えでさらに分割された、3 つのサークルであ
ることが初めて証明された。 
 
（４）新規 orfの機能解析 



ミトコンドリアのゲノム解読により同定さ
れた新規 orf のうち、B. maurorum の CMS 原
因遺伝子と推定される orf118 の機能解析を
主に行なった。大腸菌を用いた orf118 の発
現実験では、大腸菌の生育に負の影響が認め
られた。パーティクルガン法を用いて、タバ
コの葉緑体ゲノムへ orf118 を導入したとこ
ろ、PCR により遺伝子の導入が確認された個
体が 3 個体得られた。いずれの個体も、T0世
代では、特異な表現型は見られなかったもの
の、野生型と比べて花粉が少ないものがあっ
た。これらのうちの 2個体については、自殖
により T1世代を得ている。今後、より詳細な
表現型の観察や、orf118の転写・翻訳産物の
解析を行う予定である。 
ダイコンのミトコンドリアのCMS原因遺伝子
として、オグラ型細胞質が持つ orf138 とコ
セナ型細胞質が持つ orf125が知られている。
これらはいずれも野生のハマダイコンに起
源するものであり、両 orfの違いはタンパク
質の C 末側をコードする塩基配列中の 39bp
のリピート配列の数の違い（orf138=3 個, 
orf125=2 個）によっている。orf125は orf138
のリピート配列が1つ欠失することで生じた
と考えられる。今回、自然界でこの orfに生
じた変異を、大腸菌内で再現できないか、ま
たこの orf の変異を拡大できないかと考え、
以下の実験を行なった。orf138を大腸菌のプ
ラスミドベクターにクローニングし、トラン
スフォーメーションとプラスミドレスキュ
ーを繰り返したところ、orf138 から orf125
への欠失変異が生じること、また orf125 か
ら orf138 への復帰変異もありえることが示
され、コセナ型細胞質の起源について実験的
な考察を加えることができた。なお orf125
以外にも、orf138の 3個を基準にリピート配
列を増減させた新規 orf を作成した。今後、
大腸菌内での発現実験を行ない、orf の構造
と機能の関係を探る予定である。 
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