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研究成果の概要（和文）：イネの一代雑種品種の育種基盤として用いられる細胞質雄性不稔性と稔性回復機構について
解析した。特に、LD型細胞質雄性不稔性の原因としてミトコンドリアにORF79タンパク質が蓄積することを明らかにし
た。また、稔性回復遺伝子RF2はGRP162と名付けられたRNA結合型グリシンリッチタンパク質、および、ミトコンドリア
局在型のRNA分解酵素と複合体を形成してatp6-orf79 RNAを分解することにより稔性を回復させるというモデルを提唱
した。

研究成果の概要（英文）：We studied a mechanism of cytoplasmic male sterility (CMS) /fertility restoration 
(RF) system, that is useful for hybrid rice breeding. We demonstrated accumulation of ORF79 peptide is a c
ause of LD-type CMS. We identified several possible components of RF complex of RF2, which is a RF factor 
for LD-type CMS. We proposed a model in which a RNA-binding glycine-rich protein, GRP162, and a mitochondr
ial ribonuclease are candidate factors of RF2 complex to degrade atp6-orf79 RNA.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ハイブリッドライスは 15%から 20%の収
量増が期待され、中国では 1,600 万ヘクタ
ールで栽培され、イネ栽培面積の半分を占め
ている(Barclay 2007, Rice Today 6: 22-25)。
さらに、東南アジア各国や米国でも栽培され、
世界全体でのハイブリッド作付け率は 13%
となっている(IRRI 2009 報告に基づく推定
値)。2008 年には IRRI を中心としてハイブ
リッドライス開発コンソーシアム（Hybrid 
Rice Development Consortium; HRDC）が
設立され、ハイブリッドライスの開発支援や
種子生産研究への協力を行っている。このコ
ンソーシアムでは、IRRI 育成系統を用いた
事業化の場合、1.3%から 2.0%のライセンス
料を課している。しかし、ハイブリッドライ
ス開発コンソーシアムに日本からの参加は
無い。 
 ハイブリッドライスの育種には雄性不稔
系統が使われるが、全体の 95%がWA型雄性
不稔細胞質（WA-CMS）を利用している
(Barclay 2007, Rice Today 6: 22-25)。世界の
イネ全栽培面積の１割が単一の細胞質に依
存していることになる。トウモロコシのハイ
ブリッド育種では、1960年代に、T型細胞質
雄性不稔を用いた F1 採種が行われていたが、
T型特異的な「ごま葉枯病菌」の新しい T型
レースが出現したことにより 1970 年代に
大被害を受けて壊滅している。このような病
害虫に対する遺伝的脆弱性の克服には CMS
細胞質の多様化が必要である。また、F１を
利用することで、育成者の権利も保証される
メリットもある。 
 我々は、３種類の細胞質雄性不稔系統と稔
性回復系統 (BT-CMS/RF1, LD-CMS/RF2, 
CW-CMS/RF17) を材料とし、雄性不稔発現
機構および稔性回復機構の解明に関する研
究を行ってきた。これまでに 次のことを明
らかにした。 
(1) BT-CMS の稔性回復遺伝子 RF1、
LD-CMS の稔性回復遺伝子 RF2、CW-CMS
の稔性回復遺伝子 RF17をクローニングした 
(Fujii et al. 2009, Proc Natl Acad Sci USA)。
さらに、JSTの支援を受けて、RF17の国際
特許出願 (PCT出願)を行ってきた。 
(2) LD-CMSとCW-CMSのミトコンド
リアゲノムの全塩基配列を決定した (Fujii 
et al. 2010, BMC Genomics)。 
 しかし、LD-CMSと CW-CMSのミトコン
ドリアの CMS 原因遺伝子の特定には至らな
かった。また、クローニングした稔性回復遺
伝子産物の作用機構は不明であった。 
 
２．研究の目的 
これまで用いてきた LD-CMS, CW-CMS に
加え O. rufipogon 由来の  RT61, RT98, 
RT102（琉球大学育成系統）の合計 5種類の
雄性不稔細胞質と稔性回復遺伝子を材料と
して、ミトコンドリアの雄性不稔原因遺伝子
の特定、および、稔性回復機構の解明を行い、

ミトコンドリアゲノムの異常から花粉稔性
の消失までの全容を明らかにする。 
(1)ミトコンドリアの CMS原因遺伝子解析：
稔性回復遺伝子の有無で転写／翻訳状態が
変化する遺伝子が CMS 原因候補遺伝子とな
る。CMS原因遺伝子を明らかにする。 
(2) 稔性回復機構の解析：これまでクローニ
ングした RF2 は他の因子と結合して働くと
予想された。結合相手を同定して稔性回復機
構を考察する。 
(3)レトログレードシグナル伝達経路の解
明：RF17 遺伝子プロモーターはミトコンド
リアから核へのレトログレードシグナルを
受けて発現が制御されていると考えられる。
このプロモーターに結合する転写因子を解
析することで、ミトコンドリアから核へのレ
トログレードシグナル伝達経路の上流を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)ミトコンドリアの CMS原因遺伝子解析：  
CMS 原因候補遺伝子は稔性回復遺伝子の有
無で転写／翻訳状態が変化すると予想され
るので、 RNAとタンパク質の解析を行うこ
とで同定する。 
(2)稔性回復機構の解析：RF2と相互作用する
因子をYeast Two Hybrid法で探索し、in vivo
で証明する。RF2 に対する抗体を作成し、
RF2複合体を単離して、その構成要素を質量
分析で同定する。 
(3)レトログレードシグナル伝達経路の解
明：RF17遺伝子プロモーターに結合する転
写因子を Yeast One Hybrid法により同定す
る。 
 
４．研究成果 
(1)ミトコンドリアの CMS 原因遺伝子解析: 
 LD型CMSの原因遺伝子について詳細に解析
した。LD 型 CMS のミトコンドリアには BT 型
CMS と類似した orf79 が存在し、atp6 と共転
写されることがわかっていたが、ORF79 タン
パク質の蓄積が検出されなかった(Itabashi 
et al. 2009 Plant Cell Rep)。本研究にお
いて、抗 ORF79 抗体を作り直したところ、
ORF79 ペプチドが蓄積していることが明らか
となった。ORF79 ペプチドの蓄積量は BT-CMS
に比較して少なく、蓄積量が多いほど花粉発
育に悪影響を与えると考えられた。Rf2 が存
在すると atp6-orf79 RNA が減少し、ORF79 ペ
プチド蓄積が減少することを明らかにした。
これより、LD型 CMS の原因遺伝子は orf79 で
あると結論した。 
 また、RT61-CMSの CMS 原因遺伝子として
orf79 が存在することを明らかにした。RT98
のCMS原因遺伝子候補として未報告のorf113
を見出した。 RT102の CMS 原因遺伝子候補
として orf352 を見出した。この orf352 は
WA-CMS の CMS 原因遺伝子として報告された
WA352(Luo et al. 2013 Nat Ggenetics)のシ
ークエンスバリアントと考えられた。 



 
(2) 稔性回復機構の解析： 
 これまでクローニングしたRF2はグリシン
リッチプロテインをコードし、RF2 タンパク
質は他の因子と結合して複合体として働く
と予想された。結合相手を Yeast-Two-Hybrid
法で探索したところ、４種類の cDNA を含む
クローンが選抜された（表１）。これらのタ
ン パ ク 質 を RF2 interacting factors  
(R2IF1〜R2IF4)と名付けた。細胞内局在解析
を行ったところ、R2IF2 (ubiquitin domain 
containing protein)がミトコンドリアに局
在することが判明した。なお、RF2 もミトコ
ンドリアに局在することが報告されている 
(Itabashi et al. 2011)。R2IF2 と RF2 につ
いて、GST プルダウンアッセイにより in 
vitro における結合能を評価したところ、
R2IF2 と RF2 の結合が確認された。以上のこ
とから、RF2 と R2IF2 タンパク質が相互作用
することで RF2 複合体を形成し、稔性回復効
果を示していることが考えられた。しかし、
RF2 と R2IF2 は RNA 結合モチーフを持ってい
なかったため、その他の RNA 結合タンパク質
も関与すると予測した。 
  
  

  
 さらに、RF2 複合体を明らかにする目的で、
RF2に対する抗体を用いてRF複合体を分画し
て質量分析した結果、189 種類のタンパク質
が同定された。この中には、RNA 認識に関与
するタンパク質が7種類含まれていた（表２）。
その中の１つである GRP162 は RNA 結合モチ
ーフをもつグリシンリッチタンパク質であ
り、Honglian 型 CMS において atp6 – orfH79 
RNAに結合することが報告されている (Hu et 
al 2012 Plant Cell)。また、RNA を分解する
機能を持つリボヌクレアーゼも含まれてい
た。このリボヌクレアーゼはミトコンドリア
に局在すると予測された。以上のことから、
これら２つの因子がRF2と相互作用すること
で atp6 – orf79 RNA の分解を行うという稔
性回復モデル（図１）が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
(3)レトログレードシグナル伝達経路の解
明: 
 CW-CMS の稔性回復遺伝子である RF17 遺伝
子プロモーターはミトコンドリアから核へ
のレトログレードシグナルを受けて発現が
制御されていると考えられる。このプロモー
ターのシス配列と予想される領域(500 bp)に
結合する因子を Yeast One Hybrid 法により
探索した。１次スクリーニングの結果、Rf17
の配列を bait に用いた場合 28陽性クローン、
rf17の配列をbait用いた場合25の陽性クロ
ーンが得られたが、この中に転写因子と考え
られるクローンは含まれておらず、さらなる
解析が必要と考えられた。 
 また、CW-CMS の初期育成系統の中から、
Rf17 アリルを持たずにアリルを持つが稔性
が回復するという新規稔性回復系統（CWR25）



を見出した。CW-CMS のレトログレードシグナ
ル伝達解明に役立つ系統として期待される。
新規稔性回復の原因遺伝子のマップベース
クローニングを進めるための系統育成を行
った。 
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