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緒言

高等植物のミトコンドリアゲノムの特徴

ミトコンドリアはエネJレギーを生産するための細胞内小器宮であるが、葉緑体向様、

独自のゲノムを有し、その発現システムを持っている。ミトコンドリアゲノムはミト

コンドリアを構成するタンパク質、 RNAのうち一部のみをコードしており、その他の

要素は核の遺伝情報に依存していることが、分子生物学的解析により明らかになって

いる。

ミトコンドリアゲノムのサイズは生物種により著しく異なっている。最もコンパク

トなのは晴乳類のもので約16kbpl) 2) 3)であるが、無脊椎動物も含めて動物のミトコ

ンドリアゲノムは、だいたいこれに近い値を有する o5)。原生動物6)やコウボ7)、

糸状菌の類8)ではゲノムサイズは 20-1∞kbpと大きくなり、種間でのサイズの差も

大きい。高等植物ではさらにこの傾向が強まり、マスクメロンに至っては 2400kbpの

ミトコンドリアゲノムを有することが知られている 9)。

一般にミトコンドリアゲノムは単一の環状分子より成るが、高等植物の場合は複雑

な複数の分子で構成されている点で特徴的である。 Brassi，ωcam戸 S白・sのミトコンドリ

アゲノムは、全ての DNA配列を一通り備えた 218kbpのマスターサーク lレと呼ばれ

る単一の環状分子を想定することができるが、実際にはゲノム内に存在する 2kbpの

反復配列を介した分子内相同組換えにより、 135kbpと83kbpの2つのサプサークlレ

に分断されていることが報告されている叫。 triparti句構造と呼ばれるこのようなゲノ

ム構成は、 Brassicanigra、Raphanus却 liva11)やホウレンソウ12)等でも報告されている。

またコムギ叫やトウモロコシ川等では、ゲノム内に多数の反復配列が存在し、分子内、

分子聞の相同組換えにより、マスターサークルがさらに複雑なサプサークルに分断さ

れている。例外的なのはシロガラシで、 208kbpの単一環状分子によりゲノムが構成
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細胞質雄性不稔は FI種子生産にとって非常に有用な形質であり、ミトコンドリアゲ

ノムにコー ドされていると与えられている。そのため高等植物のミトコンドリアゲノ

ムの研究において、細胞質雄性不稔を引き起こす遺伝子の解明に多大な感心が払われ

てきた。

トウモロコシの S型細胞質雌性不稔は遺伝的に不安定で、しばしば稔性回復の突然

変異を引き起こす。この S型雄性不稔トウモロコシのミトコンドリアに $1、$2と呼

ばれる線状のプラスミド楳DNAが存在し川、その消失が聡性の回復と同時に起きる

ことから、 51、$2は細胞質雄性不稔と関連があるものと考えられてきた却)。しかし

ながら現花では、稔性の回復が $1、$2の消失によって直接引き起こされるのではな

く、 51、S2がミトコンドリア主ゲノムに組み込まれる際に生じるゲノムの再編成に起

因しているのではないかと与えられている問問。

一万トウモロコシの T~Æ細胞質雄性不捻は、プラスミド様 DNA の関与を想像させ

るような遺伝的な不安定さは見られないが、ミトコンドリア内で 13kDaのペプチドが

特異的に合成されることが知られているお}。このペプチドは、回復遺伝子の存在下で

発現が押さえられていることから、細胞質雄性不稔と閲述があるものと与えられてき

た判 。タンパク質レベJレの仕事に少し遅れて、 13kDaのペプチドをコードすると思わ

れる遺伝子 urf13・Tが、細胞質雄性不稔株で特異的に転写される領域として単鮭され、

その構造が決定された却。その結果、 urf13・Tはatp6、rm26及び業総体のほNAARO
遺

伝子とそれぞれホモロジーを持つ複数の配列がキメラ状につながった異常な構造を取

ることが明らかになった。

T型細胞質雄性不怠トウモロコシは、 Tトキシンと呼ばれるカピ毒に対して感受性

であることが知られている。培養細胞において選法された Tトキシン耐性突然変異株

は、同時に稔性が向復しており、町[13・Tが消失し、さらに13kDaのペプチドの発現

も押さえられていた羽到。また、 urf13・T遺伝子内にフレームシフトを引き起こすよ

うな塩基脱落が起こっている植物でも松性が回復しており、 Tトキシンに対して耐性

を示した刻。これらの結果からurf13・Tにコードされる 13kDaのペプチドは、雄性不

稔及び Tトキシンに対する感受性を引き起こし、その発現は回復因子により押さえら

されている15)。

晴乳類のミトコンドリアゲノムが約16lcbpと非常にコンパクトな構造であるのに対

して、高等地物のミトコンドリアが大きく膨れ kがった原因のーっとして、他のオル

ガネラゲノムの配列をゲノム内に取り込む性質を挙げることができる。トウモロコシ

のミトコンドリアゲノムに 12kbpの葉緑体ゲノム由来の配列が見つかって以来、多数

の葉緑体ゲノム由来の配列がミトコンドリアゲノムに存在することが明らかになって

いる剛η。 ・万、同じ高等植物においても葉緑体ゲノムはかなりコンパクトな構造を

取っており、他のオ jレガネラゲノム由来の配列を見いだすことはできない1九

細胞質雄性不稔とミトコンドリア DNA

れることが明らかになった。

ペチュニアでは、細胞融合により符られた植物の稔性及びミトコンドリア DNA制

限酵素切断パターンの対比から、 pcfと名付けられた遺伝子が細胞質雄性不拾の発現に

関与していることが示されている紛。戸fはa伊9、 ∞xIl及び urfSと呼ばれる未同定

ORFとそれぞれホモロジーを持つ領域から成り、キメラ構造を取っているという点で

トウモロコシの urfl3・Tと共通である。同様なキメラ構造を持つ遺伝子はイネの細胞

質雄性不稔株でも報告されている則。

このように細胞質雄性不稔を引き起こす遺伝子は単一ではなく、それぞれの桔物に

おいてミトコンドリアゲノム上に蓄積された変異が、雄性不稔という共通の形質とし

てとして表現されるものと考えられる。

の，-
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プラスミド4蚤DNA

高等植物のミトコンドリアには、プラスミド様 DNAと呼ばれる線状、環状の低分

子DNAが存在する場合がある。プラスミド織 DNAは糸状菌のミトコンドリアにも存

花するが、構造やゲノム Lにコードされる遺伝子から判断して、高等植物のものとは

別の起源を持つものと考えられる300

高等植物のミトコンドリアに存在するプラスミド様 DNAの研究は、トウモロコシ

の $1、$2と細胞質雄性不稔との関連を中心に進められてきた。そのため、他のプラ

スミド綴 DNAの研究においても、細胞質雄性不稔との関連に多大な感心が払われて

きたが、直接的な!瑚述を示す結果は得られていない。しかしながらその過程で符られ

た結果は、プラスミド桜 DNAの起源、機能について与察するとき有益である。

表 lは、現在まで研究が行われてきたプラスミド線 DNAをまとめたものである。

高等純物のプラスミド棋 DNAはその諸性質から判断して、線状のものと環状のもの

に大別することができる。総状のプラスミド様DNAで最も研究の進んでいるのはト

ウモロコシの $1、$2である。 $1、$2はその両端に 208塩基より成る逆位反復配列が

イFイ£し32)33)、DNAの5・本端には複製の際プライマーとして働くと考えられるタン

パクが共有結合している判。このような特徴はアデノウイルスやφ29ファージでも見

られ、 $1、$2がウイルスを起源、とする可能性を示唆している。また $1、$2には 4種

類の ORFが存在するが、そのうち $1に存在する ORF2はウイルス型の DNAポリメ

ラーゼと扮、 $2にイがイtするORF1はコウボミトコンドリアの RNAボリメラーゼと36)

それぞれホモロジーを持つことが報告されており、 $1、$2の主ゲノム DNAからの独

立性を示唆する結果と与えられる。$1の配列中で驚くべき点は、葉緑体DNA上の遺

伝子psbAの一部を有する点で、ミトコンドリアのプラスミド様 DNAがどのようなメ

カニズムで葉緑体 DNAの配列を取り込んだのか興味深い刊。

$1、$2に極めて類似した特徴を持つのが、同じトウモロコシのミトコンドリアに存
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在する 2.3kbpの線状プラスミド桜 DNAである38)。このプラスミド犠 DNAもやはり

ゲノムの末端に逆位反復配列をイiし、そのうち 170塩基は $1、$2と共通である39)。

また DNAの5・末端にタンパクが共有結合している点判、さらには葉緑体 DNAの

配列の一部(出NAP'。及び武NA1lU>遺伝子)を含んでいる点叫}でも共通である。$1にコ

ードされているpsbAと相同な配列は、実際にはミトコンドリア内で機能を持つもので

はないと考えられているが、この 2.3kbpプラスミド様 DNAにコードされる民NATRP

遺伝子は、ミトコンドリア内で正常に機能していると身えられている。プラスミド織

DNAにコードされる遺伝子がミトコンドリアの機能に必須であると考えられるのはこ

の例だけで、このことは 2.3kbpプラスミド様 DNAがすべてのトウモロコシのミトコ

ンドリアに存在していることと関述があるものと思われる岨) (但しT型雄性不稔株で

は、ややサイズの小さい 2.1kbpのプラスミド様DNAが存証している39)0 )。

DNAに複製に関与する と与・えられるタンパクが共.{i粘合しており、葉緑体ゲノムと

相向性を有するという特徴は、 Brassica伺 m戸 S的iS
41

)叫心)及びSOI苫humbi∞lor“)叫の

総状プラスミド様DNAでも報??されており、線状のプラス ミド様 DNAに共通する特

徴と#えることができる。

-}j、環状のプラスミド様 DNAにおいても、細胞質雄性不捻純物を中心に多くの

ものが発見されている(表 1)。比較的解析が進んでいるものは、トウモロコシ、ア

ンサイ、ソラマメのものであるが、細胞質雄性不稔との関連は明らかになっていない。

また、解析の過程で明らかになってきた環状プラスミド梯 DNAの諸性質は、線状の

ものとは異なっており、その起淑、機能を考えるには↑fj械が乏しい。

本研究では、イネのミトコンドリアに存在する環状のプラスミド様 DNABI-B4の

諸性質を明らかにし、線状のプラスミド様 DNAあるいは他の植物の環状プラスミド

様 DNAとの比較を行った。さらにいくつかの環状プラスミド桜 DNAに共通に見られ

る核ゲノムとの相向性について~)';細な解析を行い、オ lレガネラ間の遺伝情報の転移に

ついて考察を行った。

-5-



表 1 高等植物のミトコンドリアに存在するプラスミド織DNA

扇菊玄

線状プラス ミド様 DNA

Z伺 mays S 1inc 

R 1ine 

N、C、Sline 

T line 

zca diplopercnnis 

Sorghum bicolor 

Oryza sativa 

Brassi，伺 campcslris

Brassica napus 

Beta maritima 

環状プラスミド桜 ONA

Z伺 mays N、C、S、Tline 

C linc 

C linc 

Sorghum bicolor 

Oryza sativa 

Bcta vuJgaris 

サイス寸kbp) 事苓支萩

6.2 (S 1) 19) 32) 

5.2 (S2) 19) 33) 

7.5 (Rl) 46) 

5.5 (R2) 46) 

2.3 38) 39) 40) 

2.1 39) 

7.5 (01) 

5.4 (02) 47) 

5.7 (Nl) 

5.3 (N2) 45) 

1.09 48) 

11.3 41) 

11.3 41) 

10.4 49) 

1.95 50) 51) 52) 

1.5 知)

1.4 知)53) 

2.3 54) 

1.7 54) 

2.1 (Bl) 55) 56) 

1.5 (B2) 55) 57) 

1.5 (B3) 

0.97 (84) 58) 

1.6 (McA) 59)ω) 

1.45 (McB) 59) 

1.4 (McC) 59) 61) 

1.3 (McO) 59)ω) 
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Vicia faba 

Hcli加的凶釘wuus

Lupinus albus 

1.7 (p凶 mid・1)

1. 7 (plasmid-2) 

1.5 (plasmid-3) 

1.45 (Pl、plT)

1.8 (P2) 

1.8 (P3) 

1.4 (K2) 

1.2 (Kl) 

62) 63) 

62) 63) 

62) 63) 

64) 65) 66) 

64) 67) 

64) 

68) 

68) 

サイズ欄の( )内は、文献に示されたプラスミド様ONAの名称を示す。

-7-



第 1:章 イネミトコンドリアに存在するプラスミド犠 DNAの諸性質

高等植物のミトコンドリアに存在するプラスミド様DNAの研究は、育種上重要な

形質である細胞質雄性不捻との関連に対する興味から進められてきた。その過程で、

特にトウモロコシの SI、S2を中心に進められてきた線状のプラスミド様DNAの解析

において、その起謀、機能を考えるうえで重要な情報が得られてきた。その一つは、

線状のプラスミド桜 DNAの構造上の特徴であり、ウイルスとの関連を想、健させるも

のである叫 33) 叫 3~) 制。もう一つの特徴は、線状のプラスミド様 DNA が葉緑体 DNA

の配列を有する点である37)。ミトコンドリアのプラスミド様 DNAがどのようなメ カ

ニズムで葉緑体DNAの配列を取り込んだのか、ミトコンドリアゲノムの進化を考え

る上でも興味深い問題である。

イネにおけるプラスミド様 DNAの研究も、やはり細胞質雄性不稔との関述につい

ての興味から始まっているお}制。イネの細胞質雄性不稔株は、日本稲台中65号にイン

ド稲 ChinsurahBoroIIを繰り返し戻し交雑することによって得られた。 BTlineと呼ば

れるこの細胞質雄性不稔イネのミトコンドリアに 2秘頬のプラスミド様 DNAが発見

され、 Bl 、 B2 と名付けられた~~)。さらにこのBTlinc に日本稲 A・58 を繰り返し民し

交雑することにより符られたのが、細胞質雄性不稔株 A・58CMSである。 A・58CMS 

のミトコンドリアには B1--B4の 4種類の環状プラスミド様 DNAが存在する紛。この

BI--B4を材料に、情報の乏しい環状のプラスミド様 DNAの起源、機能に関する情報

を得ることを目的とし、本市では特にその構造上の特徴を他のプラスミド織 DNAと

比較を行った。
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第 1節 81.....，84のクローン化

1 - 1 - 1 材料と方法

位主主 イネ (αyza泊tiva)細胞質雄性不稔株 A・58CMS及びU本稲 A・58の種子よ

りカ Jレスを導入し、 2X lO・~M の 2.4・D を含む Linsmaicr-Sk∞g (LS)培地時で液体培

養を行なった川。

ミトコンドリア DNAの抽出 約 2∞gの培養細胞をナイロンメッシュで集め、乳鉢

と乳持を用いて、抽出パツファー・{後泌 中で海砂を加えてすりつぶした。 3層のガー

ゼを用いてろ液をしぼりとり、残査は再び抽出バッファーと海砂を加えてすりつぶし

た。ろ液を RPR9・2ロータ ー(目立)で3.5∞rpm、10分間遠心し、上清を匝収した。

さらに上清を貯R20・2ローター(目立)で 13.側 rpm、ω分間遠心を行い、ミトコン

ドリアを沈殿させた。沈殿を少量の抽出バッファーに懸濁し、低速及び高速の遠心を

繰り返した。得られた沈殿を 30mlの DNaseバッファー"に懸濁し、 DNaseI(ベーリン

ガー)を終濃度 50μg!mlになるよう加え、氷上で 1時間処瑚を行った。遠心でミトコ

ンドリアを回収し、洗浄バッファー...に懸濁後、さらに遠心を行なった。この洗浄操

作をもう一度繰り返し、沈殿を少量の抽出パッファーに懸濁後、不連続ショ糖省、度勾

配液....に上層した。このサンプJレを SW28ローター (B∞Icman)で 25.α泊中m、 1時

間遠心を行ない、1.3Mと1.45Mショ精液の境界に集まったミトコンドリアのバンドを

回収した。得られた溶液に3倍容の希釈パッファー…・を加え、遠心でミトコンドリ

アを沈殿させた。以上の操作はすべて 4'Cで行った。この沈殿を少量の Lysisパッフ

ァー…・1こ溶解し、ProteinaseK(ベーリンガー)を 0.012% (w/v)になるよう加え、

65'C、 10分間の後、 37'C、 1時間の処理を行った。フエノーJレ:クロロホルム:イソ

アミ Jレアルコール (25: 24 : 1)処理を 2回行い、エタノーJレ沈殿で DNAを回収した。

沈殿をT芭バッファー……に溶解し、 RNaseA(シグマ)を l∞μg/mlになるよう加え、
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37"C、 1時間処理を行った。フェノール:クロロホルム:イソアミ Jレアルコール (25: 

24: 1)処理を 2回行ない、エタノ-)レ沈殿で DNAを回収した。

・抽出パッファー 0.4 M ショ精

50 mM  Tris-HCl (pH8.0) 

3mM EDTA 

1mM s-メJレカプトエタノ-)レ

0.1% 牛血清アルブミン

..DNぉCノてッファー 0.4 M ショ糖

50 mM  Tris-HCl (pH7.5) 

10 mM  MgClz 

料・洗浄パッファ ー 0.4 M ショ結

50 mM  Tris・HCl(pH8.0) 

20mM  EDTA 

"“ショ措密度勾配液 1.0M、1.3M、1.45M ショ椅を合む抽出パッファー

それぞれ8mlを重層する

....・.1Ii釈バッファー 0.4 M ショ桔

50 mM  Tris-HCl (pH8.0) 

3 mM  EDTA 

件 ....Lysisバッファー 50mM Tris-HCl (pH8.0) 

20mM EDτA 

2 % Sarkosyl 

・・・e・e・TE1"ツファー 10 mM  Tris-HCl (pH8.0) 

1 mM EDTA 

主盆塗監 プラスミド様DNAを分離する目的で、制限酵素処理を行わないミトコ

ンドリア DNA10μgを試料とし、 0.8%アガロースゲjレ (25X 30 X 0.5cm)で電気泳

動を行った。また制限酵点処理を行ったミトコンドリア DNAの場合は、 lμgを試料

とした。泳動は TBEパッファー (50mM  Tris、50mMホウ敵、 1mM EDTA) を用い

て、定電JE(65 V)で一晩行った。これをlμg/mlのエチジウムブロマイド溶液で染

色後、 uv照射下で観察した。

プラスミド様DNAの回収 A・58CMSより抽出したミトコンド リアDNA1∞μgを

式科として、 0.8%の低融点アガロースゲJレ(BRL)で電気泳動を行った。エチジウ
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ムブロマイド溶液で染色後、 UV照下で分離した BI-B4のバンドを切り出した。 B2、

B3のバンドは近接したため、同時に切り出しを行った。切り出したゲJレに、 5情容の

20 mM Tris-HCl (pH8.0)、1mM EDTAを加え、 65"Cで 10分間加温してグルを融解

させた。フェノーJレ処理を 2問、フェノール:クロロホJレム:イソアミ JレアJレコーJレ

(25 : 24 : 1)処理を l同行い、アガロースを除去した。水層を 2・プタノールで漉縮

後、エタノーJレ沈殿でプラスミド様DNAを回収した。

制限酵素地図の作成 約 20ngのプラスミド様 DNAを種々の制限酵点(ベーリン

ガ一、宝酒造、ニッポンジーン、東洋紡)で切断し、非切断のプラスミド様DNAと

ともに1.2%アガロースグJレで泳勤した。切断が確認された醇ぷについては、他の酵紫

と組み合わせて処理を行ない、簡単な制限酵素地図を作成した。

プラスミド様DNAのクローン化 アガロースゲJレより回収された B1をEcoRIで

切断し、フエノーJレ:クロロホJレム:イソアミ Jレアルコール (25: 24 : 1)処理を 2ITI 

行った後、エタノ-)レ沈殿を行った。一方、プラスミドベクター pBR328をEヒoRIで

切断し、アJレカリフォスファターゼ(宝酒造)で脱リン酸化後、フエノーJレ:クロロ

ホJレム:イソアミ Jレアルコール (25: 24 : 1)処理を 2回行ない、エタノーJレ沈殿を行

った。得られた Bl及びベクター各々約 20ngをライゲーションキット(宝柄造)を用

いて連結した。宿主には大腸菌 (E.coJi) DH・1株を用い、形質転換を行なった。符ら

れたアンピシリン耐性のコロニーの一部を、クロラムフェニコーJレを合む培地に移捕

し、インサートを含むクロラムフェニコール感受性のコロニーを選紘した。こうして

得られたクローンからアルカリ法叫によりプラスミド DNAを単離し、過、当な制限酵

素で切断することにより、 Blがクローン化されたことを確認した。

同様な手法を用いて、 BgJIIで各々 l箇所切断された B2、B3混合物を pUC18また

はpUC19のBam阻サイトに、 Stu1でl箇所切断された B4をpUC19の SmaIサイト

に導入を行なった。但し、宿主として大腸菌 (E.coJi)JM 109株を用い、インサートを

含むクローンの選法は、 IPTG及び X-galを含む培地上で形成されるコロニーの色によ
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って行った。 82、83を含むクローンはクローン化後、制限酵素切断パターンの遣いか

ら分類した。

1 - 1-2 結果と考察

インド稲ChinsurahBoro IIの細胞質を有するイネ細胞質雄性不稔株A・58CMSのミ

トコンドリアゲノムは、日本稲 A・58のものとは一部異なることが、 E∞RI及びXhoI

による制限酵素切断パターンの比較から明らかになった(図 l、レーン 1-4)。ま

た制限酵素による処瑚を行わないミトコンドリアDNA10μgを泳動したと ころ、 4本

のプラスミド様DNAにr1J来するバンドが、高分子のミトコンドリア主ゲノム DNAか

ら明瞭に分離し、 B1-B4と名付けられた(図 l、レーン 6)。一方、日本稲 A・58の

ミトコンドリアにはプラスミド様 DNAは存在しなかった(図 l、レーン 5)。また

エチジウムブロマイドで染色された 81-84のバンドの強さと A・58CMSのミトコン

ドリアゲノムのサイズ73)から判断して、 81-84と主ゲノムDNAとの存在比は、およ

そ1: 1である ことが明らかになった。

高等植物のプラスミド織DNAは、トウモロコシの SI、S2に代表される線状のもの

と、環状のものとに大別される。 81-B4は以下に示す電気泳動的挙動から、閉環状の

DNAであることが明らかになった。

(1 )アガロースゲルの単一バンドより回収したプラスミド様 DNAをそのまま再

度泳動すると、 一部が開環状となり移動度が減少する。

(2) 81-84をそれぞれ 1箇所切断する制限酵sで処理すると、処理を行わない

ものより移動度が減少する。

81-84が環状のプラスミド様 DNAである ことが明らかになったので、簡単な制限

酵素地図を作成し(図 2)、それぞれを l箇所切断する制限酵素サイトを見いだし、

プラスミドベクターにクローン化を行った。 81はEcoRI及び Slu1で2.1kbpの単一
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123456M  

‘一一B1 

4こ33
‘一一B4

図 1 A・58CMSとA・58ミトコンドリア DNAのアガロース電気泳動による比較

A・58ミトコンドリア DNA (レーン 1ム5)、 A・58CMSミトコンドリア DNA (レ

ーン 2人6)をEcoRI (レーン 1，2)、 XhoI (レーン 3.4)で切断後、あるいは制

限酵紫処理を行わないで(レーン 5，6)泳動した。レーン 1-4はlμg、レーン 5、

6は 10μgのDNAを用いた。レーンMはマーカーとして使用した Aファージ DNA

EcoRI分解物+品indIII分解物である。
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断片に切断された。また XhoI及びH1JeIIIで2本の断片に切断され、それぞれの断片

のサイズの和は 2.1Icbpになった。そこで EcoRIを引を 1箇所切断する酵素として

選び、プラスミドベクター pBR328のEcoRIサイトにクローン化を行った (pRmBl)。

B2、B3はサイズが近いため同時に回収されたが、両者とも BgJIIでl.5Icbpの単

一断片に切断さ れた。また H1JeIIIはB2を3箇所、 XbaIはB3を2筒所それぞれ切断

することが明らかになり、断片のサイズの和は 1.5Icbpとなった。そこで B2、B3を1

箇所切断する酵素として BgJIIを選ぴ、 pUC18及び pUC19の BamHIサイトにクロ

ーンイじを行った (pRmB2，pRmB3)。

最後に B4は Stu1及びXhoIでそれぞれ 0.97kbpの単一断片に切断された。そこで

B4をS(u1で 1箇所切断し、 pUC19のSmaIサイトにクローン化を行った (pRmB4)。

ε毛;iHtf

Stu I/Haelll 81 

2.1ぬp

Haelll Haelll 

Xbal 

D 
図 2 A・58CMSのミトコンドリアに存在した 81.......84を直接解析することにより得

られた簡単な制限酵素地図 (A.......O) ( )はクーロン化の際用いた制限酵素

サイトを示す。
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第 2節 81-84とミトコンドリア主ゲノムDNAの相向性

トウモロコシの総状プラスミド採 DNASI、S2は、ミトコンドリア主ゲノム DNA

に相同配列が;存花し、相同組換えによりしばしば主ゲノム DNAに取り込まれる21，mO

BI-B4は環状のプラスミド様DNAで S1、S2とは形態が異なるが、 SI、S2でえられ

るようなエピソーム織の挙動をとる可能性があるかどうか、 B1-B4とセゲノムDNA

との相向性を調べた。またプラスミド犠DNAを持たない日本稲のミト Jンドリアで

は、 BI-B4の配列が主ゲノム DNAに存在しているのかどうか同時に僻析を行った。

}-2-} ;t験)j法

プロープのft~ pRmB1をEcoRI、pRmB2-pRmB4をそれぞれ Eω則 +1//0dIIIで

切断し、屯気i永lfiIJで分離後、インサートを回収した。インサートのラベルはフンダム

プライミング法叫により [α _32p]dCfP (アマシャム) を用いて行った。反応にはラ

ンダムプライミングラベリングキット(ベーリンガー)を使用した。

サザンハイブリダイゼーション A・58CMS及びA・58のミトコンドリア DNA1μg 

を制限酵;{{で切断した。制限酵素はプラスミド様DNAを切断しないもの及び切断す

るものを数純知川いた。これらのよ式科を切断を行わないミトコンドリア ONAととも

に、 0.8%のアガロースゲJレで電気泳動を行い、サザン法7S) により DNAをナイロン

メンプレン (GcncScrccn Plus、NEB) に移行させた。トランスファ ー及び DNAの品l

定)j法は NEB札のマニュアルに従った。このメンプレンをハイプリダイゼーシゴン溶

液・{後進)rtで42'C、数時間プレインキユベートを行った後、 32pでラベjレしたプロープ

を熱処理の後加え、 ー晩ハイブリダイゼーションを行った。ハイプリダイゼーション

終了後、洗浄液 1..で 2問 (室温、 5分間)、洗浄液2…で2匝) (65"C、 30分間)、洗

i争液3…・で2回(室温、 30分間)メンプレンを洗浄した。メンプレンを乾燥後、オー
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トラジオグラフィーを行った。

旬、イプリダイゼーション溶液

料洗i争被 1

料*洗浄液2
材料洗浄液3

1-2-2 鮎-*

50% ホjレムアミド

10% デキストランサルフェート

1 % SDS 

0.2% ウシ血清アルブミン

0.2% ボリビニーJレピロリドン (30K)

0.2% フイコール

50 mM Tris・HCl(pH7.5) 

l∞μg/ml 変性サケ精巣DNA

60 mM Tris-HCl (pH8.0) 

2 mM EDTA 

300 mM NaCl 

洗ゆ液 lにSDSを1%になるよう加えたもの

6 mM Tris・HCl(pH8.0) 

0.2 mM EDTA 

30mM r、-laCl

阪13はクローン化された 81の配列をプロープとした、 A-58CMS Jj_ぴA・58のミト

コンドリア DNAに対するサザンハイブリダイゼーションの結果である。プロープは、

81そのものである間環状のプラスミド様 DNAにハイプリダイズしており、さらによ可

分子側に数本のシグナルが検出された。これらのシグナルは、図 lにおけるプラスミ

ド級 DNAと主ゲノム DNAの問に存在する薄いパンドに対応するものと忍えられ、 81

が2つ、 3つとつながった多世体に起因することが、以下に示す観察から別らかにな

った。

( 1 )非切断及び Blを切断しない HindIIl切断を行った場合で、ハイプリダイゼー

ションのパターンが同一である(臨J3、レーン 1、3)。

(2 )引を切断する Eco則、 XhoI、泊。mで処理を行うと、非切断のレーンで見ら

れたシグナルがすべて消失し、 81の制限酵ぷ地図 より予測されるシグナJレが
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kbp 

6.4-

4.3-

2.1-

cccDNA -

1.38園

1.08= 
1.05 

0.75-

2 3 4 5 6 7 8 

図 3 61をプロープと したミトコンドリア DNAに対するサザンハイブリダイゼー

ション A・58CMS (レーン 1-6)及びA・58(レーン 7，8)のミトコンドリア DNA

をそのまま(レーン 1，7)あるいはEcoRI (レーン 2，8)、 HindllI (レーン 3)、

Hin cII (レーン 4)、 Xhol(レーン 5)、地em(レーン 6)で切断し泳動した。

但し HincIIについては部分分解を行った。
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出現した(図3、レーン2、5、6、)。

(3 )引を I箇所切断する応'ncIIにより部分分解を行うと、 BIのサイズである 2.1

kbpの整数倍に薄いシグナルが出現した(図 3、レーン 4)。

以上の結果をまとめると、プロープは BIそのものである閉環状DNAとその多量体

にのみハイプリダイズし、高分子の主ゲノム DNAにはハイプリダイズしなつかた。

即ち A・58CMSのミトコンドリア主ゲノムには BIに相同な配列が存在せず、 BIにト

ウモロコシの SI、S2で見られたようなエピソーム様の性格は考えにくいことが明ら

ヵ、になった。

cccDNA弓P

1234 

A 

~1 .5 kbp 

cccDNA* 

1234 1234 

..・4時1.5kbp 
cccDNA* l' 竺ー・ ~O.97 kbp 

B C 

図 4 82......， B4をプローブとしたミトコンドリア DNAに対するサザンハイブリダ

イゼーション A) B2をプロープとした A・58CMSミトコンドリア DNAに対するサ

ザンハイプリダイゼーション 制限酵素未処理(レーン 1)及びEcoRI(レーン 2)、

BgJII (レーン 3)、EcoRV(レーン 4)で切断したミトコンドリア DNAを泳動し

た。 B) B3をプロープとした A・58CMSミトコンドリア DNAに立すするサザンハ

イプリダイゼーション 各レーンは A)と同じ処理を行っている。 C)B4をプロ

ープとした A・58CMSミトコンドリア DNAに女守するサザンハイプリダイゼーション

制限酵素未処理(レーン 1)及び EcoRI(レーン 2)、Stu1 (レーン 3)、XhoI

(レーン 4)で切断したミトコンドリア DNAを泳動した。
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一方、プラスミド様DNAの存在しない日本稲 A・58のミトコンドリア DNAを用い

て同様な解析を行ったところ、シグナJレは検出されなつかた(図 3、レーン 7，8)。

このことから A・58のミトコンドリアは、 Blの配列を欠くことが明らかになった。

同様な結果が、 B2(図 4A)、B3(図 4B)、B4(図 4C)でも得られており、 Bl

で見られた特徴は、イネのすべての環状プラスミド様 DNAについてあてはまること

が明らかになった。またプラスミド様 DNA間でのホモロジーは、サザンハイプリダ

イゼーションのレベルでは検出きれなかった。

}-2-3 考察

A・58CMSのミトコンドリアに存在する環状のプラスミド様 DNABI-B4は、 ミト

コンドリア主ゲノムとの相向性を欠くことが明らかになった。このことは、 トウモロ

コシの線状プラスミド様DNASl、S2が主ゲノム DNAと相向性を有するという事実

に反するが、プラスミド様DNA一般を見渡してみると、主ゲノム DNAと相向性を持

つ例は稀であり、特に環状のプラスミド様DNAでの報告はない。 $1、$2が細胞質雄

性不稔の発現と何らかの関連があるのではないかと考えられていたため、環状のプラ

スミド様 DNAにおいても細胞質雄性不稔との関連に多くの議論がなされてきた。し

かしながら主ゲノム DNAと相向性を欠くこれらのプラスミド様DNAが、 SI、S2で

見られたようなエピソーム様の挙動をとることにより、雄性不稔の発現又はその回復

に関与しているというモデルは考えにくいものであろう。

BI-B4はミトコンドリア主ゲノムとホモロジーを欠いたため、それがミトコンドリ

ア主ゲノムから切り出されたものである可能性は否定された。このことは、 BI-B4

がミトコンドリア内で自己複製していることを示唆している。実際、ソラマメの環状

プラスミド様DNAで複製中間体と思われる分子が電子顕微鏡による観察でっかまっ

ており 76)、イネのプラスミド様 DNAでも同様な写真がとられている叫。またトウモ

ロコシの培養細胞を用いたパルスラベJレの実験によって、1.9kbpの環状プラス ミド様
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DNAが、葉緑体DNAとともにミトコンドリア主ゲノム DNA、核 DNAに先んじて複

製が行われるという興味深い結果が得られている18)。

日本稲 A・58のミトコンドリア DNAを用いたサザンハイプリダイゼーションの結果

から、 A・58 のミトコンドリアは、 Bl~B4の配列を全く欠くことが明らかになった。

この事実は、イネではプラスミド様 DNAの配列がミトコンドリアの正常な機能発現

に必須ではないのか、あるいは BI-B4の有している機能が別のゲノムによって補わ

れていることを示唆している。トウモロコシの 2.3kbpのプラスミド様DNAは、唯一

ミトコンドリアの機能にとって必須な遺伝子をコードしていることが明らかになって

いるが、このプラスミド犠 DNAは、すべてのトウモロコシのミトコンドリアに存在

していることが明らかになっている39)0 BI-B4が何らかの機能を持っかどうかとい

う議論は別にして、多くのイネがこれらのプラスミド犠 DNAの一部あるいはすべて

を欠くことは事実である。

第3節 81--84の一次構造の決定

未知の DNAの機能を推測するには、その一次構造を決定し、既知のものと比較す

るというのがイf)J:な手段である。高等植物のプラスミド様DNAで、 一次構造の決定さ

れたものはそれほど多くない。線状のプラスミド様 DNAでは、トウモロコシの SI、

S2'治則及び 2.3kbpのプラスミド様 DNA叫)の一次構造が決定されており、線状のプ

ラスミドぬ DNAの起源、機能を考えるうえで、重要な情報が得られている。環状の

プラスミド桜DNAにおいても、 トウモロコシ52)53)、テンサイ倒 61)、ソラマメの)、

ヒマワリ 65)鮒 61)等の植物を材料にプラスミド様 DNAの一次構造の決定が行われてい

るが、得られた結果に対する判断は、線状のプラスミド様 DNAの場合ほど単純では

ない。つまり配列としても、構造的にもプラスミド様DNA聞で若干の類似性がある
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ものの、既知の DNA配列との明確な関連が得られていないのである。

本研究では、イネの4つのプラスミド様DNABI-B4を材料に一次構造の決定を行

い、これらのプラスミド様 DNAが、トウモロコシの2つの環状プラスミド桜 DNAと

多数の相同配列を持つことを明らかにした。その結果から、単子葉植物における環状

プラスミド織 DNAの進化についてモデルを示し、環状のプラスミド桜 DNA一般につ

いて、その起訴、機能を考察した。

1 -3 -1 方法

BI-B4配列の M13へのサプクローニング pRmBlをEcoRIで切断し、電気泳動で

分離後、 Blの配列をアガロースグルから回収した。このインサートを Alu1、F卸 III、

紅白cII、HpaIl、RsaI、Sau3AI、T明 I、XhoIで切断し、適当な制限静一実により切断し

た M13mp18又はmp19にサプクローニングを行った。 pRmB4はEcoRI +Hin dIIlで切

断し、 B4の配列を回収した。インサートを A1u 1、HaeIII、Hincll、RsaI、Sau3AI、

TaqI、XhoIで切断し、適当な制限酵素で切断したM13mp18又は mp19にサプクロー

ニングを行った。 pRmB2及びpRmB3は、EcoRI+Hin dIIIで切断し、 M13mpl8に

サプクローニングを行った。クローニングの際、宿主として大脇・菌 (E.coli) JM 109 

を用いた。

ディレーションクローンの作製 B2及び B3の一次構造の決定は Exonuclcasc1IIを

用いたデイレーションの系19) を使って行った。 B2及び B3の配列がクローン化され

たM13mp18をB2の場合は PSlI+Xba 1 、B3の場合は PslI+Sal 1によりそれぞれ切

断し、 Exonuclcasemにより 1-10分間デイレーションをかけた。 MungBcan Nucleasc 

及びKlcnowFragmenlにより平滑化を行い、セルフライゲーションにより環状化させ

たファージ DNAを、 E.coli JM 109に導入した。形成したプラークよりアルカリ法72)

により RFDNAを抽出し、インサートの長さを調べて、シークエンスに適当なクロー
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ンを選法した。

一次構造の決定 それぞれの方法により得られたファージクローンより 一本鎖DNA

を抽出し刷、サンガー法制}により一次構造の決定を行った。反応には M13シークエ

ンスキット(宝酒造)及び [a_32p]dCTP (アマシャム)を用いた。泳動は 42%

尿JI<を合む 6%アクリ JレアミドゲJレ (40X20XO.04cm)で、 TBEパッフアーを用い

て行った。

1-3-2 Blの一次構造

Blは 2.135bp より成り、その GC 合此は 44.2% で、高句ql~物のミトコンドリアゲ

ノムの平均 (46~48%) 制よりやや低いことが明らかになった(図 5) 。また反復配

列などの特徴的な構造は存住しなかった。

B1の配列を GenBankのシークエンスライブラリーとホモロジー検索を行ったとこ

ろ、 トウモロコシのミトコンドリアに存在する 1.9Icbpの環状プラスミド様DNAS2) 

と相向性を持つことが明らかになった。相向性を持つ領域は 4箇所 (a、b、c、e)で、

a、b、cの3領域では相[Ii)配列に非相同配列が介在していた。領域 aでは、 2つの相

同配列(旬、 eiz)に 19~民法からなる配列が介在しているが、 トウモロコシでは TCTTT

の 5.1:益法が介在していた。領域 b及びcはそれぞれ3つの相同配列と 2つの介在する

非相同配列から成っており、領域cの介在配列はそれぞれ67、80塩基と長かった。

また相同配列 cは、比較的相向性が低かった。各相同領域の相対的な位置関係は械め

てよく保存されており、イネとトウモロコシのプラスミド綴DNAが密接に関連して

いるものであることが明らかになった(凶 6)。また配列 fは、 トウモロコシの別の

環状プラスミド様 DNAである1.4Icbp DNAS3
)と弱い相向性を示した配列である。

Blにタンパクをコードする遺伝子が存在する可能性があるかどうか、 ORF(open 

r伺 dingframe)の解析をむった。 6つのすべてのフレームに多くの終止コドンが出現し、

長い ORFを見いだすことはできなかった。最も長い ORFは、相同領域c近傍に存在
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TTCAGGATTGGCTAAGGCTCTAGCCATTAAATGTGACTGGGGTTGATCCAAGGGCTGGTCTCATGGTTTT 70 

GACTAGGTGTTTCTCAAATTTCTGATCATATTTCCTGTCGTTATAACCCCCAAAATACGCTAACTCGCAG 1.0 

CTCGAAGTTCCCAGTTACATGGGCAACCCTACTCACTATACATAGGGTGTGAAGAGACGGACAACAATAG 210 

TCTTTCiCTGCTTTCACTCGAGCCAAACTAAGTGTTTTCTAGGATTGGCCCCAAAGCCATACTATGGTCA 2S0 

CAACGGTAACCCCCTCGATTTAGTTTATCCAATCAATCGAGAGGCAGCATCTCTATCAATTACTCGGATC 350 

GGCAACCTCGGTTCTGGAATGTGGACTTCACTGACCAGCCGCCTCTTAGTCCACACCCAACTTGGAAGTG (20 

a， TTATTGATTCGTTAGTAA~CTTCGCCATCCTAATACCCGAGACTGTAGTGTTCTAAGTTGGTTAAA旦CG HO 

a旦旦CTCCTGGGATGCCCGGCTGGTCGGGCAAGTATTAGTGAAACGGCTCCGCGCAATCAATAACTACCC 560 

TGCTTAGGTATGAGCTTCCAAGTCCCGAATCCTTTTGTCTCAAGTCTGCCTTGGTAATGTGACCACACAT 630 

CCTTTGATGATGGAAGTGTTGTTTCCCAACAATCCACCCCGGAATCCTAGTTGGAGTAATGTATCCCTAC 700 

ATACTATCGCGCTAATGTAATCGGGTTCTCAGATCATACTCAATGAGGGGTGGCTAGTATCCCGAAACTT 770 

TGAAGAACATGAGTTAAGTAGTTCATTCACTTGGTTTCGCCACCAGTCAAAACGCCCTAAAACCCAGTAt 8.0 

e Ciiftê'TぽA'ffièèIffëTIêtl狩ffif狩ccX~CTGTTTTAGAACACATAAATTGTGCTACCCTTAA 910 

GAGTTTATCACTAAAATCAAGAACTTTATTTATGACCTGTAAGTTGCCTCATAAAAAGTAGATGTTAGTA 9&0 

f CCCCACIAAAA GG~A GGCAATCAAATAAAAGGTAAAGCTCTCAATTAAAATAAAAAGCTATCGTTTACTTT 1050 
GTTAAGGGTATATTGCCCGTAGCGAGGTTAAGGTAAACCCTTGACCGAGTGAAGGCGAGCCCGGTAAAGC 1120 

ACTAAGTGTATTGGCTAGCTTGTACTTTATTAGCTATCAAGTGTTTGATGTACCAATTACTTTATTGTGT 1190 

CAACTAGTTTATTGAATGCAAAGGTAATTCCCTCGATAATTGATTTAATTATCAAGAAAGAGAATTAGTT 1260 

b， ACCCTCCTTCCCTCGAGCTGAGCTATTTCTTGTGTATTCAXTCG1' ATGCACC"ACGGCTGTCCTCTCCiCr，~ 1 330 

b2 GcfeuTCTCCCGGACAGG1AiGAAAG-tfGTA"KTTCTTTGGGTTTTTGTAGTCAATGGAATGAGCGGAGG 1.00 

b3 GAGACACATCCTTCCATCCAAAGGTGTGTGTGTCCCGTAGCGAGTGGAATGGCTGGTTCGGTCTAGTCGT 1470 

ATAGAACGGGTTGAGTTCTTTTTACTGAGTCCTTTCGAGGCTGGAAGTGTTTCTTACAGTTTCCTTTTCC 15.0 

GAAGGGAAAGTCAAGTAGTATAAACTAGTACTAAGTCCAAGAAGAAGGGGTGAAAAGTGAGGAGGGCGAT 1610 

TAGCCCGATCCACTTGAGGGGAGGAAGGCCTTCCTTCCCTACTAATAGTACCAATTCATAATTCCTATTC 1680 

GTAATAAATTCATATTTATTTGGAAAAATATGAAAACTAATTATCTTTATTCTAGTTCCCTAAAACCCTT 1750 

Cl TCCGTGCCACTCCTTTCTGTTCCACTCATCCAACATTGTTGGATGCCAAAGACTTTGACGAAGACTiTCG 1820 

TACCTGTATTTCTGTCCGGTATGACGTCGCTTTCGTGTCGGCATAGCGTGCCCCAGTTGCCACAGTTGCT 1~90 

C2 AGGCTGTTCAGAGTCCTCTCetmeCGGCTAC'C CAftCTCCCGGiAAT GCC.AGGGGCTGCTTCAAGAAA 1960 

CGGGTGATGTGGGTTCCAATCATTCTTGGTTTGGTTCCTCGGCACCAAGCCAATCCCATTCCTTTCCGCr 2030 

C3 GGTGぽceeeTTCttGiTGcetACCTl1it砧CCCCiむねeTAACCCCAAGTCCAAGTACAAGGCATACG2100 

TGCTCCTTTAATATGCTTGCTCCTCTTTTCTTGAA 2135 

図 5 81の一次情道 下線を51いた配列(al.~.bl.bl.b3 .Cl.Cl・c，.e) はトウモロコシ
の1.9kbp DNAとの相同配列である。その内 blob1.c同銀饗)は B3にも保有されて

いる。波線をヲ|いた配列(f)はトウモロコシ 1.4lcbpDNAとの相同配列。
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図 6 81とトウモロコシ 1.9kbp DNAの問の相同配列 あみかけされたボックスは

-tllllIj配タIJのイ古川をぷす。ボックスのラベJレは図 5のものに対応する。

するオーバーフップする 2つの ORF(1，793→ 2，035、2，014・1，732、同 5)である。塩

)&~G列より4<<~}とされるアミノ酸配列をNBRF (Nauon必McdicalRcsearch Fundation)のシ

ークエンスライブラリーとホモロジー検索を行ったが、いかなる配列とも類似してい

なかった。

]-3-3 132 の、ー次~14'造

B2は 1，546bpよりj広り、そのGC含量は 42.8%とかなり低いことが明らかになっ

た(凶 7)。 また B1 fCiJ棋、反復配列等の特徴的な構造は見られなかった。

B2の配列を GcnB加 kのシークエンスライブラリーとホモロジー検'京を行ったとこ

ろ、 トゥー(tJコシのミトコンドリアに存在する 1.4kbpの環状プラスミド様 DNA
S3
)と

羽!lujftlを持つことがJYJらかになった。 B2の配列中トウモロコシのプラスミド様 DNA

と70-80%の相向性を持つ領域が2箇所 (kぃ kJ、50-70%の比較的低い相向性を

持つ領域が4筒所 (h、i、j、1)存在した。

B1とトウモロコシ1.9kbp DNAの場合と異なり、 B2とトウモロコシ1.4kbp DNAで
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は、相同配列問に介在する非相同配列の長さにかなりの変異が見られる(凶8)。こ

の変異を引き起こしたメカニズムのーっとして、分子内の相同組換えが与えられる。

B2の配列 K.及び jには短い反復配列が存在し、 トウモロコシの 1.4kbp DNAでは相

同組換えによって介在する配列が脱落したものと考えられる(図 9)。またトウモロ

コシ1.4kbp DNAでは、配列 !とhの聞に B2~こは存在 しないBl と相同な f、 B3と相同

なg!b.、B4と相同な dの3つの配列が存在し、別の配列の挿入あるいは脱絡が起こっ

たと考えられる(図8)。

TCTCTATCTTGTAGTGGAGTGTAGAGTAAAGATATACCGGAGTGGAGTGCAAGAAGGTTATAGGGGAGTG 70 

TGGCGCCCGCTTGCCCGCCTTTCGTCTCGGTTGAAAAACAAAACTGTTGCTTGTTTTGTTCATTCAAGTA 140 

k， GTGGTTTAGCCCTCGAATCTATAGCGAAAGAGTTAGCTCAACCTATCTACTACT̂tccfiGGAAAceGGT 210 

GTGCGTGGTATACCCGTTACGACTCCCCTCGAACTGAGCCATTTTCATGATTTTGCAATCAAAGAAAGTT 280 

CCATACTTTTTTATTCCCGGTATGGAGCCAACGTCGCTTCGCTTTCGCAGCACAATTTCCTTCTGGAAAA 350 

k2ATATCCAGTGGCATATCCCATCTAGCTCTGGGAATCTTTCCACAACCAGCGCCTTCTTGTCCCATGAAGT 00 

I TCAAGTCTCTAACCTGTTCTTGCCCGGGAATGTCCCTGCCTTCGAACTCGAAGTCAGAGTTTTCCGTTAT 00 

CCGATGGGGCGATTTTATGGATAGGTTCCGAiGGCACTTCTCAAGCTAGCCTATCGACAAGA TCAGGGAA 560 

CAACTACTGTTGCCTCAACGGGTTCGCTGGTCACTTTAACAGTTTTTTAAGCAGGCATTTTCGTGGTTCT 630 

CGTCATATAAACCAGTCAGTACTGCGTGATTTCATGCATTAATCTATTGCTGAAGGAACCTTTCGTCAGT 700 

h TTTCTTAAACAAAAGGTACCCGGTGTTCTAGCGCATTTCTGTTAAGAGAAGTACCCCTTGTAGGCCTTCT 770 

CTATTTTGCAGGTTTGACCTAGTCCCTTTATGTTCGTACCTTAAAATGGAAAAGGCCTGAGATGCCCTCT 8.0 

ATCGAGCGATATAACGACGGTTGCTATTTTTAGGTACACGTGTTTTTTGAAGAAAGCACTTTTAAAAAGG 910 

AAAGTAGTAAAATGAAAATACTCAATTTAATAAATCCTAAATTATCTGTGGCATTGAATTATGAAAGTAA 980 

ACACTGAAAGTTTACCACTTACAAAAGTAAATGTACTACCCGACTAAAAGGAGGAAATCCAATTAGAGGT 1050 

GTAAACTCTTTTCTTTTCTATCGAGTAGATTCCCTTTTATTTATAAATAGTAAACTAACGAATAGATAAT 1120 

TAGTATTCCCTCATATAATTAGTACTAGCTGTTCCTTCATTAATGGTACGTGTATTCACGAGGGCTCTGC 1190 

TTCGCTCTATTCCACCTCCCGGGTGTATGGAAAAATCTTTAAAAGAAATAAATCATGCGGTACTTCTTGT 1260 

j TTTAATCACTCTTCC TTT CCTCCC~GAACTGGGGAAGAACCCTiCTGAAAAGGAATGGAGGTCTATCTTT 1330 

ACTCGGAGTGCAACGCAGAGATAGAGATCGAAGAGCCGCTGTGCTTGGGGACGAGGGACTCACTCAACCT I~OO 

CAAAGTTGAGGGAATCCCGAAGCCTCGGAATCTAGCGTTAGCGTAAGGCCGAGGTACCAGAGGATAGCCT 1~70 

TTAGGATATCCGTCGGTAGGAGATATGAGTCGiTAGAGCACATATCTCCGTGATCCCTTCCACAGCTAAA 15.0 

CGTAGA 1546 

図 7 82の一次構造 下線をヲ|いた配列はトウモロコシ1.4kbp DNAとの相向配列

を示す。 K.んは h，ij，lより高い相向性を示した。あみかけした配列は k.及びjに存

在した短い反復配列を表す。
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図 8 82とトウモロコシ 1.4kbp DNAの問の相同配列 あみかけされたボックスは

相同配列の位置を示す。ボックスのラベJレは図 7のものに対応する。

82 GGAACTGGGGAAG官僚TicfGAAAKGd

1. H OP GGTACGGGGGAAAAXjC'ClrtrAECCG~~GTTTCACCGG-ATACCCTTT 

82 1fee守党UA1GGGGTGTG-CGT-GGIATACCCGTT

K， 

図9 反復配列を介した分子内相同組換え トウモロコシ1.4kbp DNAでは配列 j

>>..ぴ kl
に存在する短い反復配列(あみかけした配列)を介した分子内相同組換えに

より、介花する配列が脱落したものと考えられる。

1-3-4 B3の一次構造

B3は 1，514bpより成り、 GC含量は 42%で、イネのプラスミド様 DNAの中で一番

低いことが明らかになった(図10)。また B3には、他のプラスミド椋 DNAでは見ら

れなかった逆位反復配列が存在した。この反復配列は非相同な配列によりそれぞれ4

つに分断されており特徴的である。
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サザンハイプリダイゼーションでは、イネのプラスミド様 DNA間には相向性が検

出されなかったが、一次構造の比較から B3はBlとトウモロコシ1.9lbpDNA間の相

同配列のうちbいら、c，、 eの4つの配列を有することが明らかになった(凶11)。こ

のことから B3はBl及びトウモロコシ1.9kbp DNAと向ーのグループに属すると考え

られる。しかし配列 bl
の上流に着目すると、 B3の配列は、 Blやトウモロコシ1.9kbp 

TCTGGTACAGTCT~~TCTGCCATA~ACTTTTGAT!TCATCATCAAAG~lAIT1A~_G~TCAATC 70 

AAC旦~ACCCTCGAGAAAAAAAAAGCTATACGAGGAAAGAACAGTTTACTGATGGGTTGTTCCTTG 1(0 

AACTGGGGTGAGGGTTGAATTGCAGGGTGTTGAAAAGTGGTTTTCTAGAAACTAGCTCTTGCCTAGGAAC 210 

C3 TCTAAAAAGTATTAATGATCCATAGGTTAGA~TTAAAAAGGCAGGCAACAAGAAGGCGGTCACCGGTTGT 280 

TGGAATAGAGGGTGGTGCTCTCTCACGAAGACCAAGTGGAATCAGGACATCTTGTGAGTACCTTGATCCA 350 

C2 GCAACAGCTCTGACGTACtACCGGGAGGGTACGAGTCCGGGTCAGGTAAAGGACAGGTTGGAATGTGGAA (20 

TCTTTCTTAACTGCAAGTACTGCCCCTGATCAAGTTGCAGGAGACAGAGCAGCGACGACCGAACGATTGT (90 

CATACCGGAGGAACACAAAGGGGGTTCATTTTAGGTATGAAAGGGAAGGATTAGCTTTGTTCAGGGGGAT 560 

AGCATCGCGAAAGAGAATTTTAATTTTGTACTACTTTATTTAATAAAAGGAATAAGATTATTCTCTCTAA 630 

AAAACTTTCTCCCTCGAAGCTAAAGACTAGATTGAAGTAGCAACATCAGAGAAAGGAGAGCTTTTCTTCA 700 

CACGAATCCCGCGATCAACGAGTTCATCGAGTGGATGGCACCACTCGACCGGGAGATTACGGACTGATAA 770 

b， TGCACTTCACTCTTATCTCCCTTCCACTTTCGTACTAAACTTTTCCCCCTCCGGGAGATAAGAGTGAAGG 8.0 

9 gAGGAGCCCTCGtfC山路iGll紅白AT何時的資賢官官疏TlGGTATTAAAAGAACTAT 910 

GTCTAATACAGATACAGATACTGAAAAGACCCTCTATCAAACTTATAGAGTCTTTAATAAAAGAGGCAGA 980 

CTCTAATATCACAACACAATCCACCTAGCAATAGTACTTCTAATAGCACTGTACCTTTATCGAGAAAGCC 1050 

TCCCTTCCCCGAGAAGGAAGTCTTCCTCTCCCTTCCATTCCACAATGCAAAGTAGATTACAACTGGAATC 1120 

TACCTATTTATTAGGCACTGGTACAGATCACATATAATTTTATGGATTGGACTCCTCTAATAATGCATAC 1190 

e AACTAATAATAATGC~TGGAACTAATATCGTAGAATGGTGATCGAGAGCACCTGCTGAGAATCTAGACTA 1260 
TTCACTTTTCTGAAAACCTCTAGTCGAACCCTACTCCATAAAAATAATGAAGGGAATCGATTAATGTTTT 1330 

CGGGACAGAGACCACCCCATCAGACAGTATGTCCGGACGTATCACCACTTAACAGTTC品並旦弘ACTA1(00 

ATCGGGHCTCTAATTGACTAGATTTTATCAAGAGT c.GTTCCCGGill且旦~GTTATAGCTAATCCGA 1(70 

CCCAGGAGACAATGGAAAGCTGGATTCTAGCATCCTAAACTAGA 151( 

図 10 83の一次情造 下線を 51いた配列 ( bl.~，~.e )は Bl及びトウモロコシ1.9

kbpDNAとの相同配列。配列 g審露骨はトウモロコシ1.4kbp DNAとの相同配列

である。二重線は逆位反復配列を示す。
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図 11 83、81夏びトウモロコシ 1.9kbpDNA、1.4kbp DNAの問の相同配列

あみかけしたボックスは各プラスミド様 DNA問で保存されている配列の位置を示す。

ボックスのラベルは図10のものに対応する。

9 
C-----TTTI¥C 

91 

1.9 

b1 

図 12 プラスミド様 DNA悶の相同組換え 図11から明らかなように、 B3はBl

及びトウモロコシ1.9kbp DNAと向ーのグループに属すると考えられる。しかし配

列 b)の上流に着目すると、 B3の配列は他のグループに属すると考えられるトウモ

ロコシ1.4kbp DNAの配列と相向性を示した。このことから b)内のボックスに囲ま

れた相同配列が、プラスミド様 DNA聞の組換えに関与したことが考えられる。
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DNAとではなく、 B2と密接な関連を持つと考えられるトウモロ コシ 1.4kbp DNA ~こ

類似していることが明らかになった(図12)。

1-3-5 B4の一次構造

最小のプラスミド様DNAである B4は969bpより成り、 GC含量は49.8%で、 4つ

のプラスミド様DNAの中で最も高かった(図13)0 B4には不完全ながら反復配列が

存在し、配列内には小さな逆位反復配列を見いだすことができる。このような構造は、

他の植物のプラスミド様 DNAでも見いだすことができるが5谷川、イネのプラスミド

様 DNAでは B4のみに存在した。またこれ以外の領域でも、 B4内には ωmand1∞p 

構造をとることができるような配列が多数存在し、特徴的である。

トウモロコシの 2つのプラスミド様 DNA1.9 kbp DNAと1.4kbp DNAの問には b)、

dの2つの相同配列が存在したが、そのうち dは、両プラスミド梯 DNAと密接な関連

を持つと考えられる Bl、B2には存在しなかったが、 B4に存在していた(函14)。

1-3-6 考察

イネの 4つのプラスミド糠 DNAの聞には、 BlとB3の間に勉い相同配列が存在し

ただけで、広範囲にわたる相向性は見られなかった。このことからイネの場合は、テ

ンサイω)やソラマメω)の環状プラスミド掠 DNAの場合のように、単純な相同組i換え

によってプラスミド様DNAの種頬が増えてきたわけではないことが明らかになった。

Bl と B3 を除いて一見無関係に思える Bl~B4 が、トウモロ コシの 2 つのプラスミ

ド織 DNAとの比較により、密接に関連したものであることが明らかになった。 Blは

トウモロコシの1.9kbp DNAと多数の相同配列を有し、共通の祖先を持つものと考え

られる。同じ関係が、 B2とトウモロコシの1.4kbp DNAの聞に存在するが、こちら

の場合の方が相同組換え等により変異が見られる。 B3は、 BIとトウモロコシ1.9kbp 
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CCTTCTCGGCCTTTTTTCTCAATACACGTATCCCCGTACACGTGACACCGGTGTAAACACCGCTAACTCT 10 

TCCTAACAACGGGACTAGCCTCCTTACAACAAGAACCTCCGCAGTTTCCTTTACTCCGATAAGTACTCCC 140 

TTCCCAAGGAAGTACTTATCTCACTTCCACGAAAACATTCAACATTAGTTTTCCTTTGCTCCGAGGAATC 210 

CTACCTTCCCCAAAGGTAGAATCCCTCTCACTTTAAAACACTAGGGTTTTGGGTACTAAAAAAACGAGTG 2&0 

GTTTCCGGGCTCGCCTCTTCGAGGGGCCTCCGC箆IT.G似怒笈蕊Z話滋liTI滋滋滋 350

d AGTCÇAÁTCTCGGGTC-GGでGUJAG~C~TACCCTATTCACTAGACCCGAATCCATAAATGCATAACTGAT 420 

GGCAGCTTCGATAACTGTCATTGGCATACCGCATACCTATACGTCCAGTCAAGGTTCGGGATCGAGGGAA 490 

AGACACATGTGCATGACATGACAAAACGTGATATTTCACTGTGTTCAGTAACTCGTTCCCTCACTACAAA 560 

GAAACCCTTCATCTAGTTGACTTGAACCCGATTCAACTCAACTCGATTTCGGGTTTTGAATAAATCACTG &30 

ATGGACGGAAGGGAGCGGGGGCCTGCTCCCTTCCTATGAAAGACCCGAGCTTACTGGGATGATACCCCTT iOO 

GAGGGGGGGATCATTCAAGTAAGGGAGGGAATACACGCGCACACGCATCCGCGTGTGCGCTCGCGCGTAA 770 

TAGAACGCGTGCGCATGCGCGCACCAATAGATCACGTGCGCATACGCATGCGCACATCACCCGCGCGTGC 840 

ACGTGCGCGTGCACGGCGAGGGACAATACTAGTTATGCTTACAGAAATGCGATATTTCGCATTTCAAATC 910 

GGTTTAGGTGTCAAAGiACCTAAACCTCACTAAACCTATGCiATAGCTTCGAAAACAGG 9~9 

図 13 84の一次情造 配列d (麟)はトウモロコシ1.9kbp lJ.. r.J 1.4 kbp DNA 

との相同配列。下線をヲlいた配列は不完全ながら反復配列を示す。各反復単位内に

は小さな逆{¥I.bl復配列が:(f・4・する。

DNAの相同配列のうち一部を有するため、同ーのグループに属すると考えられるが、

さらにトウモロコシ1.4kbp DNAとの相同配列も有しており、プラスミド様 DNAの

進化の早い時期に、プラスミド様 DNAfUJの組換えによって生じた可能性が高い。最

後にB4は、 トウモロコシの2つのDNAの問の相同配列を有していた。

以上の結果から、イネとトウモロコシにおけるプラスミド様 DNAの関係をまとめた

ものが図15である。トウモロコシにおいては、プラスミド様 DNAの祖先と考えられ

るものから、 1.9kbpと1.4kbpの2つのプラスミド椋 DNAに配列が別れて進化したと

考えられる。一方、イネでは頼似した経路で BlとB2に配列が別れ、さらに配列 dを

B4が分担した。またイネの進化の過程で、プラスミド様 DNA間の組換えにより B3

が生じたものと考えられる。
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図 14 84及びトウモロコシ 1.9kbp DNA、1.4kbp DNA聞の相同配列 黒のボッ

クスは 3つのプラスミド様 DNA間で保存されている配列d(図13)を示す。

図 15 イネとトウモ ロコシの プラスミド様 DNAの一次構造の比較から判断される

関係 内側の輸はトウモロコシのプラスミド様DNA、外側の輸はイネのプラスミド

様 DNAの配列を表している。トウモロコシでは 2つのプラスミド桜DNAに別れて

分れて存在している配列が、イネでは 4つのプラスミド様 DNAに分れて存在してい

る。

-30- 一31-



同じ単子葉植物のプラスミド様 DNAでは、ソルガムの環状プラスミド様DNAがト

ウモロコシの1.9kbp DNAと弱い相向性を持つことが、サザンハイプリダイゼーシヨ

ンにより示されている判。しかし単子葉植物のプラスミド様 DNAが双子葉植物のも

のと相向性を持つ例はない。 Bl~B4 は単子葉植物に存在するプラスミド様 DNA のグ

ループに属すると考えられる。

環状のプラスミド様 DNAでは、ゲノム内に反復配列が存在し、さらに反復配列内に

逆位反復配列が存在する例が報告されている掛川。類似した構造が、イネでは B4に

存在していた。これらの配列がいかなる意味を持つのか明らかではないが、 Bl、B2、

B3はこのような配列を欠くため、プラスミド様 DNAにとって必須なものではないよ

うである。また B3には逆位反復配列が存在しており、各反復単位は 4つの保存配列

とそれに介在する 3つの非保存配列から構成されていた。このような構造は、他の環

状プラスミド様DNAでは見ることはできない。環状のプラスミド様 DNAで見られた

このような構造上の特徴には、線状プラスミド様DNAの逆位反復配列のような一般

牲を見いだすことができず、構造的な面から環状プラスミド様 DNAの起源を議論す

ることは困難である。

異なるM物種間で、環状のプラスミド様 DNAの相向性が塩基配列レベルで比較され

たのは初めての例である。このことにより、イネとトウモロコシでプラスミド様 DNA

の進化が推測されたが、それ以外にもいくつかの点で、環状プラスミド様DNAの性

質が明らかになった。プラスミド様 DNAの起源、機能を推測する際、ゲノム上にコ

ードされる遺伝子の働きを知ることが、有力な情報と成りえる。トウモロコシの線状

プラスミド様 DNASl、S2に自己複製及び転写に関する遺伝子がそれぞれコードされ

ていたことから、ゲノムの構造上の特徴と合わせて、線状のプラスミド様 DNAがウ

イルスに由来する可能性が議論されているお)紛。しかしながら、イネのプラスミド様

DNAも含めて環状のプラスミド様 DNAで、それらに対応するような長い ORFの存

在は報告されていない。また一次構造の決定された環状プラスミド様DNAにおいて
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短い ORFの存在が指摘されているが、それらが実際意味を持つ可能性が低いことが、

イネとトウモロコシのプラスミド様 DNAの配列の比較から示唆された。 Blでは相同

配列 cを含む領域に、オーパーラップする 2つの短い ORFを見いだすことができる。

しかしながら、 Blと相向性を有するトウモロコシの1.9kbp DNAでは、塩基配列とし

ては保存されているものの、塩基の脱落により ORFとしては保存されていない。一

方、 トウモロコシ1.9kbp DNAでも短いORFの存在が報告されており、その3・側は相

同配列 bを含む幼。しかしながらイネの Blでは、対応する領域に ORFを見いだすこ

とはできない。もしこれらの ORFが笑際意味を持つものであるとすると、生物種を

越えて保存されているはずである。 B2，B3， B4においても、同様に長い ORFを見い

だすことができず、少なくともイネとトウモロコシのプラスミド様 DNAでは、タン

パクをコードする遺伝子の存在は考えにくい。またその他の双子葉植物のプラスミド

様 DNAにおいても、 DNAポリメラーゼや RNAポリメラーゼをコードすることが可

能な長い ORFは少なくとも存在しておらず、その意味で環状のプラスミド様 DNAは、

線状のプラスミド様 DNAと比べてメインゲノムからの独立性が希薄であると考える

ことカfできる。

一次構造の解析からは、イネのプラスミド様 DNAの機能を推測することが可能とな

るような情報は得られなかった。イネとトウモロコシのプラスミド糠DNAにおいて、

保存されている配列の相向性は高く、非相同領域では配列の類似性が見られないこと

から、これらの相同配列が何らかの機能を持つために選択的に保存されてきたことが

考えられる。しかしながら、多くのイネやトウモロコシがこれらのプラスミド様 DNA

を欠くことは事実であり、その機能はミトコンドリアにとって必須なものではない可

能性が高い。

日本稲は一般に、ミトコンドリアに Bl~B4 の配列を欠くが、細胞融合によ ってそ

のミトコンドリアに、プラスミド様 DNAを導入することが可能である。日本稲フジ

ミノリと A・58CM$を材料に非対称融合を行ったところ、核ゲノムはフジミノリに由
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来し、ミトコンドリアゲノムは両者の複雑な混合型となり BI-B4を合む融合産物が得

られている則。しかしながら、その再生個体は日本稲に酷似し、 BI-B4が再生個体

の点現現にうえた影響は不明である利則。
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第 2章転写産物の解析

DNAにコードされる配列の最も基本的な機能は、 RNAに転写される際の鈎担として

の働きであろう。転写されたRNAはタンパクに翻訳されるか、あるいはそのままRNA

として機能する。高等純物のミトコンドリアに存在するプラスミド織 DNAの機能を

考える上で、それらに転写産物が存在するかどうかは興味深い問題である。

トウモロコシ S型細胞質雄性不稔株のミトコンドリアに存在する線状プラスミド様

DNASl、S2には転写産物が存在し、そのゲノム上にコードされている ORFは、タン

パクに翻訳されていると与えられている制。一方、前章で述べたように、環状のプラ

スミド様DNAでは、 S1、S2に見られるような長い ORFは存在しない。しかしなが

ら、テンサイ、ソラマメ、 トウモロコシ等の環状プラスミド様 DNAで、転7J:Pf...物がイf

在することが報告されている51)倒 61)61)。

本章では、イネの環状プラスミド様 DNAを材料に、転写産物の解析を行った。さ

らに Bl、B3に関して転写領境の解析を行い、相向性を有するトウモロコシのプラス

ミド様 DNAの転写産物との比較を行った。

第 1節 B 1転写産物の解析

本節では、最もサイズの大きいプラスミド様DNAである Blを材料に、転73産物の

解析を行った。 Blはトウモロコシのミトコンドリアに存在する1.9kbpの環状プラス

ミド様 DNAと密接に関連していることが、一次構造の解折から明らかになっている。

そこで、 Blの転写産物とトウモロコシのプラスミド様DNAで報告されている転写産

物について比岐を行い、一次情造の類似性が、転写産物として意味を持つ可能性があ
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るかどうか検討を行った。

2 -1 -1 実験万法

ミトコンドリア肘仙の抽出 第 l章のミトコンドリア DNAの抽出方法に従い、ミ

トコンドリアを取離した。但し、 DNase処理とそれに伴う洗浄操作は省略した。単離

されたミトコンドリアを Lysisバッファーに溶解し、 0.012%のprotβinaseKで65"C、

15分間、さらに 37"Cで2時113の処理を行った。フェノール:クロロホJレム:イソア

ミJレアルコー Jレ(25: 24 : 1)処理を 2同行い、エタノール沈殿で核般を回収した。

符られた松般を少量のTEパッファーに溶解し、 1mlの核酸溶液に対して19の割合

で CsCIを加えた。この溶液を 1.7Mの CsC1溶液に上崩し、 Beckm加 5W55ロータ ー

で 32，∞0叩m、16時間、 20"cの遠心を行った。 mtRNAは沈殿として回収され、 TE

バッファーに溶解後、エタノーJレ沈殿により混入する CsCIを除去した。

ノーザンハイプリダイゼーション 10μgの mtRNAに2.7μlの6Mglyoxal、8μl

の DM50、1.6μlの O.IMリン酸バッファー(pH7.0)を加え、 HzOにより 16μlに容量

を令わせた。サンプルを 50"Cで 1時間インキュベートし、電気泳動の試科とした。

またRNascによる分解を確必する目的で、 mtRNAをl∞μg/mlのRNascA(シグマ)で

37"C、 2u寺IIUの処理を行い、フエノール:クロロホルム:イソアミ Jレアルコール (25: 

24 : 1)処理を 2回行った後、 glyoxa1処理を行い、同時に泳動した。またマーカーと

して、 E.coli r11来の 165及び 235のrRNAを用いた。

~11気泳動は O.OIM のリン駿パッファー匂H7.0)を用い、 50V で 5 時間行った。泳動後、

マーカー及び mtRNAサンプJレを含むレーンの一部を切り出し、5OmMNaOHで2的子

113、2∞mMCH)COONa (pH 4)で10分間、 1∞mMTris-HC1 (pH7.5)で3的子間処理を行

いglyoxa1:を除いた後、エチジウムブロマイドで染色した。

トランスファー及びハイプリダイゼーションは、第 1章のサザンハイプリダイゼー

ションの方法と同様に行った。但しトランスファーの際、 20X55Cを使用した。
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転写領域の決定 図16B に示すように、 Blの配列を EωRI、HincII及び Sca1 ~こ

より pll、p12、p13に3分割し、それぞれをプロープとしてノーザンハイプリダイゼ

ーションを行った。

一本鎖特異的プロープによるノーザンハイプリダイゼーション 転写の方向を決定

する目的で、 E∞RIで切断した BlをM13mp18にクローン化した。符られたクロー

ンの中から、引をそれぞれ異なる方向にクローン化したものを選び出し、 一本鎖のフ

ァージ DNAを抽出した。この DNAをそれぞれランダムプライミング法74)の鈍地と

して用いて、一本鎖特異的プロープを作製した(図 16B、R、L)。

2-1-2 結果

図16は、 Blの転写産物の解析結果をまとめたものである。 mtRNAは、 CsCJ迫心

により精製を行っているが、プラスミド線 DNAの浪人を完全に防ぐことには成功し

ていない。一般にこの問題を解決するためには、 RNaseフリーの DNascIの使川、ある

いはアルカリ処理の RNAに対する効果を見たりするなどの対策がとられている。本

研究では、聞紙処理を行ったサンプlレを同時に泳動することで、 RNAに由来するシ

グナルを混入するプラスミド様 DNAに由来するものから区別した。

Blをプロープとしたノーザンハイプリダイゼーションにより、 RNase処理により消

失する 3本のシグナルが検出された(図16A、レーン 1，2)。マーカーの移動度より

計算したそれぞれの RNAのサイズは、 1300、1050、650ヌクレオチドであった。

転写領域を決定する目的で、 Blを3分割したプロープにより、それぞれノーザンハ

イプリダイゼーションを行った(図 16A、レーン 3人5及びB)0 13∞ヌクレオチド

のRNAはpl1及びp12に、 1050ヌクレオチドの RNAはpl1のみがハイプリダイズ

した。さらに pll内での転写領域を絞り込む目的で、約 250塩基の EcoRI-Xho 1断

片をプロープとしてノーザンハイプリダイゼーションを行ったが、 1300及び 1050ヌ

クレオチドの両方の RNAにハイプリダイズした(データ省略)。また段も小さい 650
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図 16 81!転写産物の解析 A) A・58CMSミトコンドリア RNAに対するノーザン

ハイプリダイゼーション Blの全配列(レーン l、2)、pll(レーン 3)、p12

(レーン 4)、 p13(レーン 5)、一本鎖特異的プロープ R (レーン 6)、L (レー

ン7)をそれぞれプロープとして使用した。但し、レーン 2はRNase処理を行った

RNAを泳動した。 B)ノーザンハイプリダイゼーションに用いたプロープ 転写領

成を決定する目的で BlをEcoRI、HincII、SωIでpl1、p12、p13に3分割し、それ

ぞれをプロープにノーザンハイプリダイゼーションを行った。また転写の方向を決

定する目的で、 M13を用いて一本鎖特異的プロープ (R、L)を作製した。
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ヌクレオチドの RNA は p13 が強〈ハイプリダイズし、 pl 1 及び p12 が~~ <ハイプリ

ダイズした。

さらに転写の方向を決定する目的で、一本鎖特異的プロープによるノーザンハイプ

リダイゼーションを行った(図 16A、レーン 6，7及びB)。その結果、すべてのむび

産物が Rの方向のむす:.m物であることが明らかになった。また RNaseにより消失しな

かったシグナlレは両βのプロープがハイプリダイズし、混入したプラスミド桜 DNA

に由来するものであることが碓J認された。

2-}-3 15"務

ノーザンハイブリダイゼーションの結果から、 Blには 13∞、 1050、650ヌクレオチ

ドの 3純類の転写純物が存在することが明らかになった。このうち長い 2つの RNA

は、どちらも 250填庄の EcoRI -Xho 1断片内に転写開始点が存在するため、 r，jJーの

プロモーターから転写され、異なる転写終結点を持つ RNAであることがぷ峻された。

また残る 650塩法の RNAは、分割プロープを用いた実験の結果から、 p13の1((前か

ら転写が始まり、 pllに入ってすぐのところで転写が終結していることが明らかにな

った。以上の結果から判断すると、 BlにはプロモーターがG:低2m所イバ1・することが

考えられるが、 13∞と 650ヌクレオチドの RNAが連続した長い RNAとして.'j;'与さ

れた後に、 2つの RNAに切断されるという可能性を否定することはできない。この

場合、 Blの全長に近い長さの前駆体RNAが存在するはずであるが、 プノスミド桜

DNAの混入によるシグナルのため、そのような RNAが存在するかどうか研r.ti1:!，するこ

とはできなかった。

Blはトウモロコシの1.9kbpのプラスミド様DNAと密接に閃iliしたものであるこ

とが、一次構造の比較により明らかになっている。このトウモロコシのプラスミド枯

DNAにも、転写産物が存在することが報告されているS3;。残念ながらその転写領域

は明らかになっていないが、相同配列に若目すると、 Blとトウモロコシのプラスミド
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機 DNAで、転写の方向は同一であると判断することができる。したがって 2つのプ

ラスミド様 DNAで保存されていた配列は、同一方向の RNA~こ転写されていることが

明らかになった。このことは 2つのプラスミド様DNAに存在した転写産物が、何ら

かの働きを持つことを示唆している。第 1章において、イネ及びトウモロコシの環状

プラスミド様DNAには、タンパクをコードする遺伝子の存在が考えにくいことを述

べた。タンパクに翻訳される可能性の低いこれらの RNAの機能を議論するためには、

より多くの情報が必要である。

一次構造の比較から、イネとトウモロコシのプラスミド様DNAの聞には多くの相

同配列が存花し、それらが何らかの働きを持つため保存されてきた可能性が示唆され

た。タンパクをコードする可能性の低いこれらの相同配列の機能として、両プラスミ

ド様 DNAにおける、転写調節領域としての働きが考えられる。しかしながらこれら

の相同配列は、 Blに関しては、転写産物の内部に存在していた。そのためこれらの配

列の機能として、転写開始点の上流に位置するタイプのプロモーターとしての働きは、

考えにくいものであることが明らかになった。

第 2節 B 3転写産物の解析

前節では Blに転写産物が存在し、 Blと密接に関連したプラスミド様 DNAである

トウモロコシの1.9kbp DNAにも、同一方向の転写産物が存在することを述べた。 B3

は、 一次構造の比較から Bl及びトウモロコシ1.9kbp DNAと関連すると思われる領

域を持つことが明らかになっている。そこで B3の転写産物について Blと同様な解析

を行い、関連する 2つのプラスミド様 DNAとの比較を行った。また残る B2、B4につ

いても転写産物が存在するかどうか解析を行った。
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2-2ー 1 実験方法

ノーザンハイプリダイゼーション mtRNAの抽出及びノーザンハイプリダイゼーシ

ョンは、前節の方法に従い行った。ハイプリダイゼーションは、 B3の配列を プロープ

として、サザンハイプリダイゼーションと同じ条件で行った。さらに B2、B4の配列

をプロープとして、ノーザンハイプリダイゼーションをfJった。

転写領域及び転写方向の決定 B3の配列を図17Bに示すように、 BglII、ScaIを用

いて p31、p32、p33に3分割し、それぞれをプロープとしてノーザンハイプリダイゼ

ーションを行った。また Blの場合同様、 M13mp18を用いて一本鎖特異的プロープを

作製し、転写方向の決定を行った。

2-2-2 結果及び考察

図17Aに示すように、ノーザンハイブリダイゼーションにより、 B3には 950、840

ヌクレオチドのシグナJレと、さらにそれよりややサイズの大きい弱いシグナルが検出

された(図 17A、レーン 1，2)。これらのシグナルはすべて、 p31、p32をプロープと

した際に検出され、 p33は非転写領域であることが明らかになった(図17A、レーン

3人5)。また転写の方向は、すべて図17Bに示された Rの方向であることが明らか

になった(図I7A、レーン6，7及び B)。

以上の結果から、 B3に存在した Bl及びトウモロコシ1.9kbp DNAとの相同配列で

ある C2、C)及びeは転写されており、さらに転写の方向は関連する 2つのプラスミ

ド様 DNAと同一であることが明らかになった。またトウモロコシ 1.4kbp DNAとの

相同配列は、転写されていないことが判明した。 トウモロコシl.4kbp DNAには転写

産物が存在することが報告されているが刻、この領域が非転写領域であることは、 B3

がプラスミド様 DNA問の組換えによって生じたという仮説を支持するものかもしれ

ない。

B3には 3種類の転写産物が存在するが、 Blの長い 2つの転写産物同様、転写領域
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図 17 83転写産物の解析 A) A・58CMSミトコンドリア RNAに対するノーザン

ハイプリダイゼーション B3の全配列(レーン l、2)、p31(レーン 3)、p32

(レーン 4)、 p33(レーン 5)、一本鎖特異的プロープ R (レーン 6)、L (レー

ン7) をそれぞれプロープとして使用した。但し、レーン 2はRN紙処理を行った

ミトコンドリア RNAを泳動した。 B)ノーザンハイプリダイゼーションに用いたプ

ロープ 転写領域を決定する目的で B3をBglII、ScaIで3分割し、それぞれをプロ

ープとしてノーザンハイプリダイゼーションを行った。また転写の方向を決定する

目的で、 M13を用いて一本鎖特異的プロープ (R、L)を作製した。
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がオーバーラップしていた。このことは B1の場合問機、共通の転写開始点より転写

が開始し、異なる終結点で終了したか、あるいは転写後の RNAの切断により異なる

長さの RNA種が生じたことが与えられる。

さらに、残る B2及びB4に転写産物が存在するかどうか調べる目的で、同様なノ ー

ザンハイプリダイゼーションを行った (図18)。両者をプロープにした場合でシグナ

Jレが得られ、転写産物が存在することが明らかになった。

A 

.... 1000 

... 600 

... 400 .... 490 

B 

図 18 82友ぴB4転写産物の解析 B2(A)及びB4(B)の配列をプロープとし

てA・58CMSミトコンドリア RNAに対してノーザンハイプリダイゼーションを行つ
T~ 

I~ 。
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第 3章 プラスミド様 DNAと核 DNAの相同性

高等植物のミトコンドリアゲノムは、他のオJレガネラゲノム由来の配列を数多く取

り込んでいることが報告されている 16)川同制叫州川叫州。同様な特徴をプラスミ

ド棋・ DNAについても苧げることが可能である。トウモロコシの S137) 及び 2.3kbp叫

の線状プラスミド綿 DNAさらに Brassi，臼の線状プラスミド様DNA叫は、いずれも葉

緑体 DNAの配列をめすることが報告されている。トウモロコシの場合、プラスミド

桜 DNAにイ{イJ:する配列は、明らかに策総体起倣のものであり、したがって配列の転

移は、 j主総体からミト J ンドリアのプラスミドfJDNAへの方向のものと判断される。

環状のプラスミド叫 DNAでは、葉緑体DNAとの相向性は報告されていないが、一

部のものが核 DNA と ~nrlÍJ性を持つことが知られている刈則的。しかしながら、総状

のプラスミドぬ DNAの場合と異なり、.ffl向性をイfする核 DNAの配列が明らかになっ

ていないため、転移の}jlI1Jを決定することはできなかった。本研究では、イネのプラ

スミド紘DNAを材・料に、松ゲノムに存在する.fIHII]配列の解析を行い、オルガネラ聞で

の配列の転移のプIjfilJ及びそのメカニズムについて宅・察した。

第 1節 8 1相同配列

イネ細胞質ldt性不稔株 A・58CMSのミトコンドリアに存在する環状のプラスミド掠

DNA 81 -84は、 ミトコンドリア主ゲノムとの相向性を欠き、また A・58やフジミノ

リ等の日ふ稲では、ミトコンドリアゲノムにプラスミド様 DNAの配列を全く欠くこ

とが明らかになった(那 l章)。 プラスミド様 DNAの配列がイネにとって必須のも

のであるならば、 n*稲ではその配列は、ミトコンドリア以外のゲノムに存主してい

る可能性が向い。実際、 トウモロコシの環状プラスミド様 DNAで、核ゲノムとの相
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向性が報告されている叫幼。

本節では、最もサイズの大きいプラスミド様 DNAである 引 を材料に、 A・58CMS 

の松ゲノムにその相同配列が有イ{するかどうか、サザンハイプリダイゼーションによ

り解析を行った。さらに、ミトコンドリアに 81の配列のイ'f1{しない日本舗を材料に、

同紙な解析を行った。

3 -1 -1 材料と方法

去墜並並 イネ細胞質雄性不稔株 A・58CMS及び日本稲 A・58に加えて、同紙な下

法により日本稲フジミノリ及び H・105の極子より懸濁培養細胞を作出した。

松 DNAの抽出 イネの懸濁培長細胞をナイロンメッシュをJI1いて集め、抽出バッ

ファー ・ ぼ泌中で海砂と共に、乳鉢と乳絡を用いてすりつぶした。 4~国のガーゼ、さ

らに 2霊のミラクロスで雄過後、 10.α)()Xg、4t、10分間の池心を行った。沈殿し

た粗核分画を過飽和ショ樹液"に懸濁し、 B∞如1加 SW28ローターで 25.000巾m、4t、

21時間のilk心を行った。表面iにフィルム上に浮上した拡をIfl]収し、 2Mショ精液...~こ

懸濁し、さらに10.∞OXg、4'C、 20分間の遠心を行い沈殿として核を回収した。作

られた桜を 9mlの50mMTris-HCI(pH7.5)・10mMEDTAに懸濁 し、 1 mlの20%SDS 

を加えて拡を溶解させた。さらに l∞μg/mlになるように PrOlcinaseK (ベーリンガ

ー)を加え、 37tで2時間処砲を行った。最後にフェノール:クロロホJレム:イソア

ミルアルコーJレ (25: 24 : 1)処理を 2同行った後、 2併科のエタノールを加え、出現

した繊維状の DNAをすく いあげた。

・抽出バッファー 10 mM MESパッファー(pH6.0)

10 mM CaCI2 

3 mM MgCI2 

2Mショ桔

叫過飽和ショ精液 2∞gのショ糖を100tにしたl∞mlの1mM CaC12に

溶かし、 4'Cに一晩おいたもの

州市 2Mショ糖溶液 34.2gのショ糖を50mlの1mM CaClzに溶かしたもの
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ゲノミックサザンハイプリダイゼーション 10μgの桜 DNAとlμgのミトコンド

リア DNAをEcoRIで分解し、 0.8%のアガロースゲルで分離後、第 1宣言の方法に従い、

81の配列をプロープにサザンハイプリダイゼーションを行った。

3-1ー2 結果

イネのプラスミド犠 DNAは、ミトコンドリア主ゲノムとの相向性を欠くことが明

らかになったが、他のオJレガネラゲノムと何らかの関係を持つ可能性があるのか調べ

る目的で、 81の配列をプロープとして、 A・58CMS及びA・58の板 DNAとサザンハイ

プリダイゼーションを行った。核 DNAをオJレガネラ DNAの混入なく抽出することは

凶難であるため、混入するプラスミド様DNAを配慮する目的で、使用する制限酵ぷと

して 81を切断するものを選んだ。また同じ制限酵素で切断したミトコンドリアDNA

を同時に泳動し、プラスミド様DNAに由来するシグナlレから区別した。プロープは、

混入するプラスミド様 DNAにハイプリダイズしているが、ぞれ以外にも数本のシグ

ナルが積出され、 ん58CMSの核ゲノムに 81と相同な配列が存在することが明らかに

なった(図 19、レーン 1，2)。

日本稲 A・58は、 A・58CMSと同ーの核ゲノムを有し、ミトコンドリアにプラスミド

掠 DNAが存在しないため、核 DNA拍出の際に、ミトコンドリア DNAの混入を配慮

する必要がない。 A・58のハイプリダイゼーションのパターンは、 A・58CMSのパター

ンより、プラスミド様 DNAの混入によると考えられるシグナJレを除いたものに等し

い。したがって A・58CMSとん58の核ゲノムは、 81相同配列に関して同一であるこ

とが明らかになった (関 19、レーン 3，4)。

トウモロコシの SIは、葉緑体DNAの配列を持つことが知られている。そこで 81

をプロープとして、イネ葉緑体 DNAに対してサザンハイプリダイゼーションを行っ

たが、シグナJレは検出されなかった(データ省略)。したがってゲノミックサザンハ

イブリダイゼーションで検出されたシグナルは、核 DNAに混入した葉緑体DNAに因
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図 19 81をプロープとした妓 DNAサザンハイブリダイゼーション A 

ミトコンドリア DNA(レーン 1)、核 DNA(レーン 2)及びA・58のミ

アDNA(レーン 3)、核DNA(レーン 4)を EcoRIで切断して泳動しf

のミトコンドリア DNA、10μgの核 DNAを使用した。
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ゲノミックサザンハイプリダイゼーション 10μgの核 DNAとlμgのミトコンド

リア DNAをEcoRIで分解し、 0.8%のアガロースゲJレで分離後、第 1章の方法に従い、

81の配列をプロープにサザンハイプリダイゼーションを行った。

3 -1ー2 結果

イネのプラスミド様 DNAは、ミトコンドリア主ゲノムとの相向性を欠くことが明

らかになったが、他のオJレガネラゲノムと何らかの関係を持つ可能性があるのか凋ぺ

る目的で、 81の配列をプロープとして、 A・58CMS及び A・58の核 DNAとサザンハイ

プリダイゼーションを行った。核 DNAをオJレガネラ DNAの混入なく抽出することは

困難であるため、浪人するプラスミド様 DNAを配慮する目的で、使用する制限酵素と

して 81を切断するものを選んだ。また同じ制限酵点で切断したミトコンドリアDNA

を同時に泳動し、プラスミド様 DNAに由来するシグナルから区別した。プロープは、

混入するプラスミド様 DNAにハイプリダイズしているが、それ以外にも数本のシグ

ナルが検出され、 A・58CMSの核ゲノムに 81と相同な配列が存在することが明らかに

なった(図 19、レーン 1，2)。

日本稲ん58は、 A・58CMSと同ーの核ゲノムを有し、ミトコンドリアにプラスミド

犠 DNAが存在しないため、核 DNA抽出の際に、ミトコンドリア DNAの混入を配慮

する必要がない。 A・58のハイプリダイゼーションのパターンは、 A・58CMSのパター

ンより、プラスミド様 DNAの混入によると考えられるシグナルを除いたものに等し

い。したがって A・58CMSとA-58の核ゲノムは、 81相同配列に関して同一であるこ

とが明らかになった (図 19、レーン 3，4)。

トウモロコシの S 1 は、~緑体 DNA の配列を持つことが知られている。そこで引

をプロープとして、イネ葉緑体 DNAに対してサザンハイプリダイゼーションを行っ

たが、シグナJレは検出されなかった(データ省略)。したがってグノミックサザンハ

イプリダイゼーションで検出されたシグナルは、核 DNAに混入した葉緑体 DNAに因
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図 19 81をプロープとした核 DNAサザンハイブリダイゼーション A・58CM$の

ミトコンドリア DNA(レーン 1)、核 DNA(レーン 2)及び A・58のミトコンドリ

アDNA(レーン 3)、核 DNA(レーン 4)をEcoRIで切断して泳動した。 lμg

のミトコンドリア DNA、10μgの核 DNAを使用した。
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るものではないことが明らかになった。

Uノド稲 A・58及び同一の核ゲノムを有する細胞質雄性不稔株 A・58CMSの核ゲノム

に存在した Bl相同配列は、 A・58の核ゲノムにのみ存在するものなのか、あるいは広

く日本稲一般に存在するものであるのか明らかにする目的で、日本稲フジミノリ及び

H-I05を材科に、ゲノミックサザンハイプリダイゼーションを行った。その結果、す

べてのイネでん58と同じパターンが得られ、 Bl相同配列が日本稲の核ゲノムに一般

的に存イ上することが明らかになった(図 20)。

3-}-3 考察

イネ細胞質雌性不稔株 A・58CMSのミトコンドリアに存在するプラスミド様 DNA

Blは、ミトコンドリア主ゲノムとの相向性を欠くが、日本稲の核ゲノムにその相同配

列がイfイtすることが明らかになった。核ゲノムとの相向性は、 Blと密接な関連が ー次

構造の餅析により示されたトウモロコシ1.9kbp DNAでも報告されており刻、これら

のプラスミド様 DNAにとって本質的な特徴と考えることができる。

ミトコンドリアに存在するプラスミド様 DNAの相同配列が、核ゲノムに存在した

という'炉実を品明するには、 3つの解釈を考えることができる。その一つは、プラス

ミド級 DNAの配列が核ゲノムに転移した結果、相同配列が生じたというものであり、

もう ーつは逆に、牧ゲノムの配列がプラスミド様DNAの起源であるという考え方で

ある。どちらの場令も、高等地物では 4 般に見られるオlレガネラ聞の配列の転移を怨

定している。トウモロコシの線状プラスミド様 DNASl)7)及び2.3kbp DNA叫)では、

プラスミド様DNAと葉緑体 DNA聞での配列の転移が報告されているが、この場合は

プラスミド様DNAに存在している配列は、葉緑体の機能にとって必須な遺伝子に対

して相[ti]なものであり、転移の方向は明確である。しかしながら、イネのプラスミド

様 DNAの場合、 一次構造の解析からは核ゲノムに存在する既知の配列との相向性は

検出されておらず、サザンハイプリダイゼーションの結果だけでは、転移の方向を議
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図 20 81をプローブとした日本稲核 DNAに対するサザンハイブリダイゼーショ

ン A・58CMS (レーン 1)、 A・58(レーン 2)、フジミノリ(レーン 3)、 H・105

(レーン 4)の核 DNAをEcoRIで切断し、 Blの配列をプロープとしてサザンハイ

プリダイゼーションを行二った。
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諭することはできない。

残る 4 つの可能性は、ウイ Jレスゲノムのような外来の配列が、ミトコンドリアと核

の両方のゲノムに別々に入ったという考え方である。イネのプラスミド様DNAが、

ミトコンドリア主ゲノムとの相向性を欠き、プラスミド梯 DNAの配列を全く持たな

いイネが存在するという事実は、プラスミド様DNAの配列が外から入ってきたとい

うモデルにより説明することができる。しかしながら、ミトコンドリアと核の両方の

配列が、そのような外来配列の取り込みによるものなのか、あるいは片方のゲノムで

外来配列の取り込みが起こった後、前述の2つのモデJレで考えたような、オルガネラ

11日の配列の転移が起こったものなのか、明確ではない。

ミトコンドリアにプラスミド様DNAの存在する細胞質雄性不稔株A・58CMSの核

ゲノムに存在した相同配列は、プラスミド様 DNAを持たない日本稲 A・58の核ゲノム

にも存在し、サザンハイプリダイゼーションの結果から、両者に存在する Bl相同配

列は[0]-と判断された。したがって A・58CMSの核ゲノムに存在する Bl相同配列は、

少なくとも絞殴換前に A・58に存在したものであり、核置換後に Blの配列が核ゲノム

に転移したものではないことが明らかになった。また他の日本稲フジミノリ、 H・105

をmいた実験から、 A・58の核ゲノムに存在した Bl相同配列は、日本稲に広く存在す

るものであり、その起源が少なくとも日本稲の起源にまで遡ることが示唆された。

日本稲では一般に、ミトコンドリアにプラスミド様 DNAが存在しないが、その核

ゲノムにはプラスミド様 DNAの相同配列が存在した。プラスミド様 DNAに何らかの

機能があるとすると、ミトコンドリアに Bl~ B4の存在しない日本稲では、核ゲノム

に作在する相同配列がその機能を補っていることが考えられる。しかしながら、 A・58

CMSの細胞質が由来するインド稲ChinsurahBoro 11をはじめ、インド稲と日本稲の共

通の祖先種にあたるOryzarufipogon、アフリカで栽培されているα戸aglaberrima、さ

らにはその野生種にあたるOヴzabar曲h・の核ゲノムにも、プラスミド様 DNAの有無に

かかわらず、 Bl~ B4に対する相同配列が存在することが報告されている同州。
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第 2節 8 4相同配列

前節では、イネの核ゲノムにプラスミド様 DNAに対する相同配列がイHI:すること

が示された。これらの配列が、プラスミド様 DNAとどのような関係にあるものなの

かを明らかにする円的で、核ゲノムに存在する相同配列をクローン化し、 町手次情iEの

決定を行った96)。柑物材料としては、ミトコンドリアにプラスミド犠DNAがイ1=布し

ないため、ライブラリー作製の際、ミトコンドリア DNA の混入を配慮する必~:・のな

い日本稲フジミノリを選んだ。またプラスミド様 DNAとしては、サイズが最も小さ

くかっサザンハイプリダイゼーションの結果から、核ゲノムに存在する~HruJ配列のコ

ピー数が比較的少ないと判断される B4を選んだ。

3-2-} 尖験方法

核 DNAの抽出 フジミノリの懸濁培養細胞より第 l節の方法に従い、松 DNAを抽

出した。

ゲノミツクサザンハイプリダイゼーション 30pgのフジミノリ松 DNAをBamHI

で完全タM再し、 0.7%のアガロースゲJレで泳動した。第 1章の)ft;去に従い、B4の配列

をプロープとしてサザンハイブリダイゼーションを行った。

ゲノミックライブラリーの作製 フジミノリの棋 DNAをSau3AIで部分分解した後、

ショ精密度勾配述心により 15~23 kbpのDNA断片を回収した。この DNAをファージ

ベクター EMBL3のBamHIサイトにライグーションし、インヴィトロパッケージング

を行ってライブラリーを作製した。

プラークハイブリダイゼーション 30万のライプラリーをE.co!J P2392を術主とし

て6枚のプレートにまき、ニトロセルロースのメンプレンにトランスファーした。こ

のメンプレンを 0.4N NaOH、1.5M NaCIを浸した油紙上に 5分間iriき、あい、て 0.5M 
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Tris-HCl (pH8.0)、1.5MNaClで5分間中和後、 2XSSCで洗浄し、 80"cで2時間変性

した ONAを同定した。ハイプリ ダイゼーション及び洗浄は、サザンハイプリダイゼ

ーションと同じ条件で行った。

サプゲノミックライブラリーの作製 フジミノリ核 ONAをBam聞で完全分解し、

アガロースゲJレ電気泳動及び NaCl密度勾配達心により、ゲノミックサザンハイプリ

ダイゼーションにより明らかになっている、B4相同領域を含むサイズの断片を分画し

た。得られたl何分に B4相同領域が含まれることをサザンハイプリダイゼーションに

より確認した後、ファージミド BlucScriptIIのBam問サイトに導入し、形質転換を行

った。宿主は E.coli H8101を用い、 一部 E.coli ERl647を用いた。また形質転換は

ER凶47を用いた場介はエレクトロポーレーション刊により行った。

コロニーハイプリダイゼーション 50万のサプライブラリーをニトロアセテートの

メンプレン l二に まき、レプリカを 2枚とった。このメンプレンを 150μ g/mlのクロラ

ムフェニコールを合むしB培地に移し、さらに12時間培養を行った。このメンプレン

を10%SOSを以 した油紙上に 5分間置き、続いて0.5NNaOH、1.5M NaCl上に10分

間、さらに0.5M Tris-HCI (pH8.0)、1.5M NaCl 1:に 10分間、最後に 2XSSC上に 5

分間置いた。 80"Cで 1時間 ONAの国定を行い、 0.1%SOSを含む 6XSSCで洗浄後、

プラークハイプリダイゼーションと同じ条{午でハイプリダイゼーションを行・った。

一次構造の決定作られた B4相同領域を合むクローンの制限酵素地図を作成 し、

サザンハイプリダイゼーションにより 84相fuJ領域をさらに絞り込んだ。 一次構造の

決定は、サンガ一世;81}により行った。

3-2-2 結果

日本稲フジミノリは、ミトコンドリアにプラスミド様ONAが存在しないばかりで

なく、ミトコンドリアゲノムに B4と相同な配列が存在しない。また葉緑体ゲノムに

もB4に相同な配列がイバ王しないため、核ゲノムに存在する B4相同配列のクローン化
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の際、他のオJレガネラ DNAの混入を与える必要がなく tf都令である。

関21は、 84をプロープとしたフジミノリ核 DNABam HI分解物に対するサザンハ

イプリダイゼーションの結果をぶしており、 5本のシグナJレが検出された。 84の配列

中にはBam印サイトが存在しないため、フジミノリの核内には B4相同領域が5問所

存在することが考えられた。しかしー次構造の解析の給*から、 3.3kbp (A)及び>23 

kbp (A ')の 2つのシグナJレは、出lSf[7(換によって 84相fi;J配列内にB抑 HIサイトが!!:.

じたため、 lつの 84相同配列が2つの断片に切断された結果生じたものであることが

明らかになった。このことからフジミノリの核ゲノム内には、 A (3.3 kbp + >23 kbp)、

8 (4.6kbp)、C (3.8 kbp)、D (3.6 kbp)の4箇所の 84~IHtiJpJt域が存在することが

IYjらかになった。

kbp 

4← A' 

4 ト 4.6B 

....-3.8 C 
4← 3.6 0 
『恥 3.3A 

図21 84をプロープとした被 DNAササ'ンハイブリダイゼーション フジミノリ

核 DNAをB制問で切断し84の配列をプロープとしてサザンハイブリダイゼーシヨ

ンを行った。フジミノリの核ゲノム内に 84相同領域が4筒所 (A-0)存在するこ

とが明らかになった。
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それぞれの B4相同領域をクローン化し、その一次情造を決定する目的で、フジミ

ノリ抜 DNAを抽出し、 Sau3AIで部分分解を行い、ファージベクター EMBL3を用い

てグノミックフイプラリーを作製した。 30万のライブラリーをスクリーニングしたと

ころ、 401'407の7つの陽性クローンが得られた。それぞれのクローンからファー

ジDNAを抽出し、制限酵素地図を作成した。図 22Aは401-405、407によってク

ローン化された領域の制限酵素地図である。 6つのクローンに共通する領域があり、

|ロlーの B4~llrn)領域をクローン化したものであることが明らかになった。さらにこれ

らのファージ DNAをBam聞で切断後、 B4の配列をプロープとしてサザンハイプリダ

イゼーシゴンを行った。いずれのクローンでもプロープは、 3.3kbpの断片とアーム

を合む断片にハイプリダイズした。このアームを含む断片は、おそらく >23kbpの断

片・の一部をクローンイヒしたものと考えられる。したがってこれらのクローンは、 Aの

シグナルに対応する B4相同領域をクローン化したものであることが明らかになった。

方406は、他のクローンと制限酵素地図が異なり(図 22B)、サザンハイプリダイ

ゼーションにより Bのシグナルに対応するB4相同領域をクローン化したものである

ことが明らかになった。

G 

A.J 

S 

s..l 

BS3 B GSGG SCXお
111 1 11 1 I 1 11 

Puv白'uI 

S s3 G B 
1 11 1 1 

B cm BG G G 
l IL 11 1 I 

地e~gJ"

4 Skbp ~ 

図 22 94相同領減A友びBの制限醇素地図 9: Bam HI， G : BgJ 11， S : SaI 1 ボ

ックスは B4相同配列を表す。
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領域 Aに存イ正する B4相同配列を明らかにする目的でクローン 401を選び、サザン

ハイプリダイゼーションによりさらに B4相同領域を1.4kbpのH3cIO-BgJ 11断)¥・まで

絞り込み、 一次構造の決定を行った。函 23I立、決定された一次構造をぶしており、

配列が21主になっている部分が B4相同配列で、下段は対応するB4の配列を示してい

る。核の配列に15泡Jt:の何人があるものの、約 650bpのB4相同配列がili統的に(f{f.

し、 85%の相向性を示した。興味深いのは、相同配列の外側に 2Jl基のln換があるも

のの、 17塩法より成る反復配列が存在していた点である。

同様な解析をクローン 406についても行った。 B4相同領域を0.6kbpのPvu11・AluI 

断片まで絞り込み、 -次構造の決定を行った。図 24は決定された 4 次情込をぶして

おり、約 250bpのB4相同配列が述続的に存在し、 94%の相向性を示した。，fIj[.i)領域

の外側には領域 Aで見られたような特徴的な配列は見られなかった。

イネのゲノムサイズから計11して、 30万のライプラリーは、シングルコピーの配列

をクローン化するのにも充分な大きさと考えられる。領域 Aに関しては6つの臨11ク

ローンが得られているにもかかわらず、 C及び Dの領域に対応するクロ ンは符られ

ていない。したがって何らかの理由で、これらの配列はライブラリーに入りにくいも

のであると考えられる。残るこれらの配列をクローン化する円的で、フ Yジミノリ松

DNA BamHI分解物から 3.3-4.6kbpのサイズの断片を合む領域を阿収し、ファージ

ミド BlueScripl11を)TJいてサプライブラリーを作製した。 B4をプロープとして 30万

のサプライブラリーをスクリーニングしたところ、 6つの脇ヤ主クローンが何られた。

得られたクローンの制限酵.Jl;地図を作成したところ、クローン 415は-pJj域 A、クロー

ン414は領域 BのBamHI断片をそれぞれクローン化したものであることがゆjらかに

なった。残る 4クローン (411、413、416、417)は、 3.6kbpのB抑 HI断片・がクロー

ツ化されており、 DのシグナJレに対応する B4相同領戚をクローン化したものであっ

~. 

'ー。
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GGCCGAGGCGATTTGGGGAAGTTTTTTTAATTTCCTTTCTTTCTTTTCAGGGGATTTTGCTGCTTCTGCT 

GCCCTCTTGCGGATGAGGATTATTCGGGTGTTTGAGTGGCGTGGGGCTGGGGATTGGGTACTGTCGTGCT 

GACTGTGGTGTGGGAGTAGCAGAGAGTTTGGGCCGTCGTCGTTTGGCGGTTCGGCCGTCCGTCAGTCCGG 

ACTCCGGGAGGCGGAGGGAACTTTATTCAAAAACGGGGAGAGGATTTTTAACGGTGGATTTTGTGCGTGT 

TTTGCGAATGTATGAACTTTAACCGTATAAGGATTAATATGTTATCGTACCAACATTAATCTGGATGCCT 

AGTTTAGTTTGTGTACTAATCAGTTCTCTATGTTTTGATGGTAGATACTCCCTCTGTACC~滋滋
腹立窓AACATCACTAAACCTATGTTCTAACTTCGAAAACAGGTCTTCTCGGCCTTTTTTTCTCAATAC

... .............. . .. .. -・・・・・ ・・・・・・・・
白ー ........... ...............， •••••••• .. . ・............. . .. .司・ー匂

AACCTCACTAAACCTATGCTATAGCTTCGAAAACAGGCCTTCTCGGCCTTTTTT-CTCAATAC 

ACGTATCCTCATATACGTAACTCCGATGGCAACATCGCTAACTGTTCCTAATAACGGGACTAACCTCTTT 
........ . .. .... .. ... .. ............................. ... . 

一一 一一一一 一一一・ー ー ー・・. .. 今 ーーー ーー ・・.. ........ ....... ...・・ e ・ーーャ・・・..・・. . .. .... ・・・ ・・ ー ー -

ACGTATCCCCGTACACGTGACACCGGTGTAAACACCGCTAACTCTTCCTAACAACGGGACTAGCCTCCTT 

ACAACCGTAACCGCCGTGCTTTCCTTTACTCCGATAAGTACTCCCTCCCCAAGGAAGTACTTATCTCACT 
一 一一一一一一一一 一 .......... ・・・・・・ ・・ ・・・・・ 0 ・............ ............ーャー

ム企 白ー ー白E ・E ・・・・・・・ ・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・白...... ・..................•• 

ACAACAAGAACCTCCGCAGTTTCCTTTACTCCGATAAGTACTCCCTTCCCAAGGAAGTACTTATCTCACT 

TCCACAAAAATAGCAAACACTAATATTTCTTTGCTCCGAGGAATCCTACCTTCCCCAAAGGTAGAATCCC 
.... ... ........................................ . ー......................................• ・.・・ ・・ ・ ・・ ・ ・・・・・・・・・・・

TCCACGAAAACATTCAACATTAGTTTTCCTTTGCTCCGAGGAATCCTACCTTCCCCAAAGGTAGAATCCC 

TCTCACTTAAAAACACTAGACATTAGGGTACTAAAAAAACGCATGGTTTCCGGGCTCGCCTCTTTGAGGG 
-・・・・・・・ ・・・・・・・・・・ ・・ ・・・・・・・・・・...... ......................... . 
・・・..... .......... ....... . ・・・・・...... .... . 

TCTCACTTTAAAACACTAGGGTTTTGGGTACTAAAAAAACGAGTGGTTTCCGGGCTCGCCTCTTCGAGGG 

GCCTTCGCTCGGGGACAACCTCGCTCTGGGTCTTACCCACCCTCGAGTTTAATCTCGGGTGGGCCCTTAG 
一 一ー ムムム 企白白ー・...... ・・・ ・・・・・・ ・・・・.......... ...................・・ ・・・・ E 匂匂匂 一一ーャ ー一一

白色ー・ B ・・ ・.... ・‘ーーー.....・ ・・・・・・・・・・・・・・・・ ・田.......... ・・・・ ・・・・.， .........匂匂

GCCTCCGCTCGTGGACAACCTCGCTCCGGGTCTTACCCACCCTCGAGTCCAATCTCGGGTGGGCGCTTAG 

GCATACCCTATTCACTGGACCGGA-TCCGCATCCTAATCCAAACAAAATACATACTAGATCCTAGACTTC 

GCATACCCTATTCACTAGACCCGAATCC・---一一ーー・一-ATAAATGCATAACTGATGGCAG-CTTC

ACAAACCTGGTGATCGGCATACTGCATACCTACACGTCCAGTCA---TT-GGGATCGAGTGAAAAGCACA 
. . .. .. .. ....... ......... ........... ............... ... . 
- ・ ・・ ・・ ・・ ・・・・・・・ ・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・ ・- ・・・・・・・・・ ・・ ・・ ・・・

G-ATAACT-GTCATTGGCATACCGCATACCTATACGTCCAGTCAAGGTTCGGGATCGAGGGAAAGACACA 

AGTGTATGACACACTCAAATGTCATATTTCACTGTGTTCAGAAACACATTCATTCACTTCCAAGAAACTT 
会ム ーー・ーー ・ ・...... .. .. .................. ... . ... .... . 

企 白ー ーー...・・ ・・...... ... . ... .......... . ・・・.. ......匂守 司

TGTGCATGACATGACAAAACGTGATATTTCACTGTGTTCAGTAACTCCTTCCCTCACTACAAAGAAACCC 

TTCAiCTAGTTTACTTGAACCCCTTTCAACTAAl~議滋お1J:.Ç;ACCTTCTTACCTATCATCGGTC

TTCATCTAGTTGACTTGAACCCGATTCAACT 

CACAAATCGAAAAGTTTTATCTCTTCAATACCCCTCGCCTACCCACCCATCAGTATATTAATTAGCGGTA 

TTTTGGTCATTTGTCTCTCCCCTTGAGAGTAAGTTTAATAGTATAACCTATCGTTGGCTCCAAAAATCTC 

CACATCAGCAATAGAGCTAGAGGGTGTTTAGATCT 

図23 84相同領域Aの一次構造 シークエンスが二重になっている部分が B4相

同配列で、下設は対応する B4の配列を示す。あみかけした配列は相同配列の外側に

存在した不完全ながら 17塩基よりなる反復配列である。
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CTCATGCCCTGTGCAGAAATATTCATGCTAGCCATCTCTGGGCATCCTTATACAAGACAGACAATATCCC 

TCCC 

TAAGGAAATACTTATCTCACTTCCACGAAAAAAAGTAAACACTAGTACTCCTTTGCTCCGAGGAATCCTA 

-AAGGAAGTACTTATCTCACTTCCACGAAAACAT-TCAACATTAGTTTTCCTTTGCTCCGAGGAATCCTA 

CCTTCTCCAAAGGTAGAATCCCTCTCACTTTAAAACACTAGAGTTTTGGGTACTAAAAAAACGAGTGGTT 

CCTTCCCCAAAGGTAGAATCCCTCTCACTTTAAAACACTAGGGTTTTGGGTACTAAAAAAACGAGTGGTT 

TCCGGGCTCGCTC-CTTCGAGGGGCCTCCGCTCATGGACAACCTCACTCCGGGTCTTACCCACCCTCGAG 

TCCGGGCTCGC-CTCTTCGAGGGGCCTCCGCTCGTGGACAACCTCGCTCCGGGTCTTACCCACCCTCGAG 

TCCAATCTCGGGTGGGCGCTTAGGCATACCCTATTCACTTGGATATTCAGAATATTCAATTTGGCACTAA 

TCCAATCTCGGGTGGGCGCTTAGGCATACCCTATTCACT 

CTGGCTTTTTGACTGTATTGAAGGTCTATATCGTATGAGTGTGCCATGTTCTTATGGTTCTTTGGAGGAA 

CTGGTTTGTGAGGAATGAACTCATCCATGATAAAGTAGCCCCGCCAATTGAGGTCTCAAAGAGATTCATT 

GTAAGCTATGTAGACACACTGTTTTAAATCCGGCAAAATCCTTCTATCGACCTGGTAAAGGGCAAATATG 

GTTAATTCAGTCAAGGAATCGCCAAGATCCCATGCCTCGCCCAAGCCTCAG 

図 24 84相問領域Bの一次4構造 シークエンスが二重になっている部分がB4相

同配列で、下設は対応する B4の配列を示す。

図 25は、 Dのシグナルに対応する 3.6kbpのBamHl断片の制限酵素地図を示してい

る。サザンハイプリダイゼーションによりさらに B4相同領域をBamH1・BslEII断片ま

で絞り込み、一次構造の決定を行った。図 26は、決定された一次構造を示し、配列

が2重になっている部分が B4相同配列、下段が対応する B4の配列である。この領域

に特徴的なことは、比較的短い B4相同配列 (53旬、 41旬、 75bp)が3箇所に分散

して存在していた点である。これらの配列は、プラスミド様 DNA上でも連続して存

在していたものではなく、また B4上で存在する順番も異なっている (53旬、 75旬、

41 bp)。相同配列と非相同配列の境界には、領域 Aで見られたような特徴的な配列
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8amHI 8st EII Acc I Sac I Accl 8amHI 

~ 
Hin cll Hincll 

咽. • 1 kbp 

図 25 84相同領援Dの制限醇素地図 ボックスは 84相同配列を示す。

は見られなかった。

HBIOlを宿主とするサプライブラリーから 6つの陽性クローンが得られたが、領域

A及び領域 Bをクローン化したものがそれぞれ lクローン、領域 Dをクローン化した

ものは 4クローン符られたが、領域 Cをクローン化したものは得られなかった。 30万

のライブラリーは、サイズによる分画の効率を考えると、すべての配列を合むに充分

な大きさである。領域 Cの配列がサプライブラリーに含まれなかった原因の 1っとし

て、この領域の配列がメチル化されていたためHBlOlの細胞内で分解が起こったこと

を考え、メチJレ化部位切断活性を持たないERl649を宿主として、 20万のサプライブ

ラリーを作製した。 84の配列をプロープとしてスクリーニングを行ったところ、領域

Aをクローン化したものが1つ、領域Bをクローン化したものが7つ待られたが、領

域 C の配列をクローン化することはできなかった。
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GTGTCAAGAACCTCGCCGCCACGAGGGAGGCGTGGCGCCCTCGTTAATGCTCCGGCCATGAACGCCGTGC 

CCGTGAAACCTGTTCCATTCCAAGTGAAAGACCAGCAGCTGCGCGCCTTACCTTCTAGTAAAGGGCGAAT 

CGAGT 

G-TTTCCGGGCTCGCCTCTTCGAGGGGCCTCCGCTCGTGGACAACCTCGAAAAGTCTTAATCATCCTGGT 

GGTTTCCGGGCTCGCCTCTTCGAGGGGCCTCCGCTCGTGGACAACCTCG 

GCTATATGAAAAAGGCCGTGCGTGCTAGAACTCTCCGTTTCTGGCATGCTATAGTTCTTTTAGTCTCTCG 

ACGACGGGAATGGGAGATGACCGGTAAGCCAGATGCTTCGCGAACCACCGGCTCTTCGATCTCTATCTCT 

GCGTTGCACTCCGAGTAAAGATATACCTCCATTCCTTTTCAGAAGGGTTCTTCCCTGTGCTATAATGCTG 

AACTAAGGACGTTCCGCCTTATCTATAGAAGCTTACTGGGATGATACCCCTGGAGGGGGGGATCATTCAA 

AGCTTACTGGGATGATACCCCTTGAGGGGGGGATCATTCAA 

GTAAGGTTTCTGGCTCTTTCTTTGTCGTAAGGTCTAGAGTTGGACAACCATCATAGCACTCGCCCGCTAT 

GTAAGG 

ATTCACCCTAGCCCACAAGCACAAATCTTCGGCGGGTCTCTTTATATGTCTTGTCCAGAAAGAGGAGGAG 

CACATACATTTCTTTAAAAAAAGGTAAAGCGTTCCCTCGCTACAAAGAAACCCTTCATCTAGTTGACTTG 

CGTTCCCTCGCTACAAAGAAACCCTTCATCTAGTTGACTTG 

AACCCCATTCAACTCAACTCGATTTCAGGTTTTGCTGGAGGTACTAACCACTTAGTGATCGGTCCGCTAG 

AACCCGATTCAACTCAACTCGATTTC 

TGCTTCCTTATAAAATAATATATAGCTAGCTGTAGTAGAAATGGGGTAGTGCATTGACCTTACTCAGTTT 

ATTAGTGCCATGTGAATCGCTAGAAACATGTAAGTGTATGGCTAACCCAATAACGAAAGTTTCGTAAGGG 

GACTGGAGCAGAGGAAAGGTATAGTCTCGTTAACAGATAAGGAAAAGTGGATCC 

図26 84相同領域Dの一次偶造 シークエンスが二重になっている部分が 84相

同配列で、下設は対応する 84の配列を示す。
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3-2-3 考察

ゲノミツクサザンハイプリダイゼーシヨンの結果から、フジミノリの紘ゲノムには

B4に相同な配列を合む領域が4筒所存在することが明らかになった。そのうち A 及

び8の領域は、 EMBL3を用いて作製されたゲノミツクライブラリーより、領域 Dの

配列は BlucScriptIl :をmいて作製されたサプライブラリーよりクローン化された。し

かしながら30万のゲノミツクライブラリー、さらに50万のサプライブラリーをスクリ

ーニングしたにもかかわらず、領域 Cの配列をクローン化することはできなかった。

この領域の配列は、何らかの理由で特にライブラリーに入りにくいものであると考え

られる。

凶 27はB4の一次櫛迭であり、フジミノリの松ゲノムに存在した領域がぶされてい

る。いずれの飢域も B4の配列の一部のみを合んでおり、またすべての領域を合わせ

ても、 B4の全配列をカバーすることはできなかった。残る CのシグナJレに対応する

領域に、 B4の令配列が合まれる可能性があるのかどうか調べる目的で、 B4の配列中

で A、B、Dの-pJiJ卓に合まれなかった配列 (160bpのAvaI-ApaLI断片、同 27) をプ

ロープとしてゲノミツクサザンハイプリダイゼーシヨンを行ったが、シグナJレは検出

されなかった(データ省略)。したがって領域 Cに存在する B4相同配列は、少なく

ともプロープとして用いた配列を欠くことがわかり、フジミノリの核ゲノム内には B4

の全配列を合む-pJt!まがないことが明らかになった。また B4の配列中には、フジミノ

リの核ゲノムにノトくイf:1Eしない領域があることが判明した。この事実は、紘ゲノムの

配列が B4の起iLC¥であるのではなく、 B4の配列の一部が紘ゲノムに転移したものであ

ることを強くぷ唆している。

核ゲノム配列rl'で構造上注目すべきは、領域 Aの相同配列の外側に17庖基より成

る反復配列がイiイiした点である。この反省i配列は、多くのトランスボーザプJレエレメ

ントに見られるように、 B4の配列が核ゲノムに挿入した際に形成されたことが考えら

れるが、他の領域では相同配列の境界にこのような反復配列は見られなかった。また
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CCTTCTCGGCCTTTTTTCTCAATACACGTATCCCCGTACACGTGACACCGGTGTAAACACCGCTAACTCT 70 
7CCTAACAACGGGACTAGCCTCCTTACAACAAGAACCTCCGCAGTTTCCTTTACTCCGATAAGTACTCCC 1.0 

TTCCCAAGGAAGTACTTATCTCACTTCCACGAAAACATTCAACATTAGTTTTCCTTTGCTCCGAGGAATC I 210 
CTACCTTCCCCAAAGGTAGAATCCCTCTCACTTTAAAACACTAGGGTTTTGGGTACTAAAAAAACGAGT'0 I 280 

計千代ピ釘総?と前主流行CGAGGG反ercαetee'花GIeIAcCTCGCTCCGGGTCTTACCCACCCTCGI 350 

AGTCCAATCTCGGGTGGGCGCTTAGGCATACCCTATTCACTAG~CCCGAATCCATAAATGCATAACTGAT 00 

GGCAGCTTCGATAACTGTCATTGGCATACCGCATACCTATACGTCCAGTCAAGGTTCGGGATCGAGGGAA HO 

AGACACATGTGCATGACATGACAAAACGTGATATTTCACTGTGTTCAGTAACTC'G1TCCCieAeTACAAA 560 

5AA官務柁統部1rt託rT'、総ccceATtCAAei弘ぷ匁品LTItGGG行1TGAATAAATCACTG 630 

ATGGACGGAAGGGAGCGGGGGCCTGCTCCCTTCCTATGAAAGACtCG~~誌は1 700 
BKGGGG1(G.A郎総似iAfeGGAGGGAATACACGCGCACACGCATCCGCGTGTGCGCTCGCGCGTAA 710 

TAGAACGCGTGCGCATGCGCGCACCAATAGATCACGTGCGCATACGCATGCGCACATCACCCGCGCGTtC 840 

ACGTGCGCGTGCACGGCGAGGGACAATACTAGTTATGCTTACAGAAATGCGATATTTCGCATTTCAAATC 910 

GGTTTAGGTGTCAAAGTACCTAAACCTCACTAAACCTATGCTATAGCTTCGAAAACAGG 969 

図 27 84の配列で核ゲノムに存在した領域 ボックスで閉まれた配列は領域 A ~，-、

下線を51いた配列は領域 Bに、あみかけした配列は領域 Dにそれぞれ存在した。

‘ 'は、プロープとして用いたAva1 -ApaLI断片をかす。

Oryza sati・vaの祖先種に当たるOワ姐rufi知tgonの一部の核ゲノムには、 B4の配列の挿入

を受けていないのにこの反復配列が存在することが報告されている判。これらのすI丈

から考えて、この反復配列は 84の配列の挿入のメカニズムとは特に関係がないとも

のと判断される。

構造の決定された3つの 84相同領域で、領域 Dは比校的知い B4相同配列が、 3

箇所に分断されて存在していたという点で興味深い。これらの配列は 84上でも注統

したものではなく、また 3つの配列の順昏も異なっている。矧似した嶋造は、ホウレ

ンソウの核ゲノムに挿入した葉緑体 DNAの配列でも報告されている則。しかしこの

場合、 3つの葉緑体DNA由来の配列は、核ゲノム内で述絞して存在しており、イネ

の場合のように相同配列に介在するような配列は存在していない。これらの事実から

判断して、領域 Dに存在した 3つの 84相同配列は、独立に紘ゲノムに挿入したもの

-61-



と考えられる。オJレガネラゲノム問の配列の転移は数多く報告されているが附 2叫山)、

3つの配列が独立に向一領域に転移したという事実は興味深い。この領域が外来配列

を受け入れやすい特殊な場所であることが考えられる。

現イtまでオJレガネラ間での転移が確認された配列は、すべて転写されている配列に

山来しているため、 RNAを介したオJレガネラ間での配列の転移モデJレが考えられてい

る刷 。第 2f，tで述べたように 84にも転写産物が存在し、このモデルにA'Joするもの

ではない。フジミノリの紘ゲノムに存在した 84相同配列の多くは、配列内に stcmand 

loop拙泣を来Ilむことができる部分が存在する。この構造が逆転写の際プライマーとし

て働いたIIJ能料がA管えられる。
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第3節 B 2相同配列

前節では、フジミノリの核ゲノムに存在する B4相同配列は、すべて B4の配列の一

部のみを合み、また 84には核ゲノム上に存在しない配列があることが明らかになっ

た。この事実は、B4の配列の・部が核ゲノムに転移した結果、B4相[til配列が!tじた

という考えを支持しいる。

B2相同配列は、フジミノリの紘ゲノム内でのコピー数が B4相同配列より多いこと

が、サザンハイプリダイゼーションにより明らかになった。本節では、この 82~II同

配列をゲノミックライブラリーよりクローンイヒし、サザンハイプリダイゼーシ ョンに

より 82 の全配列を合む~Jt域があるかどうか解析を行い、 84相同配列の解析で科られ

た仮説が82相同配列についてもあてはまるかどうか検討を行った。

3-3-1 ~起験方法

ゲノミックサザンハイプリダイゼーション 10μgのフジミノリ紘 DNAをBarη問

で切断し、 0.8%アガロースゲルで分離後、第 l章の方法に従い、 82の配列をプロー

プとしてサザンハイブリダイゼーションをす子った。

プラークハイプリダイゼーション 60万のゲノミックライブラリ ーより、第2節の

方法に従い、 82の配列をプロープとしてスクリーニングを行った。

クローンの分類 作られたクローンからファージ DNAを抽出し、 BamHIで切断後、

82の配列をプロープにサザンハイプリダイゼーションを行った。プロープがハイプ

リダイズする断片の泣いにより、得られたクローンの分類を行った。また 82をBglII

及び Scalで3分割し、それぞれをプロープとしてファージ DNAに対するサザンハイ

プリダイゼーションを行い、各相同領域に B2の配列のどの部分がイバ正するのか解折

を行った。
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3-3-2 結果

閃28はBamH1で切断したフジミノリ核 DNAに対して、 82をプロープとしてサザ

ンハイプリダイゼーションを行った結果である。漉淡に差のあるシグナJレが最低8本

検出され、フジミノリの核ゲノムに82相同配列が多数箇所存在し、その数は 84の場

合より多いことが切らかになった。

60万のフジミノリゲノミックライプラリーをスクリーニングしたところ、多数の陽

性クローンが何られた。その数は 84をプロープとした場合より明らかに多く、この

ことは 82~l1I liJ配列のコピー数が 84 相同配列のコピー数より多いことを反映している

と与えられる。刊られた協性クローンよりファージ DNAを抽出し、 82をプロープと

してサザンハイプリダイゼーションにより解析を行った。衣2は、プロープがハイプ

リダイズしたBam間断片により分類を行った結果を示 している。この解析により、少

なくとも 7ftl}1r (A -G)の 82相同領域をクローン化したことが明らかになった。得

られたクローンで 82がハイプリダイズするBamHI断片と、ゲノミックサザンハイ プ

リダイゼーションのシグナルを対応させたところ、 B4相同配列の場合同桜ライブラ リ

ーに合まれない配列があることが明らかになった(図 28)。

クローン化された配列のなかに82の全領域を合むものがあるかどうか調べる目的で、

82をISlI29にボすようにBgJII及びSωIでP21、P22、P23に3分割し、それぞれをプ

ロープにサザンハイプリダイゼーションを行った。 B及び Cにグループ分けされたク

ローンは、分割されたプロープのハイプリダイゼーションのパターンの迫いから、そ

れぞれ民なる 2つの 82相同領域 (81、82及び Cl、C2) をクローン化したものであ

ることが切らかになった。また領域 Eを除く領域では、シグナJレの符られなかったプ

ロープがあることから、 82の全領域を含まないことが明らかになった。

kbp 

ut
--1
内

'

許

可
・

4 時一8.4C 
.4tF6.3A 

『串-6.2DE

4 時 一3.5F 
4 時一3.38 

4・-1.0G 

図 28 82をプロープとした核 DNAサザンハイブリダイゼーション フジミノリ

核 DNAを8am回で分解し、 82の配列をプロープにサザンハイプリダイゼーション

を行った。 A-Gはゲノミックライブラリーよりクローン化された領域仁対応する

シグナJレを示す。
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8gl11 B2を分割した 3つのプロープがすべてハイプリダイズした領域 Eが、 B2の全領域

を含む可能性があるかどうか調べる目的で、領域Eの制限酵素地図を作成し、さらに

B2の配列をプロープにサザンハイプリダイゼーションを行い、 B2相同領減を絞りこ

んだ。図 30Iま領法 EにグJレープ分けされたクローン 224及び 226に共通して存在し

た領域の制限酵素地図である。サザンハイプリダイゼーシヨンにより、 B2相同領域を

絞り込んだところ、 0.3kbpの HincII・KpnI断片及び1.1kbpの見加cII-AαI断片に

それぞれ B2相[OJ配列が存在することが明らかになった。このことは B4相同領域 D

の場合のように、 B2の配列の一部が同一領域内に分散して存在していることを示して

いる。またプロープがハイブリダイズした断片のサイズから、それぞれの配列が82

の全領域を合まないことは明らかである。

領域 B2がハイプリする p21 

Bam ffi断片(kbp)

k2 

h 

B H 

u 
SB H A 

ii 関鱗鰍物

A 

υ 

図29 サザンハイブリダイゼーションに用いたプ口一ブ B2の配列を BgJII及び

SωIにより p21、p22、p23に3分割し、それぞれをプロープにサザンハイプリダイ

ゼーションを行った(表 2)。ボックスはトウモロコシ1.4kbp DNAとの相同配列

を去す。
H K 

凶
表2 82相同領域を含むクローンの分類

p22 クローン

41 kbp_ 
p23 

図 30 82相同領域Eの制限酵素地図 A: Acc 1、B:Bgl 11、H: Hin cII、K: Kpn 1、

S: Sal 1ボックスは B2相同領域を含む断片を表す。
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またその際観察されたシグナルの波淡は、それぞれの領域が異なる長さの 82~!l Fíl 配

列を有していることを反映しているものと考えられる。ゲノミックライブヲリーより

クローン化された B2相向配列は 9種類で、ゲノミックサザンハイブリダイゼーシヨ

ンの結果と対応させたところ、クローン化されていない B2相同配列があることが明

らかになった。したがって B4相同配列の場合の様に、ゲノム全体について法論する

ことはできないが、得られたすべての B2相同配列は B4の場合同様、 B2の配列のー

。
3-3-3 考察

フジミノリの核ゲノムには、B4相同配列よりコピー数の多い B2相同配列がイf在し

ていることがゲノミックサザンハイプリダイゼーションの結果から明らかになった。

0

0

0

0

 

。

領域名 (A-G)は図 28のそれぞれのシグナルに対応する。 p21-p23のプロープは

図29に示されている。丸印はプロープがハイプリダイズしたことを示す。
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プラスミド繊 DNAの起源

却のみを合むものであった。

以上の結果から判断して、少なくとも B2とB4の場合は、プラスミド様 DNAの全

i去を合むような配列が松ゲノムに存在し、それがプラスミド犠 DNAの起訴、になって

したがって牧ゲノいるというモデルは与えにくいものであることが明らかになった。

プラスミド犠 DNAの進化

プラスミド織 DNA配列の
紋への転移

og上
⑪
⑪
一
/

ムにイヂイ正する相同配列が、プラスミド様 DNAに山来するのか、あるいは絞ゲノム及

びプラスミド椋 DNAの配列が、共通の外来配列に由来するという 2つの可能性を考

日本稲においては、核ゲノムのみで外来えることが可能となった。後者のモデJレは、

日本稲のミトコンドリアに一般にプラスミド配列の何人が起こったと与えることで、

しかしながら、 prJJ協らによ1lDNAがイバ上しないという 'J~:よを説明することができる。

4つのプラスり W~Iよされているように、民{応地に近い地域で栽府されてきたイネが、

日本稲の祖先のミトコミド叫 DNAを持つ傾向が強いというもF実を考え合わせると、

ンドリアにもプラスミド.f;J(DNAがイ長イ£したと考えるのが妥当なようである問 。

の⑪の
く〉

の①
インド稲

⑪

⑪

 

フジミノリの核ゲノムに存イじした B4相同配列 Aは、 Ory7.8saliva !日I節で触れたが、

-;'fs ~こは存イ￡していたものの、 O. rufipogonでも迫紙の相lX粍に当たる O.rufipogonの

となるものや、 O.barlllit、0.glabe出ma等の祁では、 B4相同配列の挿入を受けない

日本稲の姐先と形で:{{在していることが悩知らにより示されている判 。この事実は、

なったo.rufipogonで、 B4の配列が核ゲノムに挿入したことを強く示唆しており、そ

の配列の由来はミトコンドリアのプラスミド様 DNAである可能性が極めておい。

プラスミド棋 DNAと抜ゲノムにイバ正する相同配列との閃述につ以 l:の与ー察から、

図31 プラスミド犠DNAの配列の核への転移 円は拡ゲノム、桁円はミトコン

ドリアゲノムを表す。 BI-B4はイネのプラスミド様DNA、1.9、1.4はトウモロ

コシのプラスミド様DNAをそれぞれ去す。両桔物で第 1~にボしたプラスミド様

DNAの進化の後、配列の一部が筏ゲノムに転移した。さらに日本稲、 一部のイン

ド稲及びトウモロコシでプラスミド桜 DNAの消失が起こったものと与えられる。

トウモロコシ
イネ

いてまとめたものが凶 31である。第 1章において、イネとトウモロコシのプラスミ

ド係 DNAの配列のUt似叫から、それらが密接に|悶述したものであることが明らかに

なった。これらのプラスミド除 DNAが、イネとトウモロコシの祖先に当たる.ft貨物で

すでに存在していたのか、あるいはイネとトウモロコシのそれぞれの祖先に吋たる拙

しかし物において、別々に閃注した配列の取り込みが起こったかは明らかではない。
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ながら、双子葉植物の環状プラスミド様 DNAと単r来純物のものでは、配列 l二の知
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似性が凡られないという事実を与えると、少なくとも単子葉純物の分化後にこれらの

配ダIJが!EじたとAg-えることができる。これらのプラスミド筏 DNAの起跡、に当たる配

列は、第 l草で述べたように、イネとトウニE口コシの祖先に当たる組物において、そ

れぞれの進化を粍て現イ正の形ドなったと考えられる。

本市で符られた結果から、松ゲノムに存イ正するプラスミド織DNAに対する相同配

列は、ミトコンドリアのプラ λミド綴 DNAの配列が核に転移したものと与えられる。

その時期は両者の配列の相向性の苅さから、 B1-B4が現イ正の形になってからと判断

される。尖際、 O.ru(ipogonでは、すでに核ゲノムへの配列に転移の皮什いに、品種11日

でJEがあるようである州。現在、日本稲やインド稲の -g5でミトコンドリアにプラス

ミド以 DNAがイヂイ'tしていないが、これらのイネでは配列の一部が核に転移した後に、

ミトコンドリアのプフスミド{;(.DNAの消失が起ζ ったものと身えられる。

ヅJトウモロコシにおいてもflr)掠に、プラスミド様 DNAの配列の核への転移と、

ミトコンドリアでのプラスミド品 DNAの消火・が起こったと老えられる。このように、

配列的に閲述を持つと与ーえられる、イネとトウモロコシの 2つの植物のプラスミド保

DNAにおいて、その配列の核ゲノムへの転移と、一部の般物のミトコンドリアでのプ

ラスミド紙 DNAの消失という同ーの現象が凡られた。このことは、これらの現象が

Ir.子延納物にイ1-11:するプラスミド様 DNAにとって、本質的な機能に関illすることを

示唆しており、今後その生物学的怠味の解明が;r{まれる。
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結語

本研究では、イネのミトコンドリアγ存在する 4つの環状プラスミド掠 DNAの・次

構造を決定し、それらがトウモロコシの2つの環状プラスミド様 DNAと多くの相(11)配

列を有することを明らかにした。異種柚物問で、環状プラスミド綴DNAの類似性が一

次構造のレベルで比較されたのは初めての例であり、それによってイネとトウモロコ

シにおけるプラスミド様 DNAの進化を考察することが可能となった。さらに両者に

共通する特徴をトウモロコシの SI、S2に代表される線以のプラスミド織 DNAと比較

を行ったところ、環状のプラスミド様 DNAでは、ウイ Jレスとの関述を示唆するよう

なミトコンドリア主ゲノムからの独立性が希薄であることが明らかになった。

イネとトウモロコシのプラスミド様 DNAで保存されている配列の相[riJ性は符〈、

また両者に存在することが明らかになった転写産物も、この保存されている配列を同

一方向で含んでいる。この事実は、プラスミド様 DNAあるいはその転写産物が何ら

かの機能を持つことを示唆している。しかし日本稲のミトコンドリアには、プラスミ

ド様DNAの配列が全く存在しないことが明らかになり、プラスミド桜 DNAがいかな

る機能を持つものなのか、またその機能はミトコンドリアにとって本質的なものなの

か、今後解明の望まれる問題である。

イネのプラスミド様 DNAはミトコンドリア主ゲノムとの相向性を欠くが、核ゲノ

ムにその相同配列が存在することが明らかになった。これらの相同配列とプラスミド

様 DNAの関係を明らかにする目的で、日本稲フジミノリの核ゲノムに存在するプラ

スミド様DNAのクローン化と一次構造の決定を行った。その結果、フジミノリの牧

ゲノムには B4の全配列を合む領域がないこと、また B4には核ゲノムに存在しない配

列があることが明らかになった。さらに B2相同領域についても解析を行ったところ、

B4の場合と同様な結果が得られた。このことから、核ゲノムに存花するプラスミド
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保 DNAに対する，mruJ配列は、 プラスミド様 DNAの配列が核ゲノムに転移したこと

により ~t じたことが明らかになった。
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