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Ⅰ.鰭 j喜l

イネ荷培養は純系を早期に得る手段として,多くの試験研究機関が育種プログラムにこの技

術を取 り入れている(OoNO1981)｡しかしその効率を向上させるためには改良の余地が残され

ている｡ その一つに,イネ荷培養による再分化個体にはアルビノが多発するという問題やミある｡

このアルビノ化現象はコムギやオオムギでも観察され,禾本科に特異的な現象である (CLAM-

pHAM1993)｡アルビノの発生率には多くの要因が関与しているという報告がある｡ 例えば,材

料とするイネの系統や生育状況(BULLOCKetal.1982),花粉の発育段階(CHENandLIN1976),

培養や低温処理の温度 (HUANG1984,GENOVESIandMAGILL1979),培地のショ糖濃度や生

長ホルモンの組み合わせ (CLAMPHAM1973)などである｡ しかし,アルビノ発生の原因は不明

である｡

アルビノの細胞には葉緑体の前駆体である色素体が存在する (VAUGHNeta1.1989)｡この

色素体内には色素体 DNA にコードされているリブロース-2一リン酸脱炭酸酵素や 23Sと16S

の rRNA分子が欠如している (SUNetal.1979)｡核 と細胞質遺伝子間の協調的発現があるこ

とから (RoDERMELetal.1988),これらの分子の欠如は色素体からの葉緑体への分化に関与す

る核遺伝子の変異による可能性もある｡一方,DAYandELLIS(1984,1985)はオオムギの荷

培養によって再分化した花粉由来のアルビノの色素体 DNAに大きな欠失領域があることを報

告した｡

高等植物の色素体の主たる機能は葉緑体へ分化しての光合成である｡しかし,色素体は細胞

の分化の方向性に従って大きくその形態と機能を変換させるという特徴がある(KIRKandTIL

NEY-BASSETT1978)｡植物細胞には全能性があることから,葉緑体以外の色素体 (例えば,ア

ミロブラス ト･有色体･白色体)からも葉緑体への分化が可能であると考えられる (PossINGAM

1980)｡色素体は独自のDNAを持っており,光合成に関与するタンパクと独自の翻訳系で機能

する tRNAや rRNA をコードしている (SUGIURA1989)｡このことから,色素体はどんな分

化の過程であろうと無傷のゲノムを保持する必要があり,その発現はメチル化や翻訳機構の上

で制御されているものと考えられる (NGERNPRASIRTSIRIeta1.1988,DENGandGRUISSEM

1988)｡

寄生植物の一種である Eplfagusuiy:ginianaの色素体 DNA､は,光合成に関与する遺伝子群

を欠失しているが,rRNA･tRNA･リボソーム蛋白遺伝子 ･数個のORF (オープンリーデン

グフレーム)が残されている｡このことから,この寄生植物のゲノムには非光合成的な生理機

能を有する何らかのタンパクがコードされており,この転写 ･翻訳のために色素体ゲノムが残

存している可能性が示唆されている (DEPAMPHILISandPALMER1990)｡一方,植物の 5-ア

ミノレブリン酸 (ポルフィリンの前駆物質)はグルタミン酸から生成されるが,この生合成の

過程には,色素体 DNA にコー ドされるtRNAGlu分子が必要とされる (ScHONetal.1986)｡

ポルフィリンはミコトンドリアやその他の細胞小器官の電子伝達系などに機能する化合物であ

り,基礎的な代謝系には必須であることから,HowEandSMITH (1991)は,非光合成植物の

- 1-



色素体 DNAがこの tRNAGluを生産するための RNA ポリメラーゼを生産しているものと考

えている｡ この様に非光合成的色素体ゲノムの機能については不明の点が多 く,緑色植物での

欠失色素体 DNA の解析は,これらの点を解明する優れた研究材料 となろう｡ イネの葉緑体

DNAはタバコ及びゼニゴケと同様,全塩基配列が決定されており (HIRATSUKAetal.1989),

コムギやオオムギに比べその解析が進んでいることからも研究材料として好適である｡

本研究はより効率的なイネ荷培養技術の開発を目標 として,荷培養におけるアルビノ発生の

原因を解明するとともに,葉緑体への遺伝子導入系のベクターとして,欠失色素体 DNAの使

用の可能性について検討したものである｡

ⅠⅠ.アルビノの欠失色素体 DNA

1. 材料及び方法

イネ (07yZaSatiuaL.栽培品種 キ̀タアケ')を温室で育成し,葉耳間長をめやすとし1核期

の花粉を含む幼穂を採取し,10oCで10日間低温処理後,荷培養に使用した｡5mlの N6基本

培地に30g/1ショ糖,1g/1酵母エキス,2mg/12,4-D (2,4-dichlorophenoxyaceticacid)を

添加した液体培地上に荷を浮遊培養した｡形成したカルスを0.8%寒天の固形培地上で増殖させ

た後,0.5mgIAA/1と2mg/1カイネチンを含む N6基本培地上で再分化を図った｡

再分化個体の根からのカルス誘導は ABEandFUTUHARA (1984)の方法に従った｡ また浮

遊培養は 25oCの条件下で,再分化のための培養は25oC,約 3,000Luxの16時間明期の条件下

で行った｡

DNA の抽出は MuRRAYandTHOMPSON (1980)の方法に従った｡ サザンハイブリダイゼ

イションは制限酵素で処理した DNA を0.8%アガロースゲルで電気泳動後,SUGIURA and

KUsUDA (1979)の方法によりブロッティングを行った｡タバコ葉緑体 DNA のクローン

pTBa13,pTBa30,pTX6(SUGIURAetal.1986)とイネ葉緑体 DNAのクローンpHIOR(･rbcL

遺伝子を含む 9.5kbpの HindIII断片 ;MooNetal.1988)をプローブとして用いた｡検出は

digoxigenin-dUTPによりラベルした非アイソトープ法 (HELIESetal.1988)で行った｡

2.結 果

植物のミトコンドリアゲノムには葉緑体ゲノムの一部が転移したと考えられる領域が存在す

る (STERNandPALMER1984)｡ イネのミトコンドリアゲノムには rbcL-atpB-atpE-trnM-

trnV の葉緑体遺伝子のクラスターが存在する (MooNetal.1988)｡ このため,この領域を含

む葉緑体プローブ DNAの pHIORは,ミトコンドリア DNAの相同領域にもハイブリダイズ

し,Fig.1に示すとおりHindIII分解の全 DNA に対するハイブリダイゼーションの結果は,

9.5kbpの色素体 DNA と6.9kbpのミコトンドリア DNAが検出される｡しかし,いくつか

のアルビノ植物では6.9kbpの断片のみが検出された｡このアルビノでは制限酵素の種類を変
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Fig.5. Diagram summarizingretainedptDNA regionsinricealbinopl
ants.Theretainedregionsineachoft

healbinoplantsareshownoutsidetheptDN

Arestrictionmap.えての解析結果 もミトコンドリア DNAのみが検出されることから,色

素体 DNAの rbcLの領域が欠失していると判断された (Fig.1) ｡次に,葉緑体 D

NAのほぼ全域をカバーするタバコとイネのプローブDNA を使用し,サザンハイブリダイゼイシ

ョンにより,欠失領域を検討した (Fig.2)｡ アルビノ20個体の全 DNAをPstI,Salt

,PvuIIで切断し検討したところ,正常なパターンが得られるものもあったが,7種の

アルビノでは断片の欠失が認められた｡アルビノ A4は小単一配列 (SSC)の領域が検出されなかった｡ アルビノ A5は SSC の領域に加え

,逆位反復配列の部位がなかった (Fig.3)｡最 も規模の大きな欠失は AIOとA20に

おいて観察された (Fig.4)｡ これらの検出パ ターンには欠失の結果新たに生じたと考え

られるコントロールには見られない断片が認められた｡Fig.5に示すように欠失の領域はアルビノ個体に



欠失色素体 DNAは20個のアルビノのうち13個体には検出されなかったが,制 限酵素断片によ

る解析実験では検出されない小規模な欠失領域が存在している可能性を排除出来なかった｡

3.論 議

荷培養由来のイネアルビノで大規模な色素体 DNAの欠失が観察された｡この結果は,コム

ギとオオムギで観察された結果 と一致する (DAYandELLIS1984,1985)｡植物 ミトコンドリ

ア DNA の大規模な欠失構造が報告されているが,これらは数 kbpの反復配列間の分子内組

換えによることが判明している(LoNSDALEelal.1984,STERNandPALMER1986,SICULELLA

andPALMER1988,FAURONetal.1989)｡しかし,葉緑体ゲノム上には,ミトコンドリアDNA

のような数 kbpにおよぶ反復配列は逆位反復配列以外には存在しない (HIRATSUKAetal.

1988)｡ ミトコンドリア DNA の欠失例が人間の細胞でも発見され (HoLTetal.1988),その

原因は 10bp前後の反復配列間での組換えによることが明らかにされている (ScHONetal.

1989,MITAetal.1990)｡イネの色素体 DNAには,このような短い反復配列がいくつか存在

する (SHIMADAandSUGIURA1989)ことから,これらの配列が関与している可能性 も考えら

れる｡

一方,色素体 DNAは培養条件下では比較的安定している(CHOWDHURYetal.1988,KEMBLE

etal.1988,RoDEetal.1985)｡今回使用した種子由来のカルスも,色素体 DNA に全 く変異

が認められなかったことから,欠失色素体 DNAの出現は,荷培養に特異的な現象であるもの

と考えられた｡VAUGHNetal.(1980)は花粉由来アルビノのオルガネラの形態的異常を,ま

た MIYAMURAetal.(1987)はコムギの花粉の第 1核期から2核期の発育過程で色素体 DNA

の消失を顕微鏡下で観察している｡DAYandELLIS(1984)は荷培養の再分化個体にアルビノ

が多発する原因は,細胞質ゲノムの母性遺伝が関与すると考えられる色素体 DNAの消失現象

(KUROIWAetal.1982,VAUGHNeta1.1980)と関係がある可能性を示唆している｡

欠失 DNA 分子を有する色素体は,独自のタンパク合成能を失うことになる｡OELMULLER

andMoHR(1986)は,クロラムフェニコール処理による色素体内のタンパク合成阻害が,核

にコードされる色素体タンパクの遺伝子の転写を停止させることを明らかにした.また,BURP

GESSandTAYLOR(1988)は,葉緑体からの何らかの刺激が核コー ドの葉緑体タンパク遺伝子

の転写に必要であることを報告している｡これらの結果から,欠失 DNAを有する色素体は葉

緑体への分化能力 を失 い,この ことが アル ビノ化 の一因 となってい る と考 え られ る

(HAGEMANNandBoRNER1978,ScoTTeta1.1982,SASAKIandKUROIWA1988)0
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ⅠⅠⅠ.欠失色素体 DNAの構造解析

1.材料及び方法

アルビノ (栽培品種 キ̀タアケ')の根より誘導したカルス (A5,20C)を使用した｡これら

のカルスは N6基本培地に 30g/1ショ糖,1g/1酵母エキス,2,4-D2mg/1を含む寒天培地上

または液体培地中で経代された｡

カルスより抽出した全 DNAを制限酵素で消化し,0.8%アガロースゲルで泳動後ナイロン膜

にプロットし,サザンハイプリダイゼイションにより欠失構造を解析した｡プローブDNAは

名古屋大学杉浦教授から分譲していただいたイネ葉緑体 DNAの13種のクローンを使用した｡

パルスフィールド電気泳動は液体窒素でパウダー化した約 0.1gのカルスを0.7%の低融点

アガロースゲル (10mMTris-HCl,pH7.8,15mMNaCl,200mMEDTA)に包埋した｡こ

のアガロースブロックを,10mMTris-HClpH8.0,50mMEDTA,1% sarkosyl,1mg/ml

ProteinaseKで 50oC,16時間処理したのち,CHEF-DRIVEII(BIORAD)で 0.5XTAE緩

衝液を用い,9oC,45秒のパルスタイムで 200V,12時間電気泳動した｡また,アルカリ電気泳

動は,制限酵素で分解した全 DNA を 50mMNaOH に溶解し,これを0.8%アガロースゲル

を用いて,SAMBROOKetal.(1989)の方法に従って行った｡PCR実験は,0.4JJgのテンプ

レー トDNA,1ノバnOlのプライマー,Cetus社の Taqポリメラーゼと緩衝液を使用し,25サ

イクル (94oC,1.5分 ;55oC,2.5分 ;72oC, 4分)で行った｡反応産物は3%の NuSieveアガ

ロースで検出した｡用いたプライマーの塩基配列は以下の通 りである0

プライマーA-CTTAAATGTGTTTAGTATTTAGTAGCCCGA

B-CAGCTTTAAAGGGAAGGGAGATAGACTG

C-CATAGTGGCAACTAAACACGAGGGT

D-TCATAGTTGCATTACTTATAGCTTC

(-は 5′から3′方向を意味する)

これらの配列はEMBLdatabaseの (no.X15901):A,12121-12150;B,12602-12630;C,

122736-122760;D,123821-123845に相当する｡

2.結 果

Fig.6に,各カルス内の色素体 DNAの欠失領域を示す｡いくつかのカルスではヘテロな欠

失色素体 DNA分子の存在が認められたが,4-5回のカルス経代後には,均一の欠失 DNA分

子が得られた｡この現象はカルス培養でのヘテロな色素体 DNAのふるい分け (Sorting)の結

果と考えられた｡残存する領域の制限酵素認識部位は,コントロールとして使用した種子由来

カルスの DNA及び塩基配列から構築された物理地図と一致した｡

より詳細な構造を検討するため,A5カルスを使用して解析を進めた｡制限酵素分解を行わな

い場合には,19kbpと38kbpの分子が観察され,また PstIで分解した場合にも2本の断片
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されているものと判断された｡さらに,もう一方の末端部位を決定するため,Fig.6の領域B

を含むプローブと数種の制限酵素を使用したサザンハイブリダイゼインョンを行った｡その結果,atpH 領域が失われていること,すなわち,atpIの3′側で末



BamHI HindH1

1 2 1 2

-22.2-12.9 EcoRI1 2Fig.9.Electrophoreticanalysisoftheterminalstructure

ofthedeletedplastidgenomeincall

usline5.primer A◆

a B C+DS 1 2 3 4 5 6 7Fig.10,PCRanalysesofthedeletedplastidD
NA.Lane1,H20control;lanes2,4and6,totalDNAfromseedcallus
;1anes3,5and7,totalDNAfromcaHusline5. Primersusedare



H H H

ll.1 2.3 3.

8 1.95BH H

H H H H■:=± 二転 由 二 ヒニー』
22.2

麟 由 恕 きd I 』l l 転 拙 さ皿 き泣9

3.9Fig.ll.ThestructuresofdeletedplastidDNAincallusl
ine5. (A)Structureofmonomer,(B)stmctureofhead-to-headdim
er,(C)structureoftaiトーO-taildiner. Terminalandconcatemeri

cfragmentsizesareindicatedinkbp. H;HindIIIrestrictionsite.

端が形成されていることが明らかにされた｡Fig.8Bに示すように,各制限酵素によって検出

される2本の断片のうち,大きな断片サイズは小さい断片サイズの2倍であった｡また,もう一

方の末端においても同様の結果が得られた｡これらの断片は他の領域をプローブとした場合に

は検出されないことから,末端が向かい合った形で連結しているものと結論された｡さらに,無処理のDNA分

子は19,38,57,76kbpと単量体から4量体 と考えられる分子が認められることから (F

ig.7B),19kbp の線状分子がHead-to-Head,Tail-to-Tailの様式で連結した分子種が存在して

いるものと判断された (Fig.ll)0Fig.9は3種の制限酵素を使用し,アルカリ条

件下で電気泳動を行った結果である｡末変性ゲルで確認された2本の検出断片のうちサイズが

大きい方は確認されたが,小サイズの断片は消失した｡アルカリ変性ではDNAの2本鎖が解離し1本鎖になる (

SAMBROOKetal.1989)0このため2本鎖 DNA分子の一方の末端が-アピ

ンで閉じていると考えられた｡同じ結果が,もう一方の末端での実験においても観察されたこ

とから,この欠失色素体線状 DNA分子は両末端

がヘアピンで閉じているものと結論された｡プライマーAとBを使用して PCR実験を行っ

たところ,コントロールカルスの場合には塩基配列から予想されるサイズ (569bp)の DNAが増幅

されたが,A5カルスでは約 130bpのDNAが増幅された (Fig.10)｡さらに,この DN

AはプライマーBのみによるPCR実験でも増幅された｡この結果はプライマーBを含む配列

が逆位の状態で存在することを示唆する｡この約 130bpの DNA は,末端A領域を含むプローブのみと分子雑種



rRNA遺伝子 (rrs16)の一部を増幅するプライマーCとDを用いた PCRでは,A5カルスで

増幅 DNA が確認されなかったことから (Fig.10),A5カルス=こは正常な色素体 DNA 分子

が消失しているものと考えられた｡

Fig.6に示す A5以外のカルスでの欠失色素体 DNA分子についても同様な解析を行った｡

その結果,これらの分子も線状で末端がヘアピンであることがサザンハイプリダイゼイション

の実験から明らかにされた｡

3.論 議

両末端がヘアピンで閉じており,Head-to-Head,Tail-to-Tailの連結様式で多量体を形成し

ているというDNAの構造は,オオムギで明らかにされた欠失色素体 DNA と基本的には同じ

である (ELLISandDAY1986,CoLLINandELLIS1991)｡しかし,イネ色素体 DNAの全塩基

配列が既に決定されている (HIRATSUKAetal.1989)ことから,より詳細な構造が比較的容易

に決定された｡ このような DNA分子の構造は動物ウイルスである,ワクシニアウイルスにお

いても報告されている｡このウイルスの複製初期における電子顕微鏡観察やラベ リング実験か

ら,末端側に複製開始点が存在するものと考えられている (EsTEBANetal.1977,PoNGOet

al.1981) ｡ BAROUDYetal.(1983)は末端のヘアピンの一部にニックが形成され,フリーの 3′

末端がプライマーとして機能するという複製モデルを提唱している｡ヘアピン末端を有する線

状のプラスミドDNAが Rhizoctoniasolaniで報告されており (MIYASHITAetal.1990),そ

の複製機構に関してもワクシニアウイルスと基本的には同じモデルが考えられている｡これら

のモデルは,ヘアピン構造及び Head-to-Head,Tail･to-Tailと連結する多量体分子種の構成

を説明可能である点で注目されよう｡しかし,高等植物の葉緑体ゲノムの複製開始点はatpHの

近傍に存在するという報告 (DEHAASetal.1986)もあり,欠失色素体 DNAの複製機構を解

明するためには,より詳細な研究が必要とされよう｡

ⅠⅤ.色素体 DNAのコピー数 と色素体の電子顕微鏡観察

1. 材料及び方法

材料 として,イネの緑葉 とアルビノ個体の葉を,また懸濁培養した種子由来のカルスとA5カ

ルスを使用した｡ 各材料からの全 DNAをHindIIIで消化し,プローブとしてrbcLを含むイ

ネ葉緑体 DNAクローン (PHIOR)を用いたサザンハイプリダイゼイションにより, ミトコン

ドリアと色素体 DNAのコピー数を算出した｡電子顕微鏡観察は,常法によりグルタールアル

デヒド (2.5%)及びオスミウム酸 (2%osmicacid)溶液で 2重固定し,エタノール (75,90,

95,100%)で脱水後,スパー (Spur)樹脂に包埋した｡切片はウル トラミクロ トーム (LKB社

NOVA)を用いて薄切 した後,酢酸ウラニル(3%)-クエン酸鉛溶液で電子染色を行った｡切片

の観察は日本電子 JEM2000EX型透過型電子顕微鏡を用い,加速電圧 100KV で観察した｡
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2.結 果

Fig.12に示すように A5欠失色素体 DNA のコピー数をサザンハイプリダイゼイションの

シグナルの強さから概算したところ,正常な色素体 DNAを有する種子由来カルスの DNA量

とほぼ同レベルであり,細胞当たり約8,000コピー存在していた(Tablel)｡また,このコピー

数は同一カルス内のミトコンドリア DNA のコピー数とほぼ一致していた｡

緑葉ではラメラ構造が発達した楕円形の葉緑体が細胞質全般に観察され,緑葉が光合成の器

官として分化していることが示された｡この葉緑体の長径は約 2-3JJm,短径が約 1JJm であ

凸 J 生 L Li E空 trnHM凸 V

ト空 し → ←三聖 二半 trnM盟

Mt
6.9kb

Fig.12.DNAgelblotanalysisofpastidandmitochondorialDNA
.TotalDNAwasdigestedwithHindIII,andhybridizedwithPHIOR(9.5kb).Lane

lto3wereloadedwiththeDNAattheequlValentof1,000,5,000a



Fig.13.Electronmicrographofaseed-derivedcallus.P;Plastid,M;Mitochon
-drion,Ⅴ;Vacuole,CW ;Cel



った｡ 一方,アルビノの葉ではこの様なグラナラメラ構造を示す葉緑体は全 く見られず,内部

にデンプン粒を蓄積している色素体が観察された｡同様な色素体は,種子由来のカルス及びA5

カルスでも観察された (Fig.13,14).その大きさは約 0.5JLmのやや楕円形であり, ミコトン

ドリアに比べ小さかった｡また両カルスの細胞は,核の領域が細胞のおおよそ 1/5を占有して

おり,さらに液胞が小さく,活発に分裂している細胞の特徴が観察された｡

3.論 議

欠失色素体 DNAを有するカルス内には多 くの色素体が観察された｡色素体 DNAのゲノム

当たりのコピー数は正常カルスとほとんど変わらず,この数値はミトコンドリアDNA ともほ

ぼ同じであった｡このことから,カルス細胞内では色素体が活発に分裂しており,またこの色

素体内には多 くの DNAが存在しているものと考えられ,色素体 DNAの欠失現象と色素体の

分裂は無関係 と判断された｡さらに,欠失色素体 DNAを有する色素体内では独自の翻訳系が

機能していないことから,色素体ゲノム上の遺伝子の翻訳は色素体の分裂及びそのゲノムの複

製には関与していないものと考えられた｡

Ⅴ.正常色素体及び葉緑体におけるヘアピン末端

を有するDNA

1. 材料及び方法
I

イネ (栽培品種 キ̀タアケ')のアルビノ個体の根より再度誘導されたカルス (10A と20C)

と種子由来カルス及び温室で育成された緑葉 (栽培品種 日̀本晴')を使用した｡ 2次元電気泳

動は,0.8%アガロースゲルを用い 1XTAE緩衝液で 20V,約15時間電気泳動LDNAを分画

した後,ゲルを50mMNaOH,lmMEDTApH8.0に約 1時間浸潰することにより平衡化し,

同緩衝液で2次元目の電気泳動を行った｡パルスフィール ド電気泳動は,GUIDETetal.(1990)

の方法に従って調製した試料を泳動装置としてCHEF-DRIVEII(BIORAD)を使用して行っ

た｡サザンハイブリダイゼイションに使用したプローブ DNAはイネ葉緑体 PstI断片のクロ

ーン2,6,9,ll,BamHI断片クローンの 3,7,及び,rbcLを含む HindIII(9.6kbp)断

片の pHIOR,さらにミトコンドリア DNAの coxIを使用した｡

2.結 果

緑葉 と種子由来カルス及び欠失色素体 DNA を有する 10A と20Cカルスを使用し,パルス

フィール ド電気泳動を行った｡その結果,Pstト2をプローブとした場合,10A と20Cは欠失

色素体 DNAのため高分子分画にはバンドが全 く認められなかったが,緑葉と種子カルスでは,

共通して4本のバンドが確認された (Fig.15)｡これらのバンドのサイズをマーカー DNA か

ら求めたところ,約 130,260,390,520kbpであり,イネのゲノムサイズを基本 とする倍数分

- 15-
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子であった｡
これらのバンドはミトコンドリアDN AのプローブcoxIを使用 した場合には



l≦t(TA仁)

6.5 9.4 23.0

1 l I

.紳 妄 エ華畢 LT-一司

I- -LI一 ･J1-LJ_l､_･L__

2
n
d

(N
a
O
H
)

Fig.17. Separationontwodimentionalneutral/alkalinegelsoftotalDNAfrom

seed-derivedcallus.TotalDNAwasloadedonagelwhichwasblotted

ontonylonmembraneandprobedwithamixtureofchlorplastDNA
clones.



3.論 議

2次元電気泳動で対角線上に2本のラインが形成された｡このうちMajorラインは,1次元

目におけるサイズと同一サイズに位置するところに形成された｡このラインは色素体 DNAが

抽出などの調製中にランダムに努断された分子によるものと考えられる｡このラインに加え,

1次元目のサイズに対し,2次元目ではそのサイズを2倍とする位置にもラインが形成された｡

勢断された DNAが 2次元目のアルカリ変性条件下でサイズを2倍としたことは,片方の末端

がヘアピンで閉じていた分子が変性条件下でそのヘアピンを開いた結果と考えられた｡このこ

とから,-アピン末端構造を有する色素体 DNAが正常なカルスの色素体や葉緑体に存在する

ことが明らかにされた｡この事実は CoLLIN andELLIS (1991)によって,オオムギ葉緑体か

ら得られた事実と一致する｡ 彼らは,この様なヘアピン末端を有する分子は全体の約 2%であ

ると概算しているが,今回得られたイネの実験結果からは,その量を正確に算出することは出

来なかった｡

ホウレンソウ,エンドウマメ,スイカの葉緑体 DNAが単量体から4量体までの線状分子を

構成すると報告されている (DENGetal.1989,BENDICHandSMITH 1990)｡ イネのカルス内

の色素体及び緑葉の葉緑体においても,ゲノムサイズを基本とする 01igomericな分子種の存

在が明らかにされた｡この線状 と考えられるDNA分子の末端がヘアピン構造である可能性が

ある｡この点を明らかにするためには, 2次元のパルスフィール ド電気泳動実験や制限酵素に

よる断片化,使用するプローブDNAの種類を変えるなど,より詳細な解析実験が必要とされ

よう｡

ⅤⅠ.総 合 論 議

欠失色素体 DNA分子を有するカルスの培養速度は,正常な色素体 DNAを有する種子由来

カルスとほとんど同じであった｡また,これらのカルスの色素体 DNA量を概算したところ,

活発な増殖を続ける懸濁培養条件下ではミトコンドリア DNA量 とほぼ同レベルのコピー数が

存在していた｡光合成を全 く行わないカルス内で,何故このように色素体 DNAの高いコピー

数を必要とするのであろうか? もし,カルスの増殖のためになんらかの生理学的な機能を有

する遺伝子が色素体 DNA上に存在するとすれば,その遺伝子は,A5と20Cカルス内で残存

する欠失色素体 DNAの共通領域 (Fig.19)に存在しなければならない｡

欠失色素体 DNAはrRNAや tRNA遺伝子が欠失していることから,残存領域の遺伝子は

翻訳産物 として機能しているとは考えられない｡約 3kbpの共通残存領域にはtrn遺伝子群が

あるのみである (Fig.19)｡このうち,trnEはポルフィリン生合成系においてグルタミン酸の

活性化に必要とされる (ScHONetal.1986;SMITH1988)｡ また,Fig.20に示すようにリガー

ゼなどの酵素群は核ゲノムにコードされている (KANNANGARA etal.1988;GRIMM 1990)｡

欠失色素体 DNAの全ては,tRNA領域を保持していた｡さらにイネのこの領域に相当する部
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ラーゼが関与しているのであろう｡

以上の結果から,正常な色素体や葉緑体に存在するヘアピン構造の末端を有するDNAが,

花粉培養の初期過程において生じる色素体 DNAの消化からまぬがれ,その一部が残された結

果がアルビノ発生の原因の一つと考えられる｡アルビノ発生率は核遺伝子に支配されているこ

とから (BULLOCKetal.1982),色素体 DNAの消失には核ゲノムにコードされている遺伝子

の関与が予想される｡この消失過程をより詳細に検討することが,アルビノ発生の防止策につ

ながるかも知れない｡

葉緑体への導入ベクターDNAを構築するためには,葉緑体内で機能する複製機構を有する

ことが必要とされる｡複製の機構はまだ良 く判っていないが,末端がヘアピンで閉じているこ

とで可能と考えられた｡相同組換えを利用した葉緑体への遺伝子導入系が報告されているが,

その効率は極めて低い (DANIELLetal.1990,JEFFREYetal.1992)｡これらの導入 DNAに

は,複製に関与すると考えられている領域を考慮して構築されたものもあるが(SpoRLEINetal.

1991),葉緑体ゲノムの複製機構そのものは末だ不明の点が多く,効率的なベクター構築の支障

となっている｡本研究で明らかにされた,欠失色素体 DNAの構造,すなわち両末端がヘアピ

ンで閉じており,trnE 遺伝子領域を有することが,色素体内で最終的に機能する複製可能な

DNA分子と考えられることから,この基本的要素を満たした組換えDNAを構築し,葉緑体

へ導入する実験系を検討する必要がある｡ また,この様な研究を通して,正常な葉緑体ゲノム

と共存可能な葉緑体専用のベクター DNAが構築できる可能性も考えられる｡

ⅤⅠⅠ.要 約

1'.イネ荷培養由来のアルビノの色素体 DNAには大規模な欠失構造を有する色素体 DNA

が存在した｡欠失の領域は個体によって異なり,またその規模も約 10kbpから 100kbpを越

えるものまでと様々であった｡
∫

2.欠失の構造を詳細に検討したところ,両末端がヘアピンで閉じている線状分子であった｡

さらに,この分子が Head-to-Head,TaiトーO-Tailの様式で連結した単量体から4量体の分子が

混在していることが確認された｡

3.カルス内の欠失色素体 DNAは種子由来カルスの正常な色素体 DNAとほとんど同じコ

ピー数を有していた｡また,このコピー数はミトコンドリアDNAともほぼ一致するものであ

り,欠失色素体 DNAの生理学的機能について考察された｡

4.欠失色素体 DNAを有するカルスには正常色素体 DNAを有するカルスと同様,多くの

色素体が電子顕微鏡により観察されたことから,色素体の分裂には色素体 DNAにコー ドされ

る遺伝子の翻訳産物は関与していないものと考えられた｡

5.正常な色素体 DNAや緑葉の葉緑体 DNAは135kbpを基本サイズとする単量体から4

量体までの分子種を構成していることが明らかにされ,これらの分子構造について考察された｡

6.正常なDNAを有する色素体や緑葉の葉緑体にも,ヘアピン構造を有するDNA分子の
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存在が明らかにされた｡

7.葉緑体への遺伝子導入系に機能するベクターとして,-アピン末端を有する欠失色素体

DNA分子の使用について論議 された｡
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