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第 1章 序 論

植 物 にお け る体細胞融 合 は､ 性 的 に不和合 な植 物 問 で雑 種 を作 出 す る

技術 と して研 究 され て きた｡ 研究 の初 期 の段階 で は､ 性 的 に不和 合 な植

物 間 で新 たな禎 倍 数体 の作 出 が期 待 され た｡ しか し､ 属 間 や科 問 な ど系

統学 的 に離 れ た植 物 種問で は片親 の染 色 体 の消失 が生 じる (Kao 1977;

Wetter 1977;Krumbiegeland Schieder 1981;Chien e/a/.1982)0

その ため に遠縁 の植物 の細 胞融 合の 目的 は新 たな複倍数体 の作 出 か ら､

異種 か らの遺伝 因 子 の一部 を導入 す る遺 伝 子移 入 へ と移行 して い った

(Shepard ela/.1983)O

薬剤 耐性 や雄 性 不稔 は農 業上着 用 な 形 質で あ るが､ それ らの遺伝 子 は

細 胞 質 内の細胞 小 器官 (オル ガ ネ ラ )で あ る葉緑 体や ミ トコ ン ドリアの

ゲ ノ ム に存 在 して い る場合 が多 い｡ オ ル ガネラは通常母性 遺 伝 をす る為

に､ オル ガネ ラ遺 伝 子 を交 雑 に よ り導 入 す ることは通 常不 可能 で あ る0

しか し､ 細胞 融 合 は直接異 種 の細胞 質 が混 じ り合 うため､ オル ガ ネ ラ追

伝 子の 導入 が可能 で あ る と考 え られ る｡ 葉緑 体 の ス トレプ トマ イ シ ン耐

性遺伝 子 (Medgyesy 1980;Menczel ど/∂ノ.1981)､ ミ トコ ン ドリア の細

胞 質雄 性 不稔遺 伝 子 (CMS)(Sakaiand lmamura 1990)が実 際 に細 胞融 合 に

よ り他 植物 へ 導入 されて い る｡ また細 胞 融合 に よ り､ ア トラ ジ ン耐 性 と

CMSの2種 の オル ガ ネ ラ形 質 を一つの細 胞 質 内 に取 り込 む こ とも行 わ れ た

(Christey elaJ.199日.

細胞 融合後 のオ ル ガ ネラの動 向 につ いての研究 も盛 ん に行 われ て きた｡

体細 胞 雑種 の葉緑 体 の分離 につ いて は､ 両親 の葉緑 体 の どち らか一 方 が

ラ ンダ ムに選択 され分離 して い く場合 (Scowcroftand Larkin 1981;

BonnettandGlimeliuS 1983;0'connelland Hansoロ 1987)､お よび､

片親 の 葉緑 体 のみ が選択 され残存 して い くノ ンラ ンダ ムな場合 (Kumar



andCocking1982;Clarke/aJ.1986;Kemblee/a/.1986;Morgan

andMaliga1987;Glebap/ a/.1988;Smitha/♂/.1989)等 の報 告 が

あ る｡ そ して､ 雑 種植物体 内の葉緑 体 構成 は､ 最終 的 に片 親 由来 の み の

均 質 な もの とな る｡

また ミ トコ ン ドリアは､ 葉緑 体 と同 じ親 由来 の もの が残 る場 合

(Medgyesy el∂/.1985b)と､ 葉緑 体 とは独 立 して分 離 して い く場 合

(AvivandGaLunL980;ClarkpfaJ.1986;Spangenbergel ∂ /.

1990;BonnettandGlineliuS1990;HondaefaJ.1991)とがあ る｡

そ して､ 葉緑休DNAの組換 えの報 告 はあ ま り多 くはな いが(Medgyesy

e/ aJ.1985a;Fejesp/ aJ.1990)､ ミ トコ ン ドリアDNAにつ いて は､

しば しば組換 えや 再構成 が生 じると報 告 されて い る(Belliardeg∂ノ.

1979;Nagy e/aJ.1981;ChetriLela/.1985;RothenbergeIa/.

1985;Kernbleela/.1986;Smithel∂/.1989;BonneLtand

Glimelius1990;Hondaど/∂ノ.1991)｡ また､ ミ トコ ン ドリアゲ ノ ムの

構成 が 草 丈､ 葉色､ 種 子稔 性 お よび雑 種 カル スの再分化等 の植物 の 生哩

的 ･形 態的特性 に影響 を与 え ることも報 告 されて い る(BonnetLand

Glirnelius1990;Newtonela/.1990;日ondaela/.1991)0

細胞 質 の改 良 を 目的 と した細胞 融 合 を行 うため には､ 融 合 後 の細 胞 の

オル ガ ネラの動 向 につ いて あ らか じめ情報 を得て お くことが重要 で あ る｡

しか し､ 細胞 融合 後 の オル ガ ネラの動 向は複雑 で あ り､ 融 合 の組 合 せや

培 養 条 件､ 材料植 物 の状態 な ど様 々な要 因が絡 んで くる｡ またその オル

ガ ネラ の動 向 に影 響 を与 え る核 との関係 も大 きい｡

弘 前 大学 農学部 育種 ･遺伝 学研究 室 で は､ 多年 にわ たって､ イネ

(Or)tZaSa/JVdL.)と､ マ メ科 の ダ イズ (6/)′cJ〝en∂,r(L.)Merr･.)お よび

マ メ科 牧 草2種 アル フ ァル フ ァ(HedJCagOSalJVaL.)とバ ース フ ッ ト ･ト

レフ オ イル (Lol.(/SCOr〟JC〟/OIE/iL.)の科 問 お よび属 間の総組 合 せ の細 胞



融 合 を 行 い比 較 研 究 を行 っ て き た｡

本 論 文 で は この イ ネ と マ メ 科 植 物 の 3組 合 せ の 科 問 お よ び マ メ 科 の 2組

合 せ の 属 間 雑 種 を 材 料 に 用 い､ オ ル ガ ネ ラ と核 の 動 向 に つ い て 基 礎 的 知

見 を 得 る こ と を 目的 と して 核 DNA＼ ミ トコ ン ドリア DNA(mLDNA)お よ び 葉 緑

体 DNA(CPDNA)の 解 析 を詳 細 に 行 い､ ま た そ の 育 種 的 価 値 に つ い て 論 議 し

たo な お 残 る 1組 合 せ､ ダ イ ズ と ア ル フ ァル フ ァの 細 胞 融 合 に よ る雑 種 カ

ル ス は ご く最 近 当 研 究 室 で 成 功 した が､ オ ル ガ ネ ラ と核 の 動 向 に つ い て

の 実 験 に は 供 試 し得 な か っ た｡
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第 2草 体細胞雑 種 育成 の 背景

第 1節 科 間 休細 胞雑 種

1. イネ とダ イズの科 間雑種

イネ (oryzaSarJVa L.)とダイズ (6/),cj〝en.7.ど(L.)Herr.)の細 胞融合

(NiizekiandKita1981;Niizekiど/ ∂ノ.1985)で は､ イネ系統A-58な

らび に ダイズ品種 Harosoyが用 い られ た｡

A-58の旋盤 由来 カル スか ら単離 され た プロ トプ ラス トは､ フラボ ノ イ

ド系色 素 に よ り黒紫色 を呈 す る. 一 方､ Harosoyの歴 軸 由来 カル スか ら単

離 され た プロ トプ ラス トは液腰 が発 達 してお り透 明で あ る｡ この細 胞 の

特徴 は融合処理 直後 の雑種 プ ロ トプラス トの判定 お よび雑 種 カル ス の逮

抜 に利 用 され た｡ また､ ポ リエチ レン グ リコール (PEG)法 に よ り作 出

され た融合細胞 は､ ココナ ッツ ミル ク を除 き､ ゼ アテ ンの代 わ りにベ ン

ジル アデニ ン(BA)を添 加 したKaoandMichayluk(1975)のKM8p培地 中で

培 養 され､ 維持 され た｡

カル ス形成後､ A-58系統 の黒紫色 の フラボ ノ イ ド系色 素 とダ イズ カル

スの柔 らか い性質 を併 せ もつ ものが雑 種 と して選 抜 され た｡ 雑種 カ ル ス

は､ 2mg/1の2,4-dichlorophenoxyaceticacid(2,4-D)を添加 したM S培

也(MurashigeandSkoog1962)で継代 され た｡ そ の後､ 継 代 を重 ね るに

従 い､ カル スの黒紫 色 は急 速 に消 失 して､ 褐色 とな った｡ この現 象 は雑

種 カル ス細胞 内で イネ染色 体 が消失 した ことに よ る と推測 され た｡ この

イネ染 色体 の消 失 は､ 核 に コー ドされ るパ ー オキ シダーゼや エ ステ ラー

ゼの ア イソザ イム分析 や核 型分析 に よ って も確 認 され た｡

褐 色 の雑種 カル ス を数 回継代 した後､ 緑 色 と 白色 のカル スが分離 した｡

葉緑体 にコー ドされ る､ リブロース11,5-ビス リン酸 カル ボキ シラーゼ

(RuBisCo)の大サ ブユ ニ ッ トの解析 の結 果､ 緑 色 カル スはダイズのcpDNA



を持 ち､ 白色 カル ス は イネ と ダ イズのcpDNAを キ メ ラ で 有 す る こ とが 明 ら

か に さ れ た (Fig.1A,Table1) 0

2. イ ネ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オイル の 科 問雑 種

イ ネ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル (Loll/s corl//rl/I/JH/S L.)の 細 胞 融

令(Nii7,ekiet.∂J. 1992a)で は イ ネ 系 統A-58とバ ー ス フ ッ ト ･ トレフ オ

イル 品 種Vikingが 用 い られ た｡

イ ネ の プ ロ トプ ラ ス トと､ 15mMiodoaceLamide(IOA)処 理 に よ り細 胞

分 裂 を不 活 化 した バ - ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル の プ ロ トプ ラ ス トは､

PEG法 に よ り融 合 され､ ア ガ ロー ス ビ- ズ法 を 用 いてKM8p液 体 培 地 中

で ナ ー ス 培 養 され たo ナ ー ス細 胞 と して バ - ズ フ ッ ト ･ト レフ オ イ ル の

カル ス細 胞 が用 い られ た｡ この増 地 中 で は､ イネ お よび バ ･-ズ フ ッ ト ･

トレフ オ イル の プ ロ トプ ラ ス トは 単独 で 分 裂 す る こ とが で きな い た め､

分 裂 に よ り形 成 さ れ た コ ロ ニ ー は雑 種 プ ロ トプ ラ ス ト由来 と して 選 抜 さ

れ た｡ そ の コ ロニ - はA-58が看 す るフ ラ ボ ノ イ ド系色 素 の 発 規 に よ り黒

紫 色 を 呈 した｡

コ ロ ニ ー は4mg/ii-naphthaleneaceLicacid(NAA)お よ び2.5nlg/i

kinetinを添 加 した M S寒 天 培 地 へ 移 植 され た｡ 継 代 され た雑 種 カル ス で､

バ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イ ル の 染 色 体 よ りも明 らか に 小 さ い イ ネ の 染 色

体 が 一 部 確 認 され た｡ これ らの カル ス か ら植物 体 が再 生 し､ 順 化 後､ 鉢

上 げ され た (Fig.1A,Table1)0

3. イ ネ とア ル フ ァル フ ァの 科 間 雑 種

イネ とアル フ ァル フ ァ(HedJCagOSalJVaL.)の 科 間細 胞 融 合 (Niizeki

et,31.1992b)で は､ イ ネ 系 統A-58な らび に アル フ ァル フ ァ品 種 DuPuitが

用 い られ た｡ この 場 合 は イ ネ とダ イ ズ の細 胞 融 合 と同 じ方 法 で 雑 種 カル



ス を選 抜 した｡ 継 代 培 養 に よ って､ フ ラボ ノ イ ド系 色 素 は 急 速 に消 失 し､

褐 色 の カ ル ス とな っ た が､ そ の カル ス か ら緑 色 と黄 色 の カ ル ス が分 離 し

た｡ しか し､ 植 物 体 再 生 に は 至 らな か った (Fig.1A,Table i)0

第 2節 属 間 体 細 胞 雑 種

i. ダ イズ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル の属 間 雑 種

ダ イ ズ とバ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル の属 間 細 胞 融 合 (Nji7,ekip/.(-)/

1990)で は､ 前 述 の ダ イ ズ 品種Harosoyとバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イ ル 品

種 Vikingが 用 い られ た｡

バ - ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル の プ ロ トプ ラ ス トは 10mM tOAに よ って､

細 胞 分 裂 が不 活 化 され た｡ ダ イズ の プ ロ トプ ラ ス トは 24130kRの X線 照 射

に よ り染色 体 切 断 な どが 誘 発 され､ 核 の不 活 化 が な され た｡ PEG法 に

よ る融 合 処 理 後 の プ ロ トプ ラス ト培 養 は､ イ ネ とバ ー ズ フ ッ ト .トレフ

オ イル の場 合 と同 じ方 法 で 行 い､ 雑 種 カル ス が得 られ た｡ 初 期 の 雑 種 カ

ル ス の 核 型 観 察 の 結 果､ バ ー ス フ ッ ト ･トレフ オ イル の 染 色 体 が ほ とん

どで あ った が､ バ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オイル よ り明 らか に 小 さ い ダ イ ズ

由来 の 染色 体 が教 本 残 存 して い る もの が 6系 統 確 認 され た｡ ま た､ パ ー オ

キ シダ - ゼ ア イ ソ ザ イ ム分 析 で は､ 調 査 した雑 種 カル ス 17系統 の う ち2系

統 が雑 種 性 を示 した が､ この2系統 の核 内 に ダ イズ の パ ー オ キ シ ダー ゼ ア

イ ソザ イ ム遺 伝 子 の 座 乗 す る染 色 体 が 残 存 して い た事 に よ る も の と推 刺

され た｡

さ らに､ イ ネ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル の 場 合 と同 様 に､ この組

合 わせ の雑 種 カ ル ス か らも植 物 体 が 再 分 化 した (Fig.18,Table 1.)O

2.バ ーズ フ ッ ト ･トレフ オ イル とアル フ ァル フ ァの属 間 雑 種

バ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル と､ アル フ ァル フ ァの 属 間 細 胞 融 合



■ ll- +

(NiizekielaJ.j989)で は､ 前 述 のバ ース フ ッ ト .トレフ オイル 品種

Vikingな らび に アル フ ァル フ ァの 品種 DuPuit,Rambler,Rangejander,

Vernalが用 い られ た｡

バ ー ズ フ ッ ト . トレフ オ イル の プ ロ トプラス トは融 合 前 に5mM 10A処理

を行 い分 裂 が不 活 化 され た｡ また､ KM8p培地 上で の アル フ ァル フ ァの プ

ロ トプ ラス ト分 裂 能 や､ プ ロ トプ ラ ス ト分 裂後 の コ ロニ ー形 成 能 は､ 品

種 や 同 じ品種 内で も個 体 毎 の遺 伝 子型 に よ って差 が存 在 す る(Niizeki

andSalto1987)｡ この 融 合 組 合 せ の場 合､ アル フ ァル フ ァプ ロ トプ ラ ス

トは､ 前 述 の4品種 内で､ 分 裂 は す るが コ ロニ ー形 成 しな い遺 伝 子型 の個

体 の カ ル ス を用 い る こ とに よ って､ 雑 種 カル スの選抜 を す る こ とが で き

る｡

PE G法 に よ り得 られ た融 合細 胞 は KM8p培 地 で培 養 され た｡ 得 られ た

カル ス 128系統 の うち2系統 のみ が緑 褐 色 で 柔 らか い雑種 の 性 状 を示 した

が､ 残 りは全てバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オイル の カ ル ス と同 じ固 く暗緑 色

の性 状 を示 した｡ これ は5mM IOA渦 度 で はバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル単

独 の カ ル ス形 成 の抑 制 が不 完 全 で あ っ たか､ 共存 培 養 に よ る影響 で､ カ

ル ス形 成 能 を得 た ため と推 察 され た. 緑 褐 色 で柔 らか いカ ル ス はパ ー オ

キ シダ ーゼ ア イ ソザ イム分 析 で雑種 性 を示 し両親 の染色 体 の共存 が 確 認

され たが､ 顕 微鏡 観 察 で は アル フ ァル フ ァの染色 体 が消 失 す る傾 向 で

あ っ た (Fig.lB,Table 1)0
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第 3章 体 細 胞 雑 種 の核 DNAの解 析

第 1節 緒 言

イ ネ とマ メ科 3植 物 の 科 間 お よび 属 問 の 5組 合 せ の 体 細 胞 雑 種 の雑 種 性

は これ まで カル ス の 性 状､ RuBisCo分 析､ 核 型 分 析 お よび ア イ ソザ イ ム分

析 に よ り確 認 され て きた (Fig.1､Table1)｡ しか し､ そ の 核 DNAに つ い て

の解 析 は され て い な か った0 本 研 究 で はサ ザ ン ブ ロ ッ ト分 析 に よ り5組 合

せ 中4組 合 せ の体細 胞 雑 種 の核 DNA解 析 を行 った｡ サ ザ ン ブ ロ ッ ト倉 析 の

ため に 用 い た プ ロ ー ブ は イ ネ の 17S,5.8Sお よび25Sリボ ゾ - ムRNA遺 伝 子

(rDNA)な らび に ス ペ ーサ ー 部 位 を含 む pRHZ/7(Takaiwapla/.1985)で あ

る｡ TDNAの スペ ー サ ー部 位 の 塩 基 配 列 は植 物 種 間 で の相 同 性 は な い の で､

サ ザ ン ブ ロ ッ ト分 析 に よ り異 種 植 物 とそ の雑 種 を 識 別 す る こ とが 可 能 で

あ る｡

この 解 析 に よ り､ 体 細 胞 雑 種 の核 DNAの構 成 につ い て の情 報 を得 る こ と

が本 章 の 目的 で あ る｡

第 2節 材 料 お よ び 方 法

1. 供 試 材 料

1).イ ネ とダ イズの科 間 雑 種

イ ネ とダ イズ の プ ロ トプ ラ ス ト融 合 に よ り作 出 され た褐 色 の 雑種 カ ル

ス H],H2,H3お よ び H4の4系統､ お よび そ の 褐 色 カル ス 系統 H3か ら継 代 の

過 程 で 分 離 した緑 色 カル ス 系統 (G)と 白色 カ ル ス 系統 (W)の 全6系統 か ら､

核 お よ び cpDNAの混 合 標 品 を調 製 して､ 分 析 に供 試 した｡ また､ 融 合 に用
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い た両 親 と して､ プ ロ トプ ラス トを単 離 した イネ 系統A-58のサ スペ ン

ジ ョ ンカル ス お よび ダ イズ の雁 軸 由来 カル ス か ら調 製 した核 DNAお よび

cpDNAの混合 標 品 を分析 に供 試 した｡

2)･イネ とバ ー ス フ ッ ト ･トレフ オ イル の科 間雑 種

イ ネ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オイル の プ ロ トプ ラス ト融 合 に よ り作 出

され た4系統 の雑種 カル ス (Hl,H2,Fiョ,お よ び H4)､ な らび に融 合 に用 い

た両親 と して､ イ ネ系統A-58のサ スペ ン ジ ョンカル スお よ びバ ー ズ フ ッ

ト ･トレフ オイル の 品種 Vikingの歴 軸 由来 カル ス か ら調 製 した核 DNAお よ

び cpmAの混 合標 品 を分 析 に供 試 した｡

3)･ダ イズ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オイル の 属 間雑 種

ダ イ ズ とバ ース フ ッ ト ･トレフ オ イル の プ ロ トプラス ト融 合 に よ り作

出 され た雑種 カル ス4系統 (Hl,H2,ト13お よびH4)､な らび に融 合 に用 い た

両親 と して､ ダイ ズ の品種 Harosoyとバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オイル の 品種

Vikingの腔 軸 由来 カル ス か ら核 DNAお よび cpDNAの 混合 標 品 を調製 し分 析

に供 試 した｡

4)･バ - ズ フ ッ ト ･トレフ オイル とアル フ ァル フ ァの属 問雑 種

バ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル とアル フ ァル フ ァの プ ロ トプラ ス ト融 令

に よ り作 出 され た雑 種 カル ス 1系統 と､ 融 合 に用 い た両親 と して､ バ ーズ

フ ッ ト ･トレフ オ イル の品 種 Viklngとアル フ ァル フ ァの 品種

Rangelanderの腫 軸 由来 カル ス か ら全 DNAを調製 し分 析 に供 試 した｡
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2. 核 DNA画 分の調 製

両親 カル ス お よび雑 種 カ ル スの核 DNA画分 は､ 改 良 したMilligan(1989)

の 方法 に よ り調製 した. 2-3gのカル ス を､ 4-6倍 量 の 氷冷 したcold

iso】.ation buffer(1.25ト1NaCJ,50mM Tris-HCIpH8.0,5mM EDTA,

0.1% BSA,0.1% 2-mercapLoethanol)中で 磨 砕 して 一重 の ミラ ク ロスで

遭遇 した後 に､ 避 液 を4oC, 3000× gで 10分 間遠 心 したo 上 澄 み に 1/LO墨

の 10% CTAB(hexadecyltrimethylammonium bromi〔】e)を加 えて 60oCで 15分

間処理 した. その後､ 等 量 の クロ ロホ ル ム :イ ソ ア ミル ア ル コール

(24:1)と混和 し､ 室 温 で 1500×Sで 10分 間 遠 心 した. 水屑 に2/3倍 量 の 氷

冷 した イソ プ ロパ ノ ール を加 えて､ -20oC,30分間 処 理 した後 に､

3000×gで 10分 間遠 心 して､ 得 られ た沈 殿 をTE緩 衝 液 (10rnM TrisIHCI

pH8.0,1mM EDTA)に溶 解 し､ 核 DNAとcpDNAの混合 標 品 と した｡

また､ 全 DNAの調 製 はVaradarajanandPrakash(199])の 方法 に よ った｡

2-3gの カル ス を液 体 窒 素 で 凍結 させ て 乳鉢 で粉 末 状 に磨 砕 した｡ 140〟1

の 2-mercaptoethanolと1mlの 100/o sDSを加 え た isolation buffer(100mM

Tris-HClpH7.4,50mM EDTA pt18.0,500mM NaCl)を加 えて 65oCで 15分 間

保 温 した後 に､ 340〟1の5M poLassiumaceLateを加 えて 混 和 し､ -20oCで

15分 間 冷却 した｡ そ の後 25000× Eで 20分 間遠 心 して､ 上澄 み に350〟lの

氷 冷 した isopropanoLを7ml加 えて 静 か に混和 して -20℃ で 30分 間 冷即 した｡

20000×gで 20分 間 遠 心 して 生 じた沈 殿 をTE-1緩 衝 液 (50mM Tris-HCl,

1_OTnM EDTA pH8.0)に溶 解 し､ 25000×gで 1分 間遠 心 した後 に､ TE接 衝 液

(50mM Tris-HCIpH8.0,10mMEDTA)に溶解 した｡
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3.制 限 酵 素 処理 お よび 電 気 泳 動

1-2JJgの核DIVAお よびcpDNAの混合標 品 あ るいは 全DNAに5-20ユ ニ ッ トの

制 限 辞 素 を加 えて37oCで3時 間 か ら終 夜 処理 した｡ DNAの制 限 酵素 消 化物

はTPE緩 衝液 中の0.80/.ア ガ ロー スゲル で 16V､15時 間 の泳 動 を行 った.

4.DNAプ ロー ブの 標 識

イネ の17S､5.8Sお よび25Sリボ ゾー ムRNA遺 伝 子 とその間 の ス ペ ーサ ー

領域 を含 むDNA断片 pCR2/7を核 プ ロ ー ブ と して 用 い た. DNAプ ロー ブの標

識 にはECLダ イ レク トDNA/RNAラベ リング ･検 出 シス テ ム(Amersham)を用

い たo lO〟lのTE溶 液 に溶解 した0.1jlgのDNAを5分 間 煮 沸後､ 水 浴 上 で

5分 間 急 冷 して熱 変性 した後､ キ ッ ト内の標 識 試薬 と グル タル アル デ ヒ ド

溶 液 を それ ぞれ等 量 ず つ加 えて よ く混 和 し､ 37oCで 10分 間 保 温 して 標 識

を行 っ た｡

5.サ ザ ンブ ロ ッ ト分析

ア ガ ロースゲル 中で 分 画 され たDNA断片 を変性 溶 液 (I.5MNaCl,0.5M

NaOH)中で20分間､ 中和 溶 液 (0.5Mrrris,0.5MNaOHpH7.5)中で30分 間

処 理 した｡ その後､ ゲル を トラ ンス フ ァー台 にの せ て20×SSC(3MNaCl,

0.3Msodiumcitrate)に よ るサザ ンブ ロ ッテ ィ ング を一晩行 っ た｡ DNAは､

0.4MNaOHに よ りナ イ ロ ンメ ンブ ラ ン(Hybond-N十.Amersham)上 に固定 さ

れ た｡ アル カ リ固定 後 の メ ンブラ ンを0.5%ブ ロ ッキ ング試 薬 (Amersham)

お よび0.5MNaClを加 え た ゴール ドハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン緩衝 液

(Amersham)中で42oC､ 30分 以 上保 温 した後､ プ ロ-ブDNAを加 え て終 夜 ハ

イブ リダ イゼ ー シ ョ ンを行 った｡ ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン後､ メ ン ブラ

ンを42oCの一次洗 浄 緩 衝 液 (6Murea,0.4%sodiumdodecylsulFate,

0.5×SSC)中で20分 間､ さ らに室 温 の 二次洗 浄 緩 衝 液 (2×SSC)中 で5分 間､
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それ ぞれ2回ずつ洗浄 した後､ ECLダイ レク トDNA/RNAラベ リング検 出 シ

ステム (Amersham)を用 いて シグナル の検 出 を行 っ た｡ シス テム中の検 出

試薬1お よび 2を等 量混和 した ものをメ ンプラ ンに 1分 間 かけて発 光 させ た

後､ X線 フ ィル ムに感 光 させ た｡

第 3節 結果

1. 科 間体細胞雑 種 の核 DNAの解析

1)イネ とダ イズの科 間雑種

褐色 の雑種 カル ス4系統 (Hl,H2,H3お よびH4)と､ 緑色 カル ス系統Gと

白色 カルス系統W､な らびに両親の カル スか ら調製 した核 DNAとcpDNAの混

合標 品 をBaDHIで処理 し､pRR217をプローブ と したサザ ンブ ロ ッ ト分析 を

行 った｡ その結 果､ イネで は3本 の断片 (9.Okb,5.2kbお よび3.9kb)､

ダイズで は7本の断片 (8.4kb,7.2kb,7.Okb,5.Okb,3.6kb,3.2kbお よ

び2.6kb)の断片 がみ られ た｡ 雑種 カル ス6系統 中5系統 はダ イズ 由来 の断

片 を7本 もって いたが､ G系統 で はダ イズの7本 の断片 中5.Okbが欠失 して

いた (Fig.2,Table 2)0

2)イネ とバ ーズフ ッ ト ･トレフオイル の科 間雑種

雑種 カル ス4系統 と両親 のカル ス か ら調製 した核DNAとcpDNAの混合標 品

をBanHI或 いはccoRIで処理 し､ pCR2/7をプローブ と してサ ザ ンブロ ッ ト

分析 を行 った. そ の結果､ RaDHIで処理 した場合､ イネに は3本 の断片

(9.2kb,4.9kbお よび3.7kb)がみ られ､ バ ース フ ッ ト ･トレフオイル には

4本 の断片 (ll.5kb,8.8kb,6.4kbお よび2.9kb)が み̀ られ たO またEcoRIで

処理 した場合 には､ イネで は9.Okbの断片 が1本 み られ た｡ バ ーズ フ ッ

ト ･トレフオイル で は4.Okbと3.7kbの2本の断片 がみ られ た｡ 雑 種 カル ス
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4系統 は､ 全てバ ー ズフ ッ ト ･トレフ オイル と同一 のパ タ- ンを示 した

(Fig.3,Table3)O

2. 属 間体細胞雑 種の核 DNAの解析

1)ダイズ とバ ーズ フ ッ ト .トレフ オイルの属間雑種

雑種 カル ス4系統 (Hl,H2,H3お よびH4)な らび に両 親 のカル ス 系統 か ら

調製 した核DNAとcpDNAの浪合標 品 を供 試 したo BaDHIで処理 し､ pRR217を

プロー ブ と したサ ザ ンブロ ッ ト分析 を行 った結果､ ダイズで は7本

(7.4kb,6.6kb,6.3kb,5.Okb,3.7kb,2.55kbお よび0.4kb)の断片 がみ

られ､ バーズフ ッ ト ･トレフオイルで は6本 (ll.Okb,9.5kb,8.Okb,

7.1kb,2.65kbお よび0.45kb)の断片 がみ られ た｡ 雑種 カル ス4系統 は全 て

バーズ フ ッ ト･トレフ オイル と同一 の断片 パ ター ンを示 した(Fig.4,

Table4)｡

2)バ ーズ フ ッ ト･トレフオイル とアル フ ァル フ ァの属 間雑 種

雑種 カル ス (H)と両親 のカルス系 統 か ら調整 した全 DNAをBaDHIで処理 し､

pRR2j7をプローブ と したサ ザ ンブ ロ ッ ト分析 を行 った. そ の結果､ バ ー

ズフ ッ ト ･トレフ オイルで は9本 (10.1kb,9.Okb,7.4kb,7.2kb,6.5kb,

6.Okb,4.Okb,2.7kbお よび0.4kb)の断片がみ られ､ アル フ ァル フ ァで は

9本 (ll.Okb,9.4kb,8.Okb,7.8kb,6.8kb,6.6kb,4.Okb,2.9kbお よび

0.4kb)の断片 がみ られ た｡ 雑種 カル ス は､ バーズ フ ッ ト ･トレフ オイル

由来 の9本 の断片 中､ 6.5kb断片 が欠 失 して いた｡ 更 にアル フ ァル フ ァ由

来 と考 え られ る6.8kb断片 がみ られ た(Fig.5,Table5)0
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｢ 一

第 4節 考 察

イ ネ とマ メ科 の科 聞 及び マ メ科 の居 間 の5組 合せ の体細胞 雑種 の核 内に

お いて､ いずれ か 一方の染 色 体 が消 失 す る傾 向 に あ る ことが､ ア イ ソザ

イム分析 (Niizekieta/.1985)や 核型 分析 (NiizekjandSaito

1989;Niizekiela/.1990,19928,b)で 明 らか に されて きた. 本 研 究

で は､ 核 DNAのサザ ンブ ロ ッ ト分析 に よ る解 析 を行 っ た｡ その結 果､ イネ

とダイズの雑 種 カル スG系統､ お よびバ ーズ フ ッ ト ･トレフオイル とアル

フ ァル フ ァの雑種 カルスで DNA断片 の欠 失 が確 認 され たo さ らにバ ー ズ

フ ッ ト ･トレフ オイル とアル フ ァル フ ァの雑種 カ ル スで は､ 両親 由来 の

断片 の 混在 も見 られ た. しか し､ その他 の3組 合せ の雑種 カルス 系統 の断

片バ ク - ンは､ そ れ ぞれの核 内で染色 体 が残 され る側 の親 と同 一で あ っ

た｡ これ は､ 3組 合せ の体細胞 雑種 にお いて片親 の染色 体 が完 全 に消 失 し

たか､ 或 いは､ 残 って いた と して もrDNA遺伝 子 の座乗 す る染色体 が消 失

した こ とを示 唆 す る｡ この よ うに体細 胞雑種 の核 内 にお いて片親 の染負

体 が消 失 す る現 象 は よ く知 られて い る(Kao1977;Wetter1977;

Krumbiegel andSchieder1981;ChieneIaJ.】982).

一 方､ ParokonnyetaJ. (1992)は〝JCOtJanaPJuobagJnlFoJJaと

〟.S)′/VestrJSの非 対称 細胞 融合雑種 にお いて､ どち らか一 方 の親 の

全DNAを ビオ チ ン標 識 に よ りプロー ブ と し､ 他 方の親 の全DNAをブロ ッキ

ングDNAと して､ ゲ ノ ミック JnSJf〟ハ イブ リダ イゼー シ ョン(GISH)を

行 った｡ そ の結 果､ 両親 の ゲノ ム間 で染 色体 同士 で の転座 を起 こ して い

る ことを明 らか に した｡

イネ とダ イズの雑種 カル スG系統 で は､ ダ イズ 由来 の7本 の断片 の うち

1本 の断片 が欠 失 して い た｡ これ は､ rDMの座 乗 す る染色体 の一 部 が切 断

して生 じた もの と考 え られ る｡ 更 に､ バ ーズ フ ッ ト ･トレフ オイル とア

17



ル フ アル フ ァの雑 種 カル ス系統 で は､ バ ーズ フ ッ ト ･トレフオイル 由莱

断片 の欠失 と同時 にアル フ ァル フ ァ由来 と考 え られ る断片 も見 られ た0

従 って､ これ らの染色体部 位 にお いて､ 転座 が生 じて い る可能性 が あ る｡

今後 はGISH法等 を用 いて､ 体細胞雑種 の両親 ゲ ノ ム間の染色体転座 の可

能性 を調査 す るこ とが望 まれ る｡
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Fig･2･SouthernblotorDNAsoffわursomatichybridcelltines(Hl,H2,H3
andH4)andhybridwhite(W)andgreen(G)ceulinesbetweenrice
andsoybean,andtheirparentalrice(R)andsoybean(S)celllines.
NucleaトandCPDNA mixturesofhybridandparentalcelllines
weredigestedbyBamHIandhybridizedwithrDNAaspRR217･
Dotindicatesthedeletionofsoybeanfmgment･
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一

k

.
132

4

6

4

9

6

4

Fig･3･SouthernblotofDNAsoffoursomatichybridcelllines(Hl,I12,H3
andH4)betweenriceandbirdsfbottrefわil,andtheirparentalrice(良)
andbirdsfoottrefoil(B)celllines･NucleaトandCPDNAmixturesor
hybridandparentalcelllinesweredigestedbyEcoRIand
hybridizedwithrDNAaspRR217.Thehandingpatternsoffour
hybridcelllineswereidenticalwiththatofbirdsfoottrefoil･
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B H A

Fig15･SouthernblotofDNAsofasomatichybridcellline(H)between
birdsfoottrefoilandalfalfa,anditsparentalbirdsfoottrefoil(B)
andalfalfa(A)celllines･TotalDNAsofhybridandparentalcell
linesweredigestedbyBamHIandhybridizedwithrDNAas
pRR217.DeletionofbirdsfoottrefoilfragmentandcO-mlgrated
fragmentwiththatofaLfalfaareindicatedbydotandarrowhead,
t-espectively･
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TableS･Restrictionfragmentlengthpolymorphism of
nuclearDNAsinasomatichybridcellline(H)
betweenbirdsfoottrefoilandalfalfa,andtheir
parentalbirdsfoottrefoil(B)andalfalfa(A)
probedwithpRR217
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