
第 4車 体 細 胞 雑 種 の mtDNAの解 析

第 1節 緒 言

ミ トコ ン ドリア は エ ネ ル ギ ← 合 成 に 重 要 な 役 割 を持 つ オ ル ガ ネ ラ で あ

り､ 自 己の DNAを持 って い る｡ mtDNAに は､ タ ンパ ク質 合 成 に 必 要 な リボ

ソ - ム RNAや tRNAの他､ 酸 化 的 リン酸 化 や 電 子 伝 達 系 を触 媒 す る酵 素 複 合

体 の遺 伝 子 な どが コ ー ドされ て い る｡ 多 くの 高等 植 物 に お い て､ ミ トコ

ン ドリア は母 性 遺 伝 す る た め､ 有 性 交 雑 に よ って 異種 の mtDNAは 混 じ り合

う こ とは な い｡ しか し､ 体 細 胞 雑 種 に お い て は mLDNAの 組 換 え が 生 じ る こ

とが知 られ て い る (Belliard el∂/.1979;Nagy et∂J.1981;Chetrit

eta/.1985;Rothenberg eta/.1985;Kemble etaJ.1986;Morgan

and Maliga 1987;Ozias-Akins ef∂∴ 1987;Honda and Hiral 1990)0

本 章 で は､ 3種 の ミ トコ ン ドリア 遺 伝 子 ク ロ ー ンを プ ロ ー ブ と して サ ザ

ン ブ ロ ッ ト分 析 を 行 い､ イ ネ とマ メ科 植 物 の 科 聞 お よび マ メ科 植 物 の 属

間 の 5組 合 せ の 体 細 胞 雑 種 の mtDNAに組 換 え な どの 改 変 が 生 じて い る か を

調 査 した｡

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 体 細 胞 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 た雑 種 カ ル ス は､

Hl,H2,H3お よび H4の 4系 統 の褐 色 カ ル ス と､ そ の 褐 色 カ ル ス 系 統 H3か ら

継 代 の 過 程 で 分 離 した緑 色 お よび 白色 の カ ル ス 系 統 で あ るGとWの 6系 統 か

らmtDNA画 分 を調 製 して 分 析 に供 試 した｡ ま た融 合 に 用 い た 両 親 と して､
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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 品種 Harosoyの赴 軸 由来 カ ル ス か ら調 製 したmLDNA画分 を分 析

した｡

2).イ ネ とバ - ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル の科 問 体 細 胞 雑 種

イ ネ とパ 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 也

され た Hl,H2,H3,H4,H5お よび H6の 雑 種 カ ル ス 6系 統､ な らび に融 合 に

用 い た 両 親 の 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 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mtDNA画 分 を分 析 したO

3)･イ ネ とア ル フ ァル フ ァの 科 間 体 細 胞 雑 種

イ ネ とアル フ ァル フ ァの プ ロ トプ ラ ス ト融 合 に よ り作 出 され た雑 種 カ

ル ス 1系 統 (H)と､ そ の カル ス か ら継 代 の過 程 で分 離 した緑 色 (G)お よび黄

色 (Y)の 3系統 な らび に融 合 に用 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 とアル フ ァル フ ァの 品種

DuPuitの 肱 軸 由来 カル ス か ら調 製 した mtDNA画 分 を分 析 したO

4)･ダ イズ とバ ー ス フ ッ ト ･トレフ オイル の 属 間体 細 胞 雑 種

ダ イ ズ 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Hl,H2,H3,H4,H5,H6,H7お よび H8の 雑 種 カル ス 8系 統､ お よ

び融 合 に用 い た両 親 の プ ロ トプ ラス トを単 離 した ダ イ ズ 品 種 Harosoyの歴

軸 由来 カル ス とバ 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 mtDNA画 分 を分 析 した｡
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5)･バ ー ズ フ ッ ト ･トレ フ オイル とア ル フ ァル フ ァの 属 問 体 細 胞 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 (l一日と､ 融 合 に 用 い た両 親 の プ ロ トプ

ラ ス トを単 離 した バ ー ス フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル の 品 種 vikingの 歴 輔 由来

カ ル ス お よ び ア ル フ ァル フ ァの 品 種 Rangelanderの 腔 軸 由来 カ ル ス か ら抽

出 した 全 DNAを分 析 に供 試 した｡

2.mtDNA画 分 の 調 製

両 親 カ ル ス お よ び 雑 種 カ ル ス の mtDNA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

isolationbuffer(1･25MNaCl,50州 Tris-HClpH8.0,5mMEDTA,0.1%

BSA,0･1% 2-mercapLethanol)中 で磨 砕 して 一 重 の ミラ ク ロ ス で 滅 過 し

た後 に､ 髄 液 を4℃, 3000× gで 10分 間 遠 心 した｡ 生 じた沈 溺 を､ cold

iso一ationbufferで 懸 濁 して 4oC,3000×gで 再 び 10分 間 遠 心 して ミ トコ

ン ドリア沈 瀬 物 を 得 たo この 沈 澱 を 10mlの coldisolationbufferで 再 懸

濁 し､ Imlの 10% CTAB(hexadecyltrimethylammoniumbromide)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× g,10分 間 遠 心 した｡ 水 層 に 2/3倍

量 の 氷 冷 した イ ソ プ ロパ ノ ー ル を加 え て､ -20℃ で 30分 間 処 理 した後 に､

3000×gで 10分 間 遠 心 して 得 られ たmtDNAの 沈 澱 を TE緩 衝 液 (10mMTris-

HCIpH8.0,1DMEDTA)に 溶 解 したo

バ ー ス フ ッ ト ･ トレフ オ イル とア ル フ ァル フ ァの 雑 種 カ ル ス の 場 合 に

は 全 州Aを解 析 に用 い た｡ この全 DNAの 調 製 法 に つ い て は 第 3章 に詳 述 し

た｡
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3･ 制 限 酵 素 処 理 お よ び 電 気 泳 動

1~2〟gの mLDNA画 分 に 5-20ユ ニ ッ トの 制 限 酵 素 を加 え て 37oCで 3時 間 か

ら終 夜 処 理 したo DNAの 制 限 酵 素 消 化 物 はTPE緩 衝 液 中 の 0.8%ア ガ ロ ー

ス ゲ ル で 16V､15時 間 の 電 気 泳 動 を行 っ た｡

4. DNAプ ロ ー ブ の標 識

両親 と雑 種 カ ル ス の mtDNA解 析 の ため の プ ロ ー ブ と して 3種 類 の ミ トコ

ン ドリア遺 伝 子､ FIATP合 成 辞 素 サ ブユ ニ ッ トα遺 伝 子 afpA､ シ トク ロ ム

酸 化 酵 素 サ ブユ ニ ッ ト1遺 伝 子 co,r/お よ び26Sリボ ソ ー ムRNA遺 伝 子 r′026

を用 い たO プ ロ ー ブDNAの標 識 法 は 第 3章 に 詳 述 したo

5. サ ザ ンブ ロ ッ ト分 析

サ ザ ン ブ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に つ いて は､ 第 3章 に 詳 逮

した 方 法 と同 じで あ る｡

第 3節 結 果

1. 科 間 体 細 胞 雑 種 の mtDNAの解 析

日 .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)とそ の カ ル ス か ら分 離 し

た緑 色 カ ル スG系統 と 白色 カ ル スW系 統 の mtDNA画 分 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト分 析

の 結 果､ 雑 種 カ ル ス の 断 片 パ タ ー ンは 各 系 統 と も に ダ イ ズ 型 を示 した が､

一 部 で ダ イズ と同 サ イ ズ の 断 片 の 欠 失 や イ ネ と同 サ イ ズ の 断 片 が 見 られ

た｡ RaPHIで 消 化 して r√〟26をハ イ ブ リダ イ ズ させ た プ ロ ッ トのHl,H2,

H4お よ び V系 統 で7･Okb,H2お よびG系 統 で 3.5kbの ダ イ ズ 断 片 が 欠 失 して

い た｡ ま た､ 同 プ ロ ッ トで 両 親 に は な い新 た な 断 片 が み られ た 系統 は､

主 要 な DNA断 片 だ け で もHl系統 に9･4kbと8.Okb,Hl,H3お よ びH4系統 に
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7･2kb,H2系 統 に6･6kbが あ り､ 9･4kb以 上 の 断 片 に つ い て は 非 常 に複 雑 で

あ っ た た め 解 析 が 困 発 で あ っ たO さ らに イ ネ と同 位 置 に ハ イ ブ リダ イ ズ

す る7･6kbの DNA断 片 が G系 統 で み られ た (Fig･6,Table6)0ccoRlで 消 化

して co,r/を プ ロ ー ブ と した プ ロ ッ トで は 7･Okb,Jnarご消 化 して co,r/を プ

ロ ー ブ と した プ ロ ッ トで は 12･8kbの イ ネ と同 位 置 にハ イ ブ リダ イ ズ す る

断 片 が W系統 で み られ た (Table7)o

褐 色 の雑 種 カ ル ス 4系 統 の mtDNA画分 の 6制 限 酵 素 と3プ ロ ー ブ の 18組 合

せ の サ ザ ンブ ロ ッ トに お い て､ 融 合 親 に は な い新 た な断 片 の 出 現 率 は

77･8%で あ っ たo しか し､ イ ネ と同位 置 にハ イ ブ リダ イ ズ す るDNA断 片 は

み られ な か っ た｡ 一 方､ W系 統 の 18プ ロ ッ トに お け る新 た な 断 片 の 出 現 率

は44･4%､ イ ネ と 同位 置 に ハ イ ブ リダ イ ズ す る断 片 の 出現 率 は 11.1%で

あ り､ G系 統 の 18プ ロ ッ トに お け る新 た な 断 片 の 出 現 率 は38.9%､ イ ネ と

同 位 置 にハ イ ブ リダ イ ズ す る断 片 の 出 現 率 は 5･6%で あ っ た (Table7)0

2)･イ ネ とバ - ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル の 科 間 雑 種

雑 種 カ ル ス 6系 統 (Hl,H2,日3,日4,日5お よび H6)な らび に融 合 に用 い た

イ ネ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレ フ オ イル の 親 カ ル ス か ら調 製 した mtDN̂ 画 分 は､

83mHI,8JndIJl,EcoRI,▲Tmれ ∫G/Tお よ び PslIの 6種 類 の 利 根 酵 素 で 処 理

した0 3種 類 の ミ トコ ン ドリア遺 伝 子 を コ ー ドす る 31pA,,,026お よ び

coJr/を プ ロ ー ブ と したサ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンの 結 果､ 雑 種 カ ル

ス は お お む ね が バ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル と同 じバ ン ドパ タ ー ン を示

したo Lか LatpAとr′〝26を プ ロ ー ブ に用 い た と き､ Hl系 統 に は､ 両 親 に

は な い新 た な 断片 が み られ た (Fjg･7,Table8,Tables)O 特 に alpAを プ

ロ ー ブ と して 用 い た と き に新 しい DNA断片 が 多 く確 認 され た (Table9)0

この こ とか ら､ Hl系統 の afpA遺 伝 子 か あ る い は そ の 周 辺 に DNAの 変 異 が 生

じて い る と推 定 され たo そ こで､ a/pAを 83mHIで 切 断 した左 側 部 分 (以 下
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alpA-Lと表 す )と右 側 部 分 (以 下 afpA-Rと表 す )を用 い て､ さ らに 解 析 した

(Fig･8)0 両 親 とHl系 統 のmtDNA画 分 を HJndHrで 消 化 し､ 3/PJ,3/PA-L

お よ び ∂′山一Rの そ れ ぞ れ を プ ロー ブ と して サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ

ン を行 っ たc alpAを プ ロー ブ と した場 合 に は､ イ ネ の 3.5kb断 片 ,Hl系 統

とバ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル の7.6kb断 片 お よ び 10.7kb断 片､ な らび に

Hl系 統 に特 異 的 な 9･1kb断 片 が み られ た｡ ま た､ ♂/pA-Lを プ ロ - ブ に した

場 合 に も同 じ断 片 が全 て 観 察 され た｡ しか し､ alPA-Rを プ ロー ブ と した

場 合 に は､ イネ の 3･5kb断 片 お よ び Hl系 統 とバ ー ス フ ッ ト .トレフ オ イル

に共 通 の7･6kb断 片 の み が 観 察 され た｡ この こ と か ら､ イ ネ の3.5kb断 片

とバ - ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル の7･6kb断 片 は alpA遺 伝 子 を完 全 な形 で 持

つ が､ Hl系統 とバ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル に 共 通 な 1.0.7kb断 片 と､ Hl

系統 に特 異 的 な9･1kb断 片 は､ ∂fpJ-L部 分 しか 持 た な い こ とが 明 らか に

な っ た｡

次 に､ Hl系 統 と両親 のmtDNA画 分 を BaoHIとHlndHTで 消 化 し､ alpAを プ

ロ ー ブ と して サ ザ ンハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た と こ ろ､ イ ネ で は

1･8kbと1･6kbの 断 片 が み られ た｡ そ して そ の 両 断 片 は そ れ ぞ れ alpA-Lと

atpA-Rとに ハ イ ブ リダ イ ズ した. Hl系 統 とバ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル

で は､ atpAを プ ロ ー ブ と した と きに5.4kb,4.6kb,2.2kbの 断 片 が み られ､

そ の う ち alpA-Rに ハ イ ブ リダ イズ す る 断 片 は2.2kbの み で あ っ た. この こ

とか ら､ Hl系 統 とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル に 共 通 の7,6kb断 片 は､

alpAを 完 全 な形 で 持 つ が､ 111系統 とバ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル に 共 通

の 10･7kb断 片 は atpA-L部 分 しか持 た な い こ とが 推 測 され た (Fig.9)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 ァの 雑 種 カ ル ス の サ ザ ン ブ ロ ッ ト分 析 を行 っ た0

褐 色 の 雑 種 カ ル ス (H)と､ そ の カル ス か ら分 離 した緑 色 (G)と黄 色 (Y)の カ
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ル ス の mtDNAサ ザ ン ブ ロ ッ トの 断 片 パ タ ー ン は､ ア ル フ ァル フ ァの そ れ に

近 い も の で あ っ た が､ U/ndTfTで 消 化 しrr〟26を プ ロ ー ブ と した プ ロ ッ トで､

G系 統 で は 6･4kbお よ び 1･7kb､Y系 統 で は 2.3kbの 新 た な 断 片 が み られ た

(Fig･10,Table 10)｡ ま た G系統 で は､ HJndmで 消 化 しr′〝26を プ ロ ー ブ

と した プ ロ ッ トで 513kb､ IcoRtで 消 化 しr′〝26を プ ロ ー ブ と した プ ロ ッ ト

で は､ イ ネ と同 サ イズ の 7.1kb断片 が み られ た｡

3制 限 辞 素 と3プ ロ ー ブの 9組 合 せ の プ ロ ッ トで､ ア ル フ ァル フ ァ と同 サ

イ ズ お よ び イ ネ と 同 サ イズ の 断 片 が そ れ ぞ れ 88%お よ び 30%出 現 した｡ ま

た､ 両 親 に な い新 た な 断 片 の 出現 率 は 63%で あ っ た (Table ll)0

2･ 属 間 体 細 胞 雑 種 の mLI)NA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8系統 (Hl,H2,H3,H4,H5,H6,H7お よ び118)の サ ザ ン ブ

ロ ッ ト分 析 を行 っ たO 雑 種 カル ス と両 親 カ ル ス の mtDNA画 分 を ps/Ⅰで 消 化

し､ afpJを プ ロ ー ブ と した サ ザ ン ブ ロ ッ トで は､ ダ イズ で は 12,5kb,

11･Okb,9･6kbお よ び 6･1kbの 断 片 が み られ､ バ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イ

ル で は 19･5kb･15･Okb,8･Okbの 断 片 が み られ た (Fig.ll,Table12)0

H2系 統 で は､ バ - ズ フ ッ ト ･トレフ オ イ ル の 断 片 に加 え､ 両 親 に は な い

8,8kbの 断片 が み られ た｡

しか し､ 他 の サ ザ ン ブ ロ ッ トの場 合 に はH2系統 だ け で な く､ Hlお よ び

H8系統 に も新 た な DNA断 片 が み られ た (Table13)0

2)･バ ー ス 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 と両 親 の mtDNA画 分 を BaoHIで 処 理 し､ 3ミ トコ ン ドリア遺 伝

子 ･∂fpA,rrn26お よ び coノr/を プ ロー ブ と したサ ザ ン ブ ロ ッ ト分 析 を 行 っ
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たo そ の結 果､ ∂IpAを プ ロー ブ と した と きに はバ ー ズフ ッ ト ･トレフ オ

イル に は3本 のDNA断 片 (6･6kb,4.8kbお よび 1.5kb)が み られ､ アル フ ァル

フ ァで は7本 の 断片 (10･5kb.9.Okb,5.6kb,3.8kb,2.1kb, 1.6kbお よび

1･4kb)がみ られ たo r′〝26をプ ロー ブ と した と きには､ バ ー ズ フ ッ ト ･ト

レフ オ イル には2本 の 断片 (7･4kb,4.9kb)が み られ､ アル フ ァル フ ァに は

2本 の断片 (6･8kbお よび 3.6kb)がみ られ た｡ co,r/を プ ロー ブ と した と きに

は､ バ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オイル に は 2本 の 断片 (6･4kbお よび2.6kb)がみ

られ､ アル フ ァル フ ァに は2本 の 断 片 (6.8kbお よび2.6kb)がみ られ た｡ い

ずれ の場 合 に も､ 雑 種 はバ ース フ ッ ト ･ トレフ オ イル と同 じ断片 パ ター

ンを示 した(Fig.12,Table14)0

第 4節 考 察

イネ とマ メ科 植 物 の科 問 お よび マ メ科 植 物 の属 間体細 胞 雑 種 カル ス の

mtDNAをサ ザ ンブ ロ ッ トに よ り解 析 した｡ そ の結 果､ イ ネ とダ イ ズ､ イネ

とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オイル お よび イ ネ とアル フ ァル フ ァの科 間 な ら

び に ダ イ ズ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル の マ メ科 の属 間 の 4組 合 せ の

体細 胞 雑 種 カル ス のmtDNAに､ 両親 の 断片 の 混 在や 欠 失､ 新 たな 断片 の 出

現等 が 兄 い だ きれ たo 従 って これ らの 雑 種 カル ス のmtDNAに､ 組 換 えや 再

構 成 が 生 じて い る こ とが示 唆 きれ るo Ke皿ble et aJ. (1988)は､ 300個 体

の BraccJCa naPL/Sの体細 胞 雑 種 でmtDNAの 再 構 成 が生 じな い こ とを報 告 し

て い る一方､ 体繍 胞 雑 種 のmtDNAに お いて は組 換 えや 再構成 が生 じる こ と

が 多 くの研 究 者 に よ り報 告 され て い る (Belliard♂/♂/.1979;Nagy

et aJ･1981;Chetrit a/ a/I1985;Rothenbergel a/.1985;Kemble

et a/A1986;HorganandHaliga1987;OziasIAkinsel ∂J. 1987)0

Nagyel aJ･ (1983)は､ 〟′cDfJa〟a属 の プ ロ トプラス ト培 養 や 再 分 化 に

34



よ って､ mtDN̂ の 再構 成 が 引 き起 こ され な か っ た こ とか ら､ 細 胞 融 合 に よ

り生 じ るヘ テ ロ プ ラ ス ミッ クな状 態 が mtDNAの 再 構 成 に は必 要 な 条 件 で あ

る と して い る. 一 方､ mtDNAの再 偶 成 は細 胞 培 養 の 条 件 の み で も 生 じる と

の報 告 も あ る (Gengenbach p/ aJ. 1981;McNay e/ aJ. 1984;Kemble

and Shepard 1984;Brears eF ∂/. 1989;Hartmann et a/. 1989;

Shirzadegan ど/♂/. 1989)0 Shlrzadegan ど/∂∴ (1989)は 植 物 組 織 内 に

既 に存 在 して い る潜 在 的 な DNA分 子 (subliminalmolecules)が､ 細 胞 堵 菜

の様 な 例 外 的 な環 境 条 件 に よ り増 幅 され る と して い る｡

本 研 究 で解 析 した雑 種 カ ル ス の mtDNAに再 構 成 が 生 じた要 因 と して は､

以 下 の 3点 が 挙 げ られ る｡

1)両 親 の ミ トコ ン ドリア ゲ ノ ム DNA間 の組 換 え

2)片 親 の ミ トコ ン ドリア ゲ ノ ム DNA内 の組 換 え

3)subliminalmoleculesの増 幅

イ ネ とバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル､ お よび そ の 体細 胞 雑 種 Hl系 統 の

atPA遺 伝 子 近 傍 の 解 析 に よ り､ Hl系統 に特 異 的 な 9.1kbDNA断 片 とバ ース

フ ッ ト ･トレフ オ イル に存 在 す る10.7kb断 片 とは afPJ遺 伝 子 の 中央 付 近

の 朗 βHl制 限 部 位 か ら左 部 分 の み を持 つ こ とが示 され た (Fig,10)｡ 従 って

この Hl系統 の 9.1kbDNA断片 は､ 10.7kb断片 が何 らかの改 変 を受 け て 生 じ

た もの と推 測 され る｡ Honda and Hirai (1990)は 〝jCOtJana gJaucaと

〟.Jangsdo/′′ノ/の 体細 胞 雑 種 の LDtDNAが atpA遺 伝 子 領 域 付 近 で組 換 え を起

こ して い る こ とを示 し､ 相 同性 の 高 い atpA遺 伝 子 領 域 付 近 が普 通 的 な組

換 えの 場 を提 供 して い る こ とを示 唆 して い る｡ 本 研 究 にお け る､ イ ネ と

バ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イ ル の 体 細 胞 雑 種 Hl系 統 に特 異 的 な9.1kbDNA断

片 も､ alpA遺 伝 子 領域 付 近 で 両 親 あ る い は片 親 の mtDNAの 組 換 え に よ り作

り出 さ れ た もの と考 え られ る｡
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Fig･61SouthernblotofDNAsoffoursomatichybridcelllines(Hl,H2,
H3andH4)andhybridwhite(W)andgreen(G)CelHines
betweenriceandsoybean,andtheirparentalrice(良)and
soybean(S)celllines･mtDNAfractionsofhybridandparentalcell
LinesweredigestedbyBanHIandhybridizedwithrm26･The
unlquefragments,deletionofsoybeanfragmentsandco-mlgrated
fragmentswiththoseofriceareindicatedbystars,dotsand

arrowhead,respectively･
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Table8･RestrictionrragmenHengthpolyn-OrphismsormtDNAsin
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Table14･RestrictionfragmentlengthpolymorphismsofmtDNAsin
somatichybridcellline(H)betweenbirdsfoottrefoilandalfalfa
andthierparentalbirdsroottrefわil(H)andalralra(A)celllines
digestedbyBamHI

Hybridized Celllines

rragments* B H A

atpA 5
0
人V
よV
8
8
1
/hU
5
4

0
爪フ
/人U
Lr)
4
3
2
1
1
1

1

+

rr7726 7.4 + +
6.8
4.9 + +
3.6

coxI 6.8
6.4 + +

+
+

+

+
+
+

+

2.6 + + +

*:Fragmentsizesareindicatedinkb･
+:Presenceofrragment･
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