
第 5草 体 細 胞 雑 種 の cpDNAの 解 析

第 1節 緒 言

葉 緑 体 は 母 性 遺 伝 す るオ ル ガ ネ ラで あ る○ 従 っ て､ 通 常 の 交 雑 で は母

型 の 薬 緑 体 と父 型 の 葉 緑 体 が 1つ の 細 胞 質 に 混 在 す る こ とは な い｡ 細 胞 融

合 で は この 両 親 由 来 の 葉 緑 体 の混 在 を 可 能 に し､ cpDNAの 組 換 え が 期 待 さ

れ るo ミ トコ ン ドリア の 場 合 と比 較 して 数 は 少 な い が､ 体 細 胞 雑 種 の

cpDNA間 で 組 換 え が 生 じ る こ と も報 告 され て い る (Hcdgyesy ela_/.ユ985;

Fejes elaJ.1990)a

イ ネ と ダ イ ズ の 体 紳 胸 雑 種 で は 白色 カ ル ス 系統 で､ 両 親 の cpDNAの 混 在

が リブ ロ ー ス ー1,5-ビス リ ン酸 カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ (RuBisCo)の 大 サ ブ ユ

ニ ッ ト解 析 に よ り明 らか に され て い る (NiizekielaJ.1985)が､ 他 の 組

合 せ の 雑 種 の cpDNAは 解 析 され て い な か っ た｡ 本 章 で は イ ネ の cpDNAを プ

ロ ー ブ と したサ ザ ン ブ ロ ッ ト分 析 に よ り､ イ ネ とマ メ科 植 物 の科 間 お よ

び マ メ 科 植 物 の 属 間 の 5組 合 せ の 体 細 胞 雑 種 細 胞 内 の 葉 緑 体 の 動 向 な らび

に cpDNAの組 換 え の 有 無 に つ いて の 知 見 を得 る こ とを 目的 と した0

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 維 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､ Fll,H2,E13お

よ び H4の 4系 統 の褐 色 カ ル ス と､ そ の 褐 色 カ ル ス 系 統 打3か ら継 代 の過 程 で

分 解 した緑 色 お よ び 白色 の カル ス 系 統 GとWの 6系 統 か ら､ 核 DNAとcpDNAの

浪 合 標 品 を調 整 して 分 析 に 供 試 したO 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 品 種 Harosoyの肝 軸 由来 カ ル ス か ら調 製 した核 mAとcpDNAの 浪 合 標

品 を 分 析 した｡

2)･イ ネ とバ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル の 科 間 体 細 胞 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､ 帰 日2,日3,H4お よび H5の 雑 種 カ ル ス 5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 腔 軸 由来 カ ル ス

か ら調 製 した核 DNAとcpDNAの 浪 合 標 品 を 分析 した｡

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 雑 種 カル ス か ら絹 代 の過 程 で 分 離 した緑 色 (G)秦

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 歴 軸 由来 カル ス か ら調 製 した核 DNAとcpDNAの 混 合 標 品 を 分

析 した｡

4)･ダ イ ズ とバ ー ズ 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,お よ び H7の 雑 種 カ ル ス 7系 統､ そ し

て 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 お よ びバ ー ズ フ ッ ト ト レフ オ イ ル の 品 種 Vikingの 腔 軸 由

来 カ ル ス か ら調 製 した核 DNAとcpDNAの 混 合 標 品 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 間 体 細 胞 雑 種

バ ー ス 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 の プ ロ トプ ラ ス

トを単 離 したバ - ズ フ ッ ト .トレフ オ イ ル の 品 種 Vikingの 歴 軸 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 ら訴 製 し

た全 DNAを分 析 した｡

2･ cpDNA画 分 の 調 製

解 析 に 用 い た cpDNA画 分 は､ 第 3章 に詳 述 した 如 く核 とcpDNAの 混 合 標

品 と して 調 製 した｡

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 の 場 合 に

は 全 DNAを解 析 に 用 い たo この 全 DNAの 調 製 法 に つ いて は 第 3章 に詳 述 し

た｡

3･制 限 酵 素 処 理 お よ び 電 気 泳 動

卜2JLgの核 DNA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 酵 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 に つ い て 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 cpDNA解 析 の た め の プ ロー ブ と して､ イ ネ の cpDNA

の PslI断 片 で あ る j'2とP7お よ び P/0な らび に 68mHI断 片 で あ る BJを用 い た｡

プ ロ ー ブDNAの 標 識 に は ECLダ イ レク トm A/ RNAラベ リン グ ･検 出 シス

テ ム (Amersham)を 用 い たO この 方 法 に つ いて は 第 3章 に詳 述 した｡
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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｡

第 3節 結 果

1. 科 間 体 細 胞 雑 種 の cpDNA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､ お よ び 両 親 の カ ル ス か ら調 製 した 核 DNAとcpDNAの 浪 合 標

品 を 83mHIで 処 理 し､ P7を プ ロ ー ブ と した プ ロ ッ トで､ イ ネ は 9.Okbお よ

び 2･8kb､ ダ イ ズ は7･4kbお よ び 3･4kbの 断 片 が み られ た｡ 雑 種 カ ル ス 6系

統 は､ 全 て ダ イ ズ と同 じ断 片 を持 っ て い た (Fig.13,Table 15)0

雑 種 カ ル ス 6系 統 と両 親 の 核 DNAとcpDNAの 混 合 標 品 を EcoRIで 処 理 し､

J'?･BJを プ ロ ー ブ と した 場 合 に も､ 雑 種 カ ル ス 6系 統 は全 て ダ イズ と同 じ

断片 パ タ ー ン を示 した (Table 15)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 5系 統 (Hl,H2,H3,H4お よ び H5)と両 親 カ ル ス の 核 DNAと

cpDNAの 混 合 標 品 を､ ′∫/Ⅰで 消 化 して ′7をハ イ ブ リダ イ ズ させ た プ ロ ッ ト

で は､ イ ネ に 8･2kbの 断 片 が み られ､ バ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル に は

9･4kbの 断 片 が み られ た. 雑 種 カ ル ス 5系 統 は､ 全 て バ ー ズ フ ッ ト ･ トレ

フ オ イ ル と同 じ9･4kbの 断片 を持 っ て い た (Fig.14,Table 16)｡ また､

P2お よ び B/を プ ロ ー ブ と した場 合 に､ 雑 種 カ ル ス 5系 統 は､ バ ー ズ フ ッ

ト ･ト レフ オ イル と同 じ断 片 パ タ ー ン を示 した0 億 の 3種 の 制 限 酵 莱

(83mHI,EcoRIお よび 8Jndm )で 消 化 しP2とBJを プ ロ ー ブ と した場 合 に も
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雑 種 カ ル ス 5系統 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 (Table16)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 褐 色 カ ル ス Hと､ そ の カ ル ス か ら分 離 した緑 色

(G)と黄 色 (Y)の 雑 種 カ ル ス の cpDNAの 断 片 パ タ ー ン は ア ル フ ァル フ ァ と ま

っ た く同 一 で あ っ た. 両 親 お よ び 雑 種 カ ル ス の 核 m AとcpDNAの 混 合 標 品

を PJnd川 で 消 化 して P/0を プ ロ ー ブ と した プ ロ ッ トで､ ア ル フ ァル フ ァは

11･Okbの 断 片 が 1本 み られ､ イ ネ で は9.Okbお よ び 3.Okbの 断 片 が み られ た

(Fig･15,Table17).制 限 酵 素 psfIで 消 化 しPZ, i/瑠5よ び GJを プ ロ ー

ブ と した場 合 に も雑 種 カ ル ス 3系統 は ア ル フ ァル フ ァ と同 じDNA断 片 パ タ

ー ン を 示 した (Table17)0

2･ 属 間 体 細 胞 雑 種 の cpDNA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

ダ イ ズ とバ ー ス フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル の雑 種 カ ル ス 7系統 (Hl,H2,H3,

rl4･H5･ H6お よび H7)な らび に 両 親 カ ル ス の 核 DNAとcpDNAの 混 合 標 品 を

83PHIで 消 化 して､ P2を プ ロー ブ と した プ ロ ッ トで､ ダ イズ に は 主 要 な

2本 の 断 片 (5･8kb,お よ び 5･2kb)が み られ､ バ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル

で は 主 要 な 3本 の 断 片 (7･Okb,3.6kbお よび 2.7kb)が み られ た｡ 雑 種 カ ル

ス 8系 統 は､ 全 て バ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル と同 じ断 片 パ タ ー ン を も っ

て い た (Fig･16,Table18)O マ イナ ー な 断 片 は 以 前 の ハ イ ブ リダ イ ゼ ー

シ ョ ン の プ ロ ー ブ に起 因 す る と考 え られ た の で 省 い た｡ ま た B/を プ ロー

ブ と した場 合 も雑 種 カ ル ス は バ ー ズ フ ッ ト ･ トレ フ オ イル と同 じ断 片 パ

タ ー ン を示 した (Table18)0
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2)･バ ー 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 ス フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル と ア ル フ ァル フ ァ の 雑 種 カ ル ス 系 統 (H)

と､ 両 親 の カ ル ス 系 統 の 全 DNAを RamHlで 消 化 して､ PZ. P7お よ び 8/を

プ ロ ー ブ と して サ ザ ン ブ ロ ッ ト分 析 を 行 っ た｡ PZを プ ロー ブ と した プ ロ

ッ トで は､ バ ー ズ フ ッ ト . トレフ オ イ ル に 6･8kbの 断 片､ ア ル フ ァル フ ァ

に は 10･Okbの 断 片 が み られ たO 雑 種 カ ル ス で は､ バ ー ズ フ ッ ト . ト レ

フ オ イ ル と同 じ6･8kbの 断 片 が み られ た (Fig･17,Table 19)｡ ま た､ ′7お

よ び GJを プ ロ ー ブ と した場 合 も雑 種 カ ル ス は バ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イ

ル と 同 じ断 片 パ タ ー ン を示 した (Table 19)O

第 4節 考 察

イ ネ とマ メ科 植 物 の 科 間 体 細 胞 雑 種 カ ル ス お よ び マ メ科 植 物 の 属 間 体

細 胞 雑 種 カ ル ス の cpDNAをサ ザ ン ブ ロ ッ トに よ り分 析 したO そ の 結 果､

5組 合 せ の 雑 種 カ ル ス の cpDNAは､ い ず れ も ど ち ら か 一 方 の 親 の も の が

残 っ て い る こ とが 示 唆 され たo Smith et ｡J･ (1989)は､ 系統 発 生 学 的 に

遠 縁 の タ バ コ とニ ン ジ ンの 非 対 称 細 胞 融 合 雑 種 の 全 て が､ タ バ コ の 葉 緑

体 ゲ ノ ム を持 つ こ と を報 告 して い るo この よ う に､ 体 細 胞 雑 種 細 胞 中 で

一 方 の 親 の cpDNAが残 さ れ る現 象 は､ 完 全 に あ る い は 部 分 的 に 性 的 交 配 の

出 来 な い植 物 間 の 細 胞 融 合 で 報 告 され て い る (BonneLtandGlimelius

l983･'Prinard e/ (,J･ 1988)o 一 方､ 性 的 交 配 の 可 能 な 近 縁 植 物 間 の 体

細 胞 雑 種 に お い て は､ 両 親 の cpDNAが ラ ン ダ ム に 分 離 す る傾 向 に あ る こ と

が 知 られ て い る (Chen ela/･1977;Sidrov etaJ.1981;Bonnettand

Glimelius 1983;Asahi efa/･1988). しか し､ Kumar e/｡J. (1982)は

組 合 せ の 異 な る Pet"/IJa属 の 3種 の 属 問 体 細 胞 雑 種 ､
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P･(M rnd// J P･h}′/,r/dl,I, P･卯 rOd//+ P･'nF/O〝/aお よび P,/M rnd//I

P･p∂′rノ!rn/!Jに お いて､ 全 て の雑 種 が P･parodJ/のcpnNAの み を持 って い

る こ と を明 らか に したo C)ark e/ a/. (1986)も同 様 に､ P.p" od//I

P･/nr/ar//Oの 体 細 胞 雑 種 は､ 片 方 の 親 で あ る P･parod//の cpDNAの み 有 し

て い る こ とを報 告 して い る｡ これ らの 結 果 は性 的 交 配 の 可 能 な種 問 の 体

細 胞 雑 種 に お いて も､ 片 方 の親 の cpDNAが残 され る､ 一 方 向性 の ラ ンダ ム

で は な い分 離 が 生 じ得 る こ とを示 して い るo 体細 胞 雑 種 細 胞 中 の 葉 緑 体

の 分離 様 式 に影 響 す る 要因 と して､ Scowcroftand Larkin (1981)は 異種

の核 と細 胞 質 との 不 和 合､ 融 合 縄 の プ ロ トプ ラ ス トの 生理 的 差 異､ ヘ チ

ロカ リオ ン プ ロ トプ ラ ス ト- の選 抜 圧 等 を挙 げ て い る｡ タ バ コ とニ ン ジ

ンの非 対称 細 胞 融 合 雑 種 に お いて Smith et ｡J･ (1989)は､ ニ ン ジ ン染

色 体 が 放 射 線 処 理 に よ り消 失 して タ バ コの 染 色 体 だ け が残 され た非 対 柿

細 胞 融 合 雑 種 の核 の 背 景 が､ 雑 種 細 胞 内 に お け るタ バ コ葉 緑 体 の残 存 に

有 利 な 条 件 とな っ て い る と論 じた｡ さ らに､ 融 合 に用 い た プ ロ トプ ラ ス

ト内 の 葉緑 体 の 状 態 につ いて も言 及 し､ タバ コの プ ロ トプ ラ ス トは 葉 肉

細 胞 よ り単 離 した た め 十 分 に発 達 した 葉 緑 体 を持 って い るが､ 数 年 間 液

体 培 養 したカ ル ス か ら単 離 したニ ン ジ ンプ ロ トプ ラ ス トの 葉 緑 体 は 十分

に発 達 して い な い ため に融 合細 胞 内 で ニ ン ジ ンの 葉緑 体 が 残 存 す る こ と

は 困難 で あ っ た と推 論 して い る0 本 研 究 で 解 析 した体 珊 胞 雑 種 カル ス に

お いて､ 科 間雑 種 の 3組 合 せ､ イ ネ とダ イ ズ､ イ ネ とバ - ズ フ ッ ト ･トレ

フ オ イ ル お よび イ ネ とアル フ ァル フ ァで は､ マ メ 科 の親 で あ る ダ イ ズ ,

バ ーズ フ ッ ト ･トレフ オイ ル あ る い は ア ル フ ァル フ ァ と同 じcpDNA､属 間

の 2組 合 せ､ ダ イ ズ とバ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イル､ お よび アル フ ァル フ

ァ とバ ー ス フ ッ ト ･トレフ オイ ル で は､ どち らもバ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ

オ イル と同 じ cpnNAが 残 され る こ とが示 され た｡ これ ら残 され たcpDNA

は､ い ずれ も核 内 で 染色 体 が残 存 す る 方 の親 と同 じで あ っ た｡ 従 っ て､

58



マ メ科 の 親 の 染 色 体 を も つ 核 を 背 景 と す る科 間 の 雑 種 カ ル ス に お い て は

イ ネ の 票 緑 体 が 消 失 し､ バ ー ズ フ ッ ト ･ ト レフ オ イル の 染 色 体 を も つ 属

間 の 雑 種 カ ル ス に お い て は ダ イ ズ とア ル フ ァル フ ァの 葉緑 体 が 消 失 して

い く も の と 考 え られ る｡ そ の 他 の 要 因 と して､ 両 親 の プ ロ トプ ラ ス ト料

の 葉 緑 体 の 量 的 な 差 や そ の 複 製 速 度 の 差 な ど も挙 げ られ よ う｡ さ らに 料

間 の 細 胞 融 合 に お い て は､ 融 合 プ ロ トプ ラ ス トの 培 養 に イ ネ プ ロ トプ ラ

ス トが 単 独 で は 分 裂 す る こ との 出 来 な い KM8p培 地 を用 い て い る こ と が､

イ ネ 葉 緑 体 の 残 存 に 不 利 な 影 響 を 与 え て い る 可 能 性 も考 え られ る｡

mtDNAと は 異 な り､ 体 細 胞 雑 種 の cpDNAが 組 換 え を起 こす と い う報 告 は

多 くな い (Medgyesy e/ 3/･ 1985a;Fejes e/ ♂/. 1990)｡ 本 研 究 で 解 析

した 体 細 胞 雑 種 の cpDNAの サ ザ ン ブ ロ ッ トに は､ 両 縄 の 断 片 の 混 在 や 新 た

な 断 片 の 出 現 等 は 見 られ ず､ cpDNAの 組 換 え や 再 構 成 は 生 じて い な い こ と

が 示 唆 され た｡ Scowc-､oFLand Larkin (1981)は 両 親 の 葉 緑 体 の 混 在 状 態

が 長 く維 持 きれ れ ば､ cpDNAの 組 換 え が 生 じ る可 能 性 が あ る と して い る｡

イ ネ と マ メ科 植 物 の 科 間 雑 種 お よ び マ メ 科 の 属 間 雑 種 の 場 合 に は､ 融 令

お よ び 培 養 の 過 程 で 片 親 の 葉 緑 体 の 消 失 が 早 期 に 起 り両 親 の 票 緑 体 の 梶

在 状 態 が 長 く維 持 され な か っ た た め に､ cpDNAの 組 換 え は 生 じな か っ た と

推 測 さ れ る｡
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Fig･13･SouthernblotofDNAsoffoursomatichybridcelllines(Hl,H2,
H3andH4)andhybridwhite(W)andgreen(G)cellHnesbetween
riceandsoybean,andtheirparentalrice(A)andsoybean(S)Cell
lines･Nuclear -andcpDNAmixturesofhybridandparentalceH
linesweredigestedbyBamHIandhybridizedwithchloroplast
genomicDNA,P7･ThehandingpatternsofsixhybridcenHnes
wereidenticaJwiththatofsoybean･
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Fig･
14
.
SouthernblotofDNAsoffivesomatichybridcelllines(Hl,H2, H3

,
H4andH5)betweenriceandbirdsfoottl･efoiI,andtheir
parentalrice(R)andbirdsroottrefoil(B)celllines･
Nuclear-and

cpDNAmixturesofhybridandparentalcelllinesweredigestedby
PstIandhybridizedwithchloropLastgenomicDNAI
P7･
The
bandingpatternsoffivehybridcellLineswereidenticalwiththatof

birdsfoottrefoil.
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Fig.16.SouthernblotofDNAs ofsevensomatichybridcelllines(Hl,H2,H3,
H4,H5,H6andH7)betweensoybeanandbirdsroottrefoil,andtheir
parentalsoybean(S)andbirdsfoottrefoil(B)celHines.Nuclear･and
cpDNAmixturesofhybridandparentalcelllinesweredigestedby
BamHIandhybridizedwithchtoropLastgenomicDNA,P2.
Theban°ingpatternsorsevenhybridcelllineswereidenticalwiththat
orbirdsroottrefoil.
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Fi苦一17･SouthernblotorDNAsorasomatichybridcellline(班)between
birdsfoottrefoilandalfalfa,anditsparentalbirdsfoottrefoil(B)and
alfalfa(A)celllines･TotalI)NAsofhybridandparentalcelllines
weredigestedbyBamHlandhybridizedwithP2.Theban°ing

patternofahybridcelllinewasidenticaIwiththatofalfalfa.
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