
第 6章 総 合 考 察

イ ネ と マ メ 科 3植 物 ダ イ ズ､ バ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル お よ び ア ル フ

ァル フ ァの 間 で 科 間 お よ び 属 間 の 細 胞 融 合 に よ り作 出 され た 5組 合 せ の 体

細 胞 雑 種 の 核 とオ ル ガ ネ ラ の 動 向 を探 る こ と を 目的 に 核 DNA､mtDNAお よ

び cpDNAの 解 析 を行 っ た｡ そ の 結 果､ 本 研 究 で は 以 下 の 4点 が 明 らか と

な っ た｡

1)･科 間 お よ び 属 間 体 細 胞 雑 種 の 核 DNA

イ ネ と ダ イ ズ の 雑 種 カ ル ス 6系 統 中 1系 統 で ダ イ ズ 型 DNA断 片 が 1本 欠 失

して い たo また､ 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 1系 統 で は､ バ ー ズ フ ッ ト ･ トレフ オ イ ル 型 断 片 が 1本 欠 失 して い

た が､ ア ル フ ァル フ ァ型 断 片 が 1本 添 加 され て い た｡ これ は 両 親 の 染 色 体

間 で 組 換 え が 起 こ っ た 可 能 性 を 示 唆 す るo しか し､ サ ザ ン ブ ロ ッ ト解 析

の 結 果 ､ 多 くの 場 合 雑 種 カ ル ス 系 統 は 科 問 の組 合 せ で は マ メ科 の 親 の､

マ メ科 植 物 の 属 間 の 組 合 せ で は バ ー ズ フ ッ ト ･ ト レフ オ イ ル の DNA断 片 パ

タ ー ン が み られ た｡

2)･科 間 お よ び 属 間 体 細 胞 雑 種 の mtDN∧

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 以 外 の 4組

合 せ の 雑 種 カ ル ス で は､ そ れ ぞ れ 数 系 統 の mtDNAに新 た な 断 片 の 出 現 や 両

親 型 DNA断 片 の 欠 失 お よ び 混 在 な ど が み られ た. これ に よ り雑 種 カ ル ス の

mtDNAに 両 親 ゲ ノ ム 間 で の 組 換 え､ あ る い は ゲ ノ ム 内 で の 組 換 え な どが 生

じた も の と考 え られ る｡

3)･科 間 お よ び 属 間 体 細 胞 雑 種 の cpDNA

5組 合 せ の 全 て の 雑 種 カ ル ス 系 統 の cpDNAに は 核 と同 じ親 の DNA断 片 パ

タ ー ン が 観 察 され たO ま た 組 換 え な ど の 変 異 は 兄 い だ せ な か っ た｡ な お

サ ザ ン ブ ロ ッ ト分 析 の 際 に､ イ ネ の 葉 緑 体 の ゲ ノ ミ ッ クDNAを プ ロ ー ブ に
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した に もか か わ らず 多数 の 断片 が検 出 され る場 合 が あ った｡ これ は 前 に

行 ったハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョンの プ ロ ー ブが発 光 して しま った ため､ ま

たは核 DNAに 存在 す るcpDNAとの相 同配 列 がハ イ ブ リダ イズ して しま った

ため と考 え られ る｡

4)･核 DNAとオル ガ ネ ラ DNAの構成

イ ネ とマ メ科 植 物 の科 問 お よび マ メ科 植 物 の属 問体細 胞 雑 種 の カ ル ス

系統 の 核 DNA､ 切tDNAお よび cpDNAは､ 科 間 に あ って は マ メ科 の親 の ゲ ノ ム､

属 間 に あ って はバ ー ス フ ッ ト トレフ オイル の ゲ ノ ムの残 存 あ るい は再

構 成 が起 こ る ことが 明 らか にな った (Table 20)0

Spangenberg el a/･ (1994)は トール フ ェス ク とX線 照 射 を した イ タ リ

ア ンラ イ グラ ス との細胞 融 合 にお いて 高綿 量 の照 射 と低綿 塵 の照 射 で 多

様 な非 対 称 性 を もつ雑 種植 物 集 団 を作 り､ それ らの mLDNAとcpDNAと をサ

ザ ン分 析 した｡ 同 時 に イタ リア ンラ イ グラス の特 異的反復 配 列 を プ ロド

ブ と した ドッ トブ ロ ッ トハ イブ リダイ ゼ ー シ ョンで､ それ ら雑種 植 物 の

核 ゲ ノ ムの非 対 称 性 の程 度 を確認 したo そ の結 果､ ドナー で あ る イタ リ

ア ンラ イ グラス の プ ロ トプ ラス トに500Gy以 上 の X線 照射 を施 した非 対 称

性 の 最 も高 い雑種 植物 には レシ ピェ ン ト側 の トー ル フ ェス クの mtDHAと

cpDNAの み が存 在 し､ ドナ ーで あ る イタ リア ンライ グ ラス の それ は確 認 で

きな か ったo しか し､ 川Gy,25Gy,50Gyお よび 100Gyの照 射 で は 両親 の

mtDNAお よび cpDNAの混 在 や､ 組 換 えに よ り生 じた と考 え られ るmtDNAの新

たな 断 片 パ ター ンが得 られ たo この結 果 は､ 照 射 線 量 が低 い間 は ドナ ー

染 色 体 の 消 失 は穏 や かで 両親 の オル ガ ネ ラの共 存 期 間 が長 くな りDNAの組

換 えの 機 会 に恵 まれ る こ とを示 唆 す る｡

本 研 究 の 5組 合 せ の体細 胞 雑 種 の 皿tDNAとcpDNAは､ ともに核 が残 存 す る

側 の親 と同 じか､ それ に近 いタ イ プで あ った｡ この様 な オル ガ ネ ラ構成
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とな っ たの は､ 核 背 景 の 影 響 が強 い こ とを示 唆 す る もの で あ る｡ しか し､

mLDNAに お い て は か な り高頻 度 の 変 異 が み られ た｡ この理 由 と して は 染 色

体 消 失 速 度 の緩 や か さ があ げ られ よ う｡ イネ とマ メ科 植 物 の融 合 後 の コ

ロニ ー や 初 期 の カ ル ス の観 察 (NiizekiandKita1981,Nijzekj a/ (1/.

1985,1992a,b‖こよ る と､ 継 代 を重 ね るに したが って イ ネ 系統 A-58の フ

ラ ボ ノ イ ド系 色 素 は 急 速 に 消 失 して い く｡ だ が､ この 段 階 で イ ネ染 色 体

の 全 て が 消 失 して しま うの で は な いo 初 期 の再 生 シュ ー トに奇 形 が 多 く

み られ るが､ 後 期 の そ れ に み られ な くな るの は継 代 初 期 の カル ス に イネ

染 色 体 が 若 干残 っ て い る こ とを示 唆 す る もの と思 わ れ る｡ 最 終 的 に 片 親

の 染 色 体 だ けが 残 存 す る核 にな って し ま う と して も､ そ れ まで の期 間 は

両 親 由 来 の オ ル ガ ネラ が共 存 しオル ガ ネ ラ ゲ ノ ム (mH川A)の組 換 え の機 会

は残 さ れ て い るの で あ ろ うo た だ し､ 葉 緑 体 は ミ トコ ン ドリア に比 較 し

て片 親 の ゲ ノ ムの 消 失速 度 が速 く組 換 えの機 会 は 少 い もの と思 わ れ る0

以 上 本 研 究 を通 じて､ イ ネ とマ メ科 の科 間 お よ び属 間 体 細 胞 雑 種 にお

いて そ の核 につ い て は片 親 の もの の み が残 存 す る こ とが 多 く､ 葉禄 休 に

組 換 え は 生 じず に核 と同 じ親 由来 の も の の み が 残 存 す る こ とが 明 らか に

な っ たo しか し核 に お いて は､ この研 究 で バ ー ズ フ ッ ト . トレフ オ イ ル

とア ル フ ァル フ ァの組 合 せ にお いて､ また最 近 当研 究 室 で イ ネ とダ イ ズ

の 雑 種 カ ル ス にお いて イ ネ のRFLPラ ン ドマ ー カ ー を用 い た解 析 で 両 親 の

染 色 体 の組 換 え を示 唆 す る結 果 が得 られ た｡ また､ ミ トコ ン ドリア に関

して は､ 両 親 ゲ ノ ム間 の組 換 え あ るい は､ ゲ ノ ム 内 の組 換 え に よ る と考

え られ る変 異 がみ られ た｡ した が って､ この 体 細 胞 融 合 に よ り核 お よび

ミ トコ ン ドリア に 関 して遠 縁 植 物 か らの遺 伝 子 の 導 入 や 改 良 が 十 分 期 待

され る｡
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摘 要

植物 にお け る体 細 胞 融 合 は性 的 に不 和 合 な植 物 間 で の雑 種 を作 り出 す｡

また､ 細 胞 融 合 に よって 作 り出 され る両親 の細 胞 質 の 混 在 状 態 に よ り細

胞 小器 官 (オ ル ガ ネ ラ )の導 入 や オ ル ガ ネラ ゲ ノ ム の組 換 えの誘 起 等 に よ

り細 胞 質 の改 良が期 待 され る｡ 弘 前 大 学 農学 部育 種 ･遺 伝 学 研 究 室 で は

イネ (Or),zasatJVaL･)とマ メ科 3摺 物､ ダ イズ (GJycJnenO.r(L.) Herr.)

バ -ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル (Loll/ICOrnJC〟JalusL.)お よび ア ル フ ァル

フ ァ(HedlCagOSatJVaL･)との問 で の総 組 合 せ の 細 胞 融 合 を行 い､ その

比 較 研 究 を行 って きた｡

本 研 究 で は､ 細 胞 融合 後 の オル ガ ネ ラの動 向 に つ いて の 基 礎 的 な情 報

を得 る ため に 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3科 問 雑 種 カル ス､ な らび に ダ イズ とバ ー ズ フ ッ

ト ･トレフ オ イル お よびバ ー ズ フ ッ ト ･トレフ オ イル とア ル フ ァル フ ァ

の 2居 間 雑 種 カル ス の核 DNA､ ミ トコ ン ドリア DNA(mtDNA)お よび葉 緑 体

DNA(CPDNA)をサ ザ ンブ ロ ッ トに よ り解 析 した｡ な お 残 るダ イズ とア ル

フ ァル フ ァの雑 種 カル スの 育 成 は ご く最近 成功 したば か りな の で 本 研 究

には供 試 し得 な か っ た

その 結 果､ 核 DNAにつ いて は イ ネ とダイ ズ お よびバ ー ス フ ッ ト ･トレ

フ オイル とアル フ ァル フ ァの雑 種 カ ル スで は継 代 培 養 に よ って イネ お よ

びアル フ ァル フ ァの染色 体 が脱 落 す るが､ ダ イズ 型 DNA断片､ あ るい は

バ ース フ ッ ト .トレフ オイ ル 型 断 片 の 欠 失 もそ れ ぞれ 1系統 で 観 察 され た｡

またバ 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 1系統 で

はバ ー ス フ ッ ト ･トレフ オ イル型 DNA断片 が 欠 失 し､ アル フ ァル フ ァ型 断

片 が港 加 され て い たC これ は両親 の 染 色 体 間 で 組 換 えが起 こっ た可 能性

を示 唆 す る｡ しか し､ そ の 他 の雑 種 カ ル スで科 間 の組 合 せ にお いて はマ
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メ科 の親 の､ また マ メ科 植 物 の属 間 の組 合 せ にお いて は､ バ ー ス フ ッ

ト ･トレフ オイル の DNA断片 パ タ ー ンがみ られ た｡

また E)tDNAに関 して､ 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 ス以外 の 4組 合 せ で の雑 種 カル スで は､ 両 親 に は み られ な い新 た

な DNA断片 の 出現 や 両 親 型 断片 の欠 失 お よび 混 在等 が み られ た｡ これ は雑

種 カル スの mtDNAにお い て 両 親 ゲ ノ ム間で の 組 換 え､ あ るいは ゲ ノ ム 内で

の組 換 えや 再 構成 が 生 じた もの と考 え られ る｡

一 方､ cpDNAの場 合 に は5組 合 せ の全 て の雑 種 カル ス系統 の cpDNAで核 と

同 じ親 のDNA断片 パ タ ー ンが観 察 され た｡ また組 換 えや 再 構 成 等 の 変 異 は

生 じて いな か っ た｡

以 上 の結 果 か ら､ 調 査 した イネ とマ メ科植 物 科 間や 属 間 雑 種 の核 に義

いて は片 親 由来 の もの の み が残 存 す る傾 向で あ るが､ 一 部 の組 合 せ にお

いて雑 種 カル ス 内 で 両 親 の 染 色 体 の組 換 えが生 じて い る こ とが示 唆 され

た｡ また､ ミ トコ ン ドリア につ いて は両親 ゲ ノ ム間 の組 換 え あ る い は､

ゲ ノ ム 内 の組 換 えや 再 構成 に よ る と考 え られ る変 異 がみ られ た｡ 従 って､

この よ うな科 間 お よび属 間 の体 細 胞 融 合 に よ り核 お よび ミ トコ ン ドリア

に関 して遠 縁 植物 か らの遺 伝 子 組 換 えや 導 入 に よ る品種 改 良 が十 分 可 舵

で あ る こ とが明 らか とな っ た｡
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Stlnnary

Protoplastft]sionhasbeenapractical nethodforreJnOVingthebarriers

ofincompatibilityinsextlal crossi皿gSOfagrict)lmrallyimportantPlant

species･0皿(heotherhaLlds,protoplastfusionindtlcestheheteroplasmi c

stateofftlsionpartners,Therefore,itmayhaveopportunitiesfor

reco皿bi皿ationsand/orrearrangeme皿tSOfcytoplasmicge皿0meS_Ⅰ皿the

PlantBreedinga且dGeJleticsLaboratoryofHirosakiU皿iversi甲 ,five

asymmetricalsomatichybridswereprodtlCedbyprotoplastfusio皿i皿

interfamilial coJnbi皿ationsofricea且dsoybean(Niizekia且dKita1981-:

Nii2:ekielaL_1985).ofriceandbirdsfoottrefoil(NiizekieEaL_1992a)I

a且dofriceandalfalfa(NiizekieEaL.1992b)aJldtwoi皿tergeJleric

combi且ationsofsoybean andbirdsfoottrefoil(Nii2:ekieEaL･1990)a且dof

birdsfoottrefoilandalfalfa(NiizekietBl_1989).Theyhadbeen

researchedfortheirkaryotypes,isozymeS,ribt)lose-1.5-bisphosphate

carboxylase(Rt)BisCo),an dmOrPhologicaltraits.

I皿 (histhesis, interfaJnilial-and i皿tergeneric asYJnmetriCal so皿atic

hybrids were a皿aly2:ed for their ntlClear DNAs. 皿itochoJldrial DNAs

(mtDNAs)andchloroplastDNAs (cpDNAs)bytheSotlthernhybridization

method.Theain oft血isthesisistoobtai皿fundamentali皿formatioJIOfthe

natureandbehavioroftheirnuclet)saLndorganelle_

IIAnalysisofntlclear DNAs

Nt)ClearDNAsofsomatichybridswereanalyzedwithrespecttorDNA-

IntheSotlthernblotsofinterfami lialsoJnatichybrids,allhybridceuliJleS

血adtheidenticalba皿di皿gpatternsOflegq皿i皿0ⅦSparentsexcept forone

hybrid h皿eOfriceand soybea皿ーThedeletio皿 OfoneDNA fragmentOf

soybea皿WaSObservedinthishybridcellli且e,Inthecaseofinterge皿eric

hybrids.thebandi皿gPatternsOfbirdsfoottrefoilweredetectedi皿 allof
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the hybrid cellli且es Of soybea皿 and birdsfoottrefoil_However.the

deletionofoneDNA fragmentofbirdsfoottrefoilandtheadditioJIOfone

fragmentofalfalfawereobservediAthesomatichybridceJlofbirdsfoot

trefoilandaJLalfa.Theserestlltsshow thattheintergenomictra皿SlocaLion

nayhaveoccurredbetweenthechro皿OSOmeSOfsomatichybrids_

H-AnalysisofmtDNAs

lntheSotlthernblotsofmtDNAs tlSingofthreenitochondrialgenesas

Probes,thenovelfragmentsW eredetectedillSeveralcellli且esOffotlr

so皿atichybridsexceptthehybridofbirdsfoottrefoilandalfalfa-In

addition.thepreseJICeOrdeletionofbothpare且talfragmentswere

observedinthemtDNAsofsomatichybridsofriceandsoybean andof

riceandalfalLa_Theserest)ltsi皿dicalethatsomeki且dsofalterationsStlCh

asinterm01ectllar and/orintra皿01ectllar recoJnbiJlationsofmIIDNAs

occtlrredillSeveralcellli且esOffoursomatichybrids-

III-An alysisofcpDNAs

lntheSotlthernblotsofcpDNAs .theban°ingpa比er皿SOfallcelllines

offiveso皿atichybridswereidenticalwiththoseoflegtlminOtlSOr

birdsfoottrefoilcelllines,tlSingoffotlrricechloroplastgenomicDNA

fragmentsasprobes.Nonovelfragmentswereobservedatall-Therefore,

itwasst)ggestedthaHhechloroplastsoffivesomatichybridssortedotlt

unidirectionallY,andthatanyki且dsofreconbinationsan d/or

rearrange皿entSOfcpDNAsdidnotocctlrinthefivesomatichybrids-

From theseresults, u皿idirectional JluClear geJIOmeelimination have

occurred in the nucleiof five iAterfaJd ial- a皿d interge皿eric so皿atic

hybrids_However.chromosomalrecombi皿ationsmayhaveoccurredi皿the

皿UCleiofsomatichybridsofriceandsoybeana且dofbirdsfoottrefoil･

83



andalfalfa.Somekindsofrecombinationand/orrearrangementmayhave

occurredinmtDNAsoffourcombinationsofsoJnatichybrids.but

alterationsofcpDNAsnaynothaveoccurred_Therefore,itwillbe

possibletoexpectimprovementOftilenuCleusandmi tochondriai-Athese

fiveiJlterfaJnilial-andintergenericsonatichybridis-
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