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1. はじめに

　タマネギ（Allium cepa, 2n = 2x = 14）は、世界で最も重要な作物の一つであり、5000 年以

上にわたって栽培されている 1)。その栽培地域は広く、147 か国で栽培されており、2017 年に

おける世界の生産量は、野菜類ではトマトに次いで２番目に多く、およそ 1 億トンである 2)。

このようにポピュラーで歴史の古い作物ではあるが、現存するのは栽培種のみで祖先種と考え

られる種はまだ発見されておらず、その成り立ちは不明な点が多い。これまでの研究から、A. 

vavilovii とA. galantum およびA. fistulosum の交雑種がA. cepa の祖先種である可能性が示

されており 3)、 A. vavilovii が自生する中央アジアの天山山脈、パミール高原とモンゴルのアル

タイ山脈がタマネギの起源地として候補に挙げられている 4)。

　ところで、タマネギの細胞質雄性不稔（Cytoplasmic Male Sterility（以下 CMS））の存在は

古くから知られており、CMS が最初に F1 育種に利用された作物でもある。1936 年に Jones と

Emsweller によってタマネギの CMS が発見されて以来 5)、ヘテロシス育種による大きな収量
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改善が達成されている 1)。商業用品種には CMS-S 型と CMS-T 型の 2 種類の細胞質がよく用い

られている。CMS-S 型は花粉四分子形成までは正常な発達を示し、その後原形質の退化が生じ、

花粉が空洞になる 6)。一方 CMS-T 型では花粉の減数分裂が正常に行われない 4)。また CMS-S

型の雄性不稔性は、核にある単一のローカスによって回復され 7,8)、CMS-T 型の雄性不稔性は、3

つの独立した遺伝子座aa、bb およびcc の相補的遺伝子座によって回復される 9)。一方、Normal

型と呼ばれる細胞質も存在し、これは不稔性を示さない。Normal 型と CMS-T 型細胞質は近似

しており、同じ M グループに区分され、CMS-S 型細胞質とは明確に区別される 10,11)。 CMS-S 型

はAllium x proliferum に由来し、CMS-T 型および Normal 型はA. vavilovii に由来すること

が示唆されている 12)。 

　前述の通り、タマネギでは CMS が F1 品種作出に利用されることから、細胞質タイプを判別

することは重要である。これら３つのタイプが最初に区別されたのは、ミトコンドリアゲノム

を用いた RFLP 分析で、CMS-S 型、CMS-T 型、Normal 型それぞれに特異的なパターンが生

じることが示された 10)。しかし全ゲノムの決定は、CMS-S 型で 2016 年に 1 種報告されている

のみである 13)。我々は、CMS-S 型を持つ品種「もみじ 3 号」と Normal 型を持つ 1 品種のミト

コンドリアゲノムを決定し、両者を比較した。また雄性不稔原因遺伝子の探索を行い、転写産

物および翻訳産物について調査した。

2. タマネギ 2 系統のミトコンドリアゲノムの決定

　植物のミトコンドリアゲノムは、葉緑体のそれと比べて格段に複雑である。そのサイズは

種によって大きく異なり、Brassica hirta では 208kbp、巨大なミトコンドリアゲノムを持つ

Silene conica では 11.3Mbp と幅広い。ほとんどの植物ミトコンドリアゲノムはマスターサー

クルとよばれる 1 つのサークルとして表されることが多いが、複数のサークルとして存在する

ものや、リニア構造を取るものも報告されている 14)。また、リピートを多く含み、それを介し

て組換え分子が多数存在することも、特徴として挙げられる。

　図 1 は、我々が決定した CMS-S 型の「もみじ 3 号」および Normal 型のミトコンドリア

DNA を制限酵素で処理したバンドパターンである。バンドパターンの違いから、「もみじ 3 号」

と Normal 型では明らかにミトコンドリアゲノムの構造が異なることがわかる。この２つのミ

トコンドリア DNA を精製し、Roche454 による次世代シーケンスを行って全ゲノムの配列を

決定した（図 2）。
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図 1 ミトコンドリア DNA の制限酵素切断パターン 
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　「もみじ 3 号」のミトコンドリアゲノムは、NGS の結果からは、MC1、MC2 の２つのサー

クルとして存在することが示された（図 2a）。MC1 には 3.5kb のダイレクトリピート R1 が存

在する。このリピートを介して、2 つのサークルに分かれた状態で存在することが予想され

た。実際の構造を確かめるため、「もみじ 3 号」のミトコンドリアゲノム配列中に切断箇所が

少ない制限酵素、AsiSI とSfiI で切断し、パルスフィールド電気泳動（PFGE）を行った（図

3b, c）。その結果 MC2 においては NGS の配列から予測される切断パターン（図 3a）と同一の

バンドパターンが得られた。一方 MC1 は予測断片（図 3a）より約 30kb 小さいバンドが得ら

れた。これは R1 を介して 2 つのサークルに分かれた片側、MC1_L のサイズと一致する。もう

一方のサークル、MC1_S は上記酵素で切断されない（図 3d）。PFGE では実験の性質上、直鎖

DNA しか泳動されないため、バンドが検出されなかったと考えられる。また泳動結果では約

150kbp のバンドが検出された。これは材料に用いた単離ミトコンドリアに混在した葉緑体の

ゲノム（153kbp）と考えられる（図 3d）。
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　合計 14 ヵ所の塩基置換または InDel のうち、アミノ酸置換も伴うものは 12 ヵ所あり、特に

cox1、cox3、nad6 でフレームシフトを伴う大きな違いが見られた。また、それぞれの系統で

RNAseq による転写産物の情報も取得し、cox1、cox3、nad6 のコード領域に対する転写領域

を推定した（図 4）。

 

　一方、Normal 型のミトコンドリアゲノムは次世代シーケンスの結果から 1 つのサークルと

して描かれた（図 2b）。CMS-S 型ゲノムが全長約 310kbp であるのに対し、Normal 型は、ゲ

ノムの全長がおよそ 537kbp で、「もみじ 3 号」のおよそ 1.7 倍になった。CMS-S 型ではゲノム

に占めるリピート領域の割合は 1.5% であるのに対し、Normal 型では 30.7% がリピート領域と

なっており、両者のサイズ差はリピート領域の多さに起因する。Normal 型でも CMS-S 型と同

様、これらのリピート領域が組換えを起こしている可能性がある。
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　2009 年に Kim らが報告したように 15)、coxI では CMS-S 型は Normal 型における終止コドン

にあたる位置以降の配列が、Normal 型と異なっており、C 末端側が 184aa 長く、全長 725aa

となっている（orf725）。転写産物はそれぞれのコード領域をカバーしているため、タンパク

質もサイズが異なることが考えられた。cox3 では、5’側に 5bp の InDel がある。これによっ

て引き起こされるフレームシフトによって、CMS-S 型の N 末端が Normal 型より 43aa 長く

なっている。一方、転写領域はどちらも同じ位置から開始していた。nad6 では InDel により

CMS-S 型の C 末端が 75aa 長くなる。しかし、転写領域はどちらもコード領域内で終結してお

り、その位置は開始コドンから 655bp の位置で共通だった。nad6 はシロイヌナズナでもストッ

プコドンの上流で転写終結が起きており、ユニークな転写終結システムが存在することが示唆

されている 16,17)。転写終結位置が CMS-S 型と Normal 型どちらもほぼ同じ位置であることから、

タマネギにおいても同様の転写システムが機能していると考えられる。次に、Normal 型と、

CMS-S 型で回復遺伝子Rf を持つ回復系統と持たない不稔系統の 3 系統に対し、CMS の原因遺

伝子の可能性が考えられる上記の 3 つの遺伝子について、Western Blotting を行った（図 5）。
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　Normal 型と CMS-S 型の間では、COX1 は検出されたバンドの位置に差があることから、

CMS-S 型の方がタンパク質の分子量が大きいことが示された。これは図 4 で示した転写産物

の差から予測される内容と一致する。一方、COX3、NAD6ではバンドの位置に差は見られなかっ

た。COX3 の翻訳フレームは、CMS-S 型の方が大きいものの、最初の開始コドンは使用されず

Normal 型の開始コドンと同じ位置から翻訳されていると考えられる。NAD6 も同様に、両者

とも同じ位置で転写終結しているため、タンパク質の大きさには差がないと考えられる。しか

し、control に用いた NAD9 のバンドで示されるように、この実験ではほぼ等量のサンプルを

ロードしたにもかかわらず、Normal 型と CMS-S 型間で発現量に差が見られることは興味深い。

　一方、CMS-S 型における回復系統と不稔系統の間では、3 つのタンパク質で大きさや量に

差は見られなかった。つまり、雄性不稔性にこれら 3 つの遺伝子は関係がないことが示唆され

た。ただし今回の実験では、鱗葉球（タマネギ可食部）から単離したミトコンドリアのタンパ

ク質を使用している。Rf 遺伝子が器官特異的に発現している可能性を考え、花やつぼみといっ

た花器官を用いた実験を行う予定をしている。また、今回は既知遺伝子に集中して解析を行っ

たが、CMS の原因遺伝子を同定するためには、新規 ORF やコード領域外の転写状況、さらに

BN-PAGE によりミトコンドリアの呼吸鎖複合体を形成するタンパク質を網羅的に調べるなど、

焦点を広げ解析する必要がある。
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Abstract

　There are some cytoplasm types in onion (Allium cepa), and one of them causes cytoplasmic male 

sterility; CMS-S type.  In this research, we determined mitochondrial genome of CMS-S type onion 

“Momiji-3” using next generation sequencing, and then we showed that the structure was divided into three 

circles with component size of 143kbp, 143kbp, and 30kbp, respectively.  In addition, we also determined 

the mitochondrial genome of Normal type which doesn’t exhibit sterility and compared two mitochondrial 

genomes.  Differences appeared in the gene coding regions of cox1, cox3 and nad6 between the CMS-S 

and Normal types.  Results from transcripts data analysis and Western Blotting suggested that there were 

differences in size of COXI and amount of NAD6 between CMS-S type and Normal type.

　Keywords: Allium cepa, Cytoplasmic male sterility, Mitochondrial genome, Next generation sequencing, 

Pulsed field gel electrophoresis

Research of onion mitochondrial genome


