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研究の概要（200～300 字で記入、図･グラフ等は使用しないこと。） 

植 物 に は ミ ト コ ン ド リ ア 、葉 緑 体 と 呼 ば れ る オ ル ガ ネ ラ が 存 在 し 、そ れ ぞ れ 呼 吸 、光

合 成 と い う 重 要 な 生 体 反 応 を 担 っ て い る 。こ れ ら オ ル ガ ネ ラ に 存 在 す る DNA は 活 性 酸

素 に よ り 損 傷 を 受 け て お り 、オ ル ガ ネ ラ の 機 能 維 持 に は こ の オ ル ガ ネ ラ DNA 損 傷 の 修

復 が 不 可 欠 で あ る と 予 想 さ れ る が 、そ の 実 体 は 不 明 で あ る 。RecA タ ン パ ク 質 は バ ク テ

リ ア に お い て DNA 修 復 に 中 心 的 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。本 研 究 は 申 請 者 が 発 見

し た オ ル ガ ネ ラ で 機 能 す る 可 能 性 が 高 い RecA 相 同 タ ン パ ク 質 の 機 能 を 調 べ る こ と を

通 し て 、 DNA の 修 復 機 構 の 解 明 を 目 指 す 。  

 

キーワード（研究内容をよく表しているものを３項目以内で記入。） 

〔    オルガネラ              〕 〔      RecA 〕 〔   ヒメツリガネゴケ 〕 
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

我 々 は ヒ メ ツ リ ガ ネ ゴ ケ の 核 ゲ ノ ム に ､バ ク テ リ ア の re cA 遺 伝 子 と 相 同 性 が 高 い 2

種 の 遺 伝 子 を 発 見 し 、Pp recA 1､Pp recA2 と 命 名 し た 。さ ら に Pp R ecA 1 タ ン パ ク 質 は ミ

ト コ ン ド リ ア に ､PpR ecA 2 タ ン パ ク 質 は 葉 緑 体 に 移 行 す る こ と 見 出 し た 。 バ ク テ リ ア

R ecA の 機 能 か ら 類 推 し て ､こ れ ら の タ ン パ ク 質 は オ ル ガ ネ ラ DNA の 修 復 に 関 与 し て い

る と 予 想 さ れ た 。ミ ト コ ン ド リ ア ､葉 緑 体 機 能 の 重 要 性 は 言 う ま で も な い が ､そ の 機 能 維

持 に 必 須 な 両 オ ル ガ ネ ラ ゲ ノ ム DNA の 修 復 に 関 し て は 未 知 の 点 が 多 い 。本 研 究 は ､我 々

が 発 見 し た 2 つ の P p recA 遺 伝 子 及 び 遺 伝 子 産 物 の 機 能 解 析 を 行 い ､オ ル ガ ネ ラ DNA の

修 復 機 構 の 全 体 像 解 明 の 足 が か り を 作 る 事 を 目 的 と し た 。具 体 的 に は (1 )Pp recA 遺 伝 子

の 発 現 解 析 ､  ( 2 )DN A 損 傷 剤 に よ る Pp RecA 2 タ ン パ ク 質 の 局 在 の 変 化 、(3 )Pp recA 遺 伝

子 の 変 異 株 の 作 成 と そ の 性 質 の 解 析 、(4 )オ ル ガ ネ ラ DNA の 損 傷 の 検 出  を 中 心 と し て

解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 Pp R ecA 1、 Pp R ecA 2 の 植 物 オ ル ガ ネ ラ 内 に お け る 機 能 を 示

唆 す る 結 果 を 得 る 事 が 出 来 た 。  

 

( 1 )  Pp recA 遺 伝 子 の 発 現 解 析  

生 物 が 様 々 な 環 境 変 化 に 応 答 す る た め の シ ス テ ム と し て 、 遺 伝 子 発 現 の 調 節 が あ り 、

そ の 中 で も 転 写 レ ベ ル に お け る 調 節 が 第 一 の 遺 伝 子 発 現 調 節 機 構 と し て 重 要 な 役 割 を

果 た し て い る 。 大 腸 菌 に お け る DNA 損 傷 に 対 す る 応 答 も こ れ に 準 じ 、 細 胞 内 に 生 じ た

DNA 損 傷 に よ っ て 活 性 化 さ れ た RecA タ ン パ ク 質 が 引 き 金 と な り 、 ゲ ノ ム に 存 在 す る 一

連 の (recA 遺 伝 子 を 含 む )DNA 修 復 系 遺 伝 子 群 の 転 写 が 誘 導 さ れ る (SOS 応 答 )。 同 様 に 、

も し PprecA が オ ル ガ ネ ラ の DNA 修 復 に 関 与 す る 遺 伝 子 で あ れ ば 、 オ ル ガ ネ ラ へ の DNA

損 傷 処 理 に よ り PprecA の mRNA 発 現 レ ベ ル が 上 昇 す る と 予 想 す る こ と が で き る 。こ れ を

検 証 す る た め 、ヒ メ ツ リ ガ ネ ゴ ケ を DNA 損 傷 剤 に さ ら し て 、ミ ト コ ン ド リ ア DNA､あ る

い は 葉 緑 体 DNA に 損 傷 を 与 え ､そ の 際 の 細 胞 内 に お け る P p recA 1、Pp recA 2 の  mR NA

の 発 現 量 の 変 化 を R T－ PC R 法 に よ り 解 析 し た 。 そ の 結 果 、 DNA 損 傷 剤 で あ る MMS、

ブ レ オ マ イ シ ン い ず れ の 処 理 時 に も Pp r ecA 1、 Pp recA 2 両 遺 伝 子 の mR NA 発 現 レ ベ ル

の 有 意 な 上 昇 が 見 ら れ た 。こ の 結 果 は 、オ ル ガ ネ ラ の DNA 損 傷 を 検 知 し た 何 ら か の 因

子 が 、 DNA 損 傷 に 対 応 す る 為 に 必 要 な 各 Pp recA の 転 写 を 誘 導 し た 結 果 で あ る と 考 え

ら れ 、 Pp recA の DNA 修 復 へ の 関 与 を 強 く 示 唆 す る 。  

 

( 2 ) DNA 損 傷 剤 に よ る Pp R ecA 2 タ ン パ ク 質 の 局 在 の 変 化  

Pp recA 2 － GFP 遺 伝 子 安 定 形 質 転 換 コ ケ 細 胞 で は 、 1 つ の 葉 緑 体 内 の １ ヶ 所 に

Pp R ecA 2－ GFP タ ン パ ク 質 が 集 中 し て 存 在 し て い る こ と を 示 す 大 き な ス ポ ッ ト を 形 成

し 、 こ れ が 葉 緑 体 D NA と 一 致 す る こ と は 既 に 報 告 し た 。 今 回 そ の ス ポ ッ ト の D NA 損

傷 剤 処 理 時 の 挙 動 を 解 析 し た 。 MM S で 細 胞 に DNA 損 傷 を 与 え 、 6 時 間 後 の G FP の 局

在 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 葉 緑 体 内 の 大 き な ス ポ ッ ト は 消 滅 し 、 葉 緑 体 全 体 に GF P の 小

さ な ス ポ ッ ト が 複 数 個 観 察 さ れ た 。 同 時 に DNA 染 色 を 行 う と 、 こ の GFP の ス ポ ッ ト

は 葉 緑 体 全 体 に 点 状 に 散 在 し て い る 葉 緑 体 DNA と 一 致 し て い た 。こ の 結 果 は 、P p R ecA 2

タ ン パ ク 質 が DNA 損 傷 に よ り そ の 分 布 が 変 わ る こ と を 示 し 、恐 ら く 損 傷 を 受 け た DNA

部 分 に Pp R ecA 2 タ ン パ ク 質 が 分 配 さ れ る の で は な い か と 考 え ら れ る 。  
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研究成果の概要 つ づ き  

( 3 )Pp recA 遺 伝 子 の 変 異 株 の 作 成 と そ の 性 質 の 解 析  

PprecA1 の 変 異 株 に 関 し て は 、 遺 伝 子 破 壊 株 が 既 に 取 得 済 み で あ り 、 そ の 細 胞 は 野

生 株 に 比 べ て 太 く 短 く 、葉 緑 体 が 細 胞 中 を 埋 め 尽 く す と い う 異 常 形 態 を 示 し 、細 胞 分

裂 を 経 る ご と に 異 常 の 程 度 が 増 加 す る 。 PpRecA１ は ミ ト コ ン ド リ ア に 移 行 す る こ と が

判 明 し て い る こ と か ら 、 PprecA1 破 壊 株 で は ミ ト コ ン ド リ ア に 異 常 が 生 じ て い る と 予

想 さ れ る 。そ こ で 、破 壊 株 の ミ ト コ ン ド リ ア を 可 視 化 す る た め に ミ ト コ ン ド リ ア 染 色

試 薬 Mito-Tracker に よ る 染 色 を 行 っ た 。 し か し 、 破 壊 株 の ミ ト コ ン ド リ ア は 通 常 の

ミ ト コ ン ド リ ア が 染 色 さ れ る 条 件 で も 染 色 が 出 来 ず 、何 ら か の 異 常 が 生 じ て い る 事 が

考 え ら れ た 。 こ の 結 果 は 、 PprecA1 の 欠 損 が ミ ト コ ン ド リ ア 機 能 の 異 常 を も た ら し 、

細 胞 の 生 育 を 著 し く 悪 化 さ せ て い る こ と を 予 想 さ せ る 。  

現 在 ま で の 相 補 実 験 や 発 現 解 析 の 結 果 か ら PprecA1 の DNA 修 復 へ の 関 与 が 示 唆 さ れ

た た め 、 PprecA1 破 壊 株 の ミ ト コ ン ド リ ア DNA に は 損 傷 が 蓄 積 さ れ 、 コ ピ ー 数 が 減 少

し て い る と 予 想 さ れ た 。定 量 PCR は DNA の (コ ピ ー 数 の )定 量 を 可 能 と す る 方 法 で あ る

が 、 更 に あ る 種 の DNA 損 傷 も 検 出 で き る 方 法 で あ り 、 こ の 定 量 PCR 法 に よ り PprecA1

破 壊 株 の ミ ト コ ン ド リ ア DNA の コ ピ ー 数 及 び DNA 損 傷 の 程 度 を 解 析 し た 。と こ ろ が 当

初 の 予 想 と は 異 な り 、 PprecA1 破 壊 株 の ミ ト コ ン ド リ ア DNA に お け る 損 傷 頻 度 や コ ピ

ー 数 は 野 生 株 と 差 が 無 か っ た 。 PprecA1 破 壊 株 の ミ ト コ ン ド リ ア DNA 損 傷 が 定 量 PCR

法 の 検 出 限 界 以 下 で あ っ た と 考 え る こ と も 可 能 で は あ る が 、そ の 様 な 低 度 の 損 傷 で 顕

著 な 生 育 異 常 を 示 す と は 考 え に く い 。 よ っ て 、 PprecA1 破 壊 株 の ミ ト コ ン ド リ ア DNA

は 正 常 で あ る か 、あ る い は PCR 法 で は 検 出 で き な い よ う な DNA 構 造 の 異 常 が 生 じ て い

る 可 能 性 が あ り 、 PprecA1 の DNA 修 復 以 外 の 機 能 を う か が わ せ る 。 現 在 テ ク ノ ビ ッ ト

法 、 電 子 顕 微 鏡 法 を 用 い て 、 PprecA1 破 壊 株 の ミ ト コ ン ド リ ア の 形 態 、 DNA の 量 等 を

解 析 中 で あ る 。  

PprecA2 に 関 し て は RNAi に よ り PprecA2 の 発 現 を 抑 制 し た 株 を 作 成 中 で あ り 、更 に

外 来 的 に Dominant Negative 型 RecA を 発 現 さ せ て PpRecA2 の 機 能 を 阻 害 す る 株 も 作

成 中 で あ る 。 PprecA1 に 関 し て も 同 様 の 株 を 作 成 中 で あ る 。  

 

(4)オ ル ガ ネ ラ ゲ ノ ム DNA 損 傷 の 検 出  

上 記 (3)で 作 成 し た 、あ る い は 作 成 中 の PprecA 変 異 株 の DNA 修 復 能 を 評 価 す る た め

に は DNA 損 傷 を 検 出 す る 必 要 が あ る 。 DNA 損 傷 に は 様 々 な 種 類 が 存 在 す る が 、 二 本 鎖

切 断 や 一 本 鎖 切 断 の 検 出 法 と し て ア ル カ リ ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 法 ＋ サ ザ ン ブ ロ ッ ト

法 、 DNA 切 断 に 加 え て メ チ ル 化 等 の 損 傷 の 検 出 法 と し て 定 量 PCR 法 を 確 立 し た 。 ア ル

カ リ ア ガ ロ ー ス 電 気 泳 動 法 で は MMS に よ る 葉 緑 体 DNA 損 傷 を 追 う こ と が で き 、 MMS 処

理 直 後 が 最 も 損 傷 頻 度 が 高 く 、そ の 後 は 回 復 を た ど っ て い き 、数 日 で 完 全 に 回 復 す る

事 が 判 明 し た 。 ま た 、 定 量 PCR 法 で は MMS に よ る DNA 損 傷 後 の 核 DNA、 葉 緑 体 DNA、

ミ ト コ ン ド リ ア DNA 各 々 の 修 復 の 過 程 を 追 う 事 が 出 来 た 。PprecA の 変 異 株 の 取 得 が 済

み 次 第 、今 回 確 立 さ れ た DNA 損 傷 検 出 法 を 用 い て 変 異 株 の DNA 修 復 能 を 検 証 す る 。特

に 定 量 PCR 法 は 少 量 の 試 料 で の 解 析 が 可 能 で あ り 、 生 育 が 悪 い PprecA1 破 壊 株 の DNA

修 復 の 過 程 を 解 析 す る の に 特 に 有 効 で あ る と 考 え て い る 。  

 

※  こ の （ 様 式 ２ ） に 記 入 の 成 果 の 公 表 を 見 合 わ せ る 必 要 が あ る 場 合 は 、 そ の 理 由 及 び 差 し 控 え 期 間

等 を 記 入 し た 調 書 （ Ａ ４ 縦 型 横 書 き １ 枚 ・ 自 由 様 式 ） を 添 付 す る こ と 。  
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