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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。） 
葉 緑 体 は 植 物 細 胞 に 存 在 す る 光 合 成 を 行 う 細 胞 内 小 器 官 （ オ ル ガ ネ ラ ） で あ り 、 細 胞 核 ゲ ノ ム DNA

と は 別 に 独 自 の ゲ ノ ム DNA を 持 っ て い る 。 葉 緑 体 の 生 物 学 に お い て は 、 遺 伝 情 報 の 維 持 と 発 現 、 分

裂 と 増 殖 な ど 、葉 緑 体 の 本 質 に 関 わ る シ ス テ ム の 理 解 が 必 須 で あ る が 、ま だ そ の 多 く は 未 知 で あ る 。

本 研 究 で は こ の 理 解 を 進 め る た め に 、 原 始 紅 藻 シ ゾ ン を 研 究 材 料 と し て  (1)最 近 決 定 さ れ た シ ゾ ン

の 核 ゲ ノ ム 全 塩 基 配 列 の 特 徴 付 け と 葉 緑 体 の 形 成 、 維 持 、 増 殖 に 関 与 す る 遺 伝 子 の 探 索 、 ( 2) 葉 緑

体 分 裂 リ ン グ の 分 画 と 構 成 タ ン パ ク 質 の 探 索 を 、 ま た 、 主 に ヒ メ ツ リ ガ ネ ゴ ケ を 研 究 材 料 と し て 、

(3)葉 緑 体 DNA の 修 復 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 の 解 析 を 行 っ た 。  

 
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。） 

〔 葉緑体分裂 〕 〔 原始紅藻シゾン 〕 〔 DNA修復 〕 
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研究成果の概要（図･グラフ等は使用しないこと。） 

1. シゾン核ゲノム全塩基配列の決定とその特徴  

 本研究の材料の１つである Cyanidioschyzon merolae  (以下、シゾン )は高温強酸性の

温泉に生息する単細胞紅藻であり、１つの細胞にミトコンドリア、色素体（葉緑体）など

の細胞小器官（オルガネラ）を１つずつ持ち、光の明暗により細胞分裂を同調させること

で、オルガネラの分裂も同調させることができるためオルガネラ研究には最適な生物であ

る。研究分担者の黒岩はこのような利点に早くから注目し、ミトコンドリアゲノム (32211

塩基対 )、色素体（葉緑体）ゲノム (149987 塩基対 )に続いて、核ゲノムの全塩基配列の決

定に成功した。その結果、以下のような事実、特徴が明らかになった。１）ゲノムサイズ

は、 16,520,305 塩基対で、染色体は 20 本、植物としては最小であり、酵母に近い。その

解読率は 99.9%を越え真核生物としては最も解読された生物である。２）遺伝子数は僅か

5,331 個で酵母に近い、しかし真核生物の遺伝子に特徴的なイントロンが僅か 2７と極め

て少なく、シゾンの原始性もしくは単純性を覗わせる。３）核小体は存在するが、rRNA の

セットのコピー数は、酵母で数百、高等動植物では数千あるが、シゾンでは僅か 3 セット

で真核生物として最少である。またコンデンシンは中期染色体の凝縮に必須と考えられて

いるが、染色体は凝縮しないにもかかわらず 4 個ある。４）オルガネラに関わる多くの遺

伝子のセットも最小である。例えば、ダイナミンは、高等な真核生物ではエンドサイトー

シス、隔膜形成、小胞形成など、膜の分断に働く 10 数個の遺伝子からなるファミリーを

形成している。しかしシゾンには、この遺伝子は僅か２個しかなく、それぞれミトコンド

リアと色素体の分裂装置の一員として分裂の最後に働く。またこれまでその他のオルガネ

ラの分裂に関与すると考えられている遺伝子は全てない。５）シゾンの分裂は光の明暗で

制御されるが、光シグナル伝達として必須なファイトクロームやフォトトロピンの遺伝子

はない。６）カルビンサイクルをはじめ光合成に関わる酵素を分析したところ、シゾンが

最も始原的な植物であり、葉緑体の単一起源説を裏づける結果となった。以上の様な事実、

及び複数の遺伝子を使って分子系統学的に比較解析した結果から、シゾンは植物のみなら

ず動物、菌類などを含めた全真核生物の中で最も早く分岐した生物であることが明らかと

なった。シゾンはオルガネラ研究だけでなく、真核生物の起源、進化そして基本的な構造

構 築 機 構 の 研 究 を する 上 で 多 く の ヒ ン トを 与 え て く れ る 遺 伝子 構 成 を 持 っ た 生 物で あ る

と考えられる。  

 

2. 葉緑体 DNA の組み換え、修復に関与すると考えられるバクテリア型 RecA タンパク質の

解析  

 葉緑体における光合成明反応では伝達される電子の遺漏により活性酸素が生じる。葉緑

体 DNA は活性酸素や太陽光からの紫外線により損傷を受けている。葉緑体 DNA は葉緑体機

能に必須であるため、DNA 損傷は修復されていると考えられるが、その機構は不明である。

DNA 損傷のうち、２本鎖切断は最も重篤な損傷であるが、これは組み換え修復系によって

修復される。バクテ リアに おい て組 み換え修復系の中心的役割を果たしているのが RecA

タンパク質である。我々は既に、 Physcomitrella patens（ヒメツリガネゴケ）の核ゲノ

ムに ､バクテリアの recA 遺伝子と相同性が高い 2 つの遺伝子を発見し、 PprecA1､PprecA2

と命名した。さらに PpRecA1 タンパク質はミトコンドリアに ､PpRecA2 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 RecA の機能から類推して ､PpRecA2 タンパク質は葉

緑体 DNA の修復に関与していると予想された。  

(1)PprecA2 遺伝子による大腸菌 recA 欠損株の DNA 修復能の相補：大腸菌 recA 欠損株は組

換え修復能がないため、 DNA 損傷剤であるマイトマイシン C に感受性であるが、 PprecA2

遺伝子を発現させるとマイトマイシン C に対する抵抗性を獲得した。この結果は、PpRecA2

タンパク質が DNA 修復能を有すること、葉緑体 DNA 修復系がバクテリアの DNA 修復系に類

似していることを示唆している。  
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(2)PprecA2 遺伝子の発現解析：ヒメツリガネゴケを DNA 損傷剤にさらして、葉緑体 DNA

に損傷を与え ､その際の細胞内における PprecA2 の  mRNA の発現量の変化を RT－ PCR 法に

より解析した。その結果、 DNA 損傷剤であるメチルメタンスルホン酸 (MMS)、ブレオマイ

シンいずれの処理時にも PprecA2 遺伝子の mRNA 発現レベルの有意な上昇が見られた。こ

の結果は、葉緑体 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

PprecA2 の転写を誘導した結果であると考えられ、PprecA2 の DNA 修復への関与を強く示

唆する。  

(3)DNA 損傷剤による PpRecA2 タンパク質の局在の変化：PprecA2－ GFP 遺伝子安定形質転

換ヒメツリガネゴケ細胞では、 1 つの葉緑体内の１ヶ所に PpRecA2－ 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 DNA と一致して

いた。MMS 投与により DNA 損傷を与え、6 時間後の GFP 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 GFP 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、 PpRecA2 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 PpRecA2 タンパク質が分配され

るのではないかと考えられる。  

(4)PprecA2 遺伝子の変異株の作成：ミトコンドリアに移行する PprecA1 の遺伝子破壊株は取得

できたが、繰返して実験を行ったにもかかわらず PprecA2 の遺伝子破壊株は取得できな

かった。この結果は 、 PprecA2 が細胞の生育に必須な遺伝子であることを強く示唆して

いる。そこで、 PprecA2 遺伝子のアンチセンス RNA を発現する遺伝子を組み込んだ変異

株、および、いわゆる dominant negative タイプの作用をすると予想される、一部を欠

失した変異型 PpRecA2 タンパク質を産生する遺伝子を組み込んだ変異株を現在作成中で

ある。この変異株の細胞形態や葉緑体の活性、葉緑体 DNA の損傷度合いなどを解析する

ことにより、 PpRecA2 タンパク質の機能を明らかにしていくことができると考えている。 

(5)オルガネラゲノム DNA 損傷の検出：上述の PprecA2 変異株の DNA 修復能を検証するた

めには DNA 損傷を定量的に検出する必要がある。アルカリアガロース電気泳動法＋サザ

ンブロット法を用いて DNA 二本鎖切断や一本鎖切断を、定量 PCR 法を用いて DNA 切断及

びメチル化等の損傷の検出を試みた。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、その結果、 MMS 処理直後が最も損傷頻度が高く、その

後は回復をたどり、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同時に追

う事が出来た。 PprecA2 変異株の取得ができ次第、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。  

 

3. 葉緑体分裂リングの分画と構成タンパク質の探索  

 これまでに葉緑体の分裂には、葉緑体（色素体）分裂リング（ PD リング）、FtsZ リング、

ダイナミンリングが関与していることが判明している。このうち、 FtsZ リングとダイナ

ミンリングに関しては、その遺伝子は同定されているが、 PD リングの遺伝子は同定され

ていない。 PD リングの遺伝子を同定できれば、葉緑体分裂に関する一連の制御機構を明

らかにする途が開けるはずである。PD リング遺伝子の同定は、PD リングを集めてそのア

ミノ酸配列を TOF-MAS 解析で求めることにより達成できる。そこで、明暗周期をつけた

培養法によってシゾンの細胞分裂と葉緑体の分裂を同調化させ、分裂期の細胞を得た。

この細胞から葉緑体を集め、界面活性剤処理を経て粗 PD リング分画を得ることに成功し

た。この分画と（ PD リングが形成されていない）間期の細胞の葉緑体の各々の SDS-PAGE

の結果を比較することによって、粗 PD リング分画特異的なタンパク質の存在を確認し

た。このタンパク質の TOF-MAS 解析を現在検討中である。  
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研究成果の詳細 

＜申請当初の計画・目的の達成度＞ 

葉緑体 DNA の修復に関する解析は予定通り進行した。また、葉緑体の分裂を司る分裂リングの解析は、構成タンパク

質の同定には至っていないが、比較的順調に進行した。当初予定していた葉緑体へのタンパク質輸送機構の解析につ

いては、シゾンの核ゲノム中に、関与していると思われる候補遺伝子が見つけることができなかったので、解析でき

なかった。また、当初予定していたトランスポゾンを用いた葉緑体 DNA の改変系の開発については、バクテリアを用

いたモデル実験には成功したので、これを植物細胞（クラミドモナス）に適用している最中であり、当初の目的達成

までの見通しは立てることができたと考えている。 

 

＜優れた成果があがった点＞ 

シゾンの核ゲノムの全塩基配列（16,520,305 塩基対）の決定とその解析結果は Nature に掲載され、

新聞にも大きく取り 上げられた極めて優れた成果である。当初の予想以上に、核ゲノムの全

塩基配列が物語る事実が数多くあった。特に重要な点は、シゾンが植物のみならず動物、菌類などを含

めた全真核生物の中で最も早く分岐した生物であり、多様な真核生物の系譜の「要」とな

る始原的な生物であることが判明した点である。これは、今の所ほとんどが謎である真核

生物成立の過程の解明にシゾンが極めて有用な情報を提供してくれることを意味する。ま

た、オルガネラ DNA の動態がほとんど分かっていない現在において、バクテリアの DNA 組

み換えタンパク質が葉緑体でも実際に DNA の組み換え修復に関わっていることを示したの

は、優れた結果であると考えている。  

＜問題点＞ 

ヒメツリガネゴケの最大の利点は遺伝子の改変が自由にできる点である。遺伝子産物の機

能を解析するのに、その遺伝子を破壊した株の性質を調べることは極めて有効な手段であ

るが、ヒメツリガネゴケ PprecA2 遺伝子の破壊株は取得できなかった。この事実は、PprecA2

遺伝子が生育に必須であることを示しているが、破壊株が得られないのでそれを用いた解

析はできないのは当然である。現在、遺伝子の活性を低下させる変異を導入した変異株を

作成中であるが、どの程度活性を低下させることができるかの予測が難しい点が問題であ

る。  

＜外部資金への応募状況・応募予定、および研究期間終了後の展望＞ 

シゾンの核ゲノム塩基配列決定の成果に基づき、シゾンを研究材料にして真核生物の成立の原理の解明を目的として

「真核生物社会の誕生と構築原理の探究— 極限環境生物を基盤にー」と名付けた研究拠点形成を目指して２１世紀COE

プログラムに申請した。また、現在、理学系研究科は学術フロンティア推進事業「環境変動に対する生命の適応戦略」

を展開している。２００６年度にはこの事業の継続を予定している。継続申請にあたっては、現在進行中のテーマの

うち業績のあがった分野に特化して特色あるプロジェクトを申請する予定であり、本 SFR 研究はその核を形成するも

のであると考えている。SFR 研究期間終了後も研究を継続し、そこから得られた成果の上に新たな研究展開をはかり

たい。 

＜その他（本資金制度等について、ご意見・ご要望等がありましたらご記入下さい＞ 

まとまった金額の研究費を援助して頂けたので、集中的に申請研究テーマに取り組むことが出来ました。深く感謝し

ます。どうもありがとうございました。 



※  こ の （ 様 式 ４ ） は 、 研 究 評 価 の た め に 使 用 す る も の で あ り 、 公 表 は し ま せ ん 。  


