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研究成果の概要（和文）：植物の葉緑体がもつ独自のDNA（葉緑体DNA）および遺伝子発現系は、光合成装置の構
築や葉緑体生合成など植物の生存に必須なプロセスを支える重要因子である。葉緑体DNAは多様なタンパク質に
よって折りたたまれ「核様体」を構築する。葉緑体核様体は葉緑体DNAの複製・修復・分配・転写・遺伝の基盤
であるが、この葉緑体核様体が分裂し次世代に遺伝する過程を、マイクロ流体デバイスに基づくライブイメージ
ングにより初めて捉え、さらにそれを制御する重要因子として葉緑体局在型ホリデイジャンクション解離酵素の
同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Chloroplast (cp) DNA and the gene expression machinery are the fundamental 
system for the photosynthesis and biogenesis of chloroplasts. CpDNA molecules are packaged by 
multiple number of proteins into a minute globular structure called cp nucleoids. Cp nucleoids are 
the platform for multiple processes including DNA replication, repair, transcription, and 
inheritance. In this research, the process of chloroplast nucleoid division was visualized by our 
microfluidic device-based live imaging technology. Furthermore, chloroplast-localized Holliday 
junction resolvase was identified as a critical factor for the division of cp nucleoids.    

研究分野： 植物分子遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝情報の正確な伝達は、細胞分裂や有性生殖における最重要問題である。染色体の構造や形態、その遺伝様式
はこれまで詳細かつ徹底した解析が行われてきたのに対し、葉緑体における染色体ともいうべき核様体の維持・
遺伝機構は未だ謎に包まれている。本研究では、葉緑体核様体の分裂過程を生きた細胞で初めて捉えることに成
功し、さらにその過程を制御する重要因子として、葉緑体DNAを正確に切り分けるハサミであるホリデイジャン
クション解離酵素の遺伝子の同定に成功した。この酵素の遺伝子は緑色植物に広く保存されており、植物全般に
おける葉緑体核様体の遺伝機構の一端が解明された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞呼吸や光合成の中枢として機能するミトコンドリア（以下 mt）や葉緑体（以下 cp）は
独自のゲノムをもつ。これら mt/cp ゲノムは DNA-タンパク質複合体（核様体）を形成してい
る。mt/cp 核様体は、mt/cpDNA の折り畳み、複製、組換え、修復、遺伝子発現や遺伝などの
機能ユニットとして重要であると提唱されてきたが、その動態制御については殆ど知見がなか
った。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではマイクロ流体プラットフォームを基盤とするライブイメージング技術によって
cp 核様体の動態を詳細に捉えることを目指すとともに、cp 核様体の形態異常を示す変異体群
の順遺伝学的解析および RNAseq 解析をおこなうことで、葉緑体の染色体ともいうべき cp 核
様体の動態制御のメカニズムを、遺伝子レベルで明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではマイクロ流体プレートによる cp核様体のライブイメージングおよび cp核様体形
態異常変異体の解析より、葉緑体核様体のダイナミズムとその制御機構の解明を目指した。対
象として選んだのは、単純な細胞構造をもつ単細胞緑藻クラミドモナスである。被子植物など
の多細胞生物においては、複雑な組織構造や１細胞あたり複数の葉緑体が存在するために、個々
の葉緑体を正確に追跡することが難しい。それに対しクラミドモナスは１細胞あたり１個の葉
緑体があり追跡が容易である。１個の葉緑体には約 80 コピーの cp ゲノムが通常５～８個の球
状の葉緑体核様体にまとめられて存在する。この葉緑体核様体が細胞周期とともに球状構造か
らネットワーク構造へと瞬時に変化する様子が我々のライブイメージング技術によりみえてき
つつある。本研究では、さらに様々な阻害剤存在下での観察や、葉緑体核様体の形態制御に異
常がある monokaryotic chloroplast (moc) 1 変異体の単離・解析とそのライブイメージングに
より、cp核様体ネットワークの微細構造と、そのダイナミズムを制御する分子機構の解明を目
指した。 
 
４．研究成果 
（１）マイクロ流体プラットフォームの応用 
 本研究において、マイクロ流体プラットフォームをもちいた単細胞緑藻クラミドモナスのライ
ブイメージングにより、cp 核様体が細胞周期に応じて球状→ネットワーク状→球状へと変化を
繰り返す様子を捉えることに成功した。 
（２）葉緑体核様体のダイナミズムを制御するホリデイジャンクション解離酵素の同定 
 クラミドモナスで葉緑体核様体が凝集し、葉緑体分裂に際して不均等な分配を引き起こす変
異体 moc1 について、その原因遺伝子を同定したところ、１つの機能未知遺伝子が浮かび上がっ
てきた。MOC1 遺伝子は植物に広く保存されており、塩基／アミノ酸配列情報に基づいた相同生
解析では、その機能について何のヒントも得られなかったが、Swiss-model による構造データ
ベースに基づいた解析をおこなったところ、DNA 相同組換え中間体として生ずる DNA 四つ又構
造（ホリデイジャンクション）を切断する酵素との構造的相同生が示唆された。そこで組換え
タンパク質を調製して生化学的な解析をおこなったところ、ホリデイジャンクション中央に CC
配列があった際にそれを対称的に切断する活性が証明された。さらに DNA オリガミと高速原子
間力顕微鏡をもちいた観察をおこなったところ、MOC1 タンパク質がホリデイジャンクションの
中央部に結合して、それを対称的に切断する様子を捉えることに成功し、これがホリデイジャ
ンクション解離酵素であることが証明された。葉緑体に局在するホリデイジャンクション解離
酵素が発見されたのは、これが初めてであった。 
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