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研究成果の概要（和文）：DNAの折りたたみは、DNAを持つすべての生命体にとって普遍的な問題である。葉緑体
やミトコンドリアは、それぞれ独自の多コピーゲノムを維持しているが、具体的なDNAの折りたたみ機構はわか
らないことが多かった。本研究において我々は、緑藻クラミドモナスのプロテオミック解析をとおし、葉緑体核
様体において、ミトコンドリアの主要な核様体タンパク質であるTFAM/Sbf2pに構造的に類似したタンパク質
「HBD1」の同定に成功した。DNAオリガミ／原子間力顕微鏡による解析の結果、HBD1は2つのHMG-boxドメインでU
ターンやクロスストランドブリッジを形成してDNAを折りたたむことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Compaction of bulky DNA is a universal issue for all DNA-based life forms. 
Both Chloroplasts and mitochondria maintain their own multi-copy genomes organized as nucleoids, but
 the mechanism of DNA compaction remains obscure. Here, we discovered a chloroplast nucleoid protein
 (HBD1) that is highly similar to major mitochondrial nucleoid proteins transcription factor A, 
mitochondrial (TFAM), and ARS binding factor 2 protein (Abf2p) in terms of possessing two 
DNA-binding high mobility group box (HMG-box) domains. Our analyses of HBD1 based on DNA 
origami/atomic force microscopy showed that HBD1 is capable of compacting DNA by introducing U-turns
 and cross-strand bridges with the two HMG-box domains, indicating that proteins with two HMG-box 
domains could compact DNA in both mitochondrial and chloroplast nucleoids.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： 葉緑体DNA　核様体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
葉緑体において、2つのDNA結合部位（HMG-boxドメイン）を持つタンパク質(HBD1)が、DNAクリップとしてDNAを
折り曲げ、架橋することでDNAを折りたたみ、核様体を構築していることが示された。ここで得られた知見は葉
緑体工学における葉緑体ゲノムの安定性や遺伝子発現制御に関する新技術開発、さらにヒトを含む動物・植物に
おけるミトコンドリア核様体の機能解析への応用、医学・農学をふくむ様々な分野への展開が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

光合成は、地球上の生命活動の基盤として欠くことができない。その光合成を担っているの

は、植物や藻類がもつ直径わずか５マイクロメートルほどの小さな細胞内小器官である葉緑体

（色素体）である。葉緑体には、シアノバクテリア様の祖先から引き継がれた独自の葉緑体

DNA があり、これらには光合成装置の構築や葉緑体の形成に必須の遺伝子群がコードされてい

る。 

葉緑体 DNA は裸で葉緑体内に浮遊しているわけではなく、多様なタンパク質によって折りた

たまれて「核様体」とよばれる構造を形成している。葉緑体核様体は、いわば葉緑体にとっての

染色体であり、細胞周期、光や栄養などの環境に応じてその形態を柔軟に変化させながら、葉緑

体 DNA 複製・修復、遺伝子発現、遺伝などを司っていると推定される。これまでに我々は、葉

緑体核様体が分裂に先立って葉緑体全体に拡散し、分裂完了後にふたたび凝集する過程をライ

ブイメージングで捉えることに初めて成功してきたが(Kamimura et al., 2018)、そうした葉緑体核

様体の形態変化を制御する分子機構は謎につつまれていた。 

 

２．研究の目的 

本研究では葉緑体核様体構築に関わる因子の同定をとおして、葉緑体核様体の形態制御の分子

メカニズムの解明を目指した。 

 

３．研究の方法 

葉緑体核様体の精製とプロテオミック解析をおこない葉緑体核様体の新規構造タンパク質をコ

ードする遺伝子を探索し、ゲノム編集技術による遺伝子破壊とゲノム断片の形質転換による相

補実験、局在解析、さらに DNA オリガミと高速原子間力顕微鏡をもちいた分子解析により、そ

の遺伝子産物の機能を解明する。 

 

４．研究成果 

葉緑体核様体の構成因子を明らかにするために、我々は緑藻クラミドモナスから精製した葉

緑体核様体に含まれるタンパク質群について網羅的な質量分析を行った。同定された多数のタ

ンパク質群の中に、二つの DNA 結合部位（High mobility group （HMG） box domain）をもつ

タンパク質が見つかった（HBD1）。この構造は、ミトコンドリア核様体の主要構成タンパク質

である TFAM/Abf2p と相同性が高かった。HBD1 に対する抗体を調整し、間接蛍光抗体染色法

をおこなったところ、HBD1 タンパク質は葉緑体核様体に局在した。さらに HBD1 組換えタン

パク質をもちいたゲルシフト解析により、DNA 結合能をもつことが示された。In vivo での機

能を明らかにするため、CRISPR-Cas9 ゲノム編集技術により HBD1 遺伝子を破壊してみると、

葉緑体核様体がほどけて細かく拡散したことから、HBD1 タンパク質が葉緑体核様体の折りた

たみに貢献していることが示唆された。HBD１破壊株の葉緑体核様体の拡散は、２つの HMG 

domain をもつ遺伝子を導入することで相補された一方、HMG domain を１つしかもたない遺伝

子では相補されなかったことから、２つの HMG domain をもつことの重要性が示された。

HBD1 遺伝子を、酵母 Abf2p 欠損株に導入したところ、ミトコンドリア核様体を修復すること

ができたことから、HBD1 が TFAM/Abf2p と類似の機能をもつことが示された。さらに HBD1



タンパク質の DNA との結合様式を、高速原子間力顕微鏡と DNA オリガミをもちいた手法で詳

細に観察してみると、HBD1 タンパク質が DNA の折り曲げと架橋の両方を行うことが示され

た。以上より、葉緑体には二つの HMG-box domain をもつ HBD1 が存在し、それが「DNA クリ

ップ」として葉緑体 DNA を折りたたみ、架橋することで、核様体の構築に貢献していること

が明らかになった。 
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