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研究成果の概要（和文）：単細胞の緑藻・クラミドモナスの葉緑体では、メス由来の葉緑体DNAが適切に遺伝す
るメカニズムとして、オスの葉緑体DNAを選択的に分解していることが知られています。この現象の原因とし
て、DNAは葉緑体の内部で核様体と呼ばれる構造を形成していることに着目して、メスの葉緑体核様体内ではタ
ンパク質によってDNA分解から保護されている可能性を仮定しました。この観点から葉緑体核様体構成タンパク
質群を同定して、そのタンパク質遺伝子の変異体の中から母性遺伝が撹乱されるものを探し、その候補タンパク
質の機能を調べることで、「分解・保護するオルガネラDNAの選択」がどのように行われているかに迫ろうとし
ました。

研究成果の概要（英文）：In the chloroplasts of the unicellular green alga Chlamydomonas, it is known
 that male chloroplast DNA is selectively degraded as a mechanism for proper maternal inheritance. 
As the cause of this phenomenon, I focused on the nucleoid, a DNA-protein complex inside the 
chloroplast, because it is possible that female DNA is protected from degradation inside chloroplast
 nucleoid. From this point of view, I identified the chloroplast nucleoid proteins, searched for 
mutants of the gene that disturb maternal inheritance, and investigated the function of the 
candidate proteins.

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
本研究により、葉緑体核様体構造の一端が明らかになりました。葉緑体核様体の構造は葉緑体DNAの複製、遺伝
子発現、遺伝など様々な機能に影響すると考えられるため、今後、葉緑体機能の新たな制御システムの構築につ
ながる可能性があります。またミトコンドリア核様体の主要タンパク質との構造的類似性をもつタンパク質が見
つかっていることから、葉緑体機能だけでなくミトコンドリア機能の理解も深まるものと考えられます。将来的
には、ヒトのミトコンドリア機能不全による病気の治療への光明となることを期待しています。

※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 
有性生殖をおこなう生物において、細胞核の遺伝情報を担う DNA は両親から平等に子に遺伝
する一方で、ミトコンドリアや葉緑体の DNA は片親、多くは母親のみから遺伝する。この母
性遺伝と呼ばれる現象は、動物や菌類、多くの植物や藻類に至るまで、普遍的に観察される。
これまでに、単細胞緑藻のクラミドモナスの葉緑体を用いた解析によって、葉緑体の母性遺伝
は、接合子の葉緑体の内部でオス由来の葉緑体 DNA が選択的に分解される一方、メス由来の
葉緑体 DNA が残ることにより成立していることが報告されている。このオスのオルガネラ
DNA の分解は動物を含む幅広い生物群で観察され、現在ではこの能動的な DNA 分解が母性遺
伝の原動力であると示されている。では、なぜメスのオルガネラ DNA は分解されないのだろ
うか。この単純な疑問、DNA分解にまつわるメス側のDNA保護メカニズムに着目した研究は、
これまで行われていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、オスの葉緑体における選択的 DNA 分解機構として、メスの核様体内で DNA が
タンパク質によって DNA 分解酵素から物理的に保護されている可能性を仮定した。この観点
から、葉緑体核様体を精製する技術を開発、プロテオーム解析を通じて新規の葉緑体核様体タ
ンパク質群を同定し、その中にあった HBD1 (High Mobility Group B protein 1)に着目した。
HBD1 は、動物のミトコンドリア核様体に多量に存在し、ミトコンドリアのヒストン様タンパ
ク質とも呼ばれるタンパク質と相同性があるため、この HBD1 がメスの葉緑体 DNA を分解か
ら物理的に保護する実体ではないかと考え、「分解・保護するオルガネラ DNA の選択」の分子
機構の解明を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）HBD1 の機能解析 
①HBD1 の DNA 結合能の解析 
HBD1 が直接葉緑体 DNA へ結合性し、DNA を保護する可能性を検討するために、組換えタ
ンパク質を用いてゲルシフト法で調べる。直接結合可能な場合は、配列特異性の有無を確認す
るために、葉緑体 DNA 上の特徴的な配列を用いて解析する。 
②HBD1 遺伝子破壊株の表現型解析 
近年発展してきたゲノム編集技術を用いて HBD1 の遺伝子破壊株を作製して、核様体の形態に
与える影響、母性遺伝に与える影響を調べる。 
（２）マイクロ流路を用いた核様体動態の可視化 
DNA の選択的分解の様子を確認するためには、マイクロ流路中に遊泳する細胞をトラップし
て、一つの接合子について継時的に観察を行う。 
 
 
４．研究成果 
（１）HBD1 の機能解析 
①HBD1 の DNA 結合能の解析 
組換えタンパク質を発現・精製して、ゲルシフトを行ったところ、タンパク質量の増加に比例
して、DNA の電気泳動度の減少（ゲルシフト）が確認されたことから、DNA 結合能を持つこ
とが確認できた。また葉緑体に由来しない DNA として、λDNA の制限酵素断片を使用した時
でもバンドのシフトが確認できたため、配列特異性は低いと考えられた。そこでさらに詳細に
配列特異性を確認するため、表に示す葉緑体 DNA 上の配列を選択して同解析を行った。しか
しこれらの様々な特徴をもつ DNA 配列間でもゲルシフトの結果に違いは見出されなかった。
この結果は、やはり HBD1 が葉緑体 DNA 上のどの領域にも結合することができるという結果
を支持している。 
 

# product gene region GC %  
1 rRNA 23S rRNA  intron 54% 
2 rRNA 23S rRNA   54% 
3 protein rpl16 exon 38% 
4 tRNA trnS  48% 
5 protein rbcL promoter 10% 
6 protein rbcL 5'UTR 28% 
7 protein rbcL exon 50% 
8 protein atpB promoter 20% 



9 protein atpB exon 40% 
10 protein psbA intron 38% 
11 protein psbA exon 38% 
12 protein petA exon 46% 

 
②HBD1 遺伝子破壊株の表現型解析 
ゲノム編集により HBD1 遺伝子を破壊して顕微鏡で核様体の様子を観察したところ、葉緑体核
様体が細かく散ったことから、この 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。この葉緑体核様体の拡散は、２つの DNA 結合部位をもつ野生型の遺
伝子を導入することでのみ修復され、１つの DNA 結合部位をもつ短い改変型 HBD1 遺伝子で
は修復されなかったことから、２つの DNA 結合部位をもつことの重要性が示唆された。 
さらに HBD1 組換えタンパク質を使って 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(Bending)
と DNA 鎖の架橋(Bridging)の両方を行うことが
明らかになった。つまり、葉緑体には二つの DNA
結合ドメインをもつ 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、核様体構造の構築に貢献し
ていることが示された (Takusagawa et al. 
2021.PNAS)。また HBD1 遺伝子破壊株同士を掛
け合わせることで、接合から接合胞子形成までは
進行するものの、正常な子孫の発生確率が低下す
ることが明らかになった。 
 
（２）マイクロ流路を用いた核様体動態の可視化 
葉緑体 DNA の選択的分解の様子を確認するために、マイクロ流路中に遊泳する細胞をトラッ
プして、一つの接合子について継時的に観察を行う実験系を立ち上げる予定であった。しかし
栄養細胞では有効であったマイクロ流体デバイスでも、接合子に対しては細胞の保持に難があ
り適切に使用できないことが判明した。そこでアガロースゲルパットを使用した観察法に切り
替え、繊細で壊れやすくかつ運動力の強い細胞も、長時間の連続観察が可能になった。まだ
DNA を蛍光染色して可視化する方法に関しては最適化の余地があるが、少なくとも葉緑体核
様体局在のタンパク質と蛍光タンパク質の融合タンパク質を発現したクラミドモナス株を利用
することで、接合後から葉緑体融合が起こるまでの間に、葉緑体核様体の蛍光が消失していく
様子を観察できるようになった。 
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