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研究成果の概要（和文）： 
 ミトコンドリア(mt)や葉緑体(cp)の母性遺伝は多くの生物に共通する普遍的現象である。これ
まで母性遺伝は、精子と卵子のサイズの違いで説明されてきた。しかし実際には、雄 mt/cpDNA
の積極的な分解により引き起こされる劇的な過程であることがわかってきている。今回、緑藻
クラミドモナスにおける母性伝変異体の獲得、解析を通して、性を制御するホメオティック遺
伝子が母性遺伝を支配していることが明らかになってきた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Uniparental inheritance of mitochondrial (mt) and chloroplast (cp) DNA is a phenomenon 
common to diverse taxa of plants and animals. Uniparental inheritance was long thought 
to be a passive outcome, based on the fact that eggs contain multiple numbers of organelles, 
while the contributions from male gametes are limited. However, it is likely to be more 
dynamic process, including the active digestion of male mt/cpDNA. In this project, 
Chlamydomonas mutants defective in uniparental inheritance of cpDNA were obtained and 
analyzed, which revealed that a homeotic gene that regulate the sexual development is also 
a key factor for uniparental inheritance. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）「背景」 
 ミトコンドリアや葉緑体は、細胞核とは異
なる独自の遺伝子群を有し、それらはヒトを
含む多くの動植物において母親のみから子

孫に伝達される。こうした葉緑体やミトコン
ドリアの母性遺伝は一体どのような機構に
基づいているのだろうか。一般的には、卵と
精子のサイズの違いが重要な役割を果たし
ていると言われる。即ち、雌配偶子（卵）は
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大きく、多数の色素体（葉緑体）やミトコン
ドリアを含むのに対し、雄配偶子（精子）は
小さく、それらを僅かな量だけ含むに過ぎな
い。この量差が母性遺伝の基盤であると考え
られている（Birky, PNAS 1995）。この説明
は説得力があるが、これに大きく矛盾するの
が 、 単 細 胞 緑 藻 ク ラ ミ ド モ ナ ス
（Chlamydomonas reinhardtii）における母
性遺伝である。 
 単細胞緑藻クラミドモナスは、雄雌同形の
配偶子で生殖を行う。そのため両親は子孫に
等量の葉緑体 DNAを寄与する。にも関わらず、
葉緑体 DNA は母性遺伝する。 1972 年、Sager
らは放射線同位体を用いて雌雄の葉緑体 DNA
を識別し、接合後 24 時間後までに、雄葉緑
体 DNA の相対量が減少することを示した 
(Sager and Lane, PNAS 1972) 。そして 1982
年、黒岩らは DNA 特異的色素を用いた蛍光顕
微鏡観察を行い、接合子の雄の葉緑体 DNA 輝
点が接合後 60 分で完全に消失することを発
見した (Kuroiwa et al., Nature 1982)。さ
らに 1999 年、申請者は生きた細胞の中で雄
の葉緑体 DNA輝点の消失を観察する事に成功
した（Nishimura et al., PNAS 1999: 図１）。
これらの研究により、母性遺伝が雄の細胞質
遺伝子の積極的破壊という、劇的な過程に基
づく現象であることが強く示唆される事と
なった。 
(2) 「母性遺伝において雄葉緑体 DNA は積
極的に分解される」 
 この輝点の消失に
関しては、葉緑体
DNA の分解ではなく
拡散を示すとする強
い 反 論 が あ っ た 
(Boynton, et al., 
1990)。雄葉緑体 DNA
の輝点消失の時期
（接合後 60 分）が、
生化学的方法によっ
て示された雄葉緑体
DNA 現象の時期（接
合後 6-24 時間後）に
対してあまりにも早
かったためである。 
 接合を行った細胞
液中には未接合の配
偶子や、雄葉緑体
DNA の分解が未完了
の接合子が混在する。
雄葉緑体核様体の蛍光消失の意義を分子レ
ベルで明らかにするためには、細胞を集団と
して扱う従来の生化学、分子生物学的手法で
は不十分であり、顕微鏡で観察される１個の
細胞を回収して直接分子解析を行うという、
新しい方法論の確立が必須であった。そのた
めに申請者らは顕微鏡下で１個の細胞や細

胞内小器官を赤外線レーザーにより非接触
的に捕捉する技術（光ピンセット）を改良し、
さらに１細胞を分子解析する超高感度PCR法
を開発した。その結果、顕微鏡で観察された
接合子の雄葉緑体 DNA 輝点の消失が、雄葉緑
体DNAの完全な分解により引き起こされるこ
とを明らかにした（Nishimura et al., PNAS 
1999）。この成果は、雄葉緑体 DNA の積極的
分解が母性遺伝の分子基盤であることの証
明を成すと共に、一つの細胞や細胞内小器官
の個性が、今後の分子生物学的研究対象とな
り得ることを示した。 
 単細胞緑藻クラミドモナスは、雄雌同形の
配偶子で生殖を行う。そのため両親は子孫に
等量の葉緑体 DNAを寄与する。にも関わらず、
葉緑体 DNA は母性遺伝する。 1972 年、Sager
らは放射線同位体を用いて雌雄の葉緑体 DNA
を識別し、接合後 24 時間後までに、雄葉緑
体 DNA の相対量が減少することを示した 
(Sager and Lane, PNAS 1972) 。そして 1982
年、黒岩らは DNA 特異的色素を用いた蛍光顕
微鏡観察を行い、接合子の雄の葉緑体 DNA 輝
点が接合後 60 分で完全に消失することを発
見した (Kuroiwa et al., Nature 1982)。さ
らに 1999 年、私達は生きた細胞の中で雄の
葉緑体 DNA輝点の消失を観察する事に成功し
た（Nishimura et al., PNAS 1999: 図１）。
これらの研究により、母性遺伝が雄の細胞質
遺伝子の積極的破壊という、劇的な過程に基
づく現象であることが強く示唆される事と
なった。それでは、この現象は一体どのよう
な遺伝子群によって制御されているのだろ
うか？ 
 
２．研究の目的 

 本研究計画では、「Green Yeast」ともよば

れる単細胞緑藻クラミドモナスの葉緑体母

性遺伝の変異体を単離し、その原因遺伝子の

同定、機能解析をおこなうことで、母性遺伝

の制御機構を遺伝子レベルで解明すること

を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 先行研究の結果から、接合直前に雌(mt+)
配偶子を紫外線で照射すると、母性遺伝が阻
害されることが示されている（図２）。そこ
で、雌を対象としてパロモマイシン耐性遺伝
子断片(AphVIII)の非特異的挿入による変異
導入（Insertional mutagenesis：タギング）
をおこない、それを葉緑体にスペクチノマイ
シン耐性遺伝子をもつ雄の葉緑体形質転換
体とかけあわせ、スペクチノマイシン耐性が
より高頻度に次世代に遺伝するものをスク
リーニングすることで母性遺伝変異体を探
索する（図 2）。 
 さらに選抜された変異体について SYBR 



 

 

Green I 染色や Native-PAGE ヌクレアーゼ検
出法を用いた基本的な表現型解析を行い、遺
伝子同定に向けて有力な候補を絞り込む。 
得られた変異体について、TAIL-PCR をおこな
い、AphVIII 遺伝子挿入部位の近傍配列を得
る。得られた配列情報をもとに、クラミドモ
ナスのゲノムデータベース(Joint Genome 
Institute)を対象とした BLAST解析をおこな
い、原因遺伝子の候補を絞り込む。原因遺伝
子の候補について、接合前後の発現様式解析、
全長 cDNA、ゲノム配列による相補実験をとお
して原因遺伝子の特定をする。特定された原
因遺伝子については、ホモロジーサーチ、組
換え蛋白質の生化学的解析を行うことによ
り、その母性遺伝における機能を推定し、母
性遺伝の分子機構解明の足掛かりとする。 
 
４．研究成果 
 計画した葉緑体変異体スクリーニングは、
予想以上に困難をともなった。葉緑体母性遺
伝は野生株においても 5-10%の「漏れ」があ
り、これがスクリーニングの大きなバックグ
ラウンドとして問題となった。これを乗り越
えるために、タギングによって得られた株を
一つ一つ維持し、丹念にテスター株(雄のス
ペクチノマイシン耐性葉緑体形質転換体)と
交配させて変異体を探索していく必要があ
った。ようやく、2082 株についてスクリーニ
ングを行った結果、母性遺伝が異常な株とし
て、一連の(biparental (bp) )株が得られた。 
 
（１）「母性遺伝が全く起こらない株：bp31」 
bp31 では、雄葉緑体 DNA の分解が完全に停止
するばかりでなく、ペリクル形成、接合胞子
への分化といった接合子成熟過程全般が停
止した（図３）。遺伝子発現様式を qPCR 解析
により詳細に検証したところ、bp31 では野生
株の接合で観察されるような配偶子特異的
遺伝子の抑制、多数の接合子特異的遺伝子の
急激な活性化を伴う遺伝子発現の著しい変
化が失われており、接合子形成後も配偶子的
遺伝子発現様式が持続することがわかった。 

 この原因遺伝子を同定すべく、TAIL-PCR、
ゲノム PCR 解析を繰り返した結果、接合子の
成熟に深く関わるホメオティック遺伝子が
浮かび上がって来た。この遺伝子産物は、接
合子で雌の蛋白質と会合することにより接
合子特異的なプログラムを開始すると報告
されており、母性遺伝がこのプログラムの一
つのモジュールとして制御されている可能
性が見えて来た。性と母性遺伝が遺伝子レベ
ルで結びつこうとしている (Nishimura et 
al., 投稿準備中)。 

 
（２）「予想外の表現型を示す葉緑体母性遺
伝変異体」 
 変異体スク
リーニングの
過程で、雌の
葉緑体核様体
が不安定にな
る株が得られ
た。これらは
雌核様体の保
護機構を解明
するうえでの
重要な鍵にな
ると思われる。 
（図４） 
 
（３）「葉緑体ヘテロプラスミーの遺伝」 
 １つの葉緑体には、およそ 80-100 コピー
の葉緑体ゲノムが含まれていると言われる。
一般的に、葉緑体ゲノムは均質であると考え
られているが、クラミドモナス変異体 spa19
は、PS+と PS−と命名された二種類の葉緑体ゲ
ノムを持つ。spa19 変異体の栄養細胞では、
PS+は PS−の約３〜４倍程度存在する。これを



 

 

母親として野生株の雄と交配すると、PS-は
正常な母性遺伝をして全ての子孫に遺伝し
た。しかし PS+は子孫の約 25％にしか遺伝し
なかった。この変則的な母性遺伝について理
解をするべく、接合過程の様々な段階で
PS+/PS−比の解析を行ったところ、配偶子誘
導過程と接合胞子の減数分裂直前に、
PS+/PS−比が減少することが明らかになった。
そこで接合過程の PS+と PS−の複製活性を比
較するために、BrdU-免疫抗体沈降-PCR 解析
法を導入し、栄養細胞と配偶子で比較した。
その結果、PS+の複製活性は PS−に比べ、配偶
子で著しく低下することが明らかになった。
この結果は、母性遺伝において母親のゲノム
が無制限に次世代に受け渡される訳ではな
いことを示している(Nishimura and Stern, 
Genetics in press)。 
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