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研究成果の概要（和文）： 
葉緑体では光合成が行われており，光エネルギーを利用して，有機物の合成や酸素発生を行う．

本研究では，その反応に必要なタンパク質合成（翻訳）がどのように行われ，どのように環境

に応答した調節を受けるのかを明らかにする目的で，いくつかの遺伝子について解析を行った．

その結果，翻訳に重要な mRNA 上の配列や mRNA のプロセシングの重要性を明らかにした．また，

翻訳共役についても解析した．さらに，翻訳を制御する可能性のあるタンパク質を同定した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
The chloroplast is a site of photosynthesis, which produces carbohydrates and oxygen with 
solar energy. We have analyzed translation of several chloroplast genes and found variable 
important sequences among mRNA species, significance of mRNA processing and 
translational coupling of several genes. We also identified possible proteins for 
translational regulation in chloroplasts.   
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１．研究開始当初の背景 
 光合成の場として知られる葉緑体は酸素発

生や有機物の生合成など，地球環境や生命体

にとって不可欠な反応を行っている．細胞内

共生したラン藻を進化の起源とする葉緑体は

独自の遺伝情報とその発現系をもつ．かつて

ラン藻ゲノムに存在していた遺伝子の多くは

進化の過程で核へ移行したため，葉緑体ゲノ

ムには約120遺伝子しか存在しない．しかし，

そこには葉緑体の機能に特に重要な遺伝子が

残されている．葉緑体では，光などの環境に

応答した遺伝子の発現調節が転写後，特に翻

訳の段階で行われていることが知られている

が，その分子機構には不明な点が多い． 

 葉緑体の翻訳は原核型の70S リボソームに
より行われるが，葉緑体固有の特徴がある．
まず，ラン藻などの原核生物では通常，転写
中の mRNA 上で翻訳が行われるのに対し，葉
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緑体では mRNA は転写後に安定な状態でプー
ルされ，それが翻訳に利用される．次に，約
2/3 の葉緑体遺伝子は，原核生物の mRNA に存
在するリボソーム結合部位（SD 様の配列）を
持たない．そのため多くの葉緑体 mRNA の翻
訳開始は遺伝子特異的なトランス因子によ
り促進されると考えられている．また，光な
どの環境に応答した翻訳の ON/OFF 制御にも
トランス因子が関与している．したがって，
葉緑体の翻訳制御機構を理解するためには，
このようなトランス因子の同定が不可欠で
ある． 
 
２．研究の目的 
 高等植物の葉緑体における翻訳開始機構
に焦点を絞り，タバコを材料として，光合成
遺伝子の mRNA 翻訳開始に必要なトランス因
子の同定する．次に，光合成電子伝達反応の
駆動によるトランス因子の活性調節機構を
明らかにする． 
 
３．研究の方法 
(1)タバコ葉緑体 in vitro 翻訳系を用いた
mRNA 翻訳開始機構の解析． 
 
 この方法では，タバコ葉緑体から調製した
in vitro翻訳系を用いて，種々の遺伝子由来
のmRNAの5'-非翻訳領域(5'-UTR)のどの配列
が翻訳開始に必要かを調べることができる．
そのために，PCR などで配列に変異を導入し
たコンストラクトを作成し，その変異の影響
を調べた．また，レドックス試薬などの効果
を簡便に調べることができるので，それにつ
いても解析を行った． 
 翻訳効率を測定するレポーターとして，緑
色蛍光タンパク質である EGFP，青色蛍光タン
パク質である Cerulean，黄色蛍光タンパク質
である Citrine を利用した． 
 
(2)ゲル・シフト法を用いた、葉緑体 mRNA の
5'-UTR へ結合するタンパク質の解析． 
 
 葉緑体 mRNA の 5'-UTR に相当する RNA を合
成し，その 5'末端を蛍光標識した．これと葉
緑体に存在するタンパク質を混合し、電気泳
動で分離することにより、その RNA と特異的
に結合するタンパク質の有無とそのタンパ
ク質が結合する RNA の配列を調べた． 
 
(3) 葉緑体 mRNA の 5'-UTR に結合するタンパ
ク質のアフィニティ精製と質量分析による
タンパク質の同定． 
 
 この方法では、目的の RNA と結合できるタ
ンパク質のみを回収するため，RNA をリガン
ドとした．そして，アフィニティ精製により
回収したタンパク質をMS/MS 質量分析により

同定した． 
 
(4)クローニング，組換えタンパク質の生産． 
 
 アフィニティ・クロマトグラフィにより得
られたタンパク質をコードする遺伝子のク
ローニングし，大腸菌での発現ベクターへ導
入した．その後，目的の組み換えタンパク質
を大腸菌で大量生産し，それをクロマトグラ
フィにより精製した． 
 
(5)組換えタンパク質の解析 
 
 組み換えタンパク質を大腸菌から精製し
た後，種々の遺伝子に由来する 5'-UTR に対
しての結合実験を行った．また，葉緑体 in 
vitro 翻訳系へ添加し、翻訳効率に対する効
果を解析した． 
 
４．研究成果 
 
(1)葉緑体 mRNA の 5'-UTR 内の翻訳に必要な
シス領域の決定． 
 
①バクテリア型の SD 様配列のある psbD, 
psaA mRNAs の翻訳はその SD 様配列に大きく
依存していた．一方，SD 様配列のない psbA, 
ycf4, clpP1 mRNAs の場合，特定の配列より
むしろ，RNA の二次構造が翻訳開始に大きく
影響していることを示唆する結果を得た．後
者の場合，翻訳制御タンパク質がどの領域に
結合しうるかを大まかに決定した．この結果
に基づいて，今後制御タンパク質を同定する
必要がある． 
 詳細なシス配列の解析は世界中でここで
しか行われておらず，葉緑体 mRNA 翻訳制御
機構を理解する上で，重要な情報を提供でき
たと考えている． 
 
(2)psbD, psbC, rps2, psbN 5'-UTRs のプロ
セシングが翻訳開始効率に与える影響を解
析した．いずれの場合にも，5'-UTR のプロセ
シングが翻訳効率を大幅に上昇させた．特に，
タバコ葉緑体 psbN には，開始コドンの可能
性のある AUG が２つ存在するが，5'-UTR の
プロセシングが正確な翻訳開始を促進する
ことを明らかにした．本研究で明らかにした
5'-UTR のプロセシングの翻訳に対する効果
は，以前に報告した atpB, atpH, psbB, rbcL
に続く新しい情報であり，葉緑体遺伝子発現
における転写後制御機構を理解するのに，重
要な情報である． 
 
(3)葉緑体に存在する，「コード領域がオーバ
ーラップした」atpB-atpE, psbD-psbC mRNAs
における翻訳共役を解析した．これらの遺伝
子群はそれぞれコード領域が重なり合って



いる．このような場合、バクテリアなどでは，
下流のコード領域の翻訳が上流のコード領
域の翻訳に依存する例が数多く報告されて
いる．実際に，トウモロコシ atpB-atpEでは，
atpE の翻訳は atpB の翻訳に依存すると報告
されている（ただし，葉緑体ではなく，大腸
菌とラン藻の系を用いている）． 
 タバコ atpB-atpE の翻訳を in vitro 翻訳
系で解析したところ，下流の atpE 翻訳は上
流の atpB 翻訳にほとんど依存していないこ
とが明らかになった．一方，psbD-psbC の翻
訳では，下流の psbC翻訳は上流の psbD翻訳
に大きく依存していることが明らかになっ
た． 
 以上の結果は，葉緑体遺伝子発現について
では，ndhC-ndhK 翻訳共役につづく新しい情
報であり，葉緑体における機能複合体の分子
構築とその損傷と修復の過程を理解する上
での重要な情報になると考えられる． 
 
 
(4)翻訳制御に関わる可能性のあるタンパク
質の同定，cDNA クローニング． 
 
①psbN の翻訳に関与する可能性のあるタン
パク質の同定． 
 psbN 5'-UTR に主に結合するタンパク質と
して、亜硫酸還元酵素 (SiR) を同定した． 
このタンパク質はDNAとアフィニティをもち，
葉緑体核様体の凝集に関与していると報告
されているが，本研究で明らかになった RNA
への結合能については新発見であった．この
タンパク質の活性はレドックス制御を受け
る．そのため，このタンパク質が葉緑体 mRNA
翻訳のレドックス制御に関わるタンパク質
であるかもしれない． 
 本研究では，この遺伝子のクローニングと
組換えタンパク質の生産を行い，それを用い
た解析を行った．その RNA への結合能を確認
できたが，実際に葉緑体において翻訳開始に
関与しているか，また，関与しているとすれ
ばどのように翻訳制御を行うかを明らかに
することはできなかった．それについては今
後に残された大きな課題である． 
 
②rps2 翻訳に関与する可能性のあるタンパ
ク質の同定． 
 rps2 5'-UTR に主に結合するタンパク質と
して、S1 リボソームタンパク質を同定した．
このタンパク質はバクテリアの翻訳でも翻
訳開始に置いて重要な役割を果たすが，それ
は葉緑体でも同様の可能性が高く，以前から
その可能性は以前から指摘されていた．しか
し，これまではどの遺伝子の翻訳に関与する
かは特定されていなかったが，本研究により，
少なくとも rps2 の翻訳には関与することが
示唆された． 

 前述の SiR と同様に，本研究では，遺伝子
のクローニングと組換えタンパク質の生産
を行い，それを用いた解析を行った．その結
果，RNA への結合を確認できたが，実際に翻
訳開始に関与しているか，また，関与してい
るとすればどのように翻訳制御を行うかは、
今後の課題である． 
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