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研究成果の概要（和文）：生物は、多様な組織・細胞・細胞小器官から構成される一つの複雑な社会である。
個々の細胞や細胞小器官のもつミクロな「個性」を分子レベルで理解するためには、顕微鏡で狙った細胞を選択
的に試験管内に取り込む技術が鍵となる。本研究課題では赤外線レーザーによって細胞を操作できる光ピンセッ
トと、マイクロ流路を組み合わせることにより、新たな細胞回収法の開発をめざした。具体的な対象として選ん
だのは、酵母用菌類クリプトコッカスにおけるミトコンドリア遺伝機構である。その結果、１細胞解析をおこな
うことでαミトコンドリアDNAが接合子で選択的に分解され、これがミトコンドリア片親遺伝の基盤であること
を示した。

研究成果の概要（英文）：Living organisms consist of diverse tissues, cells and organelles, which can
 be compared to a complex society with various groups and individuals.  To decipher the 
characteristics of individual cells and connections between them, it would be necessary to establish
 technologies to isolate individual cells for further molecular analyses. For this, we aimed to 
combine the optical tweezers and microfluidic devises. With this technique, the molecular mechanism 
of uniparental inheritance of mtDNA was analyzed using Cryptococcus neoformans as a model system, 
which revealed the active elimination of α-mtDNA in the early developing zygotes that lead to the 
uniparental inheritance of mtDNA.

研究分野：植物分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
	 	 生物は、多様な組織・細胞・細胞内小器
官から構成される一つの複雑な社会である。
個々の細胞や細胞内小器官のもつミクロな
「個性」の解明は、生命活動を分子〜集団レ
ベルで理解していくための鍵技術となる。し
かし、これまで光ピンセットによる細胞分取
にもちいられてきたガラス製マイクロチャ
ンバー(Nishimura	et	al.,	PNAS	1999,	PNAS	
2006,	Plant	Cell	2012)は、１つ１つ手作業
で作成する必要があり、１つのチャンバーで
１個の細胞しか回収できず、ガラス面に細胞
が付着しやすく作業効率が低いなど、さまざ
まな問題点があり、これを解決する必要があ
った。	
	 今回具体的な対象とした母性遺伝は、葉緑
体やミトコンドリアがもつ独自のゲノムの
非メンデル遺伝様式のひとつであり、ヒトを
ふくむ動植物に普遍的に観察される現象で
ある。その核心には、ミトコンドリア／葉緑
体 DNA のオスにおける選択的破壊と、メスに
おける保護を可能にする機構があると考え
られているが、未だに理解が進んでいない。
これまでの研究の問題点として、マウス、シ
ョウジョウバエ、線虫やシロイヌナズナなど、
その生殖システムが進化のなかで高度に複
雑化した生物が注目されてきた点が考えら
える。そこで本研究では、２つの接合型のあ
いだで同型配偶子によって生殖をおこなう
という、シンプルなシステムで生殖をおこな
い、１細胞操作にも適した菌類クリプトコッ
カスと緑藻クラミドモナスをモデルとした。	
	
２．研究の目的 
	 本研究課題では、光ピンセットとマイクロ
流路を組み合わせることによる１細胞解析
技術の開発をとおし、酵母様菌類クリプトコ
ッカス、および単細胞緑藻クラミドモナスな
におけるミトコンドリア／葉緑体母性遺伝
など、ミトコンドリアや葉緑体の染色体構造
「核様体」の挙動の追跡、およびそれらを支
配する分子機構の解明を目的とした。	
 
３．研究の方法 
	 １細胞回収技術については、まずチャンバ
ーのデザインから、その材質、回収の際にも
ちいるバッファーなど様々な点を検証し、１
細胞をより安定な環境で確実に回収できる

技術の開発をめざした。	
	 クリプトコッカスにおけるミトコンドリ
ア核様体の挙動については、これまでまった
く研究されておらず、まずミトコンドリア核
様体の同定、およびその接合子における挙動
の観察からはじめた。DNA 特異的蛍光色素を
もちいてミトコンドリア核様体の同定とそ
の構造や分布について詳細な蛍光顕微鏡観
察をおこなった。そして接合子について雌雄
のミトコンドリアを識別しつつ、その挙動を
追跡した。さらにミトコンドリア核様体の構
成タンパク質について、ヒトや酵母の情報
（Abf2 や Tfam 遺伝子配列情報）をもとに推
定し、その局在を蛍光タンパク質をもちいて
明らかにした。遺伝子破壊がミトコンドリア
核様体に対してもたらす影響について遺伝
学的に検証した。	
	
４．研究成果	
	 １細胞回収技術について、マイクロチャン
バーの構造、材質などを検討した結果、材質
を従来のガラスから透明樹脂性に変更する
ことで、光ピンセットによる操作性や捕捉力
を損なうことなく、細胞の付着を抑え、作業
効率を向上させることに成功した（図１）。	

	
	 クリプトコッカスの母性遺伝については、
まずミトコンドリアを ATP 合成酵素をマーカ
ーとして蛍光タンパク質 mCherry で標識する
ことで、ミトコンドリア核様体を明確に識別
することに成功した。つぎにオス（α親由来）
のミトコンドリア核様体の接合子における
動態を蛍光顕微鏡で観察した結果、それらが
接合子形成後、菌糸の伸長がはじまるタイミ
ングで、ミトコンドリア構造の崩壊に先んじ
て消失してしまうことを見出した	 （図２）。	



	 このα由来のミトコンドリア核様体の消
失について、それを分子レベルで検証すべく、
接合子の１細胞解析をおこなった。クリプト
コッカスの接合率は５〜１０％程度と低く、
細胞集団のなかで１個の細胞を回収できる
光ピンセット法は非常に有効であった。また
菌糸を伸長し、不定形となった接合子は周囲
のガラス面に付着しやすく、旧来のガラスチ
ャンバーでは回収が難しかったが、今回新規
に開発した樹脂性チャンバーはこうした細
胞の回収にも有効であった。１細胞を PCR 解
析した結果、α由来のミトコンドリア DNA が

接合後選択的に分解されることが明らかと
なり、クラミドモナスや粘菌、メダカ、マウ
スなどと同様に、これがクリプトコッカスの
ミトコンドリア片親遺伝の基盤と考えられ
た（図３）。	
	
	さらにオートファジー関連遺伝子を破壊し、
その影響を細胞学的、遺伝学的に解析した。
オートファジー関連遺伝子 ATG8 をホモで破
壊しても、ミトコンドリアの片親遺伝は全く
影響を受けなかった。このことから、クリプ
トコッカスにおいてオートファジーは母性
遺伝の制御の核心部分ではないことが示さ
れた。一方、より詳細な顕微鏡観察をおこな
ってみると、ミトコンドリア核様体が消失し
たのちのミトコンドリア残渣が野生株より
も長時間残留することが明らかとなった（図
３）。ミトコンドリア母性遺伝の基盤はミト
コンドリア核様体の選択的保護／分解であ
る一方で、オートファジー機構は、ミトコン
ドリア核様体が分解されたあと、ミトコンド
リア残渣を除去するために必要であること
が示唆された。	
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