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研究成果の概要： 

 植物に固有の細胞内小器官(オルガネラ)であるプラスチドは、原核生物型の分裂様式により細

胞内で増殖しながらダイナミックに形態や機能を変化させ、植物の器官形成・環境変動などに対

応する。本研究では、①花粉(雄性配偶体)におけるプラスチドの役割と、②葉緑体におけるチラ

コイド分化、に関わる突然変異体の解析をモデル植物により進め、プラスチド機能に関わる未知

の分子機構を明らかにする研究を行った。 
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2006 年度 16,600,000 0 16,600,000 
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2008 年度 12,500,000 0 12,500,000 
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１．研究開始当初の背景 

 プラスチドは光合成細菌の細胞内共生に由

来する植物独自のオルガネラであるが、陸上

植物への進化に伴ってその機能を大きく変換

し、光合成だけでなく、植物の環境適応機能

にも大きな役割を果たすことが近年の研究に

より明らかにされつつある。プラスチドはそ

の形態や機能により様々なタイプに分類され

る。例えば、葉においてプラスチドが光によ

りチラコイド膜を発達させて葉緑体へと分化

することで、クロロフィルによる光エネルギ

ーを吸収し光合成を行う。また、果実では葉

緑体がカロテノイドを蓄積してクロモプラス

トとなりその他の二次代謝産物を蓄積する。

これらの他にも、デンプンを蓄積するアミロ

プラストなど、様々なプラスチドタイプが主
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に形態と機能に基づき分類されているが、こ

れらのプラスチドタイプがどのように分化し、

かつダイナミックな機能転換を担う分子機構

には不明の点が多く、加えてそれらを明らか

にする手法が限られていた。 

 植物の分裂細胞内にあるプラスチドの前駆

体プロプラスチドは、光により分化して葉緑

体を形成する。葉緑体が発達し光合成機能を

獲得することは、植物の生長に必須であるだ

けでなく、地球温暖化の原因でもある二酸化

炭素の吸収を植物が行うためにも重要な生物

現象といえる。このように、プラスチドの分

化、機能転換、それらの伝達機構を理解する

ことは私たちの地球環境維持にも重要な知見

を提供する。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、プラスチドが分化して様々な

機能を発揮するために必要な未知の分子メカ

ニズムを明らかにするため、モデル植物を用

いた分子遺伝学的研究を行った。すなわち、

モデル植物としてゲノム解析などの遺伝情報

が集積したシロイヌナズナ（Arabidopsis 

thaliana）を材料に、以下の２つの現象に関

連する突然変異体を単離し、変異の原因とな

る遺伝子を同定し、原因遺伝子およびそれら

がコードするタンパク質の機能解析を通して

プラスチドの新たな機能を解明することとし

た。 

 

（１）配偶子におけるプラスチドの役割に関

する研究 

プラスチドは細胞内共生に由来するために

ゲノムDNAを持つが、それらは核ゲノムとは別

の遺伝(片親遺伝)をすることが知られている

が、それらに関連する生物学的意義は明らか

ではない。そこで本研究では、雄性配偶体で

ある花粉におけるプラスチドに着目し、それ

らの動態を可視化して調べるとともに、新た

な変異体(後述)の単離から現象の解明を試み

た。 

 

（２）葉緑体におけるチラコイド膜分化のシ

ステム解明 

チラコイド膜は葉緑体内に存在する独自の

膜構造で、膜内に光受容に関与する光合成装

置を合成して光エネルギーを化学エネルギー

に転換する。チラコイド膜の発達は光に依存

することが知られているが、分化をつかさど

る分子の実体については不明の点が多い。本

研究では、チラコイド膜分化の欠損として植

物の葉に「斑入り」を起こす突然変異に着目

し、葉緑体分化を制御する分子機構を明らか

にする研究を行った。 

 
３．研究の方法 

（１）花粉におけるプラスチド機能の解析 

本研究ではまず、これまでに未知の部分が

多い花粉のプラスチド機能を明らかにするた

めに、以下の研究を行った。 

①生細胞におけるプラスチドの可視化 

 花粉で発現するプロモーターの制御下でプ

ラスチドに局在する蛍光タンパク質（ＧＦＰ）

を発現させ、成熟花粉で直接プラスチドを可

視化するシステムを確立した。これらの方法

を用いてプラスチドの形態に関わる変異体の

スクリーニングを進めた。 

②プラスチドDNAの挙動に関する変異体の単

離と解析 

 これまでに我々が確立した花粉の解析によ

り、シロイヌナズナの花粉ではプラスチドと

ミトコンドリアのDNAが検出されないことが

わかっている。花粉におけるこれらオルガネ

ラDNAの挙動は、オルガネラの遺伝様式（父親

から遺伝しないこと）とも関連するために興

味深い現象である。このため、本研究ではプ

ラスチドDNAの挙動が変化した突然変異体の



 

 

単離を進めた。すなわち、花粉の栄養細胞で

はプラスチドDNAが分解されるとの仮定のも

とに、プラスチドDNAが分解されない変異体を

スクリーニングした。EMSにより変異処理を施

したシロイヌナズナM1個体の種子を用い、こ

れまでに確立した押しつぶし法により花粉を

DAPI染色してDNAを検出し、プラスチドDNAの

残存する変異体を選抜した。得られた変異体

については、更なる遺伝解析により原因とな

る変異と遺伝子の同定を進めた。 

 

（２）チラコイド膜形成不全変異体の解析 

①斑入り変異とその抑制変異の解析 

 これまでにシロイヌナズナの葉に斑入りを

生じる変異体としてyellow variegated 2 

(var2)を単離している。この変異体の原因遺

伝子は葉緑体局在のメタロプロテアーゼ

FtsH2をコードすることが明らかになってお

り、FtsHは光合成タンパク質の品質管理とチ

ラコイド膜の形成に重要な役割をすることが

示唆されていた。本研究では、この斑入り変

異体をさらにEMSで変異処理し、斑入りを抑制

する変異体の単離を試みた。斑入り抑制変異

は、葉に斑入りを積極的に起こす因子を同定

できると考えられ、そのような因子を通して

チラコイド膜の分化について新たな知見を得

られると考えた。 

②斑入り変異var2の網羅的解析 

 上述したvar2変異における緑色セクター

（正常な葉緑体を蓄積する）と白色セクター

(異常なプラスチドを蓄積する)において何ら

かの物質蓄積に差があるかどうかを調べた。

このため、本研究では遺伝子発現、タンパク

質蓄積、その他の物質蓄積について様々な解

析を行い、斑入り組織で差の見られる分子を

特定した。 

 

４．研究成果 

（１）花粉におけるプラスチド突然変異体の

解析 

 葉緑体局在型ＧＦＰを成熟花粉で発現させ

る融合遺伝子LAT52-PT-GFPを導入した形質転

換シロイヌナズナでは、花粉の栄養細胞で

個々のプラスチドを観察することができ、プ

ラスチドの形態・数・動きを直接観察するこ

とができた。この個体を用いて、プラスチド

の分裂に関わるFtsZ1タンパク質が花粉でも

機能することを明らかにした。今後、プラス

チド解析の有用なツールとなることが期待で

きる。 

 前述の押しつぶし法による花粉のスクリー

ニングにより、栄養細胞内にオルガネラDNA

が残存する劣性の変異体を数系統得た。変異

体はdpd(defective in pollen ornagellar DNA 

degradation)と名付けた。 野生型ではオルガ

ネラDNAは検出できないことから、dpd変異体

では花粉におけるDNA代謝に何らかの異常が

生じていると考えられた。得られた系統のう

ち、dpd1及びdpd2についてマップベースクロ

ーニング法により変異の入った遺伝子を同定

した。 

 まずdpd1の原因遺伝子DPD1は、原核生物型

のエキソヌクレアーゼ様タンパク質をコード

しており、他の系統もこの遺伝子に変異を生

じていること、ゲノムDNAによる相補実験でオ

ルガネラDNAの残存が消失することから、DPD1

タンパク質がオルガネラDNAの分解を担うヌ

クレアーゼであることが示唆された。大腸菌

で発現させたDPD1タンパク質がヌクレアーゼ

活性を持つこと、DPD1タンパク質がシロイヌ

ナズナ細胞で強制発現させると葉緑体とミト

コンドリアの両方に局在することもわかり、

これらの結果から、花粉では実際にオルガネ

ラDNAが積極的に分解されていることが明ら

かとなった。得られた知見は非常に新奇性が

高く、今までに知られていない現象を明らか



 

 

にした一方で、オルガネラDNAが分解される生

物学的意義は明らかでなくこれらの解明が今

後の展望として残された。 

 dpd2の原因遺伝子DPD2は、細胞内のヌクレ

オチド合成に関わる律速段階の酵素である

ribonucleoside reductase (RNR)の大サブユ

ニットをコードすることが明らかとなった。

この遺伝子は葉の形態に異常を示すCLS8とし

て英国のグループが報告している遺伝子と同

一であった。我々の単離したdpd2も葉に斑入

り及び形態異常を示すこと、cls8でも花粉オ

ルガネラDNAの残存が観察されること、さらに

RNRの他のサブユニットによる変異体でも花

粉オルガネラDNAの残存が観察されることが

明らかとなった。RNRの変異がなぜオルガネラ

DNAの分解を遅延させるかは不明であるが、細

胞内のヌクレオチドレベルがこれらの現象に

関わることが示唆された。DNA分解と合成の相

互作用について今後更に解析する必要がある

と思われる。 

 

（２）チラコイド膜形成不全変異体の解析 

 斑入り変異var2の斑入りを抑制する変異体

を多数得た中から、1系統に着目し解析を進め

た（斑返りfugaeri1: fug1）。この変異は劣

性でありvar2と共存した際に斑入りを抑制す

る。マップベースクローニング法により遺伝

子を同定したところ、原因遺伝子であるFUG1

は、葉緑体のタンパク質翻訳開始に関わる因

子IF2をコードしていることが明らかとなっ

た。fug1ではIF2の機能低下により葉緑体タン

パク質合成が遅延していた。var2はFtsHプロ

テアーゼの欠損によることから、葉緑体にお

けるタンパク質の合成と分解のバランスによ

り斑入りが生じると推察した。IF2以外に翻訳

伸長に関わる因子EF-Gの欠損もvar2の斑入り

を回復するため、このバランスモデルは一般

的であること考えた。 

 上記の研究に加え、本研究では、var2の斑

入りセクターにおいて高レベルで蓄積する物

質を探索し、緑色組織の葉緑体で高レベルの

活性酸素が蓄積することを明らかにした。

FtsHは光化学系IIの修復サイクルに重要なプ

ロテアーゼとして働き、その欠損が光合成活

性に影響を及ぼす。電子伝達に異常が生じた

結果、蓄積する還元力が活性酸素を生じると

考えられた。活性酸素生成と連動してvar2で

は活性酸素消去に関わる酵素群の遺伝子が上

昇していることも明らかとなり、斑入り形成

との関連性も示唆された。var2における活性

酸素生成とそれらの生体内での働きについて

はまだ解析途中であるが、近年、葉緑体にお

けるレドックスが抵抗性などの自然免疫や環

境応答などのストレス応答に関与する可能性

が示されつつあり、解析のモデルシステムと

して有用であると考えられた。 
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