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研究成果の概要（和文）：　葉緑体とミトコンドリアには細胞内共生の痕跡としてオルガネラゲノムが存在する。これ
らのDNAが有する遺伝情報はごく限られている一方で、コピー数が高くかつ変動すること知られている。また葉緑体DNA
が花粉や葉の老化など、組織特異的に分解される現象は20年以上前からいくつかの植物で報告されているものの、統一
的な見解は得られておらず意見が分かれており、分子機構も未解明である。
　本研究では、代表者らが最近発見したオルガネラヌクレアーゼDPD1の解析を通じて、被子植物に共通するDNA分解機
構を分子レベルで明らかにし、DPD1が関与するサルベージ作用を証明する研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Chloroplasts and mitochondria are the organelles that originate from 
endosymbiosis of respective ancestral bacteria and retain their own DNA as a remnant. Although these 
organelle DNAs are very limited as genetic content, they exist as multi-copy and vary in the amount. 
Moreover, tissue-specific degradation of organelle DNAs has been reported in literature since two decades 
ago but little is understood at the molecular level. Recently, our group identified DPD1 exonuclease, 
which is conserved in land plants, be dual targeted to plastids and mitochondria, and appear to degrade 
organelle DNA.
In this study, we attempted to corroborate the role of DPD1 in organelle DNA degradation. We focused on 
leaf senescence and examine the possibility that organelle DNA degradation is related to nutrient 
salvage.

研究分野：植物分子生物学・遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 
 葉緑体（プラスチド）とミトコンドリアは
それぞれシアノバクテリアとα-プロテオバ
クテリアの細胞内共生により生じたと考え
られ、その痕跡として両方のオルガネラがゲ
ノム DNA と原核生物型の転写・翻訳装置を
持っている。プラスチドとミトコンドリアの
ゲノム自身がコードする遺伝子は構成タン
パク質のごく一部であり、ほとんどの遺伝子
は核ゲノムに転移している。そのため、細胞
質からオルガネラへ輸送されるタンパク質
とオルガネラ自身が合成するタンパク質の
協調した発現制御機構は植物の生育に重要
である。オルガネラゲノムの特徴として、①
核ゲノムのように両親から由来するゲノム
が融合せず、片親のみから遺伝すること（母
性遺伝）、②オルガネラあたりあるいは細胞
あたりゲノムが複数コピー存在し、それらの
ゲノムコピー数が変動し得ること、が挙げら
れる。一方で、オルガネラゲノムのコピー数
がどのように制御されるかについては殆ど
知見がない。またオルガネラ DNA が生殖や
葉の老化、栄養飢餓で分解誘導されるという
現象の報告は過去にあるものの、DNA コピ
ー数の変動については一般化された見解が
得られておらず、オルガネラ DNA 分解を証
明する分子機構が長らく不明であった。 
 このような背景のもと、筆者らはオルガネ
ラ DNA の分解に着目した分子遺伝学的な研
究を進め、花粉でオルガネラ DNA が分解さ
れない突然変異体の単離と原因遺伝子の同
定により、プラスチドとミトコンドリアに共
局在する DNA 分解酵素（エキソヌクレアー
ゼ）DPD1 をシロイヌナズナで発見し 2011
年に報告した。DPD1 は花粉でオルガネラ
DNA を分解するので、オルガネラが母親の
みから遺伝する母性遺伝に関連するとの予
想で研究を進めたが、それを支持する結果を
実験的に得ることはできなかった。一方で、
花粉以外の組織における DPD１遺伝子の発
現をデータベースで調べると、老化葉におい
て顕著な発現誘導が観察される可能性が示
唆された。また別の変異体 dpd2 の解析から
は、DNA の新規合成が抑制されるとオルガ
ネラ DNA 分解も抑制されることが明らかと
なり、オルガネラ DNA 分解と核酸のサルベ
ージとの関連性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究ではこれらの予備データを踏まえ、
DPD1 が葉の老化においてオルガネラ DNA
を分解することを実証するとともに、DPD1
ヌクレアーゼの生化学的特性を明らかにす
ること、植物の生育への影響を調べるための

研究を行った。特に DNA 分解産物を再利用
するサルベージへの関与について明らかに
するための研究を行い、DPD1により被子植
物に普遍的に付与されたオルガネラ DNA 分
解の生理的意義を明らかにすることを試み
た。 
 
３．研究の方法 
 
（１）シロイヌナズナ葉老化におけるオルガ
ネラ DNA 分解の検証 
 DPD1の葉老化過程での発現誘導とDNA分解
を実証するため、まず暗黒誘導の切除葉にお
ける老化誘導の実験系を立ち上げた。短日条
件下で2ヶ月程度生育させた葉を切り取って
暗箱で静置し、老化を観察するとともに DNA
および RNAを抽出して老化で誘導される遺伝
子の発現、および DNA を定量的に検出できる
実験系を確立した。対象となる遺伝子に特異
的なプライマーを合成してこれらのサンプ
ルを qPCR で解析し、核酸レベルを定量化し
た。本研究では特に、オルガネラ DNA 検出の
ためにデジタルPCRを導入して定量化を検討
した。 
 
（２）DPD1 によるオルガネラ DNA 分解の検証 
 上記の暗黒誘導老化において、DPD1 がオル
ガネラ DNA 分解に関与するかどうかを、dpd1
突然変異体およびdpd１を野生型DPD1遺伝子
で相補した個体 G31 を用いて調べた。上に述
べた遺伝子発現、DAN レベルの解析だけでな
く、暗黒誘導における葉老化の遅延および光
合成活性の変化なども合わせて観察した。さ
らに、DPD1 が葉老化において誘導されている
ことを実証するために、タンパク質レベルで
の DPD1 の検出を試みた。 
 さらに、DPD1 機能の普遍性を明らかにする
ため、シロイヌナズナ以外の植物で DPD1 ノ
ックダウンあるいはノックアウト系統を作
出するための研究を行い、タバコのノックダ
ウン系統、イネのノックアウト系統の単離を
試みた。 
 
（３）DPD1 ヌクレアーゼの生化学的解析とサ
ルベージ機能の解析 
 DPD1 ヌクレアーゼの諸性状については、こ
れまでの研究でエクソヌクレアーゼ活性は
明らかにしているものの詳細は不明である。
本研究では、大腸菌でヒスタグ融合タンパク
質として発現させた DPD1-His を精製し、そ
の活性を in vitro で精査するための実験を
行った。また、DPD1 で誘導されるオルガネラ
DNA 分解がヌクレオチドサルベージに関わる
かどうかを、メタボローム解析、トレーサー
実験などにより試みた。これらの研究の過程
では、ヌクレオチドの再利用に限らず、リン



酸が窒素などの再利用にオルガネラDNA分解
が関与する可能性も考えられたため、水耕栽
培の実験系を確立し、養分欠乏による DPD1
の生育への影響を同時に検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）老化葉のオルガネラ DNA 分解と DPD1 
 上述した暗黒誘導による葉老化実験系を
確立させたところ、クロロフィル量で確認で
きる葉の老化は３〜６日で観察されたため
（図１）、誘導後５日までの切除葉を以後の
研究に用いた。図１に示すように、葉緑体遺
伝子を用いた qPCR では老化に従って葉緑体
DNA が分解されることが明らかとなった。一
方で、ミトコンドリア DNA の分解は顕著に観
察されず、本実験では誘導前においてもミト
コンドリアDNAコピー量が少ないため定量的
解析が困難である可能性が考えられた。この
ため以後は葉緑体DNAを指標とした解析を進
めた。 

 
 暗黒誘導老化における葉緑体 DNA 分解を
dpd１変異体で調べたところ、dpd１変異体で
は葉緑体 DNA の減少が起こっていなかった
（図２）。DNA 分解については qPCR での結果
を確認するためにデジタルPCRでも同様にコ
ピー数を調べたところ、デジタル PCR で検出
されるコピー数が減少するものの、やはり
dpd１変異体でのDNA分解が抑制されていた。
さらに、この DNA 分解と並行して野生型で
DPD1遺伝子の発現をqPCRにより確認すると、
DNA 分解の始まる老化誘導後３日頃から転写
レベルが上がることも明らかとなった。老化
葉の細胞を DAPI 染色により観察した組織化
学的な観察でも同様に dpd1 変異体では DNA
の残存が顕著であった。以上の結果より、葉

の老化において DPD1 により葉緑体 DNA が分
解されていることが明らかとなった。 

 
（２）DPD1 欠損によるステイグリーン形質と
葉緑体への生理作用 
 dpd1 変異体における老化葉の形質を詳し
く調べたところ、dpd1 は老化が遅延するステ
イグリーンを弱いながらも示すことが明ら
かとなった(図３)。これは、老化で分解され
ない葉緑体DNAの残存による葉緑体遺伝子発
現低下の抑制が原因と考えられたため、老化
時の葉緑体遺伝子発現を qPCR で確認した。
その結果、やはり葉緑体遺伝子の発現低下が
抑制されており、加えて核にコードされた光
合成遺伝子の抑制低下も観察されていた。以
上の結果は、葉緑体 DNA 分解が葉の老化促進
を規定する一因であることを示しており、老
化の新たな側面を明らかにすることができ
た。 
（３）DPD1 ヌクレアーゼの生化学的特徴 
 本研究では DPD1 活性を老化葉で検出する
ためのウエスタン解析あるいは抽出物の in 
gel アッセイを試みたが、明確な結果は得る
ことができなかった。一方、大腸菌で融合タ
ンパク質として発現させ精製した DPD1-His
を用いた実験ではヌクレアーゼ活性を検出
することができた。この活性測定では、基質
として合成した約20塩基のDNAあるいはRNA
を用い、5’末端を蛍光ラベルし DPD1-His と
の反応後電気泳動で生成物を検出した。結果



を要約すると、DPD1 は 3’→5’のエキソヌ
クレアーゼ活性を持ち、活性は Mg イオン要
求性で他のイオンでは活性を示さず、１本鎖
あるいは 2 本鎖の DNA は分解するが、RNA は
分解しないことが明らかとなった。以上の結
果より、葉の老化過程で DPD1 が分解するの
はゲノム DNA のみであることがわかった。 
 
（４）オルガネラ DNA 分解とサルベージ機能 
 以上の研究で証明された DPD1 によるオル
ガネラ DNA 分解は、老化で進行すると考えら
れているタンパク質や脂質、色素などの高分
子化合物の分解と同様に養分の再利用に寄
与することが推察される。そのため本研究で
はシロイヌナズナの水耕栽培法で窒素やリ
ン酸などの栄養条件を変化させた条件で
dpd1 および野生型を生育させて影響を調べ
た。研究終了時までにこれらの研究を完了す
ることができなかったものの、水耕液のリン
酸を低下させた条件で生育させたときに
dpd1 変異体では野生型に見られないリン欠
乏症状であるアントシアニン蓄積が顕著に
観察された。以上の実験は現在進行中である
ものの、老化におけるオルガネラ DNA 分解と
養分利用の可能性を支持する結果が得られ
た。 

 
（５）まとめ 
 本研究では、シロイヌナズナ変異体の解析
を通して、DPD1 がオルガネラ DNA の分解機構
に関わることを証明し、葉の老化でオルガネ
ラDNAが分解されていることを新たに示すこ
とができた。これまで老化および細胞死に関
連して報告されているヌクレアーゼの殆ど
がエンドヌクレアーゼであって主にRNAを基
質とすることを考慮すれば、DPD1 は植物が持
つヌクレアーゼの中でも特徴的である。DPD1
が被子植物で広く保存されていることを考
えると、それらの生理機能は植物の生育や適
応に重要な役割を持つと考えられる。この生
理機能の１つとして、本研究ではオルガネラ
DNA 分解の養分再利用に着目した実験を進め、
それらを支持する結果が得られた。今後の研
究によりオルガネラDNAの組織特異的分解が
関与する新たな生理作用の全貌を明らかに
することができると期待される。 
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