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研究成果の概要：

植物の高次機能とオルガネラとの関係を探るため、色素体分裂機構とオルガネラ DNA 複製機
構の研究を行った。色素体の分裂機構に関しては、コケ植物でペプチドグリカン(PG)合成系が
葉緑体の分裂に関与することを明らかにした。一方種子植物では、PG 系の遺伝子が色素体遺
伝子発現に関与していた。オルガネラ DNA 複製機構については、タバコより単離した DNA
合成酵素がミトコンドリアと色素体の両オルガネラ DNA を複製する主たる酵素であることを
見いだした。
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１．研究開始当初の背景

葉緑体を含む色素体(プラスチド)は独自
のゲノム DNA および転写・翻訳装置を持つ細
胞小器官(オルガネラ)であり、高等植物では
組織・器官特異的に発達・分化する。光形態
形成過程での葉原基から葉への分化・発生過
程においては、未分化な原色素体から光合成
を行う葉緑体への分化が生じる。葉緑体分化
の最初の過程が色素体ゲノムの複製・増幅を
伴う色素体の分裂である。その後、色素体ゲ

ノムと細胞核ゲノム上に別れて存在する光
合成関連遺伝子の発現が上昇し、チラコイド
膜構造が発達した成熟葉緑体となる。光合成
系が働き始めると光呼吸が駆動され、関連す
るミトコンドリアの機能も分化していく。こ
のように、高次の生命現象の発現には、ミト
コンドリアも含めた 3つの DNA 含有オルガネ
ラの協調した遺伝子発現調節機構が働いて
いる。

葉緑体分化の最初の過程に注目し、葉緑体
の分裂機構およびオルガネラゲノムの複製
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機構に焦点を絞って解析を行った。
葉緑体の分裂機構の研究は、1986 年に黒岩

らにより葉緑体分裂リング(PD-ring)が発見
されたことに始まる。その後、1995 年米国の
オスターヤング博士らによって細菌の分裂
に重要な役割を果たす FtsZ タンパク質がモ
デル植物であるシロイヌナズナから発見さ
れた。本研究開始当初、葉緑体の分裂に関連
している細菌由来の遺伝子としては、minD,
minE, ftn2, ARTEMIS が、真核生物型では葉
緑体型ダイナミンが見いだされていた。また、
当時熊本大学では、アンピシリンを含む種々
のペプチドグリカン合成阻害剤に対しヒメ
ツリガネゴケが感受性であり、葉緑体の形態
異常を示すことを見いだしていた。細菌では
細胞分裂は細胞壁の合成と密接に関連して
いることがわかっているが、壁構造を持たな
い葉緑体で構造変化が生じることは予想外
であった。そこで、ヒメツリガネゴケからペ
プチドグリカン合成経路の遺伝子のスクリ
ーニングを行い、8 種の遺伝子を単離するこ
とに成功していた。

植物のオルガネラ DNAポリメラーゼ遺伝子
については、イネで DNA ポリメラーゼ Iホモ
ログが単離され、その産物が色素体に局在す
ることが報告されていた。また、シロイヌナ
ズナゲノム上には DNA ポリメラーゼ Iホモロ
グが 2つ存在することが明らかになっていた。
しかし、それら DNA ポリメラーゼ I ホモログ
がオルガネラ DNAの複製酵素であるという確
証は得られていなかった。

２．研究の目的

本研究の目的は、葉緑体分化の初期過程と
しての色素体分裂機構と、ミトコンドリアも
含めたオルガネラ DNAの複製機構を明らかに
し、最終的には植物の高次機能とオルガネラ
との関係を探ることにある。

そこで、色素体分裂機構に関しては、ヒメ
ツリガネゴケで見いだしていたペプチドグ
リカン合成系遺伝子の真核生物における機
能を明らかにすることを目指し、オルガネラ
DNA 複製機構については、DNA を合成する DNA
ポリメラーゼの機能解析を目指した。

３．研究の方法

本研究計画では、(1)色素体の増殖(分裂)
制御機構の解析、および(2)オルガネラ DNA
複製機構の解析の 2点に焦点を絞り、研究を
推進した。

(1) 色素体の増殖(分裂)制御機構の解析
ヒメツリガネゴケよりペプチドグリカン

合成系遺伝子を単離し、その後、陸上植物で
は例外的にヒメツリガネゴケで用いること

ができる遺伝子破壊技術を使用して解析を
進めた。各遺伝子産物の細胞内局在部位の解
析に当っては、各遺伝子の持つオルガネラ移
行シグナルのコード領域または全長コード
領域を GFP遺伝子とフレームを合わせて発現
させるプラスミドを作成し、それを細胞内に
導入することにより行った。各遺伝子を破壊
した植物体を用いた相補実験は、野生型の遺
伝子を導入するのみならず他の生物種の相
同遺伝子を用いて研究を進めた。

シロイヌナズナに関しては、T-DNA タグ挿
入破壊ラインの分与を受けて用いるととも
に、アンチセンス RNA を発現させる植物の作
成も行った。これらの解析には、通常の分子
生物学的な手法とともに、蛍光顕微鏡や電子
顕微鏡も用いた。

(2) オルガネラ DNA 複製機構の解析
タバコのオルガネラ型 DNA ポリメラーゼに

ついて解析を行った。大腸菌内で DNA ポリメ
ラーゼドメインを強制発現し、そのタンパク
質を用いて DNA合成活性の測定を行うととも
に、抗体の作成を行った。抗体を用いた DNA
合成活性阻害実験や、細胞分画とウエスタン
を用いた DNA ポリメラーゼの局在解析も行っ
た。

また、オルガネラ核(核様体)の構成タンパ
ク質を同定するために TOF-MS 解析を進める
とともに、ミクロコッカルヌクレアーゼを用
いた DNA 分解パターンの解析も行った。

４．研究成果

(1) 色素体の増殖(分裂)制御機構の解析
色素体の増殖(分裂)制御機構の解析につ

いては、主にヒメツリガネゴケとシロイヌナ
ズナを用いて解析を進めた。

ペプチドグリカン合成のメインの合成系
は 10 個の酵素(MurA～G、MraY、DDl、Pbp)か
らなるが、そのうちの 8つについてしかヒメ
ツリガネゴケでは遺伝子が判明していなか
った。また、8 つの遺伝子についても、大腸
菌の遺伝子と比較して正常なタンパク質を
コードしていると思われる cDNA は 4 つしか
取れていなかった。そこで、これらの遺伝子
について単離を行い、細菌の相同遺伝子とほ
ぼ同等の大きさのタンパク質をコードする
と予測される cDNA を全ての遺伝子について
ヒメツリガネゴケから同定した。また、MurA
遺伝子については 2個存在していることを明
らかにした。これにより、ヒメツリガネゴケ
にはペプチドグリカン合成に必要な酵素が
全て存在することが明らかとなった。

コンピュータープログラムを用いて細胞
内局在部位の予測を行ったところ、遺伝子産
物のほとんどが葉緑体に移行すると予測さ
れた。そこで、GFP 融合タンパク質を用いた



細胞内局在部位の解析を行ったところ、ヒメ
ツリガネゴケ MurE (PpMurE)、PpPBp、PpMraY
のいずれも、GFP との融合タンパク質が葉緑
体に局在することが明らかとなった。これは、
ペプチドグリカン合成が葉緑体で行われて
いることを示唆している。

続いて、これらの遺伝子の破壊実験を行っ
た。その結果、PpMurE、PpPbp、PpMraY のい
ずれの遺伝子破壊ラインでも巨大葉緑体が
出現した(図 1)。このことは、これらの真核
生物に存在するペプチドグリカン合成系遺
伝子が葉緑体の分裂機構に関与しているこ
とを強く示唆している。電子顕微鏡による観
察は、巨大葉緑体内部のチラコイド構造等が
正常な葉緑体と比較して特に違いがないこ
と示した。

これらの巨大葉緑体の形質は、それぞれ正
常なヒメツリガネゴケの遺伝子を導入する
ことで相補された。また、PpMurE 遺伝子破壊
ラインで PpMurE の葉緑体移行シグナルを付
加した藍藻の MurE を発現させると、巨大葉
緑体の形質が同様に相補された。しかし、シ
ロイヌナズナの(At)MurE 遺伝子を導入して
も巨大葉緑体形質は相補されないことから、
シロイヌナズナでは MurE の機能が藍藻やヒ
メツリガネゴケの機能とは異なってきてい
ることが示唆された。一方、MraY 遺伝子破壊
ラインの巨大葉緑体形質は、藍藻アナベナの
MraY 遺伝子で相補できるのみならず、シロイ
ヌナズナに存在する MraY 遺伝子でも相補で
きることが明らかとなった。PpPbp 遺伝子破
壊ラインの巨大葉緑体の形質は、MurEや MraY
と同様に藍藻の Pbp によって相補されるが、
Pbp の機能活性部位に変異を導入すると相補
できなくなることから、コケと細菌の Pbp は
同様の機能を持つことが強く示唆された。シ
ロイヌナズナについては、シロイヌナズナが
相同の Pbp遺伝子を持たないため相補性解析
を行うことができない。

PpPbp 遺伝子破壊により巨大葉緑体を持つ
ヒメツリガネゴケの生理機能を知るため，各
種ストレス下での成長や光合成能を調べた。
強光照射による光合成阻害では，巨大葉緑体

ラインと野生型では顕著な違いがみられな
かった。この結果は，シロイヌナズナやタバ
コの巨大葉緑体ラインが野生型よりも強光
阻害を受けやすいことと異なっていた。さら
に，ヒメツリガネゴケ巨大葉緑体ラインは
NaCl，浸透圧，重金属ストレスに対しても野
生型と同様の耐性能をもつことが明らかに
なった。次に，葉緑体分裂制御と細胞内スト
レス防御系の機能的関連について解析する
ため、ヒメツリガネゴケゲノム中に 2つある
葉緑体型 Cu/Zn-SOD 遺伝子を欠失した形質転
換ラインを作成した。野生型から分離した二
重遺伝子破壊ラインでは SOD をもたない葉緑
体が形成されるが，硫酸銅処理による光合成
阻害は野生型と同じ応答を示した。また，野
生型を銅欠乏培地で培養すると SOD活性を欠
失した葉緑体が形成されるが，この場合にも，
強光処理に対する光合成の応答は未処理の
場合と同様であった。この結果は，シロイヌ
ナズナの葉緑体型 CuZn-SOD 遺伝子破壊ライ
ンが強光阻害を受けやすくなることと異な
っていた。CuZn-SOD は葉緑体のストレス防御
において必須の酵素と考えられていたが，ヒ
メツリガネゴケでは葉緑体 SODを相補する酸
化ストレス防御システムが存在する可能性
が示唆された。

ヒメツリガネゴケのペプチドグリカン合
成系遺伝子の研究は、コケ植物の葉緑体では
ペプチドグリカン合成がなされており、それ
が葉緑体の分裂に積極的に関与していると
いうことを示唆している。しかし、電子顕微
鏡観察では、ペプチドグリカンが存在すると
予測される葉緑体包膜間にペプチドグリカ
ン様の構造物を観察することはできない。こ
れは、ペプチドグリカン層が非常に薄いため
なのか、それともペプチドグリカンが分裂の
一時期にだけ現れるためであるのかはわか
っていない。今後は、実際に葉緑体内のどの
部位・時期にペプチドグリカンが存在するの
かについて、研究を進めて行くことが必要で
あろう。

ペプチドグリカン合成と葉緑体分裂の関
係がコケ植物だけで見られるものなのか、そ
れとも色々な生物種で見られるものなのか
を解明するために、ペプチドグリカン合成阻
害剤を用いた解析を行った。既にアンピシリ
ンが、ゼニゴケおよびシダ植物小葉類のタチ
クラマゴケで葉緑体の巨大化を引き起こす
ことを報告していた。阻害剤実験より、ホス
ホマイシンが小葉類のみならず真正シダ類
の葉緑体の巨大化を引き起こすことを発見
した。一方、種子植物では葉緑体の巨大化は
観察されなかった。ペプチドグリカン系と葉
緑体分裂との関係について更に様々な種で
調べていく必要があるだろう。

細菌のペプチドグリカン合成系遺伝子で
ある Mur遺伝子群はヒメツリガネゴケではそ

図1 ヒメツリガネゴケの野生型の茎葉体細胞は約

50 個の葉緑体を持つが、MurE 遺伝子破壊ラインで

は葉緑体が巨大化し、細胞当り 1～数個になる。



の全てが保存されている一方、シロイヌナズ
ナにおいては AtMurE を含めた 4 種(AtMurE、
AtMraY、AtMurG、AtDdl)しか保存されていな
い。AtMurA～C の遺伝子が存在しないことは、
ペプチドグリカン合成ができないことを示
唆しており、残った遺伝子の機能については
未知であった。そこで、AtMurE 遺伝子につい
て解析を進めた。この遺伝子は葉と花で発現
しており、GFP 融合タンパク質を用いた解析
より葉緑体中に存在することが示唆された。
AtMurE遺伝子中にT-DNAタグが挿入した植物
体およびアンチセンス RNA植物を用いた解析
は、この遺伝子の機能が阻害されると葉緑体
への分化が異常になり、白色の葉を持つ植物
体が生じることを明らかとした(図 2)。この
遺伝子の機能が阻害された葉の色素体では、
通常ストロマ中に分散して存在する色素体
DNA が大きな塊のまま存在していた。更に、
AtMurE 変異ラインにおける葉緑体遺伝子の
発現解析より、AtMurE が色素体コードの RNA
ポリメラーゼ複合体 PEP (Plastid-Encoded
RNA polymerase)による転写に関与している
ことを明らかにした。これらのことは、コケ
植物と高等植物で、ペプチドグリカン合成を
介した葉緑体分裂から葉緑体遺伝子発現へ
と MurE 遺伝子機能の変換が生じていること
を示唆している。

ペプチドグリカン合成系以外の葉緑体分
裂に関連する遺伝子の解析としては、ヒメツ
リガネゴケにおいて 3種類の葉緑体型ダイナ
ミン遺伝子を同定した。これらの遺伝子破壊
を行ったところ、三重の遺伝子破壊ラインで
巨大葉緑体が出現し、ヒメツリガネゴケでも
ダイナミンと葉緑体分裂とが関係している
ことを明らかとした。

(2) オルガネラ DNA 複製機構の解析
この研究に関しては、主にタバコを用い、

オルガネラ DNA の合成に関与する DNA ポリメ
ラーゼに焦点を当てて解析を進めた。

まず、オルガネラ DNA ポリメラーゼの候補
として、タバコ培養細胞 BY-2 より細菌の DNA

ポ リ メ ラ ー ゼ I 相 同 遺 伝 子 を 二 つ
（NtpolI-like1、NtpolI-like2）単離した。
両遺伝子産物は 97.2%のアミノ酸が同一であ
り、これは使用しているタバコが複二倍体で
あることによると考えられた。大腸菌内で発
現させた NtpolI-like2 の DNA ポリメラーゼ
ドメインは in vitro で DNA ポリメラーゼ活
性を示し、その基本的な性質は色素体および
ミトコンドリアから単離したオルガネラ核
（核様体）中に存在する DNA ポリメラーゼの
性 質 と 一 致 し た 。 ま た 、 作 成 し た
NtpolI-like2 に対する抗体が単離色素体核
と単離ミトコンドリア核中の DNA 合成活性を
持つタンパク質と反応すること、BY-2 の両単
離オルガネラから簡易精製した DNAポリメラ
ーゼの DNA 合成活性が抗体の添加により
11-16%まで低下することを明らかにした。更
に、GFP 融合タンパク質が両オルガネラへの
局在を示唆することから、NtpolI-like1/2 は
色素体とミトコンドリアの両方に輸送され
る DNA ポリメラーゼであると考えられた。培
養細胞の増殖過程におけるこれらの遺伝子
の活性変化について解析を行ない、細胞増殖
のごく初期に NtPolI-like遺伝子の転写産物
量とタンパク質量・DNA 合成活性が一過的に
増大し、これがオルガネラ DNA の合成活性の
一過的な上昇と一致することから、細胞増殖
過程におけるオルガネラ DNA 合成活性の調節
において、NtPolI-like の転写レベルでの発
現制御が重要な役割を演じていることが強
く示唆された。

また、ヒメツリガネゴケおよび BY-2 から
単離したオルガネラ核の構成タンパク質に
ついて、TOF-MS 解析により同定を進めるとと
ともに、BY-2 単離オルガネラ核をミクロコッ
カルヌクレアーゼで処理することにより、オ
ルガネラ核におけるヌクレオソーム様構造
の存在を示唆するラダー状の DNA 分解パター
ンも見出している(図 3)。この DNA ラダーの
パターンは、色素体核とミトコンドリア核で
共通であった。また、両オルガネラ核中には
分子サイズと挙動が一致する DNA 結合タンパ
ク質が検出された。これらの結果は、両オル
ガネラ核に共通するタンパク質が両オルガ
ネラ核に共通するヌクレオソーム様基礎構
造を形成している可能性を示唆している。

これらの研究は、色素体とミトコンドリア
に共通のタンパク質が、オルガネラゲノムの
機能制御の根幹部分（オルガネラ核の構築と
DNA 複製）に関与している可能性を強く示唆
するものであり、今後研究を進めていきたい。

図2 ２つのT-DNAタグラインの植物体を示す。

AtMurE の欠損ライン(homo)では葉緑体の分化

が異常になり白色の植物体になる。
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