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研究成果の概要（和文）：組換え制御を基盤とする葉緑体ゲノム安定性維持機構の解析を行った。葉緑体DNA上
に1 kb以上の長い相同配列を導入したが、非常に高頻度に相同配列間の組換えが起きてしまうことが明らかにな
った。ディープシークエンシングにより葉緑体における組換えを網羅的に同定した結果、RECA2やRECG変異体に
蓄積されている組換え体には顕著な位置的かつ方向的偏りが見られ、相同配列の位置との相関は低かった。葉緑
体における組換えの制御に関わる可能性のある遺伝子RECXを同定し、RECXの葉緑体局在とRECA2とのタンパク質
間相互作用を見出した。しかし変異体や過剰発現体の形態や葉緑体ゲノムに異常は見いだせなかった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the mechanisms for maintenance of chloroplast (cp) genome 
stability based on regulation of DNA recombination. We first introduced a pair of long repeats (>1 
kb) into the Physcomitrella patens cpDNA, and observed that an efficient recombination was occurred 
between the introduced repeats. Next, we carried out comprehensive analysis of recombination 
products from cpDNA by deep sequencing and bioinformatics approaches, and showed that the identified
 recombination products were highly biased in terms of their locations and directions in RECA2 and 
RECG mutants. We analyzed RECX, a new candidate gene for regulation of recombination in chloroplast.
 RECX localized to both chloroplast and mitochondrial nucleoids, and interacted with chloroplastic 
RECA2. However, no significant phenotypes were observed in cpDNA as well as growth and morphology in
 RECX knockout or overexpression plants.

研究分野：植物分子遺伝学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において、葉緑体ゲノムの不安定性をもたらす組換えに関して初めてゲノムスケールで解析を行い、ゲノ
ムの構造との関係を明らかにすることができた。低頻度な組換えを核ゲノムあるいはバクテリアにおいてゲノム
スケールで解析するのは技術的には難しく、本研究は組換えとゲノム安定性の関係を明らかにするためのモデル
となると考えられる。また、本研究で開発した次世代シークエンシングデータから組換えDNAを同定する情報学
的手法は、オルガネラに限らず多くの生物のゲノム解析において有効であると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 植物の葉緑体とミトコンドリアのゲノム DNA には、光合成と呼吸に関わる遺伝子や各オルガ
ネラの内部における転写や翻訳に関わる重要な遺伝子がコードされており、これらオルガネラ
ゲノムの安定的な維持は植物にとって必須である。遺伝子ターゲッティングが可能な蘚類ヒメ
ツリガネゴケを用いたこれまでの研究から、動物と菌類には存在せず、植物特異的に核ゲノムに
存在している RecA ホモログである RECA1（ミトコンドリア局在型）と RECA2（葉緑体局在型）、
RecG ホモログである RECG が、ゲノム上の短い散在性反復配列における異常な組換えを抑制する
ことによりオルガネラゲノム安定性の維持において重要な役割を果たしていることを明らかに
なっている。しかし、RecA と RecG はそれぞれバクテリアの相同組換え修復において DNA リコン
ビナーゼと DNA ヘリカーゼとして組換えの促進にはたらくタンパク質であり、どのような機構
で RECA1, RECA2, RECG が組換えを制御しているのかは明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 ゲノム改変が可能な葉緑体をモデルとして、ゲノム上に導入した長い人工的相同配列におけ
る組換えを解析することにより、相同組換え修復機構による組換え制御と相同配列の長さの関
係を明らかにする。また、相同組換え修復各因子が制御する組換えの詳細を明らかにするため、
次世代シークエンシングと情報学的手法により各変異体オルガネラゲノムの解析を行い、変異
体それぞれのオルガネラに蓄積されている組換え体を網羅的に同定する。一方、葉緑体オルガネ
ラゲノム維持に関与すると予想される新規遺伝子の探索を行い、分子遺伝学的解析によりその
機能、そして既知因子との関係を解析する。これらの解析によって、組換え制御を基盤とする葉
緑体オルガネラゲノム維持機構の詳細を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)葉緑体における長い相同配列間の組換えの解析 
 葉緑体 DNA 上に長い順向きの人工的相同配列（1 kb 以上）を導入するためのコンストラクト
を作製した。コンストラクトは１ペアの順向きの相同配列とその間にスペクチノマイシン耐性
マーカーを配置したものを基本構造とした。人工的相同配列は葉緑体 DNA の GC 含量に近いシロ
イヌナズナ核遺伝子由来の配列を用いた。作製したコンストラクトを PEG 法によりヒメツリガ
ネゴケ細胞に導入し、スペクチノマイシンによる選抜を行った。 
(2)次世代シークエンシングによる葉緑体における組換え全体像の解明 
 リード長 150 bp の Illumina HiSeq X によりヒメツリガネゴケ RECA2、RECG 各遺伝子変異体
と野生株オルガネラゲノムのディープシークエンシングを行った。情報学的解析により、得られ
たリードから組換え体配列を網羅的に同定し、それら組換えの位置と頻度の解析も行った。同時
にマッピングによりオルガネラゲノム全体の遺伝子頻度の解析も行い、オルガネラゲノム構造
の解析を行なった。 
(3)葉緑体の組換えを制御する新たな因子の探索 
 葉緑体の組換え制御に関与する可能性がある遺伝子として、バクテリア RecX のホモログ RECX
をヒメツリガネゴケの核ゲノムから見出した。この遺伝子の産物に関し、GFP 融合による細胞内
局在の解析を行なった。また RECX に関して遺伝子破壊と過剰発現を行い、形態的表現型とオル
ガネラゲノムへの影響を解析し、オルガネラゲノム維持機構への関与を検証した。大腸菌におい
て RecX は RecA と相互作用する報告があるため、酵母ツーハイブリッド法により RECX と RECA1
や RECA2 との物理的相互作用の検証を行った。 
 
４．研究成果 
(1)葉緑体における長い相同配列間の組換えの解析 
 1 kb と 2 kb それぞれの長さの相同配列を１ペア持つコンストラクトを PEG 法により葉緑体に
導入した。スペクチノマイシンによる選抜の結果、それぞれのコンストラクトについて複数の形
質転換体を取得した。ジェノタイピングを行った結果、取得した複数の形質転換体の葉緑体 DNA
には、一方の相同配列のみが残された形でホモプラスミックにコンストラクトが挿入されてい
た。これは、コンストラクトが葉緑体 DNA に組み込まれたものの、組み込まれた相同配列間にお
ける組換えによって、一方の相同配列とマーカー遺伝子が抜け出たことを示唆している。葉緑体
内部は相同組換え活性が非常に高く、スペクチノマイシン添加による選択圧にも関わらず相同
配列間の組換えが起きた葉緑体 DNA が優勢になったと考えられる。 
 
(2)次世代シークエンシングによる葉緑体における組換え全体像の解明 
 全 DNA を用いた次世代シークエンシングで得られたリードをマッピングした結果、野生株に
おいて葉緑体は約 27000 倍、ミトコンドリアは約 4000 倍のカバレッジとなった。野生株ではリ
ードがオルガネラゲノム DNA 全体にほぼ均一に貼り付いたことから、オルガネラゲノム全体を
均一に読むことができたと考えられる。一方で、この均一なリードデプスは、葉緑体は特定の起
点からの DNA 複製がメインではなく、相同組換え依存あるいはローリングサークル型複製がメ
インであることを示唆している。RECA2 変異体の葉緑体では、ゲノム全体的にリードデプスが野
生株の半分程度となったことに加え、2つの小さなピークとそれに付随するデプスの緩やかな傾



斜が観察された。これは相同組換えが欠損したことにより、隠れていた特定の起点からの DNA 複
製が顕在化した可能性を示唆している。一方 RECG 変異体の葉緑体 DNA にはデプスの減少は観察
されず、むしろ部分的なリードデプスの増加と傾斜が観
察された。これらの結果は、ゲノム動態における RECA2
と RECG の関与の違いを暗示している。 
 情報学的解析により、リード中に含まれる組換え DNA
の同定を行った。一部が葉緑体 DNA に一致するキメラな
リードを集め、その配列の転座先を決定することによ
り、組換え DNA を網羅的に同定することに成功した。同
定した組換え DNA の数は、野生株に対して RECA2 変異体
で約 4倍、RECG 変異体で約 65 倍多く見出され、それら
のほとんどは2-47 bpの散在性反復配列における組換え
体であった。これらの組換えを葉緑体ゲノム上にマップ
した結果、変異体、特に RECG 変異体における組換えの
多くがゲノム上に偏って分布し、クラスターを形成して
いることが明らかになった(図 1)。さらに、これらの組
換え体は reciprocal ではなく一方向に偏っていること
も判明した。このような、変異体の葉緑体における組換
えの位置的かつ方向的な偏りは、これまでの予想と異な
り、組換えが反復配列の位置よりもむしろゲノム上の位置に依存していることを示唆している。 
 
(3)葉緑体の組換えを制御する新たな因子の探索 
 RECX は単細胞緑藻から被子植物まで保存されている
遺伝子であり、そのアミノ酸配列は N末端側を除いてバ
クテリアの RecX に全体的に相同性を示した。GFP を融合
した RECX はヒメツリガネゴケ細胞内で葉緑体とミトコ
ンドリアの核様体に局在した(図 2)。RECX の過剰発現株
と遺伝子破壊株を作製して評価を行ったが、いずれもヒ
メツリガネゴケの生育や形態に大きな影響を及ぼさな
かった。しかしながらミトコンドリア DNA の解析を行っ
た結果、散在性反復配列における組換え体が、RECX 破壊
株では中程度に、過剰発現株では著しく増加しているこ
とが明らかになった。一方、これらの株の葉緑体 DNA に
おいては、組換え体の量に変化が見られなかった。酵母
ツーハイブリッド法でタンパク質間相互作用を検証し
た結果、RECX と RECA2、RECX と RECA1 間の相互作用が見
られた(図 3)。これらの結果は、RECX がおそらく RECA1 の
機能抑制を介して組換えを制御することによりミトコン
ドリアゲノムの安定性を維持していることを示唆する。
一方で、RECX は葉緑体局在や RECA2 との相互作用を示し
たものの、遺伝子破壊株と過剰発現株の葉緑体 DNA への
影響は見られていない。RECX の葉緑体における役割を明
らかにするため、今後ディープシークエンシングによっ
て葉緑体 DNA に生じている低頻度な変異等を解析する必
要がある。 
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