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研究成果の概要（和文）： 
	
 本研究では、シロイヌナズナの葉緑体核を構成するタンパク質を同定し、その中で量が多く機

能未知であるcpNUC1とcpNUC3について解析を行った。cpNUC1は、in	
 vitroでDNAを凝集する能力

のあるタンパク質、すなわち葉緑体核を形作るために必要なタンパク質であることを明らかにし

たが、DNA分配への関与は見られなかった。また、cpNUC3はリボソームRNAのプロセシングに関わ

ることを明らかにしたが、同様にDNA分配への関与は見られなかった。加えて、葉緑体DNA複製制

御がレドックスによって制御されていることを明らかにした。	
 

 
研究成果の概要（英文）：  In this study, 41 proteins were identified as chloroplast 
nucleoid-associated proteins by LC-MS/MS analyses. And then, I analyzed about two high 
content unknown function proteins, cpNUC1 and cpNUC3. I found that (1) cpNUC1 protein 
has an ability of DNA compaction in vitro but is uninvolved in the cpDNA segregation, and 
that (2) cpNUC3 is involved in hidden break of rrn23 RNA but is uninvolved in the cpDNA 
segregation. In addition, I revealed that chloroplast DNA replication is regulated by the 
redox rather than chloroplast division/cell cycle. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 植物の細胞内小器官である葉緑体は、光

合成や様々な代謝の場として重要な役割を

担っている。葉緑体はシアノバクテリアの

祖先が共生したことにより誕生した細胞内

小器官であり、シアノバクテリアに由来し

た DNAを持つ。シアノバクテリアがコー
ドしていた遺伝子の多くは進化の過程で失

機関番号：63801	
 

研究種目：若手研究（B）	
 

研究期間：2010～2012	
 	
 	
 

課題番号：22770061	
 

研究課題名（和文）葉緑体核様体の形態変化から探る DNA の分配機構	
 	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 

研究課題名（英文）Analyses	
 of	
 segregation	
 of	
 chloroplast	
 nucleoids	
 	
 

	
 

研究代表者	
 

壁谷	
 如洋（KABEYA	
 YUKIHIRO）	
 

国立遺伝学研究所・新分野創造センター・特任研究員	
 

研究者番号：20462674	
 

	
 

	
 研究者番号：20462674	
 

 
 



われ、また細胞核に移行し、現在では多く

ても 200遺伝子程度しかコードしていない。
しかし、いまだ葉緑体 DNAには光合成関
連タンパク質やリボソームなどの遺伝子発

現系がコードされている。そのため、葉緑

体の分裂の際に葉緑体の機能発現に必須で

ある葉緑体 DNAを娘葉緑体に確実に葉緑
体 DNAを分配する必要がある。しかし、
現在葉緑体 DNAの分配に関する知見はほ
とんど無い。 
	
 DNAの分配に関して研究が進んでいる
大腸菌を見てみると、細胞分裂と DNA分
配は共役しており、細胞分裂のチェックポ

イントとして DNAの複製や分配が存在し
ている。大腸菌等の原核生物の細胞分裂お

よび DNA複製・分配に関するタンパク質
のオーソログを植物ゲノム上で探索すると、

葉緑体分裂や DNA複製に関与する原核生
物由来の遺伝子はいくつか確認されるが、

DNA分配に関わる遺伝子に関しては見つ
からない。また、既知の葉緑体の DNA結
合タンパク質は bZIPや AT-hookなど細胞
核で働く DNA結合タンパク質のモチーフ
を持ち、これらはシアノバクテリアに起源

を求めることが出来ない。このことから、

葉緑体は原核生物とは異なる DNA分配機
構を獲得したと推測される。 
	
 通常、葉緑体 DNA は葉緑体 1 個あたり
100 コピー以上存在し、葉緑体内では数十
の顆粒として存在している。この顆粒は、

DNA と多くのタンパク質からなる「核様
体」と呼ばれる複合体である。核様体は顆

粒状に葉緑体中に散在するため、以前は葉

緑体は積極的に核様体の分配を行わないと

考えられていたが、最近分裂中のダンベル

型の葉緑体の核様体が網目状に形態を変え

ていることが明らかになった。この観察は、

核様体の網目状への形態変化によって、葉

緑体 DNA が葉緑体中にまんべんなく広が
り、葉緑体の分裂面の狭窄によって確実に

娘葉緑体へと葉緑体 DNA が分配されるよ
うになるという、DNA分配機構の存在を示
唆する。すなわち、この核様体の形態変化

が、葉緑体 DNA 分配機構そのものである
と言える。さらに、次ページに書くが、最

近の申請者の研究で、葉緑体分裂と DNA
分配が共役している可能性を示唆する結果

が得られ、徐々に葉緑体 DNA 分配機構分
配の情報が得られてきている。 
	
 申請者は、葉緑体分裂機構の解明のため、

葉緑体分裂異常変異体の解析を行ってきた。

その変異体では、葉緑体分裂異常の他に葉

緑体核様体の形態異常も同時に観察された。

詳細に解析してみると、この変異体の原因

タンパク質である YLMG1タンパク質は、
葉緑体核様体の形態に関与しており、

YLMG1 タンパク質量の変化によって引き
起こされる核様体の形態異常が、結果的に

葉緑体分裂阻害を起こしていることが明ら

かになった。YLMG1 過剰発現体で見られ
る核様体の形態は、葉緑体分裂時に見られ

る網目状の形態に似ており、葉緑体分裂が

核様体の形態変化、いわゆる葉緑体 DNA
分配と共役していることを示す。この研究

成果から、葉緑体分裂における DNA の分
配（核様体の形態変化）の重要性が示され

たが、以前として葉緑体 DNA 分配機構の
実体は謎に包まれている。 
 
２．研究の目的 
	
 葉緑体 DNA 分配を理解するには、核様
体の形態変化の分子機構を理解する必要が

あり、それにはまず核様体を形作る因子を

理解する必要があるとの考えに至り、よう

やく葉緑体 DNA 分配機構の解明までの道
筋が見えてきた。すなわち、核様体の形態

に関わる因子を同定することが、葉緑体

DNA分配機構の解明に繋がる。本研究では、
(1)シロイヌナズナの変異体ラインから葉
緑体核様体の形態異常変異体を探索し、核

様体を形作る因子を同定するとともに(2)
葉緑体分裂時に量が変動する核様体タンパ

ク質を質量分析によって同定する。この遺

伝学的手法および生化学的手法という異な

る手法によって葉緑体核様体の形態に関与

する因子の同定を目指す。さらに、(3)同定



されたタンパク質の機能を遺伝学と生化学

的手法により解析を行い、葉緑体核様体の

形態変化、つまり DNA 分配への関与と役
割を明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)陸上植物シロイヌナズナを材料に、すで
に整備済みの葉緑体タンパク質遺伝子の変

異体ラインの播種後 3週間の植物体の葉を
DNA染色試薬である DAPIで染色、蛍光顕
微鏡で観察して、葉緑体核様体の形態が通

常の顆粒状とは異なる形態になっている変

異体を探索し、その原因遺伝子を同定する。

また、葉緑体核様体を単離・精製し、質量

分析（LC-MS/MS）によって構成タンパク
質を同定する。遺伝学と生化学的手法を用

いて葉緑体核様体を形作る因子の同定を行

う。それぞれから同定されたタンパク質に

関しては、核様体への局在および DNA 結
合性を検討する。(2)紅藻シアニディオシゾ
ンを材料とし、明暗周期で培養を行い細胞

周期の同調を行う。シアニディオシゾンを

始め藻類では細胞周期の S期に葉緑体が分
裂するので、S 期の細胞および葉緑体分裂
が完全に終了している M 期の終期の細胞

から葉緑体を単離し、さらに葉緑体核様体

を単離精製し、SDS-PAGEによってそれぞ
れの核様体に含まれるタンパク質量の比較

を行い、量に変動があったタンパク質を質

量分析によって決定する。シロイヌナズナ

とシアニディオシゾンの核様体に共通して

見られる因子を、葉緑体 DNA 分配関連因
子の候補と考え、(3)それらのタンパク質を
コードする遺伝子の欠損または過剰発現し

たシロイヌナズナを入手または作製し、葉

緑体核様体の形態変化への影響を調べる。

また、それぞれのタンパク質の相関関係を

調べ、葉緑体 DNA 分配への関与を理解す
る。 
	
 

４．研究成果	
 

(1)シロイヌナズナの葉緑体タンパク質遺伝

子欠損変異体ラインから葉緑体核様体の形

態が異常な変異体の探索を行ったが、変異体

は得られなかった。変異体が得られなかった

原因として、今回使用した葉緑体タンパク質

遺伝子変異体ラインに問題があったと考え

られる。葉緑体で機能することが予測された

タンパク質遺伝子について変異体を取り寄

せたが、変異体が存在しないもの、ホモ変異

体が得られなかったものが少なからずあり、

それによって不完全な変異体ラインを用い

てスクリーニングを行うことになった。一方、

生化学的手法では、シロイヌナズナ葉緑体核



様体を構成するタ

ンパク質を41個同

定することができ

た(表 1)。また、そ

の中で核様体中に

多 く 存 在 し た

pTAC16 タンパク質

（cpNUC1）および

cpNUC3 タンパク質

について解析した。

pTAC16 は、大腸菌

で発現すると大腸菌核様体が小さく凝縮し

たような形態に変化した(図 1)。また、in	
 

vitroで葉緑体DNAと組換えpTAC16タンパク

質を混ぜると、葉緑体 DNA は凝集し核様体様

構造を再構成することを明らかにした(図 2)。

また、DNA 結合性についてさらにゲルシフト

解析を行ったところ、pTAC16 タンパク質は配

列非特異的に DNA に結合することが明らかに

なった（図 3）。しかし、pTAC16 を欠損およ

び過剰に発現した変異体では葉緑体核様体

の形態に変化が見られず、DNA 分配への関与

は見られなかった。	
 

	
 また、比較的核様体に多く存在した cpNUC3

タンパク質について解析した。cpNUC3 は

RNaseJ ドメインを持つタンパク質である（以

降 RNJ とする）。抗体を作製し、ウエスタン

ブロットおよび免疫蛍光染色によって RNJ の

局在を調べたところ、葉緑体核様体に局在す

ることが確認できた（図 4）。RNJ の T-DNA 挿

入変異体は胚性致死を示すことから、アンチ

センス RNA による発現抑制株を作製したとこ

ろ、白化した変異体が得られた（図 5）。葉緑

体の DNA 分配異常によるものかどうかを調べ

るために、サイバーグリーンで DNA を染色し、

発現抑制株の葉緑体の DNA 量を調べた。しか

し、全ての葉緑体に等量の DNA が存在してい

たため、DNA 分配に異常は見られなかった。

白化した表現型の原因

を調べるため、RNA によ

るブロット解析を行っ

たところ、リボソーム

RNA のプロセシングに

異常があることが確認

された（図 6）。この結

果から、RNJ タンパク質

は rrn23 の hidden	
 

break に関与すること



が示唆された（図 7）。	
 

	
 

(2)シアニディオシゾンの葉緑体核様体タン

パク質の同定を試みたが、単離したシアニデ

ィオシゾンの葉緑体核様体は葉緑体膜タン

パク質、特にフィコビリソームの混入が多く、

信頼性が低いデータしか得られず、その後の

解析を行うことができなかった。	
 

	
 

	
 一方、計画には無かったが、DNA 分配と密

接な関係である DNA 複製について解析を行っ

た。その結果、葉緑体 DNA 複製は葉緑体分裂

や細胞周期とは関係ないこと、細胞内が還元

状態にあるとき(光が当たって光合成してい

るときなど)葉緑体 DNA は複製され、酸化状

態にあるとき(暗所で光合成が行われてない

とき)DNA は複製されないこと、人為的に細胞

内レドックスを還元的に変えることで、光合

成非依存的に葉緑体 DNA が複製されることを

明らかにし、葉緑体 DNA 複製は葉緑体の分裂

や細胞周期とは関係なく細胞内レドックス

によって制御されていることが示された。	
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