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研究成果の概要（和文）：植物は葉緑体遺伝子を減少させる方向で進化してきたが、葉緑体ゲノムに存在する遺伝子が
偽遺伝子化・消失していくプロセスについては不明のままである。葉緑体リボソームのS16タンパク質をコードするrps
16遺伝子は、多くの高等植物では核と葉緑体の両ゲノムに存在しているので、葉緑体rps16遺伝子が偽遺伝子化してい
る可能性が高い。本研究では、タバコ葉緑体rps16遺伝子が転写、スプライシングされているにもかかわらず翻訳が不
活性化されていることを明らかにし、さらに翻訳不活性に関与するシス配列を同定した。これらの結果より、葉緑体遺
伝子の偽遺伝子化プロセスには、翻訳不活性化が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Plants have evolved in the direction of decreasing chloroplast genes. It remains u
nclear the pseudogenization process of chloroplast genes. In many higher plants, the gene for chloroplast 
ribosomal protein S16, rps16, is encoded not only by the nuclear genome but also by the chloroplast genome
. Thus, it is possible that the pseudogenization of chloroplast rps16 gene is in progress. In this study, 
we found that the rps16 gene in tobacco chloroplasts is well transcribed and its transcript is correctly s
pliced, but mRNA is not translated. Furthermore, we determined the cis-regulatory element for translation 
inactivation of rps16 mRNA in tobacco chloroplasts. From these results, the translation inactivation may b
e the one of the triggers to become the pseudogenes in the chloroplast genome.
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１．研究開始当初の背景 
 
（１）葉緑体はランソウ様の光合成原核生物
が宿主細胞に共生して生じた。ランソウには
約 3000 の遺伝子が存在するが、高等植物の
葉緑体には130個程度の遺伝子しか存在しな
い。これは、植物が葉緑体遺伝子を減少させ
る方向で進化してきたためである。 
 
（２）これまでに、核ゲノム中に葉緑体ゲノ
ムの断片が多数発見された例や、葉緑体遺伝
子の核ゲノム移行を実験的に行った例があ
り、現在でも葉緑体遺伝子がかなりの頻度で
核ゲノムに移行していることは明白である。
しかし、現存の植物では核ゲノムと葉緑体ゲ
ノムの双方に存在する相同遺伝子が同時に
機能する例は知られていない。葉緑体に遺伝
子が残った原因については、いくつかの説が
唱えられているが、葉緑体から遺伝子が消失
した原因を説明するものはない。  
 
（３）葉緑体の翻訳装置は原核生物の大腸菌
と似ているが、大腸菌にはない葉緑体固有の
リボソームタンパク質が数種存在し 6、大腸
菌 mRNA では Shine-Dalgarno（SD）配列
が翻訳開始に必須であるが、葉緑体 mRNA
で、SD 配列を持っているのは、30%以下で
ある。このように葉緑体の翻訳機構は進化の
過程に伴って原核生物から大きく変化して
きたと考えられる。 
 
（４）葉緑体 30S リボソームサブユニットの
S16 タンパク質をコードする rps16 遺伝子は、
多くの高等植物では核ゲノムと葉緑体ゲノ
ムの双方に存在し、シロイヌナズナ、イネ、
トマトでは、核ゲノム由来の S16 タンパク質
が葉緑体に輸送されている。さらに、ポプラ
の葉緑体ゲノムから rps16遺伝子は消失して
いる。これらのことより、高等植物では、核
ゲノム由来の S16 タンパク質が葉緑体内で
機能し、葉緑体ゲノムに存在する rps16 遺伝
子が偽遺伝子化へのプロセスを歩み始めて
いることは容易に想像できる。 
 
（５）葉緑体ゲノムに存在する rps16 遺伝子
は転写・スプライシングされているが、その
タンパク質コード領域内には翻訳活性の低
いコドンが数多く存在し、また、5’非翻訳領
域（5’UTR）にも開始コドンとなりうる AUG
配列が多数存在するなど、葉緑体 rps16 
mRNA の翻訳活性が著しく低下している可
能性が非常に高い。 
 
（６）これらのことから、葉緑体ゲノムの進
化過程では、葉緑体遺伝子の偽遺伝子化プロ
セスの一つとして翻訳活性が著しく低下す
るのではないか、と考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
 

葉緑体ゲノム進化の中間段階では、葉緑体ゲ
ノムと核ゲノムの両方に存在する相同遺伝
子が同時に機能する。その後、葉緑体ゲノム
に存在する遺伝子が偽遺伝子化し、消失して
いくが、この偽遺伝子化プロセスについては
不明のままである。本研究では、偽遺伝子化
プロセスの一つとして葉緑体 mRNA の翻訳
活性が著しく低下していることを明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 
 葉緑体 mRNA の翻訳機構の解析が最も進ん
でいるタバコをモデルとして用いる。タバコ
には、核ゲノムに少なくとも４種の rps16遺
伝子が、葉緑体ゲノムに１つの rps16遺伝子
が存在する。 
 
（１）タバコ葉緑体よりリボソームタンパク
質を抽出し、S16 タンパク質抗体を用いて、
核ゲノム由来のS16タンパク質だけが含まれ
ていることを確認する。 
 
（２）葉緑体 in vitro 翻訳系を用いて、葉
緑体 rps16 mRNA の翻訳活性を測定し、翻訳
活性が著しく低下していることを確認する。 
 
（３）この翻訳不活性化にかかわるシス配列
の同定を目指す。 
 
４．研究成果 
 
（１）葉緑体リボソームタンパク質の解析 
 タバコ葉緑体よりリボソームタンパク質
を抽出し、核由来の S16 タンパク質に対する
ペプチド抗体を用いてウェスタン解析を行
ったところ、葉緑体リボソームには核由来の
S16 タンパク質が含まれていることが確認で
きた。 
 
（２）葉緑体 rps16 mRNA の翻訳活性測定 
 
 ① 葉緑体 rps16 mRNA の翻訳活性測定 
 葉緑体 in vitro 翻訳系を用いて、葉緑体
rps16 mRNA の翻訳活性を測定したが、検出す
ることは不可能であった。従って、葉緑体
rps16 mRNAの翻訳が不活性化されていること
が明らかとなった。 
 
 ② 葉緑体 rps16 mRNA のタンパク質コー
ド領域の翻訳活性測定 
 タバコ葉緑体 rps16 mRNA のタンパク質コ
ード領域には翻訳活性の低いコドンが数多
く含まれているので、上記①で得られた結果
が、タンパク質コード領域に依存したもので
あるかどうかを解析した。 
 葉緑体 rps16 mRNA のタンパク質コード領
域に、葉緑体 rps16 5’UTR、葉緑体 rps2 5’
UTR、T7 ファージ gene10 5’UTR を結合させた
キメラ mRNA を作成し、葉緑体 in vitro翻訳



系を用いて、各mRNAの翻訳活性を測定した。
葉緑体 rps2 5’UTR と T7 ファージ gene10 5’
UTRは葉緑体 in vitro翻訳系で高い翻訳活性
を持つことが知られており、これらの 5’UTR
を用いた場合には、葉緑体 rps16 mRNA のタ
ンパク質コード領域が翻訳されることが明
らかとなった。 
 
 ③ 葉緑体 rps16 5’UTR の翻訳活性測定 
 上記②の結果より、タバコ葉緑体 rps16 
mRNA の翻訳不活性には 5’UTR が関与してい
ると考えられる。そこで、葉緑体 rps16 mRNA
の 5’UTR に緑色蛍光タンパク質（GFP）のタ
ンパク質コード領域を結合させたキメラ
mRNA を作製し、葉緑体 rps16 5’UTR の翻訳活
性を測定した。その結果、葉緑体 rps16 5’UTR
の翻訳活性は T7gene10 5’UTR の約 1/1000 以
下であり、翻訳活性を持たないことが明らか
となった。 
 
（３）葉緑体 rps16 mRNA の翻訳不活性機構
の解析 
 
 ① 翻訳不活性化シス配列の解析 
 上記の結果により、葉緑体 rps16 mRNA の
翻訳不活性化には5’UTRが重要であることが
明らかとなった。そこで、葉緑体 rps16 5’UTR
の翻訳不活性にかかわるシス配列の同定を
行った。まず、葉緑体 rps16 5’UTR の二次構
造予測を行ったところ、葉緑体 rps16 5’UTR
には、5’末端（翻訳開始点上流-106〜-69）、
および開始コドンを含む領域（-27〜+ 4）の
２ヶ所に大きなステムループ構造を持つこ
とが予測された。また、-58〜-47 と-46〜-30
の２ヶ所に小さなステムループ構造を持つ
ことが予測された。 
 これらの二次構造に着目し、葉緑体 rps16 
5’UTRの４ヶ所の領域（-106〜-69、-59〜-12、
-59〜-30、-59〜-47）を欠失させた変異型 5’
UTR を作製し、葉緑体 in vitro翻訳系を用い
て翻訳活性を測定した。その結果、-106〜-69
を欠失させた 5’UTR は翻訳活性を持たなかっ
たが、残りの３つの領域を欠失させた 5’UTR
では翻訳活性を有していた。これらの結果か
ら、葉緑体 rps16 mRNA の翻訳不活性にかか
わるシス配列が-59〜-47 の 13 塩基の領域で
あることが明らかとなった。 
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