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Originandevolutionoforgarlelles(mitochondriaandplastids)haslongbeenanimportantsubjectof

biologiCalresearches.Toshedlightonthistheme,mitochondrialandplastidgenomeofCyanL'dJ'oschyzon

merolae,oneofthemostprimitiveplantsandcanbealinkbetweenprokaryotesandorganellesofhigher

organisms,havebeendeterminedandthegenescontainedintheorganellargenomesareanalyzed.

1.ゲノム計画の実施による全塩基配列の決定

ゲノムとは､生物の持つDNA全体､すなわち全ての遺伝子と遺伝子間領域を指す｡DNAは､リ

ン酸､デオキシリボース､塩基を1つの構成単位 (ヌクレオチ ド)とした高分子化合物である｡

ヌクレオチ ドは､デオキシリボースとリン酸の間で3し5Iリン酸ジエステル結合をつくってポリヌク

レオチ ドとなる｡ 塩基には､アデニン (A)､グアニン (G)､シ トシン (C)､チ ミン (T)の4種

頬があり､AIT､G-C間で水素結合をした二重らせん構造をしている (図1)｡これがDNAである.

DNAの中で直接の遺伝情報となるのは､4種類の塩基の並び方である｡例えば､ア ミノ酸をコー

ドする暗号 (コ ドン)の場合では､塩基がA-TIGと並んでいればメチオニン､C-C-Cと並んでいれ

ばプロリンである｡
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ヒドロキシ基 図 1.DNAの構



生物を作っている情報は全てゲノムに塩基配列として記録 されているので､ある生物の全塩基

配列を解析すれば､その生物を構成する全てのタンパク質やRNAなどを知ることができる｡RNA

はDNAが直接転写 されて合成 されるが､タンパク質の合成は神経である｡はじめにDNAが転写 さ

れてmRNAになり､このmRNAの配列に応 じたアミノ酸をtRNAがリボゾームに運搬 し､運ばれて

きたアミノ酸はリボゾーム上でペプチ ド結合を形成 してタンパク質になる. タンパク質を構成す

るアミノ酸は20種類あり､並んでいる3塩基が 1つのア ミノ酸の暗号になっている｡DNAの塩基

配列と翻訳されたア ミノ酸の例を図2に示す.この配列は､筆者 らが決定 したCyanL'dloschyzon

merolae(単細胞の紅薄)の色素体ゲノムに含まれる]pKC(UDP-3-0-アシルN-アセチルグルコサ ミ

ンデアセチラーゼ遺伝子)のコー ド領域の塩基配列及びアミノ酸配列を示 したものである(1)｡

ATGAATACATTAGCTAAAGTCATAAATGTAAAGGGAATAGGGTTACATACAGGGCGATTGGTGCAAGTAAAGATGTATGCTCATGAATAC 90

M N T L A 氏 V = N V K G I G IJ H T G R L V Q V K M Y A H E Y

AAGTGCATACATTTTGTAAGAACAGATAGAAATGATGTACCTATTGTAGCAGAACGCCATTGTGTATTGCAGACCAATCTATGCACGAAA 180

K C I H F V R T D R N D V P I V A E A H C V L Q T N L C T K

ATTGGTAGCAGTCATTCTAATTGTGTAAGTACAGTTGAACATTTGATGGCTGCATTAACATTGAATGGGATTGAAAAAGTAAGAATTGAG 270
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TTAAGTGGTGAAGAAGTACCTATTTTAGATGGTTCAGCCATCATCTGGAGTAGGATGATTGAAGATGCAATAGATAGAGAAGATAAGAAA 360
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GATAGAGAAGATAAGAAAGCAAATAGGAAAAGACAAAGTCAAAGTATGAAACTCGTTCAAAGAGTAGATAGTTTTGTTTTGCTCTGGGCA 450
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CATCAAGATACTCAAATCCATGCCAGTATTGAGTTTGGAGCCTGGTATGAATCCTATCATTATACTGGTCAAAAAGAACAAATTTTAGGT 540

H Q D T Q I H A S I E F G A W Y E S Y H Y T G Q K E Q I IJ G

GCGCGTAGTTTTGTATTAGAAGAGTGGATTGAAGCATTAAAACAAAATGACAGAATCTTAGGGGCTCAATTAACGAATGGATTAGTTAAA 630

A R S F V L E E W I E A L K Q N D R I L G A Q L T N G L V K

ACAAACAAAGGGTGGAGAAATGGGCCATTAAGATGGGAAAACG久AGCAGCAAGACATAAAGTGTTAGATTTGATAGGGGATTTAAGTTTA 720

T N K G W R N G P i R W E N E A A R H K V L D L I G D L S L

GCCCATCTATCTCAAAAACATATGATGATTAGTTATAAAAGTGGTCATTCCTTACATATAGCTATGACGCAAATCATATAA 801
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図2./pxC遺伝子の塩基配列と推定されるアミノ酸配列

塩基配列やア ミノ酸配列の情報をもとにすれば､生物の普遍的な特徴や､ある生物に固有の特

徴に関する遺伝子の配列の情報を得ることができる｡ 全ゲノムを解析することで､有用な遺伝子

の探索や､遺伝資源の保存､特定のタンパク質遺伝子の改良など､広い範囲に応用が期待できる｡

そのため､近年では､全ゲノムを解析する ｢ゲノム計画｣が生物学の -つ の中心的な研究方法と

なってきている｡

1995年に初めて原核生物であるマイコプラズマの全ゲノムの配列が決められて以来(2)､大腸菌､

ラン藻(3)､枯草菌(4)､ 酵母などの全ゲノムが解析 された｡ 現在では､これらの十～百倍以上の

ゲノムサイズを持つイネ､ヒト､アラビドプシス､センチュウ､ショウジョウバエなど､高等な

生物のDNAの塩基配列の解析が進んでいる｡

2.塩基配列の解析法

塩基配列の解析を行うには､解析を行おうとしているDNAの部分を ｢クロ-ン化｣することか

ら始まる｡ 目的のDNA断片をプラスミドやファージなどのDNAに挿入して組み換えたDNAを大腸

菌に取り込ませ､この大腸菌を大量培養 して､大腸菌内で増殖 したプラスミドやファージを再び

DNAとして取 り出すという方法である｡ここで得られたプラスミドやファージから､さらに必要

な部分だけを取 り出したり､小 さく分けたりして再びクローン化 (サブクローニング)すること

で､DNAを利用しやすくする｡

DNAの塩基配列の決定は､基本的にはDNAの禎製反応を)応用して行われる.DNA鎖の伸長は､
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ポリヌクレオチ ドに次のデオキシNTP(NはACGTのいずれかの塩基)が結合することによって進

むが､反応液中にジデオキシNTPを加えておくことで伸長反応をス トップさせることができる｡

ジデオキシNTPは､次の伸長反応に必要なOH基がなく､デオキシNTPを結合 させることができな

いからである｡ この反応がランダムに起きるようにジデオキシNTPの濃度を調節 しておけば､開

始点から伸長反応が始まると､全ての塩基に対応する部分の長さに対応する一 本鎖DNAが合成 さ

れることになる｡ この一本鎖DNAの電気泳動を行う｡ この時に､プライマーまたはジデオキシ

NTPにラベルを入れておくことで､電気泳動 された一本鎖DNAの長さをもとに塩基配列を決定す

ることができる｡

かつては､DNAをラベルするためにアイソ トープを用い､手動で電気泳動をして､オー トラジ

オグラムを行い､決定 した塩基配列を手作業でコンピューターに入力していた｡ この作業は熟練

を要 し､しかも､電気泳動を行って配列を決める部分は､2日間で最大1,800bpが決定できるに過

ぎなかった｡

現在では､｢DNAシークエンサー｣を用いることによって､電気泳動の作業能率は以前に比べて飛

躍的に向上した｡ ラベルには蛍光ラベルを用いるので､アイソトープによる被爆や汚染の危険も

なくなった｡また､塩基配列は自動的にコンピューターに登録されるので､人力作業は不要とな

った｡シークエンサーから得られる塩基配列データを図4に示す.波形が電気泳動をされて流れ

てきたDNAを､その上に示されている文字が波形から読みとられた塩基を示す｡





る例であろう｡さらに共生が進んだ例になると､ある生物の中に別の生物が住み着いて生きてい

る例もある｡ 最も身近な例で言えば､人間の腸内には大腸菌などの腸内細菌が共生 している｡ 腸

内細菌は人間が摂る食料から栄養分を得ている一方で､人間が自分では作り出せない一部のビタ

ミン類などを合成 している｡ 人間はこれらを利用して生きている｡

生物は細胞からなり､細胞は生命の単位であるが､細胞自体も祖先にさかのぼってみれば単一

の生物ではない｡｢細胞内共生｣によって､複数の生物が共生関係を作り上げて成立したものであ

ると考えられる (図5)｡ 細胞を大きく2つに分類すると､最初の生物である ｢原核細胞 (細菌類

の細胞)｣と､その後に生 じた ｢真 植物細胞
核細胞 (動物､植物､菌類の細胞)｣(∋
とに分類 される｡ 卓核細胞には､ ミ

トコンドリアと色素体 (葉緑体)と

いうオルガネラ (細胞内小器官)が

存在する｡この2つのオルガネラは､

もとは原核生物であったと考えられ

る｡ 色素体の祖先はラン藻､ ミトコ

ンドリアの祖先はα-プロテオバクテ

リアであろうと考えられるのであ

る｡ そして､真核細胞の祖先である

｢原真核細胞｣を宿主として､その

中に原核細胞が共生することによっ

て現在の形になったとされている｡

ミトコンドリアと色素体が細胞内

共生によって生じたという説は､最

初は形態観察の結果から得られたも

のである (7)｡顕微鏡で観察すると､

ミトコンドリアと色素体は細胞内に

生息するバクテリアのように見える

からである｡ その後､オルガネラに

⑳動物 ･菌類細胞

ラ ン藻 α_プ ロテ オ 原真核生物
バ ク テ リア

図5.細胞内共生の概念図

は独自のDNAが存在すること､このDNAがオルガネラの中で自己複製と遺伝子発現を行うことが

わかった｡

オルガネラは卓核細胞の中に存在するので､オルガネラでも真核生物と同じ遺伝子発現様式を

行ってもよいはずである｡ ところが､オルガネラの遺伝子発現系は､宿主の異核細胞のものとは

異なっていた｡ リボゾームサブユニットの大きさやプロモーター領域の構造などが原核生物のも

のと類似 していたのである｡これらのことにより､細胞内共生説は一般的に認められるようにな

った｡

5.オルガネラゲノムの成立

ミトコンドリアと色素体がDNAを持ち､遺伝子発現を行っていると言っても､これらのDNAに

はオルガネラが機能するために必要なすべての遺伝子がコードされているわけではない｡むしろ､

必要な遺伝子の大部分は核ゲノムにコー ドされている｡高等動物の ミトコンドリアDNAのサイズ

は約17kbpであるし､色素体DNAは約150kbpである｡ 1個の生物を作るために必要な遺伝子をカ

バーするために必要なゲノムサイズは約1Mbp(1000kbp)であることから､現在のオルガネラゲノ
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ムでは､85%-98%のDNAを失ってしまったと考えられる｡

細胞内共生とオルガネラの進化に関しては多くの疑問点がある｡(a)共生体のゲノムサイズは経

時的に徐々に減少して現在の形になったのか､あるいは共生後のある時期に 一挙に少なくなった

のか｡(b)ミトコンドリア､色素体の祖先は全ての生物で共通であるのか､異なるのか｡(C)オル

ガネラゲノムには原核生物であったときの名残と考えられる遺伝子が存在するのか､などである｡

原核生物が細胞内共生をして現在のオルガネラになるまでの問で､最も大きく変化した時期は､

オルガネラの成立時であろう｡ オルガネラの起源と進化を知るためには､原始的な生物のオルガ

ネラゲノムの解析を行う必要がある｡

筆者らは､最も原始的な植物の つ であると考えられる､原始紅薄雲酎こ属するCyanL'dl'oschyzon

meI･01aeをオルガネラゲノム解析の候補として選んだ｡C.merolaeは､酸性の温泉中に生息する.

細胞の大きさがわずか2.5/∠mと小 さく､ゲノムサイズは約14Mbpで､頁核生物としては最も小さ

いゲノムを持つものの ･つである (8)｡色素体DNAは色素体の中心部に局在 し､色素体の形態的

は､その祖先とされているラン藻とほぼ同じである｡

C.merdlaeが最も原始的な植物であろうということは以前から知られていたが､遺伝子の解析は

全く行われていなかった｡筆者らは､この生物から細胞核､ミトコンドリア､色素体のDNAを単

離する方法を確立した(9)｡さらに､いくつかの色素体ゲノムに含まれる遺伝子の系統解析を行っ

た結果も､C.merolaeが最も原始的な植物の一つであることを支持した (10)｡そこで､ミトコンド

リア及び色素体の全塩基配列を決定 し､原核生物のゲノムや高等生物のオルガネラゲノムと比較

検討することによって､オルガネラの起源と進化の解明を行っている (ll)0

実験の流れは以下の通りである｡はじめに､細胞を破壊 し､プロテアーゼ処理 ･フェノール抽

出 ･塩化セシウム密度勾配遠心分離などによって､細胞核､ミトコンドリア､色素体DNAをそれ

ぞれ単離する｡制限酵素で処理 してDNAを断片化し､ファージやプラス ミドに断片を挿入してク

ローン化し､サザンハイブリダイゼーションなどを用いて物理的地図を作製する｡ このクローン

断片を適当な長さにサブクローニングして､塩基配列を決定する.このようにして､C.meTOJaeミ

トコンドリアゲノム32,211bp､色素体149,647bpの全塩基配列を決定した｡

6.ミトコンドリアゲノムの解析

莫核生物は動物､菌類､植物の3種に大 きく分類 されるが､ ミトコンドリアゲノムの全塩基配

列の解析は､1981年にヒトで報告されたものに始まる｡(12)｡動物の ミトコンドリアゲノムはサイ

ズが約17-19kbpと小 さいこと､極が異なってもミトコンドリアゲノムの構造や遺伝子組成が非

常に似ていることから､その後多くの生物で全塩基配列が決められたo

ミトコンドリアの細胞内での主な機能は､ATPを産生することである｡ 動物 ミトコンドリアゲ

ノムには､ATPアーゼとアルコール脱水素酵素のサブユニットの遺伝子､tRNA､rRNAの遺伝子が

共通に含まれてる｡このゲノムは環状DNAで､遺伝子の中にはイン トロンがなく､遺伝子間領域

も非常に短い｡菌類の ミトコンドリアゲノムは､含まれている遺伝子の数は動物よりもわずかに

多い程度であるが､長さが長い｡サイズは17kbp～176kbpで､形状は線状のものが多い ｡ 動物よ

りもゲノムサイズが大きい理由は､遺伝子内部にイン トロンを含むことと､遺伝子間の領域が長

いことである｡

高等植物の ミトコンドリアゲノムは､動物や菌類のものと構造が異なる｡ 1つの ミトコンドリ

ア中に含まれるDNAは約100kbpであるが､ ミトコンドリア毎に異なるDNAが存在する｡ しかし､

これらの ミトコンドリアDNAはお互いに重複 した部分を持っているので､重複部分をつなぎ合わ

せることができる｡DNAをつなぎ合わせると､約500kbpのマスターサークルができる0
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植物では､ゼニゴケで初めて ミトコンドリアゲノムの全塩基配列が決められた (13)｡ ゼニゴケ

の ミトコンドリアゲノムは約190kbpの単一の環状DNAであった｡サイズは動物 ミトコンドリアゲ

ノムの約10倍､含まれている遺伝子の数は2倍であった｡ このように､動物と植物の ミトコンド

リアゲノムでは､ゲノムサイズも構造も異なるので､動物 ミトコンドリアと植物 ミトコンドリア

の祖先は異なるのではないかと考えられていた｡ 筆者 らは､最も原始的な植物の 一つであると考

えられるC.merolaeの ミトコンドリアゲノムの構造と遺伝子組成を知り､他の種の ミトコンドリア

ゲノムと比較すれば､ミトコンドリアの祖先の異同について推定することができると考えた｡

そこで､C.merolaeの ミトコンドリアDNAを単離 し､物理的地図を作製した (14)｡ また､全塩

基配列を決定 し､コー ドされている遺伝子調べた｡ その結果､この ミトコンドリアゲノムには､

34個のタンパク質をコー ドする遺伝子､3個のrRNA遺伝子､25個のtRNA遺伝子｡ ミトコンドリア

ゲノムの構造とこの中に含まれる遺伝子を､図 6に示す｡この ミトコン ドリアゲ ノムでは､

図



7.葉緑体ゲノムの解析

葉緑体は光エネルギーと二酸化炭素を用いて､光合成を行うことが主な役割であるが､ア ミノ

酸､脂肪酸､ビタミンなどの合成 も集線休のqJで行われている｡ 従来から研究の進んでいる高等

植物の色素体ゲノムには､光合成の遺伝子と遺伝情報系の遺伝子以外はほとんど含まれていない

ことが知られていた｡C.merolaeの色素体ゲノムは､サイズは他の植物の色素体ゲノムとほぼ川じ

約150kbpであったが､含まれている遺伝子の数は､今まで知 られている色素体ゲノムの中では最

人の212個である｡

この中には､他の植物の色素体ゲノムにコー ドされていない多くの遺伝 子が含まれていた｡ 特

に重要であるのは､原核生物の細胞壁を構成するペプチ ドグリカンを合成する酵素の遺伝子群で

ある｡1pKA (アシルー【アシルキャリアタンパク質】-UDP-N-アセチルグルコサ ミン O-アシル トランス

フェラーゼ)遺伝子 と､図 2で示 したJpxC (UDPl3-0-アシル N-アセチルグルコサ ミンデアセチラ

ーゼ)遺伝子である｡莫核生物にはペプチ ドグリカンが存在 しないことから､色素体が細胞内共

生により生 じたという重要な証拠 となる｡ 筆者 らは､さまざまな生物の遺伝子を用いた系統解析

を含め､色素体ゲノムの解析を現在 さらに進めているところである｡

細胞内共生には､多くの問題が残 されている｡ 筆者らは､今後､C.merolaeの核ゲノムの塩基配

列を決定する計画である｡ C.merolaeの核のゲノムサイズは14Mbpであるので､解析は大変な作業

である｡ しか し､全塩基配列が決定 されれば､生物の起源 と進化の研究は大 きな進歩を遂げるこ

とになるであろう｡
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表1. 塩基配列決定法の比較

方法 DNAのラベル法 力入塞堤 pb対塞堤 価格 (円)

マニュアル アイソ トープ

キャピラリー型* 蛍光色素

ゲル型 (旧モデル) 蛍光色素

ゲル型 (新モデル-1) 蛍光色素

ゲル型 (新モデル-2) 蛍光色素

力入

勤

勤

動

動

手

自

白

自

白

_i
.

洲

i
.

i
.

洲

I
,

4

2

3

5

I.1×107

2.1× 】07

2.4×107

2.8×107

* 分子生物学科で所有

表1.塩基配列決定法の比較
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