
モデル生物として注目される緑藻クラミドモナス

高橋裕一郎 ・福澤秀哉

緑藻クラミドモナス(Chlamydomonas reinhardtii)は,核,葉 緑体そしてミトコン

ドリアのゲノムの形質転換が可能な唯一の生物である.ま た,核 遺伝子のESTの 大規模解

析による遺伝子の力夕ログづくりが進行中である.こ こでは,“緑の酵母(greenyeast)”

もしくは “光合成をする酵母(photosynthetic yeast)” ともよばれ注目されるクラミド

モナスを用いた研究の現状について,光 合成に関連した分野を中心にまとめた.

【緑藻 クラ ミ ドモナ ス】【形 質転換 】 【EST解 析】

は じめ に コナ ミドリム シ とい う和 名 を もつ ク ラ ミ ド

モ ナス(Chlamydomonas yeinhaYdtii)は,べ ん毛 を2

本 もつお よ そ10,umの 楕 円形 の単細胞 緑 藻 であ る(図

1).実 験室 で現 在使 われ てい る株 は,1945年 にSmith

が ジ ャガ イモ畑 の土壌 か ら単 離 した雌雄 一対 の株 に由

来 してい る.少 な いスペ ー スで簡単 に,速 く,か つ安

価 に培 養 で き,遺 伝学,分 子生 物学,生 化学,細 胞生

物 学 な どの さ まざまな手 法が使 えるた め,光 合成,べ

ん毛運 動,オ ルガ ネラの 生合 成,配 偶子 分化 な どの研

究 に優 れた 材料 として知 られ て いる1,2).酢 酸 を炭 素源

として従属 栄養 的 に生育 す るた め,こ れ まで に光 合成

や運 動 などの変異株 が数 多 く得 られている.と くに1960

年代 には,遺 伝 学的手 法 を用 いた光 合成 電子 伝達 系 の

研 究 に大 き く貢献 した.米 国のDuke大 学 には野生 株 ・

変 異株 の コ レク シ ョンが維 持 され てお り,研 究者 に株

を 配 布 し て い る(http:〃www.botany.duke.edu/

chlamy/),

この十 年足 らずの間 に,核,葉 緑体 そ して ミ トコン

ドリア のゲ ノム の形質転 換 系 をは じめ と して さ まざ ま

な分 子生物 学 的 ツール が開 発 され て きた.ま た,ミ ト

コン ドリアDNAの すべて,お よび葉緑 体DNAの 大部

分 の塩基 配列 が決 定 されて お り,1999年 か らは遺 伝子

の カタログづ くりを目指 して大規 模 なEST(expressed

sequence tag)解 析 が始 まっ た.こ の ような理 由か ら,

クラ ミドモナ ス はゲ ノムや ポ ス トゲ ノム研究 に も有利

なモデル生 物 として,こ れ まで以上 に注 目 され つつ あ

る.

Ⅰ.遺伝学的解析

ク ラ ミ ドモ ナ スが モデル 生物 として研 究 に利用 され

るよ うにな った理 由の ひ とつ は,交 配 が可能 で遺伝 学

的 な解析 がで きるか らで ある1)栄 養細 胞 は,一 般 に半

数体(haploid)で,雌 雄 異株 で2つ の接 合型(mating

type)mt+とmt-が 存在 す る.図2に クラ ミ ドモナ ス

の生活 環 を模式 的 に示 した.栄 養増 殖 した細 胞 は窒素
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マニ ピュ レー タ ー を使 わ ず実体 顕 微 鏡下 で4つ の娘細

胞 を分 離 で きる(四 分子 分析).mt+とmt-の 細 胞 の核

の遺 伝形 質 は,4つ の娘細 胞 に2:2の 比 で分 離 す る.

一 方
,葉 緑 体 と ミ トコ ン ドリア の遺 伝 形質 は それぞ れ

mt+とmt-の 親細 胞 か ら移 行 す る.し たが って,四 分

子分 析 を行 な えば,変 異 遺伝 子 が核,葉 緑体 あるい は

ミ トコ ン ドリアの いずれ にあ るか を決定 で きる.以 下

に述 べ る形 質転換 の 手法 を利 用 した研究 で も,こ の四

分子 分析 は重 要 で あ る.

Ⅱ

.核 ゲノ ム

図1　 クラ ミ ドモ ナ スの 細 胞 の模 式 図

源が 欠乏 する と,配 偶 子(gamete)を 形成 す る.異 な

る接合型 の配 偶子 を混 ぜ る と,最 初 は凝集 し,次 に対

合 を形成 し,融 合 が始 ま る.そ して,接 合子(zygote)

を形成 した のち,減 数 分裂 し4つ の娘 細胞 が分 離 され

る.ク ラ ミドモ ナス は酵母 よ り大 きいので,マ イ クロ

図2　 ク ラ ミ ドモ ナ スの 生 活 環

1.核 の形 質転 換手 法 の発 達

細 胞 機能 の解析 に とって最 も強 力 な手 法 のひ とつが,

核 の形 質転 換 で ある.ク ラ ミ ドモナ スの核 ゲ ノムの サ

イズ は100～160Mb程 度 で あ る1).葉 緑体(196kb)と

ミ トコ ン ドリア(16kb)は 独 自の遺伝 情報 をもつが,そ

の蛋 白質 の大部 分 は核 に コー ドされ てい る.

初 期 の核 の形質 転換 の研 究で は,DNAを 付 着 させた

タ ングス テ ン微粒 子 を,粒 子 銃 で ク ラ ミ ドモナ スの細

胞 に撃 ち込 んだ.こ の方法 では一 度 に多 くのDNAが 細

胞へ 導入 され るが,形 質 転換 効 率 は高 くなか った3).そ

の後,細 胞 懸濁 液 にDNAと 直 径0.5mmの ガラスビー

ズ を加 え,ボ ル テ ックス ミキ

サー で激 し く撹拌 す る こ とで

細 胞 表 面 に傷 を つ けてDNA

を細胞 内へ導 入 す る方 法が 開

発 され た4).こ のガラスビーズ

法 は,形 質 転 換 効 率 が 高 く

(104～105細 胞/μgDNA),

特殊 な装 置 を必要 としないの

で,現 在 で は多 くの研究室 で

用 い られ て い る.ガ ラ ス ビー

ズ法 で は,細 胞壁 を酵素 に よ

り消 化 した り,細 胞壁 を欠 損

した変 異株(cw15)を 宿主細

胞 に用 い る必 要 が ある.

クラ ミドモ ナスで は,相 同

組 換 え頻 度 が低 いので(0.1%

程 度),導 入 されたDNAは 核

ゲ ノム に ラ ンダム に組 み込 ま

れ る.ガ ラスビーズ法では,形
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質転換 に用 い るDNA量 を調 節す れ ば,DNAが1～2

コピー しか ゲ ノム に組 み込 まれ ない条 件がみつかる.こ

の条件 を用 い るこ とによ り,あ とで述 べ る遺 伝 子 タ ギ

ングに よる変 異原 因遺伝 子 の単離が 可能 にな った.さ

らに1998年 に は,エ レク トロポ レー シ ョンに よる高 効

率 の形 質転 換 法が報 告 され,変 異 の相補 実験 が容 易 に

な った5).

核 の形 質転 換体 の選択 に利 用で き る薬 剤耐 性 マー カ

ー は
,フ レオ マイ シン耐性 を与 えるble遺 伝子 な どが 開

発 され て い るが(フ レオ マイ シ ンはブ レオマ イ シ ンの

類縁 化合 物 で,Zeocin?の 名 で入手 可能)6),最 も効 率

と信 頼性 が 高 い方法 は,栄 養要 求株 を野生 型 の遺 伝子

で相 補 す る方法 で ある.た とえば,硝 酸還 元酵 素 欠損

株(nitl-305)に,硝 酸 還元 酵素遺 伝子NIT1を もつ

DNAを 導入 し,変 異 が相 補 した形 質転 換体 をア ンモニ

ア を含 まず硝 酸塩 を含 む培地 で選択 す る方法 で あるη.

もう一 つは,ア ルギニ ン要 求株(arg7-8)に,ア ル ギ

ニ ン合成 系 の アル ギニ ノコハ ク酸 リアーゼ遺 伝 子ASL

を導 入 し,形 質転換 体 を アルギ ニ ンを含 まな い培地 で

選 択 する方法 である3).核 の形質転 換 には,栄 養 要求 性

と細胞 壁 欠損 変異(cw15)を もつ二 重 変異 株(nitl-

305,cw15)と(arg7-8,cwl5)が よ く使 用 され て

い る.

また,遺 伝子 の転 写調 節領域 を同定 す るに は,発 現

を簡 便 に検 出で きるレt一 ター遺 伝子 が用い られる.ク

ラ ミドモ ナス では,ア リル スルフ ァターゼ遺 伝子ARS

が レポー ター遺 伝子 と して使 われ てい る.た とえば培

養 中 のCO2濃 度変 化 に応 じて転写 が調節 を受 け る炭 酸

脱水 酵 素遺伝 子CAH1で は,転 写抑制 にかかわ るサイ

レ ンサー領域 と転写 活性化 にかかわ るエ ンハ ンサー領

域 が 同定 され た8).ま た,ク ラゲの発光 蛋 白質(GFP)

遺伝 子 が クラ ミ ドモナ スの コ ドン使 用頻度 を考慮 して

全合 成 され,実 際 に細 胞 中で発 現 し発 光 す る こ とが報

告 された9).フ レオマイシ ンに よるDNA鎖 切 断 を阻害

す るble遺 伝 子産物 は,核 に移行 して機 能 す る.こ の

ble遺 伝子 とGFP遺 伝子 の融合 遺伝 子 を細 胞 に導入 す

る と,そ の遺 伝子 産物 は確 か に核 に移 行 し,核 が緑 色

の蛍 光 を発 す るこ とが示 された.今 後 は,こ のGFP遺

伝子 を使 って,遺 伝子 産物 の細胞 内局 在性 や発 現 調節

を調 べ る研 究 が 急展 開す る こ とにな るだ ろ う.
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図3　 遺伝子タギング法の手順

2.タ ギ ング 法 による遺 伝子 の 単離

変 異体 を作製 す る とき,通 常 は化 学物 質 や紫外 線 を

利 用 して,遺 伝 子 に突然 変異 を導入 す る.一 方,遺 伝

子 タギ ング法 で は,形 質転 換 に用 い る選 択 マー カー遺

伝 子 自体 を変異 剤 として利 用 す る.マ ー カ ー遺 伝 子 が

核 ゲ ノム に ラ ンダム に挿 入 され るこ とを利 用 して,遺

伝 子 を破壊 し,変 異株 を得 る10).こ の方 法で得 られた変

異株 で は,破 壊 され た遺伝 子 にマー カー遺 伝子 で 目印

(タ グ)が つ くので,ク ロー ン化 が容 易 にな る(図3).

まずNIT1選 択 マー カー遺伝 子 を硝 酸 還元 酵素 欠損 株

の核 ゲ ノムに導 入 して硝酸 還 元活性 を回復 した形質 転

換体 を得 て,さ らに 自分 の 目的 の表現 型 を示 す コ ロニ

ー を選別 す る(図3a
,b).得 られ た変 異株 は野 生株 と

交配 し,娘 細 胞 に 目的の表 現型 と選 択 マ ー カーが 同時

に分 離 す る株 を,以 後 の実 験 に用 い る こ とが重 要 で あ

る.な ぜ な ら選択 マ ー カーの挿 入 に よ って変異 が誘 発

され てい る場 合 にの み,タ グを使 っ た遺伝 子 の同定 が

1939

D
a
t
a
b
a
s
e
 
C
e
n
t
e
r
 
f
o
r
 
L
i
f
e
 
S
c
i
e
n
c
e
 
O
n
l
i
n
e
 
S
e
r
v
i
c
e



42 蛋白質　 核 酸　酵素　 Vol.45　 No.12(2000)

可 能 にな るか らで あ る.次 に,形 質転換 体 か ら選 択 マ

ーカーの挿 入部 位 に隣接 したゲノムDNA断 片 を単離 す

る(図3c).も し,選 択 マー カー のプ ラス ミドDNA全

体 が核 ゲ ノム に組 み込 まれ ていれ ば,形 質転 換体 の ゲ

ノムDNAを 適 当 に切断 し,挿 入 部位 に隣 接す るゲノム

DNA領 域 を含 んだ プラス ミドを環 状化 し,大 腸 菌 を形

質転 換 して直 接 クロー ン化 で きる(プ ラス ミ ドレス キ

ュー,図3d).次 に,選 択 マーカー挿入部 位 に隣接す る

ゲノムDNA断 片 をプ ロー ブにして,野 生 株のゲ ノムラ

イブ ラ リー か ら目的 の遺伝 子 を含 む クロー ン を単 離 す

る.場 合 に よって は,マ ー カー遺伝 子 の挿入 部位 に広

範 囲 のゲ ノム領域 の欠失 が起 こる ことがあ るが,そ の

場合 には,複 数 の形質 転換 体 を用 いて,ゲ ノム の欠失

部分 を比 較 すれ ば原 因遺伝 子 を推定 できる11).最 後 に野

生株 か ら得 られ た ゲ ノム ク ロー ンを最初 の変 異株 に形

質転 換 して,そ の表現 型 が野生型 に戻 れ ば,そ の クロ

ー ンは目的 の変異 原 因遺伝 子 を含 んで い るこ とが確 か

め られ る(図3e).

この遺伝 子 タギ ング によ り,重 要 な機能 を もつ新 し

い遺 伝子 がつ ぎつ ぎ とクロー ン化 されて い る.こ こで

は,光 合成 器 官 の構成 成分 の合成 に関与 す る遺 伝子 の

クロー ン化 の例 を2つ 紹介 す る.

葉 緑体 の光 合成 器官 には光合成 電子 伝達 系 で機能 す

る2つ のC型 シ トク ロムCyt.fとCyt.C6が 存在 す る.

Inoueら は4つ のシ トクロム 好 複 合体 を欠 損 した株 を,

遺伝 子 タギ ング に よ り作製 した2,500の 形 質転 換体 か

ら選 抜 した12).興 味 深 い こ とに,そ の うちの一 つabf3

株 はCyt.C、 も欠損 する ことがわか った.こ の場 合,選

択 マー カーの挿 入部 位 の上 流 に200bpの 欠損 が認 め ら

れ ただ けだ った ので,タ グ され た領域 をク ロー ン化 し

た と ころ,褐Odontella　 sinensisお よ び紅Por-

phyya　purpuyeaの 葉 緑体 ゲ ノムのycf44と 相 同性 があ

る遺伝 子 が見 い だ され た.こ の遺 伝子産 物 はC型 ヘム

の アポ蛋 白質 へ の結合 に必須 の成 分で,CCS1(c-type

cytochrome　 synthesis)遺 伝子 と名前 がつ け られた.こ

の遺 伝子 の欠損 株 は,表1で 示 した葉緑 体ccsA遺 伝 子

欠損株 と表 現型 が 同 じで ある.

陸上 植物 や緑 藻 が もつ クロ ロフ ィルb(Chlb)は,光

合 成反 応 に必要 な光 エネルギー を捕集 す る色 素 であ る.

異 なる光環境 に光合 成機 能 を適応 させ るた め,植 物 は

Chlbの 量 を変 動 させ る.こ の ような植物 の光 環境 への

適 応 に重 要 なChlb生 合成 系 は不 明で あった.Tanaka

1940

らは,遺 伝 子 タギ ングに よりChlbの 合成 が欠損 した可

能性 が あ る薄緑 色の コロニーを,1,000形 質転 換体 あた

り1つ 単 離 し,こ の なかか らChlbを まった く含 まない

形 質 転 換体 を6つ 選 抜 した11).Chlb欠 損 株 の ゲ ノム

DNAの 選択 マーカー挿入 部位 には,数kbp～ 数十kbp

の欠損 が生 じていた の で,各 形 質 転換 株 に共 通 の欠損

領域 に相 当 する野 生株 のゲ ノムDNA断 片 をクローン化

した.こ の ゲ ノ ムDNA断 片 をble遺 伝 子 と一 緒 に

Chlb欠 損 株 に形質転 換(cotransformation)し た と こ

ろ,Chlb合 成 能が 回復 した.こ の領 域 に同定 された遺

伝子 は,CAO(chlorophyll　 a　oxygenase)遺 伝 子 と

命名 され,Chlaの メチ ル基 を酸 化 してChlbを 合 成 す

る酵 素 を コー ドす る ことが 明 らか にされ た.

3.コ ン プ リメンテ ーシ ョンク ロー ニ ング

ク ラ ミ ドモ ナス には興 味 深 い表現 型 を示 す変 異株 が

これ まで に多数報 告 され てい る.こ れ らを野生 株 のゲ

ノム ライ ブラ リーで相 補(コ ン プ リメ ンテー シ ョン)

して,変 異 を受 けた遺 伝子 をク ロー ン化 す る手 法 も開

発 され てい る.核 の形 質転換 の効率 が 高 くな った こと

で,変 異 の原 因遺 伝子 を,整 列 化 した ゲ ノム ライ ブ ラ

リー(indexed　 library)か ら同定 で きるようになった13).

整列 化 した ラ イブ ラ リー とは,独 立 した ゲ ノム クロー

ンを百数 十枚 のマイクロプレー トに保 存 しておき,DNA

プ ール をつ くってグル ー プ ご とに形 質転 換 を行 な って

変異 が相 補 す るか どうか を順 にテ ス トす る手 法 で あ る

(図4).ま ず,マ イクロプ レー ト1枚 分 の整 列 化 クロー

ンを混 合 したDNAプ ー ル(No.1～120)を つ くり,そ

れぞれ を変 異株 に導入 して,ど のDNAプ ールで変異 が

相 補 す るか を調 べ る(図4a).変 異 を相 補 す るDNAプ

ール が判 明す れ ば,そ のマ イ ク ロプ レー ト上 の いず れ

かの ク ロー ンに原 因遺伝 子 が含 まれ る ことか ら,今 度

は,そ のプ レー トの縦1列 もし くは横1列 の クロー ン

を混合 してDNAプ ール を作 製 し(この場 合,縦12行,

横8列),そ れぞれ を変 異株 に導入 す る(図4b).も し,

第3行 のDNAプ ー ル と第C列 のDNAプ ー ルで変異

が相 補 した ら,両 者 に共通 して含 まれ るクローン3℃ が

目的の変異 原 因遺 伝 子 を含 むはずである.実 際 に3-Cを

変 異株 に導入 し,表 現型 が相補 され る こ とを確 認す る.

この よ うに,形 質転 換 を3回 くり返 す こ とに よ り目的

の遺 伝 子 を含 むDNAが 迅速 にクローン化 で きる.こ の

方 法 に よ り高CO,要 求株ca-1か ら炭 酸脱 水酵 素 を コ
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図4　 整列化 ライブラ リーを用いた遺伝子の クローン化

一 ドす るCAH3遺 伝 子 が クローン化 された14).す でに

葉 緑体 か ら炭酸脱 水 酵 素 は精製 され,cDNAか らその

ア ミノ酸配 列 は推定 され てい たが,こ の酵 素の機 能 的

重 要性 は,変 異 の相 補 実験 で初 めて証 明 された.

4.EST解 析 によ る核遺 伝 子の カタ ログづ くり

1999年 か らク ラ ミドモナスのEST解 析が始 ま り,今

後 の核 遺伝 子 の解析 に大 きな進 展 を もた らす もの と期

待 されてい る.ESTはcDNAク ローンの末端 の塩 基配

列 を決定 して得 た配列 デー タで,mRNAレ ベルで発現

して い る遺伝 子 の配 列情 報 を含 むの で,そ の生物 の遺

伝 子 カ タログ とみ なす こ とが で きる.発 現 レベ ルの高

い遺 伝子 はmRNA量 が多 いので,配 列 データも重複 し

てデ ー タベ ー ス に登 録 され る ことにな る.場 合 に よっ

て は,同 一遺 伝 子 か ら由来 す るcDNAを 減 らす た め,

均 一化 処理 を加 える こ ともあ る.

かずさDNA研 究 所 と京都 大学 のグループは,光 独立

栄 養条 件で生育 した細 胞 からmRNAを 調 製 し,合 成 し

たcDNAの5'末 端 配 列11,571個 を 決 定 し た'5)

(www.kazusa.or.jp/en/plant/chlamy/EST/).100

bp以 上 の領域 で95%以 上 の相 同性 を もつクロー ンを1

つの グルー プ とみなす と,EST配 列 は3,433種 類 のグ
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ル ー プ に分 類 され た.デ ー タベ ー ス に対 す る相 同性検

索 に よ り,817グ ループは既 知 の配 列 と有 意 な相 同性 を

示 し,こ の うち140グ ルー プは クラ ミドモ ナス の既知

遺伝 子 に相 当 した.残 りの2,616種 類 は新 規 な配 列 で

あった.ま た,ホ ームページ(www.kazusa.or.jp/en/

plant/chlamy/EST/blast.html)でESTク ローンとの

相 同性 検索 が可 能 で,ESTク ロー ンの分 与 も受 け られ

る[問 合 せ は,か ず さDNA研 究 所 まで(E-mail:

chlamy@kazusa.or.jp)].ま た,米 国 の研究 グルー プ

もEST解 析 を開始 してお り,今 後 の国際協 力体 制の確

立 が待 た れ る.

ESTデ ー タベ ー スには,以 下 のよ うな利 用 方法 が考

え られ る.① 遺 伝 子地 図 を作成 す る際 にゲ ノム上 の遺

伝 マー カ ー と して用 いる.こ れ に は遺 伝子 に固有 の塩

基配 列 が1カ 所存 在 する可能 性が高 いcDNAの3'末 端

の配 列 が必 要 で ある.② 他 の生物 で知 られてい る遺 伝

子 と相 同 な遺 伝 子(ホ モ ログ)の 単離 に用 い る.こ れ

にはcDNAの5'末 端の配 列が有 用である.配 列 が少 し

異 な るESTク ロー ンが複 数存 在す る場合 には,遺 伝 子

フ ァ ミリーが存 在 す る ことに なる.た だ し,似 た配 列

を もって いて も,遺 伝 子 産物 の機 能 が同 じで あ る とは

限 らない ので注 意 が必要 で ある.③ 配列 決定 したゲ ノ

ムDNA上 でエクソンの位 置 を判定す るために利 用する.

④ 蛋 白質 の部 分 ア ミノ酸配 列 がわかれば,ESTデ ータ

を検 索 してcDNAク ローン を迅速 に得 ることができる.

解析 法 の進歩 に よ り蛋 白質 の分離 や ア ミノ酸 配列 決 定

が少 量 の試料 で 可能 とな り,細 胞 に微 量 に しか存 在 し

な い蛋 白質 のcDNAク ロー ン も多 数単 離 され るよ うに

な る.⑤ESTク ロー ンか らcDNAア レイ を作 製 すれ

ば,数 千 の遺 伝 子 の発 現 を一 度 に網羅 的 に調 べ る こ と

が可 能 とな り,ゲ ノム レベル で遺 伝子 の発現 解析 が 可

能 とな る.

Ⅲ.葉緑体ゲノム

1.葉 緑体形質転換

植物細胞に特徴的な細胞内小器官である葉緑体は,

二重の包膜に囲まれ,内 膜系としてチラコイド膜をも

つ.葉 緑体には独自の遺伝情報とその発現系があるが,

葉緑体DNAは クラミドモナスで最初に発見された.こ

れまでにいくつかの陸上植物や藻類の葉緑体DNAの 全

塩基配列が決定された結果,そ こには共通する遺伝子
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はお よそ120し か存在 しない ことが明 らかになった16,17).

した が って,葉 緑体 蛋 白質 の ほ とん どは核 ゲ ノム に コ

ー ドされ,細 胞 質 で前駆 体 として合成 された のち,葉

緑 体 へ輸 送 され る.葉 緑体DNAが コー ドするのは,遺

伝 情 報 の発 現 に関与 す る成分,光 合成 器官 を構成 す る

成 分,光 合 成器 官 の合成 に関与 す る因子 な どで,そ れ

と種 間 で保 存 され た 機 能 不 明 な読 み 取 り枠(ycf;

hypothetical　 chloroplast　 open　reading　 frame)が い

くつ か残 され てい る18,19).

クラ ミドモ ナスの葉緑体DNAの サイズ は196kbで,

高等植 物 にあ る葉緑 体遺 伝子 の ほ とん どを含 むが,遺

伝 子 の配置 は大 き く異 な って いる.高 等植物 は細 胞 あ

た り数多 くの葉緑 体 が あ り,条 件 によ って はDNAは

10,000コ ピー も存在 す る.こ れ に対 して,ク ラ ミドモ

ナス は細胞体 積 の40%ほ どを占 める葉 緑体 を一 つ しか

もた ず,DNAも80コ ピーほ どで あ る.

葉緑体 へDNAを 導入 するには,細 胞 壁,細 胞 膜 それ

と二重 の包膜 を通 過 させ な けれ ばな らない ため粒 子銃

を用 い る.1988年 に最 初 の葉緑体 形 質転換 が クラ ミド

モナ スで成功 したの は,大 きな葉緑 体 を1つ もつ単細

胞 生物 で ある こ と,さ らに重 要 な こ とに宿主細 胞 と し

て利用 で きる葉緑 体変 異株(こ の場 合,ATP合 成 酵素

の β サブユニ ッ トをコー ドす る葉緑 体のatpB遺 伝 子欠

損株)が 利用 で きた か らで あ る.選 択 マー カー を新 た

に開発 す る時 間が な か った最初 の形 質転 換 で は,こ の

光 合成 的に生 育 できない変異株 へ野 生型 のatpB遺 伝 子

を含 む葉 緑体DNAを 導入 し,光 合成 的生育 条 件下 で

形 質転換 体 を選択 した20).

葉 緑体 に導入 されたDNAは 相 同組 換 えにより葉緑 体

ゲ ノ ムに組 み込 まれ る.し た が って,特 異的 に遺伝 子

を失 活 させ る遺 伝 子 の標 的破壊 や部位 特 異的突 然変 異

の 導入が 可能 で あ る.後 者 は,遺 伝 子発 現 を制 御 す る

シス因子 の解析 や 蛋 白質 のエ ンジニア リングな どに応

用 され る.ま た,他 の蛋 白質 な ど と複合体 を形 成 す る

蛋 白質 に ヒスチ ジ ン6残 基 か ら構成 され るヒスチ ジ ン

タグ な どを融合 させ,ア フ ィニテ ィー ク ロマ トグラ フ

ィーによ り複合 体 を精 製す る方法 に も応 用 されている21).

形質転 換 に用 い る選 択 マ ーカ ー は,葉 緑体 蛋 白質合 成

を阻害 する抗 生物 質 に対 する耐 性 を与 えるaadAカ セ ッ

トが使 われてい る22).こ れ を用 いると,形 質転換 体 はス

ペ クチ ノマ イ シンを含 む寒 天 プ レー ト上 で容易 に選 択

で きる.現 在 で は,ク ラ ミ ドモナ スの場合 と基 本 的 に

1942

同 じ方法 で,高 等 植物 のタバ コ の葉 緑体 形 質転 換 も可

能 で あ る23).

すで に述 べ た ように,ク ラ ミ ドモ ナスに葉緑体DNA

は80コ ピー存在 す るの で,形 質 転換 後 の しば ら くの間

は,形 質転 換 型 と野生 型 の コピー が共存 す るヘ テ ロプ

ラス ミッ クな状 態 とな る.選 択 圧 をか けた状 態 で シ ン

グル コ ロニ ー を2～3回 ほ ど拾 えば,す べての コピーが

形 質転 換 型 に置 き換 わ り,ホ モ プラス ミックな状 態 と

な る.し か し,細 胞 の生 存 に必 須 の葉緑体 遺伝 子 の破

壊 は不 可能 で,選 択 圧 をか け て もヘ テ ロプ ラス ミック

な状 態 が維 持 され る.こ の場 合,選 択 圧 を除 くと速 や

か に形 質転 換型 の コピー は失わ れ,野 生型 の コピー だ

けに戻 って し まう.

複 数 の遺伝 子 を破壊 したい場 合 は,aadAカ セ ッ トの

両端 に483も し くは832bpの 同 じ塩 基配 列 をもっDNA

断片 を同方 向 につ な いだ もの を利 用 し,マ ー カー を再

利用 す る方法 を用い る24).目 的 の遺伝 子 の破 壊 にこのマ

ー カー を利 用 した の ち,選 択圧 を除 くと同 じ塩 基配 列

のDNA領 域 で組 み換 えが起 こ りaadAカ セッ トが取 り

除か れ る.こ の とき,カ セ ッ トの両端 につ け加 えた483

も し くは832bpのDNA断 片 の一方 は残 され た ま ま形

質転 換体 は薬 剤 感受性 を回復 す る.し たが って,次 の

遺伝 子破 壊 もaadAカ セ ッ トを用いて行 なうことがで き

る.

2.葉 緑 体 遺伝 子の機 能 解析

これ まで に破壊 された葉 緑体 遺伝 子 を表1に ま とめ

た.RNA合 成 酵 素遺 伝 子 のrpoB1,rpoB2,rpoC2

お よびclpP,ッ 魂 破壊株 は完 全 に分 離 で きず,ヘ テ ロ

プ ラ ス ミ ック な状 態 の 形質 転 換 体 しか 得 られ な か っ

た25～27).こ れ らの遺伝 子 は細胞 の生育 に必須 で ある と

考 え られ,そ の解 析 に よ り葉緑 体 が クラ ミドモ ナス の

生 存 に必 須 で ある理 由 を明 らか にす る ヒン トが得 られ

ると期待 される.と ころで,RNA合 成酵 素遺 伝子 破壊

株 で は,葉 緑体 でaadAカ セ ッ トも発現 で きな くな ると

考 え られ る.こ れ に対 して,タ バ コで はrpoB遺 伝 子破

壊 株 が得 られた28).タ バ コには核 にコー ドされたRNA

合 成 酵素 が あ り,葉 緑体 の遺 伝 子発 現系 の遺伝 子 の転

写 をお もに担 ってい る.一 方,葉 緑体 に コー ドされた

RNA合 成 酵素 は,光 合成 遺伝 子 な どを転写 してい る.

クラ ミドモナス には,核 にコー ドされたRNA合 成 酵素

は ない のか もしれ ない.
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表1　 クラ ミドモナスの葉緑体遺伝子破壊株

葉 緑体 には光 合成器 官 の形成 に関与 す る3つ の遺伝

子ycf3,ycf4お よびccsAが 同定 されている.た とえば,

ycf3とycf4遺 伝 子 をそれぞれ破壊す ると,葉 緑体 に コ

ー ドされた光 化学 系1(以 下
,光 化学 系1,2を それ ぞ

れ系1,系2と す る)反 応 中心蛋 白質 の発現 は影 響 され

ないが,系1複 合 体 が まった く蓄 積 され な くな る.こ

れ らの遺 伝 子 は系1反 応 中心 蛋 白質 の翻 訳 後 の過 程,

おそ らく系1複 合体 の分 子集 合 に関与 す るらしい29》.こ

れ らの遺伝 子産 物 の解析 が光 合成 器官 の形 成 に関与 す

る分子 シャペ ロ ンの解明 の突 破 口に な る ことが期待 さ

れ る.

これ まで に最 も数 多 くつ くられ て きた の は,光 合 成

器 官 の超 分 子複 合体 で あ る系1,系2お よびCyt.b6?

の構成 サ ブユ ニ ッ トの遺伝 子 の形 質転換 体 で あ る.補

欠 分子族 を結合 す る主要 なサ ブ ユニ ッ トの エ ン ジニア

リング によ り,複 合体 の構 造 と機能 の解 析 に多 大 な成

果 が得 られてい る.一 方,数kDa程 度 の小 型で機 能不 明

のポ リペ プチ ドが これ らの超 分子複 合体 に数多 く存 在

する ことが知 られてい る19).こ れ まで に,葉 緑 体 ゲノム

に コ ー ド さ れ た 系1のpsaJ31),系2のpsbH32),

psbl33),psbK34),psb6T35)お よびCyt.b6fのpetG36),

petL37)破 壊 株 が それぞ れ作 出 されて い る.こ れ らの遺

伝子 産物 は,複 合 体 の安定 性 もし くは合 成 に関与 す る

ことが明らかにされ,そ の機能の重要性が再認識され

つつある.葉 緑体形質転換はこれら小型のサブユニッ

トの機能解析に強力な研究手段を提供しているといえ

る.

Ⅳ.ミトコンドリア形質転換

ク ラ ミ ドモナ スの ミ トコ ン ドリア の形態 と数 は,栄

養成 長 の過程 で大 き く変 化 し,小 さな ミ トコン ドリア

が50も 存 在 した り,大 きな球 状 もし くは分 枝 した ミ ト

コン ドリアが1つ しか な い場 合 が あ る.ミ トコ ン ド リ

アのDNAは15.8kbの 直 線状 の分 子で,細 胞 あた りお

よそ50コ ピー存在 し,両 端 の3'に 一 重鎖 の延 長 配 列

(39～41塩 基)が 存在 す る.こ の ゲ ノム上 に13の 遺伝

子 が存 在 す る.そ れ らは,複 合体1の サ ブユニ ッ ト1,

2,4,5,6(ndl,2,4,5,6),複 合体IIIの シ トク

ロムb(cob),複 合体IVの サ ブユニ ッ ト1(coxl),逆

転 写酵 素 のホモログ(rtl),3つ のtRNA,2つ のrRNA

遺 伝子 で あ る.し たが って,ミ トコ ン ドリアで は3種

のtRNAし か合成 されないの で,蛋 白質合 成のた めに

は細胞 質 か らtRNAが 輸 送 され な けれ ばな らない2).

複合 体1,Ⅲ,Ⅳ の遺 伝子 が失 活 して も,細 胞 は光

独 立栄 養条 件下 で生存 で きる.し か し,ク ラ ミドモ ナ
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ス の生存 には ミ トコン ドリア は必 須 で,ミ トコ ン ドリ

ア を欠損 した 変異株 を単 離 す る こ とはで きない.ミ ト

コン ドリアが細 胞 の生存 に必 須 で ある理 由 は明 らか で

な いが,こ れ は酵母 と大 き く異 な る性 質 で あ る.

ミ トコ ン ドリアのゲ ノム の形質 転換 は,効 率 は高 く

ないが可能 で ある.こ れまでに,cob遺 伝 子 の領 域 を欠

損 す るduml変 異株 に,部 分 的 に精 製 した ミ トコン ド

リアDNAを 粒 子銃 で撃 ち込み,呼 吸活 性 を回復 した形

質 転 換 体 を従 属 栄 養 条件 下 で単 離 す る こ と に成 功 し

た38).導 入 されたDNAは 相 同組 換 えによ りミ トコン ド

リアDNAに 組み込 まれ る.葉 緑 体 の形 質転 換 より効 率

が か な り低 いの は,サ イ ズが小 さい ミ トコ ン ドリアが

複 数存在 す る こ とが原 因 で ある と考 え られ る.ク ラ ミ

ドモ ナスの ミ トコン ド リアの形 質転 換系 は,植 物 細 胞

にお け る ミ トコ ン ドリア の機 能 につい て分子 遺伝 学 的

な手 法 で解析 で きる唯 一 の貴 重 な系 で あ る.

おわ りに 核,葉 緑 体,ミ トコ ン ドリアの3つ のゲ ノ

ム につ いて形 質転換 系 が確立 して い る唯 一 の生物 で あ

るク ラ ミ ドモナス は,ESTデ ー タベ ースやGFP遺 伝

子 な どの分子 生物学 的 ツー ルが新 し く整備 され て きた

こ とか ら,ま す ます多 くの研 究者 を魅 了 す るモ デル生

物 として利 用 され る と期待 され る.こ こで は誌 面 の都

合 でふれ なかったが,ク ラ ミ ドモナ スは,べ ん毛運 動 ・

生 殖 ・行動(走 光 性 ・走化 性)な どの研 究分 野 で は,原

生 動物 か らヒ トに至 る動物 のモ デル として も研 究 に使

わ れ てい る.今 後 は,光 合 成 ・細胞 生物 学 ・ゲ ノム生

物 学 な どの異分 野 の研 究者 どうしの交 流が さ らに新 し

い発想 を生 み だ し,新 しい機能 を もつ遺 伝 子 の発見 に

結 びつ くこ とが期 待 され る.こ の ため に は,こ れ まで

以上 に変異株 か ら変 異原因 遺伝 子 を容易 か つ迅速 に単

離 で きるよ う手法 の改善 が必要 であ る.今 後,ESTの

み な らず核 ゲ ノムの構 造解 析 が進 め ば,新 規 な遺 伝 子

の 同定 が加速 化 され るで あ ろ う.ま た,葉 緑 体 の遺 伝

子破 壊 と同 じ く,核 遺伝 子 の破壊 や 改変 が容 易 に なれ

ば,研 究 材料 として の有用性 は ます ます大 き くな るで

あ ろう.
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