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シアノバクテリアとシロイヌナズナの形質転換株を用いた，

    色素夕ンパク質の可塑性に関する研究

学位論文内容の要旨

    光合成生物は、集光装置を用いて光合成に必要な光を捕集している。集光装置は、反応中心周辺に存在する

中心集光装置と、その周囲に存在する周辺集光装置に分けられる。中心集光装置は、クロロフィルロタンパク質

複合体で構成されており、その色素組成はどのような環境でも一定である。一方、周辺集光装置は様カな色素で

構成されており、周囲の環境に応じて、その集光装置全体の大きさを変えることが知られてきた。集光装置にお

ける色素組成、特に色素の配置は集光装置の機能に重要な役割を果たしている。集光装置内における正しい色素

配置は、吸収したエネルギーを、反応中心に効率良く伝達するために必要である。このため、集光装置における

色素の配置は、非常に厳密に決定されていて変化しないと考えられてきた。

    しかし、周辺集光装置の色素配置は、環境光の強度の変化に対する適応、強光ストレスの回避のために可塑

的に変化すること が明らかになってきた。また、クロロフイル6欠損変異体は、クロロフイル6を稀うために、

クロロフアルョだけで周辺集光装置を構成することが知られている。

    本研究は、中心集光装置の色素配置も、周辺集光装置と同じように可塑性を持っことを、シアノバクテリア

の遺伝子導入株を用いて、初めて明らかにした。シアノバクテリアの1種である・9ynechocystis sp，PCC6803は、

クロロフィルaで中心集光装置を、フイコビリンで周辺集光装置を構成している。私は、このシアノバクテリア

に、高等植物のク ロロフイルみ合成 酵素であるクロロフアリド日オキシゲナーゼ(CAO)を導入した形質転換株

を作製した。クロロフアリドロオキシゲナーゼは、クロロフアリドロを基質としてクロロフィリド6を合成する

ことが知られてい る。CAOを導入したシアノバクテリアは、クロロフイル6を合成することができた。このクロ

ロフイルみ合成形質転換株は、生育初期から対数増殖期にかけて、クロロフアル全体の1．4 -10．6％のク口ロフイ

ル6を蓄 積した。そして、 この株のクロロフイ ルタンパク質複合体を非変性条件のSDS-PAGEで分離、解析した

ところ、クロロフイルみの大部分が光化学系1の中心集光装置と結合していた。さらに、螢光スペクトルの測定

も行い、この形質転換株で合成されたクロロフイル6のほとんど全てが、色素タンパク質と結合していたことを

明らかにした。ま た、光化学系1とIIの励起スペクトルから、光化学系1の集光装置に取り込まれたクロロフィ

ル6が、 吸収したエネルギーをク口ロフイル占に伝達していたことを明らかにした。以上の結果は、形質転換株

内で合成されたク ロロフイル6が中心集光装置、その中でも、主に光化学系Iの中心集光装置であるPsaA/Bに取

り込まれ、集光色素として機能することを明らかにした。さらに、中心集光装置がク口ロフアル6を取り込むこ

とができるということを、緑藻のクラミドモナスを用いて明らかにした。このように、光化学系Iの中心集光装

置が 、可 塑 的に 異な る 色素 を結 合 でき るこ と が明 らかにな った。この後、他 のグループの報告に より、

光化学系IIの中心集光装置もクロロフアル6が結合可能であることが明らかになり、ほば全ての色素結合タンパ
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ク質が、異なる色素を結合するポテンシャルを持つことが示された。

    申請 者は、クロロフイ ル6を結合 した光化学系Iを精製し、この光化学系Iの吸収スペクトルをさらに解析

すること で、クロロフイル 6が、光化 学系Iの ある特定の吸収スペクトルを持っクロロフイルaと置換している

ことを明らかにした。これは、集光装置が異なる色素をランダムに取り込むのではなく、ある特定のポケットを

用いて色素を取り込むことを示していた。また、スペクトル解析とSDSーdodecyl・ロ-D-maltoside PAGEを用いて、

クロロフ イル6を 結合した光化学系Iが構造変化を引き起こすことを明らかにした。そして、吸収スペクトル解

析の結果 より、構造変化に関与している領域を推定し、シアノバクテリアの光化学系Iの性質と構造解析の情報

を結びっけることができた。

    以上の結果は、色素系が多様化する前に存在していた光合成生物が、進化の過程で新しい色素を獲得する機

構 を、 初 めて 実験 室 で再 現で き たこ とを 示 して いる 。 光合 成生 物 は、 新し い 色素 を獲 得 する とき に、

色素結合タンパク質も同時に獲得したのではなく、既存の色素タンパク質を用いて、一過的な新規色素タンパク

質 を作 り 、そ の後 、 その 色素 を 特異 的に 結 合で きる タンパ ク質を合成していっ たことを示唆して いる。

    この ように、中心集光装置のタンパク質がクロロフイル6を結合できることが明らかにされたが、自然に存

在してい るクロロフイル6を持っ光合成生物は、クロロフイル6のほとんど全てを周辺集光装置の色素として利

用してお り、中心集光装置にはクロロフイル6が存在しない。このことは、中心集光装置と周辺集光装置におけ

る 色 素 の 分 配 制 御 が 行 な わ れ て い る こ と を 示 し て い る 。   植 物 に お い て 、 ク ロ ロ フ イ ル 6は

Lightharvestingcomplex（LHC）と呼ばれる周辺集光装置を構成するタンパク質に結合している。クロロフイルみの

LHCーの 局在は 、クロロフイル6合成酵素で あるCAOに よって行なわれる ことが考えられた ため、LHCを持た

ないシアノバクテリアの1種である丹り曲′DrD出血瓜’′´‘鉚面ぬのCAO（PhCAO）をシロイヌナズナのクロロフィル

6欠損株内で発現させて、この形質転換株の解析を行った。

    この 結果、PhCA0を導入したシロイヌナズナの変異株（勵匸MくW）は非常に高いクロロフィル6合成量を示

し たが 、 クロ ロフ イ ル〆 6結合 タン パ ク質 の量 は 、野 生株と変わらな かった。次に、野 生株と勵CX〇7の

クロロフイルタンパク質複合体を分離、解析したところ、」陽匸X〇Jの光化学系I、n両方のクロロフイルaタンパ

ク質にク ロロフィル6が結合していた 。また、野生株の 中心集光装置のPsaA侶やCP43/47は高いクロロフィル

〆6比を示し、周辺集光装置のLHCHは低いクロロフイルガ6比を示したのに対し、勵匸X〇ノの各クロロフイル結

合タンパ ク質におけるクロロフイルイ6比は、全て低い値を示した。このように、高等植物の集光装置も可塑的

にクロロ フイル6を結合することが明らかになった。そして、これらの結果は集光装置におけるクロロフィル6

の分配には、クロロフアル6合成酵素であるCAOが関与することを示していた。

    以上の研究結果は、中心集光装置の可塑性と、この可塑性が持つ重要性を明らかにした。また、集光装置に

お け る 色 素 の 分 配 機 構 の 存 在 を 示 し 、 こ の メ カ ニ ズ ム の 一 端 を 明 ら か に し た と 考 え ら れ る 。
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シアノバクテリアとシロイヌナズナの形質転換株を用いた，

    色 素 夕 ン パ ク 質 の 可 塑 性 に 関 す る 研 究

  陸上植物を含む光合成生物は、様々な色素を用いて光を捕捉し、光合成を行なっている。

この色素間のエネルギー伝達は、色素のエネルギー準位依存的に行なわれる。クロロフイ

ルは色素タンパク質に取り込まれたとき、．様々なエネルギー準位をとり、色素タンパク質

から光化学反応中心へのエネルギー勾配を作ると考えられている。このため、色素タンパ

ク質中の色素の空間的な配置は正確に決定されている。

  本研究では、シアノバクテリアとシロイヌナズナの色素合成系の形質転換株を用いて、

色素タンパク質中の色素の配置と、その光吸収とエネルギー伝達における性質について、

分光学的、生化学的な解析を行った。

  本研究は、シアノバクテリアのクロロフイルみ合成株を用いた、クロロフイルロ結合タ

ンパク質に関する解析結果を示した前半部と、シロイヌナズナのクロロフイルみ過剰合成

株を用いた解析結果を示した後半部に分かれている。

  前半部では、クロロフイル口とフイコビリンを主要な集光色素として利用しているシア

ノバクテリア尠nechocystis sp. PCC 6803に、シロイヌナズナのクロロフイルみ合成酵素であ

るクロロフィリドロオキシゲナーゼ(CAO)を導入して、クロロフイルみを合成する形質

転換株を作製し、この株の解析を行った。非変性の電気泳動を用いて、この形質転換株で

合成されたクロロフイルみが光化学系I、IIのクロロフイルロタンパク質に結合していたこ

とを明らかにした。さらに、励起スペクトル測定によって、クロロフイルタンパク質に結

合したクロロフイルろが光の捕集とエネルギー伝達に寄与していることを示した。また、

光化学系Iにおいては、クロロフイルタンパク質に結合したクロロフイル6が、光化学系I

全体の分光学的特性や、高次構造に大き詮影響を与えていることを、吸収スペクトル解析

と非変性の電気泳動を用いて明らかにした。

  これらの解析結果から、色素タンパク質が、可塑的に様々な色素を結合し、光の捕集に

利用するポテンシャルを持つことを明らかにした。また、クロロフイルタンパク質中のク
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ロロフイル分子種の違いが、光化学系I全体に大きな影響を与えることを証明した。

  後半部では、シロイヌナズナのクロロフイルみ過剰合成株を用いて、高等植物の色素タ

ンパク質も、シアノバクテリアと同様に可塑的な性質を持つことを明らかにした。

  原核緑藻Prochlorothrix hollandicaのCAOを、シロイヌナズナのクロロフイルろ欠損株に

導入して得られたPh CA01変異株は、非常に高いクロロフイルろ蓄積量を示した。野生株

とPh CA01のクロロフイルタンパク質のクロロフイルロ′み比を調べたところ、野生株では、

色素タンパク質の種類によってクロロフイルロノろ比は大きな差を示したが、Ph CA01のクロ

ロフイノレタンパク質はどれもが低いクロロフイノレロノみ比を示していた。また、この結果は精

製したチラコイド膜、光化学系I-LHCI複合体、LHCIIタンパク質の吸収スペクトル、螢光

スペクトルの測定結果からも支持された。すなわち、高等植物のクロロフイルタンパク質

も、本質的にはシアノバクテリアと同様に可塑性を持つことが明らかになった。これまで、

高等植物のクロロフイルタンパク質の可塑的な性質は、in vitroの実験を代表とした間接的

な方法で証明されてきたが、本研究は、初めて直接的な方法で高等植物のクロロフイルタ

ンパク質の可塑性を明らかにしたことになる。

  高等植物のクロロフイルタンパク質におけるクロロフイルロめ比の変化が、クロロフイル

タンパク質に与えた影響を調べるために、Ph CA01のLHCIIタンパク質を分光学的に詳細

に解析した。Ph CA01のLHCIJ[は、野生株のものに比べてクロロフイルみを多く結合して

船り、吸収スベクトル、カーブアナリシスの結果もこの状態を反映するスペクトルを示し

た。しかし、77Kで測定した螢光スベクトルはPhCA01のLHCIIの螢光スベクトルの730nm

付近に新しい螢光成分が出現したことを示していた。さらに、LHCII全体のクロロフアルが

吸収した光エネルギーの何割かが、この螢光成分の原因のクロロフイル分子に伝達されて

いることが示唆された。Ph CA01では、LHCIIの螢光スベクトルのピークに対して、730nm

の螢光成分が相対的に大きくなったことから、中心集光装置へのエネルギー伝達に何らか

のロスが生じている可能性を示唆していた。

  本研究は、色素タンパク質の理解において、生物種に関係なく、色素タンパク質は色素

を可塑的に結合するポテンシャルを持っことを明らかにした。また、この発見により、色

素タンパク質中の色素の配置が、タンパク質のアフイニティ―によって決められているの

ではなく、何らかの能動的な制御メカニズムによって決定されている可能性が示唆された。

  審査員一同はこれらの成果を高く評価し、申請者が博士（地球環境科学）の学位を授与

される資格を有するものと判定した。
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