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学位論文内容の要旨

  ク口口フィルは、光合成生物にとって、光エネルギーを集め電子エネルギーに変換する

重要な分子である。

  ク口口フィル合成経路の研究はモノピニルクロ口フアルで主に行われ、ク口口フィル合

成酵素や、その酵素をコードしている遺伝子もまたほとんどが決定している。

  しかし、その中で3’8．ジピニルプロトク口口フィライドa8．ビニルレダクターゼ(DVR)

は唯一未知の酵素であり、遺伝子が決定されていない。DVRの研究はキュウりの膜を用い

た酵素的研究は行われてきたが、粗精製夕ンパク質での酵素活性の測定であり、他の膜物

質による影響がある可能性が考えられる。そのため、DVRがク口口フィル合成中間体のど

の段階で機能する酵素であるのかがわからず、現在のモノピニルクロ口フィル合成経路は

仮説であると言える。

  本研究で、私はEMS処理によってモノビニルク口口フィルではなくジピニルク口口フイ

ルを蓄積するA. thaliana変異株の原因遺伝子(At5G18660)を決定した。変異株の原因遺伝

子はイソフラポンレダクテース遺伝子と相同性のある遺伝子であった。また、At5G18660

遺伝子をジピニルク口口フィルを蓄積する変異株に導入したところ、色素の組成はモノピ

ニルク口口フィルに回復した。さらにAt5G18660の大腸菌発現夕ンパク質はジピニルク口

口フィライドaをモノピニルク口口フィライドaに変換するDVR活性を単独で持っていた

ことがわかった。この結果から、モノビニルク口口フィル合成遺伝子のすべてが決定した

ことになる。また、わvitro、血vivoでのDVRの基質特異性の実験から、DVRの基質は

主にク口口フィライドaであることが明らかになった。よって、DVRの基質がこれまで考

えられてきたジピニルプ口トク口口フィライドa、または複数のジピニル型のク口口フィル

中間体ではなく、ジピニルク口口フィライドaであったことを踏まえ、本研究ではモノピ

ニルク口口フィル合成の新たな経路を提案している。さらに、光合成生物で唯一ジピニル

クロ口フィルを光合成色素として利用する員ochlorococcusがDVRホモ口グを持たず、そ

の近緑種であるSynechococcus sp. WH8102がDVRホモログを持っていたという結果から、

ProchlorococcusはェSynechococcusがDVR遺伝子を失うことによって誕生したことを提案

している。
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    クロロフイルは、光合成生物にとって、光エネルギーを集め化学エネルギーに変換

する重要な分子である。

  クロロフイル合成経路の研究は、その中間体を蓄積するクロレラの変異体の解析から

始まった。その後の活発な研究によって、クロロフイル合成酵素や、それらの酵素をコ

ードしている遺伝子は、ほとんどが決定された。しかし、その中で3，8―ジビニル（プロ

ト）クロロフィリドロ8・ビニルレダクターゼ(DVR)が、唯一遺伝子が決定されていない酵

素として残されていた。

  DVRはクロロフイルの8位のビニル基をエチル基に変換する酵素である。DVRの研

究は、キュウりのエチオプラストや葉緑体から精製された膜断片を部分的に精製した、

粗精製タンパク質を用いて行われてきた。これらの研究結果から、DVRが8位にビニ

ル基を持つ複数のクロロフイル合成中間体を基質にしている可能性や、基質の異なる複

数の酵素の存在が指摘されている。

  しかし、この粗精製タンパク質には、他の酵素や酵素活性に影響する物質の混入が考

えられ、酵素活性が正確に測定できない可能性がある。，そのため、DVRがクロロフイ

ル合成経路のどの段階で機能する酵素か、さらにはDVRだけがクロロフイルの8位の

ビニル基の還元に関わる酵素かは不明であり、未だクロロフイル合成経路も確定してい

ない。

  本研究では、EMS処理変異株によってジビニルクロロフイルを蓄積するAthaliana

変 異 株 (dvr変 異 株 ） を 単 離 し 、 DVRを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 決 定 し た 。

  dvr変異株のポジショナルクローニングの結果から、dvr変異株の原因遺伝子は第5

染色体上にあるAt5G18660遺伝子であることを決定した。At5G18660遺伝子はイソフ

ラボンレダクターゼ遺伝子と相同性があった。また、A thaliana野生株のAt5G18660遺

伝子をジビニルクロロフィルを蓄積するdvr変異株に導入したところ、dvr変異株の色
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素がモノビニルクロロフィルに回復した。さらにAt5G18660の大腸菌発現タンパク質

はジビニルクロロフィリドロをモノビニルクロロフアリド口に変換するDVR活性を持

っことがわかった。この結果から、At5G18660遺伝子はDVRをコードすることが明ら

かになり、クロロフイル口合成遺伝子のすべてが決定された。

  さらに、DVRの基質を調べるため、ジビニルプロトクロロフィリドロ、ジビニルクロ

ロフィリドロ、み、ジビニルクロロフイルロ、みを用いてDVR活性の測定を行った。そ

の結果、DVRの基質はジビニルクロロフアリド口であり、これまでDVRの基質として

考えられていたジビニルプロトクロロフィリド口に対する活性は検出限界以下である

ことがわかった。さらに、ジビニノレプロトクロロフィリドロとジビニノレクロロフィリド

ロを基質としたときの、加vivoでのDVR活性を調べた。暗所で生育したAtha弧ロの

野生株はジビニルプロトクロロフィリドロとモノビニルプロトクロロフィリドロを蓄積

した。短時間の光照射によって、ジビニルプロトクロロフィリドロとモノビニルプロト

クロロフアリドロは共にモノビニルクロロフアリドロに変化した。このとき、ジビニル

クロロフィリドの蓄積が見られなかったことは、ジビニルプロトクロロフアリドがジビ

ニルクロロフィリドに変換された後、DVRによって、すばやくモノビニルクロロフイ

リドに還元されたことを示している。また、再び暗所に戻した植物がモノビニルプロト

クロロフィリドロを蓄積するまでには、長い時間がかかった。これらの結果から、DVR

の主な基質はジビニルクロロフィリドロであり、ジビニルプロトクロロフィリドロに対

するDVRの活性は非常に低いことを明らかにした。

  これらの研究により、クロロフイルの8位のビニル基を還元する酵素はDVRただー

っであり、DVRの基質はジビニルプロ．トクロロフィリドロやその他複数のジビニル型

のクロロフイル中間体ではなく、ジビニルクロロフィリドロであることが明らかになっ

た。そしてこれらの結果から、クロロフィル合成の新たな経路を提案した。さらに、光

合成生物で唯一ジビニルクロロフィルを光合成色素として利用する´kcカめmcDcc恥が

DVRホモログを持たず、その近縁種であるェ5伽Pcカ0cDの瓣sp．WH8102がDVRホモログ

を持っていることを見出し、n・。cカめmcD卵恥は蓮閉ピcカDcDcc恥がDVR遺伝子を失うこ

とによって誕生したことを提案した。

  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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