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要旨 

クロロフィル（Chl）は、光合成において中心的な役割を果たしており、その代謝は

植物の発育と密接な関係を持っている。発芽後は、植物の成長とともに Chlは活発に合

成される。合成された Chlは、タンパク質に取り込まれ、光合成装置が形成される。生

育ステージが進み葉の老化の段階を迎えると、葉緑体の中の窒素を回収し、成長組織に

転流するため、Chlは活発に分解される。Chlの合成と分解は厳密に制御されなくては

ならない。制御に失敗した場合、遊離の Chl や Chl 合成と分解中間体が蓄積し、細胞

死や葉の枯死が引き起こされるためである。 

 Chl 代謝に関する研究は、多くの研究者によって活発に行われて、現在までに

Mg-dechelatase を除くすべての Chl 代謝酵素が同定され、Chl 代謝経路の全容は、一

部を除いて明らかになっている。しかしながら、Chl b分解経路については不明な点が

残されており、Chl b分解経路は未確定である。また、光合成装置である Chl-タンパク

質複合体の構築と分解過程については、理解が進んでいない。特に、Chl代謝と共役し

た Chl-タンパク質複合体の構築と分解に関しては、ほとんど研究が行われていないの

が現状である。そこで次の Chl 代謝研究として、Chl 代謝と協調した Chl-タンパク質

複合体の構築と分解過程が位置づけられると考えた。そのためには、まず Chl代謝経路

の全容を明らかにする必要がある。また、Chl-タンパク質複合体の構築や分解過程の全

容を明らかにする必要がある。以上のような観点より、私は、Chl b分解経路を確定す

るのと同時に、特に Chl-タンパク質複合体のひとつである光化学系 II の構築に焦点を

絞り、Chl が光化学系に組み込まれてから、光合成色素として機能するまでの過程を、

明らかにすべく以下の研究を行った。 

第 1章では、Chl分解に関する研究を行った。Chl a分解に関する研究は、多くの研

究グループによって活発に行われ、現在までにMg-dechelataseを除くすべての Chl分

解酵素が同定され、Chl aの分解経路が確定された。一方、Chl bの分解経路について

は、未解決な点が残されている。Chl bは、Chl b還元酵素（CBR）により、7位のフ

ォルミル基がヒドロキシメチル基に還元され、7-hydroxymethyl chlorophyll a 

（HMChl a）に変換される。さらにHMChl a還元酵素(HCAR)により、ヒドロキシメ

チル基がメチル基に還元され、最終的に Chl aに変換されて分解が進むと考えられてい

る。しかしながら、CBR は、Chl b だけでなく葉緑体で存在しうる、中央金属の Mg

を失った pheophytin（Phein） bやさらにフィチル基を失った pheophorbide（Pheide） 
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b などの Chl b 派生物のフォルミル基を還元し、幅広い基質の特異性を示すことから、

複数の Chl b分解経路が提案された。しかし、実際どの経路で Chl bが分解されるのか

に関しては、実験的な証拠はなかった。 

本研究では①Chl b分解経路を確定すること、および②植物がその経路を採用した理

由を解明することを目的として、以下の実験を行った。 

① Chl b分解経路の確定 

Chl b 分解経路を決定するための鍵は、HCAR の基質特異性にある。そこで、まず

HCAR の組み換えタンパク質を用いて、基質特異性を調べた。その結果、HCAR は、

HMChl aを基質にするが、中心金属の失ったHMPhein aとHMPheide aを基質にす

ることができなかった。CBRと HCARタンパク質の共存下で、Chl bを基質にした場

合は、Chl aへ転換された。このとき、HMChl aの蓄積がほとんどみられなかった。

さらに、Chl bが結合しているアンテナタンパク質である Light-harvesting complex II

（LHCII）を基質にした場合は、HMChl aの蓄積がほとんどなく、LHCIIの Chl bは

全て Chl aへ転換された。これらの結果から、フォルミル基のメチル基への転換におい

て、Chl b→HMChl a→Chl aが唯一の経路であることが示された。 

② 植物はなぜこの分解経路を採用したか 

この点を解明するため、Chl bが通常の経路では分解されない形質転換体を利用した。

シアノバクテリア Prochlorothrix hollandicaの Chl b合成酵素 PhCAOを導入したシ

ロイヌナズナは、通常は Chl b が結合しない光化学系 I や光化学系 II のコアアンテナ

にも、Chl bが取り込まれる。in vitroの分解実験で、コアアンテナに取り込まれた Chl 

b は、CBR によって効率よく触媒されないことが分かった。そのため、形質転換植物

に蓄積した Chl bの相当量が通常の分解経路では分解されないことが考えられた。Chl 

bがコアアンテナに取り込まれた形質転換植物を暗所に置きChlの分解を誘導したとこ

ろ、Chl b が正常な分解経路を取らず、CBR の代わりに Mg-dechelatase が先に働き、

HMPheide aや Pheide bを蓄積した。その結果、蓄積した HMPheide aや Pheide b

が細胞死を誘導した。 

これらの結果から、(1) Chl bの分解経路は、LHCII-Chl b→HMChl a→Chl aの順に

還元され、そのあとにMgの離脱が起こること、(2) それ以外の経路で分解されると細

胞死が誘導されることが明らかになった。 

第 2 章では、Chl-タンパク質複合体の構築機構、特に光化学系 II の構築に関する研
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究を行った。Chl-タンパク質複合体には、光化学系 Iと光化学系 II、そして周辺アンテ

ナである Light-harvesting complexes（LHCs）の 2種類がある。アンテナに結合した

Chlにより光エネルギーが捕集され、反応中心の Chl aが電荷分離し、電子伝達系が駆

動される。結晶構造解析の結果、光化学系 I、光化学系 II そして LHCs の立体構造が

明らかになっている。このように、生理的そして構造的に Chl-タンパク質複合体の理

解が進んでいるが、Chl-タンパク質複合体の構築機構については、研究は遅れている。

特に、Chlが光化学系へ組み込まれる過程については、全く明らかになっていない。Chl

合成が Chl-タンパク質複合体のアポタンパク質の合成と協調して、いかにして Chl-タ

ンパク質複合体が構築されていくのかについては、不明である。高等植物の場合、光化

学系 I や光化学系 II のような Chl-タンパク質複合体欠損体はアルビノ、あるいは致死

を示すため、研究が遅れていると考えられる。本研究では、Chl-タンパク質複合体の中

から光化学系 II に焦点を絞り、Chl が光化学系に組み込まれてから、光合成色素とし

て機能するまでの過程の解明することを最終目的とした。光化学系 II への Chl の取り

組みの制御因子や光化学系 II 構築に関与する因子を同定することで、Chl 代謝と協調

した光化学系 II構築の全容を明らかにしようとした。 

そこで、独立栄養性を示す緑藻クラミドモナスを用いた光化学系 II 異常変異体のス

クリーニングを行った。glass bead法を用いて、タグを挿入したクラミドモナス変異体

プールを作製した。Chl 蛍光を指標として、約 7 万の変異体プールから光化学系 II 異

常変異体を多数単離した。次に、TAIL-PCR によって網羅的に光化学系 II 異常変異体

のタグの挿入位置を決定した。最終的に、相補テストを行うことで、3つの光化学系 II

異常変異体について新規の原因遺伝子を同定することができた。 

本研究では、陸上植物の Chl b分解経路を確定することができた。その結果として、

陸上植物における Chl 代謝の全容が明らかになった。また、緑藻から光化学 II 異常変

異体を多数単離し、その中から 3 つの光化学系 II 構築に関与する新規因子を同定する

ことができた。今後の新規因子の解析を通じて、Chl 代謝と協調した光化学系 II 構築

の全容が明らかにされることが期待される。 
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第 1章 

1. 序論 

クロロフィル（Chl）は、光合成において中心的な役割を果たしており（Nelson and 

Yocum, 2006）、その代謝は植物の発育と密接な関係を持っている。発芽後は、植物の

成長とともに Chlは活発に合成される（Tanaka and Tsuji, 1985）。合成された Chlは、

タンパク質に取り込まれ、光合成装置が形成される（Shimada et al., 1990）。生育ステ

ージが進み、葉の老化の段階を迎えると、葉緑体の中の窒素を回収し、成長組織に転流

するため、Chlは活発に分解される（Makino et al., 2003）。Chlと Chl代謝中間体は、

光毒性をもつため、Chlの合成と分解は厳密に制御されなくてはならない。制御に失敗

した場合、遊離の Chl や Chl 合成と分解中間体が蓄積し、細胞死や葉の枯死が引き起

こされるためである（op den Camp et al., 2003）。 

 

1.1 Chlと光合成 

Chlは 4個のピロール環を基本構造とするテトラピロール分子である。一部の細菌を

除いて、基本的に環の中心にはMgイオンが配位し、そのうち 1つのクロリン環にはフ

ィトールがエステル結合している。フィチル基により、Chlに疎水性が付与される。植

物には、C7位にメチル基を持つ Chl aと C7位にフォルミル基を持つ Chl bという 2

種類のChlが存在する。Chl b は長波長の領域においてはChl aよりも吸収波長が短く、

短波長の領域においてはChl aよりも吸収波長が長い。2種類のChlを利用することで、

植物はより広範囲の光を吸収することができる。 

Chlは、チラコイド膜上で Chl-タンパク質複合体を形成して存在している（Markwell 

et al., 1979）。Chl-タンパク質複合体には、コアアンテナである光化学系 I の CP1、光

化学系 II の CP43 と CP47、そして周辺アンテナである Light-harvesting complexes

（LHCs）の 2種類が存在する（Barber et al., 2000）。Chl aは光化学系 Iの CP1 、

光化学系 II の D1、D2、CP43 と CP47、及び LHCs に結合しており、一方 Chl b は

LHCにのみ結合している。LHCsは、光化学系 Iと光化学系 IIに結合し、周辺アンテ

ナとして機能する（Jansson et al., 1997）。高等植物の場合、LHCIIには Chl aと Chl 

bが 1:1の割合で結合している（Liu et al., 2004）。 

LHCIIに結合した Chlが光エネルギーを吸収して、光化学系 IIの反応中心の Chl a

に伝達し、電荷分離が引き起こされる。電子が光化学系 II、光化学系 Iを移動し、NADP+
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に電子が流れ、NADPHが産生される。また、プロトンがチラコイドのルーメン側に取

り込まれ、ルーメンとストロマの間にできるプロトン濃度勾配を駆動力として、ATP

合成酵素により ATP が合成される。このようにしてじ生じた NADPH と ATP をエネ

ルギー源として、次いでストロマで行なわれるカルビンベンソン回路が機能する。 

 

1.2 老化と Chl分解 

葉の老化は、発達において最終段階であり、Chlが活発に分解される結果、カロテノ

イドが表在化することで、葉は緑色から黄色に変化する（Hortensteiner, 2006）。また、

葉の老化時には、細胞内のタンパク質をはじめとして、DNA や膜脂質が活発に分解さ

れる（Hortensiteiner and Feller, 2003）。葉の老化は、組織間の再転流を行う栄養素の

再分配システムを担っている（Makino et al., 2003）。葉では、葉緑体は全タンパク質

の 75%を占める（Peoples and Dalling., 1988）。CO2固定に関与する Rubiscoが 27%

を、次に Chl-タンパク質複合体のアポタンパク質が主要な割合を占める。特に、LHCII

は、全 Chl-タンパク質複合体の約 70%の割合を占める（Hortensiteiner and Feller, 

2003）。老化の際には、Chl分解は厳密に制御されなければならない。Chlと Chl分解

中間体は、光毒性をもち、活性酸素を産出する性質を持っている。また、Chl分解中間

体が蓄積すると、細胞死や葉の枯死を引き起こす（Gray et al., 2002; Pruzinska et al., 

2007; Hirashima et al., 2009; Meguro et al, 2011）。Chl分解の制御に失敗した場合、

細胞死や葉の枯死が引き起こされ、窒素源の転流を失敗してしまう。窒素源の転流を保

証するためには、Chlは厳密な制御され、分解されていく必要がある。 

 

1.3 クロロフィル分解経路 

Chl分解の研究は、多くの研究者によって活発に行われて、Chl aからMgイオンを

脱離させる酵素Mg-dechelatase（MDC）を除いて、Chl分解経路の主要な酵素はすべ

て同定された（Hortensteiner, 2006; Hortensteiner and Krautler, 2011）。また、Chl

分解経路は、一部の点を除いて、全体像が確立されている。2009 年に、Chl a 分解経

路が確立された（Schelbert te al., 2009）。Chl a分解の最初のステップは、MDCによ

る Chl aから中心金属のMgイオンの脱離である。Chl aからMgイオンが脱離され、

pheophytin（Phein） aが生成される。Phein aは、pheophytinase（PPH）によりフ

ィトール基が加水分解されて、pheophorbide（Pheide） aに変換される（Schelbert te 
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al., 2009）。Pheide aは、pheophorbide a oxygenase（PAO）により酸化的に開環され

（Pruzinska et al., 2003）、さらに red chlorophyll catabolite reductase（RCCR）に

より還元され、primary fluorescent chlorophyll catabolite（pFCC）に変換される

（Wuthrich et al., 2000）。その後、pFCCは、葉緑体外に排出されて、異なる 2つの

分解経路を経て、最終的に液胞に蓄積する。一つ目は、小胞体上で CYP89A9 により

C5 位が脱フォルミル基され、液胞へ輸送される。液胞内の酸性 pH により異性化され

た結果、最終分解産物である nonfluorescent dioxobilin-type chlorophyll catabolites

（NDCCs）が生成される（Chirst et al., 2013）。もう 1つ目は、細胞質内でMES16

により C13 位が脱メチル化され、液胞内へ輸送される。液胞内の酸性 pH により異性

化された結果、最終分解産物である nonfluorescent chlorophyll catabolites（NCCs）

に変換される（Chirst et al., 2012）。このような Chl分解過程で、蛍光 Chlから非蛍光

Chlという安全な分子に変換される（Hortensteiner, 2006）。 

一方、Chl bの分解経路については、未確定である。Chl bは、Chl b還元酵素（CBR）

により、NADPHを還元剤として 7位のフォルミル基がヒドロキシメチル基に還元され、

7-hydroxymethylchlorophyll a (HMChl a)に変換される（Ito et al., 1996）。イネとシ

ロイヌナズナでは、2つの CBRのアイソザイムである、Non-Yellow Coloring 1（NYC1）

と NYC1 like（NOL）が存在している（Kusaba et al., 2007; Horie et al., 2009; Sato et 

al., 2009）。HMChl a還元酵素(HCAR)により、ferredoxinを還元剤としてヒドロキシ

メチル基がメチル基に還元され、最終的に Chl aに変換されて（Meguro et al., 2011）、

Chl a分解経路に合流して分解される。しかしながら、Chl 分解酵素の基質から Chl b

分解経路は複数存在するのではないかと提案する論文が、複数報告されている。中心金

属とフィチル基を失った Pheide bは、hydoroxymethyl Pheide aに還元されたと報告

していることから（Scheumann et al., 1996）、中心のMgが脱離されてもヒドロキシ

メチル基の還元は起きるのでないかと考えられる。また、NOL組み換えタンパク質は、

Chl bだけでなく葉緑体で存在しうる、中央金属のMgを失った pheophytin b (Phein b)

やさらにフィチル基を失った pheophorbide b (Pheide b)などの Chl b派生物のフォル

ミル基を還元し、幅広い基質の特異性を示した（Horie et al., 2009）。しかし、実際ど

の経路で Chl bが分解されるのかに関しては、未だに不明である。 

 チラコイド膜上のすべての Chl は、Chl-タンパク質複合体と結合している

（Markwell et al., 1979）。LHCIIに結合した Chl bは、LHCIIアポタンパク質が分解
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することなく、NOLにより HMChl aに変換されることから、NOLは LHCsと相互作

用し、LHCs 分解の最初のステップに関与していると考えられている（Horie et al., 

2009）。この考えは、老化時に nol/nyc1変異体では LHCIIが分解されないことからも、

支持される（Horie et al., 2009）。仮に LHCIIのアポタンパク質分解が先行し、CBR

により遊離した Chl bが触媒されるならば、nol/nyc1 変異体では、LHCII タンパク質

が残存しないはずである。しかしながら、Chl bが LHCIIに存在した場合に、Chl bが

適切に分解されるかどうかについては不明である。 

 

本研究では①Chl b分解経路を確定すること、および②植物がその経路を採用した理

由を解明することを目的として、以下の実験を行った。Chl b分解経路を確定するため

に、最初に HCAR の基質特異性を調べた。NOL とは対照的に、HCAR は、

7-hydoroxymethyl Phein a（HMPhein a）と 7-hydoroxymethyl Pheide a（HMPheide 

a）ではなく、HMChl aのみを還元したことから、Chl分解の最初のステップは、Chl b

から Mg の脱離ではなく、CBR による HMChl a の変換であることが示唆された。し

かしながら、in vitroの実験で、NOLはコアアンテナ複合体である CP1に組み込まれ

た Chl bを、すべて触媒できなかった。また、CP1に Chl bが存在した場合、Pheide b

と HMPheide a が暗処理時に蓄積し、さらに葉に細胞死が引き起こされた。この結果

から、LHCsとは別の Chl-タンパク質複合体に Chl bが存在する場合は、Chl bは適切

に分解されないと示唆された。これらの結果を踏まえて、Chl b分解の重要性とメカニ

ズムについて考察する。 
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2. 材料と方法 

2.1 植物材料 

野生型(WT)として、シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana)品種 Columbiaを供試し

た。原核緑藻である Prochlorothrix hollandicaの Chl b合成遺伝子を過剰発現させた

形質転換体（PhCAO）（Hirashima et al., 2006）を供試した。 

 

2.2 育成方法 

2.2.1 土壌栽培  

WTとPhCAOの種子を三共園芸培土(北海三共)と太平洋バーミライト(太平洋石炭販

売輸送)を混合したものに播種した後、4 ℃暗黒下で 2日間静置して休眠打破処理とし、

その後、23 ℃、70 µmolm-2 s-1の白色連続光条件下で育成した。 

 

2.2.2 老化誘導 

植物を 23 ℃の暗所に置くことで、植物に老化を誘導した。暗処理は、播種後 4-5週

間程度の植物をダンボール製の暗箱(ASKRU)に 5 日間入れ、遮光することで行った。

ダンボール箱内の湿度の過剰な上昇を防ぐため、植物育成用の容器中の余分な水分を捨

ててから、暗処理を行った。 

 

2.3 NOLとHCARの組み換えタンパク質の発現と精製 

2.3.1 NOLと HCARの組み換えタンパク質の発現 

CBRのアイソザイムとして、NOLを酵素反応に用いた。NOL（Horie et al., 2009）

と HCAR（Meguro et al., 2011）の組み換えタンパク質発現用プラスミドを、タンパク

質発現用コンピテントセル BL21にそれぞれに形質転換した。kanamycin（50 µg/ml）

を含んだ 2 mlのLuria-Bertani培地での前培養をオーバーナイトで行った。これらを、

kanamycin（50 µg/ml）を含んだ 250‐1000 mlの Luria-Bertani培地にそれぞれ植え

継いで 37 ℃で振盪培養した。NOL の発現では、600 nm の吸光度が 0.5‐0.7 前後の

段階で、あるいはHCARの発現では 600 nmの吸光度が 1.3前後の段階で、isopropyl-

β-D-thiogalactopyranosideを終濃度 0.2 mMになるように加えて、さらに 3時間振盪

培養した。HCARの発現では、ammonium ferric citrateを終濃度 100 µMになるよう

に加えた。その後、4 ℃、4800 g、5分間遠心し、上清を捨て、ペレットを-30 ℃で保
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存した。 

 

2.3.2 NOLと HCARの組み換えタンパク質の精製 

2.3.2.1 大腸菌の破砕 

2.2.1で得られたペレットに、Binging buffer（5 mM imidazole、500 mM NaCl、

20mM Tris-HCl, pH 7.9）10 mlを加え、ボルテックスにかけて溶解した後、ソニケー

ター(BRANSON SONIFIER)で output 4  70％ 1 分の超音波破砕を 3 回、氷上で行

った。その後 4 ℃、21600 g、15分間遠心し、上清を 0.2 µmフィルター（東洋濾紙）

で濾過し、濾液をサンプルとした。 

 

2.3.2.2 ニッケルカラムによる精製 

NOLとHCARの組換えタンパク質を、His binding kit（Novagen）によって精製し

た。精製は kit の手順に従ってサンプルを resin に吸着させた。その後、resin の 2 倍

量の Binging bufferを通し、そして、2倍量のWash buffer（60 mM imidazole、500 mM 

NaCl、20mM Tris-HCl, pH 7.9）で余分なタンパク質を溶出させ、Elution buffer（500 

mM imidazole、250 mM NaCl、10 mM Tris-HCl, pH 7.9）で目的のタンパク質を溶

出した。 

 

2.3.2.3 NOL精製タンパク質の脱塩と濃縮 

Green gel blot分析では、上記の溶出バッファーに含まれる imidazoleを取り除くた

め、精製した NOLタンパク質を、Mini Trap G-25 (GEヘルスケア) を用いて脱塩

した。このとき、Reaction buffer（50 mM Tris-HCl, pH 8.0、100 mM NaCl）に置換

した。手順はMini Trap G-25の推奨手順に従った。 

 脱塩した精製した NOLタンパク質を VIVASPIN 500（sartorius stedim biotech）で

濃縮し、Green gel blot分析のための反応に用いた。 

 

2.3.2.4 NOLとHCARの精製タンパク質量の定量 

タンパク質の濃度測定を、Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad)を用い、595 nmの吸光

度を測定することで行った。検量線には 0.1 %BSA溶液を用いた。 
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2.4 Chl誘導体の調整 

2.4.1 HMChl aの調整 

Chl bの 7位のフォルミル基をNaBH4によりヒドロキシメチル基に還元することで、

HMChl aを調整した。Chl bをmethanolに溶かし、21600 gで 5分間遠心した。上清

を回収し、methanolに溶かした 100 mM NaBH4を加え、室温で数分反応させた。こ

のChl水溶液に、等量のhexaneと 4倍量の飽和食塩水を加えてボルテックスし、4 ℃、

21600 g、5分間で遠心した。上清を回収して窒素ガスで乾燥させ、HMChl aとして使

用した。 

 

2.4.2 Chlide bとHMChlide aの調整 

Chlide bとHMChlide aは、chlorophyllaseにより Chl bとHMChl aのフィチル基

を加水分解することにより調整した。大腸菌で発現させた chlorophyllaseタンパク質、

20 mM phospate-Na, pH 7.0、33 mM octylglucoside、Chl bあるいは HMChl a、20 % 

acetone (v/v)になるようにそれぞれ加え、室温で1時間反応させた。0.5 mlの反応液に、

acetoneを 0.5 ml、hexaneを 1.0 ml、3 M Tris-HCl (pH9.0) を 50µlを加え、激しく

撹拌した。室温、4800 g、10分間遠心し、水層を回収した。飽和食塩水 4 mlと diethyl 

ether 1 mlを加え、4 ℃、4800 g、10分間遠心し、上層を回収した。窒素ガスで乾燥

させ、Chlide bと HMChlide aとして使用した(Tsuchiya et al., 1997)。 

 

2.4.3 Phein bと Pheide bの調整 

Phein bと Pheide bは、Chl bと Chilide bを酸処理することで、中心金属のMgを

脱離させることにより調整した。Chl bと Chlide bを Reaction buffer（80 %（v/v） 

acetone、25 mM HCl）2 mlに溶解した。色素が変色した後、飽和食塩水 5 ml、diethyl 

ether 1 ml加え 4 ℃、4800 g、10分間遠心し、上層を回収した。窒素ガスで乾燥させ、

Phein bと Pheide bとして使用した。 

 

2.4.4 HMPhien aと HMPhide aの調整 

HMPhien aと HMPheide aは、上記の Phein bと Phide bの調整と同様にして、

HMChl aと HMChilide aを酸処理することで、中心金属のMgを脱離させることによ

り調整した。HMChl aと HMChlide aを Reaction buffer（80 %（v/v） acetone、25 
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mM HCl）2 mlに溶解した。色素が変色した後、飽和食塩水 5ml、diethyl ether 1ml

加え 4 ℃、4800 g、10分間遠心し、上層を回収した。窒素ガスで乾燥させ、HMPhein 

aとHMPheide aとして使用した。 

 

2.5 LHCIIと PSI粒子の単離と精製 

WTと PhCAOからショ糖密度勾配遠心により LHCIIと PSI粒子をそれぞれ精製し

た。ロゼッタ葉を刈り取りブレンダーに入れ、Isolation buffer（50 mM Tricine-NaOH, 

pH8.0、5 mM EDTA、0.35 M sucrose）を加えて破砕し、ミラクロスで濾過した。上

清を遠心チューブに入れ 4 ℃、9900 g、10分間遠心した。上清を捨て、ペレットに 5 mM 

EDTAを加え洗浄し、4 ℃、9900 g、10分間遠心した。ペレットを Chlの最終濃度が

0.8 mg /mlになるように超純水で調整した。Triton X-100を最終濃度 0.8 %になるよう

に加え、氷上で 2分 30秒間撹拌し、4 ℃、35000 g、15分間遠心した。上清を 0.1-0.7 

M sucrose gradient(0.08 % Triton X-100)の上にのせ、超遠心機(HITACHI CP70G)で

4 ℃、100000 g、14時間遠心した。PSIを、赤い蛍光を出さない緑色のペレットとし

て得た。PSIに Solubilized buffer（50 mM Tris-HCl, pH 8.0、100 mM NaCl、0.8 % 

Triton-X100）を加え、氷上で 10 分間静置した。その後、4 ℃、21600 g、10 分間遠

心し、上清を PSI粒子として使用した。UVをあて赤い蛍光を出すバンドを注射器で回

収し、KClとMgCl2をそれぞれ最終濃度が 100 mM と 10 mM になるように加え、静

かに撹拌し、0.5 M sucrose cushion にのせ、 4 ℃、2500 g、10分間遠心した。ペレ

ットを蒸留水で懸濁し、LHCIIとして使用した。 

 

2.6 色素分析 

2.6.1 色素の抽出 

ロゼッタ葉を切り取り、生重量を測定した。2 mLエッペンドルフチューブに入れ、

タングステンビーズ(バイオメディカルサイエンス)と生重量の 20 倍量の 100 % 

acetoneを加えてシェイクマスター(バイオメディカルサイエンス)で 1分間×2回の破砕

を行った。その後ピンセットでタングステンビーズを取り出し、4 ℃、21600 g、15分

間の遠心を行い、上清をサンプルとした。 

 

2.6.2 色素の分析 
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Zapata ら(Zapata et al. 2000)の方法を参考にし、抽出した色素の分析を行った。 

HPLCは LC-10AT chromatograph system (島津)を用い、カラムは Symmetry™ C8 

Columns (Waters)を用いた。溶媒組成と条件は表 Iに示した。 

 

2.7 酵素活性の測定 

2.7.1 HMChl aと HMChl a誘導体を用いたHCARの活性測定 

反応液（50 mM Tris-HCl, pH8.0、100 mM NaCl）100 µlに対して、50 mM NADPH

を 3 µl、spinach ferredoxin NADPH reductase（FNR）（0.1 mg/ml)を 2 µl、spinach 

ferredoxin （Fd）（2.2 mg/ml）を 2 µl、10 % Triton X-100を 1 µlを加えた。HCAR

タンパク質濃度は 3.27 µMになるように反応液に加えた。また、色素を 0.375 mMに

なるように acetoneに溶解し、反応液に 2 µl加えた。37 ℃で反応させた。反応を停止

させるために、4倍量の acetoneを加えて、ボルテックスし、4 ℃、21600 g、15分間

遠心した。上清を HPLCで解析した。溶媒組成と条件は 2.2.6に準ずる。 

 

2.7.2 Chl bと Chl b誘導体を用いた NOLとHCARの組み合わせによる活性測定 

 反応液（50 mM Tris-HCl, pH8.0、100 mM NaCl）100 µlに対して、50 mM NADPH

を 3 µl、spinach FNR（0.1 mg/ml)を 2 µl、spinach Fd（2.2 mg/ml）を 2 µl、10 % Triton 

X-100を 1 µlを加えた。NOLと HCARタンパク質と濃度は 3.27 µMになるように反

応液に加えた。また、色素を 0.375 mMになるように Acetoneに溶解し、反応液に 2 µl

加えた。37 ℃で反応させた。反応の停止と色素の解析は、上記の 2.7.1に準ずる。 

 

2.7.3 LHCIIを基質としたときの NOLとHCARの組み合わせによる活性測定 

 反応液（50 mM Tris-HCl, pH8.0、100 mM NaCl）100 µlに対して、50 mM NADPH

を 3 µl、spinach FNR（0.1 mg/ml)を 2 µl、spinach Fd（2.2 mg/ml）を 2 µl、10 % Triton 

X-100を 1 µlを加えた。NOLと HCARタンパク質と濃度は 3.27 µMになるように反

応液に加えた。また、LHCIIの Chl濃度が 0.03 mg/mlになるように反応液に加えた。

37 ℃で反応させた。反応の停止と色素の解析は、上記の 2.7.1に準ずる。 

 

2.7.4 PSIと LHCIIを基質としたときの NOLの活性測定 

 反応液（50 mM Tris-HCl, pH8.0、100 mM NaCl）150 µlに対して、50 mM NADPH
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を 4.5 µl、10 % Triton X-100を 1.5 µlを加えた。NOLのタンパク質と濃度は 15.3 µM

になるように反応液に加えた。また、PSIと LHCIIの Chl b濃度が 5.0 µg/mlになる

ようにそれぞれ反応液に加えた。25 ℃で反応させた。反応の停止と色素の解析は、上

記の 2.7.1に準ずる。 

 また、Green-native Gel分析では、 反応液（50 mM Tris-HCl, pH8.0、100 mM NaCl）

50 µlに対して、50 mM NADPHを 1.5 µl、10 % Triton X-100を 1.5 µlを加えた。NOL

のタンパク質と濃度は 90 µM になるように反応液に加えた。また、PSI と LHCII の

Chl b濃度が 0.08 mg/mlになるようにそれぞれ反応液に加えた。25 ℃で 3時間反応さ

せた。 

 

2.8 Green-native Gel分析 

7.95 %アクリルアミドのディスクゲルを用いた Green-native Gel で LHCII と PSI

を分離した。LHCIIまたは PSIを含む反応液に、Solubilized buffer（0.6 M Tris-HCl, 

pH8.8, 20 % v/v glycerol）を 1:1で混合し、4 ℃、18800 g、1分間遠心した。緑色の

上清をサンプルとし、暗所で 4 ℃、7 mA、75分間電気泳動を行った。 

泳動後に色素解析のサンプルは分離したバンドを切り出し、Extraction buffer（41 

mM Tris-Borate, pH 8.64）を加え破砕し、4 ℃、21600 g、10分間遠心し、上清を回

収した。上清に 100 % acetoneを最終濃度 80 %になうように加えた。色素の解析は、

上記の 2.7.1に準ずる。 

 

2.9 イオン漏出量 

暗処理前と暗処理後の植物を、イオン漏出量の測定に用いた。2 ml の超純水の入っ

た 2 mlチューブに、ロゼッタ葉を浸した。サンプルを 4 ℃で 2時間ロータリーシェー

カーにより撹拌した。TWIN compact conductivity meter（HORIBA）を用いて溶液の

電気伝導度 Aを測定した。サンプルを 100 ℃、15分間加熱し、4 ℃で 2時間ロータリ

ーシェーカーにより撹拌した。再度、同様に溶液の電気伝導度 B を測定した。葉のイ

オン漏出量を、電気伝導度 A/B×100として算出した。 

 

2.10 葉緑体の分画 

2.10.1 葉緑体の単離と分画 
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WT からショ糖密度勾配遠心により葉緑体からストロマ、チラコイド膜、エンベロー

プ膜を分画した。8-10 週齢の WT からロゼッタ葉を刈り取りブレンダーに入れ、

Isolation buffer（20 mM Tricine-NaOH, pH8.0、10 mM EDTA、0.1 %（w/v）BSA、

1 mM NaHCO3、0.45 M sorbitol）を加えて破砕し、ミラクロスで濾過した。上清を遠

心チューブに入れ 4 ℃、2000 g、5分間遠心した。遠心したペレットを回収し、Wash 

buffer（ 20 mM MOPS-NaOH, pH 7.6、0.33 M sorbitol、5 mM MgCl2 、2.5 mM EDTA）

で懸濁した。懸濁後、40 % Percoll（40 %（v/v）Percoll、20 mM MOPS-NaOH, pH 7.6、

0.33 M sorbitol、5 mM MgCl2 、2.5 mM EDTA）、80 % Percoll（80 %（v/v）、20 mM 

MOPS-NaOH, pH 7.6、0.33 M sorbitol、5 mM MgCl2 、2.5 mM EDTA）を重ねた層

の上に懸濁液を乗せて、4 ℃、2500 g、10分間遠心した。遠心後、40% Percollと 80% 

Percollの間の層に移動した無傷葉緑体を回収した。単離した無傷葉緑体に wash buffer

を加えて懸濁後、4 ℃、2500 g、10分間遠心した。上清を捨て、再度 wash bufferを

加え、4 ℃、2500 g、10 分間遠心した。ペレットを Swelling buffer（10 mM 

MOPS-NaOH, pH 7.6、4 mM MgCl2 ）で懸濁し、氷上で 10分間静置した。Swelling 

buffer-0.3 M sucrose、Swelling buffer-0.6 M sucrose、Swelling buffer-0.93 M sucrose

を重ねた層の上に懸濁液を乗せて、4 ℃、70000 g、1時間超遠心した。遠心後、Swelling 

buffer-0.3 M sucrose の上層に移動したストロマ画分を回収した。同様に、Swelling 

buffer-0.6 Mスクロースと Swelling buffer-0.93 M sucroseの間の層に移動したエンベ

ロープ膜分画を回収した。ペレットとしてチラコイド膜画分を回収した。単離したチラ

コイド膜、エンベロープ膜に Swelling bufferを加えて懸濁し、4 ℃、70000 g、1時間

超遠心をしてペレットをチラコイド膜、エンベロープ膜として回収した。 

 

2.10.2 葉緑体分画のタンパク質の定量 

タンパク質の濃度測定を、Bio-Rad DC-Protein assay kit (Bio-Rad)を用い、750 nm

の吸光度を測定することで行った。検量線には0.1 %BSA溶液を用いた。手順はBio-Rad 

DC Protein assay kitの推奨手順に従った。 

 

2.11 ウエスタンブロット 

葉緑体から分画したタンパクを、SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

によって分離した。電気泳動は、ゲル 1枚につき 25 mA、250 V、75分間、ミニゲル
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で行った。SDS-PAGE を行った後、タンパク質を PVDF メンブレン（GE ヘルスケア

バイオサイエンス）に転写するため、40 Vで 120分間のブロッティングを行った。メ

ンブレンを 5 % skim milk-PBS-T に浸けて 60 分間振盪してブロッキングとした。

PBS-Tで洗浄し、一次抗体を Can Get Signal solution 1（東洋紡）で希釈した液に浸

けて 60分間振盪した。NOL抗体では 2000倍、HCAR抗体では 10000倍、PAO抗体

では 5000倍、Rubisco L抗体では 20000倍、LHCB1抗体では 4000倍、Tic110抗体

では 2000倍、に希釈した。PBS-Tで洗浄、次いで Can Get Signal solution 2（東洋紡）

で希釈した液に浸けて 60 分間振盪した。このとき、二次抗体のウサギ抗体は、20000

倍に希釈した。PBS-Tで洗浄後、バンド検出のための発光試薬には ECL-plus（GE ヘ

ルスケアバイオサイエンス）を用い、化学発光検出解析装置 Lumi Vision PRO（アイ

シン精機）で解析した。 

 

表 I HPLC のタイムプログラム   

A 液はメタノール：アセトニトリル：0.25M ピリジン溶液(2：1：1) 

B 液はメタノール：アセトニトリル：アセトン(1：3：1) 

時間(min) A 液(%) B 液(%)  

0.01 100 0  

2 60 40  

8 5 95  

13 5 95  

15 100 0  

20 100 0  
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3. 結果 

3.1 Chl分解経路の確定 

Chl a分解の研究は、多くの研究者によって精力的に行われており、Chl a分解経路

は確立された。一方、Chl b分解経路については、未確定である。それは、Chl分解系

酵素が幅広い基質特異性をもつため、Chl b分解経路が複数存在する可能性があるため

である。例えば、PPHは、Phein aと Phein b共にフィトール鎖を加水分解し、Pheide 

aと Pheide bをそれぞれ生成する（Schelbert et al., 2009）。また、NOLは Chl b、

Chlide b、Phien b、そして Pheide bの 7位のフォルミル基をヒドロキシメチル基に還

元できる（Horie., et al 2007）。chlorophyllaseは、葉の老化時における葉緑体での Chl

分解に関与しないと報告されているため（Schenk et al., 2007）、chlorophyllide（Chlide） 

a は老化時の葉では生成されないと考えられる。これらの知見をもとに、2 つの Chl b

分解経路が提案されている（図 1）（Horie., et al 2007）。一つ目は、CBRが最初に Chl 

bを触媒し、HMChl aを経由する経路である。もう一つ目は、MDCにより最初に Chl 

bの中心金属Mgイオンが脱離し、Phein bを経由する経路である。 

 

3.1.1 HCARの基質特異性 

HCARの基質特異性を決定は、Chl bがどの経路で分解されるかを検証するうえで鍵

となる。この目的のため、HCAR の組み換えタンパク質を大腸菌で発現させ、精製し

た。Ferredoxin の存在下で、精製した HCAR 組み換えタンパク質を、HMChl a、

HMChlide a、HMPhein a、そして HMPheide aと反応させた（図 2）。反応後の色素

を、HPLCにより分析を行った。HMChl aと HMChlide aを基質とした場合には、反

応後にはほとんどすべての色素が、それぞれ Chl aと Chlide aに変換されていた。一

方、HMPhein aと HMPheide aを基質とした場合には、反応後にはどちらの色素の場

合でも、それぞれ Phein aと Pheide aには変換されなかった。Chlide bは葉緑体では

生成されないことと（Schenk et al., 2007）、これらの結果から、Chl bは、CBRによ

り変換されるHMChl aを経由するする単一の経路で分解されることが示唆された。こ

の考えは、WTの老化時の葉ではHMPhien aとHMPheide aが検出されないという結

果（Meguro et al., 2011）からも支持される。 

 

3.1.2 NOLと HCARの組み合わせによる、Chl bと Chl b派生物の還元 
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HCARの基質特異性の結果から、Chl bは、最初に CBRによりHMChl aに、次に

HCARにより Chl aに変換されて、Chl a分解経路に合流して分解されていくことが示

唆された。Chl bからHMChl aを経由して Chl aへの変換を調べるため、また酵素の

基質特異性を確証するため、CBRと HCAR の組み換えタンパク質の共存下で、Chl b

と Chl b 派生物との反応を調べた。このとき、CBR のアイソザイムである NOL を用

いた。Feredoxinと NADPHの存下で、NOLと HCARの組み換えタンパク質を、Chl 

b、chlorophyllide b（Chelide b）、Phein b、そして Pheide bと反応させた（図 3）。

また、反応液中には NOL と HCAR が等量 mol にした。Chl b を基質とした場合、反

応後には中間体であるHMChl aはほとんど蓄積せずに、NOLと HCARにより Chl b

は Chl aへと効率的に変換された。対照的に、Chlide bを基質にした場合、反応後には

HMChlide aと Chlide aが蓄積していたことから、Chlide bは、HMChlide aを経由

して、Chlide aに変換されたことと考えられる。中間体であるHMChlide aが多量に

蓄積していたことから、HMChlide aは効率よく Chlide aに変換されないと考えられ

る。Phein bと Pheide bを基質とした場合には、反応後には HMPhein aと HMPheide 

aがそれぞれ蓄積したが、Phein aとPheide aは蓄積しなかった。これは、NOLはPhein 

bと Pheide bをHMPhein aと HMPheide aにそれぞれ変換することができたが、一

方HCARはHMPhein aとHMPheide aを Phein aと Pheide aに変換できなかったた

めであると考えられる。これらの結果から、NOL/HCAR経路では、Phien bと Pheide 

b ではなく、Chl b を基質とすることが示唆された。また、NOL/HCAR 経路では、中

間体であるHMChl aは蓄積せずに、Chl bから Chl aへと効率よく変換されることが

示唆された。 

 

3.1.3 NOLと HCARにおける基質特異性の比較 

NOLとHCARの組み換えタンパク質の共存化において、Chlide bを基質とした場合

には、中間体である HMChlide a が蓄積された。これは、NOL と HCAR 間での酵素

活性の不釣り合いであると考えられた。Chl b と Chlide b、あるいは HMChl a と

HMChlide aの 2つの基質の混液下で、NOLとHCAR活性をそれぞれ調べた（図 4）。

NOLを Chl bと Chlide bともに同一の反応液で反応させたところ、Chlide bでは反応

後 1分以内に、ほぼすべての Chlide bがHMChlide bに変換された。対照的に、Chl b

を基質とした場合には、HMChl aにゆっくりと変換され、反応 60分後には、すべての
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Chlide bがHMChlide aへ変換された。これらの結果から、酵素的観点においては、

NOLにとって Chl bよりも Chlide bの方が基質として優れていることが示唆された。

HCARの酵素的性質は、NOLとは全く異なったものになった。HCARを HMChl aと

HMChlide aともに同一の反応液で反応させたところ、HMChl aから Chl aへの変換

速度は、HMChlide aから Chlide aへのものよりも、わずかに高かった。反応後に、

Chlide a量は、反応液に加えた基質であるHMChlide a量の約 60%であった。この不

一致は、反応液中での Chlide a、あるいはHMChlide aの不安定さのためであると考

えられる。これらの結果から、フィトール基を有する基質の場合は、HCAR 活性は、

NOL活性よりも高いことが示された。HMChl aに変換する NOLの反応初速度と Chl 

aに変換するHCARの反応初速度は、それぞれ 0.19と 1.66 µM/分であった。NOLと

HCAR の酵素学的な性質から、NOL と HCAR の等量 mol の共存化では、Chl b を基

質とした場合に中間体である HMChl aが蓄積せずに、Chl aに効率よく変換されるこ

とが示唆された。 

 

3.1.4 NOLと HCARの組み合わせによる、LHCIIに結合した Chl bの還元 

葉緑体の中で、Chl bは、LHCに結合した状態で存在している。LHCIIに結合した

Chl bは、NOLによって HMChl aに変換されることが報告されている（Horie et al., 

2009）。in vitroでの組み換えタンパク質を用いた実験結果から、LHCIIに結合した Chl 

b が NOL/HCAR 経路の本当の基質であると示唆されている。そこで、NOL と HCAR

組み換えタンパク質の共存下で基質として精製した LHCII との反応を調べた（図 5）。

NOLとHCARの組み換えタンパク質の共存化では、反応後には Chl b量は減尐し、そ

れに付随して Chl a量は増加した。このときに、中間体であるHMChl aはほとんど蓄

積しなかった。これらの結果から、Chl bは、LHCIIに結合した状態で分解が始まり、

最初に NOLによって Chl bが HMChl aに変換され、次に HCARによって HMChl a

が Chl aに変換されることが示唆された。 

 

3.2 植物はなぜ CBR/HCARによる Chl b分解経路を採用したか 

 in vitroの結果から、Chl bは、最初にMgイオンが脱離するのではなく、NOLによ

って Chl bがHMChl aに変換され、次にHCARによってHMChl aが Chl aに変換さ

れ、Chl a分解経路に合流して分解されていくことが示唆された。Chl a分解経路では、
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MDCによる Chl aからMgイオンの脱離が最初のステップであり、そのとき Phein a

が生成される。では、なぜ Chl b分解において、先にMgイオンの脱離が先行してはい

けないのだろうか。また、Chl b分解が、NOL/HCAR経路を経て分解されなければな

らないのだろうか。もし、MDCにより最初に Chl bからMgイオンを脱離したならば、

Chl bは Phein bに変換される。NOLの幅広い基質特異性から Phein bの 7位のフォ

ルミル基はハイドロキシメチル基に変換されるため、Phein b の一部は、HMPhein a

が生成される可能性がある。しかしながら、HCARは、in vitroの結果から HMPhein a

のハイドロキシメチル基をメチル基に還元することができず、Phein aを生成すること

ができない。PPHは、Phein aと Phein bともにフィチル基を加水分解することがで

きる（Schelbert et al., 2009）ため、PPHはHMPhein aのフィチル基を加水分解し、

HMPheide aが生成することが示唆された。したがって、MDCにより Chl bからMg

イオンが脱離すれば、HMPheide aが最終産物であると考えられる。HMPheide aは毒

性の有する分子であり、細胞死を誘導する可能性あるため、Mgイオンが脱離する前に、

NOL によって LHC の Chl b は HMChl a へ効率的に変換されることによって、

HMPheide aの生成は、避けなければならない。 

 

3.2.1 NOLによる Chl-タンパク質複合体に結合した Chl bの還元 

 NOL が LHC と特異的に相互作用するように進化してきたという推定のもと、LHC

とコアアンテナ複合体との構造的な違いのために、NOLは Chl bをHMChl aに効率

的に変換できないのではないかと考えた。この可能性を調べるために、原核緑藻である

Prochlorothrix hollandicaの chlorophyllide a oxygenaseを発現させたシロイヌナズナ

の形質転換体（PhCAO）（Hirashima et al., 2006）を用いた。PhCAOでは、Chl bの

光化学系への分配がWTと異なっている。WTでは LHCのみに Chl bが組み込まれる

のに対して、PhCAO では LHCだけではなく、PSIと PSIIのようなコアアンテナ複合

体へ Chl bが組み込まれる（Hirashima et al., 2006）。LHCIIに結合した Chl bのすべ

ては、NOLによって HMChl aに変換されることが報告されている（Horie et al., 2009）。

NOLはコアアンテナ複合体に結合した Chl bを効率的に HMChl aに変換することが

できるかどうかを調べるために、ショ糖密度勾配遠心によりWTとPhCAOからLHCII

と PSIを精製し、NOLと反応させた（図 6）。WTと PhCAOの LHCIIの Chl a/Chl b

比は、それぞれ 1.25と 0.91であったことから、PhCAOでは Chl bの大部分は、LHCII
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に結合していると考えられた。WTとPhCAOから精製したLHCIIを基質にした場合、

反応後WTとPhCAOのLHCIIに結合したChl b量は同様のパターンで減尐していき、

45 分後には Chl b 量は、0 になった。この結果から、NOL により WT と PhCAO の

LHCII に結合した Chl b は、すべて HMChl a に変換されたことを意味する。また、

NOLによる Chl bからHMChl aへの変換速度は、WTと PhCAOの LHCIIの違いは

見られなかったことから、PhCAOでは、LHCIIに過量に Chl bが結合していたとして

も、Chl b は WT と同様に効率よく HMChl a 変換されていくと考えられた。WT と

PhCAOから精製した PSIの Chl a/Chl b比は、それぞれ 9.35と 1.90であった。WT

の PSI を基質とした場合、反応とともに Chl b 量は減尐していき、反応 60 分後には

Chl b量は、全 Chl b量の約 5％になった。このときのWTの PSIの Chl a/Chl b比は

174であったことから、反応後には PSIに結合した Chl bがほぼすべて変換されたと考

えられた。対照的に、PhCAOの PSIを基質とした場合、反応とともに Chl b量は減尐

していったが、反応 60分後には Chl b量は、全 Chl b量の約 20％になった。このとき、

WTの PSIの Chl a/Chl b比は 9.44であったことから、反応後には PSIには相当量の

Chl bが存在していると考えられた。また、LHCIIを基質とした場合と比較して、Chl 

b減尐率が低かったことから、NOLは PSIに結合した Chl bよりも、LHCIIに結合し

た Chl bのほうが基質としやすいことが考えられた。 

 

3.2.2 Chl-タンパク質複合体の Green gel分析 

 次に、NOLと反応後に Chl-タンパク質複合体が存在しているかどうかを調べた（図

7）。WT と PhCAO の LHCII と PSI をそれぞれ NOL と反応させ、Green-native gel

電気泳動によりChl-タンパク質複合体を調べた。NOLと反応をさせなかった場合には、

WTと PhCAOの LHCIIともに、LHCIIの trimerとmonomerのバンド、そして遊離

した Chl のバンドが分離された。NOL と反応させた場合、WT と PhCAO の LHCII

ともに、すべての LHCII のバンドが消失し、遊離した Chl のみがみられた。PSI を

Green gelにより分離を行った場合、2つのバンドがみられた。一つは、CP1と呼ばれ

るコアアンテナであり、もう一方は遊離した Chlである。NOLと反応させた場合とさ

せなかった場合ともに、また WT と PhCAO の PSI を基質とした場合ともに、PSI コ

ア複合体のバンドパターンは変化していなかった。電気泳動後に、WT と PhCAO の

PSI と LHCII の緑色のバンドを切り出し、色素を HPLC により分析した。NOL との
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反応後、WT の PSI コアアンテナ複合体の Chl a/Chl b 比は 102.9 だったことから、

WTの PSIコアアンテナ複合体には Chl b量は、極めて低いと考えられた。PSIコアア

ンテナ複合体には、おおよそ 100分子の Chlが結合していることから（Amunts et al., 

2007）、NOLと反応後には PSIコアアンテナ複合体には平均 1以下の Chl bが結合し

ていると考えられる。しかしながら、NOL との反応後、PhCAO の PSI コアアンテナ

複合体の Chl a/Chl b比比は 4.49だったことから、PhCAOの PSIコアアンテナ複合体

には相当量の Chl bが残存していると考えられた。また、PSIを Green native gel電気

泳動により分離したところ、NOLとの反応させなかった場合には、Chl bは CP1と遊

離した Chl のバンドで存在していた。一方、NOL と反応させた場合には、PSIコアア

ンテナ複合体には Chl bが存在しているにもかかわらず、Chl bは遊離した Chlでは存

在せずに、CP1のバンドにのみ存在していた。PSIコアアンテナの周辺にゆるく結合し

た Chlは、界面活性剤の影響によりアポタンパク質から遊離し、電気泳動中にフリーの

Chl として移動する可能性がある。NOL は、PSI コアアンテナ複合体の周辺に結合し

た Chl bを、HMChl aに変換していると考えられた。残りの Chl bはタンパク質に安

定的に包埋され、電気泳動中に遊離しないのではないかと考えられた。これらの結果か

ら、PhCAOの PSIコアアンテナ複合体に結合した一部の Chl bは、NOLによって直

接的に触媒されず、他のメカニズムによって代謝されるのではないかと考えられた。 

 

3.2.3 暗処理による PhCAOにおける異常 Chl分解産物の蓄積 

in vitroの結果から、PhCAOのコアアンテナ複合体に組み込まれた Chl bが異なっ

た分解経路に分解されるのではないかと考えられた。通常は、Chl bは、CBRにより最

初にフォルミル基がヒドロキシメチル基に変換され分解されていくのに対して、

PhCAOの Chl bの一部は、最初にMDCによりMgイオンが脱離され、Phein bが生

成し、最終的に HMPheide a や異常な分解中間体が蓄積するのではないかと考えられ

た。この可能性を調べるため、葉の老化を誘導するために暗処理を PhCAO に行い、色

素を HPLC により分析した（図 8）。暗処理前には、WT と PhCAO ともに、Chl 分解

物は検出されなかった。暗処理後、WTでは Chl aと Chl bともに減尐したが、Chl分

解物は検出されなかった。このことは、WTでは Chlが適切に分解されていることを示

している。一方、PhCAOでは、暗処理後にWTにはみられない新たなピークが検出さ

れた。HPLCの保持時間と吸収スペクトルから、ピークはそれぞれHMPheide a、Pheide 
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b、そして Pheide aであった。PhCAOでは Chl bが適切に代謝されずに、HMPheide 

aや Pheide bに変換されたと考えられた。 

 

3.2.4 暗処理による PhCAO植物における細胞死の表現型 

暗処理後 5 日目では、PhCAO では Pheide a が相当に蓄積され、また葉の一部には

壊死が見られた（図 9）。この表現型は、Pheide aを蓄積して細胞死を引き起こされる、

pao変異体に類似していた。暗処理時に PhCAOでは細胞死が引き起こされるかどうか

を調べるために、葉のイオン漏出量を測定した。WTと PhCAOでは、Chl分解を誘導

するために 5 日間暗処理を行った（図 9）。WT では、暗処理前後においてイオン漏出

量は低かった。対照的に、PhCAO では暗処理前ではイオン漏出量が低いのに対して、

暗処理後にはイオン漏出量が著しく増加していた。これより、PhCAO における葉の細

胞では、暗処理により膜強度が低下することが示唆された。これらの結果から、PhCAO

における葉の細胞では、暗処理により細胞死が引き起こされることがわかった。 

 

3.3 クロロフィル分解酵素群の局在 

 クロロフィル分解酵素群の葉緑体での局在を調べるために、無傷葉緑体を単離し、さ

らにショ糖密度勾配遠心によりストロマ、チラコイド膜、エンベロープ膜の 3つに分画

した。その後、クロロフィル分解酵素群の特異的な抗体を用いたウエスタンブロットを

行った（図 10）。このとき、各分画のタンパク質量が等量になるようにした。また、ス

トロマのマーカーとして Rubisco L、チラコイド膜のマーカーとして Lhcb1、エンベロ

ープ膜のマーカーとして Tic55の抗体を用いた。NYC1では、特異的なバンドが検出さ

れなかった。NOLと PAOでは、ともにエンベロープ膜とチラコイド膜に特異的なバン

ドが検出された。一方、HCARでは、ストロマとエンベロープ膜において検出された。

エンベロープ膜は葉緑体全タンパク質の 2％を占める（Salvi et al., 2011）ことと、こ

れらの結果から NOLと PAO の大部分はチラコイド膜に局在し、HCAR はストロマに

局在すると考えられた。 
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4. 考察 

4.1 CBR/HCAR経路での Chl bから Chl aへの効率的変換 

 Chl合成経路の中間体分子は活性酸素種を発生し、多量に活性酸素が蓄積すると壊死

が引き起こされる（Meskauskiene et al., 2001）。また、Chl分解中間体の中には、同

様に毒性あるものがある。例えば、Pheide a は、光依存的と光非依存的に細胞死を引

き起こす（Gray et al., 2002; Hirashima et al., 2009）。HMChl aから Chl aへの変換

能の欠損した hcar変異体では、HMChl aが蓄積する（Meguro et al., 2011）。hcar変

異体ではHMChl aのほかに、Pheide aが蓄積し、その結果細胞死が引き起こされる。

しかしながら、hcar変異体において Pheide aが蓄積するメカニズムについては、不明

である。ただ、hcar 変異体ではタンパク質レベルで PAO が蓄積していたことと

nyc1/nol/hcar三重変異体ではHMChl aが蓄積しないことから、HMChl aとその派生

物が、PAO 活性を阻害し、その結果 Pheide a が蓄積するのではないかと考えられる

（Meguro et al., 2011）。HMChl aの蓄積と細胞死を防ぐために、CBRと HCARは、

直ちにHMChl aを Chl aへ変換するため協調しなければならない。NOLと HCARが

等量mol存在した場合にはフリーの Chl bと LHCIIに結合した Chl bともに、中間体

であるHMChl aがほとんど蓄積することなく、Chl aに変換されたことから、Chl b

から Chl aへ効率的に変換されたといえる。対照的に、Chlide bを基質にした場合は、

中間体であるHMChlide aが多量に蓄積し、Chlide aに変換されたことから、HCAR

によりHMChlide aは非効率的に Chlide aに変換されたといえる。HMChlide aが蓄

積する理由は、2 つ考えられる。1 つ目は、NOL と HCAR 間での基質に対して活性の

違いである。NOLでは、Chl bを基質にした場合よりも、Chlide bを基質にした場合

の方が、速やかに変換された。一方、HCARでは、HMChl aとHMChlide aを基質に

した場合ともに、ほぼ同じスピードで変換された。したがって、Chlide bを基質にした

場合、HCARは、NOL活性と協調されず、中間体であるHMChlide aが蓄積したので

はないかと考えられる。対照的に、Chl bを基質にした場合は、HMChl aに対するHCAR

活性は、Chl bに対する NOL活性よりも高いため、中間体であるHMChl aが蓄積し

ないのではないかと考えられた。もう一つは、フィトール鎖の有無によって、NOL と

HCAR 間で反応産物を受け渡しができるかどうかである。例えば、NOL と HCAR 間

で直接的な相互作用することで、NOL が効率的に HMChl a を HCAR 受け渡せるが、

HMChlide aのときは、HCARに効率的に受け渡せないということである。どちらの場



26 

 

合においても、葉緑体内では Chl bは、Chlide bよりも中間体を蓄積しないという点で

優れた基質である。この考えは、葉緑体内には chlorophyllase が存在しないために、

Chl bから Chlide bが生成されないため（Schenk et al., 2007）、理にかなっている。 

 

2．LHCIIに結合した Chl bの適切な分解 

Chl-タンパク質複合体の分解メカニズムには、2つの仮説がある。1つ目の仮説では、

Chl結合タンパク質であるアポタンパク質が最初にプロテアーゼにより分解され、遊離

した Chlが Chl分解経路によって分解される。2つ目の仮説では、Chl分解酵素が最初

に、Chl-タンパク質に包埋された Chlを分解し、それからアポタンパク質が分解される。

LHCII 量は、プロテアーゼにより調節されているという報告があり、LHCII の分解に

関与する FtSH をはじめとして複数のプロテアーゼが提案されている（Yang et al., 

1998; Lensch et al .,2001; Zelisko et al., 2005）。NOLが LHCIIに結合した Chl bを

還元できることと、CBR 活性が欠損している nyc1/nol 二重変異体では LHCII が分解

されないことから（Horie et al., 2009）、LHCタンパク質は、2つ目の仮説のように分

解されていると考えられている。また、本研究行った精製してきた LHCII と

NOL/HCARの組み換えタンパク質を用いた in vitroの実験で、LHCIIに結合した Chl 

b は、中間体である HMChl a を蓄積することなく Chl a に変換されたことからも、2

つ目の仮説が支持される。 

 WTでは、ほぼすべての Chl bは、LHCIIに存在しており（Tanaka et al., 1987; Satoh 

et al., 2001）、Chl分解が活発に引き起こされる暗処理時において HMChl aとその派

生物は蓄積しない（Meguro et al., 2011）。この結果から、LHCに結合した Chl bは

Chl a への効率的に変換されるといえる。PhCAO 植物では、多量の Chl b が、LHCs

だけでなくコアアンテナ複合体にも存在する。PhCAO植物を暗処理したところ、Chl b

はCBR/HCARによる通常の分解経路を経ずに、Pheide bとHMPheide aが蓄積した。

理論上、PhCAO植物において Chl bからHMPheide aが生成する経路は、次のように

2つ考えられる；（1）Chl b→HMChl a→HMPhein a→HMPheide a、と（2）Chl b→

Phein b→HMPhein a（あるいは Pheide b）→HMPheide a。WTでみられたように

HCARは CBRと協調し、HMChl aから Chl aに効率的に変換されるため、（1）の経

路は、可能性としては低い。Pheide b の蓄積したことからも、（1）の経路では矛盾す

る。（2）の経路では、Chl bからMgイオンの脱離が最初のステップであり、このとき
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に Phein bを生成する。それから、Phein bは、CBRによりフォルミル基が還元され

て HMPheide a、あるいは PPHによりフィトール基が加水分解され Pheide bに変換

される。HMPhein aは、HCARの基質特異性の結果から、Phein aに変換されないが、

PPH は幅広い基質特異性をもつため、HMPheide a へ変換される。このようして、

PhCAO植物では、Pheide bとHMPheide aが蓄積すると考えられる。興味深いこと

に、PhCAO植物では、暗処理時に Pheide aも蓄積することから、PAO 活性が下方調

整されていると示唆される。Pheide aの大部分は、光化学系に結合した Chl aと Chl b

からCBR/HCARにより変換されたChl aから生成した可能性がある。Pheide bがPAO

活性を阻害することから（Hortensteiner et al., 1995）、構造的にHMPheide aも PAO

活性を阻害するのでないかと推定される。Pheide a の蓄積することで細胞死を引き起

こされることから、Pheide bやHMPheide aを生成しないために、Chl bから先にMg

イオンが脱離することは避けなければならない。 

なぜ LHCIIに結合した Chl bは、MDCではなく CBRにより優先的に触媒されるの

だろうか。上述したように、nyc1/nol二重変異体では老化時に Chl bと LHCIIは分解

されないが、一方でほかの光化学系複合体は完全に分解される（Horie et al., 2009）。

イネの nyc1変異体とシロイヌナズナの nyc1/nol二重変異体ではPhein bは蓄積しない

ことから（Kusaba et al., 2007）、LHCIIに結合した Chl bの場合は、MDCにより先

にMgが脱離できず、CBRと HCARのみが Chl bから Chl aへ変換することが可能で

はないかと考えられる。酸条件下では、Chl bの脱Mg化速度は、Chl aと比較して約

26倍遅いという報告があり（Hirai et al., 2009）、この性質から Chl bからMgの脱離

が起こりにくい（Hirai et al., 2011）。まとめると、Chl bの脱Mg化が起こりにくい理

由が、2 つ挙げられる。1 つは、Chl b は CBR により触媒されるまでは、LHCII に結

合しており、このときMDCは Chl bからMgを脱離することができないためである。

もう１つは、Chl bのフォルミル基の影響で脱Mg化が起こりにくいためである。 

 なぜコアアンテナ複合体に結合した Chl b では、MDC により Mg イオンが脱離し、

Phein bが生成されるのか。in vitroの実験では、PSIに結合した Chl bのすべては、

NOL により触媒されず、一部の Chl b は PSI 複合体に残存していた。この結果から、

PSIに結合した Chl bの一部は、プロテアーゼ、あるいは他のメカニズムによりアポタ

ンパク質から遊離して、Chl 分解経路を経ると考えられる。この場合、MDC と CBR

により、フリーの Chl bは競合的に触媒され、その結果として一部の Chl bはMDCに
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より Phein bへと変換される。 

 仮に LHCIIのタンパク質分解が先行すると、Chl bが遊離して、フリーの Chl bか

ら Phein bへ変換される可能性があるために、Chl b分解は、LHCII分解に先行しなけ

ればならない。よって、LHCIIは、プロテアーゼにより最初に分解されるのではなく、

最初に CBRにより Chl bを還元することで、LHCII分解を制御しているのではないか

と考えられる。 

 本研究では、NOL/HCARにより毒性のある中間体 HMChl aを蓄積せずに、LHCII

に結合した Chl bから Chl aへ変換されるが、一方コアアンテナ複合体に結合した Chl 

bの場合は、通常の CBR/HCAR経路により分解されないことを示した。この結果から、

Chl b分解は、LHCs に特化した形で進化してきたと考えられる。陸上植物では、知る

限りほぼすべての Chl bは、LHCsに存在していることから、このメカニズムは理にか

なっている。対照的に、Chl a 分解の最初のステップは、MDCによるMgイオンの脱

離である。現在までに、MDCが、アポタンパク質を分解することで遊離したフリーの

Chl a、あるいはアポタンパク質に結合した Chl aからMgを脱離するのかは、不明で

ある。仮に、MDC がコアアンテナと LHCs に結合した Chl aから Mg を脱離すると、

MDCはChl aと同様にChl bからもMgイオンを脱離できると考えられる。その場合、

Chl bが適切に分解されずに、細胞死が引き起こされることになる。コアアンテナに結

合した Chl a分解の場合は、プロテアーゼによりタンパク質複合体のアポタンパク質の

分解が先行し、遊離してきた Chl aがMDCにより分解されるという仮説として挙げら

れる。この仮説を証明するため、MDCの同定することが重要である。 

本研究では、LHCs とコアアンテナである CP1 では、Chl は別々のメカニズムによ

って分解調節されている、と提案する。分解調節メカニズムが異なることで、植物にと

って光環境の適応時に有利である。陸上植物では、LHCsの合成と分解を調節すること

で、様々な光環境の適応を行っている（Tanaka and Melis, 1999）。光環境の適応時に、

周辺アンテナ量のみを調節するためには、LHCsの分解メカニズムが、コアアンテナの

ものとは別々に独立していなけらばならないためである。LHCsの分解過程は部分的に

明らかになったが、コアアンテナ複合体の分解過程は、不明である。LHCsとコアアン

テナ複合体の分解過程を明らかにすることで、葉の老化時や光環境適応時における光化

学系のダイナミックな応答を理解することができることが期待される。 
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4.3 LHCII分解過程 

これまでの知見をもとに、LHCII 分解過程について考えていきたい。LHCII は、①

チラコイド膜の構造的な変化、あるいは LHCIIの光化学系 IIからの脱離とストマラチ

ラコイドへの移動、②CBRによる LHCIIに結合した Chl b分解、③プロテアーゼによ

る LHCII アポタンパク質の分解、という 3 つのステップを経て分解されていくと考え

られる。 

 LHCII が分解されるには、Chl 分解酵素やプロテアーゼなどの分解酵素群が物理的

に LHCIIにアクセスできるかどうかが重要である。光合成において通常 LHCIIはチラ

コイド膜で光化学系 II と結合し、光捕集の役割を担っている。チラコイド膜には、膜

小胞が規則正しく多重層を形成するグラナチラコイドとグラナ間を連結する単層のス

トロマチラコイドによって構成されている（Dekker and Boekema ., 2005）。光化学系

I と II は、チラコイド膜で不均等に分布している。光化学系 II は、グラナチラコイド

に、一方光化学系 Iは、ストロマチラコイドやグラナチラコイドの重層されていない表

面部に多く占める。このように、光化学系 II がグラナチラコイドに分布されているた

め、通常グラナチラコイドでは光化学系 II 分解時には分解酵素群が物理的にアクセス

することが難しい。光合成の際、光酸化ストレスは必ず伴い、特に光化学系 II の D1

タンパク質はダメージを受ける（Melis., 1999）。このとき、ダメージを受けた D1を取

り替え、分解するために、ダメージを受けた光化学系 II は、グラナチラコイドからス

トロマチラコイドに移動し、D1が取り替えられ、分解される（Kato and Sakamoto., 

2009）。同様に、LHCII分解が分解される際には、チラコイド間の移動、あるいはグラ

ナチラコイドの構造的な変化が、必要であると考えられる。 

葉の老化時に、LHCII がグラナチラコイドからストロマチラコイドに移動する、あ

るいはグラナチラコイドの構造的な変化というような知見は、調べた限りでは得られな

かった。しかしながら、ステート遷移と呼ばれる現象が、上記の LHCII の移動に類似

していると考えられる。植物は、常に変動する光環境の中で、光合成を行わなければな

らない。ステート遷移とは、LHCII アンテナを光化学系 I と II 間でやりとりすること

で、その光環境に応じた光化学系に最適化することである（Minagawa et al., 2011）。

具体的には、光化学系 II を過励起すると、光化学系 II から LHCII が脱離し、光化学

系 Iに LHCIIが結合する。その結果、光化学系 IIの光アンテナは縮小し、一方光化学

系 Iの光アンテナは拡大する。ステート遷移の際に、グラナチラコイドに存在する光化
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学系 IIから脱離した LHCIIは、ストロマチラコイドに存在する光化学系 Iに移動する

ことになる。ステート遷移の引き金は、stn7によるLHCIIのリン酸化である（Bellafiore 

et al., 2005; Bonardi et al., 2005）。LHCIIがリン酸化されることで、光化学系 IIから

LHCIIが脱離すると考えられている（Iwai et al., 2009）。LHCIIのリン酸化により、

LHCIIの膜での流動性が増加する（Iwai et al., 2013）。一方、チラコイド膜の構造的

な変化は、光化学系 II のコアアンテナのリン酸化によって引き起こされると報告され

ている（Fristedt et al., 2008）。stn8により光化学系 IIの D1、D2、CP43のようなコ

アアンテナがリン酸化される（Vainonen et al., 2005）。光化学系 IIのコアアンテナが

リン酸化されることで膜小胞が負に帯電し、グラナチラコイドの膜小胞間隔がゆるみ、

その結果チラコイド膜の構造的な変化が引き起こされる（Fristedt et al., 2008; Samol 

et al., 2012）。興味深いことに、LHCIIのリン酸化に関与する stn7と光化学系 IIのコ

アアンテナのリン酸化に関与する stn8 の発現パターンを公開マイクロアレイデータベ

ースで調べたところ、stn7は、老化時に発現が上昇し、一方 stn8は、老化時に発現量

が減尐していた。このことは、葉の老化時にチラコイド膜の構造的な変化ではなく、リ

ン酸化を介した LHCII のストロマチラコイド側への移動が引き起こされるのではない

かいうことが示唆される。 

 上述したように、ストロマチラコイドに移動した LHCIIは、CBRにより Chl b分解

がされ、LHCII のアポタンパク質の構造が変化する。そしてプロテアーゼにより分解

されるのではないかと考えられる。実際の LHCII 分解メカニズムの詳細を明らかにす

るために、今後の研究の発展が望まれる。 

 

4.4 Chl合成と分解の場 

 本研究では、シロイヌナズナにおいて Chl分解酵素群の葉緑体内での局在を明らかに

した。NOLと PAO はチラコイド膜に大部分が局在し、エンベロープ膜に一部が局在す

ること、また HCAR はストロマに局在することが明らかになった。これまでの報告で

は、イネでは、NYCとNOLはチラコイド膜に局在しており（Sato et al., 2009）、オ

オムギではエンベロープ膜で PAO 活性が検出されたこと（Matile and Schellenberg, 

1996）から、PAOの局在はエンベロープ膜であると考えられてきた。これらの結果は、

NOL の局在を除いて、本研究の結果と一致していた。Chl 分解の最初のステップを担

う NOL の一部が、エンベロープ膜に局在していたことは、一つの問いを生じさせる。
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それは、なぜ Chl が存在しないエンベロープ膜上に Chl 分解酵素群が存在するのか、

ということである。（a）Chlを含有する小胞を介した Chl分解経路と（b）エンベロー

プ膜上での Chl合成の場の存在という 2つの可能性が考えられる。 

（a）については、ダイズにおいて葉の老化時にチラコイド膜から遊離した Chl-タン

パク質複合体を含有するプラストグロビュールと呼ばれる小胞が形成され、エンベロー

プ膜を突き破り、細胞質に放出され（Guiamet et al., 1999）、液胞内で Chlが分解され

る。また、タバコでは老化時の葉において、Chl を含有する senescence-associated 

vacuoleと呼ばれる小胞が形成されるという報告もある（Martinesz et al., 2008）。プ

ラストグロビュールやsenescene-associated vacuoleがエンベロープ膜に突き破るとき

に、同時にエンベロープ膜上の Chl 分解酵素群を取り組み、そして取り込まれた Chl

分解酵素群によって、Chl が分解されるのではないかと考えられる。しかしながら、

senescene-associated vacuoleには、RuBisCOや glutamine synthetase含まれている

が、Chl-タンパク質複合体のアポプロテインである D1 や LHCII などが含まれていな

い（Martinez et al., 2008）。このことは、senescene-associated vacuole に含有した

Chlは分画時に混入したのではないかと考えられる。senescene-associated vacuole は、

シロイヌナズナで報告されているオートファジーに介して RuBisCO が分解される

RuBisCO Bodyと呼ばれる小胞（Ishida et al., 2009）ではないかと思われる。そのた

め、仮に小胞を介した Chl 分解経路が存在したとしても、葉緑体内での Chl 分解経路

とは別の経路で分解されるのではないかと考えられる。    

（b）については、Chl 合成酵素群の局在からエンベロープ膜上で Chl 合成が行われ

ているのではないのかと考えられる。そして、合成された余分な Chl合成中間体がエン

ベロープ膜で分解しているのではないかと考えられる。Chl合成において porphyrinに

Mg イオンが挿入以降に関与する酵素のうち、プロテオーム解析の結果、chlorophyll 

synthaseを除いて、Mg-protoprophyrin IX methyltransferase、Mg-protoprophyrin IX 

cyclase、8-divinyl protochlorophyllide reductase と NADPH : protochlorphyllide 

oxidoreductaseは、チラコイド膜とエンベロープ膜の両方に局在している（Joyard et 

al .,2009）。また、量的制御ドメインを取り除いた chlorophyllide a oxygenase（CAO）

も同様に、チラコイド膜とエンベロープ膜の両方に局在している（Yamasato et al., 

2005）。しかしながら、通常植物では、CAOの量的制御を受けているため（Yamasato 

et al., 2005）、量的制御ドメインを取り除いた CAOの局在は変更されている可能性が
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ある。このように、Chl合成系酵素群がエンベロープに局在していることから、エンベ

ロープにおいて Chl合成が行われていると考えられる。なぜ、チラコイド膜とエンベロ

ープの 2 カ所で Chl 合成が行われる必要があるのだろうか。Chl-タンパク質複合体の

アポタンパク質の種類によって、下記のような理由で Chlの供給の場がチラコイド膜と

エンベロープで異なっているのではないかと推測される。Chl-タンパク質複合体のアポ

タンパク質は、周辺アンテナ LHCとコアアンテナ CP1、CP43と CP47がある（Barber 

et al., 2000）。周辺アンテナには、Chl aと Chl bが結合しており、一方コアアンテナ

には、Chl aのみが結合している。LHCは核コードであり（Cashmore et al., 1984）、

CP1、CP43と CP47は葉緑体コードである（Shinozaki et al., 1986）。LHCは Tic-Toc

輸送複合体により葉緑体に輸送される。このときに、エンベロープ膜で LHCのポリペ

プチドにChl aとChl bが組み込まれ、チラコイド膜に挿入されると考えられる。一方、

葉緑体コードである CP1、CP43、と CP47は、葉緑体内のポリペプチドが合成される

ため、チラコイド膜で Chl aが組み込まれると考えられる。このように、エンベロープ

膜とチラコイド膜の 2 カ所で Chl 合成経路が存在することで、Chl-タンパク質複合体

のアポタンパク質に応じてそれぞれの Chl の分配させることが可能であるのではない

かと考えられる。また、本研究よりコアアンテナ CP1に Chl bが組み込まれた場合に、

植物は Chl bをうまく代謝できないことがわかっており、コアアンテナに Chl bを組み

込まないような上記のような仕組みがあるのではないかと考えられる。老化時にはチラ

コイド膜では Chl 分解酵素群により、Chl-タンパク質複合体に結合した Chl が分解さ

れると考えられる。一方、緑化時にはエンベロープ膜では Chl 分解酵素群により Chl

合成時にできた余分な Chlが分解されると考えられる。このように、葉緑体の中では、

2つの合成と分解の場をもつことで、適切な Chl代謝を可能にしていると考えられる。 
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図 1 Chl b分解経路 

CBRと PPHの基質特異性に基づき、複数の Chl b分解経路が予想される。太線は、本

研究で実証された Chl b分解経路を示している。 
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図 2 HCARの基質特異性 

NADPH、FNRそして Fdの存在下で、HMChl aとHMChl a派生物（HMChlide a、

HMPhein a、HMPheide a）をHCARの組み換えタンパク質と 5分間あるいは 20分

間反応させた。反応後、色素組成を HPLC により分析した。溶出した色素を吸光度

653nmでモニタリングした。（a）HMChl a、（b）HMChlide a、（c）HMPhein a、そ

して（d）HMPheide aを基質とした場合を示している。 
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図 3 NOLとHCARの組み合わせによる、Chl bと Chl b派生物の還元 

NADPH、FNRそして Fdの存在下で、Chl bと Chl b派生物（Chlide b、Phein b、

Pheide b）を NOLとHCARの組み換えタンパク質の混合液で 1分間あるいは 30分間

反応させた。反応後、色素組成をHPLCにより分析した。溶出した色素を吸光度 653nm

でモニタリングした。（a）Chl b、（b）Chlide b、（c）Phein b、そして（d）Pheide b

を基質とした場合を示している。 
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図 4 NOLとHCARにおける基質特異性の比較 

（a）Chl bと Chlide bの還元におけるNOL活性。Chl bと Chlide bの混合液を、NOL

の組み換えタンパク質と 1、5、10、30、60、120 分間反応させた。反応後、色素組成

を HPLCにより分析した。エラーバーは、標準偏差を示している（n=3）。 

（b）HMChl aとHMChlide aの還元におけるHCAR活性。HMChl aと HMChlide a

の混合液を、HCAR の組み換えタンパク質と 1、3、5、10 分間反応させた。反応後、

色素組成をHPLCにより分析した。エラーバーは、標準偏差を示している（n=3）。 
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図 5 NOLとHCARの組み合わせによる、LHCIIに結合した Chl bの還元 

NADPH、FNRそして Fdの存在下で、LHCII三量体 Chl bをNOLと HCARの組み

換えタンパク質の混合液で 20、30分間反応させた。反応後、色素組成をHPLCにより

分析した。溶出した色素を吸光度 653nmでモニタリングした。 
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図 6 NOLによる Chl-タンパク質複合体に結合した Chl bの還元 

精製してきた WT の LHCII 三量体、WT の PSI、PhCAO の LHCII 三量体、そして

PhCAO の PSI を基質として、NOL の組み換えタンパク質と 15、30、45、60 分間反

応させた。反応後、色素組成をHPLCにより分析した。溶出した色素を吸光度 653nm

でモニタリングした。エラーバーは、標準偏差を示している（n=4） 
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図 7 Chl-タンパク質複合体の Green gel分析 

精製してきたWTの LHCII三量体、WTの PSI、PhCAOの LHCII三量体、そして

PhCAO の PSI を基質として、NOL の組み換えタンパク質と 3 時間反応させた。反応

後、LHCIIと PSIを、Green native gel 電気泳動で分離した。CP1は、P700-Chl a-

タンパク質複合体を示している。 
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図 8 暗処理時における Chlの HPLCプロファイル 

 WTと PhCAOを連続光下で 4-5週間生育させ、その後、暗処理の有無で 5日間行っ

た。Chlを抽出し、HPLCにより分析した。溶出した色素を吸光度 653nmでモニタリ

ングした。 
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図 9 暗処理による PhCAO植物における細胞死の表現型 

（a）暗処理後の WT と PhCAO 植物の比較。WT と PhCAO 植物を、5 日間暗処理し

た。白い矢印は、萎れた部分を示している。PhCAO植物の萎れた部分を拡大した。 

（b）WT と PhCAO 植物のイオン漏出量。暗処理前と後に、植物の葉を刈り取り、イ

オン漏出量を測定した。エラーバーは、標準偏差を示している（n=14-28）。 
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図 10 Chl分解酵素群の葉緑体内での局在 

約 8-10週齢のWTの葉から葉緑体を単離し、ショ糖密度勾配遠心でエンベロープ膜、

ストロマ、チラコイド膜を分画した。各分画を SDS-PAGEで分離し、イムノブロット

分析した。NOL 抗体、HCAR 抗体、PAO 抗体、そして Tic110 抗体においては各レー

ンにつき 10 µgで分析した。また、Rubisco抗体と LHCB1抗体においてはタンパク質

2µg で分析した。Rubisco 抗体をストロママーカー、LHCB1 抗体をチラコイド膜マー

カー、Tic110抗体をエンベロープ膜マーカーとして用いた。 
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表 1 NOLによる反応後の Chl-タンパク質複合体の Chl a/Chl b比の変化 

  Reaction time (min) 

Chl-protein complex 0 15 30 45 60 

WT LHCII 
1.25±

0.12 

6.92±

0.83 

39.17±

10.61 
* * 

WT PSI 
9.35±

0.24 

34.56±

2.74 

75.87±

10.49 

128.61±

21.35 

173.74±

2.86 

PhCAO LHCII 
0.91±

0.03 
3.89+0.53 

53.11±

44.98 
* * 

PhCAO PSI 
1.90±

0.01 

5.17±

0.36 

7.50± 

0.68 

9.44± 

0.03 

9.44± 

0.03 

 

図 6 における反応液の Chl 含量を、HPLC により分析した。エラーバーは、標準偏差

を示す（n=4）。 
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表 2 NOL反応後に Green natative gel電気移動により分離した Chl-タンパク質複合

体の Chl a/Chl b比の変化 

Chl-protein 

complex 

Compositon WT PhCAO 

-NOL +NOL -NOL +NOL 

PSI CP1 11.8 102.9 2.51 4.49 

 
Free Chl 5.40 * 1.23 * 

LHCII Trimer 1.37 
 

0.79 
 

 
Monomer 1.33 

 
0.79 

 
  Free Chl 1.64 * 0.64 * 

 

図 7においる緑色のバンドから Chlを抽出し、HPLCにより分析した。*は、Chl bが

検出されなかったことを示している。 
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第 2章 

1. 序論 

Chlは、光合成において中心的な役割を果たしており（Nelson and Yocum, 2006）、

その合成は植物の発育と密接な関係を持っている。発芽後は、植物の成長とともに Chl

は活発に合成される（Tanaka and Tsuji., 1985）。合成された Chlは、タンパク質に取

り込まれ、光合成装置が形成される（Shimada et al., 1990）。光合成装置には、光化学

系 Iと光化学系 IIがある（Nelson and Yocum, 2006）。光合成の際に、光化学系 IIと

光化学系 Iが直列することで電子伝達系を駆動し、光エネルギーを ATPや NADPHな

どの化学エネルギーに変換することができる。 

 

1.1 光化学系 IIの役割 

光化学系 II は、シアノバクテリアや葉緑体の中のチラコイド膜上に存在する Chl-タ

ンパク質複合体である。LHCsに結合した Chlが光エネルギーを吸収し、反応中心に伝

達される。反応中心の Chlが電荷分離することで、電子伝達系を駆動する。同時に光化

学系 IIでは水を分解し、酸素と電子を産出し、この電子は PSIIの反応中心の Chlへ伝

達される。 

光化学系 II は、一部の違いを除いて、シアノバクテリアから高等植物にかけて広く

保存されている。光化学系 II は、反応中心にエネルギーを伝達するコアアンテナ、電

荷分離が行われる反応中心、そして酸素発生部位である酸素発生系から成る（Shi and 

Schroder, 2004）。光化学系 IIは、分子量は 350KDaであり、尐なくとも 20タンパク

質サブユニット、Chl 35分子、pheophytin a 2分子、β-carotene 11分子、plastoquinone 

2分子、heme 1分子、Mn4CaO5クラスターで構成されている（Nschelsen and Rengstl., 

2013）。2011年に、シアノバクテリアにおける光化学系 IIの全体構造の X線構造解析

が成功し、分子立体構造が明らかになった（Umena et al., 2011）。 

光化学系 IIは、多サブユニットのタンパク質で構成されている。反応中心は、D1、

D2、cytochrome b559、そして PsbIで構成されている。反応中心には、光捕集タンパ

ク質である CP43 と CP47 が結合している。さらに、光化学系 II は、光捕集タンパク

質 LHCsの LHCIIと結合することで、光化学系 II-LHCII複合体を形成する。 

 

1.2 光化学系 IIの構築 
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 光化学系 II に関する機能や構造ついては、活発に多くの研究が行われ、理解が進ん

でいる。一方、光化学系 IIの構築に関しては、理解が遅れている。光化学系 IIの構築

に関する研究は、近年シアノバクテリアで、光化学系 II 構築の研究が先行し、光化学

系 II構築の順序については決定された（Komenda et al., 2012）。光化学系 II構築は、

最初に D1、D2、cytochrome b559、PsbIから反応中心が構成される。反応中心に CP47

が結合し、最後に CP43 が結合することで光化学系 II が構築される。この際には、複

数の因子の補助を受けることで光化学系 II 構築されていく。現在までに、光化学系 II

構築に関与する複数の因子が同定されている（Nschelsen and Rengstl., 2013）。このよ

うに、光化学系 II 構築の順序については、研究が展開され、理解が進んできた。しか

しながら、光化学系 II 構築の際に、Chl の光化学系 II へ組み込みに関する研究は、全

く行われていない。 

 

1.3 Chl合成を介した光化学系の構築 

Chl 合成経路については、1950 年代から現在まで活発に研究が行われ、Chl 合成経

路は確立され、Chl合成酵素はすべて同定された（Tanaka R and Tanaka , 2007）。し

かしながら、Chl 合成と協調した光化学系の構築に関しては、全く理解されていない。

Chlが、光化学系構築のどの段階で組み込まれるのかについては不明である。また、Chl

合成は、光化学系の Chl-タンパク質複合体を構成するアポタンパク質合成とどのよう

に協調しているのか、言い換えれば、アポタンパク質の新生ペプチドに合成された Chl

が結合するのか、あるいは新生ペプチドの上で Chl中間体が取り込まれて、Chl合成さ

れるか、についても不明である。さらに、そのような Chlの取り組みを制御する因子に

ついても未同定である。 

Chlが光化学系に組み込まれる過程を研究するうえで、高等植物では難しいと考えら

れる。Chlの光化学系への組み込みに異常が生じた変異体においては、光化学系が構築

されず、光合成ができずに致死になる可能性がある。また、Chl や Chl 合成中間体は、

光毒性をもち、活性酸素を発生する性質を有する（Meskauskiene et al., 2001）。高等

植物では光依存的に Chl 合成されるため、この変異体では遊離 Chl と Chl 合成中間体

が蓄積することで、酸化的に細胞死や枯死が引き起こされると考えられている。このよ

うに、高等植物を利用した場合、Chlの光化学系への組み込みの研究は難しいと考えら

える。 
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問題の打開策として、緑藻クラミドモナスの利用が挙げられる。クラミドモナスは、

単細胞の光合成真核生物である。クラミドモナスは光独立栄養と従属栄養の 2つの側面

をもつため、仮に光化学系に異常が生じたとしても、生育することができる（Dent et al., 

2005）。また、クラミドモナスは裸子植物を除いた高等植物とは異なり光依存的、ある

いは光独立的に Chl を合成することができるため（Cahoon and Timko, 2000）、Chl

とChl中間体の光毒性の問題も解決される。2007年にゲノム解読され（Merchant et al., 

2007）、核や葉緑体ゲノム形質転換体の作出法の確立されている（Boynton et al., 1988; 

Kindle., 1990）。さらに、半数体だから変異体のスクリーニングが楽である。 

 

そこで、本研究では Chlが光化学系に組み込まれてから、光合成色素として機能する

までの過程の解明することを最終目的とした。Chl-タンパク質複合体のなかで光化学系

II に着目して、光化学系 II への Chl の取り組みの制御因子を単離するために、光化学

系 II 構築に必要な新規の遺伝子の同定に取り組んだ。クラミドモナス変異体プールを

作製し、光化学系 II 異常変異体を単離した。相補テストを行うことで、その原因遺伝

子を決定し、光化学系 IIの構築に必要な遺伝子を同定することに成功した。 
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2. 材料と方法 

2.1 株とプラスミド 

Chlamydomonas Genetic Center から譲り受けた野生型(WT)として、クラミドモナ

ス(Chlamydomoans reinhardtii)株 arg7/cw15 を供試した。この株は、 arginine 要求

性かつ、細胞壁欠損の性質を示す。変異体プールの作製には、Chlamydomonas Genetic 

Centerから譲り受けた pSI103プラスミド（Sizova et al., 2001）を用いた。また、相

補テストには pChlamyプラスミド（invitrogen）を用いた。 

 

2.2 培養条件 

クラモドモナスは、Tris-Acetate-Phosphate（TAP）培地で培養した（Harris., 1989）。

窒素源として NH4Cl を含み、炭素源として酢酸、そして常に 200 µM  arginine を加

えた。光照射下、23 ℃で培養した。 

 

2.3 形質転換体の作製 

薬剤耐性遺伝子をタグとして、ランダムに核ゲノムに挿入したクラミドモナス変異体

プールを作製した。形質転換は、Kindle., 1990の glass bead方法によって行った。1 L

フラスコでクラミドモナスを対数増殖期まで培養し、25 ℃、700 g、10分間遠心して

集藻した。1.5 mlの TAP培地（200 µM arginineを含む）にペレットを懸濁した。こ

のクラミドモナス培養液 500 µl を 15 ml チューブに移し、さらに 20 %polyethylene 

glycol（分子量 6000）を 167 µl、500 µgのガラスビーズ（直径 200-300 µm、エムエ

ス機器）、制限酵素 SacI、あるいは KpnIにより線状下した pSI103を 2 µg加えて、15

秒間激しく撹拌した。その後、TAP 培地（200 µM arginineを含む）で 2 回洗浄する

ことにより polyethylene glycolを洗い流した。15ml の TAP 培地（200 µM arginine

を含む）で 弱光照射下（5-10µE）、23℃で 24 時間静置し、薬剤耐性遺伝子 AphVIII タ

ンパクの発現をさせた。その後、終濃度 10 µg/mlになるよう paromomycin を添加し

た TAP寒天培地（200 µM arginineを含む）にまき、弱光下、14-18日間程度、静置

培養しコロニーを形成させて形質転換体を生育させた。 

 

2.4 光化学系 II異常変異体の単離 

弱光照射下、23 ℃で培養すると、14-18 日でコロニーが十分な大きさに成長する。
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一枚のプレートに、約 20-100 コロニーが生じた。FluorCam（PSI）を用いることで

Chl蛍光をイメージ化して、光化学系 II活性の指標である Fv/Fm値の低いコロニーを

選抜した。この際、Fv/Fm 値 0-0.5 で、光化学系 II に異常を示していると考えた。光

化学系 II異常変異体を、paromomycinを含む TAP培地（200 µM arginineを含む）

に移し、成長させた。次に、PAM クロロフィル蛍光測定装置（WALS）を用いて、再

度単離した光化学系 II 異常変異体の Fv/Fm 値を測定することで、光化学系 II 異常変

異体を選抜した。なお、FluorCamを用いたスクリーニングと同様に、Fv/Fm値 0-0.5

で選抜した。 

 

2.4 タグの挿入部位の決定 

2.4.1 ゲノム抽出 

Pramomycinを含む TAP培地（200 µM arginineを含む）で成育させた光化学系 II

異常変異体のコロニーをとり、DNA extraction buffer（100 mM Tris-HCl, pH 9.5、1 M 

KCl 、10m M EDTA）50 µlの中で懸濁した。95℃、10分間インキュベートし、その

後 vortex により激しく撹拌した。4℃、12,000g、5 分間遠心して、上清を新しいチュ

ーブに移しかえた。超純水で 5倍希釈し、これをゲノム抽出液とした。 

 

2.4.2 Thermal asymmetric interlaced PCR（TAIL-PCR） 

TAIL-PCRにより、核ゲノムに挿入された薬剤耐性遺伝子のゲノム上の位置を決定し

た。反応条件は、Matsuo et al., 2008の方法に従った。PCR酵素には、KOD FX Neo

（東洋紡）を用いた。2nd PCRと 3rd PCRの際には、1st PCR産物と 2nd PCR産物

をそれぞれ 250倍に希釈したものを鋳型として用いた。 

3rd PCR 後に、2.5 %アガロース電気泳動を行い、増幅されたバンドを切りだし、

Gel/PCR extraction kit（日本ジェネテックス）を用いて精製した。DNA濃度を測定す

るために、精製した PCR 産物を再度アガロース電気泳動行った。この際に、バンドが

複数本見えた場合は、TA-cloning を行った。塩基配列の決定は、TAKAR に委託した。

また一部においては、BigDye Teminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 

Biosystems）を用いてシークエンス反応を行い、ABI3100 Genetic Analyzer（Appied 

Biosystems 社）により塩基配列を決定した。公開データベースである Phytozome で

BLAST検索をした。なお、TAIL-PCRとシークエンスに用いたプライマーは、表Ⅱに
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示した。 

 

2.5 相補テスト 

2.5.1 コンストラクトの作製 

光化学系 II 異常の原因遺伝子と推定される Cre02.g105650、Cre02.g109950、

Cre10.g440450の full length cDNAを PT-PCRにより増幅し、pChlamyプラスミド

に in-fusion（Takara）に導入した。増幅プライマーは、表Ⅲに示した。塩基配列を確

認後、ScaI、あるいは PvuIによりプラスミドを線状化した。 

 

2.5.2 相補テスト 

光化学系 II 異常の原因遺伝子と決定するために、相補テストを行った。光化学系 II

異常変異体の形質転換は、上述した形質転換の方法に従った。ただし、形質転換体の選

抜の際には、終濃度10 µg/mlになるようhygromycinを添加したTAP寒天培地（200 µM 

arginineを含む）にまき、弱光下、14-18日間程度、静置培養しコロニーを形成させて

形質転換体を生育させた。その後、FluorCam で Fv/Fm 値が回復しているものを選抜

し、hygromycinと paromomycinを含む TAP培地（200 µM arginineを含む）に移し

変えた。その後、ゲノム PCRで形質転換の成功の可否を確認するとともに、PAMクロ

ロフィル蛍光測定装置で Fv/Fm値を測定した。PCR酵素には、KOD FX Neo（東洋紡）

を用いた。ゲノム PCRに用いたプライマーは、表Ⅳに示した。 

 

表 II TAIL-PCRとシークエンスに用いたプライマーリスト 

primer name 配列（5'→3'） 

RMD227 NTCGWGWTSCNAGC 

RMD228 WGNTCWGNCANGCG 

SacI-UP1 CTGGTTTGGCTGCGCTCCTTCTG 

SacI-UP2 TTTATACCGGATGGGTGCCGCCAG 

SacI-UP3 AGCCCGCCAAATCAGTCCTGTAG 

SacI-seq-UP4 ACGCACCAATCATGTCAAGCCTCAG 

KpnI-UP1 TTTACCGGCTGTTGGACGAGTTCTT 

KpnI-UP2 CTTCTGAGGGACCTGATGGTGTTGGTG 
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KpnI-UP3 GCGCTCGTTGATCTGAGCCTTGC 

KpnI-seq-UP4 AACGGCGGTGGATGGAAGATACTG 

 

表 III 相補テストのコンストラクト作製に用いたプライマーリスト 

primer name 配列（5'→3'） 

Cre02.g109950-fw CACTCAACATCTTAcCTCACCACCCAAACAGAGAAGGAGG 

Cre02.g109950-rv TCATATGGCGGCCGCATCGCTTTTATGTTACATACCGGGC 

Cre02.g105650-fw TCACTCAACATCTTAcGTAGTGTGCTTACATTTGCTGATT 

Cre02.g105650-rv TCATATGGCGGCCGCTGGTGCCAGATGGTAAAAGTGCGCG 

Cre10.g440450-fw CACTCAACATCTTAcCCAATTGAGAACGACTGACACTACA 

Cre10.g440450-rv TCATATGGCGGCCGCTACCGTGCACGTGCATTTACACGTT 

 

表 IV ゲノム PCRに用いたプライマーリスト 

primer name 配列（5'→3'） 

dc-Cre02.g109950-fw ACCACCCTACAAAGATGTCCAC 

dc-Cre02.g109950-rv GCTAAAACTCACCCTTGAAACG 

dc-Cre02.g110250-fw ATCCTGAAAGATGCGGAGAGAC 

dc-Cre02.g110250-rv CACCACGTCGTAGGTACACACA 

dc-Cre02.g105650-fw TCCAGAGTATTGTAGCCACACG 

dc-Cre02.g105650-rv CAGCGTCCAGATGAAGTAGATG 

dc-Cre02.g105500-fw GCCGCTGCGCATCCGCCGCATCTC 

dc-Cre02.g105500-rv GTGTTGAAGTGCAGAACCAGCT 

dc-Cre10.g440450-fw GCGGTGAGCTTTCTTCTGTAGT 

dc-Cre10.g440450-rv CATGTTGAACTTGGCCTCAAT 

dc-Cre10.g440440-fw AACCCTGACATTTGGAAGAAGC 

dc-Cre10.g440440-rv GCATCCATACCTAAACCCAAGC 

pChlamy-fw AGCCAAACCAGGATGATGTT 

pChlamy-rv AAGCATCATCGGTGTTGCATG 
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3. 結果 

3.1 光化学系 II異常変異体の単離 

クラミドモナスの arg7/cw15 株のゲノムに、薬剤耐性遺伝子 aphVII を持つ pSI103

プラスミドをランダムに挿入し、クラミドモナス変異体プールを作製した。 

まず、pSI103プラスミドを 2種類の制限酵素 SacIと KpnIでそれぞれ処理し、線状

化した。SacI処理により薬剤耐性遺伝子のプロモーター上流域を、KpnI処理により薬

剤耐性遺伝子の 3-UTR 下流域を切断した。SacI 処理した場合の方が、KpnI 処理した

場合よりもクラモドモナスの形質転換効率が高かったため（data not shown）、SacI処

理した pSI103プラスミドで形質転換を行い、クラミドモナス変異体プールを作製した。 

 クラミドモナスと線状化した pSI103を、polyethylene glycolを含む溶液中でガラス

ビーズとともに激しく撹拌することによってクラミドモナスに傷がつき、そこから

pSI103 プラスミドが侵入し、クラミドモナスのゲノム上にランダムに挿入される。ガ

ラスビーズによって効率よく pSI103プラスミドを入れるために、細胞壁欠損のクラモ

ドモナスを用いた。pSI103が挿入された形質転換体は、paromomycinの薬剤耐性を示

すため、paromomycinを含む TAP培地で成育するものをスクリーニングした。 

 光化学系 II異常変異体のスクリーニングには、Chl蛍光を指標として行った（図11）。

FluorCamで Chl蛍光をイメージ化して、光化学系 II活性を示す Fv/Fm値の低いもの

を、選抜した。WTでは、Fv/Fm値が 0.6-0.7を示した。72000コロニーのクラモドモ

ナス変異体プールの中から、FluorCam によって Fv/Fm 値が 0-0.5 を示す約 200 コロ

ニーを選抜した。選抜したコロニーを、paromomycinを含む TAP培地に移し変え、成

育させた。次に PAM光合成測定装置によって、再度 Fv/Fm値が 0-0.5を示すコロニー

を選抜した。最終的に、Fv/Fm 値が 0-0.5 を示す光化学系 II異常変異体を 132 株単離

した（表 3）。 

 

3.2 TAIL-PCRによるゲノム上のタグの挿入位置の決定 

単離した光化学系 II 異常変異体におけるゲノム上のタグの挿入位置を、TAIL-PCR

によって決定した。TAIL-PCRとは、特殊な温度条件で、ゲノムの中の適当な位置にア

ニーリングするランダムプライマーと、タンデムに設計した 3つの特異的プライマーで

行う nested-PCRする方法である（Liu et al., 1995）。今回、薬剤耐性遺伝子のプロモ

ーター領域でタンデムに設計した特異的なプライマーを作成し、薬剤耐性遺伝子のプロ

http://d.hatena.ne.jp/keyword/%A5%B2%A5%CE%A5%E0
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%C5%AC%C5%F6
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%A5%A2%A5%CB%A1%BC
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%A5%A2%A5%CB%A1%BC
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%A5%EA%A5%F3%A5%B0
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%A5%D7%A5%E9%A5%A4%A5%DE%A1%BC
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%A5%BF%A5%F3%A5%C7%A5%E0
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%C0%DF%B7%D7
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%A4%C4%A4%CE
http://d.hatena.ne.jp/keyword/%A5%D7%A5%E9%A5%A4%A5%DE%A1%BC
http://d.hatena.ne.jp/keyword/PCR
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モーターの 5’上流側のクラミドモナスのゲノム配列を、TAIL－PCR により増幅した。

光化学系 II異常変異体の TAIL-PCRを行い、PCR産物をアガロースゲル電気泳動で行

った。増幅された PCR 産物の塩基配列を決定し、公開データベース Phytozome で

BLAST検索を行い、ゲノム上のタグの挿入位置を決定した。その結果、光化学系 II異

常変異体 88株については、ゲノム上のタグの挿入位置を決定することができた。Glass 

bead 法で形質転換を行う場合、タグの挿入部位の近接領域でクラミドモナスのゲノム

の一部が欠損することが報告されている（Kirst et al., 2012; Nishimura et al., 2012）。

既報で報告されている光化学系 II 異常変異の原因遺伝子の位置付近にタグの挿入が確

認された。また、タグの挿入位置が近接しているものが複数株あり、タグの近接付近に

はこれまでに報告されている光化学系 II 異常に関する遺伝子が確認できなかった株が

21 株あった。その中で、光化学系 II 異常に関する独立した 8 つの遺伝子座があった。

これらの株において、光化学系 II異常に関する新規な遺伝子があると考えられた。 

 

3.3 光化学系 II異常に関する原因遺伝子の決定 

光化学系 II 異常に関する独立した 3 つの遺伝子座について、さらに解析を行った。

Glass bead 法により形質転換を行った際に、タグの挿入付近のクラミドモナスのゲノ

ムの一部が欠損されることが知られていることから、光化学系 II 異常変異に関する原

因遺伝子は、タグの挿入による遺伝子破壊、あるいはタグの挿入による遺伝子の欠損の

2つの可能性が考えられた。タグの挿入付近に近接する遺伝子から、TargetPや ChloroP

による局在、高等植物の相同性、そして高等植物の公開マイクロアレイデータベースや

共発現データベース ATEED-II の参考にして、3 つの遺伝子座について光化学系 II 異

常に関する原因遺伝子の候補を、それぞれ Cre02.g109950、Cre02.g105650、

Cre10.g440450に絞った。 

次に、光化学系 II 異常に関する原因遺伝子を確定するために、相補テストを行った。

まず、光化学系 II異常変異体のそれぞれの株において、原因候補遺伝子Cre02.g109950、

Cre02.g105650、Cre10.g440450が欠損しているかどうか確認するために、ゲノム PCR

を行った。光化学系 II 異常変異体のそれぞれの株において、それぞれの原因候補遺伝

子が欠損していることが確認できた（図 12-14）。次に、それぞれの原因候補遺伝子の

Full length cDNAを含むコンストラクトを作製した。そして、glass bead法で、光化

学系 II 異常変異株においてそれぞれ形質転換を行うことで、相補テストを行った。そ
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れぞれの光化学系 II異常変異体の形質転換体を、FlourCamにより Fv/Fm値を測定し

たところ、Fv/Fm値がWTと同様の値を示す株が、複数得られた（表 4-6）。また、ゲ

ノム PCR により形質転換体の作出の成功の可否を調べたしたところ、目的とする原因

候補遺伝子のバンドが確認された（図 12-14）。これより、Cre02.g109950、

Cre02.g105650、Cre10.g440450 は、光化学系 II 構築に関する原因遺伝子であると決

定された。 
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4. 考察 

4.1 クラミドモナスから光化学系 II異常変異体の単離 

本研究では、クラミドモナス変異体プールからの光化学系 II 異常変異体のスクリー

ニングを行い、光化学系 II異常変異体を 132株単離した。光化学系 II異常変異体につ

いて網羅的に TAIL-PCRによりゲノム上のタグの挿入位置を決定した結果、88株につ

いてタグの挿入に位置を決定できた。その結果、既報の光化学系 II 構築に関与する遺

伝子の付近においてタグの挿入を確認できた。一方、タグの挿入位置の付近に光化学系

II構築に関与する遺伝子が確認できなかった株が 21株得られ、光化学系 II異常に関す

る独立した 8つの遺伝子座があった。3つ遺伝子座については相補テストを行うことで、

光化学系 II構築に関する新規遺伝子 Cre02.g105650、Cre02.g109950、Cre10.g440450

を同定することができた。 

 光化学系 II異常をきたす、つまり光化学系 II構築ができない要素として、（a）光化

学系 II構成要素、（b）光化学系 II構成に関与する因子、（c）光化学系 II構成要素の翻

訳制御因子の 3つが考えられる。今回の光化学系 II異常変異体のスクリーニングでは、

（a）-（c）の要素に関与する因子の遺伝子の付近にタグの挿入を確認できた。（a）に

ついては、光化学系 II の酸素発生系の構成因子が挙げられる。酸素発生系の構成因子

であるPsbOとPsbQの付近にタグの挿入位置を確認できた（Nelson and Yocum, 2006）。

（b）については、光化学系 IIの安定性に関与するPsbHの翻訳制御に関与するHCF107

（Sane et al., 2005）の付近にタグの挿入位置を確認できた。（c）については、光化学

系 II構成に関与する因子である LPA1（Peng et al 2006 ; Park et al., 2007; Dewez et 

al., 2009）と LPA19（Wei et al., 2010）の付近にタグの挿入位置を確認できた。この

ことから、本研究で行ったスクリーニングでは、効率よく光化学系 II 異常変異体を単

離できたと考えられる。 

クラミドモナスの光化学系 II 異常変異体は、高等植物のものよりも、生化学的な解

析の点において優れていると考えられる。高等植物の場合、重度の光化学系 II 異常変

異体は、致死やアルビノの表現型を示すため、生化学的な解析を行えず、個々の遺伝子

の機能解析は困難である。対照的に、クラミドモナスの場合は、重度の光化学系 II 異

常変異体でさえも、独立栄養性の性質をもつために致死にならない（Dent et al., 2005）。

そのため、サンプルの大量調整による生化学的な解析が可能となり、遺伝子の機能解析

が可能になる。これより、光化学系 II 構築の研究においては、クラミドモナスは最適
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な実験材料であると考えられる。 

 

4.2  光化学系 II構築に関与する新規遺伝子 

（1）Cre02.g105650 

Cre02.g105650 は、シアノバクテリアや高等植物において相同性を示すものがなかっ

たが、緑藻間では広く保存されていた。Cre02.g105650変異体では、Fv/Fm値が 0-0.1

を示した。予備的な実験結果から、Cre02.g105650 変異体では、D1、CP47、LHCII、

と CP1 が蓄積するのに対して、CP43 は蓄積しなかった。また、D1/D2/CP47 の PSII

中間複合体が蓄積していた。このことから、Cre02.g105650 は、光化学系 II 構築にお

いて CP43の組み込みに関与しているのではないかと考えている。 

（2）Cre02.g109950 

Cre02.g109950は、高等植物において One-helix protein1（OHP1）と相同性を示すと

同時に、シアノバクテリアから高等植物まで広く保存されていた。OHP1は、光捕集タ

ンパク質である LHCに共通する LHCモチーフをもつ LHC like proteinのひとつであ

り、LHCタンパク質の共通祖先であると考えられている。これまでに、高等植物では、

シロイヌナズナにおいて色素欠損体として単離されていたが、機能は不明である。 

（3）Cre10.g440450 

Cre10.g440450 は、シアノバクテリアの Psb28 ホモログであり、緑藻や高等植物にお

いて幅広く分布している。シアノバクテリアでは、Psb28 欠損体は、光化学系 II タン

パク質の組成や光化学系 II活性に異常は示さない（Dobakava et al., 2009）。面白いこ

とに、シアノバクテリアの Psb28 欠損体では、ProtoIX などの Chl 合成中間体が蓄積

することが報告されている（Dobakava et al., 2009）。現在のところ、Psb28の機能は

不明である。一方、緑藻や高等植物では Psb28 ホモログに関する研究は、現在までに

行われていない。今回クラミドモナスから単離した Psb28 欠損体は、光化学系 II異常

を示すことから、シアノバクテリアとは機能が異なる可能性が考えられる。 
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図 11 光化学系 II異常変異体のスクリーニング 

Glass bead 法により、クラミドモナスの変異体プールを作製した。FluorCam によ

り、クラミドモナス変異体の Chl 蛍光をイメージ化して、Fv/Fm 値を算出した。赤色

では正常な Fv/Fm値を示し、青色では異常な Fv/Fmを示す。 
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図 12  Cre02.g105650に関するゲノム PCR 

（a）Cre02.g105650遺伝子の欠損の確認。WTは、arg7/cw15を示している。l60、l100、

l113は、独立した光化学系 II異常欠損体の株を示している。 

（b）、（c）l100を親株とした Cre02.g105650遺伝子を過剰発現する形質転換体の作出

の成功の可否の確認。WT は、arg7/cw15 を示している。Comp-l100 は、l100 をバッ

クグラウンドとした Cre02.g105650 遺伝子形質転換体を示し、番号 1、2、3 は独立し

た株を示している。（b）Cre02.g105500 遺伝子の欠損の確認を、（c）pChlamy- 

Cre02.g105650 ベクター内の配列によるゲノム PCR により Cre02.g105650 遺伝子形

質転換体の作出の成功の可否の確認を示している。 
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図 13  Cre02.g109950に関するゲノム PCR 

（a）Cre02.g109950遺伝子の欠損の確認。WTは、arg7/cw15を示している。l137は、

光化学系 II異常欠損体の株を示している。 

（b）、（c）l137をバックグラウンドとした Cre02.g109950遺伝子を過剰発現する形質

転換体の作出の成功の可否の確認。WTは、arg7/cw15 を示している。Comp-l137 は、

l137 をバックグラウンドとした Cre02.g109950 遺伝子形質転換体を、番号 1-6 は独立

した株を示している。（b）Cre02.g110250 遺伝子の欠損の確認を、（c）pChlamy- 

Cre02.g1109950ベクター内の配列におけるゲノム PCRによる Cre02.g105650遺伝子

形質転換体の作出の成功の可否の確認を示している。 
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図 14 Cre10.g440450に関するゲノム PCR 

（a）Cre10.g440450 遺伝子の欠損の確認。WT は、arg7/cw15 を示している。l126、

l169、l181は、光化学系 II異常欠損体の株を示している。 

（b）、（c）l169を親株とした Cre10.g440450遺伝子を過剰発現する転換体の作出の成

功の可否の確認。WT は、arg7/cw15 を示している。Comp-l169 は、l169 をバックグ

ラウンドとした Cre10.g440450 遺伝子形質転換体を、番号 1-6 は独立した株を示して

いる。（b）Cre10.g440440 遺伝子の欠損の確認を、（c）pChlamy- Cre10.g440450 ベ

クター内の配列におけるゲノムPCRによるCre02.g105650遺伝子形質転換体の作出の

成功の可否の確認を示している。 
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表 3  単離した光化学系 II異常変異体の株数 

Fv/Fm 株数 

0-0.1 51 

0.1-0.2 17 

0.2-0.3 23 

0.3-0.4 17 

0.4-0.5 24 
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表 4  Cre02.g105650遺伝子の相補株における FvFm値 

株 Fv/Fm 

WT 0.685 

l60 -0.073 

l00 -0.006 

l113 -0.045 

Comp-l110-1 0.497 

Comp-l110-2 0.720 

Comp-l110-3 0.738 

 

WTは、arg7/cw15を、l60、l100、l113は、独立した Cre02.g105650遺伝子欠損体

の株を示している。また、Comp-l100 は、 l100 をバックグラウンドとした

Cre02.g105650遺伝子形質転換体を、番号 1-3は独立した株を示している。 
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表 5  Cre02.g109950遺伝子の相補株における FvFm値 

株 Fv/Fm 

WT 0.685 

l137 0.176 

Comp-l137-1 0.269 

Comp-l137-2 0.576 

Comp-l137-3 0.648 

Comp-l137-4 0.600 

Comp-l137-5 0.538 

Comp-l137-6 0.507 

 

WT は、arg7/cw15 を、l137 は、独立した Cre02.g109950 遺伝子欠損体の株を示し

ている。また、Comp-l137は、l137をバックグラウンドとした Cre02.g109950遺伝子

形質転換体を、番号 1-6は独立した株を示している。 
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表 6 Cre10.g440450遺伝子の相補株における FvFm値 

株 Fv/Fm 

WT 0.685 

l126 0.105 

l169 0.282 

l181 0.289 

Comp-l169-1 0.673 

Comp-l169-2 0.653 

Comp-l169-3 0.711 

Comp-l169-4 0.660 

Comp-l169-5 0.666 

Comp-l169-6 0.67 

 

WT は、arg7/cw15 を、l126、l169、l181 は、独立した Cre10.g440450 遺伝子欠損

体の株を示している。また、Comp-l169 は、 l169 をバックグラウンドとした

Cre10.g440450遺伝子形質転換体を、番号 1-6は独立した株を示している。 
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