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第 1 部 

要旨 

 生物多様性は代謝系の多様性に支えられている。そして、代謝系を構成する主な要素の 1

つが酵素である。代謝系の多様性は、酵素が特定の基質に対して決まった触媒活性を示す

という特徴により成り立っている。しかしながら、酵素と基質の関係は鍵と鍵穴の関係と

いう訳ではなく、本来の基質以外の分子に対して（時に全く異なる触媒反応で）働くこと

がある。酵素が本来の活性とは別に持つ副反応的な活性を promiscuous な活性という。酵

素が持つ promiscuous な活性は酵素の進化の原動力であり、結果的に代謝系の進化および

生物の進化をもたらす。 

先行研究では、promiscuous な活性は低いものと考えられており、それに基づいた仮説が

提唱されていた。すなわち、低い promiscuous な活性が選択圧により上昇し、遺伝子重複

あるいは水平移動により獲得された酵素の活性が専門化して新しい酵素になるという仮説

である。この仮説では、酵素の進化が低い promiscuous な活性の選択圧による上昇から始

まるということを特徴としている。しかし正にこれが問題であり、このような低い活性に

選択圧は働くのかという点が問題であった。これに対して、私はクロロフィル分解酵素の

研究を通して上記の仮説とは異なり、高い promiscuous な活性を持つ酵素を発見した。こ

こから私は promiscuous な活性を原動力とする酵素進化（代謝系進化）に関して新しい仮

説を提唱した。 

緑色植物のクロロフィル分解酵素である SGR はクロロフィル a から Mg を脱離すること

で、分解する酵素である。しかし、SGR はクロロフィルを持つ光合成生物全てに存在して

いる訳ではなく、葉緑体の由来となったシアノバクテリアには存在せず、その起源が不明

であった。起源を探るために SGR のアミノ酸配列を用いて、BLAST 検索を行ったところ、

クロロフィルを持たず、光合成も行わないバクテリアとアーキアで類似のタンパク質が見
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つかった。緑色植物 SGR とバクテリア/アーキアの類似タンパク質のアミノ酸配列を用い

て系統解析を行ったところ、バクテリア/アーキアのクレードから緑色植物の系統が分岐し

ているという結果が得られた。このことから、緑色植物の SGR はシアノバクテリアから獲

得したのではなく、バクテリア/アーキアの類似タンパク質（以下 SGR ホモログと呼称）

を水平移動によって獲得したことが示唆された。さらに、系統解析に用いた SGR ホモログ

について活性測定を行ったところ、緑色植物の SGR を超えるクロロフィル―Mg 脱離活性

を持つものもあるということが判明した。また、基質特異性に関して調べたところ、SGR

ホモログは SGR が基質とできないようなクロロフィル誘導体も基質にできるということが

明らかとなった。バクテリア/アーキアの SGR ホモログが示した Mg 脱離活性は本来の活

性ではなく、promiscuous な活性であると考えられる。なぜならば、これらの生物はクロロ

フィルを持たないからである。 

よって、緑色植物のクロロフィル分解系の進化は次のようなシナリオであると考えられ

る。①バクテリア/アーキアの SGR ホモログに高い promiscuous な活性としての Mg 脱離

活性が偶然存在し、②これを水平移動経由で緑色植物の祖先が獲得、③緑色植物の進化の

過程で活性の調節と基質特異性の変化を経てクロロフィル―Mg 脱離酵素 SGR となった。 

promiscuous な活性を原動力とする酵素の進化では、従来は低い promiscuous な活性を前

提としていた。これに対して、私は promiscuous な活性には高い場合があることを示し、

実例によって、高い promiscuous な活性の水平移動による酵素の進化仮説を提唱した。こ

れにより、promiscuous な活性の水平移動が酵素の進化に与えるインパクトは従来考えられ

てきたよりも広範だったという可能性を示すことができた。 
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序論 

 地球上には様々な種類の生物がおり、日々新しい種が報告されている。これらの生物中

には多様な代謝系が存在し、生命活動を通じて様々な物質が作られている。その中には抗

生物質を生産する代謝系を持つものや、人工的に作られた物質を分解できる生物がいたり

するため、医学・産業的な応用が期待される。代謝系の中心的な構成要素の 1 つが酵素で

あり、有用物質などは酵素の持つ活性と関係している。多様な分子の裏には多様な代謝系

とそれを支える酵素活性があると言える。酵素の基質特異性と触媒活性が多様な代謝系を

支えており、酵素の活性は有用物質と同様に資源ととらえることができる。 

そして今では酵素の基質特異性や活性を人為的に操作し、新しい機能を持つ酵素が作ら

れている。2018 年のノーベル化学賞はタンパク質の指向性進化に携わっていたフランシ

ス・アーノルド、ジョージ・スミス、グレゴリー・ウィンターに授与された。タンパク質

の指向性進化とは、遺伝子工学的手法によって既存のタンパク質の能力を強化、新しい機

能を付与するなど、望ましい機能を持つタンパク質が得る技術である。そして、一連の進

化の過程は大腸菌などの生物を用いて行われ、任意の選択圧をかけて目的の機能を増強、

新しい機能の獲得を行う。この技術は、酵素に潜む極めて低い活性を人為的な選択圧を通

して高めるというコンセプトが背景にある。つまり、酵素が本来の基質以外に示す活性を

利用している。 

しかしながら、高校の生物の教科書では、酵素と基質の関係はよく鍵と鍵穴の関係と例

えられる。これは酵素が特定の基質に対して決まった触媒活性を示す、つまり、高い基質

特異性と高い触媒特異性を持つからである。しかし、実際は基質でないものを、場合によ

っては Enzyme Commission Numbers の異なる触媒活性により代謝することがある

(Khersonsky and Tawfik, 2010)。従って、酵素の活性は 2 種類に分類でき、1 つは代謝系に

組み込まれており、生理的に重要な意味を持つ primary な活性、もう 1 つは代謝系に組み込

まれておらず、生理的に無意味な promiscuous な活性である(Copley, 2003; Kazlauskas, 
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2005; Khersonsky and Tawfik, 2010; Martínez-Núñez et al., 2017; Peracchi, 2018)。

promiscuous な活性はある酵素だけが持つ特殊な活性ではなく、多くの酵素に普遍的に存在

する活性である(Pandya et al., 2014; Baier et al., 2016; Copley, 2017)。興味深いのは、

promiscuous な活性は宿主細胞内では全く意味のない活性であるにも関わらず、新しい活性

を持つ酵素誕生の原動力となっていることである(Rison and Thornton, 2002)。 

promiscuous な活性と酵素の進化に関してはたくさんの報告があり、分子メカニズムによ

って主に Neofunctionalization、Subfunctionalization に分類されている(Glasner et al., 2020)

（Fig. 1）。Neofunctionalization は遺伝子重複/水平移動により獲得された遺伝子がアミノ酸

残基の置換をきっかけに promiscuous な活性を獲得、最終的に promiscuous な活性を

primary な活性へと昇華させて新しい代謝系を獲得するモデルである（遺伝子重複/水平移

動が promiscuous な活性の獲得に先行するのが特徴）。Subfunctionalization はアミノ酸残基

の変異により promiscuous な活性を獲得し、遺伝子重複/水平移動を経て promiscuous な活

性が primary な活性へと変化するモデルである（promiscuous な活性の獲得が遺伝子重複/

（別の生物への）水平移動に先行するのが特徴である）。クロロフィル代謝系（Fig. 2）を例

にとると、クロロフィル a 合成系に関わる酵素の 1 つ、フェレドキシン依存型ジビニルク

ロロフィル還元酵素（F-DVR）は微弱な 7-ヒドロキシメチルクロロフィルa還元活性（HCAR

活性、クロロフィル b 分解に必須）を promiscuous な活性として持っている。シアノバク

テリアの F-DVR は HCAR 活性の上昇と F-DVR 活性の低下を経て、緑色植物のクロロフィ

ル b 分解関連酵素 HCAR へと進化した(Ito and Tanaka, 2014)。 

先行研究では、一般的に promiscuous な活性は生理的に無意味な活性であるため、活性

を高めるような選択圧に曝されておらず、活性は低いものと考えられてきた(Khersonsky 

and Tawfik, 2010; Rauwerdink et al., 2016; Noda-Garcia et al., 2018)。そして、低い

promiscuous な活性は、環境が変化するなどして生理的に重要な位置を占めるようになって

から選択圧で活性が上昇するとされていた(O’Brien and Herschlag, 1999)。しかし、私はク
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ロロフィル代謝に関わる酵素の研究を通して上記の仮説とは異なり、高い promiscuous な

活性を持つ酵素を発見した。ここから私は promiscuous な活性を原動力とする酵素進化（代

謝系進化）に関して新しい仮説を提唱したい。 

クロロフィルは光エネルギーを吸収するアンテナ色素であるとともに、吸収したエネル

ギーにより駆動される電子伝達鎖の構成要素でもある。このようにクロロフィルは光合成

における、光エネルギーの化学エネルギーへの変換に深く関与している。一方で、クロロ

フィルが過剰に光を吸収するとエネルギーの処理が間に合わなくなり、酸化ストレスの発

生源にもなる。そのため、光エネルギー吸収のためにクロロフィルを合成するとともに、

過剰な光エネルギーを吸収しないようにクロロフィルを分解することも不可欠である。そ

して、クロロフィル分解はクロロフィルを結合している光化学系タンパク質の分解も促進

するため、栄養の転流にも寄与する(Hortensteiner and Krautler, 2011)。 

クロロフィル分解系に関わる一連の酵素は陸上植物で良く研究されている(Hauenstein 

et al., 2016; Shimoda et al., 2016)。陸上植物はクロロフィル a とクロロフィル b を持つが、

クロロフィル b はクロロフィル a に変換され、必ずクロロフィル a を介して分解される（Fig. 

2B）。クロロフィル分解の最初のステップは、クロロフィル a の中心の Mg が脱離してフェ

オフィチン a へと変換されることで始まり、この反応は Mg 脱離酵素（STAY-GREEN; SGR）

によって触媒される(Shimoda et al., 2016)。次に、フェオフィチン a はフェオフィチン―フ

ェオフォルビド加水分解酵素（PPH）によりフェオフォルビド a へと変換される(Schelbert 

et al., 2009)。そして、フェオフォルビド a はフェオフォルビド a 酸化酵素（PAO）によっ

てテトラピロール環の酸化開裂が引き起こされ、直鎖状テトラピロール分子の赤色クロロ

フィル代謝物（RCC）へと変換される(Pruž Inská et al., 2003; Tanaka et al., 2003)。得られ

た直鎖状テトラピロール分子はさらなる修飾を受け、最終的に光毒性のない分子へと変換

され、液胞で保存される(Hortensteiner and Krautler, 2011)。以上より、陸上植物における

SGR は一連の分解反応を支配するキー酵素である。しかしそれだけではなく、SGR のクロ
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ロフィル分解は間接的に他のクロロフィル分解酵素の遺伝子発現も誘導するため、老化に

おいても中心的な役割を持っている(Sato et al., 2018)。実際に、sgr 完全欠損株では老化時

にクロロフィル分解が妨げられるだけではなく、老化そのものが不完全になってしまう。

従って、SGR の獲得は陸上植物の進化の過程で老化現象の発達と密接に関わってきたと考

えられる。 

陸上植物では SGR が老化時のクロロフィル分解を担っているが、他の光合成生物はどう

であろうか。実は光合成生物全体を見渡すと、SGR を持っているのは緑色植物（緑藻と陸

上植物）と灰色藻だけであり、シアノバクテリアや紅藻、二次共生藻や三次共生藻には SGR

は一切見つかっていない（Fig. 3）。一方で、バシラス綱細菌やクロストリジウム綱細菌をは

じめとする光合成をしないバクテリアにホモログ遺伝子が広く存在していることが分かっ

た。本研究では、私はバクテリア SGR ホモログの中には緑色植物 SGR のクロロフィル―

Mg 脱離活性をはるかに凌ぐ活性を持つものがあることを発見した。これより、酵素の

promiscuous な活性は必ずしも低くなく、高いものも存在することが示された。系統解析で

は、高い Mg 脱離活性を持つバクテリア SGR ホモログが真核光合成生物の祖先に水平移動

したことが示唆された。本研究の結果より、私は酵素の promiscuous な活性を原動力とす

る代謝系進化について新しい仮説を提唱した。すなわち、promiscuous な活性には低いもの

から高いものまで存在し、高い活性を持つものが水平移動により獲得されることで新しい

代謝系が獲得されるという説である。 
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結果 

 緑色植物（緑藻および陸上植物）のクロロフィル分解系の最初の反応を担う酵素、クロ

ロフィル―Mg 脱離酵素 SGR のアミノ酸配列を用いて類似する配列の検索を行ったところ、

光合成をしない（クロロフィルを持たない）バクテリアとアーキアにも SGR の類似配列が

存在することが判明した。データベースより得られた緑色植物 SGR と原核生物の類似タン

パク質のアミノ酸配列を用いて系統関係を調べたところ、①SGR ホモログのある系統から

SGR が分岐・誕生したことが示唆された。系統関係が得られたことから、以降は緑色植物

のクロロフィル―Mg 脱離酵素を SGR、緑色植物以外の生物で発見された類似配列を SGR

ホモログと呼称する。系統解析に使用した SGR ホモログの一部について Mg 脱離活性を測

定したところ、②SGR の活性を超える非常に高い活性を持つものと活性を全く持たないも

のが得られた。また、活性を持つ SGR ホモログの基質特異性を調べたところ、③SGR が分

解できない基質に対しても活性を持つということが明らかとなった。 

 続く考察では、①系統解析と、②③酵素学的解析の結果をもとにして、SGR の酵素活性

の進化がもたらした緑色植物のクロロフィル分解系の進化について議論をする。 

 

1. 緑色植物 SGR と原核生物 SGR ホモログの分布および系統関係 

 予備実験の BLAST 検索により、光合成をしない（クロロフィルを持たない）バクテリア

とアーキアにも SGR の類似タンパク質が存在することが明らかとなった。そこで、SGR と

その類似タンパク質がどのような生物に存在し、それらがどのような系統関係を持つのか

を調べた。 

 

1.1. SGR と SGR ホモログの分布 

SGR 類似タンパク質の検索は、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の SGR1（アミ

ノ酸配列は Phytozome から取得）を Query 配列として用い、以下 4 つのデータベースにお
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いて 2018 年 11 月時点で報告されている類似タンパク質について網羅的に検索した。 

① Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) 

② realDB (http://realdb.algaegenome.org/) 

③ NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

④ Alga-PrAS (http://alga-pras.riken.jp/) 

その結果、真核生物では、アーケプラスチダに属する緑色植物（一部例外あり）と灰色

植物でのみ SGR および SGR 類似タンパク質が見つかった（Fig. 3）。アーケプラスチダと

は、緑色植物と灰色植物と紅色植物が属する分類群であり、一次共生を経て誕生した真核

光合成生物を共通祖先に持つ。 

緑色植物では、祖先種に近いとされるクレブソルミディウム藻については例外的に SGR

が見つからなかった。同じく祖先種に近いと考えられているメソスティグマ藻はゲノム情

報欠損のため、SGR の有無は分からなかった。灰色藻については、報告されている 4 属全

てが SGR 類似タンパク質を持つことが分かった。ただし、灰色植物の類似タンパク質がク

ロロフィル分解酵素として機能しているという報告はない。一方で、紅色植物では SGR を

持つものは 1 種も見つからなかった。また、紅色植物の細胞内共生を介して誕生した二次

（三次）共生藻にも SGR ホモログは見つからなかった。二次共生藻には、SGR を持つ緑色

植物の細胞内共生を介して光合成能を獲得したとされるユーグレナ藻がいるが、これにも

SGR は存在しなかった。アーケプラスチダとは独立に一次共生を介して光合成能を獲得し

たポーリネラにも SGR は存在しなかった。 

次に、原核生物における SGR 類似タンパク質の分布であるが、興味深いことに（バクテ

リオ）クロロフィルを持つシアノバクテリアや他の光合成細菌からは類似タンパク質は見

つからなかった。逆に、光合成を行わないバクテリアとアーキアで類似タンパク質が見ら

れた（Fig. 3）。バクテリアで最も多くのヒットが得られ、特にフィルミクテス門に属するバ

シラス綱とクロストリジウム綱細菌に広く見られた。他にも、クロロフレクサス門（アナ
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エロリネア綱）、バクテロイデス門（バクテロイデス綱）、プロテオバクテリア門（ビブリ

オ属、アシネトバクター属）、放線細菌門（マイコバクテリウム属）の細菌にいくつか見ら

れた。クロロフレクサス門は緑色非硫黄光合成細菌を含むが、SGR の類似タンパク質を持

つのは光合成をしないグループの細菌である。アーキアでは、クレン古細菌門とトール古

細菌門に属すると考えられる種で SGR 類似タンパク質を持つことが分かった。 

（2020 年 10 月時点で）原核生物の SGR 類似タンパク質の報告はさらに増え、バクテリ

アではクロロフレクサス門などで情報が追加された。アーキアでは、詳細な分類がされて

いないものがほとんどだが、上門あるいは門のレベルでさらなる追加が見られた。 

 

1.2. SGR と SGR ホモログの系統関係 

 網羅的に検索された SGR（類似タンパク質）のアミノ酸配列より、系統樹を作成し、互

いの系統関係を調べた。本実験では、検索された全ての配列を使用したわけではなく、一

部の配列を代表として選択して解析に使用した(Table 1)。アミノ酸配列の選択条件は、①

類似性が高いものから低いものまで偏りがない、かつ、②SGR（類似タンパク質）を持つ

宿主の系統に偏りがないように行った。ただし、①と②に従って選択された中でも

Alicyclobacillus hesperidum と Clostridium sp. Marseille-P2414 の SGR 類似配列は以降の解

析では除外した。これらは E-value などのスコアにおいては確かに SGR の配列に類似して

いるとされたが、アミノ酸配列のアライメントを見ると SGR や他の SGR 類似配列とアミ

ノ酸残基の保存性がかなり異なっていた。該当するタンパク質は、他の SGR 類似タンパク

質とは異なる選択圧に曝されており、系統樹の形を乱すと考えられたためである。  

 ①と②の条件に従って選択した SGR（類似タンパク質）のアミノ酸配列を用いて、アラ

イメントを作成し(Fig. 4)、系統解析を行ったところ、Fig. 5 のような系統樹が得られた。

遠縁な関係にあるはずの生物間に近縁な関係を持つ遺伝子が見つかったため、水平移動に

より様々な生物に広がったと推察された。系統樹に使用したバクテリアとアーキアについ
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ては、16SrRNA の配列を用いてもう 1 つ系統樹を作成した（Table 2、Fig. 6）。その結果、

バチルス綱とクロストリジウム綱がそれぞれグループを形成し、SGR ホモログの系統樹と

異なる形状になった。このことから、バチルス綱細菌とクロストリジウム綱細菌の間でも

複数回水平移動が行われていることが示唆された。 

水平移動には方向があるため、どちらの生物がドナーであるかが問題となる。本研究で

は、緑色植物 SGR の起源に注目しており、原核生物から緑色植物へと水平移動したのか、

それとも逆なのかが重要である（Fig. 7）。系統樹の形状からは、前者の可能性が支持された。

これはバチルス/クロストリジウム綱の枝から緑色植物と灰色植物の枝が分岐していたため

である。もし、緑色植物からバチルス/クロストリジウム綱へと遺伝子が渡っているならば、

緑色植物のある枝からバチルス/クロストリジウム綱の枝が広がるはずである。 

緑色植物と灰色植物の枝とバチルス/クロストリジウム綱細菌の枝の分岐はブーツストラ

ップ値が 95％であったことから分岐の信頼性は高く（Fig. 5）、バチルス/クロストリジウム

綱から緑色植物と灰色植物へ SGR 類似タンパク質が水平移動したシナリオが一番有力であ

ると考えられる。緑色植物と灰色植物が同じ位置から分岐していたため、両植物が独立に

SGR ホモログを獲得したのではなく、両者の共通祖先が獲得した可能性が高い。緑色植物

と灰色植物が具体的にどの細菌から SGR の祖先タンパク質を得たのかは不明であるが、は

っきりしているのは、SGR がシアノバクテリア由来でないことである。 

以上より、バクテリア/アーキアの SGR 類似タンパク質が緑色植物の SGR と系統関係を

持つことが系統樹から明らかになったため、これ以降は SGR 類似タンパク質を SGR ホモ

ログと呼称する。 

 

2. SGR ホモログの Mg 脱離活性 

 SGR（類似タンパク質）の系統解析より、緑色植物 SGR と灰色植物 SGR 類似タンパク

質が光合成をしないバクテリア/アーキア由来であり、水平移動により獲得されたことが示
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唆された。両者に系統関係があるということが示されたが、SGR の祖先と考えられる SGR

ホモログにはクロロフィル―Mg 脱離活性は存在したのだろうか？ つまり、SGR が持つ活

性の獲得と進化には以下の 2 通りのシナリオが考えられる。 

① 真核光合成生物にクロロフィル分解活性のない SGR ホモログが獲得され、宿主の進

化の過程で分解活性を獲得した 

② バクテリア SGR ホモログはクロロフィルの存在しないバクテリア内で既にクロロフ

ィル分解活性を持っており、それが真核光合成生物に獲得された 

 本章では、まず緑色植物 SGR の大腸菌タンパク質発現方法の確立について論じ、次にバ

クテリア SGR ホモログの酵素活性測定ならびに比較をし、最後に活性の得られた SGR（ホ

モログ）に対して酵素反応速度論的解析を行い、酵素学的な特徴の比較について述べる。 

 

2.1. FATT タグによる緑色植物 SGR 発現系の改良 

 酵素を使用する実験では、多くの酵素が安価・簡便に得られるほど研究がしやすい。先

行研究での SGR の合成はコムギ胚芽抽出液を用いた無細胞タンパク質発現系を利用してい

た。この発現系は高い活性の SGR を合成できたが、高価であるという欠点があった。その

ため、大腸菌による安価・簡便なタンパク質発現系が探索されたが、緑藻クラミドモナス

の SGR でしか活性が得られず、活性もそこまで高くなかった。この段階でも研究は行える

が、より効率的に実験を行うため、発現系の改良に取り組んだ。具体的には、大腸菌を用

いたコストの低い発現系で大量の活性型 SGR の合成を目指した。発現系の改良が成功すれ

ば、酵素学的な実験のデータの質も向上することが期待される。 

SGR は可溶性タンパク質であるが、大腸菌内で合成された SGR は封入体に閉じ込められ

ており、これが活性型の SGR が得られない原因であると考えられた。そこで、封入体形成

を抑制（SGR の可溶化を促進）するために、親水性タグの 1 つである FATT タグ(Chen et 

al., 2017)を融合することで問題解決を図った（Fig. 8）。FATT タグはヒトアミロイド前駆
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体タンパク質の超酸性領域をもとに作成されたアフィニティータグである。この超酸性領

域は親水性で、負の電荷を帯びており、立体構造を形成しないという 3 つの特徴を持って

いる。FATT タグの強い親水性は融合タンパク質の可溶化を促進し、負電荷と構造を持た

ないという特性は封入体形成を抑制する。 

まず、FATT タグを人工遺伝子として注文し、プラスミド pET30a にクローニングした。

次に、クローニングした FATT タグの下流にシロイヌナズナの SGR（Arabidopsis thaliana 

SGR1: AtSGR1、Arabidopsis thaliana SGR-LIKE: AtSGRL）とクラミドモナスの SGR

（Chlamydomonas reinhardtii SGR: CrSGR）、AtSGR1 と CrSGR の融合タンパク質

（AtSGR1_CrSGR C-term.）をそれぞれクローニングした。融合タンパク質に使用した

CrSGR のアミノ酸配列は推定される触媒部位を除いた C 末端領域の配列である。この配列

は緑藻 SGR に特徴的な配列であり、従来の発現系で CrSGR のみ活性が得られたのは、こ

の C 末端の配列が関わっていたと考え、この配列を融合タンパク質作成に用いた。以上の 4

種類のコンストラクトを大腸菌でのタンパク質翻訳合成に供試し、N 末端に FATT タグを

持つ SGR を得た（以降は「FATT_SGR」と記述する）。 

 SGR は可溶性タンパク質であるため、可溶性画分にタンパク質が存在する必要がある。

FATT_SGR を発現した大腸菌の溶解液と上清を SDS-PAGE に供試し、続くイムノブロッ

トによりそれぞれの画分中の目的タンパク質の検出を行った。イムノブロットの結果、

FATT_AtSGR1（39.4 kDa）と FATT_AtSGRL（39.0 kDa）でタンパク質が可溶性画分で

検出された（Fig. 9）。大腸菌溶解液と比較するとタンパク質のシグナルが弱いため、一部の

タンパク質しか可溶化していないと考えられる。FATT_AtSGR1 と FATT_AtSGRL に比べ、

FATT_CrSGR（76.0 kDa）と FATT_AtSGR1_CrSGR C-term.（70.4 kDa）では可溶化タン

パク質の絶対量はさらに少なかった。尚、ExPASy（https://web.expasy.org/compute_pi/）

が提供するプログラムを用いてタンパク質の分子量を計算したが、検出されたタンパク質

のバンドは全体的に高分子側にシフトしていた。 
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 合成した 4 種類の緑色植物 SGR を用いて、クロロフィル a に対するクロロフィル―Mg

脱離活性を測定したところ、FATT_AtSGR1 では活性が得られず、FATT_CrSGR、

FATT_AtSGR1_CrSGR C-term.は従来の発現系の活性と同程度の強さであった。その中で、

FATT_AtSGRL で格段に高い活性が得られた（Fig. 10）。以上より、FATT タグを用いた大

腸菌タンパク質発現系の改良により、緑色植物 SGR の 1 つ AtSGRL の可溶化タンパク質の

発現と活性の検出に成功した。そのため、以下のバクテリア SGR ホモログを用いた実験で

は AtSGRL を緑色植物 SGR の代表とし、比較対象として扱う。 

 

2.2. バクテリア SGR ホモログの活性測定 

2.2.1. SGR（ホモログ）の発現と定量 

 SGR の進化シナリオを調べるため、緑色植物 SGR 代表の AtSGRL と系統解析に使用さ

れたバクテリア SGR ホモログ 6 種（Anaerolineae bacterium SM23_63 SGR ホモログ: 

AbSGR ホモログ、Clostridium botulinum sp. A2 117 SGR ホモログ: CbSGR ホモログ、

Bacillus aquimaris sp. SAMM SGR ホモログ: BaSGR ホモログ、Bacillus solani SGR ホモロ

グ: BsSGR ホモログ、Romboutsia sp. MT17 SGR ホモログ: RSGR ホモログ、Peptoniphilus 

phoceensis SGR ホモログ: PpSGR ホモログ）を大腸菌で発現し、in vitro での活性測定に供

試した。SGR ホモログの活性の有無を明らかにし、進化シナリオについて検討する。原核

生物 SGR ホモログの代表としたバクテリア 6 種のホモログは、緑色植物 SGR に対するホ

モロジーの程度と宿主の系統に多様性を持たせるとともに、系統樹上の位置も特定のクレ

ードに偏らないように選択した。 

酵素活性測定のため、選択したホモログ 6 種の人工遺伝子を用意し、クローニングを行

った。クローニングは N 末端に FATT タグを融合する形で行い、先に作成した AtSGRL と

構造を統一した。クローニング後は大腸菌でタンパク質を合成し、タンパク質の定量と酵

素活性測定を行った。 
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本実験における FATT タグには、His タグおよび FLAG タグ配列が含まれているが、精

製してもタンパク質量は少なかった。そのため、濃度既知の AtHCAR（同様に N 末端に

FATT タグを融合）と同時にイムノブロットを行い、タンパク質バンドの蛍光量とタンパ

ク質量を対応させる検量線とした。作成した検量線を利用して、酵素液（大腸菌溶解液）

の可溶性画分に含まれる SGR（ホモログ）の濃度を計算した。可溶性画分に着目するのは

SGR が可溶性タンパク質であり、それらが正常なタンパク質の状態であると考えているか

らである。目的のタンパク質を大腸菌で発現し、可溶性画分の SGR（ホモログ）をイムノ

ブロットで検出したところ、4 種の SGR ホモログ（AbSGR ホモログ、CbSGR ホモログ、

BaSGR ホモログ、BsSGR ホモログ）は AtSGRL よりも 2.5 倍ほど多く分画できた。一方で

残り 2 種の SGR ホモログ（RSGR ホモログ、PpSGR ホモログ）は AtSGRL よりも少量の

タンパク質しか分画できなかった（Fig. 11）。 

 

2.2.2. SGR（ホモログ）の Mg 脱離活性の測定 

SGR（ホモログ）を発現した大腸菌の溶解液を酵素液、クロロフィル a 溶液を基質溶液

として用意し、両者を混合して酵素反応させ、反応後の色素組成を HPLC で解析した。HPLC

による分離・検出で、Mg 脱離分子（フェオフィチン a）の蛍光シグナルの有無で使用した

SGR（ホモログ）が Mg 脱離活性を持つのか調べた。本実験の HPLC 解析の条件では、基

質であるクロロフィル a の保持時間は 4 分で、分解産物のフェオフィチン a は 4.6 分の位置

にシグナルが現れる。 

 活性測定の結果、3 種の SGR ホモログ（AbSGR ホモログ、CbSGR ホモログ、BaSGR

ホモログ）は活性を持つが、残りの 3 種（BsSGR ホモログ、RSGR ホモログ、PpSGR ホモ

ログ）は分解産物のシグナルが検出されなかったことから、活性がないと考えられた（Fig. 

12）。驚いたことに、活性のあったホモログに関しては、AtSGRL よりも格段に高い活性を

示した。この AtSGRL はシロイヌナズナが持つ 3 種類の SGR の中で最も活性が高い SGR
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である。活性の得られた SGR ホモログは、選抜されたホモログ 6 種のうち緑色植物の SGR

に対してホモロジーの高い上位 3 種であった。 

本実験の結果は、先に挙げた SGR 進化のシナリオの②をサポートするような結果であっ

た。強力な活性を持つ SGR ホモログが存在することに加え、系統樹中の真核光合成生物の

分岐の近くにクロロフィル―Mg 脱離活性のある SGR ホモログがいることも②のシナリオ

を支持しているように思われる。そして、SGR ホモログを持つバクテリアには（バクテリ

ア）クロロフィルが存在しないため、検出されたクロロフィル―Mg 脱離活性は promiscuous

な活性（酵素が本来の機能とは別に持つ、代謝系に組み込まれていない活性）と考えられ

る。よって、②のシナリオに従うのならば、緑色植物の祖先はバクテリアのタンパク質が

持っていた「代謝系に組み込まれていない活性」を利用し、「代謝系を構成する活性」とし

て運用し始めた可能性が示唆される。 

 

2.3. 酵素反応速度論的解析 

 次に、AtSGRL と活性の得られたバクテリア SGR ホモログ 3 種に関して、Km 値と kcat

の決定を行い、基質との相互作用の程度や活性強度を詳細に測定し、これらの比較を試み

た。 

 

2.3.1. 反応初速度の決定とミカエリス―メンテン曲線の作成 

実験結果の報告に進む前に酵素の反応速度論的解析について説明を挟む。この解析の目

的は、触媒としての酵素のパラメーターを定量し、比較を可能とすることである。最終的

に得られるパラメーターは、酵素―基質間の相互作用の程度（Km 値［µM］）と酵素の最大

反応速度（Vmax［µM/min］）である。ただし、Vmax は単位時間当たりに生成物がどれだけ

生じるかだけを表す指標であり、使用する酵素量ついては考慮されていない。使用する酵

素量が多くなれば Vmax は上昇するため、複数の酵素間でパラメーターを比較する際には酵
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素量に依存しない形式に変換・統一する必要がある。そのため、kcat［min-1］というパラメ

ーターを用いる。kcat は、Vmax を使用した酵素濃度で除したもので、酵素 1 分子が単位時間

当たり最大で何回触媒反応を行うかを表す。 

上記パラメーターの決定に必要な具体的な実験は、一定濃度の酵素に対して様々な濃度

の基質を作用させることである。様々な基質濃度条件を用意するのは、酵素の反応速度は

基質が酵素の活性中心と出会う確率に依存するから、つまり、基質の濃度に相関するから

である。基質濃度が低い条件では、基質濃度に比例して酵素の反応速度は上昇する。一方

で、基質濃度が高くなると酵素の活性中心は常に基質に占有されるため、濃度に関係なく

一定の速度（≒最大速度）しか得られなくなる。基質濃度による反応「初」速度の関係を

表したグラフがミカエリス―メンテン曲線であり、この曲線からVmaxやKm値が算出される。 

よって、酵素のパラメーターを求めるにはミカエリス―メンテン曲線を得る必要がある。

そしてこの曲線を得るには、先に各基質濃度における反応「初」速度を決定する必要があ

る。初速度とは、酵素反応開始直後の短時間での反応速度のことであり、すなわち、基質

の濃度が変化していないとみなせるような条件での反応速度である。酵素反応の速度は基

質の濃度に影響を受けるため、基質の濃度変化がないとみなせる時間内では、生成物量が

時間に比例する（両者の関係が一次式で表現でき、グラフの傾きが初速度に相当する）。仮

に、長時間の酵素反応を行ったとすると、基質濃度の低下に伴った反応速度の低下も引き

起こされる。そのため、反応時間に応じて異なる速度が得られてしまう。反応初期の速度

が必要とされるのは、濃度条件が変化しても統一した基準に基づいて比較するためである。 

最後に今回の実験の流れをまとめる。まず、ある濃度の SGR（ホモログ）を適当な濃度

のクロロフィル a と反応させ、反応時間に比例して分解産物（フェオフィチン a）量が増加

するような条件（酵素濃度、基質濃度範囲、反応時間）を調べる。次に、各基質濃度条件

におけるクロロフィル a の分解速度（分解産物フェオフィチン a の生成速度）［µM/min］

を求める（Fig. 13）。求めた初速度は基質濃度と対応させてプロットし、最適なミカエリス
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―メンテン曲線を計算、酵素反応速度論的パラメーターを得る（Fig. 14）。 

上述の実験は、本来ならば［酵素濃度］<<［基質濃度］となるような実験系（短時間の

酵素反応では基質濃度が変化しないとみなせるような系）が望ましいが、基質濃度を高く

しすぎるとすると Mg 脱離活性が阻害された。そのため本実験では、阻害が生じない範囲で

基質濃度を設定した。基質濃度に対して酵素濃度がやや高めだが、酵素濃度が低すぎると

今度は分解産物が検出できなくなるため、活性測定できるぎりぎりの酵素濃度を本実験で

使用した。そのため、ミカエリス―メンテン曲線は比較的低濃度の基質濃度領域のデータ

を用いて得られたということになる。 

 

2.3.2. SGR（ホモログ）の kcat と Km 値 

Table 3 は AtSGRL と活性を示した 3 種のバクテリア SGR ホモログの酵素反応速度論的

パラメーターをまとめたものである。kcat は単位時間当たりの最大代謝回転速度を表し、高

いほど活性が高い。一方で Km 値は酵素と基質の結合のしやすさを表している。低い値なら

ば、低基質濃度でも（酵素と基質の衝突回数が少なくても）効率よく活性中心へアクセス

でき、酵素反応に利用される。逆に高い値を示すものは基質濃度が高くなければ（酵素と

基質の衝突回数が多くなければ）活性中心へアクセスできず、酵素反応に利用されない。

従って、Km 値は低いほど酵素反応が起こりやすいことを表しており、Km の高さと反応の起

こりやすさは反比例の関係にある。つまり、酵素反応の起こりやすさは Km 値の逆数、1/Km

に比例すると言える。kcat/Km は kcat と Km 両パラメーターの評価を統合したものである。値

が高いほど、つまり、kcat と 1/Km が高いほど酵素反応がよく起こることを指すため、kcat/Km

の値が高いほど活性の高い酵素であると言える。 

Table 3 の Km 値を比較すると、AtSGRL、CbSGR ホモログ、BaSGR ホモログ 3 者は互

いに近しい値を示し、その値は他のクロロフィル代謝酵素の値と類似していた(Shieh et al., 

1978)。これに対して AbSGR ホモログはその他の SGR（ホモログ）よりも高い Km 値が算
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出された。kcat/Km を比較すると酵素間の値の差は顕著であった。BaSGR ホモログの kcat/Km

は 394×10-3µM-1min-1 で最も高い値を示した。これに次いで、CbSGR ホモログは 84.5×

10-3µM-1min-1、AbSGR ホモログは 31.4×10-3µM-1min-1、AtSGRL は 4.64×10-3µM-1min-1

であり、酵素間に大きなばらつきが見られた。AtSGRL は現在知られている緑色植物 SGR

の中で最も高い活性を持つと知られていたが、BaSGR ホモログはその約 85 倍もの活性を

持っていた。AbSGR ホモログの kcat/Km の値が低かったのは分母の Km 値が高いことが影響

している。また、活性のなかった SGR ホモログとそれを持つ宿主を考慮すると、酵素間の

分解活性のばらつきはさらに強調されるとともに、酵素の系統が近いからといって似たよ

うな kcat/Km を示すわけではなかった。2 種類のバシラス細菌 SGR ホモログ（BaSGR ホモ

ログと BsSGR ホモログ）を例に挙げると、BaSGR ホモログは高い kcat/Km を示す一方で

BsSGR ホモログは全く活性を示さなかった。 

SGR ホモログを持つバクテリアはクロロフィルを持っていない、そのようなバクテリア

に強力なクロロフィル―Mg 脱離活性を持つ酵素が存在するのは非常に興味深い。さらに、

活性の程度は酵素の系統が近くてもばらばらであることも面白い特徴であると思われる。 

 

3. SGR ホモログの基質特異性について 

 当研究室では、様々なクロロフィル誘導体を緑色植物 SGR に作用させ、in vitro での基質

特異性決定を行ってきた。これにより、シロイヌナズナの SGR1、SGR2 およびクラミドモ

ナスの SGR はクロロフィル a のみを基質とし、クロロフィル a の前駆体のクロロフィリド

a は基質としないことが調べられていた(Matsuda et al., 2016)。これに対して、AtSGRL は

両者を基質にできるということが確かめられた（ただし、AtSGRL のクロロフィリド a 分解

活性が in vivo で機能しているか、機能しているとしてどのような意味があるのかは今のと

ころ明確なデータはない）。そして、上記の SGR は全てクロロフィル b からは Mg を脱離

できないことも調べられた。この結果は、クロロフィル b から Mg を脱離すると安全な分
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子まで分解されず、光毒性のある分子が蓄積してしまうという点で筋の通るものであった。 

本実験では、活性のあるバクテリア SGR ホモログのクロロフィル誘導体に対する活性を

調べ、基質特異性の決定を行った。これにより、SGR の進化の過程で基質特異性はどのよ

うに変化してきたかを調べる。基質には、遊離状態のクロロフィル誘導体およびヘミンと

光化学系タンパク質を用いた。ヘミン（≒ヘム）はプロトポルフィリン IX の中心に鉄原子

を挿入することで合成される分子であり、中心に Mg を挿入することで合成されるクロロフ

ィルと似た構造を持つ（Fig. 2A）。活性のある SGR ホモログが鉄原子脱離も可能なのか（ヘ

ミン（ヘム）分解酵素として機能するか）を検討するために使用した。ヘミンの中心鉄は 3

価であり、中心鉄が 2 価のヘムとは若干異なる。しかし、ヘムは酸化しないように保つの

が難しいことと、ヘムとヘミンで鉄原子―テトラピロール環の結合（脱離時に切断される

結合）は同一であるため本実験ではヘミンで代用している。クロロフィル―タンパク質複

合体を使用するのは、タンパク質中のクロロフィルが基質となるかを確かめるためである。

生体内のクロロフィルはタンパク質と結合して存在するため、クロロフィル―Mg 脱離酵素

として働くにはこれを基質とする必要がある。 

 

3.1. 遊離のクロロフィル誘導体とヘミンに対する活性 

 本実験では、遊離状態のクロロフィル誘導体（クロロフィル a、クロロフィリド a、クロ

ロフィル b、プロトクロロフィル a、クロロフィル c1 および c2、Zn-クロロフィル a、バク

テリオクロロフィル a）とヘミンを用いた。 

酵素反応の結果は Fig. 15 と Table 4 の通りで、活性を示したバクテリア SGR ホモログ 3

種はクロロフィル a とクロロフィリド a から Mg を脱離し、さらにクロロフィル b、プロト

クロロフィル a、クロロフィル c1 および c2 といった緑色植物 SGR の基質でないクロロフィ

ルに対しても分解活性を示した。しかしながら 3 種全てのホモログは、Zn-クロロフィル a

とバクテリオクロロフィル a に対しては活性を示さなかった。また、ヘミンの中心から鉄原



22 

 

子を脱離することもなかったため、バクテリア内でヘミン（ヘム）―鉄原子脱離酵素とし

て働いているわけではないようであることが示唆された。 

本実験により、バクテリア SGR ホモログは緑色植物 SGR が分解できないクロロフィル

誘導体をも基質にできることが判明した（Fig. 16）。このことは、バクテリア SGR ホモロ

グは基質選択が緩く、逆に緑色植物 SGR は高い基質選択性を持っていると解釈できる。つ

まり、バクテリア SGR ホモログの Mg 脱離活性はバクテリア時代に既に獲得されていたが、

基質特異性に関しては緑色植物の進化の過程で変化したと考えられる。 

 

3.2. クロロフィル―タンパク質複合体への活性 

 クロロフィルは生体内ではクロロフィルタンパク質に取り込まれた複合体の状態で存

在・機能している。そのため、SGR がクロロフィル―Mg 分解酵素として機能するには、

タンパク質中のクロロフィルこそ基質としなくてはならない。先行研究では SGR の光化学

系タンパク質中のクロロフィル a に対する活性が確認されている(Shimoda et al., 2016)。こ

こでは、バクテリア SGR ホモログを使用して同様の実験を行った。SGR ホモログのクロロ

フィル―Mg 脱離活性が植物体内で生理的機能を獲得し、代謝系の構成要素として取り込ま

れるためには、複合体中のクロロフィルを分解する必要があるためである。 

 活性測定に使用する基質は、ショ糖密度勾配遠心法によりホウレンソウから単離した 2

種類のクロロフィル―タンパク質複合体を用いた。1 つは光化学系のコアを形成する光化学

系 I 粒子（PSI 粒子）、もう 1 つは周辺アンテナの Light harvesting complex II（LHCII）で

ある。単離したこれら複合体に対して AtSGRL とバクテリア SGR ホモログを反応させたと

ころ、AtSGRL は PSI 粒子と LHCII に含まれるクロロフィル a のみから Mg を脱離し、ク

ロロフィル b からは Mg を脱離しないという先行研究と一致する結果が得られた（Fig. 17、

Fig. 18）。AbSGR ホモログは遊離クロロフィルを用いた際にはクロロフィル b に対しても

活性を示したが、複合体を用いた場合は PSI 粒子と LHCII 中のクロロフィル a からのみ
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Mg を脱離し、クロロフィル b からはほとんど Mg を脱離することができなかった。CbSGR

ホモログと BaSGR ホモログに関しては、PSI と LHCII 中のクロロフィル a とクロロフィル

b から Mg を脱離した。AbSGR ホモログは先の実験で CbSGR ホモログや BaSGR ホモログ

よりも Km 値が高いということが示されていた。この高い Km 値のため、クロロフィル b と

の結合が上手くいかなかったことが活性を示さなかった原因かもしれない。 

 本実験からは、基質がクロロフィル―タンパク質複合体であっても、バクテリア SGR ホ

モログは AtSGRL よりも高い活性を示すことが判明した。そして、タンパク質中のクロロ

フィルを分解するという重要な特性もバクテリア SGR ホモログの時点で既に備わっている

ことが分かった。 

 

4. SGR ホモログの primary 活性の検討 

 バクテリアの SGR ホモログの本来の活性を探るために、活性測定に使用した 6 種のバク

テリアについてゲノム構造を調べた。バクテリアでは、同じ代謝系に関わっている酵素を

コードする遺伝子が 1 つのオペロンとしてまとまっていることがよくある。そのため、あ

る遺伝子の機能が不明でもオペロン中の既知遺伝子から機能を推測できると考えた。ただ

し、今回はオペロンを正確に調べるのではなく、SGR ホモログと同じ転写方向を持つ ORF

が1 つオペロンを構成していると仮定し、これに基づいてホモログの機能推定を行った（Fig. 

19）。 

 まず、高い promiscuous な活性を示したホモログを持っていたバクテリアについて述べ

る。Anaerolineae bacterium SM23_63 は、12 kbp 強の領域において転写の向きが同じオー

プンリーディングフレーム（ORF）が見つかった。これらの ORF がコードするタンパク質

の機能はほとんどが不明であった。Clostridium botulinum sp. A2 117 は、SGR ホモログの

前後に同じ向きで転写される ORF は見つからなかった。Bacillus aquimaris sp. SAMM では、

約 13 kbp の領域において転写方向の同じ ORF が 8 個見つかった。この中には alanine:cation 
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symporter family protein、DNA topoisomerase IV subunit A および B、purine/pyrimidine 

permease など ORF が見つかった。 

 次に活性を示さなかったホモログを持っていたバクテリアについて述べる。Bacillus 

solani では、同じ方向に転写される ORF は 2 つだけであった。1 つは機能不明で、もう 1

つは alanine:cation symporter family protein であった。Bacillus solani 中の SGR ホモログ周

辺のゲノム構造は Bacillus aquimaris sp. SAMM と似ていた。これは両者の生物としての系

統が近いためだと考えられる。Romboutsia sp. MT17 ではホモログの前後に同じ向きで転

写される ORF は見つからなかった。Peptoniphilus phoceensis では、同じ方向に転写され

る ORF が 10 個見つかり、中には 23SrRNA (guanosine(2251)-2’-O)-methyltransferase 

RlmB、FAD-dependent thymidylate synthase、ribonuclease III、cysteine-tRNA ligase、

catalase などが含まれていた。 

以上より、SGR ホモログと転写方向が同じ ORF には、①機能未知のタンパク質が多い、

②そもそも転写方向が同じ ORF がない、③転写方向が同じ ORF がコードするタンパク質

の機能に共通点が見つからないことから SGR ホモログの機能推定はできなかった。 
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考察 

 2016 年に我々の研究室は、緑色植物の SGR はクロロフィル分解系の最初の反応を担う酵

素であり、クロロフィル a からの Mg 脱離反応を触媒するということを報告した(Shimoda et 

al., 2016)。光合成生物に特徴的な分子であるクロロフィルを分解する SGR であったが、全

ての光合成生物が持っている訳ではなく、特にシアノバクテリアには SGR が存在しない。

このことは緑色植物の SGR が一次共生由来ではないことを示している。 

本研究では、光合成をしないバクテリアで SGR のホモログが存在することを発見し、SGR

を含めた系統解析により、バクテリア SGR ホモログが緑色植物の祖先に水平移動したこと

で SGR が獲得されたことが示唆された（Fig. 20、21）。バクテリア SGR ホモログから緑色

植物の SGR への具体的な進化プロセスを明らかにするため、ここでは両者の酵素学的な特

性、特に活性と基質特異性の側面から調べた。これにより、SGR ホモログには非常に高い

活性を持つものと活性を全く持たないものがあり、活性を持つものに関しては本来の SGR

が基質にできないクロロフィル誘導体も基質にすることが分かった。これらの SGR ホモロ

グを有する生物はいずれも光合成色素を持たないため、今回検出された Mg 脱離活性は

promiscuous な活性であると言える。 

 

1. 光合成をしないバクテリアからの SGR ホモログの水平移動 

 真核光合成生物のほぼ全ての光合成関連遺伝子は一次共生の際にシアノバクテリアから

獲得したものである。しかし、SGR やそのホモログはシアノバクテリアからは 1 つも発見

できなかった。従って、真核光合成生物の SGR は細胞内共生の際にシアノバクテリアから

獲得したものではないと考えられる。系統解析によって、緑色植物の SGR と灰色植物のホ

モログを含むグループはバクテリア SGR ホモログのクラスターから分岐したことが示され

た。このことから、真核光合成の祖先はバクテリアの SGR ホモログを水平移動により獲得

し、緑色植物の進化の過程で SGR としてクロロフィル代謝系に組み込まれたと考えられる。
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具体的にどの生物が遺伝子のドナーとなり、どの生物がレシピエントとなったかは不明で

あるが、ドナー側に関してはバシラスなどのバクテリアやあるいはアーキアと考えられる。

レシピエント側の遺伝子獲得に関しては複数のシナリオが想定される。緑色植物と灰色植

物と紅色植物は共通の祖先から進化したが、紅色植物だけは SGR を持たない。よって、①

3 つの共通祖先が SGR ホモログを獲得し、進化の過程で紅色植物は失った、あるいは、②

緑色植物の祖先と灰色植物の祖先がそれぞれ独立に SGR ホモログを獲得した可能性がある。

③緑色植物と灰色植物の共通祖先が獲得したシナリオも考えられるが、現時点では緑色植

物と灰色植物と紅色植物の分岐の順番がそもそも不明であるため、紅色植物の祖先が先に

分岐し、緑色植物と灰色植物だけの共通祖先が本当に存在したのか確証が得られない。 

 真核生物で遺伝子の水平移動が起こるためには、遺伝子が生殖細胞に取り込まれる必要

がある。緑色植物の進化において単細胞型の真核生物が SGR を獲得したと考えるのがリー

ズナブルであると思われる。 

 続いて、酵素の進化のシナリオについて考えた。緑色植物は①既にクロロフィル分解活

性のある SGR ホモログを獲得したのであろうか、それとも、②活性のない SGR ホモログ

を獲得した後に分解活性を備えていったのかであろうか。SGR と 6 種のバクテリア SGR ホ

モログの酵素活性を測定し、系統樹上の位置と照らし合わせることで、活性の進化のスナ

ップショットを再現した。活性測定の結果、SGR ホモログは、SGR を超える非常に高い活

性を持つものと全く活性を持たないものに分かれた。そして、緑色植物と灰色植物が分岐

した位置に近いホモログたちに高い活性が見られたことから、既に活性を持った SGR ホモ

ログが水平移動により獲得されたシナリオが支持された。そして両者の活性の比較から、

獲得後に活性の低下を引き起こすようなプロセスが起こったのではないかと推測している。

このシナリオとは逆に、活性のない酵素を獲得した場合、機能する酵素になるまでのタイ

ムラグが発生し、その間生物が無意味な遺伝子をゲノム上に保持し続けるかという点が問

題となる。このシナリオの場合は、SGR ホモログがクロロフィル分解以外の機能で植物に
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恩恵がなければならない。既に出来合いの酵素を獲得し、徐々に活性を調整するというシ

ナリオは速やかな進化と環境適応を支える原動力になると考えられる。従って、①のシナ

リオのような、もともと十分な活性を持つような SGR ホモログが水平移動により獲得され

たと考えられる。 

 

2. 酵素の活性と基質選択性の変化による植物のクロロフィル分解系の進化 

 さらに、活性だけではなく基質特異性についても比較を行い、進化の痕跡を辿った。一

般的に酵素は高い基質選択性を持ち、目的外の分子を代謝することを防いでいる。SGR は

クロロフィル a のみ基質とする（緑色植物の中にはフィトール側鎖のないクロロフィリド a

も基質とする SGR があり、SGRL と呼ばれている）。これに対して高い活性を示した SGR

ホモログの基質特異性を調べるとクロロフィル a とクロロフィリド a に加えて、クロロフィ

ル b、プロトクロロフィル a、クロロフィル c1 および c2 まで分解する幅広い種類の分子を基

質にできることが分かった。つまり、SGR は厳格な基質選択を行うように進化したと考え

られる。実際、植物体内でクロロフィル b を基質とした場合、産物としてできたフェオフ

ィチン b はフェオフォルビド b まで代謝されるが、それ以降の代謝がされないために細胞

内に蓄積して光毒性を示してしまう。このことから、基質の選択の調整は代謝系に取り込

まれる過程で必要な変化であったと考えられる。 

 しかし AbSGR ホモログは興味深いことに、遊離のクロロフィル b に対しては活性を示し

たが、PSI 粒子や LHCII に結合しているクロロフィル b に対しては活性を示さなかった。

このことは、SGR ホモログの基質選択の厳格化が必要ないことを示しているわけではない

と考える。つまり、実際の細胞内では何らかの条件でクロロフィル b が遊離する可能性も

あり、また、緑色植物の祖先では SGR の祖先型タンパク質が光化学系上のクロロフィル b

を基質とした可能性もある。このように考えると、基質選択の厳格化は必要だったのでは

ないだろうか。 
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3. promiscuous な活性には高いものも存在する 

 一般的に酵素の primary な活性は、自然界で選択圧を受けていると考えらえる。一方、

promiscuous な活性は選択圧を受けていないはずである。実際に、本研究でも非常に系統的

に近縁の SGR ホモログであっても BaSGR ホモログは非常に高い活性を示したが、BsSGR

ホモログは一切活性を示さなかった。もし、低い promiscuous な活性を持つ酵素を水平移

動により獲得したならば、代謝経路への影響は小さいと思われ、このような活性を保持す

る選択圧も低いのではないかと予想される。反対に、高い promiscuous な活性を持つ酵素

が水平移動した場合は代謝経路への影響も大きく、活性を保持する選択圧が強く働くこと

になると思われる。先行研究では promiscuous な活性を前提とした進化の仮説が提唱され

ていた。しかし、その場合は上述のように、代謝経路への影響は小さいという欠点がある。

ここで、高い promiscuous な活性（より正確には promiscuous な活性のばらつき）を考慮

すると、promiscuous な活性が代謝系の進化に与える影響がより大きなものになると考えら

れる。 

 

4. バクテリア SGR ホモログの primary な活性は何か？ 

 SGR ホモログはバシラス綱細菌やクロストリジウム綱細菌に特に広く分布しており、さ

らに放線細菌門（マイコバクテリウム属）やクロロフレクサス門（アナエロリネア綱）な

どの他の細菌、さらにアーキアにも分布していることが分かった。これらのホモログのア

ミノ酸配列を比較した結果、ほとんどのホモログは 150 アミノ酸程度の長さで、緑色植物

SGR に対して配列の類似性が高く、さらに SGR とホモログ間で共通に保存されたアミノ酸

残基が存在すること明らかになった（Fig. 4）。また、酵素学的な解析によると、SGR ホモ

ログの中にはクロロフィル―Mg 脱離活性を全く示さないものがあった一方で、極めて高い

活性を示すものもあった。興味深いことに、バクテリア SGR ホモログの活性はシロイヌナ

ズナの SGR の中で最も高い活性を示す AtSGRL よりも高いことがわかった。 
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私は SGR ホモログを持つバクテリアとアーキアにおいてクロロフィル―Mg 脱離活性は

promiscuous な活性であると考えている。なぜなら、SGR ホモログを有する全てのバクテ

リアとアーキアはクロロフィルを持たないからである。そこで、これらの生物における SGR

ホモログの primary な活性をオペロンから推定できるのではないかと考えた。しかし、6 つ

のバクテリアの ORF を調べたが、ホモログを含むオペロンに共通する ORF 見つからなか

った。 

また、SGR ホモログがヘムの中心に位置する鉄原子を引き抜く、ヘム―鉄脱離活性を持

つ可能性について検討したが、SGR ホモログのいずれもヘム（ヘミン）から鉄原子を脱離

できなかった。現段階では、SGR ホモログのバクテリアとアーキアにおける primary な活

性は不明である。 

今回の研究で得られた結果では、promiscuous な活性には高いものから低いものまでばら

つきがあり、高い promiscuous な活性は primary な活性（緑色植物 SGR のクロロフィル―

Mg 脱離活性）を超えることもあるということを示した。このことは、酵素が一度も出会っ

たことのない基質に対して高い触媒活性を示すこともあるという報告(Villiers and 

Hollfelder, 2009)と一致している。別の研究では、アミノ酸残基の置換は primary な活性に

影響を与えずに promiscuous な活性を上昇させることもできると報告されており(Aharoni 

et al., 2005)、このことは promiscuous な活性は高いこともあるということを支持している。 

 

5. クロロフィル分解系の多様性 

 緑藻（クラミドモナス）の SGR は陸上植物の SGR と同様に Mg 脱離活性を触媒する。

しかし、両者での生理的役割は異なり、陸上植物では老化時のクロロフィル分解に関わる

一方で、クラミドモナスの SGR は光化学系 II（PSII）の構築に関与していると考えられる

(Chen et al., 2019)。クラミドモナスは窒素飢餓条件で簡単にクロロフィル分解を誘導でき

るが(Siaut et al., 2011)、sgr 欠損株を用いてもクロロフィル分解は野生株と変わらずに誘導



30 

 

された。それよりも SGR が欠損したことで、PSII 活性とフェオフィチン a の量の減少が見

られた。この実験からは、クラミドモナス SGR が PSII にフェオフィチン a を直接供給して

いるかは不明である。しかしこのことは、クラミドモナスにおける SGR の本来の機能が老

化プロセスとしてのクロロフィルの分解でないことを示唆するとともに、緑藻では陸上植

物とは異なる方法でクロロフィルを分解していることを示している。 

 緑色植物の進化の過程で、SGR ホモログを水平移動により獲得したが、この時に祖先型

の SGR の生理的な機能が、PSII の構築に必要なフェオフィチンの供給に必要だったのか、

老化のために必要だったのかは不明である。これを明らかにするためには、緑藻と陸上植

物の共通祖先における SGR の生理的な機能の解析が必要である。 

 

結語 

 本研究の最大の成果は promiscuous な活性はどんな場合でも低いわけではなく、非常に

高い場合があることを示し、実例によって、高い promiscuous な活性の水平移動による酵

素の進化仮説を提唱できたことである。このことは promiscuous な活性の水平移動が酵素

の進化に与えるインパクトは従来考えられてきたよりも広範だったという可能性を示唆し

ている。 
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第 2 部 

要旨 

 クロロフィルは植物の光合成において、光エネルギーの獲得に必要不可欠な色素分子で

ある。一方で、不要なクロロフィルが蓄積すると活性酸素が発生する危険もある。そのた

め、クロロフィル分解は光防御という点で重要な代謝系である。我々の研究室は、

STAY-GREEN（SGR）というタンパク質がクロロフィル a から Mg を脱離する酵素であり、

分解系の最初の反応を触媒することを発見した。金属―有機分子間の配位結合を切断する

酵素はこれまで報告されていないため、SGR の機能の決定は新規な触媒反応を持つ酵素の

発見となった。しかし、SGR は未知のタンパク質構造を持ち、ホモロジーモデリングなど

による構造予測ができない。そのため、Mg 脱離機構は不明である。そこで、本研究では、

SGR のアミノ酸置換体を作成し、触媒機構の解明を行った。 

 SGR のアミノ酸置換体は Mg 脱離活性が低下することが予想されたため、アミノ酸置換

に使用する SGR の活性は高いものほど望ましい。これまでの通常の発現系では、大腸菌で

十分な活性を持つ SGR が得られなかった。そこで、親水性の FATT タグを用いて発現系を

改良したところ、大腸菌のタンパク質発現系で活性の高い SGR が得られた。中でもシロイ

ヌナズナの SGRL（AtSGRL）で最も強い活性が得られたので、アミノ酸置換にはこれを使

用した。 

 SGR の Mg 脱離反応は構造未知のタンパク質ドメインが担っており、触媒を予測できる

ような類似の反応も存在しない。そこで、Mg 脱離反応はフェロケラテースの触媒する鉄原

子挿入反応の逆反応であると仮定した。この反応では、酸性アミノ酸残基とヒスチジン残

基が触媒を担うことが報告されている。また、クロロフィルの Mg は酸性条件下で脱離し、

光化学系では酸性アミノ酸残基あるいはヒスチジン残基がクロロフィルの Mg と配位して

いることが知られている。これらの情報から、SGR の酸性アミノ酸残基がクロロフィル a
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の Mg-N 間に H+を供与し、酸性アミノ酸残基あるいはヒスチジン残基が Mg と配位して引

き抜くという仮説を立てた。実際に、緑色植物 SGR とバクテリア SGR ホモログのアミノ

酸配列のアライメントからも保存性の高い酸性アミノ酸残基が 4 つとヒスチジン残基が 1

つ見つかり、これらが活性中心で触媒を担うアミノ酸残基候補と考えられた。 

AtSGRL では H105、D107、D132、D133、D186 が該当する残基であり、これらの置換

を行った。酸性アミノ酸残基は H+供与体あるいは金属との配位子として機能していると考

えられたので、同じように機能すると考えられる別の酸性アミノ酸残基、もしくは H+供与

体にはならないが配位子としては機能する中性アミノ酸残基へ置換を行った。ヒスチジン

残基は金属との相互作用に関わっていると考えられたため、金属と相互作用をしないアラ

ニン残基、金属と相互作用できるアスパラギン残基、チロシン残基、システイン残基へと

置換した。 

まず、イムノブロットにより発現を確認した。SGR は可溶性タンパク質であるため、可

溶性画分でタンパク質が検出される必要がある。H105N と D186N は可溶性画分のタンパ

ク質量が低下したが、それ以外のアミノ酸置換体は野生型AtSGRLと同程度に発現された。

活性測定を行ったところ、H105、D107、D186 のアミノ酸置換体はいずれも活性が得られ

なくなったため、触媒に関与していると考えられた。D132 は中性アミノ酸残基への置換で

活性を失い、別の酸性アミノ酸残基であるグルタミン酸残基への置換では活性が維持され

た。そのため、これは H+供与体として触媒に関与していると考えられた。しかし、D133

は中性アミノ酸残基に置換しても活性が維持されたため、少なくとも H+供与体としては関

与していないと考えられた。 

以上のアミノ酸置換体の解析から、AtSGRL の Mg 脱離機構は現段階では次のようなモデ

ルが予想された。 

① D107、D132、D186 のいずれかあるいは複数がクロロフィル a の Mg-N 間に H+を

供与することで配位結合を切断する。 
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② D107、D133、D186、H105 のいずれかあるいは複数が不安定化した Mg と配位し

てテトラピロール環から脱離させる。 
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序論 

 クロロフィルは光合成において集光アンテナとして働く色素であり、原核から真核の光

合成生物まで幅広く存在している。生体中では、クロロフィルは遊離状態で存在せず、光

化学系タンパク質に補因子として結合している(Markwell et al., 1979)。クロロフィル結合

タンパク質は反応中心とアンテナに分けられる。アンテナのクロロフィルは光エネルギー

を吸収し、励起エネルギーを反応中心へと伝達する(Nelson and Yocum, 2006)。伝達された

励起エネルギーは反応中心の電荷分離に利用される。電荷分離は吸収した光エネルギーを

電子の流れに変換する反応であり、化学エネルギーを生産するための最初のステップであ

る(Holzwarth et al., 2006)。光化学系 II の反応中心では、特殊なクロロフィル（P680）と

フェオフィチン a の間で電荷分離が発生する。フェオフィチン a はクロロフィル a の分解物

でもあり Mg が脱離することで生じる。フェオフィチン a は電荷分離後の電子伝達体として

も振る舞うため、欠落すると光化学系は正常に機能しなくなる。よって、クロロフィル a

の分解経路の一部はフェオフィチン a を供給するための重要な反応である。 

クロロフィルa の分解はフェオフィチン aの供給だけでなく、強光への応答にも必須である。

過剰な量の光をクロロフィルが吸収すると、励起エネルギーの処理が追い付かなくなる。

行き場をなくした励起エネルギーは分子状酸素へ渡され、活性酸素を発生させる

(Krieger-Liszkay, 2005)。そのため、光の量に応じたアンテナサイズの調整が必要である。

アンテナサイズは弱光下で拡大し、強光下では縮小する。光環境に対応するためにも、ク

ロロフィルの分解は必要不可欠な代謝系である(Hortensteiner and Krautler, 2011)。 

さらに、クロロフィルの分解は老化の際にも重要になる。クロロフィルはクロロフィル

結合タンパク質と強固に結合しており、クロロフィルが分解されないとこのタンパク質も

分解されない(Hortensteiner, 2009)。クロロフィル結合タンパク質は葉中のタンパク質の一

定量を占めているため、分解すれば植物体のシンク部位へのアミノ酸供給源となる(Li et al., 

2017)。 
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以上の通り、クロロフィル分解は様々な側面において重要なため、分解系の酵素につい

て研究がなされてきた。これまでに、フェオフィチン a 以降の分解を担う酵素は全て同定さ

れたが、クロロフィル a から Mg を脱離してフェオフィチン a を生成する酵素（通称クロロ

フィル―Mg 脱離酵素）だけは分かっていなかった(Armstead et al., 2006; Hortensteiner and 

Krautler, 2011)。これまでに有機分子から金属原子を脱離する酵素は知られていなかったた

め、クロロフィル―Mg 脱離酵素の正体は低分子化合物であるとする説(Shioi et al., 1996)

や Mg 脱離は自発的に起こる現象とする説が唱えられていた。 

クロロフィルは緑色の色素であり、吸収した光エネルギーが適切に処理されなければ活

性酸素を発生させる。活性酸素による光化学系の損傷や細胞死を防ぐために、不要なクロ

ロフィルは光毒性のない無色な分子まで分解する必要がある(Rodoni et al., 1997; Pruž 

Inská et al., 2003; Schelbert et al., 2009)。クロロフィルを分解できない変異体は、老化して

も緑葉を保つ STAY-GREEN という表現型を呈する。老化の葉の色に顕著な差が現れるた

め、メンデルの緑豆を始め、広く研究されていた(Vicentini et al., 1995; Ren et al., 2007; Sato 

et al., 2007; Barry et al., 2008)。その中で STAY-GREEN（SGR）というタンパク質はクロ

ロフィルが分解されるときに必ず現れるタンパク質として知られていた。SGR が欠損する

と STAY-GREEN の表現型を示し、また SGR は光化学系タンパク質とも相互作用している

ことが示唆されていた(Hortensteiner and Krautler, 2011)。そのため、Mg 脱離酵素の有力

な候補として大腸菌タンパク質発現系を用いた活性測定が多くの研究室で行われた。とこ

ろが、酵素活性は一切得られず、SGR は光化学系タンパク質を不安定化し、クロロフィル

分解酵素群のアクセスを促進する機能があると結論付けられていた(Sakuraba et al., 2012)。 

その中、当研究室は無細胞タンパク質発現系を用いることで SGR の Mg 脱離活性測定に

成功した(Shimoda et al., 2016)。その結果、世界で初めて有機物から金属原子を脱離する酵

素を報告するとともに、クロロフィル分解系の酵素を全て決定することができた（Fig 2B）。 

その後の研究で、緑藻クラミドモナスの SGR（CrSGR）の活性を大腸菌発現系で得るこ
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とに成功し(Matsuda et al., 2016)、無細胞タンパク質発現系に比べて安価で大量に SGR の

酵素活性測定ができるようになった。そのため、CrSGR のアミノ酸置換体を作成すること

で Mg 脱離機構の解明ができると思われた。 

SGR の Mg 脱離反応は構造未知のタンパク質ドメインが担っており、触媒を予測できる

ような類似の反応も存在しない。そこで、Mg 脱離反応はフェロケラテースの触媒する鉄原

子挿入反応の逆反応であると仮定した（Fig 22）。この反応では、酸性アミノ酸とヒスチジ

ンが触媒を担うことが報告されている(Hansson et al., 2007)。また、クロロフィルの Mg は

酸性条件下で脱離し(Saga and Tamiaki, 2012)、光化学系では酸性アミノ酸残基やヒスチジ

ン残基がクロロフィルの Mg と配位していることが知られている(Heimdal et al., 2007)。以

上の情報から、Mg 脱離反応でも酸性アミノ酸残基とヒスチジン残基が触媒に関与している

と予想した。実際に緑色植物 SGR のアミノ酸配列のアライメントからも保存性の高い酸性

アミノ酸残基 4 つとヒスチジン残基 1 つが見つかった（Fig 4）。これより、SGR の酸性ア

ミノ酸残基がクロロフィル a に H+を供与し、酸性アミノ酸残基またはヒスチジン残基が

Mg と配位して引き抜くという触媒仮説を立てた（Fig 23）。 

第 1 部の大腸菌タンパク質発現系の改良により、緑色植物 SGR では AtSGRL で最も高い

活性を得られるようになった。そこで、これを用いてアミノ酸置換体の作成を行い、Mg 脱

離機構の解明を試みた。 
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結果 

1. クロロフィル―Mg 脱離反応の活性中心を担うアミノ酸残基の推定 

1.1. SGR が触媒するクロロフィル―Mg 脱離機構の仮説 

 本研究では SGR の Mg 脱離反応はフェロケラテースの逆反応であり、触媒機構も似てい

ると仮説を立てた（Fig 22）。フェロケラテースはクロロフィルと類似の構造を持つ分子で

あるプロトポルフィリン IX に鉄を挿入する酵素で、活性中心は酸性アミノ酸残基とヒスチ

ジン残基が担っているとされている(Hansson et al., 2007)。この報告では、酸性アミノ酸残

基による H+の脱離とヒスチジン残基による鉄原子の保持・挿入が行われるモデルを支持し

ている。一方で、クロロフィルの Mg 脱離は酸性条件下で進行するため、酸性アミノ酸残基

が H+供与体として機能する可能性が考えられた。また、光化学系タンパク質中では、酸性

アミノ酸残基やヒスチジン残基がクロロフィルの Mg に配位していることが知られている

(Heimdal et al., 2007)。そのため、SGR においても基質との相互作用にこれら残基が関与

していると考えらえた。これらの情報から、SGR の触媒機構について次のような仮説を立

てた。 

① 酸性アミノ酸残基がクロロフィル a の Mg-N 間に H+を供与し、配位結合を切断する 

② 酸性アミノ酸残基もしくはヒスチジン残基が不安定化した Mg と配位結合を形成し、

テトラピロール環から引き抜く 

 

1.2. SGR ホモログの活性の有無に基づく候補アミノ酸残基の絞り込み 

この仮説に従うと、SGR には保存されている酸性アミノ酸残基とヒスチジン残基が存在

すると推察される。第 1 部の実験より、バクテリア SGR ホモログは緑色植物 SGR と類似

のアミノ酸配列を持つこととが明らかとなり、さらにホモログの中には Mg 脱離活性を持つ

ものがあると判明した。SGR とホモログの Mg 脱離機構は共通していると考えられるため、

アミノ酸残基の保存性はホモログにも拡張できるはずである。そのため、緑色植物 SGR と
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活性のあるバクテリア SGR ホモログには保存性の高い酸性アミノ酸残基とヒスチジン残基

を共有していると考えらえた。また、活性の検出できなかった SGR ホモログの配列情報も

同様に重要であり、アミノ酸残基の変異に活性消失の原因（触媒に関与している可能性の

高い残基）を見出すことができる期待された。 

Fig. 4 は緑色植物 SGR、灰色植物 SGR ホモログ、バクテリアとアーキアの SGR ホモロ

グのアミノ酸配列から作成されたアライメントである。これによると、緑色植物 SGR と活

性のあるバクテリアホモログに共通して、保存性の高い酸性アミノ酸残基が 4 つ、ヒスチ

ジン残基が 1 つ見つかった（矢印で示している残基）。さらに、これら 5 つのアミノ酸残基

は活性が検出できなかったホモログ（BsSGR ホモログ、RSGR ホモログ）で変異が入って

いた。PpSGR ホモログに関しては、保存性の高い酸性アミノ酸残基とヒスチジン残基を全

て持っていたにも関わらず、活性は検出できなかった。これは最も C 末端側の保存された

酸性アミノ酸残基（活性が得られているものではアスパラギン酸残基）がもう 1 つの酸性

アミノ酸残基（グルタミン酸残基）になっていたことが原因かと推測される。 

以上より、Mg 脱離反応の活性中心を担うと考えられるアミノ酸残基候補が 5 つ得られた。

次はこれら候補残基を置換し、置換体の活性測定を行う。これにより、選ばれた 5 つの残

基が本当に活性中心として働いているのか、それとも構造の維持など別の役割を持ってい

るのかを検討する。 

 

2. アミノ酸置換体作成による候補アミノ酸残基の機能解析 

 上記の解析で絞り込んだ 4 つの酸性アミノ酸残基と 1 つのヒスチジン残基について、ア

ミノ酸置換体を作成し、活性の有無と酵素反応速度論的解析から対象残基の役割の決定に

挑む。 

酸性アミノ酸残基は H+供与もしくは Mg との配位結合の形成に関わっていると考えられ

るため、H+供与と Mg との配位結合形成が可能な別の酸性アミノ酸残基へ置換、あるいは、
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H+供与はできないが Mg との配位結合形成は可能な中性アミノ酸残基への置換を行う。H+

供与に関わっているならば、別の酸性アミノ酸残基への置換では活性が維持され、中性ア

ミノ酸残基への置換では活性が消失すると予想している。Mg との配位結合形成に関与して

いる場合はどちらに置換しても活性は維持されると推測している。 

ヒスチジン残基は Mg との配位結合形成に関わっていると考えられるため、配位結合を形

成しないアラニン残基、あるいは、配位結合を形成可能なアスパラギン残基、チロシン残

基、システイン残基へと置換する。配位結合形成に関わっているならば、アラニン残基で

活性消失し、それ以外の置換体では活性が維持されると考えられる。 

アミノ酸置換体作成の鋳型には緑色植物の SGR の中で最も活性の高い AtSGRL（第 1 部

でも使用された N 末端に FATT タグを融合したコンストラクト）を使用した。AtSGRL に

おける保存性の高い 4 つの酸性アミノ酸残基は D107、D132、D133、D186 で、ヒスチジ

ン残基は H105 である。SGR と SGR ホモログはアミノ酸配列が類似しており、共通の触媒

機構で Mg 脱離を行うと考えられるため、本解析には活性の高い SGR ホモログを利用する

のが適している。しかし、本実験は第 1 部よりも先に行った実験であるため、ここでは活

性の高いホモログは使用していない。 

 

2.1. AtSGRL アミノ酸置換体の作成とタンパク質発現 

 Megaprimer 法により指定したアミノ酸置換を導入し、クローニングを行った。作成した

アミノ酸置換体を大腸菌で発現し、イムノブロットによりタンパク質を検出した（Fig. 24）。

SGR は可溶性タンパク質であるため、活性型の酵素は可溶性画分に存在するはずである。

作成したアミノ酸置換体のうち、D186N と H105N は可溶性画分で検出されたタンパク質

量が減少していた。 
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2.2. AtSGRL アミノ酸置換体の活性測定 

 次に、得られたアミノ酸置換体の活性測定を行った（Fig. 25、Table. 6）。D107、D186、

H105 のアミノ酸置換体はいずれも活性が得られなくなったため、具体的な機能は分からな

いが重要な残基であると考えられる。D132 は中性アミノ酸への置換で活性を失い、別の酸

性アミノ酸であるグルタミン酸への置換では活性が維持された。H+供与ができるときのみ

活性が得られたため、D132 は H+供与体として機能している可能性が最も高いと考えられ

る。一方で、D133 は別の酸性アミノ酸残基や中性アミノ酸に置換してもいずれも活性を維

持したため、H+供与体ではない別の機能を持っていると考えられる。具体的な機能は分か

らないが、想定されるのは Mg との配位結合形成か、構造の維持と推測される。 

 

2.3. AtSGRL アミノ酸置換体の Vmax の相対値と Km 値の測定 

 活性の得られた D132E、D133E、D133N に関しては Vmax の相対値と Km 値の簡易的な測

定を行い、残基の機能を再度検討した（Fig. 26、27）。酵素反応速度論的パラメーターを算

出するときは、酵素の各基質濃度における反応初速度を算出する必要があるが、今回は時

間の都合上行っていない。そのため、酵素反応後得られた分解産物の量を反応時間で割り、

仮の反応速度（反応時間の間は一次関数的に分解産物量が増加していると仮定）を用いて

Vmax と Km 値を算出している。今回は第 1 部と異なり、kcat ではなく Vmax で酵素の活性を比

較している。kcat を用いないのは、使用した酵素を定量しておらず、具体的な値が計算でき

ないためである。その代わりに、酵素反応に使用した酵素量が全て同じと仮定して、野生

型の Vmax を基準とした相対的な比較を行った。Vmax の相対的な比較は酵素量が同じならば

可能である。 

D132E は野生型に比べて Km 値に大きな変化は見られなかったが、Vmax は相対的に低下し

ていた。そのため、この置換は基質クロロフィル a との相互作用の程度に影響は与えず、触

媒の活性に影響を及ぼしていると考えられる。このことから、D132 はやはり触媒に関与し
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ている残基と推測される。 

D133E は D132E と同様に Km 値は野生型相当の一方で活性は相対的に低下していた。こ

れとは異なり、D133N は、Vmax は大きな低下は見られず、その代わり Km 値の上昇が見ら

れた。つまり、D133N は、基質の結合は起こりにくいが、一度結合すれば触媒反応は野生

型に近いレベルで進行することを示している。D133 は別の酸性アミノ酸残基への置換と中

性アミノ酸残基への置換の両方で活性を維持していたことから、Mg との配位結合形成か構

造維持に関わっていると考えられた。しかし、今回の反応速度論的解析からはこれ以上は

機能の絞り込みはできなかった。 
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考察 

 FATT タグによるタンパク質発現系の改良と、バクテリア SGR ホモログのアミノ酸配列

および活性測定結果より、AtSGRL の H105、D107、D132、D133、D186 が活性中心を担

うアミノ酸残基として触媒に関わっていると推測した。続くアミノ酸置換体の活性測定に

より、H105、D107、D186 の置換体は全て活性が消失したため、触媒に関与しているかは

断定できなかったが、重要なアミノ酸残基であると分かった。D132 置換体では、H+供与が

できる D132E では活性が維持され、H+が供与できない D132N では活性が消失した。その

ため、D132 は H+供与体として触媒に関与している可能性が最も高いと考えられた。一方

で、D133 は酸性アミノ酸置換、中性アミノ酸置換の両方で活性が得られた。中性アミノ酸

に置換しても活性が得られるということより、D133 は H+供与に関わっておらず、Mg との

配位結合形成か構造の維持に関わっていると判断された。 

以上の実験結果によると、現段階で予想される AtSGRL の Mg 脱離機構は次のようなモ

デルが示唆された（Fig 28）。 

③ D107、D132、D186 のいずれかあるいは複数がクロロフィル a の Mg-N 間に H+を

供与することで配位結合を切断する。 

④ D107、D133、D186、H105 のいずれかあるいは複数が不安定化した Mg と配位し

てテトラピロール環から脱離させる。 

しかしながら、今回の実験結果からは、活性部位候補アミノ酸残基の具体的な機能を特

定できず、Mg 脱離機構の提案には至らなかった。 

 

1. 活性中心候補アミノ酸残基の更なる機能解析 

SGR の酸性アミノ酸残基がクロロフィル a に供与する H+は水溶液中から得られるはずで

あるが、どのような経路を経て活性中心の酸性アミノ酸残基に到達するかは不明である。

今回挙げた酸性アミノ酸残基（D107、D132、D186）が H+をリレーする形で触媒を再生し
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ているのか、または、溶媒から活性中心に直接 H+が供給されるのかは現段階では不明であ

る。個々の酸性アミノ酸残基がタンパク質表面あるいは内部にあるかを、酸性アミノ酸残

基の化学修飾により判別する手法がある(Hoares and Koshland, 1967; Yamada et al., 1981)。

この手法ならば、活性中心を担う酸性アミノ酸残基の標識ができる可能性がある。活性中

心に結合する阻害剤を混ぜて修飾すれば、活性中心の酸性アミノ酸残基の修飾が阻害され

ることで識別ができると考えられる。SGR の活性中心に結合する阻害剤の候補としては、

Zn-クロロフィリド a が挙げられる。この分子は SGR が基質にできるクロロフィリド a と

ほぼ同じ構造を持つが、分解はできないからである。 

しかしながら、アミノ酸残基の修飾実験は目的タンパク質が精製されていることが大前

提である。現在の大腸菌タンパク質発現系は、活性測定はできるようにはなったものの精

製が上手くいっていない。そのため、触媒機構を詳細に調べるには、まずは SGR の大量発

現系と精製方法の確立が必要である。純度の高いタンパク質が大量に扱えるようになれば、

より質の高い生化学的実験が可能になるともに、結晶構造解析にも挑戦できるようになる。 

また、ヒスチジン残基（H105）の機能についてもさらなる検討が必要である。そのため、

H105A にイミダゾールを加えたとき活性が回復するかに着目している。アラニン残基とイ

ミダゾールを足し合わせると疑似的にヒスチジン残基のようになる(Uchida et al., 2017)。

H105 は基質ポケットに存在すると考えられ、H105A の基質ポケットに位置するアラニン

にイミダゾールが位置すれば触媒機能が回復する可能性がある。 

そして、今回作成したアミノ酸置換体の中で活性の得られなかったものについては、ア

ミノ酸置換による構造変化の可能性を取り除く必要がある。SGR は二量体を形成すること

が報告されている(Sakuraba et al., 2014)。アミノ酸置換の二量体形成への影響評価は Blue 

Native-PAGE (BN-PAGE)(Wittig et al., 2006; Takabayashi et al., 2011)が有効であると考

えられる。BN-PAGE とはアクリルアミドゲルを用いた電気泳動の 1 種であり、タンパク

質の立体構造を維持したまま泳動が可能である。これにより、アミノ酸置換体が二量体を
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形成しているかを確認できる。また、ゲル濾過により単量体と二量体を分離することで、

それぞれの状態のタンパク質の活性測定も可能である。 

 

2. 酸性アミノ酸残基が H+を供与する条件 

 酸性アミノ酸残基が H+供与体としてクロロフィルを分解するとき、活性中心の酸性アミ

ノ酸残基には H+が結合していなければならない。しかしながら、水溶液中では酸性アミノ

酸残基は H+を解離しているほうが安定であり、H+が結合した残基の存在確率は極めて低い

(Warshel, 1981)。これは酸性アミノ酸残基が酸として、溶媒の H2O に H+を渡してしまう

からである。ある物質が酸にどれだけなりやすいかを示す指標として pKa という値がある。

この値が低い方が強い酸であり、強い酸は弱い酸へ H+を受け渡すという化学的性質がある。

酸性アミノ酸残基の pKa は、アスパラギン酸が 3.86、グルタミン酸が 4.25 で H2O がおよ

そ 15 である。そのために酸性アミノ酸は H2O に H+を渡してしまい、H+供与体として機能

しないという矛盾が生じてしまう。 

 一方で、疎水性環境中では酸性アミノ酸は H+と結合している方が安定である。酸性アミ

ノ酸は残基にカルボニル基を持つため、H+と解離すると負電荷を帯びる。疎水環境中では

電荷を持たない方が安定であるため、H+と結合している酸性アミノ酸の存在確率が上昇す

る(Christian Zscherp, Ramona Schlesinger, Jörg Tittor, Dieter Oesterhelt, 1999; Brik and 

Wong, 2002)。従って、クロロフィルに H+を供与する酸性アミノ酸残基は SGR 内部の疎水

性アミノ酸残基に囲まれていると推測される。SGR の基質であるクロロフィル a は疎水的

な分子であるため、疎水アミノ酸残基は活性中心に H+を結合させると同時に、基質である

クロロフィルを結合する結合サイトとして機能していると考えられる。 

 FATT タグには、超酸性領域と呼ばれるドメインが存在する(Fig 8)。この領域は構成ア

ミノ酸の 50%以上が酸性アミノ酸であり、立体構造を持たない。FATT タグのみを発現さ

せた empty vector では Mg 脱離活性がなかった。これは、超酸性領域の酸性アミノ酸残基
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が上述の理由により H+と結合しておらず、触媒にはなり得ないことを意味している。 

 

3. アスパラギン酸残基とグルタミン酸残基 

 同じ酸性アミノ酸残基でも、アスパラギン酸残基は pKa 3.86、グルタミン酸残基は pKa 

4.25 であり、アスパラギン酸の方が強い酸である。つまり、アスパラギン酸の方が基質に

対する H+供与能力に優れており、活性中心として好ましいと言える。実際、バクテリア SGR

ホモログのアミノ酸配列を用いて絞り込んだ活性中心候補の酸性アミノ酸残基は、AtSGRL

では全てアスパラギン酸であった（D107、D132、D133、D186）（Fig 4）。ただし、Fig 4

を見ると、AtSGRL の D133 に相同な位置の酸性アミノ酸残基は、グルタミン酸残基のもの

もある。このことからも D133 およびこれと相同な酸性アミノ酸は H+供与体として触媒に

は関わっていないことを支持すると考えられる。 

 PpSGR ホモログは Mg 脱離活性が得られなかったが、触媒に必要だと考えられるヒスチ

ジンと酸性アミノ酸残基を全て持っていた（Table 5）。しかし、AtSGRL の D186 に相当す

る位置の酸性アミノ酸残基がグルタミン酸残基であった（Fig 4）。PpSGR ホモログは、グ

ルタミン酸の H+供与能力がアスパラギン酸に比べて弱いため、クロロフィルを分解できな

かったと考えられる。AtSGRL のアミノ酸置換体においても、D186E では活性が得られな

かったことも同様の理由と考えられる（Fig 25）。PpSGR ホモログの AtSGRL D186 に相同

なグルタミン酸をアスパラギン酸に置換すれば活性が得られるようになるかもしれない。 
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実験材料・方法 

1. タンパク質の系統解析と宿主生物の系統解析 

1.1. SGR と SGR ホモログの系統解析 

SGR と SGR ホモログの系統樹は以下の 4 ステップを踏んで作成した。 

① アミノ酸配列の検索と系統樹に使用する配列の選択 

② 選択したアミノ酸配列を用いたアライメントの作成 

③ 系統樹の作成に悪影響を及ぼすアミノ酸残基のトリミング 

④ 系統樹の描画 

SGR と SGR ホモログのアミノ酸配列は以下のデータベースから BLAST 検索により得ら

れた。 

・ Phytozome（ver.12.1.5） (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) 

・ realDB (http://realdb.algaegenome.org/) 

・ NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

・ Alga-PrAS (http://alga-pras.riken.jp/) 

Query 配列にはシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）の代表的な SGR である SGR1 

(At4G22920.1)を使用した。尚、この SGR1 は Phytozome から得た配列である。検索の結

果、Phytozome と NCBI から緑色植物 SGR とバクテリア SGR ホモログ、アーケア SGR ホ

モログのアミノ酸配列を得た。そして、realDB と Alga-PrAS からは灰色植物 SGR ホモロ

グのアミノ酸配を得た。 

作業の効率化および計算の省力化のため、各データベースから検索された SGR（ホモロ

グ）アミノ酸配列は全て使用せず、一部の配列を代表として選択して使用した。配列選択

の際には、由来となる宿主生物の系統と配列のホモロジーに偏りがないように留意した。

これにより、14 種類の緑色植物 SGR と 4 種類の灰色植物 SGR ホモログ、3 種類のアーケ

ア SGR ホモログ、44 種類のバクテリア SGR ホモログを選択した（Table 1）。 
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 上記の操作で得られたアミノ酸配列は FASTA 形式のファイルにまとめられ、

M-Coffee(Moretti et al., 2007)においてアライメントを作成した。M-Coffee とは、ブラウ

ザ上で提供されるサービスで、複数のアルゴリズムを統合して多数決的に最適なアライメ

ントを作成することができる。作成された SGR（ホモログ）の結果を見ると、2 つのバク

テリア SGR ホモログ（ Table 1 の Alycyclobacillus hesperidium と Clostridium sp. 

Marseille-P2414）はある程度のホモロジーを有しているが、配列の保存性が他とは明らか

に異なっていた。この 2 種には、他の SGR ホモログとは異なる選択圧が働いている可能性

があったため、これらは除外して再度アライメントを作成した。 

M-Coffee の出力結果には、アミノ酸残基ごとに信頼性（正しくアライメントされている

可能性）が与えられ、「GOOD ＞ AVE ＞ BAD」とスコアが付けられる。このスコア付

けは赤～青のカラーチャートと対応しており、本研究では、「GOOD」の範囲は赤色～桃色、

「AVE」の範囲は黄色、「BAD」の範囲は緑～青の範囲と定めた。アライメントの信頼性は

系統樹の質に強く影響するため、「GOOD」とスコアが付けられた残基のみ残し、それ以外

の残基は全てトリミングした。 

トリミングされた配列データは IQ-TREE (ver. 1.6.9)に提出され、最尤法により系統樹が

作成された（Fig. 5）。IQ-TREE もブラウザ上のサービスであり、各種パラメーターを設定

の後、先のトリミングされたデータを提出して系統樹を作成する。パラメーターは、系統

解析の反復回数を 1000 回、解析の速度をウルトラファストモードに設定し、残りはデフォ

ルトとした。出力された系統樹には、最適とされるアミノ酸置換モデルが当てはめられる。

今回は「LG+I+G4」が最適なモデルと判断された。 

 

1.2. SGR ホモログを持つ生物の系統解析 

 SGR ホモログの系統関係と宿主生物の系統関係を比較するために、宿主生物の 16SrRNA

に基づいた系統樹の作成を行った。系統樹作成の手順は「1.1. SGR と SGR ホモログの系統
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解析」に同じである。SGR（ホモログ）の系統解析に使用した宿主生物の 16SrRNA 配列は

Integrated Microbial Genomes（https://img.jgi.doe.gov/）より入手した（Table 2）。しかし

他のデータベースを含めても、16SrRNA の配列が短いものや登録されていないものがあっ

たため、それらについては系統解析からは除外した。収集した配列は M-Coffee でアライメ

ントを作成し、「GOOD」とスコア付けされた残基以外をトリミングの後、IQ-TREE（ver. 

1.6.12）で系統樹を作成した。IQ-TREE の設定も SGR（ホモログ）の系統解析と同じであ

る。最適とされるヌクレオチド酸置換モデルは「GTR+F+I+G4」と判断された。 

 

2. AtSGRL とバクテリア SGR ホモログおよび AtHCAR のクローニング 

2.1. FATT-tag のクローニング 

FATT タグはアミロイド前駆体タンパク質から作成されたフュージョンタグであり、タ

ンパク質の可溶化を促進する。このタグを用いることで、大腸菌タンパク質発現系での SGR

の封入体形成（不溶化）問題の解決を試みる。大腸菌発現系の改良に取り組むのは、費用

と労力削減のためである。本研究では、Chen et al., 2017 により作成された FATT タグ配列

を参考に、大腸菌でのタンパク発現用に最適化したコドンを持つ人工遺伝子を注文した。 

人工合成された FATT タグ DNA 断片とプラスミド pET30a (+)（Merck）のそれぞれに

対して NdeI と NcoI（TAKARA）を加え、37℃で 1ｈインキュベートすることで DNA 断

片及びプラスミドの切断を行った。操作手順はメーカープロトコルに従った。制限酵素処

理産物は 1％アガロースゲルを用いた電気泳動により分離し、 FastGene Gel/PCR 

Extraction Kit（NIPPON Genetics）により目的の DNA 断片を精製した。精製した FATT

タグ断片と pET30a 断片を T4 DNA Ligase（PROMEGA）で 16℃、一晩ライゲーション反

応させ、FATT タグを pET30a に組み込んだ。 

FATT タグを組み込んだ pET30a（以下 FATT_pET30a と表記）を用いて大腸菌 ECOS 

Competent E.coli DH5α（ニッポンジーン）の形質転換を行った。形質転換はヒートショ
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ック法により行った。形質転換した大腸菌は 50µg/ml カナマイシンを含む LB 培地（Table 

S1）に塗布し、プレートの蓋を下向きにして 37℃、一晩のインキュベートをした。 

 カナマイシン耐性のコロニーが得られたら、複数のコロニーを P10 チップで少量取り、

それぞれ 10µl の H2O に懸濁した。この大腸菌懸濁液を鋳型として Go-Taq（PROMEGA）

を用いた PCR を行った。PCR 条件はメーカープロトコルを参照した。任意のプライマーセ

ットにより、目的の長さの DNA 断片が増幅されたら、鋳型コロニーの液体培養を行った。

試験管に 2ml の 50µg/ml カナマイシン入りの液体 LB 培地を用意し、ここへ鋳型コロニー

を懸濁した。試験管を 37℃のインキュベーターへ移し、ダブルシェーカー（TAITEC）で

振とうしながら一晩培養した。 

 白濁した大腸菌培養液から FastGene Plasmid Mini Kit（NIPPON Genetics）を用いて抽

出、精製を行った。抽出された FATT_pET30a は Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit（Applied Biosystems）を用いてシーケンス反応を行い、反応液は Big Dye XTerminator 

Purification Kit（Applied Biosystems）により精製を行った。シーケンス反応と精製はメー

カープロトコルに従った。精製した反応液の上清を 3130 Genetic Analyzer（Applied 

Biosystems）で解析を行い、目的のコンストラクトであることを確認した。 

 

2.2. 緑色植物 SGR と SGR ホモログおよび AtHCAR のクローニング 

目的のタンパク質の N 末端側に FATT タグを持つようにコンストラクトの作成を行った。 

緑色植物 SGR は Shimoda et al., 2016 及び Matsuda et al., 2016 で使用された AtSGR1、

表S1. LB培地組成

試薬

Bacto tryptone 10 g/L

Bacto yeast extract 5.0 g/L

Agar powder 10 g/L *1

NaCl 10 g/L

*1: 液体LB培地を作成するときは添加しない

容量
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AtSGRL、CrSGR のクローンを鋳型とし、AtHCAR は Meguro et al., 2011 で使用されたク

ローンを鋳型とした（いずれも葉緑体移行シグナルと推定される領域は取り除かれている）。

表 S2 のプライマーと KOD -Multi & Epi-（TOYOBO）を使用して、PCR を行った。PCR

の条件はメーカーの提供するプロトコルを参照した。また、 AtSGR1 のクローンは

Megaprimer 法による融合タンパク質作成にも利用した。表 S3 のプライマーセットを用い

て AtSGR1 と CrSGR の C 末端配列（推定触媒部位は含まない）で融合タンパクを作成し

た。 

クローニングする SGR ホモログは、「1.1. SGR と SGR ホモログの系統解析」で使用した

ものから 6 種類を選択した。ホモログを選択する際には、緑色植物 SGR に対するホモロジ

ーと宿主の系統、ホモログが所属する系統樹上の枝に偏りがないように配慮した。選択し

たホモログの人工遺伝子は大腸菌タンパク質発現系に合わせてコドンを最適化し、Table S4

のプライマーを用いて PCR（KOD -Multi & Epi-）を行った。 

 FATT_pET30a を NcoI と BamHI（TAKARA）で制限酵素処理し、プラスミドの切断を

行った。反応後液を H2O で 2 倍に希釈し、75℃で 10min 過熱して制限酵素を失活させた。 

 PCR により増幅した DNA 断片をインサートとして、作成した FATT_pET30a 断片へ

In-Fusion HD cloning Kit（TAKARA）による組み込みを行った。In-Fusion 反応はメーカ

ープロトコルに従った。In-Fusion 産物 1µl を用いて上記と同様に大腸菌（ECOS）の形質

転換、コロニーPCR、プラスミド抽出、シーケンス反応を行って目的のコンストラクトを

作成した。 

 

 



51 

 

 

Table S2. AtHCARと緑色植物SGRクローニング用プライマー

プライマー名称 塩基配列（5’→3'）

FATT_AtHCAR_Fw CGGTCAGGGTCCATGGAACTCTTCTTCTTCGCGTT

FATT_AtHCAR_Rv CGAATTCGGATCCTATTTCTTGGAGAGCATTTTAT

CrSGR_Fw GGAGATATACATATGGCCTCCAGGCGACAACCTAC

CrSGR_Rv ATCGTCTTTGTAGTCGGAGGCCGAGGAGCGCGCTA

FATT_AtSGR1_Fw CGGTCAGGGTCCATGGGCAAGGTTGTTTGGACCGG

FATT_AtSGR1_Rv GCTCGAATTCGGATCCTAGAGTTTCTCCGGATTTG

FATT_AtSGRL_Fw CGGTCAGGGTCCATGGAGCTCCGCTATTAGTGACG

FATT_AtSGRL_Rv GCTCGAATTCGGATCCTACAGAAGAAACGTAAATA

FATT_CrSGR_Fw CGGTCAGGGTCCATGGGCCTCCAGGCGACAACCTA

FATT_CrSGR_Rv GCTCGAATTCGGATCCTAGGAGGCCGAGGAGCGCG

Table S3. AtSGR1_CrSGR C-term.融合タンパク質作成用プライマー

A）融合部位より5'側のDNA断片増幅用プライマーセット

プライマー名称 塩基配列（5’→3'）

FATT_AtSGR1_Fw CGGTCAGGGTCCATGGGCAAGGTTGTTTGGACCGG

AtSGR1_CrSGR C-term._Rv CTTCCTGCCGGAGTTTCTCCGGATTTGGAG

B）融合部位より3'側のDNA断片増幅用プライマーセット

プライマー名称 塩基配列（5’→3'）

AtSGR1_CrSGR C-term._Fw GGAGAAACTCCGGCAGGAAGGACGGCAGGA

FATT_CrSGR_Rv GCTCGAATTCGGATCCTAGGAGGCCGAGGAGCGCG

Table S4. バクテリアSGRホモログクローニング用プライマー

プライマー名称 塩基配列（5’→3'）

FATT_AbSGR homolog_Fw CGGTCAGGGTCCATGGGATCATCTGAAACCGGAGA

FATT_AbSGR homolog_Rv GCTCGAATTCGGATCCTATTTGTAATCGCGCAGAA

FATT_CbSGR homolog_Fw CGGTCAGGGTCCATGGAGCAAACTGAACACCGACA

FATT_CbSGR homolog_Rv GCTCGAATTCGGATCCTAGGTTTTATAATCGCTGA

FATT_BaSGR homolog_Fw GGCGGTCAGGGTCCATGGAGCGAGTTCAATCCGGA

FATT_BaSGR homolog_Rv GCTCGAATTCGGATCCTAGGCCGGGTTCAGTTTCA

FATT_BsSGR homolog_Fw CGGTCAGGGTCCATGGAGCCATTGGGATCCGACCA

FATT_BsSGR homolog_Rv GCTCGAATTCGGATCCTAGGTGCCAATCAGCTGCA

FATT_RSGR homolog_Fw CGGTCAGGGTCCATGGATCATCCTGCGCAACCTGA

FATT_RSGR homolog_Rv GCTCGAATTCGGATCCTATTTCACACTCACATCCA

FATT_PpSGR homolog_Fw CGGTCAGGGTCCATGGAAAAATCTGAAAGTGATCG

FATT_PpSGR homolog_Rv GCTCGAATTCGGATCCTAGATATTTTTCAGGCTCT



52 

 

3. タンパク質の発現と検出・定量 

3.1. 大腸菌の形質転換と液体培養 

作成された FATT_SGR（ホモログ）_pET30a と FATT_AtHCAR_pET30a は大腸菌 BL21

（Invitrogen）の形質転換に使用した。上記と同様にヒートショック法を用い、50µg/ml カ

ナマイシンを含む LB 培地に塗布して 37℃で一晩静置して培養した。次に、2ml の 50µg/ml

カナマイシンを含む液体 LB 培地の入った試験管を用意し、ここへ得られたコロニーを懸濁

した。試験管を 37℃のインキュベーターへ移し、シェーカーで振とうしながら一晩培養し

た。 

 

3.2. 目的タンパク質の合成 

200ml 三角フラスコ（IWAKI）に 30ml の 50µg/ml カナマイシン含有液体 LB 培地を用意

し、ここへ試験管中の大腸菌培養液から 300µl（1/100 量）移し取った。培地の入った三角

フラスコを 37℃で振とうし、前培養とした。可視光度計 Colourwave C07500B Colorimeter

（funakoshi）で 590nm における大腸菌の OD を測定し、OD の値が 0.5 から 1.0 に達した

ところで前培養を終了した。次に、前培養液に終濃度 0.4ｍM になるように IPTG を添加す

ることで目的タンパク質の合成を誘導し、再び 37℃で 3h 振とう培養した。 

 タンパク質の合成が終了したら、大腸菌培養液を 50ml のコニカルチューブへ回収し、

13000rpm、1min の遠心をして大腸菌ペレットを得た。ペレットは 20ml の H2O で再懸濁

して LB 培地の塩を取り除いた。再度遠心して塩を抜いた大腸菌ペレットを得た。このペレ

ットに対して培養液の 1/20 量（今回は 1.5ml）の BugBuster（Merck）を加えることで大

腸菌溶解液を作成し、さらに 1µl の Benzonase（Merck）を加えてタンパク質を用いる実験

に不要な DNA を分解した。この大腸菌溶解液を酵素溶液とした。 
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4. 目的タンパク質の検出 

4.1. SDS-PAGE 

 タンパク質の電気泳動はアクリルアミド 12％の分離ゲルと 3％の濃縮ゲル（Table S5）

を用いて行った。各ゲルの組成は下表の組成の通りで、ガラス板（ATTO）を用いて作成

した。泳動するサンプルは、SGR を発現させた大腸菌の溶解液もしくはその上清に等量の

サンプルバッファー（Table S6）を加え、1/10 量の 2-メルカプトエタノールの添加後 90℃、

1min 加熱してタンパク質を変性させたものを使用した。作成したゲルを AE-6500 ラピダ

ス・ミニスラブ電気泳動槽（ATTO）にセットし、泳動バッファー（Table S7）で満たした。

マーカーには Precision Plus Protein Dual Color Standards（BIO RAD）を 1µl 使用し、サ

ンプルを全てロードしたら 200V、60min の定電圧条件で電気泳動した。 

 

Table S5. アクリルアミドゲルの組成

A）分離ゲル（12％） B）濃縮ゲル（3％）

試薬 試薬

30％ Acrylamide stock solution 6.0 ml 30％ Acrylamide stock solution 0.75 ml

3M Tris-HCl（pH 8.8） 1.9 ml 0.5M Tris-HCl（pH 6.8） 1.88 ml

H2O 7.1 ml H2O 4.9 ml

TEMED 12 μl TEMED 6.0 μl

10% APS 125 μl *2 10% APS 62.5 μl *2

*2: TEMEDと反応してアクリルアミドゲルの

　  重合反応が始まるので最後に添加する

容量容量

Table S7. SDS-PAGEサンプルバッファー組成
試薬
Sucrose 1.0 g
0.5M Tris-HCl (pH 6.8) 2.5 ml
10% SDS 4.0 ml
Bromophenol blue
H2O

容量

up to 10ml
a little

Table S6. SDS-PAGEサンプルバッファーの組成

試薬

Sucrose 1.0 g

0.5M Tris-HCl（pH 6.8） 2.5 ml

10％ SDS 4.0 ml

Bromophenol blue

H2O

容量

a little

up to 10ml

Table S7. SDS-PAGE泳動バッファーの組成

A）10×SDS-PAGE泳動バッファー B）SDS-PAGE泳動バッファー

試薬 試薬 容量

Tris 30 g 10×SDS-PAGE泳動バッファー 100 ml

Glycine 144 g H2O 900 ml

H2O SDS 1.0 g

容量

up to 1L
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4.2. イムノブロット 

SDS-PAGE 終了後、分離ゲルを切り出し、PVDF メンブレン（Perkin-Elmer）へタンパ

ク質を転写した。タンパク質は SDS-PAGE で使用したサンプルバッファー中の SDS によ

り負に帯電しているため、陽極へ引き寄せられる。そのため、陽極側からクロマト濾紙

（ADVANTEC）、PVDF メンブレン、分離ゲル、クロマト濾紙の順で並ぶように 2 連式ミ

ニ転写装置（日本エイドー）にセットした。このとき、クロマト濾紙には転写バッファー

を含ませ、PVDF メンブレンはメタノールに浸した後で転写バッファー（Table S9）を馴染

ませた。転写は 40V、2h の定電圧条件で行った。 

 転写が完了した PVDF メンブレンは PBS-T（Table S10）で溶かした 50ｇ/L スキムミル

ク溶液に 1h から一晩浸しながら振とうし、ブロッキングとした。ブロッキングした PVDF

メンブレンは PBS-T で振とう 10min の洗浄を 3 回行い、スキムミルクを除去した。次に一

次抗体反応を振とう、1h 行った。この反応では、Can Get Signal Solution 1（TOYOBO）

で 3000 倍希釈した monoclonal ANTI-FLAG produced in mouse を使用した（必要に応じて

防腐剤として 1/1000 量の 10%NaN3 を加えた）。一次抗体反応後は不要な抗体を取り除く

ために、再び PBS-T で振とう 10min の洗浄を 3 回行った。洗浄後、PBS-T で 20000 倍希

釈した ANTI-mouse 抗体で二次抗体反応を振とう、1h 行った。二次抗体反応後も同様に

PBS-T で振とう 10min の洗浄を 3 回行った。PVDF メンブレンは最終的に WESTERN 

LIGHTNIG Plus-ECL（Perkin-Elmer）と満遍なく反応させ、蛍光をルミビジョンプロ（ア

イシン精機）でタンパク質の検出を行った。 

 

Table S8. 転写バッファーの組成 Table S9. PBS-Tの組成

試薬 試薬

10×SDS-PAGE泳動バッファー 100 ml NaCl 8.0 g

H2O 700 ml Na2HPO4 1.1 g

メタノール 200 ml KCl 0.2 g

KH2PO4 0.2 g

10% Tween20 10 ml

H2O

容量 容量

up to 1L
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5. 基質の調製 

5.1. クロロフィル誘導体とヘミンおよびプロトポルフィリン IX の調製 

 クロロフィル a、クロロフィル b、ヘミン及びプロトポルフィリン IX（ヘミンから鉄原子

が脱離した分子）は市販の粉末試薬から調製した。 

 クロロフィリド a はクロロフィル a をクロロフィラーゼで加水分解し、フィトール基を除

去することで得た。プロトクロロフィル a はクロロフィル a を 0.5 mM 2,3-ジクロロ-5,6-

ジシアノベンゾキノンを含むジエチルエーテル中で酸化処理することで得た。Zn-クロロフ

ィル a は、まずクロロフィル a を塩酸で処理して Mg を脱離することでフェオフィチン a

に変換し、次にフェオフィチン a をジクロロメタンに溶かし、1/10 量の酢酸亜鉛飽和メタ

ノールと混和することでフェオフィチン a に亜鉛を挿入した。バクテリオクロロフィル a

は紅色細菌 Rhodobacter sphaeroides（NBRC）から、クロロフィル c1 と c2 の混合物は珪藻

Phaeodactylum tricornutum（Bigelow）からそれぞれアセトンで抽出した。 

 合成あるいは抽出したクロロフィルは既知のモル吸光係数と吸光度の測定（HITACHI）

から物質量を計算した。プロトクロロフィル a は 30.4（626 nm、80％アセトン中）(Brouers 

and Michel-Wolwertz, 1983)、Zn-クロロフィル a は 77.3（659 nm、80％アセトン中）(Jones 

et al., 1977)、バクテリオクロロフィル a は 7.15（770 nm、アセトン中）(Connolly et al., 1982)、

クロロフィル c1 と c2 はそれぞれ 348（446.1 nm、1％ピリミジン含有アセトン中）と 321

（444.6 nm、1％ピリミジン含有アセトン中）である(Jeffrey, 1972)。 

 

5.2. PSI 粒子と LHCII の精製 

 PSI 粒子と LHCII は市販のホウレンソウからショ糖密度勾配遠心法で分離・精製した。 

 

6. 酵素反応と HPLC による Mg 脱離活性の検出 

 酵素反応には、AtSGRL あるいはバクテリア SGR ホモログを発現した大腸菌の溶解液を
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酵素液として使用する。今回は酵素の精製していないため、酵素液には目的の酵素と大腸

菌のタンパク質などが含まれている。酵素反応の際には反応条件を統一するため、反応液

中の目的の酵素の濃度と大腸菌のタンパク質の濃度を統一した。そのため、目的酵素を含

む大腸菌溶解液は empty vector を導入した大腸菌の溶解液で希釈し、酵素液中の大腸菌タ

ンパク質の濃度は変えず、酵素濃度のみを希釈・統一した。 

色素溶液の調製は、乾燥クロロフィル誘導体（物質量既知）にジメチルスルホキシド

（DMSO）を加え、任意の濃度にした後に BugBuster に添加して色素溶液とした（色素溶

液内の DMSO 濃度は 1.2％ [v/v]である）。ヘミンとプロトポルフィリン IX は BugBuster

（1.2％ [v/v]の DMSO を含む）で直接希釈して色素溶液とした。 

酵素反応には酵素溶液と色素溶液それぞれ 10µl を混和し、25℃、30 分、暗黒下で反応さ

せた。全てのクロロフィル誘導体に対して、Mg 脱離物であるフェオフィチンは 10µl の 1M 

HCl との反応で取得し、ポジティブコントロールとした。ただし、ヘミンは 1M HCl に対

して安定であるため、ヘミンの鉄脱離物であるプロトポルフィリン IX は購入した標品から

調製してある。 

酵素反応は、20µl の酵素反応液に 80µl のアセトンを添加することで、SGR（ホモログ）

を失活させることで反応を止めた。20000×g、4℃、10 分の遠心により色素の解けた上清

を回収し、HPLC による色素分析に用いた。酵素反応により Mg 脱離物、鉄脱離物が生じ

るかで活性を評価する。 

 

7. Mg 脱離活性の検出 

 はじめに SGR（ホモログ）の活性の有無を決定するために、SGR（ホモログ）を発現し

た大腸菌の溶解液を希釈せずにクロロフィル a と反応させた。大腸菌溶解液とクロロフィル

a の終濃度はそれぞれ 50％[v/v]、18µM とした。反応前と反応後の色素組成は HPLC 解析

に使用した。この解析には、カラムは C8 カラム（Waters Symmetry C8、Waters）、溶媒は



57 

 

B 液（メタノール：アセトニトリル：アセトン=1：3：1 [v:v:v]）を用い、溶媒の流速は 1ml/

分、カラムの温度は 40℃で行った。溶出した色素プロファイルは蛍光強度（励起光波長/

蛍光検出波長＝410/680nm）と吸光度でモニターし、フェオフィチン a の検出を行い

（RF-20A、島津製作所）、その有無で活性の有無を決定した。 

 

8. 基質特異性の決定 

 SGR（ホモログ）を発現した大腸菌溶解液をクロロフィル誘導体もしくはヘミンを溶解

した色素溶液と混和して酵素反応させた。AtSGRL とクロロフィル a に対して活性が確認さ

れたバクテリア SGR ホモログは同じ濃度（終濃度 50％[v/v]大腸菌溶解液、1.5µM 可溶性

酵素）に調製した。一方で活性のないバクテリア SGR ホモログに関しては、希釈は行わな

かった。基質として用いた色素の終濃度は、クロロフィル a、クロロフィリド a、クロロフ

ィル b、プロトクロロフィル a、Zn-クロロフィル a がそれぞれ 18µM、クロロフィル c1 と

c2 の混合物は 1.2mM、バクテリオクロロフィル a は 60µM、ヘミンとプロトポルフィリン

IX は 100µM である。酵素反応の前と後に色素組成の HPLC 解析を行い、それぞれの基質

に対して酵素反応による分解が生じているかを評価する。この解析では、カラムは上記と

同様の C8 カラム、溶媒は A 液（メタノール：アセトニトリル：ピリジン水溶液（0.25M ピ

リジン）＝2：1：1[v:v:v]）から B 液へのグラジエントを使用し、流速は 1ml/分、カラム

温度は 40℃とした(Shimoda et al., 2012)。溶出した色素のプロファイルは分解物（フェオ

フィチン誘導体もしくはプロトポルフィリン IX）の検出に最適化された蛍光光度計と吸光

度計により調べた。ヘミンとバクテリオクロロフィル a の分解産物の検出は吸光度計を用い

ており、それぞれ 401nm、388nm で吸光度を測定した。それ以外の分解産物に対しては蛍

光検出器を用いた。クロロフィル a、クロロフィリド a、Zn-クロロフィル a は励起波長/検

出蛍光波長＝410/680nm による検出を、クロロフィル b は 434/660nm で、プロトクロロ

フィル a およびクロロフィル c1 と c2 に関しては 415/640nm で検出した。 
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9. 光化学系タンパク質（PSI と LHCII）の精製と酵素反応、並びに活性測定 

 酵素活性のために、酵素溶液は「基質特異性の決定」で述べられた方法と同様の手順で

調製された。基質となる PSI 粒子と LHCII は 0.05％Triton X-100 で可溶化し、終濃度は含

有クロロフィルが 18µM に相当する量になるよう調製された。色素組成は HPLC で解析さ

れたが、本解析ではカラムは C18 カラム（Shim-Pack CLC-ODS、島津製作所）を用いた。

C18 カラムを使用することで、フェオフィチン b とクロロフィル a の溶出時間をずらすこ

とができる。溶媒はメタノールを使用し、流速は 2ml/分、カラム温度は 40℃で行った。溶

出した色素プロファイルは蛍光検出器（励起光波長/蛍光検出波長＝406/680nm（フェオフ

ィチン a）、430/650nm（フェオフィチン b））でモニターし、タンパク質中のクロロフィル

に対しての分解活性を評価した。 

 

10. 酵素反応速度論的解析 

 酵素反応速度論的パラメーターである kcat と Km の決定を、クロロフィル a を基質として

用いて行った。酵素反応は 25℃、暗黒下で行った。基質となるクロロフィル a の終濃度は

6、10、15、18、21、24µM とし、それぞれに対して AtSGRL とバクテリア SGR ホモログ

を反応させた（反応系中の大腸菌溶解液は 12.5％[v/v]で統一されている）。AtSGRL とバク

テリア SGR ホモログの可溶性画分中の酵素濃度はそれぞれ 0.236µM、0.118µM に調製され

た。反応によって生じるフェオフィチン a を経時的に測定し、酵素反応の初速を求めた。

AtSGRL は 10 分毎に酵素反応液を採取、AbSGR ホモログと CbSGR ホモログは 5 分毎に、

BaSGR ホモログは 1 分毎に行った。酵素反応液の採取の際には、20µl の酵素液が回収され、

液体窒素中で保存された。HPLC 解析の前に 80µl のアセトンが添加され、20000×g、4℃、

10 分の遠心により色素の解けた上清を回収し、HPLC による色素分析に用いた。HPLC 解

析の手法は「Mg 脱離活性の検出」で述べた通りである。全ての SGR（ホモログ）の各基

質終濃度における反応初速度の決定後、求めた速度をもとにミカエリス―メンテン曲線を
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描画した。曲線はエクセルのソルバーを用いて、最小二乗法により作成し、ベストフィッ

トするものを取得、ここからそれぞれの kcat と Km を算出した。 

 

11. アミノ酸置換体の作成 

 Megaprimer 法を使用して AtSGRL へ任意の塩基置換を導入し、翻訳合成されるアミノ酸

の置換を行った。FATT_AtSGRL_pET30a を鋳型として、Table S10 のプライマーセットを

用いて PCR（KOD -Multi & Epi-）を行った。増幅された DNA 断片は、NcoI と BamHI

で切断した FATT_pET30a へ In-Fusion 反応により導入した。上記と同様に、In-Fusion 産

物 1µl を用いて上記の通り大腸菌（ECOS）の形質転換、コロニーPCR、プラスミド抽出、

シーケンス反応を行って目的のコンストラクトを作成した。 
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Table S10. AtSGRLの塩基置換導入用プライマーと組み合わせ

A）変異導入部位より5’側のDNA断片増幅用のプライマーセット

プライマー名称 塩基配列（5’→3’）

FATT_AtSGRL_Fw CGGTCAGGGTCCATGGAGCTCCGCTATTAGTGACG

AtSGRL D107E_Rv AGTTAGCAGTGAATTCACAATGCGAAAGAA

AtSGRL D107N_Rv AGTTAGCAGTGAAGTTACAATGCGAAAGAA

AtSGRL D132E_Rv ACCACATCTTCTTTCTTGTACCAGCCTTCT

AtSGRL D132N_Rv ACCACATCGTTTTTCTTGTACCAGCCTTCT

AtSGRL D133E_Rv ACCACTTCATCTTTCTTGTACCAGCCTTCT

AtSGRL D133N_Rv ACCACGTTATCTTTCTTGTACCAGCCTTCT

AtSGRL D186E_Rv ACATAACTGATTCTCCATGCACCACAGCTT

AtSGRL D186N_Rv ACATAACTGAGTTTCCATGCACCACAGCTT

AtSGRL H105A_Rv AAGTCACACGCCGAAAGAATATAAGTCCGC

AtSGRL H105N_Rv AAGTCACAGTTCGAAAGAATATAAGTCCGC

AtSGRL H105Y_Rv AAGTCACAATACGAAAGAATATAAGTCCGC

AtSGRL H105C_Rv AAGTCACAGCACGAAAGAATATAAGTCCGC

B）変異導入部位より3’側のDNA断片増幅用のプライマーセット

プライマー名称 塩基配列（5’→3’）

FATT_AtSGRL_Rv GCTCGAATTCGGATCCTACAGAAGAAACGTAAATA

AtSGRL D107E_Fw TTGTGAATTCACTGCTAACTTAACGTTAAC

AtSGRL D107N_Fw TTGTAACTTCACTGCTAACTTAACGTTAAC

AtSGRL D132E_Fw TACAAGAAAGAAGATGTGGTTGCTGAGTGG

AtSGRL D132N_Fw TACAAGAAAAACGATGTGGTTGCTGAGTGG

AtSGRL D133E_Fw TACAAGAAAGATGAAGTGGTTGCTGAGTGG

AtSGRL D133N_Fw TACAAGAAAGATAACGTGGTTGCTGAGTGG

AtSGRL D186E_Fw GCATGGAGAATCAGTTATGTTTAGAGAGAA

AtSGRL D186N_Fw GCATGGAAACTCAGTTATGTTTAGAGAGAA

AtSGRL H105A_Fw ATTCTTTCGGCGTGTGACTTCACTGCTAAC

AtSGRL H105N_Fw ATTCTTTCGAACTGTGACTTCACTGCTAAC

AtSGRL H105Y_Fw ATTCTTTCGTATTGTGACTTCACTGCTAAC

AtSGRL H105C_Fw ATTCTTTCGTGCTGTGACTTCACTGCTAAC
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Table 1. 系統解析に使用したSGRとその類似タンパク質

Taxon Host organism Database Accession No.

Green plant Arabidopsis thaliana Phytozome At4G22920.1

Arabidopsis thaliana Phytozome At4G11910.1

Arabidopsis thaliana Phytozome At1G44000.1

Oryza sativa Phytozome LOC_Os09g36200.1

Oryza sativa Phytozome LOC_Os04g59610.2

Physcomitrella patens Phytozome Pp3c17_23030V3.1

Physcomitrella patens Phytozome Pp3c3_28140V3.1

Physcomitrella patens Phytozome Pp3c20_6290V3.1

Physcomitrella patens Phytozome Pp3c8_17510V3.1

Chlamydomonas reinhardtii Phytozome Cre12.g487500

Coccomyxa subellipsoidea C-169 NCBI XP_005650112.1

Micromonas pusilla CCMP1545 NCBI XP_003060977.1

Ostreococcus tauri NCBI XP_022840207.1

Chlorella variabilis NCBI XP_005850408.1

Glaucophyta Cyanophora paradoxa realDB Cyanophora_paradoxa-WLZP-2005695

Gloeochaete wittrockiana realDB Gloeochaete_wittrockiana-PQED-2051318

Glaucocystis cf. nostochinearum realDB Glaucocystis_cf._nostochinearum-POOW-2011694

Cyanoptyche gloeocystis realDB Cyanoptyche_gloeocystis-JKHA-2001686

Archaea miscellaneous Crenarchaeota group-1 archaeon SG8-32-1 NCBI KON32503.1

Candidatus Thorarchaeota archaeon SMTZ-45 NCBI KXH70069.1

miscellaneous Crenarchaeota group-6 archaeon AD8-1 NCBI KON32872.1

Bacteria Anaerolineae bacterium SM23_ 63 NCBI KPK94580.1 *1

Anaerolineales bacterium NCBI WP_116781458.1

Alicyclobacillus ferrooxydans NCBI KPV40529.1

Clostridium novyi NCBI WP_039245490.1

Bacillus aquimaris sp. SAMM NCBI WP_071617569.1 *2

Bacillus oceanisediminis NCBI WP_019379967.1

Sporosarcina globispora NCBI WP_053435952.1

Bacillus selenatarsenatis NCBI WP_041965262.1

Mycobacteroides abscessus subsp. abscessus NCBI SHT39353.1

Clostridium botulinum sp. CDC54075 NCBI WP_024931542.1

Bacillus wudalianchiensis NCBI WP_065409936.1

Bacillus aquimaris sp. JM7 NCBI WP_044336981.1

Gottschalkia acidurici NCBI WP_041701757.1

Bacillus megaterium NCBI WP_013082933.1

Bacillus timonensis NCBI WP_010677389.1

Clostridium sp. HMP27 NCBI KGK89931.1

Clostridium sporogenes NCBI WP_058008982.1

Alicyclobacillus hesperidum NCBI WP_083341124.1

Clostridium sp. DMHC 10 NCBI WP_084757076.1

Bacillus massiliogorillae NCBI WP_042348482.1

Clostridium botulinum sp. A2 117 NCBI WP_061317852.1 *3

Anoxybacillus tepidamans NCBI WP_027408343.1

Thalassobacillus cyri NCBI WP_093042251.1

Clostridium botulinum sp. BKT015925 NCBI WP_013726199.1

Anoxybacillus sp. UARK-01 NCBI WP_080861000.1

Anaerotignum neopropionicum NCBI WP_066089690.1

Bacillus solani NCBI WP_056684568.1 *4

Intestinibacter bartlettii NCBI WP_082421703.1

Clostridium botulinum sp. CDC41370 NCBI WP_045890658.1

Clostridium baratii NCBI WP_039311721.1

Bacillus campisalis NCBI WP_046522531.1

Bacillus flexus NCBI WP_025749656.1

Bacillus psychrosaccharolyticus NCBI WP_040373082.1

Anaeromicrobium sediminis NCBI WP_095131604.1

Clostridium sp. Marseille-P2414 NCBI WP_084766812.1

Paeniclostridium sordellii NCBI WP_055333840.1

Romboutsia sp. MT17 NCBI WP_092926206.1 *5

Peptoniphilus sp. HMSC075B08 NCBI WP_070700731.1

uncultured Clostridium sp. NCBI SCJ05302.1

Peptoniphilus phoceensis NCBI WP_062552496.1 *6

Vibrio harveyi NCBI WP_050912742.1

Bacteroides xylanolyticus NCBI WP_104438939.1

Acinetobacter sp. RIT592 NCBI RDC50442.1

Clostridium bifermentans NCBI WP_021432481.1

番号が付けられたSGR類似タンパク質を代表とし、以降の生化学実験に使用した。
番号が若いほど、シロイヌナズナのSGR1（At4G22920.1）に対して高いホモロジーを持つことを表している。

灰色で塗りつぶされたものはアミノ酸配列のアライメントから、アミノ酸残基の保存性が異なっていたため、以降の解析からは除外した。
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Table 2. SGR類似タンパク質を持つバクテリアとアーキアの宿主間の系統解析に使用した16SrRNA配列
Taxon Host organism Database Accession No. Discription
Archaea miscellaneous Crenarchaeota group-1 archaeon SG8-32-1 16srRNAの報告なし

Candidatus Thorarchaeota archaeon SMTZ-45 16srRNAの報告なし
miscellaneous Crenarchaeota group-6 archaeon AD8-1 16srRNAの配列が短いため除外

Bacteria Anaerolineae bacterium SM23_ 63 16srRNAの配列が短いため除外 *1
Anaerolineales bacterium 16srRNAの報告なし
Alicyclobacillus ferrooxydans Integrated Microbial Genomes 2714431926
Clostridium novyi Integrated Microbial Genomes 2823501834
Bacillus aquimaris sp. SAMM Integrated Microbial Genomes 2813992354 *2
Bacillus oceanisediminis Integrated Microbial Genomes 2814727561
Sporosarcina globispora Integrated Microbial Genomes 2648000896
Bacillus selenatarsenatis Integrated Microbial Genomes 2646448541
Mycobacteroides abscessus subsp. Abscessus Integrated Microbial Genomes 2801926781
Clostridium botulinum sp. CDC54075 Integrated Microbial Genomes 2683194727
Bacillus wudalianchiensis 16srRNAの報告なし
Bacillus aquimaris sp. JM7 16srRNAの配列が短いため除外
Gottschalkia acidurici Integrated Microbial Genomes 2517499933
Bacillus megaterium Integrated Microbial Genomes 646756272
Bacillus timonensis Integrated Microbial Genomes 2547532779
Clostridium sp. HMP27 Integrated Microbial Genomes 2632614743
Clostridium sporogenes Integrated Microbial Genomes 2662277092
Clostridium sp. DMHC 10 16srRNAの報告なし
Bacillus massiliogorillae Integrated Microbial Genomes 2600929525
Clostridium botulinum sp. A2 117 Integrated Microbial Genomes 2695789357 *3
Anoxybacillus tepidamans 16srRNAの配列が短いため除外
Thalassobacillus cyri Integrated Microbial Genomes 2676280493
Clostridium botulinum sp. BKT015925 Integrated Microbial Genomes 650808756
Anoxybacillus sp. UARK-01 Integrated Microbial Genomes 2852099799
Anaerotignum neopropionicum Integrated Microbial Genomes 2729514297
Bacillus solani Integrated Microbial Genomes 2648622037 *4
Intestinibacter bartlettii Integrated Microbial Genomes 2813256678
Clostridium botulinum sp. CDC41370 16srRNAの報告なし
Clostridium baratii Integrated Microbial Genomes 2646836096
Bacillus campisalis 16srRNAの配列が短いため除外
Bacillus flexus Integrated Microbial Genomes 2732613272
Bacillus psychrosaccharolyticus 16srRNAの配列が短いため除外
Anaeromicrobium sediminis 16srRNAの報告なし
Paeniclostridium sordellii Integrated Microbial Genomes 2693740364
Romboutsia sp. MT17 Integrated Microbial Genomes 2752974952 *5
Peptoniphilus sp. HMSC075B08 16srRNAの報告なし
uncultured Clostridium sp. 16srRNAの報告なし
Peptoniphilus phoceensis Integrated Microbial Genomes 2776379436 *6
Vibrio harveyi Integrated Microbial Genomes 2652727948
Bacteroides xylanolyticus Integrated Microbial Genomes 2739450966
Acinetobacter sp. RIT592 16srRNAの報告なし
Clostridium bifermentans Integrated Microbial Genomes 2543314837
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Table 3. 緑色植物SGRとバクテリアSGRホモログの酵素反応速度論的パラメーター

Enzyme kcat (min-1) Km (µM) kcat/Km (µM-1 min-1) Protein expression Reference

Chlamydomonas SGR 8.44 E. coli Matsuda et al., 2016

AtSGRL 0.156 ± 0.0674 33.60 ± 13.4 4.64 × 10-3 E. coli This study

AbSGR homolog 2.870 ± 0.734 91.30 ± 35.6 31.40 × 10-3 E. coli This study

CbSGR homolog 1.740 ± 0.212 20.60 ± 6.75 84.50 × 10-3 E. coli This study

BaSGR homolog 11.400 ± 2.97 28.90 ± 13.7 394.00 × 10-3 E. coli This study
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Table 4. 緑色植物SGRとバクテリアSGRホモログの基質特異性

Reagents

or 

Enzymes

Pigments and final concentrations

Reference
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18 µM 18 µM 18 µM 18 µM 1.2 mM 18 µM 60 µM 100 µM

Buffer - - - - - - - - This study

1 M HCl + + + + + + + - This study

Empty vector - - - - - - - - This study

Chlamydomonas SGR + - - - - - n.d. n.d. Matsuda et al., 2016

AtSGR1 + - - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. Shimoda et al., 2016

AtSGR2 + - - n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. Shimoda et al., 2016

AtSGRL + + - - - - - - This study

AbSGR homolog + + + + + - - - This study

CbSGR homolog + + + + + - - - This study

BaSGR homolog + + + + + - - - This study

+ : Active        - : Not active         n.d. : Not determined
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Table 5. 緑色植物SGRとバクテリアSGRホモログの酸性アミノ酸残基とヒスチジン残基の保存性

保存されている残基のAtSGRLにおけるアミノ酸番号

H105 D107 D132 D133 D186

AbSGR homolog

活性あり

+ + + + +
CbSGR homolog + + + + +
BaSGR homolog + + + + +
BsSGR homolog

活性なし

- - + + +
RSGR homolog + + - - +
PpSGR homolog + + + + +
+: Conserved     -: Substituted



73

Table 6. AtSGRLアミノ酸置換体の活性測定結果まとめ

Empty 
vector

AtSGRL
(WT)

D107 D132 D133 D186 H105

D107E D107N D132E D132N D133E D133N D186E D186N H105A H105N H105Y H105C

- + - - + - + + - - - - - -
+: Active     -: Not active



Fig. 1. 先行研究におけるpromiscuousな活性を原動力とする酵素の進化
青色で示された酵素は青色の基質に対する活性をprimaryな活性とし、赤色の基質に対するを活性をpromiscuousな活性としてい

る。紫色で示された酵素は、両方の基質に対する活性をprimaryな活性とするbi-functionalな酵素で、赤色で示された酵素は赤色の
基質に対する活性をprimaryな活性としている。
先行研究では主に2つのシナリオが提唱されており、ネオファンクショナリゼーション（A）とサブファンクショナリゼーショ

ン（B）がある。これらはpromiscuousな活性の獲得のタイミングで区別されており、前者は遺伝子重複あるいは水平移動の後、
後者は前である。

74

A. ネオファンクショナリゼーション

B. サブファンクショナリゼーション

1. 遺伝子重複

1. 水平移動

2. 変異による
promiscuousな活性の獲得 3. 酵素活性の専門化

1. 選択圧による
低いpromiscuousな活性の上昇

2. 遺伝子重複

2. 水平移動

3. 酵素活性の専門化
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B. クロロフィル分解系
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Fig. 2. 緑色植物におけるクロロフィル合成系と分解系
A) クロロフィル合成系はグルタミン酸から始まり、9つの酵素反応を経てプロトポルフィリンIXが合成される。プロトポル

フィリンIXは環状構造を持つ分子で、この中心にMg2+が挿入されればクロロフィルブランチへ、 Fe2+が挿入されればヘムブ
ランチへ進む。緑色植物ではクロロフィルaとクロロフィルbを集光アンテナ色素として利用している。

B) 緑色植物のクロロフィル分解系は必ずクロロフィルaを経由して行われ、中心のMgが脱離することで分解系へと入る。この
反応はSTAY-GREEN（SGR）という酵素により触媒される。SGRによるMg脱離後は複数の酵素反応を経て、最終的に光毒性の
ない分子へと変換される。

クロロフィル―Mg脱離酵素
（STAY-GREEN; SGR）
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SGR類似
タンパク質

SGR類似
タンパク質

Fig. 3. SGRとSGR類似タンパク質の分布
クロロフィル―Mg脱離酵素SGRと類似するタンパク質はシアノバクテリア、シアノバクテリアを除く光合成細菌、紅藻、二次

共生藻、三次共生藻およびポーリネラでは見つかっていない。一方で、光合成をせず、クロロフィル持たないバクテリアとアー
キアで類似のタンパク質が発見されている。光合成生物では灰色植物でのみ類似タンパク質が存在するが、クロロフィル分解に
関与しているかは現段階では不明である。
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Fig. 4. SGRとSGR類似タンパク質のアミノ酸配列のアライメント
アライメントはTable 1中のSGRとその類似のタンパク質のアミノ酸配列を用いて作成している（AtSGRL: AT1G44000.1、OsSGRL: 

LOC_Os04g59610.2、AtSGR1: AT4G22920、OsSGR: LOC_Os09g36200.1、CrSGR: Cre12.g487500、Cyanophora protein (a): 
Cyanophora_paradoxa-WLZP-2005695、Archaea protein: KXH70069.1、Anaerolineae protein: KPK94580.1、Clostridium protein: 
WP_061317852.1、Bacillus protein (a): WP_071617569.1、Bacillus protein (b): WP_056684568.1、Romboutsia protein: WP_092926206.1、
Peptoniphilus protein: WP_062552496.1）。ただし、Cyanophora protein (a)のN末端配列が欠けていたため、それを補うためにTable 
1に含まれていない別のデータベース（Alga-PrAS）から同種の類似タンパク質（Cyanophora protein (b): Cyanophora_30639）を追加
した。アライメントはM-Coffeeにより作成され、アミノ酸残基の保存性が90%以上の部分は塗りつぶしされている。
ピンクと赤色の矢印で示された残基はそれぞれ触媒に関与すると推測されたヒスチジン残基と酸性アミノ酸残基を表している。

第2部ではこれらのアミノ酸置換を行い、触媒に関与するかを調べている。
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Fig. 5. SGRとSGR類似タンパク質の最尤法系統樹
分岐点における数値は1000回反復により得られたブーツストラップ値である。赤矢印で示した位置が真核光合成生物と光合成

をしないバクテリアとアーキアの分岐点である。番号が付けられたSGR類似タンパク質を代表とし、以降の生化学実験に使用し
た。番号が若いほど、シロイヌナズナのSGR1（At4G22920.1）に対して高いホモロジーを持つことを表している。
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Fig. 6. 16SrRNA配列に基づくSGRホモログを持つ宿主生物の最尤法系統樹
分岐点における数値は1000回反復により得られたブーツストラップ値である。番号が付けられた宿主生物が持つSGRホモログ

を以降の生化学実験に使用した。若い番号が付けられた宿主生物ほど、シロイヌナズナのSGR1（At4G22920.1）に対して高いホモ
ロジーを持つSGRホモログを有する。
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Fig. 7. 想定される系統樹の形と示唆される水平移動の方向
A) バクテリアとアーキアのクレードから緑色植物のクレードが分岐するパターン
B) 緑色植物のクレードからバクテリアとアーキアのクレードが分岐するパターン

A B
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Fig. 8. FATTタグの構造と配列
A) 人工合成したFATTタグDNA断片の構成を示している。ライゲーション反応によるクローニングのため、DNA断片の5’末端に

はNdeI、3’末端にはNcoIの制限酵素認識サイトが用意されている。コドンは大腸菌での発現用に最適化されている。
B) 大腸菌の発現系で合成されるFATTタグのアミノ酸配列を示している。HisタグとFLAGタグによる精製が可能であり、目的タ

ンパク質からのタグの除去には3Cプロテアーゼを使用できるようにデザインされている。
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Fig. 9. 大腸菌タンパク質発現系でのFATT_SGRの発現
FATT_SGRを大腸菌で発現し、SDS-PAGEにより分離し、FLAGタグに対する抗体を用いて検出した。予想される分子量は、

CrSGR_FLAG_His: 63.4kDa、FATT_AtSGR1: 39.4kDa、FATT_AtSGRL: 39.0kDa、FATT_CrSGR: 76.0kDa、FATT_AtSGR1_CrSGR C-term.: 
70.4kDaである。Empty vectorはpET30aを指す。
A) 大腸菌溶解液全体
B) 可溶性画分
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Fig. 10. FATT_SGRの活性測定
FATT_SGRを発現した大腸菌の溶解液を酵素液として、クロロフィルa（終濃度: 6μM）と反応させた。反応前後の色素組成を

HPLCにより解析し、酵素反応によりフェオフィチンa（Mg脱離分子）が生じるかでMg脱離活性を評価する。縦軸は蛍光シグナル
量を表し、横軸は保持時間を表す。基質のクロロフィルaは4.1分の位置に、分解産物のフェオフィチンaは4.6分の位置に蛍光シ
グナルが得られる。蛍光検出器はフェオフィチンaの検出に最適化している（励起光波長/検出蛍光波長: 410/480nm）。
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Fig. 11. バクテリアSGRホモログの発現
FATTタグをN末端に融合しているSGRホモログおよびAtHCARを大腸菌で発現した。可溶性画分に含まれるSGRホモログ量を調べ

るため、タンパク質量既知のAtHCARと同時にイムノブロットを行った。AtHCARをタンパク質量―蛍光シグナル量の検量線とし、
SGRホモログの蛍光シグナル量からタンパク質量を計算した。検量線として使うAtHCARはFATTタグ中のHisタグを用いて精製し、
SDS-PAGEの後にCoomassie Brilliant Blueで染色し、純度とタンパク質量を調べた（左パネル）。矢印で示されたタンパク質バンド
がFATTタグを融合したAtHCARである（純度は60%以上）。イムノブロットでは、各レーンにサンプルを5μlロードし、anti-FLAG抗
体によりタンパク質の検出を行った（右パネル）。
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Fig. 12. バクテリアSGRホモログの活性測定
SGRホモログを発現した大腸菌の溶解液を酵素液として、クロロフィルa（終濃度: 18μM）と反応させた。反応前後の色素組成

をHPLCにより解析し、酵素反応によりフェオフィチンa（Mg脱離分子）が生じるかでMg脱離活性を評価する。縦軸は蛍光シグナ
ル量を表し、横軸は保持時間を表す。基質のクロロフィルaは3.9分の位置に、分解産物のフェオフィチンaは4.6分の位置に蛍光
シグナルが得られる。蛍光検出器はフェオフィチンaの検出に最適化している（励起光波長/検出蛍光波長: 410/480nm）。
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Fig. 13. AtSGRLとバクテリアSGRホモログの酵素反応初速度
様々なクロロフィルa濃度（終濃度: 6、10、15、18、21、24μM）における酵素反応の初速度（単位時間当たりのフェオフィチ

ンa生成量）を計算した（n = 3 ± SD）。酵素終濃度はAtSGRLは0.236μM、バクテリアSGRホモログは0.118μMとした。縦軸が反応
系中のフェオフィチンa濃度で、横軸が酵素反応時間であるので、一次関数の傾きが初速度になる。Fig. 14のミカエリス―メンテ
ン曲線とTable 3の酵素反応速度論的パラメーターはここで得られた初速度をもとにして計算されている。
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Fig. 14. AtSGRLとバクテリアSGRホモログのミカエリスーメンテン曲線
縦軸に初速度、横軸に基質濃度を設け、Fig. 13で得られた各クロロフィル濃度における初速度をプロットした（n = 3 ± SD）。

これを基に最適なミカエリス―メンテン曲線を計算し、そのとき与えられる酵素反応速度論的パラメーター（kcatとKm値）をそれ
ぞれの酵素の値とした。
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Fig. 15. バクテリアSGRホモログの遊離クロロフィル誘導体およびヘミンに対する活性
バクテリアSGRホモログの基質特異性を決定するため、様々なクロロフィル誘導体とヘミンを基質として酵素反応を行った。

クロロフィル誘導体以外にヘミンを基質に用いたのは、ヘミンの中心金属である鉄の脱離を行うか調べるためである。AtSGRLお
よびMg脱離活性を持つバクテリアSGRホモログは終濃度1.5μMになるよう調製し、活性の得られなかったホモログは希釈せずに
使用した。反応前後の色素組成をHPLCにより解析し、酵素反応により金属脱離物が生じるかで活性を評価する。分解産物の検出
は、バクテリオクロロフィルaとヘミンでは吸光光度計を、それ以外は蛍光光度計を使用し、いずれも分解産物の検出に最適化
した波長を用いた。横軸は保持時間で、縦軸は蛍光シグナル量あるいは吸光度を表す。クロロフィル誘導体の金属脱離物は1Mの
HClと反応させることで取得し、ポジティブコントロールとした。ヘミンは同様の処理では中心鉄を脱離できなかったため、鉄脱
離物であるプロトポルフィリンIXの標品を用いた。
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Fig. 16. 緑色植物SGRとバクテリアSGRホモログの基質特異性まとめ
Table 4の結果をクロロフィル代謝系に投影した。四角で囲んだ分子がそれぞれの酵素が基質にできる分子を表す。
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Fig. 17. バクテリアSGRホモログのクロロフィル―タンパク質複合体に対する活性
AtSGRLとバクテリアSGRホモログはPSI粒子（A）またはLHCII（B）と酵素反応を行い、タンパク質複合体内のクロロフィルに対

してMg脱離活性を示すか確かめた。反応系中の酵素は終濃度1.5μM、PSI粒子とLHCIIはクロロフィル量が終濃度18μMとなるよう
調製した。反応前後の色素組成をHPLCで分析し、フェオフィチンa（左パネル）とフェオフィチンb（右パネル）を検出すること
で活性を判断する。フェオフィチンaの検出には励起光/検出蛍光: 406/680nm、フェオフィチンbの検出には励起光/検出蛍光: 
430/650nmを用いた。
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Fig. 18. バクテリアSGRホモログにより分解されたクロロフィル―タンパク質複合体中のクロロフィル量
Fig. 17で検出されたフェオフィチンをピーク面積で定量した（n = 3 ± SD）。

A) PSI粒子
B) LHCII
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Fig. 19. SGRホモログを持つバクテリアのゲノム構造
酵素活性測定に使用したSGRホモログを持つバクテリアを対象としている。黒色で示された遺伝子はSGRホモログをコードし、

青色で示された遺伝子はtRNAをコードしている。それ以外の遺伝子は白色で示している。

1 kbp

1 kbp



シアノバクテリア
光合成をしない

真核生物

緑色植物
（陸上植物）

灰色植物

紅色植物

真核光合成生物
の祖先

SGR

光合成をしない
アーキア

一次共生

SGR
ホモログ

SGR
ホモログ

水平移動

光合成をしないバクテリア
（バチルス綱細菌 / クロストリジウム綱細菌）

SGR
ホモログ

SGR
ホモログ

99

Fig. 20. 本研究から提唱されるSGRの進化プロセス
緑色植物のクロロフィル―Mg脱離酵素SGRの進化は次のようであると考えられる。①光合成をせず、クロロフィルも持たない

バクテリアとアーキアに偶然Mg脱離活性を持つ未知のタンパク質が存在した。このMg脱離活性はpromiscuousな活性で、様々な
強度のものが存在した。②その中で高いMg脱離活性を持つものが緑色植物の祖先へと水平移動し、③緑色植物の進化過程で活性
の調節と基質特異性の調整を経て、SGRが誕生した。
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2. 高いpromiscuousな活性を持つ
酵素が水平移動

1. 高いものから低い（ない）ものまで
様々な強さのpromiscuousな活性がある

（基質が存在しないため、選択圧なし）

3. 活性の調節
基質特異性の変化

（基質の存在により、選択圧が働く）

Fig. 21. 高いpromiscuousな活性と水平移動による酵素の進化モデル
青色で示された酵素は青色の基質に対する活性をprimaryな活性とし、赤色の基質に対するを活性をpromiscuousな活性としてい

る。赤色で示された酵素は赤色の基質に対する活性をprimaryな活性としている。
本モデルでは水平移動が関与するため、ドナー側生物とレシピエント側生物という2つの異なる基質環境が存在する。水平移

動前のドナー側生物内で、ある酵素のpromiscuousな活性に対応する基質が存在しなければ、 promiscuousな活性には選択圧が働
かない。選択圧が働かなければ様々な強さのpromiscuousな活性が生じうる。水平移動後のレシピエント側生物内でpromiscuousな
活性に対応する基質と出会えば、基質の存在により選択圧が働き、活性の調節と基質特異性の変化が起こる。
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Fig. 22. 逆反応の関係にあるフェロケラテースの鉄挿入反応とSGRのMg脱離反応
A) フェロケラテースはクロロフィルに類似した構造を持つ分子（プロトポルフィリンIX）に鉄原子挿入を触媒する酵素である。

この反応には金属の挿入とH+の脱離が必要であり、酸性アミノ酸とヒスチジンが関わっていると報告されている。
B) Mg脱離反応は基質と生成物の比較から、H+の供与と金属の脱離が必要であり、フェロケラテースの鉄挿入反応と真逆の反

応である。
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Fig. 23. SGRのMg脱離反応の仮説
SGRのMg脱離反応は2段階の反応で構成されているとモデルを立てた。①SGRの酸性アミノ酸残基がクロロフィルaにH+を供与

し、Mg-N間の結合を切断する。②不安定化したMgは酸性アミノ酸残基あるいはヒスチジン残基と配位結合を形成し、Mgを引き
抜く。
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Fig. 24. AtSGRLアミノ酸置換体の発現
FATT_AtSGRLとそのアミノ酸置換体を大腸菌で発現し、SDS-PAGEにより分離し、anti-FLAG抗体を用いて検出した。予想される分

子量は39.0kDaである。Empty vectorはpET30aを指す。
A) 大腸菌溶解液全体
B) 可溶性画分
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Fig. 25. AtSGRLアミノ酸置換体の活性測定
AtSGRLアミノ酸置換体を発現した大腸菌の溶解液を酵素液として、クロロフィルa（終濃度: 6μM）と反応させた。反応前後の

色素組成をHPLCにより解析し、酵素反応によりフェオフィチンa（Mg脱離分子）が生じるかでMg脱離活性を評価する。縦軸は蛍
光シグナル量を表し、横軸は保持時間を表す。基質のクロロフィルaは3.9分の位置に、分解産物のフェオフィチンaは4.6分の位
置に蛍光シグナルが得られる。蛍光検出器はフェオフィチンaの検出に最適化している（励起光波長/検出蛍光波長: 410/480nm）。
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Fig. 26. AtSGRLアミノ酸置換体のミカエリスーメンテン曲線
AtSGRLアミノ酸置換体を発現した大腸菌溶解液を希釈せず酵素液として、様々な濃度のクロロフィルa（終濃度: 1.5、3、6、12、

24、48μM）と反応させた。本来は生成物量が反応時間に従って一次関数的に上昇するような酵素量や反応時間を設定し、単位時
間当たりの生成物量から酵素の反応初速度を調べる。ここでは反応時間30分間は条件に当てはまると仮定して簡易的な実験を
行っている。縦軸には30分の反応で生じたフェオフィチンaの生成量、横軸は基質濃度を設け、散布図を作成した（n = 1）。こ
れを基に最適なミカエリス―メンテン曲線を計算し、そのとき与えられる酵素反応速度論的パラメーター（VmaxとKm値）をそれ
ぞれの酵素の値とした。
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Fig. 27. AtSGRLアミノ酸置換体のVmaxとKm値
Fig. 26のミカエリス―メンテン曲線からVmaxとKm値を算出した（n = 1）。Vmaxは酵素量により増減するため、ここでは全てのア

ミノ酸置換体の酵素量が等しいと仮定し、簡略化している。
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Fig. 28. 現段階で予想されるSGRの触媒反応機構
アミノ酸置換より、現段階のMg脱離機構は次のようであると考えられる。①D107、D132、D186のいずれかあるいは複数がク

ロロフィルaのMg-N間にH+を供与することで配位結合を切断する。②D107、D133、D186、H105のいずれかあるいは複数が不安定
化したMgと配位して引き抜く。
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