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研究成果の概要（和文）：本研究では薄緑色を示すapg16変異体の原因遺伝子がコードするOHP1タンパク質の機能解析
を行った。HPLCの溶出パターンの比較や葉緑体チラコイド膜タンパク質の蓄積量の比較により、変異体では光化学系II
(PSII)コア蛋白質がほとんど存在しないことが分かった。またタグ融合タンパク質を発現させた形質転換植物体を用い
たOHP1の局在解析により、OHP1は多量体を形成すること、OHP1と集光性クロロフィルタンパク質複合体(LHCII)とが同
じ挙動を示すことが分かった。これらの結果からOHP1がPSIIコア蛋白質複合体形成に必須なタンパク質でありLHCIIの
近傍で複合体を形成することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis contain a gene coding for single predicted transmembrane helix protein
 called OHP1 with a light-harvesting chlorophyll a/b-binding (LHC) motif. Significant amounts of OHP1 prot
ein were present in green tissue but their level increased in response to high-light stress. In this study
 we found that ohp1 mutants showed pale-green phenotype on agar plates. Leaf chlorophyll fluorescence anal
ysis and thylakoid membrane composition indicated that ohp1 mutants had defects in PSII supercomplexes, bu
t did not affect the accumulation of LHCs. We also generated transgenic plants expressing the tag fusion p
rotein in ohp1 mutant that complement its pale-green phenotype. From the results of several biochemical an
alyses for revealing the localization of OHP1 on thylakoid membrane, the association of LHC-II with the OH
P proteins has been deduced. These results suggest that OHP1 plays a fundamental role in assembly of photo
system II and is working around the LHCII SCPs as oligomers.
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１．研究開始当初の背景 
（１） 遺伝子の機能解析をする上で変異
体を調べることは非常に有効な手段の 1 
つである。本申請者はこれまでに植物細
胞において重要な細胞内小器官である
葉緑体に注目し、葉緑体を構成するタン
パク質をコードする遺伝子内にトラン
スポゾンまたは T-DNA が挿入したタグ
ラインを網羅的に収集している。これら
のタグラインの表現型を育成培地中で
観察し、apg (albino or pale-green) 変
異体と名付けた植物体の芽生えが白色
または薄緑色になったラインを多数単
離している。既に 6個の apg 変異体の機
能解析結果を誌上報告しており、その他
のapg変異体の機能解析を他の機関との
共同研究で行っている。これらの apg 変
異体の原因遺伝子はすべて「葉緑体と環
境ストレス応答」に関わる葉緑体タンパ
ク質をコードしており葉緑体の機能に
必須あるいは重要な遺伝子群である。本
申請課題は、新たに単離した薄緑色変異
体である apg16 変異体の原因遺伝子が
コードする OHP1 タンパク質の分子メカ
ニズムを解明するものである。 
 

（２） OHP1はLHCモチーフを持つLHCスー
パーファミリーのメンバーの１つであ
る。これまでの研究により①apg16-1 変
異体は OHP1 遺伝子の内部にトランスポ
ゾン Ds が挿入したものであり、異なる
位置にT-DNA が挿入したアレルapg16-2 
も同様な植物体の薄緑化が見られるこ
と、②OHP1 遺伝子を変異体に導入した
形質転換体は野生型植物体に復帰した
ことから、葉の薄緑化とそれに伴う光合
成能力の低下は OHP1 の機能欠損が原因
であることが分かっている。OHP1 は LHC 
スーパーファミリーのメンバーであり、
光エネルギーを捕捉する色素･タンパク
複合体の補助因子と考えられているが、
その機能は未だ不明である。しかし OHP1
は強光により発現誘導することが既存
のマイクロアレイデータから分かって
おり、我々の RNA ブロット解析からも光
強度依存的・電照時間依存的に発現誘導
されることを確認している。このことは、
OHP1 が強光応答において重要な役割を
担うことを示唆している。植物では、高
温や乾燥などの環境ストレスによって
光合成反応が低下した場合には、光合成
電子伝達系に消費しきれない過剰な光
エネルギーが生じ光阻害の危険性が増
すため、これを防ぐようなメカニズムが
存在している。本申請で行う OHP1 の機
能はその初期段階で働くメカニズムの 1
つではないかと考えている。 

 
２．研究の目的 
集光性色素複合体 LHC (Light-harvesting 

pigment-protein complex)様蛋白質のメンバ
ーの１つである OHP1 は、膜貫通ドメインを
１つ持つ約7 kDa と小さい蛋白質で太陽から
の光エネルギーを捕捉する色素・タンパク質
複合体の補助因子と考えられているがその
機能はいまだ不明である。OHP1 機能欠損変
異体はプレート培地でのみ生育可能で植物
体サイズの縮小とクロロフィル含量の低下
を示し、光合成能力が著しく低下している。
本研究は光合成に重要かつ必須な役割を担
う OHP1 の集光性色素複合体における分子メ
カニズムを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１） OHP1 は太陽からの光エネルギーを
捕捉する色素･タンパク複合体の一部と
して、強光ストレス応答に関わるのでは
ないかと推察している。そこで OHP1 の
強光適応への役割を明らかするために、
変異体を用いた機能解析を行う。①GM
プレート培地にapg16変異体のヘテロ接
合体種子を播種し、弱光(7μE)・通常光
(75μE)・強光（230μE）の異なる 3 つ
の光強度条件で生育した播種後 10 日目
の芽生えの植物体からホモ接合体であ
る薄緑色変異体を選抜し液体窒素で凍
結保存する。この植物体から光合成色素
を溶出後、野生型と変異体とで HPLC の
溶出パターンを比較する。②異なる光条
件下で生育させた野生型と変異体とを
用いてPAMクロロフィル蛍光計による光
合成パラメーターを測定し光合成パラ
メーター値の比較解析を行う。OHP1 以外
の他の 6 つの LHC-like のメンバーのタ
グラインを収集し、これらのタグライン
の光合成パラメーターと比較する。③変
異体から葉緑体を単離後チラコイド膜
タンパク質を抽出し、イムノブロット法
で光合成に働くタンパク質 (PSI-A/B, 
D1, Lhca1, Lhcb1, Cyt f, CF1-α, OE23, 
OE33 等) の増減を調べることにより、変
異体における光合成電子伝達に働くタ
ンパク質の発現変化を調べる。 
 

（２） 植物体に様々なコンストラクトを
導入した形質転換体を作成し、これを用
いて OHP1 の葉緑体内局在と光合成電子
伝達系複合体内でのチラコイド膜局在
解析、相互作用分子の単離と複合体の機
能解析を行う。①変異体に OHP1 遺伝子
を導入した相補性試験のための形質転
換体、遺伝子の発現を向上させた高発現
体、OHP1 プロモーターと GUS/LUC との融
合コンストラクトを導入した植物体、
OHP1 と HA、FLAG、GFP タグとの融合タン
パク質を発現させた植物体の形質転換
体を作成する。タグ融合タンパク質を発
現させた形質転換体から葉緑体を単離
し、チラコイド膜を抽出する。2 次元気
泳動(BN/SDS-PAGE)を行い、タグ抗体を



用いたイムノブロット法で OHP1 が光合
成電子伝達系 I あるいは II のどちらに
局在するのかを調べる。②上記の形質転
換体を用いてタグ抗体でアフィニティ
ー精製後、質量分析装置で OHP1 の相互
作用分子を明らかにする。 

 
４．研究成果 
（１） 薄緑色の表現型を示すapg16変異体
（図１）の原因遺伝子がコードする OHP1
タンパク質の機能解析を目的として、野
生型と変異体とで HPLC の溶出パターン
を比較した。その結果、変異体ではクロ
ロフィル a/b 比が野生型と比べて 30％
程度低下していたことから、クロロフィ
ルa/b結合蛋白質であるアンテナ蛋白質
（LHC）に比べてクロロフィル a が結合
する光化学系コアアンテナ蛋白質が減
少していることが推測された。 
 

 
（２） これを裏付けるように、変異体のチ
ラコイド膜タンパク質の組成解析を
Blue-Native PAGE を一次元目、SDS-PAGE 
を二次元目にした二次元ポリアクリル
アミドゲル電気泳動法を用いて行った
ところ、ohp1 変異体では光化学系Ⅱ
（PSII）のモノマーと PSII スーパーコ
ンプレックスの蓄積量が著しく減少し
ていることが明らかとなった。この結果
は上記の HPLC による色素分析結果と一
致しており、変異体では PSII のコアタ
ンパク質が欠損していると考えられた。 
 

（３） イムノブロット法で変異体に含ま
れる光化学系のコア蛋白質 PSI, PSII と 
アンテナ蛋白質 LHCI, LHCII との増減を
調べた。変異体では野生型と比較して同
量のチラコイド膜に含まれる LHCI およ
びLHCIIの蛋白質量は変わらないかむし
ろ増加していたが、PSI コア蛋白質は微
減、PSII コア蛋白質はほとんど存在しな
いことが分かった。本研究により OHP1
が PSII コア蛋白質複合体形成に必須な
タンパク質であることを分子レベルで
明らかにした。 
 

（４） OHP1 遺伝子のプロモーターの下流

にOHP1タンパク質のC末端にFLAG、HA、
cMyc の 3 つのタグを付加した融合タン
パク質を変異体で発現させた形質転換
植物体を作成した（図２）。これらの内、
OHP1-FLAG, OHP1-HA形質転換体の2つは
apg16 変異体の薄緑色の異常な表現型か
ら野生型へと回復しており、タグ融合タ
ンパク質は機能相補すると考えられた。
一方、OHP1-cMyc 形質転換体は野生型へ
の完全な機能相補は示さないが、やや薄
緑色の次世代の種子が取れるまでの回
復を示す植物体が生じる部分機能相補
体である。 
 

 
（５） これらの形質転換体のチラコイド
膜タンパク質を Blue-Native PAGE を一
次元目、SDS-PAGE を二次元目にした二
次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動
法 BN/SDS-PAGE によりタンパク質を分
離し、それぞれのタグ特異抗体でイムノ
ブロットを行った。その結果、OHP1 融合
タンパク質は多量体を形成することが
示唆された。 
 

（６） さらに形質転換体のチラコイド膜
タンパク質をショ糖密度勾配遠心法に
より分離後に光合成蛋白質複合体の特
異抗体でイムノブロットを行った結果、
OHP1 と LHC II と同じ挙動示すことが示
唆された。 
 

（７） 同 様に等電点電気泳動（ iso 
electric focusing: IEF）を一次元目、
SDSPAGE を二次元目にした二次元ポリ
アクリルアミドゲル電気泳動法
IEF/SDS-PAGE によって分離した場合も
同じ結果が得られた。これらの結果は
OHP1 が LHCII の近傍で複合体を形成す
ることを示唆する。 
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