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研究成果の概要（和文）：酸素発生型光合成生物のクロロフィル生合成系では、光によって触媒作用を駆動する
酵素光依存性プロトクロロフィリド還元酵素（LPOR）が作動している。LPORは、短鎖デヒドロゲナーゼファミリ
ーに属する酵素であり、本ファミリーの共通構造に加えて光で作動する機能の基盤となる固有のループ構造を有
する。本研究では、このループ構造を除去した変異LPORから、合成セミランダムDNAから新たなLPORの再創出を
試みたが、現時点で新たなLPORを得るところには至っていない。合成セミランダムDNAに2塩基程度の誤差がある
こと、親株に強光耐性を有する細胞集団が含まれていることが、主な技術的ハードルとなることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Light-dependent protochlorophyllide reductase (LPOR), which requires light 
for catalysis, operates in chlorophyll biosynthesis. LPOR belongs to the short chain dehydrogenase  
(SDR) family and has an intrinsic loop structure that provides the structural basis for the 
light-driven catalytic function in addition to the common structure of the SDR family. In this 
study, we tried to re-create a new LPOR from a library constructed using synthetic semi-random DNA 
in the cyanobacterial mutant, in which shows a lethal phenotype under high light conditions in 
Synechocystis sp. PCC 6803. However, at the moment, a mutant carrying such a new LPOR has not yet 
isolated. We consider two main technical hurdles that should be solved in future; 1) semi-random DNA
 fragments have length variation (±2 bases) in current synthetic technology. 2) the parental strain
 contains a cell population bearing high-light tolerant revertants, which may be generated by high 
mutation rate in the recJ mutant. 

研究分野：植物生化学
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１．研究開始当初の背景 
 生命が長い進化の中で創出してきた多様

な酵素には、ほぼ同じ立体構造をとりながら、

触媒する反応が大きく異なる酵素群が存在

する。このことは、酵素が長期にわたる遺伝

子変異による多様な構造変化を受け入れ新

たな触媒作用を獲得するという“可塑的な”性

質を示している。この魅惑的な性質は、生物

が長期的な環境変化に応じて代謝を多様化

させていく原動力となっており、新たな酵素

創出の可能性を示すものでもある。 

 多様な酵素の中には光によって触媒作用

を駆動させる酵素が存在する。このような光

依存型酵素は極めて希有であり、これまでに

DNAの光修復を行うDNAフォトリアーゼと

クロロフィル生合成系の光依存型プロトク

ロロフィリド還元酵素 (LPOR) の２例のみ

が知られている。光による酵素作用の駆動は、

それらを選抜した要因と進化プロセスとい

う点で非常に興味深いだけでなく、その解明

は新たな光駆動性酵素を創出する可能性を

拓く。LPOR は、植物のクロロフィル生合成

の最終段階で作用する酵素で、光により

NADPH のヒドリド転移反応とチロシン残基

からのプロトン移動を駆動し、プロトクロロ

フィリド（Pchlide）のポルフィリン環共鳴構

造の一部 C17=C18 二重結合を還元する（図

１）。 

 LPOR は、多様な反応を触媒する酵素を含

む短鎖デヒドロゲナーゼ /レダクターゼ

（SDR）ファミリーに属し、植物の緑化の光

依存性を規定するキー酵素である。被子植物

芽生えが暗所で黄化するのは、LPOR の反応

が暗所では作動できないためである。これま

でに LPORについての研究は、黄化した植物

などを用いた生理学的側面と酵素化学的な

側面から、分光分析を中心として活発に行わ

れてきた [1]。しかし、このような興味深い

光依存型酵素がどのように進化してきたの

かについては、申請者による環境の酸素レベ

ルの関与以外に具体的な議論はほとんどな

されていない[2,3]。 
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２．研究の目的 
 本研究では、最近申請者が確立した高い形

質転換効率をもつシアノバクテリアと、終止

コドンを含まない合成ランダム DNA 断片を

活用して、LPORが創出された進化の過程を

再現する。さらに、LPORの構造基盤を利用

した新たな光依存型酵素の創出を試みる。 

 
３．研究の方法 
 光依存型プロトクロロフィリド還元酵素

（LPOR）は、短鎖デヒドロゲナーゼ/レダク

ターゼ（SDR）ファミリーに属する。LPOR

の N末端と C末端ドメインは SDRの共通構

造基盤をなし、光依存性反応は中央の約 90

残基のドメイン（Lightドメイン）の作用によ

るものと推察される。そこで、Lightドメイン

を欠いた短絡型 LPOR遺伝子に、終止コドン

を含まないように設計した合成ランダム配

列を挿入したライブラリーを構築する。この

ライブラリーを、高い形質転換効率のシアノ

バクテリアの LPOR欠損株に形質転換するこ

とで選抜を行う。LPOR 欠損株は、LPOR 欠

損のため一定の光強度以上の光条件では生

育することができないので、強光耐性と薬剤

耐性によって選抜を行う。さらに、別の酵素

を対象に同じ方法で光依存型酵素の創出を

試みる。 

 
４．研究成果 

 終止コドンを含まないような合成ランダ



ム DNA 配列は、以下の 3 つのコドンから構

成される： 

NNY（Yは Tまたは C） 

NBB（Bは A以外） 

VNN（Vは T以外） 

こ れ ら の コ ド ン を 連 結 し た 配 列

NNYNBBVNN（9塩基）の 3回繰り返し配列

に、5’末端に NNYを付加した 75塩基のセミ

ランダムな DNA断片を合成した。 

 一方、シアノバクテリア Synechocystis sp. 

PCC 6803の LPOR欠損株は強光・好気条件下

で致死となるが、強光・嫌気条件では生育で

きる。recJ 欠損株は、その形質転換効率が野

生型に比べて大幅に上昇する [1]。そこで、

これらの二重欠損株∆por∆recJ を単離し、こ

の変異株について、形質転換の効率と選抜条

件の検討を加えた。ここでは、∆porの遺伝子

座が、別のシアノバクテリアの LPOR

（Leptolyngbya boryana 由来）の置換される組

換えにより強光耐性およびカナマイシン耐

性が付与される形質転換と、LPOR の内部ル

ープを除去した L. boryana の LPOR（∆loop）

をもつプラスミドとの置換でカナマイシン

耐性のみが付与される形質転換との比較を

おこなった。その結果、∆por∆recJ を強光・

嫌気で前培養し、OD730が 1.0の細胞懸濁液で

プラスミドと混合し、非選択培地に播種し弱

光・嫌気条件で 1 日インキュベーションし、

その後カナマイシンを含む寒天培地に移し、

弱光・好気条件で 3日さらに強光・好気条件

で選抜を行うという選抜条件が最適である

ことがわかった。 

 この条件で、上記のセミランダム DNA 配

列により作製したプラスミドライブラリー

により∆por∆recJ の形質転換を行った。その

結果、12個の強光耐性を示すコロニーを得た。

しかし、これらの形質転換体では∆porの遺伝

子座位に変化が見られなかった。このため、

これらの形質転換体が示した強光耐性は、別

のゲノムの変異によって付与されたもので

あると推察された。 

 この結果は、∆por∆recJ を親株として形質

転換を行う上で避けることがむずかしい“背

景”変異が高い頻度で生じることを示してい

る。 

 作製したセミランダム合成配列を用いた

ライブラリー作成において想定したような

アミノ酸配列をもつプラスミドを生じるか

どうかについても確認を行った。その結果、

合成セミランダム配列がプラスミドに連結

される効率は 87.5%であり、このうち想定さ

れるような終止コドンを含まない一連のア

ミノ酸配列をもつ効率は 57%であった。具体

的には、合成したセミランダム DNA には誤

差±2塩基程度の塩基長のばらつきがあり、こ

のためフレームシフトによって終止コドン

が生じる可能性が残されていることがわか

った。実際のライブラリーでは想定通りの配

列を含む確率は約 50%と評価された。 

 実際のスクリーニングにおいて生じた強

光耐性を示す疑似復帰変異株 5株について 

ゲノムをリシーケンスし、生じた変異を特定

した。その結果、5 つの座位において共通の

変異が見つかり、１〜3 つの固有の変異を伴

っていることが分かった。共通変異のうち

rsbU（セリンホスファターゼをコードすると

推定）については、Synechocystis sp. PCC 6803

でこの変異を有する変異株は、熱耐性を向上

させる報告がある[2]。そこで、今回のスクリ

ーニングの親株として用いた∆por∆recJ 株の

熱耐性を野生型と比較したところ、rsbU変異

を持った細胞集団が一定数含まれているこ

とが示唆された。この事実は、recJ 欠損によ

り変異率が上昇しそのような細胞集団が含

まれるようになったと解釈される。 

 これらの結果をまとめると、今後新たな

LPOR 創出実験を行う上で、考慮するべき問

題点が洗い出された。 

１）一定の長さ以上の一本鎖セミランダム配

列の合成においては現在の技術レベルでは

誤差±2 塩基程度の誤差をもった集団として

供される。 

２）∆recJ により形質転換効率は上昇する一

方、ゲノムの変異率が上昇し一定の変異をも

つ細胞を含むような細胞集団が形成されて

いる。このため、スクリーニングの条件によ

っては、一定の細胞集団を選抜することにな

る場合がある。特に、強光耐性付与について

は、rsbUの変異が大きく寄与している可能性

が高い。 
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