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研究成果の概要：ラン藻 Synechocystis sp. PCC 6803 のテトラピロール生合成系のうち４つ
の酵素系において、環境の酸素レベルに応じて機能分化している複数の系が機能していること

を明らかにした。また、その複数の酵素系の成り立ちは、１）構造の異なる酵素系（アナロガ

ス酵素）が利用される場合、２）構造が類似した酵素系（アイソザイム）が利用される場合、

という２つに分類できることが判った。
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１．研究開始当初の背景

(1) 地球の酸素環境の成立と“酸素危機”

　ヒトをはじめ酸素呼吸を行う現在の生物は、

酸素が21％含まれる現在の地球の大気環境に

依存しているが、生命は、酸素がほとんど存

在しない嫌気的環境で誕生した。現在の酸素

環境は、27億年前ラン藻の祖先が酸素を発生

する光合成を創出し、地球の多様な環境で大

繁殖した結果もたらされた。一方、酸素は、

多くの金属酵素の金属中心を破壊したり、反

応性の高い活性酸素種に変換されたりするな

ど、細胞に重篤な作用をもたらす。このため、

嫌気環境下で進化してきた生命にとって酸素

環境は、生存に関わる重大な選択圧となった。

特に約22 億年前には酸素レベルが急上昇す

る大酸化イベント（Great Oxidation Event）

が引き起こされ、当時の生命は“酸素危機”

に陥った。とりわけ酸素発生を開始した祖先
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ラン藻は、自身の生み出す酸素によって“酸

素危機”に最初に直面し、解決した生物であ

る。したがって、酸素環境に対し光合成生物

がどのように適応してきたのかを明らかにす

ることは、生命の進化のみならず、地球史を

解読する上でもきわめて重要な研究課題であ

る。

(2) クロロフィル生合成系の酸素感受性酵素

　クロロフィル生合成系の最終段階で作用す

る暗所作動型プロトクロロフィリド還元酵素

（ Dark-operative protochlorophyllide

oxidoreductase; DPOR）は、プロトクロロフ

ィリドをクロロフィルａの直接の前駆体であ

るクロロフィリドａに変換する光合成に必須

の酵素である。DPOR は、窒素固定酵素ニト

ロゲナーゼと共通の起源をもち、光合成の創

出の基盤となったと推察される。ところが、

その活性中心が、酸素によってすみやかに破

壊されるFe-S クラスターであるため、“酸素

危機”において不活性化ターゲットとなった

と考えられる。現在の酸素発生型光合成生物

は、同じ反応を触媒する酵素として、異なる

進化的起源をもつ、光依存型プロトクロロフ

ィ リ ド 還 元 酵 素 （ Light-dependent

protochlorophyllide oxidoreductase;

LPOR）を併存する。この酵素は、酸素耐性で

あることから、この酵素の創出は、“酸素危

機”に応じたDPOR の機能を代替相補するた

めの適応進化の一局面と解釈できる。これに

より、申請者は、“酸素危機”は、クロロフ

ィル生合成系のみならず、嫌気環境で成立し

ていた代謝系に大幅な改変をもたらした可能

性が高いという着想を得た。

２．研究の目的

　本研究では、“酸素危機”に最初に直面し、

解決した生物と考えられるラン藻をもちいて、

そのテトラピロール生合成系という一つの

代謝系において、“酸素危機”によってど

のような適応進化が生じてきたのかを、ゲ

ノム情報、マイクロアレイ、遺伝子破壊株

の単離と形質解析を通して明らかにするこ

とを目的とする。

３．研究の方法

　ゲノム情報がもっとも整備されているラン

藻Synechocystis sp. PCC 6803をもちいて、

そのテトラピロール生合成系において、複数

の酵素が関与すると推定される以下の４つの

反応を推定した；１）プロトクロロフィリド

還元、２）Mg-プロトポルフィリンIXモノメ

チルエステル環状化、３）コプロポルフィリ

ノーゲン酸化、４）ヘム酸化開裂。これらの

反応に関与すると推定される遺伝子の欠損株

を単離した。得られた欠損株が、好気的条件

と嫌気的条件における生育と各々の生育にお

けるテトラピロール生合成中間体の蓄積につ

いて検討した。また、コプロポルフィリノー

ゲン酸化酵素については、各々の遺伝子を大

腸菌において発現させて、その酵素活性を測

定し、酸素レベルの違いによる機能分化を裏

付けている生化学的性質を確認した。

４．研究成果

(1) プロトクロロフィリド還元酵素

　プロトクロロフィリド還元酵素は、別の

ラ ン 藻 Leptolyngbya boryana (Plectonema

boryanum)や緑藻 Chlamydomonas reinhardtii

で示されているように、光非依存型（暗所

作動型）酵素 DPOR と光依存型 LPOR が存

在すると推定される。DPOR のサブユニット

の一つである ChlL をコードする遺伝子 chlL

(slr0749) と、LPOR をコードする遺伝子 por

(slr0506) を各々カナマイシン耐性遺伝子と

スペクチノマイシン耐性遺伝子によって破

壊した変異株（各々∆chlL、∆por）を単離し



た。好気条件では∆porの生育がきわめて不

良で、そのクロロフィル含量は野生株の 35％

まで低下していたが、嫌気条件では∆porは

目立った生育不良は示さなかった。このこ

とは∆porが酸素感受性株であることを示し

ている。一方、弱光条件では、嫌気好気条

件ともに両破壊株は野生株と同等の生育で

あった。プロトクロロフィリドの蓄積につ

いて検討したところ、∆porでは生育不良を

起こしていた好気条件のみならず、嫌気条

件においてもプロトクロロフィリドの蓄積

が確認された。これは LPOR が好気条件のみ

ならず嫌気条件においても重要な役割を果

たしていることを示唆している。一方、弱

光条件（1 µmolphotonm-2 s-1）においては、∆chlL

は有意な生育不良を起こし、著しいプロト

クロロフィリドの蓄積が見られた。これら

の結果から、プロトクロロフィリド還元系

において、一定の光強度以上においては嫌

気・好気両条件で LPOR が主要な役割を果た

しているが、弱光及び暗所においては DPOR

が重要な寄与を果たしていることが示唆さ

れた。

(2) Mg-プロトポルフィリンIXモノメチルエ

ステル環状化酵素

　E環（イソサイクリック環）は、多様なク

ロロフィルに共通した構造的特徴であり、異

なる構造的に類縁性のない２つの酵素系；酸

素依存型酵素（AcsF）と酸素非依存型酵素

（BchE）、が各々酸素分子と水分子に由来す

る酸素をC-131位のオキソ基として取り込む

と推察されている。多様な酸素レベルの環境

で繁殖するラン藻においていずれの酵素系が

機能しているのかについては不明であった。

Synechocystis sp. PCC 6803のゲノムには、acsF

と類似した２つの遺伝子（sll1214 とsll1874）

とbchEと類似した３つの遺伝子（ slr0905,

sll1242, slr0309）が存在する。これらの遺伝

子の一つが欠損した５つの変異株を単離した。

sll1214欠損株は、好気的条件では、生育する

ことができず、595 nmに蛍光極大を示す色素

を蓄積していた。HPLCと質量分析の結果、

この色素は3,8-ジビニルMg-プロトポルフィ

リンIXモノメチルエステル（DV-MPE）と同

定された。嫌気条件（微好気条件）では、こ

の変異株の生育が回復した。また、sll1874欠

損株は、微好気条件に限ってDV-MPEの蓄積

が認められた。一方、３つのbchE様遺伝子破

壊株では、調べたいずれの条件においても

DV-MPEの蓄積は認められなかった。また、

RT-PCRによって、sll1214は構成的に発現し

ており、sll1874のmRNAは好気条件より微好

気条件がより多く検出された。この発現パタ

ーンは、各々の欠損株の生育と色素蓄積の動

態とよく符合している。これらの結果から、

好気的環境ではSll1214（ChlAI）が唯一のMPE

環状化酵素であり、微好気的環境においては

低酸素条件に応答して誘導される Sll1874

（ChlAII）が主要なMPE環状化酵素として機

能していることが示唆された。

(3) コプロポルフィリノーゲンIII酸化酵素

　コプロポルフィリノーゲン III酸化酵素

（CPO）は、ヘムやクロロフィルに共通の生

合成系においてコプロポルフィリノーゲンIII

を酸化的脱炭酸によってプロトポルフィリノ

ーゲンIXに変換する酵素である。この反応に

はO2を電子受容体とするHemFとRadical SAM

ファミリーに属するHemNという構造的に全

く異 なる２ 種類の 酵素が 存在す る。

Synechocystis sp. PCC 6803のゲノムには既知

のhemFと高い類似性を示すsll1185、既知の

hemNと類似性を示すsll1876とsll1917が存在

する。これらの遺伝子の一つが欠損した３つ

の変異株を単離し、その形質を検討した。



∆sll1185変異株は、好気条件では生育できず、

コプロポルフィリンIIIの蓄積を示す特徴的な

蛍光スペクトルを示した。一方、∆sll1876 変

異株は、微好気条件において有意な生育不良

が認められた。この条件においては、5-アミ

ノレブリン酸添加によってコプロポルフィリ

ンの蓄積が認められた。∆sll1917変異株は、

検討した条件ではいずれも野生株と変わりな

く生育した。次に、各タンパク質をE. coliで

発現させて酵素活性を検討することにより各

遺伝子産物の機能同定を行った。Sll1185は好

気条件でCPO活性を示したことから、Sll1185

がO2依存型CPO；HemFであることが確認さ

れた。一方、Sll1876及びSll1917の吸収スペ

クトルは共に[4Fe-4S]クラスターを有する特

徴を示したが、Sll1876のみがNADHに依存し

たCPO活性を示した。この結果はSll1876が

Radical SAM型CPO; HemNであることを示し

ている。欠損株の形質を考え合わせると、

Synechocystis sp. PCC 6803では、 Sll1185と

Sll1876は、各々好気条件及び微好気条件にお

いて主要なCPOとして機能していることが示

唆された。

(4) ヘムオキシゲナーゼ

　ヘムオキシゲナーゼ（HO）は、フィコビ

リン生合成系において、ヘムのテトラピロー

ル環をO2によって酸化的に開裂し、ビリベル

ディン IXαに変換 する酵素で ある。

Synechocystis sp. PCC 6803には、ho1（sll1184）

とho2（sll1875）の２つのHOをコードする遺

伝子が存在し、これらはアミノ酸配列におい

て51％の同一性を示す。これらHO1とHO2は、

いずれもHO活性を示すことが確認されてい

るが、ラン藻細胞での機能分化については明

らかされていない。そこで、これら２つの遺

伝子ho1とho2のラン藻細胞での機能分につい

て検討するために、各遺伝子の欠損株の単離

を試みた。ho2については通常の好気条件で、

野生株コピーを含まない完全な欠損株を得る

ことができたが、ho1は嫌気（微好気）条件

で選択することにより初めて完全な欠損株の

単離が可能であった。ho1欠損株は、好気条

件では著しい生育不良が認められ、嫌気条件

においても、野生株に比べ生育が有意に遅い

形質を示した。一方、ho2欠損株は、好気・

嫌気条件ともに、野生株と同様に生育した。

これらの形質から、好気条件では、HO1が単

独でヘム開裂を行っており、生育に必須の役

割を担っており、一方、嫌気条件では低酸素

環境で誘導されるHO2が補助的な役割を担っ

ていることが示唆される。

　これらの結果を総合すると、ラン藻のテト

ラピロール生合成系において多様な酸素レベ

ルに応答して2つの異なる戦略を進化させて

きたと推察される。１つは、構造的に異なる

酵素系（アナロガス酵素）を使い分ける戦略

（プロトクロロフィリド還元酵素、コプロポ

ルフィリノーゲンIII酸化酵素）であり、もう

一つは、構造的に類似する酵素系（アイソザ

イム）を使い分ける戦略（Mg-プロトポルフ

ィリンIXモノメチルエステル環状化酵素、ヘ

ムオキシゲナーゼ）である。このような適応

戦略は、テトラピロール生合成系に限らず、

多くの代謝系においても存在することが推察

される。本研究成果は、その全貌の解明への

重要な一歩となるものである。
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