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研究成果の概要： 

酸素発生型光合成生物では、光合成反応の場であるチラコイド膜が、主にガラクト脂質で構
成されていることが知られている。しかし、何故チラコイド膜に多量のガラクト脂質が存在す
るのかわかっていない。本研究では主要ガラクト脂質の１つ、ジガラクトシルジアシルグリセ
ロール（DGDG）合成酵素遺伝子を、光合成研究のモデル生物であるラン藻で同定し、遺伝子
破壊株を用いた研究から、DGDG がリン酸欠乏条件の光合成膜維持に必須であることを明らか
にした。 
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１．研究開始当初の背景 
 
光合成の場であるチラコイド膜には 4 種の脂
質、モノガラクトシルジアシルグリセロール
（MGDG）、ジガラクトシルジアシルグリセ
ロール（DGDG）、ホスファチジルグリセロー
ル（PG）そしてスルホキノボシルジアシルグ
リセロール（SQDG）が存在する。近年、こ
れら脂質の合成酵素遺伝子が次々と単離さ
れ、その分子生物学・分子遺伝学的解析から
各脂質の生理的役割が明らかとなってきて

いる。特に PG と SQDG はラン藻での研究が
進んでおり、PG が PSI 反応中心タンパク質
と結合していることや（Jordan et al 2001）、
PSII の D1D2 複合体の二量体化に関わってい
ること（Sakurai et al 2003）が示されている。
またリン酸欠乏条件では、PG 含量の減少と
共に同じ酸性脂質である SQDG 含量が増加
し、PG の代替物質として機能していること
も報告されている（Essigmann et al 1998）。一
方、ガラクト脂質 MGDG と DGDG はその合
成酵素遺伝子が植物では単離されているが
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（Benning and Ohta 2005）、各々の生理的役割
はまだよく分かっていない。 
 
植物チラコイド膜の各脂質の生理的役割を
明らかにするためには、より単純な系である
ラン藻でその合成酵素遺伝子を単離し、破壊
株を解析することが重要である。実際 4 種の
チラコイド膜脂質のうち、PG と SQDG はラ
ン藻における遺伝子破壊株解析から、各脂質
の様々な性質が明らかとなった（Frentzen 
2004）。一方、ラン藻のガラクト脂質合成を
担う糖転移酵素の遺伝子は同定されていな
かった。これは、植物葉緑体とラン藻が非常
によく似た脂質組成を持っているにも関わ
らず、MGDG の合成経路が異なるためである
（Sato and Murata 1982）。実際、全ゲノム解析
が終了したラン藻類で、植物の MGDG およ
び DGDG 合成酵素の相同遺伝子は見つかっ
ていない。そこで、我々は 2 種のラン藻を用
いた比較ゲノム学的手法により、ラン藻の
MGDG 合成経路の中間体であるモノグルコ
シルジアシルグリセロール（MGlcDG）合成
酵素遺伝子を同定した（Awai et al 2006）。破
壊株を用いた解析から MGlcDG 合成酵素遺
伝子はラン藻の生育に必須であることがわ
かった。また、同様のバイオインフォマティ
クス解析から、ラン藻の DGDG 合成酵素遺伝
子を見出した。しかし、その破壊株では
DGDG 含量が検出限界以下になっているに
も関わらず、野性株と比べて通常の培養条件
で生育に大きな変化が見られないことがわ
かった。これは、少なくとも実験室の培養条
件では、DGDG はラン藻の生育に必須ではな
いことを示していた。 
 
これまで、ドイツ・マックスプランク研究所
の Peter Dörmann（現ボン大学教授）らが植物
の DGDG 合成研究を先導しているが（Kelly 
and Dörmann 2004）、彼らが用いているシロイ
ヌナズナでは、植物型の DGDG 合成酵素遺伝
子を破壊しても、まだ明らかではない別の
DGDG 合成酵素により微量の DGDG が合成
されるため、DGDG が全く合成されない実験
系を作ることができていない。本研究では、
より単純な系であるラン藻を用いることに
より、各脂質のより根源的な機能を明らかに
出来ると期待される。 
 
そこで、上記の結果をもとに、ラン藻を用い
た DGDG の機能解析を計画した。さらに、
我々が考案した比較ゲノム学的解析を適用
することで、MGlcDG から MGDG を合成す
るエピメラーゼの単離を試みる。これらを統
合した解析から、光合成膜に必須の脂質を検
証し、何故チラコイド膜にはガラクト脂質が
多量に存在するのかを明らかにする。 
 

 
２．研究の目的 
本研究では以下に述べる 3 つの課題に焦点を
絞り、チラコイド膜脂質の機能を解析し、チ
ラコイド膜がなぜ多くの糖脂質、しかもガラ
クト脂質で構成されているのかを検証する。 
 
（１）チラコイド膜における DGDG の役割 
Synechocystis sp. PCC 6803 で DGDG 合成酵素
遺伝子を破壊すると、DGDG 含量が検出限界
以下まで減少するが、通常の培養条件で野生
株と比べて生育に顕著な差が見られない。こ
のことから、DGDG は必須脂質ではないと考
えられる。しかし、ラン藻が DGDG を持ち続
けているということは、この脂質が何かしら
の代えがたい機能を持っていると推定され
る。そこで、DGDG 合成酵素遺伝子破壊株を
様々な条件で生育し、DGDG 要求性を調べる
ことにより、DGDG の機能を明らかにする。 
 
（２）チラコイド膜必須脂質の同定 
SQDG は単細胞性ラン藻 Synechocystis sp. 
PCC 6803 では必須であるが、別の単細胞性ラ
ン藻 Synechococcus sp. PCC 7942 では通常の
培養条件では必須ではないことが分かって
いる。そこで、SQDG合成酵素遺伝子とDGDG
合 成 酵 素 遺 伝 子 の 二 重 破 壊 株 を
Synechococcus sp. PCC 7942 で作成し、どのチ
ラコイド脂質が通常の培養条件で必須であ
るかを明らかにする。 
 
（３）ガラクトースであることの意義 
MGlcDG 合成酵素遺伝子を破壊すると、ガラ
クト脂質合成経路が完全に遮断されてしま
うため、どの脂質が必須であるのか検証する
のが難しかった。しかし、通常の培養条件で
は DGDG が必須でないことがわかったので、
MGlcDGエピメラーゼ遺伝子破壊株を解析す
れば、MGDG が必須なのか、MGlcDG でも代
替できるのかを調べることが可能である。そ
こで、MGlcDGエピメラーゼ遺伝子を単離し、
その破壊株を作成・解析することにより、チ
ラコイド糖脂質が極性頭部にガラクトース
を持つ意義を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
（１）チラコイド膜における DGDG の役割 
上記のとおり、ラン藻 DGDG はリン酸欠乏条
件下でのチラコイド膜構築に大きな役割を
担っている可能性が高い。そこで、まずは野
生株ですでに報告されているとおりに、リン
酸欠乏に応答して DGDG 含量が上昇するか
を確認する。その上で DGDG 合成酵素遺伝子
破壊株が同条件下でどのように生育するか
を調べる。 
 



 

 

（２）チラコイド膜必須脂質の同定 
Synechococcus sp. PCC 7942株ではSQDGは必
須ではないが、Synechocystis sp. PCC 6803 株
では光合成の電子伝達に関与する必須脂質
であることが報告されている。そこで、まず
SQDG が必須脂質ではない Synechococcus sp. 
PCC 7942 株で DGDG 合成酵素遺伝子破壊株
を作成し、Synechocystis と同様の培養条件で
DGDG が必須であるかを調べる。その上で、
SQDG 合成酵素遺伝子との二重破壊株を作成
し、残りの 2 つの脂質、PG および MGDG の
みでラン藻が生育可能か試験する。もし、生
育した場合はどのような条件では生育阻害
が起こるかを調べる。二重破壊株が致死だっ
た場合、どのような脂質で機能相補できるか
を調べることにより、SQDG・DGDG の機能
を明らかにする。 
 
（３）ガラクトースであることの意義 
これまでの報告や申請者の成果（Awai et al 
2006）により、ラン藻におけるほとんどの膜
脂質合成酵素遺伝子が単離されたが、
MGlcDG から MGDG への変換を行うエピメ
ラーゼ遺伝子はまだ同定されていない。そこ
で、MGlcDG 合成酵素および DGDG 合成酵素
遺伝子を単離したときと同様の比較ゲノム
学的手法を用い、MGlcDG エピメラーゼ遺伝
子の同定を試みる。そのための遺伝子解析ソ
フトウエア、およびコンピュータを初年度予
算として申請する。これまでの申請者による
解析から、実験室での培養条件では DGDG は
必須脂質でないことがわかっているが、その
前駆体でもある MGDG が必須脂質であるか
はわかっていない。MGlcDG エピメラーゼ遺
伝子を単離し、その破壊株を解析することに
より、MGDG がチラコイド膜に必須の脂質で
あるか、さらには極性頭部がガラクトースで
あることがチラコイド膜に必須であるかを
調べることができる。in silico 解析で MGlcDG
エピメラーゼ遺伝子を同定できなかった場
合は、生化学的な解析から（たとえば可溶性
か、膜局在か。膜局在であれば膜表在か、膜
貫通かを調べる）目的タンパク質の性質を調
べ、その情報を元に候補遺伝子を絞り込んで
いく。場合によっては、タンパク質の部分精
製を行い、アミノ酸配列解析からの単離を試
みる。 
 
 
４．研究成果 
（１）チラコイド膜における DGDG の役割 
ラン藻 Synechocystis sp. PCC 6803 株をリン酸
欠乏条件にさらすと、DGDG、SQDG の割合
が増加し、MGDG の割合が減少していたが、
唯一のリン脂質である PG の割合には、変化
が見られなかった。この結果は、一見リン酸
欠乏とリン脂質含量に相関がないように思

える。しかし、脂質の絶対量で比べると、PG
含量はリン酸欠乏条件にさらすことによっ
て 5 分の 1 程度に減少していることがわかっ
た。つまり、リン酸欠乏によって減少したリ
ン脂質量に合わせて、他の糖脂質の絶対量も
減少し、チラコイド膜自体が減少していると
推定された。膜脂質含量の減少とともに、な
ぜ糖脂質組成が変化したのかは明らかでは
ない。今後、内部構造解析を含め、詳細に検
証していく必要がある。 
次に、DGDG 合成酵素遺伝子破壊株をリン酸
欠乏条件で生育したところ、野生株と比べ、
顕著な生育阻害が確認された。また、この変
異株は強光条件での光合成活性が阻害され
てることもわかった。これらの結果は、DGDG
合成酵素遺伝子破壊株では、このようなスト
レスに対して感受性が高まっていることを
示している。最近、この感受性の変化は、
DGDG の欠乏によって PSII 複合体のマンガ
ンクラスターが解離しやすくなった結果で
あると報告されている（Mizusawa et al 2009）。
今後、どのような PSII、とくに酸素発生複合
体近傍における DGDG の結合領域を明らか
にすることにより、DGDG 合成酵素遺伝子破
壊株のストレス感受性のメカニズム、ひいて
は DGDG の生理機能が明らかにできると考
えている。 
 
（２）チラコイド膜必須脂質の同定 
Synechococcus sp. PCC 7942 株で DGDG 合成
酵素遺伝子の破壊を行うため、まず DGDG 合
成酵素遺伝子の同定を行った。Synechocystis 
sp. PCC 6803のDGDG合成酵素遺伝子をプロ
ーブとして、Synechococcus sp. PCC 7942 のゲ
ノム配列を検索したところ、１つの候補遺伝
子が得られた。これを、キュウリ MGDG 合
成酵素と大腸菌内で共発現させたところ、大
腸菌膜に DGDG の蓄積が確認された。この結
果から、この候補遺伝子を Synechococcus sp. 
PCC 7942 の DGDG 合成酵素遺伝子とした。 
この遺伝子の破壊株を作成を試みたところ、
全ゲノムコピーが置き換わった株を単離す
ることができなかった。このことは、
Synechocystis sp. PCC 6803 株とは異なり、
Synechococcus sp. PCC 7942 株では、DGDG が
必須脂質であることを示している。また、糸
状性ラン藻である、Anabaena sp. PCC 7120 株
でも DGDG 合成酵素遺伝子を破壊すること
ができなかったことから、ラン藻種によって、
DGDG 要求性が異なることが明らかとなっ
た。これらの DGDG 要求性株で DGDG 合成
酵素遺伝子を破壊するために、培地に DGDG
を加えて生育を試みたが、全ゲノムコピーが
置き換わった株を単離することはできなか
った。Synechocystis sp. PCC 6803 株では、
DGDG を含む膜脂質を培地に加えると、それ
らが細胞に取り込まれ、各脂質の合成酵素遺



 

 

伝子破戒株を相補することが知られている。
今回の結果から、この脂質取り込み活性も、
ラン藻種によって異なっていることが考え
られた。 
 
（３）ガラクトースであることの意義 
ラン藻特有の糖脂質合成経路を担う、
MGlcDG から MGDG への変換を行うエピメ
ラーゼ酵素遺伝子の同定を行うため、これま
でに用いてきた比較ゲノム学的解析を適用
し、候補遺伝子の抽出を試みた。その結果、
糖転移酵素とは異なり、エピメラーゼには
様々なタイプが存在することから、有力な候
補遺伝子を絞り込むことができなかった。 
次に、生化学的な活性検出を行うため、アイ
ソトープラベルした基質を用いた解析を行
った。しかし、これまで MGlcDG エピメラー
ゼ活性が in vitro での活性検出が報告されて
いないのと同様、我々も検出することはでき
なかった。 
そこで、再度比較ゲノム学的解析に立ち返っ
た。この糖脂質合成経路はラン藻特異的であ
り、他の生物では見られないことから、ラン
藻特異的な遺伝子に着目することにした。東
京大学医科学研究所の川島秀一博士、かずさ
DNA 研究所の岡本忍博士の協力のもと、ラン
藻特異的に保存されている 85 遺伝子を抽出
することができた。現在、この中からMGlcDG
エピメラーゼ遺伝子の候補となるものを選
び、解析を進めている。 
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