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研究成果の概要（和文）：本研究では、チラコイド膜ホメオスタシスと光合成の環境適応を明らかにするため、
最近機能が明らかになりつつある膜リモデリング分子VIPP1に着目した。VIPP1タンパク質の精製、また、
VIPP1-GFPによるシロイヌナズナvipp1ノックアウト変異体の相補系により、VIPP1複合体形成と膜リモデリング
活性の詳細な解析を行なった。葉緑体型HSP70がVIPP1と相互作用することも明らかにした。VIPP1のチラコイド
膜リモデリング機能は、シアノバクテリアとシロイヌナズナではヌクレオチド結合部位などの違いがわかり、維
管束植物におけるダイナミックなチラコイドホメオスタシスに適応した機能が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on VIPP1, a membrane remodeling molecule whose 
function has recently been elucidated, in order to understand thylakoid membrane homeostasis and 
photosynthetic adaptation to the environment. We performed a detailed analysis of VIPP1 complex 
formation and membrane remodeling activity. Furthermore, we found that chloroplast HSP70 interacts 
with VIPP1. Altogether, VIPP1's thylakoid membrane remodeling function appears to differ between 
cyanobacteria and Arabidopsis, including nucleotide hydrolysis activity, indicating that VIPP1 is 
adapted to the dynamic thylakoid homeostasis in vascular plants. 

研究分野：植物生理学

キーワード： チラコイド膜　光合成　膜リモデリング　葉緑体　NTPase
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の環境適応には光合成機能の調節が重要であり、本研究が対象とするチラコイド膜ホメオスタシスは、光合
成反応の足場を支える重要な生存戦略機構でもある。植物の光合成反応が変動する環境に適応して生存する生理
作用の理解は、気候変動による温暖化と地球環境の保全、あるいは作物生産による食糧供給にも新たな技術開発
につながる基盤研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
チラコイドは、光合成細菌（シアノバクテリア）と葉緑体が持つ扁平で円盤状の膜構造体で
ある。ここが光合成明反応の場であり、チラコイド膜に内在する光化学系複合体の機能解明が
進んでいる。酸素発生型光合成におけるエネルギー転換反応の足場とも言えるチラコイドにお
ける膜のホメオスタシスは、内包膜からの小胞形成、あるいは内包膜と連結したコンタクトサ
イトの関与が顕微観察により提唱されているが、膜自体の発生や、分裂・傷害・修復による膜
維持の詳細な分子機構は、本研究を開始した当初、未解明の点が多かった。2021年に、チラコ
イドと葉緑体膜の維持に必須のタンパク質であるVIPP1の分子構造が明らかとなり、膜維持に
関与するリモデリング分子の構造に基づく機能とその普遍性が示された。このような状況を踏
まえ、本研究ではVIPP1をはじめとするチラコイド膜リモデリング分子に焦点を当て、膜の変
形・融合・修復によりチラコイド膜の分化・恒常性を保ち、光合成を最適化する根本現象を明
らかにすることを目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では2021年にシアノバクテリアで構造が決定されたVIPP1のin vivoでの機能と普遍性を
検証するため、我々が研究対象とするシロイヌナズナを材料にVIPP1の持つ新規GTPase/ATPase
活性の意義とリング構造の機能、膜結合を介したチラコイド膜リモデリング活性、特に膜変
形・収縮と融合活性を明らかにし、葉緑体におけるチラコイド膜形成の実体とそれらの光合成
活性、環境ストレスへの応答作用を明らかにする。これらの研究を通して、チラコイド膜の恒
常性維持と光合成の環境適応について統合的な理解を深める。 
 
３．研究の方法 
本研究では、当研究室で一連の実験を進めているシロイヌナズナを用いて、以下の実験を進
めた。 
(1) VIPP1のin vitro解析 
大腸菌で発現して精製したVIPP1-Hisタンパク質を用いたヌクレオチド分解活性(NTPase活性)
部位の解析と複合体構造の変化について点突然変異を導入して検討する。精製したタンパク質
のネガティブ染色による観察も進め、均一な構造を取る変異体があれば構造解析が可能かどう
かを検討し、NTPase活性とオリゴマー構造の相関を調べる。 
(2)VIPP1のin vivo解析 
これまでに確立したシロイヌナズナvipp1ノックアウト変異(vipp1-ko)をVIPP1-GFPで相補する
実験系により、VIPP1に突然変異を導入し、相補性とGTPase活性との関連性、GFPダイナミク
スの観察を細胞レベルで行う。チラコイド膜を直接観察する手法としてトモグラフィー電子顕
微鏡解析を試み、いくつかのシロイヌナズナ突然変異体を用いた観察を行って膜リモデリング
分子とチラコイド膜形成との関係を調べた。 
(3) VIPP1相互作用分子の解析 
昨年度までの結果で、GFPをタグに用いるGFP-trapでのVIPP1-GFPの精製は困難であったが、
相互作用するタンパク質の同定が可能であることがわかってきた。そこで本研究では、GFP-
trapで得られた画分の質量分析などにより相互作用分子の特定を試みた。加えてVIPP1以外のチ
ラコイド膜リモデリング因子であるCURT1やFZLでもGFP融合タンパク質を発現させその機能
を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) VIPP1タンパク質の in vitro解析 
本研究では、シアノバクテリア VIPP1のオリゴマー構造として発表されたリング構造(Gupta et 

al., Cell, 2021)を起点に、シロイヌナズナ VIPP1 を His タグタンパク質として精製してその性質
を調べ、チラコイド膜リモデリングの共通性を明らかにする研究を進めた。Hisタグとして精製
された VIPP1-Hisタンパク質はシアノバクテリアで報告されたリング状構造は取らずに球状、ロ



ッド状などの多様な構造を示した。まず、シアノバクテリアで見出されたヌクレオチド結合部位
と GTP 加水分解活性をシロイヌナズナ VIPP1-His で確認した。マラカイトアッセイによる遊離
リン酸の比色定量に加え、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)による GDP の検出でも VIPP1-
Hisに GTPと ATPの加水分解活性があることを確認した（図１）(Ohnishi et al., 2022)。GTPase
活性は典型的なMg依存性を示したが、ATPase活性はMgだけでなく Ca依存性も示し、アルカ
リ性で高い活性を示した。このことは葉緑体ストロマの Ca 濃度や pH などの生理条件に応答し
た ATPase活性を VIPP1が持つ可能性を示唆しており、膜維持との関連性が考えられた。 
シアノバクテリアで予想されたヌクレオチド結合部位に変異を入れた VIPP1 タンパク質は
NTPase活性を失うが、本研究で精製したシロイヌナズナ VIPP1-Hisは同じ変異(E126Q/E179Q)を
導入しても活性が失活しないことが明らかとなった。一方で、N末端側で膜結合性と関わる αヘ
リックスの両親媒性を乱す変異(V11E, N16I)を導入した VIPP1-His では NTPase 活性の低下が確
認できた。これらの結果から、シアノバクテリアで見出されたヌクレオチド結合部位はシロイヌ
ナズナでは機能していない可能性が強く示唆された。 

 上で得られた結果を支持する結果として、シロイヌナズナ VIPP1-Hisのネガティブ染色による
電子顕微鏡観察ではリング状の構造は観察されず、ほとんどが球状あるいはロッド状の構造と
して観察された（図２）(Ohnishi et al., 2022)。変異を導入した VIPP1-Hisは N末端 αヘリックス

図１. シロイヌナズナ
VIPP1-His の NTPase
活性。(A) 大腸菌 PspA
とシアノバクテリア、ク

ラミドモナス、シロイヌ

ナズナ VIPP1 のアミノ
酸配列と導入したアミ

ノ酸変異（赤矢印）。(B) 
導入したアミノ酸変異

のATP/GTP加水分解活
性（マラカイトアッセ

イ）。(C) HPLC による
ADP および GDP の検
出（赤矢印）。(D) 検出さ
れた ADP/GDP と遊離
リン酸 (Pi)の比較。
Ohnishi et al. (2022)よ
り。 

図 2. シロイヌナズナ VIPP1-
His のネガティブ染色による
観察（A-D）。(B) 取得した各変
異 VIPP1-His の画像より得ら
れた球状とロッド状構造の比
率。(C) 各変異 VIPP1-His の
球状構造の画像。中空のリング
が観察された部分を黄色矢印
で示した。(D) 画像から得られ
たリング構造のサイズ（直径）
分布。   



の変異では球状よりもロッド状の構造を示す傾向が強く、逆に E126Q/E179Q変異ではほとんど
がロッド状になっていた。球状の構造にも若干の差が見られたが、これらを NTPase活性との関
連性は明らかにできなかった。 
 
(2)VIPP1タンパク質の in vivo観察 
 VIPP1 の葉緑体内での複合体形成とそのダイナミクスを観察するため、GFP を C 末端に融合
した VIPP1-GFP をシロイヌナズナ vipp1 ノックアウト変異体で発現させて機能を相補する系を
構築した。VIPP1リング構造からは、C末端側には天然変性性の構造があり、GFPの付加は VIPP1
の機能に影響しないと考えられる。この系で、上記の(1)で示したアミノ酸変異を導入した VIPP1-
GFPを発現させたところ、E126Q/E179Qと N16Iのどちらを導入しても vipp1ノックアウト変異
を相補できることが明らかとなった。このことは(1)の結果と同様に、ヌクレオチド結合部位に
相当する変異は VIPP1 機能に影響しないことがわかった。上記の変異を導入した VIPP1 では、
野生型と比べて VIPP1の大きな構造が観察される傾向を示した。加えて、N16Iではクロロフィ
ル蛍光で測定した光合成活性に若干の低下が見られた。 
 
(3)VIPP1相互作用分子の解析 
 上記の(2)で得られた VIPP1-GFP個体を材料に GFP trap免疫沈降を行い、GFP抗体により共沈
降するタンパク質の同定を試みた。その結果、葉緑体でタンパク質のフォールディングや膜間移
動、ターンオーバーに関わる葉緑体型の HSP70 (cpHsc70-1および cpHSC702)が VIPP1と相互作
用することがわかった。興味深いことに、これら HSP70 との相互作用は、C 末端側のアミノ酸
配列（ヘリックス H7）を欠損させると結合性が見られなかった。従って、HSP70との相互作用
はリング構造の外側にある C末端側を介すると予想された。 
 
(4) その他（今後の展望） 
本研究では、VIPP1を中心にチラコイド膜リモデリング機能を解析した。シアノバクテリアと
シロイヌナズナではヌクレオチド結合部位などの違いが鮮明になり、高等植物におけるダイナ
ミックなチラコイドホメオスタシスに適応した機能がある可能性が示唆された。今後、VIPP1の
in vivo構造を明らかにしそれらの可塑性と HSP70などの相互作用分子との協調性を通してチラ
コイド膜リモデリングの更なる機能解明が進むことが期待できる。加えて、本研究では VIPP1以
外の膜リモデリング分子 CURT1, FZLについても並行して実験を進めているので、それらを基盤
としたチラコイド膜研究を今後も展開する。 
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