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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物葉緑体や葉緑体の祖先である藍藻の光合成制御機構の解明を目指し
た。チラコイド膜内外のプロトン濃度は光合成電子伝達を適切に制御するために重要な要素となる。生理活性物
質の一つであるポリアミンはアミン基を複数持っていることから、細胞内 pH によってはプロトンの緩衝剤とな
りうる性質を持っている。申請者は、ポリアミン合成酵素を精製し、活性測定を行い、藍藻内におけるポリアミ
ン生合成経路を特定することに成功した。また、プロトン輸送体の解析も同時に行い、光合成電子伝達の調節に
重要なプロトン輸送体の局在、輸送活性を明らかにすることにも成功した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the photosynthetic control mechanisms in plant
 chloroplasts and their ancestors, cyanobacteria. pH within and outside the thylakoid membranes is 
crucial for proper regulation of photosynthetic electron transfer. Polyamines, a class of bioactive 
substances, possess multiple amine groups and can act as proton buffers depending on the 
intracellular pH. The applicant successfully purified the polyamine synthesis enzyme, performed 
activity measurements, and identified the polyamine biosynthetic pathway in cyanobacteria. 
Furthermore, simultaneous analysis of proton transporters led to the identification of the 
subcellular localization and transport activity of proton transporters that are crucial for 
regulating photosynthetic electron transfer.

研究分野：シアノバクテリア

キーワード： シアノバクテリア　葉緑体　光合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物や葉緑体の祖先である藍藻は生態系の一次生産者であると同時に、大気中の二酸化炭素を有機物へと変換で
きる光合成生物である。光合成生物の成長・環境応答機構の解明は現代社会の課題となる大気中の二酸化炭素濃
度の上昇や食糧不足を改善するために必須となる。本成果により、藍藻光合成活性に寄与すると考えられるポリ
アミンの機能同定を行うことに成功した。また、光合成活性に重要なプロトン輸送体を明らかとした。これらの
成果は光合成モデル生物となる藍藻の成長・環境応答機構を解明し、食料問題や地球温暖化の改善に繋がる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 近年、世界的な人口増加による食料問題や大気中二酸化炭素濃度の上昇から、生態系
の一次生産者である植物ならびに藍藻など光合成生物の環境応答ストレス機構を解明
することが求められている。その実現には、光合成による光エネルギー利用の効率化が
不可欠と考えられる。野外環境において光環境は短い時間軸で変動するため、植物は得
られる光量に応じて迅速に光エネルギー利用効率を調整する必要がある。植物が過剰な
光エネルギーに晒された時は、チラコイド膜内のプロトンを利用して光エネルギーを散
逸する機構を保持する。植物のチラコイド膜内腔でポリアミンの一種であるプトレシン
はプロトンと結合することで光エネルギー散逸を抑制し、光エネルギー利用を効率化で
きることが知られている。しかし、植物葉緑体や藍藻においてポリアミン産生をになう
生合成酵素やチラコイド膜を介した輸送経路は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 藍藻のポリアミン生合成はアルギニンを出発点としてアグマチン、プトレシン、カルボキシス
ペルミジンを経てスペルミジンを最終産物とする。当研究室により、ポリアミン生合成経路の初
発酵素であるアルギニン脱炭酸酵素がスペルミジン生合成を担うことは報告していた。しかし、
アルギニン脱炭酸酵素の下流であるアグマチンウレオヒドロラーゼ、カルボキシスペルミジン
脱水素酵素、カルボキシスペルミジン脱炭酸酵素の機能は明らかとなっていなかった。また、そ
れぞれの欠損株の解析を行うことでポリアミン生合成への影響を確かめた。 
 
３．研究の方法 
 それぞれの酵素について大腸菌を用いた発現系により発現・精製を行い、活性の測定を行なっ
た。また、欠損株を作製し、細胞内ポリアミン量の測定を行なった。また、各ポリアミン性合成
酵素による藍藻の細胞成長、光合成活性への影響を観察するために、クロロフィル蛍光測定によ
り各欠損株の光合成収率の測定を行なった。また、細胞内プロトン濃度の制御機構を解明するた
めに、プロトン輸送体の解析も並行して行なった。プロトン輸送体を大腸菌に発現させ、輸送体
活性測定を行なった。また、GFP と各輸送体の融合タンパク質を発現させた株を作製し、局在解
析も行った。さらに、変異体の取得により、プロトン輸送体と光合成活性、光環境応答への寄与
を明らかとした。 
 
４．研究成果 
  藍藻のポリアミン生合成経路はアルギニン脱炭酸酵素、アグマチンウレオヒドロラーゼ、カル
ボキシスペルミジン脱水素酵素、カルボキシスペルミジン脱炭酸酵素により構成される。大腸菌
を用いて各酵素を発現させ、精製を行った。Ni アフィニティークロマトグラフィーで精製を行
なった結果、各タンパク質の精製に成功した。まず、アグマチンウレオヒドロラーゼの活性を測
定した結果、アグマチンウレオヒドロラーゼ活性を持つタンパク質の同定に成功した。次に、カ
ルボキシスペルミジン脱水素酵素、カルボキシスペルミジン脱炭酸酵素の活性測定を行なった。
その結果、カルボキシスペルミジン脱炭酸酵素活性を持つタンパク質の同定に成功した。 
 各酵素をコードする遺伝子欠損株の作製を試みた。その結果、各遺伝子の欠損株もしくは減少
株の作製に成功した。それぞれの変異株を用いて細胞内ポリアミン量の測定を行なった。その結
果、ポリアミン産生をになうアグマチンウレオヒドロラーゼ変異体とカルボキシスペルミジン
脱炭酸酵素変異体において細胞内ポリアミン量が有意に減少していることが明らかとなった。
また、BG11 培地において塩ストレスの有無における生育試験を行なった結果、一部変異体にお
いて有意に生育が減少することも明らかとなった。クロロフィル蛍光測定解析においては、光合
成収率が減少する変異体と上昇する変異体の両方が見られることが明らかとなった。これらは、
ポリアミンによる複雑な光合成制御機構が存在することを示唆していることとなる。 
 チラコイド膜を介したポリアミン輸送を解析するために、チラコイド膜タンパク質を可溶化
し、リポソームへと導入した。チラコイド膜導入リポソームを用いてポリアミン輸送活性を測定
した結果、チラコイド膜を介したポリアミン輸送経路が存在することが明らかとなった。また、
変異体を用いた解析により、ポリアミン輸送経路も同定することに成功した。 
 藍藻における細胞内 pH 制御機構を包括的に理解するために、プロトン輸送体の解析も並行
して行なった。各輸送体の輸送体を大腸菌変異体に各輸送体を発現させ、活性測定を行なった。
その結果、全ての輸送体においてプロトン輸送活性が存在することが示唆された。また、GFP融
合タンパク質を発現させ、細胞内局在の解析を行なった。その結果、原形質膜に局在するプロト
ン輸送体とチラコイド膜に局在するプロトン輸送体の同定に成功した。さらに、各欠損株の作製
を試みたところ、一部遺伝子が欠損できない遺伝子であることが明らかとなった。また、各変異
体の生育試験を行なったところ、各光環境において生育に重要なプロトン輸送体の同定を行う



ことに成功した。プロトン輸送体変異体の光合成解析を行なったところ、光合成収率の低下、光
阻害率の上昇が見られた。また、Na が少ない培地で光環境応答ができなくなったことから、藍
藻は Na を利用して細胞内 pH を制御することも明らかとなった。 
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