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研究成果の概要（和文）：シアノバクテリアの細胞内共生に由来する陸上植物の葉緑体は、光によりチラコイド
膜を発達させ、光合成により有機物を合成するだけでなく、様々な物質合成を担うオルガネラである。また、葉
緑体は光エネルギー変換の場として、過剰な光エネルギーによる障害を受けやすく、葉緑体維持に関わる品質管
理と環境適応機能が植物の生育にも大きく影響する。これまでの我々の研究からは、葉緑体のホメオスタシスに
はタンパク質や核酸など高分子をプロセッシブに分解する作用の重要性が顕在化してきた。本研究では、これら
のプロセッシブな分解機構を通した葉緑体の新たな機能を統合的に理解するための遺伝生理学的研究を行った。

研究成果の概要（英文）：Chloroplasts in land plants, which originate from endosymbiosis of 
cyanobacteria, are the organelles that develop thylakoid membranes in response to light and are 
responsible not only for the synthesis of photosynthates but also for the synthesis of various 
compounds like lipids, amino acids and phytohormones. As a site of light energy conversion, 
chloroplasts are susceptible to damage caused by excess light, and the quality control and 
environmental adaptation functions related to chloroplast maintenance also have a significant impact
 on plant growth. Our previous studies have revealed the importance of the processive degradation of
 macromolecules such as proteins and nucleic acids for chloroplast homeostasis. In this study, we 
conducted genetic and physiological studies to understand the new functions of chloroplasts through 
these processive degradation mechanisms.

研究分野： 植物生理学

キーワード： 植物生理　オルガネラ分化　プロテアーゼ　ヌクレアーゼ　葉緑体　光合成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光エネルギーを利用して大気や海中の二酸化炭素を有機物に変換する光合成は、我々にとって最も重要な生体反
応の１つである。陸上植物では、光合成はシアノバクテリアの細胞内共生に由来する「葉緑体」という植物細胞
のオルガネラで行われている。葉緑体は光阻害を受けやすく、それらを維持するためのメカニズムを分子レベル
で解明することは、葉緑体機能の強化と光に強い作物の育成につながる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
代表者が主宰する研究グループでは、葉緑体が持つ様々な環境適応や光合成維持の諸機構を

明らかにし、植物のストレス、特に光ストレス耐性向上を可能にするための研究を行っている。
プラスチドは、シアノバクテリアの細胞内共生により生じた葉緑体が起源であるが、陸上植物で
は葉緑体以外のプラスチドタイプに分化して生理機能を転換するようになったオルガネラであ
る。言い換えれば、陸上植物進化の過程で、原始葉緑体がチラコイド膜の発達を欠失させた前駆
体様の「プロプラスチド」となって成長点に維持されるようになった。プロプラスチドから分化
した葉緑体では、光エネルギー転換反応により有機物を合成するだけではなく、アミノ酸、脂質、
植物ホルモンなどの物質合成を担う。また、葉緑体は光エネルギー変換の場として、過剰な光エ
ネルギーによる障害を受けやすく、葉緑体維持に関わる品質管理と環境適応機能が植物の生育
にも大きく影響する。このように葉緑体が獲得した光合成を中心とする生体機能において、蛋白
質・核酸など高分子の「プロセッシブな分解」を担う葉緑体プロテアーゼ・ヌクレアーゼが重要
であることが明らかになってきた。 
そこで本研究では、葉緑体分化と維持に必須なプロセッシブ分解の調節機構を明らかにし、葉

緑体のホメオスタシス・機能転換と生体高分子分解の関係を統合的に理解するための研究を行
うことを提案した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上に述べた葉緑体が獲得したプロセッシブな分解について、代表者がこれまで研

究を進めてきた❶葉緑体プロテアーゼ FtsH によるタンパク質分解、❷オルガネラヌクレアーゼ
DPD1 による DNA の分解、に着目しそれぞれの活性制御に関する研究を行い、葉緑体ホメオス
タシスにおける生体高分子分解の役割を解明する。 
 
3. 研究の方法 
❶プロセッシブなタンパク質分解酵素 FtsH の制御機構 
FtsH は N 末端に膜貫通領域を持ちチラコイド膜にアンカーされており、C 末端側の ATPase ドメ
インとプロテアーゼドメインをストロマ側に配向している。ストロマの Clp がそれぞれのドメ
インを別のサブユニットで構成する複雑な複合体であるのに対し、FtsH は１つのポリペプチド
が両方のドメインを持ち、２タイプのアイソフォームが 6 量体のヘテロ複合体を構成している。
基質認識に不明の点が多いが、基質となるタンパク質の末端を認識して ATPase 活性でアンフォ
ールドし亜鉛結合型プロテアーゼチャンバーに送り込んでプロセッシブな加水分解でオリゴペ
プチドに分解する。FtsH は葉緑体に必須のタンパク質で光化学系 II の反応中心 D1 タンパク質
を高率で分解して光化学系の光阻害を回避することが我々の研究で明らかにされた。他にもチ
トクロム b6/f 複合体や光化学系 I, LHC などの分解に関与する重要なプロセッシブ酵素であるこ
とが示唆されているが、その制御は不明の点が多い。最近、質量分析による葉緑体リン酸化タン
パク質の包括的な解析が複数のグループから報告されたが、そのどちらにも FtsH の構成サブユ
ニットである VAR1(FtsH5), VAR2(FtsH2)が検出されている。興味深いことにこれらのリン酸化が
カルシウム誘導性である可能性も報告されている。そこで本研究では、FtsH のリン酸化を突き
止め、分解制御との関連を明らかにする。さらに、FtsH の翻訳後修飾に加え、本研究では FtsH
の相互作用因子についても解析を進めた。 
❷プロセッシブな核酸分解酵素 DPD1 の制御機構 
葉緑体ホメオスタシスの重要な要因として葉緑体 DNA(cpDNA)維持と分解について研究を進め
てきた。cpDNA のコピー数については、一定レベルに維持される結果と、成熟葉や組織により
分解されるという結果が報告されて長らく意見が対立していた。我々は花粉で cpDNA が分解さ
れる現象に着目し、シロイヌナズナ変異体を通してオルガネラ DNA を分解する DPD1 ヌクレア
ーゼを見出した。最近、DPD1 が花粉だけでなく葉の老化時に誘導されて DNA を分解すること、
DPD1 によるプロセッシブな DNA 分解は陸上植物に広く保存されること、DPD1 を欠損する個
体では葉の老化が遅れたステイグリーン形質を示し、リン酸欠乏症状を示すことなどが明らか
となっており、組織特異的なプロセッシブ DNA 分解が養分のリサイクルに関わる可能性が示唆
されている。本研究ではこれらの解析を進めるとともに、生成した DPD1 による生化学的解析を
行い、DPD1 発現の制御機構を調べる。すでに DPD1 ポリクローナル抗体を作製しているので、
本研究ではこの抗体を用いたアフィニティ精製で DPD1 と相互作用するタンパク質の単離を試
みる。DPD1 によるプロセッシブな DNA 分解はかなり特徴的で植物では他のエキソは報告がな
い。しかし葉の老化で誘導されるエンドヌクレアーゼの報告はあるので、これらが葉緑体に局在
し、DPD1 との相互作用するかを同時に検討する。 
 
４．研究成果 
❶FtsH の解析 
本研究ではまず、SDS-PAGE 内でリン酸化タンパク質のリン酸基に結合する Phostag を用いて

リン酸タンパク質を検出できる実験系を確立し、FtsH のリン酸化を勘弁に検出することに成功
した。次に、シロイヌナズナ葉緑体から精製した葉緑体タンパク質の MALDI-TOF MS/MS 解析
により、リン酸化の可能性のあるアミノ酸残基の情報を得た（図 1）。これらのアミノ酸(Ser212, 
Thr337, Ser380, Ser393)は、リン酸化タンパク質データベースに登録されている情報とも一部合致



しており、構造上も ATPase のポア領域に位
置する Ser が見つかっている。これらのア
ミノ酸をそれぞれ Ala に置換した FtsH2 を、
FtsH2 を欠損するシロイヌナズナ var2 変異
体で発現させ、植物における葉緑体分化を
観察した。その結果、Ser212 を Ala に変異
させた変異では var2 の斑入りが回復せず、
FtsH の蓄積も回復しなかった。他の変異も
含め、変異を導入した形質転換体では、FtsH
のリン酸化の変化は観察されなかった（図
２）。また、光化学系 II の強光感受性を指標
とした FtsH の D1 修復への寄与度も、T337, 
S380, S393 に変異を導入した個体では変化
が観察されなかった。これらの結果から
リン酸化部位の１つである S212 の FtsH
複合体形成における重要性が示唆された
が、特定のアミノ酸のリン酸化が FtsH の
活性制御に及ぼす影響は少ないと考えられ
た。今後、複数の変異を導入するなどの研究
を行う必要がある。 
次に本研究では、FtsH の相互作用因子を解

析するため、FtsH 抗体を用いたアフィニティ
精製を行った（図２）。本カラムを用いた溶出
画分には、FtsH の主要アイソマーFtsH2, 
FtsH5 が溶出されることを確認されたので、
FtsH も含め、溶出されたタンパク質を質量分
析により同定した（図２および表１）。溶出さ
れたタンパク質は、FtsH と比べて明らかにマ
イナーバンドとして検出されたが、それらは
再現性があり、光化学系 II とアンテナタンパ
ク質の他に、EngA と呼ばれる葉緑体タンパ
ク質であった。光化学系 II のタンパク質、特
に PsbB (CP47 とも呼ばれる、図１)が検出さ
れたことは、FtsH が光阻害を受けた光化学系
II の分解において、CP43 を欠くが CP47 を
保持する中間体(RC47)に結合して D1 タンパ
ク質を分解していることを惹起した。実際に、
溶出タンパク質の Blue Native SDS-PAGE 分
析では、実際に RC47 が検出されることがわか
り、FtsH の結合は RC47 を介していることが
明らかとなった。 
❷DPD1 の解析 
N 末端のオルガネラ局在シグナルを欠失さ

せた DPD1 タンパク質を T7 プロモーターの元
でヒスタグ融合タンパク質として誘導発現さ
せるベクターを構築し(図 3A)、BL21 細胞で
IPTG により誘導させたところ DPD1 に由来す
る 32 kDa のバンドを可溶性画分に検出し、こ
れをニッケル NTA カラムにより精製した。こ
の標品と人工合成した 5’末端標識オリゴヌ
クレオチドをを用いて in vitro ヌクレ
アーゼ活性を測定したところ、まず、二
本鎖あるいは一本鎖 DNA を用いると分解
が検出されたが、一本鎖 RNA を基質とす
ると分解活性がないことがわかり、DPD1
は DNase であることがわかった(図 3B)。
DPD1 のヌクレアーゼ活性は Mg イオン要
求性であり(図 3C)、至適温度および pH
についても今回調べた。さらに、一本鎖
DNAを用いた分解で5’末端あるいは3’
末端を別々に標識した DNA を基質に用い
ると、5’末端ラベルの DNA のみが分解さ
れて 3’末端ラベルの DNA は分解されな

図 2. 抗 FtsH2 アフィニティカラムによる相互作用
タンパク質の単離と解析。(A) 精製に用いたチラコ
イド膜タンパク質（Input）と溶出されたタンパク質
(Elution)の SDS-PAGE 銀染色像。(B) Input および
Elution の BN SDS=PAGE 銀染色像（上）と、Elution
を用いたウエスタンブロット（中）。溶出タンパク質
には RC47 中間体が蓄積していることが明らかとな
った。Elution された D1 のほとんどがリン酸化され
ておらず（下）、RC47 が濃縮されたことを支持する
結果が得られている。 
表１（下）では、溶出されたタンパク質の一覧を示
した。 

図 1. FtsH で検出されたリン酸化部位。A では FtsH2
のタンパク質モチーフとリン酸化部位、B では立体構
造に基づくリン酸化部位を示した。 



かった(図 3D)。以上の結果から、DPD1 は、マ
グネシウム依存性で 3’-5’エキソ活性を持
つ DNA 分解酵素であることが明らかとなっ
た。これまでに知られている DNA 分解酵素、
特に葉の老化などと関連する酵素の多くが一
本鎖 DNA を切断するエンドヌクレアーゼ活性
を持ち、RNA も基質とすることを考えると、
DPD1は直鎖状、あるいは3’末端を持ったDNA
のみを分解するユニークな酵素であることが
明らかとなった。 
これまでの研究から、DPD1 が花粉だけで

なく、葉の老化で葉緑体 DNA を分解してい
ることが明らかになっている。葉の老化にお
いて、葉緑体に蓄えられた多くの養分が分解
して再利用されることを考えると、DPD1 に
よる葉緑体 DNA 分解は、ヌクレオチドの転
流によるリン酸の再利用と関連性がある可能
性が推定された。そこで本研究ではこれらの
仮説を検証するために、シロイヌナズナにお
ける水耕栽培法を確立し、dpd1 突然変異体を
リン酸欠乏状態に晒した時の応答反応を調べ
た。その結果、リン酸欠乏状態にて培養を続
けると、dpd1 では Col に比べ、典型的なリン
酸欠乏応答であるアントシアニンの蓄積が著
しく観察されており、生殖成長でも種子形成
が野生型に比べて低下していることが明らか
となった。 

dpd1 におけるリン酸応答の変化を遺伝子
発現レベルで解析するため、RNA seq による
発現レベルの変化を本研究では調査した。上
記の水耕栽培で６週間生育させた植物を通常
栽培条件（1/4 MS 培地）とリン酸のみを欠乏
させた 1/4 MS 培地に移して栽培を２週間続
け、それぞれの植物から RNA を抽出し、サンプルを RNA seq 解析に委託した。得られたリー
ドをシロイヌナズナゲノムにマッピングし、標準化した発現量により、リン酸欠乏処理により優
位に変動する遺伝子を抽出した。その結果、野生型では 766 遺伝子の変動が検出され、うち 655
遺伝子がリン酸欠乏による発現の上昇、111 遺伝子が発現の低下を示した。一方、dpd1 では変
動した遺伝子が減少し、114 遺伝子のみであった。リン酸欠乏との関係を詳しく調べるために、
リン酸欠乏に応答する遺伝子として報告されている遺伝子 193 を抽出し、それらの発現変動に
ついて Col と dpd1 で比較した。その結果、これらの中で 192 遺伝子を抽出することができ、そ
の中で有意(FDR<0.05)に変動する遺伝子が Col では 123 検出されるのに対し、dpd1 で 40 のみ
に減少していた。リン酸欠乏において Col で誘導に差がある遺伝子を調べると、リン酸のトラン
スポーター、purple acid phosphatase, 脂質合成に関わる遺伝子、RNase などの遺伝子が検出
された。以上の結果から、DPD1 による葉緑体 DNA の分解は、葉の老化で誘導されつつリン酸
の再利用を最適化している可能性が示唆された。本研究で得られたこれらの知見は、葉緑体にお
ける DNA がリン酸の有効利用に寄与するというこれまで考えられなかった新たな現象の解明
につながることが期待された。 

 

図 3. DPD-His 融合タンパク質の精製とヌクレアー
ゼ活性の測定。(A) DPD1 発現コンストラクトの概
略と誘導発現した大腸菌タンパク質 (I)の SDS-
PAGE ゲル電気泳動像（C は誘導前コントロール, 
M はマーカー）。右は Ni-NTA カラムにより精製し
た DPD1-His 標品。(B) 二本鎖 DNA、一本鎖 DNA, 
一本鎖 RNA を基質とした分解活性。(C) マグネシ
ウム依存性。（D）5’末端あるいは 3’末端をラベル
した DNA の分解活性。 
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