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研究成果の概要（和文）：葉緑体タンパク質である chlorophyllide a oxygenase において、この

タンパク質の正常な turnover に必要な１０残基の配列を同定した。また、この配列が葉緑体

の Clp プロテアーゼのデグロンである傍証を得た。さらに、この配列に類似な配列が他の葉緑

体タンパク質にも見つかり、デグロンとして機能しうることが明らかになった。これらの結果

から、このデグロンを介した protein turnover は葉緑体において一般的なメカニズムの一つで

あると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We found that a specific sequence in a chloroplast protein,
chlorophyllide a oxygenase, is essential in the turnover of this protein. This sequence is
most likely a degron for the chloroplast Clp protease. We obtained evidence for the
presence of similar degrons in the other chloroplast proteins, indicating that the protein
turnover mechanism is rather general in the chloroplast.
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１．研究開始当初の背景
葉緑体には、光合成、脂質合成、など、植

物にとって重要なさまざまな代謝経路が存
在する。植物細胞にとって非常に重要なオル
ガネラである。葉緑体の祖先は、真核細胞に
共生したラン藻であると考えられており、葉
緑体のタンパク質の代謝に関しては、ラン藻
に由来するプロテアーゼなどが大きな役割
を果たしていると考えられている。葉緑体の
プロテアーゼは、Clp, FtsH, DegP など、原
核生物タイプのものがよく知られているが、

これらのプロテアーゼに関する研究は、光化
学系タンパク質の代謝に偏っている傾向が
あり、葉緑体内の多くのタンパク質がどのよ
うな仕組みで代謝されているか、また、どの
ような仕組みで代謝が制御されているか、に
ついての知見は限られていた。一方で、原核
生物においては、特に大腸菌をモデル生物と
して、Clp プロテアーゼなどの主要なプロテ
アーゼが基質となるタンパク質の（主に）N
末端の配列を認識して、タンパク質の代謝速
度を決定する仕組みが詳細に解明されてい
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る。

２．研究の目的
そこで、本研究では、葉緑体のさまざまな

タンパク質の代謝の制御について、より一般
的な法則を見いだすことを目的とした。特に、
葉緑体のタンパク質の代謝制御のモデル系
となる可能性を持つ、クロロフィリド a オキ
シゲナーゼ(CAO)の分解系をモデル系として、
大腸菌のClpプロテアーゼの研究例に匹敵す
るような、基質とプロテアーゼの関係を明ら
かにすべく、研究を進めた。

３．研究の方法
葉緑体のタンパク質の多くは、核ゲノムに

コードされていることが知られている。そこ
で、本研究においては、葉緑体を単離し、細
胞質からの新たなタンパク質のインポート
が無い状態において、タンパク質の代謝を観
察した。特に分離が容易なストロマタンパク
質を対象として、２次元電気泳動法（等電点
電気泳動と SDS-PAGE を組み合わせた方法）
によって、タンパク質の代謝を網羅的に研究
した。また、原核生物において、広くタンパ
ク質の代謝速度を決めているとされている
Clp proteaseとその基質であるタンパク質の
ひとつである、chlorophyllide a
oxygenase(CAO)をモデル系として、CAO の分
解を制御している配列やその分解を制御す
るメカニズムについて、さまざまな配列の
CAO を過剰発現するシロイヌナズナを用いて、
研究を行った。また、CAO の末端に green
fluorescent protein (GFP)を融合し、これ
をタンパク質の安定性の指標とした。さらに、
CAO 活性のない、変異型(truncated) CAO-GFP
の融合タンパク質を CAO遺伝子を欠くシロイ
ヌナズナ変異体で過剰発現することによっ
て、CAO の蓄積に関わるフィードバック制御
についても研究を進めた。

４．研究成果
まず、単離葉緑体におけるタンパク質の代

謝について、数１０種類のストロマタンパク
質を２次元電気泳動上で分離した。代謝速度
の異なるストロマタンパク質を同定するこ
とができた。（図１参照）

次に、CAO の分解経路については、CAO の N
末端ドメインの配列を順次 Deletion した過
剰発現株の解析から、N 末端ドメインのほぼ
中央に、CAO の分解に必要な１０アミノ酸の
配列(QDLLTIMIL)を同定することに成功した。
この配列は、Salmonella typhimurium の
glutamyl-tRNA reductase のアミノ酸配列に
おける Clpプロテアーゼのデグロン配列と類
似していた(Wang et al., 2001, J. Biol
Chem)。

図１ 無償葉緑体から単離したストロマ
画分の２次元電気泳動の例

また、これまでに申請者らは Clp プロテアー
ゼの ClpC サブユニットの変異体の研究から、
CAOがClpプロテアーゼによって分解される、
という間接的な証拠を得ている(Nakagawara
et al., 2007, Plant J.)。この結果と上記
の結果を総合して考えると、CAO のデグロン
は Clp プロテアーゼによって認識されると考
えられる。

また、この配列と類似の配列が、植物の葉
緑体移行タンパク質の予想配列からも見つ
かった。（配列上のミスマッチを２つ以上考
慮すると、1000 以上の配列が見つかった。）
特に、葉緑体の CP47 の N 末端部分の配列と
CAO のデグロンの類似性に着目し、CP47 の N
末端配列を GFP に融合し、シロイヌナズナに
おいて、過剰発現をした。その結果、CP47 の
N 末端配列を付加することによって、GFP の
蓄積量が減少する、という結果を得た。この
結果は、CP47 の N 末端部分の配列がデグロン
として機能しうることを示唆している。これ
らの結果から、申請者らは葉緑体内で一般的
に機能しうるデグロン配列を発見したと考
えている。

また、興味深いことに、CAO の N 末端ドメ
インは chlorophyll b の存在下でのみ、CAO
（または GFP）を不安定化することが明らか
となっているが、上記のデグロン配列だけで
は、chlorophyll b の存在の有無にかかわら
ず、GFP を不安定化することが明らかになっ
た。この結果は、CAO の N 末端ドメインに
chlorophyll b が存在しないときには、デグ
ロンの機能を抑制するはたらきがあること
を示している。

上記の知見を総合して、以下のような仮説
をたてた。（図２）この仮説では、chlorophyll
b が蓄積していない場合は、デグロンは CAO
の N 末端ドメインに埋没しているが、
chlorophyll b が存在する場合には、デグロ
ンが露出し、Clp プロテアーゼによって、分



解されると考えている。このようなメカニズ
ムは、Clp が広い範囲の基質を認識すること
と矛盾せず、広い基質特異性をもつプロテア
ーゼが特異的な分解調節メカニズムに関与
する機構として、新しいモデルとあると考え
ている。

図２ chlorophyll b を介した CAO のデグロ
ン配列認識および分解機構のモデル
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