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研究成果の概要（和文）：可視光利用型光合成から近赤外光利用型光合成への進化は、クロロフィリド酸化還元
酵素（COR）という色素生合成酵素内の進化でモデル化する。本研究では、この進化を駆動させるアミノ酸領域
を同定するために、まずCORの立体構造を予測して、基質となる色素中間体の結合部位周辺のアミノ酸残基を選
定し、COR構成遺伝子の複合変異ライブラリを作製した。変異DNAライブラリを形質転換した大腸菌株をマイクロ
ドロップレット中に封入することでCORの発現と活性測定を行う。そのため、ドロップレット内におけるCOR活性
試験の条件検討を進めた。またCORの前後で働くと考えられる色素色素生合成酵素についてもその機能解析を進
めた。

研究成果の概要（英文）：To understand the evolutionary process of photosynthesis utilizing near 
infrared light, we choose chlorophyllide oxidoreductase, COR, as a model system. In this study, we 
constructed combinatorial mutation libraries of the genes encoding COR subunits. The designed 
mutations included amino acid substitutions close to the predicted substrate binding site. We 
attempted to pack a mutated gene or a E. coli cell possessing a mutated gene into a micro-droplet by
 the microfluidics technique. We also tested the enzymatic assay conditions for COR in the micro 
droplet. 

研究分野： 光合成微生物学、分子生物学、生化学

キーワード： 色素生合成　光合成　バクテリオクロロフィル　バイオシグニチャー　クロロフィリド酸化還元酵素　
レッドエッジ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で確立した、または今後確立する実験系を複合することで試験管内進化した近赤外光型CORを摘出して、
その進化発生の元となるアミノ酸変化を同定することが今後の課題である。これによって長波長吸収型光合成へ
の進化を実験的に証明することができ、地球と同様の光質環境変化が見込まれる系外惑星においても同様の進化
が起きることを示唆する。生命居住惑星の探索におけるバイオシグニチャー選定の際に重要な知見を提供するこ
とが期待される。

※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 
 
 ハビタブル惑星の探査対象として近年相次いで発見されている赤色矮星が注目されており、その周
辺惑星におけるバイオシグニチャーの観測が期待されている。バイオシグニチャーの１つとして、光合成
生物が光波長を吸収することによって起こるレッドエッジと呼ばれる反射スペクトルが挙げられる。赤色
矮星は太陽質量の半分以下の低温度星であり、その周辺惑星の地表面では可視光よりも近赤外光が
優占するため、レッドエッジも長波長側の近赤外線に移動すると考えられてきた。しかしながら、最近の
研究により、近赤外線は水で吸収されるため水中で発生・進化して最初に上陸する光合成生物は地球
と同じように光合成に可視光を利用すること、その結果従来の予想とは異なり、赤色矮星周辺であって
も地球の植生と同じ位置にレッドエッジが現れる可能性が高いことが提唱された。 
  この仮説をさらに発展させるなら、水中深くで可視光を利用していた初期の光合成生物は、その後、
浅水域や陸上に進出する際に、地表ではなお優占している近赤外光を利用した光合成へ適応する可
能性も高い。光合成の光波長利用の進化は、旧来考えられていた近赤外光→可視光ではなく、可視光
→近赤外光であると言える。これは我々の近年の研究結果とも一致する。我々はこれまでに、クロロフィ
リド酸化還元酵素(Chlorophyllide-a oxidoreductase: COR)が、種によって異なる反応性を示すためにそ
れぞれの種内で可視光吸収型あるいは近赤外光吸収型の色素をもたらすことを示した。つまり、可視光
利用から近赤外光利用への進化は、COR という１つのタンパク質の進化でモデル化することが可能で
ある。赤色矮星周辺惑星では水域のレッドエッジ観測は水の反射によって難しいため、観測達成には
地表面での光利用に関する情報が必須である。しかし現状では光合成生物による光波長利用の変遷
に関する情報がないことが問題であり、近赤外光吸収型への進化がわずかな変異によって速やかにも
たらされるかどうかが鍵となる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、可視光吸収型光合成から近赤外光吸収型色光合成への進化を再現するために、クロロフ
ィリド酸化還元酵素（COR）のタンパク質進化過程を明らかにすることを目的とする。水中で可視光を利
用していた初期の光合成生物が、陸上進出時にどれだけ速やかに近赤外光利用型へと進化すること
が可能であったのかを検証する。 
 
３．研究の方法 
 

クロロフィリド酸化還元酵素（COR）をコードする遺伝子のコンビナトリアルな変異ライブラリを作製し、
COR の酵素進化を試験管内で実験的に再現して、その反応性が変化する過程を明らかにする。変異
ライブラリの組み合わせは、次世代シーケンサーを用いて目的の組み合わせのものが作製されたかを
確認する。作製できた変異ライブラリを用いて、in vitro の無細胞反応系内で変異型 COR 発現と活性測
定を行い、合成される色素が長波長側の吸収を示すように変化した系を選抜する。選抜したライブラリ
の配列決定を行い、光吸収帯の変化を示した遺伝子ライブラリの配列決定を行う。得られた結果を元に、
長波長型への進化に必要なアミノ酸置換を特定し、それをもとにモデル光合成細菌の COR に部位特
異的変異を導入した場合に変化する酵素機能を解析する。 
 
４．研究成果 
 

COR の立体構造は不明であるため、同一タンパク質ファミリー内の類似タンパク質である暗所作動型
プロトクロロフィリド酸化還元酵素（DPOR）の立体構造情報を利用して、COR 触媒サブユニットの立体構
造予測を行った。 



 
図１．DPOR の立体構造をもとに予測した COR 構造における基質結合部位周辺のアミノ酸． 

 
予測した立体構造にもとづき、基質であるクロロフィリドの結合部位周辺のアミノ酸を選定し

た。結果として、COR の一次配列上の異なる２領域にランダム変異導入領域を設定した。かつ、
各領域において、アミノ酸が任意の別のアミノ酸構造に変化するように、コンビナトリアル DNA
ライブラリを設計した（１アミノ酸につき概ね 4～9 種類のアミノ酸へランダム変異するように
設計）。COR 遺伝子の全長ライブラリを作製するために、まず 2 箇所の変異導入箇所だけの短い
DNA ライブラリ断片を作製した（図 2）。それら以外の遺伝子領域は通常の PCR 法により遺伝
子断片を作製した。合計 5 つの遺伝子断片を In-Fusion 法により連結し（図 3）、コンビナトリ
アル DNA ライブラリを作製した。 

 
 

 

図 2．各遺伝子断片の電気泳動図. 

 
 



 

図 3．変異導入 DNA ライブラリ作製の概要. 
 
 
作製した DNA ライブラリを次世代シーケンサーを用いて配列解読したところ、当初デザイン

した配列領域において変異が想定のランダムネスで入っていることを確認できた（図 4）。 
 
 

 
図 4．次世代シーケンサーにより配列確認したアミノ酸変異導入のランダムネスを表す. 
 
 
作製したライブラリを用いた変異タンパク質の発現は、マイクロ流体技術により作成するド

ロップレット内で行う。ランダムな変異を施された COR タンパク質をコードする DNA を形質転換し
た大腸菌が、各マイクロドロップレットにおおよそ１〜数分子程度封入されるようにする。マイ
クロドロップレット内で活性試験を行うためにネイティブCORを形質転換した大腸菌を用いて
活性測定の条件検討を進めている。基質としては、原型と変異後の COR のどちらとも反応可能な 8-
ビニル-クロロフィリドを用いる。 

長波長化を示したエマルジョンから、元となった遺伝子ライブラリを取り出し、配列決定を行うことで変
異箇所を同定する。複数箇所に変異が入る場合もあるため、吸収帯の長波長化の度合いと照らし合わ
せて、色素合成触媒反応に重要なアミノ酸残基を絞り込む。 
 また、可視光利用型から長波長光利用型への進化過程のスクリーニングだけでなく、長波長型
から可視光型への逆進化を促す変異箇所のスクリーニング系の構築にも着手した。この系では
逆進化が起きて可視光を吸収できるようになった株のみを取得するように設計することで、ス
クリーニングの時間を大幅に短縮できる。 
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