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研究成果の概要（和文）：クロロフィルサイクルの未同定な酵素７-ヒドロキシメチルクロロフ
ィル a 還元酵素（HCAR）の同定に成功した。この酵素の組み換えタンパク質は、2Fe-2S と
FADを持ち、フェレドキシンを必要とし、これはジビニル還元酵素から進化したと考えられる。
HCARの基質特異性から、クロロフィル b分解経路を調べたところ、クロロフィルｂ →７-ヒ
ドロキシメチルクロロフィル a →クロロフィル aの経路で転換することが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified 7-hydroxymethyl chlorophyll a reductase (HCAR). 
Recombinant HCAR converted 7-hydroxymethyl chlorophyll a to chlorophyll a by using 
ferredoxin and contains FAD and an iron-sulfur center. A phylogenetic analysis 
elucidated the evolution of 7-hydroxymethyl chlorophyll a reductase from divinyl 
chlorophyllide vinyl reductase. We examined the substrate specificity of HCAR and 
determined the chlorophyll b degradation pathway in which chlorophyll b is converted 
to chlorophyll a via 7-hydroxymethyl chlorophyll a. 
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１．研究開始当初の背景 
クロロフィルは光エネルギーを捕捉し、光

合成において中心的な役割を担っている。従
来、クロロフィル代謝の役割は、必要な時に
合成し、不要になったら分解するだけと考え
られてきた。しかし、近年、クロロフィル代
謝は様々な生理的な役割を担っていること
が知られてきた。クロロフィル代謝中間体は
葉緑体シグナル分子として働き、核遺伝子の

発現を制御し、様々な現象を制御している。
また、ACD1（Accelerated cell death 1）
ACD2は細胞死に関わる遺伝子として同定さ
れたが、本来の機能は、クロロフィル代謝遺
伝子であった。また、クロロフィル分解産物
は過敏感反応（Hypersensitive reaction; 
HR）に関わっており、クロロフィル代謝酵
素は、植物ホルモン ABA のレセプターであ
ることも知られてきた。このように、植物の
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様々な現象を、クロロフィル代謝の視点から
見直す必要が出てきた。一方、クロロフィル
代謝を制御すると、老化しても緑を保つ Stay 
green を引き起こすことができ、またクロロ
フィル代謝を制御する薬剤は、植物成長調節
剤となるなど、農学的な応用も開かれてきた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、新しいクロロフィル代謝研究を
切り開くことを目的としている。そのため、
クロロフィル代謝に関わる全般的な課題に
取り組む。具体的には、①クロロフィル代謝
に関わる全遺伝子の同定、②代謝経路の確定、
③調節機構の解明、④クロロフィル代謝の多
機能の解明、⑤応用研究への展開を目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
本研究は、クロロフィル代謝系酵素の同定

や農学的応用、進化など課題を幅広く取り扱
うので、シロイヌナズナだけでなく、シアノ
バクテリアやその他の藻類を研究材料に利
用した。 
一方、分子遺伝学以外に、バイオインフォ

マティクス、生化学、分光学等の技術・方法
を用いた。 

 
４．研究成果 
(1) HCAR の単離同定 

クロロフィル代謝酵素の中で、クロロフ
ィルサイクル(図１)の HCAR とクロロフィル
分解系の Mg-デケラターゼが同定されていな
かった。本基盤研究では、両方の単離を試み
たところ、HCAR の単離に成功した。 
クロロフィル代謝合成経路の中で、ビニル

基を還元するビニルレダクターゼ（DVR）は、
シロイヌナズナとシアノバクテリアの
Synechocystis pcc6803 では異なった酵素を
用いている。興味深いことに、シロイヌナズ
ナのゲノムには、シアノバクテリア DVR に高
い相同性を持つ遺伝子が存在した。 

この遺伝子の破壊株を解析したところ、ク
ロロフィル分解時に７-ヒドロキシメチルク
ロロフィル aを蓄積することが解った(図２)。 
そこでこの遺伝子の組み換えタンパク質

を作成し、活性を調べた(図３)。 

その結果、この遺伝子産物は、７-ヒドロ
キシメチルクロロフィル a をクロロフィル a

 
図１クロロフィルサイクル 

クロロフィル aはCAO（Chlorophyllide a 
oxygenase）によってクロロフィルｂに転換
され、クロロフィルｂは CBR (Chlorophyll 
b reductase)によって 7-ヒドロキシメチル
クロロフィル aへ、さらに 7-ヒドロキシメ
チルクロロフィル a還元酵素によってクロ
ロフィル aに転換される。 

 
 
 

クロロフィルサイクル 

 
図２ 7-HMChl の蓄積 

シアノバクテリアDVRのホモログを破壊し
たシロイヌナズナ変異株(hmc2)の形質。暗
所での強制老化時に Stay greenの形質を示
すと同時に、7-ヒドロキシメチルクロロフィ
ル a（7-HMChl）の蓄積がみられた。このこ
とからこの遺伝は HCAR であることを示唆
している。 
 

 
 

図３ HCAR 活性の測定 
組み換えタンパク質を大腸菌で発現させ、

還元型フェレドキシンの存在下で、７-ヒ

ドロキシメチルクロロフィライド a

（HMChlide）（A,B）もしくは７-ヒドロ
キシメチルクロロフィル a（HMChl）とイ
ンキュベートし（C,D）、HPLCで色素を
分析した。その結果、それぞれクロロフィ

ライド a（Chlide a）とクロロフィル a（Chl 
a）が検出された。 



に転換する酵素、HCAR であることがわかった。
この研究により、クロロフィルサイクルの未
同定酵素 HCAR を同定することに成功した。 
この酵素は進化的に興味深い。系統樹を作

成したところ、この酵素はシアノバクテリア
タイプの DVR から進化したことが解った（図
４）。このことは、代謝系の獲得・進化に面
白い考え方を提供する。 

 
 

(2) シアノバクテリア型プロトポルフィリ
ノーゲンオキシダーゼ（Protox）の同定 

Protox はいくつかの生物種で同定されて
いるが、シアノバクテリアではいまだ同定さ
れていない。シアノバクテリアの Protox を
コードする遺伝子を見つけるために、遺伝学
的な手法を用いた。単純に Protox を欠損す
る変異株を得るという手法は難しいために、
一度ラン藻の野生株に植物（Arabidopsis 
thaliana）の HemY 遺伝子を導入した上で変
異株の作出をおこなうという工夫を取り入
れた。さらに、HemY 遺伝子の存在下で Protox
変異株を識別するために、HemY タンパク質の
阻害剤 acifluorfen を培地に加えてスクリー

ニングを行った。これらのストラテジーは他
の酵素の遺伝子の同定にも利用可能な新し
い手法である。この手法によって、筆者はラ
ン藻の Protox の変異株を得ることに成功し
た。さらに、この原因遺伝子である slr1790
遺伝子の光合成細菌のホモログからタンパ
ク質を合成し、このタンパク質が Protox 活
性を有することを証明した。バクテリアにお
ける新規ヘム合成遺伝子の発見はおよそ１
５年ぶりであり、この遺伝子を hemJ と名付
けた。この研究により、従来不明であった酵
素を明らかにすることができた。 
 

(3) その他の成果 
詳細は省くが、基盤研究によって以下の成

果もあげることができた。 
新しいクロロフィル代謝経路の獲得と光

合成の進化について研究を行った。その中で、
ジビニルクロロフィルの獲得に伴って、光化
学系の D1 タンパク質のアミノ酸変異が起こ
り、色素変化に伴う光障害を回避しているこ
とが解った。 
また、クロロフィル代謝系を改変すると、

Stay green の形質がみられることを示した。
興味深いことに、老化関連の転写因子の発現
抑制がみられた。おそらく、クロロフィル代
謝の改変に伴い、転写のリプログラミングが
起こったと思われる。 
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図４ HCAR の系統樹 
HCAR とその相動性のある遺伝子で系統
樹を作成した。HCAR はシアノバクテリア
型 DVRから進化したことを示している。 

 
図５ プロトポルフィリノーゲンオキ

シダーゼの反応 

プロトポルフィリノーゲンオキシダーゼ

はプロトポルフィリノーゲンをプロトポリ

フィリン IX に酸化する。 
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