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１, 研究のねらい 

クロロフィル生合成系の最終段階を担う酵素プロトクロロフィリド（Pchlide）還元は、光に依

存して反応を触媒する光依存型 Pchlide 還元酵素（LPOR）と光に依存しない暗所作動型

Pchlide 還元酵素（DPOR）の 2 つの酵素が存在する。LPOR が、短鎖脱水素酵素／還元酵素

（SDR）と呼ばれる大きな酵素

ファミリーに属するのに対し、

DPOR は窒素固定酵素ニトロ

ゲナーゼと構造的な類似性を

示す。ニトロゲナーゼは空気中

の窒素分子をアンモニアに変

換する農業的に大変重要な酵

素である。これらの酵素の関係

から、LPOR と構造的に類似し

た光に依存する新規ニトロゲ

ナーゼが創成可能ではないか

という着想を得た（図１）。この

着想の実現のためには、これ

ら既存の酵素 DPOR、LPOR と

ニトロゲナーゼの詳細な分子

機構の解析が必要である。ま

た、新たな酵素創成のための

技術基盤の確立が必要である。

本さきがけでは、DPOR の構造

と機能解析、LPOR の機能解

析および新たな機能を持つ酵

素創成に向けた技術基盤の確

立を目指した。 

 

２. 研究成果 

１）暗所作動型プロトクロロフィリド還元酵素（DPOR）の構造機能解析 

 （a） NB-タンパク質の構造解析 

 DPOR は、ATP の加水分解に共役して電子を供給する還元コンポーネント L-タンパク質と

Pchlide の還元反応を行う触媒コンポーネント NB-タンパク質から構成されている。本研究では、

Pchlide 還元の反応機構を明らかにすることを目指し NB-タンパク質に研究の焦点を当てるこ
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とにした。X 線構造解析により基質結合型の NB-タンパク質の立体構造（2.3Å分解能）を得た。

全体の構造は、生化学的解析によって予測されたように BchN と BchB のヘテロ 4 量体

（(BchN-BchB)2）であった（図２A）。また、金属分析で予測されていたように [4Fe-4S]型鉄硫

黄クラスターが最小機能単位 BchN-BchB の界面に存在していた。この鉄硫黄クラスターは、

３つのシステインと 1 つのアスパラギン酸によって保持されるユニークなものであったため NB-

クラスターと名付けた。また、NB-クラスターから 10Åの位置に Pchlide 分子が存在していた。

構造から機能的に重要と推察されるアミノ酸残基について部位特異的変異導入により変異タ

ンパク質を単離し、活性を評価し、反応機構を以下のように推定した。電子は、NB-クラスター

を経由して Pchlide に移され、C17=C18 二重結合還元に供される。この還元に必要な 2 つのプ

ロトンのうち一つは C17 炭素から下方 4.9Åの位置の BchB-Asp274 から、もう一つは C18 炭

素には 4.8Å上方に位置

する基質自身のプロピオ

ン酸から供給されることで

反応の立体特異性が決定

していることが推察された

（図２C）。この仮説は、

BchB-D274A が活性を失

うこと、C13 位のプロピオ

ン酸がアクリル酸に置換

された Pchlide アナログで

あるクロロフィル ｃ が競

合阻害を引き起こすことに

より実験的に支持された。 

 

（b）NB-タンパク質の部位

特異的変異による機能解

析 

 NB-タンパク質の構造に基づく Pchlide 還元の分子機構解明を目指し、部位特異的変異酵素

を用いた解析を進めた。NB-クラスターの特徴であるアスパラギン酸配位の意義を検討するた

め、BchB-Asp36 をシステインに置換した BchB-D36C 変異型 NB-タンパク質の NB-クラスタ

ーを電子常磁性共鳴（EPR）により解析した。野生型 NB-タンパク質が L-タンパク質と競合阻

害剤クロロフィル ｃ の共存下で異常に広い S=3/2 の EPR シグナルを示したのに対し、

BchB-D36C 変異型 NB-タンパク質では通常の４つのシステイン残基によって保持される

[4Fe-4S]クラスターが示す S=1/2 の EPR シグナルが観測された。また、この変異型 NB-タン

パク質は Pchlide 還元活性を失っていた。この結果は、[4Fe-4S]クラスターの配位子の一つを

システインからアスパラギン酸にすることで酸化還元電位が低下し、[4Fe-4S]クラスターが

Pchlide 還元への電子供与体として機能することが可能となったことを示唆している。 

 

２）ラン藻 Synechocystis sp. PCC 6803 を用いた新規酵素選抜系の開発 

 LPOR は、SDR ファミリーに属する酵素であるが、結晶構造はいまだ明らかにされていない。
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構造が解かれた SDR ファミリー酵素から推定された LPOR の構造によると、LPOR ポリペプチ

ドの中央付近に構造が予測できない LPOR 特有のループ構造が存在する。この LPOR 特異的

ループが LPOR の光依存的性質の構造基盤を成していると推察される。そこで、LPOR 特異的

ループをコードする DNA 領域を新たな DNA 断片に置き換えることで、LPOR を構造鋳型とした

新規な光依存的酵素が創出できるのではないかと考えた。このループ配列が LPOR の活性に

必須であることを、実際にこのループを削除した短縮型 LPOR を野生型 LPOR と置き換えた変

異ラン藻が、LPOR 欠損株∆por と同じように光感受性を示すことで確認した。 

 ラン藻 Synechocystis sp. PCC 6803 のゲノム DNA を 200-500 bp に断片化し、エラープロー

ン PCR（epPCR）によって変異をランダムに導入したライブラリーを調製し、このライブラリーで

Synechocystis sp. PCC 6803 を形質転換し、適切な条件で選抜することで新規酵素をもつ形

質転換体を得るという戦略を策定した。そのモデル実験として、実際にライブラリーを調製し、

このうち 11 クローンの塩基配列を決定した。平均鎖長は 213 bp であり、エラー導入率は 1 kb

当たり 5 塩基であった。興味深いことに、1 つのクローン（215 bp の挿入）はある遺伝子の相補

鎖が翻訳されるようにベクターに連結され、そのアミノ酸配列は Campyrobacter jejuni のアス

パラギン酸 tRNA シンテターゼと 27％相同性を示した。この結果は、この方法による新たな酵

素創出の可能性を示唆するものである。一方、この方法による新規酵素創出に向けての問題

点として次の 2 点が明らかになってきた。1 点目は、epPCR による変異率がそれほど高くない

ことと、もともとゲノム断片に存在する終止コドンに加え、変異導入によって新たに生じる終止

コドンを排除することが困難である点である。これらを考慮した上で大腸菌ライブラリーのサイ

ズをできる限り大きくする必要がある。もう一点は、Synechocystis sp. PCC 6803 の形質転換

効率が大腸菌に比べると非常に低いため、いかに大きな大腸菌ライブラリーを調製したとして

も、Synechocystis sp. PCC 6803 の形質転換の段階でスクリーニングできるクローン数が限定

されてしまうことである。 

 これらの問題点を克服するために新たな戦略を立案した。すでに存在する終止コドンと変異

導入によって生じる終止コドンを排除するために、終止コドンを最初から排除したランダムコド

ンをもつ合成 DNA でライブラリーを調製することを考えた。遺伝暗号表から終止コドンを排除

できる 3 種類のランダムコドン NNY、NBB、VNN を考案し、これが連続するようなランダム合成

DNA を利用することにした。これにより終止コドンの完全排除が可能となる。ヌクレオチド合成

の技術的問題で、合成可能な一本鎖 DNA は最長 120 mer 程度である。より長いアミノ酸配列

をコードできる DNA 断片を得るために、2 本の合成 DNA を、確定配列を介したオーバーラップ

PCR によって連結し、213 bp のランダム二本鎖 DNA（両端に 21 bp と中央部に 27 bp の確定

配列をもち、前半 72 bp と後半 69 bp のランダムコドン領域をもつ）を得た。実際にこの合成ラ

ンダム配列によって得られたクローンの１つは、ヒトの骨形成タンパク質-3b の一部と有意な類

似性を示した。このことは、終止コドンを排除したランダムコドンをもつ完全合成 DNA が酵素の

進化の母集団になりうることを示唆している。 

 次に、Synechocystis sp. PCC 6803 の形質転換効率向上を試みた。エクソヌクレアーゼをコ

ードする recJ 遺伝子を欠損した Synechocystis sp. PCC 6803 の形質転換効率が非常に高い

ことが報告されている（Kufryk et al. (2002) FEMS Microbiol. Lett. 206, 215-219）。そこで、実際

に recJ 変異株を単離し、形質転換効率について野生株と比較した。その結果、flv3 遺伝子破

壊によりジェンタマイシン耐性を付与する形質転換においては、recJ 欠損株は野生株よりも約
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1300 倍の形質転換効率が得られた。さらに、slr2031 遺伝子の欠損を加えた二重変異株

∆recJ-∆slr2031 では約 1600 倍の効率向上が認められた。この飛躍的に高い形質転換効率

は、大腸菌の形質転換効率に匹敵しており、もはや大腸菌でのライブラリー調整を経由するこ

となく、DNA ライブラリーを直接 Synechocystis sp. PCC 6803 で選抜することが可能であること

を示している。 

 

３. 今後の展開 

DPOR の構造と機能解析によって、DPOR は基質を含めた酵素の構造に基づき反応機構を

議論できる、クロロフィル生合成系酵素として初めての酵素となった。また、構造は未解明ながら

詳細な分光学的解析から反応機構が解析されている LPOR と比較が可能となったことは学術的

意義が非常に大きい。また、ニトロゲナーゼでは 8 電子還元が複雑な金属クラスターを経由して

進行する非常に複雑な反応であるため、反応機構解析が困難を極めている。これに対し、DPOR

では 2 電子還元であり、ニトロゲナーゼ MoFe タンパク質と構造的に酷似していることから、ニト

ロゲナーゼ反応機構のモデル酵素となることが期待される。また、DPOR のような酸素感受性の

高いニトロゲナーゼ類似酵素が葉緑体の中で機能していることを考えると、作物として重要な植

物への窒素固定能の付与が原理的に十分可能であることを示唆する研究結果である。 

 一方で、LPOR 特異的ループを置換することで、SDR ファミリーとしての構造を保持しながら、

LPOR 特有の光依存的性質をもつ新たな酵素を創出するというための技術基盤の開発に取り組

んだ。ランダムコドンをもつ合成 DNA をもちいたライブラリー調整と recJ 欠損株を活用することで、

新たな酵素創出に向けて有力な方法を提案することができた。また、Synechocystis sp. PCC 

6803 を用いた選抜系は、これまで大腸菌などの従属栄養生物に限られていた酵素選抜系に光

合成生物の系が加わることとなり、新規な光依存型酵素の創出に向け可能性を大きく広げること

となる。 

 

４. 自己評価  

DPOR の構造機能解析は、NB-タンパク質の X 線立体構造をもとに部位特異的変異導入や

金属中心の解析により、反応機構について具体的な提案を示すことができた。この一連の解

析により、光合成を支えるクロロフィルがどのように生合成されているのか、その最終段階の

反応に対して初めて構造に基づく反応機構を提案することができた。また、ニトロゲナーゼと

の類似性から DPOR がニトロゲナーゼの反応機構解析のモデルになる可能性が新たに拓か

れ、これまで国内ではほとんど皆無であったニトロゲナーゼの生化学に対して新たな切り口で

の取り組みを可能とした。また、作物への窒素固定能移入の可能性に実現性を示す結果であ

るとして、DPOR の構造解析の論文が引用されたことからも周辺分野にも高いインパクトを与

えたと思われる(Beatty and Good, 2011, Science 333, 416-417)。 

光に依存した新規ニトロゲナーゼ創成は、容易に可能なことではないが、この大きな目標に

対して具体的な方法論の確立を目指してさまざまな試みを行った。その結果、終止コドンを含

まないランダムコドンからなる合成 DNA の利用と Synechocystis sp. PCC 6803 の高効率形質

転換系を確立することができた。特に、高効率形質転換系を利用することで従来のような大腸

菌のライブラリー調整を経由することなく、リガーゼで連結した DNA 試料で Synechocystis sp. 

PCC 6803 を直接形質転換するという独自の系を提案することができた。この方法は、光合成
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に関連したさまざまなタンパク質や酵素に応用可能であると期待できる。 

 

５. 研究総括の見解 

 藤田研究者は、光依存型プロトクロロフィリド還元酵素（DPOR）と窒素を還元してアンモニア

にする酵素（ニトロゲナーゼ）との間に構造的な類似性を発見した。本研究では、この光依存型

酵素（LPOR）をモデルとして、光依存的にアンモニアを合成する新規の酵素の創出を目指した。

その研究過程で、DPOR の立体構造を X 線解析法により世界で初めて決定し、ニトロゲナーゼと

の構造的な類似・相違を解析し、目的の酵素を創出するストラテジーを提案した。そして、LPOR

をテンプレートにして網羅的変異導入の手法により、目的の酵素の創出を試みている。研究期間

内に目的酵素の創出までには至っていないが、立体構造を基礎として両還元酵素の作用機作

についての新知見を発見した。藤田研究者のこの努力が、農学関連研究者に光技術のインパク

トを理解してもらうきっかけを作り、さらに新しい研究アプローチとして定着していくことを祈ってい

る。 
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