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概 要 土壌中の塩濃度は、植物の光合成能力に影響を与え、植物の生産性を著しく低下させる。この光合成能力の

低下は、植物が塩ストレス下で塩害を被る原因の一つであり、耐塩性植物を作出するためには、塩ストレス下でも高い光

合成活性を維持する能力を植物に付与する必要がある。光合成の諸過程の中で も塩ストレスに弱いのは、酸素発生反

応である。この酸素発生は、光化学系Ⅱ複合体（PSII）でおこり、塩ストレス下で酸素発生系が失活するのは、表在性タン

パク質が塩ストレス下において解離し、それによって酸素発生を担っている Mn クラスターが不安定になることが原因であ

ると考えられている。もし、そうだとすると、何らかの方法によって塩ストレス下でも表在性タンパク質が解離しないようにで

きれば、Mn クラスターが安定化され、耐塩性が向上するものと予想される。 

高等植物には、PSII の表在性タンパク質として PsbO、PsbP、PsbQ が存在するが、植物の光合成研究のモデル系であ

るシアノバクテリアでは、三つのタンパク質に加えて、PsbU、PsbV、Psb27 も表在性タンパク質として存在する。興味深いこ

とに、Synechocystis sp. PCC 6803 の PsbQ と Psb27 は、脂質によって修飾されるリポタンパク質であり、脂質修飾の様式も

異なることが、我々の 近の研究から明らかとなった。この脂質修飾のシステムを利用して、表在性タンパク質の脂質修飾

を改変すれば、表在性タンパク質の PSII への結合能を変化させることができ、PSII の耐塩性を改良することができるので

はないかと考えられる。 

本研究では、Synechocystis sp. PCC 6803 を用いて、脂質修飾されない表在性タンパク質を脂質修飾されるように、ある

いは逆に脂質修飾される表在性タンパク質を脂質修飾されないように、遺伝子操作による改変を行った。この表在性タン

パク質の脂質修飾は、各タンパク質の N 末端領域にあるシグナル配列によって決まると考えられている。そこで、脂質修

飾されるタンパク質としてPsbQとPsb27、脂質修飾されないタンパク質としてPsbOを選び、それらのタンパク質のシグナル

配列を相互に入れ替えたキメラタンパク質をコードした遺伝子を作製した。また、対象とするタンパク質の遺伝子を破壊し

た株も作製し、それらの株の中にキメラタンパク質遺伝子を導入して発現させた。その結果、シグナル配列を交換したタン

パク質をSynechocystis sp. PCC 6803において発現させることに成功した。それらの発現タンパク質の脂質修飾は変化して

いるものと予想され、それにともなって PSII の耐塩性も変化していることが期待される。 

 

１．研究目的 

砂漠や海沿岸部の未利用の土地などで植物を栽培し

て穀物などの食糧を生産することは、人口増加にともなう

食糧需要の増加や二酸化炭素削減の問題を解決する手

段の一つとして極めて重要である。しかし、そのような土地

では土壌中の塩濃度が高く、塩害のために植物を栽培す

ることが困難であるため、塩濃度が高くても塩害を被らな

い耐塩性植物を作出することが必要である。土壌中の塩

濃度は、植物の光合成能力に影響を与え、塩濃度が高い

塩ストレス下では光合成活性が低下し、植物の生産性が

著しく低下することが知られている （1 - 4）。この光合成能力

の低下は、植物が塩ストレス下で塩害を被る原因の一つ

であり、耐塩性植物を作出するためには、塩ストレス下で

も高い光合成活性を維持する能力を植物に付与する必

要がある。光合成の諸過程の中で も塩ストレスに弱いの

は、光エネルギーによって水を酸化して酸素を発生する
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酸素発生反応である。この酸素発生は、葉緑体にあるチ

ラコイド膜に埋め込まれた光化学系Ⅱ複合体（PSII）でお

こる （5, 6）。PSIIは20種類以上のタンパク質、クロロフィルな

どの色素分子、金属原子、脂質、キノン等から構成される

超分子複合体であり、反応中心は二つの相同なタンパク

質 D1 と D2 により構成され、全ての素反応（電荷分離，酸

素発生，電子伝達反応）は D1/D2 上でおこり、酸素発生

は D1 上に結合するマンガン（Mn）クラスターにより触媒さ

れる （7, 8）。Mn クラスターは不安定であるため、PSII には

Mn クラスターを覆うように複数の表在性タンパク質が結合

していて、Mn クラスターの保護や機能の 適化に役立っ

ている （9）。塩ストレス下で酸素発生系が失活するのは、表

在性タンパク質が塩ストレス下において PSII から解離し、

それによって Mn クラスターが不安定になることが原因で

あると考えられている。もし、そうだとすると、何らかの方法

によって塩ストレス下でも表在性タンパク質が PSII から解

離しないようにできれば、Mn クラスターが安定化され、耐

塩性が向上するものと予想される。 

植物には、PSIIの表在性タンパク質として PsbO、PsbP、

PsbQが存在するが、植物と同じ酸素発生型の光合成を行

い、植物の光合成研究のモデル系であるシアノバクテリア

では、PsbO、PsbQ、PsbU、PsbV、Psb27 が表在性タンパク

質として存在し、Psb27 はアセンブリー中間体にのみ結合

している（Fig. 1） （9）。 近、申請者らは、シアノバクテリア

Synechocystis sp. PCC 6803 の PsbQ と Psb27 が脂質によ

って修飾されており、脂質修飾の様式が違うという大変興

味深い発見をした（Fig. 2） （10, 11）。シアノバクテリアのその

他の表在性タンパク質や植物の表在性タンパク質は脂質

修飾されないが、シアノバクテリアの PsbQ と Psb27 だけが

なぜ脂質修飾されるのか、その生理機能はまだ不明であ

る。また、この脂質修飾のシステムを利用して他の表在性

タンパク質も脂質修飾されるようにすることができれば、塩

ストレス下でも表在性タンパク質が PSII から解離しなくなり、

耐塩性が向上するのではないかと期待される。 

本研究では、Synechocystis sp. PCC 6803 を用いて、脂

質修飾されない表在性タンパク質を脂質修飾されるように、

逆に脂質修飾される表在性タンパク質を脂質修飾されな

いように、あるいは脂質修飾の様式を変化させるように、

遺伝子操作による改変を行った。この表在性タンパク質の

脂質修飾は、各タンパク質の N 末端領域にあるシグナル

配列によって決まると考えられている（Fig. 3）。そこで、脂

質修飾されるタンパク質として PsbQ（ジアシルグリセロー

ルとアシル基によって修飾される）、Psb27（ジアシルグリセ

ロールによって修飾される）、NrtA（細胞膜に存在するリポ

タンパク質、ジアシルグリセロールとアシル基によって修飾

される）、脂質修飾されないタンパク質として PsbO を選び、

それらのタンパク質のシグナル配列を相互に入れ替えた

キメラタンパク質をコードした遺伝子を作製し、 

 

 
Fig. 1. Structure of PSII complex of cyanobacteria 

 

 

Fig. 2. Structure of lipid modification of cyanobacterial lipoproteins, PsbQ (left) and Psb27 (right) 
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Fig. 3. Lipid modification of lipoproteins. (a) Structure of pre-lipoproteins. (b) N-terminal sequence of cyanobacterial 

lipoproteins, PsbQ and Psb27. (c) Structure of mature lipoproteins. 

 

Synechocystis sp. PCC 6803 へ導入することでキメラタンパ

ク質を発現させ、表在性タンパク質の脂質修飾の変化に

応じて、PSII の耐塩性がどのように変化するのかについて

解析を進めている。 

 

２．研究方法 

バクテリアのリポタンパク質の脂質修飾は、次のようなス

テップによっておこる（Fig. 4） （12, 13）。まず、脂質修飾を受

けるタンパク質は、N 末端にシグナル配列をもつ前駆体と

して合成され、Sec と呼ばれる輸送系によって膜に輸送さ

れる。シアノバクテリアの PSII の表在性タンパク質は、チラ

コイド膜に輸送される。次に、シグナル配列の C 末端にあ

るシステイン残基（このアミノ酸残基が成熟型タンパク質の

N 末端となる）がジアシルグリセロールによって修飾される。

その後、シグナル配列がシグナルペプチダーゼ II によっ

て切断され、N 末端となったシステイン残基のアミノ基がさ

らにアシル基によって修飾される。つまり、N 末端のシステ

イン残基は、ジアシルグリセロールとアシル基による脂質

修飾を受けることになる。脂質修飾を受けない PSII の表

在性タンパク質も前駆体として合成され、シグナル配列に

よってチラコイド膜に輸送されるが、脂質修飾を受けずに

シグナル配列が切断されて成熟型のタンパク質となる。し

たがって、表在性タンパク質が脂質修飾されるかどうかは

シグナル配列によって決まり、シグナル配列を相互に交

換することにより、脂質修飾を改変することができるものと 

 
Fig. 4. Lipid modification of lipoproteins in cyanobacteria 

 

考えられる。 

２．１ 遺伝子破壊株の作製 

脂質修飾を受ける表在性タンパク質として PsbQ（ジアシ

ルグリセロールとアシル基による修飾）、Psb27（ジアシルグ

リセロールによる修飾）、NrtA（ジアシルグリセロールとア

シル基による修飾）、脂質修飾を受けない表在性タンパク

質として PsbO を選び、各タンパク質遺伝子の破壊株を作

製した。これらの破壊株の作製には、PSII のタンパク質で

あるCP47 C末端にHisタグを付加したタンパク質を発現し

ている株（CP47-His）をホスト株として使用した。この

CP47-His株では、CP47に付加したHisタグによって、PSII

を容易に精製することができるという利点がある。この株を

ホストとして、各遺伝子の翻訳領域に抗生物質耐性遺伝
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子を挿入することにより、各遺伝子の破壊株を作製した。 

２．２ 脂質修飾を改変した株の作製 

表在性タンパク質の N 末端シグナル配列をコードした

領域を相互に交換したキメラタンパク質をコードするキメラ

遺伝子を作製した。次に、それらの遺伝子を ２．１で作製

した遺伝子破壊株に導入し、ゲノム中のニュートラルサイト

に相同組換えによって組み込んだ（Table 1）。プロモータ

ーは、それぞれのタンパク質のネイティブプロモーターを

用いた。 

２．３ タンパク質の分析 

作製した株におけるタンパク質の発現は、SDS-PAGEと

Blue-Native PAGE、および各タンパク質に対する抗体を

用いたウエスタンブロット解析によって調べた。また、タン

パク質の脂質修飾は、PSII を SDS-PAGE にかけて各タン

パク質のバンドを切り出し、各々のバンドから抽出したタン

パク質を質量分析計によって分析することで確認した。 

２．４ PSII 活性の測定 

PSII の活性は、光を照射したときに発生する酸素を酸

素電極で測定することによって行った。電子受容体として

は、フェリシアン化カリウムとジクロロフェニル-p-ベンゾキノ

ンを使用した。 

２．５ 耐塩性の評価 

野生株および作製した株の耐塩性は、細胞を種々の塩

濃度条件下において培養し、増殖速度および光合成活

性（酸素発生能）を測定することにより評価する。 

 

３．研究結果 

作製した12種類のキメラタンパク質を発現する株、及び

それぞれの親株である遺伝子破壊株からチラコイド膜を

単離し、SDS-PAGE によりタンパク質を分離した。その後、

ウエスタン分析を行い、タンパク質の発現を調べた（Fig. 

5）。その結果、PsbQ の成熟タンパク質に NrtA、Psb27、

PsbQ のシグナル配列を付加したものでは、タンパク質の

発現が確認された。また、PsbO の成熟タンパク質に PsbO

シグナル配列付加したものでも、PsbO タンパク質の発現

が確認された。さらに、Psb27 の成熟タンパク質に NrtA、

Psb27、PsbQ のシグナル配列を付加したものでもタンパク

質の発現が確認された。これらの結果から、脂質修飾を受

けるタンパク質は、シグナル配列を他の脂質修飾を受ける

タンパク質のシグナル配列に改変しても、タンパク質が発 

Table 1. List of chimera proteins encoded in the 

constructed chimera genes 

 
 

 
Fig. 5. Western blot analysis of PsbQ, PsbO, and Psb27 in 

thylakoid membranes 

 

現するが、本来脂質修飾を受けない PsbO のシグナル配

列を付加した場合には発現しないことがわかった。また、
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脂質修飾を受けない PsbO については、脂質修飾を受け

るタンパク質のシグナル配列を付加すると、タンパク質が

発現しないことが明らかになった。 

O-Psb27 と O-PsbQ について、タンパク質が発現しなか

った理由を明らかにするために、mRNA の発現について

調べた。その結果、mRNA は発現していることが明らかと

なった（Fig. 6）。この結果から、転写は正常におこるものの、

その後の過程で生じる何らかの原因によってタンパク質の

合成が影響を受けているものと考えられる。 

次に、チラコイド膜サンプルを用いて、N-PsbQ および

27-PsbQが PSIIに結合しているかどうかについて調べた。

まず、それぞれのチラコイド膜サンプルを、Blue Native 

-PAGEを用いて複合体ごとに分離し、その後、SDS-PAGE

によって、サブユニット組成を調べた。引き続き、D1 に対

する抗体および PsbQ に対する抗体を用いてウエスタン分

析を行った。その結果、D1 は、PSII の二量体及び単量体

において検出された。NrtA および Psb27 のシグナル配列

をPsbQの成熟タンパク質に付加した場合、PsbQはおもに

二量体に存在し、単量体にもわずかに存在していた（Fig. 

7, Fig. 8）。このことから、PsbQ の成熟タンパク質に、NrtA

や Psb27 のシグナル配列を付加しても、PsbQ は正常に

PSII へ結合できることが明らかとなった。 

 

４．考察および今後の展望 

PSII表在性タンパク質、Psb27、PsbQ、PsbOのシグナル

配列を改変した株を作製し、各キメラタンパク質の発現を

解析した。その結果、脂質修飾を受けるPsb27とPsbQは、

脂質修飾を受ける他のタンパク質の lipobox を含むシグナ

ル配列と入れ替えた時のみ発現可能なこと、また、脂質修

飾を受けないタンパク質は、lipobox を含むシグナル配列

を付加すると発現しないことが明らかとなった。 

リポタンパク質の脂質修飾は、これまでリポタンパク質の

前駆体のアミノ末端にあるシグナル配列によって規定され

ていると考えられてきたが、本研究において脂質修飾を受

けない PsbO に、脂質修飾を受ける前駆体タンパク質のシ

グナル配列を付加させると、PsbO の蓄積がおこらないこと

が明らかとなった。また、脂質修飾を受けるタンパク質

PsbQ と Psb27 に、脂質修飾を受けない PsbO のシグナル

配列を付加させると、PsbQやPsb27の蓄積がおこらないこ

とも明らかになった。遺伝子の転写レベルでは影響を受け 

 
Fig. 6. RT-PCR analysis of expression of genes for 

O-Psb27 and O-PsbQ 

 

 

Fig. 7. Western blot analysis of D1 and PsbQ in PSII 

complexes, which were separated by Blue-Native PAGE, 

from the strain expressing N-PsbQ 

 

 
Fig. 8. Western blot analysis of D1 and PsbQ in PSII 

complexes, which were separated by Blue-Native PAGE, 

from the strain expressing 27-PsbQ 

平成２０年度助成研究報告集Ⅰ（平成２２年３月発行）



- 342 - 

ていないことから、タンパク質の蓄積がおこらない理由とし

ては、翻訳されたタンパク質のチラコイド膜への輸送、膜

透過、シグナル配列のプロセシングなどがシグナル配列

を変えたことによって影響を受け、タンパク質が不安定と

なり分解を受けるのではないかと推測される。つまり、シグ

ナル配列だけでなく、成熟タンパク質も転写後のプロセス

に影響を与えることを示唆している。今後は、シグナル配

列だけでなく、成熟タンパク質についても部分的に入れ替

える（特にアミノ末端付近のアミノ酸残基）などの工夫をす

ることにより、PsbO を脂質修飾することができないか、逆に

PsbQ や Psb27 を脂質修飾されないようにすることができな

いかを検討しなければならない。一方、PsbQ に Psb27 と

NtrAのシグナル配列を付加した場合や、Psb27にPsbQと

NtrA のシグナル配列を付加した場合にはタンパク質を発

現させることに成功した。これらのタンパク質では、脂質修

飾の様式が変化していると考えられ、今後、脂質修飾の

構造を質量分析計を用いて解析するとともに、増殖や光

合成活性に対する塩ストレスの影響を調べ、脂質修飾が

耐塩性に影響を与えるかどうかについても検討する予定

である。 
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Summary 
Post-translational modification of proteins with lipid is ubiquitously found in all organisms to facilitate the 

attachment of soluble proteins to biological membranes.  Bacterial lipoproteins are modified with lipid at their 

N-terminal cysteine residues and play important roles at the membrane-aqueous interface.  In cyanobacteria, 

which perform oxygenic photosynthesis, many genes for putative lipoproteins were found in genome databases by 

bioinformatic analysis.  However, few studies have been performed on structure of lipid modification or 

physiological roles of lipid modification of lipoproteins. 

In this study, we found that extrinsic proteins, PsbQ and Psb27, which are bound to photosystem II (PSII) 

complex of the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803, are modified with lipid, whereas other extrinsic 

proteins, PsbO, PsbU and PsbV, were not modified.  In PsbQ, a sulfhydryl and an amino groups of the N-terminal 

cysteine residue were modified with a diacylglycerol and a palmitic acid moiety, respectively, whereas the 

corresponding sulfhydryl group of the N-terminal cysteine residue in Psb27 was modified with diacylglycerol but 

the amino group was only partially modified with a palmitic acid moiety.  Since extrinsic proteins in PSII are 

required for stabilization of manganese cluster that is the most sensitive part of photosynthesis to stresses such as 

salt and heat stresses, these findings suggest that the lipid modification of PsbQ and Psb27 might play important 

roles in the stabilization of PSII complex.  We also found that lipid modification of extrinsic proteins can be 

genetically changed by exchanging the coding region for signal sequences among extrinsic proteins.  Such 

changes in lipid modification of extrinsic proteins may affect stability of PSII and lead us to make salt tolerant 

strains of cyanobacteria. 
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