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光は植物の生育に必須であるが、同時にチラコイド膜上の光合成装置に損傷をもたらし、光合成能の低下を引き
起こす。光化学系における光による損傷のターゲットは光化学系IIの反応中心タンパク質D1であり、植物は損傷
を受けたD1を特異的に分解し、新たなD1に置き換える修復サイクルにより光合成能を維持する。損傷を受けた
D1の分解は光化学系II修復のキープロセスと考えられ、私達はシロイヌナズナを用いてこれを担うプロテアーゼ
の解析を進めてきた。本稿では修復サイクルにおけるD1分解に焦点をあて、二つの原核生物型プロテアーゼ
（FtsH、Deg）の役割とその協調的な分解機構について紹介する。

1. はじめに
　光合成の電子伝達反応に必要なエネルギーは文字
通り光であるが、同時に光合成装置に恒常的に損傷
を与えている。特に過剰な光エネルギーは光合成装
置の修復能力を超える損傷を与え、その結果、光合
成能力の低下（光阻害）を引き起こし、植物の生育
を阻害する1 , 2 )。そのため、陸上植物は光阻害を避け
る為に、過剰な光ストレスに対応する様々な機構を
個体から細胞、オルガネラのレベルで発達させてい
る。個体レベルでは、葉の形や葉面の角度を調整す
ることで葉にあたる光の量を調整し、細胞内では葉
緑体の光逃避運動により光によるダメージを軽減して
いる。さらに葉緑体内では、ステート遷移による励
起エネルギーの分配、熱放散による過剰なエネル
ギーの散逸、water-waterサイクル、サイクリック電子
伝達による電子伝達系の調節が行われている3)。それ
でもなお光合成装置が損傷を受けたとき、損傷を受
けたタンパク質の修復が行われる。
　チラコイド膜上の光合成装置において、光による損
傷の主なターゲットは、光化学系Ⅱ複合体の反応中心
タンパク質D1（以下D1と略す）である。光合成装置
の修復では損傷を受けたD 1が特異的に分解され、新
規に合成されたD 1に置き換えられる4 )。実際にD 1の
ターンオーバーは他の光合成タンパク質に比べ、著し

く速いことが以前から知られている2 )。葉緑体におけ
るD1の修復過程では、①損傷を受けた光化学系Ⅱ複合
体のグラナチラコイドからストロマチラコイドへの移
行、②酸素発生系表在タンパク質ならびにCP43タンパ
ク質の光化学系Ⅱ複合体からの解離、そして、③損傷
を受けたD 1の分解が行われる。D 1の分解と連動し
て、④新規D1の合成とプロセッシングが行われ、続い
て、⑤光化学系Ⅱ複合体の再構築、⑥グラナチラコイ
ドへの移行が行われる。この一連の修復過程は機能的
な光化学系Ⅱ複合体に戻る様子から光化学系Ⅱ修復サ
イクル (PSII repair cycle)と呼ばれ、損傷を受けたD1の
みを入れ換える効率の良いタンパク質複合体の品質管
理機構と考えられている。光化学系I I修復サイクルの
仕組みについては、その重要性から活発な研究が行わ
れており、数年毎に総説が出されている。より詳細な
光化学系Ⅱ修復サイクルのメカニズムについては、そ
れらを参照していただきたい5,6)。筆者らは、光化学系
Ⅱ修復サイクルに関わるプロテアーゼの解析を長らく
行っており、本稿では、これまでの研究と筆者らの研
究結果を交えて紹介する。

2. D1タンパク質分解に関わるプロテアーゼ -FtsH-
　シロイヌナズナを用いた研究から、植物では二種類
の原核生物型プロテアーゼがD1の分解に関わっている
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ことが明らかとなってきた。そのひとつは、葉緑体チ
ラコイド膜に局在するATP依存型の亜鉛メタロプロテ
アーゼFtsHである。FtsHは大腸菌で最初に報告されて
解析が進み、タンパク質分解などの多様な細胞機能に
エネルギー依存的に関わるAAA（ATPases associated 

with diverse cellular activities）タンパク質ファミリーに
属するAAAプロテアーゼの１つに分類されている7)。
N末側に１つの膜貫通ドメインを持ち、続いてATPase

ドメイン、プロテアーゼモチーフが並んでいる。FtsH

は六量体の構造をとって機能していると考えられてお
り、膜側にATPase部分が面している。このことから、
F t s Hは膜内にある基質タンパク質の末端を認識し、
ATPase活性によりタンパク質の折り畳み構造をほどき
（アンフォールディング活性）、プロテアーゼ活性に
より膜から引き抜くことで連続的（プロセッシブ）に
基質を分解していると考えられている7 )。シロイヌナ
ズナでは、12のFtsHホモログが確認されており、その
うちの9つが葉緑体で、残り3つがミトコンドリアで機
能すると推定されている8)。また、FtsHの亜鉛結合モ
チーフを欠損し、プロテアーゼ活性を失ったホモログ
FtsHiが５つ存在し、これらも葉緑体に局在すると推
測されている9)。そのうちFtsHi2、4、5は胚発生に関与
し、FtsHi1は葉緑体分裂の異常から多数の葉緑体が生
じるarc1変異の原因遺伝子であることが最近報告され
ている10)。これらの機能解析についても今後の解析が
待たれる。
　チラコイド膜上のFtsHは、系統的にType AとType Bの
二種類のタイプに分けることができ、それぞれのタイ
プのサブユニットから成るABヘテロ六量体を構成し、
ATPaseドメイン、プロテアーゼドメインがストロマ側
に配向している8,11)。ヘテロ六量体構造は、シアノバク
テリアでも報告されており、光合成生物を通じた特徴
的な構造のようである12)。シロイヌナズナでは、Type A

サブユニットはFtsH1とFtsH5、Type Bサブユニットは
FtsH2とFtsH8から構成されており、FtsH2、FtsH5、
F t s H 8、F t s H 1の順に存在量が多いと考えられている
11,13)。特にFtsH2とFtsH5が主要な構成因子であり、その
欠損によりF t s H複合体の存在量が大きく減少する。
F t s Hは、チラコイド膜の形成／維持にも関与するた
め、その欠損は葉緑体の発達異常を引き起こす。この
ため、FtsH2もしくはFtsH5を欠損したシロイヌナズナ変
異体（yellow variegated2 [var2]ならびにvar1）では、葉
緑体の発達異常が生じ、斑入り表現型を示す14,15)。

　var2、var1変異体の特徴として、光ストレスに対し
て脆弱であり、光阻害を起こしやすい点がある14,15)。
またin  vitroの実験系では、FtsH1がD1の断片を分解す
ることが明らかにされ1 6 )、原因遺伝子の同定時から
FtsHが実際に葉緑体内でD1分解に関与することが推
定されていた。しかしながら、斑入り表現型はin vivo

でのFtsHによるD1分解の検証ならびに詳細な解析に
は不向きな点も多い。そこで筆者らは、var2変異体の
斑入り表現型を抑圧する二次的なサプレッサー変異
を導入した変異体を用いて、この問題を解決した17)。
このサプレッサー変異は葉緑体の原核型翻訳開始因
子2（IF2）のアミノ酸置換により生じており、葉緑体
発達時のタンパク質合成と分解のバランスが釣り合う
ことで葉緑体の発達異常が抑制されると考えられてい
る1 8 )。またサプレッサー変異が入った二重変異体も
var2変異体同様に光ストレスに対して脆弱であった。
サプレッサー変異が入った二重変異体を用いて、葉緑
体での新規タンパク質の合成を止める阻害剤リンコマ
イシンの存在下でのD 1分解を解析した結果、強光照
射によって生じるD1の分解がFtsHの欠損により明ら
かに抑制されることが示され、この結果からin  vivoで
のFtsHによるD1の分解を確かめることができた。

3. D1タンパク質分解に関わるプロテアーゼ -Deg-
　FtsHと共に近年のシロイヌナズナを用いた研究から
ATP非依存型のセリンプロテアーゼDegがD1分解に関
与していることが示唆された。シロイヌナズナでは16

のD e gホモログが存在し、これまで5つのD e gプロテ
アーゼ（Deg1、Deg2、Deg5、Deg7、Deg8）が葉緑体
に局在すると報告されている19,20)。これら葉緑体Deg

の局在はストロマとチラコイド内腔に分かれており、
Deg2、Deg7がストロマ側にDeg1、Deg5、Deg8がチラ
コイド内腔に局在し、チラコイド膜にゆるやかに結合
し、膜タンパク質を切断すると考えられている。D1は
N末端をストロマ側に、C末端をチラコイド内腔にし
て、チラコイド膜を膜貫通ヘリックスによって5回横
切る構造をとっている。Degはこれら膜貫通ヘリック
ス同士をつなぐループ構造をストロマ、チラコイド内
腔側それぞれにおいて切断すると推定されている。単
離チラコイド膜を用いたin vitroでの解析から、ヘリッ
クスDとEを結ぶストロマ側のD-Eループの切断にDeg2

が関与していることが示唆された21)。しかしながら、
deg2変異体の解析ではD1分解に異常は認められていな
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いことから、Deg2のD1分解における寄与度は低いと
考えられた22)。Deg7もストロマ側でD1を切断すると
示唆されているが、その分解産物のサイズからヘリッ
クスBとCを結ぶ短いB-Cループを切断するのではない
かと推定されている23)。
　Zhangらの研究によれば、強光条件下において野生
株で検出されるD 1の分解産物がチラコイド内腔側の
Deg5、Deg8を欠損した二重変異体では検出されない。
この結果から、ヘリックスCとDを結ぶC-Dループの切
断に二つのDegが相乗的に機能していることが示唆さ
れた24)。一方、Adamらの研究では、DEG1-RNAi導入
株では光阻害を受けやすくなるとともに、D1のC末端
側に由来する16 kと5.2 kの分解産物が減少し、A-Bルー
プならびにヘリックスEの下流でのD1切断に働いてい
る可能性が示唆された25)。しかしながら、Deg1の発現
減少と共にFtsHやDeg2の発現も減少しており、Deg1の
D1分解における寄与は明確ではない。またDeg1のノッ
クアウト変異体が単離できず、Deg1の他のチラコイド
膜タンパク質分解への関与や光化学系I I構築過程への
関与も示唆されていることから、Deg1はより広範な葉
緑体機能制御に機能している可能性がある。

4. FtsHとDegのD1タンパク質分解における役割
　筆者らの研究では、F t s Hを欠損した変異体では光
阻害が起きないような弱い光条件下（20、100 µmol 

photons m-2 s-1）においても、強光条件下と同様にD1

の分解が遅れることがわかっている17)。したがって、
FtsHは損傷を受けたD1の分解を恒常的に行っている
と思われる。一方で、Degは特に強光条件下で機能し
ているようである23,24)。例えばdeg5 deg8変異体の生育
は強光照射下において明確に阻害されるが、光阻害
が起きないような光条件下では野生株と同等に生育
する24)。またDegにより切断されたD1の分解産物は強
光条件下でのみ検出されており、これらの結果はDeg

が強光下で機能していることを示唆している。実際に
筆者らがFtsHの解析と同様の実験条件でdeg5 deg8変
異体におけるD 1の分解速度を確認した結果でも、強
光条件下では野生株と比較してD 1分解の遅れが認め
られたが、生育光（180 µmol photons m-2 s-1）や弱光
条件下（20 µmol photons m-2 s-1）ではD1分解速度に有
意な差は認められなかった26)。
　このFtsHとDegのD1分解における働きの差は二つの
プロテアーゼのタンパク質分解方法の違いに起因して

いると思われた。すなわち、FtsHは基質タンパク質の
N末端もしくはC末端部を認識してプロセッシブに分
解するエキソペプチダーゼであるのに対し、Degは基
質タンパク質の配列中央を切断するエンドペプチダー
ゼである。この性質の違いは、FtsHが単独でD1の完
全な分解が可能であるのに対し、DegはD1を切断する
のみで、D 1の完全な分解には他のプロテアーゼの協
力が必要であることを示している。そのため、光阻害
が起きないような光条件下でのD1分解では、FtsHが
主要な役割を果たし、F t s H単独では分解が間に合わ
ないような強光下では、DegがD1を断片化し、認識さ
れる末端を増やすことでD 1分解の効率を高めている
というモデルが考えられた27,28)。このモデルを指示す
る実験データとして、後述するように、Degの光依存
的なチラコイド膜への結合や多量体化と立体構造変
化も示唆されている23,29)。
　光合成細菌の結果に目を向けてみると、
Synechocystis sp. PCC 6803では4つのFtsHホモログが存
在し12,30)、そのうちシロイヌナズナFtsH2に相同性の
高いFtsH2（slr0228）とFtsH3（slr1604）がヘテロ六量
体を形成し、光化学系IIの修復、D1分解に関与してい
ると考えられている 3 1 , 3 2 )。一方、D e gホモログは
Synechocystis sp. PCC 6803に3つ存在する。これらは熱
や光といったストレスに応答して機能することが示唆
されているものの、これまでにシアノバクテリアのD1

分解に直接関与するという報告はなされていない33)。
これらの結果は、初期に構築されたD 1分解系では、
FtsHが主要な分解経路であったことを示唆し、植物の
進化過程で光阻害における光化学系II修復機能の強化
が必要となり、DegによるD1の断片化と分解の効率化
の機構が獲得されたことを示しているのであろう。

5. FtsHとDegの協調的なD1タンパク質分解
　それでは、実際に葉緑体内でDegによって切断され
たD 1の断片をF t s Hが分解しているのであろうか？
FtsHがDegによって切断されたD1の断片を分解してい
るのであれば、FtsH2を欠損するvar2変異体では、D1

の分解断片が蓄積しているはずである。この予想に基
づいて、筆者らはまず、D 1の分解断片の検出を試み
た。しかしながら、これまでD 1分解を解析していた
実験条件では分解断片は検出できなかった。そこ
で、さらに強い光を照射できるL E D光源を利用し、
2500 µmol photons m-2 s-1の光強度で1時間処理した葉
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からタンパク質を抽出し、感度の高いウエスタンブ
ロット検出試薬を用いて検出した結果、D 1の分解断
片を検出することができた26)。図1に示すように、D1

のN末端を認識する抗体を用いた解析では、約18 kの
分解産物が蓄積しており、C末端を認識する抗体を用
いた解析では、約12 kと16 kのふたつの分解産物が検
出された。またこれら分解産物がセリンプロテアー
ゼ（Degはセリンプロテアーゼ）の働きによって生成
されたものか確認するために、セリンプロテアーゼ
の阻害剤である4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl 

fluoride (AEBSF) で処理した後に同様の実験を行っ

た。その結果、AEBSF存在下ではD1の分解断片は検
出されず、分解断片がDegよって生成されたものであ
ると強く示唆された26)。
　検出されたD1断片のサイズから予想すると、N末端
を認識する抗体で検出された18 kのバンドとC末端を
認識する抗体で検出された16 kのバンドは、C-Dルー
プで切断された産物と考えられた。また、C末端を認
識する抗体で検出された12 kのバンドはD-Eループで
の切断により生じたと考えられた。先に述べたよう
に、チラコイド内腔側のC-Dループの切断にはDeg1、
Deg5、Deg8が、ストロマ側のD-Eループでの切断に
はDeg2がそれぞれ関わると示唆されている21,24,25)。こ
のうちDeg1は広範な葉緑体機能制御に機能している
可能性があり、Deg2はin vivoでの明確な表現型が観察
されていない。そこで私達はD e g 5、D e g 8の働きと
FtsHによるD1分解に焦点を絞って、var2  deg5 deg8三
重変異体を作成し、解析を行った。光化学系Ⅱの最大
光量子収率Fv/Fmの強光感受性を指標に強光ストレス
耐性を調べた結果、var2 deg5 deg8三重変異体はvar2

変異体やdeg5 deg8二重変異体よりさらに光阻害を受
けやすく、光ストレスに対してより脆弱であることが
示された。またvar2変異体同様に斑入りの表現型を示
し、Deg5、Deg8の欠損が斑の形成には直接関わらな
いことが示された。このようなvar2 deg5 deg8三重変
異体でのD 1分解断片の検出を行った結果、N末端側
D1抗体で検出される18 kのバンドとC末端側D1抗体で
検出される16 kのバンドが明らかに減少しており、こ
の分解断片のバンドがDeg5、Deg8の働きにより作ら
れることが示された26)。以上の結果から、Degプロテ
アーゼの働きにより生成されたD1の分解断片がFtsH

によってさらに分解されていることが確かめられ、葉
緑体内でのDegとFtsHによる協調的なD1分解モデルが
確認された（図2）。

6. プロテアーゼの機能調節と基質認識
　筆者らの研究結果も含め、この10年余りのシロイヌ
ナズナ変異体を用いた解析から、D1分解に関与する主
要なプロテアーゼとそのホモログはすべて出揃ったと
考えられる。それでは、プロテアーゼはどのように損
傷を受けたD1を認識し、分解しているのだろうか？
　FtsHによるタンパク質の分解には、ある程度（20残
基程度）のアミノ酸末端が必要であり、基質タンパク
質のアミノ酸末端が何らかの理由でアンフォールド
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図1  var2変異体でのD1分解断片の蓄積
野生株とvar2変異体の成熟葉に生育光と非常に強い光を１時
間照射した後、膜タンパク質を抽出し、D1のN末端側もしく
はC末端側を認識する抗体を使用してウエスタン解析を行っ
た (A)。真ん中のパネルはD1の分解断片を検出するために、
D 1本体の強いシグナルが入らないようアルミホイルで隠し
た後、露光したもの。強光を照射したvar2変異体のサンプル
では、D1の分解断片が検出された。同様の実験をセリンプ
ロテアーゼ阻害剤であるAEBSF存在下で行った結果では、
D1の分解断片の量が大きく減少している (B)。（Kato et al.26)

より許可を得て転載）



の状態になれば基質を認識し、分解がはじまると考
えられている。D 1も光によって損傷を受けた際に、
立体構造に何らかの変化を起こし、それが分解の引
き金になっているようである。実際に、シアノバクテ
リアのD1分解に関する研究では、D1のN末端側の20

アミノ酸残基を除いた改変D 1の分解が阻害されると
いう報告がされており34)、葉緑体内でも同様にN末端
側のアンフォールディングをF t s Hが認識し、分解を
行っていると考えられる。
　一方、FtsHがアンフォールディングしたD1を認識す
るためには他の因子が必要である可能性がある。大腸
菌ではFtsHは六量体構造をつくるだけではなく、別の
タンパク質複合体（HflKC）と結合し、1000 k以上の
巨大複合体（FtsHホロ酵素）として機能している35)。
また酵母のミトコンドリアでもHflKCに類似するタン
パク質であるProhibitinと複合体を形成し、機能してい
ることが明らかとなっており、これらFtsHと複合体を
形成するHflKC/Prohibitin複合体は、FtsHの基質選択の
調節因子として機能していることが示唆されている
35)。しかしながら、葉緑体ではこれらHflKC/Prohibitin

に対応するタンパク質やFtsHの巨大複合体構造は未だ
確認されていない。このため、葉緑体でのFtsHの基質
選択に関与する他の因子が存在するかどうかは、今
後、興味深い課題の１つであろう。これとは別に、
FtsHの機能がレドックス調節やリン酸化によって制御
されている可能性も示唆されている。具体的には、葉
緑体のチラコイド膜内腔におけるレドックス調節に関
わるチオレドキシン様タンパク質HCF164により還元
される標的タンパク質としてFtsH2とFtsH8が36)、リン
酸化を受けるタンパク質としてFtsH1とFtsH5が報告さ

れている37,38)。これらのシグナルによるFtsHの機能調
節は明らかではないが、FtsHの還元／リン酸化による
修飾とプロテアーゼ機能の活性化は、今後、検討すべ
き課題の１つである。
　D e gの機能調節については、生化学的な解析から
Deg1がpH依存的に多量体化していることが示されて
いる。この結果では、pH 8で不活性型のモノマーとし
て存在しているDeg1が、酸性条件pH 6では六量体構造
をとり、活性型となることが示された29)。光合成の際
にチラコイド膜内腔の酸性化が進むとDeg1が活性型と
なり、D1の切断に寄与していると考えられる。またス
トロマ側では、チラコイド膜近辺に存在すると考えら
れるDeg7のチラコイド膜への局在が強光条件下におい
て促進することが示された2 3 )。これらの結果から、
Degはその局在やオリゴマー形成によって活性を制御
し、光条件に応じて機能的になることでD1を分解して
いると推定され、今後の更なる解析が待たれる。

7. おわりに
　筆者らの最近の論文では、もうひとつ興味深い現
象を提示している。それは、FtsHが欠損したvar2変異
体において、主にストロマに存在するClpプロテアー
ゼの膜への局在が増加している点である26)。このClp

プロテアーゼの膜局在化は、v a r 2変異体だけではな
く、長時間、強光ストレスに晒した野生株でも観察
することができた39)。ClpプロテアーゼはFtsH同様に
ATP依存型のプロテアーゼであり、タンパク質の構造
をほどきながら連続的にタンパク質分解を行う。どの
ようなメカニズムでClpプロテアーゼが膜に局在する
ようになるかは不明であるが、その機能の相同性か
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図2  二つのD1分解経路
損傷を受けたD1は、通常はFtsHによりN末端側から分解される。強光条件下ではこれに加えて、Degがストロマ側、ルーメン側
でD1を切断し、FtsHによって認識される末端部を増やすことで基質認識を容易にし、分解効率を高めていると考えられる。



らFtsHの役割を補っていることが考えられる。葉緑体
の中では、それぞれのプロテアーゼが互いに機能を
相補しつつ、協調的に働くと考えられ、多様に変化す
る生理的条件下でその局在や活性を補完しあってい
るのだろう。タンパク質の分解、品質管理に関する研
究では、ようやく主要なプロテアーゼの役回りがわ
かってきたところであり、解明すべき課題がまだ多く
残されている。特に基質認識や活性の制御といった点
は興味深い研究テーマであり、今後、筆者らの研究
室でも取り組んでいきたい課題である。
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