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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナ葉緑体のKEA1-KEA6の内向きおよび外向きのK輸送活性の両方向への輸
送活性を有することを明らかにした．また， KEA3の輸送活性増強変異体であるdpgr （KEA3-G422R）は，野生型
よりも大きい比輸送活性をしめした，生理的な結果と一致することが明らかとなった．また，藍藻のNa/Hアンチ
ポーターのNhaS1-NhaS6のNaとHの交換輸送活性を検出した．この中で，チラコイド膜に存在する輸送体も明らか
となり，光合成機能が上昇する強光環境において必須となるNhaSが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：We showed that Arabidopsis chloroplasts possess both influx and efflux of 
K-transport activities in KEA1-KEA6. In addition, the mutant, dpgr (KEA3-G422R), exhibited increased
 spectifc transport activity, compared with that of the wild type KEA3, consistent with 
physiological results. We also detected the Na and H exchange transport activity of the 
cyanobacterial Na/H antiporters, NhaS1-NhaS6. Some of NhaS located in the thylakoid membranes, and 
played an essential role in photosynthetic function under high light conditions.

研究分野：電気生理学

キーワード： 膜輸送体　膜電位　プロトン駆動力　イオン　チラコイド膜
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光合成の明反応は葉緑体や藍藻で行われており，両者の長所を生かして詳細な検討をすすめた．チラコイド膜に
おけるプロトン駆動力の形成に必要なNaやK輸送体を同定して，イオン輸送活性を明らかにした．このことによ
り，チラコイドの膜電位形成には，H以外のNaやKなどの陽イオンが関与しており，その輸送体の実体の一部が明
らかにされた．これらの輸送体が光エネルギーの変換でチラコイド膜に蓄積される電気化学エネルギーの生成と
変換に重要な役割を担うことが示された．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ① 研究の学術的背景                                 
 H駆動力は膜内外の H勾配(ΔpH)と膜電位(Δψ)の和に近似されており、葉緑体やラン藻の
チラコイド膜では、H勾配の H駆動力への貢献が大きい。チラコイド膜を介したΔpHは、光
リン酸化反応に関与する光化学系や H 輸送体(シトクロム b6f 複合体, NDH,ATPシンターゼ)
の活性のバランスにより維持される。一方、膜電位に関しては電子伝達複合体の機能の解析は
すすめられているが、イオン輸送体の同定がすすんでいないためその調節機構は未知である。
また、Hの膜内外の移動を埋め合わせる陽イオン移動に関する知見も乏しい。一方、最近にな
り、シロイヌナズナのチラコイド膜に 2種類の K輸送体(KEA3と TPK3)が局在することが報
告された。このホモログとしてラン藻には NhaS3 がチラコイド膜に存在していると予想され
る。これらは、H濃度勾配から膜電位への置換、膜電位の解消の他に、過剰な電気化学的ポテ
ンシャルを熱散逸するための脱共役(アンカップリング)の役割を受け持つと考えられる。光リ
ン酸化反応に関わる H 輸送機構に関する知見に加えて、膜電位成分調節の実体の解明が H 駆
動力の形成と消費の理解に必須である。 
 膜の駆動力は動物細胞と植物細胞・微生物で根本的に異なる。動物細胞は Na+駆動力が主体
であるが、植物と微生物には Na/Kポンプがなく、H-ATPaseが H濃度勾配を形成して共役す
る K 輸送体が膜電位成分を形成に寄与する。このため植物・微生物は H 駆動力が一般的であ
る。この動物細胞と植物細胞・微生物の違いは、Kチャネルや Na/Hアンチポーターのイオン
輸送方向が基本的に互いに逆という性質にも反映されている。植物・微生物には、Kチャネル
の他に動物にはない K取込み系輸送体が膜電位形成や浸透圧調節に機能している。この差異の
ために、動物細胞の輸送体の知見を植物・微生物や葉緑体の輸送体にそのまま適用することは
できない。葉緑体と光合成微生物のイオン輸送の知見が蓄積しており、チラコイド膜にも複数
のイオン輸送体が機能していると考えられている。しかし、H輸送以外のイオンの輸送に関す
る情報と膜電位成分に関する報告は限られている。 
 
２．研究の目的 
光合成電子伝達反応の舞台となるチラコイド膜ではプロトン駆動力の形成と消費が起こる。
電子伝達による H 勾配形成機構の解明はすすんでいるが、もう一つの H 駆動力の成分の膜電
位形成と分配を制御するイオン輸送は未知な点が多い。本研究は、H駆動力成分を制御するイ
オン輸送体の同定とその活性の評価を行い、光合成電子伝達反応と協奏・共役的または脱共役
的に機能することで、H駆動力と調節にかかわるイオン輸送系の解明をめざす。H濃度勾配と
膜電位の両成分の形成に関わるラン藻・植物の Na/Hおよび K/Hアンチポーターの局在性と機
能測定、機能不明の藍藻の Kチャネルと葉緑体の陰イオンチャネルの藍藻ホモログ輸送体の局
在性と機能を測定する。また、他の班が解析をすすめる光合成電子伝達系の H輸送活性の検出
を行い、光合成電子伝達反応との協関を検討する。上記により不明な点の多いチラコイド膜の
イオン輸送体を調べることで、過剰に蓄積した H 駆動力の解消に関わる脱共役系や H 勾配成
分から膜電位成分への変換系を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
 シロイヌナズナの変異株をストックセンターより取り寄せ，ホモ化をすすめた．藍藻変異株
は相同的組み換えによって作成した．申請者らが構築した測定方法を中心に遂行した．イオン
輸送体の機能測定と細胞内元素測定：研究代表者の研究室で構築している電気生理学的測定，
大腸菌の反転膜小胞を用いた輸送活性の蛍光測定と細胞内の元素濃度を調べた．藍藻の陰イオ
ンチャネルをコードすると推定される sll1024 の出芽酵母液胞膜での発現には GAP プロモータ
ーを用いた。当該遺伝子産物の局在の確認は当該遺伝子産物の C 末に GFP を融合させ、GFP 蛍
光を観察することで行った．パッチクランプ解析に用いるチラコイド膜からなる bleb の調製は、
既報に基づいて行った。調製した bleb がチラコイド膜由来であることをクロロフィル由来の蛍
光によって確認した．シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803 と Thermosynechococcus 
vulcanus を用いて、物質生産や環境応答にかかわる遺伝子を同定もしくは改変することで、光
合成機能との関連を調べた． 
 
４．研究成果 
 シロイヌナズナ葉緑体の KEA1-KEA6 の輸送活性の決定は生理学的役割に関する知見に強く貢
献することとなるが，ほとんど測定結果は見られない．KEA1-KEA6 の輸送活性を大腸菌変異株
に発現して，直接測定した．この結果，内向きおよび外向きの K輸送活性の両方向への輸送活
性を有することを明らかとなった．一方，予想されていた K/H 加えてアンチポーター活性は検
出できなかった．このことは，本来アンチポーター活性を持たないことが考えられるが，補助
因子が必要など他の条件に依存している輸送体である可能性が考えられた．さらに，KEA3 の輸
送活性増強変異体である dpgr （KEA3-G422R）について検討した．大腸菌の発現量を測定して，
比輸送活性を求めたところ，生理的な結果と一致することが明らかとなった．Naの透過性につ
いても検討したところ，ほとんど輸送活性が認められなかった．KEA3 の C末端領域には輸送活
性を調節する部位が存在しており，K輸送を阻害することが推定されている。この C末端領域
を削除したタンパク質を作成して大腸菌において輸送活性を調べたところ，輸送活性は輸送活



性の調節に関与する結果は得られなかった．また，アンチポーターに保存されている DD配列が
Na と K の選択制に関与すると予想する報告がある．この DD を他のアミノ酸に置換して輸送活
性を調べたが，Naと Kの輸送選択性に変化はなかった．K輸送活性を測定するとともに，タン
パク質量をウエスタン解析により定量した．単位分子あたりの K輸送活性が野生型より大きい
ことが分かった．（研究代表者） 
 藍藻は高塩性であることからナトリウムの輸送活性を持つ可能性が考えられるとともに，光
合成や生理機能にナトリウムがどのように関係するかを検討した．その結果．強光環境では Na
が必要であることが分かった．シロイヌナズナ KAE1-KEA6 のホモログである藍藻の Na/H アンチ
ポーターのナトリウムの内向きおよび外向きの輸送について検討した．また，ナトリウムとプ
ロトンのアンチポーター活性についても大腸菌の反転膜を調製してアクリジンオレンジを用い
た蛍光の消光測定 を行った．NhaS1-NhaS6 の Na と H の交換輸送活性を検出した．藍藻に存在
する Kチャネル，Na/H アンチポーター，Cl チャネルの合計 16種類のイオン輸送体に関して細
胞内局在性を検討した。構造遺伝子の下流に GFP を融合したタンパク質を作成してその遺伝子
を藍藻に導入後に，形質転換体を抗生物質含有培地で選択した．獲得した導入株を用いて，シ
ョ糖密度勾配遠心法により細胞膜とチラコイド膜を分離した．GFP 抗体を用いた抗体検出によ
り局在性を調べた．NhaS3 は 2009 年の報告のとおり，チラコイド膜に存在することが明らかに
なった．また，光合成活性に関する nhaS1-nhaS6 の寄与を明らかにする目的で，PAM 蛍光法を
用いてプロトン駆動力に影響を与えるアンチポーターを検討した．これまでの研究からチラコ
イド膜に局在する NhaS3 の変異株の変化を検討するとともに，他の NhaS1- NhaS6 について測定
を行い，NhaS がプロトン勾配と膜電位に作用することにより，光化学系伝達に影響を与えるこ
とを示唆する結果を獲得した．藍藻の Na/H アンチポーター変異株に pHをモニターするセンサ
ータンパク質を発現させて細胞内の pH を計測した．野生株の細胞質と比較して変異株ではアル
カリ化していることが分かった．また，強光で誘導される遺伝子発現も nhaS 変異株では野生株
よりも低下していた．（研究代表者） 
 孔辺細胞の原形質膜で機能する KAT1 チャネルのイオン電流の化合物の添加の有無による変
化を測定し野生型チャネルと比較して，イオン電流値の低下が検出され阻害活性を確認した．
気孔の開度に関しても本化合物の添加で気孔の開度の変化が検出した. 藍藻のシステインパー
スルフィドの合成に関わる可能性のある酵素遺伝子の変異株を取得して，表現型の一つとして
光合成活性を検討し野生株との差を検出した．（研究代表者） 
 藍藻の陰イオンチャネルをコードすると推定される sll1024 を出芽酵母液胞膜に異種発現さ
せパッチクランプ法で解析した．その結果、これまで実験的には機能が同定されていなかった
当該遺伝子産物が電位依存性チャネルであることが明らかになった。チラコイド膜に存在する
光合成に関連するイオン輸送体の解析にはパッチクランプ法による whole チラコイドモードは
これまでに報告がない。シロイヌナズナ由来チラコイドより調製した bleb を用い、whole チラ
コイドモードの実現に成功した。（川崎分担者） 
 ソルビトール生産の最適化を検討する過程で、中間代謝物の蓄積が光合成増殖を遅らせてい
ること、新しく見いだした酵素（ソルビトールリン酸ホスファターゼ）を共発現することで増
殖阻害を解消できることを示した。アスタキサンチン蓄積の最適化を検討する過程で、光合成
の光化学系 Iに多数のキサントフィルが挿入されていることを見いだした。好熱性シアノバク
テリアの環境応答にかかわる cAMP シグナル経路と c-di-GMP シグナル経路のクロストーク因子
を同定した。これらの経路は温泉における光と温度への適応順化にかかわると推定している。
細胞外多糖として新規の硫酸多糖とその合成系を同定した。これはシアノバクテリアの塩や温
度への環境順化にかかわると推定した．（池内分担者） 
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