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研究成果の概要（和文）：光合成の制御に特に重要な要素である「還元力の分配機構」を理解するために、①光
合成生物のレドックス応答タンパク質の動態のリアルタイムの解析、②光合成生物の細胞内レドックス動態のリ
アルタイム解析、③レドックス関連小分子の動態解析、④チオレドキシンのレドックスに応じた動態のリアルタ
イム解析、⑤植物細胞内の酸素濃度測定系の開発、の5項目について研究を実施した。その結果、葉緑体のレド
ックス制御の鍵タンパク質であるチオレドキシンの特異性とNTRCタンパク質のレドックス制御因子としての重要
性の解明、細胞内におけるグルタチオンの制御因子としての機能の解明、新規酸素センサータンパク質の開発な
どの成果を上げた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the significance of the redox regulation 
system in chloroplast, which governs the photosynthetic function, by using the biochemical and 
physiological analysis methods. Consequently, we revealed the specificity of chloroplast thioredoxin
 proteins, which are the key proteins for redox regulation, and the significance of NTRC. In 
addition, we succeeded the development of the new oxygen sensor protein, which is applicable to 
detect intracellular oxygen gas in vivo.
   

研究分野： 植物生化学、生体エネルギー変換
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１．研究開始当初の背景 
光合成の電子伝達装置は、水の酸化によって
還元力（NADPH）を得ると同時に、分子状酸
素を発生し、さらに電子伝達と共役して ATP
を生産している。NADPH と ATP は炭酸同化
反応に用いられるが、環境の変動によって還
元力の需給バランスが崩れれば、余剰の還元
力が酸素と反応して活性酸素種(ROS)が生成
し、結果的にこれが生体内の重要な分子装置
を破壊するなど、光合成生物は深刻な危険に
曝されると考えられる。 
このような事態を避けるために、光合成生

物は還元力と酸化力の生成に関する精緻な
制御機構と、酸化力に対する堅固な防御機構
を備えている。細胞内の酸素濃度とレドック
スバランスは密接な関係にあると考えられ
るが、意外にも細胞内の酸素濃度が直接測定
された例はこれまで皆無であった。さらに、
光合成条件下での細胞内レドックス状態の
変化や、個々のレドックス応答タンパク質の
動態も、最近になってようやく研究が始まっ
たところである。 
細胞内のレドックスを管理するシステム

の中枢を担っているのは、チオレドキシン
(Trx)を中心とするレドックスネットワーク
である。Trx は分子内にジスルフィド結合を
形成可能なひと組のシステインペアを持つ
タンパク質である。植物の葉緑体の Trx が炭
酸同化系の酵素のレドックス調節を行うこ
とは、1980 年代から知られていた。しかし、
Trx の細胞内での役割に関する情報はこれま
で限定的であった。また、炭酸同化に用いら
れる還元力と、上記の調節に用いられる還元
力のバランスに関するデータは、これまで皆
無である。 
我々は、2001 年に生体内の Trx 標的タンパ

ク質を網羅的に解析する方法を開発した。以
来、多くの研究者により葉緑体、多くの光合
成生物や種々のオルガネラ、大腸菌等で Trx
と相互作用するタンパク質の網羅的な解析
が進められ、生体内でレドックス関連タンパ
ク質が Trx を中心として大きなネットワーク
を形成していることが明らかになって、先述
したレドックスネットワークという新たな
概念が生まれた。しかし、光合成条件下での
レドックス応答タンパク質やレドックスネ
ットワークの動態は未解明のままであった。 

 
２．研究の目的 
上記のような背景の下、本研究では、生体

内のレドックス動態の視点から光合成機能
の制御機構に着目し、酸素発生型光合成生物
が様々な環境条件に対応するために、どのよ
うな仕組みを使って生体内の電子の流れを
調節し、光合成機能を調節しているのかを分
子レベルで明らかにすることを目指した。そ
のために、(1)光合成生物のレドックス応答タ
ンパク質の動態のリアルタイム解析、(2)光合
成生物の細胞内のレドックス動態のリアル
タイム解析、(3)光合成生物細胞内のレドック

ス関連小分子の動態の解析、(4)レドックス制
御に中心的な役割を果たす Trx の細胞内動態
のリアルタイム解析、および、(5)植物細胞内
あるいはオルガネラ内の酸素濃度の測定系
の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 光合成生物のレドックス応答タンパク質
の動態のリアルタイム解析 
本研究項目では、レドックスネットワーク

を構成するフェレドキシン -Trx 還元酵素
（FTR）、複数の Trx アイソフォーム、および、
その関連タンパク質について、それぞれの組
換え体蛋白質を得て、試験管内で直接還元力
の受け渡しを再現し、反応速度論解析を行う
ことによって、還元力伝達経路の実体を明ら
かにすることを目指した。 
 
(2) 光合成生物の細胞内のレドックス動態の
リアルタイム解析 
本研究項目では、蛍光タンパク質 GFP をベ

ースとして、酸化還元応答機能を付与した誘
導体タンパク質を作成し、これを光合成生物
の細胞内に導入して、光環境条件変化などに
応じた細胞内レドックス環境の変化を直接
モニターすることを目指した。 
 
(3) 光合成生物細胞内のレドックス関連小分
子の動態の解析 
本研究項目では、グルタチオンなどレドッ

クス関連小分子の動態と酵素の機能調節な
ど、その機能に着目して研究を実施した。実
験系を単純化するため、動物細胞も利用した
実験を行った。 
 
(4) レドックス制御に中心的な役割を果た
す Trx の細胞内動態のリアルタイム解析 
本研究項目では、葉緑体内が光学顕微鏡で

直接観察可能になるほどの巨大葉緑体を調
製することの出来るヒメツリガネゴケ原糸
体を利用し、ヒメツリガネゴケの Trx に蛍光
タンパク質GFPを融合させた蛍光Trxを原糸
体に導入した。この形質転換コケの原糸体内
を直接共焦点レーザー顕微鏡で観察し、Trx
の葉緑体内動態のリアルタイム可視化を試
みた。 
 
(5) 植物細胞内あるいはオルガネラ内の酸
素濃度の測定系の開発 
本研究項目では、細胞内あるいは葉緑体内

に直接発現させて、局所の酸素濃度に応じた
蛍光シグナルの変化を示す新規酸素センサ
ータンパク質を開発し、光合成条件下での光
合成生物の局所の酸素濃度の測定を目指し
た。 
 
そして、これらから得られた知見と統合して、
生体内における還元力分配のルールの解明
に迫った。 
 



図１．葉緑体の NTRC を介した還元力伝達経路 

図２．Anabaena の NTRC を介した還元力伝達経路 

４．研究成果 
(1)では、葉緑体 Trx アイソフォームの還元経
路、および、Trx から下流への電子伝達経路
の速度論的な解析を行った。葉緑体 Trx のア
イソフォームについては、標的酵素の特異性、
および、同一の酵素でも複数のシステインペ
アの標的特異性の存在を明らかにした（発表
論文①）。また、緑色植物ミトコンドリアの
レドックスタンパク質であるリンゴ酸脱水
素酵素の活性制御の分子機構を解明した（発
表論文②）。シロイヌナズナ葉緑体に発現し
ている NTRC（NADPH-Trx 還元酵素ドメイン
と Trx ドメインからなるハイブリッド酵素）
が従来知られていた FTR－Trx 還元力伝達経
路とは独立に還元力伝達の経路を構成して
いること、この経路が最終的に還元力を供給
する相手タンパク質が FTR-Trx経路とは異な
ること、両者は補完的に葉緑体内のレドック
ス制御ネットワークを構成していることを
明らかにした（発表論文③）（図１）。 

また、FTR から Trx アイソフォームへの還元
力伝達の速度論的な解析により、FTR の特異
性を解明した（発表論文⑤）。 
さらに、糸状性シアノバクテリア Anabaena 

sp. PCC7120 を材料として NTRC の生理機能
を調べ、この酵素が抗酸化ストレスシステム
として重要な機能を持っており、細胞内では
2-Cys ペルオキシレドキシンに特異的に還元

力を伝達することを明らかにした（発表論文
④）（図２）。 
 
(2)では、新規に還元によって蛍光が消光する
酸化還元応答蛍光タンパク質、および、酸化
還元状態に応じて蛍光スペクトルが変化し
見かけの色が変わる蛍光タンパク質の開発

に成功した（学会発表済、論文準備中）。さ
らに、二種類の蛍光タンパク質をチオレドキ
シンが標的とするジスルフィド結合を有す
る紐状のタンパク質で接続することにより、
酸化還元に応じて構造変化し FRET 効率を変
化させる新規のレドックス応答タンパク質
を開発した。このタンパク質が有するジスル
フィド結合は、ｆ型およびｍ型のチオレドキ
シンに対して還元の特異性を有するため、こ
れらのチオレドキシンアイソフォームの細
胞内動態を蛍光変化によって調べることが
可能になった（学会発表済、論文準備中）。 
 
(3)では、細胞内動態の検出がより簡便な動物
細胞の実験系を実施例として、グルタチオン
に着目し、酸化修飾を受けた酵素の再還元に
働くシステムの存在を確認した。そして、酸
化 的 修 飾 を 受 け た 6-Pyruvoyl-tetrahydro 
pterin synthase (PTPS)が、生理的濃度の還元型
グルタチオンによって還元されることを明
らかにした。培養細胞を酸化ストレス条件下
で培養すると PTPS の酸化的修飾が促進する
こと、酸化ストレスを除くことで還元される
ことを明らかにした。 
 
(4)については、ヒメツリガネゴケを材料とし
て、この植物のｆ型およびｍ型のチオレドキ
シンの遺伝子に緑色蛍光タンパク質 GFP、お
よび、(2)で開発した様々な誘導体タンパク質
を標識として接続した形質転換プラスミド
を作成し、名古屋大学遺伝子実験施設の杉田
護教授の協力を得て、これらのタンパク質を
葉緑体内で発現するヒメツリガネゴケの形
質転換体を得た。アンピシリン存在下で生育
させると、ヒメツリガネゴケ原糸体内では葉
緑体の分裂が起こらず、細胞内に巨大な葉緑
体が観察される。これを利用して、葉緑体内
におけるチオレドキシン動態を蛍光の変化
として直接観察する実験系の構築を目指し
た。しかし、共焦点レーザー顕微鏡で輝点を
捉えるのに十分な発光強度を示す形質転換
植物が得られないため、明暗条件でのチオレ
ドキシン動態の直接観察には成功していな
い。 
 
(5)植物細胞内の酸素濃度測定系の新規開発
については、最近の持っているヘムタンパク
質と GFP を特殊なリンカーで接続すること
により、ヘムの酸素結合による吸収スペクト
ルの変化を利用して隣接する蛍光タンパク
質の蛍光を吸収する新規酸素センサータン
パク質の開発に成功した。リンカー部分の配
列を最適化することによって、最終的には酸
素の有無によって蛍光強度比が 2 倍以上変化
する高感度なセンサータンパク質を開発し
た（特許申請中、論文投稿中）。 
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