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研究成果の概要（和文）：植物の炭素・窒素・硫黄の無機物同化の代謝ネットワークの酵素群と

電子キャリアーであるフェレドキシンから構成される電子伝達複合体の成り立ちを、生化学的

手法と構造生物学的手法により明らかにするとともに、それぞれの酵素蛋白質のノックアウト

やノックダウン植物を作製して、個体レベルでのレドックス代謝系の駆動状況を解析した。そ

の結果、光合成のレドックス代謝の分子装置の作動機構に電子分配の観点から新知見を提出し

た。 

 

研究成果の概要（英文）：Formation of electron transfer complexes of ferredoxin and 

ferredoxin-dependent redox enzymes involved in carbon, nitrogen and sulfur assimilation 

has been studied through biochemical and structural biological analyses. Knock-out and 

knock–down plants of the corresponding enzymes and ferredoxin were also produced to study 

their functions at in vivo level. Combined results give a new insight into the electron 

partitioning via the molecular machineries of ferredoxin and related enzymes in 

photosynthesis.  
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１．研究開始当初の背景 

 研究開始当初は、電子キャリアーであるフ
ェレドキシン（Fd）依存性の酸化還元酵素・
蛋白質群を、植物体の組織抽出物や葉緑体画
分から Fd に対する親和性を利用して取り出
し、得られた分画をプロテオーム解析し、ゲ

ノム情報を活用して分子種の網羅的同定を
行っていた。高等植物では Fd が遺伝子ファ
ミリーを形成しており、植物組織ごとのパー
トナー酵素群との組み合わせにおいて、機能
の差異があることも見出していた。この Fd
分子種別やプラスチド種類別の解析により、
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植物体全体の状況を把握することが重要だ
と考えていた。具体的には、Fd:NADPH 酸化還
元酵素（FNR)、亜硫酸還元酵素（SiR)、亜硝
酸還元酵素（NiR）、グルタミン酸合成酵素
（GOGAT）、及びそれとサイクルを形成して働
くグルタミン合成酵素（GS)について、生化
学的解析や構造解析を行うため、組換え分子
の発現・精製、結晶化を行ない、結晶構造解
析やNMR解析の結果により本研究課題の主軸
となる知見を得つつあった。植物のレドック
ス代謝系のネットワークの構成員である
個々の蛋白質がどのように組み合わされて
分子マシナリーが出来上がっているのかを、
またそれらがどのように生体反応を駆動す
るのかを、in vitro での機能評価を行うとと
もに、植物の代謝系の駆動状況を解析して、
生理的状況下での作動原理を明らかにする
段階に進むことを目指して、本研究提案を
行ったものである。 
 
２．研究の目的 

植物の独立栄養機能を分子レベルで理解

し、制御機構を解明する研究は、ポストゲ

ノムやプロテオミクス時代の基礎植物科学

の重要課題であると再認識されている。そ

の知見は応用的観点からも波及効果が大き

いと期待される。本研究は、光合成の同化

機能を司る酵素・蛋白質群を研究対象とし

た。そして、植物生化学と構造生物学に十

分な実績を持つ研究者が連携して、蛋白質

の構造・機能研究の知見を植物個体レベル

に適用して新たな研究を展開することを目

指して、プラスチドのレドックス代謝の制

御機構を明らかにしたものである。具体的

には、炭素・窒素・硫黄の無機物同化の代

謝ネットワークの酵素群に光還元力を供給

する電子伝達複合体の構造をこれまで明ら

かにして来ているので、それに基づく新し

い分子装置を作製して in vitro での機能評

価を行うとともに、それを導入した形質転

換植物の代謝系の駆動状況を解析して、生

理的状況下での作動原理を明らかにしたも

のであった。そして、本研究を蛋白質の構

造生物学から個体の生理学にまたがる学際

領域の植物科学研究として位置づけて、研

究成果を発信しようとするものである 

 
３．研究の方法 

（１）分子レベルの研究では、多くの改変

体を葉型の Fd と FNR、根型の Fd と FNR、

NiR、SiR、GOGAT で作製し、順次解析を

進めた。Fd/SiR と Fd/GOGAT の共結晶にも

取り組んだ。その中で Fd と FNR を人工的に

融合させた分子種も作製し、Fd と FNR の配

向位置と電子伝達の関係を解析できる系も

立ち上げた。これらの電子伝達複合体につい

ては X 線結晶構造解析を行うとともに、その

知見をもとに、分子間相互作用領域の部位特

異的改変を行い、分子間相互作用を生化学的

に検証する実験も行った。 

 （２）個体レベルの研究については、アラ

ビドプシスを用いて、RNAi 植物や T-DNA

挿入変異植物の作製やスクリーニングを行

った。葉型の Fd をノックダウンした株、2

種類の FNR のうち一方の欠損株、トウモロ

コシ FNR を新たに導入した株を作製して、

葉緑体での局在性、光合成電子伝達鎖の駆動

状況や還元力の炭素・窒素同化への配分比率

を解析した。 

 
４．研究成果 
 植物の光合成で生じる強い還元力は、電子

キャリアー蛋白質であるフェレドキシン

（Fd）を電子供与体とする炭素、窒素、硫黄

等の同化を司るレドックス代謝ネットワー

クに供給される。この物質同化の特性とそれ

を支える酵素蛋白質の作動原理を、電子の分

子間授受と葉緑体内での還元力の分配機構

という切り口から解明することを目指して

研究に取り組んで来た。 

下図にその概要と、各種酵素と Fd との蛋白

質複合体の構造を示している。これらはすべ

て、本グループが明らかにした、あるいは決

定中のものである。 

 

以下にその成果を具体的に記した。 
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（１）分子レベルの基礎的研究 

①Fd:NADPH 酸化還元酵素(FNR)、亜硫酸

還元酵素（SiR）、グルタミン酸合成酵素

（GOGAT）は、Fd との間で電子伝達複合

体を作り、その際には酸化還元中心間の距

離は 6Å-18Åとなって電子の授受が直接

行なわれる。 

②Fd は多くの酵素との分子間相互作用

領域を分子表面に広く備えている。一方、

酵素群は分子サイズが Fd よりはるかに大

きく酸化還元中心の種類も多様であり、共

通した Fd の結合モチーフはない。酵素毎

に特有の結合部位が存在して、Fd と複合体

を形成すると考えられる。 

③葉緑体内でのFdの濃度は数10μMから

100μM である。電子授受のパートナーとな

る酵素群の総量は、Fdと同程度かそれ以上

であると見積もられる。Fd がまんべんなく

酵素群に行き渡るわけではないので、各々

の酵素が電子キャリアーをめぐって競争関

係にあると推定される。 

④Fd と酵素の複合体の解離定数は酵素

ごとに異なるが、数μM から数 10μM の

範囲内にあり、全体として比較的弱い相互

作用である。酵素側に Fd との親和性に変

化が生じる状況が葉緑体内で起こるならば、

レドックス代謝を駆動している電子分配に

大きな影響が生じる。 

⑤GOGAT はグルタミン合成酵素（GS）

と酵素サイクルを構成しており、アンモニ

アを炭素骨格である 2-OG を受容体として

アミノ酸へ取り込む。このサイクルは炭

素・窒素同化の連結点にあり、還元力供給

が同化バランスを制御する重要な要因とな

っている。 

（２）個体レベルの研究 

 ①３種類の Fd イソ蛋白質を個々にノック

ダウンした Arabidopsis を作製した。存在量

が多い Fd 分子種のノックダウン株では成長

が遅延したが、レドックスパートナーの一つ

であるFNRの発現量は大きな変動は無かった。

複数のレドックス代謝系への電子分配の度

合いやその調節の仕組みの解析を行った。 

 ②葉型2種類の FNRが欠損した変異体では

明瞭な表現型は認められないが、光合成電子

伝達鎖の駆動状況や還元力の炭素・窒素同化

への配分比率が変化している。窒素栄養が制

限された生育条件下では、この変異体のバイ

オマスが多くなる。野生型では窒素栄養状況

に応じて炭素同化のダウンレギュレーショ

ンが働くが、FNR 欠損によりレドックスバラ

ンスが崩れて制御能が低下するとの仮説を

提案した 
 ③トウモロコシでは葉型FNRに３種類のア
イソザイムがあり、それぞれ葉緑体内での存
在部位がチラコイド膜とストロマで異なる。
シロイヌナズナにこのアイソザイム遺伝子
を導入してヘテロガスに発現させたFNRの葉
緑体内局在性を調べ、トウモロコシの場合と
類似する性質を示した。この存在部位を規定
している領域がFNR 分子の N末端領域にある
可能性が考えられたので、この領域を繋ぎ換
えたキメラ分子種を作製し、シロイヌナズナ
の形質転換系で局在を調べてこのN末端領域
仮説がほぼ正しいことを結論した。 
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