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研究成果の概要（和文）：本研究では、酸化還元を基盤としたタンパク質制御であり、植物光合成の制御の鍵で
あるレドックス制御系に注目した。特に、研究代表者が最近成し遂げたタンパク質酸化因子の同定を足がかりと
して、長年謎に包まれていたレドックス制御系の酸化側の実体解明に挑んだ。一連の生化学・生理学研究によっ
て、酸化によって活性化される新規の葉緑体機能、レドックス制御系の酸化側を支える分子装置、および酸化制
御が植物の生存戦略に果たすインパクトなどについて重要な知見を得ることができた。これらの成果は、植物が
夜間に光合成を抑制するしくみを多角的に明らかにしたものと言える。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the redox regulation system, which is the key 
to the control of plant photosynthesis. Based on the recent identification of protein-oxidation 
factor, I tried to uncover the oxidation side of redox regulation system, which has been a 
long-standing gap in the field. Through a series of biochemical and physiological studies, I have 
gained important insights into novel chloroplast functions activated by oxidation, the molecular 
machinery supporting the oxidation side of the redox regulation system, and the impact of oxidative 
regulation on plant growth. These results provide an important clue regarding how photosynthesis is 
suppressed during the night.

研究分野：植物生理科学

キーワード： 光合成　レドックス制御　タンパク質酸化　チオレドキシン　チオレドキシン様タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、「植物は変動する光環境の中で光合成をどのように制御して、持続的なバイオマス生産を成し遂
げているのか」ということへの理解を、基礎科学の観点から確実に推し進めたものと言える。この知見は、光合
成機能の強化による農作物の収量増加といった応用研究への展開のためにも、重要な情報を提供するものであ
る。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
植物は光合成によって物質生産を行っている。光合成は、太陽の光エネルギーを利用して大気中
の二酸化炭素を固定し、炭水化物を生産する一連の過程の総称であり、地球上のすべての生命活
動を根底から支える壮大な反応である。植物が絶えず変化している光環境で光合成を行うため
には、光合成の場である葉緑体の生理機能を柔軟かつ精密に調節しなければならない。植物はど
のようにそれを成し遂げているのだろうか。その解明は、今日の光合成研究が抱える中心的課題
である。研究代表者は、酸化還元を基盤としたタンパク質の翻訳後修飾であるレドックス制御に
注目し、この課題の解明に取り組んでいる。その研究過程において、機能未知とされていた葉緑
体チオレドキシン様タンパク質“チオレドキシンライク２（thioredoxin-like2; TrxL2）”が、標的
となる酵素を可逆的に酸化して不活性化する能力を持っているという思いがけない発見を成し
遂げた（Yoshida et al, PNAS, vol. 115, E8296-E8304, 2018）。光合成の諸反応を支える複数の酵素
は、夜明け・日没時にそれぞれ還元型・酸化型へシフトし、それによって光合成のオン・オフの
切り替えを行っていることが分かっている。還元側（オン側）の制御を支える還元力カスケード
（フェレドキシン／チオレドキシン経路）は、40 年以上も前に解明され、現在の植物科学関連
の教科書に必ず記述されている。その一方で、酸化側（オフ側）の制御を行うための分子装置に
ついては報告がなく、完全なブラックボックスとなっていた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、タンパク質酸化因子 TrxL2 の同定を突破口と捉え、当該レドックス制御系の
研究分野の最大の謎であるタンパク質酸化システムの全容解明に挑戦する。分子生物学・生化学
から植物生理学までを貫徹する基礎研究を行い、分子基盤と生理意義を包括的に明らかにする。
そして、光合成機能を積極的に抑制するという新しい光合成制御機構を明らかにし、“植物は夜
どのように眠るのか”という問いに対して光合成制御の視点から回答することを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
本研究課題では、以下２つの項目に大別し、複数の大学院生と協力して並行して進めた。 
３－１．In vitro解析に基づいたタンパク質酸化システムの分子基盤の解明 
３－２．In vivo解析に基づいたタンパク質酸化システムの生理意義の解明 
 
３－１．In vitro解析に基づいたタンパク質酸化システムの分子基盤の解明 
TrxL2を中心とするタンパク質酸化システムの分子基盤（TrxL2がどのような酵素を標的として
酸化しているのか等）を、精製タンパク質を用いた試験管内解析をベースに明らかにする。 
・ TrxL2と相互作用する葉緑体酵素を捕捉・同定する。TrxL2をベイトとしたアフィティーク
ロマトグラフィー～LC-MS/MS解析などを行う。 

・ 構成的アプローチによって TrxL2が標的酵素を酸化するための還元力伝達を明らかにする。
マレイミド試薬を用いてチオール基を修飾することで、タンパク質の酸化還元状態を識別
する。 

・ 新規のレドックス制御の標的酵素に対して、酸化還元に伴う酵素活性の変化や制御を受け
るシステイン残基の位置を明らかにする。 

 
３－２．In vivo解析に基づいたタンパク質酸化システムの生理意義の解明 
TrxL2によるタンパク質の酸化（＝光合成機能の抑制）が植物体レベルでどのような役割を果た
すのかを、シロイヌナズナ変異株を用いた生理学解析をベースに明らかにする。 
・ CRISPR/Cas9法によって、TrxL2の欠損株植物を作出する。また、タンパク質酸化因子とし
て働く可能性がある他のチオレドキシン様タンパク質の欠損株植物も作出する。 

・ CRISPR/Cas9 法によって、レドックス制御の標的酵素の制御スイッチ部位を欠失させた変
異株植物を作出する。 

・ 作出した変異株植物の表現型を様々な条件下で解析し、タンパク質酸化機能が植物の光合
成効率、生長速度、メタボロームなどに与える影響を明らかにする。 

 
４．研究成果 
 
本研究の遂行により、主に以下の成果を挙げることができた。 
４－１．葉緑体型ホスホフルクトキナーゼのレドックス制御の生化学的基盤の解明 
４－２．リンゴ酸脱水素酵素の酸化・不活性化制御の生理的意義の解明 
４－３．タンパク質酸化因子欠損株の網羅的解析による酸化ネットワークの実体の解明 



 
４－１．葉緑体型ホスホフルクトキナーゼのレドックス制御の生化学的基盤の解明 
解糖系の律速酵素として働くホスホフルクトキナーゼの葉緑体型アイソフォームを、新規のレ
ドックス制御の標的酵素として同定した。この酵素は、還元により不活性化され、酸化によって
活性化されるという希少なタイプのレドックス制御を受けることを明らかにした。酸化・活性化
の制御には、TrxL2が関与していることを明らかにした。さらに、葉緑体型ホスホフルクトキナ
ーゼは細胞質ゾル型にはないアミノ酸挿入配列を持っており、その挿入配列内に保存されてい
るシステイン残基が酸化に伴って分子内ジスルフィド結合を形成することを、質量分析を用い
たペプチドマッピング解析および部位特異的変異体タンパク質の解析から明らかにした。以上
より、葉緑体の夜間の代謝を支えるためのタンパク質酸化制御の新規の分子基盤を明らかにす
ることができた。 
 
４－２．リンゴ酸脱水素酵素の酸化・不活性化制御の生理的意義の解明 
葉緑体からの還元力排出に関与するリンゴ酸脱水素酵素は、古くから良く知られたレドックス
制御の標的酵素である。この酵素のカルボキシル末端に保存されているシステイン残基は、レド
ックス制御のためのスイッチとして働いている。そこで、CRISPR/Cas9法を用いて、このシステ
イン残基を含む領域を部分的に欠失させたシロイヌナズナ変異株を作出した。レドックス制御
スイッチを欠失した変異体リンゴ酸脱水素酵素は、分子内ジスルフィド結合を形成することが
できないために常時活性型となった。様々な生育条件下での生長解析、光合成解析、メタボロー
ム解析など一連の表現型解析を行い、リンゴ酸脱水素酵素のレドックス制御（特に酸化制御）が
変動光環境で果たす重要性を明らかにすることができた。 
 
４－３．タンパク質酸化因子欠損株の網羅的解析による酸化ネットワークの実体の解明 
研究代表者が初めて同定したタンパク質酸化因子である TrxL2 に加え、その後の解析でもう一
つの酸化因子として示唆されたチオレドキシン様タンパク質 ACHT などにも着目し、
CRISPR/Cas9 法を用いてそれぞれの因子をノックアウトしたシロイヌナズナ変異株を複数作出
した。これらの変異株を用いて、明暗移行時の様々なレドックス応答性酵素の酸化キネティクス
を詳細に分析・比較した。その結果、各酸化因子が酸化の標的とする酵素の選択性を in vivo レ
ベルで見出し、レドックス制御の酸化側にある複雑な還元力ネットワークの一端を明らかにす
ることができた。 
 
以上の成果は、光合成を夜間に抑制するためのタンパク質酸化システムの実体を多角的に明ら
かにしたものと言える。 
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