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研究成果の概要（和文）：植物は光から獲得したエネルギーを、成長過程や環境変化に応じて多種の生合成反応に臨機
応変に分配して生命活動を維持しているが、その巧妙なエネルギー分配の仕組みは明らかでない。本研究ではこのエネ
ルギー（高エネルギー電子）分配の担い手であるフェレドキシンという蛋白質とその電子受容蛋白質群との架橋複合体
や相互作用変異体を作成し、それらの原子レベルでの立体構造解析やin vitro及びin vivo系での電子伝達機能や相互
作用制御の解析を行った。その結果、フェレドキシンと電子受容蛋白質群との新規な相互作用制御のメカニズムに至る
幾つかの興味深い知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Plants maintain life activity by flexibly distributing the energy acquired from 
the light to a various biosynthesis reactions according to the growth process and the environmental 
change, but the mechanism of its clever energy distribution isn't clear. In this study, we prepared a 
series of cross-linked complexes and interaction mutants of ferredoxin, an energy (high energy electron) 
distributing protein, and its electron acceptor proteins, and their three-dimensional structures by those 
atomic levels, electron transfer function and protein-protein interaction in vitro and in vivo system 
were investigated. As a result, several interesting observations leading to novel regulatory mechanisms 
of interaction between ferredoxin and the electron acceptor proteins were obtained.

研究分野：生物学、 生物科学・機能生物化学
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Fd-FNR架橋複合体のモデル図 

葉型 Fd:FNR X線結晶構造 

１．研究開始当初の背景 
 光合成生物は、光エネルギーを使って炭素、
窒素、硫黄の無機物から生体物質を合成する
ことができる。これら同化系代謝反応は、植
物の生理状態や外部環境に対応しながら、巧
に統御されている。我々は、電子伝達蛋白質
フェレドキシン（Fd）が電子分配の制御によ
ってこれらの代謝間バランスの調節を担う
メカニズムの解明を目的として、様々な Fd
のパートナー蛋白質を単離して電子伝達の
速度論的解析、Fd との相互作用の解析、複
合体の立体構造解析などを行ってきた。 

 
本研究に関する知見は、 
(1) NMR化学シフト変動解析 1)などから、Fd
がパートナー蛋白質との結合に用いる分子
表面上のアミノ酸残基は、異なるパートナー
に対して重複しながらも部分的に異なるこ
とが示され、それらの残基が差別的な結合制
御のポイントになる可能性が指摘された。 
 
(2) 植物電子伝達複合体の先駆的な成果とな
った、Fd と
FNR 
(Fd-NADP+ 
reductase) と
の複合体の X
線結晶構造解
析 2)では（右
図）、アミノ酸
残基間の特異
的な相互作用
により、両者
の酸化還元中心間の距離が近接して保たれ
ている詳細が示された。また、植物の葉と根
では異なる分子種のFdとFNRが存在するが、
これら２種の複合体における Fd:FNR 結合
様式は大きく異なることから、Fdと FNRの
結合様式は基本的にはフレキシブルであり、
生理機能に応じて進化の過程で特異的な変
化をした可能性が示された。 
 
(3) 葉組織には更に複数のFdとFNRの分子
種が存在し 3)、葉緑体内で FNR 分子種によ
り局在部位が異なることが示された 4)。従っ
て生理的な電子伝達のペアが、何らかのメカ
ニズムで共局在する可能性が考えられ、この
ような物理的な近接効果が、生体内電子伝達

を制御するポイントの一つになる可能性が
考えられた。 
 
(4) バクテリアではFdドメインとFNRドメ
インが同一のポリペプチド鎖上に存在する
例が幾つかあり、植物において Fd と FNR
が独立して存在する理由が問われる。 
 
 これらの知見をうけて我々は最近、
Fd-FNR間の相互作用様式と電子伝達効率と
の相関を知る目的で、Fd と FNRの表面に人
工的にシステイン残基を導入し、２者が異な
る相対配置で繋がるような一連のクロスリ
ンク複合体を作製した５)（下モデル図、１３
種のうちの３例）。 

 これら架橋複合体は、様々な Fd-FNR 間電
子伝達活性を示す一方、他の Fd パートナー
蛋白質である、亜硝酸還元酵素や光化学系Ｉ
蛋白質との電子伝達は、Fd-FNR間とはほぼ
逆転する活性を示した５)。このことから、こ
れら架橋複合体の電子伝達機能の構造基盤
を解明し、更なる改良を加えた遺伝子融合複
合体を植物に導入することにより、Fd とそ
のパートナー蛋白質群との電子分配様式に、
意図した変動を加えることができると考え
た。 
 
２．研究の目的 
 フェレドキシン（Fd）は、光合成電子伝達
系からの電子を様々な酸化還元酵素に供給
しており(左上図)、これらの酵素との相互作
用を基盤とした電子分配が、葉緑体内の代謝
間バランスを統御する主要因である。本研究
は、Fd からの電子分配バランスに摂動をか
けることを目的として、Fd とそのパートナ
ー蛋白質との電子伝達効率を様々に変化さ
せる人工連結複合体をデザイン、作製する。
そしてそれらが植物の代謝反応や遺伝子発
現へ与える影響を解析することにより、マル
チ電子キャリアーFd による、葉緑体内の代
謝間調節統御のメカニズムを解明すること
を目標とする。 
 具体的には、 
(1) 現在得られている一連の Fd-FNR 架橋複
合体の立体構造と電子伝達速度を解析し、複
合体間で異なる Fd-FNR 間電子伝達効率の分
子基盤——Fd-FNR 間の電子伝達速度と、酸化還
元中心間の距離との相関、及びそれへの
Fd-FNR 結合様式や酸化還元中心の配向の寄
与——を明らかにしたい。 
 
(2)代表的な架橋複合体の立体構造が得られ

 



れば、それらの知見を用いて、更に様々な目
的に叶った電子分配制御に適する連結融合
複合体のデザインを検討、作製し、in vitro
系での機能評価を行う。その結果をふまえ、
in vivo 複合系への導入を行い、電子分配バ
ランスの変動が生体系に与える影響を解析
することにより、電子分配調節メカニズムの
解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 現在得られている一連の Fd-FNR 架橋複
合体のうちで代表的なものの立体構造解析
（X線結晶構造及びNMR化学シフト変動）と、
並行して電子伝達機能解析を行い、その結果
から Fd-FNR 間電子伝達効率及び、パートナ
ー蛋白質との相互作用の、構造基盤を明らか
にする。 
 
(2)上記の知見を用いて目的に応じた連結融
合複合体をデザイン、作製し、その機能の評
価を in vitro 系で評価、及び in vivo 複合
系への導入を行い、葉緑体での電子伝達や代
謝反応への影響を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) Fdとその依存酵素 Fd-NADP+還元酵素
(FNR)の様々な部位で架橋した複合体は、
Fd:FNR間の電子伝達活性から３つに大別さ
れ、そのうち２つのグループで代表的な複合
体の X線結晶構造を得た。これらは予想外に
いずれも Fd と FNR のドメインが分子間スワ
ッピングしており、一方はダイマー間で互い
違いに、もう一つはマルチマー間で連続して
スワップするポリマー構造をとっていた。 

 

 

 
 
 
 これらの Fd:FNR 間の電子伝達は分子内で
行われると示唆されていたため、得られた分
子間ドメインスワップ構造が結晶化パッキ
ングによるアーティファクトである可能性
が考えられ、溶液中でもスワッピングが起こ
るかを、動的光散乱法(DLS)、ケミカルクロ
スリンク、NMR 解析により検証した。その結
果、これらの分子はタンパク質濃度に依存し
て溶液中でもドメインスワップすることが
わかった。Fdと FNR の連結様式の異なる２種
の Fd-FNR 架橋複合体の間で、そのタンパク
濃度依存性は大きく異なっており、これらが
分子内の Fd-FNR 間電子伝達のみならず、分
子がおかれる環境によってはドメインスワ
ッピングによる分子間電子伝達を行う可能
性が提示された。これら架橋複合体の Fd-FNR
間電子伝達効率及び相互作用の構造基盤や、
溶媒環境等の状況に応じた電子分配制御の

可能性について考察し、BBRC に論文発表した。 
 
意義：天然でドメインスワップした分子構造
は現在６０以上知られている。また、Fd と
Fd 依存酵素（シアノバクテリアの亜硝酸還元
酵素）が天然で連結しているものも見つかっ
ており、Fd からの電子分配が、タンパク質濃
度という因子によっても制御される新たな
可能性を示した。 
重要性：近年生体内で、マルチドメインを持
つ様々なタンパク質においてスワッピング
を行う例が見つかり、酵素活性などの機能制
御や病的なアミロイドーシスなどの発症と
関連して、その生理的な重要性が指摘されて
いる。しかし、生理的条件下でのスワッピン
グのメカニズムに迫る詳細なカイネティク
スは殆ど調べられておらず、我々が得ている
様々な連結様式を持つFd-FNR架橋複合体は、
そうしたカイネティクスを詳細に調べる為
の格好のモデルとなると考える。 
 
(2)上記で得られたフェレドキシン(Fd)と
Fd-NADP+還元酵素(FNR)の部位特異的架橋複
合体の立体構造と電子伝達効率の知見に基
づき、更に目的を特化した架橋複合体をデザ
イン、作製し、電子伝達機能解析を行った。 
① Fd と FNR 間の架橋による近接効果と静電
的引力の電子伝達能への寄与を調べるため、
相互作用変異を持つ Fd と FNR との架橋複合
体を作製した。その結果、FNR との Kmが野生
型Fdと比べて10倍高い相互作用変異Fdは、
FNR と部位特異的架橋することにより野生型
架橋複合体の８割まで電子伝達効率が回復
することがわかった。 
② Fd と FNR 間の距離と電子伝達効率の関係
を調べるため、様々なリンカーの長さを持つ
-SH 基クロスリンカーを用いて部位特異的な
架橋複合体を作製した。その結果、リンカー
距離が8〜18オングストロームの間では電子
伝達効率は有意には落ちない、つまり近接効
果が保たれる範囲であることがわかった。 
 
重要性：静電的相互作用の長距離分子間引力
に対する影響は、理論上では議論されている
ものの、実験的な証明はなされていないが、
今回の我々の系によってそれを定量的に解
析しうると考えられ、その予備的な知識が得
られた。更にデザインを精査し単離葉緑体の
複合系での電子伝達機能の評価を行いたい。 
 
(3) Fd と種々の Fd 依存酵素群への電子分配
を制御する構造因子を見いだす目的で、Fd の
酸化還元中心近傍にある保存された幾つか
の非荷電アミノ酸残基の種々の変異体を作
製して、Fd 依存酵素群との電子伝達活性を調
べた。その結果、Fd の Ser43 の様々な変異が
電子伝達に与える影響が、FNR と他の依存酵
素である亜硫酸還元酵素(SiR)の間で大きく
異なっており、これらの酵素と Fd との電子
伝達メカニズムの違いが示唆されると共に、



このSer43が電子分配バランスの制御に関与
すると考えられた。こうした現象を説明する
構造的・物理化学的基盤を調べる為に、NMR
による蛋白質間相互作用部位解析と等温滴
定型熱量測定計 (ITC) を用いた熱力学的解
析を行った。その結果、これまで Fd とパー
トナー蛋白質との結合において重要とされ
ていた静電的相互作用に加え、酸化還元中心
近傍の非荷電残基が結合の強さや結合配向
の fine-tuning に重要と思われた。そしてこ
の残基の電子伝達や結合への寄与がパート
ナー蛋白質によって異なることから、溶媒環
境等の状況に応じた電子分配制御の可能性
が示唆され、BBA に論文発表した。 
 
重要性： Fd 酸化還元中心近傍の１つの非荷
電アミノ酸残基が依存酵素群への電子伝達
に対して異なる役割を持ち、電子分配制御に
関与しうることを示した。この領域の他の非
荷電残基についても重要な役割を持つこと
が推測され、同様の解析を要する。 
 
(4)Fd パートナー蛋白質群への電子分配を制
御する in vivo でのメカニズムに関する知見
を得るため、単離葉緑体におけるパートナー
蛋白質群の存在様式解析を行った。葉緑体内
で炭酸同化を行うカルビンサイクルの酵素
群が可逆的な複合体を形成することが知ら
れており、これらの酵素は光条件に応答して
速やかに解離会合して酵素活性のオンオフ
を行っている。また、近年 FNR では光条件に
応じて膜と可溶性画分の間を移動して機能
調節されることがわかり、膜画分への移行に
関わる相互作用蛋白質の同定を含む詳細な
解析がなされている。本研究では Fd パート
ナー蛋白質を含む３つの葉緑体内窒素同化
系酵素で、各酵素に特有な高次複合体を形成
することと、溶媒条件によりその局在性の変
化や解離会合が起きることを見いだした。こ
れらが光条件などの環境変化に応答した窒
素同化系酵素の活性制御に関わるメカニズ
ムを提唱し（図）PLOS ONE に論文発表した。 
 

重要性：植物葉緑体内での炭素及び窒素・硫
黄同化系代謝が統御される仕組みを、これら
酵素群の局在・高次複合体形成といった生理
的存在形態とそれらの環境による制御とい
う観点から解析した。今回見いだされた新規

な複合体はその解離会合や局在様式が溶媒
条件により変動し、生理的な酵素活性の制御
に関わることが示唆された。 
 
 今後は、今回見いだされた新規酵素複合体
の生理的な機能を探索する目的で、様々な条
件変化を施したトウモロコシ葉を用いて酵
素複合体の解離会合様式とその局在変化の
解析を行い、それらの生理的意義の解明を行
う。更にこれら酵素複合体の単離を試み、そ
の蛋白質組成や構造の解明を行いたい。 
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