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研究成果の概要（和文）：光合成電子伝達鎖の末端に位置するフェレドキシン（Fd）は、葉緑体の還元同化反応を司る
多様な酵素群への電子供与体として働いている。電子授受のパートナーとなる酵素蛋白質群と過渡的な複合体を形成し
、分子間電子伝達の速度や収量が優れた生体反応のプロセスに寄与している。この作動原理を理解するために、Fd側 
と酵素側にどのようなレドックス特性と蛋白質―蛋白質間相互作用の機能構造要因が備わっているのかを、植物生理学
、生化学、構造生物学、生物物理学の観点から明らかにした。得られた知見は、Fdが葉緑体内で多機能の電子伝達蛋白
質として生理機能を営むための包括的な理解を与えるものであった。

研究成果の概要（英文）：We have been studying electron transfer between Fd and these enzymes by X-ray 
crystallography, NMR analysis and isothermal calorimetry to obtain an insight into electron partitioning 
in chloroplasts. In all cases, their protein-protein interactions are not so strong with Kd values around 
micro-molar to several tens micro-molar; a set of positively charged residues of the partner enzymes is 
closed to acidic residues of Fd in a spatially matching manner to produce an electrostatic interaction 
force. Whole acidic surface of Fd is not utilized for complex formation with partner enzymes and the 
interaction region appears to be at least partly unique for each enzyme. This topological variety of the 
molecular recognition between Fd and partner enzymes would be significant for function of Fd as a hub 
protein in a network of redox metabolisms.We further found the intermolecular interaction of some 
Fd-dependent enzymes with Fd varied when each enzyme was bound to their substrate.

研究分野：植物生化学
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１．研究開始当初の背景 
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。これまでの知見を今回の課題設定
の背景としてまとめた。 
（１）Fd: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 10
Å前後となって電子の授受が直接行なわれる
と予想される。 
（２）Fd 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。 
（４）Fd 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。 
（５）GOGAT 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。 
（６）レドックス代謝の生化学・構造生物学
的研究において、これまでは Fd が主な対象で
あったが、今後は酵素側からの知見が重要に
なると判断され、酵素側の構造・機能および
葉緑体内での存在状態や挙動を解析する必要
性が生じている。 
 
２．研究の目的 
葉緑体のレドックス代謝を司る酵素・蛋白質
群の構造や機能の制御機構を分子レベルで解
明する研究は、基礎植物科学の重要課題であ
る。その成果は応用的観点からも波及効果が

大きい。本研究は、植物生化学に実績を持つ
研究者と x 線結晶解析法や NMR 分光法を熟知
する研究者とが連携して、レドックス代謝を
駆動する電子キャリアーと酵素群との個々の
組み合わせで形成される電子伝達複合体を対
象として、蛋白質・蛋白質間の弱い相互作用
と電子授受の構造・機能研究を行う。そして、
明らかになる知見を in vivo の事象の解明に
適用して、生理状態に応答してダイナミック
に変動する葉緑体の電子分配の制御機構を、
構造生物学から生理学にまたがる新たな切り
口で包括的に明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）下図に示したような研究協力体制をと
る。長谷は全体を総括すると共に、生化学、
植物生理学の観点からレドックス代謝酵素群
の研究を行う。ターゲットとするレドックス
酵素群の反応特性の詳細を明らかにし、構造
解析に供する場合には必要な試料の大量精製
を行う。池上は NMR 解析、栗栖は x 線結晶構

造解析を分担し、得られる機能･構造の情報は
共有化する。改変タンパク質の分子デザイン
を発案･議論し、さらなる構造機能研究を追求
する。改変のターゲットは、電子伝達複合体
の分子間相互作用に関わる分子表面とそれぞ
れの酵素の活性中心の２領域とする。研究目
的に合致した分子改変が達成するまでこのプ
ロセスを繰り返し、実験的な検証を行う。こ
れらは基礎的研究として位置づける。 
（２）研究の第 2 段階はオルガネラレベルの
発展的研究を行う。緑葉や単離した葉緑体を
用いて、炭素、窒素、硫黄の同化系の光合成
機能が、全体としてあるいは個々に駆動する
条件下において、該当するレドックス酵素・
蛋白質がどのような組み合わせで複合体を形
成しているのか、その複合体の親和力を in 
vivo に近い状態で見積もる解析を行う。必要
に応じて、ターゲットとする蛋白質をノック
ダウンした変異体植物を材料にする。この 2
つの段階の計画の実行の時系列は必ずしも前
後関係があるわけではないので、研究の進捗
状況に応じて平行して行うことした。 
 
４．研究成果 



（１）X 線結晶構造解析による複合体の結晶
構造の決定とその評価：Fdと SiRの複合体の
結晶構造が下図に示すように 3 種類得られた
が、いずれの構造においても Fd の[2Fe-2S]

クラスターと SiR の[4Fe-4S]クラスターの距
離が 12オングストローム程度で、分子間の電
子伝達の位置関係として大差はない。その構
造情報の解釈を慎重に行うと共に、酵素側の
相互作用領域の網羅的変異体の機能特性を解
析して、3 種の構造が共に電子伝達複合体と
して成り立つことを提案した（発表論文②）。
このような複数の構造が電子伝達複合体とし
て存在しうることに着想が至ったことは当初
の予想を超えたものであった。この酸化還元
中心の配置を決定しているFdとFd-依存性
酵素との分子間相互作用に着目して、Fd側
と酵素側からみた部位特異的変異体の生化
学的解析を行った。Fd側の酸性残基群と酵
素側の塩基性残基群の網羅的改変により静
電力の寄与の重要性を確認し、特に酵素側
の改変が電子授受の大きな低下を引き起こ
すことが判明した。一方、Fdと酵素の接触
部位に存在する非荷電性残基や疎水性残基
の改変では、一律的な酵素反応の変化や複
合体の親和力の低下は認められず、非静電
的な相互作用力は複合体の最適構造の形成
に寄与する微調整の役割を果たしているこ
とが示唆された(発表論文⑤、⑮)。 
 
（２）複合体の物理化学的特性の解明：Fd と
そのパートナー酵素である FNR あるいは SiR
との結晶構造が得られた。下図に示すように
酵素側の Fd との相互作用部位は、正電荷に富
んだ凹型部位であり、酵素の分子形状として
の共通性が明らかになった。両者の蛋白質複

合体の分子間相互作用を NMR と等温滴定の
熱測定により精密な解析を行い、物理化学的
な特性を明確にした。その結果、FNR/Fｄ複

合体形成は吸エルゴン反応、SiR/Fd複合体は
発エルゴン反応であり、複合体形成における
熱力学的パラメーターの特徴に大差があるこ
とが判明した。FNR/Fｄ複合体形成では大き
なエントロピー増大が伴う。これはおそらく
酵素側の構造変化と関連するものであると予
想される。この成果はこの分野の研究に多く
の示唆を与えるものと評価する(学会発表⑮、
⑯、⑰)。 
 
（３）FNR と Fd との相互作用の調節因子とし
てのピリジンヌクレオチチドの作用機作：FNR
の基質である Fd と NADP(H)は、互いに負の協
働性を有しており、一方の濃度が高まり FNR
と強く結合すると、他方と FNR の結合力は弱
まる関係にある。この負の協働性を詳しく解
析し、その現象が生じる Fd と FNR の濃度は生
理的な濃度域にあり、葉緑体内でのこの現象

が起こる可能性を示した。FNR の各種の部位
特異的変異体を用いて、NADP(H)の 2’5’ADP
のリン酸が結合する部位の FNR 変異体が負の

協働性を大きく損なわれることを見出した。
これは NADP(H)の 2’5’ADP のリン酸が FNR
に結合すると、そこから遠く離れた Fd との相
互作用部位に何らかの構造変化を誘起するア



ロステリック効果のような現象が起こるので
はないかと想定される(学会発表⑤、⑬)。 
 
（４）葉緑体内におけるレドックス代謝酵素
の存在様式：いろいろな塩強度下での相互作
用解析に（２）の手法を適用して、生理的な
条件下での分子間相互作用の研究を行う重要
性を明確にした。光合成関連の炭素・窒素同
化系の酵素の生化学や生理学的な新知見を得
た(発表論文⑨，⑭)。Fd ファミリーに属する
FdC2分子の緑葉内での発現や分布を詳しく解
析し、この分子は葉緑体の分化・発達が盛ん
な部位で多く蓄積することを見出した。この
結果は、FdC2ha 光合成の電子伝達に直接かか
わるよりは、葉緑体の生合成に関与する可能
性を示唆するものである(学会発表⑭)。 
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