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研究成果の概要（和文）：光合成の光阻害に関して、研究代表者らはこれまでに1) 強光下で発生する活性酸素が光化
学系IIの修復を阻害すること、2) 活性酸素が修復に必要なタンパク質合成を阻害すること、3) タンパク質合成系の中
で翻訳因子EF-Gが活性酸素の標的になることを明らかにした。本研究では、1) シアノバクテリアでは他の翻訳因子EF-
Tuも活性酸素の標的となり、Cys82で分子間ジスルフィド結合やスルフェン酸を形成して失活すること、2) Cys82をセ
リンに改変したEF-Tuを発現させると光化学系IIの強光耐性が増大すること、3) シロイヌナズナ葉緑体翻訳因子EF-Gや
EF-Tuも酸化標的になることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have previously reported that reactive oxygen species (ROS) act primarily by 
inhibiting the repair of photosystem II (PSII) during photoinhibition; that ROS suppress the synthesis de 
novo of proteins that are necessary for the repair of PSII; and that translation factor EF-G is a target 
of ROS. In the present study, we found that another translation factor EF-Tu is also a target of ROS, 
being inactivated via formation of an intermolecular disulfide bond and sulfenic acid at Cys82 in the 
cyanobacterium Synechocystis sp PCC 6803; that expression of EF-Tu in which Cys82 had been replaced by 
serine rendered Synechocystis cells more resistant against photoinhibition of PSII; and that 
chloroplast-localized EF-G and EF-Tu from Arabidopsis thaliana are also sensitive to oxidation by ROS.

研究分野：植物分子生理学
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1. 研究開始当初の背景 
	
 光化学系 IIは光に対する感受性が高く、強
光下では容易に失活する。この現象は光阻害
と呼ばれ、強光下における植物の生長阻害の
主な要因となる。これまで光阻害は、活性酸
素による光化学系 IIの損傷が原因だと考えら
れてきた。しかし、研究代表者らは、光阻害
を光損傷と修復の２つのプロセスに分けて
再検討した結果、光損傷のプロセスは光にの
み依存して起こり、修復のプロセスが活性酸
素の作用で阻害されることを明らかにした。
すなわち、光阻害は、光損傷と修復阻害とい
う２つの異なった作用の相乗効果によると
考えられる。 
	
 研究代表者らは、光化学系 II の光損傷が、
光吸収に依存して２段階で進行することを
明らかにした。最初に、酸素発生系マンガン
クラスターが紫外光や青色光を吸収して崩
壊し、次に反応中心が可視光を吸収して損傷
を受けることが推定されている。この
“Two-step”メカニズムは、活性酸素に依存
しないため、従来の光阻害説とは大きく異な
る。 
	
 光化学系 II の修復は、D1 タンパク質など
の反応中心タンパク質の新規合成に依存し
ている。研究代表者らは、これらのタンパク
質の新規合成が、活性酸素により翻訳過程で
阻害されることを明らかにした。活性酸素に
よるタンパク質合成阻害の主な要因として、
翻訳伸長因子 EF-G の失活を特定した。さら
に EF-G の失活が、特定のシステイン残基の
酸化とジスルフィド結合の形成によること
を明らかにした。この標的システイン残基を
セリンに改変すると、光化学系 IIの修復が促
進し、光阻害が緩和された。 
	
 光阻害の過程で失活した EF-G は、チオレ
ドキシンの働きでジスルフィド結合が還元
され、再活性化されることがわかった。この
結果は、光合成電子伝達に由来する還元力が、
チオレドキシンを介してタンパク質合成系
を活性化することを示唆している。タンパク
質合成の活性化は修復を促進するので、この
レドックス制御機構は、光阻害からの修復に
重要な役割を果たしていることが考えられ
る。しかし、この仕組みは再生機構の一端を
担うのみで、他に様々な因子やメカニズムが
関与していることが考えられる。 
 
2. 研究の目的 
	
 これまでの研究から、タンパク質合成系が
EF-G を介してレドックス制御を受けること
が初めて示されたが、EF-G による制御は、
タンパク質合成系のレドックス制御機構の
一端であることが予想され、その全容は未解
明である。また、この制御機構の生理学的役
割も不明である。さらに、この制御機構が他
の生物種に存在するかどうかも不明である。 
	
 そこで本研究では、シアノバクテリア
Synechocystis sp. PCC 6803を研究材料に用い
て、EF-G 以外の翻訳因子 EF-Tu や EF-Ts に

も焦点を当て、翻訳因子のレドックス制御の
メカニズムやその生理学的役割、生物種を超
えた制御機構の相同性と相違性を明らかに
することを目指した。さらに、シアノバクテ
リアで得られた知見をもとに、これらの翻訳
因子をシロイヌナズナの葉緑体で発現させ、
植物の強光ストレス耐性の増強を試みた。 
 
3. 研究の方法 
(1) 翻訳因子のレドックス制御の in vitro解析 
	
 Synechocystis の翻訳因子 EF-Tu および
EF-Ts の組み換えタンパク質を調製し、H2O2
の存在下で翻訳活性の変化およびシステイ
ン残基のレドックス変化を観察した。システ
イン残基の改変を行い、酸化の標的となるア
ミノ酸残基の同定を行った。さらに、チオレ
ドキシンによる翻訳因子の還元と再活性化
を解析した。EF-Tu に関しては、原子間力顕
微鏡（AFM）を用いて、レドックス状態に依
存した構造変化を観察した（金沢大理工学研
究域・紺野宏記准教授との共同研究）。 
(2) 翻訳因子のレドックス制御の in vivo解析 
	
 EF-Tu 過剰発現株、酸化標的アミノ酸を改
変した改変株を Synechocystisで作製し、タン
パク質合成および光合成への影響を解析し
た。 
(3) タンパク質合成系制御の相同性 
	
 シロイヌナズナ葉緑体および大腸菌由来
の翻訳因子 EF-Gおよび EF-Tuに関して、酸
化感受性を in vitroで解析した。さらに、その
過剰発現株や改変株を作製し、光合成の強光
応答に対する影響を解析した。 
(4) タンパク質合成系制御の分子機構 
	
 大腸菌 EF-G の酸化によるリボソームの機
能抑制機構を、大腸菌 in vitro 翻訳系 PURE 
systemを用いて分子生物学的に解析した。 
 
4. 研究成果 
(1) 翻訳因子のレドックス制御の in vitro解析 
	
 Synechocystisの翻訳因子EF-TuはH2O2に対
して高い感受性を示したが、EF-Ts は H2O2
に対して耐性であった。EF-Tu の酸化感受性
はヌクレオチドの結合によって大きく影響
を受けた。GTP を結合した状態では、H2O2
に感受性を示したが、GDP結合状態では酸化
耐性となった。また、これらのヌクレオチド
が結合していないと、H2O2に対する感受性が
さらに増大した。これらの酸化感受性は、
EF-Tu に唯一存在するシステイン残基 Cys82
の酸化と、分子間ジスルフィド結合およびス
ルフェン酸の形成によることがわかった。酸
化型 EF-Tuはチオレドキシンによって還元さ
れ、再活性化した。以上の結果から、EF-Tu
も EF-G と同様にレドックス制御を受けるこ
とがわかった。AFM解析から、ヌクレオチド
フリー型の EF-Tu は、酸化条件下では 30 分
子以上からなる巨大な複合体を形成するこ
とがわかった。さらに、この複合体に還元剤
DTTを添加すると、数分以内に単量体へ解離
することも観察された。 
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(2) 翻訳因子のレドックス制御の in vivo解析 
	
 in vitroの結果を踏まえ、EF-Tuの過剰発現
株および Cys82改変株を作製した。これらの
株では強光下でタンパク質合成が促進した。
強光下で光化学系 IIの活性を測定したところ、
双方の変異株ともに野生株に比べて強光阻
害（光阻害）が緩和しているのが観察された。
クロラムフェニコール存在下で観察した光
化学系 IIの光損傷は野生株との差が見られな
かったことから、変異株では光化学系 IIの修
復が促進していることがわかった。 
(3) タンパク質合成系制御の相同性 
	
 シロイヌナズナ葉緑体局在型の EF-G と
EF-Tu に関して H2O2 に対する感受性を調べ
たところ、双方とも弱アルカリ領域で H2O2
に対して酸化感受性を示した。また、葉緑体
EF-Tu の酸化感受性もヌクレオチドの結合に
依存し、Cys149の酸化によることも明らかに
なった。一方、大腸菌では EF-G、EF-Tuとも
に酸化感受性を示し、このうち EF-G の酸化
は、Cys114と Cys266のジスルフィド結合の
形成に由来していることがわかった。したが
って、タンパク質合成系の酸化傷害やレドッ
クス制御は、生物種によって異なることが示
唆された。 
(4) タンパク質合成系制御の分子機構 
	
 リボソーム内における EF-G の作用機序の
中で、どのステップが酸化による影響を受け
るか詳細に解析した。その結果、EF-Gの GTP
加水分解活性とリボソームからの解離が抑
制されることがわかった。また、この抑制が
チオレドキシンによって速やかに解除され
ることもわかり、新たな翻訳制御機構の存在
が示唆された。 
(5) タンパク質合成系の改変と植物光合成の
強光耐性 
	
 葉緑体 EF-G を過剰発現させたシロイヌナ
ズナのトランスジェニック植物を作製した。
リーフディスクを強光照射し、光化学系 II活
性の変化を解析した結果、光化学系 IIの光阻
害が野生型と比べ緩和されていることが観
察された。したがって、シロイヌナズナにお
いても翻訳因子の酸化が光化学系 IIの修復を
阻害する要因になっていることが示唆され
た。また、葉緑体のタンパク質合成系を改変
することによって光合成の強光耐性が増大
することが示唆された。 
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