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研究成果の概要（和文）：植物ミトコンドリアのレドックス状態は外的環境に応じて変化することが知られている一方
、そのときミトコンドリア機能がどのように制御されるのかについては知見が乏しい。レドックス制御に重要な役割を
果たすのがチオレドキシン（Trx）である。私は本研究の開始に先立ち、ミトコンドリア内のTrx標的を網羅的に捕捉し
、レドックス制御下にあるタンパク質候補のリストを作成していた。そこで、そのリストの中から特に興味深いタンパ
ク質に注目し、レドックス制御の実態について生化学・生理学の両側面から迫った。これらの研究を通して、いくつか
のミトコンドリアタンパク質について、レドックス制御の分子基盤を解明することができた。

研究成果の概要（英文）：Redox state of plant mitochondria is known to fluctuate in response to environment
al stimuli, but it is largely unknown how mitochondrial functions are regulated under such conditions. I s
creened mitochondrial target proteins of thioredoxin (Trx) that plays a pivotal role in redox regulation, 
and provided a list of redox-regulated protein candidates. Furthermore, using biochemical and physiologica
l approaches, I examined molecular basis and physiological responses of redox regulation system in mitocho
ndria. By these studies, I revealed that several key proteins in mitochondria is subjected to Trx-dependen
t redox regulation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 絶えず環境変動にさらされている植物は、
個体～分子レベルであらゆる調節機構を働
かせて驚くべき柔軟さで対応している。レド
ックスシステムは、植物を含む生命の根幹で
あり、その調節は細胞機能を的確に維持する
ために欠くことができない。そのひとつの様
式であるタンパク質のレドックス制御は、標
的タンパク質の活性を酸化還元によって制
御する機構である。植物が過酷な環境下で生
き抜くためには、この変動に対応したタンパ
ク質のレドックス制御が必須であり、その中
心的な役割を果たすのがチオレドキシン
（Trx）である。 

Trxは約 100個のアミノ酸で構成される小
さなタンパク質であり、酸化状態でジスルフ
ィド結合を形成できる一対のシステインを
持つ。植物 Trxシステムによるレドックス制
御の代表的な例としては、葉緑体カルビンサ
イクル酵素の光依存的な活性化が古くから
知られていた（Buchanan 1980）。この系で
は、Trx が光によって駆動された光合成電子
伝達系から電子を受け取り、カルビンサイク
ルの特定の標的酵素のジスルフィド結合を
還元して活性化させ、継続的な炭酸固定を可
能にしている。葉緑体 Trxシステムを介した
レドックス制御は現在でも活発に研究され
ており、例えばカルビンサイクル以外の代謝
系に関わる様々なタンパク質がTrxの標的と
して決定されるなど、その理解は日々広がり
と深みを増している（Buchanan and Balmer 
2005, Hisabori et al. 2007）。しかし、葉緑体
以外の細胞内区画におけるTrxシステムに関
しては、まだ知見が乏しい。特に、細胞内エ
ネルギーの生産工場としての機能を担うミ
トコンドリアについては、Trx システムが存
在することは確認されていたものの（Laloi 
et al. 2001, Reichheld et al. 2007）、その標
的酵素や生理意義等については不明であっ
た。 
ミトコンドリアは、エネルギー生産に必要
な好気呼吸反応だけでなく、多様な生体シス
テムを備えたオルガネラである。それらのシ
ステムは細胞機能の維持、ひいては生命の維
持に必須であるから、システムの基盤である
タンパク質の柔軟な活性制御もまた必須な
はずである。私は、本申請課題の開始以前に、
ミトコンドリア内のレドックス状態が環境
に応じて変化することを見出していた
（Yoshida et al. 2010, Yoshida et al. 2011）。
さらに、Trx アフィニティクロマトグラフィ
ーの手法（Motohashi et al. 2001）を用い、
植物ミトコンドリア内のTrx標的候補タンパ
ク質の網羅的な捕捉・同定に成功していた
（Yoshida et al. 2013）。これらの知見が、後
述する本申請課題の着想の直接の契機とな
った。 
 
 

２．研究の目的 
 
 本申請課題では、（１）既に得られていた
ミトコンドリア内Trx標的候補タンパク質に
ついて、個別の詳細な生化学解析を行うこと
でレドックス制御の分子基盤を構築するこ
と、（２）シロイヌナズナのミトコンドリア
局在型Trxの欠損株を用いた生理学実験を行
うことで、ミトコンドリア Trxシステムの植
物体での生理意義や環境応答を解明するこ
とを目的とした。 
 
（１）生化学解析によるミトコンドリアレド
ックス制御システムの分子基盤の解明 
 前述した通り、私は本申請課題の開始に先
立って、Trx アフィニティクロマトグラフィ
ー法によってミトコンドリア内のTrx標的候
補タンパク質のリストを作成していた
（Yoshida et al. 2013）。この研究によって、
Trx システムによりレドックス制御を受け得
るミトコンドリアタンパク質の全体像の概
略を把握することができたと言える。しかし、
この手法で捕捉された標的タンパク質はあ
くまで“候補”であり、Trx によるレドック
ス制御の分子機構について不明瞭な部分が
残る。これらのタンパク質を“真の”Trx 標
的タンパク質と結論づけるためには、それぞ
れ個別かつ詳細な生化学実験を行い、（i）実
際に in vitroでTrxによる還元を受けるのか、
（ii）酸化状態と還元状態で酵素活性がどの
ように影響を受けるのか、（iii）レドックス制
御に決定的な役割を果たすシステイン残基
はどれか、といった疑問にアドレスする必要
がある。 
 そこで、Trxや Trx標的候補の組換え体タ
ンパク質を用い、レドックス状態の分析、酵
素活性の測定、制御下にあるシステイン残基
の特定などの実験項目を行うことで、Trx に
よるレドックス制御の分子基盤を詳細に明
らかにすることを目的とした。 
 
（２）生理学解析によるミトコンドリアレド
ックス制御システムの生理意義の解明 
 （１）の生化学を基盤とした研究の遂行に
より、Trx システムによるミトコンドリア機
能制御を分子レベルで理解できると期待さ
れる。しかし、生化学解析のみでは、生きた
植物内でのTrxシステムの作用機序に関して
情報を得ることができない。環境変動による
レドックス変化を感知し、的確な機能調節
を可能にするという Trxの潜在的役割を考
慮すれば、ミトコンドリア Trxシステムが
どのような環境下でどのように機能するの
かという環境応答の実態を明らかにするこ
とは極めて重要である。植物体内での生理
機能やその応答様式を解き明かすには、目
的となるタンパク質、すなわち、本研究課
題の場合にはミトコンドリアの Trxを欠損
した変異株を用い、その表現型を詳細に分
析する方法が最も有効であろう。例えば、



変異株においてレドックス状態が影響を受
けているタンパク質を発見できれば、ミト
コンドリア内で Trxが機能しているという
強力な証拠となるし、in vivoの観点からも
そのタンパク質は Trx標的であると結論づ
けることができる。 
 そこで、シロイヌナズナのミトコンドリア
局在型 Trxの欠損変異株を用い、標的候補タ
ンパク質の in vivo でのレドックス状態の可
視化やそのタンパク質が関わる生理パラメ
ータの分析を行い、それらに基づいて生理意
義を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
 Trx によるミトコンドリア機能のレドック
ス制御の分子基盤から生理意義まで幅広く
解明するため、生化学と生理学の両側面から
切り込む研究を実施する。 
  
（１）生化学解析 
 既に得られているミトコンドリア Trx標的
候補タンパク質について、組換え体タンパク
質を調製する（対象としたタンパク質につい
ては４．研究成果参照）。その後、以下の実
験項目を行う。 
 
① 酸化・還元によってジスルフィド結合の
形成・開裂が起こるか：システイン修飾試薬
を用いたレドックス状態の可視化 
 組換え体タンパク質に酸化・還元処理を行
い、その後システイン残基を AMS 等のシス
テイン修飾試薬で修飾する。非還元
SDS-PAGEでの移動度の差から、そのレドッ
クス状態を識別し、酸化・還元処理による違
いが生まれるかを分析する。 
 
② Trx は標的候補タンパク質の還元を促進
できるか 
 酸化処理によってジスルフィド結合の形
成が確認されたタンパク質について、Trx が
その再還元を促進できるかを、①と同じ実験
手法で明らかにする。 
 
③ レドックス状態の変化が酵素活性の変
化に結び付くか：分光学的な酵素活性測定 
 ①の実験でジスルフィド結合の形成・開裂
が明らかになったタンパク質について、次に
その形成の有無が酵素活性にインパクトを
与えるかを、分光学的な酵素活性測定により
明らかにする。 
 
④ レドックス制御に重要なシステインは
どれか：ペプチドマッピングによる特定 
 ①－③の実験によりレドックス制御が明
らかになったタンパク質については、さらに
レドックス制御に決定的な役割を果たすシ
ステイン残基の同定を行う。酸化型と還元型
のタンパク質をそれぞれトリプシン消化し、
MALDI-TOFMS によってマススペクトルを

分析・比較する。それぞれに特異的なマスピ
ークを検出することで、ジスルフィド結合を
形成するシステイン残基を特定する。さらに、
そのシステインを置換した変異体タンパク
質を調製し、レドックス制御が起こらなくな
るかを調べる。 
 
以上の生化学解析により、各 Trx標的候補
タンパク質のレドックス制御の有無を結論
づけ、レドックス制御が認められたタンパク
質についてはその分子基盤を解明する。 
 
（２）生理学解析 
 
シロイヌナズナのミトコンドリア局在型

Trx 欠損変異株を用い、以下の生理学解析を
行う。 
 
① Trx 標的候補タンパク質は植物体内でレ
ドックス変動を示すのか：抗体の作成～in 
vivoレドックス状態の可視化 
 システイン修飾試薬を植物体から抽出し
たタンパク質に反応させ、目的タンパク質の
抗体を用いたウェスタンブロッティングと
組み合わせることによって、そのタンパク質
の in vivo でのレドックス状態を可視化する
実験系を確立する。そして、明暗でのレドッ
クス応答や Trx欠損の影響等を分析する。 
 
② Trx 欠損はどのようにミトコンドリア機
能制御に影響するか：関連する生理パラメー
タの分析 
 対象とする各タンパク質の関連パラメー
タを分析し、野生株と Trx変異株間で比較す
る。 
 
以上の生理学解析により、ミトコンドリアの
Trxを介したレドックス制御の in vivoでの作
用機序に迫る。 
 
４．研究成果 
 
 本申請課題の研究期間に、以下の Trx標的
候補タンパク質に焦点をあてて研究を行っ
た。また、３．研究の方法の（２）－①で述
べた in vivo レドックス状態の可視化技術を
確立し、実際に葉緑体 Trx標的タンパク質の
in vivoレドックスダイナミクスを実証するこ
とができた（Yoshida et al. 印刷中）。 
 
標的候補１：alternative oxidase (AOX) 
 AOXは、エネルギー生産と結び付かない電
子伝達に関わる呼吸鎖タンパク質であり、細
胞内過剰還元力の散逸系として植物のスト
レス応答に働いていると提案されている
（Yoshida and Noguchi 2010）。AOXはレドッ
クス制御を受け、酸化型でダイマー構造をと
ることによって不活性化されることが分か
っていたが（Siedow and Umbach 2000）、Trx
との相互作用については不明であった。組換



え体 Trxとミトコンドリア内膜を使った実験
によって、in vitroでの Trx依存的な AOXの
還元が観測された。この結果は、Trx がミト
コンドリア内の還元に応じて AOX を還元す
ることにより、過剰還元力散逸系としての機
能のスイッチをオンにしている可能性を示
している（Yoshida et al. 2013）。 
 
標的候補２：isocitrate dehydrogenase (IDH) 
 IDHは、TCAサイクルの律速段階であると
言われているタンパク質である（Tcherkez et 
al. 2005）。IDHは、制御サブユニットと触媒
サブユニットからなるヘテロダイマーで機
能する。両サブユニットともに Trx標的候補
タンパク質として同定されていたが、それぞ
れの組換え体タンパク質を調製して生化学
実験を行ったところ、触媒サブユニットの酸
化処理は IDH 活性に影響を与えなかったの
に対し、制御サブユニットの酸化処理は IDH
を不活性化させた。IDH制御サブユニットは
酸化型でオリゴマーを形成し、また Trx依存
的に再還元が促進された。このことから、IDH
は酸化ストレス下で不活性化され、Trx はそ
の再還元・再活性化に機能することが示唆さ
れた。また、ペプチドマッピングによって、
IDH制御サブユニットのレドックス制御に関
与するシステインを決定した（論文執筆中）。 
 
標的候補３：malate dehydrogenase (MDH) 
 MDH は、TCA サイクルの構成タンパク質
であると同時に、余剰還元力をミトコンドリ
ア外に排出するシャトル機構にも関与して
いる（Scheibe and Dietz 2011）。MDHは、酸
化処理によって分子内ジスルフィド結合を
形成するものの、酸化型と還元型で酵素活性
に違いはなかった。また、Trx による再還元
の促進も観測されなかった。さらに、MDH
の in vivo レドックス状態の可視化実験を行
ったところ、野生株と Trx変異株の両方にお
いて、光環境に依らず安定して還元型で存在
していた。このことから、Trx 標的候補タン
パク質として同定された MDH は、実はレド
ックス制御を受けないタンパク質であるこ
とがわかった。また、研究の過程で、MDH
がアデニレートによって阻害を受けるとい
う新しい活性調節メカニズムを明らかにし
た（論文執筆中）。 
 
標的候補４：peroxiredoxin PrxIIF 
 PrxIIF は、活性酸素種の１つである過酸化
水素の消去に関わる。Trx が PrxIIF への還元
力のドナーとして働いていることが予想さ
れていたが、組換え体タンパク質を組み合わ
せた還元力伝達過程をモニターする実験系
において、Trx は PrxIIF を還元できないこと
が明らかとなった。しかし、PrxIIF はグルタ
チオン／グルタレドキシンシステムを介し
て還元力の供給を受けるという新奇の還元
力伝達経路が明らかになった。 
 

今後の展望 
 以上に記述した通り、４つの Trx標的候補
タンパク質について生化学解析を行い、その
レドックス制御の可否、およびレドックス制
御の分子基盤を明らかにすることができた。
しかしその一方で、生理学解析は、当初掲げ
ていた目標まで研究期間内に達することは
できなかった。生化学解析において Trx依存
的なレドックス制御を受けるタンパク質と
決定されたAOXや IDH制御サブユニットは、
Trx 欠損株において酸化型で多く存在するこ
とを示すデータが得られているものの、まだ
再現性が十分ではない。in vivoでのレドック
ス状態を可視化する技術は十分に確立でき
たので、今後、環境ストレス等の要因も加味
しながら、さらなる研究を行う。 
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