
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３４３０４

挑戦的萌芽研究

2014～2013

光合成産物可視化のための蛍光プローブ開発

Developement of FRET-sensor for photosynthetic products

９０３０１９５２研究者番号：

本橋　健（MOTOHASHI, Takeshi）

京都産業大学・総合生命科学部・准教授

研究期間：

２５６５００３７

平成 年 月 日現在２７   ５ １８

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：　光合成の明反応ではNADPHとATPを産生する。これらの化合物は、二酸化炭素固定に用いら
れ、光合成エネルギー代謝の重要な代謝産物である。本研究は、光合成明反応で産生するNADPHに注目し、細胞内でリ
アルタイムに濃度変化を観測するセンサーを作成することを目的とした。
　生体内でNADPHを結合するタンパク質とGFP誘導体融合タンパク質の大腸菌での発現系を構築し、各種発現条件を検討
し、タンパク質の調製を試みた。組換えタンパク質が可溶性として回収できなかったため、低温培養、誘導条件の検討
を行った。また、融合タンパク質の融合部位を変化させた複数の発現系も構築し、可溶性画分発現するものを選抜した
。

研究成果の概要（英文）： In the light conditions, photosynthetic systems produce NADPH and ATP in higher 
plants. NADPH and ATP are further used for the reduction of CO2 in the chloroplast stroma. In this study, 
we proposed to develop NADPH sensor by fluorescent energy transfer (FRET) using NADPH-binding protein and 
Green fluorescent protein (GFP)-derivatives.
 We constructed the fused proteins which CFP (GFP-derivative) protein was fused at N-terminus of 
NADPH-binding protein and YFP (GFP-derivative) protein was fused at C-termius of NADPH-binding protein. 
The fusion-proteins were overexpressed.

研究分野：植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 高等植物の光合成は、太陽などの光を受け
るとＮＡＤＰＨとＡＴＰを生成し、この２つ
の物質を用いて、カルビンサイクルを利用し、
二酸化炭素を糖に固定する（図１）。そのた
め、光合成を行う植物の葉（または、植物細
胞）でこれら２つの物質が生成する様子をリ
アルタイムにモニターすることは光合成の
反応メカニズムを理解する観点から非常に
重要な課題である。２つの物質のうちＮＡＤ
ＰＨは、これまで煩雑な生化学的手法を用い
てしか定量することができなかった。すなわ
ち、葉全体、細胞全体を破砕抽出後、高速液
体クロマトグラフィーを利用して定量して
いた。そのため、採取した葉全体のＮＡＤＰ
Ｈは定量できたが、葉の生きた細胞内でのＮ
ＡＤＰＨの生成が、細胞内のどこで、どのよ
うなタイムスケールで行われているかをリ
アルタイムで観測することは不可能であっ
た。本研究では、光合成の中間産物のひとつ
であり、二酸化炭素固定に重要な役割を担う
ＮＡＤＰＨを、植物の生きた細胞内でリアル
タイムに観測するために必要な実験系構築
を目指した。 
 

 
 これまでに、研究者は、高等植物の光合成
機能を制御する未知の標的タンパク質を同
定する方法を考案し、網羅的に標的タンパク
質を同定した。またこの方法により、新たな
制御タンパク質を多数明らかにしてきた（文
献 1）。また、葉緑体ストロマでは、明暗の光
条件変化に応じて、カルビンサイクルの酵素
だけでなく数多くの酵素が、その活性を制御
されていることも明らかにしてきた（文献
2-4）。一方、ストロマとはチラコイド膜を隔
てたチラコイド内腔でも類似した機能制御
システムが存在し、植物内で働いていること
も示した（文献 5, 6）。このような実績を元に、
光合成とタンパク質科学の両分野での経験
から、本テーマを構想し、計画した。 
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２．研究の目的 
 
 光合成は、ＮＡＤＰＨとＡＴＰを生成する
明反応とそれを消費する炭酸固定反応に分
かれている。このうち、明反応で生成するＮ
ＡＤＰＨとＡＴＰは、その後の二酸化炭素固
定反応に用いられる重要な化学物質である。
植物の光合成反応において重要な役割を担
うＮＡＤＰＨとＡＴＰのうち、ＮＡＤＰＨを
生きた細胞内でリアルタイムに観測する実
験系を構築することができれば、光合成の理
解は大きく進むことが期待できる。これまで
ＮＡＤＰＨの定量は古典的な生化学的手法
のみで行うことができたが、生きた細胞内の
ＮＡＤＰＨをリアルタイムに観測すること
は不可能だった。生きた細胞内でＮＡＤＰＨ
をリアルタイムに観測できれば、細胞内の光
合成反応を、時間的、空間的に高い分解能で
解析することができる。この手法は、「いつ」、
「どこで」、光合成明反応の産物が生成して
いるのか明らかにでき、光合成反応の理解を
大きく進めることが可能となる。そこで、本
研究では、生きた細胞内でＮＡＤＰＨ濃度を
リアルタイムに計測することが可能なＮＡ
ＤＰＨ濃度センサーを開発することを目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 生きた細胞内でのＮＡＤＰＨ濃度変化を
捉 え る た め の 蛍 光 エ ネ ル ギ ー 移 動
（Fluorescent Enegy Transfer, FRET）セン
サーを構築する。そのために、ＮＡＤＰＨを
結合するタンパク質と２つの緑色蛍光タン
パク質(Green Fluorescent protein, ＧＦ
Ｐ)誘導体の融合タンパク質を作成する（図
２）。光合成の明反応におけるもうひとつの 
 

 
産物であるＡＴＰについては、同様なＧＦＰ
誘導体を用いたＦＲＥＴ法を応用して、ＡＴ



Ｐ濃度を細胞内でリアルタイムに観測する
実験系が構築されている(文献 7)。ＮＡＤＰ
ＨのＦＲＥＴセンサーを開発する第一段階
として、このＮＡＤＰＨ結合タンパク質と２
つのＧＦＰ誘導体（ＣＦＰおよびＹＦＰ）の
融合タンパク質を大腸菌で発現させ、精製し、
in vitro において、ＦＲＥＴセンサーとして
の機能を評価する必要がある。これまでの研
究から、このＮＡＤＰＨ結合タンパク質は、
ＮＡＤＰＨ濃度依存的にタンパク質の構造
が変化す可能性が予想されている。 
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４．研究成果 
 
 生体内でＮＡＤＰＨを結合するタンパク
質とＧＦＰ誘導体の融合タンパク質を作成
し、ＮＡＤＰＨ濃度変化に応答した蛍光エネ
ルギー移動（Fluorescent Enegy Transfer, 
FRET)により、ＮＡＤＰＨの濃度変化を捉え
ることを目的としているので、候補となるＮ
ＡＤＰＨ結合タンパク質とＧＦＰ誘導体の
融合タンパク質を大腸菌で発現させるため、
２つのＧＦＰ誘導体とＮＡＤＰＨ結合タン
パク質を融合してタンパク質発現するため
の発現プラスミドを構築した。また、この発
現系を用いて、大腸菌を用いた組換えタンパ
ク質を調製するために、各種培養、および発
現条件を検討し、上記の融合タンパク質の発
現を試みた。 
 培養、発現等に関するいくつかの条件検討
を試みたところ、いずれの場合も組換えタン
パク質が可溶性タンパク質として回収でき
なかった。これを改善するために、通常検討
される低温培養、誘導条件の検討を行った。
また、ＧＦＰとＮＡＤＰＨ結合タンパク質の
融合タンパク質の融合位置を変化させた複
数の発現系も構築し、可溶性画分に発現する
ものの選抜を行った。 
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