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研究成果の概要： 

 

チラコイド膜を介した還元力供給過程に関連すると考えられるシステムを明らかにするため、

本研究ではこれに関連することが予想されるタンパク質の抗体作成およびそれらの抗体を用い

た in vitro アッセイ系の構築を目指して in vitro での還元力伝達アッセイ実験を行った。そ

の結果、関連することが予想されるタンパク質の抗体を用いて in vitro 還元力伝達アッセイ系

を行った結果、チラコイド膜を介した還元力の伝達に膜因子が関与する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 植物の葉緑体では、光合成反応で還元力を
つくりだし、葉緑体ストロマ側に NADPH など
の形で還元力を蓄積する（図２）。ストロマ

側に蓄積した還元力の一部は、葉緑体ストロ
マに局在する Trx に受け渡され、Trx が機能
する。このように、光合成が行われるような
条件下のストロマには Trxが機能するのに必
要な還元力が十分に存在している。これに対
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して、チラコイド膜を隔てたチラコイド内腔
では還元力の蓄積は知られておらず、そこに
は、酸化還元による調節機構が存在するか否
かすら、明らかになっていない。 

実際、チラコイド内腔には NADPH などの還
元力の蓄積は見られない。ということは、チ
ラコイド内腔のような還元力の蓄積のない
ところで、Trx のような酸化還元タンパク質
は、存在しないし、機能しないのだろうか？
私は、還元力の蓄積がなさそうなチラコイド
内腔にも Trx 様のタンパク質 HCF164 が存在
し、内腔のいくつかのタンパク質の酸化還元
状態が制御されることを明らかにしてきた。
Trx ファミリータンパク質が機能するために
は、還元力の源である電子が必須である。で
は、チラコイド内腔に存在する Trx 様タンパ
ク質 HCF164 はどこから還元力（電子）を受
け取っているのか？その供給源を調べてみ
ると、それは還元力が豊富な葉緑体ストロマ
側の Trx からチラコイド内腔側の HCF164 へ
電子が受け渡されていることがわかった
（Motohashi et al. JBC (2006))。このこと
は、これまで知られていない葉緑体ストロマ
からチラコイド内腔への還元力の受け渡し
経路（電子の通り道）が存在することを表し
ている。 
 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究では、私のこれまでの研究から明ら
かになってきた葉緑体ストロマからチラコ
イド内腔への還元力の新しい受け渡し経路
の存在について解析を行う。 

 
具体的には、 

（１）ストロマTrxからチラコイド内腔HCF164
へ電子が受け渡される際、ストロマ側のTrx
と内腔側のHCF164以外の因子にどのような因
子が関与するのか、それともしないのか。 
 
（２）Trx, HCF164以外に関与する因子がある
場合、ない場合、共に、いったいどのような
メカニズムで膜を超えて還元力（電子）の受
け渡しが行われるのであろうか。 
 

この電子伝達経路に関わる未知因子を同
定し、Trx や HCF164 を含むこれらの因子がど
のようなメカニズムでチラコイド膜を超え
た電子伝達を行っているのかを、植物葉緑体
から調製したチラコイド膜を用いて、生化学
的手法で詳細に明らかにする。 

 
 
 

３．研究の方法 

 
単離チラコイドを用いたin vitroでのHCF164
還元アッセイ系を用いた新規タンパク質因子
の探索 
 還元力である電子がチラコイド膜を超え
て伝達されるためには、チラコイド膜外側の
Trxと内側のHCF164だけでは不可能であると
予想される。そこで、本電子伝達経路には何
らかのタンパク質性の因子が関与するはず
であるという予想のもと、未知タンパク質因
子の同定を試みた。これまで、他の生物を中
心としてチオレドキシンファミリータンパ
ク質の電子伝達は、ジスルフィド結合の受け
渡しカスケードを用いた様式が多いので、本
経路もこのメカニズムが働き、還元力（電子）
の受け渡しが行われると仮定して、これまで
に知られているジスルフィド結合形成関連
因子について評価を行った。具体的には、こ
れら関連因子の抗体を作成し、私が構築した
in vitroの単離チラコイド膜還元力伝達アッ
セイ系を用いて評価を行った（図１）。 

 
 
 
４．研究成果 
 
図３に示すように、還元力の蓄積がある葉

緑体ストロマからどのようにチラコイド内
腔へ還元力が受け渡されるかを検討した（図
３）。実際、還元力供給過程に関連すると考
えられるシステムを明らかにするため、本研
究ではこれに関連することが予想されるタ
ンパク質の抗体を作成した。予想される因子
が 6回膜貫通の膜タンパク質であるため、抗
体の作成のための抗原調製に多くの労力を
かけた。種々の検討結果により、封入体から
精製した抗原では抗体価の高い抗体を得る
ことはできなかった。しかし、大腸菌膜に発
現した少量のタンパク質を可溶化剤で可溶
化後精製した抗原からは、抗体価が高く、本
実験に用いることができる抗体を得ること
ができた。抗体の作成には当初予定していた 



 

 

 
期間よりも時間を要したが、結果として抗体
価が高く良い抗体を得ることができた。また、
この抗体を用いて、チラコイド膜上でこの因
子の酸化還元状態を調べることができるよ
うになった（図３）。 
 
この抗体を用いて、in vitro 還元力伝達ア

ッセイ系において、これらの関連候補タンパ
ク質がどのような酸化還元状態を取るのか 
 

 
 
詳細に調べた。また、関連することが予想さ
れるタンパク質の抗体を用いて、この抗体が
in vitro還元力伝達アッセイ系に与える影響
に関して評価を行った。 
その結果、チラコイド膜を介した還元力の

伝達系に、ストロマの Trx や内腔側の HCF164
以外に、チラコイド膜上の膜因子が関与する
可能性が示唆された（図４）。 
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