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研究成果の概要：活性酸素によるタンパク質合成（翻訳）の阻害機構、および翻訳のレドック

ス制御と光合成の環境応答との関係を、原核光合成生物ラン藻を用いて研究した。タンパク質

合成の阻害が、活性酸素による翻訳因子 EF-Gの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が明らかになった。また、このジスルフィド結合が光合成電子伝達体

チオレドキシンによって還元され、EF-G が活性化することもわかり、翻訳と光合成がレドッ
クス制御によってリンクしていることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)光化学系 II の光阻害における活性酸素の
作用機構 
 光化学系 IIの光阻害は、従来、活性酸素に
よる光化学系 II の損傷が原因だと言われて
きた。しかし近年、研究代表者らの研究によ
って、光阻害は、光による光化学系 II酸素発
生系の損傷と、活性酸素による光化学系 II
の修復阻害が原因となって起こることが明
らかになっている。さらに、活性酸素が修復
に必要なタンパク質の合成を翻訳伸長の段
階で抑制していることが明らかになった。 

(2)活性酸素による翻訳阻害の分子機構 
 ラン藻 Synechocystis sp. PCC 6803から
in vitro 翻訳系を作製し、活性酸素による翻
訳阻害のメカニズムを生化学的に解析した。
その結果、翻訳伸長反応を担う翻訳因子
EF-G の酸化が、翻訳阻害の主な要因になっ
ていることが示唆された。しかしながら、
EF-G の酸化の化学的な性質や、酸化された
EF-G を還元するメカニズムに関しては不明
であった。また、EF-G の酸化還元（レドッ
クス）の生理学的な意義については、in vivo
における解析が必要であった。 
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２．研究の目的 
 ラン藻 Synechocystis sp. PCC 6803を用
いて、活性酸素による EF-Gの酸化のメカニ
ズム、および酸化された EF-Gを還元するメ
カニズムを明らかにし、EF-G を介した翻訳
の制御機構を解明する。さらに、この翻訳の
レドックス制御が光合成とどのようにリン
クしているか、in vivoの系を用いて解明する
とともに、光合成の環境応答における翻訳の
レドックス制御の意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)EF-Gの酸化の化学的性質の解析 
 EF-G の酸化が可逆的であることから、シ
ステイン残基の酸化の可能性があげられる。
そ こ で 、 チ オ ー ル 基 修 飾 試 薬 の
PEG-maleimide (5 kDa)を用いて EF-Gのシ
ステイン残基を修飾した後、SDS-PAGE で
分離し、レドックス状態を解析した（以下、
この方法をチオール修飾法と呼ぶ）。さらに、
ペプチドマッピング解析によって、酸化され
たシステイン残基の同定を行った。 
(2)EF-Gの酸化と翻訳阻害の関係 
 個々のシステイン残基をセリンに改変し
た改変EF-Gを作製し、ラン藻Synechocystis 
の in vitro翻訳系を用いて、システイン残基
の酸化と翻訳活性の関係を調べた。 
(3)EF-Gの酸化還元電位の測定 
 還元型DTTと酸化型DTTの割合を変えた
緩衝液中で、EF-Gの酸化還元状態を解析し、
その酸化還元電位を測定した。 
(4)チオレドキシンとの相互作用 
 酸化型 EF-Gに還元型チオレドキシンおよ
び DTT を加えた後、還元型への変換をチオ
ール修飾法によって調べた。 
(5)in vivoにおけるチオレドキシンとの相互
作用 
 NADPH-チオレドキシン還元酵素の欠損
株を用いて、細胞中の EF-Gのレドックス状
態を解析した。 
(6)in vivoにおける EF-Gのレドックス状態
の解析 
 ラン藻を様々な光強度のもとで培養した
後、細胞中の EF-Gのレドックス状態を解析
した。 
(7)光合成の環境応答との関係 
 EF-G 過剰発現株を作製して、光合成の光
阻害の様子を解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1)EF-Gの酸化の化学的性質 
 チオール修飾法を用いて酸化型 EF-Gのレ
ドックス状態を解析し、個々のシステイン残
基をセリンに改変した改変 EF-Gのレドック
ス状態と比較した。その結果、過酸化水素に
よって２つのシステイン残基（Cys105 と

Cys242）が酸化されることがわかった。分子
間の結合が見られなかったため、これら２つ
のシステイン残基間で分子内ジスルフィド
結合が形成していることが示唆された。ペプ
チドマッピング解析によっても、これらのシ
ステイン残基の酸化が確認された。 
(2)EF-Gの酸化と翻訳阻害の関係 
 過酸化水素で阻害させた in vitro翻訳系に、
各々の改変型 EF-Gを添加して、翻訳活性の
回復を調べた。改変体 Cys105S および
Cys242Sでは、酸化処理を行っても、還元型
と同様に翻訳活性を回復させる効果があっ
た（図１）。しかし、その他の改変型 EF-G
や野生型 EF-Gでは、酸化型は翻訳を回復さ
せる能力はなかった（図１）。したがって、
これらの２つのシステイン残基が酸化され
ると、翻訳阻害が起こることが確認された。 
 

 
図１．EF-Gの酸化還元状態と翻訳活性 
過酸化水素で処理した in vitro 翻訳系に、還元型
EF-G または酸化型 EF-G を添加して、翻訳活性
の回復をタンパク質合成能力を指標に解析した。

○、過酸化水素で処理した翻訳系の翻訳活性；♦、

過酸化水素で処理していない翻訳系の翻訳活性 
 
(3)EF-Gの酸化還元電位 
 Synechocystis の EF-G およびチオレドキ
シンの酸化還元電位を測定した結果、それぞ
れ－221 mV、－282 mVであった。これらの電
位から、EF-G がチオレドキシンから電子を
受け取ることが可能であることが示された。 
(4)チオレドキシンとの相互作用 
 チオレドキシンの存在下で、EF-G のレド
ックス状態を解析した結果、EF-G がチオレ
ドキシンによって還元されることがわかっ
た。 
(5)in vivoにおけるチオレドキシンとの相互
作用 
 NADPH-チオレドキシン還元酵素の欠損
株では、還元型チオレドキシンの割合が大き
く低下していることが報告されている。この
変異株と野生株において、EF-G のレドック
ス状態をチオール修飾法によって解析した。
その結果、変異株では還元型 EF-Gの割合が
低下していることがわかった。したがって、



 

 

in vivoにおいてもEF-Gがチオレドキシンに
よって還元されることが明らかになった。こ
の結果から、光合成電子伝達で生じた還元力
がチオレドキシンを経由して EF-Gに到達し
ていることが示唆された。 
(6)in vivoにおける EF-Gのレドックス状態
の解析 
 細胞に異なった光強度の光を照射した後、
細胞中の EF-Gのレドックス状態を解析した。
弱光 70 µmol photons m-2 s-1のもとでは、
EF-Gは主に還元型であった。中光 200 µmol 
photons m-2 s-1のもとでは、ほぼすべてが還
元型になっていたが、強光 1,500 µmol 
photons m-2 s-1のもとでは、一部が酸化型へ
と変換していた。これらの結果から、光強度
が増大すると、光合成電子伝達速度が上昇し
て EF-Gが還元されるが、強光では活性酸素
が発生して、EF-G が酸化されることが示唆
された。 
(7)光合成の環境応答との関係 
 EF-G過剰発現株では、光化学系 IIの光阻
害が緩和されることが観察された。しかし、
クロラムフェニコールで修復を止めた際に
は、この保護作用が見られなかった。したが
って、過剰の EF-Gによってタンパク質合成
の酸化ストレス耐性が増大して、光損傷を受
けた光化学系 II の修復を促進していること
が考えられる。 
(8)まとめ 
 光合成電子伝達から生じた還元力がチオ
レドキシンを介して EF-Gを還元し、翻訳活
性を促進する。しかし、強光下では、過剰の
電子の蓄積から活性酸素が発生して、このレ
ドックスシグナルを妨害し、EF-G を酸化状
態にして翻訳活性を抑制する。この迅速な制
御機構は、強光ストレス時において、過剰エ
ネルギーを作り出さないための安全弁とし
て働いていることが考えられる。 
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