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研究成果の概要（和文）：葉緑体NDH複合体とフェレドキシンの高親和性結合に関わるNdhSタンパク質を発見した。NDH
はNAD(P) dehydrogenaseではなく、アンチマイシンA耐性のフェレドキシン依存プラストキノン還元酵素であることを
明らかにした。またシロイヌナズナNDH複合体サブ複合体Aのアセンブリ過程を明らかにし、この過程に特異的に関わる
アセンブリ因子を多数発見した。さらにゼニゴケのNDH複合体が、光科学系Ⅰと超複合体を形成しないこと、また弱光
下で葉緑体内のレドックスバランスの維持に機能することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We discovered that a novel protein, NdhS is necessary for the high-affinity bindin
g of chloroplast NDH with ferredoxin. Chloroplast NDH is not NAD(P)H dehydrogenase but antimycin A-resista
nt ferredoxin-dependent plastoquinone reductase (FQR). We also clarified the assembly process of subcomple
x A of chloroplast NDH in Arabidopsis with the discovery of several assembly factors specifically required
 for this process. We further discovered that in Marchantia chloroplast NDH does not form the supercomplex
 with photosystem I and is involved in the redox homeostasis in chloroplasts at low light intensity.
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１．研究開始当初の背景 
葉緑体 NDH（NADH dehydrogenase-like）
複合体は、光化学系Ⅰ（PSI）サイクリック
電子伝達と葉緑体呼吸を触媒する。NDH 複
合体は、ミトコンドリアやバクテリアの
NADH dehydrogenase（complex I）と構造
が類似するが、NADH の酸化に関わる N モ
ジュールのサブユニットを欠き、電子供与体
が何であるのかは不明であった。またシロイ
ヌナズナではPSI複合体と超複合体を作るこ
とが知られているが、その生理的意義は充分
理解されていない。NDH 複合体は、シアノ
バクテリアにおいて、サブユニット組成を換
えることで、呼吸鎖電子伝達、PSⅠサイクリ
ック電子伝達、無機炭素の濃縮に関わる。被
子植物の NDH複合体は強光ストレスの緩和
に関わると考えられるが、その構造の違いが、
機能とどのように結びつくかは理解されて
いない。ゼニゴケは陸上植物の進化を研究す
るモデル生物となりつつあり、ゼニゴケの
NDH 複合体の解析は重要な研究課題である。 
 
２．研究の目的 
葉緑体NDH複合体はPSIサイクリック電子
伝達の装置で、11 のサブユニットが葉緑体
ゲノムにコードされる。葉緑体 NDH はシア
ノバクテリアの複合体に由来する。しかし
我々は、その構造と機能がシアノバクテリア
のものと異なること示し、コケ植物の NDH 
がその中間的な位置を占めることを示唆し
ている。本研究ではシロイヌナズナとコケ植
物を用いて NDH 複合体の構造、機能、アセ
ンブリ装置を比較解析することを目指した。
そのことで、シアノバクテリアにおいて PSI
サイクリック電子伝達の主役を務めた NDH 
複合体が、陸上植物の進化の過程で光ストレ
スに対する適応装置として作り変えられた
進化の過程を明らかにすることを目的とし
た。 
具体的な研究の目的は以下の３点に絞られ
る。 
(1) NDHへの電子供与体の決定 
(2) NDH複合体アセンブリ機能の解明 
(3) ゼニゴケの NDHの機能と構造の解明 

 
３．研究の方法 
(1) NDH-PSI 超複合体の質量分析解析の情報
をもとに、NdhS/CRR31、NdhT、NdhU タン
パク質をピックアップした。各遺伝子のノッ
クアウト株を取得し、電子伝達、生化学、遺
伝学解析を行った。大腸菌で NdhS の組換え
タンパク質を作成し、crr31 変異株のチラコ
イドで NDH 依存的プラストキノン還元をモ
ニターする再構成系を構築し、NDH複合体活
性のフェレドキシン濃度依存性を調べた。 
 
(2) CRR6や CRR1など、アセンブリ因子の C
末端にタグを付加し、変異株を相補する。タ
グを認識する抗体を用いて、ストロマ画分か
らアセンブリ中間体を精製し、質量分析に供

した。新規に発見されたアセンブリ因子の候
補について、ノックアウト株を取得し、NDH
欠損が確認されたものは、同様のアセンブリ
中間体の精製を行った。またアセンブリ因子
の抗体を作成した。野生株、変異株のアセン
ブリ中間体を Clear Native (CN)ゲルで分離し、
抗体を用いて各中間体の構成成分を調べ、ア
センブリモデルを構築した。 
 
(3) ゼニゴケ葉緑体を単離し、Blue Native 
(BN)ゲルで NDH 複合体を分離した。抗体を
用いて、NDH複合体の位置を特定した。葉緑
体形質転換の技術を用いて、ndhBをスペクチ
ノマイシン耐性遺伝子の挿入により破壊し
た。野生型ゲノムコピーを完全に欠くライン
を複数取得し、電子伝達解析に供した。 
 
４．研究成果 
(1) CRR31はNDH-PSI超複合体の質量分析で
見つかったタンパク質で、ノックアウトは
NDH活性の欠損に至る。シアノバクテリアに
は NdhS のホモログがあり、機能未知ながら
結晶構造が解かれており、PSI でフェレドキ
シン結合サイトを形成する PsaE と構造的に
類似（Src homology 3 domain-like fold）するこ
とが明らかになっていた。チラコイドを用い
て crr31変異株でNDH活性を再構築する系を
確立し、NdhSが NDHのフェレドキシンに対
する高親和性の結合に必須であることを明
らかにした。このことから、葉緑体 NDH は
当初考えられていたような NAD(P)H 
dehydrogenaseではなく、フェレドキシン依存
のプラストキノン還元酵素（FQR）であるこ
とが明らかになった（文献 9）。同様に同定さ
れた NdhT, NdhUはそれぞれ Jタンパク質と
J-likeタンパク質であり、NdhSとともに電子
供与体結合（Donor donding）サブ複合体を形
成する（図１）。また NdhSとフェレドキシン
との相互作用には、NdhS の表面が正電荷を
帯びている必要があることを明らかにした
（文献 2）。 
 

 
 
 
 

 
 
図１シロイヌナズナ葉緑体 NDH 複合体の構
造モデル 文献 8より。 
 
また FQR の阻害剤として知られるアンチ
マイシンAは PGR5タンパク質あるいはその
近傍のタンパク質の機能を阻害することを
明らかにし（文献 4）、NDH がアンチマイシ
ンA耐性の FQRであることを明らかにした。 



 (2) Cpn60β4は、NDH活性を欠くシロイヌ
ナズナ crr27 変異株から見つかった。Cpn60
β4 は、他のαやβとシャペロニン複合体を
作ることを明らかにした。また Cpn60β4 を
含むシャペロニン複合体は、NdhH のアセン
ブリに必須であることを明らかにした（文献
10）。 
 CRR6は、NDH 活性を欠くシロイヌナズナ
crr6変異株から見つかったタンパク質で、ス
トロマに局在し、NDH複合体のサブ複合体 A
のアセンブリに必須である。CRR6 にタグを
付加し、共沈降するタンパク質を質量分析す
ることで新規アセンブリ因子 CRR41 と
CRR42を同定した。新たに発見されたタンパ
ク質にタグを付加し、同様の解析を繰り返す
ことで、図２に示すように NDH のサブ複合
体 A のアセンブリの過程を明らかにした。
NdhH は NdhO、 CRR41 とともに NDH 
assembly intermediate (NAI) 500と名づけたア
センブリの足場となる中間体を形成する。
CRR6 は NdhI のアセンブリに必須で、NdhI
を NAI500に取り込む際、NAI500と相互作用
する。CRR1は同様に、NdhKあるいは NdhM
のアセンブリに関わる。NdhJも含めてこれら
のサブユニットがストロマでアセンブルさ
れ、CRR42はこのNAI400に含まれる。NAI400
がチラコイド膜に存在する NDH 本体に取り
込まれる際に、CRR41 と CRR42 が取り除か
れ、NdhN が取り込まれる。以上の結果を文
献 7に論文として報告した。 
 
 

 
 

 

 
図２ 葉緑体NDH複合体サブ複合体Aのアセ
ンブリモデル サブ複合体 Aは、アセンブリ
中間体（NAI800, NAI500, NAI400）を介して
ほぼ完全な形でストロマで組み上がり、NdhN
と NdhL を取り込んでチラコイド膜に収まる。
多くのアセンブリフ因子(Cpn60β4、CRR1、
CRR6、CRR7、CRR41、CRR42、HCF101)が
この過程に関わる。文献７より。 
 
(3) ゼニゴケのゲノム情報に対して NDH の
サブユトット遺伝子を検索したところ、ルー
メンサブ複合体（図１）のほとんどのサブユ
ニットをコードする遺伝子が欠落していた。
また Lhca6（図１）をコードする遺伝子も存

在せず、BN ゲルで解析したところ、ゼニゴ
ケの NDH は PSI と超複合体を形成しないこ
とが明らかになった（図３）。ルーメンサブ
複合体の獲得と PSIとの超複合体の形成は、
陸上植物の進化の過程で生じたことが明ら
かになった。また葉緑体形質転換技術を活用
して、ndhB遺伝子のノックアウト株を作成し
た。葉状体は、野生株と変わらない生育を示
した。ndhB破壊株の光合成電子伝達はおおむ
ね正常であったが、弱光下でプラストキノン
プールが野生株より還元していることが明
らかになった。以上の結果を文献 6として論
文発表した。 
 
 
 

 
 

 

 

 
図３ シロイヌナズナとゼニゴケの NDH 複合
体の比較 両植物から単離したチラコイド
膜タンパク質複合体を BN ゲルで分離した。
シロイヌナズナで NDH は PSI との超複合体
（AtNDH-PSI）として検出される。一方、ゼ
ニゴケでは、NDH サブユニットは PSI と結合
しない分子量に相当する位置（MpNDGH）に検
出される。文献 6より。 
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