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研究成果の概要（和文）：高等植物葉緑体のチオレドキシンは、葉緑体ストロマに局在し、光合

成から得られる還元力の一部をフェレドキシン、フェレドキシン・チオレドキシン還元酵素を

経由して、電子として受け取る。電子を受け取り、還元型となったチオレドキシンはカルビン

サイクルを始めとして、ストロマに局在する各種酸化還元応答タンパク質を還元し、酵素活性

の調節を行う。本研究では、シロイヌナズナ葉緑体に局在すると考えられている４グループ、

９種類のチオレドキシンタンパク質に加え、研究を開始してから発見された 10 種類目のチオレ

ドキシンアイソフォームを含め、５グループ 10 種類のチオレドキシンタンパク質の機能分担解

析を行った。

研究成果の概要（英文）：The redox state of higher plant chloroplasts fluctuates widely under
light and dark conditions. Depending on the redox state, thioredoxins (Trx) regulate the
function of proteins by reducing their disulfide bridge. In Arabidopsis, plastidial stroma
Trx-isoforms comprise ten members, into five types. The f- and m-type Trxs regulate the
activity of enzymes mainly involved in the primary metabolism, including the Calvin cycles,
while x-, y- and z-type Trxs are related with oxidative stress responses. However, the
genetic evidence for its physiological importance is lacking. We prepared specific antibodies
for each Trx isoforms and determined their concentration. The m-type Trx with four
isoforms was major Trx proteins in the chloroplast stroma. We analyzed an Arabidopsis trx
m mutant.
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１．研究開始当初の背景

高等植物葉緑体のチオレドキシン（Trx)は、

葉緑体ストロマに局在し、光合成から得られ
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て受け取る（図１）。電子を受け取り還元型
となったTrxはカルビンサイクルを始めとし
て、ストロマに局在する各種酸化還元応答タ
ンパク質を還元し、酵素活性の調節を行う
（図１経路 A）。これは、昼と夜により光合
成活性などを調製する必要のある植物葉緑
体にとっては、非常に大切な制御メカニズム
であり、ここ数年間の私たちを含む世界の
Trx 研究者により、経路 A 以外にも、Trx の
下流で酸化還元調節されるタンパク質が存
在し、その経路が多方面に渡ることが明らか
となっている（図１ 経路 B、経路 C）。

これと並行して、最近進展した高等植物の
ゲノム解析結果によれば、高等植物葉緑体ス
トロマは、これまで考えられていたよりも多
くのTrxアイソフォームを持つことがわかっ
た。たとえば、ゲノム解析が終了したシロイ
ヌナズナでは、f 型（２種）、ｍ型（４種）に
加えて、ｘ型（１種）、ｙ型(２種）の４グル
ープ９種類ものTrxが葉緑体に存在している
ことがわかっていた（図２）。しかし、それ
らストロマ内でどのような役割分担を担っ
て機能しているかは、部分的に機能分担が提
唱されているだけだった。

２．研究の目的

植物は昼夜におけるレドックス変化に対
応するために、Trx によるレドックス制御が
必要である。葉緑体 Trx の研究は、この数年
で大きく進んだ。しかし、そのおかげで新た
な謎も出てきた。細胞内の葉緑体ストロマ
Trx は、これまで考えられていたよりも多く
のアイソフォームが存在し、多くのレドック
ス経路で働いている。では、葉緑体ストロマ
Trx アイソフォームは、ジスルフィド結合を
還元するという一見単純な活性を通じて、ど
のように電子の流れを調節し、交通整理して
いるのだろうか。私は、この問題を解決する
ことを目的として、in vivo, in vitro の両方の
側面から研究を進めた。

３．研究の方法

高等植物葉緑体ストロマに存在するチオ
レドキシンファミリーの機能分担を明らか
にするため、まず、シロイヌナズナ葉緑体に
局在すると考えられる４グループ、９種類の
遺伝子をクローニングし（図２）、大腸菌を
用いた組換えタンパク質の大量発現系を構
築した。その後、これらすべてのタンパク質
の精製を行い、生化学的な解析に用いた（図
３）。
これと平行して、シロイヌナズナの葉緑体

に局在するチオレドキシンファミリーを検
出するために、シロイヌナズナの T-DNA 挿
入変異体の整備を進めた。また、T-DNA 挿
入変異株の取得と同時に、RNAi 株の作成も
進めた。精製したタンパク質と整備した
T-DNA 挿入変異体を用いて、生化学的、お
よび生理学的解析を行った。

４．研究成果
これらの研究を進める過程で、ｚ型 Trx が

葉緑体ストロマで機能していることが報告
されたため、これまでの４グループ 9 種類の
Trx に加えて実験を進めた。合計して、５グ
ループ 10 種類の Trx を精製し、各 Trx タン
パク質に特異的に反応する抗体の作成を進
めた。組換え体タンパク質で特異的抗体が作
成できないときには、Trx アイソフォームの
ドメインだけを発現させたタンパク質を用
いたり、ペプチド抗体などを組み合わせるこ
とで、５グループ 10 種類に特異的な抗体を
得た。その結果、Arabidopsis 葉緑体ストロ
マに局在する各Trxアイソフォームの量を定
量することができた。細胞内の各種チオレド
キシンファミリータンパク質の定量を行う



ことで、グループ間で存在量の違いを明らか
にすることができた。
また、シロイヌナズナの葉緑体に局在する

チオレドキシンファミリーのタンパク質機
能を生理的な環境下で理解するために、シロ
イヌナズナの T-DNA 挿入変異体の整備を進め、
いくつかの変異体について、光合成活性を中
心とした生理学的解析実験を行った。その結
果、チオレドキシンファミリータンパク質は、
グループごとに、その表現型に差が見られる
ことが明らかになった。これは、各 Trx グル
ープ間にそれぞれの機能があり、グループご
とに生理的機能分担を行っているらしいこ
とを示唆するものであり、その機能分担がど
のようなものかを具体的に明らかにするこ
とが今後の課題である。
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