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研究成果の概要（和文）：光化学系IIは強光に対する感受性が高く、強光下で容易に失活する。この光阻害現象
に、タンパク質合成系の構成成分である翻訳因子EF-Tuの酸化が関与することをシアノバクテリアで明らかにし
た。強光下で発生した活性酸素によってEF-Tuのシステイン残基が酸化すると、タンパク質合成が抑制されて光
化学系IIの修復が阻害されることが示唆された。一方、細胞が強光環境に順化すると、光化学系IIの強光耐性が
増大する。この強光順化機構にEF-Tuの発現促進が関与していることを見出した。強光順化の際にEF-Tuを介して
タンパク質合成系が機能強化され、光化学系IIの修復能力が増大することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Photosystem II (PSII) is susceptible to inactivation under strong light, and
 this phenomenon is referred to as photoinhibition of PSII. In the present study, we found that 
oxidation of translation factor EF-Tu is associated with photoinhibition of PSII in cyanobacterium 
Synechocystis sp. PCC 6803. Under strong light, reactive oxygen species, which are generated from 
the photosynthetic machinery, oxidize a specific cysteine residue of EF-Tu and inactivate its 
function, resulting in the suppression of protein synthesis and inhibition of the repair of PSII. 
When photosynthetic cells acclimate to strong light, PSII becomes more resistant to photoinhibtion. 
We found that increased levels of EF-Tu play an important role in the acclimation of PSII to strong 
light, by protecting protein synthesis from oxidative stress and by enhancing the repair of PSII.

研究分野：植物分子生理学
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1. 研究開始当初の背景 
	 光化学系 IIは光に対する感受性が高く、強
光下では容易に失活する。この現象は光阻害
と呼ばれ、強光下における光合成生物の生育
阻害の主な要因となる。これまで光阻害の原
因は、活性酸素による光化学系 IIの損傷によ
ると考えられてきた。しかし、研究代表者ら
は、光阻害を光損傷と修復の２つのプロセス
に分けて再検討したところ、光損傷のプロセ
スは光にのみ依存して起こり、修復のプロセ
スが活性酸素の作用で阻害されることがわか
った。すなわち、光阻害は、光損傷と修復阻害
という二つの異なった作用の相乗効果による
と考えられる。 
	 研究代表者らは、光化学系 IIの光損傷が、
光吸収に依存して２段階で進行することを明
らかにした。最初に、酸素発生系マンガンク
ラスターが紫外光や青色光を吸収して崩壊し、
次に反応中心が可視光を吸収して損傷を受け
ることが推定されている。この“Two-step”メ
カニズムは、活性酸素に依存しないため、従
来の光阻害説とは大きく異なる。 
	 光化学系 IIの修復は、D1タンパク質などの
反応中心タンパク質の新規合成に依存してい
る。研究代表者らは、これらのタンパク質の
新規合成が、活性酸素により翻訳伸長過程で
阻害されることをシアノバクテリア
Synechocystis sp. PCC 6803 を用いて明らかに
した。in vitroの解析から、タンパク質合成の
阻害が、翻訳伸長因子 EF-G や EF-Tu の酸化
失活によることを特定した。さらに EF-G や
EF-Tu の失活が、特定のシステイン残基の酸
化およびジスルフィド結合やスルフェン酸の
形成によることを明らかにした。 
	 酸化標的システイン残基をセリンに改変し
た EF-G を Synechocystis で発現させると、強
光下でタンパク質合成および光化学系 IIの修
復が促進し、光阻害が緩和した。この結果か
ら、EF-Gの特定のシステイン残基の酸化が光
化学系 IIの修復を抑制することが in vivoで検
証することができた。しかし、その緩和効果
は限定的であったため、EF-Tu など他の標的
タンパク質が酸化され、その影響がタンパク
質合成に及んでいる可能性がある。 
また、光合成生物は光環境に順化して光合成
の強光耐性を変化させる。強光への順化過程
で、EF-Gや EF-Tuがどのような役割を担って
いるかは不明である。 
 
2. 研究の目的 
	 本研究では、翻訳因子 EF-Tu のシステイン
残基の酸化と光化学系 II の光阻害の関係を in 
vivoで明らかにするとともに、光化学系 IIの
強光順化における翻訳因子 EF-Tu および EF-
G、また抗酸化物質カロテノイドの役割を明
らかにすることを目的とした。研究材料とし
ては、まず Synechocystis sp. PCC 6803を用い
て研究を進め、得られた知見をもとにシロイ
ヌナズナを用いて植物葉緑体へ研究を展開し
た。 

3. 研究の方法 
(1) EF-Tuの改変と光化学系 IIの光阻害解析 
	 Synechocystis の EF-Tu の酸化標的システイ
ン残基 Cys82 をセリンに置換するための遺伝
子改変を施し、改変 EF-Tu遺伝子を EF-Tu自
身のプロモーターに接続して、Synechocystisの
ゲノムのニュートラルサイトに導入した変異
株 EF-Tu (C82S)を作製した。コントロールと
して、野生型 EF-Tu 遺伝子を自身のプロモー
ターに接続して、ゲノムに導入した変異株EF-
Tu (WT)も作製した。これらの変異株で EF-Tu
の発現を確認したのち、光化学系 IIの光阻害
およびタンパク質の新規合成を解析した。 
(2) 強光順化における翻訳因子の機能解析 
	 Synechocystis の野生株を様々な光強度の下
で培養したのち、光化学系 IIの光阻害を解析
した。その際、リンコマイシン存在下におけ
る光損傷の様子も解析した。次に、EF-Tu や
EF-Gの発現量を解析し、これらの発現量と光
化学系 IIの強光順化の関係を調べた。また、
コントロール株 EF-Tu (WT)での光阻害の様子
を詳細に解析した。また、強光下における EF-
Tuのレドクス状態も解析した。 
(3) 強光順化におけるカロテノイドの機能解
析 
	 Synechocystis のゼアキサンチン、エキネノ
ンの欠損株ΔctrOΔcrtR を様々な光強度の下
で培養したのち、光化学系 IIの光阻害および
光損傷を解析した。 
(4) シロイヌナズナ葉緑体翻訳因子の酸化傷
害機構 
	 シロイヌナズナの葉緑体翻訳因子 EF-G お
よび EF-Tu に関して、組換えタンパク質を作
製し、過酸化水素の存在下でシステイン残基
のレドックス変化および翻訳活性の変化を調
べ、酸化傷害機構を解析した。 
 
4. 研究成果 
(1) EF-Tuの酸化と光化学系 IIの光阻害の関係 
	 酸化標的のシステイン残基 Cys82をセリン
に改変した EF-Tu を発現させた Synechocystis
の変異株 EF-Tu (C82S)を作製した。この変異
株では、改変型 EF-Tuがタンパク質レベルで
野生型 EF-Tu と同量程度発現していることを
確認した。この変異株では、強光下で光化学
系 IIの光阻害が緩和していた。しかし、リン
コマイシン存在下で光化学系 IIの光損傷をモ
ニターしたところ、野生株と差が見られなか
ったことから、EF-Tu (C82S)株では光化学系 II
の修復能力が促進していることがわかった。
また、この変異株では D1 タンパク質など光
化学系 IIの修復に必要なタンパク質の新規合
成が強光下で促進していた。 
	 野生型 Synechocystisで EF-Tuの Cys82のレ
ドックス状態をモニターしたところ、細胞を
強光に曝すと、Cys82 が速やかに酸化される
ことが観察された。 
以上の結果から、EF-Tuの酸化と光合成の光
阻害に関して、以下のようなスキームが考え
られた。①強光下で EF-Tuの Cys82が酸化さ
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れると、EF-Tuの機能が失われ、タンパク質合
成が抑制される。②その結果、光化学系 IIの
修復が阻害され、光阻害が促進する。 
(2) 光化学系 II の強光順化における EF-Tu の
役割 
	 様々な強度の光条件下で生育させた
Synechocystis 野生株で、光化学系 II の光阻害
を解析した。その結果、生育光が強いほど、光
化学系 IIの光阻害が緩和し、強光耐性が増大
することがわかった。リンコマイシン存在下
で光損傷を解析した結果、生育光は光損傷に
影響を及ぼさなかったため、光化学系 IIの修
復能力が増大したことが強光耐性増大の要因
であることが判明した。 
	 強光に順化した細胞では、強光下で D1 タ
ンパク質などのチラコイド膜タンパク質の新
規合成が促進していた。さらに、強光順化株
では EF-Tu の発現量が増大していた。一方で
EF-G やリボソーム構成タンパク質の発現量
は強光順化の影響を受けず一定であった。EF-
Tuの発現量と生育光、光化学系 IIの強光耐性
には強い相関関係が見られた。 
	 野生型 EF-Tuをゲノムのニュートラルサイ
トから発現させた Synechocystis 変異株 EF-Tu 
(WT)では、EF-Tu の発現量が野生型に比べ 2
倍程度増大していた。この変異株で光化学系
IIの光阻害を解析したところ、EF-Tu (C82S)株
ほどではないものの、光化学系 IIの強光耐性
が増大していることがわかった。したがって、
強光順化によって EF-Tu の発現量が増大する
ことが光化学系 IIの強光耐性増大に寄与する
ことが示唆された。 
(3) 強光順化におけるカロテノイドの役割 
	 SynechocystisのΔctrOΔcrtRを用いて、光化
学系 IIの強光順化を解析した。この変異株を
強光下で生育させると、光化学系 IIの強光耐
性が増大した。リンコマイシン存在下では強
光順化の影響が見られなかったため、強光順
化は修復能力の増大によることがわかった。
しかし、強光耐性の増大は、野生株と比べる
と極めて限定的であったため、光化学系 IIの
修復能力の増大にゼアキサンチンやエキネノ
ンが重要な役割を担っていることが示唆され
る。 
(4) シロイヌナズナ葉緑体翻訳因子の酸化傷
害機構と強光応答 
	 植物葉緑体翻訳因子の酸化傷害と強光応
答：シロイヌナズナ葉緑体局在性の翻訳因子
cpEF-Gおよび cpEF-Tuに関して、C末端にHis
タグを融合した組換えタンパク質を調製した。
これらを様々な濃度の過酸化水素で処理した
後、システイン残基のレドックス状態と翻訳
活性を in vivoで解析した。その結果、cpEF-G
は中性領域では酸化耐性を示したが、アルカ
リ性領域ではシステイン残基の酸化と活性の
低下が見られた。一方、cpEF-Tuは中性領域で
もシステイン残基が容易に酸化され翻訳活性
が低下した。成熟型 cpEF-Tuの 2つのシステ
イン残基のうち Cys149 が酸化されてスルフ
ェン酸を形成することがわかった。次に野生

型植物体のリーフディスクに強光照射し、細
胞抽出液中の cpEF-Tuのシステイン残基の in 
vivo レドックス状態をモニターした。その結
果、強光照射に伴って酸化型 cpEF-Tu の割合
が増大することが観察された。 
	 現在、Cys149 をセリンに改変した cpEF-Tu
を葉緑体で発現させた形質転換植物を作製し
ており、光化学系 IIおよび植物体の強光耐性
を解析することを計画している。 
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