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研究成果の概要：葉緑体 NDH 複合体の未知サブユニットを同定する目的で、Arabidopsis 共発

現解析データベース等を利用して新規 NDH 遺伝子の選抜をした。その結果、５個の遺伝子の同

定と解析をライバルに先駆けて、または同時に発表することができた。 

 C4種、C3種および intermediate のフラベリアを材料とし、4個の NDH サブユニットに対する

抗体を用いてイムノブロット解析を行った。また、C4フラベリア（F. bidentis）から、シロイ

ヌナズナで同定された核ゲノムコードの NDH サブユニット遺伝子 ndhN と本研究にて単離した

ndf4,ndf6 のホモログをクローニングした。単離した遺伝子配列を利用してその遺伝子の発現

抑制を引き起こすための RNAi ベクターを作成し、形質転換を行った。 
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１．研究開始当初の背景 
 生命活動の源である光合成明反応は、端
的に言えば ATP と NADPHを生産する反
応であり、暗反応で主として糖合成に利用
されるが、その時々の細胞の要求性に応じ
て ATP/NADPH 生成比を調節する必要が
ある。申請者らはこれまでに、光化学系Ｉ
循環的電子伝達経路が ATPと NADPH の
合成比の制御に必要であることを示してき
た（業績１に総説）。循環的電子伝達経路と
は、直線的電子伝達系（Z-スキーム）で生

じた NADPH 等の還元型化合物が消費さ
れずに電子伝達鎖を再還元することで、光
化学系 I 周辺を循環的に電子が移動する経
路である。直線的電子伝達経路では光化学
系Ｉと光化学系ＩＩを協調的に利用し
ATP と NADPH の両方を生産するが、そ
の合成比は一定である。循環的電子伝達経
路では光化学系Ｉのみを利用し、ATPのみ
を生産する。つまり、光合成生物は循環的
電子伝達の活性を調節することで、時々
刻々変動する細胞のエネルギー要求性に応
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じ、ATP と NADPH の合成比を調節して
いると考えられている。 
 最近、鹿内らにより、循環的電子伝達経
路には、NDH 経路と FQR(フェレドキシ
ン・キノン還元酵素) 経路の 2 つの経路が
存在し、両経路を欠損したシロイヌナズナ
の変異株の解析から、光化学系 I 循環的電
子伝達経路は C3 光合成に必須であること
が明らかとなった。  
 一方、トウモロコシ、サトウキビ等重要
な作物を含むハッチ・スラック型光合成植
物（C4 植物）は、C3 植物に比べ、高温、
強光下で効率のより光合成を行う能力を持
つが、これを支えるのは、C４植物特有の二
酸化炭素濃縮機構である。この二酸化炭素
濃縮装置の駆動には、ATPが必要であるこ
とが知られていたが、長らく C４代謝駆動
のための ATP生成の機構は不明であった。
申請者らは、葉緑体 NAD(P)Hデヒドロゲ
ナーゼ(NDH)による循環的電子伝達系が、
C４代謝のエネルギー補充機構の本体であ
ることを示唆する結果を得た。本研究では、
この仮説を実証するため、C4 植物での
NDH の生理的役割を明らかにすることを
目指した。 
 
 
２．研究の目的 
 C３モデル植物シロイヌナズナで同定さ
れた核ゲノムコードの ndh 遺伝子群のホ
モログを形質転換可能な C4 植物であるフ
ラベリアから単離し、その遺伝子を RNAi
法で抑制する。具体的には、シロイヌナズ
ナ葉緑体の NDH 複合体の構造を明確にす
る。その知見に基づき、形質転換可能な C
４植物フラベリアを材料として NDH の発
現のウエスタン解析と NDHノックダウン
株作成を行うこととした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)シロイヌナズナ葉緑体 NDH 複合体の構造
解析 
シロイヌナズナ葉緑体NDH複合体の未知サブ
ユニットを同定する目的で、インターネット
上で公開さいれているマクロアレイデータ
の共発現解析データベース(ATTEDII)等を利
用して新規 NDH 遺伝子の選抜を行う。 
(2) フラベリア NDH の発現解析 
C4 種のフラベリア F. bidentis と  F. 
trinervia、 C3種として F. pringlei、C3-C4 
intermediate 種として F. ramosissima を材
料とし、葉緑体コードの NDH サブユニット
NDH-Hと核コードのサブユニットNDF1,2,6に
対する抗体を用いてイムノブロット解析を
行う。 
(3) NDH 抑制変異株の作成 

 まず、C4植物のフラベリア（F. bidentis）
から、シロイヌナズナで同定された核ゲノム
コードのNDHサブユニット遺伝子をクローニ
ングする。単離した遺伝子配列を利用してそ
の遺伝子の発現抑制を引き起こすためのベ
クターとして 37bpRNAi ベクター（pGWB2）を
作成し、アグロバクテリウム（LBA4404）に
形質転換する。 
 
 
４．研究成果 
 当初の研究計画では C４植物での解析を
主眼としていたが、シロイヌナズナの新規
サブユニット遺伝子の同定と解析の研究が、
予想以上に国際的競争にさらされていると
判明したため、研究の主力をシフトせざる
を得なかった。結果としてシロイヌナズナ
で 新 規 NDH 関 連 遺 伝 子 と し て
ndf1,2,4,5,6 と命名した５個の遺伝子の同
定と解析をライバルに先駆けて、または同
時に発表することができた。一方、C４植物
における解析は現在までに公表するに至ら
なかった。 
 
(1)シロイヌナズナ葉緑体 NDH 複合体の構造
解析 
 呼吸および光合成という相反する反応で
機能を果たすため、NDH は、分子進化の
過程で呼吸型（ミトコンドリア局在）と光
合成型（葉緑体局在）に分岐してきたと推
定される。呼吸型 NDH の NADH 結合サ
ブユニットに相同性を有する遺伝子は光合
成生物では見出されず、まったく異なった
タイプのサブユニットが機能を代替してい
るはずであるが、この光合成型 NDHに特
異的な NAD(P)H結合サブユニットは、未
だ発見できずにいる。本研究では、比較ゲ
ノム解析と、網羅的遺伝子発現情報とを組
み合わせることにより生化学研究では同定
不可能であった光合成型 NDH の新規サブ
ユニットが、効率的に同定できることを見
出し、これまでに５個の新規サブユニット
の同定に成功した。 
 具体的には、シロイヌナズナ葉緑体 NDH
複合体の未知サブユニットを同定する目的
で、インターネット上で公開さいれている
マクロアレイデータの共発現解析データベ
ースを利用して既知の ndh遺伝子と共発現
する（同じ器官で同じ環境条件で発現する）
遺伝子群を検索（以後、共発現解析と略す）
した。またこれを補完する方法として、
NDH 複合体をもつことがわかっている高
等植物とシアノバクテリアに存在する遺伝
子のうち、NDH複合体をもたない緑藻のゲ
ノムには存在しない遺伝子を探索（以後、
系統プロファイリング）した。その結果、
共発現解析において 33の候補遺伝子を、系



 

 

統プロファイリングの手法において 28 の
候補遺伝子を同定した。そのうち、37遺伝
子が機能未知遺伝子であり、2 つの機能未
知遺伝子が両方の手法で単離された。候補
遺伝子が実際に ndh遺伝子かどうかを解析
するため、単離した遺伝子内部に T-DNA
が挿入されているシロイヌナズナ変異株を
T-DNA 変異株コレクションから取り寄せ、
NDH 活性が欠損している植物体を選抜し
た。以上の手法により、４つの機能未知遺
伝子の欠損が NDH 活性を欠損させること
が明らかとなり、ndf1-4 と命名した。ndf3
に関しては、本研究の途中で、他グループ
により報告があったため、ndf1,2,4 につい
て詳細な解析を行い、これらが、NDH複合
体の新規サブユニット遺伝子であることを
明らかにした（成果８）。さらに、共発現の
閾値を下げることで ndf6を、また、ndf2の
ホモログとして ndf5を見いだし、詳細な解
析を行った。NDF6は、新規 NDHサブユニ
ットであり（成果４）、NDF5は、完成した
NDH 複合体を含む野生株には発現が少な
く、親水性サブコンプレックスが欠損した
変異株に発現量が多いことから、NDH複合
体の構造の構築に必要な因子であるが、サ
ブユニットではない可能性が示された（成
果９）。 
 
(2) フラベリア NDH の発現解析 
 C4 種のフラベリア F. bidentis と F. 
trinervia、 C3種として F. pringlei、C3-C4 
intermediate 種として F. ramosissima を
材料とし、葉緑体コードの NDH サブユニッ
ト NDH-H と核コードのサブユニット
NDF1,2,6 に対する抗体を用いてイムノブ
ロット解析を行った。葉緑体コードの
NDH-H はすべての種で同一の分子量の単一
のバンドが観察され、発現レベルは C4 と
C3-C4 intermdeiate 種に多く、C3種では、
かなり低いという結果となった。一方、核
コードのサブユニットについては、イムノ
ブロットでそれぞれのタンパク質について
分子量がわずかに異なる複数本のバンドが
見られた。NDF1 と NDF6 については、C4と
C3-C4 intermdeiate 種では C3種に比べて発
現レベルが高く、NDH-H の結果と整合性が
とれる結果となったが NDF2 については C3
種が他に比べて発現が高く、非特異的な抗
体との結合や、交差活性の差等の解析が必
要と考えられた。 
 
(3) NDH 抑制変異株の作成 
①フラベリア RNAi 発現抑制株の作成 
まず、C4植物のフラベリア（F. bidentis）
から、シロイヌナズナで同定された核ゲノ
ムコードの NDH サブユニット遺伝子 ndhN
と本研究にて単離した ndf4,ndf6 のホモロ

グをクローニングした。単離した遺伝子配
列を利用してその遺伝子の発現抑制を引き
起こすためのベクターとして 37bpRNAi ベ
クター（pGWB2）を作成し、アグロバクテリ
ウム（LBA4404）に形質転換した。 F. 
bidentis の胚軸を用いた形質転換を試み
たが、これまでのところ、形質転換植物は
得られていない。早急に、形質転換体を得
るため、オーストラリア国立大学の
Caemmerer 教授との共同研究のもとで形質
転換実験を行っている。 
②NDH欠損変異株の単離 
トウモロコシの NDH 欠損変異株を単離す
るため、Maize Targeted Mutagenesis 
Database (http://mtm.cshl.org/) もしくは、
Photosynthetic Mutant library 
(http://chloroplast.uoregon.edu/)のスクリ
ーニングサービスおよび RescueMu 
library を利用して、単離した ndh 遺伝子
にトランスポゾンが挿入された変異株が存
在するかどうかを探索した。ndhO につい
ては該当変異株がなく、現在 ndhNについ
ては依頼中。今後、in silico解析によって
当研究グループで同定した５つの新規
NDH 関連遺伝子についても同様にスクリ
ーニングしている。 
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