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研究成果の概要（和文）：陸上の過酷な光環境に適応するため、被子植物はいくつか後戻りのできない選択をし
た。その理由を明らかにするため、合成生物学のアプローチを採り、異なる進化を選択した植物を創作した。被
子植物が優秀な電子の安全弁であるFlvを捨てたことは大きな謎である。実際、被子植物へのFlv導入は、植物に
変動光耐性を与える。本研究では、プラストキノンから電子を抜き取るPTOXを活用した。葉緑体ATP合成酵素の
Fo-リングは14のcサブユニットから成る。この数は１分子のATP合成に必要なプロトンの数を決定し、プロトン
収支を決める決定的な選択であった。我々は、この数を15に変更した植物を作成した。

研究成果の概要（英文）：To adapt to the stressful light environments, angiosperms have made some 
decisions which could not be canceled. To ask the reason for the decision, we took the synthetic 
biological approach to create the plants which selected the different evolution. It is mysterious 
that angiosperms gave up the flavodiiron (Flv) protein, which is an excellent safety valve for 
electrons. Introduction of Physcomitrella patens Flv into angiosperms actually makes them more 
resistant to fluctuation of light intensity. In this study, we focused on another safety valve PTOX,
 which leaks electrons from the plastoquinone pool. In the chloroplast ATP synthase, the Fo-ring 
consists of 14 c subunits. This number determines how many protons are needed for the synthesis of a
 molecule of ATP. Because it affects the total proton budget in chloroplasts, this was also a 
definitive design of eukaryotic photosynthetic machinery. We created the tobacco plants with a ring 
consisting of 15 c subunits.

研究分野：植物生理学

キーワード： 光合成　葉緑体　電子伝達　サイクリック電子伝達　PTOX　ATP合成酵素

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の基本的な光合成反応装置は、シアノバクテリアから被子植物まで保存されているが、調節機構について
は、ある程度の多様性が見られる。それは、それぞれの光合成生物が異なる光環境に適応したためである。本研
究は、適応装置を大きく入れ替えることにより、被子植物が何故、現在の装置を選んだのか、今まで答える手段
がなかった問いに迫るものである。またその成果から、調節機構には驚くべき可塑性があり、作物の光環境スト
レスに対する耐性を強化する試みにつながる可能性がある。実際、我々は、安全弁の一つであるFlvをイネに導
入し、その変動光耐性の強化を報告している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
光は光合成を駆動するために必須であるが、過剰な光エネルギーの受容は、活性酸素の生成を介
して光合成装置を破壊する。植物は、この光傷害を回避するため、チラコイド膜ルーメンの酸性
化をモニターすることで光の過剰を感知し、光合成電子伝達にブレーキをかける。被子植物は、
陸上の過酷な光環境に適応するため、様々な光の利用効率の調節メカニズムを進化させてきた。
それらは単一に機能するだけではなく、相互に影響し合い、複雑なネットワークを形成している。
この光環境適応機構をネットワークとして捉える視点は、ごく最近生まれたものであり、その理
解は、十分ではない。 
光合成の基本装置は、シアノバクテリアから被子植物まで高く保存されているが、この光合成調
節ネットワークを司る装置には、ある程度多様性が見られる。被子植物が、何故現在の装置を選
んだのか、不明な点が多い。例えば、被子植物は優秀な電子の安全弁である Flv（Flavodiironタ
ンパク質）をその進化の初期に失い、PGR5（PROTON GRADIENT REGULATION 5）タンパク質
に依存するサイクリック電子伝達を使ってチラコイド膜ルーメンを酸性化し、そのことでシト
クロム b6f複合体での電子伝達のブレーキ（photosynthetic control）を強化する戦略を選んだ。し
かしながら、我々は、シロイヌナズナとイネを用いて、Flvが PGR5に機能の大部分を代替可能
であり、Flvを導入した組換え植物は、非組換えの野生型植物より優れた面をもつことを報告し
ている。合成生物学的なアプローチの採用により、光合成制御の主要なメンバーを入れ替えるこ
とにより、現存の植物が何故この進化を選択したのか、さらには、現在の植物の光環境適応能力
を環境に再適応させることで、向上させることができるのか、それらの問いに答えるヒントが得
られるかもしれない。 
 
２．研究の目的 

 
ATP合成酵素は、葉緑体において ATPを産み出す装置である。ATP合成には、Fo-リングと呼
ばれる部分の回転が必要であるが、それをもたらすのがチラコイド膜を介したプロトン駆動力
である。プロトン駆動力は、プロトン濃度勾配と膜電位差から成る。そのうちプロトン濃度勾配
は、ATP 合成のみならず、チラコイドルーメンの酸性化を介して電子伝達にブレーキをかける
（photosynthetic control）。したがって、プロトン駆動力の大きさだけではなく、その成分（プ
ロトン濃度勾配と膜電位差）の比の調整が、植物の光環境適応を決めている。近年、チラコイド
膜に局在するイオンチャネルやトランスポーターの解析から、成分制御の重要性が明らかにな
りつつある。 
陸上の過酷な光環境に適応する植物の進化において、プロトン駆動力制御のメカニズムについ
て、何度か引き返すことのできない選択が行われた。本研究は、合成生物学のアプローチを用い
て、植物が進化の過程で選択しなかった戦略をとる植物を創作する。その人工的な光合成制御を
行う植物を解析することで、現在の植物がもつ制御システムが選ばれた理由を明らかにするこ
とを目的にする。特に、被子植物が採用しなかった電子の安全弁（PTOXは、プラスとキノンプ
ールから電子を引き抜き、酸素を水まで還元する）の活用と葉緑体が決めた ATP合成のプロト
ン収支（1 分子の ATP の合成にプロトンが幾つ必要か？）の改変という大きな進化の変更に対
する植物の応答を調べる。 
 
３．研究の方法 

 
光合成生物にとって大変危険なのは、電子伝達回路の内部、特に光化学系Ⅰに過剰な電子が蓄積
することである。この問題を解決する能力を持つのが、回路から電子を引き抜く、電子の安全弁
としての働きである。CrPTOX2 は、単細胞緑藻クラミドモナスにおいてプラストキノンから電
子を効率よく抜き取り、酸素を水まで還元し、Flv同様、電子の安全弁として機能しうる。シロ
イヌナズナも PTOX をもち、それは葉緑体の分化のごく初期に酸化型のプラストキノンを供給
することで、カロテノイドを合成するのに必要である。しかし、電子の安全弁としての機能は限
定的であることが、我々の研究を含めて報告されている。シロイヌナズナでは、その機能は、皆
無と言っても良い。そこで、被子植物において強い電子の安全弁の影響を調べるため、CrPTOX2
遺伝子を単離し、シロイヌナズナの野生株および変異株に導入した。サイクリック電子伝達は、
プロトン駆動力の大きさを調節するものであり、PGR5 タンパク質と NDH 複合体に依存する二
つの経路がある。野生株に加えて、それぞれを欠損する変異株を CrPTOX2を導入する標的とし
て選んだ。 
ATP合成酵素は、プロトン駆動力の最大の消費者であり、光合成駆動時に、その活性を制御する
ことは、チラコイドルーメンの pHを適切に保つことで、電子伝達速度を制御するために重要で
ある。１分子の ATPの合成にプロトンが幾つ必要かは、酵素の回転部分（Fo-リング）を構成す
る c サブユニットの数で決まり、葉緑体の場合は 14 である。バクテリアにおいて、c サブユニ



ット遺伝子に変異を入れることで、Fo-リングを構成する c サブユニットの数を変更する技術が
確立している。本研究では、この技術をタバコに導入し、葉緑体形質転換により c15のリングを
もつタバコを創り上げた。 
 
４．研究成果 
 
１）シロイヌナズナ野生株およびサイクリック電子伝達を欠損する pgr5変異株に rbcSプロモー
ターに繋いだ CrPTOX2遺伝子を導入した。形質転換体は通常の生育を示したが、光照射直後に
光化学系Ⅱの高い電子伝達活性が見られた。これは、CrPTOX2 が電子の安全弁として、光合成
始動時に、電子の受け皿として機能するからである。この電子移動に連動して、光化学系Ⅱの働
きにより、チラコイド膜を介してルーメンにプロトンが取り込まれる。これに伴い、野生株背景
だけではなく、pgr5変異株背景においても、野生株を上回る一過的な NPQの誘導が観察された。
このことは、CrPTOX2 に依存した電子の動きが、一過的にルーメンを酸性化していることを示
している。 
一方で、光化学系Ⅰのスペシャルペアクロロフィルである P700は、pgr5変異株同様、強く還元
されたままであった。この結果の解釈は難しいが、CrPTOX2の導入により、NPQの誘導がむし
ろ亢進されたことから、チラコイドルーメンは、十分に酸性化されたものと考えられる。したが
って、シトクロム b6f複合体の活性を抑制（photosynthetic control）は、誘導されていることが推
察される。 
この結果から、PGR5依存のサイクリック電子伝達が、ルーメンの酸性化を介して photosynthetic 
control を誘導する以外に、電子のプールを光化学系Ⅰの受容側からプラストキノンプールに移
す機能があることを提唱した。これをアクセプター側制御と呼ぶ。これまで、アクセプター側制
御は、ATPと NADPHの合成バランスを保つことで、光化学系Ⅰからの受容体（NADP+）を確保
するモデルが考えられてきたが、この一部修正を提案した。 
 
２）同じ CrPTOX2 のコンストラクトを NDH 複合体を欠損するシロイヌナズナ crr2
（chlororespiratory reduction 2）変異株に導入した。CrPTOX2は、NDH複合体の逆反応（大きな
プロトン駆動力の存在下で、プロトンをチラコイド膜から排出する）と思われる機能以外は相補
した。特に、P700は酸化されており、NDH複合体のアクセプター側制御における機能は、小さ
いものであることが明らかになった。 
また、CrPTOX2を野生型、pgr5および crr2背景に導入した植物の変動光に対する応答を調べた。
pgr5背景では、変動光により光化学系Ⅰが深刻な光傷害を受け、PGR5のアクセプター側制御の
生理的な重要性が確認された。一方、crr2背景では、変動光の弱光時において光化学系Ⅰの電子
受容側での電子伝達律速が観察され、NDH 複合体の弱光での機能が示された。しかし、この機
能は、変動光から光化学系Ⅰを守るには、それほど重要でないことも明らかになった。二つサイ
クリック電子伝達経路は、変動光下において、異なる光強度で機能を発揮していることが示され
た。 
 
３）タバコは本来 c14の Fo-リングをもつが、c13の Fo-リングをもつタバコの作出を試みた。し
かし、植物はアルビノになってしまった。一方、c15リングをもつタバコは、野生株と変わらな
い光合成による生育を示した。このことに合致して、光合成電子伝達パラメータの光強度依存性
も野生株と変わらなかった。SDS-PAGE により、このタバコの Fo-リングが、c14 をもつ野生株
のものより大きくなっていることを確認した。 
このタバコでは、大きな Fo-リングを回すため、ATP合成酵素を通過するプロトンの速度（vH

+）
が増加していた。vH

+の増加は、主にプロトン駆動力の増加によるものであった。プロトン駆動
力の増加は、膜電位成分の増加によるものであり、プロトン濃度勾配の大きさは、野生株と変わ
らなかった。このことは、電子伝達に過剰なブレーキをかけないために重要である。 
植物は、Fo-リングの増大という基本光合成装置の変更に対して驚くべき可塑性を示した。その
可塑性は、チラコイド膜を介したプロトン以外のイオンの動きを制御することでもたらされて
いることが示唆された。 
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