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研究成果の概要（和文）：本研究は葉緑体NADP+減少メカニズムの解明とNADP+再生経路の同定を目的として実施
した。葉緑体NADP+減少に関わる活性特性および代謝解析から、光遮断後のNADP+ 脱リン酸化（NADPP）によって
NADP+が減少する事を明らかにした。NADP+の増加と減少に関わる両酵素の活性特性解析によって、葉緑体のNADP
+量がストロマpH変化に応答したリン酸化と脱リン酸化によって調節されるメカニズムを新たに見出した。さら
に、分取精製した活性濃縮画分に含まれるタンパク質のアミノ酸配列を決定し、新規のNADPP酵素として関連タ
ンパク質を同定し、それらのシロイヌナズナ変異体も併せて同定した。

研究成果の概要（英文）：This study was conducted to elucidate the mechanism of chloroplast NADP+ 
reduction and to identify the NADP+ regeneration pathway. Investigation of enzymatic properties and 
metabolic analysis involved in chloroplast NADP+ decrease revealed that NADP+ is converted to NAD+ 
by NADP+ dephosphorylation (NADPP) after shading. By characterizing the activities of both enzymes 
involved in the increase and decrease of NADP+, we have discovered an adjustment of chloroplastic 
NADP+ levels by phosphorylation and dephosphorylation in response to stromal pH conditions. 
Furthermore, the amino acid sequences of the proteins in the purified active fractions were 
determined, and the related proteins were identified as novel NADPP enzymes, together with their 
Arabidopsis mutants.

研究分野：植物生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光合成の最終電子受容体であるNADP+は光条件によってその量が変動するが、そのメカニズムは不明であり、
NADP+とNADPHの総量であるNADPプールサイズの増加と減少の両面からの研究が必要であった。本研究では初めて
NADPプールサイズ減少に関わる経路の同定に成功し、光依存性のpH変化に応答してNADPプールサイズが制御され
るメカニズムを新たに提唱した。光エネルギーの入力強度に応じて出力が調節される仕組みの一旦が明らかにな
ったことで、NADPプールサイズの調節によって光合成エネルギー収支を最適化できる事が示唆され、最適化に関
わる植物育種戦略としても有望である可能性が見出された。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通）
 
 
１．研究開始当初の背景 
光合成は、電子伝達によって光を化学エネルギー（ADP⇒ATP, NADP+⇒NADPH）に変換する反応で
ある。光があると最終電子受容体である NADP+は速やかに増加し、一定時間（数十分）のあいだ
光がないと速やかに減少する。すなわち、積極的な葉緑体 NADP のプールサイズ（NADP+と NADPH
の総和）制御が行われている。しかし、このプールサイズ制御の意義や関わる経路の実態は不明
である。申請者は、葉緑体 NADP プールサイズ制御を光合成の最適化システムの重要なモジュー
ルの１つとして位置付けており、葉緑体への NADP+合成の前駆物質輸送メカニズムおよび合成と
分解制御メカニズムの解明が重要である事を提唱している。 
 
２．研究の目的 
本研究は、将来的には光合成エネルギー収支を最適化するシステムの解明をゴールとして、葉
緑体 NADP プールサイズ制御機構の全容解明を目指すものである。そのため、本研究では「NADP+

減少メカニズムと NADP+再生経路の解明」を目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究ではシロイヌナズナを材料として、夜間の葉緑体 NADP+減少メカニズムと昼間の NADP+再
生経路を明らかにする。暗条件でNADPプールの減少時にNADプールが増加する結果を得ており、
脱リン酸化反応の存在が示唆されている。はじめに、葉緑体に NADP+脱リン酸化酵素（NADPP）の
活性が存在するか否かを明らかにすることで NADP+減少に関与する酵素活を推定し、その結果に
基づいてタンパク質を単離・同定して反応経路の特定を目指す。 
 
４．研究成果 
(1)葉緑体の NADP プールは、暗条件だけではなく光化学系阻害剤によって光依存性の電子伝達
を阻害した時にも減少する事を見出した。その際、NAD プールが増加する事を明らかにした。葉
緑体 NADP プールは光化学系の電子伝達活性に応答して調節される可能性が示唆された。 
 
(2)単離葉緑体の破砕液中に NADPP 活性が存在する事を明らかにした。さらに、NADPP は酸性か
ら中性で高い活性を示し、アルカリ性では活性が消失する pH特性を持つことを明らかにした（図
1）。NADP を合成する NAD リン酸化酵素(NADK)はアルカリ性で高い活性を示すことから、NADP プ
ールサイズが pH 環境によって NAD と NADP の相互変換されることで可逆的に調節されるメカニ
ズムを見出した。 
 

(3)上記の活性特性を指標としてカラムクロマトグラフィーによって破砕液中の NADPP 活性画分
を単離精製し、nanoLC-MS/MS 分析によって NADPP 活性を有する候補タンパク質のアミノ酸配列
を同定した。また、精製画分の脱リン酸化活性の基質特異性解析から、NADP と ATP から高効率
で無機リン酸を遊離させることを明らかにした。 
 
(4)アミノ酸配列から推定された原因遺伝子候補を複数同定し、細胞内局在予想から葉緑体局在
と推定された 3遺伝子を抽出した。いずれの遺伝子も明確な機能が報告されていない事から、遺
伝子領域に T-DNA が挿入された変異体候補系統を入手して表現型解析を実施した。いずれの系
統も対象遺伝子の発現量が低下する一方で、顕著な NADPP 活性の低下や表現型は示さなかった
が、二重変異体では葉破砕液中の NADPP 活性が低下し開花遅延が認められた。 

図 1. pH 依存性 NADPP 活性 



 
(5)上記 3 遺伝子の大腸菌組換えタンパク質を作成し、酵素活性特性から NADP+脱リン酸化活性
特性について検討を進めている。 

図 2. 分離精製後の活性画分の銀染色 
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