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研究成果の概要（和文）：葉緑体NDHは、NAD(P)Hではなく、フェレドキシンから電子を受け取る。NdhSタンパク質は、
SH3ドメインに正の表面電化をもち、負の電化をもつフェレドキシンとの静電的結合に寄与する。シロイヌナズナにお
いて、NDHは、PSIサイクリック電子伝達を駆動し、プロトン駆動力の形成に寄与する。NDHは、PSIと超複合体を形成す
るが、その際、Lhca5とLhca6は、リンカーとして機能する。Lhca6は、Lhca2より分岐したが、両者のキメラタンパク質
の解析から、リンカーとしての機能に関わる領域を特定した。また、NDH複合体のアセンブリに関わる、CRR3、CRR9タ
ンパク質の機能について情報を得た。

研究成果の概要（英文）：Chloroplast NDH accepts electrons from ferredoxin rather than NAD(P)H. The SH3 
domain of the NdhS protein has positive charge, contributing to the electrostatic interaction with 
ferredoxin with negative charge. In Arabidopsis, chloroplast NDH mediates PSI cyclic electron transport, 
contributing to the formation of proton motive force across the thylakoid membrane. Chloroplast NDH forms 
the supercomplex with PSI, in the process which Lhca5 and Lhca6 function as linkers. Lhca6 originated 
from Lhca2 during the evolution of land plants. Analysis of chimeric proteins between two LhcI proteins 
clarified the Lhca6 region required for the linker function. We also obtained the molecular information 
on CRR3 and CRR9, which were required for the assembly of chloroplast NDH.

研究分野： 植物生理学
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１. 研究開始当初の背景 
 

葉緑体 NDH 複合体は、葉緑体ゲノムにコー
ドされる11のndh遺伝子として発見された。
当時は、葉緑体に呼吸鎖関連の複合体が存在
する理由は分からなかったが、その後、NDH
複合体は、光合成電子伝達（サイクリック電
子伝達）を触媒することが明らかになった。
しかしながら、その生理機能は、よくわかっ
ていなかった。ミトコンドリアや光合成を行
わないバクテリアの NDH 複合体は、NADH
を電子供与体にするが、葉緑体 NDH には、
NAD(P)H 酸化に関わる N モジュールが見つ
からず、電子供与体が何であるかも不明であ
った。 
 本研究の開始に先立って、我々は、葉緑体
NDH 複合体が光化学系Ⅰ（PSI）と超複合体
を形成すること 1)、NAD(P)H ではなくフェレ
ドキシンを電子供与体とすること 2)、を明ら
かにした。また、ゼニゴケでは、NDH 複合体
のサブユニット組成がシロイヌナズナとは
やや異なり、PSI と超複合体を形成しないこ
とを報告した 3)。さらに、キノン還元に関わ
る Q モジュールの詳細なアセンブルモデル
を報告した 4)。 
 
２. 研究の目的 
 
（１）NDH 複合体の電子供与体との結合部位
について 
葉緑体 NDH は、NAD(P)H の酸化に関わる N
モジュールを欠き、長らく電子供与体が何で
あるのか不明であった。我々は、NDH 複合体
に フ ェ レ ド キ シ ン 結 合 部 位 を 作 る
NdhS/CRR31 を発見し、電子供与体がフェレ
ドキシンであることを提唱した１)。本研究は、
葉緑体 NDH 複合体が、フェレドキシンから
いかに電子を受け取るのかを明らかにする
ことを目的とする。 
 
（２）NDH 複合体の生理機能解析 
NDH 複合体は、葉緑体でサイクリック電子
伝達に関わるが、シロイヌナズナなど被子植
物での貢献は大きくなく、PGR5 タンパク質
に依存するアンチマイシン A 感受性のサイ
クリック電子伝達が重要である。両方のサイ
クリック電子伝達を欠く二重変異体は、光合
成に大きな異常を示す。本研究では、プロト
ン駆動力形成に対する貢献を定量的に評価
することで、NDH 複合体が、野生株でいか
なる生理機能をもつのかを明らかにするこ
とを目的とする。 
 
（３）NDH-PSI の超複合体の構造解析 
被子植物において NDH 複合体は、PSI と超
複合体を形成する。しかしゼニゴケでは、こ
の超複合体は確認されず、陸上植物の進化の
過程で、起こったことと考えられる。超複合
体形成において、リンカーとして働くのが、
マイナー集光アンテナの Lhca6 である。

Lhca6 は、主要な集光アンテナである Lhca2
より進化的に分かれ、リンカーとしての機能
を獲得した。本研究では、その進化をタンパ
ク質の構造のレベルで明らかにする。 
 
（４）NDH 複合体のアセンブリ機構の解析 
NDH 複合体は、11 の葉緑体遺伝子と 16 以
上の核コード因子にコードされ、さらに２つ
のリンカータンパク質を介してPSIと超複合
体を形成する。NDH 複合体は、グロースチ
ャンバーにおける光合成に 必要ではなく、
その欠損による二次的な影響はほとんどな
い。したがって、巨大タンパク質複合体のア
センブリ研究において、良い研究材料であり、
実際、我々は、Q モジュールの詳細なアセン
ブルモデルを報告した 4)。しかし、膜に埋ま
った部分や、PSI との超複合体の形成過程は、
未知の部分が多い。本研究は、NDH-PSI 超複
合体のアセンブリをさらに詳細に調べるこ
とを目的にした。 
 
３. 研究の方法（括弧内の番号は目的に対応） 
 
（１）in silico で、NdhS の表面膜電位を予測
し、それに影響を与えるアミノ酸残基を予測
した。フェレドキシンとの親和性に与える影
響をチラコイド膜と葉で調べた。 
 
（２）シロイヌナズナ野生株、pgr5 変異株、
NDH 欠損株及び両方のサイクリック電子伝
達を欠損する二重変異体を用いて、Dual PAM 
システムによる electrochromic shift 解析を行
った。 
 
（３）シロイヌナズナの Lhca2 と Lhca6 の間
で、一連のキメラタンパク質をコードする遺
伝子を作成し、lhca6 変異株に導入した。
NDH-PSI 超複合体の形成を評価した。さらに
主要 LhcaI（Lhca1-4）を欠損する変異株で、
超複合体の形成を調べた。 
 
（４）シロイヌナズナ crr3 および crr9 変異株
を用いて、遺伝学、生化学解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）本研究では、NdhS タンパク質の構造
と表面電化の予測を行い、SH3-like ドメイン
が、正の電化を持ち、負の電化を持つフェレ
ドキシンと静電的に相互作用するモデルを
提唱した。さらに、in silico の予測から、NdhS
の表面電化を変える変異を導入し、193 アル
ギニンがフェレドキシンとの相互作用に重
要な役割を果たすことを証明し、モデルを支
持した（発表論文⑩）。 
 また進化的な考察から、葉緑体 NDH は、
フェレドキシンを電子供与体とする[NiFe]ヒ
ドロゲナーゼを起源とすると考えられる。光
合成型 NDH の進化の過程で、電子供与体は
フェレドキシンのままであったが、呼吸型



NDH は、N モジュールを獲得し、NADH を
電子供与体にするようになったと考えられ
る（発表論文④、図書①）。この考えに基づ
き、NdhS は、葉緑体 NDH の Q モジュールに
結合し、フェレドキシンは、Q モジュールに
存在する電子キャリアに直接電子を渡すモ
デルを考えている。 
 
（２）Electrochromic shift 解析は、チラコイド
膜を介したプロトン駆動力（プロトン濃度勾
配と膜電位から成る）の形成を非破壊的にモ
ニターできる技術である。pgr5 変異株では、
プロトン駆動力の大幅な減少が確認された
が、重要なことに、NDH 複合体の欠損株にお
いても、統計的に有為なプロトン駆動力の減
少が見られた。このことから、NDH 複合体は、
PGR5 経路同様に、サイクリック電子伝達に
よるプロトン駆動力の形成に関わっている
ことが明らかになった（発表論文⑧）。また、
pgr5 変異株では、 ATP 合成酵素の H+ 
conductivity を表すという考えられる gH

+の上
昇が、強光時に確認された。gH

+の上昇は、弱
光下で、短時間で解消され、チラコイド膜の
損傷ではなく、ATP 合成酵素の制御を反映し
ているのではないかと考えている（発表論文
⑧）。 
 共同研究者の矢守博士により、イネにおい
て NDH 複合体が、弱光時（発表論文⑦）お
よび変動光下（発表論文⑤）で、重要な生理
機能を持つことが明らかになった。 
 
（３）シロイヌナズナは、６つの遺伝子が PSI
の集光アンテナ（LhcI）をコードするが、
Lhca1-4 は、主要 LhcI として機能する。一方、
Lhca5 と Lhca6 は、NDH と PSI の超複合体形
成において、リンカーとして機能する。その
うち Lhca6 は、NDH の安定化に必須である。
系統樹解析を行うと、Lhca6 は、Lhca2 とも
っと相同性が高く、陸上植物の進化の過程で、
リンカーとしての機能をもつように分岐し
たものと考えられる。そこで、様々な光合成
生物の Lhca2 と Lhca6 の配列情報をもとに、
Lhca2 と Lhca6 それぞれをベースに、多くの
キメラタンパク質をコードする遺伝子を作
成し、シロイヌナズナの lhca6 変異株に導入
した。クロロフィル蛍光解析による NDH 活
性測定を指標に、最終的には、BN ゲル解析
により NDH-PSI 超複合体の形成を調べた。そ
の結果、Lhca6 のリンカーとしの機能に必要
で充分な領域を決定した。これらの結果は、
学会発表を行った（学会発表①、②）。具体
的なデータは、論文として発表の予定である。 
 Lhca5 と Lhca6 は、NDH-PSI 超複合体のリ
ンカーとして機能するが、どのように２つの
複合体をつなぐのかは、わかっていない。最
近、一分子の電子顕微鏡解析から、NDH は、
２分子の PSI 超複合体の集光アンテナ側と相
互作用していることが考えられた。そこで、
Lhca5 と Lhca6 は、Lhca1-4 の形成する集光ア
ンテナの外側に位置するモデルと、Lhca5 と

Lhca6 が、Lhca1-4 の一部と置き換わるモデル
が考えられる。そこで、Lhca1~4 を欠損する
変異株を用いて、超複合体の形成を調べた。
その結果、Lhca5 と lhca6 の機能は、ある程度
可塑性があり、いくつかの位置に入りうるが、
おそらく野生株で見られる超複合体のモデ
ルを提唱するに至った。 
 これらの結果は、学会発表を行った（学会
発表③）。具体的なデータは、論文として発
表の予定である。 
 
（４）シロイヌナズナ CRR3 タンパク質は、
NDH 複合体のアセンブリに必要である。本研
究では、CRR3 が関わるアセンブル過程を遺
伝学的に調べ、CRR3 を含むアセンブリ中間
体を生化学的に解析した。また、NDH 複合体
のアセンブリが、少なくとも一部は、PSI に
結合した状態で進行することを明らかにし
た。本件研究成果は、学会発表を行った（学
会発表④）。またその詳細を論文として投稿
している（未発表）。 
 CRR9 タンパク質は、NDH 活性を欠くシロ
イヌナズナ変異株から単離された。crr9 変異
株は、Q モジュールのアセンブリに異常を示
した。生化学解析により、CRR9 タンパク質
が関わるアセンブリ過程を特定した。本件研
究成果は、学会発表を行った（学会発表⑤）。
またその詳細を論文として投稿している（未
発表）。 
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