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研究成果の概要（和文）：キク科のC４植物フラベリア（Flaveria bidentis)の光合成循環的電子伝達に必須な
葉緑体NAD(P)Hデヒドロゲナーゼ(NDH)複合体の発現抑制株を利用して循環的電子伝達のC４植物での役割を解析
した。様々な光環境で、野生株と形質転換株を栽培し、光合成特性と生育を比較したところ、NDHの欠損は、特
に光律速条件で、光合成速度の低下や生育の著しい遅延を引き起こした。この結果から、C４光合成ではNDH循環
的電子伝達が、生育に重要なATP生成の補完機構として重要であることを示している。

研究成果の概要（英文）：Although contribution of cyclic electron flow around PS I (CEF) to C4 
photosynthesis has long been suggested, there are few physiological evidences. I showed that without
 proper functioning of NDH-mediated CEF, a C4 dicot, Flevaria bidentis cannot operate efficient CO2 
assimilation by C4 photosynthesis under light limited condition. These results demonstrate that 
NDH-mediated CEF plays an indispensable role in C4 photosynthesis in F. bidentis.

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 NAD(P)H デヒドロゲナーゼ(NDH)はチ
ラコイド膜に局在し、光化学系 Iの電子受容
体側からプラストキノンへの電子伝達を仲
介する。この NDH を介した光化学系 I循環的
電子伝達経路(NDH 経路)では NAPDH を生成す
ることなく ATP の生成に必要なプロトン駆動
力を発生させることが可能である。そのため
NDH 経路は光合成電子伝達で生成される
ATP/NADPH 比の調節に寄与すると考えられて
いる。タバコ、シロイヌナズナ、イネなどの
C3植物では強光や高温ストレス下での光合成
の維持に NDH 経路が重要となることが知られ
ているが、これらの植物では NDH 経路とは別
に PGR5 等に依存した光化学系 I循環的電子
伝達経路(PGR5-PGRL1 経路)が主に機能して
おり、NDH 経路の役割は補助的なものである
と考えられている。一方、トウモロコシ、ソ
ルガムなどのC4植物はATPのエネルギーによ
り大気中の CO2を濃縮して炭酸固定を行うた
め、C3植物に比べて光合成電子伝達でより多
くの ATP を生成する必要がある。これらの C4
植物ではNDHの蓄積もC3植物に比べて大きく
上昇していることから C3植物では補助的な
役割しかもたないNDH経路がC4植物では光合
成の維持により本質的な役割を果たしてい
る可能性が提唱されてきた。	
 
 
２．	
 研究の目的 
NDH に依存した循環的電子伝達経路が C4光

合成で果たす機能について明らかにするた

めに葉緑体 NDHを抑制した C4植物を利用し、

NDH 欠損が光合成特性や生育に及ぼす影響

について生理学的な解析を行う。	
 

 
３．研究の方法 
これまでの研究で作成した NDH 発現抑制株
を野生株とともに、様々な環境条件で栽培し、
光合成特性と生育を比較した。また、NDH 欠
損が、循環的電子伝達以外の光合成装置に影
響を与えるか否かを生化学的に解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 NDH 発現抑制株の形質の解析	
 
これまでに作成した Ndh-N サブユニットの発
現抑制株について、NDH 複合体以外の光合成
装置に影響がないか否かを生化学的に解析
した。中程度の光強度で生育させた植物を用
いて、イムノブロット解析にて、光化学系 II
と I、NDH 複合体、PGR5 複合体、Rubisco、PEPC
等の光合成の主要な構成成分について、発現
量を比較したところ、NDH 抑制株では NDH 複
合体の蓄積が認められなかったが（図 1）、そ
れ以外のタンパク複合体については野生株
と NDH 発現抑制株に有意な差はなかった。	
 
また、循環的電子伝達活性をクロロフィル蛍
光の作用光照射後の一過的上昇を指標とし
て測定したところ、当該抑制株には活性が認
められなかった（図 2）。	
 
	
 

	
 

	
 
	
 
図１抗 NdhH 抗体を用いたイムノブロット解析。Vector	
 

control と形質転換株（i3-a16 の５株）。各レーンには

30	
 μgタンパク質相当量の粗チラコイド膜画分およびそ

の希釈系列をロードした。コントロールとして抗 Cytb6

抗体を用いた。	
 

 

 
 
図２	
 クロロフィル蛍光による in	
 vivo	
 NDH 活性測定。

AL：光合成作用光	
 (50	
 μmol	
 photons	
 m-2	
 s-1)、ML：測

定光、SP：飽和パルス。光合成作用光消光後のクロロフ

ィル蛍光の一過的上昇	
 (破線部)	
 を NDH活性として検出

した。	
 
 
(2)異なる光環境下での生育	
 

F.	
 bidentisの NDH 抑制株を C4植物の栽培に

最適とされる中光条件	
 (400	
 μmol	
 photons	
 

m-2	
 s-1)	
 で栽培した。その結果、葉の大きさ

や色などの見た目にそれほど大きな差は見

られなかったが	
 (図３上図)、

 

図３	
 中光での vector	
 control	
 と抑制株の生育比較	
 



地上部の乾燥重量、植物高、茎の太さ	
 に低

下が見られ（図３下図）、NDH 経路の抑制が

C4植物の成長に影響を及ぼすことが示された。

葉面積当たりの炭素量と C4経路による CO2濃

縮効率を示す指標となる炭素安定同位体比	
 

(δ13C)	
 の値	
 (Tazoe	
 et	
 al.	
 2008、Pengelly	
 

et	
 al.	
 2010)	
 にも低下が見られたことから、

C4光合成効率の低下が成長の低下を引き起こ

していることが示唆された。C4光合成は炭

酸固定により多くの ATPを必要とするた

め、光合成電子伝達による ATPと NADPH

の生成速度が律速条件となる弱光下で不利

になる可能性が議論されてきた (Hatch 

1970、Ehleringer and Björkman 1977、Sage 

2014)。NDH経路が C4光合成に必要な ATP

の供給に機能するのであれば、その寄与は

ATP律速となる弱光でより大きくなるこ

とが予想された。そこで NDH抑制株を弱

光条件 (50 µmol photons m-2 s-1) で栽培し

たところ、著しい生育遅延を示した (図４)。

弱光下で栽培した NDH抑制株では葉面積

当たりの炭素量と δ13Cの値だけでなく、ク

ロロフィル量、タンパク質量、窒素量の低

下も見られた 。また、NDH抑制株の生育

遅延はガラス温室内の自然光下で栽培した

場合にも見られた。 
	
 

 
 
図４弱光での vector	
 control	
 と抑制株の生育比較	
 

	
 

 

(3) NDH抑制株における二酸化炭素固定速

度の測定 

光強度に対する NDH経路の抑制による影

響を更に解析するために、中光条件で栽培

した植物を用いて光強度に対するCO2吸収

速度 (Light-curve) の測定をおこなった。そ

の結果、弱光～中光条件 (< 1,000 µmol 

photons m-2 s-1) で NDH抑制株の CO2吸収

速度に低下が見られた (Fig. 2-6)。前述のよ

うに、イムノブロット解析では、PEPC、

PPDK、Rubiscoといった C4経路や CBBサ

イクルで炭酸固定に寄与するタンパク質の

蓄積は NDH抑制株とコントロール株で特

に差は見られなかったことから NDHの抑

制によってCO2吸収速度の低下が引き起こ

されていると示唆された。 

 

 

図５NDH 抑制株の Light-curve。測定には中光条件	
 

(400	
 μmol	
 photons	
 m-2	
 s-1)	
 で栽培した播種後 8 週目の

植物の最上位の完全展開葉を用いた	
 (n	
 =	
 5）。弱光領域

を拡大したものを差込図として示した。エラーバーは標

準偏差を表す。コントロール株と NDH 抑制株に有意差が

ある場合はアスタリスク	
 (黒色：i5、灰色：i12)	
 で示

した。*：P	
 <	
 0.05、**：P	
 <	
 0.01	
 (Tukey 検定)。	
 	
 

 

(4) NDH抑制株における光合成電子伝達

活性の測定  

光強度に対する NDH抑制株の光合成電子

伝達活性を解析するために、中光条件で栽

培した植物を用いてクロロフィル蛍光、

P700吸光度変化の測定をおこなった。これ

らの測定法が、C4植物における光合成電子

伝達活性の評価に有効であることは先行研

究によって示されているが (Genty et al. 

1989、Krall et al. 1991、Oberhuber et al. 1993、



Kiirats et al. 2010)、現行のクロロフィル蛍光

および P700測定装置では C4植物の葉に存

在する 2つの異なる葉緑体 (葉肉細胞葉緑

体、維管束鞘細胞葉緑体) から生じるシグ

ナルを分けて検出することはできない。そ

のため、これらの装置を用いて得られた測

定結果を葉肉細胞葉緑体、維管束鞘細胞葉

緑体それぞれの光合成電子伝達活性と直接

結びつけて解釈することはできない点に留

意しなければならない。部分的に NAD-ME

型のような C4経路を持つ F. bidentisでは典

型的な NADP-ME型の C4植物とは異なり

維管束鞘細胞にもかなりの PS IIの蓄積が

認められる。また NDHも葉肉細胞、維管

束鞘細胞の両葉緑体に存在する (Ketchner 

and Sayre 1992、Meister et al.1996、Gowik et 

al. 2011、Nakamura et al. 2013)。そのため、

本項で示すデータは葉肉細胞葉緑体、維管

束鞘細胞葉緑体の両方に由来するシグナル

を反映していると考えられた。 

電子伝達速度に NDH抑制株とコントロ

ール株で特に差は見られなかった (図６

左) が、NPQは NDH抑制株で低下してい

た (図６右）。NDH抑制株とコントロール

株に見られた NPQの差は短時間の暗処理

で解消されたことから、PS IIアンテナから

のフィードバック熱放散に由来するもので

あることが示唆された (Quick and 

Stitt1989）。フィードバック熱放散は光合成

電子伝達に伴うルーメンの酸性化によって

引き起こされる (Müller et al 2001）。フィー

ドバック熱放散の誘導にはチラコイド膜タ

ンパク質 PsbSが必須であるが  (Li et al. 

2000）、PsbSの蓄積に NDH抑制株とコント

ロール株の間で特に差は見られなかった。

このことから NDH抑制株ではチラコイド

膜間でのプロトン輸送能が低下しルーメン

の酸性化が抑制されていることが示唆され

た。	
  

 

 
図６	
 NDH 抑制株におけるクロロフィル蛍光測定。測

定には中光条件	
 (400	
 μmol	
 photons	
 m-2	
 s-1)	
 で栽培し

た播種後 8 週間の植物の最上位の完全展開葉を用いた。

(左)	
 PS	
 II	
 の相対電子伝達速度、(右)	
 NPQ	
 (n	
 =	
 3)。

エラーバーは標準偏差を表す。コントロール株と NDH 抑

制株に有意差がある場合はアスタリスク	
 (黒色：i5、灰

色：i12)	
 で示した。*：P	
 <	
 0.05、**：P	
 <	
 0.01	
 (Tukey

検定)。	
 	
 

 

PS Iの反応中心、P700の酸化レベルを P700

の吸光度変化をモニターすることで見積も

った。強光照射下では P700は NDH抑制株

でコントロール株に比べてより還元的にな

ることが示された (図７)。C3植物シロイヌ

ナズナの PGR5-PGRL1経路欠損株 (pgr5、

pgrl1) では中光以上 ( > 300µmol photons 

m-2 s-1) で P700が著しく過還元状態になる

ことが知られている (Munekage et al. 2002、

Dalcorso et al. 2008)。これに対し、シロイヌ

ナズナの NDH経路欠損株では定常光合成

条件では P700の過還元は見られない 

(Munekage et al. 2004)。しかし、超強光の照

射 (3,500 µmol photons m-2 s-1を 10分照射) 

によって P700の過還元が引き起こされる

ことが NDH経路欠損タバコで示されてい

る (Endo et al. 1999)。C3植物よりも NDH

の蓄積が多い C4植物の F.bidentisでは定常

光合成での電子伝達における NDH経路の

寄与が増大し、PGR5-PGRL1経路同様に

P700の過還元を防ぐ役割を果たしている

ことが示唆された。一方、弱光下では P700

は NDH抑制株でコントロール株に比べて

より酸化的になることが示された (図７)。

弱光条件では光合成電子伝達による還元力

が過剰に蓄積することが想定されにくいこ



とから、この表現型はコントロール株で

P700の過還元が生じているというよりは

むしろNDH抑制株でNDHからシトクロム

b6/f複合体を経由した PS Iへの電子供与が

抑制されていることを反映していると考え

られた。シトクロム b6/f複合体は光合成電

子伝達に伴うストロマからルーメンへのプ

ロトン輸送に機能し (Tikhonov 2014)、複合

体 Iとの相同性からNDHも同様の機能を持

つと考えられている (Friedrich 1995)。その

ため NDH抑制株ではシトクロム b6/f複合

体と NDHを通じたストロマからルーメン

へのプロトン輸送能が低下していると考え

られた。 

 

図７NDH 抑制株における P700 酸化レベル。測定には

中光条件	
 (400	
 μmol	
 photons	
 m-2	
 s-1)	
 で栽培した播種

後 8週目の植物の最上位の完全展開葉を用いた	
 (n	
 =	
 8）。

エラーバーは標準偏差を表す。コントロール株と NDH 抑

制株に有意差がある場合はアスタリスク	
 (黒色：i5、灰

色：i12)	
 で示した。*：P	
 <	
 0.05、**：P	
 <	
 0.01	
 (Tukey

検定)。	
 	
 

	
 

まとめ	
 

C4光合成の ATP要求性と葉緑体 NDHの

発現に高い相関性が見られることから光化

学系 I循環的電子伝達経路の一つである

NDH経路が C4光合成に必要な ATPの供給

に重要であることが示唆されてきた 

(Takabayashi et al. 2005、Majeran et al. 2008）。

本研究では C4植物 F.bidentisの NDH抑制

株を作成し、その光合成特性について解析

をおこない NDH経路が C4光合成に重要な

役割を果たしていることを生理学的に証明

した。1分子当たりの CO2の固定により多

くの ATPを必要とする C4光合成は光合成

電子伝達によるエネルギー生成が光合成を

律速する弱光条件で C3光合成に比べて不

利になるのではないか、という議論はこれ

までにも幾度となされてきた (Hatch 1970、

Ehleringer and Bjӧrkman 1977、Pearcy and 

Ehleringer 1984、Sage 2014）。この問いに対

する一つの答えとして、Ehleringer らは C3

光合成では大気条件で光呼吸によるエネル

ギーと CO2のロスがおこるため、光呼吸活

性の高くなる高温条件 (> 30℃) では ATP

のコストを費やしたとしても C4光合成の

方が高効率であるという結果を示した 

(Ehleringer and Bjӧrkman 1977、Pearcy and 

Ehleringer 1984）。これは光呼吸が C3光合成

の本来の効率を阻害するという事実を明確

にした非常に意義深いものであったが、そ

の一方、C4光合成に高いエネルギーコスト

を補うための仕組みは存在しないのか、と

いう疑問は明らかにされないままだった。

本研究では NDH経路を抑制した C4植物 F. 

bidentisでは特に弱光条件での C4光合成効

率が著しく減少することを示し、C4経路を

駆動するための ATPコストは光合成電子

伝達に利用可能な光エネルギーが制限され

る弱光条件で C4植物にとって負担となり、

NDH経路を増強させることによってその

負担を軽減させている可能性が強く示唆さ

れた。一方、光呼吸存在下でも ATP/NADPH

要求比が直線的電子伝達経路における

ATP/NADPH生成比とそれほど乖離しない

C3植物で NDH経路を増強しても、ATPの

消費キャパシティを超えたプロトン輸送が

ルーメン側の過度な酸性化を引き起こしチ

ラコイド膜タンパク質へダメージを与える

危険性が考えられた。こうした ATP要求性

の違いから C4植物では NDHの発現が増強



される反面、C3植物では NDHの蓄積は低

く抑えられているのではないかと推定され

た。このように光合成電子伝達系は炭酸固

定系のエネルギー要求に応じて最適化され

る必要性があり、本研究では、炭酸固定様

式の C4化に伴うエネルギー要求性の変化

に伴って C4植物では光合成電子伝達も C4

化されているということを生理学的に示し

た。 
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