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略語 

 

ACHT  atypical Cys His-rich thioredoxin 

ACMA  9-amino-6-chloro-2-methoxyacridine 

ADP   adenosine 5’-diphosohate 

AMS   4-acetamido-4'-maleimidylstilbene-2,2'-disulfonic acid 

ATP   adenosine 5’-triphosohate 

BPB  bromophenol blue 

CBB   coomassie brilliant blue 

CFo  chloroplast Fo 

CFoCF1  chloroplast FoF1-ATP synthase 

CF1  chloroplast F1 

CRISPR  clustered regularly interspaced short palindromic repeat 

Cyt c  cytochrome c 

DEAE   diethylaminorthyl 

Diamide  1,1’-Azobis(N,N-dimethylformamide) 

DTTox  oxidized dithiothreitol 

DTTred  reduced dithiothreitol 

EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 

FAD  flavin adenine dinucleotide 

FBPase   fructose-1,6-bisphosphatase 

FCCP   carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone 

Fd   ferredoxin 

FNR   ferredoxin-NADP+ oxidoreductase 

Fo  oligomycin-sensitive coupling factor 

FTR   ferredoxin-thioredoxin reductase 

F1  coupling factor 1 

G6PDH  glucose-6-phosphate dehydrogenase 

IPTG   isopropyl β-d-1-thiogalactopyranoside 

MES   2-(N-morpholino)-ethanesulfonic acid 

NADH  nicotinamide adenine dinucleotide 

NADPH   nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 

NADP-MDH malate dehydrogenase (NADP+) 

Ni-NTA  Ni-nitrilotriacetic acid 

NPQ  non-photochemical quenching 

NTRC   NADPH-dependent thioredoxin reductase C 
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OD   optical density 

PC  plastocyanin 

PMS  phenazine methosulfate 

PQ  plastoquinone 

PQH2  plastoquinol 

PrxQ  peroxiredoxin Q 

Q  quinol 

QH2  ubiquinol 

RCA   Rubisco activase 

Rubisco   ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 

SBPase  sedoheptulose-1,7-bisphosphatase 

SDS   sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

Tris   tris(hydroxymethyl)aminomethane 

Trx  thioredoxin 

TrxL2  thioredoxin-like 2 

1-Methoxy PMS 1-methoxy-5-methylphenazinium methylsulfate 

2-Cys Prx 2-cystein peroxiredoxin 
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1-1. ATP の生合成機構 
生体内で起こるタンパク質や核酸の生合成・分解、膜間のイオン輸送、細胞内輸送や筋収縮

のような反応は、自発的には起こらない吸エルゴン反応である。これらの反応の進行には、

外部からのエネルギー供給を必要とする。生体内では、発エルゴン反応である ATP の加水

分解と共役させることで、これらの生理的に重要な反応を可能にしている。高エネルギー化

合物である ATP はあらゆる生物種で利用され、「生体内のエネルギー通貨」と呼ばれる。 

ATP の生合成は、嫌気的反応と好気的反応の 2 過程に分かれる。まず、嫌気的反応では、

細胞質中の解糖系の酵素群によって、1 分子のグルコースから 2 分子のピルビン酸に分解さ

れるまでに、2 分子の ATP が得られる。嫌気的反応による ATP 合成は、高エネルギー化合

物の代謝中間体から ADP へリン酸基を転移させることから、「基質レベルのリン酸化」と呼

ばれる。これに対して、好気性細菌の形質膜や真核生物のミトコンドリアで行われる好気的

反応では、2 分子のピルビン酸が二酸化炭素に完全酸化されるまでに、約 36 分子の ATP が

得られる。好気的反応による ATP 合成は、ピルビン酸の酸化過程で生じる NADH や FADH2

が、ミトコンドリア内膜や好気性細菌の形質膜に存在する電子伝達系によって酸化される

ことから、「酸化的リン酸化」と呼ばれる。また、植物の葉緑体内に発達したチラコイド膜

にも、類似した光合成電子伝達系が存在する。こちらは、光エネルギーを利用して ADP を

リン酸化する「光リン酸化」であり、光合成のエネルギー合成過程として知られる。 

「酸化的リン酸化」と「光リン酸化」の電子伝達系における ATP 合成機構は、Mitchel の

化学浸透圧説に基づき（1）、Jagendorf らによって実証された（2）。ここでは、葉緑体の光リ

ン酸化について簡単に説明する（図 1-1A）。葉緑体の内部には、チラコイド膜と呼ばれる膜

胞が発達しており、この膜中に光合成電子伝達系が存在する。光合成電子伝達系は、2 つの

光化学系（PS）とシトクロム b6f、および電子伝達体の PQ と PC から構成される。まず、光

によって励起した PSII が、1 分子の水から 2 電子を引き抜き、チラコイド膜内腔のルーメ

ンへと 2H+が放出される（実際には、2 分子の水から電子を 4 回引き抜いて 1 分子の酸素が

発生する）。PSII が水から奪った電子は、PQ へと渡される。この時、PQ は 2 電子還元を受

けた後、膜外のストロマ画分から 2H+を受け取り、還元型 PQ（PQH2）となる。そして、PQH2

がシトクロム b6f へと 2 電子を渡すとともに、2H+がルーメンへと放出される。シトクロム

b6f へと渡った 2 電子のうち、1 電子は PC を経て PSI へと渡る。また、残りのもう 1 電子は

別の PQ へと渡される（つまり、結局 1 電子当たり 2H+がルーメンへと輸送されたことにな

る）。そして、光によって励起した PSI は、Fd や FNR のような酵素を介して、NADP+を還

元する。以上のようにして、光合成電子伝達系が 1 分子の水から電子を引き抜き NADP+を

還元するのに伴い、水分子の分解による 2H+の発生とストロマからの 4H+の輸送による計

6H+がルーメンへ放出され、結果としてチラコイド膜内外には H+濃度勾配（および膜電位

差）が形成される。そして、同じくチラコイド膜に存在する FoF1-ATP 合成酵素が、この H+

の電気化学的勾配を利用して、ATP を合成する。 
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 また、ミトコンドリアの酸化的リン酸化では、ピルビン酸の酸化過程によって生じた

NADH と FADH2の酸化に伴って、電子伝達系が膜内外に H+電気化学的勾配を形成する（図

1-1B）。これを利用して、FoF1-ATP 合成酵素が ATP を合成する。 

 

 

 

図 1-1. 電子伝達系による ATP の生合成機構  
（A）葉緑体チラコイド膜の光合成電子伝達系のモデル図。 
（B）ミトコンドリア内膜の電子伝達系のモデル図。 
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1-2. FoF1-ATP 合成酵素とは 
FoF1-ATP 合成酵素は、細菌の形質膜や真核生物のミトコンドリア内膜、葉緑体のチラコイ

ド膜などに普遍的に存在する膜酵素である。生物は、呼吸や光合成によって電子伝達系を駆

動した際、化学エネルギーや光エネルギーを、閉じた膜系の内外にΗ+濃度差（∆pH）と電位

差（∆Ψ）からなる電気化学勾配（ΔµH+）として蓄える。FoF1-ATP 合成酵素は、この ΔµH+

を駆動力として利用し、膜を介した H+輸送と共役して、ADP と無機リン酸から ATP を合成

する（3）。このことから、ΔµH+は、プロトン駆動力とも呼ばれる。 

FoF1-ATP 合成酵素は、膜内在性の Fo 部位（4）と膜表在性の F1部位（5）から構成される

（図 1-2）。Fo は、ab2c10–15 のサブユニットから構成され、膜を介した H+輸送を担う。Fo に

おいて、H+結合部位を持つ c サブユニットは、環状の多量体を形成することから c リングと

呼ばれ、生物種ごとに c リングを構成する c サブユニットの数が異なる（ホウレンソウの場

合は c14（6-8））。F1 は、α3β3γδεのサブユニットから構成され、ATP 合成／加水分解を行う。

また、F1は、単独で ATP 加水分解反応を触媒することから、F1-ATPase とも呼ばれる。 

ATP の合成反応時には、ΔµH+が解消する方向への H+の輸送に伴い、Foの c リングが Fo側

から見て時計回りに回転する。これが、F1の中心軸であるγεの回転を引き起こす。γεの回転

は、触媒部位を含むα3β3の構造変化を誘導し、ATP 合成反応が進行する。 

 

  
図 1-2. FoF1-ATP 合成酵素の構造 
（左）ホウレンソウ葉緑体 FoF1-ATP 合成酵素の構造（PDB: 6FKF）。 
（右）葉緑体 FoF1-ATP 合成酵素のモデル図。 
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1-3. 葉緑体 ATP 合成酵素 CFoCF1の活性制御機構 
葉緑体（Chloroplast）FoF1-ATP 合成酵素 CFoCF1 は、植物のチラコイド膜に存在し、光合成

電子伝達系によって形成される膜内外の ΔµH+を駆動力として ATP 合成を行う。CFoCF1 の

基本構造は、他の生物種の FoF1 と同じであり、ATP 合成の分子機構も共通している。しか

し、CFoCF1だけは、光合成の電子伝達系によって形成される ΔµH+を駆動力としている。す

なわち、十分な ΔµH+が形成されない暗所では、CFoCF1 が ATP を加水分解して消費してし

まい、植物がエネルギー的に不利な状況に陥る可能性がある。そこで、CFoCF1 には、とり

わけΔµH+の形成状況、つまり光環境に厳密に応答する特有の活性制御機構が備わっている。 

 

1-3-1. 酸化還元制御 
緑色植物や緑藻の CFoCF1のγサブユニット（CF1-γ）には、N 末端と C 末端のαヘリックスに

挟まれたロスマンフォールド部分に、約 40 アミノ酸残基の特有な領域が存在する（9）（図

1-3）。この領域は、回転軸に寄り添うように配置されたβ-hairpin 構造を取り、βサブユニッ

トに高度に保存された DELSEED モチーフと相互作用することが示唆されている（7,10）（図

1-4）。そして、この領域に含まれる 2 つの Cys 残基は、葉緑体内の酸化還元状態に応答する

活性制御スイッチとして機能する。1988 年、二井らによってホウレンソウ CF1-γの cDNA が

解読され、これらの Cys の一次配列中の位置が決定された（葉緑体移行シグナルペプチド

の切断後の N 末端の Ala から数えて Cys199 と Cys205）（11）。暗所では、このスイッチは酸

化されてジスルフィド結合を形成し、酵素は不活性化される。これに対して、明所では、還

元されてジスルフィド結合が開裂し、酵素は活性化する。そして、この活性制御スイッチの

ジスルフィド結合は、光合成の電子伝達系から間接的に還元力を受け取るチオレドキシン

（Trx）によって行われる（12,13）。 
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図 1-3. γ サブユニットのアミノ酸配列の比較 
S. oleracea, Spinacia oleracea; P. sativum, Pisum sativum; A. thaliana, Arabidopsis thaliana; N. tabacum, 
Nicotiana tabacum; C. reinhardtii, Chlamydomonas reinhardtii; T. elongatus, Thermosynechococcus 
elongatus BP-1; A. 7120, Anabaena sp. PCC 7120; S. 6803, Synechocystis sp. PCC 6803; C. merolae, 
Cyanidioschyzon merolae; B. PS3, Bacillus PS3; E. coli, Escherichia coli; S. cerevisiae, Saccharomyces 
cerevisiae; B. taurus, Bos taurus (Bovine)の γ サブユニットの配列を比較した。多重配列アライメント解析

は、デフォルトのパラメーター設定の Clustal Omega（https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/）を使用

した。配列の上に示した数字は、S. oleracea の CF1-γ における、葉緑体移行シグナルペプチドの切断後の

N 末端の Ala から数えた残基番号を示す。配列の下に示した記号は、コンセンサス（“:”, strongly similar; “.”, 
weakly similar）を示す。黒色で示した Cys 残基が CF1-γ の活性制御スイッチに相当する。 

 

 

 
図 1-4. CF1-γ の活性制御領域の構造 
中央に位置する黄色で示した部分が CF1-γ の活性制御領域に相当する。β-hairpin の Loop 構造が β サブユ

ニット（薄緑）と相互作用しうる。他のサブユニットの配色は図 1-2 を参照。文献（7）より抜粋改変。 

 

 
  

---|---------|---------|---------|---------|---------|-- -------|------ ----|---
S. oleracea VSLVKSDPVIHTLLPLSPKGEICDINGKCVDAAEDELFRLTTKEGKLTVERDMIKT--ETPAFSPILEFEQD-PAQILDAL
P. sativum VSLVKSNPIIHTLLPLSPKGEICDINGNCVDAAEDELFRLTTKEGKLTVERDVIRS--KTVDFSPILQFEQD-PVQILDAL
A. thaliana VSLVKSEPVIHTLLPLSPKGEICDINGTCVDAAEDEFFRLTTKEGKLTVERETFRT--PTADFSPILQFEQD-PVQILDAL
N. tabacum VSLVKSEPVIHTLLPLSPKGEICDINGNCVDAANDEFFRLTTKEGKLTVERDIIRT--KTTDFSPILQFEQD-PVQILDAL
C. reinhardtii ISLINSNPTIQTLLPMTPMGELCDVDGKCVDAADDEIFKLTTKGGEFAVEREKTTI--ETEALDPSLIFEQE-PAQILDAL
T. elongatus VSLISSKPVVQTLLPLDPQG---------LETADDEIFRLTTRGSHLEVNREKVTS--TLPALPSDMIFEQD-PLQILDAL
A. 7120 VSLVSSRPVIQTLLPLDTQG---------LEAADDEIFRLTTRGGQFQVERQTVTS--QARPLPRDMIFEQD-PVQILDSL
S. 6803 VSLISSQPVVQTLFPLSPQG---------LEAPDDEIFRLITRGGKFQVEREKVEA--PVESFPQDMIFEQD-PVQILEAL
C. merolae VSLISSKPSIRTMLPLTPVG---------LEMEGDEIFQLTTEEGKFAVKRSFQKPSPEAIEITPDMIFEQD-PLQLLNAL
B. PS3 VSAIQQEVTERKLLPLTDLAEN---------------------------------------KQRTVYEFEPS-QEEILDVL
E. coli INTMSQVPTISQLLPLPASDDD------------------------------------DLKHKSWDYLYEPD-PKALLDTL
S. cerevisiae VSSLSFEPSEKPIFNAKTIEQ-----------------------------------------SPSFGKFEIDTDANVPRDL
B. taurus RSVISYKTEEKPIFSLDTISS-----------------------------------------AESMSIYD-DIDADVLRNY

. :. :: :: . :

180 190 200 210 220 230 240 250

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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1-3-2. ΔµH+による活性化 
CFoCF1 は、膜内外に閾値以上の ΔµH+が形成されなければ、酵素活性を示さない（14,15）。

この ΔµH+による活性化（ΔµH+ activation）は、ΔµH+によって誘導される CF1の構造変化に

由来するものと考えられる。1990 年代、高木によって、チラコイド膜上の CF1 における、

β、γおよびεサブユニット上のいくつかの Lys 残基が、光条件下でのみピリドキサールリン

酸によって修飾されるという実験結果が報告された（16-18）。すなわち、各サブユニットに

おいて、暗所では溶液中に露出していない領域が、ΔµH+によって誘導された構造変化によ

り分子表面に露出した結果、その領域上の Lys がピリドキサールリン酸によって修飾可能

になったものと考えられる。また、CF1-γの活性制御領域上にも、ピリドキサールリン酸に

よる標識効率が変化した Lys 残基が存在する（Lys222、Lys231）。 

 

 
図 1-5. ピリドキサールリン酸による CF1-γ の標識実験（文献（18）） 
（左）チラコイド膜への光照射によって、ピリドキサールリン酸による標識効率が変化した Lys 残基を球

状表示で示した。（中央青枠、右赤枠）該当する Lys 残基を拡大表示した。各サブユニットの配色は図 1-3
を参照。(PDB: 6FKH) 
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1-3-3. 酸化還元制御と ΔµH+ activation の協同的なはたらき 
CFoCF1 の酸化還元制御と ΔµH+ activation の 2 つの活性制御機構は、互いに協同してはたら

くことが明らかになっている。1980 年代に、Junesh と Gräber らは、CFoCF1が、酸化還元状

態とチラコイド膜内外の∆µH+の形成状況に応じて、酵素活性の異なる 4 つの状態を示すこ

とを報告した（図 1-6）（15,19）。彼らは、チラコイド膜に対して還元剤 DTTred を加えること

で、CF1-γの酸化還元状態をコントロールした。まず、膜内外に∆pH を形成しない時、CFoCF1

は、酸化型（Eiox）、還元型（Eired）に関わらず、ATP 合成活性・加水分解活性のいずれも示

さなかった。次に、チラコイド膜内を低 pH 緩衝液で平衡化した後、高 pH 緩衝液に移すこ

とで、チラコイド膜内外に任意の∆pH を形成させた。すると、CFoCF1 は、酸化型（Eaox）と

還元型（Eared）のどちらも酵素活性を示した。この時、酸化型（Eaox）と比べて、還元型（Eared）

は、酵素活性を示し始める∆pH の閾値が低下していた。以上のように、酸化還元制御と ΔµH+ 

activation は、それぞれ協同して CFoCF1 の酵素活性の制御に寄与する。 

また、チラコイド膜内外の∆µH+の形成状況に応じて、CF1-γの還元効率が変化することも

明らかになっている。CF1-γは、光照射下で膜内外に∆µH+が形成されている場合にのみ、Trx

によって還元される（20,21）。これは、図 1-5 に示したように、ΔµH+ activation によって CF1-

γの活性制御領域付近の構造が変化することが影響しているものと考えられている。 

以上のように、CFoCF1 には特有な活性制御機構が存在し、光合成が駆動しない夜間では

酵素活性が抑制されている。 

 

  
図 1-6. これまでに提唱された CFoCF1 の活性制御スキーム。文献（15）より抜粋。 
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1-4. Trx とは 
CFoCF1は、Trx によって CF1-γを還元されることで活性化する。実際には CFoCF1 以外にも、

光合成に関連した様々な葉緑体タンパク質が、Trx によって酸化還元制御を受ける。例えば、

炭素固定に関わる FBPase（22）や RCA（23）、リンゴ酸バルブを構成する NADP-MDH（22）、

酸化的ペントースリン酸経路の G6PDH（24）は、Trx の標的タンパク質であることが知ら

れている。 

 Trx は、生物界に普遍的に存在する還元力メディエータータンパク質である。Trx は、分

子量 12,000 程度の小さなタンパク質で、活性部位には-WCGPC-というよく保存されたアミ

ノ酸配列を持ち、この Cys ペアの酸化還元により標的の還元を行う（25-27）。還元型の Trx

が酸化型の標的タンパク質を還元する時、まず、N 末端側 Cys の電離したチオール基が標

的タンパク質のジスルフィド結合に求核攻撃し、標的タンパク質との間に分子間ジスルフ

ィド結合を形成する。その後、Trx の C 末端側 Cys のチオール基が、この分子間ジスルフィ

ド結合を求核攻撃することで、標的タンパク質は還元されて、Trx は酸化される。以上のよ

うなジチオール／ジスルフィド交換反応の結果、Trx は標的タンパク質へ還元力を伝達する

（図 1-7）。その後、酸化型となった Trx は、Trx レダクターゼによって再還元される。 

植物の光合成の場合、太陽光エネルギーによって光合成電子伝達系が駆動し、水の分解に

よって生じた還元力が、PSI から Fd および FNR を経由して NADPH として蓄えられる（図

1-1A）。その際に生じた還元力の一部が、Fd および FTR を介して Trx へと伝達される（Fd/Trx

システム）（28）（図 1-8）。このようにして、Trx は光化学反応に依存して還元力を伝達する

ことから、光環境に応答した標的タンパク質の酸化還元制御を可能している（29）。 

 また、葉緑体に存在する Trx は、活性部位を除くアミノ酸配列の違いに基づいて 5 つのサ

ブタイプ（Trx-f、Trx-m、Trx-x、Trx-y、Trx-z）に分類される 10 種類のアイソフォームが存

在する（26,30）。そして、サブタイプごとに、存在量（31）、標的タンパク質の選択性（32,33）

や、FTR からの還元力の伝達効率の違いなどが報告されている（34）（図 1-9）。 

 

 
図 1-7. Trx と標的タンパク質のジチオール／ジスルフィド交換反応 
Trx の活性部位と標的タンパク質の酸化還元制御部位に存在する、チオール基（-SH）とジスルフィド結合

（-S-S-）が示されている。 
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図 1-8. Fd/Trx システムの模式図 
光によって駆動された光合成電子伝達系（PET, Photosynthetic electron transport system）から Fd が還元

力を受け取り、FTR を介して Trx に伝達される。Trx は受け取った還元力を、標的タンパク質へと伝達す

る。還元型となった標的タンパク質は、一般に活性化する。 

 

 
図 1-9. 葉緑体型 Trx の標的選択性 
矢印の太さは、Trx による標的タンパク質の還元効率の違いを表している。括弧内の数字は、文献（31）よ

り葉緑体内における存在比を示した。図は文献（33）を参考に作成した。 
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1-5. CF1-γ の Trx による還元の特徴 

1-5-1. CF1-γ の Trx に対する選択性 
1-4 で述べた通り、葉緑体型 Trx は 5 つのサブタイプに分類され、それぞれが異なる標的選

択性を示す（32,33）。例えば、FBPase は Trx-f によって特異的に還元される（22,33）。CF1-γ

を還元することができる Trx のサブタイプは、既に先行研究によって決定されている（20）。

ホウレンソウから調製したチラコイド膜に対して光照射を行うことで、膜内外に ΔµH+を形

成させることができる。このチラコイド膜に組換え Trx を添加することで、膜上の CF1-γを

in vitro で還元させた（図 1-10A）。CF1-γの酸化還元状態は、チオール基修飾試薬を用いて簡

便に決定することができる。この方法の詳細は、第 2 章の実験方法に記載した。この実験の

結果、CF1-γは Trx-f と Trx-m の両方のサブタイプによって還元されることが明らかになった

（図 1-10BC）。また、どちらの Trx も、脱共役剤（Uncoupler）によってチラコイド膜内外に

形成された ΔµH+を解消すると、CF1-γをほとんど還元することはできない。 

Trx-f は最も多くの標的が同定されており（33）、Trx-m は葉緑体において最も存在量の多

いサブタイプである（31）。CF1-γは、これらの主要な葉緑体型 Trx から還元力を受け取るこ

とで、様々な光環境下においても、CFoCF1 は安定して活性化することが可能であると考え

られる。 
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図 1-10. 組換え Trx による CF1-γ の in vitro 還元実験 
（A）ホウレンソウ Trx による CF1-γ の in vitro 還元実験の模式図。DTTred によって Trx を持続的に還元し、

チラコイド膜上の CF1-γ を還元するように設計した。また、チラコイド膜へ光照射を行い、膜内外に ΔμH+

を形成させた。詳細は第 4 章の実験方法に記載した。（B）Trx-f と Trx-m によるチラコイド膜上の CF1-γ の

還元。光条件下で、チラコイド膜を、DTTred と Trx とともに 900 s インキュベートした。指定の反応時間

で反応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還元型のタンパク質を標識した。チオール基修飾法につ

いては第 2 章実験方法に記載した。ウエスタンブロッティング解析によって還元型（Red）と酸化型（Ox）
のタンパク質を識別し、CF1-γ の酸化還元状態を決定した。（C）CF1-γ の酸化還元状態の経時変化。B で決

定した酸化還元状態をプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示されている。 
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1-5-2. CF1-γ の迅速な in vivo 光還元応答 
植物へ光照射を行うと、緑葉内では Trx の標的タンパク質が還元される。この光還元応答の

様子は、チオール基修飾試薬を用いることで実際に観察することができる。CF1-γの光還元

応答を経時的に観察した結果、他の Trx 標的タンパク質とはその様子が異なることが明らか

になっている（図 1-11）（20）。 

 シロイヌナズナ Arabidopsis thaliana の植物個体を暗処理したのち、弱光（100 µmol photons 

m−2 s−1）を照射すると、FBPase は光照射後 15 min で約 30%が還元型となる（図 1-11E、

FBPase）。これに対して、CF1-γの光還元は非常に迅速であり、光照射後 1 min ほどでほとん

ど完全に還元される（図 1-11E、CF1-γ）。また、Trx-f の欠損株（f1f2）においては、FBPase

は光照射後 5 min までほぼ還元されず、光還元が遅延する様子が観察される。これは、in vivo

において FBPase が主に Trx-f によって還元されていることを示唆している。一方で、CF1-γ

の場合、Trx-f や Trx-m（m12-2）の欠損株においても、光還元応答は影響を受けない。すな

わち、in vivo では、CF1-γに対する様々な還元力伝達経路が存在すると考えられる。この特

徴は、植物が様々な光環境下で、迅速に ATP 合成を開始するために合理的であると言える。 
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図 1-11. シロイヌナズナにおける CF1-γ の in vivo 光還元応答 
（A）シロイヌナズナの Trx 欠損株。それぞれの株におけるノックアウト（KO）またはノックダウン（KD）

されている遺伝子と、括弧内に株の略称が示されている。長日条件下で 25 days 生育させた植物を撮影し

た。（B）植物緑葉内の Trx-f, Trx-m の存在量の比較。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示されてい

る。（C）光環境下における植物緑葉内の Trx 標的タンパク質の光還元応答の調べ方。（D）Trx 欠損株にお

ける Trx 標的タンパク質の光還元応答。C のようにしてサンプリングを行った後、チオール基修飾法によ

って還元型のタンパク質を標識した。チオール基修飾法については第 2 章実験方法に記載した。ウエスタ

ンブロッティング解析によって還元型（Red）と酸化型（Ox）のタンパク質を識別し、CF1-γ と FBPase の

酸化還元状態を決定した。（E）CF1-γ と FBPase の酸化還元状態の経時変化。D で決定した酸化還元状態

をプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示されている。  
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1-6. Trx 標的タンパク質の酸化過程 
これまでの研究で、CF1-γの還元過程の詳細が明らかにされてきたが、酸化過程については

ほとんど研究が行われていなかった。その主な理由は、葉緑体内で酸化力を提供する実体そ

のものが不明だったことによる。実際には、CF1-γに限らず、Trx によって酸化還元制御を受

ける葉緑体タンパク質の酸化過程は長年明らかにされていなかった。そこで、暗所でこれら

のタンパク質が酸化によって不活性化される分子機構の解明が望まれていた。このような

状況下で、所属研究室では、A. thaliana を材料として、炭素固定に関わる酵素群を酸化する

いくつかの酸化因子タンパク質を同定した（35,36）。それらは Trx-like 2（TrxL2）や atypical 

Cys-His rich Trx（ACHT）と命名されていたもので、Trx の活性部位とは異なる-CxxC-のモチ

ーフを持つ“Trx 様タンパク質”に分類されている。例えば、Trx は活性部位に-WCGPC-の

配列を持つのに対して、TrxL2.1は-WCRKC-、ACHT1 は-WCGSC-の配列を持つ（図 1-12）。
また、TrxL2 と ACHT は共通して、Trx やその標的タンパク質よりも高い中点酸化還元電位

（Trx-f1: −321 mV、TrxL2.1: −258 mV、ACHT1: −252 mV（pH 7.5））（35-37）を持っており、

標的タンパク質から電子を引き抜きやすい（標的タンパク質を酸化しやすい）。ところが、

活性酸素の除去に還元力を利用する 2-Cys Prx（2CP）（−345 mV（pH 7.5））だけは、例外的

に還元することができた（35）。つまり、これらの酸化因子タンパク質は、2CP を介して活

性酸素を最終的な酸化力として利用し、標的タンパク質を酸化しているものと予想された

（図 1-13）（38）。 

 

 
図 1-12. シロイヌナズナの Trx と Trx 様タンパク質が持つ活性部位付近の配列の比較  
多重配列アライメント解析は、デフォルトのパラメーター設定の Clustal Omega を使用した。配列の横に

示した数字は、翻訳開始点の Met から数えた残基番号を示す。配列の下に示した記号は、コンセンサス

（“*”,conserved; “:”, strongly similar; “.”, weakly similar）を示す。オレンジ色で示した残基が活性部位に相

当する。 

  

Trx-f 1 86 -GEKLVVLDMY TQWCGPCKVI APKYKALSEK YDDVVFLKLD- 125
Trx-f 2 96 -GDKIVVLDMY TQWCGPCKVI APKYKELSEK YQDMVFLKLD- 135

Trx-m 1 91 -ADEPVFVDFW APWCGPCKMI DPIVNELAQK YAGQFKFYKL- 130
Trx-m 2 97 -ATGPVVVDFW APWCGPCKMI DPLVNDLAQH YTGKIKFYKL- 136
Trx-m 3 83 -SETPVLVEFY TSWCGPCRMV HRIIDEIAGD YAGKLNCYLL- 122
Trx-m 4 103 -SDVPVLVEFW APWCGPCRMI HPIVDQLAKD FAGKFKFYKI- 142

Trx-x 86 -SAQPVLVEFV ATWCGPCKLI YPAMEALSQE YGDKLTIVKI- 125
Trx-y 1 80 -SDKPVLVDYY ATWCGPCQFM VPILNEVSET LKDKIQVVKI- 119
Trx-y 2 75 -SDKPVLVDFY ATWCGPCQLM VPILNEVSET LKDIIAVVKI- 114

Trx-z 93 -RKVPLIVDFY ATWCGPCILM AQELEMLAVE YESNAIIVKV- 132
TrxL2.1 117 -LSQPIIIEWM ASWCRKCIYL KPKLEKLAAE YNNRAKFYYV- 156
TrxL2.2 97 -LGESVVIVWM AAWCRKCIYL KPKLEKLAAE FYPRLRFYHV- 136
ACHT1 112 -GDRLVIVDFY GTWCGSCRAM FPKLCKTAKE HPN-ILFLKV- 150
ACHT2 122 -GERLVIVEFY GTWCASCRAL FPKLCKTAVE HPD-IVFLKV- 160
ACHT3 112 -GDKLVVVDFF SPSCGGCKAL HPKICKIAEK NPE-VEFLQV- 150
ACHT4 116 -GDKLVVVDFF SPGCGGCKAL HPKICQFAEM NPD-VQFLQV- 154
ACHT5 104 -GDRLVVLDFY SPGCGGCKSL HPKICQLAET NPN-VMFLKV- 142

:.: * * : :
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図 1-13. Trx 様タンパク質による標的タンパク質の酸化過程の模式図  
TrxL2 や ACHT は、標的タンパク質から受け取った還元力を 2CP へ渡し、2CP は H2O2を還元する。この

Trx 標的タンパク質と 2CP の還元力伝達カスケードによって、Trx 標的タンパク質の酸化が行われている

と予想されている。 
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1-7. 本研究の目的 
CFoCF1 の酵素活性は、酸化還元制御と ΔµH+ activation の 2 つの制御機構が協同してはたら

くことで、厳密に制御されている。この活性制御機構は、FoF1-ATP 合成酵素の中でも、非常

にユニークである。これまでに、CF1-γの還元による CFoCF1 の活性化機構について、活発に

生化学的な研究が行われてきた。その結果、酵素活性が切り替わる分子機構（図 1-6）や、

Trx による還元過程における ΔµH+の効果（図 1-9）が明らかにされてきた。また、1-5-2 で

述べたような生理学的解析によって、植物体内において、CFoCF1 が実際どのように制御さ

れているか解明されつつある。しかし、以下に示す点は未解明のままであり、CFoCF1 の活

性制御機構全貌は未だ明らかになっていないと言える。そこで、本研究では CF1-γの酸化還

元状態を実際に観察する手法を用いて、これらを明らかにすることを目指した。 

 

1-7-1. Trx 以外の CF1-γ の還元経路の決定 
1-5 で述べたように、CF1-γは Trx-f と Trx-m のどちらからも還元力を受け取ることができる

（図 1-9）。すなわち、CF1-γは Trx に対する選択性が低い。また、in vivo において、CF1-γの

光還元は迅速であり、Trx の欠損による影響を受けない（図 1-10）。これらの結果から、CF1-

γは還元力を受け取りやすく、Trx 以外の還元因子によっても還元されるのではないかと予

想した。そこで、第 2 章では、主に Fd/Trx システムにおける Trx 以外の構成因子に注目し、

それらが CF1-γを直接還元するか否かを調べた。 

 

1-7-2. CF1-γ の酸化制御機構 
1-6 で述べたように、CF1-γの酸化過程は未だ明らかにされていない。しかし、近年、これま

で大きな謎であった生体内の酸化因子タンパク質が同定されたことで、CF1-γの酸化過程の

研究を行う手掛かりが得られた。そこで、第 3 章では、2 種類の Trx 様タンパク質に注目し、

それらが CF1-γを酸化するか否かを調べた。また、ΔµH+が、CF1-γの還元過程へ影響を及ぼし

たことから、酸化過程にも同様に影響するか否かを調べた。 

 

1-7-3. ΔpH と ΔΨ の酸化還元制御への寄与度の違い 
1-2 で述べたように、ΔµH+は、∆pH と∆Ψから構成される。CFoCF1の ATP 合成において、こ

れらはどちらも寄与することが明らかになっている（15,39,40）。すなわち、∆pH と∆Ψの両

方が ΔµH+ activation に重要であると予想した。そこで、第 4 章では、チラコイド膜に対して

∆pH と∆Ψをそれそれ単独で形成させる実験系を構築し、これらが Trx による CF1-γの還元

過程へ及ぼす影響をそれぞれ調べた。 
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第 2 章 

 

 

Fd/Trx システムによる CFoCF1の還元制御 
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2-1. 本章の概要 
これまでの研究で、Trx による CFoCF1 の特徴的な還元過程の詳細が明らかとなってきた。

植物体内では、CF1-γの光還元応答は他の Trx 標的タンパク質と比べて非常に迅速であり

（41,42）、弱光下（100 µmol photons m−2 s−1）であっても光照射後 1 min でほぼ完全に還元さ

れる（20）。また、Trx 以外の還元因子によって、CFoCF1 が活性化されるという先行研究も

報告されている。例えば、Trx へと還元力を伝達する FTR も CFoCF1 を活性化する（12）。一

方で、近年、CRISPR/Cas9 システムによって作出されたシロイヌナズナ A. thaliana の FTR

欠損株では、光環境下でもストロマに遊離する Trx 標的タンパク質は完全に還元されないの

に対して、CF1-γだけは例外的に還元される（43）。そこで、in vivo で見られる CF1-γの迅速

な光還元は、Trx 以外の還元力伝達経路によるものであると予想した。 

本章では、Fd/Trx システムの還元力伝達カスケードを in vitro で再構成して、それぞれの

構成因子が、CF1-γ の還元活性を持つか否かを調べた。また、葉緑体内に豊富に存在する還

元物質であるグルタチオンにも注目し、グルタチオンが Fd/Trx システムの CF1-γ に対する

還元活性へ及ぼす影響についても調べた。その結果、Fd/Trx システムが完全に構成されてい

る場合にのみ、CF1-γが還元されることを確認した。また、グルタチオンによる CF1-γ への

影響は観察されなかった。これらの結果から、本実験においては Fd/Trx システムによる CF1-

γの還元に Trx が必須であることが実証された。 
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2-2. 実験方法 
2-2-1. 組換えタンパク質の発現 
本章で使用した組換えタンパク質は、すべて A. thaliana 由来である（Trx-f1, At3g02730; FNR, 

At5g66190; FTR, At5g08410 and At2g04700）。また、発現プラスミドは、すべて先行研究で作

製されたものを使用した（33,34）。それぞれの発現プラスミドを用いて Escherichia coli 

BL21(DE3)を形質転換し、50 mg/mL Ampicillin を含む LB（LB+Amp）寒天培地に植菌し、

37℃で一晩培養した。生育したコロニーを 10 個程度採取し、10 mL の LB+Amp 液体培地に

植え継ぎ、37℃で約 5 h 培養した。培養液を、Trx-f1 の場合は 1.5 L の LB+Amp 液体培地 2

本に 5 mL ずつ分注、FNR と FTR の場合は 2 L の LB+Amp 液体培地に全量を投入し、OD600

が 0.3–0.8 に達するまで 37℃で約 3.5 h 培養した。その後、1 mM IPTG を添加し、18–21℃で

約 16 h 培養した。菌体を遠心分離によって液体培地から回収し、液体窒素で冷凍した後、

−80℃で保存した。 

 
2-2-2. 組換えタンパク質の精製 
組換えタンパク質の精製は、全て 4℃で行った。回収した目的のタンパク質は、20%（v/v）

グリセロールを添加した後、液体窒素で冷凍し、−80℃で保存した。タンパク質濃度は、ウ

シ血清アルブミンをスタンダードとして用いて、BCA protein assay kit（Pierce）によって測

定した。 

 
2-2-2-1. Trx-f1 の精製 
菌体を、50 mL の 25 mM Tris-HCl（pH 8.0）で懸濁した。懸濁液に対して、Ultrasonic Disruptor 

UD-201（TOMY）を用いて超音波破砕（Output control 5、Duty cycle 40、5 min）を 3 回行っ

た後、超遠心分離（185,300 × g、40 min、4℃）を行った。上清を回収し、30 mL の TOYOPEARL 

Q-600C AR（Tosoh）へ加え、25 mM Tris-HCl（pH 8.0）中の NaCl 濃度に 0–300 mM の直線

濃度勾配をかけて、陰イオン交換クロマトグラフィーを行った。その後、目的のタンパク質

が溶出した画分を SDS-PAGE によって確認して回収し、Spectra/Por Dialysis Membrane（Cut 

off MW: 6,000–8,000）（Fujifilm）を用いて、3 L の 25 mM MES-NaOH（pH 6.1）に対して一

晩透析した。透析後のタンパク質溶液を、30 mL の TOYOPEARL SP650M（Tosoh）へ加え、

25 mM MES-NaOH（pH 6.1）中の NaCl 濃度に 0–250 mM の直線濃度勾配をかけて、陽イオ

ン交換クロマトグラフィーを行った。その後、目的のタンパク質が溶出した画分を SDS-

PAGE によって確認して回収し、Spectra/Por Dialysis Membrane（Cut off MW: 6,000–8,000）を

用いて、3 L の 25 mM Tris-HCl（pH 8.0）に対して 2 回透析した（1 回目：2 h、2 回目：一

晩）。透析後のタンパク質溶液を、Cut off MW : 10,000 の Amicon Ultra-15（Merck Milipore）

を用いて限外濾過により濃縮した。 
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2-2-2-2. FNR、FTR の精製 
菌体を、50 mL の 25 mM Tris-HCl（pH 7.5）で懸濁した。懸濁液に対して、2-2-2-1 の Trx-f1

と同様に、超音波破砕と超遠心分離を行った。上清を回収し、30 mL の TOYOPEAL DEAE-

650M（Tosoh）へ加え、25 mM Tris-HCl（pH 7.5）中の NaCl 濃度に 0–200 mM の直線濃度勾

配をかけて、陰イオン交換クロマトグラフィーを行った。その後、目的のタンパク質が溶出

した画分を SDS-PAGE によって確認して回収し、飽和濃度 30%の硫酸アンモニウムを添加

した。この時、FNR および FTR は硫酸アンモニウムによっては沈殿しない。そこで、これ 

らのタンパク質を含む上清を、30 mL の TOYOPEAL Butyl-650M（Tosoh）へ加え、25 mM 

Tris-HCl（pH 7.5）中の硫酸アンモニウム濃度に 30–0%の直線逆濃度勾配をかけて、疎水性

相互作用クロマトグラフィーを行った。その後、目的のタンパク質が溶出した画分を SDS-

PAGE によって確認して回収し、Spectra/Por Dialysis Membrane（Cut off MW: 12,000–14,000）

（Fujifilm）を用いて、3 L の 25 mM Tris-HCl（pH 7.5）に対して 2 回透析した（1 回目：2 h、

2 回目：一晩）。透析後のタンパク質溶液を、Cut off MW : 30,000 の Amicon Ultra-15（Merck 

Milipore）を用いて限外濾過により約 1 mL まで濃縮した。FTR の場合、得られたタンパク

質溶液を、500 µL ずつ 2 回に分けて Superdex 75 10/300 GL（GE Healthcare）へ加え、TNE バ

ッファー①（25 mM Tris-HCl（pH 7.5）、150 mM NaCl、50 µM EDTA）を用いてゲル濾過ク

ロマトグラフィーを行った。その後、目的のタンパク質が溶出した画分を SDS-PAGE によ

って確認して回収した。 

 

2-2-2. Fd の精製 
本章で使用した Fd は、ホウレンソウから精製した。市販の 6 把のホウレンソウを、使用す

る前日に水洗いし、新聞紙に包んで冷暗所で立てて一晩放置した。ホウレンソウに付着した

水滴をよくふき取り、葉柄を含まないように緑葉を切り取った。500 g の葉片と 500 mL の

TN バッファー①（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、50 mM NaCl）を予冷したミキサーに加え、3 

s の破砕を 3 回行った。破砕液を、4 重にしたガーゼを用いて濾過した後、遠心分離（5,000 

× g、10 min、4℃）して上清を回収し、2 重にした円形定量濾紙（No. 5B、ADVANTEC）を

用いて再度濾過した。得られた濾液を、50 mL の DEAE Sepharose CL-6B（Sigma）へ加え、

250 mL の TN バッファー②（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、0.2 M NaCl）で樹脂を洗浄した後、

TN バッファー③（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、0.7 M NaCl）を用いて陰イオン交換クロマト

グラフィーを行った。その後、目的のタンパク質が溶出した画分を、抗 Fd 抗体を用いたド

ットブロッティング解析によって確認して回収し、飽和濃度 70%の硫酸アンモニウムを加

え、4℃で 1 h 攪拌した。この時、沈殿が生じた場合は遠心分離によって除いた。また、使

用した樹脂は、250 mL の 1 M NaCl、250 mL の 1 M NaOH、100 mL の 0.1 M 酢酸 + 0.5 %

（v/v）Triton で順に洗浄した後、70%硫酸アンモニウムを含む TN バッファー②で平衡化し

た。タンパク質溶液を、樹脂へ加え、TN バッファー②で樹脂を洗浄した後、TN バッファー

④（50 mM Tris-HCl、0.3 M NaCl）を用いて陰イオン交換クロマトグラフィーを行った。そ
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の後、赤褐色を示す画分を回収し、Spectra/Por Dialysis Membrane（Cut off MW: 12,000–14,000）

を用いて、2 L の TN バッファー⑤（50 mM Tris-HCl（pH 7.5）、0.1 M NaCl）に対して一晩

透析した。透析後のタンパク質溶液を、2-2-2-2 の FTR と同様に、濃縮してゲル濾過クロマ

トグラフィーによる精製を行った。ただし、溶離液には、TN バッファー⑤を用いた。その

後、赤褐色を示す画分を回収した。 

Fd は、460 nm、420 nm、330 nm 付近に[2Fe-2S]クラスター由来の吸収極大が認められて

いる（44）。タンパク質濃度は、420 nm 付近の吸収極大のミリモル吸光係数ε420 = 9.6 mM-1 

cm-1 を用いて決定した。また、精製標品の純度は、吸光度比 Abs420/Abs275 によって評価し、

0.4–0.6 の範囲にあるものを使用した。 

 
図 2-1. 使用した市販のホウレンソウ （1 把） 
 
2-2-3. ホウレンソウ緑葉からチラコイド膜の調製 
本章で使用したチラコイド膜は、ホウレンソウから調製した。市販の 1 把のホウレンソウを

使用する前日に水洗いし、新聞紙に包んで冷暗所で立てて一晩放置した。ホウレンソウに付

着した水滴をよくふき取り、葉柄を含まないように緑葉を切り取った。10 g の葉片と 200 

mL の調製用バッファー（50 mM Tricine-NaOH (pH 7.5)、0.4 M Sucrose、5 mM MgCl2、10 mM 

NaCl）を予冷したミキサーに加え、3 s の破砕を 3 回行った。破砕液を、4 重にしたガーゼ

で濾過した後、遠心分離（3,000 × g、10 min、4℃）した。沈殿を回収し、30 mL の調製用バ

ッファーで懸濁した後、遠心分離（300 × g、1 min、4℃）した。上清を回収し、遠心分離（3,000 

× g、10 min、4℃）した。沈殿を回収し、上記の洗浄操作をもう 1 回行った。最終的に得ら

れた沈殿を、2 mL の調製用バッファーで懸濁し、チラコイド膜画分とした。 

 
2-2-4. クロロフィル定量 
チラコイド膜画分を、調製用バッファーで任意の倍率で希釈した。200 µL の希釈液に 800 

µL の 100％アセトンを加え、10 min ボルテックスした後、遠心分離 （20,400 × g、5 min、

20℃）した。上清を回収し、UV-1800（島津製作所）を用いて 663.6 nm と 646.4 nm の吸光

度を測定した。この値を用いて、クロロフィル濃度 [Chlorophyll a + b]（µg Chl/mL）を次式

に従って算出した（45）。この時、750 nm の吸光度も併せて測定し、その値を各吸光度の値

から引いたものを計算に用いた。 

[Chlorophyll a + b] = 17.76 × Abs646.6 + 7.34 × Abs663.6 
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2-2-5. CF1-γ の in vitro 還元実験 
Fd/Trx システムの構成因子が CF1-γを還元できるか否かを調べるために、図 2-2 に示した in 

vitro 実験系を構築した。CF1-γの還元は、調製用バッファーを用いて、25℃で行った。反応

溶液の基本的な組成は、50 µg Chl/mL Thylakoid membrane、0.5 mM NADPH、2 µM FNR、2 

µM Fd、2 µM FTR、2 µM Trx-f1 とし、全体量を 1 mL とした。反応溶液を、マグネティック

スターラーを用いて攪拌し、暗所で 10 min 放置した後、LED パネルを用いて光照射（600–
650 µmol photons m−2 s−1）を行った。この時、チラコイド膜への光照射によって、Fd による

循環型電子伝達を発生させて、膜内外に∆µH+を形成させた（46）。光照射の開始から一定時

間（0–900 s）ごとに、反応溶液から 100 µL を分取し、同量の 20%（w/v）トリクロロ酢酸と

混和し、反応を停止させた。 

 また、グルタチオンが CF1-γの還元過程へ及ぼす影響を調べるために、10 mM 還元型グル

タチオン（GSH）と 1 mM 酸化型グルタチオン（GSSG）を加え、同様の実験を行った。 

 

 

図 2-2. Fd/Trx システムによる CF1-γ の in vitro 還元実験の概略図 
NADPH から、FNR と Fd を介して Trx へと持続的に還元力を供給し、チラコイド膜上の CF1-γ を還元する

ように設計した。また、チラコイド膜へ光照射を行い、Fd によって膜内外に ΔμH+を形成させた。 

  



                                          

30 
 

2-2-6. CF1-γ の酸化還元状態の決定 

チラコイド膜溶液を、同量の 20%（w/v）トリクロロ酢酸と混和し、氷上で 30 min 放置した。

その後、遠心分離（20,400 × g、15 min、4℃）して沈殿を回収し、氷冷した 100%アセトンで

洗浄した。沈殿を 2 mM AMS を含む非還元 SDS-PAGE サンプルバッファーで懸濁し、室温

で 30 min ボルテックスすることでタンパク質のチオール基を AMS で標識した。AMS は、

遊離のチオール基にのみ結合するため、還元型タンパク質は修飾されるが酸化型タンパク

質は修飾されない。AMS の分子量は約 500 Da であり、還元型と酸化型で 1 kDa ほどの分子

量の違いが生じる。そのため、SDS-PAGE によって還元型と酸化型のタンパク質を分離でき

る（図 2-5）。得られたサンプルを、95℃で 5 min 熱変性させた後、非還元 SDS-PAGE と抗

CF1-γ特異抗体を用いたウエスタンブロッティング解析を行った（41）。抗 CF1-γ特異抗体は、

先行研究で作製されたものを使用した。酸化型と還元型のバンド強度から、CF1-γの還元率

を算出した。 

 

 

図 2-3. チオール基修飾法によるタンパク質の酸化還元状態の決定方法の概略図 
完全に酸化（Oxidized、Ox）／還元（Reduced、Red）した CF1-γ を、非還元 SDS-PAGE によって分離し、

ウエスタンブロッティング解析によって検出した結果を例示した。 
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2-3. 結果 
2-3-1. FNR、Fd、FTR の精製 
FNR は FAD を含むフラビン酵素である（47）。また、Fd は[2Fe-2S]クラスター（44）、FTR

は[4Fe-4S]クラスター（48）を持つ鉄-硫黄タンパク質である。CF1-γの還元実験を行うにあた

って、それぞれの精製タンパク質が、還元力伝達に必要なこれらの補酵素を保持しているこ

とをスペクトル解析によって調べた（図 2-4）。その結果、いずれの精製タンパク質も、タン

パク質由来の 275 nm 付近の吸収極大を持つ他に、FNR は FAD 由来の 460 nm、391 nm 付近

に、Fd は[2Fe-2S]クラスター由来の 460 nm、420 nm、330 nm 付近に、FTR は[4Fe-4S]クラス

ター由来の 410 nm 付近に吸収を示すことを確認した。また、精製タンパク質は補酵素に由

来する色をそれぞれ呈していた（FNR：淡黄色、Fd：赤褐色、FTR：黄褐色）。 

 

 

図 2-4. 精製タンパク質の吸収スペクトル 
275 nm 付近の吸収極大の値を用いて規格化した。挿入図は各タンパク質の実際の画像を示す。 

 
2-3-2. Fd/Trx システムによる CFoCF1の還元 
本章では、in vivo で見られるような CF1-γの迅速な光還元（20）が、Trx 以外の還元因子に

よって達成されていると予想し、チラコイド膜に対して Fd/Trx システムを再構成した。 

まず、還元力伝達カスケードにおける Trx より上流の構成因子が CF1-γを直接還元するか

否かを調べた（図 2-5）。NADPH/FNR を還元力の供給源として Fd/FTR/Trx-f1 をすべて再構

成した場合、チラコイド膜への光照射を開始してから 120 s で CF1-γが還元され、900 s で約

40%が還元された（図 2-5AC、+ Fd/FTR + Trx-f1）。また、Trx-f1 は、光照射を開始する前か

ら還元されていたが、光照射を開始して 120 s で還元率がさらに上昇した（図 2-5B、+ Fd/FTR 

+ Trx-f1）。これに対して、Fd/Trx システムから Trx を除いた場合、光照射後も CF1-γは還元

されなかった（図 2-5AC、+ Fd/FTR）。以上の結果から、FNR、Fd、FTR のような Trx 以外

の構成因子は、CF1-γを直接還元しないと結論した。 
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図 2-5. Fd/Trx システムによる CF1-γ の in vitro 還元実験 
（A）Fd/Trx システムによるチラコイド膜上の CF1-γ の還元。チラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、0.5 mM 
NADPH、2 μM FNR、2 μM Fd、2 μM FTR、2 μM Trx-f1 とともに、暗所で 600 s インキュベートした後、

900 s 光照射を行った。指定の反応時間で反応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還元型のタンパク

質を標識した。非還元 SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ウエスタンブロッティング解析によ

って還元型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。（B）A のサンプルを非還元 SDS-PAGE によって

分離後、CBB で染色した。（C）CF1-γ の酸化還元状態の経時変化。A から CF1-γ の還元率を定量し、反応

時間に対してプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示した。 
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2-3-3. グルタチオンが Fd/Trx システムへ及ぼす影響 
次に、グルタチオンが CF1-γの還元過程に及ぼす影響について調べた。グルタチオンは、ほ

ぼすべての生物の細胞質にｍM オーダーで豊富に存在するトリペプチド（Glu-Cys-Gly）で

あり、非タンパク質系還元型硫黄の主要な低分子物質である（49）。また、還元型グルタチ

オン GSH は酸化されると二量体 GSSG を形成する。細胞内では、NADPH とグルタチオン

レダクターゼによって GSH/GSSG は非常に高く維持され、ほとんどが還元型 GSH で存在し

ている（50）。本章では、GSH : GSSG = 10 : 1 として、CF1-γおよび Fd/Trx システムへの影響

を調べた（図 2-6）。 

まず、GSH/GSSG が CF1-γを直接還元するか否かを調べた。チラコイド膜に対して、

GSH/GSSG と、膜内外に∆µH+を形成させるために Fd を添加し、光照射を行った。その結

果、CF1-γは全く還元されなかった（図 2-6AC、+ GSH/GSSG + Fd）。次に、GSH/GSSG の存

在下で、チラコイド膜に対して Fd/Trx システムを再構成し、同様の実験を行った。その結

果、GSH/GSSG の有無によって、Fd/Trx システムによる CF1-γの還元効率はほぼ変化せず、

光照射後 900 s で約 30%が還元されていた（図 2-6AC、+ GSH/GSSG + Fd/FTR + Trx-f1）。ま

た、Trx-f1 も、2-3-2 の結果と同様に、光照射を開始して 120 s で還元率がさらに上昇した

（図 2-6B、+ GSH/GSSG + Fd/FTR + Trx-f1）。以上の結果から、GSH/GSSG は、Fd/Trx シス

テムによる CF1-γの還元過程に影響しないと結論した。 
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図 2-6. グルタチオン存在下での Fd/Trx システムによる CF1-γ の in vitro 還元実験 
（A）Fd/Trx システムによるチラコイド膜上の CF1-γ の還元。チラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、0.5 mM 
NADPH、2 μM FNR、2 μM Fd、2 μM FTR、2 μM Trx-f1、10 mM GSH、1 mM GSSG とともに、暗所で

600 s インキュベートした後、900 s 光照射を行った。指定の反応時間で反応溶液を分取し、チオール基修

飾法によって還元型のタンパク質を標識した。非還元 SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ウエ

スタンブロッティング解析によって還元型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。（B）A のサンプ

ルを非還元 SDS-PAGE によって分離後、CBB で染色した。（C）CF1-γ の酸化還元状態の経時変化。A から

CF1-γ の還元率を定量し、反応時間に対してプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示し

た。 
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2-4. 考察 
これまでの研究によって、CFoCF1 の還元制御は、他の Trx 標的タンパク質と比べて特徴的

であることが明らかになってきた。特に、in vivo での CF1-γの光還元応答は、ストロマに存

在する他の Trx 標的タンパク質と比べて迅速であり（41,42）、弱光下であっても数 min で完

全に還元される（20）。この特徴は、様々な光環境下において、植物が ATP の生産を迅速に

調節するうえで合理的であると言える。この他にも、Trx 以外の還元力伝達因子によって

CFoCF1 が活性化するという研究結果が報告されている（12）。そこで、本章では、Trx 以外

の因子が CF1-γを直接還元していると予想し、Fd/Trx システムを再構成した in vitro 還元系

を構築した。また、この in vitro 実験系を利用し、グルタチオンによる影響についても調べ

た。これらの結果、予想に反して、本実験においては CF1-γは Trx によってのみ還元された。 

 

2-4-1. Fd/Trx システムによる CFoCF1の還元 

まず、NADPH/FNR を還元力の供給源とした Fd/Trx システムを、チラコイド膜に対して再

構成した。その結果、光条件下では CF1-γが還元されることを確認した（図 2-5AC、+ Fd/FTR 

+ Trx-f1）。また、実験系に還元力が存在し、Trx が還元型で存在するにもかかわらず、暗条

件下では CF1-γは全く還元されなかった（図 2-5B、+ Fd/FTR + Trx-f1）。これら結果は、Trx

による CF1-γの還元には、チラコイド膜内外に∆µH+が形成される必要があることを示唆して

おり、先行研究の結果と一致する（20,21）。∆µH+は、Fd によって循環型電子伝達が発生し

たことで、膜内外に形成されたと考えられる。また、光照射後に Trx の還元率が上昇してい

たことからも、光化学系が駆動していたことが示唆される（図 2-5B、+ Fd/FTR + Trx-f1）。

次に、Fd/Trx システムから Trx のみを除いた条件で同様の実験を行ったところ、CF1-γは全

く還元されなかった（図 2-5AC、+ Fd/FTR）。この結果は、FTR を介した光合成電子伝達系

からの還元力伝達において、CF1-γの還元には Trx が必要不可欠であることを示唆する。ま

た、FTR によって CFoCF1 が活性化したという Mills らの先行研究（12）とは異なる結果で

あった。Mills らは、エンドウ Pisum sativum から調製したチラコイド膜に対して、ホウレン

ソウから精製した FTR および Trx-f を添加し、光照射を行ったうえで、チラコイド膜の

CFoCF1の ATP 加水分解活性を測定した。その結果、光照射下において CFoCF1は高い ATPase

活性を示し、尚且つ、この活性化は Trx-f の有無には依存しなかった。ただし、Trx-f の添加

によって、CFoCF1 の示す最大活性が僅かに増加している。本研究とこれらの結果の違いは、

先行研究では、CFoCF1 の酵素活性から活性化を判断したことに由来すると考えられる。

CFoCF1の酵素活性は、CF1-γが酸化型であっても∆µH+の形成によって上昇するため（14,15）、

この影響を反映していたと考えられる。 

また、本研究を行うにあたって、FNR や Fd が CF1-γを直接還元することも期待した。そ

の理由は、これらが in vivo ではチラコイド膜の近傍に存在するためである。FNR は、シト

クロム b6f によってチラコイド膜上にアンカーされていることが知られている（51）。また、
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Fd は PSI から還元力を受け取ることから、チラコイド膜の近傍に存在することが多いと考

えられる。膜近傍に存在する還元力伝達因子が、同じく膜上に存在する CF1-γを直接還元す

ることが可能であれば、還元力伝達の物理的な距離が近く、Trx と比べて還元速度が速くな

ると予想した。シロイヌナズナの FTR 欠損株においても、CF1-γが光還元されていたことか

ら（43）、FTR より上流の還元力伝達因子が CF1-γを還元することが可能であれば、結果と

予想の整合性が合う。しかし、本章の結果から、FNR や Fd も CF1-γを還元しないことが確

認された。 

 次に、グルタチオンが CF1-γの還元過程へと与える影響について調べた（図 2-6）。グルタ

チオンは生体内に豊富に存在する還元物質であり、in vitro 実験系をより in vivo の環境に近

づけるために添加した。また、グルタチオンの添加によって、実験系がより還元的になるこ

とで、Fd/Trx システムの還元力伝達が活性化する、または CF1-γが還元力を受け取りやすく

なると予想した。まず、光環境下であっても、グルタチオンが CF1-γを直接還元しないこと

を確認した（図 2-6AC、+ GSH/GSSG + Fd）。この時、Fd によって、チラコイド膜内外に∆µH+

は形成されていると想定される。次に、グルタチオンの存在下で Fd/Trx システムを再構成

したが、CF1-γの還元効率に大きな変化はなかった（図 2-6AC、+ GSH/GSSG + Fd/FTR + Trx-

f1）。これらの結果から、グルタチオンは CF1-γの還元過程には影響しないと考えられる。 

 本章では、チラコイド膜に対して、Fd/Trx システムの再構成およびグルタチオンの添加を

行ったことで、先行研究と比べて、より in vivo の還元条件に近づけたと考えている。しか

し、CF1-γの還元速度は遅く、また、完全には還元されなかった。以上の結果から、CF1-γの

還元速度を決定するような in vivo での要因が、他にも存在すると考えられる。 

 

2-4-2. 生体内の CF1-γ の還元機構 
本章では、Trx 以外の生体内の還元因子の CF1-γに対する還元活性を調べた。しかし、結果

としては、Trx のみが CF1-γを還元することは可能であった。ただし、本章で調べた還元力

伝達因子にも、候補は存在する。 

例えば、NTRC である。NTRC は、NADPH から還元力を受け取る NTR ドメインと、標的

へ還元力を伝達する TRX ドメインから構成される（52）。先行研究によって、シロイヌナズ

ナの NTRC 欠損株では、弱光下において、CF1-γの光還元の効率が低下することが明らかに

なっている（53,54）。しかし、強光条件下では野生型と同程度まで還元され、FTR 欠損株と

掛け合わせ株においても、CF1-γは光還元される（43）。これらの結果から、Fd/Trx システム

および NTRC 以外にも、CF1-γを標的とする還元因子がいることが想定される。本章では、

NTRC が NADPH を還元力とすることから、Fd およびチラコイド膜上の FNR によって循環

型電子伝達の形成のために消費され、NTRC へと十分な還元力が供給できない可能性を想定

し、実験系の構築は断念した。また、第 3 章では人工電子メディエーターである 1-Methoxy 

PMS を用いたが、これも NADPH を消費するため、NTRC と併用することができなかった。

他にも、酸化因子としての性質が報告されている Trx 様タンパク質の ACHT が、Trx 標的タ
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ンパク質である FBPase を還元できることが報告されている（36）。ただし、Trx と比べてそ

の還元の効率は悪い。従って、CF1-γを標的とする未知の還元経路については、さらなる研

究が必要である。 

 また、新規の還元力伝達因子以外にも、CF1-γの光還元が速い理由があるのではないだろ

うか？例えば、CFoCF1 の膜への局在性自体が、in vivo における光還元速度の決定因子であ

る可能性が考えられる。つまり、同じく膜に存在する PSI に、より近い距離に存在すること

が、ストロマに遊離する Trx 標的タンパク質より光還元が速い理由である可能性がある。例

えば、ストロマの Trx 標的タンパク質の中でも、Rubisco の活性化に関わる RCA は、FBPase

や SBPase と比べて光還元の速度が速い（37）。一方で、所属研究室の先行研究によって、ス

トロマタンパク質をチラコイド膜にアンカーさせても、光還元の速度に変化がないことが

報告されている（55）。 
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第 3 章 

 

 

Trx 様タンパク質による CFoCF1の酸化制御 
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3-1. 本章の概要 
CFoCF1 における酸化還元制御は、特に暗所で酵素を不活性化することで、ATP 合成とは逆

反応である ATP 加水分解を防ぐために重要であると予想されていた。しかし、その酸化過

程については、これまでほとんど研究が行われていなかった。その主な理由は、酸化力を提

供する実体そのものが不明であったことによる。本章では、近年、所属研究室が酸化因子と

して同定した Trx 様タンパク質である Trx-like2（TrxL2）と atypical Cys-His rich Trx（ACHT）

に注目し、それらが CFoCF1 を酸化できるか否かを in vitro 実験によって調べた。その結果、

いずれの酸化因子も、CFoCF1 を酸化できることが明らかになった。さらに、チラコイド膜

内外に∆µH+が形成しているときに比べて∆µH+が形成されていないときに、これらの酸化因

子による CFoCF1の酸化速度と親和性が上昇することを見出し、CFoCF1の還元過程で見られ

た∆µH+への依存性とは対照的であることが明らかとなった。また、同様の実験系を用いて、

還元側ではたらく Trx の酸化能力も検証したところ、いずれも CFoCF1 を酸化することがで

きなかった。これらの結果は、ATP 合成反応の駆動力が形成されない暗所で、CFoCF1 が Trx

様タンパク質によって酸化（不活性化）されやすくなることを示すものである。 
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3-2. 実験方法 
3-2-1. 組換えタンパク質の発現 
本章で使用した組換えタンパク質はすべて、A. thaliana 由来である（TrxL2.1, At5g06690; 

TrxL2.2, At5g04260; ACHT1, At4g26160; ACHT2, AT4G29670.1; Trx-m1, At1g03680; Trx-x, 

At1g50320; and Trx-y2, At1g43560）。また、発現プラスミドは、すべて先行研究で作製された

ものを使用した（33-36）。Trx-m1 の発現は、第 2 章 2-2-1 の Trx-f1 と同様に、それ以外の組

換えタンパク質の発現は、第 2 章 2-2-1 の FNR と同様に行った。 

 

3-2-2. 組換えタンパク質の精製 
組換えタンパク質の精製は、全て 4℃で行った。また、回収した目的のタンパク質は、第 2

章 2-2-2 と同様にして保存し、濃度の定量を行った。 

 

3-2-2-1. TrxL2.1、TrxL2.2 の精製 
菌体を 50 mL の TI バッファー①（25 mM Tris-HCl（pH 8.1）、10 mM imidazole）で懸濁した。

懸濁液に対して、第 2 章 2-2-2-1 の Trx-f1 と同様に、超音波破砕と超遠心分離を行った。上

清を回収し、Ni-NTA アフィニティークロマトグラフィーを行うために 5 mL の Ni-NTA 

superflow（QIAGEN）へ加え、混和転倒（42 min、4℃）した。50 mL の TI バッファー②（25 

mM Tris-HCl（pH 8.1）、20 mM imidazole）で樹脂を洗浄し、40 mL の TI バッファー③（25 

mM Tris-HCl（pH 8.1）、250 mM imidazole）で溶出した。その後、溶出液を、Spectra/Por Dialysis 

Membrane（Cut off MW: 6,000–8,000）を用いて、3 L の TN バッファー⑥（25 mM Tris-HCl

（pH 7.8）、50 mM NaCl）に対して 2 h 透析、続いて 3 L の TN バッファー⑦（25 mM Tris-

HCl（pH 7.5）、50 mM NaCl）に対して一晩透析した。透析後のタンパク質溶液を、第 2 章

2-2-2-2 の FTR と同様に、濃縮してゲル濾過クロマトグラフィーによる精製を行った。 

 

3-2-2-2. ACHT1、ACHT2 の精製 
菌体を cOmplete protease inhibitor cocktail（EDTA-free）（Roche）を含む TN バッファー⑧（25 

mM Tris-HCl（pH 7.5）、150 mM NaCl）で懸濁した。懸濁液に対して、第 2 章 2-2-2-1 の Trx-

f1 と同様に、超音波破砕と超遠心分離を行った。上清を回収し Ni-NTA アフィニティークロ

マトグラフィーを行うために 5 mL の Ni-NTA superflow（QIAGEN）へ加え、混和転倒（30 

min、4℃）した。50 mL の TN バッファー⑧（25 mM Tris-HCl（pH 7.5）、150 mM NaCl）と

50 mL の 10 mM imidazole を含む TN バッファー⑧で樹脂を洗浄し、22.5 mL の 200 mM 

imidazole を含む TN バッファー⑧で溶出した。その後、溶出液に 1 mM EDTA を添加し、

Spectra/Por Dialysis Membrane（Cut off MW: 12,000–14,000）を用いて、2.5 L の MDE バッフ

ァー（25 mM MES-NaOH（pH 6.1）、0.5 mM DTTred、1 mM EDTA）に対して一晩透析した。

透析後のタンパク質溶液を、30 mL の TOYOPEARL SP650M へ加え、MDE バッファー中の
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NaCl 濃度に 0–300 mM の直線濃度勾配をかけて、陽イオン交換クロマトグラフィーを行っ

た。その後、目的のタンパク質が溶出した画分を SDS-PAGE によって確認して回収し、第 2

章 2-2-2-2 の FTR と同様に、濃縮してゲル濾過クロマトグラフィーによる精製を行った。た

だし、カラムは Superdex 75 10/300 GL increase（GE Healthcare）を使用した。 

 

3-2-2-3. Trx-m1 の精製 
第 2 章 2-2-2-1 の Trx-f1 と同様に、陰イオン交換クロマトグラフィーを行った。その後、目

的のタンパク質が溶出した画分を SDS-PAGE によって確認して回収し、飽和濃度 30%の硫

酸アンモニウムを添加した。この時、Trx-m1 は硫酸アンモニウムによっては沈殿しない。

そこで、Trx-m1 を含む上清を、30 mL の TOYOPEARL Butyl-650M へ加え、25 mM Tris-HCl

（pH 8.0）中の硫酸アンモニウム濃度に 30–0%の直線逆濃度勾配をかけて、疎水性相互作用

クロマトグラフィーを行った。その後、目的のタンパク質が溶出した画分を SDS-PAGE に

よって確認して回収し、第 2 章 2-2-2-1 の Trx-f1 と同様に、透析、濃縮した。 

 

3-2-2-4. Trx-x、Trx-y2 の精製 
菌体を TED バッファー（25 mM Tris-HCl（pH 7.5）、1 mM EDTA、0.5 mM DTTred）で懸濁し

た。懸濁液に対して、第 2 章 2-2-2-1 の Trx-f1 と同様に、超音波破砕と超遠心分離を行った。

上清を回収し、40 mL の TOYOPEARL DEAE-600 に添加し、TED バッファー中の NaCl 濃度

に 0–200 mM の直線濃度勾配をかけて、陰イオン交換クロマトグラフィーを行った。その

後、目的のタンパク質が溶出した画分を SDS-PAGE によって確認して回収し、飽和濃度の

30%の硫酸アンモニウムを添加した。この時、Trx-x および Trx-y2 は硫酸アンモニウムによ

っては沈殿しない。このタンパク質溶液を、40 mL の TOYOPEARL Butyl-650M に添加し、

TED バッファー中の硫酸アンモニウム濃度に 30–0%の直線逆濃度勾配をかけて、疎水性相

互作用クロマトグラフィーを行った。その後、目的のタンパク質が溶出した画分を SDS-

PAGE によって確認して回収し、第 2 章 2-2-2-1 の Trx-f1 と同様に、透析、濃縮した。 

 

3-2-3. ホウレンソウ緑葉からの還元型 CFoCF1を含むチラコイド膜の調製 
CF1-γの酸化実験を行うためには、還元型 CF1-γを含むチラコイド膜を調製する必要がある。

第 2 章 2-2-3 の通りホウレンソウ緑葉から通常の方法でチラコイド膜を調製すると、膜に存

在している CFoCF1 中の CF1-γは調製の過程で酸化されている。そこで、本章では以下の 2 通

りの方法で還元型 CF1-γを含むチラコイド膜を調製し、どちらを酸化実験に用いるかを検討

した。 

 

3-2-3-1. ホウレンソウ緑葉への光照射および還元剤の浸潤処理 
市販の 1 把のホウレンソウを使用する前日に水洗いし、新聞紙に包んで冷暗所で立てて一

晩放置した。ホウレンソウに付着した水滴をよくふき取り、葉柄を含まないように緑葉を切
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り取った。10 g の葉片に対して、図 3-1 の LED 装置を用いて光照射（1,000–1,500 µmol photons 

m−2 s−1）を室温で 10 min 行った。その後、直ちに葉片を幅 1 cm 程度の短冊状に切り、300 

mL の還元バッファー（50 mM Tricine-NaOH（pH 7.5）、0.4 M Sucrose、5 mM MgCl2、10 mM 

NaCl、20 mM DTTred）に浸し、吸引鐘とアスピレーターを用いて減圧処理を室温で 3 min 行

った（図 3-2A）。減圧条件を開放した際、還元バッファーが葉片へと浸潤され、葉片の色が

暗くなるため浸潤の有無を判別することができる（図 3-2B）。 

 

  
図 3-1. 破砕前の緑葉へ光照射を行うための LED 装置 
実際の使用時には、側面と底の５面をアルミホイルで覆い、上から LED 照射を行った。 

 

 
図 3-2. ホウレンソウ緑葉への浸潤処理 
（A）吸引鐘を用いた浸潤処理の様子。（B）浸潤前後のホウレンソウ緑葉の変化。 
 

還元処理を行った葉片と 200 mL の還元バッファーを予冷したミキサーに加え、3 s の破

砕を 3 回繰り返した。破砕液を、4 重にしたガーゼで濾過した後、遠心分離（3,000 × g、10 

min、4℃）した。沈殿を回収し、30 mL の還元バッファーで懸濁した後、遠心分離（300 × 
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g、1 min、4℃）した。上清を回収し、遠心分離（3,000 × g、10 min、4℃）した。沈殿を回

収し、上記の操作を調製用バッファーでもう 2 回行い、DTTred を除いた。最終的に得られた

沈殿を、2 mL の調製用バッファーで懸濁し、チラコイド膜画分とした。チラコイド膜画分

のクロロフィル濃度を第 2 章 2-2-4 と同様に測定し、500 µg Chl/mL になるように調製用バ

ッファーで希釈した後、冷暗所で 1 h 以上放置した。CF1-γの酸化還元状態は、第 2 章 2-2-6

と同様に決定した。 

 

3-2-3-2. 通常の方法でチラコイド膜を調製後、組換え Trx で CF1-γ を還元 
第 2 章 2-2-3 の通りにチラコイド膜を調製した。ただし、400 mL の調製用バッファーを用

いて 20 g の緑葉を破砕した。 

調製したチラコイド膜に含まれる CFoCF1 中の CF1-γを、組換え体 Trx と DTTred で還元し

た。CF1-γの還元は、調製用バッファーを用いて、25℃で行った。反応溶液の組成は、50 µg 

Chl/ml Thylakoid membrane、100 µM 1-Methoxy PMS、2 µM Trx-f1、50 mM DTTred とし、全体

量を 30 mL とした。反応溶液を、マグネティックスターラーを用いて攪拌し、LED パネル

を用いて光照射（600–650 µmol photons m−2 s−1）を行った。この時、チラコイド膜への光照

射によって、人工電子メディエーターである 1-Methoxy PMS により循環電子伝達を発生さ

せて、膜内外に∆µH+を形成させた（56）。光照射の開始から 10 min ごとに、反応溶液から

100 µL を分取し、同量の 20%（v/v）トリクロロ酢酸と混和して、タンパク質を沈殿させた。

この沈殿は、CF1-γの酸化還元状態を確認するために使用した。光照射の開始から 30 min で、

反応溶液全量を遠心分離（3,000 × g、10 min、4℃）した。沈殿を回収し、30 mL の調製用バ

ッファーで懸濁した後、遠心分離（300 × g、1 min、4℃）した。上清を回収し、遠心分離（3,000 

× g、10 min、4℃）した。沈殿を回収し、上記の洗浄操作をもう 2 回行った。また、洗浄を

行うごとに、反応溶液から 100 µL を分取し、同量の 20%（v/v）トリクロロ酢酸と混和して、

タンパク質を沈殿させた。最終的に得られた沈殿に 2 mL の調製用バッファーを加えて懸濁

し、チラコイド膜画分とした。チラコイド膜画分のクロロフィル濃度を第 2 章 2-2-4 と同様

に測定し、500 µg Chl/mL になるように調製用バッファーで希釈した後、冷暗所で 1 h 以上

放置した。CF1-γの酸化還元状態は、第 2 章 2-2-6 と同様に決定した。 
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3-2-4. プロトン輸送活性の測定 
チラコイド膜に含まれる CFoCF1 の H+輸送活性を測定した。CFoCF1 は、ATP 加水分解反応

と共役して H+をチラコイドルーメンへと輸送する。本章では、チラコイド膜内外に形成さ

れた∆pH を、蛍光指示薬である 9-amino-6-chloro-2-methoxyacridine（ACMA）の蛍光強度の

減少として測定した（λex = 410 nm、λem = 480 nm）。ACMA は、低 pH であるルーメンへと

入るとプロトン化し、正に荷電して膜を透過できずにルーメンに蓄積する。その結果、高濃

度状態では蛍光強度が低下する（57,58）。ACMA の蛍光は、FP-8500（JASCO）を用いてモ

ニターした。 

CFoCF1の ATP 加水分解反応は、調製用バッファーを用いて、25℃で行った。まず、1,580 

µL の調製用バッファーに、200 µL の 200 µg Chl/ml Thylakoid membrane と 20 µL の 30 µg/mL 

ACMA を添加した。反応溶液を、マグネティックスターラーを用いて攪拌し、ACMA の蛍

光を安定化させて、測定を開始した。測定開始から 180 s で 200 µL の 50 mM ATP を添加し、

900 s で 1 µL の 5 mM FCCP を添加した。反応溶液の最終的な組成は、20 µg Chl/ml Thylakoid 

membrane、0.3 µg/mL ACMA、5 mM ATP、5 µM FCCP とした。また、FCCP 添加後の蛍光強

度を 1 として相対蛍光強度を算出した。 

 

 

図 3-3. チラコイド膜の ATP 依存 H+輸送活性の測定方法の模式図 
チラコイド膜に ATP を添加して、CFoCF1 の H+輸送活性を測定した。CFoCF1 は、ATP 加水分解反応と共

役して、H+をチラコイドルーメンへと輸送する。その結果膜内外に生じた pH 勾配を、蛍光指示薬の ACMA
を用いて検出した。 
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3-2-5. CF1-γ の in vitro 酸化実験 
Trx 様タンパク質および Trx が CF1-γを酸化できるか否かを調べるために、図 3-4 に示した

in vitro 実験系を構築した。CF1-γの酸化は、使用前に室温で 1 h 脱気した調製用バッファー

を用いて、25℃で行った。実験に用いた Trx 様タンパク質と Trx は、150–5000 nM Trx 様タ

ンパク質または Trx と 500 µM DTTox を含む調製用バッファー中でインキュベート（25℃、

10 min）することであらかじめ酸化した。まず、790 µL の調製用バッファーに、100 µL の

500 µg Chl/ml Thylakoid membrane と 10 µL の 10 mM 1-Methoxy PMS を添加し、マグネティ

ックスターラーで攪拌しながらLED で光照射を行った（600–650 µmol photons m−2 s−1、25℃、

5 min）。その後、光照射下の 900 µL のチラコイド膜／PMS 混合液に、100 µL の Trx 様タン

パク質または Trx／DTTox 混合液を添加することで、酸化反応を開始した。反応溶液の最終

的な組成は、50 µg Chl/mL Thylakoid membrane、100 µM 1-Methoxy PMS、50 µM DTTox、15-

500 nM Trx 様タンパク質または Trx とした。反応の開始から一定時間（0–900 s）ごとに、

反応溶液から 100 µL を分取し、同量の 20%（v/v）トリクロロ酢酸と混和して反応を停止さ

せた。CF1-γの酸化還元状態は、第 2 章 2-2-6 と同様に決定した。 

 

 
図 3-4. Trx 様タンパク質による CF1-γ の in vitro 酸化実験の模式図  
DTToxによって Trx 様タンパク質を持続的に酸化し、チラコイド膜上の CF1-γ を酸化するように設計した。

また、チラコイド膜へ光照射を行い、1-Methoxy PMS によって膜内外に ΔμH+を形成させた。 
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3-3. 結果 
3-3-1. ホウレンソウ緑葉からの還元型 CFoCF1を含むチラコイド膜の調製 
はじめに、CF1-γの酸化実験を行うために、還元型 CF1-γを含むチラコイド膜を調製した。第

2 章 2-2-3 の通り、ホウレンソウ緑葉から通常の方法でチラコイド膜を調製すると、膜に存

在している CFoCF1 中の CF1-γは酸化型であることを確認した（図 3-5A、Untreated）。そこで、

本章では、3-2-3-1「ホウレンソウ緑葉への光照射および還元剤の浸潤処理」（図 3-5A）、3-2-

3-2「通常の方法でチラコイド膜を調製後、組換え Trx で CF1-γを還元」（図 3-5B）の二通り

の調製方法を確立した。 

まず、3-2-3-1 の方法でチラコイド膜を調製した場合、膜上の CF1-γは約 80%が還元型であ

った（図 3-5A、+ DTTred (Vac.)）。これに対して、還元処理のコントロール実験として、光照

射を行わず還元剤を含まない調製用バッファーのみを減圧下で浸潤した緑葉からチラコイ

ド膜を調製すると、CF1-γはほぼ完全に酸化型であった（図 3-5A、− DTTred (Vac.)）。この結

果は、CF1-γの酸化還元状態は、緑葉への浸潤処理には依存せず、還元処理の有無によって

制御されたことを示唆する。また、3-2-3-2 の方法でチラコイド膜を調製した場合も、Trx に

よる還元後、洗浄過程でわずかに酸化されるものの（図 3-5B、Wash）、3-2-3-1 と同様に、膜

上の CF1-γは約 80%が還元型であった（図 3-5B、Resulting thylakoid）。 

 

 
図 3-5. 還元処理を行ったチラコイド膜に含まれる CF1-γ の酸化還元状態 
チラコイド膜に含まれるタンパク質を抽出し、チオール基修飾法によって還元型のタンパク質を標識した。

非還元SDS-PAGEによってタンパク質を分離した後、ウエスタンブロッティング解析によって還元型（Red）
と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。（A）3-2-3-1 の方法で調製したチラコイド膜。（B）3-2-3-2 の方補で

調製したチラコイド膜。 

  



                          2022 年度 博士論文 関口敬俊 

47 
 

3-3-2. プロトン輸送活性の測定 
3-2-3 で調製した 2 種類のチラコイド膜には、どちらも還元型 CFoCF1 が含まれていること

が確認された。次に、この還元型 CFoCF1が、酵素活性を維持しているか否かを調べた。本

章では、ATP 加水分解反応と共役した H+輸送活性を測定した（図 3-6）。いずれのチラコイ

ド膜を用いた測定においても、ATP を添加した直後の急激な消光と、その後に続く緩やかな

消光の 2 段階の消光を観察した。前者は ACMA と ATP の直接的な相互作用による結果であ

り、後者が CFoCF1 による H+輸送活性の結果であることが既に報告されている（59）。 

 まず、3-2-3-1 の方法で調製したチラコイド膜においては、CFoCF1の H+輸送による顕著な

ACMA の蛍光の消光（∆pH の形成）、および脱共役剤 FCCP の添加による蛍光の回復（∆pH

の解消）が観察された（図 3-6A、+ DTTred (Vac.)）。なお、直線性を示した間（300–420 s、r 

> 0.997）の CFoCF1 の H+輸送に対応した ACMA の蛍光の消光速度は、2.11 ± 0.315（×10-3 

relative fluorescence intensity/s、平均値±標準偏差（n = 4））であった。これに対して、酸化型

CFoCF1しか含まないチラコイド膜においては、いずれも顕著な ACMA の蛍光の変化は観察

されなかった（図 3-6A、Untreated、− DTTred (Vac.)）。すなわち、CF1-γの酸化還元状態に依

存した CFoCF1 の H+輸送活性の変化を確認したことを示唆する。一方で、3-2-3-2 の方法で

調製したチラコイド膜では、還元型 CFoCF1 を含むにも関わらず、CFoCF1 の H+輸送を観察

することができなかった。つまり、CFoCF1 の酵素活性が維持されていない、あるいは、チ

ラコイド膜の一部が崩壊し、膜から H+が漏洩しやすくなっていることで∆pH が形成されな

いことを示唆している。これらの結果から、以降の CF1-γの in vitro 酸化実験では、3-2-3-1 の

方法で調製したチラコイド膜を用いた。 

 

 

図 3-6. チラコイド膜の CFoCF1 による ATP 依存 H+輸送活性の測定 
チラコイド膜の ATP に依存した H+輸送活性。チラコイド膜（20 μg Chl/mL）を、0.3 µg/mL ACMA とイン

キュベートし、ACMA の蛍光強度（λex = 410 nm、λex = 480 nm）をモニターした。▽は 5 mM ATP を添加

した時間を、▼は 5 μM FCCP を添加した時間を示している。（A）3-2-3-1 の方法で調製したチラコイド膜

の結果。（B）3-2-3-2 の方補で調製したチラコイド膜の結果。 
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3-3-3. CF1-γ の in vitro 酸化実験 
CFoCF1 の還元状態と酵素活性が維持されていることが確認された 3-2-3-1 のチラコイド膜

を用いて、Trx 様タンパク質および Trx による CF1-γの in vitro 還元実験を行った。本章で構

築した in vitro 実験系では、Trx 様タンパク質および Trx に対する最終的な酸化力として、

DTTox を設定した。また、Trx による CF1-γの還元過程には、あらかじめチラコイド膜内外に

∆µH+が形成されている必要であることから、∆µH+が酸化過程にも影響を及ぼすと予想した。

そこで、チラコイド膜へ光照射を行い、人為的にチラコイド膜に∆µH+を印加した。また、

コントロール実験として、暗条件下で∆µH+を形成させない場合と、光条件下で形成させた

∆µH+を 5 µM FCCP によって解消した場合について同様の実験を行った。なお、DTTox単独

では、∆µH+の有無に関わらず、CF1-γを直接酸化する効率が低いことを確認した（図 3-7）。 

 

 
図 3-7. DTTox による CF1-γ の in vitro 酸化実験 
（A）DTTox によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化。ΔμH+の形成または非形成条件下で、チラコイド膜（50 
μg Chl/mL）を、100 μM 1-Methoxy PMS、50 μM DTTox とともに 900 s インキュベートした。その後、反

応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還元型のタンパク質を標識した。非還元 SDS-PAGE によって

タンパク質を分離した後、ウエスタンブロッティング解析によって還元型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-
γ を識別した。（B）CF1-γ の酸化還元状態の経時変化。A から CF1-γ の還元率を定量し、反応時間に対して

プロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 7–8）の形で示した。 

 

3-3-3-1. Trx 様タンパク質による CF1-γ の酸化 
本章では、既に in vitro 実験で酸化因子としての性質が報告されている TrxL2（TrxL2.1、

TrxL2.2）と ACHT（ACHT1、ACHT2）について注目した（35,36）。TrxL2 と ACHT の CF1-

γに対する酸化活性を調べたところ、いずれのアイソフォームも CF1-γを酸化した（図 3-8）。

しかし、それぞれのアイソフォームごとに、CF1-γの酸化還元状態の変化のパターンに違い

が見られた。さらに、∆µH+の形成の有無が、この酸化パターンに影響を及ぼしている様子

が観察された（図 3-9）。そこで、CF1-γの酸化還元状態の経時的な変化と Trx 様タンパク質

の濃度依存的な変化のデータを、次の式（12）にフィッティングすることで、反応開始前の

CF1-γの還元率が半分になる時定数（t1/2）および Trx 様タンパク質の濃度（S1/2）を求めた（表

3-1）。 
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図 3-8. Trx 様タンパク質による CF1-γ の in vitro 酸化実験 
（A）Trx 様タンパク質によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化の濃度依存性。ΔμH+の形成または非形成条件

下で、チラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、100 μM 1-Methoxy PMS、50 μM DTTox、0–500 nM Trx 様タン

パク質とともに 900 s インキュベートした。その後、反応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還元

型のタンパク質を標識した。非還元 SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ウエスタンブロッティ

ング解析によって還元型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。 
（B）Trx 様タンパク質によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化の時間変化。ΔμH+の形成または非形成条件下

で、チラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、100 μM 1-Methoxy PMS、50 μM DTTox、500 nM Trx 様タンパク質

とともに 900 s インキュベートした。指定の反応時間で反応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還

元型のタンパク質を標識した。非還元 SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ウエスタンブロッテ

ィング解析によって還元型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。 
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Trx による標的タンパク質の酸化反応、および DTTox による Trx の酸化反応は、それぞれ

式（1）（2）のように表すことができる。 

𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫 + 𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐨𝐨𝐨𝐨
𝒌𝒌
→ 𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐨𝐨𝐨𝐨 + 𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫 (1) 

𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫 + 𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐨𝐨𝐨𝐨
𝒌𝒌′
→ 𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐨𝐨𝐨𝐨 + 𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐃𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫 (2) 

また、標的の全濃度 [Targettotal]と Trx の全濃度 [Trxtotal]は、以下のように定義した。 

[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭] = [𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐨𝐨𝐨𝐨] + [𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫] (3) 

[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭] = [𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐨𝐨𝐨𝐨] + [𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫] (4) 

 k’ >> k より、 

[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭] ≅ [𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐨𝐨𝐨𝐨] (𝟓𝟓) 

また、酸化型の標的タンパク質の濃度 [Targetox]の時間変化は、式（1）と式（5）より、 

𝒅𝒅[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐨𝐨𝐨𝐨]
𝒅𝒅𝒅𝒅

= 𝒌𝒌[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫][𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭] (𝟔𝟔) 

𝒅𝒅[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐨𝐨𝐨𝐨]
[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫] = 𝒌𝒌[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]𝒅𝒅𝒅𝒅 (𝟕𝟕) 

式（3）から、𝑑𝑑[Targetox] = −𝑑𝑑[Targetred]より、 

𝒅𝒅[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫]
[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫] = −𝒌𝒌[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]𝒅𝒅𝒅𝒅 (8) 

また、反応開始前（t = 0）の CF1-γの還元率を M とする。 

�
𝒅𝒅[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫]
[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫]

[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫]

𝑴𝑴[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]
= � −𝒌𝒌[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]𝒅𝒅𝒅𝒅

𝐭𝐭

𝟎𝟎
(9) 

𝐥𝐥𝐥𝐥[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫] − 𝐥𝐥𝐥𝐥𝑴𝑴[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭] = −𝒌𝒌[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]𝒕𝒕 (10) 

𝐥𝐥𝐥𝐥
[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫]

𝑴𝑴[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]
= −𝒌𝒌[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]𝒕𝒕 (11) 

[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫𝐫]
[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]

= 𝑴𝑴𝐞𝐞−𝒌𝒌[𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐓𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭]𝒕𝒕 (12) 

以上。 
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図 3-9. Trx 様タンパク質による CF1-γ の in vitro 酸化実験 
（A）Trx 様タンパク質によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化の濃度依存性。図 3-8A から CF1-γ の還元率

を定量し、Trx 様タンパク質の濃度に対してプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示し

た。また、データを式（15）（結果 3-3-3-1）にフィッティングし、得られた曲線も示した。 
（B）Trx 様タンパク質によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化の時間変化。図 3-8B から CF1-γ の還元率を

定量し、反応時間に対してプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示した。また、データ

を式（12）（結果 3-3-3-1）にフィッティングし、得られた曲線も示した。 
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まず、TrxL2.2 は、光照射下で∆µH+が形成されている場合と比べて、FCCP を用いて光照

射下で形成された∆µH+を解消した時、または暗条件下で∆µH+を形成しなかった時、より低

い t1/2 の値を示した。また、ACHT1 と ACHT2 も同様に、∆µH+が形成されていない 2 つの条

件下で顕著に低い t1/2 の値を示し、さらに、S1/2 の値も低下した。これらの結果は、チラコイ

ド膜内外の∆µH+の有無が、ACHT と CF1-γとの親和性に影響を及ぼしたことを示唆する。し

かし、TrxL2.1 は、いずれの条件においても CF1-γを酸化する効率が著しく高く（S1/2 < 9 nM、

t1/2 < 10 s）、他の Trx 様タンパク質と同じ濃度では、t1/2 と S1/2 の値は∆µH+依存して変化しな

かった。そこで、より低濃度の TrxL2.1 を用いて CF1-γの酸化速度を調べた（15 nM：図 3-

10、50 nM：図 3-11）。その結果、∆µH+依存的な変化を確認することができた（表 3-2）。以

上の結果から、いずれの Trx 様タンパク質による CF1-γの酸化も、∆µH+の形成・解消によっ

て制御されていることが明らかになった。すなわち、CF1-γの酸化過程は、チラコイド膜内

外の∆µH+の形成を必要とする還元過程とは、対照的な∆µH+依存性を示した。 

 
表 3-1. ACHT と TrxL2 による ΔμH+形成条件ごとの CF1-γ の酸化速度 
図 3-9 から、CF1-γ の還元率が反応開始前から半分になる反応時間 t1/2 と、Trx 様タンパク質の濃度 S1/2 を

求めた。異なるアルファベットは、各 Trx 様タンパク質における ΔμH+の形成条件ごとの有意差を表す（p 
< 0.05; 一 元 配 置 分 散 分 析 お よ び Tukey 検 定 ）（ https://www.icalcu.com/stat/anova-tukey-hsd-
calculator.html）。 
 

Species Conditions ΔµH+ S1/2 (nM) 
Significance 
by condition 
(P < 0.05) 

|R| t1/2 (s) 
Significance 
by condition 
(P < 0.05) 

|R| 

TrxL2.1 Light, − FCCP Formed 7.1 ± 2.5 a 0.993 9.4 ± 1.1 a 0.986 

 Light, + FCCP Not formed 7.1 ± 3.8 a 0.865 8.4 ± 1.0 a 0.994 

 Dark, − FCCP Not formed 8.9 ± 1.0 a 0.966 9.9 ± 1.9 a 0.964 

TrxL2.2 Light, − FCCP Formed 24.8 ± 10.6 a 0.976 114.9 ± 21.9 a 0.955 

 Light, + FCCP Not formed 8.1 ± 2.0 a 0.878 14.4 ± 3.0 b 0.995 

 Dark, − FCCP Not formed 12.5 ± 5.1 a 0.976 17.9 ± 2.1 b 0.991 

ACHT1 Light, − FCCP Formed 110.8 ± 43.4 a 0.973 433.2 ± 62.5 a 0.964 

 Light, + FCCP Not formed 22.7 ± 4.6 b 0.941 88.9 ± 37.5 b 0.990 

 Dark, − FCCP Not formed 48.1 ± 8.7 ab 0.987 62.5 ± 6.4 b 0.967 

ACHT2 Light, − FCCP Formed 272.4 ± 50.2 a 0.916 688.9 ± 385.9 a 0.855 

 Light, + FCCP Not formed 50.1 ± 8.0 b 0.920 70.3 ± 15.3 b 0.984 

 Dark, − FCCP Not formed 66.1 ± 6.4 b 0.974 59.2 ± 11.3 b 0.974 

 

  

https://www.icalcu.com/stat/anova-tukey-hsd-calculator.html
https://www.icalcu.com/stat/anova-tukey-hsd-calculator.html
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図 3-10. TrxL2.1 による CF1-γ の in vitro 酸化実験 
（A）Trx 様タンパク質によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化の時間変化。ΔμH+の形成または非形成条件下

で、チラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、100 μM 1-Methoxy PMS、50 μM DTTox、15 nM TrxL2.1 とともに

900 s インキュベートした。指定の反応時間で反応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還元型のタン

パク質を標識した。非還元 SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ウエスタンブロッティング解析

によって還元型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。（B）A から CF1-γ の還元率を定量し、反応

時間に対してプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示した。また、データを式（12）（結

果 3-3-3-1）にフィッティングし、得られた曲線も示した。 
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図 3-11. TrxL2.1 による CF1-γ の in vitro 酸化実験 
（A）Trx 様タンパク質によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化の時間変化。ΔμH+の形成または非形成条件下

で、チラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、100 μM 1-Methoxy PMS、50 μM DTTox、50 nM TrxL2.1 とともに

900 s インキュベートした。指定の反応時間で反応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還元型のタン

パク質を標識した。非還元 SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ウエスタンブロッティング解析

によって還元型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。（B）A から CF1-γ の還元率を定量し、反応

時間に対してプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3）の形で示した。また、データを式（12）（結

果 3-3-3-1）にフィッティングし、得られた曲線も示した。 
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表 3-2. TrxL2.1 による ΔμH+形成条件ごとの CF1-γ の酸化速度 
図 3-10B と図 3-11B から、CF1-γ の還元率が反応開始前から半分になる反応時間 t1/2 を求めた。異なるアル

ファベットは、各 TrxL2.1 の濃度における ΔμH+の形成条件ごとの有意差を表す（p < 0.05; 一元配置分散

分析および Tukey 検定） 

 

Species Conditions ΔµH+ t1/2 (s) 
Significance 
by condition 
(P < 0.05) 

|R| 

15 nM TrxL2.1 Light, − FCCP Formed Failed to fit the equation 

 Light, + FCCP Not formed 114.2 ± 33.7 - 0.873 

 Dark, − FCCP Not formed Failed to fit the equation 

50 nM TrxL2.1 Light, − FCCP Formed 65.4 ± 14.7 a 0.904 

 Light, + FCCP Not formed 31.6 ± 3.1 b 0.951 

 Dark, − FCCP Not formed 42.8 ± 9.6 ab 0.896 

 

3-3-3-2. Trx による CF1-γ の酸化 
次に、還元過程ではたらく Trx による CF1-γの酸化活性を、同様の in vitro 実験系を用いて調

べた。シロイヌナズナの葉緑体型 Trx は、f, m, x, y, z の 5 つのサブタイプに分類され、それ

ぞれ異なる標的選択性を示すことが報告されている（32,33）。これらのうち、Trx-f は最も多

くの標的タンパク質が同定されており、CF1-γも Trx-f によって還元される標的タンパク質の

ひとつである（12,13,20）。しかし、本研究で Trx-f1 は、∆µH+が形成されない条件では、CF1-

γを約 20%に酸化したものの、最終的に完全に酸化した Trx 様タンパク質に比べると、その

酸化効率は低かった（図 3-12A–D）。Trx-f の他にも、葉緑体内で最も豊富に存在し CF1-γを

還元することができる Trx-m（20,31）や、抗酸化ストレス系に関わることが予想される Trx-

x（60）および Trx-y（61）についても同様の実験を行ったが、いずれの Trx も CF1-γを効率

的に酸化しなかった（図 3-12EF）。Trx-z に関しては、RNA ポリメラーゼ複合体の一部とし

て機能することが知られているため（62）、本研究では酸化因子の候補から除外した。これ

らの結果から、還元を担う Trx はいずれも、CF1-γの酸化には直接関与しないと結論した。 
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図 3-12. Trx による CF1-γ の in vitro 酸化実験 
（A）Trx-f1 によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化の濃度依存性。ΔμH+の形成または非形成条件下で、チ

ラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、100 μM 1-Methoxy PMS、50 μM DTTox、0–500 nM Trx-f1 とともに 900 
s インキュベートした。その後、反応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還元型のタンパク質を標識

した。非還元 SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ウエスタンブロッティング解析によって還元

型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。（B）A から CF1-γ の還元率を定量し、Trx-f1 の濃度に対

してプロットした。値は、平均値 ± 標準偏差（n = 3–4）の形で示した。（C）Trx-f1 によるチラコイド膜上

の CF1-γ の酸化の時間変化。ΔμH+の形成または非形成条件下で、チラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、100 
μM 1-Methoxy PMS、50 μM DTTox、500 nM Trx-f1 とともに 900 s インキュベートした。その後、反応溶

液を分取し、チオール基修飾法によって還元型のタンパク質を標識した。非還元 SDS-PAGE によってタン

パク質を分離した後、ウエスタンブロッティング解析によって還元型（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を

識別した。（D）C から CF1-γ の還元率を定量し、反応時間に対してプロットした。値は、平均値 ± 標準偏

差（n = 3）の形で示した。 
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図 3-12. Trx による CF1-γ の in vitro 酸化実験（つづき） 
（E）Trx-m1、Trx-x、Trx-y2 によるチラコイド膜上の CF1-γ の酸化。ΔμH+の形成または非形成条件下で、

チラコイド膜（50 μg Chl/mL）を、100 μM 1-Methoxy PMS、50 μM DTTox、500 nM Trx とともに 900 s イ

ンキュベートした。その後、反応溶液を分取し、チオール基修飾法によって還元型のタンパク質を標識し

た。非還元 SDS-PAGE によってタンパク質を分離した後、ウエスタンブロッティング解析によって還元型

（Red）と酸化型（Ox）の CF1-γ を識別した。（F）C から CF1-γ の還元率を定量した。値は、平均値 ± 標
準偏差（n = 3）の形で示した。異なるアルファベットは有意差を表す（p < 0.05; 一元配置分散分析および

Tukey 検定） 
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3-4. 考察 
CFoCF1の酸化還元制御は、緑色植物が様々な光環境下で、ATP の生産と∆µH+の消費を厳密

に管理するために重要であると予想されていた。しかし、これまでの研究で Trx による CF1-

γの還元過程の詳細が明らかにされてきたが（12,20,41,43）、酸化過程についてはほとんど研

究が行われていなかった。1980 年代には、CF1-γの酸化還元状態が、Trx から Fd を介して

NADP+/NADPH、あるいは直接的にグルタチオンの酸化還元状態と平衡化しているという説

も議論された（63,64）。しかし、現在に至るまで、これらの還元経路が CF1-γを酸化するこ

とを生化学的に示した研究例は報告されていなかった。このような背景のもと、本章では、

酸化因子としての性質を持つ Trx 様タンパク質である TrxL2 と ACHT によって、CF1-γが酸

化されることを生化学的に明らかにした。 

 

3-4-1. ホウレンソウ緑葉からの還元型 CFoCF1を含むチラコイド膜の調製 
まず、還元型 CFoCF1を含むチラコイド膜の調製方法を独自に確立した。これまでにも、緑

色植物のチラコイド膜を用いて、CFoCF1 の酵素活性を測定した研究例は数多く報告されて

きたが、そのほとんどの実験系には CFoCF1 を活性化するために DTTred のような還元剤が含

まれていた（12,15,19,40）。しかし、本研究の目的は CF1-γを酸化することであり、還元剤が

含まれる実験系を用いることはできなかった。そこで、最終的に還元剤を取り除くことを前

提として、還元処理のステップが異なる 2 通りのチラコイド膜の調製方法を確立し、比較し

た。このうち、破砕前の緑葉に光照射と還元剤の浸潤を行う 3-2-3-1 の方法では、調製した

チラコイド膜に含まれる CF1-γは約 80%以上が還元型であり（図 3-5）、尚且つ CFoCF1 によ

る H+輸送活性を観察することができた（図 3-6）。すなわち、酸化実験で用いるうえで、CF1-

γの還元率が十分高いこと、ATP 加水分解と H+輸送が共役する CFoCF1 の構造が維持されて

いること、また、安定して∆pH を形成することができる状態の膜であることが確認できた。

また、本実験では H+輸送活性の測定にあたって、あらかじめチラコイド膜に対して人為的

に∆µH+を形成させていない。そのうえで、CFoCF1 の H+輸送活性を測定することができた。

これは、酸塩基置換法によって事前に∆pH を形成させてから ATP 加水分解活性を測定した

先行研究とは異なる結果である（15）。本実験においては、チラコイド膜へ ATP 添加後、

CFoCF1 の ATP 加水分解反応によって徐々に∆µH+が形成された結果、CFoCF1 が活性化した

ことで、H+輸送活性の測定が可能になったものと考えられる。 

 

3-4-2. CF1-γ の in vitro 酸化実験 
3-4-2-1. CF1-γ の ΔμH+依存的な酸化の観察 
次に、本章の主な目的である CF1-γの in vitro 酸化実験を行った。本章でチラコイド膜を用い

た理由は、光照射によって簡便に膜内外に∆µH+を形成させることが可能なためである。様々

な∆µH+形成条件下で酸化実験を行った結果、TrxL2 と ACHT のどちらも、特に、∆µH+が形
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成されていない時、効率的に CF1-γを酸化した（図 3-9）。 

所属研究室で行われたホウレンソウの無傷葉緑体を用いた先行研究でも、類似した結果

が報告されている（65）。葉緑体へ光照射を行うと、葉緑体内で Trx による標的タンパク質

の還元が起こり、その酸化還元状態の変化をチオール基修飾法によって経時的に観察する

ことができる。この光還元反応中に葉緑体へ脱共役剤を添加すると、2 min 以内に CF1-γが

ほぼ完全に酸化される様子が観察された。一方で、ストロマに遊離する FBPase の酸化還元

状態は、脱共役剤の添加による影響を受けなかった。これらの結果は、葉緑体レベルにおい

ても CF1-γの酸化がチラコイド膜内外の∆µH+によって制御されていることを示唆すると同

時に、光環境下においても葉緑体内で酸化因子が常にはたらいていることを明らかにした。

この他にも、CF1-γの in vivo での光還元ダイナミクスについて、興味深い結果が報告されて

いる（41）。シロイヌナズナの植物個体を、野外を模して光強度が経時的に変動する環境に

曝し、ストロマに遊離する Trx 標的タンパク質の酸化還元状態をチオール基修飾法によって

観察すると、一般的には光強度に依存して還元率が変動する。しかし、膜タンパク質である

CFoCF1は、光照射開始直後の弱光下（> 100 µmol photons m−2 s−1）で完全に還元され、光環

境下では還元型が維持されていた。また、光強度を徐々に下げると、ストロマ中のタンパク

質は再度酸化される。一方で、CF1-γは完全に消光するまでほぼ酸化されなかった。これら

の結果から、in vivo においても、CF1-γの酸化還元状態はチラコイド膜内外の∆µH+によって

制御されていることが考えられる。また、第 2 章で述べた通り、CF1-γの in vivo での光還元

応答の速度は、ストロマに存在する他の Trx 標的タンパク質と比べて非常に迅速である

（20,41,42）。現在、Trx 標的タンパク質の酸化還元状態は、光合成電子伝達系からの還元力

の供給と最終酸化力としてはたらく活性酸素の存在量とのバランスによって決定すると予

想されている（38）。しかし、CF1-γは、∆µH+が形成されている時、Trx 様タンパク質による

酸化効率は低下し、Trx による還元効率は上昇する。つまり、光環境下では、CF1-γの酸化還

元状態は、光合成電子伝達系からの還元力の供給による影響をより受けていると考えられ

る。以上の結果から、∆µH+依存的な酸化機構は、光環境下での迅速な CFoCF1 の活性化にも

寄与していると期待される。 

 

3-4-2-2. ΔμH+によって誘導される CF1-γ の構造変化と酸化還元制御の関係 

本章では、Trx 様タンパク質による CF1-γの酸化について、速度論的パラメーターを決定す

ることで、∆µH+への依存性を特徴づけることに成功した（表 3-1）。いずれの Trx 様タンパ

ク質も、特に、脱共役条件下で t1/2 値が低下した（つまり、CF1-γの酸化速度が上昇した）。

また、S1/2値を決定することで、∆µH+の解消により ACHT は CF1-γとの親和性が上昇するこ

とを確認できた。一方で、TrxL2 については、∆µH+に依存した S1/2 値の変化を確認すること

ができなかった。これは、ACHT よりも TrxL2 の方が、CF1-γとの親和性が高かったためで

あると考えられる。特に、TrxL2.1 は、CF1-γの酸化速度が最も速かったことから（図 3-10）、

本研究で用いた Trx 様タンパク質の中で、TrxL2.1 が最も CF1-γとの親和性が高いと考えら
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れる。また、同様の in vitro 実験系を用いて、還元過程ではたらく Trx の CF1-γに対する酸化

活性についても調べたが、いずれの Trx も CF1-γを酸化しなかった。この結果は、CFoCF1 に

関する先行研究の結果と一致する（66）。しかし、一部の Trx 標的タンパク質は、酸化的条

件下では Trx によって酸化されることが、過去の in vitro 研究から報告されている（36,67）。

それでは、なぜ CF1-γは Trx によっては酸化されなかったのだろうか？CF1-γは、Trx と Trx

様タンパク質との親和性を切り替えるような、構造上の特徴を持つと考えられる。 

 チラコイド膜内外に形成される∆µH+は、CF1-γの構造を変化させることが明らかになって

いる（18,68,69）。これまでは、∆µH+が形成されると、CF1-γの活性制御スイッチとして機能

する Cys ペア付近の領域が水溶液中に露出するように変化することで、Trx による求核攻撃

が可能になると予想されてきた。しかし、本章の結果から、∆µH+が形成されていない時、

Trx 様タンパク質による CF1-γの酸化が促進されることから、このような構造変化ではない

ことが明らかになった。例えば、∆µH+の形成によって、CF1-γの中点酸化還元電位が変化す

る、あるいは、2 つの Cys 間の距離が変化することで、CF1-γの酸化／還元の効率が変化し

ている等が考えられる。しかし、∆µH+形成時の CFoCF1の構造は未だ決定されていない。だ

が、∆µH+が形成されていない時のホウレンソウ CFoCF1については、酸化型と還元型の両方

の構造がクライオ電子顕微鏡法によって既に決定されている（70）。酸化型と還元型の構造

を比較すると、還元型では Cys ペアを含む Redox loop 自体が不安定化していた。また、Redox 

loop の C 末端側に位置する 3 つの負電荷アミノ酸（Glu210、Asp211、Glu212）は、周囲の

アミノ酸との相互作用が変化していた。これらの 3 つの負電荷アミノ酸は、Trx による酸化

還元制御に重要であることが既に報告されている（71-74）。以上の結果から、CF1-γの酸化還

元状態も、Trx や Trx 様タンパク質との親和性を調節する要因である可能性がある。 

 

3-4-2-3. 生体内での CF1-γ の酸化因子 
所属研究室で行われた逆遺伝学的解析によって、in vivo での CF1-γの酸化因子について重要

な知見が明らかになった。CRISPR/Cas9 システムを用いてシロイヌナズナの TrxL2 および

ACHT 欠損株を作出し、これらの Trx 様タンパク質の欠損が、Trx 標的タンパク質の酸化過

程に及ぼす影響が調べられた。その結果、TrxL2.1 欠損株において、明所から暗所へ移した

際、CF1-γの酸化が顕著に遅くなる様子が観察された（75）。この結果は、本研究の in vitro 解

析の結果と一致する（図 3-10）。一方で、ACHT 欠損株では、CF1-γの酸化過程に変化は見ら

れなかった。しかし、TrxL2.1 欠損株も、暗所に順化させると CF1-γは完全に酸化されること

から、ACHT のような TrxL2.1 以外の酸化因子も、CF1-γの酸化に関与していると考えられ

る。ただし、TrxL2 や ACHT は、葉緑体内の存在量が Trx と比較して約 10 倍少ない（35,75）。

例えば、in vivo においても、∆µH+に依存して CF1-γの Trx 様タンパク質や Trx との依存性が

切り替わるとすれば、CF1-γはより効率的に酸化されると考えられる。In vivo における∆µH+

が CF1-γの酸化還元過程へ及ぼす影響については、第 4 章にて解析を試みた。 

また、T-DNA 挿入によって作出された 2CP ノックダウン変異株においても、明所から暗
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所への移行時に、CF1-γの酸化が遅くなることが観察されている（35）。TrxL2 は 2CP を例外

的に還元することが可能であることから（35）、in vivo では TrxL2/2CP の還元力伝達カスケ

ードが、CF1-γの主な酸化経路であると考えられる。 
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第 4 章 

 

 

CFoCF1の還元制御に対する ΔμH+の寄与 
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4-1. 本章の概要 
これまでの研究から、CFoCF1の酸化と還元の両過程が、チラコイド膜内外に形成される∆µH+

によって制御されていることが明らかになった。∆µH+は、∆pH と∆Ψから定義され、これら

は熱力学的に等価であるとされている。例えば、好熱性細菌由来の FoF1-ATP 合成酵素の場

合、ATP 合成活性に対して、∆pH と∆Ψのどちらも等価に寄与していることが明らかになっ

ている（76）。また、CFoCF1 についても、ATP 合成活性に対して、それぞれが寄与している

ことが明らかになっている（15,39,40）。しかし、葉緑体チラコイド膜の場合、K+チャネルや

Cl−チャネルによって、∆Ψが∆pH よりも低めに維持されている（77,78）（ホウレンソウのチ

ラコイド膜では、∆pH：150 mV、∆Ψ：30 mV）（8）。これは、植物の葉緑体において、∆pH

の値（特にルーメンの酸性度）が、光環境下で、過剰な光エネルギーを熱として放散する非

光化学的消光（NPQ）を誘導するための重要なシグナルであるためだと予想されている

（79,80）。 

それでは、∆µH+を構成する∆pH と∆Ψのうち、どちらが主に CFoCF1 の酸化還元制御に寄

与しているのだろうか？そこで、本章では、∆pH と∆Ψをそれぞれ解消するイオノフォアを

用いて、チラコイド膜に対して様々な∆µH+形成条件を in vitro で印加し、Trx による CF1-γの

還元実験を行った。その結果、∆pH と∆Ψそれぞれの CFoCF1 の酸化還元制御への寄与の違い

を示唆する結果を得た。 
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第 5 章 

 

 

結論と展望 
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5-1. 本研究から明らかになったこと 
5-1-1. 各章の研究結果の要約 

第 2 章：Fd/Trx 還元力伝達カスケードによる CFoCF1 の還元制御 

 CFoCF1は、Fd/Trx システムによって還元される。 

 生体内に最も豊富に存在する酸化還元物質である GSH は、Fd/Trx システムによる

CFoCF1の還元には影響を及ぼさない。 

第 3 章：Trx 様タンパク質による CFoCF1 の酸化制御 

 CFoCF1は、Trx 様タンパク質に分類される TrxL2 や ACHT によって酸化される。 

 チラコイド膜内外に∆µH+が形成されていない時、CFoCF1の酸化は促進される。 

 還元側ではたらく Trx は、CFoCF1 を酸化しない。 

 

 
図 5-1. CFoCF1 の ΔμH+依存的な酸化還元制御スキーム 
CFoCF1 の Trx による還元、および Trx 様タンパク質による酸化は、ΔμH+の形成・解消によって支配され

る。図 1-6 を参考に、先行研究や本研究の結果から新規のスキームを描いた。Trx と Trx 様タンパク質に

ついて示した曲線矢印は還元力の流れ、直線矢印は CFoCF1 の状態の変化、H+を記した青い三角形は膜を

介した ΔμH+の形成を表す。 
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5-1-2. CFoCF1の活性制御機構 
5-1-2-1. これまでの研究と本研究の比較 
1980 年代に、Junesh と Gräber らは、CFoCF1 が酸化還元状態とチラコイド膜内外の∆µH+の

形成状況に応じて、酵素活性の異なる 4 つの状態を示すことを報告した（図 1-6）（15）。し

かし、当時は、ホウレンソウの緑葉から調製したチラコイド膜に数十 mM の DTTred を添加

することで、CFoCF1 の酸化還元状態を制御し、酸塩基置換法で任意の∆pH を数 s 間印加、

塩化アンモニウムで散佚することで、ATP 合成・加水分解活性を測定していた。つまり、そ

れぞれの状態を設定した後、酵素活性を測定しているため、実際には状態が切り替わる様子

は観察していない。また、あくまで還元的・酸化的環境で測定した酵素活性の違いから酸化

還元状態を見積もったのみで、実際の CF1-γの酸化還元状態を確認してはいなかった。1989

年には、Kramer らが、Electrochromic shift 解析によって、キュウリの緑葉内における、CFoCF1

の状態の切り替わりについて報告した（64）。この研究では、照射時間の異なるパルス光に

よって発生するチラコイド膜を介した H+の流量の増加・減少を経時的に観察することで、

Junesh と Gräber らが提唱した先の CFoCF1活性制御スキームを in vivo で再現したとした。

ただし、彼らも、CF1-γの実際の酸化還元状態を決定しておらず、また、CF1-γの酸化と還元

を担う生体内の因子の同定には至っていなかった。 

 本研究では、第 2 章から第 4 章まで一貫して、チラコイド膜への光照射によって定常的

に∆µH+を印加し、生体内の酸化還元因子タンパク質である Trx と Trx 様タンパク質によっ

て CF1-γの酸化還元状態を変化させ、チオール基修飾法によって実際の CF1-γの酸化還元状

態を決定することで、CFoCF1 の 4 つの状態が切り替わる様子を、すべて観察することに成

功した。本研究の結果とこれまでに報告された研究結果を合わせて、CFoCF1 の状態が切り

替わる新規スキームを図 5-1 に示した。ATP 合成の駆動力である∆µH+による制御と酸化還

元制御が結びついているこの活性制御機構は、FoF1-ATP 合成酵素の中でも非常にユニーク

であり、∆µH+の形成が光依存的である植物にとって合理的である。 
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