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要旨 

 

 葉緑体 NAD(P)Hデヒドロゲナーゼ複合体 (NDH) はチラコイド膜に局在し、光化学系 I 

(PS I) の電子受容体である ferredoxin (Fd) 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 NADPHを生成すること

なく ATP の生成に必要なプロトン駆動力 (proton motive force: pmf) 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

すると考えられており、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。しかしこれらの植

物では NDH経路とは別に PROTON GRADIENT REGULATION5（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植物は大

気中の CO2を濃縮して炭酸固定をおこなうため、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。C4植物では NDH の蓄積が 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。そこで本研究では NDH

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の活性を抑制した

C4植物を作成し、光合成に及ぼす影響について生理学的な解析をおこなった。 

 第 1章では形質転換可能なキク科 NADP-malic enzyme (NADP-ME) 型の C4植物 Flaveria 

bidentisを材料に葉緑体NDHの活性維持に必須なサブユニットをコードするNdhNを標的と

した RNAiおよびアンチセンス法により NDH抑制株の作出をおこなった。得られた NdhN

発現抑制株でNDHを介した電子伝達が著しく低下することをクロロフィル蛍光測定により

確認した。またこれらの株ではチラコイド膜における葉緑体 NDHの蓄積が著しく減少する

ことを示した。以上の結果より C4光合成における NDH 経路の機能解析に必要な NDH 活性

を抑制した C4植物を得られたと結論した。 

第 2章では得られた NDH抑制株を用いて光合成活性の解析をおこなった。NDH 抑制株

では光化学系 II (PS II) の電子伝達速度に低下は見られなかったが、PS Iへの電子供与が抑

制されることを示した。また NDH 抑制株では、チラコイド膜間でのプロトン勾配の発生を

トリガーとするフィードバック熱放散に由来した non-photochemical quenching (NPQ) の誘

導が抑制されることを示した。これらの結果から NDH の抑制によってチラコイド膜間での



 

 

プロトン輸送能が低下することが示唆された。そこでNDH抑制株で pmfの生成能を測定し、

NDH 経路が pmfの生成を通じて C4植物で ATP 生成に寄与することを明らかにした。更に

NDH抑制株ではATP生成速度が律速となる弱光-中光条件においてCO2吸収速度およびCO2

濃縮効率の指標となる炭素同位体比 (δ
13

C) の値が低下することを示し、NDH 経路が正常に

機能せずATPの生成が抑制されるとC4光合成における炭酸固定能も低下することを明らか

にした。また、こうした炭酸固定能の低下は特に弱光条件下において植物の著しい生育遅

延を引き起こすことを示した。一方、もう一つの光化学系 I循環的電子伝達経路である

PGR5-PGRL1 経路の活性は NDH抑制株でも維持されており、C4光合成における NDH 経路

の機能は PGR5-PGRL1 経路だけでは完全に補うことはできないことも明らかとなった。 

 上記の結果により、NDH 経路が ATP の生成に機能することによって特に弱光条件下での

C4光合成の維持に不可欠な役割を果たすことを明らかにした。これらの結果と既知の C3植

物における NDH経路の役割を比較し、C4化による炭酸固定系の進化とそれに伴う ATP 要

求性の変化に対して NDH経路が果たす役割について、PGR5-PGRL1 経路との違いもふまえ

つつ考察した。  



 

 

略語 

3-PGA 3-phosphoglycerate 

Act actin 

AL actinic light 

Ala alanine 
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BLAST Basic Local Alignment Search Tool 

BSC bundle sheath cell 

CBB Calvin-Benson-Bassham 

CET cyclic electron transport 
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葉緑体 NDH を介した光化学系 I循環的電子伝達経路 

  

 光合成は光エネルギーを利用して有機化合物を生成する反応として定義される。人類は

食糧をはじめとした生存に不可欠な有機化合物の生産を植物のおこなう光合成に依存して

いるが、光合成ではまず光エネルギーが光合成電子伝達によって生命に利用可能な ATP、

NADPHといった化学エネルギーに変換される。次にこれらの ATP と NADPHを駆動エネル

ギーとして、Calvin-Benson-Bassham (CBB) サイクルにおける炭酸同化や窒素同化、硫黄同

化などにより有機化合物が生成される。光合成電子伝達における ATP と NADPH の生成は

主にZスキームと呼ばれる直線的電子伝達経路 (linear electron transport: LET) によって説明

される (Fig. 0-1) 。直線的電子伝達経路における電子伝達は光励起された光化学系 

(photosystem: PS) Iおよび IIから電子が放出されることによって始まる。この時、PS IIから

放出された電子はプラストキノン、シトクロム b6/f複合体、プラストシアニンを経て PS I

へと伝達される。電子は PS Iから ferredoxin (Fd) を経て ferredoxin NADP
+
 reductase (FNR) に

より NADP
+へと伝達され、NADPHが生成される。一連の電子伝達では水分解反応による

ルーメンでのプロトン (H
+
) の発生とNADPHの生成によるストロマでのプロトンの消費が

おこる。これらに加えてシトクロム b6/f複合体の Q サイクルにより、Qoサイトではプラス

トキノール酸化反応に伴ってルーメンへプロトンが放出され、Qiサイトではプラストキノ

ンの還元によってストロマからのプロトンの取り込みがおこる。これらの 4つの反応によ

って直線的電子伝達経路ではチラコイド膜を介したプロトン駆動力 (proton motive force: 

pmf) が生じ、それを利用して ATP 合成酵素により ATP が生成される。 

光合成電子伝達は電子の受容体や CBB サイクルのキャパシティに応じて制御される必要

があり、光強度の増大に伴って際限なく光化学系を励起させると過剰な励起エネルギーが

細胞に有害な活性酸素の生成を誘導してしまう。このため光合成電子伝達では PS II反応中

心の過剰励起を防ぐための PS II アンテナフィードバック熱放散や、シトクロム b6/f複合体

の Qoサイトでの電子伝達制御など、電子伝達に伴うルーメン側の酸性化を引き金として電

子伝達をダウンレギュレーションする機構が存在する。また water-water サイクルでは PS I

の電子受容体側で発生した過剰な還元力を O2に伝達し、最終的に H2Oへ還元することで活

性酸素を消去する (Rochaix 2011、Tikhonov 2013、Roach and Krieger-Liszkay 2014) 。これら

に加え、光合成電子伝達では生成される ATP と NADPH の比率を調節するための機構も存

在する。炭酸同化をはじめとした同化反応を駆動するために必要な ATP と NADPHの比率



3 

 

は反応ごとに様々であるが、直線的電子伝達経路では NADP
+への電子伝達とルーメンへの

プロトン輸送がカップリングされているため ATP と NADPHを一定の比率でしか生成する

ことができない。そのため光合成電子伝達には NADPHを蓄積させることなく pmfを発生さ

せて ATP を生成することのできる代替経路が存在し、これらの経路が直線的電子伝達経路

と共に稼働することで ATP と NADPHの生成比を調節していると考えられている。上述の

water-waterサイクルも NADPH ではなく H2O を電子伝達の最終産物とすることから、こう

した ATP/NADPH 生成比の調節に働く可能性が指摘されているが、被子植物ではその寄与

はかなり小さく (Badger et al. 2000、Driever and Baker 2011、Shirao et al. 2013) 、光化学系 I

循環的電子伝達経路 (cyclic electron transport: CET) が主にその役割を担っていると考えら

れている (Johnson 2011、Kramer and Evans 2011、Suorsa 2015、Yamori and Shikanai 2016、

Shikanai and Yamamoto 2017) 。 

光化学系 I循環的電子伝達経路では電子は PS IIを経由せず、PS Iの電子受容体側にある

Fdからプラストキノンへ伝達される。プラストキノンを還元した電子はシトクロム b6/f複

合体の Q サイクル、プラストシアニンを経て再び PS Iへと伝達される。これにより光化学

系 I循環的電子伝達経路では NADPH を生成することなく電子を伝達して pmf を生じさせ、

ATP のみを生成することが可能となる (Fig. 0-1) 。また電子伝達によるルーメンの酸性化に

よって光化学系 I循環的電子伝達経路は PS IIアンテナフィードバック熱放散の誘導にも寄

与する (Johnson 2011、Suorsa 2015、Yamori and Shikanai 2016、Shikanai and Yamamoto 2017) 。

種子植物では電子伝達経路を部分的に共有する2つの循環的電子伝達経路、葉緑体NAD(P)H 

dehydrogenase complex (NDH) を介した経路 (NDH経路) と 2つのチラコイド膜タンパク質

PROTON GRADIENT REGULATION5 (PGR5) および PGR5-Like1 (PGRL1) に依存した経路 

(PGR5-PGRL1 経路) が主に稼働している (Burrows et al. 1998、Shikanai et al. 1998、Munekage 

et al. 2002、Munekage et al. 2004、Dalcorso et al. 2008、Hertle et al. 2013) 。しかし、コチョウ

ランやクロマツといった一部の種子植物や、クラミドモナス、シゾンなどの藻類では NDH

遺伝子が欠損していることが知られており (Wakasugi et al 1994、Ohta et al. 2003、Rumeau et 

al. 2005、Chang et al. 2006) 、一方、シアノバクテリアでは PGRL1ホモログが保存されてい

ないことが報告されている (Peltier et al. 2010、Allahverdiyeva et al. 2015) 。 

PGR5-PGRL1経路に特異的に寄与するタンパク質がこれまでのところ PGR5と PGRL1の

2 種類しか種子植物では同定されていないのに対し、種子植物の NDHは葉緑体と核の両ゲ

ノムにコードされた遺伝子に由来する、30以上のサブユニットで構成される (Fig. 0-2) 。
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このうち葉緑体ゲノムに存在する遺伝子にコードされた 11のサブユニット (NdhA-K) はバ

クテリアおよびミトコンドリアの複合体 Iでメンブレンドメインおよび結合ドメインを形

成するコアサブユニットと相同性を示す。これらは葉緑体 NDH でもメンブレンサブコンプ

レックス (NdhA-G) とサブコンプレックス A の一部 (NdhH-K) を形成し、プラストキノン

への電子伝達とチラコイド膜間でのプロトンの輸送を担うと考えられている (Friedrich et al. 

1995、Peltier et al. 2016) 。しかし、葉緑体 NDH には複合体 Iの NADH結合ドメインと相同

なサブユニットは存在せず (Grohmann et al. 1996) 、電子供与体結合部位をはじめとした葉

緑体 NDH の未知のサブユニットを同定する試みが、複合体を直接精製する生化学的手法に

加え、遺伝学、プロテオミクス、バイオインフォマティクスなどによるアプローチを駆使

しておこなわれた。その結果、Fd結合モチーフをもつサブユニット (NdhS) が同定され、

葉緑体NDHではこれを中心とした核コードの遺伝子に由来するサブユニットが電子供与体

結合サブコンプレックス (NdhS-NdhV) を形成し、NADHや NADPHではなく Fdから電子

を受け取っていることが強く示唆された (Yamamoto et al. 2011、Fan et al. 2015) 。この他に

も核コードの遺伝子に由来する 15以上のサブユニットが同定され、それらはサブコンプレ

ックス A の一部 (NdhL-O) 、サブコンプレックス B (photosynthetic NDH subcomplex B: 

PnsB1-5) 、高等植物の PS II酸素発生系タンパク質の相同タンパク質を中心に形成されたル

ーメンサブコンプレックス (photosynthetic NDH subcomplex L: PnsL1-5) 、NDH と PS Iの結

合に特異的に働く PS I集光アンテナタンパク質からなるリンカー (light harvesting complex 

a: Lhca5、6) を構成することが明らかとなった。しかし、シアノバクテリアのゲノムにはサ

ブコンプレックス B、ルーメンサブコンプレックス、リンカーおよび NdhS以外の電子供与

体結合サブコンプレックスを構成するサブユニットをコードする遺伝子は保存されておら

ず、ゼニゴケにもルーメンサブコンプレックスの一部 (PnsL1-4) とリンカーをコードする

遺伝子は存在しないことが明らかとなり、葉緑体 NDH の構造は進化の過程でその起源であ

るシアノバクテリアの NDH-1 から徐々に複雑化していったと考えられた (Peng et al. 2008、

Ifuku et al. 2011、Peng et al. 2011、Peltier et al. 2016) 。核コードの NDH遺伝子は mRNA のレ

ベルで協調的に発現していることがシロイヌナズナの共発現解析によって示されており、

複雑化する巨大複合体の生合成をｍRNA レベルで包括的に制御する機構が存在することが

示唆されている (Takabayashi et al. 2009) 。またこの協調的発現を利用して多数の新規 NDH

遺伝子の同定もおこなわれた (Ishihara et al. 2007、Ishikawa et al. 2008b、Ishida et al. 2009、

Takabayashi et al. 2009、Yabuta et al. 2010) 。 
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サブユニット構成が複雑化する一方で、種子植物 (シロイヌナズナやタバコなど C3植物) 

のチラコイド膜に蓄積する NDHの分子数は、PS IIの約 1％、PS Iおよび PGRL1 の数％程

度と、非常に少ないことが示唆されている (Burrows et al. 1998、Peng et al. 2008、Hertle et al. 

2013) 。こうした蓄積量の少なさを反映してか、PGR5-PGRL1 経路を欠損したシロイヌナズ

ナでは定常状態の光合成においてフィードバック熱放散や pmfの生成が抑制されるのに対

し (Munekage et al. 2002、Dalcorso et al. 2008、Wang et al. 2015) 、NDH 経路のみを欠損した

シロイヌナズナ、タバコ、イネでは強光、弱光、乾燥、高温、低温など強いストレス条件

下でしか表現型が見られない (Burrow et al. 1998、Endo et al. 1999、Horváth et al. 2000、Li et al. 

2004、Wang et al. 2006、Ishikawa et al. 2008a、Yamori et al. 2011、Yamori et al. 2015) 。また

PGR5-PGRL1 経路は変動光下での PS Iの光防御に重要な役割を果たすが、NDH 経路の寄与

はそれに比べるとかなり小さい (Suorsa et al. 2012、Kono et al. 2014、Yamori et al. 2016) 。し

かし PGR5-PGRL1 経路および NDH 経路の両方を欠く二重変異シロイヌナズナでは非スト

レス条件下でも光合成機能の著しい低下と深刻な生育障害が見られることから、NDH経路

は PGR5-PGRL1経路の欠損した際にはそれを補う機能を持っていると考えられている 

(Munekage et al. 2004) 。しかし、なぜ二つの部分的に機能重複した光化学系 I循環的電子伝

達経路が存在するのか、また NDH 経路の寄与が PGR5-PGRL1 経路に比べて小さいのは、

単に蓄積量の差を反映したものなのか、それとも両経路には明確な機能分担があるのか、

といった問題は明らかにされておらず、今後の光化学系 I循環的電子伝達経路研究における

重要な課題の一つと考えられた。 
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Fig. 0-1 光合成電子伝達の諸反応 (Shikanai and Yamamoto 2017 より引用) 。緑色の矢印

は直線的電子伝達経路 (linear electron transport: LET) 、赤色は循環的電子伝達経路 (cyclic 

electron transport: CET) 、青色は偽循環的電子伝達経路を表す。偽循環的電子伝達経路の

うち、flavodiiron protein (Flv) に依存する経路は被子植物には存在しない (Allahverdiyeva 

et al. 2015) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 0-2 種子植物の葉緑体 NDHの構造 (Peltier et al. 2016 より引用) 。種子植物の葉緑体 NDHは

その起源であるシアノバクテリアの NDH-1 には存在しない多数のサブユニット (NdhT-V、PnsB 

1-5、PnsL 1-5、Lhca 5、6) を構成要素に持つ。 
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光化学系 I循環的電子伝達経路と C4光合成 

 

 NDH経路を欠損した C3植物では強光、乾燥、高温といったストレスへの耐性が低下する

が、これらの条件では光呼吸が促進される。光呼吸では CO2と同時に遊離したアンモニウ

ムイオンを再同化する際と、ホスホグリコール酸として失われた炭素基質を再び CBB サイ

クルに取り込み、リブロース 1, 5-ビスリン酸を再生する際にATPとNADPHが必要となる。

このため光呼吸が発生する条件下では C3光合成に必要となる ATP/NADPH比は光呼吸が生

じない場合に比べて高くなる (光呼吸なし: ATP/NADPH = 1.5、光呼吸あり: ATP/NADPH = 

1.51~1.67) (Evans and Kramer 2011、Fig. 0-3) 。これらのことから、C3植物における NDH経

路の機能の一つとして、光合成電子伝達で要求される ATP/NADPH 生成比が高くなり、

PGR5-PGRL1 経路だけではその要求を満たすことができなくなった時に必要な ATP の生成

に働く可能性が提唱されている (Horváth et al. 2000、Rochaix 2011、Shikanai 2014、Yamori and 

Shikanai 2016) 。 

では炭酸固定に必要なATP/NADPH比がより高い植物ではNDH経路の寄与はより大きく

なるのだろうか。C4植物は一般に、クランツ構造と呼ばれる維管束鞘細胞の発達した特殊

な構造の葉をもち、まず葉肉細胞で酸素と親和性を持たない phosphoenolpyruvate carboxylase  

(PEPC) が炭酸固定をおこない、C4化合物であるオキサロ酢酸を生じる。オキサロ酢酸はリ

ンゴ酸、アスパラギン酸に変換されるなどして、維管束鞘細胞に拡散/輸送され、脱炭酸に

より ribulose 1, 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) に CO2を供給する。この C4経

路と呼ばれる代謝経路により C4植物では Rubisco 近傍の CO2分圧を高め、光呼吸を抑制し

て効率のよい炭酸固定 (C4光合成) をおこなうことができる。その一方で、C4経路の駆動

には PEPCの基質であるホスホエノールピルビン酸を再生産するためにATPが必要となる。

1 分子の CO2の固定に C4経路では 2分子の ATP が消費され、これに加えて CBBサイクル

で 3ATP、2NADPH を消費するため C4光合成に必要な ATP/NADPH比は 2.5となる。これは

上述の光呼吸活性条件下でのC3光合成に必要なATP/NADPH比よりも遥かに高い値である。

In vivoでは C4経路から供給された CO2の一部が Rubisco に固定されずに葉肉細胞に漏れ出

し、再び PEPCに固定されて C4経路へ戻る、いわゆる“CO2の漏れ”が生じるため、実際に

C4光合成で必要となる ATP/NADPH比は更に高くなることが指摘されている (Kanai and 

Edwards 1999、Amthor 2010、Fig. 0-3 ) 。 

C4植物の 3つのサブタイプのうち、phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEP-CK) 型では主
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に呼吸電子伝達によって C4経路に必要な ATP を供給しているが、NAD-malic enzyme 

(NAD-ME) 型および NADP-malic enzyme (NADP-ME) 型では光合成電子伝達が主に寄与し

ていると考えられている (Edwards and Walker 1983、Hatch 1987、Burnell and Hatch 1988、Hatch 

et al. 1988、Carnal et al. 1993) 。トウモロコシやソルガムなど NADP-ME型の単子葉の C4植

物では、維管束鞘細胞の葉緑体に PS II活性はほとんど見られず、NADPHはリンゴ酸の脱

炭酸によって供給される。このため、これらの植物の維管束鞘細胞では ATP の要求性が非

常に高く、直線的電子伝達経路よりもむしろ光化学系 I循環的電子伝達経路による光合成電

子伝達がおこなわれていると考えられている (Edwards and Walker 1983、Hatch 1987) 。また、

これらの植物では葉肉細胞に比べて維管束鞘細胞におけるNDHの蓄積も増大することが知

られている (Kubicki et al. 1996、Takabayashi et al. 2005、Majeran et al. 2008、Friso et al. 2010、

Fig. 0-4) 。一方、維管束鞘細胞よりも葉肉細胞で ATP 要求性の高い NAD-ME 型の C4植物

ではむしろ NDHの発現は葉肉細胞の葉緑体で多くなることが報告されており、C4植物の光

合成組織における NDH の蓄積と ATP 要求性の間には正の相関があることが示されている 

(Takabayashi et al. 2005、Offerman et al. 2015、Fig. 0-4) 。これらに加えて、NDH の蓄積は

NAD-ME型および NADP-ME型の C4植物で C3植物の 10倍以上に増加していることも明ら

かとなっている (Takabayashi et al. 2005、Munekage et al. 2010、Nakamura et al. 2013) 。この

ような C4植物にみられる NDH の蓄積の増大は mRNA レベルですべてのサブユニット遺伝

子について包括的に引き起こされていることが様々な C4植物において示唆されている 

(Kubicki et al. 1996、Takabayashi et al. 2005、Li et al. 2010、Bräutigum et al. 2011、Gowik et al. 

2011) 。これに対し、PGR5-PGRL1 経路に必須なタンパク質である PGR5と PGRL1 の C4

植物における蓄積と ATP 要求性にはそれほど明確な相関は見られず、C3植物と比べてもそ

の蓄積は 1～3倍程度と、NDH のような劇的な増大は見られない (Takabayashi et al. 2005、

Majeran et al. 2008、Friso et al. 2010、Nakamura et al. 2013) 。 

以上のような先行研究により、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重要な役割を果たしている可能性が強く示唆されてきた。そこで本

研究では C4光合成における NDH経路の寄与について明らかにするために同経路を抑制し

たC4植物を作成し、C4光合成に及ぼす影響について生理学的な解析をおこなうこととした。

本論文では第 1章において NDH経路における電子伝達で中心的な役割を担う葉緑体 NDH

を抑制した C4植物を作出した。材料には形質転換体の報告例が最も多い C4植物の一つであ

る Flaveria bidentis (キク科、NADP-ME型) を用い、NDH 活性の維持に必須なサブユニット
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をコードする NdhNを標的として RNA interference (RNAi) およびアンチセンス法により遺

伝子の発現を抑制した形質転換植物を作出した。その結果、NdhN 抑制株では NDHのチラ

コイド膜への蓄積が著しく減少し、NDH 経路における電子伝達が抑制されることが示され

た。第 2章では NDH 抑制株における CO2吸収速度や電子伝達活性、異なる光条件下での植

物の生育などについて解析した。その結果、NDH抑制株では弱-中光下での CO2吸収速度に

低下が見られ、特に弱光条件下での生育が著しく阻害されることが明らかとなった。NDH

抑制株におけるこれらの表現型は NDH 経路の抑制によって ATP 生成能が低下し、C4経路

による CO2濃縮が上手く機能しなくなったためであることが電子伝達活性測定の結果など

から示唆された。まとめでは C3植物と C4植物における炭酸固定様式の違いに起因する ATP

要求性の違いと、それに応じて NDH経路が果たす役割について考察した。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 0-3 C3光合成およびC4光合成の概要と光合成経路の駆動に必要となるATP/NADPH比。

BSC: bundle sheath cell、CBB cycle: Calvin-Benson-Bassham cycle、MC: mesophyll cell、OAA: 

oxaloacetate、PEP: phosphoenolpyruvate、PEPC: phosphoenolpyruvate carboxylase、Rubisco: 

ribulose 1, 5-bisphosphate carboxylase/oxygenase、TP: triose phosphate。CBB サイクルで必要な

ATP、NADPH に加えて、C3光合成では光呼吸で ATP と NADPH が、C4光合成では C4経路

で ATP が必要となる。 
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Fig. 0-4 NADP-ME型および NAD-ME型 C4光合成の葉肉細胞、維管束鞘細胞における ATP、

NADPH 要求性と NDHの発現 (Ishikawa et al. 2016 より一部改変して引用) 。3-PGA: 

3-phosphoglycerate、Ala: alanine、Asp: aspartate、CBB cycle: Calvin-Benson-Bassham cycle、OAA: 

oxaloacetate、PEP: phosphoenolpyruvate、Pyr: pyruvate、TP: triose phosphate。1: phosphoenolpyruvate 

carboxylase (PEPC) 、2: NADP-malate dehydrogenase (NADP-MDH) 、3: NADP-malic enzyme 

(NADP-ME) 、4: pyruvate orthophosphate dikinase (PPDK) 、5: carbonic anhydrase、6: aspartate 

aminotransferase、7: NAD-malate dehydrogenase、8: NAD-malic enzyme (NAD-ME) 、9: alanine 

aminotransferase。 青い矢印は C4経路、赤い矢印は CBB サイクルを表す。ATP/NADPH 要求性

が維管束鞘細胞 (bundle sheath cell: BSC) で高いNADP-ME型ではNDHの蓄積も維管束鞘細胞

で高く、ATP/NADPH 要求性が葉肉細胞 (mesophyll cell: MC) で高い NAD-ME 型では NDHは

葉肉細胞に多く蓄積する。また、炭酸固定系全体でのATPおよびNADPHの要求性はNADP-ME

型、NAD-ME 型のいずれにおいても 5ATP、2NADPH となる (ただし維管束鞘細胞からの CO2

の漏れにより必要となる ATP については考慮していない) 。 
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第 1章 NDH循環的電子伝達経路を抑制した C4植物の作成  

 

NDH 経路の C4光合成における寄与を生理学的に明らかにするために本章では C4植物 F. 

bidentisを材料に用いて NDH 活性の維持に必須な NdhNサブユニットの mRNA を標的に

RNAiおよびアンチセンス法によって NDH経路を抑制した C4植物の作出をおこなった。 

C4植物では、C3植物におけるシロイヌナズナやイネなどのように、ゲノムが広く公開さ

れ、かつ形質転換が容易におこなえる (あるいは豊富な変異体リソースが容易に入手可能

な) モデル植物は確立されていない (Brown et al. 2005) 。このため本研究では、形質転換体

の作出が比較的容易という利点をもつ F. bidentisを材料に選択した。F. bidentisはフロリダ

～中南米に自生するキク科一年草の雑草で、二倍体 (n =18) 、自家受粉で種子をつけること

ができ、半年～一年で次世代を収穫できる (Powell 1978) 。F. bidentis の C4光合成のサブタ

イプは NADP-ME型に分類されるが、一部 NAD-ME 型様の代謝経路も稼働しており、維管

束鞘細胞の葉緑体でも NADP-malate dehydrogenase (NADP-MDH) によって NADPH を駆動

エネルギーとしたリンゴ酸生成反応がおこなわれるという特徴をもつ (Meister et al. 1996、

Gowik et al. 2011、Fig. 1-1) 。このため F. bidentisでは、トウモロコシなど NADP-ME 型の単

子葉の C4植物とは違って維管束鞘細胞の葉緑体においても PS IIの蓄積と活性が認められ、

直線的電子伝達経路による ATP と NADPHの供給がおこなわれていると考えられている 

(Ketchner and Sayre 1992、Meister et al. 1996) 。しかし、F. bidentisの C4経路で生成されるリ

ンゴ酸のうち維管束鞘細胞葉緑体で生成されるものは全体の 40%程度で (Meister et al. 

1996) 、それを考慮したとしても F. bidentisにおける ATP 要求性は維管束鞘細胞の方で葉肉

細胞よりも高く (Ishikawa et al. 2016) 、NDHも維管束鞘細胞葉緑体により多く蓄積するこ

とが報告されている (Nakamura et al. 2013) 。また、Flaveria属には C3、C3-C4 intermediate、

C4-likeといった光合成型の異なる種が存在するため C4進化を調べるのに適しており 

(Powell 1978、Ku et al. 1991) 、そのうち C4種の F. bidentisと C3-C4 intermediate 種の F. 

pubescensの 2種についてアグロバクテリウムを用いた形質転換法が確立されている (Chitty 

et al. 1994、Chu et al. 1997) 。Flaveria属のゲノムは公開されていないが、光合成特性の異な

る Flaveria属の植物 (C3、C3-C4 intermediate、C4種) を材料とした比較トランスクリプトー

ム解析がおこなわれ、次世代シーケンサーによって解読された cDNA 断片が The National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) の Sequence Read Archive (SRA) に登録されてい

る (Gowik et al. 2011、https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=announcement) 。比
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較トランスクリプトーム解析の結果から、Flaveria属の C4種では C3種に比べて NDH遺伝

子の発現が包括的に上昇していることが明らかとなっており (Gowik et al. 2011) 、また、

NDHのタンパク質レベルでの蓄積も C4種ではC3種の 10倍以上に増大することが報告され

ている (Nakamura et al. 2013) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1 F. bidentis の C4経路と葉肉細胞、維管束鞘細胞における ATP、NADPH の要求性。 

F. bidentis では典型的な NADP-ME 型 C4経路 (青矢印) に加えて一部、NAD-ME 型様の C4経

路 (黒矢印) が稼働している。赤い矢印は CBBサイクルを表す。3-PGA: 3-phosphoglycerate、

Ala: alanine、Asp: aspartate、CBB cycle: Calvin-Benson-Bassham cycle、OAA: oxaloacetate、PEP: 

phosphoenolpyruvate、Pyr: pyruvate、TP: triose phosphate。1: phosphoenolpyruvate carboxylase 

(PEPC) 、2: NADP-malate dehydrogenase (NADP-MDH) 、3: NADP-malic enzyme (NADP-ME) 、

4: pyruvate orthophosphate dikinase (PPDK) 、5: carbonic anhydrase、6: aspartate aminotransferase。

“a” は葉肉細胞 (mesophyll cell: MC) で生成されたオキサロ酢酸のうちアスパラギン酸に変

換される割合を示し、a = 0.35～0.4と見積もられている (Meister et al. 1996) 。a = 0.4 とした

場合でも、ATP/NADPH 要求比率は葉肉細胞で ATP/NADPH = 1.88、維管束鞘細胞 (bundle 

sheath cell: BSC) で ATP/NADPH = 5.0 となり、典型的な NADP-ME 型と同様、維管束鞘細胞

における ATP 要求性が高くなる。また光合成系全体での ATP および NADPH の要求性は、維

管束鞘細胞からの CO2の漏れを考慮しない場合、5ATP、2NADPH となり典型的な NADP-ME

型および NAD-ME 型の C4光合成における値と変わらない (Ishikawa et al. 2016) 。 
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遺伝子抑制の標的とした NdhNは核にコードされた NDHのサブユニット遺伝子の中でも

最も初期に同定されたものの一つで、NdhNはチラコイド膜上において NDHの構造を安定

化させる役割を果たし、その欠損により NDH経路が機能しなくなることがシロイヌナズナ

を用いた先行研究において報告されている (Rumeau et al. 2005) 。また、NdhNは葉緑体NDH

の起源であるシアノバクテリアのNDH-1にも保存されていることから (Peltier et al. 2016) 、

NDH の基本構造を構成する重要なサブユニットの一つと考えられた。これらの理由から

NdhNをコードする mRNAを NDH経路抑制のための標的として選定した。 

 

[方法] 

FbNdhNの cDNAおよびゲノム配列の同定 

発現抑制の標的とした F. bidentisの NdhN (FbNdhN) の cDNA 配列を同定するために F. 

bidentis野生株の上位展開葉から RNeasy Plant Mini Kit (Quiagen) を用いて total RNAを単離

した。Total RNA 1 µgから Super Script III reverse transcriptase (Invitrogen) を用いて cDNAを

作成し、degenerate PCRによって FbNdhNの部分配列をクローニングした。この部分配列を

もとに GeneRacer
TM

 Kit (Invitrogen) を用いて rapid amplification of cDNA ends-PCR 

(RACE-PCR) をおこない、FbNdhNの cDNA配列を得た。また reverse transcription-PCR 

(RT-PCR) などをおこなう際のコントロール遺伝子としてアクチン（FbAct）の配列も同定し

た。FbNdhNのゲノム配列の同定は、F. bidentis野生株の上位展開葉からゲノム DNAを単離

し (Edwards et al.1991) 、これをテンプレートとした PCRによりおこなった。PCRに用いた

プライマーの配列は Table 1-1に示した。 
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Table 1-1 FbNdhNおよび FbActのクローニングに用いたプライマー 

 プライマー配列 

A forward primer for degenerate PCR cloning FbNdhN 5’- CCICAYGARGGIGGITAYGA -3’ 

A reverse primer for degenerate PCR cloning FbNdhN 5’- CCARTTICCRCAYTCIGCIAT -3’ 

A nested forward primer for degenerate PCR cloning 

FbNdhN 

5’- CAYGARGGIGGITAYGARGG -3’ 

A nested reverse primer for degenerate PCR cloning 

FbNdhN 

5’- TTICCRCAYTCIGCIATIAC -3’ 

A forward primer for RACE-PCR cloning FbNdhN 5’- TTTGGACCTATCGGCTCGGGGTCT -3’ 

A reverse primer for RACE-PCR cloning FbNdhN 5’- TGGGCCGGAGTGTAGGAAGCAG -3’ 

A nested forward primer for RACE-PCR cloning 

FbNdhN 

5’- CGGGGTCTAGGTGACCCGGAGA -3’ 

A nested reverse primer for RACE-PCR cloning 

FbNdhN 

5’- GCAGTTCTGCTTTGGAGAGAACCTTGG -3’ 

A forward primer for degenerate PCR cloning FbAct 5’- CAACTGGGACGACATGGAGA -3’ 

A reverse primer for degenerate PCR cloning FbAct 5’- GATCCACATCTGCTGGAAGG -3’ 

A forward primer for RACE-PCR cloning FbAct 5’- TCACACACGGTCCCAATTTA -3’ 

A reverse primer for RACE-PCR cloning FbAct 5’- CTCTCAGGAGGAGCAACCAC -3’ 

A nested forward primer for RACE-PCR cloning FbAct 5’- GTCCCAATTTATGAAGGTTATGC -3’ 

A nested reverse primer for RACE-PCR cloning FbAct 5’- AGGAGGAGCAACCACCTTG -3’ 

A forward primer for genomic PCR cloning FbNdhN 5’- ACCATTTCAGCCCTTGTACG -3’ 

A reverse primer for genomic PCR cloning FbNdhN 5’- GCTAGTATATGATTGCAGGCATTG -3’ 

 

FbNdhN発現抑制コンストラクトの作成 

RNAiにより FbNdhNの発現抑制を誘導するために、FbNdhNの第一エキソン中の標的配列 

(270 bp) を FbNdhN の第一イントロンを挟んでインバーテッドリピートに配したコンスト

ラクトを作成した。まず、5’末端に BamH Iサイト、3’側に Bgl IIサイトをそれぞれ付加し

た、標的配列と第一イントロンからなる DNA断片 (FbNdhN-270 + intron) を F. bidentis野生

株のゲノムをテンプレートに PCR によって増幅した。次に 5’末端に Sac Iサイト、3’側に



15 

 

BamH Iサイトをそれぞれ付加した標的配列のDNA断片 (FbNdhN-270) を同様に増幅した。

各 DNA断片を pGEM-T Easy vector (Promega) にサブクローニングしたのち、FbNdhN-270 + 

intron断片を BamH Iと Bgl IIによって切り出し、FbNdhN-270配列の 3’側 (FbNdhN-270ア

ンチセンス配列の 5’側) の BamH Iサイトにインバーテッドリピート配列を形成するように

ライゲートした (Fig. 1-2A) 。得られたインバーテッドリピート配列を BamH I、Sac Iで切

り出し、バイナリーベクターpBE2113 (Mitsuhara et al.1996) に導入して RNAiコンストラク

トを作成した (Fig. 1-2B) 。アンチセンスコンストラクトは 5’末端に Bgl IIサイト、3’末端

に Sac Iサイトを持つ、FbNdhNコーディング領域中の配列 (537 bp) のアンチセンス配列 

(FbNdhN-antisense) を pBE2113のクローニングサイト (BamH I-Sac I間) に導入して作成し

た (Fig. 1-2C) 。PCRに用いたプライマーの配列は Table 1-2に示した。 

Table 1-2 FbNdhN発現抑制コンストラクトの作成に用いたプライマー 

 プライマー配列 

A forward primer for amplifying FbNdhN-270 +  

intron fragment  

5’- GGATCC
1
ATGAAAACTAAGTACCGTAAAGGA -3’ 

A reverse primer for amplifying FbNdhN-270 +  

intron fragment 

5’- AGATCT
2
CCTGCATTACGTATATAAAGTACG -3’ 

A forward primer for amplifying FbNdhN-270 5’- GAGCTC
3
 ATGAAAACTAAGTACCGTAAAGGA -3’ 

A reverse primer for amplifying FbNdhN-270 5’- GGATCC
1
 CAGGACAAACTGGATGAAGC -3’ 

A forward primer for amplifying antisense 

fragment of FbNdhN 

5’- AGATCT
2, 4

TCATTGGCAAGATAAACCAG -3’ 

A reverse primer for amplifying antisense 

fragment of FbNdhN 

5’- GAGCTC
3
 ATGAAAACTAAGTACCGTAAAGGA -3’ 

1BamH I サイト、2Bgl IIサイト、3Sac Iサイト、4アンチセンス標的配列中に BamH I サイトが存在したた

め Bgl IIサイトを付加した。 
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F. bidentisの形質転換 

RNAiおよびアンチセンスコンストラクトをアグロバクテリウム (AGL-1) にエレクトロポ

レーションにより導入した。これを F. bidentisの播種後 7日目の無菌実生から切り出した胚

軸に感染させ、シュートを再分化させることで形質転換体を得た (Chitty et al. 1994) 。シュ

ートの再分化は、アグロバクテリウムに感染させた胚軸を callus regeneration medium (Chitty 

et al. 1994) 上で遮光し、25℃で 4週間培養して誘導した。再分化したシュートは shoot 

proliferation medium (Chitty et al. 1994) に移植し、16時間明期/8時間暗期、50～100 µmol 

photons m
-2

 s
-1、25℃で培養した。シュートの発根がなかなか見られない場合は培地に IBA 

Fig. 1-2 FbNdhN 発現抑制コンストラクトの作成。(A) FbNdhN 中の RNAi 標的配列 270 bp 

(FbNdhN-270) のアンチセンス配列の 5’側に RNAi 標的配列と FbNdhN第一イントロンを挿入

して FbNdhN の発現を抑制するインバーテッドリピート配列を作成した。(B) 、(C) バイナリ

ーベクターpBE2113 (Mitsuhara et al. 1996) のクローニングサイトに FbNdhN-270のインバーテ

ッドリピート配列もしくはFbNdhNのアンチセンス配列をそれぞれ導入してRNAiコンストラ

クトおよびアンチセンスコンストラクトを作成した。 
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(1×10
-6

 M) を添加して発根を促した。ベクターコントロールには RNAiおよびアンチセンス

誘導配列の代わりにβ-glucuronidase (GUS) または sGFP配列を導入したpBE2113を用いた。

また、形質転換体を選抜するためにシュートの誘導および培養に用いたすべての培地には

カナマイシン (100 mg L
-1

) を添加した。発根したシュートは育苗用培養土 (土太郎: スミリ

ン農産工業株式会社) とバーミキュライトの混合土 (1：1) に移植した。まずは混合土をア

グリポットに入れて 121℃、20 分オートクレーブした滅菌環境でシュートを生育させ、そ

の後、非滅菌環境に移し、16時間明期/8時間暗期、400 µmol photons m
-2

 s
-1、27℃/23℃で栽

培した。 

 

RT-PCRおよび quantitative RT-PCR (qRT-PCR) による FbNdhN発現抑制の評価 

形質転換体における FbNdhNの発現抑制を評価するために、FbNdhN の RNAi誘導配列導入

株、アンチセンス配列導入株およびベクターコントロール株の上位展開葉から上述の方法

で total RNA を単離して cDNA を作成し、RT-PCRおよび qRT-PCR をおこなった。RT-PCR

は、初期熱変性を 95℃、2分おこなった後、熱変性 95℃、30秒、アニーリング 55℃、30

秒、伸長 72℃、1分を 30サイクル繰り返し、最終伸長を 72℃で 5分間おこなった。qRT-PCR

は反応液に iQ
TM

 SYBR Green Supermix (Bio-Rad) を用い、CFX96 Real-time PCR Detection 

System (Bio-Rad) で増幅シグナルを検出した。内在コントロール遺伝子には F. bidentisのア

クチン (FbAct) を用いた。RT-PCR および qRT-PCR に用いたプライマーの配列は Table 1-3

に示した。 

Table 1-3 RT-PCRおよび qRT-PCR に用いたプライマー 

 プライマー配列 

A forward primer for RT-PCR amplifying FbNdhN 5’- ATGAAAACTAAGTACCGTAAAGGA -3’ 

A reverse primer for RT-PCR amplifying FbNdhN 5’- TCATTGGCAAGATAAACCAG -3’ 

A forward primer for RT-PCR amplifying FbAct 5’- TCACACACGGTCCCAATTTA -3’ 

A reverse primer for RT-PCR amplifying FbAct 5’- GATCCACATCTGCTGGAAGG -3’ 

A forward primer for qRT-PCR amplifying FbNdhN 5’- ACCATTTCAGCCCTTGTACG -3’ 

A reverse primer for qRT-PCR amplifying FbNdhN 5’- GTCCGAAAACTCTCGAGCAC -3’ 

A forward primer for qRT-PCR amplifying FbAct 5’- TGCTGACCGTATGAGCAAAG -3’ 

A reverse primer for qRT-PCR amplifying FbAct 5’- CTCTCAGGAGGAGCAACCAC -3’ 
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GUS染色 

材料には GUS形質転換株 (T1世代) および野生株の週齢 8週目の上位展開葉から切り出し

た数 mm 幅の葉片もしくは週齢 4週目の実生を用いた。サンプルに真空ポンプで染色液 

(1.9 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (X-gluc) 、1.5 mM K3Fe(CN)6、1.5 mM 

K4Fe(CN)6、0.9% (v/v) Triton-X、100 mM NaH2PO4-NaOH (pH 7.0) ) を吸引させ、37℃、72

時間の酵素反応の後、70% (v/v) エタノールに 48時間浸して葉の内在色素を除去した。 

 

クロロフィル蛍光による NDH活性測定 

In vivoにおける NDH活性はクロロフィル蛍光計 (PAM-101、Walz) を用いて検出した。植

物の上位展開葉に光合成作用光 (50 µmol photons m
-2

 s
-1

) を 5分照射し、消光直後にクロロ

フィル蛍光測定光 (2 µmol photons m
-2

 s
-1

) 照射下で観察されるクロロフィル蛍光の一過的

上昇を NDH活性として検出した (Shikanai et al. 1998) 。 

 

抗 NdhH抗体を用いたイムノブロット解析 

粗チラコイド画分の単離操作はすべて氷上でおこなった。形質転換体のよく展開した上位

葉を液体窒素中で乳棒と乳鉢を用いてよく磨砕し、氷冷した thylakoid isolation buffer (0.3 M 

sucrose、50 mM HEPES-NaOH (pH7.6) 、5 mM MgCl2、2 mM EDTA、10 mM NaCl ) 10 mLに

懸濁した。懸濁液は二重にしたミラクロス (CALBIOCHEM) で濾した後、4℃、2300 ×gで

10 分遠心した。ペレットは thylakoid isolation buffer および sucrose-free buffer (50 mM 

HEPES-NaOH (pH7.6) 、5 mM MgCl2、2 mM EDTA、10 mM NaCl) 20 mLで 1回ずつ洗浄し

た。sucrose-free bufferによる洗浄後、懸濁液を 4℃、2300 ×gで 10分遠心してペレットを得

た。ペレットを sucrose-free bufferで懸濁した後、等量の 2 × SDS sample buffer (125 mM 

Tris-HCl (pH6.8) 、5% (w/v) SDS、20% (w/v) glycerol、5% (v/v) 2-mercaptoethanol) を加えて

37℃で 1 時間インキュベートし、膜タンパク質を可溶化した。 

 12.5%アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE (Laemmli 1970) をおこない、粗チラコイド

画分を分子量に応じて分離して Immobilon-P PVDF membranes (Millipore) に転写した。メン

ブレンは抗 NdhH 抗体 (Takabayashi et al. 2005) または 抗 cytochrome b6 (Cytb6) 抗体 

(Agrisera; AS03 034) と反応させた後、二次抗体 (horseradish peroxidase (HRP) conjugated 

anti-rabbit IgG、GE Healthcare) と反応させた。メンブレンは更に EzWestLumi plus (Atto) と

反応させ、化学発光法により得られたシグナルを ImageQuant LAS 4010 (GE Healthcare) を用
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いて検出した。 

 

T1および T2世代の栽培 

T1および T2世代の種子は 70% (v/v) エタノールおよびアンチホルミン (有効塩素濃度 1% 

(w/w)) で滅菌した後、1% (w/v) agar (Bacto) 、1% (w/v) sucrose、50 mg L
-1

 kanamycin を添加

したMS + B5ビタミン培地 (Chitty et al. 1994) に播種し、16時間明期/8時間暗期、80 µmol 

photons m
-2

 s
-1、25℃で栽培した。播種後 3～4週間経過したカナマイシン耐性個体を育苗用

培養土 (土太郎: スミリン農産工業株式会社) とバーミキュライトの混合土 (1：1) を入れ

た直径 9 cmのポリポットに移植し、人工気象器内で 16時間明期/8時間暗期、400 µmol 

photons m
-2

 s
-1、27℃/23℃ (中光条件) で生育させ、週に一度、水道水で 1000倍に希釈した

液肥 (ガーデンマイスター: ハイポネックス) を与えた。  
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[結果と考察] 

FbNdhN配列の同定 

NDH抑制の標的とした FbNdhNの cDNA配列を degenerate PCRおよび RACE-PCRによって

決定した。これまでに機能解析が進められているシロイヌナズナを含む、他の被子植物と

のアミノ酸配列の比較から、53番目のアスパラギン酸から 207番目のロイシンまでの領域

の保存性が高いことが示された。また葉緑体移行シグナル予測プログラム ChloroP 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) により 46番目のリジンまでのアミノ酸配列が葉緑

体移行ペプチドとして機能している可能性が示唆された (Fig. 1-3A) 。得られた cDNA 配列

をクエリとしてNCBIの SRAに登録されたF. bidentisの転写産物配列を相同検索したところ、

他の配列は検出されなかったことから F. bidentisの光合成組織では主に 1分子種のみが発現

していると推定した。ゲノミック PCR をおこなった結果、FbNdhN は 4エキソン 3イント

ロンからなることが明らかとなった (Fig. 1-3B) 。 

 

FbNdhN抑制株の作成 

F. bidentisの NDH抑制株を作成するために FbNdhN の第一エキソンの内の配列 (270 bp) を

2 本鎖 RNA として発現させる RNAi コンストラクトを作成した (Fig. 1-2A、B) 。NCBI の

SRA に登録された F. bidentisの転写産物配列を検索したところ、FbNdhN 以外に RNAiター

ゲット配列と 21 bp以上連続して一致する配列は検出されず、この RNAiコンストラクトに

よって非特異的発現抑制が引き起こされる可能性は低いことを確認した。この他に FbNdhN

コーディング領域内の配列 (537 bp) をターゲットとしてアンチセンスコンストラクトを作

成した (Fig. 1-2C) 。バイナリーベクターには pBI121 の 35S プロモーターの 5’側に El2 エ

ンハンサー、3’側に Ω 配列を付加してプロモーター活性を強化した pBE2113 を用いた 

(Mitsuhara et al. 1996) 。35S プロモーターが F. bidentisの全ての組織で機能することは確認

されていたが、El2エンハンサーと Ω配列を付加した場合の発現についての報告はなかった 

(Chitty et al. 1994) 。そこで pBE2113を用いて GUS を導入した形質転換体 (T1世代) で組織

化学的 GUS 染色をおこない、このプロモーターが F. bidentis の全組織で機能することを確

認した (Fig. 1-4) 

  

http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
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Fig. 1-3 FbNdhN 配列の同定。(A) 被子植物の NdhN マルチプルアライメント。At: Arabidopsis 

thaliana、Vv: Vitis vinifera、Os: Oryza sativa、Sb: Sorghum bicolor、Zm: Zea mays。各植物の NdhN

配列は The National Center for Biotechnology Information (NCBI) の Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome) におい

て FbNdhNの cDNA配列をクエリとした blastxによる相同検索をおこなって得た。葉緑体移行シ

グナル予測プログラム ChloroP (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) により FbNdhNの 46番目

のリジン (白矢印) までのアミノ酸配列が葉緑体移行シグナルとして機能していることが示唆

された。グレーの破線部は RNAi のターゲット配列がコードするアミノ酸配列に相当する。(B) 

FbNdhN のエキソン‐イントロン構造。FbNdhNは 4エキソン、3 イントロンからなる。 

B 

A 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastHome
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/
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F. bidentisの播種後 7 日目の実生にアグロバクテリウムを感染させて形質転換をおこなっ

た。シュートの誘導および培養に用いた培地にはすべて、カナマイシン (100 mg L
-1

) を添

加して形質転換体の選抜をおこなった。また、アグロバクテリウム未感染の胚軸およびシ

ュートはこの濃度のカナマイシン培地では生育できないことを確認した。13回の形質転換

の結果、RNAi誘導配列導入株は切り出した 1464本の胚軸に対し 8ライン、アンチセンス

配列導入株は胚軸3188本に対し11ラインのカナマイシン耐性シュートを鉢上げすることが

できた。鉢上げ後、各ラインの上位展開葉からRNAを単離してqRT-PCRをおこない、FbNdhN

のベクターコントロール株に対する相対発現量を見積もったところ、FbNdhN の発現がベク

ターコントロール株の 1%以下に低下したものが RNAi誘導配列導入株で 4ライン (i3、i4、

i5、i12) 、アンチセンス配列導入株で 1ライン (a16) 得られた (Fig. 1-5A) 。これらのライ

ンについて RT-PCR をおこなったところ、30サイクルの反応条件では FbNdhNに相当する

バンドを検出することはできなかった (Fig. 1-5B) 。以上の結果から、上記 5ラインで

FbNdhN の発現が著しく抑制されていることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-4 El2エンハンサーと Ω配列を付加した 35Sプロモーター制御下での F. bidentis における

GUS 遺伝子の発現。(A) GUS 染色された F. bidentis GUS 株 (T1世代) および (B) 野生株の葉片。

左下の白線は 100 µmを示す。(C) GUS 染色された週齢 4週目の実生。左: GUS 株、右: 野生株 

B 

A 
C 
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FbNdhN抑制株における NDH活性の評価 

FbNdhN の発現が抑制された形質転換植物 5ラインで NDH活性が抑制されていることを

確認するためにクロロフィル蛍光を用いて NDH 活性測定をおこなった。葉緑体 NDH から

プラストキノンへの in vivo における電子伝達活性は、光合成作用光を消光した直後のクロ

ロフィル蛍光の一過的上昇として検出されるが (Shikanai et al. 1998) 、FbNdhN抑制株では

この蛍光の上昇がほとんど見られなかった (Fig. 1-6A) 。次に FbNdhN 抑制株から粗チラコ

イド画分を単離し、活性型NDHの蓄積の指標として使われるNdhHサブユニット (Kotera et 

al. 2005) の相対蓄積量をイムノブロット解析によって見積もった。その結果、FbNdhN 抑制

株では NdhH の蓄積がコントロール株の 12.5%未満に低下していることが示された (Fig. 

1-6B) 。 

A 

B 

Fig. 1-5 FbNdhN RNAi 株およびアンチセンス株における FbNdhNの相対発現量。(A) qRT-PCRに

より FbNdhN の相対発現量を見積もった。グラフは技術的反復実験 (n = 3) の平均値と標準偏差 (エ

ラーバー) を表す。(B) RT-PCRによる FbNdhN 転写産物の検出。反応は 30サイクルでおこなった。

qRT-PCR、RT-PCRのいずれも actin遺伝子 (FbAct) を内在コントロールに用いた。  

B 
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以上のことから FbNdhNの発現を抑制した C4植物 F. bidentisではチラコイド膜における

活性型 NDHの蓄積が著しく減少し、葉緑体 NDH を介したプラストキノンへの循環的電子

伝達活性も抑制されることを確認した。こうした葉緑体 NDHの蓄積の減少と活性の喪失は

C3植物シロイヌナズナの NdhN 欠損株でも報告されていることから (Rumeau et al. 2005) 、

NdhNサブユニットが葉緑体 NDHの構造や活性の維持に果たす機能に C3植物と C4植物で

本質的な違いは見られないことが示唆された。また、これまでのところ C3植物、C4植物の

いずれかに特有なサブユニットの存在は報告されておらず (Friso et al. 2010、Ifuku et al. 

2011) 、C3植物と C4植物で NDHの構造に大きな違いはないと考えられた。 

 

 

 

  

A 

B 

Fig. 1-6 FbNdhN抑制株 (T0世代) における NDH活性と活性型 NDHの蓄積。(A) 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。(B) 抗 NdhH 抗体を用いたイムノブロット解析。各レーンには 30 µg タンパク質相当量の粗

チラコイド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。  
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T1および T2世代における NDH抑制の確認 

T0世代において NDHの抑制が確認された FbNdhN 抑制株のうち、鉢上げの早かった 2ラ

イン (i5、i12) について T1世代の種子を採取した。これらの種子をカナマイシン (50 mg L
-1

) 

選抜培地に播種し、カナマイシン耐性を示した実生を播種後 3～4週間で鉢上げし、16時間

明期/8時間暗期、400 µmol photons m
-2

 s
-1、27℃/23℃で栽培した。週齢 6週目のカナマイシ

ン耐性個体から RNA を単離して qRT-PCR をおこない、FbNdhN の発現がベクターコントロ

ール株の 1%以下に抑制されていることを確認した (Fig. 1-7A) 。また、カナマイシン添加

培地で生育中の週齢 3週目の実生および鉢上げ後の週齢 8週目の植物についても qRT-PCR

をおこない、異なる生育段階においても FbNdhN の発現が安定して抑制されることを確認し

た (Fig. 1-7B、C) 。次にこれら FbNdhN抑制株の T1世代では、T0世代同様、NDH活性が

抑制され、チラコイド膜における活性型 NDH の蓄積も減少することを確認した (Fig. 1-8A、

B) 。更に鉢上げが最も早かった i5 株については T2種子を採取してこれをカナマイシン選

抜培地に播種し、すべての T2個体でカナマイシン耐性が見られるラインを選抜した。この

ラインにおいても qRT-PCR により FbNdhN の発現が抑制されていることを確認した (Fig. 

1-9) 。 

第 2 章ではこれらの主に T1世代の植物を用いて NDH の抑制が C4光合成に及ぼす影響に

ついて解析をおこなった。 

 

 

 

 
Fig. 1-7 生育段階ごとの T1世代における FbNdhN発現抑制の確認。(A) 週齢 6週目、(B) 週

齢 3 週目、(C) 週齢 8 週目の T1世代における FbNdhN の相対発現量。グラフは生物学的反

復実験 ( (A): n ≥ 20、(B) 、(C): n = 3~4) の平均値と標準偏差 (エラーバー) を表す。 
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Fig. 1-8 FbNdhN抑制株 (T1世代) における NDH抑制効果の確認。(A) 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。(B) 抗 NdhH 抗体を用いたイムノブロット解析。各レーンには 30 µgタンパ

ク質相当量の粗チラコイド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。NDH活性の測定および粗チラコイド画分の単離には、週齢 7～8週目の

植物 (T1世代) を用いた。 

Fig. 1-9 T2世代における FbNdhN 発現抑制の確認。

週齢 10週目の T2世代における FbNdhNの相対発現量。 

グラフは生物学的反復実験 (n = 4) の平均値と標準偏

差 (エラーバー) を表す。 
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第 2章 NDH循環的電子伝達経路の抑制が C4光合成に及ぼす影響 

 

第 1章で作成したNDH活性が著しく抑制された C4植物 F. bidentisの形質転換体を用いて

NDH 経路が C4光合成で果たす機能について生理学的な解析をおこなった。C4光合成にお

ける炭酸固定速度は、光合成に利用可能な光強度が十分でない弱光条件では光合成電子伝

達による ATP と NADPHの生成速度に主に律速されるが、光強度が強い場合には、光合成

電子伝達による ATP や NADPH の生成速度は十分に大きくなるため、Rubiscoなど炭酸固定

系の酵素の反応速度が律速要因となる (Hatch 1970、Yin and Struik 2012) 。NDH 経路は光合

成電子伝達において ATP の生成に寄与することから、本章では特に光条件に応じた表現型

の違いに着目して NDH の抑制が C4光合成に及ぼす影響について解析をおこなった。 

 

[方法] 

植物の栽培 

解析には第 1章で作成した FbNdhN抑制株のうち、鉢上げ時期の早かった i5 および i12ラ

イン (特に記述のない場合は T1世代) を用いた。また、コントロール株には GUS 遺伝子を

導入した形質転換株を用いた。種子の播種および中光条件 (400 µmol photons m
-2

 s
-1

) におけ

る植物の栽培は第 1章の記述に従っておこなった。弱光条件において植物を栽培する際は

光強度を 50 µmol photons m
-2

 s
-1に変更した。自然光下での栽培は 2014年 8月と 9月に京都

大学北部キャンパス農場 (京都市左京区北白川追分町) にある形質転換体栽培用特定網室

にておこない、播種後 3~4 週間の植物を網室で 6週間栽培した。栽培期間中は網室の気温

が 30℃を超えないようにエアコンによる温度制御をおこなった。 

 

RT-PCR、qRT-PCRおよび抗 NdhH抗体を用いたイムノブロット解析 

第 1章の記述に従っておこなった。 

 

成長解析 

週齢 8週目 (中光栽培) 、11 週目 (弱光栽培) および 9～10週目 (自然光栽培) の植物につ

いて植物高を測定した。中光栽培および自然光栽培の植物については第 4葉直上の茎の太

さの測定もおこなった。その後、植物の地上部を刈り取り、100℃で 2時間、更に 65～70℃

で 2晩乾燥させて乾燥重量を測定した。 
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クロロフィル濃度の測定 

週齢 8週目 (中光栽培) および 11週目 (弱光栽培) の植物の完全展開した最上位葉の中央部

分からサンプリングしたリーフディスク (0.33 cm
2
) をN,N-dimethylformamide 1 mLに浸し、

遮光して 4℃で一晩静置し、クロロフィルを抽出した。抽出液の 646.8 nm、663.8 nmの吸光

度を測定し、以下の計算式でクロロフィル濃度を求めた (Porra et al. 1989) 。 

Chl (a + b) = 19.43 A 646.8 + 8.05 A 663.8 

A 646.8: 646.8 nmの吸光度、A 663.8: 663.8 nmの吸光度（750 nmにおける吸光度をゼロとした） 

 

全葉タンパク質の抽出 

週齢 8週目 (中光栽培) および 11週目 (弱光栽培) の植物の完全展開した最上位葉の中央部

分からリーフディスク (0.33 cm
2
) 1~2 枚をサンプリングして液体窒素中で磨砕した。磨砕サ

ンプルに 2 × SDS sample bufferと sucrose-free buffer (50 mM HEPES-NaOH (pH7.6) 、5 mM 

MgCl2、2 mM EDTA、10 mM NaCl) を等量加えて 65℃で 20分インキュベートし、タンパク

質を可溶化した。可溶化したサンプルを室温、10000 ×gで 3分遠心し、葉に蓄積したデン

プンなどを除いた上清を全葉タンパク質サンプルとした。タンパク質濃度は RC DC プロテ

インアッセイキット (Bio-Rad) を用いて測定した。  

 

炭素、窒素量および炭素安定同位体比 (δ
13

C) の測定 

葉の炭素、窒素量および δ
13

C は東京薬科大学 野口航教授の協力を得て測定した。週齢 8週

目 (中光栽培) および 11週目 (弱光栽培) の植物の完全展開した最上位葉を 65～70℃で 2

晩以上乾燥させ、ペッスルで磨砕した。このサンプルを、安定同位体比質量分析装置 

(IsoPrime) を接続した元素分析計 (Vario Micro、Elementar) に供し、葉の炭素、窒素量およ

び炭素安定同位体比を測定した (Tazoe et al. 2008、Wang et al. 2014) 。 

 

光合成関連タンパク質のイムノブロット解析 

抽出した全葉タンパク質を SDS-PAGE (Laemmli 1970) により分子量に応じて分離した。

PEPC、pyruvate orthophosphate dikinase (PPDK) の検出には 7.5%、Cytb6、NdhH、PGRL1、

PsbP、PsbS、Rubisco large subunit (RbcL) の検出には 12.5%、PGR5の検出には 15%のアクリ

ルアミド濃度 (いずれも (w/v) ) のゲルを用いた。メンブレンへの転写、抗体反応およびシ
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グナルの検出は第 1章の記述に従っておこなった。イムノブロット解析に用いた一次抗体

とその希釈倍率は Table 2-1に示した。 

 

Table 2-1 イムノブロット解析に用いた一次抗体とその希釈倍率 

一次抗体 a 希釈倍率 b 備考 (入手先など)  

抗 Cytb6抗体 10,000 倍 Agrisera社より購入 (AS03 034)  

抗 NdhH抗体 1,000 倍 本研究室で作成 (Takabayashi et al. 2005)  

抗 PEPC抗体 10,000 倍 Agrisera社より購入 (AS09 458)  

抗 PGR5抗体 1,000 倍 京都大学鹿内利治教授より分与 (Munekage et al. 2002)  

抗 PGRL1抗体 2,000 倍 東京工業大学久堀徹教授より分与 

抗 PPDK抗体 10,000 倍 名古屋大学谷口光隆教授より分与 (Sugiyama et al. 1984)  

抗 PsbP 抗体 10,000 倍 本研究室で作成 (Ifuku and Sato 2001)  

Can Get Signal (TOYOBO) に希釈 

抗 PsbS抗体 2,000 倍 Agrisera社より購入 (AS09 533)  

抗 RbcL抗体 40,000 倍 本研究室で作成 (Kato et al. 2004) 

a一次抗体はすべてウサギ由来。 

b特に記述のない抗体は Tris buffered saline with Tween-20 (TTBS: 20 mM Tris-HCl (pH7.6) 、137 mM NaCl、

0.1% (v/v) Tween-20) で希釈した。 

 

CO2吸収速度の測定 

CO2吸収速度の測定は赤外線ガスアナライザーGFS-3000 (Walz) を用いて、25℃ (キュベッ

ト温度) 、相対湿度 70%、CO2濃度 380 ppmの条件でおこなった。ガスアナライザーの流速

は 750 µmol s
-1に設定した。週齢 8週目の植物 (中光栽培) の完全に展開した最上位葉にま

ず青赤色光 25 µmol photons m-
2
 s

-1を照射し、CO2吸収速度が定常状態に達するのを待って測

定をおこなった。その後、光強度を段階的に増大させて 1800 µmol photons m
-2

 s
-1までの各光

強度における定常状態の CO2吸収速度を測定した。 

 

クロロフィル蛍光および P700吸光度測定 

クロロフィル蛍光の測定は PAM-101クロロフィル蛍光計 (Walz) を用いて、大気条件でお
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こなった。測定には 30分間暗順応させた週齢 8週目の植物 (中光栽培) の完全展開した最

上位葉を用いた。光合成作用光を各光強度について 5分ずつ照射した後、飽和パルスを照

射して最大蛍光レベルを得た。PS IIの量子収率 (φII) および non-photochemical quenching 

(NPQ) は以下の式で求めた。 

φII = (Fm´-Fs) /Fm´ (Genty et al. 1989)  

NPQ = (Fm-Fm´) /Fm´ (Bilger and Björkman 1990)  

Fm: 暗順応時の最大蛍光レベル、Fm´: 光合成作用光下での最大蛍光レベル、Fs: 光合成作用光下での蛍光レ

ベル 

NPQのうちフィードバック熱放散に由来する成分 (qE) は光合成作用光を照射して NPQ

を測定した後、暗黒下で 3分間静置した植物に再び飽和パルスを照射し、NPQの解消をモ

ニターすることで見積もった (Quick and Stitt 1989) 。In vivoでの NDH活性の測定は第 1章

の記述に従っておこなった。 

 P700 の吸光度変化は PAM-101クロロフィル蛍光計に ED-P700DWユニット (Walz) を接

続し、860 nmに対する 810 nmの吸光度変化として検出した。測定は週齢 8週目の植物 (中

光栽培) を用いて大気条件でおこなった。まず、2時間暗順応させた植物の完全展開した最

上位葉に近赤色光 (> 720 nm、17 W m
-2

) を照射して最大酸化時の P700の吸光度 (ΔAmax) を

求めた。その後、強度を段階的に増大させながら光合成作用光を照射して各光強度におけ

る定常状態の P700の吸光度 (ΔA) を求め、ΔA /ΔAmax を P700 の相対酸化レベルとして算出

した (Klughammer and Schreiber 1994、Munekage et al. 2002、Dalcorso et al. 2008) 。  

 

Electrochromic shift (ECS) 測定 

ECSシグナルは DUAL-PAM-100クロロフィル蛍光計に P515/535 emitter-detectorモジュール 

(いずれもWalz) を接続し、550 nmに対する 515 nmの吸光度変化として検出した。測定は

週齢 8週目の T2世代の植物 (中光栽培) を用いて大気条件でおこなった。30~60 分間暗順応

させた植物の完全展開した最上位葉に光合成作用光を 3分照射し、消光後 500 ミリ秒以内

に見られる ECSシグナルの速い減衰を ECStとして検出した (Sacksteder et al. 2000、

Kanazawa and Kramer 2002) 。pmfは ECStをシングルターンオーバー閃光照射時の ECSシグ

ナル (ECSst) で標準化した値 (ECSt /ECSst) として算出した (Yamamoto et al. 2016) 。 
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葉肉細胞および維管束鞘細胞からの葉緑体の単離 

葉肉細胞からの葉緑体の単離は Ishikawa et al. (2008b) に記載された方法を一部改変してお

こなった。週齢 8週目の T2世代の植物 (中光栽培) からよく展開した上位葉 (約 5 g) をサ

ンプリングし、メスで数 mm幅に切断した。葉片は氷冷した chloroplast isolation buffer (0.3 M 

sorbitol、50 mM HEPES-KOH (pH7.6) 、5 mM MgCl2、1 mM MnCl2、2 mM EDTA、30 mM KCl、

0.25 mM KH2PO4) 50 mL中でポリトロン (Brinkmann) を用いて破砕した。破砕液は 2重ミラ

クロス (CALBIOCHEM) で濾して 2300 ×g、4℃で 1 分遠心した。得られたペレットを

chloroplast isolation buffer 5 mLで懸濁した後、90% (v/v) および 25% (v/v) Percollを添加した

chloroplast isolation bufferを重層したチューブにロードし、2300 ×g、4℃で 10分遠心した。

90% Percoll と 25% Percollの境界部分の緑のバンドを回収し、体積の約 5倍の chloroplast 

isolation bufferで希釈した後、1200 ×g、4℃で 5分遠心して Percollを除去した。得られた葉

肉細胞葉緑体は遮光して氷上で保存した。 

維管束鞘細胞からの葉緑体の単離はMeister et al. (1996) に記載された方法を一部改変し

ておこなった。週齢 8週目の T2世代の植物 (中光栽培) はデンプンの蓄積を減らすために

約 19 時間の暗処理をおこなった後、よく展開した上位葉 (5～8 g) をサンプリングしてメ

スで数 mm幅に切断した。葉片は氷冷した chloroplast isolation buffer 300 mL中でエースホモ

ジナイザー (Nihonseiki) を用いて最高速度で 5分磨砕し、更に磨砕操作を 4回繰り返して

葉肉細胞を除去し、維管束鞘を単離した。維管束鞘は chloroplast isolation buffer 40 mLで洗

浄した後、digestion buffer (0.35 M sorbitol、10 mM MES-KOH (pH 6.0) 、2 mM EDTA、1 mM 

KH2PO4、0.1% (w/v) Macerozyme R-10 (Yakult) 、1% (w/v) Cellulase Onozuka RS (Yakult) ) に

浸して室温で 10分インキュベートし、細胞壁を部分的に分解した。維管束鞘は 80 µmナイ

ロンメッシュに移し、スパテルを使って裏ごしするように維管束鞘細胞を破砕して葉緑体

を chloroplast isolation buffer 100 mL中に回収した。細胞破砕液は 35 µmナイロンメッシュで

濾した後、50 mLチューブに回収し、2300 ×g、4℃で 3分遠心した。得られたペレットを

chloroplast isolation buffer 5 mLで懸濁して 90% (v/v) および 25% (v/v) Percollを添加した

chloroplast isolation bufferを重層したチューブにロードし、2300 ×g、4℃で 10分遠心した。

維管束鞘細胞葉緑体画分の回収は葉肉細胞葉緑体と同様の手順でおこない、得られた維管

束鞘細胞葉緑体は遮光して氷上で保存した。 

 単離した葉肉細胞葉緑体および維管束鞘細胞葉緑体の一部は等量の 2×SDS sample buffer

を添加後、65℃、20分インキュベートして可溶化し、抗 PPDK抗体および抗 Rubisco 抗体
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を用いたイムノブロット解析をおこなって各葉緑体画分への他方の混入比率を確認した。 

 

単離チラコイド膜を用いたプラストキノン還元アッセイ 

プラストキノン還元能を維持するために高濃度のMg
2＋を加えた低張液 (high-Mg medium: 

50 mM HEPES-NaOH (pH7.6) 、15 mM MgCl2、1 mM MnCl2、2 mM EDTA、30 mM KCl、0.25 

mM KH2PO4) 中で葉肉細胞葉緑体および維管束鞘細胞葉緑体をそれぞれ破裂させ 1750 ×g、

4℃で 5 分遠心してチラコイド膜画分を回収した (Endo et al. 1997) 。チラコイド膜画分は

high-Mg mediumで洗浄した後、再度 1750 ×g、4℃で 5分遠心した。ペレットはアッセイを

おこなうまで氷上に遮光して静置させた。チラコイド膜画分を high-Mg medium 中で 10 µg 

クロロフィル相当量 mL
-1となるように希釈し、室温で 5分静置した後、PAM-101 クロロ

フィル蛍光計 (Walz) を用いて測定光 (1.8 µmol photons m
-2

 s
-1

) 照射下でプラストキノンの

還元を観察した。その際、光化学反応に由来しない還元力を供与するために0.25 mM NADPH 

と 5 µM Fd (ホウレンソウ由来、Sigma-Aldrich) を添加した。 
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[結果] 

異なる光条件における NDH抑制株の成長解析 

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、葉の大きさやクロロフィル量、タンパク質量については NDH抑制

株でコントロール株と比べて有意な差は見られなかった (Fig. 2-1A、Table 2-2) 。しかし地

上部の乾燥重量 は NDH抑制株でコントロール株の約 50% (Fig. 2-1B) 、植物高 (Fig. 2-1C) 

および茎の太さ (Fig. 2-1D) は約 80%に低下した。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 (δ
13

C) の値 (Tazoe et al. 2008、Pengelly et 

al. 2010) にも低下が見られ (Table 2-2) 、NDHの抑制により C4光合成効率の低下および生

育の低下が引き起こされることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

  

A 

B C D 

Fig. 2-1 NDH抑制株 (中光栽培) の表現型。(A) 400 µmol photons m
-2

 s
-1で栽培した週齢 8週目

の NDH 抑制株、(B) 地上部の乾燥重量、(C) 植物高、(D) 茎の太さ。グラフは生物学的反復実

験 (n = 4~6) の平均値と標準偏差 (エラーバー) を表す。*: P < 0.05、**: P < 0.01 でライン間で

の有意差あり (チューキー検定) 。  
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Table 2-2 NDH抑制株 (中光栽培) の葉におけるクロロフィル量、タンパク質量、炭素、

窒素量および炭素安定同位体比 

 control i5 

Chl (mmol m-2)  0.451±0.012 0.434±0.028 

Protein (g m-2)  9.38±0.43 9.17±0.14 

C content (mmol m-2)  1470±37 1190±31** 

N content (mmol m-2)  120±7.2 115±4.3 

δ13C (‰)  -14.5±0.41 -15.4±0.17* 

400 µmol photons m-2 s-1で栽培した週齢 8週目の植物の完全に展開した最上位葉についてクロロフィル量 

(Chl) 、タンパク質量 (Protein) 、炭素量 (C content) 、窒素量 (N content) 、炭素安定同位体比 (δ13C) を測

定した。表の値は生物学的反復実験 (n = 3) の平均値と標準偏差 (±) を表す。*: P < 0.05、**: P < 0.01 で

ライン間での有意差あり (ステューデントの t-検定) 。 

C4光合成ではより多くの ATP を炭酸固定に必要とするため、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) 。そのため NDH経路が C4光合成に

必要な ATP の供給に機能しているのであれば、その抑制の影響は弱光条件でより大きくな

ると考えられた。そこで NDH 抑制株を弱光条件 (50 µmol photons m
-2 

s
-1

) で栽培し、NDH

の抑制が生育に及ぼす影響について中光条件で栽培した場合との違いを検証した。その結

果、弱光条件で栽培した NDH 抑制株では乾燥重量がコントロール株の 10％以下、植物高は

50%以下と中光条件で栽培した場合に比べて著しく減少した (Fig. 2-2) 。また葉面積当たり

の炭素量と δ
13

C のみならず、中光条件で栽培した際には低下が見られなかったクロロフィ

ル量、タンパク質量、窒素量も低下を示した (Table 2-3) 。 

 栽培光強度が RNAiによる NDHの抑制効果に影響を及ぼしている可能性について検証す

るため、中光および弱光で栽培した植物のチラコイド膜における活性型 NDH の蓄積を評価

した。その結果、いずれの栽培条件でも NDH抑制株における NDHの蓄積はコントロール

株の6.5～12.5％程度で、栽培条件の違いによるNDH抑制効果の差は認められなかった (Fig. 

2-3) 。このことから栽培光の強度の違いによる表現型の違いは NDH 経路の寄与が弱光条件

でより大きくなるためと考えられた。 
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Table 2-3 NDH抑制株 (弱光栽培) の葉におけるクロロフィル量、タンパク質量、炭素、

窒素量および炭素安定同位体比 

 control i5 

Chl (mmol m-2)  0.350±0.020 0.228±0.040** 

Protein (g m-2)  4.05±0.061 2.74±0.11** 

C content (mmol m-2)  353±6.2 287±5.7** 

N content (mmol m-2)  44.9±2.9 33.2±1.3** 

δ13C (‰)  -19.8±0.79 -23.4±0.32** 

50 µmol photons m-2 s-1で栽培した週齢 11週目の植物の完全に展開した最上位葉についてクロロフィル量 

(Chl) 、タンパク質量 (Protein) 、炭素量 (C content) 、窒素量 (N content) 、炭素安定同位体比 (δ13C) を測

定した。表の値は生物学的反復実験 (n = 3~7) の平均値と標準偏差 (±) を表す。**: P < 0.01 でライン間で

の有意差あり (ステューデントの t-検定) 。 

C B A 

Fig. 2-2 NDH抑制株 (弱光栽培) の表現型。(A) 50 µmol photons m
-2

 s
-1で栽培した週齢 11週

目の NDH抑制株、(B) 地上部の乾燥重量、(C) 植物高。グラフは生物学的反復実験 (n = 4) の

平均値と標準偏差 (エラーバー) を表す。**: P < 0.01 でライン間での有意差あり (チューキ

ー検定) 。  
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弱光下における顕著な生育遅延が、自然光下での NDH 抑制株の生育にどの程度の影響を

及ぼすのか検証するため、京都大学北部キャンパス農場内にある形質転換体栽培用特定網

室で NDH 抑制株を栽培した。その結果、自然光下でも NDH 抑制株の乾燥重量はコントロ

ール株の約 20％、植物高は約 40％、茎の太さは約 50％に低下し、自然光下での栽培におい

ても NDH の抑制が F. bidentisの生育遅延を引き起こすことが示された (Fig. 2-4) 。 

以降の節ではNDHの抑制が光強度に応じて光合成活性に及ぼす影響について更に解析す

るために、葉のクロロフィル量やタンパク質量の減少がほとんどみられず、これらの二次

的影響が少ないと考えられる中光条件で栽培した植物を用いて様々な光強度における CO2

吸収速度や電子伝達活性などについて測定をおこなった。 

 

 

Fig. 2-3 異なる光条件で栽培したNDH抑制株におけるNDHの蓄積。(A) 中光条件 (MDL: 

400 µmol photons m
-2

 s
-1

) で栽培した週齢 8週目の植物 (T2世代) 、(B) 弱光条件 (LL: 50 

µmol photons m
-2

 s
-1

) で栽培した週齢 12週目の植物 (T2世代) のそれぞれについて最上位

展開葉から粗チラコイド画分を単離して NdhH に対するイムノブロット解析をおこなっ

た。各レーンには 7.5 µg タンパク質相当量の粗チラコイド画分と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。  
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NDH抑制株における CO2吸収速度の測定 

中光条件で栽培した植物を用いて光強度に対する CO2吸収速度の測定をおこなった。その

結果、弱光～中光条件 (< 1000 µmol photons m
-2

 s
-1

) で NDH抑制株の CO2吸収速度はコント

ロール株の約 75%に低下した。しかし 1000 µmol photons m
-2

 s
-1以上の光強度では NDH 抑制

株とコントロール株の CO2吸収速度に有意な差は見られなかった (Fig. 2-5) 。イムノブロッ

ト解析をおこなったところ、PEPC、PPDK、Rubisco といった、C4経路や CBBサイクルで

Fig. 2-4 NDH抑制株 (自然光栽培) の表現型。(A) 自然光下 (京都大学北部キャンパス農

場内、形質転換体栽培用特定網室、35ºN 135ºE) で栽培した週齢 10週目の NDH抑制株、(B) 

地上部の乾燥重量、(C) 植物高、(D) 茎の太さ。グラフは生物学的反復実験 (n = 4) の平均

値と標準偏差 (エラーバー) を表す。**: P < 0.01 でライン間での有意差あり (ステューデ

ントの t-検定) 。栽培は 2014 年 8 月と 9 月の 2 回おこない、いずれも同様の結果を得た。

図には 9 月におこなった実験の結果を示した。 

A 

B C D 
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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認められ

なかった (Fig. 2-6) 。このため弱光～中光下での CO2吸収速度の低下は NDHの抑制によっ

て直接的に引き起こされたものであると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

NDH抑制株における光合成電子伝達活性の測定 

次に中光条件で栽培した植物についてクロロフィル蛍光、P700 吸光度および ECS測定をお

こなって PS II および PS Iの電子伝達活性について解析した。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 

Fig. 2-5 NDH抑制株の光-光合成曲線。

測定には中光条件 (400 µmol photons m
-2

 

s
-1

) で栽培した週齢 8 週目の植物の完全

に展開した最上位葉を用いた。弱光領域

を拡大したものを差込図として示した。

グラフは生物学的反復実験 (n = 5) の平

均値と標準偏差 (エラーバー) 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 

(チューキー検定) 。  

Fig. 2-6 NDH抑制株の全葉における光合成関連タンパク質の

蓄積。中光条件 (400 µmol photons m
-2

 s
-1

) で栽培した週齢 8週

目の植物の完全に展開した最上位葉から全葉タンパク質を抽

出してイムノブロット解析に用いた。PPDK、PEPC の検出には

10 µg、RbcL、PGRL1、PGR5 の検出には 15 µg、PsbS、Cytb6

の検出には 5 µg の全葉タンパク質を各レーンにロードした。  
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(Genty et al. 1989、Krall et al. 1991、Oberhuber et al. 1993、Kiirats et al. 2010、Savitch et al. 2011) 、

C4植物の葉には異なる 2 種類の葉緑体 (葉肉細胞葉緑体、維管束鞘細胞葉緑体) が存在し、

現行の測定装置では 2種類の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。 

PS I や、ECS 測定の対象となるクロロフィル b およびカロテノイドは葉肉細胞葉緑体、

維管束鞘細胞葉緑体のどちらにも局在するが、トウモロコシなど単子葉の NADP-ME 型の

C4植物では維管束鞘細胞葉緑体にほとんど PS IIの蓄積が認められない。このため PS IIに

由来するクロロフィル蛍光のシグナルに関しては、これらの植物を用いた解析において葉

肉細胞葉緑体の電子伝達活性として解釈している文献も見られる (Savitch et al. 2011) 。し

かし、部分的に NAD-ME型のような C4経路を持つ F. bidentisでは (Fig. 1-1) 、維管束鞘細

胞にも PS IIが蓄積することが報告されている (Ketchner and Sayre 1992、Meister et al.1996) 。

そこで PS II のサブユニットである PsbP に対する抗体を用いてイムノブロット解析をおこ

ない、維管束鞘細胞葉緑体における PS IIの蓄積を確認したところ、NDH 抑制株、コントロ

ール株のいずれでも葉肉細胞葉緑体の 50%程度の蓄積が認められた (Fig. 2-7) 。また、葉肉

細胞葉緑体および維管束鞘細胞葉緑体におけるNDHの抑制を確認するためにNdhHに対す

るイムノブロット解析をおこなった結果、NDH の蓄積はコントロール株では維管束鞘細胞

葉緑体で葉肉細胞葉緑体の約 3 倍程度多くなるが、NDH 抑制株ではいずれの葉緑体におい

てもコントロール株の 12.5％未満に減少することが示された (Fig. 2-7) 。この結果は NDH

が葉肉細胞葉緑体、維管束鞘細胞葉緑体の両方で抑制されていることを示唆し、形質転換

に用いたベクターのプロモーターが葉肉細胞、維管束鞘細胞のいずれでも機能することを

示した結果 (Fig. 1-4) とよく一致していた。これらの結果から、以下に示すクロロフィル蛍

光 (Table 2-4、-5、Figure 2-8) 、P700 吸光度 (Fig. 2-9) および ECS測定の結果 (Table 2-6) は

葉肉細胞葉緑体、維管束鞘細胞葉緑体の両方における NDH の抑制を反映したものとして解

釈した。  
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PS IIの最大量子収率 (Fv/Fm) および電子伝達速度にNDH抑制株とコントロール株で特に

差は認められなかったが (Table 2-4、Fig. 2-8A) 、NPQはNDH抑制株で低下が見られた (Fig. 

2-8B) 。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 (Table 2-5) 、PS IIアンテナからのフィードバック熱放散 (Quick and Stitt1989) に

由来することが示唆された。フィードバック熱放散はチラコイド膜タンパク質 PsbSを必須

因子として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が (Li et al. 

2000、Müller et al 2001) 、PsbS の蓄積に NDH 抑制株とコントロール株の間で特に差は認め

られなかった (Fig. 2-6) 。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。 

 

 

 

 

Fig. 2-7 F. bidentisの葉肉細胞葉緑体と維管束鞘細胞葉緑体における NDHおよび PS IIの蓄積。

中光条件 (400 µmol photons m
-2

 s
-1

) で栽培した週齢 8週目の植物 (T2世代) の上位葉から葉肉細

胞葉緑体 (M chloroplasts) と維管束鞘細胞葉緑体 (BS chloroplasts) を単離してイムノブロット解

析をおこなった。各葉緑体画分への他方の混入を検証するために抗 PPDK抗体および抗 RbcL抗

体を用いてイムノブロットをおこない、葉肉細胞葉緑体画分への維管束鞘細胞葉緑体の混入は

25%未満、維管束鞘細胞葉緑体画分への葉肉細胞葉緑体の混入は 12.5％未満であることを確認し

た。NdhH を検出するために 1 µg、それ以外のタンパク質の検出のために 0.5 µgクロロフィル相

当量の葉緑体タンパク質とその希釈系列を各レーンにロードした。 
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Table 2-4 NDH抑制株における PS IIの最大量子収率 

 control i5 i12 

Fv/Fm 0.789±0.014 0.790±0.0072 0.778±0.024 

中光条件 (400 µmol photons m-2 s-1) で栽培した週齢 8週目の植物の完全に展開した最上位葉において PS II

の最大量子収率 (Fv/Fm) を測定した。表の値は生物学的反復実験 (n = 3) の平均値と標準偏差 (±) を表す。

Fv/Fmの値にライン間で有意差は認められなかった (チューキー検定) 。 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 2-8 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

) で栽培した週齢 8週目の植物の完全に展開した最上位葉を用いた。(A) PS II の相対電

子伝達速度、(B) non-photochemical quenching (NPQ) 。グラフの値は生物学的反復実験 (n = 3) 

の平均値と標準偏差 (エラーバー) 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 (チューキー検定) 。  

A B 
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Table 2-5 NDH抑制株における NPQの誘導と解消 

  control i5 

NPQ (AL 500 µmol photons m
–2

 s
–1

)  1.2±0.21 0.66±0.042** 

After 3min dark 0.037±0.041 0.045±0.014 

NPQ (AL 1000 µmol photons m
–2

 s
–1

)  1.7±0.090 1.1±0.18** 

After 3min dark 0.064±0.030 0.050±0.022 

NPQ (AL 1900 µmol photons m
–2

 s
–1

)  2.0±0.11 1.5±0.17** 

After 3min dark 0.11±0.051 0.074±0.060 

中光条件 (400 µmol photons m-2 s-1) で栽培した週齢 8週目の植物の完全に展開した最上位葉に光合成作用

光 (AL: actinic light) を 5分照射した後、暗所に 3分静置して NPQの誘導と解消をモニターした。表の値

は生物学的反復実験 (n = 3) の平均値と標準偏差 (±) を表す。**: P < 0.01 でライン間での有意差あり (ス

テューデントの t-検定) 。 

次に 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。その結果、500 µmol photons m
-2

 s
-1以上の光強度で P700は NDH抑制株においてコ

ントロール株に比べて還元的になることが示された (Fig. 2-9) 。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 ( > 300 µmol photons m
-2

 s
-1

) で P700

が著しい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、NDH経路欠損タバコでは超強光の照射 (3500 

µmol photons m
-2

 s
-1、10分) によって P700 の過還元が引き起こされることが報告されている 

(Endo et al. 1999) 。したがって 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、50～100 µmol photons m
-2

 s
-1

の弱光下では、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 (Fig. 2-9) 。弱光条件で光合成電子伝達による還元力が過剰に蓄積することは想定され

にくいため、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) 、NDH も複合体 Iとの
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相同性から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を介し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。 

光合成電子伝達に伴ってストロマからルーメンへプロトンが輸送されると、ATP 合成酵

素における ATP 生成を駆動する pmfが発生する (Sacksteder et al. 2000) 。ECS 測定により

NDH 抑制株で生じる pmfを見積もったところ、コントロール株に対して NDH 抑制株では

pmfの低下が認められた (Table 2-6) 。これにより NDH 抑制株ではストロマからルーメンへ

のプロトン輸送能が低下し、ATP 生成に支障が生じることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fig. 2-9 NDH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

栽培した週齢 8 週目の植物の完全に展開した最上位葉を用いた。グラフの値は生物学的反復実

験 (n = 8) の平均値と標準偏差 (エラーバー) 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 (チューキー

検定) 。  
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Table 2-6 NDH抑制株における proton motive force (pmf) の測定 

 control i5 

pmf (408 µmol photons m
–2

 s
–1

)  0.455±0.050 0.312±0.062** 

pmf (1050 µmol photons m
–2

 s
–1

)  0.579±0.077 0.415±0.036** 

中光条件 (400 µmol photons m-2 s-1) で栽培した週齢 8週目の植物 (T2世代) の完全に展開した最上位葉で

electrochromic shift (ECS) 測定をおこなって pmf を見積もった。表の値は生物学的反復実験 (n = 5~12) の

平均値と標準偏差 (±) を表す。**: P < 0.01 でライン間での有意差あり (ステューデントの t-検定) 。 

 

NDH抑制株における PGR5-PGRL1経路の活性評価 

NDH 抑制株において NDH 経路と部分的に重複するもう一つの循環的電子伝達経路、

PGR5-PGRL1 経路の活性に影響が出ていないか検証した。まず PGR5-PGRL1 経路の必須タ

ンパク質に対するイムノブロット解析をおこなったところ、PGR5、PGRL1 いずれについて

も NDH抑制株とコントロール株で蓄積に差は見られなかった (Fig. 2-6) 。次に単離チラコ

イド膜を用いて in vitroでの循環的電子伝達活性を評価した (Endo et al. 1997、Munekage et al. 

2002) 。葉肉細胞、維管束鞘細胞それぞれから単離した葉緑体のチラコイド膜に NADPHと

Fdを添加してプラストキノンの非光化学的還元アッセイをおこなった結果、NDH 抑制株で

は葉肉細胞葉緑体、維管束鞘細胞葉緑体のいずれにおいてもプラストキノン還元能の低下

が認められた。更に PGR5-PGRL1 経路の阻害剤である Antimycin A を添加してアッセイを

おこなったところ、コントロール株では Antimycin A 非添加時よりも低下したものの、プラ

ストキノンの還元能は維持された。しかし NDH 抑制株では Antimycin A の添加によってプ

ラストキノンの還元はほとんど見られなくなった (Fig. 2-10) 。これはコントロール株では

NDH 経路、PGR5-PGRL1 経路の 2つの循環的電子伝達経路によってプラストキノンが還元

されるが、NDH 抑制株では PGR5-PGRL1 経路のみが機能しており、Antimycin A の添加に

よって循環的電子伝達活性がほとんど失われたためと考えられた。以上の結果から NDH抑

制株で PGR5-PGRL1 経路の活性は維持されており、これまでに示した NDH抑制株におけ

る表現型は NDH経路のみの抑制による影響を反映していると考えられた。 
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Fig. 2-10 NDH 抑制株における in vitro プラストキノン還元アッセイ。測定には中光条件 

(400 µmol photons m
-2

 s
-1

) で栽培した週齢 8週目の植物 (T2世代) の上位葉から単離した (A) 

葉肉細胞葉緑体、(B) 維管束鞘細胞葉緑体のチラコイド膜画分を用いた。チラコイド膜画分 

(10 µg クロロフィル相当量 mL
-1

) に 1 µM Antimycin A (AA) 存在下/非存在下で 0.25 mM 

NADPH および 5 µM フェレドキシン (Fd) を添加してプラストキノンの非光化学的な還元

を誘導した。各葉緑体画分への他方の混入を検証するために抗 PPDK 抗体および抗 RbcL 抗

体を用いてイムノブロットをおこない、葉肉細胞葉緑体画分への維管束鞘細胞葉緑体の混入

は 25%未満、維管束鞘細胞葉緑体画分への葉肉細胞葉緑体の混入は 12.5％未満であることを

確認した。 

A 

B 
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[考察] 

 本章では第 1章で作成した F. bidentisの NDH抑制株を用いて植物の生育と光合成活性に

ついて測定をおこない、NDH 経路が C4光合成で果たす役割について解析した。光合成電子

伝達測定によって NDH 抑制株では PS II アンテナフィードバック熱放散の誘導が抑制され

ることが示された (Fig. 2-8B、Table 2-5) 。フィードバック熱放散は電子伝達に伴うルーメ

ンの酸性化によって誘導されることから NDH抑制株では NDH経路を介したチラコイド膜

間でのプロトン輸送が抑制されていることが示唆された。フィードバック熱放散の誘導に

はルーメンがある程度強く酸性化 ( < pH 6) される必要があるため (Niyogi et al. 2004) 、弱

光条件での NPQの差は必ずしもチラコイド膜間でのプロトン輸送の状態を反映する訳では

ない。しかし NDH 抑制株では弱光条件で P700 がより酸化的になることから、葉緑体 NDH

およびシトクロム 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が示唆さ

れ、これらの複合体を通じたチラコイド膜間でのプロトンの輸送も減少していると考えら

れた (Fig. 2-9) 。こうしたプロトン輸送によって NDH 経路は ATP 生成を駆動する pmfを発

生させるが、ECS測定によってNDH抑制株では pmfが低下することが示された (Table 2-6) 。

これらの結果から NDH を抑制した C4植物 F. bidentis では ATP 生成能が低下していること

が示唆された。 

しかし強光下 ( > 1000 µmol photons m
-2

 s
-1

) ではNPQや pmfの低下が認められるにもかか

わらず、NDH 抑制株とコントロール株の CO2吸収速度に有意な差は見られず (Fig. 2-5) 、

強光条件では NDH 経路による ATP 生成は C4光合成における炭酸固定速度の律速要因とな

らないことが示唆された。また、直線的電子伝達速度を反映していると考えられる PS IIの

電子伝達速度が 1000 µmol photons m
-2

 s
-1付近で飽和するのに対し、CO2吸収速度は更に増大

し続けることから (Fig. 2-5、2-8A) 、強光条件では光合成電子伝達による ATP や NADPH

の生成速度以外の要因が CO2吸収速度を律速していると考えられた。PEPC、PPDK、

NADP-MEなど C4経路の酵素や Rubisco の蓄積が低下した C4植物を用いた先行研究から、

強光条件では特にこれらの酵素の蓄積量が C4光合成における CO2吸収速度を律速すること

が明らかとなっている (Furbank et al. 1996、1997、Bailey et al. 2000、Pengelly et al. 2012) 。

NDH 抑制株におけるこれらの酵素の蓄積はコントロール株と比べて差が認められなかった

ことから (Fig. 2-6) 強光条件での CO2吸収速度にほとんど低下が見られなかったと考えら

れた。 

一方、中光～弱光条件ではNDHの抑制によりCO2吸収速度に有意な低下が見られた (Fig. 
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2-5) 。δ
13

C の値からも C4経路を介した CO2濃縮効率は NDH の抑制によって低下すること

が示唆された (Table 2-2、2-3) 。これらの結果から NDH 抑制株では C4光合成が上手く機能

しないため植物の成長が抑制されたと考えられた (Fig. 2-1、2-2) 。特に弱光条件 ( < 200 

µmol photons m
-2

 s
-1

) では C4経路の酵素や Rubiscoの蓄積量は CO2吸収速度にほとんど影響

せず、もっぱら、ATP と NADPH の生成速度が律速要因となることが先行研究によって示唆

されており (Furbank et al. 1996、1997、Bailey et al. 2000、Pengelly et al. 2012) 、このような

光条件で栽培した植物では中光で栽培した植物と比べても生育遅延が顕著で δ
13

C の値も大

きく低下していた。またこれらの植物では葉の炭素量だけではなく、クロロフィル量、タ

ンパク質量、窒素量にも低下が認められた (Fig. 2-1、2-2、Table 2-2、2-3) 。これは弱光下

では光合成電子伝達による ATP と NADPHの生成が著しく制限され、NDHの抑制による

ATP の不足が炭酸固定以外の同化経路にも影響を及ぼしたためと考えられた。 

NDH の抑制による生育遅延は自然光下で生育させた植物でも観察された (Fig. 2-4) 。こ

のことから圃場などの屋外で C4植物が健全に生育するためには NDH 経路が不可欠である

ことが示唆された。また最近の研究によって、トウモロコシ (NADP-ME型) の NDH欠損

株でも C4経路による CO2濃縮効率が減少することが報告され (Peterson et al. 2016) 、双子

葉植物、単子葉植物といった進化系統の違いを超えて NDH 経路が C4光合成をおこなうた

めには重要であることが示された。こうした知見は、C4光合成に関する理解を深めるだけ

でなく、C3植物であるイネに C4経路を付与し、その光合成効率を改善させるといった分子

育種をおこなう際などにも特に重要である。しかしトウモロコシの NDH 欠損株では強光条

件下でも CO2吸収速度が低下し、また中光条件で栽培した場合にも Fv/Fmおよびクロロフィ

ル量の低下が見られるなど、F. bidentisの NDH抑制株とは異なる表現型も報告されている 

(Peterson et al. 2016) 。こうした表現型の違いはこれらの植物における C4経路の違いやそれ

に伴う葉肉細胞および維管束鞘細胞でのエネルギー要求性の違い、維管束鞘細胞葉緑体に

おける PS IIの蓄積の違いに基づく NDH 経路への依存度の違いなどを反映していると考え

られる。C4経路は維管束鞘細胞での脱炭酸に寄与する酵素によって 3つのサブタイプに分

類されるが、トウモロコシをはじめ、様々な NADP-ME型および NAD-ME 型の C4植物で

PEP-CK活性が認められるなど (Sommer et al. 2012、Muhaidat and McKown 2013、Koteyeva et 

al. 2015) 、F. bidentis以外にも多くの C4植物で複数のサブタイプを併用した混合型の C4経

路が稼働していることが示唆されている。このため近年では C4経路のサブタイプに関する

分類法について再検討がなされており (Furbank 2011、Wang et al. 2014) 、C4植物における
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NDH 経路の研究についても、今後は特に個々の植物における C4経路の代謝反応とエネルギ

ーの要求性に基づいてより詳細に解析していく必要がある。 

種子植物では NDH 経路の他に PGR5-PGRL1 経路が循環的電子伝達に機能しており、F. 

bidentisでは NDH 経路だけではなく PGR5-PGRL1 経路も C4光合成に必要な ATP 生成に寄

与する可能性が指摘されていた (Munekage et al. 2010、Nakamura et al. 2013) 。C3植物の変

異体の解析から NDHの抑制あるいは欠損は PGR5-PGRL1 経路の活性に影響しないと考え

られており (Munekage et al. 2004) 、また、本章でおこなった葉肉細胞葉緑体および維管束

鞘細胞葉緑体の単離チラコイド膜を用いた解析結果からもC4植物 F. bidentisのNDH抑制株

においてPGR5-PGRL1経路は活性を維持していることが示された (Fig. 2-10) 。したがって、

F. bidentisにおいて PGR5-PGRL1経路だけではNDH経路の抑制によるC4光合成への影響を

完全に補うことはできないことが示唆された。シロイヌナズナの fructose 1,6-bisphosphatase

欠損株を用いた先行研究でも、CBBサイクルの代謝異常によって高まった ATP 需要を満た

すために PGR5-PGRL1 経路ではなく NDH経路が活性化されることが示唆されている 

(Livingston et al. 2010) 。これまでのところ、NDH経路と PGR5-PGRL1 経路の使い分けを明

らかにした研究はほとんど報告されていないが、上記のことから ATP 要求性が高まる状況

では PGR5-PGRL1 経路よりも NDH 経路が機能している可能性が考えられた。葉緑体 NDH

でメンブレンサブコンプレックスおよびサブコンプレックス A の一部を構成するサブユニ

ットはミトコンドリアの複合体 Iでプロトンポンプとして機能するサブユニットと高い相

同性を有し (Friedrich et al. 1995、Ifuku et al. 2011、Peltier et al. 2016) 、NDH 経路ではシトク

ロムb6/f複合体と葉緑体NDHの 2カ所でプロトンをルーメンに輸送することが可能となる。

このためシトクロム b6/f複合体でしかチラコイド膜間のプロトン輸送がおこらない

PGR5-PGRL1 経路に比べて、NDH経路では 1電子の循環につきより大きな pmfを発生させ

ることができると推定されている (Kramer and Evans 2011、Shikanai and Yamamoto 2017) 。

このようなNDH経路の特性は光合成電子伝達に利用できる光量が制限される弱光条件で特

に C4光合成に重要になると考えられる。 

弱光栽培によるバイオマスの低下は C3植物であるイネの NDH抑制株でも報告されてい

る (Yamori et al. 2015) 。しかし、イネではチラコイド膜間のプロトン輸送に対する NDH 経

路の寄与は非常に小さく、弱光条件下でのバイオマスの低下は ATP 生成能の低下によるも

のよりもNDH経路の抑制による光合成電子伝達鎖のレドックスバランスの乱れが影響して

いる可能性が提唱されている (Shikanai 2014、Yamori et al. 2015) 。F. bidentisの NDH抑制株



49 

 

でも弱光下で P700への電子供与が低下し、電子伝達鎖内のレドックスバランスがコントロ

ール株とは異なっていることが推定された (Fig. 2-9) 。現在のところ、こうした NDH 経路

の抑制によるレドックスバランスの乱れがどのようなメカニズムで植物の生育に影響を及

ぼすのか、その詳細について分子レベルではほとんど解明されていないが、イネによる先

行研究に加え、本研究の結果を端緒として NDH 経路の未だ明らかにされていない機能に関

する研究が、今後、進展することを期待する。 
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まとめ 

 

C4光合成の ATP 要求性と葉緑体 NDHの発現には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経路は C4光合成に必要な ATPの供給に寄与

しているのではないかと考えられてきた (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

ギー生成が炭酸固定の律速要因となる弱光条件で 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繰り返されてきた (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光合成の方が効

率がよいという結果を示した (Ehleringer and Bjӧrkman 1977、Pearcy and Ehleringer 1984) 。

これらの報告は、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、高いエネルギーコストを補うための仕組みが C4光

合成に存在している可能性について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において特に弱光条件での 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を強く示唆した。これに対し、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植物では 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、光合成電子伝達の不必要なダウンレギュレーシ

ョンやチラコイド膜タンパク質へのダメージを引き起こす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

定系におけるエネルギーの要求に応じて最適化される必要があり、本研究では、炭酸固定

様式の C4化に伴うATP要求性の変化に合わせて 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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た。また関西学院大学の宗景ゆり准教授には有益なディスカッションをしていただきまし

た。上記の方々に心から御礼申し上げます。 

 最後に、本研究をおこなうにあたり全面的な理解と協力を惜しまず支えてくれた私の家

族に心から感謝します。 
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