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第 1 章  

 

緒論 

 
はじめに 

 地球に存在する生命にとって太陽の光エネルギーは必要不可欠な因子である。

特に、光エネルギーを直接用いることで光合成を行い生育する植物は地球上の

生物の根底を支える重要な役割を持つ。しかし、植物はその体の一部である根

を大地に張り、水分や養分を吸い上げ成長するため、移動することができない。

地球は 1 回自転する 1 日の中に昼と夜を有し、地軸と太陽の捩れの関係から季

節をも有する。そのため、固定生活を行う植物は時々刻々と変化する天候のも

と、常に何らかの環境ストレスに曝されている。本論文では環境ストレスの中

でも太陽の光エネルギーと密接に関わる強光乾燥ストレス下において、植物が

どのように応答しているのか、そのメカニズムを追う。その中でも、本研究で

は一週間以上という長期に渡るストレス条件下に注目し、植物の生理応答とそ

の分子機構を明らかにする。 
 
1-1. 植物と強光ストレス 
 
1-1-2. 強光ストレス 
植物に環境ストレスを与える要因としては、乾燥、強光、高温、低温、塩な

どが上げられる。その中でも、乾燥地は地球の陸地の約半分を占めることが知

られている(UNEP, 1991)。植物は土壌中の含水量が低くなり水分を吸収できな

い場合や蒸散量が吸収量を上回る場合などにおいて、体内の水分量が低下する

と考えられる。植物体の大部分は水が主要な構成成分であり、生体重の 70～90％
を占めているため、乾燥は植物にとって重要な問題である。植物細胞は、細胞

壁の伸張と水の吸収とによって体積が不可逆的に増加し成長するため、水分量

の低下は細胞に大きな浸透圧障害を与える。また、葉の水ポテンシャルが低下

すると気孔の閉鎖が起こり、葉内の CO2 濃度が減少する。このため、葉細胞の

光合成活性が著しく低下する(平沢, 1999)。CO2 固定速度が減少すると、CO2

固定に利用されない光量子エネルギーが細胞内に蓄積する。植物は太陽から光

エネルギーを利用して自ら糖を合成する光合成を行って生育している。植物の

生体内において CO2 固定速度低下などの障害が発生した場合でも、太陽からの
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光エネルギーは常に植物へエネルギーを供給する。このようにエネルギー消費

に対して、それを上回る光エネルギーが植物へ供給される状態を強光ストレス

と呼ぶ。 
一般に、強光ストレスとは光エネルギー供給と CO2 固定などの代謝系による

エネルギー消費のバランスが崩れることを意味する。そのため、乾燥下におけ

る CO2 の取り込み抑制のみならず、高温による酵素の失活や低温による酵素の

活性低下によるエネルギー消費減少においても、同様に強光ストレスは起こる。

エネルギー過多になった植物細胞では、活性酸素の生成によるタンパク質の分

解や遺伝子への傷害が予想される(Foyer et al., 1994)。これらを回避するために、

植物はさまざまな回避機構や耐性機構を有している。 
 
1-1-2. 強光ストレスと光合成 
 植物は太陽から光エネルギーを吸収することで光合成を行い、高エネルギー

運搬体である ATP を合成し、生育に必須な糖を作り出す。しかし、許容量を超

える光エネルギーに曝された時、植物はそれに対応しなくてはならない(Ort, 
2001)。上述したように、植物は動物のように移動することができない。そのた

め、強光環境下に曝された植物は逃避という手段ではなく、適応することでス

トレスから身を守る。植物はその術を幾つか有している。特に水分が極端に少

なくかつ強光が降り注ぐ砂漠地帯に生息する植物は、さまざまな生き延びる機

構を獲得している。 
その代表例として、サボテン類が挙げられる。乾燥地に生息するサボテンは

水分保持のため葉の面積を最大限に抑えた形態を示す。サボテンは

Crassulacean Acid Metabolism (CAM) 型の光合成代謝を行う植物である。光

合成には大きく分類して 3 種類のメカニズムが存在し、CAM 植物は夜間に気孔

を開けて二酸化炭素を取り込み、液胞内にリンゴ酸の形で貯蔵する。そして、

蒸散が活発になる日中は気孔を閉じ自身の水分欠損を抑えつつ、リンゴ酸を葉

緑体に運搬して光合成を行っている。サトウキビやトウモロコシなどの C4の光

合成代謝を行う植物は、葉の形態的な構造をうまく利用して CO2 を濃縮する機

構を獲得し、高い光合成能力を有している。一方、高等植物の約 9 割を占める

C3植物は CAM植物やC4植物のように過酷な環境に適応した特別な機構を有し

ていない。 
そこで本研究には、余剰光ストレス条件下における光エネルギー代謝調節を

解析するために、乾燥強光ストレスにおいて光傷害を受けにくく、水分保持能

力にも優れ、実験の上で好適な植物である C3植物の野性種スイカを用いた。 
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1-1-3. 野生種スイカ 
野生種スイカ(Citullus lanatus L. )はウリ科･スイカ属に属する。また、アフ

リカ･ボツワナ共和国のカラハリ砂漠原産であり、強光による酸化、高温障害を

引き起こす過酷な砂漠で生育している(Figure1-1)。野生種スイカは、一般に乾

燥に弱いと考えられている C3型光合成代謝を営む(Miyake and Yokota, 2000)。 

 
 

 
Figure 1-1. アフリカ・ボツワナ共和国・カラハリ砂漠に自生する野性種スイカ 
A. アフリカ大陸。白円部分がカラハリ砂漠を有するボツワナ共和国を示す。ボ

ツワナ共和国周辺の黄土色で示しているのがカラハリ砂漠。 
B. 野性種スイカ。 
C. カラハリ砂漠の雨季の野性種スイカ。 
D. 乾季におけるカラハリ砂漠の野性種スイカ (吉田, 2005 より改変）。 
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しかし、その形態はウリ科の一般作物と変わりない。実験室レベルにおいて

野生種スイカとキュウリおよびハツカダイコンの乾燥ストレスに対する経時的

変化を観察したところ、野生種スイカは潅水停止後５日を経過しても、ほとん

ど黄化がみられず外観に変化が生じないという結果が得られている(Figure1-2)。
また、野性種スイカと栽培種スイカの強光乾燥ストレス耐性能を比較した。そ

の結果、野性種スイカは栽培種スイカよりも高い水分保持能力を持つことが観

察されている(Figure1-3)。 
当研究室では、これまでに野生種スイカに関するさまざまな知見が明らかに

なっている。その一つとして、適合溶質であるシトルリンの蓄積が上げられる

(Yokota et al., 2002; Kawasaki et al., 2000)。このシトルリンはプロリンやマン

ニトール、グリシンベタインといった適合溶質のように活性酸素種消去能を持

つことが明らかとなっており、その消去能は他の 3 つと比較して高いことが分

かっている(Yokota et al., 2002)。また、乾燥時において栽培種スイカは細胞壁

の折りたたみや原形質分離を起こし細胞膜の乱れが観察されたが、野生種スイ

カでは観察されなかった。さらに、野生種スイカは栽培種スイカと比較して、

表皮細胞の細胞壁の厚さが 1.2 倍厚いことも明らかになっている。これらは、水

分の蒸発を形態レベルで阻止するための手段であると考えられる (中村、2000)。
強光条件において葉緑体のチラコイド膜は過還元になるが、野性種スイカには

この還元力を細胞外へ逃がすシステムが存在することが明らかになっている

(Nanasato et al., 2005)。   
しかし、過還元になるチラコイド膜自体の電気化学ポテンシャルがどのよう

な生理応答を示すのかは観察されていない。本研究では、乾燥や強光によるス

トレスにおいて、もっとも傷害が発生しやすく、そのための防御機構が備わっ

ていると考えられる葉緑体チラコイド膜に焦点を当てた。 

 

Figure 1-2. 野性種スイカの強

光乾燥耐性 
A. 野性種スイカ、キュウリそし

てハツカダイコンの乾燥強光ス

トレスに伴う形態変化。生育条

件は、明期 16 時間/暗期 8 時間、

温度 35/25℃、湿度 50/60％、 光
強度 1000 μmol photons m-2 s-1 で

ある。潅水停止により乾燥スト

レスを 5 日間付与した (高原, 
2006 より改変） 
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Figure 1-3. 野性種スイカと栽培種スイカの水分保持能 
A.野性種スイカと栽培種スイカの乾燥強光ストレスに伴う形態変化。生育条件

は、明期 16 時間/暗期 8 時間、温度 35/25℃、湿度 50/60 %、 光強度 700 µmol 
photons m-2 s-1である。潅水停止により乾燥ストレスを付与した。 
B. 乾燥強光に伴う野性種スイカと栽培種スイカの土壌水分量の変化。  
C.乾燥強光に伴う野性種スイカと栽培種スイカの水ポテンシャルの変化。赤線

は野性種スイカ、青線は栽培種スイカを示す。(中村, 2000 より改変） 
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1-2. 植物の強光ストレス応答 
 
1-2-1. 植物の強光ストレスに対する形態的な適応 

上述したように、多くの植物は強光ストレスに曝されている。一般的な植物

は 200 μ mol photons m-2 s-1 以上の Photosynthetically active photon flux density 
(PPFD)では過剰光量子を吸収することになり(浅田, 1999)、500 μ mol photons m-2 
s-1 以上の PPFD では光合成の CO2 固定に使用されるエネルギーを上回り飽和状

態となる。夏の晴天下では、2000 μ mol photons m-2 s-1 の光量子が存在すること

からも考えて、植物はしばしば過剰光量子を吸収することが考えられる (Long 
and Humphries, 1994)。そのため、植物には過剰な光エネルギーを回避するため

の形態を示すものが多く存在する。 
一般に、植物に降り注ぐ太陽光の約 2 割が葉面上で反射する(Figure1-4A)。も

しくは、クロロフィルに吸収されず葉を透過する(Miyake et al., 2005)。酵素活性

が低い低温環境下で生育する植物にはクチクラ層と呼ばれるワックス様の層が

葉の表面を覆っているものがある(Figure1-4B-D)。クチクラは主に脂肪酸エステ

ルの 3 次元ポリマーからなり、葉表面に厚さ 1mm ほどの層を形成している。こ

のワックスは光を反射する役割を持ち、光エネルギーの過剰な吸収を抑制して

いる。さらに、このクチクラ層は、葉水分の蒸散を抑制する働きもあり、乾燥

地や海岸の植物でもよく発達している。また、葉面上における光の反射にはト

ライコームと呼ばれる毛状の器官が存在する。また、葉を内側に丸く折りたた

むことで光を回避する植物も存在する。さらに、強光環境下でアントシアニン

が高蓄積することも知られている。アントシアニンは紫色の色素で、葉に蓄積

することで過剰な光から細胞を守っていると考えられている。 
 
1-2-2. 光合成による光エネルギーの利用 
植物は葉緑体において光合成を行うことでエネルギーを生産し、生育してい

る。光合成は、光エネルギーを化学エネルギーに変換する明反応(チラコイド膜

で行われる)と、固定されたエネルギーを用いて有機化合物が合成される暗反応

(ストロマで行われる)の 2 つの過程から成る(Blankenship and Hartman, 1998)。
明反応が行われるチラコイド膜内には、光化学系Ⅱ、Ⅰ、そして、両者を仲介

するシトクロム b6/f 複合体が存在する(Albertsson, 2001)。まず、太陽からの光エ

ネルギーは、光化学系の集光クロロフィルで集められ、光化学系 II の反応中心

である P680 が励起される。その励起エネルギーを用いて電子が水から引き抜か

れ、電子伝達系が駆動する(伊藤, 2002)。この電子はプラストキノンプール、シ

トクロム b6/f 複合体、プラストシアニンを経て、光化学系Ⅱと同様に励起され酸

化された光化学系 I の P700 に受け取られる。 
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光化学系 Iのクロロフィルが吸収した光エネルギーにより励起したP700によっ

て、電子はフェレドキシンに渡り、NADP＋を還元して NADPH となる。この

NADPH は暗反応のカルビン回路を駆動させるエネルギーとなる。この一連の電

子伝達系は非循環型電子伝達系という(Figure1-5)。 
 
 

 

 
Figure 1-4 .植物における強光回避 
A.植物に降り注ぐ太陽光の一部は反射や透過のため、すべてクロロフィルに吸

収されない。 
B.ツバキの葉は光をよく反射する。 
C.カタバミの葉。 
D.カタバミ葉の切片。表皮にはクチクラ層が発達している。 
 
カルビン回路の駆動には ATP も必要であるが、この ATP の合成もチラコイド

膜において行われる。葉緑体チラコイド膜における電子伝達の過程の中でスト

ロマに存在しているプロトンはチラコイドルーメンに汲み入れられる。このよ

うにして、チラコイド膜を介して形成されたプロトン勾配を利用して ATP は合

成される。チラコイド膜での電子伝達には太陽の光エネルギーが必要であり、

最終的にカルビン回路において 1 mol の CO2が固定されるのに必要な光量子は 8 
mol である。当然、光エネルギーが少なければ光合成速度は低下する。しかし、
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そのエネルギーが過剰な場合においても、植物は光合成に支障をきたす。クロ

ロフィルに吸収された光エネルギーは大きく光合成に使用されるものと光合成

に使用されないものの 2 種類に分けられる。植物にとって光合成に使われない

余剰なエネルギーを如何に散逸させるかが大きな課題である。そこで植物は、

チラコイド膜において吸収した余剰な光エネルギーをさまざまな機構で散逸さ

せている。 
 

 
 
Figure 1-5. チラコイド膜における電子伝達 
葉緑体チラコイド膜の光化学系 II (PSII)における P680 の励起によって発生した

電子はプラストキノン(PQ)、シトクロム b6/f、光化学系 I (PSI)と伝達され NADPH
を生成する。これを直鎖型電子伝達(Liner electron flow, LEF)という。一方、PSI
まで伝達された電子が再び PQ へ戻される電子循環のことを循環的電子伝達

(Cyclic electron flow around PSI)、PSI cyclic と呼ぶ。PSI cyclic にはフェレドキン

(Fd)を介して PQ へ戻る経路とフェレドキシン-NADP+レダクターゼ (FNR) を介

してNAD(P)H デヒドロゲナーゼ複合体 (NDH) 複合体へ戻る経路の 2種類があ

る。さらに、電子伝達はプロトン(H+)をチラコイドルーメン内へ組み込みプロト

ン勾配を形成させる。このプロトン勾配(⊿pH)を利用して ATP 合成酵素(ATP 
synthase)は ATP を合成する。NADPH や ATP はカルビン回路(PCR cycle)や光呼

吸経路(PCO cycle)を駆動するエネルギー源となる。 
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1-2-3. 余剰光エネルギーの葉緑体外への輸送 
 エネルギーを受け取るアンテナは葉緑体のチラコイド膜に存在するため、外

部からの光エネルギーの大半はこの場で吸収される。余剰な光エネルギーはそ

の場で除去するか安全に葉緑体外へ輸送される必要があり、植物は葉緑体外へ

エネルギーを輸送するいくつかの経路を持つ。代表的な機構に光呼吸(PCO 
cycle) がある(Tolbert, 1997; Houtz and Portis, 2003)。また、葉緑体のストロ

マが還元状態になるような条件下においてミトコンドリアのシアン耐性呼吸末

端酸化酵素(AOX)が活性化し、還元力を熱として変換するという報告もある

(Yoshida et al., 2007)。 他にも、葉緑体内で過剰に合成された NADPH の還元力

を Malate/OAA シャトルを用いて葉緑体外へ運び、ひいては細胞外へ輸送する機

構も報告されている(Nanasato et al., 2005)。  
 
1-2-4. 光化学系 II における余剰エネルギーへの応答 

植物に降り注いだ光エネルギーは光合成を行うことで消費される。一方、光

合成では完全に消費されないエネルギーを光合成以外の方法で消費することを

nonphotochemical quenching (NPQ)と呼ぶ。NPQ の多くはチラコイド膜上で行わ

れる。光化学系 II や光化学系 I はそれぞれの集光装置で光を直接受け取るため、

余剰エネルギーによる損傷を受けやすい。そのため、それぞれに独自のエネル

ギー回避システムを持つ。光化学系 II における余剰エネルギー回避の代表的な

機構は光阻害、ステート遷移、熱変換が知られている。 
 
1、光阻害 
光化学系Ⅱの D1 タンパク質の分解があげられる (Aro et al., 1993)。光化学系

II は D1,D2 タンパク質を反応中心として、その周りを集光タンパク質が囲う形

で存在する複合体である(Nelson and Yocum, 2006) (Figure1-7)。D1 タンパク質

は光量子が過剰なときに活性酸素の発生に伴い、標的分子となり分解する

(Figure1-7A)。この反応中心の一部の分解は過剰なエネルギーの流れを絶ちチラ

コイド膜電子伝達系の損傷を早い段階で保護する役割があると考えられている。

D1 タンパク質の mRNA は非常に安定しており、半減期は１～２時間である

(Zhang and Aro, 2002; Aro et al., 1994)。一方、光化学系 I が同様に活性酸素によっ

て傷害を受けた場合、その回復には長い時間を要する(Sonoike and Terashima, 
1994)。このことからも光化学系 II 反応中心の分解は電子伝達系と供に光化学系

I を保護する機構といえる。 
 

2、ステート遷移 
光化学系 II は反応中心とそれを囲む集光タンパク質から構成されているが、



 17

強光条件下において集光タンパク質の LhcII、PC26、PC36 などのアンテナタン

パク質がリン酸化されることにより反応中心と解離し、反応中心へのエネルギ

ー伝達を抑制する( Minagawa and Takahashi, 2004)。反応中心から解離した集

光タンパク質は光化学系 I へ移動し、光化学系 I において働く。この集光タンパ

ク質は脱リン酸化されると再び光化学系 II へ戻る (Figure1-7A)。この機構をス

テート遷移と呼ぶ(Allen, 1992)。この応答は数分程度で起こる比較的早い反応で

ある(Bellafiore et al., 2005)。このステート遷移によって光化学系 II は余剰な光を

受け取ることから回避されるため、下流の電子伝達系を過還元から防御するこ

とができる。 
 

3、qE クエンチング 
高等植物において NPQ の大部分を担っているのが、qE クエンチングと呼ばれ

る光エネルギーの熱変換システムである。qE クエンチングは主に２つの機構か

ら成ると考えられている(Figure1-7)。弱光下と比較して強光下においては、チ

ラコイド膜の電子伝達活性は高くなる。そのため、チラコイド膜を介したスト

ロマとルーメン間で高いプロトン勾配が形成される。このような条件下におい

て、光化学系 II 複合体のサブユニットであり、ルーメンに面して存在すると考

えられている PsbS がプロトン化される(Li et al., 2000)。この構造変化によって、

アンテナから反応中心への励起エネルギーの伝達の配向が乱され、うまく伝わ

らなくなる。この励起エネルギーは熱へと変換され放出されると考えられてい

る。また、集光性クロロフィルタンパク質複合体(LHCII)に結合しているカロテ

ノイド色素体の一種であるキサントフィルが熱散逸を行っている(Hieber et al., 
2004)。キサントフィルはビオラキサンチン(Vx)、アンテラキサンチン(Ax)、ゼ

アキサンチン(Zx)の 3 つの色素からなる。プロトン勾配の形成によってルーメン

の pH が 5 付近になると Vx がビオラキサンチン脱エポキシ化酵素(VDE)によっ

てデポシキ化され Ax をへて Zx へ変化する(Figure1-7B)。Vx はアンテナとして

吸収した光エネルギーをクロロフィルに渡すことができるが、Ax と Zx にはこ

の機能がない。そのため励起エネルギーを吸収し熱として放出する(Demmig, 
1998)。光が消去され、プロトン勾配が解消されると Zx は再び Vx に戻る。これ

らの反応をキサントフィルサイクルと呼ぶ。これら PsbS の構造変化とキサント

フィルサイクルの両者は共役しており、PsbS が構造変化できない変異体である

npq4-1 においてはキサントフィルサイクルが働かないことが報告されている。

これら２つの反応は熱散逸として知られており、高等植物における余剰エネル

ギー散逸システムの大きな部分をしめる重要な働きを担っている(Sarvikas et al., 
2006)。また、現在報告されている余剰エネルギー散逸機構の中では、数秒で起

こるもっとも早い応答であると言われている。この系によって光化学系Ⅱの量
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子収率を半分にまで低下させることができる。そのため電子伝達系を過還元力

による傷害から保護することができる。 
 

 
 
 

Figure 1-7. 光化学系 II における余剰光エネルギー散逸機構 
A.光化学系 II で知られている余剰エネルギー散逸機構には、キサントフィルサ

イクル、PsbS のプロトン化による配行の変化、PSII アンテナタンパク質の PSI
への移動、D1 タンパク質分解による光阻害がある。 
B.キサントフィル色素の構造とそれぞれの構造変化に要する pH の値(Hieber et 
al., 2004)。 
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1-2-5. 光化学系 I における余剰エネルギーへの応答 
光化学系 I も光化学系 II と同じように光エネルギーを直接受け取り、光化学

系 II から伝達された電子のエネルギー準位を上げる役割を持つ。そのため光化

学系 I においても独自のエネルギー散逸機構が存在する(Figure1-8)。 
 
1、PSI cyclic 
光化学系 I からの電子は NADP+に伝達され炭酸固定に使用される反応が主で

あるが、プラストキノンへ電子を戻す光化学系 I を中心にした循環型電子伝達系

(PSI cyclic) が存在する(Joliot and Joliot, 2006)。この PSI cyclic には 2 つの経路

が存在する。一つは光化学系 I からフェレドキシン(Fd)が電子を受け取り、

ferredoxin-plastoquinone reductase (FQR)を経てプラストキノンへ戻す経路である。

しかし、この経路は FQR をはじめ、そこに関わる役者はほとんど明らかになっ

ていない。PGR5 がこの経路に関与する因子であることが報告されている

(Munekage et al., 2002)。もう一つは Fd から NADPH へ伝達され、NDH 複合体を

経てプラストキノンへ戻す経路である。両者ともに光化学系 I から非循環型電子

伝達へ電子を戻すことで光化学系 I において過剰な電子を蓄積しないようにし

ていると考えられている(Munekage et al., 2004)。しかし、この経路はプラストキ

ノンを介しているため、プロトンのルーメンへの流入が起こる(Mitchell, 1976)。
そのため、PSI cyclic の活性化は、ルーメンへのプロトン組み入れを促進させ、

プロトン濃度増加に寄与する。また、環境ストレス下においては、しばしば CO2

固定反応が低下するため ATP が消費されず、合成と消費のバランスが崩れるこ

とから、チラコイド膜の電気化学的ポテンシャルの間のバランスも崩れること

が予想される。 
 
2、光化学系 I における熱散逸 
光化学系 I においても光化学系 II のような熱散逸系が存在する。光化学系 I

は暗条件下では電子を有する還元状態として存在している。光照射によって光

化学系 I 反応中心が励起され電子が光化学系 I から放出される。強光下において

は電子が抜き取られ酸化状態になる。光化学系Ｉの P700 では、このような酸化

状態になった際に、熱散逸が起こるという報告がある(Bukhov et al., 2002; 
Bukhov and Carpentier, 2003) (Figure1-8)。しかし、どのようなメカニズムで

P700 が熱を発生させているのか、その詳細は明らかになっていない。 
 
3、water-water cycle 
チラコイド膜で発生した過剰な還元力をストロマへ運び、安全に処理する機

構として、water-water cycle が知られている。非循環的電子伝達において最終的
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に生成されるのは NADPH であることは先に述べた。しかし、NADPH が満足に

消費されないような条件下においては光化学系 I からの還元力を受け取る

NADP+量が低下することが考えられる。そのため光化学系 I からの電子は付近に

存在する酸素へ渡りスーパーオキシドアニオン(O2
-)が生成する。O2

-はさらにス

ーパーオキシドジスムターゼ(SOD)により過酸化水素(H2O2)になる。この H2O2 

アスコルビン酸の働きで無毒な水へと循環する(Asada, 1999)。このサイクルは

光化学系 II における電子伝達の初発段階で還元力が水から引き抜かれることで

始まり、最終的に水へと戻ることから、water-water cycle と呼ばれる。この反応

により余剰な還元力は安全に処理される。 
 
 

 

 
 
Figure 1-8. 光化学系 I における余剰光エネルギー散逸機構 
光化学系 I で知られている余剰光エネルギー散逸機構には PSI cyclic, P700 酸化

による熱散逸がある。 
 
 
 



 21

1-2-6. チラコイド膜の電気化学ポテンシャルの調節 
 これまで述べてきた余剰エネルギーの影響は電子伝達系の過還元の回避に関

するものであった。過還元になると活性酸素が発生し、電子伝達系の構成分子

を傷つける恐れがある。一方、余剰エネルギーによってもたらされる障害の一

つにチラコイド膜ルーメンの酸性化が挙げられる。電子がプラストキノンから

シトクロム b6/f 複合体へ伝達される過程に Q cycle が存在する。この Q cycle の

反応の中でプロトンがストロマからルーメンへ組み込まれる(Cramer et al, 2004)。
そのため、光化学系 II からの電子の流れによるプロトンの流入と、２つの PSI 
cyclic 由来のプロトン流入が考えられる。これまで述べてきた光化学系 II にお

ける電子伝達の抑制によって、強光条件下ではプロトンの流入も抑制されるこ

とが推測される。 
チラコイド膜の主な機能は、カルビン回路を駆動するために必要な ATP や

NADPH を生成することであると先に述べた。直鎖型の電子伝達系において

NADPH が生成されるが、ATP はチラコイド膜内外に形成されたプロトン勾配

を用いて ATP 合成酵素により生成される。チラコイド膜の電気化学ポテンシャ

ルは、電子伝達系とそれに連動したプロトン勾配によって調節を受ける。PSI 
cyclic の活性化はプロトンの流入を促進し、高いプロトン勾配を導くと考えられ

る。強光ストレス下においては、電子伝達系とプロトン勾配のバランスが崩れ

ることが考えられる。この問題を植物がどのように解決していのかは、まだ明

らかではなく、現在は大きく 2 つの論が展開されている。１つはルーメンから

プロトンが漏れ出ているのではないか(Johnson, 2004)という論と、それに対し

て ATP の合成によるプロトンの消費がルーメンの pH を調節しているのではな

いか(Kramer et al., 2004)という論である。 
 
1-2-7. 光合成関連タンパク質のストレス応答 

 これまで述べてきたように、吸収する光エネルギーと消費するエネルギー

のバランスが崩れるような環境下は多く存在し、それらに応答する分子メカニ

ズムも研究されている。このような環境下において、チラコイド膜で電子伝達

を行うタンパク質がどのような挙動を示すかについてはいくつか知見がある。

チラコイド膜で最も重要な巨大複合体である光化学系 II および光化学系 I は、

環境変化によって光化学系 II / 光化学系 I の stoichiometry を大きく変化させ

ることが知られている (Chow et al., 1990)。さらに、シトクロム b6/f 複合体の

発現レベルは同じ個体でも葉によって異なることが報告されている(Schottler et 
al., 2007)。また、強光下で生育したオオムギ葉のプラストシアニン(PC)が低光環

境下で生育されたものよりも 2-4倍多いことが知られている(Burkey and Marthis, 
1998)。このような PC 量の変化は LEF の速度を調節していると考えられてい
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(Schottler et al., 2004)。また、強光や熱ストレス下で NDH 複合体の発現が上昇し、

PSI cyclic 活性の増加を示唆する報告もある (Quiles, 2006; Streb et al., 2005)。 
 
1-3. 研究の目的 

植物は生息地の環境に適応して生きていかなくてはならない。一言に強光乾

燥ストレスと言っても、その言葉の意味することころは広範囲に渡る。屋外に

生育する植物は、しばしば十分な量の光量子を受け取ることが容易に想像でき

る。先に述べたように、植物は一瞬の強い光に対して、巧みに応答する術を持

つ。本章で挙げた例のほとんどが、ストレスが発生してから数秒から数分、長

くて 1-2 時間内に起こる応答である。強光ストレスという言葉の中には、さま

ざまな度合いの違い、時間的段階の違い、曝される植物個体の構造上の違いな

どが含まれている。これまでの植物における強光応答の研究は、極初期段階に

おけるものが多かった。 
では、光合成に利用できる光エネルギー量より多いエネルギーを長期間受け

取った場合、植物はどのように、それらに応答するのだろうか？これまでの光

合成の研究では、モデル植物として最も知られているシロイヌナズナを用いる

例が多く報告されている。しかし、シロイヌナズナは低温を好む植物であるた

め強光乾燥ストレスに弱く、長期に渡るストレスへの応答メカニズムの解明は

ほとんどなされていなかった。長期ストレス下における応答メカニズムを解明

することは、一年の中で一定期間の乾季に曝される作物の栽培や改良研究に大

きな助けとなることが考えられる。 
本研究では、野生種スイカの長期に渡るストレスへの耐性能を十分に活かし

て 3,4 日から一週間以上といった長期間のストレス処理を行った。そして、スト

レス中期および後期における葉緑体のチラコイド膜がどのような生理応答をす

るのかを観察した。その上で特定の応答分子を同定し、どうのようにストレス

に応答しているのかを明らかにすることを目的として研究を行った。 
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第 2 章  

強光乾燥ストレス下における野性種スイカの生理学的解析と 

応答性タンパク質の同定 

 

2-1. 序論 

 
はじめに 

前章でも述べたように、植物はさまざまな外的環境に順応するためのメカニ

ズムを有する。第 2 章では、砂漠に生きる C3植物である野性種スイカの環境応

答メカニズムをタンパク質レベルで理解する。そのために、まず、無傷葉を用

いて生理解析を行った。強光乾燥に曝された野性種スイカの生理解析を行うこ

とで、光合成における CO2 固定速度などの大まかな挙動を観察した。次に、プ

ロテオームの技術を用いることで、ストレスへの応答メカニズムに関わるタン

パク質分子を探索した。本章では、ここで発見したストレス応答性タンパク質

の挙動と、それによってもたらされる細胞内の変化を in vitro で詳細に解明する

ことで、その生理的意義を考察する。 
 

2-1-1. 無傷葉を用いた生理学的解析 
1990 年代前半にクロロフィル蛍光を測定することで光合成の効率を測定する

ことが一般的になって以降、この解析方法は光合成研究になくてならないツー

ルとなった。ここでいうクロロフィル蛍光とは光化学系 II に結合しているクロ

ロフィル a から放出される蛍光のことである。非ストレス環境下において、葉

緑体が吸収した光の多くは光合成を行うために消費される。このように光エネ

ルギーが光化学反応によって消費されることをphotochemical quenching という。 

しかし、光合成に必要な量以上の光エネルギーをクロロフィルが吸収したとき、

クロロフィルは余剰なエネルギーを熱および光に変換して細胞外へ放出する。

つまり、光合成消費に対して光エネルギーが高ければ高いほど、クロロフィル

の蛍光は強く観察される。このように光エネルギーが光化学反応以外で消費、

放出されることを non- photochemical quenching (NPQ)という。そのため、クロロ

フィル蛍光を測定することで光合成の効率を見積もることが可能である。実際

の測定の際には、アクチニックライト照射下で、飽和光を短時間照射し光化学

系を完全に close することで、open な状態と比較し、photochemical quenching を
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見積もる。ここでいう close とは、光化学系を構成する各種分子が電子を十分に

保有し、それ以上受け取れない状態を示す。Open とは、その逆の状態である。

この測定法を用いることで、光、温度、水、CO2 濃度などの環境が変動した時、

葉の細胞にある葉緑体が短時間にどのような対応をするかを調べることができ

る。 
また、植物は光エネルギーを化学エネルギーに変換して CO2 を固定し、有機

物を生産する。その過程の中で二酸化炭素は消費され、酸素が産生されるが、

この 2 種類のガスの濃度を測定することで光合成速度をモニターすることがで

きる。あらゆる自然環境（CO2 濃度、O2 濃度、光、湿度、温度）の組み合わせ

の下において、同時に蒸散を測定することで光合成に及ぼす環境要因の影響を

解析することができる。 
 

2-1-2. プロテオーム解析 
プロテオームとはタンパク質の集合という意味を持ち、遺伝子の集合を意味

する genome（gene+ome）から派生した造語である。そして、タンパク質の網羅

的解析のことをプロテオーム解析、もしくはゲノミクスに対してプロテオミク

スと呼ぶ。世界的なゲノムプロジェクトによって、ヒトをはじめとする多くの

生物種においてゲノム配列の決定が進行している。現在、このゲノム配列の決

定を背景に新規のタンパク質の同定、機能予測が可能となった。タンパク質の

同定にあたっては、まず、2 次元電気泳動によるタンパク質の分離を行う。2 次

元電気泳動はタンパク質を等電点と分子量の 2 つの性質で分離する。近年、質

量分析機器 (MS) の大きな進歩によりプロテオミクスの技術も一段と飛躍して

いる。植物においてもシロイヌナズナをはじめとする、さまざまな種で解析が

行われている(Rossignol, 2001; Santoni et al.,1998; Schubert et al., 2003)。 
このプロテオミクスの技術を用いて、野性スイカのチラコイド膜タンパク質

のプロテオーム解析を行った(上妻, 2004)。その結果、強光乾燥ストレス下にお

いて葉緑体 ATP 合成酵素 εサブユニットの蓄積量低下を確認した(Figure 2-1)。 
 

2-1-3. 葉緑体 ATP 合成酵素 
ATP 合成酵素とは、その名が示すように高エネルギー運搬体である ATP を合

成する酵素である。各種の生体膜に存在し、膜内外に形成されるプロトン勾配

を利用して、ADP と Pi から ATP を合成する(Ort and Oxbrough, 1992)。ATP 合成

酵素は α、β、γ、δ、ε サブユニットから構成される F1 と、チラコイド膜に結合

した I、II、III、Ⅳ-サブユニットから構成される Fo から成っている(Figure.2-2)。
葉緑体 ATP 合成酵素の場合には葉緑体の意味を持つ C をつけて、CF１、CFo と

あらわされる。CF1 はチラコイド膜の表面に局在し、分子量は約 40 万、直径は
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約 90Åの球形である(Abrahams et al., 1994)。CFo は膜の内部に局在し、リング

構造を取っているが、その詳細は明らかになっていない(Seelert et al., 2003)。CF1

は α サブユニットと、触媒部位を持つ β サブユニットが 3 量体ずつの 6 量体で

存在し、γ ユニットを中心で回転させることで、ATP、ADP への結合能力を変

化させ、反応を行っている(Hisabori, 1999)。CFo はプロトンの輸送通路である。

この ATP 合成酵素の働きは、γ サブユニットの回転が酸化還元によって制御さ

れることで調節されており(Richter et al., 2005)、この機構のため、光合成が行わ

れずチラコイド膜内腔にプロトン勾配が形成されない場合において ATP 合成の

逆反応を抑制できる(Bald, 2001)。 
 

 

 
 
Figure 2-1. 非ストレス葉とストレス葉から抽出した膜タンパク質の 2 次元電気

泳動像(上妻, 2004 より改変)。 
A. 非ストレス葉から抽出した膜タンパク質の 2 次元電気泳動像。 
B.ストレス 3 日目の葉から抽出した膜タンパク質の 2 次元電気泳動像。 
ストレス葉の葉緑体 ATP 合成酵素 ε サブユニットのタンパク質蓄積量は大きく

減少した。しかし、同じ複合体を形成する α、βサブユニットの蓄積量に大きな

変化は見られなかった。 
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2-1-4.  εサブユニット 
強光乾燥ストレス下に曝された野性種スイカにおいて、ATP 合成酵素のεサ

ブユニットが選択的に減少するという報告をした(上妻, 2004)。ATP 合成酵素 ε
サブユニットは CF１と CFo の間に存在している約 14 kDa のタンパク質である。 

 
Figure 2-2. 葉緑体 ATP 合成酵素の構造 
A. 葉緑体 ATP 合成酵素の立体構造(Nelson and Ben-Shem, 2004 より改変)。 
B. 葉緑体 ATP 合成酵素の模式図。葉緑体 ATP 合成酵素は CF1 と CFo の 2 つの

複合体から形成されている。CF1 はチラコイド膜のストロマ側に表在しており、

CFo は膜内に局在する。CF1 は α、β、γ、δ、ε の 5 サブユニットからなり、CFo
は I、II、III、Ⅳから形成されている。 
 
この εサブユニットは ATP 合成の調節を行っており、γサブユニットと密接に

関係している。上述したように γ サブユニットが回転することで CF１は ATP を

合成している(Cross, 2004)。この γサブユニットの回転を調節しているのが εサ
ブユニットである。ε サブユニットは γ サブユニットと結合しており、γ サブユ

ニットのジスルフィド結合が還元されると ε サブユニットが構造変化する

(Schumann et al., 1985; Tsunoda, 2001)。光が照射されたチラコイド膜では γサブユ

ニットが分解されやすい(Moroney and McCarty, 1982)。γサブユニットの分解は ε
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サブユニットの γ サブユニットからの分離を引き起こす。このため光照射下に

おいて精製した CF１には ε サブユニットが欠落する場合が多い。そして、この

状況下においては ATP 加水分解の割合が高くなる。さらに、光照射後のチラコ

イド膜に ε サブユニットを添加すると ATPase 活性が抑制される(Richter, 1984)。
これらの結果から、εサブユニットは CF1 の ATP 合成逆反応である ATPase 活性

の阻害タンパク質であることが示された。 
このことから ε サブユニットは通常下の逆であるストロマからチラコイドル

ーメンへのプロトンの流入を抑制するタンパク質であることが示された(Patrie 
and McCarty, 1984)。このように εサブユニットは ATP 合成を調節する働きをも

ち、チラコイド膜の電子伝達とリン酸化系との共役においても重要な役割を持

っている。野性種スイカにおいて、観察された εサブユニットのストレス下にお

ける選択的減少はプロテオーム解析の中で発見された(Figure 2-1)。ストレスを 3
日与えた野生種スイカにおいてεサブユニットは約 50%、その蓄積量は低下し

た。しかし、この解析の中で同時に同定された β サブユニットの減少は約 2 割

に留まった (上妻, 2004)。 
 
2-1-5. 膜の脱共役 
生命は生きるためのエネルギーを ATP や NADPH のような高エネルギー運搬

体の形で保持している。ATP 合成は主にミトコンドリアのクリステ膜で行われ

る。植物においてはミトコンドリアと供に、葉緑体のチラコイド膜において合

成される。いずれの場合もプロトンを膜を介して移動させ、その電気化学的勾

配によって ATP を合成する。しかし、ミトコンドリアには、ATP 合成酵素を介

さないプロトン逆輸送システムが存在する。そのシステムに関与するのが、

uncoupling protein (UCP)と呼ばれる 32 kDa の 6 回膜貫通型の膜タンパク質であ

る(Vercesi et al., 2006; Krauss et al, 2005 )。当初、UCP は動物の褐色脂肪細胞から

同定されたが、その後UCP (UCP1)と相同性のあるUCP2が全組織 (Fleury et al., 
1997)で、UCP3 が骨格筋 (Vidal-Puig, 1997)で、UCP４が脳 (Mao,1999)で、それ

ぞれ特異的に発現するのがわかっている。UCP のチャンネルは普通閉じている

が、交感神経などの働きによって脂肪分解が起こると遊離した脂肪酸がチャネ

ルを開く。このように UCP は、プロトンをもう一度マトリックスに運び込むこ

とにより電子伝達系で生じた膜電位形成のエネルギーポテンシャルを ATP 合成

なしで熱エネルギーに変換させる役割をする。 
UCP の存在は植物のミトコンドリアにおいても確認されている。1997 年にジ

ャガイモ(Laloi et al., 1997)で発見されて以来、シロイヌナズナ(Maia et al.,1998; 
Watanabe, 1999)、ザゼンソウ(Ito et al., 2003)、コムギ(Murayama  and Handa, 2000)
において、その遺伝子が単離されている。特にジャガイモとシロイヌナズナの
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StUCP、AtPUMP の発現は低温環境下で誘導されることが明らかとなっている。

このことから、植物 UCP の役割として、発熱を誘導することにより、低温スト

レスによる障害を回避していることが考えられる。しかし、その詳細なメカニ

ズムには不明な点も多い。  
一方、葉緑体には、このような脱共役システムは確認されていない。そのた

め、光エネルギーと電子伝達によって形成されたプロトン勾配は ATP 合成のみ

でしか解消されないとされている。強光下において、高いプロトン勾配が形成

され充分に ATP 合成が行われない場合、チラコイド膜は過度に酸性化され、膜

の変性が起こり機能の消失が予想される。しかし、このような状況下において、

チラコイド膜ルーメンの酸性化が解消されるとするならば、膜の失活は防がれ

強光･乾燥下において生育が可能であると考えられる。 
 
2-1-6. 本章の研究目的 
前章でも述べたように、野生種のスイカは栽培種と比較して強光乾燥に対し

て優れた耐性を示す。そのため、野性種スイカを乾燥応答研究のモデル植物と

して用いることは、植物体内で繰る広げられる乾燥耐性機構の解明へのアプロ

ーチとして多いに適していると思われる。しかし、これまで野生種スイカのス

トレスに対する生理応答は詳細に解析されていない。本研究では、野性種スイ

カという植物の光合成の強光乾燥ストレスへの生理・生化学応答と、その分子

メカニズムを解明することを目指した。これらを解明することは、乾燥耐性植

物や一般の C3 植物における強光乾燥ストレス耐性機構の解明に繋がることが期

待される。 
解析にあたり、まず野生種スイカが砂漠を模した環境の中でどのような光合

成能力を有するのかを評価するためにクロロフィル蛍光解析などを用いて、in 
vivo での挙動を詳細に観察した。また、ストレスを与えたとき、再潅水を行った

ときに、どのような生理応答を示すのかをも解析した。次に、乾燥・強光下に

おいてもっとも傷害が予想されるチラコイド膜に関わるタンパク質の挙動に注

目した。以前に、生理応答に影響をおよぼす因子として ATP 合成酵素の存在が

示唆されたことから(上妻, 2004)、本章では特に ATP 合成酵素に注目し、ストレ

ス下における各サブユニットの蓄積量の変化を追跡した。さらに、εサブユニ

ットが選択的に減少した際に起こりうると考えられるチラコイド膜の生理変化

を、チラコイド膜を単離することで in vitro で詳細に解析した。これらの解析を

行うころで、ストレス下におけるチラコイド膜の電気化学ポテンシャルの制御

とチラコイド膜タンパク質の関係について考察することを目的とし、研究を行

った。 
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2-2. 材料と方法 

 
2-2-1. 植物材料と栽培条件 

アフリカ・ボツワナのカラハリ砂漠原産の野生種スイカ(Citullus lanatus sp. 
No101117-1) を用いた。500 ml サイズの紙ポットに園芸用の土(花と野菜の土., 
タケダ園芸, JAPAN )を入れ,種１個を播種した。これを明期（気温 35℃、湿度 45％、

光強度 700 μmol photons m-2 s-1、16 時間）、暗期（気温 25℃、湿度 60％、8 時間）

の人工気象器中で栽培した。毎日潅水し、第一葉展開後は 1000 倍希釈した液体

肥料 HYPONex; N:P:K=6:10:5 (HYPONeX JAPAN CORP., Osaka, JAPAN)を与えた。

なお、播種後約 2週間目で完全展開した第４葉を実験に用いた(Figure2-3)。また、

植物に乾燥ストレスを与える方法としては潅水停止による方法をとった。再潅

水は潅水停止を 6 日間行った後 4 日間行った。 
 

 
 
 
 
2-2-2. ガス交換測定 

CO2 固定速度ならびに蒸散速度、気孔コンダクタンスは LI6400 (Li-Cor Inc., 
Lincoln, NE, U.S.A)で測定した。測定時の CO2 濃度を 350 ppm に設定し、変化し

たCO2の量と時間からCO2固定速度を算出した。低CO2条件による測定ではCO2

濃度を 50 ppm に設定した。 
 
 

Figure 2-3. 野生スイカ 
光強度 700μmol photons m-2 s-1 で約 14
日間生育し、播種後約 2 週間目で第４葉が

完全展開した野生スイカ。 
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2-2-3. PAM によるクロロフィル蛍光測定 
クロロフィル蛍光パラメータは LI6400 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, U.S.A)で測定

した。測定光照射下(655 nm, 0.05-0.15 μmol photons m-2 s-1)の最小クロロフィル蛍

光を Fo と表す。光合成中の最大クロロフィル蛍光 (Fm’)は、植物に飽和光 (800 
ms, 3,000 μmol photons m-2 s-1) を照射して測定した。さらに、測定後、暗馴化さ

せ飽和光を照射することで最大クロロフィル蛍光 (Fm)を測定した。光合成中の

定常状態でのクロロフィル蛍光 (Fs) は、actinic light (800 μmol photons m-2 s-1) 
照射下で測定した。PSII の最大量子収率 (Fv/Fm) および光合成中の定常状態で

の量子収率 (ΦPSII) はそれぞれ (Fm-Fo) / Fm, (Fm-Fs) / Fm より算出した(Miyake 
et al,, 2005)。また、NPQ は (Fm-Fm’) / Fm’より算出した。qE は(Fm’’-Fm’) / Fm’
より算出した(Figure2-4)。ETR (≒LEF) は light intensity *ΦPSII *0.5 から算出した。 

 

 
Figure 2-4. 野生種スイカのクロロフィル蛍光解析によって得られたトレースと

各種パラメータ 
F0、測定光を照射するとわずかに蛍光強度(Fluorescence Intensity)が増加する。 
Fm、飽和光照射によって、最大の蛍光強度を示した値。Fv、最大蛍光強度（Fm）

から F0 を引いた値。Fs、アクチニックライトを照射したことによってベースア

ップした蛍光強度。Fm’、アクチニックライト処理下での飽和光照射 (Sat pulse)
による蛍光強度。Fm”、アクチニックライト(Act light)を消去 20 分後の飽和光照

射による蛍光強度。t1/2、アクチニックライト消去後から Fm”に達する値の半減

期。 
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2-2-4. P700 の酸化レベルの測定 
P700 の酸化レベルは 820 nm の吸光度変化を emitter-detector unit ED700DW 

(Walz PAM101) 付属の PAM chlorophyll fluorometer を用いて測定した。P700 の最

大酸化レベル (∆Amax) は PSI のみを励起させる FR (720nm, 0.66 μmol photons 
m-2 s-1) 照射下で xenon flash ( 50 ns, 1500 Ws-2) を照射して測定した。光合成定常

状態の P700 の酸化レベル (∆A) は赤色光 ( >650 nm, 700μmol photons m-2 s-1) 照
射下で測定した。 
 
2-2-5. クロロフィル定量 
クロロフィルは植物葉から 80%アセトンで抽出し、720nm, 663nm, 645nm の吸光

度 (A720, A663, A645)から測定した(Porra, 1989)。アセトン溶液中のクロロフィルの

濃度は次の式より算出した。クロロフィル(μg Chl) = 8.02(A663-A720) + 10.02 
(A645-A720)。 
 
2-2-6. SDS-PAGE に供するタンパク質の抽出と可溶化 
－80℃で保存した野性種スイカの第 4 葉の一部を乳鉢に入れ、液体窒素を適

量加えた。その後、乳棒で葉を粉末になるまで破砕した。次に、葉 1 枚あたり

に 1 ml の 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 7.0, 2 mM MgCl2, 10 mM NaCl, 1 
mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM PMSF を加え乳棒で混ぜ合わせた。そ

の後、マイクロチューブに移し氷上に置いた。5 μl 分をとりクロロフィル定量を

行った。1 μg クロロフィル分を分注し、80％アセトンでタンパク質を沈殿させ

た。このタンパク質ペレットに 0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 10% SDS, 10 mM  
2-mercaptoethanol, 10% glycerol and 1% BPB を加えて溶解させた。10 分間 80℃で

煮沸した後、10000×g, 10 分間遠心し、その上清を SDS-PAGE に供した。 
 
2-2-7. CF1 の精製 
チラコイド膜を単離し 25 ug クロロフィル / 100 μl に調整した。クロロホルム

を 50 μl 加え、15 秒間穏やかに混ぜた.。1000×g で 1 分間遠心し、水層をとる。

10000×g で 5 分間遠心し、上清を回収した。上清をアセトン沈殿し、抽出したタ

ンパク質 10-20%アクリルアミドのグラジエントゲルで SDS-PAGE を行った。ゲ

ルはコロイダル CBB で染色した。 
 

2-2-8. NPQ 解消速度の測定 
NPQ の解消速度は低 CO2 条件下において測定した。クロロフィル蛍光パラメ

ータは PAM101 (Walz) を用いて測定した。作用光消去後の NPQ の値をモニター

した。NPQ と qE が定常状態に達するまでの半減期を t1/2 として示した。 
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2-2-9. 2D-PAM によるクロロフィル蛍光測定 
2D-PAM によるクロロフィル蛍光は Open FluorCam 701MF (Photon Systems 

Instruments)で測定した。作用光は 120 μmol photons m-2 s-1、 飽和光は 4000 μmol 
photons m-2 s-1 を用いて、室温、大気条件下で測定した。暗処理を行った植物体

に 3 分間 actinic light を照射し、作用光消去後 0 分、1 分、2 分の NPQ の値を画

像で取得した。 
 
2-2-10. 大腸菌における組み換え εサブユニットの発現と精製 
野性種スイカ由来の ε サブユニット発現プラスミド DNA を作成し(Hisabori, 

1997)、 10% 2-mercaptoethanol 溶液 3.5 μl にそれぞれ 1 μl 加えた。これらを 200 μl
のコンピテントセル(大腸菌 BL21(DE3)を使用)の入ったマイクロチューブに加

えて攪拌した。氷上で 30 分間放置した後、40℃で 50 秒間のヒートショックを

与えた。その後、氷上で２分間冷却し、SOC をそれぞれに 450 μl 加えた。アン

ピシリン耐性の LB プレート培地に植菌し 37℃で一晩培養した。増殖したコロ

ニーをプレートからピックアップし前培養を行った。ampicillin (50 μg/ml)を添加

した LB 液体培地 3 ml の入った試験管にプレートの大腸菌を植菌し 37℃で一晩

振とうした。 
次に、前培養液 300 μl を新しい ampicillin 添加 LB 液体培地 2.7 ml に入れ、試

験管を用いて 37℃で 1 時間、振とうした。OD が 0.4～0.6 になったのを確認し、

1 mM になるように IPTG を添加した。培養時間 0 時間、2 時間、4 時間(いずれ

も 37℃)でそれぞれ振とうした。それぞれを新しいマイクロチューブに 300 μl 移
し、5000 rpm、1 分間遠心した。沈殿を 25 μl の PBST (137 mM NaCl, 8.1 mM 
Na2HPO4, 8.1 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4, 0.5% TritonX-100)と 25 μl の SDS サンプ

ルバッファーで可溶化した。SDS-PAGE でサンプルそれぞれの εサブユニットの

発現を確認した。 
次に、ε サブユニット発現プラスミドを導入した大腸菌を 1.6％ Tryptone  

1.0% yeast extract, 0.5% NaCl, ampicillin (50 μg/ml)の液体培地で前培養した。本培

養は 2L の三角フラスコを用いて 500 ml の液体培地で 3 時間行った。OD が約 0.5
であることを確認し 1 mM IPTG を添加した。さらに、37℃、2 時間培養を行い、

2000×g で 10 分間、遠心した。上清を除去し約 5 ml の脱塩水でペレットを懸濁

した。懸濁液を 2000×g で 10 分間、遠心し、沈殿を 10 ml の 30 mM Tris-SO4, 30 
mM NaCl を加えた。氷上に置き、超音波処理を間隔をとりながら５分間行った。

ℇサブユニットは封入体として得られるため、その後、10000×g 、5 分間遠心し、

上清を除去した。その操作を上清にタンパク質が確認されなくなるまで続けた

(タンパク質の有無は Bradford 溶液を用いて確認した)。さらに、沈殿となった封

入体を 10ml の 30 mM Tris-SO4, 30 mM NaCl, 1 M sucrose で洗浄した。次に、界面
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活性剤を含む 30 mM Tris-SO4,  30 mM NaCl, 1 M sucrose, 2 % TritonX-100, 10 
mM EDTA, 10ml で沈殿を懸濁させ、4℃で一晩反応させた。 
その後、10000×g、5 分間遠心し、 ε サブユニットが溶解した上清を

DEAE-Toyopealカラム(15 mm×100 mm, Tosoh)にアプライした。カラムは 8 M urea, 
40 mM Tris-HCl, pH8.0, 0.8 mM EDTA で平衡化した。εサブユニットはカラムに

結合しないため、そのまま流出する。次に、pH が低下しないよう確認しながら、

65％(w/v)になるように硫酸アンモニウムを加えた。白濁した溶液はマイクロチ

ューブに分注し 4℃で保管した。硫酸アンモニウムに懸濁したタンパク質溶液は

2000×g、10 分間、4℃で遠心し、沈殿を回収した。4 M urea, 25 mM Tris-HCl pH 8.0, 
0.25 mM EDTA-Na, に懸濁し後、3500MWCO の透析チューブ(Bio Design Inc) に
入れ、50 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5 , 150 mM NaCl, 0.4 mM MgCl2 とバ

ッファー交換した。透析後のサンプルは 10,000×g で 10 分間、4℃で遠心し、上

清を濃縮した。1.2ml まで濃縮したサンプルは 50 mM potassium phosphate buffer 
pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.4 mM MgCl2 で置換した。 
 
2-2-11. ウェスタンブロッティング 

ブロッティング装置は日本エイドー社の平板型転写装置 NA－1512 型を使用

した。SDS-PAGE および 2 次元電気泳動で展開した野性種スイカの膜タンパク

質を PVDF membrane (BIO-RAD)に転写し、137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 8.1 
mM KCl, 1.47 mM KH2PO4, 5% Skimmilk, 0.1% Tween で 1 時間振とうした。次に、

抗体を 137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 8.1 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4,  5% 
Skimmilk, 0.1% Tween で 2､500 倍希釈し、1 時間振とうし 1 次抗体反応を行った。

次に、137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4,  8.1 mM KCl,  1.47 mM KH2PO4,  5% 
Skimmilk  0.1% Tween でメンブレンを洗浄した後、2,500 倍に希釈した

Anti-Rabbit IgG (FUNACOSI., JAPAN)で 2 次抗体反応を行った。その後、137 mM  
NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 8.1 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4 で洗浄し、ECL＋(Amersham 
Pharmacia Biotech. Co., SWEDEN) で検出した。 
 
2-2-12. 野性種スイカ葉緑体 ATP 合成酵素 εサブユニット遺伝子の単離 
野性種スイカの葉からゲノムを抽出し、既知（キュウリ）のプラスチド DNA

配列において ATP 合成酵素 εサブユニットの外側の配列をプライマーにして、

必要箇所を増幅しシーケンスを行った.。プライマーは以下の配列である。一つ

は atpE の上流である atpB の 5’-GAAGCTACTGCGAAGGCTACGAA-3’。一つは

atpE の下流である trnM の 5’ – CTTTCATACGGCGGGAGTCAT – 3’である。 
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2-2-13. ノザンブロッティング 
Total RNA は野性種スイカの葉組織から TRIzol 試薬 (Invitrogen)を用いて抽出

し、LiClにより多糖を除去し精製した。32P標識した１本鎖プローブは非対称PCR
により作成した (Sambrook and Russell, 2001)。atpE のプローブ作成には 5’ – 
ATTCATTTCACTTGATTATTTAG – 3’ のプライマーを用いた(Kappor et al., 1994)。
ハイブリダイゼーションは常法に従い行った(Sambrook and Russell, 2001)。 
 
2-2-14. チラコイド膜の単離 
生葉の野性種スイカ第 4葉を用いた。60 mlの 50 mM Tricine-KOH, pH7.5, 10 mM 

NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM chloramphenicol をミキサーに入れ、3 秒破砕し、1 秒間

隔を置いて同様の操作を 2 回行った.。破砕液は 4 重のガーゼとミラクロスでろ

過した。ろ過後の溶液は 10000×g、1 分間で遠心して、上清を除去した。沈殿は

10 ml の 50 mM Tricine-KOH, pH 7.5, 10 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM 
chloramphenicol で筆を用いて丁寧に懸濁した。さらにバッファーを加え、40 ml
にし、1000×g で１分間、遠心を行って、沈殿した糖を除去した。糖を除去した

上清は 10000×g で１分間、遠心し、沈殿は適量の 50 mM Tricine-KOH, pH7.5, 10 
mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM chloramphenicol,  0.3 M sorbitol, 0.1% BSA に懸濁

した。単離したチラコイド膜は遮光して氷上で保管し、2 時間以内に使用した。  
     

2-2-15. ストレス付与チラコイド膜への組み換え εサブユニット添加 
単離チラコイド膜溶液へ野性種スイカ由来の組み換えの ε サブユニットを

ATP 合成酵素存在量の約 10 倍量を添加し、遮光したチャンバー中で攪拌しなが

ら 25℃で 3 分間インキュベートした(Zhang-Lin et al, 2005)。  
 
2-2-16. 単離チラコイド膜における非循環的電子伝達速度の測定 

単離チラコイド膜の機能評価には HANSATEC 社の酸素電極を使用した。 長
時間放置したサンプルは失活する恐れがあるため、氷上に保存した単離チラコ

イド膜溶液は出来るだけ素早く使用した。酸素電極のチャンバーに 50 mM 
potassium phosphate buffer, pH7.5, 10 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 0.4 M sucrose, 10 μM 
KCN, 50 μM MV と適量の単離チラコイド膜溶液を加え、300 μmol photons m-2 s-1

の赤色光を照射した。メチルビオローゲン(MV) は電子受容体であるため電子伝

達が行われると光化学系 I から電子を奪い酸素電子に渡す。電子と反応した酸素

分子はスーパーオキサイドとなり、系の酸素濃度は低下する。2- 3 分間反応させ

た後、脱共役剤である 200 mM NH4Cl を酸素の混入を防ぐためシリンジでチャン

バーに注入した。 
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2-2-17.  9-AA を用いた⊿pH の測定 
石英セルに測定バッファー（50 mM Tricine-KOH, pH7.5, 100 mM NaCl, 10 

mM MgCl2, 5 mM MV, 25 μM 9-aminoacridine (9-AA)) を入れた。任意のチラコイ

ドを加え、撹拌して 500 μmol photons m-2 s-1 の測定光を照射し、蛍光の減少を測

定した。値は⊿pH=log (q / (1-q)) + log (Vo/Vi )の式を用いて算出した(Evron, and 
MaCarty, 2000b; Kalituho et al., 2006)、q は光で誘導された 9-AA のクエンチング

をあらわし、Vo はチラコイドルーメン外の体積、Vi は チラコイドルーメンの体

積をあらわす。サンプルはクロロフィル量で定量した。クロロフィル量あたり

のチラコイドルーメンの体積は同等であると考えられる。そのため、log (Vo/Vi )
は定数であると考えられるため q / (1-q)の値のみを使用し、その結果は割合で示

した(Evron, and MaCarty, 2000b; Kalituho et al., 2006)。 
 
2-2-18. シングル・ターンオーバー・フラッシュを用いた Electrochromic shift 
(ECS) 解析 
他の代謝系を活性化せず、チラコイド膜のみのpmfの挙動を観察するために、

無傷葉もしくは、薬剤を取り込ませたリーフディスクを用いて Flash induce 
relaxation kinetics (FIRK) 解 析 を 行 っ た 。 FIRK は nonfocusing optics 
spectrophotometer を用いて測定した。それぞれの植物サンプルは測定の 1 時間前

に温度 35℃、湿度 40％の薄暗い測定室で暗処理を行った。その後、測定器にセ

ットし、~10 μ 秒間キセノンフラッシュを照射した(Takizawa et al., 2007b; 
Sacksteder et al., 2001)。暗処理を行ったコントロール植物では各酵素類の完全酸

化により pmf は検出されない。さらに、飽和光強度のフラッシュを与えること

で、個々の植物体が持つ光化学系 I と光化学系 II の電荷分離による ECS 強度の

最大値を測定した(Kramer and Crofts, 1989)。第 3 章に詳しく述べるが、この値は

定常状態における ECS 強度の絶対値を補正するために使用した。 
 
2-2-19. 単離チラコイド膜を用いた εサブユニットの分解条件の検討 
ε サブユニットは高温で ATP 合成酵素から解離すること、DTT 添加による還

元剤処理をすることで、共役機構を失うことが知られている。これらの背景か

ら、温度感受実験と還元力感受実験の 2 種類を行った。 
両者とも野性種スイカの葉からチラコイド膜を単離し、20 μg chl ml-1 になるよ

うに調製した。温度依存性実験においては、ヒートブロックを用い、4, 35, 42, 
60℃の 4 種類の温度条件下でチラコイド膜溶液を 5, 15, 30 分間インキュベート

した。1 μg chl 分をとり、10000×g で 5 分間遠心し、チラコイド膜画分とその

上清に分離した。 両者を SDS-PAGE に供し、ウェスタンブロットでεサブユニ

ットの量を確認した。 
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 還元力依存性実験においても、同様に単離チラコイド膜を 20 μg chl ml-1 に

なるように調製し、そのサンプルに 15 mM DTT, 50 μM MV を加えて 0, 15, 30, 60
分間攪拌しながら反応させた。500 μmol photons m-2 s-1 の光照射したものとそう

でないものの 2 種類の実験を行った。その後、1 μg クロロフィル分をとり、

10000×g で 5 分間遠心し、チラコイド膜画分とその上清に分離した。 両者を

SDS-PAGE に供し、ウェスタンブロットで εサブユニットの量を確認した。両実

験とも、同サブユニットを構成する α、β サブユニットの挙動は SDS-PAGE 後、

CBB 染色を行うことで検出した。 
 
2-2-20. 組み換え体 εサブユニットを用いた分解条件の検討 
非ストレス葉およびストレス 6 日目の葉に 0.1 M potassium phosphate buffer, pH 

7.0, 2 mM MgCl2, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM PMSF
を加え乳棒で混ぜ合わせた。このようにして調整した可溶性画分を組み換え ε
サブユニットに添加して暗条件下のもと 37℃で 5, 10, 30 分間静置した。アセト

ンを加えることで反応をストップさせた。εサブユニットを抗体反応で検出した。

その際の可溶性画分の挙動をRubiscoの挙動を見ることで εサブユニットの挙動

と比較した。 
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2-3. 結果 

 
2-3-1. 一日における野性種スイカの生理変化 
自然界の植物は日の出から日の入りといった太陽の動きや、天気、温度、湿度

などによってその光合成活動が変化する。本実験において、野性種スイカは閉

鎖系の人工気象機を用いて栽培した。毎日、同じ時間にライトが点灯し、光、

温度、湿度環境が一定である中、植物の光合成がどのように変化するのか、も

しくは変化しないのかをガス交換測定を行うことで検証した。野生種スイカは

播種後 14 日で第 4 葉を展開した(Figure 2-3)。700 μmol photons m-2 s-1 の強光条件

で生育させ、一日一回約 200 ml の液体肥料を与えた。 
実験には乾燥ストレスを付与する前の植物体を用い、一日一回朝 10 時に水遣

りを行った(Figure 2-5)。朝、一日一回の水遣りを行うと土壌の水分量は徐々に低

下する(Figure 2-5F)。そこで、土壌の水分量の変化による光合成への影響を抑え

るために、コントロールには 2 時間おきに 200 ml 液体肥料を供し、土壌水分を

一定に保った植物体をおいた。この 2 種類の個体の CO2 固定速度、蒸散速度、

気孔コンダクサンス、PSII の量子収率、葉面温度、土壌および植物体の総量を、

液体肥料を供する前の朝 10 時に測定し、その後 3 時間ごとにそれぞれを測定し

た(Figure 2-5)。CO2 固定速度はコントロール植物体と通常生育植物体の両者とも

午前 11 時には約 15 μmol CO2 m-2 s-1 を示し、17 時には約 25 μmol CO2 m-2 s-1 と

1.7 倍の増加が見られた。通常生育植物体とコントロール植物体でその挙動に大

きな差異は見られなかった(Figure 2-5A)。蒸散速度の挙動も CO2 固定速度と似て

おり、17 時に約 8 mmol H2O m-2 s-1 の最大値を示した。この値は、数値が最も低

い値を示す光点灯直後と光消灯直後の値の約 2.7 倍である(Figure 2-5B)。気孔コ

ンダクタンスも同様に 17 時に最大値を示した(Figure 2-5C)。本実験で使用した

人工気象機は 9 時に点灯し、23 時に消灯する設定になっている。光合成系が最

大活性を示すのはいずれも南中時間にあたる 16 時ごろであることが観察された。

これらの結果から、植物体は日が昇ってから光合成能を徐々に活性化させ、南

中時間を境に、それらを低下させていくことが分かった。さらに、通常生育植

物体とコントロール植物体に光合成関連パラメータの大きな差がないことから、

土壌水分量が約 5-15％の低下は光合成能には大きく影響しないことが示唆され

た(Figure 2-5F)。 
次に PSII の量子収率を測定した。光合成能が大きく増加する南中時間におい

ても大きな変化は認められなかった(Figure 2-5D)。葉面温度は蒸散速度が活発

になるに従って低下した(Figure 2-5F)。これらの結果から、野生種スイカの光

合成は一日のサイクルの中で大きく変化し、南中時間にそれが最大になること
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が明らかになった。この結果を受け、本研究において野性種スイカの葉のサン

プリングおよび生理実験はすべて 16 時前後に行った。 

 
Figure 2-5. 野性種スイカの一日の生理変化 
通常生育環境下の野性種スイカの一日における光化学パラメータの変化および

生理変化を観察した。□は 10 時に水遣りを行った植物体。■は 2 時間ごとに水

遣りを行い土壌水分環境を一定にしたコントロール植物体。A，CO2 固定速度。 



 39

 
 

 
 

B、蒸散速度。C，気孔コンダクタンス。D，ψPSII。E，葉面温度。F，土壌お

よび植物体の総量。▽は一日一回の潅水時に 200ml の水遣りを行った時間。↓

はコントロール植物へ 2 時間ごとに水遣りを行った時間。 
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2-3-2. 強光乾燥ストレス下の野性種スイカの形態変化 
野生種スイカは材料と方法で記載したように、閉鎖系の人工気象機で明期 14

時間、暗期 10 時間で 700 μmol photons m-2 s-1 の強光条件で生育させ、播種後 14
日間で第 4 葉が展開した。潅水は毎日 10 時に 200 ml づつ行い、第 4 葉展開後、

潅水を停止することで乾燥ストレスを与えた。潅水を停止すると野生種スイカ

は成長を停止し、2 日目までは表現型に変化は見られなかった。潅水停止 3 日目

から下位葉に黄化が見られ 4 日目から 6 日目にかけて黄化が徐々に進行した。

しかし、上位葉の水分は保持される傾向にあり潅水停止 4 日目でも上位葉の表

現型は変化しなかった。潅水停止 6 日目には上位葉の水分も失われつつあった

が、再潅水すると直ちに葉は水分を蓄え、成長を始めた。下位葉は枯死し復活

しなかった(Figure 2-6)。 
 
 

 

 
 
Figure 2-6. 強光乾燥ストレス下における野生種スイカ表現型 
光強度 700 μmol photons m-2 s-1 で約 14 日間生育させ、播種後約 2 週間目で第 4
葉が完全展開した日を強光乾燥ストレス 0 日目とし、潅水を停止することでス

トレスを与えた。潅水停止後 7 日目から再び潅水を行い (この日を潅水 1 日目と

する)、4 日間潅水を行った。 
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2-3-3. 強光乾燥ストレス下の野性種スイカの生理変化 
強光乾燥ストレス下における野生種スイカの生理変化を観察するために、ガ

ス交換測定機を用いて、光合成能を測定した。今回測定に用いた Li-Cor 社の

LI-6400 は同時にクロロフィル蛍光も測定することができる。測定は毎日 16 時

に行った。ストレスを与えない通常状態において野生種スイカは約 25 μmol CO2 
m-2s-1 の速度で CO2 を固定した(Figure 2-7A)。また、蒸散速度は 8 mmol H2O m-2s-1

と高い値を示した(Figure 2-7B)。同様に気孔コンダクタンスも 0.6 mol m-2 s-1 と高

い値を示した(Figure 2-7C)。潅水を停止して約 30 時間後のストレス 1 日目にお

いて、CO2 固定速度は 18 μmol CO2 m-2s-1、蒸散速度は 5 mmol H2O m-2s-1、気孔コ

ンダクタンスは 0.3 mol m-2 s-1 とそれぞれの値は大きく低下した。さらに、潅水

停止 54 時間後のストレス 2 日目においては、蒸散速度と気孔コンダクタンスが

0 の値を示した。その後、ストレス 6 日目まで 3 種の数値は底値を示し続けた。

再潅水を行って、2 日目までは 3 つの値に回復は見られなかった。光合成能力の

回復は再潅水 3 日目から観察され、再潅水 4 日目でストレスを与える前の値の

約 80%まで回復した(Figure 2-7B-C)。 
クロロフィル蛍光解析から光化学パラメータを算出した(Figure 2-7)。光化学パ

ラメータは光化学系 II の失活の程度を表す Fv/Fm、光化学系 II から放出される

電子の速度を表す ΦPSII、および NPQ の３つを算出した。Fv/Fm の値はストレス

付与前と再潅水を行った後でも、大きな差や低下は見られず、約 0.8 を保持した

(Figure 2-7D)。ΦPSII はストレス付与前後の 0 日目では約 0.7 の値を示した。すな

わち、ストレスを与えない通常条件下において野生種スイカの ETR (=light 
intensity x ΦPSII x 0.5 ) は約 250 μmol electron m-2s-1 の速度で光化学系 II から電子

を放出していた。ストレス 1 日目ではストレス 0 日目とほぼ同じ 0.7 の値を示し

た。ストレス 2 日目では大きく値は低下し 0.25 の値を示し、ストレス 6 日目ま

では 0.2 まで低下した。ストレス 6 日目以降の再潅水においては、光合成測定結

果と同様に再潅水 2 日目までは大きな回復は見られず、3 日目、4 日目と ΦPSII

の値は回復した。もっとも値が低下したストレス 6 日目において、光化学系 II
から電子放出速度は約 70 μmol electron m-2s-1 であった(Figure 2-7E)。NPQ の値は、

ΦPSIIの挙動と相関が見られた。ストレス 0 日目、1 日目では約 0.5 と NPQ はほ

とんど誘導されなかったが、ストレス 2 日目には約 2.0 と大きく上昇し、その値

をストレス 6 日目まで保持した。再潅水 2 日目までは ΦPSII 同様、値に大きな変

化はなく、再潅水 3 日目には 1.0、4 日目には 0.5 と通常生育のものと同じ挙動

を示した(Figure 2-7F)。 
次に P700 の酸化レベルを測定した(Figure 2-8)。光化学系 I は暗色下において

還元状態で安定である。ストレス下においては P700 の酸化レベルが高いことが

予想される。そこで、WALZ 社の PAM101 を用いて光化学系 I のクロロフィル 
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Figure 2-7. 野生スイカの強光乾燥ストレスに対する生理応答 
A, CO2 固定速度。B, 蒸散速度。C, 気孔コンダクタンス。 D, Fv/Fm。 E,ΦPSII。
F,NPQ。潅水停止 0 日目から 6 日目、また 7 日目から 4 日間再潅水を行った葉を

用いて、光合成能と光化学パラメータを測定した(n=6-10)。 
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カチオンの酸化レベルを 820 nm の吸光でモニターすることで、P700 の酸化レベ

ルを測定した。その結果、非ストレス条件下の葉において P700 の約 8%のみが

酸化状態であり、光化学系 I はほぼ還元状態であることが観察された。一方、強

光乾燥ストレス 3 日目の葉においては約 48％が酸化型であり、非ストレス葉と

比較して、酸化レベルが約 6 倍と大きく上昇した。 
 

 

 
Figure 2-8. P700 の酸化レベル 
ストレス 0 日目と 3 日目における P700 の酸化レベル(n=3) 
 
 
 
2-3-4. NPQ と qE の挙動と解消速度 

まず、NPQ の解消速度を大気条件においても測定した(Figure 2-9A)。測定に

は PSI 社の Imaging PAM を用い、非ストレス葉とストレス葉において約 200 
μmol photons m-2 s-1 の弱い作用光を用いて同程度の NPQ を誘導させた(NPQ 
0min)。作用光を消した後、1 分後と 2 分後に NPQ を測定した。その結果、ス

トレスを与えた葉では NPQ の値が 1 分後ですでに低下していたのに対して、非

ストレス葉では、2 分後でも大きな低下は見られなかった(Figure 2-9A)。 
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Figure 2-9.大気条件下および低 CO2 条件下における NPQ と qE の解消速度 
A. 大気条件下における NPQ 解消のイメージング解析。コントロール植物とス

トレス付与植物を用いて NPQ を誘導し、アクチニックライトを消去した後の解

消速度の NPQ の値の変化を 1 分後と 2 分後で測定した。測定には 2D-PAM を用

いた。左のバーは NPQ の値を示す。 
B. 低 CO2 条件下における NPQ の解消速度。アクチニックライト消去後、定常

状態に回復するまでの NPQ 値の減少を示す。ストレス 0 日目(○)。ストレス 3 日

目(●)。(n=3) 
C. 低 CO2 条件下における qE の解消速度。非ストレス葉、ストレス 3 日目の葉

におけるアクチニックライト消去後の qE の解消。ストレス 0 日目(○)。ストレス

3 日目(●)。(n=3) 
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野生種スイカの生理解析は栽培条件である大気条件、光強度 700 μmol photons 
m-2 s-1、湿度 60%で行った。これらの測定条件から得られる結果は、この栽培条

件を反映したものである。強光乾燥下の葉では気孔が閉鎖するため、葉内の CO2

濃度は非ストレス葉と比較して極端に低い。そこで測定条件を低 CO2 濃度に設

定することで CO2 固定経路を停止させた。このような条件下で NPQ および qE
を測定することで、CO2 固定反応を考慮しないチラコイド膜とルーメンの状態を

観察することが可能である。非ストレス下の葉における NPQ とストレス 3 日目

の葉における NPQ の値はともに約 1.5 を示した(Figure 2-9.B)。次に、作用光に

よって誘導された NPQ の光消去後の挙動を追った。光を消去すると光によって

もたらされたエネルギーは平衡状態へ向かって消失してゆくことから、NPQ の

解消速度を非ストレス葉とストレス 3 日目で比較した。 
作用光を消した後の NPQ の回復に要する時間(t1/2)は、ストレス 0 日目では約

120 秒に対し、ストレス 3 日目では約 80 秒と約 1.5 倍速くなった(Figure 2-9.B)。
NPQ は qE, qT, qI の 3 つの構成要素から成る。その中でも qE はプロトン勾配依

存型の NPQ である。この qE の解消速度を測定したところ、NPQ と同様に、ス

トレス 0 日目のカーブは徐々に定常状態に達したのに対し、ストレス 3 日目で

は素早く定常状態に達した(Figure 2-9.C)。 
この結果から、低 CO2 条件下で CO2 固定反応による影響を抑制した場合、ス

トレス植物において NPQ および qE の速い解消が観察され、プロトン勾配の速

い解消が示唆された。 
 
2-3-5. ストレス前後における葉緑体 ATP 合成酵素のサブユニット構成の変化 

プロテオーム解析の結果、葉緑体 ATP 合成酵素の εサブユニットの蓄積量が

他の膜タンパク質と比較して減少することを観察した(Figure 2-1)。これまでに、

強光ストレス下において ATP 合成酵素のサブユニット構成比が変化するという

報告はなかった。この現象をより詳細に解析するために、εサブユニット特異的

な抗体を作成し、その挙動を抗体反応によって追跡した。さらに、ATP 合成酵

素の CF1 を複合体で単離し、その構成要素変化を観察した。 
まず、ATP 合成酵素の構成要素の一つが選択的に消失するという挙動を、CF1

複合体を単離することでより詳細に観察した(Figure 2-10)。単離したチラコイド

膜をクロロフォルムで処理することにより、CF1 を含むチラコイド膜の表在タン

パク質を抽出した。本方法ではδサブユニット以外の CF1 複合体を得ることが

できる。すべてのバンドのタンパク質を質量分析器を用いることで同定した。

その結果、CF1 の α、β、γ、εサブユニットと光化学系 II の OEE サブユニット 3
種類を同定した。そして、ストレス 6 日目において εサブユニットである 15 kDa
付近のバンドが特に減少していることが観察された。 
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Figure 2-10. ストレス前後で見た葉緑体 ATP 合成酵素のサブユニット構成の変

化 
ストレス 0 日目と 6 日目の単離チラコイド膜から精製した葉緑体 ATP 合成酵素

CF1 の SDS-PAGE 解析。一番左のレーンはタンパク質マーカー。葉緑体 ATP 合

成酵素 CF1 を構成する α、β、γ サブユニットの蓄積量はストレス前後で大きな

変化はないが、εサブユニットの蓄積量が選択的に減少した。A、B、C、D はそ

れぞれ、βサブユニット断片、OEE1 (36kDa)、 OEE2 (25kDa)、 OEE3 (18kDa)、
である。oxygen evolving enhancer protein (OEE)。1 レーンには 20μg のクロロフ

ィルから抽出した CF1 を SDS-PAGE に供した。 
 
 
ウェスタンブロッティング解析においては、全タンパク質における ATP 合成

酵素のコンポーネントである β、εサブユニット蓄積量の変化と膜画分と可溶性

のストロマ画分に分けたときの β、ε サブユニットの局在と蓄積量を観察した。

ストレス 0、1、2、3、6 日目の全タンパク質に対して β、εサブユニット抗体で
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ウェスタンブロットを行った結果、3 日目では 0 日目よりも εサブユニットの蓄

積量は約 50%低下し、6 日目では 40%ほどしか検出されなかった。再潅水を行

うと 2 日目までは低いレベルを示したが、3 日目、4 日目では蓄積量の増加が見

られた(Figure 2-11A )。同時に、ATP 合成酵素の βサブユニット抗体でウェスタ

ンブロットを行った(Figure 2-11A)。β サブユニットの蓄積量はストレス 6 日目

にわずかに 15-20%の低下が見られたが、ε サブユニットのような劇的な低下は

見られなかった。 
 

 
 

 
Figure 2-11. εおよび βサブユニット抗体による野生種スイカタンパク質のウェ

スタンブロット 
A, 全タンパク質を用いた εおよび βサブユニットそれぞれの抗体を用いてスト

レス 0, 3, 6 日目と再潅水 1, 2, 3, 4 日目のウェスタンブロット。1 レーンには 1
枚のリーフディスクから抽出した全タンパク質を供した。 
B, 膜画分とストロマ画分のタンパク質を用いたεおよび βサブユニット抗体に

よる野種生スイカのウェスタンブロット。ストレス 0、3 日目における膜画分と

可溶性画分における ε、β サブユニットの蓄積量。1 レーンには 1 枚のリーフデ

ィスクから抽出した可溶性と不溶性のタンパク質を供した。 
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さらに、ヒマワリとホウレンソウの葉を用いて、強光乾燥下における εサブユ

ニットの蓄積量の変化をウェスタンブロットで解析した。その結果、ヒマワリ

では ε サブユニットの選択的な減少が観察された(Figure 2-12A)。一方、タバコ

の εサブユニット蓄積量は変化しなかった(Figure 2-12B)。 
 

 
 
 
Figure 2-12. 強光乾燥ストレス下の他植物における εサブユニットの挙動 
A . ヒマワリ全タンパク質を用いた ε、βサブユニット抗体によるウェスタンブ

ロット。1 レーンには 1 枚のリーフディスクから抽出した全タンパク質を供した。 
B. タバコ全タンパク質の ε、βサブユニット抗体によるウェスタンブロット。1
レーンには 1 枚のリーフディスクから抽出した全タンパク質を供した。 
 
2-3-6. 強光乾燥ストレス下における εサブユニット蓄積量の変化と局在 

野性種スイカを膜画分と可溶性画分に分け、ε、β サブユニット量の変化を観

察した(Figure 2-11B)。ストレス 0 日目とストレス 3 日目について、それぞれを

検出した結果、膜画分における εサブユニット量はストレスによって減少した。

しかし、可溶性画分に εサブユニットのシグナルは検出されなかった。一方、β
サブユニットの蓄積量は膜画分において大きな変化は見られなかった。可溶性

画分では少量検出されたが、バンド強度に違いは認められなかった。 
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2-3-7. 野性種スイカ εサブユニットのアミノ酸配列解析 
野生種スイカと他の植物間の εサブユニットのアミノ酸配列の差異を明らかに

するために、野性種スイカの ATP 合成酵素 ε サブユニットのアミノ酸配列を解

読した。ε サブユニットの遺伝子は葉緑体コードであり、葉緑体 DNA は保存性

が高い。野性種スイカの εサブユニットのアミノ酸配列は他植物と大きな差異は

なく、約 85-88％の相同性があった(Figure 2-13)。 
 
 
 
 

 
 
 
Figure 2-13. 野生スイカ εサブユニットのアミノ酸配列と他植物の εサブユニッ

トアミノ酸配列の比較 
すべての配列において、同一アミノ酸を白抜きであらわした。 
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2-3-8. 強光乾燥ストレス下における εサブユニット mRNA の挙動 
ストレス下における ε サブユニットの発現が、転写レベルでどのような挙動

を示すかを明らかにするために、ノザンブロッティングを行った(Figure 2-14)。
タバコにおける転写単位の解析から、2.7, 2.5, 2.3 kb のバンドは βサブユニット

と ε サブユニット遺伝子との共転写産物であり、1.0 kb のバンドが ε サブユニ

ット遺伝子が単独に転写されたものであることが示されている.。今回の野生種

スイカでのノザン解析により、野生種スイカにおいてもタバコと同様の転写単

位を持つことが示された。そして、ストレス付与により mRNA 量が大きく減少

することが観察された。しかし、εサブユニットとオペロンを組む βサブユニッ

トの mRNA 量も大きく低下した。 
 
 

 

 
 

Figure 2-14. 強光乾燥ストレス下における εサブユニット mRNA の挙動 
2.7 から 2.3 kb のバンドは βサブユニットとεサブユニット遺伝子との共転写産

物であり、1.0 kb のバンドは εサブユニット遺伝子が単独に転写されたものであ

る(Kappor et al., 1994)。 
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2-3-9. 単離チラコイド膜における非循環的電子伝達速度の測定と共役率 
強光乾燥ストレス 0、3、6 日目の葉から調製した単離チラコイド膜標品に、

500 μ mol photons m-2 s-1 の赤色光を照射した、その時の電子伝達能力およびプロ

トン勾配を検証した。方法としては、脱共役剤添加前後における酸素発生を比

較することで評価した。この実験では、メチルビオローゲン(MV)を電子受容体

に用い光照射下の酸素消費速度から電子伝達速度を見積もった。次いで脱共役

剤(塩化アンモニウム)を添加することによって膜を脱共役させた。その膜のもつ

酸素濃度から観察される最大電子伝達速度を酸素電極を用いることで測定し、

ストレス前、ストレス付与 3 日、6 日における単離チラコイド膜の共役率を観察

した(Figure 2-15)。 
 
 

 
 
 

Figure 2-15. 酸素電極を用いた電子伝達速度測定のトレース. 
酸素電極でモニターした酸素消費速度。ストレス 3 日目の葉から単離したチラ

コイド膜のεサブユニットの蓄積量と、そのチラコイド膜に組換えトεサブユ

ニットを添加し結合させた時のチラコイド膜におけるεサブユニット量。 
 
 
 
 
その結果、非ストレス葉由来のチラコイド膜における酸素消費速度は 33.2±0.6 
μmol O2  h -1mgchl -1 であった。ストレス付与 3 日目ではそれぞれ、43.0±7.5 μmol 
O2 h -1mgchl -1、ストレス付与 6 日目では 47.6±6.6 μmol O2 h -1mgchl -1l と、非スト
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レスのものと比較して酸素消費速度は、それぞれ 1.3 倍、1.5 倍に増加した。こ

れらの単離チラコイド膜に脱共役剤である塩化アンモニウムを添加すると、酸

素消費速度は非ストレスサンプルにおいて 125.3±14.0 μmol O2 h -1mgchl -1、スト

レス付与 3 日目と 6 日目では、それぞれ 103.1±4.4 および 102.0±18.8 μmol O2 h 
-1mgchl -1 であった(Figure 2-16. B)。 
チラコイド膜の電子伝達速度は、チラコイドルーメンのプロトン勾配により

抑制されることが知られている(Walker, 1994)。したがって、脱共役剤添加の前

後における酸素消費速度の比から、膜の⊿pH を反映する共役率とみなすことが

できる(Figure 2-16A)。脱共役剤の添加前後の酸素消費速度の比は、非ストレス

チラコイド膜において 3.8 であったのに対し、ストレス付与 3 日目、6 日目では、

それぞれ 2.5、1.9 と減少した。一方、組換え εサブユニットタンパク質を添加し

たチラコイド膜においては共役率の値は非ストレスサンプルでは 3.9、ストレス

付与 3 日目では 3.8 と非ストレスサンプルと同じような値を示した。ストレス付

与 6 日目でも 2.7 と共役率の上昇が見られた(Figure 2-16 A-B)。 
さらに、各ストレス付与葉由来のチラコイドサンプルに野性種スイカ由来の ε

サブユニット組換えタンパク質をチラコイド膜に存在する ATP 合成酵素存在量

の 10 倍量を添加し、室温で反応させた(Zhang-Lin et al., 2005)。このような処理

を施したチラコイドサンプルの酸素消費速度を測定した結果、εサブユニットが

存在する非ストレスチラコイド膜では、添加していないサンプルとほぼ変わら

ない 32.7±2.0 μmol O2 h -1mgchl -1 であった。しかし、ストレス付与 3 日目と 6 日

目に εサブユニットタンパク質を添加すると添加前の速度よりも低く、それぞれ

25.9±1.3 μmol O2 h -1mgchl -1、33.0±7.6 μmol O2 h -1mgchl -1 であった。また、脱共

役剤を加えると非ストレスチラコイド膜では 124.0±16.0 μmol O2 h -1mgchl -1、ス

トレス付与 3 日目、6 日目では、それぞれ 96.8±4.8 μmol O2 h -1mgchl -1、102.5±17.4 
μmol O2 h -1mgchl -1 と ε サブユニット添加の有無では違いは見られなかった

(Figure 2-16A-B)。 
 ストレス付与チラコイド膜は非ストレスチラコイド膜と比較して酸素消費速

度は増加した(Figure 2-15)。ストレス付与 3 日目のチラコイド膜における消費速

度は Figure 2-15 のような傾きが得られた。一方、組換え εサブユニットタンパ

ク質を添加すると、消費速度の傾きが緩やかになった。このチラコイド膜サン

プルに存在する εサブユニット量をウェスタンブロットにおいて見た結果、εサ
ブユニットタンパク質添加チラコイド膜に ε サブユニットが結合していること

が確認された(Figure 2-15)。 
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Figure 2-16.  酸素電極を用いた電子伝達速度測定の変化とチラコイド膜の共役

率 
A.ストレス 0、3、6 日目から調製したチラコイド膜の酸素消費速度と組み換え ε
サブユニットを添加した時の酸素消費速度の変化。それぞれにおいて脱共役剤

である NH4Cl2 を添加したときの速度増加も測定した。 
B. 脱共役剤添加前後で変化した酸素消費速度の増加倍率。白バーは組み換え ε
サブユニットを添加していないチラコイド膜。黒バーは組み換え εサブユニット

を添加したチラコイド膜における電子伝達速度。 
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2-3-10. 9-AA を用いたプロトン勾配の測定と蛍光回復速度 
ε サブユニットの減少がチラコイド膜のエネルギーレベルに及ぼす影響を評

価するため、9-アミノアクリジン(9-AA)を用いて光照射下における単離チラコ

イド膜の⊿pH を測定した。その結果、ストレス 0 日目のアクリジンの蛍光消

去能力を 100%としたとき、ストレス３日目では 65％、ストレス 6 日目では 52％
に低下した(Figure 2-17A)。この結果はストレスが付与されることで、チラコイ

ド膜の⊿pH が低下したことを示す。また、チラコイド膜に εタンパク質を添加

すると、ストレス 0 日目のチラコイド膜では影響を及ぼさないのに対し、蛍光

消去能が 3 日目では 100％、6 日目でも約 50％回復した(Figure 2-17A)。 
 光照射を行い 9-AA 蛍光クエンチングを観察した後、光を消去すると 9-AA の

蛍光は再び上昇する。この蛍光が定常状態に達するまでの速度を半減期を算出

することで評価した。Figure 2-17B はストレス付与 3 日目の葉における組み換え

εサブユニット添加前後における挙動を示している。εサブユニットを添加する

と 9-AA 蛍光が定常状態へ戻るまでの時間が増加することが観察された。Figure 
2-17C は、非ストレスチラコイド膜、ストレス付与 3 日目および 6 日目における

半減期を比較したものである。非ストレスチラコイド膜では半減期が 9.7±0.3 秒

であった。ストレス付与 3 日目、6 日目ではそれぞれ 8.7±0.9、8.0±0.9 秒と半減

期は減少した。また。ε サブユニットを添加したそれぞれのチラコイド膜では、

非ストレスチラコイド膜で 10.8±0.7 秒、ストレス付与 3 日目、6 日目で、それ

ぞれ 12.2±1.6 秒、13.7±0.5 秒であった。 
 
2-3-11. プロトンのルーメンからストロマへの流れ 
上述したように、強光乾燥ストレス下においてεサブユニットが減少するとチ

ラコイドルーメンに形成されたプロトン勾配が緩和されることが in vitro で観察

された。この現象を in vivo において検証するために、カロテノイド吸収の

electrochromic shift (ECS) 測定を利用した。この実験は次章に詳述するように

Wasinhgton State University の人工気象器で生育させた野生種スイカを用い、

ストレス 4 日目と 7 日目の植物体の第 4 葉を実験に供した。 
実験を行うにあたって、はじめに、ATP 合成酵素の ε サブユニットの蓄積量

の挙動をウェスタンブロット解析によって追跡した。この解析には ATP 合成酵

素の εサブユニットと γサブユニットの抗体を用いた。葉面積あたりで 2 つのサ

ブユニットの量を非ストレス植物およびストレス植物で比較した結果、強光乾

燥ストレスを 4 日間付与した植物体においては、γサブユニットの蓄積量はほぼ

変化しなかったが、εサブユニットは約 50%と大きな低下が見られた。一方、強

光乾燥ストレスを 7 日間付与した植物の γ サブユニットは約 40％へと、ε サブ

ユニットは約 10％へと共に大きく低下した値を示した。(Figure 2-18A-B)。 
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Figure 2-17. 9-aminoacridine (9-AA)蛍光減少によるΔpH の測定 
A, ストレス 6 日目の植物体から調製したチラコイド膜とそのサンプルに εサブ

ユニットを添加した際の蛍光クエンチングのトレース。 
B, ストレス 0, 3, 6 日目の葉から調製したチラコイド膜を用いて測定した 9-AA
の蛍光クエンチングの割合。白バーは組み換え εサブユニットを添加していない

チラコイド膜。黒バーはそれを添加したチラコイド膜。 
C,アクチニックライトを off にした後の蛍光クエンチング回復の半減期。 
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これらの結果より、本研究で使用した植物から εサブユニットが選択的に減少

するという段階と、さらにその先の ATP 合成酵素全体の蓄積量が低下する段階

を見ることができた。 

 
 
 
Figure 2-18. 長期間強光乾燥ストレスを付与した野生スイカの ATP 合成酵素の

蓄積量 
A.ATP 合成酵素の εサブユニット と γサブユニットのウェスタンブロッティン

グ。ストレスは日数で 0 日、4 日、7 日で示し、0 日目は 1/2 倍、1/4 倍量を一緒

に泳動し検量した。各レーンは葉面積あたりで定量し、SDS-PAGE に供した。 
B. εサブユニット と γサブユニットのウェスタンブロッティング定量。それぞ

れのタンパク εサブユニット質において 0 日目を 1 と示した。白が γサブユニッ

ト、黒が εサブユニットの蓄積量を示す。n=3-4。 
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これら２つの段階の植物体におけるプロトンのルーメンからストロマへの流れ

をシングル・ターンオーバー・フラッシュ用いた ECS 解析により観察した。本

方法は、暗黒下の葉に微弱な閃光を照射しチラコイド膜に膜電位を発生させ、

その解消速度を ECS により測定することで、膜からのプロトン透過速度を in 
vivo で観察する手法である。まず、Figure 2-19A の Inset では非ストレス植物と

ストレス植物に誘導された ECS 強度が同程度であることを示した。このことは、

ストレスに関係なく同程度の膜電位がチラコイド膜に発生することを示してい

る。さらに、実験の結果、非ストレス下の葉における ECS 解消速度の半減期が

約 100 ミリ秒であったのに対し、ストレス葉では約 40 ミリ秒と顕著に速い解消

速度を示した(Figure 2-19A)。この観察から、ストレス下の野生種スイカ葉にお

いて、チラコイド膜からプロトンが非ストレス下のチラコイド膜と比較してよ

り早くストロマ側へ移動していることが in vivo で示された。一方、よりストレ

ス状態に曝されていることが予想される７日目の植物を用いて同様の実験を行

った結果、速度の増加が緩和され、非ストレス植物の挙動と類似していた(Figure 
2-19B)。 
本実験におけるストレス 7 日目の植物はストレス 4 日目と比較して、フラッ

シュを照射した後に緩やかな立ち上がりが見られた(Figure 2-19B)。これはスト

クロム b6/f 複合体における電荷分離と呼応している(Kramer and Crofts 1989)。こ

の現象はストレスが長期になればなるほど、大きく観察される。この結果は、

ATP 合成酵素プールやストロマ環境に関与するプラストキノンプールの還元状

態を示唆する。 
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Figure 2-19. Electrochromic Shift を用いたプロトンのチラコイドルーメンか

らのリーク速度のトレース 
アクチニック効果を持たないキセノンフラッシュを~10 μ 秒間照射し、フラッシ

ュによって形成された ECS 強度の解消速度を約 1 秒間トレースした。Inset はフ

ラッシュ照射後 0.00-0.20 間の初期トレース。 
A.ダーク処理を行った非ストレス植物とストレス 4日目の植物を用いた FIRKの

トレース。非ストレス植物(□)とストレス 4 日目の植物(●) (n=3) 
B.ダーク処理を行った非ストレス植物とストレス 7日目の植物を用いた FIRKの

トレース。コントロール植物(□)とストレス 7 日目の植物(●) (n = 5) 
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2-3-12. εサブユニット分解のメカニズムの探索 
これまでの研究結果から、ATP 合成酵素の ε サブユニットが強光乾燥ストレ

ス下において選択的に消失することが明らかになった。さらに、その量的制御

はタンパク質レベルで行われていることを示唆する実験結果を得た。また、ATP
合成酵素から解離した εサブユニットはストロマ画分に存在しないことから、選

択的な分解が起こっていることが予想される。 
εサブユニットは古くからよく研究されているサブユニットである。その主な

役割はATP合成反応の逆回転によって引き起こされるATPase活性の抑制である。

ATPase 活性の増加は ATP 分解を促進させるためプロトン勾配形成が困難な夜間

では植物にとって死活問題である。これまでに、ATP 合成酵素に熱処理を行っ

た場合、還元剤を処理した場合において ATPase 活性が増加することが報告され

ている(Vambutus and MaCarty, 1965)。これらの知見から、εサブユニットの分解

を誘導する因子を探索するために、単離チラコイド膜および組換え εサブユニッ

トタンパク質を用いて、in vitro で各種の物理化学的ストレスを付与し、εサブユ

ニットの変化を観察した。 
 はじめに、非ストレス条件下の単離チラコイド膜を用いて熱処理と還元処理

を行い、その際の εサブユニットの挙動を見た(Figure 2-19A)。熱処理は4℃、25℃、

37℃、42℃、60℃の５種で行い、反応時間は 5 分、15 分、30 分間とした。CF1

は 60℃の熱処理を行うことで ATPase 活性を上昇させることが知られている

(Vambutus and MaCarty, 1965)。4℃、25℃、37℃、42℃の処理においては εサブ

ユニットの選択的消失は起こらなかった(Figure 2-20A ; data not shown)。60℃にお

いて εサブユニットの解離が観察されたが、 α、βサブユニットも同様に膜から

解離していたことから、60℃の熱処理によって CF１複合体が膜から解離するこ

とが示唆された。 
また、γ サブユニットのジスルフィド結合を還元するのに十分な濃度である

0.2 M DTT でチラコイド膜を処理し、光照射有無における εサブユニットの挙動

を観察した(Figure 2-20B)。その結果、チラコイド膜上において ε サブユニット

に変化は認められなかった。さらに、その反応溶液画分においても εサブユニッ

トは観察されなかった。これらの結果から熱と還元力は、εサブユニットを選択

的に分解する直接的な因子でないことが明らかになった(Figure 2-20A-B)。 
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Figure 2-20. 外的ストレスを与えた単離チラコイド膜の εサブユニットの挙動 
A.単離チラコイド膜に熱処理を施し際の εサブユニットと α、βサブユニットの

量および局在変化。 ε サブユニットはウェスタンブロットで確認した。 α、β
サブユニットは CBB 染色で検出した。 
B.単離チラコイド膜に光照射あるなしで DTT を処理し、還元状態にした場合の

εサブユニットの量および局在変化。 εサブユニットはウェスタンブロットで確

認した。上清はチラコイド膜溶液をそれぞれの処理した後、チラコイド膜を除

去した画分。 
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次に、組換え εサブユニットを用いて、ストロマ画分に添加した時の εサブユ

ニットの挙動変化を追跡した(Figure 2-21)。非ストレス葉から調製したストロマ

画分を含む可溶性画分と、ストレス植物の葉から調製した同様の画分を組み換

え εサブユニットに添加し、37℃で 5 分、10 分、30 分間反応させた。その結果、

非ストレスである0日目の葉のストロマ画分を添加しても εサブユニットの量に

変化は起こらなかったが、ストレスを付与した 6 日目の葉のストロマ画分を添

加すると、反応時間に伴って ε サブユニット量が減少し、30 分後にはそのほと

んどが消失した。しかし、この時、ストロマ画分が含有する Rubisco の量は変化

しなかった。この結果は、強光乾燥ストレスを受けた葉の可溶性画分に、εサブ

ユニットを特異的に分解する因子が存在することを示唆している。 
 
 
 

 

 
 
 

Figure 2-21. 野生スイカ粗抽出液への組み換え εサブユニット添加実験 
εサブユニットはウェスタンブロッティングにより検出した。Rubisco は CBB 染

色で検出した。 
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2-4. 考察 

 
2-4-1. 野生種スイカの強光ストレスへの生理応答 
カラハリ砂漠原産の野生種スイカは強光乾燥ストレスに高い耐性を示すこと

は以前に報告されており、高い耐性を示す仕組みとして、適合溶質であるシト

ルリンの高蓄積やチラコイド膜で発生した還元力を細胞外へ輸送する経路など

が明らかになっている(Takahara et al., 2005; Nanasato et al., 2005)。しかし、これ

まで光合成に関する生理応答の研究結果は少なかった。本研究において、野性

種スイカは強光下で潅水を停止しても約 1 週間、枯死することはなく生育し、

再び潅水を行うと成長を開始することが観察された(Figure 2-5)。このような野生

種スイカの生理応答を見ることは、この植物を理解するのに重要であると考え

た。ストレス 0 日目から 6 日目、および再潅水 1 日目から 4 日目の 11 測定ポイ

ントの条件における植物体を用いて、光合成能と光化学パラメータを測定した

(Figure 2-7. A-F)。その結果、ストレスを与えることで蒸散が停止することが観察

された。この現象は植物の水分損失から身を守るため気孔を閉鎖したことを示

している。植物は一般に、水分低下の際に気孔を閉鎖するが、野性種スイカも

同様であることが示唆された。さらに、気孔の閉鎖は葉内への CO2 の取り込み

を抑制するが、CO2 固定速度がストレス 2 日目において、極めて 0 に近いことか

らも、ストレスによって光合成が停止していることが分かる。CO2 固定の停止

はチラコイド膜の過還元を誘導することが知られている。本研究において、野

性種スイカは 700 μmol photons m-2 s-1 の強光で生育されている。このような強光

下では、カルビン回路の代謝活性が低下することで、電子が利用されなくなり、

活性酸素の発生による光化学系 II の D1 タンパク質の分解が起こる.。これによ

って、電子伝達系の保護という機構が働く。光化学系 II において光エネルギー

を受け取る能力が低下すると、open な光化学系 II の容量を表す Fv/Fm の大きな

低下が予想される。一般的なモデル植物であるシロイヌナズナはこのような条

件下において Fv/Fm は低下する(宗景, 2003)。しかし、野性種スイカにおいては、

ストレス付与時、再潅水時、いずれにおいても Fv/Fm の値に大きな変化は見ら

れなかった。この結果から、野性種スイカには光化学系 II の反応中心を保護す

るシステムが存在することが考えられる。 
さらに、光化学系 II の量子収率を表す ΦPSIIはストレス 2 日目で大きく低下す

るが、完全に 0 になるわけではなく、70 μmol electrons m-2 s-1 の電子を流しても、

それを受け取る何らかの仕組みが存在することを示す。ここで P700 の酸化割合

を測定した結果を見ると、ストレス下における光化学系 I では非ストレス条件下

に比べて P700 からより電子が放出されている。これらの結果から、光化学系 II
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から直鎖型の電子伝達により光化学系 I へ電子が流れても、それ以上の速度で

PSI から電子が放出されていることが示唆された。光化学系 I からの電子の受け

取り手はカルビン回路、光呼吸経路、PSI cyclic などが考えられるが、葉内 CO2

が極度に低下したストレス条件下において PCR であるとは考えにくい。このこ

とから、PCO、PSI cyclic、または、その他のメカニズムが存在し、光化学系 I
から電子を受け取ることが考えられる。PSI cyclic は強光や高温において高い活

性を示唆すことが報告されている。野性種スイカは強光乾燥ストレスで蒸散が

停止することで、葉面温度が 42℃まで上昇することが報告されている(Takahara, 
2005)。このことからも、PSI cyclic の活性上昇が光化学系 I の高い酸化を誘導し、

光化学系 I からの電子を受容していると考えられる。 
 
2-4-2. ATP 合成酵素の構造変化 
プロテオーム解析により、乾燥･強光ストレス下における ATP 合成酵素 εサブ

ユニットの減少が観察され、それらはウェスタンブロット解析など幾つかの実

験で再度確認された(Figure 2-11; Figure2-18)。これまでに ATP 合成酵素の 1 つの

サブユニットが選択的に減少するという報告はなかった。しかし、生命にとっ

てもっとも重要なエネルギー運搬体である ATP を作り出す ATP 合成酵素は、植

物の環境ストレス研究においてしばしば登場している。 
例えば、乾燥ストレスなどで pmf が光阻害によって高いレベルに達するよう

な場合に、葉緑体 ATP 合成酵素量が低下することがヒマワリを用いた研究から

報告されている (Tezara et al., 1999)。また、強い qE 応答が誘導されるような条

件下のシロイヌナズナやクラミドモナスにおいては、LEF の強い抑制によるプ

ロトンの流入低下が誘導され、ATP 合成酵素 γ サブユニットの不活性が起こる

こが報告されている(Bosco et al., 2004)。さらに、葉緑体 ATP 合成酵素 αサブユ

ニット(Burkey and Mathis, 1998) と βサブユニット (Jiao et al., 2004) において

は、強光下で異なったアイソフォームが検出された例もある。これはストレス

下で異なった酵素制御が行われていることを示唆する。 
そんな中、強光乾燥ストレス下における εサブユニットの選択的減少はこれま

で観察されていなかった。本章の後半で見られた極度な強光乾燥ストレス下に

おける ATP 合成酵素複合体全体の減少とあわせて考えても、ATP 合成酵素はス

トレスの種類や段階でさまざまな挙動を示し、それぞれの環境に応答している

ことが予想される。特に強光乾燥下ではチラコイド膜の電気化学ポテンシャル

に大きな変化が生じるため光合成関連因子にも影響が生じることが考えられる。 
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2-4-3. 葉緑体 ATP 合成酵素の構造変化から予想される機構 
葉緑体 ATP 合成酵素 εサブユニットは、同酵素の γ及び III サブユニットと共

に回転軸を形成し、これが触媒サブユニットである α3 と β3 の 6 量体中で回転す

ることにより、ATP 合成反応が触媒されることが知られている(Richter et al., 
2005)。葉緑体 ATP 合成酵素は、α、β、γ、δ、εサブユニットから構成される CF1

と、チラコイド膜に結合した I、II、III、Ⅳ サブユニットから構成される CFo
から成っている(Figure 3-1)。αサブユニットは制御サブユニット、βサブユニッ

トは ATP 合成、γは ATP 合成酵素の回転軸に関わる。εタンパク質を in vitro で

人工的に欠失させた実験から、εサブユニットはルーメンからストロマへのプロ

トン漏洩を抑制し、チラコイド膜の電気化学的ポテンシャルを ATP 合成に共役

させる上で重要な機能をもつことが示されていた（Patrie, 1984; Cruz et al., 1995）。 
そのため、ATP 合成酵素から ε サブユニットが選択的に欠損することはチラ

コイド膜の共役能力が低下することを意味する。ATP 合成酵素における ε サブ

ユニットの役割は1960年代には明らかにされていた(MaCarty and Racker, 1968)。
その後も多くの研究が行われ、構造と伴に機能やさまざまな人工的な環境下に

おける挙動も明らかになっている(Evron et al., 2000a; Richter et al., 2005)。しかし、

自然環境下において ε サブユニットがどのように振舞うのか、それを観察した

報告はまだない。 
本研究で見られた、強光乾燥ストレス状況下での εサブユニットの ATP 合成

酵素からの選択的減少は、外的な自然環境に応じてチラコイド膜の共役を調節

するメカニズムであると考えられる。 
 
3-4-4. チラコイド膜における電子伝達系とリン酸化系の脱共役 
本章では単離チラコイド膜を用いて膜の脱共役を検証する実験を幾つか行っ

た。その結果、εサブユニットが選択的に減少するストレス中期の条件下におい

ては,チラコイド膜の脱共役を示唆する結果や(Figure 2-16)、⊿pH の低下(Figure 
2-17) などが観察された。また ATPase 活性の増加も確認されている(Kohzuma et 
al., 2009)。そして、それらの現象は組み換え εサブユニットを添加することによ

って、すべてコントロール植物の挙動に回復した。チラコイド膜において電子

伝達系と ATP 合成酵素の脱共役が起こった場合、葉緑体チラコイド膜ではどの

ような現象が起こるのだろうか？ 
一つに、チラコイドルーメンからストロマへのプロトンの漏洩が考えられる。

しかし、現段階において葉緑体内のプロトンの挙動を直接的にモニターする方

法は確立されておらず、その真意の判断は困難である。本研究では qE や ECS
などの間接的なパラメータを解析することで、プロトンの挙動を観察した。 

qE は高いプロトン勾配によって誘導される。本研究において強光乾燥ストレ
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スに曝された植物の qE の解消速度がコントロール植物よりも高い値を示した

(Figure 2-9)。qE の誘導と解消に関わる因子は VDE であり、その酵素反応による

ものである。そのため qE の解消が酵素活性の低下（もしくは活性化）によるも

のであるのか、または純粋にプロトン濃度の変化によるものであるかは定かで

はない。しかし、プロトン勾配が低下していることは単離チラコイド膜の実験

から明らかであるため(Figure 2-16, Figure 2-17)、一度形成されたプロトン勾配が

プロトンの膜からの漏洩による影響で解消されやすくなり qEの解消速度が高い

値を示したことが考えられる。 
 また、シングルターンオーバー・フラッシュの実験の結果、コントロール植

物と ε サブユニットが選択的に減少している植物体における ECS の解消速度は

後者の方が高い値を示した(Figure 2-19)。一般的に、チラコイドルーメン内のプ

ロトンは ATP 合成酵素を介して ATP を合成することでストロマへ流出すると考

えられている。しかし、ε サブユニットが欠損している ATP 合成酵素には ATP
を合成する能力はない。このことからも ECS の解消速度の増加は ATP 合成を介

さないプロトンのストロマへの移動を示唆するものである。 
 
2-4-5. 強光乾燥ストレス下で誘導されるチラコイド膜脱共役の生理的意義 

葉緑体のチラコイド膜は ATP や NADPH を合成するエネルギー生産の場であ

る。葉緑体と同様に電気化学ポテンシャルを利用して ATP 合成を行なう場はミ

トコンドリアのクリステ膜にも存在する。しかし、ミトコンドリアにおいては、

チラコイド膜における光エネルギーとは異なり、電子伝達の初期反応に必要な

エネルギー供給を細胞内で賄う。また、電子伝達に伴うプロトン輸送と蓄積が

外膜向きに行なわれる。このため、膜内外の ΔpH は pH 緩衝効果により軽減さ

れ、膜ポテンシャルは主に電位差として保存される。 
一方、チラコイド膜は生体自身では調節できない太陽光という外部エネルギ

ーで駆動しており、葉緑体チラコイド膜においては電子伝達に伴い内向き(ルー

メン内)にプロトン輸送が行なわれ、その電気化学的ポテンシャルは主に pH 濃

度勾配として、閉鎖された袋状をしているチラコイド膜ルーメン内腔の微小な

空間に閉じ込められる。このような構造的要因や様式反応の違いからも、チラ

コイド膜にプロトン勾配が形成されると pH が極端に低下し、ルーメンの酸性化

が予想される(Kramer et al., 1999)。チラコイド膜において電子伝達に関与するタ

ンパク質のいくつかは pH の低下によって不安定になることが報告されている

(Kramer et al., 1999)。しかし、qE 誘導に必要なキサントフィルサイクルは pH5.2
以下に低下することが必要であると言われていることから(Hieber et al., 2004)、
チラコイド膜はルーメンの酸性化と隣り合わせで熱散逸を行っていることが推

測される。これらの報告からも、チラコイドルーメンのプロトン勾配をルーメ
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ン pH が極度に低下する恐れのある条件下において積極的にそれを解消する仕

組みが存在していてもおかしくないと考える。ミトコンドリア内膜には電気化

学的ポテンシャルを積極的に解消する UCP が存在するが(Fleury et al., 1997)、葉

緑体には UCP 相同タンパク質の存在は確認されていない。本結果から、葉緑体

ATP 合成酵素 εサブユニットの減少はチラコイドルーメンにおける pH 調節に関

与しているのではないかと考えられる。 
 
2-4-6. εサブユニットが ATP 合成酵素から選択的に減少するメカニズム 

本研究において、乾燥強光ストレス下の野生種スイカでは ATP 合成酵素の ε
サブユニットが選択的に減少することを観察した (Figure 2-10; Figure 2-11; 
Figure 2-18)。また、幾つかの抗体反応を利用した局在解析から、εサブユニット

は ATP 合成酵素から解離してストロマに存在する可能性は否定されている 
(Figure 2-11)。本研究は、ε サブユニットの分解がチラコイド膜上で起こってい

るのか、一旦 ATP 合成酵素から解離した後、ストロマで起こっているのかは定

かではないが、εサブユニットの減少は、その特異的分解によるものであること

が示唆された。 
 強光乾燥下においてチラコイド膜の電子化学的なポテンシャルは大きく変化

する。このような状況下において εサブユニットの分解が観察されたことから、

分解メカニズムには膜の電子化学的ポテンシャルに影響を与える因子が関与し

ているのではないかと予測した。本研究ではそれらを特定することは出来なか

ったが、単離チラコイド膜と組換え εサブユニットを用いた実験から、εサブユ

ニットの ATP 合成酵素からの選択的減少には、何らかのプロテアーゼが関与し

ていることが示唆された(Figure 2-20 A-B; Figure 2-21)。光合成の機能制御にはタ

ンパク質の分解が重要であることが知られている(Adam, 1996)。プロテアーゼは

大きくセリンプロテアーゼ、金属プロテアーゼ、システインプロテアーゼ、ア

スパラギン酸プロテアーゼの 4 種に分類される。葉緑体において光合成の機能

発現を調節するプロテアーゼには SPP, CtpA, ClpP, FtsH, DSTP などが知られて

いる(Adam and Clake, 2002)。野性種スイカの EST データベース解析より、強光

乾燥ストレス下において ClpP や FtsH の mRNA の発現が上昇していることが確

認されている(Akashi, 未発表)。さらに、FtsH は野性種スイカのプロテオーム解

析において蓄積量の増加が報告されている(吉田, 2004)。ClpP は葉緑体コードで

可溶性のセリンプロテアーゼでストロマに存在する(Shanklin et al., 1995)。ClpP
は核コードの ClpC と複合体を形成し、ストロマにおける不要タンパク質の除去

を行っていると考えられている。また、FtsH は光化学系 II の反応中心 D1 タン

パク質の分解に関与する膜タンパク質である(Lindahl et al., 2000)。εサブユニッ

トはチラコイド膜の表在タンパク質である。また、ストレスによってもストロ
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マ画分に検出されないことから、ε サブユニットは FtsH のようなプロテアーゼ

によって膜上で切断され、膜もしくはストロマで完全分解されるのではないか

と予想される。これらの考察から、強光乾燥ストレス下の野性種スイカの葉緑

体ではプロテアーゼが誘導されストレス応答に関与している可能性が考えられ

る。ATP 合成酵素の εサブユニットが選択的に解離分解されるという現象から、

ストレス下において ε サブユニットのみ標的とするプロテアーゼが誘導される

のではないかと考えられる。 
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第 3 章 

光合成プロトンフラックスの強光乾燥ストレスの長期応答と 

その生理機能 

 

3-1. 序論 

 
はじめに 
 これまでに野生種スイカが強光乾燥に対して優れた耐性を持っていることを

多数紹介した。そして、耐性能を持つメカニズムを解明するために研究を行っ

てきた。その研究過程において、野生種スイカがさらに過酷なストレスを受け

たときの生理応答および分子応答を見ることができた。そして、ATP 合成酵素

を指標とした時、ストレス段階には、εサブユニットが選択的に減少するストレ

ス中期と、ATP 合成酵素量全体が低下するストレス後期が存在することが明に

なった。 
本章では、砂漠に生きる C3植物である野性種スイカを用いて、ストレスを付

与していないコントロール植物体と、長期型の強光乾燥ストレスを受けた植物

の生理応答変化をクロロフィル蛍光解析や Electrochromic Sift (ECS) 解析を用

いて in vivo で比較した。そしてストレス条件下で生理変化を誘導する応答分子

が何であるかを考察した。 
 
3-1-1. 無傷葉を用いたカロテノイドの Electrochromic Sift 解析 
高等植物の葉緑体に光を照射すると 475 nm 付近の吸光度が大きく減少し、

515-520 nm 付近の吸光度が大きく増加した吸収スペクトルを示す。この 515 
nm 付近の吸光度の増加は β-カロテンなどのカロテノイドに起因すると考えら

れている。そして、このカロテノイドは電場の変化によってその吸収帯が長波

長側に移動することが知られている。そのため光エネルギーによってチラコイ

ド膜内の電気的性質が変化することでもカロテノイドの吸収波長が変化する。

その場の電場が変化すると 515-520 nm 付近のカロテノイドシフトが起こる。

光合成においては、チラコイド膜上で電子伝達が行われる時に電場変化が起こ

るため、カロテノイドシフトを観察することは同時にチラコイド膜のエネルギ

ー変化を見ることに繋がる。このように電場の変化による分子の吸収変化をモ

ニターする方法を Electrochromic Shft (ECS) 解析と呼ぶ。 
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3-1-2. ATP 合成酵素が関与するプロトン透過性 
プロトンをルーメン内へ組み込む力を proton motive force (pmf)と呼び、pmf

は膜内外に形成された膜電位(⊿ψ)とプロトン勾配(⊿pH)によって形成される。

チラコイド膜の電気化学ポテンシャルの変化は電子伝達とそれによって生じる

pmf に依存しているといっても過言ではない。そして、pmf と密接に関係する

⊿pH もまたチラコイド膜の制御に関与している。チラコイドルーメンへ組み込

まれたプロトンは主に ATP 合成酵素が ATP を合成する際に使うことで、ストロ

マへ流出される。このプロトン透過性を変化させる因子については、いくつか

報告されている(Takizawa et al., 2007b)。ATP 合成酵素の γサブユニットが酸化さ

れるとジスルフィド結合を形成し不活性型になる(Bald et al., 2001)。この制御は、

弱光下もしくは暗色下における ATP 合成酵素の回転を抑制し、プロトンの透過

性を調節する(Kanazawa and Kramer, 2002; Avenson et al., 2005)。 
チラコイド膜において ATP 合成酵素はプロトンのルーメンからストロマへ移

動される主な因子である。そのため、ATP 合成酵素の活性化に伴ってプロトン

の流出の度合いや pH 環境が変化することが in vivo 実験結果から明らかになっ

ている(Kanazawa and Kramer, 2002; Avenson et al., 2005)。ATP 合成酵素の活性は

ストロマの無機リン酸量に依存するため、無機リン酸量が低下するとプロトン

のルーメンからストロマへ流出も低下する。その他にも、ATP 合成酵素活性化

には βサブユニットのリン酸化修飾が必要であることが示唆されている(Bunney, 
van Walraven et al. 2001)。 
このように、チラコイド膜においてプロトン透過性と ATP 合成酵素は密接な 

関係を持ち、pmf に大きな影響を与える。本研究では、チラコイド膜のカロテノ

イドの吸収変化が反映する電場変化をモニターすることで pmf を算出し、強光

乾燥下での生理応答を観察した。 
 
3-1-3. PSI cyclic の役割と生理的意義 
循環型電子伝達系(PSI cyclic)は PSI から PQ プールへの電子伝達を戻し、再び、

シトクロムb6/f 、プラストシアニン、PSIと電子を伝達する(Figure1-8)。PSI cyclic
はルーメン内のプロトン上昇を導き、シトクロム b6/f の Qi サイトと FQR の作

用により PQ の還元を引き起こす。その後、シトクロム b6/f の Qo サイトからの

プロトン放出によって、PQH2 は酸化される。PSI cyclic の働きによって、電子

が PSI から PQ プールへ戻るため、NADPH や Fd は還元型にならない。また、

PSI cyclic による pmf の上昇は ATP の生成や qE の活性化に貢献することが報告

されている(Baker et al., 2004)。PSI cyclic は、その測定法が完全に確立されてい

ないことから、その最大活性や葉緑体におけるエネルギー収支への役割など、
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明らかになっていないことが多い。  
緒論でも述べたが、明反応は暗反応で必要なエネルギー運搬体である ATP と

NADPH 生産の場である(Allen et al., 2003)。そのため、ATP と NADPH の量と

比が、その下流のカルビン回路の活性を左右する。Chlamydomonas のような緑

藻においては LEF を抑制すると PSI cyclic が活性化することが観察されている。

さらに、C4 植物において、PSI cyclic は維管束鞘細胞において CO2 固定のために

重要な働きを持つことも報告されている。C3 植物における役割はさまざまな方

面で議論さているが、定常状態で PSI cyclic が光合成へ大きく寄与するという証

拠は乏しい。そんな中、PSI cyclic はストレス環境下において ATP/NADPH 生産、

および消費比が安定しない条件下で重要であることを示唆する報告がある

(Cruz et al., 2005)。 
 
3-1-4. チラコイドルーメンにおけるプロトンフラックス 
チラコイド膜で実際に起こっている動きはプロトンの流入と流出という単純

な挙動である。ストレスのない環境下において光合成系のバランスが取れてい

る場合、この流入と流出は釣り合っていると考えられる。しかし、環境ストレ

ス下ではプロトンの流出に対して流入量が増加するため、流入出のバランスが

崩れ、チラコイド膜には高いプロトン勾配が形成される。このプロトンの流出

入のバランスが崩れた状況をストレスというのかもしれない。 
上述したように、プロトン流出入のバランスが崩れるとチラコイドルーメン

のプロトン勾配形成に影響が出る。高いプロトン勾配が形成され、qE が誘導さ

れる状況は主に４つの場合が考えられる(Avenson et al., 2004)。 
一つはチラコイド膜において、プロトン流出量が流入量よりも低い場合であ

る。ATP 合成酵素の活性低下などによってプロトンがストロマへ流出しにくい

場合は pmf が増加し、チラコイドルーメンには高いプロトン勾配が形成される。 
二つ目はLEFやPSI cyclicの活性によりプロトン流入量が増加する場合である。

ATP の合成が一定の速度で行われると仮定すると、光によって誘導されるプロ

トンのルーメンへの流入が多ければ多いほど、ルーメン内のプロトン濃度は増

加し、pmf の増加を導く。例えば、LEF や PSI cyclic の活性によりルーメンへの

プロトン流入量が増加する場合、チラコイド膜ルーメンのプロトン量は増加す

る。 
三つ目は pmf に占める⊿pH 画分の増加が考えられる。pmf は膜内外に形成さ

れた膜電位(⊿ψ)とプロトン勾配(⊿pH)から成る。その pmf の⊿pH 画分が増加

することは高いプロトン勾配が形成されることを意味し、qE を誘導する。 
 
四つ目は qE の pH 感受性の変化による影響が考えられる。qE 応答のキサント
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フィルサイクルの構造変化を司る因子は VDE という酵素である。そのため、ス

トレスなどで酵素活性に変化が起こった場合、pH の感受性が変化することが予

想される。 
このように、チラコイド膜ではプロトンの流出入のバランスが非常に重要で

あることが分かる。そして、それらは環境の変化で容易に崩れるものであるこ

とも想像できる。 
 
3-1-5. 本研究の目的 
第 2 章では、強光乾燥下において ATP 合成酵素の εサブユニットが選択的に

減少し、この現象によってチラコイド膜が脱共役することを発見した。また、

研究を行う過程で、さらに過酷なストレスに曝された野生種スイカを観察する

ことができた。そのような野生スイカの ATP 合成酵素は εサブユニットのみな

らず、全体の蓄積量が低下していることが明らかになった(Figure 2-18)。ATP
合成酵素はチラコイド膜においてプロトンの流出を調節する in vivo での重要

な因子であることが知られている。厳しいストレスに暴露した植物体の生理的

挙動を明らかにすることを目的とし、長期に渡る強光乾燥ストレスを付与した

野生種種スイカの生理解析を行った。 
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3-2. 材料と方法 

 
3-2-1. 植物材料と栽培条件 

野性種スイカ( Citullus lanatus sp.No101117-1 )は第 2 章と同種の種を用い、米

国の Washington State University において栽培した。500 ml サイズのプラスティ

ックポットを用い、土を入れ播種した。これを気温 35℃、湿度 40％、光強度 550 
μmol photons m-2 s-1、明期 16 時間の人工気象器中で栽培した。照明光源には蛍

光灯(CW/VHO, Sylvania, Frankfurt, Germany)と白熱灯を一緒に使用した。毎日潅

水し、4000 倍希釈した液体肥料 Plant Food Plus (Schultz, USA)を 250 ml 与えた。

なお、播種後約 2 週間目で第 4 葉が完全展開した植物体を実験に用いた。また、

植物に乾燥ストレスを与える方法としては潅水量を調節することで行った。潅

水量を 100 mlに減らし、ストレス 5日目まで続けた。ストレス 6日目には 50 ml、
ストレス 7 日目には 0 ml とした。実験にはストレス 4 日目と 7 日目の第 4 葉を

使用した。 
 
3-2-2. 定常状態における ECS 解析 
ECS 解析は野性種スイカの第 4 葉を使用し、気温 35℃、湿度 40％の環境下で

測定を行った。葉を測定機に挟み、ECS とクロロフィル蛍光を同時に測定した

(Sacksteder, Jacoby et al. 2001; Avenson, Cruz et al. 2005)。キネティクスト

レースを得るための光合成活性は、626 nm の赤色 LED (light emitting diodes) 
(HLMP EG15, Avago Technologies Inc., San Jose, CA ) を 10 分以上照射する

ことによって誘導した。クロロフィル蛍光測定において、測定光には 460nm の

青色 LED (NSPB500AS, Nichia, Detroit, MI)を使用した。また、飽和光には平

面レンズ (Fraen Corp., Reading MA)を用いて、635nmの赤色Luxeon III LED 
(LXHL-PD09, Philips, San Jose, CA)を使用した。測定にあたって、作用光は 5
つの光強度 (76、151、288、517、697 μmol photons m-2 sec-1) を用いた。 
クロロフィル蛍光は 720 nm 以上の赤外光を用いて測定した。測定は定常状

態で行い、~5,000 μmol photons m-2 sec-1の飽和光を用いて Fmと Fm’ の値を得

た。Fm”は 作用光を消したあと 10 分間、~5000 μmol photons m-2 sec-1の２

つの飽和光を用いて算出した。PSII の量子収率(ΦPSII)は( Fm-Fs ) / Fm から算出

した(Takizawa et al., 2007a)。Linear electron flow (LEF) は PAR×ΦPSII×1/2
から、 qE  は  qE = Fm” /Fm’ -1 を用いて算出した。 
 Dark interval relaxation kinetics (DIRK)は定常状態下において 500 ms の暗色状

態を与えることで測定した(Figure3-1)。ESCt は定常状態から光を消去するこ

とで得られた最小の ECS 強度までの ECS の幅を示す。この ECSt は光で誘導
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された pmf を表す。ATP 合成酵素を通るプロトンの透過性 (gH+) は光の消去に

よって ECS が解消するときの指数的解消速度の逆数から求めた。プロトンの流

量(vH+) は ECSt のキネティクストレースの初期スロープの傾きから算出した。 

 
 
 
Figure 3-1. DIRK 測定のトレース 
A, チラコイド膜に存在するカロテノイド類は電場の形成によって吸収波長を

長波長側にシフトさせる 
B, コントロール植物(左)とストレス植物(右)の ECS トレース。黒、赤、黄緑、

青、水色のトレースはそれぞれ、76、151、288、517、697 μmol photons m-2 sec-1 
のアクチニックライトの光強度を表す。 
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3-2-3. タンパク質抽出法とウェスタンブロッティング 
タンパク質を抽出するための組織サンプルは完全展開した第４葉から直径 12

ｍｍのリーフディスクとして回収し、液体窒素で凍結した後－60℃の冷凍庫で

保存した。タンパク質抽出はリーフディスク 1 枚にあたり、1 ml の抽出バッフ

ァー (100 mM Tricine-KOH, pH 7.5, 2 mM MgCl2, 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 
mM PMSF, 10 mM β-mercaptoethanol)で破砕し、13.000 rpm、5 分間遠心してペレ

ットを回収した。ペレットは 80%アセトンで処理しクロロフィルを十分に除去

した後、SDS-PAGE 用のサンプルバッファー (50 mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 
10 mM β- mercaptoethanol, 10% glycerol, 1% BPB) に懸濁した。このようにして調

製したタンパク質サンプルは葉面積あたりで定量し、15% アクリルアミドを用

いて、SDS-PAGE を行った。そのあと PVDF 膜に転写し、ATP 合成酵素の ε サ
ブユニットおよび γ サブユニット、および光化学系 I の D サブユニット、光化

学系 II の PsbO サブユニットの抗体を用いてウェスタンブロッティングを行っ

た。2 次抗体にはペルオキシダーゼを付加したウサギの抗体を用い、ECL+ 
(Amersham Biosciences) によって X 線フィルム(FUJIFILM)に感光させて検出し

た。検出バンドの定量には LAS-3000(FUJIFILM)を用いた。 
 
3-2-4. リーフディスクへの薬剤浸透法 
測定のために人工気象器から取り出した植物体は、温度 35℃、湿度 40％の薄

暗い測定室で 1 時間暗処理した。その後リーフディスクを切り出し、2 ml の薬

剤溶液 (0.1% Tween20, 1 mM MV)を作成した 12 ml のシリンジに入れて、減

圧処理を行った。薬剤を浸透させたリーフディスクは薬剤溶液をしみ込ませた

ティッシュペーパーで包み、遮光して 30 分間静置した。コントロールとして作

成した薬剤非添加溶液は 0.1% Tween 20 である。 
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3-3. 結果 

 
3-3-1. 長期間の強光乾燥ストレスを付与した野性種スイカの表現型 

ECS 測定を行うにあたって、野性種スイカの栽培は米国の Washington State 
Universityにおいて行った。野性種スイカの栽培条件は第 2章のそれと比較して、

光質、光強度、温度、湿度が異なる。そのため、本実験に使用する野生種スイ

カの生育パラメータを測定した。野性種スイカを 550 μmol photons m-2 sec-1 の光

強度で生育させ、第 4 葉が展開した後、潅水量を 5 分の１に減らし、5 日間生育

した。その後、6 日目にはさらに半分量を潅水し、7 日目には潅水を完全に停止

し、計 8 日間の乾燥ストレスを与えた。 
 

 
 

Figure 3-2. 長期間強光乾燥ストレスを付与した野生スイカの形態と生理応答 
A. ストレス 0 日目からストレス７日目の野生スイカの表現型。 
B. 乾燥ストレス下における土の水分含量(■)と、蒸散速度(□)の低下。↓は実験
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に用いたストレス植物を意味する。 
このように生育した野性種スイカの土壌の含有水分量を測定した(Figure 

3-2B)。その結果、非ストレス状態を 100%とした時、ストレス 3 日目で約 20%
まで低下した。その後、潅水を完全に停止した 6 日目以降は 5% 以下の水分し

か保持しなかった。さらに、この際の蒸散速度を測定し、その減少を割合で表

した(Figure 3-2B)。その結果、蒸散速度はストレス 1 日目で約 50% 低下した。

その後、徐々に低下し、ストレス 3 日目には 20%まで低下した。潅水を停止し

たあとは、元の 10％以下とほぼ停止状態であった。これらの結果から、土壌の

水分量の変化に伴って、蒸散速度が低下することが観察された。 
 

3-3-2. 長期型の強光乾燥ストレス下におけるチラコイド膜の電子伝達 
潅水停止する前のストレスを与えていない植物体(以下、コントロール植物)

と蒸散がほぼ完全に停止したストレス 7 日目の植物体(以下、ストレス植物)の生

理変化をクロロフィル蛍光解析と ECS 解析によって測定した。 
 まず、この 2 種類の植物体の最大量子収率(Fv/Fm)を測定した(Figure 3-3A)。
この値は、種によらずストレス状態でなければ 0.83 付近の値を示す。両植物体

は約 0.7 の値を示した。この値は、光化学系 II に若干の傷害があることを意味

する。しかし、乾燥ストレスを付与してないコントロール植物においても低い

値を示したことから、栽培条件に伴うストレスがあることが観察された。一方、

ストレス植物においても同じ値を示したことから、乾燥ストレスによる光化学

系 II への影響は認められなかった。 
 

 
Figure 3-3. コントロール植物とストレス植物の最大量子収率と LEF 
A, Fv/Fm：左の白棒はコントロール植物体。右の黒棒はストレス 7 日目の植物

体。 
B., ETR：コントロール植物(□)とストレス植物(●) (n=5) 
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次に、コントロール植物とストレス植物において、定常状態下でクロロフィル

蛍光解析と ECS 解析を同時に行った。定常状態における作用光の光強度は 76、
151、288、517、697 μ mol photons m-2 sec-1 の 5 種を用いた。それぞれの光強度

下における LEF をプロットした(Figure 3-3B)。その結果、両植物ともに光強度

が増加するに従って LEF は増加し、最も光強度が高い 697 μ mol photons m-2 sec-1

下における値は、コントロール植物とストレス植物において、それぞれ約 200 
μmol electron m-2 sec-1 と約 150 μ mol electron m-2 sec-1 であり、大きな電子伝達の

低下は見られなかった(Figure 3-3B)。 
 
3-3-3. 長期型の強光乾燥ストレス下における qE の応答 

LEF の変化に対して qE の値をプロットした(Figure 3-4.A)。その結果、コント

ロール植物およびストレス植物ともに、151 μmol photons m-2 sec-1以下の低いLEF
下では qE がコントロール植物とストレス植物で類似の挙動を示した。一方、高

い光強度下で測定し高い LEF を示し時、qE の値はストレス植物で大きく増加し

た(Figure 3-4.A)。 
また、同じ光強度下におけるコントロール植物とストレス植物の qE 値の差は

151 μmol photons m-2 sec-1 以下では見られず、288 μmol photons m-2 sec-1 以上では、

強光になるに従って増加し、最も光強度が高い 697 μmol photons m-2 sec-1 下での

測定においては約 4 倍の qE 値を示した (Figure 3-4B)。 
次に、pmf を反映する ECSt を 5 種の光強度においてそれぞれ測定した(Figure 

3-5A)。さらに、ECSt (pmf)に対する qE の値をプロットした (Figure 3-5B)。この

プロットを行うことで、ECSt (pmf)が変化するときのルーメン内におけるプロト

ン蓄積の挙動を観察することができる。その結果、コントロール植物では光強

度の増加に伴う ECSt (pmf)の増加はストレス植物と比較して非常に低い値を示

した。一方、ストレス植物では光強度の増加に伴って、大きな ECSt (pmf)の増

加が観察された。さらに、ECSt (pmf) の増加に対する qE 値の変化はコントロー

ル植物とストレス植物で大きく異なった。 
ストレス植物においては ECSt (pmf)の大きな増加に伴って qE の増加が見られ

た。興味深いことに、コントロール植物ではある任意の ECSt (pmf)の値に対す

る qE 値がストレス植物と比較して高い値を示した。この結果は、コントロール

植物とストレス植物で ECSt (pmf)に対する qE 感受性が異なることを意味する。 
これらの結果から、ストレス植物はコントロール植物と比較して、強光下に

おいて qE が大きく増加し、この qE の増加は ECSt (pmf)に由来していることが

示唆された。 
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Figure 3-4. LEF 依存的な qE の変化 
A, コントロール植物(□)とストレス植物(●)における LEF と qE との関係。 
B, ５つの光強度下におけるコントロール植物とストレス植物の qE 値の差 。
(n=5)。 
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Figure 3-5.  ECSt (pmf) と qE の関係 
A, ５つの光強度下でのコントロール植物(□)とストレス植物(●)におけるECSt
を測定した。 
B. ESCt (pmf)に対する qE 値のプロット。(n=5)。 
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3-3-4. プロトン流量 (υH+) から反映される PSI cyclic の測定 
コントロール植物とストレス植物の DIRK 解析の結果、同じ LEF の時の両者

の pmf の値は大きく異なった(Figure 3-5.A)。LEF が一定である場合、ストレス

植物のような高い pmf を示す理由には、LEF 以外の電子の流れが存在すること

が予想される。その候補として PSI cyclic の関与が考えられる。この pmf の違い

が PSI cyclic によるものであるかどうかを見るためにプロトンの流入量(υH+)を
測定した。チラコイドルーメンを介したプロトン流入量は、ある光環境下にお

いて、その植物が示す pmf とプロトンの単位時間あたりの透過率 (gH+)をかけ

た値である。 
このようにして算出したプロトン流量の値を LEF に対してプロットした

(Figure 3-6.A)。この関係を見ることでプロトンフラックスが関与するさまざま

な変化を解釈することができる。コントロール植物およびストレス植物の両者

とも、LEF の増加に従ってプロトン流量も増加した。コントロール植物におけ

る LEF に対するプロトン流量増加の傾きは 0.00239±2.7 x 10-4であり、スト

レス植物においては 0.00319±1.6 x 10-4であった。この結果から、コントロー

ル植物の LEF に伴うプロトン流量を 100%とした時、ストレス植物のプロトン

流量は約 33.4%大きいことが示された (Figure 3-6.A)。プロトン流量の増加の

主な要因が PSI cyclic であるとするならば、ストレス植物はコントロール植物よ

りも PSI cyclic 活性が高いことが示唆される。 
さらに、PSI cyclic の活性化を評価するために、リーフディスクにメチルビオ

ローゲン(MV)を浸透させて PSI cyclic 活性を抑制し、その時のプロトン流量を

測定した(Figure 3-6.B)。MV は非常に強い電子受容体であり PSI から電子を引

き抜き、酸素に電子を渡す性質がある。MV で処理された葉は PSI cyclic を停

止させることが可能である。 
このように MV で PSI cyclic を不活性化したリーフディスクを用いて、LEF

とプロトン流量(υH+)の関係を解析した。コントロール植物由来のリーフディス

クに MV を浸透させ、プロトン流量を測定したところ、MV 処理を行っていな

い葉との間に違いは見られなかった(Figure 3-6. B)。一方、ストレス植物で同様

の実験を行った場合、ストレス植物のプロトン流量はコントロール植物と比較

して高い値を示したが、MV 処理を行うと、高いプロトン流量が消失すること

が観察された。この結果は、ストレス植物で誘導されていた PSI cyclic の高い

活性が MV で抑制されたことを示す。MV 処理を行ったストレス植物の挙動と

コントロール植物の挙動が類似していたことから、ストレス植物で観察された

プロトン流量増加の構成成分の多くの部分を PSI cyclic が占めていることが示

唆された。 
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Figure 3-6. LEF と光誘導プロトン流量の変化 
A, コントロール植物(□)とストレス植物(●)の LEF に対する νH+の応答性。(n=5)。 
B, リーフディスに MV を処理し、3 つの光強度で ECS を測定した際のプロトン

の流入量(υH+)の変化。ストレス植物を●、コントロール植物を□で表し、 MV
で処理したストレス植物を●、コントロール植物を■で表した。 
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3-3-5. ストレス下におけるプロトン透過性 (gH+) の挙動 
チラコイドルーメンに高いプロトン勾配が形成されるメカニズムは大別して２

つ考えられる。一つはルーメン内へのプロトン流入量が増加すること、もう一

つはチラコイド膜のプロトン透過性が低下することである。チラコイド膜にお

いてプロトンをルーメンからストロマへの透過させる主な分子は ATP 合成酵素

である。そのため、プロトン透過性を観察することは ATP 合成酵素の分子挙動

を間接的に観察すること可能である。プロトン透過性 (gH+)は DIRK 解析におい

て、作用光を消去した際の解消速度から算出した。 
はじめに、プロトン透過性 (gH+) の値を LEF に対してプロットし、コントロ

ール植物とストレス植物における挙動の違いを観察した(Figure3-7A)。コントロ

ール植物における LEF に対するプロトン透過性 (gH+)は、76 μmol photons m-2 
sec-1 の光強度下では約 100 の値を示し、697 μmol photons m-2 sec-1 の光強度下で

は約 280 の値を示した。このように、コントロール植物のプロトン透過性は LEF
の増加に伴って高い値を示した。ストレス植物においては 76 μmol photons m-2 
sec-1 の光強度下では約 100 を示しコントロール植物とほぼ同値を示した。しか

し、697 μmol photons m-2 sec-1 の光強度下では約 60 を示し、コントロール植物の

挙動とは反して低い値が観察された。 
また、同じ光強度下におけるコントロール植物とストレス植物のプロトン透

過性 (gH+) 能力の差は 76 μmol photons m-2 sec-1では見られず、それ以上の光

強度下では、強光になるに従って増加し、最も光強度が高い 697 μmol photons 
m-2 sec-1 下での測定においてはコントロール植物のプロトン透過性 (gH+)能力

はストレス植物のそれよりも約 4 倍高い値を示した。 (Figure3-7B)。 
これらの結果から、コントロール植物は光強度依存的に ATP 合成酵素のプロ

トン透過性 (gH+) 能力が増加することを示唆すると伴に、ストレス植物では強

光下において ATP 合成酵素のプロトン透過性 (gH+) 能力が低下することを示

唆している。 
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Figure 3-7. LEF と光誘導プロトン透過性 (gH+ )の変化 
A, コントロール植物(□)とストレス植物(●)の LEF に対する gH+のプロット。 
B, 5 つの光強度下におけるコントロール植物とストレス植物の gH+値の差 。
(n=5)。 
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3-3-6. ATP 合成酵素とシトクロム b6/f は極度なストレス下で減少する 
植物が長期間の乾燥ストレスに曝されたとき、プロトン透過性を大きく左右

する ATP 合成酵素の複合体の蓄積量がどのように変化するかを、ウェスタンブ

ロッティングで解析した。この解析には ATP 合成酵素の εサブユニット(AtpE)
と γ サブユニット(AtpC)の抗体を用いた。同時にチラコイド膜タンパク質であ

る光化学系 II の PsbO (PsbO)、光化学系 I の D サブユニット(PsaD)、およびシ

トクロム b6/f のⅣサブユニット(PetD)の蓄積量もウェスタンブロッティングで

観察した。コントロール植物とストレス植物において、それぞれのタンパク質

の蓄積量を葉面積あたりで比較した結果、ストレス植物の γ サブユニット、ε
サブユニットは共にストレス前の約 50% に低下した(Figure 3-8.A-B)。この結

果は、長期に渡る強光乾燥ストレス下では ATP 合成酵素の全体量がチラコイド

膜上で大きく減少することを示唆する。同様にシトクロム b6/f のⅣサブユニッ

トの蓄積量もストレス前の 40% 以下に減少した。しかし、光化学系 II と光化学

系 I を構成するサブユニットの減少は見られなかった(Figure 3-8.A-B)。これら

の結果から、長期に渡る過度なストレス条件下では、ATP 合成酵素やシトクロ

ム b6/f の蓄積量が減少し、光化学系は比較的安定していることが明らかになっ

た。 

 
 
Figure 3-8. 長期間強光乾燥ストレスを付与したチラコイド膜タンパク質の蓄

積量 
A:チラコイド膜たんぱく質のウェスタンブロッティング。0 日目は 1/2 倍、1/4
倍量を一緒に泳動し検量した。各レーンは葉面積あたりで定量し、SDS-PAGE
に供した。 
B.チラコイド膜たんぱく質のウェスタンブロッティング定量。白棒はコントロ

ール植物。灰色棒はストレス植物。(n=3-4) 
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3-4. 考察 

 
3-4-1. 野生種スイカの長期における強光ストレスへの生理応答 
コントロール植物とストレス植物の LEF を比較した結果、もっとも光強度が

高い測定光条件下においてもわずかな差しか見られなかった。これまで LEF の

変化が光合成系の生理応答の指標であった。しかし、本研究において、LEF の

大きな低下を観察することなく、ストレスで誘導されると考えられていた qE の

高い値が確認された。また、劇的なプロトン透過性の低下や PSI cyclic の増加も

観察され、光合成に関与するさまざまなパラメータに変化が見られた。 
 
3-4-2. チラコイド膜のプロトン勾配形成と qE の誘導 
チラコイド膜内外に高いプロトン勾配が形成されると qE が誘導され余剰な

光エネルギーは熱に変換されて細胞外へ放出される。言い換えると qE の誘導に

は高いプロトン勾配が形成される必要がある。この高いプロトン勾配が形成さ

れるメカニズムには前述したように 4 つ方法が考えられる。 
一つはチラコイド膜のプロトン透過性の低下による高いプロトン勾配の形成。

二つ目は LEF や PSI cyclic の活性によるプロトン流入の増加による高いプロト

ン勾配の形成。三つ目は、pmf の⊿pH 画分の増加。四つ目は、qE 誘導に必要な

キサントフィルサイクルや PsbP の感受性が変化することである。 
もし、強光乾燥ストレス下において、pmf の⊿pH 画分の増加や qE 誘導シス

テムが変化しているのであれば、qE と pmf の関係はストレス前後で大きく変化

する。この結果から、ストレス植物において高い qE が観察される原因として

は、プロトン透過性の低下、あるいはプロトン流入の増加が考えられる。 
 
本測定の結果、ストレス植物の ECSt の値はストレス植物と比較して 4～5 倍

高いことが確認された(Figure3-4)。この結果から、ストレス植物の qE の増加

は pmf 増加によって起こることが示された。また、同時にプロトン透過性は低

下した(Figure3-7.A)。プロトン透過性は qE レスポンスに大きな影響を与える

因子である。約 700 μmol photons m-2 sec-1の光強度下でのプロトン透過性のコ

ントロール植物とストレス植物の比は弱光強度で測定した際の比の約５倍であ

った(Figure3-7.B)。また、同じ光強度で測定した qE のストレス植物とコント

ロール植物の差もほぼ同じ挙動を示した(Figure3-4.B)。これらの結果から、ATP
合成酵素の活性化状態が低下するような乾燥ストレス下においては、PSI cyclic
の活性化が qE 誘導を担っていることが示唆された。 
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本研究で観察された野性種スイカのプロトン透過性の挙動は、他の植物には見

られない。非ストレス下の野性種スイカでは、LEF が増加することによってプロ

トン透過性が増加する。一方、ストレス植物ではプロトン透過性の低下が観察さ

れた。強光下のコントロール植物では最大約 300 を示す値が得られた(Figure3-7. 
A)。この値はシロイヌナズナやタバコで同様な実験を行った場合の約 3-4 倍の値

である。このように、非常に大きな値を示した理由の一つに、高い生育温度が考

えられる。実際、低温で生育した野性種スイカのプロトンコンダクティビティー

を測定した際、35℃で生育した値よりも 4 倍低い値を示した(data not shown)。
また、コントロール植物のプロトン透過性が光依存的に増加したことや、乾燥処

理によって低下することは、タバコやシロイヌナズナでは見られない現象である。

これらの結果は、植物の生理状態に応じてプロトン透過性に変化が生じることを

示唆する。 
 
3-4-3. ATP 合成酵素はその蓄積量を低下させることでストレスに適応する 
本研究の結果、極度なストレス環境下において、ATP 合成酵素の量が大きく

低下することが観察された(Figure 3-8)。同時に、プロトン透過性が低下するこ

とも観察された。実際に、このようなストレス植物においては qE が強く誘導さ

れることも明らかになった(Figure 3-4.A)。ストレス下において LEF が低下し、

プロトン流入が減少しても、チラコイドルーメンからストロマへのプロトン透

過性が低下すればプロトン勾配を保持できる。このように長期に渡る強光乾燥

ストレスを受けた植物体では ATP 合成酵素量を低下させてチラコイド膜の密閉

性を高めていると考えられる。そのため、ATP 合成酵素はチラコイド膜の電気

化学ポテンシャルを調節する主な因子であり、環境順化に重要であると言える

かもしれない。 
このような環境下ではチラコイド膜タンパク質である光化学系 II や光化学系

I などの光化学系は非常に安定しており、その蓄積量は変化しない(Figure 3-8)。
一方、シトクロム b6/f のⅣサブユニット(PetD)の蓄積量は ATP 合成酵素と同じ

ように 40％以下に減少する。長期に渡る過度なストレス条件下では光化学系が

比較的安定であるが、ATP 合成酵素やシトクロム b6/f の蓄積量が減少すること

で、ストレスから身を守るのかもしれない。 
本研究の結果、ATP 合成酵素は強光乾燥ストレス下において、まず ε サブユ

ニットの蓄積量が低下することで膜を脱共役しチラコイド膜の電気化学ポテン

シャルを緩和させる。続いて、ストレス後期では ATP 合成酵素全体量を低下さ

せチラコイド膜の密閉性を高めることで、qE を誘導することが示唆された。 
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3-4-4. PSI cyclic は乾燥ストレス下において活性化される 
本章において、LEF とプロトン流量の関係をコントロール植物とストレス植

物で観察した(Figure 3-6.A)。また、ストレス植物葉内に MV を浸透させ、PSI 
cyclic を抑制することで PSI cyclic 活性を観察した(Figure 3-6.B)。その結果、コ

ントロール植物と比較してストレス植物の PSI cyclic 活性は高かった。PSI cyclic
は光合成研究において、現在もっとも注目されている機構である(Shikanai , 
2003)。しかし、PSI cyclic 活性の測定法は確立されておらず、その生理的意義は

議論されている。そのため、強光乾燥ストレスにおいて PSI cyclic の活性が増加

することを示唆する報告はあったが、実際に測定して確認された例は本研究が

はじめてである。ストレス植物における PSI cyclic 活性はストレス植物と比較し

て約 30％高い値を示した (Figure3-6.A)。この結果から、qE を積極的に誘導する

ために、PSI cyclic がプロトン流入量を増加させることが考えられる。 
 
3-4-5. 長期に渡る強光乾燥ストレスへの光合成の生理応答 

本章では、ATP 合成酵素の蓄積量変化と PSI cyclic の活性化によって長期に渡

る強光乾燥ストレスへ光合成を馴化させていることを観察した。ストレス下に

おける ATP 合成酵素の蓄積量の低下はプロトン透過性の低下を導くと考えられ

る。同時に PSI cyclic の活性化によってプロトン流入も確保されていた。これら

二つの働きにより、qE が強く誘導されることが示唆された。qE は余剰なエネル

ギーを熱に変換して細胞外へ放出する生理応答である。極度な強光乾燥ストレ

ス下においては、qE の誘導は植物にとって必要不可欠なエネルギー散逸機構で

あると考えられる。そのため、一定値を超えるプロトン勾配の形成は植物をダ

メージから守るために重要なメカニズムであると言える。そして、本研究にお

いて ATP 合成酵素がそれを誘導するのに働いていることがはじめて明らかにな

った。 
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第 4 章 

結論 

 
植物は多くの環境ストレスにおいて余剰な光エネルギーに暴露される。特に、

強光乾燥下では気孔閉鎖に伴い CO2 固定反応が停止し、ATP や NADPH が消費

されず電子伝達系は過還元状態となるが、このときチラコイド膜の電気化学ポ

テンシャルがどのように制御されているについては知見が少ない。また、膜へ

のプロトン流入に関与し、チラコイド膜ポテンシャルを調節しているのではな

いかと考えられている光化学系Ｉの循環型電子伝達系がストレス環境下でどの

ような挙動を示すかは明らかではない。 
このような余剰光ストレスに対する植物の応答機構を理解するために、乾燥

強光耐性の C3 植物である野生スイカを用いて、チラコイド膜タンパク質の挙動

をプロテオミクス技術により解析した。その結果、葉緑体 ATP 合成酵素 CF 1 の
εサブユニットの蓄積量が乾燥強光ストレス下で顕著に減少していた。一方、同

複合体を形成する β サブユニットおよび γ サブユニットの蓄積量には大きな変

動は見られなかった。εサブユニットはチラコイド膜ルーメンからストロマへの

プロトンの流れと ATP 合成を共役させるのに重要な役割を担っていると考えら

れる。従って、εサブユニットの減少によりプロトンがストロマへ漏出すること

が予想された。 
電子伝達によるプロトン勾配と ATP 合成酵素が共役して行う ATP 合成はミト

コンドリア内膜においても見られる。ミトコンドリアには脱共役タンパク質が

存在し、低温下でプロトン勾配が意図的に解消される。しかし、これまでに葉

緑体においては光エネルギーによって形成されたプロトン勾配を意図的に脱共

役させるという報告はない。 
そこで、クロロフィル蛍光解析においてチラコイド膜のプロトン勾配形成の

指標となる qE のアクチニックライト消去後の解消速度を測定した。その結果、

ストレスを与えた葉での解消速度は非ストレス葉と比較して 2 倍に増加した。 
次に光照射下の単離チラコイド膜におけるΔpH を pH プローブであるアミノ

アクリジンを用いて in vitro で測定した。その結果、ストレス条件下のチラコイ

ド膜のΔpH はストレス前と比較して低下した。 
さらに、酸素電極を用い、野生スイカ単離チラコイド膜に光照射した際の電子

伝達活性を脱共役剤添加の前後で比較し、チラコイド膜の共役率を解析した。

その結果、非ストレス下の野生スイカ葉に由来するチラコイド膜は高い共役率

を示したのに対し、強光乾燥下の野生スイカ葉に由来するチラコイド膜では共
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役率の低下が見られた。更に、ストレス葉から調整した単離チラコイド膜に ε
タンパク質を添加したところ、ΔpH と共役率の顕著な回復が見られた。これら

の両結果は、チラコイド膜ルーメンからストロマへのプロトン流出促進に、εサ
ブユニットの選択的分解が直接的に関与していることを示す。 
このように ε サブユニットが ATP 合成酵素から選択的に減少するような条件

下において、強光乾燥ストレス下におけるチラコイド膜のプロトン透過流量お

よび電子伝達量との関係を、non-focusing optics を利用したカロテノイド吸収の

electrochromic shift (ECS)測定とクロロフィル蛍光測定を併用することにより評

価した。 
アクチニック効果を持たない微弱な single-flash を葉に照射し ECS を発生させ、

その解消速度を測定することで、膜からの proton flux を観察した。その結果、

非ストレス下における ECS の解消速度の半減期は 107ms であるのに対し、スト

レス葉では 40ms と早い解消速度を示した。この観察から、ε サブユニットが選

択的に減少するようなストレス下の植物のプロトンの膜からの流出速度が速い

ことが in vivo で証明された。 
さらに、ε サブユニットのみならず ATP 合成酵素の他の構成要素の蓄積量も

低下するようなストレス後期の植物体の ECS 挙動を測定した。光照射定常条件

下の葉に 300 ms の暗処理を行なった際の ECS 強度変化と ECS 減衰の時定数か

ら、チラコイド膜を介したプロトン透過流量を見積った。その結果、直鎖型電

子伝達量当たりのプロトン透過流量は、潅水下に比べて強光乾燥下の野生種ス

イカ葉において顕著に大きいことが見出された。また、methyl viologen (MV)を
浸潤させたリーフディスクを用いて同様の測定を行なったところ、潅水下の葉

では MV 処理はプロトン透過流量に大きな影響を及ぼさないが、強光乾燥下の

葉では MV 処理によりプロトン透過流量の顕著な低下が見られた。これらの実

験結果は、強光乾燥ストレス下の野生種スイカ葉において、PSIcyclic が活性化

していることを示唆している。一方、ストレス下においてはチラコイドルーメ

ンからストロマへのプロトンの透過性が大きく低下することが明らかになり、

この現象と qE 増加に相関があった。これらの結果は、ストレス下において ATP
合成酵素量の低下と PSIcyclic 活性の増加によって qE による熱散逸が誘導され

ることを示唆している。 
本研究の結果、野生スイカは強光乾燥ストレス下において、ATP 合成酵素は

ストレス中期において選択的に εサブユニットの蓄積量は低下し、チラコイド膜

の電気化学ポテンシャルを調節していることが観察された。また、ATP 合成酵

素複合体全体が大きく減少するストレス後期では PSIcyclic 活性が促進すること

が明らかになった。 
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