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論文内容の要旨

( i )序論

高等植物のフェレドキシン (Fd) -NADP+ 酸化還元酵素 (FNR) は FAD を非共有結合的に有するフラボ蛋白質

である o FNR は Fd と静電的相互作用により 1 : 1 の複合体を形成し、葉緑体においては光化学系で生じた電子を

Fd を介して受け取って NADP+ を遺元し、物質問化に必要な還元力である NADPH を生成する。 FNR の生合成過

程については、サイトゾルで前駆体として合成された後、葉緑体に輸送されることが明らかにされている。しかし、

一連の生合成過程のどの段階で FNR が Fd との相互作用能をもっ分子種に変換されるのかについては不明である o

葉緑体は光合成器官にのみ存在するプラスチドであるが、非光合成器官である根には他のプラスチドが存在する。

いずれのプラスチドも無機物同化反応に関与する酵素群を有し、直接の還元力供給源として Fd を用いる。光還元力

を利用できない根プラスチドではぺントースリン酸回路で生じた NADPH を用いて Fd を還元し、 Fd 依存性蛋白質

に電子を供給すると考えられている。この電子伝達カスケードには FNR が関与することが示唆されており、この際

は光合成系と逆の反応を触媒する。これまでに、 FNR、 Fd ともにイソ蛋白質の存在が報告されている。それぞれ光

合成型、非光合成型のサブグループに分かれることが判明しており、プラスチドに特異的な両分子種の組合せが生理

的な反応を駆動するのに重要ではな~\かと推定される D

本研究ではトウモロコシを材料に FNR と Fd との相互作用に着目し、( 1 )光合成、非光合成器宮特異的組合せの

観点からの両 FNR イソ酵素の機能特性、および、 (ll) 葉緑体における機能分子種への変換過程を明らかにするこ

とを目的とした。

(�) トウモロコシ芽生えにおける FNR イソ酵素の器官特異的分布

Leafー (L ー) FNR および Root- (R 一) FNR について、組み換え蛋白質を大量発現可能な系を構築し、精製標

品を得た。 L-FNR および R-FNR を特異的に認識する抗体を作製し、両 FNR 蛋白質について植物体での器官分

布を解析したところ、 L-FNR および R-FNR はそれぞれ葉および根特異的に発現していた。プラスチド内の分布

は、 L-FNR は葉緑体内でチラコイド膜画分に局在するのに対し、 R-FNR は根プラスチド内でストロマ画分に局

在することが示された。さらに、エチオプラストでは両 FNR が確認された。

(iii) 酵素反応学的特性および蛋白質問相互作用における L-FNR および R-FNR の比較解析

精製蛋白質を用いて NADPH に対する親和性をジアフォラーゼ活性により測定したところ、 R-FNR は L-FNR

と比較して10倍小さい Km を示した。還元力として NADPH を、電子受容体として光合成型 (Fd 1 )および非光合
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成型 (Fdill) Fdイソ蛋白質を用いてシトクロム c還元活性を測定したところ、両者の Km は R-FNR で顕著な相違

を示し、 Fdill に対して Km3 μM、 Fd 1 に対しては Km29 μM であった。 FNR : Fd の静電的相互作用による複合

体の解離定数においても、 R-FNR: Fdill は R-FNR : Fd 1 よりも 10倍小さい Kd (3μM) を示し、この相違は

Fd をリガンドとしたアフィニティークロマトグラフィーによっても確証された。一方、 L-FNR は、両 Fd アイソ

ザイムに対し同様の Km および Kd を示した。シトクロム c還元活性での触媒活性 (Kcat/Km) は、 R-FNR の方

が L-FNR と比較して 3 倍高かった。 L-FNR は Fd 1 および Fdill に対して同様の触媒活性を示す一方 (Fd 1 : 37 

μM- 1 s- 1 、 Fdill : 39μM-1 S-l) 、 R-FNR は Fdill (130μM- 1 s-l) に対してのほうが Fd 1 (13μM- 1 s 一 1 )と比

較して10倍高い触媒生活を示した。

Fd と相互作用する部位として L-FNR の Lys89および Lys91が示唆されている D 興味深いことに、 R-FNR では

それぞれ Ala および Asn に置換されており、他の生物種由来の L-FNR および R-FNR においても同様であるo Rｭ

FNR の生化学的特性における、 Ala86および Asn89の役割を明らかにすることを目的として、部位特異的変異導入

法により A86K/N89K R -FNR 変異体を作製し、 Fd 1 および Fdill との電子伝達反応および相互作用を解析した。

その結果、野生型 R-FNR とは対照的に、 A86K/N89K R -FNR は Fd 1 に対する Km が3 .4 μM まで減少した。

以上の結果より、 R-FNR は Fd アイソザイムを識別する性質を持ち、 Fd 1 に対する弱 L、相互作用は Ala86 およ

び Asn89によることが示され、一方、 R-FNR が Fdill特異的に示す強い相互作用は、非光合成器官のプラスチドに

おいて NADPH 依存的にFdを還元し Fd 依存性の無機物同化酵素へ還元力を供給する上で重要であることが示唆さ

れた。

(iv) 葉緑体内における、 Fd との相互作用能力を持つ FNR 分子種への変換過程の解析 :FAD アセンブリーおよび

チラコイド膜結合

L-FNR の Fd との相互作用能をもっ分子種への変換過程について、単離葉緑体への蛋白質輸送実験系を用いて解

析した。 FNR 蛋白質を熱変性後、 FAD 存在下、非存在下において再構成することにより、 FAD を保持するホロ型

FNR および保持しないアポ型 FNR を作製した。 Fd をリガンドして結合させた Sepharose 樹脂を用い、ホロ型およ

びアポ型 FNR 分子について Fd への結合を比較解析した結果、ホロ型分子のみが Fd -resin と有意に結合し、 Fd と

の結合能はホロ型分子種の同定に役立つことを確認した。

in vitro で合成した前駆体 FNR 分子について単離葉緑体への輸送実験を行い、葉緑体内でのホロ型分子への変換

過程を解析したところ、前駆体分子は葉緑体内で成熟体サイズにプロセシングされた後、 Fd との結合能を有するホ

ロ型分子へと変換された。このホロ型分子は葉緑体内でチラコイド膜へと結合し、この過程は時間および温度依存的

であった。さらに、 FAD アセンブリーに重要であることが示唆される Tyr95を Ala に改変した変異体 FNR 分子に

ついてチラコイド膜への結合過程を比較解析したところ、野生型分子に比べ顕著に遅延した。以上の結果より、

FNR は葉緑体内において成熟体サイズ分子にプロセシングされた後ホロ型分子へと変換されること、そしてこのホ

ロ型分子への変換過程は FNR がチラコイド膜へと結合するのに必要であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

思田弥生君は、高等植物の葉緑体や根プラスチドに存在するフェレドキシン (Fd) : NADP'" 還元酵素 (FNR) に

着目し、葉緑体と根プラスチドに特異的に分布する葉型 (L-FNR) と根型 (R-FNR) アイザイムの存在を同定し、

それぞれ膜結合と可溶性酵素であり、また黄化葉エチオプラストには両者が共存していることを見い出した。そして、

これらアイソザイムの生理活性を、 Fd との分子間相互作用の観点から詳細に解析し、 R-FNR は光合成型 Fd と非

光合成型 Fd に顕著な親和性の差異を示すこと及びその構造要因を明らかにし、プラスチドの酸化還元代謝反応の駆

動力となる NADPH/FNR/Fd の電子伝達カスケードの成り立ちの分子基盤を確立した。また、葉緑体内で FNR

ポリペプチド鎖に補欠分子族 FAD が挿入し、 Fd との親和性の獲得とチラコイド模への結合の解析を行い、これま

で未知であった FNR の生合成過程の一部を明らかにした。これらの業績は博士(理学)の学位論文として十分価値

あるものと認める。
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