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 強光乾燥 ス トレス下で は余 剰な光エネルギー によ る傷害が起 きやす いが、この とき、

光合成 の場で あるチ 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。そ こで 、強光乾燥耐 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 を解析 した。そ の結果 、葉緑体ATP合 成酵素 の εサ ブ

ユニ ッ トの蓄積量 が強光乾 燥ス トレスによ り特 異的 に減少す る ことが見 出され た。そ

こで 、 この時期 をス トレス中期 として以下 の実験 を行 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 う。従 って 、 εサ ブユニ ッ トの消失 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。そ こで酸素電極やpHプ ロー ブを用 い、単離チ ラコイ ド膜の共役率

を解 析 した。そ の結果 、ス トレス葉 由来 のチ ラコイ ド膜 は共役 率が低下 して お り、組

換 εサ ブユニ ッ トの添加 に伴 い共 役率は復帰 した。 また、Electrochromic shift(ECS)

解 析 によ りチ ラコイ ド膜 のプ ロ トン透過度 を 血 伽oで 解析 した と ころ、ス トレス 中期

で はプロ トン透過度 が上昇す る実 験結果 が得 られ た。 以上 の解析 か ら、野生種スイカ

はス トレス中期 にお いて、 εサ ブユニ ッ トの選択 的分解 によ りチ ラコイ ド膜の共役率

を低下 させ て いることが示 唆 された。

 次 に、野 生種 スイカ にさ らに長期 のス トレス を付与 し、チ ラコイ ド膜 タ ンパ ク質 の

挙動 を観察 した。そ の結果 、葉緑体ATP合 成 酵素の他サ ブユ ニ ッ トも減 少 し、複合体

全体 の蓄積 量が低下 して い ることが示唆 され た。この時期 をス トレス後期 として、ECS

解析 によ りチ ラコイ ド膜 を介 した プ ロ トンの透過 度や流量 を解 析 した。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、ス トレス後期 にお いて顕 著 に大 きい こ

とが見 出 され た。また、methy1 viologen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、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 、光化学 系1循 環 的電子伝達 経

路が活 性化 して いる ことを示唆 して いた。 さ らに、ス トレス後 期 のチ ラコイ ド膜 は、

ス トレス 中期 とは異な り、そ のプ ロ トン透過度が4分 の1に 低下 して い ることが明 ら

か とな った。 このプ ロ トン透過度低下 の一因 として、プ ロ トンチ ャネルで あるATP合

成酵素複合体 の蓄積量 がス トレス後 期 にお いて顕著 に低下 して い る ことが考 え られた。

これ らプロ トン透過 度 の低下 と、光化 学系1循 環 的電子 伝達経路 の活 性化 は、ス トレ

ス後期 にお いて余 剰光 を熱散逸 させ るqEを 誘導 す るため に重要で ある と示唆 され た。

 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 、葉緑体ATP合 成酵素 の

構造や蓄積量 を変 化 させ 、また光 化学系1循 環 的電子 伝達 を活性 化 させ る ことで 、チ

ラコイ ド膜 の電気化 学ポテ ンシ ャル を調節 す る ことが 示 され た。 これ らの結果 は、余

剰光 に暴 露 され る植 物 の光合 成エネルギ ー代謝制御 を理解 す る上で、新 しい知 見 を提

供 した。
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 申請者 は、植物光 合成 の中枢 を担 う葉 緑体チ ラコイ ド膜 にお ける電気 化学ポテ ンシ

ャル の制御 機構 につ いて 、特 に強光乾燥 ス トレス下 にお ける挙 動 を中心 に研究遂行 し

て きた。そ の過程で、葉 緑体ATP合 成酵 素が そ のサ ブユ ニ ッ ト構成や蓄積量 をス トレ

ス下で変 化 させ るこ と、 また これ らの変 化が 、チ ラコイ ド膜 の電気化 学的ポテ ンシャ

ル 制御 に大 きな影 響 を及 ぼす ことを明 らか とした。従来 まで の研 究 にお いて は、葉緑

体ATP合 成酵 素の研 究はin vitroで の生化 学的解析 が専 らで あ り、本酵 素のin沸o

挙 動、特 に環 境ス トレス下 にお け る挙動 について はほ とん ど判 明 していなか った。 申

請 者の本論文 は、葉緑体チ ラコイ ド膜の主要な プ ロ トンチ ャネルで あ るATP合 成酵素

が、ス トレス初期 にお いてエ プシ ロンサ ブユ ニ ッ トを消失 させ 、 またス トレス後期 に

おいて複合体 全体 の蓄積 量 を減 少 させ る ことを初 めて 示 した もので、ス トレス下 の光

合成電子 伝達 お よび チ ラコイ ド膜 の電気化学 的ポテ ンシ ャル 制御 を理解 す る上で重要

な知見 を報告 した。

 さ らに本 論文で は、チ ラコイ ド膜 の電気化 学的ポ テ ンシャル を解析す る に当 た り、

Electrochromic shift(ECS)を 利用 した非破壊的解析 を、強光乾燥 ス トレス応答 の研 究

に導入 して い る。ECSは 、光照射下 においてチ ラコイ ド膜 の内外 に形成 され る膜電位

に依存 して、カ ロテ ノイ ドの吸収波長 スペ ク トル が長波長ヘ シ フ トす る現 象 を利用 し

て、そ のシ フ ト前後 の差ス ペ ク トル か らチ ラコイ ド膜 の電気化学 的ポテ ンシャル を測

定す る手 法で ある。本方法 は、チ ラコイ ド膜 を介 した プロ トン流量や透 過度 を測定 す

る ことので きる極 めて強 力な実 験 手法 で あるが 、高度な測定技術 と測定 装置 を要 し、

世界 の光 合成研究 にお いて も数か所 の研 究室 にお いて研究 が先行 してい るにす ぎな い。

本 論 文 で は 、ECS解 析 にお け る世界 的権 威 で あ る ワ シ ン トン州 立 大 学 のDavid

Kramer教 授 グルー プとの共 同研 究 の成果 を報告 してお り、環境 ス トレス下 にお け る

チ ラコイ ド膜 の電気化学 的ポテ ンシ ャル の動態 を初めて記述 した例 で ある。特 に、本

方法 を用 いて 、光化学 系1循 環 的電子伝達 経路 の流量 を定 量的 に測定す る ことに初 め

て成功 して いる ことは特 筆 に値す る。

 以 上のよ うに、本論文 は、環境 ス トレス下 にお ける植 物光 合成エ ネルギー代謝 を理

解 す る上で基礎 的知見 を提 供す る もので、学術 上、応用 上貢献す るところが少 な くな

い。よ って審 査委員一 同は、本論 文が博士(バ イオサ イエ ンス)の 学位 論文 として価

値 あるもの と認 めた。


