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高等植物における光合成電子伝達反応にはRubiscoに依存する直線的電子伝達反応（Linear electron flow; LEF）とは
独立した代替的電子伝達反応（Alternative electron flow; AEF）が存在している。これまで多くの研究によってAEF
の活性、生理学的機能、ならびにAEFに関与するコンポーネントを欠損させた植物における表現型解析などが行わ
れてきた。しかしながら、確立されたAEFの測定手法が存在していないことから、高等植物におけるAEFの理解に
関して、現在コンセンサスが得られていない状況である。本稿は野生型高等植物において確認されるAEF活性を速
度にて評価し、高等植物の光合成におけるLEFの速度と比較することで、AEFの機能、光合成における貢献を考察
する。加えて、AEFの生理学的機能の解明に当たり、解決すべき問題点に関して考察する。

1. はじめに
　高等植物の葉緑体に光が照射されると、チラコイ
ド膜上の光化学系II（PSII）、光化学系I（PSI）反応
中心クロロフィルP680、P700の励起と電荷分離が起
こり、光合成電子伝達反応が開始する。P 6 8 0から放
出された電子はプラストキノン（P Q）、シトクロム
b6f（Cytb6f）、プラストシアニン（PC）を介してPSI

へと伝達される。またP 7 0 0から放出された電子は
フェレドキシン（Fd）、フェレドキシンNADPHオキ
シドレダクターゼ（FNR）を介して、NADPHの生成
に利用される。光合成電子伝達反応はNADPHの生成
に加えて、ATPを生成する。PSIIにおけるH2Oの酸化
の際、また還元型のPQ（PQH2）がCytb6fに電子を渡
す際にチラコイド膜ルーメン内部に H ⁺が放出され
る。チラコイド膜を介したストロマ側とルーメン側の
H⁺勾配は、チラコイド膜上に存在するCFoCF1-ATPase

においてATP生成の駆動力として利用される。このよ
うにして光合成電子伝達反応により生成された
NADPHとATPは、Calvin  cycleにおけるCO2の固定、
もしくは光呼吸に利用される。
　Calvin cycleならびに光呼吸は、光合成電子伝達反
応において生成されるエネルギーの主要な消費の場

であり、光合成の重要なシンクとして認識されてい
る。一方で、光合成電子伝達反応にはRubisco依存的
な光合成電子伝達反応に加えて、Rubiscoに非依存的
な光合成電子伝達反応が存在している。これは代替的
電子伝達反応（Alternative electron flow; AEF）と呼ば
れる1)。高等植物における代表的なAEFとして、循環
的電子伝達経路（cyclic electron flow; CEF）とPSIにお
けるメーラー反応（water-water cycle; Mehler-ascorbate 

peroxidase pathway; WWC）が挙げられる。CEFにおい
てはArnonら、またTagawaらがチラコイド膜を用いた
実験によって、PSIIからの電子の供給なしにPSIのみ
の電子伝達でATPの合成が起こること、つまり循環的
リン酸化反応が起こることを確認したのが始まりで
あり、現在では大きく分けると4つの経路があること
が報告されている［NAD(P)H dehydrogenase (NDH), 

Ferredoxin plastoquinone reductase (FQR), FNR-Cytb6f 

complex (proton coupled, heme c-dependent proton 

uncoupled)］1-4)。一方でWWCにおいては1951年に
Mehlerがチラコイド膜を用いた実験においてO2がHill 

oxidantとして機能することを発見したのが始まりであ
る5)。現在では、O2還元が起こるPSIでの活性酸素消
去系、またアスコルビン酸（Asc）の再生反応系の存
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在が明らかとされている6,7)。
　分子遺伝学、分子生物学の進歩により、AEFに関与
するコンポーネントが次々と明らかになっている。一
方で、問題とすべきことは、高等植物の葉緑体内に存
在する各種コンポーネントが、「真に生理学的に光
合成に貢献しているかどうか」という事に対する考察
である。変異体の獲得は、表現型を介した考察によ
り、各種コンポーネントが植物内部でどのような役割
を果たしているかを明らかとする非常に強力なツール
である。しかし、そこには量と質の考察が軽んじら
れている場合が多い。つまり、各種コンポーネントの
「ある」、「なし」に重きをおいて議論が展開されて
いるといってよい。発見された遺伝子、タンパク質の
植物細胞内部における真の機能を明らかとするに
は、それらが質的または量的に生理現象を説明しう
るのかという考察が必須である。今回は、高等植物
の葉緑体での代表的なAEFであるCEFとWWCに焦点
を当て、野生型植物において観測されるAEF活性、特
に速度の面からAEFの考察を行う。

2. CEFの電子伝達活性評価
　現在、高等植物において提唱されているCEFの生理
学的機能を紹介する。CEFはPSIから出た電子を再び
光合成電子伝達鎖上に戻す電子伝達経路であり、P Q

に電子を伝達する経路に関してはQ-cycleを活性化さ
せる事によって、チラコイド膜ルーメン内部へのH⁺の
取り込みを促進させ、 H ⁺依存的な非光化学的消光
（NPQ: qE）やCO2固定のためのATPの合成に貢献す
ると考えられている8,9)。またCEFはPSIから電子を受

け取ることによって機能することから、PSI内部に電
子が蓄積することを防ぐ役割もあると考えられてい
る。これはPSIにおける活性酸素の生成を防ぐという
意味で重要な防御機構である9-11)。
　それでは、CEFはどれくらいの活性を持っているの
であろうか？CEFにおける電子の供給源であるPSIは
CEFのみならずFd，FNRを介したNADPHの生成や
WWCにおけるO2還元などに電子を供給している。つ
まりCEFの活性はCEFに分配される電子の量によって
も大きく左右される12-14)。光合成の誘導期においては
Calvin cycleや光呼吸といった光合成における大きな
電子のシンクが完全に活性化する前の段階の為、電
子はよりCEFに分配されることが予想される15,16)。一
方で、定常状態の光合成においては多くの電子が
Calvin cycleや光呼吸に供給される為、CEFの活性は誘
導期に比べて低下する。このことを踏まえて光合成の
誘導期と定常状態に分けてCEF活性を考察したい。

A. 光合成誘導期におけるCEF活性
　最初に光合成の誘導期、つまりCalvin cycleが活性化
する前の光合成電子伝達反応におけるCEFの速度につ
いて紹介する。Joliotらは暗所に順応させた野生型のホ
ウレンソウ並びにシロイヌナズナの葉に約7秒間、強力
な励起光を照射し、その時に観測されるElectro chromic 

shift（ECS）のシグナルとDark interval relaxation kinetics 

(DIRK) analysisを組み合わせて光合成電子伝達活性を
見積もっている17-20)。その報告によると、光合成誘導
期のホウレンソウの葉では、68 s-1のCEF活性と26 s-1の
LEF活性が検出され、シロイヌナズナの葉においては
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ターンオーバー速度（s-1） 植物 測定条件 参考文献
LEF ～ 300 タバコ 光合成定常状態 Laisk et al. (2001)21)

～ 200 ヒマワリ 光合成定常状態 Laisk et al. (2001)21)

～ 200 n.d. personal communication Joliot et al. (2004)18)

～ 200 タバコ 光合成定常状態 Hald et al. (2008)22)

CEF 68 ホウレンソウ 光合成誘導期（このときLEFは26 s-1) Joliot & Joliot (2002)17)

119 ～ 130 シロイヌナズナ 光合成誘導期（このときLEFは40 s-1) Joliot et al. (2004)18)

～ 7 タバコ 光合成定常状態 Laisk et al. (2001)21)

～ 15 ヒマワリ 光合成定常状態 Laisk et al. (2001)21)

～ 200 ジャガイモ 光合成定常状態 Laisk et al. (2007)10)

～ 306 タバコ 光合成定常状態 Miyake et al. (2005)27)

WWC ～ 9 サヤインゲン 光合成定常状態 Driever & Baker (2011)79)

～ 2 ユーカリ 光合成定常状態 Shirao et al. (2013)80)

～ 31 セコイア 光合成定常状態 Shirao et al. (2013)80)

NO2- reduction ～ 2 タバコ／ジャガイモ 光合成定常状態 Eichelmann et al. (2011)37)

表1  LEF, CEF, WWCの速度比較



119 ~ 130 s-1のCEF活性と40 s-1のLEF活性が検出されて
いる（表1）。ここでのs-1という単位は1秒間にPSIIも
しくはPSIが、どの程度電子伝達反応を行っているのか
を表す（回転数 [反応中心]-1 s-1）。また、これら植物
の葉にDCMUを吸引させ、PSIIからQAへの電子伝達を
阻害した葉においても117 ~ 128 s-1のCEF活性が検出さ
れている。定常状態におけるLEF活性は ~ 200 s-1ほどの
速度で駆動することから、Joliotらが検出した光合成誘
導期におけるCEF活性は定常状態のLEF活性に相当す
るほどの高い活性を持っていることが分かる17,18,21-23)。

B. 光合成の定常状態におけるCEF活性
　非ストレス下の定常状態におけるCEF活性に関して
は、未だコンセンサスが得られておらず、定常状態に
おいてCEF活性が存在するかしないかに関しては明ら
かとなっていない。コンセンサスが得られない原因と
しては、確立されたCEF活性の測定方法が存在してい
ないことが理由として挙げられる。また、報告されて
いる定常状態のCEF活性に関しては、いくつかの解決
しなくてはならない矛盾点が存在している。
　CEF活性の評価として、Far-red light（FR）を照射し
た場合に観測されるP700+の誘導のキネティクスにより
評価する解析方法が知られている（図1）16)。この解析
ではFRを照射した場合に確認されるP700+生成の遅延
の程度からCEF活性を評価する。このP700+生成の遅延
はFRにより電荷分離を起こしたP700+に、CEFによって
循環してきた電子が再度P700+に供給されることにより

起きていると考えられている16)。暗所に順応させた葉
においてはP700+の酸化は大きく遅れるが、一方で光に
順応させた葉において F R を照射した場合には、
P 7 0 0 +はすぐさま最大のレベルまで誘導される（図
1A）。この光に順応させた葉におけるP700+の誘導の
キネティクスは、葉にメチルビオロゲンを吸引した場
合に確認されるキネティクスと同じであることから、
光順応後の葉においてはFR照射により生成する電子の
ほとんどがLEFに供給されており、CEFの活性はほと
んど存在しないことが見て取れる（図1B）16)。このよ
うに光合成電子伝達反応においてCalvin  cycleや光呼吸
といった大きな電子のシンクが活性化した場合に、
CEFに供給される電子が減少することでCEFの活性が
低下するという報告は他にも存在している13,15,24)。例
えばLaisk らはLEFとCEFの活性をPSIの回転数（s-1）に
換算して比較を行っている。測定光が約 2,000 µmol 

photons m-2 s-1の条件下におけるCEFの活性は強光生育
の植物でLEFの -5.5 ~ 7.5%、弱光生育の植物で -1.4% ~ 

12.2%であることを報告している。この時のLEF活性は
強光生育の植物で約200 s-1、弱光生育で 100  s-1程の速
度が確認されているため、CEF活性を速度に換算する
と強光生育の植物では ~ 15  s-1、弱光生育の植物では ~ 

12 s-1 程の活性となる21)。またKuvykinらは光合成電子
伝達反応における各種反応の見かけの速度定数を用い
てin silicoにて定常状態のCEF活性を算出しているが、
その計算においてもCEF活性はLEFの10%未満であるこ
とを報告している25,26)。

　一方で、定常状態において
も高いCEF活性が存在している
ことを示唆する報告もある。
Laiskらがガス交換測定から算
出する光合成電子伝達速度と
P700+のDIRK-analysisから見積
もるPSIにおける光合成電子伝
達活性と比較したところ、強
光条件下においてCEF活性の増
加が確認され、速度にして4 0 

~ 100 µmol e- m-2 s-1程の活性が
確認されている10)。Laiskらが
報告している葉面積当たりの
PSIの量（0.5 ~ 1.8 µmol m-2）
を参考にして、回転数に換算
すると大凡 20 ~ 200 s-1となる
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図1  FR照射によるCEF活性の評価
Joliot & Joliot (2005)をもとに作成。Aはホウレンソウの葉に150 mMソルビトールを吸引さ
せたものと、ホウレンソウの葉に150 mMソルビトールと1 mMメチルビオロゲンを吸引さ
せたものにおけるP700+の誘導のキネティクスを示したもの。P700+は遠赤外光の照射によ
り誘導している。Bはエンドウの葉を暗所に順応させたものと、緑色光の照射によりCalvin 
cycleを活性化させた状態にし、その後5分暗所に置いたものにおけるP700+誘導のキネティ
クスを示す。



（表1）10,21)。この値から考えると、これらの論文で
報告されているCEF活性はLEFに相当することが分か
る。Miyakeらはクロロフィル蛍光測定より見積もる
PSIIの量子収率と830 nmにおける透過率変化から算出
するPSIの量子収率からCEF活性を評価しており、そ
の報告によると~ 153 µmol  e- m-2 s-1（~306 s-1）程の
C E F活性速度が定常状態の光合成で観測されている
（表1）27)。PSIIとPSIの量子収率から見積もるCEF活
性に関しても、光強度の増加はCEF活性の増加を引き
起こすことが確認されている28-30)。
　ここに示したように光合成の定常状態におけるCEF

活性の報告には、ばらつきが存在する。これは生育
環境（光、窒素量、温度等）の要因によっても変化す
るが、やはり個々の測定法の違いが大きな原因であ
ろう。ただし、ここで注目すべきは定常状態でCEF活
性があるという報告に関しては活性のオーダーが一致
している、つまりLEF活性に相当する活性を示してい
るという事である。

3. CEFはH+の取り込みに貢献しているか?
　次に野生型の植物において確認されるCEF活性が光
合成におけるH⁺の取り込みを促進し、in vitroで確認さ
れたようなATPの供給に貢献することで、CO2固定を
サポートしているのかを考えたい。最初にCalvin  cycle 

を駆動させるために必要なNADPHとATPの量に関して
整理する。Calvin cycleにおいて1分子のCO2を固定する
ためには3分子のATPと2分子のNADPHが必要となる
31)。続いて、LEFにより生成されるNADPHとATPの量
について考える。光合成電子伝達反応ではPSIIにおい
て、2分子のH2Oが酸化されるとそれに伴って4つの電
子と4つのH⁺の放出が行われ、1分子のO2が発生する
［2H2O →O2 + 4H⁺ + 4e-］。1分子のNADPHの生成に
は電子を2つ必要とする［NADP+ +  H⁺ +  2e- → 

NADPH］。したがって2分子のH2OをPSIIにおいて酸
化した場合、4電子が流れるのでNADPHは2分子生成
される。このことから、2分子のH 2 Oの酸化により駆
動するLEFで3分子のATPを生成することができれば、
LEFのみで1分子のCO 2の固定を行うことが可能であ
る。PSIIにおける電子のアクセプターであるPQはPSII

とCytb6f間でQ-cycleを行っており、この機能によって
電子伝達反応によるH⁺の取り込みが促進される。Q -

cycleにおいて電子が1つ流れると2つのH⁺が取り込ま
れる　(H⁺/e- =  2) 32)。光合成電子伝達反応により2分子

のH 2 Oが酸化された場合、流れる電子の量は4電子な
ので、これに伴いQ-cycleにおいて取り込まれるH⁺の
数は、8H⁺［4e- × 2H⁺/e-］となる。2分子のH2Oの酸化
により供給される4H⁺と合わせると、LEFで生成され
るH⁺は12H⁺となる。
　問題は高等植物の葉緑体のATPaseがATPの生成にど
れだけH⁺を必要とするかである。Seelertら（2000）の
報告ではホウレンソウ葉緑体におけるATPaseのcリン
グは14個あることが報告されている33)。この報告にし
たがって3分子のATPの生成に14H⁺が必要であると仮
定する。その場合、LEFでは12H⁺しか取り込めないの
で 2 H ⁺不足している状態となる。この考察に基づく
と、CEFが存在することによって2H⁺が補充されるが
故に、Calvin cycleは問題なく駆動しているように目
的論的に理解できる。
　しかしながら、定常状態において確認されるCEF活
性にはいくつかの矛盾点が存在する。第一に、仮に
CEFがLEFで生成するH⁺の不足分を補っているのであ
れば、CEFは光強度にかかわらず、常に駆動している
必要がある。理論的には常にLEFの約14%に相当する
CEF活性が確認されていなくてはならない。しかし、
前述のように弱光条件下においてはCEF活性が確認さ
れないという報告が存在している9,10,21,34)。この報告
を考慮するとCEFが Calvin cycle駆動を駆動するに当
たって、恒常的に不足しているATP合成をサポートし
ているとは考えにくい。
　大気中のCO2濃度の変化は葉内、並びに葉緑体内部
のCO2とO2の分圧の変化を引き起こし、Rubiscoにおけ
るカルボキシレーション反応とオキシゲナーゼ反応の
バランスに変化をもたらす31)。光合成におけるATPと
NADPHの要求量はKramerとEvans（2011）で記載され
ているように 3+7Γ*/C (ATP)，2+4Γ*/C（NADPH）と
表現することができる35)。ここでのΓ*は暗呼吸を考慮
しない場合の、光合成における C O 2補償点、 Cは
Rubisco周囲におけるCO2分圧を示す36)。つまり、葉内
のCO2濃度が低くなりカルボキシレーション反応が抑
制され、オキシゲナーゼ反応が促進されるような条件
下では、NADPHに対してATPの要求量が増加すること
が分かる35)。この時ATP/NADPH比は大凡1.67まで上昇
するので、低CO2条件下では、現在の大気条件下にお
いて光合成を駆動する場合よりも多くのATPが要求さ
れる。このことからC E FによるH⁺の取り込みの貢献
は、低CO2条件下で、より重要度が増すことが予想さ
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れる。しかしながら、非ストレス条件下においてCEF

活性を測定した論文に関しては、C O 2の変化に伴う
CEF活性の変化は確認されていない10)。Miyakeが2005

年に報告した論文では、高い光強度の条件下（1 ,100 

µmol photons m-2 s-1）ではCEF活性は低CO2条件下にお
いて増加することが確認されている。しかし一方で低
い光強度（150, 250 µmol photons m-2 s-1）の条件下では
CEF活性はCO2濃度に依存しないことを見出している
29)。前述のように光合成におけるATPとNADPHの要求
量はΓ*とCに依存するため、CEFがATP合成に関与す
るのであれば、光強度ではなくCO2の濃度の変化に応
答しなくてはならないはずである。
　以上の報告を含めるとC E FはH⁺の取り込みとカッ
プリングしているとは考えにくい。それでは、今まで
とは反対の発想で、C E Fが完全にH ⁺の取り込みと
カップリングしていることを仮定した場合に、矛盾は
生じるのであろうか。Laiskらが2007年に報告した高
CO2条件下におけるガス交換測定より算出した、LEF

速度200 µmol e- m-2 s-1とその時のCEF活性約100 µmol 

e- m-2 s-1をもとに考察する。以下の計算は、Laiskら 

（2010）で用いられたものを適用した11)。LEF速度を
ATP要求速度に変換すると、［200 µmol e- m-2 s-1 / 4 × 

3 = 150 µmol ATP m-2 s-1］となる。これをATP合成の
為のH⁺要求速度に変換すると、［150 µmol ATP m-2 s-1 

× 4.66 (H⁺/ATP) =  699 µmol H⁺ m-2 s-1］となる。このと
き、L E F活性によって達成されるH⁺の取り込み速度
は、［200 µmol  e- m-2 s-1 +  200 µmol e- m-2 s-1 × 2 (H⁺/e-) 

=  600 µmol H⁺ m-2 s-1］となるので、Calvin cycleを駆動
するためにCEFは99 µmol H⁺ m-2 s-1 の速度でH⁺の取り
込みをサポートする必要が考えられる。この時CEFの
活性は100 µmol e- m-2 s-1であるのでH⁺取り込み速度に
換算すると［100 µmol e- m-2 s-1 × 2 (H⁺/e-) =  200 µmol 

H⁺ m-2 s-1］になることが分かり、要求される速度の2

倍の速度で H ⁺の取り込みが行われていることにな
る。測定条件が高CO2であることを考慮すると光呼吸
の駆動のためのATP合成に使われている可能は低い。
一方で葉緑体内部における窒素同化にもATPが利用さ
れるが、そのフラックスは光合成の速度と比較する
と低い為、過剰に取り込まれたH⁺のすべてが窒素同
化を行う為のATP合成に使われているとは考えにくい
（~ 1.0 µmol m-2 s-1）37) （表1）。
　また、Laiskらは低CO2、低O2条件下でFR照射によ
り観測されるCEF活性がH⁺の取り込みとカップリング

していると仮定し、LEF活性から見積もるH⁺要求速度
との比較を行っている1 1 )。その条件下で観測される
LEF活性は5 µmol e- m-2 s-1、CEF活性は50 ~ 70 µmol e- 

m-2 s-1であった。上記と同様の計算をすると、LEFで
ATPの合成に要求されるH⁺取り込み速度は17.5  µmol 

H⁺ m-2 s-1であり、LEFで達成されるH⁺取り込み速度は
15 µmol H⁺ m-2 s-1 となる。つまりこの条件下で要求さ
れるCEFによるH⁺の取り込み速度はわずか2.5 µmol 

H⁺ m-2 s-1 でよいが、観測されたCEF活性をもとに計算
するとH⁺取り込み速度は100 ~ 140 µmol H⁺ m-2 s-1 にま
で達すると報告されている11)。低O2下で光呼吸が抑制
されることと、窒素同化のフラックスを考慮する
と、C E FによるH⁺の取り込み速度は過剰であること
が示唆される。
　Calvin cycleで要求するATP合成速度に相当するよう
なATP消費経路が存在しなければ、CEFの駆動によっ
てチラコイド膜ルーメン側に絶えずH⁺が流入するこ
ととなる。H ⁺の要求量以上にH ⁺が取り込まれると
ルーメンのp Hが大きく低下することが予想される。
ルーメン側のpHの低下はPQとCytb6f間の光合成電子
伝達を大きく抑制する3 8 )。さらに、ルーメン側のp H

の低下はCytb6fにおける光合成電子伝達のみならず、
PSIIのOxygen evolving complex（OEC）、プラストシ
アニン（PC）の分解を誘導する39)。つまり、CEFが
H ⁺の取り込みとカップリングしているのであれば、
すぐさまルーメン側のp Hが低下することによって、
PQ-Cytb6f間の光合成電子伝達反応が抑制、PQ-poolに
おける電子の蓄積、ならびにPSII、PCの機能が抑制
されることによって、CEF自体も駆動できなくなるは
ずではないだろうか1,40,41)。
　上記の予想は、以下の論文によってサポートされ
る。そもそも、葉緑体のATPaseはH⁺の結合するcサブ
ユニットは14個あるが、これは必ずしも3ATP作るの
に 1 4 H ⁺が必要であることを示しているわけではな
い。Steigmillerら（2008）やPetersenら（2012）ではホ
ウレンソウから単離したATPaseを利用して、H⁺/ATP

の比を計算している。Steigmillerらは3.9±0.3, Petersen

らは4.0±0.3の値を得ている42,43)。つまり、CEFがH⁺の
取り込みに貢献しなくてもLEFの駆動によるH⁺の取り
込みのみでCO2の固定は可能であることを意味する。
実際にAvensonらの報告によると、LEFで形成される
proton motive force (pmfLEF)とトータルのECSシグナル
（total pmf）の間には直線の関係があることを報告し
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ている。例えば、C E Fが強光下で促進し、それがH⁺
の取り込みに貢献するのであれば、LEFで形成される
pmfに加えて、追加的にpmfが増加するはずである。つ
まり、定常状態において、光強度の変化に応答する
C E F活性の変化はチラコイド膜を介したH⁺勾配の形
成に関与していない可能性がある44-46)。
　一方で、Furbank、Badgerらがチラコイド膜を用いた
実験によって算出したATP/2e-の比は1.39であり、4電
子流れた場合には2.78ATPしか生成できないことを示
している47)。この報告は、3分子のATPの生成のために
は、14H⁺が必要であることを示唆する結果である。こ
の報告に基づくと、光合成の駆動に当たってはCEFに
よる追加的な H ⁺が必要であることが示唆される。
Calvin cycleや光呼吸に必要とされるATPの合成にH⁺が
どれだけ必要となるかについては、現在も決着のつか
ない難題である。

4. CEFを制御するのはNDH complexとPGR5 –
PGRL1 proteinか?
　野生型植物で観測されるCEF活性はLEF活性に匹敵
するという報告があることから、高い電子伝達活性
を説明しうる分子メカニズムでなければCEFの機能解
明に至ったとは言えない。現在、C E Fに関わるコン
ポーネントとしてはNDH複合体とPGR5、PGRL1タン
パク質が挙げられる8,9,48-50)。これらのタンパク質の存
在は野生型植物で観測されるCEF活性を説明できるで
あろうか。
　N D Hは複数のサブユニットからなる巨大な複合体
であり、近年Fdの結合部位の存在が報告された51,52)。
これらの報告からN D Hは光合成電子伝達反応に関与
することが示唆される。しかしながら、チラコイド
膜におけるNDH complexの量はチラコイド膜のタンパ
ク質の0.2%に相当し、光合成電子伝達鎖100個につき
1つの複合体がついている計算となる53)。Laiskらが見
積もるPSI量（0.5 ~1.8 µmol m-2）を参考にすると、

NDH複合体の量は大凡その100分の1と見積もれるの
で、5 ~ 18 nmol m-2となる。これがLaiskらの報告
（2007）の中の、野生型植物で確認されたCEF活性40 

~ 100 µmol e- m-2 s-1の電子伝達反応を行おうとする場
合、NDH複合体のターンオーバーは［40 ~ 100 µmol e- 

m-2 s-1 / 0.005 ~ 0.02 µmol m-2 =  2,000 ~ 20,000 s-1］とな
り、 NDHは2,000 ~ 20,000 s-1 の速度で電子を伝達しな
くてはならないことになる10)。Joliotら (2004) でも
N D Hの活性は、そのタンパク質量を考慮すると理論
的に約10,000 s-1の活性が必要であると提案されている
18)。LEFのターンオーバー速度が約 200 s-1であること
から、タンパク質量に基づいて算出されたこの活性は
生理学的に高すぎる。
　NDHの活性はin  vivoで測定可能であり、励起光消灯
後のクロロフィル蛍光の上昇によってN D Hの活性の
「有無」が議論されている（図2）8,52,54)。今度は逆に、
この評価系から見積もられる活性から、必要とされる
NDH複合体の量を計算してみる。クロロフィルの蛍光
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図2  クロロフィル蛍光を用いたNDH依存型CEF活性の評価
Hashimotoら（2003）48)をもとに作成。励起光の消灯後に確
認されるクロロフィル蛍光のキネティクスを示す。野生型で
励起光消灯後にクロロフィル蛍光の上昇が観測されるの
は、励起光照射中に葉緑体ストロマに蓄積した還元力
（NADPH, Fd）が、NDHを介してPQプールに電子を伝達す
るためと考えられている。実際にN D H複合体の変異体にお
いては野生型で確認されるようなクロロフィル蛍光の上昇
は確認されない。

ターンオーバー速度（s-1） 植物 測定条件 参考文献

NDH 1 シロイヌナズナ 励起光消灯後 Gotoh et al. (2010)54)

0.1 トマト クロロフィル蛍光 Kautsuky effect Trouillard et al. (2012)55)

PGR5 0.035 シロイヌナズナ In vitro Fisher & Kramer (2014)57)

PGRL1 ～3 リコンビナントタンパク質 In vitro Hertle et al. (2013)50)

PTOX 0.2～0.25 トマト クロロフィル蛍光 Kautsuky effect Trouillard et al. (2012)55)

表2  NDH, PGR5, PGRL1, PTOXの速度比較



の上昇はストロマ中のNADPHがNDHを介してPQへと
移動するために光合成電子伝達鎖が還元状態となるこ
とで起こると考えられている4 8 )。このことからクロロ
フィル蛍光の上昇の速度がNDHの活性であると考えら
れる。クロロフィル蛍光の上昇のハーフタイムから算
出されるターンオーバーは Gotohら（2010）では 1 s-1と
見積もられている（表2）54)。またTrouillardら（2012）
ではNDHの活性は 0.1 s-1と見積もられている（表2）
55)。この活性でこれがLaiskらの報告（2007）の中で報
告されているCEF活性 40 ~ 100 µmol e- m-2 s-1を達成しよ
うとすると［40 ~ 1,000 µmol m-2］のNDH複合体が必要
となる10)。Rubiscoの量が ~ 7 µmol m-2 程であることを考
慮すると、見積もられる量のNDHが葉内に存在してい
るとは考えにくい56)。これらの計算からNDH複合体の
活性では野生型植物で見られるCEF活性のすべてを説
明することは、不可能であることが示唆される。
　PGR5, PGRL1が関与するCEF活性もin vitroのクロロ
フィル蛍光によって評価される9,49,50)。これもNDHの活
性評価と同様に電子がFdを介してPQへと移動するた
めに光合成電子伝達鎖が還元状態となり、クロロフィ
ル蛍光の上昇が起こると考えられている。しかしこの
クロロフィル蛍光の上昇の半減期は非常に遅く、回転
数に換算すると約 0.035 s-1と見積もられる（表2）57)。
一方で、 大腸菌において精製したPGRL1のタンパク質
の回転数は ~ 3 s-1であることが見積もられる（表2）
5 0 )。 P G R 5欠損シロイヌナズナ変異体、ならびに
PGRL1AB欠損シロイヌナズナ変異体においては生育
の低下、L E F活性、N P Qの誘導が大きく抑制され、
PSIにおいては電子の蓄積が確認されている9,49)。しか
しながら、PGR5、PGRL1がもつCEF活性は、LEF活性
ならびに野生型植物で観測されるCEF活性とは程遠い
為、野生型シロイヌナズナとpgr5, pgrl1ab変異体の違
いがCEF活性の違いとして説明することはできない。
　またFisherとKramer（2014）は、このPGR5依存的
CEF活性評価がPQへの電子の伝達ではなくPSIIへの電
子の伝達を意味することを明らかとした57)。ヒドロキ
シアミンとDCMUを処理したサンプルはPSIIからPQ

への電子伝達が抑制されている為、P Qにおける電子
の蓄積はPSIIから発せられるクロロフィル蛍光に何の
影響も与えないことが考えられる。しかしながら、
PGR5-dependent CEFと思われるクロロフィル蛍光の上
昇は、それらの処理を行った単離葉緑体でも増加す
ることを見出している。つまり、この評価方法による

クロロフィル蛍光の増加は、全くもってPQのredoxの
変化ではない。この報告から考えるに、PGR5がCEF

に関与する可能性は低い。この主張に関しては以下の
論文も参考にしてほしい58,59)。このことを考慮すると
新たなPGR5タンパク質の機能の考察が必要であるこ
とが示唆される。一方で、Okegawaらは単離葉緑体を
用いた実験で、弱光下におけるP G R 5依存的なC E F

が、光合成定常状態の光合成速度と競合できるほど
の活性を持つことを示している60)。この対立議論の解
決のためにもin  vitro並びにin vivoにおいてLEFとCEF

の活性を「速度」にて同時に測定する技術の確立が
必要である。また、Okegawaらの報告の中では、野生
型シロイヌナズナとPGR5欠損シロイヌナズナから単
離した葉緑体は、Fd、NADP+存在下で同様のO2発生
速度を示すが、クロロフィル蛍光から見積もるPSIIの
量子収率が両植物の間で大きく異なることを見出して
いる60)。PGR5タンパク質の有無が見せるPSIIに関す
るこの事実は、PGR5が担う生理学的機能の考察を行
うに当たって非常に興味深いものといえる。Fisherと
Kramer（2014）が提唱するように、PGR5がPSIIと相
互作用しているのを反映しているのかもしれない。

5. In vitroにおける光合成電子伝達反応とO2依存
的電子伝達活性
　高等植物の光合成電子伝達反応には、PSIにおいて
O2が電子のアクセプターとして機能することにより光
合成電子伝達反応を促進させるW W C（M e h l e r -

Ascorbate Peroxidase pathway）が存在している6,7,61)。
P S IにおいてO 2に電子が供給されると反応性の高い
スーパーオキシドアニオン (O2-）が生成されるが、チ
ラコイド膜上または葉緑体ストロマに存在するスー
パーオキシドジスムターゼ（SOD）によって不均化さ
れることによりH 2 O 2へと変換され、その後チラコイ
ド膜、ストロマ中に存在するアスコルビン酸ペルオ
キシダーゼ（APX）によってH2Oへと変換されること
により、無毒化している62-65)。
　このO2依存的電子伝達反応に関しては単離葉緑体を
用いた実験が多くなされている。In vitroで観測される
O2還元のKmは　~ 10 µMと低く、非常に少量のO2でも
反応は進行し、単離葉緑体や単離チラコイド膜を用い
て測定されるO2還元速度は約 20 µmol　O2 (mg Chl)-1 

h-1 であることが過去に報告されている47,61,66-69)。この
速度は単離した葉緑体において電子のアクセプターを
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O2に限定した場合に観測される速度であり、NADP+や
PGA、HCO 3-の存在下では、O 2還元速度は低下する
47,67,70)。PSI以降に電子のアクセプターが存在するよう
な条件下で、LEF活性に対してO2の還元活性を比較し
た場合には~10%程の活性になることが報告されてい
る47,67,70)。このことからO2還元活性はLEFに相当する
ような高い光合成電子伝達活性とは言えない。
　しかしながら、光合成電子伝達反応に与えるO 2の
効果は非常に大きい。Schreiber、Neubauerらの単離葉
緑体を用いた実験を見てみると、O 2が十分存在する
条件下では白色光照射後、葉緑体から発せられる蛍
光はNPQの誘導に伴って大きくクエンチングが起こる
のに対し、低O2条件下ではNPQはほとんど誘導され
ず、クロロフィル蛍光のクエンチングはほとんど確認
されない5)。NPQの大部分はチラコイド膜を介したプ
ロトン勾配（Δp H）に依存的なq Eであることを考慮
すると、O 2依存的な経路はH⁺の取り込みに貢献して
いることが予想される71)。実際に、単離葉緑体におい
てΔpHの形成を9-アミノアクリジンのクエンチングや
Electrochromic shiftにて評価すると、ΔpHの形成は、
O 2が存在する条件下で促進されることが確認されて
いる69,72,73)。また、O2はPSIから電子を奪うことで、
光合成電子伝達鎖上に電子が過剰に蓄積するのを防
ぐ役割があることも報告されている67,73,74)。
　O2還元により生成するH2O2の消去はAPXにより行
われるが、その際に基質としてアスコルビン酸
（A s c）が利用され、モノデヒドロアスコルビン酸
（MDA）が生じる64,65)。MDAはPSIにおいて電子のア
クセプターとして機能でき、MDAの還元によるAscの
再生は同時に光合成電子伝達反応の促進とH⁺の取り
込みに貢献する75)。FortiとElliの報告では、単離チラ
コイド膜におけるATP合成活性はO2のみをPSIの電子
のアクセプターとした場合よりもAscを加えたもので
は2倍になることが確認されている76)。このことから
葉緑体においては、PSIにおいてO2に電子を伝達する
ことによって光合成電子伝達活性を向上させるが、さ
らに発生させたH2O2の消去に携わるAscの再生へも電
子を伝達することによって、更なる光合成電子伝達活
性の促進を起こしている。

6. 「浅田先生との研究の思い出」活性酸素消去
系からWWCの確立へ：光合成の老廃物であり、
細胞毒として有害で厄介者にすぎなかったO 2

へ、光合成にとって不可欠で有益なものである
という概念を与えたUlrich Schreiber博士の功績
～京都大学・浅田グループとビュルツブルグ大
学・シュライバーグループの融合研究成果～
　葉緑体での活性酸素生成は、過剰な光あるいは低
CO2条件などで光エネルギーが余ったときにO2へエネ
ルギーが逃げることが原因として認識される。一方
で、生成した活性酸素であるH2O2は、APXによって継
続的に消去されなければ、植物はH2O2による酸化障害
によって枯死する。この継続的なH2O2消去のためには
A P Xの基質であるA s cが再生されなければならない
が、これは過剰な光エネルギーによってなされる。こ
のように、光によって生成した活性酸素が光によって
消去されるという合理的なシステムが活性酸素消去系
として葉緑体チラコイド膜上に機能していることは、
90年代終わりに確立された64,65)。一方で、これまで述
べてきたように、PSIでのO2光還元が光合成電子伝達
反応を誘導し、チラコイド膜ΔpH誘導、そしてNPQ形
成に不可欠であることを示し、Mehler反応とAPX反応
の光合成における意味を初めて与えたのがビュルツブ
ルグ大学のSchreiber博士であった6)。事実、O2が存在
すると、あるいは単離葉緑体にH2O2を添加すると、ク
ロロフィル蛍光の大幅なクエンチングが確認される
6 )。筆者の一人・三宅は、ポスドクでビュルツブルグ
大学にて研究していた時、今ではポピュラーになった
PAMクロロフィル蛍光解析において、O2およびH2O2

が、ドラマティックなクロロフィル蛍光クエンチング
を誘導するのを目の当たりにして、葉緑体でのO 2 /

H2O2代謝の魅力に取りつかれた。
　The Water-Water Cycleという言葉を用いた最初の論
文（Schreiberグループとの共著）は幸いにもPlant Cell 

Physiology誌に1998年に掲載していただいた61)。そこ
では、まさしく、活性酸素消去系にSchreiber博士の概
念を取り入れており、O2のもつ2つの側面を融合した
O2代謝システムを完成させることができた。論文執筆
の後半、チラコイド膜上での電子の流れを絵にすると
き、システムの名前を決める議論を浅田先生と熱くし
たことを思い出す。三宅はO2の魅力に取りつかれてい
たので「O2-O2サイクル」、浅田先生は「Water-Water

サイクル」の名称を提案された。その後、二人の間で
多くの議論の後に、電子のオリジナルがPSIIでのH2O

なのでWater-Waterサイクルで行きましょうという浅田
先生の結論に至った。この経緯は、浅田先生と二人の
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間でなすことができた深い議論をもつ懐かしい思い出
であり、そして、Schreiber博士のコンセプトがなかっ
たらWWCという言葉は生まれなかったものである。
私こと三宅が、1993年に、浅田先生から、「ビュルツ
ブルグへ行き、日本にはいない光合成のO2代謝の専門
家になりなさい」と言われたことを今でも思い出す
（このとき、なぜかしら、誰も行きたがらないので、
私にその重大な責任が回ってきたのかなぁという雰囲
気があった。若い私は、何もわけがわからずその話に
調子よく乗ったというのがことの顚末である。しかし
ながら、そのおかげで、PAM-Chl fluorometerの作製原
理とその解析、さらに光合成電子伝達系の酸化還元成
分の分光学的解析の原理とその手法をSchreiber博士に
熱くご教授いただいたことは幸せなことであった。こ
の貴重かつ稀有な経験は、これまでの私自身のサイエ
ンスの基盤となっている）。
　そして、浅田先生およびSchreiber博士の共通なサイ
エンスの柱は、とにかく、誰も見出していない生理現
象に出会いなさいということであった。普段の研究に
おいて、三宅自身が実験結果を浅田先生に報告に行く
と、「この結果は、○○年に× ×先生がすでに見出して
おり、その結果（新規に提唱されたコンセプト）を支
持するだけにすぎず、それを提唱した先生が喜ぶだけ
である」というコメントをいただく始末であった。浅
田先生のこだわりは、まさしく、新しい生理現象の発
見であった。それを、直属の弟子である学生に求めら
れていた。このような経緯、そしてビュルツブルグ大
学でSchreiber博士のもとで学んだ、O2の見事な役割
（これもまた、Schreiber博士が最初に見出したもので
ある）を目の当たりにして、O2への執着、O2が関わる
生理現象に出会いを求める三宅自身の研究姿勢はこの
ときに出来上がった。

7. WWCはin vivoで機能しているか?
　Badgerら（2000）の報告では、高等植物のin vivoに
おけるWWCは、全体の光合成電子伝達活性のわずか
~ 1 0 %ほどしか機能していないことを報告している
77)。実際に、Ruuska ら（2000）ではCalvin cycle と光
呼吸に依存した光合成電子伝達活性と、クロロフィル
蛍光から見積もる全光合成電子伝達活性とが、直線
的な関係となり、O2濃度を変えた環境やRubiscoの含
量を変えた植物を用いた場合においても、この直線
関係が維持されることを報告している78)。またDriever

とBaker（2011）では質量分析システム（MS）を利用
し光合成電子伝達反応における18O2の還元を測定した
が、光合成電子伝達反応におけるO 2の還元はほとん
ど無視できる程度であり(< 5%)、ほとんど光合成電子
伝達反応に寄与しない可能性が報告されている（表
1）79)。Shiraoらは被子植物と裸子植物それぞれにお
いてO2の吸収速度を比較し、前者では~1%程、後者は
~10%程の活性であることを報告している（表1）80)。
いずれの報告においても実際にO 2の還元は光合成電
子伝達反応中に起きていることが確認されるが、光
合成電子伝達活性としては非常に小さい。 3分子の
AT P合成において要求されるH⁺が1 4個である場合、
LEFに加えてAEFは少なくとも約14%駆動しなくては
ならないことが予想されるため、WWCのみでATP合
成をサポートしているとは言えない。
　O2を利用する光合成電子伝達経路として、Plas t id 

terminal oxidase（PTOX）も挙げることが可能である
が、PTOXにおける光合成電子伝達活性は0.2 ~ 0.25 s-1

と見積もられているため、 L E F活性と比較すると
WWCよりも光合成電子伝達における寄与は低いと考
えられる（表2）55)。

8. 高等植物の光合成電子伝達反応はO2濃度の影
響を受ける ～光合成電子伝達反応におけるO2の
役割は?～
　前章で生葉におけるWWC活性は非常に低いという
事を述べた。このことは生葉の光合成電子伝達反応
におけるWWCの貢献度が低いことを意味するが、光
合成電子伝達反応においてO 2は何も影響を与えない
わけではない。ClarkeとJohnsonらはCO2濃度1200ppm, 

O2 21%とCO2濃度1200ppm, O2 2%の条件下において光
合成電子伝達活性を評価したところ、2%O2の条件下
では21%O2の条件下に比べてPSIIの量子収率が低下す
ることを見出している81)。また、Laiskらは1500ppm 

CO2条件下においてO2濃度を21%から2%へと低下させ
ると、PSIのアクセプターサイドにおいて光合成電子
伝達反応の制限がかかり、それと同時にLEF活性が低
下することを見出している10)。測定時のCO2濃度が高
いことを考慮するとRubiscoにおける光呼吸の影響は
ほとんどないことが考えられる為、PSIIの量子収率に
影響を与えているのは、光呼吸以外のO 2に依存的な
光合成電子伝達反応であることが示唆される。また
Shiraoら報告を見ると、定常状態の光合成におけるO2
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還元活性は低いにも関わらず、飽和光照射時のクロロ
フィル蛍光の減衰速度はO2の有無によって大きく変化
しており、裸子植物においてはクエンチングの半減期
がO2の無い条件下において約2倍遅延することが見て
取れる80)。この実験は、暗所に適応させた植物に飽和
光（~1 s）を照射した場合におけるクロロフィル蛍光
のキネティクスを評価しているため、光合成のシンク
であるCalvin cycleや光呼吸の影響は無視できると考
えられる。つまりこの光合成電子伝達反応において確
認されるO 2の影響も、光呼吸以外のO 2依存的な電子
伝達反応が存在していることを示唆している。
 またMiyakeらはイネを用いた実験において、低O2条
件下では光合成の開始が遅延することを報告している 

（図3）23)。この報告では暗所に順応させた葉に赤色
光を照射すると、大気条件下（40 Pa CO2, 21 kPa O2）
では約7分後にCO2固定、並びにRubisco依存的な光合
成電子伝達反応（Jg）の開始が確認されるが、低O2条

件下（40 Pa CO2, 1 kPa O2）では
CO2の固定とJgの開始が確認され
るまで約1 5分かかることが見出
された。またこの報告では、大
気条件下においてCO2固定、Jgが
開始する以前から、PSII、PSIに
おける光合成電子伝達活性が見
出されている。一方で低O 2条件
下ではCO2固定、Jg開始前の光合
成電子伝達活性は見出されてい
ない。このことから考えるとO 2

はRubisco依存的な光合成電子伝
達反応が活性化する以前に、
A E Fの駆動と光合成の開始をサ

ポートする機能があることが示唆される。
　生葉におけるWWC活性がLEF活性に比べると低いこ
とが明らかとなったが、これは同時に光合成電子伝達
反応におけるO2の影響を無視しても構わないというこ
とと同義ではない（図4）。生理現象としてO 2の効果
が確認されているこの段階において、光合成電子伝達
反応がなぜO 2濃度の変化に応答するのか?という疑問
に関してはまだまだ未知の領域であり、光合成電子伝
達反応におけるO2の生理学的役割、O2応答の分子メカ
ニズムの解明は、今後、光合成電子伝達反応の制御メ
カニズムを把握する上で重要な課題の1つであると考
えられる。
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図3  低O2条件下ではAEF活性が抑制され、光合成の開始が遅延する
暗所に順応させたイネ（ノトヒカリ）に励起光（442 µ photon m-2 s-1）を照射した時のJg
［R u b i s c o依存的電子伝達活性（カルボキシレーション速度＋オキシゲネーション速
度）］と光化学系IIにおける量子収率［Y(II)］の変化。測定は37 Pa CO2, 21 kPa O2（黒
線）と37 Pa CO2, 1 kPa O2（赤線）の条件下において行った。測定において、励起光は測
定開始30秒後に照射した（Miyake et al. 2012より引用）23)。

図4  O2が高等植物の光合成に与える影響
高等植物の生葉において観測されるO2が光合
成に与える影響を取り上げた。ShiraoらはLow 
O2条件下では、飽和光照射時に誘導されるク
ロロフィル蛍光の消光が大気条件下に比べて
遅延することを見出している。黒線が大気条
件下のクロロフィル蛍光を示し、赤線がL o w 
O 2下のクロロフィル蛍光のキネティクスを示
す（Shirao et al. 2013）80)。
　Laiskらは高CO2条件下においてO2濃度を低
下させるとP700の還元レベルが上昇し、それ
に伴う C O 2固定速度の低下を見出している
（Laisk et al. 2007）10)。
　ClarkeとJohnsonは高CO2条件下でO2濃度を低
下させるとPSIIにおける量子収率が低下するこ
とを見出している（Clarke & Johnson 2001）81) 。
　Miyakeらは低O2条件下ではPSIIにおける量
子収率の低下、ならびに光合成の誘導が遅れ
ることを見出している（Miyake et al. 2012）
23)。黒線が37 Pa CO2, 21 kPa O2条件下のCO2

固定速度を示し、赤線が37 Pa CO2, 1 kPa O2条
件下のCO2固定速度のキネティクスを示す。



8. おわりに
　葉緑体においてRubisco非依存的な光合成電子伝達
反応の「存在」に関しては生理学的現象をもとにした
報告を中心に、徐々に確立されたものになりつつあ
る。しかしながら、その制御メカニズム、生理学的
役割、分子メカニズムはほとんど明らかとなっていな
いといってよい。今後は野生型植物において確認され
る各種AEF活性を説明しうる植物内のコンポーネント
の探索が重要になると考えられる。一方で、光合成電
子伝達反応の制御を明らかとする上でATP、NADPH

の合成と消費のバランス、並びにATP/e-に対する考察
も非常に重要である。ATPに関しては前述のように高
等植物の葉緑体におけるATPaseが3分子のATPを生成
するのに必要なH⁺の数は未だ決定されていない。ATP

の合成にATPaseが要求するH⁺の数は、AEFが追加的
なH⁺の取り込みをどの程度担うのかどうかに直接関
わる要因である。それと同時にATPaseは代謝による
[ATP]/[ADP][Pi]比の変化に応答して、ルーメン側から
のH⁺の放出を調整し、光合成電子伝達反応における
qEの制御に大きく関係する82-84)。これらの報告から光
合成電子伝達反応の制御は、H⁺の取り込みと放出の
両方のバランスを考慮しなくてはならない。
　NADPHの酸化還元のバランスも光合成電子伝達反
応に大きく関与する21)。NADPHの消費が抑制される
と葉緑体内部の代謝におけるATP/NADPHのバランス
を崩すこととなり、同時にATPの消費の抑制を誘導す
る85)。これらの報告から、今後は光合成電子伝達反応
の制御を代謝との関連を密にして考察していく必要が
あると考えられる。
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