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研究成果の概要（和文）：過剰エネルギーの熱散逸を行う機構は不明であったが、強光環境で培養した緑藻クラ
ミドモナスからPSII-LHCII超複合体を精製し調べることで、LHCSR3分子が熱散逸をおこすこと、LHCSR1はPSIへ
エネルギーを逃がすことを明らかにした。さらに強光誘導性であるLHCSR3遺伝子やUV誘導性であるLHCSR1遺伝子
の発現誘導解析から、そのシグナル伝達系を明らかにした。また、新たに両親媒性高分子であるamphipolを用い
た精製法を開発しPSII-LHCII超複合体の構造を初めて明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The mechanism of thermal dissipation of excess energy of light has been 
unknown, but by purifying and examining the PSII-LHCII supercomplex from a green alga Chlamydomonas 
reinhardtii grown in high light, it was clarified that the LHCSR3 induces non-photochemical 
quenching and that LHCSR1 transfers excess energy to PSI. Furthermore, the gene expression analysis 
of the high light-inducible LHCSR3 and the UV-inducible LHCSR1 revealed their signal transduction 
pathways. We also developed a new purification method using amphipol, an amphiphilic polymer, and 
revealed the structure of the PSII-LHCII supercomplex for the first time.

研究分野：光合成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでのnon-photochemical quenching（NPQ）研究は断片的で、植物がいかに安全に光合成を行っているかの
総合理解には迫れていなかった。そのような状況の中、初動である過剰光シグナルの受容、そのシグナル伝達、
過剰エネルギー熱散逸の場であるPSII超複合体の構造、そして実際の熱散逸過程の詳細に至るまで、本研究では
緑藻をモデルに集中的な研究が行われたことで、NPQの総合理解へ向けた道筋が示された。これは、進化を生き
延びた結果自然光合成が備えるに至った大事な形質と考えられるため、今後の植物改良や人工光合成の方向を考
える上でも意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
光合成反応は「光を集めそのエネルギーを利用して CO2を固定する」反応である。本新学術領域
は、その機能を特定の環境に再最適化するためのプロトン駆動力の調節に着目している。本計画
班は光合成の入り口となる反応：集光における制御の重要性に着目する。一般に光合成生物は、
強光に晒されると集光システム環境適応（順化）機構を作動し、緊急避難的に強光照射に備える。
そのしくみの一つが NPQ（非光化学的エネルギー消光）である。光量が増えると電子伝達が上
昇し、さらにチラコイド内腔のプロトン濃度が上昇する（プロトン勾配の形成）（下図）。こうし
た過剰光条件で発動し、集めたエネルギーを逃してプロトン勾配に負のフィードバックをかけ
る反応が NPQである。NPQは強光、低 CO2環境等での生存に不可欠であり、その分子実体の研
究は現在世界中で進められている。私たちは、緑藻クラミドモナスを用いて、強光照射によって
LHCSR3 が光化学系 II（PSII）に結合し NPQ 超複合体を形成することを明らかにした（PNAS 
2013）。しかし、NPQがいかに誘導されるのか、いかに実現されるのか等、強光によって始まる
一連の反応の全体はわかっていない。 
私たちは、過去１０年余の間、超複合体の動
的リモデリング（組み直し）という新しい視点
に基づく光合成系の環境適応機構研究を集中
的に行って来た。２つの光化学系の励起バラン
スを取るステート遷移においては、『遊動型集
光アンテナの同定 (PNAS 2006)』、『光化学系 II
のリモデリング (Plant Cell 2008)』、『ライブイ
メージング (PNAS 2010)』、『非侵襲技術による
チラコイド膜構造変化 (PNAS 2014)』などによ
り従来像を一変させ、さらにステート遷移時に
葉緑体電子伝達が切り替わることを利用しサ
イクリック電子伝達の分子実体を解明した
(Nature 2010)。 
同じ視点に基づき強光適応の解析を始めた。強光に晒された植物や藻類では光化学系の損傷
がおこるが（光阻害）、同時に NPQ が駆動されその被害は軽減される(Plant Cell 2013)。実際の
NPQ の発生部位は長年の謎であったが、強光に晒したクラミドモナスから PSII を単離した際、
そこに LHCSR3と呼ばれる特別な集光アンテナが結合していることを見出した（NPQ超複合体；
JBC 2012; PNAS 2013)。さらに新たな疑問が次々に湧いた ― LHCSR3タンパク質内で NPQが
起こるのか？LHCSR3 が結合する PSII の構造はどうなっているのか？エネルギー消去の物理素
過程はどうなっているのか？また、私達は LHCSR3 が強光で誘導されるタンパク質であること
も明らかにしたが（PCP 2014)、その強光はどのように感知されるのか？これらの課題はもはや
一つの研究グループで研究できる枠を超えており、生物物理学、遺伝学、システム生物学、構造
生物学等の専門家との連携が必須である。こうした集学的研究を可能にするため本研究を着想
した。 

 
２．研究の目的 
 
本計画班は光合成の最初の反応：集光に着目する。光合成生物はそれぞれの生育環境（ローカル
ミニマム）で最適に集光するよう集光アンテナを適応させたが、同時に不利な環境（光の不足/
過剰）にも瞬時に対応できるようその制御機構を発達させた。今世紀に入りこの制御機構の理解
は飛躍的に進んでいる。その一つが「余分な光エネルギーを安全に排除する」NPQ（non-
photochemical quenching；非光化学的エネルギー消去）である。NPQは光合成電子伝達に伴って
生じるチラコイド膜内外のプロトン勾配の上昇が引き起こす光合成の負のフィードバック制御
である。NPQは強光、低温、低 CO2等の過剰光環境での生存に不可欠であり、その分子実体の
研究が世界中で進められている。本研究は、クラミドモナス PSII-LHCII-LHCSR超複合体（NPQ
超複合体）を起点に、NPQ がどう誘導されるのか、どう実現されるのか等、強光によって開始
される一連の NPQ反応の全体像解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
本申請は、NPQの全容解明に向け以下の課題に分けて研究を進めた。 
（１）NPQ作動原理の解明  
プロトン化 LHCSR3が結合する光化学系 II超複合体を野生株、各種 npq変異株、LHCSR3過剰
発現株より調製し、NPQ 反応場を明らかにするとともに、生化学解析および集光アンテナ内励
起エネルギー移動解析により、NPQ 時における励起エネルギー熱変換過程を明らかにする。具



体的には以下の項目を行う。 
①amphipolを用いた無傷光化学系 II超複合体単離法の開発 
②光化学系 II超複合体の構造解析 
③光化学系超複合体の NPQ機能解析 
④光化学系 II超複合体高次構造解析 

（２） 強光シグナル伝達系の解明 
NPQ発現変異株の単離/解析、阻害剤解析、NPQアクションスペクトル解析により、強光シグナ
ルを検知した細胞が NPQを発動するに至る強光シグナル伝達系を明らかにする。具体的には以
下の項目を行う。 
①緑藻クラミドモナスにおける NPQ 活性及び光保護タンパク遺伝子 LHCSR 遺伝子発現
のアクションスペクトル解析 
②LHCSR遺伝子発現誘導変異株の取得 
③LHCSR遺伝子発現誘導変異株の解析 

 
４．研究成果 
 
（１）NPQ作動原理の解明  
①amphipolを用いた光化学系 II超複合体単離手法の開発― 
PSII-LHCII 超複合体は従来型の界面活性剤の存在下では複合体が不安定になり、その構造と機
能研究に支障が出ていた。そこで、我々は両親媒性高分子 amphipol A8-35によってα-DDMを置
換する新しい方法を開発した。得られた超複合体は高活性であり、精製 4 日後でも LHCII の
解離はほとんど見られなかった。また、電子顕微鏡観察により、構造の均一性が飛躍的に向上し
たことがわかった。 
 
②光化学系 II超複合体の構造解析― 
緑藻クラミドモナスの C2S2M2L2 型 PSII-
LHCII 超複合体は現在知られている PSII-
LHCII 超複合体の中で最大の となっている。
ここでは、これまで知られていなかったクラミ
ドモナスの C2S2M2L2型（および C2S2型）につ
いて、前項で確立した新しい手法による標品を
用いて低温電子顕微鏡による近原子レベルで
の構造解明が行われた（右図）。その結果、強
結合 LHCII の三量体 S として、LhcbM1-
LhcbM2/7-LhcbM3 ヘテロ三量体が同定され
た。また、LhcbM1サブユニットが、ガラクト
脂質 2分子を通して CP43と会合していること
がわかった。さらに、弱結合 LHCIIの三量体 L
は CP29 と密接に相互作用し、さらに CP47 
と結合してサブコンプレックスを形成し、そ
の結果、三量体 L から PSII 反応中心へのエ
ネルギー移動の直接経路と、いくつかの間接
経路が解明された。これらの結果は、緑藻類
PSII の光捕集プロセスに関する詳細な議論の
基盤となるものである。 
 
③光化学系超複合体の NPQ機能解析― 
緑藻類では、光保護タンパク質 LHCSR3 が、吸収した光エネルギーを pH 依存的に熱散逸させ、
高照度環境下での生存に不可欠な NPQ 機能を担っている。LHCSR3 は PSII-LHCII 超複合体に
結合し、酸性条件下でエネルギー散逸型に変換するが、その分子機構は不明であった。ここでは、
クラミドモナスの PSII-LHCII-LHCSR3 超複合体を含む画分 の蛍光減衰関連スペクトル解析に
より、高照度下で PSIII-LHCII 超複合体が LHCSR3 と結合すると、LHCIIから CP43 への励起
エネルギー移動が CP47 への移動に比べて選択的に抑制され、過剰な励起エネルギーが反応中
心を過負荷しないことを明らかにした。さらに、フェムト秒アップコンバージョン蛍光キネティ
クスを解析した結果、PSII-LHCII-LHCSR3 超複合体の pH および LHCSR3 依存の消光は、684 
nm を中心とする蛍光発光を伴い、その減衰時定数が 18.6 psであったことをもとに LHCSR3に
よる NPQモデルを提唱した。 
 クラミドモナスで NPQ機能を担っている光保護タンパク質には、青色光誘導型の LHCSR3の
他に紫外線誘導型の LHCSR1がある。LHCSR3と比べ LHCSR1 の役割はほとんどわかっていな
かった。ここでは LHCSR1 の分子機能を明らかにするため、生化学的および分光学的実験を行
い、 低 pH環境 において PSII-LHCII超複合体の LHCII部分から PSIへの励起エネルギーを移
動を LHCSR1 が促進することを見出した。この結果は、LHCSR1 が促進する 新しいタイプの
PSI 依存の光保護機構の存在を示唆している。 

解明されたクラミドモナス PSII-
LHCII超複合体の構造 



 
④光化学系 II超複合体高次構造解析― 
維管束植物のチラコイド膜において semi-crystalline arrayと呼ばれる分子構造が報告されている。
これは、PSII-LHCII超複合体の配列で低照度下でのみ出現するが、その機能的役割は明確ではな
かった。ここでは低照度順化させたホウレンソウ葉を用い、amphipol A8-35 存在下でショ糖密度
勾配超遠心法を用いて PSII-LHCII 超複合体を調製しその構造を単粒子解析により解析したとこ
ろ、低照度環境では多量体が多く、高照度環境では単量体が多いことがわかり、低照度環境では
PSII-LHCII 超複合体は semi-crystalline arrayを構成しているが、高照度環境ではそれが単量体に
分解されることが考えられた。さらに蛍光機能解析により、多量体は単量体よりも光捕集能力は
高いが、NPQ 能力は低いことが明らかになったため、PSII-LHCII 超複合体のこうした高次構造
変換が、植物の環境光適応の構造基盤である可能性が示唆された。 
 
（２）強光シグナル伝達系の解明 
①緑藻クラミドモナスにおける NPQ 活性及び光保護タンパク遺伝子 LHCSR 遺伝子発現のアク
ションスペクトル解析― 
植物や藻類では、光は光合成のエネルギー源であると同時に、特定の感覚光受容体を介して細胞
応答を引き起こす生体信号としての役割を担う。光受容は、光合成の閾値よりはるかに低い光か
ら、光合成による CO2同化能力を超える値まで、数桁の光量差に亘る。ここでは光受容のステッ
プに注目し、NPQ 活性や LHCSR 遺伝子発現誘導のアクションスペクトルを解析した。その結
果、高照度環境では青色受容体であるフォトトロピンが光保護タンパク質である LHCSR3 の発
現を誘導することにより NPQを引き起こしていることを突き止めた。このとき、フォトトロピ
ン上の LOVドメインによる青色光の感知、フォトトロピンのキナーゼ活性による LHCSR3遺伝
子発現の誘導、LHCSR3 タンパク質による PSII 上での熱散逸が必要であり、このことはフォト
取り品 遺伝子を欠損した変異体の生育が過剰光条件で著しく低下したことにより確かめられた。 
 
②LHCSR遺伝子発現誘導変異株の取得― 
LHCSR3 誘導に関与するフォトトロピンや LHCSR1 誘導に関与する UVR8 が過剰光の最初の
光受容に関わっていることがわかってきたが、その下流のシグナル伝達機構は不明であった。こ
こでは、まず下流のシグナル伝達経路をさらに解明するために、ルシフェラーゼを利用した生物
発光レポーターアッセイ系を構築し、紫外線誘導性 LHCSR1 遺伝子発現変異体の系統的なスク
リーニング系を確立した。さらにランダム変異導入スクリーニングの結果、紫外線照射下でも 
LHCSR1 遺伝子が発現しない変異体を複数単離することに成功した。これらの変異株は紫外線
照射下で LHCSR1遺伝子を発現できず、生存することができない。 

LHCSR3誘導にかかわるフォトトロピンの下流のシグナル伝達因子を明らかにするため、フォ
トトロピン欠失変異株（phot）の復帰変異を２株単離することに成功した。親株である photが高
照度環境で LHCSR3を発現せず生存できないのに対し、これらの変異株は高照度環境で LHCSR3
を発現し生存することができる。 

 
③LHCSR遺伝子発現誘導変異株の解析― 
前項で得られた LHCSR1の発現変異株を解析した結果、変異は転写因子 CONSTANSと核転写因
子 Y（NF-Ys）に見られることがわかり、これらの CONSTANS関連因子をさらに詳しく調べた。
その結果 CONSTANSと NF-YB、 NF-YCが複合体を形成し、光依存的な光保護応答を支配して
いることが明らかとなった。また、光受容から CONSTANS/NF-Ys 複合体へのシグナルは、
COP1/SPA1 依存の E3 ユビキチンリガーゼによって直接的に抑制されることも明らかとなった。
クラミドモナス光合成の光保護で見られたこの COP1/SPA1 依存 E3 ユビキチンリガーゼと
CONSTANS/NF-Ys 複合体を介する負の制御は、高等植物で見られる開花制御とよく似た仕組み
であるため、我々は植物の陸上化以前はこの仕組は水中での光合成装置の光保護に、陸上化を果
たし顕花植物が登場したころには開花誘導に流用されたとする仮説を提唱した。 
前項で得られた photの復帰変異株は、de-etiolated 1 (det1)と damaged DNA-binding 1 (ddb1)として
同定された。酵母 2 ハイブリッド解析と阻害剤解析により、これら 2 つの遺伝因子が CUL4 を
含む CDD型 E3ユビキチンリガーゼの一部であることが明らかとなり、E3 ユビキチンリガーゼ 
CUL4-DDB1DET1 が、LHCSR1 および LHCSR3 遺伝子発現に関与していることが明らかとなっ
た。 
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