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研究成果の概要（和文）：構造生物学が苦手としてきたプロトンに着目し，理論化学計算とＸ線構造解析，
NMR，クライオ電子顕微鏡とを併用することで，pHや水素原子を含めた構造研究を推し進めることができた。幾
つかの対象に対しては単位分子装置のボトルネックの解消につながる光合成機能の構造要因を洗い出すことにも
成功した。具体には，光化学系IIのプロトン排出経路，シトクロムb6fのpH依存的なFNRとの相互作用，NDH複合
体が行うFdに依存したキノン還元反応の分子機構，そして強い還元力をもつフェレドキシンを介した制御系の構
造基盤が明らかとなった。<A01><A02>の各班との共同研究においても一定の成果が得られている。

研究成果の概要（英文）：Focusing on the "Proton motive force" which has been a weak point of 
structural biology, we have been able to advance structural analysis including hydrogen atoms by 
combining theoretical chemical calculations with X-ray structural analysis, NMR, and cryo-electron 
microscopy. By using this approach, we were able to identify the structural basis for the 
photosynthetic function, and for some of them, we were able to find out the bottleneck of 
supramolecular complex responsible for the photosynthetic reaction. Specifically, the structural 
basis of the proton transport pathway of the photosystem II complex, the pH-dependent interaction of
 the cytochrome b6f complex with FNR, the molecular mechanism of the Fd-dependent quinone reduction 
of the NDH complex, and the regulatory system mediated by the strong reducing power of ferredoxin 
were clarified. Our collaborative research with <A01> and <A02> groups has also yielded certain 
results.

研究分野：構造生物学，生物物理学

キーワード： 構造生物化学　生物物理学　生体エネルギー変換　光合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生命が持つ階層構造に沿って生命秩序の形成を理解しようとした場合，低分子の認識機構についてある程度統一
的に理解されているが，pHに依存する蛋白質間の相互作用を含むシステムの場合には統一的に理解されていなか
った。本研究課題で掲げる『構造を基盤としたプロトン排出の戦略的分子設計』では，素反応がネットワークと
して機能する光合成反応システムに対し，計算化学，Ｘ線結晶解析，NMR，クライオ電子顕微鏡とあらゆる構造
解析手法を相補的に活用し，A01，A02の各班との共同研究を進めることで，光合成構造生物学を単純な分子素子
の解析から，より高次な生体機能の理解へと遷移させる新しい研究の方向性を示すことができた。

※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 

 光合成エネルギー変換を構成する光合成分子装置の結晶構造は，好熱性シアノバクテリアの
タンパク質を中心に，原子分解能の結晶構造が多く報告されていた。しかし，巨大タンパク質で
あるが故に，構造・機能相関の議論はアミノ酸レベルの現象論にとどまっている例が多かった。 

 一方で，構造生物学を生体反応の改変に用いることは，小型の酵素では実績があった（食品の
改質に用いられるトランスグルタミナーゼ他）。創薬研究の現場でも，情報科学，合成化学が構
造生物学と連携することで，Structure Based Drug Design（SBDD）と呼ばれるパイプラインが成
功裡に組織されていた。分子レベルでの理解が進んでいた光合成研究に，SBDD のように構造生
物学研究を利用する機が熟していた。 

  

２．研究の目的 

 これまで構造生物学が苦手としてきた“プロトンによる制御機構”に着目し，理論化学計算とＸ
線構造解析，NMR，クライオ電子顕微鏡とを併用することで，水素原子を含めた構造解析を推
し進める。それにより，各単位装置のボトルネックの解消につながるローカルミニマムに陥って
いる光合成機能の構造要因を洗い出すことを目的とした。 

 光合成環境適応を担うタンパク質，タンパク質複合体の機能を制限している要因は，立体構造
から一定程度推測することが可能である。具体に着目するのは，光化学系 II 複合体のプロトン
排出経路，シトクロム b6f 複合体や NDH 複合体が行うキノンの酸化還元に伴うプロトン取り込
みと排出，そして強い還元力をフェレドキシンに伝える還元系とその制御系である。分子化学の
成立する合理的な範囲内で理論化学計算を併用して，プロトンを含んだ局所相互作用・構造を導
出し，<A01><A02>の各班に結果をフィードバックして機能評価することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 研究目的を達成するために，光化学系 II についてはアンテナ系も含んだ環境適応機構を含め
て斉藤・石北を中心に，光化学系 I については還元力供給系への分配調節などを含めて田中を中
心に，そしてシトクロム b6f 複合体と NDH 複合体については各構成要素単体の評価を含めて栗
栖を中心に構造解析を進めた。 

 理論計算では，高精度・高分解能で解析されデータベースに収録されている光化学系 II，光化
学系 I 複合体を中心に高精度・高分解能で解析された PDB エントリーを対象に，QM/MM 法で
各光合成装置の in silico構造解析を進めた。大量に精製可能なサンプルについては，Ｘ線結晶構
造解析や NMR による相互作用解析，クライオ電子顕微鏡による構造解析を併用して，電子伝達
経路，プロトン排出経路に着目した考察を進めた。本研究課題は<A01><A02>の各班の構造研究
をサポートする役目も担っているため，専門性を生かした共同研究を積極的に進めた。 

 
４．研究成果 
（１）光環境適応機構の仕組みの一つに，フェレドキシン-チオレドキシン還元酵素（FTR）とチ
オレドキシン（Trx）を介した代謝酵素の活性調整が知られている。シロイヌナズナでは 10種類
の Trxアイソフォームが，FTRによる還元活性で，High，Middle，Lowの３つの活性グループに
分類される。久堀班と共同で，反応効率の高い FTR:Trx-y1 複合体の結晶構造を 1.59Å，中程度の
反応効率を示す FTR:Trx-f2 複合体の結晶構造を 1.79Å，そして反応効率の低い FTR:Trx-m2 の結
晶構造を 2.46Å分解能で決定し，各複合体構造を詳細に比較検討した。３種類の活性効率の異な
る複合体の分子間相互作用に着目して解析を行なったところ，FTRと Trxの相互作用は各 Trxア
イソフォームに共通なものと特異的なものの２種類に分類され，各 Trxアイソフォームに特有な
相互作用は分子界面の縁に配置されることを見出した（Protein Sci 2019）。    

      

（２）光環境適応機構の一つに，光化学系 I 複合体（PSI）のオリゴマー状態の制御がある。我々
は，好熱性シアノバクテリア Thermosynechococcus elongatus BP-1 由来の無損傷で完全に機能す
る単量体 PSI について，X線結晶構造解析による 6.0 Å分解能の構造とクライオ電子顕微鏡によ
る 3.2 Å分解能の構造を決定し，既に明らかになっている 3量体構造と比較した。その結果，単
量体化に起因する構造の柔軟性とクロロフィルの損失が明らかとなり，PSI の長波長吸収クロロ
フィル（通称，赤色クロロフィル）を同定することに成功した。今回発見した赤色クロロフィル
の分子内の相対配置から，PSIの 2つある電子伝達鎖が非対称にはたらく構造基盤についても脂
質結合部位の熱振動との関係から独自の考察を加えることに成功した（Commun. Biol. 2021）。 

 

（３）光合成電子伝達反応では，光環境によっては過剰な電子が生産されることがあるため，チ
ラコイド膜の回路に電子を回収し再利用する NADH 脱水素酵素様複合体（NDH1）の存在が知ら
れていた。しかし，NDH1 が電子を回収・再利用する詳細な仕組みは不明であった。我々は NDH1

の精製方法を改良することで，均質な膜蛋白質複合体を得ることに成功し，クライオ電子顕微鏡



 

 

法により複合体蛋白質の構造を原子分解能で解析した（図１）。また，Fdが結合すると考えられ
る NdhS と呼ばれるサブユニットを組換え体として調製し，Fdが NdhS 領域とどのように結合す
るのかを X 線と NMR を用いて解析した。NDH1は NdhS の C末端にあるフレキシブルな領域を
使い, フライフィッシングの要領で Fd を捕まえて電子を回収していることを突き止めた。これ
により世界で初めて Fdが NDH1 の電子供給元であることを実証した（Science 2019）。  

 

（４）光合成生物は急激な光環境の変化や強い光照射で有害な活性酸素種が発生しやすい。多様
で変化に富んだ地球上の光環境に対応するため，光合成生物は酸化ストレスを減らすよう光環
境適応機構を発達させてきた。強光適応に重要な役割を果たすカルレドキシン（Crx）は，強過
ぎる光が降り注ぐストレス環境下で，抗酸化蛋白質ペルオキレドキシン（Prx1）と一緒に抗酸化
反応を進めることが分かっている。我々は，カルシウムイオンを結合した時だけ酸化還元活性を
発揮する構造基盤を明らかにするため，カルシウム結合に伴う Crx の構造変化を X 線小角散乱
法と NMR 分光法により検討した。また，抗酸化蛋白質 Prx1 のＸ線結晶構造解析も行い，Crxと
Prx1 との分子間相互作用の様式も明らかにした（J.Biol.Chem.,2020）。 

 

 （５）光化学系 II (PSII) 蛋白質内では，Mn4CaO5錯体が水分解・
酸素発生反応 (2H2O → O2 + 4H+ + 4e− ) を触媒している。この反
応は Mn4CaO5 錯体の酸化状態の変化  (Kok サイクル；
S0→S1→S2→S3→S0) に伴って進行する。S2→S3→S0 の反応機構
に関し，Mn4CaO5錯体に配位する水分子W1と錯体中の O4 (図 2)

が結合して酸素分子となる機構を提案した（Nat. Commun., 

2018）。そこでは W1 の脱プロトン化反応が鍵となる。そこでW1

から放出されるプロトン移動に関与すると予測される複数のアミ
ノ酸残基の影響を調べた。<A01-2>班により，それらのアミノ酸に
対して 19 種類すべての変異体をもつクラミドモナスが作成され，
その実験と分子動力学計算と量子化学/分子力学法による理論解析
の結果を組み合わせて以下のプロトン放出機構を明らかにした 

(図 2)：1) D1-Asp61 はプロトンを脱着しプロトン移動を仲介してい
る。これは，Glu, Cys変異体を持つクラミドモナスだけに独立栄養
下での成長がみられたという実験結果と合致する。2)S2→S3 遷移で
は D1-Glu65 がプロトン放出を促進する一方，D2-Glu312 と D1-

Arg334 は副次的なプロトン移動経路に関与している可能性がある
（Biochim. Biophys. Acta (Bioenergetics)., 2021）。 

 

（６）PSII 蛋白質の Mn4CaO5錯体は，光エネルギーにより酸
化される。この際，Mn4CaO5錯体上の電子は，近くの D1-Tyr161

アミノ酸残基をとおり，PD1/PD2 クロロフィル二量体へと移動
する(図 3)。電子が定められた方向に正しく移動するのは，
Mn4CaO5錯体，D1-Tyr161，PD1/PD2クロロフィル二量体の酸化
還元電位が，まわりの蛋白質環境によりこの順番に高くなるよ
うに制御されているからである。しかし，Mn4CaO5錯体の酸化
還元電位が実際にはどのような値なのか，どのような機構で適
切に調整されているのかは不明であった。我々は，量子化学/分
子力学法により軌道エネルギーを計算し，そこから酸化還元電
位を算出した。その結果，Mn4CaO5 錯体の S0→S1遷移におけ
る酸化還元電位 (730 mV) は S1→S2 遷移における酸化還元電

 
図 1．NDH1のクライオ電顕構造（左）とＸ線構造と NMR を用いて明らかにした Fd との複

合体形成様式（右） 
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位 (826 mV) よりも小さいことがわかった。同時に，この電位差を生み出しているのは S0→S1遷
移と同時に起こるプロトン移動経路を構成する水が作る分極の違いであることが明らかになっ
た（J. Phys. Chem. Lett., 2020）。 

 

（７）紅色光合成細菌の反応中心 (PbRC) は PSII と共通の祖先を持つ。そのため，両者の反応
中心の色素配置はよく似ており，対称的な２つ電子移動経路のうち，片側の経路のみが使われる
点も共通している。我々は，PSII 反応中心と PbRC で起こる初期電荷分離の反応機構と量子化
学的手法で解析し，両者を比較した。その結果，PbRC では中心クロロフィル二量体が励起
されて電荷分離が起こるが，PSIIでは中心クロロフィル二量体の静電的環境が特殊なため，
中心クロロフィル二量体ではなくその隣の「アクセサリクロロフィル」から電荷分離が起こ
ることが明らかになった（Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 2020）。また，光化学系 I (PSI)の反応中
心の電荷分離機構についても調べた。その結果，PSIは PSIIとも PbRC とも異なり，中心クロ
ロフィル二量体を構成するクロロフィル a のひとつが立体異性化 (クロロフィル a’)してい
ることが，電子移動の方向を決めていることがわかった（J. Phys. Chem. B, 2021）。 

 

（８）光合成蛋白質内での反応を構成するのは，1)電子移動，2)プロトン移動，3)光吸収・エネ
ルギー移動である。これらを蛋白質構造から理論的に解析する手法についてそれぞれ研究した。
1)電子移動の方向を決める酸化還元電位は，Mnを含む錯体 (図 4) においても最高占有分子軌道 

(highest occupied molecular orbital;  HOMO) のエネルギー準位と相関があるので，この値から量
子化学計算により同定できることを示した（Photosynth. Res. , 2021）。2)プロトン移動の方向は酸
解離定数 pKaによって決定される。金属に配位した水分子の pKaを量子化学計算により同定する
手法を開発し，PSII の Mn4CaO5錯体の配位水に適用した。その結果，Mn4CaO5錯体の Mn4に配
位した W1 の pKaが近くの D1-Asp61 との相互作用により特異的に小さくなり (図 2)，プロトン
放出を可能にしていることがわかった（Commun. Chem. , 2021）。3) PSIIや PSIで光吸収を行っ
ているクロロフィル a 色素について，蛋白質内で吸収エネルギーが変化する機構を明らか
にした。その結果を用いて PSII 反応中心にある低エネルギーの吸収帯を持つ特別なクロロ
フィル a (ChlD1)を解析し，周囲の極性アミノ酸側鎖，水分子，塩化物イオンがその吸収帯を
低エネルギーシフトさせていることを明らかにした (図 5)（J. Photochem. Photobiol. A , 2020）。 

図 4. Mn を含む錯体の
例 (Mn3CaO2) 
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図 5. (左) PSII における ChlD1とその周辺環境。(右) ChlD1の光
吸収が長波長シフトする原因は，Qx，Qy方向に分極したアミ
ノ酸やイオン，水分子が存在するため。 
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