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研究成果の概要（和文）：地球環境を支える根幹の反応である光合成酸素発生系について、反応

機構、獲得、継承の 3 点から解析を行った。獲得過程として、光合成細菌からシアノバクテリ

アへの変遷に伴って最も重要な変化であった光合成色素の置換とその後のタンパク質の最適化

過程を解析した。反応機構として、マンガンクラスターの配位子となるアミノ酸の置換などの

分子生物学的手法と FTIR に代表される分光学を結合し、解析した。継承過程として、シアノバ

クテリアの遺伝子が葉緑体に移行する際に満たすべき要件等について解析した。5 年間の研究

により多くの研究成果を得ることができ、世界の光合成酸素発生系に大きな足跡を残す研究と

なった。 

 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the photosynthetic oxygen-evolving system that sustains the 

global environments. Our main targets for analysis of reaction mechanisms, acquisition and succession 

processes. As for acquisition processes, we investigated the change of photosynthetic pigments and 

following optimization processes of protein complexes. This process was a typical succession from 

anoxygenic photosynthetic bacteria to cyanobacteria. On the reaction mechanis m, we changed a ligand 

to Mn cluster and other amino acids that were supposed to be involved to reaction processes, and found 

that biding of water molecules to a specific Mn atom. We further found the proton release cycle. On the 

succession processes, we studied the requisites for transfer of cyanobacterial genes to chloroplast genes. 

By the five-year study, we published many papers that would be a milestone for study of the 

photosynthetic oxygen-evolving system in the world. 
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１．研究開始当初の背景 

光合成酸素発生系は、エネルギー獲得に必
須の「電子」の供給源であり、エネルギー生
産の根幹をなす反応である。27 億年前にシ
アノバクテリア（ラン藻）によって初めて獲
得・構築された酸素発生系は、最終的には陸
上植物の葉緑体へと受け継がれ、地球環境と
あらゆる生命活動を支えてきた。酸素発生系
の解明は光合成の基本問題として、長年にわ
たって国内外の多数の研究グループにより
解析が続けられていた。研究開始当時、国内
外の  3 グループから示された酸素発生系を
含む光化学系  II 反応中心複合体の結晶構造
を基にし、解析の進展が予想されたが、従来
にはない実験系の開発や発想の転換が伴わ
なければ、進展は限定されたものと考えられ
た。 

 

２．研究の目的 

酸素発生系は+1.0V を越える極めて高い
酸化電位のもとで、複数の安定な中間体を必
要とする特異な電子移動系である。酸素発生
系の全容解明には、(1) 反応系を構成する要
素の「獲得」段階、(2) 光化学反応と電気化
学反応が融合した「反応機構」、さらに  (3) 細
胞内共生によるシアノバクテリアから葉緑
体型酸素発生系への「継承」・発展段階、の
解析が必須である。酸素発生系の解析は、単
に部品の改良などに留まらず、非酸素型光合
成システムから酸素発生型光合成システム
への転換、すなわち「システムの形質転換」
過程の解明を目指すものでもある。 

具体的には以下の課題を設定した。獲得は、
「酸素発生を可能とする反応系の構築のた
めの諸要素の獲得過程」と定義し、色素の獲
得、反応中心タンパク質の改変とサブユニッ
トの増加を解析した。反応機構は、「酸素発
生機構の解明と障害回避機構の獲得」と定義
し、水分解過程における中間体の安定化機構、
水分解反応に付随する酸素障害の回避機構
を具体的な課題とした。継承は、「色素系の
多様化と一次共生による葉緑体の成立過程
の解明」と定義し、色素系の多様化、遺伝子
の核移行決定要因の究明、葉緑体遺伝子発現
系の成立、を目指した。 

 

３．研究の方法 

 それぞれの課題には、それに適した材料、
方法を用いることが肝要であり、独自の方法
を採用した。全般的な特徴として、シアノバ
クテリアの多様性を重用し、通常、解析には
あまり使われることのない種、Gloeobacter 

violaceus や Acaryochloris marina などを用い
た。さらに、進化過程の一部を再現した「進
化における中間的酸素発生系」を分子遺伝学
的手法によって作製し、それについての解析

を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 酸素発生系の獲得過程 

酸素発生系の獲得に関して、光合成細菌か
らシアノバクテリアへの変遷に伴う最も重
要な変化であった光合成色素の置換とその
後のタンパク質の最適化を、シアノバクテリ
アにジビニルクロロフィル  a (DV-Chl a) を
合成させ、その後の変化をたどることで解析
した。 

 Synechocystis sp. PCC 6803 のビニル基還元
酵素（DVR）を、バイオインフォーマティク
スの手法を用いて同定し、次にこの酵素を機
能しなくすることで、Synechocystis に DV-Chl 

a を合成させた。その表現型の特徴は、弱光
下での生育は対照と同程度であるが、強光下
では、色素が褪色することであった  (Fig. 1)。
同時に  PS II 反応中心複合体からの遅延蛍
光が観測されなかった。反応中心タンパク質
には、色素の変化に対応できない欠損が残っ
たままであると考えられた。褪色の原因とし
て一重項酸素の関与が考えられたので、
MV-Chl a, DV-Chl a について、アセトン中で
の一重項酸素の発生率を、新たに開発したレ
ーザー分光装置で測定すると、後者が約  20%、
高いことが判明した。同様に、PS II 複合体
でも解析を行うと、DV-Chl a を持つ  PS II で
の発生量が多いことが判明した。したがって、
色素が変わってもタンパク質の最適化が行
われていないことが原因であることが考え
られた。 

 そこで、PS II の最も主要な構成成分であ
る  D1 タンパク質について、Prochlorococcus 

spp. と Synechocystis において異なるアミノ
酸を、Synechocystis について特異的に変化さ
せ、その効果を検討した。その結果、強光耐
性を獲得したことが判明した。これは、耐性
に直接かかわる要因は見同定ながら、タンパ
ク質の最適化が重要であることを端的に示
している。 

 

Fig.1  ジビ ニル型 クロロ フィ ルを持 っ た
Arabidopsis thaliana（左） と Synechocystis sp. PCC 
6803（右）の強光への応答 
低照度下で育てた後、強光下（Arabidopsis 1000 
µmol photons m-2 s-1、Synechocystis 500 µmol 
photons m-2 s-1）で 24時間育てたもの。 



 

 

(2) Acaryochloris marina を用いた酸素発生系
の解析 

 Chl d  を主要な色素とするシアノバクテリ
ア  A. marina MBIC 11017 は、Chl d が  Chl a 

に比べて小さな光エネルギーしか獲得でき
ない。したがって酸素発生型光合成系を解析
する際に、色素置換という大きな摂動と解す
ることができる、そこで、この種について、
光化学複合体を新たに単離する方法を考案
し、光化学反応中心でのスペシャルペアの同
定を行った。その結果、二つの光化学系とも
に、スペシャルペアは  Chl d  であることを証
明した  (PS II は P713、PS I は P740) 。PS II 

については 2分子の  Chl a が必ず存在するこ
と、それが遅延蛍光の起源となっていること、
また、第一電子受容体は  Pheophytin a (Phe a) 

であること、PS I については、スペシャルペ
アの酸化還元電位が＋430 mV であり、 Chl a 

のスペシャルペア  (P700) と同じ電位である
こと、などの新事実が明らかとなった。 

 次に、酸素発生に必要な酸化還元電位の測
定を行った。PS II の第一電子受容体である
Phe a の電位を直接測定し、それを基にスペ
シャルペアの酸化還元電位を見積もった。
Phe a の電位は、Synechocystis sp. PCC 6803 

では  536  8 mV、 A. marina では  477  24 

mV と測定され、小さなエネルギーしか獲得
できない A. marina では、電位が高かった。
この測定値を基にすると、スペシャルペアの
酸化還元電位は、Synechocystis sp. PCC 6803 

では 1.20 V、A. marina では 1.19 Vとなり、
酸素発生に必要な電位は、色素種には独立に
一定の電位が必要であることが判明した 

(Fig. 2)。  

 
 

Fig.2 異なるクロロフィルをスペシャルペアに用いる
2 種のシアノバクテリアにおけるエネルギー図 

Synechocystisはクロロフィル a を、A. marina はクロ
ロフィル d をそれぞれスペシャルペアのクロロフィル
として利用している。 

 

 この事実は、酸素発生という極めて精緻な
反応系では、反応系の構築に統一性があり、
変化させることのできない要因があること、
を端的に示している。 

 

(3) フーリエ変換赤外分光  (FTIR) 法による
反応機構の解析 

光合成酸素発生反応の分子機構を  FTIR 

法を用いて解析し、そのプロトン放出過程、
マンガンクラスターの配位子構造、表在性タ
ンパク質の役割などを明らかにした。 

クロロフィル二量体の高い酸化還元電位の
発現機構を考察した。その結果、電荷の非局
在化により約 140 mV電位が降下することが
示された。このことから、光化学系Ⅱは P680

+

上の電荷を局在化させることにより、水の酸
化を可能にする高い電位を獲得したことが
示された。 

マンガンクラスターの配位子の候補であ
る CP43-Glu354 について、その部位特異的変
異体 CP43-Glu354Gln を FTIR法により解析し
た。その結果、CP43-Glu354 は S1 状態におい
て２つのマンガン原子を架橋しており、S2状
態では、そのうちのどちらか片方へのキレー
ト構造に変化することを明らかにした。また、
CP43-Glu354 の変異によって基質水分子の構
造が変化することが観測され、CP43-Glu354

が配位するマンガン原子のどちらかに結合
して存在していることを示した  (Fig. 3)。  

 
Fig.3 CP43-Glu354 の Mn クラスターへの結合および水
分子の結合についてのモデル 

 

光合成水分解反応のプロトン放出過程に
ついて解析を行った。Mes 緩衝剤とその同位
体置換体を用いて、水分解系から放出される
プロトンを FTIR 法により検出する手法を新
たに開発し、S0→S1, S1→S2, S2→S3, S3→S0 遷
移に対して 1:0:1:2 であることが示した。 

Ca
2+を除去、または Sr

2+に置換した光化学
系Ⅱを用いて FTIR 解析を行った結果、Ca

2+

はカルボキシル配位子を介して Mn クラスタ
ーと直接的に相互作用し、酸素発生反応に関
与していることを示した。 

植物の光保護作用の一つである、光化学系
Ⅱの副次的ホール移動反応を FTIR 法を用い
て調べ、クロロフィルＺの直接的酸化経路の
存在を明らかにした。 
 

(4) 渦鞭毛藻の D1/D2 タンパク質のアミノ酸
配列の特異性 

 2 種 の渦 鞭毛 藻、 Symbiodinium sp. と
Alexandrium tamrense について cDNA の配列
をもとに D1 タンパク質の一次構造を決定し、



 

 

他の生物群のアミノ酸配列と比較した。その
結果、Synechocystis sp. PCC 6803 と渦鞭毛藻
の D1 タンパク質の間でのアミノ酸変異率は
24-26％であった。Synechocystis sp. PCC 6803

と他のラン藻の間で 13-14％、一次共生藻と
の間で 14％、二次共生藻の間で 14-16％なの
で、アミノ酸変異率は倍増している。これは、
渦鞭毛藻以外の酸素発生光合成生物では厳
密に保存されている部位に渦鞭毛藻固有の
変異があることを意味する。渦鞭毛藻特異的
なアミノ酸変異は合計 23 箇所見いだされた。
これらの変異はタンパク質全体に散在して
いるが、D-Eループと N 末端領域には多くの
変異が見いだされた。タンパク質の二次構造
にどのように反映しているかを確かめるた
めハイドロパシープロットで解析したとこ
ろ、D-Eループと N 末端領域において渦鞭毛
藻特有に疎水度が大きく増加していること
が示された。また好熱性ラン藻の結晶構造を
もとにしたホモロジーモデリングも D-Eルー
プの構造変異を示唆した。以上の結果は、同
じ紅藻由来の葉緑体をもつ珪藻、褐藻、クリ
プト藻では全く見られない。これらの結果は、
D1タンパク質の代謝回転や D2タンパク質と
表在性タンパク質との相互作用などに影響
を与えている可能性を示唆している。 

 

(5) Transit Peptide(TP) の獲得過程の予測 

(a)バクテリアに由来するタンパク質遺伝子
は N 末伸長配列を持つ 

TP は N 末端が伸長する形で獲得されてい
る。まず、細胞内共生菌から核に転移した遺
伝子が、どのような配列を獲得しているかを
知るために、データベースを用いた配列解析
を行った。シロイヌナズナ、ヒメツリガネゴ
ケ、シゾンの 3  種に共通して存在する 

 
Fig.4 植物遺伝子の由来 

3 種の植物に共通して存在する 1396 遺伝子の由来を 
系統解析により判別した。 

1396 遺伝子を双方向 BLAST により抜き出し、
それぞれのタンパク質がバクテリアおよび
古細菌のどちらに由来するかを系統樹解析
により判別した(Fig. 4)。その結果、明らかに
バクテリアに由来すると推定された 211 遺伝
子の多くはシアノバクテリア（126 遺伝子）
やプロテオバクテリア(59 遺伝子)に由来し、
細胞内共生菌から核ゲノムに転移したと考
えられた。そして、このような遺伝子は、植
物に特異的に、N 末端が数十アミノ酸の伸長
が起きていることが示された(Fig. 5A)。一方、
もともと核ゲノムに存在していた可能性が
高いと考えられる古細菌に由来する 102 遺伝
子では、そのような傾向は認められなかった
(Fig. 5B)。  

またバクテリアに由来する遺伝子産物の
多くは、葉緑体もしくはミトコンドリアに局
在する傾向があることが示された(Fig. 5A)。
このことから葉緑体やミトコンドリアから
核に移行した遺伝子は数十アミノ酸を移行
シグナルとして N 末端に獲得したもののみ
が現在に引き継がれたと考えられる。 

 

Fig.5 シロイヌナズナタンパク質の由来と、N末端の長
さ、及び細胞内局在との関連 

A)バクテリアに由来するシロイヌナズナのタンパク
質が、バクテリアのタンパク質に対して、どのぐらい長
くなっているかを示したヒストグラム。B)古細菌に由来
するシロイヌナズナのタンパク質が、古細菌のタンパク
質に対して、どのぐらい長くなっているかを示したヒス
トグラム。ヒストグラム内の緑は葉緑体局在タンパク質
青はミトコンドリア局在タンパク質、赤はオルガネラに
局在しないもの、黒は局在不明を示す。 

 

このように、遺伝子の上流に別の ORF が融
合できた原動力として、バクテリアと真核生
物の翻訳開始機構の違いが考えられる。バク
テリアでは mRNA 上のリボソーム結合配列
を利用して翻訳を開始するのに対し、真核生
物ではｍRNA の最初の AUGから翻訳を開始
するため、核に転移した遺伝子は容易に N 末
端側に新たな配列を融合させて利用するこ
とができたと考えられる(Fig. 6)。つまり、バ
クテリア型から真核生物型への翻訳開始機
構の変化が、核移行した遺伝子の TP 獲得要
因の一つであると考えられた。 

 

 

 
 
 



 

 

 
 

 
Fig.6 葉緑体移行シグナル配列の獲得機構の仮説 
リボソームは、A)バクテリアや細胞内共生菌ではリ

ボソーム結合配列からエントリーするのに対して、B)
真核生物では mRNAの 5’端のCap構造からエントリー
する。 

C)したがって、バクテリアの遺伝子が真核生物の核
に移行すると、より上流の開始コドンから翻訳が始ま
り、容易に N末端側に新規な配列を獲得できる。 
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