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研究成果の概要（和文）：本課題では、シアノバクテリアからPSIIを精製し、クライオ電子顕微鏡CryoARM300で
約2,000イメージを撮影し、X線結晶構造解析の1.9に匹敵する1.95オングストロームのクライオ電顕マップが得
られた。このマップには、PSIIの両端のPsbYサブユニットが完全な形で現れていた。そのため、クライオ電顕マ
ップはより生体内に近い状態を示していると考えられた。しかし、測定に使用した電子線量ではPSIIの一部に損
傷が見られた。そこで、イメージのフレーム数を変え、電子線量を減らして再計算したところ、2.08オングスト
ロームという高分解能を保ったまま、損傷の少ないマップを得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, PSII was purified from cyanobacteria and about 2,000 images
 were collected using CryoARM300 cryo-electron microscope. We analyzed the structure of PSII in 
solution by cryo-EM at a resolution of 1.95 angstrom.The resolution is almost same as the structure 
at a 1.9 angstrom by X-ray crystallography. In this map, the PsbY subunits at both sides of PSII 
appeared in complete form. Therefore, the cryo-EM map was considered to be closer to the in vivo 
state. However, PSII was damaged at the electron dose used for the measurement. Therefore, we 
recalculated the map by changing the number of image frames and reducing the electron dose, and 
succeeded in obtaining a map with less damage while maintaining the high resolution.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 光合成
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題では、当初予定していたマンガンクラスター中の原子の判別が可能な2.5オングストロームを超える1.95
オングストロームのデータを収集することができた。PSIIに対して光照射を行ない、水分解・酸素発生中間体の
構造変化を解析することはできなかったが、中間体の構造を解明するために必要な技術や損傷の少ないデータを
得るなど、基盤となる結果が得られた。シアノバクテリアや植物などの光合成生物による光合成のメカニズムを
解明することは、人工光合成などのエネルギー供給基盤を構築するために非常に重要である。本研究成果は、太
陽光エネルギーを有効活用するための技術開発に重要な知見を与えると期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 

光合成のメカニズムを解明することは、エネルギーの供給や環境問題への対応など、持続可能

な社会を形成する上で最も重要なことの１つである。本研究で用いる光化学系 II(PSII)は光合

成反応において、太陽からの光エネルギーを利用して水を分解し、分子状酸素を放出すると同時

に、光エネルギーを化学エネルギーへ変換する、重要な膜タンパク質複合体である。この PSII

は光照射に応じて、S0から S1, S2, S3, (S4)へと遷移し、S0へと戻る。我々は X線自由電子レー

ザー(XFEL)実験施設・SACLA を利用し、X 線損傷の無い PSII の反応開始状態である S1 状態の構

造を正確に解析した。また、YAG レーザーで励起した PSII の微結晶へXFEL を照射してデータを

収集し、反応中心のマンガンクラスターに水分子が結合した S3 状態の構造を捉え、両成果は

Nature 誌に発表された（Suga, Akita et al. Nature 2015, 2017）。しかしながら、PSII の実

験には、一度のデータ収集のために、大量のタンパク質（1 g 以上）を必要とする。また、PSII

を結晶化することによって、3 回照射以降の反応効率が低下し、S3→S0への反応はほとんど進ま

ない事がフーリエ変換赤外分光法で確認されている。そのため、少量の試料で結晶化の必要がな

く溶液状態で構造を解析できるクライオ電顕構造解析法は PSII の中間体構造の解明に適してい

ると考えた。 

 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、クライオ電子顕微鏡の単粒子構造解析法を用いて、光合成において水をプロ

トン、電子、酸素分子へと分解する PSII の反応中間体の構造を解明する事である。この目的を

達成するため、まず、PSII の X線結晶構造解析の最高分解能である 1.9Å分解能に匹敵するデー

タを収集し、構造解析を行なう。次に、クライオグリッド作成装置である Vitrobot と YAG レー

ザーを同期させることを試み、グリッド上にのせた PSII試料へレーザー照射した後に、瞬時に

サンプルを凍結することで反応中間体を捕捉し、PSII 反応中間体の構造を解析する。膜タンパ

ク質の Apo 型から Holo 型への構造変化の単粒子構造解析は報告されているが、クライオ電顕に

よる光励起したタンパク質の構造変化を捕えた例はない。更に、このシステムの構築は、光照射

によって励起されるタンパク質の時分割単粒子構造解析のモデルと成り得る。クライオ電子顕

微鏡と時分割技術を融合した研究は世界的にも初の試みであり、今後の時分割解析のさきがけ

になると考えている。 

 
３．研究の方法 
 
⑴ PSII 複合体の調製 

 好熱性シアノバクテリア Thermosynechococcus vulcanusから PSII を精製する。PSII を精製

する条件は本研究室で既に確立しており、高分解能が得られる結晶ができる程の純度と高い酸

素発生活性を兼ね備える PSII が得られている。100 リットルの培養スケールから得られた菌体

から数 100 mgのサンプルが得られる。 

 

⑵ クライオグリッド作成装置と YAG レーザーの融合 

による励起システムの構築 

 Vitrobot は温度と湿度を一定に保つように制御された 

チャンバーを持ち、その中でピンセットで挟んだメッシュ 

グリッド上にサンプルを乗せ、余剰の溶液をろ紙で吸い取 

った後、瞬時に液体エタン層へ移して凍結する事で、非晶 

質のクライオグリッドを作成している。グリッドを液体エ 

タン層へ移す瞬間に YAG レーザーを照射してPSII の励起 

を行なう。 

 

⑶ クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子構造解析 

 大阪大学蛋白質研究所にある最先端透過型クライオ電子顕微鏡 FEI Titan Kriosおよび理化

学研究所播磨研究所にある CryoARM300 でイメージを撮影する。特に CryoARM300 は冷陰極電界

放射型電子銃から発生する干渉性の高い電子ビームを活用するため、高分解能が期待できる。収

集したイメージからタンパク質粒子像をピックアップし、3次元再構築を行なう。得られた 3次



元密度分布図に対して、既知の原子構造を当てはめ、原子モデルの精密化を行なう。既に予備実

験において、59,000倍率で 2,596 枚のイメージを収集し、190,838 粒子を用いて Relion3.0で解

析を行なった結果、分解能 2.5Åのクライオ電子顕微鏡マップが得られている。PSII のほぼ全て

の側鎖のアサインが可能であり、各種色素分子のモデル構築が可能であった。1.9Å分解能の結

晶構造と同じ場所に水分子のマップが現れている。 

 

 

 

 

 

 

 

  PSII の電顕マップ   アミノ酸側鎖 クロロフィルに 

      のアサイン 配位した水分子 

 

４．研究成果 

 

好熱性シアノバクテリア Thermosynechococcus vulcanusから高純度の PSII を精製し、クライ

オ電子顕微鏡の試料とした。クライオグリッドの作成は Vitrobot を用いた。Quantifoil のメッ

シュグリッドを vitrobot にセットし、クロロフィル濃度換算で約 2 mg/ml に調製した PSII を

メッシュグリッドに乗せ、余剰の溶液をろ紙で吸い取った後、瞬時に液体エタン層へ移して凍結

した。データの収集は大阪大学蛋白質研究所の FEI Titan Kriosおよび理化学研究所播磨研究

所の CryoARM300 でそれぞれ 2,000〜4,000イメージを撮影した。イメージの処理は Relion3.0 を

用いて行ない、2.20Å（FEI Titan Krios）と 1.95Å（CryoARM300）のクライオ電顕マップが得

られた。それぞれのマップから原子モデルを構築し精密化した。冷陰極電界放射型電子銃を備え

たCryoARM300から得られたクライオ電顕マップはX線結晶構造解析に匹敵する1.95Å分解能と

なり、このデータを用いてマップとモデルを評価した。PSII のクライオ電顕マップには、PSII

分子の両端に存在する PsbYサブユニットが完全な形で現れていた。このサブユニットは X 線結

晶構造解析から得られた電子密度には存在しなかったため、クライオ電顕マップは結晶中より

もより生体内に近い状態を示していると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.95Åクライオ電顕マップ   PSII の側面から見た 

四角で囲んだ部分は PsbY   PsbY のモデルとマップ 

       

 次に、電子線による PSII へのダメージについて評価した。PSII へ照射された電子線量は最大

で 83 e-Å-2であり、この電子線量では PSII の一部に損傷が見られた。特に水分解・酸素発

生の中心部であるマンガンクラスターの変化と表在性サブユニットである PsbOの 2つのシ

ステイン C19, C44 から形成されているジスルフィド結合が還元されて切断されていること

が挙げられる。そこで、収集したイメージのフレーム枚数を変えてマップを再計算し、どの

程度の電子線量で、損傷の少ない構造が得られるか検討した。その結果、フレーム数を少な

くするとジスルフィド結合が回復していき、2フレーム（3.3 e-Å-2）から再計算したマップ

では、2.08Åという高分解能を保ったまま、結合が完全に回復していた。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

電子線量とジスルフィド結合の切断 

83 e-Å-2では結合が切断されているが、3.3 e-Å-2では形成されている。 

 

また、このマップでは、マンガンクラスターの原子間距離は XFEL のデータに近づいてお

り、どの程度の電子線量で、損傷の少ない構造が得られるかの指標となった。 

 本課題では、当初予定していたマンガンクラスター中の原子の判別が可能な 2.5Åを超えるデ

ータを収集することができた。PSII に対して光照射を行ない、その構造変化を解析することは

できなかったが、水分解・酸素発生中間体の構造を解明する基盤となる結果が得られた。シアノ

バクテリアや植物などの光合成生物による光合成のメカニズムを解明することは、人工光合成

などのエネルギー供給基盤を構築するために非常に重要である。本研究成果は、太陽光エネルギ

ーを有効活用するための技術開発に重要な知見を与えると期待できる。 
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