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研究成果の概要（和文）： 
プラストシアニン (Pc) は、膜蛋白質複合体である光化学系 I (PSI)に素早く電子を輸送す

ることにより、光合成明反応を効率良く進めている。本研究では、酸化型アナログである

カドミウム置換体 (Cd-Pc)の調製法を確立して、当研究室で確立した転移交差飽和法 
(TCS)を用いて、Cd-Pc の PSI 結合部位を同定した。その結果、Pc 上の銅原子の酸化に伴

って、Loop1 のコンフォメーションが変化することにより、Loop1 を介した PSI との相互

作用が減弱し、電子移動後の PSI からの素早い解離が実現され、効率的電子輸送反応が起

こることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Plastocyanin (Pc) efficiently proceeds the photosynthetic light reaction by rapidly 
transport an electron to photosystem I (PSI).  In this study, we successfully prepared 
cadmium-substituted spinach Pc (Cd-Pc), and determined its PSI-binding site by 
transferred cross-saturation (TCS) experiments.  Our study revealed that oxidation of 
the cupper ion on Pc resulted in conformational change in loop 1, which causes 
reduction of the affinity between Pc and PSI, and the reduction of the affinity would 
enable the rapid dissociation of Pc from PSI, which is important for the efficient 
electron transport.   
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１．研究開始当初の背景 
光合成明反応の一部を形成する、プラストシ

アニンから光化学系 I への電子輸送反応の効

率は、植物の生育に直接影響することが示唆

されている。したがって、その電子輸送機構

の解明は、有益な植物の生育を促進する方法

を確立する上で重要である。 
還元型のプラストシアニンが光化学系 I に電

子を渡して酸化型になると、光化学系 I への

親和性が 10 倍程度低くなることが示されて

いる。このことは、プラストシアニンが電子

を光化学系 I に渡した後に、素早く解離する

ことにより、次のプラストシアニン分子が迅

速に結合することを可能として、その結果、

全体として電子輸送を効率よく行うことを

可能としていると考えられる。 
プラストシアニンの光化学系 I への親和性が

酸化型と還元型で異なる機構を解明するた

めには、酸化型と還元型のプラストシアニン

における、光化学系 I との相互作用様式を、

原子レベルで比較する必要がある。このよう

な知見の獲得には、X線結晶構造解析やNMR
などの構造生物学的手法が有効である。しか

し、光化学系 I は高分子量膜蛋白質複合体で

ある上、複合体の寿命は短いため、これらの

手法の適用には限界がある。 
近年、申請者の所属する研究室は、巨大分子

量を有する受容体に対する、リガンド蛋白質

中の結合界面を NMR を用いて同定する、「転

移交差飽和法」を開発した。転移交差飽和法

は、光化学系 I とプラストシアニンの複合体

のような、巨大かつ短寿命の複合体にも適用

可能である。したがって、転移交差飽和法を

適用して、還元型および酸化型プラストシア

ニンにおける光化学系 I との結合界面を同定

し、両者を比較することにより、酸化型と還

元型のプラストシアニンにおける、光化学系

I との結合様式の違いを解明することが可能

となることが期待される。 
 
 
 

２．研究の目的 
本研究課題では、転移交差飽和法を用いて、

還元型および酸化型プラストシアニンの光

化学系 I との結合界面を同定して、両者の光

化学系 I 結合様式の違いを明らかにすること

により、プラストシアニンから光化学系 I へ
効率よく電子が輸送される機構を解明する

ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) プラストシアニンを酸化型に均一化す

る方法を確立する。 

(2) 酸化型プラストシアニンアナログであ

る、カドミウム置換体の調製法を確立する。 

(3) 酸化型プラストシアニン, カドミウム

置換体の主鎖 NMR シグナルを帰属する。 

(4) 還元型、カドミウム置換体、および酸化

型プラストシアニンと、光化学系 Iミセルを

用いた転移交差飽和実験により、光化学系 I

結合界面を同定する。 

(5) (4)の結果を比較することにより、酸化

型プラストシアニンと還元型プラストシア

ニンの光化学系 I結合様式の違いを決定する。 

 

４．研究成果 

最初に、Pc を酸化型に均一化する方法なら

びにカドミウム置換 Pc 調製法の確立を行っ

た。NMR 解析に通常使用されるリン酸バッフ

ァーでは、フェリシアン化カリウム添加によ

り Pc を酸化しても、約半日後に還元型 Pc が

出現した。そこで、バッファー条件を検討し

た結果、Bis-Tris バッファーを用いることに

より、1日以上 Pc を酸化型に均一化すること

に成功した。また、先行論文 (Eur. J. 

Biochem. (1996) 242, 132-147) にしたがっ

てカドミウム置換 Pc を調製して、1H-15N HSQC

スペクトルを測定した。その結果、構造をと

っていない Pcの混入が認められた。そこで、

精製法を検討した結果、陰イオン交換クロマ

トグラフィーにより、カドミウム置換 Pc を

単離することに成功した。そこで次に、13C, 15N



均一標識を施した酸化型 Pc ならびにカドミ

ウム置換 Pc を調製し、三重共鳴実験に基づ

く NMRシグナルの連鎖帰属を行った。さらに、

[2H,15N]標識カドミウム置換 Pc を、ミリグラ

ム単位で調製することに成功した。 

調製法を確立した [2H,15N]標識 Cd-Pc と可

溶化 PSI を混合して、TCS 実験を行った。カ

ドミウム置換 Pc と可溶化 PSI の量比や測定

温度、ラジオ波照射時間を最適化した結果、

N32, E59, E60, N64, H87, Q88, A90, G91 の

シグナルに、ラジオ波照射に伴う有意な強度

減少が観測され、PSI との結合界面であるこ

とが示された。還元型 Pc の PSI 結合界面と

比較すると、Loop1 上の G10, S11, L12 が結

合界面となっていない点と、acidic patch 上

の E59, E60 が結合界面に含まれている点が

異なっていた。次に、[2H,15N]標識酸化型 Pc

と可溶化PSIを混合して、TCS実験を行った。

その結果、常磁性緩和増大のため、銅イオン

近傍のシグナルの大部分は観測されなかっ

たが、N64 に有意な強度減少が観測されたこ

とから、Cd-Pc は酸化型 Pc と同様の結合様式

を保持していると考えた。以上の結果および

先行論文で報告されている非結合状態の還

元型・酸化型 Pc の立体構造の比較から、Pc

に配位している金属の電荷の増大に伴って、

金属原子と H87の距離が小さくなることによ

り、近傍の L12 との相互作用が変化して、

Loop1 のコンフォメーションが変化すること

により、Loop1 を介した PSI との相互作用が

減弱し、電子移動後の PSI からの素早い解離

が実現され、効率的電子輸送反応が起こると

考えた。 
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