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研究成果の概要（和文）：光合成の電子伝達系で機能する２つの光化学系と集光機能をもつアンテナは、多数のサブユ
ニットと光合成色素などのコファクターからなる複合体を形成する。本研究ではこれら複合体の生化学的構造を明らか
にし、その生合成機構の解明を進めた。その結果、系1複合体に結合するアンテナ複合体（LHCII）の量と機能の解明、
電子受容体として働くナフトキノンの同定を行った。また、複合体の段階的な生合成過程を分子レベルで解明した。ま
た、アミノ酸を遺伝子工学的に置換した形質転換体を作出し、酸素発生系で生成するプロトン排出に関与すると考えら
れるアミノ酸の同定を進めた。

研究成果の概要（英文）：Photosynthetic reaction center and light-harvesting antenna form a complex 
consisting of a number of subunits and cofactors. In the present study, structure and successive assembly 
of these complexes has been analyzed using biochemical and molecular biological methods. The number and 
function of LHCII associated to PSI complex have been determined and the major naphthoquinone has been 
assigned as 5’-hydroxyphylloquinone. In addition, assembly mechanism of PSI complex has been analyzed 
using greening experiments and overexpressor of Ycf3 and Ycf4, which are required for PSI assembly. 
Site-directed mutagenesis that replaces amino acid residues involved in oxygen-evolution has been carried 
out to find that D1-N298 is an essential residue for the activity and protection against photodamage.

研究分野： 光合成
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１．研究開始当初の背景 
 酸素発生型光合成の直鎖型電子伝達系に

は光化学系１と２（以下系 1 および系 2）が

直列に機能し、明条件下で電子伝達反応を駆

動する。系 1は炭酸固定系に必要な NADPH を

生成する強い還元力を形成し、生育条件によ

りヒドロゲナーゼに電子を供給し、チオレド

キシン系に還元力を渡し代謝系の活性制御

を行い、ATP を生成する循環型電子伝達反応

を駆動する。したがって、系 1は光合成反応

の鍵となるいくつかの機能を果たす重要な

成分である。系 1複合体は多数のサブユニッ

トから構成され、鉄硫黄中心、ナフトキノン、

クロロフィル、カロテノイドを結合する。さ

らに、光エネルギーを効率的に捕集するアン

テナ複合体(LHCI)を結合し、PSI-LHCI と呼ば

れる分子質量 700kDa の超分子複合体を形成

する。一方、系２は水を分解し酸素を発生す

る強い酸化力を形成することを特徴とする

が、系２複合体も多数のサブユニットから構

成され、プラストキノン、クロロフィル、フ

ェオフィチン、カロテノイド、ヘムおよび非

ヘム鉄を結合する。 

 光損傷・修復の速い代謝回転を特徴とする

系 2に比べ、系 1の構造と機能は静的である。

また、短期的な光環境変化に応答した光エネ

ルギー配分を最適化するステート遷移によ

り、系 2 のアンテナ複合体（LHCII）が系 1

へ可逆的に結合する。さらに、長期的な光環

境変化に応答して、主に系１の量が増減する

ことにより2つの光化学系の量比が調節され

る。このように系 1複合体の構造と機能は系

２とは異なる機構によりダイナミックに制

御される。 

 酸素発生型光合成生物が様々な光環境下

で光合成的に効率よく生育するには、光化学

系複合体の構造と機能のダイナミクスの分

子基盤の解明は重要である。特に強い酸化力

を形成する酸素発生系は光損傷を受けやす

い部位の一つであると考えられている。酸素

発生系を結合する系２周辺の構造は明確に

なったが、反応と構造の関係は不明のままで

ある。 

 

２．研究の目的 

系１は多くのサブユニットとコファクター

から構成される巨大で複雑な複合体で、直鎖

型と循環型電子伝達を駆動する。系 1 はこの

2 つの電子伝達活性の制御を担うため、その

構造と機能は光合成生物の生育環境に応答

してダイナミックに制御される。様々な光環

境下における酸素発生型光合成生物の効率

よい生育の理解には、系 1 複合体の分子集合

と構造と機能の制御機構を解明することが

必須である。しかし、その解明は実験技術的

に難しく、最近まで研究の進展は遅れていた。

本研究の目的は、系 1 複合体の多様な変異株

を活用し、系 1 複合体の段階的分子集合の全

体像と構造と機能の制御機構の分子基盤を

明らかにすることである。一方、系２複合体

は水を分解する強い酸化力を形成するが、光

損傷を強く受けることが知られている。特に、

水の分解反応の結果生じるプロトンは速や

かに排出しないと酸素発生系およびその周

辺領域が強く酸性化され、失活の原因となる

と考えられる。従って、系２のプロトン排出

経路の解明は重要であるため、遺伝子工学の

手法を用いてプロトン排出に関与する系２

反応中心のアミノ酸の同定を進める。 

 
３．研究の方法 
 光化学系複合体の段階的分子集合過程を

解明するため、完成型及び分子集合中間体の

系１複合体の単離・分析する。そのため、3

つの異なるアプローチをとる。（１）光化学

系複合体の精製法を改善し、得られた複合体

標品のサブユニットおよびコファクター組

成を詳細に解析する。（２）コファクターで

あるクロロフィル b 合成欠損と暗所でクロロ

フィルを合成しない y-１変異株の明所での



緑化過程における光化学系複合体の合成過

程を解析し、クロロフィル合成と分子集合過

程の関連を明らかにする。（３）系 1 複合体

の分子集合因子である葉緑体遺伝子にコー

ドされた Ycf3 と Ycf4 を過剰発現させた形質

転換株を作出し、系１複合体生合成への影響

を解析する。（４）系２酸素発生系に関与す

ると構造から予測されるアミノ酸の置換を

遺伝子工学的に行い、酸素発生系の活性およ

び光阻害に対する影響を解析する。 

 
４．研究成果 

１）光化学系複合体の精製法の改善と解析 

ステート遷移によりアンテナ複合体（LHCII）

が系１と２の間を移動し励起エネルギーの

制御に関わっていることが知られている。

我々は既にステート２に誘導した細胞から

単離した系１複合体に CP26、CP29、および

LhcbM5 が結合することを報告した。しかし、

チラコイド膜に存在する CP29 の一部、CP26

の大部分は分離した系１複合体には結合せ

ず遊離していた。そこで、ステート遷移を完

全に誘導する条件を検討し、さらにチラコイ

ド膜を単離・精製する方法を改善したところ、

これまでより多くのLHCIIを保持する系１複

合体を単離することに成功した。この複合体

の LHCII の結合量をタンパク質の 14C 均一ラ

ベルにより求めたところ、およそ５コピー結

合することを明らかにした。また、結合した

LHCII は励起エネルギーを反応中心クロロフ

ィル P700 へ移動し、アンテナとしての機能

を果たしていることを明らかにした。 

 系１複合体の精製を迅速かつ効率的に行

うためタグを融合し、アフィニティー精製す

る方法が報告されている。しかし、これまで

に報告されたタグでは、アフィニティー担体

との親和性が不十分で、収率や純度の改善が

求められていた。そこで、系１反応中心の一

つである PsaB の N 末端に n（n≥７）残基の

ヒスチジンからのある n-His タグを融合した

系１複合体を発現する葉緑体形質転換体を

作出した。その結果、n≥13からタグとアフィ

ニティー担体との親和性が十分に高くなっ

たが、系１複合体の構造や機能への影響はほ

とんど見出されなかった。系１複合体の精製

効率は n≥13 のとき 90％以上で、精製票品の

サブユニットは PsaNと PsaO以外はすべて存

在した。失われたサブユニットは系 1 複合体

への結合が弱いことが分かっており、今後は

精製条件を改善することが必要である。 

 系１の電子受容体として機能するナフト

キノンは、生物種によりフィロキノン、ヒド

ロキシフィロキノン、メナキノンであること

が知られているが、緑藻クラミドモナスは光

合成のモデル生物でありながらその化学種

は未同定のままであった。細胞、チラコイド

膜および系１標品のキノンを分析した結果、

主要な成分は 5’-hydroxyphylloquinone で

phylloquinone も 10％程度存在することを明

らかにした。系１欠損株のチラコイド膜には

ナフトキノンが検出されないことから、すべ

てのナフトキノンは系１複合体に結合する

と結論した。 

 系２複合体の精製には 6-HisタグとStrepタ

グを融合することにより行った。現在のとこ

ろ、サグとアフィニティー担体との親和性が

十分に高くなく、収率の改善が必要であると

考えられる。 

２）クロロフィル合成変異株を用いた光化学

系複合体の分子集合の解析 

 緑藻クラミドモナスは暗所で生育させて

もクロロフィルを合成するため、クロロフィ

ルタンパク質複合体を合成する。しかし、暗

所でクロロフィルを合成しない y-１変異株

を用いて、明所での緑化過程において、安定

同位元素でラベルし、高感度の質量分析器で

解析することにより、新規に合成されるタン

パク質を網羅的に解析する方法を確立した。

データはまだ分析中であるが、系２複合体の

生合成に関与する因子などが暗所でも存在



することが示された。本方法は強力な手法で

チラコイド膜上のクロロフィルタンパク質

の生合成の解析に有用であると言える。 

 緑化の過程における光合成色素の蓄積を

逆層クロマトグラフィーで詳細に分析した。

黄化細胞においてはカロテンが多量に蓄積

しているが、緑化に伴いキサントフィルの蓄

積量が増加することが分かった。カロテンは

キサントフィルの前駆体であるので、緑化の

過程でカロテンからキサントフィルが合成

されたと考えられる。興味深いことに緑化の

初期において最初に蓄積するクロロフィル

はゲラニルゲラニルクロロフィル（GG-Chl）

であった。緑化が進行するに伴い、GG-Chl

はゲラニルゲラニルレダクターゼ（GGR）の

作用により段階的に還元され、DHGG-Chl、

THGG-Chl を経て最終的にクロロフィルが生

成された。各緑化過程におけるクロロフィル

タンパク質の蓄積を調べたところ、2 つの光

化学系とアンテナ複合体は同様の速度で蓄

積することが示された。しかも、緑化途上の

細胞から単離したクロロフィルタンパク質

には前駆体である GG-Chl、DHGG-Chl、

THGG-Chl が結合していた。従って、GG-Chl

の GGR による還元反応は、クロロフィルタ

ンパク質上で進行すると考えられる。しかし、

どのような分子機構で還元反応が起こるの

かについては興味深い問題であるがその詳

細は不明である。 

 GGR 活性を欠損する変異株は GG-Chl しか

蓄積しないので、緑化の過程で蓄積した

GG-Chl を結合するクロロフィルタンパク質

の性質を解析するためには有用である。UC 

BarkleyのNiyogi教授より譲渡されたGGR欠

損株を用いてクロロフィルタンパク質の蓄

積などを解析したところ、光合成的にはほと

んど生育せず、従属栄養条件下で生育させた

細胞は光感受性が極めて高いことが分かっ

た。従属栄養条件下で生育させた細胞のクロ

ロフィルタンパク質を分離すると、アンテナ

複合体の LHCII は正常に蓄積するが、2 つの

光化学系複合体の蓄積量は野生株の 20％程

度に減少していた。また、比較的弱い光条件

下においては光化学系複合体が更に不安定

になることが分かった。通常は系２複合体が

光に対して不安定であるが、GGR 変異株では

系１複合体が著しく不安定であった。クロロ

フィルの構造の違いが光化学系複合体の安

定性に大きく影響を与えることは、複合体の

構造の維持にクロロフィルも大きく関与し

ていることを示している。 

３）系 1複合体の分子集合 

 系１複合体は複雑でサイズの大きな構造

をもつため、その分子集合機構のほとんどは

未知のまま残されている。我々は既に分子集

合因子である葉緑体遺伝子にコードされた

Ycf3 と Ycf4 がクラミドモナスの系１複合体

の分子集合に必須であることを示している。

本研究ではこれらの 2 つの因子を過剰発現さ

せた形質転換株を作出し、系１複合体生合成

への影響を解析した。その結果、HA タグを

Ycf4 に融合して過剰発現させることに成功

した。系１複合体の蓄積量は特に変化は認め

られなかったが、光従属栄養条件下での生育

は促進されることが示された。また、HA タ

グを利用して Ycf4 をアフィニティー精製し

たところ、新規合成されたと考えら得る系１

複合体を結合した標品が精製できた。この手

法により系１複合体の分子集合過程の解明

を更に進めて行きたい。一方、Ycf3 を過剰発

現させた株は光合成的生育がわずかである

が低下した。この表現型は予想外のことであ

り、その理由については今後の解析により明

らかにしていきたい。 

４）系２酸素発生系の構造 

 結晶構造解析から酸素発生系のプロトン

輸送に関与する推定されるアミノ酸の置換

を遺伝子工学的に行い、酸素発生系の活性お

よび光阻害に対する影響を解析した。反応中

心サブユニットの D1 上のN-298 を他の 19 種



のアミノ酸に置換した形質転換体を作出し

たところ、すべての株において酸素発生活性

が低下もしくは失われた。酸素発生を保持し

ている株もその活性が極めて光に弱いこと

からN-298は酸素発生系の活性や光阻害耐性

にとって極めて重要であるとことが示され

た。 
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