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研究成果の概要（和文）：葉緑体の祖先種である紅色光合成細菌の中で唯一熱を好んで生育するThermochromatium tep
idumは、カルシウムイオンを巧みに利用することにより、光を電気エネルギーに変換する光捕集反応中心蛋白質の安定
性を高めている。本研究では、さまざまな物理化学的な手法を用いて、金属ー蛋白質間相互作用、金属ー色素間相互作
用、金属結合部位を解析することにより、Thermochromatium tepidum由来光捕集反応中心蛋白質における耐熱性向上の
分子機構について有益な知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Purple sulfur photosynthetic bacterium Thermochromatium (Tch.) tepidum grows at 
the highest known temperature among purple bacteria. The light-harvesting 1 reaction center comples 
(LH1-RC) enhances the thermal stability by utilizing calcium ions. In the present study, metal-protein 
and metal-pigment interactions and metal-binding sites of the LH1-RC complex from Tch. tepidum were 
investigated by means of various physicohemical analyses. The results provided valuable information for 
understanding the moelcular mechanism responsible for the enhanced thermal stability of the Tch. tepidum 
LH1-RC complex.

研究分野：光合成

キーワード： 光合成細菌　膜タンパク質　耐熱性　カルシウム　全反射吸収赤外分光法　等温滴定熱量分析　共鳴ラ
マン分光法　原子吸光分光法
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1．研究開始当初の背景 
 葉緑体の祖先種である紅色光合成細菌で
は、光捕集蛋白質（LH1）が反応中心（RC）
の周囲に密接して存在し、光捕集反応中心
（LH1-RC）複合体を形成している（図 1）。
LH1 は光合成に必要な光エネルギーの捕集
と伝達、RC の防護、電子伝達成分であるキ
ノン輸送のゲート等の重要な役割を担って
いると考えられている。しかしながら、
LH1-RC 複合体は多数の蛋白質サブユニッ
トから成る分子量約 350kDaの超分子複合体
であるため、その詳細な構造情報は報告され
ておらず、LH1の構造的、機能的役割につい
ては充分な理解が得られていない。 
 好熱性紅色細菌 Thermochromatium
（Tch.） tepidum は紅色細菌の中で唯一の
耐熱菌（生育温度：〜58℃）であり、LH1
に含まれるバクテリオクロロフィル(BChl 
a)2量体のQy吸収極大が常温菌よりも異常に
長波長シフトした低エネルギー吸収特性を
示す。先行研究(科研費・若手 B・課題番号
20770102)においてこれらの異常な性質が
Ca2+結合によって誘起される LH1 蛋白質の
構造変化によってもたらされることを見出
した。しかしながら、Ca2+結合部位、結合サ
イト数、どのような構造変化を経て膜蛋白質
を安定化させ、且つ異常な低エネルギー吸収
特性を示すのか、その分子機構の詳細につい
ては未だ不明である。その原因として、Ca2+

の定量分析が非常に困難であること、Ca2+を
除去あるいは他の金属イオンで生化学的に
置換すると試料の損傷や金属イオンの混入
を伴うことが挙げられる。我々は、
Tch.tepidum が Sr2+ 培地においても正常に
光合成生育することを示し、Ca2+を生合成的
に Sr2+置換した Sr2+変異型 LH1-RC の調製
手法を確立した（科研費・若手 B・課題番号
20770102）。Sr2+は非常在元素であり、Ca2+

よりも格段に定量分析が容易である。また、
野生型とSr2+変異型を試料の損傷やコンタミ
ネーションの無い条件で詳細に比較するこ
とが可能である。Sr2+変異体を用いることで
Ca2+イオンが制御する LH1-RC 複合体の構
造機能相関が明らかになると考え、本課題の
着想に至った。 
 
2．研究の目的 
 本研究は、金属イオンにより顕著な耐熱性
の向上、並びに低エネルギー吸収特性を示す
好熱性光合成細菌由来の光捕集反応中心膜
蛋白質複合体に焦点を絞り、4 通りのアプロ
ーチにより金属イオンが担う構造的、機能的
役割を明らかにする。（1）全反射吸収赤外 
（ATR-FTIR）分光法による蛋白質の構造変
化、（2）近赤外レーザーRaman 分光法によ
る色素の配向変化、（3）原子吸光分析による
金属結合サイトの定量及び熱量分析による

金属—蛋白質間相互作用の解析、（4）プロテ
アーゼ処理による結合サイトの検証を行う
ことにより、金属イオンが超分子複合体のど
の部位に結合し、どのような蛋白質の構造変
化を誘発し、どのように巨大な膜蛋白質複合
体の耐熱性を向上させているのか、その分子
機構を明らかにすることを目的とした。 
 
3．研究の方法 
 野生型及び Ca2+を生合成的に Sr2+置換し
た LH1-RC（Sr2+置換型 LH1-RC）複合体に
ついて、（1）蛋白質、（2）色素、（3）金属、
（4）アミノ酸をプローブとして用い、Tch. 
tepidum 耐熱化の分子機構について検討し
た（図 1参照）。 
（1）では高感度 ATR-FTIR分光システムを
構築した。各種同位体置換や金属置換の効果
を検証し、Ca2+結合に伴う蛋白質の微細な構
造変化を検出した。（2）では 1064nm励起の
近赤外レーザーRaman 分光法を用いて、野
生型及び Sr2+置換型 LH1-RC における
BChl-a 色素分子と蛋白質の相互作用を観測
した。（3）では原子吸光分析により、野生型
LH1-RC 及び Sr2+置換型 LH1-RC に結合し
ている Ca2+及び Sr2+金属イオンの定量分析
を行い、結合サイト数を直接決定した。また、
等温滴定カロリメトリー（ITC）を用いて金
属イオンと蛋白質の結合に伴う熱量変化か
ら、結合サイト数や金属—蛋白質間相互作用
について詳細に調べた。（4）では、エンドペ
プチダーゼ及び LC-MS を用いたアミノ酸フ
ラグメント分析を行い、LH1ポリペプチド C
末端領域のどの部分が金属結合及び蛋白質
の安定化に重要であるかを検証した。 
  

 
4．研究成果 
（1）ATR-FTIR分光システムによる金属—蛋
白質相互作用の解析 
 初めにATR-FTIRシステム(図2)を構築した。
現有の FTIRシステム（高感度MCT検出器内
蔵）に Geバンドパスフィルターを組み 
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込み、S/N比を向上させた。ATRプリズムに
フローセルユニットを接続し、ペリスタポン
プで灌流を制御することにより、様々な条件
での蛋白質の構造変化を迅速に観測可能な
システムを構築した。 
 ATR プリズム上に紅色細菌の分子膜を形
成し、測定に応じて各種添加剤（金属キレー
ター、金属カチオン）を含むバッファーをフ
ローさせ、その前後の赤外吸収差スペクトル
を測定した。これにより金属結合に伴う蛋白
質の微細な局所的構造変化や水素結合等の
分子間相互作用の変化に関する有益な知見
が得ることに成功した。 
 次に得られた赤外バンドに対する同位体
置換の効果を調べた。Tch. tepidumを 13C炭素
源、15N 窒素源を含む培地で培養することに
より、蛋白質の塩基性アミノ酸残基、ペプチ
ド結合などに由来する赤外信号を観測した。
また、D2O 置換の効果を調べることにより、
蛋白質やアミノ酸の水素結合に関与する成
分を暫定的に特定することに成功した（論文
投稿準備中）。 
 
（2）近赤外レーザーRaman 分光法による
BChl a 色素—蛋白質間相互作用の観測 
 野生型及び Sr2+置換型 LH1-RC の 1064nm
励起による前期共鳴ラマンスペクトルを測
定し、BChl-a の骨格、カルボニル基に由来す
る特徴的な振動バンドを検出した。BChl-a と
近傍 Trp残基との水素結合を反映する CO伸
縮振動の波数に明確な差が観測されたこと
から、金属イオンの種類に応じて BChl-a と蛋
白質の相互作用が変化すること、それによっ
て BChl-a の配向状態が制御され、吸収ピーク
の位置が変化することを明らかにした。 
 
（3）原子吸光分析による金属結合サイトの
定量及び熱量分析による金属—蛋白質間相互
作用の解析 
 原子吸光分析を用いて、野生型及び Sr2+置
換型 LH1-RC中の Ca2+及び Sr2+定量を行い、
複合体を形成する BChl a との量比から結合
サイトの数を決定した。その結果、野生型
LH1 には約 16 個の結合サイトがあることが
判明したが、Sr2+置換型 LH1には約半分のサ
イトしか検出されなかった。次に、ITC を用

いて両者の金属結合サイトを調べたところ、
野生型及び Sr2+置換型LH1の結合サイト数は
ともに約 16であった。また、Sr2+の LH1-RC
に対する結合力は Ca2+の約 1/6であり、原子
吸光分析では、精製過程で Sr2+が遊離してい
る可能性が示唆された。 
 野生型及び Sr2+置換型LH1-RCのCa2+結合
に伴う熱力学的パラメータには顕著な差が
見られ、前者ではエンタルピー駆動、後者で
はエントロピー駆動であることが判明した。
従って、野生型及び Sr2+置換型 LH1-RCは単
なる金属置換が起こっているだけでなく、生
合成の過程で何らかの構造的変化が生じて
いる可能性が強く示唆された（論文投稿中）。 
 
（4）プロテアーゼ及び LC-MSを用いた LH1
末端アミノ酸フラグメントの分析 
 複数のプロテアーゼを用いて LH1 末端部
位に部分的酵素処理を施し、そのフラグメン
トを LC-MS により解析することで、金属結
合能や耐熱性に関わる部位を調べた。その結
果、リシルプロテアーゼを用いた場合に有意
な耐熱性の低下が観測された。従って、LH1C
末端のリジン残基は耐熱性の制御に重要な
役割を担っていることが示唆された（論文投
稿準備中）。 
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