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研究成果の概要（和文）：光化学反応における電子伝達体の会合解離過程と拡散過程を理論的に解析し次の主な
結果を得た。(1)全原子分子動力学シミュレーションからプラストシアニンとシトクロムfの酸化還元反応に関わ
る自由エネルギープロファイルを算出した。プラストシアニンからシトクロムfへの電子移動のポテンシャル障
壁はほとんどないと結論できた。(2)タンパク質間相互作用を取り入れた新しい粗視化モデルを提案した。粗視
化モデル解析から両タンパク質の活性部位間距離と電子移動反応係数に正の相関を見出した。(3)光照射下の電
子伝達体の拡散過程の解析からチラコイドルーメンの膜タンパク質による障害が反応活性増減の一つの要因とな
ると示唆できた。

研究成果の概要（英文）：The association/dissociation process of the electron carriers in 
photosynthesis has been theoretically and numerically investigated in relation to the diffusion of 
the proteins. The following main results have been obtained in this study. (1) Free energy profile 
of plastocyanin, which is one of carriers to bring one electron to cytochrome f, has been calculated
 by all-atom molecular dynamics simulations. The result suggests that there is no potential barrier 
for the electron transfer. (2) A novel coarse-grained model describing intermolecular interactions 
has been proposed, and the results by simulations suggest the positive correlation between the 
distance between the active sites and the reaction coefficient of the electron transfer. (3) Some 
simulations for the diffusion of plastocyanin inside the thylakoid lumen suggest that the obstacle 
by membrane proteins in thylakoid membrane for the electron carrier contribute to the decrease of 
the activity of the electron transfer.

研究分野：生物物理学、理論化学
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１．研究開始当初の背景 
	 親水性であるプラストシアニン(PC)はチラ
コイド膜で覆われたチラコイドルーメン内の
液中を拡散し、グラナチラコイド(GT)にある
シトクロム b6f 複合体(Cyt	 b6/f)からストロ
マチラコイド(ST)にある光化学系 I タンパク
質複合体(PS	I)まで電子を運搬する。	
	 W.	Haehnel 等の実験結果から、GT 中の Cyt	
b6/f から ST 中の PS	 I までの平均距離は約
200nm である。PC の拡散が通常の溶液中の拡
散と同程度であるとすると(拡散係数が 10-
9m2/s 程度)、Cyt	b6/f から PS	I への平均移動
時間は約 50ms となる。PC は Cyt	 b6/f 中のシ
トクロム f	 (Cyt	 f)と会合解離し還元され、
PS	 I 中の P700 と会合解離し酸化され、これ
らの結合サイトの研究が盛んに進められてき
た。	
	 また Haehnel等は PCは STよりも GTの方に
多く分布していることを示した。この実験事
実は未だに論理的に説明がされていない。PC
は負電荷を持ち、GT の表面電荷(-0.037C/m2)
が ST の表面電荷(-0.02C/m2)よりも負になっ
ているために PC が GT に存在すると静電エネ
ルギー的に不安定になるということが従来か
ら議論されている論理矛盾点となる。	
	 さらに、光照射によりチラコイドルーメン
(TL)の幅が約 15nm から 19nm に増大すること
が知られている。この幅増加の基本原理は未
解決のままである。Haehnel等は光照射により
PCの移動距離が増加することを示唆している。	
２．研究の目的 
	 光化学反応に於ける電子伝達体の会合・解
離過程と拡散過程を解析・検証することを目
的とする。	
(1)電子伝達体であるプラストシアニンの会
合解離過程に対する自由エネルギー地形を分
子動力学シミュレーションの実施と粗視化モ
デルによる考察により評価し、光化学系との
酸化還元反応ダイナミックスを検討する。	
(2)プラストシアニン及びプラストキノンが
電子運搬する拡散過程を分子動力学シミュレ
ーションの実施と粗視化モデルによる考察に
より解析し、実験結果を検証する。	
(3)過度の光照射により光化学反応が阻害さ
れる光照射ストレス環境では、チラコイド膜
幅が増加することが観測されている。粗視化
モデルによる考察により、光照射ストレス下
の電子運搬ダイナミックスを検討する。	
３．研究の方法 
	 水溶性であるプラストシアニン(PC)は９９
残基からなり、２個のαヘリックス及び８個
の β シートの二次構造を持つ（図１a）。活
性部位には銅イオンがあり、ヒスチジン３７
と８７の窒素及びシステイン８４の硫黄と強
く配位結合している。またメチオニン９２の
硫黄とも弱く配位結合しておりピラミッド構
造を有している（図１b）。一方、シトクロム
f	 (Cyt	 f)は膜中に埋もれている膜ドメイン
とルーメンサイドドメインに分けられる。膜
ドメイン側は疎水性部位が多く膜貫通構造を

取る（図２）。一方ルーメンサイドドメインは
親水性残基によりルーメン内に飛び出した配
置を有する（図２）。本研究では、Cyt	f のル
ーメンサイドドメインに焦点を絞り、シトク
ロムルーメンサイドドメインと PC 間の会合
及び解離過程をシミュレーションにより検証
する。	
	 Cyt	 f のルーメンサイドドメインは２５０
残基からなり６個の α ヘリックスと１７個
の β シートがある（図１c）。活性部位には
ポルフィリン環がある（図１d）。なお、以降
は Cyt	 f のルーメンサイドドメインのことを
単に Cyt	f と表記する。	
	 Cyt	f から PC への電子移動を考察するにあ
たり、電子移動反応前と反応後の二つのモデ
ルを考える。すなわち、還元型 Cyt	 f と酸化
型 PC からなる系を反応前に相当するモデル
１とし、酸化型 Cyt	f と還元型 PC からなる系
を反応後に相当するモデル２とする。シミュ
レーションで用いた PCと Cyt	f の構造は X線
構造解析で得られたものを使用した（PDB	
ID:1TKW）。	
(1) 全原子分子動力学シミュレーション	
	 常温常圧時の上記のモデル１及び２に対す
る全原子分子動力学(MD)シミュレーションを
実施した。自由エネルギープロファイルを MD
シミュレーション結果と熱力学的積分法
[Kawaguchi	et.	al.	2013]により計算した。
結果として PC と Cyt	 f の重心間距離に関す
る自由エネルギー地形が得られる[雑誌論文
③⑬]。	
	 MD シミュレーションに用いた力場は
CHARMM27 を用い、活性部位金属イオン周りの
力場は量子化学計算により決めた[雑誌論文
③]。また MD シミュレーションプログラムは
MODYLAS[Andoh	et.	al.	2013]を用いた。	



(2) 粗視化モデルシミュレーション	
	 タンパク質の粗視化には Go-like モデルを
用いた[Taketomi	et.	al.	1975]。Go-like モ
デルは、タンパク質の１残基を１粒子として
表現した粗子化モデルであり、その粗視化し
た粒子間には有効タンパク質内相互作用を定
式化している。タンパク質フォールディング
過程の理論的研究等に使われており、Go-like
モデルはタンパク質を粗視化する場合に用い
られる一般的なモデルである。	
	 Go-like モデルはタンパク質間相互作用は
定式化されていない。そこで Go-like モデル
の粗視化レベルに対応するタンパク質間相互
作用を定式化し、全原子分子動力学シミュレ
ーションにより評価した。すなわち別のタン
パク質の粗視化粒子間に働く有効相互作用を
見積もった[雑誌論文⑤⑦⑭⑮]。	
	 疎水性有効相互作用に分子混雑効果を含め
た有効タンパク質間相互作用を記述した新し
い粗視化モデル提案し、この粗視化モデルを
ランジュバン方程式を用いて解くことにより
ブラウニアンダイナミックスシミュレーショ
ンを実施した。結果として PC と Cyt	f の会合
解離過程を含む拡散現象が解析できる[雑誌
論文⑥]。	
４．研究成果	
(1)	プラストシアニンの会合解離過程に対す
る自由エネルギー地形	
	 シトクロム f(Cyt	f)からプラストシアニン
(PC)への電子移動反応前後の状態(モデル１
と２に対応)に対する自由エネルギープロフ
ァイル[雑誌論文⑧⑬]を図３に示す。反応前
の酸化型 Cyt	 f と還元型 PC の結合自由エネ
ルギーは約 19.5kcal/mol となった。一方、反
応後の還元型 Cyt	 f と酸化型 PC の結合自由
エネルギーは 23.9kcal/mol となった。従って
反応自由エネルギーは 4.4kcal/mol と評価で
きた。また、反応前の状態では重心間距離が
35Å付近で約 1.8kcal/mol のエネルギー障壁

があることを見出した。反応前と後の自由エ
ネルギー地形は交差していないため、酸化型
Cyt	f と還元型 PC が接触すると反応は障壁な
く早く起こるものと示唆できた[雑誌論文③]。
また、自由エネルギー計算に深く関連する酸
化還元電位計算に対する検討も行った[雑誌
論文①⑨⑩⑪]。	
(2)プラストシアニン及びプラストキノンが
電子運搬する拡散過程	
	 粗視化モデル[雑誌論文⑤⑦⑭⑮]を用いて
プラストシアニン(PC)とシトクロム f(Cyt	f)
の混合系の拡散現象を解析した。粗視化モデ
ルで表した PC と Cyt	 f の構造をそれぞれ図
４(a)と(b)に示す。白丸と黒丸はそれぞれ疎
水性残基と他残基を示す。図４(c)は X 線構造
解析で得られた PC と Cyt	 f の複合体構造を
示す。	
	 重心間距離に対する動径分布関数を図５に
示す。27Åにピークを持っている。このこと
は PC と Cyt	 f の拡散に構造を持っているこ
とを示している。X 線構造解析では PC と Cyt	
f の複合体構造時の重心間距離は 26.1Åであ
る。また動径分布関数から重心間距離が離れ
た場合にも分布があることが分かった。この
ことは PC と Cyt	f の複合体構造は弱く、会合
解離を繰り返していることが示唆できる[雑
誌論文⑥]。	
	 溶脂性であるプラストキノン(PQ)に関する
拡散現象は脂質膜内部であるため、PQ の拡散
係数も含め脂質分子や膜タンパク質等との相
互作用が複雑である[雑誌論文②④⑫]。定量
的な解析をするためには、粗視化レベルも含
め再度考察を要する。これらの検証から膜タ
ンパク質の拡散現象という新しい研究ソース
への展開が可能であるとの結論に至った。	
(3)光照射ストレス下の電子運搬ダイナミッ
クス	
	 粗視化モデルを用いたブラウニアンダイナ
ミックスは電子移動反応を記述できる。プラ
ストシアニン(PC)とシトクロム f(Cyt	f)の有
効タンパク質間相互作用を有する混合系の拡
散現象では、会合解離過程を繰り返すことが
分かった。このダイナミックスから電子移動
反応係数が評価できる。	
	 PC と Cyt	f の活性部位に含まれる金属イオ
ン間距離をパラメータと取り、単位時間当た
りにその金属イオン間距離パラメータよりも



短くなった場合の数をカウントする。単位時
間当たりの総数に対する割合から反応係数が
見積もれる。金属イオン間距離パラメータと
反応係数の関係を図６に示す。金属イオン間
距離パラメータが大きくなると反応係数も大
きくなることが分かる。	
	 実験結果から Cyt	 f から PC への電子移動
反応係数は約 108M-1s-1 と見積もられている。
実験結果を再現するためには金属イオン間距
離パラメータが最大で 18Å であることが示
唆される。PC と Cyt	f の複合体結晶時での金
属イオン間距離は約 14Å であることから複
合体構造から少し離れた距離にまで近づかな
いと反応が進まないことが理解できる[雑誌
論文⑥]。	
	 光照射によりチラコイドルーメン(TL)の幅
が増大し、PC の移動距離が増加することにつ
いての検証では、グラナチラコイド(GT)には
シトクロム b6f 複合体(Cyt	 b6/f)の他に光化
学系 II タンパク質複合体(PS	 II)がある。こ
の PS	 II は TL 内部に大きく張り出しており
PC の拡散を減少させる。光照射により TL 幅
が増大すると PC の拡散が増大することが示
された[学会発表⑤]。	
(4)まとめ	
	 本研究で検討した上記の主な研究成果(1)、
(2)及び(3)の結果から、植物の光合成に深く
関わる電子伝達体であるプラストシアニンに
関するいくつかの考察ができた。	
	 植物の葉緑体細胞膜中には主要な膜タンパ
ク質複合体が三つあり、そのタンパク質複合
体間の電子伝達を担うタンパク質の拡散は光
合成を行う上でもキーとなっている。シミュ
レーションによる解析により、プラストシア
ニンの電子受け取りに関する反応では、電子
を与えるシトクロム f との会合過程は非常に
弱いことを検証できた。この結果はプラスト
シアニンとシトクロム f 複合体の結晶化が陽
ではなかったことと一致する。	
	 光照射ストレス下の電子運搬ダイナミック
スは未だ理解できない部分が多い。光照射に

よる光合成活性の低下や、強光照射による光
化学系タンパク質複合体の損傷、損傷タンパ
ク質の修復機構などが挙げられる。これらの
現象はチラコイドルーメン幅の増大がキーポ
イントとなる。すなわちチラコイドルーメン
幅の増大に伴う膜タンパク質の流動性の問題
に起因すると思われる。	
	 光合成の真の理解は、光化学反応の理解を
深めるだけでなく人工光合成系に向けた新規
な人工膜生成設計指針を与える可能性を秘め、
理学的にも工学的にも意義深い。	
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