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研究成果の概要（和文）：ヘリオバクテリア反応中心の高分解能X線結晶構造解析が終了し、キノン分子の存在
する構造を明らかにした。現在、論文発表に向けて準備中である。また高純度に精製されたhRC標品を準備し、
フェムト秒ポンプ・プローブ分光法を用いることで光誘起により生じるhRC内の励起エネルギー移動および初期
電荷分離形成過程をサブピコ秒からナノ秒の時間領域で詳細に追跡した。その結果、hRCの光エネルギー変換の
初期過程に関する構造的基盤を明らかにした。グローバル解析により，時定数20 psで観測される初期電荷分離
状態形成に伴い，波長816 nmにおいて減衰する新規な成分（red-BChls）を見いだした。

研究成果の概要（英文）：The 3D structure of heliobacterial reaction center has successfully been 
determined at a high resolution, which has clearly demonstrated the existence of a quinone molecule 
within it. The research paper is now preparing for a publication. On the other hand, the kinetics of
 excitation energy transfer and charge separation process in the photosynthetic reaction center of 
Heliobacterium modesticaldum were investigated with femtosecond transient absorption spectroscopy at
 room temperature. A global fit analysis revealed that the 20 ps component of the bleaching QY band 
at 816 nm would derive from the excited red-BChl gs or might be due to the exciton coupling between 
P800 and a monomeric accessory BChl g.

研究分野：生物物理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
緑色イオウ細菌、へリオバクテリアの反応中心は酸素に対して不安定であるために標品調製が難しく、長らく構
造解析に基づく機能解析には至らなかった。本研究では、へリオバクテリア反応中心の構造解析を、キノンを保
持したまま解明できたことは非常に意義深い。またフェムト秒ポンプ・プローブ分光法を用い、へリオバクテリ
ア反応中心の励起エネルギー移動から初期電荷分離形成過程までを追跡し、最長波長成分（red-BChls）を見い
だした。始原型反応中心であるhRCの光エネルギー変換機構を理解する上で大変意義のある成果であり、今後、
詳細な構造機能相関の解明に大いに貢献するものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
（１）光合成反応中心の構造解析について 
光合成反応中心は末端電子受容体の種類により、PS IIタイプと PS Iタイプに分類される。植
物やシアノバクテリアではこれら両タイプ（それぞれ PS IIおよび PS Iに相当する）が連結した
反応経路を構成するが、非酸素発生型の光合成細菌はどちらか一方のみをもつ。紅色細菌は PS 
IIタイプのみ、ヘリオバクテリアや緑色イオウ細菌は PS Iタイプのみである。興味深いことに、
植物やシアノバクテリアの PS II、PS I、および紅色細菌の反応中心タンパクはヘテロダイマー
型、ヘリオバクテリアや緑色イオウ細菌はホモダイマー型である。ヘテロダイマー型では一方の
反応経路が優先的に使われている。これまで両タイプには共通の分子基盤（スペシャルペア P、
一次電子受容体 A0、二次電子受容体 A1）が存在すると考えられていた。しかしながら 2017年
9月に報告されたヘリオバクテリア反応中心の立体構造には二次電子受容体（A1）が存在しなか
ったため、反応経路の違いが注目されている。 
（２）研究の進展状況について 
我々のグループが独自に進めている X線結晶構造解析では、キノン分子が片方（L側）（左/右
の呼び方を便宜上 L/Rとしている）の電子移動経路のみに存在していた（未発表）。すでにこの
標品中にはメナキノン-9（MQ-9）分子が約 1 個存在することを質量分析で確認し、電子スピン
共鳴法（ESR）を用いてキノン由来の分極信号（P+A1

-の電荷分離状態）も検出されることを報告
していた。これらのデータは、ホモダイマー型からヘテロダイマー型へ進化してきた光合成反応
中心の成立過程、および共通の分子基盤であるはずの電子移動経路に大きな疑問を投げかけて
いる。 
（３）キノン分子の機能について 

2017年７月の Gordon会議にて、米国の研究グループが報告したヘリオバクテリア由来の反応
中心の立体構造にはキノン分子が存在しなかった。我々の研究グループも同会議に出席したが、
解析途中の構造データにはキノン分子が存在することを報告した。米国研究グループの Kevinら
はヘリオバクテリア反応中心が QH2を生成することを見いだしており、PS IIタイプ反応中心の
QB部位での QH2生成と似た性質をもつ可能性も示唆している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ホモダイマー型反応中心の分子構築を原子レベルで明らかにするとともに、構造
機能相関に基づいてキノン分子が関与する電子移動経路の反応機構を総合的に解明することを
目的としている。ヘリオバクテリア反応中心はホモダイマー型であるにも関わらず、非対称な反
応経路を持つ可能性もある。光エネルギー変換機構の研究で蓄積してきた生化学的・分光学的デ
ーターを基礎にして、これまで謎であったホモダイマー型反応中心の分子構築と特異な電子移
動反応を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では好熱性ヘリオバクテリア Hbt. modesticaldum、および好熱性緑色イオウ細菌 Cba. 

tepidumから調製される安定な反応中心標品を用いる。 
（１）ヘリオバクテリア反応中心の高分解能 X線結晶構造解析 
現在、異なる空間群の結晶（C2と R32）が得られ、ともに分解能 3.2Åである。異方性がある
ものの 2.25Å の最高到達回折点を得ることができており、結晶としてのポテンシャルは非常に
高い。スクリーニング方法（界面活性剤や添加剤の最適化）や凍結方法などに改良を加え、2.2Å
の高分解能を目指していく。米国の研究グループが報告した結晶構造解析（2.2Å 分解能）は空
間群 C2の完全対称であるが、我々が得た結晶の一方は空間群 R32で非対称であることを強く支
持している。実際、キノン分子は片方（R側）のみに存在することが構造データから確認されて
おり、非対称な電子移動経路の意味を原子レベルで理解することを目指す。 
（２）電子供与体 PetJタンパク質とシトクロム bcc複合体との相互作用解析 
ヘリオバクテリア反応中心の電子供与体 PetJ は、シトクロム bcc 複合体から電子を受容する。
シトクロム bcc 複合体のシトクロム b サブユニットはシアノバクテリアや植物葉緑体と同じ b6

タイプであるが、シトクロム fの代わりにヘム c を 2 個保持する di-heme 型シトクロム cc をも
ち、その反応特性は進化上興味深い。PetJ タンパク質とシトクロム cc との相互作用を NMR 法
により解析し、di-heme型シトクロム ccの進化的および生理学的意味について循環的電子伝達鎖
の成立過程から考察する。 
（３）ヘリオバクテリア反応中心のキノン（A1）結合部位周辺の分子環境解析 
我々が得た構造データでは、L側のキノン（A1）結合部位近くには Arg554側鎖があり、グア
ニジル基がキノンのカルボニル基 C=Oと水素結合する可能性がある。一方、R側の Arg554側鎖
は揺らいでいるために見えない。Kevinら（米国）は反応中心を人工リポソームに組み込み、定
常光照射によるキノン還元（キノール QH2の生成）を報告している。PS I反応中心では A1は 1
電子授受反応で FXに電子を渡すが、PS IIタイプの QB部位では 2電子還元により QH2を生成、



遊離することが分かっている（QA部位は 1電子授受反応）。 
①フーリエ変換赤外分光法（FTIR）による Arg残基の解析 

Arg 残基を 15N 置換、あるいは重水素（D2O）化することで、光照射前後のスペトル変化を
FTIRにより測定する。Arg554側鎖のプロトン化／脱プロトン化や水素結合の強弱に起因する振
動モードの変化を検出し、QH2生成に関与する可能性を検証する。Arg554 側鎖に由来する振動
モードが 2成分に分裂する場合、2方向（L側と R側）の電子移動経路の非対称性に関する情報
も得られる。 
②13C キノンへの置換実験 
反応中心標品溶液に 13Cキノンを加えることで置換し、周辺のアミノ酸残基（特に Arg554残
基）との相互作用を FTIRにより解析する。片側のみ、あるいは両側のポケットに 13Cキノンが
挿入されるのかを振動モードの分裂状態や強度変化から考察することは可能である。電子移動
経路の非対称性に関する情報が得られる。さらに定常光照射によって QH2生成が片側のみ、あ
るいは両側経路で生じるかを検出することも可能である。13C キノン（MQ-8）は紅色細菌 Tch. 
tepidumの 13C培地での培養、抽出により入手することは可能である。キノンの置換実験は、す
でに紅色細菌や PS I 反応中心において豊富な先行事例がある。ヘリオバクテリア反応中心のキ
ノン結合部位周辺は比較的親水的環境にあり、キノンは容易に置換されると期待している。 
（４）緑色イオウ細菌 Cba. tepidum反応中心の X線構造解析 
ホモダイマー型反応中心の構築原理を本質的に理解するには、緑色イオウ細菌反応中心の反
応解析と構造情報は必須である。すでに我々は、緑色イオウ細菌の recA遺伝子領域に第２のコ
アタンパク遺伝子（pscA mutant: pscA'）を挿入し、反応中心を人工的にヘテロダイマー化（A/A'）
する系を確立している。野生型反応中心の存在が緑色イオウ細菌の光合成的生育を保障し、pscA'
遺伝子へ任意の変異を導入できる。pscA, pscA'に異なる精製用タグ（His-tag と Strept-tag）を付
加し、タンデム・アフィニティー精製により His-PscA/Strept-PscA'型（A/A'型）を分取すること
もできる。まず本研究では、構造解析に着手するために His-PscA/His-PscA型反応中心を大量調
製する。我々が 2010年に英国グラスゴー大学・R. Cogdell教授の下で行った共同研究では、好気
条件下で microcrystalが得られた。嫌気条件下での結晶化を再度試みることで、緑色イオウ細菌
反応中心の構造解析を推し進める。 
（５）ヘリオバクテリア反応中心の分光測定 
ヘリオバクテリア反応中心には光合成色素（54 個の BChl g , 4 個の Bchl g’,  2 個の OH-

Chl a ,  2 個のカロテノイド）が対称的に配置されているのが特徴である。反応中心の
色素間励起エネルギー移動および初期電荷分離形成までの反応過程を 100fs ポンプ・
プローブ分光法による超高速分光により追跡し、エネルギー変換過程を解明する。  
またこれまでヘリオバクテリア反応中心の 1 分子分光の報告例はない。これは標品調製の
困難さに由来するが、極低温下では嫌気的に扱うことが可能で標品も安定である。含まれる色素
も対称的に配置されていて、測定データ取得後のシミュレーション解析には半分の
色素数で十分である。この利点を生かし、極低温下での 1分子分光を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）ヘリオバクテリア反応中心の結晶化・構造解析 
①ヘリオバクテリア反応中心のコアタンパクについては、ようやく空間群 R32 結晶（結晶学的
非対称）の高分解能解析（分解能 2.28 Å）が終了し、キノン分子が片方（R側）（左/右を便宜上
L/Rとする）の電子移動経路のみに存在することが明らかとなった（未発表）。2つの構造が最終
的に得られ（Form 1と Form 2）、さらに Form 2のキノン結合部位周辺には 2つの conformers（立
体構造異性体; molAと molB）が観察された。これらの結果は、現在、論文発表に向けて鋭意努
力中である。 
②ヘリオバクテリア反応中心は電子供与体としてシトクロム c（PetJ）、末端電子受容体として
FA/FBタンパク（PshB）をサブユニットとしてもつ複合体であるが、反応中心の可溶化・精製段
階で容易に外れてしまうことが分かっている。そこで PshBおよび PetJの大腸菌による大量発現
系を構築し、Ｘ線結晶構造解析に取り組んだ。PshBについては良質な結晶が得られていないが、
PetJについては分解能 1.25 Åの構造解析が終了した。 
③反応中心と PshBおよび PetJサブユニットとの共結晶化が成功しなかったので、クライオ電子
顕微鏡による複合体解析に向けたデータ収集を行った。電子顕微鏡画像を解析したところ、PetJ
サブユニットとの会合体比率が極端に低いことが判明し、構造解析は成功しなかった。今後は観
察条件を改良し、再度、クライオ電子顕微鏡による解析を行う予定である。 
（２）電子供与体 PetJタンパク質とシトクロム bcc複合体との相互作用解析 
上記で述べたように PetJのＸ線結晶構造解析に成功したので、シトクロム ccとの相互作用を

NMR法により解析していくことにした。シトクロム ccについても我々のグループで構造解析済
みである。まず 15Nラベルした PetJを調製後、PetJを単独で測定したとき、酸化型、還元型で
大きくシグナルが変化することが判明した。そこで 13C/15N ラベルした PetJを調製後、立体構
造上のアミノ酸帰属に必要な全データを取得することにした。現在、構造変化する領域の帰属を
進めており、シトクロム ccとの相互作用については次年度以降に解析予定である。 
（３）ヘリオバクテリア反応中心のキノン（A1）結合部位周辺の分子環境解析 



膜標品を用いて光誘起 FTIR 差スペトルを測定したところ、1420cm-1付近にキノール（QH2）に由
来する可能性のある信号の蓄積を検出した。QH2由来の信号であるかどうかは、その再現性とと
もに 13C キノン置換によるシフトを確認する必要がある。また同様に膜標品を用いて 1200-
1000cm-1付近に大きく変化する信号が観測されており、光照射によるキノン結合部位周辺の構造
変化が検出されていると考えられた。このことに関しては、反応中心標品を準備し、光誘起 FTIR
差スペトルを測定することにより確認する必要がある。また信号の帰属のためにはアミノ酸側
鎖の選択的同位体置換（[13C]Tyr, [15N]Arg）や重水（D2O）置換、13Cキノンへの置換も必要に応
じて行い、水素結合の強弱や解離性プロトンに起因する振動モードの変化を検出することで構
造変化情報を抽出していく必要がある。当初はキノン（A1）結合部位周辺の分子環境を詳細に解
析していく予定であったが、2020 年初頭からの新型コロナ感染症拡大の影響もあり、期待して
いた研究の進展が得られなかった。次年度以降に再度、研究の立案から検討し直す予定である。 
（４）緑色イオウ細菌 Cba. tepidum反応中心の X線結晶構造解析 
①緑色イオウ細菌反応中心の結晶化を目指した標品調製 
これまでコアタンパクにHisタグを付加した反応中心複合体を可溶化後、Ni樹脂によるアフィ
ニティ精製を行っていた。しかしながらアフィニティ精製の途中で複合体を構成するサブユニ
ット（FMOタンパク、PscBタンパク、PscDタンパクなど）が解離（脱離）しやすいことが問題
であった。そこで結晶化用には均一な標品を調製する必要があり、これまでの精製方法の改良
を行った。その結果、明所下の操作では構成サブユニットが脱離しやすいが、dim-light下で精
製することより、ほぼ脱離を防ぐことができた。またフラッシュ照射実験で活性を評価したと
ころ、dim-light下での精製標品ではP800+FA/FB

-の電荷再結合に由来する半減期100msの減衰成分
が約3倍に増大していた。高い活性を保持した標品を調製することに成功した。 
また結晶化によるX線構造解析を目指していたところ、2020年に中国のグループがクライオ
電子顕微鏡による複合体解析を報告した。我々のグループにおいてもクライオ電子顕微鏡によ
る解析を結晶化と共に進めていたが、中国のグループでは報告されていない電子供与体PscCタ
ンパク質（シトクロムcz）が観察されている。今後もデータ収集と精密化を進め、相違点を明
確にして論文化の予定である。 
②緑色イオウ細菌反応中心のPscBタンパク（FA/FBタンパク）の大量発現系構築と精製 

pscB遺伝子を大腸菌発現用のpETベクターに組み込み、ISC遺伝子群（鉄硫黄クラスター形成
に関与）との共発現系を構築した。アセトン処理によりクラスターを保持したPscBタンパクを
水溶性画分に回収できたが、凝集しやすいために最終精製標品を得ることができなかった。 
（５）ヘリオバクテリア反応中心の分光測定 
①超高速分光による過渡吸収変化の測定 
ヘリオバクテリア反応中心のサンプルに 10 mM ジチオナイトを加え、室温において初期
電荷分離状態（P800+A0

－）の形成過程までを調べた。810 nm励起後、4つのスペクトル成分
間（B776, B787, B800, B312）でのエネルギー移動が 0.2 ps以内で平衡化に達し、色素間の強
い励起子相互作用の存在が示された。さらに DADS解析からは、20 psで減衰する 816 nmのブ
リーチが観測され、電荷分離形成（P800+A0

－）のトラッピング時間を示していると解釈された。
最近の理論的解析に基づき、816 nmのブリーチは①P800とAccessory BChl g との励起子カップ
リング、あるいは②red-BChl gs に由来することが示唆された。 
②極低温下での 1分子分光 
ヘリオバクテリア反応中心には一次電子受容体 A0として、8(1)-OH-Chl a が 2分子存在する。
極低温下（６ K）において Chl a-A0の蛍光励起スペクトルを測定したところ、室温では 670 nm
のシングルピークを示していたが、2つのピークに分裂することが分かった。ヘリオバクテリア
反応中心は完全対称（C2 対称）のホモダイマー型である。このことは、極低温下では分子の揺
らぎが抑えられ、分子 1 個のレベルで観察すると heterogeneity を示すことを意味する。さらに
photobleach による Chl a-A0の蛍光励起スペクトル変化から、両サブユニットに存在する色素間
では互いにエネルギーのやり取りを行っていることも示唆された。 
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