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研究成果の概要（和文）：光化学系 II 複合体(PSII)の構造制御機構を解明するため、各種低分

子量サブユニット欠損株由来 PSII の構造・機能解析を行った。Ycf12(Psb30)欠損株由来 PSII

の結晶構造解析によりその存在位置を確認し、PsbZ 欠損株を用いた研究では、PsbZ が PsbK

と Ycf12 の PSII への結合に必要であることを示した。また、PsbM は PSII 二量体の安定性を

維持するのに必要であるが、PsbI は二量体の形成に必要であることを示した。 

 

研究成果の概要（英文）： In order to elucidate the mechanism controlling the formation of 

the photosystem II complex, studies on the structures and functions of various low 

molecular weight subunit-deletion mutants of PSII were carried out. The crystal structure 

of Ycf12 (Psb30)-deletion mutant confirmed the location of Ycf12, and PSII isolated from a 

PsbZ-deletion mutant lacked both Ycf12 and PsbK, suggesting the requirement of PsbZ for 

the stable binding of these two subunits to PSII. In addition, PsbM was shown to be 

required for maintaining the stability of PSII dimer, while PsbI was required for the 

formation of PSII dimer but not required for the stability of the dimer. 
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１．研究開始当初の背景 

 光化学系 II(以下 PSII とする)は 16-17 種

の膜タンパク質と 3 種の膜表在性（親水性）

タンパク質を含む分子量 350 kDa の超分子

複合体であり、光エネルギーを吸収し一連の

電子伝達反応を通して生物利用可能な化学

エネルギーに変換すると同時に、水分子を分

解し酸素を放出する反応を触媒している。ラ

ン藻由来の PSII については、これまで申請

者らのグループを含め 3.0-3.8 Å 分解能の結

晶構造が報告され、PSII の主要なサブユニ

ットの配置・構造、及びクロロフィルやカロ

テノイド、Mn クラスター、ヘム鉄、非ヘム

鉄など多くの補欠因子の配置・構造が明らか

にされた。さらに結晶の分解能を向上させ、

より高分解能で PSII の構造を解明するため、

世界で激しい競争が繰り広げられていた。 

 PSII には多くの低分子量サブユニットが

存在し、それらの機能はほとんど分かってお

らず、また、そのうちの２個、Ycf12 と PsbX

は当時の結晶構造において同定されていな

かった。申請者らはそれまで、PsbY 遺伝子

を欠失させた変異株から PSII を精製・結晶

化し、結晶構造解析を行なった結果、PsbY

の存在位置を同定したと同時に、変異体 PSII

は結晶化可能であり、その構造解析から、構

造未知のサブユニットを同定することが可

能であり、さらに変異体の構造変化から PSII

複合体の構造形成に果たす欠失サブユニッ

トの役割を明らかにすることが可能である

ことを示した。 

２．研究の目的 

 本 研 究 の 目 的 は 、 好 熱 性 ラ ン 藻

Thermosynechococcus vulcanus 及 び T. 

elongatus を用いて、PSII の各種低分子量サ

ブユニットを欠失させた変異株から PSII を

精製・結晶化し、結晶構造解析を行い、それ

ぞれのサブユニットの存在位置を確認する

とともに、機能解析を行い、PSII 複合体の

構造形成、機能制御におけるそれぞれのサブ

ユニットの役割を明らかにすることである。

当初対象を予定していたサブユニット欠失

変異株は PsbI, PsbK, PsbM, PsbX, PsbZ の

各変異株であったが、Ycf12 (Psb30)の存在

位置が未定であったため、PsbK, PsbX の欠

失変異株の代わりに Ycf12 欠失変異株を用

いることにした。 

３．研究の方法 

 本研究で用いる各種変異株は、研究協力者

である東京理科大学の岩井雅子博士及び東

京大学の池内昌彦教授が好熱性ラン藻 T. 

vulcanus 及び T. elongatus を用いて作成し、

供給する。本研究では、各種低分子量サブユ

ニットの変異株を大量培養し、得られた細胞

を破砕し、チラコイド膜を調製する。得られ

たチラコイド膜について、界面活性剤である

Lauryl demethyl amineoxide で可溶化し、

遠心分画により粗 PSII 粒子を調製した後、

さらに Dodecyl maltoside で可溶化し、イオ

ン交換カラムで PSII 二量体を精製する。得

られた PSII 二量体について、野生株由来

PSII で用いられている結晶化条件を参考に、

結晶化条件のスクリーニングを行い、良質な

結晶を析出させる。得られた結晶は SPring-8

の放射光を利用して構造解析する。同時に、

変異株の酸素発生活性、PSII 二量体/単量体

の量比、二量体の安定性などについて、各種

生化学、生物物理学的手法を用いて測定し、

当該サブユニットの欠失による PSII 機能へ

の影響を調べる。 

４．研究成果 

(1) Ycf12 (Psb30)欠損変異株：Ycf12はPSII

の低分子量サブユニットの一つであるが、本

研究が開始した時点ではPSIIにおけるYcf12

の存在位置が明らかになっていなかった。本

研究では、Ycf12欠損変異株からPSIIを精製、

結晶化し、Ｘ線による構造解析を行い、PSII

におけるYcf12の存在位置を特定した。この位

置は、ほぼ同時期に報告された2.9 Å分解能、



 

 

さらにその後の1.9 Å分解能のPSII構造にお

いて特定された位置と一致していた。 

(2) PsbZ欠損変異株：PsbZは2回膜貫通へリッ

クスを持つ低分子量サブユニットであり、そ

の欠損変異株からPSIIを精製・結晶化した。

得られた結晶は野生株PSIIと異なった格子定

数を示し、PsbZが結晶中のPSII二量体同士の

相互作用にかかわっていることを示した。さ

らにPsbZ欠損株より精製したPSIIには、PsbK

とYcf12が脱落し、これら２つのサブユニット

のPSIIへの結合にPsbZが必要であることを示

した。 

(3) PsbMとPsbI欠損変異株：PsbMはPSII二量

体の中心に位置し、２つのPSII単量体を結び

付けるのに必要であることが示唆されていた

が、PsbIはPSII二量体の外縁部に存在し、二

量体の形成に必要ないことが予想された。

PsbM欠損株から精製されたPSIIは、単量体の

量が増加し、二量体が不安定になっていたこ

とが示された。さらにPsbI欠損株においても

二量体の量が減少していた。そこで両変異株

からのPSII二量体の安定性を調べるため、精

製した二量体を高温(40℃)で界面活性剤処理

し、単量体への分解の有無を調べた。その結

果、PsbM欠損株から精製した二量体は単量体

へ分解し、不安定であることが示されたが、

PsbI欠損株から精製したPSII二量体は単量体

への分解は見られなかった。これらの結果は、

PsbMはPSII二量体の安定的な構造を維持する

のに必要であるが、PsbIを欠いても一旦形成

されたPSII二量体は安定であり、従ってPsbI

はin vivoでPSII二量体が形成されるのに必

要であることが示唆された。 

 以上の結果は、PSII複合体中の各サブユニ

ットの機能を解明するための重要な一歩で、

本研究グループが独自に取得したものであり、

世界の他のグループの追随を許していない。 
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