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研究成果の概要（和文）：好熱性ヘリオバクテリアHbt. Modesticaldum由来の反応中心（RC）標品の結晶化を試
みた。空間群R32の結晶が得られ、現在、構造解析を進めている。この結晶は、昨年（2017年）、米国グループ
が報告したＸ線結晶構造解析の空間群（C2）とは異なる。米国グループの構造中にはキノン分子（A1）が存在し
なかったが、我々の構造中にはキノン分子が存在していた。また、本来のP800＋MQ－に由来するESP信号を
simulationによりできるだけ正確に求めた。PSI反応中心のキノンA1の配向と似ているものの、わずかに異なっ
た場所に結合していることが示唆され、構造解析の結果と矛盾しなかった。

研究成果の概要（英文）：Light-dependent charge separation in photosynthesis is driven by the 
reaction center (RC) membrane protein complex that is classified into four types; the green 
bacterial or heliobacterial, the purple bacterial, the photosystem (PS) I and II RCs. Compared to 
the latter three types of RCs, the molecular architecture of heliobacterial RC is still poorly 
understood, in part due to the lack of high-resolution structural information. Structure of the RC 
from Heliobacterium modesticaldum has been solved to a resolution of 3.2 angstrom. Although the 
X-ray structure, which was reported by Arizona group in 2017, contained no quinone molecule within 
its, our crystal structure has indicated that it was contained and seemed to function as a secondary
 acceptor A1. The ESP-EPR signals, which was derived from the charge separated state of P800+A1-, 
suggested that the quinone molecule had an almost similar orientation to but a little bit different 
location from that in PS I.

研究分野：生物物理
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１．研究開始当初の背景 
 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。高等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、緑色イオウ細菌、ヘリオバクテリア
は PS Iタイプのみである。反応中心内のエ
ネルギー移動および電子移動反応は、これ
まで様々な物理化学的・分光学的手法を用
いて解析されている。特に X線結晶構造解
析による立体構造の解明は、両タイプの反
応中心には共通の分子基盤が存在すること
を示唆している。しかしながら緑色イオウ
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、構造解析には至っていない。報告さ
れている分光学的知見は断片的で、今後の
研究の進展が大いに期待されている。標品
の性質を熟知し、安定的に取り扱えるのは
国内外では申請者の関連するグループみで
ある。  
 今日まで紅色細菌の反応中心、植物型の
PS IIおよびPS I反応中心の詳細な立体構造
が報告されてきた。これら反応中心コアタ
ンパクはすべてヘテロダイマーであり、２
方向の電子移動経路のうち一方のみが優先
的に使われている（PS Iでは左右の電子移
動の比率が異なる）。電子移動の方向と比
率を制御する機構については実験・理論の
両面から議論されてきたが、ヘテロダイマ
ーであるがゆえに様々な因子が複雑に絡み
合い、統一的理解は得られていない。キノ
ン（A1）結合領域周辺の環境が、２方向の
電子移動の比率を制御するとの報告もある。
一方、緑色イオウ細菌、へリオバクテリア
の PS Iタイプ反応中心はホモダイマー型で
あり、２方向の電子移動経路は等価である
ことが期待されている。電子移動機構の解
析に適した優れたモデル実験系であるにも
関わらず、標品調製の困難さから研究材料
として有効に生かされてこなかった。申請
者はホモダイマー型反応中心を人工的にヘ
テロダイマーに改変する実験系を約 10年
の歳月をかけて確立し、現在、２方向の電
子移動を制御する因子の解析に取りかかっ
ている。そしてまさにこのような時期に、
ヘリオバクテリア反応中心の単結晶が得ら
れ（未発表）、原子レベルでの構造解析も
推し進めようとしている。光合成反応中心
の反応制御機構を、構造機能相関に基づい
て総合的に理解できる機会がいよいよ到来
した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では好熱性緑色イオウ細菌である
Cba. tepidum、および好熱性ヘリオバクテリ
アである Hbt. modesticaldumから調製され

た安定な反応中心標品を用い、これまでの
研究成果を飛躍的に発展させていく。具体
的には PS Iとの構造機能相関に基づいて、
緑色イオウ細菌 Cba. tepidum反応中心に部
位特異的変異導入による摂動を加え、電子
移動機構だけではなく、エネルギー移動機
構の制御因子も明らかにしていく。この際、
変異体タンパクの収量を向上させる必要が
あり、膜の可溶化方法を改良する。これと
並行し、電子伝達成分間の距離や配向、キ
ノンの反応特性など、生化学的、分光学的
解析により両反応中心の諸性質の詳細を明
らかにしていく。さらにヘリオバクテリア
反応中心の X線結晶構造解析に取り組む。
位相決定のために反応中心タンパクのセレ
ノメチオニン化を試みる。また変異導入の
ために遺伝子操作法の開発も行う。 
 
３．研究の方法 
 好熱性緑色イオウ細菌（Cba. tepidum）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'）し
た。本研究では A'に部位特異的変異を導入
し、電子移動やエネルギー移動を制御する
機構を分子レベルで解明していく。またヘ
リオバクテリア反応中心の X線結晶構造解
析と、変異導入のための遺伝子操作法の開
発に取り組む。両反応中心はホモダイマー
型であり、反応制御機構は基本的に同じと
考えてよい。それぞれの反応中心の特徴と
利点を生かして生化学的、分光学的解析を
推し進めていく。 
(1) ヘテロダイマー反応中心（A/A'）の収
量向上に向けて可溶化方法の改良 
 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）を分取した（未発表）。しか
し膜からの可溶化効率が低いため、発現量
の低い A/A'型を十分量準備するのは難しい。
イオン強度を上げて膜の可溶化を繰り返す
などの改良により、可溶化効率が大幅に改
善されることを確認している。 
(2) 部位特異的変異による反応機構解析 
 ２方向の電子移動を制御する因子を解析
する。まず二次電子受容体（A1）であるキ
ノン分子周辺の分子環境に着目する。PS I
では疎水的（W697）なポケットにキノン分
子が π-π 結合で強く結合しているが、緑色
硫黄細菌やヘリオバクテリアでは極めて親
水的（R638）であると推測されている。こ
の領域の改変により、２方向の電子移動の
割合が変化することが期待される。野生型
および変異型反応中心の過渡吸収測定と時
間分解ESR測定による速度論的な解析を行
う。反応場の分子環境変化と構造的歪みに
より、反応時定数が１相性（対称な電子移
動）から２相性（非対称な電子移動）へと
変化することが期待される。 



(3) ヘリオバクテリア反応中心のX線結晶構
造解析と変異導入法の開発 
①立体構造解析のための位相決定 
 現在、3.3 Å 分解能の回折強度データが
得られている（未発表）。分子置換法では
位相が決定しなかったので、PS Iの構造と
は大きく異なる部位の存在が期待される。
重原子置換や、反応中心タンパクのセレノ
メチオニン化による位相決定を試みる。 
②変異導入のための遺伝子操作法の開発 
 ヘリオバクテリアは非光合成的に生育し、
反応中心へのいかなる変異も致死的とはな
らないため、変異導入による反応機構解析に
適している。homologous recombinationによる
ゲノム遺伝子への変異導入を試みる。 
(4) 電子伝達成分間の配向性と距離の算出 
 緑色硫黄細菌およびヘリオバクテリアか
ら調製した配向膜標品を用いて、パルス
ESR 分光法（スピンエコー）により、ラジ
カル間の配向性や距離を算出する。すでに
反応中心内の一次電子供与体（P）と二次電
子受容体（キノン：A1）あるいは三次電子
受容体（FX）との電荷分離状態に由来する
分極信号を検出している。これにより P+と
A1

-、および P+と FX
-間の配向性と距離を求

める。必要に応じてヘリオバクテリアの単
結晶を用い、より高い精度のスペクトル解
析を行う。 
(5) キノン（A1）置換による電子移動反応の
制御 
 PS Iでは、水飽和エーテル処理によりキ
ノンを特異的に抽出後、人工キノンに置換
することが可能である。同じ手法を用い、
緑色硫黄細菌やヘリオバクテリア反応中心
において、様々な性質の人工キノンへの入
れ替えを試みる。すでにヘリオバクテリア
反応中心から、特異的にキノンを抽出する
ことに成功している。電子移動反応の時定
数や割合の変化からキノン結合部位周辺の
分子環境を考察する。得られる情報は、近々
に解明される立体構造情報と補完し合う。 
 
４．研究成果 
 当初の研究計画である人工的ヘテロダイ
マーの収率向上に向けて努力したが、初年
度において進捗状況が思わしくないと判断
した。in vivo での発現量を大幅に上昇さ
せるには発現コンストラクトを考え直す必
要があり、プロモーター部や SD 配列等を見
直すなどして有効な方策を検討中である。
それゆえ本研究では目的を小幅変更し、エ
ネルギー移動経路の解析、電子伝達成分
FA/FB の膜面に対する配向性、FA/FB タンパ
クおよび PetJ の大量発現系構築・再構成実
験、そして反応中心の結晶構造解析、キノ
ン A1の配向性解析を進めることにした。以
下に記載するように、「ホモダイマー型光
合成反応中心の分子構築と反応制御機構の
解明」に大きな進展があった。特に（５）
と（７）の研究成果は特筆に値する。 

 (1) 緑色イオウ細菌反応中心の励起エネル
ギー移動経路の解析 
 すでに PscAの H79, H164, H487を Leu残
基に置換した部位特異的変異体を作成して
いる。低温 77 Kでの時間分解蛍光スペクト
ル変化のデータは取得済なので、本年は低
温吸収スペクトルを測定し、吸収バンドと
蛍光バンドとの対応付けを行った。 
(2) ヘリオバクテリア反応中心の FA/FB ク
ラスターの配向解析 
 FA/FB は末端電子受容体として機能し、
低分子量タンパク質 PshB（5.6 kDa）の 2個
のシステインモチーフに配位している。今
回、配向膜を用いて膜面に対する FA/FBの
配向を ESRにより調べた。g値と膜の垂直
軸にたいする角度は、FA に関しては gz = 
2.046 (30°), gy = 1.942 (60°), gx = 1.911 (90°) 、
FBに関しては gz = 2.063 (60°), gy = 1.942 
(60°), and gx = 1.886 (45°)であった。また酸化
還元電位は、FBの方が FAよりも高いこと
が示唆された。このことは PS Iの FA/FBの
配向、機能とは真逆の対応付けであること
を意味し、電子移動は FX -> FB -> FAの順
番で生じることが示唆された。 
(3) ヘリオバクテリア光合成反応中心と
PshB（FA/FBタンパク）の再構成実験 
a) ヘリオバクテリア反応中心の FA/FB タ
ンパク（PshB）の発現系構築 
 ホ モ ダ イ マ ー 型 コ ア タ ン パ ク
（PshA/PshA）との再構成実験を目指し、
PshB タンパクの大腸菌での大量発現系を
構築した。FeS タンパク質の発現効率を高
めるために、isc オペロン、suf オペロンと
の共発現を試みたところ、iscオペロンが有
効であることが確認された。 
b) Fd1/Fd2との再構成実験 
 PshBタンパクの候補遺伝子である fd1お
よび fd2 の大量発現、精製を試みた。菌体
破砕後の抽出液の硫安分画、疎水クロマト
グラフィーにより粗精製画分を得た。予備
的実験として、これら 2 種類の粗精製フェ
レドキシンとコアタンパクとの再構成実験
を行った。閃光照射による過渡吸収変化ス
ペクトルを測定したところ、 Fd1、Fd2 を
用いた各再構成系において  [FA/FB]-と
P800+との電荷再結合に由来する成分（t1/2 = 
130 ms）が観測された。このことは Fd1も
コアタンパクと結合することができ、 in 
vivo では PshB サブユニットとして機能す
る可能性が示唆された。 
c) Fd3との再構成実験 
 PshBタンパクの候補遺伝子には fd1、fd2
以外に fd3がある。そこで fd3をクローニン
グし、大量発現・精製後、コアタンパクと
の再構成実験を行い、Fd1、Fd2と同様に電
荷再結合に由来する成分を観察した。この
ことはFd3もPshBサブユニットとして機能
する可能性を示唆する。さらにコアタンパ
クとの相互作用部位を架橋実験により特定



するために N末端に Hisタグを付加させた
コンストラクトも作成した。 
(4) ヘリオバクテリア光合成反応中心と電
子供与体 PetJの再構成実験 
 PetJはモノヘム型シトクロム cであり、
反応中心 P800への電子供与体として機能
することが報告されている。大腸菌での
cmc 遺伝子クラスターとの共発現系を用い、
大量発現系を構築した。菌体破砕後の抽出
液を、イオン交換クロマトグラフィーおよ
びゲル濾過クロマトグラフィーにより精製
画分を得た。しかしながらコアタンパクと
の再構成実験を行ったところ、電子伝達活
性を確認することができなかった。PetJの
酸化還元電位が高電位側に変化したことが
推測され、滴定実験等で確認する必要があ
る。 
(5)光誘導電子スピン分極信号 P800＋MQ－

のシミュレーション 
 時間分解ESRで観察されるスピン分極信
号は、前駆体ラジカルペアからの電子移動
が遅い場合には前駆体ラジカルペアに由来
するスピン分極からの影響を受ける。この
影響の程度を考慮し、本来の P800＋MQ－に
由来するスピン分極信号を simulation によ
り求めた。その結果、J 値は|D|値とほぼ同
じ大きさであるが、負の符号をもつことが
分かった。光化学系 1反応中心のキノン A1

の配向と似ているものの、わずかに異なっ
た場所に結合していることが示唆された。 
(6) 時間分解EPRによるヘリオバクテリア
反応中心での初期ラジカル対生成 
 初期電化分離の機構を明らかにする目的
で、閃光照射後の P800＋A0

－ラジカルペアを 
ESRにより観測した。 
(7) ヘリオバクテリア反応中心の結晶化・構
造解析 
 2014年度より回折実験可能な回折強度デー
タが得られているが（未発表）、さらなる分
解能向上を目指し、諸条件の再検討、および
計算による精密化を行っている。 
 2017年、米国のグループがヘリオバクテリ
ア反応中心の立体構造を報告したが、そこに
はキノンは存在していなかった。解析中の
我々のデータはキノンの存在を示唆しており、
電子移動経路上の機能について疑問を投げか
けるに至っている。 
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