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研究成果の概要（和文）： 光合成反応中心タンパク質（RC）は太陽光エネルギーを化学エネルギーへ高効率で
変換する。このRCは末端電子受容体の違いによりType1、Type2に分けられる。非酸素発生型Type1 RCは唯一構造
決定がされていないRCである。本研究では、Type1型RCの構造を3.2Å分解能で決定した。構造解析の結果、機能
未知のペプチドを発見し、アミノ酸シークエンスによってその配列を決定した。また、電子伝達に関わっている
とされるキノンの有無が長年議論になっていたが、キノン解析の結果結晶中に0.8分子のキノンが結合している
ことが明らかになり、結晶構造中にもキノンの電子密度が観察された。

研究成果の概要（英文）：Type 1 Reaction Center (RC) is the simplest structures among 4 kinds of RCs.
 Phototrophs are classified into two groups, oxygenic phototrophs and anaerobic phototrophs, and 
they have each RC. Ｔhe structural and functional relationships in type 1 RCs remain poorly 
understood because of the difficulty with sample preparations due to their highly fragile properties
 against oxygenic air. I resolved the crystal structure of Type 1 RC at 3.2 Å resolution and found 
one new peptide which function is unknown. The existence of quinone molecules in Type 1 RC was 
unknown for long time. I identified RC contains 0.8 molecule quinones and found the electron density
 of quinones in the crystal structure.

研究分野： 生物物理

キーワード： 光合成　反応中心　X線結晶構造解析　電子スピン共鳴法
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１．研究開始当初の背景 
 太陽光の光エネルギーを電気化学エネル
ギーへ変換する光合成反応中心（RC）タンパ
ク質の反応効率は極めて高く、ほぼ 100％に
達する。このような高効率な系の反応機構を
原子レベルで解明することは、光合成電子伝
達系の理解だけでなく、近年盛んに研究され
ている人工光合成系構築のための構造基盤
に関して有益な情報を与える。光合成を行う
生物は、光合成反応による酸素発生の有無に

よって大きく2つにわけることができる。「酸
素発生型光合成」を行う植物やシアノバクテ
リアは 2種類の RC（光化学系 II (PSII：Type 
II 型 RC)と光化学系 I (PSI：Type I 型 RC)）
が連結することにより共同で機能している
（Fig. 1）。「非酸素発生型光合成」を行う紅
色光合成細菌と緑色光合成細菌は、それぞれ
Type II型RCとType I型RCを単独で持つ（Fig. 
1）。「非酸素発生型」RC は PSII、PSI の祖先
型であり、分子進化の過程で 2 種類の RC が
共存し「酸素発生型」光合成生物が誕生した
（Fig. 1）。これまでに解明された RC はいず
れもヘテロダイマー型の RC である。紅色光
合成細菌 RCと PSII はコアタンパク質の一次
構造は 10-20 %の相同性であるにもかかわら
ず、それらの立体構造・機能上の類似性は極
めて高い。このことは、Type II 型 RC は進化
的に連続していることを意味する。唯一構造
決定に至っていない緑色光合成細菌のType I
型 RC は、コアタンパク質をコードする遺伝
子が 1つ（pshA）しか存在しないホモダイマ
ー型 RC である。PSI は相同性の高いコアタン
パク質PsaA/PsaBを持つヘテロダイマー型RC
である。緑色光合成細菌ヘリオバクテリア RC
（hRC）はホモダイマーを形成する PshA から
PshBへ電子が2方向に等価に流れると考えら
れているのに対し、PSI は優先的に片方（PsaA
または PsaB）を電子移動に使用し、PsaC へ
電子が流れる。hRC と PSI の一次構造上の相
同性は 15-20 %程度であるが、hRC と PSI は、
ともに 11 本膜貫通ヘリックスをもち、補欠
分子（クロロフィル(Chl)、キノン）や鉄硫
黄クラスターの並びは分光学的測定により
共通であることがわかっている。一方、hRC
と PSI ではアンテナ Chlの種類が異なる点や、
hRC の PshA-PshB は低塩濃度で容易に解離す
るが、PSI の PsaA/PsaB-PsaC は強く結合して
いるというサブユニット間相互作用の違い

がある。 
 
２．研究の目的 
 緑色光合成細菌ヘリオバクテリア RC（hRC）
は PSI の祖先型で、光合成の分子進化を知る
上でも長年に渡りその構造情報が待ち望ま
れているが、嫌気性条件下での精製や結晶化
が難しく構造決定には至っていない。本研究
では、X 線結晶構造解析により hRC の立体構
造を高分解能で決定する。また、電子スピン
共鳴（ESR）法を用いて PSI と hRC の電子伝
達経路の違いを解明する。 
 
３．研究の方法 
（1）X線結晶構造解析：嫌気条件下で hRC の
精製、結晶化を行う。結晶化の方法はハンギ
ングドロップ蒸気拡散法とバッチ法を用い
た。高分解能を目指すために、結晶化の際に
用いる界面活性剤の種類の検討を行った。初
期位相はPSIのモデルを用いて分子置換法で
決定した。 
 
（2）ESR 法：還元剤存在下で暗中の hRC にレ
ーザー閃光照射を行った。また、W-band ESR
を用いて、キャピラリーに封入した hRC の結
晶にレーザー閃光照射を行いESRスペクトル
の測定を行った。 
 
（3）生化学的解析 
①低分子 SDS-PAGE によるペプチドの検出： 
結晶構造解析を行っていた際、PSI にはない
未知のヘリックスの電子密度を確認した。
このペプチドのアミノ酸残基を特定するた
めに、アミノ酸シークエンスを行った。 
 
②過渡吸収測定における hRC の活性測定：
結晶化に用いる hRC および結晶が活性を保
持しているか否かを明らかにするために過
渡吸収測定を行った。 

 
４．研究成果 
（1）X線結晶構造解析：hRC の高分解能での
結晶構造解析を目指し、精製法の改良および
界面活性剤の検討を行った。精製法を改良し
た結果、純度の高い hRC を得ることができ、
収量は当初の約 3倍に増加した。結晶化の際
に用いる界面活性剤は、これまでの結晶構造
解析の実績を元に7種類検討を行った。まず、
精製標品 hRCを 7種類の界面活性剤にそれぞ
れ交換し活性が保持されているか否かを確
認した。その結果、界面活性剤による差はあ
るものの7種類すべてにおいて活性を保持し
ていた。各界面活性剤に交換した hRC 精製標
品を 4 ℃で 1週間静置した後、クロロフィル
の吸収スペクトルおよび電気泳動でhRCの状
態を観察した。7 種類のうち 1 種類の界面活
性剤は、4 ℃で 1週間静置すると白色沈殿が
生じていた。よってこの界面活性剤は結晶化
には不向きであると判断し、残り 6種類の界
面活性剤を用いて結晶化スクリーニングを
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行った。その結果、界面活性剤β- UDM とβ- 
DDM を用いた結晶は比較的サイズも大きく分
解能が高かったため、この 2種類に絞ってさ
らに二次スクリーニングを行った。β- UDM
を用いた hRC 結晶（β- UDM 結晶）は空間群
C2、分解能は 4.05 Åであり、β- DDM を用
いた hRC 結晶（β- DDM 結晶）は空間群 R32、
分解能 3.2 Åであった。β- UDM 結晶は完全
対称のホモ型 hRC であったのに対し、β- DDM
結晶はヘテロ型 hRC であった。2 つのヘリッ
クスモデルの重ね合わせを Fig. 2 に示す。 
 

本研究課題の途中で、hRCの結晶構造が2.2
Åで発表された（Gisriel et al., 2017）。
彼らの構造はβ- UDM結晶と同じ空間群 C2 で
あり完全ホモ型であったがキノンは確認さ
れなかった。キノンは不安定であり容易に
hRC から遊離すると考えられる。彼らが高分
解能で構造を決定できたのはキノン分子が
外れて安定化したためであると考えられる。
本研究で解析中のβ- DDM 結晶の電子密度に
は明らかにキノンの電子密度が観察された。
キノン分析の結果、1hRC に対して 0.8 分子の
キノンが結合していると見積もられた。hRC
の分子によってキノンの個数が異なるため、
分解能が向上しなかったと考えられる。高分
解能を得るためには、キノンが均一に入った
hRC の精製法を検討する必要がある。 
 
（2）ラジカル対の検出： 
hRC は閃光照射によるスペシャルペアクロ

ロフィル P800 と鉄硫黄センターFx との間で
ラジカル対 P800+Fx-がスピン分極する。また、
射条件を調整することでキノン分子（A1）の
還元を行い、ESR の測定が可能になる。光フ
ァイバーでパルスレーザー光照射を行うこ
とにより、W-band ESR を用いて高感度で
P800+A1

-スピン分極を得るための足掛かりと
した。 
 溶液状態のhRCで検出されたラジカル対の
ESR スペクトルをシミュレーション解析した
結果、J=+13 mT、D=-2 mT と決定した。得ら
れた交換相互作用 J 値は他の RC におけるラ
ジカル対と比較すると非常に大きい値であ
った。また、β- DDM 結晶を用いて W-band ESR
測定を行った。その結果、溶液状態と同じく
P800 の信号を得た（Fig. 3）。結晶を 15 度ず

つ回転させ、測定を行いスペクトルに変化が
あるか否かを検証した。しかし、低温での測
定のため装置の温度が安定せず、角度による
優位な差があるとは言えない結果であった。
大きな結晶を用いることで測定時間を短く
することで、温度のずれも少なくなると考え
られるが、結晶が大きくなるほどキャピラリ
ーへの結晶封入が難しくなる。今後は、キャ
ピラリー内で結晶化させるなどの工夫が必
要である。 

 
（3）新規ペプチドの決定と活性測定： 
 β- UDM 結晶
およびβ- DDM
結晶を溶かした
溶 液 を 用 い て
Tricine SDS- 
PAGE を行った
（Fig. 4）。PVDF
膜転写を行い、5 
kDa 近傍のバン
ドを切り出し、
エドマン分解法
による N 末端ア
ミノ酸配列のシ
ーケンスを行っ
た結果、双方か
ら以下のような
17 残基が決定さ
れた。 
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 β- UDM 結晶とβ- DDM 結晶が活性を保持
しているか否かを確認するために過渡吸収
測定を行った。試料に閃光が照射されると、
P800 は速やかに P800+に酸化され、急激な吸
収減少が観測される。その後 P800+は放出さ
れた電子と電荷再結合を行うことにより
P800 に再還元される減衰過程が示されてい
る。RC コアタンパク質が光反応活性を失って
いると閃光照射後このような吸収変化は観
測されなくなる。 
 また、生じた減衰過程はτ= 20-22 msec の
時定数を持つ単一成分で説明できるものだ
った。hRC コアタンパク質標品中では P800 か
ら放出された電子は常温では Fx まで移動し、
（Kleinherenbrink et al., 1994）、行き場

Fig. 2 β-UDMとβ-DDMを用いて結晶化したhRCのヘ
リックスモデルの比較
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Fig. 3 W-band ESRで測定したhRC結晶
（β-DDM）のP800の信号

Fig. 4 hRC結晶（β-DDM）
のTricine SDS-PAGE
矢印の5 kDa近傍のバンド
が目的のペプチド。



のなくなった電子は Fxから P800 に戻ってく
る。この過程は約 19 msec の時定数で行われ
ると報告されており（Miyamoto et al., 2006）、
今回の測定結果とほぼ一致した。この結果は
RC コアタンパク質標品が P800 から FXまでの
電子移動反応に必要なすべての成分を保持
していることを示している。Fig. 19 の閃光
誘起差スペクトルからは 780 nm で正の吸収
変化の最大ピークが、800 nm で負の吸収変化
のピークがあることがわかる。この結果もこ
れまでの報告と一致するものであった。 
 これら結果を踏まえ、hRC コアタンパク質
は界面活性剤をβ-UDM およびβ-DDM に交換
しても活性が損なわれることはなく、また、
その結晶も活性を保持していることがわか
った。 
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