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研究成果の概要（和文）： 
光化学系 II 膜蛋白質複合体（PSII）は，光合成で，太陽光エネルギーを利用して水から酸素
を発生させている．我々は PSII の全体構造はもとより，酸素発生中心となる Mn4Ca クラ
スターの詳細な構造を世界で初めて決定することに成功した．PSII は酸素発生と同時に，
炭酸同化に利用される化学エネルギーも発生させており，本研究は，それを有効利用する
グリーンケミストリーに確固たる構造的基盤を提供するものである． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Photosystem II (PSII) catalyzes the oxygen evolution from water in the photosynthesis utilizing solar 
light energy. We succeeded to determine, first in the world, the three-dimensional structure of the 
oxygen-evolving Mn4Ca cluster at atomic resolution, including the whole structure of PSII. Because 
PSII also provides chemical energy for CO2 condensation, our results serve structural strict-bases for 
efficient use of solar energy in the green chemistry.  
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１．研究開始当初の背景 
光化学系 II 膜蛋白質複合体（PSII）は葉緑
体のチラコイド膜にあって，太陽の光エネル
ギーを生物化学エネルギーに変換すると同
時に，水を分解して地球生命体にとって特に

重要な分子状酸素を供給する生体超分子で
ある(分子量 320kDa)．PSII は補欠分子族と
して 32-36 分子のクロロフィル，４つのマン
ガン原子からなるクラスター，２個のヘム鉄，
１個の非ヘム鉄，5-10 個のカロチノイド等を
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含み，これらの間で調和のとれた電子伝達反
応が進行する．すべての補欠分子族は 13-14
種類の膜貫通サブユニットと膜の片側に極
在する３種類の膜表在性サブユニットによ
って取り囲まれている．膜貫通サブユニット
には反応中心コアを形成する D1，D2，及び
Cyt b-559，アンテナとして光を集める CP47
と CP43，これらを取り巻いて分子全体を安定
化する 10 種類程度の低分子量サブユニット
群がある．PSII の全体的な立体構造はまず好
熱性ラン藻 T. elongatus の PSII に対して，
分解能3.8Åの結晶構造がZouniらにより報告
された(Nature 409, 739-743 (2001))．我々
はこれとは独立に，類縁の T. vulcanusから
PSII を単離してその結晶化に成功し，3.7Å
分解能の解析結果を報告した(PNAS 100, 
98-103(2003))．Zouni らは主に膜貫通部分の
α炭素のみの座標を報告したが，我々は膜貫
通部分に加えて反応中心コアとアンテナ蛋
白質の親水性ループ部分，すべての膜表在性
サブユニットの主鎖構造を決定し，PSII の機
能制御機構の解明に向けて大きく道を拓く
ことができた．しかしながら我々の解析にお
いてもなおかなりの不確定部分が残されて
おり，特に PSII の外周を取り巻く低分子量
サブユニット群についてはほとんど同定で
きていない． 
 
 
２．研究の目的 
本研究では，結晶の回折分解能を少なくとも
3.0Åを切る原子分解能にまで改善するとと
もに，特定の低分子量サブユニットを欠失し
た変異株を利用して低分子量サブユニット
群を同定する．また D1 に特異的に結合する
モノクローナル抗体と PSII の複合体，緑藻
クラミドモナスやホウレンソウからの PSII
について新規の結晶化を試みる．結晶化に際
しては，新しく開発したミクロ透析結晶化装
置を利用して PSII の溶解度曲線を決定し，
蛋白質の結晶成長理論に基づいて結晶を改
良する．このように本研究では，対象となる
生物種，結晶化および構造解析に関わる方法
論を可能な限り網羅的に検討して PSII の原
子分解能における立体構造を明らかにする
ことで，多数のサブユニットと補欠分子族の
構造構築，電子伝達・酸素発生反応の機構を
解明することを目的とする． 
 
 
３．研究の方法 
本申請の研究計画は，(1) 好熱性ラン藻 PSII
の結晶化と回折分解能の改善，(2) 低分子量
サブユニットを欠失した変異型 PSII の結晶
化，(3) 抗 D1 抗体 Fv フラグメントの発現系
構築と大量調製，(4) ミクロ透析結晶化装置
を利用した PSII の結晶化の４部からなる．

本申請の研究期間は６年間とし，初年度から
すべて立ち上げて平行して研究を進める．結
晶化に成功すればただちに SPring-8 のアン
ジュレータビームラインまたは実験室系Ｘ
線回折装置（理化学研究所，岡山大学に既存）
を利用して評価を行う．既存の構造モデルの
精密化はこれらに平行して進める． 
(1) 研究組織を構成する全ての拠点で好熱
性ラン藻の野生型 PSII を調製し結晶化を行
う．この過程において従来からの試料調製法
と結晶化法を再検討する（結晶化用恒温庫を
購入して使用）．得られた結晶について
SPring-8 におけるＸ線回折実験を行い回折
分解能を評価する．分解能の改善が確認され
ればただちに回折強度測定を行い，より高分
解能の電子密度図を計算して構造モデルの
改良を進める． 
(2)  PsbI，PsbM，PsbT，PsbX を欠失した既
存の PSII 変異体について，大量調製法を確
認の上結晶化を試みる．結晶が得られれば
(1)と同様にして回折実験を行う．新たに
PsbJ, PsbY, PsbZ を欠失した変異体の発現系
を構築して結晶化を目指す． 
(3) 研究協力者が保存しているハイブリド
ーマを理化学研究所において復元した後，抗
D1 抗体の Fv 遺伝子をクローニングして大腸
菌による発現系を構築する．その後 Fv フラ
グメントを大量調製する（クロマトチェンバ
ーを購入して使用）． 
(4) ミクロ透析結晶化装置を利用して，まず
好熱性ラン藻の野生型 PSII について溶解度
曲線を測定し，その情報に基づいて結晶化を
進める．結晶が得られれば(1)と同様にして
回折実験を行う．緑藻クラミドモナスとホウ
レンソウの PSII について新規の結晶化条件
を探索する（稼動ステージを購入して使用）．
抗 D1 抗体 Fv フラグメントは，由来の異なる
PSII との複合体形成能を確認した後その結
晶化条件の検索を開始する． 
 本申請では研究支援者を１名雇用する予
定である．この支援者は好熱性ラン藻の培養
と PSII の生成，結晶化，SPring-8 における
回折実験と結晶構造解析を支援する． 
 また大腸菌の大量培養，Fv 遺伝子のクロー
ニングには，大阪市立大学の機器を利用する．
また DNA 組み換え実験はすべて大阪市立大学
の規定に従う． 
 PSII の結晶構造解析は最近ようやく日の
目をみるところとなったが，初めて回折点を
確認できる結晶化に成功するまでには，それ
以前に 10 年にも及ぶ試行錯誤の期間があっ
た．本研究で目標とする回折分解能の改善や，
特に新規の結晶化条件を検索するには長い
時間を要すると予想される．本研究では平成
17 年度以降も研究期間が終了するまで，結晶
の回折分解能の改善と，その都度得られる最
良の回折強度データに基づく構造解析を平



行して行う． 
 
 
４．研究成果 
(1) 好熱性ラン藻の培養，PSII の精製と結晶
化，得られた結晶の後処理（脱水），X線回折
強度測定の条件について最適化し，結晶の解
析分解能を，最近，1.9Å分解能まで改善する
ことに成功した．研究期間の終了した現時点
でも，そのデータを用いた結晶構造解析を継
続しており，1.9Å分解能の精密化を完了させ
つつある．その結果を近々論文として報告す
る予定であり，PSIIの構造を原子分解能で決
定するとした本研究の目標をはるかに上回る
成果を得ることができた． 
(2) PSIIの酸素発生反応に塩素イオンが不可
欠であることはよく知られていたが，これま
で，その結合部位や詳細な機能は明らかにさ
れていなかった．我々は，塩素イオンを臭素
イオンまたはヨウ素イオンで置換したPSIIの
結晶構造解析を行い，Mn4Caクラスターの両側
に２つの塩素イオンの結合部位を見いだした
．これらの塩素イオンはいずれもMn4Caクラス
ターの構造安定化に寄与し，また酸素発生に
伴って出入りする水やプロトンが通過するチ
ャンネル構造の維持に寄与している. 
(3) PSII の全体構造は既に報告されている
ものの，10 種類を越える低分子量の膜貫通サ
ブユニットの内３種類についてはその位置が
同定されていなかった． Ycf12 (Psb30)を欠
失させた変異体の結晶構造解析から，その位
置を同定することができた．またPsbZの欠失
により，PsbKとYcf12がPSIIに結合できなくな
ることが明らかとなり，PSIIの構造構築過程
では，PsbZがPsbKとYcf12をPSIIへ誘導して結
合させることが示唆された． 
(4) 好熱性・好酸性紅藻Cyanidium caldarium
からPSIIを精製し，結晶化と脱水処理の条件
を改善することにより分解能3.5 Åの回折強
度データを収集して，そのX線結晶学的解析を
進めた．その結果，結晶の空間群はラン藻の
PSIIの場合と同様P 212121でありながら，その
非対称単位にはPSIIのテトラマーが含まれて
いることが判明した. 
(5) PSII に内包されるマンガンクラスター
は，水を分解して空気中に分子状酸素を放出
している．その詳細構造は世界中の光合成研
究者から注目されているが，激しいX線損傷の
ためにその構造は確定されていなかった．我
々はこの問題を，長さで1mm，厚さで0.3mmを
越える大型の良質結晶を用いるX線損傷低減
法を新たに開発して，X線損傷前の構造に対応
する1.9Å分解能の回折強度データ測定に成功
した．  
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