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研究成果の概要（和文）：光合成の電子伝達過程において必須の構成要素とされるシトクロムbc1複合体を、人
為的に欠落させた紅色細菌変異株が、光合成生育能を維持することを初めて示した。このことはシトクロムbc1
が果たすキノール酸化および水溶性電子伝達体の還元機能を肩代わりする未知の酵素タンパク質の存在を示唆し
ている。この未知酵素タンパク質の精製には至らなかったが、この酵素によって還元され、光化学反応中心への
電子供与体となる水溶性タンパク質が、本来は亜酸化窒素の還元に働く単ヘムのシトクロムcであることを突き
止めた。また、光化学反応中心が供給するキノールがどのような経路でシトクロムbc1へ至るか、可視化するこ
とにも成功した。

研究成果の概要（英文）：Cytochrome bc1 complex has been considered as an essential component in 
photosynthetic electron transport processes. However, it was first shown in this study that a mutant
 of purple bacteria lacking the genes coding this complex is capable of photosynthetic growth 
ability. This suggests a presence of novel enzymes complementing the function of the cytochrome bc1 
which oxidizes quinols and reduces soluble electron carriers.  Although such novel enzymes could not
 be isolated, a soluble protein reduced by these novel enzymes and working as an electron donor to 
the photochemical reaction center was identified as a mono-heme cytochrome c which natural function 
is reduction of nitrous oxygen.  And, a process of transferring the quinol molecules derived from 
the photochemical reaction centers to the cytochrome bc1 complex was successfully visualized.

研究分野： 生体エネルギー変換

キーワード： 光合成電子伝達　シトクロム　紅色細菌　遺伝子操作

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光合成電子伝達という、よく研究されその構成要素も固定されてきた反応系が、別の構成要素を利用し別の電子
伝達反応系と動的にリンクしうることが分かったことが最大の成果である。加えてその過程の一部を可視化でき
たことも学術的に大きな成果であると言える。これらの成果を活用し、シトクロム等の構成要素の欠落や導入、
あるいは部位特異的変異の導入により、光合成の電子の流れを人為的に変え、有用物質の大量合成や環境浄化に
利用できるようになると期待できる。

※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 
植物やシアノバクテリアの光合成では、光エネルギーを取り込む反応場として２種類のクロ

ロフィル結合タンパク質複合体が働いている。一つは光化学系１反応中心複合体と呼ばれ、水溶
性電子伝達タンパク質から電子を受け取り、光エネルギーによって高エネルギー状態となった
電子で鉄-硫黄タンパク質を還元する膜結合タンパク質複合体で、もう一つは光化学系２反応中
心複合体と呼ばれ、水を電子供与体として用い、光エネルギーによってその電子をキノン分子の
還元に利用している。２つの反応中心複合体はシトクロム b6f 複合体の仲介によって一連の電子
伝達鎖を形成し、その過程は‘Z スキーム’として知られている。これら２種類の光化学反応中
心の起源は、バクテリオクロロフィルを用いる細菌の光合成にあると考えられるが、これらのい
わゆる光合成細菌は光化学系１型（鉄-硫黄型）または光化学系２型（キノン型）のいずれかの
反応中心複合体の一方のみを持っている。おそらくこれら光合成細菌の光化学系のいずれかが
遺伝子水平移動などを経て融合した結果が Z スキームなのであろうが、興味深いのは光化学系
が一つだけであっても、その電子の授受にシトクロム b6f のオルトログが利用されていることで
ある。紅色光合成細菌においてはシトクロム bc1複合体として知られ、反応中心→キノンプール
→シトクロム bc1 複合体→水溶性電子運搬体→反応中心という循環的な光合成電子伝達経路の
中核をなしており、一方では酸素呼吸や各種無機呼吸の電子伝達鎖でも中心的な役割を果たし、
キノールから電子を受け取るとともに生体膜を隔てたプロトン輸送を行う。このように、各種電
子伝達に不可欠と見なされるシトクロム b6f/ bc1オルトログは、広く古細菌（アーキア）にも見
られるが、細菌の系統学上もっとも古く分岐したと考えられる繊維状非酸素発生型光合成細菌
には見いだせず、代わりに ACIII（Alternative Complex III）と呼ばれるシトクロム c 複合体が
報告されている。いずれにせよ、光合成によるエネルギー変換過程の成立には、反応中心と対を
なすこれらキノール酸化/水溶性電子伝達タンパク質還元酵素が必須である。よく研究されてい
る紅色光合成細菌 Rhodobacter sphaeroides を始め、本研究で使用する Rubrivivax gelatinosus
の S1 株においてもチトクロム bc1複合体遺伝子の欠損株は光合成による生育が不可能と報告さ
れている。 
しかし申請者は紅色光合成細菌 Rubrivivax gelatinosus IL144 株を用いて、シトクロム bc1複

合体を欠いても光合成による増殖が維持されることを見いだし、同様な機能を持つ新規膜タン
パク質複合体の存在を予見している。また同様に、これまで同株において、光化学反応中心複合
体への電子供与体として単ヘム型のシトクロム c だけでなく、２ヘム型シトクロム c4や鉄-硫黄
タンパク質（HiPIP）など、少なくとも５種類の電子供与体が働くことを紙上発表している。こ
れらの電子供与体は光合成と他のエネルギー代謝で共有され、互いの電子伝達経路をリンクさ
せ得るものと考えられる。興味深いことは、これら５種類の電子伝達タンパクを全て欠く変異株
を作成しても光合成による生育能が失われなかったことで、他に未知の電子伝達機構があるこ
とが推測されている。 
 
２．研究の目的 
本研究は光化学反応中心複合体によって供給される還元力、特にキノールがシトクロム b6f/ 

bc1複合体によって酸化されるという、よく知られた電子伝達過程が唯一の経路ではないことを
示すことを目標とした。シトクロム b6f/ bc1複合体とは起源の異なるキノール酸化/水溶性シトク
ロム還元酵素が、光合成による生育に必要なレベルのプロトン輸送を成しうることを示し、さら
にはこのような新規電子伝達タンパク複合体の生理・生化学的同定と遺伝子解析を推進し、光合
成電子伝達鎖の進化過程や、他の代謝経路との結びつきを明らかにすることを具体的な目標と
した。本研究により、エネルギー変換酵素の分子進化や、各種光合成細菌における光合成の生理・
生化学的位置づけが一層明確となり、さらには光合成電子伝達の人工的改変による応用研究も
発展させうると期待した。 
 
３．研究の方法 
紅色光合成細菌 Rubrivivax gelatinosus IL144 株から５種類の水溶性電子伝達タンパク質

（HiPIP、低電位および高電位シトクロム c8、シトクロム c4、NirM）と反応中心結合型シトクロ
ムサブユニットを除去した６重欠損株（光合成生育可）を親株として、さらにシトクロム bc1複
合体の各サブユニット（FeSタンパク、シトクロム b、シトクロム c1）をコードする遺伝子（petABC）
と、新規酵素（ET1 と仮称：４ヘム型のシクロム c、FeS タンパクおよび膜貫通タンパクより成
る）を人為的にそれぞれ欠落させた株（Δpet およびΔET1 株）、および両方欠落させた株（Δ
pet/ET1 株）を作成し、以下の生理・生化学試験を行った。 
(1) 変異株を好気・暗条件、嫌気・光条件など様々な環境下で培養し、生育速度や光合成器官の

合成量の違いを評価した。 
(2) 変異株の膜標品（クロマトフォア）および粗精製物を用いて、定常光照射および閃光照射時

間分解分光測定を行い、シトクロム等の関与や反応速度を解析した。 
 



(3) ET1 を構成すると考えられる４ヘムチトクロム c、FeS タンパク質、膜貫通タンパク質それ
ぞれの遺伝子に、ヒスチジン・タグを導入し、単離・精製を試みた。また、特異的な抗体を
作成して、菌体内での発現量を評価した。 

(4) 光合成培養したΔpet/ET1 株に大量のシトクロム c5（NosC）が蓄積していたことから、未知
のキノール酸化/水溶性シトクロム還元酵素は窒素還元（脱窒）に関連する膜タンパク質の可
能性があると考え、関連する遺伝子（nosR：亜酸化窒素還元酵素、dmsABC：DMSO 還元酵素、
norCB：酸化窒素還元酵素、nosC：単ヘムのシトクロム c5）を網羅的に欠落させ、光合成条
件下での生育の可否を調べた。 

(5) 紅色光合成細菌 Rhodobacter sphaeroides および近縁の光合成種を用いて、光捕集複合体の
構成要素を遺伝子レベルで同定し、必要に応じて部位特異的変異を導入して、その構造をク
ライオ電子顕微鏡法（茨城大学理学部・大友征宇教授らとの共同研究）で観察した。 

 
４．研究成果 
(1) シトクロム bc1複合体欠損株（Δpet 株）

は、他の紅色細菌では光合成による生育
が不可となることが知られているが、R. 
gelatinosus ではわずかな増殖が認めら
れた（右図）。これは、R. gelatinosus に
はシトクロム b6f 複合体の機能を相補す
る未知のタンパク質複合体があること
を示唆しているが、その候補として ET1
複合体と仮称するタンパク質複合体を
提案した。この ET1 とシトクロム bc1複
合体の２重欠損株（Δpet/ET1 株）は光
合成による生育が当初は不可と判定し
たが、培養を 10 日間以上継続すること
により光合成生育を回復したサプレッ
サー変異体が現れ、第３のキノール酸化/水
溶性チトクロム還元酵素の存在が予見され
た。 

(2) Δpet 株の膜タンパク質画分を未変性状態でゲル電気泳動にて分画（Blue-Native PAGE）し
たところ、ET1 複合体は遺伝子情報から推定された通り、約 24 kDa の c 型シトクロムと 38 
kDa の鉄-硫黄（FeS）タンパク質、および 42 kDa の膜貫通タンパク質の３つから成る複合
体であることが示唆された。この画分に対し酸化還元滴定をおこなうと、中点電位が+194 
mV および+358 mV の２種類の成分が、およそ 1:3 の比で検出され、後者の成分は 555 nm に
α吸収ピークを持つ c 型ヘムであることが確認された。 

(3) ET1 を構成すると思われる上記の３つのタンパク質のアミノ酸配列に基づく抗体をそれぞ
れ作成し、免疫学的な検出（ウエスタン・ブロッティング）を試みたところ、Δpet 株にも
親株にも検出されなかった。また、ΔET1 株にこれら 3つのタンパク質をヒスチジン・タグ
で修飾した遺伝子を再導入してアフィニティカラムで分離しても、何ら精製するに至らな
かった。(2)でET1構成物として分画されたタンパク質をマス・スペクトル解析したところ、
これらは ET1 とは無関係なタンパク質であることが分かった。ただし、c型シトクロムにつ
いては単ヘム型のシトクロム c5（NosC）であることが明らかとなった。ET1 はおそらく発現
量が非常に低いタンパク質複合体で、十分量の標品を得るためには遺伝子の強制発現等を
検討すべきと思われる。 

(4) Δpet/ET1 サプレッサー変異株を親株として、さらに nosC を欠落させた多重変異株は光合
成による生育能を完全に失った。このことから NosC は、第３のキノール酸化/水溶性チト
クロム還元酵素から電子を受け取り、光化学反応中心を還元する電子伝達成分であること
が明らかになった。一
方、nosR、 dmsABC、
norCB の欠落は光合成
による生育に何ら影
響を与えなかったこ
とから光合成電子伝
達に関与しないこと
が示された。第３のキ
ノール酸化/水溶性チ
トクロム還元酵素の
同定は、今後の課題と
して残った。 

(5) 紅色非硫黄光合成細菌
R. sphaeroides の光捕
集複合体 1（LH１）を紅

親株（HiPIP, HP-cytc8, LP-cytc8, 
                        cytc4, NirM, RC-cyt ６重欠損株）
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図 1 紅色光合成細菌 R. gelatinosus 変異株の
光合成培養条件（光照射・嫌気）での成長曲線 
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図 2 紅色光合成細菌 R. gelatinosus において予想される光合成電
子伝達経路 



色硫黄光合成細菌 Thermochromatium tepidum のものに置き換えた変異株を用い、波長特性
の異なる異種間でも LH1 から反応中心へのへエネルギー移動が起こることと、反応中心を
円環状に取り囲む LH1 複合体の存在によって反応中心からシトクロム bc1 複合体へのキノ
ール移動がむしろ促進されることを示した。また、R. sphaeroides の LH1 複合体には
protein-U と名付けた新規膜タンパク質が含まれていて、キノール輸送のためのゲート構造
維持に役立っていることを視覚化した。さらに、T. tepidum に近縁な Allochromatium 
tepidum の LH1 では LH1 のコア・サブユニットであるαおよびβサブユニットに３つの異な
るセットがあり、決まった量比で構造を作り上げていることや、好酸性の紅色非硫黄光合成
細菌 Rhodopila globiformis ではα・βサブユニットに加えγサブユニットが等モル比で
含まれ、キノール通過のための隙間を作っていることなども視覚化した。 
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