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研究成果の概要（和文）：本研究では過渡的に形成する電子伝達複合体を対象に３つの項目で研究を遂行した。
1）緑藻型光化学系I複合体（PS1：LHC1）とGa置換Fdとの複合体については，３状態での構造解析を行いGa置換
Fdの結合前と後での構造変化やサブユニットの結合・解離について新しい発見があった。２）シアノバクテリア
型光化学系I（PS1）とGa置換Fdとの複合体構造の高分解能化，については当初の目論見通り1.97Aという非常に
高分解能での解析に成功した。３）還元状態にしたNative Fdと配位子置換再構成HydA1（odt型）との複合体構
造解析ついては，技術的な困難もあり構造解析には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, I have investigated the electron-transfer complexes formed 
transiently in three pairs: 1) the structure of photosystem I complex (PS1: LHC1) with 
Ga-substituted Fd from Green Alga was analyzed in three states, and new findings were made on the 
structural changes and dissociation of the new subunits from the PSI upon binding of Ga-substituted 
Fd. 2) For the structural analysis of cyanobacterial photosystem I (PS1) complexed with 
Ga-substituted Fd, we succeeded in obtaining a very high resolution of 1.97 A, as initially 
expected. 3) For the structural analysis of the complex of Native Fd in the reduced state and 
reconstituted permanently oxidized HydA1 (odt type) was not completed due to technical difficulties 
in obtaining the suitable crystals for X-ray analysis.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： 構造生物学　光合成　電子伝達　金属蛋白質　レドックス代謝

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
高度化してきた再構成金属タンパク質の活用をベースに，原理的に不可能と考えられてきた「酸化型」と「還元
型」とで形成する活性型複合体の精密構造解析を行った。具体的には，2種類の光化学系IとFdとの構造解析を高
分解能で行い，構造決定が待たれている緑藻型のFd依存性[FeFe]ヒドロゲナーゼの構造解析にも同様の方法を展
開した。前者については，想定通りの結果を得て論文発表を行ったが，緑藻型[FeFe]ヒドロゲナーゼについては
結晶化することができなかった。結晶化不要のCryo-EMに切り替えて活性型構造解析を展開している。本研究に
より，Redox状態を厳密にコントロールすることの重要性を示すことができた。

※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 
 
本研究は，原理的に不可能と考えられてきた活性複合体（Productive Complex）の構造解析を
“活性は保持しないが構造は同じ再構成タンパク質”を用いて可能にしようとする非常にユニ
ークな構造研究である。金属置換酵素の利用は構造解析以外にも展開可能で，Flash absorption 
spectroscopy を用いた kinetics 解析や（Mignée, C. et al., Photosynth. Res., 2017, Sétif, P., et 
al., Biochim. Biophys. Acta Bioenerg 2017）光合成活性の有無を評価する試薬として海外を含
めた複数の研究グループから高純度試料の分与依頼があり有用性が高く評価されていた。研究
開始当初，結晶化レベルの純度で金属置換酵素を提供できる研究室はなく，研究代表者のグルー
プの優位性を確保して研究を遂行することが可能であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
葉緑体内のレドックス代謝反応の多くは，電子伝達タンパク質フェレドキシン（Fd）に依存し
て駆動される。しかし，Fd とレドックス代謝酵素の複合体形成は過渡的で，酵素反応が進行す
ると複合体は解離してしまう。そのため構造解析には困難と妥協が伴った。研究代表者は，自身
のこれまでの研究の蓄積から Fd の酸化還元状態は比較的小さな構造変化であっても，過渡的複
合体形成を考える上では非常に重大であると考えるに至った。そこで，高度化してきた再構成金
属タンパク質の活用をベースに，原理的に不可能と考えられてきた「酸化型」と「還元型」とで
形成する活性型複合体の精密構造解析を行うこととした。具体的には，2 種類の光化学系 I と Fd
との構造解析を高分解能で行い，並行して，構造決定が待たれている緑藻型の Fd 依存性[FeFe]
ヒドロゲナーゼの構造解析にも同様の方法を展開して“だから判らなかったのか！”という新規
情報を提供することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
具体的に，（１)緑藻型光化学系 I複合体（PS1：LHC1）と Ga 置換 Fd との複合体構造解析，（２)
シアノバクテリア型光化学系 I（PS1）と Ga 置換 Fd との複合体構造の高分解能化，（３) 還元状
態にした Native Fd と配位子置換再構成 HydA1（odt 型）との複合体構造解析の３つの構造解析
を進める。酸化還元状態を固定する努力を最大限に行った上で，Ｘ線による還元を考慮して構造
解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
（１) 緑藻型光化学系 I複合体（PS1：LHC1）と Ga 置換 Fd との複合体構造解析 
 
 緑 藻 Chlamydomonas 
reinhardtii を強光状態で培養
しステート遷移状態を固定し、
チラコイド膜ルーメンが酸性化
した状態の膜からpHの異なる精
製条件で２種類の光化学系 I 複
合体を調製した。この光化学系 I
に電子伝達蛋白質フェレドキシ
ンを添加し、フェレドキシン添
加前後の構造変化をＸ線結晶解
析とクライオ電子顕微鏡を用い
た単粒子構造解析により解析し
た（図 1）。その結果、フェレド
キシンの結合が可溶性の結合蛋
白質の光化学系 I への結合を制
御する新しい活性調節メカニズ
ムを提唱することができた。1 
 
図 1. 光環境状況の異なる 3種類の光化学系 I複合体の X線（A）およびクライオ EM 構造（B,C） 
 



（２) シアノバクテリア型光化学系 I（PS1）と Ga 置換 Fd との複合体構造の高分解能化 
 
 電子伝達に伴う機能的構造変化や、効率的な電子伝達機構を明らかにする目的で、好熱性シア
ノバクテリアPSIと電子
受容体である Fd および
電子供与体であるシト
クロム c6（Cyt c6）を結
合した三重複合体の構
造解析に挑戦した。各電
子伝達蛋白質の酸化還
元状態に留意した試料
調整を行い、PSI：Fd：Cyt 
c6の三重複合体のCryo-
EM 構造を 1.97 Å分解能
で構造解析することに
成功した（図 2）。側鎖の
構造変化や，水分子を介
した相互作用までも可
視化することができ、特
に PSI と Fd とで ITC 測
定を併用することで、複
合体形成がエントロピ
ー駆動型であることを
明らかにすることができた。2 
                               図 2. PSI と Fd，Cyt c6 の三重複合体の Cryo-EM 構 
 
（３) 還元状態にした Native Fd と配位子置換再構成 HydA1（odt 型）との複合体構造解析 
 
 緑藻型[FeFe]ヒドロゲナーゼ（HYDA1）については，ホロ型を結晶化してもアポ型の結晶とな
ってしまうという課題があり，ホロ型 HYDA1 の構造を解析することができなかった。そこで，結
晶化の際にホロ型 HYDA1 から鉄硫黄クラスター（odt）が脱離してしまう原因を解明することを
目指した実験を実施した。結晶が析出する前にアポ型に変換してしまう場合は，pH や沈殿剤濃
度の変化が odt 脱離の原因と考えられるため，溶液条件を最適化し結晶を再び odt にソーキン
グすることでホロ型の結晶を作り出せる可能性があると考えた。一方で，結晶化（パッキング）
自体が原因となってアポ型に変
換されてしまう場合は，結晶解
析ができないため代替案として
結晶化を必要としないクライオ
電子顕微鏡によって構造を明ら
かにする必要があるとも考え
た。アポ型になってしまう理由
は厳密には特定できなかった
が，酸素耐性をもつ[FeFe]ヒド
ロゲナーゼ（図 3:CbA5H）の活性
型の立体構造をクライオ電子顕
微鏡をもちいて 2.21 Å分解能で
決定することには成功した。新
しく Zn 結合ドメインを同定し，
酸素耐性をもたらす分子メカニ
ズムを構造に基づいて議論する
ことができた（論文投稿中）。            図 3. クライオ電子顕微鏡で構造解析した CbA5H 
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