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研究成果の概要（和文）：光化学系Ⅰ（PSI）複合体の４つの分子集合因子Ycf3, Y3IP1, Ycf4, CGL71とLHCの分
子集合に必須な因子cpSRP43とAlb３.1の機能を明らかにした。ヘテロ二量体を形成するYcf3とY3IP1は、PSI反応
中心（RC）の分子集合の初期に必須で、オリゴマーを形成するYcf4は、その後の分子集合過程に必須である。
CGL71は、好気条件下での分子集合に重要である。cpSRP43とAlb3.1は複合体を形成し、LHCIの分子集合に必須
で、PSI-LHCI超複合体の形成に関与することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The functions of four photosystem I (PSI) complex  assembly factors Ycf3, 
Y3IP1, Ycf4, CGL71, and those of cpSRP43 and Alb3.1, which are essential for the LHCs, are studied. 
Ycf3 and Y3IP1, which form heterodimers, are essential for the initial assembly of PSI reaction 
centers (RC), Ycf4, which forms oligomers, is essential for the subsequent molecular assembly 
process. CGL71 is important for the PSI complex assembly under aerobic conditions. cpSRP43 and Alb3.
1 form a complex and are essential for LHCI complex assembly and are involved in the formation of 
the PSI-LHCI supercomplex.

研究分野： 光合成、植物生理学、植物分子生物学

キーワード： 光合成　環境変動　ダイナミクス　分子集合因子　光化学系Ⅰ複合体　アンテナ複合体　プルダウン実
験　緑藻クラミドモナス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光化学系Ⅰ（PSI）複合体の構成成分であるタンパク質サブユニットの合成とコファクターの生合成は解析が進
んでいる。また、PSI複合体の構造は構造生物学的手法で詳細に解析され、各成分が秩序正しく配置されている
ことが明らかにされた。さらに、物理化学的解析により、PSI複合体の機能もかなり解明されてきた。しかし、
これらの成分ががどのように機能的な複合体に分子集合する機構はほとんど明らかにされていなかった。本研究
成果により、PSI-LHCI超複合体の分子集合機構に重要な役割を果たす分子集合因子の機能が明らかにされた。今
後、過酷な環境に耐性を示す光合成生物を作出する上で重要な基盤的成果となると言える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
光合成は光エネルギーを利用して水と二酸化炭素から炭水化物を

合成する複雑な反応系である。光を吸収し、酸化還元エネルギーへ
変換する反応は、光合成の最も初期の過程である。太陽からの光エ
ネルギー密度は低く、光は極めて不安定なエネルギー源である。こ
のような性質をもつ光エネルギーを高い効率で捕集し、酸化還元エ
ネルギーへ変換するアンテナと光化学系複合体は、多数のサブユニ
ットタンパク質と光合成色素などの多数のコファクターが秩序正
しく配置された複合体を形成している。その構造は X 線結晶構造
解析やクライオ電子顕微鏡による単粒子解析により、原子レベルで
解明され、光エネルギーが効率的に捕集され、その励起エネルギー
が高い量子収率で酸化還元エネルギーへ変換される分子機構はか
なり詳細に解明されてきた（図１）。しかし、このような秩序正し
く構成成分が配置されたアンテナおよび光化学系複合体はどのよ
うに分子集合（アセンブリー）されるのかについての情報は極めて
乏しい。分子集合の研究が遅れている理由の一つは、分子集合は速く進行するため、その過程を
追跡することが難しいためである。これまでに我々は２つの葉緑体ゲノムにコードされた２つ
の因子が PSI 複合体の分子集合に必須であることを報告した。その結果、PSI コア複合体のサ
ブユニットは段階的に分子集合するモデルを提出した（図２）。 

 
 光合成生物は変動する環境下で光合成反応を最適化しながら生育している。環境要因の中で
も光環境の変動は極めて大きく、過酷な光環境下では光合成装置が著しく損傷を受ける光阻害
が生じることが知られている。アンテナと光化学系複合体は、光阻害の主要なターゲットであり、
損傷と修復が常に行われている。したがって、過酷な光環境に高い耐性を示す光合成生物を作出
するには、このアンテナと光化学系複合体の分子集合の分子機構（ダイナミクス）を解明する必
要がある。 
 
２．研究の目的 
 一定の光環境下で生育した光合成生物の光化学系 I（PSI）複合体の構造と機能は詳しく解明
されてきた。一方、大きく変動する光環境下において、PSI 複合体の構造と機能が変化すること
が知られている。しかし、光環境の変化に誘導された構造変化や機能調節の詳細は不明な点が多
く残されている。本研究では、複雑な構造をもつ PSI 複合体の分子集合（アセンブリー）機構、
およびアンテナ複合体（LHCI と LHCII）の PSI 複合体への結合調節機構と励起エネルギー移
動機構を解析する。そして PSI が制御の中心となる直鎖型と循環型電子伝達反応の調節機構を
解析する。いずれの電子伝達反応にも関与し、PSI へ電子を供給するシトクロム b6f 複合体の活
性調節機能を構造と機能の面から解明する。主に分子生物学・ 生化学・生物物理学の手法を融
合させた研究手法を積極的に活用し、複合体の構造解析はクライオ電顕を用いて行う。 
 
３．研究の方法 
（１）PSI 複合体分子集合因子の精製 
通常の条件下で必要な分子集合因子である Ycf3、Y3IP1、YCf4、CGL71 と好気条件下で PSI 複合
体の分子集合に必須な役割を果たす CGL71/PYG7/Ycf3 の機能解析を進める。既に作出した HA タ
グを融合した因子を発現する緑藻クラミドモナス形質転換体から PSI の分子集合中間体を単離
しその性質を生化学的に解析する。 
（２）PSI 超分子複合体の構造と機能の解析 
PSI 複合体は細胞の生育環境の変化に伴いアンテナ複合体や Cyt-b6f 複合体を結合して超分子
複合体を可逆的に形成する。20 残基のヒスチジンか ら構成されるヒスチジンタグ(His-tag)を
PSI 反応中心の PsaB サブユニットの N 末端付近に融合した形質転換体をすでに作出した。アフ
ィニティークロマトグラフィーにより。His-tag を融合した PSI 複合体は高収率で高度の純化す
ることができる。このシステムを活用して、嫌気、最適明条件、強光条件、などの光条件下で細
胞を生育させ、チラコイド膜を単離し、温和に可溶化し、PSI 超分子複合体をアフィニティー精

図１ PSI-LHCI の構造 

図 2 PSI 複合体のサブユニットの段階的分子集合モデル 



製する。得られた標品のサブユニット組成、光捕集効率、電子伝達活性を生化学および物理化学
的手法により解析する。さらに、クライオ電子顕微鏡によりその構造を解析する。 
（３）アンテナ複合体の分子集合因子の精製 
アンテナ複合体のアポタンパク質（LHCP）が細胞質で合成された後、包膜を輸送され葉緑体内へ
取り込まれ、最終的にはチラコイド膜へ輸送される過程で、シグナル認識粒子（cpSRP）とイン
セルターゼ（Alb）が必須の因子として関与する。それぞれの因子を欠損する変異株に cpSRP43-
HA もしくは Alb3.1-HA を発現する相補株を作出し、それぞれの因子をアフィニティー精製する
ことにより、LHCP がチラコイド膜で LHC 複合体へ分子集合する過程を解析する。 
 
４．研究成果 
（１） PSI 分子集合因子の解析 
 葉緑体遺伝子にコードされた Ycf3 は、PSI 反応中心（PsaA と PsaB）の分子集合に関与するこ
とから、PSI 反応中心の初期の分子集合に必須の成分であることをすでに報告した。エピトープ
タグである HA を融合した Ycf3-HA のアフィニティー精製により核遺伝子にコードされた Y3IP1
が Ycf3 とヘテロ二量体を形成することも明らかにした。本研究では、Y3IP1 を欠損した変異株
cgl59 の PSI 複合体を解析した。cgl59 株には野生型のおよそ 5％程度の PSI が蓄積するが、光
合成的には生育できない。わずかに蓄積した PSI 複合体は安定であり、P700 光酸化活性は保持
していた。おそらく、Y3IP1 は PSI 複合体の分子集合の効率化に関与するが、PSI 複合体の分子
集合には必須ではないと考えられる。Y3IP1 は Ycf3 の安定性や機能に重要な役割を果たしてい
ると考えられる。 
 核遺伝子にコードされる CGL71 は、好気条件下での PSI 複合体の生合成に必須で、嫌気条件下
での生合成には必要でないことが報告されていた。PSI 複合体の分子集合で酸素に感受性がある
と考えられる段階は、FeS クラスターの分子集合過程である。先行研究では PsaC に結合する 2
つの FeS クラスターFAと FBの分子集合過程に関与すると予想された。そこで、CGL71 を欠損した
cgl71 変異株を CGL71-HA を発現するベクターで相補し、CGL71-HA をアフィニティー精製した。
その結果、一過性的に結合するのは PSI 反応中心タンパクである PsaA と PsaB であることが分
かった。この結果は、PsaA と PsaB が形成する PSI 反応中心の FeS センター（FX）の分子集合過
程に必須であり、PsaC の FeS センターの形成には関与しないことを示す。 
 本研究成果に基づき、PSI 複合体の新しい分子集合過程のモデルが提案できた（図 3）。PSI 複
合体の最初期の分子集合過程では、反応中心サブユニット PsaA と PsaB がヘテロ二量体を形成
するが、この過程を Ycf3-Y3IP1 因子が介添えする。PsaA と PsaB のそれぞれのストロマ側に保
存された 4 つの Cys 残基に FXが配意されるが、この過程は酸素感受性が高いので CGL71 がこの
周囲の嫌気的条件を維持すると考えられる。オリゴマーを形成する葉緑体遺伝子にコードされ
る Ycf4 は、PSI 複合体の分子集合の初期から最終期まで関与するので、おそらく不安定である
と考えられる分子集合中間体を分解から守る役割を果たしているのであろう。 
 これまでに精製された Ycf4-Y3IP1 と Ycf4 oligomer の構造を解析するため、現在クライオ電
子顕微鏡で単量子解析が進行中である。構造が明らかにされると、これらの因子が PSI 複合体の
分子集合をどのように介添えするか明らかになると期待される。 

 
（２） LHCAI 分子集合因子の解析 
 細胞質で合成され葉緑体に取り込まれた前駆体 pLHCP は N 末のシグナルペプチドを取り切ら
れ成熟型 LHCP となる。その後、cpSRP と結合してストロマをチラコイド膜のシグナル認識粒子
FtsY まで輸送され、インセルターゼ Alb3.1 の作用によりチラコイド膜内に挿入される。この過
程とおそらく共役してコファクターを結合して LHC 複合体が形成される。この過程で重要な役
割を果たす cpSRP は cpSRP43 と cpSRP54 のヘテロ二量体であり、ストロマに局在すると考えら
れていた。 
 本研究では、Alb3.1 の欠損株 BF4 に HA タグを融合した Alb3.1 を発現させ、Alb3.1-HA アフ
ィニティー精製した。その結果、Alb3.1-HA には化学量論的にほぼ等しい cpSRP43 と cpSRP54 が
結合していた。その他にも一過性的に LHCI と LHCII が検出された。しかし、シグナル認識粒子
である FtsY は検出されなかった。それは結合が弱くて可溶化・精製の過程で脱離して失われた
からかもしれない。これらの結果は、一過性的にしか結合しないと考えられていた cpSRP が安定

図 3 CGL71 は好気条件下での反応中心の分子集合に必須 



に Alb3.1 に結合していることを示す。したがって、これまでの定説とは異なり、cpSRP は必ず
しもストロマに局在する因子ではないことが示唆された（図 4）。 
 次に cpSRP43 欠損株に cpSRP43-HA を発現させ相補した株から cpSRP43-HA をアフィニティー
精製した。得られた標品には cpSRP54 と Alb3.1 が化学量論的にほぼ等量検出された。また、LHCI
と LHCII も微量ながら検出された。しかし、ここでも FtsY は検出されなかった。この結果は、
cpSRP と Alb3.1 が複合体を形成している結論を支持している。また、cpSRP43-HA の細胞内での

分布を調べたところ、可溶性画分にはわずかにしか検出されず、ほとんどが膜画分に存在し 
ていた。Alb3.1 は膜貫通ヘリックスをもつ膜タンパクであるが、cpSRP と複合体を形成している
ことが確認できた。 
 以上の実験事実から、従来の LHC 複合体の分子集合の分子機構モデルは大幅に改訂する必要
が生じたと言える。少なくともpLHCPが包膜を輸送される位置とチラコイド膜上のcpSRP-Alb3.1
複合体は近接しており、LHCP はストロマ中を長距離輸送されることはないと考えられる。多分、
包膜とチラコイド膜が近接もしくは結合している部位で LHC 複合体の分子集合が行われる可能
性がある。本研究で精製された cpSRP-Alb3.1 標品の構造解析するため、クライオ電子顕微鏡で
単量子解析が進行中である。 
 
（３） シトクロム b6f 複合体の構造と機能調節の解明 
 変動する光環境に応答して 2 つの光化学系への光エネルギー分配し光合成反応を効率化と、
過剰な光エネルギーによる光化学系の光損傷を抑制において、シトクロム b6f（bf）複合体は大
きな役割を果たしている。強光下において電子伝達反応を抑制し、PSI の光阻害を防ぐ「光合成
コントロール」は重要な調節機構の一つである。これは強光下ではチラコイド膜のルーメンの酸
性化が大きくなることにより bf 複合体の電子伝達が抑制される現象である。本研究では、強光
での生育が低下する表現型をもつ pgr1 変異株は、ルーメンの酸性化がわずかに起こったときに
電子伝達の活性抑制が起こることを示した。その結果、pgr1 変異株ではルーメン酸性化が不十
分となり NPQ が誘導されず、強光下での生育が抑制された。 
 次に「光合成コントロール」の分子機構を詳細に調べるため、bf 複合体の構造を決定した。
bf 複合体の PetA に His-tag を融合した株から、bf 複合体をアフィニティー精製し、その構造
をクライオ電子顕微鏡の単粒子解析で決定した。その結果、X線結晶解析では分からなかった FeS
クラスターをもつ Rieske サブユニットに動的構造があることが示された。PQH2が電子を Cyt-b6

と FeS へそれぞれ渡した後、Rieske サブユニットは構造を変化させ、FeS センターを PQH2結合
部位から Cyt-f へ近づける動きをしていると考えられる。このような Rieske サブユニットの動
きは「光合成コントロール」の分子機構と関連がある可能性がある。現在、pgr1 変異株からも
His-tag を融合した bf 複合体を精製し、その構造解析が進行中である。Rieske サブユニットの
動的構造に変化が生じているかどうかを注目している。 
 

図 4 LHCP のチラコイド膜への分子集合モデル 
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