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研究成果の概要（和文）：光合成光化学系の機構を明らかにする上で多様性は大きな手がかりとなり得る。光合成生物
はコアタンパク質間では保存性が高いが、コアタンパク質以外では多様性があり、とりわけ光化学系II表在性タンパク
質は多様性に富んでいる。本研究ではシアノバクテリア、珪藻、紅藻、渦鞭毛藻などの種々の藻類から光化学系IIの単
離精製を行い、多様性を利用して、機能・構造相関の解析を行った。その結果、PsbOとPsbVが膜タンパク質の二次構造
に大きく影響を与えることを明らかにした。また、PsbQ’が第二次電子受容体の酸化還元電位を正方向にシフトさせる
ことにより進化の過程で光阻害に対応できる能力を獲得したことを示した。

研究成果の概要（英文）：The photosynthetic alga has a highly diverse in species. The extrinsic proteins 
of photosystem II (PS II) are also rich in diversity. To clarify the role of extrinsic proteins, we 
successfully isolated PS II complex from cyanobacteria, red alga, diatom and Symbiodinium. Our analyses 
showed the PsbO and PsbV affect the secondary structure of core subunits of PS II by Fourier transform 
infrared spectroscopy. PS II isolated from red alga, which is primitive red alga, contained fourth 
extrinsic proteins, PsbQ′, which role had not been elucidated yet. We did the measurements of redox 
potential of secondary electron transfer component of PS II (QA) to find out the role of this subunit. We 
observed the positive potential shit of QA after reconstitution of PsbQ’ to cyanobacterial PS II. This 
result indicates the role of QA reduces the yield of the triplet chlorophyll by direct charge 
recombination. As a result, this leads to the decrease of singlet oxygen in the red alga.
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１．研究開始当初の背景 
光化学系 II 表在性タンパク質は水分解反応
の安定化に関わるタンパク質である。高等植
物の光化学系 II 表在性タンパク質に関して
は、日本はこれまで世界の研究をリードして
きた（Miyao & Murata, Biochim. Biophys. 
Acta 725 (1983), Ono & Inoue, FEBS Lett. 
164 (1983), Ifuku et al. EMBO rep. (2004)
他多数）。それらは、PsbO, PsbP, PsbQと呼
ばれる３種のタンパク質から構成されてい
る。表在性タンパク質の機能に関するこれま
での考察は、表在性タンパク質遊離後の酸素
発生活性回復に必要なイオン要求性や表在
性タンパク質の部位特異的置換による酸素
発生活性の測定等であった。シアノバクテリ
アにおいては、光化学系 IIの表在性タンパク
質は PsbO, PsbV, PsbUであることがこれま
で報告されてきたが、最近になってその局在
位置も沈（岡山大学）らにより分子レベルで
決定された（Umena et al. Nature (2011)。
しかし、それらの分子レベルの機能に関して
は未だ明らかになっていない。また、紅藻に
は第４番目の表在性タンパク質 PsbQ’が、
珪藻にはそれに加えて第５番目の表在性タ
ンパク質 Psb31 が存在していることを申請
者らが明らかにした（Nagao et al. J. Biol. 
Chem. 285 (2010)）。これら新規表在性タン
パク質の局在位置および機能はもちろん明
らかとなっていないが、光合成の進化（二次
共生）を考える上で非常に興味深い課題であ
る。 
光合成の酸素発生活性は表在性タンパク質
の有無で劇的に変化する。これは表在性タン
パク質が水分解の活性中心である「Mn4CaO5

クラスター」の安定化に直接関わっているか
らである。それにも関わらず表在性タンパク
質の研究は、高い酸素発生活性を保持した光
化学系 II 標品の生化学的単離の困難さから
遅れてきた。本研究では、多様性を持つ、種々
の生物の光化学系 II標品を用いて、これまで
に知ることができなかった、表在性タンパク
質の分子レベルでの機能・構造・局在位置を
明らかにする。 
 
２．研究の目的 
酸素は従属生物にとって必須の分子であり、
光合成光化学系 II 複合体は水を分解し酸素
を供給することに特徴を持つ。この反応は光
化学系 II 表在性タンパク質によって安定化
されており、表在性タンパク質が遊離すると
酸素発生活性は劇的に減少する。最近になり、
好熱性シアノバクテリアの結晶構造が詳細
に決定されたが、表在性タンパク質の機能に
関しては未だ不明である。また、表在性タン
パク質は PsbOを除いて生物種ごとに多様性
に富んでおり、シアノバクテリア以外では局
在位置すら明らかになっていない。表在性タ
ンパク質の機能・構造を解き明かすことが酸
素の供給のみならず、光合成の進化の解明に
繫がる。本研究では、それら表在性タンパク

質の性質をこれまでに行われてこなかった
物理化学的方法により解析を行い、新しい知
見を得、光合成による次世代エネルギー獲得
に貢献する。 
 
３．研究の方法 
（１）シアノバクテリア、珪藻、紅藻、渦
鞭毛藻などの種々の藻類より酸素発生活性
を保持した光化学系標品の調製を行った。
調製は穏やかな界面活性剤で可溶化後、遠
心分画、ショ糖密度勾配遠心あるいはカラ
ムクロマトグラフィーを組合わせて行った。 
（２）大腸菌を用いた表在性タンパク質の
大量調製を行う。PsbV タンパク質の場合
は補欠分子としてヘム鉄を結合しているた
め、別個にヘム鉄を作製する遺伝子を組み
込んで発現させた。 
（３）構造未知の表在性タンパク質に関し
ては結晶化による構造解析を行った。 
（４）光誘起差フーリエ変換赤外分光法に
よる表在性タンパク質の機能解析を行った 
（５）表在性タンパク質が与える電子伝達
成分への電位の影響と機能を考察した。 
 
４．研究成果 
（１）表在性タンパク質の機能・構造を解き
明かすことが酸素の供給のみならず、光合成
の 進 化 の 解 明 に 繫 が る 。 渦 鞭 毛 藻
（ Symbiodinium sp.OAH-1 お よ び
Symbiodinium minutum）Synechocystis sp. 
PCC6803 、 Thermosynechococcus elongatus 
BP-1、Acaryochloris marina MBIC11017、
Cyanidium caldarium RK-1 （ 紅 藻 ）、
Chaetoceros gracilis（珪藻）を材料として
光化学系複合体の単離を試み活性を保持し
た標品の精製に成功した。また、T. elongates, 
C. caldariumの表在性タンパク質の大腸菌に
よる大量発現系の構築に成功した。表在性タ
ンパク質の中で PsbQ′と呼ばれる第二次共
生生物が獲得した光化学系 II の表在性タン
パク質はその構造・機能は明らかになってい
なかった（図１）。そのため、単離精製した
T. elongatus の光化学系 II に大腸菌で大量
発現させた C. caldarium の PsbQ′を再構成
しすることにより、PsbQ′が化学量論的に結
合していることを示した（図２）。 

シアノバクテリア PS II  紅藻 PS II 
 
図１ シアノバクテリアと紅藻の表在性タ
ンパク質の違い（模式図） 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
lane 1:シアノバクテリア PS II, lane 2: シ
アノバクテリア PS IIに PsbQ’を再構成し
た標品 
 
図2 シアノバクテリアにPsbQ’を再構成し
た電気泳動プロファイル 
 
このことは、シアノバクテリアの膜に対する
表在性タンパク質結合部位に空きがあり、そ
こに新たな表在性タンパク質が結合できる
ことを示している。光化学系 II の酸化側の
機能を光誘起差 FT-IR の手法を用いて、また
還元側の機能は第二次電子受容体である QA
の電位より解析を行った。光誘起差 FT-IR に
おいて、水分解中心である Mn4CaO5クラスタ
ーのS1→S2状態の遷移に関する寄与はほとん
ど観測されなかったが、第二次電子受容体で
有る QAの電位は PsbQ′の結合により正へと
シフトしていた。このシフトは結果として、
第一次電子受容体を経由しない直接的な電
荷再結合の増加を意味する。第一次電子受容
体を経由する電荷再結合は、三重項クロロフ
ィルを生じ、それが増感作用し活性酸素の一
種である一重項酸素を生じさせ光化学系の
障害となり得る(Scheme 1)。第二次共生生物
が獲得した PsbQ′は電位シフトにより、この
割合を減少させ、過剰な光に対する電子伝達
逆反応において保護作用として働いている
と示唆された。 
 
3Chl+3O2  ---> 

1Chl +1O2 
Scheme 1: クロロフィルによる一重項酸素生
成 
 
 
 

（２）二次共生藻である珪藻・渦鞭毛藻等に
特異的に存在する表在性タンパク質である
Psb31 の結晶構造を報告した。このタンパク
質は４本のヘリックスを持ち、単独で光化学
系 II に結合しても酸素発生を回復すること
から表在性タンパク質の構造・機能・相関に
おいて重要な知見を与えた。また、T. 
elongatus BP-1 の光化学系 II に種々の組み
合わせで表在性タンパク質を結合させ、光誘
起差FT-IRの手法を用いて水分解中心である
Mn4CaO5 クラスターの S1→S2 状態の遷移に関
する寄与を調べたところ、PsbO と PsbV がタ
ンパク質の二次構造に重要な影響を与える
ことを明らかにした。また、PsbQ′タンパク
質を PsbQ′を持たないシアノバクテリアに
化学量論的に結合させた標品を用いて熱発
光の手法（閃光照射後の電荷再結合で観測さ
れる酸化側と還元側のエネルギー差変化を
解析する方法）を用いて実験を行った結果、
電子受容体 QA の電位が正方向にシフトして
いる結論が支持された。これは、紅藻が進化
の過程で新たに獲得した PsbQ′が過剰な光
に対する電子伝達逆反応において保護作用
として働いていることを裏付けるものであ
る。 
 
（３）酸素発生型光合成原核生物であるシア
ノバクテリアの光化学系 II 表在性タンパク
質は PsbO, PsbV, PsbU の３つであり、これ
らを取り除くと酸素発生活性が大幅に低下
することが知られていた。しかし、その分子
機構は不明であったため光誘起差 FTIR 法を
用いて解析したところ、３種の表在性タンパ
ク質を取り除くと、Mn4CaO5クラスター周囲の
タンパク質の大きな変化が観測された、そこ
に PsbO を加えると構造の一部が回復し、３
種の表在性タンパク質全部を加えると元の
構造に戻ることが確認された(図３)。これら
の回復は CaCl2濃度変化によって差がみられ
たことから、表在性タンパク質をタンパク質
の構造変化ばかりでなく、Ca イオン、Cl イ
オンの保持にも影響を与えていると考えら
れた。 
 

 
図３：表在性タンパク質 PsbO, PsbV, PsbU
による構造回復の模式図 
 
 
 
 
 
 



（４）Mn-Ca 酸化物と Ce(IV)化合物との反応
により水が分解され酸素発生が効率的に行
われることを示した。また、Mn 酸化物とフラ
ーレンの化合物形成により水分解触媒活性
の向上を示した。これは、人工光合成におけ
る水分解反応の重要な知見の一つとなり得
る。 
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