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研究成果の概要（和文）：葉緑体チラコイド膜においては、光合成の電子伝達鎖を形成する膜タンパク質複合体が膜上
で集合し、準安定または過渡的な超複合体を形成して機能することが知られている。本研究では、電子顕微鏡を用いた
１分子解析によって、それらを可視化する技術開発を行った。第一に、モデル系として、好熱性シアノバクテリアの光
化学系II複合体に対して、位相板を用いたクライオ電子顕微鏡観察を行い、3次元立体構造を構築し、X線結晶構造解析
とは異なる複合体同士の相互作用を認めた。加えて、緑藻クラミドモナスのチラコイド膜から光化学系II-集光タンパ
ク質複合体を温和な処理で抽出、精製する方法を開発し、電子顕微鏡による１分子観察を行った。

研究成果の概要（英文）：In the thylakoid membrane of chloroplasts, protein complexes involved in the 
photosynthetic electron transport form metastable or transient supercomplexes to function efficiently. To 
visualize such supercomplexes in the thylakoid membrane, a single molecule analysis using electron 
microscope has been performed. As a model system, the photosystem II complex from thermophilic 
cyanobacteria was analyzed by a cryo-electron microscopy equipped with a phase plate to build the 
quaternary structure. In addition, we isolated and analyzed the photosystem II－light harvesting antenna 
protein (PSII-LHCII) supercomplexes from the thylakoid membrane of a unicellular algae, Chlamydomonas 
reinhardtii.

研究分野： 植物分子生物学・生化学
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の立体構造の視点に基づく
構造生物学研究は、生物学研究の基盤技術
として生命現象の理解に大きく貢献して
いる。葉緑体チラコイド膜上で光合成の電
子伝達鎖を形成するタンパク質複合体に
ついても、単独での X 線結晶構造が解明さ
れ、各々の分子機能の研究が大きく進展し
た。さらに最近の研究からそれら複合体が
超複合体を形成して機能することが報告
されてきている。しかしながら、準安定、
もしくは過渡的に形成される超複合体の
３次元立体構造の可視化は難しかった。 
 
２．研究の目的 
 よりインタクトに近い状態で葉緑体チ
ラコイド膜からタンパク質超複合体を抽
出できる条件を検討し、電子顕微鏡を用い
た１分子観測によって、光合成膜タンパク
質超複合体の実像を可視化する技術を開
発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 解析対象には、すでにある程度立体構造
が判明している光化学系 II (PSII) と光化
学 系 II— 集 光 タ ン パ ク 質 複 合 体 
(PSII-LHCII)、および、その立体構造が未
解明な葉緑体 NDH-like 複合体の二つを選
択した。第一に、葉緑体チラコイド膜から
タンパク質超複合体を抽出、分離する条件
を検討した。次に、電子顕微鏡解析による
データ取得とその解析を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 葉緑体チラコイド膜から PSII-LHCII
超複合体を抽出、分離する条件の検討 
 PsbP タンパク質は、緑色植物に特有な
PSII の膜表在性サブユニットであり、比較
的容易に複合体から解離する。従って、イ
ンタクトな PSII-LHCII 複合体を観察する
ためには、PsbP を結合した複合体を得る
ことが重要である。そこで、PsbP タンパ
ク質にアフィニティ精製用のタグを付加
することで、複合体の精製を試みた。まず、
クラミモナス PsbP 欠損株を取得し、ゲノ
ム配列中の遺伝子変異を同定した。次に、
その欠損株に新たに PsbP 遺伝子を導入す
ることで、光合成機能の相補（酸素発生能
の回復）が可能であることを確認した。さ
らに導入する PsbP 遺伝子に、His タグを
コードする配列を付加しても、タンパク質
の機能に問題が生じないことを確認した。 
 そこで PsbP-His 発現株から葉緑体チラ
コイド膜を抽出し、界面活性剤で可溶化後、
コバルトカラムを用いてアフィニティ精
製を行った。その結果、PSII-LHCII 複合
体が特異的に濃縮されて精製できること
を明らかにした。SDS-PAGE、および、電

子顕微鏡解析の結果、さらなる純度の向上が
必要とされるものの、目的の PSII-LHCII 複
合体が得られていることが確認できた。 
 葉緑体 NDH-like 複合体についても、シロ
イヌナズナを材料に同様の手法で複合体の
単離を試みたが、こちらはまだタグを付加す
るサブユニットの検討が必要と考えられた。 
 
(2) 電子顕微鏡解析によるデータ取得とその
解析 
 初年度は、すでに X 線結晶構造が判明して
いる、好熱性シアノバクテリア由来の PSII
複合体を、大阪市立大学の川上恵典博士から
分与いただき、モデル実験を行った。まず、
PSII 複合体をアクリルアミド、もしくはアガ
ロースゲルに包埋し、脱水、固定後、樹脂包
埋した。その連続薄層切片を作成し、電子顕
微鏡解析を行った。しかしながら、複合体が
凝集した像しか得られなかった。複合体濃度、
希釈するバッファー、ゲルの種類などを検討
したが、解決しなかったため、この方法で単
１分子像を得るのは困難であると判断した。 
  
 そこで次年度から戦略を変え、多数の細孔
が空いたカーボングリッド上に複合体溶液
を塗布し、急速凍結させる方式に切り替えた。
その後、日本電子（株）の協力を得て、位相
板を用いたクライオ位相差電子顕微鏡解析
を行った。得られた像は、主に PSII 二量体
の２つが、ストロマ側の表面で接着した四量
体であった。位相板を用いた電子顕微鏡像は、
非常に鮮明であり、複合体から突き出した膜
表在性タンパク質の突起もはっきりと目視
できるものであった。（図１上図） 

 

 
 
図１：好熱性シアノバクテリア PSII 複合体
の位相差クライオ電子顕微鏡像（上）、及び、
そこから抽出した PSII 四量体（２つの二量
体が背中合わせに相互作用したもの）の粒子
像（下） 
 



 そこで得られた像を用いて、ロンドン大
学クイーンメアリー校の Jon Nield 博士と
協力して、3 次元立体構造の構築を試みた。
しかしながら、得られた構造モデルは、フ
ィッテングの結果、X 線結晶構造解析のも
のよりもかなり大きく、多くのノイズを含
んでいると考えられた。その原因として、
ダイマー同士が相互作用する角度が、粒子
間で微妙に異なっており（図１下図）、そ
れらを一つにマージしてしまうことで、ノ
イズが大きい構造モデルが生じてしまう
と考えられた。 
 
 今回の結果から、電子顕微鏡を用いた複
合体解析に位相板を使うメリットとして、
クライオ電子顕微鏡像における粒子の目
視が比較的容易なため、立体構築に用いる
粒子の選抜が可能であることが考えられ
た。正しく粒子を選抜できれば、複合体が
形成し得る多様な相互作用様式を一度に
解明できる可能性がある。しかしながら、
目視による粒子の選抜は、どうしても主観
が入るため、専門化したソフトウエアの開
発が望まれた。 
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