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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、光化学系I(PSI)とPSIを還元する蛋白質プラストシアニン(Pc)が形
成する電子伝達複合体のX線結晶構造解析を行い、PSI還元メカニズムの構造基盤を解明することである。具体的
には、PSI構造とPSI-Pc複合体構造を比較し、複合体形成により構築された最適な電子伝達の反応場を原子レベ
ルで直接的に捉え、効率よくPSIを還元する構造基盤を明らかにすることを目指している。これまでにシアノバ
クテリアSynechocystis sp. PCC 6803から精製したPSI三量体の結晶構造解析を行い、その立体構造を得た。現
在PSI三量体とPcの共結晶化スクリーニングを進めている。

研究成果の概要（英文）：In oxygenic photosynthesis, three integral membrane protein complexes, 
Photosystem II, cytochrome b6f complex and Photosystem I (PSI), accomplish electron transport and 
generation of the trans-membrane electrochemical proton gradient used for energy transduction. PSI 
mediates the oxidation of plastocyanin (Pc) and redaction of ferredoxin (Fd). The architecture of 
the PSI complexes had been described by X-ray crystallography, and the positions of most of their 
amino acids and prosthetic groups have been defined. But it was unclear how PSI and Pc or Fd make 
complex to accomplish the efficient electron transfer. To elucidate the electron transfer mechanism 
between PSI and Fd, we have made PSI-Fd complex crystal and solved the structure at 4.2A. In this 
study, we tried to elucidate the electron transfer mechanism between PSI and Pc. We succeeded to 
make Synechocystis PSI crystals and solved the structure. Now we are trying to make PSI-Pc complex 
crystals.

研究分野： 光合成
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１．研究開始当初の背景 
 植物や緑藻、シアノバクテリアが行う光合
成反応では、効率よく太陽光エネルギーが化
学エネルギーに変換される。その初期過程の
明反応では 100%の量子収率を実現している。
この明反応の最後のステップを担うのは、光
化学系 I(photosystem I:PSI)という色素-蛋
白質複合体である。PSI の反応は、[還元→光
吸収→電荷分離→内部電子伝達→酸化]に分
けることが出来る。これらの反応のうち、光
吸収と PSI 内部の電子伝達反応については、
PSI の結晶構造情報から詳細に明らかとなっ
て い る 。 2001 年 に 好 熱 性 ラ ン 藻
Thermosynechococcus elongatus (T. 
elongatus)の PSI 三量体構造が 2.5Å 分解能
で報告された構造 (Jordan et al. 2001 
Nature)によると、PSI 内部では、光電変換
反応に関わる 2分子の反応中心スペシャルペ
アクロロフィルやフェオフィチン、鉄-硫黄ク
ラスターなどの電子伝達物質が蛋白質中に
適切な距離と配向をもって正確に固定され
ていた。さらに、この反応に使われる太陽光
エネルギーを効率よく吸収すべく何百とい
うクロロフィル分子がPSI内部にアンテナネ
ットワークを張り巡らせていた。即ち PSI は
「光吸収と電荷分離反応」が流れるように反
応する一つの完成された系であるとの決着
を得た。 
 しかしながら、PSI を酸化/還元するメカニ
ズムの構造基盤は解明されていない。PSI は
プラストシアニン(Pc)、またはシトクロム c6 
(Cytc6)によって還元され、Fd によって酸化
される。これらは全て 10kDa 程度の水溶性
電子伝達蛋白質であり、PSI と電子の受け渡
しを行う際、一時的に弱い相互作用で電子伝
達複合体を形成する。この複合体形成に誘導
されてPSIと電子伝達蛋白質の双方が構造変
化を起こし、電子伝達に最適な反応場が整え
られる。その上で、双方の酸化還元反応中心
が適切な距離と配向をもって配置されると
考えられる。このように PSI は電子伝達蛋白
質との複合体を形成することで、極めて効率
よく電子伝達反応(PSI の還元と酸化反応)を
行っている。 
 私達はこれまでに、PSI 酸化メカニズムを
構造的に理解することを目指して PSI と Fd
の複合体結晶構造解析を行った。そして、Fd
の結合様式や酸化還元反応中心周辺環境か
ら PSI 酸化の構造基盤を解き明かした。 
 PSI と Fd の複合体結晶を作製し、Fd の反
応中心金属の電子密度を確認することに成
功したが、当初は蛋白質部分が不安定で明ら
かな電子密度を確認出来なかった。世界的に
見て弱い相互作用で一時的に形成される「膜
蛋白質-可溶性蛋白質の過渡的電子伝達複合
体」の構造解析例は酵母の Cytbc1と Cytc の
複合体(Sozanne et al. 2008)の一例だけであ
り、PSI-Fd 複合体構造解析が極めて困難で
あると予想できた。そこで、弱い相互作用で
過渡的に形成される電子伝達複合体の結晶

を安定的に得るために、ガリウム置換再構成
Fd(Ga-Fd)を導入した。Fd の本来の反応中心
金属は 2[Fe-S]クラスターであるが、2[Ga-S]
に置換することで構造が保たれたまま電子
の移動のみが阻害される。Ga-Fd の蛋白質構
造やクラスター周辺の水素結合は Fe-Fd と
全く変わらないこと、また他の Fd 依存酵素
との相互作用に影響が無いことを確かめた
上で、PSI-Fd 複合体を結晶化した。そして、
Ga置換再構成Fdを利用したことがブレイク
スルーとなり、PSI-Fd 複合体の結晶構造解
析に成功した。 
 本研究では、PSI を還元する反応である
PSI と Pc 間の電子伝達反応に注目し、その
構造基盤を得ることを目指している。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、PSI と PSI を還元する蛋
白質 Pc が形成する電子伝達複合体の X 線結
晶構造解析を行い、PSI 還元メカニズムの構
造基盤を解明することである。 
 
３．研究の方法 
方法概要：シアノバクテリアの一種である
Synechocystis sp. PCC6803 
(Synechocystis ) か ら PSI を 、 ま た
Synechocystis由来のPcを発現する大腸菌か
ら Pc をそれぞれ精製し、PSI-Pc 複合体結晶
を作製する。その結晶を用いて結晶構造解析
を行う。その際、安定的な複合体結晶を得る
ために、金属置換再構成 Pc を利用する。 
 
Pc を選択した理由：PSI を還元する蛋白質は
2 種類存在し、紅藻や褐藻は Cytc6 を利用し
ている一方、作物などの有益植物を含む高等
植物は Pc を利用する。既に得られている PSI
の高分解能結晶構造はT. elongatus由来だが、
この生物は Cytc6 を利用している。Cytc6 の
反応中心はヘム鉄であり、鉄が配位したポル
フィリン環がアミノ酸と共有結合している
ために金属置換体を作製することが出来な
い。そこで、反応中心金属が銅であり、金属
置換再構成の実績がある Pc をターゲットと
した。 
 
Synechocystis を利用する理由：私が 2005
年 よ り 生 化 学 的 解 析 を 行 っ て 来 た
SynechocysitsはCytc6に加えてPcも持ち合
わ せ て い る 。 そ こ で 本 研 究 で は
Synechocysits を用いて実験を行うこととし
た。 
 
４．研究成果 
 Pc 結合前後の構造を比較する必要がある
ため、まず PSI 構造解析を行った。 
 Synechocystis から高純度 PSI を簡便に精
製するために、PSI のサブユニットの 1 つで
ある PsaF に His タグを付加した株
(PsaF-His 株)を利用した。PsaF-His 株から
精製したチラコイド膜を可溶化し、Ni カラム



アフィニティークロマトグラフィーにより
PSI を精製した後、密度勾配遠心法にて PSI
の三量体と単量体を分離した。結晶化には、
単量体よりも酸素吸収活性が高い三量体の
PSI を使用した。結晶化スクリーニングを行
い、PEG400 とメタノールを含む結晶化溶液
にて結晶を得ることに成功した。結晶が薄く、
異方性が高いという問題点はあったが、6.1 
Å分解能で構造を決定した。 
 本研究で利用している Synechocystis とこ
れまでに PSI 構造の報告があった T. 
elongatus では蛋白質サブユニット組成が多
少異なる。例えば T. elongatus は 1 種類の
PsaK しか持たないが Synechocystis は
PsaK1 と PsaK2 の 2 種類を持つ。そして光
環境に応じてその割合を変化させているこ
と、PsaK2 は三量体にしか結合しないことが
知られていた。しかし、PsaK1 と PsaK2 は
独立してPSI複合体の異なる箇所に結合する
のか、それとも PSI 内の特定の場所に競合的
に結合するかについては明らかとなってい
なかった。今回の解析により PsaK が結合す
ると予想される領域に２分子が入るスペー
スは無く、さらに PsaK 様の電子密度が他に
存在しないことから、単量体当たりどちらか
1分子のみが結合するという結論を得た。PSI
三量体の結晶を結晶化溶液でよく洗浄した
後、溶かして SDS-PAGE を行うと、PsaK1
と PsaK2 ともに含まれており、結晶中では
ヘテロな状態になっていると考えられる。そ
のため、分解能を向上させるためには、PsaK
結合部位にどちらか一方のみが存在してい
る、均一なホモ三量体 PSI を得る必要がある
と考えられる。そこで、均質な PSI 三量体結
晶化サンプルを得るアプローチとして、Δ
PsaK1/PsaF-His 株とΔPsaK2/PsaF-His 株
を作製した。PsaF-His 株と同様に Ni アフィ
ニティークロマトグラフィーを利用してΔ
PsaK1/PsaF-His 株から PSI を精製したとこ
ろ三量体が不安定化して、多くが単量体とな
った。一方、ΔPsaK2/PsaF-His 株の PSI は
多くが三量体として存在していた。そこでΔ
PsaK2/PsaF-His 株から精製した PSI 三量体
を利用して約 1600 条件の初期結晶化スクリ
ーニングを行った。結晶が得られた 3 条件に
於いて pH、塩の種類と濃度、沈殿剤の濃度
や結晶化温度などをさらに検討した。最終的
に厚みのある良質な結晶が得られた。その結
晶を用いて X 線回折実験を行った。さらに好
熱性シアノバクテリア、T. elongatus の PSI
構造を初期モデルとした分子置換により位
相を決定し、構造を得た。 
 また、Synechocystis の Pc を発現する大腸
菌を用いて IPTG や銅の濃度、培養の温度や
時間など発現条件を詳細に検討した。効率よ
く精製するため、Pc が大腸菌のペリプラズム
領域に移行するシグナルを利用している。精
製して得られた蛋白質のアミノ酸シークエ
ンスを行い、シグナル配列が切断された目的
の Pc であることを確認した。現在 PSI-Pc 複

合体結晶化のスクリーニングを進めている。 
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