
                                                

 

研究課題別評価 

 

１ 研究課題名： 生体光エネルギー変換の分子機構―光化学系 II 複合体の構造と機能の解明

及びその応用 

 

２ 研究者氏名： 沈 建仁 

 

３ 研究のねらい： 

 光合成光化学系 II (以下 PSII とする)はラン色細菌から高等植物までのチラコイド膜上に存在す

る、14-16 種の膜貫通サブユニットと 3 種の膜表在性サブユニットを含む分子量 350kDa の超分子

複合体である。この複合体は太陽の光エネルギーを吸収し、一連の電子伝達反応を通して生物

利用可能な化学エネルギーに変換し、同時に水を分解し分子状酸素を放出する。従って、PSII が

生物エネルギーの固定と地球上酸素の供給と言う点で極めて重要な複合体である。本研究は、

PSII 複合体を精製・結晶化し、その立体構造をＸ線結晶構造解析法を用いて解明することにより、

PSII における一連の電子伝達、水分解・酸素発生反応の機構を詳細に解明することを目的とし

た。   

 

４ 研究の成果： 

（１） PSII 複合体の精製・結晶化 

 PSII は膜貫通タンパク質と膜表在性（親水性）サブユニットを含む巨大複合体であるため、精製

標品の安定性が大きな課題であったが、本研究では結晶化に必要な高い安定性と活性を持つ

PSII を大量精製できる材料として、好熱性ラン色細菌 Thermosynechococcus vulcanus を選んだ。

本研究者が従来開発した界面活性剤による可溶化・陰イオン交換カラムによる精製法を用いて

PSII を精製し、結晶化を行った（図１）。得られた結晶の分解能は当初 3.7 Å であったが、本研究に

おいてより高純度、高活性を有するPSII標品を精製するため、界面活性剤による可溶化条件を最

適化し、また、微量な夾雑物を除去するようイオン交換カラムによる精製条件を検討、最適化した。

 

 
   

 

図１．PSII 複合体の結晶（左）とそのタンパク質 

組成（右）。矢印は結晶化前の標品に存在する 

夾雑物で結晶化より取り除かれたことを示す。 

 

 

 

 

 

 

表１．ＰＳＩＩ結晶の分解能の改良 

 

            2002/6*  2002/12  2005/1 

Resolution(Å)  25-3.7  25-3.5    25-3.2 

Unique Ref.    94,859  110,402  138,800 

Completeness   98.0    96.7     92.5 

(outer shell)    (95.0)   (89.6)    (78.6) 

I /σ         8.0(2.8)  7.6(2.0)  8.1(2.0) 

Rmerge      7.1(26.1)  7.4(39.7) 8.1(45.5) 
*Kamiya and Shen, 2003, PNAS, 100, 98-103. 
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その結果、従来より高い酸素発生活性と純度をもつ PSII 標品を調整することができた。この標品

を用いて結晶化条件の検討・改良を行い、特に結晶化方法を従来のミクロ透析法からハンギン

グ・ドロップ法に変更し、結晶析出に要する時間を２週間から２－３日間に短縮させ、これにより従

来の結晶化法で PSII の一部サブユニット(12kDa サブユニット)がプロテアーゼによる分解を受けて

いたという点を克服することができた。さらに結晶の凍結条件等を改良することにより、分解能を

3.2Å に改善することに成功した（表１）。 

 

（２） PSII の構造解析 

 SPring-8 の放射光を利用して重原子同型置換法により初期位相を決定し、得られた初期電子

密度図を溶媒平滑法により改良し、構造解析を行った（図２）。PSII は単量体あたり約 2,800 のアミ

ノ酸残基を含んでいるが、そのうち主要な膜貫通サブユニットである D1, D2, CP47, CP43、及び膜

表在性タンパク質である 33 kDa, チトクロム c550, 12 kDa の配列を含む約 75%の 2,100 残基を同

定し、残りをアラニンもしくは Cα としてアサインした。このほか、３６分子のクロロフィル、２分子の

カロテノイド、４原子 Mn を含む Mn クラスター、２分子ヘム鉄、１分子非ヘム鉄、を同定し構造決定

した。結晶分解能の向上に伴い、電子密度図を改良し、得られた構造に修正・改良を重ね、最終

的に 3.2-3.3 Å 分解能の構造を得た。            

          
            図２．チラコイド膜の側面から見たＰＳＩＩ二量体の結晶構造。 

 

（３） ＰＳＩＩの構造に基づく機能解明 
 ＰＳＩＩの結晶構造からこれまで不明であった多くの機能的特徴を明らかにした。まず反応中心と

呼ばれる D1, D2 サブユニットの構造をより詳細に解明し、光エネルギーを直接吸収し励起するク

ロロフィル分子が四量体として存在するが、そのうち中心に位置する２つのクロロフィル分子がよ

り近接しており、強い相互作用をしていることを明らかにした。PSII 反応中心と D2 サブユニットの

近くに存在するチトクロム b559 の間にカロテノイド分子が存在することを見つけ、このカロテノイド

分子はチトクロム b559 から反応中心への２次的電子伝達反応を仲介することでＰＳＩＩ複合体を過

剰な光による傷害から保護していることを示した。さらに水分解・酸素発生反応を直接触媒してい

る Mn クラスターの配置とその近傍に結合し Mn クラスターを安定化している３つの膜表在性タンパ

ク質の構造をすべて同定し、地球上最大の化学反応の一つである光合成水分解反応の機構に

関する重要な知見を得た。 

 

５ 自己評価： 

 PSII の標品精製法や結晶化条件・方法の改善により結晶の分解能を 3.2 Å に向上させ、PSII 構

造モデルの改良を行った。これまでの PSII 構造解析の結果を論文発表し、この研究分野に大きな
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インパクトを与えたと言える。しかし、結晶構造の分解能を 3.0 Å 以上に向上させることで初めて真

の原子レベルでの構造解析ができるので、その意味では本研究の結果は充分とは言えない。こ

の分野の研究の進展は目覚しく、最近では別種のラン色細菌由来 PSII について不完全ではある

が 3.0 Å 分解能の構造が報告され、より高分解能を与える結晶の作製が求められる。さらに当初

PSII の各種変異体についても結晶化・構造解析を計画していたが、そのうちの数種について大量

培養・精製を行った結果、充分よい結晶を与える変異体の PSII 標品を得ることができなかった。こ

れは PSII が巨大な膜タンパク質複合体であるため、その Native な状態での精製が困難であるこ

とに由来しているが、PSII 複合体の構造形成と機能制御機構を完全に理解するためには、各構

成サブユニットの機能をその欠失変異体の構造解析から解明することが必要であり、今後の重要

な課題となっている。 

 

６ 研究総括の見解： 

  超分子複合体構造の解析精度を上げていくという、非常に困難で忍耐のいる仕事をきっちりと

成し遂げた点、研究者としては感激的である。脚光を浴びる大成果ではないが、こういう粘り強い

研究態度、姿勢がこの構造解析研究分野には必要であるという見本と評価している。構造研究の

質は世界の一流に達しているので、今後は世界の関連研究者との交流や情報交換を一層積極

的に行って、構造から機能へ向う研究でも世界のトップに立って欲しい。 
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