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1. はじめに
　光化学系II複合体（系II複合体）は、チラコイド膜
に存在する超分子複合体であり、少なくとも20のサブ
ユニットと多数の色素や脂質分子からなり、シアノバ
クテリアから高等植物までよく保存されている。これ
までに、さまざまな生物から単離されており、単量体
と二量体の2つの状態が報告されている1-4)。好熱性シ
アノバクテリアでは、二量体を用いた結晶構造解析が
行われており、3.8~2.9 Åの分解能の結晶構造が報告さ
れている5 - 9 )。高等植物では、単粒子解析や集光性ア
ンテナタンパク質複合体である、L H C I I（ l i g h t -

harvesting chlorophyll  complex）と系IIの超分子複合体
が精製されているが、これらも系II複合体は二量体で
ある10-12)。また、酸素発生活性やタンパク質、色素結
合量は単量体よりも二量体の方が高いことが報告され
てきた。これらのことから、系II複合体は生体内で二
量体として機能しており、単量体はアセンブリーや修
復過程の中間体であると考えられてきた3, 13)。しかし
近年、二量体と同等の酸素発生活性やタンパク質、色
素組成を示す単量体の存在も報告されている14)。この
ように、系II複合体は二量体と単量体の間で変換する
ことが知られているが15, 16)、二量体形成の生理的意義
やその分子機構には不明な点が多い。
　シアノバクテリアや緑藻において、系I I複合体の二
量体化に関与するサブユニットがいくつか報告されて
いる17-22)。我々のグループも、好熱性シアノバクテリ
アThermosynechococcus elongatus BP-1（T. elongatus）
の変異体解析により、PsbMやPsbTcといった二量体の
安定化に関与するサブユニットを報告している19, 20)。
また、phosphatidylglycerolなどの脂質が二量体化に関
与していることも知られている23)。

　本研究では、系I Iサブユニットの遺伝子破壊が系I I

の二量体形成へ及ぼす影響を再評価する目的
で、blue-native PAGE（BN-PAGE）による解析を行っ
た。BN-PAGEはnativeなタンパク質複合体を簡便に分
離する方法として広く用いられており、系II複合体の
解析にも使われている16, 24)。しかし、実験法が簡便な
割には詳しい条件や標品の検討はあまりされていな
い。今回我々は、チラコイド膜を可溶化する際の界面
活性剤濃度に着目し、検討した。可溶化は、膜タンパ
ク質複合体の精製の第一段階であり、濃度を検討する
ことは、系 I I複合体の安定性を調べる上で重要であ
る。膜タンパク質複合体は、高濃度の界面活性剤処理
により、複合体が解離することが知られている。しか
し我々は、可溶化濃度の検討により、以下に述べる予
想外の結果を得た。

2. 結果
2-1. 系II複合体の安定性
　マイルドな条件で単離したT. elongatusのチラコイド
膜を0.5%から5.0%までのさまざまな濃度のn-dodecyl-

β-D-maltopyranoside (DM)で可溶化し、DMを含まない
ゲルを用いたBN-PAGEによって分離した（図1A）。
それぞれのバンドは、分子量と二次元SDS-PAGEの解
析から、系I三量体、フィコビリソームコア、系II二量
体、単量体、フィコシアニンであった。
　系I Iの単量体と二量体の比は、可溶化時のDM濃度
に依存して、変化していた。しかし驚いたことに、低
濃度DMでは単量体が多く、高濃度DMでは二量体が
増加するという、これまでの常識に反する結果であっ
た。単量体の減少が高濃度DMにより引き起こされた
サブユニットの解離ではないことを確かめるため、ゲ
ルをスキャンし、それぞれのバンドのクロロフィル量
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を求めた（図1 B）。その結果、単量体の減少に対応
して二量体が増加していた。二次元SDS-PAGEの結果
から、タンパク質としても単量体の減少と二量体の増
加が確認できた。また、CP43-less単量体などのこわ
れた系II複合体は見つからなかった（図1C）。これら
の結果は、可溶化時のDM濃度により、系I I複合体の
単量体と二量体の回収比が変化することを明確に示し
ている。

2-2. 段階的DM処理
　可溶化時のD M濃度に依存した系 I I複合体の変化
が、単量体から二量体への変換であるのかを調べるた
め、段階的なDM処理を行った。

　0.5% DMでチラコイド膜を可溶化後、遠心により不
溶性画分を除き、その上清に終濃度が5 . 0 %になるよ
うにさらにDMを加えて処理した後でBN-PAGEで分離
した。このDMの追加によって明らかに単量体の減少
と二量体の増加が見られた（図2）。このことは、高
濃度のDM処理による系I I複合体の単量体から二量体
への変換を示している。

2-3. PsbTc, PsbM破壊株
　結晶構造においてこれらのサブユニットは二量体を
形成する境界面に存在し、さらに、その近くには４分
子のDMも存在していた9)。また、PsbM同士でロイシ
ンジッパー様の相互作用がみられ、二量体を安定化す
ることが提案されている9)。一方、我々は遺伝子を破
壊した変異株の系II複合体のクロマトグラフィーにお
ける挙動からPsbTc、PsbMが系II複合体の二量体化に
関与することを報告している19, 20)。今回は、さらにマ
イルドな手法であるBN-PAGEによって、これらのサ
ブユニットと二量体化の関係を再検討した。
　psbTc欠損株では、低濃度のDMで可溶化すると、ほ
とんどが単量体であった（図3A）。また、1.0% DM

で可溶化しても二量体の増加は見られなかった。しか
し、2.0%以上のDMで可溶化すると、単量体の減少と
二量体の増加が見られた。一方、psbM欠損株では、
すべての濃度で単量体のわずかな増加が見られたが、
野生株と同様にDM濃度に依存した単量体の減少と二
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図1　WTのBN-PAGE

A、BN-PAGE; チラコイド膜を0.4から5.0%の各濃度のDMで可溶化し、遠心後の上清を泳動した。それぞ
れのバンドは、系I三量体（PSI T）、フィコビリソームコア（PBS）、系II二量体（PSII D）、系II単量体
（PSII M）、フィコシアニン（PC）。B、系II複合体のクロロフィル含量; BN-PAGEのゲルをスキャンした
ときの670 nmの吸収面積。C、二次元SDS-PAGE; 一次元目のBN-PAGEの0.5%または5% DMのレーンを変
性し、二次元SDS-PAGEを行った。赤矢尻は、系II複合体のサブユニットを示す。ゲルは銀染色した。

図2　段階的DM処理
A、BN-PAGE; 0.5% DMでチラコイド膜を可溶化後、遠心した
上清（レーン1）に、さらにDMを加えて処理したもの（レーン
2, 終濃度5.0%）。B、二次元SDS-PAGE; 赤矢尻は系II複合体の
サブユニットを示す。



量体の増加が起こった（図3B）。このことは、PsbM

の二量体化への寄与はほとんどないことを示してい
る。結晶構造から、PsbMはロイシンジッパー様の相
互作用により二量体を安定化していることが示唆され
ているが、生体内ではこれによる二量体の安定はごく
僅かであると考えられる。

3. おわりに
　これまでの結果から、系II複合体の二量体化には、
（１）PsbTcに依存した二量体化、（２）DMにより
引き起こされる二量体化、の少なくとも2つのプロセ
スがあると考えている。結晶構造において、PsbTcは
二量体の境界面に存在し、他方の単量体のCP47の膜
貫通部と接しており、この相互作用が二量体の安定化
に関与していると考えられる。また、この境界面の
ルーメン側にはDM分子が挿入されている。疎水性の
短鎖脂肪酸を１本だけもつDM分子は、長い脂肪酸を
２本もつ本来の脂質に比べ小さい。つまり、境界面に
脂質分子を含む二量体においてその脂質がDM分子に
置き換わることで、単量体間の距離が縮み、より強固
な二量体が形成されると考えられる。本来のチラコイ
ド膜内では系II複合体は複数の脂質分子を含んだ緩や
かな二量体構造をとっていると考えている。この緩や
かな二量体構造は、系IIのダイナミックなふるまいな
どに関わっているかもしれない。今後は、D 1タンパ
ク質の素早いターンオーバーなどとの関連を検証する
予定である。
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