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1. はじめに
　地球上の殆ど全ての生物は、太陽光エネルギーを利
用した光合成によって変換された化学エネルギーに依
存して生命活動を行っている。二酸化炭素を同化する
ための強力な還元力を生み出す役目を担うのは、チラ
コイド膜に埋め込まれた光化学系I複合体（PSI）であ
る1,2)。PSIは高等植物においては単量体として存在し
ているが3-5)、シアノバクテリアでは単量体の存在量は
少なく、大部分が三量体として存在している6-8)。2001

年にシアノバクテリア Thermosynechococcus elongatus 

(T. elongatus) のPSI三量体の結晶構造が2.5Åの分解能
で報告された9)。このシアノバクテリアのPSIは、単量
体当り12種類のタンパク質サブユニット、色素分子、
電子伝達成分及び脂質分子など、極めて多種に及ぶ成
分により構成されている。PSIは T. elongatus ばかりで
なく、他のシアノバクテリア10,11)や高等植物12,13)から
も精製され、生化学的な分析やX線結晶構造解析など
により、複合体の構成成分や構造の詳細が明らかに
なってきている。植物のPSIは単量体で存在している
が、シアノバクテリアでは殆どが三量体の状態で存在
している。シアノバクテリアのP S I単量体と三量体の
成分、構造、機能の違いについては未だ明らかになっ
ていない。筆者らは、それらの点を明らかにするため
に、Synechocystis sp. PCC 6803からPSIを効率よく、し
かも簡便に精製する方法を確立し、PSIの生化学的解
析を行っている14)。また、それらの解析によって新た
に同定された新規成分の機能についても解析を進めて
いる。本稿ではこれまでに得られた研究成果を紹介す
る。

2. PSIの精製方法の確立
　従来PSIは、密度勾配遠心法やイオン交換クロマト
グラフィーなどを用いて精製されてきた15,16)。しかし
ながら、前者では同程度の密度をもった複合体、例え
ばPSIと光化学系II複合体（PSII）の単量体を互いに分
離することが出来ず、後者では通常いくつかのカラム
を用いて精製する必要があり操作が煩雑である。そこ
で、筆者らは目的の複合体を特異的、且つマイルドな
条件で簡便に精製することが可能なN i 2 + -アフィニ
ティーカラムクロマトグラフィーに注目し
Synechocystis sp. PCC 6803からPSIを精製する方法を確
立した。現在までに論文として報告されたPSIのHisタ
グ精製は2報あり、TangとChitnis17)は、Synechocystis 

sp. PCC 6803を用いてPsaLまたはPsaK1のC末端にHis

タグを付加して発現させることによりPSIの精製を試
みた。しかし、作製した株ではHisタグを付加したサ
ブユニットの発現量の低下やPSIの三量体化の阻害が
起こり、また、双方の場合とも付加したHisタグが複
合体の内側に埋まっているため、複合体を尿素により
変性させてからH i sタグ精製しなければならず、活性
の高いPSIを精製することはできなかった。これらの
結果は、H i sタグをどのサブユニットのどの位置に導
入するかが、活性の高いPSIを効率よく精製する上で
大変重要であることを示している。また、G u l i sら
は、単細胞性緑藻 Chlamydomonas reinhardtii (C. 

reinhardtii) を用いてPsaAのN末端にHisタグを付加して
発現させることによりPSIの精製を得ることに成功し
ている18)。しかし C. reinhardtii に存在するPSIは単量
体のみであり、三量体は存在しない。そこで、筆者ら
はP S Iの単量体、三量体が共に存在するシアノバクテ
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リア、Synechocystis sp. PCC 6803を用いてPSIの解析を
試みた。まず、T. elongatusのPSI結晶構造をもとにHis

タグの導入位置を検討した。コアタンパク質、表在性
タンパク質、さらに三量体化に関与する全てのサブユ
ニットと単量体同士の境界面に位置するサブユニット
は候補から除外し、最終的にHisタグを付加するサブ
ユニットとして、三量体の外側に位置するP s a F及び
PsaJを選択した。細胞質側に突出したPsaFのC末端及
びPsaJのN末端にHisタグを付加することにし、それら
のHisタグを付加したタンパク質を発現する株（F-His

およびJ-Hisと命名）を作製した。作製したF-HisとJ-

Hisは、光独立栄養条件下において野生株と同様の速
度で増殖した。また、細胞における酸素発生活性とチ
ラコイド膜における酸素発生活性及び酸素吸収活性を
測定したところ、野生株との差が見られなかった。こ
のため、H i sタグ付加による影響は無いと考えられ
た。なお、以下の全ての分析について、F-His及びJ -

His間に差はなく同様の結果が得られた。

3. 精製したPSIの生化学的解析
PSIに含まれるサブユニット
　F-His及びJ-Hisから調製したチラコイド膜をドデシ
ルマルトシドで可溶化した後、Ni2+-アフィニティーカ
ラムクロマトグラフィーを用いてPSIを精製した。精
製したPSIはグリセロール密度勾配遠心法により単量
体と三量体に分離した。これらの精製PSI標品の酸素
吸収活性を測定したところ、単量体では約 720 µmol 

O2 mg Chl-1 h-1 であったのに対し、三量体ではその約
1 . 7倍という高い活性を有することが明らかになっ
た。次に、三量体と単量体のそれぞれについてS D S -

P A G Eを用いてタンパク質の分析を行った。その結
果、三量体には、PsaA、PsaB、PsaD、PsaF、PsaL、 

PsaE、PsaC、PsaK2、PsaK1、PsaI、PsaJ、PsaMのサ
ブユニットが検出され、既知のPSIのサブユニット以
外のタンパク質は検出されなかった。単量体では
PsaK2以外のPSIサブユニットが全て検出され、それら
に加えて多くの新規のタンパク質が含まれていること
が明らかになった（図1）。これらのタンパク質を質
量分析によって解析したところ、NDH-1複合体の表在
性 領 域 を 構 成 す る タ ンパ ク 質 が 6 種 類 

(NdhH、NdhK、NdhI、NdhJ、NdhN、NdhM)19)、PSII

アセンブリーオペロン（PAPオペロン）にコードされ
るタンパク質2 0 )が4種類、その他のタンパク質が4種

類、合計14種類のタンパク質が同定された（表1）。
シロイヌナズナにおいてNDH-1はPSIと相互作用し、
環状の電子伝達を行っていることが知られているが
21)、シアノバクテリアにおいてNDH-1とPSIの相互作
用を生化学的に示した報告はまだない。PSIIの表在性
タンパク質であるPsbV、PsbQ、PsbPが欠損した株で
は P A Pオペロンの発現が促進されること 2 0 )などか
ら、PAPオペロンはシアノバクテリアにおいてPSIIの
アセンブリーに関与しているという報告がある。また
PSIが欠如した株においては逆に著しく抑制されるこ
と22)から、PSIのアセンブリーや機能の維持に関与す
る可能性が示唆されている。Synechocystis  sp. PCC 

6803から精製したPSI単量体にNDH-1のサブユニット
やPAPオペロンタンパク質が存在していたという結果
は、シアノバクテリアのPSIの単量体とNDH-1が相互
作用して環状の電子伝達に関与している可能性がある
こと、PAPオペロンタンパク質がPSIIのみならずPSIに
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図1　精製PSIのサブユニット組成
F-His及びJ-Hisから精製したPSIの三量体と単量体のサブユ
ニット組成をSDS-PAGE (18-24%アクリルアミドゲル) により
解析した。タンパク質は銀染色により検出した。Lane a; F-
Hisの三量体、Lane b; J-Hisの三量体、Lane c; F-Hisの単量
体、Lane d; J-Hisの単量体、Lane M; 分子量マーカー。既知
のPSIサブユニット名を左に附記。1-13は表1の番号に対応。



おいても重要な働きを担っていることを示唆してい
る。今後、NDH-1サブユニット遺伝子やPAPオペロン
の破壊株を用いて P S Iの生化学的解析を行うこと
で、PSIにおいてそれらの遺伝子にコードされたタン
パク質がどのような機能を担っているのかを解析する
必要がある。なお、P S Iサブユニットと比較して、今
回新しく同定されたタンパク質の量が少なかったこと
から、一部のPSIにのみそれらのタンパク質が結合し
ているものと考えられる。

PSIのアセンブリー状態
　次に、精製したP S I複合体の
アセンブリー状態をより詳細に
調べるために、精製した単量体
と三量体をBlue Native-PAGE を
用いて分析した。その結果、三
量体は一つのバンドとして、ま
た単量体は近接する二つのバン
ド（高分子側の単量体 1と低分
子側の単量体 2）として検出さ
れた（図2）。SDS-PAGEにより
これらのバンドに含まれるタン
パク質の組成を解析したとこ
ろ、三量体には全てのPSIサブユ
ニットが検出されたが、単量体
にはP s a K 2が検出されなかっ

た。また、単量体1にはPsaLサブユニットが含まれて
いるが、単量体2には含まれていないことが明らかに
なった。PsaLはPSIの三量体化に必要であるという報
告23,24)があることから、今回同定された単量体2は三
量体へのアセンブリーもしくは分解の過程にある中
間体であると考えられる。

PSIに含まれる脂質
　精製したPSIに含まれる脂質についても分析を行っ
た。Synechocystis sp. PCC 6803から精製したPSIの三量
体から脂質を抽出して分析し、クロロフィルa’を測定
することにより、PSI反応中心を見積もり、反応中心
当たりの脂質分子数を計算した。その結果、反応中
心当り6分子の脂質［2分子のモノガラクトシルジア
シルグリセロ−ル（MGDG）、1分子のジガラクトシ
ルジアシルグリセロール（DGDG）、1分子のスルホ
キノボシルジアシルグリセロール（SQDG）、2分子
のホスファチジルグリセロール（P G）］が含まれて
いることが明らかになった（表 2）。この結果は、 

Synechocystis sp. PCC 6803のPSIには T. elongatus のPSI

のX線結晶構造解析では同定されていないD G D Gや
SQDGも存在していることを示しており、これらの脂
質がPSIにおいて重要な機能を担っているものと推測
される。T. elongatusのPSIには単量体当り３分子のPG

と１分子のMGDGが結合しているが、3分子のPGのう
ち 1分子は P s a Bと P s a Xの間に存在している。 
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表1　質量分析により同定された新規タンパク質
F-His及びJ-Hisから精製したPSIの単量体に特異的に検出され
たバンド(図1の1-13)に含まれるタンパク質14種類を質量分
析により同定した。

図2　BN-PAGEによるタンパク質複合体の分離
F-His (Lane a-d) 及びJ-His (Lane e-h) のチラコイド膜 (Lane a, e)、Ni2+-アフィニティーカ
ラムクロマトグラフィーにより精製したPSI (Lane b, f)、精製PSIをグリセロール密度勾
配遠心法により分離した三量体 (Lane c, g)、単量体(Lane d, h)をBN-PAGEを用いて分離
した。Lane d 及び h に検出された移動度の異なる2つの単量体は、高分子側を単量体
1、低分子側を単量体2とした。



Synechocystis sp. PCC 6803のPSIに
はPsaXが存在しないので、T. elongatusのPSIよりも１
分子少ない2分子のP Gしか存在しないのかもしれな
い。しかし、 Synechocystis sp. PCC 6803ではPSIの結
晶構造が報告されておらず、各脂質分子が複合体のど
こに存在しているのかは明らかになっていない。今
後、Synechocystis sp. PCC 6803のPSIにおいてもX線結
晶構造解析を行い、結合位置を同定し各脂質の機能を
推定する必要がある。

PSIにおけるDGDGの機能
　Synechocystis sp. PCC 6803のPSIにおいて新規に同定
されたD G D GのP S Iにおける機能を解析するため
に、J-HisにおいてDGDG合成酵素をコードしたdgdA

遺伝子25,26)を破壊することにより、DGDG合成欠損株
を作製した（ΔdgdA /J-His）。作製したΔdgdA /J-His 

は、通常の光独立栄養条件下では野生株やJ -His株と
ほぼ同様の速度で増殖した。しかし、チラコイド膜の
酸素吸収活性はJ-Hisと比較して30％ほど低かった。
この酸素吸収活性が低下した原因を探るために
ΔdgdA /J -HisからPSIを精製して生化学的分析を行っ
た。Hisタグ精製の過程において、ΔdgdA/J-Hisの三量
体は単量体に解離しやすい傾向にあることが明らかに
なり、DGDGがPSIの三量体構造の安定化に必要であ
ることが示唆された。P S IをH i sタグ精製後、グリセ
ロール密度勾配遠心法により分離して得られた三量体
の酸素吸収活性を測定したところ、J-HisのPSI三量体
と比較して活性が4 0 %ほど低いことも明らかになっ
た。次にSDS-PAGEを用いて三量体のタンパク質組成
を調べた。その結果、ΔdgdA/J-Hisの三量体にはPSIを
構成する全てのサブユニットが検出され、さらにいく

つかの未知のタンパク質が含
まれていた。これらのタンパク
質は、DGDGの欠損により不安
定化した複合体の安定化など
に働いている可能性があり、
今後は質量分析にてこれらタ
ンパク質を同定する必要があ
る。
　ΔdgdA/J-Hisのチラコイド膜
と P S I の脂質分析も行っ
た。ΔdgdA/J-Hisから調製した
チラコイド膜にはDGDGが検出

されず、また、J-Hisに比べてPG及びMGDGの占める
割合はほぼ同じであったが、SQDGの割合が大きく増
加していた。PSIの三量体では、J-His株のPSIと比較し
てPG及びSQDGの占める割合に大きな変化は無かっ
たものの、MGDGの割合が増加していた。クロロフィ
ルa ’を測定することにより、P S I反応中心を見積も
り、反応中心当たりの脂質分子数を計算したものが表
2である。反応中心当たり 3分子の P G、 4分子の
MGDG、3分子のSQDG、合計10分子の脂質が検出さ
れ、J-His株のPSIに比べて反応中心当たり4分子の脂
質が増加していた。脂質分子の増加の理由は不明であ
るが、DGDGが欠損したことで不安定化したPSIの構
造を安定化することに寄与しているものと考えられ
る。以上の結果からDGDGは、PSIの三量体構造を安
定化し、PSIの高い活性の維持に必要であることが明
らかとなった。

4. おわりに
　筆者らは、Synechocystis sp. PCC 6803からPSI複合体
を簡便に精製する方法を確立した。精製したPSI三量
体には、既知のP S Iのサブユニットのみ同定された
が、PSI単量体には14種類の新規のタンパク質が含ま
れており、それらのタンパク質はPSI、特に単量体に
おいて重要な機能を担っている可能性が示唆された。
また、三量体の脂質を分析したところ、反応中心当り
6分子の脂質が存在することが明らかになった。興味
深いことに、Synechocystis sp. PCC 6803のPSIにはT. 

elongatusのPSI結晶構造では同定されていないDGDG

やSQDGが存在していた。PSIにおけるDGDGの機能に
ついてD G D G合成欠損株を作製して解析したとこ
ろ、DGDGが欠損することによりPSIの酸素吸収活性
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表2　PSI三量体に含まれるクロロフィルと脂質の分子数
TLC及びガスクロマトグラフィーによってF-His及びJ-HisのPSI三量体に含まれる脂質分
子を定量し、クロロフィルa/クロロフィルa’の値から反応中心当たりに含まれる脂質分
子数を算出した。



が低下すること、またPSI三量体が不安定化し、単量
体に解離し易くなることがわかり、DGDGがPSIの活
性維持や構造の安定化に寄与していることが明らかと
なった。今後はPSIの単量体で見つかった新規タンパ
ク質の機能解析、ΔdgdA/J-HisのPSIに検出された未知
の蛋白質の同定と機能解析を行っていきたい。ま
た、Synechocystis sp. PCC 6803のPSIの結晶化も進
め、T. elongatusのPSIとの構造上の違いを明らかにす
るとともに、その構造を基にした各タンパク質サブユ
ニットや脂質分子などの機能解析を行っていきたい。
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