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緑色硫黄細菌やヘリオバクテリアがもつ、ホモダイマー型光合成反応中心（RC）の構造と機能の解明は、RCの
進化過程を理解するための鍵であり、残された最後の難題でもある。ホモダイマー型RCには、すでに解明された
他の光合成反応中心の結晶構造からは類推できない特異な性質が数多くある。部位特異的な変異導入は分子レベ
ルでの解析においては常套手段だが、ホモダイマー型RCの研究に適用することは不可能であると考えられてき
た。ここでは、ホモダイマー型RCを研究する意義を解説し、私たちが考案した部位特異的変異の導入方法を紹介
したい。現在この方法で、緑色硫黄細菌のRC内への変異導入と解析を進めており、今後の研究の新展開が期待
される。

1.  緑色硫黄細菌のRCを研究する意義
　光合成反応中心（R C）は、多数の色素と膜貫通タ
ンパク質からなる超分子複合体である1)。RCは、光誘
起電荷分離反応とそれに続く電子移動反応によって、
光合成電子伝達系を駆動するという、光合成初期反応
において最も重要な役割を担っている。葉緑体とシア
ノバクテリアが行う酸素発生型の光合成では、光化学
系I（PS1）と光化学系II（PS2）という2種類のRCが
協調的に機能している。一方、シアノバクテリア以外
の原核光合成生物が行う非酸素発生型の光合成では、
P S 1かP S 2のどちらかに似た１種類のR C（R C 1、

RC2）が機能している。これら計4種類のRCには構造
と機能に数多くの共通点が見られ1,2)、全てのRCは共
通の祖先型RCから進化してきたと考えられている3)。
現在の進化モデルにおける祖先型 R Cの最大の特徴
は、電子伝達コファクターを結合するコアタンパク質
がホモダイマー構造をもつことである。結晶構造が明
らかになっている3種類のRC（PS1、PS2、RC2）はヘ
テロダイマー構造であり、そこには、使用頻度が異な
る2本の電子移動経路が対称的に配置されている1)（図
1）。従って、RCは進化の過程でコアタンパク質をヘ
テロダイマー化し、2本の電子移動経路を機能的に非
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図1  RCの全体構造と電子移動
経路の模式図
R C 1以外の電子伝達コファク
ターの配置は結晶構造（P D B 
ID: PS1, 1JB0; PS2, 2AXT; RC2, 
1PCR）から抽出した。



対称化してきたと推測されている3)。
　緑色硫黄細菌は絶対嫌気性の光合成細菌で、還元型
の硫黄化合物を電子源とした非酸素発生型の光合成で
生育する。そのRCはRC1に分類されるが、１種類の
ポリペプチドから成るホモダイマー構造のコアタンパ
ク質をもつ4 )。そのためR Cの構造と機能には祖先型
R Cと共通した性質が数多く残されていると考えら
れ、祖先型R Cのモデル分子として古くから研究され
てきた。しかし、緑色硫黄細菌のR Cは酸素に対して
極度に不安定であり、生化学や分光学による解析が難
しく、可能な研究方法には限界がある。そのため、現
時点で結晶構造および電子移動反応の全容は未解明の
ままであり、祖先型R Cのモデルとしての役割を果た
せていない。この状況を打破するために、私たちは、
好熱性の緑色硫黄細菌Chlorobaculum (Cba.) tepidumに
おいて独自に遺伝子発現系を構築し、分子生物学的な
研究手法の導入を模索してきたことを、過去に本誌で
も紹介している5)。

2.  ホモダイマー型RCの構造をめぐる謎
　RCコアポリペプチドのアミノ酸配列を4種類のRC

間で比較すると、10-20%程度の低い相同性しか示さ
ない2)。一方、一次構造の高度な多様性とは裏腹に、
現在明らかになっているヘテロダイマー型R Cの結晶
構造では、 2本の電子移動経路を構成するコファク
ターの分子種や配置、その周辺のタンパク質構造はよ
く似ている1)（図1）。これは、RCの機能である光誘
起電子移動反応の制御がいかに強い進化的な選択圧で
あるかを物語っている。したがってホモダイマー型
RCも類似の構造をもつと考えられているが1,4)、この
ことによってホモダイマー型R Cの不思議な特徴が浮
かび上がってくる。
　最大の特徴は、RC1に分類される全てのRCがホモダ
イマー型となる点である6 )。コアタンパク質のヘテロ
ダイマー化はPS1、PS2、RC2において独立に起こった
と考えられているので2,3)、ヘテロダイマー化は比較的
起こりやすい事象であり、2本の電子移動経路は必ず
しも対称である必要はないことになる。実際、PS1で
は2本の経路の使用頻度が生物種で異なっており、経
路の対称性は光誘起電子移動反応の効率には影響して
いない。全てのRC1が30億年以上もホモダイマー構造
を保っているという事実は、電子移動経路の対称性と
RC1の機能に密接な関係があることを示唆している。

　もう一つの大きな特徴は、二次電子受容体として機
能するキノン分子の結合部位が見当たらない点である
4,6)。キノンはRC1を除く全てのRCで電子受容体として
存在することが確認されており、P S 1においてはフィ
ロキノンが疎水的な結合ポケットに強く結合してい
る。この結合にはTr p残基が主要な役割を果たしてお
り、側鎖のインドール環とフィロキノンのナフトキノ
ン環がπ-πスタッキングしている1,6)（図2A）。また、
フィロキノンの4位のケトカルボニル基は、近接した
L e u残基の主鎖のアミド基と水素結合を形成している
1,6)。ホモダイマー型RCでは、Leu残基は保存されてい
るものの、疎水ポケットを形成するTr p残基は親水的
なArg残基に置き換わっている4,6) （図2B）。従って、
ホモダイマー型RCにキノン分子は結合していないと主
張する研究者もいる。一方、極低温ESR測定では電子
受容体として機能するキノン分子の存在が示されてお
り4)、構造予測から導き出される主張と矛盾する。
　さらに緑色硫黄細菌のR C自体が内包する特異な謎
もある。光誘起F T I R差スペクトルでは、一次電子供
与体 P 8 4 0を構成するバクテリオクロロフィル（B 

Chl）aの131位ケトカルボニル基に帰属されるピーク
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図2  キノン電子受容体と末端電子受容体FX周辺の構造モ
デル
（Ａ）PS1の結晶構造（PDB ID: 1JB0）と（B）緑色硫黄
細菌Cba. tepidum RCのホモロジーモデル。



が、酸化状態（P840+）で2本に分裂する7)。同様の現
象はヘテロダイマー型R Cでも観測されるが、この原
因は非対称なタンパク質構造によって一次電子供与体
を構成する2つの(B)Chl a に正電荷が不均等に分布す
るためと考えられている8 )。しかし、ホモダイマー構
造である緑色硫黄細菌のR Cには、このような解釈は
適用できない。

3. ホモダイマー型RCの部位特異的変異体の作製
　前項で述べたホモダイマー型R Cの特徴は、ヘテロ
ダイマー型R Cの結晶構造をもとにしたモデルでは解
釈し難い。しかし部位特異的な変異導入によって、関
係するアミノ酸残基ひとつひとつの機能を解析できる
ならば、コファクターの結合部位の決定やスペクトル
の帰属は容易であろう。また、ホモダイマー型 R C

で、片方のコアポリペプチドだけに変異を導入できる
ならば、局所的なヘテロダイマー化が機能にどのよう
に影響するかを調べることもできる。
　しかしながら、ホモダイマー型RCの部位特異的変異
体の作製はこれまで不可能と考えられてきた。その主
な理由は、ホモダイマー型RCを持つ生物種の中で、唯
一形質転換が可能なCba. tepidum は光独立栄養細菌で
あり、R C上の重要な機能変異はほぼ全て致死となる
ためである。私たちは過去に、「RCコアタンパク質遺
伝子の偽二倍体化」という方法を考案し9 )、これを克
服できる可能性を示した。変異導入したRCコアタンパ
ク質遺伝子（pscA遺伝子）を本来とは異なる遺伝子座
に組み込むことで、本来の遺伝子座から発現する野生
型RCで生育を補償しつつ、任意の変異型RCを発現さ
せる方法である。この方法では、実際に野生型と変異
型のコアポリペプチドから成る人工的なヘテロダイ
マーRCを創出することができるが9)、その解析には、
野生型のホモダイマー、変異体のヘテロダイマー、変
異体のホモダイマーの3種類のRCを生化学的に分離す
ることが不可欠である。過去に私たちは、 C b a . 

tepdiumにおいてRCコアポリペプチドPscAのN末端に
6xHisタグを付加することで、高い光活性を保持した
RC複合体を高純度に精製できることを報告した9)。そ
こで、本来の遺伝子座にある野生型pscA遺伝子にはN

末端にStrepタグを付加し、変異型pscA遺伝子にはN末
端6 x H i sタグを付加して導入することで、H i sタグと
Strepタグのタンデムアフィニティクロマトグラフィー
によって3種類のRCを分離する方法を考えた（図3）。

　今回、試行実験として、本来の遺伝子座にStrepタグ
付きpscA遺伝子を持つ株に、変異を加えていないHis

タグ付きpscA遺伝子を別の遺伝子座に導入し、3種類
のR Cの分離を試みた。別の遺伝子座から発現した
PscAにはHisタグが付加されていることを利用し、粗
精製膜標品を可溶化後、まずNi2+固定化樹脂に吸着す
る画分をHis-RC標品として回収した。次に、His-RC

標品中のホモダイマーにはH i sタグしか付加されてい
ないこと、ヘテロダイマーにはさらにStrepタグも付加
されていることを利用し、His-RC標品をStrep-tactin固
定化樹脂に掛け、吸着画分（His/Strep-RC）と素通り
した画分（His/His-RC）に分けた。精製操作を全て嫌
気的な環境で行うことで、過去に報告されたR C標品
に匹敵する十分な光活性を有する標品が得られた。
H i sタグとS t r e pタグに対する特異的抗体をもちいた
ウェスタンブロット解析では、His/Strep-RCにはHisタ
グとStrepタグがほぼ同量検出された（図4）。また、
His/His-RC画分に混入したHis/Strep-RCは1%以下と見
積もられ、99%以上の純度でHis/His-RCを精製できる
ことがわかった。これは、HisタグとStrepタグのタン
デムアフィニティ精製によって、3種類のRCを厳密に
分離できることを示している。
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図3  HisタグとStrepタグのタンデムアフィニティクロマト
グラフィーによる変異体RCの特異的精製の戦略
「RCコアタンパク質遺伝子の偽二倍体化」では、3種類の
RCが発現する（Solubilized Membrane）。Hisタグ精製では
Strep/Strep-RCが脱落し（His-tag RC）、その後のStrepタグ
精製ではHis/His-RCが脱落する（His/Strep-tag RC）。



4. 今後の展望
　今回、緑色硫黄細菌において、ホモダイマー型R C

の部位特異的変異体を作製、精製できる方法を紹介し
た。現在、P840の周辺構造を改変した変異体RCの作
製に成功し、FTIRや分光電気化学による解析から緑
色硫黄細菌R Cの構造に関する新たな知見が得られは
じめている。それ以外の変異体R Cの作製も進めてお
り、ホモダイマー型R Cの構造機能相関を分子レベル
で解明していきたいと考えている。
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図4  His/Strep-RCのウェスタンブロット解析
His/His-RCとStrep/Strep-RCは、それぞれのタグ付きPscAの
みを発現する変異株から精製し、コントロールとして用い
た。各標品中のRC濃度をQ y吸収ピークで揃え、各レーン
には等モルのRCを泳動した。左は抗Hisタグ抗体、右は抗
Strepタグ抗体でそれぞれ免疫染色している。


