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序論 
 

 地球上の多くの生物にとって、光合成生物は欠かす事の出来ない存在である。
その生物が行う光合成とは、光エネルギーを化学エネルギーへと変換する反応
を指す。中でも大きな役割を担うのが、葉緑体のチラコイド膜上に存在するタン
パク質複合体、光化学系 II（PSII）である。PSII は水をプロトン、酸素、電子に
分解する。光合成生物は電子とプロトンを用いてNADPHと ATPを産生し、そ
れらを用いる事で二酸化炭素を固定して有機化合物を合成する (Minagawa 
and Takahashi 2004)。この有機化合物や、反応の副産物である酸素を多くの生
物は利用している。 
 陸上植物や緑藻では light-harvesting complex（LHC）と呼ばれる集光タンパ
ク質の存在が知られ、PSII と結合した PSII‒LHCII 超複合体（以下 PSII‒LHCII）
の形でチラコイド膜上に存在する。陸上植物では、ホウレンソウ由来の PSII‒
LHCII をネガティブ染色法で観察する事で、PSII に LHCII が結合した構造が
1995年に初めて報告された (Boekema et al. 1995)。この構造はC2S2型のPSII‒
LHCII と呼ばれている。なお、C は PSII の反応中心の core に、S は strongly 
bound LHCII trimers にそれぞれ由来する。その後、ホウレンソウにおいては、
よりマイルドな界面活性剤である n-dodecyl-α-D-maltoside（α-DDM）を用い
てチラコイド膜を部分的に可溶化する事により、C2S2型より大きな PSII‒LHCII
が発見された。この構造では C2S2型の PSII‒LHCII にクロロフィル結合タンパ
ク質であるCP24と、新規に発見されたLHCIIであるmoderately bound LHCII 
trimers が結合しており、C2S2M2型と名付けられた (Boekema et al. 1998)（下
図参照）。なお、この構造はゼニゴケでも報告されている (Roswitha 2003)。近
年のクライオ電子顕微鏡を用いた解析により、ホウレンソウ由来の C2S2型の
PSII‒LHCII が 3.2 Å で (Wei et al. 2016)、エンドウ由来のC2S2M2型の PSII‒
LHCII が 2.7/3.2 Å の分解能で報告されている (Su et al. 2017)。 
 緑藻クラミドモナスでは、PSII の反応中心とMトライマーを結合する CP24
が欠損している事から、PSII‒LHCII は C2S2型が最大であると長らく考えられ
てきた (Kovács et al. 2006, de Bianchi et al. 2008, Iwai et al. 2008)。しか
し、チラコイド膜の可溶化にα-DDM を用いた結果、陸上植物よりも LHCII が
多く結合した C2S2M2L2型の構造が報告された (Tokutsu et al. 2012)（下図参
照）。なお、この Lは loosely bound LHCII trimers に由来する。ネガティブ染
色法による解析で C2S2M2L2型の構造は明らかになったものの、その後クライオ
電子顕微鏡や X 線結晶を用いた構造解析は報告されていない。その原因の１つ
として、クラミドモナスの PSII‒LHCII の不安定性が挙げられる。具体的には、
精製過程や精製後に、LHCII トライマーが容易に PSII‒LHCII から解離してしま
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う (Kim et al. 2018)。先行研究でもC2S2M2L2型の構造は高々10%程度であり、
LHCII トライマーが解離したと考えられる C2S2ML 型や C2S2型の PSII‒LHCII
が多く見られた (Tokutsu et al. 2012)。 
  

 
 
 
 
本論文では、PSII‒LHCII の不安定性を克服するために、膜タンパク質安定化
作用を持つ試薬Amphipol を用いて新規精製法を開発した（第 1章）。第２章で
は LHCII タンパク質の欠損株を用いる事で、クラミドモナスの PSII‒LHCII に
ついてより詳細な理解を試みた。第３章では、開発した新規精製法を陸上植物で
あるホウレンソウに用いる事で、集光状態における光化学系複合体の精製を試
みた。得られた構造を詳細に解析した結果、チラコイド膜上における PSII のダ
イナミクスが明らかとなった。第４章では、第１から３章で得られた知見を活か
し、クラミドモナスの集光状態における PSII‒LHCII の構造をより詳細に明らか
にした。これらの研究内容から、新規精製法を用いて光合成生物の PSII‒LHCII
そのものを詳細に研究するだけでなく、チラコイド膜上で PSII 複合体がどのよ
うに変化するのかというダイナミクスも明らかにした。 
  

陸上植物と緑藻における PSII‒LHCII のモデル図を引用した(Minagawa and Tokutsu 
2015)。 
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第 1章 Amphipol を用いた PSII‒LHCII 超複合体の精製法の確立 
 
■緒言 
 序章で述べた様に、PSII‒LHCII の不安定性を克服するためには既存の界面活
性剤のみを用いた精製法では限界がある。近年、膜タンパク質の精製において
MNG系の界面活性剤 (Chae et al. 2010)、ナノディスク (Bayburt et al. 2002)、
Amphipol (Tribet et al. 1996)などが使用されるようになってきた。Amphipol
は 1996 年に報告されたポリマーであり、従来型の界面活性剤の代わりに膜タ
ンパク質の疎水性部位と結合し、全体として水溶性に保つ事で安定化を実現す
る。そのAmphipol の中でも一番使用されている物がA8-35 である。Amphipol
は 2 種類の側鎖がランダムにグラフトされたポリアクリレート骨格を持ち、全
体として両親媒性のポリマー構造となっている。A8-35 に関しては、ユニット
の約 25％がオクチルアミド側鎖、約 40％がイソプロピルアミド側鎖、そして約
35％がカルボキシ基で構成される (Tribet et al. 1996)。この A8-35 はバクテ
リオロドプシン (Gohon et al. 2008)やシトクロム b6f 複合体 (Tribet et al. 
1996)、ミトコンドリア呼吸鎖 (Shinzawa-Itoh et al. 2016)など、100 種を超え
る膜タンパク質に用いられている (Popot 2018)。 
Amphipol を光合成関連のタンパク質に用いた例では、シアノバクテリアの
PSI (Kievit and Brudvig 2001)と PSII (Nowaczyk et al. 2004)の例や、陸上植
物やクラミドモナスの LHCII に対して用いた例がある (Bazzacco et al. 2012, 
Liguori et al. 2013, Opacic et al. 2014)。加えて、私が共同研究に参画したク
ラミドモナス由来の PSI‒LHCI 超複合体（以下 PSI‒LHCI）(Kubota-Kawai et al. 
2019)の精製例も挙げられる。しかしながら、PSI‒LHCI に関しては新規構造の
精製に成功したが、不安定性ゆえに精製が難しい PSII‒LHCII に関しては適用例
が無かった。そこで、A8-35 を用いた精製を行う事で、クラミドモナスの PSII‒
LHCII の不安定性を克服する事が出来ると考えた。ただ、Amphipol の一般的な
使用方法である「タンパク質精製後に界面活性剤と置換する事で安定化させる」
という手法は困難が予想された。その理由として、PSII‒LHCII の不安定さが挙
げられる。具体的には、目的の構造である C2S2M2L2型の PSII‒LHCII は、界面
活性剤中においては時間経過とともに容易に LHCII が解離すると報告されてい
る (Kim et al. 2018)。そこで本研究では、チラコイド膜可溶化の直後にA8-35
を加え、その後に精製を行う事で安定性を向上させてC2S2M2L2型の PSII‒LHCII
が増加する事を期待した。 
■実験手法 
株および培養条件 
本研究では、緑藻クラミドモナス（Chlamydomonas reinhardtii）の野生株と
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して 137c 株を用いた。培地には従属栄養培地である TAP（Tris-acetate-
phosphate）培地を用いた (Gorman and Levine 1965)。培養下では 23℃にお
いて空気通過を行い、光条件は 20 μmol photons・m―2・s―1とした。 
チラコイド膜の精製 
クラミドモナスからのチラコイド膜の精製は先行研究を参考に行った 
(Takahashi et al. 2006)。簡潔に記すと、Glas-Col 社の BioNeb を用いて圧力 8 
kgf/cm2で細胞を破砕し、ショ糖密度勾配法を用いてチラコイド膜と未破砕細胞
等を分画した。 
PSII‒LHCII の精製 
精製したチラコイド膜を用いてショ糖密度勾配超遠心（SDG）法を行う事で、
PSII‒LHCII を精製した。手法としては先行研究を参考にし、適宜改良を行った 
(Tokutsu et al. 2012)。まずはチラコイド膜を終濃度 1.4% α-DDM（Anatrace
社）を用いて 10分間かけ可溶化し、可溶化できなかった物は 25,000 g, 1 分間
の遠心で取り除いた。その後、可溶化した膜タンパク質を界面活性剤からA8-35
（Anatrace 社）へと置換するために、遠心後の上清に終濃度 1.0%となるよう
にA8-35 を加えて 10分間転倒混和した。NAPol（Anatrace 社）に関してはA8-
35 と同様に扱ったが、濃度のスクリーニングを行った結果、終濃度に関しては
2.0%となる様に加えた。その後、SDG 法のチューブにのせ遠心した (Tokutsu 
et al. 2012)。なお、全ての作業は光合成タンパク質に影響を及ぼさない緑色LED
下、低温条件下で行った。またA8-35 を用いないサンプルでは 0.02%のα-DDM
を、ベタイン入りの実験条件では 1 Mのベタインをそれぞれチューブ内の溶液
に入れた。全ての条件においてバッファーは 25 mM MES（ 2-(N-
morpholino)ethanesulfonic acid）を用い、pHは水酸化ナトリウムを用いて 6.5
に調整した。 
SDS/PAGE及びD1タンパク質の定量 
SDS/PAGE とウェスタンブロッティングに関しては、先行研究を参考に行った 
(Iwai et al. 2008)。D1 タンパク質に対する抗体はAgrisera 社の AS05-084 を
用い、Bio-Rad 社の IMAGE LAB を用いて定量を行った。 
PSII‒LHCII の安定性の測定 
先行研究に従い、精製したPSII‒LHCIIの77 Kにおける低温蛍光スペクトルを、
HORIBA社の FluoroMax4 を用いて測定した (Kim et al. 2018)。クロロフィル
の励起は波長 480 nmで行い、640 nmから 800 nmまでの蛍光を観察した。
測定までの間、精製サンプルは室温・暗黒下で保存した。 
酸素発生活性の測定 
酸素発生活性の測定には Loligo Systems 社の Witrox4 を用い、25℃下で測定
した。精製した PSII‒LHCII を終濃度 10 μg Chl・mL-1となるよう測定バッフ
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ァーに懸濁した。測定バッファーは、25 mM MES、5 mM 塩化カルシウム、1 
mM フェリシアンカリウム、0.25 mM 2,6-ジクロロベンゾキノンで構成され、
pH は 6.5 に調整した物を用いた。測定光には NPI 社のメタルハライドランプ
を用い、光量は 5,000 μmol photons・m―2・s―1で測定した。 
電子顕微鏡による観察と単粒子解析 
精製した PSII‒LHCII を 25 mM MES バッファーを用いて 3 μg Chl・mL-1と
なるよう希釈し、親水化した銅グリッドに 2％酢酸ウラニルを用いて固定した。
その際にタンパク質をグリッドに静置するが、A8-35 を用いたサンプルでは従
来の条件では質の良いグリッドが作成出来なかった。そこで条件を検討し、界面
活性剤を用いたサンプルは吸着時間を 30秒、A8-35 を用いたサンプルは 60秒
とした。固定時間は全てのサンプルで 30 秒を３回とした。日本電子社の JEM 
1010 を用いて、加速電圧 80 kV、倍率 75,000 倍で観察を行った。写真の記録
にはオリンパス社のVeleta CCDカメラ（2048×2048 ピクセル）を用いた。単
粒子解析にはRelion 2.1 パッケージを用いた (Kimanius et al. 2016)。 
■実験結果および考察 
 チラコイド膜をα-DDMで可溶化し、十分量の A8-35 を加える事で置換を行
なった。置換したサンプル全量を SDG用のチューブに乗せ遠心する事で、余分
な A8-35 とα-DDMを取り除いた。通常、膜タンパク質を可溶化状態に保つた
めには限界ミセル濃度以上の界面活性剤が溶液中に必要である。しかし、今回の
A8-35 を用いた精製法では、SDGのチューブ内にはA8-35 とα-DDMのどちら
も加えていない。それにも関わらず、膜タンパク質はアグリゲーションを起こし
て沈殿する事もなく、明瞭なバンドを形成した（図１A）。α-DDM のみで精製
したバンドパターンとの比較から、LHCII モノマー、LHCII トライマー、PSI‒
LHCI、PSII‒LHCII の精製に成功した。 
 

 

図１ SDG法によるPSII‒LHCIIの精製。 
(A) クラミドモナスのチラコイド膜をα-
DDMで可溶化した。A8-35 に置換したサ
ンプルについては、チューブ内に界面活
性剤等は入っていない。 
(B) 精製したPSII‒LHCIIのタンパク質組
成を SDS/PAGEを用いて確認した。アプ
ライ量は、反応中心である D1 タンパク
質で揃えた。 
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次に、２つの手法で得られた PSII‒LHCII のタンパク質組成を比較するため、
タンパク質を SDS/PAGEで分離し、CBB染色を行なった（図１B）。A8-35 を用
いて精製した PSII‒LHCII をα-DDM のみを用いて精製した物と比較すると、
PsbP と PsbQ という２つのタンパク質について顕著な差が見られた。ここで、
PsbO, P, Q という３つのタンパク質はチラコイド膜の内腔側に存在する表在性
のタンパク質であり、水分解の機能を持つマンガンクラスターを保護する役割
を持つ (Minagawa and Takahashi 2014)。ただ、PsbP と PsbQに関しては PSII
との結合が弱い事が知られている (Miyao and Murata 1983, Ono and Inoue 
1984)。Amphipol が膜タンパク質を標的とした試薬である事を踏まえると、精
製過程でこれらのタンパク質が解離してしまったと考えられる。ここで、α-
DDMは電荷を持たない界面活性剤であり、A8-35 は負電荷を持つ構造である事
に注目した。即ち、電荷を持たない Amphipol を使用すれば表在性のタンパク
質の保持が可能だと考えた。そこで、電荷を持たないAmphipol であるNAPol
を用いて PSII‒LHCII の精製を行い、表在性タンパク質の有無を確認した（図２）
(Bazzacco et al. 2009, Bazzacco et al. 2012)。 
 

 
 
結果として、NAPol に置換した PSII‒LHCII は PsbP や PsbQといった表在性タ
ンパク質も保持していた（図２B）。以上から、NAPol を用いた精製法がこの先
の構造解析などを考えると最適な方法かと思われた。しかし、本研究を始めた時
点ではNAPol は市販されておらず、使用量などを考慮するとA8-35 の約 20 倍
の費用がかかる事がわかった。そこで、A8-35 を用い、なおかつ表在性タンパク
質を保持する事が可能な条件を探した。そこで注目したのがベタインという試
薬である。ベタインは正電荷と負電荷を同一分子内に持ち、なおかつ先行研究に
おいて PSII の安定化に寄与する事が知られている (Papageorgiou and Murata 
1995)。先に記した精製法を全ての溶液に 1 M のベタインを加えた状態で行う
事で、表在性タンパク質を保持した PSII‒LHCII の精製に成功した（図３）。 

図２ NAPol を用いた、SDG 法による
PSII‒LHCII の精製。 
(A) クラミドモナスのチラコイド膜をα
-DDMで可溶化し、NAPol に置換した。 
(B) 精製した PSII‒LHCII のタンパク質
組成を SDS/PAGEを用いて確認した。 



 9 

 
 
 
 
 
 
次に、精製した PSII‒LHCII の安定性を測定した（図４）。単離 PSII の低温蛍
光スペクトル測定において、684 nm由来の蛍光（F684）は PSII のコアサブユ
ニットであるCP43タンパク質に、678 nm由来の蛍光（F678）はフリーのLHCII
タンパク質に由来する (Groot et al. 1999, Andrizhiyevskaya et al. 2005)。測
定原理としてはまず LHCII を励起し、PSII‒LHCII の形を保っていればエネルギ
ー移動により F684 が、LHCII が解離していれば自家蛍光である F678 が増加す
る。そこで、F678/F684 の値を時間経過とともに測定した（図４）。α-DDMを
用いて精製したサンプルでは、先行研究にもある通り、時間経過とともに
F678/F684 の値が上昇した（図４、青丸）(Kim et al. 2018)。この上昇は、時
間経過とともに LHCII が PSII から解離していく様子を反映している。一方で、
A8-35 を用いて精製したサンプルでは、96 時間後でも F678/F684 の値に変化
は見られなかった（図４、緑四角）。これらの結果から、A8-35 はα-DDMと置
換し、その結果として PSII‒LHCII の安定性を大幅に向上させる事がわかった。 

図３ 様々な条件下における PSII‒LHCII の精製。 
(A) クラミドモナスのチラコイド膜をα-DDMで可溶化し、A8-35 に置換した。
+ betaine はベタインを加えた事を意味する。 
(B) 精製した PSII‒LHCII のタンパク質組成を SDS/PAGEを用いて確認した。 
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A8-35 を用いて精製した PSII‒LHCII の安定性と表在性タンパク質の保持が
確認出来たので、次に酸素発生活性を測定した。両者の活性を比較すると、A8-
35 を用いて精製した PSII‒LHCII の方が低い活性を示した（表１）。 
 
 

 
 
 
 
 

 
しかし、酸素活性測定はクロロフィル量で除した値のため、単純な比較は出来な
い。その理由として、A8-35 を用いて精製した PSII‒LHCII はα-DDMを用いた
物に比べるとより多くの LHCII を保持しており、その結果として見かけ上酸素
活性が低くなっている可能性が考えられるからである。そこで、両者の酸素活性
を PSII の反応中心である D1 タンパク質あたりで比較するために、ウェスタン
ブロットを用いて“D1相関係数”を算出した（図５）。算出方法としては、クロロ
フィル量を合わせた PSII‒LHCII からそれぞれD1タンパク質を定量した。その
結果、D1相関係数は 0.74 ± 0.03 となった（= “A8-35 + betaine”/“α-DDM 
+ betaine”、値は平均±標準誤差、n = 3）。この値でA8-35 を用いて精製した
PSII‒LHCII の活性を算出し直すと 282 μmol O2・(mg Chl)-1・h-1（= 208/0.74）
となり、α-DDMのそれである 272 ± 35 μmol O2・(mg Chl)-1・h-1とほぼ同
等の値となった（表１）。この事から、A8-35 を用いて精製した PSII‒LHCII は
安定性に加え、酸素活性も維持している事が示された。 
 

 酸素発生活性 
Preparation μmol O2・(mg Chl)-1・h-1 

α-DDM + betaine 272 ± 35 
A8-35 + betaine 208 ± 12 

図４ PSII‒LHCII の安定性の測定。 
α-DDM + betaine と A8-35 + betaine
の条件でそれぞれ精製した PSII‒LHCII
について、F678/F684 を算出した。測定
は 0, 1, 2, 4, 8, 24, 48, 96 時間ごとに
行なった。値は平均±標準誤差 (n = 3)。  

表１ PSII‒LHCII の酸素活性測定。値は平均±標準誤差 (n = 3)。 
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最後に、構造的な均一性を評価するため、精製した PSII‒LHCII をネガティブ
染色法で観察した（図６）。クラミドモナスにおいては、α-DDMを用いた精製
法でC2S2M2L2型の PSII‒LHCII が報告されている (Tokutsu et al. 2012)。しか
し、精製中や精製後に LHCII が徐々に解離し、C2S2M2L2型の割合は高々10%程
度であった。一方、今回のA8-35 を用いた精製法では多くのC2S2M2L2型の PSII‒
LHCII が観察された（図６A）。そこで、α-DDMと A8-35 のそれぞれの精製法
で得られた PSII‒LHCII について単粒子解析を行い、粒子数を算出した（図６、
表２）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ 精製した 1 μg Chl の PSII‒LHCII に対して、D1
タンパク質のウェスタンブロットを行なった。 

図６ A8-35 を用いて精製した PSII‒LHCII を電子顕微鏡で観察した。 
(A) 精製した PSII‒LHCII をネガティブ染色法で観察した。白丸は C2S2M2L2型の PSII‒
LHCII を表す。スケールバーは 50 nm。 
(B-E) 精製した PSII‒LHCII の単粒子解析。画像はそれぞれC2S2M2L2型(B)、C2S2M2L 型
(C)、C2S2ML型(D)、C2S2型(E)を表す。全体における割合を右下に数字で示した。スケー
ルバーは 10 nm。 
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 A8-35 + betaine 先行研究 
C2S2M2L2 8772 (56%) 414 (11%) 
C2S2M2L 883 (6%) 267 (7%) 
C2S2ML 5536 (35%) 1454 (40%) 
C2S2M N.D. 479 (13%) 
C2S2 432 (3%) 1066 (29%) 

総粒子数 15623 3680 

 
解析の結果から全体の 56%が C2S2M2L2型の PSII‒LHCII であり、A8-35 を用い
たとはいえ少量の LHCII が解離した C2S2M2L 型、C2S2ML 型がそれぞれ 6%と
35%ずつ観察された。以上の結果から、20 μmol photons・m―2・s―1という弱
光条件下では、クラミドモナスにおいては C2S2M2L2型の PSII‒LHCII が主たる
構造であると結論付けた。興味深い事に、陸上植物で主たる構造である C2S2M2

型の PSII‒LHCII は観察されなかった (Caffarri et al. 2009)。クラミドモナスに
はMトライマーを保持する役割を持つとされるCP24 タンパク質が存在しない
事を踏まえると (Minagawa and Takahashi 2014)、L トライマーの解離後すぐ
にMトライマーも解離し、その結果としてA8-35 を使用してもなおC2S2M2L 型
や C2S2M 型が少ないと考えられる（表２）。PSII と L トライマーの結合様式な
どは、今後の構造解析によって明らかになると期待される。 
■まとめ 
 本章では、Amphipol を適用したクラミドモナスの PSII‒LHCII の精製法につ
いて報告した。A8-35 とベタインを併用した精製法は PSII‒LHCII の安定性を大
幅に向上させ、酸素発生活性も維持していた。目的の構造であった C2S2M2L2型
の PSII‒LHCII についても 56%と過半数を超えていたため、クライオ電子顕微
鏡を用いた構造解析にも有望な精製法であると言える。加えて、室温での安定性
にも優れていたため、分光学における解析などにも有用な精製法だと考えられ
る。精製手法が簡便な事を踏まえると、本精製法は光合成タンパク質のみなら
ず、多くの生物における膜タンパク質精製への利用が期待される。 
  

表２ 本研究と先行研究 (Tokutsu et al. 2012)におけるPSII‒LHCII の粒子数の比較（%）。 
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第２章 クラミドモナスの PSII‒LHCII 超複合体の組成に関する研究 
 
■緒言 
 第 1 章では、A8-35 と NAPol を用いた PSII‒LHCII の精製法について述べた 
(Watanabe et al. 2019)。その後、NAPol を用いて精製した PSII‒LHCII につい
てクライオ電子顕微鏡を用いて解析し、分解能 5.8 Å の構造を共同研究として
報告した (Burton-Smith et al. 2019)。得られた構造からは新たな膜貫通タンパ
ク質の存在が示されたが、LHCII トライマーの組成についての情報は得られな
かった。そこで、A8-35 とベタインを併用したサンプルで濃度条件などを再検
討して得られる粒子数を増やし、加えて最新の観察機器を用いる事で分解能を
3.4 Å まで向上させることに成功した (Sheng et al. 2019)。しかし、この構造
においても LHCII トライマーの組成を決める事は出来なかった。一方で、共同
研究者のサンプルにおいて、C2S2型の PSII‒LHCII は分解能 2.7 Å での解析に成
功しており、Sトライマーに関しては組成も決定する事が出来た (Sheng et al. 
2019)。その構造によれば、Sトライマーは LHCBM1（LHCII TypeⅣ）、LHCBM 
2（LHCII TypeⅢ）、 LHCBM 3（LHCII TypeⅠ）の３種で構成されている。こ
こで、LhcbM1 の欠損株は npq5 と呼ばれ、過剰な光を熱エネルギーに変える
能力であるクエンチング能力が低い事が知られている (Elrad et al. 2002)。し
かし、その詳細な機構は明らかとなっていない。本研究では、npq5のPSII‒LHCII
を精製し野生株の構造と比較する事で、なぜクエンチング能力が低いのかなど、
クラミドモナスにおける各種 LHCBMの役割を明らかに出来ると考えた。 
■実験手法 
株および培養条件 
野生株は第１章と同様 137c 株を用いた。変異株は LhcbM1欠損株（npq5）を
鎌田このみ博士から分与していただいた。全ての株において、培養条件は第１章
に記した物と同様の手法で行った。 
チラコイド膜及び PSII‒LHCII の精製 
全ての株において、第１章に記した A8-35 と betaine を併用した手法で行った 
(Watanabe et al. 2019)。 
SDS/PAGE及びウェスタンブロット法 
精製したタンパク質は 7.5 Mの Urea を含む 14％アクリルアミドゲルを用いて
解析した。染色にはCBB-R250 を用いた。 
電子顕微鏡による観察と単粒子解析 
第１章に記した物と同様の手法を用いてグリッドを作成した。観察には日本電
子社の JEM 1010 を用い、条件は加速電圧 80 kV、倍率 100,000 倍とした。写
真の記録にはオリンパス社のVeleta CCDカメラ（2048×2048 ピクセル）を用
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いた。単粒子解析にはRelion 3.0 パッケージを用いた (Zivanov et al. 2018) 
■実験結果および考察 
 まず初めに、npq5 株における LHCBM1の発現確認を行なった（図１）。TAP
培地で培養した野生株（WT）と npq5 株の細胞をそれぞれ回収し、SDS/PAGE
を用いて解析した。CBB染色の結果から、npq5 株における LHCBM1の欠損が
確認された。 
 

 
  
次に、LHCBM1 を欠損した事による PSII‒LHCII への影響を確かめるため、
精製したチラコイド膜を用いて SDG法を行なった（図２A）。予想に反し、PSII‒
LHCII のバンドは野生株と遜色なく形成された。当初の予想では、LHCBM1の
欠損によって PSII‒LHCII のサイズが小さくなり、複合体が通常のバンドよりも
上層に形成する事が考えられた。しかし、SDS/PAGE を用いた解析からは、バ
ンドの上層のエリアにおいても小さな PSII‒LHCII などは観察されなかった（図
２B）。以前の共同研究において、PSII‒LHCII の S トライマーは LHCBM1, 2, 3
の３種類のタンパク質で構成されると報告した (Sheng et al. 2019)。この研究
結果と今回の結果を踏まえると、PSII‒LHCII のバンドが観察される理由として
以下の２つの仮説が浮かび上がる。１つ目は、LHCBM1が欠損しても、それを
LHCII の TypeⅠやⅢが補完するという仮説である。もう１つは、PSII‒LHCII が
ヘテロであり、LHCBM1が欠損した物に関してもサイズは小さくなるがバンド
としては同じ位置に出るという仮説である。この仮説を確かめるため、電子顕微
鏡を用いた解析を行なった。 
 

図１ 培養した野生株（WT）と
npq5株の細胞をそれぞれ回収し、
SDS/PAGEを用いて解析した。 
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 単粒子解析を行うため、npq5 株から精製した PSII‒LHCII をネガティブ染色
法で観察した（図３A）。その結果、多くの C2S2M2L2型の PSII‒LHCII が観察さ
れた。これらの画像に対して単粒子解析を行い、粒子数を算出した（図３B-E、
表１）。まずC2S2M2L2型の PSII‒LHCII における形状であるが、２次元構造のた
め分解能に限界はあるものの、野生型と比較して顕著な差は見られなかった（図
３B）(Watanabe et al. 2019)。次に PSII‒LHCII における各型の構成割合であ
るが、これも野生株と大差は見られなかった（表１）。この事から、先の「LHCBM1
が欠損した物に関してサイズは小さくなるが、バンドとしては同じ位置に出る」
という仮説は否定された。即ち、クラミドモナスの PSII‒LHCII に関しては、
LHCBM1が欠損してもそれを LHCII の TypeⅠやⅢが補完していると予想され

図２ npq5 から精製したチラコイド膜を用いて、SDG法を行なった。 
(A) 明確なバンドは４本形成され、そのパターンは野生株を用いた先行研究と変わらな
い見た目を示した (Watanabe et al. 2019)。 
(B) 精製した複合体を SDS/PAGEを用いて解析した。チューブより分離したサンプルか
ら 16フラクションを選択し、タンパク質組成の解析を行なった。 
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る。一方で、PSI の集光タンパク質である LHCI は欠損しても補完が見られない
事から、発現制御機構などの更なる研究が期待される (Kubota-Kawai et al. 
2019)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 npq5 WT（先行研究） 
C2S2M2L2 59.7 ± 3.9% 56% 
C2S2M2L 4.0 ± 2.8% 6% 
C2S2ML 32.7 ± 6.3% 35% 
C2S2 3.0 ± 0.0% 3% 

 
ただ、野生株と npq5 株において見た目は C2S2M2L2型で同じであるが、PSII‒
LHCII の安定性においては違いがあると推測される。Ferrante らの報告によれ
ば、npq5 株のチラコイド膜を非変性ゲルで分離したところ、野生株と比較して
PSII‒LHCII のバンドは薄くなり、フリーの LHC のバンドが濃くなっていた 
(Ferrante et al. 2012)。この事は、npq5 株では野生株と比べてC2S2M2L2型の

図３ npq5 から精製した PSII‒LHCII を電子顕微鏡で観察した。 
(A) 精製した PSII‒LHCII をネガティブ染色法で観察した。白丸は C2S2M2L2型の PSII‒
LHCII を表す。スケールバーは 50 nm。 
(B-E) 精製した PSII‒LHCII の単粒子解析。画像はそれぞれC2S2M2L2型(B)、C2S2M2L 型
(C)、C2S2ML型(D)、C2S2型(E)を表す。スケールバーは 10 nm。 

表１ npq5 と野生株（WT）(Watanabe et al. 2019)における
PSII‒LHCII の粒子数の比較（%）。値は平均±標準誤差 (n = 3)。 
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割合が減っている事を意味する。一方で、Amphipol を用いて精製を行なった本
研究では、野生株との間に顕著な差は見られなかった（表１）。この事から、
LHCBM1 が LHCII の TypeⅠやⅢに置き換わる事で PSII‒LHCII の安定性は低
下するが、その寄与は Amphipol を用いる事により消失したと考えられる。こ
の原因の１つとして考えられるのが、S トライマーと PSII の間に存在する脂質
の影響である。以前の共同研究において、LHCBM1 に特異的な配列である
Phe40 と Trp41 がジガラクトシルジアシルグリセロール (DGDG) の安定化に
寄与していると報告した（図４）(Sheng et al. 2019)。この安定化作用は LHCII
の TypeⅠやⅢに置き換わる事で低下すると考えられ、ひいては先行研究にある
ようなPSII‒LHCII のサイズが小さくなる事につながると考えられる (Ferrante 
et al. 2012)。残念ながら満足な分解能を得る事が出来なかったために、M、Lト
ライマーのタンパク質の帰属は出来ていない。今後、より良い分解能での構造を
明らかにする事で、クラミドモナスの PSII‒LHCII におけるそれぞれの LHCBM
タンパク質の役割を明らかに出来ると期待される。 
 

 
■まとめ 
本章では、LhcbM1 欠損株を用いて PSII‒LHCII のより詳細な解析を試みた。
先行研究と違い、LHCBM1 が欠損しても野生株と同量の C2S2M2L2型の PSII‒
LHCII が形成された。残念ながら、今回の研究からは npq5 のクエンチング能力
の低さの原因は明らかにする事が出来なかった。今後の議論には npq5 由来の
PSII‒LHCII に関してもより高分解能の構造が必須である。また、各種 LHCBM
の欠損株から精製した PSII‒LHCII の構造解析も合わせて行う事で、クラミドモ
ナスにおけるそれぞれの LHCBM タンパク質の役割を明らかに出来ると期待さ
れる。 
  

図４ LHCBM1 とガラクト脂質
の相互作用。 
２つのDGDG分子 (DGD523 と
DGD524) がLHCBM1とCP43、
PsbW に挟まれている様子を図
示した。図は Sheng et al. 2019
より引用した。 
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第３章 陸上植物における PSII 複合体の構造変化を介した光環境適応 
 
■緒言 
 植物にとって光は重要なエネルギー源であるが、自然環境下においてその量
と質は刻一刻と変動する (Külheim et al. 2002)。そのため、陸上植物は光合成
タンパク質を制御する事で様々な光条件に対処している (Demmig-Adams and 
Adams 1992)。光合成の主要なプロセスである集光反応は、降り注ぐ光の強度
に応じて集光タンパク質の数を調整する事で最適化されている (Wada et al. 
2003, Walters 2005)。陸上植物では、弱光条件下において PSII‒LHCII が連な
った semi-crystalline array と呼ばれる構造が形成される事が知られている 
(Simpson 1978)。その一方で、強光条件下においてはこの構造は形成されず、
PSII‒LHCII の単量体が主たる構造となっている (Kirchhoff et al. 2007)。この
構成変化については、チラコイド膜における拡散を克服するためや (Tietz et al. 
2015)、光防御のためであるとして長らく議論されてきた (Kereïche et al. 
2010)。しかし、技術的な困難もあり、semi-crystalline array の特性や役割は明
らかにはなっていなかった。 
 NPQは過剰に吸収された光エネルギーを安全に散逸させるために必要な光防
御機構である。そのうちの１つである qEは、水の分解によって生じたプロトン
の影響でチラコイド膜の内腔が酸性化する事によって引き起こされる (Li et al. 
2009, Ruban et al. 2012)。陸上植物では、キサントフィルサイクル色素と PsbS
が qE の重要な因子となっている (Li et al. 2009)。これまでに、マイナーLHCII
におけるクロロフィル（Chl）二量体とゼアキサンチン（Zea）やルテイン（Lut）
内の電荷移動や (Ahn et al. 2008, Avenson et al. 2009)、LHCII におけるChl
クラスターから Lut への励起移動が qE に寄与すると提唱されてきた (Ruban 
et al. 2007)。一方で、これらカロテノイドを介さないモデルも存在し、その中
では LHCII の Chl 二量体内で電荷移動が起こるとされている (Müller et al. 
2010)。強光条件下では、チラコイド膜の内腔が酸性化する事により PsbS とビ
オラキサンチンデエポキシダーゼが活性化され、ビオラキサンチン（Vio）が Zea
に変換される (Li et al. 2009, Ruban et al. 2012)。PsbS と Zea は PSII‒LHCII
の再編成と LHCII の凝集を促進し (Kiss et al. 2008, Betterle et al. 2009, 
Ruban et al. 2012)、その結果、semi-crystalline array の構成が変化する事で
NPQが調節されると示唆されている (Ruban et al. 2012)。 
これらの複雑な機構の一端を明らかにするために、まずは semi-crystalline 
array の特性を明らかにする事を考えた。そこで本研究では、第 1章で報告した
精製法を用いる事でホウレンソウから semi-crystalline array 様の PSII‒LHCII
を精製し (Watanabe et al. 2019)、単量体構造との比較を行う事でその特性の
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解明を試みた。 
■実験手法 
チラコイド膜の精製 
ホウレンソウはスーパーマーケットで購入し、光の当たらない室温条件下で２
日程保管して用いた。保管後に光を照射した葉については、照射後に液体窒素を
用いて瞬時に凍結し、市販のブレンダーを用いて破砕した。破砕以後のチラコイ
ド膜精製に関しては、第１章に記したクラミドモナスと同様の手法で行った。シ
ロイヌナズナについては、野生株と PsbS 欠損株（npq4）をそれぞれ高橋俊一
博士から分与していただいた。強光処理に関しては、光量は 1,000 μmol 
photons・m―2・s―1とした。 
PSII の精製 
陸上植物由来のチラコイド膜はクラミドモナスのそれと同様に扱う事ができる
ため、第１章に記した A8-35 と betaine を併用した精製手法を用いた 
(Watanabe et al. 2019)。 
SDS/PAGE及びウェスタンブロット法 
SDS/PAGE とウェスタンブロッティングに関しては、第１章に記した様に先行
研究を参考に行った (Iwai et al. 2008)。CBB染色に関しては、精製したタンパ
ク質をそれぞれ 1.0 μg Chl ずつ SDS/PAGEにアプライした。ウェスタンブロ
ッティングに用いるサンプルに関しては、精製したタンパク質をそれぞれ 0.3 
μg Chl ずつ SDS/PAGEにアプライした。D1タンパク質と PsbS タンパク質に
対する抗体はAgrisera 社から購入した（D1 : AS05-084、PsbS : AS09-533）。
PsaA タンパク質に対する抗体は先行研究で用いられている物を使用した (Iwai 
et al. 2008)。タンパク質の定量には Bio-Rad 社の IMAGE LAB を用いた。 
電子顕微鏡による観察と単粒子解析 
第１章に記した物とほぼ同様の手法を用いてグリッドを作成した。その際、精製
した各種 PSII を 25 mM MES バッファーを用いてそれぞれ 2 μg Chl・mL-1と
なるよう希釈した。観察には日本電子社の JEM 1010 を用い、条件は加速電圧
80 kV、倍率 150,000 倍とした。写真の記録にはオリンパス社のVeleta CCDカ
メラ（2048×2048 ピクセル）を用いた。PSII‒LHCII supercomplex に関しては
100 枚、PSII ‒ LHCII megacomplex に関しては 400 枚、PSII ‒ LHCII 
arraycomplex に関しては 600 枚の画像を取得し、Relion 2.1 パッケージを用
いて単粒子解析を行った (Kimanius et al. 2016) 
色素組成分析 
精製した各種PSII からの色素抽出には80%アセトンを用い、Waters 社のUPLC
を用いて分析した。詳細な条件は先行研究に従った (Tokutsu et al. 2013)。 
蛍光寿命測定 
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時間相関単一光子計数法による蛍光寿命の測定には HORIBA 社の FluoroCube
を用いた。測定は常温で行った。クロロフィルの励起には 441 nm の波長を用
い、発光スペクトルは 685 nmで観察した。 
■実験結果および考察 
 陸上植物の中で最適な試料を検討するため、光合成研究においてよく用いら
れるホウレンソウとシロイヌナズナを用いた。バンドパターンのコントロール
にはクラミドモナスを用い、それぞれチラコイド膜を精製して A8-35 を用いた
SDG法によって複合体の精製を行なった（図１）(Watanabe et al. 2019)。ここ
で、クラモドモナスにおいては PSII ダイマーに対して LHC モノマー相当のタ
ンパク質がC2S2M2L2型の場合には 22個結合する (Tokutsu et al. 2012, Sheng 
et al. 2019)。一方で、陸上植物では PSII ダイマーに対して LHCモノマー相当
のタンパク質が C2S2M2型の場合には 18 個結合する (Caffarri et al. 2009, Su 
et al. 2017)。図１を見ると、LHCII トライマーはほぼ同じ高さにバンドが現れ
ているが、ホウレンソウとシロイヌナズナの PSII‒LHCII のバンドはクラミドモ
ナスの物と比べるとやや上に生じている。この事は、先に記した PSII に結合す
る LHCタンパク質の個数と一致する。ここで、ホウレンソウとシロイヌナズナ
を比較すると、ホウレンソウでは PSII‒LHCII と予想されるバンドの下にさらに
バンドが２本以上生じている。一方で、シロイヌナズナにおいては新たなバンド
は１本しか生じていない様に見受けられる。新たな複合体を精製するという観
点から、本研究ではホウレンソウを用いる事とした。 
 

 
 
 ホウレンソウの SDG 法による精製では、A1 から A5 に示す５本のバンドが
観察された（図２A）。これらのバンドのタンパク質組成を SDS/PAGEを用いて

図１ A8-35 を用いた、SDG 法に
よる PSII‒LHCII の精製。 
クラミドモナス（C. reinhardtii）、
ホウレンソウ（Spinach）、シロイヌ
ナズナ（A. thaliana）由来のチラコ
イド膜をα-DDM で可溶化し、A8-
35 に置換する事で複合体を精製し
た。 
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解析したところ、A1, A2, A3 バンドはそれぞれ LHCII、PSI‒LHCI、PSII‒LHCII
であると予測された (Caffarri et al. 2009)。一方、クラミドモナスでは観察さ
れないA4, A5 バンドに関しては、タンパク質組成を見ると PSII‒LHCII である
A3 バンドとほぼ同一であった（図２B）。この事から、A4 に関してはすでに報
告のある PSII‒LHCII megacomplex であり (Nosek et al. 2017)、A5 に関して
はさらに大きな PSII‒LHCII の複合体ではないかと考えた。興味深い事に、A4, 
A5 バンドはホウレンソウに強光照射をしたサンプルでは消失した（図２A）。こ
の事は、PSII‒LHCII megacomplex やそれより大きな複合体は弱光条件下にお
いてのみ安定的に存在する事を意味する。以上の結果を踏まえると、第 1 章に
記したA8-35 を用いた安定的な精製法を用いる事で、semi-crystalline array に
由来するであろう PSII‒LHCII の複合体を精製出来たと結論付けた。 
 

 

 
 
 
 
 
 次に、上記の予想を確かめるために、A3-5 バンドをネガティブ染色法で観察
した（図３）。タンパク質組成から予測された通り、A3バンドは PSII‒LHCII で
あった（図３A）(Caffarri et al. 2009)。また、A4バンドに関してもすでに報告
のある PSII‒LHCII megacomplex と思われる構造が観察された（図３B） 
(Nosek et al. 2017)。一方で、A５バンドにおいては PSII‒LHCII が３つ連なっ
た構造が観察された（図３C）。 

図２ ホウレンソウから精製したチラコイド膜を用いて、SDG法を行なった。 
(A) 弱光におけるサンプル（0 h）と、強光処理を行なったサンプルを比較した。処理は
それぞれ 1, 2, 4, 8, 16 時間行なった。 
(B) 精製した複合体をそれぞれ 1 μg Chl 取り、SDS/PAGEを用いて解析した。 
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これらの構造をより詳細に解析するために、得られた画像について単粒子解析
を行い、既存の PDBモデルを重ね合わせた（図４-１０）(PDB : 5XNM, Su et 
al. 2017)。まず、PSII‒LHCII においては４種のクラスが観察された（図４）。
PDB モデルを当てはめると C2S2M 型の構造が最も多く（図４、５）、これは先
行研究の結果とも一致する (Boekema et al. 2000)。以後、この構造を PSII‒
LHCII supercomplex と呼ぶ。 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

図４ A3バンドの単粒子解析結果。 
それぞれの割合は以下の様であった。(A) 50.2%, (B) 29.4%, (C) 16.1%, (D) 4.2%。ス
ケールバーは 10 nm。 
 

図３ 精製した PSII をネガティブ染色法で観察した。 
(A-C) はそれぞれA3-5 バンドに対応する。白丸は PSII を示す。スケールバーは 50 nm。 
 

図５ A3 バンドの単粒子解析結果にタンパク質をアサインした(PDB : 5XNM)。 
橙色は PSII 反応中心、黄色は CP26、水色は CP29、赤色は CP24、緑色は LHCII-S ト
ライマー、青色は LHCII-Mトライマーを表す。スケールバーは 10 nm。 
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次に、PSII‒LHCII megacomplex と予想される構造について解析した。単粒子
解析によるクラス分けでは、10種のクラスに分類された（図６、７）。得られた
構造は、先行研究で報告された物とほぼ同じ構造をしていた (Nosek et al. 
2017)。以後、この構造を PSII‒LHCII megacomplex と呼ぶ。ここで、陸上植
物における PSII‒LHCII megacomplex には２種類ある事が知られている。１つ
は、本研究に記す様なチラコイド膜上で複合体が形成される構造である。もう１
つは、チラコイド膜間で複合体を形成する PSII‒LHCII megacomplex である
(Albanese et al. 2016, Albanese et al. 2020)。この構造は“サンドイッチ構造”
と呼ばれ、クラミドモナスにおいてもα-DDM を用いた精製法では確認出来た 
(Burton-Smith et al. 2019)。一方、Amphipol を用いた精製法ではこの“サンド
イッチ構造”は確認出来ていない (Burton-Smith et al. 2019, Sheng et al. 
2019)。この理由については現時点ではわからないが、今回の精製においても“サ
ンドイッチ構造”は確認出来なかった。 
 

 
 
 
図６ A4バンドの単粒子解析結果。 
それぞれの割合は以下の様であった。(A) 23.6%, (B) 19.8%, (C) 10.3%, (D) 10.0%, (E) 
9.1%, (F) 8.4%, (G) 6.0%, (H) 5.8%, (I) 4.0%, (J) 2.9%。スケールバーは 10 nm。 
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最後に、これまでに報告の無いより大きな PSII‒LHCII の複合体について解析を
行なった。単粒子解析によるクラス分けでは、12種のクラスに分類された（図
８）。得られた解析画像にタンパク質をアサインした結果、全ての構造において
PSII‒LHCII supercomplex を３つ置くことが出来た（図９）。様々な結合角度を
持つこの構造は、先に記したように弱光でのみ安定的に存在する（図２A）。こ
の事から、A8-35 による安定効果で semi-crystalline array の一部を精製する事
が出来たと考え、PSII‒LHCII arraycomplex と名付けた。この PSII‒LHCII 
arraycomplex の特徴としては、新規の LHCII トライマーを多く含む事が挙げ
られる（図９E, F, J, K）。 

図７ A４バンドの単粒子解析結果にタンパク質をアサインした(PDB : 5XNM)。 
橙色は PSII 反応中心、黄色は CP26、水色は CP29、赤色は CP24、緑色は LHCII-S ト
ライマー、青色は LHCII-M トライマー、紫色は新規の LHCII トライマーを表す。スケ
ールバーは 10 nm。 
 



 25 

 
 
 
図８ A5バンドの単粒子解析結果。 
それぞれの割合は以下の様であった。(A) 21.0%, (B) 17.1%, (C) 12.7%, (D) 8.0%, (E) 
7.9%, (F) 7.2%, (G) 5.7%, (H) 5.4%, (I) 5.0%, (J) 5.0%, (K) 3.4%, (L) 1.6%。スケール
バーは 10 nm。 
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 ３種の PSII は、光の強さでどれが主たる構造か変化する（図２A）。特に強光
条件では、PSII‒LHCII megacomplex と arraycomplex は減少する一方で PSII‒
LHCII supercomplex は増加している。この事から、３種の PSII のクエンチン
グ能力、すなわち過剰な光を熱エネルギーに変える能力に差があるのではない
かと考えた。そこで、３種の PSII の蛍光寿命を測定する事でクエンチング能力
を算出した（図１０、表１）。クエンチング能力を算出するために、まず中性条
件（pH 7.5）と酸性条件（pH 5.5）における蛍光寿命を測定した（図１０）。す
ると、PSII‒LHCII supercomplex（A3）の酸性条件において顕著に短い蛍光寿
命が観察された。これらの値を用いて、NPQcalcを算出した（表１）(Kosuge et 
al. 2018)。NPQcalcの値は PSII‒LHCII supercomplex が 0.79 であるのに対し、
PSII‒LHCII megacomplex（A4）と arraycomplex（A5）はそれぞれ 0.22, 0.27
と supercomplex のそれよりも低い値であった（表１）。この事は、PSII‒LHCII 
supercomplex は他の２種よりも pH 5.5 において光を捨てる能力が高い事を意

図９ A5バンドの単粒子解析結果にタンパク質をアサインした(PDB : 5XNM)。 
橙色は PSII 反応中心、黄色は CP26、水色は CP29、赤色は CP24、緑色は LHCII-S ト
ライマー、青色は LHCII-M トライマー、紫色は新規の LHCII トライマーを表す。スケ
ールバーは 10 nm。 
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味し、実際に強光条件下で PSII‒LHCII supercomplex が増加している事実と一
致する（図２）。 
 

 
 
 
 
 
 
 pH τ1 a1 τ2 a2 τ3 a3 τave.int NPQcalc 

A3 
7.5 0.20 0.80 0.82 0.18 2.59 0.02 0.87 (± 0.07) 

0.79 (± 0.22) 
5.5 0.15 0.86 0.59 0.13 2.15 0.01 0.49 (± 0.02) 

A4 
7.5 0.23 0.71 0.90 0.26 2.57 0.03 0.95 (± 0.02) 

0.22 (± 0.06) 
5.5 0.20 0.77 0.79 0.21 2.41 0.02 0.77 (± 0.02) 

A5 
7.5 0.27 0.64 0.98 0.33 2.56 0.02 0.92 (± 0.01) 

0.27 (± 0.05) 
5.5 0.23 0.74 0.84 0.24 2.34 0.02 0.73 (± 0.02) 

 
 次に、PSII‒LHCII supercomplex におけるクエンチング能力の高さが何に由
来するのかを考察した。その中で、1) PsbS と Zea の量が異なる 2) PSII‒LHCII 
supercomplex ではよりクエンチングサイトが露出しているという２つの可能
性を考えた。１つ目に関しては、PsbS は PSII‒LHCII supercomplex に結合し、
Zea と協同して pH 依存の NPQ に寄与する事が知られている (Correa-Galvis 
et al. 2016, Wei et al. 2016)。そこで、各種 PSII について反応中心であるD1
タンパク質あたりの PsbS の量を測定した。それに先立ち、購入した PsbS に対
する抗体の特異性を、シロイヌナズナの PsbS 欠損株（npq4 株）を用いて確認
した（図１１A）。PSII‒LHCII megacomplex と arraycomplex における PsbS
の量は、supercomplex に対してそれぞれ 104 ± 9%と 91 ± 10%であり、顕
著な差は観察されなかった（図１１B）。なお誤差は標準誤差であり、n = 3 で算

図１０ 各種 PSII における蛍光寿命の測定。 
441 nmの波長で励起したサンプルの蛍光減衰を 685 nmの波長で測定した。青線は pH 
7.5 を、赤線は pH 5.5 をそれぞれ表す。 

表１ 各種 PSII における蛍光寿命と pH依存のクエンチング。値は平均±標準誤差 (n = 4)。 
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出した。また、本研究で用いたサンプルは弱光条件における物のため、Zea は検
出されなかった（表２）。 
 

 
 
 
 Chl b Chl a/b Lut Vio Zea Neo β-caro 
A3 321 ± 0 3.11 ± 0.00 129 ± 6 45 ± 11 N.D. 45 ± 4 77 ± 13 
A4 327 ± 2 3.06 ± 0.02 136 ± 4 51 ± 16 N.D. 45 ± 3 67 ± 3 

A5 345 ± 3 2.90 ± 0.02 150 ± 4 56 ± 16 N.D. 51 ± 3 61 ± 10 

 
２つ目の可能性に関して、先行研究では CP29 がクエンチングサイトとして働
く事が提唱されている (Betterle et al. 2009)。単粒子解析における構造を用い
て、クエンチングサイトとして働く事が出来そうな、外部に露出しているCP29
の量を計算した。その結果、PSII ダイマーあたりそれぞれ 1.09 個
（supercomplex）、0.78 個（megacomplex）、0.72 個（arraycomplex）と差が
見られた（図５、７、９）。この結果から、組成は同じ PSII‒LHCII であっても、
タンパク質相互作用などによりクエンチングに関する能力を変化させていると
結論付けた。 
 最後に、これらの各種 PSII の集光能力を共同研究で明らかにした。詳細は省
略するが、PSII‒LHCII megacomplex と arraycomplex における集光能力は
supercomplex に対して、pH7.5 ではそれぞれ 1%と 21%、pH5.5 ではそれぞ
れ 41%と 59%高かった (Kim et al. 2020a)。この結果から、PSII‒LHCII は多量
体を形成する事でその集光能力を上げている事が明らかとなった。 

図１１ PsbS の定量 
(A) 抗体の特異性をホウレンソウ
（Spinach）、シロイヌナズナの野生株
（A. thaliana WT）、PsbS 欠損株（A. 
thaliana npq4）由来のチラコイド膜を
用いて確認した。 
(B) 各種 PSII をそれぞれ 1.0 μg Chl
取り、SDS/PAGEを用いて解析した。
D1 と PsbS に対してウェスタンブロ
ットを行い、量を比較した。 

表２ 各種 PSII における色素組成（mmol/mol Chl a）。値は平均±標準誤差 (n = 3)。 
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 以上の結果を踏まえ、陸上植物の光適応における構造変化のモデルを提唱し
た（図１２）。弱光条件では PSII は semi-crystalline array を形成しており、こ
の構造は集光に適している。ここに強い光が当たると PSII ‒ LHCII 
supercomplex へと解離していき、クエンチングに適した構造を取る。その際、
一部の LHCII は PSII‒LHCII から解離すると考えられる（図２A）。この解離現
象は先行研究でも報告されており (Betterle et al. 2009, Ruban et al. 2012)、
これらの LHCII が凝集したオリゴマーも pH 依存のクエンチングを引き起こす
とされている (Kiss et al. 2008, Ruban et al. 2012)。以上のようなチラコイド
膜上での構造変化を活かし、陸上植物は強光状態への応答をしていると考えら
れる。 
 

 
 
 
 
 
■まとめ 
 本章では、光条件によるチラコイド膜上における PSII の構造変化を報告した。
タンパク質組成としてはほぼ同一の各種 PSII であるが、単一の PSII‒LHCII 
supercomplex は強光状態に、オリゴマーの PSII‒LHCII arraycomplex は弱光
状態に適した構造である事が示された。これまで semi-crystalline array の存在
自体は知られていたがその意義はわかっておらず、本研究によって初めて明ら

図１２ PSII の構造変化を介した光適応モデル。 
チラコイド膜上における、弱光下（Low-light）と強光下（High-light）での PSII の構造
変化を示した。赤点線で囲った複合体は、A8-35 を用いた手法で精製した構造を表す。 
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かとなった。残念ながら構造変化の原因の同定までは出来ていないが、タンパク
質のリン酸化などの要因が考えられる。今後はクライオ電子顕微鏡を用いた
PSII‒LHCII megacomplex の解析や、原子間力顕微鏡を用いたチラコイド膜自
体の観察などのより詳細な研究が期待される。 
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第４章 弱光下におけるクラミドモナスの PSII 複合体の構造 
 
■緒言 
陸上植物や緑藻における PSII‒LHCII の研究の歴史については序論で述べた
通りである。その後、クラミドモナスの C2S2M2L2型 PSII‒LHCII の高分解能構
造がクライオ電子顕微鏡を用いた構造解析で、3.37Å と 3.4Å の分解能で決定さ
れた (Shen et al. 2019, Sheng et al. 2019）。Sheng らによって解かれた
C2S2M2L2構造では、Mと LトライマーはCP29 を介して PSII に結合している事
が示された (Sheng et al. 2019）。近年、オウシュウトウヒからC2S2M2N2型の
PSII‒LHCII がネガティブ染色法で報告された (Kouřil et al. 2020)。ここで、N
という記号は 2014 年に名付けられた命名であり、彼らの論文ではクラミドモ
ナスの LHCII トライマーの結合は loosely ではなく naked だと主張されている 
(Drop et al. 2014)。最新の研究からCP29 を介した LHCII の結合様式が明らか
となったため、今後は C2S2M2L2という名称に統一すべきと考える。さて、オウ
シュウトウヒは lhcb6（CP24）を欠くが、Mトライマーはクラミドモナスで観
察された物と同じ結合角度を示す (Kouřil et al. 2016)。Kouřil らはさらに精製
法などを改良する事により、陸上植物であるオウシュウトウヒはクラミドモナ
スとほぼ同等の C2S2M2N2型 PSII‒LHCII を形成する事を明らかにした (Kouřil 
et al. 2020)。クライオ電子顕微鏡を用いた構造解析などの研究により、CP29 を
介した結合様式の違いなどの更なる研究の発展が期待される。 
PSII‒LHCII megacomplex に関しては、単粒子解析によりホウレンソウ由来
の構造が最初に報告された (Boekema et al. 1999)。第 3章で述べた様に、植物
においては弱光条件下で semi-crystalline array が PSII‒LHCII から形成されて
いる (Simpson 1978, Kirchhoff et al. 2007)。陸上植物由来の PSII‒LHCII 
megacomplex の単粒子画像は、他のいくつかの研究でも示されてきた (Kouřil 
et al. 2016, Kim et al. 2020a, Kouřil et al. 2020)。緑藻クラミドモナスに関し
ては(C2S2)2型の PSII‒LHCII megacomplex が提唱されているものの、これらの
構造は単粒子解析などの２次元構造レベルではまだ明確では無い (Dekker and 
Boekema 2005, Iwai et al. 2008)。また、C2S2M2L2型の PSII‒LHCII は 2012 年
に初めて発見されたため (Tokutsu et al. 2012）、先に提唱された構造がよりネ
イティブな構造かは不明である。加えて、明確な semi-crystalline array がクラ
ミドモナスに存在しない理由などもわかっていない。 
本研究では、第 1章で報告した精製法を用いてクラミドモナスの PSII‒LHCII 
megacomplex の単離を試みた (Watanabe et al. 2019)。得られた構造は、これ
までの報告の中で最大であった。また、PSII‒LHCII megacomplex の中には新
規の LHCII トライマーが結合した物も存在した。特に重要な発見として、PSII‒
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LHCII megacomplex と supercomplex では結合している LHCII トライマーの
角度が違う事が示唆された。 
■実験手法 
株および培養条件 
株に関しては野生株である137c株を用いた。培地には従属栄養培地であるTAP
を用い (Gorman and Levine 1965)、23℃において空気通過を行う所までは第
１章と同様である。変更した箇所としては、光条件を 10 μmol photons・m―

2・s―1と以前よりもより弱くした。 
チラコイド膜の精製 
第１章に記したものと同様の手法で行った。 
PSII‒LHCII megacomplex の精製 
SDG 法までは第１章に記した A8-35 とベタインを併用した手法で行った 
(Watanabe et al. 2019)。ホウレンソウのサンプルについては、第３章に記した
物と同じチラコイド膜を用いた。サンプル分取の際は、チューブの下に小さな穴
を開けてフラクションを分画した。 
SDS/PAGE 
精製した 1.0 μg Chl のタンパク質を、7 Mの Urea を含む 14％アクリルアミ
ドゲルを用いて解析した。染色にはCBB-R250 を用いた。 
電子顕微鏡による観察と単粒子解析 
第１章に記した物と同様の手法を用いてグリッドを作成した。観察には日本電
子社の JEM 1010 を用い、条件は加速電圧 80 kV、倍率 100,000 倍とした。写
真の記録にはオリンパス社のVeleta CCDカメラ（2048×2048 ピクセル）を用
いた。合計で 1500 枚の画像を取得し、Relion 3.0 パッケージを用いて単粒子解
析を行った (Zivanov et al. 2018) 
■実験結果および考察 
 第 3 章で得られた知見から、クラミドモナスを第 1 章の条件よりもさらに弱
光条件下で培養し、チラコイド膜を単離した (Kim et al. 2020a)。バンドパター
ンのコントロールにはホウレンソウを用い、SDG 法によって複合体の精製を行
なった（図１A）(Watanabe et al. 2019)。両者のチューブを比較すると、クラ
ミドモナスのチューブにおいて、ホウレンソウの PSII‒LHCII megacomplex（m）
と arraycomplex（a）の間に相当する箇所にバンドが観察された（A4）。このバ
ンドを含めた A1-A4 バンドに関して、タンパク質組成を SDS/PAGE を用いて
解析した。A1-3 バンドに関しては、先行研究と同様にフリーの LHCII タンパク
質、PSI‒LHCI、PSII‒LHCII であった (Watanabe et al. 2019)。一方、A4バン
ドに関しては、タンパク質組成を見ると PSII‒LHCII であるA3バンドとほぼ同
一であった（図１B）。この事から、ホウレンソウの場合と同様にA4に関しては
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PSII‒LHCII megacomplex ではないかと考えた。そこで、A4バンドをネガティ
ブ染色法で観察した（図１C）。その結果、白丸で囲った様な PSII‒LHCII 
megacomplex が観察された。なお、粒子数が少なかったため本章では解析して
いないが、ホウレンソウで見られた PSII‒LHCII arraycomplex の様な構造も観
察された（図１C）。ここで、クラミドモナスの PSII‒LHCII supercomplex に対
する megacomplex の量比をホウレンソウの場合と比較すると、その量は少な
い（図１A）。その原因の１つとして考えられるのが、第 3章でも言及した semi-
crystalline arrayの存在である。陸上植物は弱光環境下でsemi-crystalline array
を形成するが (Simpson et al. 1978, Kirchhoff et al. 2007)、緑藻クラミドモ
ナスにおいては、チラコイド膜のクライオトモグラフィーを用いた解析でも明
確な semi-crystalline array は観察されていない (Wietrzynski et al. 2020)。た
だ、その中で観察された PSII の反応中心の近さから、PSII ‒ LHCII 
megacomplex のモデルが提唱されていた。本研究では、彼らの培養条件である
90 μmol photons・m―2・s―1よりもさらに弱光条件で培養した事で、量は少な
いながらも PSII‒LHCII megacomplex を精製する事に成功した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ クラミドモナスから新たに単離した複合体の評価。 
(A) クラミドモナスとホウレンソウから光化学系複合体を精製し比較した。クラミドモ
ナスでは A1-4 に示すような明確なバンドが４本観察された。ホウレンソウのチューブ
における s, m, a は、それぞれ PSII‒LHCII super-, mega-, arraycomplex を表す。 
(B) クラミドモナスから精製した A1-4 に示す複合体をそれぞれ 1.0 μg Chl 取り、
SDS/PAGEを用いて解析した。 
(C) 精製した A4 バンドをネガティブ染色法で観察した。白丸は PSII‒LHCII 
megacomplex を示す。スケールバーは 50 nm。 
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 次に、クラミドモナスにおける PSII‒LHCII megacomplex のより詳細な構造
を明らかにするため、取得した画像の単粒子解析を行なった（図２）。単粒子解
析によるクラス分けでは 13種に分類された。第 3章でも“サンドイッチ構造”に
ついて述べたが、今回のサンプルからもその様な構造は確認されなかった 
(Albanese et al. 2016, Albanese et al. 2020)。ここで、平面で形成される PSII‒
LHCII megacomplex については、先行研究で２つのタイプへの分類が提唱され
ている。それは“parallel”タイプと“non-parallel”タイプと呼ばれる構造への分
類である (Kouřil et al. 2016, Kouřil et al. 2020)。“parallel”タイプでは２つの
PSII‒LHCII supercomplex が平行に結合しており、陸上植物の PSII‒LHCII 
megacomplex における主たる結合様式である (Kouřil et al. 2016, Kim et al. 
2020a, Kouřil et al. 2020)。一方の“non-parallel”タイプでは、PSII‒LHCII 
supercomplexの結合に統一性は観察されない。今回の解析では、3種の“parallel”
タイプ（図２A, B, F）と 10 種の“non-parallel”タイプ（図２C-E, G-M）が観察
され、前者が 47%、後者が 53%を占めた（図２）。この事は、クラミドモナスの
PSII‒LHCII megacomplex は陸上植物のそれとは結合様式が違う事を示唆し、
その原因として上で述べた semi-crystalline array の存在が考えられる。 
 

 
 
 
 
 

図２ A4バンドの単粒子解析。 
それぞれの割合は以下のようであった。(A) 19.7%, (B) 18.4%, (C) 11.4%, (D) 10.6%, 
(E) 9.7%, (F) 8.5%, (G) 4.8%, (H) 4.7%, (I) 3.5%, (J) 3.1%, (K) 2.1%, (L) 1.8%, (M) 
1.6%。スケールバーは 10 nm。 
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 PSII‒LHCII megacomplex におけるより詳細な結合様式を明らかにするため、
単粒子解析で得られた画像に C2S2M2L2型の PSII‒LHCII タンパク質モデルをア
サインした（図３A, B）(Sheng et al. 2019)。大まかな構造については PDBモ
デルと一致したが、複合体同士の結合箇所においてMと Lトライマーの重なり
が見られた（図３B、白矢印）。この重なりを解消するためにトライマーの角度
を調整した所、単粒子解析の画像と一致する構造を取った（図３C）。ここで、L
トライマーの角度についての先行研究を記す。先行研究において、我々は L ト
ライマーから反応中心タンパク質 D2 への直接的なエネルギー伝達経路を提唱
した (Sheng et al. 2019)。このエネルギー伝達は Lトライマーのモノマー１の
Chl a 614 から ChlZD2への経路で行われる。クラミドモナスでは、ChlZD2の欠
損株を用いた解析から、このクロロフィルが集光に重要な役割を果たす事がわ
かっている (Ruffle et al. 2001)。伝達経路におけるK-factor（双極子配向定数）
はエネルギー移動に無理のない値であったものの、クロロフィルの Mg 間の距
離は 28.3 Å とやや長い値であった (Sheng et al. 2019)。今回得られたトライ
マーの角度を調整した PSII‒LHCII megacomplex では、LトライマーとD2 タ
ンパク質の距離は、通常の PSII‒LHCII supercomplex における距離よりも短く
なっている（図３C）。２次元構造にモデルをアサインしているために厳密なク
ロロフィル間の角度や距離は算出出来ないが、上記の距離の変化から PSII‒
LHCII megacomplex はより集光能力が高い構造であると示唆される。また、こ
の結果は PSII‒LHCII megacomplex が弱光環境下で出現する事と矛盾しない
（図１A）。 
 

 

図３ PSII‒LHCII megacomplex
の構造モデル。 
(A) 図 2A に記した単粒子解析画
像。 
(B) PSII‒LHCII megacomplex に
C2S2M2L2型のPDBモデルを当ては
めた(PDB : 6KAD)。白矢印は
LHCIIトライマーの重なりを示す。 
(C) トライマーの角度を調整し、重
な り を 解 消 し た PSII‒LHCII 
megacomplex。個々の色分けの詳
細は図の右上に記した。 
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 上記の角度を調整した構造を基準にして、図２に示した構造についてそれぞ
れ PDBモデルをアサインした（図４）。興味深い事に、新規の PSII 構造に加え
て新たな LHCII トライマーも見つかった（図４D, E, F, H, I, K, M、Additional 
trimer）。このタイプのトライマーは陸上植物では報告があるものの、クラミド
モナスにおいては初めて観察された (Kouřil et al. 2016, Kim et al. 2020a, 
Kouřil et al. 2020)。ここで、クラミドモナスの LHCII トライマーはその構成に
よって４種類に分類される (Kawakami et al. 2019, Kim et al. 2020b)。その
内の１つは LHCII のタイプ II と呼ばれるタンパク質を含み、ステート遷移に重
要であるとされている (Takahashi et al. 2006)。分解能が十分でなかった事も
あり、先行研究では PSII‒LHCII supercomplex にこの LHCII タイプ II が含ま
れるかは分かっていないが、SDS/PAGEを用いた解析からは LHCII タイプ II は
検出されていない (Shen et al. 2019, Sheng et al. 2019)。別の先行研究では、
モデル構造は異なるものの、PSII‒LHCII megacomplex はステート遷移状況下
では解離すると報告されている (Iwai et al. 2008)。以上を踏まえると、今回見
つかった Additional trimer は LHCII タイプ II を含む可能性が考えられる。即
ち、弱光条件下では PSII のアンテナとして働き、PSII‒LHCII megacomplex が
解離するステート遷移状況下では PSII のアンテナとしての役割ではなく、PSI
のアンテナとして働く可能性が示唆される。 
 

 
 
 
 

図４ 図２に記した PSII‒LHCII megacomplex の構造モデル。 
それぞれの構造において、LHCII の角度は単粒子解析画像と一致するよう調整した。個々
の色分けの詳細は図の右下に記した。スケールバーは 10 nm。 
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■まとめ 
 本章ではクラミドモナスの PSII‒LHCII megacomplex について議論した。得
られた構造は、他の光合成生物と比較して最大であった (Kouřil et al. 2016, 
Kim et al. 2020a, Kouřil et al. 2020)。また、いくつかの構造では、これまで”
フリー”と呼ばれていたであろう LHCII トライマーが PSII に結合している状態
も観察された。これら新規構造の発見に加え、PSII‒LHCII megacomplex にお
ける LHCII の角度が supercomplex の物とは違う事も報告した。どちらの構造
がよりネイティブかという事を議論するのは困難であるが、近年報告のある高
分解能 AFM などを用いたチラコイド膜の観察が助けになるのではと考えられ
る (Zhao et al. 2020)。本研究で記した様な光合成タンパク質が結合した
megacomplex の解析と、チラコイド膜自体を観察する様な研究が補い合って進
む事で、光合成生物の集光状態における理解が大きく進むと期待される。 
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総括 
 
 本研究では光合成に関するタンパク質の内、PSII に焦点を当てる事で集光機
構の解明に取り組んだ。その中で、光合成生物から PSII を精製し、構造や分光
の観点から各種測定を行う事で理解に努めた。 
 第 1章では、膜タンパク質を安定化する機能を持つポリマーであるAmphipol
を用いる事で新たな精製法の開発に成功した。この手法を用いて精製した PSII‒
LHCII の安定性を確認した所、従来法と比べて大幅な向上が見られた。また、酸
素発生活性についても従来法と同様に高い値が観察された。この手法を用いて
第３章や第 4章に示す様な研究を展開したが、本論文で述べた他にも LHCII の
結合エネルギーの測定やクロレラからの光化学系の単離などにも用いた (Kim 
et al. 2019, Watanabe and Minagawa 2020)。この事からもわかるように、非
常に簡便かつ有用な精製法であるため、今後の研究においてもより一層の使用
が期待される。また第２章では、LHCII の一部欠損株を解析する事でクラミド
モナスの PSII‒LHCII をより詳細に理解しようと努めた。従来の報告に反して、
ある LHCII の遺伝子が欠損しても他の遺伝子が補完する事で野生型と見かけ上
の構造は同等であった。これまでは多くの光合成生物で野生株由来の PSII‒
LHCII の構造解析に力が注がれてきたが、今後はそれらの分解能をさらに向上
させるとともに、各種変異体を用いた解析も期待される。 
 第３章では、ホウレンソウを用いた研究から、PSII は光条件によってチラコ
イド膜上における構造が変化する事を報告した。PSII 複合体は構造が変化して
もタンパク質組成としてはほぼ同一であったが、強光状態と弱光状態にそれぞ
れ適した構造がある事を示した。その結果、これまで存在は知られていたがその
意義がわかっていなかった semi-crystalline array について、集光に重要な構造
であるという知見を得た。加えて、モデル図で示した LHCII のオリゴマーにつ
いても、共同研究において類似構造の精製に成功している (Shukla et al. 2020)。
今後は、これらタンパク質のチラコイド膜上における動的な様子の観察が期待
される。 
 第４章では、緑藻クラミドモナスについても陸上植物と同様の機構を持つの
かを検証した。その結果、量が少ない事を考えると陸上植物ほど重要ではないか
もしれないが、やはり構造変化機構を持つ事が示唆された。緑藻クラミドモナス
と陸上植物では PSII に結合している集光タンパク質の量が違う事は言及されて
きたが、この構造まで含めるとどちらの集光能力がより優れているかはわから
ない。将来的な人工光合成などの応用研究を見据えると、PSII に集光タンパク
質がどの様な形で結合する状態が良いのか、その立体構造はどの様な物が良い
のかを研究する事は有意義であると言える。また、光合成生物の進化の観点から
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見ても、今後はコケや車軸藻類など他の生物の解析も期待される。これらの発見
に加え、PSII 複合体では PSII‒LHCII の結合角度について新たな知見を得た。エ
ネルギー移動は距離や角度が非常に重要なため、今後はさらなる技術の進歩な
どによる集光状態の完全解明が期待される。 
 以上、本論文では PSII に焦点を当てる事で集光状態に関する知見を得た。研
究開始時は PSII‒LHCII の構造を解明すれば集光機構がわかると思われたが、実
はそれは終わりではなく新たな研究のスタート地点であった。精製技術を高め
ていった結果として、精製タンパク質とチラコイド膜上での構造には差があり、
膜の直接観察の重要性が明らかになったというのは皮肉な事であるが、これは
本研究のような徹底的な技術改良を続けたからこそわかった点である。同時に、
高分解能での観察を望むとなれば、現時点ではやはり精製タンパク質の解析に
分があると言える。今後は両輪での研究を行う事で、光合成生物の理解がより一
層深まると期待される。 
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