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太I湯系において地球の内外の軌道に位置する金星と火星の勘合とは対照的に，地球の大気は酸索に

滴ちている。この酸素のほとんどすべては，光合成の光化学系 U において虚子供与体として水が利用

される結果生じた副並物であると考えられている。我々は，これまでの研究により，この酸索発生反

応の遂行に必要な強い酸化力を形成する．．光化学系 U 反応中心＂を同定することに成功し，これが葉

緑体 DNA 上の 2 つの逍伝子(psbA とpsbD) の産物で，互いに相同性の高い 2 種類のタンパク質 (Dl

と D2 タンパク質）を中心に構築されていることを明らかにした。本部門では，この研究の成果に立

脚して，光化学系 □ 反応中心の分子構築を，その強い酸化力の形成機構に焦点を当てて解析するとと

もに，生体にとって極めて危険な存在であるこの強い酸化力の形成に対する安全装骰として機能する

動的な諸過程，特に構成サプユニットの 1 つである Dl タンパク質の光に依存する代謝回転の過程に

注目して，反応中心の分子構築の動態を解明することを目椋としている。これらのテーマに関連して，

過去4年間に得られた主な成果ならぴに今後の研究の展蛍は以卜の通りである。

1. 光化学系 II反応中心の構造の解析

光化学系 II 反応中心の結品化による構造解析を 1 つの目標として努力して来たが，まだその成果は

糾られていない。光化学系 II 反応中心で形成される強い酸化力の担い手である第一次逍子供与体(p.

680) のチラコイド膜上での配向に関する EPR による解析の結果を基礎に， FT. JR 分光測定により

P680 の三誼項状態を担っていると考えられるクロロフィル分子のカルポニル基の媒質との相互作用

を解析し， Dl, D2 タンパク質とクロロフィルとの間の水索結合に着目した P-680 の分子環境につい

てのモデルを提唱した。現在，このモデルで示されるようなクロロフィルとタンパク質との相互作用

の存在の証明と，その酸化返元霞位への影押について，形質転換の容易な Synechocysti.s sp. PCC6803 

株を用いる部位特異的およびランダムな突然変異誘発により，その解析が行われている。

ところで，単離された光化学系 II 反応中心には， 6 分子のクロロフィルと 2 分子のフェオフィチン

に加えて， 2 分子の(3-カロチンが含まれている。このカロチノイドの役割の解明に関連して， まず，

それが 15-cis 配四であることを証明するとともに，エチルエーテル処理によるカロチノイドの選択

的抽出に成功し，この系を用いる解析から反応中心における色素分子の位置関係を推定した。更に，

二価性架橋剤を用いる解析から，反応中心を構成するサプユニットの配向を決定するとともに，サプ

ユニット間の隣接関係を明らかにし，今後行われる結晶構造解析の際の助けとなるいくつかの新しい

情報を提供した。
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2. 光化学系 1I反応中心の分子構築の動態の解析

光化学系 II 反応中心の構造と機能の中核を担う D] タンパク質は，光照射反応条件下で高速度の分

解と合成（代謝回転）を行っており，この現象は強い酸化力を形成する反応中心の作動に伴って必然

的に起こる損傷とその修復の過程を示すものとして説明されている。この過程には，（l) 生体内にお

ける機能タンパク質の寿命の決定，（2) 損傷分子の検知とプロテアーゼの限定的な作用，（3) 翻訳段

階におけるタンパク質合成の光制御，（4) タンパク質のc-末端切断による機能発現， （5）超分子複

合体の形成，解体，サプユニット交換，（6) 損傷と修復過程の共役（情報伝達）など，本質において

普遍性のある数多くのユニークなプロセスが含まれている。ここでは，まず第一段階として，この代

謝回転を構成する素過程の分子機構の解明に力点をおいた解析が行われているが，以下に，その成果

の一部を示す。

(1) Dl タンパク質合成における翻訳伸長の光による制御機構の解析： D1 タンパク質の合成は翻訳

の段階で光により制御されることが知られている。本研究では，エンドウ単離薬緑体を用いる解析で，

暗所における Dl タンパク質の合成が翻訳伸長の特定の段階で停止し，その解除には光条件下で作動

する光化学系 I で母元されることにより活性化されるタンバク性の酸化還元因子が必要であることを

見出した（図 l 参照）。この因子は生化学的に純化可能であり，今後，この因子と Dl タンバク質上
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図 1 Dl タンパク質の構造と翻訳伸長制御

(I) D1 タンパク質の二次元構造モデル

A ~ E は膜貰通ヘリックスを示す（図 2 参照）。一字記号で表わされたアミノ酸のうち，これまで

に塩j，団配列の決定された約 50 の例で保存されているものは太マルで区別されている。

(D) DI タンパク質合成における翻訳伸長の制御

明所（ L), 暗所 (D) およぴ暗所で ATP 添加 (D, ATP) の条件下で， 35Sメチオニンの取り込

みを見たもの。 (B) は（A) のサンプルをリシルエンドベプチダーゼ処理して罷気泳動にかけたも

の（エンドウの Dl タンパク質はリジン残甚を持たない）。左からの矢印は前駆体と成熟体，右から

の矢印は 2 つの翻訳中 l11)体の位骰を示す。
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の翻訳中断部位の同定を通して，光による翻訳伸長制御の分子機構とその生理的役割の解明を行って

いく。一方， この翻訳制御との対比のもとで，根などの非光合成紐織における転写段階での逍伝子梢

報発現抑制の機構についても解析を進める。

(2) D1 タンバク牲前駆体C＿末端プロセシングに関する解析： Dl タンパク質はその Cー末端に8-16

のアミノ酸よりなる延長部分を持つ前駆体として合成され，

供与体として利用する光化学系 1I が完成する。本研究では，

この部分の切断除去により水分子を瑶子

まず， ホウレンソウ葉緑体よりこの過程

に関与する酵素を純化することに成功し， その cDNA の塩基配列を決定した。ついで， これらの結

果をもとに基質のC ー末端に相当する合成オリゴペプチドの利用ならびにin vivo での Dl タンパク

質の逍伝子工学的な改変により，この酵素の基質認識機構を解析した。さらに，大腸菌内で活性を持

つ状態で大屈に発現させた酵素を活用して，新しいタイプのプロテアーゼと考えられる本酵素の活性

中心の同定および触媒機能発現の制御機構の解析が行われており，今後，これらの成果にもとづき，

この酵素の作用による D1 タンパク質の Cー末端切断によってはじめて可能になる光化学系 II 反応中

心の強い酸化力を用いる水分解機能の発現のしくみを解明して行く予定である （図 2 参照）。

(3) Random mutagenesis による解析：光化学系 n 反応中心の動態の解明を目的に， Dl タンパク質の

ランダムな改変を， Sy,iechocystis sp. PCC6803株のpsbA2 辿伝子について行い，強光条件下で選抜
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図 2 Dl タンパク質前駆体C—末端プロセシング酵素の機能発現とこの酵素の作J11による光化学系 n複合体の機

能発現を示す模式図
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図 3 psbA の random mutagenesis により得られた Synechocyslissp. PCC6803 の光耐性株の一例

320ｵ mole photonsｷ m-2 • s-1 の III視光照射下で対照株（黄緑色）と光耐性株（i農緑色）を況合培投

して比較したもの。

することにより 18 株の光耐性株を入手した（図 3 ;口絵 6 参照）。これらの変異株は Dl タンバク質

上に 1 ～数力所のアミノ酸置換が認められ．現在，これらのアミノ酸骰換と表現型としての光耐性発

現との間の因果関係の解明が進行中である。
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