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１．はじめに
 タンパク質の結晶構造解析はいうまでもなく、タン
パク質の構造と機能を明らかにするもっとも直接的
な手法の１つである。しかし、他の生化学や物理化
学的測定とはかなりちがうため、分野外の人々には
ややわかりにくい。とくに結晶解析の解釈、つまり
構造モデルは直観的にわかりやすいデジタル的である
ため、別の意味で誤解しやすい。というか、私のよ
うな素人には誤解と驚きの連続である。それでも敢
えてこの稿を書くのは、結晶解析に限りない魅力を
感じるためである。したがって、正確で系統的な記述
ができないことはご容赦いただいて、光合成関連の結
晶構造解析のイントロダクションとして、初歩的な構
造解析のポイントと光化学系複合体の構造解析の歴
史を簡潔に概説する。

（１）光化学系複合体の結晶解析
　光合成における結晶構造解析の転換点はいうまで
もなく 1 9 8 4年の D e i s e n h o f e rらの光合成細菌
Rhodopseudomonas viridis (現在は Blastochloris と改名)

の光化学反応中心の結晶化と構造決定であった1)。こ
の論文はNatureに投稿したがrejectされたという。彼
らはこの解析を進めて、構造を初めて詳細に解いて反
応中心の構造を初めて決定した。Deisenhoferら(1985) 

Natureの論文2)は1988年のノーベル賞の対象となった
ことで有名である。このときの分解能は 3.0 Å で、ア
ミノ酸側鎖の決定には不十分であった。そのため、
著者のMichelは平行して各サブユニットの遺伝子をク
ローニングし、これによってアミノ酸配列を決定して
いた。当初の標品は、電子受容体Q Bキノンが失われ
ていたが、本来のユビキノンが結合したもの、阻害
剤の結合したもの、アミノ酸残基をさまざまに置換
したものの構造も決定している。また、これをきっか

けに、他の紅色細菌 Rhodobacter sphaeroides の反応中
心の解析、カロテノイドなどの解析など詳しい研究が
進んでいる。
　次の転換点は、光化学系 Ⅰ 複合体の結晶構造解析で
あった。1987年にFordらは好熱性シアノバクテリア
Phormidium laminosus から単離した光化学系Ⅰ複合体の
結晶化を報告したが3)、最初の構造モデルは別の好熱
性シアノバクテリア Thermosynechococcus elongatus 由
来の系 Ⅰ 複合体で、独のWittらのグループが1992年に
名古屋での国際光合成会議で初めて報告した4)。Ford

らの解析が成功しなかったのは、重原子置換による
位相決定ができなかったことによる。Wittらの系 Ⅰ は
12個のサブユニットからなる巨大複合体であったが、
当初の分解能は 6 Å と低く、アミノ酸残基の同定ど
ころかタンパク質サブユニットの同定もされておら
ず、わずかに21本の膜貫通αヘリックス、45分子のク
ロロフィル a、３個の鉄イオウクラスタが同定できた
のみであった(表１)。しかし、この結果は、従来の構
造推定がまちがっていないことを実証するとともに複
雑な超複合体の構造解析に大きな希望を持たせた。
当時、会場で発表を聞いていて、非常に興奮したこと
をよく覚えている。その後、1996年に 4 Å の分解能で
決定された構造モデルが発表された5)。このとき、ほ
ぼタンパク質サブユニットが同定されたが、まだビタ
ミンK 1など重要な補因子の所在は不明であった。さ
らに、2001年に 2.5 Å の分解能の構造モデルがほぼ最
終版として2000年のブリスベーンでの国際光合成会議
で提出された6)。この高分解能の構造の決定には宇宙
空間の無重力状態での結晶化も含めてなさまざまな
試みがされたというが、最終結果に貢献したかどう
かは、私の英語力では判然としなかった。ともか
く、この高分解能の構造によって、ビタミンK 1の位
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置やP700を形成するspecial pairの一方がクロロフィル 

a エピマーであることなど詳細が初めて判明した。ま
た、それ以前の構造モデルにはなかったP s a Xタンパ
ク質が登場して、私は非常に驚いた。
　一方、光化学系 Ⅱ の構造解析は光化学系 Ⅰ の解析
ができると分かってからでも困難を極めた。それは
M nクラスタを含む水分解系の安定性に問題があった
ためである。1 9 9 0年代後半は２次元結晶の電子顕微
鏡像から構造を解く試みが為されたが 7, 8)、最終的に
は2000年のZouniらの３次元結晶の高分解能X線構造
解析がブレイクスルーとなった9)。この標品もまた好
熱性シアノバクテリア Thermosynechococcus elongatus 

BP-1由来であったが、当初の分解能 (3.8 Å) と、不十
分な電子密度のため、あるはずの表在性P s b Uタンパ
ク質が全く見えていないなど問題も多かった。これ
を契機として、酸素発生活性を保持した光化学系 Ⅱの
結晶構造解析は、日本の沈・神谷グループ、ロンドン
のBarberグループ、ベルリンのSaengerグループの激し
い競争になっている1 0 - 1 2 )。まだ、その分解能は2 . 9 

Å～3.6 Å で十分ではないが、さまざまな手法と組み
合わせて、詳細な構造が解明されつつある。なお、材
料は Thermosynechococcus elongatus だけでなく近縁の
T. vulcanus も使われ、近年はさまざまな突然変異体の
結晶構造解析もされている13)。これらの構造解析され
たものはすべて二量体構造であるが、本来の構造に

ついては疑問もある。しかし、単量体の結晶化はこ
れまで成功していない。
　シトクロムb6f複合体も2002年に構造が解かれた。
その材料は好熱性シアノバクテリア　Mastigocladus 

laminosusとともに常温性の緑藻クラミドモナスでも
成功している14, 15)。前者の場合、Cramerグループの長
年の苦労の積み重ねがあったが、栗栖の参画で結晶
化が初めて実現した。そのポイントは、精製された
複合体から必要な脂質が除かれているため結晶化しな
いという予想外の点にあった。一方、クラミドモナ
スのものはヒスタグを導入した株を用いて、マイルド
な条件での精製が有効であった。ともかく驚いたこ
とには、どちらの複合体にもクロロフィル a やβカロ
テン、新規のc型ヘムが特定の部位に結合していた。
生化学的には脂溶性のクロロフィルの膜タンパク質標
品への混入と特異的な結合を識別することは至難で
ある。しかし、構造解析によってクロロフィルの位置
がシアノバクテリアと緑藻で保存されていることが明
らかになり、その機能は不明であっても、単なる
artifactではなく進化的に意味があると考えられる。

（２）解析の流れ
　結晶解析実験の流れは次のようになる。
　目的タンパク質の精製→結晶化→X線回折→位相決
定→電子密度マップ→構造モデル→精密化
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表1 光化学系複合体の構造モデルの比較

refereneces 　 PDB ID 解像度TM*1 タンパク質 補因子(Chl*2を除く) Chl

Krauss et al. 1993 PSI なし 6 Å 21 TM ? 3 FeS 45 Chl

Krauss et al. 1996 PSI 1PPS 4 Å 31 TM 11 protein 3 FeS 65 Chl

Jordan et al. 2001 PSI 1JB0 2.5 Å 32 TM 12 protein 3 FeS, 2 VK1, 22 carotenoid, 4 
lipid, 1 Ca 96 Chl

Zouni et al. 2001 PSII 1FE1 3.8 Å 36 TM 17 protein 1 NH-Fe, 2 Phae, 2 heme, 4 Mn 32 Chl

Kamiya and Shen 2003 PSII 1IZL 3.7 Å 36 TM 20 protein 1 NH-Fe, 2 Phae, 2 heme, 4 Mn 36 Chl

Ferreira et al. 2004 PSII 1S5L 3.5 Å 35 TM 19 protein 1 NH-Fe, 2 Phae, 2 heme, 4 Mn, 
7 carotenoid 36 Chl

Loll et al. 2005 PSII 2AXT 3.0 Å 36 TM 20 protein 1 NH-Fe, 2 Phae, 2 heme, 4 Mn, 
11 carotenoid, 14 lipid 35 Chl

Guskov et al. 2009 PSII 3BZ1 2.9 Å 36 TM 20 protein 1 NH-Fe, 2 Phae, 2 heme, 4 Mn, 
12 carotenoid, 14 lipid 35 Chl

Ben-Shem et al. 2003 PSI-LHCI*3 1QZV 4.4 Å 45 TM 16 protein 2 VK1, 3 FeS 167 Chl

Amunts et al. 2007 PSI-LHCI 2O01 3.4 Å 45 TM 17 protein 2 VK1, 3 FeS, 5 carotenoid 168 Chl
*1 TM: 膜貫通ヘリックス、*2 Chl: クロロフィル、*3 LHCI: light-harvesting chlorophyll complex of Photosystem I.



　このうち、回折データの取得からモデルの精密化に
至るプロセスは素人にはなかなか理解できないこ
と、最終結果が「構造モデル」であることが、いろ
いろ誤解を生みやすい。

精製
　結晶すなわち純粋なものといわれているが、不純物
があっても結晶化するものも多い。学生のころ、ル
ビスコの粗抽出品がすぐに結晶化することを知ってと
ても驚いたことを新鮮に記憶している。また、不純物
が結晶化で除かれることも多いので、結晶化ステッ
プを精製ステップとして利用している例もある。シア
ノバクテリアの光化学系 Ⅱ 標品にはアロフィコシア
ニンがしつこく混入しているが、結晶化で除かれるこ
とはよく知られている。また、必要以上に精製をくり
返すと、タンパク質分解が起きたり、複合体が解体し
たりすることもあり、どこまで精製するのか判断は
難しい。凝集は結晶化の大敵である。ヒスタグを利
用して金属アフィニティークロマトグラフィーで精製
すると、金属が共溶出してタンパク質の凝集を引き起
こすことがある。また、シトクロムb 6 f複合体では、
むしろ精製されたものが結晶化しにくかったとい
う。

結晶化
 タンパク質の溶液（通常 10 mg mL–1 以上）を結晶化
スクリーニング溶液と混合した後、水をゆっくり除
去して、析出するタンパク質を結晶として取得する
が、不規則な凝集は使いものにならない。結晶の成
長速度も標品によってさまざまである。結晶の大きさ
は 20 µm 以上あれば解析できるというが、大きい方
が扱いやすい。しかし、見かけが大きく美しい結晶
であっても高い分解能の回折像が得られないことも
ある。また、異なる結晶が融合した混晶は解析でき
ないが、その結晶を小さく分割することで、単結晶
として解析できることも多い。とにかく困るのは、前
もって目的タンパク質が結晶になるかどうか予測でき
ないことである。PCRで増幅し大腸菌で発現したとこ
ろ、PCRエラーを含むタンパク質は結晶化したが、正
しい配列のタンパク質は結晶化しなかったという例ま
である。

X線回折

　播磨のSPRING-8などの大型放射光で高輝度X線を
用いて、ビームを絞ることで、微少な結晶であっても
十分な回折データを取得できる。また、大型放射光
ではX線の波長を変えて回折像を撮ることで、重原子
の位置を知ることもできる。一方、X線照射による
Mnクラスタの破壊やフラビンの還元などのartifactも
起こるので、酸化還元タンパク質の解析にはとくに注
意が必要である16)。

位相決定
　X線の回折像から電子密度マップを作成するとき、
必要な作業である。ペルーツが考案した重原子置換
法だけでなく、セレノメチオニンを利用する方法や既
に決定されている類似の構造を元に解く同型置換法な
どがあり、技術の進歩は日進月歩である。われわれ
の光受容体タンパク質は重原子置換できなかったが、
アポタンパク質の構造決定から同型置換で構造が解け
たことには非常に驚いた。

電子密度マップ
　素人が解釈できる一種の生データである。この
マップに合うように原子を置いていくことで、構造モ
デルが得られる。しかし、この重要なデータは通常は
論文には含まれておらず、特別な議論をするときのみ
その一部だけが提示されることが多い。このような
データが公開されない理由はモデル化のための解釈が
難しいものが含まれているからかもしれない。また、
電子密度マップに含まれるすべての密度が構造モデル
に取り込まれているわけではないことに留意する必要
がある。

構造モデル
　構造モデルは電子密度マップの解釈である。分解
能が高いときは両者はよく一致しているので、あまり
問題はないが、分解能が低いときは気をつける必要
がある。私自身の苦い経験としては、Kraussら(1996)

の光化学系 Ⅰ の結晶構造に、当時私たちが研究してい
たサブユニットが存在していなかった5)。それ以外の
構造は 4  Å の分解能にしては精細で、非常に困惑し
た。ともかく、当時は基礎知識がなかったので、私
たちの標品に問題があると判断して研究をその時点で
止めてしまった。ところが、Jordanら(2001)では同じ
標品の 2.5 Å モデルでそのサブユニットが PsaX とし
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てモデルに登場し6)、愕然とした記憶がある。
　同様の混乱は、光化学系 Ⅱ でも起きている。たと
えば膜貫通ヘリックスの数と位置がモデルごとに異
なっている。これは、標品に含まれるサブユニット組
成のちがいによるのか、分解能のちがいによるの
か、解釈のちがいなのかまだ判然としない。
　構造決定の論文ではモデルと実際の構造は渾然と
記述されていることが多い。正確には、論文の筆者は
区別しているが、分野外の読者にはわかりにくいとい
うべきかもしれない。解釈が微妙な場合でも、その
結果がかなり重要なことでも記されていないことも多
い。時々、論文に掲載されている電子密度マップ図は
微妙な解釈の妥当性を議論することよりも、論文の
重要な結論をモデルだけでなく生データでも示すケー
スの方が多いように思える。粗い分解能ではアミノ
酸側鎖の同定ができないことも多い。そのため、ポ
リアラニンとしてペプチド鎖をモデル化してあること
も多い (PDBではUNKとなっている)。

（３）結晶解析論文を読む
分解能
　分解能に応じて、組み立てられるモデルの精度が異
なっている。たとえば、光化学系 Ⅰ 複合体の最初の構
造である 6  Å 分解能の構造モデルでは、αヘリックス
のような特徴的な構造がかろうじて見えているだけで
あって、アミノ酸残基どころか、ループ領域のほとん
どは見えていない。クロロフィルのポルフィリン環は
分子が大きく扁平で同定しやすいが、それでも半分以
下しか捕らえられていない。しかしながら、このレベ
ルであっても特徴的な鉄イオウクラスタの位置とその
配置、さらにその直下にある special  pair を形成して
いるクロロフィル分子などを識別することができる画
期的なものであった。表１には、各光化学系の複合
体の探索結果の概略を示したが、分解能の向上とと
もに帰属される補因子やタンパク質の数の増加が見て
とれる。

原子の識別
　多くの構造データでは、電子密度が低いH原子はほ
とんど見えていない。1.0 Å 以上の分解能が必要であ
る。また、電子密度をみているので、H +は見えない
ことになる。
　生物学では重要なNとO原子の識別にも 1.6 Å 以上

の分解能が必要である。これが識別できないと、グ
ルタミン残基などのアミドの向きを特定できない。
アミドではこれらの原子の位置がわからないと、水
素結合の有無を議論できない。多くの構造モデルで
は、より安定な構造をとるようにアミドの向きを指
定しているが、あくまでも仮定である。タンパク質全
体の安定化において水素結合などのローカルな安定構
造を必ずとっているという保証はない。

酸化還元物質の安定性
　光合成や呼吸の反応の多くは酸化還元反応であ
り、その反応に関与する物質はしばしば X 線の照射
による還元を受けることがある。たとえば、光化学
系 Ⅱ のMnクラスタは X 線によって容易に破壊され
る。また、フラビンのイソアロキサジン環も還元さ
れ、周囲の配位構造も変化するという。このため、
結晶の照射部位を変えたり、結晶を頻繁に取りえた
りして、X 線の照射時間を短縮する努力が払われてい
る。

決定できない構造
　高分解能の構造であっても注意すべき点がいくつか
ある。すべての構造は均等に見えているわけではな
い。電子密度を明瞭にとらえられるのは結晶内の繰
り返しユニットの構造がそろっているところである。
逆にいえばループなど構造がふらふらしているところ
だけでなく調節酵素のように構造が変化したり、複
数のコンフォメーションが共存したりするところは
はっきり見えない。典型的な例では、シトクロムbc1

複合体のリースケ型鉄イオウタンパク質が有名であ
る。つまり、その鉄イオウクラスタが電子を受取る
シトクロムbに近い位置と、電子を渡すシトクロムc1

に近い位置の２つの像が同時に得られた17)。このこと
から、鉄イオウタンパク質が約 16 Å 移動して電子を
伝達すると考えられている。また、キノンの結合の首
振り運動も構造解析から直接推定することができ
た。
　タンパク質の構造が正常に決定されても、特定の部
位の構造を決定できないこともよくある。結晶構造
は規則的な繰り返し構造として解かれるので、非対称
ユニットごとに微細構造が異なっていると解けな
い。その典型例は膜タンパク質複合体の中の脂質分子
の位置である。光化学系 Ⅱ や系 Ⅰ の構造内に同定さ
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れている脂質分子の数は、標品の化学分析で得られる
数値よりもはるかに低いのはこのためである。一
方、シトクロム酸化酵素では化学定量に一致した脂
質分子が構造内に同定されている。これは分解能が高
いことにもよるだろうが、標品から弱く結合した脂
質が取り除かれていることを示している。
　分子内の局所的な構造の不均一性も構造決定をあ
いまいにするが、分解能が高いデータでは、ひとつ
の構造モデルに２種の構造を同時に記載していること
もある。これは論文の本文に書かれていないことも多
く、PDBデータをみて初めて分かることもある。とも
かく既成概念に反する構造モデルに精密化によって到
達することも時々あり、PDBデータをみる楽しみでも
ある。

非対称ユニット間のちがい
　結晶構造は、単位結晶格子の繰り返し構造であ
り、これにX線を照射したときの回折像は単位格子の
回折の積算データとして得ていることになる。さて、
この単位格子が１個のタンパク質であればわかりやす
いが、複数個入っていることも多い。このような単位
格子内の分子セットを非対称ユニットという。非対
称ユニット内に複数の同一タンパク質が存在する場
合、それぞれの構造は別々に解かれる。これは非常
に手間のかかる作業であるが、重要な情報をもたら
すことがある。そのもっとも有名な例は、F1-ATPase

である。F1の αβ  三量体が γ  サブユニットとの相互作
用によって３種の異なる構造をとっていて、ATP 加水
分解の異なる状態を反映していると考えられている
18)。
　われわれが発表したフラビン型光受容体 TePi xD 

(Tll0078) は分子質量 16.5 kDa の小さい水溶性タンパ
ク質であるが、10量体で単離され、その構造は 2.0 Å

の分解能で解くことができた。この構造を詳細にみ
ると、分子内シグナリングにおいて重要な役割を果た
している Met93 残基と Trp91 残基の配置はサブユニッ
トごとに微妙にちがっており、そのうちの１つは Met

側鎖の向きが大きく異なっていた。これらは論文中
では述べていないが、分子内シグナリングにおけるこ
れらの残基の動きを反映しているのかもしれない。さ
らにこの後、このタンパク質のホモログ (Slr1694 もし
くは SyPixD) の結晶構造も決定されたが19)、この構造
モデルにはT e P i x Dとは異なる重大なちがいがあっ

た。結晶系が異なるある結晶では、1 0量体のうちの
１つのサブユニット、他方では2つのサブユニットが
上記の Met93 と Trp91 の配置が TePixD の場合と逆の
関係になっていたのである。これは分子内の特定の
部位がおおまかには２種の安定な構造を取ることを
示唆しており、非常に興味深い。このような構造の多
型の理由は10量体の結晶内のパッキングにおいて、こ
の逆転したサブユニットがとくべつな歪みが加わった
ことと説明されている。なお、論文での解釈は、この
歪みを受けたサブユニットの構造が本来のもので、他
の多数のサブユニットの構造が光で活性化された型と
している。ともかく、活性調節を受けるタンパク質は
構造変化を起こしやすいと考えられ、そのvariationに
は注意する必要がある。
　また、上で述べたシトクロムbc1複合体の鉄イオウ
タンパク質の２つの異なる像は、非対称ユニット内の
構造が２種類あることを示している。

タンパク質間の境界
　タンパク質複合体において、サブユニット間の境界
領域における活性部位の形成は構造解析によって初め
て理解できるわかりやすい例である。古くは、ルビ
スコの活性部位が RbcL ホモ二量体の境界にあること
は有名である。高等植物のサブユニット構造はL 8 S 8

であるが、光合成細菌ではL 2型で存在しており、こ
れが酵素としての最小単位である。またシトクロム
b 6 f複合体のホモ二量体におけるリースケ型タンパク
質の鉄イオウクラスタドメインは二量体の相手方の単
量体と相互作用している。このため複合体を単量体に
すると電子伝達の活性が失われる。このようなしく
みが進化においてどのように獲得されたのかよく分
かっていないが、多くのタンパク質で見つかってい
る。一方、光化学系 Ⅱ 複合体はシアノバクテリアか
ら高等植物まで広くホモ二量体が分布しているが、単
量体でも活性があり、二量体でなければならない理
由は分かっていない。また、光化学系 Ⅰ 複合体はシア
ノバクテリアでは3量体であるが、真核の緑色植物で
は単量体であり、3量体化にかかわる PsaL サブユニッ
トの役割も議論されているが、この遺伝子はなぜか高
等植物にも存在している。
　もうひとつ驚くべき例として、クロロフィル分子の
結合部位がある。紅色細菌の光化学系やシアノバクテ
リアの系 Ⅱ 複合体では、クロロフィル分子は各サブ
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ユニットの内部に埋め込まれており、クロロフィルを
結合しないサブユニットと厳然と分かれている。とこ
ろが、光化学系Ⅰ複合体には、予想外のサブユニット
(PsaF、PsaK、PsaL、PsaM) が11個のクロロフィルの
Mgイオンと配位している6)。系 Ⅱ では、このような
反応中心以外のサブユニットにはクロロフィルが全く
結合していないことを考えると、系 Ⅰ と系 Ⅱ は異なる
方向へ進化したと考えざるを得ない。もっと驚くべ
きことは、高等植物の系 Ⅰ — LHCI 超複合体にある。
この構造を見ると、膜を３回貫通する典型的なL H C

サブユニット内部にクロロフィルが結合しているだけ
でなく、LHCサブユニットと系 Ⅰ コア複合体の境界に
10分子のクロロフィルが結合している。これは、LHC

サブユニットが系 Ⅰ のアンテナとして超複合体を形成
する進化を遂げたとき、LHCから系 Ⅰ へのエネルギー
転移の効率化のためさらなるクロロフィルの結合が平
行して進化したことを意味している。このようなクロ
ロフィルの存在は生化学的なサブユニットの解体実験
では実証することができないもので、超複合体の構
造解析で初めて明らかになるといえる。
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