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1. はじめに
光合成生物における光エネルギー変換系は葉緑体

のチラコイド膜上に存在する。光照射に伴い水を分解
し酸素を発生する光化学系II複合体（PSII）は、CP47, 

CP43, D2, D1, Cytochrome b559αなどの膜タンパク質と
数種の表在性タンパク質に加え、種々の光合成色素や
酸化還元成分が結合した超分子複合体である。P S I I

は、水を電子供与体としてプラストキノン（P Q）を
還元するとともに、副産物として酸素を発生する点
で、現在の地球上の生態系を保持するために最も重要
な反応系の一つだといえる。しかし、その機構を明ら
かにする点でPSIIは不安定で、失活しやすく、また光
合成生物により精製過程も異なるため、単離・精製は
決して容易なことではない。これまでに全表在性タン
パク質を結合した高い酸素発生活性をもつPSIIの調製
に成功しているのは、高等植物1, 2)、シアノバクテリア
3, 4)、紅藻5, 6)、緑藻7)、ユーグレナ8)からである。種々
のPSIIを解析する過程で、表在性タンパク質の種類が
光合成生物ごとに異なっていることが明らかとなり、
高等植物・緑藻・ユーグレナでは PsbO, PsbP, PsbQ の
3種類、シアノバクテリアでは PsbO, PsbV, PsbU の3種
類、紅藻では PsbO, PsbQ', PsbV, PsbU の4種類の存在
がそれぞれで確認されてきた1-8）。さらに、その結合
様式も光合成生物ごとに異なっていることが知られて
いる9, 10）。このため、個々の表在性タンパク質の機能
と構造および結合様式を明らかにすることは、酸素発
生系における表在性タンパク質の役割と進化を解析す
る上で重要な課題である。
珪藻は、海洋、湖沼、河川などの水域に普遍的に

生育し、水域圏生物の重要な食糧源となると共に、世
界中の熱帯雨林が吸収する総量と同程度の CO２ を吸
収することから地球温暖化の防止にも大いに貢献して

いる藻類である11, 12)。従って、珪藻は水域圏の生態系
で最も重要な植物プランクトンの一種であるといえ
る。なお、珪藻は紅藻の二次共生により誕生した藻類
13)であり、珪藻PSIIにどのような表在性タンパク質が
結合し、機能しているかを明らかにすることは、植物
の進化の過程を明らかにする上でも極めて興味深い。
これまでに、珪藻からチラコイド膜やPSIIを精製する
試みが行われてきたが14)、高い酸素発生活性を保持し
た状態での精製には成功していない。その大きな原因
の１つは、珪藻は珪酸質の固い殻をもつため細胞破壊
が困難であると考えられてきたことにある。近年、筆
者らは、海水産の中心目珪藻 Chaetoceros gracilis から
高い酸素発生活性があり、全表在性タンパク質を結合
したP S I Iの単離に成功した1 5 )。本稿では、珪藻C . 

gracilisからのPSII単離法といくつかの解析結果を報告
する。

2. 珪藻PSIIの単離
図1に珪藻C. gracilisからのPSII単離法を示した。8L

の人工海水を用いて10日間培養した C. gracilis 細胞を
buffer A (1 M betaine / 50 mM Mes (pH 6.5) / 5 mM 

MgCl2)に懸濁し、DNA分解酵素である DNase I とプロ
テアーゼインヒビターである PMSF を終濃度 1 mM に
なるようにそれぞれ加え、遠心チューブの中で混合し
た。そのチューブを液体窒素に入れ凍結した後、手早
く融解させ、30 min、氷上、暗所で処理することによ
り細胞を温和に破壊した16)。その後、遠心を行い未破
砕細胞を除いた後、40,000 x g, 10 minで遠心した。こ
の沈殿をbuffer B (1 M betaine / 50 mM Mes (pH 6.5) / 1 

mM EDTA)に懸濁し、チラコイド膜とした。
調製したチラコイド膜を終濃度 1.0 mg Chl/ml、1.0% 

Triton X-100で、5 min、氷上、暗所でスターラー撹拌
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しながら可溶化処理した。その後、40,000 × g で遠心
し、未可溶のチラコイド膜を沈殿（Ppt. 1）として除
いた上清を、50,000 × g、146,000 × gで遠心し、得ら
れた沈殿をそれぞれ Ppt. 2、Ppt. 3 とした。146,000 × g

後の遠心上清に、終濃度10% になるように PEG 6000 

を加え、40,000 × g で遠心し、その沈殿を Ppt. 4 と
し、遠心上清を Sup. とした。これら5つのフラクショ
ン（図1の Ppt. 1-4, Sup.）とチラコイド膜で、クロロ
フィル含量17)と酸素発生活性の測定、SDS-PAGEによ
るポリペプチド組成の分析を行った。

3. 各フラクションのポリペプチド組成、酸素発
生活性と回収率
表1にTri ton処理後の各フラクションのクロロフィ

ルと酸素発生活性の分布を示し、さらに、図2にチラ

コイド膜とPSII精製過程における各フラクションのポ
リペプチド組成を示した。

Triton処理後の 40,000 x g の遠心で沈殿してくる未
可溶チラコイド膜 (Ppt. 1) には、約14%のクロロフィ
ルが分布した。従って、約86%のクロロフィルタンパ
ク質複合体が、Triton処理により可溶化したことにな
る。可溶化したサンプルを 50,000 x g で遠心沈殿して
くるフラクション (Ppt. 2) は、図2の lane 3 のようなポ
リペプチド組成となり、さらにWestern blottingの結果
から、*印で示すPSIの大型サブユニット（PsaA/B）と
●印で示す集光性色素タンパク質複合体f u c o x a n t h i n 

chlorophyll a/c binding proteins (FCP) のそれぞれが確認
された。従って、このフラクションは主にPSIから構
成されていると言える。このPSIには約12%のクロロ
フィルが分布し、酸素発生活性はほとんどなかった。
さらに、146,000 x g の遠心で沈殿してくるフラクショ
ン (Ppt. 3) には、50,000 x  g の遠心で沈殿しきらなかっ
た PSI とわずかな PSII が存在し（図2の lane 4）、そ
のクロロフィル分布は約2 %であった。この遠心操作
を省略すると、PSII フラクションに PSI が混在するこ
とになる。また、50,000 x gの遠心を省略して、146,000 

x g の遠心をすると、その遠心沈殿に PSII が混在する
結果となったので、この遠心分画過程は必要であ
る。146,000 x g の遠心上清に終濃度 10% になるよう
に PEG 6000 を加え、40,000 x g の遠心で沈殿してく
るフラクション (Ppt. 4) は、約 850 μmol O2 (mg chl)-1 

h-1 の高い酸素発生活性を示し、主としてPSIIのポリペ
プチドから構成されるフラクションであった(後述)。
このフラクションには、約1 8 %のクロロフィルと約
6 2 %の酸素発生活性がそれぞれ分布していた。一
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 図1  珪藻 C. gracilis からのPSII単離法

Total ChlTotal Chl Chl a/c
ratio

Oxygen evolutionbOxygen evolutionb

mg Chl %

Chl a/c
ratio

µmol O2 (mg chl)-1 h-1 %

Thylakoids 45.8 ± 5.0 100a 2.6 ± 0.6 242 ± 11 100c

Ppt. 1 6.6 ± 2.6 14 3.0 ± 0.6 191 ± 32 11

Ppt. 2 5.5 ± 0.7 12 7.4 ± 2.7 11 ± 5 0.5

Ppt. 3 0.7 ± 0.2 2 4.5 ± 1.9 130 ± 48 1

Ppt. 4 8.1 ± 0.5 18 2.5 ± 0.6 850 ± 98 62

Sup. 16.8 ± 2.0 39 2.0 ± 0.5 0 0

表１  Triton処理後の各フラクションのクロロフィルと酸素発生活性の分布

a チラコイド膜を100%とした時のクロロフィル分布
b 酸素発生活性の測定には、bufferに0.4 M sucrose / 40 mM Mes (pH 6.5)、アクセプターにp-benzoquinone を用いた。
c チラコイド膜を100%とした時の酸素発生活性分布



方、40,000 x g の遠心上清 (Sup.) には、表1に示すよう
にchl a/c比が2.0とchl  cが多く、さらにWestern blotting

の結果から、●印で示す FCP が確認されたため、この
フラクションは主に FCP で構成されていることが示
された（図2の lane 6）。
これらの結果は、チラコイド膜をTriton処理し遠心

分画のみという単純かつ短時間の操作により、高い酸
素発生活性をもつ PSII が高収率に得られたことを示
している。

4. 珪藻PSIIのポリペプチド組成と表在性タンパ
ク質
図3に Ppt. 4 のポリペプチドバンドを同定した結果

を示す。図2 でみられる Ppt. 4 の各バンドを Western 

blottingやN末端アミノ酸シーケンスにより同定した結
果、PSII膜タンパク質である CP47, CP43, D2, D1, 

Cytochrome b559α が確認されたので (図3の lane 1)、
このフラクションは主に PSII で構成されていること
が判明した。これらの膜タンパク質に加え、後述する
PsbO, PsbQ’, PsbV, PsbU, Psb31 の5種の表在性タンパク
質と FCP, RuBisCO のサブユニットがこのフラクショ
ンに存在した。
このPSIIフラクションをアルカリTris処理し表在性

タンパク質を遊離させた結果18)、5本のバンドが得ら
れた（図3の lane 2）。Western blottingの結果、これら
のうち4種は紅藻タイプの PsbO, PsbQ’, PsbV, PsbU で

あったが、残りの一
種は未知の新規タン
パク質 (Psb31と命
名 )であることが判
明した。この新規タ
ンパク質（P s b 3 1）
の遺伝子をクローニ
ン グ し た 結
果、Psb31 は核コー
ドで、そのリーダー
配列からチラコイド
膜のルーメン側に存
在することを明らか
にした 1 9 ) 。さら
に、Psb31 が PSII 膜
タンパク質と直接静
電的結合していることが、架橋実験により明らかに
なった19)。このPsb31は、ゲノム解読されている珪藻
Phaeodactylum   tricornutumとThalassiosira  pseudonana20, 

21 )にもコードされていることから、珪藻には5種類の
表在性タンパク質が結合していることが示唆された。

5. おわりに
これまで困難だと考えられてきた珪藻から高い酸

素発生活性を保持した状態でのPSIIの単離に初めて成
功した。我々のグループは、過去に、ゲノムが解読さ
れている P.  tricornutum と T. pseudonana から PSII の
単離を試みた。凍結融解法による細胞破砕ができな
かったため、ガラスビーズ処理やフレンチプレス処理
を用いて細胞を破砕したところ、酸素発生活性を失っ
たチラコイド膜しか得られなかった。従って、酸素発
生活性を保持した状態でのチラコイド膜さらにはPSII

を容易に単離できるという点で、C. gracilis  は使い勝
手の良い材料であると言える。
図3に示すように、C. gracilis から得られた PSII に

は、RuBisCO や FCP が結合していた。すでに、これ
ら成分をイオン交換クロマトグラフィーで除き、約
2,100 μmol O2 (mg chl)-1 h-1の高い活性をもつ PSII の精
製に成功している(B. B. A. in press)22)。さらにこのPSII

には、紅藻タイプの4種の表在性タンパク質に加え、5

番目の新規の表在性タンパク質（Psb31）が結合して
いた。これら表在性タンパク質の再構成実験を行い、
機能と結合様式を明らかにしたいと考えている。
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 図2  各フラクションのポリペプチド組成
M : 分子量マーカー、lane 1 : チラコイド膜、lane 2 : Ppt. 

1、lane 3 : Ppt. 2 (PSI)、lane 4 : Ppt. 3、lane 5 : Ppt. 4 

(PSII)、lane 6 : Sup. 

*：anti-PsaA/Bと反応したバンド、●：anti-FCPと反応した　
バンド

 図3  PSIIサブユニットの同定
lane 1 : PSII、lane 2 : PSIIをアルカリ
Tris処理して得た遠心上清
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