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3Cal0 炭酸脱水酵素遺伝子の光による発現制御

福津秀哉・藤原祥子.Haribel L. Dionisio・宮地重遠

(東京大学応用微生物研究所)

炭酸脱水酵素(カーボニックアンヒドラーゼ:CA)は動植物に広く分布するが、光合成生物にお

いては無機炭素 (C02，HC03一)の利用に寄与していると考えられており、特に多くの微細藻類におい

て低C02条件下でその活性誘導現象が認められている。単細胞緑蕩クラミドモナスを、あらかじめ高

C02漉度(5%)で通気培養した後、 C02濃度を大気レベル (0.04%)まで低下させるとCA活性が誘導され

るが、この活性誘導には光が必須である。

クラミドモナス細胞表層CAは2種類の大小サプユニット 2個ずつからなるヘテロ4量体の酵素で、

1分子当り 2個の亜鉛を含む糖蛋白質である。我々はこれまでに、大小両サプユニットの部分アミノ

酸配列に基づいて合成したオリゴヌクレオチドプロープを用いcDNA並びに遺伝子を単離し、それらの

構造を明らかにしてきた。ここでは、単離した2個の遺伝子それぞれの発現誘導に対する光の効果を

転写レベルで明らかにすることを目的とした。

CA遺伝子については、以下の事が明らかとなっている。1)2個の遺伝子がゲノム上にタンデム

に並んで存在しており、 5'上流側の遺伝子をCAH1、下流側をCAH2と命名した。 2)2個の遺伝子はど

ちらも同じ位置に10倒のイントロンを持っている。 3)既に得られたcDNAはCAH1に由来していた。

4) 2個の遺伝子はEいにコード領域で高い相向性(アミノ酸レベルで91.8%)を示したが、細胞から

単離・精製した酵素の部分アミノ酸配列と一致するのはCAH1産物であった。

酵素が誘導される条件下で2個の遺伝子の転写産物量がどう変動するかを調べるために、両遺伝

子それぞれに特異的なオリゴヌクレオチドプロープを作製し、これを用いてノーザンハイブリダイゼ

ーションを行った。全RNA量をそろえて経時的にCAIIRNA量の変動を測定したところ、 CAH1圃RNAは高

C02条件では全く検出できず、低C02条件に移し光照射を行うと 2時間後まで増加し、その後やや減少

するものの低C02条件では常に存在していた。しかし暗条件ではC02漉度を低下させても圃RNAは検出で

きなかったので、 CAH1IIRNAの誘導にはC02濃度の低下に加えて光が必須であることが明らかとなった。

一方CAH2mRNAはCAH1と同じ2kbの位置に検出されたが、 CAH1の田RNA量と比較すると極〈微量であり、

興味深いことに転写のパターンはCAH1とは逆であった。すなわちCAH2mRNAは高C02条件で検出され、

低C02条件に移すと減少し、暗条件でも検出された。これらの結果からこれまで知られていたCAとは発

現調節のパターンが異なるアイソザイムの存在が示唆された。 CAH1の発現が光照射を必要とすること

から、青色光の影響を転写レベルで調べたところ、 CAH1圃RNA誘導に青色光が高い促進効果を示すこと

が明らかとなった。ただしこの青色光効果は、光合成を細胞に行わせるに足る赤色光照射が必要であ

った。また光合成阻害剤DCHU存在下では CAH1圃RNAの蓄積は認められなかった。

以上の結果から、低C02条件光照射下で誘導される細胞表層CAの遺伝子はCAH1であり、 CAH1の転写

レベルの調節には、光合成に加えて青色光が寄与していることが強〈示唆された。
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3Call Ehodobacter capsulatusの2種のフェレドキシンの

クローニングと遺伝子解析

佐伯和彦、宮武美枝、 DebraA. Young.、BarryL. Marrs¥ 

松原 央 (阪大・理・生物、 .duPont社・中央研)

フエレドキシン(F d)は種々の代謝系で重要な犠能を果たしている電子伝達蛋白質

であり、鉄硫貰クラスターの型や歎によってい〈つかのグループに分類きれる.細菌の中

には、異なるグループに属する複数の Fdを持ち、培養条件に応じてそれらの合量の変動

するものが知られている.これらの Fdは生理徳能の分担を行っていると考えられ、この

蛋白質の傷能分化や分子進化を調べる題材として好適である.我々は紅色光合成細菌~

E呈u旦H主些 S81003抹から 2種の Fd (1及ぴ II)を精製し、全アミノ厳配列などの佐賀
を調ぺ、クローニングを行い、それぞれのクロモソーム上の位置と塩基配列を決定した.

まず、 2種の Fdを精製し、蛋白質レベルの解析を行った. FdI (64残基)は、

2 [4Fe4S]型で、室禁固定条件下で生育した薗体により多〈合まれ、他の光合成細菌の Fd

あるいは窒素画定細菌の旦1遺伝子近傍で見つかっている Fd様遺伝子産物とよ〈似たアミ

ノ酸配列;をもっていた. (しかしながら、 2つあるCysクラスターのうち C末梢側のものの

配列が、 CxxCxxxxxxxxCxxxC闘で、通常の FdにおいてはProである残基のMetへの置換が認

められた)一方、 Fd II (111残基)は、窒素濁定と非固定条件下において積書ーした薗体の

いずれにもほぽ同量含まれ、その分光学的性質とアミノ蛾配列はAzotobactervinelandii 

の[3Fe4S)[4Fe4S)型Fdとよ〈似ていた.

次に、アミノ酸配列;をもとに合成したオリゴヌクレオチド(2 0 aer)をプロープとし

て、 R.=-J呈li旦担tusクロモソームのコスミドライプラリイを検察し、遺伝子のクローニン

グを行った.その結果、 Fd 1遺伝子についてはE.cdPsulatusクロモソーム上で分徹して

いる E主I遺伝子クラスターのうちの一つの近傍に位置していることがわかった.それぞ'れに

ついて pUC118/119にサプクローニングして、サンガー法により塩基配列を決定したところ、

予想される一次精進は開始コドンのMetを除いて、蛋白貨を解析した結果と完全に一致して

いた. F d II 遺伝子はモノシストロニツクであると推定きれたのに対し、 Fd 1遺伝子の

4 4 b p上流には282b pのORFが認められた.推定産物の一次構造は、植物の [2Fe2S)

型Fdに特有なCys配列を持ち、分子全体でも植物Fdと約 30%の相同性を示した 1) 

1) K. Saeki et al 旦!!j;leic Acid Research V目1.18 in press 
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3Ca12 藍色細菌Ple，伽捌 bo.抑制 における2つの下?蛋白質遺伝
手(tzifH，かC)
。藤田祐一-高橋康弘・松原 失 (阪大 ・理・生物)

7予xCは、fニコ‘ケ葉縁体DNAに見出された未同定opef1問di円19fr訓 e(URF)の一つで.
窒素固定酵素 nitrogenaseの∞mpor協同t2(fe蛋白質)と有志&組問性を示す.Nitrogena虫は、

生物界において‘原核生物iとしか分布レ"Z'v);Jいため、五:xC遺伝手が葉縁体DNAIこ痔在し

ている意義及び、その遺伝手産物の機能の解明L;L興味深い課題である.我々はご札ま
での研克から、かC蛋白質がぜニゴケ葉縁体の s析。ma品分iこ、ニ量体として碍在し、 ATP

結会能を有すること、ヌ、ぜニゴケ葉晶体iこU、巾む噂苛ldsei舌性iユ検出されなりことを報

告しどへ更に我々回、藍色細菌PI.ectonemaゐ'，!/anLUTt から、ぜニゴ、ケ斤~と 8J~ に及ぶ
高い相同性を示すURFを見出し、これを丹ゐψ'C1IUJITl， のかCとした(1) P 00.ザ'CIIl1l/lL は、

窒素固定能を有することが知bれている.4走コて、プテxC蛋白質が、 ni加'gendse*' -C fe-蛋
白質と類似の機能を担っZいるのか‘誠i立、従来の fe・蛋白質遺伝手である !lifH遺伝寺
が存在し、両遺伝子産物が機能的に分化しているのが、という仮説を検註するよで絡好

の材糾ずある.今回、我々は、会戚oIigol1UCleσtidepro胞を用いて、仏Cとは別i乙nt仰遺伝

与を同定し、をのcloning及ひ・塩基配列の決定を符コた.

11ifH遺伝手版、既に歩くの窒素固定生物から cloningされ、非常に保冷性の高い遺伝子
であることが知bれZいる.とれらのni仰閣で・兎会に保存されておD、1らCとは異在るア
ミノ酸毘測を選ひを乙から推定されるoIigonucleatide( 20開 r)を合戚した@これを prぴ混

として.月tり'ryat7l1/TZ.の伊lOfl1iclibraryを screeni.ngし、 3.4kb-肋 dlIT断片を得た。をの蝿

基配列決定の結果、 Ili!H遺伝子の全域(2!16AA) を見出レ、夏 iこをの上渦iご ~;zi吃/遺伝寺の
3布、城、下向こ~jmlD遺伝号の全域(494AA)が、見っかコた.乙の /u酬は A1U必'tleJ7a7120 
の!lilHと86%という高ω相同性老示したが、同じ R均仰mすのががとfixCとの相周性Ij".

34晃に過ぎ与がコた.窒素固定生物であGPbo"ゲ'ClIlfJffl-て"、治Cとは別にmfHが周定されえ
ことから、 fixC蛋白質ti.円伎町戸時e釆以外の未知の機能を有しており、両遺伝子は同
-.*回能内で、機能的に分化しているという考えを強く支持する.更に、規『在、両遺伝子の

手取児の粗異をm臥IAレヘ'ルず解析しており、乙の結果も舎のせて報告する。

助問 (1印刷rta1<働)伽似品113:町1 α)川ifoetaHt鰯)第61回日制強要旨到6120
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3Ca13 好冷菌VibrioABE-lのイソクエン酸脱水素酵素アイソザイム E

遺伝子のクローニング(予報)

石井 睦、福永典之、佐々木昭治 (北大・珂・値物)

イソクエン酸脱水素酵素 (NADP)は、クエン酸回路の酵素群の一つで生物界に広く分

布し、その形状からモノマー型とダイマー型に大別される。細菌類では一部のものを除い

て、両者の分子量がほぼ同じであることから、モノマー型はダイマー型のサプユニットの

遺伝子重複の産物であろうとの予測があるが、詳細な解析は殆どされていない。

我々は先に、好冷薗旦区ioABE-lに、二種類のイソクエン酸脱水素酵素が存在し、

一方はモノマー型、他方はダイマー型であることを報告した。また、これら両者が免疫化

学的、およびアミノ末端アミノ酸配列により区別できることから、二つの型のイソクエン

酸脱水素酵素の起源が、遺伝子重視によらないことを示唆した。

今回、我々は VibrioABE-l棒から上記のイソクエン酸脱水素酵素アイソザイムの遺

伝子クローニングを試み、モノマー型(1 DH-lI )をコードしていると思われる DNA断片

を得、そのシークエジスから一次構造を予測した。 VibrioABE-l樟の染色体 DNAを制限

酵素 Sau3A 1で部分分解し、入DASHベクターのBaaH 1の部位に連結、アミノ末端アミ

ノ酸配列に基づいて作成したオリゴ DNAをプロープとしてスクリーニングを行ない、

4.2 kbpの Xba1 -Xho 1 断片を得た。サンガー法により、この断片をシークエンスした

ところ、 2.226塩基の読み取り枠と、その上流にリボソーム結合部位様、およびプロモー

タ一様配列を同定した。塩基配列から予測されるタンパク質は、 742個のアミノ酸を含み

分子量は 80.624で、精製酵素の分子量と一致した。既にクローニングされている大胸薗

由来のダイマー型イソクエン酸脱水素酵素とは、有意な相向性は見られなかった。データ

ーベースによる検索においても、有意な相向性を示す他のタンパク質は見出せなかった。

また、ハープロットの結果、遺伝子重複の際に生ずるような有意な繰り返し配列は発見で

きず、モノマー型とダイマー型のイクエン酸脱水素酵素は、起源を異にすることが示唆さ

れた。
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3DaOl 脱窒光合成細菌における DMSO呼吸末端還元酵素のぺリプラ

スミック空間への局在化機構

。吉田嘉宏、高井許子 2 、嶋田敬三、佐藤敏生 1 、高見伸治 2

(都立大・理・生物、 2広島大・理・植物)

脱窒光合成細菌Rhodobacter sphaeroide sf.s.d enitrifican sは嫌気呼吸として脱窒

のほか、 di皿ethylsulfoxide(DMS 0)呼吸系を有する。この呼吸の末端還元酵素である

DMSO還元静素はべリプラスミック空間に存在していること、この酵素は DMSOで誘

導され、全べリプラスミック蛋白質の 10%以上存在すること、この酵素は分子量82iDa

のシングルポリペプチドより成り、補欠分子族としてモリブデンコファクターを 1分子含

んでいる事などを既に報告した。本実験ではこの蛋白質の局在化の機構について、主にイ

ムノプロッティング法による生細胞の前駆体、成熟体を検出する方法で行った。

DMSO還元酵素が誘導された細胞では、成熟休の82iDaのポリペプチドの他に、前

駆休と思われる 84kDaのポリペプチドが検出された.この 84kDaのポリペプチドは、細胞質

または細胞膜に局在し、 82kDaのポリペプチドがぺリプラスムにのみ局在するのと対照的

であった。蛋白質合成を阻害した後の 84kDaのポリペプチドは時間と共に減少し、この減

少は CCCPにより抑制された。これらの結果は、これまで知られている多くの分泌蛋白

質問様、この DMSO還元酵素も、分子量が約 2000Da程のシグナル配列を持つより大きな

前駆体として細胞質中で合成され、エネルギー依存的に膜透過し、シグナル配列が切断さ

れた後、ペリプラスムに分泌される事を示した。通常の生育条件でも前駆体が細胞質、細

胞膜に存在する事から、前駆体は-!!細胞膜中にプールされてから分泌されること、およ

び膜透過が成熟体形成の律速段階となっていることが示唆された.細胞膜に結合している

前駆体ポリペプチドの大部分は細胞質側からのプロテアーゼにより消化され、細胞質側に

残っていることが示唆された。前駆体の細胞質、細胞膜の蓄積は、培地中からモリプデン

を除いた時さらに顕著であった。本酵素は補欠分子族としてモリブデンコファクターを持

つが、モリブデンコファクターのアポ酵素への挿入と膜透過は密接に共役していることが

示唆された。
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3Da02 光合成細菌 Rbodopseudo・onasviridisにおげる反応中心チト
クロムへの電子伝達

。松浦克美，甲斐章彦，畑中究，三木邦夫吋都立大・理・生物.

1阪大・工・応用精密化)

紅色光合成細菌の光化学反応中心には，多くの種で. 4つのへム cを持つチトクロム

サプユニットが強く結合している.そのうち.Rbodopseudo圃ona!.vi主主主主では，結晶解析

により立体僧造が細部まで明らかになっている.チトクロムサプユニットに含まれる 4つ

のへムは，パクテリオクロロフィル二量体に近い側から順に. c-559. c-552. 

c-556. c-554と直線的に並んでいる.この反応中心結合型チトクロムへの電子

供与体は，可溶性のチトクロム C2とされているが詳しい解衡はまだなく.特に結合型ヘム

のうちどのへムと直接反応しているかは明らかになっていない.そこで我々は，可溶性チ

トクロムから結合型チトクロムへの電子伝達の性貨を特にそのイオン強度依存性を中心に

調べ，立体構造における表面電荷の分布の検討と併せて，反応郎位を推定した.

R..-笠主且且IIの細胞から，膜標品や反応中心績合体を単.すると可溶性チトクロムが失

われており，アスコルビン酸の存在下でフラッシュ光を照射すると結合性チトクロム c-

556の酸化が観察された.そこへ，ウマミトコンドリアのチトクロム cや.!l-喧主主主且i!.

のチトクロム C2を存在させておくと.光重量化されたチトクロム c-5 5 6への可溶性チト

クロムからの電子伝達が速やかに起こった.この結果は，結合型チトクロム中の 4つのへ

ム聞の電子伝達速度が可溶性チトクロムとの反応に比べ著しく速いため，両者の直緩の反

応を必ずしも意味しない.その反応のイオン強度依存性は，イオン強度が僧加すると反応

速度が大きく低下することを示し，可溶性チトクロムと結合性チトクロムの反応が両成分

の電気的な引力に大きく依存していることを示した.ミトコンドリアチトクロム cやR..

U且且主笠の C2の反応部位周辺にはリジン残基が多く存在しプラスに荷電しているため，ぞ

れと反応する結合型チトクロムの部位はマイナスに荷電していると推定された.

Deisenboferらによって解明された立体構造を用いて，結合型チトクロムに含まれる

4つのへム近傍の表面構造を，電荷に注目して検討したところ，反応中心バクテリオクロ

ロフィルニ量体から第 1番と，第 4番のへムはいずれも周囲の電荷がマイナスに偏ってお

り，塩湯度依存性と矛盾しない.艇の存在の彫響の結果および酸化還元電位から，艇に 1

番近いへム (c-559)のカルボキシル基側の面が反応部位であると示唆された.
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3Da03 オーストラリア海域のパクテリオクロロフィルを含む好気性

細菌の分布と佐賀 I 東海岸および西海岸

芝恒男¥塩井祐三 2 高宮建一郎3.C.R:Wilkinson‘.D.Sutton5

( I東大 ・海洋研メ宮崎医大・生メ九大・理・生，吋-7..トうリ7海洋研，

竹.:r.-A7..?州大)

序:好気性光合成細菌は、その光合成活性や、色素合成に対して酵素が有効であるこ

とから、好気的環境に適応進化した細菌と考えられる。これまでに分臆された好気性光合

成細菌は Erythrobactersp. OCh 114捺を除いては光合成活性の弱い稼ばかりであったの

で、有機物濃度が低く高頻度な分布が予想されるオーストラリア海域で分磁を試みた。本

報告ではパクテリオクロロフィル(Bchl)を含んだ好気性細菌(B ch 1含有細菌:光合成活性

が確認されていないのでこう呼ぶ)の分布と若干の佐賀、 さらにはこれら細菌の生態学的

特徴について考察したので報告する。

方法:西海岸のシャーク湾およびクリフトン湖、東海岸のクリープランド師、マグネチッ

ク島、オルフェス島、プリスベーンで採集を行った。シャーク湾は塩類滋度が高く動植物

相が貧弱。クリープランドは‘シルト砂上の海草群、オルフェス島では良〈保護されたサン

ゴ群落が特徴的であった。海水海部、海輩、砂、海綿動物、サンゴを滅菌海水で破砕し

さらに段階的に希釈したのち、ペプトンを含んだ寒天平板に塗布した。時下25・Cで 10日間

格養したのち、平板上の色素コロニーを分隊し、 Bchlの存在を調べた。

結果 Bchl含有細菌は、一般に海草や海藻から多く分離され、動物からは分離されなかっ

た。 Bchl含有細菌の従属栄養細菌中の割合は、 30-20 X、時には49%にもおよび、 日本近

海では多〈て数 Zでしかなかったのとは対照的であった。西海岸のシャーク湾とクリフト

ン淑では、塩分濃度がおよそ 4倍ちかく異なるにもかかわらず、 ラン蕩と石灰石の複合体

ストロマトライトからは常にBchl含有細菌が高頻度に分巌された。東海岸ではBch 1含有細

菌が分蔵される頻度は低かったが、オルフェス島では、波砕帯の岩表面の付着蕩からは、

全従属栄養細菌の49%にもおよぶBchl含有細菌の分布が観察された。一般にBchl含有細菌

は、強い日照下の環境に多く分布することが推察された。 Bchlの含量はOCh114椋と同程度

か、大多数はその 5分の 1以下であった。コロニー的には、 E.longusタイプのオレンジ

コロニーと、 OCh114タイプのピンクコロニーに類別された。
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制lodobactersulfidoohilusから単離された色素蛋白質複合

体の性質

土井道生・塩井祐三・ N.Gad' on1・G. Orews1 

(宮崎医大・生物. Ilnst. Biol.， Albert-Ludwigs-Univ.) 

Rhodobacter sulfidoohi lus は好気性光合成細菌として知られている Erνthrobacter

sp.OCh 114と同様に.暗ー好気的条件下で光合成色素を合成することができる.さらに従

来の光合成細菌と問機.明ー嫌気条件下で光合成的に生育できる特徴を持っている.本研

究では.光合成器官形成に対する酸素の影響を調べる目的で，明ー嫌気と暗ー好気条件下

で培養した菌体から反応中心複合体 (RC).光捕集色素複合体(B800・850.LH 11) を単離

精製し.スヘクトル的性質を明らかにした.精製された LH"は分子量 4.000-6.000の2

本のボリベプチドからなり.パクテリオクロロフィルとカロテノイドをおよそ3:1の割合で

含んでいた.単灘された LH 11 は800-900nmと450-550nmにバクテリオクロロフィル.カ

ロテノイドによる吸収を示すが.吸収極大の位置.大きさは塩の存在， pHの違い.界面活

性剤の種類，灘度に依存して可逆的変化を示した.このような吸収極大の波長位置.大き

さの変化は色素蛋白質複合体中での色素一色素.色素ー蛋白質.蛋白質一蛋白質問の相互

作用の変化を反映していると考

えられる.精製標品よりはpour

diffusion~去により得られた結

晶は450-900nm犠で強い 1i near 

dichroismを示し.色素分子の

結晶内での規則正しい配向を示

唆した.精製された RCは他の光

合成細菌で報告されているのと

同様の吸収スベクトル.ボリ ベ

プチド組成を示した.以上の事

から. R. su 1 f i dooh i 1 usは酸素

存在下で従来の光合成細菌と類

似した光合成器官を形成する事

単縦された LH I Iは外部環境:こ

依存して特徴のある吸収変化

〈蛋白質の構造変化)を示す事

が明 らかにな った.

3Da04 

明一嫌気生育細胞より単離した

LH 1I複合体の吸収スベクトル
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3Da05 Rhodobacter sulfidoohilusの好気的色素生産と光合成活性

。塩井 祐三・土井 道生 〈宮崎医科大・生物〉

光合成績薗のバクテリオクロロフィル(Bchl)の生合成と光合成器官の形成は酸素と光

によって制御されていると考えられてきた. しかし.好気性光合成細菌の出現によって酸

素による調節は細菌によって大きく異なると考えられる.最近我々はRhodobactersulfi-

也旦且ilus では，暗一好気条件下でも高い色素合成能を有すること.さらに暗一好気埼養

細胞が光合成活性を持つことを見いだした.この細菌は好気性光合成細菌と異なり.明ー

嫌気条件下でも生育し，広範囲な環境条件に適応して生育が可能である.本講演では Eム-

sulfidophilusの暗一好気条件下でのBchlの生合成および暗培養細胞の光合成活性につい

て報告する.

[方法] R. sulfidoロhilus はグリセロールを含む有機培地で明一嫌気，暗一好気条件

下で， 28・C，24時間培養した. Bchlはアセトンーメタノール(7:2.v/v)で抽出後.分光的
に定量した.生育は650nllでの濁度またはタンパク量により測定した.

[結果と考察]R. sulfidophi lusは明ー嫌気，明一好気と暗一好気条件下で生育し，暗

ー嫌気条件下では明ー嫌気条件の10%以下であった. Bchlの生成は明.暗一好気の両条件

下でも起こり，明一嫌気条件のそれぞれ10%，74%であった.明一好気条件下でBchlのレベ

ルが低いのはBchlの膜への取り込みが光によって阻害されるためと考えられる. この光に

よる調節はErythrobacter sp. 114綜よりも感受性が低く強光度下でも色素の蓄積がみら

れた.明ー嫌気と暗一好気培養細胞の吸収スベクトルは 400-550nm波長範囲で異なりカ

ロチノイドの変化に伴うものである.暗一好気培養細胞あるいは膜画分ではシトクロムの

光酸化反応が見られた.さらに 12時間の暗培養細胞を用いて好気的生育に対する光の影響

を調べたところ.暗条件に比べて 35%の細胞量の増加がみられた.このことは好気的条件

下でも光照射によって呼吸と共に光エネルギー転換が起こり収量が培加したものと考えら

れる.

R. sulfidoohi lusは通性光合成細菌の生育条件に加えて好気性光合成細菌の持つ酸素

に抵抗性のある光合成能を持っている.このことは酸素や酸化還元のバランスを環境に即

応して調節でき.より広範囲な環境条件に応じて生育が可能であることを示している.
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3Da06 光合成細菌 Rhodopseudomonas阻担註工isの光捕集系

B800の複数の存在状態

嶋田敬三¥山崎 巌2、玉井尚登2、三室 守(I都立大・理

・生物、 2北大・工・合化、 3基生研)

多くの紅色光合成細菌において光捕集系のパクテリオクロロフィル(Bchl)は近赤外領

域の吸収極大から少なくとも 3種の存在状態何chlフォーム)が認められており、一般に

B800， B850， B875(または B880)と呼ばれている。我々はこれらの Bchlフォーム相互およ

び反応中心との聞の励起エネルギ一転移過程について時間分解蛍光スペクトルにより研究

を行い、 Rhodoba~ter sphaeroidesにおいては B875は単一成分ではなく長波長フォーム

B890が存在すること、同一色素蛋白(LH2)内にある B800から B850への励起エネルギ一

転移は時間分解能(6ps)以下で完了していること， B850から B875への励起エネルギ一

転移も大部分が 6ps以下で起ることなどを明かにした(1)。 しかしこのような性質は紅色

光合成細菌に共通なものとは限らない。 Rb.!!phaeroidesとは多少異なった性質を持つこ

とが知られている Rhodopseudomonas阻担strisについて上記のような性質を検討した.

<方法>測定は弱光下で培養した RQ.Q.邑旦主主主語生菌を用いて行い 800KHz、 パルス幅 6

ps、 800nmの色素レーザ一光を励起光とし、時間相関単一光子計数法によって行った。

<結果>励起直後にすでに蛍光極大は 890nm 付近に見られ 865nm付近に肩が観察され

た。前者は B875後者は B850からの蛍光と考えられ、 Rb.!!phaeroides同様大部分の励

起エネルギーが 6ps以下で B800から B850を経て B875へ転移したことを示している。

また 890nm付近の極大は 100ps以内に 895nm 付近へシフトし B875より長波長に成

分があることを示している。注目すべきは也. sphaeroidesでは全く認められなかった

830 nm付近の蛍光が観測されることである。スペクトル解析の結果、各時間の蛍光スペク

トルは 833，865， 892， 914 nmにそれぞれ極大を持つ 4つの成分からなることが示された。

F914は上記の長波長フォームと考えられるが、 F833は B800からの蛍光とは考えられず

820 nm 付近に吸収を持つ Bchlからの蛍光と考えられる.すなわち、 RQ・自民主主主isには

B875 との相互作用が弱い少量の B800-820複合体が存在することを示唆し、 この菌のLH2 

のポリペプチド組成が位. sphaeroides程単純でないこと (2，3)との関連が注目される。

(1)Shimada et al. (1989) BBA 975，72-79 (2)Hayashi et al.(1982) J. Biochem. 92， 

1805-1811 (3) Tadros & Waterkamp (1989) EHBO J. 8， 1303-1308 
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3Da07 緑色光合成細菌のクロロソームにおける色素間相互作用の可逆

的破織とエネルギー転移

。松浦克美.J. M. Olson1 (都立大・理・生物. 10dense Univ.) 

緑色礎貧光合成細菌と緑色糸状性光合成細菌の主要な光捕集性色素であるバクテリオ

クロロフィル c(BCh 1 c)は，艇の細胞質側に付着した長細い袋状の機造体であるクロロ

ソーム中に存在している.BChl cは，他の多くの光合成色素と遭って，蛋白質に結合して

存在しているのではなく，色素同土が相互作用して纏能的な高次構造をとっているとする

考え方が最近有力になってきている. BChl cに吸収された光エネルギーは，クロロソーム

中にわずかに存在する BChlaを経由して腹中のBChlaに転移され，反応中心での光化学反

応に利用される.我々は，クロロソーム中におげる色素の高次縞遣と機能の関係を明らか

にしてい〈ために.BChl c聞の相E作用を破織すると示唆されていたヘキサノールの，ク

ロロソームの吸収スペクトルと蛍光スペクトルに対する彫曹を調べた.

緑色硫黄細菌Chlorobiu註旦主主旦gおよび緑色糸核使細菌ChloroflelUSaurantiacus 

から単厳したクロロソームを 1ーヘキサノールで飽和した水溶液(6 O.Mヘキサノール)

に懸渇すると.BChl cの 75 0 n.( 7 4 0 n.)にピークを持つ近赤外吸光裕が 67 0 n.にピ

ークを持つ吸光帯に完全に変換された.この変換は.BCbl cの有償溶娘溶液で明らかにさ

れている集合体から単量体への変換に対応し，隣援する BCHlc分子聞の配位結合をヘキサ

ノールの厳禁原子がBChlcのM，2・に配位して破織することによって引き起こされると推定
された.このような状態のクロロソームでBCblcを光励起すると紋出される蛍光は.BCbl 

aからが主体でBChlcからは少なく. 100%ヘキサノールでクロロソームから鋪出した色素

とは吸収スペクトルが似ているにもかかわらず対照的であった.ヘキサノール処理で単量

体型BChlcの吸収スベクトルを示すクロロソームを. 2倍以上にゆっ〈り希釈しヘキサノ

ール温度を下げると，もとの集合体型の吸収スペクトルにほぼ完全に戻った.また，蛍光

スベクトルからも色素開高次構造の完全な回復が確認された.

これらの結果は，クロロソーム中のBChlcの吸収スペクトルが有機溶媒中に比べ 70 

--80 n・長波長側へシフトしている原因がタンパクとの結合ではな〈クロモフォア聞の相

互作用によること，そのような相互作用なしでも何らかの高次構造を維持しBChlaへのエ

ネルギ一転移が可能かっ可逆的に正常なクロロソームに戻れる状態であることを示す.
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3Da08 渦鞭毛獲 Protogonyaulax 鍾血盟監is色素蛋自に結合した
ベリジニンのラマン分光

栗本宣孝、橋本秀樹、小山泰、山野由美子1、伊藤允好¥
緒方武比古2、三室守3 (関西学院大・理、 1神戸女子薬大、
2;ft里大・水産、 3基生研〉

ベリジニンは、渦鞭毛藻類 (dinoflagellate)に特徴的に含まれるカロチノイドで、海中での効率的な
光エ主ルギー捕獲とクロロフィルへのエネルギー伝達を担っていると考えられている。ベリジニンからク
ロロフィルへのエネルギー伝達は、光捕穫色素蛋白複合体 (Peridinin-Chlorophylla-Protein，以下PC
Pと略す)の蛍光励起スベクトルの観測により高い効率で行われることが示されているれ引れが、光合成
系でベIJジニンのエネルギー鋪穫・伝達僚能の発現に密機に関与すると考えられる分子情造についての鰻
告はほとんどない。今回、 PCPtこ結合したベリジニンの締造上の特徴を、共鳴ラマン分光法を用いて明
らかにすることを試みた。
P C P (，t、 Haxoらの方法1>引でProtogonyaulax 担阻些監isより調製し、 100mMのリン酸カリウム

緩衝液 (pH7.0)に懸濁した.このPCPおよび、ベリジニン(メタノール溶液〉のラマンスベクトルの測
定には、 Nd:Y AGレーザーの532n聞の光をフ.ローフa光として用いた。図 1にフリーなベリジニンとPC
Pのラマンスベクトル〈常温)を示した.国2tこベリジニンの異性体である全トランス体 (11'Z体)およ
び11'ーシス休 (II'E体〉の1300・IIOOcm-'領峻のラマンスベクトル〈液体重置棄温度〉を示した。この領域
では異性体の惨造を敏感に反映するC-c伸縮振動に関係したラマン線が現れるo PCPに結合したベリジニ
ンのスベクトルパターンは、 11'-シス体ではなく全|型 I~ I I F句2 lo 
トランス体のそれに似ているので、PCPに結合し，-型 ， ， 1--... 11 1 101-出血n-日
たベリジニンは全トランス休であると結論できる. 同盟 11 I I (1fz1l¥ ~ 
これは、 「光補穫色素蛋白綾合体に結合したカロテ
ノイドは全トランス体である』という従来の知見に
一致している.
図1においてフリーなベリジニンの1741cm-1と
PCP の175Ocm-'のラマン線は、ベリジニンの不飽
和r-ラクトン矯造のか例申繍娠動に、一方フリーな
ベリジニンの1614clI-1とPCPの1617clft-1のラマン
線はそのかC伸縮振動に帰属される.これらのフリー|旦E
な状態と、蛋白に結合した状態でのラマン線の違い
の原因として以下の可能性が考えられる.①ベリジ
ニンをメタノール溶媒中で測定したために、ベリジ
ニンとメタノール聞で水素結合が形成されて低波数
シフトした。②蛋白に結合した状態で、 r-ラクトン
環の酸素原子の不対電子がアミノ酸残基に引っ張ら
れて高波数シフトした。現花、①の原因に関連して __ 1300 1100 

19∞"--~__ -........_ _..1 1YY'1 ._--
i容線効果を検討中である。 同 man副 ftItrn' ・山 Romon Shift 100' 
1) F. T. Haxo. J. H. Kyc ia， G. F. 5omers， A. sennet and H.W. 5 i egel man， Plant Physi 0 1. 57 (1976) 
297-303. 
2) 8.B. Prezel in and F.T. Haxo， Planta. 12B (1976) 133-141. 
3) P.5. 50n哩， P. Koka， B. Prezel in and F.T. Haxo， Biochemistry 15 (1976) 4422・4427.
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3Da09 ピコ秒過渡ラマン分光法によるホウレン草クロロプラスト結合カロテ
ノイドのSI(21 Ag-)状態の研究

。橋本秀樹・小山泰 〈関西学院大・理〉

集光性色素蛋白複合体に結合したカロテノイドは、光エネルギーの織穫及び伝達の機能を担っている。
カロテノイドからクロロフィルへの効率の良いエネルギー伝達には、カロテノイドの光学的禁制な 21Ag
→ 1 Ag- 遷移が関与していることが示唆されている [1]0 溶液中のフリーなカロテノイドの最低励起一重
項 (SI)状態が 21Ag-状態であることは、 Thrashら [2]が全トランスβ・カロテンのラマン励起プロフ
イールを測定することにより最初に示唆した。 著者ら [3]は、全トランス及び 15・シス異性体から生成
する SI状態に由来する、 1Ag- 状態との振電相互作用により高波数シフトした、 'C=C'伸縮振動のラマン
線の検出に初めて成功し、 SI状態が 21Ag 状態であることの2番目の証拠を与えた. その後、野口ら
[4]は全トランス体から生成したSI状態の 1却0・1100cm-1領域のラマンスベクトルを報告し、つづい
て、著者ら [5]は振電相互作用していない、もう一つの 'C=C'伸縮振動のラマン線が 1530CII1-1に現れ
ることを報告した。 今回我々は、実際に光合成膜〈ホウレン草のクロロプラスト〉に結合したカロテノイ
ドのSI状態のラマンスベクトルの測定に成功したので報告する [6]0
図1にホウレン草クロロプラストに結合したカロテノイドのSI及びT1状態のラマンスベクトルを示
した。 溶液中でのフリーなルテイン、 β・カロテン、及び葉部より抽出したカロテノイドの混合物のSI及
びT1状態のスベクトルとの比較より、以下に示す事柄が結論された. ① 1498及び 1127c鋼ー1のラマン
線は、三重項 (Td励起種区帰属された. ただし、 12∞-1130 c聞ー1の領域に現れ、カロテノイドの
T1種を識別するためのキーバンドがSI種区由来する一連のラマン線によりマスクされているため、得ら
れたラマン線が、どのカロテノイドに由来するか特定することはできなかった. ② 1753及び 1527
cm-1のラマン線と 1250・1190c欄-1に現れる一連のラマン線は全

トランスβ・カロテンから生成する SI種に帰属された.
1753 c欄ー1に現れる 'C=C'伸縮振動のラマン線の存在は、 (i)

観測されたカロテノイドのSI状態が21Ag- 状態であること、及び |互土呈.1 
(i i)このラマン線がフリーなものより 40cm-1低波数シフトしてい
ることから、カロテノイドがアボ蛋自に結合することにより娠電相互
作用が弱まることが示唆された。

[1] R.J. Thrash et al.， Phot舵 hem.Photobiol. 29 (1979) 1049. 
[2] R.J. Thrash et al.， J. Chem. Phys. 67 (1977) 5930. 
[3] H. Hashimoto and Y. Koyama， C陪m.Phys. Lett. 154 (19回)
321. 

[4] T. Noguchi et al.， Pho加chelll.Photobiol.回(19朗)603. 
[5] H. Hashimoto and Y. Ko抑制， C恥欄.Phys. Lett. 163 (1989) 
251. 

[6] H.. Hashimoto and Y. Ko抑制， Bioche欄. Biophys. Acta (1倒的
In press. 
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3Dal0 光合成バクテリア胎.b.s凶eroides2.4.1のクロマトフォアに結合した
カロテノイドの 21~-状織のラマン分光

0九鬼灘隆，橋本秀樹，小山泰(関西学院大・理)

【序}カロテノイドは光合成初期過程において光エネルギー州機・伝途および散逸の機能を担っている.前者に
おいてパクテリオクロロフィルJ、、エネルギーを伝途する際にカロテノイド伏場低蹴ト重項 (SI)状態カ滑も本卸特
役割を演じる.有機溶媒中のフリーなIJロテノイドに関しては，光学駅前容遷移であるIBu+状態ではなく，光学的に禁
制な 21~-状懸が SI状態であることがラマン分光により確証されてきた [1. 幻.しかし，光合成践に結合したカロテ
ノイドについては SI状態がどちらの状蛾である糾羽蝿EされてL吐い.そこで演者らは，橋本・小山のクロロプラス
トに結合したカロテノイドの 21んー状態のラマン分光白]に続き，光合成バクテリアmlb.sPheroides 2.4.1のクロマ
トフォアに結合したカロテノイドについても 21~-状態のラマン線を検出したので報告する [4J.
【実験】蜘.s訪問roides2.4.1のクロマトフォア崎臨ラマン潰健. 益b.

E血笠盛金星 2.4.1の薗休を飽音波破砕し，遺心・飽遠心分慢により得たクロマトフォ
ア分画(20000-144000x g)を50酬ショ紙切副リン酸カリウム揖衝液細=7.5)に懸濁 I(a) 
して測定に用いた.ピコ秒YN3レーザーのSHG(532na.パルス幡 10句s.ML-76順Iz.
QS-800Hz)を用い，高光子密度(50耐)・低光子密度 (5aW)でのクロマトフォア中のカ
ロテノイドのラマンスペクトルを滅定し，差スペクトルを取った.
スフエロイデンおよびスフエロイデノンの過渡ラマン測定.薗体より官置でカロ
テノイドを抽出し，織化後，中圧および高圧クロマトグラフィーで各々のカロテノイ
ドを精製した SI状懲の測定には 6x10-.Mスフエロイデンのnーヘキサン溶液を用い
た.クロマトフォアと同様にピコ秒パルス YN:iレーザーの盟Gを用い，高光子密度
(50.的と低光子密度 (2.511'紛で測定したスベクトルの差を取った. TI状織の測定に
は 3x10-3Mアントラセンと 3x10・SMスフエロイデンを含むn-'¥キサン溶液，または
ちx10-3Mアントラセンと 3xlO-SMスフェロイデノンを含む1HF溶液を用いた.ポンプ
光としてN2レーザーの337na(5.J/pu!se.パルス幅 9ns)の光，フ・ロープ光としてNd
:Y必レーザーの釧G(2・J/pu!se.J'tlレス幅<20ns)光を用い.10Hzで発娠させ，遅延時
聞を1.8μsとして測定した.
【結果】図1にクロマトフォアに結合したおよびフリーなカロテノイドの園施獄

般のラマンスペクトルを示す.クロマトフォアにおけるカロテノイド次岨成(スフエ
ロイデン:スフエロイデノン=ラ:1)と.SIおよびTI状態での共鳴条件により，
クロマトフォア同音合したカロテノイドの周施討制勝ラマン線はスフエロイデンの
SIおよびTI状懸に帰属することが出来る.図1の(a)での1507.1262. 1151c.-1の
ラマン織はれ状態に起因するもので，フリーなとき(c)との波数の逮川ま h状態
での構造がアポ蛋自に結合することにより歪を受けていることを示している.(a)の
1766c圃-1 (b)の1817c.-1のラマン績は. 21~-状態の，基底状態(I~-) と按電相互
作用したc=c僻輔鰯鋤に帰属される.つまり，クロマトフォアに結合したカロテノ
イドの1766c圃-1のラマン樹立，①クロマトフォア同音合することによりt町状態のエ
ネルギーカ吋配下しても ， 依然として 21~-状懲が SI状慣であること，②クロマトフ
ォアに結合すると波数カち1c園自1(1817c.→→1766c.-I)も低波数シフトすることから振
電相互作用カ明くなっていること，を意味している.
(1] H. Hashi齢 toωdY. Koy岨， α1置.. Phys. Letters 154 (1989) 321. 
[2] T. Noguchi. S. Ko!aczko開ki.仁 Ar加ur.S. Araaaki and G. H. Atkinson. 国 (a)タロマトフ，ァに儲脅したカロテノ
Photoc恥..Photobio1. 50 (1989) 603. 
[3]比 Hashiaoto制 Y.Koy岨.Biochi.. Bio向 s.Acta i n press. 
[4] M. Kuki，見Hashimotoand Y. Koy狙a， <lIe.. Phys. Letters i n press. 
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