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Bchl b; bacteriochlorophyll b 

Bpheo b; bac t er i opheophyt i n b 

略語

C550; QAーの電場による pheoaの吸収ピークシフトを利用したQAーの指標

s -Car. s -caro tene 

C h 1 . chlorophyll 

C h 1 a. chlorophyll a 

Ch 1 b. chlorophyll b 

C P 4 3 ; Chlorophyll binding protein，アンテナクロロフィル結合蛋白質のー

つ(分子量約 43kDa)

CP47;アンテナクロロフィル結合蛋白質の一つ(分子量 約 47kDa)

Cyt b -559 ;チトクロム b-559

D ; P 680への電子供与体の一つであるチロシン残基

D 1 .反応中心蛋白質複合体を構成する2つのコアサブユニットの1つ

D2;反応中心蛋白質複合体を構成する 2つのコアサブユニットの1つ

D C 1 P. 2， 6 -d i c h 1 01・ophenolindophenol 

DCMU; 3値 (3，4・dichlorophenyl)-l，l-dimethylurea

DM; n-dodecyl-s -D-maltoside 

DTN; Sodium dilhionite 

Em. midpoint potential 

E P R ; Electron Paramagnetic Resonance 

F d ; Ferredoxin，フェレドキシン

-F e 2+ -T r i s P S II R C ; T r i s P S II R Cから非ヘム鉄を除去した試料。

FNR; Ferredoxin-NADP-Reduclase， J¥TADP還元酵素o

HE P E S . N-2-Hydroxyethylpiperaz ine-N' -2-ethenesulfonic acid 

H P . H igh Potent ial form， Cyt b-559の高電位型

H P L C. High Performance Liquid Chromatography 

1 C P -A E S . Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectroscopy 

1 P. 1 ntermedi ate Polen t ial form， Cyt b-559の中間電位型



1 P' . Cyt b-559のもう一つの中間電位型

L H C 1. Light-Harvesting Complex 1， P S 1に結合する集光性蛋白質複合

体

L H C II. Li ght -Harvest i ng Comp lex II，主に PSIIに結合する集光性蛋白質

複合体

L P . Low Potential form， Cyt b-559の低電位型

μM  C y t ; Cyt b -5 59の濃度 (μM) 、反応中心濃度に等しいo

ME  S. 2-(N-morpholino)ethanesul fonic acid 

MO  P S. 3-(N-morphol ino)propanesulfonic acid 

MQ; menaquinone 

P 680; pr i mary dono r ch 1 orophy 11 a of PS II ，反応中心 (Ch 1 a の 2量体)

P 960; Rps. v i r i d i sにおける反応中心 (Bch 1 bの 2量体)

P C ; P 1 as to cyan i n，フラストシアニン

Pheo a ; pheo phyt i n a，フェオフィチン a 

PM  S F. Phenylmethyl sulfonyl fluoride 

P QA; plastoquinone A，フラストキノン A

P S 1 . phot osys tem 1，光化学系 I

P S II. phot osys tem II，光化学系E

PS II RC ; P S IIから、集光性蛋白質 (LHCII) を除去した試料。

QA; primary quinone acceptor of PSII，第 lキノン電子受容体

QA活性;反応中心の光励起に伴う QA光還元活性。QAーの生成に伴う 325nm にお

ける吸光度変化として観測される。

QB. secondary quinone acceptor of PSII，第2キノン電子受容体

Rps. viridis. Rhodopseudomonas viridis 

Rb. sphaeroides; Rhodobacter sphaeroides 

T r i s， tri s (hydoroxymethyl) aminomethane 

Tr i sP S II RC ; PS II RCから、 Tr i s処理によって水分解系を除去した試料

UQ. ubiquinone 

Z ; primary electron donor， P680への第 l電子供与体であるチロシン残基

Zn2+-TrisPSllRC; TrisPSIIRCの非ヘム鉄をZn2+に置換した試料

.つ.



還元側 ;PSII内で電子を受け取る部分、すなわちQA.QB周辺

環状電子移動;QA一→P680+問で何かが中間に介在する電荷再結合反応

キサントフィル類;カロテノイドの中で、 水酸基、カルボニル基、エポキシドなど

の形で酸素を含むもの O 本研究ではネオキサンチン、ヴィオラキサンチン、

ルテインを検出した O

機能分子 ;反応中心P680へのエネルギー伝達機能に関係すると考えられる分子

(Ch 1 a， Ch 1 b，カロテノイド)、お よび電子伝達機能に関係す

ると考えられる分子 (P680を形成する Ch 1 a， pheo a， P Q A) 

逆反応 back reaction 本論文では、環状電子移動と明確に区別するために

QA -→P680+の直接的な電荷再結合反応として定義する O ただし、環状電

子移動も含めて QA-→P680+聞の電荷再結合反応をすべて逆反応と呼ぶこ

とも多い。

酸化側 ;PSII内で電子を放出する部分、すなわち P680、Zおよび水分解系周辺

直線状電子移動;正常な電子移動(水→Z→P680→ Pheo a →QA→QB→キノン

プール)
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百五ヒこ」
j~ご日

光合成光化学系II (PSII) は高等植物チラコイド膜上に存在する蛋白質複合体

であり、光励起によって水から電子を奪う、光合成の初発反応、の場である o P S II 

から放出された電子によって、最終的には還元力を持つNADPHが生成され、ま

た、電子を受け渡す過程で生じた日+濃度勾配を利用してATPが作られ、チラコ

イド膜上における光エネルギーの化学エネルギーへの変換が完了する o P S IIと類

似した構造と機能を持っと予想、されている、光合成細菌 (Rhodopseudomonas

viridisおよび Rhodobactersphaeroides)の光化学反応中心の単結晶X線構造

解析の成功により、 PSII反応中心の構造および電子伝達機構が推定された。しか

し、 PSIIは光合成細菌反応中心にはない水分解能を持つ特徴がある O また PSII

は光合成細菌に比べてはるかに強い光にさらされる環境にあり、 PS II内で生じる

危険なラジカルに対処しなければならない。そのため、強光照射により光合成能が

落ちるという現象、即ち“光阻害反応"が生じる O 近年、光阻害の機構に関する研

究が注目を集めてきたが、 PSII反応中心を構成する D 1蛋白質の分解過程と光阻

害反応との関係についての研究に比べ、 D1蛋白質分解にいたる前のその反応の初

期過程及びその反応を防ぐための機構に関する研究は少なかった O この論文は、光

阻害条件下での防御的な役割が予想される PSII内環状電子移動と光阻害反応の初

期過程との関連について行った研究をまとめたものである O

本論文の第 I章では、 PSII内環状電子移動の性質と機構に関して論述したもの

である o P S II内の通常の(正常の) “直線状電子移動"経路では、クロロフィル

2量体である反応中心(P 680)が、光による電荷分離を起こして P680+となり、

電子がフェオフィチン a (Pheo a) ，それぞれプラストキノンAから成る QA'QB 

と受け渡され、 QBは2個の電子と 2個のH+をそれぞれ得た後、プラストキノール

Aとなり、チラコイド膜中のプラストキノンと入れ替わり、光合成光化学系 I

(P S 1)へと電子が受け渡される O それと同時に、 P680+によってチロシン残基

である第 l電子供与体 (Z)が酸化され、生じた Z+はさらに水分解系とfI乎ばれる

部分を通して水を酸化する O 一方、 “環状電子移動"は電荷分離で生じた電荷を PS

E内で再結合させてしまう過程であり、一見、光エ不ルギーを浪費するだけのよう

に見える O しかし、水分解系が失われて、電子の供給が停止した場合や、チラコイ
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ド膜が還元型プラストキノン(プラストキノールA)で充満してPSIIからの電子

の放出が停止した場合などは、 PSII内で電子をバイパスする機構によって、反応

性の高いラジカルを消去することが重要になると予想、される O

従来から、環状電子移動経路中の電子伝達分子として PSII蛋白質複合体に存在

するチトクロム b-559 が機能しているのではないかという報告があったが、チト

クロム b-559の酸化還元過程は、光照射に伴い、還元と酸化が同時に起こるため、

明確な還元及び酸化の速度定数を解析するのは極めて困難であった(注) 0 定常光

を用いた実験でのみ得られるデータの解析の結果、得られたチトクロム b-559 経

由の環状電子移動速度は半減期 35---100msであり、直線状電子移動におけるQA一→

QB電子移動が 100---200μSの半減期で起こるのと比較しでかなり遅く、 生理的な

条件下では機能していないとも考えられてきた。 しかしチトクロム b-559 は少な

くとも二つの電位型を持ち、条件によっては相互に変換しうるという特徴を持ち、

その生理的意義は現在に至るも議論を呼んでいる O

また、 PSII反応中心にはもう 一つの機能の不明な鉄イオンである、非ヘム鉄が

QA' QB間に存在する O 非ヘム鉄の酸化還元状態は基本的には液体ヘリウム温度に

よる EPR測定によって決定するほかなく、当然生理的条件下での酸化還元状態の

時間変化は測定しえない。非ヘム鉄に関して、その酸化還元電位が pIl変化するこ

とと、パルス光照射蛍光測定より、酸化された状態の非ヘム鉄はQAーから半減期数

μS以下で電子を受け取るということが分かつているのみであった O

本章では、 PSIIの水分解系を除去した系で、反応中心P680とQA及びQBそ

れぞれの酸化還元に伴う吸光度時間変化を、レーザーフラッシュフ ォトリシス法

で観測することで環状電子移動の挙動を解析した O その結果、水分解系の代わり

に人工電子供与体としてMn討を加えることで、直線状電子移動のみ起こる条件に

すると消滅する電子移動過程 (p680+再選元過程とQA一再酸化過程で、それぞれ観

測される半減期 100---200μSの成分、およびP680-1再還元過程で観測される 700

μs ---lmsの成分)として環状電子移動の存在を明確にした O このP680'再還元過

程、 QA一再酸化過程、それぞれで観測される半減期 100---200μS成分の環状電子

移動量の酸化還元電位依存性は、チトクロム b-559の高電位型( Emキ440mV) 

(注) Q Aーにより生ずる電場がチトクロム b-559 のヘムの吸収スペクトルに変
化をもたらす electrochromismのため、チトクロム b-559 の酸化還元の
過渡現象を正確に測定できないと言われている O

「
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の酸化還元状態の変化とよく対応し、 高電位型が酸化型のとき環状電子移動が大

きく観測できた O さらに、それぞれの 100---200μS成分の環状電子移動量は大き

く pIlの影響を受け、 pH6. 5を変化の中点として、高い pH では環状電子移動

が大きく観測できた O ところが、チトクロム b-559の電位は pH依存性を示さな

いため、この現象は pH の影響を受ける別の因子の存在を示している。その因子

として-6 Om V / p Il u n i t で電位が変化することが報告されている非ヘム鉄(Em 

.. 400mV， pH 7. 0 )であると仮定すれば、非ヘム鉄からチトクロム b-559への

電子移動を考えた場合、 pH 6.5付近で非ヘム鉄の電位はチトクロム b-5 59の高

電位型の電位である 440mV と等しくなる O そのため、これ以下の pHでは、その

電子移動が抑えられ、これ以上の pHでは、その電子移動が増大すると考えられ

るO これを裏付けるように、環状電子移動量は非ヘム鉄を持つ試料の方が、それ

を除去した試料の 2倍近い pH変化を示した。これらの事実から環状電子移動と

チトクロム b-559の高電位型及び非ヘム鉄との関わりが明らかになった O

さらに詳細に環状電子移動過程に関して調べる目的で、励起フラッシュごとに

P680+再還元過程と QA-再酸化過程を測定した。P680~ 再還元過程では、最初の光

励起で Z から P680~へ電子が移動する過程が観測され、それ以降の光励起で 100 ---

200μS 成分が出現した o QA一再酸化過程で、は、最初の光励起でQAーから非ヘム鉄

(F e針)へ電子が移動する過程が観測され、それ以降の光励起で 100----2 00μS 

成分が出現した。このことから、最初の光励起でz+と還元型非ヘム鉄 (Fe 2-1)が

蓄積することによって、初めて 100----2 00μS成分の環状電子移動が生じることも

示された O 一方、 P680+再還元過程で観測される半減期 700μs----lms成分の環状

電子移動は非ヘム鉄とチトクロム b-559の高電位型を通らない直接的電子移動で

ある可能性が示されたが、 QA一再酸化過程でこれに対応する成分を分離するのは凶

難であるため、特定するには至らなかった O

第E章では、環状電子移動量と、エネルギー伝達および電子伝達機能に関係する

と考えられる分子(以下、機能分子と略す)の数、特に s-カロテン、プラストキ

ノンAの数に注目して、 PSII光阻害反応初期過程について研究したものである O

Dl蛋白質分解にいたる“前"の光阻害反応の初期過程を解析するためには、まず、

蛋白質分解に伴って各機能分子が失われる影響を|徐かなければならない。そのため

に、 “蛋白質分解酵素阻害斉IJ存在下"で光照射処理を行った試料を用いて環状電子
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移動量の時間変化を測定するとともに、光照射処理した試料を陰イオン交換樹脂に

吸着させて、反応系から離脱した機能分子類や、すでに分解が開始した反応中心複

合体を洗い落とし、 D1蛋白質分解開始直前の反応中心複合体中の各機能分子の数

をHPLCを用いて測定した O

光照射処理によって、 PSII複合体中のpーカロテン， プラストキノンAの分子

数の変化のみが顕著で、あった。またある特定の光照射条件下で半減期 100'""200μS 

成分の環状電子移動量 は、約 1分の半減期で減少を示した。この時間領域では

QA' QBの本体で、ある PQAの数の減少は見られず、環状電子移動量の減少を機能分

子レベルで説明できるものは s-カロテンのみであり、 s-カロテンの分子数は

100'"" 200μS成分の環状電子移動量と一次の相関を示した O

第 I章で環状電子移動とチトクロムb-559の高電位型は強い相関性を持つことを

示したが、チトクロム b-559 に関する報告では、 Fーカロテンはチトクロム b-

559の光酸化に必要であるといわれている O また、水分解系を破壊した PSIIに対

して光照射処理を行うと、チトクロム b..559は高電位型 (Hp) が半減期約 1分

で中間電位型( 350mV )に変化し、最終的には、低電位型 (LP) に変換すると

報告されている O これらの半減期と減少成分の割合は本研究で示された戸 ーカロテ

ン及び環状電子移動量の挙動とかなりよく 一致しており、 s-カロテンが損傷する

ことによってチトクロム b-559のHPが失われることが予想される O

従って、 100'""200μS成分環状電子移動経路のチトクロム b-559のHP， P 680 f 

聞に s-カロテンは位置すると考えられる O そこでs-カロテンは環状電子移動に

よって過剰な電子を酸化側に戻していると考えられる O

このとき s-カロテンの損傷はフェリシアナイド存在下の酸化的な環境中では特

に激しく、無酸素状態でも損傷はくい止められないことから活性酸素によ って損傷

したとは考えられず、明らかにs-カロテンがP680+によって酸化された結果と考

えられる O また、反応中心複合体当たり 8個存在するs-カロテンのうち 6個分

が半減期約 1分で減少し、残り 2個分が半減共)]約 16分で減少したことか ら、驚

くべきことに反応中心内部に存在する 2 個の pーカロテンに先だってアンテナク

ロロフィル結合蛋白質である CP43，CP47中の 6個のs-カロテンが損傷す

る可能性が高いと結論づけられた。このことか ら、s-カロテンは反応中心のi捌

な電子と正電荷を再結合させると同時に、過剰な正電荷を反応中心蛋白質
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(Dl， D2) を取り巻く CP43，CP47蛋白質上のs-カロテンへ逃して反

応中心を保護するという電荷の緩衝剤的機能を担っているということが示唆された。

一方、プラストキノンAは残りのs-カロテン数が 2'"'--3個になった時点で離脱

を開始する場合が多い O ただし、無酸素条件下の場合はPQAの数はほとんど減少

しなかった O

このことは、 CP43，CP47蛋白質上の pーカロテンが破壊され、反応中心

複合体内部のpーカロテンまで損傷する状況になれば、それが引き金となって酸素

を必要とする何らかの反応が生じ、 QAが放出されるという可能性を示している 。

従来のモデルでは、 D1蛋白質分解の引き金としてQAが 2電子還元及びH+化さ

れてプラストキノールAとして PSIIから放出されると報告されているが、本研究

では pH6.0 における光阻害の結果は pH7.5における光阻害の結果と大きな変

化はなく、 H+化モデルとは異なる QA放出過程が存在することが示唆された。

以上の事実から、水分解系が損傷した状態では s-カロテンは電荷の緩衝剤的機

能を持つことで反応中心を保護するとともに、 D1蛋白質分解の引き金にもなる可

能性が示された O すなわち、光阻害反応初期過程において中心的な役割を果たして

いるのはpーカロテンであると考えられる O
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序論

高等植物の光合成の場は、かつて藍藻から進化した細胞内小器官の一つである予定

緑休である O 葉緑体中には 2種類の光化学系と呼ばれる蛋白質複合体があり 、光

エネルギーを化学エネルギーに変換している O それらは、それぞれ光化学系 1 (以

下PS 1と省略する)、光化学系II (以下PSIIと省略する)と呼ばれ、チラコイ

ド膜と呼ばれる閉じた膜系に膜蛋白質として存在している o P S IIは、光励起によっ

て水から電子を奪う、光合成の初発反応の場である o P S IIから放出された電子は

チトクロム b6-f複合体、プラストシアニン (PC)、PS 1の順に受け渡され

るO さらに電子は PS 1によって光エネルギーを利用してフェレドキシン

(F d) 、NADP還元酵素 (FN R)の順に受け渡され、最終的には還元力を持

つNADPHが生成される 。また、電子を受け渡す過程でPS II 、チトクロム

b6-f複合体、 NADP還元酵素は電子の流れに共役して、 H+をストロマ側か ら

奪うか、またはチラコイド内腔側(ルーメン側)へ放出するため、チラコイド膜を

はさんでH+濃度勾配が生じる o AT P合成酵素はH'濃度勾配によって生じた電気

化学ポテンシャルを利用してATPを生成する O 以上が光エネルギーを化学エネル

ギー (NADPH，ATP)に変換する過程である O このエネルギーが二酸化炭素

と水から糖を作るときの動力源となっている(図 1，p 10) 0 

2 種の光化学系のうち、 PSIIは、先に述べたように水分子を最終的な電子供

与体としている興味深い系であるが、膜蛋白質であるうえに、 PS IIコア蛋白質

の周りに反応中心近傍アンテナクロロフィル結合蛋白質、)民表在性の水分解系蛋

白質、集光性蛋白質複合体、さらに機能のよく分かっていない多くの低分子量蛋

白質など、 20種類以上の蛋白質からなる複合体であるため結晶化による X線構造

解析は非常に困難である O ところが、 1984年、 Miche1 らにより紅色光合成細菌

Rhodopseudomonas viridis (以下旬s. viridis と11併す)の光化学反応巾心の単

結晶X線構造解析が成功し (1，2)、続いて Rhodobaclersphaeroides (以下 Rb.

sphaeroides と略す)でも成功したことによって (3，4)、状況は一変した。Rps.

vi r i di sと Rb. sphaeroidesは電子供与体として水で、はなく乳酸などの低分子イイ

機化合物や分子状水素を使うが、その光化学反応中心はpsrrの反応中心と類似点

が指摘されていた。その類似点を挙げると、
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1) どちらも最初の安定な電子受容体はキノンであり、これ らのキノンはそれぞ、れ

もう 一つのキノンに電子を伝達する O

2) どちらも 2分子のバクテリオフェオフイチン b ( Rps. viridis の場合)また

はフェオフィチン a(P S IIの場合)を含み、それぞれ中間的な電子受容体と

して働く O

さらに、紅色光合成細菌の光化学反応中心蛋白質 (L，Mサブユニット)と、

PSII蛋白質複合体中の各蛋白質のアミノ酸配列が比較された O このとき、紅色

光合成細菌において、タンパク質の構造、および補欠分子族との配位結合、水素

結合、 π電子系相互作用などに関し重要と思われるアミノ酸残基(例えば、パク

テリオクロロフィルのMg討に配位結合する窒素原子を持つヒスチジン残基など)

に注目して比較された。その結果、重要なアミノ酸配列が非常によく保存されて

おり、進化的つながりがあると考えられた蛋白質は、分子量がともに 32kDaであ

るD1， D 2蛋白質であった (5)0 1987年 Nanba と Satohは、ホウレンソウよ

りPS IIの反応中心結合蛋白質複合体を単離し、 PSIIの光化学反応中心P680

とフェオフイチン a (Pheo a)はD1. D 2蛋白質に結合していることを明らか

にし、これらがPSII反応中心蛋白質であることを決定した (6)。このうち除草剤

結合蛋白質として良く知られる D1蛋白質は、 Q8 (第2キノン電子受容体)の結

合部位を持つことが Satoh らによって、すでに報告されていた (7)。このような

経緯で、 Rps. v i r i d i sと Rb.sphaeroidesの反応qJ心で得られた知見を基にし

て、 PS II反応中心の構造および電子伝達機構がより詳細に推定された O

図2 (p 12) に Rps. viridis における電子伝達経路の模式図と PSIIにおけ

る電子伝達経路の想像図を示す。簡単のため、 PSIIの集光性蛋白質複合体と低分

子量蛋白質の多くは省略した O

P S IIの光化学反応中心はP680とu乎ばれる、特殊な状態のクロロフィル a

(Ch 1 a) の2量体であり、その光励起によって、 Pheo a との聞に最初の電

荷分離が起こる o P heo a に移った電子はプラストキノン A (P QJを本体とす

るQA(第 1キノン電子受容体)へ移動し、 Q8(第2キノン電子受容体)へ伝達さ

れる o Q 8サイトの PQAは、 2個の電子を受け取った後、 2個の H+を得てから、

P QAH2となりキノンプールへ放出され、新しい PQAと入れ替わる O 一方、電荷分

離したP680+はZと呼ばれる第l電子供与体から電子を引き抜いて還元され、生じ
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Rps. viridisで、はP960(Bchl bの2量体)が光励起されて電荷分離し、電子がBpheob， rvIQ (メナキノン)，UQ 

(ユピキノン) の順に移動し、 UQは2電子還元された時点でH+化され、 Quinonepool中のUQと交換される O 一

方、生じたP960+はCytcから電子を与えられるつPSII RCではP680 (Chl aの2量体)が光励起されて電荷分離

し、電子がPheoa， QA. QBの順に移動し、 QBは2電子還元された時点でH+化され、 Quinonepool中のプラストキ

ノンと交換される O 一方、生じたP680+はZ，Mnクラスターを通して、水から電子を受け取る O また、点線で示

したのは環状電子移動である O なお、膜面に対する反応、中心の向きは、光合成細菌での向きに対して PSIIは進

化の過程で逆に見えるようになったと推測されている O また、それぞ、れカロテノイド 11，2-dihydroneurosporene， 
(J -caroten ( s -Car)fを含んでいる O



たz+はMnクラスターを活性中心とする水分解系複合体を介して水分子から電 f

を奪って還元される O この酸化側には、 Z以外にDという電子供与体が存在するが、

通常の電子伝達反応ではZが機能する。 水分解系活性中心Mnクラスターは 4 個

のMnイオンからなり、 Kok's c yc 1 eと呼ばれる反応経路で 2分子の水を 4電-f-

酸化し、 1個の酸素分子と 4個の H+を生じる (8)0 

図3 (p14) に Rps. viridis の構造をもとにして書いた PS II反応中心の

D 1， D 2サブユニットにおけるヘリックス構造の想像図を示す。 D1， D 2サ

ブユニットはそれぞ、れ、 A-----Eの 5本の膜を貫通する αヘリックス以外に、ヘリッ

クス Cとヘリックス Dの聞に小ヘリックスCD、ヘリックスDとヘリックスEの

聞に小ヘリックスDEを持っと予測されている O 上記の電子伝達機能分子のうち、

P680の 2つの Ch 1 a はそれぞれD1， D 2サブユニットのヒスチジン残某

と配位結合していると考えられている o P heo aはそれぞれl分子ずつ D1， D 2 

サブユニットに結合しているが、実際に電子伝達に寄与しているのはD1サブユニッ

トに結合しているものだけであると考えられている O また、 QAはD2サブユニッ

トに、 QBはD1サブユニットに結合している。

このように Rps. vir idis と Rb. sphaero idesのX線結品構造解析によ って、

PSIIの機能と構造に関する研究は大いに進んできたが、 Rps. viridisなどには

見られない特徴も注目されてきた。P680+への電子供与体である ZとDの機能分子

に関しては、 Babcock らが、葉緑体と同じ光合成系を持つ藍藻 (Syn e c ho c y s L i s 

6803)に対して突然変異誘発物質を用いて、特定のチロシン残基をフェニルアラ

ニン残基に置換した結果、 Si gn a 1 II s と呼ばれるD十ラジカルに起因する EPRス

ペクトルが消失することから、 DがD2サブユニットの 160番目のチロシン残法

(ホウレンソウのチロシンー161に対応)であり、さらにZはD1サブユニットの

161 番目のチロシン残基(ホウレンソウでも同じ)であることを明 らかに した

(9 )。また、 Rps. vi rid is には、反応中心パクテリオクロロフィル 2量体のほか

に、電子伝達への関与が不明な 2分子の“アクセサリークロロフィル"と呼ばれ

るクロロフィル分子が、反応中心とパクテリオフェオフイチンの近傍に存在する

(1，2) 0 P S IIではそれに対応するものとして、 D1， D 2複合体中に Ch 1 a 

が 4分子含まれ(10)、 Rps. viridis より 2分子多い。さらに、 Rps. v i r i CI i s 

の反応中心にはカロテノイドが 1 分子あるが(11)、PS IIではs-カロテン
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( s -Ca r) 2分子が存在する (10)0 

s -Car はクロロフィルと同様に光エネルギーを捕らえるアンテナ色素のーっと

しての役割と、周辺のアンテナ色素の励起エネルギーを共鳴によって受け取り

P680へと受け渡す、エネルギー伝達の役割を持っと言われている (12)0最近では、

s -Carが一重項酸素分子を効果的に消去することから、反応中心を保護する機能を

持つことが注目されてきた(13，14) 0さらに、反応中心上の s-CarはP680+によっ

て酸化され (15-17)、損傷することも知られている (17)0 

また、 PSIIと Rps. viridisの酸化側(反応中心に電子を供与する反応中心

周辺)では構造的、化学的類似性は低く、例えば、 PSIIにのみ水分解系があり、

PSIIの P680の酸化還元電位Emは細菌に比べて数百 mV も高く、約 1.lV と見

積もられている (18-20)0一方、還元側(電子を受け取る QA' Qs 周辺)では電子

伝達機能分子の結合部位の環境の類似性が集中して見られる O しかし、興味深いこ

とに両者の還元側においても、明らかに異なる特徴がいくつか報告されている O そ

れは、おもにQA' Qs聞に存在する非ヘム鉄への配位様式と化学的性質の遠いであ

る(図4，p 16) 0 紅色細菌の反応中心の非ヘム鉄は 4 つのヒスチジン残基の窒

素原子と、グルタミン酸残基の 2つの酸素原子が配位子として働く 6配位8面体

構造を取っているが、 PSII反応、中心では、その配位子のっちヒスチジン残基 4

つは保存されているものの、グルタミン酸残基は保存されていない (5，21，22)0そ

のかわり、 PSIIでのみ、 QAから Qsへの電子伝達過程にIIC03ーの存在が必要であ

ること (23)、HC0
3
ーを除去すると非ヘム鉄の EPRスペクトルが変化し、さ らに、

メスバウアースペクトルを測定すると、 6配位 8国体構造を示すスペクトルが消

失することなどの報告から (24)、この非ヘム鉄に HC03ーの 2つの酸素原子が配位

していると考えられている。この構造の違いのためか、 PSIIと Rps. v i r i d i s 

の非ヘム鉄は共に2価であるが、 PSIIの非ヘム鉄のみフェリシアナイドなどの酸

化剤で酸化される (25)0 さらに、 psnの非ヘム鉄の酸化還元電位は pH依存性

( -6 Om V / pH un i t )を持つことも報告されている (26)0しかし、光合成細菌と

PSIIのどちらにおいても非ヘム鉄の役割は不明のままである O

PSIIには、もう 一つ機能不明の鉄イオンを持つチトクロム b-559( Cyt b-

559 )が結合している o Cyt b-559は分子量約 9kDaのαーサプユニットと、

分子量約 4.5k Daのs-サプユニットからなる b型のヘムを含む膜蛋白質であり
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図4 光合成細菌(R.viridis)と高等植物光化学系 II(PSII)の

QA' QB' 非ヘム鉄周辺の結合状態

DとE: Rps.viridisのL，MサブユニットとPSrr RCのD1，D2サブユニットの
α-ヘリックス

( 1111111 )水素結合、(..・H ・I)配位結合、(一一一 )π電子系相互作用
どちらの非ヘム鉄にも4つのヒスチジン残基が配位しているが、 Rps.

viridisで、はグルタミン酸のカルボ、キシル基が2座配位しているのに対し、

PS rrでは重炭酸イオンが2座配位していると考えられている O
(高橋裕一郎、佐藤公行 (1989) 蛋白質核酸酵素 34.741-754を参考にし

て書いたもの)
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PSII反応中心の極めて近傍に強固に 1分子結合している (27)0 2つのサブユニつ

トはそれぞれ 1つずつのヒスチジン残基を持ち、 Babcockらによる EPR測定の

結果から、 bis-histidine結合によってヘムを結合していることが明らかになっ

た(28) (図 5，p18) 0 Cyt b-559 t~t標準酸化還元電位の違う 2つの状態があ

り、それぞれ高電位型 (HP) と低電位型 (LP) と呼ばれている o Emの値はそれ

ぞれ、 320-----435mV(29-37)， 20-----150mVと報告されている (35-40) 0さらに、 180-----

240mV の中間電位型 (IP) もあるという報告もある (36，37，41)0報告ごとに電位

がかなり違う理由として、試料に加える可溶化剤の濃度が高いときや、熱を加え

たり、試料が古くなった場合や、測定にかかる時間が長いと高電位型から中間電

位型や低電位型への変化が生じるためであると考えられる (36，42) 0 このように

Cyt b-559は条件によっては各電位型は相互に変換しうるという特徴がある (43-

45)0また、その機能に関して、 Cytb-559は光酸化されるが(30，46，47)、特に水

分解系の機能が停止したとき、よく光酸化され(47，48)、また、光還元も受けると

いう報告がある (49，50)0これらの報告から、 Cylb-559は水からキノン プールへ

の通常の電子移動の経路には含まれず、 PSII内で電子を一周させる環状電子移

動 (p21で、詳しく述べる)の経路の一部ではないかと、多くの研究者によ って予怨

されてきた (45，51-53)0

高等植物の PSIIと Rps. viridis などの反応中心にこれらの ような違いが性

じたのは、太古の光合成細菌が硫化水素や有機酸のような限 られた電子供与体を利

用して光合成を行ってきたのに対し、新たに山現した PSIIを有する藍藻類は、電

子供与体として無尽蔵にあるに等しい水を用いて光合成を行って爆発的に生活圏を

広げ、光合成細菌よりも強い光にさらされて光合成を行うようになった結果、光ス

トレスに適応してきたためであると考えられる (54，55)0

PSIIがさらされる光ストレスとしては、まず、 PSII内部で生じる、水をも

分解する高酸化状態のカチオンラジカルや、アニオンラジカルの蓄積が挙げられ

るO 光は、本来反応系の状態などに関係なく入射するものであるため、過剰に光

が入射した場合、水分解系の機能が低下することでP680周辺が高酸化状態になり、

また、キノンプールのPQAの還元型が増加することで、 PSIIの還元側が高還元

状態になって系が損傷を受けると考えられる O さらに、水分解反応によ って生じ

る酸素分子は、色素分子が励起状態のときや還元反応を受けるときに危険な活性
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図5 Cyt b559 のα，sサプユニットの予想される構造

アミノ酸配列とそのhydropathy解析から α，sサブユニットはそれぞれ
1本の αヘリックスが膜を貫通した形になっていると考えられる O αサ

ブユニットの His-22とpサブユニットの His-17は、両者とも αヘリ
ックスの中でストロマ側に近い膜内に位置している O この2つの His残
基がヘムを結合していると考えられる O

(Babcock， G.T.， Widger， W.， Crammer， W.A.， Oertling， W.A. and Metz， 

J.G. (1985) Biochemistry 24， 3638-3645を参考にして書いたもの)
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酸素を容易に作る (56)0 P S II複合体は光損傷を受けると、水分解能などの電子伝

達活性は減少し、葉緑体全体の光合成能が低下する O 強光照射により光合成能が落

ちるという状態は光阻害と呼ばれているが(54，55)、高等植物が生命を維持するた

めには、壊れたPSIIを交換または修復する必要が出てくる O ところで、 PSII中、

QAを除くすべての電子伝達機能分子は D1蛋白質上に結合している O そのため、

D 1蛋白質は過剰な光によるダメージを集中して受けやすいと思われるが、その場

合、壊れたD1蛋白質だけを交換するのが、合理的と想像出来る O 事実、 D1蛋

質は約 60分の短いターンオーバ一時間を示すが、 D2蛋白質はその約 10倍の時

間を要するとの報告がある (57-59)。また葉緑体ストロマ中には、 D1蛋白質をコー

ドする psbA遺伝子をもとに作られるmRNAが、他のどの葉緑体遺伝子に由来す

るmRNAよりも多量に存在することが報告されている (60)0 傷ついたD1蛋白質

は、 QAが 2 電子還元されて PS IIから放出されたことが引き金となって (61)、

セリンタイプの蛋白質分解酵素によって分解され(62)、新たなD1蛋白質と交換さ

れ、再びPSIIとして機能すると考えられている O

D 1蛋白質の分解が開始するよりも前に、過剰に入射する光へのPSIIの対策と

しては大きく分けて 2通りの方法が挙げられている O

1.電子伝達系への光エネルギーの入力を抑える O 即ちPSII反応中心複合体に結

合していた集光性蛋白質複合体 (LHCII)をリン酸化を伴って複合体から離

脱させるなどして、集光性アンテナの大きさを調節することが知られている

(63) 0 

2. 水から得た電子をキノンプールへ放出する通常(正常)の電子移動と異なり、

生成した高酸化状態の中間体を打ち消すようにpsn内で電荷を再結合させる O

例えば反応中心近傍に存在する H蛋白質などの低分子量蛋白質がリン酸化を受

け、 QA一→ Q8電子伝達能を低下させることにより、 psn内で新たな電子移動

経路が生じる可能性があるという報告がある (64)0 

後者のpsn内で生じる電荷の再結合という現象は、光阻害条件下で高酸化状態

になったP680周辺の正電荷と、高還元状態になった還元側の電子を再結合させる

ことで、光阻害に対する防御機構として D1蛋白質分解にいたる前に機能しうると

考えられる O

本論文は、光阻害に対し防御的な役割が予想される PSII内で電荷を再結合させ
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る過程に注目し、その過程と光阻害反応の初期過程との関連性について、 主に分光

学的な測定法で、行った研究をまとめたものである O

第 I章では、 psn内の電荷再結合過程のうち、最も顕著に見られる半減期100

------200μSの電子移動成分に対して、酸化還元電位および pHなど、各種の摂動を

加えて電子移動経路に関する解析を行い、この成分が従来言われてきたような、

直接的な QA一→P680+過程ではなく、実は非ヘム鉄および、Cyt b-559を経由した環

状電子移動 (p21で、詳しく述べる)である可能性を示した O

第E章では、エネルギー伝達機能分子(周辺のアンテナ色素の励起エネルギーを

共鳴によって受け取り P680へと受け渡す分子)、および電子伝達機能分子の損傷

過程に注目して、光阻害反応初期過程の解析を行った。このとき、 s-Carが、 100

------200μS成分の電子移動に強い関連性を持つことが示された O また、従来D1蛋白

質分解の引き金は QAの離脱で、あるといわれてきたが、実はs-Carの損傷がヲ|き金

である可能性が示されるなど、 s-Carは光阻害に対する防御機構の中心的な位置を

占めることが示唆された。

なお、以下に述べる psnの電荷再結合過程に対する摂動や光照射処理は、 pH

依存性を測定するもの以外は pH7.5のもとで行った。これは、葉緑体のチラコイ

ド膜において、ルーメン側はpII5、ストロマ側はpH8と報告されているが(65)、

このpHの領域の中で、 pH7.5のとき 100------200μS成分の電子移動が顕著に観測され

るためである O
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第 I章 psrr内環状電子移動の解析

緒言

PSII内で生じる電荷の再結合という現象は、 1976年、Renger と Wolff およ

び Havemanと Math i sによって発見された。彼らは、レーザーフラッシュフォ ト

リシス法を用いて、半減期 100------200μS の成分の緩和過程がQA一再酸化過程と

P680+再還元過程にそれぞれ観測されることを見いだし、これは電荷分離によ っ

て生じた正電荷と電子の直接的な再結合、すなわち“逆反応 (back r eact ion) 

か、または電荷分離によって生じた電子が何かを経由して P680+へ戻る“環状電子

移動"であろうと考察した (66，67)0その後、この過程の電子移動経路は明確にさ

れることなく、その他のP680+へ戻る電子移動過程と共に取りあえず“逆反応"と

呼ばれるようになった。なお、 “環状電子移動"に対して水から得た電子をキノン

プールへ放出する通常の電子移動は、 “直線状電子移動"とも呼ばれる O

“逆反応"と呼ばれてきた過程は、水分解系を除去したPSIIで、レーザーフラッ

シュフォトリシス法によって観測され、先ほどの半減期 100------200μS 成分のほカ

に(66-71)、700------900μs (71)および 2------10ms (71)の電子移動過程の存在が報合

されている O これらの報告では、 QAーの再酸化過程と P680+の再還元過程によく似

た速度定数の成分があることから、 QAーから P680+へ直接電子が戻る過程とされて

きたものである O これらの成分のうち、 100------200μS および 700------900μS成分の

電子移動速度は QA-QB → QAQB一 および QA-Qs一→ QAQBH2の正常な電子

移動速度(それぞれ半減期 100------200μs ， 300------500μs) にほぼ匹敵し (72-74)、

高酸化状態になった P680周辺の正電荷と、高還元状態になった還元側の屯子を再

結合させる機能を十分に果たすことが予想、される O

一方、還元側から電子を P680へ再び戻す“環状電子移動"の経路の一部として

考えられているものに Cytb -559がある O 図6 (p22) に過去の報告で予想、され

た Cytb-559を介した“環状電子移動"を含む、 PSI1の電子伝達経路を示す。

かつて報告された Cytb-559の電子伝達速度は連続光照射開始に伴う 559nmで

の吸光度の増加速度と、連続光照射終了に伴う 559nmでの|吸光度の減少速度か ら、

それぞれ、 Cyt b -559の還元速度と酸化迷)交を凡砧もったものである。述あ，'c)tを
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水分解系

(水分解系のモデノレとしてMn2+を使用)

図 6 Cyt b559を介した環状電子移動を含む

psnの電子伝達経路

<光励起に伴う電荷分離反応、

ミ 電子伝達の主経路(直線状電子移動)

~-過去の報告の中で予想、されてきた逆反応 (100~200μs) と
環状電子移動経路(35ms，100ms) 
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使用した場合、 Cyt b-559の酸化と還元が同時に生じているため正確に電子移動

速度を見積もるのは困難で、あり、シャッターによって機械的に光照射の開始と終f

を行うため、レーザーパルスのように早い時間領域の測定は困難である O

そのうえ、レーザーフラッシュフォトリシス法によって単一光量子による励起

を行った場合、早い時間領域の測定は可能だが、 Cytb-559は連続光照射時では観

測にかからなかったQAーまたはP680+などの早い時間領域の酸化還元状態の変化

の影響を受ける O すなわち、 QA-またはP680+による電場の効果によって、反応

中心複合体中の色素分子(主に 550nmに吸収を持つ Pheoa )または Cylb-559 

自体の吸収ピークが移動するという、いわゆる eleclrochromismの影響のために、

Cyt b-559の酸化還元のみに関係する 559nmの吸光度の時間変化の測定は困難で

ある O このように酸化還元状態の時間変化の観測が困難であるために、 Cytb-559 

が実際どのように機能しているかは不明であった O

図6 (p22)に示すように Cytb -559の還元速度は半減期 100ms(75)、酸化速

度は半減期 35ms(16)の電子移動が存在すると報告されており、 “環状電子移動"

は“逆反応"と呼ばれてきた過程と違い、 QA一→ QB電子移動速度よりはるかに遅

く生理的に意味を持つのか疑問である O しかし、先に述べたように Cylb-559の

酸化還元状態の時間変化を測定するには非常に困難があり、これらの速度が真の速

度であるとは確信は出来ない O

また、 “逆反応"と呼ばれてきた過程のうち半減期 100--200μS 成分の電子移

動量は pH6.5 を中心として pH変化を示し、 pHが高いと成分量は増加する O さ

らに励起フラッシュ間隔をせばめると量が増加するという特徴を持っている (68)0 

そのため、この電子移動成分は中間に何かが介在する環状電子移動である可能'性も

存在する O

このように、真の意味での“逆反応"と“環状電子移動"の区別は困難である O

本論文では、 “環状電子移動"と明確に区別して表現するために、以降は“逆反応"

をQA一→P680+の直接的な電荷再結合反応として便宜的に定義する。

“逆反応、"および“環状電子移動"のような電荷の再結合反応と、 D1蛋白質分

解にいたる前の光阻害に対する防御機構との関係を理解するには、基本的には電【f

移動経路をそれぞれ明確にすることが必要で、ある O

そこで本章では、半減期 100--200μS 成分の過程が“環状電子移動"であるか
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どうか検討することを試みた。レーザーフラッシュフ ォトリシス法によって、QA

再酸化過程及びP680+再還元過程を測定し、それらの解析を行った O 研究を行うに

あたり、紅色光合成細菌 (Rps.vir idisなど)と psrrとの明確な違いが見られ、

いまだに生理的機能の不明な Cytb-5~)9 と非ヘム鉄の役割に注目し、以下の予)llú

で研究を進めた O

1. PSII内の電荷の再結合過程を分光学的に観測するのに適したPSII試料を

得るために、直線状電子移動における電子の出口であるキノンプールを除き、

その入り口である水分解系を Tr i s処理で除去した試料を調製する O

以降、水分解系が機能している状態のモデルとして、人工的電子供与体

Mn討を添加した系を用い、キノンプールが機能しているモデルとして、人工

電子受容体フェリシアナイドを添加した系を用いる O

さらに、 QA光還元活性を減少させずに、非ヘム鉄を除去した試料および非ヘ

ム鉄を他の金属イオン (zn 2十)で置換した試料の調製法を確立する O

2. 調製した各試料における逆反応または環状電子移動と考えられる半減期 ]00

'"'-20 0μSの電子移動成分に対して摂動を加えて、逆反応か環状電子移動か区別

する O 環状電子移動である場合、それらの影響の解析からその経路に関する↑15

報を得る O

摂動は以下のようにして加えた。

①フェリシアナイドと共にMn 2+を添加する o M n 2~ はZを介してP680十を半減

期 18'"'-35μSで還元する過程であると報告されている (76)0 これによって、

18'"'-35μSより遅い電荷の再結合過程は消去され、直線状電子移動のみが観測

されることが予想される O

②QA -Q B聞の電子伝達阻害剤を添加する O これによって、半減期 100--200μS 

成分がQA一→ P680+の逆反応であればその成分は増加することが予想される O

③酸化還元電位依存性を測定する O 環状電子移動であれば、 P680およびQA白

イ本の酸化還元電位と関係のない領域で、酸化還元電位依存性を示す可能性があ

る。

④pH依存性を測定する O 環状電子移動であれば、 P680およびQA自体のpKaと閃

係のない領域で、pII依存性を示す可能性がある O
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1 -1.実験材料及び実験方法

1 -1 -1 クロロフィル濃度の決定

試料調製時に試料濃度を見積もるためのCh 1 a，クロロフィルb (C h 1 b) 

の濃度決定は Arnonの方法により行った (77)0 試料に 80怖い/v) アセトン水溶液

を加えてピグメント類を抽出し、 15kx g， 10分の遠心により、蛋白質、などを沈

澱として除き、抽出液の 700，664， 646nmの各吸光度を分光光度計(目立、自記

分光光度計、 320S) により測定した O クロロフィル濃度は次の式により求めた。

総Chl量 (μg/m 1 ) = 8. 0 5 ( A刷-A
700
) + 2 O. 2 9 (Aω -A

700
) 

1-1-2 PSII粒子の調製

新鮮なホウレンソウの葉から、 KuwabaraとMurataの方法に基づいて (78)、可溶

化剤 TritonX-100 を用いて、 PSIIに富んだおよそ 400μm01 02/mg Ch 1 • h rの酸

素発生能を有するチラコイド膜断片を調製し、 PSII粒子と名付けた。これを 70切

glycerolを含む溶液に懸濁し、液体窒素中で凍結保存した O

試料調製のための一連の操作は、特に記載のない限り暗所氷中で行い、遠心操作

は 4・Cで行った(付録 l参照， p129) 0 

この操作の段階で、 PSIIはほとんどキノンプールを含んでいないものとなる O

1 -1 -3 集光性蛋白質の除去

PSII粒子はクロロフィル (Ch 1) に富む集光性蛋白質複合体 (LHCII)

を含み、複合体当たりの吸光度が大きく分光学的測定に不利である O 分光学的な

測定を容易にするために、 Ghanotakis らの方法に基づいて (79)、以下の方法で

LHCIIを除去した O
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P S II粒子を Chl濃度が1.25 mg/m 1 になるように、可溶化剤 35mMn-

Octyl-s -D-glucopyranos ide に懸濁し、氷中で 15分間撹祥することで LHC

EをPSII粒子から解離させた O この処理試料を遠心分離後、上清を透析して可溶

化剤を除くことでおよそ 900μmo1 02/mg Ch 1 ・hrの酸素発生能を有する PSII反応

中心複合体 (PSII RCと名付ける)を得た O これを 70切 glycerolを含む溶液に懸濁

し、液体窒素中で凍結保存した(付録2参照， p131) 0 

この操作の段階で、キノンプール由来のPQAは完全に除去される O

1-1-4 水分解系の除去

PSII中の水分解系の活性中心Mnクラスターは、 Kok's cycle と呼ばれる複雑

な電子伝達速度の周期性を示す (80)0 また、逆反応または環状電子移動は水分解系

が阻害された状態でよく観測されることが報告されている (67-71)0そこで光化学

系をより単純化し、環状電子移動を明確に観測する目的で、 Tr i s処理と呼ばれ

る方法により水分解系を除去した。

PSII反応中心複合体を o.1mg Chl/mlになるように O.8M Tr i s (PH 8. 8)を含む

溶液で分散して、 30分間撹狩し、遠心分離することにより水分解と関係のある膜

表在性蛋白質 (18kDa，23kDa， 33kDa) を除去した (81)0こうして

得られた沈澱を TrIsPSIIRCと名付け、 一一部を 70切glycerolを含む溶液に懸濁し、

液体窒素中で凍結保存し、残りはそのまま次の非ヘム鉄の除去の操作で使用した

(付録3参照， p 132) 0 

1 -1 -5 非ヘム鉄の除去

非ヘム鉄を有する試料との比較のために、 Klirnovらの方法 (82)を一部改良して、

以下の方法で非ヘム鉄を除去した試料を調製した O

反応中心複合体中の非ヘム鉄(F e 2+) と安定な錯休を形成するキレート斉IJであ

る 1，10・Phenanthroline，2.5 rnMと、蛋白質と水との相互作用を弱め蛋白質の構
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造をゆるめるカオトロピック試薬である LiCl0
4
，0.6Mを 0.25mgChl/mlの濃度

の TrisPS IIRCに作用させ、 2時間撹排することで、非ヘム欽をその結合部位か

ら離脱させた O この試料からリチウム塩とキレート剤および T r i s (1， 10・

Phenan thro 1 i ne) Fe (II)錯体を除くために処理液を透析チューブに入れて 12時間

透析した O この撹枠と透析の操作の問、 D1蛋白質分解を特異的に防ぐためのセリ

ンタイプ蛋白質分解酵素阻害剤として (62)、 Phenylmethylsulfonylfluoride

(PMSF)を 100μMになるように添加した O 透析後、遠心分離して得られた沈

澱を-F e 2+ -Tr i s P S II R Cと名付け、試料を二分し一部を 70切glycerolを含む溶液に

懸濁し、液体窒素中で凍結保存し、残りはそのまま次のZn 2+置換の操作に供した。

この処理でQA光還元活性 (I-1-10-1参照， p35)が Tri sP S II RC のそれと

同等である-Fe2+ -Tr i s PS II RCが得られた(付録4参照， p133) 0 

I -1 -6 非ヘム鉄の Zn 2+への置換

非ヘム鉄を失うことによって、 QA活性には影響はなくても系の構造を不安定化

して予想外の影響を反応中心複合体に与えることも考えられる O そのためFe 21に

等しいイオン半径を持ち、かっ不対電子を持たず、また酸化還元を受けにくい金

属イオンZn 2+と置換することで、蛋白質複合体の構造の安定化以外の非ヘム鉄の

役割が現れることが期待される O 以下の方法で非ヘム鉄を Zn 2+イオンで置換した。

0.4mM ZnS04 とカオトロピック試薬である LiCl04 を 0.2M 含む溶液に

O. 125mgChl /mlになるように-F e 2+ -T r i s P S II R Cを分散し、 12時間撹排した O 処

理液から塩を除くために試料を透析チューブに入れ、キレート剤である EDTAを含

まない pH5.5の溶液中で 6時間透析した O これによってカオトロピック試薬で

あるリチウム塩を除いて、構造的にゆるんでいた蛋白質を元に戻した後で、 10

μM EDTAを含む pH5.5の溶液中で6時間透析し、余分な Zn 21イオンを除いた。

透析後、遠心分離により得られた沈澱を Z n 2~ -T r i s P S II R C と名付け、 70切

glycerolを含む溶液に懸濁して液体窒素中に凍結保存したOこの処理でQA光還元

活性 (I~1-10-1 参照， p35)が Tri sP S II RCの 97泊以上ある Zn2+ -T r i s P S n 

RCが得られた(付録5参照， p 134) 0 
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I -1 -7 チトクロムb-559による反応中心濃度の定量

Chl濃度による測定試料濃度決定法は試料の処理によって反応中心当たりの

Chl数が変動するため、反応中心濃度を定量的に扱う必要のある分光学的測定に

は適していない。そこで各試料中の光化学反応中心の濃度は、 PSII反応中心複合

体中に 1分子存在する Cytb-559 (27)のヘムをピリジン・ヘモクロモーゲン法に

より定量した (83)0 

試料をアルカリビリジン溶液 (0.1M NaOH， 33切(v/v) ピリジン)に分散し、最

終濃度が 0.8mMになるようにフェリシアン化カリウムを加え、試料中の Cytb-

559を完全に酸化した。それを卓上小型遠心機 (8，060x g)で 10分遠心し、上

清をとり分光光度計により吸収スペクトル (520-----600nm) を測定した O 次に

Sod i um d i t h i on i t e (D T N) を粉末のまま極微量を加えて還元型にし、スペクト

ルを測定することによって、還元-酸化差スペクトルを求めた O ムA ':fj6n困問nll のモ

ル吸光度係数を 23， 400 M -1cm -1 (83)、ム A556nm-600nll1 のモル吸光度係数を

34， 700 M -1 cm -1 として (84)、これらの平均値から Cytb -559濃度を決定した。

以下反応中心濃度は全て、 μMCy t b -559 (μMCytと省略する)と表現する O

I-1-8 極低温EPR測定による非ヘム鉄(F e 31)の定亘

-Fe2ト・Tr i s P S II R C ， Z n 2+ -T r i s P S II R Cで鉄の除去が完全に行われているかを確

認するとともに、さらに Tri sP S II RC で酸化還元電位や pH を変えたときの非ヘ

ム鉄のFe 3+ の割合を知る必要があるため、各試*~I の非ヘム欽の定量を行った O

定量には、非ヘム鉄のFe 3+に起因する g = 8. 1， 6.4， 5.5のシグナルを極低

温(8. 5K )によるEP R (Electron Paramagnetic Resonance)測定を行い、そ

のシグナルの強度を634-----1310Gの磁場の範囲で積分した値を用いた (24) (1災

7， p29) 0 

通常、 PSIIの非ヘム鉄はFe計の状態であるので、試料を、フェリシアナイド

を 0.2mMになるように加えた緩衝液で、洗った後、 5mMフェリシアナイドを含む 70切

g 1 yce ro 1緩衝液に分散してEPRチューブに充填し、酸化した状態でEPR測定
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図7 非ヘム鉄 (Fe3 +)の定量

例として、 TrisPSII RCにおけるEPR測定結果を示す。酸化型非ヘム鉄に

起因するEPRシグナルは、 g= 8.1， 6.4， 5.5の3つがあり、それらをすべて
含む磁場領域 (634-----1310G)でこれらのシグナルを積分した。反応中心濃

度40μMCyt b559， pH 7.5， 1.5mMフェリシアナイドを用い、マイクロ波出

力 5mW，周波数 9.285GHz，変調 20G，5Kで測定した O
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を行った O また、酸化還元電位依存性は、 Tri sPS II RCを O.2mMフェリシアナイド

を含み、それぞれフエロシアナイドを OmM，O.02mM， O.2mM， 2釧含む緩衝液で、洗っ

た後、 5mM フェリシアナイドを含み、それぞれフエロシアナイドを OmM， O.5mM， 

5mM， 50mM含んだ 70首glycerol緩衝液に分散し、 8.5Kで測定した O 酸化還元電位

は、 70切glycerol中で測定するのは困難であるため、 O.2mMフェリシアナイドに対

し、フエロシアナイドを OmM， 0.02mM， 0.2mM， 2mM含んだ溶液の酸化還元電位で代

用した。緩衝液は 40mMHEPS -NaOH (PH7. 5) ，0. 34M Sorb i to 1， 10mM ト~aCl ， 5mM MgC12， 

10mM NaHC03 を用いたo E P R装置は Varian，E109を、 FlowCryostat は Oxford，

ESR900を用いた O

1-1-9 ICP-AES (ICP多元素同時原子発光分光装置)による試料中

の鉄及び亜鉛の定量

1 C P -A E S (Inductively Coupled Plasma -Atomic Emission Spectro-

scopy)を用いて、試料の反応中心当たりの鉄及び亜鉛の定量を行った。 1C P発

光分光装置は PerkinElmer. OPTIMA 3000を用いた O

まず、試料を 0.2MSucrose， 20mM MOPS(pH 7.0)， 20mM NaCl溶液に分散し、透析

チューブ (SpectrumMedical Industries， Spectra/Por NO.2 Mw. cut off: 12，000-

14，000)に入れ、 10mMTris-HCl (pH 7.5)， 50mM NaCl， 10μM EDTA， 100μM PMSF中

で 24時間透析し、遠心分離 (35k x g， 4・C，15分)した。

外部からの鉄および亜鉛の混入を防ぐために、キレート樹脂 (Si gma， Che 1 a t i ng 

Resion No. C-7901)を通した 4%Triton X-100， 40mM HEPES-NaOII(pH 7.5)， 1M 

Sorb i to 1， 10mM NaC 1溶液を用いて試料を分散し測定に用いた O 反応中心濃度は、

前もって同じ試料で Cytb-559濃度(1 -1 -7参照， p28) とCh1濃度 (1-

1 -1参照， p25)の比を決めておき、 Ch1濃度を利用して決定した。このこと

は、可溶化剤 Tri t 0 n X -100によって反応中心が破壊された場合でも、反応中心濃

度を決定出来るからである O

試料は、約 5000Kの高周波アルゴンプラス、マ (40MHz，1--2kW) 中に吹き込ま

れ、そのとき生じた亜鉛 (202.548nm， 213.85Gnm)および鉄 (238.204 nm， 
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259. 940nm)の原子発光を測定した。このとき、粘性による噴射効率の変化を補…

する目的でイットリウムを 50μM になるように前もって試料に加えておき、

371. 030nmの原子発光も同時に測定した O 鉄および亜鉛の標準濃度溶液を用いて

10-6------10-4Mの領域で検量線をそれぞれ作製し、原子の濃度を決定し反応中心当た

りの原子の個数を計算した。

1-1-10 レーザーフラッシュフォトリシス法

本研究におけるレーザーフラッシュフォトリシス法は、パルス光照射による光

化学反応に伴うある波長の吸光度変化または蛍光を測定することにより、光化学

反応に関わる電子伝達機能分子類の酸化還元状態に関する情報を得る方法である O

このとき、電子受容体が還元されているときは蛍光が大きく、酸化されているとき

は蛍光が小さいことを利用して、蛍光の減衰過程を観測することで電子伝達に関す

る情報を得る方法もある。しかし、本研究では、直接標的となる分子の吸光度変化

から、 QA一再酸化過程及びP680+再還元過程を観測する目的で、主に 325nm，

680nm， 820nmの各波長における測定を行った。

図8 (p32) は測定装置の概要を示したものである O モニタ一光の光源は、

325nmはキセノンランプ(ウシオ電機(株)， UXL-159， 150W)、他はハロゲンラン

プ(日本分光(株) ， SO -H150， 150W) を使用した。光源から発せられたモニタ一

光をミラーによって集光し、測定波長の干渉フィルターで単色化して、スリットを

通して 500μ!の試料を入れた試料石英セル(光路長 5mm)の約 5mm前方に焦点を

結ばせた。 325nm測定に使用したモニタ一光用フィルターは、 lcmの厚さの 0.1加

CuS04水溶液赤外カットフィルター(東芝硝子(株) ， IRA-20S) 2枚，紫外カッ

トフィルター(東芝硝子(株)， UV -2 5) ，干渉フィルター(日本真空光学(株)， 

323nm)を用い、 680nm測定には、 O.1切CuS04水溶液，赤外カットフィルター(東

芝硝子(株)， IRA-20S) 2枚，紫外カットフィルター(東芝硝子(株) ， uv-

25) ，干渉フィルター(光伸光学(有)， 680nm)、820nm には紫外カットフィル

ター(東芝硝子(株)， UV -25) ，干渉フィルター(光イ1¥'光学(有) ， 820nm)を使

用した O なお干渉フィルター以外のフィルターは基本的には干渉フィルター自体
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を保護するために使用した。

試料溶液を透過した単色光は、再びミラーで集光して、モノクロメーター(日本

分光(株)， CT-25A) を通して光電子倍増管(浜松ホトニクス(株)， R712 ; 

820nm， RII04 ;その他の波長)で検出した O これをディジタルメモリ (岩通電子

(株)， DM703)で吸光度の時間変化を記録し、パーソナルコンピュータ(日本電

気(株)， PC9801M) を用い、集積及び演算を行った O 励起光にはQスイッチを装

着したNd: YAGレーザー(日本電気(株)， SL120 D) を使用し、モニタ一光に

対して垂直の方向(光路長 10mm)から照射した O 励起波長は 532nm、パルスI幅

7ns、出力は lフラッシュ当たり 30mJである O フラッシュ間隔は 2.5秒とした O

試料はフラッシュごとに異なった吸光度変化を示す場合もあるため (1-2-7

参照)、本来なら第1フラッシュのみの吸光度変化を測定するべきだが、測定を容

易にし、かつ各試料における結果を比較可能にするためにフラッシュの積算回数は

常に 40固に固定した。さらにフラッシュ 40回分の測定を各試料で 3，4回繰り返

し、外部からノイズが重なったものなどを除いた再現性の高いものをそれぞれ足し

合わせて平均し、最終的には 120-----160回積算の平均とした O

測定時間領域は 0-----2msであるが、 0-----10μS領域には、パルス光そのものの影響

または試料による蛍光が重なる 。問題としているのはモニタ一光の波長の吸光度変

化であるため、同ーの試料でモニター光を当てずにパルス光だけ照射したものをバッ

クグラウンドとして、モニター光を当てて測定したデータから差しヲ|いた。測定は

すべて20.Cで、人工電子受容体として O.2mMフェリシアナイドを用いて測定した。

人工電子受容体を用いるのは、本研究で用いたキノンプールを除去した系では、 40

団連続してフラッシュを当てる聞に還元側に電子が蓄積して、 QA光還元活性(1 

-1-10-1参照， p35)が減少してしまうため (1-2-7-1参照， p65)、

還元側の電子を除く必要があるからである O

また、本来ならば分光学的測定を容易にするために、可溶化剤を使うべきところ

であるが、後で示すように可溶化剤存在下では目的の環状電子移動量が減少するた

め (1-2-4参照， p48)、可溶化剤は使用しなかった。

通常のレーザーフラッシュフォトリシス測定では複数回のフラッシュによって生

じた光励起反応を積算して測定することによって、 S/N比が高い測定結果を得る

が、全フラッシュの平均を観測する事になるため、前回のフラッシュによって生じ
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た電子および正電荷が次のフラッシュの照射時まで消失せずに残り、そのフラッシュ

で生じた電子および正電荷の反応過程に影響を与える可能性は常にある O この場合、

一回毎の独立した反応を観測することは出来ない。そのため、フラッシュ一つずつ

の反応の測定、すなわち、フラッシュ依存性の観測も行った。

各緩和過程の解析はパーソナルコンピュータ (日本電気(株)， PC -9801DA) 上

で行った。

各 pHで使用した緩衝液

pH 5. 0 ------5. 5 • • .20 mM 酢酸ナトリウム/酢酸， 1M Sorb i to 1， 10mM NaC 1， 5mM 

MgC 12， 10mM NaHC03 

pH 5.75------6.63 ・・・40mM MES -N aOH， 1M Sorb i to 1， 10mM NaC 1， 5mM MgC 1
2
， 10mM 

NaHC03 

pH 6.75------7.0 ••• 40mM MOPS -NaOH， 1M Sorb i to 1， 10mM NaC 1， 5mM MgC L" 10凶

NaHC03 

pH 7.25------8.0 •• .40mM HEPES-NaOH， 1M Sorbi tol， 10mM NaCl， 5mM MgC12， 10mM 

NaHC03 

I -1 -1 0 -1 QA一再酸化過程

各 Tri sPS II RC のQA一再酸化過程を観測する目的で、レーザーフラッシ ュフォ

トリシス法を用い、波長 325nmをモニタ一光として、吸光度変化ムAを観測した。

吸光度変化を測定することによる QAの電子伝達過程に関する研究には、 325nm

測定のほかにC550と呼ばれる測定方法もあるが、これは、 550nm に吸収のピーク

を持つ PheoaのQA-によって生じた電場による吸収ピークシフトを利用した測定

であり (85，86)、間接的な測定である上にQA一以外の電場の影響も受けることが予

想されるため参考程度にしか利用しなかった。

325nm に見られる光誘起吸光度変化は、 1968年、 Stiehl と Wit t によって発

見され、 X320と命名された (87，88)0 これはQA (機能分子.P Q A) とそのアニオ

ンラジカル (QA-) との聞の吸光度差によって生じることが明らかになった (85)0 

325nrnでは、 QAが電子を受け取って QAーが生じたことが直般的に観測されるが、 11iJ 
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じく PQAを機能分子とする QBーも同時に観測され、蛍光測定によって観測された

半減期 100"-'200μS のQ-→QB過程(72-74)は容易に分離は出来ず、 QA一→QB過

程とQB一→フェリシアナイド過程が重なって測定される(付録6参照， p135) 0 試

料濃度は 0.8μMCytで測定を行った O また、以下、 QA活性(QA光還元活性)とし

ては、 325nmの波長の吸光度の緩和過程解析結果を外挿し、フラッシュ照射後 1ns

での吸光度変化の強度として決定した(図 9，p36) 0 本研究の 325nm測定にお

けるモル吸光度変化の係数ム εは9.13mM -1 cm-1であった。 325nm測定では明らかに、

速い緩和成分と遅い緩和成分が観測されたので、最小二乗法に より 2成分の指数関

数の和として解析した。酸化還元電位、 pH、人工電子供与体などの諸条件を変化さ

せて吸光度変化を観測し、それらの解析を行った O

また、 QA-再酸化過程にはQA一→QB過程， QB-→フェリシアナイド過程だけで

なく QA一→非ヘム鉄 (Fe 3+)過程が観測される o Q A一→非ヘム鉄 (Fe 3+)過程

に関しては、蛍光測定、 C550測定が行われており、この電子伝達速度は半減期 5

"-' 25μSと報告されている (24，26， 73， 89，. 90) 0 しかし、蛍光測定も、 C550測定も

間接的にQAを観測しているにすぎず、他の過程を観測している可能性も存在する

ため、 325nm測定による直接的な観測が必要で、ある O この場合、報告されている速

度は本研究で使用している装置による正確な測定がやや困難であり、 QAーの生成に

ともなう吸光度変化が"-'1 0μSの時間領域で減少したかのように観測される可能

性もある O そこで、 325nmにおけるQAーを直接測定し、 QA一→Fe 3+電子伝達過程

の成分の大きさを見積もることを試みた O ところが、フェリシアナイドを酸化剤

として用いた場合、非ヘム鉄の再酸化速度は 1"-'4 分であるという報告があり

(25，91)、本実験ではフラッシュ間隔を 2.5秒間としているため第 2フラッシュ以

降は還元された非ヘム鉄が蓄積する可能性が高い。そのため、フェリシアナイドに

よる酸化を十分に受け、光還元された非ヘム鉄の量が最も少ないと思われる、パル

ス光照射での第 1フラッシュだけで議論すべきである O そこで、 40回分のパルス

の影響が全て平均化される方法は取らず、第 1"-'第 10フラッシュまでを、フラッ

シュ別に複数のサンプルでそれぞれ積算した O 試料としてはTri sPS 1I RC と、 QA

→F e 3+電子伝達過程の存在しない -Feu-TrisPSlIRCを用い、この第 lフラッシュ

による結果同士を比較した O

-35・



8 

ぱ-
d 

~ . 

、~、.

… 
』 ・ 一 、で司司“・ ・
. .・、.宅再』二二---， .4 ・・ ・. . ・. 可司... ー圃....・.‘ '0 一一 ・・"司‘ー『圃・h・-・."・ 、・ 、白、・ ・・ ・.・・圃"!"'t・~ _.-、'."ヲ・ ・ ・.'・ '・' ・・守 ー・・・・・ . ・、・...・.----y;:・・ " ・・ . ・_.W.. ・ . ・・ 0_' • ・ ‘・-・.・・.・.・.・-'.，.-.・.... .... 

・・ー ・・ ・・ ， . ・・- ・ ・・色 、・ . 

. 

y = 4.10 exp(-5.24 x) + 2.27 exp(ー0.11x) 

6 

QA光還元活性

=4.10+2.27 4 

2 

一0
2[

×
ω
∞
的
〈

寸

・l'J 、_.. 1. 
ー・ ・‘・ー ・， . ー '?--， 一 一 二・..'リ....・・・‘，..・… olt..'"一.... ー . ，.‘・ー '・‘・-. ‘ . . -

' 

O 

-2 

1 .6 1 .2 0.8 

time(ms) 

0.4 O ー0.4

QA光還元活性の測定の一例

325nmで測定されたQAラジカルに起因する吸収変化の緩和過程を2成分の

指数関数の和として曲線に当てはめ、t= 0における成分の大きさの和をQA光

還元活性とした。この例は試料としてTrisPSrr RCを用いたものであるO
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1 -1 -1 0 -2 P 680+再還元過程

各TrisPSIIRCのP680+再還元過程を観測する目的で、レーザーフラッシュフォ

トリシス法を用いて、モニター光 680nm，820nmの波長の吸光度変化を観測した。

680nm においては反応中心P680の吸収が観測され、 P680の光励起によって

P680+が生じることで吸収の減少が起こり、続いてその緩和過程が見られる O しか

し、 QAーの電場効果による Pheoaの吸収シフトの影響も観察される可能性も存在

する (85)0 さらに、反応中心は 680nm の波長の光で励起されるので、モニタ一光

によって反応中心を励起してしまう影響を完全になくすことは出来ない。本研究で

の 680nmにおける吸光度変化係数Aεは-37. OmM-1 cm-1 であり、 325nmにおける吸

光度変化の数倍であるため、測定試料濃度は 0.2μMCytとした。

820nm においては P680+の吸収極大値が見られ、 P680の光励起によって P680+

が生じることで吸収の増加が起こり、続いてその緩和過程が見られる O この波長に

は、 680nm測定のように他の色素の電場効果による影響は現れず、 P680+の生成消

滅過程のみを観測できる O そのうえ、 820nmは反応中心が励起される 680nmよりも

長波長であるため、モニタ一光として使う光によって反応中心が励起されることは

物理的にあり得ず、系をほとんど乱すことなく P680の酸化還元状態を知ることが

出来る O 従って、 820nm以下の波長を使う他の測定よりも信頼性が高い

と考えられる O ただし、本研究での 820nmにおける吸光度変化係数ム εは1.36 

mM-1 cm-1 であり、 325nm測定における吸光度変化より小さいため、試料濃度はl.6

μMCytで測定した O

P 680+再還元過程には、主に Z→ P680+電子伝達過程(半減期 3'"'-16μs) と

(92)、光励起により P680からQAへ移動した電子が再び P680へ返る電子伝達過程

である、主に 2つの成分(半減期 150----170μs，半減期 700'"'-800μs)が観測され

ることが報告されている (71)0 そこで、最小二乗法により 3成分の指数関数の和

として測定結果を解析した O ただし、 Z→ P680+電子伝達過程は、報告されている

速度は、本研究で使用している装置による観測がやや困難である O そのため、 334

の“P680光励起活性"の大きさを本研究で測定することは出来ず、 Z→ P 680+電

子伝達過程と 2つの電荷再結合過程の全体に対する剖合を見積もることは/H米な

カミった O
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P680+再還元過程の測定に際し、酸化還元電位、 pII、人工電子供与体の有無など

の諸条件を変化させて得たデータの解析を行った O また、 P680+再還元過程測定に

おいても QA一再酸化過程と同様にして、フラッシュ依存性を測定した。これによっ

て、全フラッシュの平均の緩和過程と各フラッシュの緩和過程を比較することによ

り、 PSII内環状電子移動解明の手がかりとした O

1-1-11 酸化還元電位依存性の測定

P680+再選元過程と QA-再酸化過程に見られる緩和過程の酸化還元電位依存性と、

各 Tri sP S II RCにおける、 Cytb-559の高電位型 (Hp) と低電位型 (LP)の電

位決定とそれらの存在比を求めた。

2つの緩和過程の酸化還元電位依存性の測定では、試料溶液には、酸化剤とし

て O. 8mM フェリシアナイド、メデイエーターとして、 20μM 2，3，5，6・

tetramethylphenylenediamine (E叫 o= 260mV)、20μMN-methylphenazonium 

methosu 1 fate (E~. o = 80mV)を加え、新鮮な 50mMD T N水溶液(50mM T r i c i n e -

NaOII (pH 9.0 at 40 c)) を少量加えることで、還元した。DTNは水溶液にすると

不安定で、あるので特に速やかに測定することを心がけた O レーザーフラッシュフォ

トリシス法によって測定したものと同ーの試料を用いて、酸化還元電位を測定した。

また、 Cytb-559のHPとLPの電位 (Em) とそれらの存在比を求めるために、

まず、 520nm'"'-'600nm領域でフェリシアナイドを 0.8mMになるように加えた試料に

おける Cytb-559の酸化型の吸収スベクトルを分光光度計に記憶させ、パックグラ

ウンドとした O パックグラウンドを測定した試料にメデイエーターとして、

2，3，5，6-tetramethylphenylenediamineとN-methylphenazoniummethosul fateを

どちらも 20μMになるように加え、先に用いたものと同様の新鮮な 50mMD T N水

溶液を少量加えてパスツールピペットで混合して還元し、還元-酸化差スペクトル

を測定した O さらに同ーの試料に、続けてDTN水溶液を少量ずつ加えて還元ー酸

化差スペクトルを測定していき、最後にDTNを粉末のまま極微量を加えて完全

に還元型にした。同時に、 O.1M KClを加えた、全く同じ条件の試料を用意し、酸化

還元電位を測定した。それによって Cytb-559の還元型の量の酸化還元電位依存
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性を求めた。この測定では、レーザーフラッシュフォトリシス法に用いた条件に

合わせて可溶化剤を用いずに行った結果、ベースライ ンが大きく傾くため、 559nm

のピークと 539nmの部分の吸収の肩の吸光度の差(ム A559nll 539nll) を用いた(I災

1 0， p40) 0 

緩和過程の酸化還元電位依存性の測定では、酸化還元電位 1点の測定ごとに試

料を使い捨てにするが、 Cytb-559のHPとLPの電位とそれらの存在比の測定で

は、同じ試料溶液に次々と DTNを添加していく方法をとったため、試料溶液が

酸素にさらされて酸化され、酸化還元電位が動くことを抑える必要が生じた。そ

こで、 Crystall らの方法を基にして (93)、以下に示すように無酸素状態で測定し

た。まず、 40mMHEP ES -NaO H， 1M Sor b i t 0 1， 10mM NaC 1， 5mM MgC 12を含む水溶液に

glucoseを2mMになるように加え、脱気した後アルゴンガスを約 1時間吹き込み、

g 1 u c 0 s e ox i d a s e (ナガセ生化学工業(株) ， catalase含有グレード 1)を

0.2mg/ml になるように加えたものに、さらに QA' Qs聞の電子伝達に必要な

NaHC03の濃厚溶液を 10mMになるように加えた溶液を作り、試料を分散し、遠心し

て再び分散するという操作を 2回行った。酸素は glucoseoxidaseとcatalaseに

よって glucoseを酸化するために消費されて除かれる O 分光光度計による還元型

Cyt b-559の量の測定と酸化還元電位の測定は、アルゴンガス雰囲気中で行った。

なお pH6.0における測定は先に示した湾液の 40mMHEPES-NaOHを 40mMMES-NaOH 

に換えたものを用いた。

酸化還元電位は、支持電解質として KCIを O.1Mを系に加え、白金電極と参照Z包

極としての銀/塩化銀電極を小型電位差計 (Takeda Riken， TR-6355) に接続して

測定した。測定はスターラーで撹排した状態で 20'Cで行い、銀/塩化銀電極の内

極電位 204mVで補正して酸化還元電位とした。

これらの結果を解析するために Nernstの式

0.05816 C 

ε 二 ε0_ log -一一 (20' C， Cは還元型の割合)
n 1-C 

をCについて解いた。緩和過程の酸化還元電位依存性の場合レーザー lフラ ッシュ

あたり平均して l個の電子を受け渡すこと、および Cyt b-559 の場合 l電子還元

されることは明らかであるから、 n= 1として

C = (電位の単位を mVにした)

exp 10. 03958 (ε-ε 。)I +1 
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を用いた Cytb-559の還元型の相対量の測定

A.通常、 Cytb-559の還元型の定量には、可溶化剤 0.05%n-dodecyle-s -D-
maltosideを用いてCytb-559の還元-酸化差スペクトルのベースラインからの

559mnの吸光度変化を測定する O

B. レーザーフラッシュフ ォトリシス法と同じ条件で測定するために可溶化剤
を用いずに還元-酸化差スペクトルを測定した。そのため大きく傾いたべ)スラ

インの上に559nmの吸収が見られ、傾きを差し引きすることも困難になった。

そこで、 539nmの吸収の肩との差を測定したところ、この値(ムA')は、可
溶化剤を用いたときの結果 (ムA)とよく 一致したこの値を用いて還元型 Cyt

b-559の相対量とした O
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と変形した O

実際は吸光度係数がかかっており、また、他の成分が重なっていることもあるの

で、測定された吸光度差をf(ε)として

a 
f (ε) =ー +b

exp 10. 03958 (ε-εu )1 十1
(a， b， εO はフイツテイング

によって求めた)

の式を用い、パーソナルコンピュータ (Apple， Macintosh LC520)上で、

Abe 1 be ck， K a 1 e i da G raphを利用して曲線にフィットさせて解析を行った O ただ

し、 Cyt b-559 の場合、 HPとLPの2成分が主に存在するため、上の式を 2つ

足し合わせたものを作ってフィットさせ、それぞれの成分の比を求めた。

I-1-12 試薬類

n-dodecyl-s -D-mal tos ide， H E P E S， M E Sは同仁化学研究所(株)より、

MOPSは第一化学(株)より、 Tr i sはナカライテスク(株)より購入した。

その他の試薬は片山化学工業(株)より購入した特級試薬を使用した。
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1 -2. 実験結果

1 -2 -1 非ヘム鉄の除去とZn2+置換の確認

-F e 2+ -T r i s P S II R Cおよび Zn 2+ -T r i s P S II R C試料で非ヘム鉄除去がされているか

確認する目的で、極低温EPR測定での g= 8.1，6.4，5.5の値を示すFe 3+ン

グナルが消失しているか否かを確認した O 図 11 (p43)に-F e 2+ -T r i s P S II R Cの

結果を示した。比較のために Tri s P S II RC の結果も図示した O このように同じ

Cyt 濃度で対応する g 値のシグナルが消失したことを確認した O また、ここには

示さないが、-F e 2+ -T r i s P S II R Cでは g == 2. 0045のQA-ラジカルのEPRシグナ

ルを観測することができ (94)、 QA--Fe~~+ 相互作用による EPR シグナルも消失し

ていた (82)0 

さらに、表 1 (p44)にICP-AESの結果を示した。Cytb-559には 1個の

ヘム鉄が存在することを考慮に入れると--F e 2+ -T r i s P S II R C， Zn 2+ -T r i s P S II R Cには

Cyt b-559以外の鉄原子が、それぞ、れ O.92個， O. 97個残留していることになり、

鉄原子数はTrisPSIIRCと同等で減少していなかった。

しかし、 Zn2+ -T r i s P S II R Cには 0.83倒の亜鉛原子が入っており、亜鉛置換はほ

ぼ予測通り行われていることが示された。EPR測定の結果から、-F e 2+ -T r i s P S 

E RC， Zn2+ーTrisPSIIRCの鉄イオンは、非ヘム鉄の通常の部位から解離しているこ

とは明らかなので、鉄除去の際出来る錯体 [Fe(1， 10-Phenanthro 1 ine)3J2+ の形の

まま系外に完全には出ていないと考えられる O さらに、参考論文 (P.123)中に述

べているように、上記の方法で調製した Zn2+-Tr i s P S II R Cでは Tri 凶sP内SIIR舵CのFe 2 

結合部位に Znν2+が置換しているとの間接的デ一夕も得ている O

1-2-2 QA一再酸化過程と P680+再還元過程の比較

電荷再結合反応が真の意味での“逆反応"であるか“環状電子移動"であるか検

討する前に、 QA一再酸化過程と P680+再還元過程の比較を行い、本研究で用いた試

料における電荷再結合反応成分と正常な電子移動である“直線状電子移動"との
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(G) 

図11 EPRによる非ヘム鉄除去の確認

図7と同じ条件で EPR測定を行い、比較のために非ヘム鉄を持つ TrisPSII RCで

観測されたシグナルを図示した (A) 0 (B) は-Fe2十TrisPSII RCのスペクト jレ。

非ヘム鉄 (Fe3+)に起因するとみられるシグナルは消失していた O 従って、非ヘム

鉄は少なくともその結合部位には存在しないことがわかった。
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f 

表 1 各 TrIsPSllRC の反応中心当たりの鉄および亜鉛の数

Sample Fe Zn 

Tri sPS nRC 1 . 9 1 0.09 

-F e 2+ -Tr i s P S n R C 1.92 O. 1 0 

Z n 2+ -T r i s P S n R C 1.97 0.83 
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分離を行わなければならない。そのために、水分解系とキノンプールのモデル系と

して、それぞれ人工的電子供与体のMn 2十および人工的電子受容体のフェリシアナ

イドを添加した直線状電子移動を生じやすい系と、フェリシア ナイドのみを添加し

た系の電子移動過程をそれぞれ比較した O このとき、 M n2+が存在している方の系

では、 Mn 2+がP680+へ電子を渡す速度より遅い電荷再結合反応は観測できなくな

ることが予想される O

図 12 (p46) に Tri sPS II RCを用いたときの 0.2mMフェリシアナイド存在 l 、

または、 O.2mMフェリシアナイドおよび 0.2mMM n C 1 2存在下のQA一再酸化過

程 (325nm) とP680+再還元過程 (680nm，820nm)のそれぞれの緩和過程での吸光

度変化の例を示した O

QA一再酸化過程では人工電子受容体フェリシアナイドのみを作用させた場合、半

減期 100---200μSと2---5msの 2成分が見られた。このうち半減期 100---200μS

の成分は全体の 62加観測された O さらに人工電子供与体Mn 2+を 0.2mM作用させて

電荷再結合反応を阻害した場合、半減期 100---200μS の成分は全体の 10---20切に

まで減少し、代わりに 2---5msの成分が増加した。

一方、 P680+再還元過程ではフェリシアナイドのみを作用させた場合、 680nm 測

定、 820nm測定ともに、半減期 100---200μSの成分と半減期 700μs---lmsの成分

が見られた O このうち半減期 100---200μSの成分は、 680nm測定、 820nm測定とも

に、全体の 79明観測された O さらにMn2+で電荷再結合反応を阻害した場合、 100

---200μS と 700μs---lms の成分はともにほぼ消失し、代わりに、 Mn 2~ が Z を介

してP680+を還元する過程であると報告されている半減期 18--35μSの速い電子移

動過程が観測された (76)0 

以上の結果から、 QA一再酸化過程の 100-...... 2 00μSの成分と、 P680+再還元過程の

100---200μS成分と 700μs--lms成分は、ある種の電荷再結合反応過程を示してい

ることカ宝明らかになった。また、図 13 (p 47) には -F e 2+ -T r i s P S n R C 、

Z n 2+ -T r i s P S II R Cの 100---200μSの成分の量も示したが、観測された 100---200μS 

成分は、 -Fe2+-Tr isPS IIRC、Zn 2+ -T r i s P S II R C では TrisPSllRCに対して、 46--

74鳴であったことから、 100---200μS成分は非ヘム鉄とも関係があることが示唆

された。

この 100---200μS成分および 700μs--1m s成分が、 QAーから直接 P680+に電子
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図12 レーザーフラッシュフォ

トリシス法によって各波長で観

測された吸光度変化の例

(Tri sPS II RC) 

測定条件:pH 7.5， 20
0

C，酸化還元
電位 498mVで、測定を行い、第1-----

第40フラッシュに伴う吸光度変化

の積算を3回行い、 120回分のフラ

ッシュの平均を求めた。

( 0) 0.2mIvIフェリシアナイド存

在下。 QA再酸化過程が観測され

る325nmで、の測定で、は100-----200 

μSおよび2msの成分が観測され、

P680+再還元過程が見られる 680

nmおよび 820nmで、の測定で、は]0

0~200μsおよび 700μs----1 msの

成分が観測された O

(・)0.2mIvIフェ リシアナイドお

よび、0.2mIvIIvlnC12存在下o QA再

酸化過程の100----200μsが消失

し、 P680+再還元過程の100-----

200μSおよび700μs-----lmsの成分

がそれぞれ消失した。
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各TrisPSrr RCにおける QA一再酸化過程と P680+再還元過程の緩

和過程成分の量 (ムAX10-3)をグラフにした。また、 TrisPSrr RCに
対する割合 (%)をそれぞれ数字で示した O

測定条件は pH 7.5， 20 oC， 0.2 m1vlフェリシアナイド(酸化還元電位
498mV) 

(図)TrisPSIIRC 

(口)-Fe2十TrisPSII RC 

(口)Zn2十TrisPSrr ~~C 
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を逆流させる逆反応であるか、イ可かを経由する環状電子移動であるかを区別するた

めに、さらに、これらの成分の挙動を調べた。

I -2 -3 QA' QB間電子移動阻害剤の効果

直線状電子移動の経路である QA一→QB電子移動の阻害剤として知られる 3 -

(3， 4 -d i c h 10 r 0 phe n y 1) -1， 1 -d i me t hy 1 u r ea (D C M U )を添加する事によって

(95 )、 QA一→P680+逆反応を増加させることを試みた O ところが図 14 (p49)に

示すように、 DCMUを添加するとQA一再酸化過程では半減期 100---200μSの成分

が消去され、 2---5msの成分が残った o P 680+再還元過程においても同様に 100"-

200μSの成分が消去され、 700μs---lmsの成分が残った O

図 15 (p50)は、 DCMU，Mn2+ともに存在する条件で、 QA-再酸化過程の

フラッシュ依存性を観測したものである O このとき、 DCMUによってQA-→Q8 

電子移動を阻害しでも、 Mn討によって電荷再結合反応を阻害しても第 1 フラッ

シュでは正常なQA活性を示していた。このことから、本研究で用いた測定系でも、

DCMUおよびMn 2+はP680から QAまでの電子伝達は阻害しないことが確認され

たO さらに、 DCMUはQA'Q8間の電子移動のうち、 QA一→非ヘム鉄 (Fe 3t)電

子移動までは阻害しないこと (26)、また DCMUはQ8の近傍の部位に結合すると

考えられていることから (95)、DCMUによってQAーからの電子の放出が阻害され

るとは考えにくい。

従って、 QA一再酸化過程と P680+再還元過程で 100---200μSの成分がDCMUに

よって阻害されることは、この成分が従来言われてきたようなQAーから P680十への

逆反応ではなく、非ヘム鉄， QBの近傍を通る環状電子移動であるという可能性が

示唆された O

I-2-4 QA-再酸化過程と P6801再還元過程の酸化還元電位依存性

QA一再酸化過程と P680+再還元過程に見られる電荷再結合反応の酸化還元電位依

存性を比較した。図 16 (p51)には、 QA一再酸化過程と P680+再選元過程の半減
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程では0.26μ lVIDCIVIU存在下(それぞれの測定条件の反応中心濃度に対し、

同じ比になるように加えた)。その他の測定条件は図12と同じO
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測定条件:50回の測定を行った。第1--第10フラッシュの各々の吸光度変

化の結果同士の平均をそれぞれ求めた。図には第1--第3フラッシュまで

の結果を示す。反応中心 0.8μMに対して1μMDCMU， 0.2mMフェリシア

ナイド， 0.2mM MnC12を添加して、酸化還元電位は498m V， p H 7.5， 20 oc 
で測定を行った。

DCMUによってQA'QB間の電子移動を阻害し、 Mn2+によって系に電子

を供給した。最初のフラッシュでは、ほぼ正常なQA活性を示した。
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期 100---200μS 成分量の酸化還元電位依存性を示し、図 17 (p 53) )には

Nern s tの式に基づく n=lの曲線にフイツテイングさせた場合の‘Em値'を示し

た。また、図 18 (p55)にはQA一再酸化過程の半減期 2---5ms成分量と P680'円

還元過程の半減期 700μs---lms成分量の酸化還元電位依存性を示した。

QA一再酸化過程では、半減期 100---200μS成分量は Tr i s P S II R C ， -F e 2+ -T r i s P S 

II RC ともに酸化還元電位の上昇に伴って増加し、 pH7.5 のとき‘Em値'はそ

れぞれ 472mV，466mV を示した(図 16， p 51，図 17， p 53) 0 このとき半減期

2---5ms成分量は、半減期 100---200μS成分量と逆の傾向を示した(図

1 8， p55) 0 

一方、 P680+再還元過程でも、半減期 100---200μS成分量は各 TrisPSIIRCで

酸化還元電位の低下に伴って減少し、 pH7.5のとき‘Em値'は 419---473mV を

示した(図 16，p51，図 17， p 53) 0 このとき半減期 700μs---lms 成分量は、

酸化還元電位変化に対して明確な変化は示さなかった(図 18， p 55) 0 また、

QA一再酸化過程と P680+再還元過程における半減期 100---200μS成分量の酸化還元

電位変化に伴う変化量は、どれも各 TrisPSIIRCで違いは見られず、この点に関し

ては非ヘム鉄の影響はなかった O

それぞれの電子移動過程で観測された、半減期 100---200μS成分量の ‘Em値'

は、平均して 450mVであった O この酸化還元電位の領域は、 P680の酸化還元電位

(Em = 1. 1 V (18・20))およびQAの酸化還元電位 (Em= -130mV(33)) と大きく離

れている O そのため、 P680， Q Aの酸化還元状態が 450mV付近で大きく変動して、

100 ---200μS成分量を増減させているとは考えにくい O この事実を説明するには、

100---200μS 成分がQAーから P680+へ直接電子が戻る逆反応であると考えるより、

何らかの電子伝達を行う介在物が存在すると考えた方が合理的である O

P S II内の機能分子類の中で、 450mV に近いEm値を持つものは Cytb-559の

高電位型 (Hp) だけである o Iwasaki らは、 Cytb-559には HP (435mV)が

54切存在すると報告している (37)0 そこで、本研究で用いた各 TrisPSIIRCにおけ

る、 HPとLPの電位とそれらの成分比を知るために、 Cylb-559の還元型の亙

の酸化還元電位依存性を調べた(図 19， p55，図20， p56) 0 Cyt b-559のHP

は非ヘム鉄の有無に関わらず、 427---454m V であり、 50---60% 存在していた O こ

れは、半減期 100--200μS成分量の 'Elm値' とほぼ一致した O さらに、 QA一再酸

-5;2・
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図17 酸化還元電位変化に伴う各TrisPSIIRCの100----200μS

成分の変化量と‘Em"

各TrisPSII RCのQA一再酸化過程と P680+再還元過程の100---200

μs成分における酸化還元電位依存性の結果を、 Nernstの式 (n=l)に

基づく曲線にフィットさせた O このときの酸化還元電位変化に伴う変

化幅 (ムAX10-3)をグラフに示し、 'Em' (mV)の値を数字でそれ

ぞ、れ表した。測定条件は、 pH7.5， 20
0

C。
(図)TrisPS II RC 

(口)-Fe2十TrisPSII 1(C 

(口)Zn2十TrisPSII RC 
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n = 1としたときの Nernstの式に基づいた曲線にフィットさせた結果から、

Cyt b-559の高電位型と低電位型の電位とそれらの成分比を求めた。

( 0 ) TrisPSIIRC， (・ )-Fe2十TrisPSIIRC，

( A ) Zn2十TrisPSIIRC
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LPの成分比 (%)

100 80 60 40 

pH 7.5 
-官官・'
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日 rrisPSIIRCI 42 7 9 8.5 

Zn2-tTrisPSIIRC I 45 3 4 6.8 

pH 6.0 

TrisPSIIRC 454 28.6 

-Fe2寸TrisPSIIRC 454 96.6 

Zn2*TrisPSIIRC I 451 87.4 

I 
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HPの成分比(%)

図20 各TrisPSIT RC の Cyt b-559 の高電位型、低電位型の

成分比と酸化還元電位

559nmの吸光度変化を用いて、各TrisPSII RCの Cytb-559の還
元型の酸化還元滴定を行った O その結果をNernstの式を応用した曲

線にフィ ットさせ、求めた高電位型と低電位型の成分比 (%)をグ

ラフにした O また、それぞれの酸化還元電位 (mV)を数字で表し

た。測定は20
0

Cで行った。
(口)高電位型 (HP)

(口)低電位型 (LP)
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化過程におけるTri sPS II RCの 100-----200μS成分は、 pH7.5でQA活性の約60%であ

り、それぞれの割合の上でもほぼ一致した。また、 HPは pH7. 5のとき平均して

4 40m V (52. 4 % ) ， pH 6. 0のときのとき平均して 453mV(54.9%) であり、 pHに

よる酸化還元電位と成分比の大きな変化を示さなかった。これは、 Cytb-559の酸

化還元電位は pH変化しないという報告と一致する (35)0 

これらの結果から、環状電子移動と考えられる 100-----200μS成分は、 Cytb-559 

を経由することが示唆された O

また、 Ahmad らの報告によれば、高濃度の可溶化剤 n-dodecyl-s -D-mal toside 

(以下 DMと略す)存在下では Cyt b-559 の高電位型は減少する (36)0 そこで

325nm 測定に関してTrisPSIIRCを用いてDM濃度依存性を調べた結果、臨界ミセ

ル濃度 165μM(96)付近の濃度で急激に 100-----200μS成分が減少していることが分

かった(図 21， p 58) 0 このことは、 100-----200μS成分に Cytb司559が関与して

いるという予測と矛盾していない。
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r 
I-2-5 QA一再酸化過程と P680+再還元過程の pH依存性

(I-2-4)で示したように、 Cyt b -559のHPはがiによる酸化還元電位と

成分比の大きな変化を示さなかったにも関わらず、各TrisPSIIRCにおける QA一再

酸化過程と P680+再還元過程に見られる100--200μs成分の電荷再結合反応は pH

6.4 を中心として pH 依存性を示し、 pll が高いと成分量は増加した(以

2 2， p60，図 23， p61) 0 これらの結果は Renger の報告した半減期 100--200

μSの“逆反応"の pH依存性と一致する (68)0 

また、半減期 100--200μS成分量の pH依存性として観測された変化量は、非ヘ

ム鉄を持つ TrisPSIIRC が、非ヘム鉄を持たない-F e2+ -T r i s P S II R Cおよび Zn2+ー

Tr i sP S II RCの約 2倍であった。これは、 (I-2-4)で述べた酸化還元電位依

存性では見られなかった現象である(図 23， p61) 0 

これらの事実は、環状電子移動と考えられる、 QA一再酸化過程と P680+再還元過

程の半減期 100--200μS成分には Cytb-559以外に別の因子が関わることを示唆

している O

一方、 QA一再酸化過程の半減期 2 --5rn s成分量は、半減期 100--200μs成分量

と逆の変化を示した o P 680+再還元過程の半減期 700μs--lms 成分量は、明確な

pH依存性は示さなかった(図 24， p62) 0 

なお、 pH依存性を解析するために I--1 -1 1 (P38)で利用した式を応用して

a 
(h  I . _ + b (pHU は pH変化の中点)

exp 10.03958・C・匂H-pHO) I +1 
という式を作って曲線にフィットさせた O この場合の Cには、この反応に関わる

H+数に関する情報が含まれ、 1 個のrが関わる酸化還元反応のEm値は、 20.Cに
おいて-58.1mV/ pH uni t で変化することが知られているので、フイツテイング

によって求めた Cを 58.1で、割った値を、反応に関わった見かけのH+数とした。
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6 . 2 4 (l.17) 

2 3 4 

325nm 
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6 . 3 7 (l.86) 
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5 

100---200μS成分の変化量(.6.AX10-3)

図23 pH変化に伴う各TlrisPSII RCにおける 100---200μS

成分の変化量、 pH変化の中点の pHおよびH+数

各TrisPSII RCのQA一再酸化過程と P680+再還元過程の100---

200μS成分におけるpH依存性の結果を、 Nernstの式 (n=l)を応
用した曲線にフィットさせた。このときのpH変化に伴う変化幅

(.6. AX 10-3)をグラフに示した O また、変化の中点、のpHと、そ

の変化に関して推定されたH+数を [pH(H+数)]の形でそれぞ
れ数字で表した。測定条件は、酸化還元電位 498mV，20

0C。
(図)TrisPS II RC 

(口)-Fe2十TrisPSII RC 

(口)Zn2十TrisPSII RC 
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1-2-6 環状電子移動と非ヘム鉄との関連性

pH 7.5、フェリシアナイド存在下、 Cytb-559が酸化される条件では、-Fe~+­

Tr i s PS II RCまたは Zn 2+ -T r i s P S II R CのP680十再還元過程とQA一再酸化過程の 100

-----200μS 成分の量は、 TrisPSIIRC の 46-----74切であった (1-2-2参照，

p42) 0 この条件下では、 Tri sPS II RC のほとんどの非ヘム鉄がFe 3+の状態にあり

(97)、-Fe2+・TrisPSIIRC，Zn2+-TrisPSIIRC には存在しない、非ヘム鉄 (Fe 川

の効果が現れていることが予測される O

そこで、極低温(8.5K )で観測された g=8.1，g=6.4， g=5.5のFe 3十

に関する EPRシグナルの面積(634-"1310G )から得られた酸化型非ヘム鉄の

相対量の酸化還元電位依存性を図 25 (A) (p64) に示した O さらに酸化還元

電位の増加に伴う非ヘム鉄のFe 3+の増加と、 100-----200μs成分電子移動量の増加

の相関性を調べるために、非ヘム鉄 (Fe 3+)のシグナルの強度を横軸にとり、同

ーの酸化還元電位の TrisPSIIRCの 100-----200μS成分の量 (820nm) を縦軸にとっ

たものを図 25 (B) (p64) に示した。その結果、非ヘム鉄 (Fe 3+)量と 100

-----200μS成分電子移動量は強い一次の相関を示した O これらのことから、酸化型

非ヘム鉄 (Fe勺は、 100-----200μS成分量を増加させていることが示された。

1-2-7 フラッシュ依存性の測定による環状電子移動の解析

P680+再選元過程と QA一再酸化過程で、同時に観測された、環状電子移動と考え ら

れる 100-----200μS 成分は、先に述べたようにフラッシュ間隔を短くすると量が増

えるという性質を持つという報告がある (68)。この報告は、前回(一つ前)のフラ ッ

シュによって生じた電子および正電荷が次のフラッシュの照射時まで PSII内に残

り、次のフラッシュで生じた電子および正電荷の反応過程に影響を与え得ることを

示唆している O そこで、フラッシュ依存性の観測結果から環状電子移動と考えられ

る 100-----200μS成分のより詳細な解析を試みた。
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1-2-7・1 QA一再酸化過程のフラッシュ依存性

モニタ一光である 325nmの光の影響を減光フィルター(日本真空光学， 10州D

フィルター)で弱めて測定した、 QA一再酸化過程におけるフラッシュ依存性(第 1

~3 フラッシュ)を図 2 6 (p66)に示した O

フェリシアナイド存在下 TrisPSIIRC Iの第 1 フラッシュによるQA一再酸化過程

は、フェリシアナイドを添加せず非ヘム鉄を酸化していない Tri sPS II RCや、非ヘ

ム鉄を持たない -Fe2f -Tr i sPS II RC の結果と比較して、 QAーの生成にともなう吸

光度変化は少なく観測され (1-1-10-1参照， p35)、QA一→非ヘム鉄

(F e 3ト)過程(半減期 5 ~25μs (24， 26， 73， 89， 90))のすそ野と考えられる部分

が観測された O この成分の大きさは、フェリシアナイドを添加せず測定した

Tr i sP S II RCのQA活性の約 50切であった O

また、 QA一→非ヘム鉄 (Fe3f) 過程と考えられる成分は以降のフラッシュでは

出現しないことから、反応中心が励起されて生じた電子を一度受け取った非ヘム鉄

は、 2.5秒間のフラッシュ間隔の問、ほとんど 2価の状態で保持されることが示

された。この状態になった以降で初めて、 QA一→非ヘム鉄 (Fe 3f )過程(半減期j

5~25μs) より遅い、半減期 100~200μS の電子移動が観測可能になると考えら

れる O

このQA一→非ヘム鉄 (Fe 3f)過程は、モニタ一光 325nrnの光強度を減光フィル

ターで弱めたとき初めて観測された。

なお、フェリシアナイドを添加せず非ヘム鉄を酸化していない Tri sP S II RCで、

フラッシュと共にQA活'性が減少していくのは、逐次フラッシュを当てる問に還元

側に電子が蓄積して電子の流れが滞るためであると考えられる O
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の結果、 (C):-Fe2+.TrisPSlIRC 

における O.2mMフェリシアナ

イド存在下における結果であ

るO 測定は、 10%NDフィルタ

ーを用いてモニタ 一光を弱めて

行い、第1-----第3フラッシュまで

の結果を示した。特に第1フラ

ッシュの挙動に注同すべきであ

るO なお、 TrisPSIJ RCの酸化剤

非存在下のものでは、 elイ-受容
体が少ないことによるQA活性

の減少過程と考え られる過程も

観測された。
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1 -2 -7 -2 P 680 +再還元過程のフラッシュ依存性

フェリシアナイド存在下、 TrisPSIIRCにおける P680+再還元過程のフラッシュ

依存性(第 1---3フラッシュ)を図 27 (p68) に示した O

680nm測定では第 1フラッシュの結果は、それ以降のフラッシュの結果と目立っ

た違いはなかった O しかし、 820nm測定では、第 1フラッシュ照射時にはZ→ 

P680+電子移動過程と報告されている数μSの成分のみが見られ、その後のフラッ

シュ照射と共に 100---200μS成分が生じ、増加していった。こ の現象は Conj eaud 

らによって報告されたものと一致する (69)0 z → P680+電子移動過程と考えられる

成分は以降のフラッシュでは出現しないことから、第 1 フラッシュによって生じ

たP680+に電子を与えたZは次のフラッシュまでの 2.5秒間に還元されることなく

第 2 フラッシュ以降z+として残ると考えられる O この状態になることによって初

めて、 Z→ P680+過程(半減期 3---16μs) より遅い、半減期 100---200μS成分電

子移動が出現することが明らかになった O このとき 680nm での測定に同様の変化

が表れなかったのはモニタ一光によってすでに反応中心P680が一部励起された可

能性が考えられる O

これらの結果から、 QA一再酸化過程も P680+再還元過程も前回のフラッシュによ っ

て生じた電子と正電荷が残留し、それらの影響によって系を乱されていることが示

された。このとき、 QA一再酸化過程の場合、生じた電子は 2 価の非ヘム鉄上の電

子として捕らえられ、 P680+再還元過程では、正電荷はz+上に捕らえられ、次の

フラッシュまでの 2. 5 秒間に再結合せず蓄積されていることが示唆された。これ

によって、半減期 100---200μS よりはるかに速い、 QA一→非ヘム鉄 (Fe刊と Z

→P680+過程が同時に失われ、半減期 100---200μS成分電子移動が、はじめて観測

可能となると考えられる O
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どちらもTrIsPSII RCを用いて測定を行った。820nmの第lフラ

ッシュにのみ ZからP680+への数 μSの半減期の成分が見られ
るO
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I -3. 考察

本研究で用いた水分解系とキノンプールを除去した測定系 (Tri sPS II RC) と類似

した、即ち、 LHClIを含むTr i s処理された PSIIでは、レーザーフラッシュ

フォトリシス法による 325nmでの測定でQA一再酸化過程を観測した場合、 QA-上の

電子が移動して生成したQsーが、半減期 2.........5msで酸化されるという報告がある

(98)。第 2のフラッシュまでの 2.5秒間にQsーはQsの状態に戻り、そのため、 全

フラッシュで同じQA-→Qs'およびQs一→フェリシアナイド過程が観測されること

が予想される O ただし、 QA'Qsの機能分子はともにPQAであるため吸光度差がほ

とんどなく、 325nm測定の場合、直線状電子移動であるQA一→Qs過程(半減期 100

.........200μs (72-74))は高々 10切ほどの吸光度変化としてしか観測されず(付録6参

照， p 135)、Qs一→フェリシアナイド過程が半減期 2.........5ms で観測されるのみであ

ると予想される O しかしながら、 325nm測定における TrisPSlIRCでは 2成分解析

により、半減期 100.........200μSの成分が 62切， 2.........5ms の成分が 38怖と観測された

ことから、予想よりかなり大きく観測される半減期 100.........200μSの成分の大半は、

QA一→Qs過程で、あるはずはなく、 QAまたはQsから電子を放出している過程である

ことは明らかである O

半減期 100.........200μSの成分は、各 TrisPS lIRCを用いたレーザーフラッシュフォ

トリシス法による測定において、 QA一再酸化過程と P680+再還元過程の双方に観測

された O この成分は従来、多くの研究者により直接的なQA一→P680+電子移動過程、

すなわち“逆反応"であると報告されてきた成分と同ーのものであると考えられる

(67 -71) 0 

M n 2+はZを介して 18.........35μSでP680+を還元するため (76)、この速度より遅い

電荷再結合反応を抑えて、 Mn 2~ → psn →フェリシアナイドの}II買に電子が移動す

る直線状電子移動を促進することが出来ると考えられる O 半減期 100.........200μS の

成分は人工的電子供与体Mn 2+と人工的電子受容体フェリシアナイドを加えて測定

すると消失した。これによって、この 100.........200μS成分はQA一(またはQs-)から

P680+への電荷再結合過程であることを確認した。

ところが、 QA一→Qs電子移動阻害斉!JDCMUを添加して、直線状電子移動を阻

害した場合、 “逆反応"が増加することが予想されたにも関わらず、半減期 100
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~200μS 成分は逆に抑制された。 D C~1Uが抑制する部位は主に非ヘム鉄， Q BFa1 

の電子移動であるとの報告がある (26)0 実は、 Renger と Wolff も著者と同様の

DCMUの効果を報告している (66)0 彼らは、DCMUはQAから電子を放出する

過程を阻害する可能性があると考察していたが、 DCMUの結合部位に関する現在

の知見に従えば否定される O また、 DC:MUは高濃度では酸化側にも結合して阻害

するようになり (99)、電荷再結合過程に影響を与える可能性があるが、本研究では、

反応中心濃度の1.25倍のDCMUを添加しているため、反応中心に対して DCMU

がほぼ1分子結合していることは明らかである O この場合、 還元側のみ阻害されて

いると考えられる O

これらのことを考慮に入れて、 100~200μS の成分の消滅過程は“逆反応"では

なく、非ヘム鉄， QB 周辺を経由する、環状電子移動であると考え られる O

環状電子移動量には酸化還元電位依存性があり、電位が上がると移動量は増加

し、電位が下がると減少した O それらのEmは平均して 450mVであった。電子の

流れについて考えると、この酸化還元電位変化を説明できるものは Cytb-559の

HPだけである O 本研究で用いた試料では Cytb-559のHPは Em 与 440mVで

あった o Cyt b-559の酸化還元電位は図 20 (p 56)に示したように目立った

pH 依存性を示さなかった O ところが、(~ A一再酸化過程と P680+再還元過程の双方

に観測される 100~200μS 成分は、 pH 依存性があり、 pH が上がると電子移動量

は増加し pHが下がると減少した。この変化の中点は pH6. 5であった o Q A' Q B 

の酸化還元電位は、それぞれ -130mV(33) ，約 OmVであり (74)、pHを下げること

で、 Cytb-559のHPの電位が 440mVから-130 ~OmV の近くまで、大きく低

するか Cytb-559のHPの成分比が pHで大きく変化しない限り環状電子移動量

の変化を説明できない O しかし、本研究で、Cyt b-559 のHPの酸化還元電位は

427 ~454mV の範囲にあり、目立った変化はなかった O また、 Cyt b-559のHPの

成分比に関しでも目立った変化はなかった。

例として、 Tri sPS II RC の 325nm 測定で観測した QA 一再酸化過程における 100~

200μS成分環状電子移動量と Cytb-559のHPの成分比を比較する o QA活性に対

する電子移動量の割合は pH7.5のとき 57.側、 pH6.0のとき 22.3切であった O

QA一再酸化過程の成分量を扱う場合に注意しなければならない問題がある O 付録6

(p135)に示すように、 QA - 再酸化過程の 100~200μS 成分電子移動量の中には、
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QA一→QB電子移動由来の 100----200μS 成分が重なり、この成分量と QB一→フェリ
シアナイド電子移動過程と考えられる 2'"'-5ms成分量の比は (98)、0.11:O. 89であ
る(100)0QA一再酸化過程の 100----200μS成分が、それぞれ 57.9切(PH7.5)，22.30Al
(PH 6. 0) 存在するとき、 2----5ms 成分は、それぞれ 42.1切(pH 7.5)， 77.7切(PH
6.0) 存在するため、 0.11:0.89 の比から、 QA一→QB電子移動由来の 100----2 00μS 
成分は、それぞれ 5.2%(PH7.5)， 9.仇 (pH6.0) と予測される O 従って、正味の
100 ----200μS成分環状電子移動量のQA活性に対する割合は、それぞれ 52.7首(pH
7.5)， 12.7切(PH6.0) と予測される o Tr i sP S II RCの Cytb-559の HPの全 Cyt
b-559量に対する割合は、それぞれ 53.3%(PH 7. 5)， 62.2% (PH 6.0) であり、 pH
7.5の場合は Cytb-559の HPによって 100----200μS成分環状電子移動量を説明
することは出来るが、 pH6.0の場合は説明できない。なお、 P680+電子伝達過程に
おける pH7.5での 100----200μS成分の割合は、 88.7切(pI-I7. 5)， 77.2切(PH6.0) 
であるが、 Z→P680-'電子伝達過程の電子移動量を正確に見積もることが出来ない
ため (1-1-10-2参照， p37)、QA一再酸化過程のように Cyt b-559 と正確
な対応関係を示すのは困難である O

このように、 Cytb-559自体では説明が付かない以上、他の因子の影響を考慮に
入れなければならない。この因子として次に示す理由から、非ヘム鉄を挙げること

が出来る O

( 1 )この pH 変化を示す因子の影響は、非ヘム鉄を持つ TrisPSIIRC の方が、
非ヘム鉄を持たない-F e 2+ -T r i s P S II R C ， Z n 2+ -T r i s P S II R Cの約 2倍ほど大
きい。

( 2 )非ヘム鉄を除去または置換された -Fe2十-TrisPSII RC， Zn 2~ -TrisPS II RCは、

非ヘム鉄を持つ Tri SPS II RCの 46'"'-74泊まで 100----2 00μS成分の電子移動

量が減少する O

( 3 )非ヘム鉄は、 4つのヒスチジンが配位し、 1つの HC03ーが 2座配位するとい

われるが、この環状電子移動に関与していると予想される H1について考え

ると、 pH 6.4 の領域に関連する pKa を持つのはアミノ酸ではヒスチジン

(pKa=6.0) であり、またQA'Q B聞の電子移動に必須といわれるHC03
(pKa=6. 51， CO2 + H20→HC03 -+げ)である O なお、 Knaff によって 77Kで
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行われた Cytb-559の光酸化を基にした間接的なQAの pKaの測定では、 8.9
であったと報告されている (33)0 そのためQAまたはQB上のプロトンがこの
電子移動に関与しているとは考えにくい。また、 P680のCh 1 a のMg2-f 
に配位結合しているヒスチジンがY化されるという報告はない。

( 4 )非ヘム鉄は、 Em= 400mV (pH 7.0)であり、 -60mV/ pH uni tで電位が pH
変化する O

(5) EPR測定によって非ヘム鉄 (Fe 3+)量と 820nmでの 100---200μS成分の
電子移動量は一次の相関関係を持つことが示された。

これらの事実を考慮に入れて、仮に非ヘム鉄から Cyt b-559へ電子が移動する
と考えると、 pH6.5のとき非ヘム鉄は Em 今 430mV となって、ほぼ Cytb-559 
HPの酸化還元電位(Em 今 440mV)に等しくなる O このとき、 pII6.5以下で
は Cyt b-559 より非ヘム鉄の電位の方が高くなることで電子の流れは抑えられ、
pH 6.5以上では Cytb-559より非ヘム鉄の電位の方が低くなることで電子の流れ
が生じると考えられる O これにより 100----2 00μs成分量の pH 変化に対する挙動
をほぼ矛盾無く説明できる O

非ヘム鉄を持たない-F e 2+ -T r i s P S II R Cと Zn 2t -Tr i s P S II R Cも 100---200μs 
電子移動量の酸化還元電位依存性から、 Cytb-559へ電子を渡していると考え ら
れる O しかも、非ヘム鉄を持たない -Fe21-Tr isPS II RC と ZnU-Tr i sPS IJ RCも
100---200μS成分の電子移動があり、 Tri sPS II RCの 40---55怖の pH変化を示し
たことから、 QA'Q B聞に存在するヒスチジン(または IIC03-)によって、 QA
(またはQB-)から Cytb-559への電子移動は大きな影響を受けている可能性があ
るO

さらに、電子移動に関わる見かけのH+数について議論すると、 TrisPSIIRCは、
QA -再酸化過程では約 1個であったが、 P680-l再逮元過程では約 2個のH+が関
わっていた。非ヘム鉄の酸化還元電位は、 H+1個分の pH依存性(-60mV/ pII 
un i t)を示すことから、 1個のみが電子移動に関わることが予想される O しかし、
2個電子移動に関わっているとすれば、酸化側にある別の因子、例えばztによっ
て酸化されるヒスチジン (101)などが関わった複雑な機構が存在する可能性もある O
また、-F e 2+ -T r i s P S II R CはQA一再酸化過程、 P680+再選元過程でともに約 2個、
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Zn2+ -Tr i sPS II RCはP680+再還元過程で、約 1個のH+が電子移動に関わっており 、

議論の余地を多く残している(図 23参照， p61) 0 

環状電子移動過程で Cytb-559及び非ヘム鉄 (Fe 3十)が電子を中継している

と考えると 一つの矛盾が生じる O フェリシアナイド存在下の測定の場合、 Cyt b-

559と非ヘム鉄はフェリシアナイドによって前もって酸化されている O そのため、

フラッシュ照射によって P680が励起され、 QAーが生じた直後の P680+は Cyt b-

559から電子を受け取ることが出来ない O 従って P680+はQA-(またはQB-)にま

で移動した 1 個の電子が 100~200μS 程度で Cyt b-559まで移動するのを待たな

ければならない。しかし、全フラッシュの平均 (40 フラッシュの積算)を観測し

ている測定では、あたかも P680+は電子をフラッシュ照射直後から 100~200μS 程

度で受け取っているように観測された。そこで、フラッシュごとの電子移動過程、

特に第 1 フラッシュによる電子移動過程に注目して測定し、環状電子移動のより

詳細な解析を行った O その結果、第 1フラッシュで生じた電子 (2価の非ヘム鉄)

と正電荷 (zつが 2.5秒間に再結合せずに蓄積されていることによって環状電子

移動が起こることが明らかとなった。

QA -(またはQB-)から P680+への電子移動において、 QAとQBーのどちらが起

点になっているのかに関しては、 QAーとQBーを明確に区別出来ないために情報を得

ることは困難である (QAとQBの本体はいずれも PQAで、ある) 0 しかし、 QA一→

Qs電子移動の阻害剤、 DCMUによって 100'"'-200μS成分環状電子移動量は消去

されたこと、 DCMUはQA'QB聞の電子移動のうち、 QA一→非ヘム鉄 (Fe 3十)

電子移動までは問害しないこと、 DCMUによって Cytb-559の光還元は抑えら

れるという報告(102)、および非ヘム鉄を酸化するとDCMUの結合能が下がり、

pHが高いときにDCMUを結合させると非ヘム欽の酸化還元電位は大きく上昇す

るなど、非ヘム鉄の状態とDCMUの結合は相互に関係があるという報告がある

ため (91)、 100~200μS の成分は、非ヘム鉄，およびQBを経由または起点として

いる可能性が高い。

一方、 Cytb-559の光酸化にはs-C arが必要であるという報告があり (44)、さら

にs-Car はP680十によって光酸化されることが報告されている (17)0 また、第 II ~

で詳しく論述するが、 100~200μS 成分環状電子移動量は ß -Car と一次の相関性

があり、この環状電子移動に s-Carが、深く関与しているとも考えられる O
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ところで、 P680+再還元過程で観測された 700μs --lms 電街再結合成分は、凶

1 4 (P49)に示したようにDCMUによる阻害 も受けず、酸化還元電位依存性も

pH依存性もほとんど見られないことから、非ヘム鉄と Cytb-559の高電位型を通

らず、 P680+へ電子を戻す過程であると考えられ、 QAーから直接電子を P680+へ戻

す、真の逆反応である可能性がある O しかし、 QA再酸化過程で観測された 2--

5ms成分に重なっていたとしてもそれらの成分の分離は困難で、あり確証はない。

また、 QA一再酸化過程で観測された 2'"'"'5ms成分の大部分はMn 2+で消去されな

いことから電荷再結合反応ではなく、 DCMU存在下でも観察されることから Qs-

→フェリシアナイド過程であることに疑問が生じた。さらに 2--5ms成分は、 QA一

再酸化過程の100----200μSの成分と逆の酸化還元電位依存性と pH依存性を持って

おり、非ヘム鉄や Cytb-559の経路が使用できないときの電子移動であると考えら

れ、 QA一→フェリシアナイド電子移動過程の可能性もある O

以上の事実から 100--200μS 成分環状電子移動の経路について考察し、図 28 

(p75)に環状電子移動の新しいモデルを示す O

(A) フラッシュ照射前はフェリシアナイドによって非ヘム鉄が 3価になっている

ため、第 lフラッシュ直後は P680から pheo a を経て電子を受け取った、

QAーから非ヘム鉄 (Fe 3十)へ電子が移動する過程が観測される O このとき

フェリシアナイドを加えていない場合は、この過程が観測されない(凶

2 6， p66) 0 一方、酸化側では光励起によって生じた P680+がチロシン残

基である Zから電子を奪って再還元される過程が観測される O

(B) 次のフラッシュまでの 2.5秒間、非ヘム鉄 (Fe 2+) とZ十の状態で電荷分

離がほぼ維持される O このモデルは、逆反応とn乎ばれてきた 100--200μS環

状電子移動はフラッシュ間隔をせばめると量が増加するという性質 (68)を説

明できる O つまり、フラッシュ間隔をせばめることで、電荷の再結合

(F e 2+→Z i)が起こる割合が減少すると考えられる O

(C)第2フラッシュ照射によって再びP680~ と QA ーが生じる O

(D)酸化側で生じた 2個の正電荷に向かつて s-Car から電子が移動する O こ

の半減期は 100μS程度でなければ、実験結果を説明できないo s -Carか

らP680+また z+への電子移動経路に関しては、この後の研究課題である O ま

た、この瞬間にはQAーからQB (100 --200μs ) ， Q A一→P680+への電子移動
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図28 環状電子移動経路のモデル
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( 700μs '"'-lms? )も可能である O

(E) しかし、 100μSよりかなり速く、 Cytb-559のHP (F e 31) とs-Cal・十に向

かつて電子が移動する O このモデルは Cytb-559のHPが酸化型であるとき

100'"'-200μS 成分環状電子移動が生じることを説明する O また、この電子の

起点は非ヘム鉄 (Fe計)であると考えられる O だが、既に QAーから QBが電

子を受け取った場合や非ヘム鉄を持たない試料では、 QBーから電子が移動す

る可能性がある O

(F)半減期 100---200μSで、非ヘム鉄 (Fe 2+)が減少するところへ、 生じた非ヘ

ム鉄 (Fe 3+)へQAーから電子が素早く移動する O これによって、あたかも

QA一→ P680+電子移動が 100'""200μSで生じているよ うに見られる可能性が

ある O この後、状態 (B)に移り、第 3フラッシュ以降も同じ過程を通ると

考えられる O
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第H章 PSIl光阻害反応初期過程の解析

緒言

過去の研究報告に基づき、光阻害を受けてからD1蛋白質を交換して PSII機

能を回復するまでの過程をまとめた Barberと Anderssonのモデル (54)を図 29 

(p78) に示す。

PSIIが強光照射を受けた場合、その電子伝達に異常をきたす部分は酸化側、

つまり P680周辺と、還元側、つまり QA' QB周辺の 2ヶ所ある O このどちらが回

害されるかによって D1蛋白質の分解の様式が異なることが報告さ れている (55)0 

酸化側が阻害された場合、水分子からの電子の供給が停止する O そのため約

1. 1 Vの酸化還元電位を持つ P680+ (18 -20)が長寿命となる O その強い正電荷によっ

て、 P680の近傍に存在すると考えられている第 1電子供与体Z、Ch 1 a、s-

Carが二次的な酸化を受けて損傷する O この損傷は酸素の存在の有無に関わらず起

こる O その結果、 D1蛋白質の分解が開始すると考えられる O

一方、還元側が阻害された場合、プラストキノンプールへの電子の放出が停止

する O 酸素が存在しない場合、この時点での QA機能の不活性化はある程度可逆的

であると報告されている (103，104)0しかし、酸化側からさらに過剰に供給される

電子によってQAは 2電子還元と H-I化を受けて放出されるらしい (104)0なお、正

常系では QAはl電子還元しか受けない (19)0QAを失うことによって P680は電子

のやり場を失い三重項状態となる O 酸素が存在する場合、酸素分子が三重項状態に

なった P680と反応して、活性酸素である一重項酸素が発生しD1蛋白質を傷つけ

るO こうしてQA離脱が引き金となってD1蛋白質分解が開始すると考察されてい

る俗1，104) 0 

このように、 PSIIの光阻害では強光照射によってPSIIの電子伝達がどの段階

で閉止されるかということと、酸素分子の存在が重要な因子となる と考え られる O

なお、どちらの阻害においても分解されたD1蛋白質は最終的に新しいD1蛋白質

と交換されると考えられている O

近年、光阻害の機構に関する研究、特にD1蛋白質の分解過程に関する研究が注

を集めた O その中でD1蛋白質を分解する蛋白質分解酵素に関する論争が行われ
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(Barber， J. and Andersson， B. (1992) Trends 

Biochem. Sci. 17，61-66をもとにして書いたもの)
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てきた。まず、その蛋白質分解酵素はPSII反応中心複合体中に含まれると報行さ

れた (105)。さらにD1 /D 2/Cyt b-559/1複合体レベルにまで解体しても D1 

蛋白質の分解が起こることから、 D1蛋白質はそれ自身で自動的に分解するのでは

ないかと報告された (106)0 しかし、セリンタイプ蛋白質分解酵素の阻害斉IJを放射

性同位元素でラベルして反応中心複合体に添加したところ、アンテナクロロフィル

結合蛋白質の一つである CP43に結合したことから、 CP43がセリンタイプの

蛋白質分解酵素として働くと報告され(107)、論争は今なお続いている O また、間

害条件と D1蛋白質の第 l切断部位の関係などが議論を呼んできた (55)0 

しかしながら、 PSIIではP680への光エネルギーの伝達は集光性蛋白質複合体

などのような蛋白質中のCh1 a. Ch1 b 及びカロテノイド分子によって行

われるものであって、蛋白質のアミノ酸残基が行うものではない。また、 PSII内

での電子伝達も D1蛋白質上のチロシン残基である Zを除けば、 Ch 1 a， pheo 

a，及びPQA分子上で行われている O 従って、本章で解析を試みる光阻害反応初期

過程における系の損傷はD1蛋白質のポリペプチド鎖の損傷よりも、これらのエネ

ルギー伝達機能分子および電子伝達機能分子の損傷や離脱として観測される可能性

が高い O

ところが、エネルギー伝達機能分子および電子伝達機能分子の損傷または離脱と

D 1蛋白質分解との関係には、 2つの場合が考えられる o 1つは何らかの機能分子が

損傷または離脱したことが引き金になって、 D1蛋白質分解が開始される場合であ

るo 2つ目はD1蛋白質分解の結果として各機能分子が失われている場合である。

光阻害反応の初期過程は前者の場合であるが、一見、双方ほぼ同時に進行するため

区別は難しい。だが、明確に両者の反応を分離して機能分子数の測定を行わない限

り、因果関係を明らかにすることは出来ない。従って、光阻害反応の初期過程の研

究を行うことは困難であり、 D1蛋白質分解過程に関する研究に比べて研究例は少

ない。現在のところ、 D1蛋白質分解の引き金はQAが 2 電子還元されて離脱する

ことである (61)といわれているが確証はない。そのうえD1蛋白質の分解につなf

るD1蛋白質の構造変化に関しては全く不明である O また、光阻害反応を防ぐため

の機構に関する研究例も少なかった。

光阻害反応は基本的には強光照射によって PSII内における電荷の偏りが生じる

ことから始まる O 第I章で述べた環状電子移動が生じた場合、還元側の電子と酸化
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側の正電荷を再結合させることで、還元側に電子が蓄積されることと酸化側が高酸

化状態になることを同時に防ぐことが可能とな るO それによって P S II 内でラジ

カルが消去され、そのラジカルと酸素分子によって活性酸素が生ずることを未然に

防ぎ、ラジカルや活性酸素による破壊的な反応を抑えることが予想、される O これに

よって、環状電子移動は単なるエネルギーの損失ではなく光阻害に対する防御とい

う生理的な意義を持つことが出来る O 逆に言えば、 D1蛋白質分解が起こる以前の

光阻害反応初期過程は、防御機構としての環状電子移動能が失活していく過程でも

あると予測される O よって環状電子移動の光間害過程を観測することが光阻害反応

の初期過程を理解するために重要であると考えられる。

しかし、第I章で述べたように通常の分光学的測定で用いる程度の濃度のDMな

どの可溶化剤存在下でも、環状電子移動量は減少して観測が困難になる O そのため

か、クロロプラストの懸濁液を用いて可溶化剤を使用しなかった初期の報告では、

100 ----2 00μS成分に関する報告があるが、 PSII粒子を可溶化斉Ijを使用して測定す

るようになってからは報告が少ない。

また、環状電子移動と密接な関係を持つ Cytb-559のHPは、可溶化剤処理に限

らず何らかの処理によって壊れやすいため環状電子移動は失われやすい。さらに、

Cyt b-559を介する電子移動の解析は困難であり、その速度は 35----100ms 程度で

あると従来から見積もられてきた。そのため、ゆるやかな環状電子移動だけに Cyt

b-559 が関わっていると理解されてきた (108)0 これらのような悪条件が重なり 、

D 1蛋白質の分解過程の研究に比べ環状電子移動の光阻害条件下での挙動に関する

研究は注目されてこなかった O

本章では、 D 1蛋白質の分解が開始されるよりも“前"の各機能分子の損傷過杭

と環状電子移動の光阻害過程との関連性に注目して、光阻害反応初期過程を解析す

ることを目的とした。そのためにD1蛋白質分解を効果的に抑えるセリンタイ プの

蛋白質分解酵素阻害剤 (62)を添加した光阻害条件を設定した O その光阻害条件下に

おけるQA活性の時間変化を測定することで光阻害過程を観測した。また、環状竜

子移動量の挙動を測定した。

それと同時に、光照射処理を施した試料を陰イオン交換樹脂にかけ、可溶化剤

を含む溶液で洗った O それによって、すでに D1蛋白質分解が開始した反応中心

複合体や、離脱した機能分子などを洗い流し、反応中心複合体としての形をある
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程度保った複合体を多く含む試料を得た O その試料を用いてHPLCによって

psrrを構成する各機能分子 (Ch 1 a， C h 1 b， pheo a， s -Car， P QA'キ

サントフィル類)の数の変化を測定することにより、 QA機能およびpsrr内環状

電子移動と関連のある機能分子を見い出し、さらにpsrr光阻害反応初期過程での

反応の引き金となる機能分子を明らかにすることを計画した O このとき特に、

QA' QB の本体で、ある PQAの分子数の挙動と、第 I章で述べたように過去の報告か

ら環状電子移動の経路である可能性が示唆されたs-Carの分子数の挙動に注目した。

光照射処理の条件としては、先に述べたようにpsrrの光間害では酸素分子の

存在が重要な因子となるため、酸素が存在する場合と無い場合の条件を設定した。

また、 psrrの酸化側が阻害されるか 還元側が阻害されるかで光阻害反応過程

が異なると考えられるため、それぞれの阻害のモデル系として以下の 4種類、の条

件を設定した。

条件l人工電子受容体フェリシアナイドも人工電子供与体Mn 2+も添加しない条件

用いた試料は、 psrrへの電子の入り口である水分解系と出口であるキノンプー

ルをともに除去している O そのため人工電子受容体も人工電子供与体も存在し

ない場合、酸化側と還元側に電荷が蓄積してそれぞれの側がある程度光阻害を

受けることが予想される O

条件2人工電子供与体Mn 2+のみ添加した条件。

psrrに対する人工電子供与体のうちでMn 2+はもっとも効果的な電子供与体

であり、 Z を介して 18~35μS で P680+を還元する (76)0 従って、 Mn 2+から

酸化側に充分な電子を供給することが可能であり、酸化側は正常に機能すると

考えられる O ところが、強光照射を行えばキノンプールを除去しているため、

還元側にとっては過剰な電子が供給される O 従って還元側のみが条件1より強く

光阻害を受けることが予測される O

条件3人工電子受容体フェリシアナイドのみ添加した条件。

フェリシアナイドが還元側から電子を奪うことで還元側は比較的正常に働くと

考えられる O ただし、フェリシアナイドは還元側から電子を奪う速度ではキノ

ンタイプの人工電子受容体には劣るが、酸化還元電位はキノンタイプの人工電

子受容体より高い。そのため系全体はより酸化的な状態になる。このようにす

でに酸化側の電子が不足がちになっている条件で強光照射を行えば、酸化側に
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正電荷が蓄積しやすくなる可能性がある O 従って、酸化側が条件1より強く光岡

害を受けることが予測される O

条件4M n2¥フェリシアナイドともに添加した条件 O

M n 2+によって酸化側に電子を供給しつつ、フェリシアナイドにより還元側から

電子を奪うことによって、酸化側も還元側も光回害を比較的受けにくいことが

予想される O これは仮想的な正常系のモデルである O
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II -1 .実験方法

II-l-l 光照射処理(光阻害処理)

各 TrisPSIIRC中には多数のクロロフィル分子とカロテノイド分子のような色素

分子があるが、白色光による光照射を行えば不特定の色素分子が直接励起きれて損

傷する可能性がある O しかし、本論文で問題にしているのはアンテナ色素分子の損

傷過程ではなく、環状電子移動と光阻害反応初期過程との関連性である O つまり、

光照射によって反応中心複合体内部の電子伝達に異常が生じ、電荷のバランスが崩

れた結果として各機能分子が損傷または雌脱する過程に注目している O

そこで白色光ではなく赤色光を照射することにした O この場合、 P680以外のク

ロロフィル分子も励起されるが、少なくともカロテノイドの励起と直接的な損傷は

抑えられる O それでもカロテノイドが損傷した場合、反応中心複合体内部で生じた

正電荷または電子が原因で損傷したことが特定できる O

光源としては、ハロゲンランプ(理科学精機(株) ，スライドプロジェク

ター， 1000W) を用い、その光を色ガラスフィルター(東芝硝子(株) ， R-60)に

通し、 600nm以下の光を除いて反応中心の励起に適した赤色光のみとした O さら

に 9cmの厚さの水の層を通して赤外線を弱め、減光フィルター(東芝硝子

(株) ， TND30判)によって強度を 30切に弱めた光をレンズで集光し、石英製反応

容器中の試料に照射した。反応容器の中心に照射されている赤色光の強度はサーモ

パイル (TheEppley Laboratory， INC.， Thermopi 1 e No.17867)で測定した結果、

960μE ・m-2 ・S-1であった O 反応容器中の試料は、常にスターラーで撹枠しサーキ ュ

レータで、高純水を循環させて温度 20.Cに保った。

酸素存在下の条件で光照射処理する試料は、レーザーフラッシュフォトリシス

法で用いたものと同じ溶液 (40mMHEPES-NaOH， 1M Sorbi tol， 10mM NaC 1， 5mM 

MgC 12， 10mM NaHC03， pH 7. 5， 20
0

C) に分散させた。無酸素下で光照射する試料に

ついては、 ( 1 -1 -1 1， p 38)で行った方法で酸素を除去した後、反応容器に

アルゴンガスを常に吹き込みながら光照射処理を行った。なお pH6.0における測

定は先に示した溶液の 40mMHEPES -N aOHを40mMMES -N aOHに換えたものを用いた。

試料の反応中心濃度は 0.8μMCytとし、 0'"'-40分間光照射処理したものをレーザー
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フラッシュフォトリシス法を用いた 325nm でのQA活性の測定(QA一再酸化過程)

と、次に示すカラム処理およびHPLCによる各機能分子定量に供して、それぞれ

の時間変化を観測した。ただ し、 一部、680nm測定と 820nm測定 (P680+再還元過

程)をする試料は測定の都合上、反応中心濃度をそれぞれ0.2μMCyt， 1. 6μMCyt 

とした。

第E章の緒言で述べた光照射処理条件を設定するために、人工電子受容体フェリ

シアナイド (0.2mM) を添加して酸化側の電子が不足しがちな状態を作り、人工的

電子供与体M n 2+ (0. 2 mM )を添加して還元側に電子が過剰に供給されがちな状態

を作った O また、光阻害と密接に関わっている酸素の有無の条件も設定し、その他

の全ての条件(温度、 pH、光強度)を一定にすることによって、 Tri sP S rr RC およ

び-F e 2+ -T r i s P S II R Cにおける種々の光阻害過程を研究した O

ただし、第 I章で示したようにM n 21は環状電子移動を抑制するため、 O.2mM

Mn計を添加して光照射処理を行った試料はそのままではレーザーフラッシュフ ォ

トリシス法による測定に適さない。そのため、その試料を 10mMEDTAを含む溶液で

2倍希釈してMn 2十の効果を抑制してからレーザーフラッシュフォトリシス法によ

る測定を行った。

II-1-2 カラム処理

まず、陰イオン交換樹脂 (Pharmacia，Q-Sepharose FF) を 0.03%DMを含む溶

液A (20mM B i sT r i s -HC 1 (PH 6. 5)， 20mM NaC l， 10mM MgC 12， 1. 5切Taurine)で、'"

衡化した O 光照射処理を施した試料溶液 10ml に対し、 O.日 DMを含む溶液Aを

2ml加え、試料を可溶化剤に分散させておき、カラムにかけた。それを溶液Aの

0.03切 DM溶液 10ml で、洗った。これによって、 PSIIから離脱した機能分子類、お

よび、すでにD1蛋白質分解が開始した反応中心複合体などを除去した O さらに、

100mM硫酸マグネシウムを加えた溶液Aの 0.03% DM溶液 1mlで溶出させた。処

理は全て暗所、 4
0

Cで行った。
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II-1-3 各機能分子 (Ch 1 a， C h 1 b， s -C ar， p heo a， P Q A' キサン

トフィル類)の定量

Eskinsらの方法(109)に改良を加えて、各試料に含まれる機能分子の抽出を行っ

た O この抽出処理の概要は図 30 (p 86) に示した O 逆相カラムカートリッジ

(Waters， SEP-PAK C18) を 70切メタノール 4mlで、?先ってカラムを活性化した後、

カラムに処理後の試料を200μl吸着させた O そして、 70切メタノール 2ml を用い

て水分を除き、エタノール/ジエチルエーテル (1: 1) 4ml で各機能分子を抽出し

た。

この抽出液をロータリーエバポレーターを用いて、暗所ですばやく常温乾固させ

た後、エタノール 400μl に溶かし、卓上遠心器で遠心しその上清液を採取し、

H P L C (Merck，逆相カラム， LiChrospher 100 RP -18)に供した O 展開溶媒に

はメタノール/水 (95: 5) (ret ent i on t ime 0""'40分〕とメタノール/エタノ ー

ル (65: 35) (retent ion t ime 40分以降〕を使用した。検出は s-Car以外のカ

ロテノイドの定量を行うときは 455nmの吸光度を用い、 PQAの定量を行うときは

255nm の吸光度を用いて行った。一例として Tri sP S II RCを用いて得 られた溶出dll

線を図31 (p87) に示した O

分画した各機能分子のうち、 Ch 1 a， C h 1 b， pheo a， s -Ca rおよびキサ

ントフィル類(ネオキサンチン、ヴィオラキサンチン、ルテイン)は分光法により

定量した。分子!吸光係数 (M-1cm-1)の値は、それぞれ表 2 (p 88)の値を使っ

た。なお、この実験条件では s-Carとpheoaとは完全には分離できなかったので、

448nmに Pheoaの吸収も重なることを考慮にいれて次の式で補正した O

Aω， =A“8-A飴4xO. 06977 
また、 PQAについては前もって精製した一定量のPQAの標準試料をHPLCに注

入し、得られた PQA画分の面積と各試料の PQA画分の面積比によりその値を求め

た。
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HPLC 

70% メタノ~)レ 4 1111 
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(1:1， v/v) 4 ml 

エ‘タノーノレ 400μl

図30 補欠分子の定量法
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試料を逆相カラムカートリッジを用いて処理後、逆相カラム

LiChr刀spher100 RP-18を用いて各機能分チの定量を行った。検出器

の波長は、 s-carotene 以外のカロテノイドの定量を行うときは455
nmを用い、 PQAの定量を行うときは、:255 nmを用いた。

溶出の条件は Reteniontime 0 -----.. 40分までは溶離液 (MethanollH20=

95/5. v八，) を用い、流速は 0.5mllminとし、 Reteniontime 40分以降

は溶離液 CrvIethanol/Ethanol= 6 5/3 5.¥・八，)を用い、流速は1.0mllmin
としたの

HPLCによる溶出曲線の例 (TrisPSII RC， 
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表2 各機能分子の吸光度係数

Methanol/Ethanol (65/35)中

plgment 

C h 1 a 

C h 1 b 

pheo a 

s -Car 

Metl川 101/Hz 0 (95/5)中

pigment 

neoxanthin 

violaxanthin 

lutein 

(M-1 c m -1) 

86， 300 (660nm) 

56， 000 (642nm) 

51，100 (664nm) 

138， 000 (448nm) 

(M-1 c m -1) 

143， 000 (437nm) 

152， 000 (442nm) 

175， 000 (446nm) 

文献(110，111)をもとに、本研究で用いた溶媒中の吸光度係

数をそれぞれ求めた O
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II -2. 実験結果

II -2 -1 Tr i sP S II RCと-F e 2+ -T r i s P S II R Cの機能分子組成

C h 1 a， C h 1 b， s -Car， pheo a， P Q A' 及びキサントフィル類(ネオキ

サンチン、ヴィオラキサンチン、ルテイン)の分析結果を TrisPS II RCと-Fe2+-

Tr i sP S II RCについて表 3 (p90)に示した o P S IIの反応中心は pheoa 2分子を

保持しているので (6)、pheoa 2分子に対する分子数比を反応中心あたりの数とし

て示した。非ヘム鉄除去処理でCh 1 aとs-Carの解離がいくらか見られるが、

QA' Qsの本体である PQA は各複合体で約 2分子保持されていることが分かる。

II -2 -2 C h 1 a， C h 1 b， Pheo a，及びキサントフィル類の分子数の光

照射処理による変化

光照射処理とカラム処理を行った試料の Cyt b-559定量 (1-1-7参照，

p28) を行ったところ、光照射処理時間が増加しでも Cyt b-559 1分子当たり

Pheo aは 2分子のままであることが示された(図 32， p 91) 0 このことから光

照射処理とカラム処理によって得られた反応中心複合体は、少なくとも Pheo aの

分子数に関しては正常で、あることが明らかになった。従って、以後は光照射処理後

の試料の反応中心当たりの各機能分子の数は Pheoa 2分子を反応中心数の指標と

して用いて示した。

光照射処理中の条件に関係なく、 Ch1 a， Ch1 b 及びキサントフィル類

(ネオキサンチン、ヴィオラキサンチン、ルテイン)の分子数はわずかに減少する

ものもあったが、明らかな量的変化は見せなかった O 例として図 33 (p 92)に酸

素存在下での各分子数の挙動をいくつか示した。以後は、光照射により量的に目立っ

た変化を示した s-Car とPQAの分子数、及びQA活性と 100"--2 00μS環状電子移

動量の光阻害過程に注目して実験を進めた。
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表3 反応中心当たりの各機能分子数

Sampl e 

機能分子 Tr i sP S II RC -Fe2+ -TrisPS II RC 

Chla 4 2 3 7 

Chlb 2. 8 2. 2 

Pheo a 2 2 

s -Car 8. 6. 3 

P QA 2. O 2. O 

neoxanthin O. O. 8 

violaxanlhin O. O. 7 

lutein 2 3 
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II-2-3 酸化側、還元側ともに阻害される条件における光阻害過程 (Mn 21， 

フェリシアナイドともに添加しない場合)

この系では、酸化側、還元側がともにある程度阻害されることが予想される O 図

3 4 (P94)に酸素存在下でフェリシアナイドも M n 2十も加えていない条件での光阻

害過程を示した O 表 4(P95)には、このとき観測された各減少過程における半減期

とその成分の割合を示した。

QA一再酸化過程における 100""'200μS 成分の環状電子移動量の変化には、1""'2分

という短い半減期で減少する成分が 60切ほど観測された。環状電子移動量の減少

を反映して、 QA活性で、も半減期約 1分で減少する成分が約 20加見られた。

これに対して、 PQAの分子数の変化に関しては速い減少過程は見られなかった

ことから、この時間領域ではQA' QB本体は損傷していないことが分かった。この

ため、上に示した環状電子移動量の挙動はPQAの分子数では説明できない。驚く

べきことに、特に Tri s PS II RC では、最初の 10分間ほどPQAの分子数が減少し

ないという状態が生じた O

一方、 s-Carの分子数の変化には、半減期 1""'2分という減少成分が Tri sP S II RC 

と-Fe2+ -Tr i s PS II RCではともに約 60明観測された O これは環状電子移動量の変化

によく似ている O

観測している対象が環状電子移動であることを確認するため、 P680+再還元過程

における 100""'200μS成分も 680nm及び 820nmで測定を行ったところ、 QA-:再

酸化過程と同様の傾向を示した O このとき 700μs----1 ms成分は目立った変化は示

さなかった(図 35， p96) 0 また、 s-Carの分子数を横軸にとり P680+再還元過

程における 100""'200μS 成分環状電子移動量を縦取hにとると、 一次の相関を示し

た(図 36， p97) 0 このことからも環状電子移動量と s-Carの分子数の関連性が

確かめられた。
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表4 光照射処理による各減少過程の半減期と割合

(酸化側、還元側ともに阻害される条件、酸素存在下)
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31.9 (40.2) 

1.24 (68. 2) 

35.0 (31. 8) 

s -C a r 1.11 (55. 8) 0.97 (57.8) 

14.5(44.2) 9.98(42.2) 

P QA 10分後から

20. 0 (100) 

21.2(100) 
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光阻害条件およびレーザーフラッシュフォトリシス法による測定

条件は、図35と同じ。
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11-2-4 還元側回害条件における光阻害過程 (Mn ~~のみを添加した場合)

この系では、酸化側は正常に機能するが還元側のみが強く阻害されることが了

想される O 図 37 (p99)に酸素存在下でMn2+のみを添加した条件での光阻害過程

を示した O 表5(p 100)には、このとき観測された各減少過程における半減期とその

成分の割合を示した O

このとき s-Carの分子数の減少はほとんど抑えられた O これはMn 2+によって

P680+が速やかに還元されることにより、 s-Carの酸化 (17)による損傷が抑制さ

れたと考えられる O また 100'""200μS 成分環状電子移動量の短い半減期の減少も

かなり抑えられた。逆に PQAの減少がやや速まったことは、還元側阻害によって、

QAが 2電子還元されて放出されるという Barber と Ander s sonのモデル(図

29， p78， (54)) と矛盾はない。

11-2-5 酸化側阻害条件における光阻害過程(フェリシアナイドのみを添加し

た場合)

この系では、酸化側のみが強く阻害されることが予想される O 図38 (P101)に駿

素存在下でフェリシアナイドのみを添加した条件での光阻害過程を示した。表 6

(P102)には、このとき観測された各減少過程における半減期とその成分の割合を示

した。

このとき 100'""200μS成分環状電子移動量と s-Carの減少はフェリシアナイド

もMn 2十も加えていない場合に比べて速くなり、半減期約 1'""2分だった減少成分

が半減期 1分以下で減少した o QA活性においても速い減少過程の割合は表 4

(p95)のほぼ 2倍になった O

この場合、電子は P680+と再結合する前に還元側から引き抜かれるため、長寿命

のP680+が生じ s-Carが直接酸化され;慣傷すると考えられる O

Barber と Andersson のモデル(図 29，p78， (54)) に従えば、フェリシア

ナイドによって還元側が酸化されることでQAの2電子還元は抑えられ、 QAの放出

が減少することが予測される O しかし、 PQAの分子数は減少した O しかも、
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表 5 光照射処理による各減少過程の半減期と割合(還元側

阻害条件、酸素存在下)

Sampl e 

減少過程

QA活性

100~200μS 成分

s -C a r 

P QA 

Tr i sP S II RC 

min (も)

1.38 (13.8) 

35.6 (86.2) 

O. 56 (18. 5) 

28.3 (81.5) 

>200 (100) 

5.87 (22. 4) 

69.3 (77.6) 

-100・

-Fe2十-TrisPSIIRC

ffiln 伶)

4. 20 (20. 2) 

26.9 (79. 8) 

12. 5 (100) 

>200 (100) 

7.69(53.0) 

>200 (47.0) 
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表6 光照射処理による各減少過程の半減期と割合(酸化側阻

害条件、酸素存在下)

減少過程

QA活性

100"'-' 2 00μS成分

s -C a r 

P QA 

S ampl e 

Tr i sP S II RC -F e針-Tri sPS II RC 

min ('も) min (も)

2. 4 7 (~~8. 4) 0.62 (50. 5) 

23.9(61.6) 14.4(49.5) 

0.86 (41. 4) 

9.66 (Ei8. 6) 

0.83 (78. 1) 

15. 6 (L~l. 9) 

3.66 (4. 3) 

33. 1 (95. 7) 

-102・

0.76 (69.1) 

13.6 (30.9) 

0.60 (71.4) 

14.0 (28.6) 

18.8(94.4) 

>200 (3. 6) 



Tr i sP S II RCでPQAの分子数が最初Jの 110分間減少しない過程 (II-2-3参照，

p93)は失われた。これは、フェリシアナイドが還元側から電子を受け取る効率が

本来存在する PQAより低いとしても説明が困難であり、 s -Carの分子数の急激な

減少と関連があると考えられる O

また、他の条件の場合もそうだが、 -Fe2+ーTrisPS II RCでは TrisPS II RC より速

くQA活性，環状電子移動量，s -CarおよびPQAの分子数が減少した。特に酸化側

阻害条件では、非ヘム鉄を持つ TrisPS]JRC に比較して、-Fe2+ -Tr i sPS II RCでは

.).lt.滅期 1---2分の速い QA活性の減少がより顕著に見られた O これは、非ヘム鉄が

s -Carの損傷に伴うと考えられるQA活性の減少に対して、防御的に機能している

ことを示唆する O

II-2-6 酸化側、還元側ともに機能している条件における光阻害過程(フェリ

シアナイド及びMn 2+を添加した場合)

これは仮想的な正常系のモデルである 。図39 (p 104)に酸素存在下でフェリシア

ナイドとMn針を両方添加した条件での光阻害過程を示した。表7(P105)には、こ

のとき観測された各減少過程における半減期とその成分の割合を示した。この系で

は、酸化側も還元側も機能して阻害を比較的受けにくいことが予想される O

このとき、 100---200μS成分環状電子移動量と s-Carの分子数の減少は還元側

阻害条件と酸化側阻害条件の中間的な挙動を示した O また PQAの場合、 -Fe 2+_ 

Tr i SPS II RCにおいても最初の 10分間ほどPQAの分子数が減少しない状態が生じ

た (II-2-3参照， p93) 0 しかし、この 10分間の間にQAの本体で、ある PQA 

の減少がほとんどないのにも関わらず、 QA活性と環状電子移動量の減少が見られ

るO この時間スケールで減少しているのは s-Carだけである O このことも QA活性

と環状電子移動量の減少に s-Carが関連していることを示唆している O
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F、

表 7 光照射処理による各減少過程の半減期jと割合(酸化側、

還元側ともに機能している条件、酸素存在下)

Sampl e 

減少過程 Tr i s P S rr R C -F e 2+ -T r i s P S rr R C 

IDln 伶) IDin (%) 

QA活性 20. 6 (100) 8.51 (100) 

100------200μS成分 12. 1 (100) 5. 15 (100) 

s -C a r 

P QA、

12.8(100) 

10分後から

15. 3 (51. 9) 

80.0 (45. 1) 

-105・

7. 11 (76.4) 

105 (23.6) 

10分後から

4.00 (59.8) 

117 (40.2) 



II-2-7 酸素の効果

図40 (p107)に酸化側阻害条件の酸素存在下と酸素非存在下における結果を対

比して表す O 酸素を除去した場合、 PQJ¥の減少はほとんど抑えられ、 40 分光照射

後でも反応中心当たり Tr i sPS II RCで、1.8個、-F e 2+ -T r i s P S II R Cで1.4個の

P QAが残っていた。それに対し、 QA活性、100----20 0μS成分環状電子移動量、 s-

Carの減少はある程度抑えられるにとどまった o s -Carの場合、無酸素条件下で

も半減期 1分以下の成分が約 60切あり(表8，p108)、s-Carを損傷させている

ものは活性酸素ではなく、専ら P680+によって酸化されることであることが明らか

になった。

II -2 -8 pHの効果

QAが 2電子還元されてH+化されPQAH2として離脱するという Barber と

Anderssonのモデルの正当性を検討するため、 pH6.0の溶液で光照射処理を行った O

日+化される過程があれば、低 pHの方がより H+化を容易に受け、結果として阻害

を受け易くなり、 PQAの減少も顕著に見られる可能性が高い。そこで無酸素条件

でMn 2+を用い還元側阻害条件にして、 QAが最も 2電子還元されやすいと考えられ

る条件で、 Tri s PS II RCを用い、 20分間光照射処理を行った O 結果を図 41 (p 109) 

に示した。

pH 6.0で 20分間光照射処理を施した TrisPSIIRCと pH7. 5で同様に処理さ

れた TrisPSIIRCとでは、 QA活性と p曲CarおよびPQAの分子数の減少過程には違

いが見られなかった O なお、 100----2 00μS成分環状電子移動量に関 してはがI依存

性があるため、比較は出来ない。

このように、少なくとも 0----20分間の時間領域ではH+化の影響は観測されなかっ

たO しかし、この時間領域でも QA活性の減少と PQA の分子数の減少がともに生じ

ている 。このことから、 Barber と AnderssonのH+化モデル(図29， p78， 

(54) )に対して疑問が生じる結果となった O
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表8 無酸素条件下での光照射処理による各減少過程の半減

期と割合(酸化側阻害条件)

Sampl e 

減少過程 Tr i sP S II RC -F e 2+ -Tr i s P S II R C 

min (切) min (も)

QA活性 8.27(62.6) 4.30(65.8) 

>200 (37. 4) 

100------200μS成分 6. 50 (6~). 2) 

>200 (34.8) 

>200 (34. 2) 

4. 50 (85.7) 

>200 (14.3) 
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す。
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II -3. 考察

以上に示した、強い赤色光を用いた光照射処理実験では、フェリシアナイド、

Mn2¥及び酸素の有無の全ての条件下で、 QA活性， 100---200μS 成分環状電子移

動量，s -CarおよびPQAの分子数が、-F e 2+ -T r i s P S II R Cでは TrisPSIIRC より

速く減少した。この事実から、非ヘム欽の生理的役割は光阻害反応を抑えることで

あると示唆された。このことは、非ヘム鉄は 100---200μS 成分環状電子移動の経

路であると第 I章で考察したことの間接的な証拠になる O つまり 、非ヘム鉄は環状

電子移動の経路として、 PSII内の電荷のバランスを保つことに役立っていると考

えられる O

M n 2+を添加しない酸化側が阻害された条件下では、光照射処理によ って 100"--

200μS成分環状電子移動量は、約 1分の半減期で減少を示した O 環状電子移動

はQA-(またはQ8一)からの電子がP680+に再結合する過程であるが、このとき環

状電子移動量の減少に対応するようなQA'Q8の機能分子で、ある PQA減少は観測さ

れなかった O 例えば、酸化側、還元側ともに阻害された条件 (II-2-3参照，

p93)の Tri sP S II RCや、酸化側、還元側ともに機能している条件 (II-2-6参

照， p 103)の Tri sPS II RCと -Fe2十-Tri sPS II RCでは、光照射開始約 10分後まで

QA' Q8の本体である PQAの分子数が減少しないという状態が生じた O また、この

時間領域では、 P680も損傷していないと考えられる(反応中心が最初に損傷した

場合、後に続く PQAの離脱などの光化学的な反応が起こり得なくなるため) 0 

このように電子移動の起点であるQAltQ 8と終点である P680がともに存在して

いるにも関わらず、この間の電子移動量は減少していた O この現象を説明する方法

は 2通りある o 1つは光照射開始後約 1分でQA'Q日と P680の距離が変化する

ような大きなコンブオメーション変化が生じた場合が考えられる o 2 つ目はQA一

(またはQ8-)からの電子がP6801に再結合する聞に何かが介在しており、それが

約 1分の半減期で損傷する場合が考えられる O 前者よりは後者の方が考えやすい。

後者が正しいとすれば、 QA一再酸化過程の 100---200μS成分はQAーから P6801へ直

接電子が流れるのではなく、聞に何かが介在すると第 I章で考察したことへの間接

的な証拠になる O

この環状電子移動に介在し、環状電子移動量の減少を機能分子レベルで説明でき
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る“何か"に当たると考えられるものは、唯一 s-Carだけであった O 例えば、フェ

リシアナイド存在下の酸化側阻害条件では、 Tri sPS n RC の場合 0.8 分の半減期

で 78怖のs-Carが損傷し、 22怖が半減期 16分で償傷を受けた O これは、環状電 f

移動量の時間変化によく似ている O このとき、 P680+再選元過程における100---200 

μS成分の環状電子移動量と s-Carの分子数とは一次の相関性を持つことが示され

た(図36， p97) 0 

第 I章で示したように、環状電子移動と Cytb-559のHPは強い関連性を持つ

が、 Iwasaki らの報告によれば(37)、ヒドロキシルアミン処理によって水分解系

を破壊した PSIIに対して、光照射処理 (7000μE-m-2・Sl ，白色光， 22・C) を行う

と、 Cytb-559は HPが半減期 O.7分で中間電位型 (350mV，1 P' )に変化し、

さらに 1P' は半減期 10分で中間電位型 (237mV， 1 P) になり、最終的には、

半減期 70分で LPに変換する。そのとき、彼らの報告では人工電子供与体として

M n 2+を用い、人工電子受容体として2，6-d i ch loropheno 1 i ndopheno 1 

(D C 1 p) を使って、 PSIIによる DC 1 Pの光還元活性を590nmで、観測した場

ム、その活性は半減期 O.5分 (70切)および 16分 (30切)で減少する O

このように、彼らの報告で示された半減期と減少成分の割合は本研究で示された

s -Car 及び環状電子移動量の挙動とかなりよく 一致しており、 s-Carが損傷する

ことによって Cyt b-559の電位がHP→・・・→LPに変化することが予想され

るO

さらに、 Coxと Bendallによれば Cytb-559の光酸化には s-Carが必要で、あり、

s -CarとPQAを抽出することで Cytb-~)59 の HP はLPに変換すると報告してい

るが(44)、この報告は本研究と矛盾はない。ただし、 Cytb-559の電位はPQA のみ

を再構成するだけで回復するという点は、光照射処主liと-1111tl'l再構成実験の追いはあ

るにせよ、本研究と矛盾する O

また B1 uba ugh らによれば、水分解系を除去したPSIIに 40μE・m-2・S
-l で光照

射を行うと、 Ch 1 a カロテノイドのラジカルが形成されるとともに Z→ 

P680+電子伝達が半減期 0.8分で遅くなり、人工電子供与体 (diphenylcarbazide

およびMn 2+)の光酸化能が半減期 2--3 分で減少して、 z+の形成も失われると

報告している (113)0このように、 s-Car， Cyl b-559，環状電子移動量 z→ 

P680+電子伝達がl分以下の半減期でともに減少している事実はこれらがともにあ
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る一つの原因から生じていることを示唆する O しかもこの中で、明確にこの時間領

域で物質的な損傷が確認されたのは、本研究における s -Car だけであり、このこ

とから、 Cytb-559の電位変化、環状電子移動量の減少、およびZ→ P6801電子伝

達の低速化は全て s-Carの損傷が起点になっている可能性が強く示唆された。

PSII粒子を用いて 990nmでs-C ar +の吸収を観測した過去の報告によれば、 P

-Ca rは20----77Kでは半減期 600μSでP680+に酸化され、 21
0

Cでは100μS以下で電

子を P680+に渡すとされており (15)、環状電子移動の経路として十分働きうると

考えられる O なお、本研究では、現在用いている装置で測定可能な波長である、p

-Car+の生成に伴う 485nmの吸光度の減少を (17)レーザーフラッシュフォトリシス

法によって観測し、 s-Car→ P680+過程の解析を試みたが、 Ch 1 aによる吸光

度変化または吸収ピークのシフトの影響が重なり、解析は困難で、あった。

以上の結果と過去の報告から、第 I章でも予測したように Cyt b -559とP680 

聞の環状電子移動の経路としてs-Carが機能していることが示唆された O

ところで、本研究で用いたTri sP S II RCではs-Carは反応中心当たり約 8個結合

していた(表 3，p90) 0 反応中心を形成する D1， D 2蛋白質複合体には 2個

s -Carがあると報告されている (10)0 そのため、残りの 6個(-Fe2+ーTrisPSIIRC

では 4個)が反応中心蛋白質複合体に結合するアンテナクロロフィル結合蛋{所

(CP43， CP4 7) にあることになる(注) 0 

本研究でさらに得られたs-Carに関する新たな知見としては、損傷するs-Carは、

反応中心を形成する D1. D 2蛋白質複合体上の 2個だけでなく、その周辺の

CP43， CP47上の s-Car まで損傷するということである O この周辺の s-

Carの損傷の原因は、赤色光を照射しているため光によって直接損傷していること

はあり得ない。また、無酸素条件でも s-Carの損傷はくい止められないことから、

活性酸素の攻撃によって損傷しているわけではない。さらに s-Carよりも速く損傷

または離脱する機能分子も見い出せないため、他の機能分子の離脱に伴うコンブ オ

メーション変化などの影響も考えられない。そのつえ、 s-Carの損傷はフェリシア

ナイド存在下の酸化的な条件では特に激しい 。 これらのことから、

C P43， CP47上のs-Carも明らかに P680+によって酸化された結果損傷して

(注) 当研究室の研究結果によると、 TrisPSIIRC複合体中、 s-C a rは
Dl， D2， CP43， CP47蛋白質中にのみ含まれていることをすでに
確認している。
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いるという驚くべきことが示された。

このとき、 P680+がD1， D 2蛋白質複合体上の 2個のs-Carから先に破壊して、

さらに離れた位置のCP43，CP47上の s-Carを酸化していくと考えるより、

P680+の正電荷が外部のs-Carへ伝達していき外部の s-Ca rから損傷すると考えた

方が考えやすい。例えば、 s-Carの減少がもっとも顕著に見られる、酸素及びフエ

リシアナイド存在下の酸化側阻害条件における s-Carの分子数の減少過程では、

Tr i sP S II RCの場合 0.8分の半減期で 78明、つまり 8個中の約 6個のs-Carが損傷

し、約 2個が残って緩やかに(半減期 16分)損傷を受けた O 同様に-Fe 2+_ 

Tr i sP S II RCでは 6個のうち半減期 0.6分で約 4個が損傷し、 2個が残った(表

6， p 102) 0 このように、最初の速い損傷を 一様に受ける部分は CP 4 3 ， 

CP47中のs-Carで、ある可能性が高い。

なお CP 4 3に関する報告によると、 0.8M T r i s存在下、 pH 7.5--10の

条件で 20μE-m-2・S-l の弱い光を照射した場合に、 CP 4 3はD1蛋白質よりも顕

著に分解されるが、還元剤存在下では分解が抑えられる (112)0 このことから少な

くとも CP 4 3に関しては P680+の正電荷によって、その s-Car が破壊され

CP43の分解へと進む可能性が考えられる O

以上から、 P680+の正電荷は CP43，CP47上のs-Carへ伝達していき、

D 1， D 2蛋白質複合体上の 2個の s-Carよりも先に、 CP43，CP47Jこの

s -Carが酸化されて損傷する可能性が示唆された O

今まで報告されてきた、 s-Car の役割は2つあり、第 lは他のカロテノイドと

同様、アンテナ色素として反応中心に向かつてエネルギー伝達を行うという役割

であり (12)、第 2は一重項酸素の消去剤として反応中心を保護する役割である

(13， 14) 0 本研究から、これ以外に第3の役割として、環状電子移動の経路として

働くことによって、還元側の過剰な電子と酸化側の過剰な正電荷を再結合させると

ともに、過剰な正電荷を反応中心複合体を取り巻く CP47，CP43中の s-

Carまで移動させて反応中心を守るという、電荷の緩衝剤的な機能があることが示

唆された。

なお、反応中心複合体を取り巻く蛋白質 rl'の s-C a rが損傷するとき、

CP47， CP43の外側に結合している集光性蛋白質の一種と考え られる

CP28に含まれる、他のカロテノイド(ネオキサンチン、ビオラキサンチン、
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ルテイン)は損傷をほとんど受けなかった (n-2-2参照， p 89) (注)

(114) 0 

一方、 PQA の減少は s-Carの損傷に遅れて観測されたが、このとき、先に述べ

たようにPQAが光照射開始 10分後から離脱開始する場合もあれば、ほぼ光照射開

始直後から離脱する場合もあった O このPQAの分子数の減少には規則性があり、

酸素が存在しMn 2+が存在しないときは、図42 (pl15) に示すように、残りのs-

Carの分子数が約 2個になった時点でPQAの離脱が開始する場合が多い。PQAは

QA' Qs分子の本体で、あるため、 s-Carの分子数が 2個になった時点でQA一再酸化

過程に何らかの変化が見られることが予想、される O

例えば、 Mn 2+が存在しない全ての条件で行った光照射処理の結果をもとに、

QA一再酸化過程における 100""'-200μS 成分環状電子移動量と s-Carの分子数の相

関性を調べると、 P680+再還元過程におけ"る 100--200μS 成分の環状電子移動量と

s -C arの分子数との相関性(図 36， p 97)とは、やや異なる結果を得た (1ヌ

4 3， pl16) 0 このとき、各点は 1本の直線よりも s-Carが 2分子の点で折れた

直線によく一致した O 直線は s-Carの分子数が 2個以下の場合、 2個以上のとき

の 3.5倍 (Tri sPS n RC)、または1.7倍(-F e 2+ -T r i s P S II R C)の傾きで 100""'-2 00 
μS 成分環状電子移動量が減少した。つまり、 QA一再酸化過程における環状電子移

動量と s-Carの分子数の相関性も、残りの s-Carの分子数が約 2個になった時点

でQAまたはQBYJ子が離脱することを示していると考えられる O

残りの 2分子のs-Car はD1， D 2蛋白質複合体中にあると考えられることか

ら、これらの事実は、 D1， D 2蛋白質複合体中の s-Carが損傷を受け始めるこ

とによってQA離脱のトリガーが入る可能性を示している O さらに、フェリシアナ

イド存在下の酸化側阻害条件では、還元側からフェリシアナイドが電子を奪うこと

によってQAの 2電子還元を抑えることが予測されたにも関わらず、 PQA の離脱を

抑えることは出来なかったという事実から、 QAの 2電子還元とは異なる機構でQA

が放出される可能性もある O

なお無酸素条件下の場合は例外で、 s-Ca r ~ま減少するにも関わらず P QAの分チ

数はほとんど減少しない。水分解能および蛍光測定による光阻害の研究に関する報

(1.主) ネオキサンチン、ピオラキサンチン、およびルテインは、その共鳴して
いるイソプレニル鎖の分子軌道の基底状態のエネルギー準位がs-Carの準位より低
く、 s-Car+によって電子を奪われないと考えられる O
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図42

O 

s -Car数とPQA数の対応関係を示す一例として、 Mn2+を添

加せず、酸素存在下、 0.2mMフェリシアナイドを添加した条件

で光照射処理を行った TrisPSII RCと-Fe2+-TrisPSII RCにおけ
る結果を示す。矢印で示すように、 PQA数が減少を開始したと

考えられる時間領域では、 s-Car数は残り約2個になっている O
( 0) TrisPS II RCのPQA数

-Fe2十TrisPSII RCのPQA数

TrisPS II RCのs-Car数

-Fe2十TrisPSII RCのs-Car数

-115-

(・)

(L¥ ) 

(A) 



3.5 

A 

d. 

O 
企

3 

2.5 

2 

A 

A 1.5 

l 

(の
O
H

×
ω
∞
の
〈

d
)
古
ω
ロ
O
Q
E
o
u
ω

ミ
O
O
N
J
O
O
H TrisPS n RC 0.5 

A 
O 

-Fe2十一TrisPSn RC 

3 

2.5 

1.5 

l 

2 

(
的
・

O
H

×
ω
N
m
〈
寸
)
古
ω
口
O
Q
E
o
u
ω

ミ
O
O
N
J
O
O
H
0.5 

O 
10 8 6 4 2 O 

n umber of s -Car 

100 ~ 200μs成分環状電子移動量(QA - ) と ß -Carの数の

-Fe2+-TrisPS II RC) 

図43

相関性(TrisPSII RC， 

(0)無酸素条件下、フエリシアナイド、Mn2+ともに非存在 F
(・)無酸素条件下、フェリシアナイドのみ存在下

(d.)酸素存在下、フエリシアナイド、 Mn2+ともに非存在下
(企)酸素存在下、フェリシアナイドのみ存在下

光阻害条件およびレーザーフラッシュフォトリシス法による測定

条件は、ともに pH 7.5，20
o
Cとした O
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告でも無酸素条件下で受ける光岡害では、QAの結合部位からの解離はある程度可

逆的である といわれているが(103，104)、この結果から酸素の存在がPQAの離脱に

ほぼ必須で、あることが確認された O ただし、これにも例外があり、 Mn 2十によって

電子を外部から過剰に供給した還元側阻害条件の場合は酸素の有無に関わらず

P QAは離脱した O

QA の離脱に際して起こると予測されている H+化に関しては、 Barber と

Anderssonのモデル(図 29，p78， (54)) とは矛盾した結果が出た (n-2-8

参照， p 106) 0 しかし、 Knaffによって r17Kで行われた Cytb-559の光酸化を基

にした間接的なQAの pKaの測定では、 8.9であったと報告されている (33)0 従っ

て、 pH7.5と 6.0では変化が見られなかったに過ぎないという可能性も否定でき

ない。

以上から、 s-Carの損傷が引き金となり酸素の助けを借りてQAの放出が開始す

ると考えられる O このことはs-Carの第 4の役割として、 D1， D 2蛋白質複合体

上の 2個の s-Carの損傷がD1蛋白質の分解の引き金として働くことを示唆して

しミる O

s -Carの損傷と D1蛋白質の分解過程の関連、および酸素の役割については今

後の課題である O 本研究において、 PMSF存在下で酸素がある条件で光照射した

TrisPSllRCは Cytb-559に関しては損傷は少なかった O そのため、反応中心自体

の形は保っていると考えられる O 同じ条件で光照射処理した試料の蛋白質の電気泳

動結果では、光照射開始 20分以内は各蛋白質の示すバンドに変化が見られず、 P

-Carの損傷の方がD1蛋白質の分解より先に起こることが確認された。ただ し、

40分間光照射したものでは、 D1蛋白質 CP43. CP28のバンドが薄くなっ

た。このことから D1蛋白質分解の初期に起こる第一次切断部位(107，115 -117)の

切断、またはD1蛋白質と他の蛋白質との架橋(118)が起こっている可能性が示唆

された O これは活性酸素がD1蛋白質の切断または架橋を行うという報告(118)を

支持する興味深い結果である O

以上から導き出された光阻害反応初期過程のモデルを図44 (pl18)に示す O こ

こでは簡単のため pheoa ， Zは省略した O

(0) 酸化側還元側ともに機能している状態。

(A1)還元側が阻害される条件になると、まず、 Mn 2fによって外部から供給され
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図44 光阻害反応初期過程のモデル

ただし、Fe;非ヘム鉄， (FeCN);フェリシアナイド，

2 s -Car;反応中心複合体内に2個存在すると考えられている s-Car， 
6 s -Car; CP43， CP47中に含まれると考えられる6個のs-Car 
をそれぞれ示す。

-118-



る電子のために、非ヘム鉄、 Cyt b-559、s-Carを介する環状電子移動は停

止し、 QA(またはQB)に電子が蓄積する O

(AZ) さらにQAは還元され 2電子還元される O

(A3)このとき本来ならばQBはQAよりも先に系から離脱することが考えられるが、

ほとんどの条件でQA活性の減少の割合は PQ A の分一了数の減少の割合より大

きく、むしろ QAから離脱する可能性すら考えられる O ただし、s-Carの減

少に伴って、 PQAの分子数を維持したまま QA活性が減少する状態も存在し

(II-2-6参照， p 103)、QA活性の減少がQA部位中のPQAの分子数の減

少と必ずしも一致しているとは限らない O この問題を解決するには、第 1フ

ラッシュによって励起された QA活性を測定することによって、 QA以降の電

子移動過程の損傷に影響きれない真のQA光還元活性を測定する以外に方法は

なく、今後の課題となった。2電子還元された QAは系から離脱し、 D1蛋

質分解のステッフ。へと進むと考えられる O このとき 2 電子還元されたQAが

H+化されることに関しては、むしろ否定的な結果が出た O また、無酸素条件

下でQAの離脱が抑えられることが期待されたが、 Mn 2+存在下では、酸素の

有無の影響は少なかった。

(B1)一方、酸化側が阻害されると、 PG80+の周辺に正電荷が蓄積する O

(BZ)過剰な正電荷は反応中心に 2個存在するといわれる s -Car を通り過ぎて

CP43， CP47中にあると考えられる 6個の s-Carに伝達される O

(B3) このとき当然環状電子移動が機能しているはずで、あるが、ある許容量以上の

正電荷が生じれば反応中心複合体の外の s-Carは損傷する O

(B4)その後、反応中心複合体中の s..Carに正電荷が蓄積する O

(s5)反応中心複合体中の s-Carが損傷することで環状電子移動が停止する O こ

のとき酸素が存在すれば、 QAまたはQBの離脱が生じる O これは、環状電子

移動が停止したことによって QAに電子が蓄積し、 QAが 2電子還元された可

能性を示すが、 s -Carの損傷が蛋白質のコンブオメーシ ョン変化を引き起こ

すとも考えられる O このとき酸素はいかなる役割を示すのかは不明で、あるが、

活性酸素はヒスチジン残基をよく攻撃することがよく知られている O 例えば、

C h 1 a、非ヘム鉄、 QA、QBなどに配位結合または水素結合するヒスチジ

ン残基などが、これらのような状況のとき活性酸素で攻撃され、それによ っ
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」

てQA' Qsの離脱が開始するという可能性が考えられる O

一方、 P680+再還元過程で観測された 700μs--lms成分は光照射処理によって目

立った変化を示さなかったことから、 s-Carを通らず、 Cytb-559HPも経由しな

い過程であることが示され、第I章の考察が裏付けられた(図35， p96) 0 

最後に、果たして生理的条件下で、環状電子移動が機能しているかであるが、

水分解系が存在する系による光阻害実験に関する過去の報告によれば、蛍光測定

で観測された半減期約500μs成分は、光照射に伴い半減期 0.5分で減少し、この

成分は通常DCMUを添加することで消滅する (104)0 この、減少速度は、本研究に

おける p・Carの損傷速度にほぼ等しい。正常系の水分解系は、本研究でMn 2+を

用いたモデル系のように次々と電子を酸化側に供給するものではなく、 S。から S4

までの状態がある Kok's cycle と呼ばれる複雑な電子伝達速度の周期性を示す

(80) 0 この状態の遷移速度は、半減期で表せばS。→S1 (30μs) ， S 1→S 2 (110 

μs) ， S 2→S 3 (350μs) ， S 3→S 4 (1. 3m s)であり、確認はされていないが速

度の上では環状電子移動が機能する可能性はある O さらに、葉緑体中では PS II 

は還元側が pH8、酸化側がpH にさらされていることが知られている (65)0 こ

の条件では還元側の非ヘム鉄の酸化還元電位は 340mVであり、 Cytb-559へ電子を

渡しやすくなり、また、酸化側のZから P680+への電子移動速度が低下することが

知られている (pH7.5のとき 5μs，pH 5のとき 20μs(70)) 0 そのため、環状電

子移動が生じやすい環境であると考えられる O ただし、正常な葉緑体中で一時的に

非ヘム鉄が酸化されたり、環状電子移動が生じていたとしても検出には困難をきわ

めることが予想され、光阻害をある程度受けて水分解系が損傷した業縁体を用いた

研究が必要であると考えられる O
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本研究の総括

本研究で得られた知見を以下にまとめる O

第I章 (p69，70) 

( 1 )従来“逆反応"と呼ばれてきたQA一→ P680+電荷再結合のうち、半減期 100

'""200μS成分はQA一→ P680+へ直接電子を受け渡す反応ではなく、中間に電子を受

け渡すものが存在する環状電子移動であった。

第 I章 (p70)

(2) 100'""200μS 成分環状電子移動の酸化還元電位依存性から、 100'""200μS成

分環状電子移動は Cytb-559のHP (Em = 44 Om V )を介した電子移動である可能

性が示された O

第 I章 (p70-73)

(3) 100'""200μS成分環状電子移動の pH依存性と、 100'""200μS成分環状電子

移動が非ヘム鉄 (Fe 2+) → Qs問の電子移動を阻害する阻害斉IJであるDCMU存在

下で消失したことから、この環状電子移動は非ヘム鉄を介している可能性が示され

た。また、非ヘム鉄を持たない状態でも 5'""7割は環状電子移動を行うことから、

この電子移動はQBを経由する可能性もある O

第 I章 (p73)

( 4) 100'""200μS成分環状電子移動のフラッシュ依存性から、 100'""200μS成分

環状電子移動は、最初のフラッシュによって Z~ および還元型非ヘム鉄が蓄積する

ことによって生じることが明らかになった O このことは、驚くべきことに半減期

100---200μSの電子移動の原因となる電子と正電荷が、 2.5秒間のフラッシュ間隔

中に再結合しないということを意味する O

第E章 (p110)

( 5 )強い赤色光照射による光照射処理 (600nmより長波長の光)を行った結果、

フェリシアナイド、 Mn 2¥ 酸素の有無の全ての条件下で、-F e 2+ -T r i s P S II R Cで

は、 TrisPS n RCより速く、 QA活性， 100---200μS成分環状電子移動量，s -C arお

よびPQA の分子数が減少した O このことから、非ヘム鉄の生理的役割として、環
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状電子移動を促進してPSII内の電荷のバランスを保ち、光阻害反応、を抑えるとい

う機能が初めて示唆された。

第E章 (pl10-112)

( 6 )光照射処理によって 100~200μs 成分環状電子移動は、 ß -Car とほぼ同じ

挙動を示したこと、および Cytb-559の光酸化には s-Carが必要であるという報

告があることなどから、 100~200μS 成分環状電子移動の Cyt b-559→ P680+聞に

s -Car が介在していることが予測された。さらに、光阻害初期過程で見られるCyt

b-559 の酸化還元電位の変化、環状電子移動量の減少、およびZ→ P 680~ 電子伝達

の低速化は全て s-Carの損傷が起点になっている可能性が強く示唆された。

第E章 (pl12，113) 

( 7 )光照射処理によって、反応中心当たり 8個存在する s-Carのうち 6個が

半減期約 1分で減少し、 2個が約 16分で減少し、この減少は人工電子受容体存在

下では特に激しく、人工電子供与体存在下ではほとんど抑えられた O このことから、

P680+の正電荷が反応中心外部の s-C a.rへ移動して、反応中心内部の 2個の s-

Carよりも先にアジテナクロロフィル結合蛋白質である CP43. CP47中の 6

個の s-Carが酸化されて損傷する可能性が示された O この事実と(6 )で述べた

ことは、 s-Carが反応中心を保護するための電荷の緩衝剤的な働きをすることを予

想させる O

第E章 (pl14-117)

( 8 )光照射処理によって酸化側聞害条件では、 PQAはs-Carが残り約 2個に減

少するまで離脱しなかった。また離脱には、酸素が必要であった。このことから、

QAは反応中心の s-Carの損傷が開始することによって離脱が始まることになり、

従来言われてきた、還元側が阻害された条件で 2 電子還元されてQAが離脱するモ

デルとは違った機構で、酸化側阻害条件下でも QAが放出される可能性が示唆され

た。これは、 s-Carの損傷がD1蛋白質分解の引き金になる可能性を示している O

この事実と (6) ， (7) で述べたことも合わせて s-Carは光阻害に対する防御機

構の中心的な位置を占めることが示唆された。
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付録

1. P S II粒子の調製方法

PSII粒子の調製に用いた緩衝液

溶液 1a

溶液 1b

溶液 1c

溶液 1d

溶液 1e

溶液 1f

O. 35M N a C 1 ，2m M ED T A， 5 0 mM K /N aH 2P 0 4 ' pH 7. 4 

0.4 M sucrose， 10 mM NaCl， 50 mM Tricine， pH 8.0 

0.3 M sucros e， 0.05 M NaC 1， 50 mM K/N aH2P04， pH 6.9 

40 mM K/NaH2P~' pH 6.9 

0.2 M sucrose， 20 mM NaCl， 20 mM MOPS， pH 7.0 

70切 glycerol を含む溶液 1e

Pre. 

ホウレンソウ 90束(水洗い)

葉脈ム切断

~ー溶液 1a 30 1 
Grind (mixer & blender 30s x 2) 

Fi 1 trate (さらし袋&ガーゼ 4層)

Centrifuge (10，500 g， 4' C， 15 min) 

~ー溶液 1b 6 
Firtrate (ガーゼ 12層)

St i」ing
Centriiム(10，500g， 4' C， 15 min) 
→ Sup. (濃)の一部
|←溶液 1c
Homogenize 

Chl定量

1‘一一溶液 1c
[ 3 mg' Ch 1 /m 1 ] 
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集光性蛋白質の除去法2 

PSII反応中心複合体の調製に用いた緩衝液

10mM NaC1 50釧 MES-NaOHWH 6.0)， 

溶液 2b---1.0MSucrose，50mM MES-NaOH(pH 6.0)， 

溶液 2a---0. 4M Sucrose， 

70mM 10mM CaC 12， 0.8M NaC 1， 

n-Octy1-s -D-g1ucopyranosi.de (OG) 

5mM CaC 12， 0.4M NaC1， 50mM MES-NaOH刷 6.0)， 溶液 2c---1. OM Sucro se， 

6.125mM OG 

5mM C aC 12 10mM NaC 1， 溶液 2d---50mM MES-NaOH (pH 6.0)， 

5凶vf CaC12 10mM NaC 1， 50州 MES-NaOHWH 6.0)， 溶液 2e・・・0.4MSucro se， 

P SII粒子

[2.5m位/m1] 
同

stirred for 15min 

(三 溶液 2c
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水分解系の除去3. 

TrisPSIIRCの調製に用いた緩衝液

10mM 10mM NaCl， 0.4M Sucrose， 0.8M Tri s-HC 1 (PH 8.8 at 4
0 
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非ヘム鉄の除去4 

-Fe2+ーTrisPSIIRCの調製に用いた緩衝液

100μM PMSF 10州 Tri s -HC 1 (PH 7. 5) ， 5mM 0 -phen. ， 溶液 4a

100μM PMSF 10州 Tri s -H C 1 (PH 7. 5) ， 1. 2M LiCI04， 溶液 4b
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非ヘム鉄のZn2+への置換5. 

Zn 2+ -T r i s P S II R Cの調製に用いた緩衝液

μM EDTA， 1 0.2 M LiCI0
4
， 10 州 Acetate匂H=5.5)， 0.4mM ZnS04， 溶液 5a
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6. 325nmに見られる吸光度変化モデル

325nmでは、 PSII内で生じたPQAアニオンラジカルの吸収が観測される O と

もに PQAアニオンラジカルである QAーとQsーは 325nm に限らず、分光学的に区別

するのは困難である O 従って、 P680が光励起によって電荷分離し、生じたQAーの

電子がQsへ移動しQsーを生じる過程を観測することは非常に難しい O ただし、 QA

とQsの周囲の環境の違いから Schatz と Gorkomの報告に基づけば、 QA一/QAと

Qs -/Qsの吸光度変化の強度は、 1: 0.89 ほどの違いがある (100)。以下にそれを

もとに単純なモデル計算により、 100知正常にQA一→ Qs電子伝達が行われたときの

325nmに観測されるであろう吸光度変化の挙動を予測してみた O

QA→Qs電子伝達のモデルは、次のように表される O

h νkl  kヌ
QAQS ご QA-Qs • QA (~s -Oxidant • QA Qs 

k 1 QA一→ Qsの反応速度定数

k 2 'Qs -→ Oxidnatの反応速度定数

このとき QAーの消滅に関する微分方程式は

d [Qょl
八=一 k

1
[QA-J 

d t 

Qsーの生成、消滅に関する微分方程式は

d [ QB-J d [ QA-J 
=一一k1[Qs-J d t d t 

上式の解はそれぞれ

[QA-J =c e~ klt 

K1c _ 1，. ~ _ 1 
[Q s一] =i(eltl t-e-K2t) 

k - k 

QA一，Qsーが生じたときの吸光度変化の係数をそれぞれ、 KA' Ksとすると、笑

際観測される吸光度変化d.A (325) は

ムA (325) =KA [QA-J +Ks [(~s - J 
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先の解を代入して

k 
ムA(325)=(KA-lKR)C  e一 klt+kl KR C e-K2t 

1¥ k，-kZ
口

kl-K2
口

このときの速い緩和成分の割合は

k、
KームA k - k B

可
lc1 KB 

KA k - k KA 

QA -→QB の電子伝達は 100-----200μSといわれ(72-74)、QB一→ Oxidantは数 ms

以上はかかるであろうから (98)、k1>>kzとすれば

k， KD KD 

k
ーム

k友ア1-τ 
去の値として sωzといomによる 0.89を用いれば、 10山い成分

の割合の理想的な値は、 0.11ということになる O 本研究においても、 Mn 2+イオ

ン添加により環状電子移動を抑制した場合や、 pl-Iを下げ HCOOーにより HC03ーを除

いた場合などには、 0.1-----0.2の値が得られた。このことから、モデルが妥当であ

ることがいえた。

-136-



7.レーザーフラッシュフォト'シス法で測定された緩1

(Quick Basic Ver.4. 5によるゾス入

ALFLAP3 by S. Kuroiwa 

'$DYNAMIC 

'$INCLUDE: 'qb.bi' インクルードファイル

'$INCLUDE: 'gen.bi' 

DEFINT A-Z 

DECLARE SUB LD (a!O， n$， t!， U$， v!， d， 1， m， z， 
sng， seO!， ey!， pol， C!O， rslt) 
DECLARE SUB LOGAL (a!O， d， ey!， pol， se!， am!) 
DECLARE SUB FRAME (ACTP， DISP， n$， t!， U$， 
v!， d， 1， m， z) 
DECLARE SUB STADER (y!()， c!O， d， t!， m， pol， 
ey!， sng， exa， exb， se!) 
DECLARE SUB NEWTON (p， s!O) 
'*女******女*************** *~*~*，町

打lam:
FOR i = 0 TO 1 

SCREEN 0， ， i， 0: CLS 
NEXT i 

KEY OFF: COLOR 7 

VIEW PRINT 

DIM a!(1023)， y!(1023)， ex(6) 
DIM c!(6)， cO!(6)， d!(7)， s!(6， 7， 6) 
DIM F$(300)， Ip!(7)， cH(6)， ch!(6) 
ofset = 80 

sng = 0 

In: 

RANDOMIZE TIMER 

of = 0: OD = 0: pol = 1 
COLOR 2: LOCATE ， ，0 
ACTP = 0 

DISP = 0 
se! = 0 

SCREEN 0， ， 0， 0 
CLS 

OPEN "F:FILES.DIR" FOR INPUT AS #1: fcount = 

O 
L 1 : 
IF EOF( 1 ) THEN CLOSE #1: GOTO L2 

INPUT #1， DAMY$: fcount = fcount + 1 
GOTO Ll 

L2: 

LOCATE 1， 1 
OPEN "F:FILES.DIR" FOR INPUT AS #1 

FOR i = 1 TO 4 

INPUT #1， DAMY$ 
NEXT 

FOR i = 5 TO fcount -2 

INPUT #1， F$(i) 
F$(i) = LEFT$(F$(i)， INSTR(F$(i)， " ") -1) 
NEXT 

IF csく 5THEN cs = 5 ELSE cs = cs + ， 

L3: 

FOR i = 5 TO fcount -2 

JC = INT((i -5) / 20)安 '2
C = (i -5) MOD 20 

IF cs = i THEt¥ COLOR 7 

LOCA TE KC + " JC + 6 
PRINT F$(i) 

COLOR 2 

EXT 
L4: 

DO 

y$ = INKEY$ 

LOOP WHILE y$ = 川

IF y$ = CHR$(27) THEN END 

IF y$ = CHR$(O， &H48) THE 
cs = cs -1 

IF csく 5THEN 

cs = cs + 1 
BEEP 

END IF 

GOTO L3 

END IF 

IF y$ = CHR$(O， &H50) THE 

cs = cs + 1 
IF cs > fcount -2 THEN 
cs = cs -1 

BEEP 

END IF 

GOTO L3 

END IF 

IF y$ = CHR$(O， &H4D) THEN 
cs = cs + 20 
IF cs > fcount -2 THEN 

cs = cs -20 

BEEP 

END IF 

GOTO L3 

END IF 

IF y$ = CHR$(O， &H4B) THEN 
cs = cs -20 

IF cs < 5 THEN 

cs = cs + 20 
BEEP 

END IF 

GOTO L3 

END IF 

IF y$ = CHR$( 1 3) THEN 

n$ = F$(cs) 

CLS 1 

SCREEN ， ， ACTP， DISP 
CLOSE #1 

GOTO L5 
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END IF 

GOTO L4 

LS: 

LOCATE 21， 1， 1: COLOR 7 
PRINT "Are you sure?(y/nt 

DO 

y$ = INPUT$(1 ) 
LOOP WHILE y$ =川

IF y$ = "y" OR y$ = "Y" OR y$ = "0" THEN 
GOTOjmp076 

ELSEIF y$ = CHR$(27) THEN END 
END IF 

LOCATE， ， 0: COLOR 2: GOTO L4 
jmp076: 

pol = 1 

IF of = 1 THEN 

GOTOjmp073 

ELSE 

LD a!O， n$， t!， U$， v!， d， 1， m， z， sng， seO!， 
ey!， pol， cO!O， rslt 

se! = seO! 

sng! = sng 
GOSUB BACKUP 

of = 1 
END IF 

jmp073: 

FOR i = 1 TO 6 

cI!(i) = 0 '速度下限解除
ch!(i) = 0 '速度上限解除

NEXT 

count = 0 

ACTP = 0 
DISP = 0 

GOSUB gra.prog 

GOSUB bsline 

IF rslt = 1 THEN 

GOSUB curv 

y$ = INPUT$(1 ) 

IF y$ = 11 11 THEN 

rslt = 0 

LOGAL a!O， d， ey!， pol， se!， am!: GOSUB gra3 

GOSUB L8 解析する範囲を決める。

FOR i = 1 TO sng * 2 
c!(i) = cO!(i) 

NEXT 

LOCATE， ，0 
FOR i = 1 TO sng 
cI!(i * 2) =ー1E+1S
ch!(i * 2) = 1E+1 5 
NEXT 

GOTOjmp003 

END IF 

'下限を設定

'上限を設定

IF y$ = CHR$(1 3) THEN rslt = 0: seO! = 0: 
GOTOjmp073 

IF y$ = CHR$(27) THEN END 

GOTO In 

ELSE 

sngO = sng 

INPUT "How many components(1 -3)"; sng 

IF sng = 0 THEN sng = -2 * (sngO = 0) + sngO 
sng! = sng 
INPUT 11速度固定するか";y$ 

IF y$ = "0" OR y$ = "y" OR y$ = "Y" THEN 
PRINT "0 :固定しないH

FOR i = 1 TO sng 
PRINT 11第";i; 成分の半減期の下限 (μs)はH;:
IINPUT cI!(i女 2)
PRINT 11第";i; 成分の半減期の上限 (μs)はH;:
IINPUT ch!(i * 2) 
NEXT 

END IF 

FOR i = 1 TO sng 

cO!(i * 2) = (cI!(i女 2)+ ch!(i * 2)) / (2! + (cI!(i 
11." 2) * ch!(i女 2)= 0)) 
IF cI!(i * 2) <> 0 THEN 
cI!(i * 2) = -LOG(2) / cI!(i * 2) ，速度定数に変換
ELSE 

cI!(i女 2)=ー1E+ 1 5 
END IF 

IF ch!(i * 2)く>0 THEN 

'下限を設定

ch!(i安 2)=ーLOG(2)/ ch!(i女 2)

ELSE 

ch!(i安 2)= 1 E+ 1 5 

END IF 

'上限を設定

IF cO!(i 大 2) く>0 THEN cO!(i * 2) = ーしOG(2)/ 
cO!(i * 2) 
NEXT 
END IF 

'重みをつける準備

Ip!( 1 ) = 0 

Ip!(sng女 2+ 1 ) = 1 

FOR i = 2 TO sng * 2 
Ip!(i) = Ip!(i -1 ) + .5 / sng! 
NEXT 

LOGAL a!O， d， ey!， pol， se!， am!: GOSUB gra3 

jmp079: 

GOSUB Ism 

LOCATE， ， 0 
jmp003: 

FOR i = 1 TO sng * 2 
FOR j = 1 TO sng * 2 + 1 
s!(i， j， 0) = 0 行列初期化

NEXT j 
NEXT i 
， **会**行列をつくる**女***

SCALE! = m 女 pol

FOR h = exa TO exb 

x! = h -d -1 

IFOR i = 1 TO sng 
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d!(i * 2 -1) = EXP(c!(i * 2)女 x!* t!) * 

SCALE! 

d!(i * 2) = x! * t! * c!(i * 2 -1) * EXP( c!(i * 
2) * x! * t!) * SCALE! 

NEXT i 

d!(sng * 2 + 1 ) = ey! 
FOR i = 1 TO sng 

d!(sng * 2 + 1) = d!(sng女 2+ 1) + (c!(i * 2 -

1 )肯 EXP(c!(i* 2) * x! * t!)) * SCALE! 
NEXT i 

d!(sng女 2+ 1) = y!(h)ーd!(sng * 2 + 1 ) 
FOR i = 1 TO sng官 2
FOR j = i TO sng * 2 + 1 
s!(i， j， 0) = s!(i， j， 0) + d!(i)女 d!U)
IF j > sng安 2THEN GOTO jmp001 

s!U， i， 0) = s!(i， j， 0) 
NEXT j 
jmp001 : 

NEXT i 

NEXTh 

FOR i = 1 TO sng * 2 
IF s!(i， i， 0) = 0 THEN s!(i， i， 0) = .0000001 
NEXT i 

NEWTON sng * 2， s!O 行列式をとく

L6: '川村*誤差を補正する村川村

FOR i = 1 TO sng * 2 

IF countく 11THEN c!(i) = cO!(i) + s!(i， sng * 2 
+ 1， sng女 2)/ sng! / 2! 
IF i = INT(i / 2) * 2 THEN 速度定数

(c!(偶数))の補正

'速度定数がマイナスにはなるのを防ぐ。

IF c!(i) > 0 THEN c!(i) = -c!(i) 
'計算する時間領犠より早い時定数を排除。

IF -1 / c!(i)く (exa-d) / 4 THEN c!(i) = c!(i) 
/ 2 

'速度定数の上限

IF c!(i) > ch!(i) THEN c!(i) = ch!(i) 
'速度定数の下限

IF c!(i)くcI!(i)THEN c!(i) = cl!(i) 

END IF 

NEXT i 
v誤差を出す

STADER y!o， c!O， d， t!， m， pol， ey!， sng， 
exa， exb， se! 
GOSUB Ismd 

y$ = INKEY$ 
IF y$ = " " THEN GOSUB RECOVER: GOSUB 
curv 

IF y$ = CHR$(1 3) THEN GOSUB RECOVER: 

GOSUB curv: GOTO jmp005 

IF y$ = CHR$(27) THEN GOTO In 

IF countく 11THEN GOTO jmp003 

'f直を揺する。
r! = RND 

FOR i = 1 TO sng * 2 

IF r! >= Ip!(i) AND r!く Ip!(i+ 1) THEN 
c!(i) = cO!(i) + cO!(i) / 80! * (RND -.5) 
什1v= I 

ELSE 

c!(i) = cO!(i) 
END IF 

NEXT 

GOTO L6 

jmp005: 

LOCATE， ， 1 
y$ = INPUT$( 1 ) 
IF y$ = '1 " THEN LOCATE ， ， 0: GOTO jmp003 
IF y$ = "s" OR y$ = "S" THEN GOSUB sav 

IF y$ = CHR$(13) THEN seO! = 0: GOTO jmp073 

IF y$ = CHR$(27) THEN END 

GOTO In 
川村女 GRAPHIC PROGRAM 材対*

gra.prog: 

FRAME ACTP， DISP， n$， t!， U$， v!， d， 1， m， Z 
COLOR 7 

SCREEN 0， ， ACTP， DISP 
IF tO! = 0 THEN tO! = t! 
PSET ((-d * tO! / t! + d) / 2 + 40， 200 -Z * a! 
(0) / 1.25 / m * 2 + ofset) 
FOR i = 1 TO 999 

LlNE -(((i -d) * tO! / t! + d) / 2 + 40， 200 -Z 
* a!(i) / 1.25 / m * 2 + ofset)， ， ， &H9999 
NEXT i 
IF tO! >= t! THEN GOTO jmp01 8 

FOR j = 0 TO (t! / tO!ー 1)女 2-1 

FOR i = 0 TO d / 2 

PSET ((i + d / 2 * j) * tO! / t! / 2 + 40， 200 + 
Z 大 a!(d/ 2 -i) / 1.25 / m 安 2+ ofset) 
NEXT i， j 
FOR j = 0 TO (t! / tO!ー 1)*2-1

FOR i = (999 -d) / 2 + d TO 999 
11 = (i + 999 / 2 -d女 3/ 2 + (999 -d) / 2 * 
j) * tO! / t! 

ON sng GOTO jmp019， jmp019， jmp020 
jmp019: 

ay! = (c!(1) * EXP(c!(2)女 11* t!) + c!(3) * 
EXP( c! ( 4) * 11大 t!))女 m * pol + ey! 
sO! = y!(999 -i + (999 -d) / 2 + d) -(c!(1)女
EXP( c!(2) * (998 -i + (999 -d) / 2)安 tO!)+ c! 
(3) * EXP(c!(4)女 (998-i + (999 -d) / 2) * 
tO!)) * m * polー ey!

GOTO jmp021 

jmp020: 

ay! = (c!(1)大 EXP(c!(2)女 t!安 11)+ c!(3) * 
EXP( c!( 4)安 t!* 11) + c!(5) * EXP(c!(6)女 tl食 11))
女 m 会 pol+ ey! 
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sO! = y!(999 -i + (999 -d) / 2 + d)ー(c!(1 ) 

* EXP( c!(2) * tO!大 (998-i + (999 -d) / 2)) + 
c!(3)合 EXP(c!(4)* tO! * (998 -i + (999 -d) / 
2)) + c!(5) * EXP(c!(6) * tO! * (998 -i + (999 
-d) / 2))) * m * polーey!
jmp021 : 

PSET ((11 + d) / 2 + 40， 200 -z女 (ay!ーsO!)
/ 1.25 / m * 2 + ofset) 
NEXT i， j 
jmp018: 

SCREEN 0， ， 0， 0 
RETURN 
*村*安 GRAPHIC PROGRAM 2 *村女*

gra2: 

atcpO = ACTP: dispO = DISP 

SCREEN 0， ， 0， 0 
CLS 1 

FRAME ACTP， DISP， n$， t!， U$， v!， d， 1， m， Z 
LOCATE 1， 70: PRINT IINo.lI; n$ 
LOCATE 9， 76: PRINT Z 
FOR i = 0 TO 999 
PSET (i / 2 + 40， 200 -z * y!(i) / 1.25 / 
NUM * 2 + ofset) 
NEXT i 

IF xO = 0 THEN y$ = INPUT$( 1 ) 
ACTP = actpO: DISP = dispO 
SCREEN 0， ， 0， 0 
RETURN 

材対* GRAPHIC PROGRAM 3 対抗*

gra3: 

actpO = ACTP: dispO = DISP 

ACTP = 0: DISP = 0 

SCREEN 0， ， ACTP， DISP 
CLS 1 

FRAME ACTP， DISP， n$， t!， U$， v!， d， 1， m， Z 
LOCATE 9， 76: PRINT Z 
FOR i = d + 1 TO 1023 

jmp157: 

PSET (i / 2 + 40， 200 -10 * (a!(i)ーam!)/ 
120 / 1.25 * 2 + 80) 
NEXT i 

SCREEN 0， ， 0， 0 
RETURN 

***** DAT A SAVING ***** 
sav: 

PRINT IIData Savingll 

jmp032: 

PRINT llfile name11; n$ 

PRINT IIAre you sure?(y/nt: y$ = INPUT$(l) 
IF y$ = CHR$(27) THEN GOTO jmp030 

IF y$ = lIyll OR y$ = lIyll OR y$ = 11011 THEN 
GOTO jmp031 

INPUT IIfile name11; n$: GOTO jmp032 

jmp031 : 

OPEN IIf:1I + n$ FOR OUTPUT AS #1 

FOR i = 0 TO 1023 

PRINT #1， a!(i) 
NEXT i 

PRINT #1， n$ 

PRINT #1， t! 
PRINT #1， U$ 
PRINT #1， v! 
PRINT #1， d 
PRINT #1， 1 
PRINT #1， m 
PRINT #1， Z 
PRINT #1， sng; seO!; ey!; pol 
FOR i = 1 TO sng安 2

PRINT #1， cO!(i) 
NEXT i 

CLOSE 

BEEP 

jmp030: 

of = 0: RETURN 
付対* DATA LOAD *村合*

lod: 

ACTP = 1: DISP = 3: SCREEN 0， ， 0， 0 
jmp047: 

CLS : LOCATE 1， 1: PRINT IIFile Name 11; n$: IF 
n$く〉川 THENGOTO jmp045 

j15210: 

LOCATE 1， 11: LlNE INPUT n$ 
jmp045: 

PRINT IIAre you sure?(y/n)lI: y$ = INPUT$(1) 

IF y$ = lIyll OR y$ = "Y" OR y$ = "0" THEN 
LD a!()， n$， t!， U$， v!， d， 1， m， z， sng， seO!， 
ey!， pol， c!()， rslt 
GOSUB BACKUP 

of = 1 
ELSE 

GOTOj15210 

END IF 

ACTP = 0 

DISP = 0 

GOSUB gra.prog 

y$ = INPUT$( 1 ) 

IF y$く>CHR$( 13) THEN GOTO jmp046 

x = VAL(RIGHT$(n$， 2)): IF x = 0 THEN GOTO 
jmp047 

x = x + 1: n$ = LEFT$(n$， LEN(n$)ー2)+ 
RIGHT$(STR$(x)， 2): IF x < 10 THEN MID$(n$， 
LEN(n$)ー 1，1) = "0": GOTO jmp047 
jmp046: 

RETURN 
川女*安 BASE LlNE FITTNG **女**

blf: 

bl = 0 

FOR i = 0 TO INT(d * 2 / 3) 
bl = bl + a!(i) 

NEXT i 

bl = bl / (INT(d安 2/3)+1)
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ey! = 200 -z会 bl/ 1.25 / m 食 2+ ofset 

RETURN 

党合*大大 BASE LlNE **女**

bsline: 

ACTP = 0 

OISP = 0 
SCREEN 0， ， ACTP， ACTP 
GOSUB ofset 

IF y$ = CHR$(27) THEN GOTO jmp096 

IF rslt = 1 THEN 
RETURN 

ELSE 

ey! = 200 -z * a!(O) / 1.25 / m * 2 + ofset 
ENO IF 

GOSUB blf 

ACTP = 1 
OISP = 0 
GOSUB gra.prog 

jmp106: 

SCREEN 0， ， 1， 1 
LlNE (44， ey!)ー(536，ey!)， ， ， &H5555 
LOCATE 24， 1 
PRINT -(ey!ー 200-80)女 1.25* 00 / z / 2 
00 

SCREEN 0， ， 1， 0 
y$ = INKEY$ 

SCREEN 0， ， 1， 1 
LOOP WHILE y$ =川

LlNE (44， ey!)ー(536，ey!)， 0 
ey! = ey! + (y$ = CHR$(O， &H48))ー (y$= 
CHR$(O， &H50)) * .5 
IF y$ = "R" OR y$ = "r" THEN GOSUB rvs: 
GOTO jmp1 05 

IF y$ = CHR$( 1 3) THEN GOTO jmp 105 
IF y$ = "F" OR y$ = "f" THEN GOSUB blf 

GOTOjmp106 

jmp105: 

ey! = -(ey! -200 -ofset) * 1.25女 m 合 00/z 
/ 2 
jmp096: 

SCREEN 0， ， 0， 0 
RETURN 

ofset: 

LlNE (60， ofset + 200)ー(39+ .5 * d， ofset + 
200) 

LlNE (41 + .5女 d，ofset + 200)ー(500，ofset + 
200) 

00 

y$ = INKEY$ 
LOOP WHILE y$ =川

ofset1 = ofset + ((y$ = "8") -(y$ = "2")) * 
20 

LlNE (60， ofset + 200)-(39 + .5女 d，ofset + 
200)， 0: LlNE (41 + .5 * d， ofset + 200)ー(500，
ofset + 200)， 0 
ofset = ofset1 

IF y$ = CHR$( 1 3) THEN 

ACTP = 0 

OISP = 0 

GOSUB gra.prog 

RETURN 

ENO IF 

IF y$ = CHR$(27) THEN RETURN 

GOTO ofset 
*大*大* Reversing the data 会*安**

rvs: 

FOR i = d + 1 TO 1023 
a!(i) = y!(i) 

NEXT i 

pol = -1'-POL 

RETURN 
******安 Y!O <ー-- A!O 付材対

IBACKUP: 

NUM = m 

FOR i = 0 TO 1023 

y!(i) = a!(i) 

NEXT i 

RETURN 
村村州大 A!O くー Y!O 川村村

IRECOVER: 

FOR i = 0 TO 1023 

a!(i) = y!(i) 

NEXT i 

RETURN 

'し OGを取ったものに最小二乗法によって直線を引き

'そのY切片と傾きから各成分の量と速度定数を出す。

Ism: 

ACTP = 0 

OISP = 0 

SCREEN 0， ， ACTP， OISP 
FOR i = 1 TO sng * 2 
ex(i) = 0 

NEXT i 

FOR io = 1 TO sng * 2 
IF io > INT(io / 2) * 2 THEN 
ex(io) = ex( 1 ) -d * (ex( 1 ) = 0) カーソル左側
(奇数)

ELSE 

ex(io) = ex(io -2) + 100 -d * (ex(io -2) = 0) 
'カーソル右側(偶数)

ex(sng安 2)= 1023 

ENO IF 

spd = 10 カーソルスピード

GOSUB Isma 

IF io = INT(io / 2) * 2 THEN GOSUB Ismb '偶数の
とき、カーソル間で直線を引き Y切片と傾きを求め、各

成分の見せかけの量と速度定数を出す。
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NEXT io 

IF sng > 1 THEN GOSUB Ismc 各成分の正しい

量と速度定数を計算する。

exa = ex(1) 
exb = 1023 'ex(2) 

IF sng = 1 THEN GOTO jb 

FOR i = 2 TO sng 'fittingする範囲を決め

る。

IF exa > ex(i * 2・ 1) THEN exa = ex(i女 2・ 1) 
， IF exb < ex(i * 2) THEN exb = ex(i * 2) 
NEXT i 

j b: 

STAOER y!o， c!O， d， t!， m， pol， ey!， sng， exa， 
exb， se! '標準誤差
GOSUB Ismd '値入れ替え判定

RETURN 

Isma: 

COLOR 7 
LlNE (40 + .5大 ex(io)，9)-(40 + .5 * ex(io)， 
395)， ， ， &H5555 
LOCATE 24， 1 
PRINT ex(io) 

ay! = 200 -10 * (a!(ex(io)) -am!) / 120 / 
1.25女 2+ 80 
IF ay! < 0 OR ay! > 399 THEN ay! =ー1

LlNE (40 + .5 * ex(io)伊 20，ay!)ー(40+ .5 * ex 
(io) + 20， ay!)， ， ， &H5555 
00 

y$ = INKEY$ 

LOOP WHILE y$ = .11. 
IF y$ = "0" THEN spd = spd + 1 50 
IF y$ = "8" OR y$ = "2" THEN 

LlNE (50， ay!)-(530， ay!)， 0 
am! = am! + ((y$ = "8") -(y$ = "2")) * spd大
10 

GOSUB gra3 

ENO IF 

spd = spd -(y$ = CHR$(O， &H48)) + (y$ = 
CHR$(O， &H50)) + (y$ = CHR$(32))大 (spd-1) 
LlNE (40 + .5 * ex(io)， 9)-(40 + .5 * ex(io)， 
395)， 0 
ay! = 200 -10合 (a!(ex(io))ーam!)/ 120 / 

1.25 * 2 + 80 
IF ay! < 0 OR ay! > 399 THEN ay! =ー1
LlNE (50， ay!)ー(530，ay!)， 0 
PSET (40 + .5 * ex(io)， ay!) 
IF y$ = "，" THEN ex(io) = d 
ex(io) = ex(io) + ((y$ = CHR$(O， &H4B)) + (y$ 
= CHR$(O， &H40)) * (ex(io)く 1024-spd)) * 
spd 

ex(io) = ex(io)ー (1023-ex(io)) * (y$ = ".") 
IF y$ = CHR$(1 3) THEN 
LlNE (40 + .5女 ex(io)，6)ー(40+ .5 * ex(io)， 
8) 
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Ismb: 

mx! = 0 'X座標平均

my! = 0 'y座標平均

bO! = 0 

b1! = 0 

exO& = ex(io -1) カーソル左側(奇数)

ex1 & = ex(io) カーソル右側(偶数)

aO = 0 
iO& = 0 

d& = d 
FOR i = exO& TO ex1 & 

my! = my! + a!(i) 
IF a!(i)く=0 THEN aO = aO + 1: iO& = iO& + i -
d -1 

NEXT i 

mx& = (exO&ーd&ー1& + ex1 & ーd&ー1&) * 
(ex1& -exO& + 1&) 
mx! mx& * .5 -iO& 
n = ex1 & -exO& + 1 -aO 
IF n = 0 THEN RETURN 

mx! = mx! / n: my! = my! / n 

FOR i = exO& TO ex1 & 

IF a!(i) = 0 THEN GOTO jmpl 14 

x! = i -d -1 

bO! = bO! + x! * x! 
b1! = bl ! + x!女 a!(i)
jmp114: 

NEXT i 

b! = (bl!ーn* mx!安 my!)/ (bO! -n * mx! * 
mx!) 

IF y$く>CHR$( 1 3) THEN GOTO ja 

COLOR 3 水色

FOR i = d TO 1023 

jmp158: 

yr! = my! + b!女 (i-d -1 -mx!) 
PSET (i / 2 + 40， 200 -10 * (yr!ー am!)/ 
120 / 1.25女 2+ 80) 

jmp159: 

NEXT i 

J a: 
IF n = 0 THEN RETURN 

c!(io -1) = EXP((my! -b! * mx!) / 2400 -LOG 
(m)) 成分の量

c!(io) = b! / t! / 2400 '成分の速度定数

RETURN 

Ismc: 

FOR i = sng TO 2 STEP -1 

cO!(i安 2-3) = c!(i * 2 -3)骨 c!(i会 2-1) 
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IF cO!(i * 2 -3) = 0 THEN cO!(i * 2 -3) = c!(i 

* 2 -1)合 .001

IF cO!(i * 2 -2) = 0 THEN 

cO!(i * 2 -2) = (c!(i * 2 -3) * c!(i * 2 -2) -
c!(i * 2 -1)女 c!(i大 2))/ cO!(i * 2 -3) * 1.2 
IF ABS(c!(i女 2-3))く ABS(c!(i会 2・ 1)) 

THEN cO!(i * 2 -2) = cO!(i * 2 -2)安 3

END IF 

NEXT i 

FOR i = 1 TO sng * 2 -2 
c!(i) = cO!(i) 

NEXT i 

IF cO!(sng * 2)く>0 THEN c!(sng * 2) = cO!(sng 
大 2)

RETURN 
対付値入れ替え判定 材対安

Ismd: 

IF seO! = 0 THEN seO! = se! 

IF se! > seO! THEN 

count = count + 1 
IF count > 20 THEN SOUND 1000， 18.2 
RETURN 

END IF 

'重みをつける

IF count > 11 THEN 

a! = Ip!(mv + 1)ーIp!(mv)
a! = (1 -a! * 1.1) / (1 -a!) 

IF a!くoTHEN GOTO L7 
FOR i = 2 TO mv 
Ip!(i) = Ip!( 1 ) + (Ip!(i)ーIp!(1))*a!
NEXT 

FOR i = mv + 1 TO sng * 2 
Ip!(i) = Ip!(sng * 2 + 1)ー(Ip!(sng* 2 + 1) -
Ip!(i))会 a!

NEXT 

END IF 

L7: 

seO! = se!: count = count * .8 
FOR i = 1 TO sng * 2 

cO!(i) = c!(i) 

NEXT i 

COLOR 3 水色

GOSUB resultO 

GOSUB result 

SOUND 100， 1 
SOUND 150， 1 
RETURN 
********女***

resultO: 

LOCATE 1， 1 
PRINT 11全体H

LOCATE 2， 10 
PRINT 1I::t 11 

LOCATE 3， 1 
PRINT 11成分 111 

LOCATE 4， 10 
PRINT 1I::t 11 

IF sng = 1 THEN RETURN 

LOCATE 6， 1 
PRINT 11成分 211

LOCATE 7， 10 
PRINT 1I::t 11 

IF sng = 2 THEN RETURN 

LOCATE 9， 1 
PRINT "成分3" 

LOCATE 10， 10 
PRINT 11土H

RETURN 

result: 

cm! = 0 

SCALE! = 4 * v! / (2.30259 * 1.25 * 200) 

FOR i = 1 TO sng 
cm! = cm! + cO!(i女 2-1) 
NEXT i 

LOCATE 24， 10 
PRINT seO! / m 

LOCATE 2， 1 
PRINT USING 11##.##八八八八H;cm!女 pol会 SCALE!

'全体の量

LOCATE 2， 12 
PRINT USING 11##.##八八八八11;seO!会 1.96/ m * 

SCALE! 誤差

LOCATE 4， 1 
PRINT USING II##.##̂八八八11;cO!(1) * pol * SCALE! 

'第 1成分の量

LOCATE 4， 12 
PRINT USING II##.##̂八八八11;seO!女1.96 * cO!( 1 ) 

/ cm! / m * SCALE!'誤差

LOCATE 5， 1 1 
PRINT USING 11###.##% 11; cO!( 1) / cm!女 100
， 0ノ
/0 

LOCATE 5， 1 
IF -LOG(2) / cO!(2) / 1000! > 1 THEN 

PRINT USING 1I###.##m s 11;ーLOG(2)/ cO!(2) 
/ 1000! 'm s 

ELSE 

PRINT USING 11###.##μS 11; -LOG(2) / cO!(2) 

'μS 

END IF 

IF sng = 1 THEN RETURN 

LOCATE 7， 1 
PRINT USING 11##.##八八八八11;cO!(3)安 pol* SCALE! 

'第2成分の量

LOCATE 7， 12 
PRINT USING 11##.##八八八八11;seO!女，.96 * cO!(3) 
/ cm! / m 女 SCALE!I誤差

LOCATE 8， 1 1 
PRINT USING 11###.##%11; cO!(3) / cm! * '00 

'% 
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LOCATE 8， 1 
IF -LOG(2) / cO!( 4) / 1 OOO! > 1 THEN 

PRINT USING "###.##m s "; ーしOG(2)/ cO!( 4) 

/ 1000! 'm s 

ELSE 

PRINT USING "###.##μs "; -LOG(2) / cO!( 4) 

'μS 

END IF 

IF sng = 2 THEN RETURN 

LOCATE 10， 1 
PRINT USING "##.##八八八八";cO!(5) * pol * 
SCALE! 第 3成分の量

LOCATE 10， 12 
PRINT USING "##.##八八八八日;seO! * 1.96女 cO!(5) 
/ cm! / m * SCALE!'誤差
LOCA TE 1 1， 1 1 
PRINT USING "###.##%"; cO!(5) / cm!大 100

'% 

LOCATE 11， 1 
IF -LOG(2) / cO!(6) / 1 OOO! > 1 THEN 

PRINT USING "###.##m s "; ーしOG(2)/ cO!(6) 

/ 1000! 'm s 

ELSE 

PRINT USING "###.##μ S 11. ーしOG(2)/ cO!(6) 

'μS 

END IF 

RETURN 
州安材 Ideal Curve 付付*

curv: 

ACTP = 0 

DISP = 0 

SCREEN 0， ， ACTP， DISP 
IF rsltく>1 THEN CLS : GOSUB gra.prog 

COLOR 7 

GOSUB resultO 

GOSUB result 

SELECT CASE sng 

CASE 1 

FOR i = d + 1 TO 999 
y3! = cO!(1) * EXP(cO!(2) * (i -d -1)女 t!)* 

pol + ey! / m 
PSET (i / 2 + 40， 200 -z * y3! / 1.25 * 2 + 

ofset) 

NEXT i 

CASE 2 

FOR i = d + 1 TO 999 
y2! = cO!(3)女 EXP(cO!(4)* (i -d -1) * t!) * 

pol + ey! / m 
y3! = cO!(1) * EXP(cO!(2) * (i -d -1)合 t!)* 

pol + y2! 
PSET (i / 2 + 40， 200 -z * y2! / 1.25 * 2 + 

ofset) 

PSET)i / 2 + 40， 200四 z* y3! / 1.25 * 2 + 
ofset) 

NEXTi 

CASE 3 

upper = 125 + ofset * 1.25 / 2 
lower = -125 + ofset * 1.25 / 2 
FOR i = d + 1 TO 999 
y1! = cO!(5) * EXP(cO!(6) * (i -d -1) * t!) 
* pol + ey! / m 
y2! = cO!(3)女 EXP(cO!(4)* (i -d -1) * t!) 
* pol + y1 ! 
y3! = cO!(1) * EXP(cO!(2) * (i -d -1)女 t!)
* pol + y2! 
PSET (i / 2 + 40， 200 -z * y1 ! / 1.25 * 2 
+ ofset) 
IF z * y2! >= upper OR z * y2! <= lower 

THEN GOTO JC 

PSET (i / 2 + 40， 200 -z安 y2!/ 1.25 * 2 
+ ofset) 
IF z女 y3!>= upper OR z * y3!く=lower 

THEN GOTO JC 

PSET (i / 2 + 40， 200 -z大 y3!/ 1.25安 2
+ ofset) 
JC: 

NEXT i 

END SELECT 

L1NE (40， 200 -z * ey! / m / 1.25大 2+ 
ofset)ー(539，200 -z * ey! / m / 1.25 * 2 + 
ofset) 

SCREEN 0， ， 0， 0 
RETURN 

L8: '解析する範囲だけ決める。

ACTP = 0 

DISP = 0 

SCREEN 0， ， ACTP， DISP 
ex( 1 )口 d カーソル座標

spd = 10 カーソルスピード

io = 1 

GOSUB Isma 

exa = ex(l) 
exb = 1023 
RETURN 

'会**安安安枠を書き直す安******

REM $STATIC 

SUB FRAME (ACTP， DISP， n$， t!， U$， v!， d， 1， 
m， z) 
SCREEN 0， ， ACTP， DISP: CLS 
COLOR 6 

LOCATE 1， 70: PRINT "No."; n$ 
IF t! >= 1 THEN GOTO jmpO 1 2 

LOCATE 2， 52: PRINT "T : "; : PRINT USING 
"#.##"; t!; : PRINT USING " @"; U$ 

GOTOjmp013 

jmp012: 

LOCATE 2， 52: PRINT "T : "; : PRINT USING 
"####"; t!; PRINT USING " @"; U$ 

jmp013: 

-144・



LOCATE 3， 52: PRINT IIY : 11; : PRINT USING 
11#.##11; v!; PRINT 11 voltll 

LOCATE 5， 70: PRINT 1I0ELAyll 
LOCATE 5， 76: PRINT d 
LOCATE 7， 70: PRINT IIFLASHII 

LOCATE 7， 76: PRINT USING 11##11; 1 
ON 1 GOTO jmp01 4， jmp01 5， jmp01 6 
LOCATE 7， 78: PRINT IIthll: GOTO jmp01 7 
jmp014: 

LOCATE 7， 78: PRINT IIstll: GOTO jmp01 7 
jmp015: 

LOCATE 7， 78: PRINT IIndll: GOTO jmp01 7 
jmp016: 

LOCATE 7， 78: PRINT IIrdll 

jmp017: 

LOCATE 3， 70: PRINT IItJイスウH
LOCATE 3， 75: PRINT m 
LOCATE 9， 70: PRINT 11ハ'イリツ11:LOCATE 9， 76: 
PRINT z 

COLOR 7 

LlNE (40， 0)ー(539，0) 
LlNE (40， 399)-(539， 399) 
LlNE (40， 0)ー(40，399) 
LlNE (539， 0)ー(539，399) 
LlNE (40 +.5 * d， 0)ー(40+.5 * d， 399) 
FOR i = 40 TO 360 STEP 40 

LlNE (41， i)ー(43，i): UNE (537， i)-(539， i) 
NEXT i 

FOR i = 90 TO 490 STEP 50 

LlNE (ij 1)ー(i，5): LlNE (i， 194)ー(i，198) 
NEXT i 

ENO SUB 

'* * *安会党大口ードする****大*常食

SUB LO (a!()， n$， t!， U$， v!， d， 1， m， z， sng， 
seO!， ey!， pol， c!()， rslt) 
SCREEN 0， ， 0， 0 
PRINT 11 Oata Load 11 

PRINT IIfile namell; n$ 

Idrc: 

seO! = 0: rslt = 0: INPUT 1100="; OO! 

IF OO! = 0 THEN OO! = 1 

jmp050: 

OPEN IIC:II + n$ FOR INPUT AS #1 : GOTO 

jmp049 

jmp049: 

FOR i = 0 TO 1023 

INPUT #1， a!(i) 
a!(i) = a!(i) / OO! 
NEXT i 

INPUT #1， n$ 
INPUT #1， t! 
INPUT #1， U$ 
INPUT #1， v! 

INPUT #1， d 
INPUT #1， 1 
INPUT #1， m 
INPUT #1， Z 
IF EOF(1 ) THEN GOTO jmpl 78 

INPUT #1， sng， seO!， ey!， pol 

FOR i = 1 TO sng 

INPUT #1， c!(i合 2-1)， c!(i * 2) 
NEXT i 
IF EOF(1 ) OR sngく>2 THEN GOTO jmpl 78 

c!(1) = c!(3) 

c!(2) = c!( 4) 

INPUT #1， c!(3)， c!(4) 
jmp178: 

CLOSE 

jmp182: 

IF seO! = 0 THEN rslt = 0 ELSE rslt = 1 

jmp184: 

ENO SUB 

'*****大 LOGを計算****女**女*

SUB LOGAL (a!O， d， ey!， pol， se!， am!) 
IF se! > 0 THEN GOTO jmp08 5 

iO! = 0 

FOR i = d + 20 TO INT((1 023 -d) / 2 + d) 

iO! = iO! + a!(i)ーey!

NEXT i 
IF iO! * polくoTHEN pol =ー1
jmp085: 

FOR i = d + 1 TO 1023 

IF (a!(i)ーey!)* pol <= 0 THEN a!(i) = 0: GOTO 
jmp086 

a!(i) = LOG((a!(i) -ey!)女 pol)女 2400

jmp086: 

NEXT i 
am! = a!(INT((d + 999) / 2)) 

ENO SUB 

'党大****行列式をとく*安*女*女***

SUB NEWTON (p， s!()) 
FOR k = 1 TO P 

IFOR h = k TO P + 1 

IF s!(k， k， k -1) = 0 THEN s!(k， k， k -1) = .01 
s!(k， h， k) = s!(k， h， k -1) / s!(k， k， k -1) 
I'JEXT h 

FOR i = 1 TO P 

IF i = k THEN GOTO jmp002 

FOR j = k TO P + 1 

s!(i， j， k) = s!(i， j， k -1) -s!(i， k， k -1) * s!(k， 
j， k) 
NEXT j 

jrnp002: 

NEXT i 
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NEXT k 

END SUB 

'***女***標準偏差*党******

SUB STADER (y!o， c!O， d， t!， m， pol， ey!， sng， 
exa， exb， se!) 
se! = 0 

SCALE! = m 肯 pol
FOR i = exa TO exb 
sO! = y!(i) -ey! 

x! = i -d -1 
FOR j = 1 TO sng 

sO! = sO! -c!U * 2 -1)女 EXP(c!U* 2) * x! 
* t!) * SCALE! 
NEXT j 

se! = se! + sO! * sO! 
NEXT i 

se! = SQR(se! / (exb -exa -1)) 

LOCATE 24， 1 
PRINT se! / m 

END SUB 
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