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2Cp − 3 系 2 反 応 に お け る 33kDa 表 在 性 蛋 白 質 の 機能
o

小 野 蔦 明 ・ 1 ．Vass ・井上 頼噫 　 （理 研 ・太 隰 光 科学）

　　葉緑体 膜 の 内表面 に 結 合 し て い る 33kDa 蛋 白質 は ラ ン 藻 か ら 高等植物 に い だ る 酸 素 発 生 型 光

合 成 を 行 う 生物 に 普 遍的 に 聯在 して お り 、 Mn の 安定 化、S 状 態変換 過 程 へ の 関 与 な ど 鰲 棄 発 生 反応

に お い て 重 要 な 役 割 を 担 っ て い る と 考 え ら れ て い る 。 最 選、酸 累発 生 型 光 合 成 の 系 2 反 癒 中 心 の 分 子

構 造 が 光合成 細 菌 の 反 応 中 心 と 極 め て よ く似 て い る 事 を 示 す 結 果 が 報 告 され 、Z か ら Qe ま で の 系 2 電

子 伝 達 成分 が D1 ，　 D2 蛋 白質 上 で 機 能 し て い る 可 能 性 が 指 摘 さ れ て い る 。し か し、一
方、酸 絮発 生 反

応 を 担 う 多 核 Mn 複 合 体 に つ い て は 、系 2 の ど の 蛋 白 質 上 に 存在 ず る か ま っ た く わ か っ て い な い e し

か し、D1 蛋 白 質 の プ ロ セ ッ シ ン グ変異 株 で は Mn の 組 み 込 み が 起 こ ら ず 、酸 素 鬚 生 も し な い 慕 が 報 告

さ れ 、Mn の 結 合部 位 が D1 ， D2 蛋 白質近傍 に あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ て い る 。 こ の 事 は、Mn と密 接

に 関 連 し て い る 33kDa 蛋 白 質 も ま た D1 ， D2 蛋 白質 （又 は ご く 近 傍 ） に 結合 し て お り、D1 ， D2

の 機 能 に 何 等 か の 影 響 を 与 え て い る 可 能 性 癒 示 す も の か も し れ な い 。本 研 究 で は 、 系 2 膜 よ り　33

kDa 蛋 自質 を 除 去 し た と き、系 2 の 酸 化 側 、遣 元 側 に 趨 こ る 変化 を 調 ぺ 、 上 に 述 ぺ た 可 能 性 に つ い

て 探 っ て み 滝 。

　 匚結果 と 考察］

　　 CaC12 又 は Urea ／ NaC1 処 理 に よ り 33kDa 蛋 白質 を 除 い た 系 2 膜 を 閃 光 で 照 射 す る

と 、 1 発 目 で は S2Q 福こ 由来 す る B2 − band ，2 斃 闘 で は S3QB に 由 来 す る Bi − band の 熱 発

光 が 正 常 な 膜 と ほ ぼ 岡 じ 発 光 温 度 に 硯 れ た。し か し 3 発 目 以 降 、 そ れ 以 上 の 変化 は見 られ な か っ ta。

ま た、SsQ 議こ由 来 す る A ・一一band の 熱 髭 光 は 2 発 闘 の 閃 光 後、初 め て 現 れ た が 、3 発 目以後 そ の

強度 は 変 化 し な か っ た 。

一
方、 C 玉

A
欠 乏 下 で は 2 漿 目 の 関 光照 射 に よ っ て も A − band （S3Q ；〉

は 現 れ ず 、S 変 換 過 程 は S2 ま で し か 進 ん で い な い 事 を 示 し て い 段 。従 っ て 、 33kDa 蛋 白 質 勘 除 去

し 泛 系 2 膜 が 、実 験 条 件 （120mM 　 CI ’
， pH5 ．5 ＞ に お い て 示 す S 変 換過程 の 異常 は 、33

kDa 蛋 白質 が 失 わ れ　te事 に よ り 増大 した C1 圏
要求 性 に 起 因 す る CiT 欠 乏 に よ る も の で は な い 事 が

明 ら か と な っ tae 以 上 の 結 果 は 、33kDa 蛋 白賀を除 く と S3 → S4 噸 Se の 過 程 が 特 異 的 に 阻 警 さ れ

る と し た 我 々 の 以 前 の 結果 な 強 く支 持 す る も の で あ る o

　 正 常 な 系 2 膜 で は 閃 光 照躯後、熱 発 光 B2 − band （S2QB ） が 35 ℃ 付逓 に 現 れ る が 、DCMU

で Qs へ の 電 子 移 動 を 随 害す る と 、Q − band （S2QA ） が 5 ℃ 付近 に 現 れ る 。し か し 、33kDa

蛋 白質 を 除去 し た 膜 で は Q ・− band が 大 き く 高混 側 に 移 動 し 30 ℃ 付近 に み ら れ た 。 　 こ の 異常 な

S2Q の 電荷分離状愬 は C1 ’』
を 200mM ま で 高め て も解消 鷺 ず 、33kDa 蛋 白 貿 凝 系 2 膜 へ 再 結 合

さ せ る 事 に よ り初 め て 正 常 な 状 態 に 翼 っ 撫 。再 生 さ れ た 正常 な S2Qn の 盤 は 再 結 合 し 惣 33kDa 蛋

白 質 量 と 良 い
一

致 を 示 し k 。一
方、24 ，16kDa 蛋 白麗 の み 癈 除 い た 系 2 膜 で は 正 常 な 混 度 に

Q − band （S2Qff ） が 見 ら れ ta。以 上 の 結 渠 は 、33kDa 蛋 臼 質 の 除 表 に よ り S2Q 属電 荷分離

状態 が 特異的 に 変化 し ta事 を 示 し て い る 。33kDa 蛋 臼 質 を 除 壷 し て も S2Q ’
e 状 慂 は 、ほ ぼ 薦常 で

あ る 結果 を 考 慮 ず ると．S ， QE 状 態 の 異 常 は 次 の 2 通 B に 解釈 で き る 。　（ 1 ） Q 臼 が 変 化 。 （2 ） Qe

と S2 が 共 に 変 化 。そ こ で 、ま ず S2 の 状 態 を EPR 測定 に よ っ て 調 べ た。 33kDa を 除去 し te膜 で

は C1 』
が 充分 に 高 い 時 （2．00mM ） ， 200K 連 続 光 照 射 に よ り 正常膜 と 同 じ く S2 由 来 の m副 t卜

1inesi 帥 a1 が 見 ら れ 沌 が 、　 g ＝ 4．l　 si．gnal は 消 失 し て い 炬 。 　こ の 結 果 は 33kDa 蛋 白質を 除 い た

膜 で は S2 の 多 tz　Mn の 搆 造 に 何 ら か の 変 化 が 起 こ っ て い る 事 を 示 し て い る 。 　し か し、同様 の 変化 は

NaCl 処 理 に よ り 24 ， 16kDa 蛋 白質 の み を 除去 し た と き 既 に 起 こ っ て い た 。 従 っ て こ の 変 化

は 33 　kDa の 除去 と直援 対応 す る も の で は な く 、33kDa 蛋 白 質 の 除 去 に 特 異 的 に 由 来 す る SE

の Mn 櫞 造 の 変 化 は EPR 測定 で は 見 い 出 せ な か っ 泛 e こ の 結 果は 33kDa 蛋 白質 の 遊 離 、再 結 合

に 伴 い 　系 2 の 還元 側 も何 等 か の 変 化 な 受 け て い る 可 能性 彪 示唆 す る も の で あ る 。そ こ で 、FeQA 由

来 の EPRs ｝gnal を 測定 し 鳶 結 果 、33kDa 蛋 自質 を 除去 し 数 膜 で は g＝ 1．90 と g ＝ 1。82signa1 の

強 度 比 が 変 化 し て い る 事 を 見 い だ し た 。 現在 、こ の 変 化 が 33kDa 蛋 臼 質 の 遊 離 と 直 接 闃 連 し 痘 現

象 か ど う か 検 討 中 で あ る。
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