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1．はじめに
植物の無機物から有機物を合成する能力は、極め

て重要な生体反応である。炭素、窒素および硫黄な

ど無機物の大部分は酸化的状態で存在し、生体が糖

やアミノ酸のような有機体に変換するには還元同化

しなければならない。この同化反応には多くの還元

力が必要で、NO3
－がNH4

＋に還元される過程で

（亜硝酸還元酵素）6電子、SO4
2－がS2－に還元され

る過程（亜硫酸還元酵素）で6電子、グルタミンと

α－ケトグルタル酸から2分子のグルタミン酸を生

じる反応（グルタミン酸合成酵素）で2電子が供給

されなければ全体の反応は進行しない。光合成を行

うラン藻を含めた藻類や高等植物では、光合成明反

応の水分子の開裂により生じる電子をこれらの同化

反応に用いている。光合成電子伝達反応は、原核細

胞のチラコイドや真核細胞の葉緑体チラコイドで行

われ、光還元力は上記の同化反応を触媒する酵素群

に渡されるが、この電子伝達にはフェレドキシン

（Fd）と呼ばれる電子キャリアー蛋白質が働いてい

る。高等植物やラン藻を含めた光合成生物に広く見

出されるFdは植物型Fdとよばれ、補欠分子族とし

て2原子ずつの非ヘム鉄と無機硫黄からなる［2Fe-

2S］クラスターを酸化還元中心として持っている。

真核細胞内で、Fdは葉緑体ストローマに局在し光

合成電子伝達系の光化学系Ⅰから電子を受け取り、

Fd-NADP＋還元酵素など上述のFd依存酵素群へ、

亜硫酸還元、亜硝酸還元、グルタミン酸合成に必要

な電子をわたしている。さらにFdは、これら還元

同化系の酵素以外にも多くのFd依存性の酸化還元

反応を進行させている［1］。以上のように光合成代

謝反応では単一のFdが多くの酵素蛋白質に電子を

伝達しているので、Fdを中心とした電子分配が光

合成を統御するステップとして注目を集めている。

電子伝達反応は光合成、呼吸、薬物代謝など生体

の重要な代謝系をなす反応過程である。電子伝達は

多くの場合、蛋白質に取り込まれている遷移金属イ

オンや有機補欠分子族が酸化還元中心となってい

る。異なる蛋白質の酸化還元中心の間で、高い効率

と特異性が要求され、しかも速い速度で電子を伝達

させるには、酸化還元中心の電位、蛋白質間相互作

用、電子移動の距離などが制御要因として考えられ

ている。いくつかの生体酸化還元反応系では、これ

らの諸要因を明らかにしようとする研究が盛んに行

われている。本稿では光合成の電子伝達蛋白質であ

るFdとFd依存性酵素であるFd-NADP＋還元酵素と

の複合体の結晶構造を基に、電子伝達のメカニズム

と生理的役割の関係について紹介する。

2．トウモロコシの葉由来FdとFd-NADP＋還元酵素
Ⅰ．複合体の結晶構造

植物型Fdは分子量約12Kの酸性蛋白質で、これま

でに様々な生物種に存在するFd［2～7］の立体構造
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が報告されている。また、Fd-NADP＋還元酵素

（FNR）についても3種の立体構造［8～10］が報告さ

れており、立体構造を基にした相互作用領域を明ら

かにする為の研究が進められてきた。生化学的には

化学修飾、部位特異的変異の導入や限定分解等の手

法により、Fd、FNR双方の相互作用領域が同定さ

れている。また、構造生物学的には、FdとFNRの

立体構造上の静電ポテンシャルを基に、複合体モデ

ルが提唱されていた［11］。しかしながら、蛋白質間

相互作用や分子間電子伝達のメカニズムをより直接

的に研究する為には、FdとFd依存性酵素複合体の

立体構造が必要不可欠であり、いくつかのグループ

で複合体の結晶化が試みられてきた。一般にFdと

Fd依存酵素間の電子伝達は静電的相互作用による

蛋白質・蛋白質複合体形成により行われると考えら

れている。そこで我々はトウモロコシ葉緑体中に存

在するFdとFNRの複合体結晶化を試みた。静電的

な複合体状態を保ったまま結晶化するために、PEG

を中心に結晶化条件の検索を進めたところ、18%

（w/v）PEG6000を沈殿剤とした時に、薄茶色の針

状晶を得た。この結晶を用いてSPring-8 BL41XUに

おいてX線回折強度データの収集を行い、その立体

構造を2.59Å分解能で決定することに成功した

（Fig. 1）［12］。

Ⅱ．相互作用領域

結晶中のFdとFNR複合体は1対1で複合体を形成

していた。FNRの酸化還元中心であるFADと、Fd

の酸化還元中心である［2Fe-2S］クラスターの鉄原

子は、複合体構造中で大変近い位置関係にあった。

FADのC8M炭素とFdのFE1鉄までの距離が6.0Å、

FADのC8M炭素と［2Fe-2S］クラスターへの配位

子であるC44のSG硫黄までの距離が4.1Åであった

（Fig. 2）。［2Fe-2S］クラスターのFE1鉄原子は、直

接酸化還元に関与している原子であり、これらの距

離は量子力学的に電子伝達が行われると考えるのに

十分な近さであった。FdおよびFNR双方から合計

47残基がFdとFNRの分子境界にある会合領域に位

置しており、その会合領域の面積は約800Å2であっ

た。これはFNRの全分子表面に対し約5%、Fdの分

子表面に対しては約15%に相当していた。境界面に

存在する原子の約半分は疎水性であり、Fdの5残基

（Y37、C39、A41、C44およびY63）とFNRの4残基

（V92、L94、V151およびV313）が双方の酸化還元

中心近傍に疎水的な環境を作り出し、補欠分子族間

で直接電子伝達されるのに適した環境を作り出して

いた（Fig. 2）。

Ⅲ．塩橋構造とFdの構造変化

FdとFNRの会合領域中には21残基の電荷を持っ

たアミノ酸が存在していた。これらのアミノ酸残基

Fig. 1  Crystal structure of the electron transfer complex between
Ferredoxin and Ferredoxin-NADP+ reductase from maize leaf. Fig. 2  Active site structure of the electron transfer complex.
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は酸化還元中心を取り巻く疎水的な領域の外側に位

置し、そのうち5対のアミノ酸が塩橋を形成してい

た（Fig. 3）。これらの静電的な相互作用が複合体の

安定化に寄与しており、FdとFNRの相対的立体配

置決定の主要因であった。FdとFNR間の静電的相

互作用に関しては、部位特異的変異法や化学修飾法

により多くのグループが関係するアミノ酸の同定を

行ってきた。まとめると、FdのD26、E29、E30、

D34、D61、D65およびD66、FNRのK33、K88、

K91、K88およびK304があげられる（残基番号は全

て対応するトウモロコシでの番号）。これらのアミ

ノ酸は、すべて今回の複合体構造中で二つの蛋白質

間にある会合領域に位置していた。しかしながら、

FdのR40とFNRのE154による塩橋の形成は、全く

予想されていないものであった。おそらく、Fdの

酸性残基とFNRの塩基性残基が静電的相互作用に

寄与するとの考え方のみが積み重なって来た為、

各々に逆の電荷のアミノ酸が関与していると考えに

くかったためであろう。高等植物をはじめとする多

くの光合成生物のFdでは、複合体を形成していな

い単体状態ではR40の側鎖はE29の側鎖と分子内に

塩橋を形成し、この保存された分子内塩橋は［2Fe-

2S］クラスターを取り囲んでいるループ構造を安

定化している［5、13］。このループ構造が［2Fe-2S］

クラスターの酸化還元電位を約－400mVと大変低

くする環境を作り出していると考えられている。今

回の複合体構造中ではR40とE29の分子内塩橋が開

裂し、R40はFNRのE154と、E29はFNRのK304と

新たに分子間に塩橋を形成していた。この塩橋の架

け替えが、FNRとの複合体形成に伴いFdが持つ

［2Fe-2S］クラスターの酸化還元電位がさらに約

90mV低下するという従来の報告に対応する構造変

化であると考えられる。

Ⅳ．複合体形成に伴うFNRの構造変化

電子伝達複合体の結晶構造に加え、Fdが結合し

ていない状態でのトウモロコシFNRの立体構造も

2.2Å分解能で決定した［12］。FNRはN末端側に存在

するFAD結合ドメインとC末端側に存在する

NADP＋結合ドメインから成り、両ドメイン間に挟

まれる形でFADのイソアロキサジン環が位置して

いる［8］。Fdが結合していないFNRの立体構造と複

合体構造中でFdが結合したFNRの立体構造を比較

したところ、興味深い構造変化を確認することが出

来た。両FNRの立体構造の重ね合わせ図からも明

らかなように、N末端ドメインに存在するループ構

造（G89～K91）が大きく変化していた（Fig. 4）。

この領域にあるFNRのK88とK91がFdと塩橋を形成

する為に主鎖構造を変化させていると考えられる。

エンドウ豆のFNRにおいて、基質であるNADP＋は

FNRのC末端ドメインに結合し、NADP＋のニコチ

ン環部分がFADのイソアロキサジン環に相互作用

していることが報告されていたが［10］、今回Fdと

複合体を形成することによってFNRのC末端ドメイ

ンが、全体的に動いていることも初めて明らかにな

った。

複合体形成に伴うE312の動きも重要な構造変化

Fig. 3  Electrostatic interactions within the electron transfer
complex. Fig. 4  Superimposed model of the Fd-bound and Fd-free FNRs.
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である。FNRのE312はFAD近傍に存在する保存残

基でFNRの活性中心に位置し、他のアミノ酸に置

換するとFd間の電子伝達に著しい影響を及ぼすこ

とが報告されている［14］。また、このE312の側鎖は

FNR内部にあるS96と共にNADP(H)のニコチン環

と水素結合することが報告されている［10］。Fdが

結合していないFNRと複合体構造中のFNRの構造

を比較してみると、フリー状態のFNRではS96の

OG酸素と5.6Å離れていたE312のOE1酸素が、Fdと

FNRが複合体になることによりS96のOG酸素の方

へ約2Å近づいて水素結合可能な距離に移動してい

た（Fig. 5）。このE312側鎖の動きは、FNRがFdと

結合することによってFdのS38のカルボニル酸素と

立体障害を起こすことにより分子内部へと押し込ま

れた形になっている。FNR内部に押し込まれた

E312はS96と共に、NADP（H）がFADと特定の相

互作用をする為に必要な配置へと構造変化している

と考えられる。すなわち、複合体形成によりFdが

FNRの表面にあったE312という“プッシュボタン”

を押して、FNRの活性中心がNADP(H)と反応する

のに好都合な状況を作り出したと考えることができ

る。

3．他の組織に存在するFdとFd依存性酵素の相互作用
高等植物では根のような非光合成組織にもFdと

FNRが存在し、今回複合体構造が解かれた葉由来

の分子種とは一次構造が異なるアイソザイムとして

存在している。光合成型および非光合成型の2種類

のFNRのアミノ酸配列を、配列が判明しているい

くつかの植物種間で比較したところ、今回FNRが

Fdと相互作用する際に重要なK88、K91およびE154

は、光合成型FNRにのみ保存されており、根など

の非光合成組織に存在しているFNRでは、これら

のアミノ酸は全て電荷を持たないアミノ酸に置換さ

れていた。そして、トウモロコシの根FNRについ

て、光合成型と非光合成型のFdとの分子間相互作

用力を検討したところ、葉緑体中の光合成型Fd

（FdⅠ）より根プラスチド中の非光合成型Fd（FdⅢ）

との方が、約10倍高い結合定数を持つことが明らか

になった［15］。このことから光合成型と非光合成型

のペアは、おそらく異なった様式で相互作用してい

ることが予想される。すなわち高等植物では器官や

組織によって、アイソザイムを使い分けて、それぞ

れ異なった分子間相互作用により酸化還元の代謝反

応を制御している可能性があると言えるであろう。

現在立体構造の面からこの統御機構を解明するべ

く、トウモロコシの根に存在するFdⅢとroot-FNR

との複合体結晶構造を解析し、電子伝達複合体の構

造とその生理的役割との相関を解析しているところ

である。

おわりに
FdおよびFNR単体の立体構造が約10年前に解明

されてからも、電子伝達複合体の形成に関して決定

的な実験結果は報告されていなかった。本稿で紹介

したトウモロコシ葉緑体中に存在するFdとFNRの

複合体立体構造は、継続的に議論されてきた複合体

の形成様式に詳細な構造情報を与えると共に、電子

伝達メカニズムについても単体の構造解析からは判

らない新規な知見を提供したと考えている。冒頭で

紹介したFdに依存した酵素群による種々の酸化還

元反応は、一つの電子伝達蛋白質と多数の酵素によ

る相互作用ネットワークであり、それぞれの複合体

立体構造と同化反応の統御メカニズムとの相関に興

味が持たれる。今後、窒素同化、硫黄同化などに関

与している亜硝酸還元酵素、亜硫酸還元酵素などと

Fdとの複合体結晶を調整し、同化酵素に関する統

一的な構造研究を進展させていきたいと考えて

いる。

最後に、本研究は大阪大学蛋白質研究所酵素反応

部門、長谷俊治研究室との共同研究で行われたもの

であり、本研究の主なX線回折実験は大型放射光施

設（SPring-8）を利用して行われました。関係諸先Fig. 5  Comparison of the active site structures of FNRs.
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