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3.d.1 PCの分子的性質

プラストシアニン（以下PCと略す）は，分子量約10

kDaの銅タンパク質である．植物では葉緑体に存在して

おり，酸化型PCは鮮やかな青色を呈する．葉緑体中の存

在量はクロロフィルの1/200～1/300で，光合成単位あた

り１分子の割合に相当する ．PCは，種子植物からラン

藻にいたるまで多くの光合成生物種で存在が報告されて

いる．植物のPCは等電点（pI）が酸性だが，一部のラ

ン藻のPCにはpI が中性や塩基性のものがあり，イオ

ン交換カラムを用いて精製を行う場合には注意が必要で

ある．いくつかの生物種について報告されているpI の

値を表1に示す．

PCのＸ線結晶構造解析によって，PCの表面には２つ

の重要な部位が存在することが明らかにされている（図

1）．一つの部位は電子移動反応に関与する疎水的な部分

（サイト１）であり，もう一つは反応相手であるシトクロ

ム f や光化学系 と静電気的に相互作用して複合体を

形成する部分（サイト２）である ．サイト１は，疎水性

アミノ酸の中にヒスチジンが存在する．サイト２は，多

くのPCで保存されているチロシンの周りをいくつかの

電荷をもつアミノ酸が取り囲む構造をとっている．サイ

ト２は生物種によって多様であり，植物ではアスパラギ

ン酸やグルタミン酸残基からなる二ヶ所のパッチから構

成されているが，ラン藻では負電荷の数が少なく，一方

のパッチではむしろ正電荷が多く分布する．このため，

植物ではpIが酸性なのに対して一部のラン藻では中性

や塩基性になる ．

3.d.2 PCの電子伝達反応

植物のPCは疎水結合と静電気的結合の両方でシトク

ロム f と一時的に複合体を形成し，電子伝達反応が起こ

る．溶液の反応系では，反応のt は200マイクロ秒程

度である ．PCによる光化学系 反応中心の還元反応

は，衝突によるもの（タイプ ），複合体の形成を経るも

の（タイプ ），複合体形成の際に相互作用表面の構造変

化を伴うもの（タイプ ）に分けられる ．タイプ およ

びタイプ はラン藻のPCにみられ，タイプ は主に植

物にみられる．タイプ の反応は二相性を示し，最初の

速い反応は数マイクロ秒で進行するが，遅い反応は，そ

の100倍程度の時間で進行する．
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プラストシアニンは光合成電子伝達反応において，シトクロム f から電子を受容し，光化学系 へと

電子を供与する銅タンパク質である．本章では，植物およびラン藻のプラストシアニンの抽出・精製

法，定量および活性測定法について紹介する．

Purification and Analysis of Plastocyanin in Photosynthetic Organisms
 

Takashi Hibino,Yoshito Tanaka,Teruhiro Takabe
 

Plastcyanin is a blue-copper protein,which accepts electron from cytochrome f and donates to photosystem I
 

reaction center.In this chapter,we introduce protocols for purification of plastocyanin from photosynthetic
 

organisms and methods for kinetic analysis of redox reaction.Structural and functional properties of plas-

tocyanin have been described.
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表1：様々な生物種のPCの等電点および酸化還元電位

等電点 酸化還元電位(mV)

種子植物
ホウレンソウ 4.2 370

緑藻

Monoraphidium braunii 3.7 350

ラン藻

Synechocystis sp.PCC6803 5.5 358

Anabaena sp.PCC7119 8.8 355

３章 単離・精製・活性測定

３．酵素・電子伝達成分の精製・活性測定・定量
d．プラストシアニン



3.d.3 チラコイド内腔へのPCの輸送

植物のPC遺伝子は核ゲノムにコードされており，PC

アポタンパク質は細胞質で合成されて葉緑体チラコイド

内腔まで輸送される．PCアポタンパク質はＮ末端部分

に65－70個程度のアミノ酸残基からなる通過ペプチド

（transit peptide）を持っており，Toc，Tic輸送システ

ムによって葉緑体包膜を通過した後，Ｎ末端部分が切断

されて中間サイズのPCとなる．中間サイズとなった

PCは，バクテリア内膜の輸送体と相同性のあるsecA，

secYE輸送体によってチラコイド膜を通過後，２回めの

切断をうけて成熟型PCとなると考えられている ．図

２にPCの通過ペプチドのアミノ酸配列を示す．通過ペ

プチドのＣ末端側には疎水性アミノ酸のクラスターがみ

られる．この構造は大腸菌の外膜タンパク質の通過ペプ

チドとよく似ており，PCを大腸菌のペリプラズマに蓄

積させて抽出・精製するのに利用できる ．精製した成熟

型PCアポタンパク質はin vitroで銅が組み込まれるこ

とが知られている ．

3.d.4 植物からのPCの抽出法

PCは，硫安分画や種々のクロマトグラフィーなど，タ

ンパク質の精製に一般的に用いられる方法を組み合わせ

て精製できる．PCを含む画分は，1mM程度のフェリシ

アン化カリウムを加えることにより青色を呈するので，

濃度が高ければ目視で確認できる．PCの純度は，278nm

の吸収と酸化型PCの吸収極大である597nmの吸光度

の比（Ａ / ）で見積もる．精製した高等植物のPCで

はＡ / は1.0に近い値になるが，藻類やラン藻では

それより高いこともあり，2.0を超える例も報告されて

いる．PCは比較的安定なタンパク質で抽出・精製の操作

を室温で行っても収率はあまり低下しないが，精製が進

んだ段階での操作は低温で行うことが望ましい．精製し

たPCは，40％（v/v）グリセロールを含む10mMリン

酸緩衝液（pH7.0）中で－20℃以下で凍結保存すれば，

数年間は安定である．

3.d.4.1 葉緑体からのPCの抽出

PCは葉緑体チラコイド内腔でラメラ膜に比較的弱く

結合しており，種々の処理で容易に可溶化することがで

きる．したがって，多量のPCを必要としない場合，葉緑

体を調製してから抽出することにより，不純物の少ない

粗抽出液から精製を始めることができる．

⑴ 根と葉を除いたホウレンソウの葉1kgに対して

冷やした緩衝液（0.4Mショ糖，0.05Mリン酸緩衝

液 pH7.0）2Lの割合で加え，ミキサーで破砕す

る．

⑵ ４層のガーゼでろ過した後，ろ液を3,000xgで

15分間遠心し，得られた沈殿を葉緑体画分とする．

⑶ 葉緑体画分を1Lの冷やした脱イオン水に懸濁し

た後，9Lのアセトン（－20℃）を少量ずつよく撹拌

しながら加える．

⑷ しばらく静置してから容器を傾けて上清を捨てた

後，3,000×gで５分間遠心して得られた沈殿を風乾

する．

⑸ 乾いた沈殿を1Lの10mM リ ン 酸 緩 衝 液

光合成生物のプラストシアニンの精製法・活性測定法

図1：X線構造解析から得られた高等植物（Silene）PCの立体構造
Ａ．リボンモデル（MolscriptおよびRaster3D によって作画した）．Ｂ．銅原子と結合するアミノ酸残基の配置（MIDAS に
より作画した）．
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（pH7.0）に懸濁し１時間放置する．3,000×gで10

分間遠心して得られる上清を粗抽出液とする．

3.d.4.2 ホウレンソウの葉からのPCの抽出

⑴ ホウレンソウの葉6kgに18Lのアセトン（－

30℃）を加え，ワーリングブレンダーで破砕した後，

15分間静置する．

⑵ 破砕物を5,000×gで10分間遠心し，沈殿を室温

で乾燥させ，アセトンパウダを得る．

⑶ 得られたアセトンパウダを12Lの蒸留水に懸濁

した後，5,000×gで10分間遠心し，不溶物を除去す

る．得られた上清を粗抽出液とする．

3.d.4.3 PCの精製

⑴ PC粗抽出液を55％－90％飽和濃度で硫安分画す

る．

⑵ 得られた沈殿をできるだけ少量の10mMリン酸

緩衝液（pH7.0）に溶かし，同じリン酸緩衝液で24

時間透析する．

⑶ 透析したPC溶液に少量のフェリシアン化カリウ

ムを溶かしてPCを完全に酸化させ，10mMリン酸

緩衝液で平衡化したDEAE-Sephacelカラム（4.5×

20cm）に吸着させた後，カラムに結合しない画分が

溶出されるまで10mMリン酸緩衝液で洗う．

⑷ 10-200mMリン酸緩衝液（pH7.0）で濃度勾配を

かけてPCを溶出する．

⑸ Ａ / を測定し，PCを多く含む画分を集め，10

mMリン酸緩衝液で透析する．

⑹ DEAE-Sephacelカラムによる分画をもう一度行

い，Ａ / が１に近い画分を集め，10mMリン酸

緩衝液で透析する．

⑺ 十分な純度のPCが得られない場合は，10mMリ

ン酸緩衝液で平衡化したSephadex G-100 column

（2.5×120cm）を用いてさらに精製するとよい．

3.d.5 ラン藻からのPCの抽出・精製

藻類やラン藻のなかにはPCをもたず，シトクロム c

がシトクロム f と光化学系 との間の電子伝達を行う

ものがある ．PCとシトクロム c の両方の遺伝子をも

つラン藻の場合には，培地のCu 濃度が低下するとPC

の蓄積量が低下するので，培地のCu 濃度を高くして

（4μM CuSO 程度）培養するとPCの収量が増加するこ

とがある ．

3.d.5.1 ラン藻からのPCの抽出

⑴ 定常期（Ａ ＝1.6－1.8）の培養液を14,000×g

図2：PCの通過ペプチド（transit peptide）のアミノ酸配列
Silene pratensis（GenBank Accession No.X02965），Synechocystis sp.PCC 6803（GenBank Accession No.X54105）の翻訳産
物のアミノ酸配列を元に作成した．矢印の部分でプロセシングが起こる．疎水性ドメインと考えられる部分を下線で示した．
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で遠心する（1Lの培養液から約1-2gの菌体が得ら

れる）．得られた沈殿250gに対して1Lの冷やした

抽出緩衝液（1mM PMSF（フェニルメタンスルホ

ニルフルオリド），1mMベンズアミジン，1mM ε

-アミノカプロン酸，20mMリン酸緩衝液，pH7.0）

を加えて懸濁し，暗所４℃で１時間よく撹拌する．

⑵ 懸濁液をManton-Gaulin high pressure continu-

ous system（7000 psi）あるいはFrench pressure
 

cell（Aminco,Silver Spring,MD,140 MPa）に３

回通して細胞を破壊し，3,000×gで２分間遠心して

未破壊の菌体を除去する．

⑶ 得られた上清に終濃度50mMになるように固体

のNaClを溶かし，１分間超音波処理した後，

12,000×gで20分間遠心する．

⑷ 得られた上清をよく撹拌しながら，1/10容の0.1

M硫酸ストレプトマイシン水溶液（pH7.0）を加え，

１時間穏やかに撹拌した後，２時間静置する．

12,000×gで20分間遠心して不溶物を除去し，得ら

れた上清を粗抽出液とする．

⑸ 粗抽出液を50％－98％飽和濃度で硫安分画する

（pHを7.0付近に保つ）．

⑹ Synechocystis PCのように酸性タンパク質の場合

は，植物のときと同様に，DEAE-celluloseカラムを

用いて精製する．また，Nostoc PCのように塩基性タ

ンパク質の場合はcarboxymethyl-celluloseカラム

を用いて精製する．

3.d.6 大腸菌で発現させたPCの抽出・

精製

PCの遺伝子をpET3dなどの発現ベクターに組み込

み，大腸菌で発現させる．PC遺伝子のチラコイド通過ペ

プチドに対応する塩基配列を残したコンストラクトを作

成し，大腸菌のペリプラズマにPCを蓄積させる．

3.d.6.1 大腸菌のペリプラズマに蓄積させた高等植物

PCの抽出

⑴ 組み換え体の大腸菌は適当な抗生物質を含むLB

液体培地で30℃で培養し，OD ＝0.6となったと

ころで終濃度0.5mMとなるようにIPTG（iso-

propyl 1-thio-β-D-galactopyranoside）を加え，16時

間培養する．培養中，４時間おきに終濃度が25μM

になるように培地にCuSO を加えるとPCの収量

が増加する．

⑵ 菌体を8,000×gで10分間遠心して回収する．

⑶ 菌体を20％ sucrose，2mM EDTAを含む20

mM Tris-HCl緩衝液（pH7.5）に懸濁し，10分間

置いた後，8,000×gで10分間遠心し，菌体を回収す

る．

⑷ 菌体を低張液（0.5mM MgCl，1mM CuSO を

含む1mM Tris-HCl，pH7.5）に穏やかに懸濁し，

ペリプラズマに蓄積しているPCを細胞から遊離さ

せる．8,000×gで10分間遠心し，菌体残渣を除き，

得られた上清を粗抽出液とする．

3.d.6.2 PCの精製

⑴ 得られた上清を60％－100％飽和濃度で硫安分画

し，沈殿を少量の20mM Tris緩衝液（pH7.5）に

溶かす．その溶液をSephadex G-25カラムに通して

脱塩する．

⑵ 脱塩した溶液を20mM Tris緩衝液（pH7.5）で

平衡化したDEAE-Sephacelカラム（5×10cm）に

吸着させた後，０－0.5M NaClの濃度勾配でPC

を溶出する．

⑶ PCを含む画分を濃縮し，50mM NaClを含む20

mM Tris緩衝液（pH7.5）で平衡化したSephadex
 

G-100カラム（2.5×120cm）にのせ，同じ緩衝液で

PCを溶出する．

⑷ PCを含む画分を集め，Tris緩衝液で平衡化した

TSK-gel DEAE-5PW カラムに吸着させ，20-300

mM NaClの濃度勾配をかけた20mM Tris緩衝液

（pH7.5）でPCを溶出する．Ａ / が1.2に近い

画分を集めて濃縮し，凍結保存する．

3.d.7 定量法

3.d.7.1 分光測定法

酸化型PCは青色を呈し，597nmに主吸収帯をもち

（図3），還元型PCは可視部に全く吸収を持たない．高等

植物PCに含まれる銅原子の597nmにおけるモル吸光

係数は4.5×10M cm である ．純化したPC水溶液

にフェリシアン化カリウムを加えて酸化型にしたとき

と，アスコルビン酸ナトリウムを加えて還元型にしたと

きの597nmの吸光度の差からPCの濃度を計算する．

3.d.7.2 電子伝達反応を利用した定量法

葉緑体から光化学系 複合体を調製し，光照射によっ

てアスコルビン酸からPCと光化学系 を経てNADP

が還元される反応，または還元されたメチルビオローゲ

ンが酸素を消費する反応を測定する ．既知量の精製し

たPCによる反応と比較することにより，試料中のPC

量を定量することができる．また，シトクロム c の光酸

化反応がPCに依存することを利用してPCを定量する
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こともできる ．これらの方法は，不純物による影響が少

ないので粗抽出液中のPCの定量に適している．

3.d.7.3 EPR測定

酸化型PCの，150KにおけるEPRスペクトルを図４

に示す．g の４本に分かれたシグナルは葉緑体のEPR

を測定しても得られるので ，このシグナルの大きさを

既知量の精製したPCのものと比較することにより，葉

緑体内のPCの量を知ることができる．g シグナルは，

Cu( ）と，これに結合するCys残基との間の非局在化に

由来すると考えられており ，銅原子周辺の構造を分析

するのにも用いられる．

3.d.8 活性測定法

3.d.8.1 シトクロム

２

とPCとの間の電子伝達反応

の測定

測定は，ストップドフロー分光光度計を用いて行う．

シトクロム f は使用直前にフェリシアン化カリウムで

酸化させるか，あるいはジチオスレイトールで還元させ

た後，Sephadex G-25（2×30cm）を通して過剰な酸化

剤および還元剤を除去する．0.3μMシトクロム f 溶液

（0.19M NaCl，10mMリン酸緩衝液，pH7.0）に対し

て８倍から100倍濃度のPCを用い，シトクロム f の

422nmの吸光度変化を室温（20℃）でモニタする．反応

速度はシトクロム f の偽一次反応として解析する．

3.d.8.2 PCと光化学系 との間の電子伝達反応の測

定

光化学系 反応中心P700の光酸化とそれに続く暗所

でのPCによる再還元を測定する．二波長分光光度計を

用いて，750nmをレファレンス光，697nmを測定光と

し，吸光度変化をモニタする．タングステンランプなど

の光源から550nm以上の光および赤外線をカットして

反応光とし，フォトマルの手前で測定光以下の波長の光

をカットする．0.25μM P700に相当する光化学系 複

合体，3μM PCの溶液（2.5mMアスコルビン酸を含む

10mM Tris-HCl，pH8.0）を用い，P700の還元反応を

解析する．光化学系 複合体の調製によって持ち込まれ

る界面活性剤（Triton X-100など）の溶液中の濃度は

0.001％以下となるようにする．光源としてNd：YAG

レーザーからの532nmの閃光を用い，ダイオードレー

ザーで830nmの吸光度変化を測定する方法も報告され

ている ．
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図3：高等植物（Silene）の酸化型PCの吸収スペクトル
597nmに主吸収帯をもち，他に770nmと460nmに吸収を
示す．
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