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3.f.1 センターXとセンターA/B

葉緑体チラコイド膜の光合成電子伝達系を構成する

鉄-硫黄クラスターには，シトクロム b f 複合体のRies-

keセンター，光化学系 反応中心のセンターXとセン

ターA/B，最終的に光化学系 反応中心から電子を受け

取るフェレドキシンが存在する．Rieskeセンター，フェ

レドキシンは［2Fe-2S］型，センターXとセンターA/B

は［4Fe-4S］型のクラスターを持つ．

鉄-硫黄クラスターは可視部の350-500nmにあまり

特徴のない，なだらかな吸収をもつので，個々のクラス

ター型を可視部の吸収極大波長のみから特定することは

困難である．ヘムやフラビンなど，他のクロモホアに由

来する吸収が重なると，標品中に存在するクラスターそ

のものを見落としてしまうことがあるので注意が必要で

ある．クラスター型を同定するための分光学的手法とし

てESR（電子スピン共鳴 electron spin resonance）が

ある ．Fe やCu などの遷移金属イオンや有機ラジ

カルは，電子軌道に不対電子をもつ常磁性物質としての

性質を示す．ESRでは常磁性物質をある磁場の中に置く

ことにより，不対電子の共鳴現象に由来する信号を検出

することが可能である．鉄-硫黄クラスターのESRスペ

クトルは極低温下（5-20K）で観測するため，液体ヘリ

ウムを用いて冷却するための低温装置が必要となる．詳

しくは第４章を参照されたい．

光化学系 反応中心のセンターXはヘテロダイマー

を構成するPsaA/PsaBコアタンパク質質間に配位し，

酸化還元電位は約-700mVで，ESRスペクトルの g 因

子は2.04，1.88，1.78を示す．センターA/Bは分子量約

9000のPsaCタンパク質に配位し，クラスターを配位す

るアミノ酸配列はバクテリア型（2［4Fe-4S］型）フェレド

キシンのクラスター配位に特徴的なモチーフ（Cys-X-X-

Cys-X-X-Cys-X-X-X-Cys-Pro）と同一である．センター

A（g＝2.05，1.94，1.86）の酸化還元電位は-530mV，

センターB（g＝2.07，1.92，1.89）は-580mVであり，

両クラスターが同時に還元されるとスピン間相互作用を

示す．このスピン共役は2［4Fe-4S］型フェレドキシンに

おいて観測される現象であり，センターA/Bは同一タン

パク質内に存在する，互いに近接したクラスターである

ことを意味している．

3.f.2 PsaC（F /F ）タンパク質質の調製

PsaCタンパク質質は光化学系 反応中心複合体のサ

ブユニットであるが，一旦，複合体から解離すると水溶

性タンパク質質として存在する．複合体の立体構造から

も明らかなように，PsaCタンパク質は膜表在性である．

3.f.2.1

しく

ブタノール処理による解離

Triton X-100等で可溶化，調製してきた反応中心標品

溶液に等量の氷冷した n-ブタノールを重層し，ヴォル

テックスミキサーで激

Ps

撹拌する．18000×g，５分間

の遠心後，薄い褐色を呈した下部の水層部分には aC

 

n-
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鉄-硫黄クラスターとは鉄原子および酸不安定な硫黄原子から構成される酸化還元中心のことである．

通常，タンパク質質内のシステイン残基の側鎖であるSH基に鉄原子が配位する構造をもち，［2Fe-

2S］型，［3Fe-3S］型，［4Fe-4S］型が存在する．光合成反応系においてはさまざまな電子伝達体とし

て機能している．ここでは光化学系 反応中心に存在する鉄-硫黄クラスターについて述べる．

Iron-Sulfur Centers in Photosystem I.

Hirozo Oh-oka
 

Iron-sulfur clusters are redox centers which consist of iron and acid-labile sulfur atoms.They are held within
 

proteins by chelating iron atoms with SH groups of cysteine residues,forming［2Fe-2S］-,［3Fe-3S］-,and
［4Fe-4S］-type ones.In photosynthesis,iron-sulfur clusters function as various electron transfer components.

Three electron acceptors,centers X and A/B,in the photosystem I are described here.
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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
f．光化学系Ⅰ反応中心の鉄-硫黄クラスター



タンパク質およびPsaD，PsaEタンパク質が含まれる．

これらのタンパク質は反応中心複合体に結合した表在性

タンパク質であり，解離後は水溶性タンパク質として扱

える．しかしながら解離したPsaCタンパク質は酸素に

対しては極端に不安定になり，鉄-硫黄クラスターはすぐ

に破壊される．その後の分光学的解析には不向きである

が，再構成実験 に用いるためのアポタンパク質調製法

としては簡便である．

3.f.2.2 メタノール／アセトン処理による精製

［準備する溶液・緩衝液］

・緩衝液Ａ：25mM Tris-HCl（pH8.0），10mM NaCl

・緩衝液Ｂ：50mM Tris-HCl（pH8.0），2mM dith-

iothreitol（DTT），300mM NaCl

・緩衝液Ｃ：50mM cyclohexyl-aminopropane sul-

fonic acid（CAPS）-NaOH（pH9.8），2

mM DTT，300mM NaCl

・100％ 飽和硫安緩衝液：50mM Tris-HCl（pH8.0），

2mM DTT，100％ 飽和硫安

・4M臭化ナトリウム溶液：50mM Tris-HCl（pH8.0），

4M NaBr

・1M MgCl溶液

［手順］

ホウレンソウの葉（3kg）から調製してきた葉緑体を低

張液（緩衝液Ａ）で処理した後，22000×g，15分間の遠

心によりチラコイド膜を回収する．2mg Chl/mlとなる

ようにチラコイド膜を緩衝液Ａで懸濁する．等量の4M

臭化ナトリウム溶液を加えて30分間ゆるやかに撹拌し

た後，さらに等量の純水を加えて臭化ナトリウムの最終

濃度を1Mにする（臭化ナトリウム処理はチラコイド膜

表面にゆるく結合したタンパク質を除去するのに有効な

方法である）．12000×g，10分間の遠心により膜画分を回

収し，再度2mg Chl/mlとなるように純水を加えて懸濁

する．10秒間隔で２分間，超音波処理を行い，純水を加

えて４倍に薄める．その後1M MgCl溶液を5mMな

るように加え，12000×g，10分間の遠心により膜画分を

回収する（膜断片はMgClの添加により凝集し，通常の

遠心操作により沈殿物として回収することができる）．回

収した膜画分は適量の純水に懸濁した後，凍結乾燥を行

う．

凍結乾燥標品を－20℃に冷却したメタノール／アセト

ン溶液（1：10，V/V；0.1％ β-メルカプトエタノールを

含む）で処理し，窒素ガスを吹き付けることにより残渣

を乾燥する．回収した残渣は乳鉢ですりつぶすことによ

り粉末状態にし，400mlの緩衝液Ｂを加えて１時間ゆる

やかに撹拌する．22000×g，10分間の遠心により薄い黄

褐色の上清を回収し，100％ 飽和硫安緩衝液を最終的に

20％となるように徐々に加えていく．20％ 飽和硫安緩衝

液（100％溶液に脱気・窒素ガス交換を行った水を加えて

濃度を調整する）で平衡化しておいたPhenyl-Sepharose
 

CL-4Bカラム（2.2x10cm）に吸着させ，３カラム容量

の同溶液でカラムを洗浄する．緩衝液Ｂを用いて溶出し

た褐色画分を限外濾過（Amicon，YM-5）により濃縮し，

緩衝液Ｃで平衡化しておいたSephadex G-50カラム

（1.8x56cm）にのせてゲル濾過を行うことにより最終

精製標品を得る．メタノール／アセトン処理後の可溶性

タンパク質の抽出，カラムクロマトグラフィー操作等は

すべて嫌気グローブボックス（米国・Coy社製）内で行

う．使用する溶液・緩衝液は脱気・窒素ガス交換を行っ

てから嫌気グローブボックス内に持ち込み，一昼夜放置

後，残存酸素を完全に除くために還元剤であるdithioth-

reitol（DTT）を加える．1M DTT溶液は，嫌気グロー

ブボックス内に作り置きしておくと便利である．また遠

心は直接酸素に触れないようにキャップ付チューブを用

いるとよい．その他，嫌気操作の詳細については本書別

項を参照されたい．

3.f.3 鉄（Fe）の定量

一般にタンパク質に含まれる鉄-硫黄クラスターの型

やその損傷程度を知りたい場合には，標品中の鉄あるい

は硫黄含量から推定することが可能である．硫黄（S）定

量にはメチレンブルー法 があるが，クラスターの硫黄

原子は酸不安定で定量性に欠ける．ここでは鉄（Fe）の

定量法としてキレート試薬であるフェレン（ferene）を使

用する方法について述べる ．従来の o-フェナントロリ

ン法については他の文献 を参照されたい．

まず３種類の希釈系列の反応中心標品を準備する．各

標品の溶液300μlに，試薬Ａ（4.5％ ドデシル硫酸ナト

リウム，1.5％ 飽和酢酸ナトリウム）と試薬Ｂ（273mM

アスコルビン酸，8.45mM二亜硫酸ナトリウム，6.6％

飽和酢酸ナトリウム）をそれぞれ300μl加えて混合し，

37℃で15分間，静置する．最後に試薬Ｃ（36mMフェレ

ン）または純水を15μl加えて593nmの吸光度を測定

し，両者の吸光度差から標品中のFe濃度を見積もる．こ

の際，あらかじめ標準試料（Fe(NH)(SO)・6HO）液

を用いて検量線を作製しておく．反応中心あたりのFe

原子の数は，標品のアンテナサイズ（スペシャルペアあ

たりのクロロフィル色素数）から算出することができる．
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