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光合成研究におけるモデル生物の
シトクロム b6f 複合体変異株

小澤　真一郎 1）

　シトクロムb6 f複合体の構成サブユニットは核または葉緑体ゲノムにコードされ，複合体の実態が明
らかになる前からPSIIとPSIとの電子伝達を行なう成分として変異株が単離され重要な知見を提供して
いる．モデル生物が確立していく過程で，葉緑体遺伝子解析と葉緑体遺伝子改変の技術確立とともに
変異株が作出された．同時にエレクトロクロミックシフトによる活性測定技術も確立しスクリーニン
グと変異株解析に大きく貢献している．近年になって確立した遺伝子編集技術が新しいモデル生物に
適用され新たな変異株が単離されており今後の動向が注目される．

Mutants of cytochrome b6 f  complex for photosynthesis research
in model organisms.

OZAWA Shin-Ichiro1

Nuclear and chloroplast genes encode the cytochrome b6 f  complex subunits. The b6 f  mutants have been 
isolated as mutants, carrying essential components for the electron transfer between PSII and PSI that had been 
disrupted, even before isolating the b6 f  complex. During the establishment of model organisms, the newly 
developed chloroplast gene manipulation and analysis techniques have been applied to generate b6 f  mutants for 
their characterization. In recent years, gene editing technology has been used to isolate b6 f  mutant strains in new 
model organisms.

 キーワード： シトクロム b6 f  複合体, 葉緑体遺伝子，遺伝子改変技術，モデル生物
	 Cytochrome b6 f  complex, chloroplast genome, gene manipulation technique, model organism

1．はじめに

シトクロムb6 f複合体（b6 f複合体）は電子伝達経路と速

度を巧みに制御する事でエネルギー調整役を担う．光化

学系Iと光化学系IIは当初から複合体として認識されてい

たが，（Nelson and Neumann, 1972）らによる報告までは電

子伝達に関わるヘムが１つの複合体に組み込まれておら

ずキノンやプラストシアニンのように個々の粒子として

電子伝達を担う可能性が考えられていた．複合体として

の実態が不明な段階から光化学系I反応中心の酸化還元状

態に影響する電子伝達成分の変異株としてb6 f複合体の変

異株は単離され議論が進められていた．結晶構造解析に

より原子分解能でb6 f複合体の構造が解かれ（Kurisu et al., 

2003; Stroebel et al., 2003），以前から指摘されていた呼吸

鎖のComplex III（bc1複合体）との類似点とb6 f複合体の特

徴が示されると，タンパク質構造から新たな疑問が生じ，
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構造生物学の知見に基づく機能解析研究が進められ変異

株が作出されている．また，近年になって遺伝子編集技

術が確立したことによって20世紀に確立したモデル生物

以外で変異株が得られ，さらなる発展が見込まれる．

2．本稿での遺伝子名記載方法について．

b6 f複合体は葉緑体ゲノムまたは核ゲノムにコードされ

るタンパク質が混在する．そして変異株は葉緑体遺伝子

改変技術の進歩と密接に関わっているためタンパク質を

コードする遺伝子の場所を認識することは大切である．

タンパク質をコードする遺伝子の場所を意識しながら読

み進める事ができるよう，
https://www.chlamycollection.org/resources/tools/gene-

nomenclature/

https://www.chlamycollection.org/content/uploads/2021/11/

Nomenclature-Final.pdf

に記載される緑藻クラミドモナスの遺伝子名記載方法に

則った．

どちらも，遺伝子名は斜体，タンパク質名は立体で表記

する．

葉緑体遺伝子：小文字から書き始め，サブユニットは大

文字．遺伝子産物は大文字で書き始める．

核遺伝子：大文字で表記する．変異株はすべて小文字で

斜体．

3．b6f 複合体の機能・構造・サブユニット構成
　  ならびにコファクター

b6 f複合体は，複合体内の電子伝達と共役したQサイクル

によって，ストロマのプロトン（H+）を消費しルーメンに
H+を放出することによって，プロトンチャネル機構に因ら

ずルーメンのH+濃度を上昇させる（図１）．Qサイクルは2

段階のサイクルとして記述できる．第1サイクルでは，１

分子のプラストキノール（PQH2）がQo(p)サイトに結合する．

このときPQH2の2電子はhigh potential chainとlow potential 

chainとに１電子ずつ分岐しシトクロムb6 f複合体内部で独

立の電子伝達経路をとる．PQH2は電子を渡すとセミキノ

ン（SQ）となり２つのH+がルーメン側に放出されプラスト

キノン（PQ）となりhigh potential chainでは１電子が［2Fe-2S］

クラスター -ヘムfへと電子伝達する．low potential chainで

は1電子がヘムbL(p)に伝達しPQがチラコイド膜に放出され，

ヘムbH(n)からストロマ側のヘムci(n)に到達し第1サイクルが

完了する．第2サイクルは第1サイクルと同じ電子伝達反応

が起きるが，ヘムbH(n)に至った1電子と第1サイクルで到達

したci(n)の1電子とでQi(n)サイトに結合する1分子のPQをスト

ロマのH+を2つ消費して2電子還元しPQH2がチラコイド膜

に放出される．ここで，Qサイクルの二つのサイクルはス

テップごとに進行するため［2Fe-2S］クラスターが再酸化さ

れる第1サイクル完了まで第2サイクルは開始されずQi(n)サ

イトのPQが一度に2電子還元されることはない．これらの

経路は変異株を用いた解析よりも酵素学的な解析で明らか

となった．
b6 f複合体は8種類のサブユニットが会合した単量体が

ホモ二量体を形成し合計16サブユニットの約240 kDaの二

量体で機能する（表1と図2A）．これら8つのサブユニット

は光合成生物で保存されており四つの比較的大きなタン

パク質（HMWタンパク質グループ），Cyt f（32 kDa 程度），
Cyt b6（24 kDa 程度），リスケ鉄硫黄タンパク質（20 kDa 程

度，以下，PETCタンパク質と表記），SuIV（20 kDa 程度，

以下，PetDタンパク質と表記）が中心部に，その外側に5 

kDa以下の四つの小サブユニット（LMWタンパク質グルー

プ）が会合する（PetG，PetL，PETM，PETN）．HMWタン

パク質グループは電子伝達に必要な補欠分子族とキノン

分子結合とH+放出に重要なモチーフを適切な位置に配置

する．Cyt b6は二つのbタイプヘムとストロマ側にある一

つのcヘムを，PETCタンパク質は［2Fe-2S］クラスターを，
Cyt fはヘムfを，それぞれ結合し，PetDはQo(p)サイトでH+

放出に重要なPEWYモチーフを形成する．LMWタンパク

質グループはb6 f複合体の安定化に寄与するとされている．
cヘムは2003年にb6 f複合体の構造解析がなされたときに
bc1とは異なる特徴として記述されたが（Kurisu et al., 2003; 

Figure 1
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図1：シトクロムb6 f複合体の電子伝達の概略
電子伝達の概略を模式的に示す．黄色で囲んだ部分をシトクロ
ムb6 f複合体が担い，Qサイクルの1ステップ目をシアン，2ステッ
プ目をマゼンタで記す．それぞれの略称は本文参照．
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Stroebel et al., 2003），キャリアー Gとして提案されていた

（Lavergne, 1983; Joliot and Joliot, 1988）．コファクターの位

置関係のみを見ると単量体でも機能するように見えるが

（図２B），PETCタンパク質の典型的なドメインスワッピ

ング構造により，シトクロムb6 f複合体は必ず二量体で機

能する（図2C）．PTECタンパク質の構造を見ると二量体で

なければ機能しないことを確認できる．PETCタンパク質

は膜貫通部分とルーメン側の親水性のドメインから構成

されており，親水性のドメインに［2Fe-2S］クラスターを

もつ．この親水性ドメインはもう一方の単量体ヘムf近く

まで伸び，もう一方の単量体での電子伝達経路を提供す

る（図２D）．このPETCタンパク質の親水性ドメインが電

子伝達に伴い動くことでヘムfとの物理的な距離が変化し

［2Fe-2S］とヘムfとの電子伝達が行なわれる．
b6 f複合体の8種類のサブユニットタンパク質のうち，

PETCとPETMは核ゲノムにコードされるが，残り6つは葉

緑体ゲノムにコードされる．ただし緑藻クラミドモナス

とボルボックスのPETNは核ゲノムにコードされる（表1）．
petA遺伝子は葉緑体遺伝子であるが翻訳産物のCyt fのN末

端配列が切断されることが報告され（Willey et al., 1984）末

端のTyr残基のα-amino groupがヘムcのリガンドの1つとし

て機能する（Martinez et al., 1994）．さらに植物にはみられ

ないサブユニットも存在する．緑藻クラミドモナスにおい

てサブユニットV（SuV，PETO遺伝子にコード）が複合体

の構成サブユニットと提案され（Lemaire et al., 1986），その

後遺伝子クローニングならびにステート2で可逆的にリン

酸化されることが示されb6 f複合体のサブユニットと同定

された（Hamel et al., 2000）．PETO遺伝子はクラミドモナス

近縁の緑藻で保存され，artificial micro RNAを用いたPETO

ノックダウン変異株を用いた解析によってプラストキノ

ンプールの酸化還元状態に依存してANR1やPGRL1やFNR

とともにCyclic Electron Flow （CEF）の効率を上げることが

示された（Takahashi et al., 2016）．現在まで，SuVを含むシ

トクロムb6 f複合体の構造解析は報告されていない．SuV

がどのような構造を取りシトクロムb6 f複合体に会合して

いるかが明らかになれば，その情報に基づく部位特異的突

然変異によるアミノ酸置換で変異株を作出し機能解析を

行なう事で，構造と生理機能との関連を明確に示す事が

期待される．PetPはシアノバクテリアと紅藻に保存されシ

トクロムb6 f複合体のサイトプラズム側（植物・藻類のスト

ロマ側に相当）に結合する（Volkmer et al., 2007; Gendrullis et 

al., 2008）．高熱性シアノバクテリアのPetP遺伝子欠損株の

解析により直鎖電子伝達（Linear Electron Flow）に影響を与

えることが示された（Rexroth et al., 2014）．その後，NMR

による構造解析を経て（Veit et al., 2016）クライオ電子顕微

鏡による単粒子解析でPetPを結合したシトクロムb6 f複合

体の構造が報告された（Proctor et al., 2022）．今後，構造情

報を元にした変異株作出と機能解析の進展が期待される．

4．b6f 複合体変異株の歴史と今後

4.1　順遺伝学的に単離された変異株
1980年代頃までは紫外線や薬剤により変異を誘発しサ

ブユニットを欠損した変異株を選抜し変異遺伝子を同定

する順遺伝学的手法が採られた文献が多く見られる．し

かしシトクロムb6 fを構成する８つのサブユニットのうち
6つが葉緑体ゲノムにコードされるためであろうか，1980

年代から1990年代にかけて葉緑体ゲノム解読や葉緑体遺

伝子改変技術がモデル生物で確立されるようになると，

葉緑体遺伝子の改変可能なモデル生物を材料とした逆遺

伝学的手法で研究展開される．

緑藻クラミドモナス（Chlamydomonas reinhardtii）は酢酸

を炭素源として与えることで光合成機能が欠損しても生

育できる．よって，任意の変異原を作用させた後に細胞

を最少培地で生育させ酢酸要求性を検定すれば光合成変

Figure 2
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図2：シトクロムb6 f複合体の構造と電子伝達．タンパク質構
造はホウレンソウの構造(Malone et al., 2019)（PDB ID 6RQF）
A:全体の構造をコファクターを省略しタンパク質のみで示す．
Cyt f: orange，Cyt b6: cyan，PETC: yellow，PetD: green，PetG: 
violet，PetL: rasberry，PETM: red，PETN: gray（60％）．B: コファ
クターの配置．C: それぞれのモノマーを示す．1つのモノマー
をマゼンタまたは緑で示す．D:コファクターの配置と電子伝達
経路を示す．2つのうち1つのモノマータンパク質表面を示し透
過させる．手前側の［2Fe-2S］は奥側（タンパク質表面構造を書
いている方のモノマー）に属す．
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異株を選抜できる．加えて核相は単相であり表現型の観

察が容易で，生育速度も比較的早く（酢酸存在下の光従属

栄養の条件では倍加時間は６- ８時間だが変異株によって

は10時間程度に及ぶものもある），単細胞なので細胞の生

理状態を揃えることができることから，迅速に変異株を

単離できる．そして，二種の接合型を掛け合わせ四分子

解析を行なう事で核遺伝子変異株を純化できる．1960年

には紫外線照射により変異を与え42の酢酸要求性変異株

（acetate mutants，頭文字をとりac変異株系統）が報告され

た（Levine, 1960）．ac変異株系統は標準株（野生株）との戻

し交雑で表現型がメンデル遺伝することを確認した核遺

伝子変異系統である．この報告の本文で表現型を詳細に

記載された変異株はac-21であり，PETCタンパク質の蓄積

が大きく損なわれb6 f複合体を蓄積しない変異株である（表
1）．ac変異株系統は42番より後の系統も単離されており一

部が報告されている（Levine and Smillie, 1962）．1960年当

時はac21がb6 f複合体の変異株である事は示されなかった

が，b6 f複合体を精製し生化学的に解析することで判明す

る（Lemaire et al., 1986）．ac21はb6 f欠損株として使われる

こともあったが，光合成的生育が自然復帰することが知

られておりPETC遺伝子相補実験には適さないことが知ら

れていた．1999年にac21はPETC-W163Rの1アミノ酸置換

株であり，葉緑体プロテアーゼでPETCタンパク質が分解

しやすくなっていることが判明する（de Vitry et al., 1999）．
ac21が初めて報告された時期，光合成機能欠損株は二酸

化炭素固定をできないことに着目し，14Cで標識した炭酸

水素ナトリウムを培地に添加し14Cのシグナルをオートラ

ヂオグラフで検出することで二酸化炭素固定機能を欠損

した株を検出する手法を示した報告があり（Levine, 1960），

ここでもac21が使われたが，この手法はこれ以降の文献は

見られない．その7年後に光合成機能欠損はクロロフィル

蛍光強度が高いことを利用したスクリーニング手法が示

され（Bennoun and Levine, 1967），放射性同位元素を取り込

ませる手法より簡便かつ迅速な手法として紹介された．こ

の1967年の報告ではメタンスルホン酸メチルを変異源と

して処理したのち，酢酸を添加した従属栄養条件で培養す

ることで薬剤処理を生き延びた個体の形成するコロニー

から発するクロロフィル蛍光を観察しスクリーニングし

た．ここで光合成的生育の可否ではなくクロロフィル蛍光

強度で変異体の選抜を行ない，大文字のFから始まる変異

株が単離されている．このF系統の中では，F16（Drager et 

al., 1998）やF18（Xie et al., 1998）がb6 f複合体変異株として

利用されてきたが単離から数十年後に原因遺伝子が特定

された．同様の選抜手法は1963年にDuysensとSweerが藻類

ではなく植物の葉を測定対象としてクロロフィル蛍光の

時間変化で光化学反応測定を報告し （Duysens and Sweers, 

1963），1973年には変異株選抜に使えるほどの簡便さと速

度で使える手法として提案されている（Miles and Daniel, 

1973）．このように1960-1970年代にはすでにクロロフィル

蛍光強度の時間変化に基づく光合成変異株選抜が行なわ

れている．生物物理学的解析手法開発と並行して遺伝学

的手法の発展もみることができる．葉緑体に独自のオル

ガネラゲノムが存在することが示される前にも，四分子

解析で母性遺伝する遺伝因子は認識されており，非メン

表1

タンパク質名 サイズ (kDa) 機　能 遺伝子名 遺伝子の場所
Cyt f 32 電子伝達（ヘム f 結合） petA 葉緑体

Cyt b6 24 電子伝達（ヘム b，ヘム c 結合） petB 葉緑体
PETC（リスケ鉄硫黄タンパク質） 19 電子伝達（［2Fe-2S］結合） PETC 核

PetD（SuIV） 18 PEWY モチーフ petD 葉緑体
PetG 4 b6 f 複合体の安定 petG 葉緑体
PetL 3 b6 f 複合体の安定 petL 葉緑体

PETM 4 b6 f 複合体の安定 petM 核
PETN 3 b6 f 複合体の安定 petN 葉緑体 a

PETO (SuV) 15 CEF に重要 PETO 核 b

PetP 7 LEF と強光応答に必要 PetP  - c

b6 f複合体の構成サブユニットの一覧
 a: C. reinhardtii, Volvox carteri などでは核遺伝子にコードされる
 b: C. reinhardtii, V. carteriなどにみられる
 c: シアノバクテリアで見られる．本稿では触れない
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デル遺伝の片親遺伝として研究が進められていた．葉緑

体遺伝子変異株単離は，Floxuridine （5-Fluorodeoxyuridine） 

によって特異的に葉緑体遺伝子変異を誘発することがC. 

reinhardtiiで報告され（Wurtz et al., 1979），葉緑体遺伝子変

異株の単離がなされた（Shepherd et al., 1979）．変異原薬剤

名称にちなんでFUD系統として葉緑体遺伝子変異系統が

単離・確立され（Bennoun et al., 1981），クロロフィル蛍光

の誘導期現象の時間変化パターンからb6 f複合体変異株と

してクラス分けされたFUD2，FUD4，FUD6，FUD8が生

化学的解析によってそれぞれCyt b6，Cyt f，PetD，cヘム

挿入不全の変異株として報告された（Lemaire et al., 1986）．

これら葉緑体遺伝子変異系統はb6 f複合体欠損株だけでは

なく他の光合成機能欠損標準株として使用され後の技術

進歩により詳細な変異も示される．
b6 f複合体サブユニットをコードする遺伝子発現に必

要な因子も順遺伝学的手法で単離された．C. reinhardtii

を材料とした研究で4.3項で紹介するControl by Epistasy of 

Synthesis（CES）がb6 f複合体の分子集合機構として提唱さ

れているが，その過程で発見された因子も多い．petA遺

伝子のmRNA安定・プロセシングと翻訳（Wostrikoff et al., 

2001; Boulouis et al., 2011），petD遺伝子のｍRNAの安定化

（Rymarquis et al., 2007），petG遺伝子のmRNA安定またはプ

ロセシング（Wang et al., 2015）それぞれに必要なRNA結合

タンパク質が発表されている．さらに，mRNA結合タン

パク質をコードする遺伝子を効率的に同定する試みも行

なわれている．RNA結合タンパク質が結合する場所は比

較的分解されづらいことを利用して，RNAseqのデータを

野生株と変異株とで比較し解析する変異株を絞り込むこ

とでpetBのmRNA翻訳に関わるTCB1遺伝子が同定された

（Cavaiuolo et al., 2017）．

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）のゲノムが解読さ

れ（Arabidopsis Genome, 2000），その後トランスポゾン遺

伝子（T-DNA）を核ゲノムへランダムに挿入した遺伝子タ

ギングによる網羅的な遺伝子破壊系統が確立され2024年

現在も利用される公的に配布される体制がととのえられ

た（Alonso et al., 2003）．T-DNA挿入破壊株系統は各研究グ

ループが独自に作出し変異株選抜に使われることもある．

また，A. thalianaではethyl methanesulfonate（EMS）などの

変異原処理を行なったのちに変異株を任意の条件で選抜

し原因遺伝子を探索する順遺伝学的手法による研究も行

なわれる．光合成の変異株は高いクロロフィル蛍光が観

察されるので，high chlorophyll fluorescence （HCF）に数字

が続く変異株がしばしば記載される（Meurer et al., 1996）．
A. thalianaの葉緑体遺伝子でpsbB-psbT-psbH-petB-petDが共

転写されるが，このポリシストロニックmRNAのプロセ

シングまたは安定化に必要な因子としてpentatricopeptide 

repeat をもつRNA結合タンパク質のHCF152が報告された

（Meierhoff et al., 2003）．この報告とは独立にpetDのmRNA

安定化に重要とされるCSP41タンパク質が報告された

（Bollenbach et al., 2009）．また，petLの翻訳に必要なRNA

結合タンパク質のPGR3が同定された（Higashi et al., 2021）．

トウモロコシ（Zea mays）において，トランスポゾンを利用

した遺伝子タギング手法でb6 f複合体に関連する葉緑体遺

伝子制御因子が単離され，HCF152に類似したCRP1タン

パク質（chloroplast RNA processing 1）はZ. mays葉緑体のポ

リシストロニックmRNAのpsbB -psbH-petB-petD のpetDの
RNAプロセシングに必要な因子として単離された（Barkan 

et al., 1994; Fisk et al., 1999）．サブユニットをコードする

遺伝子の翻訳因子に加えて膜への組み込みや分子集合に

必要な因子も単離されている．Cyt b6の組み込みを仲介す

るインセルターゼとしてALB3の可能性がin vitro解析によ

り示された（Kroliczewski et al., 2016）．他には，Conserved 

in Plant Lineage and Diatoms49 （CPLD49） がC. reinhardtiiに

おいて（Wittkopp et al., 2018），DE-ETIOLATIONINDUCED 

PROTEIN 1 （DEIP1） （Sandoval-Ibanez et al., 2022） とnew 

tiny albino 1 （NTA1）が（Li et al., 2023） A. thalianaにおいて，

それぞれ単離されている．

植物を材料とした場合，b6 f複合体のHMWサブユニッ

トは電子伝達を担うため欠損すると光合成機能を失い
seedling lethalとなるが栄養成長させることで光合成変異株

は単離される．A. thalianaにおいて，PETC欠損株が単離さ

れ直鎖電子伝達の完全阻害が確認されている（Maiwald et 

al., 2003）．光合成機能が失われるとクロロフィル蛍光強度

が相対的に高くなるが，単純な強度ではなく，連続光照射

中にフラッシュランプを焚くことによる測定で，非光化学

的消光（NPQ）を測定し，NPQに基づいたスクリーニング

で光合成機能の一部が失われた変異株を単離し解析する

ことで詳細な光合成電子伝達機能が明らかになっている．
PSIとPSIIの量子収率は変わらないもののNPQが低下した

変異株がA. thalianaで単離され（Shikanai et al., 1999），その

後の解析でPETCタンパク質の1アミノ酸置換変異（PETC-

P194L）でありphotosynthetic control機能が損なわれたpgr1

（proton gradient regulation 1）が示され（Munekage et al., 2001; 

Jahns et al., 2002; Okegawa et al., 2005），C. reinhardtiiに お

いては逆遺伝学的手法で作出され解析された（Ozawa et al., 

2023）．
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4.2　葉緑体遺伝子改変手法の確立
現代では葉緑体遺伝子改変は粒子銃による相同組み換

えによる遺伝子導入手法がクラミドモナスとタバコで確

立され日常的に行なわれる．黎明期から現在まで俯瞰す

ると，当初はタバコにおいてアグロバテリウム感染で導

入を行なう試みや，粒子銃による導入，などさまざまな

手法が試されそれぞれで変異株を得ていた．その後薬剤

耐性付加を与える遺伝子カセットを粒子銃で導入し薬剤

耐性で変異株を選抜するという手法が確立し研究が進展

するようになる．

粒子銃による遺伝子導入は緑藻クラミドモナスのac-

u-c-2-29（atpB遺伝子２塩基置換によるATP合成酵素βサブ

ユニット欠損株）にatpB遺伝子断片を導入し光合成的生育

を相補する手法として報告された（Boynton et al., 1988）．

その後，スペクチノマイシン・ストレプトマイシン耐性

を付与する大腸菌のAminoglycoside-3''-adenyltransferase を

コードするaadA遺伝子を35Sプロモーターで発現するバ

イナリベクターをタバコ（Nicotiana tabacum）にアグロバテ

リウム感染で導入し薬剤耐性を付与させる系が示された

（Svab et al., 1990）．同年に同じグループから，N. tabacum 

SPC2系統において，スペクチノマイシンとストレプトマ

イシン耐性を与える葉緑体遺伝子変異配列を粒子銃で導

入することで薬剤耐性を付加したことが報告された（Svab 

et al., 1990）．翌年にC. reinhardtiiにおいて，C. reinhardtiiの
atpA遺伝子（葉緑体ATP合成酵素αサブユニットをコード）

のプロモーターと5′-UTRとルビスコLサブユニットの3′-

UTRとでaadA遺伝子発現を制御するaadAカセットが報告

された（Goldschmidt-Clermont, 1991）．その後N. tabacumに

おいても葉緑体リボソームRNAオペロンを改変したプロ

モーターとpsbA遺伝子の3′-UTRで制御するaadAカセット

が報告された（Svab and Maliga, 1993）．C. reinhardtiiでaadA

カセットの両末端に相同配列を組み込んだリサイクラブ

ルaadAカセットも開発された（Fischer et al., 1996）．このリ

サイクラブルaadAカセットは薬剤選択圧をなくすとaadA

カセットが脱落するので，aadAカセット導入による薬剤

耐性で変異株を選抜後同じ薬剤耐性でさらに別の変異を

追加導入することができる．選抜に利用できる薬剤の種

類は限られているので葉緑体の別の場所に追加で複数の

変異を導入するときにリサイクラブルaadAカセットは汎

用される．しかしながら，現在のC. reinhardtiiにおける遺

伝子導入でも必ずしもリサイクラブルaadAカセットが使

われるとは限らない．

4.3　逆遺伝学的手法を駆使した葉緑体遺伝子解析
葉緑体ゲノム解読プロジェクトの成果が20世紀末に発

表されると，葉緑体遺伝子改変手法は相同組み換えであ

る事を利用し逆遺伝学的手法がひろく取り入れられ多く

の成果が発表された．葉緑体ゲノム上で機能未知読み枠

の遺伝子を破壊することで機能を同定することが行なわ

れ，タンパク質の構造情報が手に入るようになると部位

特異的突然変異を導入し構造情報とリンクした機能解析

を行なえるようになった．葉緑体ゲノム情報が完全にア

センブルされた報告はタバコにおいて初めて行なわれた

（Shinozaki et al., 1986）． 一 方，C. reinhardtiiで は21世 紀

に入ってようやく全体がアセンブルされた（Maul et al., 

2002）．ただ，C. reinhardtiiではそれまでも断片的な葉緑体

ゲノム情報をもとにして重要な光合成遺伝子のクローニ

ングならびに遺伝子発現解析は行なわれていた．

葉緑体ゲノム情報の中には読み枠（open reading frame，
ORF）が多数アサインメントされたが，機能未知の物も

あった．そこで，葉緑体遺伝子にコードされ生物種間で

保存される機能未知の読み枠hypothetical chloroplast open 

reading frames （ycf）を規定し通し番号をつけ網羅的にycf遺

伝子破壊を行ない機能解析が行なわれた．
b6 f複合体の変異株では，クロロフィル蛍光のパター

ンに加えて，ジョリオらにより確立された，作用光照射

により誘起されるエレクトロクロミックシフト（Electro 

Chromic Shift，ECS）の解析技術が大きく貢献する（Joliot 

and Delosme, 1974; Joliot and Joliot, 1984, 1984）．このECSは，

膜電位変化に伴う520 nm近傍の吸収変化を利用した手法

で，PSI-PSIIの電荷分離，b6 f複合体内の電子伝達，ATP合

成酵素の活性を推定・評価する．ECS測定ではこれらの現

象を直接測定していないので結果の解釈は慎重に行なわ

れる必要があるが，生化学・遺伝学的な手法とを組み合

わせることでb6 f複合体の機能を詳細に解析し変異株の単

離と機能解析が行なわれた．
1980-1990年代当時，photosynthetic electron transportに由

来し，petにアルファベットが続く遺伝子群の同定と命名

がb6 f複合体の構造解析を待たずに並行して行なわれたた

ため，PSI・PSII・ATP合成酵素のように複合体のサブユ

ニットにまとまった名前がつけられず，b6 f複合体のサブ

ユニットに加えてプラストシアニン（PETE），フェレドキ

シン（PETF），FNR（PETH），シトクロムc6（PETJ）をコー

ドする遺伝子もPETから始まる．b6 f複合体のサブユニッ

トのうち，HMWタンパク質グループをコードする遺伝

子（petA，petB，PETC，petD）は確定していた．ところが，
LMWタンパク質グループ（petG，petL，PETM，PETN）は
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コファクターは結合せず電子伝達機能への影響はないう

えに数kDaの小さなサブユニットが200 kDa超のb6 f複合

体の重要な構成サブユニットであるという認識は当時は

懐疑的であった．そのような状況のなかでも遺伝子破壊

とb6 f複合体の精製ならびに慎重な生物物理学的解析を通

して着実にサブユニット同定が進められた．先行してい

たb6 f複合体精製で得られたサブユニットのアミノ酸配列

情報から遺伝子クローニングは着実に進行しており，C. 

reinhardtiiにおいてpetG遺伝子のクローニングが報告され

ると（Fong and Surzycki, 1992）すみやかに遺伝子破壊とそ

れにつづく機能解析が報告された（Berthold et al., 1995）．C. 

reinhardtiiにおいてycf7遺伝子をaadAカセット挿入により

破壊し，電子伝達機能は維持されるが対数増殖期を過ぎ

て定常期にまで細胞を生育するとb6 f複合体の安定性が損

なわれる事を見いだしb6 f複合体の安定性に重要なサブユ

ニットPetLとして同定された（Takahashi et al., 1996）．PetL

タンパク質を欠損すると細胞の老化に伴いb6 f複合体が不

安定となる可能性を期待できる．C. reinhardtiiの研究から
10年ほど経過し，N. tabacumでpetLを破壊した株が解析さ

れb6 f複合体の光合成機能と安定性への影響は種を越えて

保存されることを確認するとともに，葉の老化に伴うb6 f

複合体の影響が示された（Schottler et al., 2007）．これは単

細胞モデル生物で得られた細胞生物学的な影響から予測

される生物個体への影響が多細胞モデル生物において表

現型として観察された好例と言える．N. tabacumにおいて，
ycf6遺伝子をaadAカセット挿入により破壊しPetNサブユ

ニットとして同定した（Hager et al., 1999）．PETN遺伝子はC. 

reinhardtiiでは核遺伝子であり2024年現在でもC. reinhardtii

では欠損株・変異株の報告はない．PETM遺伝子は核遺伝

子であり4.4に示すように2020年代になるまで遺伝子破壊

株作出は行なわれなかったが，C. reinhardtiiにおいて精製

したb6 f複合体の構成サブユニットのアミノ酸配列を決定

し遺伝子クローニングは行なわれた（de Vitry et al., 1996）．

葉緑体遺伝子解析が進むにつれて，過去に単離されたb6 f

複合体変異株が詳細に解析され変異が特定された．FUD2

はpetBのCDSのうち36塩基が繰り返されることによるCyt 

b6サブユニットcdループの延長（Finazzi et al., 1997）が示さ

れた．FUD6はpetDの5′-UTR配列撹乱によるpetD翻訳不全

（Sturm et al., 1994）が示されpetDの翻訳形式の詳細な理解

にもつながった（Sakamoto et al., 1994）．現在でもFUD6はC. 

reinhardtiiにおいてb6 f複合体欠損株として用いられること

がある．FUD8はb6 f複合体のヘムの組み込み因子ccsA遺伝

子破壊株（ycf5遺伝子）である事が決定された．
b6 f複合体のサブユニットをコードする葉緑体遺伝子解

析が行なわれる中でC. reinhardtiiにおいて，葉緑体遺伝子

発現を制御する機構も明らかとなった．petD遺伝子欠損株

においてpetA遺伝子の翻訳が抑制されることから，Cyt fタ

ンパク質のC末端側の領域がpetA遺伝子の5′-UTRに結合し
petA遺伝子発現を抑制するCESが示された（Choquet et al., 

1998; Choquet and Vallon, 2000; Choquet et al., 2003）．CESは，
PetDに分子集合できないCyt fタンパク質の合成を抑制する

ことで機能しない複合体生合成を抑制する機構として理

解される．この成果から始まり，CES機構は分子集合でき

ない葉緑体タンパク質であるCESタンパク質が自身の翻訳

を抑制する共通の機構として，C. reinhardtiiを材料として，
PSI（PsaAと PsaCが CES）（Wostrikoff et al., 2004），PSII

（D1とCP47がCES）（Minai et al., 2006），ATP合成酵素CF1

（AtpBとα3β3がCES．ただしAtpBはatpAの翻訳を促進する）

（Drapier et al., 2007）において，ルビスコにおいて（RbcLが
CES．2007年の報告はN. tabacumを材料）（Khrebtukova and 

Spreitzer, 1996; Wostrikoff and Stern, 2007; Wietrzynski et al., 

2021），としてそれぞれ報告される．これら一連の研究で

はC. reinhardtiiを材料とした場合，Cyt fをレポーター遺伝

子として汎用された．

4.4　構造情報に基づく変異株と最近の遺伝子編集による
変異株

b6 f複合体のQサイクルはbc1複合体と共通した機構とさ

れた．bc1複合体の構造生物学と機能解析はb6 f複合体に先

行しており，とりわけキノン結合部位や［2Fe-2S］などは

酵母やバクテリアを材料としたbc1複合体の結果をもとに

作出された変異株を用いて研究が行なわれた文献がみら

れる．
Cyt fのN末端はプロセシングされTyr末端がcヘムに配位

するが，C. reinhardtiiにおいて末端のTyr残基と続くPro残

基を置換した複数の変異株が解析されProをValに置換す

ると大きく機能が損なわれることが報告されている（Zhou 

et al., 1996）．C. reinhardtiiにおいてbc1複合体のキノンを

酸化するキノン結合サイトのQo(p)サイトを形成するPEWY

配列が，b6 fに相同なSuVIにもPetD-77PEWY80が見いださ

れ，PetD-78EのGluをLysまたはLeuに置換すると機能が損

なわれることから，このPEWY配列はb6 f複合体において

もPQを結合するためのQO(p)として機能することが提案さ

れた（Zito et al., 1998）．b6 f複合体のキノン結合部位は阻害

剤を結合させ構造解析させることや最近ではホウレンソ

ウのb6 f複合体の構造解析で結合状態のキノンが同定され

たが（Malone et al., 2019），それよりも前に変異株解析を通

して結合サイトが同定されていた．PETCのアミノ酸置換
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株を作出し機能解析するためには，PETC欠損株にPETCを

相補させて作出する手段を執ることがある．ところがC. 

reinhardtiiにおける古典的なpetc変異株ac21はPETC-W163R

でありPETCタンパク質蓄積が復帰することもあるため遺

伝子相補によるアミノ酸置換株作出には向かない．そこ

で新たにUVで変異を誘発し選抜したC. reinhardtiiの788株

（petC-Δ1）を安定したPETC欠損株として見いだし遺伝子相

補により部位特異的突然変異株を作出した（de Vitry et al., 

1999）．bc1複合体の報告から，PETCタンパク質では［2Fe-

2S］をもつ親水性ドメインが電子伝達に伴い動くため，
PETCタンパク質の膜貫通部分と親水性ドメインを結ぶ6

つのGly残基（6G）が連続した部分がヒンジ部分として機能

すると期待される．petC-Δ1を親株として使いPETC遺伝子

を相補することでヒンジ部分をすべてAlaに置換した場合

（de Vitry et al., 1999）とGlyの1残基欠損ならびにGlyの5残基

挿入（de Vitry et al., 2004）では変化がなかったが，Glyを3残

基欠損させると電子伝達活性が大幅に低下した（de Vitry et 

al., 2004）ことから，ある程度の柔軟性があるものの，こ

のヒンジは電子伝達に必要であることが示されている．
21世紀初頭にb6 f複合体の全体構造がＸ線結晶構造解析

によって，C. reinhardtiiを材料とした成果がフランスの

グループから（Stroebel et al., 2003），シアノバクテリアの
Mastigocladus laminosusを材料とした成果が米国のグルー

プから（Kurisu et al., 2003），それぞれ独立報告された．C. 

reinhardtiiでは葉緑体遺伝子組み換えによりCyt fのC末端に
6×Hisを融合した形質転換体を作出し，Niアフィニティー

カラムクロマトグラフィーで精製している．Cyt fのN末

端側は成熟段階で切断されN末端がcヘムのリガンドとし

て機能するため，C末端にタグを融合している．Cyt fの
C末端はストロマ側に露出するが，b6 f複合体はストロマ

側は平坦な構造なので，結果として精製に有利なアフィ

ニティータグ融合となった．その後，構造情報をもと

にした変異株作出が行なわれるが，一部を紹介する．C. 

reinhardtiiにおいて，PetDのF40Y置換株が作出され，PetD-

F40Yはbヘムの再酸化速度が大きく低下したことからci(n)

ヘム鉄の配位状態に影響を与え近傍のbH(n)ヘムにも影響し
Qi(n)でのキノン交換にも波及したと推測された（de Lacroix 

de Lavalette et al., 2009）．PQプールが還元状態になると，
STT7キナーゼを活性化しタンパク質リン酸化を引き起こ

すがb6 fが及ぼす機能ならびに構造的特徴は不明であっ

た．そこでとくにステート遷移の活性が高いC. reinhardtii

を材料にして，Error-Prone PCR法によりpetDに対してPCR

時の複製エラーを利用してランダム変異を導入すること

で，SuVIのストロマループに相当するAsn122，Tyr124，

Arg125を候補として得て，部位特異的突然変異でPetD-

N122L, Y124K, R125Eを導入することで，PetDのストロマ

ループでSTT7が相互作用しキナーゼ活性がオンになると

提唱した（Dumas et al., 2017）．

遺伝子編集技術でこれまで順遺伝学的手法では単離さ

れていないサブユニットの変異株も作出・機能解析が

行なわれている．PetMを欠損させた例としてA. thaliana

（Lan et al., 2021）とトマトのSolanum lycopersicum（Bulut et 

al., 2023），がある．ほかにも20世紀にウキクサのLemna 

perpusilla （no. 1073）においてb6 f欠損株が報告されたが

（Lam and Malkin, 1985; Bruce and Malkin, 1991）， 今 世 紀

に入っては続報はなかった．しかしゲノム情報整備と
CRISPR/Cas 9などの遺伝子編集技術開発が進展しており

これまでのモデル生物の成果を踏まえた研究が今後展開

されるかもしれない（Acosta et al., 2021）．

5．まとめ

b6 f複合体の実態が明らかになる前から変異株が単離さ

れており，葉緑体遺伝子改変技術の発展と並行した遺伝子

クローニング・葉緑体遺伝子発現様式の知見が報告され

た．これら20世紀になされた「モデル生物」による成果は

生物種間で保存された普遍的なb6 f複合体の機能を理解す

ることに貢献してきた．このような歴史を鑑みると，さ

まざまな生物種で光合成複合体の構造が解かれ，遺伝子

編集技術を適用できる生物種が拡大している現状は，多

様な光合成生物がb6 f複合体をどのように駆使して生き抜

くのかを，その新たな「モデル生物」で理解を深める段階

にきているのではなかろうか．一方で20世紀に確立され

た「モデル生物」のb6 f複合体変異株解析は構造情報に基づ

きより詳細に生理的な理解が深まる方向に研究が進展し

ていくのかもしれない．
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