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研究成果の概要（和文）：天然光合成、特に光化学系Ⅱタンパク質における水分解・酸素発生反応と電子・プロ
トン移動反応の分子機構を、分子生物学による変異導入と赤外分光を中心とした分光測定を組み合わせた機能解
析によって調べた。水分解機構については、各中間状態遷移におけるプロトンおよび水分子移動の過程および移
動経路について重要な知見を得た。また、触媒部位であるMn4CaO5クラスターの構築過程を明らかにした。さら
に、鉄－キノン電子受容体の酸化還元電位制御機構、反応中心クロロフィルの電荷分布や電荷分離反応の機構、
および光保護に関与する副次的電子移動経路におけるCytb559の軸配位子の役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We studied the molecular mechanisms of photosynthetic water oxidation and 
electron-proton transfer in photosystem II (PSII), using spectroscopic analyses, mainly infrared 
spectroscopy, in combination with site-directed mutagenesis of cyanobacteria. As for the water 
oxidation mechanism, we obtained important information about the processes of proton and water 
transfer and the pathways in the proteins. In addition, we clarified the mechanism of photo-assembly
 of the Mn4CaO5 cluster, the catalytic site of water oxidation in PSII. Furthermore, we clarified 
the regulatory mechanism of the redox potentials of the iron-quinone electron acceptor, the charge 
distribution and the mechanism of the primary charge separation of the reaction center chlorophylls,
 and the role of the axial ligands of Cytb559 in the secondary electron transfer related to the 
photoprotection of PSII.

研究分野： 生物物理学

キーワード： 生物物理　光合成　赤外分光　水分解　電子移動

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光化学系Ⅱにおける電子・プロトン移動反応および水分解反応は、酸素発生型光合成の電子伝達鎖において鍵と
なる過程であり、その分子機構を明らかにしたことは、天然光合成における光エネルギー変換機構の全解明への
極めて重要なステップとなる。また、現在人類が直面するエネルギー問題、地球温暖化問題の解決のためには、
高効率な人工光合成系の開発および実用化が急務であり、本研究で得られた天然光合成機構の知見は、人工光合
成系の設計への基盤を与え、社会に大きく貢献するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 天然の光合成では、地球上に豊富に存在する水が電子供与体として用いられ、CO2 の還元によ
る糖の合成が行われる。人工光合成系においても同様に水からの電子供与が必須であり、高効率
な水分解光触媒の開発が人工光合成の成功の鍵をにぎる。そのため、天然光合成において水分解
反応を担う光化学系Ⅱ（PSⅡ）の水分解反応の分子機構を理解し、その動作原理を人工光合成系
の設計指針とすることは極めて重要である。PSⅡは２０ものサブユニットからなるタンパク質
複合体であり、最近、領域代表者の沈らによって、その高分解能構造が明らかにされた。そこで
は、反応中心タンパク質に結合する複数の色素および金属イオンが電子伝達鎖を形成し、光エネ
ルギー駆動の電子移動が起こる。その末端に位置する Mn4CaO5 クラスターにおいて水分解反応
が行われ、水から引き抜かれた電子は、チロシン YZ、二量体クロロフィル P680, フェオフィチ
ン、キノン電子受容体 QA および QBへと移動する。PSⅡにおける高効率な水分解反応の機構を解
明するには、Mn クラスターの各中間状態遷移における電子移動、プロトン放出、水分子取り込
み反応の詳細を明らかにすることが必須であり、さらに、各電子伝達成分における電子移動反応
の制御機構を明らかにする必要がある。一方、PSⅡには、光吸収による不可避な傷害（光傷害）
からの種々の防御機構が備わっており、それらの機構を解明することは、人工光合成系の光損傷
に対する保護機能を開発する際の重要なヒントを与える。しかし、こうした PSⅡにおける反応
の分子機構には、未だ多くの不明点が残されていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では天然光合成における水分解反応と電子移動制御および光防御の分子機構を、分子
生物学による変異導入と赤外分光を中心とした分光測定を組み合わせた機能解析によって解明
することを目的とする。そのため、水分解機能を持つ PSⅡタンパク質を試料として用い、１．
Mn4CaO5 クラスターにおける水分解機構、２．電子移動制御の分子機構、３．光傷害への防御機
構、を解明することを目指して研究を行う。 
 
３．研究の方法 
 代表者のグループ（野口、加藤）では、蛋白質中の個々の化学結合・相互作用変化を検出でき
る光誘起フーリエ変換赤外（FTIR）差分光法、反応の時間挙動を追跡できる時間分解赤外分光法
（TRIR）、電子伝達成分の酸化還元電位測定のための FTIR 電気化学計測など、様々な赤外計測技
術を駆使して測定を行った。また、電荷分離状態のポテンシャル情報を与える熱発光・遅延蛍光
測定、さらに、密度汎関数法（DFT）および quantum mechanics/molecular mechanics(QM/MM)法
などの量子化学計算を併用して研究を進めた。シアノバクテリアを用いた変異体の作製、および
同位体・金属置換試料の調製は、代表者のグループに加え、分担者の杉浦のグループが行った。
また、A01 班とは、試料や解析結果の提供を通じて、密接に連携して研究を進めた。 
 
４．研究成果 
（１）光合成水分解機構の解明 
 光化学系Ⅱ（PSII）の Mn4CaO5 クラスターにおいて行われる水分解・酸素発生反応の分子機構
について、赤外分光法およびシアノバクテリアの変異体を用いて研究を行い、以下の成果を得た。 
① 光化学系Ⅱ微結晶の赤外分光解析 
 自由電子レーザーによる中間状態のＸ線結晶解析に用いられた PSII タンパク質の微結晶につ
いて光誘起フーリエ変換赤外分光（FTIR）解析を行い、結晶中における水分解系の構造および反
応について調べた。まず、全反射吸収フーリエ変換赤外法（ATR-FTIR）を用いて PSII 結晶中の
水分解反応における各 S状態遷移の FTIR 差スペクトルを測定した（Suga et al., Nature 2017; 
Kato et al., JPCL 2018）。その結果、結晶中においても、S状態サイクルは十分に高い効率で
進行すること、各 S状態は基本的に溶液中の構造と同じであることが示された。さらに、顕微フ
ーリエ変換赤外（FTIR）分光法を用いて透過法により光化学系Ⅱ(PSII)単一微結晶内部の水分解
反応を調べ、結晶内部でも高い遷移効率が保たれていることを示した(Kato et al., JPC B 2020)。 
② プロトン共役電子移動機構 
 時間分解赤外分光法（TRIR）を用いて、各 S状態遷移における電子・プロトン移動の反応過程
を追跡した。D2O 置換や pH変化による時定数への影響を調べ、S2-S3 遷移では、プロトン移動律
速のプロトン共役電子移動反応が~350 μsの時定数で起こることが示された（Sakamoto et al., 
JACS 2017; Takemoto et al., Biochemistry 2019）。また、S0-S1 遷移については、およそ 30 
μs の速い時定数で電子移動律速のプロトン共役電子移動反応が起こることが示された
（Shimizu et al., JPC B 2019）。 
③ 水・プロトン移動経路の同定 
 PSII タンパク質の Mn4CaO5 クラスター周辺には主に３つのチャネル（Cl チャネル、O1 チャネ
ル、O4チェネル）が存在し、水分子やプロトンの移動経路の候補と考えられている。しかし、各
中間状態遷移での水分子およびプロトン移動経路は未だ同定されていなかった。そこで、まず、
YZ 近傍に存在し、O1チャネル中の水分子と相互作用する D1-Asn298 を Ala に置換した D1-N298A



変異体を作成し、熱発光・遅延蛍光および FTIR 解析を行った。その結果、O1チャネルの水素結
合ネットワークが S2-S3、S3-S0 遷移におけるプロトン放出経路として機能する可能性が示唆さ
れた（Nagao et al., JBC 2017）。さらに、この D1-N298A 変異体の PSII タンパク質および、Cl
チャネルに存在する Cl-イオンを NO3-イオンに置換した PSII タンパク質を用いて時間分解赤外
分光(TRIR)解析を行った。またそれらの試料について D2O 中での測定を行い、プロトン移動に特
異的な経路の同定を試みた。その結果、S2-S3 遷移において、プロトンおよび水分子の移動はそ
れぞれ O1チャネルおよび Cl チャネルを介して別々の経路で行われることが示された（Okamoto 
et al., JPC B 2021）。 
 次に、O4チャネル上に存在する D1-Ser169 を Ala に置換した D1-S169A 変異体を作成し、その
PSII タンパク質について FTIR および TRIR 解析を行った。その結果、S169A 変異は S2-S3 遷移
および S3-S0 遷移の効率および時定数にほとんど影響を与えず、これらの遷移では O4 チャネル
は使用されていないことが示された（Shimada et al., JPC B, 2020）。一方、S1/S0 FTIR スペ
クトルの quantum mechanics/molecular mechanics(QM/MM)解析から、S0 状態において Mn4CaO5
の O4 酸素はプロトン化されて存在し、そのプロトンが S0-S1 遷移において O4 チャネルを経由
して放出されることが示唆された（Yamamoto et al., PCCP 2020）。 
④ 水分子、アミノ酸のプロトン化構造 
 各S状態遷移の偏光全反射赤外分光解析およびQM/MM法を用いた量子化学計算により、Mn4CaO5
クラスターの O3に水素結合する D1-His337 のプロトン化構造を調べた。その結果、H337 は常に
プロトン化したカチオン型として存在しており、この His の正電荷が、Mn クラスターを高い電
位に保ち、水分解能の発現に重要な役割を果たしていることが示された（Nakamura et al., JACS 
2017）。 
 また、Mn4CaO5 クラスターの Mn4 に結合する水分子のプロトン化構造を変化させたモデルにつ
いてQM/MM計算を行い、これまでに報告された結晶構造解析のMn-O距離との比較により、Mn4CaO5
クラスターのS0状態およびS1状態においてMn4に結合する水分子はOH-ではなく全プロトン化
した H2O の構造を持つことが示された（Yamamoto et al., PCCP 2020）。 
⑤ カルボキシル配位子の翻訳後アミノ酸変換 
 Mn4CaO5 クラスターのカルボキシル配位子である D1-Asp170 を His に置換した D1-D170H 変異
体を作成し、その配位子構造を FTIR および LC-MS 解析を用いて調べた。その結果、170 位の His
は本来の Asp にアミノ酸変換されることが示された（Kitajima-Ihara, BBA 2020）。また,13C-
His 置換した D1-D170H 変異体の解析から、このアミノ酸変換は翻訳後にタンパク質レベルで起
こることが明らかとなり、さらに別のカルボキシル配位子でも同様な変換反応が起こることが
示された（Shimada et al., submitted）。 
⑥ Mn4CaO5 クラスターの構築機構 
 ラピッドスキャン FTIR 時間分解測定を用いて、Mn除去したアポ PSII における Mn クラスター
の構築過程を調べた。最初に結合する Mn2+の光酸化と、生成した Mn3+の緩和過程を追跡し、Mn
クラスター構築の低い量子効率は、速い Mn3+の緩和と遅いタンパク質コンフォメーション変化
の競争によることが示された（Sato et al., JPC B 2021）。 
 また、高速原子間力顕微鏡（HS-AFM）を用いて、PSII タンパク質のルーメン側の動的構造変
化を観測し、Mn4CaO5 クラスターの破壊に伴い、CP43 タンパク質のルーメンドメインの構造ゆら
ぎが起こること、この構造ゆらぎが、Mn4CaO5 クラスターの構築過程に重要な役割を果たしてい
ることが示された（Tokano et al., JPC B 2020）。 
 
（２）鉄－キノン電子受容体の電子・プロトン移動反応 
 光化学系Ⅱの還元側に存在する非ヘム鉄－キノン電子受容体の電子・プロトン移動反応の分
子機構および酸化還元電位（Em）変化による電子移動制御機構について以下の結果を得た。 
① 第一キノン電子受容体 QA の酸化還元電位制御 
 PSII のストロマ側に存在する第一キノン電子受容体 QA の Em は、ルーメン側に存在する
Mn4CaO5 クラスターによって制御されることが定説となっていたが、これらのコファクター間の
長距離相互作用の存在は確認されていなかった。そこで、FTIR 分光電気化学計測により、QA の
EmへのMn除去の効果を調べ、これまで報告されてきた蛍光法によるEm測定の結果と比較した。
その結果、Mn クラスターの有無によって QA の Em は変化しないことが示され、これまでの説は
蛍光法によるアーティファクトであることが示された（Kato et al., BBA 2020）。 
 さらに、PSII へのストロマ側およびルーメン側への様々な構造変化が QA の Em に与える影響
を調べた。その結果、ルーメン側での表在性タンパク質（PsbO, PsbP）の結合、および QB部位
への除草剤の結合、および非ヘム鉄へのギ酸の結合が QA の電位を変化させ、PSII における電子
移動反応を制御することが示された（Kato et al., Biochemistry 2021）。 
② 第二キノン電子受容体 QB の電子移動制御機構 
 第二キノン電子受容体 QB の一電子還元状態（QB-）の緩和速度の pH 依存性を光誘起 FTIR 差
分光法を用いて調べた。その結果、QBは高 pHにおいてその酸化還元電位が低下し、緩和が促進
されることが示された。この電子移動制御は、PSII の電子伝達系が持つ、過剰な光反応を抑制
しタンパク質を光傷害から保護するための光保護機構の一つであることを提唱した（Nozawa et 
al., Biochemistry 2018）。さらに、この QB-緩和の pH依存性は、QB近傍に存在する D1-His252
を Ala に置換した D1-H252A 変異体では消失したことから、ストロマ表面に存在する D1-His252



が pH センサーとして機能し、PSII 内の電子フローを制御していることが明らかとなった
（Kobayashi et al., submitted）。 
③ 非ヘム鉄中心の反応 
 PSII の鉄－キノン電子受容体において、非ヘム鉄と第二キノン受容体 QBを架橋する His 残基
(D1-His215）のプロトン化構造を、光誘起 FTIR 差分光法を用いて調べた。その結果、この His
は Fe3+状態において脱プロトン化する（pKa 約 5.5）ことを明らかにし、QBのプロトン化反応に
おけるプロトン供与体として働くことを示した（Kimura et al., Biochemistry 2020）。また、
FTIR 分光電気化学測定により、非ヘム鉄の Emの pH 依存性を調べ、広い pH 範囲での Em 変化は、
D1-H215 および近傍カルボキシアミノ酸のプロトン化・脱プロトン化反応の非ヘム鉄への共役に
よることが示された（Kato et al., Biochemistry 2021）。 
 
（３）反応中心クロロフィルの構造と反応 
 光化学系Ⅱにおいて初発電荷分離反応を起こす反応中心クロロフィル（PD1, PD2, ChlD1, 
ChlD2）について、変異体作成および分光解析により、以下の結果を得た。 
① 二量体クロロフィル P680 の高い酸化還元電位の発現機構 
 部位特異的変異により P680 に非対称的に水素結合を導入し、FTIR 解析を用いて P680+上の電
荷分布を調べた。その結果、正電荷は D1側に偏って存在しており、これが、P680 の高い酸化還
元電位と YZ からの速い電子移動速度の原因であることが示された（Nagao et al., JBC 2017）。 
② 反応中心クロロフィルを構成する 4つのクロロフィル（PD1,PD2,ChlD1,ChlD2）の軸配位子を
置換した好熱性シアノバクテリアの変異体を作成し、それらの電子移動反応および反応中心ク
ロロフィル上の正電荷分布を調べた。その結果、ChlD1 の構造は電子励起状態からの電荷分離反
応とそれに続く正電荷移動に、ChlD2 の構造は PD1・PD2 上の正電荷分布の制御および副次的電
子移動経路における電子受容の制御に重要であることが明らかになった（Takegawa et al., BBA 
2019）。 
 
（４）副次的電子移動経路における Cytb559 の電位制御 
 光化学系Ⅱにおける副次的電子移動経路を形成する Cytb559 の軸配位子にアミノ酸置換を施
した変異体を作成し、Cytb559 の構造および反応への影響を調べた。その結果、変異によって酸
化還元電位の低下、或いは、ヘムの欠損による非ヘム鉄の生成とレドックス不活性化が引き起こ
されることが示された（Nakamura et al., Photosynth. Res. 2019）。 
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