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研究成果の概要（和文）：光化学系IIは太陽の光を利用して、水をプロトン、電子、酸素へと分解する超分子複
合体である。しかしながら、その反応中間体の構造が解明されていないので、その反応機構は未だ解明されてい
ない。
反応中間体の構造を解明するために、PSIIの微結晶を調製し、SACLAのX線自由電子レーザーで自分割シリアルフ
ェムト秒結晶構造解析を行ない、回折イメージを収集した。その結果、レーザー2回照射後と暗順応状態のS1状
態の2.35オングストローム分解能の構造を得た。両者の構造解析を比較した結果、反応中心であるマンガンクラ
スターに基質の水が結合している状態を捉えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Photosystem II is a supercomplex, and catalyzes water-splitting, leading to 
the generation of electrons, protons and oxygen. Since no intermediate structures of the S-state has
 been solved, the mechanism of water-splitting is still not clear. To analyze the structures of the 
intermediate S-states, we prepared PSII microcrystals and collected their diffraction images using 
time-resolved serial femtosecond crystallography with X-ray free electron laser at SACLA. We 
obtained two-flashes illuminated PSII structure at 2.35 angstrom resolution. By comparing with the 
S1-state structure, it was revealed that a new oxygen atom was inserted into a position close to one
 of the oxo-bridges (O5) within Mn cluster. 

研究分野： 構造生物学

キーワード： 光合成

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 

光合成の明反応では、最初に、
太陽の光エネルギーを利用して、光化
学系 II（PhotosystemII: PSII）が水をプ
ロトン、電子、酸素へと分解する。PSII
は 20 種類のタンパク質サブユニットと
クロロフィルやカロテノイドなどの色素
が結合した、分子質量 350 kDa の超分
子複合体である。その中心には 4 つの
マンガン原子と 5 つの酸素原子と１つ
のカルシウム原子からなる、マンガン
クラスターと呼ばれる反応中心が存在
している。 

2011 年に PSII の 1.9 オングス
トローム分解能の構造が解析され、マ
ンガンクラスターの詳細な構造が解明
されたが、これは X 線によって損傷を
受けた構造であると、海外の研究者達
から指摘を受けた。そのため、我々は
X 線自由電子レーザー施設 SACLA の
極めて短いパルス幅で、損傷を受ける
前のデータを収集し、1.95 オングストロ
ーム分解能の無損傷構造を解明した。
しかし、これは PSII の反応サイクル
（Kok サイクル）の内、暗順応された、
開始のS1状態である。そのため、水が
分解されるメカニズムを完全に解明す
るためには、残りの 4 つの状態（S0, S2, 
S3, S4）の構造を明らかにする必要が
ある。 
 
２．研究の目的 
 

PSII の反応サイクルには（S0, 
S1, S2, S3, S4）の 5 つが存在し、一回の
閃光照射で次の状態へと遷移する。
PSII を暗順応させると、開始状態であ
る S1 状態にほぼ揃える事ができる。
我々は、1.95 オングストローム分解能
の S1 状態の無損傷構造を解明してい
る。この S1 状態に加えて、PSII の残り
の 4 つの反応サイクル中間体の構造
を解析し、水分解のメカニズムを解明
する事が本研究の目的である。 

そのために、PSII を大量に調
製する方法、微結晶を大量且つ簡単
に調製する方法、体積を減らした微結
晶から高分解能のデータを得るため

の溶液条件の検討、シリアルフェムト
秒結晶構造解析の際に、安定した流
速を保つためのグリース担体の検討、
微結晶化らのデータ収集およびその
構造解析の手法の確立を行なう。 
 
３．研究の方法 
 

およそ 600 L の培養液でシア
ノバクテリアを大量に培養し、遠心分
離によって、菌体を回収した。凍結融
解法で細胞を破砕し、回収したチラコ
イド膜を界面活性剤で可溶化し、イオ
ン交換カラムでの精製を経て、高純度
化した PSII をポリエチレングリコール
で沈殿させて、高濃度に濃縮し、最終
的に 1 g を超える PSII を調製した。こ
の精製サンプルを酸素電極で測定し
た結果、高い酸素発生活性を保って
おり、Clear-Native-PAGE で調べた結
果、純度も申し分なかった。 

次に、PSII の微結晶を大量に
調製し、分解能の改善を行なった。
PSII と沈殿剤をマイクロチューブに等
量加えて、ボルテクスミキサーで撹拌
し、20℃で数時間インキュベートする
簡便な方法で、微結晶化させる事に
成功した。回収には 7 %のポリエチレン
グリコールを使用し、この状態で 3 日
保存する事が可能になった。また、回
収した微結晶にポリエチレングリコー
ルを段階的に加えて濃度を上昇させ
る事で分解能が大幅に向上し、最大
で 2.1 オングストロームを超える回折
点が観測されるようになった。 

また、フーリエ変換赤外分光
法を用いて、微結晶中の PSII の S 状
態がどれくらいの効率で進んでいるか
を測定した。その結果、PSII を結晶化
することによって反応効率は低下し、
高分解能を与える溶液条件では、およ
そ 70 %の効率で状態遷移が起こること
がわかった。 

調製した微結晶をグリースと
混ぜ、一定流速で流しながら、X 線自
由電子レーザーを照射し、回折イメー
ジを収集した。このデータを S1 状態と
した。408,071 枚の回折イメージが得ら
れ、精査の結果、最終的に 6.7 %の



27,497 枚のイメージから構造解析を行
なった。また、上流に波長 532 nm の
YAG レーザーを 2 回照射して励起し、
下流に X 線自由電子レーザーを照射
し、回折イメージを収集した。273,550
枚の回折イメージが得られ、精査の結
果、最終的に 7.9 %の 21,680 枚のイメ
ージから構造解析を行なった。このデ
ータを 2 回閃光状態とした。S3 状態と
呼ばない理由として、フーリエ変換赤
外分光法を用いた反応効率の試算に
よって、2 回閃光で S3 状態は 46 %にと
どまり、S1, S2 が含まれているためであ
る。2 回閃光と S1 状態、それぞれの構
造解析を行ない、両者ともに 2.3 オン
グストローム分解能の構造が得られ
た。 
 
４．研究成果 
 

S3 状態を多く含む 2 回閃光状
態と S1 状態の構造をそれぞれ解析し
た。2 回閃光状態の変化が軽微なた
め、S1 状態との差フーリエ解析を行な
った。 

その結果、電子を伝達する成
分であるプラストキノン周辺に構造変
化が観察された。プラストキノンのキノ
ン頭部が約 10 度回転し、His215, 
Ser264 との距離が短くなった事で水素
結合が強化された。そのため、キノン
頭部の温度因子が減少して安定化し
た。さらに、これらの変化がフィトール
基とその周辺の疎水性アミノ酸残基の
変化を引き起こし、プラストキノンを外
部から遮蔽しているループ部分を一部
開かせることになった。 

また、反応中心のマンガンク
ラスターの O5 と呼ばれる酸素原子付
近に、新たな電子密度 O6 が観察され
た。つまり、Mn4CaO5 から Mn4CaO6 へ
の構造変化を観察することに成功した。
O5 と O6 の結合距離は 1.5 オングスト
ロームであり、O=O 結合を形成しうる
距離である事がわかった。マンガンク
ラスターに基質の水分子が結合してい
る様子を捉えたこの成果は、2017 年
の Nature 誌に掲載された。 
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