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研究成果の概要（和文）：自然界において光合成明反応の水分解反応は光化学系II酸素発生中心において触媒さ
れている。本反応はクリーンなエネルギー源として極めて重要であるが、その詳細の反応機構については未だ解
明がなされていない。特にS３->S4->S0過程では基質水分子の挿入、O―O結合形成、酸素放出過程が含まれる
が、その反応経路を理論的に解明するのが本研究の目的である。これらを解き明かしたのみならず、基質酸素原
子の起源、Ca2+イオンの役割、新しいO―O結合機構(CBS機構)も明らかにした。
さらに、より複雑な酵素反応機構の解明に必要な自動探索法(GLAS)を開発したことで、より早くより正確に理論
解析することを可能にした。

研究成果の概要（英文）：In the natural world, the oxygen-evolving complex of photosystem II owns the
 water decomposition reaction for the photosynthetic light reaction. This reaction is critically 
important as the sustainable energy source, however, the detailed reaction mechanisms are still 
unclear. Especially, the S3 -> S4 ->S0 transition is most important as that contains insertion of 
substrate water molecule, O-O bond formation and O2 ejection. In the present study, details of the 
reaction steps were investigated theoretically. Not only we revealed these issues, but also for the 
origin of substrate water molecules, role of Ca2+ ion, novel O-O bond formation mechanism (CBS 
mechanism) were clarified. Furthermore, we have developed a novel automatic search algorithm for 
complicated enzymatic catalytic reactions. The new method, named GLAS, permits to improve the speed 
and accuracy of the theoretical investigations.

研究分野：理論化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光合成の水分解反応は国際的に活発に研究がなされており、熾烈な研究競争がなされている。自然系の優れた水
分解反応機構は自然科学の学理解明のためのみならず、次世代のクリーンなエネルギー開発にとって、鍵となる
重要な反応である。本研究ではその核心とも言える水分解反応を一通り理論解析した。近年の時分割構造解析結
果とも一致しており、先駆的理論研究となっている。これらの結果は、人工光合成の性能向上（（高耐性
TON)、高速(TOF)、安価（低過電圧））の手がかりとしても極めて重要である。その為、今後は人工光合成との
直接的対応関係について具体的に示していきたい。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  光合成は光エネルギーを効率的に化学エネルギーに変換する優れた生命機能の一つである。
その最初の化学反応は光化学系 II(PSII)で行われ、水分子はプロトン、電子、酸素分子に分解さ
れる（水分解反応）。PSIIは巨大な膜タンパク質複合体で構成されており(図１)、水分解反応は
特殊な活性中心(酸素発生中心, OEC)において、５つの酸化状態(Si, i = 0–4, ただし S4は仮想状
態)を経由して行われる（Kok-Joliotサイクル、図２）。水分解に直接関わる重要な化学反応は S
２状態以降で起こる。本反応は極めて難しい（高い酸化力が必要な）反応であるが、PSIIは４つ
の光で（太陽光の低いエネルギーで）反応を触媒できるため、PSII の優れた水分解機構を解明
する事は自然現象の学理解明のためのみならず、クリーンなエネルギー開発に関連して現在極
めて注目されている。より具体的な研究状況と学術的背景は以下のように４項目存在する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1) 安定状態(S1,S2,S3)を理論解析してきた。 
   我々は PSII活性中心の安定中間状態(S1, S2, S3)について電子状態と構造変化を実験結果と
対応させて理論解析してきた。量子古典混合計算法(QM/MM 法)を用いて、最小モデル(QM
領域１5０原子)から大規模モデル(QM領域 350原子)まで３段階の QM/MM計算モデルを構
築し、精密に物性評価を行ってきた。安定状態(S1)においては Mn 酸化状態、スピン状態、
O5 がプロトン化している可能性(O5=OH)をいち早く指摘してきた。Mn クラスターのみな
らず、タンパク質環境効果と、Mn クラスター周りの水素結合ネットワークについて精密に
検討することで、プロトン移動経路、水チャネル、塩素イオンとの相互作用を明らかにした。
S2, S3状態では O5 移動に関連した特長的 Mn クラスターの構造変化と電子状態変化を明ら
かにしてきた。 

 
(2) 反応機構は未解決。 
反応機構は理論計算からもなされてきた（P. Siegbahn, 2006, F. Neese, 2015）。現在、O5
サイトで酸素生成がなされるという説が有力であるが、2016 年８月の光合成国際会議では
菅・沈らが O4 サイトで酸素生成する機構を実験的に示すなど、異なる反応機構も注目され
ている。これまでの理論計算では実験結果を元にして、小さなモデル(QMモデルなど多くの
簡略化、仮定を導入)で検証するスタイルであり、かつ反応経路も手動探索であるため
（P.Siegbahnに直接確認）、反応機構は年々変更されてきいる状況である。そのため、反応機
構は本研究領域における最大の重要問題となっている。 

 
(3) S状態遷移の主要反応の理論解析を始めている。 
申請者は最も初めの化学反応過程（S2 → S3 状態遷移）での水の挿入経路（Ca2+に配位す
る水 W３が Mn4 サイトに挿入する経路）を理論的に最初に提唱した。本反応は振動分光法
から最も支持される機構となっている(R.J. Debus, 2016)。 

 
(4) 実験的に直接構造変化が観測できるようになってきている。 
2011 年の PSII の高分解能（1.9Å）X 線構造（梅名ら, 2011.）以降、結晶構造は劇的に進歩
してきており、現在３グループ(P. Fromme, V.K. Yachandra, 沈)が独立に時分割X線構造解析
で高酸化状態（S2, S3, S4）を報告するなど、低解像度ではあるが反応中間体構造を直接構造決
定できる時代に突入している。近い将来に高分解能構造が報告される可能性があり、反応機構
はまさに議論の渦中に入ろうとしている。 

 
２．研究の目的 
 これまでの研究実績を踏まえ、水分解反応にとって最も重要な 3つの化学反応過程: 水分子挿
入過程 (S2 → S3 遷移)、 O-O 結合生成反応過程 (S3 → S4), O2 放出過程 (S4 → S0)に焦点を
当て、S3、S4状態を含む全ての可能な反応経路を QM/MM法により明らかにする（図３）。本研

図 2. Kok-Joliet サイクル。PSII は四電子酸
化反応(2H2O + 4hv -> O2 + 4H+ + 4e–)を触
媒する。 

図１.(a)光化学系 II (PSII)の全体構造と(b)
活性中心(OEC)拡大図 



究課題では１つの最安定反応経路だけでなく、他の（よりエネルギー的に高く見積もられた）可
能性のある反応経路についても特徴を明らかにすることで、広く水分解反応を解明する。 
 
３．研究の方法 
本研究方法における学術的特徴及び独創的な点は以下の３項目が挙げられる。 
(1) 独自の計算手法の効率化と電子状態解析法を活用する。 
Broken-Symmetry Density Functional Theory (BS-DFT)法は電子相間を考慮した開殻系の電子
状態計算法として実用的方法であり、スピン射影により近似的に正確な量子状態を見積れる。
しかしながら、BS-DFT 法は解の収束が悪く、特に大規模系では極めて計算の手間がかかる。
申請者は 10 年以上 BS-DFT を利用してきており、初期軌道作成方法と電子状態解析法を独自
に開発してきた。本研究課題のような大規模多スピンサイト系において活用する。 
 
(2) 反応経路の自動探索法を開発する。 
 反応経路の探索は極めて手間と計算コストがかかる。化学反応をよく知っていれば、多くの
反応経路を絞り込み、少ない手続きで検討が可能であるが、複雑なコンフォメーション変化
を伴う場合や思いもよらない経路に対しては手動ではどうしても探索漏れが発生してしまう。
そのため、計算コストがかかってしまっても反応経路を自動的に探索する方法を見つけない
と本質的解決にならない。申請者はこれまでの経験をもとに、独自の自動探索法を開発する。
本手法を活用することで、より完全な反応経路探索を実施する。 
 
(3) スパコンを活用した高速計算を実施する。 
 国内のスパコン（Tsukuba-COMA, 京, Oakforest-PACS 等）を活用することで、大規模 QM/MM
計算を高速に実行する。本課題で異なる反応経路を検討するには QM 領域を十分大きく設定
し、比較できる必要があるが、そのためにはスパコンを十分に利用する必要がある。また、
反応経路探索もスパコン上で実行できるようにする。効率的計算実行法について今までに研
究を重ねてきており、スパコンの実行環境をより整備し、高速計算を実施できるようにする。 
 
4. 研究成果 

 S3→[S4]→S0遷移には少なくとも２つの反応過程が観測されている。１つは = 50～250 s の
ラグタイムと呼ばれる過程で，もう１つは = 1.2 s のより長いタイムスケールの反応過程であ
る．これらはMnクラスター周りの水素結合の組み替えを伴う反応（プロトン移動／組み替え反
応）とMnクラスターの再構築過程に相当する。前者の水素結合の組み替えにより、O–O結合
の形成がなされる。O-O 結合形成にはこれまでラジカルカップリング(RC)機構と酸塩基(AB) / 

nucleophilic attack機構の２つが主に提唱されてきている。両機構の一番大きな違いは O–O結
合生成時のプロトンの有無にある。電子状態としては，RC機構では２つの反強磁性的に分極し
たオキソラジカルがσ結合を形成する機構であり，AB 機構では電子を与える塩基の
hydroxo(OH)から酸である oxoに電子を与えてσ結合を形成する機構である。反応性の高い oxo
が２つ生成される状況になれば，RC 的な反応経路の方が AB 経路に比べてずっと起こり易い
（反応障壁が低くなる）ため，理論計算的には RC経路が最も妥当な機構であるように思える。
RCは P.E. Siegbahn が提唱してきているが、我々は、精密な電子状態解析を行ったところ、RC
反応機構の反応経路であっても、非ラジカルの電子状態が O–Oσ結合形成において重要な寄与
を担っていることを見出した。つまり、RCでは Mn4(↓, IV)–O5(-2) + O6(↓, -1)–Mn1(↑, IV)  
→ [Mn4(↓, IIII)–O5(↑, -1) + O6(↓, -1)–Mn1(↑, IV)] → Mn4(↓, IIII)  O5(-1)–O6(-1)–
Mn1(↑, IV) と反応が進むが、非ラジカル機構では Mn4(↓, IV)–O5(-2) + O6(-2)–Mn1(↑, V)  
→ Mn4(↓, IIII)  O5(-1)–O6(-1)–Mn1(↑, IV)と記述され、O6 上の１電子が Mn4 に移動する
と共にMn4-O5間の結合が O5-O6間のσ結合に移動する協奏反応になっている。そのため、本
機構を特に Concerted Bond Switching (CBS)機構と呼んだ。RCと CBSの違いは単なる形式的
な原子電荷の割り振りだけの違いだけではなく、CBS機構では高原子荷Mn（Mn1(V)）を反応
に利用している事、Ca原子は Lewis酸として働いており、酸素結合生成前の状態を安定化して
いることに合致すること、不安定なラジカル状態を生成しなくても反応が進行できることを示

しており、O–O結合形成がより理解が容易になる。 

S3→[S4]→S0遷移の後半過程においては酸素分子の放出と水分子の挿入による Mn4CaO5骨格の

再構築過程が含まれる。酸素分子放出と水分分子の挿入過程が別々に起こると 20 kcal mol–1の
高い反応障壁が必要であるが、酸素分子放出と共に W3 近傍の水分子が協奏的に反応を起こす
と反応障壁は 12.3 kcal mol–1となり、 = 1.2 s の遅い反応過程に対応することを初めて理論計



算から解明した。生成される酸素分子は W3 に押し出されるようにして O5 原子近傍の Val185
側鎖で被われる疎水環境を通って、Asp61 側に透過するため、非極性の酸素分子の誘導に最適な
環境が形成されている。また、Asp61 から PSII 外のチラコイド内側には酸素分子が透過できる
チャネルが形成されているため、PSII-OEC の水分解反応は蛋白環境場が効率的な反応に極めて
重要である。我々の理論解析結果の後に、J. Kern らは Kok-Joliot cycle 中の全ての安定中間体状
態（Si, i=0-3）の XFEL 構造を報告している(Nature 2018)。彼らの構造では S3状態生成後にW3
近傍に新たな水分子の存在が見えており、その結果から W3 が基質水分子の候補であると結論
付けている。最近の TR-SFX 解析からも、S2→S3遷移過程において W3 が基質水分子候補であ
ると報告がなされている（Science2019, PNAS2020）。また、M. Sugiura らは Val185 を Thr に
置換することで、S3 → S0遷移が遅くなることを報告しており（BBA 2018）、これらの結果は我々
の反応機構と良く整合している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

反応経路の自動探索法については、複数のウｫーカーを用い、ウｫーカー間に反発力をかけてい
く事で、広い構造空間を網羅し、多くの分子構造（局所安定構造）と構造間遷移経路（反応経路）
を自動的に求める事ができる新しい手法 GLobal Area Search (GLAS)法を考案した。基質や蛋
白質分子の複雑なコンフォメーション変化、多くの反応中間体の検討、それらを結ぶ複雑な反応
経路を評価するために、広い構造及び反応空間を効率的に網羅探索する事が可能になった。本計
算手順を図 4に示す。(1)まず始めに構造最適化を行い、局所安定構造(Xmin1)を求める。(2)次に
ウｫーカーを Xmin1周りにランダムに配置する。(3) 次式の様にウォーカー間に反発ポテンシャル
VRを与えながら各ウォーカーを構造最適化させる。 

VR には平均二乗偏差(RMSD)に対する逆比例関数系を用いた。反発係数 k を強めていく事で、
ウォーカーを広く分布させる。k はウｫーカーの平均エネルギー(Eavg.)が目標値（Et～反応障壁
エネルギー）に到達するまで少しずつ大きくしていく。(4)ウｫーカーの構造変化やエネルギーが
収束したら各ウｫーカーを個別に構造最適化する事で、他の安定構造(Xmin2)を得ることができる。
本手法のプログラムを Python で作成し、簡単な分子系（エタン、グリシン、グリシン生成反応）
に適用したところ、適切に構造と反応経路を探索できることを確認した。図 5にはエタンに適用
した時のウｫーカーの構造変化過程（重ね合わせ図）を示す。反応座標を明確に与えていないの
に適切にメチル基が回転し、広く分布することが分かる。本 GLAS 法は(i)計算コストが構造最
適化レベルである事、(ii)並列実行に向いている事、(iii)未知の反応経路探索に利用できる事か
ら、酵素反応での複雑な反応機構の解明に有益な手法となり得ると思われる。今後、様々な酵素
反応系に適用し、理論解明に活用していきたい。 

         X (̇n) =–∇V X (n)  –∇V ({X (n)}), 

     V = ∑ V ( , )〈 , 〉 = ∑
( , )〈 , 〉  

図 3. (A) S2 → S3状態遷移での水分子挿入過程、(B) S3 →[S4]状態遷移でのO5-O6 結合生成機構(CBS
機構)、(C) [S4]→ S0状態遷移での酸素分子放出と Mn クラスター骨格再構成の協奏的反応機構 



  
 

図 4. GLAS法の計算手続き 図 5. GLAS 最適化過程での構造変化

(エタンの場合) 
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