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研究成果の概要（和文）：植物、藻類、シアノバクテリアのチラコイド膜内に存在する光化学系II膜タンパク質
（PSII）は、水を分解し酸素を発生する光反応酵素タンパク質である。本研究は、光合成水分解反応の各素反応
に関与するアミノ酸の部位特異的変異体を作成し、変異体から精製したPSIIを用いて赤外分光測定による詳細な
反応機構の解明を目指す。
PSIIの重要なサブユニットであるD1およびD2上のアミノ酸を変異対象とした。D1-Val157, D1-Ser169, 
D1-Asp170, D1-Asn298, D2-Val156が水分解反応および電子伝達反応において重要な役割を担うことが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：Photosystem II (PSII) is a multi-subunit pigment-protein complex embedded in
 thylakoid membranes in plants, algae, and cyanobacteria. PSII serves as light-driven 
water-oxidation reactions. In this study, we examined mechanisms of the water-oxidation reactions, 
especially proton release and charge separation, by means of infrared spectroscopy using PSII 
isolated from site-directed mutants.
The mutations were introduced into D1 and D2 subunits in PSII, which have important amino acid 
residues for the water-oxidation reactions as suggested by the X-ray crystal structure of PSII. The 
Fourier transformed infrared and time-resolved infrared analyses clearly showed that at least five 
amino acid residues, D1-Val157, D1-Ser169, D1-Asp170, D1-Asn298, and D2-Val156, contribute to the 
reactions, that is, D1-Val157 and D2-Val156 are involved in charge-separation reaction, and the 
remaining D1-Ser169, D1-Asp170, and D1-Asn298 function in water-oxidation reaction.

研究分野： 生化学

キーワード： 光合成　シアノバクテリア　赤外分光　水分解反応

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究が完遂されることにより、水分解反応におけるアミノ酸配位子のマンガンクラスターへの寄与およびプロ
トン放出機構が明らかとなる。これは光に弱いPSIIを強化することによる光合成能増強に向けた基盤研究とな
り、将来的にはイネやトウモロコシなどの有用作物の生産量向上のための応用研究に繋がると考えられるため、
その意義は大きい。また、太陽光エネルギーを電気エネルギーに変換する人工光合成デバイス、特に光を利用し
た水分解システムや効率的な水素発生システムの原理構築に繋がり、人工光合成分野の発展も期待できる。

※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 

チラコイド膜内に存在する光化学系 II 複合体

（PSII）は、マンガンクラスターを活性中心とし、

水分解反応を行う。この反応は 5 つの反応中間状

態の光誘起サイクル（S 状態サイクル）によって

進み、結果として、二分子の水は一分子の酸素と

4 つの電子およびプロトンに分解される（図１）。

Umena らの PSII の X 線結晶構造解析により、マ

ンガンクラスターが 4 つの Mn イオン、１つの

Ca2+イオン、および 5 つの酸素原子から構成され

ていることが明らかとなった（図２）[Umena et al. 
2011]。しかし、結晶構造解析では PSII の静的な

情報しか含んでおらず、詳細な水分解反応機構、

特に各反応中間状態におけるマンガンクラスタ

ー周辺の詳細な構造変化やプロトン放出経路な

ど、水分解反応の根幹をなすメカニズムは未だ明

らかとなっていない。 
結晶構造の情報をもとに、水分解反応機構の全容解明が世界中で行われている。

特に、部位特異的変異株を用いた解析は、野生株との差を捉えることにより対象

とするアミノ酸の水分解反応における役割を明らかにすることができるため、

国内外問わず広く用いられている研究手法である。こうした中、申請者は部位特

異的変異株を作成し、精製した PSII 試料を用いた赤外分光解析に従事してきた。

赤外分光法はタンパク質複合体中の活性部位の詳細な構造変化、相互作用、反応

を原子・分子レベルで調べる唯一の手法であるため、光合成水分解反応機構を解

明するうえで強力なツールとなっている[Noguchi 2008; 2015]。従って、部位特異

的変異株と赤外分光法を組み合わせることによって初めて、変異対象とするア

ミノ酸の水分解反応における原子・分子レベルの詳細な役割を明らかにするこ

とが可能となる。 
これまでの実験系では部位特異的変異株を一つずつ赤外分光解析してきたた

め、全てのアミノ酸を調べるには未だ至っていない。その最大の理由は、水分解

反応に特徴的な四閃光周期振動を細胞レベルで簡易的に調べる方法がなかった

ためである。例えば、ある変異株において四周期振動に変化が生じれば、そのア

ミノ酸は水分解反応に影響を及ぼすということがいえる。所属研究室では閃光

照射毎に PSII のマンガンクラスターと第二キノン電子受容体 QB との電荷再結

合により生じる遅延蛍光を測定する装置を独自に開発しており、これは細胞を

用いることにより四周期振動を測定することが可能である[Noguchi et al., 2002]。
申請者はこれまでの研究により、PSII の水分解反応に重要な役割を果たすと考

えられる全てのアミノ酸、特にマンガンクラスターのアミノ酸配位子および水

素結合ネットワーク上のアミノ酸に対する変異株を作成してきた。そこで本研

究ではまず、作成した全ての変異株細胞を遅延蛍光解析することにより各アミ

ノ酸が四周期振動に変化をもたらすか調べ、次に変化が生じた株から精製した



PSII 試料を赤外分光解析することにより原子・分子レベルの反応メカニズムを

明らかにするという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
上記の背景をもとに、本研究は PSII のマンガンクラスターのアミノ酸配位子お

よび水素結合ネットワーク上のアミノ酸への部位特異的変異株を用いて、遅延

蛍光解析や赤外分光解析をすることにより、水分解反応における各アミノ酸の

役割を網羅的に調べ、各反応中間状態における活性中心周辺のタンパク質構造

のマンガンクラスターへの寄与や水分解反応により生じるプロトンの放出経路

を明らかにすることを目的とする。具体的な内容を以下に記述する。 
(１)マンガンクラスターのアミノ酸配位子（図２）はマンガンクラスターの安定

化をもたらすと考えられているが、それぞれのアミノ酸配位子の各 S 状態遷移

における寄与は不明である。本研究では、アミノ酸配位子の部位特異的変異株

を用いて遅延蛍光法による細胞レベルの四周期振動や PSII 試料を用いて赤外

分光法によるタンパク質構造の変化を測定し、各 S 状態遷移におけるマンガン

クラスターとのアミノ酸配位子との相互作用を明らかにする。 
(２)マンガンクラスターからルーメン側へと繋がる水素結合ネットワークは４

つ存在し、これらが水分解反応により生じたプロトンの放出経路として機能す

ると考えられている。4 つのネットワークとは、Cl-1 イオンを経由する Cl 経
路、YZ を経由する YZ 経路、多くの水分子から構成される YZ 近傍の A 経路、

マンガンクラスターの酸素原子 O4 と繋がる B 経路である（図３）。プロトン

は S2→S3, S3→S0, S0→S1 遷移においてそれぞれ１個、２個、１個ずつ放出され

るが（図 1）[Suzuki et al. 2009]、どの経路が実際にプ

ロトン放出のために利用されているか不明である。

本研究では、４つの経路上の部位特異的変異株を用

いて遅延蛍光法による細胞レベルの四周期振動や

PSII 試料を用いて赤外分光法による水素結合相互作

用の変化を測定し、各 S 状態遷移において生じるプ

ロトンがどの経路を辿りルーメン側へと放出される

かを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
光合成水分解反応におけるマンガンクラスターのアミノ酸配位子および水素結

合ネットワーク上のアミノ酸の役割を明らかにするために、初年度は遅延蛍光

法による部位特異的変異株の網羅的な解析から四周期振動に影響を与えるアミ

ノ酸を示し、各アミノ酸の水分解反応への寄与の全体像を明らかにする。次年度

以降は、野生株と顕著な差が現れた変異株からは PSII を精製し、光誘起フーリ

エ変換赤外（FTIR）測定および時間分解赤外（TRIR）測定により各反応中間状

態において生じるタンパク質および水素結合の構造変化やキネティクスを解析

し、各アミノ酸の水分解反応における詳細な機能を原子・分子レベルで明らかに

する。すでに、対象とする変異株は全て作成済みであり、その一部においては遅

延蛍光解析および赤外分光解析が進んでいる。 



 
４．研究成果 
１）PSII の電荷分離反応における D1-Val157 および D2-Val156 の寄与 
光エネルギーを利用し電荷分離反応を行う反応中心クロロフィル P680 はクロロ

フィルの二量体（PD1, PD2）を形成する。電荷分離後に PD1 および PD2 のどち

らに正電荷が多く蓄積するのか明らかにするために、P680 近傍に位置するアミ

ノ酸 D1-Val157, D2-Val156 に変異導入し、赤外分光解析した。その結果、正電荷

は PD1 側に多く分布することを実証した。この内容を論文として纏めた[Nagao 
et al., (2017) J. Biol. Chem. 292: 7474–7486]。 
 
２）PSII のプロトン放出における D1-Asn298 の寄与 
水分解反応で生じるプロトンがどの水素結合ネットワークを経て膜外へと放出

されるのか明らかにするために、酸化還元活性のある D1-Tyr161 残基を経由す

る水素結合ネットワーク上のアミノ酸 D1-Asn298 に変異導入し、精製 PSII を試

料とし赤外分光解析した。その結果、このネットワークがプロトン移動経路とし

て機能することが判明した。この内容を論文として纏めた[Nagao et al., (2017) J. 
Biol. Chem. 292: 20046–20057]。 
 
３）PSII の水分解反応における D1-Asp170 の寄与 
マンガンクラスターにはいくつかのアミノ酸が配位子として結合する。このう

ち D1-Asp170 を His へ置換する変異導入を行い、精製 PSII を試料とし赤外分光

解析した。得られたスペクトルは野生株と全く同じであった。質量分析の結果、

変異体の D1-D170 のサイトに変異が入っていないことが判明した。変異体細胞

の全ゲノムシーケンスをしたところ、ゲノム上ではたしかに変異導入されてい

た。培養条件を検討したところ、興味深いことに、従属栄養条件下でのみ D1-
D170H の変異がタンパク質レベルで有意に確認された。これらの結果は、光合

成生物にとって必須であるマンガンクラスター周辺のアミノ酸は、培養条件に

より翻訳システムが変わることを示しているのかもしれない。この内容を論文

として纏めた[Kitajima-Ihara et al., 2020 Biochim. Biophys. Acta, Bioenerg. 1861: 
148086]。 
 
４）PSII のプロトン放出における D1-Ser169 の寄与 
水分解反応で生じるプロトンがどの水素結合ネットワークを経て膜外へと放出

されるのか明らかにするために、マンガンクラスターを構成する酸素原子（O4）
を経由する水素結合ネットワーク上のアミノ酸 D1-Ser169 に変異導入し、精製

PSII を試料とし赤外分光解析した。フーリエ変換赤外分光および時間分解赤外

分光測定により、各 S 状態遷移における D1-S169A 変異の影響が小さいことを

見出した。一方、熱発光測定の結果、D1-S169 がマンガンクラスターの酸化還元

電位に寄与することが判明した。このことは、O4 を経由するネットワークがプ

ロトン移動経路としてではなく水分子の輸送経路として機能することを示唆す

る。この内容を論文として纏めた[Shimada et al., 2020 J. Phys. Chem. B 124: 1470–
1480]。 
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