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研究成果の概要（和文）：次世代のクリーンエネルギー創出に向け、反応初期過程の仕組みをオングストローム
領域の三次元映像化によって明らかにする実験的方法論として時間分解電子スピン共鳴法による計測から分子集
合体の初期過程で生成する電荷分離状態の中間体立体構造を、高い空間分解能にて三次元映像として可視化する
「時間分解電子スピン分極イメージング法」を開発した。光合成タンパク質であるホウレン草のPSIIにおいて生
成する初期電荷分離状態の不対電子軌道を特定し、中間体分子の距離および位置と分子配向を高い空間分解能に
て画像化した。電子的相互作用を特徴付け、高効率な光エネルギー変換を引き起こす根源的な分子機構の解明を
達成した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel method of “3D spin polarization imaging” by 
which the anisotropic spin polarization is mapped to all possible magnetic field directions from the
 powder-pattern time-resolved electron paramagnetic resonance (EPR) spectra to obtain geometries of 
the photoinduced primary charge-separated (CS) state of quinone pre-reduced membranes of plant PSII 
from spinach in frozen solution and in oriented multilayers at 77 K. For this we have observed the 
primary CS states using an X-band time-resolved EPR method. From the imaging maps, we have 
characterized cofactor geometries and electronic coupling of the photoinduced primary CS state. It 
has been revealed that that the electronic coupling between the charges is significantly weak in the
 CS state separated by 1.5 nm, showing an importance of regulated cofactor-cofactor electronic 
interaction between a vinyl substituent and an accessory chlorophyll to inhibit the energy-wasting 
charge-recombination. 

研究分野：物理化学

キーワード： 光合成　光電荷分離　電子的相互作用　構造解析　太陽光エネルギー変換　電子スピン共鳴　タンパク
質　異方性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、初期電荷分離活性種の同定を行うだけでなく、中間体分子の立体的な位置、距離、分子配向および
軌道の広がりや重なりによる電子的相互作用を量子論に立脚した全く新しい磁気イメージング法の開発により正
確に求めた。これは、試料の結晶化が不可能な複雑系であっても中間体やラジカル対の立体構造をオングストロ
ーム領域の高い空間分解能にて三次元映像化する画期的なツールを提供するものであり、磁気共鳴原理をベース
とした本技術の開発は太陽電池における効率的電荷生成や新しい光触媒開発への応用や、特定分子をターゲット
とする治療への応用など、産業・医療分野の広範囲な応用への可能性を十分に秘めている。

※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 
小堀は近年、X バンド時間分解 EPR 法を用いて光合成系を含む様々なタンパク質複合体
(JPCC2015他)や有機薄膜太陽電池の光活性層薄膜(JPCL2015他)および、優れた分子ワイヤー
機能性を有する連結系分子など(JACS2016, ACIE2016 他)、光エネルギー変換の初期過程で生
成する短寿命電荷分離状態の立体構造と電子的相互作用の同時解析を世界にさきがけて行い光
エネルギー変換の分子論的起源が次々と明らかになっている。中間体立体構造解析の観点にお
いては、小堀による量子論的解析手法によりラジカル間距離、中間体分子の位置や向きなどが従
来よりも高い信頼性で得られるようになったものの、X 線構造解析法のように高精度な分子構
造理解ができる状況には至っていない。小堀はマイクロ波周波数がより高い(35 GHz)Q バンド
時間分解 EPR法を用いた電荷分離構造の精密解析へ転換を図っているが、一方で、高周波 EPR
スペクトルには、g因子の異方的効果がより反映されやすくなるため、スペクトル線形から双極
子間相互作用や電子的相互作用と共に立体配置を予想することが極めて困難になる。Ｘ線構造
解析で提供される三次元立体画像のように、EPR スペクトル線形と一対一で対応する構造情報
データを三次元映像として可視化すれば、立体構造をその空間分解能と共に明確に説明するこ
とができ、反応機構の解明につながる。また、量子論に基づく本解析手法に対する汎用性も大き
く拡大する。以上の経緯から、今回、新規に電子スピン分極イメージング法を開発する挑戦に乗
り出す考えに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、人工光合成など次世代のクリーンエネルギー創出に向け分子機構の解明が喫緊課
題となっている様々な反応系において、反応初期過程の仕組みをオングストローム領域の三次
元映像化によって明らかにする画期的な実験的方法論を開発する。高周波時間分解電子スピン
共鳴法による計測から複雑な機能を有する分子集合体の初期過程で生成する電荷分離状態の中
間体立体構造を、高い空間分解能にて三次元映像として可視化する「時間分解電子スピン分極イ
メージング法」を開発する。1)光合成タンパク質であるホウレン草の PSIIにおいて生成する初
期電荷分離状態の不対電子軌道を特定し、2) 中間体分子の距離および位置と分子配向を高い空
間分解能にて画像化する。さらに、3)不対電子軌道間の重なりの大きさ（電子的相互作用）を正
確に特徴付ける。以上の高精度計測から、高効率な光エネルギー変換を引き起こす根源的な分子
機構の解明に挑戦する。Ｘ線回折パターンから得られる三次元構造データのように、電子スピン
共鳴スペクトルと一対一で対応する構造情報データを三次元映像として可視化し、構造情報を
その精度（空間分解能）と共にわかりやすく説明するツールの提供を目標とする。 
 
３．研究の方法 
1. 高速電子スピン共鳴システムの構築と計測 
 現有する Xバンド電子スピン共鳴分光器、およびナノ秒パルスレーザーを用いた。入手した膜
タンパク質試料を溶解させた溶液と、タンパク質試料を基板上に塗布して得られる配向膜試料
を作成した。ホウレン草から抽出した PSII チラコイド膜は、連携研究者である三野(名大)から
提供を受けた。まず溶液試料において、温調型クライオスタットシステムと、積算データ取得の
システムを構築した。これにより極低温条件でのレーザー励起時間分解 EPR 測定を行い、ナノ秒
領域の時間分解 EPR スペクトルを取得した。 
2. 電子スピン分極イメージング法の開発 
 電子スピン分極の量子力学的モデルに従い、電荷分離状態の電子的相互作用(J)、スピン双極子
間相互作用テンソル(d)、超微細相互作用テンソル(a)、gテンソルを考慮し光電荷分離状態の時
間分解 EPR スペクトルを再現した。aテンソルに注目すると、電荷分離状態を構成する電子受容
体 PheoD1–•は窒素原子上に大きなスピン密度を持つため芳香環面外方向に大きな主値(aZ)を持つ。
この異方的効果により、外部磁場 B0がこの分子の面外方向を指した場合に量子力学的混合が効
率よく起き、さらにこの超微細結合(hf)によるスペクトル幅の増大が起こる。溶液中無配向試料
の電子スピン共鳴スペクトルは、外部磁場の各空間的方向に対して得られる電子スピン分極信
号の重ね合わせとして再現される。そこで電子スピン分極強度を各磁場ベクトル方向に分解し、
この単位ベクトル終点の集合からなる球面に投影した。特定の外部磁場で生じる電子スピン分
極強度を投影すると、aZにより PheoD1–•の Z 主軸方向に大きな正のスピン分極を示す像が得られ
これにより PheoD1–•芳香環面外方向(aZ主軸方向)を決定することができた。d テンソルではラジ
カル間を結ぶ方向が主軸となり、双極子間相互作用が B0方向に依存する。dテンソルに起因し磁
場掃印スペクトルが A/E や E/A パターンを示すスピン分極の符号は、ラジカル間を結ぶベクト
ル方向では負(E 分極)となる。このため負のスピン分極が最も強い方向に電子供与体 PD1+•が存在
する(d-イメージング)。さらに、スペクトルの中心位置は g 因子の異方性(gX,gY,gZ)に強く依存
し、各分子の配向によって大きく変化する。注目する主値(gz)に対応する中心磁場強度にて同様
の画像投影を行えば、gZ主軸方向が示され(g-イメージング)、PD1+•の分子配向が明らかとなる。
三種の異なる異方性に対応したイメージング解析を行うことより光電荷分離状態の立体映像が
作成され、ナノ秒高速時間領域で不対電子軌道分布や立体構造の視覚的変化による光エネルギ
ー変換機構の解明ができた。電荷再結合によって生成する 3ChlD1*の電子スピン分極の画像化も
行い三次元画像の妥当性も評価できた。 
3. 膜配向試料の解析:電荷分離構造の三次元映像化と電子的相互作用 



 膜配向試料についても同様の手続きでイメージ像
を取得できる。EPR 測定では外部磁場 B0と配向膜基板
の法線ベクトル C2が平行(図 1上)、垂直(図 1下)とな
るよう試料を設置し電荷分離状態を計測した。上記の
計測条件では、外部磁場の方向ベクトルは図 1右側実
線矢印の分布をもつため、ガウス関数により磁場方向
分布を考慮したイメージング処理を行うことによっ
て、各種の磁気異方性をハイライトさせて表示するこ
とができる。同様の解析は励起光偏光方向と B0方向を
平行、垂直とする EPR 計測に対しても有効であり、試
料を配向あるいは結晶化させる必要がない。X バンド
EPR 計測では芳香族ラジカルの面内異方性の効果が現
れにくいが、本研究による高速 Qバンド EPR スペクト
ル計測では、スペクトル分解能が向上した高磁場条件
下で画像解析処理を行うため、イメージング映像には
gX, gYの相違に由来して生じる分子面内回転効果が顕
著に現れ、極めて高い精度の立体構造解析が可能にな
った。 
 イメージングによる各種磁気異方性の解析により
異方的効果がすべて抽出されることから、残る等方的
相互作用として電子的相互作用(J)も特徴付けること
ができる。この立体映像と電子的相互作用の同時解析
から、立体構造変化が電子的相互作用に与える影響を
調べ、高効率エネルギー変換の分子機構を詳細に明ら
かにした。 

 
４．研究成果 
我々は、中間体のスピン状態に生じる
電子スピン分極異方性を外部磁場空間
方向に分解しその強度を投影する「スピ
ン分極イメージング法」を世界に先駆け
開発し、光反応中間体の立体配置を三次
元映像で可視化する計測・解析を進め
た。この手法を光合成光化学系II(PSII)
タンパク質の初期電荷分離過程に活用
し立体構造と運動性を解析した(図 2)。
酸素発生を行う植物について PSII 結晶
構造の報告はないが、構造が解かれてい
る藻類とほぼ同一であるとされている。
これら PSII はチラコイド膜に存在する
膜タンパク質(図 2a)であり、反応中心
部位における色素分子配置の基準とな
る二回対称軸(C2)をプラスチックシー
トの垂線方向に向け多重積層する(図 2a,b)。よって、初期光電荷分離で生成した中間体ラジカ
ル対の双極子間相互作用の主軸方向 
(d)は C2軸に対し一定の配向性を示す。
図 2cはこのシート配置を外部磁場B0の
方向に対して変化 (B0 // C2と B0⊥C2)
させ計測した時間分解電子スピン共鳴
スペクトルを示す。マイクロ波遷移とし
て観測される吸収と放出による信号パ
ターンがこの方向によって変化する様
子が得られ、双極子間相互作用による分
裂と遷移(図 2c)に対する異方性効果で
スペクトルが説明された。図 2d にはシ
ート上に生じる B0方向ベクトルの空間
分布を示す。ここから特定の外部磁場強度において得られる電子スピン分極を任意の磁場方向
に分解し投影する画像化を行った(図 2d)。この立体映像よりフェオフェチンに生じる電子
(Pheo･)と正孔による電荷分離配置を図 2b のように決定し、正孔(PD1+･)がクロロフィル二量体
(PD1PD2)の片側に局在化する様子が初めて捉えられた。PD1+･局在性は、光合成による水の酸化分解
に必要なマンガンクラスターの後続的な酸化を駆動する酸化力形成に極めて重要である(図 2a)。
今回の初期電荷分離構造の解析により、この酸化力の維持が映像化によって直接的に実証され

図 1．PSII 膜配向試料の模式図。チラコイ
ド膜は、円筒で模式的に描いた枠内にあ
る反 中心応 の二回 軸対称 C2 が基板面に対
して垂直に立つよう配向する。外部磁場
B0 と基板の法線ベクトル C2 が平行(上)、
垂直(下)となるように試料を設置し電子ス
ピン分極イメージングを行うことによっ
て、より高い精度で電荷分離 態状 の立体
構造解析ができる。d はラジカル間を結ぶ
主軸を表す。右側図は、d-イメージング画
像と磁場方向分布B0( 線矢印実 )との 係関 を
表す。 

図 2. 光化 系学 II 複合体チラコイド膜に生成した初期
電荷分離 態状 の立体配置 
a)チラコイド膜中に存在する PSII タンパク質のモデル
図。b)シート上に膜配向させた PSIIタンパク質 部内 の光
電荷分離 態状 の模式図。C2は膜配向軸。c)電子スピン共
鳴スペクトルに対する外部磁場 B0 方向依存性。d)特定
の外部磁場 度強 で電子スピン分極を外部磁場方向に投
影した立体映像。赤はマイクロ波の吸収を示す。d は電
荷どうしを結ぶ方向ベクトル。正電荷は PD1クロロフィ
ルに局在化し高い酸化力を持つ。 



たことは画期的である。 
ここで高等植物であるホウレン草と紅色細菌(Rhodobacter sphaeroides R26)の両者について、
我々が明らかにした反応中心部位における初期電荷分離構造を比較してみる(図 3)。PSII では
正孔が PD1+･に局在し電子(Pheo･)と正孔間の電荷分離距離(rCC)が 1.5 ナノメートルであるのに
対し、紅色細菌でのフェオフェチンとクロロフィル二量体間の電荷分離距離は 1.8 ナノメート
ルであった(図 3b)。一方で電子と正孔の電子軌道の重なりで生じる電子的相互作用は、PSII の
方が紅色細菌のものより十分小さく、電荷分離寿命もより長かった。電荷同士の距離が近いにも
かかわらず軌道の重なりが抑制的であることは、トンネル効果として電子伝達を媒介する図 3a
のアクセサリークロロフィル(ChlD1)との相互作用(VA)が著しく弱いことを示している。我々は、
この要因としてフェオフェチンの
末端置換基が生物種によって異な
ることに起因すると結論した。図
3a の PSII では末端置換基として
ビニル基 -CH=CH2 を用いているの
に対し、紅色細菌(図 3b)では、ア
セチル基 -C(CH3)=O を有してい
る。図 3bの末端アセチル基は電子
吸引性が高く Pheo･においてカル
ボニル酸素に不対電子密度が生じ
るためクロロフィルとの強い相互
作用(VA =135 cm-1)が生まれ、電子
が戻る再結合反応を起こしやす
い。一方で PSII 色素が持つビニル
基は電子吸引性がより低いため
Pheo･末端部位に不対電子密度が
あまり生じず、電子が戻る通り道
を高い壁で阻んだ状態になる。こ
の絶縁性のため ChlD1との相互作
用(VA = 45 cm-1)は弱く、電荷再結
合による電荷の損失を防ぐことが
できる。 
以上により、光合成細菌から高等
植物へと進化し水を酸化分解するにまで至った起源には、光合成による水分解の酸化力を発揮
する高い電荷分離エネルギーを再結合反応で失わせないよう、末端置換基をビニル基に置き換
え電子の流れを調整したことが一つの大きな要因になったと考えられる。 
 
 
 
 

図 3 光化 系学 II 複合体と紅色細菌に生成した初期電荷分離
態状 の立体配置の比較 

a)PSIIの光電荷分離 態状 を構成し負電荷を生じる PheoD1末端

ビニル基(-CH=CH2)は隣接する ChlD1 クロロフィルに近接す
るが絶 性縁 のため電荷再結合によるエネルギー損失が起きな
い。高い酸化力を持つため、正孔はマンガンクラスターを後
的続 に酸化し水の酸化分解を可能にしている。b)紅色細菌で
は、末端アセチル基-C(CH3)=O が隣接するクロロフィルと強
く相互作用し電荷再結合が起こりやすい。 
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