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研究成果の概要： 
  光合成によるエネルギー変換機能を改良して新規エネルギー生産に応用することを目的と

して、その初発の反応である水の酸化機能を高めた組換え体の作製を試みた。遺伝子組換えに

よって遺伝子の発現を制御したり、光化学系 II 反応中心のアミノ酸を変えることにより、水の

酸化機能を 1.8 倍高めることに成功した。更に機能を高める目的で、水の酸化で生じた電子を

受け取る+1.2 V の高い酸化還元電位を持つ P680クロロフィルのリガンドアミノ酸を別のアミノ

酸に置換したところ、水の酸化には殆ど影響しないことが明らかになった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 植物や藻類による光合成は、人類の

エネルギー源を作る重要な反応である。食

物のみならず、我々の生活に欠かせないエ

ネルギー源となる化石燃料もまた、光合成

産物由来である。しかし、化石資源の枯渇

の観点から、水素エネルギーやバイオマス

等のクリーンな新しいエネルギーを主な

エネルギー源として、実用化を考えなけれ

ばならない。 
 エネルギー効率が良く、副産物が水のみ
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である水素は新規エネルギーとして注目されて

いるが、その製造方法には多くの解決すべき課

題を抱えている。現在、水素の生産量は 1年間

に 500 億 Nm3にのぼる。しかし、その 97%は化

石燃料を材料にして水蒸気を反応させて作

られているため、クリーンな水素を得る為に

CO2 発生を伴う材料を使っているという矛盾

がある。また、化石燃料を材料としているの

で、化石燃料の枯渇問題の解決にはなってい

ない。 

 CO2 を排出せず、化石燃料を使わないで

水素を製造するには、地球の 7割を覆ってい

る豊富な水から再生エネルギーを利用して

水素を作ることが理想的である。実際、水を

分解して水素を得るために、光触媒や金属錯

体による技術の開発が進められているが、太

陽光（可視光）の利用、分解効率の改善、低

コスト化などが大きな課題となっており、実

用化には至っていない。従って、水を材料と

して、太陽光、特に可視光を利用でき、低コ

ストで、CO2発生を極力抑えた水素製造方法の

開発が求められている。 

 光合成生物に着目すると、彼らは太陽光

エネルギーを用いてまず、水から電子を引き

抜き、酸素と水素イオンを作っている。つま

り、太陽光で電気分解と同様の反応を行って

いるのである。この初発の反応で生じた水素

イオンを取り出し、還元して水素ガスにし、

水素エネルギーとして利用すれば、効率良い

エネルギー生産の方法に応用できると期待

できる。この時、より多く水素イオンを作る

反応系を作る、つまり、より速い水分解反応

システムを作れば、より効率的である。その

為には、まず光合成の水の酸化機構について

十分に知らなければならない。本研究では、

光合成の水の酸化反応機能について、分子レ

ベルで明らかにすることを目標とした。 

 
 
２．研究の目的 
 
 光合成による水の酸化については、

4Mn-1CaのMnクラスターを触媒中心とした

分子構造がようやく明らかにされつつある

だけで、分子機構、特に効率良く電子を引き

抜く機構については全く分かっていない。水

の酸化反応では、触媒中心の構造が鍵になっ

ていることは事実で、申請者がクラスターの

一部である Ca を Sr に置換した変異体では、

細胞は生育するものの、酸素放出のキネティ

クスが 2 倍近く遅くなっていた。また、Mn
のリガンドのアミノ酸を別のアミノ酸に置

換した変異体では酸素発生能が無くなった

という報告もある。しかし、酸素発生活性が

高くなる変異体の報告は。これまでにない。

野生型のクラスター構造は、既に水酸化の最

適状態に仕上がっているように見える。 
 そこで、本研究ではクラスターで生じ

た電子を受け取る 2 量体クロロフィル P680

に着目した。この酸化還元電位は当然のこと

ながら水のそれよりも高く、生物界で最も高

い+1.2V と推定されている。この酸化還元電

位を更に上げることができれば、より速い水

の酸化、しいては光合成による効率良い水素

イオンの発生、化学エネルギーへの変換を期

待できると申請者は考えた。実際に研究代表

者は、P680の近傍に存在するアミノ酸の水素

結合ネットワークに着目し、アミノ酸置換に

よってネットワークを壊した光化学系 II で

は、P680 上のカチオンの平衡が片側に寄り、

P680
+の還元速度、つまり Mn クラスターから

の電子伝達速度が速くなったことを既に報

告している。 
 本研究課題では、光合成による水の酸

化メカニズム、特に効率良く水の電子を引き

抜くために、どのようにして P680が高い酸化

還元電位を保持しているのかについて、P680

周辺のアミノ酸を置換した更なる遺伝子組

変え体を作製し、その構造と水の酸化機能と

の関係について調べることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 部位特異的にアミノ酸を置換した T. 
elongatus 組換え体の作製および組換え体の

ゲノム DNA の解析 
 psbA1 と psbA2 をノックアウトするため

に 、 好 熱 性 ラ ン 藻 Thermosynechococcus 
elongatus の psbA1 の ORF の上流約 1,000 bp
と psbA2のORFの下流約 1,000 bpをクリーニ

ングし、それらの間に抗生物質耐性遺伝子カ

セットを挿入したプラスミド DNA を構築し

た。これをエレクトロポレーションによって

T. elongatus 細胞に導入し、相同組換えによっ

てゲノム DNA を置き換えた。組換え体は抗

生物質を含む寒天培地で選抜し、全てのゲノ

ムコピーが置き換わったことを、ゲノム DNA



 

 

を PCR で増幅させることにより、確認した。 
  D1-His332 を Gln および Ala に置換した

変異体を作製するために、psbA3 遺伝子をク

ローニングし、そこに変異を導入した。それ

に、選抜のために、抗生物質耐性遺伝子カセ

ットを挿入したプラスミドを構築した。

psbA1 と psbA2 をノックアウトした変異細胞

を宿主にして、部位特異的変異を入れたプラ

スミドを導入し、組換え体を得た。全てのゲ

ノムコピーが置き換わっていることは、PCR
で増幅させ、更に制限酵素で切断することに

より確認した。 
 
(2) 光化学系 II 複合体の精製 
 組換え細胞を 16 L 培養し、細胞を破砕

してチラコイド画分を得た後に、界面活性剤

で可溶化した。組換え体の光化学系 II の 1 つ

のサブユニットである CP43 には His-tag を付

けてあるので、可溶化したものを Ni2+-アフィ

ニティカラムクロマトグラフィによって精

製した。溶出には、リガンドアミノ酸と Mg2+

との距離を考慮し、P680 変異体では His を、

それ以外はイミダゾールを用いた。 
 
(3) 水の酸化活性の測定 
 クラーク電極を用いて、連続飽和光を照

射しながら、電子受容体 2,6-DCBQ の存在下

で、25°C、pH6.5 で測定した。測定試料には

精製した光化学系 II 複合体を用いた。 
 
(4) 熱発光の測定 
 精製した光化学系 II 複合体試料を暗所

で1時間インキュベートすることによってS1
状態にした後に、QA から QB への電子伝達

を阻害する化合物である DCMU もしくはブ

ロモキシニルを添加した。そこにキセノン閃

光を 1 回照射して、77 K まで急冷した後に、

40°C/min で熱を与え、発光をフォトンカウ

ンターで検出した。機器は、筑波大学大学院

の野口巧准教授が構築したものを使った。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) T. elongatus の遺伝子組換え体の作製 
 好 熱 性 ラ ン 藻 Thermosynechococcus 
elongatus のゲノム DNA には、光化学系 II 反
応中心タンパク質 D1 をコードする遺伝子が

3 つ(psbA1、psbA2、psbA3)存在する。これら

のうち、psbA1 が恒常的に発現しており、強

光や紫外光などの光ストレス条件下では

psbA3 の発現が誘導される。本研究では、

psbA1 にコードされる D1(D1-1)と psbA3 にコ

ードされる D1(D1-3)の水の酸化機能の違い

を調べ、更に、第一電子供与体である P680ク

ロロフィルの D1 側のリガンドである 198 番

目の His を Ala および Gln に置換した部位特

異的変異体を作製するために、まず、psbA1
および psbA2 をノックアウトした組換え体を

作製した。更に、それを宿主細胞にして psbA3
に部位特異的変異を導入した組換え体を作

製した。細胞あたり約 100 コピーある遺伝子

が全て置き換わったことを、PCR および DNA
の配列を解析することにより確認した。 
 
(2) D1-1 および D1-3 で構成される光化学系 II
の構造と機能の比較 
  光化学系 II 反応中心タンパク質である

D1 は 360 アミノ酸から成るが、psbA1 および

psbA3 にコードされる D1-1 および D1-3 の間

で、21 アミノ酸残基が異なる。psbA1 のみが

発現する条件で培養した細胞、および、psbA3
のみが発現するように psbA1 と psbA2 をノッ

クアウトした組換え細胞を大量培養し、光化

学系 II複合体タンパク質を精製し、生化学的、

分光学的、熱力学的解析により、D1-1 および

D1-3 で構成される光化学系 II の構造と機能

を比較した。 
 光合成によるエネルギー変換の初発の

反応である水の酸化機能を調べたところ、

D1-3 で構成される光化学系 II は、D1-1 で構

成される光化学系 II よりも 1.8 倍の高い水の

酸化活性を持っていることが明らかになっ

た。両者の D1 のアミノ酸配列を比較すると、

Pheoと水素結合できる距離にある130番目の

アミノ酸が D1-1 では Gln、D1-3 では Glu で

ある。また、QBから約 10 Å の距離にある 212
番目と 270 番目のアミノ酸が D1-1 ではそれ

ぞれ Cys と Ser であるのに対し、D1-3 では

Ser と Ala である。そこで、Pheo-/Pheo の酸化

還元電位の違いを熱発光で測定したところ、

D1-3 の方が D1-1 よりも酸化還元電位が高く

なっていることが分かった。更に P680と Pheo
の電荷分離速度を測定したところ、D1-3 の方

が速くなっていた。また、QB結合部位に結合

できる化合物である DCMU およびブロモキ

シニルを単離した光化学系 IIに結合させて電



 

 

子伝達を阻害して水の酸化活性を測定する

と、D1-1 に比べて D1-3 へのブロモキシニル

への親和性が高かった。以上の結果より、

D1-3 で構成される光化学系 II の方が D1-1 で

構成されるものよりも高い水の酸化活性を

持つのは、Pheo の電位が高いために P680との

電荷分離が速くなるためであることが明ら

かになった。QB結合部位の違いが直接水の酸

化速度に関係するとは考えられないが、この

違いについては今後の課題としたい。 
 
(3) P680 のリガンドアミノ酸の水の酸化機能

における役割 
 光合成による水の酸化メカニズム、特に

効率良く水から電子を引き抜くために、第一

電子供与体となる P680が+1.2 V という生物界

で最も高い酸化還元電位を保持していると

考え、P680 クロロフィル分子のリガンドであ

るアミノ酸 D1-His198 を Ala および Gln に置

換した遺伝子組変え体を作製し、P680 周辺の

分子構造と水の酸化機能への影響について

調べた。 
 FTIR 測定により組換え体の分子構造を

調べたところ、クロロフィルの Mg はそのま

ま残っており、Ala とクロロフィルの Mg2+の

間には水分子が存在することを確認した。組

換え細胞の表現型は、光に対して敏感になり、

光アンテナの減少が認められたが、30 mV 程

度のP680
+/P680の酸化還元電位の低下が認めら

れたものの、予想よりも変化ははるかに小さ

く、P680 のリガンドアミノ酸は構造の保持に

は必須であるが、P680 の電位の保持には殆ど

関わっていないことが分かった。また、水の

酸化キネティクスやオシレーションパター

ン等を測定したが、野生型と部位特異的変異

体の間で大きな影響を違いを認められなか

った。 
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