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研究成果の概要（和文）： 
好熱性シアノバクテリア（Thermocynechococcus elongautus）とより調製した光化学系Ⅱコア
標品を用い、酸素を安定同位体（17O,18O）標識した水置換試料のフーリエ変換赤外スペクトル
を測定した。反応機構解明に必要な、水（の酸素）及び、部分的に分解された水と Mn クラスタ
ーの相互作用に由来するバンドを同定し、さらに、部位特異変異を導入したシアノバクテリア
(Synechocystis sp.PCC6803)を用い、Ｄ１Ｃ-末端アラニン残基と Mn クラスターの配位に関す
る情報を得た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Fourier transform infrared(FTIR) spectra for reaction intermediates in photosynthetic 
water oxidation were measure at low frequency in 17O and 18O raveled water in PSII core 
samples were prepared from thermophilic cyanobacterium Thermocynechococcus elongatus and 
the infrared bands responsible for direct interaction between Mn and substrate water were 
assigned in every reaction intermediate states of the water oxidation. FTIR spectra were 
also measured in site-directed mutants of Synechocystis sp.PCC6803. Based on the results, 
roles of D1 C-terminal alanine as a ligand were evaluated. 
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１．研究開始当初の背景 

光合成酸素発生反応は地球上で進行する最
も規模の大きな、最重要の生物化学反応であ
るにもかかわらず、光合成酸素発生の反応機
構の詳細は現在においてもほとんど未知のま
ま残されており、現代生物学研究において、
最大・最重要の未解決課題の一つとなってい

る。水分解の触媒として機能するＭｎクラス
ターの構造は2.3分解能（2011年4月、1.9Å高
分解能の構造が報告された）で解析されてい
たが、構造を補完する、反応機構解明に必要
な情報（水分解過程における、水分子の化学
的な変化、水分子とＭｎクラスターとの化学
的な相互作用の変化）は極めて限られていた。



間接的な生化学的手法が主に用いられており、
反応機構に関する議論は仮説の域を出ないも
のとなっていた。反応機構の解明には、反応
に伴なう、基質である水分子とMnクラスター
の化学結合とその変化の情報が必須である。
これらの情報を得るための最も有力な手法は
赤外分光法（特に、金属と酸素間相互作用の
直接情報が得られる低波数領域）であるが、
技術的な困難さのため、光合成試料への適応
は、その端緒がつけられたばかりの状態であ
った。 

光合成水分解ケミストリー

Mn (Ca)イオンと基質水分子/反応中間産物の相互作用
（反応中間産物の同定）

Mn クラスターのアミノ酸配位子と近傍蛋白質マトリックスの構造変化

Mn クラスターコアの構造変化 中波数（1800-1200 cm-1)FTIR測定

低波数（<1800cm-1) FTIR測定

パルスESR 測定

高活性・高安定試料 安定同位体標識試料 アミノ酸配位子置換試料

 
２．研究の目的 
 植物による光合成酸素発生（水分解）反応
は、植物の光化学系IIで生成した酸化型反応
中心を、水からの電子供与により還元再生す
る反応である。この反応は植物にとって必須
の反応であるばかりではなく、地球の生命進
化に決定的な影響を与えた。また、可視光に
よる酸素と水素（イオン）への水の効率的な
分解機構の解明は、将来のエネルギー問題の
解決に結びつき、人類の福祉にも大きく貢献
しうると期待される。このように、酸素発生
反応は地球上で進行する最も規模の大きな、
最重要の生物化学反応であるにもかかわらず、
光合成酸素発生の反応機構の詳細は現在にお
いてもほとんど未知のまま残されており、現
代生物学研究において、最大・最重要の未解
決課題の一つとなっている。 
 本研究はフーリエ（FT-IR）変換赤外分光法
を主な測定手法として用い、酸素発生反応過
程のケミストリー（化学）を具体的に記述し、
その機構を明らかとすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
高活性・高安定な酸素発生コア標品、特異

的安定同位体標識標品、Mnクラスターのアミ
ノ酸配位子変異体標品、等を作成。これらの
試料を用い、光合成水分解反応の化学反応過
程を直接測定することにより、水分解反応の
ケミストリーを明らかとし、その反応機構を
提案する。研究方法の全体スキーム（下図）
と個々の方法を以下に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(1) 好 熱 性 シ ア ノ バ ク テ リ ア

（Thermocynechococcus. elongautus）より、
高活性かつ安定性の高系Ⅱコア標品を調製
する。 
(2) シアノバクテリア  Synechocystis sp. 
PCC6803 を用い、配位子アミノ酸を部位特異
変異により他のアミノ酸に置換する。 
(3) 基質水分子を安定同位体置換した試料
を得、低端数、中波数領域の FTIR 測定を行
う。 
 
４．研究成果 
(1) 好 熱 性 シ ア ノ バ ク テ リ ア
(Thermocynechococcus elongates)のチラコ
イド膜を界面活性剤処理後、遠心分画する事
により、酸素発生系Ⅱコア粒子を調製した。
界面活性剤Zwittergent 3－12 で可溶化する
ことにより、高い酸素発生活性を保持した標
品を得ることが出来た。この標品はアロフィ
コシアニンを保持していた。細胞に比べると、
熱耐性が約１０度低温側にシフトしていた
が、室温で２４時間放置しても高い活性を保
持していた。 
  
(2) 酸素発生系Ⅱコア標品について Mn クラ
スターの光再構築系を確立した。NH2OH 処理
により Mn クラスターを破壊し、完全に酸素
発生能を失った試料を、二価の Mn イオン、
Ca2+、電子受容体（DCIP）存在下において光
照射（光活性化）することにより NH2OH 処理
前の７０％以上の酸素発生活性（Mn クラスタ
ー）を再構築する条件を見出すことができた。
再構築した試料は、無処理試料と同じ FTIR 
S2/S1差スペクトルを示した。 
 
(3) Thermocynechococcus elongates より調
製した安定な系Ⅱコア標品を用い、基質であ
る水（H2

16O）を安定同位体酸素標識した水
（H2

17O, H2
18O）に置換した試料を得た。これ

らについて、酸素発生反応の全ての中間状態
間の FTIR 光誘起差スペクトルを低波数領域
（670cm-1～370cm-1）で測定した。 
安定同位体置換により影響を受けるバン

ドは、酸素と Mn クラスターの直接の相互作
用に由来する、基質水分子、その酸化中間産
物、Mn クラスターの骨格のバンドである。低
波数領域の測定は極めて困難であり、反応中
間状態のスペクトル測定は研究代表者の研
究室に置いてのみ報告されているが、スペク
トルの品位は必ずしも高くなく、反応中間状
態において、特定のバンドの変化を調べるこ
とは困難である。 
Mn に直接結合した基質水の酸素に由来す

る赤外バンドは酸素同位体の質量（16O、17O、
18O）に応じて、バンドの位置が低端数側へ順
次シフトすると考えられる。図１は実験結果
を示したものであり、いくつかのバンドにお
いて 16O、17O、18O に応じたシフトが明確に観



察された（代表的なものを図中に縦線で示し
てある）。 
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図１ 酸素標識同位体水の影響 
 

(4) Mnクラスターと基質水の相互作用を調べ
るため、核スピンを持つ O17 で標識した同位
体水による置換が、S2 状態のマルチライン
ESR 信 号 に 与 え る 影 響 を 、
Thermocynechococcus elongates より調製し
た安定な系Ⅱコア標品試料において測定し
た。O17同位体水置換は CW-ESR 信号と、その
マイクロ波強度依存性には全く影響を与え
ず、Mn クラスターにおける Mn イオン間に磁
気相互作用及び、その緩和は O17 の核スピン
には影響されなかった。しかしながら、驚い
たことに、パルス-ESR で見たマルチライン信
号強度は O17 同位体水置換により大きく低下
することを見出した。様々な割合で O17 同位
体水を含む水で置換した場合、信号強度の低
下は O17 同位体水の割合にほぼ比例していた
ので、結果はアーティファクトではないと考
えられるが、現在のところ、見出した現象を
理論的に説明することには成功していない。 
 
(5) Mn クラスターの配位子となっている D1
タンパク質の C-末端アラニンのカルボキシ
ル基周辺の構造が Mn クラスターの構造と機
能にどの様な影響を与えるか調べるために、
アラニンをアスパラギン(Asn)、アスパラギ
ン酸(Asp)、グルタミン(Gln)、グルタミン酸
(Glu) に系統的に置換したシアノバクテリ
ア Synechocystis sp. PCC6803 を作製し、以下
の結果を得た。 
① いずれの置換体も光独立栄養的に生育可
能であり酸素発生能を保持していたが、側鎖

が短く、負電荷を持つほど生育・活性が低く
なった。 
② FTIR 測定より、置換によりカルボキ配位
子、ヒスチジンシ配位子に由来するバンドが
変化していた。 
③ 熱発光測定より（図２）、グルタミン置換
体では S2状態の Mn クラスターが野生株より
高くなる特異な変化が起こっていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ D1 C-末端の側鎖が Mn クラスターの酸

化還元電位に与える影響：熱発光 
 
以上の結果より、負電荷を持ち、鎖長が短い
側鎖を持つアミノ酸経の置換が Mn クラスタ
ーの機能・構造に大きな影響を与えることが
示された。 
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