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研究成果の概要（和文）：本研究は、驚異の光エネルギー変換効率を実現している光合成細菌の

電荷分離反応につき、効率の要因の一つとされる機能分子エネルギー準位相関の解明を目的に、

電子供与体・受容体の酸化還元電位を分光電気化学計測法により実測した。さらに生物種によ

る異同を調べることで、電荷分離反応における機能分子エネルギー準位の調節機構を明らかに

し、光合成反応の必然性と許容性について議論を展開した。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate the energetics for the light-induced charge separation 
in photosynthetic bacteria, in which redox properties of cofactors were obscure because 
of insufficient measurement technique, redox potentials of the cofactors have been 
determined in the present work by spectroelectrochemistry using an optically-transparent 
thin-layer electrode cell. Further, by investigating the cofactors’ redox potentials 
in various species, we have discussed the inevitability and admissibility of the 
energetics in the photosynthetic reactions. 
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１．研究開始当初の背景 

光合成は生物が営む生理作用で、光エネル
ギーを化学エネルギーに変換する。その反応
量子収率はほぼ 100%に近いため、光合成は非
常に優れた光エネルギー変換システムだとい
える。 

葉緑体に見られる光合成は、光エネルギー
変換により水と二酸化炭素を原料にして有機
物を合成し酸素を放出する。このような酸素

発生型生物の祖先とされる光合成細菌（紅色
と緑色型がある）は、硫化水素や水素あるい
は有機酸と二酸化炭素を原料にして有機物を
合成する。いずれの光合成生物も、反応中心
と呼ばれる部位で、クロロフィルあるいはバ
クテリオクロロフィルの二量体（これをスペ
シャルペアと呼ぶ）の光励起と電子受容体へ
の励起電子授受という電荷分離反応が起こり、
これを駆動力にして一連の電子移動とそれに
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伴うプロトン輸送を行なっている。安定な電
荷分離状態と引き続く高速電子伝達が、逆反
応（電荷再結合）を抑制し、100%に近い量子
収率を実現していると考えられるが、その要
因はスペシャルペアと電子受容体を含む電子
伝達機能分子の空間配置（距離･配向）と電子
エネルギー準位の巧妙な調節にあるとされる。 

光合成反応中心における機能分子の空間
配置は、1984 年に報告された紅色光合成細菌
の X線結晶構造解析の結果を皮切りに、詳細
が明らかにされつつある。近年の技術の向上
により、紅色光合成細菌では 2.0 Å 以下の分
解能で、酸素発生型光合成生物では 3.0 Å 程
度の分解能で構造が決定され、機能分子の空
間配置と電子伝達経路が原子レベルで明らか
にされてきた（緑色光合成細菌については、
まだ報告例はない）。 

一方、反応中心機能分子の電子エネルギー
準位、すなわち酸化還元電位は完全に明らか
にされてるとはいえず、部分的には推測にと
どまる。実測できていない理由は、高電位･
低電位領域で機能分子を安定的に酸化還元す
る手段が見出されていないからだといえる。
したがって、反応中心における電子伝達機構
については、電子伝達経路は原子レベルでの
可視化が進んでいる一方で、物理化学的特性
の理解は立ち遅れているのが現状であった。 

 
２．研究の目的 

本研究は、酸素発生型で水分解→酸素発生
を担う重要な器官である光化学系 II と、その
祖先とされる紅色光合成細菌を対象にして、
次のような研究から、電子エネルギー準位相
関の解明を目指し、光合成反応の必然性と許
容性について議論を行うこととした。 
(1)酸素発生型光化学系 II におけるエネルギ
ー準位相関解明：光合成初期過程では、二つ
の光化学系（PS: photosystem）における電荷
分離反応と続く一連の電子伝達反応により、
水の酸化と化学エネルギーNADPH と ATP の生
成が行われている。水の酸化は、PS II が担
い、一次電子供与体 P680 と受容体フェオフィ
チン(Phe) a との電荷分離によって生じる
P680+が酸化力の根源とされるが、この酸化力
の強さ、すなわち酸化還元電位 Emは、未だ実
測できないため、光合成研究における最大の
関心事の一つとなっている。そこで、Phe a
や二次電子受容体プラストキノンQAのEmと速
度論的解析によって得られる自由エネルギー
差 G を基に、これまで P680 の Emが推測され
てきたが、Em の実測値には誤差が大きく、ま
た研究者間でばらつきがあるため、P680 の Em

の推測値(+1100～+1260 mV)を含め PS II のエ
ネルギー論には不確定な部分が多く残る。こ
うした状況を鑑み、我々はこの不確定性は従
来Emの測定に供されてきた酸化還元滴定法に
よるものと考え、本研究では分光電気化学的

手法の適用により、Phe a と QAの Emを統一的
に計測し、PS II のエネルギー論を再考する
こととした。 
(2)紅色光合成細菌反応中心におけるエネル
ギー準位相関解明：光化学系 II に加え、紅色
光合成細菌を実験対象とする第一の理由は、
光合成反応中心の中では現時点で唯一、電荷
分離を担う一次電子供与体（スペシャルペア）
と一次電子受容体の両者の酸化還元電位を実
測できる系だと考えるからである。紅色光合
成細菌の一次電子供与体 870 については既に
計測例があり、一方 BPheo はこれまでに実測
されていないが、近い電位領域にあると考え
られる光化学系 II の計測法が適用できれば、
BPheo の電位の実測可能性は高まるものと想
定される。 

以上を鑑みて、本研究は、紅色光合成細菌
の一次電子供与体 P870 の電位（Em(P870/ 
P870+)）と BPheo a の電子受容電位（Em(BPheo/ 
BPheo–)を分光電気化学計測法により実測し、
電荷分離反応における機能分子エネルギー準
位相関の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 

申請者らがこれまでに、主に光化学系 I
で培ってきた分光電気化学的手法を展開する
ことで、光化学系 II・紅色光合成細菌におけ
る機能分子の酸化還元電位計測を図る。ただ
し、Phe・BPhe など電位領域が低い機能分子
の酸化還元電位計測には、従来の化学酸化還
元滴定法において問題とされてきた次の課題
の解決がまず先決だといえる。 
(１)一般的な滴定法自体に起因することとし
て、酸化･還元剤の滴下により系全体の酸化還
元平衡が得られたかどうかは見極めが難しい
ため、系の平衡電位と目的物の酸化還元特性
の相関が必ずしも正確に測定できているとは
いえない 
(２)Pheo を還元するのに、ジチオナイト（亜
二チオン酸ナトリウム：Na2S2O4）を用いてい
るが、還元力を高めるために、系を生理的条
件から外れたアルカリ性（～pH 11）にしてい
る 

以上の問題に対し、薄層電解セルを用いた
分光電気化学法の適用と適切な電位を持つ電
子メディエーターの選択により、まず(i)が一
挙に解決され、高精度な計測が期待できる。
申請者は P700 などを対象に、各電極電位に制
御してから数十秒程度で酸化還元平衡に達す
ることが観測できており、理論曲線とほぼ一
致し誤差±2 mV と高精度な測定を実現できて
いる。(２)に関しては、電極を用いると pH
に関係なく系の電位を任意に制御できるが、
実際の制約は、水溶液だと水素発生電位（上
述のプロトンの酸化還元平衡電位に過電圧が
加わったもの）となる。この水素化電圧が最
も大きいものとして水銀が知られ、金が水銀



 

 

と容易に合金化することに着目すると、金網
電極に水銀を電解メッキすれば水銀メッキ網
電極が作成できる。これを薄層電解セルの作
用極とすれば、これまで成し得なかった卑な
電位領域での分光電気化学測定が初めて可能
になると考えられる。 

以上の方針を基に、以下に示す実験内容を
計画し、遂行した。 
①低電位領域における分光電気化学法の測定
条件確立 

②電子メディエーターの合成と評価 
③光化学系IIにおけるPhe aの電子受容電位
計測 

④第二電子受容体 QAの電位計測 
⑤紅色光合成細菌 P870 の電位計測 
⑥BRC における BPhe の電位計測 
⑦BRC における QAの電位計測 
 
４．研究成果 
(1)PSII における Phe a の電位計測 

好熱性シアノバクテリア Thermosynecho- 
coccus elongatus から分画した PSII を用い
て、水銀メッキ網電極を用いた低電位領域に
おける分光電気化学法を適用したところ、従
来では不可能であった生理的 pH での測定が
可能となり、結果として pH 6.5 で−505 ± 6 mV
と決定した(図 1；Proc. Natl. Acad. Scie. 
USA, 106, 17356-17370, 2009)。これは 30
年前に報告されていた値（−610 ± 30 mV＠pH 
11）よりも 100 mV 貴であるが、本手法によっ
てより実態に近づいた電位値を提示できたと

いえる。 
(2)PSII における QAの電位計測 

二次電子受容体 QA については、蛍光法と
電気化学法を組み合わせることで、新たな分
光 電 気 化 学 的 計 測 手 法 を 確 立 し 、 T. 
elongatus の光化学系 II において−140 mV と
決 定 し た （ 図 2 ； Biochemistry, 48, 
10682-10684, (2009)）。この結果と先の Phe a
の結果より、自由エネルギー差 G は
−300~−370 mV にあるはずだといえ、酸化還元
電位測定の結果により初めてエネルギー相関

を提示できた（図 3）。さらにこれらの電位を
基に既報の速度論的解析で得られた結果をあ
てはめると、P680 の電位は+1170 mV~ +1210 mV
にあるはずだと結論付けた。 

(3)PSII の電位相関の生物種依存性 
前年度までに確立した計測技術をもとに、

さまざまな酸素発生型 PSII を用いて、QAの酸
化還元電位の測定を行った。具体的には、前
年度に計測に成功したシアノバクテリア T. 
eleongatus に加えて、高等植物ホウレンソウ、
紅藻 Cyanidium caldarium、緑藻 Chlamy- 
domonas reinahrdtii の 4 種を実験対象とし
た。測定の結果、QA の電位は生物種によって
異なり、それぞれ−140 ± 2 mV、−162 ± 3 mV、
−104 ± 4、−171 ± 3 mV と最大で 67 mV 異
なること が明らかとなった（FEBS Lett., 584, 
1526-1530, (2010)）。こうした違いは、他の
電子伝達機能分子の電位にも影響してくるも
のと考えられ、これまで報告されている速度
論敵解析によるデータとつきつめると、水酸
化を担う P680 の電位も生物種によって異な
る可能性があるといえる。 
(4)BRC における機能分子電位相関 
 Rb. sphaeroides 、 Bl. viridis 、 Rps. 
palustris の 3 種類の紅色光合成細菌につい

図 1  分光電気化学計測によって得られた

Phe a のネルンストプロット 

図 2  分光電気化学計測によって得られた

QAのネルンストプロット 

図 3 Phe a と QAの酸化還元電位を基にしたエ

ネルギー準位相関図。GCS、GS の値 (a)は

Vasil’ev et al., BBA, 1276, 35 (1996) を 、

GQA/QB(b)は Minagawa et al., Biochemistry, 38, 

770 (1999)を参考にしている。 

 



 

 

て、既報を参考に反応中心蛋白質(RC)を精製
した。まず、分光電気化学的手法により Pの
電位を測定したところ、いずれも一電子酸化
還元反応が観測でき Rb. Sphaeroides では
+495 mV vs. SHE、Bl. viridis では+513 ± 3 
mV、Rps. palustris では+511 ± 1 mV と決定
できた(図 4)。 

 
今回決定した P の電位は+495~+513 mV と

20 mV 程度の範囲に収まっているが、光励起
エネルギーを加えて P*の電位を算出すると
-935~-767 mV と 100 mV 以上のばらつきがあ
る。これまで生物間での電位の差異は注目さ
れてこなかったが、本研究の結果から P より
もむしろ P*の電位が生物によって大きく異
なるといえる。また、既往の研究において Rb. 
sphaeroides の P865*と BPhe a の電位差は
170~260 mV と算出されており、この値を参考
にすると Rb. sphaeroides、Rps. palustris
の BPhe a の電位はそれぞれ-765~-675 mV、
-739~-649 mV と推測できる。このように BPhe 
a の還元力が強いとすると、本研究で確立し
た分光電気化学的手法でも測定は困難である
といえる。また、Bl. viridis の BPhe b の電
位は-600 mV 以下である可能性が示唆された
が、その場合P960*とBPhe bの電位差は170 mV
以下となり P865*と BPhe a の電位差とは大き
く異なるといえる。P*の電位の差異を明確に
出来たことにより、P*と BPhe 間の電位差も生
物によって大きく変わると推察できる（論文
取り纏め中）。 
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