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研究成果の概要： 
  酸素発生型光合成生物は、二つの光化学系の反応中心で一次電子供与体が電荷分離反応を引
き起こし、続く一連の電子伝達により、光→化学エネルギー変換を行う。しかし、数十段階の
エネルギー・電子伝達を経ながら量子収率 100%という驚異の効率を支える機能分子間の電子
エネルギー準位チューニングと、強力な酸化力を生み水から電子を引き抜く仕組みは大半がブ
ラックボックスにとどまる。本研究は、その全容解明を目的に、機能分子のレドックス電位の
精密計測を行った。 
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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、二酸化炭

素と水を原料として、有機物を合成し酸素を
発生する。現象として光合成反応は非常に明
白であるが、しかし分子メカニズムはまだ解
明されていない。とりわけ、酸素発生の分子
レベルの機構には依然として不明な点が数
多く残る。 
酸素発生型光合成生物は、光化学系 I･II

と呼ばれる色素－タンパク質複合体で光エ
ネルギーを捕集し、そのエネルギーにより引

き起こされる光電荷分離によって光エネル
ギー→電子エネルギー変換を行う。光化学系 
II では H2Oを酸化させるほど高い酸化力を、
光化学系 I では高い還元力を生み出し化学
エネルギー（NADPH）を産出するが、生物は
このような二つの光化学系を構築すること
で高い酸化力と還元力を同時に生み出す機
構を獲得してきた。H2O の酸化には理論上、
標準水素電極（SHE）基準で +1.2～1.3 V も
の高電位を必要とするが、過去数十年、その
高電位は光化学系 II を構成する機能分子の
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うち「有機分子のクロロフィル a から成る一
次電子供与体 P680」が生むと推測されてきた。
しかし、そこには大きな疑問がある。それは、
クロロフィル aの一電子酸化のレドックス電
位は、生体外で得られた過去の膨大な実測デ
ータに照らすと、平均 +0.80r0.05 V 程度で
しかない。上記の P680 がクロロフィル a の
二量体であるとすれば、レドックス電位はさ
らに低くなるはずであり、必要とされる +1.2
～1.3 V からはさらに遠くなる。つまり従来
の仮説は、エネルギー（電子エネルギー準位）
の観点で、円滑な酸素発生（H2Oの酸化）を
合理的に説明できるものではないからであ
る。 
そもそも光合成系を構成する機能分子群

のレドックス電位に関する知見は、古くから
おおよその見積もりしかないことに問題が
ある。例えば、光化学系 II を構成する機能
分子群は 10 程度あるが、そのうち一次電子
受容体であるフェオフィチン aと第一キノン
（QA）、シトクロム b559の 3種のレドックス
電位しか実測されていない。しかも化学滴定
法により得られたもので、誤差が大きく信頼
性が低いのが実情である。特にフェオフィチ
ン aについては、1980年頃に化学滴定法によ
って測定された報告例が 2件あるのみで、再
現性も非常に乏しい。このフェオフィチンの
測定値と反応のエネルギーギャップ'G を元
にして P680 のレドックス電位は逆算されて
いるにすぎず、実測された研究例は一つも無
い。しかし、光合成研究者の間では P680 の
レドックス電位についてこの推測値を一般
的な知見として認識しており、それを土台に
酸素発生メカニズムの議論が展開されてき
たのが実状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、光化学系 II 反応中心を構成

する機能分子群のレドックス電位を実測す
ることで、物理化学的な知見を刷新し、光合
成における酸素発生の分子メカニズムを明
るみに出すことを目的とする。具体的には、
一次電子供与体 P680、フェオフィチン a の
酸化還元電位を分光電気化学の手法により
精密に実測することを目的とする。 
これまで光化学系 II 機能分子群のレドッ

クス特性に関する理解が立ち遅れている理
由には、P680 が生物が生み出す最強の酸化
剤であることが挙げられる。ゆえに、光化学
系 IIを P680が酸化･還元するほどの高電位に
して挙動を観測すると、(i)周囲のクロロフィ
ルの不可逆酸化、(ii)サンプルの溶媒である水
の酸化分解がオーバーラップされる。したが
って本研究では、周囲のクロロフィルを極力
除いた光化学系 II反応中心複合体を調整して
サンプルとし、水の酸化分解を抑制する能力
に優れたダイヤモンドメッシュ電極を用い

ることで、未だ誰も成し遂げていない生物が
生み出す高電位領域の分光電気化学計測に
挑戦する。 

 
３．研究の方法 
申請者らがこれまでに培ってきた分光電

気化学的手法を駆使することで、光化学系 II 
反応中心機能分子のレドックス特性の計測
を図る。しかし、光化学系 Iの場合に比べて
測定への障害となる問題として主に次の 2つ
が挙げられる。 

(a) P680のレドックス電位は集光性クロロ
フィルのそれより高い 

(b) P680のレドックス電位は（従来の定説
に従えば）水の酸化電位より高い 

(a)に関しては、光化学系 I では単位ユニ
ットあたり約 100 分子、光化学系 II では約
40 分子のクロロフィル a が光捕集を担うが
（これらを一般に集光性クロロフィルと呼
ぶ）、光電荷分離を担う P680もクロロフィル
a で構成されているため、分光学的に見分け
るのが難しい。さらに、P680は集光性クロロ
フィルよりレドックス電位が高く、P680を酸
化させると、集光性クロロフィルも全てでは
ないが酸化するため、それに伴いシグナル
（吸収スペクトル変化）が重なることが懸念
される。このことは予備実験により、光化学
系 IIを+0.8～1.0 V で酸化すると、集光性ク
ロロフィルが酸化され、さらにこの反応が付
加逆なため、P680レドックス挙動を観測する
のに支障をきたすことが明らかになってい
る。 

(b)に関しては、電気化学的に P680を酸化･
還元させようとすれば、金や白金など従来の
電極系ではサンプルの溶媒である水が酸化
分解されてしまうため、そのような高電位領
域で定常状態が得られず、分光電気化学測定
に支障をきたす。 
以上のことを鑑みて、本研究では次の 2つ

の方策を図る。 
 (1) 集光性クロロフィルを極力除いた反

応中心 D1/D2/Cytochrome b559 標品の調整 
 (2) 水を分解するための過電圧の大きい

ダイヤモンドメッシュ電極の適用 
これらの方策を軸に、以下に示す方法で研

究を推進した。 
① 光化学系 II 反応中心 D1/D2/Cytochrome 
b559 標品の分画と定性定量 
② ダイヤモンドメッシュ電極の作成と評価 
③ 電子メディエーターの合成と評価 
④ 分光電気化学測定法の測定条件最適化 
⑤ P680および周囲クロロフィル aのレドッ
クス挙動の観測 
⑥ フェオフィチン aの電子受容電位計測 
⑦ シトクロム b559のレドックス電位計測 
 
 



 

 

４．研究成果 
(1) 光化学系 II補因子シトクロムb559のレド
ックス電位計測 
光化学系 IIは不安的な複合体であり、特に

その機能性から過剰な光照射下では構成タ
ンパク質が分解されることが知られる。そこ
で、まず光化学系 IIが分光電気化学計測に耐
えられるかどうかを確かめるために、比較的
計測しやすい電位領域にあるシトクロム
b559 のレドックス電位計測を試みることと
した。 

2 つのタンパク質サブユニットとヘムから
なるシトクロム(Cyt) b559は、光化学系(PS)II
を構成する補因子の 1つであり、光合成明反
応において光過剰などの環境ストレスから
PS II を保護するために電子伝達を行うと考
えられているが、その機能は完全には明らか
になっていない。電子伝達を考える上で重要
なパラメーターである酸化還元電位につい
ても、測定精度の低さのためか、過去の報告
では+25 ~ +150 mV vs. SHEとばらついてい
る。また、Cyt b559の酸化還元電位の pH依
存性から、ヘムに配位している 2つのヒスチ
ジン(His)残基のうち 1つの酸解離平衡が Cyt 
b559 の酸化還元反応に影響していると考え
られてきたが、電位データのばらつきからす
ると検証が十分とはいえないのが現状であ
る。そこで本研究では、Cyt b559の酸化還元
特性を明らかにすることを目的として、当研
究室で確立してきた分光電気化学測定法に
より、Cyt b559の酸化還元電位を測定し、さ
らに pH依存性について詳細に検討した。 

 

ホウレンソウから分画した Cyt b559 を含
む PS II 反応中心複合体に、各種酸化還元メ
ディエーター、支持電解質を加えた溶液をサ
ンプルとし、温度を 4 °Cに制御して分光電気
化学測定を行った。サンプルの酸化還元差ス
ペクトルから Cyt b559のみが吸収を示す 559 
nm において、吸光度の時間変化測定を行っ
た。-100 mVで 60秒還元してから、各電位で
180秒酸化した後、-100 mVで再還元すると、
吸光度変化はきわめて良い可逆性を示し、ま
た再現性も確認できた（図 2）。各電極電位に
おける吸光度変化をもとにネルンストプロ

ットを行ったところ、4 ºCにおける一電子酸
化還元反応の理論直線とよく一致し、pH = 
6.0における Cyt b559の酸化還元電位は Eº' = 
+90 ± 2 mV (N = 4)と再現性の高い結果が得
られた（図 3）。 

図 1 薄層電解セル 
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図 2.  PS II 反応中心複合体中の Cyt 
b559を酸化還元した際の 559 nmにおけ
る吸光度の時間変化測定結果 
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図 3.  pH 6.0におけるCyt b559 の酸化還
元反応をもとにしたネルンストプロット 
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図 4 Cyt b559の酸化還元電位の pH依存
性。 得られたプロットを次のモデル式に
より解析を行っている： E = E°′pH = 4 – 54 
log (Kox + [H+]) / (Kred + [H+]), pKox = 5.7 
and pKred = 6.9 (点線)；E = E°′pH = 4 – 54 log 
([H+]2 + Kox1[H+] + Kox1 Kox2) / ([H+]2 + 
Kred1[H+]+ Kred1 Kred2), pKox1 = 5.3, pKred1 = 
5.6, pKox2 = 6.3, pKred2 = 7.1(実線). 



 

 

各 pH に調節した緩衝液に、ホウレンソウ
から分画した光化学系 II反応中心複合体を懸
濁させた溶液をサンプルとし、分光電気化学
測定を行い Cyt b559の酸化還元電位の pH依
存性を調べたところ、図 4に示すような結果
が得られた。プロトンの解離平衡がタンパク
質などの酸化還元電位に及ぼす影響を想定
したモデル式（図 4キャプション参照）を用
いて解析すると、2 つの His 残基の酸解離平
衡が影響すると仮定した（図 4 実線）方が、
1 つの His 残基が影響するとした場合（図 5
点線）よりも実験結果をより良く再現できる
ことが分かった。したがって、Cyt b559の酸
化還元反応に 2つの His残基のプロトン解離
平衡が影響を及ぼしていることが明らかと
なり、従来の知見に対して意義を唱えるもの
となった（論文公表済）。 

 
(2) 光化学系 II一次電子受容体フェオフォチ
ン aのレドックス電位計測 
光化学系 IIを構成する機能分子のうち、光

励起した P680 から電子を受容するフェオフ
ィチン（Pheo）a の酸化還元電位は、これま
で 1979 年に化学酸化還元滴定法によって求
められ、–610 ± 30 mV vs. SHE（以下すべて
SHE 表記）と報告されたが、誤差も大きく、
現在では信頼性が低いとされている。その理
由は、滴定法だと、還元剤の還元力を高くす
るために pH 11.0と生理的条件には程遠い条
件で測定を行わなければならないうえに、そ
れでも完全に Pheo a を還元するには不十分
なため電位の見積もりが甘い、ということに
ある。しかしこの報告以降、より有効な計測
手法が見出されず現在に至っている。このこ
とに対し我々は、これまで P700 など光合成
機能分子群に適用してきた分光電気化学的
手法を応用すれば、生体内の環境に近い pH
領域でも Pheo a の酸化還元反応が観測可能
と考えた。そこで、Pheo aのレドックス電位
測定を可能とする実験手法の確立を図り、測
定値を基に光化学系 IIの電荷分離反応の機構
解明を目指した。 

Pheo aの酸化還元電位計測のために新たに
開発した分光電気化学測定用セルを図 5に示
す。改良点としては、Phoe aの還元体（アニ
オンラジカル）を安定に生成するうえで障害
となる酸素の完全除去のため密封型にした
ことと、高い還元力を発生するために水素過
電圧の高い水銀-金アマルガム網電極を用い
たことにある。このセルを用いて、好熱性シ
ア ノ バ ク テ リ ア Thermosynechococcus 
elongatusから分画・精製した光化学系 IIにつ
き分光電気化学測定を行ったところ、各電極
電位における酸化還元反応（Pheo a/Pheo a–）
に伴う吸収スペクトル変化が観測に初めて
成功した。吸光度変化と電極電位の相関をネ
ルンスト式により解析したところ一電子酸
化反応が観測できていることが明らかとな
り、酸化還元電位は pH 6.5において–505 mV
と決定された。この結果から、生体内の環境
に近い条件では従来認識されてきた電位
（–610 mV）よりも 100 mVほど貴であるこ
とが明らかとなった。さらに、このことを基
に P680 のレドックス電位を想定すると、こ
れまでの推定値より+100 mVほど高くあるは
ずであり、従来の知見を刷新する結果だとい
える（論文投稿済み、審査中）。 
 
(3) 光化学系 II一次電子供与体P680の酸化還
元挙動観測 
光合成生物による水の酸化（→酸素発生）

の源は、一次電子供与体 P680 の光励起によ
って生じる酸化力である。この酸化還元電位
は、水の酸化に必要な電位と過電圧を考慮し
+1.2～1.3 V 程度と考えられており、また(i)
の結果と Pheo aと P680*のギブズ自由エネル
ギー差から+1.25 V 程度と見積もられるが、
実測された例はない。それは、P700など他の
機能分子の場合とは異なり、電位を調節しな
がら吸光度変化を調べようとすると、P680サ
ンプルの溶媒として用いる水が酸化されて
しまい分光測定が不能となるからである。そ
こで、酸素過電圧（水の分解電圧）が高いダ
イヤモンドメッシュ電極を分光電気化学測
定に使用することを図り、分光電気化学測定
を行うこととした。 
また、高電位で光化学系 IIサンプルを保持

すると周縁色素分子が酸化分解を受け、目的
とする P680 の吸光度変化と重複する可能性
が考えられる。そこで、周縁色素を極力除い
た光化学系 II反応中心を分画・精製し、それ
をサンプルに分光電気化学測定を行った。各
電極電位におけるサンプルの吸収スペクト
ルを図 6に示す。観測された吸光度変化と電
位にはネルンストの関係には従わず、不可逆
であった。それぞれの電位におけるスペクト
ルの差（差スペクトル）を調べた結果が図 9
であるが、高電位において 670～674 nmに顕
著な吸光度変化がみられるのみで、P680のも図 5 密封型薄層電解セル 



 

 

のと思われる（680 nmにおける吸光度）変化
は見られなかった。現在、電極にチオール修
飾を施すことや、より電気化学的に安定でか
つ可逆性の高いメディエーターの模索など
を行っており、P680の可逆な酸化還元応答を
観測することを目指して、継続して研究を遂
行している。 
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図 6 各電極電位における光化学系 II
の吸収スペクトル 
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