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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、光合成反応のうちで最大の謎とされている水分解･酸素発生反応に
おけるエネルギー論(エナジェティクス)の解明を目的に、水分解の反応部位であるマンガンクラスターや関連す
る電子伝達分子の酸化還元電位Emの実測に取り組んだ。フーリエ変換赤外(FTIR)分光電気化学計測法を活用する
ことにより、Emを実測し光化学系II内における水分解および電子伝達機構における物理化学的な知見を新たに得
て、反応機構の実態を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this research project, redox potentials of the Mn cluster and cofactors 
on the electron transfer chain in photosystem II were investigated to elucidate the energetics of 
the water oxidation and oxygen evolving reactions. By applying fourier transform infrared (FTIR) 
spectroscopy combined with electrochemistry, redox potentials of the relating cofactors were 
directly measured, and then on the basis of the obtaiend potential values, the factors affecting the
 energetics of the electron transfer in PSII was revealed. Furthermore, the mechanism of the 
electron transfer was also clarified. 

研究分野：生物物理化学

キーワード： 光合成　赤外分光　酸化還元電位　電子伝達反応　水分解反応
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題の成果によって、光合成における水分解及び電子伝達反応のエネルギー論が明らかにされ、反応機構
に関して多くの知見が得られた。天然の光合成の反応メカニズムは、人工光合成の実用化の上で有用な手本とな
るものであり、エネルギー問題・環境問題の解決につながる研究となりうるものである。本研究課題で得られた
知見は、人工光合成の実用化に対して物理化学的側面から有用な情報となりうるものであり、学術的意義のみな
らず、社会的にも意義があるものと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
光合成における水分解･酸素発生反応は、光化学系 II蛋白質複合体に結合したマンガンクラス
ターとよばれる機能分子が担う。マンガンクラスターは 4 つのマンガンイオンと 1 つのカルシ
ウムイオンから構成され、近年 X 線結晶構造解析により、高い分解能で構造が明らかにされて
いる。光化学系 II が捕集する光エネルギーにより一次電子供与体 P680 が光励起され、生じる
P680+の酸化力により、マンガンクラスターは駆動する。1 光子の照射ごとにマンガンの酸化や
プロトン放出が起き、5 つの(S0～S4と呼ばれる)中間状態を経て、2 分子の水が酸化され 1 分子
の酸素が生じる(S状態サイクル)。報告された構造は暗所で安定な S1状態と考えられ、今後さら
に、各 S 状態の構造や基質水分子の位置決定などを通じて、動作機構の解明が進むと期待され
る。しかし、依然として光合成の水分解には反応機構だけでなく多くの謎が残されており、その
一つが反応のエネルギー論(エナジェティクス)である。 
物理化学的な観点からすると、マンガンクラスターの酸化還元電位 Emや各 S状態遷移に伴う
自由エネルギー変化など、水分解反応におけるエネルギー論は全くの推測に留まる。特にマンガ
ンクラスターの Emは未だ誰も実測できていないからである。一連の電子伝達系は各機能分子の
Emと自由エネルギー差G (Em× 素電荷)を基に描像できるが、光化学系 IIにおいては、マンガ
ンクラスターを含め P680や酸化還元活性のあるチロシン残基 YZなど高い電位領域にある Emは
実測できていない。光励起した P680*から電子を受け取るフェオフィチン(Pheo)や後続の第一キ
ノン QAなど実測可能な Emを基に、速度論的な解析から見積もられたGを当てはめて推測され
てきたのである。 
申請者は、このような状況も踏まえ、光合成電子伝達におけるエネルギー論を明らかにすべく、
分光電気化学法を駆使して光化学系 I･II機能分子の Emの高精度計測に取り組んできた。可視紫
外吸収分光法や蛍光分光法を用いた電気化学計測により Pheoや QAの Em計測を行った。さらに
最近では、赤外分光法を電気化学計測に適用することにより、これまで全く報告例がなかった第
二キノン QBの Em計測に初めて成功し(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2016)、光化学系 II電子受容側
におけるエネルギー論の全容を明らかにしつつある。こうした計測手法は電子供与側にも有効
だと考えられ、さらに計測技術を発展させることにより、水分解･酸素発生反応におけるエネル
ギー論(エナジェティクス)の解明に取り組むことができる状況にあった。 

 
２．研究の目的 
本研究課題では、光合成反応のうちで最大の謎とされている水分解･酸素発生反応におけるエ
ネルギー論(エナジェティクス)の解明を目的に、水分解の反応部位であるマンガンクラスターや
関連する電子伝達分子の酸化還元電位 Emの実測に取り組んだ。フーリエ変換赤外(FTIR)分光法
を用いた分光電気化学計測技術を駆使して、天然の水分解反応部位の作動電位を物理化学的に
解析した。その結果得られた Emの実測値を基に、水分解反応におけるエネルギー論を明らかに
することが本研究の最終的な目的である。 
 
３．研究の方法 

PSII蛋白質複合体は，好熱性シアノバクテリアの細胞、あるいはホウレンソウを材料として，
遠心分離・クロマトグラフィーなどにより分画･精製して得られものを実験試料として用いた。
これらの PSIIサンプルを、電子メディエーターや支持電解質を加えた pH 6.5の緩衝溶液に懸濁
して試料溶液とした。この溶液を、厚さ 6 mの金メッシュ電極を用いた薄層電解セルに封入し
て、ポテンショスタットを用いて電位を制御しながら光誘起 FTIR 差スペクトル測定を行った。 
 
４．研究成果 

PSII蛋白質複合体を用いた FTIR分光電気化学計測により、以下の成果が得られた。また、こ
れらの研究を通じて、マンガンクラスターの Emについて新たな知見を得た。 
(1)マンガンクラスターの状態と QAの Em相関 

PSIIでは，光誘起電荷分離・電子移動反応により、水分解触媒サイトであるMnクラスターか
ら第一キノン電子受容体 QAと第二キノン QBへ電子が順次伝達される。これまで，Em(QA

−/QA)の
値は通常−100 mV vs. SHEであるのに対し，Mnクラスターが損傷すると、150 mVほどプラスに
シフトすることが見出されている。一方，Mnクラスターが損傷した場合に QBの Emはほとんど
シフトしないことを最近我々は明らかにした。したがって、この Em(QA

−/QA)のシフトによって，
QAから QBへの電子伝達の抑制が想定されるが、これまではこの抑制が水分解を担うMnクラス
ターが損傷した際の防御機構として働くと考えられてきた。しかし，過去の Em(QA

−/QA)計測で
は，QAの酸化還元状態を間接的に蛍光法で観測されており、この手法では QAの酸化還元状態の
みを必ずしも反映しているとはいえず，QA の Em が正確に得られていない可能性がある。そこ
で、FTIR 分光電気化学計測により QA の Em を再評価したところ、未処理の PSII における



Em(QA
−/QA)は−128 mV と決定された一方で、Mn

除去した PSIIでは−138 mVと決定され、従来の
結果とは異なり、Mn除去をしても Em(QA

−/QA)は
ほとんど変化しないことが示された（図 1）。そ
こで、FTIR 法の測定条件では従来みられてきた
Em(QA

−/QA)のシフトが起きていないことも考え
られるため、同条件で蛍光法を用いた分光電気化
学測定を行った。その結果、蛍光強度をネルンス
トプロットにより解析すると(図 1 △)、未処理の
場合では FTIRの結果と同様であるのに対し、Mn
除去した場合には Emを+8 mVとする電位依存性
が観測され、従来の結果をおおよそ再現するこ
とが確認された。 
以上の結果から、従来の蛍光法による

Em(QA
−/QA)計測は、未処理の PSII に対しては問

題がないと考えられるが，Mn 除去した PSII に
対して行うと、Em(QA

−/QA)がシフトしたような結果を導いてしまう問題があることが明らかとな
った。したがって、PSIIにおいてMnクラスターの状態に Em(QA

−/QA)が変動することはなく、そ
れゆえ Em(QA

−/QA)のシフトによる防御機構は存在しないことを明らかにした(Kato et al., Biochim. 
Biophys. Acta, 2019)。 

 
(2)PSIIにおける構造的摂動が QAの Emに及ぼす影響 
上記(1)の結果を基に、PSII における Mn クラスター損傷以外の構造的摂動が Em(QA

−/QA)に及
ぼす影響を調べた。具体的には、(i)QA･QB間に存在する非ヘム鉄の配位子である炭酸水素イオン
をギ酸イオンに置換する、(ii)電子伝達阻害剤として知られる DCMUあるいはブロモキシニルを
QBサイトに結合させる、という 2つのストロマ側における摂動と、(iii)Mnクラスター近傍に存
在する表在性タンパク質(PsbP, PsbQおよび PsbO)を除去する、というルーメン側の摂動による影
響を調べた。 
図 2 に FITR 分光電気化学測定の一例として、
炭酸水素イオン－ギ酸イオン置換が Em(QA

−/QA)に
及ぼす影響を調べた結果を示す。1478および 1719 
cm−1のピーク強度(図 2A, B)をネルンストプロット
により解析して Em(QA

−/QA)を決定した(図 2C)。未
処理の PSIIでは Em(QA

−/QA)は−161 ± 2 mVである
のに対して、ギ酸イオン置換により−108 ± 1 mVと
53 mV プラス側にシフトすることが示され、過去
に蛍光法で得られた結果とほどよく一致した。 
次に DCMU あるいはブロモキシニルの QBサイ
トへの結合が Em(QA

−/QA)に及ぼす影響を調べる
と、25～28 mVの差異が生じることが見出された。
この電子伝達阻害剤の影響についても、過去に蛍
光法で調べられて 100 mV ほどの差異があるとさ
れていたが、本結果はその 1/3以下であった。そこ
で、Em測定だけでなく、QA

−の逆電子移動の反応速
度を FTIR 差スペクトルの時間変化から解析して
Em(QA

−/QA)の差異を検証すると、30 mV 程度と本
研究の Em測定を支持する結果が得られた。 
表在性タンパク質を除去した影響については、

PsbPと PsbQの 2つを除去すると Em(QA
−/QA)は 14 

mV程度、PsbOまで除去すると 20 mV程度マイナ
ス側にシフトすることが分かった。表在性タンパ
ク質の役割としては、PSIIの形成過程において、
反応中心タンパク質に Mn クラスターが構築され
たのちに、表在性タンパク質が結合して Mn クラ
スターを安定化していることが知られる。本結果より、表在性タンパク質はこうしたルーメン側
における役割だけでなく、結合することにより Em(QA

−/QA)をプラス側にシフトさせて、ストロマ
側の電子伝達反応を制御する役割があるものと考えられる(Kato and Noguchi, Biochemistry, 2021)。 

図 1. Nernst plots of the redox reactions of QA in 
intact (blue) and Mn-depleted (red) PSII based 
on FTIR (●) and fluorescence (△) data. 

図 2. 未処理の PSII(A)とギ酸イオン置換
した PSII(B)の様々な電位における光誘起
FTIR差スペクトル、およびネルンストプ
ロット(C). 



(3)PSIIにおける非ヘム鉄の Emの pH依存性 
PSII内では光エネルギーを用いてMnクラスターに
おいて水が酸化され、引き抜かれた電子が 2 つのプラ
ストキノン分子 QA及び QBに伝達される。この QA、QB

の間には非ヘム鉄が存在し、その酸化還元電位(Em)は
pH 7.0 において+400 mV(vs. SHE)であり、およそ−60 
mV/pH の pH 依存性を示すことが知られている。しか
し、この Emの pH依存性の要因は明らかになっていな
い。そこで、非ヘム鉄の Emの pH依存性の発現機構を
解明するため、全反射フーリエ変換赤外(ATR-FTIR)分
光電気化学法を用いて広範な pH 領域で非ヘム鉄の Em

を測定し、Fe2+/Fe3+FTIR 差スペクトルの pH 依存性を
解析することによって、反応に関わるアミノ酸残基の
pKaを調べた。 

PSII膜標品を用いて、pH 5.0~7.5の範囲において様々
な電位で非ヘム鉄の Fe2+/Fe3+FTIR差スペクトルを測定
し非ヘム鉄の Emを決定した(図 3赤点)。その結果、測
定した pH 領域において Emは直線的に変化し、その傾きは−58 mV/pH であった(図 3 点線)。ま
た、差スペクトルの pH 依存性を詳細に調べると、Hisの CN 伸縮振動領域と、カルボキシ基の
COO−対称及び逆対称伸縮振動並びに COOH の C=O 伸縮振動領域のバンドが大きく pH に依存
することが観測された。カルボキシ基のバンドはブロードになっていたことから、複数のカルボ
キシ基が pHの低下に伴ってプロトン化しているものと考えられる。非ヘム鉄の周辺には Gluの
クラスターがあり、カルボキシ基に起因するバンドは、この Gluのクラスターに由来すると考え
られる。差スペクトルの pH依存性の解析により、Hisは非ヘム鉄が三価の状態で pKa = 5.7、Glu
は非ヘム鉄が二価の状態で pKa = 5.5 であると算出された。このことから、pH が高い領域では
Glu、pHが低い領域では Hisが非ヘム鉄の反応に関係していると考えられる。上記 2つの pKaの
値を用いると Emの pH依存性は図 2黒線のようになったことから、この 2つの近い pKaをもつ
Hisと Gluが非ヘム鉄の Emが示す pH依存性の要因であると結論された(Kato et al., Biochemistry, 
2020, 2021)。 
 
(4)PSII微結晶におけるマンガンクラスターによる水分解反応の赤外分光解析 
光合成において水分解・酸素発生反応は、PSIIのマンガンクラスターにおける光駆動サイクル

(S 状態サイクル)によって進行する。この水分解反応の機構を解明する上で構造情報は重要な基
盤となるが、近年では PSII 微結晶を用いた連続フェムト秒結晶構造解析により、暗中で最も安
定な S1状態だけでなく高次中間状態の構造が調べられている。その際に、PSII 微結晶において
溶液試料と同様に水分解反応が駆動するのか、また結晶中の構造は溶液中の構造と同じなのか
が、新たな課題となっている。そこで、本研究では、PSII微結晶に対して FTIR測定を行い、水
分解反応の解析を行った。 

PSII の微結晶および溶液試料に閃光を照射して
得られた ATR-FTIR差スペクトルを図 4に示す。溶
液試料で得られた 1 閃光照射ごとの差スペクトル
は、それぞれ S1→S2、S2→S3、S3→S0、S0→S1遷移に
伴うマンガンクラスター周辺の構造変化を示して
いる。それに対して、PSII微結晶では第 2閃光以降
の差スペクトルの大きさは小さくなっているもの
の、ほぼ同形状の差スペクトルが得られた。したが
って、PSII微結晶において各中間状態の構造は溶液
試料の場合と同様であることが示された。また、溶
液試料のスペクトルを用いて PSII 微結晶のスペク
トルを解析し、遷移効率を調べたところ、溶液試料
ではいずれの遷移も 0.9程度の効率であるのに対し
て、微結晶試料中における S1→S2および S0→S1遷
移では 0.8を超えた比較的高い効率を維持している
ことが分かった。しかし、結晶試料中の S2→S3、S3

→S0遷移における効率はそれぞれ 0.65、0.58と低下
していることが分かった。効率が低下した遷移では
水分子が挿入することが知られていることから、
PSII 微結晶中では水分子の移動が制約されている
と考えられる。 
顕微赤外分光測定の際には、顕微鏡ステージを動
かして測定する PSII微結晶一つを選定し、ナイフエ
ッジアパーチャーにより測定領域を決定したのち、

図3. 非ヘム鉄のEmのpH依存性：点線
は最小二乗近似による直線、実線は2
つのpKaの値を用いて計算されたEm

の理論曲線。 

図 4.  ATR 法により PSII 微結晶(赤)と
溶液試料(青)を用いて測定した光誘起
FTIR差スペクトル 



閃光照射による FTIR差スペクトルを測定した。図 5に測定
に用いた PSII 微結晶の画像一例を示すが、この手法では測
定領域を赤外光が透過する際の吸収スペクトルを測定する
ことにより結晶内部の反応を調べることができる。単一 PSII
微結晶を用いて FTIR差スペクトル測定を行ったところ。SN
はやや低いものの、4 周期振動を示す FTIR 差スペクトルが
観測された。したがって、ATR 法では測定領域が PSII 微結
晶の表面付近に限られるが、顕微赤外分光測定の結果から、
PSII結晶内部においても、水分解反応は比較的高い遷移効率
で進んでおり、各中間状態の構造は溶液試料の場合と同様で
あるものと考えられる(Kato et al., J. Phys. Chem. B, 2020)。 
 
 
 

図 5.  顕微赤外分光測定に用
いた単一 PSII微結晶の写真 
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