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研究成果の概要（和文）：本研究では、光合成タンパク質内の電子移動経路の双方向性について、

高速 ESR 法と化学還元処理を併用した測定から、その妥当性を確認した。本研究ではさらに、

単一電子移動系の高感度 ESR 測定を可能とするため、高周波 ESR に適用可能な微小セル型構

造試料の作成を行った。人工の電子移動系をモデル化合物として用いることで、高周波共振器

に適用可能な試料作成法を確立し、光照射による電流発生も確認することができた。 

 

研究成果の概要（英文）：In this work, bidirectional electron transfer in photosynthetic photosystem I 

proteins was experimentally observed by using high time-resolved ESR and chemically reduced proteins. 

In this work, moreover, to realize highly sensitive ESR measurements applicable to a single protein, 

microsamples applicable to high-frequency ESR were prepared. Using an artificial electron-transfer 

system as a model compound, we established the procedure for preparing microsamples applicable to a 

tiny cavity for high-frequency ESR. 
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１．研究開始当初の背景 

 本研究で注目する光合成反応中心のひと
つ光化学系 I 複合体には、疑似 2 回回転対称
軸で関連付けられる 2 つの電子伝達系が存
在する。原子的な酸素非発生型光合成を行う
紅色光合成細菌や、同じ酸素発生型光合成の
光化学系 II 複合体では、その左右対称な 2 つ
の電子伝達系の内、一方しか電子が流れない
ことから、光化学系 I においても同様に一方
しか電子が流れないと従来考えられてきた。
しかし、キノン分子の過渡吸収スペクトル測
定の time profile が 2 成分の時定数を考慮し
なければ解析できず、両経路での電子伝達の
可能性について、最近多くの議論がなされて
いる。また、双方向性が単一のタンパク複合

体内で起こっているのか、あるいは個々の複
合体ごとはどちらか一方を利用するが（単方
向性）、バルク試料を扱うために双方向性が
観測されるのか（擬似的双方向性）について
も議論が続いている。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、光合成蛋白内の光化学系
I 複合体を対象としながら、（1）我々が所有
する国内で唯一となる高時間分解高周波
（95GHz）パルス ESR 装置を全面的に改良
することで、蛋白内の光電変換に直接関わる
ラジカルイオン対を選択的かつ超高感度に
観測し、（2）光合成初期過程における励起電
子の生成および電荷分離過程について、その
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ダイナミクスの分子論的解明を目指すこと
である。具体的には、高周波マイクロ波を用
いてラジカルイオン対のスピン状態を操作
し、それに伴い変化する光電流を利用して
ESR 測定の超高感度化を図る。最終的には、
蛋白質単分子 ESR 測定を実現し、光化学系 I 

における電子移動経路をナノレベルで明ら
かにする。 

 

３．研究の方法 

 光合成タンパクについては、重水素化（全
体の 99.7％）した好熱性シアノバクテリア
synechococcus lividus の凍結乾燥試料をアメ
リカ・アルゴンヌ研究所の Marion Thurnauer

教授らの研究グループより提供を受けた。そ
れを実験前に、凍結保護剤である重水素化グ
リセロール（体積濃度 50％）と重水素化トリ
ス‐塩酸緩衝剤（pH = 7.5）により再水和さ
せ、実験を行った。デバイス状の試料につい
ては、 ITO 基板（ 15/cm

2）にポリマー
（PEDOT-PSS）をスピンコート法で成膜し、
その上に導電性ポリマー（P3HT）とフラーレ
ン誘導体（PCBM）の混合溶液をディップコ
ーティング法により活性層として成膜した。
さらに、電極としてアルミ薄膜を真空蒸着法
により成膜し、作成した。高周波（94GHz）
EPR 測定は Bruker 社製 ELEXSYS E600 分光
器を用いて行った。また、高時間分解測定を
可能とするため、マイクロ波検出器のあとの
プリアンプとして、Bruker社のプリアンプ（帯
域 6 MHz、時定数 150 ns 程度）よりも広帯域
（140 MHz）なNF社製プリアンプを用いた。
また、パルス EPR 測定は、E600 分光器にマ
イクロ波パルスブリッジ（94.9GHz）と自作
のパルス制御システムを組み込むことで構
築した。 

 

４．研究成果 

これまでの報告によるとラジカルペア
P700

+
-A1

－は低温領域において 200μs 程度の
時定数で減衰する成分に加えて、数マイクロ
秒程減衰する成分の存在が示唆されている。
図 1b に示すように、EPR 信号の時間依存性
（丸印）は、一種類のラジカルイオンペアを
仮定したシミュレーション（実線）では再現
することができず、もうひとつ配向の異なる
ラジカルイオンペアの存在を示唆した。なお
フィッティングは、再結合過程とスピン格子
緩和の速度定数に依存した 2 種類の時定数を
考慮することで行った（図 1b）： 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1b では新たに 8s の時定数を持つ指数関
数をもうひとつ加えることで、実測を再現す
ることができた。この事実を詳細に検討する
ため、化学還元処理前後での EPR スペクトル
の比較を行った。図 2 は、化学還元処理前後
でスペクトルの変化を示している。還元処理
後の EPR 信号の時間依存性を測定したとこ
ろ、およそ 8s で減衰することがわかった。
この減衰時間は、図 1 の解析で、新たに加え
た第三の寿命と良い一致を示していた。これ
は化学還元処理により、より長い寿命をもつ
ラジカルイオン対の電子移動がブロックさ
れたため、短い寿命のラジカルイオン対の
EPR 信号のみが観測されたと考えられるこ
とで説明できる。化学還元処理前後のスペク
トルは、X 線結晶構造解析の結果と比較した
ところ、それぞれ異なる二つの電子移動経路

図 1 (a)ラジカルイオンペアのエネ

ルギー準位と kinetics モデル．(b) 

100K、3.38T 付近で観測した EPR

信号強度の時間依存性. 

 

0 500 1000 1500 2000

0

E
c
h
o
 I
n
te

n
s
it
y

Time / s

 B

Abs.

Emi.

Exp.

Cal.

0
-1

0

E
c
h
o
 I
n
te

n
s
it
y

Time / s

 B

3

1

4

2

Ｗ+1A Ｗ-1A Ｗ+1P Ｗ-1P

Ｗ+1A Ｗ-1A
Ｗ+1P Ｗ-1P

ks/2ks/2

3

1

4

2

Ｗ+1A Ｗ-1A Ｗ+1P Ｗ-1P

Ｗ+1A Ｗ-1A
Ｗ+1P Ｗ-1P

ks/2ks/2

(a) 

(b) 

3.378 3.380 3.382 3.384 3.386 3.388
Magnetic Field / T

 B

還元処理前

完全還元処理後

3.378 3.380 3.382 3.384 3.386 3.388
Magnetic Field / T

 B

還元処理前

完全還元処理後

図 2 化学還元処理前後でのラジカル

イオンペアの EPR スペクトル. 



 

 

図 4 A アニール無しと B アニール

10 min の配向の角度分布 

をそれぞれ経由して生成したラジカルイオ
ン対由来であることがわかった。これより、
還元処理前の試料で観測された短寿命ラジ
カルイオン対は、還元処理後に顕著となった
ものと同じであり、二つの電子移動経路の存
在が実験的に証明された。 

 上述のとおり、双方向性実験的に確認され
たが、これが単一のタンパク複合体内で起こ
っているのか、あるいは個々の複合体ごとは
どちらか一方を利用するが（単方向性）、バ
ルク試料を扱うために双方向性が観測され
るのか（擬似的双方向性）については、単一
タンパクごとの超高感度 ESR 測定が不可欠
である。しかし、現状の ESR 法の感度では、
単一タンパクの測定は容易ではない。そこで、
デバイス形状の試料に対して電流検出型
ESR 測定を行い超高感度化を実現すること
を最終目的として、高周波 ESR にも適用可能
な微小試料の作成を行った。モデル化合物と
して、人工の光合成とも呼べる太陽電池を対
象とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 太陽電池の写真 

 

作成した微小太陽電池を図 3 に示す。作成し
た太陽電池が微小なサイズでも十分に機能
しているのか電池のパフォーマンス計測と、
さらに高周波 ESR に適用可能かどうかを確
認するため、実際に作成したデバイスの ESR

測定も行った。 

太陽電池の変換効率を決定する主要因と
して、製膜プロセスにおけるアニールの条件
が挙げられる。アニール温度または時間を変
化させることで有機薄膜内部の微視的な構
造が変化し、太陽電池の性能に影響を与える。
例えば有機薄膜太陽電池の構成要素として
広く研究されているポリチオフェンは、基板
に対して主鎖平面が平行な flat-on配向(図4A)

と垂直な edge-on 配向(図 4B)をとることが知
られており、その配向と変換効率の相関が最
近指摘されている。そこで本研究では、高分
解能高周波 ESR 装置を用いたポリチオフェ
ンの分子配向決定と、太陽電池の性能評価を
同時に行った。ゴニオメータを用いて試料を
磁場に対して回転させることで、ESR の角度
変化を観測した。図 4 には、ESR 測定と解析
から決定した配向の分布を示す。ここで x 方
向と基板とのなす角を とした。これよりア
ニール時間を増やすことで、flat-on 配向が減 

 

少し、edge-on 配向が増大していくことが明
らかとなった。また、同じアニール時間の条
件で有機薄膜太陽電池の作製を行い、I-V 曲
線から太陽電池の性能を測定した。アニール
無しでは光電流は 0.4 mA であったものが、
10 分間アニールすることで、2.84 mA まで増
大し、アニールによる edge-on 配向の増大と
光電流の増大に相関が見られたが、アニール
時間をさらに増大させると劣化に転じるこ
とがわかった。 

 

以上のように、高周波 ESR に適用可能なデバ
イス作成を可能とし、続けて電流検出 ESR 測
定を可能とするよう、低周波 ESR については
試料ホルダーの改良、高周波 ESR では共振器
の改良を行ってきた。しかし、光合成試料を
用いたデバイス作成について、生体試料の不
安定性などに起因して、まだ測定に耐えうる
状態には至っていないが、保護剤などの使用
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を検討しながら、作成法の改良を行いつつあ
る。今後、超高感度光検出 ESR 装置を用いた
単分子測定から、その問題を明らかにしてい
く予定である。 
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