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研究成果の概要（和文）：我々は、光合成で水から酸素を発生させている光化学系II(PSII)の結晶構造を、2011
年に1.9 Aの高分解能で報告した。これにより、酸素発生Mnクラスターのもっとも安定な状態とされるKokのS1状
態の構造が明らかとなった。しかし、PSIIの酸素発生機構をより深く理解するためには、反応の進行とともに変
化するPSIIの構造を知る必要がある。本研究では、４種類の除草剤の複合体、サブユニットの一つを失った変異
体、ヨウ素イオンにより失活したPSIIなど多数の結晶構造を明らかにした。またS1状態の前後のS0、S2状態につ
いて研究を進め、PSIIの酸素発生機構に関する多くの新たな知見を得た。

研究成果の概要（英文）：We have reported the high-resolution structure of photosystem II (PSII), 
which is evolving oxygen from water molecules in photosynthesis, at 1.9 A in 2011. The structure 
involves the oxygen-evolving Mn-cluster at the most stable Kok’s S1 state. In order to understand 
the oxygen-evolving mechanism of PSII, activated structures of PSII should be resolved. In this 
study, we determined many structures of PSII crystals; four of complexes with herbicides, one of 
PsbM-subunit deleted mutant, two of ion-substituted derivatives from chloride to bromide or iodide, 
and so on. By studying intermediate states, S0 and S2, in the Kok cycle, new knowledge on the 
oxygen-evolving mechanism of PSII was obtained.

研究分野： 構造生物化学、タンパク質結晶学

キーワード： 光化学系II　光合成　水分解酸素発生機構　X線結晶構造解析　Mn4Caクラスター　Mn原子混合原子価　K
okサイクル　人工光合成
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１．研究開始当初の背景 
 らん藻や植物細胞のチラコイド膜に埋も
れている光化学系 II 複合体（以後 PSII）は、
一連の光合成反応の中でも最初に太陽光を
吸収し、水を分解して電子とプロトン、酸素
分子を発生させている。PSII に数多く含まれ
ている光捕集性クロロフィルは太陽光を吸
収し、そのエネルギーを光反応中心（P680）
に移動させて P680 の電荷分離状態をつくり
だす。これは電子と正孔が対をなしたもので
あり、その電子は PSII 内部のプラストキノ
ン（PQ）が結合した QB サイトで PQ をプラス
トキノール（PQH2）に還元する。その後 PQH2 は
後続の酵素に受け渡され、最終的には炭酸同
化で必要とされる還元剤（NADPH）の合成に
利用される。一方 P680 に残された正孔は、
近くにある酸素発生中心（Mn4Ca クラスター）
を酸化することにより、水から電子を引き抜
いて電気的中性状態に戻る。こうして 1個の
電子が水から P680 を介して QBまで移動する。
PSIIが2個の水から4個の電子を引き抜いて
1個の酸素分子を発生させる間に、Mn4Ca クラ
スターは 5 種類の異なる酸化状態（Si;i = 
0-4)）をとり水分解・酸素発生反応を繰り返
す。これは Kok サイクルと呼ばれ、それを１
周する間に生じる4個のプロトンはチラコイ
ド膜内外に濃度勾配をつくりだし、その化学
エネルギーを利用して、ATP 合成酵素が炭酸
同化で必要とされる ATP を合成する。 
 PSII は 20 種類もの疎水性・親水性サブユ
ニットが会合した膜タンパク質であり、ダイ
マー構造で100個を越える色素や脂質を取り
巻いて、その総分子量は 700 kDa にも及ぶ。
その複雑さと膜タンパク質としての不安定
性のために PSII の X 線結晶構造解析は困難
をきわめ、2001 年以来 10 年にわたり世界中
で精力的な研究が行われたにもかかわらず、
その解析分解能は 3.8–2.9 Å の範囲にとど
まっていた。この分解能では多くのサブユニ
ットや色素の立体構造を確定させるには至
らず、特に、Mn4Ca クラスターの構造は不確
かで、クラスターを取り巻いて酸素発生に関
与する水や、その水から生じるプロトンの排
出経路を構成する水の構造はまったく不明
であった。これらの情報は PSII の酸素発生
機構を解明するために不可欠なものであり、
PSII の高分解能の結晶構造解析が、光合成研
究で最後に残された最大の課題とされてき
た所以である。我々は 2009 年前後に PSII の
結晶の質を飛躍的に向上させ、SPring-8 の構
造生物学関連ビームラインを駆使してKokサ
イクルの S1状態に対応する結晶構造を 1.9 Å
の分解能で解析することに成功した[Umena, 
Kawakami, Shen, Kamiya,Nature (2011)]。
その結果、Mn4Ca クラスターは 5 個の金属原
子（Mn1 から Mn4 と 1個の Ca）が 5個の酸素
原子（O1 から O5）により結びつけられて「歪
んだ椅子」の形をしていることを世界で初め
て明らかにした（PDB-ID:3ARC）。またこの
Mn4Ca クラスターには酸素発生反応の基質の

候補となる 4 個の水分子（W1 から W4）が配
位していた。この内の 2 個（W2 と W3）の酸
素原子は、Mn4Ca クラスターの中で特殊な環
境にある酸素原子：O5 の近くに位置しており、
これら 3個の酸素原子の内のいずれか 2個の
間に新しい酸素—酸素結合が形成されると予
想され、画期的な新発見として世界的に高い
評価を受けた。しかしながら発表当初から、
3ARC の Mn4Ca クラスターに含まれる Mn 原子
は、X 線回折強度を測定した際に結晶に照射
された X線により一部還元されており、それ
により Mn4Ca クラスターの構造に変化が生じ
ているとの指摘がなされた。また S1 状態は
Kok サイクルの中でもっとも安定な休止状態
とみなされているものである。従って PSII
の酸素発生機構の全容を解明するためには、
S1 状態の構造をより完璧なものにするとと
もに、S1 状態以外についても、新たな構造情
報を明らかにする必要があった。 
  
２．研究の目的 
 本研究の申請段階では、Kok サイクルの S1
状態に対する詳細な構造情報と、新たに S0、
S2 状態に対する構造情報を得て PSII の酸素
発生機構の解明にせまることを目的とし、以
下の5項目を研究目標として掲げた。 (1) 酸
素発生に連動する電子移動を停止させる除
草 剤 4 種 類 （ Bromacil 、 Terbutryne 、
Bromoxynil、DCMU）との複合体、(2) 遺伝子
操作により PSII の小分子量サブユニットの
ひとつ、PsbM を欠失して電子移動速度が低下
した変異体（ΔPsbM-PSII）、(3) 酸素発生機
構に関与する塩素イオンを臭素イオンまた
はヨウ素イオンと入れ替えた2種類の置換体
（I-PSII、Br-PSII）の合計 7 種類の結晶に
ついて、それぞれ 1.9 Åと同等の分解能で X
線結晶構造解析を行う。(1)と(2)では電子移
動の停止または速度の低下に伴って PQ から
逆流した電子が、(3)ではヨウ素イオンの酸
化により生じた電子が、Mn4Ca クラスターを
還元して Kok サイクルの S0 状態を実現して
いる可能性に注目した。(1)では、電子移動
速度の低下により変化する蛍光減衰速度と
熱蛍光発光温度を合わせて測定し、電子移動
の構造・機能の相関も明らかにすることを目
指した。本研究ではさらに、(4) X 線の異常
分散効果が Mn 原子の価数とともに変化する
ことを利用して、S1 状態にある Mn4Ca クラス
ターの 4 個の Mn 原子の価数をそれぞれ同定
する。また、(5) フェムト秒レーザーの多光
子吸収を利用して PSII の S2状態を実現する
技術を開発し、その結晶構造を明らかにする
ことを目指した。なお本研究では、Kok サイ
クルの S3状態と S4状態は対象としていない。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、研究代表者の統括のもと、1 名
の研究分担者、のべ 5名の連携研究者との共
同研究として進められてきた。本研究の組織
は 2つの研究グループで構成され、研究代表



者は構造・機能相関研究グループを運営する
とともに、主に光化学系 II 複合体（PSII）
の X線結晶構造解析を担当した。多光子吸収
技術開発グループは、レーザー化学、特に多
光子吸収を専門とする研究分担者の八ッ橋
知幸教授の指導により運営され、フェムト秒
レーザーの多光子吸収により、S1 状態にある
PSII 結晶を S2 状態に変化させる研究を担当
した。 
 
４．研究成果 
 本研究の研究期間の前半には、申請段階で
掲げた 5 項目と並行して、まず以下の(a)と 
(b)の 2項目についても研究を進めた。 
 (a) では、2011 年に報告した S1 状態の構
造（PDB-ID:3ARC）を見直して、Mn4Ca クラス
ター内の原子間距離の精度をX線結晶学の立
場から検証した（3ARC の構造を一部修正し、
ID:3WU2 として PDB に再登録した）。また愛媛
大学の杉浦美羽准教授との共同研究により、
PSII-D2 サブユニットの 336 番目のヒスチジ
ン残基が酸化されて化学修飾を受けている
ことを明らかにした（後述する雑誌論文④、
Biochemistry 2013）。 
 
低 X線量かつ高分解能の PSII 結晶構造解析 
 (b)3ARC/3WU2 の結晶構造は、2009 年前後
の段階で質の向上に成功した複数の結晶か
ら、分解能が 1.9 Åに達したただ 1個の結晶
を厳選し、それに対して X線照射量 0.43 MGy
（平均値）で得られた回折強度データに基づ
いて決定されたものであった。2009-2011 年
の段階では結晶間の質のばらつきが大きく
（結晶の同型性が保証されていなかった）多
数の結晶から得られた回折強度データを一
つにまとめることはできなかった。そこで
我々は、従来からの PSII 試料調製法、結晶
化法と回折強度測定に先駆けた結晶のクラ
イオ処理法を抜本的に見直し、3ARC/3WU2 の
構造を決定した結晶と同等またはそれを上
回る回折分解能を示す結晶を多数、高い同型
性で調製する技術の開発を進めた。その結果、
本研究の研究期間 5年のほぼ半ばに、ようや
く結晶に対する X線照射量を 3ARC/3WU2 と比
べて１桁以上小さい 0.03 MGy まで抑えるこ
とに成功し、Mn 原子の X線還元問題を克服す 
ることができた。図 1 はそれぞれ 10 個程度
の同型結晶を用い、0.03 MGy と 0.12 MGy の
X 線照射量で回折強度を測定して得られた構
造、PDB-ID:5B5E（1.87 Å分解能）と 5B66（1.85 
Å分解能）から、結晶を構成する 2 個のモノ
マー（A、B）の Mn4Ca クラスター部分を取り
出して描かれたもので、X 線照射量が 0.12 
MGy を下回ると、Mn 原子の X線還元に伴う構
造変化が見られない、すなわち 5B5E と 5B66
両構造の Aモノマー、Bモノマーごとに Mn4Ca
クラスターを重ね合わせると極めて良い一
致を示すことが明らかとなった（雑誌論文②、
JACS 2017）。一方、両構造で独立に、それぞ
れの 2個のモノマーの間で Mn4Ca クラスター 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

を比較すると、それらの構造が明瞭に異なる
ことが見出された。これは極めて興味深いも
ので、X 線還元問題を克服して詳細な構造解
析を行うと、PSII の結晶には、同じ S1 状態
で異なる 2種類の構造、あるいは異なる S状
態の構造（例えば S1 状態と S0 状態）が同時
に現れていることを示唆している。我々はこ
れまで、暗順応させた PSII は全て単一の S1
状態にあると仮定してきたが、この結果はそ
の見直しを迫るもので、今後 X線結晶学の立
場から明らかにしなければならない根本的
な問題を提示している。 
 
4 種類の阻害剤複合体の結晶構造解析 
 我々は本研究の研究期間の前半に、まだ同
型性の高い PSII 結晶を多数用意できるよう
になる前に、「研究の目的」の(1)、4 種類
の 阻 害 剤 複 合 体 （ Bromacil-PSII 、
Terbutryne-PSII 、 Bromoxynil-PSII 、
DCMU-PSII）の結晶構造解析を行った。図 2
はこの段階で得られた結果から、各阻害剤が
結合した QBサイトの周辺を取り出して示し
たものである。図中の破線は各阻害剤の周り
に見られる水素結合を示しており、その本数
は Terbutryn、Bromacil、DCMU、Bromoxynil
の順に少なくなっていた。これは QB サイト
における各阻害剤の安定性に関係している
と予想される。水素結合が最も少なく安定性
が低いと予想される Bromoxynil は、先行研
究から、PSII の光阻害に対して Terbutryn
や Bromacil とは異なる特性を示すことが報
告されており、上記の安定性が低いこととの
関連が注目される。また DCMU では他の 3種
類の阻害剤とは異なり、QBサイトの近くに 2
個目の阻害剤分子が結合していることが判
明し、この現象と DCMU の阻害特性の関連に
も興味がもたれる。 
 さて、図 2に示した各複合体の結晶構造は、
それぞれ 2.3 MGy（DCMU-PSII は 9.0 MGy）
の X 線照射量で得られたものであり、
3ARC/3WU2 の 0.43 MGy に比べても極めて大 

図 1 (a) X 線量 0.03 MGy の構造 5B5E の Mn4Ca クラ
スターのステレオ図（Aモノマー）、(b)A モノマーと
(c)B モノマーに対する 2 構造（5B5E と 5B66）の重
ね合わせ。ハイライト 5B5E とフェード 5B66。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
きいため Mn4Ca クラスターの Mn 原子の X 線
還元を無視することは困難で、それらの構造
を詳細に比較・検討することはできない。そ
こで我々は、同型性の高い PSII 結晶を多数
用意できるようになった後、全ての阻害剤複
合体について X線照射量を 0.042-0.065 MGy
の範囲に抑えて X線回折強度を測定し直し、
得られたデータに対して構造解析を完了さ
せ、Mn4Ca クラスターを含めて構造を詳細に
比較検討した。 
 
PsbM 欠失変異体の結晶構造解析 
 PsbM は、PSII の４つの疎水性大サブユニ
ット（D1：PsbA、D2：PsbD、CP47：PsbB、CP43：
PsbC）が会合したコアを取り巻いて、それを
安定化している 13 種類の膜貫通疎水性小サ
ブユニットのうちの一つであり、PSII ダイマ
ーでは2つのモノマーを関係づける擬似2回
軸に最も近い位置にある。以前から、遺伝子
操作により PsbM を欠失させた変異体（Δ
PsbM-PSII）でも PSII はダイマーとして存在
し得ること、ただし QB への電子移動速度が
低下して、ΔPsbM-PSII の特性は野生型から
変化することが知られていた。3ARC/3WU2 の
ダイマー構造ではPsbMと QBサイトの間は遠
く離れており、PsbM の欠失が、どのようにし
て QB への電子移動速度に影響を与えるか、
という点に興味が持たれていた。 
 図 3は、「研究の目的」の(2)、ΔPsbM-PSII
の結晶構造解析の結果（X線照射量 0.4 MGy、
分解能 2.2 Å）をもとにして描かれた模式図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

で、PSII のサブユニット群に含まれる膜貫通
αヘリックスをチラコイド膜に対して垂直
方向から眺めたものである（雑誌論文③、
Faraday Discussions 2017）。図中、PSII
モノマーに含まれる 2個の PQ（QA と QB）が、
それぞれ D2 サブユニット（PsbD）と D1 サブ
ユニット（PsbA）の近くに位置していること
が見て取れる。この模式図で PsbM の欠失に
伴う各サブユニットの動きを追跡すると、
PsbM の欠失により PSII ダイマーの中央に大
きな隙間が生じ、PsbL、D1、D2、CP43 サブユ
ニット（PsbC）が一連の動きをしていること
がわかる。また PsbT、CP47 が連動して動き、
多くの膜貫通小サブユニットがほぼ一定の
方向へ移動している。その結果、QB の近くに
ある Lipid hall（図 3 参照）が広がって QB
が不安定化し、結果的に QB への電子移動速
度が減少すると考えられる。 
 
Mn4Ca クラスターのヨウ素イオンによる還元 
 すでに述べたように、暗順応させた PSII
は S1 状態にあると考えられている。この試
料に 200 K 前後の温度で可視光を照射すると、
PSII は S2 状態に進み、ESR により、Mn4Ca ク
ラスターを構成する Mn 原子に由来するマル
チライン信号が観測される（図 4-A）。この信
号は S2状態と S0状態でのみ観測されること
が知られており、320 mT 付近の信号は PSII
内で長期間安定な D2 サブユニットのチロシ
ンラジカル YD・に由来する。一方、長時間暗
順応させた 40 mM ヨウ素置換 PSII (40 mM 
I-PSII)では同様のマルチライン信号が観測
され（図 4-B）、さらに 280 mT 付近のスペク
トル形状に変化が見られた。40 mM I-PSII の
マルチライン信号は、既に報告されている S0
状態のものに似ており[Boussac et al., 
Biochemistry (1999)]、ヨウ素イオンの酸化
に伴ってMn4Caクラスターが還元されS0状態
に近い構造に変化していることが示唆され
た。またヨウ素イオンの濃度を 120 mM にす
ると YD・の信号が減衰した（図 4-C）ため、
ヨウ素イオンは Mn4Ca クラスターばかりでな
くYD・の還元にも寄与していると考えられた。 
 しかしながら、ESR 測定の感度は極めて高
く少量の S0 状態からもマルチライン信号が
観測される可能性があるため、上記の結果か
ら直ちに、I-PSII の Mn4Ca クラスターが全て
S0 状態にあると断定することはできない。実
際、I-PSII の結晶を多数用意し、低い X線照
射量で Mn 原子の K 吸収端スペクトルを測定
したところ、ヨウ素イオンで処理されていな
い PSII 結晶と比べて 1.5 eV に相当する長波
長シフトが観測された。これは吸収端微細構
造（XAFS）に関する先行研究の結果から考え
れば、S0 状態を通り越してさらに還元の進ん
だ S-1 状態に対応するものであった。 
 「研究の目的」の(3)、I-PSII と Br-PSII
の結晶構造については、本研究の研究期間の
前半に、それぞれ分解能 2.05 Å（X線照射量
8.0 MGy）, 2.07 Å(33 MGy)で決定された。

図2 PSIIと4種類の複合体におけるQBサイト周り
の構造。X線量 2.3 MGy。 

図3 PsbMサブユニットの欠失に伴うPSII疎水性サ
ブユニット内の膜貫通αヘリックス群の動き。PSII
モノマーを構成する各サブユニットについて動きの
方向と向きを矢印で示した。 



Mn4Ca クラスターを構成する酸素原子：O5 の
周りで結合距離の伸長が見られ、ヨウ素イオ
ンによる還元反応の結果と考えられた。しか
しながらこれらの X線照射量は 3ARC/3WU2 の
0.43 MGy に比べて非常に大きいため、結合距
離の伸長が Mn 原子の X 線還元によることを
否定することはできない。そこで我々は、本
研究の研究期間の後半に、17 個の同型性の高
い I-PSII 結晶を用い、X線照射量を 0.1 MGy
の範囲に抑えて 1.80 Å 分解能の回折強度デ
ータを測定した。構造解析を行ったところ、
これまで Mn4-O5 より Mn1-O5 の距離の方が長
かった Mn4Ca クラスターのトポロジーが、
Mn1-O5 より Mn4-O5 の距離の方が長いものに
変化した構造が見出された。これは X線還元 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
によるものではなく、ヨウ素イオンにより還
元された結果と考えることができ、初めて、
S1 状態より還元された S0 または S-1 状態の
高分解能の構造を明らかにすることができ
た。 
 
異常分散効果による Mn 原子の価数の同定 
 先行研究から、S1 状態にある PSII の
Mn4Ca クラスターを構成する 4 個の Mn 原子
の内 Mn2 と Mn3 は 4 価、Mn1 と Mn4 は 3 価
とされている。しかしながらその根拠とな
ったものは ESR や XAFS の 1 次元的なスペ
クトル解析であり、これらの手法では特定
の 3 次元座標に位置する Mn 原子の価数を
ユニークに決定することはできない。一方
X 線結晶構造解析ではこれを行うことがで
きる。「研究の目的」の(4)では、Mn の K 吸
収端の波長 1.89 Åの X線を用いた結晶構造
解析を低い X線照射量で行い、Mn 原子の K吸
収端がその価数によりシフトする、すなわち
3 価の Mn 原子を標準とすれば、4 価 Mn の異
常分散効果はより小さく、2 価ではより大き
くなることを利用して、各座標を占める Mn
原子の価数を決定することを目指した。 
 この研究項目は Mn 原子の X 線還元に対し
て極めて敏感なため、本研究の研究期間の後
半に同型性の高い結晶を多数利用できるよ
うになって初めて正確な結果が得られるよ
うになった。これまでのところ、同じ直径
の円柱状にレーザー加工した 3 個の PSII
結晶から波長 1.89 Åの X線を用いて分解能
2.50 Åのデータ収集を行い（X 線照射量
0.1 MGy）、高い精度で異常分散効果を見積

もることにより、PSII 結晶の 2 個のモノマ
ーの Mn4Ca クラスターについて、異常分散
差フーリエ図を得ることができた。図 5 に
は、その異常分散ピークの高さを A モノマ
ー（Amol、青）と B モノマー（Bmol、赤）
に分けて示した。これよりいずれのモノマ
ーでも、確かに Mn2 と Mn3 が高い価数の状
態にあることが初めて示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
レーザー多光子励起による S2 状態の実現 
 「研究の目的」の(5)では、まず PSII 結晶
を多光子励起するためのレーザー照射シス
テムを構築し、それを用いて S2 状態の形成
を確認することに成功した。PSII 水溶液とク
ロロフィル溶液についてそれぞれフェムト
秒レーザー(波長 1320 nm, パルス幅 30 fs, 
繰り返し 5 kHz, ビーム径 1 mm)を室温で照
射し、レーザー強度を変化させながらクロロ
フィルの Qy 帯の励起状態から放出される蛍
光強度を測定した。両対数プロットより、
PSII 溶液では傾きが 3.5 と見積もられた（ク
ロロフィル溶液では 3.0）。通常の 1光子吸収
ス ペ ク ト ル で は ク ロ ロ フ ィ ル は 436 
nm(Soret)と 673 nm(Qy)にピークを示すこと
から、PSII のクロロフィルは 1320 nm レーザ
ーで Soret 帯まで 3光子、Qy 帯まで 2光子で
励起されるのかもしれない。更に、上述のレ
ーザー照射システムを用い、Mn4Ca クラスタ
ーの S2 状態が形成できることを ESR 測定で
確認した。暗順応させた PSII 水溶液を、150 
K の冷却 N2 ガス気流中でレーザー照射(パワ
ー100 mW)した後に ESR 測定を行ったところ、
S2 状態であることを示すマルチライン信号
が確認された。レーザー多光子励起による S2
マルチライン信号の確認は世界初の成果で
ある。 
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