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研究成果の概要（和文）：植物やラン藻は、地球上の多くの生命が生きていく上で必要な分子状酸素を形成する。これ
は、太陽の光エネルギーを光化学系II（PSII）が吸収して電子伝達反応を行うに伴って酸素発生中心であるMn4CaO5ク
ラスターで水を分解することによって行われる。PSIIの酸素発生反応には塩素イオンが寄与し、PSII内の塩素イオンは
同族元素であるヨウ素イオンと置換可能であるが、ヨウ素イオンに置換するとPSIIは酸素発生反応を阻害され、この阻
害機構の詳細は不明であった。本研究により、ヨウ素イオン置換によって起こるPSII内の構造変化を明らかにし、ヨウ
素イオンがMn4CaO5クラスターを還元していることを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：Plants and cyanobacteria form oxygen molecules required for life on the earth. 
Tis reaction is performed by light-induced electron transfer and water-splitting reaction of 
oxygen-evolving center, the so-called Mn4CaO5-cluster in photosystem II (PSII). The chloride ion (Cl-) in 
PSII is known to be an essential co-factor in the water-splitting reaction, however, the reaction is 
inhibited when Cl- is replaced with iodine ion (I-). We analyzed the crystal structure of 
iodine-substituted PSII (I-PSII) to elucidate the inhibition mechanism of the water-splitting reaction by 
I- and the associated structural changes of the Mn4CaO5-cluster. In this study, we conformed the dynamic 
structural changes in the Mn4CaO5-cluster and reduction reaction of the cluster upon I- substitution.

研究分野：植物生理学, 構造生物化学

キーワード： 光化学系II　酸素発生反応　酸素発生中心　ヨウ素イオン　還元反応
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１．研究開始当初の背景	
 
(1)	
 植物やシアノバクテリアのチラコイド
膜内に存在する光化学系 II 複合体（PSII）
は、太陽光エネルギーを吸収して生物が利用
可能な化学エネルギーに変換するとともに、
4 個の Mn と 1 個の Ca が 5 個の O によって結
び付けられた「酸素発生中心 Mn4CaO5 クラス
ターで」水を分解して分子状酸素を形成する。
Mn4CaO5 クラスターは、PSII が光子を吸収す
るごとに 4 個の Mn の価数とその構造を変化
させ、5 つの中間状態（Si状態,	
 i	
 =	
 0	
 -	
 4）
を経て 2 個の水分子から 1 個の分子状酸素と
4 個のプロトン、そして 4 個の電子を放出す
る。	
 
	
 
(2)	
 塩素イオン（Cl-）は Mn4CaO5クラスター
の酸素発生反応に必須のコファクターであ
り、主に水の分解によって形成されたプロト
ンの放出に関与していると考えられている。
Cl-は同族元素である臭素イオン（Br-）やヨ
ウ素イオン（I-）と置換可能であるが、Br-に
置換した際の PSII の酸素発生反応は Cl-と同
様に起こるのに対し、一方でI-に置換すると、
PSII の酸素発生反応は阻害され、この酸素発
生阻害機構については明らかになっていな
かった。	
 
	
 
(3)	
 I-置換によって引き起こされる Mn4CaO5

クラスター及びその周辺構造の配置変化を
明らかにするためには、高分解能 X 線結晶構
造解析が必須である。そして、I-は還元試薬
の１つとして知られ、I-置換によって Mn4CaO5

クラスターが還元されていることが示唆さ
れた。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
(1)	
 地球上に生息する好気性生物の生命維
持活動に必須の分子である酸素は、PSII の光
エネルギー吸収に伴って起こる酸素発生反
応によって形成されている。現在、Mn4CaO5

クラスターの構造を模倣した人工錯体研究
が精力的に行われ、植物やシアノバクテリア
のもつ Mn4CaO5 クラスターのより詳細な構造
とその構造変化の知見が必要となっている。
また、植物やシアノバクテリアが行っている
光合成の仕組みを理解するという学術的意
義においても、PSII の酸素発生機構の解明は
重要な課題である。	
 
	
 
(2)	
 本研究は、I-置換によって引き起こされ
る Mn4CaO5 クラスター及びその周辺構造の配
置変化を明らかにし、PSII の酸素発生反応の
原理解明を目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
(1)	
 好熱性シアノバクテリア由来 PSII を精
製し、結晶化の際に Cl-を I-または Br-に置換
する共結晶化法によって I-置換 PSII 結晶
（I-PSII）と Br-置換 PSII 結晶（Br-PSII）
を作製した。高分解能 PSII 結晶の作製法と

して当該研究者が 2011 年に考案した手法を
用い（Y	
 Umena,	
 K	
 Kawakami,	
 JR	
 Shen,	
 and	
 N	
 
Kamiya,	
 Nature,	
 2011）、その結果、2.1	
 Å 分
解能の I-PSII と Br-PSII の X 線回折強度デ
ータをそれぞれ 1 個の結晶から収集、それら
の構造解析を行なった。Br-PSII 構造は
Native-PSII 構造（PDB	
 code:	
 3WU2(3ARC)）
と比べて大きな構造変化は起こっておらず、
一方で I-PSII 構造は Native-PSII 構造と比
べて僅かな変化が見られた。その一方で、量
子化学計算や広域 X 線吸収微細構造（EXAFS）
測定によって2011年に報告したNative-PSII
の Mn4CaO5クラスターの構造は X 線照射によ
って還元され、構造変化してしまっていると
いう主張が行われだした（Galstyan	
 et	
 al.,	
 
JACS,	
 2012）。X 線照射による Mn4CaO5クラス
ターの還元を限りなく低減させてインタク
トな I-PSII の Mn4CaO5クラスター構造を明ら
かにするため、複数の同型な PSII 結晶を用
いて X線照射量を分散させてそれらのデータ
をマジさせ、低 X 線損傷データ収集・解析を
行なった。	
 
	
 
(2)	
 I-は還元試薬の１つとして知られ、I-置
換によって Mn4CaO5 クラスターが還元される
ことが示唆されていたが、I-置換によって
Mn4CaO5クラスター内の Mn が還元されるかど
うかはこれまで明らかにされていなかった。
本研究では、I-置換した Mn4CaO5クラスター内
の Mn の平均価数を明らかにするため、X 線吸
収微細構造（XAFS）測定を行い、さらに Mn4CaO5

クラスターが 1電子還元された際に電子常磁
性共鳴（EPR）測定によって検出されるマル
チラインシグナルの確認を行なった。	
 
	
 
(3)	
 I-置換による PSII の酸素発生阻害が I-

から Mn4CaO5 クラスターへの直接的な電子供
与であることを明らかにするため、電子受容
体の１つである 2.6-dichloroindophenol	
 
(DCIP)を用いて I-PSII の電子伝達活性を測
定した。また、強力な還元試薬であるヒドロ
キシルアミン（NH2OH）処理によって Mn4CaO5

クラスターを PSII から解離させ、酸素発生
反応を阻害させることができ、Mn4CaO5クラス
ターを解離させた I-PSII の電子伝達活性測
定も行なった。	
 
	
 
４．研究成果	
 
(1)	
 良質な I-PSII 結晶を多数作製し、X 線照
射量を分散させて X線回折強度データ収集を
行なった。I-PSII 結晶に照射した X 線ドーズ
量は約 0.1	
 MGy であり、この値での Mn4CaO5

クラスターの Mn 還元率は約 5%以内である
（Yano	
 et	
 al.,	
 PNAS,	
 2005）。X 線結晶構造
解析によって得られる構造は、時間的・空間
的に平均化された三次元構造であり、約 5%
以内の Mn還元では Mn4CaO5クラスター内の配
位距離変化を起こらない。実際、当該研究者
の所属する研究グループで 0.06	
 -	
 0.23	
 MGy
の各 X 線ドーズ量の X 線回折強度データを収



 

 

集して構造解析した結果、近年岡山大学グル
ープによって報告された X線自由電子レーザ
ーを用いた「ダメージフリーな X 線結晶構造
解析の結果（Suga	
 and	
 Akita	
 et	
 al.,	
 Nature,	
 
2014）とほぼ一致しており、0.2	
 MGy までの
X線ドーズ量ではMn4CaO5クラスターの配位距
離変化を起こさないことを確認している（論
文投稿中）。複数の I-PSII 結晶データを積分
処理した後にマージ・スケーリングした結果、
1.88	
 Å 分解能の良質な X線回折強度データを
得ることができ、その構造解析を行なった結
果、I-PSII において Mn4CaO5クラスターを構
成する Ca の配置が部分的に変化し、さらに
Mn4 と Mn1 の間にある酸素原子（O5）が Mn1
側にシフトし、Mn4-O5,	
 Mn1-O5 の結合距離が
それぞれ 3.0	
 Å,	
 2.5	
 Å となり、2011 年と 2014
年に報告された Native-PSII の Mn4CaO5クラ
スター構造とは大きく異なっていることが
明らかとなった（図１）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 
	
 
	
 	
 	
 	
 	
 図 1:	
 I-PSII 内の Mn4CaO5クラスター構造。	
 

	
 
(2)	
 I-置換によるMn4CaO5クラスターの大きな
構造変化がI-による還元反応であることを明
らかにするため、Mn4CaO5クラスターを構成す
る 4 個の Mn の平均化数を XAFS 測定によって
確認した（図 2）。	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 

	
 
	
 
	
 

	
 
	
 
	
 	
 図 2:	
 XAFS 測定による PSII 結晶の Mn 価数変化。	
 

	
 
Native-PSII の 4 個の Mn の価数は、暗黒条件
下で安定な S1状態において、（Mn1,	
 Mn2,	
 Mn3,	
 
Mn4）＝（III,	
 IV,	
 IV,	
 III）と考えられて
おり、その時の Mn の K 吸収端のエネルギー
は約 6,552	
 eV（図 2 の青線）であった。一方、

I-PSII の Mn の K 吸収端のエネルギーは
Native-PSII に比べて約 1.5	
 eV 低エネルギー
側にシフトし（図 2 の赤線）、これは明らか
に Mnが還元されていることを意味している。
Mn が全て II 価イオンである MnCl2溶液（図 2
の黒線）の Mn の K 吸収端エネルギーはさら
に低エネルギー側に検出され、このことから、
I-PSII の Mn4CaO5クラスターの Mn は II 価に
まで還元されていないことがわかる。そして、
低濃度NH2OH処理によってMn4CaO5クラスター
を 1 電子還元させた際の Mn の K 吸収端エネ
ルギーのシフトは約 1.6	
 eV であることから
（Guiles	
 et	
 al.,	
 Biochemistry,	
 1990）,I-

置換によってMn4CaO5クラスターは1または2
電子還元されていることが判明した（S0状態
または S-1状態）。XAFS 測定では Mn4CaO5クラ
スターが 1 または 2 電子還元されているかを
正確に判別することができなかったため、
Mn4CaO5クラスターが1電子還元された際に電
EPR 測定によって検出されるマルチラインシ
グナルが観測されるかどうかの確認を行な
った（図 3）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図 3:	
 (A)	
 Native-PSII の EPR 測定。(B)	
 I-PSII の EPR

測定。	
 

	
 
図3(A)の黒線はNative-PSIIを暗黒下で安定
化させた時の EPR 信号を示し、測定温度は 10	
 
K である。320	
 mT 付近に検出されるシグナル
は、PSII 内で安定に存在している Tyr160/D2
の特異的なチロシンラジカルである。
Native-PSIIの S1状態に195	
 K下で光照射し、
その後 10	
 K で測定したシグナルが図 3(A)の
赤線になる。270-370	
 mT の範囲で S2状態由来
のマルチラインシグナルが観測され、また約
400	
 mT付近に QA

--Fe2+-QB
-シグナルが観測され

た。一方、図 3(B)の黒線が暗黒下で安定化さ
せた I-PSII の EPR シグナルであり、比較の
ためNative-PSIIの S1状態のシグナルを緑線
で示している。Native-PSII の EPR シグナル
の形状と比べ、明らかに I-PSII の EPR シグ
ナルが変化していることがわかり、この形状
変化は S0 状態のものに非常に似ている
（Boussac	
 et	
 al.,	
 Biochemistry,	
 1999）。
また、195	
 K 下で I-PSII に光照射し、その後
10	
 K で測定したシグナルが赤線になり、青線
は Light-minus-dark 差スペクトルを示す。	
 
Native-PSII において、Light-minus-dark 差
スペクトルによって S2 状態由来のマルチラ
インシグナルを明瞭に観測できるのに対し、
I-PSII ではシグナル強度が弱く、これは S2
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状態にまで進む Mn4CaO5 クラスターがわずか
しかないことを示している。XAFS 測定により、
I-置換によって Mn4CaO5クラスターは 1 また
は 2 電子還元していることが判明し、さらに
EPR測定によって得られたI-PSIIの EPRシグ
ナルの形状が Native-PSII の S0 状態由来の
シグナルに非常によく似ていることから、
I-PSIIのMn4CaO5クラスターの構造はS0状態、
または S0状態に似た構造（S0

*状態）であるこ
とが強く示唆できた。	
 
	
 
(3)	
 I-が直接 Mn4CaO5 クラスターに電子を供
与して還元しているかどうかを明らかにす
るため、電子受容体であるDCIPを用いたPSII
の電子伝達活性測定を行った（図 4）。	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
酸化型 DCIP は 600	
 nm に吸収ピークをもち、
PSII から電子を供与されて還元型に変化す
ることで 600	
 nm の吸収ピークが減衰してい
く。この吸収ピークの減衰速度から PSII の
電子伝達速度を測定することができる。図
4(A)は、Native-PSII と 1-20	
 mM	
 NaI 濃度条
件下で測定した PSII の電子伝達活性である。
酸素電極を用いた酸素発生活性測定では5	
 mM	
 
NaI 以上の I-濃度になると酸素発生反応は阻
害される（Kawakami	
 et	
 al.,	
 2009,	
 PNAS）。
しかし、20	
 mM	
 NaI 条件下でも I-PSII は電子
伝達反応を行なっていることを示しており、
このことから、I-PSII は水分子ではなく I-

から電子を供与して電子伝達反応を行なっ
ていることが明らかとなった。一方で図 4(B)
は、NH2OH 処理によって Mn4CaO5クラスターを
除去し、Native-PSII と I-PSII の電子伝達活
性を測定した図である。Mn4CaO5クラスターを
除去していない Native-PSII では電子伝達反
応が正常に行われるのに対し、Mn4CaO5クラス
ターを除去した Native-PSII と I-PSII では
電子伝達反応がほとんど行われなくなった。
この結果から、I-は直接 Mn4CaO5クラスターに
電子供与していることが明らかとなり、XAFS
測定と ERP 測定の結果も踏まえ、I-は Mn4CaO5

クラスターを直接還元することで水分子の
分解反応を阻害し、その結果酸素発生反応を
阻害していることが明らかとなった。	
 
	
 
(4)	
 X 線結晶構造解析、XAFS 測定、EPR 測定、
DCIP を用いた PSII の電子伝達活性測定の結
果をまとめると、I-は Mn4CaO5クラスターに直
接電子を供与し、Mn 還元引き起こす。その際、
S0状態または S0状態に似た状態（S0

*状態）に
変化する。この反応によって水分解反応が阻
害され、最終的に酸素発生反応が阻害される。

I-によって還元された Mn4CaO5 クラスターの
構造変化は、一般的な触媒の構造変化に比べ
て極めて大きなものであり、特に Ca の配置
変化と、Mn4-O5,	
 Mn1-O5 の結合距離がそれぞ
れ 3.0	
 Å,	
 2.5	
 Å（Native-PSII ではそれぞれ
2.3	
 Å,	
 2.7	
 Å）に変化したことは、S1状態に
おいて O2-または OH-と考えられている O5 が、
H20 にまでプロトン化されていることを示し
している。本研究によって、PSII の Mn4CaO5

クラスターのダイナミックな構造変化を世
界で初めて捉えることに成功し、PSII の酸素
発生反応が一般的な触媒の反応とは大きく
異る反応機構であることが明らかとなった。
現在、これらの成果をまとめ、論文投稿準備
中である。	
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