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研究成果の概要（和文）：光合成の初発過程を担う光化学II（PSII）は、その酸素発生錯合体（Mn4Caクラスタ
ー）で水を分解して酸素を発生させている。本研究では、Mn原子の異常分散効果を利用した結晶構造解析を行
い、Mn4Caクラスターに含まれるMn1からMn4までのMn原子の価数分布を決定した。その結果、PSIIの結晶の非対
称単位には、Mn1の価数がIII価とII価と異なる２種類のMn4Caクラスターが共存していることが判明した。Kokサ
イクルモデルのS1状態とS0状態に対応した価数分布をもとに、水分解・酸素発生反応の全体にわたる酸化還元電
位の変化を推定してPSIIの新しい反応機構を提案した。

研究成果の概要（英文）：Photosystem II (PSII) progresses the first reaction of photosynthesis, in 
which the oxygen-evolving complex (Mn4Ca cluster) splits two water molecules and produces one 
molecular oxygen. By crystal structure analyses of PSII utilizing anomalous dispersion effect of Mn 
atoms, valence distributions of the four Mn atoms denoted from Mn1 to Mn4 in the Mn4Ca clusters were
 established. The results showed that Mn1 altered it valence number as III and II for two PSII 
monomers in a crystallographic asymmetric unit. Based on the new knowledge obtained for the S1 and 
S0 states of the Kok cycle model, changes in redox potential were presumed for the hole 
oxygen-evolving reaction, and a reaction mechanism of PSII was newly proposed.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： 光化学系II　光合成　水分解酸素発生　金属クラスター　混合原子価状態　SPring-8

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光合成は、二酸化炭素と水から、地球上のほとんど全ての生物が生きるための糧となる炭水化物と酸素を提供し
ている。光化学II（PSII）は、光合成の初発過程を担い、また光合成反応の半分にあたる水分解・酸素発生反応
を触媒している酵素である。その反応機構の解明には、光合成の本質に迫る学術的な意義と共に、現在の我々に
とって喫緊の課題となっている環境問題や将来の食料問題を解決するための基礎知識となる点で大きな社会的な
意義も持っている。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

現在の地球の豊かな生物界は、地球にさんさんと降り注ぐ太陽光によって支えられている。ら
ん藻や植物は一連の光合成反応により水と二酸化炭素から炭水化物をつくりだし（炭酸同化）、
同時に酸素分子を大気中に放出している。光化学系 II 複合体（以後 PSII）は、地球にほぼ無尽
蔵に存在する水を基質として、光合成反応に必要な還元剤を生成するための電子と、チラコイド
膜内外のプロトン濃度勾配を作り出して ATP 合成酵素を駆動させている。ヒトを含めて現在の
好気的な地球に生息する生物のほとんどは、光合成により生み出された炭水化物を栄養として
取り込み、また大気から酸素を取り込んで炭水化物を燃焼させ、その際に発生するエネルギーに
より生きている。二酸化炭素と水から炭水化物を合成し、酸素を放出している光合成は、人類の
生存を保証している最も基本的な化学反応であり、既に 200 年以上にもわたって研究が続けら
れ、その作用機序について多くの知見が蓄積されている。 

光合成の初発過程として PSII が行う水分解・酸素発生反応については、それを触媒する酸素
発生錯合体（Mn4Ca クラスター）の存在が確認され、クラスターを構成する 4個の Mn 原子は III
価と IV価の混合原子価状態にあるとされている。Mn4Ca クラスターの全体の酸化数は、Kok サイ
クルモデルに従って、S0 状態から S3状態まで（いずれも安定な反応中間体）１段階ずつ上昇す
る。その後、反応のクライマックスとなる S4 状態（過渡的な遷移状態で最高酸化数を持つ）を
経て、最低酸化数の S0状態に還元される間に 2個の水分子が 1個の酸素分子に酸化されるもの
として理解されてきた。しかしながら、Mn4Ca クラスターで進行する反応の機構を化学の立場か
ら明らかにすることはできていない。そのため、PSII の高分解能の結晶構造解析には、光合成
研究における最後に残された最大の課題と位置づけられるほどに高い期待がかけられてきた。 

我々は 2011 年に、暗順応させて S1状態にあるとされた PSII の結晶構造を 1.9 Åの分解能で
報告した(1)。これにより、Mn4Ca クラスターは図１のように、５個の金属原子（紫色の Mn1 から
Mn4 と黄色の Ca）が５個の酸素原子（赤色の 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が判明した。またこのクラスターには水分解・酸素発生反応の基質の候補と
なる４個の水分子（橙色の W1 から W4）が配位していた。この構造は画期的な新発見として世界
的に高い評価を受けた。その高い評価は、本論文で初めて明らかにされた Mn4Ca クラスターの化
学組成と基質の水分子を含む構造情報が、PSII や Mn4Ca クラスターに関連する研究に必要不可
欠であることを反映している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ Mn4Ca クラスターの構造。図中の数字はÅ単位の結合距離。 
 
上記の構造解析に用いた回折強度データは、唯１個の結晶を用いて 0.43 MGy の平均ドースで

測定された。このドースでは、先行研究(2)から、Mn4Ca クラスターを構成する Mn 原子の 12 ％
が Mn(II)まで還元されていると報告されていた。我々はその後、結晶化と結晶の脱水処理の条
件を検討して、同型性の高い PSII の結晶を多数調製できるようにした。こうして得られた多数
の結晶を用いることにより低ドースを実現した結晶構造解析を行った(3)。その結果、(i) Mn4Ca
クラスターの X線還元に伴う構造変化には 0.12 MGy 前後に閾値があり、これを下回るドースで
あれば、1.9 Å程度の分解能では構造変化が見出せないこと、また、(ii)PSII 結晶の非対称単
位を構成するホモダイマーでは、２個のモノマーで Mn4Ca クラスターの構造が明らかに異なるこ
とが判明した。 
従来の研究から、暗順応させた PSII の Mn4Ca クラスターは最も安定な S1状態にあるとされて

いた。ここで、PSII 結晶の非対称単位にある２個の Mn4Ca クラスターでそれぞれ４個の Mn原子
の価数分布が同じであれば、対応する Mn−オキソ酸素の結合距離は同じであり、結果的に Mn4Ca
クラスターの構造は同じとなるはずである。逆に、２個の Mn4Ca クラスターの構造に違いがある
ことからは、以下の二つの可能性が考えられる。(a)２個の Mn4Ca クラスターは同じ S1状態にあ
るが、Mn 原子の価数分布が異なる。(b)２個の Mn4Ca クラスターは異なる S状態にある。(a)では
Mn4Ca クラスターの S1状態は、構造と価数分布の異なる２つの状態を含むこととなり、(b)では
結晶中の２個のモノマーに２つの異なる S状態が現れることになる。 

Mn4Ca クラスターの S 状態は４個の Mn 原子の価数によって決まる。それぞれの S 状態で、各
Mn 原子の価数は Mn4Ca クラスターの構造と反応性に直接的に関係しており、PSII の水分解・酸
素発生機構を考える上で最も基本的なものである。しかしこれまでのところ、Mn 原子の K-吸
収端プロファイルから、Kok サイクルが進行すると吸収端プロファイルが高エネルギー側にシ
フトすることが観測されていただけであった。これから４個の Mn 原子の平均価数が増加する



ことはわかっても、Mn4Ca クラスター内にある４個の Mn 原子のそれぞれについて独立に、一義
的に価数が決定されたことはなかった。本研究では、Mn 原子の異常分散効果を利用した結晶構
造解析を行い、PSII の結晶では、上記の(b)のように S1 状態と S0 状態の Mn4Ca クラスターが
共存していることが明らかになった。 
 
２．研究の目的 

PSII の水分解・酸素発生反応を考える際、もっとも基本的な疑問のひとつは、Mn4Ca クラスタ
ーを構成する主要な金属原子が、Fe や Ni、Co などではなく唯一 Mn である理由は何か、という
点である。46 億年に及ぶ地球史の上では、光合成は現在から 20〜30 億年前に開始されたとされ
ている。またその後の長い期間には多数回の劇的な生物進化が記録されている。地球における Fe
の存在量は Mnより多く、Fe は多様な酸化状態をとることができ、触媒として機能する能力も高
いことから、PSII とは本質的に異なる Fe型の水分解・酸素発生酵素が出現しても不思議ではな
い。しかしながら、現在の生物界に確認できるものは Mn 型の PSII のみである。本研究では Mn
原子の K-吸収端プロファイルが価数の増大に敏感なことを利用して、暗順応状態（S1 状態にあ
ると想定されていた）の結晶を対象に、Mn 原子の価数を実験的に決定することを目標とした。
これにより、Mn4Ca クラスターの Mn 原子の価数分布から、PSII で進行する水分解・酸素発生反
応の機構を議論することを目指した。 
 
３．研究の方法 

本研究は (1) Mn 原子の価数が異なる標準試料の K-吸収端プロファイルの測定、(2) 低ドー
スにおける回折強度測定、(3) 結晶構造解析と異常分散差フーリエ図の計算、(4) Mn 原子の価
数分布の同定、(5)水分解・酸素発生の反応機構の考察、の順に進めた。 
 
４．研究成果 
(1) 標準試料の K-吸収端プロファイル 
まず、SPring-8 ビームラインの波長校正には 10 mM の MnCl2水溶液を用いた（図２の青線）。

吸収端の１つの波長で回折強度データを測定するために、毎回 50 個程度の同型結晶を準備して
実験に臨んだ。その内、20 個程度は低ドースで結晶の K-吸収端プロファイルを測定するために
利用され、マシンタイムのたびに結晶の S状態が変化していないことを確認した（赤丸）。また
別に、NaCl の粉末で希釈した II 価の MnO（黄線）、III 価の Mn2O3（緑線）、IV 価の MnO2（紫線）
の粉末（希釈率はそれぞれ１％）を標準試料として吸収端プロファイルを測定した。その結果、
PSII 結晶の吸収端は、Mn2O3のそれとほぼ一致した。 
 

 
図２ 標準試料と PSII 結晶の K-吸収端プロファイル。 
 
(2) 低ドースにおける回折強度測定 
本研究では、Mn原子の K-吸収端の波長として 1.8971 Å、1.8938 Å、1.8928 Å、1.8917 Å、

1.8896 Åの５種類を選んでそれぞれ独立に回折強度測定を行った。測定は 5回のマシンタイム
に分けて行われた。各回に準備した PSII の同型結晶の内、K-吸収端プロファイルを測定した後
の残りの 20 個程度を用いて、0.006〜0.015 MGy の低ドースで各波長の回折強度データを収集し
た。これにより、Mn 原子の X 線還元は無視できるほど小さく、インタクトに近い価数情報が得
られると期待した。また同じ結晶群から毎回リモートデータを測定した（リモートの波長として
1.80 Åを選定、ドース 0.018〜0.045 MGy）。このデータ収集の主な目的は、以下に述べるよう
に吸収端波長データのスケーリングにある。 
 
(3) 結晶構造解析と異常分散差フーリエ図の計算 

結晶構造解析は、K-吸収端で測定した５データセットと、各セットと同じ結晶群から 1.80 Å
のリモート波長で測定した５データセットの合計 10 セットに対して、それぞれ独立に行った。
構造精密化の手順は先の報告 (3)と基本的に同じである。分解能はいずれも 1.95〜2.20 Åの範
囲にあったが、波長 1.8938 Å（リモート波長 1.80 Å）の構造解析のみは 2.49 Å（2.33 Å）
まで劣化したため、この吸収端データからは、Mn4Ca クラスターの５個のオキソ酸素を同定する
ことはできなかった。この分解能の劣化は、直径 20 m のハンプトン製ナイロンループの代わ



りに自作のカプトンピックアップ（厚さ 50 m）が使用され、X線吸収に異方性が強く現れたた
めであり、結晶の同型性が他と異なっている訳ではない。 
構造精密化の最終モデルから反射の位相を求め、図３にフリーデル対の構造振幅の差を係数と

したフリーデル差フーリエ図を示した。この際、K-吸収端で測定した各データセットを、対応す
るリモートデータに対してスケーリングした。スケール因子の変動幅は１％程度（最大でも
1.6％）と小さく無視できるものであった。 
 

  
 
図３ K-吸収端５波長のフリーデル差フーリエ図。括弧内の Aと Bは非対称単位中の２個のモ

ノマーを区別している。１から５までの番号は、それぞれ、1.8971 Å、1.8938 Å、1.8928 Å、
1.8917 Å、1.8896 Åの測定波長に対応する。電子密度のレベルは緑が 3.5〜4.0σ、紫が 5.0〜
10.0σの範囲で適宜選択した。 
 
一般に差フーリエ図の計算では、差の電子密度が小さいために、様々な実験誤差による影響を

受けやすく、計算に用いる位相にも高い信頼度が要求される。本研究では吸収端とリモートの波
長における回折強度データを同じ結晶群から収集しており、同型の狂いが位相に及ぼす誤差を
小さく抑えることができた。また、各波長間で異常分散効果を比較するためには、各波長のデー
タ収集に用いた結晶群の間でも高い同型性が確保されていなければならない。そこで、位相計算
の元となる結晶構造を比較したところ、各データセットから精密化された構造は 0.1 Å前後の
精度で一致しており、今回用いられた全ての試料結晶は同型性の高いものであったと判断され
た。 
こうして得られたフリーデル差フーリエ図（図３）と同型差フーリエ図は、極めて明瞭なもの

であった。図３では、波長が短くなる（対応するエネルギー値が大きくなる）につれて４個の Mn
原子に対応するピークが高くなっており、異常分散効果の虚部（f”）の情報を反映している。
また Caには、短波長（高エネルギー）側の Mn よりは低いが、やはり明らかなピークを確認する
ことができた。その高さは Mn 原子の K-吸収端の範囲ではほとんど変化しておらず、これも、Ca
の異常分散効果の挙動をよく再現している。一方、吸収端波長とリモート波長の構造振幅の差を
係数とする同型差フーリエ図では、吸収端の両端でピークが低く、吸収端エッジの中点にあたる
波長 1.8928 Åで最も高くなっていることが確認され、異常分散効果の実部（f’）の挙動と一
致した。また、Caにピークは全く現れておらず、これも Ca の f’の挙動をよく反映していた。 
 
(4) Mn原子の価数分布の同定 

Mn4Ca クラスターの４個の Mn 原子の価数は、図４に示したように、４種類の標準試料の K-吸
収端プロファイルに、波長 1.8971 Å（エネルギー6.5353 keV）、1.8938 Å（6.5469 keV）、1.8928 
Å（6.5500 keV）、1.8917 Å（6.5541 keV）、1.8896 Å（6.5612 keV）のフリーデル差フーリエ
図から得られたピーク高さをプロットして同定した。また図４のプロットを A、B２個のモノマ
ーに含まれる合計８個の Mn 原子について平均すると、図２に示した PSII 結晶の K-吸収端プロ
ファイルと同様に、Mn2O3の吸収端とよく一致することを確認した。 

まず Mn2 と Mn3 のプロットは、結晶の非対称単位を構成する A、Bモノマー共に、IV 価の MnO2

の吸収端プロファイルとよく一致しており、いずれも IV 価と同定された。また Mn4 でも２個の
モノマー間に違いは見られないが、プロットは III 価の Mn2O3のプロファイル（緑線）と並行し
て変化しており、２個のモノマーとも III 価と同定された。標準試料のプロファイルと比べてプ
ロットが一様に低エネルギー側にシフトしている点には、Mn4 に配位している２個の水分子（W1
と W2）が関係している。今回用いた３種類の粉末標準試料はいずれも６個のオキソ酸素を第一
配位圏に持っている。K-吸収端のエネルギーは、1s 軌道から空の p 軌道（LUMO）への遷移によ
って決まり、その低エネルギー側へのシフトは LUMO のエネルギーレベルの下降に対応する。LUMO
のエネルギーレベルが下がると、HOMO のエネルギーレベルは逆に上昇し酸化還元電位を減少さ
せる。すなわち K-吸収端のエネルギーと、酸化還元電位は並行して変化する関係にある。とこ
ろで、図４のプロットと吸収端プロファイルがほぼ完全に一致した Mn2 と Mn3 では、６個の配位
子のうちそれぞれ３個と４個はマイナス２の電荷を持つオキソ酸素であり、残りの３個と２個
はアミノ酸側鎖のカルボキシル基の酸素（マイナス１の電荷を持つ）である。この様子は６個の



配位子が全てオキソ酸素である MnO2に近く、その K-吸収端プロファイルが Mn2 と Mn3 のプロッ
トと一致していることとよく整合している。ここで Mn4 について考えると、６個の配位子のうち
２個は水分子である。これは HOMO のエネルギーレベルを上昇させて、酸化還元電位と K-吸収端
のエネルギーを低下させることとなり、Mn4 のプロットが III 価の Mn2O3より低エネルギー側へ
シフトしているのは、この２個の水分子の配位に原因があると考えることができる。 

 
 
図４ Mn4Ca クラスターを構成する４個の Mn原子に対する価数の同定。図２と同じ標準試料の吸
収端プロファイルに、フリーデル差フーリエ図から得られたそれぞれのピーク高さを吸収端の
両端で０と１に規格化してプロットした。赤丸と青丸は、それぞれ結晶の非対称単位を占める A
モノマーと Bモノマーに対応する。 
 

最後に Mn1 については、興味深いことに、Aモノマーの赤丸と B-モノマーの青丸は、他と異な
り明確な違いを見せた。図４に示したように、A モノマーのプロットは III 価の Mn2O3より高エ
ネルギー側でIV価のMnO2との中間にあり、Bモノマーでは大きく低エネルギー側へシフトして、
II 価の MnO（黄線）と MnCl2 水溶液の吸収端プロファイルに近い。Mn4Ca クラスターの中で Mn1
はユニークで、２個のオキソ酸素と２個のカルボキシル基の酸素、１個のヒスチジン残基の窒素
を配位したピラミッド型５配位構造を取っている。そのプロットを、全て酸素原子を配位した８
面体型６配位構造の Mn2O3や MnO2と直接比較するのは無理がある。しかしながら、Mn1 に配位し
ている O1、O3、D1 サブユニットの Glu189 の結合距離は他の Mn原子に配位した酸素原子の結合
距離より短い傾向にあり、より強い相互作用によって安定化されている。その結果、酸化還元電
位は上昇し、K-吸収端のエネルギーも上昇することとなり、Mn1 の赤丸のプロットと整合してい
る。このことから、Aモノマーの Mn1 は III 価と同定することができる。一方 Bモノマーの Mn1
は明らかに II価である。以上の結果、4個の Mn原子の価数分布は、Aモノマーでは Mn1 から Mn4
まで、III、IV、IV、III 価、Bモノマーでは II、IV、IV、III 価となり、Aモノマーの Mn4Ca ク
ラスターは S1状態、Bモノマーでは S0 状態にあると結論された。 
 
(5) 水分解・酸素発生の反応機構 

本研究によって得られた結果は、Mn4Ca クラスター内にある４個の Mn 原子について独立に、
初めて価数が同定された点で画期的であるばかりでなく、配位原子に酸素と窒素が混在する
Mn1 のユニークな特性により、一つの結晶中に S1 状態と S0 状態が共存していることを見出し
た点でも極めて意義深い。この両状態における各 Mn 原子の酸化還元電位をもとに、後続する
安定な反応中間体の S2 状態と S3 状態、過渡的な遷移状態の S4 状態の酸化還元電位を推定す
れば、Kok サイクルの全体にわたって PSII の水分解・酸素発生反応を議論することができる。 

最後に、PSII の Mn 型の酸素発生錯合体が長い進化の歴史を生き延びた秘密について考えれ
ば、Mn4Ca クラスターの特異な立体構造（図１）と、それによって実現された各 Mn 原子の酸化還
元電位の配置（図４）にあると結論づけられると思われる。しかしながら酸化還元電位は、pHの
影響を強く受け容易に変化するため、今後は PSII の水分解・酸素発生反応の pH 依存性に対する
タンパク質結晶学の研究が欠かせないであろう。 
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