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研究成果の概要（和文）：　光合成で働く光化学系II 蛋白質（PSII）に必須の塩素イオンの役割を解明するた
め，活性を低下させる分子アニオンが結合したPSIIの結晶構造解析から阻害機構を解明し、本来の塩素イオンの
役割を理解することを目指す。本研究の結果、分子アニオンのアジ化物イオン、硝酸イオン、亜硝酸イオンの置
換体PSII結晶を2-2.1 オングストローム分解能で解析することに成功した。置換に伴う共通の構造変化から阻害
様式を明らかにし、本来の構造と比較することで、塩素イオンが担っているプロトン排出機構と活性中心の構造
を支える役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to elucidate the role of chloride ion, which is an essential 
cofactor for water splitting in photosystem II (PSII) in photosynthesis reaction, we studied the 
inhibition mechanism from the crystal structure of PSII bound with molecular anions, which reduced 
PSII activity and to understand the original role of chloride ion from structural chemistry.
 This study succeeded in analyzing PSII crystals substituted with molecular anions azide, nitrate, 
and nitrite ions at 2-2.1 angstrom resolution. The inhibition mechanism was clarified from the 
common structural changes associated with these substitutions compared with the original structure. 
We concluded that the role of the chlorine ion in PSII is for supporting the proton transfer 
mechanism and for sustaining the structure of the active center of the Mn-cluster.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： 光合成　結晶構造解析　分子アニオン　塩素イオン　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
PSIIの水分解反応は金属触媒のMnクラスターを中心に議論がされているが、補欠因子としての塩素イオンの構造
化学的な役割については、はっきりしていなかった。本研究により、PSIIにおける水分解反応をより包括的に議
論できる構造情報を示すことができた。この知見は、Mnクラスターを模倣したMn触媒の周辺構造が重要性を提示
することで、新たな人工光合成触媒への設計指針を提供できたものと思われる。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  植物や藻類に存在する光化学系 II 膜蛋白質(Photosystem II:以下 PSII)は光エネルギーを使
って水分解反応を行い，光合成における炭水化物の生合成に必要な電子源を作り出している． 
この PSII による水分解反応の中心に金属クラスターMn4CaO5 クラスター(Mn クラスター)が
触媒として存在している．2011 年に好熱性シアノバクテリア由来 PSII の 1.9Å分解能の結晶構
造から，初めて Mn クラスターの分子構造が解明され，基質となる多数の水分子が PSII 内部に
同定された(1)． 
 PSII の水分解反応には塩素イオンが必須であることが知られていた(2)．塩素イオンは Mn ク
ラスターの酸化還元電位の制御，水素結合ネットの維持，基質の水の活性化などが考えられてい
た(3)．塩素イオンの結合場所は, 同族元素の臭素およびヨウ素イオンに置換した PSII の結晶構
造から, Mn クラスターからおよそ 7Åの範囲に 2 ヶ所あることが議論された (4)．また，高分解
能な PSII の結晶構造解析から塩素イオンが直接同定され,２つの塩素イオン結合部位(CL-1 と
CL-2）の詳細な構造が明らかになった(1)． しかし，水分解反応における塩素イオンの構造化学
的な役割は未解明であった． 
 PSII の塩素イオンは様々な一価の分子アニオン（N3-, NO2-, NO3-, CH3COO-）やハロゲン(Br-, 
I-)に置き換わる事が知られており，置換種によって活性の低下の程度が異なることが報告され
ていた(2)．分子アニオンによる置換は, Mn クラスターへの直接的な影響ではなく反応産物のプ
ロトンの移動に影響があると報告されていた(5)．しかし，塩素イオンを分子アニオンに置換した
PSII の結晶構造が報告されていないため，具体的な阻害機構はわかっていない．分子アニオン
の阻害機構を構造化学的に解明する事は，PSII の水分解反応における塩素イオンの役割を理解
する上で重要な知見をもたらすものと思われる． 
 
２．研究の目的 
  本研究は，PSII の水分解反応を化学的に理解するために、塩素イオン置換の阻害様式を構造
的に解明し、塩素イオンの役割を明らかにすることを目的とする。そのため、PSII の水分解活
性の抑制や阻害作用が報告されている３種類の分子アニオンの、硝酸イオン(NO3-)，亜硝酸イオ
ン(NO2-)及び擬ハロゲンでもあるアジ化物イオン(N3-)の３種類の分子アニオンに置き換えた
PSII の構造解析を行い、その PSII 内部の原子レベルの構造変化を検証して，分子アニオンによ
る水分解反応を抑制する仕組みを構造的に解明する．また、水分解の阻害を構造化学的に理解す
ることで、PSII が本来持っている塩素イオンの役割を明らかにすることを最終の目指とする。  
 
３．研究の方法 
  PSII は好熱性らん藻 Thermosynechococcus vulcanus(T.V.) より抽出し，精製・結晶化を行
う．培養した T.V.細胞から界面活性剤を用いてチラコイド膜を可溶化し，イオン交換クロマトグ
ラフィーで精製から結晶化用の PSII 試料を調製した.塩素イオン存在下では競合阻害となるた
め，PEG 沈殿及び再結晶化による溶液交換により塩素イオンを溶液試料から除いた PSII を調
製した。0.5-100 mM の範囲で分子アニオンとの共結晶化の PSII 結晶を作成した．結晶化には
MgSO4及び CaSO4を添加塩として加え、PEG1450 を沈殿剤に pH6 の条件で結晶化を行った。
また、分子アニオンによる PSII の水分解活性への阻害を確認するため、酸素電極を使った酸素
発生量と分子アニオン濃度の関係を測定した。 
 置換体 PSII の結晶構造解析は、放射光施設 SPring-8 で測定された。塩素イオンの置換を確
認するため、塩素イオンの異常分散効果による電子密度マップを波長 1.9Å の低エネルギーX線
にて行い，構造解析の高分解能データは、波長 1.0Å の高エネルギーX線を使い回折強度を測定
した。得られた回折強度データから，電子密度マップを解析し，分子アニオンの結合様式と PSII
の構造変化を検証した． 
  
４．研究成果 
 本研究の成果として、塩素イ
オンを３種類の分子アニオンへ
置換した PSII の結晶を調製す
ることに成功し、Nativeの結晶
と同程度のおよそ 2Å 分解能で
構造解析することに成功した
(表 1)。２つの塩素イオン結合
サイトはそれぞれ 5 mM 以上の
分子アニオン濃度で置換される  

表 1 分⼦アニオン(5mM)へ置換した PSII 結晶の結晶学的統計



 

 

ことが塩素イオンの異常分散項差
電子密度マップの消失で確認され
た。また、およそ 2 Å分解能の結
晶構造解析による各分子アニオン
置換体 PSII の電子密度マップを
分析した結果、塩素イオン結合部
位にはそれぞれの分子アニオンに
対応する電子密度マップが確認さ
れた（図 1)。 
  酸素電極を使った分子アニオン
の水分解活性阻害の分析では、そ
れぞれの分子アニオン N3-, NO2-, 
NO3-の半数阻害濃度(IC50)は、
0.08 mM、0.1 mM、1 mMであった。
これらの結果から、調製した置換
体 PSII 結晶の塩素イオンは分子
アニオンに置き換わっていること
を確認された。 
 置換体 PSII の高分解能な構造
解析の結果、２つの塩素イオン結合部位の内、CL-1 サイトに配位している Lys317-D2(K317)残基
に大きな構造変化が確認された。また、K317と塩橋結合を形成している Asp61-D1(D61)残基に結
合した水分子が消失していることも明らかになった。分子アニオン置換によって、K317は CL-1
から遠ざかる方向に変化しており、IC50の小さい NO3

-では Cε位が動く程度であったが、IC50の
大きい N3

-では、Cδ位からフリップするほどの大きな構造変化が確認された(図 2)。一方、CL-2
も CL-1と同様にどの分子アニオンでも置換されていたが、CL-1と異なり周辺構造には大きな変
化が起きていなかった。 
 CL-2は Mnクラスターの配位子である
Glu354-CP43 と His337-D1 の主鎖骨格
の間に位置していることから、Mnクラ
スターの構造を維持する役割を担って
いると考えられている。また、塩素イ
オンの置換は再添加によって活性が回
復することが報告されている(4)。この
ことから、CL-2 サイトに入った分子ア
ニオンが塩素イオンの代替として Mn
クラスターの構造保持を担っていると
考えられる。 
 本研究から、分子アニオン置換によ
る阻害機構は、CL-1 サイトのこの構造
変化により、K317と D61はより近づく
ため Native 構造よりも塩橋作用が強く
なっており、D61のマイナスの電荷が中和されることで、D61と水分子の相互作用が弱くなった
と思われる。D61 に結合するこの水分子は Mn クラスターから外部まで連なっている水素結合ネ
ットワークを中継する重要な部位であったことから、ネットワークが断絶されることによって、
水分解で発生するプロトンの排出が制限されることが活性低下に及ぼす考えられる(図 3)。 
  この研究によって PSII の塩素イオン
は、水分解反応を円滑に進めるためのプロ
トン排出機構と Mn クラスターを保持する
構造的な役割を担っていることが明らか
になった。この成果は PSII を模倣した水
分解触媒の人工光合成を設計するために
は、反応触媒を取り巻く構造体のデザイン
を想起させる知見になると期待される。 
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図 1 分⼦アニオン置換 PSII 結晶の電⼦密度マップ 
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