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研究成果の概要（和文）：本研究は、超高速軟X線吸収分光(XAS)法により、光化学系II (PSII)タンパク質の酸
素発生中心の構造と、水の間の分子間相互作用を明らかにすることを目的とする。そのために、膜タンパク質で
あるPSIIが機能を発現した状態での、PSII包含脂質二重膜のXAS測定法を開発した。更に、放射光から発生する
軟X線パルスとフェムト秒レーザーを同期した超高速XAS法を開発することで、N-K吸収端XAS測定から光励起によ
る鉄フェナントロリン錯体の高スピン状態を観測した。今後は、開発した測定技術を組み合わせることで、光合
成反応中のPSIIタンパク質の超高速XAS測定の実現を目指す。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to observe the structure of the oxygen evolving
 center in the photosystem II (PSII) protein and its molecular interaction with water by using an 
ultrafast soft X-ray absorption spectroscopy (XAS). We have measured XAS spectra of PSII proteins 
embedded in lipid bilayers, where PSII proteins are worked as membrane proteins. We have also 
developed the ultrafast XAS measurement system with the combination of soft X-ray pulses from 
synchrotron radiation with femto second laser pulses and observed the high spin state of iron 
phenanthroline complexes with the photoexcitation state by using N K-edge XAS. In the future, we 
will realize the ultrafast XAS measurement of the PSII protein during the photosynthesis reaction by
 the combination of our developed techniques.

研究分野：物理化学

キーワード： 軟X線吸収分光法　光化学系IIタンパク質　時間分解測定　光合成反応　金属錯体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した光化学系II (PSII)タンパク質の軟X線吸収分光(XAS)法により、膜タンパク質の元素・官能基
選択的な電子状態解析が実現する。また、光化学反応の超高速XAS法により、その励起状態解析が行えるので、
将来的なPSIIタンパク質の光合成反応の機構解明が期待されるため、その学術的な意義は大きい。また、天然の
光合成反応の理解に留まらず、光触媒による人工光合成系の開発につながる可能性もあり、その社会的な意義も
大きいと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 光化学系 II (PSII)タンパク質の構造が X線回折で決定されて、PSIIによる光合成反応の機構解
明への道筋が開けた。しかしながら、反応環境とは異なる状態であり、反応中の酸素発生中心で
ある Mn4CaO5クラスターの局所構造と水との分子間相互作用は分からなかった。過去に、硬 X
線領域(Mn-K: 6.5 keV, Ca-K: 4.0 keV)における X線吸収分光(XAS)測定から、PSIIのMn4CaO5ク
ラスターの構造が調べられた[1]。しかし、酸素発生中心における酸素の構造や水分子との相互
作用は分からなかった。一方、1 keV以下の軟 X線領域には、C, N (400 eV), O (530 eV)の K吸収
端や金属(Mn: 640 eV, Ca: 350 eV)の L吸収端がある。金属の L吸収端は K吸収端よりも価数やス
ピンの変化を明瞭に観測できることにくわえ、O-K 吸収端からは酸化物と水の電子状態が分か
るため、軟 X 線 XAS 測定から、Mn4CaO5クラスターと水の分子間相互作用を明らかにできる。
しかしながら、軟 X線は大気や水に強く吸収されるため、液体層の厚さを 1 μm以下にしなくて
は、液体試料の XAS測定は行えなかった。 
 最近、我々は液体層の精密厚さ制御法(20 ~ 2000 nm)を独自に開発することで、液体の XAS測
定を実現して、液相の様々な物理、化学現象の反応機構を調べた[2, 3]。一方、XAS測定を生体
試料に適用した例はなく、PSII の光合成反応中の Mn4CaO5クラスターの局所構造変化を調べる
には、膜タンパク質である PSII が実際に機能を発現できるように、脂質二重膜内に包埋した状
態の XAS測定を実現する必要がある。また、放射光からの軟 X線パルス(70 ps)とレーザー光の
同期による超高速 XAS測定により、光化学反応をピコ秒スケールで追跡できるが、気相と固相
への適用に限られていて、液相で進行する PSIIの光合成反応への適用は困難であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ピコ秒スケールの超高速 XAS測定手法を用いて、PSIIタンパク質の光合成反応中
の酸素発生中心 Mn4CaO5クラスターの局所電子状態の時間変化を主要な元素を網羅して観測し
て、その反応メカニズムを明らかにすることを目的とする。PSIIタンパク質の高精度 XAS測定
を行うために、(1) 高次光を除去するガスフィルターの開発と、(2) PSII 包含脂質二重膜の調製
と、その XAS 測定への適用を行う。また、(3) 光化学反応の超高速 XAS 法を開発することで、
鉄錯体溶液の光励起ダイナミクスを明らかにする。以上の研究成果を組み合わせることで、将来
的な PSIIタンパク質の超高速 XAS測定の実現を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) PSIIタンパク質の XAS測定法 
 PSII タンパク質の XAS 測定は、分子研 UVSOR-III の軟 X 線ビームライン BL3U に設置され
た液体の XAS 測定装置を用いて行った[2, 3]。図 1(a)に XAS 測定装置の模式図を示す。液体セ
ルは常圧のヘリウム環境下にあり、超高真空下の軟 X 線ビームラインとは窓サイズ 200 × 200 
µm2の Si3N4膜(100 nm厚)で分離している。液体層は 2 枚の Si3N4膜で挟みことで構成する。液
体セルを透過した軟 X線強度を収量することで、XAS測定を行う。図 1(a)の挿図に示すように、
液体セル周りのヘリウムの圧力調整により、液体層の精密厚さ制御(20 ~ 2000 nm)を行う。これ
により、希薄な溶液では液体層を厚くして、高濃度の溶液では液体層を薄くすることで、軟 X線
吸収量を最適化して、広い濃度領域で溶液の XAS測定を行える。 
 

 
 
図 1. (a) 液体の XAS測定システムの模式図。ヘリウムの圧力制御による液体層の精密厚さ制御
の模式図も示す。(b) PSIIタンパク質の XAS測定の模式図。 
 
 
 ここで、PSIIの XAS測定を実現するために、PSIIタンパク質の精製手法[4]と、脂質二重膜作
製と膜タンパク質再構成[5]の手法を基にして、図 1(b)に示すように、液体層を構成する Si3N4膜
上に PSII タンパク質を包埋した脂質二重膜を担持する。PSII は葉緑体のチラコイド膜中に含ま
れる膜タンパク質であり、脂質二重膜に包埋された状態で正しい構造と機能が維持される。その



ために、ジガラクトシルジアシルグリセロール(DGDG)脂質を加えた懸濁液に、PSII を加えて、
Si3N4膜上に静置する。蛍光顕微鏡像から、この方法により PSII が融合した DGDG 脂質膜の形
成が確認できた。 
 
(2) 光化学反応の超高速 XAS測定方法 
 図 2に開発した光化学反応の超高速 XAS 測定システムの模式図を示す。実験は、KEK-PF の
軟 X線ビームライン BL-13Aで行った。フェムト秒レーザーには、KEK-PFの所有する Yb:KGW
レーザーの二倍波(515 nm)を用いた。KEK-PFのハイブリッドモード運転時に実験を行っていて、
シングルバンチとマルチバンチの軟 X 線が交互に照射される。ボックスカー検出器を用いるこ
とで、シングルバンチの軟 X線(70 ps)だけ切り出して、その中でもレーザーと軟 X線が共に照
射されている条件と、軟 X線だけが照射されている条件の、2つを切り出している。測定の繰り
返し周波数は、8 kHzとなる。レーザーは穴あきミラーを用いて、軟 X線と同軸に導入する。更
に、軟 X線検出器の前に金属薄膜フィルターを置くことで、レーザー光を除去して、軟 X線強
度だけを収量できるようにする。これにより、軟 X 線とレーザーを同期したピコ秒スケールの
超高速 XAS測定を実現した。 
 

 
 
図 2. レーザーと放射光を同期した超高速 XAS測定システムの模式図。 
 
 
４．研究成果 
(1) 高次回折光を除去するガスフィルターの開発 
 ヘリウムは大気圧においても軟 X 線を良く透過する。しかしながら、光エネルギーが低くな
るほど、軟 X 線透過率が小さくなるため、高次回折光の割合が大きくなり、目的の一次回折光
の強度変化の測定ができなくなる。本研究では、高精度な XAS測定の実現のために、高次回折
光を除去するガスフィルターを開発した。図 3 に大気圧下のアルゴンの軟 X 線透過スペクトル
を示す。アルゴンはヘリウムよりも軟 X 線透過率が非常に小さいにも関わらず、Si-L 吸収端の
Si3N4膜、S-L吸収端のジメチルスルホキシド(DMSO)ガスのピークが正しく観測された。以上の
ように、アルゴン窓は 60 ~ 240 eVの範囲で有効な軟 X線透過窓として使用できることが分かっ
た[6]。これは、Ar-L吸収端(240 eV)により、高次回折光が除去できたためであると考えられる。
このことは、PSIIの XAS測定においても、ガスフィルターが有効であることを示している。ま
た、高次回折光を除去する新たな軟 X 線検出器の開発も行った[7]。Mn-L, O-K, Ca-L 吸収端の
XAS測定では、ネオンガスの Ne-K吸収端(870 eV)を利用することを検討している。 
 

 
 
図 3. 低エネルギー領域のアルゴンの軟 X 線透過スペクトル。少量の DMSO ガスを混ぜた状態
でも測定した。(a) 53 ~ 107 eVのエネルギー領域と、(b) 158 ~ 249 eVのエネルギー領域を示す。 
 
 
 



(2) PSIIタンパク質の XAS測定 
 図 4(a)に緩衝液、DGDG脂質膜、PSII+DGDG脂質膜の O-K吸収端 XASスペクトルを示す。
O-K吸収端 XASスペクトルは、対象の溶液(I)と液体水(I0)の透過シグナルを測定して、Lambert-
Beer則 ln(I0/I)により求めた。希ガスフィルター(He + Ne混合)により、回折格子からの高次回折
光を除去することで、高精度な XASスペクトルを得ることができた。DGDG脂質の O-K吸収端
XASスペクトルにおいて、532 eV付近に観測されるのは、DGDGを構成する C=O基や、COOH
基由来である。また、Pre-edgeピーク(535 eV)が緩衝液より高エネルギーシフトしているが、こ
れは DGDGの OH基の成分が加わっているためである。PSII+DGDGの O-K吸収端 XASスペク
トルでは、更に PSIIにより吸収量が増えているのが分かる。図 4(b)に示す O-K吸収端 XASスペ
クトルは、PSII+DGDG (I)と DGDG (I0)の透過シグナルを基にしている。532 eVに鋭敏なピーク
があり、これは C=O基由来と考えられる。また、527 eV付近と 530 eV付近にピークがあるのが
分かる。また、533 eVに肩構造があることが分かる。更に 535 eVにおいても DGDGと比較して
高エネルギー成分が存在するため、スペクトルに肩構造が確認された。 
 O-K 吸収端の測定は行えたが、PSII の担持量が十分でないため、Mn-L, Ca-L 吸収端の高精度
な XASスペクトルは得られていない。これは、PSIIタンパク質の保存のために含まれる界面活
性剤と DGDG脂質二重膜が反発するため、PSIIの担持量が少なくなったと考えらえる。界面活
性剤を吸着するマイクロビーズを用いれば、PSIIの担持量を増やすことができると予想される。
最近、X線自由電子レーザーを用いて、PSIIのMn-L吸収端 XAS測定が行われて[8]、Mn(III)と
Mn(IV)が混合したブロードなピークが観測された。しかしながら、この測定はマイクロジェット
を用いた測定であり、チラコイド膜上の PSIIとは異なる状態である。今後、我々は PSIIの担持
量を増やすことで、PSIIが機能を発現した状態でのMn-L吸収端 XAS測定の実現を目指す。 
 

 
 
図 4. (a) 緩衝液、DGDG脂質膜、PSII+DGDG脂質膜の O-K吸収端 XASスペクトル。(b) DGDG
脂質膜の寄与を除いた PSIIタンパク質の O-K吸収端 XASスペクトル。 
 
 
(3) 鉄錯体溶液の超高速 XAS測定 
 開発した光化学反応の超高速 XAS測定システムを用いて、基礎的な光化学反応である鉄フェ
ナントロリン錯体水溶液の N-K 吸収端 XAS 測定を行った。鉄フェナントロリン錯体水溶液は、
515 nm の光を照射することで、金属‒配位子間電子(MLCT)遷移した後、高スピン状態になる。
最近、硬 X線領域の Fe-K 吸収端 XAS法を用いて、光励起後の鉄フェナントロリン錯体の高ス
ピン状態を観測している[9]。 
 

 
 
図 5. 鉄錯体溶液の光励起過程の N-K吸収端 XASスペクトル。レーザーに対する軟 X線の遅延
時間は、(a) −500 psと(b) 150 psとなる。挿図に測定した鉄錯体の模式図を示す。 
 
 



 本研究では、鉄フェナントロリン錯体水溶液の高スピン状態の N-K 吸収端 XAS 測定を行っ
た。最近我々は、ヘミン水溶液の N-K吸収端 XAS測定を行い、配位子の C=N π*軌道と中心金
属の 3d軌道の混成により、C=N π*ピークが金属と配位子の相互作用を良く反映することを明ら
かにした。図 5に鉄フェナントロリン錯体水溶液の光励起過程の N-K吸収端 XAS測定の結果を
示す。図 5(a)では、レーザーに対する軟 X線の遅延時間が−500 psであり、得られる XASスペク
トルは鉄錯体試料にレーザーが照射される前である。そのため、レーザーがオンとオフの状態で
も、XASスペクトルに変化は見られない。一方、図 5(b)では、レーザーに対する軟 X線の遅延
時間が 150 psであり、レーザーがオンの時には、C=N π*ピークの低エネルギー側のピーク強度
が増えた。高スピン状態の鉄錯体の N-K吸収端 XASスペクトルでは、低エネルギー側にピーク
があるのを確認している。そのため、レーザーがオンの時のスペクトル変化は、光励起により鉄
フェナントロリン錯体が高スピン状態になっていることを表している。今後は、レーザーに対す
る軟 X 線の遅延時間を変えることで、鉄フェナントロリン錯体の光励起ダイナミクスを明らか
にすることを目標とする。 
 
(4) 今後の展望 
 上述したように、本研究では、PSIIタンパク質の XAS測定法と、光化学反応の超高速 XAS測
定法を開発した。PSII タンパク質の XAS 測定では、O-K 吸収端 XAS スペクトルは精度良く得
られたが、Mn-L, Ca-L吸収端 XASスペクトルは得られていない。界面活性剤を吸着するマイク
ロビーズを用いれば、PSIIの担持量を増やすことができるため、将来的にMn-L, Ca-L吸収端に
おいても、PSIIの XAS測定が実現することが期待される。また、光化学反応の超高速 XAS測定
では、光励起による鉄フェナントロリン錯体水溶液の高スピン状態を観測できたので、今後はそ
の光励起ダイナミクスを明らかにすることを目標とする。 
 更に今後の展望としては、開発した XAS測定技術を用いて、PSIIタンパク質の光合成反応の
超高速 XAS測定を実現することにある。光合成反応の明反応は、クロロフィル a 分子などで構
成される光捕集アンテナが、太陽光により光励起した後、アンテナ中心に存在する P680 (special 
pair)へエネルギー移動する。その後、幾つかの電子移動を経由して、電荷分離した状態を維持す
ることで、正孔の酸素発生中心 Mn4CaO5クラスターで水の酸化反応が進行する。放射光から発
生する軟 X線パルスとフェムト秒レーザーを同期した超高速 XAS測定により、光合成反応中の
PSIIタンパク質の Mn-L, Ca-L, O-K吸収端 XASスペクトルを得る。これにより、光合成反応中
の PSIIタンパク質における酸素発生中心Mn4CaO5クラスターの構造変化と、クラスターと水の
間の分子間相互作用の時間変化を明らかにすることを、今後の目標とする。 
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