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研究成果の概要（和文）：光誘起フーリエ変換赤外（FTIR）差スペクトル法を用いて、光合成
水分解反応について解析を行い、各中間状態遷移におけるプロトン放出数、各遷移の効率、Mn
クラスター近傍に存在するアミノ酸の構造と役割、水分解反応への阻害剤の効果、表在性蛋白
質による制御機構、などについて明らかにした。また、時間分解赤外法を用いて水分解反応に
おける電子・プロトン移動反応について調べ、酸素が放出される S3→S0遷移においては、電子
移動の前にプロトン放出が起こる実験的証拠を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：We have investigated the molecular mechanism of photosynthetic 
water oxidation using light-induced Fourier transform infrared difference spectroscopy and 
revealed the number of protons released upon individual intermediate transitions, the 
efficiencies of transitions, the structures and the roles of amino-acids coupled to the Mn 
cluster, the effect of an inhibitor on water oxidation reactions, and the regulation 
mechanism by extrinsic proteins. We also studied proton-coupled electron transfer in the 
water oxidation reaction using time-resolved infrared spectroscopy and obtained 
experimental evidence that proton is released before the electron transfer in the S3→S0 
transition, in which molecular oxygen is evolved.    
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１．研究開始当初の背景 
 地球上の生命の生存を支えている大気中
の酸素は、植物及びシアノバクテリアが行う
光合成水分解反応によって供給される。この
反応は、光化学系Ⅱ蛋白質複合体に存在する、
いわゆるマンガンクラスターにおいて行わ
れているが、その分子メカニズムはほとんど

不明であった。特に、基質水分子に関しては、
マンガンクラスターにおける結合位置、各中
間状態での構造などの情報がほとんどなく、
また、O2 形成直前の過渡的中間状態である
S4状態の実体も不明であった。これまで水分
解反応の解析が進まなかった最大の理由は、
溶媒である水の中で基質水分子のみを検出
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するのが極めて困難なことであった。しかし、
申請者のそれまでの研究により、フーリエ変
換赤外（FTIR）法を用いて、マンガンクラ
スター近傍の蛋白質に加え、水分子の構造・
反応を調べることが可能になっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、赤外分光法を用いて、光合成
水分解・酸素発生反応のメカニズムを原子・
分子レベルで解明することを目的とする。そ
のため、光誘起フーリエ変換赤外（FTIR）
差スペクトル法を用いて、マンガンクラスタ
ーと相互作用する蛋白質および基質水分子
の動きを検出し、それらの反応を逐次追跡す
ることによって、反応プロセス全体を明らか
にする。また、時間分解赤外法を用いて、水
分解反応における電子・プロトン移動および
蛋白質反応の時間挙動を調べ、反応メカニズ
ムの詳細を解明する。特に、O2形成直前の過
渡的中間状態の実体及び基質中間体の構造
明らかにする。本研究の成果は、太陽光エネ
ルギーによる人工水分解デバイスや人工光
合成系の開発のための基盤的知見を与える。 
 
３．研究の方法 
 シアノバクテリア（Thermosynechococcus 
elontgatus および Synechocystis sp. PCC 
6803）より調製した光化学系Ⅱ蛋白質および
ホウレンソウ由来の光化学系Ⅱ膜標品を用
いて研究を行った。スペクトルの詳細解析の
ため、アミノ酸選択的同位体置換や特定のア
ミノ酸残基に部位特的変異を施した光化学
系Ⅱ蛋白質を用いた。また、表在性蛋白質の
機能を調べるため、変異導入した表在性蛋白
質 PsbP を再構成した光化学系Ⅱ試料を用い
た。 
 これらの光化学系Ⅱ試料について、光誘起
フーリエ変換赤外(FTIR)差スペクトルおよ
び全反射吸収赤外（ATR-FTIR）スペクトル
を測定し、水分解反応における蛋白質および
基質水分子の構造変化を検出した。また、時
間分解赤外分光法を新たに導入して、各中間
状態遷移における電子移動、プロトン移動反
応、および蛋白質のダイナミクスを調べた。  
 
４．研究成果 
（１）プロトン放出機構の解明 
 水分解反応の光駆動中間状態サイクルに
おけるプロトン放出過程を調べるため、フー
リエ変換赤外（FTIR）法を用いた新たなプロ
トン検出法を開発した。高濃度の Mes 緩衝液
に水分解によるプロトンをトラップさせそ
の Mes のプロトン化反応を FTIR 差スペクト
ルで観測した。その結果、水分解過程におけ
るプロトン放出パターンは 4つの中間状態遷
移でほぼ 1:0:1:2 となることが示された。 
（２）水分解反応における近傍アミノ酸側鎖

の役割 
 シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 
6803 の CP43-E354Q 部位特異変異体を用いて
水分解系の FTIR 差スペクトルを測定するこ
とにより、CP43-E354 は Mn 原子への配位子の
一つであることが示された。また、アルギニ
ン側鎖のグアニジウム基を 13C, 15N などで同
位体置換した光化学系Ⅱを用いて FTIR 解析
を行った。その結果、マンガンクラスターと
直接相互作用する Arg 残基の存在を確かめ、
それが S1,S2 状態においてプロトン化構造を
持っていることが明らかとなった。さらに、
偏光 ATR-FTIR 法を用い、光化学系Ⅱ膜標品
中のマンガンクラスターのアミノ酸配位子
の構造を調べた。その結果、反応に関与する
Asp, Glu, C 端由来のカルボキシル基の配向
構造、及びその変化に関する知見を得た。 
（３）水分解反応における阻害剤の効果 
 光合成水分解反応は基質アナログである
アンモニアによって阻害されることが知ら
れているが、その分子機構は不明であった。
そこで、アンモニア阻害の分子機構を、酸素
発生阻害の pH依存性の測定と光誘起 FTIR 差
スペクトル法を用いて調べた。その結果、pH7
以下の酸性領域ではアンモニウムイオン NH4

+

が阻害剤として働くこと、NH4
+がマンガンク

ラスター近傍のカルボキシル基と相互作用
することによって阻害が起こること、などが
明らかとなった。 
（４）表在性蛋白質による水分解反応の制御
機構 
 FTIR 法を用いて表在性蛋白質の酸素発生
反応への関与について調べた。表在性蛋白質
PsbP, PsbQ, PsbO を除去・再構成した光化学
系Ⅱ試料、また、様々な部位特異的変異を施
した PsbP蛋白質を再構成した試料を用いて、
その相互作用部位および水分解系の構造へ
の効果を FTIR法を用いて調べた。その結果、
PsbP の脱着によってのみ水分解系の蛋白質
二次構造が変化すること、PsbP の N 末端及び
H144 近傍がコア蛋白質への結合に関与する
ことが示された。また、PsbP が適切に結合す
ることにより、水分解系の蛋白質二次構造が
変化し、水分解系の構成要素である Ca2+およ
び Cl-の結合が安定化することが明らかとな
った。さらに、PsbQ は単独では水分解能に寄
与しないが、PsbP の結合を補助する役割を持
ち、それによって水分解反応を制御している
ことが示された。 
（５）中間状態遷移の量子効率の測定 
 閃光誘起フーリエ変換赤外（FTIR）差スペ
クトル法を用いて、人工電子受容体として添
加したフェリシアン化物イオンの反応を追
跡し、光化学系Ⅱ蛋白質中の電子移動反応の
量子効率を調べた。その閃光数依存性から、
光合成水分解反応の各中間状態遷移（S0→
S1,S1→S2,S2→S3,S3→S0）のミスファクター



 

 

（次の中間状態に遷移しなかった水分解中
心の割合）を見積もる新たな手法を開発した。
この手法を用いてシアノバクテリア及びホ
ウレンソウの水分解反応を解析した結果、ミ
スファクターは S0→S1 ≅ S1→S2 < S2→S3 < S3

→S0 の順に大きくなり、酸素が放出される
S3→S0 遷移において最大となることが示され
た。 
（６）酸素発生系における過渡的中間体の時
間分解赤外測定 
 T. elontgatus より単離・精製した光化学
系Ⅱコア蛋白質複合体に、連続した閃光照射
(2 Hz)を与え、その際の赤外吸収変化をマイ
クロ秒からミリ秒オーダーで追跡した。1400 
cm-1の赤外吸収変化によって蛋白質中のAsp, 
Glu 由来のカルボキシル基（COO-）の動きを、
また、2500 cm-1の吸収変化によって、水素結
合ネットワークにおける高いプロトン分極
を持つ水素原子の動きを検出した。その結果、
酸素が放出される S3→S0遷移において、マン
ガンクラスターからチロシンラジカル（YZ

▪）
への電子移動に先立つ約 200 μs のいわゆる
“lag time”においてプロトン放出を示唆す
る大きなプロトンの動きが観測された。また、
S1→S2 遷移においては、共役したプロトン移
動と電子移動が、S2→S3 遷移においてはマン
ガンクラスターから YZ

▪への電子移動よりも
速いプロトン移動が観測された。一方、S0→
S1遷移では、カルボキシル基の約 1 ms のゆっ
くりとした構造変化が観測され、S1状態にお
ける蛋白質の緩和過程を示すと解釈された。
本研究は水分解反応における蛋白質及びプ
ロトンの動きを時間分解赤外法で示した初
めての研究であり、この手法が水分解機構の
解明に極めて有効であることを示した。 
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