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研究成果の概要（和文）： 
 光合成光化学系 II(PSII)による水分解反応の機構を解明するため、フェムト秒 X線自由電子
レーザー(XEFL)を用いて PSII の X 線無損傷構造を高分解能で解析し、天然状態の Mn4CaO5クラ
スターの構造を解明した。さらにXFELを利用して反応中間体のひとつS3状態の構造を解明し、
反応機構の解明に重要な O=O 結合の形成部位を明らかにした。得られた構造を元に理論計算を
行い、可能な反応経路を明らかにした。そして赤外分光を中心とする分光法により、反応に伴
う配位場や水素結合ネットワークの変化を追跡し、プロトン移動経路を特定した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  In order to elucidate the reaction mechanism of water-splitting performed by photosystem II (PSII) in 
photosynthesis, we used femtosecond X-ray free electron laser (XFEL) to analyze the radiation 
damage-free, high-resolution crystal structure of PSII, which revealed the Mn4CaO5-cluster structure in 
its native state. We further used XFEL to analyze the structure of one of the intermediate state, S3-state, 
which identified the site of O=O bond formation. Based on these structures, theoretical calculations were 
performed, which identified possible reaction pathways for the water-splitting. Furthermore, 
spectroscopic analysis, especially Fourier-transformed infrared spectroscopic analysis, was performed, 
which elucidated the structural changes of amino acid residues surrounding the Mn4CaO5-cluster and 
identified hydrogen-bond pathways that may participate in the proton exit from the water-splitting 
reaction site.   
 
研究分野：生物物理学 
 
キーワード：光合成、水分解、膜タンパク質、X 線自由電子レーザー、反応機構、結晶構造解

析、理論計算、赤外分光法 
 
１．研究開始当初の背景 
酸素発生型光合成において、光化学系 II

複合体(PSII)は光エネルギーを吸収して水
を酸素、水素イオンと電子に分解する反応を
触媒している。この水分解反応によって放出
される水素イオンと電子は二酸化炭素を糖
に還元するためのエネルギーと還元力を供
給し、また、酸素は地球上好気生物の生存を
支えている。従って、PSII による水分解反応
は光合成のみならず地球上生命の生存にも
極めて重要な反応である。しかし、PSII は約
20 種のタンパク質から構成される、分子質量
が 350 kDa の巨大な膜タンパク質複合体であ
るため、その詳細な構造は長い間不明で、水
分解反応の機構も分かっていなかった。 

 本研究代表者らは長年 PSII の構造と機能
研究に取り組み、2011 年に好熱性シアノバク
テリア Thermosynechococcus elongatus 由来
PSII の結晶構造を世界最高の 1.9 Å 分解能で
報告した1(2011年Science誌による世界十大
成果の一つに選出)。この構造解析により、
PSII に含まれる水分解反応の触媒中心が
Mn4CaO5 クラスターであり、「歪んだイス」の
形であることが初めて明らかになった。同時
に、Mn4CaO5クラスターの詳細な配位場構造や
触媒中心から複合体表面につながる複数の
水素結合ネットワークが明らかになった。 
 しかし、PSII の水分解反応は S-状態遷移
(図 1)と呼ばれる反応経路に従い、４電子反 
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応であることが分かっているが、2011 年に解
析された構造は、光未照射で安定な S1状態に
対応するものであった。さらに結晶構造解析
に使用したのが大型放射光施設SPring-8のX
線であったため、結晶中の Mn4CaO5 クラスタ
ーが X 線損傷を受け、Mn-Mn 間の距離が一部
理論計算や X 線吸収測定(EXAFS)等で得られ
た距離よりもわずかに長くなっていたと言
う指摘があった。従って、この構造のみから
水分解反応の機構を推定することは困難で
あり、さらに理論化学による、実験で得られ
た構造最適化や反応経路の探索、及び反応に
伴う Mn4CaO5 クラスターの配位場の変化やプ
ロトン放出経路の特定が必要であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、植物や藻類が行う酸素発
生型光合成において、最大で最後の謎である
太陽光を利用した水分解・酸素発生反応の機
構を構造生物学、赤外分光や電子スピン共鳴
などの各種物理測定法、変異株の作成と構
造・機能解析、及び理論計算により電子•原
子レベルで解明し、その学理を究明すること
であった。特に、(1) PSII の X 線無損傷構造
や水分解サイクルの中間状態の構造を解析
し、S-state 遷移に伴う触媒中心 Mn4CaO5クラ
スター及びその周辺の構造変化を明らかに
する；(2)水分解の基質である水分子や
S-state 遷移に伴う配位アミノ酸の微小構造
変化を赤外分光法で、Mn4CaO5クラスター中の
各 Mn 原子の酸化状態を電子スピン共鳴法
(EPR)で明らかにする；(3)得られた PSII の
高分解能結晶構造に基づき、Mn4CaO5クラスタ
ーの電子状態、反応性を量子力学(QM)計算に
より解明する；(4)実験的に検出困難な S4 状
態や酸素発生の鍵となる酸素ー酸素結合形
成の遷移状態などを QM/分子力学(MM)計算に
より解明する；(5)関連するプロトン排出経
路、水の侵入経路を変異体の作成、構造・機
能解析、及び QM/MM/分子動力学(MD)計算によ
り解明する；(6)PSII の各構成サブユニット
の機能を、それぞれの欠損変異株の構造・機
能解析により解明することを目的とする。こ

れらの実験•理論の共同研究により PSIIにお
ける光誘起多段階水分解反応の学理、及び
PSII の構造構築における各サブユニットの
機能を解明する。 
 
３．研究の方法 
 上記の目的を達成するため、主に次の研究
方法を用いる。(1)PSII の無損傷構造や反応
中間体の構造を X線自由電子レーザー(XFEL)
を用いた結晶構造解析法により解析する。
(2)水分解反応に伴うMn4CaO5クラスターの配
位場や水素結合ネットワークの微小変化を
赤外分光法(FTIR)で解析する。(3)得られた
構造を用いて、反応経路の探索や Mn4CaO5 ク
ラスター中の金属の酸化還元状態(価数)、ス
ピン状態などを量子力学/分子力学(QM/MM)
法で解析する。(4)プロトンの排出に関わる
水素結合ネットワークの同定などは変異体
を用いて解析する。以下各手法を用いた研究
の成果をまとめる。  
 
４．研究成果 
(1)PSII の X 線無損傷構造解析 
 2011 年に発表した PSII の 1.9 Å 分解能構
造では、Mn4CaO5クラスター中の Mn イオンが
一部 X線損傷を受け、Mn-Mn、及び Mn-O の結
合距離が一部長くなっていたとの指摘があ
ったので、X 線損傷を受けていない、天然状
態の Mn4CaO5 クラスターの構造を解析する必
要があった。 
 X 線による損傷を受けて結晶構造が変化す
るまでに要する時間は、ピコ秒程度と考えら
れていたので、損傷を受ける前の構造を解析
するためには、ピコ秒よりも短い時間で X線
回折データを収集する必要があった。このた
め、フェムト秒(fs)のパルス時間を有する
XFEL が適していた。理化学研究所が建設した
XFEL 施設 SACLA は 10 fs 程度のパルス時間を
有していたが、それを用いて高分解能の PSII
回折データを得るためには、微小結晶ではな
く大型の PSII 結晶を用いる必要があった。
このため、XFEL と微小結晶を用いたシリアル
結晶構造解析法(SFX 法)ではなく、PSII 大型
結晶を凍結して、1箇所に１XFEL パルス照射
という「固定ターゲットシリアル結晶構造解
析法」(図 2)2を用いて、多数の PSII 結晶か
ら回折データを収集し、構造解析を行なった。
その結果、1.95 Å 分解能で PSII の構造を解
析することができ 3、得られた構造から Mn-Mn
間距離の多くが前に報告した構造より
0.1-0.2 Å 短くなっていたことが明らかにな
った(図 3)。このことから、無損傷で天然状
態の Mn4CaO5 クラスター構造が高分解能で得
られたことが示された。また、各 Mn イオン
とその配位子との距離を比較したところ、
Mn1 と Mn4 にのみ長い結合距離を持つ配位子
の対が存在し、S1状態でこの 2つの Mn イオン
が 3価であり、他の２つの Mnイオンが 4価、
すなわち、(Mn1)(Mn2)(Mn3)(Mn4)の価数状態
が(III)(IV)(IV)(III)であることが示され

 
図 1. PSIIにおける水分解反応のS状態

遷移モデル。 



 

 

た 3。さらに Mn4CaO5クラスター中の 5つの酸
素原子のうち、O5 のみが Mn1, Mn4 と著しく
長い結合距離を持っており、O5 が特殊な位置
にあるという特徴が確認された。 

代表者らが解明した Mn4CaO5 クラスターの
構造に基づき、共同研究により天然構造に近
い人工 Mn4CaO5化合物の合成に成功した 4。 

(2)S3 反応中間体の構造解析 
 これまで解析された PSII の構造は S1状態
のものであり、水分解反応の機構を解明する
ため、S 状態遷移の中間体の構造を解析する
必要がある。このため、可視光レーザーによ
る照射と XFEL を用いた回折データ収集とい
うポンプープローブ法を用いて、2 閃光照射
によって作り出される S3 状態の構造を解析
した。S3 状態を優先して解析した理由は、S3

は酸素分子 O2 が放出される直前の、最後の
「准安定」状態で、この状態では S状態遷移
中で最大の構造変化が起きることが期待さ
れるからである。 
 PSII は多数のクロロフィル等の色素を含
んでおり、濃い色を呈しているので、レーザ
ー閃光照射による励起効率を十分確保する
ため、PSII の微小結晶を用いる必要があった。
微小結晶を用いた XFEL 実験では、結晶を連
続的に流しながら XFEL パルスをランダムに
照射する「シリアル結晶構造解析法」(SFX 法)
が開発され、利用可能であったので、この方
法を適用するため、最高の分解能が得られる

よう PSII 微小結晶のサイズ、結晶とマトリ
ックス（グリース）との混合割合、時間など
の条件を検討し、最適化した。2 閃光照射後
の「S3状態」について、2.35 Å 分解能の回折
データが得られ、構造解析ができた。S1状態
からの構造変化を明らかにするため、同様の
手法・条件下で同型性の高い S1状態 PSII 微
小結晶から回折データを収集し、両者の差フ
ーリエ電子密度マップを計算した。その結果、 
PSII 二量体全体ではほとんど差フーリエ電
子密度が見られなかったが、電子供与体側と
授与体側の、以下の 3つの領域で顕著な差電
子密度が見られた 5。i)二次電子供与体 YDの
近傍；ii)電子授与体 QB 及び非ヘム鉄の近
傍；iii)Mn4CaO5 クラスター及びその近傍(図
4)。これらの差電子密度から、当該 3つの領
域で構造変化が起こったことが示された。 

 上記 3つの領域のうち、領域 i)と ii)で起
こった構造変化の詳細な説明は省略するが、
iii)の Mn4CaO5 クラスター及びその近傍の差
電子密度の拡大を図 5で示した。この図で示
されたように、Mn4CaO5クラスター及びその周
辺では多くの構造変化が起こっていた。たと
えば、Mn4 は D61 方向へシフトし、歪んだイ
スのキュバン構造から少し遠くなり、O4酸素
原子の外側の水分子 W665 の電子密度が消失
し、この水がディスオーダーになった。そし
て最も重要な変化は、O5 に近い位置で正の電

 

図 2. A: XFEL と大型 PSII 結晶を用いた
固定ターゲット回折実験の模式図。B, C: 
XFEL照射前(B)と照射後の PSII 結晶(C)。

図 3. XFEL によって解析された無損傷の
Mn4CaO5 クラスター中の Mn-Mn 距離
(A)と Mn-O 距離(B)(いずれも Å)。括弧の
中はSPring-8の放射光X線で解析された
距離。 

図 4. S3-S1差フーリエ電子密度。赤い破
線で囲まれた領域は顕著な差電子密度
が見つかった領域。 

 
図5. Mn4CaO5クラスターとその周辺で
の S3-S1差フーリエ電子密度。緑は正、
赤は負の差電子密度を表す。 



 

 

子密度が現れ、この部位で新たな水分子の挿
入が示された。挿入された水分子(酸素原子、
O6)は O5 に近接しており、両者間で O=O 結合
の形成が可能であることが示された(図 6)。
このことから、O5 を中心とする部位が水分解
の反応部位であり、S1から S3への遷移過程で
1分子の水が挿入され、O5 との間で O=O 結合

が形成されるという反応機構が明らかにな
った 5。 

(3)光合成関連他の膜タンパク質超分子複合体
の結晶構造解析 
 光合成において、光エネルギーの吸収・電
子伝達には他にも複数の膜タンパク質超分
子複合体が機能している。本研究期間中、代
表者らはこれまで PSII 複合体の高分解能結
晶化に成功したノウハウを利用して、下記 2
つの複合体の結晶化・構造解析を行なった。 
① 高等植物光化学系 I(PSI)-光捕集アンテナ

I(LHCI)超複合体の構造解析 
PSI は光合成の電子伝達系において、PSII

と同様に光エネルギーを吸収し、一連の電子
伝達反応により PSII から電子を受け取り、
NADP+に渡して還元力を持つ NADPH を作る働
きを持っている。高等植物において PSI はコ
ア部分に 12個のサブユニットを持っており、
その外側に 4 つの LHCI サブユニットが取り
囲んで総分子質量が 600 kDa を超える膜タン
パク質超複合体を作っている。PSI-LHCI 超複
合体中での光エネルギーの吸収・伝達・電子
伝達反応の詳細な機能を解明するため、代表
者らはエンドウ豆の葉から同複合体を精製
し、結晶化を行い、その結晶構造を 2.8 Å 分
解能で解析した 6。その結果、PSI-LHCI 中に
おける各サブユニットの構造、各 LHCI サブ

ユニット中での色素（クロロフィル、カロテ
ノイド）の結合部位、及び LHCI と PSI コア
の間における色素・タンパク質間の相互作用
が明らかになり、LHCI サブユニット同士や
PSI コアとの結合様式、LHCI から PSI コアへ
の高効率エネルギー移動のメカニズムなど
が明らかになった(図 7)。 
② 光合成細菌の光捕集アンテナ(LH1)と反応

中心(RC)との超複合体の結晶構造解析 

紅色光合成細菌の光化学反応中心 RC は
PSII の祖先であり、その周辺は光捕集アンテ
ナ LH1 によって囲まれ、LH1 が吸収した光エ
ネルギーが効率よく RC に伝達されている。
これまで LH1-RC の結晶構造は 3.0 Å 分解能
で解析されていたが、この分解能では LH1-RC
中の多数の色素や補欠因子の詳細な構造を
解明するのに不十分で、LH1 から RC への高効
率エネルギー移動、キノン電子受容体の交換
などのメカニズムが不明であった。代表者ら
は好熱性紅色光合成細菌 Thermochromatin 
tepidum 由来 LH1-RC を精製・結晶化し、その
結晶構造を 1.9 Å という高分解能で解析した
7。その結果、16 対の LH1 α, β サブユニット
と４つの RC サブユニットから構成される、
総分子質量が 400 kDa に達する LH1-RC の詳
細な構造が明らかになり(図 8)、当該複合体
中における高効率の光エネルギー伝達、電子
伝達の詳細なメカニズムを解明することが
可能になった 7。 

 
(4)赤外分光法による PSII 水分解反応の解析 
フーリエ変換赤外分光法（FTIR）などの分
光手法を用いて、光合成水分解反応を解析し、
その分子機構について重要な知見を得た。 
①  中間状態遷移の分子機構および効率 
 閃光誘起 FTIR 差分光法を用いて、水分解
反応の各中間状態遷移の効率を見積もる手
法を開発し、酸素が放出される S3→S0遷移に
おいて最も遷移効率が低くなることを示し
た。また、時間分解赤外分光法を用いて、水
分解反応の中間状態遷移における電子、プロ
トン、および水分子の時間挙動を観測し、酸
素発生が起こる直前の S2→S3 遷移において、
基質水分子が移動した後にプロトン移動律
速の電子移動が起こることを明らかにした
(図 9)。 
 
 

 

図 6. S1状態から S3状態への遷移にお
けるMn4CaO5クラスターの構造変化。

図8. 紅色最近由来LH1-RC超複合体の結
晶構造。A: 膜の横から見た図；B: 断面図。

図 7. 高等植物由来 PSI-LHCI の構造(A, 
断面図)と色素分布(B)。 



 

 

②水分解反応におけるプロトン放出機構および
プロトン経路 
 FTIR 法と量子化学計算により、YZの光酸化
に伴って、近傍に存在する水分子の再配置が
起こり、水素結合ネットワーク構造が変化す
ることが示された。この結果から、YZ

•ラジカ
ルを経由する新規なプロトン放出機構を提
案した。さらに、YZ近傍に存在する D1-Asn298

の Ala 変異体の分光解析より、YZ近傍の水素
結合ネットワークがプロトン放出経路とし
て機能する可能性が示された(図 9)。 

③Mn クラスターに相互作用するアミノ酸の役割 
 偏光全反射吸収 FTIR 法により、Mn クラス
ターの架橋酸素と相互作用するヒスチジン
残基（D1-His337）は、反応サイクルを通じ
て、常にプロトン化したカチオン型として存
在しており、その正電荷が、Mn クラスターを
高い電位に保ち、水分解能を発現する重要な
役割を果たしていることが示された。 
 
(5)理論化学による PSII 水分解反応の解析 
 PSII-OEC について大規模量子古典混合計
算(QM/MM)を実施し、各 S状態での Mn4CaO5の
構造、電子状態（Mn 酸化数）、スピン状態変
化および水素結合ネットワークについて理
論解析を行った。その結果、S0, S1では Mn4CaO5

骨格は変わらないが、S2では O5 が移動し、R
状態(O5 が Mn4 に近い)から L 状態(O5 が Mn1
に近い)に変わる(S2(R)→S2(L))変換があり
えること、最安定構造における Mn サイトの
形式電荷は(Mn1, Mn2, Mn3, Mn4)の順に
S0:(Ⅲ,Ⅳ,Ⅲ,Ⅲ), S1:(Ⅲ,Ⅳ,Ⅳ,Ⅲ), 
S2(R)(Ⅲ,Ⅳ,Ⅳ,Ⅳ), S2(L)(Ⅳ,Ⅳ,Ⅳ,Ⅲ)に
なること、S3は水分子(OH 分子を仮定)挿入後、
S3:(Ⅳ,Ⅳ,Ⅳ,Ⅳ)となり、Mn クラスター構造
が変化することを明らかにした。構造変化の
結果は X 線吸収スペクトル法(EXAFS)による
Mn-Mn 距離と非常に良い一致を示した。無損
傷構造も O5 原子はプロトン化されている可

能性(O5=OH)を報告した。 
 Mn4CaO5周りには多くの水分子が存在し、水
素結合ネットワークが形成されている。これ
らの水素結合は中間状態の安定化だけでな
く、酸化に伴うプロトン移動においても重要
な働きをしていると考えられる。反応中心近
傍には２つの塩素イオン(CL1,CL2)が存在す
るが、これらは Mn4 と Mn3、Mn3 と Mn2 を配
位する Glu333, Glu354 の主鎖の NH と強く水
素結合しており、Mn4CaO5周囲を水素結合で被
っていることを明らかにした。Mn4CaO5クラス
ター構造を特徴づける Mn4-Mn3 距離と Mn4-O5

距離の相関について経験式を導き、これまで
の実験と理論結果をすべて網羅的に解析し
た。 
 S2→S3 状態遷移の反応経路を理論解析し、
Ca 原子に配位する水分子（W３）が Mn4 サイ
トに移り、O5が Mn1 に移る経路が最もエネル
ギー的に妥当であることを示した。S3状態に
ついては多くの構造（O-O 結合形成状態を含
む）に変換できる自由度が残されていること
を示した。 
 2015年にC.Zhangらにより合成された光合
成活性中心（PSII-OEC）の無機錯体を詳細に
解析し、天然 OEC との相違を明らかにした。
特に Mn サイトの d 軌道分布解析から
Jahn-Teller 歪みを与える特徴的構造変化を
局在化自然軌道により明確に示した。
PSII-OEC とは多くの類似点があるが、いくつ
かの相違点は欠損している O4 原子に起因す
ることを明らかにした。本錯体に O4 原子を
理論的に導入した結果、より天然のクラスタ
ー骨格に類似することを明らかにした。この
結果は触媒反応に O4 が不可欠な役割を持っ
ていることを示している。さらに Ca2+イオン
を二価金属イオン(A2+=Ba2+,Sr2+,Mn2+,Zn2+)に
変換し、Mn4AO4 骨格構造の歪みに寄与する因
子を理論的に明らかにした。 
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