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研究の概要
光合成は人類の持続可能な社会を実現するためにもっとも重要なもののひとつである。光化 

学系 II 複合体（PSII）は、太陽光を吸収して水を分解し、酸素分子とともに電子とプロトンを

発生させている。本研究では PSII の反応中間体（Kok サイクルの S0、S1、S2 状態）の高分解能

の結晶構造解析を行い、PSII の酸素発生機構を解明する。 
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１．研究開始当初の背景
 らん藻や植物細胞のチラコイド膜に埋も
れている光化学系 II 複合体（以後 PSII）は、
20 種類もの疎水性・親水性サブユニットが会
合した膜タンパク質であり、100 個を越える
色素や脂質を取り巻いて、その総分子量は
700 kDa にも及ぶ。その複雑さと膜タンパク
質としての不安定性のために PSII の X 線結
晶構造解析は困難をきわめ、2001 年以来 10
年にわたり世界中で精力的な研究が行われ
たにもかかわらず、その解析分解能は 3.8 – 
2.9 Å の範囲にとどまっていた。この分解能
では多くのサブユニットや色素の立体構造
を確定させるには至らず、特に、水から酸素
を発生させる Mn4Ca クラスターの構造は不確
かで、クラスターを取り巻いて酸素発生に関
与する水や、その水から生じるプロトンの排
出経路はまったく不明であった。これらの情
報は PSII の酸素発生機構を解明するために
不可欠なものであり、PSII の高分解能の結晶
構造解析が、光合成研究で「 後に残された

大の課題」とされてきた所以である。我々
は 2011 年に PSII の結晶の質を飛躍的に向上
させ、SPring-8 の構造生物学関連ビームライ
ンを利用して、結晶への入射 X線量 0.8 MGy、
分解能 1.9 Å で構造解析することに成功した
[Umena, Kawakami, Shen, Kamiya, Nature
(2011)、PDB-ID: 当初は 3ARC、後に一部修正
して再登録 3WU2]。その結果、Mn4Ca クラスタ
ーは 5個の金属原子（4個の Mn と 1 個の Ca）
が 5個の酸素原子により結びつけられて「歪
んだ椅子」の形をしていることを世界で初め
て明らかにした。またこの Mn4Ca クラスター

には酸素発生反応の基質の候補となる 4個の
水分子が配位していた。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が、
発表当初から、0.8 MGy の比較的低い X 線量
でもクラスターを構成する Mn 原子が X 線に
より還元される問題が提起された。また 3ARC
（3WU2）の構造は、酸素発生（Kok）サイク
ルの中で Mn4Ca クラスターがたどる 5 つの反
応中間体（S状態）の内もっとも安定な S1 状
態に対応するもので、この構造のみから酸素
発生機構の全容を理解することはできない。 

２．研究の目的
PSII の酸素発生機構を解明するためには、

Kok サイクルの反応中間体に関する構造情報
が必要不可欠となる。本研究では、S1 状態に
ついては、結晶に入射する X線量を可能な限
り低減して X線還元による影響のない構造を
明らかにする。また、Mn 原子の異常分散効果
を利用して Mn4Ca クラスターに含まれる 4 個
の Mn 原子の価数を同定する。S0 状態につい
ては、PSII のヨウ素置換体と臭素置換体、4
種類の除草剤複合体、小分子量サブユニット
の PsbM を欠失した変異体の合計 7 種類の結
晶構造解析を原子分解能で行うことにより、
S1 状態から還元されている可能性を検討す
る。S2 状態については、大強度フェムト秒レ
ーザーの多光子吸収を利用して結晶内の
PSII を S2 状態に変化させ、その原子分解能
の結晶構造解析を行う。本研究ではこれら S0
状態から S2 状態までの結晶構造解析を行っ
て、PSII の酸素発生機構に関する議論を進め
ることを目的とする。 
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３．研究の方法 
 本研究では、まず 2011 年に報告した 3ARC
の構造を見直して（3WU2）、Mn4Ca クラスター
の原子間距離の精度を X線結晶学の立場から
検証した。また構造解析に用いる回折強度デ
ータを可能な限り少ない X 線量で収集し、
3ARC（3WU2）より高い分解能で新たな構造解
析を進めた。これらと平行して以下の 5項目
について研究を進めた。(1) 酸素発生機構に
関与する塩素イオンを臭素イオンまたはヨ
ウ素イオンと入れ替えた 2種類の置換体、(2) 
酸素発生に連動する電子移動を停止させる
除草剤 4種類との複合体、(3) 遺伝子操作に
より PSII の小分子量サブユニットのひとつ
PsbM を欠失して電子移動速度が低下した変
異体（ΔPsbM-PSII）の合計 7 種類の結晶に
ついて、それぞれ 2 Å 前後の分解能で X 線
結晶構造解析を行った。(3)では、電子移動
速度の低下により変化する熱蛍光発光を合
わせて測定し、電子移動の構造・機能相関に
ついても研究を進めている。本研究ではさら
に、(4) X 線の異常分散効果が Mn 原子の価数
とともに変化することを利用して、S1 状態に
あるMn4Caクラスターの4個のMn原子につい
て、それぞれの価数を同定し、(5) フェムト
秒レーザーの多光子吸収を利用して PSII の
S2 状態を実現させる技術を開発し、その結晶
構造を明らかにする研究を進めてきた。 
 
４．これまでの成果 
 本研究を開始して以来これまでの 3年間に、
前項に述べた方法に従って研究を進め、それ
ぞれの項目について順調に成果を上げてい
るが、今回は紙面の関係から、結晶の同型性
を確保して、S1 状態にある 16 個の結晶を用
いることにより入射 X線量を 0. 1 MGy まで低
減させ、かつ構造解析の分解能を 1.77 Å ま
で向上させた結果についてのみ報告する。こ
れは 3ARC（3WU2）の分解能 1.9 Å を凌ぎ、現
段階で世界 高の精度を持っているが、入射
X線量を3ARC（3WU2）の12.5%にあたる0.1 MGy
まで低減させたにもかかわらず、Mn4Ca クラ
スターには X線結晶学から予想される結合距
離の標準偏差（誤差）0.16 Å を大きく越える
ような顕著な違いは見られなかった（図１左
参照）。一方、研究項目(1)から(3)の構造解
析の結果では、それらへの入射 X 線量は 4.5 
MGy から 66 MGy と 3ARC（3WU2）の 0.8 MGy
に比べて非常に高いにもかかわらず、Mn4Ca
クラスターには結合距離の誤差を越えるよ
うな大きな変化は見られなかった。これらの
結果より、X線還元による Mn4Ca クラスター
の構造変化は、あったとしても 0.1〜0.2 Å
の程度で、このように小さな構造変化を確認
するためには、PSII 結晶の分解能を少なくと
も 1.5 Å 以下まで改善する必要があることが
明らかとなった。 
 今回得られた分解能 1.77 Å の結晶構造で

は、その高い分解能を反映して、Mn4Ca クラ
スターを構成する Ca 原子とそれに配位する
アミノ酸残基、水が再配置した構造が新たに
見いだされた。Mn4Ca クラスターとそれを取
り巻く配位環境を、従来構造（左）と今回の
再配置構造（右）に分けて図 1に示した。従
来構造のCa原子はMn4Caクラスターを構成す
る 3 個の酸素原子、2 個のアミノ酸残基、2
個の水分子により 7配位構造をとっていたが、
再配置構造ではそれぞれの数が 1個、3個、3
個に変化していた。現在この Ca 再配置の生
理学的意義を追求するために、この現象が現
れる PSII 試料と結晶の調製条件を詳細に検
討し、再現性を確認する作業を続けている。
この Ca 再配置現象は過去 15 年に及ぶ PSII
の結晶構造解析の歴史の中で初めて見いだ
されたものであり、大きな学術的インパクト
をもっている。 
 
 
 
 
 
 
 

 

５．今後の計画 
 これまでの3年間に新たに見いだされたCa
再配置現象を究明するとともに、当初からの
5 つの研究項目を遂行する。本研究から得ら
れたすべての構造情報に基づいて、Mn4Ca ク
ラスターの水分解・酸素発生機構に関する議
論を進める。 
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図 1 X 線量 0.1 MGy、分解能 1.77 Å の構造に見

られた Mn4Ca クラスターの Ca 再配置。Ca;黄、Mn;

紫、酸素;赤。 


