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研究成果の概要（和文）：光合成タンパク質内に存在するMnクラスターは、光合成の最も重要な水を分解し、酸
素を発生するプロセスに欠かすことができない。本研究では、そのMnクラスターのみを選択的かつ高感度に観測
できる高周波電子スピン共鳴（ESR）装置の改良を行った。それにより、効率的に、希望するMnクラスターの状
態を生成することができるようになり、水分解-酸素発生に重要な電子状態の変化を観測することができた。

研究成果の概要（英文）：Molecular oxygen is produced from water by a manganese cluster in 
photosynthesis. This process of the water splitting and oxygen evolution is the most important 
chemical process in photosynthesis. In this work, a high-frequency ESR spectrometer, which enables 
us to detect the manganese cluster selectively, was improved. This facilitated the ESR detection of 
desired electronic states for the manganese cluster.

研究分野： 基礎化学

キーワード： 磁気共鳴　電子スピン共鳴　光合成　光エネルギー変換
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図 2 穴あき共振
器の電磁場解析. 

１．研究開始当初の背景 
光合成の水分解－酸素発生過程は、光駆動 4
電子サイクル（水分子の4電子酸化）であり、
光化学系 II 複合体で行われている。その光
駆動サイクルの活性中心が4核のマンガンク
ラスターであり、1 サイクルで 5 つの中間酸
化状態（S0‐S4）をとることが古くから知ら
れている。しかし、巨大な膜タンパク質複合
体である光化学系 II は良質な結晶を得るこ
とが難しく、高分解 X線結晶構造解析は長年
の課題であった。そのような中、連携研究
者・沈建仁教授（岡山大）は、ドイツやイギ
リスとの熾烈な競争の末、均質な結晶の作成
に成功し、高分解 X線結晶構造解析からクラ
スターの構造が歪んだ椅子形であることを
明らかにした。これにより、水分解－酸素発
生過程を分子構造という観点から議論する
素地は整ったが、ダイナミクス（反応機序）
の解明には至っていない。特に、X 線結晶構
造解析では酸化状態の選別が困難であり、観
測された構造がどの酸化状態に相当するか
についても多くの議論がなされている。本研
究で中心的な研究手法となる電子スピン共
鳴（ESR）法もまた、光化学反応中間体の同
定・識別などを可能とする有用な手法であり、
光合成研究においても初期から重要な役割
を果たしてきた。研究代表者は、高時間分解
高周波（95GHz）ESR 装置の改良を重ね、連携
研究者とともに、光合成膜タンパク質の単結
晶 ESR 実験を世界に先駆け成功させてきた。
また、光合成タンパク内のプロトン共役電子
移動や電子移動ダイナミクスの解明や、光応
答性を示す金属クラスターなどに対して、そ
の電子・分子構造やダイナミクスを高時間分
解高周波 ESR により明らかにしてきた。これ
まで培ってきた最新の高周波ESR技術を駆使
し、さらに非常に質の高い光合成タンパク試
料を用いることで、高周波 ESR 研究による水
分解－酸素発生反応の分子論的追跡が可能
な段階に入ったと考え、本研究を提案するに
至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、国内で唯一の高時間分解・
高出力 CW/パルス高周波（95GHz）ESR 分光器
の改良を行い、高効率での光照射、超高感度
測定、ならびに高品質な光合成タンパク質の
作成を行い、光合成において最も重要な水分
解－酸素発生過程を直接触媒する Mn クラス
ターの中間酸化状態を選択的に観測するこ
とである。 
 
３．研究の方法 
具体的な研究の方法は以下の通りである。
(1)高周波 ESR 装置の共振器を改良し、横励
起による高効率光照射を実現する。（2）パル
ス ESR 装置の検出系を改良し、超高感度での
ESR 観測を可能とする。（3）Mn クラスター内
で酸素発生に必要不可欠と考えられている
カルシウムイオンを別のイオンに置換し、電

子・分子構造の差異を観測する。（4）改良し
た ESR 装置を、他の光エネルギー変換物質系
へと応用し、その有用性を示す。 
 
４．研究成果 
(1) 光照射効率の向上 
高周波 ESR 共振器
は非常に小さく
（試料サイズは
0.9mm）、試料への
光照射は従来、光
ファイバーによっ
て試料直上まで誘
導した光により行
ってきた（図 1）。
しかし、光源から
ファイバーへの結
合効率などの問題
から、試料部では
十分な光量が得ら
れず、特に光捕集
系として多数のク
ロロフィル分子を
含んでいる光合成タ
ンパクや、さらに密
度の高い結晶試料で
は光がタンパク試料
内／結晶内を透過せ
ず、上側表面を照射
しているに過ぎない。
そこで、複数方向か
らの同時光照射を可
能とする光照射窓を
有した共振器の作成
を行った。問題は窓からマイクロ波が漏れ出
すことで、本研究ではまず、理論計算（電磁
場解析）により、マイクロ波への光学窓の影
響を検討した（図 2）。その結果、直径が 0.5mm
程度までの穴径であればマイクロ波の漏れ
が無視できることが明らかとなった。 

共振器 光照射

図3 製作した横励起型共振器の写真
と模式図． 
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図 5 PSII 凍結溶液中の酸素発生中心に対
する高周波 ESR スペクトル：(a) Ca、(b) 
Sr． 黒が実測、赤がシミュレーション． 

 次に、実際に穴あき共振器の製作を行った。
実験的にマイクロ波の漏れを調べたところ、
実際には理論計算よりもわずかに大きな窓
サイズ（0.7 mmφ）が可能であることがわか
った。共振器の材質や、表面研磨法を最適化
することで、図 3に示すような共振器を作成
した。標準試料として C60 を用いて、光照射
効率を見積もったところ、従来の 3倍以上の
効率が得られることがわかった（図 4a）。ま
た、横励起用の光学窓から試料を光照射し、
従来の直上からの光ファイバーにより試料
からの発光を観測することも可能となった。
これにより、高磁場下での発光検出、ならび
に光検出磁気共鳴測定が可能となり、光合成
試料の磁気共鳴測定の可能性を広げること
ができた。 

 
(2) Sr 置換型酸素発生中心の高周波 ESR 
酸素発生中心の補酵素として働く Ca を、Sr
に置換することで酸素発生能が半減するこ
とが知られている。そこで本研究では、Ca/Sr
置換効果を調べるため、Sr置換型酸素発生中
心を含有した高品質な光合成タンパク質を
作成し、高感度高周波 ESR 測定を行った。図
5にはPSII凍結溶液中の酸素発生中心に対し
て観測した高周波 ESR スペクトルを示した。
なお、(a)は補酵素として Ca を、(b)は補酵
素として Sr が結合しており、Sr 置換型酸素
発生中心の高周波ESR観測は世界最初の例で
ある。明らかに、Sr への置換により、観測さ
れるスペクトルの位置（磁場）がシフトして

いることがわかる。これは、電子・分子構造
を反映した g 値の違いによって説明される。
スペクトルシミュレーションの結果、g 値を
次のように決定した： 
(CaMn4O5)  gx = 1.983, gy = 1.965, gz = 
1.997 
 (SrMn4O5)  gx = 1.989, gy = 1.968, gz = 
1.997 
S2状態の Mnクラスターは Mn（III）が 1つと
Mn（IV）が 3つから構成されると考えられて
いる。配位子場理論から Mn（IV）イオンの g
値は異方性が小さいと期待されることから、
決定した g 値の違いは Mn（III）イオンの配
位環境の違いを反映していると考えられる。
量子化学計算により、この g値の違いを詳細
に検証することで、酸素発生能と Mn クラス
ターの電子・分子構造との相関を明らかにで
きると期待できる。 
 
(3)酸素発生中心内の磁気的相互作用 
各 Mn 核間に働く 6 種類の交換相互作用 J
は、Mn クラスターの分子構造および電子
構造を直接反映したパラメータである。し
かし、それらを実験的に識別して、決定す
ることは不可能なため、本研究では基底ス
ピン状態と励起スピン状態とのエネルギー
差Δから間接的に交換相互作用の決定を行
った。まず Δの決定は、スピン格子緩和時
間の温度変化を測定し、それをアレニウス
型（Orbach 過程）の理論式を用いて解析す
ることで決定した。その結果、シアノバク
テリアT. vlucanus由来光化学系 IIの単結晶
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図 4 (a)直上励起および横励起の光照射
効率の比較．標準試料として C60を用い
た．(b)横励起により試料（亜鉛ポルフィ
リン）を光照射し、従来の直上からの光
ファイバーによって検出した高磁場下
での蛍光スペクトル． 



試料では Δ＝32cm-1 と求められた。ここで
得られた Δ値を見ると、別の種のシアノバ
クテリア T. elongatus と比べて一桁大きい
値であり、種による違いが示唆された。し
かし、Δ値を strong exchange limit で解析し
て求めた交換相互作用 J は、T. elongatus の
それとほぼ一致しており、Δ 値の違いの由
来については、さらなる検証が必要だとわ
かった。 
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