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研究成果の概要（和文）：光化学系IIの結晶構造は放射線損傷を受けていることが指摘されていた。そこでSACLAのX線
自由電子レーザー（XFEL）と何百の巨大で同型な結晶を用いてS1状態における無損傷構造を1.95A分解能で解析した。X
FELによって決定したOECではMn-Mn原子間の距離がこれまでの結晶構造よりも0.1-0.2A短くなっていた。構造にもとづ
き，水分解反応の開始状態では酸素発生中心を構成するMnの価数はMn1が+3，Mn2が+4，Mn3が+4，Mn4が+3であることを
明らかにした。これらの結果は水分解の反応機構を解明するための構造基盤を提供し, 水分解の人工触媒合成のための
設計図ともなり得ると期待される。

研究成果の概要（英文）： The initial reaction of photosynthesis takes place in photosystem II (PSII), a 
700 kDa membrane protein complex that catalyzes water-splitting reaction through an S-state cycle of the 
oxygen evolving complex (OEC). The structure of PSII has been solved by XRD at 1.9 A resolution, which 
revealed that the OEC is a Mn4CaO5 cluster. However, the manganese atoms in the OEC are easily reduced by 
X-ray irradiation.
 Recently, it was demonstrated that radiation damage free structure can be obtainable using X-ray free 
electron lasers (XFEL). We determined a radiation damage free structure of PSII in the S1 state at a 
resolution of 1.95 A using XFEL pulses. Compared with the structure from XRD, the OEC in the XFEL 
structure has Mn-Mn distances that are shorter by 0.1-0.2A. Based on the XFEL structure, the valences of 
each manganese atom were assigned as Mn1(+3), Mn2(+4), Mn3(+4) and Mn4(+3) in the S1 state. These 
findings provide a structural basis for the mechanism of oxygen evolution.

研究分野： 構造生物化学
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１．研究開始当初の背景 
光化学系 II 複合体(PSII)は分子量 700 kD にも
及ぶ巨大膜蛋白質複合体で, 光エネルギーを
利用して水分子を電子とプロトンと酸素分
子へと分解する機能を持つ唯一の酵素であ
る。この水分解反応の詳細なメカニズムの理
解は再生可能でクリーンなエネルギーを作
り出す人工光合成研究への応用に繋がると
期待されている。この PSII の結晶構造はこれ
までに 1.9 Å 分解能で構造解析され, その触
媒部分がゆがんだイス型の Mn4CaO5 クラス
ターの構造であることが分かっている。しか
し X 線結晶構造解析された触媒部分の構造
はこれまで報告されていた EXAFS を用いて
決定された Mn-Mn の距離と比べると 0.1～
0.2 Å 長くなっており, 放射光の X 線を用い
て決定した結晶構造は放射線による損傷の
影響をうけている可能性を否定できなかっ
た。特に Mn4CaO5クラスターの 5 つの酸素原
子のうち, O5 とよばれる酸素原子はそのまわ
りの Mn との結合距離がきわめて長く, この
ような長い結合距離が放射線による損傷に
由来するのか, あるいはこの酵素の本来の特
徴を示しているのかが不明で，水分解反応の
機構を考える上で大きな問題となっていた。 
 
２．研究の目的 
結晶構造決定には強力な X 線の照射が必須
であり, 程度の差こそあれ根本的に放射線損
傷を回避する事はできない。しかし近年, X
線自由電子レーザー(XFEL)の出現により放
射線損傷を解消することが可能となった。
XFELでは従来のシンクロトロンの10億倍も
の明るいX線を 1パルスとして試料に照射す
るので，照射位置の試料は破壊されてしまう
が，1 パルスの持続時間が数十フェムト秒で
あるため, ピコ秒単位で起こる放射線損傷に
よる構造変化が起こるまえに X 線回折デー
タを収集することが可能となり，損傷をうけ
ていない天然状態の構造を決定することが
できる。この方法はその特徴から“壊れる前に
回折を記録する”と呼ばれている。そこで本研
究では XFEL の超高輝度極端パルスを利用し
て放射線損傷の無い PSII の結晶構造を原子
分解能で決定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
PSIIの高分解能の結晶構造を得ることを目的
として，数百個にもおよぶ PSII の大型かつ同
型な結晶を調製し，SACLA を用いてクライ
オループ内に固定された凍結結晶による, フ
ェ ム ト 秒 回 転 結 晶 構 造 解 析 (Serial 
Femtosecond Rotational Crystallography, 
SF-ROX)を行った。XFEL の特性を活かした
無損傷構造解析の例としてはナノメーター
からマイクロメーターサイズの微結晶を用
いるシリアルフェムト秒結晶構造解析法 
(Serial Femtosecond Crystallography, SFX) が
よく知られているが，使用する結晶のサイズ
が小さいため，結晶格子のサイズが 8 MÅ3に

およぶ PSII のような巨大な膜タンパク質で
は，SFX を適用した場合の回折分解能に限界
がある。また，特に膜タンパク質やその複合
体について多くの場合，微結晶の析出条件が
最適ではなく，大きい結晶に比べ回折分解能
が低いという問題がある。今回我々が採用し
た，大型の結晶 (1.2×0.5×0.2 mm)を用いた
SF-ROX の最大の特長は，高分解能を与える
PSII の大型結晶を使用し，かつ回折に寄与す
る結晶の体積を大きくすることにより回折
分解能を確保し，さらに振動領域の連続した
一連の静止回折写真を取得することにより
既存の構造解析の手法の適用が可能なとこ
ろにある。回折データが無損傷であることを
担保するため，XFEL パルスを照射するごと
に照射位置を 50 µm以上離して放射線損傷の
及んでいない場所へ結晶を移動させながら，
0.2º ずつ回転させて連続静止回折写真を取得
することにより，回折データを収集した。 
 
４．研究成果 
PSII の反応開始状態における無損傷構造を
1.95 Å 分解能で決定する事に成功した。全て
の Mn-Mn の距離が放射光で決定された構造
と比べて 0.1–0.2 Å ずつ短くなっており, OEC
内の Mn-Mn, Mn-O の距離は EPR や理論計算
で報告されていた結果とも良く一致してい
たため, 正確に触媒部分の構造を決定するこ
とができたことが示唆された(図 1)。 

図 1 XFEL により決定した放射線損傷の無い
PSII の結晶構造 
 
この構造に基づいて水分解反応の開始状

態では酸素発生中心を構成する Mn の価数は
Mn1 が+3, Mn2 が+4, Mn3 が+4, Mn4 が+3 で
あること, 水分解反応における基質分子 O5
の化学種は OH-である可能性が高いことがわ
かった。 



O5 原子が特殊な位置にあり，その化学種
が OH－である可能性が高いことが示唆され
たので，O5 が酸素分子の形成に必要な基質
の一つを提供していることが考えられた。こ
れらの知見から水分解反応の機構を提唱し
た(図 2)。これらの成果は水分解反応機構の一
端を明らかにしただけでなく, 水分解反応が
可能な人工触媒をデザインするための重要
な一歩にもなりうると考えられる。 

 
図 2 放射線損傷の無い PSII の結晶構造に基
づいた S1状態から S2状態への構造変化 
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