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研究成果の概要（和文）：酸素発生光合成生物に普遍的な水分解反応の触媒部位であるマンガンクラスターは5つの反
応中間状態を持つ。各反応において電子、プロトン、酸素分子が放出される。本研究は、水分解反応によるプロトン放
出機構の解明を目的とし、Yzを経由する水素結合ネットワーク上のD1-Asn298に変異導入し、精製した光化学系IIを用
いて赤外分光解析した。その結果、このネットワークがS2→S3およびS3→S0遷移においてプロトン移動経路として機能
していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Photosynthetic water oxidation proceeds through five intermediates, which results 
in the release of four electrons, four protons, and one O2 molecule by splitting two water molecules. To 
examine the role of the YZ network in water oxidation, we analyzed a site-directed mutant of D1-N298A 
using Fourier transformed infrared (FTIR) spectroscopy. FTIR analysis showed that the D1-N298A mutation 
decreased the efficiency of the S2 → S3 transition and virtually blocked the S3 → S0 transition, 
indicating that the hydrogen-bond network around YZ is employed as a proton transfer pathway during the 
S2 → S3 and S3 → S0 transitions.

研究分野：植物分子・生理科学
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１．研究開始当初の背景 
チラコイド膜内に存在する光化学系 II複
合体（PSII）は、マンガンクラスターを活性
中心とし、水分解反応を行う。この反応は 5
つの中間状態の光誘起サイクル（S状態サイ
クル）によって進み、結果として、二分子の
水は一分子の酸素と4つの電子およびプロト
ンに分解される。マンガンクラスターは、4
つの Mn イオン、１つの Ca2+イオン、および 5
つの酸素原子から構成されており、周辺には
水分子やアミノ酸が配位している。しかし、
結晶構造解析では PSII の静的な情報しか含
んでおらず、詳細な水分解反応機構、特に各
反応中間状態におけるマンガンクラスター
周辺の詳細な構造変化やプロトン放出経路
など、水分解反応の根幹をなすメカニズムは
未だ明らかとなっていない。 
 
２．研究の目的 
（１）PSII の水分解反応に重要だと予想され
ているアミノ酸に部位特異的変異を導入し、
各 S状態遷移におけるタンパク質の構造・水
素結合相互作用・反応中心クロロフィルの電
子構造に及ぼす影響を赤外分光法により明
らかにすることを目的とする。 
（２）マンガンクラスターの安定化に寄与す
る表在性タンパク質が、各 S状態遷移におい
て PSII 膜タンパク質の構造にどのような影
響を及ぼすか赤外分光法により明らかにす
ることを目的とする。 

 
３．研究の方法 
（１）Synechocystis sp. PCC 6803 に部位特
異的変異を導入し、得られた変異体から PSII
を精製した。細胞や調製した試料を用いて熱
発光および遅延発光測定や光誘起フーリエ
変換赤外（FTIR）分光測定を行った。 
（２）Thermosynechococcus elongatus から
PSII と表在性タンパク質を精製した。表在性
タンパク質を種々の組み合わせで再構成し、
FTIR 測定した。 

 
４．研究成果  
（１）部特異的変異体の赤外分光解析 
（a）光合成水分解反応で生じるプロトン移
動経路の特定 
酸化還元活性を持つチロシン Z（YZ）の近
傍に位置するD1-N298に水素結合相互作用が
切断されるような部位特異的変異を導入す
ることにより、YZを経由する水素結合ネット
ワーク（YZ経路）がプロトン移動経路として
機能しているか調べた。変異体細胞を用いて
遅延発光測定した結果、D1-N298A 変異体では
水分解反応由来の４閃光周期のオシレーシ
ョンが観測されなかった。精製した PSII を
用いて FTIR 測定した結果、D1-N298A 変異体
ではS1→S2遷移におけるタンパク質の大きな
構造変化が観測された。また、S2→S3遷移効
率の低下、S3以降の反応阻害が観測された（図

１）。このことは、YZ周辺の水素結合相互作用
が S 状態遷移に関与することを示している。
さらに、D1-N298A 変異体では水素結合相互作
用の変化も観測された。このことは、
D1-N298A 変異が YZ経路の構造変化を引き起
こすことを示している。これらの結果は、YZ
を経由する水素結合ネットワークがS2→S3お
よびS3→S0遷移においてプロトン移動経路と
して機能していることを示唆している。 

（b）PSII の電荷分離反応で生じる正電荷の
局在 
光エネルギーを利用し電荷分離反応を行
う反応中心クロロフィル P680 はクロロフィ
ルの二量体構造（PD1, PD2）をとる。PD1および
PD2 のどちらに正電荷が多く局在するかを明
らかにするために、P680 近傍に位置するアミ
ノ酸 D1-V157, D2-V156 に着目し、PD1 と
D1-V157HおよびPD2とD2-V156Hのそれぞれの
間に水素結合が形成されるよう変異導入し
た。まず、変異体細胞を用いて熱発光測定し
た結果、D1-V157H 変異体でのみ熱発光グロー
カーブのピーク温度が高温側にシフトした。
このことは、D1-V157H 変異により PD1の酸化
還元電位が増加したことを示している。次に
PSII を精製し、FTIR 測定した。D1-V157H お
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よび D2-V156H 変異体の FTIR スペクトルから、
PD1および PD2由来のバンドをアサインするこ
とができた（図２）。さらに、FTIR バンドの
波数シフトから、P680 の正電荷のほとんどが
PD1に局在していることが明らかとなった。 
（c）PSII で生じるクロロフィル励起三重項
状態の局在 
PSII に過剰な光エネルギーが照射される
とクロロフィルの励起三重項状態が形成さ
れる。ChlD1および ChlD2のどちらに励起三重
項状態が局在するかを明らかにするために、
水分子を介して ChlD1と水素結合しているア
ミノ酸 D2-H197 に変異導入し、精製した PSII
を試料とし FTIR 測定した。その結果、励起
三重項状態が ChlD1に局在していることが明
らかとなった。 
（２）シアノバクテリア PSII に結合した表
在性タンパク質の役割 
Thermosynechococcus elongatus の PSII
を用いて、S1→S2遷移における個々の表在性
タンパク質（PsbO, PsbV, PsbU）の膜タンパ
ク質に及ぼす影響を FTIR 解析した。図３に
示すように、すべての表在性タンパク質を除
去（－OVU）すると S1→S2遷移特有の FTIR 差
スペクトルが得られなかった。同様のスペク
トルがPsbV再構成試料で得られたが、一方、
PsbO 再構成試料では S1→S2遷移特有の FTIR
差スペクトルがある程度観測された。このこ
とは、PsbO がマンガンクラスターの安定化に
主に寄与していることを示している。
PsbO/PsbV を再構成することによりさらなる
スペクトルの回復がみられ、PsbO/PsbV/PsbU
の全てを再構成することにより元のスペク
トルと一致した。これらの結果により、表在
性タンパク質 PsbO, PsbV, PsbU のそれぞれ
がマンガンクラスター周辺の構造変化に寄
与することが明らかとなった（図３）。この
ことは植物や紅藻の結果と異なるため、表在
性タンパク質の機能が生物種により異なる
ことを示唆している。 
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