
光合成水分解・酸素発生を可能にする光化学系IIの原子構造‡

岡山大学大学院自然科学研究科
沈　建仁*

1. はじめに
　酸素発生型光合成において、光化学 II (Photosystem 

II, PSII) における水分解・酸素発生反応の機構は最大
で最後の謎と言っても過言ではない。なぜなら、水
は地球上豊富にある極めて安定な物質であるが、PSII

ではいとも簡単に分解されており、その仕組みについ
てはこれまで世界中で数十年間研究されてきたにも拘
わらず、未だ明らかとなっていないからである。しか
し、PSIIによる水分解反応が生物の進化や地球環境の
維持にも極めて重要であることはいうまでもない。
水の分解によって生じる電子は、チトクロムb6/ f複合
体、PSIを経由してNADP+の還元に用いられ、また、
プロトンはチラコイド膜のルーメン側に蓄積して、膜
を隔てたプロトン濃度勾配の形成に貢献することに
よってATP合成の駆動力を供給する。何よりも、光合
成にとって不要な副産物である酸素は、地球上の好
気的生物の生存を可能にし、オゾン層の形成・維持
に不可欠である。今日、藻類や植物による光合成で
産出される酸素の量は年間2600億トンと見積もられて
おり、約4600年で大気中の酸素が1回入れ替わること
になる。これは言い換えれば、もしPSIIによる水分解
反応が止まり、酸素が産出されなければ、大気中の
酸素は4600年で好気生物によって使い果たされること
になる。人間などは現在の21%の酸素濃度が1/4―1/5

低下すると、生活が困難になってくるため、PSIIによ
る水分解反応が止まれば、人類文明は1 0 0 0年と維持
できなくなるであろう。
　PSIIにおける水分解・酸素発生反応の機構を解明す
るため、これまで多くの生化学、生物物理学、分子
生物学的手法を用いた研究が展開され、膨大な知見
が蓄積されてきた。この反応の直接の触媒中心は４つ
のMnと１つのCaからなるMn4Caクラスターであり、
それがKokサイクルと呼ばれる4周期サイクル（図1）

を経て、2分子の水を1分子の酸素、4つのプロトンと
4つの電子に分解することが分かっている。K o kサイ
クル (S状態遷移) における各遷移状態は、S4を除いて
すべて実験的に捕捉できるようになった。そのう
ち、暗黒で安定に存在するのはS1状態であり、一定時
間（数分―数十分）暗順応したチラコイド膜やPSII試
料では、S0 : S1 = 0.25 : 0.75の比率で存在するが、さら
に長時間（数時間―1日）暗順応した試料では、ほぼ
100% S1状態になる。これは、YDと呼ばれる、反応中
心タンパク質の一つであるD 2サブユニットに結合し
ているチロシン残基 Tyr160により、S0状態のMn4Caク
ラスターが酸化されるからである1)。

2. PSIIの結晶化
　これまでの膨大な研究にも拘わらず、Mn4Caクラス
ターの詳細な構造は長い間不明であり、そのため、
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図1　酸素発生反応のKokサイクルモデル。
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水分解・酸素発生反応の機構は未だ解明されていな
い。その最大の原因は、PSIIが巨大な膜タンパク質複
合体であり、その高分解能結晶化が困難であったこ
とである。PSIIの構成サブユニットは原核生物のシア
ノバクテリアと真核の藻類、高等植物の間で若干の違
いがあるが、その中心部分やMn4Caクラスターの周辺
は高度に保存されている。これまで構造解析が行われ
たシアノバクテリア由来のPSIIは17種の膜貫通サブユ
ニットと3種の膜表在性（親水性）サブユニットを含
み、これ以外に3 5分子のクロロフィル、カロテノイ
ド、プラストキノン、ヘム、非ヘム鉄、Mn, Ca, Clな
ど多数の補欠因子を持ち、総分子量が 350 kDa に及ぶ
複合体であり、さらに二量体として存在している。こ
のような巨大膜タンパク質複合体の構造を解析するに
は、Ｘ線結晶構造解析法より他に方法がないが、そ
のためには、まず良質な結晶を得ることが必要不可
欠である。
　PSIIを結晶化するため、筆者は1990年にその精製に
着手した。結晶化には、室温で高い安定性を持つPSII

が望ましいが、それまでのPSIIに関する研究は、高等
植物を材料として用いたのがほとんどであった。しか
し、植物から精製したPSIIコア標品（アンテナタンパ
ク質を除いた、酸素発生能を持つPSIIの最小単位）は
不安定で、常温ですぐに失活してしまうという欠点が

あった。この主な原因は、酸素発生活性の維持に必
要な3つの表在性タンパク質 PsbO, PsbP, PsbQ が PSII

への結合が弱く、精製の段階で脱落しやすい ( P s b P, 

P s b Q )ためであった2 )。常温性のシアノバクテリア
Synechocystis sp. PCC 6803を用いた研究も盛んに行わ
れていたが、このシアノバクテリアからは酸素発生活
性を保持したP S I Iコア標品の精製すらほとんどでき
ず、PSIIに関する研究は主に遺伝子操作技術で特定の
アミノ酸を改変した変異株の細胞、あるいはチラコ
イド膜を用いたものであった。結晶化に適した、安
定なPSIIコア標品を得るには、好熱性シアノバクテリ
アが有望であると考えられたので、当時入った理化学
研究所太陽光エネルギー研究グループの主任研究員井
上頼直さんに言われて、好熱性シアノバクテリア
Thermosynechococcus vulcanusを用いてPSIIの精製を始
めた。このシアノバクテリア及びそれに近縁の T . 

elongatusからPSIIを精製した報告は以前にあったが、
得られたPSIIの活性は高等植物のものとほぼ同じ1000 

μmoles O2/mg Chl/hr程度で、表在性タンパク質として
はPsbOのみが結合しており、高等植物のPsbP, PsbQに
対応するものがないとされていた3)。しかし、精製途
中の粗PSII標品は3000 μmoles O2/mg Chl/hrを超える活
性を示していたので、純化したPSIIコア標品の活性が
なぜそれより著しく低かったかという謎があった。
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図2　PSIIにおける電子伝達成分の配置。
各補欠因子間の距離は1.9 Å分解能で解析された構造中の分子のセンター―センター間の距離を
示している。



さらに、得られたコア標品にはまだ侠雑物と思われ
るバンドが数個あり、結晶化には適していなかった。
筆者はより高純度で安定な標品を得るため、精製方
法を改良した 4 )。その結果、酸素発生活性が 3 0 0 0 

μmoles O2/mg Chl/hrを超える高純度のPSIIコア標品を
得ることに成功した。興味深いことに、得られた標
品には新しいタンパク質が2つ含まれ、その後の研究
によって、表在性タンパク質の PsbU (12 kDa) と 

PsbV (チトクロムc550) であることが分かった5-7)。
　T. vulcanusから精製したPSII標品を用いて結晶化を
始めたが、経験不足もありＸ線回折能を持つ結晶を
得るには至らなかった。1 9 9 4年の光合成ゴードン会
議に結晶らしきかたまりをポスターで発表した時、
WittやBarberがそれを見て、その後すぐにT. elongatus

からP S I Iの精製、結晶化に着手した。結局、Wi t tグ
ループのZ o u n iらがP S I Iの結晶化に最初に成功し、
2001年に3.8 Å分解能の構造をいち早く報告した8)。筆
者らは2003年にT. vulcanusからのPSII構造を3.7 Å分解
能で報告し9 )、さらにB a r b e rグループは2 0 0 4年にT. 

elongatus由来PSII構造を3.5 Å分解能で報告した10)。そ
の後Z o u n iらは結晶の分解能を少しずつ向上させ、
2009年に2.9 Å分解能の構造を報告した11)。これらの
構造解析により、PSIIを構成する20サブユニットすべ
ての配置、35クロロフィル分子や10個程度のカロテノ
イド、2つのプラストキノン(QA, QB)、2つのヘム鉄(チ
トクロムb559, チトクロムc550）、非ヘム鉄、20個以上
の脂質などの配置が示され、PSII電子伝達鎖の構成成
分間の相対位置関係がだいたい明らかとなった    

（図2）。しかし、これまで最高の 2.9  Å 分解能で
は、Mn4Caクラスターの構造を解明するには不十分で
あった。4つのMnと1つのCaイオンが存在することは
分かっていたが、得られた電子密度図ではこれらの
原子を示すものが一つのかたまりとなっており、一
つのサッカーボール中に5つの金属イオンを配置しよ
うとするようなもので、それぞれの金属イオンの位置
を決定することはできなかった。さらに金属イオン
間をつないでいる酸素原子（オキソ酸素）、あるい
は基質として存在するであろう水分子に対応する電子
密度は全く見えなかった。また、Mn4Caクラスターの
アミノ酸配位子もすべて確定されたとは言えず、各グ
ループ間で異なった配位パターンが報告されていた。
　PSII結晶の分解能を向上させるため、筆者の研究室
ではT. vulcanus PSIIを用いて標品の純度や結晶化条件

の改善を続け、2008年までに2.9―3.0 Å分解能の結晶
を得ていた。しかし、これより高分解能を与える結
晶を得るには標品の純度や結晶化条件の抜本的改善
が必要であった。これらの改善を続けた結果、2 0 0 9

年夏の終わりに、当時大学院生であった川上君が実
験室のＸ線装置を用いて 2.5―2.6 Å 分解能の回折ス
ポットを与える結晶を得ることに成功した。この結
晶はこれまで得た結晶と明らかに異なり、構造解析
で大きな問題となる回折パターンの異方性や3.0―3.5 

Å付近で見られる、不規則的な分子の配列に由来する
と思われるdiffuse scatteringが極めて小さかった。この
回折パターンを見た時、SPring-8のＸ線を用いればさ
らに分解能の高い回折データを取得することができ
ることを知っていたので、これまでの最高分解能であ
る2.9―3.0 Åの壁を大きく突破したことを感じた。そ
の後細かい改善を加え、 2 0 0 9年 1 1月の終わりに
SPring-8で1.9 Å分解能の回折データを収集し、さらに
約1年間大阪市立大学神谷さんの研究室で構造解析を
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図3　A. チラコイド膜の側面から見た1.9 Å分解能における
PSII二量体の全体構造。B. タンパク質を除いた水分子の分
布。
真ん中の線は2回対称軸で、2つの単量体を分けている。赤
い丸はMn4CaO5クラスターの位置を、青色のボールは水分
子を示している。



行ってもらい、最終構造を得た。この構造を報告す
る論文を発表したのが本年なので12, 13)、結晶化を目指
して好熱性シアノバクテリアからPSIIの精製に着手し
てから21年目ということになる。

3. PSIIの全体構造
　1.9 Å 分解能で解析された PSII 構造の最大の特徴の
一つは、多くの水分子が見つかったことである（図
3）。最終的に決定された構造では、PSII二量体あた
りに2 7 9 5個の水分子が同定できた。同じ結晶を用い
て、1.75 Å のＸ線波長で収集したデータを用いて解析
された2.5 Å分解能の構造では、二量体あたり862分子
の水しか見つからなかったことからも12)、水分子の同
定に高い分解能がいかに重要かが分かる。
　PSIIに結合している水のほとんどは、チラコイド膜
のストロマ表面とルーメン表面という2つの層に分布
しており、膜貫通領域にはわずかな水しか結合してい
ない(図3B）。これは膜タンパク質の一般的な特徴と
もいえるが、PSIIではルーメン側により大きな親水性
領域があり、より多くの水分子が分布している。これ
らの水分子は、膜表面から突き出ているD1, D2, CP47, 

CP43の親水性ループや3つの表在性タンパク質の中に
多く存在し、ルーメン側に大きな親水性領域が存在す
ることと対応している。後で述べるが、これらの水分
子のうち、Mn4Caクラスターの配位子や水素結合ネッ
トワークの形成に参加しているものもあり、P S I Iに
とって重要な機能の一部を担っている。
　膜貫通領域は疎水性であり、水はほとんど存在し
ないとされていたが、PSIIの膜貫通領域にはいくつか
の水分子が存在し、それらのほとんどはクロロフィル
の配位子、あるいはその水素結合相手として働いてい

る。クロロフィルのポルフィリン環の中央にあるM g

は通常、Hisなどのアミノ酸によって配位されるが、
PSIIにある35分子のクロロフィルのうち、7つは直接
の配位アミノ酸を持っておらず、代わりに水がM gに
配位している（図4）。これらのクロロフィルには、
直接の水配位子以外に、さらに 2つの水が近傍にあ
り、水素結合を形成している。つまり、アミノ酸配位
子を持っていないクロロフィル1個あたりに、3つの水
分子が存在することになり、これらは膜貫通領域で
見つかった水のほとんどを占めている。

4. Mn4CaO5クラスターの構造
　Mn4Caクラスターは、これまで詳細な構造が不明で
あったため、Mn4CaOXクラスターとも書かれていた。
1.9 Å分解能では、Mn, Caイオンの電子密度がはっき
り分かれており、それぞれの金属イオンの位置、及び
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図4　水を配位子とする2つのクロロフィルの例。
反応中心にある「アクセサリー」クロロフィルChlD1, ChlD2

を示した。赤のボールはMg, 青のボールは水分子である。

図5　A.Mn4CaO5クラスターの構造と各原子間の距離(Å)。
W1―W4は水分子。B.ゆがんだ椅子型の形がよりはっきり
見えるようにAの構造を回転したもの。



それらの間の距離をはっきりと決定することができ
た12,13)。さらに金属イオン間をつないでいるオキソ酸
素に対応する電子密度もはっきり確認することがで
き、4つのMn, 1つのCaをつないでいるのが5つの酸素
原子で、全体がMn4CaO5という化学式であることが初
めて分かった(図5）。
　解析されたMn 4CaO 5クラスター構造の最大の特徴
は、ゆがんだ椅子型であるということが言える。こ
のうち、3つのMn, 1つのCa, 4つのオキソ酸素が歪ん
だキュバン型のイスの座部を作り、4つ目のMnはキュ
バンの外側にあり、オキソ酸素を通してキュバンとつ
ながっている。
　このようなゆがんだ形を作り出している要因は２つ
あり、１つはM n―O間とC a―O間の結合距離の違
い、もうひとつは5つのオキソ酸素の間で、金属イオ
ンとの結合距離に違いがあることである。M n―Oの
典型的な結合距離は 1.8―2.1 Åであるが、それに対し
て、Ca-O間の結合距離は 2.3―2.5 Åと明らかに長い。
キュバンの中で、金属イオンは3つのMnと1つのCaで
あるため、オキソ酸素との結合距離に違いが生じて
いた。また、5つのオキソ酸素のうち、O 1―O 4に比
べて、O5とMn、あるいはO5とCaとの結合距離が明ら
かに長くなっていた。例えば、O5―Mn3の距離は2.4 

Åで、O5―Mn1, O5―Mn4の距離はそれぞれ2.6 Å, 2.5 

Åであった。これらの距離は、無機M n化合物と比較
すると考えられないほど長く、結合していないことす
ら示唆している。さらにO5―Caの距離も2.7 Åで他の
O―Ca間距離より長い。このことは、５つのオキソ酸
素のうち、特にO 5は周りの金属イオンとの結合が弱
くて切れやすい、言い換えれば、O 5が高い反応性を
有していることを示唆している。
　Mn4CaO5クラスターの構造が非対称で「ゆがんでい
る」ことは、水分解反応の触媒機構を考える上で重
要な意味を持っているかもしれない。水分解の触媒
として働くためには、それ自身が反応の過程で構造変
化を行い、基質である水の分解に伴い構造が元に戻
るという構造上の「柔軟性」を備え持つ必要があ
る。実際、水分解のS-stateサイクルでは、Mn4CaO5ク
ラスターの構造が変化することが分光学的手法で検
出されている。Mn4CaO5クラスターがもし対称的で規
則正しい構造を形成していれば、反応に伴う構造の変
化が容易ではなく、触媒活性が発揮できないかもし
れない。これは、水分解の人工触媒を合成する上で

も重要な意味を持っており、触媒活性を持つ人工触
媒を得るには、非均一触媒 (heterogeneous catalysisあ
るいはasymmetric catalysis) の原理を応用した非対称
構造を持つ化合物を見つけることが重要かもしれな
い。
　Mn4CaO5クラスターには、4つの水分子が配位して
おり、そのうち、2つはキュバンの外側にあるMn4に
(W1, W2)、残りの2つはCaに結合している。このこと
は、これら水分子のうちの1つまたは2つは水分解の
基質として働いていることを示唆している。上に述べ
たように、O 5が反応部位の一部を形成している可能
性が高いことを考えると、O―O結合が形成されるの
は、O 5付近である可能性が高い。4つの配位水のう
ち、Mn4に結合しているW2とCaに結合しているW3は
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図6　A. Mn4CaO5クラスターの配位構造。B. 直接の配位子
以外に、Mn4CaO5クラスターに水素結合を形成する3つの残
基 (CP43-R357, D1-D61, D1-H337) の構造。



O 5と最も近く、それぞれO 5と水素結合距離内にあ
る。従って、O5, W2, W3のうちのどれか2つの分子種
が水分解の基質として働き、O―O結合を作っている
ことが示唆された。
　オキソ酸素と水以外に、７つのアミノ酸がMn4CaO5

クラスターの配位子として働いていることが分かった
（図6A）。そのうち、6つがカルボキシル基で、1つ
のみがHis残基であった。カルボキシル基のうち、一
つのみがCP43由来のGlu354で、他はすべてD1サブユ
ニットのものであった（D1-Asp170, Glu189, Glu333, 

Asp342, 及びC末端であるAla344）。そしてHis残基も
D1由来のHis332であった。His残基はMnと1本の結合
を作っているが、カルボキシル基のうち、D1-Asp189

以外はすべてそれぞれ２つの金属イオンにブリッジす
る形で2本の結合 (bi-dendate結合) を作っている。その
結果、すべてのMnには6つの配位子、そしてCaには7

つの配位子が存在していることになる。
　高分解能で同定された配位子のうち、これまで報
告された配位子構造と明らかに異なる点が2つある。
一つはD1-Asp170で、以前の構造ではMn4にのみ結合
しており、C aには配位していなかったが、新しい構
造ではMn4とCaの両方に配位していた。もうひとつは
D1-Glu189に関するもので、従来Mn1とCaの両方に配
位していたのに対して、新しい構造ではMn1のみに配
位していた。新しい構造では、4つのMnと1つのCaの
配位子が飽和していたので、これ以外の配位パターン
は考えられない。
　以上に述べた直接の配位子以外に、Mn4CaO5クラス
ターのオキソ酸素に直接、あるいは間接的に水素結
合しているアミノ酸残基が 3 つある。このうち、
CP43-Arg357はオキソ酸素のO2とO4に、D1-His337は
O3に直接水素結合し、D1-Asp61は水分子を通してO4

に水素結合でつながっている（図6 B）。これらの水
素結合は、オキソ酸素をクラスターの外側に向かって
引きだし、金属イオンであるMnやCaとの結合が強く
なりすぎないようにする役割を持っているかもしれ
ない。このような水素結合が存在しない場合、
Mn―O, 及びCa―Oの結合が強くなり、典型的な無機
化合物で見られるような結合距離となり、構造が
「硬く」安定的なものになるかも知れない。このよ
うな「硬い」構造は触媒に求められる構造変化能を
持つことが難しく、従って触媒活性が失われることが
予想される。実際に、CP47-Arg357, D1-Asp61, D1-

His337のうち、どれか一つを改変した変異株ではPSII

の活性が大きく損なわれる、あるいは失われること
が知られている。

5. 水素結合ネットワーク
　水分解反応において、2分子の水が分解される時、4

つのプロトンが放出されることになる。Mn4CaO5クラ
スターはチラコイド膜の表面に存在し、大きな親水
性タンパク質領域に覆われているので、放出されたプ
ロトンが反応部位に留まると、局所的なp Hが急激に
低下し、活性部位を破壊してしまう可能性が高い。こ
のため、プロトンは素早く複合体表面、ルーメン側の
バルク溶液に排出される必要がある。これまでの構
造では水分子が見えなかったので、水とアミノ酸残基
から構成される水素結合ネットワークが特定できず、
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図7　A．Mn4CaO5クラスターからYZを経由した水素結合
ネットワーク。B. Mn4CaO5クラスターからD1-D61, Cl-1を経
由した水素結合ネットワーク。
両方の図において薄緑色で表した部分は、ルーメン側表面の
溶液領域を表している。



プロトンの排出はタンパク質の中を通る間隙である
チャンネルの形で議論されていた14-16)。しかし、プロ
トンは水素結合ネットワーク上を脱プロトン化とプ
ロトン化のリレーの形で初めて効率的に輸送される
ので、水分解の活性部位であるMn4CaO5クラスターか
ら複合体のルーメン側表面までをつなぐ水素結合ネッ
トワークの存在が必要であった。このような水素結
合ネットワークは、1.9 Å 分解能の構造で初めて同定
可能となった。その結果、複数個の水素結合ネット
ワークが見つかり、そのうちの典型的なものを2つ下
に紹介する。
　水素結合ネットワークの１つはYZと呼ばれる、D1-

Tyr161残基を経由したものである。YZはPSIIの反応中
心であるP680に電子を渡し、その代わりにMn4CaO5

クラスターから電子を奪い取る役割を持っている重要
な電子伝達体であるが、水分解に伴うプロトンの排
出にも関わっていることが以前から示唆されていた17, 

18 )。高分解能構造において、YZはCaに結合している
水W4と直接、またはW3、さらにMn4に結合している
W1, W2とは別の水を経由して間接的に水素結合でつ
ながっている（図7A）。一方、Mn4CaO5クラスター
の反対側でYZはD1-His190と水素結合し、D1-His190

はさらにD1-Asn298や他のいくつかの荷電/親水性アミ
ノ酸、及び水分子と水素結合ネットワークを形成
し、このネットワークは最終的にPsbVのC-末端に近
いPsbV-Lys129残基を経てルーメン側の溶液に出てい
る。従って、プロトンはこのネットワークを経由して
Mn4CaO5クラスターからルーメン側溶液に排出される
可能性がある。このネットワークは、Y Zの電子伝達
活性と連動していることから、PCET (proton-coupled 

electron transfer）パスとも呼ばれている。しかし、最
近の研究でこのパスがプロトンの排出に働いていな
いことも報告されており、この経路が実際に機能して
いるかどうかはさらなる研究を待たなければならな
い。
　高分解能構造で見つかった典型的な水素結合ネッ
トワークの2つ目の例は、Mn4に結合している水分子
の一つであるW2を起点として、D1-Asp61, Cl-1、及び
いくつかの荷電 /親水性アミノ酸、水分子によって構
成され、最終的にルーメン側溶液に出ている（図
7B）。このうち、Cl-1はMn4CaO5クラスターの近傍に
見つかった2つの塩素結合部位のうちの一つで19,20)、
これを通したプロトンチャンネルは以前の構造で示

唆されていたが、水素結合ネットワークが形成されて
いることは高分解能構造で初めて明らかになった。
Cl-1はMn4CaO5クラスターからの水素結合ネットワー
クの起点に近い位置にあり、プロトンチャンネルの
構造維持に役立っているかも知れない。

6. 今後の展望
　PSIIと同程度の巨大膜タンパク質複合体の中で、1.9 

Å分解能はこれまで解析された構造の中で最高のもの
である。これによってMn4CaO5クラスターの詳細な構
造、水分子の存在位置、水素結合ネットワークなど
多くの新しい知見が得られ、水分解・酸素発生の反
応部位についても重要な情報が得られた。しかし、
解析された構造は主に暗黒で安定なS1状態のものであ
り、この構造のみから水分解の反応機構を決定する
ことは困難である。O―O結合の形成についても、少
なくとも3つの可能性、すなわち、O5―W2, O5―W3, 

W2―W3が残されている。今後はS状態遷移に伴う中
間状態、少なくともS2, S3状態の構造を解明する必要
がある。また、プロトンチャンネル、水チャンネルを
明確に同定するには、各水素結合ネットワークを構
成しているアミノ酸残基を改変し、得られた変異株の
構造・機能解析を行う必要がある。さらに酸素チャ
ンネルの同定も必要であるが、これは疎水性チャン
ネルの可能性が高く、酸素に近い性質を持つ不活性
化ガスを導入した結晶構造解析を行う必要がある。
そしてPSIIの多くの構成サブユニット、特に 10 kDa 

以下の低分子量サブユニットの機能を解明するため、
それぞれの欠失変異体の構造・機能解析を行い、サ
ブユニットの欠失により引き起こされる構造変化を明
らかにする必要がある。このようなPSIIの構造・機能
解析には、Ｘ線結晶構造解析だけでなく、微小な変
化を検出できる振動分光法21, 22)を中心とした物理的測
定法や理論計算を活用することが重要である。

　なお、本稿で述べた筆者らの研究は、神谷信夫、
梅名泰史、川上恵典諸博士との共同研究であること
を附記しておく。
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