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1. はじめに
光合成反応では、太陽光の光エネルギーを生物が

利用しやすい電気化学エネルギーに変換する。この
過程は、生体膜中の光合成反応中心蛋白質で行われ
る。シアノバクテリアから高等植物では、Photosystem 

II（PSII）とPhotosystem I（PSI）の二つの反応中心蛋
白質が共役して行う(図1)。PSIIの反応中心ではクロロ
フィル（Chl）二量体が一対(PSIIではP680)、その近傍
に単量体のChl  (アクセサリーChl) 1対、フェオフィチ
ン(Pheo)1対、キノン（Q）1対、そして非ヘム鉄が存
在する。これらは、Chl二量体の中点と非ヘム鉄を結
ぶ疑似 C2 対称軸に配置されているため、二つの電子

移動経路が存在するように見える。しかし、実際の
電子移動は、一方の電子移動経路 (PSII：D1)でのみ観
測され、もう一方の電子移動経路（PSII：D2）は不
活性である。PSIでも同様なコファクター配置が見受
けられる（例えばP700と呼ばれるChl二量体を持つ）
が、Pheoの代わりにChl、非ヘム鉄の代わりに3つの
鉄・硫黄クラスターが存在する。さらに、疑似 C2 対
称軸に対して存在する二つの電子移動経路共に電子移
動活性がある1)。なお、PSIIのP680はPD1とPD2、PSIの
P700はPAとPB、と呼ばれるChl単量体のペアである。
（D1 / D2、A / B、は、各々のChl単量体が存在する蛋
白質サブユニット名である。）
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解説

図1 PSI（右）、PSII（左）の光合成反応中心における酸化還元活性コファクターの配置および電子移動経
路（赤矢印）。
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私たちは、蛋白質立体構造を理論化学的手法で解
析することにより、「蛋白質の構造と機能の関係」
を明らかにすべく研究を行っている。ここでは、最新
のPSII高分解能（1.9 Å）結晶構造2)をもとにPSIIを解
析することで明らかになった、「P S I I蛋白質環境が
PD1 / PD2 クロロフィルのエナジェティクスに与える影
響」について述べる。

2. PSIIおよびPSI反応中心における実験的手法に
よるクロロフィルの正電荷分布測定
　PSIIにおける水分解反応は、反応中心に存在するク
ロロフィルP 6 8 0における光励起・電荷分離反応に
よって開始される。電荷分離反応では電子がPheoから
Qへと流れていくのに対し、正電荷はクロロフィル
上、特にPD1/PD2のクロロフィル2量体上に分布する。
ENDOR測定によるとspinach PSIIでは（PD1, PD2を区別
はしていないが）PD1もしくはPD2のいずれかに82 %の
スピンが局在化する3)。後の Synechocystis  6803 PSII 

coreにおける吸収スペクトルによる解析では、大部分
の正電荷はP D 1側に存在することが示唆された4 )。以
上の二つの解析結果を勘案すれば、PD1、PD2における
電荷（スピン）分布は、PD1•+/PD2•+ = ~80 / 20のように
帰属できるだろう4)（注；ここではスピンと電荷の分
布は、ほぼ同義であると見なして良い）。FTIRによ
る Thermosynechococcus elongatus の PSII core におけ
る解析でも同様にPD1もしくはPD2のいずれかに70-80%

の正電荷がある、との結論が得られている5)（P680+/

P680のFTIRスペクトルに関しては文献6)も参照）。
これに対し、PSIにおけるP700光励起後のスピン分

布比は、PA/ PB = 15 / 85 ~ 25 / 75 (3, 7, 8)となってい
る。FTIRでは、電荷分布比PA•+/PB•+ =  33/ 67 ~ 50/50 と
決定されている9)。

3. PSII反応中心クロロフィル上の正電荷分布の
解析
　P S I IとP S Iの電子移動の様子は大きく異なるため
（図1）、電子移動のエナジェティクスの違いを議論
するためにも、正電荷のPD1 / PD2、PA / PB上での分布
のエナジェティクスは明らかにすべきである。しか
し、正電荷やスピンの分布比測定値そのものは以前
から知られているものの、そのような分布比である理
由や、蛋白質内の特定のアミノ酸残基やコファクター
からの寄与を明示した論文は皆無であった。

　私たちは最新の Thermosynechococcus vulcanus (T. 

vulcanus) 由来のPSII高分解能（1.9 Å）結晶構造2)の原
子配置において、quantum mechanical / molecular 

mechanical (QM / MM) approachを用い、結晶構造中の
全てのアミノ酸残基、コファクター存在下で、P D 1 / 

PD2クロロフィル2量体上における正電荷およびスピン
分布を計算した。その結果として、PSII全原子存在下
において、電荷分布比PD1•+ / PD2•+ = 77  / 23、スピン分
布比PD1 / PD2 =  81 / 19を得た10)。これらの値は、実験
的手法による測定値 3 , 4 )と良い一致を見せた。 T . 

vulcanus PSII のD1 / D2サブユニットのアミノ酸配列
は T. elongatus のそれと極めて近い。したがって、T. 

elongatus PSII core における FTIR 解析で見られた
70-80%の正電荷5,6)の正体は、今回の計算結果から、
「P D 1 • +である」と結論づけるのが妥当である。過去
の文献5)に指摘されているように、ここでも電荷分布
はスピン分布に比べて（わずかではあるが）両クロ
ロフィル分子間全体により非局在化している様子が見
て取れる。なお、私たちの計算では、PD1 / PD2クロロ
フィルを量子化学的に取り扱っている。従って、PSII

内の全アミノ酸残基やクロロフィル等のコファクター
のみならず、PD1, PD2の構造の影響（PD1 / PD2両クロロ
フィル分子間のビニル基、エチル基、フィトル鎖の配
向の違いによる影響2)）も当然、電荷分布への寄与と
して計算に取り込まれている（詳細は文献10)参照）。
　PSII蛋白質環境を全て取り払い、PD1 / PD2 だけが存
在する状態でQM / MM計算を行うと、電荷分布比　
PD1•+ / PD2•+ = 57 / 43となり、PD1•+ の割合が大幅に減少
した10)。つまり、PSII蛋白質環境からの相互作用がな
い場では正電荷は両クロロフィルにかなり均等に分布
する。従って、（PD1•+ / PD2•+ = 77 / 23のように）非対
称的に分布させる原因は、PSII蛋白質環境にあること
が実証された。具体的にPSII蛋白質のどの要素・部位
が　PD1 / PD2 に影響を与えるかを調べるため、私たち
は、D1 /　D2 サブユニットとそこに埋め込まれたコ
ファクターを残し、それ以外の原子をPSII蛋白質結晶
構造から全て除去することで「D1/D2 PSII」を作っ
た。得られたD1/D2 PSIIに対してQM / MM計算を行っ
た。D1/D2 PSIIでは、PD1•+ / PD2•+ =  72 / 28、スピン分
布比PD1 / PD2 = 76 / 24との結果を得た10)。依然として
電荷、スピン共に圧倒的にPD1側に局在化しているた
め、電荷・スピンの非対称分布の根源は　D1 /　D2

蛋白質にあることは確定的である。
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　なお、D1 /　D2 PSII　を作成するには、近接する
サブユニットCP43やCP47も除去する必要がある。し
かし、C P 4 3はM n 4 C a O 5のO原子と近接するC P 4 3 -

Arg357やMn原子のリガンドとなるCP43-Glu354をも
つため、現実の系でC P 4 3を取り除けば少なくとも
Mn4CaO5周辺の構造はintactなPSIIに比べて大きく変化
するのは間違いない。同時に、電荷のバランスも崩
れたりバルク溶液への露出度も変化するのでMn4CaO5

周辺の解離性アミノ酸残基のprotonation状態も大きく
変わるだろう。また、YD（D2-Tyr160）は水素結合
ネットワークを介してD 2 - A rg 2 9 4とつながっている
が、このArgはさらにCP47-Glu364とsalt-bridgeを形成
し、サブユニット間をつなぐ相互作用の一助となって
いる。CP47の除去は、YD周辺の水素結合ネットワー
クを乱すことになり、新たにバルク水に露出するこ
とになるD1 / D2蛋白質の表面構造は大きくリラック
スする（ゆるむ）はずである。残念ながら、これに
準じる蛋白質の結晶構造は現在のところ公開されてお
らず、起こりうる構造変化の詳細は不明である。私た
ちは、あくまでもintactなPSII内での相互作用を明ら
かにすることに興味があるので、「D1 /D2 PSII」作
成においても、intact PSIIと同じ原子座標・解離性残
基のprotonation状態を用いた。また、現実の系ではサ
ブユニット除去に伴いMn4CaO5の構造も不安定になる
ことが予想される。一方、私たちはサブユニット除去
における電荷分布比PD1•+ / PD2•+ への影響が何より知
りたかったため、CP43-Glu354とCP43-Arg357のCβ炭
素をメチル化してその側鎖部位を系に含めた（つまり
Mn4CaO5配位子場環境はintact PSIIと同じである）。
D1, D2, cytochrome b559, PsbIのみで構成されるRC 

complexのFTIR測定では、PD1•+ / PD2•+ ≈ 50  / 50である
ことがわかっている5,11)。おそらくRC complexでは上
述したような変化により、本来のintactなPSIIと異な
るPD1 / PD2 周辺環境を持つことが予想される。

4. PSII機能に重要といわれているD1/D2アミノ
酸残基こそ非対称電荷分布の根源
　D1 / D2 蛋白質のアミノ酸配列は比較的よく似てい
るが、明らかにアミノ酸ペアの性質が異なる箇所が
見受けられる。それらは、突き詰めればMn4CaO5が
D1側に位置することに起因すると考えられる。D1側
では金属性のMn4CaO5を保持するため負電荷を帯びた
酸性アミノ酸残基が明らかに多く分布する。一方、

対応するD 2側は、中性・塩基性アミノ酸残基である
ことが多い。そういったアミノ酸ペアがPSII蛋白質内
においてPD1•+ を（PD2•+ に対して）相対的に安定化さ
せることで、PD1•+ / PD2•+ = 77  / 23という分布比を生み
出していることが私たちの解析により明らかとなっ
た。特に大きな影響力を与えているペアとして以下の
ものが挙げられる。D1-Asn181/D2-Arg180, D1-

Asn298/D2-Arg294, D1-Asp61/D2-His61。電位計算の結
果、これらのアミノ酸はPD1、PD2両クロロフィルの
電位に40 mV以上も差を生じさせる原因となっていた
10)。D2-Arg180変異体ではP680•+とQA–間の電荷再結合
の様子が大きく変わることが知られている1 2 )。D 2 -

Arg294変異体は光阻害を受けやすい13)。さらにD1-

Asn298 / D2-Arg294はそれぞれYZ / YDと水素結合ネッ
トワークを形成しており、YZとYDの電位差の一要因
となっている14)。またD1-Asp61は、水分解反応で放
出されるプロトンH+の排出パスの一部である15,16)。以
上のようにこれらのアミノ酸は i n t a c tなP S I Iでの機
能、特に水分解反応との関連も深いことから、電荷
分布比PD1•+ / PD2•+ = 77 / 23は水分解可能なintactなPSII

において当然の帰結、と結論づけられる10)。

5. PSI反応中心クロロフィル上の正電荷分布
　同様の解析をPSIのP700を構成する PA / PB クロロ
フィルについて行った。T. elongatus由来のPSI結晶構
造（分解能2.5 Å）17)の原子配置においてQM/MM計算
を行ったところ、私たちは電荷分布比PA•+ / PB•+ = 28  / 

72、スピン分布比PA / PB =22 / 78という結果を得た
18)。この結果はスピン分布比 PA / PB =  15 / 85 ~ 25 / 75 
3,7,8)に近いといえる。また、FTIRによる電荷分布比の
うちPA•+ / PB•+ =  33 / 67 9)に関しては今回得られた値に
近い。PSIのP700におけるFTIR測定による電荷分布比
とEPR測定によるスピン分布比の差は、（いくつかの
文献で強調されているような）「食い違い」ではな
く、「電荷分布はスピン分布よりも非局在化傾向に
ある」だけであり、本質的には同一の事象であるこ
とが今回の計算結果から示唆される。
　PSIIではD1/D2アミノ酸ペアでPD1、PD2の電位差を
増大させるようなペアが複数存在した。これに対
し、PSIでは、PAとPBの電位差 |Em(PA) – Em(PB)| を大
きく生じさせるようなPsaA / PsaBアミノ酸ペアはほと
んど存在しない。Em(PA) > Em(PB)に最も寄与している
ペアはArg-A750 / Ser-B734であるが、それでも17 mV
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程度である18)。
　一方Em(PA) < Em(PB)に最も寄与しているペアは、意
外にもアクセサリークロロフィルA – 1 A、A – 1 B（2 8 

mV）であった18)。さらに興味深いことに、これらの
アクセサリークロロフィルA–1A、A–1Bの存在はPAとPB

の電位を下げる（＝PA•+、PB•+を安定化させている）
要因であることも今回初めて示された。それについ
て以下詳述する。
　私たちの研究で初めて指摘した事実であるが18)、実
はPSI結晶構造（分解能2.5 Å）17)では、クロロフィル
のmethyl-ester基の配向がA–1AとA–1Bにおいて真逆であ
る（図2）。A側においては、PAのMg2+に対して、A–

1Aのmethyl-ester基を構成するcarbonyl酸素がより近い
位置(5.4 Å)に存在し、ester酸素がより遠い位置(6.3 Å)

に存在する。ところがB側では、PBのMg2+に対して、
A–1Bのmethyl-ester基を構成するcarbonyl酸素はより遠
い位置 (7.1 Å) に存在し、ester 酸素がより近い位置
(5.4 Å) に存在する18)。つまり、(i) A–1A、A–1B の
methyl-ester基の極性酸素が、PA•+、PB•+上の正電荷を
安定させることができるため、P AとP Bの電位を下げ

ることが可能である。さらに、 (ii) carbonyl酸素の方
がester酸素より極性が高いため、PA•+の方が、PB•+よ
りも安定化効果を受けやすい。
　もし、A–1A、A–1Bのmethyl-ester基がPSI蛋白質環境
内で自由に回転できるのなら、methyl-ester基の配向
の違いに応じて異なった電荷分布比PA•+ / PB•+ のバリ
エーションがあってもよいはずである。その考えに基
づいてA–1A、A–1Bのmethyl-ester基の配向を完全に反転
させたコンフォメーションで計算を行うと、A – 1 Bの
carbonyl酸素近接効果によりPB•+がより安定化するの
で、電荷分布比PA•+ / PB•+ = 22 / 78、スピン分布比PA / 

PB =  15 / 85を得る18)。興味深いことに、このスピン分
布比は、T. elongatus PSIのPA / PB =  15 / 85  8)と（偶然
かもしれないが）非常に近い。EPR測定によるスピン
分布比に、PA/ PB =  15 / 85 ~ 25 / 75 3,7,8)のように幅が
見られることは、種や測定条件の違いだけでなく、
もしかしたらこのような PA / PB 近傍のコンフォメー
ションがいくつか存在することに起因しているのかも
しれない。なお、methyl-ester基のcarbonyl酸素とester

酸素との区別は、分解能 2.5  Å のこの構造では十分に
可能であり、少なくとも結晶構造内ではこのコン
フォメーションをとっていることは確実である（W. 

Saenger, Free University of Berlin, personal 

communication, 2011）。分解能 2.5 Å あたりから結晶
水は徐々に見えてくるので、もしかしたら未だ同定さ
れていない結晶水が存在し、A–1A、A–1Bのmethyl-ester

基の向きを指定しているのかもしれない。
　上述したように、PSIでは、PsaA / PsaB　両サブユ
ニット間において蛋白質の静電的性質に大きな差が
ない。そのため、電荷分布比PA•+ / PB•+ は、静電場環
境よりも、クロロフィル分子への水素結合の有無やク
ロロフィル分子骨格といった、PA / PBクロロフィル分
子の内部エネルギーに左右される。Thr-A743からPA

への水素結合は、水素結合の中でも決して強くはない
が、PAのエネルギーは影響を受ける。また、Chl a  の
C132異性体であるPAは、（天然に多く存在するのは
異性体ではない Chl a であることからも想像できるよ
うに）通常の Chl a と比べれば（大きくないものの）
わずかにエネルギーは高いはずである。これを踏ま
えた上で改めてPSIIを見れば、非対称な電荷分布状態
PD1•+ / PD2•+ = 77 / 23を作り出すPSII蛋白質の静電的性
質は、D1とD2においていかに大きく異なっているか
明らかであり、対照的である。PSI、PSII両蛋白質の
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図2　（上）PSIにおけるクロロフィル2量体PA / PBに対する
アクセサリークロロフィルA–1A、A–1Bの位置関係。（左下）
A–1Aのmethyl-ester基とPAとの位置関係。methyl-ester基の
carbonyl酸素とMg2+との距離を太線で示す。また、ester酸
素とMg2+との距離を点線で示す。（右下）A–1Bのmethyl -
ester基とPBとの位置関係。



電子移動経路との関連からも、上述の点は今後更に
考慮すべき特徴なのかもしれない。

6. おわりに　「計算」「実験」「机上の空論」
　多くの蛋白質研究にとって、蛋白質の立体構造は重
要である。たいていの場合は、構造を「眺める」、
せいぜい「原子間距離を測る」ことで十分である。
一方、原子間の相互作用は、系に原子が2個以上存在
すれば必ず存在する。そして、原子間相互作用は、原
子種や原子の相互配置（座標）が決まれば、物理・
化学の法則により一義的に決まるはずである。それ
が成り立たないのなら、たとえば、高校や大学教養
の授業で物理・化学の法則を習うことは無意味に
なってしまう。
 つまり、蛋白質立体構造の適切な原子座標が得られ
れば、本来そこにはすでに「蛋白質内における原
子、アミノ酸残基、コファクター間の相互作用」が
存在していることになる。（あまりに不安定な力が存
在しているのなら、そもそも蛋白質はその形で結晶化
しない。）私たちの理論化学的手法では、単に、
個々の計算手法の長所・短所（適応範囲）を見極
め、適切に運用して「蛋白質」の物理化学的性質に関
するデータを得ているに過ぎない。従って、計算に
よって得られたデータは、純粋に蛋白質結晶構造に基
づいているものであり、また、その結果はあくまで
「利用した結晶構造」の性質を反映しているものであ
る。たとえば、結晶構造の信頼性が低く明らかに原
子の置き方にミスがある場合は、得られた計算結果
もおかしな結果を示すことが多い。計算結果は何ら
マジックやスペキュレーション、妄想ではなく、あく
まで利用している構造情報を反映しているものだとい
うことを強調しておきたい。
 蛋白質立体構造に基づいた理論化学的手法による研
究の現実は、「対象に応じて適切な手法を選択し組
み合わせて研究を進めていく実験的研究」と全く同
じプロセスである。計算結果が「机上の空論」と
なってしまう場合とは、(1) 適応範囲を超えた計算手
法の運用をした場合、(2) 得られた結果の解釈の不適
切さ、である場合がほとんどである。ここで、「計
算手法」を「実験手法」に置き換えて考えてみれば、
実験研究においても同様に当てはまること、と理解
していただけると思う。上記 (1) には、「一つの実験
的手法で全てが解き明かされるわけではない」よう

に「一つの計算手法でオールマイティなものはない」
ということも含まれる。上記 (2) に関しては、検証作
業の重要性が挙げられる。重要な検証作業の一つと
して、私たちはかなりの時間を蛋白質構造を見ること
だけに費やす。大変シンプルで当たり前な作業ではあ
るが、「得られた計算結果は必ず構造から説明でき
る」必要があり、「予期せぬ計算結果」が得られてい
る場合は、たいてい計算過程に何らかの問題（入力
ミス、あるいは適用した手法の不適切さ等）がある
場合が多い。
　しかし、「予期せぬ計算結果」が出ても正しい場
合もある（注；ミスを一切していないという前提にお
いて）。人間の感覚は概して主観的なものである。蛋
白質の立体構造を眺める際も、既存の論文で（根拠
が弱くても）主張されている説があれば、ついそれを
念頭に置いて見てしまいがちである。その点、計算
的手法を立体構造に適用すれば、主観の陰に隠れてし
まうような相互作用でも、客観的に、システマティッ
クに考慮される。「予期せぬ計算結果」に疑いを持
ちつつも改めて構造を眺めると、確かに構造はそう
語っており、己の主観とはいかに危険であるか、再
認識させられる。また、そういった場合こそ大きな
発見であることがしばしばである。たとえば、今回
PSIの解析結果として、A–1A、A–1BがPA、PBの電位を
下げ、さらにmethyl-esterの配向が対称的でないことに
よりその影響力が異なっていたことを報告した。PSI

の結晶構造17)が2001年に発表されてからすでに10年た
つが、いったいこの間何人がこの事実を指摘して実際
に研究を行ったであろうか。いきなりこの計算結果
を持ち出せばにわかに信じがたいことかもしれない
が、構造を改めて見れば誰でも納得できる極めて単
純なことである。このように私たちは「計算を通して
構造をさらに解釈する」姿勢で研究を進めていきた
い。このような、単純ではあるが誰も指摘できな
かった小さな「コロンブスの卵」を積み重ねていく
ことこそ、サイエンスには大切だと私たちは考える。
先入観を持たずにサイエンスをしていかなくては、と
自戒してやまない。
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