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１． 研究のねらい 

本研究は、あらゆる植物に普遍的に存在し、基礎的な生理現象である光化学系 II（PSII）の酸

素発生メカニズムを、X 線自由電子レーザー（XFEL）と可視光レーザーを用いて解明する挑戦的

な試みである。1970 年に Kok らによって提唱された、酸素発生サイクルを解き明かし、人工光合

成の実現に必要な人工触媒の設計の基盤を確立する。 

PSII は 20 種のサブユニットからなる、分子量 350 kDa の超分子複合体である。2011 年に 1.9 Å

の構造が詳細に示され、酸素発生中心部分の Mn クラスターの構造は“ゆがんだ椅子”構造と形

容され、その年の Science 誌 10 大成果に選出された。しかしながら、この構造は反応開始状態

の S1 であり、その全容を解明するにはその他の状態{S2, S3, (S4), S0}の構造解析が必要である。

本研究は、調製した PSII の結晶を可視光レーザーで励起し、XFEL を照射して回折像を収集し、

解析を行うことでこれらの反応中間体の構造を明らかにすることを目的とする。 

本研究を成功に導く方法として、XFEL を使用し、微小結晶を用いる事が挙げられる。強力な X

線レーザーを数十フェムト秒という極めて短い時間で照射し、X 線による損傷の無い状態の回折

像を得る事ができ、PSII の微結晶溶液を一定流速で流しながら XFEL を照射する事で、可視光レ

ーザーを結晶に照射して PSII 分子を励起させ、その下流で XFEL を照射する事で反応中間体の

回折像を得る事ができる。また、100 μm 以下の微小結晶を調製し実験を行うことにより、結晶

内の PSII分子が十分に励起され、中間体をトラップする事ができる。我々は、脱水処理により2.5 

Å を超える分解能の結晶を準備できており、反応中間体の構造変化を解析するために十分なデ

ータを収集できると確信している。 

光合成は、ほぼ無限に降り注ぐ太陽光のエネルギーを化学エネルギーに変換するため、持続

可能なエネルギー源を提供することが可能である。そのため本研究の成功は、太陽光エネルギ

ーの高効率利用を目指した人工光合成の実現に必要な人工触媒の設計の基盤と成り、産業

的・工業的な側面からも世界に多大な影響を及ぼすものと期待される。 

 

２． 研究成果 

（１）概要 

光化学系 II（PSII）は光エネルギーを利用して、水分子を酸素、プロトン、電子に分解する反

応を触媒している。この反応機構を解明することは、人工光合成の実現にも重要な意味を持

っており、本研究によって人工触媒の設計に必要な基盤を提供することができる。 

PSII の中心にはマンガンクラスターと呼ばれる構造体が存在し、光を受けることで、S1 から

S2, S3, (S4), S0 状態へと遷移し、また S1 へと戻る(図 1)。その過程で水分子が分解されるので

あるが、S1 状態しかその構造が明らかになっていなかった。 



 

 

図 1. 光化学系 II による水分解反応 

 

本研究では、PSIIの水分解・酸素発生メカニズムを、X線自由電子レーザー（XFEL）を用いて

解明する。PSII の微結晶溶液を一定流速で流しながら可視光レーザーを結晶に照射して PSII

分子を励起させ、その下流で XFEL を照射する事で反応中間体のデータを収集した。その結

果、2.35Å分解能の S1 構造とレーザー2 回照射後の S3 構造が得られ、これらのデータの比較

から、世界で初めて酸素発生の中心部であるマンガンクラスターに基質の水 O6 が配位した

構造を明らかにした (Suga, Akita et al. Nature, 2017)。 

 

（２）詳細 

【研究テーマ A】SFX 実験 

高濃度に調製した PSII の微結晶溶液をグリースと混合し、シリンジから一定流速で流しなが

ら数十フェムト秒という極めて短い時間で XFEL を照射し、損傷の無い状態の回折象を収集し

た。この方法では、室温で実験できるので、可視光レーザーを結晶に照射して PSII 分子を励

起させ、その下流で XFEL を照射する事で反応中間体の回折像を得ることが出来る。微小結

晶の大きさを、結晶内の PSII 分子が十分に励起されるよう 100 μm 以下に調整した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【研究テーマ B】結晶の改良 

 微結晶化による分解能の低下を改善するために回収した結晶の溶液条件を検討した。回収

した結晶を段階的に高濃度の沈殿剤溶液に浸漬することで分解能を向上させた。SFX 実験で

は最高で 2.0Å分解能の回折イメージが得られるようになった。 
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【研究テーマ C】微結晶の調製法 

SFX 実験に必要な PSII の微結晶作成条件を検討し

た。PSII 溶液と沈殿剤を等量加え、ボルテックスで数秒

撹拌した後、20℃で数時間静置することで、簡単に微結

晶を作成することが出来た。100 μm程度に成長した結

晶を振動撹拌装置で数秒撹拌し回収した。結晶保存溶

液の条件を検討し、3〜4 日反応効率・分解能が維持さ

れる条件を確立した。                           得られた微結晶 

 

【研究テーマ D】PSII の大量調製 

SFX 実験では、2〜3 g の高純度 PSII が必要である。そのため、PSII の大量調製システムの

確立が必須である。単純に培養スケールを 20 L から 180 L へ、最終精製のイオン交換カラム

の容量を 20 mL から 200 mL へ拡大した。その結果、一度の精製で従来の 20 mg から 300 mg

の収量が得られるようになった。 

 

３． 今後の展開 

我々はこれまでに S1, S3,の構造を解明しているが、酸素発生メカニズムを解明するためには、

残りの(S4), S0 の構造を解明する必要がある。また、S1→S2→S3→(S4)→S0 の各ステップを更に時

分割で調べ、そのメカニズムを詳細に調べる必要がある。本研究によって水分解の人工触媒の

設計に必要な基盤を提供できると考えている。 

 

４． 自己評価 

SFX の実験に必要なサンプルの供給体制、微結晶の作成・高分解能化を達成することが出

来た。SFX のマシンタイムが限られているため、期間中に全ての中間体構造を解明すること

はできなかったが、SFXを用いたPSII中間体構造解析の実験手法を確立することが出来た。

また、世界で初めて酸素発生の中心部であるマンガンクラスターに基質の水 O6 が配位した

構造を明らかにした。 
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