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 水素エネルギーは、排出物が水のみであるため、クリーンなエネルギーとして化石
燃料に替わる新しいエネルギーとして注目されている。しかし、現在は水を電気分解して
水素を取り出しているため、効率良いエネルギー生産方法ではない。 
 光合成生物に着目すると、彼らは太陽光エネルギーを用いて、まず、水から電子を引き

抜き、酸素と水素イオンを作る。つまり、太陽光で電気分解と同様の反応を行っているので

ある。この初発の反応で生じた水素イオンを取り出し、還元して水素ガスにし、水素エネル

ギーとして利用すれば、効率良いエネルギー生産の方法になると考えられる。この時、より

多く水素イオンを作る反応系を作る、つまり、より速く水を分解できる人工光合成システム

を作れば、より効率的である。その為には、光合成の水の酸化機構について十分に知らなけ

ればならない。本研究では、光合成による有機太陽電池を目指して、光合成の基礎的研究を

行う。 
 
 
 Fossil fuels are the main energy source today.  However, well known problems are linked to this 
use: 1) the probable end of this source in a near future, 2) production of tremendous CO2 the 
increasing amount of which in the atmosphere inducing a global warming.  Because its use only 
excretes water, "Hydrogen energy" is a remarkable new "clean energy" for the next generations.  The 
process of this energy manufacture, however, required actually much more electric energy than H2 can 
release.  Therefore, we have to elaborate efficient new strategies. 
 By using solar energy, photosynthetic organisms generate protons (H+) and oxygen molecules 
as secondary products by extracting electrons from water molecules, a free and unlimited compound.  
In short, the first steps of the photosynthesis process carries out "electrolysis" with solar energy.  In 
addition, the organisms uptake CO2 from the earth to synthesize sugar.  The photosynthetic process is 
a perfect model to produce both protons and electrons in a minimum cost, and to reduce CO2.  We can 
expect that biomimetic catalysts will have great advantages over the very expensive chemical catalyst 
used actually to produce molecular hydrogen.  If we succeed to construct genetic engineered 
photosynthetic organism which is accompanied with production of H2, we are able to solve both 
problem of energy production and CO2 increasing.  Although it is known that water molecule is 
oxidized by a cluster including Mn in Photosystem II reaction centre, the molecular mechanism 
remains to be elucidated.   
 I have investigated about the structure and mechanism of water oxidation in molecular level.  In 
this study, I construct new photosynthetic organism which is invested the ability of reduction of H+ to 
H2 by introduction of dehydrogenase gene and try to produce hydrogen by the organism and solar 
energy.  Also, I try to accelerate water oxidation to release H+ for efficient H2 production.  This 
strategy can be resulting in ideal "bio-organic solar battery". 
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１ . 研究目的  
 植物や藻類による光合成は、人類のエ

ネルギー源を作る重要な反応である。食物

のみならず、我々の生活に欠かせないエネ

ルギー源となる化石燃料もまた、光合成産

物由来である。しかし、化石資源の枯渇の

観点から、また、大気中のCO2濃度の観点か

ら、我々は水素エネルギーやバイオマス等

のクリーンな新しいエネルギーを主なエネ

ルギー源として実用化させる必要性に迫ら

れている。 
 本研究では、近い将来、光合成生物を

利用して太陽光のみのエネルギーで効率良

く水素エネルギーを生産することを目指し

て、その基本反応である光合成の水の酸化

機能を分子レベルで明らかにすることを目

的とした。 
 光合成電子伝達系は植物の葉緑体チラ

コイド膜に局在し、太陽光エネルギーの化

学エネルギーへの変換反応を行っている

（図1a）。その初発の反応は、20サブユニッ
トタンパク質と70以上のコファクターから
成る650 kDaの巨大なタンパク質複合体であ
る光化学系IIで行われる。この複合体に光が
照射されると、2量体クロロフィル分子でで
きたP680が励起され、それが電荷分離されて

電子を発生し、同時に、複合体の別の場所

では水を酸化して酸素を発生させ、この時

に生じた電子を励起状態のP680
*に伝達する

ことでP680
*は基底状態に戻る（図1b）。 

 
 
 
 
 
 
図1. 葉緑体チラコイド膜における光合成電子伝達系
(a)および光化学系IIの電位に基づく電子伝達(b)。 
 
水の酸化反応については、4原子のMnと1原
子のCaから成るMn4Ca1クラスターを触媒中

心とした分子構造がようやく明らかにされ

つつあるだけで、分子機構、特に効率良く

電子を引き抜く機構については不明である。

水の酸化反応速度はこのクラスター構造を

含む触媒中心の反応のみによるものではな

く、ここから電子を受け取る2量体クロロフ
ィルP680の極めて高い酸化力によるものだ

と考えられる。このP680
+/P680の酸化還元電位

は推定+1.2 Vと推定されており、生物界で最
も高い。 
 本研究では、熱安定なタンパク質を作る

好熱性ラン藻を材料に用いて遺伝子組換えに

よるアミノ酸置換を加え、P680周辺のアミノ酸

の水の酸化反応速度と P680 の酸化還元電位へ

の役割について調べた。更に、水の酸化反応

の触媒中心であるMn4Ca1クラスターにおける

Ca の機能における詳細な役割について調べる
ために、Caを Srに置換した組換え体を作製し
て、水の酸化反応の中間体をトラップして構

造変化、水の酸化のキネティクス等を調べた。 
 
２ . 研究経過  
 P680 クロロフィルおよび Mn4Ca1 クラス

ターは、詳細の構造は分からないものの、光

化学系 II 複合体タンパク質のコアとなる反応
中心タンパク質 D1および D2に局在している
ことが、これまでの研究により分かっている。

D1 をコードする遺伝子は psbA と呼ばれてお
り、本研究の材料に用いた好熱性ラン藻

Thermosynechococcus elongatus のゲノム DNA
上には 3 つのホモログが、D2 遺伝子である
psbDは 2 つのホモログが存在する（参考文献
1）。遺伝子工学的にアミノ酸を置換する際に
1つの遺伝子に変異を導入すると、別のホモロ
グが発現することが分かっている（参考文献

2）。そこで、本研究ではまず、T. elongatusゲ
ノム DNA 上の別のホモログ遺伝子を抗生物
質耐性遺伝子に置き換えることにより、1つの
遺伝子しか発現しない組換え体を作製し、こ

れを宿主細胞に用いて、部位特異的変異を導

入した。 
 私は 2004年に P680の近傍に存在する D2
のレドックスアクティブな Tyr残基(TyrD)の水
の酸化反応および P680 の酸化還元電位への役

割について報告しており（参考文献 2）、この
アミノ酸の正電荷が光化学系 II の電子伝達速
度に重要な役割を持つことを明らかにした。

この TyrDから約 3 Åの距離にある His残基は、
TyrD と水素結合して機能を保っていると推測

できるものの、その証拠はなかった。本研究

では、psbD2 をノックアウトした T. elongatus
の psbD1遺伝子に Hisを Leu に換えて TyrDと

水素結合できなくなった部位特異的変異体を

作製し、変異体細胞から精製した光化学系 II
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複合体を用いて、その性質について調べた。 
 一方、水の酸化反応は D1 と D2 にまた
がって存在するMn4Ca1クラスターの触媒反応

によって行われることは分かっており、エネ

ルギー準位の異なる中間体 S0、S1、S2、S3 が

存在することが知られている。これらの構造

がどのように変化しているのかについては既

に報告したが（参考文献 3）、Ca の機能への
役割については不明である。本研究では、こ

の役割について調べるために、クラスターの

Caを Srに置換した変異体を作製し、この光化
学系 IIにおけるCaの役割および酸化反応の中
間体をトラップして構造を調べ、また、酸素

放出のキネティクスなどを測定した。 
 
３ . 研究成果  
3-1. D2の TyrDと Hisの構造と機能 
 D2 の His を Leu に置換した遺伝子組換
え体 H189Lから精製した光化学系 II複合体は、
野 生 型 と 同 程 度 (~3,000 µmol O2/mg 
chlorophyll/h) の高い水の酸化活性を持ってい
た。化学処理によってMn4Ca1クラスターを外

した光化学系 II 複合体の TyrD
•ラジカルの 9 

GHz EPR シグナルを測定すると、pH6.5 では
TyrD が酸化されず、全くシグナルを得ること

ができなかった（図 2a）。pH10で測定すると
TyrD は酸化され、野生型のシグナルとは少し

異なった形ではあるが、強いシグナルを得る

ことができた（図 2b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 野生型(WT’:青)およびHisをLeuに置換した(H189L:
オレンジ)光化学系 II複合体の TyrD

•の 9 GHz EPRシグナ
ル。(a) pH6.5 (b) pH10で測定。 
 
更に、TyrDとこの His の分子構造上での関係
を調べるために、Tyr から生じる EPR シグナ
ルを 3方向に分けるために高磁場(285 GHz)で
測定したところ、図 3 に示すように、His を
Leu に置換した光化学系 II では、野生型より
もずっと高磁場側の、これまでに報告のない

gx方向に高いバンドが現れた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果は、Hisを Leuに置換することによっ
て、TyrD の水酸基方向の周辺環境には全く水
分子が無くなったことを示している。これら
の結果から、野生型では、His は TyrDと水素
結合を形成しており、TyrDの酸化は H+の放出
に伴ってされることが初めて明らかになった
（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. TyrD周辺の分子構造(a)と H+放出に伴う TyrDの酸

化(b)。 
 
3-2. Mn4Ca1クラスターを Mn4Sr1に置換した光

化学系 IIの水の酸化反応 
 水の酸化過程には S0から S3のエネルギ

ー準位の異なる 4~5つの反応中間体が存在す
ることは既に分かっており、遷移に伴ってク

ラスターを構成するMnの価数が変化し、クラ
スター構造も変わることが明らかになってき

た（図 5a）。本研究では、クラスターにおけ
るCaの構造的および機能的な役割を調べるた
めに、水の酸化触媒中心のMn4Ca1クラスター

の Ca を Sr に置換して光化学系 II を精製し、
水の酸化中間体の分子構造変化を調べた。精

製した光化学系 II 複合体における Mn は完全
にインタクトであることを確認したが、定常

光照射下での酸素発生活性は野生型の光化学

系 IIの約半分(~1,500 µmol O2/mg chlorophyll/h)
であった。水の酸化キネティクスを測定する

ために、S0状態にした光化学系 IIに 100 nsの
間隔で閃光を照射し、S3状態から S0状態に戻

3380336033403320

Magnetic Field (gauss)

34003380336033403320

Magnetic field (gauss)

both active and Mn-depleted PSII

WT!

H189L

pH6.5 pH10

 

 

 

 

図 3.  285 GHz 
EPR に お け る 
TyrD

•シグナル。 

a b 

a b 



-4- 

る際に生じる酸素の放出キネティクスを測定

すると、野生型が t1/2=1-2 msだったのに対し、
Sr置換した光化学系 IIでは t1/2=5-7 msで、Sr
にすることにより5倍程度遅くなった（図5b）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5. 水の酸化の中間体（S状態遷移）(a)および S3から
S0 へ遷移するときに生じる酸素生成のキネティクス(b)。
水色は野生型、青は Caを Srに置換した触媒中心を持つ
変異体。 
 
更に、これらのそれぞれの中間体をトラップ

し、FTIR差スペクトルによってそれらの分子
構造変化を調べるする事に成功した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４ . 今後の課題と発展   
本助成研究開始時の目的である、“熱安定な

タンパク質を作る好熱性ラン藻を用いて遺

伝子組換えによるアミノ酸置換を加え、水

の酸化反応速度とP680
+/P680の酸化還元電位

の関係を調べ、光合成の基礎研究に学問と

しての進歩をもたらす”ことを達成しつつ

ある。次に、これらの結果を応用して、光

合成を最大限に利用し、本助成の最終目的

である“大気中のCO2削減を目指した太陽エ

ネルギーの有効利用”への応用研究に取り

組みたい。 
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図 6. S 状態遷移に
伴う Mn クラスター
周辺構造の FTIR 差
スペクトル（COO-伸
縮振動領域）。青は
野生型 Mn4Ca1 クラ
スター、赤は Mn4Sr1
クラスター持つ光化
学系 II。(a) S1→S2、
(b) S2→S3、(c) S3→
S0、 (d) S1→S2、 (e) 
dark-minus-dark。 
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