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1. はじめに
　植物やシアノバクテリアに代表される酸素発生型光
合成生物は、光エネルギーを用いて水分子を酸化する
ことにより電子を取り出す。その結果として、水分子
は、酸素分子とプロトンに分解される。この水分解反
応は光化学系IIタンパク質複合体上に存在する水分解
系で行われる1,2)。水分解系の活性中心は、4つのマン
ガンイオンと１つのカルシウムイオンからなるマンガ
ンクラスターであり3-5)、その配位子や近傍アミノ酸が
反応に関与すると考えられている。水分解反応は5つ
の中間状態（S0-S4）のS状態サイクル（図1）により
進行し、2分子の水が4つのプロトンと1分子の酸素に
分解される。酸素分子は、不安定な中間状態であるS4

状態とS 0状態の間で放出されることが知られている
1 - 2 )。しかしながら、プロトン放出過程の詳細は明ら
かとなっていない。
光合成水分解反応のプロトン放出過程の研究で

は、pH指示色素やガラス電極を用いて、各S状態遷移

におけるプロトン放出パターンが調べられてきた6-9)。
チ ラ コ イ ド 膜 を 用 い た 初 期 の 研 究 で は 、
S0→S1→S2→S3→S0遷移におけるプロトン放出パター
ンは1:0:1:2であると報告され、このパターンが基質水
分子のプロトンに由来すると考えられた10-12)。しかし
ながら、その後の研究において、プロトン放出パター
ンはp Hや試料形態に依存し、非整数値をとるという
実験結果が報告された6-9,12-19)。さらに、高等植物由来
の光化学系IIコア複合体では、グリセリン非存在下で
1:1 :1 :1というパターンが報告された16 ,18)。このよう
に、基質水分子に由来するプロトンの放出パターンに
ついての最終的な結論は得られていなかった。
本稿では、フーリエ変換赤外(FTIR)分光法を利用し

た新規なプロトン検出法の開発と、それを用いた光合
成水分解反応のプロトン放出過程の研究29)について解
説する。

2. FTIR法による新規な放出プロトン検出法の概
要

FTIR法を用いた新規なプロトン検出法では、光化
学系IIの緩衝能を超える高濃度の緩衝液を使用する。
このことにより、光化学系IIから放出されたプロトン
は緩衝剤にすべてトラップされる。また、電子受容体
としてフェリシアン化カリウムを用い、電子受容体に
よるプロトンの取り込みの寄与を除外する。
　放出プロトンは、緩衝剤のプロトン化反応を光誘起
F T I R差スペクトル法で測定することにより検出す
る。しかしながら、F T I R差スペクトル法では、緩衝
剤のプロトン化のシグナルのほかに酸素発生反応に由
来する蛋白質変化のシグナルも現れる。そこで、同位
体ラベルされた緩衝剤を用いて蛋白質由来のシグナル
を取り除き、緩衝剤のみのF T I Rシグナルを得る。こ
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の緩衝剤のシグナル強度は、蛋白質から放出されたプ
ロトン量と一致する。したがって、緩衝剤のシグナル
の閃光数強度依存性から各S状態遷移のプロトン放出
パターンを見積もることができる。また、副次的電子
伝達コファクターの反応の有無や反応量は、各S状態
遷移のFTIR差スペクトルから評価する。

3. 光化学系IIタンパク質複合体の閃光誘起FTIR
差スペクトル
好熱性シアノバクテリアT h e r m o s y n e c h o c o c c u s 

elongatus 由来の光化学系 II コア試料を未置換 Mes

（H13-Mes）及び重水素化 Mes （D13-Mes）の高濃度
緩衝液（pH 6.0）に懸濁し、その試料に12回の閃光照
射を施した。閃光誘起F T I R差スペクトルは、閃光照
射前のスペクトルと各閃光照射後のスペクトルの差を
計算することにより得られた。H13-MesおよびD13-Mes

緩衝液中における光化学系IIタンパク質の各閃光誘起
FTIR差スペクトルを図2のa-lに示す。1700-1600 cm-1の
領域では、タンパク質骨格のC O伸縮振動（アミド
I）、1600-1450 cm-1 の領域では、タンパク質骨格の
CN+NH振動（アミドI I）とカルボキシル基逆対称伸
縮振動が、また、1450-1350 cm-1 の領域では、カルボ

キシル基対称伸縮振動が現れる23)。これらのシグナル
は、マンガンクラスター周辺の蛋白質構造や、マンガ
ンクラスターの配位子構造の変化を表している。

1700-1350 cm-1 の領域では、両試料のスペクトルの
形状は基本的に同じであった。一方、1300-1050 cm-1

の領域では、両試料のスペクトルの形状は互いに異な
り、閃光数に従ってそのスペクトルの強度が増大し
た。後者の領域のシグナルを帰属するために、高p H

に調製したMes水溶液のFTIRスペクトルと低pHに調
製したMes水溶液のFTIRスペクトルを測定した。Mes

水溶液を高pHに調製することで、ほぼすべてのMes分
子は脱プロトン化し、また、低 p Hに調製すること
で、ほぼすべてのM e s分子がプロトン化する。した
がって、それらのスペクトルの差スペクトルは、プロ
トン化したMesと脱プロトン化したMesのシグナル変
化が現れる。そのH13-Mes及び、D13-Mes分子のプロト
ン化/脱プロトン化の差スペクトルを図2mに示す。こ
れらの形状は、閃光誘起FTIR差スペクトル（図2a-l）
において強度が増大するバンドと基本的に一致した。
このことから、これらのバンドは、緩衝剤であるMes

分子に由来すると考えられる。

4. プロトン放出パターンの見積もり
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図2　光化学系IIタンパク質の閃光誘起FTIR差スペクトル、
及びMes分子のプロトン化/脱プロトン化差スペクトル
　(a)~(l)：H13-Mes（黒線）およびD13-Mes（赤線）緩衝液中
の1~12閃光の差スペクトル、(m)：H13-Mes（黒線）および
D13-Mes（赤線）分子の脱プロトン化差スペクトル。

図3　 (A) 光化学系IIタンパク質の閃光誘起FTIR差スペクト
ルおよび (B) Mes分子のプロトン化/脱プロトン化差スペクト
ルのH13-Mes /D13-Mes二重差スペクトル



M e sのバンド強度を正確に見積もるために、H 1 3 -

Mes緩衝液中のスペクトルからD13-Mes緩衝液中の差
スペクトルの二重差スペクトルを計算した。各閃光に
おける二重差スペクトルを図3Aに示す。これらのスペ
クトルは、D13-Mesのプロトン化/脱プロトン化の差ス
ペクトルとH13-Mesの差スペクトルとの二重差スペク
トル（図3B）と良く一致している。このことは、Mes

緩衝剤がプロトンをトラップしている事を示してい
る。また、これらの強度は、閃光数の増加に従って増
大しており、プロトンが光化学系IIからバルク中に放
出され、それをMes分子がトラップしていることを示
している。
放出プロトン量はMes分子のプロトン化量と一致し

ている。そこで、放出プロトン量を見積もるため各閃
光におけるM e sシグナルの強度を、標準スペクトル
（1 2閃光の二重差スペクトル）でフィッティングし
た。見積もられた各閃光誘起Mesシグナル強度（プロ
トン放出数）の閃光数依存性では（図4赤丸）、3、
7、11閃光目に最大値を、1、5、9閃光目に最小値を示
す4閃光周期振動が観測された。このような周期振動
は、酸素発生反応に典型的なものであることから、水
分解系から放出されたプロトンが主に検出されたこと
を意味している。
プロトン放出パターンをKokパラメータのミスファ

クターと各遷移のプロトン放出数の関係式を用いてシ
ミュレーションを行った。シミュレーションにより得

られたプロット（図4青白抜丸）は、実測値を良く再
現した。ミスファクターは12±3%、各遷移で放出され
るプロトン数は、S0→S1、S1→S2、S2→S3、S3→S0遷
移で、それぞれ、0.94±0.20、0.28±0.11、1.20±0.15、
1.57±0.16と見積もられた。このプロトン放出パター
ンは、1:0:1:2のパターンに非常に近いと考えられる。

5. プロトン放出パターン
　Scholdder と Witt は、pH 6.0 における光化学系IIコ
ア試料（T. elongatus）のプロトン放出パターンをガラ
ス電極で測定し、1.0:0.2:1.0:1.8というパターンを見積
もった19)。このパターンは、本研究の新規プロトン検
出法で得られたパターンとほぼ一致している。また、
類似のパターンがpH 6-7の範囲で、チラコイド膜14,18)

や光化学系II膜標品13)、グリセリン存在下の光化学系
IIコア試料18)においても観測されている。これらのこ
と か ら 、 基 質 水 分 子 由 来 の プ ロ ト ン は 、
S0→S1→S2→S3→S0遷移において1:0:1:2のパターンで
放出されることが示唆される。これは、遷移効率が
S 1→S 2遷移ではp Hに依存せず、その他の遷移では低
pH側で低下するという結果27,28)と一致している。
　T. elongatusのS1→S2、 S3→S0におけるプロトン放出
数は、整数値よりわずかに外れている。この原因のひ
とつにYD・/YD、Fe2+/Fe3+の酸化還元反応のプロトン
化・脱プロトン化21,22)が考えられるが、各S状態遷移
のF T I R差スペクトルにこれらのシグナルが観測され
ないことから、これらの寄与はほとんどないと考えら
れる。
　有力な原因として考えられるのは、水分解系のアミ
ノ酸側鎖のプロトン化・脱プロトン化反応の寄与であ
る。この反応は、各S状態のマンガンクラスターの正
味の電荷量変化に対応して誘起されると考えられてい
る9 , 1 9 )。これらのアミノ酸側鎖の候補としてA s p、
Glu、His、Cys、Arg、Lys、Tyr が挙げられる。本研
究のF T I R解析では、S状態遷移に伴って、プロトン
化・脱プロトン化するカルボキシル基はほとんど観測
されなかった。それに加えて、これまでのF T I R研究
において、S1→S2遷移に観測されたHisのイミダゾール
基のC N伸縮振動バンドは、重水素置換によって影響
を受けないことが報告されている24)。また、S3→S0遷
移のスペクトルにはHisのCN伸縮振動バンドが観測さ
れなかった25)。これらの結果は、His側鎖はS状態遷移
に伴ってプロトン化や脱プロトン化を起こさないこと
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図4　プロトン放出数の閃光数依存性
　赤丸は実験値、青白抜丸はシミュレーション値を示す。プ
ロトン放出数は、1閃光あたりの平均値で規格化した。



を示している。さらに、CysのSH基のシグナルがS状
態遷移のFTIR差スペクトルに現れないことから、Cys

も除外できる。したがって、S1→S2遷移で脱プロトン
化しS 3→S 0遷移でプロトン化するアミノ酸側鎖候補
は、Arg、 Lys、 Tyrであると考えられる。
　このように、プロトン放出と蛋白質の反応のF T I R

解析から、S1→S2、S3→S0遷移におけるプロトン放出
数の整数値からのずれは、M nクラスター周辺のプロ
トン化可能なアミノ酸側鎖に由来することが強く示唆
された。このことは、M nクラスター近傍の正味の電
荷量変化が0:1:0:–126)であるという結果と一致してい
る。

 6. おわりに
　FTIR法を利用した新規プロトン検出法を用いるこ
とで放出プロトンの検出だけでなく、その過程で起こ
る蛋白質やアミノ酸側鎖の反応も追跡が可能となっ
た。今後は、試料形態やp Hの違う試料に対してこの
手法を適用し光合成プロトン放出過程の解明を目指し
ていく予定である。
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