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[要旨] 

 

地球上には多様な環境が存在し、しかもその環境は変動し続けている。そのため、生物に

とって環境に適応し続けることは非常に重要である。生命誕生以来、地球上で様々な生命が

誕生と絶滅を繰り返しながら、しかも多種多様な生命体が現存している、その大きな要因は、

地球規模の環境変動に適応し続ける必要がありながら、しかも少なくとも一部の生命がそ

の時代その時代でそれに成功してきたからであると思われる。 

地球の生命史の中でも最大級のイベントの一つが光合成生物の誕生である。光合成は地

球環境を大きく変え続け、生物進化にも大きな影響を与え続けている。そして光合成生物自

身もまた、環境に適応し、進化してきた。光合成生物にとって最も重要な環境の一つは光環

境である。光合成は光エネルギー（励起エネルギー）を利用した反応であるため光は不可欠

であるが、同時に光は活性酸素を発生させる可能性のある危険なものである。そのため光合

成生物は光エネルギーの利用を適切に制御する必要がある。特に強光時には、過剰な励起エ

ネルギーが活性酸素障害を誘発するため、励起エネルギーを安全に熱として放散する機構

は非常に重要である。 

多くの先行研究から、光合成生物が pH依存的に励起エネルギーを熱放散する機構を持つ

ことはよく知られている。この反応は数分以内で十分に誘導することができるため、時々

刻々とその強度が変化する太陽光下での光合成の制御に重要な役割を担っている。そして、

藻類では LHCSRタンパク質、維管束植物では PsbSタンパク質が主にその役割を担うこと

が明らかになっている。興味深いことに、陸上化を果たした最初期の植物として知られるコ

ケ植物のモデル材料である Physcomitrella は LHCSR と PsbSの両方を有している。そし

て Physcomitrella はこの両方の機構を利用できるため、熱放散能が強いことが知られてお

り、この強力な熱放散能は植物の陸上化において重要な役割を果たしたと考えられている。 

さらに、緑色植物において熱放散以外に新たな強光適応機構が発見された。それは、2つ
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の光化学系間で励起エネルギーを共有する、スピルオーバーと呼ばれる機構である。とりわ

け陸上植物においては光化学系 I（PSI）と光化学系 II（PSII）が空間的に分かれて存在す

ると考えられており、その両者の間では励起エネルギーの移動は起こらないと考えられて

きた。すなわち、PSIと PSIIは電子伝達を介して協調的に働いているのであり、光エネル

ギーは伝達されないと考えられてきたのである。しかし、近年、モデル植物の Arabidopsis

において PSIと PSIIを含む巨大なタンパク質複合体 PSI-PSII megacomplexが発見され、

さらにそのmegacomplex内では PSIと PSII間で光エネルギーが伝達可能であることが明

らかになった。現時点ではこの生理的意義は十分には解明されていないが、PSIと PSII間

で励起エネルギーを適切に分配するための機構であり、光合成に伴う光酸化的障害に対す

る防御機構であると考えられている。 

この PSI-PSII megacomplex に関しては未解明な点が多く残されている。その１つは

PSI-PSII megacomplexが緑色植物内でどの程度保存されているか、というものである。こ

れまでに、スピルオーバー活性を有する PSI-PSII megacomplex に関する報告は

Arabidopsis以外にはなく、その一般性に関しては全く解明されていない。同時に、PSI-PSII 

megacomplexにどの程度の多様性があるのかという点に関しても、未解明である。 

Arabidopsis以外の PSI-PSII megacomplexを調べるため、本研究では、研究材料として

Physcomitrella に着目した。Physcomitrella は上述したようにコケ植物のモデル材料であ

り、進化系統的に Arabidopsis と遠く離れている。また、Physcomitrella の熱放散機構は

LHCSRと PsbSの両方を有するものであり、緑藻と維管束植物の中間的な形質を有するユ

ニークなものであると言える。さらに、PSI-LHCIの構造も LHCIの数と配置に関しても、

Arabidopsis とは異なることが知られている。このように、Physcomitrella は PSI-PSII 

megacomplexの一般性と多様性を調べる上で適した材料であると考えられる。 

そこで、本研究では Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexを精製し、そのタンパク

質組成や光合成特性を調べ、Arabidopsisの PSI-PSII megacompleと比較した。 



4 

 

まず、 large-pore clear-native PAGE (lpCN-PAGE)の結果から、Physcomitrella は

Arabidopsis と同様にPSI-PSII megacomplexを形成することが明らかになった。そして、

移動度がほとんど変わらなかったことから、分子量はよく似ていると考えられた。 

次に、Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexのタンパク質組成を 2D-SDS-PAGEで

調べた結果、Arabidopsis と同様に PSI,PSII、および LHC アンテナが結合していること

が明らかになった。PsbS タンパク質も native 電気泳動で PSI-PSII megacomplex と同じ

移動度を示したことから、Arabidopsis と同様に PSI-PSII megacomplex に結合している

ことが強く示唆された。さらに、Arabidopsis には存在しない LHCSR も PsbS と同様に

PSI-PSII megacomplexに結合していることが強く示唆された。なお、この LHCSRは PSII-

LHCII supercomplexにも結合していると考えられた。 

さらに、Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexについて、クロロフィル蛍光の時間

分解解析を行ったところ、その超複合体内で励起エネルギーの移動が行われていること、す

なわちスピルオーバー活性を有することが明らかになった。さらに、強光照射後の PSI-PSII 

megacomplex は低 pH で、LHCSR もしくは PsbS による熱放散が誘導されていることが

強く示唆された。これは、強光照射時に、PSI-PSII megacomplexの形成が光酸化的な障害

からの回避に寄与することを示唆する結果である。 

これらの結果から、陸上植物は PSI-PSII megacomplex に依存するスピルオーバーを幅

広く有する可能性が示唆された。また、Physcomitrella では LHCSR と PsbS タンパク質

に依存する励起エネルギーの熱放散が PSI-PSII megacomplex 内で行われており、それは

Physcomitrellaの強力な熱放散能に貢献しているはずである。そして、本研究で見出した、

PhyscomitrellaのLHCSRとPsbSを有するユニークなPSI-PSII megacomplexの発見は、

スピルオーバーが陸上植物の進化初期の陸上環境への適応にあたって、貢献した可能性を

示唆している。 

 



5 

 

[序論] 

生物進化と光合成 

現在、地球上には多種多様な生物が存在するが、その全てが共通の祖先種に由来すると考

えられている。その根拠はタンパク質を構成するアミノ酸が約 20 種類に限られることや、

エネルギー通貨として ATPを用いていることなど、生命現象の基本的な原理が共通するこ

となどである。では、最初の生命からどのようにして多種多様な生物が誕生したのであろう

か。その現象こそが「進化」であり、現在では生物はゲノムの突然変異と自然淘汰を駆動力

とする様々な試行錯誤が多種多様な生物の誕生につながったと考えられている。このよう

に進化とは生物が長きにわたりそれぞれの環境に適応し続けた歴史といえる。そしてこの

長い生物進化のイベントの中でも最大のイベントの 1 つと考えられているのが、シアノバ

クテリアによる酸素発生型光合成の出現である（Hohmann-Marriott and Blankenship, 

2011）。シアノバクテリアの光合成に伴う酸素の発生は地球の大気組成を変える大きな要因

となった（Fig. 1）。それをきっかけとして、酸素呼吸を行う生物が主流になり、さらには真

核生物が出現した。真核生物の一部はシアノバクテリアと細胞内共生し、葉緑体を有するこ

とで、真核光合成生物が生まれた。これによってさらに酸素濃度が上昇し、オゾン層を形成

して紫外線が地表に届かなくなると生物が地上に進出し始めた。このように、酸素発生型光

合成生物の誕生と進化は地球の大気環境や生物進化に大きく影響を与えてきた。 
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Fig.1 生物進化と酸素濃度の関係図 （Hohmann-Marriott and Blankenship 2011)

約30億年くらい前に、シアノバクテリアが誕生し、光合成によって酸素を生成し始めた

と考えられている。その光合成によって放出された酸素は、まず海水中の鉄イオンを
酸化し、しだいに大気中に酸素が放出されるようになった。そして、約15億年前に、シ

アノバクテリアの細胞内共生によって真核藻類が誕生すると、さらに酸素濃度が上昇
することになった。この光合成活動に伴う酸素濃度の変動は、生物進化にも大きく影
響したと考えられている。

時間（×10億年前）

酸
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（
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光合成反応とそのリスク 

酸素発生型光合成の反応は水と二酸化炭素から光エネルギーを用いて糖と酸素を合成す

る反応として非常によく知られている。しかしその機構は非常に複雑であり、未解明な点も

多く残されている。ここでは、その光合成の反応についてみていきたい（Fig. 2）。まず光合

成は光合成色素（クロロフィルやカロテノイドなど）が光エネルギーを補足して、分子が励

起されることで開始される。次に、その励起エネルギーは、2つの光化学系、すなわち光化

学系 I（PSI）および光化学系 II（PSII）、の反応中心クロロフィル二量体まで伝達され、そ

のエネルギーを利用して 2 つの光化学系の反応中心クロロフィルがそれぞれ電子を放出す

る。なお、それぞれの吸収波長から、PSIの反応中心クロロフィル二量体は P700、PSIIの

反応中心クロロフィル二量体は P680と呼ばれる。そして、PSIから放出された電子はフェ

レドキシンを還元し、さらにNADPHを合成するために利用される。一方、PSIIの反応中

心から放出された電子は PSI の反応中心に伝達され、電子を失った PSI の反応中心クロロ

フィル二量体（P700＋）を還元する。やはり電子を失った PSIIの反応中心クロロフィル二

量体（P680＋）は水から電子を受け取り、H+と酸素が生成される。また、PSIIから PSIへ

の電子の伝達に伴っても H+の濃度差が生じる。こうしてできた H+濃度の差を用いて ATP

合成酵素は ATP を合成することができる。つまり、光合成ではまず ATP と NADPH が生

産され、さらにその化学エネルギーが代謝の駆動力になる。その１つは、二酸化炭素を固定

還元して糖が合成される反応であるが、それ以外にも窒素代謝や硫黄代謝などの様々な代

謝の駆動力になっている。以上が光合成の概要であるが、ここでいくつか注目したい点があ

る。まず酸素発生型光合成では PSI と PSII の 2 つの光化学系が協調的に機能しているた

め、それら 2 つの活性のバランスを保つことが重要である。次に光合成は多くの反応が関

係しあって多段階的に反応が進むため、光合成を制御するためには、様々な制御機構が必要

である。そして何よりも、励起状態のクロロフィルは酸素分子と反応し活性酸素を生成して

しまうことが知られており、光合成では副産物としての酸素分子の生成は不可避であるた
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め、光合成は常に活性酸素種種を生成し続けてしまう反応でもある。この観点から考えると

光合成は光合成生物にとって危険な反応であり、常に適切に制御される必要がある。 
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Fig.2 光合成電子伝達反応のスキーム

光化学系II（PSII）は光エネルギーを利用して、水を分解して酸素を発生する。PSIIから
放出された電子はチトクロームb6/f（Cyt b6/f）を経由してPSIに届けられ、還元型のフェ
レドキシン（Fd) やNADPHの合成に利用される。同時に、チラコイド膜内外の電子伝達
によって生じたH+の濃度差を利用してATPaseが駆動しATPを合成する。合成された還
元力（Fdの還元型とNADPH)とATPは糖などの代謝の駆動力となる。

PSII cytb6f PSI ATPase
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光合成生物の光環境適応機構 

光合成は光エネルギーを補足して電子の流れを作ることから始まるため光合成に光は不

可欠であるが、光環境はその生物の生息する環境によって大きく異なる。生物にとって環境

に適応することは非常に重要であるが、光合成生物にとって光環境は最も重要な環境の一

つである。実際に様々な場所に光合成生物は存在するがそれらは見事に生息域の光環境に

適した色素組成を持つことで適応している。異なる光環境の代表的な例としては水中と陸

上の違いが考えられる。ここでは極端な例として深海と陸上の違いについて考えてみたい。

まず深海の光環境は非常に暗く、光の強度としては数 μmol photons/m2/s程度である。さら

にその波長は水中では水分子によって長波長が、水中の有機物によって低波長が吸収され

深海に届く波長は青色の領域に偏っている（Stomp et al. 2007）。この弱くて限られた波長

域の光のみを効率的に集めるため、深海に生息する Palmophyllum crassum などはクロロ

フィル bを極端に多く持っている（Kunugi et al. 2016）。一方、地上では光は非常に強く

光強度は 1,000 μmol photons/m2/sを超える。さらに雲などの陰になることで非常に短い時

間でその強度は劇的に変化する。この非常に強く短時間で大きく変化する光環境に適応す

るために陸上に生息する光合成生物は補足した光エネルギーを熱として安全に放散するた

めの機構を備えていることが知られている。これは光合成が危険な反応であることと多段

階的に成り立っていることと関係している。まず光合成は複数の反応が互いに関係しあっ

て初めて達成されるため光合成全体の反応速度はそれぞれの反応の中で最も遅い反応によ

って決まる。通常律速となるのは二酸化炭素の固定や PSII から PSI への電子の伝達であ

る。これらの反応はクロロフィルが光エネルギーを補足することで開始されるが、クロロフ

ィルが光を補足する反応、それ自体を制御することは難しい。そして励起したクロロフィル

は酸素分子と反応して活性酸素を発生し得る。すなわち、クロロフィルの励起状態は非常に

危険であるため、光合成速度の律速過程を超えるような過剰な光エネルギーを吸収した際

には、励起したクロロフィルからエネルギーを熱として放散する手段が必要になるのであ
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る。 

 

緑色植物の陸上環境への進出と光合成の進化 

光合成生物が陸上に生息するためには強くて短時間で大きく変化する光環境への適応が

不可欠である。そのため過剰な光エネルギーを熱として放散する機構や 2 つの光化学系の

バランスを保つ機構などが必要である。ここで光合成の防御機構についてこれまでに明ら

かにされている機構をいくつか紹介する（Fig. 3および Fig. 4）。まず過剰な光エネルギー

を熱として放散する熱放散機構が挙げられる（Niyogi and Truong 2013; Goss and Lepetit 

2015; Minagawa and Tokutsu 2015; Ruban 2015; Xu et al. 2015; Ruban 2016; Wobbe et 

al. 2016）。この機構は「flexible NPQ」や「qEクエンチング」とも呼ばれる。この熱放散

はチラコイド膜内外の pHの差によって誘導されることが知られており、強光照射後、数秒

から数分で誘導される。維管束植物ではこの熱放散機構は PsbSタンパク質により活性化さ

れることが明らかになっているが、藻類では LHCSR タンパク質がその役割を担っている

ことが明らかになっている。また、熱放散には PsbSや LHCSRだけでなく、光合成色素で

ある zeaxanthin も必要である。Zeaxanthin 合成はキサントフィルサイクルと呼ばれる機

構で制御されており、やはり強光照射によって誘導される。次に、2つの光化学系のバラン

スを保つための機構として state transition（ステート遷移）が挙げられる。ステート遷移

は緑色植物の周辺アンテナである light-harvesting complex II (LHCII) が 2つの光化学系

を可逆的に移動することで、励起エネルギーの分配を制御する機構である（Minagawa and 

Tokutsu 2015; Xu et al.2015; Wobbe et al.2016）。この LHCII の移動は redox-active 

kinases によって LHCII がリン酸化されることで制御されている（Bellafiore et al.2005; 

Pesaresi et al.2009）。ステート遷移の誘導、解消も数分で起こることが知られており、熱

放散と同様に、時々刻々と変化する光環境への迅速な適応機構として重要な役割を担って

いる。最後にスピルオーバー（spillover）も励起エネルギーの分配制御に関係していると考
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えられている（Fig. 5）。スピルオーバーは励起エネルギーを 2 つの光化学系の間で共有す

る現象である。具体的には、PSIIが吸収した励起エネルギーを PSIに伝達する反応、およ

び、その逆に PSIが吸収した励起エネルギーを PSIIに伝達する反応を指す（Yokono et al. 

2015; Yokono et al. 2019）。しかし、これまでの緑色植物におけるスピルオーバーに関する

研究は非常に限られている。 
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Fig.3 熱放散

クロロフィル（Chl）は光を吸収して励起状態（Chl*）となる。その後、反応

中心クロロフィルに励起エネルギーを伝達し光合成を行う一方で、その
一部は蛍光や熱などによりエネルギーを放出して基底状態に戻る。なお、
Chlの励起状態が長く続くと酸素と反応し活性酸素の生成が誘発される
ため、強光下などでは、PsbSやLHCSRタンパク質の関与により、励起エネ
ルギーの熱放散能が上昇する。
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PSII PSILHCII LHCI

PSII PSILHCII LHCI

State transition

Fig.4 State transition （ステート遷移）の概念図

LHCII アンテナを光環境に応答して光化学系I（PSI）と PSII の間で移動させることで、
PSI と PSII のアンテナサイズを調節し、それにより、PSI と PSII の働きを調節する
反応をステート遷移と呼ぶ。
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PSII PSI

光

励起エネルギー

スピルオーバー

PSII PSILHCII LHCI

光 光

Fig.5 スピルオーバー

LHC アンテナのクロロフィルが補足したエネルギーは、結合している PSI または
PSII に伝達される。このLHCアンテナの機能により、PSI や PSII はアンテナサイズを
増やすことができる。この現象はよく知られている。一方、スピルオーバーは PSIと
PSIIの間で励起エネルギーが共有される現象で、２つの光化学系間のエネルギー

分配などに有効であると考えられている。この現象に関しては未解明な点が多く
残されている。
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光化学系 I-II超複合体（PSI-PSII megacomplex）の発見 

上述のとおり、光合成の光環境適応機構は盛んに研究が行われており、熱放散やステート

遷移、スピルオーバー（spillover）などが知られている。しかし緑色植物におけるスピルオ

ーバーに関する研究は非常に限られてきた。その理由はスピルオーバーの活性を測定する

ことが難しいこと、そしてスピルオーバーの機構が不明であったことである。また、陸上植

物では PSII と PSI が空間的に異なる局在を示すと考えられてきたこともその一因である

と考えられる。具体的には、チラコイド膜の中で、PSIIは grana core (grana stacking) に

局在し、PSIは stroma lamellaeに局在すると考えられており、PSIと PSIIはチラコイド

膜で共局在しないと考えられてきたのである。しかし、Jarvi らはモデル光合成植物である

Arabidopsis thaliana（以下 Arabidopsis）において PSI と PSII の両方を含む巨大なタン

パク質複合体（PSI-PSII megacomplex）が存在することを初めて報告した（Jarvi et al. 

2011）。この巨大な複合体は grana core と stroma lamellae のマージナルな領域である

grana margin に局在すると考えられた。さらに、Yokono らは、Arabidopsis の葉、およ

び、電気泳動で分離した PSI-PSII megacomplex 内の 2 つの光化学系でスピルオーバーが

見られることの分光化学的な証拠を示した（Yokono et al. 2015）。これにより PSIと PSII

が複合体を形成し、その内部で励起エネルギーを共有できることが明らかになった。この発

見は空間的に分かれて存在していると信じられてきた PSI と PSII が直接相互作用して巨

大な複合体を形成し、その複合体内部で励起エネルギーを共有することで、2つの光化学系

間の励起エネルギーバランスを制御し得ることを示唆している。 

では、スピルオーバーはどのような生理的意義を持つのであろうか？現時点では２つの

機構が考えられている。１つ目は、2つの光化学系の励起エネルギーの分配制御である。例

えば、PSIIが吸収した光エネルギーを PSIに伝達したとすれば、PSIIのアンテナサイズが

小さくなり、PSIのアンテナサイズが大きくなったことになる。言い方を変えれば、PSIIが

PSI のアンテナとして機能したことになる。このような機構で 2 つの光化学系間の励起エ
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ネルギーの分配バランスを調節することが可能である。2つ目は、熱放散機能である。実は

電子を失った PSIの反応中心（P700+）は強力な熱放散能を有することが知られている。そ

のため、PSIIから PSIへと移動した励起エネルギーを PSIの P700+が効率よく熱放散する

ことが可能である。この場合、PSIは PSIIのクエンチャーとして機能することになる。こ

のような 2 つの機構により、スピルオーバーは光化学系の防御機構として機能していると

考えられる。そしてこれらの機能は、光強度が時々刻々と大きく変化し続ける陸上の光環境

への適応には特に有効であったと考えられる。しかしながら、スピルオーバーの生理的な意

義に関しては、Arabidopsisにおいてもその変異株が現時点では報告されていないことなど

から、不明な点が多く、今後のさらなる研究が必要である。 

 

Physcomitrella patens（ヒメツリガネゴケ）の進化的な位置とそのユニークな光化学系 

緑色植物は陸上化に成功した唯一の光合成生物であるといえるがその起源は水中である

と考えられている。水中から陸上へ進出する際には様々な環境の変化があり、それらに適

応することで陸上化が可能となったはずである。陸上化に関する研究は乾燥耐性や形態な

ど様々な方向から研究が行われているが、光合成の観点からの研究は多くない。しかし光

合成において陸上化は光環境の大きな変化であり、非常に重要な環境の変化である。そこ

で陸上化初期の緑色植物である Physcomitrella patens（以下 Physcomitrella）に着目し

た。  

Physcomitrellaはコケ植物のモデル植物であり、緑藻から陸上植物への光化学系の進化

を理解するために適した研究材料である。コケ植物は、陸上植物の進化の初期に分岐した

植物であり、緑藻と維管束植物の光合成システムの中間的な形質を示すことが知られてい

る（Niyogi and Truong 2013）。実際、Physcomitrellaは熱放散に関して、陸上植物に特

有の PsbSに依存した熱放散機構と藻類に特有の LHCSRに依存した熱放散機構の両方を

兼ね備えている（Peers et al. 2009; Niyogi and Truong 2013; Iwai and Yokono 2017）。
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なお、維管束植物は進化の過程で LHCSRを失っているため、PsbSに依存する熱放散機

構のみを有していることが明らかになっている（Niyogi and Truong 2013）。そして、緑

藻は PsbSと LHCSR の両方を有しているが、熱放散機構は主に LHCSRに依存してい

る。最近の研究（Correa-Galvis et al.2016）では Chlamydomonasの PsbSが LHCSR 依

存的な熱放散機構の活性化に必要であることが報告され、緑藻では PsbSは LHCSR 依存

的な熱放散機構の制御因子であることが示唆された。 

対照的に、Physcomitrellaでは PsbSと LHCSRは独立に、相加的に、機能していると

考えられている。まず、チラコイド膜における PsbSの局在は LHCSR とは異なることが

報告されている（Pinnola et al. 2015）。さらに、PsbSと LHCSR の片方だけの欠損株は

いずれも熱放散能の減少を引き起こし、両方を同時に欠損させることで初めて熱放散能が

ほぼ 0にまで減少することが明らかとなっている（Alboresi et al. 2010; Gerotto et al. 

2011）。さらにそれらの生理的な意義に関しては、PsbSと LHCSR の両方が欠損した変異

体では片方だけを欠損した変異体よりも、強光でより深刻な表現型を示すことが報告され

ており（Alboresi et al. 2010）、両経路が強光ストレスへの防御機構として重要な役割を担

うことが明らかになっている。さらに Physcomitrellaは PsbSと LHCSRに依存する熱放

散機構を相加的に引き起こすことができるため、維管束植物よりも高い熱放散能を有する

（Alboresi et al.2010）。これらの知見はコケ植物が熱放散に関して、緑藻と維管束植物の

中間的な形質を有すること、そしてそれゆえに強力な熱放散能を有することを示してお

り、これらのユニークな熱放散機構が陸上の強くて変化の激しい光環境への初期の適応と

して寄与していることを示唆している（Alboresi et al. 2010）。 

 

本研究目的 －Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexの解析 

これまで述べてきたように、Arabidopsisは PSI-PSII megacomplexを形成し、その超

複合体はスピルオーバー活性を有することが明らかになった（Jarvi et al. 2011; Yokono et 
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al. 2015）。また、PSI-PSII megacomplexは PsbSを結合していることが明らかになって

おり、その PsbSはその分子機能から光防御に寄与すると考えられる。これらのことか

ら、PSI-PSII megacomplexの形成は陸上の光環境適応に貢献していると考えられる。一

方で、Arabidopsis 以外の緑色植物においてスピルオーバー活性を有する PSI-PSII 

megacomplexの報告はなく、他の植物を用いたさらなる解析が必要である。 

なかでも、Physcomitrellaは藻類型の LHCSRと陸上植物型の PsbSを両方持ち、それ

らを独立に相加的に引き起こすことができるため、高い熱放散機能を有する。そのため、

Physcomitrellaは PSI-PSII megacomplexを形成し、PsbSだけでなく LHCSR も含む可

能性がある。そして、もしスピルオーバー活性を有していれば、LHCSRの強力なクエン

チング能も含めて、PSI-PSII megacomplexは光防御機構に重要である可能性が考えられ

る。 

そこで本研究では Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexの解析を行った。具体的

には、Physcomitrellaが PSI-PSII megacomplexを形成していることを明らかにし、さら

に LHCSRや PsbSと結合していることを明らかにした。さらに、分光学的な解析から、

PSI-PSII megacomplexはスピルオーバー活性を有すること、そしておそらくは LHCSR

や PsbSの関与により、PSI-PSII megacomplex内部で pH依存的なクエンチングが生じ

ることも明らかにした。これらの結果から、Physcomitrellaは LHCSR、PsbSが結合し

たユニークな PSI-PSII megacomplexを形成すること、そしてその複合体形成により光強

度が強く激しく変動し続ける陸上の光環境への適応に寄与し得ることが明らかになった。 
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[材料と方法] 

植物の育成 

Physcomitrella patensの原糸体を BCDAT培地（（Nishiyama et al. 2000）の BCD培地

に 1 mM CaCl2と 5 mM di-ammonium [+]-tartrateを加えて 0.8%(w/v)の agarで固めた

もの）の上にセロハンを敷いてその上で 25℃、continuous light（40μmol photon m-2 s-1）

の下で培養した。培養 4 日目の原糸体を弱光サンプルとした。同じく培養 4 日目の原糸体

に cold spot fiber potics（PCS-UMX250, NPI, Tokyo, Japan）を用いて、強光（500μmol 

photon m-2 s-1）を 1時間照射したものを強光サンプルとした。 

 

Thylakoid membraneの単離 

Thylakoid membraneの単離は基本的に Jarvi et al.(2011)の方法に従った。実験は 4℃ま

たは氷上で行った。原糸体を grinding buffer [50 mM Hepes/KOH (pH 7.5), 330 mM 

sorbitol, 2 mM EDTA, 1 mM MgCl2, 5 mM ascorbate, 0.05% BSA, 10 mM sodium fluoride, 

0.25 mg mL-1 Pefabloc (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)]中で懸濁した。約 1 mLの懸

濁液を 1 gの glass beads (0.5 mm diameter)の入った 2 mL vialに移し、Mini-Bead Beater 

(Waken B Tech Co., Ltd, Kyoto, Japan)を用いて 10秒間の破砕処理を 3回行うことで原糸

体を破砕した。次に、破砕液を 4℃、5,000 x gで 4分間遠心分離した。続いてペレットを

shock buffer（50 mM Hepes/KOH (pH 7.5), 5 mM sorbitol, 5 mM MgCl2, 10 mM sodium 

fluoride）を用いて懸濁し、再度 4℃、5,000 x g で 4 分間遠心分離した。最後に、沈殿を

storage buffer (50 mM Hepes/KOH (pH 7.5), 100 mM sorbitol, 10 mM MgCl2, 10 mM 

sodium fluoride)で 1.5 mg mL-1 chlorophyll濃度に再懸濁し、液体窒素で凍結後、-80℃の

フリーザーで保存した。 
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Clear-native (CN)-PAGE 

CN-PAGE は基本的に Umetani et al.(2018)の方法に従った。まず、単離した thylakoid 

membraneを solubilization buffer (50 mM imidazole/HCl (pH7.0), 20% glycerol, 5 mM 

6-aminocaproic acid, 1 mM EDTA)で再懸濁した。次に、等量の 2%α-dodecyl maltoside 

(α-DM)と終濃度１％の protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

を加えて thylakoid membrane 溶液を懸濁し、氷上で 1 分間静置することで、タンパク質

複合体を可溶化した。可溶化できなかったものは 4℃、21,000 x gで 1分間遠心分離してサ

ンプルから除いた。 

遠心の上清に 20 mg mL-1 Amphipol A8-35(Anatrace, OH, USA)を上清の半分量加えた

ものを CN-PAGE のサンプルとし、4-13% polyacrylamide gradient gelにロードし、4℃で

分離した。泳動の buffer には Anode buffer [50 mM imidazole/HCl (pH 7.0 at 4℃)]と

cathode buffer [50 mM Tricine 15 mM imidazole/HCl (pH7.0 at 4℃)]を用いた。 

 

Large-pore (lp)CN-PAGE 

lpCN-PAGEは基本的には Jarvi et al. (2011)の方法に従った。25BTH20G buffer (25 mM 

BisTris/HCl (pH 7.0), 20% (w/v) glycerol, 0.25 mg mL-1 Pefabloc)を加えて thylakoid 

membraneの上清を 1 mg mL-1 chlorophyll濃度に調製した。チラコイドタンパク質複合体

を digitoninで可溶化するため、等量の 2% digitoninの入った 25BTH20G bufferを上清に

加え、暗所で 20℃、5 分間撹拌した。可溶化できなかったものを除くために遠心分離をし

た後、上清の 1/6量の 20 mg mL-1 amphipol A8-35 (Anatrace, OH,USA)を上清に加えたも

のを泳動サンプルとした。lpCN-PAGE の分離ゲルは 5-13% (w/v) polyacrylamide であり

その acrylamide と bisacrylamide の比率は 29:1 とした。サンプルゲルの polyacrylamide

濃度は 3%とし、その acrylamide, bisacrylamide比は 4:1とした。電気泳動用の bufferと

して、anode buffer [50 mM BisTris/HCl (pH7.0 at 4℃)]と cathode buffer (50 mM Tricine, 
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15 mM BisTris/HCl (pH7.0 at 4℃), 0.01% amphipol A8-35)を用いた。 

 

2次元(2D)-lp（large-pore）CN/SDS-PAGE 

（2D）-lpCN/SDS-PAGE に関しては Umetani et al.(2018)の手法に従った。lpCN-PAGE

ゲル中を solubiliziation buffer (1% SDS, 1% 2-mercaptoethanol) に 30℃で 60分間浸し、

タンパク質を変性させた。続いて 4 M ureaの入った 14% acrylamide gelで分離した。2次

元 SDS-PAGEによる分離には Laemmli systemを用いた。銀染色には Pierce Silver Stain 

kit (ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, USA)を用い、メーカーの説明書に従って実験

を行った。 

 

Immunoblot解析 

電気泳動で分離したタンパク質は polyvinylidene fluoride membrane (PolyScreen PVDF 

transfer membrane, PerkinElmer Life Science, MA, USA)に転写し、特異的な抗体と

Western Lightning Plus-ECL (PerkinElmer Life Science, MA, USA)を用いて検出した。

本実験で用いたすべての抗体は Agrisera (Vannas, Sweden)から購入した。Anti-PsbB 

(AS04 038), anti-PsbC antibodies (AS11 1787) は PSII coreサブユニットの検出に用いた。

Anti-PsaD antibodies (AS09 461) は PSI core サブユニットの検出に用いた。Anti-Lhcb2 

(AS01 003), Lhcb3 (AS01 002) antibodies はmajor LHCII タンパク質の検出に用いた。

Anti-LHCSR1 antibodies (AS15 3081)は LHCSR タンパク質の検出に用いた。 

 

分光解析 

1時間の強光照射前後のサンプルから lpCN-PAGEで分離した PSI－PSII megacomplexを

4℃で 5分間、pH 7 、もしくは、pH4.5 の buffer（50 mM BisTris/HCl (pH 7 or pH 4.5), 

0.5 M 6-aminocaproic acid）に浸し、それら 4種類のサンプルの時間分解蛍光解析を行っ
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た。励起波長は 408 nmで repetition rateは 2 MHzで 100ns（24.4 ps per channel * 4,096 

channels）まで測定に影響はなかった。時間分解能を改善するため時間分解蛍光も 10 ns

（2.4 ps per channel * 4,096 channels）まで測定した。蛍光動向のグローバル解析の後

fluorescence decay-associated spectra（FDAS）解析を行った。Steady-state fluorescence 

spectraは F-2500 spectrophotometer (HITACHI)を用いて測定した。スリット幅は励起波

長と蛍光でそれぞれ 10 nmと 2.5 nmとした。Steady-state absorption spectraは室温（20-

25℃）でUmetani et al.(2018)の手法に従って測定した。 

 

色素解析 

光合成色素を抽出するため、Physcomitrellaの原糸体細胞を acetone中で stainless beads 

(5 mm in diameter, TCS0-0100, Bio medical science, Tokyo)を用いて 1分間破砕した。破

砕には、ShakeMaster bead shaker (BioMedical Science Co. Ltd, Tokyo, Japan)を用いた。

その破砕液を 21,600 x g で分間遠心分離して上清を C18 column (YMC AL303 250*4.6 

mm, 5 μm, YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan)にロードした。サンプルは solvent A (100% 

methanol)を用いて 17 min分離した後、さらに 5分間かけて solvent Aから solvent B (60% 

methanol, 20% ethanol, 20% hexane)に変えながら分離した。流速は 0.8 mL/minとした。

色素の吸収スペクトルは L-2450 photodiode array detector (HITACHI High Technologies 

Science Corporation, Tokyo, Japan)を用いて 450 nmでモニターした。クロロフィルおよ

びカロテノイド色素の同定と定量は吸収スペクトルを標品と比較することで行った。 
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[結果] 

 

lpCN-PAGEを用いた Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexの分離 

Arabidopsis で報告されている PSI-PSII megacomplex は現在植物で知られている中で

最も大きな複合体の一つであり、そのサイズは 3000kDaを超えると考えられる（Yokono et 

al. 2019 の Arabidopsis PSI-PSII megacomplex 構造モデルをもとに計算）。タンパク質複合体

を分離する技術の中でも、このサイズの複合体を分離できる方法はサイズクロマトグラフ

ィーやショ糖密度勾配など非常に限られており、しかも、これまで PSI-PSII megacomplex

の分離に成功した例は native PAGE system 以外には確認されていない（Järvi et al. 2011; 

Yokono et al. 2015; Ferroni et al. 2016; Giovanardi et al. 2017）。さらに、PSI-PSII megacomplex

は通常の blue-native (BN) や clear-native(CN)-PAGE systemでは分離することはできな

い。その理由は PSI-PSII megacomplex が非常に大きな複合体であるため、分離ゲルに入

る前のサンプルゲルを通過できないからである（Järvi et al. 2011）。 

そこで本研究では、PSI-PSII megacomplexの分離のため、CN-PAGEから派生した large-

pore CN-PAGE (lpCN-PAGE) を用いた。lpCN-PAGE は通常の CN-PAGE では分離でき

ないような大きさの複合体を分離するための手法であり、アクリルアミドに対するビスア

クリルアミドの比率を 20-25 %にまで増やすことで PSI-PSII megacomplex が通過できる

ポアサイズを持つアクリルアミドゲルを作成することが可能である（Järvi et al. 2011）。 

本研究では PSI-PSII megacomplex の強光適応能を調べるため、強光処理をした細胞と

未処理の細胞のそれぞれからチラコイド膜を単離し、光化学系を穏和な界面活性剤である

digitonin で可溶化した。一般的な lpCN-PAGE では、穏和な界面活性剤である DOC を添

加し、その負電荷がタンパク質の表面に結合することで中性域でのタンパク質の電気泳動

を可能にしている。しかし本実験では DOC の代わりに Amphipol A8-35を用いた。 

Amphipol は新しいタイプの両親媒性ポリマーで界面活性剤ミセル中のタンパク質複合
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体に作用し、Amphipol がタンパク質表面に結合する。そしてその結合により、タンパク質

複合体を界面活性剤ミセルから解離させることで、タンパク質複合体の安定性を高める作

用がある。なかでも AmphipolA8-35は膜タンパク質の安定化に広く利用されており、とり

わけ膜タンパク質の結晶化においてよく用いられている（Popot et al. 2011; Watanabe et al. 

2019）。そして、Amphipol A8-35は中性域の pHで負電荷を有するため、DOCの代わりに

タンパク質表面への負電荷の付与が可能になるのではないかと考えた。DOCもタンパク質

複合体への解離・変成作用が小さいことが知られているが、A8-35ほどの安定化作用は報告

されていない。そのため、DOCの代わりに A8-35が利用できれば、泳動中のタンパク質複

合体の安定性の向上が見込めるのではないかと期待した。実際に、Amphipol A8-35を用い

て泳動を行った結果、主に 3 本の光化学系タンパク質複合体バンドを分離することができ

た（Fig. 6）。これは Amphipolを用いた最初のNative-PAGE系の報告である。 

それぞれの複合体の構成成分を調べるため、 2D-lpCN/SDS-PAGE の後、 

immunoblotting 解析（Fig. 7）、および、 銀染色（Fig. 8）を行った。その結果、それぞれ

のバンドが PSI-PSII megacomplex, PSI-LHCIおよび PSII dimer, LHCII trimerであるこ

とが明らかになった。まず、PSI-PSII megacomplexのバンドが lpCN-PAGE のサンプルゲ

ルを通過したことから、このバンドは可溶化できなかった膜画分ではなく、タンパク質複合

体であるといえる。また、Physcomitrella の PSI-PSII megacomplex は主に PSI, PSII, 

LHCII で構成されており（Fig. 7）、これは Arabidopsis の megacomplex の結果とよく似

たものであった（Yokono et al. 2015）。なお、PSI-LHCIと PSII dimer は分子量がよく似

ているため、よく似た泳動度をもつことが知られている（Fig. 6）。また、本実験では、PSII-

LHCIIがほとんど検出されなかったが、これは digitoninが grana coreをあまり可溶化し

ないためである（PSII-LHCII は主に grana core に局在する）（Järvi et al. 2011）。なお、

Arabidopsisでの分光学的な解析から、PSI-PSII megacomplex以外にも分子量が比較的小

さな PSI-PSIIの存在も報告されている（Yokono et al. 2015）が、おそらくはその量の少なさ
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からバンドとしては検出できないため、本研究では解析対象としなかった。 
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LHCII trimer

PSII dimer, PSI-LHCI
Putative PSI-LHCI-LHCII

PSI-PSII megacomplex

Fig.6 Amphipol A8-35を用いた lpCN-PAGE による Physcomitrellaの
光化学系の分離

Low-light（40 μmol photons m-2s-1）で培養した原糸体と、その原糸体に1時間の
強光処理（500 μmol photons m-2s-1）を行った High-Light サンプルからチラコイド
膜を単離し、1% の digitonin でチラコイド膜タンパク質複合体を可溶化した後、
3.5%-13% の polyacrylamide ゲルを用いた large-pore clear-native PAGE (lpCN-
PAGE) で分離した。
その結果、PSI-PSII megacomplex、putative PSI-LHCI-LHCII、PSII dimerおよびPSI-

LHCI、LHCII trimer の各バンドが認められた。
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PsbB

PsbC

PsaD

Lhcb2

Lhcb3

LhcSR

Fig.7 low-light で培養した Physcomitrella原糸体の光化学系タンパク質の
2D-lpCN/SDS-PAGE 後のImmunoblot解析

PsbB（PSII）,PsbC（PSII）,PsaB（PSI）,Lhcb2（LHCII）,Lhcb3（LHCII）,LHCSRタンパク質
について、それらの特異的抗体を用いてImmunoblot解析を行った。その結果、
lpCN-PAGE で分離できた光化学系のバンドが、高分子側から、それぞれ PSI-
PSII megacomplex (PSI-PSII mc)、PSII dimer (PSII-D)、PSI-LHCI、PSII monomer 
(PSII-M)、LHCII trimerであることが明らかになった。なお、PsaDのバンドが2本見
られるのは、ヒメツリガネゴケにはPsaDをコードする遺伝子が2つあるためであ
ると考えられた。
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Fig. 8 Physcomitrellaのチラコイド膜タンパク質複合体の 2D-lpCN(3.5%-13%)   
/SDS-PAGE による分離パターン

Physcomitrellaから単離したチラコイド膜タンパク質複合体を 1% digitonin で可
溶化した後lpCN-PAGE-gel (3.5-13%) で分離した( Fig. 6)ゲルの2D-SDS-PAGE。
分離後のタンパク質は銀染色で可視化した。分子量マーカーは右側に示した。

1D-lpCN-PAGE
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Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexとの泳動度の比較 

Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexの構造に関しては、最近、ネガティブ染色を行っ

た PSI-PSII megacomplex を電子顕微鏡で観察した像に基づく構造モデルが報告された

（Yokono et al. 2019）。このモデルでは 1つの PSII dimerが 2つの PSI-LHCIに挟まれた 2

回転対称になっており、その周りを LHCII trimerが取り囲むような構造になっている。も

し Physcomitrella の PSI-PSII megacomplex がこのモデルと似た構造をしているならば、

分子量も Arabidopsis の megacomplex と似ているはずである。その 2 種類の植物の PSI-

PSII megacomplex の分子量サイズを比較するため、Arabidopsis と Physcomitrella のチ

ラコイド膜タンパク質複合体を digitoninで可溶化し、lpCN-PAGE で分離した。その際に、

分子量による泳動度の変化をより明らかにするため、acryl amide濃度を変えた 3種類のア

クリルアミドゲルを用いて、泳動度の変化を比較した（3%-13%, 3.25%-13%）（Fig. 9）。 

その結果、Physcomitrellaと Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexはいずれの濃度の

ゲルを用いた場合でも、同程度の泳動度を示した。このことから Physcomitrella と

Arabidopsis の PSI-PSII megacomplex の分子量は同程度であると考えられる（Fig. 9）。

また、2つの異なる濃度のアクリルアミドゲル（3.5%-13%（Fig. 6）, 3.25%-13%（Fig. 9））

を用いた 2D-lpCN/SDS-PAGE で分離したタンパク質について、銀染色を行った。その結

果、Physcomitrellaと Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexのバンドパターンはよく類

似していた（Fig. 8および Fig. 10）。またアクリルアミドの濃度を変化させても PSI-PSII 

megacomplex の周辺に他の緑色のバンドは認められなかったことから（Fig.6 および Fig. 

9）、PSII-LHCII megacomplex などの他の複合体の混入は無視できるといえる。これは

PSII-LHCII megacomplex が grana core に局在しているため、digitonin で可溶化できな

かったためであろう。一方で PSI-PSII megacomplex のバンドはテーリングしていた 

（Fig.6 および Fig. 9）。これは PSI-PSII megacomplex に結合する LHCII の量に多様性

があるためであろうと考えられた（Yokono et al. (2019)）。これらのことから、



31 

 

Physcomitrellaと Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexの構造は類似していると予想さ

れた。 
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Sample gel
3% (C20)

3%

13%

Sample gel
3% (C20)

3.25%

13%

PSI-PSII mc

PSII dimer, 
PSI-LHCI

Putative 
PSI-LHCI-LHCII

LHCII trimer

PSI-PSII mc

PSII dimer, 
PSI-LHCI

Putative 
PSI-LHCI-LHCII

LHCII trimer

Fig. 9 Acrylamide の濃度（A:3%-13%; B:3.25%-13%）が異なる2種類の分離ゲル
を用いた lpCN-PAGE による、Physcomitrellaと Arabidopsis の光化学系の
分離パターンの比較

Physcomitrella (P. patens)と Arabidopsis （A. thaliana) のチラコイド膜を単離し、
1% digitonin を用いて、光化学系タンパク質複合体を可溶化した。Large-pore 
sample gel (C20) の作成には、3%Tと20%C （Strecker et al.2010） の acrylamide 溶
液を用いた。グラジエントゲル濃度の低下（3.25% →3%）に伴い、PSI-PSII 
megacomplex (PSI-PSII mc）の移動度が上昇したが、いずれの条件においても、
Physcomitrellaと ArabidopsisのPSI-PSII megacomplexの移動度はほぼ同一で
あった。そのため、その2つのmegacomplex の分子量は類似していると考えられ
る。

A B
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Fig. 10 Physcomitrellaのチラコイド膜タンパク質複合体の 2D-lpCN(3.25%-13%)   
/SDS-PAGE による分離パターン

Physcomitrellaから単離したチラコイド膜タンパク質複合体を 1% digitonin で可
溶化した後lpCN-PAGE-gel (3.25-13%) で分離した( Fig. 9B)ゲルの2D-SDS-PAGE。
分離後のタンパク質は銀染色で可視化した。分子量マーカーは右側に示した。

1D-lpCN-PAGE
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Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexは LHCSRと PsbSを有している 

前述のように、Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexが PsbSと結合することがすでに

報告されている（Suorsa et al. 2015）。そこで Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplex

に PsbS が結合しているか確かめるため抗 PsbS 抗体を用いて immunoblot 解析を行った。

その結果、 lpCN-PAGE において Physcomitrella においても PsbS は PSI-PSII 

megacomplexと同じ泳動度を持つ（co-migration）ことが明らかになった（Fig. 11）。この

結果は、Physcomitrelaでも PSI-PSII megacomplexに PsbSが結合していることを強く示

唆している。 

さらに、Physcomitrella は Arabidopsis には存在しない LHCSR を有している。先行研

究から、Physcomitrellaの LHCSRは PSIと PSIIの両方のNPQ形成に関わっているが、

その局在は stroma lamellaeや grana marginであろうと議論されている（Pinnola et al. 

2015）。そこで、LHCSRは PSI-PSII megacomplexに結合しており、その熱放散に寄与し

ているのではないかと考えた。この仮説を検証するために抗 LHCSR 抗体を用いて

immunoblotting解析を行った（Fig. 7）。その結果、2D-lpCN-PAGE/SDS-PAGEにおいて、

LHCSR monomerの他に、PSI-PSII megacomplex と同じ移動度を持つ（co-migration）

LHCSR のバンドが検出された。これは Physcomitrella の PSI-PSII megacomplex が

LHCSRを結合していることを強く示唆している。LHCSRは植物の進化の過程で維管束植

物では失われているため、LHCSR の有無は Arabidopsis と Physcomitrella の PSI-PSII 

megacomplex の大きな違いであるといえる。LHCSR と PsbS の両方のタンパク質が PSI-

PSII megacomplexに結合していることから、これらのタンパク質はmegacomplex内で過

剰なエネルギーを熱として放散することに寄与していると考えられる。 
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PsbC

PsbS

Fig.11 2D-lpCN/SDS-PAGE後の PsbC（PSII） と PsbSの immunoblot 解析

Low-lightで培養した Physcomitrellaのチラコイドタンパク質複合体を
1%digitoninで可溶化し、Amphipol A8-35を用いて lpCN-PAGE（3.25-13%）
によって分離した。その後、さらに2D-SDS-PAGEで分離した後PsbC、PsbS
の特異的抗体を用いて immunoblot 解析を行った。その結果、PSI-PSII 
megacomplex (PSI-PSII mc) と PsbSのco-migration が確認できた。
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77Kにおける PSI-PSII megacomplexの定常状態蛍光スペクトル 

lpCN-PAGEで分離した PSI-PSII megacomplex（Fig. 6）の光合成特性を調べるため、

77Kの定常状態蛍光スペクトルを測定した（Fig. 12）。その解析にはPSI-LHCI, PSII-LHCII, 

LHCII trimerの単独での蛍光スペクトルが必要となるため、チラコイド膜タンパク質複合

体をα-DM（dodecyl maltoside）で可溶化し、(large-poreではない) CN-PAGE（Fig. 13）

で分離した。界面活性剤としてα-DM を用いたのは、α-DM がチラコイド膜の全ての

subfractionを可溶化できるからであり、PSII-LHCIIの多くが蓄積する場であるgrana core

も可溶化される。実際、digitoninを用いた lpCN-PAGE（Fig. 6および Fig. 9）では明確

には見られなかった PSII-LHCII のバンドが本実験系では明瞭に確認された（Fig13）。興

味深いことに、この CN-PAGEにおいて、LHCSRは PSI-PSII megacomplexだけでなく、

PSII-LHCII とも co-migration を示した（Fig. 14）。このことは Physcomitrella において

LHCSRは PSII-LHCIIとも結合していることを示唆している（Fig14）。対照的に LHCSR

と PSI-LHCI との co-migration は認められなかった。ただし、これは、LHCSR と PSI-

LHCI が解離してしまった可能性を排除するものではない。なお、α-DM は PSI-PSII 

megacomplex 内で PSII から PSI へのエネルギー移動を阻害することが知られている

（Yokono et al. 2015）。そのため、PSI-PSII megacomplexの分光学的な解析のためには、

digitoninを用いた可溶化が適している。 

次に、分離した PSI-LHCI, PSII-LHCII, LHCII trimerの 77K 蛍光スペクトルを測定し

た（Fig. 15）。分離したバンドの同定には銀染色（Fig. 16）と PSI, PSII, LHCII, および

LHCSR、それぞれの特異的抗体を用いた immunoblot 解析を行った（Fig. 14）。そしてこ

れらと共に lpCN-PAGEで分離した PSI-PSII megacomplexの 77Kの定常状態蛍光スペク

トルを見てみると、Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexのスペクトル（Fig. 12）は

Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexスペクトル（Yokono et al. 2015）と非常によく似

ていることが明らかになった。まず、725nm付近にピークを持つ強い蛍光は、PSI-LHCIの
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low-energy chlorophyll (red form) に対応している蛍光であると考えられた（Fig. 12）。一

方で 690nm付近にピークを持つ、弱くブロードなスペクトルは PSII-LHCIIから放出され

た蛍光であると考えられた（Fig. 12）。その理由は、α-DM で可溶化され、CN-PAGEによ

り分離された PSII-LHCII と LHCII trimer は約 693nm と 678nm に蛍光ピークを示した

（Fig. 15）からである。約 690nmにピークを持つ PSII-LHCIIに由来する蛍光のシグナル

（Fig. 12）が、約 725nmにピークを持つ PSI-LHCIに由来する蛍光のシグナル（Fig. 12）

よりも顕著に弱いことは、Physcomitrella の PSI-PSII megacomplex は Arabidopsis

（Yokono et al. 2015）と同様に PSIIから PSIへの効率的なエネルギー移動が起こってい

ることを示唆する結果である。これは、77Kではエネルギーの低い（長波長）クロロフィル

からエネルギーの高い（短波長）クロロフィルへの励起エネルギー移動（uphillエネルギー

移動）は起こりにくく、PSIと PSIIの間で励起エネルギー移動が生じる場合は最もエネル

ギーの低い PSIの red formにエネルギーがトラップされる確率が非常に高いと考えられる

ためである。また、1hの強光処理の前後で差スペクトルを取ると、Physcomitrellaの PSI-

PSII megacomplex の蛍光スペクトルに小さな違いが生じていることが明らかになった

（Fig. 12）。とりわけ、約 725nmにピークを持つ蛍光スペクトルのシグナルが強光処理に

より増えていることは、Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexが強光下では、より多

くの励起エネルギーを PSI-LHCIの low-energy chlorophyll (red form) に伝達するように

変化したことを示唆している。そして、その変化は Physcomitrella の強光環境への適応に

貢献しうると考えられた（Yokono et al. 2019）。 
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Fig.12 PSI-PSII megacomplex（Fig6）の定常状態蛍光スペクトル

lpCN-PAGEで分離したPSI-PSII megacomplexの定常状態の蛍光スペクトルを
77Kで測定した。上のスペクトルは low-light で培養した細胞から分離したPSI-
PSII megacomplex のスペクトル。真ん中は強光処理したサンプルから分離した
PSI-PSII megacomplex のスペクトル。下は強光処理の有無で変化したPSI-PSII 
megacomplex の差スペクトルを示している。

差スペクトル
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PSII-LHCII

PSI-LHCI

LHCII trimer

LHCII monomer

Fig. 13 Amphipol A8-35 を用いた CN-PAGE による Physcomitrellaの光化学系
タンパク質複合体の分離

Physcomitrellaから単離したチラコイド膜タンパクを 1% α-dodecyl maltoside （α-
DM) で可溶化し、AmphipolA8-35 を用いた CN-PAGE（4-13%） で分離した。右のゲル
はそのCN-PAGE のゲルをCBB染色したもの。
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Fig.14 2D-CN/SDS-PAGE 後の PsaD（PSI）、PsbB（PSII）、Lhcb2
（LHCII）、LHCSR タンパク質の Immunoblot 解析

Physcomitrellaのチラコイドタンパク質複合体を 1% α-dodecyl 
maltosideで可溶化しAmphipol A8-35 を用いた CN-PAGE で分離した
ゲル（Fig13）を、さらに、2D-SDS-PAGE で分離した。その後、各光化
学系の特異的な抗体を用いて Immunoblot 解析を行った。なお、
PsaDとLHCSRのシグナルが2つみられるのは、ヒメツリガネゴケでは
PsaDおよびLHCSRが複数の遺伝子にコードされているためであると
考えられる。
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Fig.15 Low-light で培養したPhyscomitrellaから単離したチラコイド膜タンパク質
複合体を1%α-dodecyl maltosideで可溶化し、CN-PAGEで分離したPSI-
LHCI、PSII-LHCII、LHCII trimerの77Kにおける蛍光スペクトル

(A) 時間分解蛍光スペクトルの生データ。(B) 生データから再構築した定常蛍光
スペクトル。（C）蛍光減衰スペクトル。

A

B

C
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Fig.16 Low-light で培養した Physcomitrellaチラコイド膜タンパク質複合
体の 2D-CN/SDS-PAGE による分離後の銀染色

Physcomitrellaのチラコイドタンパク質複合体を 1% α-dodecyl maltoside
で可溶化しAmphipol A8-35 を用いた CN-PAGE で分離したゲル（Fig13）を、
さらに、2D-SDS-PAGE で分離した。タンパク質のスポットは銀染色で可視
化した。分子量マーカーは右側に示した。CN-PAGE における光化学系の
バンドの位置はゲルの上側に示した。

1D-CN-PAGE
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PSI-PSII megacomplexの時間分解蛍光解析 

ここでは PSI-PSII megacomplex内部での励起エネルギーの挙動を解明するために PSI-

PSII megacomplexの蛍光の時間分解解析を行った（Fig. 17）。本研究では強光処理の有無

でサンプルを分けて比較解析を行ったが、まず、その強光処理による変化について記載した

い。強光処理により、LHCSR と PsbSのタンパク質の蓄積量が増加し（Fig. 18）、さらに

violaxanthinから zeaxanthinの転換が強く誘導された（Table 1）ことが明らかになった。

なお、zeaxanthinは強光に応答して短時間で violaxanthinから転換され得ることが知られ

ており、この機構はキサントフィルサイクルと呼ばれている。そして、この zeaxanthinは

PhyscomitrellaにおいてLHCSRとPsbSの両方のNPQに必要である（Pinnola et al.2013）。

そのため、この zeaxanthin の増加（Table 1）を LHCSR および PsbS の発現誘導（Fig. 

18）と合わせて考えると、強光処理により PSI-PSII megacomplex の過剰な光エネルギー

を熱放散する能力が上昇しているのではないかと予想された。なお、1h という短時間の強

光処理で LHCSR と PsbS のタンパク質の蓄積量が増加したことから（Fig. 18）、LHCSR

および PsbSは分解制御を受けており、強光処理によりその分解が抑制された可能性が示唆

された。このような強光に応答した LHCSRや PsbSの速い量的制御機構に関しては、将来

的な課題である。 

Physcomitrellaや Chlamydomonas reinhardtii（以下 Chlamydomonas）の PSII-LHCII 

supercomplexは LHCSRにより低 pH下で中性時よりも大きなクエンチング能を示すこと

（Tokutsu, Minagawa 2013）、さらに Chlamydomonas の LHCSR1は低 pHで LHCIIか

ら（PSII ではなく）PSI へのエネルギー移動を強化することが知られている（Kosuge et 

al.2018）。これらの現象は光合成に伴ってルーメンの酸性化が起こること、それをトリガー

として PSII の熱放散が誘導されることとよく一致している。これらの報告から

Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexも LHCSRによって低 pHで大きなクエンチン

グ能を示すのではないかと考えた。その仮説を検証するため、本研究では分離した PSI-PSII 
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megacomplex を pH7 と pH4.5 の buffer に浸しその蛍光を解析した。なお PSI-PSII 

megacomplexの吸光度スペクトルは低pHや強光処理によって変化は見られなかった（Fig. 

19）。pHや強光によって吸収スペクトルに大きな差が認められないことは、蛍光の変化（の

少なくとも大部分）は pHや強光による色素の変化に依存していないことを強く示唆してい

る。 

 Fig. 17Aは強光処理をしていない Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexの蛍光減衰

スペクトルである。蛍光寿命は Table 2にまとめた。まず、中性条件において（Fig. 17A実

線）その減衰パターンは Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexと類似していた（Yokono 

et al.2015）。最初の寿命成分（~50ps）は PSIIと PSIの間の非常に速いエネルギー移動を

示している。PSI, PSII間の素早いエネルギー移動は PSIと PSIIの結合が、整然と組織立

ったものであり、決してランダムな結合によるものではないことを示唆している。これは

Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexの構造が Arabidopsisのものと似ているという

仮説と一致するものでもある。そして 2-5 番目の成分は非常に速いエネルギー移動の後に、

励起エネルギーを光化学系反応中心や PSI-LHCI の low-energy chlorophyll（red form） 

がトラップしたものを反映している。そして、最後の 6 番目の寿命成分は遅延蛍光スペク

トルであり、PSII の反応中心クロロフィルの励起の後に生じた電荷再結合後の励起エネル

ギーの分配を表している。6番目の蛍光寿命で PSI-LHCIから放出された約 725nmにピー

クを持つ蛍光のシグナルが約 690nmにピークを持つ PSII-LHCIIの蛍光のシグナルよりも

強度が高いことは、PSI-PSII megacomplexの中で PSIIから PSIにエネルギーが効率的に

移動したことを示している。なお、スピルオーバーの活性の強さは強光照射の有無によって

大きく変化しなかった（Table 2）。 

興味深いことに、低 pHに曝したサンプルにおいて、約 710nmにピークを持つ蛍光の速

い減衰が認められた（Fig.17A 第 2 寿命成分）。この傾向は強光処理によってより顕著にな

った（Fig. 17B第 2寿命成分）。強光処理によって LHCSRと PsbSが誘導され、zeaxanthin
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の蓄積量が多くなったことを考えると、この蛍光スペクトルの変化は LHCSR/PsbSおよび

zeaxanthin に依存する熱放散によるものであろうと考えられた。約 710nm にピークを持

つ蛍光スペクトルは熱放散状態（クエンチングフォーム）の LHCII もしくは PSIに由来す

るものであると考えられる（Vasil’ev et al.1997; Iwai et al.2010; Kosuge et al.2018）。さ

らに、約 710nm にピークを持つ蛍光が、クエンチングフォームの LHCII による熱放散、

もしくはその LHCII から PSI への励起エネルギー移動によって早い（~200ps）減少を示

すことがすでに報告されている（Mimuro et al.2010; Bos et al.2017）。なお、LHCIIは強

光によってチラコイド膜のルーメン側が低 pH になると aggregation form を形成し約

710nm にピークを持つ蛍光スペクトルを示すことが知られており、これが LHCII のクエ

ンチングフォームであろうと考えられている（Johnson et al. 2011）。 

逆に LHCIの low-energy chlorophyllにトラップされたことを表す 740nmにピークを持

つ蛍光（Iwai et al.2015; Mazor et al.2015）は低 pHで減少していた（Fig17第 5寿命成

分）。これは低 pH では、励起エネルギーが LHCI に届く前に LHCII から放散されやすく

なること、PSIにトラップされやすくなることを示唆している。低 pHでの 710nm付近に

ピークを持つ蛍光の増大は、遅延蛍光スペクトルでも観測され（Fig17 第 6 寿命成分）、低

pHでは PSIIからのエネルギーの移動先が多様化することを示している。 
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Fig.17 PSI-PSII megacomplex の時間分解蛍光解析

Low-light で培養した Physcomitrellaの原糸体から分離したPSI-PSII 
megacomplex（A）、およびHigh-light処理後の Physcomitrellaの原糸
体から分離したPSI-PSII megacomplex（B）の時間分解蛍光解析。実
線はpH7、点線はpH4.5 の溶液に浸したPSI-PSII megacomplex を測
定したデータ。測定温度は77K。蛍光寿命はTable2にまとめた。
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Fig.18 強光処理前後の LHCSR、PsbSタンパク質の蓄積量の変化

タンパク質を1hの強光処理前（LL）、および処理後（HL）のPhyscomitrella全
細胞から抽出し、SDS-PAGE で分離した。タンパク質のロード量（2μg）は BSA 
の standard curve を用いて調製した。RubisCOバンドの CBB 染色の強度を
ロードしたタンパク質量の指標とした。2回の生物学的な再現（#1、#2）をLL、
HLのそれぞれで用いた。希釈系列（2μg、3μg、4μg）はLL（#1）サンプルを希
釈して作成した。



48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1 1h の強光処理前後の zeaxanthin レベルの変化

1hの強光処理の前（LL）と後（HL）でPhyscomitrella細胞から光合成色素
を抽出し、zeaxanthin（Z）の量を chlorophyll（Chl） aと全 xanthophyll 色素
（Violaxanthin（V）、Antheraxanthin（A）、Z）で規格化した。

 

  LL HL 

Z / Chl a ratio 0.030 ± 0.011 0.123 ± 0.006 

Z / VAZ ratio 0.171 ± 0.055 0.703 ± 0.010 
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Fig.19中性 pH （7.0）と低 pH （4.5）におけるPhyscomitrellaの PSI-PSII 
megacomplex の吸収スペクトルの変化

1h の強光処理前後の Physcomitrella細胞からチラコイド膜を単離し、1% 
digitonin でタンパク質複合体を可溶化した後、lpCN-PAGEで分離した。そ
の後、 PSI-PSII megacomplex のバンドを pH7.0 と pH4.5 のbufferに浸して
から、吸収スペクトルを測定した結果、大きな変化は認められなかった。
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Table 2 PSI-PSII megacomplexの蛍光減衰スペクトルの蛍光寿命

  

Low-light 

 

High-light 

  

pH7.0 pH4.5 

 

pH7.0 pH4.5 

       

  

DNL1_7 DNL1_4 

 

DNH1_7 DNH1_4 

1st 

 

45 ps 50 ps 

 

50 ps 40 ps 

2nd 

 

200 ps 220 ps 

 

230 ps 210 ps 

3rd 

 

750 ps 850 ps 

 

860 ps 840 ps 

4th 

 

1.9 ns 2.1 ns 

 

2.1 ns 2.1 ns 

5th 

 

4.1 ns 4.8 ns 

 

4.9 ns 5.5 ns 

6th 

 

30 ns 25 ns 

 

31 ns 25 ns 

       

Mean Lifetime 

      

PSII: PSI (ns) 

 

1.07: 1.46 0.90: 1.41 

 

1.15: 1.47 0.95: 1.31 

       

Delayed fluorescence Intensity (after vibrational band correction) 

 

PSII: PSI 

 

0.183: 0.191 0.168: 0.216 

 

0.163: 0.137 0.265: 0.226 

       

Spillover ratio 

 

43% 45% 

 

40% 38% 
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4.1 ns 4.8 ns 

 

4.9 ns 5.5 ns 

6th 

 

30 ns 25 ns 

 

31 ns 25 ns 

       

Mean Lifetime 

      

PSII: PSI (ns) 

 

1.07: 1.46 0.90: 1.41 

 

1.15: 1.47 0.95: 1.31 

       

Delayed fluorescence Intensity (after vibrational band correction) 

 

PSII: PSI 

 

0.183: 0.191 0.168: 0.216 

 

0.163: 0.137 0.265: 0.226 

       

Spillover ratio 

 

43% 45% 

 

40% 38% 
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[考察] 

 

lpCN-PAGEによる Physcomitrellaの LHCSR結合型 PSI-PSII megacomplexの分離 

本研究では Physcomitrellaの原糸体を用いて PSI-PSII megacomplexを lpCN-PAGEに

より分離した（Fig. 6および Fig. 9）。Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexのバンド

がサンプルゲルを通り抜けて移動したことは、このバンドが非常に大きなタンパク質複合

体であることを示している（<10MDa）（Strecker et al.2010）。Physcomitrellaの PSI-PSII 

megacomplexが Arabidopsisと同程度の泳動度を示したこと（Fig. 9）から、Physcomitrella

の PSI-PSII megacomplex のサイズも Arabidopsis の PSI-PSII megacomplex （Yokono 

et al.2019）と同程度であると考えられる。ネガティブ染色された Arabidopsis の PSI-PSII 

megacomplex の電顕像に基づく、その構造モデルでは 1 つの PSII dimer が 2 つの PSI-

LHCIの間に挟まれていてその周りに LHCII trimerが結合している （Yokono et al.2019）。

Physcomitrellaと Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexを比べ、電気泳動における移動

度、77Kでの定常状態蛍光スペクトル（Fig. 12）、時間分解蛍光解析における励起エネルギ

ーの挙動（Fig. 17）が似ていることは Physcomitrella と Arabidopsis の PSI-PSII 

megacomplexの分子構造が似ていることを強く示唆している（Yokono et al.2019）が、そ

の証明には、更なる研究が必要である。 

また Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexにおいて PSIIから PSIへの非常に速い

エネルギー移動が観測されたことは（Fig. 17 第 1 寿命成分）、PSII と PSI が LHCII など

を介さずに直接結合していることを示唆している（Yokono et al.2015; Yokono and Akimoto 

2018）。分子間のエネルギー移動効率は分子間の距離と配向に非常に大きな影響を受けるた

め、Yokono et al.2015 の Fig 1c の w2 バンドと w3 バンドで示されたように PSII と PSI

が同じ泳動度であるだけではそれらの間でエネルギー移動は見られないはずであるからで

ある。つまり、PSI-PSII megacomplexの内部での PSIと PSIIの配向性が PSII から PSI
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への迅速なエネルギー移動に重要であり、非常に速いエネルギー移動が生じていることは、

PSIと PSIIが直接結合していること、しかも構造的に組織立って結合していることを示唆

している。その構造の詳細に関しては、単粒子解析などを用いた今後の構造学的解析に期待

したい。 

Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexにおいては PSI, PSII,LHCIIに加えて、PsbSが

結合しているという報告（Suorsa et al.2015）がある。さらに、本研究では、Physcomitrella

の PSI-PSII megacomplex には PSI, PSII,LHCII に加えて Arabidopsis 同様に PsbSがお

そらく結合しており、さらに Arabidopsis には存在しない LHCSR も結合しているだろう

ことが明らかになった。Chlamydomonas（Peer et al.2009）や Physcomitrella（Alboresi 

et al.2010）を用いた先行研究から、LHCSR は過剰なエネルギーを熱として放散すること

で光化学系を保護するのに重要な役割を果たしていることが明らかになっている。

Physcomitrella の PSI-PSII megacomplex に LHCSR や PsbS が結合していたことは、そ

れらタンパク質が過剰なエネルギーを熱として放散することにより、 PSI-PSII 

megacomplex内の光酸化的障害を軽減することが可能であることを示している。 

 

Physcomitrella PSI-PSII megacomplexの pH依存的な熱放散 

低 pHでは、約 710nmにピークを持つ蛍光の強度（~200ps）が強くなったことに付随し

て、LHCIの low-energy chlorophyll（740nm）へのトラップが弱くなっていることが明ら

かになった（Fig. 17）。このことから約 710nm にピークを持つ chlorophyll 蛍光の早い減

衰は、エネルギー放散状態の LHCIIや PSIにトラップされて熱放散されたことを反映する

のではないかと考えた。また低 pHでも PSIIから PSIへのエネルギー移動効率に変化は見

られなかった（第 1寿命成分（~50ps）in Fig. 17）。このことは低 pHで約 710nmにピー

クを持つ蛍光の強度が高くなったのは、PSI が低 pH に応答して変化した結果ではなく、

Physcomitrella の PSI-PSII megacomplex に結合する LHCII の変化によることを示唆し
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ている。先行研究によれば、LHCIIから PSIへの LHCIを介さないエネルギー伝達経路が

存在するため（Benson et al.2015; Ferroni et al.2018）、もし低 pHで活性化される LHCII

の熱放散機構があれば、それはPSIからエネルギーを受け取ることができるかもしれない。 

また、Physcomitrellaの LHCSRは PSI-LHCI/IIの LHCIIに結合すること（Pinnola et 

al.2017）に加え、Physcomitrellaと Chlamydomonasにおいて、LHCSRが pH依存の熱

放散を示すという報告がある（Tokutsu and Minagawa 2013; Pinnola et al.2017）。その際、

Physcomitrella では LHCSR 自身がクエンチャーとして機能し、直接熱放散に関与するの

ではなく、LHCII の蛍光寿命を変化させることで間接的に熱放散に寄与するとの報告があ

る（Pinnola et al.2015, 2017）。この分子機構の詳細に関しては、今後のさらなる解析が必

要であろう。さらに Chlamydomonasの LHCIIは 77Kのクロロフィル蛍光解析において、

710nm にピークを持つ蛍光スペクトルを示し、同時に pH 依存の熱放散能を持つことを示

した（Dinc et al.2016）。この約 710nm にピークを持つ蛍光スペクトルは本研究において

も検出されており（Fig. 17）、強光かつ低 pHでその強度が増加していた。Chlamydomonas

の結果を合わせて考えると、約 710nmにピークを持つその蛍光スペクトルは熱放散能が高

い LHCII に由来する可能性が高く、しかも LHCSR はその LHCII の熱放散能に関与して

いる可能性が高いと考えられる。これらのデータを合わせて考えると、LHCSR は

Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexを取り囲む LHCIIに結合し、pHや zeaxanthin

に依存した形の熱放散を行っていると考えられる。 

さらに、LHCSR に加えて PsbS も PSII-LHCII の LHCII に結合し、pH および 

zeaxanthin に依存する NPQ 形成に関与していることが明らかにされている（Correa-

Galvis et al.2016; Sacharz et al.2017）。それを考慮すると、Physcomitrellaの PSI-PSII 

megacomplex の pH 依存的なクエンチングに LHCSR と PsbS の両方が関係していること

は十分に考えられる。 
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Physcomitrella の PSI-LHCI における、深い low-energy chlorophyll と浅い low-energy 

chlorophyllの使い分け 

植物は PSI-LHCIに low-energy chlorophyll（red form）と呼ばれる特別なクロロフィル

を有している。これは、緑色植物の PSI-LHCI に特有の、長波長シフトしたクロロフィル

のことであり、その励起エネルギー準位は通常のクロロフィルよりも低い。そして、この

low-energy chlorophyll はその低い励起エネルギー準位を利用して、PSIにおける熱放散に

寄与しているのではないかと考えられている（Yokono et al. 2019）。 

Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexの蛍光減衰スペクトル（Fig17）においては、

第 2-5寿命成分で 710, 720, 730, 740nmの low-energy chlorophyllに由来する蛍光が検出

された。一方、Arabidopsisの PSI-PSII megacomplexは同様の時間領域で、720, 725, 735, 

740nm の low-energy chlorophyll に由来する蛍光を示した（Fig. S3b in Yokono et al.

（2015））。それらのクロロフィル蛍光の波長ピークが（700nmよりも）顕著に長波長シフ

トしていることから、これらは全て low-energy chlorophyll であると考えられる。なお、

Arabidopsisと Physcomitrellaの low-energy chlorophyllの組成の違いは Physcomitrella

の LHCIタンパク質の多様性を反映している可能性がある（Busch et al.2013）。 

機能的な観点から、low-energy chlorophyll はそのエネルギーレベルによって浅い low-

energy chlorophyll と深い low-energy chlorophyllの 2つのタイプに分けることができる。

緑色植物では PSI に浅い low-energy chlorophyll を持ち、LHCI に深い low-energy 

chlorophyllを持つ（Kunugi et al.2016）。通常、浅い low-energy chlorophyll は約 720nm

より短波長で最大の蛍光を示す。そして、PSIの反応中心である P700に直接励起エネルギ

ーを伝達することで光合成を駆動することができる（Melkozernov et al.2004; 

Melkozernov and Blankenship 2005）。逆に、PSI-LHCIの深い low-energy chlorophyllは

以下の 2つの機構によって熱として励起エネルギーを放散することができる（Yokono and 

Akimoto 2018）。1つ目の機構は P700+に励起エネルギーを伝達することにより P700+がク
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エンチャーとして働き、そのエネルギーを熱として放散する機構である（Shubin et al.1995; 

Schlodder et al.2011）。深い low-energy chlorophyllの蛍光は約 725nmより長波長で最大

の蛍光を示し、P700+と大きな Forster の重なりを持つ。P700+は優れたクエンチャーであ

るため（Croce and van Amerongen2013）P700+へエネルギーを伝達できることは過剰な

エネルギーを熱として放散するのに貢献しているはずである。2 つ目の機構は PSI の内部

で low-energy chlorophyll が carotenoidと電荷移動状態を形成することである。これによ

っても過剰な励起エネルギーを熱として放散することができる（Ballottari et al.2014）。こ

れら 2 つの機構により PSI-LHCI は深い low-energy chlorophyll を持つことで強光に対す

る高い耐性を持っている（Yokono et al.2019）。 

そして、Physcomitrella と Arabidopsis は両方とも浅い low-energy chlorophyll と深い

low-energy chlorophyll を持っている。Physcomitrella の PSI-PSII megacomplex では

amplitudeの 72%が浅い low-energy chlorophyllによって占められており、Arabidopsisの

PSI-PSII megacomplexでは amplitudeの 72%が深い low-energy chlorophyll によって占

められていた（Table 3）。Amplitudeはそれぞれの low-energy chlorophyll のエネルギー受

容の確率を表している。それゆえ Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplexで吸収された

励起エネルギーは主に P700に伝達されて光合成を行い、深い low-energy chlorophyllへの

移動（とその後の熱放散）はそれに比べて効率が低い。対して Arabidopsis の PSI-PSII 

megacomplexに吸収された励起エネルギーは光合成に利用するよりも主に熱として放散さ

れる。その Physcomitrellaと Arabidopsisの違いは PSI-LHCIの構造的な違いに関係して

いるかもしれない。Arabidopsis の PSI-LHCI は 4 つの Lhca タンパク質からなる 1 層の

LHCI ベルトを持ち、そのすべてが P700+とエネルギー伝達をする Forster の有効範囲内

（<80-90Å）に存在する（van Grondelle 1985; Mazor et al.2015）。それゆえ Arabidopsis

の LHCI ベルトにあるすべての low-energy chlorophyll は励起エネルギーの放散のために

P700+へのエネルギー伝達に参加しているかもしれない（Yokono and Akimoto 2018）。逆
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に Physcomitrellaは 8つの Lhcaタンパク質からなる 2層の LHCIベルトを持つ（Iwai et 

al.2018）。しかし 2層目の LHCIと P700との距離は、Forsterのエネルギー伝達有効範囲

を超えている可能性がある。そのため 2層目の LHCIベルトが深い low-energy chlorophyll

を持っていたとしても、そこにトラップされたエネルギーを P700+を用いた熱放散で散逸

することはできないかもしれない。代わりに Physcomitrella は LHCSR と PsbS を有して

おり、それらが PSI-LHCI（Pinnola et al.2015, 2017）や PSII-LHCII（Correa-Galvis et 

al.2016; Sacharz et al.2017）の周辺の LHCII と結合して、おそらく浅い low-energy 

chlorophyll が受け取ったエネルギーのクエンチャーとして働いているのではないかと考え

られる。 
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本研究から想定される Physcomitrellaの光防御戦略 

これまで議論してきたように、Physcomitrella の PSI-LHCI の浅い low-energy 

chlorophyll は吸収したエネルギーを P700 に効率的に伝達して光合成を駆動することがで

きる（Yokono and Akimoto 2018）。また、強光下では、LHCSRや PsbSのタンパク質の発

現が誘導されることが明らかになっている（Gerotto et al.2011）。最近の研究では

Chlamydomonas の LHCSR タンパク質は青色光（Petroutsos et al.2016）や紫外線

（Tilbrook et al.2016; Allorent et al.2016; Tokutsu et al.2019）によって誘導されることが

明らかになっている。もしコケ植物が青色光や紫外線に応答して LHCSR タンパク質を誘

導する Chlamydomonas と類似の機構を持つのなら、それは陸上環境への適応に貢献し得

るはずである。一方、Physcomitrellaの PsbSは grana stackに局在しており PSII-LHCII

に吸収された励起エネルギーを熱として放散することができる（Pinnola et al.2015）。それ

ゆえ強光環境では、直鎖上の電子伝達経路（いわゆる Zスキーム）は PsbSによる NPQや

PSI 周辺の循環的電子伝達経路（Allahverdiyeva et al.2015）により抑制される。Grana 

marginに局在すると予想される PSI-PSII megacomplex内に蓄積した P700+は、PSI-PSII 

megacomplex内の深い low-energy chlorophyllから励起エネルギーをトラップして効率的

に放散する。このシナリオは Arabidopsisでは起こっているようである（Fig. 20）。しかし

Physcomitrellaでは深い low-energy chlorophyllからのエネルギー伝達の効率は低い（Fig. 

17 and Table 2）。その代わりに、Physcomitrellaでは、LHCSR が PSIからトラップした

励起エネルギーを熱として放散できる（Pinnola et al.2015）。これは陸上のような強光環境

への適応に役立ったと考えられる。Physcomitrella の PSI-PSII megacomplex 周辺の

LHCII由来と思われる 710nmにピークを持つ chlorophyll蛍光はエネルギー分配を熱放散

側に傾けているのかもしれない。それにより低 pHでエネルギーの放散効率が上がっている

のかもしれない（Yokono et al.2018）。この仮説の流れは、強光環境では効率的に機能し得

るのではないかと考えられる（Fig. 20）。しかし、仮説の立証には更なる研究が必要である。 
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この研究の 1つの限界は PSI-PSII megacomplexの変化が Physcomitrellaの発達段階と

どのように関連しているかに関する情報が得られなかったことである。本研究では原糸体

を用いて解析したが、茎葉体への分化に伴い、光合成活性やその制御機構などが変わる可能

性もあると考えている。Physcomitrella の原糸体から茎葉体への分化に伴い、PSI-PSII 

megacomplexの構造や機能がどのように変化するのか、そのような解析も興味深いのでは

ないだろうか。 
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Fig. 20 Arabidopsisと Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplex のモデル図

大小の円は LHCII trimer と LHCII monomer を表している。エネルギーが深い
low-energy クロロフィルに伝達された場合、効率的に熱として放散される。一
方、エネルギーが浅い low-energy クロロフィルにわたると、常温で PSI の反応
中心の P700 に伝達されて光合成に利用できる。

Arabidopsisでは PSI は浅い low-energy クロロフィルを持ち、LHCI は深い
low-energy クロロフィルを持つ。また、digitonin-sensitive LHCII は LHCI を経由
してPSI にエネルギーを伝達できる（Benson et al.2015）。

Physcomitrellaの PSI-PSII megacomplex の LHCII はおそらく浅い low-energy 
クロロフィルを持ち、PSIに直接エネルギーを伝達する可能性がある。LHCII の

結合部位の違いが励起エネルギーの経路に影響していると考えられる。強光
下では PhyscomitrellaのPSI-PSII megacomplexの LHCSR やPsbSが励起エネ
ルギーの熱放散に寄与していると考えられる。
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