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4.b.1 はじめに

炭酸固定酵素ribulose-1,5-bisphosphate carbox-

ylase/oxygenase（RubisCO）は，１分子のリブロー

ス-1,5-ジリン酸と３分子のCO と３分子の水分子か

ら，２分子の３-ホスホグリセリン酸を生成するカルボキ

シラーゼ反応に加えて，２分子のリブロース-1,5-ジリン

酸と２分子の酸素から２-ホスホグリコール酸と３-ホス

ホグリセリン酸を生成するオキシゲナーゼ反応も触媒す

る．光合成生物にとって，本酵素のCO に対する親和性

とO に対する親和性の違いは炭酸固定能を規定する大

きな要因である．また，RubisCOのCO に対するKm値

は，陸上植物に比べて水生光合成生物は，高い値を示す

ことから，CO を有効に利用するために無機炭素（Ci；

CO とHCO ）濃縮機構（carbon-concentrating mecha-

nism：以下CCMと略す）をもつことが知られている

（図１）．このCCMはCi欠乏環境において誘導され，細

胞膜や葉緑体胞膜における輸送体と細胞の各コンパート

メントに局在する炭酸脱水酵素によって構成されてお

り，Rubisco周辺にCO を濃縮することで光合成の効率

を維持する役割を担っている ．ここでは，CCMの総

合的活性の指標として用いられる，ガスクロマトグラ

フィーと酸素電極を用いた細胞の無機炭素に対する親和

性の評価方法を述べる．実験材料として緑藻クラミドモ

ナスを使った場合について述べるが，本方法は，その他

の藻類（ラン藻 ，灰色藻 など）にも利用されている．

ただし，測定結果を解析する際に利用する細胞濃度や酸

素電極の温度等のパラメーターは，生物種ごとに設定す

る注意が必要である．

光合成における細胞の無機炭素（Ci）に対する親和性

とは，細胞を酵素に例えて，どのレベルの光合成基質が

最大光合成活性を与えるのかを測定して，K 値（〝K-

half"と読む．K と表記することもある）として表記す

る．例えば，このK 値が低ければ，CCMが作動してお

り細胞全体として，Ciに対して親和性が高い状態を示す
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affinity using gas chromatography and oxygen electrode.
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図1：微細藻類の無機炭素濃縮機構を示した概略図．細胞外
から取り込まれた無機炭素（Ci；CO とHCO ）は，Ci pool
を経てRubiscoの局在するコンパートメント（カルボキシ
ゾームやピレノイド）に輸送され，最終的にCO として
Rubiscoに供給される．CO とHCO の交換反応には，炭酸
脱水酵素が関与する（文献８参照）．
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と判断できる．本解析法はCi輸送も含めた細胞の光合成

特性を知る方法である．

具体的には，培地中および細胞中のCiを一旦枯渇さ

せ，その細胞懸濁液にNaHCO 溶液を徐々に加えてい

き，各濃度における酸素発生活性（Dissolved inorganic
 

carbon(DIC)-dependent photosynthesis activity）を測

定する．最大の酸素発生活性（Vmax）の50％の活性を

与えるNaHCO 濃度を算出し，これをK 値とする．た

だ，培地中および細胞中のCiを，完全に除去する（枯渇

させる）ことは難しい．定性的には，酸素発生速度をモ

ニターして，新たな酸素発生が無くなった時点で「Ciは

枯渇した」と仮定する場合もあるが，Ciに対する親和性

の低い細胞の場合は，酸素発生が停止するまでに時間を

要するので，その間に細胞の生理状態が変化してしまう

可能性がある．そこで，酸素発生速度の測定を開始する

時点での，細胞懸濁液における溶存Ci量を推定する必要

がある．そのためには，細胞懸濁液に含まれるCiを水素

ガスとNi触媒（メタナイザー）を用いてメタンに還元

し，これをガスクロマトグラフ（ガスクロ）（図２）で定

量する．この値を用いることで，初期Ci濃度を知ること

ができるので，低Ci濃度での光合成速度を正確に評価す

ることが可能となる ．

実験では，酸素電極とガスクロを短時間のうちに並行

して操作することになるので，正確な測定を行うには準

備と慣れが必要である．また，測定当日に対数増殖期の

細胞を使用する必要があるので，あらかじめ計画を立て

て，細胞を培養しておく．測定前日には，測定用各種溶

液（細胞懸濁用バッファーのストック溶液等）を調製す

る．測定当日には，⑴ガスクロの準備，⑵細胞懸濁用バッ

ファーの調製（ガスクロの準備中に行う．前日までに行っ

ても良い．）⑶酸素電極の準備（ガスクロの準備中に行う．

一部は前日までに行っても良い．）⑷細胞の調製（ガスク

ロの準備中に行う．）を行い，測定する．器具等を片付け

て得られたデータを解析する．ただし，測定当日は，ま

ずガスクロの準備から始める．途中２時間程度の待ち時

間があるので，酸素電極等の準備をする．

4.b.2 器具・装置

･酸素電極（英国Hansatech Inst.製，国内では旭光通商

株が「クロロラボ１」として販売）

測定チャンバーに飽和KCl溶液を入れて保管して

おく事が多い．その場合は，コントロールボックスや

レコーダーのスイッチを入れてみて，反応するようで

あれば新たに電極を組み直す必要は無い．酸素電極の

セットアップについては，前項を参照する．

･循環型恒温槽（EYELA製，CCA-1111，28℃に設定）

･励起光源（Megalight100,SCHOTT AG,Mainz,

Germany；測定中に光強度を変えることができる装

置が良い）

･ガスタイトシリンジ（先端が針状の物．ガイド付10μL

用２本と，100μL用，200μL用各１本）

･酸素発生活性測定用レコーダー（YOKOGAWA製，

LR-4220；測定しながらNaHCO 溶液を加えた点を

マークしていくので，記録面が水平なタイプが良い．

また，わずかな酸素発生量を正確に測定するために測

定レンジを低めに設定する必要があり，かつ１回の測

定に10分程度要するので，チャートの幅は25～30cm

程度が必要）

･ガスクロクロマトグラフ（島津製メタナイザーMTN-

1，レコーダー［クロマトパックC-R6A］を接続した

GC-8Aに特注のインジェクションセットを接続して

使用．脚注 参照）

･窒素ガス（ガスクロに接続するボンベとは別に準備し，

HEPESバッファーの脱気と，Ciの枯渇に使用する．

レギュレーターの後には二分岐コックを連結し，シリ

コンチューブを接続し，さらにその先端には，ピペッ

トチップを付ける）

･電動アスピレーター（ガスクロのカラムの洗浄に使用）

無機炭素親和性の測定法

図2：ガスクロマトグラフの全体像．ａ．本体，ｂ．メタナイ
ザー，ｃ．ガラスセル，ｄ．レコーダー．

メタナイザー前のガラスセルとインジェクションバルブの加
工は，関西学院大学理工学部生命科学科の松田祐介先生によ
る．
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4.b.3 試薬類

･100mM NaCO 溶液（ガスクロマトグラフィーCali-

bration standard用．メスフラスコで調製し，ゴム栓

で密閉しておく）

･活性測定用NaHCO 溶液（20mL容量の三角フラス

コ（３本）に超純水をガラスピペットで正確に20mL

を測り取り，NaHCO を1.26g（750mM），0.252g

（150mM），0.025g（15mM）ずつ加えてスターラー

で攪拌する．溶解したらゴム栓をして密閉しておく）

（図３）．

･細胞懸濁用1M HEPES-NaOH（pH7.8）（500mL程

度．オートクレーブ処理する）．

･25％（v/v）HPO 溶液（ガスクロ用）

4.b.4 実験

4.b.4.1 ガスクロマトグラフ（ガスクロ）の準備

１)本体とメタナイザーの電源を入れる（部屋の換気を

忘れないこと）．

２)メタナイザーの調節つまみを回して，触媒温度（カ

タリシス）を450℃に設定する．

３)ガラスセル下のコックを閉じ，ガラスセルの横にあ

るツマミをCHARGEに合わせる．

４)ガスクロに接続した窒素，圧縮空気のガスボンベを

開栓し，水素ガス発生装置（島津，OPGU-2100S）を始

動する．

５)ガスクロ本体のツマミで各ガスの分圧を以下のよう

に合わせる．圧力を間違えると７）で点火できないの

で注意．

N（PRIMARY）： 500kPa
 

N（CARRIER GAS 1）： 280kPa
 

H（HYDROGEN 2）： 70kPa
 

Air： 5kPa

６)本体上部の左側の通気孔から点火する（図４）．スパ

テルを使って蒸気が出ているのを見ることで，点火を

確認する．スパテルが全く曇らないようであれば点火

できていないので，点火し直す．

７)メタナイザー内のNi触媒を還元させるために，H

ガスを１時間半程度通気する(この間にバッファーの

調製，酸素電極の準備等を行う）．

８)カタリシスを400℃に，Airの圧力を50kPaにそれ

ぞれ設定し直す．

９)ガラスセルのツマミをINJECTに合わせ，100μL

の25％ HPO 溶液をマイクロシリンジでガラスセ

ルの中で均一に広がるようにアプライする．均一に広

がれば，全体が泡立つようになる（図５）．アプライす

る時にガラスセルからの圧力でシリンジのピストンが

押し上げられるので，ピストンから手を離さないよう

にする．

10）そのまま１時間以上放置しておき，この後にレコー

ダーの準備（次項）を行う．

4.b.4.2 ガスクロ用レコーダー（クロマトパック）の

準備

１)電源を入れる．READYのランプが始めは点滅して

いるので，点灯するまで待つ．

２)〝SHIFT DOWN"を押しながら〝I"，〝N"，〝I"と

入力し，〝ENTER"を押して初期化を行う（〝INITIAL-

IZED"と印字される）．

図3：ゴム栓をしたNaHCO 溶液．密閉できていることが
重要である．

図4：ガスクロマトグラフへの点火の様子．点火口付近に火
炎の先端を近づけて点火する．点火できると「ポン」と音がす
る．
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３)〝PRINT"を押した後に，〝CTRL"を押しながら

〝LEVEL"→〝ENTER"の順でキーを押し，ゼロ点の

値を印字する．

４)3200～3800μVの範囲になるようにガスクロ本体の

COARSEのツマミを回して合わせ，３）の手順で印字

して確認する．

５)各パラメーターを以下のように設定する．

MIN AREA： 10

SLOPE： 200

SPEED： 10

ATTEN： 2

６)〝ZERO"→〝ENTER"と押して，レコーダーペン

を原点に合わせる．

７)〝SHIFT DOWN"を押しつつ〝S.TEST"を押し，

〝ENTER"と入力し，ノイズテストを行う（50秒）．

８)〝SHIFT DOWN"を押しつつ〝PLOT"を押し，

〝ENTER"を押す．チャートが進み始めるので，ベー

スラインが安定するまで待つ．正しく設定できていれ

ば，この時点でレコーダーペンは少しずつ左に移動す

る．リン酸をアプライしてから十分時間が経っていれ

ば，安定しているのでむしろレコーダーペンは左右に

は動かない（図６）．

９)ベースが安定したら，〝SHIFT DOWN"を押しつつ

〝PLOT"を押し，〝ENTER"でチャートを止める．レ

コーダーペンが大きく左に移動する場合は，20分程度

してから３）以降を再度行う．

4.b.4.3 Calibration standardの測定

溶存Ci量（DIC:dissolved inorganic carbon）を決定

するために，Calibration standardとして超純水と200

μM NaCO 溶液についてCi量の測定を行う．

１)三角フラスコ（10mL容量）に，超純水をピペット

で10mL量りとっておく．

２)レコーダーの〝START"を押し，測定を開始する．

３)１）のフラスコから超純水を10μLとり，マイクロ

シリンジでガラスセルにアプライする（NaHCO 用の

10μLマイクロシリンジを使って，10秒間隔くらいで

３回以上アプライする）．

４)レコーダーの〝STOP"を押してチャートを止め，各

ピークの面積（AREA）を算出させる．

５)１）のフラスコに100mM NaCO 溶液をマイクロ

シリンジ（NaCO 用の50μLタイプ）で20μL加え，

よく攪拌する（200μM溶液が調製できる）．

６)再びレコーダーの〝START"を押して測定を開始す

る．

７)４）で調製した200μM NaCO 溶液を，10μLアプ

ライする（NaHCO 用の10μLマイクロシリンジを

使って３回以上アプライする）．

８)レコーダーの〝STOP"を押して，チャートを止める．

９)それぞれのピークの面積（AREA）が算出されるの

で，アプライ１回あたりのピーク面積の平均値を算出

し，さらに以下の式により１μMのNaCO，10μLあ

たりの面積を算出する．

（［NaCO 溶液の面積］－［超純水の面積］）/200

得られた値を１μM DICとし，以降の解析に用いる．

10）７）で使用したマイクロシリンジ内にNaCO 溶液

が残らないように，洗浄用の超純水で10回以上洗う．

11)ガスクロのレコーダーの〝START"を押してチャー

トをスタートさせ，10）で洗ったマイクロシリンジで

０μM DIC用超純水（細胞懸濁用バッファーの調製．

図5：ガスクロマトグラフに設置されたガラスセル．Ａ．ガラ
スセルを上から見たところで矢印はマイクロシリンジの先端
を挿入する場所を示す．Ｂ．ガラスセルに25％リン酸溶液を
アプライしたときの様子．ガラスセルに均一に広がるとこの
ように泡立つ．

図6：ガスクロマトグラフのチャートレコーダーの様子．Ａ．
運転準備ができ安定したときの様子．レコーダーのペンは左
に寄った状態で止まる．Ｂ．200μM NaCO 溶液を３回ガラ
スセルにアプライした後のチャートの記録結果．ピークの高
さはほぼ同じ高さになる．
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手順５）を参照）を10μL取って測定する．Calibration
 

standard測定時のものと比べて，ほぼ同じ大きさの

ピークが検出されれば良い．明らかに大きなピークが

検出された場合は，シリンジ内にNaCO が残ってい

たので，更に超純水で数回洗浄し，再度測定する．

参考>ガスクロで少量の液体をアプライする際の注意点

･10μLのマイクロシリンジは，先端が細く曲がり易い．

これに対し，ガスクロのガラスセルのサンプル注入口

は，抵抗があり径も小さいので，シリンジの針の挿入

が難しい．10μLのシリンジでアプライする場合は必

ず針部分に手を添え，ゆっくりと挿入すること．挿入

する方向によっては，途中で金属部品に突き当たって

しまい，ガラスセル内まで針を挿入できないことがあ

るが，その場合は一旦引き抜き，再度方向を少し変え

て挿入すること．

･10μLをアプライする場合に，サンプルがガラスセル

内で四方に散ってしまいうと正確な測定ができない．

正確な測定には，シリンジの中の液体の量が残り４

μL程度までは丁寧に（ゆっくりと）ピストンを下げて

シリンジの先端に水滴を作り（図７），次に一気にまと

めて液滴を真下のリン酸溶液に落とすようにする．液

がカラムの壁面に飛散したら再度アプライする必要が

ある．

4.b.4.4 細胞懸濁用バッファーの調製

調製後のバッファーを放置しておくと大気中のCO

が溶解してしまい，測定誤差が生じる．そこで，溶存Ci

濃度を減らすため，バッファーの窒素置換（脱気）を行

う（ガスクロ本体の準備中）．容器にゴム栓をしていても，

測定前日には脱気しておく．

１)１M HEPES（pH7.8）を200倍希釈して50mM
 

HEPES（pH7.8）を用意し（100～200mL程度），更

にこれと同量の超純水も用意する．

２)両液をホットスターラーで沸騰しない程度に熱し

（フラスコの内壁に泡が付着する程度），攪拌しながら

N ガスを通気する(図８Ａ）．この時，水分が蒸発し過

ぎないように，かつ蒸気がある程度逃げるようにフラ

スコにラップをかけておく．水分が蒸発して体積が減

るので，50mM HEPES(pH7.8）を入れたフラスコに

は，あらかじめペンで水位のところに線を引いておく．

３)脱気を１時間以上行った後（最初の半分近くまで体

積が減っているはず），氷上で冷やしながらN ガスを

通気する．

４)室温程度まで冷めたら，氷から出してN ガスを止

める．50mM HEPESの体積が減るので，N ガスの

通気を止めてすぐに脱気を行った超純水を１）の水位

まで加えて体積を合わせる．

５)50mM HEPES（pH7.8）は，ゴム栓をして（図８

Ｂ）室温に置く．残った超純水については，測定当日

に調製した場合も０μM DIC用としてゴム栓で密閉

しておく．

4.b.4.5 溶存酸素濃度の測定

注意＊)酸素電極はセットアップ毎に感度が異なるの

で，レコーダーのチャートの目盛りがどの程度の

酸素濃度に相当するかを実験毎に見積もる必要が

ある．酸素電極の掃除や組み直しは前日に行って

も良いが，この溶存酸素濃度の測定は必ず測定当

日に行う．

注意＊)測定に使うジチオナイト（Sodiumhydrosul-

fite，NaSO）は酸化されやすい物質なので，密

栓して乾燥状態で保存する．

図7：ガスクロマトグラフのガラスセルに10μLのNaCO
溶液をアプライする様子．シリンジのピストンを少しずつ下
ろして先端に液滴を作り，それから一気に全部落とすと少量
でも正確に測定が可能となる．

図8：バッファーの脱気と保存の様子．Ａ．ホットスターラー
に載せたフラスコに，窒素ガスをピペットチップを先端に付
けたシリコンチューブで通気している．Ｂ．脱気後のバッ
ファーはゴム栓の薄い部分を折り返して密栓する．
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１)あらかじめ循環型恒温槽の電源を入れておき，28℃

の水を測定チャンバーに循環させておく．

２)測定チャンバーからKCl溶液を除き，数回超純水で

洗う．

３)調製直後の超純水（０μM DIC用超純水）を1.5mL

入れる．

４)スターラーを回して，コントロールボックスに表示

される値，またはレコーダーのペンの動きが安定する

のを待つ（30分程度．少しづつ上昇するはず）．

５)レコーダーのレンジを５Vまたは10Vに，チャー

トスピードを1200mm/hに設定する．

６)チャートをスタートさせ，Air-lineを30秒程度記録

する．

７)測定チャンバーに，マイクロスパテルにすり切り一

杯程度のジチオナイトを加え，すぐにフタをする（こ

の場合は液面にフタの下部が接触しないようにする）．

電極が正しくセットできていれば，すぐにレコーダー

のペンは左に動く（図９）．

８)１分以内に電位が安定するので，この値をN-line

とする．安定したら記録を停止し，直ちに測定チャン

バーを超純水で10回以上洗う．ジチオナイトはテフロ

ンメンブレンを傷める上に，洗浄が不十分だと測定は

失敗する．

＊電極の応答が遅いと，電位は１分以内に安定しない

ので，電極を組み直す．組み直しても１分以内に電

位が安定しない場合は，ジチオナイトが酸化されて

いる可能性もあるので，別のロットに交換する．ジ

チオナイトを加えたところでAir-lineに対して直

角にペンが移動して２～３分以内にほぼ平衡に達す

るようであれば良い．チャートスピードを遅くする

ことは解決にはならない．

９)Air-line（O 濃度は下表参照）からN-line（０μM

Ｏ ）までの電位差をチャート上で定規を使って測り，

１mmあたりの酸素量を推定する．Air-lineにおける

酸素量を，表１に示す．通常は25℃で計算して問題無

い．

10)測定までに少し間がある場合は，飽和KClを１mL

入れておき，メンブレンの乾燥を防ぐ．

4.b.4.6 細胞の調製

ガスクロの準備からレコーダーの準備までが完了して

から（レコーダーに表示される数値が安定していること

を確認しておく），脱気済の50mM HEPESバッファー

を用いて，測定用の細胞を調製する．カラムにリン酸溶

液をアプライしてからの時間によっては，初期値が十分

安定しないことがある．

１)50mL培地でOD730＝0.2～0.4まで培養した細胞

を，700×gで５分，28℃で遠心して集める．

２)培地を残さないように，上清を捨てる．

３)脱気した50mM HEPES（pH7.8－KOH）で懸濁

する（下記の注意を参照）．この時，OD730＝１の細胞

は約10μg Chl mL であるので，理論上最終濃度が

20μg Chl mL よりも少なめの量に懸濁する．

注意>脱気したHEPESバッファーはゴム栓をしたま

まの状態で，以下の手順で18Ｇの針を付けたシリ

ンジ（15mL容量）をゴム栓中央付近に突き刺して

取る．

手順>

－ａ．シリンジでN ガスを，細胞を懸濁するバッファー

の量分だけ吸う．

－ｂ．そのままの状態で，バッファーの入ったフラスコ

のゴム栓に突き刺す．

－ｃ．シリンジ中のN ガスをフラスコ内に押し出す．

－ｄ．フラスコを逆さにしてシリンジの針の先端がバッ

ファーに浸るようにして，必要量のバッファーを吸

い取る．

－ｅ．シリンジの針をゴム栓から抜く．

４)クロロフィル濃度を定量する．15～20μg Chl mL

表1：15－30℃における溶存酸素濃度

温度（℃） 15 20 25 30

溶存酸素量（μM） 313 286 254 228

図9：レコーダーの測定レンジを５Vに設定した際のAir-
N line．矢印はジチオナイトを加えた時を示す．
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であればそのまま実験に使う．濃い場合は20μg Chl
 

mL に希釈し，再度定量する．15μg Chl mL 未満

の場合は遠心からやり直す．

4.b.4.7 溶存無機炭素に依存した光合成活性の推定と

測定

細胞の状態に結果は左右されるので，細胞懸濁液を調

製したら素早く測定を開始する．１サンプルにつき，測

定は２回行う．３回目の測定の頃には細胞の状態が悪く

なっていることがある（最大光合成速度Vmaxが低下す

る）ので，手際よく測定を進めることが重要である．ガ

スクロと酸素電極の両方を使うので，混乱しないよう準

備する．

4.b.4.7.1 マイクロシリンジ洗浄用として，100mLま

たは200mLのフラスコに，適当量の超純水を入ておく．

また，10μLのマイクロシリンジは一方を細胞採取用，他

方をNaHCO 溶液用と決めておく．

4.b.4.7.2 初期DICの測定

１)酸素電極の測定チャンバーに調製した細胞懸濁液を

1.5mL入れ，350μmol photons m-s の光を照射

し，N ガスを５分～15分程度通気する（図10Ａ）．

＊通気が短すぎると溶存Ciが十分に消費されない一

方で，長すぎると細胞の状態が悪化するので注意．

比較するサンプル間では，通気時間の長さを同じに

する．

２)N ガスのチューブを測定チャンバーから抜き，素

早く蓋をする．

３)酸素電極のレコーダーの測定レンジを２Vに設定

し，レコーダーペンを下ろしてチャートをスタートさ

せる．チャートスピードは1,200mm/hrのままで，レ

コーダーペンはレコーダーやコントロールボックス

（Back-ffのcoarse,fine）で調節して，測定値の低い

側（チャート用紙の端の方）に寄せておく．

４)ガスクロのレコーダーの〝START"を押し，チャー

トをスタートさせる．

５)測定チャンバーからマイクロシリンジを使って細胞

を10μL取り出し＊，ガスクロのガラスセルにアプラ

イする＊＊．細胞を採取したタイミングを，酸素電極

のチャートに印をつけておく．

＊EZA（Ethoxyzolamide）等の阻害剤を加える場合

は，細胞を採った後にマイクロシリンジを使って添

加する．阻害剤を含んだ細胞懸濁液をガスクロにア

プライすると，正確な測定ができないので注意する．

＊＊細胞懸濁液がガラスセルの中で垂直に落ちたこと

を確認すること．横に飛び散った場合は，正確に測

定できていないのでやり直す．

６)ガスクロのチャートにピークが確認できたらレコー

ダーペンがベースラインに戻るまで待ってから

〝STOP"を押してチャートを止め，AREAの面積を算

出させる．これを初期DICとする．

4.b.4.7.3 光合成活性の測定

酸素電極のレコーダーのチャートは止めずに，前項の

DIC濃度の測定から続けて行う．

１)励起光を750μmol photons m-s にする．

２)表２に従って，NaHCO 溶液をマイクロシリンジで

低濃度のものから順に30秒間毎に加えていく（図10

Ｂ）．NaHCO 溶液を加えたタイミングをマークして，

NaHCO の終濃度も書き込んでおく（図10Ｃ）．

＊30秒のタイミングを逃してしまった場合でも，溶液

図10：無機炭素（Ci）の枯渇と酸素発生速度の測定．Ａ．細胞にＮ２ガスを
通気し，Ciを枯渇させている様子．ガス圧が高すぎると細胞懸濁液が飛散し
液量が減るが，低すぎると細胞がCiを消費し切るまで時間を要するので，
程良いガス圧に調節する．Ｂ．測定チャンバーの蓋上部の穴から，マイクロ
シリンジでNaHCO 溶液を加える様子．Ｃ．活性測定時のチャートの様子．
NaHCO 溶液を加えた時点にマークを付けておく．NaHCO 溶液を加える
毎に，徐々に酸素濃度が上昇する．
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を加えたポイントをマークしておけば良い．要は，

チャート上で何mm進んで何mm上昇したか（＝

単位時間あたりどれだけO が発生したか）がわか

れば良い．

３)最高濃度まで測定を終えたらレコーダーのチャート

を止め，励起光を切る．

４)測定チャンバーから細胞を除き，NaHCO が残らな

いように超純水で10回以上洗う．また，NaHCO に

使ったマイクロシリンジも，洗浄用の超純水で20回以

上洗う．NaHCO が残っていると，次の測定が正確に

行えないので注意する．

５)ガスクロのレコーダーの〝START"を押してチャー

トをスタートさせ，マイクロシリンジで０μM DIC用

の（調製直後の）超純水を10μL計り取り，ガスクロ

にアプライしてDIC量を測定する．アプライした液体

は超純水なので，シリンジが十分洗ってあればCali-

bration standard測定時のものと同程度の高さのピー

クが検出される．明らかに大きなピークが検出された

場合は，シリンジ内にNaHCO が残っているという

ことなので，更に数回超純水で洗って再度測定する．

4.b.4.8 あと片付け

4.b.4.8.1 酸素電極

１)レコーダー，Back-Off装置，循環型恒温槽の電源を

それぞれ切る（特に順番はない）．

２)測定チャンバーは数回超純水で洗い，最後に飽和

KClを１mL程度入れてフタをする．液面がフタの下

側に付かないようにする．

4.b.4.8.2 ガスクロマトグラフ

１)ガラスセル横のツマミをCHARGEに合わせ，下の

バルブを開く．

２)ガラスセル上部のフタを外してチューブをつなぎ，

アスピレーターをつないで吸引する．

３)ガラスセル下部から超純水を吸引させて，カラム内

を洗う．

４)ガラスセル下部にアスピレーターをつないで，上部

から超純水を吸引してカラム内を洗う．

５)洗浄が終わったらメタナイザーのカタリシスを

300℃に合わせて，水素，空気ボンベの元栓のみ閉じる．

６)窒素ガスは，PRIMARYを100に合わせて一晩放置

する．

７)翌日も測定を行う場合は，この状態から4.b.4.1ガ

スクロ本体の準備の手順⑵以降の準備を行うことがで

きる．測定を行わない場合は，翌日には窒素ガスの元

栓を閉じて，メタナイザー，ガスクロ本体の電源を切

る．

4.b.4.8.3 マイクロシリンジ

１)使用したマイクロシリンジは，全て超純水を十数回

通す．特にNaHCO 用のシリンジは十分洗浄してお

くこと．

２)ピストンを外して，タオルペーパー等の上で一日乾

燥させる．

３)乾いたらピストンをシリンジに戻し，それぞれの箱

に戻す．濡れた状態でピストンを戻さないこと（内側

に張り付いて抜けなくなる）．

4.b.4.9 データ解析

測定結果の解析は，１）各測定点における酸素発生活

性の計算，２）各測定点における実際のDIC濃度の計算，

３）グラフ化の３ステップから成る．１），２）では，Excel

に計算式を入力しておくと作業の効率が上がる．この時

必要な情報は，以下の通り．

１)光合成活性を測定した細胞のクロロフィル濃度

２)Air-N の高さ（単位はmm）→4.b.4.5を参照

３)ガスクロで測った初期DIC濃度（μM）→4.b.4.7.2

を参照

4.b.4.9.1 各DIC濃度における酸素発生活性の計算

まず，NaHCO 溶液を加えたある点から次の点まで

で，チャートがどのくらい進んだ時に酸素発生量がどの

程度上昇したのかを計算する．

１)測定した全ての点について，次のa，b（図11のa，

bに相当）をチャート紙に直接定規を当てて測る（１

mmの10分の１まで読み取る）．

ａ）２点間のチャートの進み具合

ｂ）２点間での酸素発生量の上昇

ガスクロ測定用の細胞を採取した点から一番最初の

NaHCO 溶液を加えた点（すなわち終濃度10μMの

点）についても同様に，上記a，bを測る．

表2：活性測定時に加える各NaHCO 溶液の量と終濃度

Stock液 量（終濃度) stock液 量（終濃度) stock液 量（終濃度)

15mM 1μl（10μM) 150mM 1μl（100μM) 750mM 1μl（ 500μM)
2μl（20μM) 1μl（100μM) 2μl（1,000μM)
3μl（30μM) 2μl（200μM) 4μl（2,000μM)
4μl（40μM) 3μl（300μM) 10μl（5,000μM)
5μl（50μM) 4μl（400μM)
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２)各点における酸素発生活性（μmol O mgChl h ）

を算出する．５mM点の活性を最大光合成活性

（Vmax）とし，野生株であれば通常110－190μmol O

mgChl h 程度の活性が得られる．

4.b.4.9.2 各測定点における実際のDIC濃度の計算

測定実験では細胞懸濁液にNaHCO 溶液を順次加え

ているが，実際のDIC濃度は純粋な積算になるのではな

く，各点で光合成によって低下しているはずである．4.

b.4.7.3で得られた酸素発生活性を基にして，各点にお

ける実際のDIC濃度を求める．これを無視すると，最も

重要なK 値を数十μM高く見積もってしまうことに

なる．

１)光合成の一般式（6CO＋6HO→CH O＋6O）

に基づくと，消費されるDIC量と発生するO 量は理

論上１対１の関係にある．各測定点での酸素発生量（図

11，ｂ）から，それぞれの測定点間において消費され

たDIC量を算出する（単位はμMで）．

２)初期DIC濃度測定点－10μM点間でのDIC消費量

を初期DIC濃度から引き，この数値に10μMを加え

る．これを10μM点での〝実際のDIC濃度"とする．

３)10μM点－20μM点間でのDIC消費量を10μM

点での実際のDIC濃度から引き，この数値に20μM

を加えて20μM点での〝実際のDIC濃度"とする．

４)同様の操作を5mM点まで行う．

＊Excelを使ってテンプレートを作成しておくと，解

析が簡略化できる．著者らはクロロフィル濃度，

Air-lineからN-lineまでの高さ，初期DIC濃度，

チャートのa,bの数値をそれぞれ入力すれば，各点

での酸素発生活性，および実際のDIC濃度が算出で

きるようなテンプレートを作成している（図12）．

4.b.4.9.3 グラフ化によるK 値の決定

上記の作業が完了した時点で，ある程度K は見当が

つくが（活性がVmaxの50％になる実際のDIC付近），

その濃度付近の測定が正確に行えていない場合がある．

K は，グラフ化して測定全体を見た上で決定した方が，

妥当な値が得られる．

１)横軸の〝実際のDIC（μM）"，縦軸に酸素発生活性の

絶対値（μmol O mgChl hr）またはVmaxを

100％とした時の相対値をとって，Excelまたは適当な

グラフソフトを使ってグラフを描く．

２)近似曲線を描き，最大活性(Vmax）の50％を与える

図11：酸素発生測定後の解析．チャートの進んだ距離（ａ）
と測定点における酸素発生量（ｂ）を，それぞれ定規で測る．
図のa.bの場合は，30μMの測定点での酸素発生活性を算出
することになる．

図12：測定結果を計算する際に用いるExcelのtemplateの例．

図13：縦軸に酸素発生活性の絶対値をプロットした場合の
例．
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DIC濃度をK としてグラフから読み取る(図13）．

4.b.4.9.4 測定精度の評価

DIC濃度と光合成活性はおおよそ一次酵素反応的な

関係にあるので，Michaelis-Mentenの式を利用すれば，

実験の精度が評価できる．

１)Michaelis-Mentenの式（v/Vmax＝［S］/Km＋

［S］）に従って，任意の数値を入力して酵素反応の理

論曲線を描く．この時，縦軸のv/Vmaxは０－１の範

囲にlinearで，横軸の基質濃度［S］は１－10000の範

囲にlogでそれぞれプロットする（図14Ａ）．

２)4.b.4.9.3で縦軸に相対値をとって描いたグラフに

ついて，横軸を１－10000の範囲にlogでプロットし

直し，１）の理論曲線と同じサイズのグラフ枠で描く．

３)１）の理論曲線を２）の実測データによる曲線と重

ね合わせて，左右いずれかに移動させた時，２）の各

点が大方載ってくれば測定は成功と判断できる（図14

Ｂ）．大きくずれる場合は，何か実験操作に問題があっ

たか（例えば，初期DIC濃度の測定を失敗した）か，

新しい発見である．いずれにしても，測定を複数回行

い，再現性を確認する．

＊ある点だけ理論曲線からずれる場合は，理論曲線に

載ってくる他の点を主に考慮してK を求める．シ

グモイド型にはなっても傾きが理論曲線とは一致し

ない場合は，プロットした点を測定した際に，本来

の濃度よりも全体的に高濃度（図14Ｃ）または低濃

度側にシフトしている場合がある．この場合は，初

期DICの測定ミスが原因である可能性が高い．
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