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3.h.1 はじめに

光化学系 と光化学系 の量比は光量や光質などの生

育環境により適応的に調節され，両光化学系の励起バラ

ンスや光の利用効率が維持される ．光合成の環境応答

などの研究において光化学系反応中心の定量は重要項目

であり，これまでに様々な定量法が考案されている．

光化学系 反応中心複合体には１分子のクロロフィル

a’(d’)，光化学系 反応中心複合体には２分子のフェオ

フィチン a が存在する．これらの特殊な微量色素を液体

クロマトグラフィーにより精密分析する方法が開発され

ている ．また，両光化学系複合体にはそれぞれP700や

シトクトム b などの酸化還元成分が存在する．これら

の成分の酸化還元差スペクトルによる光化学系反応中心

の定量が行われている ．この他，電子スピン共鳴などに

よる反応中心の定量法も報告されている ．一方，生細

胞や葉緑体の液体窒素温度でのクロロフィル蛍光スペク

トルの解析により，光化学系 / の量比が推定でき

る ．

本章では，蛍光スペクトル法と酸化還元差スペクトル

法による光化学系反応中心の定量について紹介する．

3.h.2 低温蛍光スペクトルによる光化学系

反応中心Ⅰ/Ⅱ量比の測定

生細胞などのクロロフィル蛍光スペクトルを液体窒素

温度（77K）で測定すると，光化学系 と光化学系 由

来の蛍光帯が明瞭に区別できる蛍光スペクトルの解析か

ら光化学系反応中心 / の量比の見積もりが可能であ

る．植物，緑藻，紅藻，一般的なラン藻（シアノバクテ

リア）では，685nm付近，695nm付近，710-740nmに

極大を示す３つの蛍光帯が普遍的に存在する（図1) ．

光化学系複合体の精製標品の解析などから，685nmと

695nmの２つの蛍光帯は光化学系 に，710-740nm（見

かけの極大波長は生物種により異る）の蛍光帯は光化学

系 に帰属することが明らかになっている ．一方，ミ

ドリムシ藻や褐藻などの葉緑体二次共生生物や特殊なク

ロロフィルをもつラン藻などの77K蛍光スペクトル

は，これらのパターンにあてはまらないことが多い．

低温蛍光スペクトルの測定では，液体窒素用のデュ

ワー瓶やセルが必要である．蛍光分光光度計の特別付属

品，あるいは特注扱いで製作したものを用いる．測定試

料（生細胞，単離葉緑体，生葉，藻体）を15％ ポリエチ

レングリコール溶液に懸濁あるいは浸漬し，専用セル（ア

クリル製など）に入れ液体窒素中で迅速に凍結する．蛍

光分光光度計の試料室に液体窒素を満たしたデュワー瓶

を設置し，試料を入れたセルをセットする．

液体窒素中での試料の状態が安定した後に蛍光スペク

トル（600nm～850nm，励起波長435nm付近）を測定

する．なお，蛍光スペクトル測定には多くの注意点があ

るので成書を参照する ．

光化学系 由来の685nmと695nmの２つの蛍光帯

（F とF ）と光化学系 由来の710～740nmの蛍光

帯（F ）の間の蛍光強度（蛍光帯面積）の比〝F /（F ＋

F )"は，反応中心 / 量比の指標となる ．少量の試
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酸素発生型光合成生物がもつ２種の光化学系（光化学系Ⅰと光化学系Ⅱ）の量比は，光などの環境条

件により適応的に制御される．本章では光化学反応中心の定量法について紹介する．
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料で解析できるため，光化学系量比の変化を追跡する培

養実験などにおいて有用な手法である．ラン藻 Syne-

chocystis  sp. PCC6714（3培 養 光 条 件），緑 藻

Chlamydomonas reinhardtii（２培養光条件），および緑

色植物 Spinacia orelacea について調べたところ，上記の

蛍光強度比と反応中心 / 量比の間に高い相関性が示

されている ．

3.h.3 酸化還元差スペクトルによる光化学系

反応中心の定量

チラコイド膜を用いる酸化還元差スペクトルから，各

光化学系固有の反応中心色素やヘムなどの構成成分を定

量することができる ．光合成色素よる高バックグラウ

ンド吸収もつ試料の微小吸収変化を測定するため，セル

の汚れや試料液中の気泡などに対する様々な注意が必要

である ．

3.h.3.1 チラコイド膜の調製

細胞や葉緑体を緩衝液（50mM Tricine-NaOH，

pH7.5）に懸濁し，フレンチプレスや超音波処理により

破砕し断片化したチラコイド膜を得る ．強固な細胞壁

をもつ微細藻などでは破砕処理を数回繰り返す．処理中

の温度上昇や泡立ちを防ぐため，予冷や間欠処理にも留

意し，必要に応じてプロテアーゼ阻害剤を添加する．

低速遠心（1,600g，15min）により未破砕の細胞など

の残査を除き，遠心上清のチラコイド膜を超遠心

（140,000g，1hr）で回収する．沈殿を緩衝液で再懸濁し，

超遠心を繰り返すことで膜に吸着したタンパク質（フィ

コビリンタンパク質など）などを洗い除く．通常はこの

精製段階のチラコイド膜を測定に用いるが，ショ糖密度

勾配遠心により細胞壁などの夾雑物を除くこともあ

る ．単離したチラコイド膜は凍結保存する．

3.h.3.2 光化学系Ⅰ反応中心の定量

光化学系 反応中心は，光化学系 に１当量存在する

反応中心分子P700の酸化還元差スペクトルにより定量

する ．

チラコイド膜を緩衝液（50mM Tricine-NaOH，

pH7.5）に懸濁する．テフロンホモジナイザー等で均一

化することで，分光測定中にチラコイド膜が凝集・沈降

しないようにする．短時間の超音波処理も有効である．

なお，界面活性剤を用いたチラコイド膜の可溶化は有効

と思われるが，酸化剤／還元剤の添加に伴うクロロフィ

ルなどのバックグラウンド吸収の変化が拡大する問題も

あり，個別の条件検討が必要である．チラコイド膜懸濁

液（20～60μg Chl a/ml，A ≒1.5～4.5）をセル（光

路長：10mm）に入れ，酸化剤（フェリシアン化カリウ

ム）を終濃度1mMで加え撹拌する．二波長分光光度計

で測定する場合は，λを730nmに設定し690～730nm

(λ）の波長範囲で測定する．まず酸化剤を加えた試料の

ベースラインを測定する．次に，還元剤（アスコルビン

酸ナトリウム）を終濃度1～4mM（100倍液または粉末）

で加え，ゆっくり撹拌した後差スペクトルを測定する（図

2A）．P700の還元反応の飽和を確認するため，再度還元

剤を少量加え同様に測定する．酸化剤や還元剤の至適濃

度は予備実験により検討する．なお，酸化還元剤の過剰

な添加は光合成色素の退色や膜断片の凝集・沈澱を引き

起こし，バックグラウンド吸収が大きく変動することで

測定が困難になる．通常のダブルビーム型分光光度計を

反応中心定量法

図1：Synechocystis sp.PCC6714生細胞の室温吸収スペクトル（左）と77K蛍光スペクトル（右）．Ａ：橙色光で培養し，反応中
心 / 量比が高くなった細胞（PS /PS ≒3），Ｂ：赤色光で培養し，反応中心 / 量比が低くなった細胞（PS /PS ≒1）．
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用いた測定では，サンプル側とリファレンス側の両方の

セルにチラコイド膜懸濁液を入れ，ベースラインを補正

する．次に，サンプル側に還元剤，リファレンス側に酸

化剤を加え，差スペクトルを測定する．

光酸化-暗還元の差スペクトルでP700を定量するこ

とも可能である（図2B）．還元剤を添加したチラコイド

膜懸濁液に光照射のON-OFFを繰り返してP700の酸

化-還元を誘起する．四面透明セルを用い，分光光度計の

測定光束に対して直角方向の面から青色光を照射した状

態でスペクトルを測定する．そのため，光電子増倍管（ホ

トマル）に照射光が入らないよう光学フィルターで保護

する．光照射のON-OFFを繰り返して測定することに

より，スペクトルの精度を向上させることができる．

P700濃度の算出方法：差スペクトルの極大波長（700

nm付近）とベースライン（730nm付近）の吸光度差を

読みとる（図2参照）．報告されている差分子吸光係数

（Δε ＝64mM cm ) を用いてP700量（クロロ

フィル当たりのモル濃度）を算出する．

3.h.3.3 光化学系Ⅱ反応中心とシトクロム

5

-

V

複合体の定量

光化学系 反応中心のP680は酸化還元電位が非常に

高いので，酸化剤・還元剤を用いた差スペクトル測定は

困難である．このため，光化学系 反応中心の定量法と

して，酸素発生の閃光収率の測定 ，二次電子受容体Q

の分光測定 ，放射標識した除草剤の結合，電子スピン共

鳴によるチロシンラジカルの測定 などの様々な方法

が開発されている．いずれ方法も特殊な装置を必要とす

る．ここではラン藻で開発され 広く適用されている ，

シトクロム b の酸化還元差スペクトルによる光化学

系 反応中心の定量法を紹介する．なお，同一試料でシ

トクロム b -f 複合体も定量可能である．

チラコイド膜懸濁液（50～100μg Chl a/ml，A ≒

4～8）をセル（光路長：10mm）に入れ，酸化剤（フェ

リシアン化カリウム）を終濃度1mMになるように加え

る．二波長分光光度計のλを570nmに設定し，540～

580nm(λ）の波長範囲で測定する．酸化剤を加えた試料

に，還元剤（ヒドロキノン）を粉末で加える．ヒドロキ

ノンの添加では高酸化還元電位のシトクロム f（Em≒

340mV）が還元される．この段階でベースライン測定を

行う．次に還元剤（アスコルビン酸ナトリウム）を粉末

で加え，静かに撹拌し１分間ほど静置した後にシトクロ

ム b の差スペクトルを記録する（図3B）．シトクロム

b (Em≒80mV）還元の飽和を確認するため，差スペク

トル測定を２，３回繰り返す．

同じ試料を用いて３種の還元剤を逐次加え差スペクト

ルを連続測定することで，シトクロム b -f 複合体も定量

出来る ．フェリシアン化カリウムとヒドロキノンの間

の酸化還元差スペクトルではシトクロム f(Em≒340

mV），アスコルビン酸ナトリウムと亜ジチオン酸ナトリ

ウム（ハイドロサルファイトナトリウム）の間の酸化還

元差スペクトルではシトクロム b (Em≒－

シ

0m

ロ

）の

各成分が選択的に現れる（図3A，C）．

特定の１成分だけを測定する場合は還元剤を溶液とし

て加える場合もあるが，同一試料で３種のシトクロムを

連続測定する際には，粉末（固形物）で加えることで試

料の濃度変化を抑えることができる．粉末を加える際に

は，薬さじ（小）を用い少量（数粒）づつ分けて加え，

その都度よく攪拌して溶解させる．なお，還元剤は湿気

などにより変質することが多いので，デシケータ中で保

管する．

を

トク

で

ム

び

とシトクロム

．

-

ク

濃度の算出方法：

差スペクトルの極大波長559nmとベースラインとの

吸光度差を読み取る．ベースラインが斜めになった場合

は，540nmと570nm付近の差スペクトルの谷

の

直線

は結 精ベースラインとする 度シト ロム b 濃 ，

b f

 

b  b f

図2：Synechocystis sp.PCC6714単離チラコイド膜で測定し
たP700の酸化還元差スペクトル．A： Na ascorbate－ K

 
ferricyanideの差スペクトル，B： 暗還元 － 光酸化 の差ス
ペクトル．
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製標品の還元型スペクトルのモル吸光係数 をもとに

計算した559nmでの差吸光係数Δε ＝15mM

cm を用いて計算する ．なお，光化学系 反応中心複

合体当たりのシトクロム b の数（１あるいは２個）に

ついては，光化学系 反応中心の精製標品では１個との

報告があるが，まだ決着していない ．我々はラン藻

Synechocystis sp.PCC6714についてのシトクロム b ，

アロフィコシアニン（フィコビリソームのコア），シトク

ロム c などの量，および酸素発生の閃光収量との相互

比較を行い，光化学系反応中心 当たり２分子のシトク

ロム b ヘムが含まれると判断している ．しかし吸光

係数の扱いの問題などもあり今後も検討が必要である．

シトクロム f とシトクロム b の差吸光係数としては，

それぞれΔε ＝21mM cm （554/557nm）と

Δε ＝14mM cm （563nm）を用いる ．シトク

ロム b -f 複合体当たり１分子のシトクロム f と２分子

のシトクロム b が含まる．

3.h.4 おわりに

本章ではラン藻での測定例を中心に光化学系反応中心

などの定量法について紹介したが，緑色植物オオムギ ，

クロマツ ，緑藻 Chlamydomonas ，紅藻 Porphyra

でも同様な測定が可能である．
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