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4.c.1 LHCIタンパク質

高等植物では，光化学系 コア複合体の片側（PsaG/

F/J/Kサブユニット側）に４分子のLHCIタンパク質

（以下LHCI）が結合し，PS1-LHCI超複合体を構成して

いる (PS1-LHCI超複合体は，3.4aを参照）．緑藻では

４分子以上のLHCIが光化学系 に結合することが確

認されているが，まだその構造情報は得られていない．

LHCIは，LHCIIとは異なりコア粒子に強固に結合して

いるため，n-dodecyl-β-D-maltoside(β-DM）による可溶

化ではコア粒子から分離されない．LHCIを光化学系

のコア粒子から分離するためには，イオン強度が上がる

Zwittergentによる可溶化が有効であると報告されてい

る ．以下のプロトコルは，現在知られているLHCI精製

方法のうち，もっとも穏やかなものである．

LHCI精製プロトコル(Croce et al.1998 を改変)

ホウレンソウチラコイド膜からLHCIを精製する手

順を紹介するが，他の材料からもほぼ同様の手順― １)

β-DMによるチラコイド膜の可溶化，２)ショ糖密度勾

配超遠心法によるPSI-LHCI超複合体の分画，３)

Zwittergent存在下で凍結融解を繰り返すことによる

LHCIの解離，４)ショ糖密度勾配超遠心法による

LHCIの精製― でLHCIを得ることができる．

［実験方法］

１．精製したチラコイド膜を25mM MES/NaOH，

pH6.5で２度洗浄したのち，終濃度0.8mg Chl/mL

になるよう希釈する

２．β-DM（終濃度0.8％）を1.のチラコイド膜に加え，

４℃で10分間撹拌しながら可溶化を行う．

３．可溶化したチラコイド膜（0.3～0.5mL）を0.1～1.3

Mショ糖密度勾配に重層し，超遠心（100,000g，24

時間）を行う．

４．クロロフィル結合タンパク質による緑色のバンドの

うち，上から３番目のA3バンド（PSI-LHCI超複合

体画分）を分取する．

５．メンブランフィルター（分子量100,000以下排除）

により4.を濃縮した後，界面活性剤を含まないバッ

ファー（25mM MES/HEPES，pH6.5-7.5）にて

クロロフィル濃度3mg/mLになるよう希釈する．

６．１％ β-DM/0.5％ Zwittergent3-16（終濃度）を加

え，４℃で1-3時間撹拌する．

７．液体窒素を用いて急速凍結した後ゆっくりと融解さ

せる．これを３度繰り返しPS1コア粒子からLHCI

を解離させる．

８．200mgクロロフィル相当の7.の懸濁液を0.1～1.3

Mショ糖密度勾配（13PAチューブ，日立）に上層

し，超遠心（100,000g，24時間）にて脱離したLHCI

を分離する．

超遠心後，通常４本のバンドが得られるが，LHCIモノ
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マーは上から一番目，LHCIダイマーは上から２番目の

バンドに見られる（図1）．界面活性剤の作用が強すぎる

場合は，１番目のLHCIモノマーバンドのさらに上に脱

離した色素によるバンドが現れる場合がある．

4.c.2 LHCIIタンパク質

LHCIIタンパク質（以下LHCII）は，PSIIの周辺集光

装置として集光および過剰エネルギー消去の機能を持

つ．大きく分けて２種類のLHCIIが知られており，コア

粒子に隣接して単量体として存在するものをマイナー

LHCII，その外側に位置し三量体を構成するものをメ

ジャーLHCIIと呼ぶ ．メジャーLHCIIの三量体構造の

結晶構造は解明されている ．メジャーLHCIIは緑藻で

は４種類のポリペプチド（LHCII type I～IV），高等植

物では３種類のポリペプチド（Lhcb1～3）で構成され，

それぞれのポリペプチドはさらに数個の重複遺伝子に

よってコードされる ．緑藻にはマイナーLHCIIとして

CP29，CP26の２種類が，高等植物にはそれにさらに

CP24を加えた３種類が存在する ．チラコイド膜をβ-

DMやオクチルグルコシドなどで可溶化すると，通常全

てのLHCIIはコア粒子から脱離するが，高等植物では

マイナーLHCIIが脱離しない場合もある．

LHCII精製プロトコル

（Minagawa et al.2001 を改変）

本稿では，緑藻 Chlamydomonas reinhardtii から精製

する手順を紹介するが，他の材料からもほぼ同様の手順

― １)β-DMによるチラコイド膜の可溶化，２)ショ糖

密度勾配超遠心法によるLHCII画分の分離― で精製

することができる．β-DMは0.8％ ～1.0％ で用いる．

得られたLHCII画分は，シリンジまたはパスツールピ

ペットを用いて回収する．ゲルろ過及びその他の生化学

的解析に用いるためには，ショ糖密度勾配超遠心後，透

析によるショ糖の除去が必要となる場合がある．

１．精製したチラコイド膜を25mM MES/NaOH，

pH6.5で２度洗浄し，終濃度0.4-0.8mg Chl/mL

となるように濃度調整した後，β-DMをChl：deter-

gent比が1：8になるように加え，氷上で10分間緩

やかに攪拌しながら可溶化する．

２．0.2-0.4mg Chl相当（500μL）の可溶化チラコイド

膜を，あらかじめ作製しておいたショ糖密度勾配

（0.1-1.3M sucrose gradient/25mM Mes/NaOH，

pH6.5/0.03％ β-DM/11.5mL）に重層し，超遠心

分離（４℃，100,000g，24時間）を行う．

３．クロロフィル結合タンパク質によって形成された緑

色のバンドのうち一番上のA1バンド（LHCII画

分）を分取する．条件によってはA1バンド内にさ

らに２つのサブバンドが確認できるが，その場合上

のバンドがLHCIIの単量体，下のバンドがLHCII

の三量体に相当する（図2）．

高等植物のグラナ領域（BBY particle）からLHCIIを

精製する場合，この領域には比較的多くのPSII-LHCII

超複合体が含まれているため，多くの３量体LHCIIを

得ることが出来る ．３量体LHCIIは，調製前に光処理

またはphospholipase処理を行うことで単量体化するこ

とが知られている ．ショ糖密度勾配超遠心法では，単量

体化した３量体LHCIIともともと単量体LHCIIであ

るCP26，CP29及びCP24を分離・精製することは困難

だが，フラットベッド等電点電気泳動法を用いれば，色

素を結合させたままこれらを分離することも可能であ

る．
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図1：ホウレンソウより単離したチラコイド膜から光化学系
超複合体（PSI-SC）を調製し，Zwittergent法でLHCIを
解離させ，ショ糖密度勾配超遠心によってLHCIを分画し
た．
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図2：クラミドモナスより単離したチラコイド膜を可溶化
し，ショ糖密度勾配超遠心によってLHCII（A1）を分画した．
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