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5.a.1 はじめに

クロロフィルは，図１に示したクロリン環をもつテト

ラピロール化合物である．chlorophyll a, b, c, d などの

種類が知られている（図１参照：例外的にchlorophyll
 

c1, c2, c3 はクロリン環の代わりにポルフィリン環を持

つ）．陸上植物は，このうち，chlorophyll a およびchloro-

phyll b を合成する．我々にとって最もなじみ深く，研究

対象となる頻度が高いのがこの２つの色素であろう．

従って，本稿では，まず，chlorophyll a およびchloro-

phyll b の抽出・定量法を解説する（2章）．初めて光合成

色素を扱う読者を想定して，できるかぎり，詳細な手順

を記述した．

３章では，さまざまな代謝中間体の定量法について述

べた．４章では，HPLCを用いて，chlorophyll a, b だ

けでなく，その他のクロロフィルとその代謝中間体を定

量する方法について述べている．４章でも，２章と同様

に，色素の抽出についての注意事項を記載しているが，
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植物および藻類からのクロロフィルとその代謝中間体の抽出・定量法について解説する．特に，有機

溶媒による色素の抽出方法と吸光光度計およびHPLCを用いてこれらの色素を定量する方法につい

て，具体的な手順と注意点を詳述する．

Analysis of chlorophyll and its metabolic intermediates
 

Ryouichi Tanaka
 

Methods for the analysis of chlorophyll and its metabolic intermediates are presented.In particular,the HPLC
 

method developed by Zapata et al.［Marine Ecology-Progress Series 195(2000)p.29］and its application to the
 

analysis of various intermediate molecules of chlorophyll metabolism are described in detail.

図1：クロロフィル類の構造
Chlorophyll a の構造式上に，IUPACの命名法に基づいた炭素原子の位置番号とピロール環の名前を示した．

３章 単離・精製・活性測定

５．色素の分析
a．クロロフィルおよびクロロフィル代謝経路中間体の抽出･定量法

１)北海道大学・低温科学研究所
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４章では，HPLCでの色素の分離を想定した色素の抽出

方法を述べており，いくつか記載の異なる箇所があるの

で注意していただきたい．基本的に，ほとんどのクロロ

フィルとその代謝中間体の定量の際には，まず，HPLC

による色素の分離が必要になる．続いて，クロロフィル

類は吸光光度計で，主要な代謝中間体は蛍光光度計を用

いて定量する．筆者らの研究室では，Zapataら の開発

した方法を一部改変して用いている．本稿では，主に被

子植物のクロロフィルと代謝中間体の分離と定量を例に

とって解説するが，基本的に，これ以外の生物のクロロ

フィルも同様の方法で分離，定量することが可能である．

5.a.2 chlorophyll a および

chlorophyll b の抽出と定量

5.a.2.1 chlorophyll a およびchlorophyll b

の抽出

陸上植物からのchlorophyll a およびchlorophyll b

の抽出には，acetoneを用いる．Methanol, N’,N”-

dimethylformamideなどを用いることも可能 である．

methanolは，クロロフィル類を化学修飾しやすい，ま

た，抽出液中での光合成色素の消失を招きやすいとされ

ているが ，methanolを用いた抽出方法もいくつか報告

されている ．Porraらは，20％(v/v）の2.5mMリン

酸バッファー（pH7.8）を加えた80％ acetoneで色素を

抽出する方法も紹介している．

被子植物の葉の場合，まず，乳鉢に葉と適量の

acetone を加えて，すりつぶす．葉がやわらかく，量が

少ない場合は，乳鉢の代わりにガラス製のホモジナイ

ザーなども便利である（図2A）．また，試料の数が多い

場合は，ShakeMaster（バイオメディカルサイエンス）

などの多検体用破砕機を使うことができる（図2B）．

ShakeMasterを使用する場合，試料をステンレスビー

ズ，acetoneとともに2mlの丸底のマイクロチューブに

入れ，さらに付属のアルミ製容器（図2C）に入れて，１

分ほど震盪する．

上記の方法で，組織が十分につぶし，撹拌した後，懸

濁液を植物組織ごと遠心チューブに移す．約10,000x g

で５分程度遠心し，上清を別なチューブに移す．再度，

acetoneを組織に加え，組織から完全に緑色が抜けるま

で，撹拌と遠心を繰り返す．上清を一本のチューブに集

め，上清の量を量っておく．なお，クロロフィル類は光，

高温，酸素に弱い．極力，光を避けるにこしたことはな

い．しかし，よほど正確な定量が必要な場合，また，微

量な試料を扱っている場合を除いて，通常の実験室の照

明下で抽出操作を行っても構わない．ほとんどの場合，

急激にクロロフィルが分解することはない．

5.a.2.2 吸光光度計によるchlorophyll a および

chlorophyll b の定量

上述の抽出液に，最終的にアセトン濃度が80％になる

ように水または2.5mMリン酸バッファー（pH7.8）を

加える．植物の生葉は，およそ90％程度の水分を含んで

いるので，大量の試料を用いた場合は，試料からの持ち

込みの水分も計算に入れるとより正確である．

吸光光度計で測定する際には，スクリューキャップ付

きの石英またはガラスのキュベットを使うとよい．測定

中の有機溶媒の蒸発を防ぐことができる．

chlorophyll a およびchlorophyll b のモル吸光係数

は，いくつかの研究室から報告されているが ，この中

で，原子吸光法により，クロロフィルの定量をおこない，

モル吸光係数を求めたPorraらの係数 が最も信頼性が

高いと言われている．663.6nm（chlorophyll a の吸収極

大波長）および646.6nm（chlorophyll b の吸収極大波

長）を測定し，以下の式によって，80％アセトン中にお

けるchlorophyll a（式1），およびchlorophyll b（式2）

の濃度を求める．このとき，750nmにおける吸光度を

バックグラウンドとして，663.6nmおよび646.6nmか

ら差し引いておく．

クロロフィルと代謝中間体

Chlorophyll a の80％ acetone中におけるモル吸光係数
（663.6nm:L mmolcm ）は76.8である2)R.Porra,W.
Thompson and P.Kriedemann.Biochim Biophys Acta 975
(1989)p.384.．ある生物の1gあたりのクロロフィル量を大雑
把に１μmolと見積もれば，試料10mgから1mlの80％

acetoneでchlorophyll a を抽出すると，663.6nmの吸光度
は，0.01μmol x76.8＝0.768となる計算である．つまり，大
体1mgから10mg程度の試料から1mlの80％ acetoneで
クロロフィルを抽出すれば，吸光度は0.08～0.80程度におさ
まる，ということになる．文献等から，試料中のクロロフィル
量が予測し，抽出に用いる溶媒の量を決めるとよい．

図2：ガラス製ホモジナイザーと多検体用破砕機
１．ガラス製ホモジナイザー，２．多検体用破砕機ShakeMas-
ter，3.ShakeMaster付属のアルミ製容器（破砕中にチューブ
のふたが開かないように，筆者は固めのスポンジをふたの裏
に貼付けている．）
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Chlorophyll aμg/ml＝12.25×A

－2.85×A
(式1)

Chlorophyll bμg/ml＝20.31×A

－4.91×A
(式2)

chlorophyll a とchlorophyll b の分子量はそれぞれ

893.48と907.46であるので，モル濃度が必要な場合は，

この数値を用いて換算する．

5.a.3 クロロフィル代謝中間体の種類と性質

クロロフィル代謝は，厳密に考えると，代謝経路がヘ

ムと分岐するMg-protoporphyrin IXから始まると言え

るが（図3），実際の研究でクロロフィル代謝を扱う際は，

グルタミン酸から始まるテトラピロール化合物に共通の

代謝経路まで含めて調べることが多い．そこで，本稿で

は，クロロフィルとヘムの共通の代謝経路（図3参照：

グルタミン酸からprotoporphyrin IXまで）も含めて解

説する．

この章では，まず，クロロフィル（ヘム）代謝経路を

概観し，代謝中間体の特徴について解説する．また，本

稿では詳しく紹介していない代謝中間体の定量法につい

て，随時，引用文献を挙げた．

グルタミン酸から5-アミノレブリン酸(ALA) テトラ

ピロール合成経路の出発物質はグルタミン酸またはグル

タミル-tRNAである．（一部の光合成生物には例外もあ

る ．）図３を見れば明らかなように，ALAまでの中間体

は，ピロール構造を持たないので，これ以降の物質とは

検出方法が異なる．ALAを検出するためには，eth-

ylacetoacetateとALAを反応させてピロール環を形成

させた後，Ehrlich試薬を用いて検出する ．Ehrlich

試薬にはもともと水銀が含まれているが，水銀を除いて

も使用可能である ．

通常は，多くの生物の細胞内においては，ALAの蓄積

量はごくわずかである．これは，ALAがすぐに代謝され

て，テトラピロール化合物に変換してしまうからだと思

われる．細胞にレブリン酸を与えると，ALAの代謝が阻

害され，ALAが蓄積する．多くの研究では，レブリン酸

を処理した後に蓄積するALAの量をALAの合成活性

と見なしている．植物の葉においては，このように測定

されたALAの合成活性は，クロロフィルの合成活性と

よく相関している．シロイヌナズナの場合，レブリン酸

を処理する時間が90分を超えると，ALAの分解が起こ

る可能性があるので，レブリン酸の処理は90分以内にと

どめておいた方がよい．30分，60分，90分というように，

いくつかの処理時間を試し，処理時間とALA蓄積量が

比例している範囲で，ALA合成活性を測定する必要が

ある．

Chlorella おいては，レブリン酸処理によってALAが

細胞外に排出されるとの報告がある ．藻類において，

ALA合成活性を測定する際には注意が必要であろう．

ALAの前駆体であるglutamate-1-semialdehydeは

不安定な中間体であり，生物試料から抽出して，定量し

たという報告はない．また，glutamyl-tRNAから

glutamate-1-semialdehydeを合成するglutamyl-tRNA
 

reductaseとglutamate-1-semialdehydeからALAを

合成するglutamate-1-semialdehyde aminomutaseは複

合体を作っていると考えられており，中間体である，

glutamate-1-semialdehydeが細胞内に蓄積していると

は考えにくい．

tRNA の定量はnorthern blottingによって行う ．

tRNA はタンパク質合成の基質でもあり，tRNA の

増減はテトラピロール合成だけでなく，葉緑体内のタン

パク質合成にも影響を与えると予想される．従って，生

物がtRNA の増減でテトラピロールの量を調節して

いるとは考えにくい．（ヘムとクロロフィルを含めた）テ

トラピロール合成の調節はglutamyl-tRNAから

glutamate-1-semialdehydeを経てALAを合成する段

階で調節されていると考えられる．

Porphobilinogen ALA２分子が縮合するとピロール

環をもつporphobilinogen（PBG）が生成される．PBG

の定量は，原理的にALAの定量法と同様にEhrich試薬

を用いればよい．Mockらは，PBGを95℃で熱すること

によって，uroporphyrin Iに変換し，HPLCによって定

量する方法を紹介している ．（注：uroporphyrin Iは

uroporphyrinogen Iが酸化されたもので，uroporphyr-

inogen Iはuroporphyrinogen IIIのD ringが逆向きに

付加されたテトラピロール分子である．）PBGのモル吸

光係数は，MauzeallとGranickによると2Nのperch-

loric acidを含むEhrlich試薬中で，61mM cm （555

nm）である ．

Hydroxymethylbillane この分子も不安定であり，自動

的に閉環してuroporphrinogen Iを生成する．uropor-

phyrinogen III synthaseが存在するとＤ環が反転して，

テトラピロールを形成し，uroporphyrinogen IIIとなる．

hydroxymethylbillaneは細胞内ではほとんど蓄積して

いないと考えられる．

Uroporphyrinogen IIIからProtoporphyrin IX これら

の化合物は全てテトラピロール化合物である．uropor-

phyrinogen III，coproporphyrinogen III，protoporphyr-

inogen IXの３つの化合物では，４つのmethene bridge
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図3：被子植物のクロロフィル代謝経路

318 クロロフィルと代謝中間体



が還元されているが，protoporphyrin IXは酸化されて

いる．前者の３つの化合物は，テトラピロール環が共役

していないので無色であるが，後者はテトラピロール環

が共役しており，赤色で，蛍光を発する．（後述する

ZapataらのHPLCの分離システムのＡ溶媒中におい

て，励起極大波長が400nm，蛍光極大波長が634nmで

ある．）uroporphyrinogen III，coproporphyrinogen III，

protoporphyrinogen IXの３つは，抽出中に自動的に酸

化してしまって，uroporphyrin III，coproporphyrin III，

protoporphyrin IXになる．HPLCを用いて定量する場

合は，酸化した化合物を蛍光検出器を用いて定量する．

uroporphyrin III，coproporphyrin IIIの場合は，細胞内

ではuroporphyrinogen III，coproporphyrinogen IIIで

あったと仮定してよいが，protoporphyrin IXの場合は，

それが，生体内でprotoporphyrinogen IXであったの

か，protoporphyrin IXであったのか，判別することは難

しい．抽出液中のuroporphyrinogen III，coproporphyr-

inogen III，protoporphyrinogen IXを完全に酸化させる

ために，2-butanone peroxideなどの酸化剤を抽出液に

加えることもある ．

Protoporphyrin IXは，後述するZapataらの方法 で

定量が可能であり，また，uroporphyrin III，coporopor-

phyrin IIIの定量も可能であると思われるが，uropor-

phyrin III，coproporhyrin IIIの定量に関しては，筆者

らの研究室では，まだ確認していない．そこで，本稿で

は，この２つの化合物の定量に関して，Bernhard Grimm

（ドイツ，Humboldt大学）の研究室で行われている方

法 を紹介する．

色素の抽出：100mgの葉を200μlの50mMのリン

酸カリウムバッファー（pH7.8）中で破砕し，遠心し，

上清を別なチューブに移す．続いて，沈殿を200μlの

methanol/0.1M ammonium hydroxide（9：1v/v）に

懸濁し，遠心し，上清をチューブに集める．再び，沈殿

を200μlのacetone/methanol/0.1M ammonium
 

hydroxide（10：9：1，v/v/v）懸濁し，遠心を繰り返す．

最終的に上清を一本のチューブに集める．抽出液に，ace-

tic acidと2-butanone peroxideを最終濃度がそれぞれ

25mMと2.5％になるように加え，ポルフィリン化合物

を酸化させる．

HPLCによる分離：Novapak C18，4μm particle
 

size，3.9x150mm（Waters）を用いる．Ａ溶媒（meth-

anol/0.1M ammonium acetate pH5.2/水＝1：1：8，

v/v/v）とＢ溶媒（methanol/0.1M ammonium acetate
 

pH5.2＝9：1，v/v/v）のグラジエントで分離する．流速

は1ml/minで，最初の12分間にＡ溶媒100％，Ｂ溶媒

０％からＡ溶媒０％，Ｂ溶媒100％のグラジエントをか

け，続く13分間は，Ｂ溶媒100％ですべての色素を溶出

する．蛍光検出器が必須で，励起波長は405nm，蛍光波

長は615nmにあわせる．標準物質を入手し（例えば，

Frontier Scientific Inc.などから入手できる．http://

www.frontiersci.com/），検量線を作成した上で定量す

る必要がある．

Mg-Proto IX，Mg-Proto IX monomethylester これら

の化合物は，Mg2＋が配位しており，強い蛍光を発する．

クロロフィルとは異なって，phytolなどの側鎖がついて

いないので，比較的親水性で，20％程度の水を含む

acetoneやdiethyletherなどによく溶ける．筆者の研究

室ではZapataらの系を用いて分離，定量している（４章

参照）．

Protochlorophyllide 被子植物の場合，Protochloro-

phyllideは暗所におけるクロロフィル合成経路の最終産

物である．Protochlorophyllideには，3,8-divinyl-(DV)-

protochlorophyllide，3-vinyl-(MV)-protochlorophyllide

の２つの化合物が存在する．前者は８位にvinyl基が付

加しているが，後者ではこれが還元されてethyl基に

なって い る．DV-prot o c h l o r o p h y l l i d eと M V-

protochlorophyllideは吸収極大波長が若干異なってお

り，diethylether中でのSoret帯の吸収極大波長はそれ

ぞ れ，432n m と 437n m で あ る ．D V-

protochlorophyllideからMV-protochlorophyllideへ

の還元反応を触媒するのは，8-vinyl chlorophyllide
 

reductaseである が，この酵素は，protochlorophyl-

lideに対する活性が低いので，8-vinyl基の還元に時間が

かかる．その結果，双子葉植物では，主 に DV-

protochlorophyllideが蓄積する が，暗所で生育させ

る期間が長いほど，MV-protochlorophyllideの割合が高

くなる という現象が観察される．単子葉植物の子葉で

は，MV-protochlorophyllideの蓄積が主に観察され

る ．単子葉植物の8-vinyl chlorophyllide reductase

は，比較的DV-protochlorophyllideに対する活性が高い

と考えられる．

Protochlorophyllideの抽出において，最も大切な点

は，組織が完全に破砕され，acetoneに懸濁されるまで，

可視光にあてない，という点である．protochlorophyl-

lideが光を吸収すると，そのエネルギーを使って，暗所で

protochlorophyllideに結合しているprotochlorophyl-

lide oxidoreductase（POR）が瞬時にprotochlorophyl-

lideを還元して，chlorophyllideを生成してしまう．この

反応は77Kでも起こりうる．したがって，完全な暗所で

組織の破砕を行うべきであるが，難しければ，緑色の蛍
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光灯に緑色のセロファンをまいた「安全灯」のもとで暗

室内で色素の抽出を行う．このとき，光の強度は，目が

慣れてやっとものが見える程度の明るさまで落とす必要

がある．あるいは，赤外光の照射下で赤外線カメラを使

用して抽出を行う，という方法もある．protochlorophyl-

lideの定量にはいくつかの方法が報告されている

が ，本稿では，４章でHPLCを用いる方法を述べ

る．

Chlorophyllide 上述の通り，protochlorophyllideが還

元されるとchlorophyllideになる．chlorophyllideは，

phytolが結合していないので，比較的親水性である．in
 

vivoでは，DV型のchlorophyllideは生成されるとすぐ

にMV型に還元されてしまうので，通常はDV型の

chlorophyllideが観察されることはない．また，MV-

chlorophyllideもすぐにphytolと結合して，chlorophyll

になるようである．したがって，少なくとも被子植物の

場合，観察されるchlorophyllideは，多くの場合，chloro-

phyllの合成経路の中間体というよりは，むしろ，chloro-

phyllがchlorophyllaseのはたらきによって分解された

産物であると思われる．また，シロイヌナズナの葉を材

料とした場合，微量のchlorophyllide aは頻繁に検出さ

れるが，chlorophyllide bはまれにしか検出されない．筆

者の経験では，chlorophyllide bが検出されるのは，抽出

液に含まれているchlorophyllaseによって，抽出の際に

生成されたartifactであることが多い．このような場合

には，クロロフィルを抽出するときにacetoneの量を増

やすことによって，chlorophyllaseの活性を抑えること

ができる場合がある．

Chlorophyll chlorophyll a または b のみを測定する場

合には，第２章に記載の方法を用いるのが最も簡便であ

る．これ以外のクロロフィルを測定する場合には，第４

章で述べるように，HPLCを用いる必要がある．Zapata

らの原報 には，彼らのHPLCにおけるchlorophyll c1,

c2, c3 の溶出位置が報告されているので参照していた

だきたい．

クロロフィルの誘導体 ほとんどの酸素発生型光合成生

物のもつクロロフィルの17位はethyl基となっている

が，例外的に17位にvinyl基を持つDV-chlorophyll a

およびDV-chlorophyll b を合成するラン藻の一群が存

在する ．また，これも例外的であるが，phytol鎖の代

わりにgeranyl-geranyl（GG）鎖，あるいは，GG基の２

重 結 合 が 一ヶ所，ま た は ２ヶ所 還 元 さ れ た，

d i h y d r o g e r a n y l-g e r a n y l（D H G G）基，

tetrahydrogeranyl-geranyl（THGG）基を側鎖にもつク

ロロフィルも存在する．これらのクロロフィルは，キュ

ウリや大麦など被子植物の黄化芽生えが緑化する際に見

つかることがある．これらの化合物は，基本的にクロロ

フィルとよく似た性質を持っており，大半は４章に記載

した方法で分離することができる．

また，chlorophyll a からMgイオンが抜けたpheo-

phytin a や13(2）位のepimer（chlorophyll a’と呼ぶ）

も光化学系に存在する．pheophytin a は４章の方法で分

離することができる．chlorophyll a’の分離については，

中村らの方法 を参照されたい．

Hydroxymethyl-chlorophyll a この化合物はchloro-

phyll b がchlorophyll a に変換されるときの中間体であ

る．chlorophyll b から a への変換は，植物が環境に適応

して，chlorophyll a と b の比率を調整するときや，chlo-

rophyll b がchlorophyll a を経て分解されるときにおこ

ると考えられている．シロイヌナズナの葉には，常に

chlorophyll a の0.1％程度存在するようである．

Scheumannら は，オ オ ム ギ の 葉 の 老 化 初 期 に

hydroxymethyl-chlorophyll a の蓄積が増加すると報告

している ．この化合物も４章の記載した方法で分離す

ることができる．

クロロフィルの分解産物 クロロフィルの分解経路の研

究は主に高等植物を材料として行われている ．現在の

ところ，chlorophyll b を直接分解する経路は知られてお

らず，大半のchlorophyll b は一度chlorophyll a に変換

されてから分解されると考えられている ．chlorophyll
 

a はchlorophyllaseの活性によって，chlorophyllide a

になり，Mg が抜けて，pheophorbide a になる，とい

うのが，通説であるが ，chlorophyllaseの役割について

は異論もある ．pheophorbide a はred chlorophyll
 

catabolite(RCC),fluorescent chlorophyll catabolite

(FCC),non-fluorescent chlorophyll cataboliteと変換さ

れるのが，主要な分解経路と考えられている．ダイコン

（Raphanus sativus）など一部の植物には，pheophorbide
 

a の13位のmethoxycarbonyl基が外れたpyropheo-

phorbide a が生成される経路も存在する ．

クロロフィルの分解産物のうち，pheophorbide a まで

は４章に記載した方法で，分離することができる．クロ

ロフィルは分解が進むと次第に親水性が増すので，

RCCR以降の分解産物を４章に記載したZapataらの方

法 で分離することはできない．これらの分解産物を分

離するには，Hortensteinerらの方法 を参照してい

ただきたい．
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5.a.4 Zapataらの方法によるクロロフィ

ルと代謝中間体の分離と定量

この章では，Zapataらの方法 によるクロロフィルと

代謝中間体の分離と定量について述べる．この方法で分

離，同定できる化合物を表１に示した．クロロフィル類

の他にprotoporphyrin IX以降，pheophorbide a までの

ほとんどの代謝中間体を分離することができる．いくつ

か の 物 質 は，（例 え ば chlorophyllide a と Mg-

protoporphyrin IX）は溶出時間が同一であるので，定量

には注意が必要である．これらの注意点に関しては，適

宜，項目を設けて記載した．また，この方法では，カロ

チノイド類も同時に検出することができる．カロチノイ

ド類の定量は，本稿の範囲ではないが，クロロフィルと

同時にカロチノイド類の定量を行う読者のために，有用

と思われる情報を付記した．カロチノイド類の定量の詳

細に関しては，高市の稿を参照していただきたい．また，

この章に記載した方法で測定した，一部の代謝中間体の

表1：本稿の４章で紹介したHPLCシステムにおける色素の溶出時間とそれぞれの色素の吸収極大，モル吸光係
数およびモル吸光係数の出典の文献

色 素 名 溶出時間
(分)(a)

吸収極大(b) モル吸光係数 溶 媒 文献

7-hydroxymethyl
 

chlorophyllide
3.3 n.d. 7-hydroxymethyl

 
Chlと同じ

chlorophyllide b 4.7 n.d. Chl b と同じ

chlorophyllide a 9.2 430，664 Chl a と同じ

Mg-proto IX 9.2 416 165900（417） 80％ acetone

DV-Pchlide 9.9 439，629 205000（437）
22100（622）

diethylether

pheophorbide b 10.1 n.d. n.d.

MV-Pchlide 10.4 436，626 241000（432）
31100（623）

80％ acetone

Mg-protoIX
 

monomethylester
11.7 416 Mg-proto IXと同

じと思われる

proto IX 13.7 402 150000（404） diethylether

pheophorbide a 14.2 409，664 44500（667） ethanol

neoxanthin 15.9 413，437，466

violaxanthin 17.0 418，440，470

lutein 19.8 446，474

Chl b(GG） 20.1 461，647 Chl b と同じ

Chl b(DHGG） 21.0 461，647 Chl b と同じ

Chl b(THGG） 21.9 461，647 Chl b と同じ

Chl a(GG） 22.0 431，664 Chl a と同じ

hydroxymethyl Chl 22.4 434，657 61100（655.5） diethylether

Chl a(DHGG） 22.7 431，664 Chl a と同じ

Chl b 22.9 461，647 47040（646.6） 80％ acetone

DV-Chl b 22.9 466，650 43910（643）
50530（651）

diethylether
80％ acetone

Chl a(THGG） 23.4 431，664 Chl a と同じ

DV-Chl a 24.1 441，664 78340（660）
69290（664）

diethylether
80％ acetone

Chl a 24.3 431，664 76790（663.6） 80％ acetone

pheophytin a 26.2 409，665 50530（665） diethylether

β-carotene 26.8 451

（a)溶出時間については，筆者の研究室における複数のクロマトグラムをもとに，実験間での溶出時間の誤差を計算によって
補正して，一覧に示した．用いるHPLCシステムによって，溶出時間は変わりうるので，各々の研究室ごとに標準物質
を用いて，溶出時間を確認する必要がある．

（b)この欄に示した吸収極大は，HPLCのフォトダイオードアレイ検出器のデータをもとにした．±2nmの誤差がありえ
る．よく似た色素であっても，溶出時間によって，溶媒組成が異なるので，吸収極大はシフトすることがある．テトラピ
ロール化合物に関しては，Soret帯とQy帯の吸収極大を示した．カロチノイド類については，S2吸収帯の極大波長を示
した．
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吸収スペクトルが，光合成事典 に記載されているの

で，参照していただきたい．

また，光合成色素の分離に関しては，van Haukelem

らが，数十種類の色素をHPLCで分離する方法を報告し

ている ．彼らの方法は，藻類の光合成色素の分離に特に

有用だと思われる．

5.a.4.1 HPLCのためのクロロフィルと代謝中間体

の抽出方法

筆者は，植物の葉からクロロフィルや代謝中間体を抽

出するために，acetoneを用いている ．水やbufferを加

えた80％ acetoneなどを用いることも出来るが，上述の

ように，抽出液中の水分含量が５％を超えるとchloro-

phyllaseによってchlorophyll a とchlorophyll b が

phytol鎖とchlorophyllideに分解されてしまい，正確な

測定が困難になることがある．特に，ストレスを受けた

葉からクロロフィルを抽出するときは注意が必要であ

る．（２章に記述した方法で，HPLCを使わずにクロロ

フィルを定量する場合には，chlorophyllaseの作用を気

にする必要はない．chlorophyllideとchlorophyllの吸

光スペクトルは同一である．）

一方，ラン藻，プラシノ藻，珪藻などの場合は，80％

acetoneやacetone/methanol（50：50，v/v）などの溶

媒で色素を抽出することが多い．これらの生物では，

chlorophyllaseの活性が見られることはなく，また，

pure acetoneを用いるよりも，これらの溶媒を用いる方

が抽出効率が高いことがある．固い殻を持つ藻類の場合，

ガラスビーズ等による破砕が必要になる場合もある．筆

者の研究室では，Mini-Beadbeater（Biospec Products
 

Inc.OK,USA）を用いる場合もある．

5.a.4.2 HPLCのシステム

筆者は，以下のHPLCシステムを使用している ．

システム１（Hitachi製）

ポンプ：L-7100（低圧グラジエントシステム）

検出器１：フォトダイオードアレイ検出器L-2450

検出器２：蛍光検出器L-2485

オートサンプラー：L-7200

カラムオーブン：L-7200

デガッサー：L-7610

システム２（Shimadzu製）

ポンプ：LC-10ATvp

ミキサー：FCV-1-ALvp

検出器１：フォトダイオードアレイ検出器

SPD-M10Avp

検出器２：蛍光検出器RF-550

オートインジェクター：SIL-10ADvp

クロロフィルの代謝中間体を植物から抽出するために，リン酸
バッファーや90％ methanolなど３種類の溶媒を順番に用い
る方法が報告されているが34）A.Strand,T.Asami,J.Alon-
so,J.R.Ecker and J.Chory.Nature 421(2003)p.79.，この方

法は単に煩雑なだけでなく，chlorophyllaseの作用が見られる
ことがあり，あまり薦められない35）N.Mochizuki,R.Tana-
ka,A.Tanaka,T.Masuda and A.Nagatani.Proc Natl

 
Acad Sci U S A 105(2008)p.15184.．Mg-Proto IXなどのク
ロロフィル代謝の中間体のacetoneへの溶解度はあまり高く
ないので，標準品などを高濃度で扱う場合には水分含量の低い

acetoneは適さないが，植物試料中のクロロフィル代謝中間体
の濃度は非常に低いので，acetoneで十分に抽出可能である．
原報１）M.Zapata,F.Rodriguez and J.L.Garrido.Marine

 
Ecology-Progress Series 195 (2000)p.29.では，３種類の

HPLCシステムを比較している．システムによっては，溶媒の
グラジエントのかけ方を多少変更する必要があるようだ．
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図4：Zapataらの系による光合成色素の分離
Ａ．シロイヌナズナの葉の抽出液の分離．横軸は溶出時間
（分），縦軸は410nmにおける吸収．：1.chlorophyllide a，2.
pheophorbide a，3.neoxanthin，4.violaxanthin，5.lutein，
6.chlorophyll b，7.chlorophyll a，8.pheophytin a，9.β-
carotene Ｂ．クロロフィル代謝中間体（標準物質）の分離．
蛍光検出器（Shimadzu,RF550）を用いて，励起波長417nm，
蛍光波長600nmで測定した．：10.Mg-protoporphyrin IX，
11.Mg-protoporphyrin IX monomethylester，12.protopor-
phyrin IX



カラムオーブン：CTO-10Avp

デガッサー：DGU-14A

コントローラー：SCL-10Avp

検出器

筆者はフォトダイオードアレイ検出器を用いて，400

nm-700nmの範囲で吸光度を記録している．通常の一波

長型の吸光検出器でも構わないが，２種類以上の色素が

ほぼ同じ時間に溶出されることがあり，一波長型の吸光

検出器では見落としてしまうことがある．一波長型の検

出器を用いる場合は，研究対象としている色素以外の色

素の溶出位置を確認しておいた方がよい．

また，protoporphyrin IX以降のクロロフィル代謝の

中間体の検出をする場合は，蛍光検出器が必須であると

考えた方がよい．吸光光度計とは違って，蛍光検出器の

場合は，ランプの劣化によって，シグナルが低くなって

くるので，定量を目的としている場合は，頻繁に標準物

質を流す必要がある．protoporphyrin IXを検出する場

合は，蛍光検出器の励起波長を400nm，蛍光波長を635

nmに あ わ せ る．Mg-protoporphyrin IX，Mg-

protoporphyrin IX monomethylesterを検出する場合

は，蛍光検出器の励起波長を417nm，蛍光波長を600nm

にあわせる．同時に検出する場合は，蛍光検出器のタイ

ムプログラムを利用して，Mg-protoporphyrin IX
 

monomethylesterの溶出のあとで，蛍光波長を切り替え

る．

Zapataの系に特有の問題として，ピリジン（または，

ピリジンに混入している物質）の595nm付近の蛍光が

ある．一波長型の吸光光度計の場合は問題にならないが，

蛍光光度計の場合や，特にフォトダイオードアレイ検出

器の場合は，奇妙なスペクトルが見られる原因となるの

で，注意してほしい．

カラム

カラムは，Symmetry C8,150×4.6mm,3.5 m par-

ticle size (Waters）で，ガードカラムとして，

Phenomenex(AJO-4290)C84.0(L)mm×3.0(ID)mm

を使用している．カラム温度は40℃に設定している．

溶媒

Ａ溶媒：Methanol:Acetonitrile:0.25M aqueous
 

pyridine＝50：25：25（v:v:v）

Ｂ溶媒：Methanol:acetonitrile:acetone＝20：60：

20（v:v:v）

Ａ溶媒のピリジンは酢酸でpHを5.0にあわせる．わ

れわれの研究室では，pHメーターを使って，ピリジン溶

液のpHをあわせ，必要な酢酸の量を測っておき，２回目

の溶媒調整からはpHメーターを使わずに一定量の酢酸

をピリジン水溶液に足すようにしている．酢酸の量は色

素の保持時間に大きな影響を与えるので，常に一定量の

酢酸を加えるようにすると，毎回pHメーターを使って

溶液を調製するよりも簡便に再現性を保つことができ

る．

サンプルのインジェクションついて

サンプル容量が20μl以下の場合は，抽出液（100％に

近い濃度のacetone）をそのままインジェクションして

も構わない．しかし，サンプル容量が20μlを超える場合

は，サンプル抽出液とＡ溶媒のミスマッチによって，ピー

クのテイリングがおこる．サンプルに20％程度の水を加

えるとテイリングを抑えることができる．しかし，サン

プルに水を加えると，時間とともにβ-caroteneの沈殿が

おこるので，β-caroteneの検出をする場合は，水を加え

たらすぐにサンプルをインジェクションする必要があ

る．また，水の存在下では，クロロフィル類の修飾がお

こりやすいと思われるので，微量のクロロフィルの検出，

定量をするばあいは，できるだけ水は加えない方がよい

と思われる．

オートサンプラーを使う場合，もう一つ注意しないと

いけないのは，サンプルバイアルからの蛍光物質の溶出

である．ポリプロピレン製のバイアルを使うと蛍光物質

が溶出されることがあるので，クロロフィル代謝中間体

を分離する際には，ガラス製のバイアルを使用するか，

事前に蛍光物質の溶出がないことを確認してポリプロピ

レンバイアルを使用する（京都大学・望月伸悦博士・私

信）．

タイムプログラム

Ａ溶媒100％，Ｂ溶媒０％から開始して，直線的なグラ

ジエントをかける．phytol鎖をもたない物質は主にＡ溶

媒で溶出され，phytol鎖をもつ物質は主にＢ溶媒で溶出

される．筆者の研究室では流速をあげて，原報 よりも若

干解析時間を短縮している．

流速1.2ml/min

０min Ｂ溶媒 ０％

12min 40％

17min 95％
同じWaters製のSunfireというC8カラムも試してみたが，

β-caroteneとpheophytin a が同じ位置に溶出してしまった．
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22.5min 95％

25min ０％

30min ０％（５分間平衡化してから，次の

サンプルをインジェクション）

検量線について

原理的には，HPLCの吸光検出器のピーク面積から，

モル吸光係数を使って色素の濃度を見積もることは可能

であると思われるが，筆者の研究室では，基本的に標準

物質を購入するか，または生物試料から調製して，検量

線を作成している．Mg-protoporphyrin IX，Mg-

protoporphyrin IX monomethylesterはFrontier Sci-

entific Inc.で購入できるが，特注になる．protoporphyrin
 

IX，pheophorbide aは和光純薬やフナコシ，コスモバイ

オなどで購入できる．protochlorophyllideはキュウリや

大麦の暗所芽生えから精製する ．クロロフィルも各社

から購入できる．標準物質の濃度を見積もるために，モ

ル吸光係数が必要となるので，モル吸光係数を表１に示

した．

5.a.5 おわりに

クロロフィルおよびその代謝中間体の検出には，さま

ざまな方法が開発されている ．本稿では，筆者の研究室

で実際に使っている，比較的簡便で応用のきく分析方法

を紹介したが，これらの方法ですべてのクロロフィルと

その代謝中間体が測定できるわけではないので，目的に

あった分析系を選んで使い分ける必要があると思われ

る．

Abbreviations
 

GG:geranylgeranyl,DV:divinyl,MV:monovinyl,

Chl:chlorophyll,Chlide:chlorophyllide,DHGG:

dihydrogeranylgeranyl,THGG:tetrahydrogeranyl-

geranyl
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