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7.1 膜電位

7.1.1 膜電位とΔμ の発生と測定の原理

(1)なぜ細胞や葉緑体膜は閉じた袋状なのか？「化学浸

透圧説の誕生」

光合成では光により電子やイオンが動く．電子の動き

は，水を酸化したり，キノンやNADP の還元をおこす

が，これと同時に電流として電位差（電圧差）を作り出

す．この溶液相間の電位差を膜電位Δϕと呼ぶ．図１は，

植物葉緑体やシアノバクテリア膜系内部での光合成電子

移動経路を模式的に示す．光化学系 と 反応中心複合

体内では，電子は内側から外側に向かって膜内を移動し，

シトクロム b /f 複合体内でも電子は外側に向かって動

く．全体としてみると電子の流れは絶えず外側に向かい，

内側が正，外側が負の電位差Δϕを生じる．これを

electrogenic（電位差発生的）な電子の動きと呼ぶ．一方

膜内での，プラストキノン酸化型（PQ）と，水素イオン

（H ）を結合した還元型の（PQH）の動きは電荷移動を

伴わないので，Δϕを変えない．光化学系 でのPQの光

還元反応，シトクロム b 6/f 複合体内での酸化還元反応，

光化学系 でのNADP の還元反応では膜内側へのH

放出，膜外側でのH 結合により，酸化還元反応全体とし

て電位が正にある膜内側に向かって，エネルギーに逆

らって（能動輸送と呼ぶ），H が運ばれる．

どうしてこのような方向で電子が移動するのだろう

か？ まだ膜タンパク質の位置や構造が不明な時代に，

P.Mitchell（1966，1968）は，「生体膜上の蛋白質は一

定向きに配列され，光合成や呼吸電子伝達系は膜を横切

り一方向のみに電子を動かしΔϕを増大させ，さらに

H を動かす．同じ膜上に並んだATP合成酵素は，これ

と反対向きに水素イオンを動かしATPを合成する」と

いう「化学浸透圧説（chemiosmotic theory）」を提案し

た．この時期に急発展した生化学は，タンパク質一つ一

つを精製し，分子レベルで調べることを目標としていた．

蛋白質複合体を精製し，溶液中で混じり物のない状態で

の研究が可能になりつつあった．このような状況で「閉

じた袋状の膜構造そのものに意味が有る」というこの提

案は，大物生化学者たちとの間に，大論争を巻き起こし

た．私自身も英国でのpostdoc時代に「Mitchellは気が

狂っている」という反対意見をよくきいた．シンポジウ

ムや学会ごとに会場挙げての熱い論争が10年以上つづ

き，これが光合成や呼吸などのエネルギー共役機構，膜

構造，イオンや代謝産物の輸送，細胞膜の役割などにつ

いて，大きな研究発展をもたらした．この論争は，その

後の生化学研究，特に光合成反応中心膜タンパク質の構

造解析により，決着をつけられ，「化学浸透圧説」は生命

現象の基礎概念の一つとして受け入れられた．
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光合成光反応は電子の動き（酸化還元反応に伴う電流）を膜内に作りだし，光合成膜系で仕切られた

内外溶液相間に電位差（膜電位，Δϕ）を生じる．これとは別に，酸化還元反応に伴う水素イオン（H ）

の膜内外での消失と出現，膜を横切る動きが，内外溶液相間にH 濃度差（ΔpH）を作り出す．Δϕと

ΔpHで変わるH を動かす力（エネルギー差）は，H についての液相間での電気化学ポテンシャル差

（Δμ ＝Δϕ－ RT/F ΔpH）で表される．ATP合成酵素はΔμ を消費してH を動かし，分子を回

転させATP合成をする．ここでは１．膜電位とΔμ の発生と測定の原理，２，Δμ の解消と脱共

役，３．実際の測定例を解説する．

Measurement of membrane potential
 

Principles of formation of membrane potential in photosynthesis are reviewed.Photosynthetic electron transfer
 

reaction forms the electrochemical potential difference of electrons,protons and ions across the membranes.

Simple equations to understand the ion and electron movements in relation to membrane potential and membrane
 

surface potential are shown.Methods for the measurements of membrane potential by using the carotenoid
 

electrochemical bandshift and the ion distributions are interpreted with examples.

１)名古屋大学 大学院理学研究科物質理学専攻物理 光

生体エネルギー研究室

4章 分光測定

７．膜電位の測定



(2)膜電位の発生と測定の原理：

化学浸透圧説は，閉じた袋状のエネルギー変換膜の内

外溶液相間でのH の動きがエネルギーを伝達する実体

であると提案し，実証された．溶液中のイオンは，濃度

の低い方向への拡散力（濃度差に依存）と，その電荷に

働く電気的な力（電位差とイオン電荷に依存するクーロ

ン相互作用）を受けて動く．従って，あるイオン種のモ

ル自由エネルギー（電気化学ポテンシャル，μ）を，そ

の活量（a，ほぼ濃度に等しい）と価数（z）とその場所

の電位（ϕ）で表すことができる．

μ＝μ＋RT log a＋zFϕ (1)

μ は一定の標準状態（ϕ＝0，a＝1）での μの値，R は

ガス定数，F はファラデー定数，T は絶対温度，logは

自然対数である．イオンは μの差（エネルギー差）があ

るとΔμのより小さい方へ移動させようとする力を受

け，その動きでΔμ 分の仕事がなされる．たとえば，葉

緑体チラコイド膜の外液（o）と内液（i）間でのpH差が

ΔpH ，電位差がΔϕ の場合，H にかかわる電気化

学ポテンシャル差は，

Δμ ＝μ －μ

＝－2.3RTΔpH ＋FΔϕ
(2)

で表される．H の動きでΔμ に応じたエネルギーが得

られる，あるいH を動かすにはΔμ 分のエネルギー

を要する．この式から，同量のH が動いても，得られる

エネルギーはΔpH，Δϕに依存して変わることがわか

る．室温300Kでは2.3RT/F＝60mVなので，１ΔpH

は約60mVのΔϕに相当する．Δϕの変化は水素イオン

以外の全イオンの動きにも同時に影響する．今，イオン

Xの平衡を考えると，

Δμ＝μ －μ

＝2.3RT logC /C ＋zFΔϕ
(3)

Cはイオン濃度．電気泳動でよく見られるように，Δϕに

従ってイオンは動く．逆にイオンの分布とΔμ がわかれ

ばΔϕを算出できる．もう一つ大事な事は，膜透過性の

ないイオンにはこれは関係ない（膜透過性に依存する）．

従って，チャンネルタンパク質や後述のイオノホアなど

で特定イオンの膜透過性を変えると，電子移動や他イオ

ンの動きできまるΔϕに応じてそのイオンが動き，これ

がまたΔϕやΔμ を変える．生体膜はΔμ の積極的な

形成（電子移動やイオンの能動輸送）と，イオン種ごと

の透過性の違い，イオン間の共役関係をうまく制御して

ATP合成やイオン輸送を行い，細胞内環境や代謝産物

の移動をうまく制御している．Δμ に従うイオンの動き

を受動輸送，逆らう輸送を能動輸送という．

逆に膜を横切る物質の動きはエネルギーの変化をとも

なう．この関係を利用してエネルギー共役（たとえば，

電子伝達反応とATP合成反応間でのエネルギーの交

換）が行われる．電子伝達系は電子を膜中で動かし，Δϕ

をつくり，同時に膜外と中でのH 量をかえる．Δμ を
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図1：葉緑体チラコイド膜上の電子伝達系とATP合成酵素の働きによるΔμ ，Δϕ，ΔpHの生成と解消．光化学系 と 反応中
心複合体内とシトクロム b f 複合体中での膜外向きの電子の動き（白矢印）が内側が正の向きにΔϕを形成する．電子伝達反応に
伴いH は膜外側で吸着され，内側で放出される．こうして作られたΔμ がATP合成酵素でH を膜外側へ動かし，ATP合成
を駆動する．H の電荷は電子と違い正なので，外向きに動くとΔϕは減少し（ATP合成酵素内部の細い白矢印），同時にΔpHも
減少する．



利用したATP合成酵素によるATP合成では以下の式

が実現されると期待される．

nΔμ ＝ΔG＋2.3RT logATP/ADP Pi (4)

n は1ATP合成に必要なH の個数，ΔG はATP合成

に伴う標準Gibbs自由エネルギー変化で約32kJ/mol

である（pHに依存する）．右辺の値は通常のpHや実験

条件下で200-600mVに相当する．たとえばΔϕ＝0，

ΔpH＝2－3なら1/F Δμ は180mVとなりn＝2か3

で（4）式が成立する．最適実験条件下では2H でATP

が合成される．

化学浸透圧説は電子伝達系と葉緑体やミトコンドリア

のATP合成のエネルギー共役機構を示しただけでな

く，細胞膜を始め様々な生体膜系でのイオンや分子の輸

送現象についての理解を進めた．最近では，分子構造の

解明や１分子観察法により，ATP合成酵素の膜外側部

位（F 部位）の回転にともなうATP合成が示されてい

る．たった２名のGlynn Research Laboratory（ロンド

ン大学に今でも記念研究室がある）の小さな研究室でP.

Mitchellが主張し，戦った新しい考え方が生命理解の基

本概念の一つとなった．

(3)電子伝達系によるΔϕとΔμ の形成

葉緑体チラコイド膜では，図１に示すように膜の内側

から外側に電子が動き，膜胞内側が正の電位差（膜電位

Δϕ）が生じる．内側正のΔϕに逆らってよりΔμ を高

める方向にH が運ばれる．膜を横切る電子やイオンの

移動はΔϕを変える．一方，膜表面でのH の放出や吸着

などはΔφを変えず，ΔpHのみに影響する．ΔpHとΔϕ

に応じてΔμ が変わる．膜横方向での電子やH の移

動は同じ溶液相内での別のイオンの動きでうち消される

のでΔϕ，ΔpHを変えない．膜で隔てられた溶液相間で

は，膜を横切る電子やイオンの動き（電流）がない限り

Δϕは変化しない．

7.1.2 Δμ の解消と脱共役

(1)様々なΔμ の解消過程

Δμ はATP合成や（図1）やイオン透過性を変える

試薬の添加で変化する（図2）．それぞれの過程を以下に

説明する．

１)ATP合成：ΔϕやΔpHは，膜を通してイオンや

H が動けば変わる．光で駆動される電子伝達反応と

逆向きにATP合成でH が動けば，エネルギーが得

られ，その分Δμ は減少する（図1）．

２)表面活性剤：膜に孔をあけたり，壊したりしてH

や他のイオンが自由に動けるようにすると，ATPを

合成しなくてもΔϕは減少する．たとえば，表面活性

剤トリトンX-100を膜構造を大きくこわさないよう

な低濃度（0.01％）加えるだけでも，膜のイオン透過

性は高まり，ΔϕとΔpHは消失する．ATP合成も阻

害される．

３)イオノホア：イオンの膜透過性を選択的に変える

様々な分子が知られている（図2）．これらの組み合わ

せで，ATP合成とΔμ の関係が確認された．

細菌を殺す抗生物質として発見されたバリノマイシ

ンはK と膜透過性の高い包摂化合物をつくる．K －

バリノマイシンの高い膜透過性によりK の動きが促

進され，（K 濃度差が大きくなければ）Δϕのみが消失

する．従って，バリノマイシン添加のみではATP合成

は阻害されない．逆に膜内外液相間にK 濃度差を

作っておき，バリノマイシンを加えると濃度差に応じ

たΔϕ（拡散電位：式３でΔμ＝0に相当）が一時的に

形成される．K 移動により濃度差が解消するととも

にこのΔϕは消える．

グラミシジンは膜に穴を開け，H ，Na，K ，Rb

などの透過性を増大し，Δϕを消失させる．この場合に

はΔpHも消失するのでATP合成が阻害される．

ナイジェリシンはH との結合型とK との結合型

が共に電荷なしに膜を透過するのでH とK の交換

を早める．この交換はΔϕの変化をもたらさない．

従ってK 存在下でΔϕは消さずにΔpHだけを消

す．ATP合成は阻害しない．

農 薬 で も あ る CCCP（carbonylcyanide m-

chloromethoxyphenylhydrazone）はH 結合型（中

性），非結合型（負イオン）ともに高い膜透過性をもち

H 透過性を高める．負イオン型の動きはΔϕをH

結合型の動きはΔpHを消し，Δμ を消失させる．

従ってATP合成を強く阻害する．

４)膜透過性のアミン類：中性では膜透過性が高く，H

を結合し荷電型になると膜を透過できないようなアミ

ン類（アンモニアやアルキルアミン）は，ΔpHが形成

され膜内側のH 濃度が高くなると膜内側溶液中に蓄

積し，結果としてΔpHだけを消す．低濃度のアミンは

ATP合成をとめないが，高濃度加えるとΔpHの寄与

が大きい葉緑体などではATP合成をかなり抑制す

る．また，ΔpHにあまり影響しない低濃度（数μM程

度）で分布を測定できる蛍光性や放射性アミンの膜内

外での分布差から，ΔpHを測定できる（9-アミノアク

リジンや，同位体置換したメチルアミンなど：表1）．
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(2)脱共役と電子伝達速度

１)脱共役：電子伝達反応はΔϕやΔpHを作り出す．

ではΔϕやΔpHが変わると，電子伝達速度はどうな

るだろうか？

Δϕに応じて，膜内成分の酸化還元電位は実質的に

変化する．たとえば，酸化還元滴定では，外部溶液中

に加えたメデエーターの酸化還元状態を溶液中の電極

等により電位としてモニターし，それと平衡な膜内電

子伝達成分の酸化還元状態をみる．しかし電極面と違

う電位Δϕにある膜内側の成分に電子を渡すために

は，－Δϕの寄与分だけ余分に仕事が必要なので，見か

けの酸化還元電位の値もΔϕだけずれる．これは，膜

内側に正のΔϕがかかっていれば，負電荷をもつ電子

はより多く存在できる（平衡下では，式３でΔμ ＝0

であるから，Δϕ分だけlog(e）が変わるはずである）

として定性的にも理解できる．ある成分についての電

子の濃度（＝酸化還元状態）が変われば反応速度も変

わる．従って，Δϕに応じて，電子伝達速度は変化する．

また膜内pHの変化もH 濃度を変えて反応速度を制

御する．定常光照射下でできるΔμ が光反応で生み

出される自由エネルギー変化と釣り合えば，そこで電

子伝達速度も遅くなり，後はΔμ の減少分だけしか

電子伝達が進まなくなる．ここでATP合成を促進し

てΔμ を減少させれば電子伝達速度は再び早まる．

同様に，イオノホアや表面活性剤添加などでΔμ を

下げると電子伝達は速くなり，ATP合成もとまる．こ

れを脱共役とよぶ．

２)膜表面電位：膜表面はタンパク質などの固定電荷に

より，溶液中に比べて通常10-50mV負に帯電してい

る．すなわち，式３を同じ溶液中とそれとつながる膜

表面に当てはめるとΔμ ＝ゼロでも，表面での局所

的な固定電荷の密度は違うので，電位，イオン濃度，

H 濃度は異なり，反応速度に影響を与える．この固定

電荷による外液相と膜表面との電位差を「膜表面電

位：Δψとよぶ．固定電荷の影響は他のイオンがあれ

ば遮蔽されるので，溶液の塩濃度の－1/2乗に依存し

て変化する．低塩濃度では大きく（チラコイド膜では

10mM NaCl存在下でΔψ＝－60mV程度），高塩濃

度ではより小さくなる．膜表面電位は膜電位と違い膜

を隔てての（溶液相間の）Δμ に影響せず，エネルギー

共役に直接影響を与えない．しかし，膜表面での電子

伝達速度には大きく影響する ．例えば，式（3）から，

Δμ(表面－外液中)＝0＝2.3RT logC(表面)/C(外液中)

＋zFΔψ(表面－外液中)
(5)

となり，-3価のフェリシアナイドをpH7の反応液に

1mM加えると，10mM NaCl存在下でΔψ＝－60

mVの膜表面では，

C(表面)/C(外液中)＝10 ＝10

となり，表面濃度は加えた濃度の1/1000，すなわち

1μMと計算される．NaCl濃度を100mMに上げる

か，1mMのMgClの添加により全体で負に荷電した

膜表面の固定電荷の影響を遮蔽してやると，Δψ＝－

20mVに下がる．するとC(表面)は10倍あがる．当然，

膜表面での反応速度も促進される．一方，電荷を持た

ない中性試薬の表面濃度は変わらず，正電荷を持つメ

図2：イオノホアとアミン類による膜透過性と，ΔpH，Δϕの
変化の模式図

表1：定常光下での，紅色細菌クロマトホア膜小胞でのΔμ 測定例，Δμ はmV単位で表示．括弧内は

測定方法

試料 ΔpH Δϕ（mV） Δμ (mV) 文献

Rb. sphaeroides

クロマトホア
－３～－3.3
（9-アミノアクリジン蛍光法)

200-240mV
(カロテノイド吸収帯シフト)

350-440mV ７

Rs. rubrum

クロマトホア
－1.8
（C -メチルアミン分布)

89mV
(C －SCN 分布)

200mV ８
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チルビオローゲンなどの膜表面濃度は外液中より高く

なっている．従って，生体膜上にある分子の見かけの

酸化還元電位や，外部から加えたイオン性の分子との

反応速度は膜表面電位に大きく影響される．酸化還元

電位の決定や反応速度を測定するときには，塩濃度や

pHの効果を確かめておくことが必要である．

7.1.3 膜電位の実測：カロテノイドシフトとイオンの

分配

大きさが数十ミクロンある動植物細胞などでは膜内外

溶液相に電極をいれ，膜電位を直接電位差として測定で

きる．しかし，チラコイド膜小胞や，光合成細菌の内膜

（クロマトホア膜）などは数ミクロン以下であり，電極を

いれるには小さすぎる．このため膜内部に結合している

カロテノイド色素や外部からいれた電位感受性試薬など

の吸収変化や蛍光などを分光的に測定する．Δϕに応答

する事が知られている，チラコイド膜内タンパク質に結

合したカロテノイド色素の吸収帯のシフトを利用した測

定法を図3にしめす．タンパク質の膜内特定位置に結合

したカロテノイドは極性の違いで有機溶媒溶液中と異な

るスペクトルを示すだけでなく，各々の周囲アミノ酸残

基が作る局所的外部電場強度の２乗に応じて吸収波長を

変えている．さらに膜電位変化に伴う小さな電場変化

Δϕがこれに加わると，ほぼΔϕに比例した吸収変化量

を示す．同様な現象は紅色細菌膜のアンテナ色素タンパ

ク質LH に結合したカロテノイドでも知られている．表

１にはこれと，イオン分布測定法によるΔϕ測定結果を

示す．

(1)膜結合カロテノイドの吸光度変化（カロテノイドシ

フト）によるΔϕ測定

試料：反応液：3mMリン酸カリウム緩衝液pH8.0，

50mM KCl，5mM MgClにホウレンソウクラス 葉緑

体（30μg chl̃/ml）を懸濁する．新鮮なホウレンソウ葉

を用い，１－２分くらいで手早く葉緑体を低温で単離

し ，測定する．時間とともに，膜系のイオン透過性が上

がるので試料を調整し直す．発光時間10μsのXe放電

管（Sugawara MF-1500-U3）付きの閃光分光装置で518

nmでのカロテノイド吸光度変化を測定した．試料は1

x1x5cmの４面透明ガラスセルに2mlいれた．閃光分

光装置は散乱が多くても測定できるように，検出器と試

料間が近いタイプがよい（2e参照）．励起閃光は色ガラ

スフィルター（650nm以上の光を通すカットオフフィル

ターを２枚）を通して試料にあて，強度を変えて吸収変

化量がほぼ飽和していることを確かめておく．試料と検

出器間には，閃光の漏出を防ぐため，518nmに透過ピー

クをもつ干渉フィルターか青色ガラスフィルター（Corn-

ing 4-96）をいれ，信号／ノイズ比を高めるために，信号

を加算平均した．

解説：閃光照射により，電子が光化学系 ， 反応中

心内で膜内から外側にながれ，Δϕが生じる．このΔϕ値

は，膜という平板コンデンサーに電荷を与えた際の電圧

変化と同様に考えることが出来，電荷密度（光に応答す

る反応中心量）と電気容量（膜の厚さと膜の誘電率に依

存）がわかれば電圧変化が計算できる． ， 反応中心

の膜上での存在密度と膜の電気容量（約1μF）から，約

60mVの膜内側正のΔϕが１閃光照射後数ナノ秒で作

られると計算できる ．図1はキセノン放電管の閃光を

繰り返し８発与えたときの吸光度変化をしめす．１閃光

あたり60mVとすると，定常レベルではこの３倍の200

mV程度のΔϕが生じる．ADPを加えてATP合成を促

進すると新たな速いΔϕの減衰（半減期15ミリ秒）が見

られた．ΔϕがATP合成で消費されることがわかる．

チラコイド膜ではΔϕ消失速度は比較的速く定常光

照射下でのΔϕはあまり大きくならない一方，水の分解

反応などでΔpH＝3以上（室温で180-240mVのΔμ

に相当する）が形成される．光照射下の定常状態での

Δμ は300-400mVと推定される．Δϕの測定にはこの

他に，電位感受性色素（メロシアニンなど）の吸収変化

もよく使われる ．

(2)紅色光合成細菌の単離クロマトホア膜での，Δϕ，

Δμ の測定例

カロテノイド吸収変化を示す紅色光合成細菌での実測

例を示す（表1）．細胞膜とつながる光合成細菌のクロマ

トホア膜小胞系ではΔpHが小さく，ΔϕのほうがΔμ

への寄与が大きい．

図3：518nmでのカロテノイド吸収変化を利用した膜電位
の測定．飽和光強度の10μsの閃光を逐次８発当てた際の変
化．下向き矢印は閃光照射の時間を示す．左右図はそれぞれ
ATPの合成が抑制されている時と促進されている時を示す．
１閃光で約60mVの膜の内側が正のΔφが形成される．
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イオン透過性の低いクロマトホア膜では，外部溶液内

のK 濃度を変え内外溶液相間にあらかじめK 濃度差

をつくり，バリノマイシンを添加すると一時的に拡散電

位によるΔϕを数分間安定に形成できる．この時の吸収

変化量と比較することでカロテノイド吸収変化量とΔϕ

間の関係を得て，光照射時のΔϕを算定する ．しかし，

カロテノイドシフトを示さない紅色光合成細菌種も多い

（例えば Chromatium vinosum, Thermochromatium te-

pidum など）．膜透過性のイオン（たとえば表1中のC -

SCN ）の膜内外での分配からΔϕを算定することも行

われている．

表１上段の実験ではΔpHは9-アミノアクリジンの蛍

光強度の減少として測定している ．このアミン色素は

膜小胞内部に入るとH を結合し正に荷電して，膜透過

できず内部にたまる．内部の高濃度状態では蛍光強度が

弱まる．この変化量からΔpHに換算するには，同じよう

な条件下で内外pHを人為的に変えて作った状態での

ΔpHに対する応答と比較するか膜小胞内部体積をみつ

もって計算する ．表１下段には放射性のアミン分子の

分配から計算したΔpHを示す ．使用する膜透過性イオ

ン濃度が高いとΔpHやΔϕそのものが減るので，濃度

を変えて測定するなどの注意が必要である．
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