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Methods for quantification of photosyn曲目icpigments and photosynthetic reaction centers in algae are described 

Photometrical assay has been used as a conventional method， while HPLC analyses are strongly recommended for 

separation四 dquantification of pigments. Photosynthetic reaction center is estimated by the redox-titration of electron 

transfer components involved in respective RC's; P700 for PS I RC and cyt bSS9 for PS 2 RC. Several technical 

procedures Iined by the experience of the authors are also shown for an accurate estimation 
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はじめに たり各l分子の反応中心が存在するので，この当量関

光合成は藻類のもっとも基本的な代謝系のひとつ 係を用いて，反応中心の量を複合体を構成する他の成

である。光エネルギーを吸収するための光合成色素 分から求めることもできる。ふたつの光化学系反応中

の種類と分布は，藻類の分類体系の基本的な性質の 心複合体にはそれぞれ特徴的な色素が存在している。

ひとつとなっている。これらの色素の細胞当たりの 光化学系2反応中心複合体には，クロロフィル a(Chl 

含量は環境に適応して変化することが知られている。 a)，フェオフィチン a(Pheo a)， ~-カロテンが結合し，

また，光化学系反応中心の含量も同様に変化するこ 光化学系I反応中心複合体には， Chlaとβカロテンが

とが近年明らかになってきた。したがって，光合成色 結合している。したがって，これらの色素は酸素発生

素と光化学系反応中心は，藻類の生理的な指標とし 型光合成生物には普遍的に存在している。

て，また分類学的な考察の基礎として重要な要素と 一方，これらの反応中心複合体に光エネルギーを供

なっている。(ここでは，ラン色細菌(ラン藻)を含 給する役割を持つ色素が存在する oそれらはタンパク

む酸素発生型光合成を営む水界の光合成生物を「藻 質と結合し，色素タンパク質複合体を形成している。

類」と呼ぶことにする。) 量的には金色素の98%以上を占めるもので，自らは光

酸素発生型光合成系には， 2種類の光化学系反応 化学反応を起こさないので「アンテナ色素Jと呼ばれ，
中心が存在する (Fig.1)。厳密に言えば，反応中心 電波を集めるパラボラアンテナのような役割を持つ。

とは光エネルギ を用いて光電変換(電荷分離)反応 それぞれの反応中心複合体に対応して特有のアンテナ

を起こす時の電子供与体のことを意味する。光化学 色素複合体 (LHC1， LHC 11， CP-43， CP-47など， Fig. 

系反応中心は，多くのタンパク質と色素から構成さ 1 )が存在するが， r藻類」の特徴的な色素 (ChIa， ChI 
れる光化学系反応中心複合体を形成している。光化 b， Chlc，カロテノイド (C訂)，フイコピリン)はおも

学系2反応中心は酸素発生に必要な高い酸化電位を形 に光化学系2反応中心にエネルギーを供給する複合体

成し，光化学系l反応中心はNADP+の還元のために 中に存在する。

必要な低い遼元電{立を形成する。反応中心複合体あ この稿では， r藻類」の生理学的，分類学的，およ
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ぴ生態学的解析に必要な光合成色素と光化学系反応中

心の定量法を，筆者らの経験に基づく改良点などを交

えながら解説する。

1.光合成色素の定量法

光合成色素の定量法に関しては既に報文があり，基

本的な操作方法や問題点については解説されている

(藤田， 1979)。しかし，最近の分析機器の感度や精度

の向上により，従来は問題とされていなかった点にも

十分な配慮を払う必要がある。ここでは，波長走査が

可能な分光光度計と高速液体クロマトグラフィー

CHPLC)が使えるという前提で解説する。また，簡略

法でも，ある程度の精度を保てる場合はその点を明記

する。

1 .試料からの色素 (Chl噌 Car)の抽出方法

1-1.溶媒の選択基準と抽出方法

分光法により色素を定量する場合，分子吸光係数が

正確に求められ(てい)る溶媒を用いる必要がある。

このためには混合溶媒であったり，溶媒中の水の含量

が制御できない溶媒系はできるだけ避けることが望ま

しい。よく使われる溶媒として，アセトン，メタノー

ル，エタノール，ジエチルエーテルなどが挙げられる。

ChlやCarは抽出された後，光と酸素が共存する環

境では様々な反応を起こし，その産物が定量の妨げに

なる。予防策としては可能な限り光を弱くし，副次的

な反応を抑えることである。 Chlは酸性条件下では

Pheoとなる。例えばPheoaは506nmと535nm(アセト

ン中)に特有の吸収帯があるので，スペクトルを測定

することで九Chlとは容易に区別できる (Fig.2A) 0 Pheo 

の混在が有意で，かつ， ChlとPhωを区別する必要がな

い場合はPhωにして定量を行った方か誤差が少ない。

抽出溶媒としては抽出効率が高いアセトンがよく用

いられている。一定量の細胞懸濁液をガラス遠沈管に

取り，細胞を遠心沈殿させ上清の水を捨てた後，溶媒

を添加して色素を抽出する。このとき，試験管の底に

ノTックされた細胞を薬さじなどで懸濁した後に溶媒を

添加すると，色素の抽出効率が上がる。海産性の藻類

の場合は藻体を純水で1-2度洗浄し，塩分を除去する

ことによって，抽出効率が上がることが経験的に知ら

れている。また，細胞によっては熱を加えることで抽

出効率が上がる場合もある。しかし，熱処理は色素の

異性化やクロロフイラーゼ活性を促進するので，処理

は必要最小限(溶媒の沸点以下， 1-2min)に抑える。ま

た，この際湯浴を用い，突i弗にも注意する。葉状体の

場合には，藻体を凍結乾燥後に乳鉢で細胞を断片化

州市-¥到底聾
出C11mlac)〆料、叩11仇 b)，LHCI 

|]関[聾II劇甚i
損色!i煩 録鷲・高等植物

iι 光合成系での機能タンパク質複合体の系統性

光化学反応中心とアンテナ色素複合体の系統性を模式的に

表している。設い部分は光化学反応中心 (PS1 RC， PS 2 RC) 

を示し， LHCIはおもにPS1 RCへエネルギーを転移するア

ンテナ， LHC U， CP-43， CP-47はおもにPS2RCへエネルギ

ーを転移するアンテナを示す。

し，色素の溶媒抽出を行う。 Chl異性体の人為的な生

成を最小限に抑える方法については，渡辺・小林

(1989)の論文に詳述されている。

アセトンでは色素の抽出が困難な場合には，メタノ

ールを用いるとよい。共存する水の含量が高い場合，

Chlが会合体を形成したりするので，できるだけ水の

含量を下げた条件で抽出する。メタノールは異性化な

どの反応を起こしやすい溶媒であることに留意する。

抽出が困難な藻類の場合には，アルカリ性メタノール

を用いて， Chl異性体として抽出し，定量する方法も

報告されている (Porra1990)。

抽出の後，遠心操作 (10∞xg， 3min)により細胞と
溶媒を分離する。抽出は細胞から色素が完全に抽出さ

れるまで複数回繰り返す。 Chl定量には測定波長が異

なるため， Cぽの混在は妨害しない。抽出後はできる

だけ速やかに分光学的測定を行うことが重要である。

2. Chlの分光定量法

2-1.定量法

分光定量法には，吸収法と蛍光法がある。前者が一

般的に広く普及しており，かっ測定の信頼性も高い。

後者の検出感度は吸収法に比較して 100倍程度まで上

げることが可能である。しかし，標準試料を用いた検

量線を作成する必要があり，また会合体形成などで蛍

光量子収率が著しく変化するために，測定には細心の

注意を払う必要がある。吸収法による定量の基本は，

特定の溶媒中の分子吸光係数にしたがって，吸光度か
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Fig.2 光合成色素の吸収スベクトル

(A) Chla (実線)， Pheoa (破線)， (B)印 b(実線)，

Pheo b (破線)， (C) Chl c1 (実線)， Chl 句(破線)， s 

carotene (一点鎖線)の吸収スベクトルを示す。溶媒は凹

についてはジエチルエ テル， s-caroteneについてはn-

hexaneを用いている。
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定対象の漆液を入れ，吸収スペクトルを測定し，特定

波長の真の吸光度(本来吸収のない波長での吸光度か

らの差)を求める。吸収がない波長域で吸光度が一定

の小さな値を示すはずであるから，その波長域の値を

基準とする。分光光度計のベ スライン補正を行った

後では， 720nmより長波長側の吸光度はほとんどゼロ

のはずであるが， しばしば有意な値を示すことがあ

る。これは(1)細胞残法が十分に分離できていない，

(2)水の存在により色素が高次の会合体やコロイドを

形成していること，に由来する。前者の場合は遠心分

画操作で細胞残誼を取り除くこと，後者の場合は有機

溶媒を加えて水の濃度を下げること，が必要となる。

分光光度計の使用に当たっては，波長ずれに十分注

意する必要がある。 ChlaとChlbの混合試料の場合に

は，Chlbの吸収極大波長が， Chl aによる吸収帯の勾

配の中に隠れるため，分光器のInm以下の波長ずれで

も， Chla/Chlb比の測定に大きな誤差をもたらす。こ

のことは特定波長で吸光度を測定しただけでは見逃し

てしまう。波長がずれている場合は，計算に用いる波

らその漉度を算出する方法である。複数の成分が混在

する場合でも，成分間の相互作用によって吸収帯に変

化が起こらない限り，特定波長での各々の分子の吸光

係数を組み合わせ，連立方程式を解くことにより，

各々の分子の濃度を求めることができる。

2・2.分光定量法の実際

分光光度計としては，スペクトルの測定ができる自

記分光光度計が望ましい。波長のずれなどに起因する

誤差を除くためにはスペクトル測定が必要となる。ま

た，測定の際の分光器のスリット幅は3nmを越えない

ようにする。スリット幅が広いと，シャープな吸収帯

の形が平均化され，ピークの測定値が過小評価される

ことになる。

測定は次の要領で行う。対照側，試料側に測定に用

いる溶媒をキュベットに入れ，透過率の0%と1∞%の

レベルを正しく補正する。揮発性の高い溶媒を用いる

ときには，栓付きのキュベットを使用し蒸発による測

定誤差を防ぐ。 600-750nmの領域で分光光度計のベ

ースラインを記録する。次に試料側のキュベットに浪ij
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長をChlaのピーク波長位置を基準にして， Chlbまた

はChlcの吸収極大の波長位置を補正する。

Chl a， Chl bの分子吸光係数についてはいくつかの

報告があるぐrable1)。それらの聞の差は小さく定量

に実質的な問題を生じることは少ない。それに比べ

て，溶媒に依存した変化の方が遥かに大きく，この点

を注意することの方が重要である。 (Chlの混合溶液に

ついての計算式は付録1，2に示す。)Chl cp Chlらに

ついては文献値が限定されている(Jeffrey and 

Humphrey， 1975)ので必要であれば，塩井の方法にし

たがって分離をして (Shioiet al， 1995)，自分で決める

ことも必要である。

Chl， Pheoを始め，それらの派生物を含む抽出液の

厳密な定量測定にはHPLCによる分離が不可欠であ

る.Chlの分離・定量については文献(渡辺・小林、

1989)を，またCarを含む場合は後述の方法を参照さ

れたい.

3.カロテノイド (Car)

Carの分布は藻類の系統性との関連が深く， Chlの

分布と同様に重要な指標となる。藻類には，極性の低

いカロテンの他に，極性の高い(酸素原子を含む)数

多くのキサントフィルが存在する。光化学系反応中心

にはβカロテンが，アンテナを構成する色素タンパク

質には分類群との対応を示すカロテノイドが結合して

いる。渦鞭毛藻のペリデイニン，珪藻・褐藻のフコキ

サンチン，緑藻のルテインなどが代表例である。

3-1. Carの分離・定量法

Carは田LCにより分離し，定量することが必要で

ある。フィールドの試料のように数多くの成分が混在

する場合にも採用できる方法が既に報告されている

(M組旬uraand Llewellyn， 1983)。逆相のカラム，イオン

ペア一試薬を用いる方法で， 14種のChlおよび同族体，

17種のカロテノイドを分離することが可能である。単

一種を対象とする場合は，溶媒組成などがより簡単に

なる(イオンペア一試薬は不要になる場合が多い

(Suzuki， 1994)) 0 2、3の測定例を参考文献として挙げ

る (Pawley，1988， 1991)。これらを参考に最適の分離

方法を考案することが重要である(Brittonand Y oung， 

1994)。
HPLCによる分離では， Chlを含めて従来問題とさ

れていなかった微量成分が見いだされる可能性があ

る。保持時聞が文献値と異なる場合，未同定物質とし

て処理せずに解析を進めることで新たな色素の発見に

つながる可能性がある。検出器としてPhotロdiodearray

を使うことができれば、実時間でスペクトルの測定も

行えるので、分析精度が上がる。

定量に関する問題点は，分子吸光係数の決定，色素

のカラムからの回収率である。最良の分離パターンを

得るために様々な組成の溶媒が用いられる。こうした

系では分子吸光係数を自ら決定することが必要とな

る。カラムから試料を分取し，溶媒を置換して決定す

る方法が最も良い。標準試料として， Chl a， Chl bは

市販品があり， Chl cを含むカロテノイドの標準試料

( 15種程度)も入手可能 (WaterQuality Institute， 

Denmarkが製造)なので，これらを使って，分離パタ

ーン，回収率，分子吸光係数を決めることができる。

代表的な分子吸光係数をTable2に示す。

C釘の組成を問わないで， Chlとの相対的な値とし

て求めたい場合には，可視部の吸収を用いる簡略法が

ある。しかし目安として以上の意味はない。方法につ

いては文献(藤田， 1979)を参照されたい。

4.フィコピリン

フイコピリンは，ラン色細菌，紅藻，およびクリプ

ト藻に存在する水溶性の光合成色素タンパク質であ

る。近年，結晶構造学と分子生物学の発展によって急

速にその解析が進み，分子レベルでの機能と構造との

関連が詳細に知られるようになってきた。フイコピリ

ンタンパク質は，大別すると，紅いフィコエリスリン

(PE)と青いフィコシアニン (PC)，さらに碧いアロ

フイコシアニン (APC)になる。それらはさらに細か

く分類されている。ラン色細菌と紅藻はともに必ずPC

とAPCを持ち，種によってPEを持つものもある。ま

た， PEを持たない紅藻も存在する。クリプト藻のフイ

コピリンはラン色細菌や紅藻のそれとは分光学的な性

質などが大きく呉なる。

フィコピリンについては可視部の吸収を基にした定

量が行われいるが，報告されている分子吸光係数を用

いることは，必ずしも妥当ではないことが明らかに

なってきた。フイコピリンタンパク質は細胞内でフィ

コピリゾームという高次の会合体を形成しており，こ

の構築と維持のためにリンカータンパク質が存在して

いる。さらに，このリンカータンパク質の存在によっ

て，フィコピリンのスペクトルや分子吸光係数が大き

く変わること，このリンカータンパク質の結合状態を

制御する方法がないこと，が明らかになってきた。し

たがって，従来使われてきた分子吸光係数の再検討が

必要がある。

4・1.フィコビリンの定量法

もっとも確実な定量法は色素(発色団)を直接測定

する方法である。フイコピリンタンパク質の分子吸光
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Table 1.光合成色素の分子吸光係数

Chl a and Chl b (EX 103 M.I cm'l) 

by Mackinney (1941) by Porra et aJ. (1989) 

in 80% ac冶tone in 80% acetone 

λ(nm) Chl a Chl b A.(nm) Chl a Chl b 

663 73.2 8.40 663.6 76日79 9.79 

by Porra et aJ. (19唱9)

in 100% methnaol 

A.(nm) ChI a Chl b 

665.2 71.43 20.20 

645 14.95 41.3 646.6 18.58 47.04 652.0 31.65 38.55 

P'hycobilin chromopho問s(in 8M町田，pH2.0 -3.0) (103 M.1 cm'l) 

λ(nm) PCB PEB PUB 

660 35.4 0 0 

565 7.8 42.8 0 

495 1.5 12.0 104 

PhycobiIiproteins (in 10 mM sodi町nphosphate buffer， pH 7.0皿d0.15 M NaCI in monomer base) 

A.(nm) APC C-PC C-PE 

652 5.65 1.23 。 (1・ g'lcm-I) 

615 2.68 5.92 。
562 0.849 2.41 9.62 

A.(nm)APC C-PC C-PE 

652 205 47.0 。 (103 M-I cm-I) 

615 97.3 226 。
562 30.8 92.1 384.8 

Table 2. 代表的なカロテノイドの吸収極大と分子吸光係数

Species Abs max Molar extinction Solvent MW  

coefficients 

(l03M-1cm-1) 

9・carotene* 425，453，479 139.0 n-hexane 536 

13・cis 441，467 107.3 n-hexane 

15・cis 446，472 103.2 n-h巴xane

α-carotene* 422，444，474 150 petroleum ether 536 

lutein* 421 ，坐~， 479 168 ethanol 658 

violax加出inキ 417，441，471 153 ethanol 600 

zeax初出inキ 426，452，479 133 petroleum ether 568 

neoxanthin* 415，438，467 135 ethanol 600 

siphonaxanthin 427，笠Q，478 petroleum ether 600 

fucoxanthin本 420，坐全，467 109 acetone 658 

peridininキ 430，454，483 n-hexane 630 

475 83.4 ethanol 

diadinoxanthin* 424，445，474 131 n-hexane 582 

diatoxanthin 428，449，477 n-hexane 566 

~-cryptoxanthin 425，生52，479 132 petroleum ether 552 

echinenone* 笠重，482 II9 petroleum ether 550 

myxoxan出ophylI 450，笠~， 5 1O 126 acetone 730 

13 

分子吸光係数は下線を付した吸収極大での値である。文献値に基づき筆者が換算した値を示しているけは標準試料として入手が

可能なカロテノイド(12ページ参照)。この他に， allox叩 thin，c叩 thax阻白血， 19'ーhexanoloxy-fucoxanthin，pr酪 inox血血inがリストに

はある。 MW 分子量
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酸化還元差スペクトル

fヘ P700 
1.0 

小:;ー、
亡〉
..... 
x 0.5 

塁出判 。IP IAscl'[Ferrij 
690 700 長71t0720  730 

波 nm)
ーー『・・・ー

8t 
553-557 シトクロム

4 

540 550 560 570 580 
波長 (nm)

Fig.3 ラン色細菌チラコイド膜で測定したP700とシトクロム

の酸化還元差スベクトル

P700の差スベクトルはフェリシアン化カリウム (Ferri)での

酸化とアスコルビン酸ナトリウム (Asc)での還元で得られる。

3種のシトクロムはフェリシアン化カリウムで酸化後，ヒドロ

キノン (HQ)，アスコルピン酸ナトリウム，ハイドロサルファ

イトナトリウム(HS)と順次還元剤を加えることにより得られ

る。シトクロム fの極大波長は種によって変化する。

チラコイド膜の濃度:P700用， 201Jg Chl a Iml，シトクロム用，

601Jg Chl a Iml。

係数はタンパク質の影響を大きく受けているので，そ

れを取り除いて，色素本来の分子吸光係数を用いれば

よい。しかし， PCとAPCは同じ色素(フイコシアノ

ピリン， PCB)を持つためにこの方法では区別ができ

ない。 PE(フィコエリスロビリン (PEB)を発色団と

して持つ。 B-PE，b-PE， R-PEはフィコウロピリン

(PUB)をも含む)と (PC+APC)については容易に区

別できる。尿素溶液中 (8-9M，pH 2 -3)では，色

素は安定でかつタンパク質は完全に高次構造が壊れて

いるので，色素本来の分光的性質が現れる。この測定

法の信頼性は高い (Glazerand Hixon 1975， 1977) (計

算式の立て方と分子吸光係数については付録1，Table 

lを参照)0APCは単量体あたり 2分子のPCBを、 PC

は3分子のPCB，C-PEは5分子のPEBを含むので，換

算する必要がある。

リンカ タンパク質が共存する場合でも，それらの

影響の少ない条件で測定を行えば，一定の精度での定

量が可能である (Benettand Bogorad 1975)。この場合

の測定誤差はPEとPCについては¥0-15%程度， APC 

については 20%程度と考えられる。具体的には，

10mMリン酸緩衝溶液 (pH6.0)中でフィコピリンタ

ンパク質の濃度を 3mg!ml以下(極大波長の吸光度で

0.5以下)にし，特定波長の吸光度値から連立方程式を

解いて求める(計算式の立て方と分子吸光係数につい

ては付録1，Table 1を参照)。

11.光化学系反応中心の定量法

チラコイド膜に存在するこつの光化学系反応中心の

定量は，一般的にそれぞ、れの光化学系複合体中に固有

に含まれている色素や酸化還元成分などを分光学的に

測定することにより行われている。光化学系lには固

有な色素としてChla' (Chl異性体)が反応中心当たり

1ないし2分子，光化学系2には反応中心当たり 2分子

のPh巴oaが含まれている。藻体からこれらの色素を含

む全ての色素を有機溶媒で抽出後，田LCを用いて分

離し，吸収法で検出することにより，光化学系反応中

心を定量する方法がある(渡辺・小林1988)。一方，光

化学系複合体に固有の酸化還元成分について，その酸

化還元反応に伴う吸収変化(差スペクトル)を測定す

ることにより，光化学系反応中心の定量が行われてい

る (Fujitaand Murakami 1987)。また，光化学系複合体

を構成するペプタイドの含量を特異性の高い抗体を用

いて免疫学的に定量する方法もあるが，絶対値として

の測定は困難である。しかし，培養条件などを変えた

ときに起こるペプタイドの相対的な量の変化について

の情報は得られる (Aizawaet aL 1992)。ここでは，単

離チラコイド膜の分光光度計での酸化還元差スペクト

ル測定に基づいた光化学系反応中心の定量法を，筆者

らのラン色細菌・紅藻・緑藻での経験をもとに解説す

る。チラコイド膜のシトクロム b6-f複合体や可溶性電

子伝達系成分，プラストシアニンやシトクロム勾53な

どの定量も基本的には同じ方法で行える。

1.チラコイド膜の調製

1-1.細胞破砕

細胞を緩衝液 (50mMTricine-NaOH， pH7.5)で十分
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に洗浄した後，同緩衝液に懸j局する。フレンチプレス，

超音波処理，またはグラスビーズ法などにより細胞を

破砕する。細胞の破砕に必要なフレンチプレスの処理

圧・処理速度や超音波の発振出力・処理時間は細胞の

種類により大きく異なり，予備実験から必要最小限の

処理条件を決める必要がある。一般的には，細胞が小

さいほど細胞破砕が困難で，破砕のためにはより強力

な処理条件が必要である。フレンチプレスの場合は2

回以上の繰り返しにより破砕効率が上がる。処理時の

発熱から試料を保護するため，フレンチプレスのセル

や超音波発振子などをあらかじめ氷冷したり，超音波

発振を間欠的に行うなどの工夫も必要である。また，

処理の際の試料の泡立ちなどにも十分注意する。さら

に，内在性プロテアーゼの作用を防ぐため，プロテ

アーゼ限害剤を緩衝液に添加したほうが良い。細胞破

砕や次の項で述べるチラコイド膜単離の操作はすべて

0-4'Cで行い，また，色素の定量操作と同様に遮光に

も注意する。

チラコイド膜調製に使用する細胞は，収穫直後のも

のでも，一旦凍結保存(ー70'C以下)したものでも問題

はない。また，凍結融解により細胞破砕の効率が上が

る場合もある。紅藻Porphyraなどの葉状体の細胞は，

ハサミで切り刻んだ藻体を液体窒素で凍結後，乳鉢な

どを用いてさらに断片化し，フレンチプレス等で破砕

する。

1・2.チラコイド膜の分画

細胞破砕液から低速遠心(1，6∞x.g，15min)で細胞

残澄を沈殿として除いた後，上清を超遠心 (140，∞Ox

g， lhr) し，チラコイド膜画分を沈殿させる。沈殿を

lmMMgCI2を含む緩衝液 (50mMTricine-NaOH， pH7.5) 

に懸濁後，もう一度超遠心を行い，水溶性蛋白質など

の可溶性成分を十分に除く(フィコピリンを含む試料

の場合は，超遠心上清に色が残らなくなるまでこの操

作を繰り返す)。通常ではこの精製段階のチラコイド

膜を用いて酸化還元成分の分光測定が可能である。沈

殿物の中に細胞壁や他のオルガネラなどの爽雑物が多

い場合には，分光測定時に添加する酸化還元剤により

ベースラインが大きく変動することが多いので，チラ

コイド膜をショ糖密度勾配遠心 (Chuaand Bennoun 

1975)などを用いてさらに精製する必要がある。調製

直後に測定を行わない場合は，単離チラコイド膜を凍

結保存(・70'C以下)する。

2.光化学系 1反応中心の定量

光化学系 1反応中心の定量は，光化学系lにl当量

存在している P700と呼ばれている反応中心分子の分

光学的な測定により行う。チラコイド膜を用いた光化

学系反応中心の分光測定は， Chlなどの色素による高

吸光度のパックグランド吸収をもっ試料について，色

素の 1%以下の存在量の反応中心やへムの酸化還元に

伴う微少吸収変化を測定するので，通常の分光測定に

比べて得られるスペクトルのS/Nは非常に悪い。した

がって，比較的高性能の分光光度計を用い，その性能

に合わせて波長走査速度などの設定を行う。また，

キユベットの汚れや懸濁液中の気泡の発生には細心の

注意が必要である。

2・1.P700の測定と定量

チラコイド膜は緩衝液 (50mMTricine-NaOH， pH7.5) 

にテフロンホモゲナイザーなどを用いて均一に懸濁す

る。また，超音波処理を 1-2秒間行い，懸濁液を均一

化しでも良い。チラコイド膜懸濁液 (Chl濃度:20-

60陪Iml，680nmの吸光度で1.5-4.5)をキユベットに

入れ，酸化剤(フェリシアン化カリウム)を最終濃度

lmMになるように加える。二波長分光光度計を二波長

モードで使用する場合は， A Iを73伽mに設定し， A 2 

を690-730nmの範囲で波長走査する。まず，酸化剤

を加えた試料をセルホルダーに入れて，ベースライン

の補正とレコーダへの記録を行う。次に，還元剤(ア

スコルビン酸ナトリウム)を溶液(最終濃度1-4mM)

または粉末(薬さじで極微量)で加え，静かに撹祥し

た後スペクトルを記録する (Fig.3)。円∞の還元反応

の飽和を確認するため，さらにもう一度同じ操作を繰

り返す。加える酸化剤と還元剤の至適濃度は試料によ

り若干異なる。また，過剰量の試薬の添加はChlの退

色や膜粒子の凝集などを起こし，バックグランド吸収

が大きく変化する結果，円∞の測定は困難になる。ダ

ブルビーム型の分光光度計を使用する場合は，試料側

と参照側の両キュベットにチラコイド膜懸濁液を分注

し，ベースライン補正をした後，参照側キユベットに

酸化剤，試料側キュベットに還元剤を加えて差スペク

トルを測定する。スペクトルのメモリー機能が付属し

ている場合は，二波長法と同様に試料側のキュベット

だけでも測定が可能である。

P700の定量に関して，光照射により酸化反応を起

こして差スペクトルを測定する方法もある (Abeetal. 

1994)。試料に還元剤を添加し，光照射のON/OFFで

差スペクトルを測定するため，同一試料で繰り返し測

定が可能で，最少量の試料でスペクトルのS/Nを向上

出来る。
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P700濃度の計算は次のように行う。得られた差ス

ペクトルの差のピーク (7∞nm付近)と 730nmのベー

スラインとの聞の吸光度差を読みとる (Fig.3)。差分

子吸光係数 (sE700.730nm=64mM.1cm.l; Hiyamaand 

Ke 1972)を用いてP700のモル濃度を計算する。定量

値は通常Chl当たりのモル濃度で表現する。

3.光化学系2反応中心の定量

光化学系2の反応中心P680は酸化還元電位が非常

に高いので，円∞のような酸化還元剤の組合せによる

簡単な測定は困難である。このため，光化学系2反応

中心の定量には，酸素発生の閃光収率の測定，二次電

子受容体QAの分光測定，および放射標識した除草剤

の結合数の測定など種々の方法が用いられている。し

かし，これらの方法にも固有な装置が必要で，また試

料の取り扱いに多くの注意が必要である。ここではラ

ン色細菌で開発され (F吋itaand Murakami 1987)，一般

的に用いられ始めている (Yuet al. 1993)，シトクロム

b559の酸化還元差スペクトルによる光化学系2反応中

心の定量法を紹介する。

3-1.シトクロム b559の測定

チラコイド膜懸濁液 (Chl濃度:50-100同Iml，

680nmの吸光度が約4-8)をキュベットに入れ，酸化

剤(フェリシアン化カリウム)を最終濃度 ImMにな

るように加える。分光光度計は二波長モードで AIを

57伽mに設定し， A 2を540-58伽mの範闘で波長走査

する。まず，酸化剤を加え良く撹持した後，還元剤(ヒ

ドロキノン)の粉末を極少量加える。ヒドロキノンの

添加により，高酸化還元電位のシトクロム fだけが還

元される。この段階で，はじめてベースライン補正と

記録を行う。次に還元剤(アスコルピン酸ナトリウム)

の粉末を微量加え，静かに撹祥し， 1分ほど静置した

後スペクトルを記録する。シトクロム b559の還元反応

の飽和を確認するため，さらに同じ操作を 2，3回繰り

返す (Fig.3)。

また，この一連の測定の応用により，チラコイド膜

に存在するシトクロムb6-f複合体の定量も可能である

(Fujita加 dMurakami 1987)。フェリシアン化カリウム

とヒドロキノンの聞の差スペクトルではシトクロムι
さらに，アスコルピン酸ナトリウムとハイドロサル

ファイトナトリウムの関の差スペクトルではシトクロ

ム%が測定出来る (Fig.3)。

これらの測定に用いる還元剤は酸素，水により酸

化，分解をうけやすいので，購入した試薬は小分けし，

デシケータなどを用いて暗所で保存する。

3・2.シトクロムb559(光化学系2反応中心)濃度の

計算

得られた差スペクトルのピーク波長559nmとベー

スラインとの吸光度差を読みとる。ベースラインが斜

めになった場合は， 540nmと570nm付近のスペクトル

の谷を直線で結んでベースラインとする。分子吸光係

数は精製シトクロムb句'559の還元型スペクトルの分子吸

光係数 (ωGa眠E陀芭wa剖landWa邸ss鴎el町rm官叩na釦nlω97河4)をもとに計算し

た差分子吸光係数企E匂55卸9-5幻70伽nm= 1臼51町m】M-Icα叩I町町I
飢 dWhi討it回m】a釘rsぬh19仰77η)を用いる。定量f値直はP円70∞0と同様
にCαhl叫l当たりのモルi濃農度で表すことが多い。

ところで，光化学系2複合体における反応中心当た

りのシトクロム b559の数については，1個という報告

と2個という報告があり，議論が続いている。しかし，

少なくともラン色細菌については他の測定法による定

量値との比較 (Fujita加 dMurakami 1987)や単離した

光化学系2複合体成分についての定量 (MacDonaldet 

al. 1994)から，光化学系2当たり 2個のシトクロム b559

へムが含まれていると判断出来る。したがって，シト

クロム b559量から光化学系2反応中心量を計算する場

合は，シトクロム b559量の 1/2の値を使用する。

ここで解説した方法は単に藻類に限られたものでは

なく，高等植物のオオムギ (Ohashiet al. 1992)やクロ

マツ (Shinoharaet a1.1992)の葉緑体での光化学系反応

中心の定量にも適応されている。
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付録1.

成分1の濃度を Xl'成分2の濃度を X2'成分1のλlでの分子吸光係数を al'A2でのそれを a3，同様に成分2

については， a2' a4とすると，A.l' ~で観測される吸光度 Y l' Y2は，
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X1 = (a4Yl ・ ~Y2) /D 

X2 = (-a3Yl+ a1Y2) /D 

(1) D=ala4-~a3 

(2) x1 +x2 = ((匂-~) Yl+ (a1ーち)Y2) ) /D 

(3) 

(4) 

3成分系については

YI=a1xl+匂 x..， + a'J X 1 -a1 1̂ T ~ ̂2 T"3 ̂3 
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X1 = (Yl (aS ~ -a6 ag) -Y2 (~匂 -a3 ag) +Y3 (~~-a3aョ)) /D 

X2= (-Yl (a4匂-a6~) + Y2 (a1 匂 -~~) -Y3 (a1 aCa3a4)) /D 

X3 = ( Y 1 (a4 ag -aS ~)・ Y2 (a1 ag -~ a7) + Y3 (a1 句 -~a4)) /D 

(5) 

(6) 

(7) 

D = alaS~ + ~a6a7 + a3a4ag -a1a6ag -~a4~ -a3aS~ 

という一般解を得る。これに既知の値 (Table1を参照)を代入することで計算式を求めることができる。

例 1.Chl a， Chl b (80%アセトン中，光路長 1cm)について

a1 =73ム ~=8.40， a3= 14.95， a4=4!.3を式 (1) (2)に代入すると，

[Ch1 a] (41.3 A663 -8.40 A64S) / (2897.58) (mM) 

[Ch1司=(ー14.95A663 + 73.2 A64S) / (2897.58) (mM) 

[Tota1 Ch1] = [Ch1 a] + [Ch1句=(26.35A“3 + 64.8 A64S) / (2897.58) (mM) 

付録2.

Chl a， Chl b， Chl (c1+ C2) ，Chlらの混合物に対して求められた式(光路長 1cm) (Jeffrey and Humphrey， 1975) 

Chl a， Ch1 (c1+c2) (c1+c2を区別しないで定量)(90% acetone，光路長1cm) 

[Cbl a] = 11.47 A664・0.40A630 (mg/ml) 

[Chl (c1+c2)] ・3.73A664 + 24.36 A630 (mg/ml) 

Chl a， Chl c2 (渦鞭毛藻，クリプト藻)の場合 (100%acetone，光路長 1cm) 

[Cbl a] = 11.43 A663 -0.64 A630 (mg/ml) 

[Chl c2] = -3.63 A663 + 27.09 A630 (mg/ml) 

Chl a， Chl b， Chl (cけら)の混合物の場合 (90%acetone，光路長1cm) 

[Chl a] = 11.85 A664 -1.54 A647・0.08A630 (mg/ml) 

[Chl b] = -5.43 A6ω+21.03 A647・2.66A630 (mg/ml) 

[Chl (cけら)]司1.67A664 -7.60 A647 +24.52 A630 (mg/ml) 




