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Analyses of the kinetic properties of photosynthesis are very import岨 tto characterize algal cells， namely to know how 

efficiently由。日areable to utilize extemal dissolved inorganic caぬon(DlC) under limiting conditions of DIC and how 

high the maximum ability to fix DIC under saturating conditions of DIC is. For those purposes data obtained 

experimentally sho凶dsatisfactorily be exact for the theoretical analyses. In出isarticle we describe the detailed meth匹1s

how todete口nineexperimentally the rates of photo喝yntheticevolution of O2 at various concentrations of DIC using a 

Clark-type oxygen electrode and how to analyse the kinetic curves theoretically to ca1culating kinetic p町田ne胞団， such 

部 Km(C02)叩 dthe maximum photosynthesis， using a computer programme. 
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藻類の光合成固定経路はC3型であり，まずRubisco

(リブロース 1，5ーピスリン酸カルボキシラーゼ/オ

キシゲナーゼ)によって固定されたCO2がカルピン・

ベンソン回路を経て種々の有機物へと代謝されてい

く。その基本経路は同じであるが、 Rubiscoの特性，

"C02" (無機炭素分子の総称)の利用および固定産物の

代謝に関しては藻類に特徴的な機構が多く知られてい

る(都筑・白岩 1992)。藻類の場合， CO2は外液から境

界層ーう細胞壁ーう細胞膜ーう細胞質ーう葉緑体包膜

ーうストロマを経て Rubiscoに達し固定される。した

水中ではそのpHに依存して解離し， CO2，HC03-ある

いはC032ーとして存在する。その存在比はpHのみなら

ず，溶液中の塩濃度等の解離定数を変化させる要因の

存在により大きく異なる(図 1)。そのため，反応液の

状態および各々の藻細胞がいずれの"C02"分子種を利

用するか，すなわち CO2，HC03-あるいはCO/・のうち

のどれが細胞膜を通過する分子種であるかは非常に重

要である。これまでの知見によれば，単細胞渓類が吸

収する"C02"分子種はフリーのCO2分子であり ，HC03ー

ではないことが一部のラン藻を除いて一般的に確かめ

られている。一方，大型藻類においては，HC03-利用

の例が多く報告されているが，細胞膜を介した直接的

なHC03'吸収の例は少なく，細胞表面に局在するカル

ボニックアンヒドラーゼ (CA)が関与する「みかけの

がって，その各々の段階においてCO2の輸送および拡

散には大きな抵抗が存在し，結果的にCO2固定を制限

する要因となる。また，光合成の基質となる "C02"は，
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確に作成するためには，まず反応液中の "C02"濃度を

ゼロにすると同時に細胞内の"C02"濃度をもゼロにす

る必要がある。これらの操作が不十分な場合，基質で

あるNaHC03を反応液に注入する前でさえも，相当高

い光合成活性(光合成O2発生速度)が認められる。こ

れらのデータからは正確なKm(C02)やVmaxを求めるこ

とはできない。以上をふまえて，本稿では，光合成の

CO2濃度依存曲線の作成法について，測定前あるいは

測定中の注意事項や得られた結果の解析法等を加えて

紹介したい。
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酸素電極を用いた光合成測定の際の一般的操作

法

1・1. 酸素電極装置

筆者らの研究室では，クラーク型酸素電極として主

に英国RankBrothers社製(代理屈は(株)三啓，東京

都文京区湯島3-20・12，百L:03初 9・7354)を用いてい

るので，以下の実験法の解説ではその装置を用いるも

のとして記述する。酸素電極および反応容器の形状は

機種により種々工夫されているが，光合成O2発生速度

および呼吸速度等を測定するために基本的に必要な

個々の装置や原理は同じである。ただし，英国

Hansatech社製(代理庖は(株)旭光通商，東京都港区

麻布1・5-2，TEL: 03・3586-5251)のように光源および反

応容器が専用に用意され量子収率の測定が可能な装置

もある。酸素電極付光合成反応容器および測定システ

ムについては和田野(1996) に詳しい。
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図1. 25"Cにおける淡水(実線)および海水 (35%0 salinity， 

破線)における各浴存無機炭素分子種の存在比 (Mehrbachet 

a1. 1973)。
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1・2. CO2-freeの緩衝液(反応液)および細胞懸濁

液の調製

CO2・free緩衝液(反応液)は，あらかじめ30分程度

N2ガスを通気した蒸留水(あるいは培地)に，マグネ

ティックスターラーで撹枠しかっN2ガスを通気しなが

ら，緩衝剤を粉末のまま添加して調製する。 pH調整に

NaOH溶液を用いる必要がある場合は，あらかじめ密

栓した遠心管中に過飽和の NaOH溶液を用意してお

き，それを遠心した後その上清を CO2-fl問eのNaOH溶

液として使用する。アルカリ溶液には CO/・が多く溶

けこむが，過飽和NaOH溶液では混在していた "C02"

は沈殿として除去される。調製後の緩衝液をアスピ

レーターで脱気するとなお良い。液体培養および寒天

培養等で生育させた微細藻類の細胞を収穫し，その細

胞懸濁液の細胞濃度をpackedcell volume (pCV，白岩・

広川 1982を参照)，クロロフィルあるいは細胞数等を

求めることにより決定する。一回分の測定に必要な細

HC03・吸収」が存在する可能性が示されている。更に，

葉緑体包膜を通過する "C02"分子種およびRubiscoの

基質となる "C02"分子種もまたフリーの CO2である。

したがって，藻類は至適生育環境である中性付近のpH

域において、平衡状態においてより多く存在する

HC03-ではなく，その数十~数百分のーの濃度しか存

在しないCO2分子を基質として吸収し，かつ葉緑体に

おいても CO2分子を国定することになる。そのため，

基質となるCO2に対する親和性を高〈維持するための

機構を作り上げなければならない必然性が生じたもの

と考えられる(都筑・白岩 1992，Suzuki et al. 1994)。

以上のような藻細胞による"C02"の利用機構を解析

し，その利用効率を評価するためには，各細胞の基質

("C02")に対する親和性および反応速度の解析を行う

のが有効である。そのため，酵素反応において，酵素

一基質問の親和性を解析するための反応速度論(キネ

テイクス)を，細胞一基質問の関係に置き換えて，そ

の解析法をそのまま適用することが一般的に行われて

いる。しかし，実際にはそれらの解析において"酵素"

をそのまま単純に"細胞"へと置き換えることは困難

で，細胞内の複雑な反応、系の存在により基質濃度曲線

が変形する場合が多い。解析では，光合成のCO2濃度

依存曲線を作成し，反応速度論的に最大光合成速度

(九回)と，その Vmaxの 1/2の速度を与える基質(C02)

濃度 (Km(C02)) を求め，その藻類の持つ最大光合成

能力，基質制限条件下での光合成能力，基質に対する

親和性等を評価する。

低濃度から高濃度に渡る種々の基質濃度で光合成活

性を測定し，基質濃度に対する光合成の依存曲線を正
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胞懸濁液の液量は 1-5mlであり，一回分ずつを一試

験管内で調製するようにし、測定回数分だけ細胞を遠

心により収穫する。遠心後，上清をアスピレーターで

丁寧にかつ完全に吸い取り、ペレットのまま保存す

る。そして，使用時には直前に反応液に再懸濁して用

いる。クロレラの場合， 6時間程度はその光合成活性

が保持されるが，藻種毎にあらかじめ保存法を検討し

ておく必要がある。

反応液としては，培養液にpH緩衝作用を持たせた

ものを用いるのが一般的であるが，ChJorella等では短

時間の測定であるならば緩衝液のみでよい。緩衝液と

しては， Good's buffer (設定する pHに応じて， MES， 

HEP回，Bis-Tris品。p翻 e，Tricine， PIPES等から選択して

用いる)を 25-50mM程度の濃度で用いるのが適当

である。これらのbufferは細胞内に取り込まれること

がなく，細胞活性に影響を与えないのが特徴である。

1-3. 自己消費による細胞内 "C02"の除去(枯渇処

理)操作

反応容器内で光合成を行なわせ，細胞のCO2の固定

能力を利用して細胞内に蓄積されているCO2を枯渇さ

せる。見かけ上のCO2依存のO2発生が見られなくなっ

た状態 (C02補償点)を，CO2濃度ゼロ状態と仮定し

ている。 1-2項のCO2-free操作が十分でないと，光合成

O2発生が停止するまでに要する時間が非常に長くな

る。このような場合では，細胞は強光および極低濃度

のCO2条件下におかれており，細胞がダメージを受け

光合成活性の低下か官.められると共に，細胞が低CO2

濃度へ適応し，細胞の特性が変化するので注意を要す

る。著者らは，CO2・白田操作に要する時聞を最大30分

間と限定しており，これを超えて"C02が枯渇しない場

合は，最初からCO2-free操作をやり直し，短時間でCO2-

f聞が完了できたものだけを実験に使用するようにし

ている。

2. 測定に際しての諸条件の設定

CO2濃度以外に，光合成に影響する外因性の制限要

因としては，光強度，光質，温度およびO2濃度などが

ある。したがって，ある藻種について光合成のCO2濃

度依存曲線を測定する場合，まず，光飽和条件を決定

し，その条件のもとで至適温度を決定する。そして，光

強度を飽和条件に，温度を至適条件に設定し一定に保

つ必要がある。細胞濃度は，単位細胞量当りの光合成

活性が最大となる値とする。細胞濃度が低すぎると単

位時間当りのO2濃度変化が小さすぎて測定が困難とな

り，細胞濃度が高すぎると，細胞同士の遮蔽によって

滅光され，光律速条件となり正確な光合成活性を測定

できない。藻種およびその光合成活性にもよるが， 1-

3μIPCV/mlの細胞濃度が適当である。

飽和光強度の決定は，終濃度で5-20mMの範囲

の飽和基質濃度条件下で行う。また，視g定温度は種に

よって異なるが単細胞緑藻クロレラでは25-30'C，ク

ラミドモナスや円石藻では 20-25'Cの範囲が適当で

ある。

空気と平衡状態にある細胞懸濁液中の酸素濃度は25

℃で258mMである。閉鎖系のため，光合成測定を続

けていくと，酸素濃度は次第に増加していく。再現性

と信頼性のあるデータを得るためには，光合成の酸素

阻害(ワールプルク効果)の影響を考慮し，時々N2ガ

スを通気することにより酸素議度が30%を超えないよ

うにする。

3. 光合成速度の測定の実際

細胞懸濁液を反応容器に入れ， CO2を枯渇させた

後，NaHC03濃度を段階的に上げ，各濃度での光合成

活性を測定するのが実際の操作である。安定した酸素

電極を用いれば測定自体はあまり難しくはない。順に

NaHC03溶液を添加するとその分液量が増え，キャッ

プのキャピラー中の水位が上がるので，その都度

キャップを僅かに引き上げ容器内の水位を調節するこ

とが重要である。チャート上で光合成活性を示す直線

的な O2濃度変化のラインが得られたならば，次の

NaHC03濃度を添加し，一定速度を測る操作を繰り返

す。極低濃度の時には，レコーダーの感度を上げ，

チャートスピードを遅くして，チャート上で適切な傾

きが得られるように調節する。測定の最後には光を消

して，酸素発生が停止すること，すなわち，これまで

の酸素発生が光合成によるものであることを確認す

る。ただし，光照射後のO2吸収速度は，正確な暗呼吸

速度を示すものではない。正確な暗呼吸を得るために

は，15分程度そのまま暗条件に保った後，一定になっ

た速度を求める必要がある。

光合成酸素発生速度は，単位量当りの細胞が単位時

間内に発生した酸素量として表わす。具体的な計算の

例については和田野 (1996)を参照されたい。当研究

室では， 1 ml PCVの細胞が1時間に発生する酸素量

(μmol O2 evolved/ml PCV /h) ，単位クロロフィル当り

(μmol O2 evolved/mg chlorophyll/h)または単位細胞数

当り (μmolO2 evolved/107 cells/h)で表している。
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行移動させ，マイナス値となる xW片を原点に移動さ

せ，得られたグラフを用いてキネティックパラメー

ターを算出する。第二には，各濃度の測定値から

NaHC03添加前(ゼロ点)の光合成速度を引いた値を

計算しプロットする。この場合，九回値が変化するの

で，便宜的におよその Km値を推定することにのみ有

効である。第三には，両逆数プロットを用いて基質濃

度の真の値からの誤差が大きい低濃度の値を無視し

て，高基質濃度下での光合成速度のみを用いて』弘と

Vm聞を計算する。

6. O2リーク

反応容器キャップにはキャピラリー部があり，そこ

に上がってきた細胞懸濁液(反応液)の上端は空気に
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4. 光合成基質 (NaHC03) の添加方法と注意点

HC03-とCO2は，C02+~0 守=込町03-+ Wの平

衡関係にあり ，Henderson-Hasselbalchの式が当てはま

り，pH= pK' + log ([HC03.1/[C02])の関係式が導かれる。

すなわち，基質としてNaHC03を添加した時のCO2と

HC03ーの存在比は，同ーの反応液を用いる場合，その

pHに依存する。したがって， pHと温度条件を一定に

した測定では，与えた NaHC03の任意の濃度から pK'

の値をもとにしてCO2およびHC03•各々の濃度を求め
ることができる。例えば，塩濃度が低い(数十ミリモ

ルの緩衝液等)反応液を用いる場合， 25 'cでは

pK'=6.365， 30'CではpK'= 6.348 (Umbreit et al. 1949) 

を適用して， pH8および25'Cでの測定では， 8.0= 6.365 

(30'Cでは6.348)+ log([HC03-J/[C02])を解いて， [HC03-1: 

[C021 = 43.2 : 1 (30'Cでは 44.7: 1)となる。すなわ

ち， 2mM (2，000μM)のNaHC03を反応液に添加した

場合，[C02]は2，000x 1/44.2 = 45μM (30'Cでは2，∞o
x 1/45.7=43.8μM)， [HC03-1は2x 43.2/44.2 = 1.95 mM 

(30'Cでは2x 44.7145.7 = 1.96 mM)となる(図 1)。

極低基質濃度や低pHでの測定の場合，光合成によっ

て消費されたCO2量を無視できない場合がある。その

補正は，基質濃度を添加した後から次の濃度を添加す

るまでに発生したO2量を求め，固定炭酸ガスと放出酸

素のストイキオメトリー(和田野 1996参照)により，

CO2: O2 = 1: 1として，消費されたと思われる CO2量

を算出して差し引くことにより行う。後述するよう

に，両逆数プロットを行なう際には特に低基質濃度の

逆数値のバラツキが大きくなり，誤差が大きくなるの

で，補正をした値を用いないと適切な直線が得られな

し、。

24 
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図2目 Rank Brothers社の酸素電極付光合成反応容器を用いた

場合の溶存O2波度と O2リーク速度との関係。 a，反応容器の

キャップを完全に閉めた場合;a X 10， aの10倍拡大値;b， 

反応容器のキャップを開けた場合。測定は蒸留水 5mlを入

れ，温度を25'(;に保ち行った。
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触れることになるが，キャピラリー中の液柱の長さを

ある程度とれば，気相と反応液聞のO2およびCO2の出

入りは 10-30%の酸素濃度条件下の測定では無視でき

るほど小さい(白岩ら 1979)。しかし，酸素濃度が空

気レベルと大きく異なり，極低および極高酸素濃度で

の光合成活性の測定時にはO2のリークに十分な注意が

必要である(図 2)。

5. CO2枯渇が不可能な場合はどうするか 7

いくら CO2-free操作を続けても見かけ上の O2発生

がゼロにならず，若干の酸素発生が残ったり酸素吸収

が見られる状態で，測定を開始しなければならないこ

とがある。たとえば，細胞構造が壊れやすく，強い遠

心操作ができずに，"C02"を含む上清の除去が不完全

である場合，細胞の特性として多量の "C02"を細胞内

に蓄積している場合，細胞表層にゲル状の物質がある

場合などである。このような場合，正確な光合成一基

質濃度依存曲線を得ることは事実上不可能であるた

め，以下の対処および補正法を用いて，およそのキネ

ティックパラメーターを推定することにせざるを得な

い。第ーには，横軸方向 (x軸の正方向)に曲線を平
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図3. 単細胞緑藻ChloreJlasorokiniana細胞の光合成一基質濃度依存曲線 (AおよびB)，両逆数プロット (C)および[S]/v-[S] 

プロット (D)。測定は細胞浪度 1ml PCV/ml， pH 8.0， 温度 30'Cおよび光飽和 (225μE.m.2.s.l)条件下で行った。 KI(l伎の求め

方を点線で示した。

の逆数軸)の切片が l/Vmaxとなる。図3Cの場合，得

られた直線の式は， y = 9.2 X 1O.2x + 0.49 X 10.3であっ

たので，KJ九回=9.2 X 10.2， l/Vmax = 0.49 X 10.3と

なる。これを解くと， vm田 =2，似0μmolO2 evolved/ml 

PCV/h， Km{NaHC03)= 188μM，すなわち Km(C02)=

4.1μMである。図3Dのような[S]/v~[S]プロットでは

，得られる直線の傾きがI/Vmax，縦軸上の切片がKJVmax
となる。図 3Dの直線の式は y=4.判 4X lO-4x + 0.912 

X 10-4であったので，Vmax=2，150およびKm(NaHC03)

=210μMすなわち Km(C02)=4.6μMである。本実験で

用いたクロレラ細胞は通常の空気中で12時間生育させ

たもの(低CO2細胞)であるが，3%程度の高いCO2条

件で生育させた細胞(高CO2細胞)では，KlfiC02)が

20~25μM， Vmaxが2，500程度となり，生育時の CO2

濃度条件によりそれらのパラメーターか変化すること

カf明らかとなっている。

このような解析から，CO2飽和条件と CO2律速条件

との両方において光合成活性を評価することの重要性

が認識できる。すなわち，最大光合成活性のみで議論

した場合，高CO2細胞の方が低CO2細胞より常に高い

7. 光合成-基質濃度依存曲線の解析法

7-1 一般的解析法

上述の方法によって得られた光合成の基質濃度依存

曲線の例を図3AおよびBに示した。前述のように，解

析するキネティックパラメーターは最大光合成速度

(v.醐)と凡(∞2) もしくはKJJ2 (C02)である。これ

を求める方法には，飽和曲線から直接読み取る方法

(図 3A，B)，両逆数プロット(図 3C)および[Sl/v 

~[S]プロット(図 3D) 等がある。光合成反応は， 30'C 

およびpH8.0の条件で行われたので，第4項に示す計

算によって"C02"の解離状態を求めた。図3Aから直接

読み取ると， Vm副 =2，230μmolO2 evolved/ml PCV /hで

ある。この 1/2の値すなわちし115μmolO2 evolved/ml 

PCV/hに対応するNaHC03濃度を読み取ると(図3B)， 

KJJ2(NaHC03)= 210μMとなる。また，第4項で述べ

た比率を用いると， KJJ2(C02)= 4.6μMと算出できる。

酵素反応速度論を応用し，図 3Cに示すような両逆

数プロットを作成すると，その直線の傾きがKJ九回'
x軸(基質濃度の逆数軸)切片が，ーI/Km，y軸(速度
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表1. Spe崎ら(1971)の方法による円石藻EmilianiahuxJeyiの光合成キネテイクスの解析結果。実際には，方法11でa-c
およびe-gを，方法IIIでdおよびhを求めた。表1f と図 4Aが対応する。 rKL~J は任意の基質波度 (KL を求める低濃度
側の最大値)0Aは2回の実験データをそのまま .8はAのデータの平均値を解析した(解析は，実調u値を加工せずにそのままA

のように行うのが正しい)。

|KL孟 Cor. KL VL rL 

A "Emil厄nia-l"+ "Emilia国a・2・・

a 0.3 L37 35μM 54.6 0.991 
b 0.5 L41 92且盟 盟主 0.980 
c L65 217μM 118 0.985 
d 98μM 84.6 

B "Emilia且ia-aver冨.ge"
e 0.3 L35 33μM 54.0 1.∞ 
f 0.5 L45 92且単 五之 0.993 
g 1 L67 217μM 119 0.992 
hi 98μM 84.6 

光合成活性を得られるように結論づけられてしまう

が，大気平衡になっている溶液 (10μM程度の溶存

CO2を含む)では，最大光合成速度の 1/2(20 -25μM 
CO2が必要)にも及ばない程の光合成活性しか示さな

い。逆に，低CO2細胞では約4μMのCO2濃度で最大

光合成速度の 1/2の速度の光合成を行なうことができ

る。これは 10μMのCO2濃度で，既に，最大に近い

光合成活性を発揮できることを意味している。このよ

うに，光合成の基質濃度依存曲線の解析は，その藻類

の持つ光合成能を知る上で重要である。特に，生態学

的に特定の藻類の光合成活性の重要性を評価する場

合，基質濃度飽和条件下のみでの活性を基にすると，

誤った結論を導くことになる。

7・2. 2成分からなる基質濃度依存曲線の解析法-2

種の CO2固定反応が共存する場合のそれぞれの Km

とVmaxの求め方一

図4は，円石藻Emilianiahuxleyi細胞の光合成O2発

生速度の[NaHC03]に対する基質濃度依存曲線を示した

ものである。一見，図3Aと同様な典型的なMichaelis・
Menten型に思われるが.1/v-I/[S]プロット(図

4 B)が直線とならず.I/[S]が小さい範囲では I/v
が曲線的に増大する(つまり次第に傾きが低下する)。

また.I/[S]が大きい範囲では傾きが一定になる(図

4B)。これらのグラフを.r 2つの異なる反応が1つ

の基質(“CO2'')に作用している場合Jと仮定して，そ

KH VH rH η 2 

H38 3.2 mM 269 0.994 0.9870 
H42 生よ盟単 益2 0.996 込盤2重
H66 6.9 mM 224 0.986 0.9890 

5.2 mM 256 0.9911 

H36 3.1 mM 269 0.998 0.9887 
H46 ιl盟国 益Z 0.996 込盟l豆
H68 6.9 mM 223 0.988 0.99ω 

5.2 mM 256 0.9930 

のキネテイクスデータを解析すると，実視g値に基ずく

曲線中に，図4A中に破線 (H)および点線(L)で示

したような 2つの反応成分が含まれていることが推定

できる。以下に，その解析法および解析例を示す。

図4Aの実測値のプロットに対する近似曲線の関数

(実線)を.Michaelis-Mentenの式(1)で表される 2
つの関数(成分H (vH) と成分L (VL)) の和 (V=vH 

+ VL) .すなわち式 (2)と定義する。

V=九回/(1+ K;" /[S]) ・・・・・・・・・(1)

V = VL /(1 + KL /[S]) 

+ VH/(l +KH/[S])・・・・・・・・・ (2) 

ここで.KmはMichaelis定数.[S]は基質濃度.Vは反

応速度 .Vm皿は vの飽和値(最大反応速度)を意味す

る。九と KL• VHとKHについては，方法Iの①を参照

すること。式 (2)のパラメータ|民，九..KH'vHIを，

Spearsら (1971)の解析方法に従って，表計算ソフト

ウェア (MicrosoftExcelなど)を用いて，以下の手順

(①~⑫)で計算する(方法1)。

① 任意の基質濃度を一つ選択する。ここでは，仮に

0.5mMとする。低基質濃度側 (0.1-0.5 mM)の

反応速度vから低いKm(KLとする)とその Vm蹴 (VL

とする)(図4Aの点線L)を，高基質濃度側(1-

35mM)から高いKm(KHとする)とその九回(九

とする)(図4Aの破線H)を求める。

② 高基質濃度側の[S]/Vを計算し.[S]に対してプ

ロットする(図5Aの0)。
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図4，円石藻EmiJi.四iahuxJeyiの光合成速度の基質j度度依存曲線 (A)と，そのLineweaver-Burkプロット (B)(Sekinoら1996)。

点線と破線は.S戸arsら(1971)の方法により求めた結果のそれぞれのKmとVmaxをMichaelis-Mentenの式に代入して得たグラフ。

図中のプロット(・)は 2回の実測値の平均値を示す。

速度 vの計算値 VHOを求める。

⑤ 低基質濃度側の実測値vから計算値 VHOをヲ|いた

値 (V-vHO)で[S1を除し，プロットする(図5Bの

1 )。

⑥⑤のプロットに対して最小二乗法で線形回帰し

(図 5Bの点線 1).補正 l 回目の KL と VL• すなわ

ちKLlと VLlを求める。

③ ②のプロットに対して最小二乗法で線形回帰し

(図5Aの直線0).補正O回目のKHとVH，すなわ

ちKHOとVHOを求める。

ここで，回帰直線y=ax+bは，

[β問s勾]/v=(1 / 、R九九iら丸n隅1
と表されるので ，Km= b/ a， Vmax = 1/ aとなる。

④ KHOとVHOを式 (1)に代入して，成分日の反応
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図5， Spearsら (1971)の方法による円石藻EmilianiahuxJeyiの光合成キネテイクスの解析から 2成分のKmとVm拡を求める手

順。プロットに用いた数字は補正回数を示しており .HとLに収束した。
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⑦ KLIと九1を式(1)に代入して，成分Lの反応

速度 vの計算値 VLIを求める。

⑧ 高基質濃度側の実測値vから計算値 VLIをヲ|いた

値 (V-VLI)で[S]を除し，プロットする(図5Aの

2 )。

⑨ ⑧のプロットに対して最小二乗法で線形回帰し

(図 5Aの点線 2)，補正2回目のKHとVH，すなわ

ちKH2とVH2を求める。

⑩ ④~⑧を収束するまで繰り返すと，パラメータが

求まる。その結果，IKu5' VU5' KH46， VH461 = IKu7' 

VU7' KH4S' VH4S1に収束して ，KL = 0.0919， VL = 
76.7， KH = 4.06， VH = 252が求まる。

⑪ ①の基質濃度を，例えば1 mMへと変更して，@~
⑩を繰り返す(表 la~ cおよび、e~ g)。

⑫ ⑪の結果，複数のパラメータを得た場合は，実浪~
値に最も近い回帰曲線のパラメータを l組選ぶ。

それが， Spearsら(1971)の方法に従って得られる

パラメータである(表 lbおよびf)。

以上の Spe訂 sらの解析方法を BASICでコンピュー

タで自動化できる(方法n)。また，回帰計算ソフトウェ

ア (OeltaGraph由Pro3など)で式 (2)を定義すると，

それぞれのKmと九闘を直接簡単に求めることができ

る(方法皿)。この方法皿は，実測債のプロットと近

似曲線(式 (2))との差が最小になること，つまり1/2 

(池田 1976)をlに近づけることを目指していて，マ 2が

最も lに近いパラメータのみが得られる(表 1dと

h)。また，各プロットの位置や間隔(任意の基質濃度

やプロット数)に計算結果が影響されない(表1Aと

B)等の利点がある。

8. おわりに

本稿では，筆者らが行なっている光合成の基質濃度

依存曲線の解析法について紹介した。この方法は，

CO2-free操作に多少の習熟を要する点を除けばそれほ

ど困難ではない。ただし，本来は単一の酵素と基質と

の悶に成り立つ理論を，多くの酵素反応からなる複雑

な光合成の反応に単純に当てはめることには疑問があ

るが，正確なデータが得られれば，基質の利用及び固

定に伴う細胞内の反応の解析を行うことが出来よう。
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