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略称 
 

AOX alternative oxidase 

ApcD, ApcF  terminal phycobilisome emitters 

Chl chlorophyll （クロロフィル）  

CpcG1 PC-associated, rod-core linker of PBS 

Crpgrl1 Chlamydomonas reinhardtii proton gradient regulator-like protein 1 

CYD cytochrome bd quinol oxidase 

Cyt b6/f cytochrome b6fcomplex 

Cyt cM  cytochrome cM 

DBMIB 2, 5-dibromo-3-methyl-6-isopropyl-p-benzoquinone 

DCMU              3-(3, 4-dichlorophenyl)-1, 1-dimethylurea 

Flv                      flavodiiron protein 

KCN  potassium cyanide  

LHCII light-harvesting chlorophyll protein complex II  

NAD(P)H  nicotinamide-adenine dinucleotide (phosphate)  

NDA2  Chlamydomonas reinhardtii の type 2 NAD(P)H dehydrogenase の１つ 

NDH-1               type 1 NAD(P)H dehydrogenase  

OCP  orange carotenoid protein  

OD  optical density  

PAM Pulse amplitude modulation （パルス振幅変調） 

PBS              phycobilisome （フィコビリソーム） 

PC          phycocyanin （フィコシアニン） 

PGR5 PROTON GRADIENT REGULATION 5 

PPH1 protein phosphatase 1 

PQ             plastoquinone （プラストキノン） 

PSI            photosystem I （光化学系Ｉ） 
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PSII                    photosystem II （光化学系Ⅱ） 

PTOX  plastid terminal oxidases  

RISE  reduction-induced suppression of electron flow 

RpaC  regulator of phycobilisome association C 

SDH  succinate dehydrogenase  

STN7  state transition 7 

TAP38  thylakoid-associated phosphatase of 38 kDa 

WT  wild-type （野生株） 

クロロフィル蛍光測定に関係する略称の説明 
 

Fo 暗所下で測定光のみで得られる蛍光強度 

Fm  PQ プールを酸化状態にして得られる最大の蛍光強度 

Fm’  励起光を照射した際に得られる最大の蛍光強度 

Fm’dark  暗所下で得られる最大の蛍光強度 

Fs  励起光照射時における安定した状態の蛍光強度 

Fv/Fm  (Fm-Fo)/Fmによって算出される PSIIの最大量子収率を表す光合成パラメーター 

(Fv’/Fm’)dark  (Fm’dark-Fo)/Fm’darkによって算出される暗所下での PSIIの量子収率 

NPQ  Fs/Fm’-Fs/Fmによって算出される吸収したエネルギーの中で制御されて熱として

放散される割合を表す光合成パラメーター 

AL  励起光 

ML  測定光 
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緒言 
 光合成生物は呼吸と光合成を行っており、この 2 つは生存において最も重要な代謝である。呼吸

は有機物を二酸化炭素と水に分解してエネルギーを得る反応である一方で、光合成は色素により吸

収した光エネルギーを用いて、水と二酸化炭素から有機物を作る反応である。つまり呼吸と光合成

は基質と生成物が入れ替わっている反応であり、その両反応が生物内、ひいては同じ細胞内で同時

に行われている以上、お互いに影響を与え得る。この関係性は少なくとも酸素発生型の光合成生物

が出現した約 25 億年前（Kopp et al. 2005）から始まる。こうした途方もなく長い時間がもたらす進

化の自然選択（Darwin 1859）の中で、呼吸と光合成はどのように相互作用してきたのだろうか。本

論文における 1 章から 3 章までの研究は、原核光合成生物であるシアノバクテリアと真核光合成生

物である灰色藻において呼吸が光合成に与える影響を調べることにより、呼吸と光合成の相互作用

の進化についての理解を深めることを目的としている。 

図 1：シアノバクテリア（Synechocystis sp. PCC6803）の呼吸と光合成の電子伝達系の模式図 

矢印は電子の流れを示し、灰色に塗られている部分は呼吸と光合成が共有している部分を示す。 

 

 シアノバクテリアは真核光合成生物と同様に酸素発生型の光合成を行う。一方でオルガネラを持

たず、呼吸と光合成の電子伝達鎖が 1 枚の膜上で同時に行われ、かつプラストキノン（PQ）プール

を含む電子伝達成分の一部を共有している（Aoki and Katoh 1982, Peschek and Schmetterer 1982）

（図 1、Ogawa et al. 2017 を参考）。このためシアノバクテリアは、呼吸と光合成の間で直接の相互

作用を示す。例えば、暗所下において、カルビン・ベンソン回路で用いられるリブロース-1, 5-ビス

リン酸が呼吸によって産生されることにより、明所に移した際の光合成の活性化が早くなることが

報告されている（Shimakawa et al. 2014）。また、呼吸による PQ プールへの電子の流入により、暗

所下でも PQ プールは還元状態に保たれる（Mi et al. 1992）。PQ プールは、2 つの光化学系の間に

位置することから、その酸化還元状態は、光合成における様々な制御に関与し、2 つの光化学系の

励起バランスの維持に貢献している。 
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 ステート遷移と呼ばれるメカニズムも、PQ プールの酸化還元状態を反映して、光合成を制御す

る機構の１つである。ステート遷移は、短期的な光環境の変化に対応して光合成における 2 つの光

化学系の励起バランスを調整することで、円滑な電子伝達を支えている（Allen et al. 1981）。例え

ば、強光下では、光化学系Ⅱ（PSII）からの過剰な電子が PQ プールを還元する。このとき、PQ プ

ールの還元を反映して集光性アンテナタンパク質からのエネルギー分配が秒から分スケールの速さ

で調整され、PSII より光化学系Ⅰ（PSI）にエネルギーが流れるステート 2 と呼ばれる状態になる。

その結果、光合成電子伝達鎖の最も上流に存在する PSII の量子収率は低下し、光合成全体の効率も

また低下する。吸収した光エネルギーは、光合成の効率が低下した分、PSI において熱として放散

される。このステート遷移は、シアノバクテリアから陸上植物まで、幅広く光合成生物が持つ光環

境応答メカニズムである。しかし陸上植物の場合は、種によらず PQ プールは暗所で酸化的である

（Bellafiore et al. 2005, Kruk and Karpinski 2006, Trouillard et al. 2012）のに対して、シアノバクテリア

においては PQ プールは上記のように暗所下でも呼吸鎖の作用によって還元されている。シアノバ

クテリアは葉緑体の祖先と考えられており、酸素発生型の光化学系反応中心は陸上植物の葉緑体に

いたるまで高度に保存されている（Renger and Renger 2008）。それにも拘わらず、暗所でのシアノ

バクテリアの PQ プールの還元に典型的にみられるように、シアノバクテリアと陸上植物の間では、

光環境に対する光合成効率の制御様式には大きな差がみられる（Campbell et al. 1998）。原核生物

であるシアノバクテリアから、真核生物である藻類を経て、陸上植物に至る進化の道筋においては、

呼吸と光合成の相互作用は大きく変容してきたはずである。さらに、シアノバクテリアで見られる

相互作用は、暗所や弱光下における光合成効率を下げる結果となる。しかし、この相互作用に生理

学的意義があるのかどうかは明らかになっていない。 

 そこで本研究では、呼吸と光合成の相互作用の進化の解明を最終的な目的として据え、呼吸が光

合成電子伝達系と共有する PQ プールを還元状態にすることの重要性に着目して研究を進めた。呼

吸の PQ プールの酸化還元状態への影響は、ステート遷移を介して光合成効率に影響を与えるため、

クロロフィル蛍光測定を用いて非破壊的に評価を行うことが可能である。1 章では様々な背景を持

つ複数のシアノバクテリアにおいて、呼吸の光合成に与える影響について比較を行った。その結果、

呼吸が PQ プールの酸化還元状態に与える影響には、大きな種間差が存在し、従来、暗所で酸化的

な PQ プールを持つとされてきたシアノバクテリアの中にも、陸上植物と同様に酸化的な PQ プー

ルを持つ種があることが明らかとなった。2 章ではステート遷移能の欠損株として知られる ΔpsaK2

（Fujimori et al. 2005）における呼吸の光合成への影響について調べた。その結果、ΔpsaK2 の表現

型は実はステート遷移の欠損によるものではなく、呼吸の周辺の何らかの欠損に起因していること

が明らかとなった。3 章では、最もシアノバクテリアに似た葉緑体を持つ真核藻類の灰色藻を用い

て、暗所での PQ プールの酸化還元状態を調べ、シアノバクテリアとの比較を行った。その結果、

灰色藻においては、シアノバクテリアで見られる光合成と呼吸の間の強い相互作用が見られ、葉緑

体とミトコンドリアに光合成と呼吸が局在する真核生物においても、両者の間の相互作用が保存さ

れていることが明らかとなった。1 章から 3 章までの結果から、呼吸と光合成の間の相互作用は、

シアノバクテリアから真核藻類への進化の過程においても保存されている一方、暗い環境に生育す

るシアノバクテリアにおいては失われていることから、この相互作用の生理学的意義は、円滑な光

環境応答にあるのではないかと結論した。 
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1 章 シアノバクテリアにおいて呼吸の光合成へ

の影響には種間差が存在する 

導入 

 シアノバクテリアにおいては、呼吸と光合成が PQ プールを含む一部の電子伝達成分を共有して

おり、呼吸鎖が PQ プールの酸化還元状態に影響を与える（Mi et al. 1992）。またその結果、暗所

や弱光下では光合成効率が低下する（Campbell & Öquist 1996）。一方で、呼吸鎖の NAD(P)H 脱水

素酵素複合体（NDH-1）（図 1）の変異株である ΔndhF1 は、野生株（WT）と比べて見かけ上高い

光合成効率を示すことが、クロロフィル蛍光解析から示されている（Ogawa et al. 2013）。しかし酸

素発生速度については、ΔndhF1 は WT の半分程度しかないことも報告されている。呼吸鎖の NDH-

1 は、解糖系や酸化的ペントースリン酸経路から生産された NAD(P)H だけでなく、明所では光合成

電子伝達系の最終電子受容体である NADPH を PQ プールに電子を渡して消費するサイクリック電

子伝達の径路としての役割も担う（Mi et al. 1992）。よって ΔndhF1 は、WT より、PSIの下流にお

いて NADPH が過剰になることによるストレスを受けやすくなる。このとき、電子が直接酸素に渡

される Mehler 反応（Mehler 1951）や図 1 の模式図に見られるように Flv1/3 を介して電子が酸素に

渡される径路（Allahverdiyeva et al. 2013）により酸素が消費される。これが、ΔndhF1 において酸素

発生速度が低下していた原因であると考えられる。このように呼吸系の変異体を用いて呼吸の光合

成に与える影響を解析しようとすると、変異の副作用により解析が困難になる場合が多い。一方シ

アノバクテリアは地球上で最も長い歴史を持つ生物の 1 つであり、淡水、海水、塩湖、温泉、陸上

と光合成生物の中では最も地球に広く分布し、地球の 1 次生産を支え続けてきた（Badger et al. 

2005）。光合成の基本的な仕組みについては、シアノバクテリアの段階でほぼ確立し、光化学系反

応中心の構造や機能は、シアノバクテリアでも、真核藻類でも、さらには陸上植物でもほとんど同

一といってよい。一方で、光合成の調節機構や、光合成と他の代謝系との間の相互作用は、光合成

生物の間で極めて大きな多様性がみられる。このことは逆に、呼吸と光合成の間の相互作用を解析

する場合に、生物種による違いを調べることによってその生理的な意義を見致すことができる可能

性があることを意味している。 

 そこで本研究では様々な背景を持つ 6 種のシアノバクテリアを統一した光強度で培養し、呼吸が

光合成に与える影響にどのような違いがあるのかを調べることで、その生理学的意義の有無につい

て検討することにした。実験方法として、パルス振幅変調（PAM）クロロフィル蛍光測定及び、液

体窒素温度（77 K）における低温クロロフィル蛍光スペクトル測定を用いることで、ステート遷移

を介した呼吸の光合成への影響、すなわち PQ プールの酸化還元状態を定量化して種間で比較を行

なった。結果として、暗所や弱光下では、光合成パラメーターNPQ（制御された熱放散のエネルギ

ーの割合の大きさ）（Hendrickson et al. 2004）に反映されるステート遷移の大きさが、同じシアノ

バクテリアでも種によって大きく異なることがわかった。特に暗所での結果には呼吸の光合成への

影響の種間差が明確に表れた。このような種間差は近縁なネンジュモ科（Nostocaceae）の 3 種の間

においても見られたことから、系統的な分化を反映するものではなく、自然界における生育光環境

を反映していることが示唆された。 
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試料と測定方法 

使用した株と培養条件 

 シアノバクテリア 6種 Synechocystis sp. PCC6803、Anabaena sp. PCC7120、Nostoc punctiforme 

ATCC29133、Nostoc sp. HK-01、Arthrospira platensis NIES-39、Acaryochloris marina MBIC11017 を

30℃、フィルターを通して空気を通気させ、白色蛍光灯（200molphotons/m
2
/s）を 24 時間の連続

明期で培養を行なった。液体培地としては Acaryochloris  marina は人工海水に IMK 培地 を加えたも

の （Nihon Pharmaceutical Co., Ltd.）、Arthrospira  platensis は SOT 培地 （Ogawa & Terui 1970）、そ

してその他の 4 種は BG-11 培地 （Allen 1968）を用いた。細胞濃度は分光器（V-650; JASCO）を用

いて細胞濁度（OD750）を測定した。Nostoc sp. HK-01 を除く全ての種は対数増殖期のものを使用し

た。Nostoc sp. HK-01 に関しては、増殖時にワカメ様の塊を作り、細胞濁度（OD750）による増殖曲

線の作成が出来なかったため、増殖のステージに関しては不明瞭になっている。Nostoc sp. HK-01

を測定に用いる際は、念入りにボルテックスを使用して、出来るだけ細胞が溶液に均一になるよう

にした。 

クロロフィル蛍光測定 

 室温でのクロロフィル蛍光測定は基本的に Ogawa et al. 2013 に従い、パルス変調蛍光測定装置

（WATER-PAM; Waltz）を使用して実験を行なった。細胞液 2 ml をキュベット内部に入れ、細胞を

15 分間暗順応させた後、光合成に影響の無い非常に弱い測定光（ピーク波長 650 nm）を照射して

Fo を求める。測定光を照射した 20 秒後に熱放散系を駆動させない短い 0.8 秒の飽和パルス光を照

射することで、Fm’darkを得た。その後、赤色励起光（ピーク波長 660 nm）を各光強度（31.5、167、

562、1,190 molphotons/m
2
/s）を 5 分ずつ照射し、各々の光強度の切り替え直前に飽和パルス光を照

射することによって各励起光強度下での熱放散の駆動を調べた。さらに 1,190 molphotons/m
2
/s の励

起光を切った後、10 秒後に再び飽和光を照射し 20 分間再び暗順応の間、5 分毎に飽和パルス光を

照射することによって、暗所での熱放散系の推移について測定している。最後に DCMU（最終濃度 

10 M）を加え、励起光を照射することによって、最大の蛍光 Fmを得た。測定の最中は暗順応も

含めスターラーによって常に細胞液を攪拌した。各光合成パラメーターは次のような式によって求

めている。NPQ=Fs/Fm’ – Fs/Fm（Hendrickson et al. 2004）Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm、 

(Fv’/Fm’)dark=(Fm’dark-Fo)/Fm’dark 

低温クロロフィル蛍光測定 

  液体窒素温度である 77K 下でのクロロフィル蛍光スペクトルは Ogawa et al. 2013 を参考に、低

温アタッチメント（PU-830; JASCO）を装着した Fluorescence spectrometer （FP-8500; JASCO）で測

定を行なった。実験前に 100%メタノールを用いたクロロフィル抽出法（Grimme & Boardman 1972）

によって 2 gChl/ml に細胞の濃度を調節し、15分暗順応させた細胞液と、DCMU（最終濃度 10 M）

を添加し白色光（560molphotons/m
2
/s）を 4 分間照射した細胞液を、液体窒素を用いて凍らせた後、

測定を行なった。試料は 625 nmの光（スリット幅は 10 nm）を照射したときの蛍光を測定している。

蛍光スペクトルは蛍光のスリット幅が 2.5 nmになっており、また解像度は 0.2 nmである。また蛍

光スペクトルは photomultiplier の感度に対して修正を行なっており、二次光源は ESC-842; JASCO

を使用している。クロロフィル蛍光スペクトルはそれぞれ、725 nm付近の PSIのピークにおける最

大値によってノーマライズしている。 
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吸収スペクトル測定 

吸収スペクトルは Ogawa et al. 2013 に従い、積分球（ISV-722; JASCO）を装着した分光器（V-650; 

JASCO）を用い、室温下で測定した。細胞液の吸光度は光路長が 5 mmのセルを用いた。解像度は

0.2 nmである。それぞれのスペクトルはそれぞれの最も大きな吸光度によって、ノーマライズして

いる。表 I-1 の PC や Chl 量は Amon et al. 1974 を参考にして図 I-5 のスペクトルを用いて算出した。

[PC]=138.5×A620-35.49×A678、[Chl a]=14.97×A678-0.615×A620 

 

結果 

呼吸によるプラストキノンプールの酸化還元状態への影響は種間差が見られる 

 Campbell & Öquist 1996 によると、暗所下でも呼吸鎖により、PQ プールが還元状態になる。する

と、集光性アンテナであるフィコビリソーム（PBS）が PSIIより PSI にエネルギーを流すステート

2 と呼ばれる状態になる。一方で生育光強度下までは PSIへ PQ プールから電子が流出するようにな

るため、光強度が強くなるにしたがって PQ プールが酸化的になり、ステート 1 になる。しかし強

光下では図 1 における Cyt b6/f が電子伝達の律速になるため、PQ プールは再び還元され、ステート

2 になると考えられている。 

図 I-1：室温下での Anabaena sp. PCC7120 のクロロフィル蛍光挙動 
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ML は測定光を示し、AL は励起光を示す。右向き黒三角は Fm’dark、右向き白三角は Fm’、

右向き白矢印は Fmを示す。Fs の値は点線矢印が示すように、飽和パルスを照射する直前の

クロロフィル蛍光強度の値を利用する。図の上部の黒いバーは暗所であることを意味し、白

いバーは励起光照射時であることを示す。バーの中の数字は 照射する光強度

（molphotons/m
2
/s）を示している。DCMU（最終濃度 10 M）は下向き破線矢印の時点で添

加している。 

 

こうした PQ プールの酸化還元状態を介したステート遷移によるエネルギー制御の変化はクロロフ

ィルからの蛍光強度を変化させる。本研究における Anabaena sp. PCC7120 のクロロフィル蛍光挙動

の結果から、図 I-1 が得られた。15分の暗順応の後、暗所下で飽和パルスを照射して得られた

Fm’dark（図 I-1、右向き黒三角）は最大の蛍光強度ではなく、DCMU を添加して光を照射すること

で最も PQ プールを酸化状態にした際に、最大の蛍光強度である Fm（図 I-1、右向き白矢印）が得

られた。また各励起光強度下（31.5、167、 562、1190 mol/m
2
/s）で飽和パルスを用いて得られた

Fm’（図 I-1、右向き白三角）は生育光強度である 200 mol/m
2
/s まで大きくなり、強光になるに従

って小さくなった。 

 図 I-1 における飽和パルスで得られた Fm’darkを含む Fm’の蛍光強度は、最大の蛍光強度である

Fmと比べると、エネルギーの熱放散を反映して小さくなっていた。よって制御された熱放散のエ

ネルギーの割合の大きさを示す光合成パラメーターNPQ（Hendrickson et al. 2004）を使用し、細胞

に照射した励起光強度との関係を示すと図 I-2 が得られた。Anabaena sp. PCC7120（図 I-2、黒丸）

の場合、NPQは暗所下で大きく、生育光強度付近で最も小さくなり、強光下で再び大きくなるとい

う推移が見られた。この傾向は Nostoc sp. HK-01（図 I-2、黒三角）や Synechocystis sp. PCC6803（図

I-2、白丸）、Arthrospira platensis NIES-39（図 I-2、白三角）でも見ることができた。しかし一方で

Nostoc punctiforme ATCC29133（図 I-2、赤二重丸） や Acaryochloris marina MBIC11017（図 I-2、赤

二重三角）においては、励起光強度と誘導されたNPQとの関係は一次関数的な増加を示し、暗所下

でNPQは小さく、励起光強度が大きくなるに従ってNPQは大きくなった。またNPQは生育光強度

から強光下にかけては種によらず似たような値を示す一方で、暗所から弱光下は種による大きな差

異があることがわかった。 



1 章 

10 
 

図 I-2：6 種のシアノバクテリアにおける光強度と誘導されたエネルギーの熱放散の割合を示す

NPQの関係 

線は各種毎のデータポイントを結んだものであり、バーは標準偏差を示す。各々の種にて少なく

とも 3 回以上独立して培養した株を用いて実験し、得られた結果の平均値をシンボルとして示し

ている。 

 次に図 I-2 で得られた暗所、弱光下で見られるNPQの種間差はステート遷移に依存されるかを確

かめた。シアノバクテリアにおけるNPQはステート遷移の他にも、オレンジカロテノイドタンパク

質（OCP）（Kirilovsky 2007）、もしくは光阻害（Vonshak et al. 1994）からも影響を与えることが

知られている。しかし OCP の寄与に関しては、強青色光下で誘導される性質から、赤色の LED

（ピーク波長 660 nm）を励起光として使用している本実験では無視することができる。まず暗所下

での細胞のステート遷移について確かめるに、77 K での低温クロロフィル蛍光スペクトルを測定し

た。PBS を励起する 625 nmの光を細胞に照射すると，PSIの蛍光ピーク（725 nm）と PSII の蛍光

ピーク（685/695 nm）が得られた。ここから PBS から光化学系間へのエネルギー配分を決めるステ

ート遷移の働きを捉えることができる。図 I-3 は Anabaena sp. PCC7120 の結果を示しており、

DCMU と光を用いて PQ プールを完全に酸化させた細胞では、PSIIによりエネルギーを渡すステー

ト 1（図 I-3、赤線）になった。一方、暗順応させた細胞では 695 nm のピークが比べて相対的に小

さくなり、ステート 2（図 I-3、黒線）になることがわかった。つまり Anabaena sp. PCC7120 におい

て、暗所下での PQ プールは還元されていることを示している。さらにこのステート 2 の程度と室

温下でのクロロフィル蛍光測定で得られた暗所下でのNPQとの関係性を 5種類について検討すると

図 I-4 が得られ、暗所でステート 2の程度が大きくなるほど、暗所下でのNPQが大きくなる傾向が

見られた。つまり、暗所から弱光下での種によるNPQの差異は、ステート遷移を通した PQ プール

の酸化還元状態の違いに大きく由来されていることを示している。 

  

図 I-3：Anabaena sp. PCC7120 の低温

クロロフィル蛍光スペクトル 

625 nmの赤色光を細胞に照射してい

る。赤線は DCMU を添加し、白色光

を照射した条件であり、黒線は暗順

応条件を示している。3回独立して培

養した株を用いて実験し、得られた

結果の平均値をスペクトルとして示

している。PSIのピークを 1 として相

対値を示している。 
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図 I-4：77 K における低温クロロフ

ィル蛍光スペクトルから得られた

暗所でのステート遷移の状態と室

温下におけるクロロフィル蛍光挙

動から得られた暗所でのNPQとの

関係 

黒三角は Nostoc sp.  HK-01、黒丸は

Anabaena sp. PCC7120、 白丸は

Synechocystis sp.  PCC6803、白三角

は Arthrospira platensis NIES-39、二

重赤三角は Nostoc punctiforme 

ATCC29133 を示す。 

バーは標準偏差を示す。各々の種

にて 3 回以上独立して培養した株

を用いている。得られた結果の平

均値をシンボルとして示している。

実線は近似直線を示す（R
2
=0.95）。 

 

 

 次に図 I-2 で得られた暗所でのNPQの種間差が、細胞における光阻害の影響に依存されるかどう

かを調べるために、PSII の最大量子収率を示すパラメーターである Fv/Fm が光阻害によって影響を

受けることを利用した（Gentry et al. 1989, Quick and Stitt 1989）。各種について Fv/Fmを調べた結果、

種による違いが見られた（表 I-1）。細胞を暗順応することで得られる PSIIの量子収率である

(Fv’/Fm’)dark（表 I-1）が呼吸を介したステート遷移の影響を受ける一方で、Fv/Fmは DCMU を用い

て、細胞をステート 1 にした状態で測定を行うため、ステート遷移の影響を無視した純粋な光阻害

の影響を評価できる。しかし Fv/Fmは光阻害だけでなく、細胞内のフィコビリン量にも大きな影響

を受けることが知られている（Campbell et al. 1998）。そこで各々の種の吸収スペクトルを測定し

（図 I-5）、フィコシアニンとクロロフィルの比（PC/Chl）を算出したところ、この PC/Chl と

Fv/Fmの間には負の直線的な相関が見られた（図 I-6）。よって、種による Fv/Fmの種間差は各株

の色素組成比の違いで説明ができ、種による Fv/Fmの違いは、光阻害に由来しているものではない

ことを示している。つまり、暗所下で見られたNPQの種による違いは光阻害ではなく、ステート遷

移を介した、呼吸による PQ プールの酸化還元状態の種による違いに由来される。 

表 I-1：6 種のシアノバクテリアにおける光合成パラメーターと PC/Chl 比 

種名 Fv/Fm (Fv’/Fm’)dark PC/Chl  

Acaryochloris marina 0.669 (±0.029) 0.617 (±0.035) - 

Arthrospira platensis 0.642 (±0.017) 0.503 (±0.019) 4.33 (±0.04) 

Nostoc sp. 0.599 (±0.010) 0.369 (±0.054) 4.80 (±0.27) 

Nostoc punctiforme 0.591 (±0.030) 0.510 (±0.039) 5.76 (±0.12) 

Anabaena sp. 0.575 (±0.009) 0.379 (±0.023) 6.72 (±0.46) 

Synechocystis sp. 0.561 (±0.022) 0.389 (±0.035) 8.03 (±0.64) 

 1  
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表の値は平均値±標準偏差であり、3 回の独立した培養、実験をそれぞれ行っている。 

 

 

図 I-5：培地における 6種のシアノバ

クテリアの細胞の吸収スペクトル 

吸収スペクトルはそれぞれ最も大き

な値を 1 として相対値を示している。

赤実線は Acaryochloris marina 

MBIC11017、赤太実線は Nostoc 

punctiforme ATCC29133、黒実線は

Anabaena sp. PCC7120、黒太実線は

Nostoc sp. HK-01、黒点線は

Synechocystis sp. PCC6803、黒太点線

は Arthrospira platensis NIES-39 を示

している。3 回独立して培養した株

を用いて実験し、得られた結果の平

均値をスペクトルとして示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 I-6：Fv/Fm とフィコシアニン（PC）

/クロロフィル（Chl）モル比の関係 

バーは標準偏差を示す。各々の種に

て 3 回以上独立して培養した株を用

いて実験し、得られた結果の平均値

をシンボルとして示している。実線

は近似直線を示す（R
2
=0.75）。 
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考察 

シアノバクテリアにおける暗所下での PQ プールの酸化還元状態の多様性について 

 シアノバクテリアの暗順応した細胞では、PQ プールが呼吸系の作用によって強く還元されてい

ることが知られていたが、本研究の結果は、呼吸の光合成に与える影響には種による違いが存在す

ることを示している。図 I-2、及び図 I-3 から、シアノバクテリア 6 種の内、4 種は暗所下で PQ プ

ールが還元的であった一方、Nostoc punctiforme ATCC29133と Acaryochloris marina MBIC11017 の 2

種の PQ プールは酸化的であった。全ての種は同一の温度、光条件下で培養しているため、暗所下

において呼吸が PQ プールの酸化還元状態に与える影響の種間差は、培養条件に由来するのはなく、

種の性質に依存していると考えられる。Nostoc sp. HK-01 と Anabaena sp. PCC7120 は、同じネンジ

ュモ科（Nostocaceae）の Nostoc punctiforme ATCC29133 とは全く異なる PQ プールの酸化還元状態

を示していたことから、系統的観点のみからでは呼吸が光合成に与える影響の違いは説明できない

と考えられる。Nostoc punctiforme ATCC29133 はオーストラリアのソテツの根に共生していたもの

を単離した株であり（Rippka et al. 1979）、Acaryochloris marina MBIC11017 はホヤの体内より単離

された株であり（Miyashita et al. 1996）、後者はクロロフィル d を持つ特徴からバイオマットの内

部のような環境で生存が有利になる（Kühl et al. 2005）とされている。よって 2 種ともにその自然

界での生息環境は弱光であって、光強度には大きな変動がないと考えられる。つまり暗所で酸化さ

れた PQ プールを持つことにこうした環境に対する順応の 1つとしての役割があるか、あるいは暗

所で PQ プールを還元的に保つことに強光もしくは変動光への順応としての役割があると考えられ

る。 

 Nostoc punctiforme ATCC29133 と Acaryochloris marina MBIC11017 の 2 種の PQ プールが、暗所で

酸化的になるメカニズムとしては 2つの可能性が挙げられる。1 つめは呼吸鎖上流から PQ プール

までの電子の流入速度が遅い場合である。実際に、シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC6803 に

おいて細胞を飢餓状態にして細胞質の呼吸基質を不足させた場合（Mi et al. 1994）や、NDH-1 の変

異株である ΔndhB（Mi et al. 1994）や ΔndhF1（Ogawa et al. 2013）では、呼吸鎖上流から PQ プール

までの電子の流入が制限され、暗所下で PQ プールが酸化状態になることが報告されている。一方

で本実験においては、細胞は連続光により培養しており、生育ステージの判別ができなかった

Nostoc sp. HK-01 を除いて対数増殖期の状態の細胞を実験に使用しているため、細胞が飢餓状態に

は陥っていることはないと考えられる。2 つめは PQ プールより下流の呼吸鎖による電子の流出速

度が速い場合である。Nostoc punctiforme は完全暗所における従属栄養成長が可能な性質を持ってい

る（Rippka et al. 1979）。この性質は Synechocystis sp. PCC6803 では見られないが、Cyt cMをコード

する cytM に変異が入ると暗所下で従属栄養成長できるようになる（Hiraide et al. 2014）。Cyt cMは

COX のサブユニットである（Manna and Vermaas 1997）と考えられており、Hiraide らは Cyt cMが

COX 活性のネガティブ制御因子として働き、Synechocystis sp. PCC6803での暗所下における従属栄

養成長を抑制していることを示唆している。したがって、Nostoc punctiforme のように暗所下で従属

栄養成長が可能な株では、暗所下における COX の活性が高い可能性があり、これが本研究で観察

された PQ プールの酸化の原因であると考えることができる。 
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1 章の内容は 2016 年に Oxford University Press により出版された雑誌 Plant and Cell Physiology に、以

下に示すタイトルで論文発表したものである。"Relationship between photochemical quenching and 

non-photochemical quenching in six species of cyanobacteria reveals species difference in redox state and 

species commonality in energy dissipation.", Plant and Cell Physiology, 57, 1510-1517. 
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2 章 ステート遷移の能力が欠損しているとされ

ていた変異株の再検討 

導入 

 ステート遷移は 2 つの光化学系に対してエネルギーを適切に分配する素早い環境応答で、光合成

電子伝達を円滑に進めるメカニズムである。光化学系間に存在する PQ プールの酸化還元状態がシ

グナルとしてステート遷移を制御する仕組みは、シアノバクテリアから陸上植物まで幅広い光合成

生物で見られる。集光性アンテナとして LHCIIを持つ緑藻や陸上植物においてのステート遷移につ

いては、PQ プールの酸化還元状態が LHCIIに伝わるまでのシグナル伝達のカスケードの理解が進

んでいる。陸上植物では還元された PQ が Cyt b6/f に結合すると STN7 キナーゼが活性化され、

LHCIIがリン酸化されてステート 2に遷移する（Vener et l997, Zito et al. 1999, Bellafiore et al. 2005）。

一方で PQ プールが酸化されると、脱リン酸化酵素である PPH1/TAP38が LHCII を脱リン酸化して

ステート 1が誘導される（Shapiguzov et al. 2010, Pribil et al. 2010）ことが知られている。 

 一方で、集光性アンテナに PBS を用いる光合成生物におけるステート遷移については、多くの研

究者がそのメカニズムの解明に努力しているにも拘わらず未だ不明瞭のままである。シアノバクテ

リアにおいては、PQ プールの酸化還元状態の変化がどの遺伝子の発現量に影響を与えるのかは、

15 分から 1 時間のスケールのトランスクリプトーム解析によって明らかとなっている（Hihara et al. 

2004）。しかしシアノバクテリアのステート遷移は数秒から数分で起こる光応答のメカニズムであ

るため、遺伝子発現の変化のみからステート遷移の生化学的なメカニズムやシグナル伝達のカスケ

ードを解明することは困難である。また Cyt b6/f が関与していない（Calzadilla et al. 2019 (a)）など、

PBS を集光性アンテナに用いるシアノバクテリアにおけるステート遷移の仕組みは、緑藻や陸上植

物で見られる LHCIIを用いたステート遷移と大きく異なることが示唆されている。ステート遷移能

を失ったとされるシアノバクテリアの変異株は Synechocystis sp. PCC6803 を中心にいくつか報告が

あり、PBS の変異株である ΔcpcG1（Kondo et al. 2009）や ΔApcD、ΔApcF（Calzadilla et al. 2019 

(b)）、PBS-PSII の安定性に重要だとされる RpaC を欠損した ΔrpaC（Emlyn-Jones et al. 1999）、そ

して強光生育時に発現する PSIのサブユニットである PsaK2 を欠損した ΔpsaK2（Fujimori et al. 

2005）が知られている。好熱性のシアノバクテリアである Synechococcus elongatus の PSIの結晶構

造において、PsaK は PSI 三量体の外縁部に存在している（Jordan et al. 2001）ことから、ΔpsaK2は

強光下で PBS から PSI への機能的結合が起こらないステート遷移能欠損株であると考えられている。 

 こうしたステート遷移能に問題がある変異株の表現系を確認する方法として、WT 細胞では暗所

で PQ プールが還元されステート 2 になる性質（Campbell and Öquist 1996）が良く利用されている。

暗所で変異株がステート 1 になれば、ステート遷移に異常があることを確認できる。しかし本研究

の 1 章から、WT でも種によっては暗所下で PQ プールが酸化的になり、ステート 1となる可能性

があることが明らかになった以上、これまでステート遷移能に異常があるとされてきた変異株の中

にも、PQ プールの酸化還元状態の変化によって説明ができるものが存在する可能性がある。 

 そこで我々は ΔpsaK2について暗所下での PQ プールの酸化還元状態を明らかにすることを目的

として研究を行った。本研究でも、確かに ΔpsaK2 は暗所下でステート 1 となる結果が得られたが、
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COX の阻害剤である KCN を細胞に添加し、PQ プールを還元したときには、ΔpsaK2 でも WT と同

様にステート 2 になることが分かった。つまり ΔpsaK2 はステート遷移能を欠損した株ではなく、

暗所で PQ プールが酸化されている変異体であることが明らかとなった。 

試料と測定方法 

使用した株と培養条件 

シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC6803及び ΔpsaK2 は 30℃、フィルターを通して空気を通気

させ、弱光条件は人工気象器（LH-241S; Nippon Medical & Chemical Instruments Co.）の白色蛍光灯

（80 mol m
-2

 s
-1）を用い、強光条件（500molphotons/m

2
/s ）は卓上型人工気象器（LH-80LED-DT, 

NK system）の赤色（ピーク波長 660 nm）、緑色（ピーク波長 520 nm）、青色（ピーク波長 445 nm）

LED を用い、24 時間の連続明期で培養を行なった。液体培地は BG-11 培地 （Allen 1968）を用い

た。OD750=0.05 より培養を開始し、OD750=1.0 までの対数増殖期の細胞を使用している。ΔpsaK2は

Fujimori et al. 2005 で使用された破壊コンストラクト（Reverse タイプ）のプラスミド（埼玉大遺伝

子発現制御研究室の日原 由香子教授より譲渡されたもの）を用いて作製した。相同組換えによって

形質転換させており、psaK2 遺伝子（sll0629）の AgeI部位に Kanamycin 耐性カセットが挿入された

状態になっている。ΔpsaK2 は前培養の段階までは、BG-11 培地に Kanamycin（最終濃度 20 g/ml）

を添加し、変異体に選択圧をかけ続けた。特に図 II-4 におけるクロロフィル蛍光の誘導期の測定時

は BG-11 培地にバクトアガー（最終濃度 15 g/L）とチオ硫酸ナトリウム（最終濃度 3 g/L）を加え

た固体培地で培養を行なった。この時、1 枚のプレートに WT と ΔpsaK2 をそれぞれ 8 パッチずつ、

OD750=0.5 に調整した細胞液をパッチ毎に 10 l を添加して作成し 2 日間強光条件にて培養したもの

を用いた。 

クロロフィル蛍光測定 

1 章と同様に室温でのクロロフィル蛍光測定は基本的に Ogawa et al. 2013 に従い、パルス変調蛍光

測定装置（WATER-PAM; Waltz）を使用して実験を行なった。強光培養した株を用いている。100%

メタノールを用いたクロロフィル抽出法（Grimme & Boardman 1972）によって 1 gChl/ml に細胞の

濃度を調節した。細胞液 2 ml をキュベット内部に入れ、細胞を 15 分間暗順応させた後、光合成に

影響の無い非常に弱い測定光（ピーク波長 650 nm）を照射して Fo を求める。測定光を照射した 20 

秒後に熱放散系を駆動させない短い 0.8 秒の飽和パルス光を照射することで、Fm’dark を得た。そ

の後、赤色励起光（ピーク波長 660 nm）を各光強度（31.5、167、562、1,190 molphotons/m
2
/s）を

5 分ずつ照射し、各々の光強度の切り替え直前に飽和パルス光を照射することによって各励起光強

度下での熱放散系の駆動を調べた。さらに 1,190 molphotons/m
2
/s の励起光を切った後、速やかに

DCMU（最終濃度 10 M）を加え、赤色励起光（799 molphotons/m
2
/s）を照射することによって、

最大の蛍光 Fmを得た。測定の最中は暗順応も含めスターラーによって常に細胞液を攪拌した。各

光合成パラメーターは次のような式によって求めている。NPQ=Fs/Fm’ – Fs/Fm（Hendrickson et al. 

2004）Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm 

またクロロフィル蛍光の誘導期の測定手法は Ozaki et al. 2007 に従い、測定装置は蛍光 CCD カメラ

（FluorCam 800MF ; Photon System Instruments Ltd.）を用いた。励起光として橙色 LED（ピーク 617 

nm）を用い、400 molphotons/m
2
/s の光強度を約 45 秒、細胞に照射したときのクロロフィル蛍光強

度の推移を測定している。データの取り込み間隔は 0.04 秒ずつである。8パッチのうち WT は 2 つ

のパッチ同士が近く、1 つに結合して測定されてしまったため、データとしては 7 つとなっている。 
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低温クロロフィル蛍光スペクトル測定 

1 章と同様に、液体窒素温度である 77K 下でのクロロフィル蛍光スペクトルは Ogawa et al. 2013 を

参考に、低温アタッチメント（PU-830; JASCO）を装着した Fluorescence spectrometer （FP-8500; 

JASCO）で測定を行なった。弱光条件、及び強光条件で培養した株を用いている。実験前に 100%

メタノールを用いたクロロフィル抽出法（Grimme & Boardman 1972）によって 2 gChl/ml になるよ

う細胞の濃度を調節した。15 分暗順応させた細胞液、及び KCN（最終濃度 1 mM）を添加して 15

分暗順応させた細胞液と、DCMU（最終濃度 10 M）を添加し白色光（500molphotons/m
2
/s）

（PICL-NRX, NIPPON P-I）を 4 分間照射した細胞液を、液体窒素を用いて凍らせ、測定を行なった。

試料はフィコシアニンを励起する 625 nmの光とクロロフィルを励起する 435 nmの光（スリット幅

は 10 nm）を照射したときの蛍光を測定している。蛍光スペクトルは蛍光のスリット幅が 2.5 nm に

なっており、また解像度は 0.2 nmである。また蛍光スペクトルは photomultiplier の感度に対して修

正を行なっており、二次光源は ESC-842; JASCO を使用している。 

P700 の再還元挙動の測定 

PSIの反応中心である P700 の吸収変化（ΔA705）は spectrophotometer （JTS-10; Bio-Logic, France）を

用いて測定を行った。強光培養した株を用いている。細胞液を 5 g/Chl に調整し、2 ml をセルの内

部に入れた。DBMIB を加える場合は最終濃度は 10 M になるように添加した。暗所下で還元され

ていた P700に対して、細胞液に近赤外光（720 nm）を 12 秒照射すると、P700 が酸化され、705 nm

の吸収が起こるようになる。その後近赤外光を切ると、暗所下で P700 が再還元されていく挙動を

705 nmの吸収変化から測定することができる。解像度は 1 ms を初期値とし、指数関数的に間隔を

長くしている（10 秒間で 70 データポイント）。図 II-5 は近赤外光を切った時点を 0 秒として表し、

0 秒の時点における 705 nmの吸収変化（ΔA705）を 1 としてノーマライズしている。 

酸素消費量の測定 

酸素消費量は酸素電極（Oxygraph Plus; Hansatech Instruments）を用いた。強光培養した株を用いて

いる。細胞液を OD750=10 に調整し、暗所下で 10分間の酸素濃度の変化を測定した。その後 KCN

（最終濃度 1 mM）を添加して、暗所下での酸素濃度の変化を測定し、添加前の変化と差し引くこ

とで呼吸速度を算出した。  
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結果 

ΔpsaK2 はステート遷移を行える株である 

 Fujimori et al. 2005 によると、PSIのサブユニットである PsaK2 を欠損した変異体 ΔpsaK2 は、弱

光生育時は WT と同様に暗所下でステート 2 を示す一方で、強光生育時は WT と違い、ステート 1

を示す。本実験においてもステート遷移を調べるために、WT と ΔpsaK2 の 77 K での低温クロロフ

ィル蛍光スペクトルを測定した。PBS を励起する 625 nmの光を細胞に照射すると，PSIの蛍光ピー

ク（725 nm）と PSIIの蛍光ピーク（685/695 nm）が得られた（図 II-1）。

 
図 II-1：WT（A, C）と ΔpsaK2（B, D）の 77 K における低温クロロフィル蛍光スペクトル 

A, B は強光下（HL, 500 molphotons/m2/s）で培養した株であり、C, D は弱光下（LL, 80  

molphotons/m2/s）で培養した株の結果を示している。励起光として 625 nmの赤色光を使用して

いる。赤実線は細胞に DCMU を添加し、白色光を照射した条件を示し、黒実線は細胞を暗順応

させた条件、黒点線は KCN を添加し、暗順応させた条件を示す。3 回独立して培養した株を用

いて実験し、得られた結果の平均値をスペクトルとして示している。PSI のピークを 1 として相

対値を示している。 
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図 II-2：低温クロロフィル蛍光スペク

トルより算出した暗順応した細胞の PQ

プールの酸化率 

棒グラフは左から強光培養した WT, 

ΔpsaK2、弱光培養した WT, ΔpsaK2 の

順に示している。 

バーは標準偏差を示す。実験は各々3

回独立して培養した株を用いて行ない、

平均値を示している。 

 

 

 

 

 

 

F685は PSII だけでなく、PBS の terminal emitter（F683）からの影響を受ける（Stadnichuk et al. 2013）

ため、F695を PSIIからの蛍光の基準とする。このとき 500 molphotons/m
2
/s の強光下で生育した WT

においては、暗順応させた細胞（図 II-1A、黒実線）は、DCMU を添加して光を照射することで PQ

プールを酸化させたステート 1 の細胞（図 II-1A、赤実線）より、PSIIからの蛍光が小さかった

（図 II-1A）。むしろ暗順応させた細胞は、呼吸阻害剤として KCN を添加し、暗順応させて PQ プ

ールを還元させたステート 2 の細胞（図 II-1A、黒点線）に近い状態が示された。一方強光下で生

育した ΔpsaK2 では、暗順応させた細胞（図 II-1B、黒実線）は、DCMUを添加し光を照射して PQ

プールを酸化させたステート 1 の細胞（図 II-1B、赤実線）に近い状態を示していた。しかし、

ΔpsaK2 に KCN を添加して暗順応させた場合、WT と同様にステート 2 が誘導された（図 II-1B、黒

点線）。弱光下（80 molphotons/m
2
/s）で培養した場合は WT、ΔpsaK2 のどちらも暗順応させた細

胞の PQ プールの酸化還元状態は、約 50％と中間的であった（図 II-1C,D、図 II-2）。しかし強光

下で培養した場合、暗順応させた WT では PQ プールがほとんど還元されている一方で、ΔpsaK2で

は PQ プールが非常に強く酸化されていた（図 II-2）。また 1 章と同様に室温下における、各励起

光強度下で誘導されるNPQの推移について調べると、絶対値としての大きさの違いは見られるもの

の、強光になるに従って WT（図 II-3、白丸）と ΔpsaK2（図 II-3、赤丸）はNPQが似たような上昇

を示した。つまり強光下において、ΔpsaK2 は WT と同様なステート遷移による光合成の制御が行

われていると考えられる。またクロロフィル蛍光の誘導期を調べると、ΔpsaK2（図 II-4、赤線）は

最初のピークが WT（図 II-4、黒線）と比較してより高くなった。このピークの高さは PQ プール

が酸化状態から還元状態に変化するほど高くなることが知られ、NDH-1 の変異株である ΔndhF1で

は WT と比べて非常に高くなることが知られている（Ogawa et al. 2013）。つまり ΔpsaK2 では、暗

所下で PQ プールが酸化的になっていることを示している。 



2 章 

20 
 

 

図 II-3：励起光強度と誘導されたNPQ

の関係 

励起光は 650 nmの赤色 LED を使用し

ている。白丸は WT、赤丸は ΔpsaK2

を示す。各々の種にて 3回独立して培

養した株を用いて実験し、得られた結

果の平均値をシンボルとして示してい

る。黒実線と赤点線はそれぞれ、WT

と ΔpsaK2 のデータ同士を線で結んだ

ものである。バーは標準偏差を示す。 

 

 

 

 

 

  

図 II-4：クロロフィル蛍光の誘導期 

赤線は ΔpsaK2、黒線は WT を示して

いる。それぞれ独立した 7 パッチ以上

の結果が、7 本以上の線となって表さ

れている。励起光は 500 

molphotons/m
2
/s の強さを使用してい

る。それぞれ、0 秒のときの Fo を 1 と

してノーマライズしている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 暗所下で PQ プールが酸化的になる原因としては PQ プールより上流側の呼吸鎖からの電子の供

給が弱くなっている。または PQ プールより下流側の呼吸鎖の活性が高くなっていることが考えら

れる。しかしクロロフィル蛍光の誘導期における最初のピークに到達する速さは WT（図 II-4、黒

線）と ΔpsaK2（図 II-4、赤線）の間で違いは見られなかった。つまり、PSI下流のストロマ側の

NADPH の供給力、NDH の活性に問題はないと考えられる。また図 II-5 が表すように、暗所におけ

る PSIの P700 の再還元の挙動について ΔpsaK2（図 II-5、赤実線）と WT（図 II-5、黒実線）の間
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で比較したところ、差は見られなかった。DBMIB を添加して Cyt b6/f における電子伝達を阻害し、

呼吸系からの電子流入の影響を除外した場合は、ΔpsaK2（図 II-5、赤点線）と WT（図 II-5、黒点

線）で同様に再還元が遅くなった。このことは呼吸鎖において、ΔpsaK2では WT と同等なレベル

で電子がプラストシアニンまで流れていることを示している。加えて表 II-1 より細胞当たりの酸素

吸収量にも差が見られなかったため、末端酸化酵素側の活性が ΔpsaK2 で高いわけでもなかった。 

  

図 II-5：P700 の暗所における再還元の推移 

赤実線は ΔpsaK2、黒実線は WT、赤点線は

ΔpsaK2 の細胞に DBMIB（最終濃度 10 M）

を添加したもの、黒点線は WT の細胞に

DBMIB を添加したものである。 

実験は各々3 回独立して培養した株を用いて

行なっている。 

 

 

 

 

 

 

 最後に Fujimori et al. 2005 において PsaK2 は強光下での生育に必須であると報告しているが、本

研究において、表 II-1 から強光培養時における ΔpsaK2 と WT の表現系の違いは、わずかに ΔpsaK2

の方が細胞当たりのクロロフィル量が少なく、光化学系量比である PSII/PSIが大きく、最大光合成

効率である Fv/Fmが小さかったが、細胞の倍化時間、PC/Chl、細胞当たりの呼吸速度に変化は見ら

れなかった。 

表 II-1：WT と ΔpsaK2 における細胞の状態（倍化時間、光合成色素、光化学系量比、光合成パラメ

ーター、呼吸速度）について 

  WT ΔpsaK2 
倍化時間（h） 8.17 (±0.10) 8.02 (±0.10) 
細胞当たりのクロロフィル濃度（Chla/OD） 1.57 (±0.06) 1.40 (±0.02) 
光化学系量比（PSII/PSI） 0.488 (±0.022) 0.523 (±0.015) 
PC/Chl 8.53 (±0.25) 8.38 (±0.13) 
Fv/Fm 0.618 (±0.009) 0.587 (±0.006) 
細胞当たりの酸素吸収量（mol O

2
/OD

750
/h） 0.138 (±0.001) 0.134 (±0.002) 

 

表の値は平均値±標準偏差であり、3 回の独立した培養、実験をそれぞれ行っている 
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考察 

ΔpsaK2 における呼吸からの影響について 

 Fujimori et al. 2005 において、PSIのサブユニットである PsaK2 を合成できない ΔpsaK2 は強光培

養時は暗所下でステート 1 を示していること、さらにシアノバクテリアにおける PSIの結晶構造に

おいて PsaK が PSI三量体の外縁部に存在している（Jordan et al. 2001）ことから、ΔpsaK2 はフィコ

ビリソームから PSIへの機能的結合が起こらないステート遷移能欠損株であると示唆されている。

しかし本実験の結果は、ΔpsaK2 がステート遷移能を持っていることを示している。なぜなら低温

クロロフィル蛍光スペクトルを測定することで、ΔpsaK2 を暗順応させるとステート 1 になる（図

II-1B、 黒線）ことは確認できた一方で、呼吸阻害剤を添加して PQ プールを還元的にした条件では

ステート 2が誘導されたためである（図 II-1B、黒実線）。また、照射する励起光強度が上昇する

につれ ΔpsaK2 は WT と似たようなNPQの上昇が見られた（図 II-3）。よって ΔpsaK2 は明所下で

ステート遷移が WT と同様に誘導されていると考えられる。またクロロフィル誘導期現象のピーク

位置が ΔpsaK2 の方が WT より高く、暗所での PQ プールの酸化を支持していた（図 II-4）。つまり、

ΔpsaK2 はステート遷移能を持つ一方で、PQ プールが暗所下で酸化状態になる株であることを意味

する。従って、本実験の結果は光合成系に異常が起こると、呼吸の光合成に与える影響に変化が起

こすことがわかった。 

 ΔpsaK2 が暗所下で PQプールが酸化的になるメカニズムとしては、PQ プールの過還元状態を防

ぐ補償作用に由来されると考えている。なぜなら表 II-1 より、ΔpsaK2 は Fv/Fmがわずかながら減

少していたためである。これは強光下で生育した ΔpsaK2 において PSII が光阻害を受けることを意

味する。PSIIがストレスを受ける状況としては、活性酸素（一重項酸素）の発生に由来される光阻

害（Macpherson et al. 1993, Telfer et al. 1994, Hideg et al. 1994）が考えられ、これは PQ プールを含め

た、PSIIより下流の光合成電子伝達系の電子の詰まりが原因とされる（Krieger-Liszkay et al. 2008, 

Triantaphylidès and Havaux 2009）。つまり ΔpsaK2 では PQ プールの過還元が明所下で起こっている

と考えられる。よって暗所において PQ プールが酸化的になるのは、こうした電子の詰まりを解消

するための補償作用である可能性があり、仮説は 2 つ考えられる。1つめは末端酸化酵素群の経路

の活性化である。Synechocystis sp. PCC6803は末端酸化酵素として COX の他にも cytochrome bd 

quinol oxidase (CYD) （図 1）がチラコイド膜に存在することが知られている（Howitt and Vermaas 

1998, Lea-Smith et al. 2016）。COX 及び CYD はともに呼吸としての役割だけでなく、明所下での光

合成による過剰な電子の受容シンクとしての働きを持つことが知られている（Lea-Smith et al. 

2013）。しかし COX や CYD は親和性に違いがあるものの、いずれも KCN によって阻害を受ける

(Pils and Schmetterer 2001)。よって表 II-1 において、WT と ΔpsaK2 の呼吸速度に差が見られなかっ

たことから、可能性としては低いと考えている。2 つめは、ΔpsaK2 における PQ プールのサイズが

WT と比べて大きい場合である。緑藻 Chlamydomonas reinhardtii では強光に細胞を移すと PQ の全体

量が増加し、さらに PQ が 1 重項酸素を処理する働きを持っていることが報告されている（Kruk 

and Trebst 2008）。よって、ΔpsaK2 においても PsaK2を失うことで光合成系により負荷がかかり、

補償作用として PQ プールのサイズが増大している可能性がある。 

 PsaK2 の実質的な役割については、我々の研究から ΔpsaK2 が強光培養時もステート遷移を行え

ること（図 II-1B、 図 II-3）、さらに強光培養時も増殖に必須ではない（表 II-1）ことから、再び

不明瞭になった。Fujimori et al. 2005 においてはプレート培養にて 30 molphotons/m
2
/s から 200 

molphotons/m
2
/s と急激な生育光強度の変更が行われた際に、ΔpsaK2 の増殖速度が大きく低下して
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いた。一方で本研究においては、液体培養し、前培養により徐々に光強度を上げており、その場合

は倍化時間に差は見られなかった。よって、PsaK2 は強光生育時に必須なのではなく、弱光順化し

た株が強光に順化する過程において重要な役割を持つと考えられる。この PsaK2 の役割を理解する

ことは暗所下での呼吸の光合成への影響の変化の原因を探るために重要であるため、将来的に明ら

かにする必要がある。  
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3 章 真核藻類である灰色藻においても葉緑体呼

吸の光合成への影響が見られる 

導入 

 光合成反応中心複合体の構造やその電荷分離のメカニズムは原核光合成生物であるシアノバクテ

リアと真核光合成生物である真核藻類、陸上植物はほとんど変化が見られない（Renger and Renger 

2008）。この理由としては進化の過程において、シアノバクテリアが真核生物と細胞内共生をする

ことによって、葉緑体へとオルガネラ化したためと考えられている（Margulis 1970）。さらに全て

の真核光合成生物の葉緑体は、ある真核生物とあるシアノバクテリアにおける、約 10 億年前

（Douzery et al. 2004）のたった 1 度の細胞内共生を起源としている（Rodríguez-Ezpeleta et al. 2005）。

その後、原始の真核光合成生物は緑藻、紅藻、灰色藻と進化が分岐する。細胞内共生の過程におい

て、シアノバクテリアを由来とする葉緑体と宿主細胞における細胞質との間で新たな相互作用が築

かれる。特に光合成と呼吸や窒素、炭素代謝との相互作用はシアノバクテリアと全く違う。シアノ

バクテリアでは呼吸と光合成が直接相互作用をする（Campbell and Öquist 1996）。一方で、真核光

合成生物では光合成が葉緑体で行われるのに対し、呼吸はミトコンドリアが担うようになる。シア

ノバクテリアが葉緑体になる過程において、ゲノムは消失されるか宿主細胞の核に移行されること

で、葉緑体におけるゲノムは非常に小さくなり呼吸系も失われる（Martín and Sabater 2002）。葉緑

体とミトコンドリアとのオルガネラ間の相互作用も生まれ、陸上植物では葉肉細胞内においてミト

コンドリアのほとんどが葉緑体に隣接している（Hatakeyama and Ueno 2016）。さらに、例えば、

葉緑体において光合成で作られた過剰な還元力が、リンゴ酸/オキサロ酢酸シャトルを介して有機物

としてミトコンドリアに運ばれ、呼吸によって散逸される（Raghavendra et al. 1994, Yoshida et al. 

2007）ことが知られている。また光合成と呼吸鎖様の代謝との相互作用も存在し葉緑体呼吸と呼ば

れている（Bennoun 1982）。 

 緑藻 Chlamydomonas reinhardtii において、この葉緑体呼吸の経路が近年明らかとなり、Type II 

NAD(P)H dehydrogenase（NDA2）（Jans et al. 2008）から PQ プールに電子が渡され、ミトコンドリ

アの Alternative oxidase（AOX）と構造的に類似した Plastid terminal oxidase（PTOX）（Houille-

Vernes et al. 2011）から電子が PQ プールから引き抜かれ、最終的に酸素に電子が渡される。つまり

シアノバクテリアの呼吸と同様に、葉緑体呼吸も PQ プールの酸化還元状態に影響する。しかし真

核光合成生物における暗所下の PQ プールの酸化還元状態は様々な見解に分かれている。陸上植物

においては種によらず暗所で PQ プールは酸化状態を示す（Bellafiore et al. 2005, Kruk and Karpinski 

2006, Trouillard et al. 2012）。しかし真核藻類においてはいくつかの種で PQ プールが暗所下で酸化

的と報告される（Delphin et al. 1996, Houille-Vernes et al. 2011）一方で、PQ プールが還元的であると

報告される種（Gibbs & Biggins 1989, Casper-Lindley and Björkman 1996, Doege et al. 2000）もある。

さらに同一の種において異なる結果を異なる研究グループが報告していることもある（Iwai et al. 

2007, Houille-Vernes et al. 2011）。そして灰色藻においては、未だ知見がない。 

 灰色藻の葉緑体は、細胞壁の成分であるペプチドグリカンからなる層が存在すること（Schenk 

1970）、CO2固定の場として、カルボキシソーム様の構造が見られている（Burey et al. 2007, 
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Fathinejad et al. 2008）。また特に集光性アンテナとして一次共生藻の中で唯一 LHC を持たず

（Koike et al. 2000）PBSのみを持つ（Giddings et al. 1983）など、真核光合成生物における葉緑体の

中で最もシアノバクテリアに類似した特徴を持つ。つまり葉緑体から呼吸系が失われた影響をシア

ノバクテリアと比較する際に灰色藻は最も適していると考えられる。 

 そこで我々は灰色藻である Cyanophora paradoxa NIES-547（以下 C. paradoxa）を用いて、クロロ

フィル蛍光測定から葉緑体呼吸の光合成への影響について調べた。その結果、シアノバクテリアと

同様な暗所下での PQ プールの還元が C. paradoxa で見られることがわかった。つまり灰色藻の葉緑

体においては、シアノバクテリアの呼吸と同様な影響を、葉緑体呼吸が光合成に対して与えること

が明らかとなった。 

試料と測定方法 

使用した株と培養条件 

 灰色藻に関しては Microbial Culture Collection of the National Institute for Environmental Studies 

（Tsukuba, Japan）から Cyanophora paradoxa NIES-547 を入手し、26℃、C培地（Ichimura 1971）を

用いた他は 1 章で述べたシアノバクテリアと同様な条件で培養した。C. paradoxa の対数増殖期は

OD750=0.04-1.4 で見られ、この時の倍化時間は 22.8 h （±0.20）であった。Synechocystis sp. PCC6803

は 1 章と同様な条件で培養を行い、対数増殖期の細胞を用いた。 

クロロフィル測定方法 

1 章及び 2 章と同様に、室温でのクロロフィル蛍光測定は基本的に Ogawa et al. 2013に従い、パル

ス変調蛍光測定装置（WATER-PAM; Waltz）を使用して実験を行なった。100%メタノールを用いた

クロロフィル抽出法（Grimme & Boardman 1972）によって 1 gChl/ml になるよう細胞の濃度を調節

した。細胞液 2 ml をキュベット内部に入れ、細胞を 15 分間暗順応させた後、光合成に影響の無い

非常に弱い測定光（ピーク波長 650 nm）を照射して Fo を求める。測定光を照射した 20 秒後に熱放

散系を駆動させない短い 0.8 秒の飽和パルス光を照射することで、Fm’darkを得た。その後、2つの

タイプの実験を行なった。（1）細胞液に対して、青色励起光（ピーク波長 640 nm）を各強度

（44.6, 72.8, 145 and 288 molphotons/m
2
/s）を 5分ずつ、徐々に光強度を上げて照射した。各々の光

強度の切り替え直前に飽和パルス光を照射することによって Fm’を測定し、各励起光強度下での熱

放散の駆動を調べた。その後、暗所における Fm’darkの推移を測定するために、288 

molphotons/m
2
/s の青色光を切ったあと、10 秒、5, 10, 15, 20 分後に飽和パルス光を照射した。最後

に最終濃度 10 M の DCMU を添加し、562 molphotons/m
2
/s の赤色励起光を照射して Fmを得た

（図 III-2A）。（2）赤色励起光（ピーク波長 660 nm）と誘導されるNPQの関係を調べるために、

各光強度（31.5、167、562、1,190 molphotons/m
2
/s）を 5分ずつそれぞれ照射し、光強度の切り替

え直前に飽和パルス光を照射することによって各励起光強度下での熱放散の駆動を調べた。各々の

光強度の切り替え直前に飽和パルス光を照射することによって Fm’を測定することにより、各励起

光強度下での熱放散系の駆動を調べた。その後、5 分間の暗順応の後、飽和パルスを照射すること

で赤色光照射下から暗所への Fm’の変化を確認した。最後に後さらに 1,190molphotons/m
2
/s の励起

光を切った後、10秒後に再び飽和光を照射し 20 分間再び暗順応の間、5 分毎に飽和パルス光を照

射することによって、暗所での熱放散系の推移について測定している。最後に最終濃度 10 M の

DCMU を添加し、562 molphotons/m
2
/s の赤色励起光を照射して Fmを得た（図 III-3）。また図 III-

3 における Synechocystis sp. PCC6803 の測定は Cyanophora paradoxa と同一の操作を行なった。測定
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の最中は暗順応も含めスターラーによって常に細胞液を攪拌した。各光合成パラメーターは次のよ

うな式によって求めている。NPQ=Fs/Fm’ – Fs/Fm（Hendrickson et al. 2004） 

 

低温クロロフィル蛍光スペクトル測定 

1 章及び 2 章と同様に、液体窒素温度である 77K 下でのクロロフィル蛍光スペクトルは Ogawa et al. 

2013 を参考に、低温アタッチメント（PU-830; JASCO）を装着した Fluorescence spectrometer （FP-

8500; JASCO）で測定を行なった。実験前に 100%メタノールを用いたクロロフィル抽出法

（Grimme & Boardman 1972）によって 2 gChl/ml になるよう細胞の濃度を調節した。15 分暗順応さ

せた細胞液、及び KCN（最終濃度 1 mM）を添加して 15 分暗順応させた細胞液と、DCMU（最終

濃度 10 M）を添加し白色光（500molphotons/m
2
/s）（PICL-NRX, NIPPON P-I）を 4 分間照射した

細胞液を、液体窒素を用いて凍らせ、測定を行なった。試料はフィコシアニンを励起する 625 nm

の光とクロロフィルを励起する 435 nmの光（スリット幅は 10 nm）を照射したときの蛍光を測定し

ている。蛍光スペクトルは蛍光のスリット幅が 2.5 nm になっており、また解像度は 0.2 nm である。

また蛍光スペクトルは photomultiplier の感度に対して修正を行なっており、二次光源は ESC-842; 

JASCO を使用している。クロロフィル蛍光スペクトルはそれぞれ、725 nm付近の最大値の蛍光強

度を 1 としてノーマライズしている。 

 

吸収スペクトル測定 

1 章と同様に、吸収スペクトルは Ogawa et al. 2013 に従い、積分球（ISV-722; JASCO）を装着した

分光器（V-650; JASCO）を用い、室温下で測定した。セルは光路長が 5 mmのものを用いた。スペ

クトルは最も大きな吸光度から、ノーマライズしている。 
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結果 

Cyanophora paradoxa における暗所下での PQ プールの還元 

 暗所下での葉緑体呼吸の光合成への影響は PQ プールの酸化還元状態に反映される。還元された

PQ プールはステート遷移を誘導し、PSIによりエネルギーを流す。よって 1 章、2 章と同様に PQ

プールの酸化還元状態を、77 K における低温クロロフィル蛍光測定によってステート遷移の働きか

ら見積もった。C. paradoxa の細胞に対して、PBS を励起する 625 nmの光を照射すると、PSIの蛍光

（725 nm）と PSII の蛍光（685/695 nm）が得られた（図 III-1）。DCMU を添加し、光を照射した

細胞では PQ プールが酸化されステート 1 になる。このとき PSII(F695)/PSI(F725)の比率が高くなった

（0.904±0.025）（図 3-1A、赤線）。これは PBS から PSIIに選択的にエネルギーが流れていること

を意味する。一方細胞に KCN を添加しミトコンドリアの呼吸を阻害して、暗順応させると葉緑体

呼吸が活性化され、PQ プールが還元されることが知られている（Bennoun 1982, Gans and Wollman 

1995）。これは灰色藻にも当てはまり、C. paradoxa でも KCN の添加によってステート 2 が確認さ

れ、F695/F725の比率は 0.697±0.013 であった（図 III-1A、黒点線）。そして KCN を添加せず、単に

暗順応させた細胞は F695/F725の比率は 0.750±0.014（図 III-1A、黒線）であった。 

図 III-1：77 K にてフィコシアニンを励起する 625 nmの光を細胞に照射した場合（A）とクロロ

フィルを励起する 435 nmの光を細胞に照射した場合（B）に得られた C. paradoxa における低温

クロロフィル蛍光スペクトル 

黒線は暗順応させた細胞、黒点線は 1 mM の KCN の存在下で暗順応させた細胞、赤線は 10 M

の DCMU の存在下で光を照射した細胞である。各スペクトルは 3 回独立して培養した株を用い

て平均したものである。 

 

  

 

また 77 K にてクロロフィルを励起させる 435 nmの青色光を細胞に照射することで得られたクロロ

フィル蛍光スペクトルから、C.paradoxa の PSI/PSII 比は非常に高いことがわかった（図 III-1B）。
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つまり青色光は PSIを選択的に励起させる光となり、PQ プールを酸化させると考えられる。そこ

で室温下で青色光を細胞に照射した際のクロロフィル蛍光挙動を測定した。弱光の 44. 6 

molphotons/m
2
/s の青色光を照射した際に Fm’（図 III-2A、最も左にある右向き白三角）は暗所下

での Fm’dark（図 III-2A、 最も左にある右向き黒三角）より大きな値であり、かつ DCMU を添加し、

光を照射することで得られた Fmに近い値が示された。つまり青色光の照射により、暗所で還元さ

れていた PQ プールが酸化されていることを示していると考えられる。また青色の光強度を徐々に

大きくした場合（72.8, 145, 288 molphotons/m
2
/s）でも Fm’の値は大きいままで変化が見られなかっ

た（図 III-2A、 右向き白三角）。この挙動を 1 章や 2 章で用いたNPQにて表した場合、青色光照射

下では凡そ暗所下と比べて 1/3 に減少していた（図 III-2B）。青色光を切り暗所に戻すと、Fm’は再

び小さくなり、5 分間で元の暗所下の Fm’darkおよびNPQの値に凡そ戻った（図 III-2A, B）。つま

り、暗所下で再び葉緑体呼吸による電子が PQ プールに流入し、PQ プールが再び還元されたと考え

られる。 

図 III-2：C. paradoxa のクロロフィル蛍光挙動（A）とクロロフィル蛍光挙動から算出したNPQ

の変化（B） 

励起光は上向き太矢印の時点で点灯し、下向き太矢印の時点で消灯した。DCMU は上向き点線

矢印の時点で添加した。図上部のバーの色は光の違いを表し、黒は暗所、青が青色光、赤が 562  

molphotons/m
2/
s の赤色光を意味している。青色の濃淡は異なる光強度を示し、左から 44.6, 72.8, 

145, 288.5 molphotons/m
2/
s を 5 分毎に順番に強くして照射した。B パネルにおけるNPQは 3 回独

立して培養した株を用いて平均したものであり、エラーバーは標準偏差を示している。 

 

 1 章および 2 章と同様に、室温下で各強度の赤色の励起光を照射した際に誘導されたNPQの関係

を調べると、NPQは暗所で大きく、弱光下で小さくなり、強光下で再び大きくなる推移が得られた

（図 III-3、黒丸）。C.paradoxa のNPQ推移は同一の光条件で培養した Synechocystis sp. PCC6803

（図 III-3、点線白丸）の推移と似ていた。つまり C. paradoxa におけるNPQの推移も暗所下で還元

されていた PQ プールが、弱光下で酸化され、強光下で再び還元されることを反映したステート遷

移に依存していると考えられる。一方で、Synechocystis sp. PCC6803（図 III-3、 点線白丸）で見ら

れる生育光強度下で最も PQ プールが酸化されるシアノバクテリアの性質（Campbell and Öquist 



3 章 

29 
 

1996）は、C. paradoxaでは見られなかった。C. paradoxa にてNPQが最も小さくなったのは 31.5 

molphotons/m
2/
s の光強度下であった（図 III-3、黒丸）。これは C. paradoxa とシアノバクテリアと

の、光合成色素の吸収の違いが原因である可能性がある。C. paradoxa の吸収スペクトルを測定する

と、PBS の吸収のピークは 636 nmであり、シアノバクテリアの PBS の吸収のピークである 625 nm

より長波長側にピークが見られた（図 III-4）。つまり励起光（赤色 LED）のピークである 650  nm

に、C. paradoxa の PBSの吸収ピークはより近かった。C. paradoxa の PBS の色素組成（C-

phycocyanin と allophycocyanin）はシアノバクテリアと同様である（Chapman 1966）ことが知られる

一方で、過去にも C. paradoxa の吸収スペクトル自体は報告があり（Schenk et al. 1987）、同様な長

波長よりの PBS の吸収ピークが読み取れる。 

 

図 III-3：室温における赤色の励起光（ピ

ーク波長は 660 nm）を照射した際に誘導

されたNPQとの関係 

黒丸は C. paradoxa を示し、点線白丸は

Synechocystis sp. PCC6803 を示す。黒線と

点線は黒丸（C. paradoxa）と点線白丸

（Synechocystis sp. PCC6803）のそれぞれ

のデータポイントを結んだものである。

データの値は 3 回独立して培養した株を

用いて平均したものであり、バーは標準

偏差を示している。 

 

 

 

 

 

図 III-4：室温での培地中の C. paradoxa

（生細胞）の吸収スペクトル 

636 は C. paradoxa における PBS のピーク

波長である 636 nmを表している。スペク

トルは 3 回独立して培養した株を用いて

平均したものである。 
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考察 

 灰色藻 Cyanophora  paraodoxa は葉緑体呼吸により暗所下で PQ プールが還元状態になる 

 真核藻類である灰色藻 C. paradoxa において、低温クロロフィル蛍光スペクトル（図 III-1A）や

室温でのクロロフィル蛍光挙動（図 III-2A, B、 図 III-3）の結果はいずれも PQ プールの暗所下で

の還元を示していた。つまり、C. paradoxaにおいても、光に依存しない代謝による光合成への影響

があることを示している。PQ プールの酸化還元状態とステート遷移による F695/F725の比率において、

一次関数的な比例関係が成り立つとして算出すると、暗所下にて C.paradoxa の PQ プールは約 70%

が還元されていることになる（図 III-1A）。これは 2 章における図 II-2 の結果から Synechocystis sp. 

PCC6803 の WT は PQ プールが 50％から 90％まで還元されていることと、遜色ない PQ プールの強

い還元が見られた。PQ プールの還元は青色光によって酸化され、再び暗所に戻すと 5 分で再還元

された（図 III-2A, B）。つまり、暗所下の PQ プールに光合成以外からの電子が充分に流入してい

ることを意味する。この C. paradoxa における暗所での PQ プールの還元は葉緑体呼吸（Bennoun et 

al. 1982）によると考えられる。これは C. paradoxa の葉緑体ゲノムサイズは他の真核藻類と同様に、

シアノバクテリアと比べて小さく（Herdman & Stanier 1977）、さらにシアノバクテリアの呼吸鎖を

コードする遺伝子は残っていない（Stirewalt et al. 1995, Martín & Sabater 2010）ためである。また近

年、緑藻 Chlamydomonas reinhardtii において葉緑体呼吸の経路が明らかになり、NDA2（Jans et al. 

2008）から PQ プールを経て、PTOX1, 2（Houille-Vernes et al. 2011）に電子が流れることが報告さ

れている。つまりシアノバクテリアの呼吸鎖ではない葉緑体呼吸と呼ばれる代替経路によって、シ

アノバクテリアと同様な暗所下での PQ プールの還元を実現している。このことは暗所下で PQ プ

ールを還元することに、生理学的意義が存在することを示唆するものである。 

 真核光合成生物では、多くの種にて暗所では PQ プールが酸化状態にある（Delphin et al. 1996, 

Kruk & Karpinski 2006）と報告されている。緑藻 Chlamydomonas reinhardtii も通常の培養条件では

PQ プールは酸化状態を示すとされ（Houille-Vernes et al. 2011）、酢酸などの有機物の添加によって、

PQ プールが還元されることが報告されている（Endo & Asada 1996）。またその他にもミトコンド

リアの呼吸阻害剤を添加した場合（Bennoun et al. 1982, Gans & Wollman 1995）、窒素欠乏条件の場

合（Peltier & Schmidt 1991）、浸透圧を強く変化させた場合（Endo et al. 1995）が知られるが、以上

の条件に関しては、本研究においては有機物を含まない C 培地で空気を通気させて培養しているた

め、いずれも該当しない。しかし一方で緑藻 Dunaliella tertiolecta （Casper-Lindley and Björkman 

1996）や chrysophyte の Ochromonas danica（Gibbs & Biggins 1989） や euglenophyte の Euglena 

gracilis（Doege et al. 2000）では暗所での PQ プールの還元が報告されている。また Chlamydomonas 

reinhardtii おいても、独立栄養条件で培養した場合でも PQ プールが暗所で還元される報告（Iwai et 

al. 2007）がある。つまり同じ Chlamydomonas reinhardtii でも、研究グループによっては異なる結果

が示されている。2 章の結果からシアノバクテリアにおいて、暗所下での PQ プールの還元の程度

は生育光強度によって変化していた（図 II-2）ため、生育光強度が PQ プールの酸化還元状態に影

響を与えることで、真核藻類においても同一種の間で結果の違いを生み出している可能性がある。 

 

3 章の内容は 2017 年に以下に示すタイトルで論文発表したものである。Misumi, M. and Sonoike, K. 

(2017). Characterization of the influence of chlororespiration on the regulation of photosynthesis in the 

glaucophyte Cyanophora paradoxa. Scientific reports, 7, 46100. 
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総合考察 

呼吸が光合成に与える影響の重要性 

 原核光合成生物のシアノバクテリアでは、呼吸と光合成が 1 枚の膜上で同時に行われ、かつ PQ

プールを含む一部の電子伝達成分が共有されている。その結果、暗所下では、呼吸鎖の電子によっ

て PQ プールは還元されるとされてきた（Campbell and Öquist 1996）。しかし本研究による 1 章の

結果では、その PQ プールの還元の割合には種間差が見られた。特に Nostoc punctiforme ATCC29133

と Acaryochloris marina MBIC11017 の 2 種は、暗所下でも PQ プールが酸化されていた（図 I-2、図

I-4）。この 2 種は、自然環境においては、弱光、または光強度が大きく変動しない場所に生息して

いる（Rippka et al. 1979, Miyashita et al. 1996）。つまり（1）暗所で PQ プールを酸化条件に保つこ

とには、弱光環境で有利に働き、還元条件に保つことには、強光条件で有利に働くと考えられる。

2 章の結果からは、Synechocystis sp. PCC6803 の PSIのサブユニット PsaK2の欠損株（ΔpsaK2）は、

従来考えられていたようにステート遷移ができない株ではなく、PQ プールが暗所で酸化されてい

るために見かけ上ステート遷移を行うことができない表現系を示すことがわかった。暗所下での

PQ プールの酸化は、細胞の飢餓や ΔndhF1 などの呼吸系の変異株でも見られるが（Mi et al. 1992, 

Ogawa et al. 2013）、ΔpsaK2 の呼吸速度は、表 II-1 から明らかなように WT と変わらない。つまり

呼吸系の変異株とは異なるメカニズムで PQ プールが酸化されていると考えられる。（2）ΔpsaK2

における暗所での PQ プールの酸化の原因は、PsaK2 の欠損により光合成系にストレスがかかり、

この補償作用として PQ プールのサイズが大きくなったことにあるかもしれない。3 章の結果では、

真核藻類である灰色藻 C. paradoxa でも、シアノバクテリアと同様に葉緑体呼吸によって PQ プール

が還元されることが明らかとなった。（3）シアノバクテリアが葉緑体になる進化の過程において

呼吸鎖が失われたにも拘わらず、代替の葉緑体呼吸によって暗所下での PQ プールの還元が維持さ

れたことを意味している。以上の（1）および（3）から、呼吸もしくは葉緑体呼吸によって光合成

電子伝達鎖である PQ プールを暗所で還元状態に保つことは、生理学的に重要な意義を持つメカニ

ズムであると考えられる。生理学的な意義としては、以下に示すような PSIの光阻害に対する保護

機構となっている可能性が考えられる。 

 PSIの光阻害は、PSIの下流において電子が酸素に受け渡され、活性酸素が発生することにより

PSIの鉄硫黄クラスターが破壊されて引き起こされる（Sonoike 2011）。つまり、PSIの下流で電子

の流れが滞り、かつ PSII から PSIへの電子流入が抑制されない場合に、PSIの光阻害が引き起こさ

れる。PSIはいったん破壊されると、修復に時間がかかるため（Kudoh and Sonoike 2002）、PSIの

光阻害は光合成生物にとって深刻な問題である。そのため、光合成生物は PSIの光阻害を防ぐため

に様々な保護メカニズムを持っており、PSI の下流が過還元の状態にならないようにする Flv（図 1）

やサイクリック電子伝達や、PSIIからの電子流入を抑制する PSIIの下方制御が知られている。また

光合成生物にとって、暗所から明所への移行時は、光合成産物である NADPH の消費先であるカル

ビン・ベンソン回路の酵素が暗所で失活しているため、PSI下流において電子の流れが滞りやすい

状況である。このため変動光下では、活性酸素を発生させずに PSI下流における過剰な電子を酸素

に渡して無害化する Flv1/3 を欠損するシアノバクテリアの生育が阻害される（Allahverdiyeva et al. 

2013）。また、シロイヌナズナにおいては、変動光下での PSIの保護に PGR5 依存のサイクリック

電子伝達が必須であることが報告されている（Suorsa et al. 2012）。さらに、陸上植物や強光下で生

育した緑藻 Chlamydomonas reinhardtii は、PSII の光合成効率の下方制御の一環として、ステート遷
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移に加えて、チラコイド膜内外のプロトン濃度勾配に依存したエネルギークエンチングを行う

（Demmig-Adams and Adams 1996, Peers et al. 2009）が、サイクリック電子伝達にかかわる Crpgrl1

とエネルギークエンチングにかかわる npq4 が共に欠損した Chlamydomonas reinhardtii の変異株は、

PSIの光阻害を受けやすくなることが報告されている（Kukuczka, et al. 2014）。これらの結果は、

光合成生物にとって光化学系Ⅰを保護することが極めて重要であることを示している。 

 1 章や 3 章で見られたように、PQ プールが還元的になると、ステート遷移によって集光性アンテ

ナが PSIによりエネルギーを流すようになり、光合成効率が低下する。また RISE と呼ばれる、Cyt 

b6/f における光合成電子伝達を抑制する作用も PQ プールの還元によって誘導される（Shaku et al. 

2015）。さらに PQ プールが還元されると、チラコイド膜では呼吸鎖の NDH-1 や SDH が光化学系

Ⅰに近づくように再配置され、これはサイクリック電子伝達の活性化に寄与すると考えられている

（Liu et al. 2012）。サイクリック電子伝達は PSI 下流の過剰な電子を PQ プールに再び戻すメカニ

ズムであり、PSIの下流における電子の詰まりを解消する（Makino et al. 2002）。これらの過去の知

見と本論文の結果を考え合わせると、PSIにとってストレスとなる変動光や間欠光などの明暗が素

早く切り替わるような光環境下においては、あらかじめ暗所下で呼吸や葉緑体呼吸によって PQ プ

ールを還元しておくことにより、PSIが破壊されるリスクを下げ、このことが生存において有利に

働く可能性がある。2 章においてみられたように ΔpsaK2 の PQ プールが酸化的になる原因は、（2）

で示したように PQ プールのサイズの変化である可能性がある。暗所下で PQ プールが酸化状態に

保たれることは、連続明所下で光合成電子伝達にストレスがかかる状態では有利な形質である一方

で、明暗が頻繁に切り替わる自然環境下では、生存に不利となると考えられる。  
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