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略語 略語 

BN-PAGE blue native polyacrylamide gel electrophoresis 

Cyt b6/f cytochrome b6/f complex 

Chl 葉緑素（chlorophyll） 

DDM n-dodecyl-β-D-maltopyranoside 

FCP fucoxanthin-chlorophyll a/c binding protein 

HPLC high performance liquid chromatography 

LHC light harvesting chlorophyll a/b binding protein complex 

MALDI-TOF MS  matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass 

spectroscopy 

MES 2-morpholinoethanesulfonic acid 

NPQ non-photochemical quenching 

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

PVDF polyvinylidene difluoride 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
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概要

海洋性中心目珪藻 Chaetoceros gracilisの fucoxanthin chlorophyll a/c binding 

protein（FCP）複合体をショ糖密度勾配遠心法によって精製した。動的光散乱

測定の結果、得られた FCP複合体には単一種の粒子のみが含まれていたため、

純度の高い複合体であることが示された。変性条件下での電気泳動により、そ

の FCP複合体からはほぼ同量含まれる２つのポリペプチドバンドおよびそれら

よりも顕著に少ない１つのポリペプチドバンドが分離された。いずれの N末端

もブロックされてアミノ酸配列を得ることができなかったため、各バンドから

ポリペプチドを抽出した後、リシルエンドペプチダーゼによって限定分解し、

内部アミノ酸配列解析を行った。加えて、独自に考案した膜タンパク質をも分

離可能な等電点二次元電気泳動を用い、各ポリペプチドの泳動度と pIの差を明

らかにした。このようにして、FCP複合体を構成する主要タンパク質の２つを

同定した。これらは、ゲノム解析済みの他種珪藻で Fcp3および Fcp4と名付け

られたタンパク質と相同のものであった。

この精製 FCP複合体を用いて機能の解析を行った。光吸収スペクトル測定お

よび色素分析により、FCP複合体に多量の chlorophyll cと fucoxanthinが結合

している一方で、強光保護機構に関わっているとされている色素 diadinoxanthin 

は少量であることが示された。さらに、 77Kでの蛍光スペクトルの解析により、 

FCP複合体によって吸収された光エネルギーは、光化学反応中心複合体に伝達

されることが示された。したがって、細胞内 chlorophyll aの約 60%を結合した 

FCP複合体の主な機能は、光捕集機能であるといえる。

従来、珪藻の FCP複合体は多種の FCPタンパク質により構成されており、

構成サブユニットの異なる複合体が存在するとされていたが、本論文では、複

合体としては単一であり、それを構成する主要タンパク質が 2種類であること

を示した。この研究の過程では、膜タンパク質の等電点電気泳動を可能にする

系の考案を行い、活用した。そして、FCP複合体の機能について、先行論文で

述べられているような強光保護機能ではなく、もっぱら光捕集アンテナとして

働くことを示した。したがって、FCP複合体は、珪藻が弱光下で効率的な光合

成を行う上で、非常に重要な存在であると言うことができる。
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第１章 序論

地球上には多種多様な藻類が生息している。これら藻類は、様々な生育環境

に順応・適応して活発に光合成を行っている。珪藻は、淡水、海水どちらにも

広く分布し、生息している温度環境も南極や北極といった低温域（ Horner 1976）

から温泉のような高温域（長島 2010）までと広い。珪藻は１０万種あるといわ

れており（ Sims et al. 2006）、地球上でもっとも繁栄している藻類である。珪藻

は海洋の一次生産の 40%、地球全体では 20～25%を担っていると言われている

（Nelson et al. 1995; Field et al. 1998）。珪藻が活発な光合成をすることが可能な

理由のひとつが、珪藻特有の光捕集システムにあると考えられる。珪藻のチラ

コイド膜に存在する光捕集色素タンパク質は chlorophyll (Chl) cや fucoxanthinを

結合しており（fucoxanthin-chlorophyll a/c binding protein; FCP）（ Green 2003）、 

FCPに結合した fucoxanthinは 500～550 nmの光を吸収する。海洋では、珪藻は

表層から有光層下部までと広く分布し、光環境への馴化を行いつつ光合成を行

っているが、水中では深部ほど赤色光が減っていくので（ Kirk 1994）、 chlorophyll

の長波長吸収帯（QYバンド）による光吸収効率が低くなる。一方、青緑色の光

が残るので、珪藻が光合成を行う上で多数の fucoxanthinが結合したアンテナタ

ンパク質を持つ意義は大きい。また、過剰な光エネルギーから光化学系を守る 

diadinoxanthin cycle色素（ diadinoxanthinと diatoxanthin）（ Olaizola et al. 1994）も 

FCPに結合していると考えられている。

近年、中心目珪藻 Thalassiosira  pseudonanaと羽状目珪藻 Phaeodactylum 

tricornutumのゲノムが解析され（ Armbrust et al. 2004、Bowler et al. 2008）、どち

らの珪藻も少なくとも３０種の FCP遺伝子を保持していることが示されている。

これらの FCP遺伝子の翻訳産物（タンパク質）は、その配列を基に大きく３種

類（ Lhcf、Lhcr、Lhcx）に分類されている。 Lhcfは主要な古典的光捕集タンパ

ク質、Lhcrは紅藻の光化学系 I（系 I）に結合して機能している LHCIに相同の

タンパク質、 Lhcxは緑藻 Chlamydomonas  reinhardtiiや T.  pseudonanaの LI818

（LhcSR）タンパク質（ Savard 1996; Richard 2000; Zhu and Green 2010）に相同性

があり、非光化学消光（ non-photochemical  quenching  (NPQ)）に関わるものであ
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る（ Bailleul et al. 2010）。P. tricornutumにおいていずれの FCP遺伝子も発現して

いることが確認されているが（ Scala et al. 2002）、３０種以上存在するそれぞれ

の遺伝子産物の機能の相違については、十分な解明は進められていない。

緑色植物の葉緑体チラコイド膜では、光を効率的に捕集するためのアンテナ

タンパク質、光捕集クロロフィル a/b結合タンパク質複合体（light  harvesting 

chlorophyll a/b binding protein; LHC）が光化学系に結合して働いていることが知

られている。珪藻の光捕集色素タンパク質 FCPも、 LHCと同様に、光化学系に

結合して働いていると考えられている。FCPのアポタンパク質は LHCアポタン

パク質のホモログで、共通の一次構造が見られる。しかし LHCと異なり、 FCP

には Chl bの代わりに Chl cが結合し、luteinの代わりに fucoxanthinが結合して

いる。また、 chlorophyllと carotenoidの比が光化学系 II（系 II）の LHC、つまり 

LHCIIではおよそ 4：1（Chl aおよび Chl b：carotenoids = 13-15 ： 3-4）（Liu et 

al. 2004）であるが、 FCPではおよそ 1：1（Ikeda et al. 2008）と、大きな差があ

る。そして、珪藻のチラコイド膜には多量の FCPが存在し、全 chlorophyllの 70%

以上が FCPに結合している（ Fujita and Ohki 2004）。アンテナタンパク質が多い

ことは弱光環境において光合成を行うときに大変効果的である。しかし強光環

境での過剰な光エネルギーは、光化学系に障害を与える（ Demig-Adams 1990）。

強光環境で培養された珪藻では、強光保護のための NPQ機構に関わると考えら

れる diadinoxanthin サイクル色素が増加する（ Arsalane et al. 1994; Ban et al. 2006; 

Ikeya  et  al.  2000;  Kashino  and  Kudoh  2003;  Lohr  and  Wilhelm  1999;  Olaizola  et  al. 

1994;  Olaizola  and  Yamamoto  1994)。diadinoxanthin  cycleは、xanthophyll  cycle

（Demig-Adams  1990）の一種であり、その活性は珪藻の種や生育光環境に依存

する。例えば、海洋性中心目珪藻 C.  gracilisでは、強光で生育しても NPQレベ

ルは低いままであるが、海洋性羽状目珪藻 P. tricornutumでは生育光強度が高く

なるにつれて diadinoxanthin cycle色素の蓄積量が増加するとともに NPQも増加

する（ Ban et al. 2006）。一方、弱光で培養した C. gracilisの FCP画分（ FCP-B/C）

の過剰エネルギー消光が顕著であるとの対照的報告が見られる（Nagao  et  al. 

2013b）。しかしながら、特定の種類の FCPが常に消光に関わっているというよ
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り、FCPの構造変化や会合状態の変化が NPQを担っている、という見方が出て

きている（ Büchel 2014）。したがって、自然界における光環境下での珪藻の適応・

馴化の戦略を充分に理解するためには、FCP複合体の詳細な生化学的解析が重

要である。

珪藻の光合成系の生化学的研究は、長い間、珪藻の細胞を取り囲む堅いシリ

カの殻に阻まれてきた。中心目珪藻 C. gracilisから凍結・融解という簡便な方法

で健全なチラコイド膜が所属研究室で開発されて発表されたのは、ようやく 

2005年のことである（ Ikeda et al. 2005）。この手法により、光化学系 I（Ikeda et al. 

2005: Ikeda et al. 2008）、光化学系 II（Nagao et al. 2007: Nagao et at. 2010）複合体

が単離された。そして、それら複合体は、他のどの珪藻よりも詳細に生化学的・

分光学的解析が実施された。一方、淡水産中心目珪藻 Cyclotella meneghinianaの 

FCP複合体について詳細な解析がなされているが（Büchel  2003）、C.  gracilisの

光捕集系については解析が不充分である。珪藻の種類により FCPの性質が大き

く異なるため（ Nagao et al. 2013a）、 光 化 学 系 複 合 体 に つ い て の 詳 細 な 生 化 学 的 ・

分光学的解析が進められてきた C.  gracilisの FCPについての同様の詳細な解析

が希求される。

本研究では、３０種類程度存在する FCPタンパク質のそれぞれの機能を特定

することを目指す一環として、海洋性中心目珪藻 C. gracilisの細胞内に多量に存

在する FCP複合体の構成タンパク質の特定とその機能の解明を目指した。 C. 

gracilisからショ糖密度勾配遠心法によって精製した FCP複合体のタンパク質

組成を解析することにより、 Lhcf3および Lhcf4相同タンパク質が構成成分とし

て同定された。また、蛍光発光スペクトルの解析により、この FCP複合体は光

エネルギーの捕集と伝達のために働いていることが示された。この結果から、

珪藻のチラコイド膜に多量に含まれる FCP複合体が、高等植物の LHCII三量体

と同様に光化学反応中心複合体に直接には結合しておらず、生育光強度に応じ

て間接的に結合する光化学反応中心を変えることにより、２つの光化学系の励

起バランスの調節に関わっているというモデルを、提案するものである。
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第２章 材料と方法 

1-1 珪藻の培養

海洋性中心目珪藻 C. gracilis（UTEX LB 2658）を昼白色の蛍光灯を光源とし

た連続光下でダイゴIMK培地（Nihon  Pharmaceutical,  Osaka,  Japan）と 0.2  mM 

Na2SiO3を加えた人工海水（ Marine  Art  SF-1;  Tomita  Pharmaceutical,  Tokushima, 

Japan）中で、空気を通気し、20oCで8 L（x ４本）の培養を行った（Ikeda et al. 2008）。 

2週間の培養後、Pellicon2（Merck Millipore, Billerica, MA USA）を用いて細胞を

濃縮した後、5,000 x g、15分、4oCで遠心を行って細胞を集め、溶液 A [1 M betaine, 

5% (w/v) glycerol, 50 mM 2-N-morpholinoethanesulfonic acid-NaOH (pH 6.5), 10 mM 

MgCl2,  and  5  mM  CaCl2]で一度洗い、沈澱を同じ溶液Aに懸濁し、使用するまで

凍結保存した。 

1-2 チラコイド膜に含まれるタンパク質複合体の精製 

C. gracilisのチラコイド膜は凍結破砕法で調製した（ Ikeda et al. 2005; Ikeda et al. 

2008）。簡潔には、凍結保存した細胞を解凍することにより細胞を破壊し、溶

液Aで希釈し、 4oC、5,000 x g、10分の遠心をした。得られた沈殿を溶液 Aに懸濁

して、チラコイド膜標品とした。そのチラコイド膜を 1.0 mg Chl a/mLに調整し、 

2.0% (w/v) n-dodecyl-ß-D-maltopyranoside (DDM)（Anatrace, Maumee, OH USA）で 

20分、4oC、暗所において可溶化処理し、 4oC、5,000 x g、15分の遠心を行い、上

清として可溶化チラコイド膜標品を得た。0.04%  DDMと1.0-1.5  Mの連続的なシ

ョ糖濃度勾配を含む溶液 Aの上に可溶化チラコイド膜標品を載せ、4oC、300,000 

x g、16時間のショ糖密度勾配遠心を行い、タンパク質複合体を分離した。 

1-3 タンパク質解析 

Blue native-polyacrylamide gel electrophoresis（BN-PAGE） 

Schägger（2002）および菓子野（ 2009）に従い、5%T-10%Tアクリルアミド

の連続的濃度勾配のスラブゲルにより行った。１レーンあたり 5 µg Chl a相当量
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の標品を用い、0.5% (w/v) Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250をサンプルに加え、

泳動サンプルとした。泳動は、 4oC、電圧 60 Vで約 23時間泳動した。原法では

泳動先端が分離ゲルの中程に到達した段階で上部電極液（負極）を半分濃度

（0.002% (w/v)）の CBB G-250を含む電極液に交換するが（ Schägger 2002）、本

研究では、菓子野（ 2009）および Takahashi（2009）に記載のように、当初から

半分濃度の 0.0025 (w/v)の CBB G-250を含む上部電極液にて泳動を行った。

変性電気泳動 

6 M ureaを含む、18% (w/v)アクリルアミドゲルもしくは 16-22 % (w/v)アクリ

ルアミド連続的濃度勾配ゲルにより、変性電気泳動（ sodium  dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE）を行った（ Kashino et al. 2001; 

Kashino 2003）。泳動終了後、ゲルを染色液（ 0.04% (w/v) CBB R-250、10% (v/v) 

acetic acid、25% (v/v) methanol）で約 1時間振盪してタンパク質を染色した。ゲ

ルの脱色は脱色液（ 7% (v/v) acetic acid、25％ (v/v) methanol）中でキムワイプに 

CBB R-250を吸着させながら振盪しておこなった。必要に応じ、 Kashino（2003）

に記載の方法により、銀染色を行った。そのために、泳動後のゲルを 10%  (v/v) 

acetic  acid、40%  (v/v)  ethanol溶液に 30分以上浸漬した後、320  µM  dithiothreitol

溶液に 30分間浸した。 0.2% (w/v) AgNO3溶液に 30分浸漬後、発色液（ 3% (w/v) 

Na2CO3、0.25%  (v/v)  HCHO）を用いてタンパク質を染色した。適切な染色状態

が得られた時点で、10% (v/v) acetic acidを加えて発色反応を停止した。 CBB R-250

染色でポリペプチドの充分な検出が得られなかった場合、そのゲルをそのまま

用いてこの方法により銀染色を行った。

ウエスタンブロット

電気泳動後（ BN-PAGEまたはSDS-PAGE）のゲルを、ブロッティング液（ 100 

mM Tris、192 mM glycine、5% (v/v) methanol、0.02% (w/v) SDS）で約 15分間浸漬

した。ゲルと同じ大きさに polyvinylidene  difluoride（PVDF;  Merck-Millipore）膜

（ポアサイズ： 0.45 µm）１枚、ろ紙８枚を切り抜いた。ろ紙はそのまま、 PVDF 

9



  

 

    

 

 

 

   

 

 

     

 

膜はメタノールによるウェッティング処理後、ブロッティング液に浸漬した。

ホライズブロット（ Nihon  Eido,  Tokyo,  Japan）の下部電極板の上にろ紙を４枚、 

PVDF膜、ゲルを順に載せた後、さらに４枚のろ紙を載せ、その上に上部電極板

を被せた。ゲル面積 1  cm2あたり2  mAとして、 45分間通電した。その後PVDF膜

を取り出し、amido black [0.1% (w/v) amido black、10% (v/v) methanol、2% (v/v) 

acetic acid]によりタンパク質バンドを確認した後、１次抗体（抗 CP1（PsaA/B）、

抗PsbC、抗 CP43（以上Kashino et al. 1990）、抗PetA、抗FCPs、抗Fcp4抗体）、２

次抗体（ Goat Anti-Rabbit HRP Conjugate; Bio-Rad, Hercules, CA USA）を用いて検

出した。抗 FCPs抗体は、ラフィド藻 Heterosigma akashiwoのFCPsに対する抗体で 

Prof. B. R. Green（the University of British Columbia）から分与頂いたものである。

抗PetA抗体は、シアノバクテリア Synechocystis sp. PCC 6803のcytochrome f (PetA)

の２７０番目から２８４番目までのアミノ酸配列（ KKKQIEKVQAAELNF）の

合成ポリペプチドに対して作成した抗体で、抗 Fcp4抗体は、中心目珪藻T. 

pseudonanaの Fcp4の ３ １ 番 目 か ら ４ ４ 番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 配 列

（QERFDRLRYVEIKH）の合成ポリペプチドに対して作成した抗体である。一

次抗体が反応したポリペプチドバンドは、 LAS4000mini（ GE  Healthcare, 

Buckinghamshire, England）を用いて化学発光（ WestPicoまたはWestFemto; Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA USA）により検出した。

ポリペプチドのアミノ酸配列分析

ショ糖密度勾配遠心法によって得られたFCP複合体に含まれるタンパク質を6 

M  ureaを含む、18-24%  (w/v)アクリルアミド連続的濃度勾配ゲルを用いた 

SDS-PAGEによって分離し、半乾式ブロッティング装置（モデル AE-6675；ATTO, 

Tokyo, Japan）を用い、転写溶液（50 mM Tris, 30 mM boric acid, 0.02% (w/v) SDS 

and  5%  (v/v)  methanol）により2  mA/cm2の電流を50分間通電し、電気泳動的に 

PVDF膜（Merck Millipor;ポアサイズ： 0.2 µｍ）に転写した。フォルミル化 N末端

のデブロッキングのため、転写後の PVDF膜を0.6 N HClで一晩処理した（ Ikeuchi 

et al. 1989）。その後、転写されたポリペプチドバンドを amido blackにより染色し、
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バンドを切り出してポリペプチドシーケンサ（Procise  494;  Applied  Biosystems, 

Foster City, CA, USA）により N末端アミノ酸配列を解析した。 

N末端がブロックされていた場合、FCP複合体に含まれるタンパク質を6  M 

ureaを含む、 18-24%  (w/v)アクリルアミド連続的濃度勾配ゲルを用いた 

SDS-PAGEによって分離し、CBB R-250により染色後、分離されたポリペプチド

バンドをそれぞれ切り出した。0.1% (w/v) SDSを含む溶液Aを加え、ホモジナイ

ザーULTRA-TURRAX DISPERSER T 10（IKA, Staufen, Germany）によってゲル

を破砕し、ゲルからタンパク質を抽出した。抽出液に含まれるタンパク質を 

Amicon  Ultra-15（10,000  NMWL,  Merck-Millipore）によって濃縮し、溶液 Aを加

えて再び濃縮した（洗い）。この洗いにより、後述のリシルエンドペプチダーゼ

処理の障害となるSDSの大部分が除去されたことが期待される。 FCPのアポタン

パク質は膜タンパク質であるが、タンパク質に結合した CBBにより可溶化状態

が保持されたものと考えられる。このようにして SDS-PAGEゲルから抽出、濃縮

されたポリペプチドサンプル50 µLに、1 M Tris-HCl (pH 9.0)を50 µL、2.75 AU/mL 

Lysyl Endopeptidase（Wako, Osaka, Japan）を1 µL加え、37oCで5時間酵素処理し

た。その後、適量の変性液とスクロース顆粒を比重を大きくするために加え、 6 

M  ureaを含む、18-24%  (w/v) アクリルアミド連続的濃度勾配ゲルを用いて 

SDS-PAGEを行った。そして、上記のようにして PVDF膜（ポアサイズ： 0.2 µm）

に転写した。フォルミル化N末端のデブロッキングのため、転写後のPVDF膜を 

0.6 N  HClで一晩処理した後、amido  black染色し、乾燥させた。膜上のタンパク

質のバンドを切り出し、ポリペプチドの内部配列解析をProcise  494（Applied 

Biosystems）にて行った。 

1-4 等電点二次元電気泳動

アガロースゲルを用いた等電点電気泳動法

アガロースを支持体として（ Kashino et al. 2007）、膜タンパク質の分離が可能

な等電点電気泳動法の条件検討を行った。最終濃度 1.5%  (w/v)のアガロース

（isoelectrophoresis grade; GE Healthcare）を電子レンジを用いて溶かし、最終濃
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度0.66  Mソルビトール、15%  (v/v)  2-propanol,  3.5%  (w/v)  DDM,  5  M  urea,  2  M 

thiourea, 25 mM dithiothreitol, 10% (v/v) pharmalyte (pI = 3-10), 0.002% (w/v) Orange 

Gとタンパク質サンプル（最終濃度 0.12  µg  Chl a/mL）を混合した。ソルビトー

ルを含むため、アガロースの迅速な固化が起こらず、余裕を持って作業を進め

ることができる。この混合液 0.6 mLを5 x 120 mmのろ紙（ No. 2; Advantec, Tokyo, 

Japan）に載せ、暗所、 4°Cで一晩静置してアガロースを固化させた。アガロース

の固化を確認後、ろ紙をそのままで等電点電気泳動槽（NA-1410R;  Nihon-Eido）

に載せ、ミネラルオイルを重層してゲルの乾燥を防ぎつつ、一次元目の等電点

電気泳動を行った。印加電圧を徐々に上げ、最終的に 500 Vの印加を12時間行っ

た。一次元目の泳動が終了した後、ゲルをろ紙に載せたまま変性液（ 5.2% (w/v) 

LDS,  172  mM  Tris-HCl  (pH  8.0),  40  mM  dithiothreitol,  0.5  M  sucrose,  0.01%  (w/v) 

pyronine）に浸した。このゲルストリップを6  M  ureaを含む18%  (w/v) アクリル

アミドゲルに載せ、二次元目の SDS-PAGEを行った。銀染色を行い、タンパク質

の検出を行った。 

IPGゲルを用いた等電点電気泳動法

等電点電気泳動に多用されているImmobilized  pH  gradient  (IPG)  gel  strip  (pI  = 

3-6;  GE  Healthcare) を用いた。タンパク質標品に1%  (w/v) DDM,  15%  (v/v) 

2-propanol, 5 M urea, 2 M thiourea, 50 mM dithiothreitol, 10% (v/v) pharmalyte (pI = 

4-6)を加え、泳動用サンプルとした。これを用いて24時間かけてIPG gel strip を

膨潤させた。NA-1410R等電点電気泳動槽を用い、最終的に 1,000 Vを15時間印加

した。このゲルストリップを上記変性液に浸した後、 6 M ureaを含む18% (w/v) ア

クリルアミドゲルに載せ、二次元目の SDS-PAGEを行った。銀染色を行い、タン

パク質の検出を行った。
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1-5 分光学的解析 

chlorophyll濃度測定 

Chl aの濃度測定はPorra et al.（1989）の方法に従った。methanolで色素を抽出

し、 10,000  rpm、3分間、室温で遠心してタンパク質を沈澱として除去した。上

清の750.0 nmと665.2 nmでの吸光度を測定し、Chl a濃度を下記の計算式で求めた。

分光光度計はUV-2700（Shimadzu, Kyoto, Japan）を用い、スリット幅は 1 nmとし

た。 

Chl a (g/L) = (A665.2 – A750.0)/79.95

吸収スペクトル測定

測定はMPS-2000  Spectrophotometer（Shimadzu）を用いて25oCで行った。印刷

されたスペクトルを、デジタイジングソフトウェア DataThief  III 

（http://www.datathief.org）によりデジタイズし、 KaleidaGraph（Synergy Software, 

Reading, PA, USA）により再プロットした。

動的光散乱測定 

Zetasizer µV system（Malvern Instruments Ltd, Malvern, UK）を用いて動的光散

乱の測定を行い、Zetasizer software ver. 6.01によりブラウン運動に基づいた分子

サイズを得た。

蛍光スペクトル測定

蛍光スペクトルは、FluoroMAX-4 fluoro-spectrometer（Horiba, Kyoto, Japan）を

用い、液体窒素温度 77 Kで測定した。サンプル濃度は、 1.0 µg Chl a/mLとした。

蛍光スペクトルは、430 nm（スリット幅; 5 nm）で励起して測定した。検出条件

は、スリット幅1  nmで、蓄積時間が 0.1  sであった。また、励起スペクトルは、 

400  nmから600  nmで励起し、675  nmの発光を測定した。生データは、まず機種

13 
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依存的感度補正を行い、ついで、光源のキセノンランプを用いて波長依存的感

度補正を施した上で、データとして用いた。測定に際しては、キセノンランプ

を用いて励起側波長校正を行い、純水のラマンスペクトルを用いて検出側の波

長校正を行った。校正の際のスリット幅は2 nmで、蓄積時間は0.4 sであった。 

1-6 色素分析

光合成色素をN,N-dimethyl-formamideで抽出し（ Furuya et al. 1998; Hashihama et 

al. 2010）、 Prodigy 5 (ODS 3) column (150 x 4.60 mm)（Phenomenex, Torrance, CA 

USA）を用いた逆相 HPLCによって分離した（ Kashino and Kudoh 2003）。 HPLC

は、SCL-10Aコントローラを備えたLC-10ADポンプシステムを用い（いずれも 

Shimadzu）、溶出色素をフォトダイオードアレー検出装置（ SPD-M10Avp）で検

出し、解析ソフトウェア CLASS-M10Aによって分析した（いずれも Shimadzu）。

溶出溶媒A（0.02 M ammonium acetate, 80% (v/v) methanol）でカラムを平衡化さ

せてサンプルをカラムに吸着させた後、0.8 mL/minの溶出流速で0~100% (v/v)へ

の溶出溶媒B（methanol:ethylacetate = 7:3）の55分間の濃度勾配で色素の溶出を行

った（ Kashino and Kudoh 2003）。 Chl c、fucoxanthin、diadinoxanthin、diatoxanthin、 

β-caroteneの標準色素は、Water Quality（Denmark）から得、 Chl aは、Porra et al. 

（1989）にしたがって定量した色素を基にした。
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第３章 結果 

3.1. チラコイド膜上のタンパク質複合体の分離と解析 

3.1.1. BN-PAGEによる膜タンパク質複合体の分離 

C. gracilisから調製したチラコイド膜を 2.0%の DDMで可溶化し、膜タンパク

質複合体を複合体のまま、分子量に応じて分離することが可能な BN-PAGEによ

って、チラコイド膜に含まれる膜タンパク質複合体の分離を行った（図 1）。100 

kDa以下から 700 kDa以上にわたって複数の膜タンパク質複合体が分離された。

それらの中には、chlorophyllを結合した２本の太いバンドおよび複数の細いバン

ドが見出された。分離された膜タンパク質複合体に含まれるタンパク質を、ウ

エスタンブロットによって解析した。系 I複合体を特定するために抗 CP1抗体

（シアノバクテリア Thermosynechococcus  elongatusの反応中心タンパク質 PsaA 

/Bに対する抗体）、系 II複合体を特定するために抗 CP43抗体（シアノバクテリ

ア T. elongatusの光化学系 Ⅱ内在性クロロフィル結合アンテナタンパク質 CP43

に対する抗体）、Cyt b6/f複合体を検出するために抗 PetA抗体（シアノバクテリ

ア Synechocystis sp.  PCC  6803の cytochrome f（ PetA） の 一 部 配 列

（-KKKQIEKVQAAELNF-）に対する抗体）を用いた。また、 FCPタンパク質を

検出するために、珪藻（珪藻綱）と同じ不等毛植物門に属するラフィド藻（ラ

フィド藻綱）Heterosigma akashiwoの総 FCPから作られた抗体である抗 FCPs抗

体、および、 T.  pseudonana の Fcp4（ Lhcf4）の N 末端に近い部位

（-QERFDRLRYVEIKH-）に特異的な抗体である抗 Fcp4抗体を用いた。抗 CP1

抗体、抗 CP43抗体がシアノバクテリアから高等植物に至るまで幅広い交差反応

性を示すことは、Kashino et al.（1990）により示されている。抗 FCPs抗体が C. 

gracilisの多種の FCPアポタンパク質に反応することが Ikeda et al.（2008）によ

り示されている。抗 FCP4抗体作製に用いたアミノ酸配列は、本研究により C. 

gracilisの対応タンパク質であることが示されることになるタンパク質の対応部

分アミノ酸配列と完全に一致することが、後に確認された。抗 PetA抗体は、種

間相同性の高い部位を抗原として作製されたものであるが、珪藻 T.  pseudonana

の cytochrome fの 対 応 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 と も 相 同 性 が 高 く 、 

KKKQIEKVQAAELNFの５番目の Iが Yに置換されているのみである。６番目
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以降のアミノ酸が１０残基であり、抗体はポリクローナル抗体である。したが

って、この抗 PetA抗体が C.  gracilisの cytochrome fにも反応する可能性が高い

と考えられる。 

BN-PAGE後、PVDF膜に転写し、上記の抗体を用いて検出した。転写後のゲ

ルを CBB  R-250で染色したところ、ポリペプチドはほとんど染色されなかった

ので、ほぼすべてのポリペプチドが PVDF膜に転写されたと考えられる。図 2

に示したように、抗 CPI、抗 CP43、抗 PetA、抗 FCPs抗体すべてが約 600 kDa

のバンド（a）に反応した。一方、抗 Fcp4抗体は２つの光化学系反応中心複合

体が含まれるこの約 600 kDaのバンド（ a）には反応せず、約 66 kDaのバンド（ b）

に反応した。このバンドには、抗 FCPs抗体も反応を示したが、抗 CPI、抗 CP43、

抗 PetA各抗体の反応はなかった（図 2）。

このようにして分離された各膜タンパク質複合体を構成しているタンパク質

を解析するために、変性条件で二次元目の電気泳動を行った（図 3）。この結果、 

BN-PAGEにより分離され、抗 Fcp4抗体が反応した約 66  kDaのバンドからは、

泳動度が近接した約 20 kDaの２～３個のポリペプチドスポットが得られた。し

たがって、Fcp4を含むタンパク質複合体は、ほぼ同じ分子量のタンパク質から

構成されていることになる。

他の２種の珪藻 T.  pseudonanaと P.  tricornutumを用いて、同様にチラコイド

膜タンパク質複合体の分離と解析を行った（図 4）。C. gracilisの場合と同様に、

光化学系複合体が存在しているバンド（a）に抗 FCPs抗体が反応した一方で、

抗 Fcp4抗体は光化学系反応中心複合体が存在しない約 66 kDaのバンド（ b）に

反応した。このバンド（ b）には、抗 FCPs抗体も反応した。
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図図 1；；Blue  Native  PAGE による による C.  gracilisのチラコイド膜上のタンパク

質複合体の分離

のチラコイド膜上のタンパク

質複合体の分離

左；CBB R-250染色前の画像。 右；CBB R-250染色後の画像。同一のゲルの

染色前後の画像を並列させたものである。

左の数字は分子量マーカー（Native Mark; Invitrogen）の位置を示している。 
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図図 2；；C. gracilisのチラコイド膜タンパク質複合体のウエスタンブロット

による解析

のチラコイド膜タンパク質複合体のウエスタンブロット

による解析

幅広ウェルを用いて BN-PAGEを行い、 PVDF膜への転写後に同一レーンを縦

に５本に切り分け、抗 CPI、抗 CP43、抗 PetA、抗 FCPsおよび抗 Fcp4抗体を

用いて染色した画像を並べたものである。 

a. 抗 CPI、抗 CP43、抗 PetA、抗 FCPsのいずれの抗体も反応した複合体。 

b. 抗 Fcp4抗体および抗 FCPs抗体が反応した複合体。
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図 図 3；；C. gracilisのチラコイド膜上のタンパク質複合体を構成しているタ

ンパク質

のチラコイド膜上のタンパク質複合体を構成しているタ

ンパク質

図 1の BN-PAGE後（ゲル上部のストリップ、上； CBB  R-250染色前の画像、

下；CBB R-250染色後の画像）、変性条件で二次元目の泳動を行い、銀染色を行

った画像。

矢印（赤）； Fcp4を含む複合体。

楕円（赤）；約 20 kDaの泳動度が近接した２～３本のタンパク質のスポット。 
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図 図 4； ； C. gracilis、、T. pseudonanaおよび および P. tricornutumのチラコイド膜

上のタンパク質複合体の分離と解析

のチラコイド膜

上のタンパク質複合体の分離と解析

幅広ウェルを用いて BN-PAGEを行い、 PVDF膜への転写後に同一レーンを縦

に５本に切り分け、抗 CPI、抗 CP43、抗 PetA、抗 FCPsおよび抗 Fcp4抗体を

用いて染色した画像を並べたものである。 

a. 抗 CPI、抗 CP43、抗 PetA、抗 Fcpsのいずれの抗体も反応した複合体。 

b. 抗 Fcp4抗体および抗 FCPs抗体が反応した複合体。
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3.1.2. ショ糖密度勾配遠心法による膜タンパク質複合体の分画 

3.1.1.と同様に、C. gracilisから調製したチラコイド膜を DDMで可溶化し、シ

ョ糖密度勾配遠心法によって、チラコイド膜タンパク質複合体の分離を行った。

条件検討を行った結果、2.0% (w/v) DDMでチラコイド膜を可溶化し、0.04% (w/v) 

の DDMを含んだ 0.8-1.5 Mショ糖の連続密度勾配に載せ、300,000 x gで 16時間

の遠心を行うことで、ひとつの褐色の画分（ F1）とふたつの緑色の画分（ F2、 

F3）が得られた（図 5）。 chlorophyll定量の結果、褐色の画分には細胞内 

chlorophylla、cのそれぞれ約 50%、約 70%が含まれていた（表１）。

表 １ ショ糖密度勾配遠心分離により分画された画分に含まれていた 表 １ ショ糖密度勾配遠心分離により分画された画分に含まれていた 

Chl a、、cの量の一例 の量の一例 

Chl a (µg) Chl c (µg)

チラコイド膜（出発材料） 977 172 

F1 469 121 

F2 278 37.7 

F3 77.2 12.9

可溶化処理後の遠心により除去される不溶性画分にも光合成色素が含ま

れるため、画分 F1、F2、F3の各色素の合計は、出発時のチラコイド膜

に含まれる色素量よりも少なくなっている。

褐色の画分を、BN-PAGEによって解析したところ、約 66  kDaの主要なバン

ドおよびそれよりも顕著に少量の約 146  kDaのバンドが分離された。この主要

な約 66  kDaのバンドは、チラコイド膜を同じ 2.0%  (w/v) DDMで可溶化して 

BN-PAGEによって分離したときに多量に検出された膜タンパク質複合体のバ

ンド（ b）（図 1）とほぼ同じ分子量であった（図 6）。この褐色の画分の主要構

成タンパク質は（図 7、F1画分）、図 1のバンド（ b）の主要構成タンパク質（図 

3）に対応すると考えられる。さらに、タンパク質の分離がより良好なアクリル

アミド連続的密度勾配ゲルを使った SDS-PAGEを行ったところ、主要な２つの

タンパク質バンドの間に少量のタンパク質バンドが１つ確認され、画分 F1に含
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まれているタンパク質は、近接した泳動度を示す少なくとも３つのタンパク質

から構成されていることが判明した（図 8）。

また、ショ糖密度勾配遠心分離によって分離された画分 F2と F3について、

系 Iに特異的な抗 Psa/PsaB抗体と系 IIに特異的な抗 PsbB抗体を用いて免疫染色

を行ったところ、画分 F2には主に系 I複合体が、画分 F3には主に系 II複合体

が含まれていることがわかった（図 7）。
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図 図 5；シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ る ；シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 法 に よ る C. gracilisチラコイド膜の色素結合タ

ンパク質複合体の分画 

チラコイド膜の色素結合タ

ンパク質複合体の分画 

1 mg Chl a相当量の C. gracilisのチラコイド膜を 2.0% (w/v) の DDMによって

可溶化し、ショ糖密度勾配遠心によって分画した。得られた主要画分を、ショ

糖密度勾配の上からそれぞれ F1、F2そして F3とした。
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図 図 6；シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 に よ り 得 ら れ た ；シ ョ 糖 密 度 勾 配 遠 心 に よ り 得 ら れ た C. gracilisの各色素結合膜タン

パク質複合体の 

の各色素結合膜タン

パク質複合体の Blue-Native PAGEによる解析による解析

図 5で得られた画分 F1、F2、F3を BN-PAGEで泳動し、CBB R-250で染色を

行った画像である。

円で囲った複合体が、FCP複合体である。

左の数字は分子量マーカーの位置を示している。
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Identification of FCP proteins

Polypeptidesa,b, andcin fraction F1 (Fig. 3) were sub-

jected to N-terminal amino acid sequencing for identifi-
cation. However, their N-termini were blocked, like those

of the FCP proteins bound to the photosystem I complex
(Ikeda et al. 2008). Therefore, their internal amino acid

sequences were evaluated. Polypeptides were isolated from

the gel, partially digested with lysyl endopeptidase, and the
resulting fragment polypeptides were separated by elec-

trophoresis (Fig. 3) (Kashino et al. 2002). The polypeptide

fragment patterns from polypeptidesa,b, andcwere dif-
ferent, but each was quite simple. This strongly suggested

that each band (a,b, andc) contained only one kind of

polypeptide. All of the distinguished polypeptide fragments
shown in Fig. 3 were subjected to amino acid sequencing.

Only three fragments (indicated by arrowheads in Fig. 3,

two in bandaand one in bandc) gave meaningful amino
acid sequences. All of the determined sequences were the

same: kHGRIAQLAFLGN.

Homology searches identified twoT. pseudonanaproteins
containing this sequence (Armbrust et al. 2004); Lhcf3

(Fcp3) and Lhcf4 (Fcp4). Our preliminary cloning work

identified two genes whose translated proteins were equiva-
lent to Lhcf3 and Lhcf4. The deduced molecular sizes of

Lhcf3- and Lhcf4-equivalent proteins were 22,449 and

21,301 Da, respectively. Therefore, the polypeptidesaand

cin Fig. 3 appeared to be Lhcf4- and Lhcf3-equivalent
proteins, respectively. Two-dimensional IEF electrophoresis

was performed to confirm this assignment (Fig. 4). Gener-

ally, it is difficult to separate membrane proteins by two-
dimensional IEF (Kashino 2003). Hydrophobic proteins such

as D1 (PsbA) and D2 (PsbD) whose grand average hydro-

pathicity (GRAVY) values are 0.308 and 0.361, respectively,
were first separated on a two-dimensional IEF gel using

agarose as the supporting matrix for the first-dimensional IEF

(Kashino et al. 2007). In this work, we improved the method
for ease of operation, as described in ‘‘Materials and meth-

ods’’ section. Three spots apparently corresponding to band
a,b, andcin Fig. 1 were distinguished on the two-dimen-

sional IEF gel at around pI4.9, confirming that the purified

FCP complex consisted of only three subunit proteins. The
estimated pIvalues of two major spots were 4.86 (higher

molecular mass polypeptide) and 4.92 (lower molecular mass

polypeptide). Based on the deduced molecular masses
(21,298 and 21,301 Da, respectively) and pIvalues (4.76 and

4.81, respectively) of Lhcf3- and Lhcf4-equivalent proteins,

we identified the larger molecular mass polypeptide as an
Lhcf3-equivalent protein and the smaller molecular mass

peptide as an Lhcf4-equivalent protein. We note that there is

some uncertainty about the molecular masses, pIvalues, and
GRAVY values, since they were calculated without

A B

F1

F2

F3

C
F1

a
b
c

kDa

67

43

30

20

14.4

94

Fig. 1Separation pattern of pigment-binding proteins after sucrose
density gradient centrifugation, and polypeptides in the top brown
fraction (F1).aSolubilized membranes subjected to sucrose density
centrifugation.bPolypeptides in fractions F1–F3 (10lL) were
separated by SDS-PAGE (6 M urea, 18 % acrylamide), and stained
with Coomassie. PsaA/B and PsbB were detected by specific
antibodies to assess photosystems I and II, respectively.cPolypeptide

composition of fraction F1 analyzed by SDS-PAGE (6 M urea,
16–22 % acrylamide gradient) at 2lg Chla, and stained with
Coomassie. Molecular size marker proteins are shown on theleft
(bPrestained SDS-PAGE Standards (broad range), Bio-Rad and
cAmersham low molecular weight calibration kit for SDS Elec-
trophoresis, GE Healthcare)
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kDa 
192 
117 
99 

54 

37 

29 

20 

7.4 

F1 F2 F3 

F2 F3 

αPsaA/B 

αPsbC 

図  7；ショ糖密度勾配遠心により得られた 図  7；ショ糖密度勾配遠心により得られた C.  gracilisC.  gracilis の各色素結合膜

タンパク質複合体の SDS -PAGE による解析 

の各色素結合膜

タンパク質複合体の SDS -PAGE による解析 

1 mg Chl a/ mLのチラコイド膜に終濃度2.0%のDDMを加えて可溶化し、ショ糖

密度勾配遠心法によって分画された画分 F1、F2、F3から10 µLをそれぞれ 

SDS-PAGE (6 M urea, 18% acrylamide)によって分離し、CBB染色した画像であ

る。各泳動量は、F1が0.57 µg Chl a、F2が0.30 µg Chl a、F3が0.20 µg Chl a相

当量であった。

枠内は画分F2、F3を泳動し、抗 CP1抗体（αPsaA/B）、抗CP43抗体（αPsbC）

で免疫染色を行った結果である。

左の数字は分子量マーカーの位置を示している（Prestained SDS-PAGE 

Standards (broad range), Bio-Rad）。 
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図 図 8；ショ糖密度勾配遠心により得られた ；ショ糖密度勾配遠心により得られた C.  gracilisの画分 の画分 F1の色素結

合膜タンパク質複合体の 

の色素結

合膜タンパク質複合体の SDS-PAGEによる解析による解析

図 5で得られた画分 F1を SDS-PAGE（6 M urea, 18-24% acrylamide）によっ

て分離し、3つの主なバンド（a、b、c）を得た。

左の数字は分子量マーカーの位置を示している（Amersham  low  molecular 

weight calibration kit for SDS Electrophoresis, GE Healthcare）。
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3-2  FCPの複合体を構成するタンパク質の同定 

C. gracilisのチラコイド膜からショ糖密度勾配遠心法によって分画された褐色

の画分は、その色および非変性・変性電気泳動（ BN-PAGE、SDS-PAGE）の結

果より、FCPの複合体である。そして、この精製された FCPの複合体は、精製

過程および上記の性質を鑑みると、 BN-PAGEによって分離される約 66  kDaの 

FCP複合体と同じものであると判断できる。 BN-PAGEによって分離される複合

体には、CBB  G-250が多量に結合しているため、そのままでは分光学的な解析

や色素分析に適さず、また、多量に調製することが難しかった。そこで、以降、

ショ糖密度勾配遠心法によって分離した FCP複合体を使って解析した。画分 F1

含まれる粒子の直径は、測定毎に若干のばらつきがあるものの、ほぼ一種類で

あることが動的光散乱の測定によって示された（図 9）。これは、この画分に

含まれる粒子の大きさが均一であることを示す。したがって、精製された FCP

の複合体の純度が高いことが示された。なお、動的光散乱に基づいた半径から

推定される分子の大きさは、 300～450 kDaであり、BN-PAGEで得られた分子の

大きさ 66 kDaの約５～７倍の大きさとなった。

ショ糖密度勾配遠心法によって得られた褐色の画分（ F1）を、 SDS-PAGEに

よって解析したところ、泳動度の近接した３つのポリペプチドバンドが得られ

た（図 7）。ここで、便宜上分子量の大きい方から a、b、cとする。CBB  R-250

で染色すると、 18 kDaのポリペプチド aと 16 kDaのポリペプチド cが多量に含

まれ、その中間の分子量のポリペプチド bが少量含まれていることがわかった。

画分F1からSDS-PAGEにより分離して得られたポリペプチド a、b、c（図 7）

のアミノ酸配列解析を行った。しかし、系 I複合体に結合した FCPタンパク質

（Ikeda et al. 2008）と同様に、 N末端がブロックされていた。そこで、内部配列

解析を行うことで、各ポリペプチドの同定を目指した。内部配列解析を行うた

めに、ポリペプチドを SDS-PAGE泳動後のゲルから抽出し、リシルエンドペプチ

ダーゼによって限定消化、6 M urea、18-24% acrylamide濃度勾配ゲルを用いた電

気泳動によって分離した（図 10）（Kashino et al. 2002）。ポリペプチド a、b、c 
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それぞれから得られた限定消化産物（ポリペプチド断片）の構成パターンは異

なり、a、b、cが異なるポリペプチドであることが推測できる。分離されたポリ

ペプチド断片のアミノ酸配列解析を行った。PVDF上で明確に視認できるポリペ

プチド断片全てについて解析を行ったが、４つのポリペプチド断片のみから、

配列を得ることができた。ポリペプチド aから２つ、ポリペプチド bとcからそれ

ぞれ１つが得られた（図 11）。ポリペプチドaとcから得られた配列はすべて同

じで、「 HGRIAQLAFLGN」という配列を得ることができた（図 11）。リシルエ

ンドペプチダーゼ処理により得られたポリペプチド断片であるので、この断片

の直前のアミノ酸残基はリシンである。したがって、アミノ酸配列は

「KHGRIAQLAFLGN」となる。この配列を完全に含むタンパク質を検索すると、 

T. pseudonanaのLhcf3とLhcf4の２つが見出された。また、ポリペプチド bからは、

１つのポリペプチド断片から「 (K)AEEKAGLAALLE」が得られたが、ゲノムデ

ータベース上に相同性の高いタンパク質は見出されなかった。
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図  9；画分 F1 に含まれる粒子の大きさの分布図  9；画分 F1 に含まれる粒子の大きさの分布

動的光散乱の測定により、ある大きさの粒子の体積が全粒子の合計体積に占め

る割合を粒子の半径に対してプロットしたもの。測定により若干のずれがあり、

３例を示した。
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図 図 10；；C.  gracilisから得られた から得られた FCPの複合体の３つのポリペプチドの限

定分解パターン

の複合体の３つのポリペプチドの限

定分解パターン

ショ糖密度勾配遠心法によって得られた FCPの複合体から SDS-PAGEによっ

て分離された３つのポリペプチド（ a、b、c）をリシルエンドペプチダーゼで処

理した。 

1. リシルエンドペプチダーゼによる限定分解前。 

2. リシルエンドペプチダーゼによる限定分解後。

各ポリペプチド a、b、cは、それぞれレーン１と２が同じゲルで泳動されたも

のである。左の数字は分子量マーカーの位置を示している。
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図 図 11； ； C. gracilisから得られた から得られた FCPの複合体の３つのポリペプチドの同

定 

の複合体の３つのポリペプチドの同

定 

FCPの複合体から得られたポリペプチド（ a、b、c）をリシルエンドペプチダー

ゼによって限定分解処理した。レーン１が処理前、レーン２が処理後。それぞ

れのポリペプチドから得られた断片のうち、アミノ酸配列が得られた断片の右

側にアミノ酸配列を示した（赤矢印）。

リシルエンドペプチダーゼ処理によって得られたポリペプチド断片（レーン 2

の各バンド）にもアミノ酸配列を解析できなかったポリペプチド断片があり、

それらは N末端を含むものであると予想されるため、図中には「 N末端」と記

した（黒矢印）。
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3-3 等電点電気泳動による解析

ポリペプチドaとcから得られたペプチド断片のアミノ酸配列がまったく同じ

であったため（図 11）、タンパク質の大きさと pIから、より確からしい同定を目

指し、ショ糖密度勾配遠心法によって得られた FCPの複合体を用いて、等電点二

次元電気泳動によるタンパク質の解析を行った。一般的に用いられる IPGを用い

た等電点二次元電気泳動を行ったが、FCPが膜タンパク質であるため、ポリペプ

チドのスポットを全く得ることができなかった。そこで、膜タンパク質を分離

することができるように等電点電気泳動法の改良を行った。DNAのような巨大

分子も分離することができ、疎水性の高い系 II複合体構成タンパク質の分離実績

（Kashino et al. 2007）もあるアガロースゲルを担体として、各種条件を検討した。

その結果、「方法」に記載した等電点電気泳動後に変性条件で二次元目の電気泳

動を行い、 FCPの複合体から明瞭なポリペプチドのスポットを再現性良く得るこ

とに成功した。図 12は、このようにして実用化した等電点電気泳動法を用いて

一次元目の等電点電気泳動を行い、二次元目は 6 M Ureaを含む、18%アクリルア

ミドゲルによってSDS-PAGEを行った結果である。 FCPの複合体を変性条件で電

気泳動を行うと、分子の大きさが近似した３つのポリペプチドバンドが分離さ

れたが（図 7）、図 12では二次元目の変性条件の泳動の結果、泳動度の異なる

２つの明瞭なポリペプチドがスポットとその間の大きさの薄いポリペプチドの

スポットが得られた。スポットの大きさと濃さから、分子の大きい方からそれ

ぞれ図 7で分離されたポリペプチドa、b、cであると判断できる。図 12から、ポ

リペプチドaとcのpIはポリペプチドaの方が小さい。
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The peak wavelength of theQyband was 3 nm shorter in

the FCP complex (670 nm) than in the thylakoids
(673 nm). The width of the wavelength at half-maximum

value was lower in the FCP complex than in the thylakoids.

The thylakoids contained the FCP complex as well as
photosystems I and II, resulting in almost no absorption at

*700 nm in the FCP complex.

Given that the absorption spectra indicated that a large
amount of carotenoids was present in the FCP complex, we

evaluated the pigment composition by reverse-phase chro-

matography (Fig. 7). In the thylakoids, the Chla-specific
amounts of Chlcand fucoxanthin, which are the major

accessory pigments associated with the FCP complex, were

0.36 and 0.85 (Fig. 7), consistent with the pigment com-
position ofC. graciliscells (Ban et al. 2006). The Chla-

specific amount of diadinoxanthin, which is responsible for

non-photochemical quenching via the xanthophyll cycle in
diatoms, was 0.11, consistent with that reported for dim-

light acclimatedC. gracilis(Ban et al. 2006). The amounts

of Chlcand fucoxanthin in the purified FCP complex were

Fig. 4Two-dimensional separation of polypeptides in fraction F1 in
Fig. 1. Polypeptides in fraction F1 were separated by isoelectric
focusing using agarose as supporting matrix followed by denaturing
SDS-PAGE (6 M urea and 18 % acrylamide). Polypeptides were
silver-stained.Arrowheadsmark spots corresponding to polypeptide
bands a and c in Fig. 1c
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図図 12；；FCPの複合体の等電点二次元電気泳動解析の複合体の等電点二次元電気泳動解析 

ショ糖密度勾配遠心で得られた F1画分を、アガロースゲルを用いた 1次元目の

等電点電気泳動を行い（水平方向）、変性条件で二次元目の SDS-PAGE（6 M urea, 

18% (w/v) acrylamide）を行って（垂直方向）、銀染色した画像。図  8のポリペ

プチド aと cに相当するポリペプチドのスポットを矢印で示した。２つの矢印

で示したスポットの中間に認められる薄いスポットは、図  8のポリペプチド b

に相当する。 
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3-4  FCPの複合体の機能解析

図 5で分離した FCPの複合体の機能解析を進めた。図 13は、チラコイド膜

とショ糖密度勾配遠心法によって得られた FCPの複合体の吸光スペクトルを比

較したものである。チラコイド膜と比べて、 FCP複合体は 400から 500 nmの光

吸収が顕著に大きかった。この領域は、 Chl cの Soretバンドや carotenoidの吸収

帯に相当することから、FCP複合体には Chl cや carotenoidが多量に含まれてい

ることが示唆される。 Chl aの QYバンドに由来する FCPの複合体の赤色域の光

吸収ピークの半値半幅はチラコイド膜のものよりも小さく、また、ピーク波長

は 673  nmで、チラコイド膜のピーク波長よりも 2  nm短い。チラコイド膜上の 

Chl a結合体は系 I・系 II・FCPの複合体であるが、チラコイド膜サンプルの赤

色域の光吸収ピークはこれら３種の複合体のものの合算である。 FCPの複合体

の半値半幅が小さいのは、これを反映したものである。そして、 FCPの複合体

の赤色域光吸収ピークがチラコイド膜の対応ピークの青色側に沿い、吸収極大

値がチラコイド膜よりも 2 nm短いということは、本研究で精製された FCPの複

合体がチラコイド膜上に存在していた時には、系 I・系 II複合体に結合している

クロロフィルへ光エネルギーを伝達することができた、という可能性を示す。

図 14は、チラコイド膜と本研究で精製された FCPの複合体の色素組成を比

較したものである。可視光域で光吸収をする物質としては、どちらの標品にお

いても Chl a、Chl c、fucoxanthin、diadinoxanthin + diatoxanthin、β-caroteneが検出

された。チラコイド膜には、 Chl cが Chl aの約 35%、fucoxanthinが Chl aの約 

85%含まれていた。これは、細胞の色素組成についての報告値とほぼ一致する（参

考, Ban et al. 2006）。FCP複合体では、吸収スペクトルからの予想通り、 Chl cお

よび fucoxanthinの含量が大きく増大しており、 Chl cが Chl aの約 70%、 

fucoxanthinが Chl aの約 170%含まれていた。fucoxanthinの比率が従来の FCP画

分での報告値（Chl a : fucoxanthin = 100 : ~130、Berkaloff et al. 1990; Ikeda et al. 

2008）よりも非常に大きいことは、本研究で得られた FCP複合体の純度が高い

ことを反映していると考えられる。一方、強光下での光化学系の保護機構に関

与する diadinoxanthinの含量は低かった。
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図 15-Aは、FCPの複合体とチラコイド膜の 430 nmで励起した蛍光スペクト

ルを示したものである。 430 nmは、chlorophyllの Soretバンドのピーク波長であ

る。チラコイド膜では 690 nm付近にピークがあり、710 nm付近に肩が見られ、

それぞれ系 II複合体および系 I複合体からの蛍光に対応する。 FCPの複合体は 

675 nmが極大となる蛍光を発し、チラコイド膜に比べ、およそ 15 nmも波長が

短かった。また、 735  nmに小さなピークが認められるが、これは Chl分子のサ

テライト振動バンドに由来するものと見られる（ Rijgersberg and Amesz 1980）。 

FCPの複合体には、系 I・系 II複合体由来の顕著な蛍光は認められず、光合成色

素に関し、FCPの複合体の純度の高さを改めて支持するものである。チラコイ

ド膜では、 FCPの複合体の主ピーク波長 675 nmに明瞭なピークや肩は見られな

かった。したがって、 FCPの複合体がチラコイド膜上に存在するときには、FCP

の複合体に吸収された光エネルギーは他の色素体、つまり系 I・系 II複合体に、

極めて高い効率で伝達されていることが強く示唆される。

図 15-B、Cは、675 nmと 690 nmで検出した 77 Kにおける蛍光励起スペクト

ルである。675 nmは FCPの複合体の蛍光の主ピーク波長、 690 nmはチラコイド

膜の主ピーク波長である（パネル A）。チラコイド膜（パネル B）では、 690 nm

で測定すると（ Em;690）、400～450  nmの Chlによる光吸収域に加え、Chlがほ

とんど光を吸収しない 500～550  nmの波長域に顕著な肩があり、この波長域の

光を吸収する物質から系 Iないし系 IIに光エネルギーが伝達されたことが伺え

る。一方、 675 nmで測定すると（ Em;675）、蛍光強度は著しく小さくなり、 FCP

の複合体に吸収された光エネルギーは、他の色素体に、つまり系 I・系 II複合体

に、高い効率で伝達されていると言える。 

FCPの複合体では（パネル C）、チラコイド膜とは逆に、 690 nmで測定した時

の蛍光強度は 675 nmで測定した蛍光強度に比べて著しく小さい。これは、 FCP

の複合体サンプルに、系 I・系 II複合体がほとんど含まれていないことを反映し

たものである。 675  nmで測定すると、チラコイド膜の場合と同様、Chl以外に 

500～550  nmの波長域の光吸収物質が存在し、その物質から FCPの複合体内の 

Chl分子に光エネルギーが伝達されていることが示された。色素分析の結果によ
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ると、この波長域で光を吸収する物質は fucoxanthinと diadinoxanthi + diatoxanthin

である。色素分析によって解析した FCPの複合体への結合量を考慮すると、 500

～550 nmの波長域の光吸収物質 fucoxanthinであることが強く示唆される。
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図図 13；チラコイド膜および ；チラコイド膜および FCPの複合体の光吸収スペクトルの複合体の光吸収スペクトル

チラコイド膜（黒色）と FCPの複合体（ショ糖密度勾配遠心で得られた画分 F1、

赤色）の 350 - 750 nmにおける光吸収スペクトルを室温で測定した。比較のた

めに、スペクトルはそれぞれ 750 nmでの吸光度を 0とし、Qyバンド（ピーク

波長、約 670 nm）の最大吸光度を 0.5に正規化した。
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Fucoxanthin 

Chl c

Diadinoxanthin 

β-Carotene 

図図 14；チラコイド膜および ；チラコイド膜および FCP複合体の色素組成 複合体の色素組成 

HPLCにより、チラコイド膜（ハッチ）と FCPの複合体（ショ糖密度勾配遠心

で得られた画分 F1、赤色）の色素組成を解析したもので、 Chl a一分子あたり

の分子数で表されている。 
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図図 15；チラコイド膜および ；チラコイド膜および FCPの複合体の の複合体の 77Kにおける蛍光スペクトル。 における蛍光スペクトル。 

A、蛍光スペクトル；チラコイド膜（黒色）と FCPの複合体（ショ糖密度勾配

遠心で得られた画分 F1、赤色）の 77Kでの 630  - 800  nmにおける蛍光スペク

トルで、励起波長は 430 nm。それぞれの蛍光の最大値で正規化した。 

B、C、蛍光励起スペクトル；チラコイド膜（ B）、FCPの複合体（ C）からの蛍

光を 690 nm（Em;690、茶）または 675 nm（Em;675、黒）で測定した。
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第 4章 考察 

C.  gracilisのチラコイド膜を可溶化し、BN-PAGEでチラコイド膜に含まれる

タンパク質複合体の分離を行ったところ、複数の膜タンパク質複合体が認めら

れた（図 1）。本研究では、チラコイド膜の可溶化のために、 2.0％ (w/v) の DDM

を使用した。この DDMの濃度は、Nagaoらが用いた 4％ (w/v) （Nagao et al. 2012, 

2013b）に比べると半分の濃度である。これは、界面活性剤の濃度が高くなると

複合体中のタンパク質間の結合、ひいては色素間のエネルギー伝達に影響を及

ぼす可能性が指摘されているため（ Kashino et al. 2003）、本研究では、より低濃

度の界面活性剤により、より穏和と考えられる可溶化処理を行った。ウエスタ

ンブロット解析によって、そのような界面活性剤処理では解離しない程度に強

く光化学系複合体に結合した FCP複合体が存在する一方で（図 2、バンド(a)）、 

FCPのひとつ Fcp4に対する抗体が反応する FCPは光化学系複合体には結合して

いない状態で検出され（図 2、バンド (b)）、チラコイド膜中では光化学系複合体

に直接には結合していないことが示唆された。つまり、高等植物の LHCII三量

体に似た存在形態であることが考えられる。高等植物では、光化学系 II複合体

に LHCの一種 CP26や CP29が結合し、その外縁に LHCII三量体が結合してい

ると考えられている（ Dekker  and  Boekema  2005）。本研究で精製した Fcp4を含

む FCPの複合体は、BN-PAGEで推定される分子の大きさ（約 66  kDa）から、

三ないし五量体であると考えられる。BN-PAGEは膜タンパク質複合体の分離能

が非常に高いが、分離される複合体には CBB  G-250が多量に結合している。そ

のため、分離された複合体を泳動ゲルから切り出して抽出・濃縮しても、その

ままでは分光的な解析や色素分析に適さず、また、大量に精製することが難し

い。そこで、ショ糖密度勾配遠心法によって FCPの複合体を精製した。 

2.0% (w/v) DDMによって可溶化した後、ショ糖密度勾配遠心法によって、チ

ラコイド膜は３つの色素結合性画分に分画された（図 5）。２つの緑色の画分 

F2とF3にはそれぞれ主に系 I、系 IIが含まれていた（図 7）。また、褐色の画分 

F1はFCPの複合体である（図 7、8）。先行論文（ Nagao et al. 2012）では、本研

究と同じ種の珪藻から得られたチラコイド膜を 4% (w/v) DDMによって可溶化処

理した後にショ糖密度勾配遠心法によって本研究と同様の３つの画分を得てい
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る。しかし、それら３つの画分に加え、褐色の画分の上、つまりショ糖密度勾

配の最上部に緑色の画分が認められる。この低密度の緑色の画分は、本研究で

は確認されなかった。上記先行論文では、この緑色の画分について言及を避け

ているが、ショ糖密度がもっとも低いところに分画されているため、遊離色素

である可能性が高いのではないだろうか。本研究では低濃度の界面活性剤で可

溶化したことで色素の遊離が抑えられ、より穏和な処理がなされたと考えられ

る。

上記先行論文（Nagao et al. 2012, 2013b）でショ糖密度勾配遠心により得られ

た１つの褐色の画分と２つの緑色の画分は、本研究の画分F1、F2、F3（図 5）

に対応すると考えるのが妥当であろう。同一の珪藻種を用いていることと、 

SDS-PAGEにおける分離パターン（図 7）から、可溶化に用いられたDDMの濃

度は異なるが、本研究の画分 F1のふたつの主要ポリペプチドは、 Nagaoらの 

FCP-B/Cに対応していると考えるのが順当であろう。そして、高分離能の 

SDS-PAGE（Kashino et al. 2001）によって、画分 F1にはFCP-B/Cに相当する２つ

のポリペプチドに加え、それらの中間の泳動度のポリペプチドの存在を明らか

にすることが出来た（図 8）。また、上記先行論文では、 FCP-B/Cに加え、FCP-A

の存在が取り上げられている。現在のところ検証の術はないが、状況的に、FCP-A

に対応するポリペプチドは、系 Iが主な構成成分である画分 F2（図 7；抗 PsaA/B

抗体）に含まれると考えられる。

動的光散乱測定により、ショ糖密度勾配遠心により得られた画分 F1に含まれ

る粒子の大きさが 1つであることが示された（図 9）。これは、この画分が均一

な粒子で構成されていることを示す。したがって、高い純度の FCP複合体が得ら

れたといえる。そして、精製した FCP複合体は単一のオリゴマーだと考えるのが

妥当である。一種の珪藻のゲノムには 30種類前後のFCP遺伝子が存在する

（Armbrust et al. 2004; Bowler et al. 2008）。そして、光化学系 Iには他種の FCPが

結合していると報告されている（ Ikeda et al. 2008, 2013）。 670 nmの光吸収測定

で推定されたChl量から、画分 F1には可溶化されたチラコイド膜の総Chl量の60%

以上が結合していることがわかった（表１参照）。この研究において精製され

た全体の60%ものChl aを結合したFCPの複合体が、ほぼ単一のオリゴマーである
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ことは興味深い。なお、動的光散乱に基づく推定分子量が BN-PAGEで得られた

分子の大きさの約７倍の大きさであった。 BN-PAGEでは、CBB G-250が膜タン

パク質複合体に結合していた界面活性剤と置換されるとみられ、標準物質にも

同様にCBB G-250が結合している。そのため、分子の大きさの評価に界面活性剤

の影響が出にくいと考えられる。一方、膜タンパク質複合体の大きさを動的光

散乱で評価する場合は、複合体に多量に結合している界面活性剤の存在が反映

され、BN-PAGEで得られた分子の大きさよりも大きな値となったのではないか

と考えられる。

画分F1をSDS-PAGEによって分離して得られたポリペプチド a、b、cのアミノ

酸配列分析を行った（図 10）。しかし、系 I複合体に結合した FCP（Ikeda et al. 2008）

と同様に、N末端がブロックされていた。そこで、内部配列解析を行うことで、

各ポリペプチドの同定を目指した。リシルエンドペプチダーゼによって限定消

化、電気泳動によって分離した（図 11）（ Kashino et al. 2002）。ポリペプチド a、 

b、cそれぞれから得られた断片のパターンは異なり、ポリペプチド a、b、cが異

なるポリペプチドであることが推測できる。分離されたポリペプチド断片のア

ミノ酸配列解析を行ったところ、４つのポリペプチド断片だけから、意味のあ

る配列を検出することができた（図 11）。これらの内、３つは同じ配列で、 

KHGRIAQLAFLGNであり、２つはポリペプチド aから、1つはポリペプチドcか

ら得られた。ゲノム情報が公開されている中心目珪藻 T. pseudonana

（http://genome.jgi.doe.gov/Thaps3/Thaps3.home.html）に対して相同性解析を行い、 

Lhcf3（Fcp3）と Lhcf4（Fcp4）が該当した。

両ポリペプチドには分子の大きさの差がほとんどない。そこで、 FCP複合体を

新規開発した等電点二次元電気泳動によって解析したが、２つのポリペプチド

のpIはやはり近似していたものの、ポリペプチド aのpIがポリペプチドbよりも小

さかった（図 12）。 T. pseudonanaは種が異なり、また、現時点で珪藻のトラン

ジットペプチドの予測が可能ではないので、 T. pseudonanaの各 FCPの分子量もpI

も正確には計算できないが、表２は各遺伝子から予測される前駆ポリペプチド

の分子量とpIを示したものである。そのような前提の元に、図 12の２つのポリ
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ペプチドのスポットから計算されるpIの範囲に収まるのはLhcf3とLhcf4のみで

ある。そして、 Lhcf3の全長での予測分子量と pIは、それぞれ 20,717と4.79、Lhcf4

はそれぞれ21,807と4.71である。ポリペプチドaとbの分子の大きさとpIの違いか

ら、それぞれはLhcf4とLhcf3に対応することが期待される。

そこで、未だ不十分な整備状況ではあるが、 C. gracilisのドラフトゲノム解析

データを使い、 lhcf3、lhcf4に相同の遺伝子および翻訳産物が「 KHGRIAQLAFLGN」

の配列を有する遺伝子を探索した。その結果、翻訳産物が「 KHGRIAQLAFLGN」

を有する遺伝子は２つのみで、それぞれは lhcf3、lhcf4と相同の遺伝子と考えら

れた。C. gracilisのlhcf3相同遺伝子翻訳産物の予測分子量とpIはそれぞれ21,301

と4.81、lhcf4はそれぞれ21,298と4.76であった。もちろん、ドラフトゲノムデー

タであるのでこれらふたつ以外に翻訳産物が「 KHGRIAQLAFLGN」をもつ遺伝

子の存在を否定はできないが、現時点では T. pseudonanaのLhcf4とLhcf3に相同の

ポリペプチドがポリペプチド aとbに対応する可能性が高いと考えられる。

本研究で精製したFCP複合体は全体量の 60%程度の Chl aが結合しており、３種

のタンパク質によって構成されている。アミノ酸配列解析や等電点電気泳動に

よって、それら３種のうち、多量に含まれる２つのタンパク質が T.  pseudonana

のFcp3とFcp4に相同のタンパク質である可能性を示すことができた。珪藻には

約30種類のFCP遺伝子が存在しているにもかかわらず（ Armbrust  et  al.  2004; 

Bowler et al. 2008）、精製した FCP複合体がこのように単純な組成であることは

注目すべき結果である。これは、複数の先行研究（ Grouneva  et  al.  2011,  2013; 

Lepetit et al. 2007; Nagao et al. 2013a）で MS分析により多数の FCPが含まれている

とされる複合体であるので、ポリペプチドバンド a、c（図 8）に複数のポリペプ

チドが含まれている可能性を完全に否定することはできない。しかし、 40種の 

FCPの遺伝子を有するP. tricornutumから高度に精製された FCPの複合体が、ほん

の２つの種類の FCPで構成されていることと（ Joshi-Deo  2010）、本研究で示し

たように、C.  gracilisの主要なアンテナとして機能する FCPの複合体が単純な構

成であることとは良く一致している。
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FCP複合体の吸光スペクトル（図 13）から、 FCP複合体にはChl cやcarotenoid

がチラコイド膜よりも多量に含まれていることが示唆された。 HPLCによる色素

分析により、チラコイド膜に比べて Chl cやfucoxanthinが多量に存在しているこ

とが確認され、一方で、強光保護に関わるdiadinoxanthinやβ-caroteneの割合は低

くなっていることがわかった（図 7）。このため、 fucoxanthinに対する 

diadinoxanthinの割合が大きく減少したことになる。 

77  Kにおける蛍光スペクトルおよび蛍光励起スペクトルの測定により（図 

15）、FCPに結合したfucoxanthinからChl aへ、そして FCPの複合体がチラコイド

膜中に存在する健全な状態では、さらにその Chl aから系I・系 II複合体へ光エネ

ルギーの伝達が起こっていることが示された。したがって、 diadinoxanthinの含

有量が極めて低いことと考え合わせると、 Fcp4を含んでいるFCPの複合体は強光

保護というより、もっぱら光化学系反応中心複合体のアンテナとして働いてい

ると言うことができる。つまり、生体中で FCPに結合したfucoxanthinによって捕

集された光エネルギーはFCP複合体中のChl aに伝達され、そしてその後、光化

学系複合体に結合しているChl aに伝達されることになる。

珪藻では diadinoxanthinサイクルが強光からの光化学系保護のために働いてい

ると考えており、強光条件で培養された場合、 diadinoxanthin + diatoxanthin の細

胞内含量が増加する（ Arsalane et al. 1994; Ban et al. 2006; Ikeya et al. 2000; Olaizola 

et al. 1994; Olaizola and Yamamoto 1994）。そして、それに伴い、光照射下では過

剰な光エネルギーを熱として消散する非光化学的消光（ NPQ）の活性が高くな

る。本研究で精製した FCPの複合体には少量の diadinoxanthinサイクル色素しか結

合していなかったので、強光保護のためのNPQ機能はほとんど無いと考えられ

る。実際、 C. gracilis細胞は300 µmol photons·m-2·s-1程度の光の元で培養されても、

同条件のP. tricornutumよりもdiadinoxanthinサイクル色素含量が小さく、 NPQ活性

も顕著ではない。したがって、色素組成分析や 77  Kでの蛍光スペクトル測定等

に基づき、 C.  gracilis細胞内での FCPの複合体の機能が、強光保護というより、

もっぱら光化学系反応中心複合体のアンテナであるという本研究の結論は妥当

である。これは、同じ種の珪藻から単離した同じ FCPの複合体と見られる複合体、
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FCP-B/C、が過剰光エネルギー消散機能を有しているという主張（ Nagao  et  al. 

2013b）とは一線を画すものである。より強光の環境では、 Lhcxに属するFCPな

ど（Bailleul et al. 2010）、他の種類の FCPが発現されて強光保護の機能を果たすの

かもしれない。

珪藻が多様な環境に適応・馴化して活発な光合成を行っている理由のひとつ

は、変化する光環境に対しての応答能力であると考えられる。本研究で対象に

したFCPの複合体は、特に珪藻が弱光環境で効率よく光合成を行う上で、大変重

要な役割を担っていると考えられる。そして、高等植物の LHCII三量体は、光環

境に応じて、一部が系IIから遊離し、系Iに結合して系Iのアンテナとして機能す

る仕組みが働いている（ステート遷移）。本研究の対象とした珪藻のチラコイド

膜に多量に含まれるFCPの複合体が、高等植物の LHCII三量体と同様に、光化学

反応中心複合体に直接には結合しておらず、生育光強度に応じて間接的に結合

する光化学系を変えることにより、２つの光化学系の励起バランスの調節に関

わっていることが考えられる。
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表２ T. pseudonanaゲノム上に見出される fcp遺伝子の翻訳産物の予測pIおよ

び分子量。ExPASyのpI/Mw計算ツール（http://web.expasy.org/compute_pi/）

（Gasteiger et al. 2005）を用いて計算した値である。 

pI MW 

Lhcf 

Lhcf1 4.47 20354 

Lhcf2 4.54 21142 

Lhcf3 4.79 20718 

Lhcf4 4.71 21807 

Lhcf5 4.95 21515 

Lhcf6 5.17 21786 

Lhcf7 4.69 20883 

Lhcr 

Lhcr1 5.14 21780 

Lhcr2 4.84 27129 

Lhcr3 5.45 21420 

Lhcr4 4.79 21696 

Lhcr5 5.40 26361 

Lhcr6 4.79 22975 

Lhcr7 5.20 22738 

Lhcr8 5.47 23489 

Lhcr9 4.78 27691 

Lhcr10 6.43 23358 

Lhcr11 5.08 27203 

Lhcr12 5.04 27288 

Lhcr13 

Lhcr14 5.67 21674 

Lhrx 

lhcx1 4.49 22205 

Lhcx2 4.49 22191 

Lhcx3 

Lhcx4 4.80 24478 

Lhcx5 4.51 25528 

Lhcx6 4.69 27330 
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