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HPLCに よる微量光合成色素の生合成過程の追跡
HPLC Determination of Minor Photosynthetic Pigments during Photosynthetic Apparatus Formation
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1. は じ  め  に

高等植物の光合成明反応は高効率の光→化学エネルギー

変換系であり,葉 緑体のチラコイ ド膜に埋め込まれた2種

の光化学系が連動 してエネルギー変換を達成 している。各

光化学系は多種のタンパク質,機 能色素から成る超分子複

合体で,た とえば光化学系 (PS)I反 応中心複合体はお

よそ 13種類のタンパク質サブユニットから成 り,機 能分

子 として約 100分子のクロロフィル (chl)類 ,2分 子の

キノン,3分 子の4 Fe-4Sクラスターを持つ1)。

各光化学系の反応中心複合体に含まれるChl類の大部分

はchl αだが,そ のほかに微量のChl異性体が存在 し,エ

ネルギー変換に重要な役害Jを果たしている。たとえばPs

Iに は Chl αの脱金属化合物 であ る フェオ フィチ ン

(Pheo)αが 2分 子存在 し,光 誘起電荷分離において一次

電子受容体 として機能 している?)。また,Ps Iに はChl α

のC132位立体異性体,Chl α
'が

反応中心あたり2分子存在

することが当研究室の研究から明らかになり,こ の2分子

のChl α'がPS Iの 光化学活性に関与 している可能性 も指

摘されている
3),4).

これら,chl αに対 し0.5～1%程 度の微量色素が生体内で

どのように合成され, タンパク質と一定のス トイキオメ ト

リーで複合化するかは化学の眼でも興味深 く,超 分子構造

の人工的構築に有用な知見を与える可能性 もある。しかし,

光化学系の形成過程については,J4νjソοでのタンパク質合

成
5),0,chl生

合成の研究
7),J4ソ

j′印でのアポタンパク質と

色素の再構成
8)な

どが研究されているものの,分 子 レベ

ルでは不明な点が多 く, とりわけ微量色素の生合成につい

ては未知の部分が多い。

光化学系の複合化やChl生合成の研究には,暗 所で生育

した黄化葉に光照射 した際におこる緑化 (gКening)過程

の解析がよく用いられる
9)'10),Fig。

1に Chlの生合成経路

を示す
7).暗

所で生育させた黄化葉中には,Chlも 光化学

系 も存在せず ,chlの 前駆体 プロ トクロロフィリ ド

(Pchlide)だけが蓄積 している。これに光 を照射すると

Pchlideが酵素的に還元され てクロロフイリド (Chlide)α

となる。次にChlide αのプロピオン酸基にゲラエルグラニ

ルニリン酸 (GGPP)が 結合 して佃1鎖を持つChl%Gと なり,

この側鎖の二重結合が段階的に還元され,chl αDHGG'Chl

αTHGGを経て成熟型のChl αPとなる。この過程における主
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要色素 Chl α;わの生合成については,遺 伝子レベルの研究

を含めさかんに研究されているが
7),微

量色素 Chl α',Pheo

αに関しては分析手法の不備などから緑化過程での生合成

量を実測 した例はほとんどなく
11)‐13),chl α',Pheo αにChl

α同様の GG～ THGG異 性体が存在するかどうかさえ明ら

かではない。

本研究では,光 化学系複合化のメカニズム,微 量色素の

生合成過程の解明を目指 し,ま ず緑化過程におけるChl α',

PheO αの生合成過程を実測するために,Chl α,α
',Pchlの

GG～ P異 性体を逆相 ・順相 HPLCに よつて分離 ・定量可

能な条件を確立 し,実 際に緑化過程における微量色素の生

合成過程を追跡 した。

2.実 験 方 法

2.1 植物試料

試料にはオオムギ けθだθ″“ソ“ιgα″)を用いた。種子
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Fig.2 Normal-phase HPLC traces of thylakoid menbrane extracts

at 5, 15 and 40 min dark incubation after I min of illumina-

tion, detected with a fluorescence detector (excited at 410

nm, monitored at 680 nm), The Chl arpeak areas are arbi-

trarily scaled to a common intensity.

約 5gを Hoagland栄養液でしめらせたバーミキュライ ト上

に植え,125°C,暗 所下で6日 間生育させて黄化葉を得た。

その後,80001xの 白色蛍光灯で 1分 間光照射 し,再 び暗

所に戻 して所定時間ごとにサンプルを採取 した。サンプル

はチラコイド膜の調製まで液体窒素中に凍結保存 した。

2.2 チラコイド膜の調製と色素の抽出

黄化葉約 0.5gを等張液 (0.33 M sorbitol,10 mM NaCl,

5 mM MgC12'50 mNI Tricine―NaOH(pH=7.8))5 ml中 で破

砕 し,ナ イロンメッシュ(50 μm)で 濾過の後,10000× g,

5分 の遠心処理によリチラコイ ド膜を得た。これを10 μl

の低張液に懸濁 して色素分析 に用いた。実験 はすべて

4°C,緑 色光下で行った。

色素は上記のチラコイ ド膜標品にアセ トン:メタノー

ル=1:1混 合溶媒 2 mlを加えて抽出した。色素抽出液は

0.5 μm PTFEフ イルターで濾過 。乾固ののち溶離液 20 μl

に溶解 し,5 μlを順相および逆相高速液体クロマ トグラフ
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Fig.3 Reversed-phase HPLC traces of thylakoid membrane

extracts at 5, 15 and 40 min dark incubation after 1 min of

illumination, detected with a fluorescence detector (excit-

ed at 425 nm, monitored at 670 nm). The amount of total

Chl a forms are arbitrarily scaled to a common intensity.
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ネテイクスをとると予想された。そこで,短 時間の光照射

で黄化葉中に存在するPchlideをすべてchlide αに転化 し,

再び暗所に戻すことによって暗所で蓄積 したPchlideのみ

からのChl合成を追跡 した。

暗所下の経過時間が 5分 ,40分 ,100分 の順相 HPLCチ

ャー トをFig。2に示す。時間の経過に伴ってPheo α,Chl α
'

の相対量は増加 した。暗所下の時間5,15,40分 いずれで

もPheO αはChl αに比べ GG～ THGGの 割合が低 く,PheO

αは成熟型が優先的に合成 される可能性が示唆 された。

GG型 のバクテリオクロロフイル (Bchl)αを主要色素 と

して持つ紅色光合成細菌 RλοJοψJrJJι““r“br″“G‐9+で は,

パクテリオフェオフイチンはBchlとは対照的にP型 の側

鎖を持つことが知 られているが
15),高

等植物で同様の現

象が確認されたのは初めてで,今 後,PheO αの生合成経路

を考える上で有用な結果が得 られた。Chl α'に関 しては

Chl α同様,GG～ THGG異 性体が存在するとわかった.

暗所下 5分 ,10分 ,40分 の逆相 I・IPLCチ ヤー トをFig。3

に示す。5分 ではChlide αが全 chl α型色素の60%程 度を

占めるが,時 間とともにイソプレノイ ド側鎖の結合,側 鎖

中の二重結合の還元の進行が確認できた。また,暗 所下で

Chlide αの前駆体 Pchlideが再び合成 。蓄積 されてい く過

程 も観測で きた。各段階での Chl αGG～Pの存在比は順相

HPLC,逆 相 HPLCと もほぼ一致 し,ピ
ーク同定の正 しさ

を裏づけている.
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Fig.4 Time courses of Chl α
'P/Chlら (●)and PheO%/Chl%

(O)molar ratios during dark incubation aftcr l min of
illunlination.

イー (HPLC)分 析に供 した。

2.3 HPLC条 件

HP L Cは 順相 と逆相 を併用 した。順相 HP L Cに は,

Silica-2151N(6 mmφ X 150 mm, センシュー科学)を 用

い,ヘ キサ ン:メタノール:2 プ̈ロパノール:アセ トン〓

100:0.5:0.2:o.2を溶離液とし,流 速 0。9m1/min,カ ラム

温度-10°Cで 色素を溶出させた。緑化初期の色素量は成

葉中に比べると著 しく少ないため,成 分色素の検出には高

感度な蛍光検出器 (励起 410 nm,検 出680 nm)を用いた。

逆相 HPLCに はPegasi1 0DSを充填 したチタン製カラム

(6 mmφ X 150 mm,センシュァ科学)を 用い, アセ トン:

アセ トニ トリル:メタノール:水=43:32:20:5を 溶離液

とし,流 速 1.O m1/min,カラム温度 15°Cで 色素を溶出さ

せた。検出は蛍光検出 (励起 425 nm,検 出670■m)で 行

った。

3.結 果 と 考 察

3.l HPLCに よるクロロフィル生合成中間体の分離と色

素の同定

Fig.1に示すように,緑 化の中間段階では極性の高い

Chlide α,Pchlideと疎水性のChl α',Pheo αが共存する。Chl

α',Pheo αの分析には疎水性色素の分析に適す順相 HPLC

が有利だが,Chlide α,Pchlideは溶出しない。そこで,Chl

α',Pheo α,Chl α型色素の分析には順相 HPLCを ,chlidc α,

Pchlideの分析には逆相 HPLCを 用いた。

順相 HPLCで 光化学系形成途上のサンプルを分析 した

HPLCチ ヤー トをFig。2に 示す。溶離液の組成を一連に変

化させることによって,Phco α,Pchl,Chl α
',Chl α型色素の

GG～ P異 性体,計 16種類を分離する条件を確立できた。

各ピークの同定は各色素の蛍光特性,Chl α
',Pheo αについ

てはChl αGG～Pをエピマー化,フ ェオフイチン化 したサ ン

プルとの保持時間の比較で行った。過去にPhco α,Pchl,

Chl α'のGG～ P異 性体をHPLCで 分離 した例はない。

Fig.3に 逆相 HPLCの チヤー トを示す。逆相 HPLCで は

P c h l i d e  α ,C h l i d c  α ,C h l  α GG～Pを 分 離 で き た 。 各 ピ ー
ク の 同

定は各色素の蛍光特性,GG～ P異性体については各ピー

クの保持係数から同定を行った
M)。

3.2 光化学系形成過程における色素組成変化の追跡

chi α',PheO αにGG～ THGG異 性体が存在するか否かを

調べるには,Chl αGGイHGG異性体が比較的多く存在する光

化学系形成の初期を検討する必要がある。また,連 続光に

よる緑化を行った場合,暗 所で蓄積 したPchlideからの

Chl合成と,光 照射後に生成したPchlideからのChl合成の

足し合わせを観測することになるため色素組成は複雑なキ
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3.3 Pheoα とChl α'の相対量の経時変化

Fig.2の川頁相 HPLC分 析で求めたPheO αP/chl αP比とchl

α'P/chl αP比の経時変化をFig。4に 示す。Chl α'P/Chl αPは

光照射後,暗 所に戻 して30分程度の間に増加 し,成 熟葉

中の定常値の2倍 強にあたる約 1.2%で 一定となった。一

チテPheoら /Chl αPは, chl α
'P/Chl α

Pよ りも1三オtてナ曽え, 40

分過ぎから急激に増加 し,100分 以降は成熟葉中の定常値

の3倍程度 (約3Ю%)で 一定となった。chl α',Phco αは

光照射直後ですでに見られ,両 者が存在 しない段階は見ら

れなかった。これは,試 料の採取中に弱い光が当たってし

まい,実 験前に微量のChl α'とPheo αが生成したためと考

えられる。

Pheo αP/Chl αPがchl α'P/Chl αPよ り遅れて増え始めるの

は,両 微量色素がそれぞれPs I,PS Iの 活性に関与 して

いると考えれば既存の研究結果と一致する.す なわち,光

化学系形成過程では,ま ず PS Iの 活性が現れ,そ の後に

PS Iの 活性が現れると報告されている■)・8).微量色素を

指標 としてこの過程を追跡 した今回の実験結果も同様の傾

向を示 しており,HPLCに よる微量色素の測定が光化学系

の形成度のよい指標となる可能性が示唆された.

またPheO aP/chl aPとchl α'P/Chl αPが成熟葉の2.5倍強

ほどの高い値で一定となったのは,光 照射後に再び暗所に

戻すことによりChlの合成量が限られ,そ のために反応中

心複合体のみは形成されるが,成 熟葉中のおよそ半分の

chl αをもつアンテナ複合体は形成 しなかったためであろ

う。これは,断 続光照射でChl合成量を制限し,黄 化葉の

緑化を行うと反応中心複合体に富むチラコイ ド膜が形成さ

れるという過去の報告とも一致する
18)。

今回の実験で,従 来例のないPheO α,Chl α
'の生合成過程

の追跡を行える分析条件が確立できた。今後は,PheO αと

Chl α'の生合成中間体の詳 しい分析 とPS Iの 活性測定を

併用 し,PheO αとchl α'の生合成経路および反応中心形成

過 程 に関 す る分 子 レベ ル描 像 を得 る こ とを 目指 す 。

(1997年 12月 24日 受理)
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