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研究成果の概要（和文）：光合成が行われる葉緑体中のチラコイド膜では色素分子が集積することにより，光励
起によって反応中心へのエネルギー伝達が起こる。本研究ではリン脂質や非イオン界面活性剤の脂質膜を利用し
て形成したモデルチラコイド膜上で起こる相分離を利用して，脂質膜を”ナノドメインサイズ“で制御すること
で，効率的にクロロフィルａの電子集積を行い，人工光捕集アンテナベシクルを調製した。電子集積を高める最
適な膜組成や膜形状を明らかにし，クロロフィルaを用いた人工光合成の可能性について検討を行った。

研究成果の概要（英文）：In the thylakoid membrane in the chloroplast where photosynthesis takes 
place, the photoexcitation causes energy transfer to the reaction center by aggregation of pigment 
molecules on membrane. In this study, by utilizing phase separation on model thylakoid membranes 
formed using lipid membranes of phospholipids or nonionic surfactants, the electron accumulation of 
chlorophyll a was efficiently performed by controlling the lipid membrane with "nanodomain size", 
and the artificial light collecting antenna vesicle was prepared. The optimal phase composition and 
shape of self-assemblies that enhance electron accumulation were clarified, and the possibility of 
artificial photosynthesis using chlorophyll a was investigated.

研究分野： 環境化学工学，分離工学

キーワード： プロセス・化学工学　マイクロ・バイオプロセス　人工光合成　脂質膜

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
人工光合成をエネルギー生産体として活用するためのモデルチコライド膜の膜特性の基礎的な知見・電子伝達メ
カニズムの解明を目標として，モデルチラコイド膜の「ナノドメインサイズ」の相分離を応用して，相界面にク
ロロフィルaを蓄積させることで，より効率的な電子伝達を達成するチラコイド膜を設計した。クロロフィルaの
ような色素分子を膜界面で自己組織化させることにより，高効率な光捕集アンテナを設計することが可能になれ
ば，他の脂質への応用，さらには有用な光エネルギー変換体のシステム構築への道が開かれることになると思わ
れる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 現在の社会は化石燃料や原子力といった有限で危険なエネルギーにより支えられており，持
続可能な社会に向けて，より無限でクリーンなエネルギーの開発が求められている。植物が行う
光合成はこれらの条件を満たす方法として従来から研究されている。光合成は植物細胞内にあ
る葉緑体という細胞小器官により行われる。さらに葉緑体の中には実際に光合成に関与する有
用分子(色素やタンパク質)と，これらの分子を支える足場となる“チラコイド膜”が存在する(図 

１(a))。特に色素であるクロロフィル a (Chl a)は光合成において重要な働きをする分子の 1つで
ある。Chl aは 450 nm 付近と 700 nm 付近の光を吸収し，電子を他の色素やタンパク質に伝達
する働きを有する。一方，チラコイド膜はこれらの分子を必要に応じて集積させ，より効率的に
エネルギー生産を行うという役割を有する。従来の研究では Chl a や関連するタンパク質に着
目した研究が多く，チラコイド膜はほとんど着目されてこなかった。 

本研究では，チラコイド膜に着目して Chl aの効率的な電子集積について検討を行う。Chl a

は単一分子ではなく，いくつかの分子のバクテリオクロリン環が重なり合った状態(J 会合体)に
おいて電子を伝達する。つまり，模倣したチラコイド膜上において，Chl aを効率的に集積させ
ることで，電子を集積することが可能となる。この目的を達成するため，研究代表者らはチラコ
イド膜上の相分離に着目した。チラコイド膜は様々なリン脂質とステロイド類により構成され
るが，これらの組成や温度を変化させることで，相状態や物理化学的特性がコントロール可能で
あることを報告している。本研究では，この相分離を応用してチラコイド膜をデザインし，相界
面に Chl aを蓄積させることで，より効率的な電子伝達を達成することを目的とする(図１(b))。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１  (a) 葉緑体の構造．(b) 相分離を利用したクロロフィル aの集積． 

 

２．研究の目的 

『植物の光合成機能を人工的に模倣するシステムの実現』は人類の夢の一つである。光合成が
行われる葉緑体中のチラコイド膜では色素分子が集積することにより，光励起によって反応中
心へのエネルギー伝達が起こる。従来の研究では，Chl aや光合成に関係するタンパク質を主体
とした研究が行われていたが，本研究では，チラコイド膜自身に焦点を当てる。すなわち，リン
脂質や非イオン界面活性剤の脂質膜を利用して形成したモデルチラコイド膜上で起こる相分離
を利用して，脂質膜を”ナノドメインサイズ“で制御することで，効率的に Chl aの電子集積を
行い，人工光捕集アンテナベシクルを調製する。さらに最適な膜組成や膜形状を明らかにし，電
子伝達効率を高めて光エネルギー利用の高効率化を目指すとともに，Chl aを用いた人工光合成
の可能性について検討を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）リン脂質膜におけるクロロフィルの集合挙動の検討 

 2 mol% の Chl a に対してリン脂質 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC)，1,2-

Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC)，コレステロール(chol)を種々の割合で混合し，ク
ロロホルム 10 mL に溶解した。エバポレーターにより有機溶媒を除去し，得られた薄膜を，デ
シケータを用いて減圧乾燥した。その後，薄膜に超純水を加え，凍結融解法により自己集合体を
調製し，エクストルーダー法により粒径を 100 nmに調整したリン脂質ベシクルを調製した。 

 Chl a の吸収スペクトルの B bandにおける，最も長波長側のピーク(B1)と近接するピーク(B2)

を，紫外可視分光光度計を用いて，25 °C，55 °C，25 °C とおんどを変化させて測定し，凝集を評
価する１つのパラメータとして知られている B1/B2の値を算出した。 

 また，DOPCと DPPC，どちらの相に Chl a が分配しているかを確認するため，2 mol%の NBD-

PE を添加したリポソームを用いて FRET 法により評価した。蛍光分光光度計を用いて，25 °C，
55 °C，25 °Cと温度を変化させて，Chl a を添加することによる励起波長 460 nmにおける NBD-

PEの蛍光強度の減少率を測定した。 

 

（２）脂質膜場における光捕集系分子の会合挙動の評価と制御 

 両性リン脂質であるDOPC，またはDOPCとアニオン性リン脂質である 1, 2-dioleoyl-sn-glycero-

3-phosphoglycerol (DOPG) を等モル量で混合した後，Dodecanedioic Acid， 1,1'-Carbonyl-

diimidazole (CDI), Pyrenemethanolを用いて合成した脂質化 Pyrene (Pyrene-C11-COOH) を 0.1, 

1, 5, 10 mol%の割合で混合し，クロロホルムに溶解した。エバポレーターにより有機溶媒を除去
し，得られた薄膜を減圧乾燥した。その後，薄膜に超純水を 4 mL加え，凍結融解法によりベシ
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クルを調製し，エクストルーダーにより粒径を 100 nmに調整した。 

 調製したベシクルの各温度(10〜50 ºC)における pyrene の蛍光スペクトルについて，蛍光分光
光度計を用い，励起波長 336 nmにおける 350 ~ 600 nm の蛍光波長を測定し，ベシクル膜内の特
性評価を行った。また，重水を用いて調製したベシクルに対する各温度(20〜50 ℃) におけるア
シル鎖の運動性評価を 1H NMR を用いて行った。 

 
（３）光照射に伴う脂質過酸化の評価 

DOPCに対して Chl a と，Chl a に類似したクロリン骨格を有する Cu-Chlorophyllin (Cu-Chln)の
光捕集系分子を 2mol%混合し，クロロホルムに溶解した。エバポレーターによりクロロホルム
を除去し，得られた薄膜をデシケーターを用いて減圧乾燥した。薄膜に超純水を加えて凍結融解
法によりリポソームを調製し，エクストルーダー法により粒径を 100 nmに調整した。 

光捕集系分子を溶解した各種溶媒 0.01 mM の Qy band における吸収極大波長と，溶媒の比誘電
率の関係からクロリン骨格の周囲の比誘電率を求め，リポソーム膜内での光捕集系分子の配向
位置を評価した。さらに，Diphenyl-1-pyrenylphosphine (DPPP)を 5 mol%加え調製した光捕集系分
子含有リポソーム懸濁液([DOPC]= 20M)に対して白色 LED を照射し，生成された diphenyl-1-

pyrenylphosphine oxide (DPPPO)の蛍光強度を測定することによりリン脂質初期濃度 C0 に対する
各時間経過後におけるリン脂質濃度 Ctの比より速度定数を決定した。 

 
４．研究成果 
（１）リン脂質膜におけるクロロフィルの集合挙動の検討 

 リン脂質膜内において，Chl a は分散した状態
と凝集した状態が存在する。各種 Chl a 含有リポ
ソームの吸光度測定の結果を図２に示す．リン脂
質が３成分系の場合に注目すると，コレステロー
ルの増加に伴い，B1/B2 値が低下した。コレステ
ロール相で Chl a が凝集していると仮定すると，
コレステロール相が増加するにつれて B1/B2 値
は高くなると予想される。しかし，実際には
B1/B2値が低下したことから，コレステロール相
には Chl a が分配していないと考えられる。２成
分系においても，コレステロールが増加するにつ
れて B1/B2 の値が低下している。これは，Chl a

がリン脂質相で凝集しており，リン脂質相の割合
の減少に伴い，Chl a も集積したためと考えられ
る。また，NBD-PEを用いた FRET 法による検討
を行った。NBD-PEはアシル鎖の構造の違いから
DOPC 相に分配するので，FRET 効率が高い場合
は，Chl a は DOPCに分配していることになり，FRET 効率が低い場合，Chl a は DPPC に分配し
ていることになる。しかし，DPPCと DOPCの割合によって FRET 効率は変化していないことか
ら，Chl a は DOPC相，DPPC 相ともに特異的に分配していないと考えられた。 

 

（２）脂質膜場における光捕集系分子の会合挙動の評価と制御 

DOPC/DOPG = 100 : 0，50 : 50 の脂質組成を有

するリポソームに Pyrene-C11-COOH を 0.1, 1, 5, 

10 %の割合で混合し，蛍光スペクトル測定よりベ

シクルの内部の親疎水性を評価するために，モノ

マー蛍光 IⅠ/IⅢ値の変化を観察した。図３に DOPC

リポソーム，および DOPC/DOPG リポソームに

0.1-10 % Pyrene-C11-COOH を混合した場合のモ

ノマー蛍光 IⅠ/IⅢ値を示した。DOPCリポソームの

場合では Pyrene-C11-COOH を 10 %含有すること

により IⅠ/IⅢ値は増加したが，DOPC/DOPG リポソ

ームの場合では 10 % Pyrene-C11-COOH を含有し

た場合でも IⅠ/IⅢ値の変化は観察されなかった。ま

た，1H NMR によりベシクルを構成する分子の

運動性を評価したところ，Pyrene-C11-COOH を

混合することにより DOPC/DOPG リポソームの

方が DOPC リポソームと比較してより分子の運

動性が増加した。以上の結果から，DOPC リポソームの方がより固い膜構造を有しているので

Pyrene-C11-COOH を混合することによってその構造は撹乱されやすく，一方で DOPC/DOPG リ

ポソームにおいては Pyrene-C11-COOHを混合することでより分子の運動性は DOPCリポソーム

図２ 各種 Chl a 含有リポソームの 

B1/B2値の比較 

図３ Pyrene-C11-COOH を混合した DOPC 

リポソーム内部の親疎水性評価  



と比較して増加しやすいが，親水・疎水性はあまり変化しないため，膜構造を維持している。つ

まり，DOPC/DOPG リポソームの方が Chl a などの光捕集系分子をより封入できる可能性が示唆

された。 

 

（３）光照射に伴う脂質過酸化の評価 

一般的にポルフィリン骨格やクロリン骨

格を有する化合物の Qy band における吸収極

大波長は，溶媒の比誘電率が高いほど red-

shift することが知られている。この特性を用

いてリポソーム膜内のクロリン骨格の配向

位置を評価すると，Chl a のクロリン骨格は親

水的でリポソーム膜の表面付近に，Cu-Chln

のクロリン骨格は疎水的でリポソーム膜の

内部に存在していることが明らかとなった。

これは光捕集系分子の構造の違いに起因する

と考えられる。 

 DPPP はそれ自体では蛍光を示さないが，過酸化脂質と反応して DPPPO へ変化すると蛍光を

示す。この特性を用いて擬一次反応を仮定して脂質過酸化の反応速度定数を求めた結果を図４

に示した。Chl a と Cu-Chln ではほとんど違いが確認されなかったことから，光捕集系分子のリ

ポソーム膜内の配向位置は脂質過酸化速度に影響を及ぼさないことが明らかになった。よって，

人工光捕集アンテナの脂質過酸化においては，リポソーム膜内での配向位置以外の観点，例えば

異なる中心金属の比較や，ポルフィリン骨格とクロリン骨格の比較などから適切な光捕集系

分子を検討する必要があることが分かった。 

 

（４）応用展開 

さらなる Chl a の集積化を目指して，ディスク状脂質膜（バイセル）を用いた Chl a の二分子

膜上での濃縮・会合を検討した。DPPC ベシクルでの Chl a の二分子膜上での挙動は膜の流動性

によって配向位置が変化し，制御できる可能性が見出されたが，DMPC/DHPCの配合比率を変化

させて作製したバイセルは，ベシクルに比べて形態が安定であることが明らかになった。図４は

DMPC/DHPC = 1.5，Chl a = 1.2 mol%の条件で作製したバイセルにおいて，会合体の形成に由来

する UV-Visスペクトル（740 nm）を測定したものであるが，ディスク状バイセルの二分子膜領

域が Chl a を濃縮させる場として有効に機能していることが明らかになった。さらに，Chl a 会

合体を含むバイセルは濃度や温度に対する形態崩壊への体制が向上することが分かった。バイ

セルのディスク状構造は Chl a を濃縮する膜場として有効に働き，バイセルそのものが機能性材

料として活用できる可能性が示された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ リポソームの光照射に伴う脂質過酸化 

の反応速度定数  

図４ DMPC/DHPC バイセルによる Chl a の濃縮  
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