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研究成果の概要（和文）： シアノバクテリアや植物葉緑体が示す可視光領域の自家蛍光スペク

トルには光合成色素が示す光化学特性などの豊富な情報が含まれている。近赤外レーザー励起

の時に放つ蛍光スペクトルについて調べたところ、パルスレーザー励起の時に２光子励起蛍光

スペクトルが見られたほかに、連続発振レーザー励起においても１光子励起が原因である蛍光

スペクトルが観測された。この近赤外１光子励起では光化学系Ｉ蛍光が容易に観測されること

が分かり、通常の可視光線励起では低温で専ら測定される光化学系Ｉを常温で高選択的に観測

できる新手法の発見となった。 
 
研究成果の概要（英文）：We have found that photosystem I (PSI)-specific fluorescence 
spectra of thylakoid membranes of cyanobacteria and chloroplasts was very efficiently 
observed in the case of continuous wave (CW) near infrared (NIR) excitation around 785 – 
820 nm.  It was found that the PSI fluorescence in the case of CW NIR excitation is mainly 
generated by a one-photon excitation mechanism.  This phenomenon will be used for 
studies of PSI/PSII ratio at physiological temperature, since PSI fluorescence has been 
conventionally observed at low temperatures like 77 K. 
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研究分野： 
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１．研究開始当初の背景 
酸素発生型光合成反応は、植物などの葉緑体

とシアノバクテリア細胞内のチラコイド膜
（光合成膜）で行われるが、その光化学的性
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質と微細構造は、成長、細胞機能分化、光環
境、栄養環境などに応じて様々な時間スケー
ルで変化していく。その動態観測は固定化し
た試料に対する電子顕微鏡観察と細胞集団
全体での生化学的分析で行われることがほ
とんどで、チラコイド膜の微細構造毎に光化
学的機能、生理的状態を識別する努力は非常
に乏しかった。近年発達したレーザー走査共
焦点蛍光顕微鏡においても分光情報を十分
活用した研究例は稀であったので、顕微鏡技
術と分子分光の技術を融合した新しい計測
法、研究法の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
そのチラコイド膜の微細構造毎の光化学的
特性を生理的条件下で直接捉えるための研
究方法論と必要な顕微分光法を開発するの
が本研究課題の目的である。従来の回折限界
を超える空間分解能の達成をチラコイド膜
の観察で達成することと、蛍光スペクトル、
顕微吸収スペクトルをはじめとする多角的
な分光手法の統合により、葉緑体毎や微細構
造毎の光化学反応に関する詳細な情報を得
ることを追求した。また近赤外レーザーを用
いた２光子励起を採用して、植物細胞中に有
るがままの葉緑体においても高い解像力で
葉緑体内部構造をどこまで観察可能である
のかを究明した。 
 
 
３．研究の方法 
本研究課題の開始以前より開発を進めてい
たライン走査蛍光スペクトル顕微鏡の完成
度を高めた。先ず、測定プログラムの改良に
より走査速度を高め、画素１列からの蛍光ス
ペクトルを 0.1 秒で読みだす（１画素当たり
およそ５００マイクロ秒相当）水準までは到
達した。また、同一細胞から顕微吸収スペク
トルと顕微蛍光スペクトルを高速かつ高い
空間分解能で取得できるように改良した。ま
た、近赤外励起レーザーについて、パルス励
起で２光子励起蛍光を見ることを最初の方
針としたが、研究過程において、近赤外連続
発振励起で短波長シフトした１光子励起蛍
光を捉えることの重要性にも気づき、それを
行いやすい狭帯域光源を用意して、顕微分光
システムに組み込んだ。さらに、それとは独
立の蛍光顕微鏡では奥行き方向に解像度を
高める 4Pi 顕微鏡方式を採用して、チラコイ
ド膜研究に適した高解像顕微鏡の開発を進
めた。 
 
４．研究成果 
（１）顕微アンチストークス蛍光法による光
化学系 I（PSI）選択的観測法の発見： 従来
の常識では、PSI の蛍光量子収率は常温では
非常に低いために、常温葉緑体の蛍光スペク

トルには光化学系 II(PSII)の寄与が大きく、
PSI:PSII を見積もるために専ら液体窒素温
度などでの低温試料が用いられてきた。我々
は独自開発したライン走査蛍光スペクトル
顕微鏡により、パルス近赤外レーザー励起で
の植物葉緑体蛍光スペクトルの観察を行っ
て葉緑体蛍光の特性を詳しく調べた。その結
果、近赤外パルスレーザー励起(800- 820nm, 
0.2 ps)では可視光線励起の時と同様に PSII
蛍光が支配的であるが、近赤外連続発振レー
ザー(CW 785 – 820 nm)では PSI 蛍光の割合
がこれまでの常識を超えて大きく、PSII 蛍光
が相対的に弱く、PSI:PSIIの相対比率を常温
で容易に得ることが可能であることを発見
した。77K において PSI 蛍光を見る場合と違
い、PSI を直接励起しているので短波長側に
存在する光捕集系からのエンルギー移動と
による影響を受けない形で PSI存在量に関す
る情報が得られると考えられる。 
 
（２）葉緑体顕微アンチストークス蛍光一般
性の確認： 先ず、トウモロコシ葉緑体を用
いて、CWレーザーによる励起が１光子励起で
あり、教科書的事実として知られている葉肉
細胞と維管束鞘細胞の間の PSI:PSII 比率の
変化が観測可能であることを確かめた。また、
77K においては緑藻の一種クロレラと植物の
間の PSI蛍光極大波長の差が異なることが知
られている。この蛍光極大波長の差が常温に
おける顕微アンチストークス蛍光スペクト
ルにおいても整合的に観測されることを確
認した。 
 
（３）顕微アンチストークス蛍光の応用例の
実証：アンチストークス蛍光は葉緑体等の光
化学系 I の選択励起には特に有効であるが、
光化学系 Iのみならず、色素会合体などで吸
収スペクトルが比較的長波長側に変化しな
がら蛍光量子収率が低下する場合に長波長
吸収分子種を選択的に検出するために有効
であることがわかった。実証実験として、ク
ロレラの葉緑体が有機溶媒によって緩やか
に崩壊していく過程を人工的に誘導し、その
様子を１０時間以上にわたって観察した。光
化学系 I と光化学系 II の蛍光が減少し、初
期には短波長シフトした蛍光が現れ、そして、
クロロフィル会合体と思われる蛍光スペク
トルの少なくとも２種類が現れる様子が観
察された。特にアンチストークス蛍光法では
蛍光量子収率が低いクロロフィル会合体を
感度よく捉えることが明確になった。この研
究では顕微吸収スペクトルも非常に有効な
測定手段で有ることがわかった。１１色の単
色光を明視野観察の照明光として用い、これ
を自動的に違う色に交換しながら冷却 CCDの
測定を同期して行うという単純な装置では
あるが、クロレラ葉緑体が、有機溶媒で影響



を受けるごく初期には吸収の大きさが変わ
らないにもか変わらず蛍光強度が大きくな
る様子がわかったが、これは明確に蛍光量子
収率が大きくなっているということであり、
また、色素会合体が形成される様子は吸収ス
ペクトルの長波長側のすそ野の広がりとし
て蛍光スペクトルと整合的なデータが再現
性良く得られた。 
 
（４）一部のシアノバクテリアは窒素栄養源
が不足する環境でも安定な２原子分子の N2

からアンモニアなどの窒素化合物を作り出
し、自らの栄養素とすることができるので、
最も貧栄養な環境でも生態系の初期基盤を
形成することに不可欠の貢献をしている。窒
素固定を行う酵素、ニトロゲナーゼは酸素に
よって不活性化されてしまうので酸素発生
型光合成、とりわけ光化学系 II の反応と共
存することができない。そこで、糸状に細胞
が連結したシアノバクテリアであるアナベ
ナの場合は数個から２０個の細胞のうちの
１個の細胞だけを異型細胞として細胞分化
させ、その異型細胞でのみ窒素固定を行い、
異型細胞では光化学系 II の量と活動を低下
させる。しかし、光化学系 I は異型細胞でも
残存し、光化学反応を維持すると言われてい
る。それは光化学系 Iのみで可能な光エネル
ギーを利用した循環型電子伝達によりチラ
コイド膜内外のプロトン濃度勾配を作り出
し、ATP生産を維持するためと言われている。
このような細胞分化におけるチラコイド膜
のダイナミックな変化を直接顕微分光で捉
える研究はこれまでなかった。本研究におい
て各細胞のチラコイド膜の蛍光スペクトル
変化の一部始終を観測することに成功した。 
近赤外パルスレーザーによる二光子励起蛍
光スペクトルでは光化学系 II と光化学系 I
からのクロロフィル蛍光、および光化学系 II
に励起エネルギー供給するフィコビリン色
素の蛍光スペクトルが観測された。また光化
学系 Iの高選択性励起を達成する連続発振近
赤外レーザー励起では光化学系 Iが純度高く
検出され、光化学系 Iの変化をこれまでにな
い精度で細胞毎に見積もることに成功した。 
 
(５) 奥行き超解像顕微鏡の開発：２つの対
物レンズを対向させて光軸方向の空間解像
力を向上させる顕微分光開発に取り組んで
いる。ハードウェア部分は基本性能を確認す
るに十分な完成度に達したが、ソフトウェア
構築で難航中である。今後も開発を継続し、
チラコイド膜の研究に役立てる予定である。 
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