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「パターン化人工膜を用いた光合成分子機構の研究」 
神戸大学バイオシグナル総合研究センター     森垣 憲一 

 
１ 研究の背景と目的 
世界的な気候変動や食糧需要の爆発的増加の中、栽培植物の光合成効率や光耐性を改

善して食糧生産を確保することは重要な課題である。光合成では光エネルギー変換と

光傷害が拮抗しており、損傷を抑制するためにチラコイド膜内での分子分布が光合成

機能をどのように制御するかを分子レベルで理解することは重要である。高等植物に

おいて光合成を行うチラコイド膜は、光化学系 II (PSII)、光化学系 I (PSI)など多様

なタンパク質群が膜内に配置された超分子系である。チラコイド膜での膜タンパク質

や脂質のヘテロで動的な分布は、光合成過程のエネルギー利用効率や酸化傷害からの

保護に重要な役割を果たす（Sacharz, Nat. Plants 3: 16225 (2017)）。しかし、従来

の光合成研究は、植物体そのものを用いた分子遺伝学手法と、個別分子や複合体を分

離精製して構造や機能を調べる生化学手法に二極分化しており、２次元膜内における

動的な分子分布を検証する有効な手法がない。分子遺伝学手法においては、チラコイ

ド膜の組成改変が植物の生育を阻害し解析材料を獲得できないという手法的障壁があ

る（Kobayashi, 2007 Proc. Natl. Acad. Sci. 104: 17216)。 
 
そのような状況の中、研究代表者（森垣）は、ポリマー脂質膜と生体脂質膜を組み合

わせたパターン化人工膜を独自に開発し、膜タンパク質の膜内局在と機能を定量的に

評価する技術を確立した（Biophys. J. 109: 2307 (2015)）。近年、植物由来チラコイ

ド膜を、リン脂質ベシクルと混

合して人工膜に再構成し、PSII
と PSI の光合成活性を計測する

ことに成功した（Langmuir 36: 
5863, (2020)）（図１）。多様な膜

タンパク質群を含むチラコイド

膜を、流動性を持った２次元膜

として基板表面に再構成した例

はなく、極めてユニークな系で

ある。この系を用いて脂質組成

や膜タンパク質分布が光合成機

能に与える影響を詳細に解析で

きれば、従来手法では調べるこ

とが困難であったチラコイド膜

のヘテロな２次元膜が光合成に

果たす役割を明らかにできると

期待される。本研究は、パター

ン化人工膜を用いて、ガラス基

板表面にチラコイド膜を２次元

膜として再構成し、脂質と膜タ

ンパク質の組成や２次元分布が

光合成機能に与える影響を解析

する新規技術を開発することを

めざした。 

 
図１：研究の概念図。植物葉緑体に含まれるチラ

コイド膜をパターン化人工膜に再構成する。 
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２ 研究方法・研究内容 
（１）パターン化チラコイド膜の作製 
光リソグラフィー技術を用いて光重合性脂質をガラス基板表面にパターン化重合し、

モノマーを除去して形成された区画にホウレンソウから単離したチラコイド膜を導入

する（図１）。脂質ベシクルを融合促進剤として添加することで、チラコイド膜を２

次元膜としてパターン化導入できることが分かっている（Langmuir 36: 5863, 
(2020)）ホウレンソウは人工気象室においてコントロールされた生育環境で栽培され

た。パターン化膜に、脂質ベシクルを融合促進剤として添加することで、2 次元膜と

してチラコイド膜（ハイブリッド膜）を導入した。導入の際、脂質ベシクルとチラコ

イド膜の割合をコントロールすることで、チラコイド膜の構造や分子間相互作用がど

のように変化するのかを研究したい。チラコイド膜と脂質ベシクル（DOPC）の割合

を脂質含有量換算で 1:2, 1:1, 2:1 となるように調製した。膜の流動性の有無を調べる

ために、FRAP（Fluorescence recovery after photobleaching）によって評価した。

チラコイド膜の割合によってどのように蛍光値が変化するのかを調べた。チラコイド

膜からはクロロフィル由来の、脂質ベシクル（DOPC）からは蛍光色素（NBD-PE）

由来の蛍光値を顕微鏡で測定した。 
 
（２）低温蛍光スペクトル測定 
ハイブリッド膜内においてチラコイド膜由来タンパク質の有無、膜タンパク質の複合

体形成などの状態を調べるために、スペクトル測定を行った。低温（77K）で行うこ

とで、PSII と PSI のピーク分解能を上げた。ハイブリッド膜を NMR チューブ内の

側面に形成させ、液体窒素で凍らした後、スペクトルを測定した。440nm および

459nm の波長で励起させた。対照実験として、チラコイド懸濁液のスペクトルも測

定した。NMR チューブ内のハイブリッド膜も FRAP で膜の流動性の有無を評価し

た。さらに、PSII, PSI における光励起・エネルギー移動を評価するために、研究分

担者（柴田）が独自に開発した低温蛍光顕微鏡（77K）により、PSII および PSI を
時間分解蛍光分光、イメージングで解析した。 
 
 
３ 研究成果 
（１）チラコイド膜再構成 
チラコイド膜と DOPC の

混合膜をパターン化ポリマ

ー膜の区画内に導入した蛍

光顕微鏡画像を図２に示

す。チラコイド膜由来のク

ロロフィル色素の蛍光と

DOPC 由来の NBD-PE の

蛍光がともに観測された。

チラコイド膜の含有量が増

えるに従ってクロロフィル

蛍光が増大し NBD-PE 蛍

光が弱くなった。各区画の

クロロフィル蛍光強度と

 
図２：パターン化人工膜に組み込まれたチラコイド膜・

DOPC 混合膜の蛍光顕微鏡観察。チラコイド膜由来の

クロロフィル蛍光と DOPC 由来の NBD-PE 蛍光が各

区画内において観測された。 

1:2 1:1 2:1
Thylakoid lipid /DOPC

N
B

D
-P

E
C

hl
or

op
hy

ll



ひょうご科学技術協会 学術研究助成成果報告書 (2024) 
 

NBD-PE 蛍光強度をプロットする

と両者には強い負の相関が見られ

た。このことは、混合膜において

チラコイド膜と DOPC 由来の膜

成分含有量を制御できることを示

している。FRAP を行ったところ

退色部分の蛍光値が回復したこと

から、２次元に連続した膜が形成

されていることが分かった。今回

検討したどの割合においてもこの

ような流動性が観測された。一

方、チラコイド膜含有量が多くな

るに従って区画内に凝集体が見ら

れるようになった（図２）。１枚

のパターン化人工膜においても区

画ごとに蛍光値の大きなばらつき

が観測された。これはグラナなど

の凝集構造がそのまま吸着してい

るものと考えられる。 
 
（２）低温蛍光スペクトル 
パターン化人工膜に組み込まれ

たチラコイド膜由来のタンパク

質がどのような凝集構造を持っ

ているかを調べるために、低温

（77K）で蛍光分光を測定した。

図４に示すように NMR 測定用

のガラスチューブの内部にチラ

コイド膜と DOPC のハイブリッ

ド膜を形成した。ハイブリッド

膜が NMR チューブ内で２次元

に連続した脂質膜を形成してい

ることを検証するために、FRAP
で蛍光回復を観測し膜流動性を

確認した（図４）。図５に低温蛍

光スペクトルを示す。チラコイ

ド懸濁液のスペクトルでは、

690nm、740nm あたりにそれぞ

れ PSII と PSI 由来の蛍光ピーク

が見られた。一方、ハイブリッ

ド膜のスペクトル（励起波長

440nm）では、670nm、680nm、730nm あたりにそれぞれピークが見られた。

670nm は遊離したクロロフィル分子、680nm は LHCII、730nm は PSI 由来である

と考えられる。このことより、ハイブリッド膜においてはチラコイド膜と DOPC が

混合することにより、クロロフィル色素の遊離、LHCII と PSII との脱離が起きるも

 
図３：パターン化人工膜に組み込まれたチラコ

イド膜・DOPC 混合膜のクロロフィル蛍光と

NBD-PE 蛍光が各区画内において測定しプロッ

トした。クロロフィル蛍光の増加とともに NBD-
PE 蛍光が減少した。 

 
図４：低温蛍光分光測定を行うために、NMR 測

定用ガラスチューブ内部にチラコイド膜・DOPC
のハイブリッド膜を形成した。ハイブリッド膜が

２次元の連続した流動性を持つ膜であることは

FRAP で確認した。 
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のと考えられる。励起波長 459nm では 690nm に蛍光が観測された。ハイブリッド

膜において複合体の可逆的な形成・脱離が起きることを今後、さらに詳細に検証する

必要がある。 

 
 
４ 生活や産業への貢献および波及効果 
本研究は、チラコイド膜内における分子分布が光合成機能に果たす役割を詳細に解析

する新規手法論を開発した。そのためにポリマー脂質膜によって形成されたパターン

化人工膜の区画内にチラコイド膜とリン脂質膜（DOPC）を混合して導入した。組み

込まれたハイブリッド膜においては、天然のチラコイド膜と比較して複合体などの膜

タンパク質が希釈され LHCII、クロロフィル色素の一部が複合体から脱離していること

が示唆された。今後、複合体の構造をより保った状態でチラコイド２次元膜を再現する技

術の開発に取り組む。チラコイド２次元膜内における分子分布が電子・エネルギー伝

達をどのように制御するかは、光合成機能に本質的に重要でありながら従来の技術で

は分子レベルでの理解が充分にできていない難問題である。将来、ガラス基板表面に

形成された２次元膜を用いてこれを解明することができれば、栽培植物の光合成効率

や光耐性を改善する技術につながものと考えられる。そして、食糧生産の増加を通じ

て気候変動や人口増加に直面する社会に大きく貢献できるものと期待される。 
 
 

 
図５：ハイブリッド膜の低温蛍光スペクトル。NMR 測定用ガラスチューブ内部に形成

されたチラコイド膜・DOPC のハイブリッド膜の蛍光 77K で測定した。チラコイド膜

を懸濁したサンプル（比較参照用）と比較して、ハイブリッド膜においては蛍光波長

が短波長側にシフトしていることが観測された。これは、LHCII、クロロフィル色素

が複合体から脱離したことを示唆している。 
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