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１ 序  

光合成生物が Fe 欠乏条件に晒されるとその生育や細胞の生理状態が変化し、様々な応答を示すこと

が知られている。その例としては、多くの生物で見られるクロローシスやシアノバクテリアにおける集

光性タンパク質の集合体であるフィコビリソームの減少等があり 1-4)、これは Fe が電子伝達系を構成す

るチトクロームの機能原子であることに深く関わることに起因すると考えられる。さらに、Fe 欠乏に対

する細胞の応答として、Fe3+を還元して Fe2+を生成するフェリックレダクターゼの活性を強く発現させ

て不足した Fe2+を補おうとする反応が生じることなども知られている。その他、Fe はミトコンドリアに

おける呼吸鎖においてもチトクロームタンパク質の機能分子として重要な役割を果たしており、その欠

乏の影響は単に光合成反応にのみ限定されるものではない。このように Fe 欠乏に対する光合成生物の応

答は多様であり、かつ複雑である。  
細胞には Fe に加え多くの金属元素が含まれており、それらが補酵素や酵素の活性中心に配位して機

能している。酵素発生に関わる光化学系 II の Mn クラスターや CO2 濃縮機構に関わるカルボニックアン

ヒドラーゼの反応中心の Zn などがその例である。これまで光合成生物を用いての個々の元素の欠乏実

験はなされてきたが、特定の元素を欠乏状態にした場合の他の元素、特に金属元素を中心とする触媒機

能性元素の動向についての解析例は少ない。本研究においては、光合成電子伝達系および呼吸鎖におい

て中心的役割を果たしている Fe を欠乏状態にした場合、その影響が単に Fe 含量の低下にのみ起因する

ものとして現れるのか、他の元素含量も変化して、その結果、何らかの特別な影響がもたらされるもの

かについて定量的解析を行い、細胞における元素バランス、すなわち元素のホメオスタシス維持機能の

存在を明らかにし、その解析をしたものである。このような研究を遂行するためにはより多くの微量元

素を網羅的にかつ高感度で測定することが不可欠である。Bio-Particle Induced X-ray Emission（Bio-PIXE）
法は正にその目的を達成するために適した解析技術であり、その点で本研究は Bio-PIXE 法の導入をもっ

てはじめて可能になった研究と位置付けることができる。  
研究材料として光合成モデル生物である単細胞緑藻 Chlamydomonas reinhardtii を用いた。C. reinhardtii 

は核、ミトコンドリア、葉緑体の遺伝子操作が可能であり、多くの変異株が既に作製されている 6)。ま
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た Expressed Sequence Tag (EST) 解析も既に行われており、遺伝子レベルの解析が可能となっている。し

たがって、このような生物を用いて研究を行うことは、Fe 欠乏に対する光合成生物の応答を単に元素含

量の変化の解析に止らせることなく、さらに詳細に解析することを可能にし、光合成生物における元素

ホメオスタシス機構を知るためのひとつのモデルとなるものと期待される。  
本研究では C. reinhardtii 137c 株（野生株）を用いて、Fe 欠乏条件下における細胞内の元素含量につい

て多元素同時分析法による網羅的かつ経時的な解析を行った。その方法として Bio-PIXE 法を用いて多元

素分析を行い、元素含量を網羅的に解析したので報告する。  
 

２ 材料および方法  

2.1 材料  

本研究で用いた単細胞緑藻 Chlamydomonas reinhardtii 137c は神戸大学の坪由宏教授から新潟大学の武

田宏教授を経て譲り受けた。本藻は TAP7) 培地を含む寒天斜面上で 16 時間明期、8 時間暗期の明暗周期

を与え、温度 20℃で保存培養した。生理実験に用いるため、細胞を得るための通常培養は 500 mL 容扁

平培養瓶を用いて、流速 200 mL · min-1 で通常大気を通気し、光強度を 150 µmol photon · m-2 · sec-1、 
温度を 25 ºC、連続光照射条件下で 30 mM MOPS を添加した HS 培地（HSM）8)を用いて行った。細胞

を斜面寒天培地から 100 mL 容三角フラスコ中の 50 mL HSM に接種し、４日間培養した。  
 

2.2 Fe 欠乏実験における培養  

通常培養から Fe 欠乏条件に移行させる培養は以下のようにして行った。500 mL の HSM 中でクラミ

ドモナス細胞を通気培養し、細胞懸濁液を 250 mL ずつに 2 分し、各々を 10 分間遠心（3000 rpm、 25 º
C）し、細胞を回収した。それぞれの細胞を 5 mL の FeSO4 

· 7H2O（18 µM）を非添加の Fe 欠乏 HSM 
（HSM-Fe）に懸濁し、細胞のみを遠心回収する作業を 2 回繰り返し、前培養から持ち込んだ Fe を十分

に除去した。初期濁度（OD750）が 0.1 程度になるようにそれぞれ 1.5 L の HSM（Control）および HSM-Fe
（-Fe）に再懸濁して扁平培養瓶中で通気培養し、経時的に細胞を回収した。尚、回収直前の細胞と各々

の培地へ懸濁した直後（本操作には 12 分を要した）の細胞をそれぞれ 0 時間細胞および 0.2 時間細胞と

した。  
 

2.3 細胞増殖およびクロロフィル濃度の測定  

2.3.1 細胞懸濁液の濁度  

分光光度計（UV-2200、島津製作所）を用い波長 750 nm の濁度（OD750）を測定することで細胞密度、

すなわち細胞の増殖の変化を調べた。  
2.3.2 クロロフィル濃度  

クロロフィル濃度は常法に従い、分光光度計を用いて決定した 9)。細胞懸濁液を 2 mL 採取し、微量

遠心機（MX-160、 トミー精工）で 13000 rpm、 5 分間遠心を行った。1.8 mL 上清を除去し、得られた

沈殿を超音波破砕（Bransonic B1200、 ヤマト）し、1.8 mL メタノールを加えた。その後ヒートブロッ

ク中で 50 ºC、 暗中で 5 分間静置することでクロロフィル抽出を行い、13000 rpm で 5 分間遠心し、 上
清を得た。上清の OD750、 OD665、 および OD650 を分光光度計で測定し、クロロフィル濃度（µg · mL-1）

を、計算式 25.5×（OD650-OD750）+ 4×（OD665-OD750）から求めた。  
 

2.4 元素分析  

2.4.1 試料調製  

種々の条件で培養した後、細胞懸濁液（液量（mL）= 5 / OD750）を採取し、50 mL 容サンプルチュー

ブ中に、Tween 20 を終濃度 0.1 %となるように添加した。スイングローターにて 10 分間遠心（3000 rpm、 
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25 ºC）分離を行い、細胞を回収した。更に細胞を脱イオン水（5 ml）に再懸濁し、遠心分離した。この

脱イオン水による洗浄作業を再度繰り返し、培地成分を除去した。全ての元素分析操作のために用いた

ガラス器具は、あらかじめ前処理として全て硝酸による酸洗浄を行った。  

2.4.2 Bio-PIXE 法  

小幡らの方法 10)に従い、以下の方法で行った。細胞画分をガラス棚内部で 1 日静置し、乾燥した細胞

に 68 µL の濃硝酸と 2 µL の In 標準液（1000 ppm、和光純薬）を滴下し、1 時間溶解させた後、硝酸灰

化用テフロン製容器へと移した。電子レンジによる加熱（200 W、 2 min）を 2 回行った。室温に放置し

て 1 時間放熱させた後、スイングローター遠心機にてテフロン容器を 3000 rpm（4500×g（maximum））

で 1 分間遠心した。得られた試料溶液のうち 5 µL を 4 µm 厚のポリプロピレン製バッキングフィルム上

に滴下し、室温で一晩乾燥させたものを測定試料とした。小型サイクロトロンから陽子ビーム（6 mmφ）

を試料に照射し、発生した特性 X 線を 2 台の Si （Li）半導体検出器により同時に測定した。Bio-PIXE
分析は日本アイソトープ協会仁科記念サイクロトロンセンター（NMCC）にて行った。  
 

３ 結果  

C. reinhardtii を Fe 欠乏条件（HSM-Fe 培養）で培養し、

経時的に細胞増殖、クロロフィル濃度および元素含量を

解析し、Fe 十分条件下（HSM 培養）で培養した細胞と

比較した。いずれの条件とも 200 時間までは差異なく細

胞増殖およびクロロフィル濃度が増加した。その後

HSM-Fe 培養ではクロロフィル合成能の低下が見られ、

それに伴って細胞増殖も 264 時間以降停止した（Figure 
1）。Bio-PIXE 法により元素含量を測定したところ、Fe
欠乏条件下で Fe 含量は培養開始時より継続的に減少し、

384 時間で Fe 十分条件下の 10 %まで減少した（Table 1）。
Fe 欠乏条件下の細胞における Fe 以外の元素含量を Fe 十
分条件下での元素含量と比較したところ、264 時間で P、 
Mg、 Ca、 Zn、 K、 は 75%まで減少し、S は時間と共

に減少速度が大きくなる傾向を示し、最終的に 50 %まで

減少した。一方、 Cu は Fe 欠乏後直ちに減少する傾向を

示し 50 %にまでその含量を低下させた。最も Fe 欠乏の

影響を受けたのは Mn 含量であり、150 時間までに Fe
十分条件下の含量と比べて 2%にまで減少した（Table 1）。
これらの元素で Fe 欠乏条件下において培養開始時より

その含量が顕著に減少したのは Mn、 Fe および Cu の順であった。細胞の増殖が完全に止まった 264 時

間において、Fe 欠乏条件下におけるこれら 3 種の元素含量を Fe 十分条件の含量と比較したところ、Fe
および Cu でそれぞれ 20 %および 50 %であったのに対し、Mn 含量は 2 %にまで減少した。本結果より

Fe 欠乏条件下で最も影響を受ける元素が Mn であり、Fe 欠乏条件では細胞内の Mn 含量が速やかに減少

することが明らかになった。 
 

４ 考察  

Bio-PIXE 法を用いた元素分析によって網羅的な元素組成の変化を経時的に解析した結果、Fe 欠乏条件

下において Mn 含量の減少が著しく起こることが明らかになった（Table 1）。一方、54Mn を用いてパル
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ス－チェイス実験を行うことで、細胞内の Mn の挙動と培地中への Mn の放出を検証した。通常培養で
54Mn を取り込ませた細胞を Fe 十分条件 （HSM） および Fe 欠乏条件 （HSM-Fe） で 4 日間培養した

ところ、細胞増殖に差異は見られなかったが、Fe 十分条件下と比べて Fe 欠乏条件下では細胞体積あた

りの Mn 含量が約 25%まで減少し、培地中への Mn 放出量が約 2 倍増加した（未発表）。これらの結果を

総合して、緑藻 C. reinhardtii は Fe 欠乏条件下で速やかに Fe 含量を低下させると同時に細胞内の Mn を

細胞外へと放出することを示唆する。Fe と Mn は葉緑体に多く局在し、光合成における光化学系 II を構

成する主要な元素であることが知られている。また、クロレラは Mn 欠乏でクロローシスは起こさない

ものの、光合成の阻害を起こすことが明らかとなっている 11)。本研究の結果から、Fe 欠乏によって引き

起こされる光合成の阻害は、Fe および Mn 含量の減少による相乗的影響が大きく、Fe 欠乏条件が Mn 欠

乏を誘導し、それによって光合成および生育に影響を与える可能性が考えられる。Fe が細胞内で不足し

た場合、光合成器官では Fe-S クラスターを含むフェレドキシンや Fe を含むシトクロム等の数が制限さ

れることが予想される。フェレドキシンやシトクロムが不足すると光合成活性が低下し、還元物質の生

産や ATP 合成量の低下を招くほか、光化学系 II から I への電子伝達の阻害が生じ、光化学系 II より電子

を受容して生産されたプラストヒドロキノンが飽和し、いわゆる光阻害がもたらされることになると考

えられる。そのため、光化学系 II における水分解反応に関わる Mn を放出し、光化学系 II の活性を低下

させ、電子伝達系をその根元でブロックして光阻害を軽減することで細胞を保護している可能性が考え

られる。今後は Fe 欠乏で減少する Fe 結合タンパク質や Mn タンパク質の同定と定量的解析や、Fe 欠乏

回復時に誘導されるタンパク質の同定、さらには Mn の放出メカニズムに関連するメカニズムを解析し

ていくことにより、これらの制御機構を明らかにできるものと期待される。  
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