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研究成果の概要（和文）：化学ポテンシャル差（プロトン濃度差：ΔpH）に起因するチラコイド膜のプロトン駆
動とチラコイド膜に特徴的な膜脂質組成の関係を明らかにするため、シロイヌナズナの野生株およびチラコイド
膜脂質合成酵素遺伝子変異体を用いてプロトン駆動力測定を行ったところ、ジガラクトシルジアシルグリセロー
ル（DGDG）合成酵素変異株であるdgd1株でΔpHの特異的な低下が見られた。他のチラコイド膜脂質合成酵素遺伝
子に変異のある株では、ほとんど変化がないか、もしくは電気ポテンシャル差（Δψ）とΔpHの両方に減少がみ
られたことから、DGDGがチラコイド膜のΔpHの維持に重要である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：To identify the relationship between the proton motive force of thylakoid 
membranes caused by chemical gradient (proton gradient: ΔpH) and the characteristic membrane lipid 
composition of thylakoid membranes, we measured proton motive force of the wild-type and mutants of 
the thylakoid membrane lipid synthase genes in Arabidopsis thaliana. A specific decrease in ΔpH was
 observed in the dgd1 mutant, a digalactosyldiacylglycerol (DGDG) synthase mutant. Other mutants of 
the genes for the thylakoid membrane lipid synthesis did not show specific decrease in ΔpH, 
indicating that DGDG may have important roles in maintenance of ΔpH in thylakoid membranes.

研究分野：植物脂質生理学

キーワード： ガラクト脂質　チラコイド膜　シアノバクテリア

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸素発生型光合成をおこなうチラコイド膜は、ガラクト脂質であるモノガラクトシルジアシルグリセロール
（MGDG）やDGDGが例外なく主要脂質として存在するが、なぜこれらのガラクト脂質がチラコイド膜の8割をも占
めて用いられているのかは不明であった。本研究により、ガラクト脂質がチラコイド膜のΔpH維持に寄与してい
る可能性が示された。今後、光合成による光エネルギーから化学エネルギーへの変換システムの一端が明らかに
なると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
チラコイド膜は膜タンパク質と膜脂質で構成され，その比率はおよそ 5:5 と考えられている。
膜脂質のうち 8割はジアシルグリセロールに 1 分子もしくは 2分子のガラクトースが付加した
ガラクト脂質モノガラクトシルジアシルグリセロール（MGDG）とジガラクトシルジアシルグ
リセロール（DGDG）であり，それぞれチラコイド膜脂質の 5割と 3割を占める。残りの 2割
は酸性糖脂質のスルホキノボシルジアシルグリセロール（SQDG）と唯一のリン脂質ホスファチ
ジルグリセロール（PG）である。上記の脂質組成はチラコイド膜を持つ酸素発生型光合成生物
に保存されているが，その理由は明らかではない。 
チラコイド膜の ATP合成は化学ポテンシャル差（プロトン濃度勾配、ΔpH）による影響が大
きく，電気ポテンシャル差（Δψ）の影響は比較的少ないことが知られている。これは，水の酸
化や Q サイクルによってチラコイド内腔にプロトンが蓄積することで生まれる電気ポテンシャ
ル差が，カリウムなどのカウンターイオンがストロマへ輸送されることで解消されてしまうた
めと考えられている。一方，ミトコンドリアではΔpHはそれほど大きくなく，主にΔψによっ
てプロトン駆動力が得られている。実際，ミトコンドリア内膜のΔpHは 0.5程度で，チラコイ
ド膜を介したΔpH（３程度：チラコイド内腔 pH=5，ストロマ pH=8）に比べるとはるかに小さ
い。このことは，チラコイド膜は大きなΔpHに耐えるだけの機能を有していることを示してお
り，それがチラコイド膜でのプロトン駆動力を保障しているといえる。以上のことから，ガラク
ト脂質がチラコイド膜の大きなΔpHの維持に寄与しているのではないかと仮説を立てた。本研
究では，ガラクト脂質を欠失している，もしくは他の脂質と置き換わっているチラコイド膜を用
いてΔpHの維持機構を調べ，化学ポテンシャル差維持に対するガラクト脂質の役割を明らかに
する。人工的に作製した膜小胞（リポソーム）を用いた実験から，ガラクト脂質を含む小胞の方
がリン脂質のみの小胞と比べてプロトンが透過しにくいことがわかっており，少なくとも脂質
組成によってΔpHへの耐性が異なることがわかっている。 
 
２．研究の目的 
本研究は，チラコイド膜のΔpH維持機構における膜脂質，特にガラクト脂質の役割を明らか
にするものである。これまで，チラコイド膜のΔpH維持機構を説明する研究はみられず，また
そこに膜脂質がどの様に寄与しているかは全く分かっていないため，他に類を見ない研究であ
る。 
 
３．研究の方法 
 モデル植物であるシロイヌナズナでは、チラコイド膜脂質合成酵素遺伝子の欠失や機能低下
がみられる様々な変異株が存在する。それらの変異株を用いて、ΔpHの変化を測定し、チラコ
イド膜脂質のうち、どの脂質がΔpHの維持に寄与しているのかを明らかにする。また、シアノ
バクテリアのチラコイド膜脂質欠損株を用いたΔpH測定方法の確立を目指す。シアノバクテリ
アでは、主要な膜脂質の完全欠損株が単離されていることから、それらを利用することで各膜脂
質のΔpH維持における機能をより明確に示す。また、添加実験により、どのように回復するか
を調べる。 
 
４．研究成果 
（１）シロイヌナズナを用いた解析 
 モデル植物であるシロイヌナズナではプロトン駆動力の測定方法は確立しており、またチラ
コイド膜脂質の合成・蓄積変異株も多く存在することから、シロイヌナズナを用いた実験をおこ
なった。チラコイド膜には、主に 4 種の膜脂質が存在し、そのうちの 2 種はガラクト脂質 MGDG
と DGDG である。前者はジアシルグリセロールに 1分子のガラクトースが、後者は 2分子のガラ
クトースが付加している。残りの 2種は酸性脂質で、酸性糖をもつ SQDG とリン脂質 PG である。
これらの膜脂質合成が阻害された株を用いてプロトン駆動力の測定を行った。 
mgd1-1 株はチラコイド膜に最も多く存在する MGDG の含量がおよそ半減している。この株を用
いたプロトン駆動力の測定を行ったところ、ΔψとΔpH 双方での減少がみられた。一方、dgd1-
1 株では DGDG の合成が阻害されており、その含量が 1割以下に減少している。この dgd1 変異株
でプロトン駆動力の測定を行ったところ、ΔpH で顕著な減少がみられみられた。このことから、
DGDG がΔpH の維持に重要である可能性が出てきた。これまで、チラコイド膜脂質とΔpH の維持
の関係を示した報告はなく、新しい発見である。 
酸性脂質である SQDG と PG の変異株についても解析を行った。SQDG が欠失している変異株で
ある sqd1 株および sqd2-1 株でロトン駆動力の測定を行ったところ、特にΔψの減少が見られ
た。一方、PG 合成変異株である pgp1-1 および pgp1-1/pgp1-2 二重変異株では、ΔψとΔpH 双方
での顕著な減少が見られた。この結果は、SQDG もしくは酸性脂質がΔψの維持に寄与している
可能性を示している。 
（２）シアノバクテリアを用いた解析 



プロトン駆動力（ΔψとΔpH）を測定するための測定ユニット（P515/535 emitter-detector）
を既存の Dual-PAM（Walt 社）に繋ぎ、測定系の確立を行った。材料としては、Synechocystis 
sp.PCC 6803 株および Synechococcus elongatus PCC 7942 株を用いた。当初、パラメーターの
設定に手間取り、不明な点も多かったため、メーカー（Walt）に問い合わせを何度も行って検証
した結果、ノイズがかなり高いものの、ある程度の測定ができるようにはなった。具体的には、
グラフの波形自体は文献とは異なるものの、シアノバクテリアの野生株と、膜脂質欠損株では明
らかな違いが確認できた。しかし、植物での測定でみられるようなはっきりとした結果を得るこ
とはできなかった。 
過去の文献では、シアノバクテリアでのプロトン駆動力測定も報告されている。しかし、シア
ノバクテリアが LHCP ではなくフィコビリソームを集光装置に利用していることから、測定の精
度をこれ以上改善することは難しいと考えられた。これは、プロトン駆動力測定の際、LHCP 内
のカロテノイドの電場による吸光度変化を用いてΔψとΔpH を測定するためである。そこで、
蛍光 pH 指示薬を取り込ませたシアノバクテリアの生細胞での測定を試みたが、試した試薬では
過去の報告と同様の測定をすることが出来なかった。 
（３）今後の展開 
今後、脂質組成の異なる人工リポソームに蛍光 pH指示薬を取り込ませ、ΔpH維持におけるチ
ラコイド膜脂質の役割、特に DGDG の役割を明らかにしたい。また、シアノバクテリアでチラコ
イド膜脂質を欠く遺伝子破壊株やチラコイド膜に存在しない脂質をもつ株からチラコイド膜を
単離し、蛍光 pH 指示薬を取り込ませたリポソームを作成して、光合成タンパク質複合体の機能
との相関も明らかにしたい。 
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