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クロロフィル蛍光解析によって、エネルギー伝達過程や光合成電子伝達に関する多くの現象がこれまで明らかに
されてきた。しかし、異なる時間軸と空間スケールを有する異なる解析で得られた情報から、どのようにして相
互認識が可能な共通の結論を導きだすことができるだろうか。この問いに関して、本稿では、共焦点レーザー顕
微鏡を用いたクロロフィル蛍光解析における時間軸と空間スケールについて考察し、その問題点をこれまでの研
究の紹介を交えて議論したい。

1. はじめに
　葉緑体に存在するチラコイド膜には、クロロフィル
分子を結合したタンパク質が数多く存在している。ク
ロロフィル分子は太陽光に含まれる光エネルギーを吸
収し、そのエネルギーを隣接する同分子に一瞬で受
け渡すことができる。その一瞬の出来事が複数の分
子間で繰り返し起こることで、光エネルギーはやが
て光合成反応中心タンパク質へ伝達され、そこで電気
化学エネルギーに変換される。
　数多くの研究成果を省いて言葉で記述するとなん
だか教科書的であっけない気もするが、秒速約3 0万
キロメートルで移動する光を捕捉し、そのエネルギー
を目的の場所まで運ぶ過程には数えきれない経路と
障壁があるに違いない。実際すべてが目的地まで難
なく到達するわけではなく、そのエネルギー伝達過
程でクロロフィル分子から蛍光として再び放出される
ことがある。このクロロフィル蛍光は光合成反応を研
究する上で最も重要な情報の一つであり、その現象
は幅広い時間軸と空間スケールで解析されている。し
かし、光エネルギーが蛍光として放出される瞬間のク
ロロフィル分子の振動状態や周辺場の応答について
は、まだ未解明な部分が多いため、クロロフィル蛍光
の解析においては、個々の問題に本質的な時間軸と
空間スケールを選択し理解する必要がある。最も重
要なことは、異なる時間軸と空間スケールを有する
異なる解析で得られた情報から、いかに相互認識の
可能な共通の結論を導きだすかである。その判断基

準は、個々の研究者に委ねて良い問題ではない。な
ぜなら、専門分野の異なる研究者は、それぞれが異
なる“想像力”を持っているため、その想像を超えた領
域での現象を考察する際、その想像力の差が少なか
らず影響するからである。もちろん想像と科学は全く
別物であるが、専門分野が異なる場合、上記の光合
成初期反応過程について想像できる深みは様々であ
り、その違いによって解釈の本質も異なってくる。
　本稿では、共焦点レーザー顕微鏡を用いたクロロ
フィル蛍光解析における時間軸と空間スケールについ
て考察し、観察された結果がどこまで共通の現象と
して識別できるのか、その問題点をこれまでの研究の
紹介を交えて議論したい。

2. 異なる時間軸と空間スケールから導き出され
る情報
 1674年、Anthony van Leeuwenhoekは自ら設計した光学
顕微鏡を用いて葉緑体を初めて観察した1 )。この時、
アオミドロ属 Spirogyra の葉緑体を“small green 

globules”とし、緑色の正体が葉緑体であることを記し
た。無論この時点ではチラコイド膜や光化学系タンパ
ク質などについては知る術がなかった。1 9世紀に入
り、光学顕微鏡の空間分解能が上がり、葉緑体内に
ドット状の構造があることをHugo von Mohlらは発見
し、Arthur Meyerは、その構造を“Grana”と記述した
1 )。それから約１世紀半経過した現在では、 “グラ
ナ”は教科書で紹介されるよく知られた構造だが、緑
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色をしたオルガネラの中に見出だした小さなドット状
の構造物について、それ以上のことを知る術は当時な
かった。20世紀に入り、電子顕微鏡を用いた観察が可
能となり、そのドット状構造物を目印に、葉緑体を識
別し、その中に存在するグラナが平らな袋状構造物の
積み重なったものであることが示された2,3)。電子顕微
鏡によって、空間分解能が上がり、トモグラフィー解
析によって立体構造まで明らかとなった4 - 6 )。現在で
は、チラコイド膜に存在するタンパク質の配列の様子
までも観察されている7)。
　最初は緑色のドット状にしか見えなかったグラナ
が、電子顕微鏡が持つ空間分解能によって幾層にも重
なったチラコイド膜の構造物であることが明らかと
なった。グラナ構造の他に、膜が重ならない“ストロ
マラメラ”の構造も電子顕微鏡によって観察されてお
り、それぞれの膜構造の違いには、2種類の光化学系
タンパク質（PSIIとPSI）が別々に局在しているとい
う生化学的解析結果と関連づけられている8)。電子顕
微鏡技術によって、見えなかったものが見えるように
なり、チラコイド膜の微細構造情報が明らかとなっ
たが、解析の都合上（固定サンプルの超薄切片を真
空中にて観察するため）、生命現象における時間軸
情報を犠牲にしなくてはならない。ここで当然考え
るべき問題点は、ある一瞬における微細構造情報を
もとに、どこまで想像を広げることが可能だろうか
ということである。
　光合成研究では、クロロフィル蛍光を観察すること
で、クロロフィル結合タンパク質の状態について知る
ことができる9)。上述したように、クロロフィル分子
によって吸収された光エネルギーが光化学系反応中心
へ伝達される過程で、励起エネルギーが再び分子か
ら放出されるものがクロロフィル蛍光である10)。PSII

反応中心、もしくはPSI反応中心まで伝達された励起
エネルギーが、その場で消費されず蛍光として放出さ
れる際、各反応中心でのエネルギー量が異なってい
るため、それぞれの波長に応じた分光測定をするこ
とで蛍光の発信源を識別できる。これに基づき、光
エネルギーの吸収様式（励起方法）を工夫すること
で、クロロフィル結合タンパク質の配置や相互作用状
態について情報を得ることができる11)。例えば、PSII

を効率良く励起する光を葉緑体に照射すると、PSIIか
らの蛍光強度が減少（もしくは、P S Iからのクロロ
フィル蛍光強度が増加）する。これは、片方の光化学

系の励起状態が変化することで、各光化学系タンパク
質への励起エネルギー伝達効率が、何らかの機構に
よって変化している結果と考えられる12)。また、パル
ス変調時間分解蛍光法に基づくクロロフィル蛍光解析
13)によって、同様の変化を生きた細胞を用いて測定す
ることも可能である14)。
　タンパク質に結合するクロロフィル分子から放出さ
れる蛍光を詳細に解析することで、タンパク質間にお
ける分子配置や相互作用についての情報が得られる。
これは光合成研究の根幹を担う最も重要な知見であ
る。しかし、クロロフィル分子から放出される微量な
蛍光を検出する技術には制限があり、充分な強度を
検出するためには、サンプル量を増やすか検出時間
を延ばす必要がある。サンプル量（例えば、細胞
数）を増やした場合、異なる個性を持つ可能性のあ
る複数の蛍光の発信源のバルクでの解析となるた
め、得られる情報は全体の平均値となる。そのた
め、個別の蛍光について検出することが難しくな
り、同時に空間分解能も低くなる。また、検出時間
を長くした場合、その時間内で生じる変化を識別す
ることができなくなるため、複数の状態変化を含ん
だ平均値となる。ここで当然考えるべき問題点は、
細胞（葉緑体）内で起こる多種多様な物質状態を反
映する複雑な（蛍光）情報をもとに、どこまで想像
を広げることが可能だろうかということである。

3. 時間軸と空間スケールはどこまで同時に極限
まで近づけられるか
　上述した電子顕微鏡観察とクロロフィル蛍光解析
は、どちらも光の特性を巧みに利用し、検出方法を
工夫することで、それぞれ異なる次元の情報を導きだ
す。では、顕微鏡による微細領域の特定とその領域に
おける蛍光検出を同時解析することで、異なる時間
軸と空間スケールにおける現象をどこまで共通認識
することができるだろうか。この問いに関して、共焦
点レーザー顕微鏡を基本解析技術として、本稿では考
察する。共焦点レーザー顕微鏡を用いることで、
レーザー光によるクロロフィル分子の励起とその蛍光
の検出を連動させ、更にレンズとピンホールによる光
学的断層効果を利用することで、サンプル内のある一
点の深度を限定して検出することが可能である15)。サ
ンプル上を走査しながら同様に蛍光を検出すること
で、ある平面のクロロフィル蛍光強度分布を得ること
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ができる。ここでは市販されている共焦点レーザー顕
微鏡における一般的な観察条件を例に考える（図
1）。検出器の性能とここでの観察条件から、1画素
（0.14×0.14マイクロメートル）における検出時間は
1.61マイクロ秒を費やし、512×512画素（71.68×71.68

マイクロメートル）の視野を走査するのに422ミリ秒
の時間が必要である。実際には、顕微鏡装置が走査
に費やす時間が各画素間に含まれるため、一平面を
検出するのに約800ミリ秒を費やす。
　まず、1画素の情報を得るのにかかる1.61マイクロ秒
の時間について考える（図1 A）。この時間スケール
は、光エネルギー伝達の概念16)からすると、1画素に
含まれる全てのクロロフィル結合タンパク質間を励起
エネルギーが移動するのに充分な時間である。更に、
一平面の情報取得に費やす約 8 0 0ミリ秒の時間（図
1B）があれば、PSIIに到達した励起エネルギーが光誘
起電荷分離・電荷移動反応を起こし、チラコイド膜中
のキノンプールの酸化還元状態の均衡を崩しだすのに
充分な時間である17)。レーザー光による励起効率が高
いと仮定すると、一平面に含まれる多くのクロロフィ
ル結合タンパク質が約800ミリ秒の間に全て励起され
ていることになる。このような状況下では、様々な反
応が進行し、一平面におけるエネルギー伝達過程の概
念を見出だすことは困難である。従って、1画素から
得られる確かな情報は、その画素に含まれるクロロ
フィル分子の存在量のみであり、それ以上のことを証
明するにはこの観察条件では難しい。
　次に空間スケールについて考える。あくまでも数値

上だが、1画素（0.14×0.14マイクロメート
ル）には、数十個のタンパク質が存在し
ていると考えられる（図 2 ）。すなわ
ち、必要なタンパク質が存在していれ
ば、一連の光合成反応が円滑に完了でき
る空間領域である。例えば、1画素内に
PSIIとPSI、そしてそれぞれの集光アンテ
ナタンパク質（LHCIIとLHCI）が存在
し、吸収した光エネルギーが各光化学系
へと伝達される状況が充分にあり得る。
また、それに基づく光合成電子伝達系も
起こっていても不思議ではない。した
がって、数十個のタンパク質が存在し得
る1画素から検出されるクロロフィル蛍
光のある一つの強度数値には、複数のタ

ンパク質の異なる光エネルギー状態の情報が含まれて
おり、反応中心と集光アンテナタンパク質との結合様
式や励起エネルギーの方向性など17)を分析するには極
めて困難な空間スケールである。
　葉緑体の長辺は約10マイクロメートル以下なので、
一平面（71.68×71.68マイクロメートル）の視野となる
と、数十個の葉緑体が存在し得る（図1E）。一つの葉
緑体には、膨大な数のタンパク質が協調しながら存在
しており、クロロフィル分子を結合しないタンパク質
やストロマ領域に存在するタンパク質も含まれる。電
子顕微鏡で観察されるグラナとストロマラメラのよう
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図1 共焦点レーザー顕微鏡を用いたクロロフィル蛍光観察における時空間スケール
一般的な観察条件のある一例を本稿における観察条件とする。A. 一画素。B. 一
平面。C. 異なる深度の平面を5枚連続取得することで三次元画像を構築する。
D. 次の三次元画像に移る際にZ5からZ1平面に移動するのに要する時間。E. コケ
植物ヒメツリガネゴケの原糸体細胞内に存在する葉緑体のクロロフィル蛍光画
像。

図2  一画素中に存在し得るタンパク質の数
精製した葉緑体チラコイド膜を、マイカ表面に吸着させ、
原子間力顕微鏡を用いて、その表面の凹凸をナノスケール
で観察した。観察は大気中で行った。個々の粒子がタンパ
ク質を示しており、一画素（140 × 140 nm）中に少なくとも
数十個のタンパク質が存在できることが分かる。カラー
バーは高さ（相対値）を示す。



な膜構造の違いも存在する。一個体のオルガネラと言
えども極めて複雑な構造を持つ葉緑体には無数のクロ
ロフィル分子が含まれており、その存在する空間を
10×10マイクロメートルと仮定すると、20ミリ秒以内
でそのほとんど全てが均一に励起される。このような
状況下で検出されるクロロフィル蛍光から、様々な反
応機構に関連する仮説を正しく導きだすことは可能だ
ろうか。不可能とは言わないが、得られた情報を検証
するにはこの観察条件だけでは難しい。したがって、
この空間スケールで得られる確かな情報は、クロロ
フィル分子の存在量とその分布のみとなる。

4. 生命現象における時空間軸とその情報取得に
おける時空間軸
　共焦点レーザー顕微鏡を用いることで、生きた細胞
の微細領域を観察することが可能である。生体内で常
に変動する現象を解析する場合、平面だけでなく立体
的な追跡が必要となるため、複数の平面情報を連続取
得することで立体情報を導きだす。ここでは、上述し
た平面の画像取得を0.2マイクロメートル毎に5回繰り
返し、高さ1マイクロメートル分の三次元画像を取得
した（図1 C）。この時、各平面間の移動にかかる時
間（約1秒）を含めて約4.3秒の取得時間を要する。三
次元画像として蛍光を取得した場合、それぞれの平面
には、上下に隣接する平面からの情報（いわゆる非焦
点ボケ）が混入することが多い。これは光を扱う顕微

鏡装置の特性上、避けられない問題である。しかし、
光が顕微鏡装置を通過する時に起こる方向性の変化や
広がり度合いを蛍光ビーズ（0.1マイクロメートル）な
どを用いて、その特性をあらかじめ測定することで、
三次元的な情報の混入を画像処理によって除くことが
できる19,20)。この方法を用いることで、葉緑体に存在
するクロロフィル分子の空間分布をより詳細に特定す
ることができる（図3）。次にこの観察条件における
時間軸と空間スケールの問題について考察する。
　上述した画像処理によって、三次元画像に含まれる
非焦点ボケを除去する際、最低でも3枚の異なる深度
の平面情報が必要である。ここでは5枚の平面情報を
画像処理で用いるが、これらは同時に取得されたもの
ではなく、平面毎に約1秒間のずれが生じている。す
なわち、5つの異なる位置の平面情報を用いて得られ
た三次元画像には、5つの異なる時間の空間情報が混
在していることになる。また、葉緑体に存在するクロ
ロフィル分子が約4.3秒間、レーザー光によって連続励
起されており、この間に起こりうるエネルギー伝達機
構に関する問題はあまりにも複雑すぎる。何度も述べ
たが、クロロフィル蛍光が検出された空間にクロロ
フィル分子が存在していたことは確かだと言える。し
かし、一つの三次元空間分布を（特に生きた細胞を用
いて）解析する場合、時間経過による局在変化を考慮
する必要があり、その変化にかかる時間が短く、方向
性がランダムであった場合、再構築した三次元空間分
布で観察される構造は不確かな情報となる。
　ここでの画像取得における時間軸と空間スケール
が、どれだけ生命現象による三次元空間分布の変化
に対応できるか判断するため、三次元タイムラプス解
析を行った。すなわち、クロロフィル蛍光の三次元的
空間分布が大きく変化していなければ、画像を連続取
得しても検出される強度分布は大きく変化しないはず
である。上述した観察条件で三次元画像を連続取得
する場合、基準となる深度に戻る（5番目のZ平面か
ら1番目のZ平面までの）時間（約2.7秒）を含めると
画像取得間隔は約7秒となる（図1D）。三次元タイム
ラプス解析の結果、クロロフィル蛍光の空間分布がほ
とんど変化しないドット状の領域が確認された（図
4、黒色領域）。同様な領域は視野に複数存在してお
り、大きさを見積もると直径（長軸）が平均して約
500ナノメートルであることが分かった。このドット
状を示すクロロフィル蛍光は、この観察での時間軸と

光合成研究　23 (3)   2013

121

図3  画像解析による非焦点ボケの除去
共焦点レーザー顕微鏡を用いて、寒天培地上に育つコケ植物ヒ
メツリガネゴケ原糸体細胞内のクロロフィル蛍光の三次元画像
を取得した。観察条件は本文中に示した通りである（図1）。
寒天培地にアンピシリンを添加し育成することで、葉緑体の分
裂を阻害する。その結果、一つの原糸体細胞に一つの巨大な葉
緑体を形成する。巨大になった葉緑体は細胞内で動かなくなる
ので、葉緑体内のチラコイド膜の動態変化を解析するのに適し
た観察方法である。(A) 画像解析前は非焦点ボケが含まれるた
め構造が見えにくいが、(B) 非焦点ボケを除去することで、葉
緑体内の構造が鮮明に確認することができる。スケールバーは
5マイクロメートル。



空間スケールにおいて経時的に安定しており、その構
造情報には時空間軸におけるずれがほとんど含まれて
いないと考えられる。これまでの電子顕微鏡観察で
得られている情報4 - 6 )を考慮すると、ドット状に観察
された領域はグラナである可能性が高い。
　一方、三次元タイムラプス解析でクロロフィル蛍光
の空間分布が大きく変化する細長い領域を確認するこ
ともできた（図4、赤色領域）。ここでの観察条件を
考慮すると、少なくとも7秒以内にこの細長い領域の
空間分布は変化している。特徴的な点は、細長い領域
が二つのドット状領域を結ぶように存在している点で
ある。電子顕微鏡で観察されているストロマラメラが
同様の構造的特徴を示しており3 - 6 )、時間軸と空間ス
ケールの問題点を敢えて無視した場合、この細長い領
域はストロマラメラであると考えることができる。し
かし、一般的にグラナとストロマラメラには、PSIIと
PSIがそれぞれ別々に局在すると考えられており8)、ま
た室温におけるPSIからのクロロフィル蛍光の寄与が
数％である21)ことが知られている。従って、この観察
条件では、この細長い領域がストロマラメラであると
断定することが困難であるとも考えられる。ここで重
要なことは、異なる時間軸と空間スケールを有する異
なる解析で得られた知見を、いかに相互認識が可能な
共通の結論として導きだせるかである。では、経時的
に形状を変化させる細長い領域は一体何か。ここで考
えられる仮説は3つある：1) 室温でのクロロフィル蛍

光のほとんどはPSIIとLHCIIに含まれるクロロ
フィル分子からだと考えられているので、これ
らのタンパク質が経時的に激しく動く環境下
（状態）にある；2) 室温では蛍光検出が難し
いPSIへの励起エネルギー移動効率が変化する
ことで、細長い領域における蛍光強度が経時的
に変化している；そして、3) チラコイド膜自体
が分裂と結合を繰り返している22,23)。ここでの
観察条件では、これら3つの可能性について、
これ以上言及することが難しい。しかし、三
次元タイムラプス解析によって、生体内でのク
ロロフィル分子の局在領域が少なくとも二種類
あることが分かった。最低7秒間は安定している
領域とそうでない領域である。

5. 可視化された事象を不可視化しないため
に

　本稿で紹介した共焦点レーザー顕微鏡の観察条件で
は、上述した時間軸と空間スケールの問題点を完全に
解決することは難しい。しかし、これまでに様々な現
象が分光学的クロロフィル蛍光解析によって証明され
ており、それらを顕微鏡で観察される現象と関連づけ
ることは重要である。一方、共焦点レーザー顕微鏡を
用いることによって、生体内の微細な空間におけるク
ロロフィル蛍光の観察が可能となり、上述した時空間
的動態変化の情報（図4）を得ることができる。その
ような情報は必ずしも通常の生化学的解析によってそ
の実体が解明できるとは限らない24)。したがって、ク
ロロフィル蛍光の解析方法やその原理が異なる場合、
それぞれに応じた時間軸と空間スケールでの情報解釈
をするべきである。また、光合成研究は蛍光解析の先
駆的分野であり、一つの手法にのみ偏った解釈はもは
やできないため、次元の異なる解析結果を相互に理解
していくことも重要である。
　本稿では一般的な共焦点レーザー顕微鏡に関して述
べたが、クロロフィル分子の励起に用いる光源やクロ
ロフィル蛍光を検出する方法を改良することで、得ら
れる情報の範囲は大幅に広がる。例えば、パルスレー
ザー光による時間分解蛍光測定を各画素毎で行えば、
クロロフィル蛍光寿命を微細領域で解析することがで
き、タンパク質のエネルギー状態の平面分布図を取得
することができる25)。また、ニポウディスク方式を用
いることで多焦点走査が可能となり、一平面を極めて
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図4  ドット状領域（黒色）と細長い領域（赤色）の経時的局在変化
三次元タイムラプス解析から、二つの異なる蛍光強度領域を抽出する
と、経時的に局在が大きく変わらない領域（黒色）と少なくとも7秒以
内で局在を変える領域（赤色）を確認することができた。細長い領域
がドット状領域を繋ぐような形状をしている様子が複数確認できる。
数字は、経過時間を示し、Mはそれぞれを重ね合わせた図。スケール
バーは2マイクロメートル。



短い時間（5ミリ秒以下）で走査することができ26)、
これを利用することで、本稿で述べた時間軸と空間ス
ケールの問題を大幅に解消することができる。また周
波数領域測定法に基づく蛍光寿命解析とニポウディス
ク方式による検出を融合することで、生体内チラコイ
ド膜の微細な（グラナ・ストロマラメラ）構造におけ
るエネルギー伝達過程（クロロフィル蛍光寿命分布）
の三次元タイムラプス解析も可能である。最近では、
空間分解能が極めて高い電子顕微鏡観察と光学顕微鏡
による蛍光観察を同時に行う電子光子同軸顕微鏡27)の
開発がされており、クロロフィル蛍光を放出するタン
パク質を実際にチラコイド膜上で確認することもいず
れ可能となる。将来的に検出器の感度が向上すること
で、顕微鏡を用いたラマン分光解析28)が実用化され、
生体内でのチラコイド膜やその他の物質の挙動変化を
直接追跡観察することも可能になるだろう。
　20世紀に入り電子顕微鏡観察によって見えなかった
ものが見えるようになり、観察された構造をもとに多
くの現象に関わる仮説が提唱されたことは先に述べ
た。その後も様々な手法による解析が進み、理論と計
算で全てシミュレーションすることが可能と言われる
ほどの膨大な情報が存在する現代において、これまで
見えなかった事象が見えるようになった時、その事象
をどれだけ本質的で正しく解釈することができるだろ
うか。見えなかったものを見えるようにする際、検出
技術が制限となるが、今後も新しい検出技術が開発さ
れ、検出感度が桁違いに向上し、これまで見えなかっ
た生命現象が見えた瞬間、その未知なる事象とどれだ
け正しく向き合えるだろうか。専門分野が異なり、想
像力が異なれば、見えてくる情報の深みは様々とな
り、解釈の本質に違いが生じる。想像力の乏しさに
よって、可視化された事象が再び不可視化されないよ
うに、複数の時空間軸において広い視野を持つことを
常に心がけたい。

6. おわりに
 雑木林の間伐の仕事をするある人の言葉がとても印
象的だった。「私たちは、樹木の成長のため、森林の
光環境の調整のため、そして100年後の木材のため、
雑木林の間伐を行っています。」めまぐるしく変動す
る地球環境と向き合い、長い年月がかかる樹木の成長
を考えた場合、それだけの時間軸を想定しなければ、
すぐに対策が後手となるそうだ。職業としては異なる

が、その言葉は光合成研究に通ずるものがある。100

年後を見据えた長い時間軸と多くの樹木と対峙する広
大な空間スケールでの光環境の調整は、もはや想像を
絶する環境変化に立ち向かう大実験である。
　第4回日本光合成学会での公開シンポジウム「30年
後の光合成研究」の開催にともない、自分自身の3 0

年後の研究について考える機会を与えていただいた。
そのようなことをこれまで一度も考えたことがな
かっただけに、それだけの時間軸を見据えて自分自
身の研究と向き合うと、それまで見えなかった何か
が見えた気がする。想像が広がることで、不可視が
可視化されたのかもしれない。100年後を見据えた雑
木林の間伐のような壮大な時空間スケールでの大実
験とはならないかもしれないが、100年後の自分自身
の研究について想像を広げることで、目の前の直近の
課題の中にも、新しく見出だす何かがあるかもしれ
ない。そんな探究心を忘れず持ち続けているかどう
か、30年後の自分自身にここで問いかけてみたい。
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