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1. はじめに 

酸素発生型光合成生物は、アンテナ色素が捕捉した

光エネルギーを光化学系 I、II の反応中心に集め、光誘

起電荷分離と一連の電子移動を引き起こす。チラコイ

ド膜上に配列された電子伝達成分は高速電子移動を行

い、量子収率で 90%を超える高効率な光→化学エネル

ギー変換を進める。 

光合成系の高速電子移動は、機能分子間の距離、配

向（分子軌道の重なり）、電子エネルギー準位相関（エ

ネルギー差）が生み出す。近年の X 線結晶構造解析の

進歩で、距離･配向が明らかになりつつあり、また遺伝

子工学的な研究が、電子伝達成分の空間的配置を支え

るタンパク質の役割を明らかにしてきた。しかし、電

子エネルギー準位相関という物理化学的な側面は、ま

だ不確定な部分が多い。 

本稿では、電子エネルギー準位相関を決める重要な

パラメータの酸化還元電位につき、測定原理と手法を

解説し、我々が取り組んでいる光化学系 I 一次電子供

与体 P700 の酸化還元電位を中心に、得られた知見と

計測法の有用性を紹介したい。 

 

2. 電子伝達成分の酸化還元電位相関 

電子伝達成分は、酸化還元電位を縦軸にとって並べ

ると、図 1 のような Z スキームと呼ばれる相関図で表

される。電子は、エネルギー準位が負なほど不安定で

あり、エネルギーが高いから、電位軸の上方を負にと

れば、物体の落下と同じイメージで電子が伝達する様

子を描ける。上向きの電子移動にはエネルギー供給が

必要だが、光化学系 I、II それぞれの一次電子供与体

P700 と P680 のみが光励起されることで、電子のエネ

ルギーがたたき上げられ、還元力が高められている。

同時に生じる正孔が酸化力となり、PS II では水を酸化

するほどの酸化力が発生していると考えられる。 

電子のエネルギー準位と反応とは以下に示す関連性

がある。一連の電子伝達の反応は、それぞれの成分間

での酸化還元反応が連続したものとみなせる。そこで、

A（電子供与体）から B+（電子受容体）への一電子移

動を考える。 

A + B+ → A+ + B 

この酸化還元反応は次の 2 つの半反応に分けて捉え

ることができる。 

A → A+ + e– 

B+ + e– → B 

酸化還元反応は平衡反応であり、この 2 つの半反応

は常に完全に進行するわけではないから、反応の進み

具合は熱力学的平衡状態を考える必要がある。もう少

し一般化して、次式で表される酸化体 Ox と還元体 Red

の平衡状態を考える。 

Ox + ne– ⇔ Red 

この反応に関わる電子のエネルギー準位（電位）を

Eとすると、Ox、Redそれぞれの活量は次に示すネルン

ストの式で関係付けられる。 
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図 1 光合成電子伝達系の電子エネルギー準位相関（Z
スキーム）。電子伝達系成分をそれぞれの酸化還元

電位 E˚'をもとにして並べてある。 
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平衡反応(4)の標準状態、すなわちOxとRedがいずれ

も活量1の状態を考えると、右向きと左向きの反応速度

がつり合うが、そのときE = E˚であり、この電位を標

準酸化還元電位（standard oxidation-reduction potential）

と定義とする。電気化学の世界では、電極を介して議

論するので標準電極電位と呼んでおり、他に標準レド

ックス電位（ standard redox potential）や標準電位

（standard potential）などとも呼ぶ。また、ネルンスト

式から分かるように、反応に関わる電位Eは、E˚を中

心とする領域を取りうるものだから、E˚は反応のおお

よそのエネルギー準位を表す指標となる。 

反応(1)に話を戻す。ギブズエネルギー変化ΔGは2つ

の半反応式(2)、(3)の電子エネルギー準位差（電位差）

ΔE（=EB–EA）と次の関係にある。 

ΔG = –nFΔE 

したがって反応が進む、すなわちΔG < 0となるため

には、EB > EAとならなければならないことが分かる

（図2）。しかし、ΔGが負で絶対値が大きければ、すな

わちΔEが大きければ、反応しやすい（反応速度が速く

なる）というわけではない。反応速度を考える際には、

反応の活性化エネルギーを考慮に入れる必要がある。

ΔEが大きすぎるとマーカスの逆転領域とよばれる状

態におちいり、かえって反応速度は低下する。また、

ΔEが小さいと逆反応が起こりやすくなるから、反応効

率は低下する。したがって、光合成の電子伝達系は巧

妙な電位の調節がなされていると考えられる。 

さて、Z スキームは各電子伝達成分の酸化還元電位

をもとにしているものだが、すべての電位が実測され

ているわけではない。これまでに、PS II の電子アクセ

プターである Pheo a と QA、Cyt b6/f 複合体、電子伝達

タンパク質であるCyt c6と Pc、鉄－硫黄センター（FA、

FB）、そして P700 ぐらいが実測されているに留まり、

あとのものはこれらの実測電位を基に電子移動反応速

度などから計算されるエネルギー差により見積もられ

ているにすぎない。エネルギー差の計算も、電子移動

反応速度は、冒頭に述べたように、電位差だけではな

く距離や配向という要素を含んだパラメータであるし、

多くの成分は 2 つ以上の近接する成分との間で生じる

電子移動も考えなければならないから、反応モデルを

もとにした近似値であることに注意しなければならな

い。 

さらにいえば、実測されている酸化還元電位も、研

究者によって報告値が異なっているのが現状で、また

その多くには誤差が含まれていることは否めない。ゆ

えに、我々が知っている電位というのはおおよそのも

のに過ぎないであろう。このことを次の項で、P700 を

例に挙げて、取り上げてみたい。 

 

3. P700 の酸化還元電位 

P700 の酸化還元電位は、過去 40 年以上に渡って調

べられており、数多くの報告がある 1)。表 1 にこれま

でに報告されている P700 の酸化還元電位をまとめた

図 2 酸化還元反応に伴う電子授受。電子のエネル

ギー準位は反応によって異なり、電子はエネ

ルギーの高い方から低い方へ移る。 

(6)

(5)

表 1 これまでに報告されている P700 の酸化還元電位 
 

Author(s) [Year 
(reference)] 

Sample (treatment) E˚' mV 
vs. SHE 

Kok [1961 (2)] Spinach (acetone 
extracted) 

+430 

Beinert et al. [1962 (3)] Red algae (acetone 
extracted) 

+430 

Yamamoto and Vernon 
[1969 (4)] 

Spinach (Triton X-100) +480 

Thornber and Olson [1971 
(5)] 

Green algae (SDS) +380-420

Knaff and Malkin [1973 
(6)] 

Spinach (digitonin) +520 

Ke et al. [1975 (7)] Spinach (Triton X-100) +468 
Ikegami et al. [1976 (8)] Spinach (ether, 

digitonin) 
+400 

Evans et al. [1977 (9)] Spinach (Triton X-100) +375 
Malkin [1978 (10)] Pea (EDTA) +385 
Sétif and Mathis [1980 
(11)] 

Spinach (EDTA) +492 

 Spinach (Triton) +469 
 Spinach (digitonin) +494 
 Spinach (Triton, LDAO, 

SDS) 
+459 

 Spinach (SDS) +431 
 Nicotiana (SDS) +421 
Ikegami and Katoh [1989 
(12)] 

Cyanobacteria (ether, 
Triton X-100) 

+355 

Hamachar et al. [1996 (13)] Cyanobacteria (DM) +460 
Kievit and Brudvig [2001 
(14)] 

Cyanobacteria (DM) +468 
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が、+360 mV ～ +520 mV (vs. SHE、以降の電位はこれ

を基準とする)と 160 mV 以上におよぶ“ばらつき”が

ある。この原因として、試料分画法の違いや測定精度

の限界にあるのではないかと考えられる。多くの報告

は、ホウレンソウに関するものだが、1980 年に Sétif

がまとめているように、界面活性剤処理によって P700

のレドックス電位が異なるとしている。しかし、それ

だけで物理化学的な面からすると決して小さいとはい

えない“ばらつき”の説明がつくようにも思えない。

そこで、我々は測定法を見直し、酸化還元電位を精密

に測定できる条件の確立を目指した。 

 

4. 酸化還元電位とは 

測定法を説明する前に、酸化還元電位についてもう

少し説明を加えておきたい。 

2で説明したように、E˚は平衡反応（式(4)）におい

て、OxとRedがいずれも活量1の状態における電位であ

る。このことを熱力学的に記述するには、OxとRedに

ついては標準生成ギブズエネルギーΔfGºを用いる。電

位Eºにある電子ne- のエネルギーは、「電気エネルギー

＝電荷量×電位」の関係により、ファラデー定数F（= 

96,458 C mol−1）を使って−nFEºと書ける。すると次式

が成り立つ。 

ΔfGº(Ox) − nFEº = ΔfGº(Red) 

nF
GGE )Ox()Red( ff

oo
o Δ−Δ

−=  

式(8)右辺のΔfG˚(Red)–ΔfG˚(Ox)は標準反応ギブズエ

ネルギーΔrG˚とみなせるから、ΔrG˚ < 0のときには右

（還元）方向に、ΔrG˚ > 0のときには逆向きに、反応式

(4)の平衡がずれる（反応が進行する）と解釈できる。

いいかえれば、E˚が負で絶対値の大きい酸化還元対ほ

ど反応が左（酸化）方向にずれる、すなわち電子を放

出しやすい系といえる。ΔfG˚は重要な熱力学的パラメ

ータで、膨大な量が蓄積されているから、ΔfG˚をもと

にE˚の多くが計算されている（ΔfG˚、E˚とも化学便覧

などに記載されている）。したがって、E˚が既知ならば、

電子授受の方向（図2参照）をある程度予測が可能とな

る。 

公表されているデータをみてみると、E˚がもっとも

負であるのは、Li+/Li系の–3.045 Vがあるが、Liが強力

な還元剤なのはこのことからもいえる。後述する酸化

還元滴定でよく使われる還元剤であるジチオナイト

（亜二チオン酸ナトリウム：Na2S2O4）は、2SO3
2– + 

2H2O + 2e– ⇔ S2O4
2– + 4OH–の平衡反応となり、その

E˚は–1.13 Vである（ただし、アルカリ性のときに還元

力が高いことに注意されたい）。酸化剤として使われる

フェリシアン化カリウム（K3[FeIII(CN)6]）だと、平衡

反応 [FeIII(CN)6]3– + e– ⇔ [FeII(CN)6]4– が成立し、E˚

は+0.361 Vである。 

さて、標準状態から平衡がずれたときの物質の活量

と電位の関係を表したものがネルンスト式であること

を2でみてきた。活量は濃度に近似できるから、P700

の一電子授受が伴う酸化還元平衡は次式をもとに考え

ればよい。 

]P700[
]P700[ln

+

+°=
F

RTEE  

この場合、厳密に言えば、E˚は[P700] = [P700+]の場

合の系の電位であり、また現実の系は標準状態とは違

って周囲からの影響（例えば溶液なら溶媒との相互作

用）があるため、理論値とは異なる。したがって、測

定される E˚は E˚'と表し、式量電位あるいは形式電位

（formal potential）と呼ぶ。他に中点電位（midpoint 

potential）や単に酸化還元電位と呼ばれるが、我々はこ

れを求めているのである。 

また、ネルンスト式をみると、Ox（Red）を多く加

えれば、系の電位は正（負）に変化するし、逆に系の

電位を正（負）にすれば、Ox（Red）の割合が増える

のが分かるだろう。したがって、系の電位をなんらか

の方法で変化させ、その際の P700 の濃度変化を調べ

られれば、得られる電位と濃度の相関関係から[P700] 

= [P700+]となる電位を求めればよい。系の電位の制御

を、酸化剤･還元剤を加えて行うのが酸化還元滴定法と

呼ばれ、電気化学的な手法では、電極と電気化学装置

を用いて行う。 

 

5. 酸化還元滴定法 

光化学系の中では、電子伝達成分はアンテナ色素に

対してごく微量で単に吸収スペクトルを測定したので

は検出できないが、幸い P700 など光合成の電子伝達

系は酸化･還元状態にともなって大きく分光特性が変

化するので、酸化還元反応前後の吸収スペクトル変化

や蛍光強度の変化から酸化体、還元体の濃度を調べる

ことができる。他に、過度吸収測定や EPR 測定を組み

合わせて、目的成分の酸化･還元状態を調べるという方

(8)

(7)

(9)
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法もある。酸化剤･還元剤を用いて目的とする成分を酸

化･還元させて、同時に分光学的情報を得ることで酸化

還 元 電 位 を 求 め る 方 法 を 酸 化 還 元 滴 定 法

（oxidation-reduction titration または redox titration）と

いう。本稿では、可視光吸収分光法と組み合わせた滴

定法についてみていくことにする。 

滴定法でもっともシンプルなのは、フェロシアン化

物イオン /フェリシアン化物イオン（ [FeIII(CN)6]3–/ 

[FeII(CN)6]4–）酸化還元対を用いる方法である。フェロ

シアン化/フェリシアン化カリウムを溶液に加えると

それぞれ安定した陰イオンが得られるから、添加量比

を調節することにより、ネルンスト式に応じて系の電

位を変化させられるので、酸化還元対より少量の（目

的とする）成分を酸化･還元できる。 [FeIII(CN)6]3–/ 

[FeII(CN)6]4–の E˚'、すなわち両者の濃度が同じ場合の

電位は、サンプル溶液の pH にもよるが、pH = 7 で+430 

mV であるから、ネルンスト式と添加量比から電位を

間接的に知ることができる。したがって、フェロシア

ン化/フェリシアン化カリウムの添加量比とサンプル

溶液の吸光度から、目的とする成分の酸化還元電位を

見積もることができる。この方法は、特に[FeIII(CN)6]3–/ 

[FeII(CN)6]4–の E˚' に近い酸化還元電位をもつ P700 や

Cyt c6、Pc などに有効で、報告例のいくつかはこの方

法により求められている。 

同じ滴定法でも、電極と電位差計（ボルトメーター）

を用いれば系の電位を直接調べられる。電極一つでは

電位を計れないので、基準となる電極（参照電極、基

準電極などという）に対してもう一本電極を系に導入

し（作用電極という）、作用電極上における系の平衡電

位と参照電極の電位との差を計測する。作用電極には、

系との電子授受が素早いものが望ましく、白金がその

代表例である。参照電極は、銀-塩化銀電極やカロメル

電極（saturated calomel electrode: SCE）などが一般的で

ある。参照電極と作用電極を複合化した ORP

（oxidation-reduction potential）電極と称するものが市

販されており、pH メーターと接続して電位を測定する

こともできる。pH メーターあるいはボルトメーターは

入力インピーダンスが大きくないと（1012Ω程度が望ま

しい）、電流が流れて IR 降下が生じるため、正確な電

位測定はできない（したがって、“テスター”は不可）。

極端な場合は、参照電極と作用電極の電位差が無くな

るように電流が流れ続ける（系は平衡とならない）。入

力インピーダンスが大きい測定装置を用いれば、測定

装置にはわずかな電流が流れるだけで、瞬時に参照電

極、作用電極上で電気化学的平衡が成り立つから、系

の平衡電位を調べられる。このようにして測定される

電位を開回路電位（open circuit potential）という。酸化

還元電位を調べるには、酸化剤･還元剤を加えてさまざ

まな電位における電子授受平衡状態を作り出した上で、

この開回路電位を測定する必要がある。 

また、作用電極と目的とする成分との平衡をすみや

かに達成するために、適当な電子メディエーターを加

える。種々の E˚'をもつメディエーターがいくつかある

が、系中の電子授受平衡を考慮に入れると機能する電

位領域はおおよそ E˚' ± 120 mV 程度であるから、目的

成分の E˚'に応じて選択する必要がある。広い電位範囲

にわたって滴定を行う場合には、E˚'の異なる複数のメ

ディエーターを共存させる。このあたりのことは成書

15)を参考にされたい。 

こうした電極を用いた滴定法は、酸化還元平衡法

（ redox poising method ）や電位差滴定法（ redox 

potentiometry）などと呼ばれている。測定には図 315)

のようなセルが用いられる。目的物を酸化･還元するに

は、酸化剤･還元剤をマイクロシリンジなどを用いて測

定セルに少しずつ加える。系全体を平衡にするために、

攪拌などして系全体を均一にする。酸化剤には 0.1 M

程度のフェロシアン化カリウム溶液、還元剤には 0.01 

M の水酸化ナトリウム溶液に 0.05 M 程度のジチオナ

イトを溶解したものがよく用いられる。他に、アスコ

図 3 電極を用いた酸化還元滴定測定に用いるセル

の一例。教科書 15)などを参考にして作図。 
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ルビン酸やジチオスレイトールなども対象とする成分

の電位領域によっては用いられるが、いずれにしても

サンプル溶液の pH 緩衝能を十分高くしておくことが

必要である。こうして、酸化剤･還元剤を加え、電極上

の平衡電位と吸光度変化を同時に測定することにより、

各電位における目的とする成分の酸化還元状態が調べ

られる。 

 

6. 正確に酸化還元電位を測定するためには 

酸化還元滴定法により酸化還元電位を正確に求める

には、系全体の酸化･還元雰囲気をできるだけ速やかに

均一にして平衡化させ、かつその電位を正確に知るこ

とに尽きるであろう。しかしながら、実際はどうだろ

うか。酸化還元滴定法で、一番の問題となるのは、酸

化･還元剤を滴下してから目的成分の酸化還元状態が

平衡に達するのを見極めることにあるのではなかろう

か。平衡の見極めは、分光測定で吸光度変化を観測し

て行うが、系全体が平衡に達するのに時間が掛かるよ

うであれば、吸光度は時間とともになだらかに変化す

るから、いつ測定値をよみとればいいのか分かりづら

くなってしまう（後述する分光電気化学測定でも同じ）。

また、論文によっては、数 mV 刻みで吸光度を測定し、

非常に多くの点数からなるネルンストプロットが報告

されているが、酸化剤あるいは還元剤を滴下し、吸光

度が変わっていく様子と電位変化を連続的に調べてい

るのではないか、と思われるものもある。そうした場

合だと本来の“開回路電位”を計測しているのか、疑

問が付きまとう。 

吸光度変化を正確に調べるには、ベースラインが完

全に安定していなければならないが、測定に時間が掛

かるようであれば、その変化も考慮に入れなければな

らない。酸化･還元剤を加えていけば変化することも考

えられるから、目的成分と酸化･還元剤の濃度にも注意

しなければならないであろう。目的成分の吸光度変化

が大きい場合には、こうした誤差は小さいかもしれな

いが、キノン類やシトクロム類など吸光度変化が小さ

い場合は、誤差は無視できないものとなり、注意を要

する。また、系全体を攪拌するなどして均一にするに

しても、特に PS I や II など可溶化するために界面活性

剤を用いた懸濁液では、泡立てないように気をつけな

ければならないから、攪拌の速さも制限される。した

がって、測定容器の大きさによっても平衡化に掛かる

時間は変わってくるであろうし、滴下する酸化･還元剤

の濃度や種類よっても変わってくることも考えられる。

一測定にだいたい数時間掛かるのが平均的なようだが、

測定時間が長いと、目的成分によっては一部が失活し

てしまう可能性もある。したがって、測定時間が長い

ほど、誤差が生じる傾向にあるものと考えられる。 

さらに、P700 の酸化還元電位測定に限っていえば、

酸化剤としてよく用いられるフェリシアン化カリウム

だと、Sétif らが報告しているように、系中の P700 を

完全に酸化できず、過剰に加えても 90%程度しか酸化

できないようである 11) 。これは、 [FeIII(CN)6]3–/ 

[FeII(CN)6]4–の E˚' が P700 のレドックス電位に比べて

やや低いことと、系にフェリシアン化物イオンだけを

滴下したとしても、熱力学平衡状態ではわずかに還元

されてフェロシアン化物イオンも生成しているためだ

と考えられる。よって、P700 の定量を正確にできない

から、電位と濃度の相関には、分光学的に測定された

結果と実際とではずれが生じることになる。 

以上挙げられるだけでも、実験を行う際に考慮する

べき要素が多いと思われるが、研究者や実験条件によ

って値が異なってくるのもこうしたところに理由があ

るのではなかろうか。 

 

7.電気化学装置を用いて電位を制御する 16,17) 

酸化還元滴定法では、酸化･還元剤によって系の電

位を変化させることはできるが、あくまで｢変化させ

る｣であり、任意で制御することは（特にメディエータ

ーを混在させている場合）ほぼ不可能である。それに

対して、電気化学装置を使えば任意の電位に瞬時に変

化させ、制御できる。電気化学的手法の最大の利点は

ここにある（もう一つの利点は、反応(速度)を電流と

して精密に取り扱えることにある）。電気化学装置のも

っとも汎用的なものにポテンショスタットというもの

があり、これを使えば参照電極に対して作用電極の電

位を 0.1 mV の精度で制御できる。電位を変化させて電

極上で反応を進行させる（平衡をずらす）とその際に

電流が流れるが、参照電極ではなく対極（対電極、補

助電極などともいう）というもう一つの電極を用いて

そちらに電流を流すことで、常に作用電極の電位は参

照電極に対する電位として制御できる。電気化学測定

は、こうした 3 電極式の系で行う。 

それでは、図 3 のセルにもう 1 本の電極を加えて、



光合成研究 17 (3) 2007 

 
68 

ポテンショスタットを用いれば、系全体の電位を制御

できるのだろうか。注意しなければならないのは、あ

くまで制御できるのは、｢電極の電位｣である。そして

反応系は、電極表面近傍でのみ電極電位に応じて反応

が進行させられているのであり、電子授受が速ければ

ネルンスト式に従った濃度変化が生じているのである。

具体例として図 4 に、[FeIII(CN)6]3–/ [FeII(CN)6]4–のよう

な電子授受の速い酸化還元対の電極電位に対する濃度

変化の様子 16)を模式的に示す。電極電位を図 4(A)のよ

うに制御し、その際に電極上で生じる反応の｢応答｣を

電流で観測する方法をサイクリックボルタンメトリー

というが、電子授受が速い系だと図 4(B)の下部に示し

たような電位－電流曲線（ボルタモグラムという）が

観測できる。酸化還元電位 E˚' は酸化電流ピークと還

元電流ピークの中点の電位として求められるが、それ

ではいったい反応系はどのようになっているのだろう

か。 

電極近傍の酸化体･還元体の濃度プロファイルは図

4(C)のようになり、電極表面では濃度比がネルンスト

式に従って変化する。しかし、電極から離れたところ

（バルク）では、濃度はほとんど変化しないのである。

バルクと電極表面の間に注目すれば、濃度は連続的に

変化して勾配ができており、この勾配を拡散層という。

観測されるボルタモグラムにはこの拡散層によって生

じる電流も含まれるため、必ずしも電位－電流の一義

的な相関ではないことに注意しなければならない（だ

から、大雑把に言えば、電流ピークを示す電位 Epa、

Ecaと E˚'は異なる）。ちなみに、クロロフィルなどの単

分子やシトクロム類などわりと小さいサイズのタンパ

ク質なら拡散が速いので、こうしたサイクリックボル

タンメトリーから酸化還元電位を調べられるが 18,19)、

PS I などの超分子複合体だと測定は困難になる。サイ

クリックボルタンメトリーにより P700 の酸化還元電

位の測定を試みた報告が一件あるが 14)、電流応答は小

さいものであり、またボルタモグラムから酸化還元電

位が求められたとしても、P700 以外に反応種を含む

PS I のような複合体だと電流－電位曲線だけからでは

反応種の特定はできない。 

それでは、電極電位を一定にすればどうだろうか。

例えば、+0.1 V（図 4 の e）では、電極表面では Red

は完全に酸化されているが、はたしてバルク中に存在

する全ての Red を完全に酸化できたりするのだろうか。

電位を一定にすると、図 5 に示したように拡散層が広

がっていくから、時間をかければ系全体まで広げられ

図 4 電位走査(A)による電流応答（ボルタモグラム）

(B)および各点 a～e における Red･Ox の濃度プロ

ファイル(C)。教科書 16)を参考に作図。 

図 5 電極反応が進むにつれて拡散層の厚みδが広が

る様子。点線は拡散層に対するネルンストの仮

定モデル。 
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るように思えるかもしれない。拡散層の時間変化を考

えてみると、物質の拡散係数を D0とし、物質濃度が直

線的に（図 5 の点線のように）変化していくと仮定す

れば、拡散層の厚みδ はδ = (πD0t)1/2という時間 t の関

数で表せる 17a)。水溶液では、分子やイオンはだいたい

D0 = 10–5 cm2 s–1 なので、例えば 10 秒で 180 μm 程度の

厚みが形成される。逆に厚み 1 cm になるには 3000 秒

（50 分）ほどかかる計算になるから、だいぶ時間が掛

ければ系全体を･･･と思えるかもしれないが、実際には

対流の影響で厚みは 0.05 cm 程度で頭打ちとなる。し

たがって、攪拌したとしても、図 3 のようなセルで系

全体の酸化還元を電気化学的に制御するのは現実的で

はない。 

 

8. 薄層電解セルを用いた分光電気化学測定 

それでは、測定系を電極近傍だけに制限してしまえ

ば、系全体を電気化学的に酸化･還元できる（電気化学

の用語では｢電解する｣という）のではなかろうか。こ

れが薄層電解セルの発想である 17b)。測定系を電極から

拡散層の厚み以下に抑えて電極電位を制御すれば、理

論上ではある時間後には系全体の物質濃度がその電位

に応じたものになる。数十μm から数百μm の厚みであ

れば、数秒から数十秒という短時間で系全体を平衡化

できるという計算になる 17c)。 

電極に、SnO2 や In2O3（Indium-Tin Oxide: ITO 電極と

呼ばれる）などの半導体を薄膜にした電極や、金や白

金などの網電極を用いて、電解しながら分光測定でき

るものを透明薄層電解セル（ optically transparent 

thin-layer electrode cell: OTTLE cell）という。最近では

市販もされている。我々は、PS I 一次電子供与体 P700

の酸化還元電位を精密に測定するのを目的に、図 6 に

示すようなセルを設計･作成した 20)。電極は金の 100 

mesh/inch の網電極を用い、光路長が 200 μm 程度とな

るように設計した。同一サンプルでデータの再現性を

調べたり異なる条件下で測定できるように、サンプル

溶液の量は 200 μL 程度の少量で済むようにした。 

 

9. 測定条件の確立 ～電子メディエーターの見直し 

薄層電解セルを用いた場合でも、PS I 反応中心内部

に位置する P700 と電極の直接電子授受は難しいので、

測定には電子メディエーターを必要とする。我々は、

P700 の酸化還元電位を精度よく測定するために、電子

メディエーターの見直しも行った。滴定法で酸化剤と

してよく用いられるフェリシアン化カリウムだと、電

気化学的平衡に達するのに時間が掛かることが分かっ

たからである（後述）。そこで、我々は同じ電位領域に

E˚'をもつフェロセン類 21)に着目した。フェロセンは

E˚' = +422 mV (pH = 7)であり、その誘導体であるフェ

ロセンジメタノールは E˚' = +465 mV、ジメチルフェロ

センは E˚' = +341 mV と異なる電位領域で電子授受を

行うので、これらを混合して使用することとした。フ

ェロセン類は、水に不溶であるから、あらかじめ 10 

wt%で調製した界面活性剤ドデシルマルトシドの水溶

液に溶解させておき、測定の際に希釈して用いること

とした。酸化した後の再還元の場合にも系を速やかに

平衡状態にするのを目的に、テトラクロロベンゾキノ

ン（E˚' = +260 mV）とフェナゾニウムメソスルフェイ

ト（PMS、E˚' = +80 mV）も用いることとした。PS I

は、Chl a 濃度にして 1.5 mM から 2.0 mM 程度となる

ように、界面活性剤ドデシルマルトシド 0.3 wt%の水

溶液に懸濁してサンプル溶液を調製した。その他の詳

細な条件については文献 20)を参照されたい。 

透明薄層電解セルを用いて測定したスペクトルの一

例を図 7 に示す。図 7(A)は、ホウレンソウ由来の PS I

サンプルのQY帯付近における吸収スペクトルである。

電極電位を+50 mV および+650 mV に制御した際のス

ペクトルを載せており、両者にほとんど差はないが、

差し引いて拡大すると、図 7(B)に示すような差スペク

トルが得られる。700 nm に大きな吸光度の減少が、808 

nm 付近にブロードな吸光度の増大が見られ、光酸化

法などで得られる明暗差スペクトル 22)とほぼ同様で

図 6 分光電気化学測定用の透明薄層電解セル
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あることからも、観測されたのは P700+–P700 差スペク

トルだといえる。 

そこで次に、700 nm および 808 nm に測定波長を固

定し、+50 mV で還元状態に保持してから+650 mV に

酸化し、その後+50 mV に戻すという操作を行い、そ

の際の吸光度の時間変化を追跡した（図 8）。まず、電

子メディエーターにフェリシアン化カリウムを 1 mM

の濃度で用いた場合をみてみると、測定波長にかかわ

らず、吸光度は時間に対して徐々に変化し、平衡に到

達するまでに 8 分程度要することが分かった。一方、

フェロセンを用いた場合では、濃度を 100 μM とフェ

リシアン化カリウムを用いた場合の 1/10 にしても、4

分程度で平衡に到達した。さらに、フェロセンとフェ

ロセンジメタノールを 50 μM ずつ用いた場合には、2

分以内で平衡に到達できた。この結果は、等電点が 4

付近の PS I は（測定を行った pH = 8 では）負に帯電し

ているから、アニオンであるフェロシアン化物イオン

と P700 は電子授受が起こりにくいためだと考えられ

る。それに対して、酸化してカチオンとなるフェロセ

ン類の方が電子授受が速く、分光電気化学測定法には

有効だといえる。 

また、測定波長が 700 nm の場合（図 8(B)）では、

+650 mV で電位を保持すると、吸光度が一定にならず、

徐々に減少した。さらに、+50 mV への再還元後は元

のベースラインに戻らず、完全な可逆応答は得られな

かった。これは、PS I に存在するアンテナクロロフィ

ルが不可逆酸化されて 700 nm の吸光度もそれに伴っ

て減少するためで、LHC を含む高等植物や緑藻の PS I

ではこの不可逆酸化がより顕著にみられる。電気化学

測定では電極電位を変えるだけで、酸化・還元のサイ

クルを何度も繰り返せるので、反応の可逆性や不可逆

酸化成分がどの程度結果に影響しているかを、正確か

つ簡便に評価できる。このことは、滴定法では実現で

きない強力な利点だといえる（図 7(B)のスペクトルも

P700+を再還元してスペクトルを測定し、不可逆酸化さ

れたアンテナクロロフィルの寄与を除去してある）。以

上の結果から、吸光度変化が小さく S/N 比からすると

不利ではあるが、完全な可逆性を示す 808 nm におけ

る吸光度変化の追跡が P700 酸化還元電位の測定には

適しているといえる。 

 

10. P700 酸化還元電位測定 ～ホウレンソウと T. 

elongatus の比較 

最後に、ホウレンソウと好熱性シアノバクテリア

図 7 ホウレンソウ由来の PS Iサンプル溶液の透明薄

層電解セル中における吸収スペクトル(A)と酸

化還元差スペクトル(B)。 

図 8 電位を変化（+50 mV → +650 mV → +50 mV）

した際の 808 nm および 700 nm における吸光度

時 間 変 化 。 電 子 メ デ ィ エ ー タ ー と し て 
K3Fe(CN)6を 1 mM、フェロセン（Fc）を 100 μM、

フェロセンジメタノール（Fc(CH2OH)2）を 100 
μM 加えてある。文献 20)からデータを引用、一

部改定。 
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Thermosynechococcus elongatus から分画した PS I にお

ける P700の酸化還元電位を測定した結果 23)を紹介す

る。 

確立した分光電気化学測定条件にて、さまざまな電

極電位に制御して得られた吸光度の時間変化を図 9

に示す。いずれの電位においても平衡状態が観測され、

吸光度変化が可逆なことが確かめられた。電位をラン

ダムに、また繰り返し変化させても同じ結果となり、

再現性が高いことも確かめられている。各電極電位に

おける吸光度変化ΔA からネルンストプロットを行っ

た結果が図 10 である。図 10 の(A)、(B)ともネルンス

トプロットと呼ばれるが、酸化還元電位の解析は図

10(A)の方が平易であろう。プロットはよい直線性を

示し、最小二乗法により傾きが T. elongatus で 62.1 ± 

2.9 mV/decade、ホウレンソウで 60.7 ± 1.7 mV/decade

と、室温における一電子酸化還元反応の理論値（ネル

ンスト式より ln→ log 変換して 2.303RT/F） 59 

mV/decade に近い値となり、P700 の一電子授受を観

測できていることが裏付けられる。図 10(B)はしばし

ば滴定曲線（titration curve）とも呼ばれるが、プロッ

トが実線で示した一電子酸化還元の理論曲線とよく

一致していることが示された。 

P700 の 酸 化 還 元 電 位 は 図 10(A) の

Log([P700+]/[P700]) = 0 となる切片から求められ、T. 

elongatus で E˚' = +423 ± 1 mV、ホウレンソウで E˚' = 

+470 ± 2 mV という結果となった。図からも明らかな

ように、両者では、P700 の酸化還元電位が明確に異

なることが示された。酸化還元電位の違いが単離操作

によるPS Iの変性によって生じたものでないことは、

強い界面活性剤処理によって分画した PS I コア標品

でも両者の P700 酸化還元電位に同程度の差が見られ

ることから確かめてある。両者の酸化還元電位が異な

る原因について考察を現在進めているが、一つの理由

に、生体内で電荷分離反応により電子を放出した

P700（P700+）を再還元する水溶性電子伝達タンパク

質の種類にあるのではないかと考えている。酸素発生

型光合成生物は、水溶性電子伝達タンパク質にシトク

ロム c6もしくはプラストシアニン（あるいは両者）を

もつが、T. elongatus は前者を、ホウレンソウは後者を

電子伝達系に用いる。両者は電位が異なることが知ら

れており、これらから効率よく電子を受け取るために、

P700 の酸化還元電位が調節されていると考えられる。

したがって、我々の結果は、電子伝達系成分の酸化還

元電位調節機構の一端を示したものといえる。 

 

11. 終わりに 

ホウレンソウとT. elongatusのP700酸化還元電位測定

は、当研究室にて5人以上の測定者が、これまでに述べ

10回以上は行ってきている。それでも誤差は±2 mV程

図 9 電位変化に伴う T. elongatus(A)およびホウレンソ

ウ(B)由来のPS Iサンプルの 808 nmにおける吸光

度変化。文献 23)からデータを引用、一部改定。 

図 10 各電位におけるΔA808（図 9）をもとにして作

成したネルンストプロット。(A)の直線は、デ

ータを最小二乗の結果を表すもので、この 0
切片から酸化還元電位 E˚'を求める。(B)はしば

しば滴定曲線ともよばれ、実線は各 E˚'をもと

にした一電子酸化還元の理論曲線を表す。文献
23)のデータを一部引用。 
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度に収まり、測定者による誤差もほとんどない。この

ような正確性を可能とする測定条件の要因として、正

確な電位の制御と速やかな平衡の達成が挙げられる。

そしてこのことが、電位変化に対する明確な吸光度変

化の決定につながっているといえる。 

このようにして確立した測定条件により、ホウレン

ソウとT. elongatusでは明確に700の酸化還元電位が異

なることを初めて見出すに至った。このような明確な

差異は、長年測定されてきたにもかかわらず、測定精

度と実験条件によって埋もれていたといえるのではな

かろうか。さらに、紅藻や緑藻など含めたさまざまな

酸素発生型光合成生物のP700について酸化還元電位

測定を進めており、酸化還元電位の生物種依存性を見

出しつつある。今後、更なる展開としては、PS IIにも

測定を広げ、光合成電子伝達系の電子エネルギー準位

相関の詳細を明らかにしたい。 
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