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【背景・導入】一部のシアノバクテリアは窒素栄養源が不足する環境でも安定な２原子分子の N2

からアンモニアなどの窒素化合物を作り出し（窒素固定）、自らの栄養素とすることができるので、

最も貧栄養な環境でも生態系の初期基盤形成に不可欠である。窒素固定を行う酵素、ニトロゲナ

ーゼは酸素によって不活性化されてしまうので酸素発生型光合成、とりわけ光化学系 II の反応と

共存することができない。糸状に細胞が連結したシアノバクテリアであるアナベナの場合は数個

から約２０個の細胞のうちの１個の細胞だけを異型細胞（ヘテロシスト）として細胞分化させ、

その異型細胞でのみ窒素固定を行い、異型細胞では光化学系 IIの量と活動を低下させる。しかし、

光化学系 I は異型細胞でも残存し、光化学反応を維持すると言われている。それは光化学系 I の

みで可能な光エネルギーを利用した循環型電子伝達によりチラコイド膜内外のプロトン濃度勾配

を作り出し、ATP 生産を維持するためと言われている。ニトロゲナーゼによる窒素固定反応に必

要な大量の ATP を供給するために光化学系 I が必要とされる。このように酸素発生型光合成を行

う通常の栄養細胞から異型細胞が形成される数十時間という時間の間に起こる変化は劇的なもの

であるが、その詳細を細胞毎に調べる試みはこれまで不十分であった。また、酸素発生型光合成

を持続する異型細胞以外の細胞（栄養細胞）では光化学系 II と光化学系 I は維持されるが、一時

的な窒素欠乏が何も引き起こさないはずはない。それらの知見が不足しているのは高い感度で高

速に細胞毎の蛍光スペクトルを得る方法が市販の顕微鏡を基本にした装置で未発達であったため

であろう。我々は細胞毎の顕微蛍光スペクトルと顕微吸収スペクトルを得ることができるので、

これを用いて、窒素欠乏後に異型細胞が形成される生理的な過程の一部始終を観測することを行

ったので報告する。 

【方法】窒素充足条件下で培養されていた糸状連結シアノバクテリア Anabaena variabilis を窒

素欠乏培養条件に移植した時刻をゼロ時間とし、その後１２－２４時間ごとに、同一フィラメン

ト上に連結された数個の細胞の顕微蛍光スペクトルと顕微吸収スペクトルを６０－９６時間にわ

たって観察した。 顕微分光の励起は近赤外パルスレーザー(808 nm)による２光子励起と近赤外

連続発振レーザー(785 nm)による１光子励起を採用し、蛍光スペクトルは 600 nm から 755 nm

で 2 nm の波長分解能で得た。全ての顕微蛍光スペクトル取得は既報のライン走査型顕微分光シ

ステムに依った。顕微吸収スペクトルは、ハロゲンランプと顕微鏡コンデンサの間に置かれた十

一色の単色バンドパスフィルターを自動で回転させて１１枚の単色照明明視野像を得て、測定対

象細胞の有無による透過率の比から計算した。 

【結果】二光子励起顕微蛍光スペクトルでは光化学系 II と光化学系 I からのクロロフィル蛍光、

および主に光化学系 II に励起エネルギー供給するフィコビリン色素とタンパク質の複合体（フィ

コビリゾーム）の蛍光スペクトルが観測された。フィコビリゾームのサブユニット毎に異なる崩

壊過程を観測した。近赤外１光子励起では光化学系 I が純度高く検出され、光化学系 I の変化を



これまでにない精度で細胞毎に見積もることに成功した。さらに顕微吸収スペクトルにより細胞

毎の色素絶対量の評価も同時に行うことができ、異型細胞でフィコビリゾームの減少が起きるが

クロロフィルの吸収スペクトルが残存することが確認できた。 

     細胞分化誘導後の時間（０時間 － １０日以上）、励起方式（近赤外２光子励起または近

赤外１光子励起）、栄養細胞と異型細胞の区別等により様々な顕微蛍光スペクトルが合計１６２５

個得られた。これらを網羅的に解析するため特異値分解を用いてデータ全体を説明するに必要十

分な成分蛍光スペクトルを得た。各成分の時間変化の解析から、「光合成膜が酸素発生型から窒素

固定支援型へと変貌するダイナミクスを描写する分子モデル」へと到達することができた。 

 

左は蛍光スペクトルイメージングデータから波長を区切って得た単色蛍光画像、右は単色照明明

視野像。F685 は中心波長 685nm の蛍光画像、T680 は透過光の中心波長が 680nm であることを

示す。白または黒の矢印の先は異型細胞の位置を示す。左端の時間は窒素欠乏後の経過時間。 

左端上の黒いスケールバーは 10 µm。 
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