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研究成果の概要（和文）：多くの藻類はCO2濃度の低下にともなって無機炭素輸送体を発現誘導し、細胞内に能動的に
無機炭素を輸送・濃縮する無機炭素濃縮機構（CCM）を持つ。真核生物のCCMにおけるCO2の感知機構や、無機炭素輸送
体分子は不明であった。本研究ではCCM1複合体によるCO2感知機構の解析と平行して、新規シグナル伝達因子としてシ
ロイヌナズナで葉緑体のカルシウムセンサーとして報告されているCASのホモログ遺伝子を同定した。さらにHLA3とLCI
Aがそれぞれ細胞膜と葉緑体包膜に局在し無機炭素輸送体として機能すること、CCM1とCASがこれらの2つの遺伝子の発
現制御に関わることを示した。

研究成果の概要（英文）：Aquatic microalgae induce a CO2-concentrating mechanism (CCM) to maintain 
photosynthetic activity in low-CO2 conditions. However, many aspects of the CO2-signal transduction 
pathways remain to be elucidated. In this study, we report the isolation of novel high-CO2-requiring 
mutants defective in the induction of CCM by DNA tagging. In H82 mutant, a calcium-sensing receptor CAS 
was disrupted by the insertion. Photosynthetic affinity for inorganic carbon (Ci) was significantly 
decreased in the H82 and accumulation of both LCIA and HLA3 were defected. Additionally, by 
characterizing the photosynthetic phenotype of LCIA and HLA3 insertion/overexpressing strains, it was 
revealed that HLA3 and LCIA are parts of the mechanism of HCO3&#8211; uptake through the plasma membrane 
and chloroplast envelope.

研究分野： 植物分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 二酸化炭素（CO2）は、動物・植物の生理
応答を引き起こすシグナル因子のひとつで
ある。例えば、マウスは CO2に対して忌避行
動を示す。これは嗅覚細胞において CO2が炭
酸脱水酵素（CA）によって感知され、生じた
HCO3

-によるグアニル酸シクラーゼの活性化、
cGMP によるカチオンチャネルの活性化を介
して細胞が脱分極することによる（Luo et al. 
2009）。また陸上植物シロイヌナズナの葉の
表皮に存在する気孔は、CO2濃度が高いと閉
じる。この CO2感知にも CA が関与し（Hu et 
al. 2009）、下流のリン酸化タンパク質 HT1 を
介してアニオンチャネル SLAC1 が活性化さ
れ、細胞の脱分極を引き起こす（Hashimoto et 
al. 2006; Negi et al. 2008）。このように、生物
による CO2感知には、CA が関与することが
報告されているが、他の真核生物においても
共通性があるかどうかは不明である。 
 光合成を行う藻類も、水圏環境中の CO2を
感知する生物のひとつである。CO2濃度の低
下は光合成活性の低下を引き起こす。そのた
め多くの藻類は、CO2濃度の低下にともなっ
て無機炭素（CO2と HCO3

-の総称）輸送体と
CA を発現誘導し、細胞内に能動的に無機炭
素を輸送・濃縮する無機炭素濃縮機構
（Carbon-concentrating mechanism; CCM）を持
つ。CCM は、1) CO2センサー分子による低
CO2濃度の感知、2) 低 CO2 シグナルの伝達、
3) 無機炭素輸送体と CA をコードする遺伝
子群の発現誘導、として捉えることができる。
しかしながら、真核生物のCCMにおけるCO2

の感知機構や、実際に無機炭素の濃縮に関わ
る輸送体分子は不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CCM をモデルとした CO2 感
知機構と輸送体分子の解明に向けて、単細胞
緑藻クラミドモナスを用いる。クラミドモナ
スはゲノムが解読され（Merchant et al. 2007）、
遺伝学的ツールが揃っているため、分子遺伝
学的な研究を行うことが可能である。本研究
ではクラミドモナスが持つ CO2感知・濃縮機
構の分子メカニズムを明らかにし、動物や陸
上植物の知見と比較することで、生物が持つ
CO2 感知・濃縮機構の共通性と多様性を明ら
かにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 クラミドモナスのCO2センサー分子の候補
として CCM1 が同定されている（Fukuzawa et 
al. 2001; Xiang et al. 2001）。CCM1 より上流に
位置する因子が同定されていないこと、また
CCM1 欠損株の表現型を相補するサプレッサ
ー変異株が単離できないことから、CCM1 は
CO2シグナル伝達の上流に位置する可能性が
高い。これまでに、CCM1 が CO2濃度に関わ
らず恒常的に発現していること（Kohinata et 
al. 2007）、低 CO2濃度に応答して CA と無機
炭素輸送体の発現を誘導するマスター因子

であること（Miura et al. 2004; Yamano et al. 
2008）、P80, P45 と名付けたタンパク質と相互
作用することが分かっている（未発表）。し
かし、CCM1-P80-P45 から構成される CCM1
複合体がどのようにしてCO2濃度変化を感知
し、下流にそのシグナルを伝達するのかつい
ては全く不明であった。 
 本研究では（1）CCM1 複合体における P80
と P45 遺伝子の解析、（2）CCM1 複合体以外
の CO2シグナル伝達因子の探索、（3）CO2シ
グナル伝達により制御される無機炭素輸送
体の機能解析を進めることで、CCM におけ
る CO2応答の全体像の理解を試みた。 
 
４．研究成果 
1）CCM1 複合体における P80 と P45 遺伝子
の解析 
 CO2シグナル伝達因子のマスターレギュレ
ータ CCM1 と相互作用する因子を免疫沈降
法により 2 つ同定し、P45、P80 と名付けた。
CO2応答におけるこれら相互作用因子の機能
を推定するために、P45、P80 をそれぞれコー
ドする遺伝子のノックアウト株の作出を試
みた。まず、パロモマイシンに対して耐性を
付与する aphVIII 遺伝子の PCR カセットを、
クラミドモナス雄株 C-9 にランダムに導入し、
約 100,000 株の遺伝子タグ挿入変異株ライブ
ラリを作成した。形質転換には新たに開発し
た迅速かつ高効率のクラミドモナス形質転
換系（Yamano et al. 2013）を用いた。P45 と
P80 についてそれぞれ 3 種類の DNA タグ挿
入変異株を単離した。 
 CCM 複合体の in vitro 再構成を目的とし
て、実験も進めた。大腸菌を用いた CCM1
全長の発現は困難であったが、コムギ抽出胚
を用いた in vitro translation により、P80 につ
いては全長の合成をウェスタン解析により
確認した。合成した P80 を用いたプルダウン
アッセイにより、in vitro においても P80 と
CCM1 の相互作用を検出できた。 
 
（2）CCM1 複合体以外の CO2シグナル伝達
因子の探索 
 CO2シグナル伝達に関わる新奇な因子を同
定するために、高 CO2要求性を指標とした変
異株スクリーニングを行った。約 20,000 株の
遺伝子タグ挿入変異株ライブラリについて
高 CO2条件と低 CO2 条件での生育を比較し、
3 株の高 CO2要求性変異株（H24, H82, P103）
を単離し、その表現型について報告した
（Wang et al. 2014）。P103 株はすでに高 CO2

要求性であることが分かっているCCM1遺伝
子に変異が導入されていたことから、スクリ
ーニング系が機能していることが示された。 
 H82 株の原因遺伝子はシロイヌナズナで葉
緑体のカルシウムセンサーとして報告され
ている CAS のホモログ遺伝子であることを
報告した（Wang et al. 2014）。また H82 株と
野生株の比較トランスクリプトーム解析に
より、CAS は CCM1 によって制御される 2



つの遺伝子 HLA3 と LCIAの転写の維持に働
くことを明らかにした。 
 
3）CO2シグナル伝達により制御される無機炭
素輸送体の機能解析 
 CCM1 と CAS により転写が制御されるこ
とが明らかになった HLA3 と LCIAは、以前
より無機炭素輸送体をコードする遺伝子で
あることが示唆されていたが、その証拠はな
かった。間接的免疫蛍光染色法及び膜画分の
分画により、HLA3 が細胞膜に、LCIA が葉緑
体包膜に局在することを明らかにした。また、
HLA3 と LCIA のノックアウト株・強制発現
株を単離し、HLA3 と LCIA が無機炭素のな
かでも重炭酸イオン（HCO3

–）の取り込みに
関与することを明らかにした。以上のことか
ら、水中において HLA3 と LCIA が細胞外か
ら葉緑体ストロマへと重炭酸イオンを輸送
する輸送体として協調的に働くことが示さ
れ、論文として報告した（Yamano et al. in 
press）。 
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計 1 件） 
名称：Method of transferring gene into algal cell 

involving utilizing multiple 
square-wave pulses in three steps 

発明者：Hideya Fukuzawa, Takashi Yamano, 
Kentaro Ifuku, Yasuhiko Hayakawa 

権利者：Nepa Gene Co. Ltd., Kyoto University 
種類：Patent application 
番号：US 2015/0011008 A1 
出願年月日：Jan. 8, 2015 
国内外の別： 国外（米国） 
 
○取得状況（計 1 件） 
名称：3 段階方式矩形波多重パルスを利用し
た藻類細胞への遺伝子導入法 
発明者：福澤秀哉、山野隆志、伊福健太郎、
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国内外の別： 国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.molecule.lif.kyoto-u.ac.jp/index.html 
 
６．研究組織 
(1) 研究代表者 
山野 隆志（YAMANO, Takashi） 
京都大学大学院生命科学研究科・助教 
研究者番号：70570167 


