
福井工業大学・環境情報学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３４０１

挑戦的萌芽研究

2017～2016

水圏微生物による光毒素クロロフィルの無毒化メカニズムの究明

Elucidating detoxification mechanisms of the phototoxic chlorophyll by aquatic 
microbes

００６１１７８２研究者番号：

柏山　祐一郎（Kashiyama, Yuichiro）

研究期間：

１６Ｋ１４８１３

平成 年 月 日現在３０   ６ ２５

円     2,900,000

研究成果の概要（和文）：微細藻類捕食性プロティストの二員培養および微細藻類の単藻培養実験から，シクロ
フェオフォルバイドエノール（CPE）を産生する代謝が真核生物に遍在するもっとも代表的なクロロフィル分解
代謝経路であり，多くの二次植物においても確認されることが分かった。また，CPE代謝をおこなう捕食性プロ
ティストのトランスクリプトーム解析では，クロロフィルを含有するシアノバクテリアの捕食時に特異的な遺伝
子発現プロファイル変化が示された。さらに，ユーグレナ藻のRNAiノックダウン実験によりクロロフィル代謝関
連遺伝子を逆遺伝学的アプローチによって突き止め，二次葉緑体にクロロフィルサイクルが保存されていること
が示された。

研究成果の概要（英文）：We elucidated that CPE catabolism is ubiquitous chlorophyll degradation 
process in eukaryotes from extensive experiments and pigment analyses on two-membered cultures 
protistan predators and algal prey as well as unialgal cultures of microalgae; thus, the results 
showed that CPE catabolism is also common among many of algal lineages with the secondary plastids. 
We then carried out a comparative transcriptome analysis on a protistan predator that feeds on both 
cyanobacteria (performing CPE catabolism) and non-phototrophic bacteria and inferred changes in a 
gene expression profile responding upon predation of chlorophyll-containing cyanobacteria. 
Furthermore, we suggested by a reverse genetic approach, the RNAi knockdown experiments on Euglena 
gracilis, that a part of genes responsible for degradation of chlorophylls known among green plants 
are preserved and functioned in the secondary chloroplasts of euglenophytes algae.

研究分野： microbiology
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
光合成機構の中核をなすクロロフィル類
は，地球生命圏のエネルギーフローにおける
要（かなめ）分子である。その一方で，遊離
クロロフィルは光環境下で一重項酸素を生
じる細胞毒素としての側面を持つ（光増感作
用による分子酸素の励起）。このクロロフィ
ルの「光毒性」の制御は，クロロフィルを有
する植物細胞のみならず，捕食性プロティス
トを含めた，光透過性の強い微生物間の相互
作用において極めて重大である。我々は，い
くつかの捕食性プロティストや光栄養性プ
ロティスト（真核微細藻類）がクロロフィル
類を光毒性の無いシクロフェオフォルバイ
ドエノール類（Cyclopheophorbide enols；
CPE類と略す）に代謝することを見いだした。
しかし，その分解過程の詳細は不明で，代謝
過程を駆動する関連代謝酵素も全く不明で
ある。蛍光顕微鏡観察や色素分析の結果から
は，CPE類を産生しないプロティストにおい
ても，クロロフィル類を無色の誘導体にまで
分解する未知のメカニズムが存在すること
が示唆されていた。しかし，水圏プロティス
トに関しては，CPE類への代謝メカニズムで
さえ未解明である現状において，ましてやそ
の他の分解経路に関与する酵素については
全く情報が無い状態であった。 
 
２．研究の目的 
まず，様々な捕食性プロティストおよび光
栄養性プロティスト（微細藻類）の培養実験
から，CPE産生を伴うクロロフィル代謝をお
こなう系と未知の分解代謝の可能性を示す
系を網羅的に探索した。次に，微細藻類捕食
性のプロティストとシアノバクテリアの二
員培養系の確立を試みた。これにより，真核
生物である前者の mRNA を原核生物である
後者のそれと区別して解析することで，二員
培養の系において，トランスクリプトーム解
析などの分子生物学的なアプローチや，生化
学的な実験を可能にすることを目指した。ま
た，捕食過程の細胞をライブ蛍光染色により
顕微鏡下で観察することにより，トランスク
リプトーム解析などにおいて重要になる，ク
ロロフィルの代謝に関わる細胞動態を明ら
かにすることを目指した。さらに，微細藻類
が自らのクロロフィルを分解する代謝経路
について，ユーグレナ藻などを材料にして逆
遺伝学的な手法での研究を目指した。これら
により，未知のクロロフィル代謝過程を発見
し，それらを解明する基盤の構築を目標とし
た。 
 
３．研究の方法 

1）CPE 代謝・非 CPE 代謝プロティストの
網羅的探索：真核生物の 9つの主要系統群の
うちのうち，アーケプラスチダを除く 8つを
網羅する合計 73 株の捕食性プロティストと
微細藻類の二員培養系，および全ての一次植
物および二次植物の系統群を網羅する112種

／株の微細藻類を培養し，カルチャー懸濁物
の抽出物から HPLC 分析によりクロロフィ
ルの代謝産物を探索した。［柏山，横山，矢
吹］ 
2）シアノバクテリアを餌とした二員培養系
の確立：真核微細藻類捕食性の生物として環
境中から分離したプロティストについて，シ
アノバクテリアを餌とした培養を試みた。ま
た，環境水試料中に培養したピコシアノバク
テリアを添加して，増殖したプロティストを
分離し，同生物との二員培養系を作成した。
［柏山］ 

3）微細藻類捕食性プロティストのトランス
クリプトーム解析：2）で得られたシアノバ
クテリアを含むバクテリア全般を捕食する
プロティスト Paracercomonas sp. KMO002
株に関して，シアノバクテリア食条件と非光
合成バクテリア食条件について，mRNAの発
現プロファイルを定量的に比較することで
（比較トランスクロプトーム解析），クロロ
フィルを含有するシアノバクテリアを捕食
する際に特異的に働く遺伝子を探索した。
［柏山，谷藤］ 

4）微細藻類捕食時のプロティストの細胞動
態の蛍光観察：比較的大型で観察に適した真
核微細藻類捕食性のプロティスト Abollifer 
globosa NIES-3697などに関して，食胞の形
成や消化に関わる小胞の蛍光指示薬を用い
た顕微鏡下での連続観察をおこなった。［柏
山，横山］ 

5）ユーグレナ藻におけるクロロフィル代謝
関連遺伝子の研究：複数のクロロフィル代謝
経路の存在が示唆される二次植物ユーグレ
ナ藻を材料に，既存の RNA-seq データベー
スを利用した逆遺伝学的なアプローチから
クロロフィル代謝関連遺伝子を探索，機能の
解析をおこなった。すなわち，Euglena 
gracilis Z株の RNAiノックダウン実験によ
り，クロロフィルサイクルとテトラピロール
開環を伴う分解系について検証し，また，他
のユーグレナ藻におけるRNAiノックダウン
実験のメソッドの検討もおこなった。［柏山，
中澤，谷藤］ 
 
４．研究成果 

1）CPE代謝は真核生物に遍在するもっとも
代表的なクロロフィル分解代謝経路であ
る：検証実験をおこなった 8つの真核生物の
主要系統群からの 73 株の捕食性プロティス
トと微細藻類の二員培養系のうち，全ての主
要系統群の 50株において，捕食に伴う CPE
類の産生が確認された。また，微細藻類の単
藻培養系では，4 系統に二次植物（ユーグレ
ナ藻，クロララクニオン藻，渦鞭毛藻，およ
びハプト藻）において，細胞内での葉緑体の
「解体（Dismantling）」に伴ってクロロフィ
ル類を CPE 類に代謝分解していることが示
された。従って，CPE代謝は，一次植物の系



統群であるアーケプラスチダを除く全ての
真核生物の系統群に普遍的に見られる代謝
であることが示された。 

2）クロロフィルを無色化合物へ代謝するプ
ロティストも真核生物の複数系統に散在す
る：一方，23株の捕食性プロティストと微細
藻類の二員培養系からは CPE 類が検出され
なかったが，クロロフィルの分解自体はなさ
れていることを示唆する分析結果が得られ
た。特に，クリプティスタの Palpitomonas 
bilixでは，顕微鏡観察下で餌生物の色素体の
色の消失がクロロフィル蛍光の減衰と共に
観察されたが，これは CPE 代謝を伴って食
胞内に（ないし色素体 Dismantlingの場合は
細胞質に）暗橙色から茶褐色の顆粒状構造が
形成される CPE 代謝のプロセスと対照的で
ある。従って，P. bilixなどでは，陸上植物の
クロロフィル分解経路（Phyllobilin/PaO 経
路）のように無色の最終代謝産物に至るクロ
ロフィル分解の仕組みが存在していること
が示唆された。 

3）「バクテリア食」とされるプロティストの
多くはピコシアノバクテリアを餌として培
養できる：バクテリア食として記載されてい
る微細な捕食性プロティストを，バクテリア
サイズ（<2 μm）の微細なシアノバクテリ
ア（ピコシアノバクテリア）の培養液に植え
継ぐと，多くの場合にピコシアノバクテリア
を捕食して増殖できることが分かった。例え
ば，バクテリア食者として知られるケルコゾ
ア Paracercomonas sp.は，Synechococcus 
spp.や Acaryochloris sp.などを捕食して，バ
クテリア食時よりも優勢に増殖することが
分かった。これらピコシアノバクテリアを捕
食する様子は，顕微鏡観察によって確認され
た。また，バクテリアで維持培養がなされて
きた既存の系統保存株 Goniomonas pacifica 
NIES-1372などにおいても，Synechococcus 
の捕食と有意な増殖が確認された。さらに，
これら顕在的なピコシアノバクテリア食者
については，典型的にCPE代謝が確認され，
クロロフィルの代謝能力を維持しているこ
とが示された。 

4）CPE代謝をおこなう Paracercomonas sp.
ではシアノバクテリア食時に特異的な遺伝
子発現プロファイル変化がおきる：
Paracercomonas sp. KMO002株の二員培養
株における発現遺伝子解析をおこなった。す
なわち，シアノバクテリア捕食株と非光合成
バクテリア捕食株との比較トランスクリプ
トーム解析を試みた。非光合成バクテリア捕
食時には，飢餓応答を示唆する脂質代謝やオ
ートファジー関連の遺伝子の発現量の上昇
が認められ，細胞内における窒素リソースの
枯渇が起きている可能性が考えられた。一方，
シアノバクテリア捕食時では，活性酸素種な
どによるストレスに応答する遺伝子の発現
量の上昇が確認され，クロロフィルを含有し
て活性酸素の発生のリスクを伴う餌に対応

するための分子レベルでの応答が示唆され
た。 

5）食胞内のクロロフィル代謝に連動した酸
性小胞形成が確認された：珪藻捕食性ケルコ
ゾア Abollifer globosaの食作用の過程では，
餌の珪藻 Skeletonema sp.が細胞内に取り込
まれた後，珪藻の色素体クロロフィル蛍光が
A. globosaの核近傍から外縁に向けて順に消
失する様子が観察された。LysoSensorTM 染
色下での蛍光観察をおこなったところ，クロ
ロフィル蛍光消失の進行に伴って，酸性小胞
示す強い蛍光が核周辺部を中心に観察され
ることが分かった。このようなクロロフィル
蛍光の消失と酸性小胞の形成が同調的に進
行する様子は，顕微鏡下で Paracercomonas 
sp. KMO002株などでも確認することができ
た。 

6）ユーグレナ藻の二次葉緑体にクロロフィ
ルサイクルが保存されている：まず，Euglena 
gracilis Z株に関して，既存のmRNA配列
のデータベースから，陸上植物のクロロフィ
ル代謝酵素のうち，Chlorophyll a より下流
側の分解系に至る酵素群の配列との相同性
検索をおこなったところ，クロロフィルサイ
クルの 3 過程に関わる CAO，CBR，および
HCAR，およびテトラピロール環の開環に関
与する PAO に相同性を示す配列が見つかっ
たが，マグネシウムの脱錯化に関わると考え
られている SGR などの重要な遺伝子に相同
な配列は存在しなかった。そのうち，無色の
代謝産物を生じる過程で不可欠な PAO に相
同性の遺伝子についてRNAiノックダウン実
験をおこなったが，実際の PAO 活性を確認
することはできなかった。一方，クロロフィ
ルサイクルにおいて Chlorophyll a を
Chlorophyll b に酸化する二段階の反応を触
媒する酵素 CAO の遺伝子に高い相同性を示
す「E. gracilis CAO like gene（EgCAOL）」
についてRNAiによるノックダウン実験をお
こなったところ，は Chlorophyll bをほとん
ど含有しないノックダウン株が得られたた
め，EgCAOLが実際に CAO活性を有すると
考えられた。一方，ノックダウン後の数日は，
バッチカルチャー内で Chlorophyll bの絶対
量の有意な減少が認められ，Chlorophyll b
を Chlorophyll aに還元するクロロフィルサ
イクルの残りの代謝経路の活性が存在して
いることが示唆された。このうち，2 段階目
の還元反応を触媒する HCAR に関しては，
相同性の高い遺伝子（EgHCARL）が確認さ
れたが，1 段階目の CBR に関しては，分子
系統的に陸上植物のそれらに類縁性の高い
配列は見つけることができなかった。また，
EgCAOLと EgHCARLに高い相同性を示す
遺伝子は Eutreptiella属の mRNA配列デー
タベースからも見出され，ユーグレナ藻の二
次葉緑体獲得過程を通して緑色植物から引
き継がれたことが示唆された。 
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