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研究成果の概要（和文）：珪藻は海洋一次生産者の約4割を担う主要生産者であり、珪藻による栄養塩の吸収と
同化は、海洋生態系の維持および物質循環の駆動力として重要である。珪藻では、細胞内外のNa+濃度勾配が栄
養塩取り込みの駆動力であることが先行研究により報告されている。本研究では、栄養塩吸収に必要な細胞膜Na
+排出ポンプの実体の解明を目標とした。阻害剤を用いた解析により、P型ATPaseがNa+排出に関与することを示
唆した。また、膜不透過性のビオチン化試薬を用い、細胞表層タンパク質のビオチン標識に成功した。今後はビ
オチン化タンパク質を精製し質量分析装置で同定することで、Na+ポンプの同定につながると期待される。

研究成果の概要（英文）：Marine diatoms operate active CO2-concentrating mechanism, by which cells 
can actively incorporate and fix dissolved inorganic carbon (DIC). In the pennate diatom 
Phaeodactylum tricornutum, solute carrier 4 (SLC4) type transporters are involved in the uptake of 
DIC across plasma membrane. While SLC4 is considered to mediate Na+-HCO3- co-transport, the 
mechanism to maintain Na+ gradient across plasma membrane have been unknown. In this study, I 
searched for candidates of plasma membrane transporters involved in the maintenance of Na+-gradient 
in diatoms. Affinity of cells for DIC was decreased by treating vanadate, an inhibitor of P-type 
ATPase, suggesting that P-type ATPase such as Na+/K+ pump is involved in the sodium-dependent DIC 
uptake. To identify major plasma membrane proteins, cell surface proteins were labeled by 
impermeable biotinylation reagent, and several proteins were successfully labeled by biotin.

研究分野： 植物代謝生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
珪藻による栄養塩の吸収と同化は、地球規模の物質循環を駆動するエンジンとして機能している。本研究では、
栄養塩吸収の駆動力を生み出すと推定されているナトリウムポンプの分子実体同定を目指した。その結果、哺乳
類などでナトリウム排出に関与することが知られている輸送体（P型ATPase）が、珪藻の栄養塩吸収に関与する
ことを示唆した。また、珪藻の細胞表層タンパク質を網羅的に同定するための基盤も確立した。これらの結果
は、珪藻による栄養塩吸収機構と物質生産の理解に必要不可欠なものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 珪藻は、海洋の主要植物プランクトンであり、地球上の光合成一次生産の約 20％を担ってい
る。珪藻の光合成により、海水中の溶存無機炭素および無機栄養塩類が有機物へと変換され、
高次消費者の栄養源として供給される。そのため、海洋性珪藻による無機栄養塩の取り込みと
同化は、海洋物質循環を駆動する原動力となっている。 
 海水は弱アルカリ性のため、溶存無機炭素のほとんどは HCO3

-として存在し（約 2 mM）、光合
成の基質となる CO2は 15 μM 程度しか存在しない。海洋性珪藻は、光合成における CO2欠乏を
回避するために、豊富な HCO3

-を能動的に細胞内に取り込み、炭酸固定に利用する CO2濃縮機構
を発達させた。海洋性珪藻 Phaeodactylum tricornutum では、細胞膜局在型 Solute carrier 4 
(SLC4)が HCO3

-取り込みを担うことが報告されている (Nakajima et al. 2013, PNAS)。SLC4 に
よる HCO3

-輸送は、Na+-HCO3
-共輸送あるいは Na+駆動型 Cl--HCO3

-交換輸送のどちらかであること
が示唆されている。すなわち、SLC4 による HCO3

-の能動輸送は、Na+濃度勾配（あるいはそれに
より生み出される電気化学的勾配）を駆動力とする二次能動輸送であると考えられる。また P. 
tricornutum では、HCO3

-だけではなく、硝酸塩（NO3
-）や無機リン酸（Pi）の取り込みも Na+依

存的であることが報告されており (Rees et al. 1980, BBA biomembranes)、これらの無機塩類
の取り込みも、Na+勾配を駆動力とする二次能動輸送であると考えられる。これまで珪藻やその
他の海洋プランクトンでは、個々の栄養塩（無機炭素、硝酸塩、リン酸塩）の取込については
解析がなされてきたものの、栄養塩の取り込みを駆動する力については十分に研究がなされて
おらず、栄養塩取り込みの分子機構は不明なままであった。 
 
２．研究の目的 
 海洋物質循環の基礎となる珪藻の栄養塩吸収機構を理解するには、取り込みの駆動力となる
Na+勾配を生み出すしくみの理解が必要不可欠である。細胞内外の Na+濃度勾配を維持するには、
栄養塩の取り込みに伴って細胞内に流入するNa+を細胞外へと排出するNa+排出ポンプが必要で
ある。そこで本研究では、海洋性珪藻 P. tricornutum において、栄養塩取り込みを駆動する
ATP 依存性 Na+ポンプを同定することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 栄養塩吸収に関与する輸送体のタイプを推定するために、既知の Na+ポンプに対する阻害剤
を用い、光合成活性を測定した。細胞膜上の Na+排出ポンプの阻害剤により、光合成に必要な
HCO3

-の取り込みが阻害され、珪藻細胞の無機炭素に対する親和性が低下すると考えられる。本
実験では最大光合成活性だけでは阻害剤の影響が評価できないので、異なる無機炭素濃度下で
の光合成酸素発生速度を酸素電極で測定した。 
 さらに、SLC4 により Na+と HCO3

-を取り込む P. tricornutum では、HCO3
-と共に流入する多量

のNa+を排出する必要があり、細胞膜上のNa+ポンプの蓄積量が多いことが期待される。そこで、
細胞膜上のタンパク質を網羅的に同定するプロテオーム解析を行い、主要細胞膜タンパク質の
中から Na＋ポンプの候補を絞り込むことを試みた。 
 
４．研究成果 
 先行研究において非光合成珪藻 Nitzschia alba が Na+/K+ ATPase を有することや、P. 
tricornutum の HCO3

-取り込みに K+が必要であることが報告されていた。これらの先行研究を踏
まえ、珪藻の Na+排出ポンプの実体は P 型 ATPase の一種である Na+/K+ ATPase であると推定し
た。そこで、P 型 ATPase が Na+濃度勾配を生み出し栄養塩の取り込みに寄与するかを調べるた
め、P型 ATPase の阻害剤であるバナジン酸の光合成に対する影響を調べた。その結果、バナジ
ン酸の添加により、細胞の無機炭素に対する親和性の低下が見られた（図 1）。本結果から、P
型 ATPase に属する Na+ポンプが珪藻細胞における細胞内外の Na+勾配維持に寄与することが示
唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 細胞内の Na+と反応して緑色蛍光を発する Sodium green（膜透過性を有するアセトキシメチ
ルエステル体）を用い、バナジン酸の添加が細胞内 Na+濃度にどのような影響を与えるかを調
べた。しかし、バナジン酸の添加・非添加に関わらず Sodium green による明瞭な蛍光が検出で
きず、細胞内 Na+濃度の変化を追跡することはできなかった。Sodium green による細胞内 Na+

Ctrl +Van Ctrl +Van 

図 1（左）珪藻 P. tricornutum の光合
成に対するバナジン酸の影響． 
異なる無機炭素濃度下で光合成活性
を測定し、親和性の指標となる K0.5

（A：最大光合成活性の半分の活性を
与える無機炭素濃度）および最大光合
成活性 Pmax (B) を算出した。Ctrl, バ
ナジン酸未添加；+Van, バナジン酸 
(200 μM) 添加条件.  

A B 



の検出がうまく出来なかった原因は不明であるが、検出範囲や膜透過性の異なる複数の Na+イ
ンジケーターを用いた実験を行い、改善を試みている。 
 P型 ATPaseに属するNa+ポンプの代表的なものとして、哺乳類などで研究が進んでいるNa+/K+ 
ATPase が挙げられる。先行研究において、非光合成珪藻 Nitzschia alba では、細胞膜濃縮画
分に Na+/K+ ATPase 活性が存在することが示されており、P. tricornutum では HCO3

-の取り込み
に K+が必要であることが報告されている。これらの先行研究と、バナジン酸による光合成阻害
の結果から、哺乳類と同様に Na+/K+ ATPase が細胞内外の Na+勾配の維持に寄与することが示唆
された。そこで、珪藻 P. tricornutum ゲノムデータベースから、Na+/K+ ATPase を探索したが、
Na+/K+ ATPase に高い類似度を示す P 型 ATPase の遺伝子は見つからなかった。そのため、P 型
ATPase に属すものの、既知の動物型 Na+/K+ ATPase とは異なる Na+ポンプが機能していると推測
した。 
 珪藻の細胞膜で機能する Na+の候補をさらに絞り込むために、細胞
膜タンパク質を網羅的に同定するプロテオーム解析を行うことにし
た。珪藻は、葉緑体が四枚の包膜に包まれており、その最外膜は核膜
と融合した核-葉緑体連合を形成している。他のモデル真核生物と比
較し、細胞内の膜系が複雑であるため、純度の高い細胞膜を精製する
ことは難しいと判断した。そこで、細胞膜タンパク質を精製するにあ
たり、膜不透過性のビオチン標識試薬を用い、細胞外に露出したタン
パク質を網羅的に標識し、ビオチン-アビジン相互作用により精製す
ることにした。濃縮した P. tricornutum 細胞懸濁液をビオチン標識
試薬 (Sulfo-NHS-biotin) と混合し、一定時間インキュベートするこ
とで細胞膜タンパク質を含む細胞表層タンパク質をビオチン化した。
アビジンとビオチンの相互作用を利用してビオチン化タンパク質を
精製した結果、精製画分において多数のビオチン化タンパク質が確認
できた（図 2）。ビオチン標識されたタンパク質の多くは、珪藻が元々
保持している内在性のビオチン酵素（ピルビン酸カルボキシラーゼ
等）とは異なるサイズであったことから、細胞表層タンパク質がビオ
チン化されていることが示唆された。本実験手法は、細胞表層タンパ
ク質のカタログ化の基礎技術になるものであり、Na+ポンプの同定の
みならず、その他の細胞膜輸送体の解析にも応用可能である。今後は、
得られた精製画分を質量分析装置で同定し、Na+ポンプの分子実体の
同定を目指す。 
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