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研究成果の概要（和文）：植物プランクトンは海洋の基礎生産を支える重要な光合成生物であることから、海洋
生態系の理解には彼らの光エネルギー利用機構を深く知る必要がある。本研究では、クロロフィルとは異なる光
受容体“ロドプシン”が植物プランクトンに広く分布すること、またその多くが光でイオンを輸送するタイプで
あることを明らかにした。また、モデル珪藻を用いた異種発現系から、ロドプシンが葉緑体に局在することを明
らかにした。これらの結果から、植物プランクトンが保有するロドプシンは何らかの形で光合成を補助している
可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Elucidation of physiological roles of proton-pumping rhodopsin in eukaryotic
 phytoplankton would change our view on diversity and history of light-utilization systems on the 
earth, given importance of phytoplankton as primary producers. In this study, we have successfully 
identified more than 50 rhodopsin genes from phytoplankton and analyzed their function and 
spectroscopic characteristics. These results showed that the rhodopsin found in Pseudonitzschia 
(PngR) functions as a light-driven proton pump. In addition, we unveiled the intracellular 
localization of the PngR, with the heterologous expression system in the model diatom Phaeodactylum 
tricornutum. The results of localization analysis suggest that PngR is deeply involved in the 
function of photosynthesis.

研究分野：海洋微生物
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
海洋の一次生産を支える植物プランクトン、彼らは光合成以外の光受容機構を持っているのだろうか？本研究で
は、クロロフィルとは異なる光受容体“ロドプシン”が植物プランクトンに広く分布すること、光駆動型のイオ
ンポンプとして働くこと、葉緑体に局在することなどを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
海洋において植物プランクトンは重要な基礎生産者であり、彼らの光エネルギー利用機構を詳
しく調べることは直ちに海洋生態系の理解へと繋がる。一般的に植物プランクトンは光受容体
であるクロロフィルを持ち、光エネルギーを生体内で利用可能な化学エネルギー（有機物）に変
換する光合成を行う。変換された化学エネルギーは、自身のエネルギーとしてだけでなく、ほぼ
全ての従属栄養性物のエネルギー源として利用される。また、植物プランクトンは光合成に関わ
る多様な色素を作ることが知られているが、光をエネルギーに変換する反応はクロロフィルが
担っており、他の色素は光合成に直接関与しないことから一般的に補助色素と呼ばれている。一
方、近年の遺伝子解析技術の発展に伴い、数多くの細菌や真核微生物ゲノムが決定され、その中
から膨大な数の微生物型ロドプシン遺伝子が見つかっている。微生物型ロドプシンはレチナー
ルを発色団として持つ７回膜貫通型の光受容体で、その機能から光を化学エネルギーに変換す
る“イオン輸送型ロドプシン”と、光センサーとして働く“センサー型ロドプシン”の二つに大
別される。しかしながら、光でイオンを能動的に輸送し膜電位に変換することでエネルギーとし
て利用するイオン輸送型ロドプシンは、これまで植物プランクトン（真核微生物）から見つかっ
ていなかった。本研究では、植物プランクトンが保有するロドプシン遺伝子の配列を網羅的に解
析し、見出したロドプシンの機能及び分光的特徴を調べ、最大の謎である“細胞内局在”を解明
することで、植物プランクトンの新たな光エネルギー利用機構の全貌を明らかにすることを目
指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では植物プランクトンの持つ“ロドプシン”が、光合成とは異なる光エネルギー受容体と
して機能するのかを、トランスクリプトームデータの大規模情報解析、異種発現系を用いた機能
解析、蛍光融合タンパク質による細胞内局在解析を駆使することで解き明し、植物プランクトン
の持つ新奇な太陽光エネルギー利用機構の存在を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、“光をエネルギーに変換するイオン輸送型ロドプシンが、特定の細胞小器官で機能
する”と仮説を立て、３つの課題を遂行し植物プランクトンの新たな光エネルギー利用機構の全
貌を明らかにする。 
情報解析：海洋真核微生物トランスクリプトームプロジェクト(MMETS)①からロドプシン遺伝子
を網羅的に探索した。さらに機能発現に重要なアミノ酸部位の比較や、大規模な系統解析を行う
ことで、“イオン輸送型ロドプシン”候補の探索を行った。 
機能・分光解析：情報解析で得られた配列から真核藻類である珪藻 Pseudonitzschiaの持つロド
プシン配列を人工的に合成し、大腸菌を用いた異種発現系で機能解析を実施した。また、異種発
現ロドプシンタンパク質をアフィニティークロマトグラフィーで精製し、分光的特徴を測定し
た。 
局在解析：合成したロドプシンと緑色蛍光タンパク質を結合させたリコンビナント遺伝子を、モ
デル珪藻 Phaeodactylum tricornutum のタンパク質発現ベクターに組み込んだ。エレクトロポ
ーレーションにより、P. tricornutumに形質転換した②。形質転換に成功した細胞を選抜し、緑
色蛍光の局在を蛍光顕微鏡で観察した。また、細胞内の核の位置は DAPI 染色をすることで確認
した。 
 
４．研究成果 
海洋真核微生物トランスクリプトームプロジェクト(MMETSP)からロドプシン遺伝子を網羅的に
探索した結果、５０以上の配列を見出すことに成功した。またイオン輸送に重要なアミノ酸部位
を調べたところ、検出された多くの配列がイオン輸送機能を持つ可能性が示唆された。また系統
解析の結果、真核微生物由来のロドプシン遺伝子は、バクテリアの配列中にモザイク状に配置さ
れるのではなく、真核微生物特有のクレードを作ることが分かった（図１）。 
 得られた配列から珪藻 Pseudonitzschiaのロドプシン（PngR）配列を人工的に合成し目的プ
ラスミドに載せ替え、大腸菌に形質転換を行った。ロドプシンタンパク質の条件検討を行い、条
件を最適化することで機能解析を実施した。機能解析の結果、ロドプシンを発現させた大腸菌溶
液の pH が光照射で低下することが分かった。また CCCP (Carbonyl cyanide 3-
chlorophenylhydrazone)を加えると、光照射しても pHが変化しないことが分かった（図２）。こ
れらの結果から、珪藻ロドプシンは光駆動型の H+ポンプであると結論した。 
異種発現ロドプシンタンパク質をアフィニティークロマトグラフィーで精製し、吸収スペクト
ルを測定した（図３）。その結果、珪藻 Pseudonitzschiaが保有する PngRは、511 nmに吸収極
大を持つことが分かった。この極大波長は、イオン輸送型ロドプシンでは短波長側に極大を持つ
部類であり、海洋性微生物の特徴であると考えられた。PngR の光サイクルを測定した結果、61 
msで初期状態に戻ることが分かった。これらの分光的特徴から、珪藻の持つ PngRは海洋環境で
十分活性の高い外向き H+ポンプとして働くことが示唆された。 



真核微生物は原核微生物の細胞構造とは異なり、細胞内にミトコンドリアや葉緑体のような複
数の細胞小器官が存在している。ロドプシンがどこに局在するかで、細胞内での生理的役割は大
きく異なると考えられるため、ロドプシンに蛍光タンパク質を結合させたリコンビナント遺伝
子を発現させることで局在の観察を行った。その結果、P. tricornutum 形質転換体の GFP 由来
緑色蛍光は、 細胞内に均一に観察されることなく、細胞内の一部に局在することが分かった。
このことは、細胞質や細胞膜に局在しているのではなく、特定の細胞小器官に局在していること
を示している。特に、緑色蛍光は、クロロフィル自家蛍光および DAPI蛍光と共局在することが
分かった。つまり、クロロフィルを含む葉緑体に局在することを強く示唆している。 
 珪藻は二次共生藻類であり、４重膜に囲まれた葉緑体を持っている。４重膜の、内側２枚は陸
上植物や紅藻類における２重膜葉緑体と同じ由来であると考えられている。今後、さらに顕微鏡
観察の解像度を上げることで、葉緑体の何番目の膜に局在するかを明らかにできると考えてい
る。 
 本研究では、植物プランクトンが持つロドプシンを網羅的に探索し、少なくない種がイオン輸
送型と考えられるロドプシン遺伝子を持つことが分かった。また、珪藻 Pseudonitzschiaが保有
するロドプシン（PngR）を人工的に合成し、異種発現解析を行うことで、その機能が光駆動型 H+

ポンプであることを明らかにすることに成功した。また、分光解析から PngRの極大波長がクロ
ロフィル吸収と被らない 511 nmにあることが分かった。このことは、植物プランクトンが光合
成とロドプシンの二つの光捕集機構を効率よく利用している可能性を示唆している。また、リコ
ンビナント遺伝子を用いた蛍光顕微鏡観察の結果、PngR は細胞外膜やミトコンドリアではなく
葉緑体に局在することが分かった。もし ATP合成とカップルしているなら、ミトコンドリアに局
在するのが適切であると考えられるため、ロドプシンの葉緑体への局在は、光合成を何らかの形
で補助する可能性を示唆している。しかしながら、二次共生藻類である珪藻の葉緑体は４重膜で
構成されるため、今後『何番目の膜に局在するのか？』を明らかにすることで、植物プランクト
ンの持つ新たな光利用機構“ロドプシン”の生理的役割の全貌を明らかにできると考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１. 植物プランクトンが持つ真核ロドプシンを含むロドプシン系統樹 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２.PngRを発現させた大腸菌培養液に光を照射した時の pH変化 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３.精製した異種発現 PngRの吸収スペクトル 
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