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研究成果の概要（和文）： 
光合成に不可欠なクロロフィルには，猛毒の一重項酸素（活性酸素）を生じる「光毒性」
がある。本研究では，藻類を食べる原生生物がクロロフィルを解毒して光毒性のないシク
ロエノールに変える，自然界で普遍的な仕組みを世界で初めて解明した。また，この代謝
物をあらゆる天然の水環境に見出し，原生生物の水圏の物質循環における寄与の重大性も
示した。一方，シクロエノール代謝が藻類の共生進化に重要であった可能性も示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Chlorophylls are essential biomolecules for photosynthesis yet also phototoxic to 
generate singlet oxygen, a highly toxic reactive oxygen for organisms. The present 
research elucidated that aquatic protists feeding on microalgae degradate chlorophylls 
into detoxified catabolites “cyclo-enols”. This cyclo-enol catabolism is common among 
diverse groups of protists and also ubiquitously generated in any aquatic environments, 
suggesting significant contributions of such protists in aquatic material and energy 
flows. The catabolism has also been critical for the endosymbiotic evolutionary 
processes of algae. 
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１．研究開始当初の背景 
クロロフィル色素は，地球生命圏の主要な基
礎生産者である光合成生物に由来し，単純な
代謝・リサイクルが困難かつ化学活性の高い
物質である。クロロフィルの分解過程に関し
ては長く全く不明であったが，ごく近年にな
り，陸上植物では高度に制御された代謝系に
より，無色の無毒化合物に代謝されているこ
とが解明された。しかし，水圏環境の生物に
よるクロロフィルの代謝分解に関してはほ
とんど知見がなかった。一方，地球化学分野
では，堆積物や太古に形成された堆積岩から，
クロロフィルを起源とすると考えられる有
機分子が確認されることは古くから知られ
ていた。中でも，本研究で集中的に取り組ん
だシクロフェオフォルバイドエノール類（シ
クロエノール）をはじめとする幾つかのクロ
ロフィル誘導体の化学構造は，生物による代
謝・改変を明示しており，地層中から見出さ
れるこれら化合物の生物・環境指標としての
意義を理解するためにも，その形成プロセス
の解明が必要であった。 
 
２．研究の目的 
従来の研究で環境試料中から報告されてき
た主要なクロロフィル誘導体のうち，量的に
重要かつ明らかな生物学的関与が想定され
る４つの化合物群（シクロエノール，イソク
ロロポルフィリン，クロリンカロテノイルエ
ステル，クロリンステリルエステル）の生成
プロセスと，それらの生物学的な存在意義の
解明を当初の目的とした。すなわち，生成プ
ロセスの解明に関しては，これら化合物の生
成（基質であるクロロフィルの変成，あるい
は代謝）に関与する生物を特定し，それら生
物の生息・活動環境，あるいは生成反応の環
境条件等の検証を目指した。また，これらク
ロロフィル誘導体の生化学的な意義を理解
するために，有機合成によりクロロフィルか
ら各化合物を誘導し，化学反応性，物性（会
合・凝集体の形成など），光化学特性（特に
光毒性－活性な一重項酸素発生に関する機
能）などを実験的に検証し，これら化合物の
天然環境中（生物中・細胞内を含む）におけ
る状態を種々の顕微分析的な手法により特
定することを計画した。 
 
３．研究の方法 
研究の開始段階において，上述のクロロフィ
ル誘導体のうちシクロエノールの分析手法
を確立したことで，この化合物が極めて普遍
的で重要な化合物であることが強く示唆さ
れたため，研究対象をシクロエノールのみに
集中した。従って，以下にはシクロエノール
に関する研究方法について述べる。 
 

（１）シクロエノールの有機合成：シアノバ
クテリアから抽出したクロロフィルを基に，
先行研究を参照してシクロエノールの有機
合成をおこない標準試料を作成し，化学構造
の決定と純度の検証をおこなった。 
 
（２）シクロエノールの安定的分析法の確
立：シクロエノールは酸素雰囲気下で極めて
不安定な化合物であり，また，シリカゲルな
ど有機物の分画に一般的に用いられる素材
も分解を促進することがわかった。そこで，
色素の抽出やＨＰＬＣ分析，光学測定などの
前処理を全てアルゴン雰囲気下でおこなう
プロトコルを確立した。また，上述の合成標
品を用いて，シクロエノールが安定化する有
機溶媒，試薬の検討をおこなった。 
 
（３）高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬ
Ｃ）によるシクロエノール分析法の開発：シ
クロエノールは通常の順相及び逆相ＨＰＬ
Ｃメソッドでは分析過程で分解が起こり定
量的な分析が困難であったため，まず上述の
標準試料を用いて，比較的安定に分析が可能
な条件（移動相溶媒の組成やカラムの選択）
を模索した。次に，濃度をあらかじめ決めた
標準試料を用いることで，検量線を用いて定
量的にシクロエノールを検出する手法を考
案した。 
 
（４）シクロエノールの蛍光特性及び光増感
作用の計測：上述の標準試料を用いて，アル
ゴン雰囲気下でシクロエノールの各種光学
特性を測定した。光増感作用に関しては，一
重項酸素の蛍光検出試薬を用いて，in vitro
における活性を他のクロロフィル誘導体と
比較した。 
 
（５）水圏従属栄養微生物によるクロロフィ
ル代謝の検証：多細胞動物プランクトン（ミ
ジンコ），微細生類食のプロティスト，及び
バクテリアに関して，微細藻類を各培地に餌
として与え一定期間培養後，培地の濾過残渣
を有機溶媒で抽出して上述のＨＰＬＣ分析
法により分析した。また，コントロール実験
として，餌として与えた藻類の単藻培養培地
も同様に分析した。 
 
（６）水圏光栄養微生物によるクロロフィル
代謝の検証：シアノバクテリアと各種微細藻
類（一次植物及び二次植物）に関して，単藻
培養をおこない，有機溶媒で抽出して同様に
色素分析をおこなった。 
 
（７）微細生類食のプロティストによる摂食
過程におけるクロロフィル代謝分解の「観
察」：微分干渉／蛍光顕微鏡およびデジタル



図１：プロティストの微細藻類捕食に伴う色素代謝 

図２：シクロエノール代謝をおこなうプロティスト 

ＣＣＤカメラを用いて，プロティストが食胞
作用によって餌である微細藻類を貪食し消
化／排泄する一連の過程を観察し，かつその
過程における餌生物の色素体のクロロフィ
ル自家蛍光の変化を観察した。 
 
（８）環境試料のサンプリング：滋賀県琵琶
湖環境科学研究センターの調査船はっけん
号による月例調査に同船し，琵琶湖の鉛直各
10m ごとの湖水試料を毎月採取し，また底泥
試料も採取した。同様な定期的調査は研究協
力者によって東京湾沿岸でもおこなわれた。
また，三重大学の練習船勢水丸の太平洋調査
航海に乗船し，伊勢湾内と熊野灘沖の海水試
料（鉛直方向に複数層）と底泥試料を採取し
た。採取した水試料は直ちにグラスファイバ
ーフィルターで濾過し，濾紙を凍結保管した。
濾紙はアルゴン雰囲気下でアセトン抽出し，
エタノールとの共沸により真空乾固後，アニ
ソールに再溶解してＨＰＬＣ分析をおこな
った。 
 
４．研究成果 
 
（１）本研究ではまず，クロロフィル誘導体
「シクロエノール」はプロティストによるク
ロロフィルの「解毒」代謝物であることを解
明した。まず，微細藻類を捕食する多くのプ
ロティストが，食作用とよばれる消化・分解
の仕組みの過程で，クロロフィル a をシクロ
フェオフォルバイド aエノール（以下では「シ
クロエノール」と略する）という化合物に変
化させることを発見し，これがプロティスト
によるクロロフィルの解毒代謝産物である
と結論づけた。すなわち，シクロエノールの
合成標準試料の研究から，この化合物は可視
光を吸収する緑色のクロリン色素であるに
もかかわらず，無蛍光性で光毒性を有しない
（一重項酸素を発生させない），微生物にと
って安全な色素であることが示された。 
 

（２）次に「シクロエノール代謝機構」をも
つプロティストの多様性の解明に取り組み，
遺伝的に異なる様々なプロティストの間で

共有されていることを示した。すなわち，ス
ＳＡＲ群とＣＣＴＨ群，およびエクスカバー
タ群に属するプロティストが，この代謝をお
こなうことが分かった。これらのグループだ

けで海洋中のプロティストのうちの約 70％
を占めるとされており，今回の結果は，シク
ロエノールが海洋や湖沼の様々な試料中に
多量に検出される事実とよく合致する。すな
わち，プロティストたちにとって，光毒性の
クロロフィルを大量に含有している植物プ
ランクトンを捕食するという生き方を進化
させ，水圏環境で成功を収めるには，クロロ
フィルの解毒戦略という生理学的な適応戦
略を進化させる必然性があったことを示唆
する。 
 
（３） シクロエノールは環境中から普遍的
に検出され，シクロエノール代謝を備えたプ
ロティストによる植物食が，海洋や湖沼の食
物網において重大な寄与を持つことが示さ
れた。すなわち，シクロエノールは琵琶湖，
伊勢湾，東京湾，太平洋熊野灘沖，および大
学キャンパス内の溜池や庭の石鉢中の水な
ど，あらゆる表層水から相当量検出されるこ
とがわかった。また，琵琶湖や伊勢湾，太平
洋ではシクロエノールの相対濃度が鉛直方
向に深度が増すにつれ増加し，堆積物中には
クロロフィル誘導体の主要成分として見出
されることが示された。このことは，シクロ
エノール代謝をおこなうプロティストが水
圏表層における主要な微細藻類の一次捕食
者であること，また，シクロエノールが選択
的に沈降／堆積していくことを示唆する。な
お，これらの成果は，本研究における分析法
の改良によって，シクロエノールが微量でも
定量的に検出されることが可能になった成
果に負うものである。特に，熊野灘沖のデー
タは，東海行の主要な基礎生産者であるピコ
藻類が食物網に組み込まれる過程として，こ
のプロティストによる捕食活動が非常に重
要な役割を果たしている可能性を指摘した
ものであった。 



図３：微細藻類食プロティストの水圏環境中の役割 

 
以上の研究成果（１）～（３）の成果は，米
国科学アカデミー紀要にFeature Article（長
文の特別論文）として公表された。 
 
（４）これまでシクロエノール類はクロロフ
ィルａの誘導体のみが報告されていたが，本
研究ではクロロフィルｂ，ｄ，及びバクテリ
オクロロフィル aにおいても相同なシクロエ
ノールが環境中及びプロティストの培地中
に見出されることを示した。これは，陸上植
物においてはクロロフィルの代謝分解系が
クロロフィルａのみを基質としてとること
と対照的に，プロティストのシクロエノール
代謝においては，様々な種類のクロロフィル
類を直接の基質として分解が進行すること
を示唆したものである。この成果の一部につ
いて，FEBS Letters 誌に投稿した。 
 
（５）藻類の単藻培養培地を網羅的に分析し
た結果，ユーグレノイドに属する二次植物だ
けが，単藻培養条件でもシクロエノールを生
産することを発見した。従属栄養培地で
Euglena gracilis を培養した場合，対数増殖
期には全く検出されず，死滅期に入ると検出
量が増加する（この場合，顕微鏡観察により
細胞内の色素体の自食作用が確認される）。
天然からから分離された他の光栄養ユーグ
レノイド類は，独立栄養培地で単藻培養した
結果，全ての株からシクロエノールが検出さ
れた。これら光栄養性ユーグレノイドの外群
にあたる，色素体を持たない微細藻類食ユー
グレノイドがシクロエノールを生産するこ
とと併せて，二次植物の進化におけるシクロ
エノールの重要性という視点で研究をまと
め，論文投稿の準備を進めている。 
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