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研究成果の概要（和文）：海洋性珪藻類は、地球上のCO2固定および地球規模のリン循環に大きな影響を及ぼ
し、海水中より獲得した無機炭素およびリンは、有用物質生産にも利用される。本研究では、海洋性珪藻類の無
機炭素およびリン酸獲得機構に関与する因子を同定し、これらを共高発現させることにより、2つの異なる有用
物質生産能に優れた新規珪藻株の作出を試みた。候補因子の詳細な機能解析から、葉緑体包膜局在型無機炭素輸
送体PtSLC4-7および細胞膜局在型リン酸輸送体PtSLC34-2の同定に成功した。さらに、ポリリン酸合成・分解酵
素の候補因子を見出し、リン酸応答性を確認した。また、遺伝子共発現用珪藻形質転換ベクターを新たに構築し
た。

研究成果の概要（英文）：Marine diatoms are responsible for global primary productivity and play a 
key role in global cycle of phosphate. Dissolved inorganic carbon and phosphate acquired from 
seawater are used for producing useful substances like oils and fats, and polyphosphates. In this 
study, we attempted to identify the specific transporters involved in mechanisms of inorganic carbon
 and phosphate acquisitions, and develop marine diatom cells which have the ability for 
high-efficient producing useful substances by co-overexpressing inorganic carbon and phosphate 
transporters. As a result, we succeed to characterize the chloroplastic membrane-type inorganic 
carbon transporter, PtSLC4-7, and the plasma membrane-type phosphate transporter, PtSLC34-2. Then, 
some polyphosphate synthase and degrading enzyme candidates were found on the genome of marine 
diatoms, and new transformation vector for marine diatom cells was constructed for co-overexpressing
 two genes driven by conditional promoters.

研究分野： 植物分子生理学

キーワード： 海洋性珪藻　無機炭素獲得　リン酸獲得　輸送体　有用物質生産
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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 
近年の大規模な海洋調査などから海洋性

珪藻類が担う地球上の CO2 固定量は、約 20%
にも昇り、リンなどの地球規模の物質循環に
も海洋性珪藻類が大きな影響を及ぼしてい
ることがわかっている[1][2]。また、海水から
吸収した CO2 やリンは、油脂やポリリン酸な
どの工業的付加価値の高い有用物質に変換
され、細胞内に貯蔵される。 
 海洋性珪藻類の無機炭素獲得は、この生物
が有する高い一次生産量と油脂生産の原動
力であり、海水中の溶存無機炭素（dissolved 
inorganic carbon : DIC）の有効利用は生態
学的にも有利であることが指摘されている[3]。
研究代表者は、これまでに海水から直接的に
DIC を獲得する際に機能する細胞膜局在型
HCO3

- 輸 送 体 solute carrier protein 
(SLC)4-2 in Phaeodactylum tricornutum 
(PtSLC4-2)を海洋の主要な一次生産者にお
いて世界に先駆け初めて機能同定した[4]。し
かしながら、二次共生生物である珪藻の葉緑
体は、高等植物とは異なり 4重膜で包まれて
おり、この包膜を無機炭素が効率良く透過す
るための輸送体は不明であった。 
 一方、無機イオン類の中でもリンは、石油
よりも早く枯渇することが指摘されている
緊急性の高い保全対象物質である。海水中の
溶存リンの多くは、珪藻に取り込まれ、その
死骸と共に迅速に海底に沈み海洋表層から
リンを除去する。そこで、海水の溶存リンを
効率良く回収するための技術開発に、無機イ
オン吸収能に優れた海洋性珪藻類を利用す
ることを考えた。しかしながら、海洋性珪藻
類のリン酸獲得・蓄積機構の鍵となる因子は
謎であった。 
 
２．研究の目的 
 以下に示す4項目を研究期間中の達成目標
として研究を遂行した。（1）葉緑体包膜局在
型無機炭素輸送体の機能同定、（2）リン酸輸
送体の同定と機能解析、（3）ポリリン酸合
成・分解酵素の同定と機能解析、（4）機能強
化した機構を複合的に有する珪藻細胞の開
発、である。（1－3）の実験から、無機炭素
およびリン酸獲得・蓄積に重要な役割を担う
輸送体ならびに酵素を同定後、それら因子を
標的とした遺伝子改変を珪藻細胞に施し、
（4）無機炭素獲得機構およびリン酸獲得・
蓄積機構を同時に強化した新規珪藻株を開
発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）葉緑体包膜局在型無機炭素輸送体の機
能同定：目的候補遺伝子を珪藻 cDNA よりク
ローニング後、緑色蛍光タンパク質（GFP）
遺伝子 egfp と連結し、珪藻形質転換用ベク
ターに組み込んだ。このベクターを分子銃に

よって珪藻細胞に導入し、抗生物質による一
次選抜を行い、形質転換体を得た。得られた
形質転換体を蛍光顕微鏡、共焦点レーザー顕
微鏡および超解像顕微鏡により、GFP 蛍光を
指標とした目的候補タンパク質の細胞内局
在を決定した。さらに、これらの株を目的候
補タンパク質の過剰発現株として無機炭素
輸送活性等の生理学的解析に供した。また、
CRISPR/Cas9 によるゲノム編集を行い、目的
候補タンパク質のノックアウト株の作出も
試みた。 
（2）リン酸輸送体の同定と機能解析：リン
富化およびリン欠乏環境下で生育させた珪
藻野生株におけるリン酸吸収速度ならびに
細胞外アルカリフォスファターゼ活性の測
定を行った。リン酸吸収速度の解析は、既定
量の無機リン酸と珪藻細胞を混合させ、時間
経過ごとに即座に遠心分離後、測定培地中に
残存する無機リン酸とマラカイトグリーン
試薬を反応させ、波長 620nm における吸光度
測定を行うことで定量的に行った。一方、細
胞外アルカリフォスファターゼ活性は、珪藻
細胞による p-nitrophenyl phosphate（pNPP）
の分解量を吸光度405nmで追うことにより定
量した。これら生理学的解析と並行して、珪
藻のゲノムデータベースを利用したリン酸
輸送体候補遺伝子の網羅的探索を行った。そ
の後、目的候補遺伝子の環境リン酸濃度応答
性を定量的 PCR（qPCR）によって解析した。
qPCR の結果を基に、リン欠乏環境下で発現誘
導される遺伝子を優先的に、実験（1）と同
様の手法を用いて、細胞内局在を決定した。
さらに、短鎖ペプチドの FLAG タグを付加さ
せた目的候補タンパク質を発現する珪藻細
胞を過剰発現株として、また、RNA 干渉法に
よって作出した目的候補遺伝子のノックダ
ウン候補株をリン酸吸収速度の測定に供し、
目的候補タンパク質の機能解析を行った。本
実験は、3人の研究協力者の協力を得た。 
（3）ポリリン酸合成・分解酵素の同定と機
能解析：酵母において同定されているポリリ
ン酸合成・分解酵素の塩基配列情報を基に、
珪藻のゲノムデータベースより候補遺伝子
を探索し、リン富化およびリン欠乏環境下に
おける発現量を qPCR によって解析した。 
（4）機能強化した機構を複合的に有する珪
藻細胞の開発：目的遺伝子を共発現させるた
めの新たな珪藻形質転換用ベクターを構築
した。このベクターが実際に珪藻細胞内で機
能することを確認するため、PtSLC4-2 と葉緑
体包膜局在型無機炭素輸送体候補因子を共
発現させ、細胞内 GFP 蛍光を観察した。 
 
４．研究成果 
（1）葉緑体包膜局在型無機炭素輸送体の機
能同定：珪藻のゲノム上には、哺乳類の無機
炭素輸送体として知られている SLC 4 および
26 のファミリー遺伝子が少なくとも 10 種存
在する[4]。これら因子の N 末端領域を詳細に
解析した結果、二次共生生物に特異的な葉緑



体移行シグナルを有する2つの因子PtSLC4-6
および PtSLC4-7 が、葉緑体包膜局在型無機
炭素輸送体候補として浮上した。これらの珪
藻細胞内における局在をGFP蛍光により解析
したところ、両因子とも葉緑体 4重包膜の最
外膜に存在することがわかった（図 1）。 

図 1. PtSLC4-6:GFP と PtSLC4-7:GFP の細胞内局在 赤：

葉緑体の自家蛍光、緑：GFP 蛍光、スケールバー：5 µm 

 
そこで、これらの株を候補因子の過剰発現株
として、生理学的解析を行ったが、野生株と
有意な差は見られなかった。この原因として、
細胞膜上の無機炭素透過量が律速状態にあ
ることが考えられたため、以前に同定した細
胞膜局在型 HCO3

-輸送体 PtSLC4-2 を共過剰発
現させた新たな形質転換体を作出し、生理学
的解析に供した。まず、PtSLC4-2 および
PtSLC4-7の珪藻細胞内発現をGFP蛍光によっ
て確認した結果、細胞膜および葉緑体 4重包
膜の最外膜に局在していることを確認した
（図 2）。一方で、PtSLC4-2 と PtSLC4-6 の共 

図 2. PtSLC4-2:GFP と PtSLC4-7:GFP の細胞内共発現 

赤：葉緑体の自家蛍光、緑：GFP 蛍光 

 
過剰発現株の取得には至らなかった。したが
って、PtSLC4-2 と PtSLC4-7 共過剰発現株
（SLC4-2G/SLC4-7G）の解析を進めた結果、
SLC4-2G/SLC4-7G 株における無機炭素輸送活
性は、野生株ならびに PtSLC4-2 単独過剰発
現株（SLC4-2G）と比較して、有意に高くな 

図 3. PtSLC4-7 の無機炭素輸送活性 青：野生株（WT）、

緑：PtSLC4-2:GFP 単独過剰発現株（SLC4-2G）、赤：

PtSLC4-2:GFP と PtSLC4-7:GFP の 共 過 剰 発 現 株

（SLC4-2G/SLC4-7G） 

っていることがわかった（図 3）。さらに、
CRISPR/Cas9 を利用したゲノム編集により、
PtSLC4-7 ノックアウト株の取得に成功し、現
在、詳細な解析を進めている。以上の結果か
ら、PtSLC4-7（おそらくは PtSLC4-6 も同様）
は、葉緑体 4重包膜の最外膜において、無機
炭素輸送体として機能している可能性が非
常に高いことが示された。 
 
（2）リン酸輸送体の同定と機能解析：リン
富化およびリン欠乏環境下で生育させた羽
状目珪藻 P. tricornutum および中心目珪藻
Thalassiosira pseudonanaの各野生株におけ
るリン酸吸収速度の解析を行った。その結果、
リン富化環境下で生育させた P. tricornutum
細胞においては、ほとんどリン酸吸収が起こ
っていないのに対して、リン欠乏環境下で 5
日間生育させた細胞は、測定開始から 6分後
には、測定培地中の約 60%のリン酸を吸収し
ており、リン酸の吸収速度は、リン富化生育
細胞と比較して、約 10 倍に上昇していた（図
4A＆B）。同様の傾向は、T. pseudonana にお
いても確認できた。また、各細胞のリン欠乏
環境下への順化速度を確認した結果、順化 1
日目からリン酸吸収速度が上昇しはじめ、順
化 5日目には、最大のリン酸吸収速度に達し
た（図 4C）。リン酸吸収速度がリン欠乏環境
下への順化1日目から上昇しはじめたのに対
して、細胞外アルカリフォスファターゼ活性
は、リン欠乏環境下順化 3日目から上昇しは
じめ、測定終了時の順化 7日目においても最
大活性を示すことはなかったが、その活性は、
順化3日目と比較して約8倍に達した（図4D）。
次に、リン酸に対する親和性解析を行った。 

図 4. リン欠乏環境下生育野生株における生理学的解析

① A：時間経過ごとにおける測定培地中の残存リン酸

濃度の変動、B：リン酸吸収速度の比較、C：リン欠乏環

境下への順化速度、D：細胞外アルカリフォスファター

ゼ活性 白：リン富化環境下生育細胞（+P）、黒：リン

欠乏環境下生育細胞（-P）、Pi：inorganic phosphate 



その結果、リン欠乏環境下生育細胞の方が、
リン酸に対する親和性がリン富化環境下生
育細胞よりも約 10 倍高くなっていった（図
5A）。さらに、リン酸吸収時に必要なエフェ
クター分子の同定を行ったところ、Na+特異的
にリン酸吸収速度の上昇が確認できた（図
5B）。この Na+特異的リン酸吸収速度は、Na+

濃度依存的であり、約 100 mM の Na+添加で最
大のリン酸吸収速度に達した（図 5C）。Na+依
存的なリン酸吸収は、T. pseudonana におい
ても確認できた。以上の生理学的解析から、
両珪藻細胞は Na+依存型リン酸輸送体を介し
て、海水中から細胞内にリン酸を取り込んで
いることがわかった。 

図 5. リン欠乏環境下生育珪藻野生株における生理学的

解析⓶ A：リン酸に対する親和性解析、B：リン酸吸収

に必要なエフェクター分子の同定、C：リン酸吸収速度

の Na+濃度依存性 黒：リン富化環境下生育細胞（+P）、

白：リン欠乏環境下生育細胞（-P） 
 
生理学的解析の結果を受けて、珪藻細胞に

おいて機能するリン酸輸送体の同定を試み
た。哺乳類および酵母のリン酸輸送体として
知られている SLC20、SLC34、Phosphate（Pho）
84 ファミリーのホモログ因子を珪藻ゲノム
データベース上で網羅的に探索した結果、珪
藻細胞内で発現していると思われるリン酸
輸送体候補因子が少なくとも 10 因子存在す
ることがわかった（図 6）。輸送体候補遺伝子
のリン富化およびリン欠乏環境下における
発現量を qPCR によって比較解析した結果、
ptSLC20、ptSLC34-2、ptSLC34-4、ptSLC34-5
がリン欠乏環境下で誘導されることがわか
った（図 6）。そこで、4遺伝子のうち、発現
量が比較的高い ptSLC34-2 および ptSLC34-5
の機能解析を優先的に行った。PtSLC34-2 お
よび PtSLC34-5の細胞内局在を解析した結果、
GFP 蛍光は細胞の形に沿うように観察できた
ことから、PtSLC34-2、PtSLC34-5 ともに細胞
膜に局在することを確認した（図 7）。次に、

図 6. リン酸輸送体候補遺伝子の発現量解析 挿図：発

現量が低い遺伝子の拡大図、gapC2：発現量が一定のコ

ントロール、白：リン富化環境下生育細胞、黒：リン欠

乏環境下生育細胞 
 

図 7. PtSLC34-2:GFP および PtSLC34-5:GFP の細胞内局

在 赤：葉緑体の自家蛍光、緑：GFP 蛍光、青：核染色、

スケールバー：5 µm 

 
PtSLC34-2 および PtSLC34-5 の過剰発現株お
よびRNA干渉法によるノックダウン候補株を
作出し、生理学的解析を行った（図 8）。その
結果、リン欠乏環境下において、PtSLC34-2
過剰発現株のリン酸吸収速度は、野生株と比
較して約 2倍高くなっていた（図 8の左図）。
また、PtSLC34-2 ノックダウン候補株のリン
酸吸収速度は、野生株よりも約 50%低下して
いた（図 8の右図）。一方で、PtSLC34-5 の過
剰発現株およびノックダウン候補株におけ
るリン酸吸収速度は、野生株と同程度であっ
た（図 8）。以上のことから、PtSLC34-2 は、
珪藻細胞においてリン酸輸送体として機能
していることがわかったが、PtSLC34-5 に関
しては、さらに詳細な解析が必要である。 

図 8. 生理学的解析による PtSLC34-2 および PtSLC34-5

の機能解析 左図：FLAG タグを付加させた PtSLC34-2 お

よび PtSLC34-5 過剰発現株を用いたリン酸吸収速度、右

図：RNA 干渉法による PtSLC34-2 および PtSLC34-5 ノッ

クダウン候補株を用いたリン酸吸収速度 



（3）ポリリン酸合成・分解酵素の同定と機
能解析：酵母のポリリン酸合成・分解酵素の
配列情報を基に、珪藻のゲノムデータベース
を利用して、候補遺伝子の網羅的探索を行っ
たところ、4 つのポリリン酸合成酵素候補因
子（Pt15281、Pt19586、Pt48538、Pt50019）
と 1 つのポリリン酸分解酵素候補因子
（Pt35580）を見出した（図 9）。これら候補
遺伝子の発現量を qPCR によって、リン富化
環境下およびリン欠乏環境下で比較解析し
た結果、ポリリン酸合成候補因子のうち 1遺
伝子（pt48538）がリン富化環境下で、2遺伝
子（pt19586、pt50019）がリン欠乏環境下で
誘導されていることがわかった（図 9）。一方
で、ポリリン酸分解酵素候補遺伝子は、環境
リン酸濃度に関係なく、定常的な発現を示し
た（図 9）。また、リン酸濃度応答性を示した
ポリリン酸合成酵素候補遺伝子のうち、リン
富化環境下誘導遺伝子の発現量に比べて、リ
ン欠乏環境下誘導遺伝子の発現量の方が相
対的に高かった（図 9）。これらのことから、
珪藻細胞は、リン欠乏環境下で積極的にポリ
リン酸合成を行い、細胞内に蓄積している可
能性が高いことが示唆された。今後は、各因
子の細胞内局在解析および酵素活性測定を
行っていく必要があると考えられる。 

図 9. ポリリン酸合成・分解酵素候補遺伝子の発現量解

析 gapC2：発現量が一定のコントロール、白：リン富

化環境下生育細胞、黒：リン欠乏環境下生育細胞 

 
（4）強化した機構を複合的に有する珪藻細
胞の開発：（1－3）の研究によって得られた
各機構を担う重要因子を共発現させるため
の珪藻形質転換用ベクターを新たに構築し
た（図 10）。このベクターは、遺伝子の高発
現が期待できる Nitrate Reductase（NR）プ
ロモーターおよび fucoxanthin chlorophyll 
a/c binding protein A（fcpA）プロモータ
ーが組み込んである。さらに、両プロモータ
ーは、珪藻細胞の生育環境条件を変えること
により、遺伝子発現を切り替えることができ
る。今回は、実験（1）において、実際に本
ベクターを用いて、細胞膜局在型 HCO3

-輸送体
PtSLC4-2 および葉緑体包膜局在型無機炭素
輸送体 PtSLC4-7 を共発現させることに成功
した（図 2）。しかしながら、本研究の最終目
標であるリン酸輸送体との共発現化はでき
ず、有用物質生産能を複合的に強化した新規

珪藻細胞の開発には至らなかった。 

図 10. 新規に構築した遺伝子共発現用珪藻形質転換ベ

クターの概略図  A：ベクター概略図（便宜上

ptSLC4-2::egfpと ptSLC4-7::egfpを導入した図）、B：A

のベクターを導入した形質転換体における各融合遺伝

子の発現量解析 
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