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研究成果の概要（和文）：細胞内共生による葉緑体の成立は、真核細胞による単細胞光合成生物の捕食、一時的
保持（盗葉緑体および任意共生）、恒久的保持（葉緑体との絶対共生）の順に進行したと考えられている。本研
究では藻食の単細胞生物、盗葉緑体性生物および葉緑体を有する単細胞真核藻類を用い、共生進化の各段階にあ
る生物群が、光合成によって生じる酸化ストレスにどのように対応しているのかを解析した。その結果、植物や
藻類に存在する光合成酸化ストレスを軽減する機構の少なくとも一部は、葉緑体が成立するよりも遙か前の、捕
食・被食段階および一時的な共生関係の段階から順次獲得されてきたことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：It is believed that chloroplasts were established through predation and the 
temporary or facultative retention of photosynthetic prey and then permanent endosymbiotic 
relationship with photosynthetic organisms (or chloroplasts) by a unicellular eukaryotic host cell. 
In this study, we have analyzed how organisms in different stages of endosymbiotic evolution cope 
with photosynthetic oxidative stress. We have found that some mechanisms for coping with 
photosynthetic oxidative stress had been acquired stepwisely in prey-predator and temporal 
endosymbiotic relationships before establishment of permanent endosymbiotic relationships 
(chloroplasts).

研究分野： 進化細胞生物学

キーワード： 細胞内共生　光合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
光合成酸化ストレスへの対処機構は、すでに葉緑体との絶対共生関係を確立させている真核藻類・植物において
の研究例があったが、本研究により、捕食―被食関係の段階においても真核藻類・植物に見られる機構の一部が
成立していたことが初めて明らかとなった。また、これまでほとんど不明であった細胞内共生進化の初期段階に
ついて、絶対共生関係を構築するために必要な機構や遺伝子群を、宿主細胞が捕食―被食関係の段階から漸進的
に獲得したという知見が得られた。これらの結果は、細胞内共生進化を理解するために重要な、これまでになか
った視点からの発見である。

※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 
葉緑体はシアノバクテリアの細胞内共生によって誕生し、さらに葉緑体を持つ真核藻類が、複数
回独立に非光合成真核細胞に細胞内共生すること（二次共生）で、光合成能を多数の真核生物系
統にもたらした。このようにして進化した多様な藻類・植物による光合成は、一次生産者として
多大な役割を果たしているが、地球生態系における光合成は、藻類・植物だけでは無く、盗葉緑
体性原生生物（藻類を捕食後、その葉緑体、場合によってはその核も数日間保持し光合成を行わ
せた後に消化する）、真核藻類を任意に細胞内共生させる多様な真核生物（サンゴ、ミドリゾウ
リムシなど）によっても行われる。藻類補食、一時的保持（盗葉緑体および任意共生）、絶対共
生（葉緑体）の各段階のすべて、または複数が種々の近縁系統群内に見られることから、細胞内
共生による葉緑体の成立は、この順に進行したと考えられている。このような進化過程の理解は、
光合成真核生物の誕生と多様化、光合成の生態系内への広がりを理解する上で非常に重要であ
るが、これら多様な真核生物が如何にして細胞内共生関係を維持できるようになったのかにつ
いてはほとんど理解が進んでいなかった。 
 一般に、絶対共生系の確立は、共生体から宿主への遺伝子転移と、宿主（核ゲノム）による共
生体制御系の獲得に起因すると考えられている。そのため、この分野の研究は「遺伝子転移に基
づく宿主細胞による共生体の制御機構とその進化」という観点で、分子細胞生物学（宿主核コー
ドタンパク質の共生体への輸送機構、宿主ゲノムによる共生体のゲノム発現、成長、分裂の制御
など）、分子系統学を基盤として進められてきた（Dorrell and Howe, J. Cell Sci., 2012）。しかしな
がら我々は、細胞内共生は、宿主上位、共生体下位の一方的な現象では無いので、細胞内共生関
係およびその進化を理解するためには、共生体側からから宿主に作用する現象の解析も重要で
あると考えた。このような考えに基づき、共生体の光合成が、宿主細胞の成長・分裂（細胞周期
進行）に必須である一方で、光合成酸化ストレス（光合成に起因する多量の活性酸素種）によっ
て宿主細胞成長・分裂をどの様に制約するかという、この分野にはなかった研究を開始した。そ
の結果、真核藻類においては、昼間発生する葉緑体光合成酸化ストレスのため、宿主はこれを避
けて DNA 複製と細胞分裂を行う必要が生じ、宿主細胞周期進行が夜間に限定される可能性を見
いだした（Miyagishima et al., Nature Commun., 2014）。そこで以下の「研究の目的」に記載するよ
うに、宿主細胞が、どのように光合成性共生体の生じる酸化ストレスへの対処機構を進化させて
きたのかという問題に着目して、細胞内共生関係の進化過程を理解する必要性が生じた。 
 
２．研究の目的 
光合成による酸化ストレスは、光により励起された光合成色素（クロロフィル等）が酸素分子に
エネルギーを渡す（一重項酸素）、または光化学系電子伝達鎖から電子が漏れ酸素に渡る（過酸
化水素、ヒドロキシラジカルなど）ことによって発生する。これら活性酸素種（ROS）または ROS
によって生成する種々のラジカル生体分子は、葉緑体外に移動し、宿主細胞にダメージを与える
（Mittler, 2002）。したがって、絶対共生関係にある真核藻類・植物だけで無く、光合成性共生体
は、盗葉緑体および任意共生の関係においても宿主細胞に対して光合成酸化ストレスを与える
と予想される。さらに、光合成性被食者も、完全に消化されるまでの間に光が当たれば、光合成
色素（クロロフィル等）が光エネルギーを吸収するため、ROS を発生し捕食者に対して酸化ス
トレスを与えると予想される。また、消化中おいては、被食者の光化学系の調節が不完全となる
こと、より毒性の高い遊離クロロフィルなどが生じ、より高濃度の ROS が発生する可能性が高
い。 
 そこで本研究では、藻食アメーバ（捕食―被食関係）、盗葉緑体性渦鞭毛虫（一過的共生
関係）、真核藻類（絶対共生関係）を用い、それぞれの二者の関係において、共生体（また
は被食者）が、どの程度の酸化ストレスを、宿主（または捕食者）に与えているか、宿主（ま
たは捕食者）細胞は、どの様に光合成酸化ストレスを回避しながら増殖するかを明らかにす
ることを目的とした。また、これの結果に基づき、共生の各段階における光合成酸化ストレ
スへの対処戦略の比較を行い、捕食、一過的共生、絶対共生の各段階において、光合成の毒
性に対抗するために、どの様な制約が、またどの様な機構の必要性が、宿主細胞に求められ
るのかを明らかにし、細胞内共生による、真核生物の光合成能獲得の過程を理解することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）単細胞性真核藻類における葉緑体光合成と宿主細胞の成長・分裂の関係 
真生の葉緑体を確立している単細胞性真核藻類として、ゲノムサイズが小さいためオミクス解
析が比較的容易であり、遺伝的改変技術も構築されている、単細胞紅藻 Cyanidioschyzon merolae
を主材料として選んだ。また、研究結果の真核藻類における一般性を捉えるために、紅藻とは進
化的に大きく離れている単細胞緑藻 Chlamydomonas reinhardtii を副材料として選んだ。これらを
12 時間明期 12 時間暗期の環境下で培養し、光合成活性、呼吸活性、トランスクリプトーム、メ
タボロームの変動を解析した。さらに C. merolae においては、MRE11 タンパク質の局在を解析



することで、光合成酸化ストレスによる核 DNA 二本鎖切断の頻度解析も行った。 
 
（２）盗葉緑体性渦鞭毛虫における盗葉緑体光合成と宿主渦鞭毛虫の成長増殖の関係 
盗葉緑体性渦鞭毛虫 Nusuttodinium aeruginosum と、盗葉緑体源となるクリプト藻（Chroomonas 
sp.）の無菌二員培養系を確立した。盗葉緑体を保持している N. aeruginosam の暗条件および明条
件下でのトランスクリプトームおよび細胞形態比較解析と、盗葉緑体を消化しきった N. 
aeruginosam の集団にクリプト藻を与えた後の、恒明条件下でのトランスクリプトームおよび細
胞形態変動解析を行った。また光合成酸化ストレスが N. aeruginosam に与える影響を、盗葉緑体
を保持している N. aeruginosam を暗黒下、弱光下（10-100 µmol photons m-2s-1）および強光下（200 
µmol photons m-2s-1）で培養することにより解析した。 
 
（３）微細藻類を捕食する単細胞生物群における光合成酸化ストレスへの対処機構 
小田貫湿原（静岡県富士宮市）から 3 種の藻食アメーバを単離した。18S リボソーム DNA の配
列解析の結果、それぞれ Acanthamoeba sp. (Amoebozoa)、Vannella sp. (Amoebozoa)、Naegleria sp. 
(Excavata) であることが判明した。これらのアメーバに光合成性（シアノバクテリア
Synechococcus sp. PCC7942）または非光合成性（窒素源欠乏下で培養し無色化させたシアノバク
テリア）の餌を与え、暗条件および明条件下で培養し、トランスクリプトーム解析、細胞数の変
動解析および捕食能の変動解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）単細胞性真核藻類における葉緑体光合成と宿主細胞の成長・分裂の関係 
多細胞性の陸上植物においては、細胞増殖は茎頂および根端等の光合成を行わない分裂組織に
限定され、「危険な光合成」と「DNA を安全に複製すべき細胞増殖と次世代個体の創出」は場所
（組織）によって分業されていることが知られている。しかしながら、細胞内共生進化の結果、
最初に地球上に出現した光合成性真核生物は単細胞性の真核藻類であり、単細胞藻類では、同一
細胞が光合成を行いながら成長と分裂を行うが、光合成の危険性にどの様に対処しながら増殖
しているかは不明であった。 
 単細胞紅藻 C. merolae を 12 時間明期 12 時間暗期の環境下で培養し、光合成活性、呼吸活性、
トランスクリプトーム、メタボロームの変動を解析したところ、（i）葉緑体の光合成とミトコン
ドリアの呼吸（光合成ほどでは無いがこちらも活性酸素種を生じる）活性が朝方最大となり夕方
に向けて低下する、（ii）光合成・呼吸に比べるとエネルギー変換効率が低い解糖・発酵系が夕方
から夜に活性化される、（iii）核の DNA 複製と細胞分裂は夜間におこることが明らかとなった。
さらに（iv）夜間の細胞に光を当てて光合成を行わせると DNA の損傷頻度が高くなることが明
らかとなった。また、同様の結果が葉緑体成立後間もなく紅藻と分岐した緑藻（単細胞緑藻 C. 
reinhardtii）でも見られた。 
 以上の結果、活性酸素種を生じる光合成と、葉緑体と同様にバクテリアの細胞内共生によって
誕生したミトコンドリアにおける呼吸活性が低下する夕方から夜間に DNA 複製を行うことで
「安全な」細胞増殖が行われていることが明らかとなった。 
 
（２）盗葉緑体性渦鞭毛虫における盗葉緑体光合成と宿主渦鞭毛虫の成長増殖の関係 
盗葉緑体現象は、自前の葉緑体をもたない生物が他の藻類またはその葉緑体を自身の細胞内に
取り込み、細胞内で一時的に維持する現象で、真の葉緑体を獲得する手前の進化段階であると考
えられている。盗葉緑体性渦鞭毛虫 N. aeruginosum（宿主）は、クリプト藻という単細胞藻類（使
い捨ての一時的共生体）を取り込み、細胞内でその葉緑体を元のサイズの 20 倍以上に拡大させ
て数週間利用した後に消化することが知られていた。 
 盗葉緑体を保持している宿主渦鞭毛虫の暗条件および明条件下でのトランスクリプトーム比
較解析に加え、盗葉緑体を消化しきった宿主渦鞭毛虫の集団にクリプト藻を与え、恒明条件下で
の細胞形態及びトランスクリプトーム変動解析を行った結果以下のことが明らかとなった。 
（i）宿主渦鞭毛虫は明条件下でのみクリプト藻を取り込む。取り込み後６日間は細胞と盗葉緑
体の成長は起こるが細胞分裂は停止し、その後細胞分裂と盗葉緑体の分裂が再開する。（ii）宿主
渦鞭毛虫に取り込まれたクリプト藻核は転写活性を維持しており、取り込まれる前よりも代謝・
翻訳・DNA 合成に関する遺伝子群の発現が上昇すること、クリプト藻核のはたらきは、特に光
合成酸化ストレスを生じる強光条件下では宿主渦鞭毛藻の生存に必須である。（iii）宿主渦鞭毛
虫核ゲノムには水平転移で獲得された硝酸還元酵素がコードされており、藻類・植物の葉緑体の
場合と同様に、共生体に亜硝酸の形で窒素源を供給し共生体内でのタンパク質合成を調節して
いること、葉緑体タイプの三炭糖リン酸トランスポーターも核ゲノムにコードされており、共生
体から光合成産物を吸収するためにはたらく可能性が示唆された。 
 
（３）微細藻類を捕食する単細胞生物群における光合成酸化ストレスへの対処機構 
光合成性の餌が活発に光合成を行うと考えられる日当たりの良い湿原（富士宮市、小田貫湿原）



から、系統の大幅に異なる３種の藻食アメーバ（アメーボゾア２種とエクスカバータ１種）を単
離し培養することに成功した。これらのアメーバに光合成性（シアノバクテリア）または非光合
成性（窒素源欠乏下で培養し無色化させたシアノバクテリア）の餌を与え、暗条件および明条件
下で培養し解析を行った結果、以下のことが３種のアメーバに共通して起こることが明らかと
なった。（i）藻食アメーバは餌の光合成性と光特異的に強い酸化ストレスに曝される。光合成酸
化ストレスが上昇する強光下で光合成生物を補食すると死ぬこともある。（ii）昼間にはアメーバ
の酸化ストレス対応遺伝子群の発現が上昇し、一方でアクトミオシン等のファゴサイトーシス
関連遺伝子群の発現が抑制される。また上記の真核藻類で見られたように、中間は S 期および
M 期進行に関わる遺伝子群の発現が抑制される。（iii）アメーバは昼間には餌の取り込みを抑制
する一方で、それでもなお取り込んでしまう餌の消化速度を速める。つまり、細胞内の光合成性
餌の数を減少させることで活性酸素種の発生を抑えていると予想される。これに似た現象とし
て、光合成酸化ストレスが高まる環境下で、細胞内の共生藻類を消化または吐き出すことが、ミ
ドリゾウリムシ、サンゴなどで知られている。（iv）アメーバは、これまで藻類・植物でのみ見つ
かっていたクロロフィル（光合成色素；光合成装置から遊離した状態で光を受けると活性酸素種
を生じる）の分解・無毒化遺伝子を、それぞれ独立に、光合成生物からの遺伝子水平転移により
獲得している。これらの遺伝子は、光または酸化ストレスにより発現誘導される。 
 
（３）まとめ 
以上３つの研究の結果、光合成酸化ストレスの軽減、光合成時の細胞周期進行停止、共生体への
光合成原料提供と共生体からの光合成産物取得など、光合成生物を細胞内に共生させ、さらには
葉緑体として利用するための機構は、捕食・被食の段階から漸進的に準備されてきたことが示唆
される。これまで、葉緑体タンパク質をコードする核ゲノムの遺伝子群の多くは、恒久的な細胞
内共生の確立後、共生体ゲノムから宿主核ゲノムに移行することで獲得されたと考えられてき
た。しかしながら、今回の研究の結果、それらの少なくとも一部は、葉緑体との絶対共生関係が
成立するよりも遙か前の、捕食・被食段階および一時的な共生関係の段階から（例えば光合成性
餌ゲノムから捕食者の核ゲノムへの）水平転移によって順次獲得されてきたことが明らかとな
った。 
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