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研究成果の概要（和文）：地球全体のCO2固定の約20%を担う海洋性珪藻類のCO2獲得機構（CCM）モデル化し、その環境
変動に対する応答機構を解明して、CCM動態モデルの構築を目指した。珪藻は海水から「ポンプタンパク質」を使って
重炭酸イオンを取り込み、葉緑体内に蓄積する機構の詳細が分かった。また、この機構がCO2、海の低い鉄濃度、光、
および窒素源の変動に応答する仕組みを解析した結果、海洋性珪藻はCO2濃度が高いときにはエネルギーを使わずに無
機炭素を獲得しようとするが、鉄濃度やCO2濃度が低いときにはポンプを初めとするCCMのシステムを最小限かつ有効に
稼働して光合成を行うと共に、光エネルギーの解毒を行うことが示された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at the construction of a dynamic environmental response model of 
the CO2-concentrating mechanism (CCM) by elucidating the molecular mechanisms of the CCM and its 
environmental response in marine diatoms, a major marine photosynthetic organism, which is responsible 
for about 20% annual global CO2 fixation. The mechanisms to take up bicarbonate using "pump proteins" 
from seawater and to accumulate inorganic carbon into the chloroplast were clarified. Further analyses of 
CCM response to ocean iron limitation, changing CO2, light, and nitrogen revealed that marine diatoms 
save energy to drive CCM when grown in high CO2, but they drive a minimum efficient CCM system to support 
photosynthesis under iron and/or CO2 limitation. This minimum CCM system also works for dissipation of 
excess light energy by maintaining CO2 cycle across plasma membrane.

研究分野：植物分子生理学

キーワード： 海洋生態　環境変動　水圏現象　植物　海洋性珪藻
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１． 研究開始当初の背景 
近年、人工衛星によるクロロフィルのリモ
ートセンシングと大規模な海洋調査により、
海洋において珪藻類が、地球全体の一次生産
の約 20%を受け持つことが証明された 1,2)。こ
の結果を受け、羽状目および中心目のモデル
海洋性珪藻として、それぞれ Phaeodactylum 
tricornutumおよび Thalassiosira pseudonanaの
ゲノム配列が決定された 3,4)。同時にこれら珪
藻細胞の遺伝子改変技術も進んでいる 5)。珪
藻類の無機炭素獲得の仕組みは、この生物に
よる一次生産の原動力であり、海水に溶ける
様々な溶存無機炭素（Dissolved-inorganic 
carbon: DIC）の有効利用が生態学的にも有利
であることが指摘されている 6)。これまで、
生理学的レベルで海水から取り込まれる DIC
種 の 同 定 や そ の 取 り 込 み 機 構
（CO2-concentrating mechanism: CCM）の解析
がなされている 7)。しかし、これを担う分子
は未同定である。この分子として、1, 細胞膜
の CO2透過性を制御する分子、2, 4重に重層
した二次共生藻の葉緑体胞膜の無機炭素透
過性を制御する分子、3, 無機炭素を葉緑体ま
で送り届ける過程に与る、炭酸脱水素酵素
（Carbonic anhydrase: CA）、4, C4型代謝経路
に関わるような有機酸代謝酵素、5, 葉緑体内
で無機炭素を捕集するタンパク質、などが考
えられる 8)。しかし、環境因子変動とこれら
の関連性は、生理学的には指摘されているも
のの 8)、分子機構に基づいたモデル化の段階
にはない。この分子機構は環境予測アルゴリ
ズムに組み込むべき重要因子である。 

 
２．研究の目的 
研究期間中の達成目標を以下の 5項目として
研究を遂行した。 
(1)無機炭素輸送に関わると考えられるタン
パクの機能同定、(2)葉緑体内および周辺部に
局在する CA、C4関連酵素の機能解明、(3)こ
れらタンパク質の CO2(pH)、温度、鉄濃度に
対する応答の定量的解析、(4)環境変動に伴う
油脂、炭化水素、クロロフィルの相対比の動
態解析、および(5)総合的分子動態モデル構築。 
上記(1-3)よりまず、海洋性珪藻 CCM 分子
モデル、環境応答モデルを構築し、(4)により
環境変動下における生理状態との相関をモ
デルに組み込む。最終的にここから得た知見
を野生種海洋性珪藻においても適用する段
階に達することを目標とした。 
 
３．研究の方法 
（１）珪藻形質転換：局在決定のために、目
的遺伝子を珪藻 cDNA よりクローニングし、
緑色蛍光タンパク質（GFP）遺伝子 egfpと連
結した。この融合 DNA を珪藻形質転換用ベ
クターに組み込み、分子銃によって、珪藻細
胞に導入した。形質転換体の選抜には、まず
ベクターに装備されている抗生物質に対す
る耐性を用いた。GFPシグナルの有無による
二次選抜を行った。取得した GFP発現株を局

在決定に供した。また、これらの株は過剰発
現株としても、その後の生理学的実験に供し
た。一方、標的遺伝子の発現抑制には、上記
GFP融合配列に換えて、RNA干渉用の反復配
列 DNA をベクターに組み込み、同様に形質
転換した。 
（２）顕微鏡観察：GFPシグナルおよび葉緑
体自家蛍光の検出と GFP 局在解析には通常
の蛍光顕微鏡、共焦点レーザー顕微鏡、およ
び超解像顕微鏡 N-SIMを用いた。 
（３）生育および光合成パラメーターの測
定：形質転換による生育および光合成特性の
変化を野生型と比較し、標的となるタンパク
質の機能を同定した。 
（４）発現定量：標的となる遺伝子の発現定
量は原則的に定量的逆転写 PCR を用いて、
mRNA量の比較を行った。 
（５）炭酸脱水酵素（CA）の活性測定：本酵
素がCO2を水和して重炭酸イオンを生成する
際に発生する水素イオン生成速度を pH 変化
によって定量する手法を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）無機炭素輸送に関わると考えられるタ
ンパクの機能同定：珪藻ゲノムに存在する無
機炭素輸送体タンパ
クをコードする可能
性のある遺伝子を探
索した。その結果、
哺乳類などで重炭酸
水素イオン輸送体と
される solute carrier 
(SLC) protein4及び 26
ファミリーと考えら
れる膜蛋白質候補を
少なくとも 10種見い
だした（図 1）。これ
らのうち、SLC4ファ
ミ リ ー に 属 す る
PtSLC4-1, 4-2, 4-4は
5％CO2環境下で生育
するとその mRNA蓄

積が見られないのに
対して、大気レベル
CO2 環境で生育する
と、mRNA 蓄積が大
幅に増加した（図 1）。
分子系統を比較した
結果、これら CO2応
答性PtSLC4は一つの
特異的グループを形
成していた（図 1）。 
これら 3 つの CO2

応答性 PtSLC4-1, 4-2, 
および 4-4 の遺伝子
をクローニングし、
GFP 遺伝子と融合し
たうえで P. tricornutum 細胞に形質転換し局
在解析を行った。その結果、これら 3 つは、
そのトポロジーからも予測されたように、い



ずれも形質膜状に局在した（図 2：PtSLC4-2
のデータのみを示す）。 
この GFP 融合タンパク質発現細胞を過剰
発現株として、100 µM DICを加えた培地から
細胞が DIC を吸収する速度を定量すること
によって、過剰発現した PtSLC4 の機能を決
定した。その結果、これら 3 つの PtSLC4 は
全て HCO3

-を培地から吸収することが分かっ
た（図 3：PtSLC4-2 のデータのみを示す）。
また、HCO3

-吸収は PtSLC4-1, 2， ４のいずれ
においても、培地中のナトリウムイオンに強
い依存性を示した。 
これらの結果
から、本研究で
は珪藻形質膜で
海 水 か ら の
HCO3

-取り込み
を担う輸送体が
初めて同定され
た。同時に、葉
緑 体 包 膜 で
HCO3

-輸送に関
わると予測される複数の SLC4 型輸送体も発
見され、現在機能解析を行っている。 
（２）葉緑体内および周辺部に局在する CA、
C4関連酵素の機能解明：CCM に最も重要な
役割を担うと考えられる葉緑体型 CAの機能
解析を行うために、2種の珪藻に発現する CA
候補タンパク質をゲノム情報から網羅した。
その結果、P. tricornutumではこれまでに知ら
れているピレノイド型 βCA、PtCA1 および
PtCA2以外に、5種の αCAおよび 2種の γCA
候補タンパク質が見つかった。一方、T. 
pseudonana では、3種の αCA、5種の γCA、4
種の δCA、および 1種の ζCA候補遺伝子が発
見されたが、βCAは存在せず、珪藻における
炭酸脱水酵素起源の多様性が強く示唆され
た。 
これらCA候補遺伝子を egfp遺伝子と連結
し、それぞれの珪藻に形質転換した。T. 
pseudonana における局在解析の一例を図４
に 示 す 。 P. 
tricornutum および
T. pseudonana の
CA 候補タンパク
質は、T. pseudonana
一部の αCAと δCA
を除き、ほぼ全て
局在解析が成され
た。その結果、P. 
tricornutum で は
αCAが全て葉緑体周辺膜区画、βCAが全てピ
レノイド、および γCAが全てミトコンドリア
局在であることがわかり、CA の局在と起源
に強い相関があることがうかがわれた（図 5）。
一方 T. pseudonana では、このような相関は比
較的弱いものと思われた。すなわち、αCAは
ストロマに、γCAはミトコンドリアと細胞質
に、δCAは葉緑体周辺膜区画、ミトコンドリ
アおよび細胞外に、そして ζCAは細胞外に局

在した（図 5）。これ
ら局在を両珪藻細胞
で比較すると、 P. 
tricornutum には細胞
外と細胞質の CA は
なかったのに対し、
T. pseudonana では P. 
tricornutum には見ら
れない細胞外、細胞
質、およびストロマ
に CA が存在するこ
とが分かった（図 5）。
このことから、珪藻
の CA はその起源だ
けで無く、局在もか
なり多様であり、従って DICの取り込みと細
胞内での流路制御にも多様性があることが
強く示唆された。現在葉緑体型 CAのサイレ
ンシグなどによって、機能の最終的な同定を
試みている。 
珪藻における、もう一つの潜在的 CO2濃縮
機構である C4 型代謝因子についても同様の
局在・機能解析を行った。その結果、T. 
pseudonana においてホスホエノールピルビ
ン酸カルボキシラーゼ１（PEPC1）は葉緑体
包膜区画に、NADリンゴ酸酵素（NAD-ME）
とピルビン酸ホスホジキナーゼ（PPDK）は
細胞質に局在した。また、PEPC2とホスホエ
ノールピルビン酸カルボキシキナーゼ
（PEPCK）はいずれもミトコンドリアに局在
した。これらの局在性は C4 化合物代謝経路
が葉緑体におけるCO2濃縮に関与するために
は理想的なものとは言えなかった。事実、炭
酸固定および脱炭酸に関わる酵素を特異的
阻害剤で不活化したところ、光合成の無機炭
素親和性はほとんど影響受けていなかった
が、最大光合成活性は大きく減少する結果と
なった（図 6）。これは C4代謝経路が CO2濃
縮に関与しないことを示している。 

CAとは対照的に、P. tricornutumにおける
C4 代謝経路関連酵素の起源や局在は T. 
pseudonana とほぼ同様であった。これは、石
炭紀以降の CO2/O2 比の極端な減少に対する
適応として、多様な起源から CCM が収斂進
化したというシナリオに珪藻 C4 代謝経路は
関連しないことを示す。すなわち、C4経路は



CCM進化や珪藻の多様化より以前に TCA回
路補充経路のような基本代謝因子として獲
得され、その後、他の代謝に転用はされてい
ないと考えられる。 
（３）これらタンパク質の CO2(pH)、温度、
鉄濃度に対する応答の定量的解析：当初予定
を一部変更し、本実験では温度変化に換えて
光応答を加えた。ピレノイドに局在する因子、
各 CA を中心として、その発現量を定量的
PCRで定量し、環境変化と相関付けた。その
結果、鉄制限環境下では 全体的に mRNA蓄
積量が減少したが、ピレノイドに局在する
FbaCsや PtSLC4-4及び PtAQP2 mRNAは増加
した（図 7）。鉄制限環境下で葉緑体はカルビ
ン回路の一部を使って、三炭糖を産生し、葉
緑体外へ供給している可能性が考えられた。
また、PtSLC4-4及び PtAQP2などの細胞膜型
無機炭素輸送システムが鉄飢餓環境下光エ
ネルギーを消費していることが考えられた。 
 一方、高 CO2環境下においては Ptcas及び
細胞膜型の PtSLCs などの CCM 因子が顕著
に抑制されていたが、FbaCs 及び PtcbbXs な
どのカルビン回路因子の mRNA 量は増加し
た (図 7)。このことから、高 CO2環境におい
て CCMに依存しない CO2獲得が行われてい
ることが示された。また、鉄応答性プロモー
ターが鉄のみならずCO2に応答することも本
研究で明らかになった。海洋は慢性的な鉄飢
餓環境下であるが、高 CO2 環境においては
ある程度鉄不足が緩和される重要な可能性
が示唆された。 
 暗環境下においては、鉄制限環境下と同様
に全体的に mRNA 蓄積量が減少していた 
（図 7）。このことから、ピレノイド及び CCM 
因子は光特異的に機能することが示された。 

 一方、P. tricornutumのピレノイド構成因子
であるPtCA1およびPtCA2が葉緑体環境の変
動によってタンパク質レベルで迅速な活性
制御を受けていることを確認した。すなわち、
これら CA活性はチオレドキシン（Trx）の存
在下で特異的に還元されて活性化し（図 8）、

大気レベルの 2
倍程度の分子酸
素で不活性化さ
れることが分か
った。このこと
から葉緑体内で
は、光還元力で
CA は活性化し、
水分解系の活性
が亢進することで拮抗的に不活性化される
ことが予測される。この酸化還元調節には
PtCA 分子内で形成されるジスルフィド結合
が関与することも示された（図 9）。このよう
な活性調節系の存在
は、珪藻 CCMが光化
学系 I と II のエネル
ギーバランスとも密
接に関わって調節さ
れることを強く示唆
するものである。 
 PtCA1および PtCA2の転写制御についても
CO2と光に応答する仕組みの有無を調べた。
その結果、両酵素の遺伝子共にプロモーター
領域に存在する CO2/cAMP response element 
(CCRE)によって CO2濃度に応答するが、光応
答領域も全く同一のプロモーターによって
制御される、すなわち、CO2と光シグナルは、
どこかでクロストークし、伝達経路である
cAMP 代謝経路に伝えられていることが示さ
れた。 
この光シグナルの発生点を探るため，本プ
ロモーター応答に対する光化学系阻害剤の
影響を調査した。その結果、光化学系 IIから
I への電子伝達阻害によって本プロモーター
活性はほとんど影響を受けなかったが、光化
学系 I 還元側の電子トラップによって極めて
効果的に転写活性が抑制されることが分か
った。このことは、光化学系 I の還元レベル
が高くなることによって、PtCA1,2 の発現を
促進するシグナルが光化学系 I からも発生し、
CO2シグナルとクロストークすることによっ
てピレノイドにおけるCO2供給力を高める働
きがあることを示している。 
（４）環境変動に伴う油脂、炭化水素、クロ
ロフィルの相対比の動態解析：CCM 変動よ
るCO2供給変化は上記産物の含有比に大きな
影響を与えると考えられた。クロロフィル含
量については窒素飢餓で細胞あたりの含量
の若干の減少、および高 CO2環境での微増が
確認されたが、鉄環境の変動では含有量の変
化はほとんど見られなかった。 



一方、振動分光
技術を用いて、短
時間で非破壊的に
定量する技術をラ
マン分光法を使っ
て開発した。珪藻
細胞からラマンス
ペクトルを取得し、
脂肪酸標品単体お
よび混合体スペク
トルと比較し、珪
藻生体内の脂肪酸
組成を算出するア
ルゴリズムを開発
した。その後、鉄、
CO2、および窒素環境変動下でラマンスペク
トルを取得し比較した。その結果、 P. 
tricornutumでは環境変動による脂肪酸組成の
大幅な変化が見られなかったが、中心目の C. 
muelleriおよび T. pseudonanaでは低 CO2で不
飽和型脂肪酸の増加、窒素飢餓で飽和型脂肪
酸の増加が観察された（図 10）。 
総合的分子動態モデル構築：上記（１，２）
よりまず、海洋性珪藻 CCM 分子モデルを構
築した（図 11）。海洋性珪藻に於いて、海水
からのDIC取り込みは SLC4型の形質膜輸送
体群によって担保され、取り込まれた DICは
細胞質で主に重炭酸イオンとして保持され
たまま葉緑体包
膜でさらに濃縮
されてストロマ
で維持される。
この濃縮 DIC は
ピレノイドで特
異的に CO2に変
換 さ れ て
RubisCO によっ
て固定される。 
図 11において、CO2濃度が高まるとアクア
ポリンのようなチャンネルタンパクがCO2を
受動的に獲得するモードになると考えられ
る。一方で表層海水に蔓延する鉄飢餓環境で
は、CCM の主要経路は一部の DIC 輸送体と
CO2チャンネルを除き抑制的に調節され、重
炭酸イオンの取り込み CO2 漏出による CO2

サイクルが細胞膜上で起こる。この仕組みは
過剰な光エネルギーを散逸させる安全装置
の役割を果たしている可能性が考えられる。 
総合的な環境応答動態モデルの構築には
生理的データの充実およびピレノイド機能
の詳細を明らかにする必要が残ったが、本研
究を通じ、海洋性珪藻の CCM の基礎分子・
動態モデルを示すことができた。 
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