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研究成果の概要（和文）：光合成生物はその産物をグルカンの形で貯蔵するが、その構造は多様性に富む。本研究では
その出現機構の解明を目的とし、以下の検証及び解析を行った。１.原始紅藻Cyanidioschyzon（デンプン型）とCyanid
ium（グリコーゲン型）の酵素活性及び発現パターンの比較から仮説を立て、Cyanidioschyzonでイソアミラーゼ及び枝
作り酵素の破壊株を作製、貯蔵多糖の分析を行った。２.ハプト藻から得られた酵母KRE6ホモログcDNAクローンの塩基
配列を決定したところ、β-グルカンとの結合に関与すると考えられるアミノ酸配列が保存されていた。この遺伝子の
機能を検証するため、発現抑制法の検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Photosynthetic organisms have a wide variety of storage glucans. To clarify the 
evolutionary processes that led to syntheses of starch and β-glucan, we performed the following 
analyses: 1. Activities and expression patterns of glucan synthesis-related enzymes were compared between 
the primitive rhodophytes Cyanidioschyzon (semi-amylopectin-type) and Cyanidium (glycogen-type). To 
examine roles of the enzymes isoamylase and α-glucan brancing enzyme, disruptants of the genes were 
constructed in Cyanidioschyzon and the structures of the glucan were characterized. 2. The nucleotide 
sequence of KRE6 homologue obtained from the haptophyte Pleurochrysis cDNA library has amino acid 
residues conserved in β-glucan binding proteins. Knockdown of this gene was examined to identify a 
function of the gene product.

研究分野：植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
 光合成生物はその産物をα-グルカンもし
くはβ-グルカンとして貯蔵する。進化の過程
で、シアノバクテリアがもっていたグリコー
ゲン（α-グルカン）を作る能力は、一次共生
植物（灰色植物、紅色植物、緑色植物）では
デンプン顆粒（α-グルカン）を作る能力へと
進化し、さらに二次共生によりその能力は一
部のもの（クリプト植物、渦鞭毛植物）では
維持されるとともに、他のもの（不等毛植物、
ハプト植物、ユーグレナ植物、クロララクニ
オン植物）ではβ-グルカンを作る能力に移行
したと考えられている。しかし貯蔵多糖合成
系については、合成酵素の性質（産物がα-
グルカンかβ-グルカンか、また glucose供与
体が ADP-glucoseか UDP-glucoseか）や細
胞内局在性（葉緑体か細胞質か、あるいは葉
緑体周縁部か）が分類群によって異なり複雑
である。これは共生直後には共生体と宿主の
酵素が共存し、その後取捨選択されていった
ためと考えられるが(Ball et al. 2011)、具体
的な進化の道筋はよくわかっていない。α-
グルカンでは、ランダムな枝分かれ構造のた
めに 42nm以上の構造が形成できない可溶性
のグリコーゲンから、クラスター構造をもち
大きな顆粒を形成することのできるデンプ
ン顆粒へと進化することにより、浸透圧に影
響を及ぼしにくい形で多糖を大量に貯蔵す
ることが可能になったと考えられているが、
合成系の進化はまだよくわかっていない。β
-グルカンの合成系については、ユーグレナ植
物のパラミロン顆粒で膜結合性の合成酵素
の性質が調べられているが（Kiss & Triemer 
1988）、その構造および合成酵素遺伝子解析
の報告はまだない。それ以外の生物では合成
酵素の性質も、まだ全く調べられていない。 
	
 申請者は、デンプン合成系の出現機構に興
味を持ち、様々なシアノバクテリアの貯蔵多
糖の構造を調べたところ、セミアミロペクチ
ン(グリコーゲンとアミロペクチンの中間型)
を持つものが窒素固定性の単細胞種を含む
クレード (グループ V)の中に見つかった
(Nakamura et al. 2005)。このグループのシ
アノバクテリアが真核生物に共生して一次
共生植物が生じた可能性が示唆された
(Deschamps et al. 2008)が、さらなる解析に
よりデンプンへの進化はシアノバクテリア
内とそれぞれの共生直後に合わせて３度起
こったと考えられた(Ball et al.2011)。申請者
らはこれまでに原始紅藻（紅色植物）の貯蔵
多糖に関し幅広く解析を行い、イデユコゴメ
類にはグリコーゲンを持つものとセミアミ
ロペクチンを持つものがあることを明らか
にしてきた。α-グルカン構造の変化機構につ
いては、シアノバクテリアで検討されている
が、まだ詳しくはわかっていない。一次及び

二次共生植物では、宿主由来の酵素を含むた
めその機構も異なると考えられるが、まだ全
く検討されていない。また、申請者らは多く
の藻類がもつピレノイドデンプンにも着目
し、その形成には顆粒結合性α-グルカン伸長
酵素（GBSS）が関与しているのではないか
という仮説を立てて研究を進めている。さら
に二次共生植物がもつβ-グルカンの構造に
ついても解析を行い、中でも系統学的位置に
も謎が残るハプト植物はβ -1,6-結合がβ
-1,3-結合よりも多いという独特の構造をも
つことを明らかにしてきた。 
 
２．研究の目的 
 光合成生物はその産物をグルカンの形で貯蔵
する。この一次生産者の作る産物が地球上の生
命を支えていると言っても過言ではないが、その
構造はグリコーゲン、デンプン等のα-グルカン、
あるいは、ラミナラン、クリソラミナラン、パラミロン
等のβ-グルカンと多様性に富む。本研究は、そ
の出現機構の解明を目的とする。 
 具体的には、一次共生植物の中でもグリコー
ゲン、セミアミロペクチン、セミアミロペクチン＋ア
ミロース、と驚くべき多様性を示す原始紅藻に注
目し、その合成機構の解明および進化的考察を
行う。同時に、まだ全く未解明なハプト植物を含
む二次共生植物のβ-グルカン合成系の解明も
目指す。加えて、ピレノイドデンプンはアミ
ロースを作る種（GBSSをもつ種）で形成さ
れるのかどうか（低 CO2条件に適応して急速
に発達するピレノイドデンプンの形成には、
GBSSの作る長鎖の多い flexibilityの高いデ
ンプン合成が必要かどうか）の検証も行う。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 デンプン型→グリコーゲン型移行仮説
の検証：原始紅藻 Cyanidioschyzon(デンプン
型)と Cyanidium(グリコーゲン型)の細胞粗
抽出液を用いて、グルカン合成関連酵素群
(伸長酵素、枝作り酵素、枝切り酵素)酵素活
性を調べると共に、クローニングを試みた。
Cyanidioschyzon の枝切り酵素イソアミラー
ゼと枝作り酵素の遺伝子破壊株を作製し、グ
ルカンの構造、デンプン顆粒の形態に対する
影響を検討した。	
 
	
 
(2)	
 ピレノイドデンプンに関する仮説(合成
に GBSS や細胞骨格が関与するという仮説)の
検 証 ： ピ レ ノ イ ド を 持 た な い 緑 藻
Chloromonas や Chlamydomonas の変異株を用
いて、GBSS の有無及びデンプンの構造を調べ
た。	
 
	
 
(3)	
 ハプト植物のβ-グルカン合成酵素：酵
母細胞壁枝作り酵素 KRE6 に対するハプト植
物の cDNA ホモログについて塩基配列の決定



を行った。さらに、この遺伝子の発現を抑制
し機能を検証するために、発現抑制法及び少
量の細胞からのβ-グルカン検出法の検討を
行った。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 本研究では、多様性に富む貯蔵多糖の出現
機構の解明を目的とし、以下の検証および解
析を行った。	
 
	
 
(1)	
 デンプン型→グリコーゲン型移行仮説
の検証：原始紅藻 Cyanidioschyzon（デンプ
ン型）と Cyanidium（グリコーゲン型）のグ
ルカン合成関連酵素群の活性の比較及び明
暗サイクルにおける遺伝子発現パターンの
解析から、デンプン型はイソアミラーゼによ
る枝揃えが活発に行われることにより形成
される可能性、及びグリコーゲン型とは基質
特異性の異なる枝作り酵素が働くことによ
り形成される可能性が考えられた。これらの
酵 素 の 機 能 を 検 証 す る た め 、
Cyanidioschyzon で破壊株の作製を行った。
これまでに、２つあるイソアミラーゼ遺伝子
の各破壊株で鎖長分布に変化がみられ顆粒
の形態にも異常がみられていることから、２
つのイソアミラーゼがデンプン構造の形成
に関与しており顆粒の形成にも重要な役割
をもつ可能性が示唆された。	
 
	
 
(2)	
 ピレノイドデンプンに関する仮説（ピレ
ノイドデンプンは、伸長酵素の一種 GBSS	
 に
より長鎖が作られるようになった藻類にお
いて形成されるようになったという仮説）の
検証：	
 緑藻 Chloromonasでは GBSS の有無と
ピレノイドデンプンの有無に相関性はない
ことがわかり、さらなる検証には活性の定量
や他の分類群でも調べる必要があることが
示された。	
 
	
 
(3)	
 ハプト植物のβ-グルカン合成酵素：円
石藻ESTデータベースから得られた酵母 KRE6
ホモログクローンの全長塩基配列を決定し
たところ、β-グルカンとの結合に関与する
と考えられるアミノ酸配列が保存されてい
た。この遺伝子の発現を抑制し機能を検証す
るために、抑制法及びβ-グルカン検出法の
検討を行った。効率よい抑制法は現在も検討
中であるが、少量の細胞でβ-グルカンを定
量する方法を確立できた。	
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