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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、光合成の維持に必須なCO2濃縮機構の制御機構を明らかにすること
である。緑藻クラミドモナスをモデルとして用い、次のことを明らかにした。（１）カルシウム結合タンパク質
CASは、重炭酸イオン輸送体を含むCO2欠乏誘導性遺伝子の転写を、葉緑体から核へのレトログレードシグナルに
よって制御する。（２）CASは環境中のCO2濃度に応答して葉緑体内での局在を変化させ、CO2欠乏条件では葉緑
体内のピレノイドと呼ばれる構造内に局在する。（３）ピレノイドの周囲に形成されるデンプン鞘は、光合成活
性の維持とCO2濃縮機構に必須なタンパク質LCIBのピレノイド周囲への局在に必要である。

研究成果の概要（英文）：In this study, by forward genetic analysis using the green alga 
Chlamydomonas reinhardtii, we revealed the following points: (1) The calcium-binding protein CAS 
regulates CCM-related gene expression, including bicarbonate transporters, by retrograde signaling 
from chloroplast to the nucleus, (2) CAS changes its localization in the chloroplast in response to 
environmental CO2 concentrations and localizes within a structure called pyrenoid under CO2 
deficiency conditions, and (3)Starch sheath formed around pyrenoid is essential for maintaining 
photosynthetic activity and proper localization of LCIB, an essential factor of the CCM, around the 
pyrenoid.

研究分野：植物分子細胞生物学

キーワード： CO2濃縮機構　クラミドモナス　ピレノイド　重炭酸イオン輸送　光合成　デンプン鞘

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の地球環境は、持続可能な開発目標（SDGs）に関わる温暖化・食糧不足・エネルギー枯渇などの様々な問題
を抱えている。これに対して、水圏に生息する藻類が持つCO2濃縮機構を利用・改変して、光合成の能力を最大
限に高めた陸上植物を創出し、解決しようとする試みが広がっている。例えば、主要作物にCO2濃縮機構を導入
し、CO2の吸収量と生産量を高めるといった研究である。本研究課題で明らかになった、藻類のCO2濃縮機構の制
御機構に関する新しい知見は、これらの喫緊の課題を解決するためのブレイクスルーにつながることが期待され
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

植物にとって光合成に必要な CO2 を効率よく細胞内に取り込むことはその生存に必須である。

陸上植物は、主に気孔を介して CO2 を拡散によって取り込む。一方、藻類が生息する水中では

CO2の拡散速度は大気中の 10,000 分の 1 にまで低下し、さらに CO2は水と反応して重炭酸イオ

ン（HCO3–）の形で多く存在する。藻類はこのような CO2欠乏条件下に順化するために、能動的

な HCO3–輸送を伴う CO2濃縮機構（CO2-concentrating mechanism: CCM）を持つ。真核藻類にお

ける HCO3–輸送体の実態は長らく不明であったが、申請者は緑藻クラミドモナスをモデルとし

て、細胞膜に局在する HLA3 と葉緑体包膜に局在する LCIA が協調して HCO3–輸送に働き、光合

成の維持に関わることを明らかにした（Yamano et al. PNAS 2015）。 

CO2 欠乏条件下で生育できない表現型を指標にクラミドモナス変異株のスクリーニングを行

ったところ、HCO3–輸送体遺伝子 HLA3 と LCIA の発現量が低下した H82 株の単離に成功した

（Wang et al. Photosynth. Res 2014）。H82 株の原因遺伝子はカルシウムイオン（Ca2+）結合タンパ

ク質 CAS のオルソログ遺伝子であることが相補実験により示された。 

Ca2+は生物のシグナル伝達における主要なセカンドメッセンジャーとして働くが、植物の光合

成の維持・制御にも深く関わることは古くから知られていた。例えば、光依存的に葉緑体内に

Ca2+が流入することは 30 年以上も前に報告された（Muto et al. FEBS Lett 1982）。さらに Ca2+は光

化学系 II の水分解・酸素発生を触媒する Mn4CaO5クラスターの構成因子であるとともに、カル

ビン回路の酵素活性、葉緑体へのタンパク質輸送、循環的電子伝達経路など、光合成の多岐にわ

たる調節に関わる。Ca2+シグナルの伝達において、動植物に共通するカルモジュリンや Ca2+依存

性タンパク質リン酸化酵素の働きが詳細に調べられているが、植物に特有な制御因子 Ca2+結合

タンパク質 CAS（Han et al. Nature 2003）が同定され注目を集めた。CAS は葉緑体チラコイド膜

に局在し、CO2ガス交換を行う気孔の閉鎖や、葉緑体から核へのレトログレードシグナルにより

植物免疫応答に関わる遺伝子発現を制御することが報告されている（Nomura et al. Plant J 2007; 

Nomura et al. Nat Commun 2012）。 

以上のように、藻類の HCO3–輸送と陸上植物の CO2ガス交換といった、光合成維持のための

CO2 の獲得が、Ca2+結合タンパク質 CAS という共通の因子で制御され、植物進化の過程で保存

されていることが分かってきた。さて、これらを制御するもうひとつの共通因子が CO2である。

シロイヌナズナでは CO2 に応答した気孔閉鎖にリン酸化酵素や炭酸脱水酵素が関わることが報

告され（Hashimoto et al. Nat Cell Biol 2006; Hu et al. Nat Cell Biol 2010）、Ca2+と CO2のシグナル伝

達のクロストークが明らかになりつつある。一方、緑藻では CCM のマスター調節因子 CCM1 が

HCO3–輸送体遺伝子を含むほぼ全ての CO2欠乏誘導性遺伝子の発現を調節することから（Miura 

et al. Plant Phys 2004; Yamano et al. Plant Phys 2008）、CCM1 が CO2センサーであると考えられて

いる。そこで本研究課題では、陸上植物とは異なる Ca2+と CO2シグナルのクロストーク制御を、

緑藻の CCM 制御をモデルとして提唱できるのではないかと考えるに至った。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、HLA3 と LCIA による協調的な HCO3–輸送を中心とする CCM の駆動が、Ca2+

と CO2 シグナル伝達のクロストークによってどのように制御されるのかを明らかにすることで

ある。具体的には、緑藻クラミドモナスの CCM の制御に重要な CAS の機能解析を中心に進め

た。また、CAS が環境中の CO2濃度に応答して葉緑体内でダイナミックに局在を変化させるこ

と分かってきたことから、研究テーマをさらに発展させ、CO2に応答して局在を変化させる CCM

必須因子 LCIB タンパク質の局在変化がどのように制御されているのかについても明らかにす



ることを目的とした。 

 

３．研究の方法 

CAS の機能を明らかにするための方法として、（１）CAS タンパク質の Ca2+結合性、（２）CAS

の CO2濃度に応答した細胞内局在の高解像度イメージング、（３）Ca2+特異的阻害剤 BAPTA の

添加実験による CAS が制御する遺伝子群の発現への影響、（４）RNA-seq 解析による CAS が制

御する遺伝子群の網羅的同定を行った。また LCIB のタンパク質局在変化については、（５）LCIB

局在異常変異株のスクリーニング、（６）LCIB 局在異常変異株の原因遺伝子の同定と機能解析を

行った。 

 

４．研究成果 

（１）大腸菌で発現させたクラミドモナス CAS の全長、N末端、C末端配列について、放射性

同位体 Ca45を用いた in vitro 結合実験を行い、CAS の N 末端に Ca2+が実際に結合することを明

らかにした（Wang et al. PNAS 2016）。 

（２）改変型 GFP である Clover を CAS の C末端に融合させたタンパク質を CAS 変異株に発現

させたところ、その表現型を相補した。これを用いて in vivo における CAS の局在を調べたとこ

ろ、CAS は CCM が誘導される CO2欠乏条件では CO2固定酵素 Rubisco が集積するピレノイド

に局在することが強く示唆された。この結果は、CAS 抗体を用いた免疫蛍光染色でも再現した

（Wang et al. PNAS 2016）。一方で、CAS の C末端にタグを付与すると、CAS タンパク質が不安

定化し分解される問題があり、in vivo で CAS の細胞内局在観察を継続することに問題が生じて

いた。そこで、CAS と Clover の間へのフレキシブルリンカー配列の挿入、発現株の繰り返しの

作出と凍結保存などの試行錯誤を通して、CAS の高解像度における葉緑体内局在観察に初めて

成功した（Yamano et al. Protoplasma 2018）。CAS は、CCM が誘導されない高 CO2条件では葉緑

体のチラコイド膜に沿って分散しているが、低 CO2条件に移して 2 時間後にはピレノイドチュ

ーブ（ピレノイドに貫入しているチラコイド膜）に沿って車輪状に局在し、12 時間後にはピレ

ノイド内部に凝縮して局在することが分かった。 

（３）BAPTA処理により、CO2欠乏条件における HCO3–輸送体 HLA3 と LCIA の蓄積が減少し、 

それに伴って無機炭素への親和性が低下することを明らかにした。またカルモジュリンアンタ

ゴニストW7 の添加によっても同様の表現型が見られたことから、HCO3–輸送体の制御に CO2だ

けではなく Ca2+シグナル伝達が関わることが明確になった（Wang et al. PNAS 2016）。 

（４）野生株 、CAS 変異株、相補株の RNA-seq データを解析し、CAS が HLA3 と LCIA を含む

多くの核コード遺伝子を制御することを明らかにした。（１）〜（４）の研究成果より、CO2 濃

縮の制御における葉緑体から核へのレトログレードシグナルを提唱した（Wang et al. PNAS 2016; 

図 1）。 



 
図 1. 葉緑体から核へのレトログレードシグナルによるクラミドモナスのCO2濃縮機構の制御モデル 
高 CO2条件では CO2濃縮機構を誘導する必要がないため、核内における HLA3 と LCIA 遺伝子の転写誘導は起こらな
い。CO2濃縮機構が誘導される明所かつ低 CO2条件にさらされると、まず CCM1 によって HLA3 と LCIA の速やかな
転写が誘導される（20分以内）。さらに葉緑体全体に局在していたCASはチラコイド膜を介して速やかにピレノイド
内部へと局在を変化させ、さらにピレノイド内部のカルシウムイオン（Ca2+）濃度が上昇する。CASが Ca2+と結合し活
性化することで、葉緑体から核へとシグナルを伝達する（レトログレードシグナル）。これにより低CO2条件にさらし
て 20 分後以降の HLA3 と LCIA の転写量が維持され、合成された HLA3 タンパク質は細胞膜へ、LCIA タンパク質は
葉緑体包膜へ局在し、細胞外から葉緑体内へと重炭酸イオンを輸送し、CO2濃縮機構を駆動する。葉緑体の中の青丸は
Ca2+を、チラコイド膜の黒丸はまだ同定されていない重炭酸イオン輸送体を示す。CAH3 は重炭酸イオンをCO2へと交
換する反応を触媒する炭酸脱水酵素である。 
 

（５）共同研究により、高速蛍光顕微鏡、リアルタイム情報処理、1 細胞分取が統合されたイン

テリジェント画像活性型細胞選抜法の実証評価を行い、LCIB の細胞内空間情報に基づいた高速

かつリアルタイムな 1 細胞分取ができることを実証した（Nitta et al. Cell 2018）。 

（６）LCIB の局在変化が異常になった変異株 4-D1 を単離した。4-D1 株は LCIB のピレノイド

への移動が遅延し、葉緑体の基底側に LCIB が異常凝集する表現型を示した。4-D1 株では、デン 

プン枝切り合成酵素 isoamylase 1(ISA1)の遺伝子が破壊されており、ピレノイド周囲のデンプン

鞘が形成されなかった。また、4-D1 株では光合成における無機炭素に対する親和性が低下し、

野生株に比べて生育が遅延した。以上の結果から、デンプン鞘はピレノイドから漏れ出る CO2の

物理的な障壁となること、そして、それでも漏れ出た CO2をリサイクルする LCIB をデンプン鞘

の周りに正しく配置するのに必要であることを明らかにした。デンプン鞘が形成できない変異

株で は、デンプン鞘による CO2 の拡散障壁としての機能が失われただけでなく、LCIB が葉緑

体の基底側で凝集するため、CO2をリサイクルする機能の一部も失われ、無機炭素に対する親和

性が低下し、生育が遅延したと考えられた（Toyokawa et al. Plant Phys 2020）。 

現在の地球環境は、温暖化・食糧不足・エネルギー枯渇などの様々な問題を抱えている。これ

に対して、藻類が持つ CCM を利用・改変し、光合成の能力を極限まで高めた植物を創出するこ

とで解決しようとする試みが世界的な競争のなか進められている。例えば、イネやコムギなどの

主要作物に CCM を導入し、CO2の吸収量と生産量を高めるといった応用研究が進められている。

本研究課題で明らかになった藻類の CCM の制御機構に関する新しい知見は、SDGs に関わる喫

緊の課題を解決するためのブレイクスルーにつながることが期待される。 
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