
福井工業大学・環境学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３３４０１

基盤研究(A)（一般）

2022～2018

クロロフィルcの生化学から顕生代海洋基礎生産の進化を紐解く

Understanding of biochemistry of chlorophyll c to shed light on evolution of 
marine primary production over the Phanerozoic Eon

００６１１７８２研究者番号：

柏山　祐一郎（Kashiyama, Yuichiro）

研究期間：

１８Ｈ０３７４３

年 月 日現在  ６   ６ ２７

円    33,900,000

研究成果の概要（和文）：クロロフィル類の生合成と分解に関わる多様な生化学的機構から，水圏環境の多様な
光合成生物の進化過程を明らかにすることを目的とした。まず，クロロフィルcを有する二次植物珪藻のクロロ
フィル生合成経路で未解明な酸化還元酵素4種類について候補遺伝子を探索し，紅色細菌の相補実験系を用いて
機能検証を試みた。また，クロロフィルbを有する二次植物ユーグレナのクロロフィル関連遺伝子の機能をゲノ
ム編集により検証し，遺伝子水平転移に伴う機能の変化を明らかにした。さらに，クロロフィルを分解するCPE
代謝に関連すると考えられる多様なプロティストに共通する遺伝子を発見し，ノックアウト実験による機能検証
を行った。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to clarify the evolutionary processes of various 
photosynthetic organisms in the aquatic environment, based on the diverse biochemical mechanisms 
involved in the biosynthesis and degradation of chlorophyll. First, we searched for candidate genes 
for four types of redox enzymes that are not yet understood in the chlorophyll biosynthesis pathway 
of secondary plant diatoms that contain chlorophyll c, and attempted to verify their functions using
 a complementation experiment system with purple bacteria. In addition, we verified the functions of
 chlorophyll-related genes in secondary plant Euglena containing chlorophyll b using genome editing,
 and clarified the changes in function associated with horizontal gene transfer. Furthermore, we 
discovered genes that are common to various protists that are thought to be related to CPE 
metabolism, which degrades chlorophyll, and verified their functions using knockout experiments.

研究分野： 生化学

キーワード： クロロフィル生合成　CPE代謝　CACC　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
地球生命圏では，多様なクロロフィル類が光合成に必須の因子として生合成される一方，その光毒性ゆえに食物
連鎖の最初期の段階で分解されている。しかし，このような色素代謝の生化学的な詳細は未解明な点も多い。一
方で，色素の多様性を遺伝的な多様性とリンクさせて理解することができれば，地質記録に見いだされるクロロ
フィル起源分子化石に基づいて，過去の生命活動を復元することも可能になる。本研究では，現在の海洋におけ
る光合成基礎生産の主役になっている二次植物プランクトンのクロロフィル生合成と，同じく海洋の一次捕食者
として重要な単細胞性動物プランクトンのクロロフィル分解の代謝メカニズムを解明した。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

クロロフィルは，現在の地球生命圏を支えている酸素発生型光合成による一次生産において
絶対不可欠な因子であり，これは顕生代を通して真であったと考えられるが，色素の構造的多様
性は，光合成生物の多様化，特に二次葉緑体獲得を伴う多発的な進化過程を反映してダイナミッ
クに変化してきたと考えられる。本研究の代表者らは，これまでに，普遍的な光合成色素クロロ
フィルに関して，環境中（地質記録を含む）における多様性の研究や，生物学的な分解過程につ
いて研究してきた。特に近年では，単細胞性真核生物（プロティスト）に普遍的な，クロロフィ
ル類を光毒性の無い色素シクロフェオフォルバイドエノール類（CPE 類）に代謝するメカニズ
ム（CPE 代謝）の存在を明らかにし，かつ，地層中に保存された CPE 類の分子化石がプロティ
ストの活動を記録するポテンシャル（「代謝の化石」）を提示した。 

化石記録から顕生代には多様な多細胞生物が繁栄し興亡を繰り返したことは周知であるが，
これは光合成生物の多様化に駆動された光合成基礎生産の効率化・高度化を基盤として実現し
たものである。しかし，特に海洋における光合成生物のほとんどは化石化のポテンシャルがほと
んどない単細胞性のプランクトンであり，従来の古生物学的アプローチからの進化研究には限
界がある。そこでクロロフィルなど光合成生物に由来する分子化石は有力な研究対象となりう
ると考えられる。中でもクロロフィル類には構造的な多様性があり，これは個々の光合成生物種
の遺伝的多様性に起因するものである。すなわち，ほぼ全ての酸素発生型光合成生物はクロロフ
ィル a を基本的な色素として生合成するが，生物種により，クロロフィル b，c，d，f，およびジ
ビニル型のクロロフィル a，b を補助色素として加えて生合成する。これら補助色素は，多様な
光合成生物のそれぞれを特徴付ける生体分子（環境スケールではバイオマーカー）であるが，よ
り厳密には，生物の多様化の過程で新しく生じた代謝酵素／経路の分布が表現されたものと言
える。また，現代生物学ではあらゆる生物のゲノムやトランスクリプトームの解読が進められ，
生命進化の道程を遺伝子やゲノムレベルで考察することが可能となりつつあり，分子生物学レ
ベルでのクロロフィル代謝の解明は地質記録とは独立なアプローチによる光合成生物の進化過
程の解明に大きく寄与するはずである。 

そもそも光合成色素の進化課程については，その生産者である光合成生物の複雑な進化過程
を反映して未だ明確ではない。現在の海洋の基礎生産を支える植物プランクトンの大半は「二次
葉緑体」を各系統で独立に獲得した「二次植物」であり，クロロフィルの代謝酵素遺伝子のほぼ
全てを水平転移により獲得したか新しく進化させたと考えられる。このため，クロロフィル生合
成の生化学的な検証・解明はほとんどなされていなかった。特に，中生代以降に放散したと考え
られる珪藻や渦鞭毛藻，円石藻などが産生するクロロフィル c 類に関しては，その化学的な不安
定さも相まって，代謝経路やその進化過程については全く不明で，上述の CPE 代謝に対応する
分解過程についても不明であった。また，現在の広大な貧栄養海域の基礎生産者として知られる
プロクロロコッカスが産生するジビニル型クロロフィル類の分解過程についても不明であった。
従って，これら多様なクロロフィル類の生合成および分解過程を明らかにし，さらにはその進化
過程を明らかにすることは，クロロフィル起源の様々な分子化石に基づく過去の一次生産とそ
の一次消費者からなる生態系を構造的に解析する研究を発展させるための重要な基盤となると
考えられた。 
 
２．研究の目的 
クロロフィル類の生合成お呼び分解に関わる多様な生化学的機構を明らかにすることで，分

子生物学的に捕捉しうる生命進化の過程を明らかにすることを研究の目的とした。これにより，
変動する地球環境に応答して光合成生物がいかに進化してきたかを議論し，また，クロロフィル
分子化石の地質記録を光合成背物の進化と関連付けて解釈するための基盤の形成に寄与するこ
とが期待された。特に，現在の海洋における一次生産の主役となっている二次葉緑体を有する光
合成生物（二次植物）に関して，二次葉緑体獲得に伴いクロロフィルの代謝経路がどう変化した
か，その中でどのようにクロロフィル c のような特殊なクロロフィルが進化したかを理解する
ため，二次葉緑体獲得に伴う分子生物学的および生化学的プロセスを明らかにすること，クロロ
フィル c などの生合成分子機構を解明することなどを目指した。さらに，地質記録中では非常に
重要となるクロロフィルの分解過程について，CPE 代謝の全容を捉えることを目指した。 
 
３．研究の方法 
二次植物のクロロフィル代謝の解明研究では，①紅色植物由来の二次葉緑体とそれらにユニ

ークなクロロフィル c の生合成の研究では珪藻 Phaeodactylum tricornutum の遺伝情報を参照
し，光合成細菌 Rhodobacter spaeroides の形質転換系を利用してクロロフィル関連遺伝子の候
補の機能検証を試みた。また，②緑色植物由来の二次葉緑体とそれらのクロロフィル生合成の研
究では，ユーグレナ藻 Euglena gracilis において RNAi ノックダウン実験系および CRISPR/Cas9
ゲノム編集系を確立し，水平転移起源のクロロフィル代謝関連様のタンパク質遺伝子の機能検



証を行った。さらにこれらに付随して，③葉緑体獲得の進化過程の候補の 1つと目される盗葉緑
体現象における生化学，特にクロロフィル関連の事象について，ユーグレノイド鞭毛虫 Rapaza 
viridis を実験生物化して研究を試みた。次に，クロロフィルの生物学的分解（CPE 代謝）の研
究では，④未検証であったジビニルクロロフィル類の分解について Prochlorococcus spp.を用
いた実験を実施し，⑤大きく異なる系統の 3つの藻食性プロティスト Peranema trichophorum， 
Neoparamoeba sp.，Podomonas kaiyoae の比較トランスクリプトーム解析を行って真核生物に普
遍的なクロロフィル代謝因子を探索し，E. gracilis の CRISPR/Cas9 ゲノム編集系を用いた検証
を試みた。さらに，⑥クロロフィルｃ生物の出現時期を推定するための分子時計の研究において
重要な最古の真核藻類の出現時期の再検証を行うため，同化石の原記載地であるカナダの北極
圏サマセット島での調査の実施も試みた。 
 
４．研究成果 
 
４．１ 紅色植物由来の二次葉緑体におけるクロロフィル生合成の研究 
モデル生物とした珪藻 Phaeodactylum tricornutum では，クロロフィル生合成経路における

いくつかの酸化還元酵素について一次植物やシアノバクテリアと相同遺伝子を欠いており，二
次葉緑体仮定で独自な酵素遺伝子に置換されたと考えられた。さらに，クロロフィル cの生合成
の鍵となる酵素は酸化酵素であると予測されたため，本研究では，まず，P. tricornutum の遺
伝情報から，機能未知のタンパク質遺伝子のうち，他の生物の既知のクロロフィル／ポルフィリ
ン関連の酸化還元酵素のモチーフを有する遺伝子を探索した。具体的には，P. tricornutum に
2 つ重複して存在している LPOR-like 遺伝子と，3つ重複して存在している HemF-like 遺伝子に
着目し，これらが未解明の反応ステップにおける Mg-プロトポルフィリンⅨメチルシクラーゼ，
プロトクロロフィリド還元酵素，ジビニルクロロフィリド a還元酵素，およびクロロフィル c合
成酵素（17(1)-17(2)位酸化酵素）のいずれかの機能を果たしている可能性を検証しようとした。
2 つの LPOR-like については，遺伝子をクローニングして Rhodobacter spaeroides のクロロフ
ィル生合成経路の相補実験系に導入して，クロロフィル誘導体の検出実験を行ったが，有効な結
果が得られなかった。一方，HemF-like については逆転写 PCR により日周期の発現量解析を試み
たところ，うち 2 つに関してはヘム合成ではなくクロロフィル合成に関与している可能性が示
唆された。しかし，本研究期間中にクロロフィル cの生合成に関わる遺伝子と代謝経路に関する
論文が報告されたため，本研究での P. tricornutum におけるクロロフィル生合成経路の研究は
一端中断し，他の項目に注力することとした。 
 

４．２ 緑色植物由来の二次葉緑体におけるクロロフィル生合成の研究 
モデル生物としたユーグレナ藻 Euglena gracilis では，クロロフィル生合成経路における遺

伝子の候補が，配列情報に基づく相同性により推定されてきたが，これらの生化学的な検証は全
くなされていなかった。そこでまず，ユーグレナ藻に特徴的なクロロフィル bの合成に関わると
想定されている CAO-like の遺伝子の機能を検証するため，RNAi によるノックアウト実験を行っ
たところ，クロロフィル b の生合成が阻害された。そこで，CRISPR/Cas9 ゲノム編集により同遺
伝子をノックアウトしたところ，クロロフィル a だけを有するフェノタイプを示す変異体が得
られたが，興味深いことに，陸上植物とは異なり光合成活性や増殖速度の低下が限定的であり，
この二次植物ではクロロフィル b（および Chl-a/b アンテナタンパク質）への依存度が低いこと
が伺えた（論文執筆中）。次に，DVR-like 遺伝子のノックアウト実験を行ったところ，ジビニル
型クロロフィル a を持つ変異体が得られたが，想定とは異なりジビニル型クロロフィル b が全
く産生されなかった。これは，代謝経路下流で機能するユーグレナの CAO が遺伝子水平転移に伴
って基質特異性を変化させたことを示唆した。また，この DVR-like ノックアウト体では，アン
テナタンパク質の構成にも一次葉緑体の常識からは予想外の変化が認められ，二次葉緑体の特
殊性が浮き彫りになった（投稿準備中）。さらに，より上流の LPOR-like 遺伝子や AcsF-like 遺
伝子のノックアウト体では，それぞれの酵素反応ステップの基質（中間代謝物）が大量に蓄積す
るフェノタイプが認められた。これは，一次葉緑体には存在しているフィードバック機構を欠い
ているためと考えられたが，今後の研究において E. gracilis を用いてクロロフィル代謝経路
の相補実験が可能性であることを示した。 
 

４．３ 盗葉緑体生物 Rapaza viridis の研究 
研究代表者の研究室でモデル実験生物化の試みが進められている鞭毛虫 Rapaza viridis のト

ランスクリプトームデータには，遺伝子水平転移によって獲得されたと考えられるクロロフィ
ル a および b 合成経路の遺伝子のほとんどが存在していることが分かったが，その転写量は一
部を除いて極めて低かった。また，ChlG に相当する遺伝子が認められなかった。このことは，R. 
viridis の盗葉緑体ではクロロフィル類の新規合成が確認されないという，代表者らの先行研究
と整合的な結果であるといえる。また，R. viridis の盗葉緑体のまれな分解現象に伴って CPE
代謝が認められた。このため，この生物トランスクリプトームデータは後述の CPE 代謝関連タン
パク質の探索に利用された。 
 
 



 
４．４ プロクロロコッカスを用いたジビニルクロロフィル類の CPE 代謝の研究 
研究代表者らの先行研究で，ジビニルクロロフィル a を産生するシアノバクテリアの突然変

異株を用いて，in vivo の実験系でジビニル型 CPE が産生されることが報告されていた。本研究
では，天然で唯一ジビニル型クロロフィルの産生が報告されているプロクロロコッカス
（Prochlorococcus spp.）を実験材料として，鞭毛中による CPE 代謝の in vivo 実験を試みたと
ころ，ジビニルクロロフィル aに加えて，新たにジビニルクロロフィル bの産生が確認された。
これは，同じく代表者の研究グループが太平洋の外洋表層水からジビニル型 CPE（a および b）
を検出していること（論文執筆中）と合わせて，ジビニル型 CPE がプロクロロコッカスの被食指
標として有効であることを示すものであった。 
 

４．５ CPE 代謝に関わる酵素タンパク質（遺伝子）の研究 
微細藻類を捕食し，かつ CPE 代謝を示す，全く異なる系統の 3 種類の鞭毛虫（ユーグレノゾ

ア Peranema trichophorum， アメボゾア Neoparamoeba sp.， アプソゾア Podomonas kaiyoae）
の比較トランスクリプトーム解析から関連因子の探索を試みた。すなわち，これら鞭毛虫に共通
して，藻類捕食時に転写量が有意に高くなる因子群であり，かつ，CPE の産生が認められない生
物には相同性のある配列が認められない遺伝子群を抽出した。このうちの遺伝子 PRPnH02 に関
して，翻訳産物の AlphaFold2 を用いた推定構造に対するクロロフィルのドッキングシミュレー
ション，および AlphaFold3 を用いた複合体構造解析から，クロロフィルかその誘導体を基質と
する加水分解酵素である可能性が示された。そこで，葉緑体／盗葉緑体の分解に伴って CPE を
産生するユーグレナ藻 Euglena gracilis と盗葉緑体生物 Rapaza viridis において CRISPR/Cas9
ゲノム編集によるノックアウト株を作出して表現型の変化を調べた。すると前者では， 
mixotrophic な培養条件で CPE 代謝を誘導すると致死となるフェノタイプが認められた。現在，
これに関して再現実験を進めている。 
次に，CPE 類特有の 7員環構造の形成を触媒する酵素の特定を目指し，クロロフィル bを生成

しない紅藻 Cyanidioschyzon merolae を餌として培養された P. trichophorum に，クロロフィ
ル b の誘導体を付加したポリマービーズを貪食させ，生成される代謝物を解析した。フェオフィ
チン b を付加したビーズに投与したところ， C7 位ホルミル基を有する CPE 誘導体（クロフェオ
ホルバイド bエノール；cPPB-bE）が検出された。また， 13(2)位を脱メトキシカルボニル化し
たパイロクロロフィル bを投与した場合には，cPPB-bE は検出されないが，基質の脱マグネシウ
ム体であるパイロフェオフィチン bの生成が認められた。これらの結果から，(1) フェオフィチ
ン類が環化酵素の直接の基質であること，(2) 環化は Chl 類の酵素的な脱マグネシウム反応後
に進行することが示唆された。また，13(2)位のメトキシカルボニル基の脱離が環化反応に密接
に関わることが示唆された。さらに，13(2)位をメチル化した誘導体では，13(2)位にカルボキシ
ル基を持つと予想される代謝物が検出され，メトキシカルボニル基の加水分解が CPE 代謝に関
連して起きることが示唆された。後者は，上述の PRPnH02 がα/β加水分解ドメインを持つこと
と整合的であった。 
 
４．６ サマセット島化石調査 
クロロフィルｃをもつ二次植物の出現時期を推定するための分子時計の研究において重要な

最古の真核藻類の出現時期の再検証を行うため，同化石記録の原記載地であるカナダの北極圏
サマセット島への調査を，2019 年にカナダおよびアメリカの研究者と共同調査の実施を試みた
が，直前にカナダの受け入れ研究者の負傷により次年度に延期された。しかし，2020 年および
2021 年の計画は，共にコロナのパンデミックの影響で見送られた。この計画は本研究の枠内で
の実施は実現しなかったが，ここで練られた調査計画が科研費国際共同研究強化（B）「真核生物
最終共通祖先の地質時代と初期放散の検証」における調査の実現に繋がった。 
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