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研究成果の概要（和文）：本研究はモデル単細胞緑藻クラミドモナスが細胞内の活性酸素種(ROS)の量に応じて
光走性の符号（正か負か）を切り替えるメカニズムとその意義を明らかにすることを目的に行った。７種の「常
に正」、３種の「常に負」の光走性を示す株の単離に成功した。前者については遺伝子同定には至らなかった
が、これらの多くが野生株よりも高い増殖能や強光耐性も高いという意外な発見をした。後者についてはすべて
原因遺伝子が同一の機能未知遺伝子のアリルであることがわかった。生理的意義については、ROSを明期である
ことを示すシグナルとして利用している可能性を見い出した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the mechanism and significance of
 phototaxis sign switching (positive or negative) by the model unicellular green alga Chlamydomonas 
reinhardtii depending on the amount of reactive oxygen species (ROS) in the cell. We succeeded in 
isolating seven "always positive" and three "always negative" phototaxis strains. Although we were 
unable to identify the gene for the former, we made the unexpected discovery that many of these 
strains have higher proliferation capacity and higher tolerance to strong light than the wild 
strains. For the latter, the causative genes were all found to be alleles of the same gene of 
unknown function. Regarding the physiological significance, we found the possibility that they use 
ROS as a signal to indicate that they are in the light stage.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 緑藻　光走性　鞭毛・繊毛　光合成　活性酸素種
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研究成果の学術的意義や社会的意義
遊泳性の藻類の多くは光環境の変化に応じた行動（光反応行動）を示すが、その意義について明確な回答はな
い。また、その制御メカニズムについても、光受容体から運動装置制御までの間の経路が解明されたとは言えな
い。本研究の成果は、これら未解明の問題について部分的に回答できた点で、学術的な意義がある。さらに、近
年藻類はクリーンエネルギー源として注目を集めている。光走性と増殖能、強光耐性になんらかの連関を見出し
たことから、今後「常に正」の株の原因遺伝子を明らかにすることで、次世代のエネルギー開発に寄与する可能
性があり、その点で社会的意義がある。

※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 
 
光合成生物にとって、天候の変化などに応じて目まぐるしく変わる光の方向と強さを正

しく感知して、それに応じた生体反応を行うことは、生存戦略の要である。陸上植物は地中

に根を下ろしていて動くことができないため、葉緑体の光定位運動、過剰な光エネルギーの

熱放散（光防御）、光合成を司る光化学系間の集光アンテナタンパク質の再配置など、様々

な手段で光量や照射方向の変動に対応している。一方で、鞭毛を動かして遊泳する藻類の多

くは、上記の光適応メカニズムに加えて光を感知して鞭毛運動を調節する「光走性」を示し

、生存に最適な光環境下に移動すると考えられている。（この「最適な光環境下」とは何を

指標にした「最適」か？が本研究課題の大きな問いにつながる。）光源方向に近寄ることを

「正の光走性」、逆に光源から逃げることを「負の光走性」と呼ぶ。 

藻類の光走性は、古くから単細胞緑藻クラミドモナスを材料とした研究が盛んに行われ

てきた（図１）。クラミドモナスは遺伝学および分子生物学的手法が適用できることから、

光走性の研究のみならず、光合成、鞭毛・繊毛、有性生殖など、広い研究分野でモデル生物

とみなされている。クラミドモナスは１つの細胞につき１つの眼点（光受容装置）と、２本

の鞭毛をもつ。２本の鞭毛を平泳ぎのように動かして遊泳し、光環境に応じて２本の鞭毛の

打つ力のバランスを変化させて遊泳方向を変化させ、正または負の光走性を示す。 

図１(1)クラミドモナス細胞の模式図と、眼点の高指向性光受容のしくみ。２本の鞭毛は、

眼点に近い側がシス鞭毛、遠い側がトランス鞭毛と呼ばれ、区別される。眼点は、細胞膜に

局在する光受容タンパク質チャネルロドプシンと、それを裏打ちするカロテノイド色素層

から成る。色素層は光反射板として機能するため、眼点は細胞の外側から照射された光しか

感受しない。(2)遊泳中の細胞の高速度連続写真（矢印は進行方向）。光を反射して輝いて見

える眼点に注目すると、細胞が自転していることがわかる。 (3)右に光源がある場合、(1)

と(2)の性質から、眼点が右側を向いたときにチャネルロドプシンが光を受容して陽イオン

チャネルとして機能し、細胞内 Ca2+濃度が上昇する。２本の鞭毛は Ca2+感受性が異なり、高

Ca2+濃度時はトランス鞭毛が強く打ち、光源方向に泳ぐ（正の光走性）。一方、負の光走性を

示す際には、このタイミングを自転半周期分遅らせ、眼点が左側を向いたときにトランス鞭

毛を強く打つ 。正と負の光走性は、細胞内の活性酸素種(ROS)量で切り替わる。 
 
  クラミドモナスの光走性の正負の切り替えは、古くから光強度に依存すると考えられて

きた。すなわち、弱い光に集まり（正）、強い光から逃げる（負）という説である。しかし

、実際には、クローン化された野生株細胞群に同一条件で光を照射すると、正と負の光走性

を示す細胞が混在する。またその正負の割合は時々刻々と変化する。そのため、光走性の正

負の決定には、光以外の要素が関与している可能性が指摘されていた(Takahashi and 
Watanabe, 1993 FEBS Lett)。我々は以前、鞭毛が細胞内のレドックス状態(reduction-oxidation, 
酸化還元)に応じて運動様式を変えることを発見した(Wakabayashi and King, 2006 J Cell Biol)
。その研究を更に進めた結果、細胞内 ROS 量の変化が光走性の正負を切り替えることを見

出した (Wakabayashi et al., 2011 PNAS; Sugiura et al., 2018 BBRC)。つまり、様々な細胞内代

謝（光合成や呼吸など）の結果として変動する「細胞内 ROS 量変化｣に応じて鞭毛の強打タ

イミングが調節され、光走性の正負が切り替わるのである(Nakajima et al., 2020 bioRxiv)。 
このように、我々の研究によって光走性の正負の切り替えメカニズムの解明が進んでき



 

 

たが、いまだに大きな謎が２つ残っている。 
 
謎１：正負切り替えの調節経路の分子実態   
ROS によって鞭毛強打タイミングが制御されるには、細胞内 ROS 量変化の情報が感受され

、鞭毛に届けられなければならない。しかし、光走性に関わる ROSセンシング・シグナリ

ングの分子実態の情報は皆無と言って良い。 
 
謎２: 正負切り替えの生理的意義     
「ROS 量が多い」、つまり生体にとってストレス過多の状態で「正の光走性を示す」ことは

、より強い光（ストレス）を浴びることにつながる。この、一見すると生存戦略的に矛盾す

る運動制御には、どのような生理的意義があるのだろうか。この謎を解くことが、本研究計

画の問い、つまり「遊泳性の光合成微生物にとっての最適な光環境」が何を指標にしたとき

の「最適」なのか、の解明につながるだろう。 
 
２．研究の目的 
 
クラミドモナスにおいて、光合成活性変化が光走性の正負を制御する機序を分子レベル

で明らかにすることを目的とする。 
具体的には（１）新規光走性変異株の単離と原因遺伝子の同定 （２）光合成活性を変動

させる条件下での光走性の観察を行うことで、クラミドモナスがどのような光条件を求め

て移動し、その際どのような分子経路が機能するのかを明らかにする。（３）非侵襲的に細

胞内の代謝状態を定量する方法を開発する。 
 
 
３．研究の方法 
 

（１）新規光走性変異株の単離と原因遺伝子の同定 

 光走性の ROS 制御が異常な変異株を単離する。具体的には、クラミドモナス野生株にパロ

モマイシン耐性遺伝子カセットをランダムに挿入して変異株ライブラリーを作成する。正

の光走性を誘導する ROS 添加条件、負の光走性を誘導する ROS 消去剤添加条件下において

それぞれ負、正の光走性を示す変異株を単離する。これらの中から「符号逆転」「常に正」

「常に負」の光走性を示す変異株に分類し、縮重 PCRや連鎖解析によって変異遺伝子を同定

する。 

 

（２）光合成活性を変動させる条件下での光走性観察 

 光の長時間照射、強光照射下において光走性符号がどのように変化するかを探る。 

 

（３）鞭毛打頻度が細胞内 ATP 濃度を反映することに着目し、試験管内で描いた鞭毛打頻度

-ATP 濃度標準曲線をもちいて、生細胞の鞭毛打頻度から細胞内 ATP 濃度を推定できるよう

にする。これを、光合成阻害剤などを用いて検証する。 

 

４．研究成果 

（１）変異株の単離と同定 

常に正（always positive, ap）型を７種、常に負(always negative, an)株をそれぞれ７，

３種単離した（図２）。apの７種については残念ながらすべて遺伝子カセット挿入と表現型

がリンクしていなかった。全ゲノムを次世代シーケンスによって解読し、現在遺伝子同定に

取り組んでいる。興味深いことに、これらのうち５種は増殖速度が野生株よりも顕著に高く、

うち数株は強光耐性も高かった(Morishita et al., 2021 Plantsにて報告)（図３）。光走

性の符号の偏りと、増殖能や強光耐性に連関があるというのは新しい発見であり、今後これ

らの株の原因遺伝子を同定することでそのメカニズムに迫れると考えられる。 



 

 

図２ 新規変異株の光走性の様子。野生

株は+ROS 処理で正、+ROS 消去剤処理で

負の光走性を示すのに対し、変異株はそ

れと異なる方向の光走性（逆転、常に正

(ap)、常に負型(an)）を示す。 

 

 

 

 

図３ ap 株の増殖率。ap5, 

ap7 を除く５株は野生株よ

りも顕著に高い。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）光合成活性変動条件下での光走性観察 

通常光走性実験は、暗闇においた細胞に光走性誘導光をあて、その直後〜15 分程度の細胞

の運動方向からその細胞の光走性機能や符号を判定するのが一般的であった。我々はこの

光を当て続けたところ、30分〜1時間ほどで当初の符号と反対方向へ、また１時間ほどで反

対方向へ、と、符号の変動現象が起きることを確認した。このとき、赤色強光照射で光スト

レスを与えると常に正、活性酸素消去剤を添加すると常に負の光走性を示したことから、こ

れは光合成活性変化に基づく細胞内 ROS量の変化によるものだと考えられる。 

 また、この ROS量変化が「葉緑体内 ROS」なのか、それが漏れ出た「細胞質ゾル ROS」な

のかを判別するため、細胞質ゾルにおいて ROS 消去に関わる哺乳類型チオレドキシン還元

酵素を CRISPR/Cas9でノックアウト(KO)した。すると、通常野生株細胞の半数程度が負から

正の光走性に転じる比較的低濃度の H2O2で処理すると、KO 株はすべてが正の光走性に転じ

た。このことから、光走性の符号変動にかかわる ROSは細胞質ゾルに蓄積したそれであるこ

とが示された(Asahina et al., BBRC 2022にて報告)。 

 

（３）非侵襲的細胞内 ATPモニタリング 

光合成活性状態を非侵襲的に見積もるため、繊毛打頻度から細胞質 ATP 濃度を見積もる方

法を開発した。除膜細胞モデル（非イオン性界面活性剤処理した細胞）は死んでいるが、繊

毛内の微小管構造とモータータンパク質ダイニンは影響を受けずに正常な構造を保ってい

る。ここに ATPを添加すると、細胞モデルは生きているかのように動き出す。このときの繊

毛打頻度-ATP 濃度関係を、従来のバッファの改善によってミカエリスメンテン式にフィッ

トする形で描くことができた。これにより、光合成ミュータントや光合成阻害剤、呼吸阻害

剤処理をしたときの細胞質 ATP 濃度を見積もることができた(Takano et al., 2021 JBCに

て報告)。 

 

 



 

 

 
図４ ATP 濃度の上昇につれて、繊毛（鞭毛）打頻度はミカエリス・メンテン型に上昇す

る。従来の実験条件（5 mM Mg2+を含んだ溶液）では ATP 濃度 3 mM で繊毛打頻度が低下し

てしまう（マゼンタの○印）。溶液中の Mg2+濃度を 15 mM に高め、かつ生体内の ATP:ADP

（アデノシン 3リン酸：アデノシン 2リン酸）比を模した量の ADP を添加することで、こ

の低下が抑えられ、繊毛打頻度がミカエリス・メンテン式によくフィットした。つまり、

繊毛打頻度を ATP の関数として表現できた。 
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