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研究成果の概要（和文）：学術的にも産業的にも利用価値があるツノケイソウのゲノム情報、遺伝子発現情報、
タンパク質立体構造情報を取得し、ゲノム編集によりその光合成能を最適化することを目指した。ツノケイソウ
の集光性色素タンパク質遺伝子の全構成が46遺伝子であること、それらが６グループに分類されること明らかに
した。そしてクライオ電子顕微鏡を用いて得られたツノケイソウの光化学系ー集光性色素タンパク質複合体の立
体構造に含まれるサブユニットを同定した。遺伝子発現解析に基づき、潜在的に余剰である可能性のある、ある
いは、光環境応答に重要であると考えられる集光性色素タンパク質を選定し、ゲノム編集により機能解析を行な
った。

研究成果の概要（英文）：We obtained genomic, gene expression, and protein 3D structure information 
of the diatom Chaetoceros gracilis, which have academic and industrial value, and aimed to optimize 
their photosynthetic potential by genome editing. We found that the total number of light-harvesting
 pigment protein genes in C. gracilis is 46 genes and that they are classified into 6 groups. The 
subunits in the structures of the photosystem-light-harvesting pigment protein complexes of C. 
gracilis obtained by cryo-electron microscopy were identified. Based on gene expression analysis, 
the light-harvesting pigment proteins that would be potentially redundant or important for 
light-environment response were selected and their functions were analyzed by genome editing.

研究分野：植物分子生物学・生化学

キーワード： 海洋性珪藻　光化学系　集光性色素タンパク質　光合成　ゲノム解析　タンパク質立体構造　遺伝子発
現解析　ゲノム編集

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
日本近海も含めて、海洋に広く分布するツノケイソウChaetoceros属のゲノムを解読し、データベースとして広
く一般に公開した。また、紅色系系統の二次共生藻類の光化学系ー集光性色素タンパク質複合体における集光性
色素タンパク質の組成と配置を、世界で初めて明らかにした。さらにツノケイソウのゲノム編集を可能とし、遺
伝子発現解析の結果に基づいて重要な集光性色素タンパク質を選定し、それらの遺伝子欠損変異体の作成に成功
した。野生株と比べて強光条件下での光化学系IIの量子収率が向上する変異株が得られ、珪藻の光捕集能をゲノ
ム編集で操作することで、光エネルギー変換効率の向上が可能であることを示した。

※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、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
珪藻は、地球上の光合成による炭酸固定の約 4分の 1を担う、生産性の高い微細藻類である。
しかしながら、その光合成システムは緑色植物とは大きく異なり、さらに珪藻自体も多種多様な
ため、光環境応答・適応のメカニズムの理解は進んでいなかった。一般に、珪藻は弱光条件に適
応した藻類である。そのため、光合成に必要な光を集める集光性色素タンパク質（Light-Harvesting 
complex protein, LHC)として、独特な集光性色素タンパク質（Fucoxanthin chlorophyll a/c binding 
protein, FCP）を大量に蓄積し、FCPが結合するカロテノイド色素のために、見た目は茶褐色をし
ている。こうした特徴は自然界における生存に有利であると考えられるが、人工的な培養おいて
は増殖と物質生産能を制限している可能性が考えられた。そこで生理・生態学的にも重要、かつ、
応用的にも利用価値が高い珪藻であるツノケイソウ（Chaetoceros gracilis）について LHCの全容
を明らかにし、その光合成能を最適化することを検討した。 
 
 
２．研究の目的 
ドラフトゲノム、形質転換・ゲノム編集技術、屋外大量培養設備などの独自のリソースをフル
に活用し、学術的にも産業的にも利用価値があるツノケイソウ特有の光環境応答・適応機構を明
らかにすることで、その増殖と物質生産能を最大化することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
モデル珪藻を使った光合成に関連する基礎研究も増えつつあったが、珪藻の生育環境の多様
性から、それらの知見は必ずしも他種実用珪藻には応用できない。そこで、共同研究者とともに
ツノケイソウのドラフトゲノムデータベースを立ち上げ、かつ、独自に RNA-seqデータ、Iso-Seq
などの様々な次世代シークエンサ (NGS) データを取得・精査し、ツノケイソウの集光性色素タ
ンパク質（LHC）遺伝子の全構成を明らかにした。得られた遺伝子情報から得られるタンパク質
のアミノ酸配列情報を用いて、クライオ電子顕微鏡を用いた単粒子解析でツノケイソウの光化
学系 I–LHC、および、光化学系 II–LHC 超複合体の立体構造に含まれる反応中心サブユニット、
および、LHC 分子種を同定した。そして実験室内のみならず、屋外自然光における培養サンプ
ルからの遺伝子発現情報を取得して、ツノケイソウの光環境応答・適応機構を解析し、重要な
LHC（FCP）タンパク質について、ゲノム編集技術を用いて分子機能を解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
4-1. 珪藻の集光性色素タンパク質 LHC (FCP) 
珪藻は、ハプト藻、渦鞭毛藻と並んで現代の海洋において主要な一次生産者である。褐色をし
ている珪藻やハプト藻の色素体は、共生した紅藻に由来するため、これらは紅色二次共生藻類と
呼ばれる。真核光合成生物の多くの系統において、光合成の主要な集光性色素タンパク質は 3 回
膜貫通型の集光性色素タンパク質 (Light-harvesting complex; LHC) ファミリーである。LHCは、
光合成生物によって多様なクロロフィルとカロテノイドを結合し、生育する光環境に合わせた
光捕集を行う。LHC の名称は、緑藻を含む緑色植物の集光性色素タンパク質の名称として使わ
れることが多いが、本報告書では以降、膜貫通型の集光性色素タンパク質全体を LHCと呼ぶ。
そして珪藻やハプト藻の LHC はその構成色素からフコキサンチン-クロロフィル結合タンパク
質 (Fucoxanthin Chlorophyll a/c-binding protein; FCP) とも呼ばれる。 
 
4-2. ゲノムからのツノケイソウ LHC 配列の網羅的な取得と分子系統解析 

LHC (FCP) は、アミノ酸配列上の相同性を有しつつも、紅色系統藻類と陸上植物や緑藻をは
じめとする緑色系統で分子系統がはっきりと分離することが知られている。そしてモデル珪藻
とされる中心目珪藻 Thalassiosira pseudonanaと羽状目珪藻 Phaeodactylum tricornutumのゲノムが
解読されたことで、LHC の分子系統はより網羅的に議論されるようになった。そこで我々は、
上記のモデル珪藻と同等レベルに遺伝子予測を精密化したツノケイソウドラフトゲノム v1.1 
(ChaetoBase, https://chaetoceros.nibb.ac.jp) と、完全長 mRNA 配列を取得する Iso-Seq を用いたト
ランスクリプトームデータを用いて、ツノケイソウの全 LHC 配列を網羅的に取得した。 
まず、データベース中の T. pseudonanaと P. tricornutumで LHC (FCP)とアノテーションされて
いる遺伝子 (それぞれ 30 配列、39 配列) をクエリーとして BLASTPを行うことで、ツノケイソ
ウのドラフトゲノムから 44 配列の LHC (FCP) が取得できた。さらに異なる 2 条件で培養した
ツノケイソウのロングリードトランスクリプトーム Iso-Seqから、さらにドラフトゲノムで網羅
していない領域に存在すると考えられる 2 配列の LHC を取得し、合計 46 遺伝子を取得した。



 

 

その上で、得られた LHC 46 配列 (ツノケイソウ) と、既知の LHC 30 配列 (T. pseudonana)、39
配列 (P. tricornutum) の全てをクエリーとした BLASTP検索によって、モデル珪藻 T. pseudonana
と P. tricornutumのゲノムから、それぞれ 44 配列と 42 配列の LHCを取得し直して、RefSeqデー
タベース上のアノテーションを補完した。取得した全 LHC 配列を利用した分子系統解析の結果、
珪藻の LHCは 6つのサブファミリー、即ち Lhcf、Lhcr、Lhcz、Lhcx、Lhcq、CgLhcr9 ホモログ
に分けられることを認めた（Kumazawa et al. 2022)。 
 
4-3. 取得したツノケイソウの各 LHCサブファミリーの特徴 
 
Lhcfサブファミリー 

Lhcf サブファミリーは最もタンパク質としての蓄積量が多いサブファミリーであり、ツノケ
イソウ光化学系 II (PSII) -FCPII 超複合体構造では、CgLhcf1が主要な四量体の集光性色素タンパ
ク質 LHC (FCP) を構成していた（図 1, Nagao et al. 2019)。今回、さらに高分解能のクライオ電子
顕微鏡による構造解析の結果、この主要な四量体が CgLhcf1に加え、CgLhcf5-7も含むヘテロ四
量体であることが明らかとなった（Nagao et al. 2022）。LHCの分子系統樹において、Lhcfのクレ
ードは珪藻種ごとに形成されていた。例えば、ツノケイソウ PSII-FCPII で主要な分子種である
CgLhcf1 及び CgLhcf4-6が系統樹で一つのクレードを形成するのに対し、T. pseudonanaでも光化
学系 II-FCPII に検出された TpLhcf1-6 はツノケイソウとは異なる一つのクレードを形成してい
る。このことは、珪藻は種内で Lhcf サブファミリーの分子種を多様化させることで、生育する
光環境に PSII 周辺アンテナを適応させてきた可能性が考えられた。 
 
Lhcr/Lhczサブファミリー 

Lhcr はもともと紅藻型 (red algal-type) ということで名付けられたサブファミリーであり、紅
色系統藻類に広く存在する。Lhcr サブファミリーは、ツノケイソウでは 9 分子種あり、そのう
ち 8 分子種は光化学系 I (PSI) -FCPI 超複合体構造において、PSI と直接相互作用する内縁部の
LHC (FCP) 分子として同定された (図１, Nagao et al. 2020)。興味深いことに、残りの 1分子種で
ある CgLhcr17は PSIIのコアに隣接する単量体に同定された（図１）。分子系統樹から、Lhcfサ
ブファミリーとは全く異なり、各々の珪藻種が保存された Lhcr 遺伝子のセットを有することが
明らかとなった。この事実は、珪藻の進化の早い段階で PSIの周辺アンテナとしての Lhcrのセ
ットが確立し、それが種を超えて保存されていることを示唆している。また Lhcr はその内群か
姉妹群に Lhczを有することがあるが、必ずしもそのブートストラップ値は高くない。Lhcrが進
化的に古いことを考えると、恐らくは Lhcz は Lhcr から生じたと考えられる。Lhcz の機能、遺
伝子発現やタンパク質相互作用など、そのほとんどにおいて現時点で未知である。Lhcr と同様
に遺伝子セットが珪藻間で保存されている傾向があることから、構造的に決まったセットを必
要とする分子機能を有する可能性もある。 

 
 

図 1. ツノケイソウ光化学系-集光性色素タンパク質超複合体構造  
(左) PSII-FCPII のクライオ電子顕微鏡構造 (PDB ID: 6J40)。PDB ID: 6J40で未同定であっ

た CgLhcr17 (r17*) は Pi et al. (2019) に基づいて追加した。(右) PSI-FCPIの同構造 (PDB ID: 
6LY5)。PDB ID: 6LY5では q2** (Lhcq2) は Lhcq6と同定され、r2** (Lhcr2) は未同定であっ

たため、Nagao et al. (2020) に基づいて改変及び追加した。チラコイド膜をストロマ側から

見た平面図として示す。図中の FCPの色は同定されたサブファミリーに対応しており、Lhcr 
(橙)、Lhcq (マゼンタ)、Lhcf (緑)、CgLhcr9 ホモログ (サーモンピンク) である。光化学系コ

アはいずれも緑で表示しており、PSII-FCPIIでは二量体、PSI-FCPIでは単量体である。 



 

 

Lhcxサブファミリー 
Lhcxは、エネルギー依存の非光化学的消光 (Non-photochemical quenching: NPQ) である qEを

介した光保護に関与しており、緑藻やコケで qEを担う Lhcsrサブファミリーと相同性がある。
ツノケイソウは Lhcxサブファミリーを 3分子種有しているが、それはそれぞれ 6分子種と 4分
子種を有するモデル珪藻 T. pseudonanaと P. tricornutumに比べて少ない。また、いずれの Lhcxも
光化学系-集光性色素タンパク質複合体の構造中には認められていない。Lhcx/Lhcsr の起源が紅
色系統藻類と緑色系統藻類のいずれであるかは未だ議論されているが、いずれもが紅色系統二
次共生藻類を起源とする説が現時点では有力である。 
 
Lhcqサブファミリー 

Lhcqは我々が新しく命名した新規の LHCサブファミリーであり、珪藻に特徴的なサブファミ
リーである。従来の報告においては、Lhcr や Lhcfと混同されていた分子種やアノテーションさ
れていなかった分子種の多くが、今回、Lhcq として再分類された。我々の分子系統樹では、中
心目珪藻であるツノケイソウと T. pseudonana 間で保存された Lhcq遺伝子セットがあり、それら
の多くはツノケイソウ PSI-FCPIの中で、Lhcrサブファミリーからなる内縁部の外側にある外縁
部の LHC (FCP) として同定された（図 1）。CgLhcr4は構造における配置から Lhcr4と命名され
たが、分子系統解析では Lhcqに含まれる。しかしながら、今後の LHC分子種及び遺伝子名の命
名は分子系統に基づくのが混乱を防ぐためにも良いと考えた。また、LHC のうち、オルソロガ
スな遺伝子セットを有するサブファミリーでは、近縁種のオルソロガスな遺伝子名に準拠する
のが合理的とした。 
一方、羽状目珪藻 P. tricornutumは、中心目珪藻の 2種間のように多くの Lhcq遺伝子セットを
共有せず、4分子種のみを持つことが明らかとなった。その中の 2分子種は、ツノケイソウ PSI
コアに隣接した CgLhcr4 (Lhcq サブファミリー) と CgLhcq12 にオルソロガスな PtLhcq2 と
PtLhcq1であり、外縁部に同定された分子種にオルソロガスなのは PtLhcq3 (CgLhcq9に類似) の
みであった。即ち、中心目珪藻の 2種では、Lhcrに加えて Lhcqの遺伝子セットの多くが PSIを
取り囲む LHC (FCP) の内縁部と外縁部の両方で保存される一方で、羽状目珪藻の P. tricornutum
では Lhcr と内縁部の Lhcq のみが主に保存されていた。従って、珪藻の PSI のアンテナの構成
は、PSI コアから離れるに従って、珪藻種、例えば中心目と羽状目によって、大きく異なる可能
性がある。 
 
CgLhcr9 ホモログサブファミリー 

CgLhcr9は系統樹では独立したクレードを有し、他の珪藻種で基本的に 1分子種のオルソログ
が存在した。PSI-FCPI構造において、CgLhcr9は PSI コアと直接相互作用する位置に同定された
が、他の LHC分子種とはコアに対して異なる表面で結合している（図 1）。従って、CgLhcr9 ホ
モログは、珪藻で広く共通した独自の役割を持つ可能性も考えられた。 
 
4-4. 推定される紅色系統二次共生藻類における LHCサブファミリーの進化 
珪藻や褐藻などの光合成性ストラメノパイル (不等毛藻類) や、ハプト藻など、紅藻類を起源
に持つ紅色系統二次共生藻類の多くでは、共通して膜貫通型の LHCが集光性色素タンパク質と
して利用されている。そこで、珪藻で行なった網羅的な LHC 配列の探索と分子系統解析を、他
の紅藻類と紅色系統二次共生藻類にも適用した (Kumazawa et al. 2022)。その結果、想定通り紅
藻は Lhcrサブファミリーのみを有していた。一方で、褐藻やハプト藻は珪藻と同じ 6種のサブ
ファミリーを有していることが新たにわかった。また、褐藻やハプト藻ではツノケイソウ PSIの
コアに隣接する CgLhcr4 や CgLhcr9にオルソロガスな分子種が保存されていた。さらに Lhcrに
ついても不完全ではあるものの、オルソロガスな遺伝子セットが存在した。褐藻ではこれに加え、
珪藻 PSII-FCPIIで中心部に位置する単量体として同定された CgLhcr17にもオルソロガスな分子
種を有していた。ただし、クリプト藻 Guillardia theta は Lhcr と Lhcz のみを有しており、これ
らは珪藻の LHC分子種とオルソロガスな関係にはなかった。従って、クリプト藻を除く、紅色
系統二次共生藻類全体で広く、PSIに隣接する集光アンテナの構成が保存されていることが明ら
かとなった。 
紅色系統の進化と共生の過程にはまだ不明な点が多くあるものの、本研究を通して、クリプト
藻を除く紅色系統二次共生藻類において、集光性色素タンパク質は、紅藻が有している Lhcr サ
ブファミリーが、共生過程を通して、Lhcf、Lhcz、Lhcq、CgLhcr9 ホモログサブファミリーに多
様化したと考えられた。それらの光化学系-集光性色素タンパク質超複合体における配置から、
まず Lhcr のセットが PSI の周辺アンテナとして整備され、新たなサブファミリーである Lhcq、
及び CgLhcr9 ホモログによって、PSI のアンテナサイズは紅藻から大幅に拡大したと考えられ
る。さらに、紅色系統二次共生藻類は、PSIIの集光アンテナとして、紅藻にはない膜貫通型 LHC
として、Lhcf サブファミリーをそれぞれの種内で発達させた。Lhcf サブファミリーは、分子系
統や色素結合モチーフの類似性から Lhcqサブファミリーの派生型である可能性が高く、Lhcrか
ら Lhcq、Lhcq から Lhcf への連続的なサブファミリーの進化が両光化学系における周辺アンテ
ナの多様化をもたらしたと推定された。 
 



 

 

4-5. ゲノム編集によるツノケイソウの集光機能の改変 
珪藻は全般的に弱光適応生物であり、図 1の立体構造に示される通り、非常に大きな集光シス
テム有する。大きな集光装置は海洋での生育光環境に適応した結果だと考えられるが、人工的な
培養系では光エネルギーの変換効率を下げる要因となる。また、珪藻は過剰な光に対する保護機
構である非光化学的消光（Non-photochemical quenching: NPQ）を強く誘導するが、強すぎる NPQ
も光エネルギーの損失の要因となる。そこでゲノム編集により、環境応答能と高い増殖性を維持
したまま、適切に光合成の集光装置 (LHC) の量（数）を縮小する、あるいは、NPQ抑制するこ
とを検討した。前述したようにツノケイソウには FCPが 46分子種あり、Lhcr, Lhcz, Lhcq, Lhcf, 
Lhcx, CgLhcf9 の 6つのサブファミリーに分類できた (Kumazawa et al. 2022) 。それらを本研究
で得た光化学系 I・II （PSI または PSII）と LHC との超複合体のクライオ電子顕微鏡構造、及
び、様々な光環境条件における遺伝子発現情報 （RNA-seq）を用いて、①光化学系に直接結合
する LHC、②光化学系に間接的に結合する LHC、③電顕構造には認められないが高蓄積してい
る LHC、④特定の光条件で誘導的に高発現する LHCに分類した (図 2)。 
  

 

 
図 2 ツノケイソウ LHC の局在と機能 

 
分類された LHCの中から、ゲノム編集による遺伝子欠損変異体作成の標的として、光化学系
に直接結合する LHC から 2 分子種、クライオ電子顕微鏡構造には認められないが高蓄積する
LHCから 2分子種、特定の光条件で高発現する LHCから 1分子種を選択した。そして標的 LHC
遺伝子に対してガイド RNA を設計し、Cas9 ヌクレアーゼを発現するツノケイソウ株に導入し
た。研究終了時において、4 つの LHC に関して遺伝子欠損変異体を各々複数ライン、作成する
ことに成功した。また、その他の候補についても変異体候補株の単離を行うことができている。
これまでに得られた 4つの LHC欠損変異体については、野生株と大きく異なる光合成特性を有
することを認めた（投稿準備中）。その中で一部の欠損株は、野生株と比べて強光条件下で NPQ
が抑制され、光化学系 II の量子収率が明らかに向上し、細胞数の増加も早いことが認められた
（未発表）。よって、珪藻の光捕集能力をゲノム編集で操作することで、光エネルギー変換効率
の向上が可能であることが示唆された。今後は、ゲノム編集により向上した光エネルギー変換効
率が生む余剰な化学エネルギーを、CO２固定や物質生産に振り向けることができるかを検討し
ていく予定である。 
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