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研究成果の概要（和文）：我々が作り出す二酸化炭素の約1/3は、藻類の葉緑体にある「ピレノイド」と呼ばれ
る器官で固定化されている。ピレノイドには二酸化炭素固定酵素であるルビスが豊富に含まれており、ピレノイ
ドはルビスコに濃縮した二酸化炭素を届けるための器官だと考えられている。しかし、ルビスコ以外のピレノイ
ドタンパク質に関する知見は少ない。本研究では、海産のクロララクニオン藻のピレノイドで働く8つの新規タ
ンパク質を明らかにした。そのほとんどは本藻に特異的なタンパク質であり、藻類のもつ二酸化炭素濃縮固定器
官で働く分子機構は藻類系統ごとに多様化しており、収斂的に進化してきたことを示した。

研究成果の概要（英文）：Approximately one-third of the global carbon assimilation is estimated to 
occur within pyrenoids, which are widely present in eukaryotic algae. Pyrenoids are involved in 
CO2-concentrating mechanisms (CCMs) supplying CO2 to the carbon-fixing enzyme Rubisco. Although 
Rubisco is the predominant component of pyrenoids, other pyrenoid-associated proteins remain to be 
elucidated in most algae. To understand the diversity and evolution of pyrenoid-based CCMs among 
algae, we here investigated the pyrenoid proteome of a marine chlorarachniophyte alga. Our 
localization experiments demonstrated the specific targeting of eight proteins to pyrenoids. These 
included a putative Rubisco-binding linker, carbonic anhydrase, membrane transporter, and 
uncharacterized GTPase proteins. Notably, most of these proteins were unique to this algal lineage. 
This study provides insights into the convergent evolution of CO2-concentrating organelles at the 
molecular level.

研究分野： 藻類進化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
海で固定化された二酸化炭素の一部は長期的に蓄積される「ブルーカーボン」と呼ばれ、大気中の二酸化炭素の
削減に貢献するものとして注目されている。本研究では、海産の微細藻類が効率的に二酸化炭素を固定化するメ
カニズムの一端を明らかにした。これは、藻類に普遍的に存在するピレノイドの進化の謎に迫るだけでなく、ブ
ルーカーボンの潜在的な可能性の理解に繋がる内容である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
葉緑体をもつ最初の原始真核藻類は、光合成細菌であるシアノバクテリアを細胞内共生する

ことで誕生した。陸上植物や緑藻、紅藻などは、この原始真核藻類から派生したと考えられてい
る。真核藻類の中には、緑藻や紅藻を細胞内に取り込む「二次共生」により葉緑体を獲得したグ
ループも存在しており、例えば、珪藻は紅藻由来の二次葉緑体をもち、本研究で用いたクロララ
クニオン藻は緑藻由来の二次葉緑体をもつ。このように複数回の細胞内共生を経て、系統的に多
様な真核藻類は進化してきた。多彩な真核藻類に共通して見られる形質の一つとして「ピレノイ
ド」がある（注：ツノゴケを除いて陸上植物には見られない形質）。ピレノイドは葉緑体内に見
られる電子密度の高い構造体で、200 年以上前からその存在は知られていた。1970 年代には、ピ
レノイドに Rubisco 酵素が大量に存在することが報告された。そして近年のモデル緑藻やモデ
ル珪藻の研究により、ピレノイドは二酸化炭素濃縮固定装置であることが分かってきた。 
二酸化炭素（CO2）を有機炭素に固定化する Rubisco 酵素は地球上で最も豊富に存在するタン

パク質として知られているが、非常に効率の悪い酵素としても有名である。加えて、海などの水
中に溶けた CO2の多くは重炭酸イオン（HCO3

-）の状態で存在しており、溶存する CO2濃度は低い。
そこで多くの真核藻類は、ピレノイドと二酸化炭素濃縮機構を発達させたと考えられている。真
核藻類は細胞内に取り込んだ HCO3

-をピレノイド近傍まで輸送し、そこで CO2に変換することで、
濃縮した CO2を Rubisco 酵素に届けるモデルが提唱されている。しかし、どのようにピレノイド
が形成されるのか？どのようなタンパク質がピレノイドで機能しているのか？などの分子機構
に関しては、ごく一部のモデル種でしか研究が進んでおらず、その多様性や進化に関しては未解
明のままであった。 
 
２．研究の目的 
ピレノイドの進化を知るためには、多様な真核藻類での研究が必要である。本研究では、海産

の単細胞藻類であるクロララクニオン藻を用いて、ピレノイドで働く分子機構の解明を目指し
た。クロララクニオン藻は緑藻を二次共生することで二次葉緑体を獲得した藻類で、緑藻とクロ
ララクニオン藻のピレノイドを比較することで、二次共生を介して、ピレノイドがどのように進
化したのかを知ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、クロララクニオン藻 Amorphochlora amoebiformis を用いて、ピレノイドで機能

するタンパク質を明らかにした。先行研究では、単離したピレノイドを用いたプロテオーム解析
により、ピレノイドに含まれるタンパク質を網羅的に推定していた。本研究では、細胞内局在解
析を中心に行い、候補タンパク質の中からピレノイドで働く複数のタンパク質を特定した。 
 
（１）A. amoebiformis の核ゲノム解読 
これまで A. amoebiformis では、オルガネラゲノムの解読とトランスクリプト―ム解析（発現遺
伝子解析）が行われてきたが、核ゲノム配列は解読できていなかった。ゲノム編集などの分子ツ
ールを活用するためにはゲノム解読が必須であり、ピレノイドタンパク質の解析を進めるため
にも重要な基盤情報となる。そこで、次世代シーケンス技術の一つである MinION（Oxford 
Nanopore）を用いて、ロングリードシーケンスによるゲノム解読を行った。 
（２）ピレノイド候補タンパク質の細胞内局在解析 
ピレノイドプロテオーム解析により推定された 154 個のタンパク質（Putative Pyrenoid- 
Associated Proteins: PPAP1 から PPAP154）の中から、検出頻度の多かった約 30 個のタンパク
質（PPAP1 から PPAP30）において、細胞内局在解析を行った。各タンパク質に GFP を融合したも
のを遺伝子導入によりクロララクニオン藻の細胞内で発現させ、GFP の緑色蛍光の局在を共焦点
レーザー顕微鏡により観察した。GFP によりピレノイドの局在が確認できた一部のタンパク質に
関して、特異的な抗体の作成と免疫電子顕微鏡による詳細な細胞内局在の観察を行った。 
（３）Rubisco と結合するタンパク質の解析 
ピレノイドのマトリックス領域には、Rubisco以外に、３つの機能未知GTPaseタンパク質（PPAP3、
PPAP6、PPAP8）と１つの巨大天然変性タンパク質（PPAP28）が含まれていた。これらのタンパク
質の相互作用を知るために、共免疫沈降によるタンパク質間の結合を調べた。また、大腸菌で合
成したリコンビナントタンパク質を用いて、酵素活性についても調べた。 
 
４．研究成果 
本研究では、クロララクニオン藻のピレノイドに含まれる 8 つの新規タンパク質を明らかに

した。そこには、Rubisco の集合に関わると予測されるリンカータンパク質（PPAP28）や二酸化
炭素の変換反応に関わる炭酸脱水酵素（PPAP12）、GTPase 関連の機能未知タンパク質（PPAP3、
PPAP6、PPAP8、PPAP10）、機能未知の膜タンパク質（PPAP4、PPAP9）が含まれていた（下図）。こ
れらのピレノイドタンパク質を緑藻や珪藻のピレノイドタンパク質と比較したところ、種類が



異なることが明らかとなった。加えて、一部のタンパク質はクロララクニオン藻に特有なもので、
本藻のピレノイドが独自に進化してきたことを示唆した。真核藻類に普遍的に存在するピレノ
イドの構造や役割は似ているが、そこで働く分子機構は藻類グループごとに異なっており、収斂
的に進化してきたものであると考えられる。本研究成果は国内外の学会、および投稿論文で発表
済みである。 
 
（１）A. amoebiformis の核ゲノム解読 
MinION（Oxford Nanopore）で解読した結果、クロララクニオン藻の他種である Bigelowiella 
natans よりも大きなサイズで、AT リッチなイントロンを大量に含む核ゲノム配列であることが
分かった。予測されるタンパ質遺伝子の数は、B. natans と同程度であった。トランスクリプト
―ム解析では不完全長であったタンパク質遺伝子の配列も、ゲノム解読により完全長の配列を
得ることができた。 
（２）ピレノイド候補タンパク質の細胞内局在解析 
約 30 個のピレノイド候補タンパク質（PPAP1 から PPAP30）において、GFP を用いた細胞内局在
解析を行ったところ、8 つのタンパク質がピレノイドに特異的な局在を示した（下図）。この結
果は、抗体を用いた免疫電子顕微鏡の観察でもサポートされた。５つのタンパク質は Rubisco と
同様にピレノイドのマトリックスに、２つはピレノイド周辺の膜、１つはピレノイド中央の膜陥
入部に観察された。ピレノイド中央の膜陥入部に局在したタンパク質は、重炭酸イオンと二酸化
炭素の変換反応を触媒する炭酸脱水酵素の一つであった。このことからピレノイドに陥入する
膜は、二酸化炭素をピレノイド内部まで届ける役割があることが示唆された。ピレノイドマトリ
クスに局在していた３つの GTPase タンパク質は、他種のクロララクニオン藻にも遺伝子が保存
されており、ピレノイドマトリクスにおける重要な役割をもつことが示唆された。しかし、その
詳しい機能は不明である。 
（３）Rubisco と結合するタンパク質の解析 
Rubisco と結合するタンパク質を共免疫沈降法により解析したところ、ピレノイドマトリックス
に局在していた PPAP28 が検出された。PPAP28 は比較的大きなタンパク質で、その大部分がリピ
ート配列を含む天然変性領域で構成されていた。これまでモデル緑藻とモデル珪藻で、Rubisco
に結合するリンカータンパク質（EPYC1 と PYCO1）が報告されいる。どちらのリンカータンパク
質もリピート配列を含む天然変性タンパク質で、Rubisco の集合に関与することが分かっている。
これらのことから、PPAP28 はクロララクニオン藻のピレノイドで働くリンカータンパク質であ
ると推察した。３つのリンカータンパク質の間に配列の類似性はないが、構造的な特徴を共有し
ており、ピレノイドを構築するための重要なタンパク質が収斂進化により獲得されたことを示
唆した。 
 
本研究は、真核藻類が水中環境で効率的に二酸化炭素固定を行うための分子機構の一端を明ら
かにし、ピレノイドの進化に関する新たな知見を与えた。近年、遺伝子操作で植物細胞内にピレ
ノイドを構築し、効率的に二酸化炭素を吸収できる植物を創生する試みが世界で進められてい
る。本研究で明らかにしたピレノイドタンパク質は、このような二酸化炭素削減に資する応用研
究にも貢献すると期待される。 
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