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研究成果の概要（和文）：本研究は、効率的な水圏光合成の駆動に非膜オルガネラであるピレノイドの消失機構
の解明を目指した。モデル緑藻クラミドモナスのピレノイドのマーカーを発現する株にランダム変異を導入し、
約15,000株のスクリーニングを行った結果、ピレノイドの数と位置に異常がある変異株を複数単離した。次世代
シーケンサーを用いて変異の原因遺伝子の同定を進めるとともに、ピレノイドの分裂の高解像度タイムラプス観
察系を立ち上げ、野生株と変異株のピレノイド分裂様式の差を定量化することに成功した。いくつかの変異株に
ついては、光合成に関する表現型解析を進め、ピレノイドの数を１つに規定する生理学的意義が見えてきた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the mechanism of disappearance of pyrenoids, 
non-membranous organelles essential for efficient aquatic photosynthesis. By introducing random 
mutations into a model green alga Chlamydomonas strain expressing pyrenoid markers and screening 
approximately 15,000 mutants, we successfully isolated several mutants with abnormalities in 
pyrenoid number and position. We proceeded to identify the causative genes using next-generation 
sequencing and established a high-resolution time-lapse observation system for pyrenoid division, 
which allowed us to quantify the differences in pyrenoid division patterns between wild-type and 
mutant strains. For some of the mutants, we conducted phenotypic analyses related to photosynthesis,
 shedding light on the physiological significance of restricting pyrenoid number to one.

研究分野：植物分子細胞生物学

キーワード： 非膜オルガネラ　相分離　クラミドモナス　ピレノイド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、水中で効率的な光合成に重要なピレノイドという細胞内器官の消失機構の解明を目指したものであ
る。クラミドモナスでピレノイドに目印を付け、ピレノイドが異常となった変異株を選抜し、その数や位置に異
常のある株を複数単離した。原因遺伝子の特定や、高解像度顕微鏡によるピレノイド分裂様式の定量化にも成功
した。本研究は、藻類がピレノイドを失った仕組みの理解を深めるとともに、将来的には陸上植物へのピレノイ
ド導入による光合成効率の向上や、食料問題の解決につながる可能性を秘めている。

※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 
液-液相分離（相分離）は、溶液が均質に混じり合わずに二相に分離する現象であり、中心
体や核小体のような膜をもたないオルガネラ（非膜オルガネラ）の形成、染色体の構造と転
写制御、アルツハイマーなどのタンパク凝集病の原理を統一的に理解するための重要な概
念として注目されている。相分離を誘導する因子は数多く報告されているが、相分離を解消
する分子メカニズムの研究は進んでいない。動物細胞では、DYRK3というリン酸化酵素が
相分離を解消する因子として初めて同定され、有糸分裂の際の非膜オルガネラの崩壊と生
成を制御することが明らかになっている。しかし、植物細胞においては、相分離状態を解消
する因子だけでなく、それを誘導する因子すら明らかになっていない。 
水圏に生息する藻類は、光合成に不利な CO2欠
乏条件下で、細胞内に無機炭素（CO2と HCO3

–）
を能動輸送し、CO2を CO2固定酵素ルビスコの周
りに濃縮する CO2 濃縮機構（CO2-concentrating 
mechanisms: CCM）を持っている。CCMは水圏光
合成の維持に必須である。ルビスコは葉緑体内の
「ピレノイド」と呼ばれる構造に集積し、ピレノ
イドは CO2 固定の場として働く。近年の研究に
より、単細胞緑藻クラミドモナスのピレノイドは
葉緑体内で相分離する非膜オルガネラであるこ
とが示された。ピレノイドは CO2 欠乏条件で発
達するが、細胞分裂時には消失し、娘細胞の葉緑
体内で再び生成される（図 1）。このことから、細
胞分裂の際にピレノイドの相分離状態を解消す
る分子メカニズムが存在すると考えられる。ピレ
ノイドの形成と維持に関わる因子としては、ルビ
スコを繋ぎ止めるタンパク質 EPYC1やルビスコ
とピレノイドを繋ぐタンパク質 LCIB/LCIC 複合
体などが同定されているが、ピレノイドの消失に
関わる因子は明らかになっていない。 
研究代表者を含めた国内外の研究から、藻類の

CCMの駆動と制御に関わる分子の実態が明らかになりつつある。しかし、CCMの最も重要
なステップである「ピレノイドへの CO2の濃縮」が、具体的にどのような現象を指してい
るのかは長年の疑問であった。CO2固定酵素ルビスコは、Ribulose 1,5-bisphosphate (RuBP)に
CO2を結合して 3-Phosphoglycerate (3-PGA)を生成するカルボキシラーゼ反応と、RuBPに O2

を結合して 3-PGA と 2-Phosphoglycolate を生成するオキシゲナーゼ反応の両方を触媒する。
CO2の供給が限られる水圏環境では、ルビスコの触媒反応はカルボキシラーゼ反応よりもオ
キシゲナーゼ反応に傾きやすくなり、光合成効率が低下する。ピレノイドが相分離するとい
う発見を受け、CCMを相分離の視点で捉え直すと、ピレノイドはルビスコと CO2をドロプ
レットの中に隔離・濃縮し、競合阻害を起こす O2を排除することで、CO2固定反応を促進
させるという具体的なイメージが浮かぶ。つまり、ピレノイドが相分離する「状態」と、CO2

を濃縮し固定する「機能」とが相関していると考えられる。そこで、「相分離生物学」の中
でも研究が進んでいない相分離の解消に関わる因子に着目し、植物細胞の視点を取り入れ
ることで、相分離するオルガネラが消失するメカニズムについて、その普遍性と多様性を理
解できるのではないかという着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は、水圏環境における光合成を根幹から支えるオルガネラ「ピレノイド」をモデルと
して、植物細胞における相分離の解消を制御する因子を明らかにすることを目的としてい
る。ピレノイドは、地球上の炭素固定の約３割を担い、生物相の一次生産を根幹から支える
オルガネラであるにもかかわらず、ピレノイドそのものの理解が十分ではないために、ピレ
ノイドを陸上植物に導入し、光合成を改良することで作物の生産性向上につなげようとす
る研究は成功していない。 
本研究では、相分離生物学においてこれまで視点が欠けていた植物細胞の知見を取り入
れることで、相分離の制御に関わる因子群の普遍性と多様性を明らかにする。具体的には、
細胞分裂時にピレノイドの消失が異常になった変異株を単離し、その原因遺伝子を同定す
ることで、ピレノイドの分裂や消失に関わる因子を特定する。これにより、植物が陸上化に
伴ってなぜピレノイドを消失していったのかという植物科学の大きな謎を解明するととも
に、ピレノイドの消失機構の理解を深めることができる。 
ピレノイドの消失機構の解明は、単に基礎研究としての意義だけでなく、食糧問題の解決



に向けた植物バイオマス生産の増大という喫緊の課題にも貢献すると期待される。本研究
により、ピレノイドの消失機構の理解が深まれば、将来的には陸上植物へのピレノイド導入
による光合成効率の向上が可能になり、作物の生産性向上と食糧問題の解決に寄与するこ
とができるだろう。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、細胞分裂時にピレノイドの消失が異常になった変異株を単離し、その原因遺伝
子を同定する。変異株の選抜には、以下の３つの表現型を指標とする。 
 
1. ピレノイドが消失せずに野生株よりも大きくなる 
2. 異常な分裂により数が増える 
3. 異常な分裂により細胞内の位置が異なる 
 
変異株の作出には、ピレノイドのマーカーとして利用されるルビスコの小サブユニット

RbcS1と Venusの融合タンパク質を発現するクラミドモナス株を用いる。この株に対して、
ハイグロマイシン耐性カセットの形質転換によるランダム変異導入を行い、変異細胞集団
を作製する。 
 
次に、この変異細胞集団から、以下の３つの指標を用いて変異株のスクリーニングを行う。 

 
1. ピレノイドのサイズの異常 
2. ピレノイドの数の異常 
3. ピレノイドの細胞内位置の異常 
 
スクリーニングにより単離された変異株について、表現型解析を行い、ピレノイドの消失に
関わる因子の候補遺伝子を絞り込む。さらに、野生型遺伝子を用いた相補実験により、候補
遺伝子がピレノイドの消失に関わる因子であることを確認する。 
 
４．研究成果 
上記の方法を用いたスクリーニングの結果、ピレノイドの数と位置に異常がある変異株
を５株単離することに成功した。これらの変異株について、次世代シーケンサーを用いたゲ
ノムリシーケンシングによりハイグロマイシンカセットの挿入部位配列の同定を進めた。
さらに、いくつかの変異株については、光合成に関する生理学的な表現型解析を行った。そ
の結果、ピレノイドの数が光合成効率に影響を与えることが示唆され、非膜オルガネラの数
を規定する生理学的意義が初めて見えてきた。加えて、ピレノイドの分裂時のダイナミクス
を詳細に解析するために、高解像度タイムラプス観察系を新たに構築した。この観察系を用
いることで、野生株と変異株のピレノイド分裂様式の違いを定量的に評価することが可能
となった。 
以上の結果から、本研究では相分離オルガネラの消失に関わる因子の同定に向けて、重要
な変異株を複数単離することに成功した。また、ピレノイドの数と光合成効率の関連性や、
ピレノイドの分裂様式の詳細な解析に向けた基盤を確立することに成功した。今後は、同定
した因子が実際に非膜オルガネラの消失因子として機能するかを、in vitro 実験などを通し
て明らかにしていく。 
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