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「海洋性珪藻類の生産性を支える無機炭素輸送機構の解明」 

 関西学院大学理工学部生命科学科    松田 祐介 

 

１ 研究の背景と目的  

 近年、人工衛星によるクロロフィルのリモートセンシングと大規模な海洋調査により、

海洋において珪藻類が、地球全体の一次生産（すなわち、独立栄養生物（光合成生物）

による無機炭素からの有機物生産）の約 20%を受け持つことが証明された。この結果を

受け、羽状目および中心目の代表的な海洋性珪藻として、それぞれ Phaeodactylum 

tricornutumおよびThalassiosira pseudonanaのゲノム配列が決定された。同時にこれ

らの珪藻細胞に外来遺伝子を導入したり、内在遺伝子の発現を特異的に抑える技術も進

みつつある。これらは、珪藻の分子レベルでの研究や、代謝や細胞機能についてのシス

テム論的な情報解析を可能とするものである。また、珪藻細胞は油脂を多量に蓄えるこ

とでも知られ、その乾物量当たりの熱量は、石炭に匹敵する。バイオ燃料ソースとして

も有望な細胞である。珪藻類の無機炭素獲得の仕組みは、この生物による一次生産の原

動力であり、海水に溶ける様々な溶存無機炭素（Dissolved-inorganic carbon: DIC）の

有効利用が生態学的にも有利であることが指摘されている。これまで、生理学的レベル

で海水から取り込まれる無機炭素種の同定やその取り込み機構（CO2-concentrating 

mechanism: CCM）の解析がなされている。しかし、これを担う分子は未同定である。こ

の分子として、①細胞膜の HCO3
-/CO2透過性を制御する分子、②4 重に重層した二次共生

藻葉緑体胞膜の無機炭素透過性を制御する分子、③無機炭素を葉緑体まで送り届ける過

程に与る炭酸脱水酵素（Carbonic anhydrase: CA）、④C4経路に関わるような有機酸代謝

酵素、⑤葉緑体内で無機炭素を捕集するタンパク質、などが考えられる。申請者はこれ

までに、海洋性珪藻におけるCCM を生理学的なレベルで定量的に評価してきた。また、

海洋性珪藻類のCA酵素分子について、細胞内局在、活性調節、および環境変動に対する

発現制御を分子レベルで解析してきた。 

海洋性珪藻類の一次生産効率を維持・制御する分子機構は未解明である。このため、

変動環境下におけるこの動態予測も細胞レベルからの根拠が不足している。同時に、こ

の生産能力を利用する応用研究にも基礎知見・技術が不足している。海洋性珪藻が無機

炭素を細胞内に取り込み、効果的に葉緑体に送り込む系は珪藻の効果的な生産力を担保

する最初の重要なステップである。本研究では、海洋性珪藻類の無機炭素取り込みと蓄

積を担う分子とその機能を同定し、これらの分子をコードする遺伝子の発現動態から、

海洋性珪藻類の無機炭素獲得機構をモデル化することを目的とする。 

 

 

２ 研究方法・研究内容 

 

研究実施計画：本研究は海洋性珪藻類のモ

デル細胞とされる羽状目 P. tricornutum

および中心目 T. pseudonana を用い、①無

機炭素輸送に関わると考えられるタンパク

の機能同定、②葉緑体内および周辺部に局

在するCA、C4関連酵素の機能解明、③これ

らタンパク質のCO2 (pH)、温度、鉄濃度に

対する応答の定量的解析、を行った。①②

より海洋性珪藻の CO2 獲得メカニズムであ

図 1 
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るCCMの分子モデルを構築した。さらに、③よりこの環境応答モデル構築を目指した。プ

ロジェクトの概要を図１に示す。 

 

研究方法： 

① 無機炭素輸送に関わると考えられるタンパクの機能同定 

候補遺伝子のクローニング：これまでに重炭酸イオン（HCO3
-）輸送体或いはチャンネルと

考えられるタンパク質は、哺乳類やバクテリアなどでいくつかの報告があり、海洋性珪藻

類のゲノムにもこれらに似た配列が存在する。これらはsolute carrier (SLC)タンパク質

ファミリーと呼ばれる。候補 SLC の中から CO2濃度へ発現応答するタイプのものを優先的

に選択し、2 種の珪藻 cDNA ライブラリの中からクローニングした。また、CO2の膜透過性

を制御すると考えられるタンパク質として、水チャンネルとして知られるアクアポーリン

およびヒト赤血球のRh因子に似たタンパク質を候補として、珪藻cDNAライブラリよりク

ローニングした。 

局在解析用DNAの作製：得られた無機炭素輸送体/チャンネル候補遺伝子を形質転換用ベク

ターに組み込んだ。この際、蛍光標識として緑色蛍光タンパク質遺伝子（gfp）をこれら候

補遺伝子の下流につなげた。 

珪藻細胞への導入：作製した標識遺伝子を両珪藻類の細胞に導入した。この時、局在解析

だけでなく、その後の機能解析を視野に入れて、候補遺伝子本来の発現制御とは違った発

現制御を可能にするプロモーター配列の制御下に置いた。 

輸送体/チャンネル候補タンパク質の細胞内局在解析：GFP標識したDIC輸送体或いはチャ

ンネルタンパク質遺伝子を珪藻内で発現させた。抗生物質耐性によって選抜後、GFP を発

現している細胞を選抜し、GFPの細胞内における所在を蛍光顕微鏡観察した。CO2応答性の

ない候補遺伝子についても同様の手法で細胞内局在を順次決定した。 

輸送体/チャンネル候補タンパク質の機能解析：通常、GFPを融合しているタンパク質はそ

の機能を失わない場合が多いため、輸送体/チャンネルタンパク質の細胞内局在解析に作製

した形質転換珪藻をそれらタンパク質の機能解析にも用いた。これらタンパク質は高発現

が期待できる鉄応答性プロモーターやフコキサンチンクロロフィルa/c結合タンパク質遺

伝子（fcp）プロモーターの制御下に発現させた。通常、高CO2で生育した細胞のCCMは大

幅に抑制され非常に活性が低くなるため、高 CO2細胞で候補遺伝子を定常的に高発現させ

ることにより、その機能を確認できる。具体的には光合成のDICに対する親和性、および

細胞が培養液からDICを吸収する速度を定量することで測定した。 

② 葉緑体内および周辺部に局在するCA、C4関連酵素の機能解明 

CA および C4有機酸代謝関連酵素の局在解析：申請者はすでに、P. tricornutum のこれら

タンパク質ほとんどの局在決定を終え、T. psuedonana の一部も局在解析を終えている。

このため、解析がまだ終了していないいくつかの酵素について解析を行った。 

C4関連酵素の機能解析：一部の珪藻類ではC4有機酸代謝がCCMの一部として機能している

ことが示唆されている。このため、C4 有機酸代謝系の初発反応を行う PEP carboxylase

（PEPC）、脱炭酸酵素である PEP カルボキシキナーゼ（PEPCK）および NAD-Malic enzyme

についても、局在および発現動態を解析した。得られた結果より、DIC 獲得への貢献度を

評価した。 

③ これらタンパク質のCO2 (pH)、温度、鉄濃度に対する応答の定量的解析 

定量的 PCR（qPCR）による CCM 構成遺伝子の環境応答定量：局在と機能が明らかとなった

遺伝子から順次、qPCR法による転写応答の精密な分析を行う。細胞を現在の環境を模倣し

たCO2（pH）、および鉄濃度（390 ppm、pH8.1、10 nM Fe）に順化し、これをさらに100年

後に予測される値（1000 ppm以上、pH7.6、 10 nM Fe）およびに順化し、両方の細胞から
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それぞれmRNAを抽出した。これを逆転写後qPCRを行った。 

 

３ 研究成果 

① 無機炭素輸送に関わると考えられるタンパクの機
能同定 

候補遺伝子のクローニング：2種の珪藻ゲノムを精査し、

HCO3
-輸送体と考えられるタンパク質の遺伝子を検索し

た。その結果、哺乳類 SLC ファミリー遺伝子が 10 個見

つかった（PtSLC）。これらの CO2濃度へ発現応答を調べ

た結果、PtSLC4-1, 2, 4の 3つが応答性を示した（図2 

A, B）。他生物のSLC4とこれら珪藻のCO2応答型PtSLC4

の類縁関係を調べた結果、CO2 応答性のものを含めた

PtSLC4-1～5がヒトSLC4に近縁であることが分かった。

一方、他の珪藻 SLC4 の類縁性ははっきりとしなかった

（図2 C）。これらを珪藻cDNAライブラリの中からクロ

ーニングした。 

輸送体/チャンネル候補タンパク質の細胞内局在解析：

PtSLC4-2 遺伝子（ptslc4-2）を形質転換用ベクターに組

み込み、緑色蛍光タンパク質遺伝子（gfp）と融合した。

これをP. tricorniutumの細胞に導入した。このタンパク

質のアミノ酸配列はヒト SLC4 型輸送体とよく似ており、

珪藻における近縁の PtSLC4 も同様に似ていた。配列から

構造を予測した結果、PtSLC4-2は 13回膜貫通型の膜タン

パク質で、C 末端側に CA 結合領域の可能性があるドメイ

ンを有していた（図3 A）。GFP標識による局在解析の結果、

PtSLC4-2 は細胞の辺縁部に局在した（図３ B-E, I, J）。

その構造から膜タンパク質であることは明確と考えられ

るため、このタンパク質は細胞膜局在型タンパク質である

と結論付けた。 

輸送体/チャンネル候補タンパク質の機能解析：

PtSLC4:GFP 融合タンパク質を定常的に発現している細

胞（SLC4G）を用いて、PtSLC4-2 の機能を確認した。珪

藻細胞は高 CO2で生育すると CCM 活性を大幅に失い、細

胞が DIC を取り込む能力も非常に弱くなる。このため、

SLC4G 細胞では、高 CO2で育てることにより、人為的に

高発現させた PtSLC4-2 タンパク質の活性が確認出来る

と考えた。高 CO2 で生育した野生型細胞が 100μM の

NaHCO3を添加してもDICの取り込みを示さないのに対し、

低 CO2で生育した野生型では迅速な DIC 取り込みが観察

された（図4 A 丸印）。一方、SLC4G株では、高CO2生育

株でもかなり速いDIC取り込みを示した（図４ 三角印）。

また、全ての細胞を用いて、無機炭素を取り込んだ状態

から、暗下で無機炭素が漏れ出す速度を定量した結果、

ほぼ同等の値を示した。これらの値および酸素電極で測

図2 珪藻のHCO3
‐輸送体候補遺伝子A. 

全候補の発現量比較（H, 5%CO2 L, 大気レベル
CO2；B. CO2応答性因子の定量PCR結果；C. 
SLC4遺伝子群の類縁関係

図3 珪藻のPtSLC4‐2の膜トポロジー（A）
および細胞内局在（B‐J, I, J）。B‐E, PtSLC4‐2
の局在（緑）；F‐H, PtSLC4‐2：GFPを発現させて
いないコントロール細胞

図4 PtSLC4‐2高発現株の無機炭素取り込み活性
（A）および細胞膜無機炭素流量の算出（B）
HighCO2, 5%CO2で生育した細胞；LowCO2,大気レ
ベルCO2で生育した細胞；Chla, クロロフィルa含量；NDIC, 
ネットDIC取り込み速度；Ec, CO2漏れ出し速度；Net 
fixation, ネット光合成量；GDIC, 総DIC取り込み速度；GSLC4‐

2, SLC4‐2による総DIC取り込み速度
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定した光合成速度から、細胞膜を隔てた無機炭素流量について数学的モデルを構築して推

定した結果（図４ B）、高 CO2で生育した SLC4G 細胞において PtSLC4-2 は総 DIC 取り込み

速度の約50%を担っていることが分かった（図４ B）。 

PtSLC4-2のキャラクタリゼーション：哺乳類SLC阻害剤と

して知られる4,4′-Diisothiocyano- 

stilbene-2,2′-disulfonic acid (DIDS)を用いて、この

薬剤のPtSLC4-2および珪藻のCCMへの影響を調べた。高

CO2生育野生型細胞ではDIDSは細胞のDICへの親和性に影

響を与えなかったが、低CO2細胞ではDIDSの影響は顕著で

あった（図5 A）。また、高CO2生育SLC4G細胞では低CO2
生育細胞と同様の親和性阻害が見られた（図5 A）。SLC4G

細胞において、DIDSによる親和性阻害効果は低CO2生育細

胞の方で高かったことから（図5 A）、PtSLC4-2だけでな

く、その他のSLC型輸送体が低CO2生育細胞で働いている

ことが強く示唆された。これは、図5Bの、DIDSによるネ

ットDIC取り込み阻害実験の結果からも強く支持された。

9.5, 8.2, および7.5の3つの異なるpH環境で野生型およ

びSLC4G細胞のネットDIC取り込みを測定したところ、

pH8.2で両者の活性は対照的な値となった（図5 C）。pH8.2

ではほとんどのDICはHCO3
-として存在するため、この結果はPtSLC4-2がHCO3-を特異的に輸

送するタンパク質であることが示された。すなわち、珪

藻類は哺乳類などで体内のpHやイオンバランスの維持

に働いているタンパク質と起源が共通しているタンパ

ク質を使って、海水から直接HCO3
-を取り込んで光合成し

ていることが初めて示された。 

 次に、PtSLC4-2および珪藻のHCO3
-取り込みにおけるエ

フェクターイオンについて調べた。その結果、PtSLC4-2

によるHCO3
-の取り込みおよび高親和性光合成ともに100 

mM以上のNaイオン存在下で十分な機能を発現している

ことが示された（図6 A, B）。また、PtSLC4-2の機能や

高親和性光合成はNaイオン以外のLiやKイオンでは同様

の働きを示さず（図6 C, D）、比較的高濃度のNaイオン

に極めて特異性が高いことが分かった。 

 

② 葉緑体内および周辺部に局在するCA、C4関連酵素の
機能解明 

ピレノイド局在型 CA（PtCA1, 2）の機能解析：P. 

tricornutum の PtCA1 および 2 はすでに低 CO2濃度環

境で転写誘導されるCO2応答性のピレノイド型CAであ

ることが分かっている。この 2 つの CA はその局在と

転写制御から CCM で溜め込んだ CO2 を固定化酵素

RubisCO に渡す、重要な役割を果たす酵素と考えられ

ている。しかしながらその詳細な機能は分かっていな

い。高等植物とは対照的に、珪藻のカルビン回路は酸

化還元制御をほとんど受けていないことがこれまでの研究で示唆されている。しかしなが

図5 SLC阻害剤DIDSおよびpHの影響
A, 光合成パラメーターへのDIDSの影
響；B, ネットDIC取り込み速度への
DIDSの影響；C, 同じくpHの影響．

図6 ナトリウムイオン依存性 A, ネットDIC取
り込みに対するNaイオン濃度の影響；B, 光合成
親和性に対するNaイオン濃度の影響；C, Naイオ
ンの特異性；D, 光合成パラメーターに対するNaイ
オンの特異的影響．

図7 PtCA1,2の酸化還元制御 A, PtCA1，2のCuCl2お
よびDTTによる直接酸化および還元による活性変化；B, 
酸化PtCA1,2のTrx存在下における還元再活性化．
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ら、珪藻葉緑体にはいくつかのチオレドキシン（Trx）が局在しており、カルビン回路以外

の代謝を調節していることが示唆されている。PtCA1 および 2 を組換タンパクとして大腸

菌で生産し、この活性を酸化或いは還元環境下で測定した。その結果、これら酵素は酸化

環境で不活性化し、還元環境下で活性することが分かった（図7,  A）。さらに酸化体PtCA

を還元する場合、シロイヌナズナや P. tricornutum の

Trx を添加すると、DTT 単独の場合に比してはるかに効

果的にPtCAの還元的再活性化が可能であった（図7 B）。

この酸化還元調節の分子機構を探った結果、分子内に存

在する2つのシステインが酸化環境下で活性部位を跨ぐ

ように分子内ジスルフィド結合を形成することにより、

不活性化されることが分かった。 

 葉緑体内で不活性化にかかわると考えられる因子を

特定する為に、CuCl2 に代えて過酸化水素、酸化型アス

コルビン酸、酸化型グルタチオン、および分子酸素など

葉緑体内因子である酸化分子による PtCA の不活性化を

試みた。その結果、分子酸素のみが効果的に PtCA を不

活性化するが、その他の因子にほとんど不活性化能は認

められなかった（図 8 A）。分子酸素濃度は大気レベル

（21%）では不十

分であり、大気レ

ベルの 2倍強の 49%酸素では極めて効果的であった。 

このことから、活発に光合成をおこなっている最

中の葉緑体において、PtCA は常に光化学系 II で生

成される大気レベル以上の分子酸素によって不活

性化を受け、直線的電子伝達の結果、光化学系Iの

還元力によってフェレドキシン-Trx 系の補助で再

活性化するバランスの上に機能を果たしていると

考えられた（図 9）。また、珪藻葉緑体内では、Trx

の機能は炭酸固定系ではなく、むしろ炭酸固定系に

CO2 を供給するシステムが酸化還元制御を受けてお

り、これが光化学系のエネルギー分配状態を炭酸固

定系に伝えるための媒介系として機能しているこ

とが強く示唆された。 

その他CAおよび C4有機酸代謝関連酵素の局在解析：P. tricornutum ではこの他に8種の

CAが存在し、このうち5つのα型CAはすべて葉緑体4重包膜系、3つのγ型CAはすべて

ミトコンドリアに局在することが分かった。T. psuedonanaの CAについては、13の候補の

うち、CA1, 10は細胞質、CA3, 6は細胞膜、CA7, 9, 13はミトコンドリア局在であること

が判明した。CA2, 4, 5, 8, 11, 12 の局在はまだ分かっておらず葉緑体系の CA は未確認

である。 

C4関連酵素の機能解析：一部の珪藻類ではC4有機酸代謝がCCMの一部として機能している

ことが示唆されているため、C4有機酸代謝系の初発反応を行う PEP carboxylase（PEPC）、

脱炭酸酵素である PEP カルボキシキナーゼ（PEPCK）および NAD-Malic enzyme（ME）につ

いても、局在および発現動態を解析した。P. tricornutum では２つの PEPC がミトコンド

リアおよび葉緑体包膜系、PEPCK がミトコンドリア、2つの ME が細胞質に局在し、C4代謝

系の存在を指示する結果とならなかった。同様に、T. pseudonanaでは２つのPEPCはミト

図8 PtCAの酸化的不活性化因子
A, 葉緑体酸化因子によるPtCAの不活性化；B, 
分子酸素によるPtCAの不活性化効率．
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チラコイド膜

H2O
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図9．PtCA1及び2の酸化還元調節モデル
葉緑体内で予想されるPtCA1,2酸化還元制御モデル。
Fd: フェレドキシン、FTR: フェレドキシン-チオレドキシ
ン レダクターゼ、Trx: チオレドキシン
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コンドリアと葉緑体包膜系に、PEPCKはミトコンドリアに、またMEは１つで細胞質に存在

し、P. tricornutumとほぼ同様の結果となった。これらのデータは、これら２種の海洋性

珪藻では少なくとも典型的なC4型光合成が働いていないことを強く示唆している。 

③ これらタンパク質のCO2 (pH)、温度、鉄濃度に対する応答の定量的解析 
定量的PCR（qPCR）によるCCM構成遺伝子の環境応答定量：CAおよびC4系酵素遺伝子のCO2
および光に対する応答性を調べた。P. tricornutumのピレノイド局在β型CAであるPtCA1, 

2 は低 CO2濃度で生育した場合に特異的に発現したが、その他のCAは CO2 濃度に関係なく

定常的に発現していた。このうち、葉緑体包膜系に局在するCA-VIIは光に強く応答し暗下

では全く発現しないことが分かった。一方、T. pseudonana の CA は現在 CA-1, 3, 7 の発

現動態が調査されている。これらはすべて低CO2誘導型であることが分かった。 

 C4代謝系の酵素遺伝子についても同様の発現解析を行った。その結果、P. tricornutum

の2つのPEPC遺伝子はいずれも光照射の低CO2環境下で転写が活性化していることが分か

った。P. tricornutumにおいて、PEPCKや 2つのME遺伝子の転写は光やCO2に対する応答

を示さなかった。一方、T. pseudonana において2つの PEPC はいずれも光とCO2に応答し

なかった。また脱炭酸酵素PEPCKおよびMEは光環境下では発現が抑えられており、暗環境

下で発現していた。 

 研究期間中に温度および鉄に対する発現応答は解析できなかった。しかし、本研究で得

られた結果より、珪藻類は現大気環境では HCO3
-を直接海水から取り込み、体内に蓄積し、

葉緑体内に運んだ後、ピレノイドに局在するCAによってCO2を生成してRubisCOに供給す

ることが分かった。また、CO2濃度が高くなると、上に述べた取り込みとピレノイドでの脱

水反応が抑制され、拡散によるCO2の供給にシフトすることがわかった。 

 

４ 生活や産業への貢献および波及効果 

上記により、海洋で植物プランクトンが活発に光合成をおこなうための詳しい仕組みの一

つが初めて明らかとなった。これは海洋の食物連鎖や物質循環を支える仕組み解明の重要

な一歩である。さらにこの研究から、ヒトの体内でpHやイオン濃度などを一定に保つため

に働いているタンパク質と同じ起源を持つタンパク質が、海洋や大気の中の炭素をはじめ

とする物質循環バランスの維持にも働いていることが明らかとなった。一方、海洋性珪藻

類はEPAなどの油脂生産も盛んに行い、これは最終的には魚を通じてヒトの健康にも役立

っている。珪藻類は旺盛な油脂生産能力を持ち、食料と競合しない次世代のバイオ燃料源

としても期待されている。珪藻の油脂は光合成によって生産されており、その原料は海に

溶けている CO2や HCO3
-である。今回の成果は珪藻類の油脂生産の増強などにも応用し得る

発見である。 


