
緑藻クラミドモナスにおける無機炭素濃縮機構と脂質代謝‡

京都大学 大学院生命科学研究科
福澤　秀哉*、山野　隆志、梶川　昌孝

1. はじめに
　近年、バイオエネルギーや低炭素社会に関連する
研究が話題にのぼり、光合成への関心が高まってい
る。実際に、光合成の改良、生産性の増強、低炭素
社会の実現、エネルギーならびに環境問題の解決と
いった大目標の実現には、光合成機能をミクロから
マクロまで、遺伝子レベルから地球規模の生態系レ
ベルまで幅広く理解することが重要であろう。ま
た、光合成の各ステップに関する詳細な知識も重要
である。炭素代謝のエンジニアリング（図1）を考え
る上で、カルビン回路の改良や、細胞分裂速度の制御
などのポイントもあるが、光合成産物の利用の観点
から、(1)光合成の律速となっているCO2の供給経路、
(2)光合成産物の中でも有用とされる脂質合成経路の2

点については特に近年理解が進んできている。また、
微細藻類で頻繁に話題にのぼる( 3 )炭化水素の合成経
路や、( 4 )デンプンやショ糖の合成とそれ以外の代謝
系へのエネルギーの分配機構については、比較的未

解明な部分が多い。ここでは、(1 )CO 2の供給段階と
( 2 )脂質代謝に関して、微細藻類の中でもモデル生物
のクラミドモナス1,2）について現状を解説し、バイオ
テクノロジーへの技術的展望をまとめる。

2 . 光合成の維持に必要な無機炭素濃縮機構
（CCM）
　水中でのCO2の拡散速度は空気中に比べて10,000分
の1と低いことから、水圏に生息する生物へのCO2の
供給は、陸上植物の場合と比べて困難である。また
CO2は水と反応して重炭酸イオンならびに炭酸イオン
に変換されるので、水中では 3種の分子（CO2・
HCO3-・CO32-をまとめて無機炭素Ciと呼ぶ）の平衡状
態がpHに依存して成立する。CO2固定酵素ribulose 1,5-

bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) は、Ciの中で
もCO2のみを基質として利用する酵素であるが、主に
水圏で光合成を行う微細藻類のRubiscoは、陸上植物
の酵素と比べて、CO2に対する親和性が低い（つまり
Km値が高い）。多くの微細藻類は、光合成を維持す
るために進化の過程で、Ciを細胞外から能動的に取り
込み、Rubisco周囲にCO2として供給するシステムを獲
得したとされる。また、土壌中や土壌表面では細菌
の醗酵により、C O 2濃度が数％まで上昇する時もあ
り、微細藻の生存環境ではC O 2濃度が大きく変動す
る。5％ CO2 を含む高 CO2 (High-CO2; HC) 環境で培養
した緑藻は、C 3植物型の光合成特性を示すが、大気
レベルの低 CO2（0.04%, Low-CO2; LC）環境で培養し
た細胞は、CO2濃縮能をもつトウモロコシなどのC4植
物と類似した光合成特性を示す（図2）。さらに、LC

環境に順化した細胞では光呼吸活性が低減すること
から、無機炭素濃縮機構（C a r b o n - C o n c e n t r a t i n g 

Mechanism; CCM）の存在が示唆されてきた。微細藻
類のCCMは、単細胞であってもRubisco近傍のCO2濃
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解説

図1　光合成真核生物における炭素代謝エンジニアリングの
ターゲット
赤色×印で示したデンプンや貯蔵糖に移行する代謝経路を制
限することで、脂肪酸や炭化水素への炭素の流れを強化で
きる可能性が考えられている。
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度を維持できる点に特色がある。

3. クラミドモナスにおけるCCM関連遺伝子の探
索と機能解析
　緑藻クラミドモナスの細胞
内に光依存的な C iプールが
CCMによって形成されること
が1980年に発見された3）。ク
ラミドモナスにおけるRubisco

のKm (CO2) 値は約20 μMであ
るのに対して、LC条件で培養
した細胞のCO2に対する K1/2 

(CO2) 値は 2-3 μM である。こ
こでの K1/2 (CO2) 値は、細胞
懸濁液を酵素懸濁液とみなし
て光合成活性を測定した時
の、細胞のC O 2に対する見か
け上の親和性を示す値であ
る。この親和性の増加（K 1 / 2

値の低下）がCCMによると考
えられている。その後、細胞
の生育にHC環境が必要な変異
株（C O 2要求性株）が、シア
ノバクテリアや緑藻クラミド
モナスから単離された。変異
の原因遺伝子が同定され、光
呼吸関連遺伝子やCCMの構成

因子であるC i輸送体と炭酸脱水酵素、ならびにその
制御因子が明らかになってきた。特に、光合成によ
る炭酸固定に炭酸脱水酵素が必須であることは、シ
アノバクテリアの遺伝子破壊実験で示されている4）。
　また、cDNAアレイを用いたLC誘導性遺伝子の同定
と、野生型株とHC要求性変異株における発現遺伝子
の比較により、CCM関連遺伝子が推定されている5)。
CCMはCO2濃度のみならず光強度の変化によっても制
御を受ける。1.2％ CO2 濃度でも強光条件下（1,000 

μmol  photons · m-2 s-1）ではCCMが誘導されることか
ら、この時に発現誘導される遺伝子がCCM関連遺伝
子として更に絞り込まれた6）（図3、表1）。その中に
は、炭酸脱水酵素や膜輸送体、シグナル伝達因子が含
まれている。
　LC誘導性遺伝子の中には、Ci輸送に関わると予測
されるタンパク質の遺伝子が含まれていた。L C I 1

は、4回膜貫通領域をもち、細胞膜に局在するLC誘導
性のタンパク質である7 ,8）。他の輸送体が誘導されて

光合成研究　22 (3)   2012

175

図2　培養環境に依存した緑藻の光合成特性（文献3に記載
の図を改変）

図3　クラミドモナスにおける無機炭素の流れ
　細胞膜に局在するLCI1、HLA3、葉緑体包膜に局在するLCIAを介してCO2はHCO3

-の形
で葉緑体ストロマに能動的に輸送される。葉緑体包膜に局在するCCP1/2は、実際にCi輸
送に関与するかは不明である。次いで、チラコイド膜に局在すると考えられている未同定
のCi輸送体により、HCO3

-はチラコイド膜ルーメンへと輸送され、炭酸脱水酵素CAH3に
よってCO2へと変換される。ピレノイドに貫入しているチラコイド膜をピレノイドチュー
ブと呼び、ここでは実際よりも大きく描いてある。C O 2は拡散によりチラコイド膜を通
り、ピレノイド内部のRubiscoによって固定される。Rubiscoによって固定されなかった
CO2はピレノイドから漏れ出すが、ピレノイド周囲に局在するCAH6の働きによりHCO3

-へ
と変換され、再びチラコイド膜ルーメンへと輸送されるCO2リサイクル機構があると考え
られている20,59)。ピレノイドを覆うようにして局在するLCIB/LCIC複合体の直接の機能は
不明であるが、このCO2のリサイクルに関わると考えられている15,16)。CAH1、CAH3、
CAH6、CAH9は炭酸脱水酵素のアイソザイムを示す。



いないHC条件でLCI1を強制発現すると、CO2に対す
る親和性が上昇する事から、C i輸送体の一つである
と考えられている8）。同様にL C誘導性で亜硝酸輸送
体やギ酸輸送体と相同性をもつLCIA は、6回膜貫通
領域を持つ。アフリカツメガエル卵母細胞でLCIAタ
ンパク質を発現すると、亜硝酸に加えて重炭酸イオン
の取込が促進されることから、基質特異性の低いア

ニオン輸送体であると推定されている9）。また、強光
条件で誘導される膜タンパク質をコードする遺伝子と
して見出されていたH L A 3は、細胞膜局在型のA B C 

(ATP-binding cassette) タイプの輸送体をコードする
10）。LCIA遺伝子とHLA3遺伝子を同時にノックダウン
すると細胞の重炭酸イオンの取込能が低下するの
で、両者がCi輸送に重要な因子であると推定されてい
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遺伝子名 局在

クラミドモナス以外の
生物種での保存性
クラミドモナス以外の
生物種での保存性
クラミドモナス以外の
生物種での保存性

タンパク質の機能 文献遺伝子名 局在 Volvox 
carteri

Chlorella sp. 
NC64A

Ostreococcus 
RCC809

タンパク質の機能 文献

調節因子調節因子調節因子調節因子調節因子調節因子調節因子
CCM1/
CIA5 核 ＋ ＋ −

CCMを調節するマスター制御因子。CO2濃度条件に関わら
ず構成的に発現している。

5, 21, 22, 23, 
24, 25, 56

LCR1 N.D. − − −
LC誘導性のMYB転写因子。CCM1の下流でLCI1とLCI6の
発現誘導を調節する。 26

LCI14 N.D. ＋ ＋ ＋ CobWドメインを持つ機能未知タンパク質。 6
LCI15 N.D. ＋ − − TB2/DP1, HVA22ファミリーに属する調節因子。 6
炭酸脱水酵素炭酸脱水酵素炭酸脱水酵素炭酸脱水酵素炭酸脱水酵素炭酸脱水酵素炭酸脱水酵素

CAH3
チラコイド
ルーメン ＋ ＋ −

欠損株はLC条件で致死となる。チラコイドルーメンに輸送
されたHCO3-をCO2に変換することで、チラコイド膜を介
してピレノイドに拡散したCO2がRubiscoによって固定され
ると推定されている。

16, 19

CAH6 葉緑体
ストロマ

＋ − ＋
葉緑体ストロマのピレノイド周辺に局在する。ピレノイド
から漏れだしたCO2をHCO3-に変換することで、CO2のリサ
イクルにを担うと推定されている。

20

CAH1 ペリプラズ
ム層 ＋ ＋ ＋

LC条件で多量に誘導される。LCR1/CCM1により発現誘導
が調節される。欠損株は野生型株と同様に生育することか
らCCMへの寄与は少ないと考えられている。

17, 18

無機炭素の輸送・リサイクル無機炭素の輸送・リサイクル無機炭素の輸送・リサイクル無機炭素の輸送・リサイクル無機炭素の輸送・リサイクル無機炭素の輸送・リサイクル無機炭素の輸送・リサイクル

LCI1 細胞膜 − − −

細胞膜に局在する膜タンパク質。LCR1/CCM1により発現
誘導が調節される。高CO2条件における強制発現により光
合成活性、Ci取り込み活性が上昇したことから、細胞膜に
おけるCi輸送に関わると考えられている。

7, 8, 26

LCIA
葉緑体
包膜
（予測）

＋ ＋ ＋

原核生物の亜硝酸/ギ酸輸送体ファミリーに属する膜タンパ
ク質。アフリカツメガエル卵母細胞に発現させるとHCO3-

の取り込み活性が認められたことから、葉緑体へのCi輸送
に関わると推定されている。

5, 9, 11

HLA3 細胞膜
（予測）

＋ ＋ ＋
強光ならびにLC条件により誘導されるABC型トランスポ
ーター。LCIAとの共発現抑制により、Ci取り込み活性が
低下したことから、Ci輸送に関わると推定されている。

5, 10, 11

LCIB ピレノイド
周囲 ＋ − ＋

LCIBの欠損株はCO2要求性となる。CAH3の下流で働くこ
とから、ピレノイドから漏れだしたCO2のリサイクルに関
わると推測されている。LCICタンパク質と相互作用し、複
合体を形成する。

5, 6, 14, 15, 
16

LCIC
ピレノイド
周囲 ＋ − ＋

LCIBタンパク質と相互作用し、複合体を形成する機能未知
タンパク質。 5, 6, 15

CCP1 葉緑体
包膜 ＋ ＋ ＋ ミトコンドリア局在性のキャリアタンパク質ファミリーに

属する。発現抑制により生育が遅延する。 12, 13

CCP2 葉緑体
包膜 ＋ ＋ ＋ ミトコンドリア局在性のキャリアタンパク質ファミリーに

属する。発現抑制により生育が遅延する。 12, 13

デンプン合成デンプン合成デンプン合成デンプン合成デンプン合成デンプン合成デンプン合成

STA2 N.D. ＋ ＋ ＋
デンプン合成酵素。LC条件で発達するピレノイドデンプン
鞘の合成に関わると推定されている。 5, 6, 57

LCI8 N.D. ＋ ＋ − デンプン結合ドメインを持つ。LC条件で発達するピレノイ
ドデンプン鞘の合成に関わると推定されている。 6

機能未知機能未知機能未知機能未知機能未知機能未知機能未知
LCI5 N.D. ＋ − − LC条件下でリン酸化を受ける機能未知タンパク質。 7, 58
LCI6 N.D. − − − LCR1/CCM1により発現誘導が調節される。機能は未知。 5, 6, 26

表1　クラミドモナスのCCM関連遺伝子群

N.D.: 未定



る11）。また、6回膜貫通領域をもつ葉緑体包膜タンパ
ク質CCP1とCCP2は、動物ミトコンドリアの輸送タン
パク質と相同性をもち、早くからL C誘導性タンパク
質として見出されていた12）。CCP1とCCP2のタンパク
質配列は互いに高い相同性を示し、両者をノックダ
ウンすると長期の細胞増殖は損なわれたが、光合成
における細胞のCO2に対する親和性は変化しないこと
から、Ciの輸送濃縮に直接は関わっていないと推定さ
れている13）。
　以前から単離されていたCO2要求性のpmp1変異株で
変異していた遺伝子は、我々の命名したLC誘導性可溶
性タンパク質をコードする遺伝子LCIBであった14）。こ
のpmp1変異株では、LCIBの35番目のチロシンコドン
TACが翻訳終止コドンTAAに変異しており、LCIBが
産生されない。pmp1変異株はLC条件で細胞内へのCi

の蓄積が減少し、生育速度が低下した。LCIB遺伝子
をRNAi法でノックダウンすると、大気レベルのCO2

濃度（0.04％）での生育速度は低下するが、50 ppmの
CO2を含む空気を通気する培養条件では、野生株と同
様に増殖することから、複数のCi輸送体が異なるCO2

環境に応じて発現制御を受けると示唆される1 5）。こ
のLCIBは葉緑体移行シグナルを前駆体タンパク質に
もち、蛍光抗体法により葉緑体内のピレノイドと呼ば
れるRubiscoが凝集した構造体の周囲に局在すること
が明らかになった15）。ただし、この局在は、LC濃度
で光照射条件に限られており、光存在下であっても高
CO2条件では、葉緑体内に分散する。さらに、暗条件
にするとLC条件にもかかわらずLCIBは集合すること
なく葉緑体内に分散する。LCIB遺伝子と相同性を示
す遺伝子が3種見つかっており、LCIC、LCID、LCIE

と命名されている。LCIBは単独で機能するのではな
く、LCICと高分子複合体を作りピレノイド周囲に局在
する。ピレノイドマトリックス内から漏れ出てしまう
CO2を、LCIB/LCIC複合体が炭酸脱水酵素CAH6と共同
してリサイクルするモデルが提唱されている15, 16）。
　緑藻クラミドモナスで炭酸脱水酵素は、8種類のイ
ソ酵素が知られているが、L C条件で多量に誘導蓄積
されるCAH117）は、CCMにあまり寄与しないとされ
ている 1 8）。チラコイド膜のルーメン側に存在する
CAH3がシアノバクテリアのカルボキシゾームに局在
するIcfA（=Cca1）と同様にLC条件における増殖に必
須であることが示されている19）。また、CAH6は葉緑
体ピレノイドの周囲に局在するが20）、CCMに必須な

のかどうかについては未解明である。

4. 二酸化炭素のセンシングとCCMの制御
　クラミドモナスのCCMは、培養中のCO2濃度によっ
て制御を受けるが、この制御にはCCM1(=CIA5)が必
須である21,22）。CCM1はアミノ末端領域に2つの亜鉛
結合部位をもち、CO2濃度条件に関わらず恒常的に発
現している21,22,23）。CCM1は核に局在し23）、細胞内
で約 280-500 kDaの高分子複合体を形成することから
2 4），転写因子複合体に作用すると考えられている。
またCCM1の亜鉛結合部位には、実際に各1個（合計2

分子）の亜鉛が結合しており、C C Mの制御とタンパ
ク質複合体の安定化に必須である2 4）。恒常的に発現
しているCCM1がどのようにしてCO2濃度変化を感知
して下流の遺伝子にシグナルを伝達しているのかにつ
いてはまだ明らかでないが、CCM1のリン酸化状態の
変化や相互作用因子の変化による制御が可能性として
考えられる。CCM1の変異株と野生株の発現プロファ
イルの比較により、CCM1はLC条件移行1時間以内に
誘導される遺伝子群のほぼ全ての発現誘導に必要で
あることが明らかになった5,6）。そこでCCM1がCO2

のシグナル伝達経路において最も上位に位置すること
が示唆されるが、CCM1がCO2あるいはHCO3-と結合
して、実際にセンサーとして機能しているのかどうか
は、今後解決すべき問題である。CCM1のオルソログ
はC C Mを持つボルボックスやクロレラにも保存され
ている25）。CCM1の下流のシグナル伝達因子につい
ては、DNAタグ挿入変異株 lcr1（low-CO2 stress response 

1）株の解析よりMYB転写因子LCR1が同定されてい
る26）。LCR1は少なくとも細胞表層に局在する炭酸脱
水酵素遺伝子CAH1、Ci輸送体遺伝子LCI1、機能未知
遺伝子LCI6の3つの遺伝子の転写誘導に関与する。ま
たLCR1自身もCCM1に依存してLC条件下で発現が誘
導され、CAH1の上流域に結合することから、LCR1

はCCM1からのCO2シグナルを増幅し、下流の遺伝子
に伝える役割を果たすと考えられている。

5. CCMの利用改変による光合成の操作の可能性
　クラミドモナスは環境中のCO2濃度が低下すると、
多くのCi輸送体の発現が誘導されCCMが機能する。
そこで、この無機炭素輸送体遺伝子のエンジニアリン
グによる光合成能を強化が期待されている。これまで
にcDNAアレイやRNA-seq法を用いた解析から、CCM
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にともなって誘導される多くの遺伝子群が同定されて
いる5,6,27,28)。その1つであるLCIB遺伝子は、LC条件に
おける生育に必須な因子であることが報告されている
14,15）。またlcib変異株のサプレッサー変異株を同定す
ることで、LCIBがCO2濃縮に必須なチラコイドルーメ
ン局在型の炭酸脱水酵素CAH3の下流で働くことが示
され、LCIBが炭酸固定におけるCO2のリサイクルに関
与する説が提唱されている15,16)。また、LCIA遺伝子に
ついては、細胞膜局在型A B C輸送体をコードする
HLA3遺伝子との共抑制変異株を作成すると無機炭素
の取り込みが減少することから、LCIAとHLA3が無機
炭素輸送に関与することが報告されている11）。まだ
論文に報告されてないが、このLCIAとLCIBを同時に
強制発現することで、クラミドモナスのCO2固定によ
るバイオマスが50-80%増加するとの報告がある（The 

6th Annual Algae Biomass Summit 2012での米国の
Spalding  博士による発表。演題は「Increased CO2 

Fixation  Biomass and Lipid in Transgenic Chlamydomonas 

without Nitrogen Starvation」）。今後、この視点に立
った光合成改変への挑戦が続けられ、ブレイクスルー
が期待されている。

6. 微細藻クラミドモナスの脂質蓄積時の代謝変
化
　緑藻から珪藻まで含む幅広い種類の微細藻が、栄
養欠乏や強光などのストレスに応答して、細胞乾燥重
量の20-50％までトリアシルグリセロール（TAG）を
蓄積することが知られている2 9）。これは成長や増殖
などが阻害されることへの微細藻の示す一般的なス
トレス応答反応と考えられ、この能力のために微細藻
の脂質は再生可能な燃料源として注目されている。微
細藻における脂質の生合成経路および生理的な意義
についての知見はまだ限られているが、最近、モデル
緑藻クラミドモナスを用いた、研究が精力的に進め
られている3 0）。そこで本項目以降で、最近明らかに
なってきたクラミドモナスのTAG蓄積とその制御の分
子機構についての知見を紹介する。
　酵母、植物および動物における従来知られたTA G

生合成経路はE R特異的なアシル転移酵素により行わ
れ、細胞質内の油体に大部分が貯蔵される。一方、
クラミドモナスのTAG生成は、主に葉緑体から供給さ
れるジアシルグリセロール（D A G）を用いる特徴的
な経路によることが明らかになった3 1）。この特徴的

なTA G生合成経路は大部分が新規合成された脂肪酸
に依存しており、生成されたTAGは葉緑体および細胞
質内の油体に貯蔵される。この知見は、微細藻が
TAG生合成と貯蔵に関して、他の生物とは異なる特有
の機構を有することを示唆しており、脂質代謝への理
解を進めるために意義深いものである。
　TA G蓄積時の各代謝系の変化については、次世代
シーケンサーを用いたRNA-seq法による網羅的な遺伝
子発現解析によって推定されている3 2）。窒素欠乏条
件と通常培養条件における遺伝子発現を比較したと
ころ、窒素欠乏条件では接合子形成に関連する一群
の制御遺伝子の発現が上昇し、逆にタンパク質合成に
関する遺伝子発現は抑制された。光合成関連遺伝子
の発現も抑制されたが、その中でPSBS遺伝子は例外
的に抑制されなかった。また窒素欠乏は、顕著な代
謝系の再構成を引き起こしていた。培地に添加した酢
酸は、グリオキシル酸回路と糖新生が止まるので細
胞の構築のために使われなくなり、代わりに脂肪酸
生合成に利用される。また、リパーゼ様遺伝子の発
現が上昇することから、TA Gを構成する脂肪酸は新
規合成に加えて膜脂質の再構成によっても生成すると
考えられる。
　ストレス環境下ではTAGと同様、デンプンも細胞に
蓄積される。最近、クラミドモナスにおいて窒素欠乏
時に蓄積する脂質量とデンプン合成の関係性につい
て、細胞に供給される炭素量を変化させて詳細を調
べた報告がなされた3 3）。この報告からクラミドモナ
スにおいては、脂質よりもデンプンが広範な培養条
件において還元された炭素の主要な貯蔵物質である
ことが明らかになった。窒素欠乏下での脂質蓄積は
デンプン蓄積よりも遅れて起こり、急激な脂質生合成
はデンプン生合成能を超過する炭素源が供給された
場合にのみ見られた。また、デンプン合成酵素欠損
変異体では、デンプン合成ができなくなるので脂質
が著しく蓄積する。クラミドモナスではストレス環境
下で利用可能な炭素が、デンプンと脂質合成の間で
振り分けられ、デンプンは脂質蓄積量を制御する鍵
となる代謝因子であると考えられる。

7. TAG蓄積に関わる分子機構の解明に向けた試
み
　ストレス環境下で誘導されるTAG生成の、生物学的
なトリガー因子を明らかにするために、RNA-seq法を
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用いてクラミドモナスのTAG生成に関与する遺伝子お
よびその制御因子が調べられている3 4）。クラミドモ
ナスのTAG合成経路について図4に示す。3つのアシル
転移酵素をコードする遺伝子 d i a c y l g l y c e r o l 

acyl t ransferase遺伝子DGAT1とDGTT1、ならびに
phospholipid  diacylglycerol  acyltransferase遺伝子PDAT1

は窒素欠乏により誘導され、それぞれの発現パター
ンからTA G蓄積に一定の役割を担うと考えられた。
D G AT 1およびD G T T 1遺伝子は、他のTA G蓄積条件
（硫黄欠乏、リン欠乏、亜鉛欠乏および鉄欠乏）に
おいても発現上昇する。２つのP D AT 1遺伝子挿入変
異体pdat1-1およびpdat1-2では、親株に比べてTAG量
が2 5％以上減少することから、TA G蓄積にはアシル
基転移経路が関与することが示された。DGTT1およ
びP D AT 1遺伝子の生化学的機能は、アシル転移活性
を欠損した酵母変異体を用いて同定された。また、
SQUAMOSAプロモーター結合ドメインをもつクラミ
ドモナスの転写因子NRR1が、DGAT1のような脂質生
合成遺伝子に先行して発現上昇する窒素欠乏反応の制
御因子の候補として見出された。この遺伝子の挿入変
異体nrr1-1では、窒素欠乏時のTAG量が親株の50％ま
で減少するが、他の栄養欠乏ストレスではTAG量に変
化が見られないことから、窒素欠乏条件に特異的な
制御因子であると考えられる。
　PDATはリン脂質および糖脂質からアシル基をジア
シルグリセロールDAGへ転移する活性と、DAG間で
アシル基転移する2つの活性により、TAGの生合成を
触媒する酵素として知られている。クラミドモナスの
PDATはそれらに加えて、TAG、リン脂質、糖脂質お
よびコレステロールエステルを基質としてアシル基加
水分解活性を示す35)。amiRNAを用いたPDAT1遺伝子
の発現抑制により、クラミドモナスの膜脂質組成は
変化し、最大比増殖率が低下した。PDATによる膜脂
質の代謝回転とTA Gの合成は、最適培養条件での細
胞増殖にも、ストレス環境下でのTAG生成における膜
脂質分解にも必須であると考えられる。PDATが広範
囲な基質に対して強いリパーゼ活性を持つことから、
この酵素はバイオ燃料生産に向けての脂質の加水分
解や変換において、生体触媒として利用できる可能性
が提起されている。
　クラミドモナスのD G T T 1遺伝子とそのホモログ
DGTT2およびDGTT3遺伝子については、過剰発現体
を用いてin vivoで機能が解析されている36）。各遺伝子

の過剰発現株では、mRNAレベルが野生型の1.7から
29.1倍にまで上昇していた。全脂質組成、中性脂質、
脂肪酸組成が調べられたが、通常培養条件および窒
素・硫黄欠乏条件のいずれの場合でも、細胞内の
TA G蓄積量の増加はなかった。微細藻の細胞内TA G

量を増加させるためには、脂質生合成経路に関する
律速段階を明らかにし、複雑な生合成ネットワーク
に関する知見を更に蓄積する必要がある。
　栄養欠乏時に蓄積するTAGの供給源の一つとして、
膜脂質の分解が起こると考えられるが3 2）、その反応

光合成研究　22 (3)   2012

179

図4　クラミドモナスのTAG代謝経路（文献30を改変）
　アセチルCoAを初発物質として、アセチル-CoAカルボキ
シラーゼ（ACCase）が脂肪酸合成の基質（マロニル-CoA）
を供給する。続いて、脂肪酸合成（FAS）複合体によりアシ
ルCoAが生成する。グリセロール-3-リン酸とアシルCoAから
２段階のアシル転移酵素（GPATおよびLPAT）と脱リン酸化
酵素（フォスファチジン酸脱リン酸化酵素）によりDAGが
生成する。クラミドモナスではストレス下のTAG蓄積時には
主に葉緑体において、脂肪酸新生からDAGの生成までが起
こる33)。DAGからは複数のDGATタンパク質によるアシル
CoA からのアシル転移により、TAGが生合成される。PDAT
による膜脂質からのアシル転移によってもTAGは生成する。
またリパーゼによる膜脂質の分解もこれに寄与する。生成
したTA Gは細胞質中の油体に運ばれ蓄積する。油体の形成
にはMLDPタンパク質が関与する。GPAT: glycerol-3-
phosphate acyltransferase, LPAT: lysophosphatidyl 
acyltransferase, DGAT: diacylglycerol acyltransferase, PDAT: 
phospholipid diacylglycerol acyltransferase, MLDP: Major Lipid 
Droplet Protein.



を担うクラミドモナスのリパーゼ遺伝子はまだ見出
されていない。逆に窒素を再添加した際のTAG分解に
関与するリパーゼCrLIP1が同定された37）。クラミド
モナスを窒素欠乏下で培養し、続いて通常条件に戻す
と、CrLIP1遺伝子の発現量とTAG蓄積量は負の相関
性を示した。大腸菌で発現精製したCrLIP1タンパク質
は、D A Gおよび極性脂質に対して分解活性を示し
た。amiRNAによるCrLIP1遺伝子の発現抑制により、
窒素源の再供給時にTA G分解が遅れた。以上の知見
から、CrLIP1はTAG加水分解から生成させるDAGを
分解することにより、クラミドモナスのTAG代謝回転
を促進していることが示唆されている。
　その他のTA G生合成および蓄積に関連する一連の
代謝酵素遺伝子については、他の生物種での既知遺
伝子配列を元にしたクラミドモナスゲノム情報に対す
る相同性解析によりリスト化されている3 0 , 3 8）。詳細
な経路図についてはクラミドモナスSourcebookに詳し
いので参照されたい39）。

8. クラミドモナスにおける葉緑体型の脂肪酸合
成酵素遺伝子の同定
　クラミドモナスの葉緑体脂質の一種モノガラクト
シルジアシルグリセロール（M G D G）には、ヘキサ
デカ-4,7,10,13-テトラエノール酸（16：4）がグリセロ
ール骨格のsn-2位に存在する。アシル鎖に二重結合を
導入するために必要な、クラミドモナスの不飽和化
酵素遺伝子のほとんどは既に同定されているが、16：
4脂肪酸を生合成するΔ4 -不飽和化酵素は未知のまま
であった。最近、系統比較を元に、このΔ4-不飽和化
酵素をコードする遺伝子CrΔ4FADが同定された40）。
この遺伝子はN末端に、葉緑体移行シグナル配列に加
えてシトクロムb5ドメインを有していた。シトクロム
b5ドメインはER型脂肪酸不飽和化酵素の一次電子供
与体であり、これらにおいてはC末端側の不飽和化酵
素ドメインと融合している。CrΔ4FADの組換え型シ
トクロムb5ドメインの差吸収スペクトルから、このド
メインが　i n　v i t ro　で機能することが示された。
CrΔ4FADとGFPとの融合タンパク質は葉緑体包膜に局
在した。興味深いことに、CrΔ4FADの過剰発現株で
は、16：4アシル鎖量が増加しただけでなく、MGDG

の全量が特異的に増加した。逆にCrΔ4FADの発現抑
制株ではM G D G量が減少した。この知見により、ク
ラミドモナスの脂質アシル鎖を合成する全不飽和化酵

素についての遺伝子情報が出揃った。

9. TAG蓄積の場である油体の役割について
　油体は微細藻を含む多くの生物種において、エネル
ギーと炭素蓄積の場となっている。微細藻の脂質蓄
積機能の解明に向けて、窒素欠乏下で培養した細胞
から単離精製した油体のプロテオーム解析が行われ
た41）。LC-MS/MSにより同定したジペプチド以上の
サイズをもつタンパク質2 4 8個のうち、3 3個は脂質
（主にアシル脂質およびステロール）代謝に関連す
るタンパク質だった。その中にはグリセロール3リン
酸アシル転移酵素（GPAT）、リゾフォスファチジン
酸アシル転移酵素（LPAT）およびPDATなど、TAG生
合成の重要な段階を担う酵素が含まれていた。さら
に、アシル鎖の付加 /解離、ステロール合成、脂質シ
グナル経路および脂質輸送に関すると考えられるタン
パク質も同定された。これらのタンパク質も油体画分
と結合していると考えられる。この報告から、クラミ
ドモナスにおいて油体が貯蔵構造体としてだけではな
く、オイル合成、分解、脂質の恒常性に関する動的な
構造であることが示唆される。
　またこの報告とは別に、油体に含まれるタンパク質
のMS分析から、油体の主要タンパク質MLDP（Major 

Lipid Droplet Protein）が見出された42）。RNAiによる
M L D Pの発現抑制株では油体サイズが大きくなった
が、TA G蓄積量やその代謝には変化はみられなかっ
た。この知見から、クラミドモナスのMLDPタンパク
質は、高等植物の油体の主要構成タンパク質であるオ
レオシンに相当する機能を担っていることが示唆さ
れる。

10. クラミドモナスにおける外来遺伝子の発現と
問題点
　クラミドモナスに外来遺伝子を導入して代謝工学を
進めるためには、D N Aによる形質転換が必須であ
る。クラミドモナスでは、エレクトロポレーション
法、ガラスビーズ法、パーティクルガン法を用いて、
核・ミトコンドリア・葉緑体の全てのゲノムの形質転
換が可能であり、核、葉緑体でそれぞれ機能するレ
ポーター遺伝子（ルシフェラーゼ他）や形質転換株
の選抜に使用可能な薬剤耐性マーカー遺伝子（ゼオ
シン、パロモマイシン、ハイグロマイシン、スペクチ
ノマイシンなど）が整備されている。
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　核ゲノムへの遺伝子導入の場合、導入したD N A断
片の全領域が染色体ゲノムに挿入されるとは限らな
い。実際には、導入されたD N A断片が細胞内のヌク
レアーゼによって切断を受け、生じたD N A断片の一
部が染色体に複数回挿入される場合や、広範囲なゲノ
ム領域が欠失を起こす場合も知られている。そのた
め、形質転換株が薬剤耐性を示すにもかかわらず、目
的の遺伝子配列が不完全な形で，一部のみ導入され
ることが頻繁に生じる。またクラミドモナスの遺伝
子配列のGC含量は約68%と高いため、外来遺伝子を
発現させる場合には使用コドンを改変する必要があ
る。また、導入した遺伝子が発現しなくなる（サイ
レンシングを受ける）問題も報告されている43,44)。最
近になって、野生型と比べてサイレンシングが起こり
にくく、効率的に外来遺伝子を発現させることがで
きる変異株UVM4が報告された45）。このUVM4株を
用いて効率的な組換えタンパク質の生産と分泌系を確
立した例が報告されている46）。しかしUVM4株は細
胞壁がないため細胞が壊れやすく、また鞭毛がなく
泳がないため、掛け合わせが困難であるという問題
点があり、さらに有用な宿主株の構築が待たれる。

11. クラミドモナスにおける遺伝子操作技術
　人工ヌクレアーゼを用いたZ F N（Z i n g - F i n g e r 

Nuclease）やTALEN（TAL Effector Nucleases）による
ゲノム編集技術が開発され47, 48）、ゼブラフィッシュ
4 9 , 5 0）、線虫5 1）、ラット5 2）、シロイヌナズナ5 3）な
ど、多様な生物に適用した成功例が報告されている。
クラミドモナスにおいてTALENの成功例はまだ報告
されていないが、最近になってZFNを用いた方法によ
り、光駆動型チャネルロドプシンをコードするCOP3

の遺伝子ターゲティングの成功例が報告された5 4）。
しかし、これらの遺伝子破壊技術はまだクラミドモ
ナスでは汎用的ではない。そのため、遺伝子タグライ
ブラリーから目的とする遺伝子の挿入変異株を得る
方法がある5 5）。この方法では、まずS t re p t o m y c e s 

rimosus由来のaminoglycoside 3'-phosphotransferase type 

VIII をコードするAphVIII遺伝子をクラミドモナスに
形質転換する。AphVIIIがゲノムDNAにランダムに挿
入されたクラミドモナスは、パロモマイシンに対して
耐性を獲得しコロニーを形成する。この形質転換株
を約100,000株取得し、96個ずつにまとめたプールを
作成する。プールからゲノムDNAを抽出してPCRの鋳

型とし、ターゲット遺伝子内部に作成したプライマ
ーとAphVIII内部に作成したプライマーとでPCRを行
う。これにより目的の遺伝子に挿入をもつ変異株を
スクリーニングすることが可能である。実際にこの
方法を用いて、52種類の遺伝子の挿入変異株が作出さ
れている5 5）。この手法で単離できる変異株は、遺伝
子破壊が起こっても従属栄養条件で生育が大きく影響
を受けない株に限られることから、生育に必須の遺
伝子の破壊株を得ることは困難であると考えられ
る。そこで、条件依存的に（誘導系で）遺伝子を破
壊する系を開発することが求められている。

12. 微細藻でのバイオ燃料生産の実現に向けて
　以上のように近年、クラミドモナスの遺伝子操作
系、炭酸固定を左右するCCMに加えて、TAG生合成
および蓄積機構に関する分子機構についての報告が相
次いでいる。高等植物や動物、菌類での既知の知見
とは異なる、藻類に特有の制御因子、酵素および構
成タンパク質も明らかになってきた。今後は、形質転
換可能なモデル藻類としての強みを生かして、クラミ
ドモナスで更に詳細な解析が進み、微細藻を原料と
したバイオ燃料生産の早期実用化に結びつく新技術
が開発されることが期待される。特に脂質蓄積に関
する変異体を用いた解析からは、新規な分子機構へ
のアプローチが可能になることが期待される。ま
た、CCM機構の解明により、低炭素環境下での炭素
固定能の増強に関わる因子が同定されれば、交配育
種が可能なクラミドモナスの特性を生かして、炭素固
定能と脂質蓄積能が共に高い「栽培品種」の確立が
期待される。クラミドモナスにより得られた知見
は、他のバイオ燃料源として有望な微細藻の育種改良
に繋がる嚆矢となると期待される。
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