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はじめに
　光合成のカルビン・ベンソン回路のCO2固定
酵素であるribulose-1, 5-bisphosphate carboxylase/
oxygenase (Rubisco) は, 通常の陸上植物では葉緑
体ストロマ中に分散しているが, ツノゴケの一部
と多くの真核藻類では葉緑体内でRubiscoタンパ
ク質同士が集合して基質となり, スターチに囲ま
れピレノイドと呼ばれる構造をとっている。ピ
レノイドの形態や数は分類群により異なり, 形態
学的, 分類学的に詳細に検討され, 分類の指標と
もされてきたが, その形成（生成）機構や進化生
物学的意義は明らかになっていない。ピレノイ
ド構造の生理的役割は少しずつ明らかにされて
きており, 光合成に強く関与していること, さら
にCO2濃縮機構（本稿ではCO2濃縮機構を藻類
の細胞外の無機炭素を効率よく細胞内に取り込
み効率良く光合成に用いるシステムの総称とす
る。狭義には藻類の無機炭素能動輸送体, 濃縮ポ
ンプを示すこともある。）にも関与していること
が示唆されてきている。藻類は高等植物に比べ,
基質CO2に対する親和性の低いRubiscoを持ち ,
大気中に比べCO2分子の拡散速度の遅い水中に
生活する。しかしながらその悪条件にもかかわ

らず, 藻類細胞はCO2に対し高い親和性を持ち,
高い光合成活性を示すことが知られている。こ
のような藻類のCO2に対する高い親和性は, 概ね
CO2濃縮機構の働きで説明されている。ピレノ
イドがCO2濃縮機構に関与し, ピレノイドがCO2
を効率よく固定する場であるという考えが支持
されつつあるが, 我々が研究を開始する以前は具
体的にピレノイドがどのようにCO2濃縮機構に
寄与しているのかは明らかにされていなかった。
　本稿では, ピレノイドの形態的, 生理的性質を
明らかにするために, 緑藻Chloromonas等を用い
て我々が行ってきたピレノイドに関する研究に
ついて概説する。

1. クロロモナス系統群のピレノイド構造の多様性
　我々はピレノイドの形成の機構, 生理的性質を
明らかにする手段として, 緑藻類の中のピレノイ
ドを持たないクロロモナス(Chloromonas)に着目
した研究を実施している。Chloromonas 属及び
Chlamydomonas属は共に緑藻綱ボルボックス目
の単細胞藻類である。Chloromonas属はピレノイ
ドを持たないことからピレノイドを持つChlamy-
domonas 属と区別されてきた(図 1, 2)。我々は ,
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図 . 1-2 .  Chlamydomonas
reinhardtii (図 1), Chloromonas
serbinowii UTEX 492（図2）の
透過型電子顕微鏡像。C, 葉緑
体；N, 核；P, ピレノイド；PS,
ピレノイドスターチ。Bar = 1
µm。
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Chloromonas属としてカルチャー・コレクション
に保存されたChloromonas 5株について光学顕微
鏡法, 透過型電子顕微鏡法, 及び免疫電子顕微鏡
法でピレノイド構造のないこと , 葉緑体内に
Rubiscoの集中した部位がないことを確認した。
また , これらの5株のChloromonas と , ピレノイ
ドを持つことが確認された Chloromonas 1 株と
Chlamydomonas の 5株がボルボックス目の中で
単系統群 "クロロモナス系統群" を形成すること
が分子系統学的研究で明らかとなった（図３）。
クロロモナス系統群にはピレノイドを持たない
もの５株に加えて ,  ピレノイドスターチに囲ま
れた Rubisco の集中度の高い典型的なピレノイド
を持つもの４株 ,  ピレノイドスターチを欠き
Rubisco の集中度の低い典型的でないピレノイド
を持つもの2株が認められ, 我々はこれらの株を
用いた研究を進めた。　

2. クロロモナス系統群のCO2濃縮機構
　クロロモナス系統群はピレノイド形態が多様
な群であるが, ピレノイドとの関連が示唆される
CO2 濃縮機構にも多様性が認められた。以下 ,
我々がクロロモナス系統群のCO2濃縮機構を調
査した結果を示す。CO2濃縮機構は次の３項目
にわたり検討した： a)光合成における , 細胞の
CO2に対する親和性［光合成酸素最大発生量の
１ /2を与えるCO2濃度 , K0.5(CO2)で示す］, b)細
胞内に蓄積された無機炭素の濃度, c) CO2濃縮機
構への寄与が認められている酵素 c a r b o n i c

anhidrase活性。調査の結果, ピレノイドを持たな
い５株は２つのタイプに分かれた（表 1）。
Chloromonas (Cr.) clathrata UTEX 1970, Cr. rosae
SAG 26.90, Cr. palmelloides SAG 32.86はCO2濃
縮機構を持たないことが判明した。一方 Cr .
serbinowii UTEX 492とCr. rosae UTEX 1337はピ
レノイドがないにもかかわらずCO2濃縮機構を
保持していることが明らかになった。ただしこ
れら2株では対照として調査したChlamydomonas
(Cd.) reinhardtiiに比べると無機炭素の蓄積は1/10
程度であった。Cr. insignis NIES-447 及びCd.
bipapillata SAG 11-47は , ともに典型的でないピ
レノイドを持つ株で, 前者は葉緑体包膜の内側に
, スターチを欠くピレノイド基質様の構造を持ち
, 後者は葉緑体の中央に大きな基質構造を持つ。
これら2株でもCO2濃縮機構があることが示唆
されたが, 細胞内無機炭素の蓄積はCr. serbinowii
UTEX 492 とCr. rosae UTEX 1337 と同様 ,  Cd.
reinhardtii などの約１ /10であった。典型的なピ
レノイドを持つ４株はいずれもCO2濃縮機構を
持っており , うちCd. mutabilis UTEX 578とCd.
radiata UTEX 966では, Cd. reinhardtiiと同程度の
大きな細胞内無機炭素の蓄積が認められた。残
り2株では細胞内無機炭素が測定できなかった。
これらの結果から, クロロモナス系統群の中には
, ピレノイドがなくてもCO2濃縮機構が機能して
いる株があることが明らかになった。またピレ
ノイド形態とCO2濃縮機構の特徴を照らし合わ
せると, 典型的なピレノイドの存在が, CO2濃縮

表1. <クロロモナス>系統群及びChlamydomonas reinhardtiiのCO2濃縮機構とピレノイドの有無及び細胞内無
機炭素濃度（Morita et. al. 1998, 1999に基づく）
株 　　　 細胞内無機炭素a　 　CO2濃縮機構

b      ピレノイドc

(mM)

Cr. clathrata UTEX 1970                 0 － －
Cr. rosae SAG 26.90   0 － －
Cr. palmelloides SAG 32.86   0 － －
Cr. serbinowii UTEX 492 13 ＋ －
Cr. rosae UTEX 1337 27 ＋ －
Cd. bipapillata SAG 11-47 24 ＋ ±
Cr. insignis NIES-447 31 ＋ ±
Cd. mutabilis UTEX 578             252 ＋ ＋
Cd. radiata UTEX 966             231 ＋ ＋
Cd. augustae UTEX 1969 - ＋ ＋
Cd. macrostellata SAG 72.81 - ＋ ＋
Cd. reinhardtii             151 ＋ ＋

a10 mM の無機炭素を与え光照射を行い10、20、40秒後の細胞内無機炭素濃度の最大値。
b－ , CO2濃縮機構無し;＋ , CO2濃縮機構有り。
c－ , ピレノイド無し; ± , 典型的でないピレノイド有り; ＋ , 典型的なピレノイド有り。
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機構における無機炭素の蓄積の大きさに関係し
ていることが推定された。これは今まで議論さ
れたことのない具体的なピレノイドに関する機
能推定である。

3. クロロモナス系統群の進化
　クロロモナス系統群はピレノイドとCO2濃縮
機構というRubiscoに関連した形態と生理学的
特性が非常に多様化した生物群であり, 本生物
群のRubisco タンパクの分子レベルでの進化は
形態と分子の進化の接点を探索する上で非常に
興味深いと思われた。そこで我々はrbcL塩基配
列を予想されるアミノ酸配列に置き換え, 同じ
葉緑体コードタンパク遺伝子である atpB, psaB
遺伝子との比較を クロロモナス系統群 11 株を
含む合計 54 株のボルボックス目を主な構成員
とする CW (時計回り交叉型鞭毛根) group で
行った（図3）。 その結果, rbcLのアミノ酸の系
統樹ではクロロモナス系統群の枝長が他の群に
比べて長くなっており, psaBとatpBではクロロ
モナス系統群の枝長は他の群とあまり変わらな

いことが明らかになった。アミノ酸置換数を比
較したところ ,  外群とした Sc e n e d e s umu s
qadricauda及びPediastrum duplex とクロロモナス
系統群の rbcLのアミノ酸の置換数は33.2± 5.3
であったのに対し, クロロモナス系統群を除くボ
ルボックス目では16.8±4.3となっており（表2）
, クロロモナス系統群でボルボックス目のそれ以
外の株に比べ2倍近くのアミノ酸置換が起こっ
たことが推定された。一方, atpB と psaBのアミ
ノ酸では外群からの置換数が, クロロモナス系統
群とそれ以外の株で大きな差は認められなかっ
た。これらの結果から, ボルボックス目の中でク

表 2. クロロモナス系統群 (11株)とその他のCW group
(43株) の rbcL, atpB, psaBアミノ酸配列おける外群
(Scenedesumus quadricanda , Pediastrum duplex )から
のアミノ酸置換数（Nozaki et. al. 2002 に基づき算出）
遺伝子　　　　　　 　アミノ酸置換数
　　　　クロロモナス系統群     　その他
rbcL 33.2±5.3       16.8±4.3
atpB 29.4±7.2       25.1±4.9
psaB 38.1±2.6       37.8±5.7

図 . 3. rbcL 遺伝子及びpsaB 遺伝子から推定されるアミノ酸配列 (376アミノ酸残基 , 464アミノ酸残基)を基に
最尤法で作成した系統樹[Nozaki et al. (2002)に基づく]。枝長はアミノ酸置換数に比例させている。
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ロロモナス系統群のrbcLのアミノ酸の置換率が
特異的に高いこと , 即ち rbcLのアミノ酸レベル
での特異的進化が本系統群で起っていることが
推定され, 本系統群内のピレノイドの多様性がこ
のようなrbcLのアミノ酸の特異的進化と関連し
ている可能性があると考えられた。さらに, クロ
ロモナス系統群の r b cL のアミノ酸のうち ,
Rubisco大サブユニット同士の会合に関与してい
るアミノ酸だけを比較すると, クロロモナス系統
群のピレノイドが完全に消失した系統で進化速
度が著しく増大することが明らかとなった。こ
のことはRubisco大サブユニット同士の会合に関
与しているアミノ酸の変異が本系統群内のピレ
ノイドの消失と直接的に関連している可能性を
示唆する。また, rbcL 遺伝子系統樹と atpB-psaB
遺伝子系統樹は基本的に一致しない点があった。
ピレノイドを持つCd. augustae UTEX 1969とCd.
macrostellata SAG 72.81は , rbcL遺伝子系統樹で
はピレノイドを欠く Chloromonas株の系統群の末
端で単系統群を形成したが,  atpB-psaB 遺伝子系
統樹ではピレノイドを欠くChloromonas株の系統
群の基部に位置した。一方 ,  典型的でないピレ
ノイドを持つCr. insignis NIES-447と ピレノイド
を持たないCr. serbinowii UTEX 492は, atpB-psaB
遺伝子系統樹では単系統群を形成していたが ,
rbcL遺伝子系統樹では系統的に離れて位置した。
また、これらのピレノイドの有無に相関した
rbcL 遺伝子系統樹だけが支持する不自然な系統
関係は rbcL の特異なアミノ酸置換が関連してい
た。即ち, rbcL遺伝子系統樹ではatpB-psaB遺伝
子系統樹と異なり, ピレノイドを持たないものが
rbcL のアミノ酸の平行進化が原因でまとまる傾
向を見せており, このこともクロロモナス系統群
のピレノイドの有無に関連した rbcL の特異的進
化を示唆するものである。

4. 今後の課題
　現在我々は, クロロモナス系統群のピレノイド
形態, さらにはCO2濃縮機構がRubiscoタンパク
のアミノ酸配列に依存しているか否か明らかに
するために , ピレノイドを持つ株の rbcL遺伝子

を,　ピレノイドを持たない株に形質転換し, そ
の変化を調査する研究を実施している。
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