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要旨 
 地球上の⼀次⽣産の約半分を担う⽔圏光合成⽣物にとって、⼆酸化炭素（CO2）の
供給速度は光合成の律速要因となるため、微細藻類は能動的に無機炭素（Ci）を葉緑
体内に取り込み、CO2 固定酵素 ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase

（Rubisco）に CO2 を供給する無機炭素濃縮機構（CCM）をもつ。この CCM には、複
数の膜局在型の Ci 輸送体と炭酸脱⽔酵素（CA）に加えて、葉緑体内で CO2 固定の場
となる Rubisco の集合体であるピレノイドの形成が重要である。CCM の発現は、⼤気
レベルの CO2 を含む空気を通気する低 CO2 条件で誘導され、逆に 5％（v/v）CO2 を含
む空気を通気する⾼ CO2（HC）条件では抑制されるが、誘導や抑制の機構はまだ明ら
かにされていない。本研究において申請者は、CCM 関連遺伝⼦の発現誘導時における
ピレノイドの形態形成の重要性を検証すると共に、細胞外の CO2 濃度上昇による CCM

の抑制に必要な因⼦の同定に成功した。 

 申請者は、CO2 要求性変異株をスクリーニングすることで、既知の CCM 誘導因⼦
である亜鉛結合性の核タンパク質 CCM1 ならびにカルシウム結合性タンパク質 CAS

が正常に蓄積するにも関わらず、複数の Ci 輸送体タンパク質の蓄積レベルが低下する
株を単離した。この変異株では野⽣株では単⼀のピレノイドの個数が増加し、デンプ
ン鞘の伸⻑、ピレノイドチューブの数の減少といったピレノイドの形態が異常となっ
ており、ピレノイドを構成するタンパク質 StArch Granules Abnormal 1（SAGA1）をコ
ードする遺伝⼦が変異していた。さらにこの変異により発現が低下する遺伝⼦の中に
は、CCM1 ならびに CAS に依存して発現誘導される CCM に必要な Ci 輸送体 HLA3

と LCIA や、CA をコードする核コードの遺伝⼦が含まれていた。 

 また、核内で CCM1 と複合体を形成する CCM1-binding protein 1（CBP1）は、CCM

の誘導に関わる可能性が考えられていたが、CBP1 ⽋損変異株では CCM の誘導は正常
である⼀⽅、HC 条件で CCM 抑制が不完全となり、光合成における細胞の Ci に対す
る親和性が上昇した。さらに、HC 条件で本来発現が抑制される Ci 輸送体や CA など
をコードする 21 個の遺伝⼦の発現が部分的に誘導されたことから、CBP1 は CCM 関
連遺伝⼦の発現抑制に寄与する新規因⼦であることが明らかになった。以上の結果か
ら、本研究は、⽔圏における CO2 ⽋乏環境への順化に必要な CCM の誘導に伴う核遺
伝⼦の発現に葉緑体内のピレノイドの形態形成が必要であること、さらに細胞外 CO2

濃度の上昇に伴う CCM の抑制ならびに CCM 関連核遺伝⼦の発現抑制を担う新規核タ
ンパク質の同定に成功し、CO2環境の変動に応答する光合成の制御機構の⼀端を明ら
かにした。 



略語表 
BiFC Bimolecular fluorescence complementation 
CA Carbonic anhydrase 
CAM Rassulacean Acid Metabolism 

Cas9 CRISPR associated protein 9 

CBP1 CCM1-binding protein 1 
CCM carbon-concentrating mechanism 
Chl Chlorophyll 
Ci Inorganic carbon 
CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeat 
FDR False discovery rate 
gRNA Guide RNA 
HC High-CO2 
HLA3 high-light activated 3 

K0.5(Ci) 
Inorganic carbon concentration required for half-maximal rate of O2-
evolution 

LC Low-CO2  
LCI Low-CO2 Inducible protein 
mCherry Monomeric red fluorescent protein 
MOPS 3-morpholinopropanesulfonic acid 
PAM Protospacer adjacent motif 
PCR Polymerase chainreaction 
PGA Glycerate 3-phosphate 
Rubisco Ribulose1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
SAGA1 StArch Granules Abnormal 1 
TPM Transcripts per million 
TAP Tris acetate phosphate 
UTR Untranslated region 
VLC Very low-CO2 
Vmax Maximum rate of photosynthetic oxygen evolution 
YFP Yellow fluorescence protein 
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序論 

１. 植物のCO2欠乏ストレス 

 光合成生物は太陽からの光エネルギーを捉え、大気中の二酸化炭素（CO2）を還

元して有機物を生産する。地球上の光合成生物にとって基質となる CO2の濃度変化

の感知と効率的な取り込みが重要となる。植物やシアノバクテリアが持つ CO2固定

酵素 ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase（Rubisco）はカルビン＝ベンソン

回路における炭酸固定の初発反応であるカルボキシラーゼ反応を触媒し、リブロー

ス 1,5-ビスリン酸 （RuBP）に CO2を結合し、２分子の 3-ホスホグリセリン酸 （3-

PGA）を生成する。一方で Rubiscoは CO2の代わりに O2を結合し、3-PGAと 2-ホス

ホグリコール酸（2-PG）を１分子ずつ生成するオキシゲナーゼ反応も触媒する

（Bowes et al., 1971）。2-PGは葉緑体における炭素代謝を阻害するため、葉緑体、

ペルオキシソーム及びミトコンドリアを介した光呼吸により、3-PGAに変換され

る。特に CO2が不足する条件では、Rubiscoが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るため、一部の陸上植物は Rubisco周囲へ CO2を濃縮

する無機炭素濃縮機構（CCM）を持つ。 

 乾燥条件下で生息する植物は水分の蒸発を防ぐために気孔を閉じ、CO2の取り込

みが低下する。トウモロコシやキビなどの植物は、葉肉細胞（Mesophyll Cell：

MC）と維管束の周りに存在する維管束鞘細胞（Bundle Sheath Cell：BSC）の２種類

の構造に分かれた、クランツ構造と呼ばれる独特な葉の構造を持つ。そこで、MC

と BSCでそれぞれ CO2の固定と同化を行うことで、BSC内部に CO2を濃縮する。

また、CO2固定の最初の産物が炭素原子を４つ持つ C4化合物であることから C4植

物と呼ばれ、3-PGAを固定する C3植物と区別される。一方、ベンケイソウ，サボ

テンなどの植物は夜間に C4化合物を液泡に蓄積し、日中にカルビン＝ベンソン回

路を駆動させる機構を持つ。この光合成機構は、ベンケイソウ型有機酸代謝

（Crassulacean Acid Metabolism）の頭文字をとって、CAM光合成と呼ばれる。 した

がって、C4化合物の合成と分解を、C4植物では２つの細胞内区画、CAM植物では

昼と夜に分けることで、CCMを駆動する。 

 一方で、光合成による地球上の一次生産の半分を占める水圏環境では、CO2の拡

散速度は大気中の 10,000分の 1程度にまで低下し（Jones, 1992）、塩基性条件では
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無機炭素（Ci）の多くは重炭酸イオン（HCO3
−）や炭酸イオン（CO3

2-）として存在

する（図 1-1）。ある pH条件での溶存 Ciにおける CO2と HCO3
-の割合はヘンダー

ソン・ハッセルバルヒの式 

 

pH = pKa + log10([HCO3
-]/[CO2]) 

 

から算出できる。ここで pKaは炭酸の第一段階目の解離定数 pKa = 6.35を示す。ま

た、水圏環境に生息するシアノバクテリアや藻類が持つ Rubiscoは陸上植物が持つ

ものと比べ CO2に対する親和性が約 1.6-13.4倍低く、オキシゲナーゼ反応に傾きや

すい（Jordan and Ogren, 1981）。このような環境において、水圏の微細藻類やシア

ノバクテリアは無機炭素を輸送体によって能動的に取り込み、炭酸脱水酵素（CA）

によって変換した CO2を Rubisco近傍に濃縮する、陸上植物とは異なる CCMを誘

導する。これは陸上植物が持つ生化学的な CCM（biochemical CCM）と区別して生

物物理的な CCM（biophysical CCM）と呼ばれる。ここでは真核緑藻において明らか

になった CCMについて述べる。 

図1-1：pH依存的な溶存Ci の平衡状態 
異なる pH条件における CO2（黄）、HCO3

-（赤）、CO32-（青）の割合をそれぞれ示した。 
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２. モデル緑藻クラミドモナスにおける無機炭素濃縮機構CCM 

 0.04% CO2通気条件で培養した緑藻クロレラ Chlorella vulgaris細胞は、高い CO2

濃度である 4% CO2通気条件で培養した細胞と比較して Ciに対する親和性が上昇す

ることから、微細藻類が CCMを持つことが初めて示された（Hogetsu and Miyachi, 

1977）。また同時期に緑藻クラミドモナス Chlamydomonas reinhardtiiにおいても同

様のメカニズムを持つことが示されている（Badger et al., 1980）。これまでに CCM

に関わる因子は主に緑藻クラミドモナスと珪藻 Phaeodactylum tricornutumおよび

Thalassiosira pseudonanaにおいて同定された。ここではクラミドモナスの CCM因子

について述べる。 

 クラミドモナスは全ゲノム情報が解読され（Merchant et al., 2007; Craig et al., 

2022）、エレクトロポレーション法による迅速かつ簡便な形質転換法が確立してい

る（Yamano et al., 2013）。また、近年では CRISPR-Cas9法による遺伝子破壊法や

（Greiner et al., 2017; Tsuji et al., 2022）、大規模変異株ライブラリーChlamydomonas 

Library Project (CLiP)を用いた、逆遺伝学的な解析が容易である（Li et al., 2016）。

クラミドモナスは、２本の鞭毛を持つ単細胞緑藻であり、カップ状の葉緑体を１つ

持つ（Harris, 1989）。また、葉緑体の基底部に Rubiscoが凝集したピレノイドと呼

ばれる構造を１つ持つ。ピレノイドは CO2固定の場として働き、周囲をデンプン鞘

に囲まれている。また、ピレノイド内に葉緑体チラコイド膜が貫入しており、ピレ

ノイドチューブと呼ばれる（図 1-2）。 

 クラミドモナスは、周囲の溶存 CO2濃度に応じて、異なる Ci取り込み機構を持

つ。70 μM以上の高 CO2（High-CO2 : HC）条件では CCMが抑制され、CO2は拡散

によって Rubiscoへと供給される（図 1-3）。一方 CCMが駆動する 7~70 μMの低

CO2（Low-CO2 : LC）条件及び 7 μM未満の超低 CO2（Very Low-CO2 : VLC）条件に

おいて、それぞれ異なる Ci取り込み機構を持つ（Vance and Spalding, 2005）（図 1-

4）。 
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図1-2：クラミドモナスの細胞及びピレノイドチューブの構造 
（A）クラミドモナス細胞の細胞内構造及びその模式図（Ohad et al., 1967及び Engel et al., 2015を改
変）。（B）クライオ電子顕微鏡により観察されたピレノイドチューブの構造及びそれを元に構築した立
体構造。スケールバーは 500 nmを示す。チラコイド膜は緑色、デンプン鞘は黄褐色で示している（Engel 
et al., 2015を改変）。 
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図1-3：HC条件におけるクラミドモナスのCCMモデル 

HC条件における Ci取り込み機構のモデル（Wang et al., 2016を参考に作図）。CO2の拡散は点線の矢印
で示している。CAH3はチラコイドルーメンに局在する CAであり、LCIB及び LCICは葉緑体ストロマに
局在する CAと予測されている。光合成電子伝達系のタンパク質は緑色、チラコイドルーメンのプロトン
勾配形成に関わる因子は紺色で示している。 

 

３. CCMにおける無機炭素輸送体の役割 

 クラミドモナスの CCMでは細胞膜、葉緑体包膜及びチラコイド膜の３つの生体

膜において Ciが輸送されるが、輸送機構は CO2濃度条件によって変化する。LC条

件では、細胞外の Ciは主に CO2の形で細胞膜及び葉緑体包膜を透過することで、葉

緑体内ストロマ内へと拡散する。また、細胞膜に局在する Low-CO2 inducible protein 

1（LCI1）が HCO3
−ではなく CO2を選択的に輸送する機能を持つ（Ohnishi et al., 

2010; Kono and Spalding, 2020）。結晶構造解析から、LCI1は４回膜貫通ドメインを

持ち、細胞膜上でホモ３量体を形成する（Kono et al., 2020）。また、葉緑体包膜に

おける CO2の輸送体やチャネルは未同定だが、葉緑体ゲノムにコードされる

Chloroplast envelope membrane protein A（CemA/ycf10）が、葉緑体内への CO2の取り

込みに関わると考えられている（Rolland et al., 1997）。 
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図1-4：LC及びVLC条件におけるクラミドモナスのCCMモデル 
（A）LC条件及び（B）VLC条件における Ci取り込み機構のモデル（Burlacot et al., 2022及び Adler et al., 
2022を参考に作図）。Ciの能動的な輸送は実線、拡散は点線の矢印で示している。Ci輸送体（HLA3、
LCI1、LCIA、BST）は水色、CA（CAH1、CAH3）及び CAと予測される因子（LCIB、LCIC）は赤色、
光合成電子伝達系のタンパク質は緑色、チラコイドルーメンのプロトン勾配形成に関わる因子は紺色で示
している。 
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 一方 VLC条件では、Ciは主に HCO3
−として、細胞膜に局在する HCO3

−輸送体

High-light activated 3（HLA3）と葉緑体包膜に局在するアニオンチャネル Low-CO2 

inducible protein A（LCIA）により、葉緑体内ストロマへと輸送される（Yamano et 

al., 2015）。HLA3遺伝子は ATP-binding cassette （ABC） transporterをコードし、

当初は強光ストレスで発現誘導される遺伝子群の１つとして同定されたが、CO2欠

乏条件においても誘導され、HCO3
-の輸送に関わる（Im and Grossman, 2002; Duanmu 

et al., 2009）。また、HLA3は LCI1及び、H+の輸送に関わると予測される

Autoinhibited Ca2+-ATPase 4（ACA4）と複合体を形成する（Mackinder et al., 2017）。

そのため、HLA3による HCO3
-輸送や LCI1による CO2輸送に、ACA4によるプロト

ン濃度勾配の形成が関わる可能性が考えられるが、複合体形成の生理学的な意義は

未解明である。また、HC条件で細胞質全体に分散しているミトコンドリアが、

VLC条件移行後に細胞膜側に移動することから（Rai et al., 2021）、ミトコンドリア

から供給された ATPによって HLA3が駆動することが示唆される。LCIAは硝酸塩

輸送体である Nitrate Assimilation Related 1（NAR1）のホモログであるが、アフリカ

ツメガエル卵母細胞を用いた機能解析により LCIAが HCO3
-と N2の両方に対して

ATP依存的な輸送活性を持つことが示された（Mariscal et al., 2006）。 

 また、LC条件、VLC条件どちらにおいても葉緑体ストロマからチラコイドルー

メン内への HCO3
-の輸送にはチラコイド膜上の３つの輸送体ベストロフィンチャネ

ル BST1-3が関わる。ベストロフィンは真核生物に広く保存されており、陸上植物

のチラコイド膜に局在する Voltage-gated chloride channel 1（VCCN1）は、塩化物イ

オンの輸送に関わる（Herdean et al., 2016; Hagino et al., 2022）。クラミドモナスの

BST1-3はチラコイド膜に局在し、VCCN1と 30%の相同性を示し、陰イオンの輸送

に関わる非極性アミノ酸残基を持つ。BST3単独変異株は CO2欠乏条件では生育は遅

延しないが、BST1-3ノックダウン株では生育が遅延することから、3つのベストロ

フィンタンパク質が HCO3
-輸送において冗長的な機能を持つと考えられている

（Mukherjee et al., 2019）。 

 光合成電子伝達系において、光化学系 II（PSI）、シトクロム b6-f複合体及び光化

学系 I（PSI）によるリニア電子伝達系によって、チラコイド内腔にプロトン勾配は

形成され、NADPH及び ATPが合成される。一方で、PSI周囲のサイクリック電子

伝達によってもプロトン勾配が形成され、ATPの生産に利用される。サイクリック
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電子伝達には、チラコイド膜上の Proton gradient regulation 5（PGR1）及び Proton 

gradient regulation like 1（PGRL1）タンパク質が関わる（Munekage et al., 2002; 

DalCorso et al., 2008）。さらに、シアノバクテリアや緑藻及び裸子植物が持つ

Flavodiiron protein（FLV）が、PSIから供給された電子により酸素が還元されるシュ

ードサイクリック電子伝達によるプロトン勾配の形成を触媒する（Helman et al., 

2003; Shimakawa et al., 2009; Chaux et al., 2009）。クラミドモナスにおいて、PGRL1

及び FLVの二重変異株では CO2欠乏条件で培養した際の生育速度が低下し、Ci親

和性が低下する（Burlacot et al., 2022）。この結果から、サイクリック電子伝達及び

シュードサイクリック電子伝達により形成されたプロトン濃度勾配が、BST1-3によ

る HCO3
-輸送に利用されるモデルが提唱されている。 

 

４. CCMにおける炭酸脱水酵素の役割 

 クラミドモナスではこれまでに 14種類の CA及び CA候補遺伝子が報告されてい

るが、（Aspatwar et al., 2018）ここでは CCMに関わるものや CO2欠乏条件で発現が

誘導されるものについて述べる。α-CA をコードする cah3変異株は CO2欠乏条件

で生育速度が顕著に低下することから、CCMに必須の CAとして同定された

（Spalding et al., 1983）。CAH3はチラコイドルーメンに局在し、輸送された HCO3
-

を CO2に変換し Rubiscoに供給する（Karlsson et al., 1998）。 

 葉緑体ストロマに局在する Low-CO2 inducible protein B（LCIB）タンパク質は β-

CA型の反応中心と類似した立体構造を持つ（Jin et al., 2016）。光照射下では、チラ

コイドルーメン内にプロトンが流入するため、葉緑体ストロマ内は pHが約 8.0の弱

塩基性条件になり、Ciの多くが HCO3
-として存在する「Ciプール」を形成する。そ

こで LCIBは CO2を HCO3
−に変換し、Ciプールを維持する役割を持つと考えられて

いる。また、LCIB葉緑体内で HCO3
-ではなく CO2濃度依存的に局在を変化させ、

HC及び LC条件において LCIBは葉緑体ストロマに分散しているが、VLC条件移行

後はピレノイド周囲に局在を変化させる（Yamano et al., 2022）。そのため、LCIB

は LC条件では葉緑体ストロマの CO2を HCO3
-に変換し Ciプールを維持し、VLC

条件ではピレノイドから漏れ出た CO2を HCO3
-に再変換する機能を持つと考えられ

る（Wang and Spalding, 2014）（図 1-4）。LCIBはそのホモログである Low-CO2 
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inducible protein C（LCIC）と複合体を形成するが、LCIB、LCIC及び LCIB-LCIC複

合体は in vitroでは CA活性を示さないため、アロステリックな制御が LCIBの機能

に関わると考えられている（Yamano et al., 2010; Jin et al., 2016）。また、CO2欠乏条

件で発現が誘導される Low-CO2 inducible protein D（LCID）及び Low-CO2 inducible 

protein E（LCIE）は LCIBと約 60%の相同性を持つが、CA活性の有無や CCMにお

ける役割は分かっていない（Fang et al., 2012）。 

 CAH1はペリプラズム層に局在する亜鉛結合型の CAであり、光照射下かつ CO2

欠乏条件で遺伝子の発現レベルが顕著に増加する（Fujiwara et al., 1990; Fukuzawa et 

al., 1990）。CAH1変異体では野生株と比較して VLC条件における光合成活性がわ

ずかに低下するが、生育速度は変化しないことから、CCMの駆動には必須の因子で

はないと考えられている（Van and Spalding, 1999）。 

 CAH4及び CAH5はクラミドモナスで最初に発見されたβ-CAで、ミトコンドリ

ア内に局在している（Eriksson et al., 1995）。CAH4/5は CO2欠乏条件で発現が誘導

されることが知られているが、CCMにおける役割は不明である（Fang et al., 

2012）。CAH4/5のノックダウン株では LC及び VLC条件での生育が低下すること

から、ミトコンドリアにおいて CO2から変換された HCO3
-を供給することで CCM

の駆動に寄与しているモデルが提唱されている（Rai et al., 2021）。 

 

５. ピレノイド構成因子 EPYC1及び SAGA1 

 ピレノイドは多くの藻類及びツノゴケ類が、葉緑体内に持つ顆粒状の構造体であ

る（Barrett et al., 2021）。クラミドモナスでは CO2欠乏条件で Rubiscoの 90%がピレ

ノイド内部に凝集し、CO2固定の中心的な役割を持つ（Borkhsenious et al., 1998）。

一方で、ピレノイドは Rubiscoの静的な凝集体ではなく、液-液相分離した動的なオ

ルガネラであり（Freeman Rosenzweig et al., 2017）、その形成に複数のピレノイド局

在タンパク質が関わる。Rubisco結合性タンパク質 Essential Pyrenoid Component 1

（EPYC1）の変異株では、ピレノイドが縮小し、Rubisco密度が低下する

（Mackinder et al., 2016）（図 1-5A,B）。また、in vitroで混合した Rubiscoと EPYC1

タンパク質が相分離し液滴を形成することから（Wunder et al., 2018）、EPYC1が

Rubisco同士をつなぎ合わせるリンカータンパク質として機能する。さらにクライオ
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電子顕微鏡を用いた単粒子解析により、EPYC1が Rubiscoのスモールサブユニット

との結合部位を少なくとも５つ持つことが明らかとなっている（He et al.,2020）。 

 ピレノイドに局在する StArch Granules Abnormal 1（SAGA1）の変異株はピレノイ

ドの数の増加、ピレノイドチューブの減少、及びデンプン鞘の伸長といった、ピレ

ノイドの形態変化を示す（Itakura et al., 2019）（図 1-5C,D）。デンプン鞘と Rubisco

マトリックスとの間に局在する SAGA1は N末端側にデンプン結合ドメインである

Carbohydrate Binding Module family 20（CBM20）ドメインを持ち、Rubiscoと相互作

用することから、デンプン鞘と Rubiscoをつなぐリンカータンパク質として機能す

ると考えられている（Itakura et al., 2019）。特に SAGA1が C末端に持つアミノ酸配

列モチーフ[D/N]W[R/K]XX[L/I/V/A]は Rubiscoとの相互作用に必要であり、同様の 

Rubisco結合モチーフを持つ SAGA2、Rubisco-binding membrane protein 1

（RBMP1）、RBMP2もピレノイドに局在する（Meyer et al., 2020）（図 1-5E）。そ

の局在パターンから SAGA2は SAGA1と同様にデンプン鞘と Rubiscoとの結合を、

RBMP1/RBMP2はピレノイドチューブと Rubiscoとの結合を媒介するモデルが提唱

されている（図 1-5F）。 
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図1-5：epyc1及び saga1変異株におけるピレノイド形態及びピレノイド形成に関
わるRubisco 結合性タンパク質の局在と機能モデル 
（A）EPYC1変異株（epyc1）におけるピレノイドの形態及び（B）RBCS1-mCherryを発現させ可視化
した Rubiscoの局在。スケールバーは１μmを示す。（Mackinder et al., 2016を改定）（C）saga1変異
株（saga1）におけるピレノイドの形態及び（D）RBCS1-mCherryを発現させ可視化した Rubiscoの局
在。緑が mCherry蛍光、マゼンタがクロロフィル自家蛍光、スケールバーは 500 nmを示す。（Itakura 
et al., 2019を改定）（E）Venusで可視化した RBCS1及び Rubisco結合モチーフを持つタンパク質の細
胞内局在。緑が Venus蛍光、マゼンタがクロロフィル自家蛍光、スケールバーは 2 μmを示す（Meyer 
et al., 2020を改定）。（F）細胞内局在から予測された EPYC1、SAGA1、SAGA2、RBMP1及び
RBMP2の機能モデル。 
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６. CCMの制御因子 

 これまでに CCMに関わる遺伝子の発現を制御する４種類の因子 CCM1、Low-

CO2 stress response 1（LCR1）、CAS及び BLZ8が同定されている。699アミノ酸の

可溶性タンパク質をコードする CCM1/CIA5遺伝子の変異株では CCMの誘導が損な

われることから、CCMのマスター制御因子として同時期に２つの研究グループによ

って同定された（Fukuzawa et al., 2001; Xiang et al., 2001）。野生株と CIA5変異株を

用いたトランスクリプトーム解析から、HLA3、LCI1、LCIA、BST1-3、CAH1、

LCIB/Cといった、CO2欠乏条件で発現が誘導される 533個の遺伝子発現に CCM1が

必要である（Miura et al., 2004: Fang et al., 2012）（図 1-6）。CCM1は核に局在し、

N末端側に２つの亜鉛結合部位を持つ（Wang et al., 2005）。亜鉛結合部位のシステ

イン及びヒスチジン残基をバリン及びチロシンに置換し、亜鉛結合能が失われた改

変型 CCM1を発現させた株では、CO2欠乏条件における生育遅延や、CCM関連タン

パク質の減少が見られることから、CCM1と亜鉛の結合が CCM1の機能に重要であ

る（Kohinata et al., 2008）。一方で CCM1が直接 DNA配列を認識し転写因子として

働くといった知見が得られていないことから、CCM1が他の転写因子と相互作用

し、発現を制御する転写共役因子として働く可能性も考えられている。これまでに

CCM1が CO2条件に関わらず、290-580 kDaの複合体を形成することが知られてい

るが、相互作用因子は同定されていない（Kohinata et al., 2008）。 

 MYB型転写因子である LCR1は CO2欠乏条件における CAH1と LCI1の発現に必

要であり、CAH1のプロモーター領域に結合する（Yoshioka et al., 2004）。また、

LCR1自身が CCM1の下流で発現が誘導されることから、LCR1が CCM1の下流で

CO2シグナルを伝達する。一方で、クラミドモナスでは転写因子や転写調節因子を

コードすると予測される 234遺伝子が同定されているが（Riaño-Pachón et al., 

2008）、CCM制御に関わる転写因子は LCR1の他には同定されていない。 
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図1-6：CO2欠乏条件におけるCCM関連遺伝子の制御モデル 
緑藻の CCMにおけるマスター制御因子 CCM1、Myb型転写因子 LCR1及び葉緑体内の Ca2+結合性タン
パク質 CASによる CCM関連遺伝子の発現制御モデル。CA及び CAと類似した構造を持つ因子をコー
ドする遺伝子は赤色、Ci輸送体をコードする遺伝子は青色で示している。黒矢印は核における発現誘
導、赤矢印は葉緑体からのレトログレードシグナルを示す。 

  

  葉緑体に局在する Ca2+結合タンパク質をコードする CASは、CO2欠乏条件におけ

る生育速度及び、Ci親和性が低下する CO2要求性株 H82の、原因遺伝子として同定

された（Wang et al, 2014）。さらに CASが Ci輸送体をコードする HLA3及び

LCIA、ミトコンドリア局在性 CAをコードする CAH4、CAH5に加えて、ミトコンド

リアの膜タンパク質 CCP1および CCP2、シャペロンタンパク DNJ31、非光化学的

消光に関与するタンパク質 LHCSR3. 1 及び LHCSR3.2、タンパク質リン酸化酵素

PPP30、LCID、及び２つの機能未知因子をコードする 13個の遺伝子の発現誘導に必

要であることが RNA-seq解析により示された（Wang et al, 2016）。これらの遺伝子

は、H82において CO2欠乏条件誘導後 20分では一過的に発現が誘導されるが、2時

間後には野生株と比較して発現量が低下する。このことから、CASは CCM1依存性

遺伝子の初期誘導後の発現維持に必要であることが示唆された。さらに CASは高

CO2条件下では葉緑体チラコイド膜上に分散しているが、CO2欠乏条件移行後にピ

レノイドチューブを通してピレノイドに移行する（Yamano et al., 2018: 図 1-7）。さ

らに CO2欠乏条件においてピレノイド内の Ca2+濃度が CAS非依存的に上昇するこ

とから（Wang et al, 2016）、ピレノイド内部における CASと Ca2+の結合が CCMの

制御に重要であると考えられている。 
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図1-7：異なるCO2条件におけるCASの局在変化 
cas変異株に CASと蛍光タンパク質 Clover融合タンパク質を発現させた株における CAS-Clover由来の
蛍光シグナル。5% CO2及び 0.04% CO2通気条件で培養した細胞を観察した。スケールバーは 2 μmを
示す。（Yamano et al., 2018を改定） 

 

 さらに、葉緑体で過酸化水素（H2O2）の生成を誘発するメトロニダゾールの添加

による酸化ストレスにより、発現が誘導される Basic leucine zipper（bZIP）転写因子

である BLZ8が、HLA3や炭酸脱水酵素である CAH7及び CAH8をコードする遺伝

子の発現に関わる（Choi et al., 2022）。このことから酸化ストレス応答における

CCMの寄与が示唆されている。一方で BLZ8、CAH7及び CAH8が低 CO2誘導性遺

伝子ではなく、CCM1による制御も受けていないことから（Fang et al., 2012）、低

CO2ストレスと酸化ストレスにおいて、異なる遺伝子発現の制御機構が存在すると

考えられる。 

 HC条件では、CO2は拡散によってピレノイド内の Rubiscoに供給されると考えら

れる。CO2欠乏条件ではなく、HC条件で発現が誘導される遺伝子がこれまで複数報

告されている。ヒトの赤血球膜に局在するタンパク質と相同性を持つ Rhesus-like 

protein 1（RHP1）は HC条件で発現が誘導され、RHP1のノックダウン株では HC条

件における生育速度が低下する（Soupene et al., 2002; Soupene et al., 2004）。RHP1 

は細胞膜に局在し、CO2チャネルとして働くと考えられている（Kustu and Inwood, 

2006; Yoshihara et al., 2008）。このことから、RHP1が HC条件における CO2の透過

に寄与している可能性も考えられる。また、ペリプラズム層に局在する炭酸脱水酵

素 CAH2も HC条件で発現が誘導される（Fujiwara et al., 1990; Fukuzawa et al., 1990; 

Rawat and Moroney, 1991）。さらにペリプラズム層に局在する 43 kDaのタンパク質
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である H43/FEA1は HC条件及び鉄欠乏条件においてそれぞれ独立して発現が誘導

されるが、その機能は明らかになっていない（Allen et al., 2007; Hanawa et al., 2007; 

Baba et al., 2011）。 

 シアノバクテリアでは、LysR型転写因子である NAD(P)H dehydrogenase regulator 

(NdhR/CcmR)が、HC条件において Ci輸送体をコードする遺伝子の発現を抑制す

る、リプレッサーとして機能する（Figge et al., 2001; Wang et al., 2004）。また、珪

藻 Phaeodactylum tricornutumのβ型 CAをコードする PtCA1の上流には、HC条件に

おける PtCA1の発現抑制に重要なシスエレメント配列が存在する（Ohno et al., 

2012）。しかし緑藻では、HC条件における CCM関連遺伝子の発現抑制に関わる転

写因子や、シスエレメント配列は未同定である。緑藻 Chlorella ellipsoideaにおい

て、HC条件下で生育しても CO2欠乏条件下で生育した野生型の細胞と同等の Ci親

和性を示す変異株が単離されているが、原因遺伝子の同定には至っていない

（Matsuda and Colman, 1996）。 

 

7. CCM1結合タンパク質CBP1 

 CCM1複合体の構成因子は CCMの制御に重要な機能を持つ可能性があることか

ら、CCM1相互作用因子の探索が行われている（山原洋佑, 佐々木優 unpublished 

data）。CCM1とポリペプチドタグ FLAGの融合タンパク質を発現する株を作出

し、抗 FLAG抗体を用いたプルダウンアッセイにより CCM1複合体構成因子の探索

が行われた。そして、推定分子量 75 kDa及び 45 kDaのタンパク質が複合体の構成

因子候補として同定された（図 1-8A）。特に 75 kDaのタンパク質は CO2条件に関

わらず CCM1と強く相互作用した（図 1-8B）。質量分析によって、75 kDaのタン

パク質は相互作用する他のタンパク質に金属イオンを供給する、金属シャペロンと

予測される機能未知のタンパク質であった。45 kDaのタンパク質はグルタミン酸デ

ヒドロゲナーゼ GDH1及び GDH2であることが明らかになった。特に 75 kDaの機

能未知タンパク質は CCM1との強い相互作用を示したことから、CCM1複合体によ

る遺伝子発現制御に関わると予測し、CCM1-binding protein 1（CBP1）と命名された

（図 1-8C）。CBP1が CO2条件に関わらず蓄積し、CCM1と相互作用することか
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ら、CBP1が CO2欠乏条件における CCM関連遺伝子の発現誘導に関わる可能性や、

HC条件における CCM関連遺伝子の発現抑制に関わる可能性が考えられる。 

 

図1-8：CCM1-FLAG複合体の展開とCCM1結合タンパク質の検出 
（A）従属栄養条件で培養した CCM1-FLAG発現株および親株から可溶性タンパク質を調製し、M2 FLAG 
Affinity Gelに吸着した。回収後、それぞれをイオン強度が異なる洗浄液（ L: 100 mM KCl,  M: 500 mM 
KCl, H; 1.5 M KCl,）で洗浄した精製サンプルを 6%、または 10％ポリアクリルアミドゲルで展開し、
Flamingoゲルステインで染色することでタンパク質を検出した。C: CCM1-FLAG複合体を含むサンプルを
展開したレーン P: 親株を同様に精製処理したサンプルを展開したレーン（B）5%及び 0.04% CO2通気条
件で培養した CCM1-FLAG発現株および親株から可溶性タンパク質を調製し、6 % ポリアクリルアミド
ゲルで展開し、Flamingoゲルステインで染色することでタンパク質を検出した。（C）質量分析結果と推
定された CBP1タンパク質のアミノ酸配列を示した。LC-MS/MS解析は奈良先端大学院大学の藤原正幸及
び岡山大学の高橋裕一郎によって行われた。赤字は岡山大学での解析、青字は奈良先端大学院大学での解
析、紫字は両大学での解析で検出された配列を示した。（山原洋佑、未発表データ）。 
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 CBP1は N末端側に GTPase活性を持つと予測される CobWドメインと C末端側

に機能未知の CobW_Cドメイン及びタンパク質間相互作用に関わるWWドメイン

を保存している（図 1-9A）。また、特定の立体構造を取らない天然変性領域

（Intrinsically disordered regions: IDR）を２つ持つ。CBP1が持つ CobWドメインは

ATPaseもしくは GTPase活性に必要な walker A及び walker Bモチーフと、GTPのグ

アニンを特異的に認識するモチーフを持つため、GTPaseとして機能すると予想され

た。 

 CobWドメイン及び CobW_Cドメインを両方持つ Cluster of Orthologous Groups

（COG）0523タンパク質は原核生物から植物、ヒトに至るまで広く保存されてお

り、特定の金属イオンを他のタンパク質に輸送する金属シャペロンとして働くと考

えられている（Haas et al., 2009）。特に E.coliがもつ COG0523タンパク質である

YjiAは X線結晶構造解析により分子構造が明らかになっており、CobWドメインに

おいて亜鉛イオンと結合することから、亜鉛シャペロンとして働くと考えられてい

る（Khil et al., 2006）。そこで、YijAタンパク質を鋳型としたホモロジーモデリン

グにより、CBP1の CobWドメインにおける亜鉛イオンの結合を予測した、YjiAで

は２つのグルタミン酸と１つのシステイン残基が Zn2+と結合することが知られてい

るが（Khil et al., 2006）、CBP1の CobWドメインにおいても同様の Zn2+結合部位を

持つことが予測された（図 1-9B）。COG0523タンパク質に広く保存されている

CobW_Cドメインの機能は不明だが、金属シャペロンの機能を補助する役割を持つ

と予測されている（Edmonds et al., 2021）。 

 また、CBP1が持つWWドメインは相互作用するタンパク質のプロリンリッチな

配列に結合することが予測されている（Macias et al., 1996）。特に核に局在する

WWドメイン含有タンパク質は、転写の共活性化や RNAポリメラーゼ II活性の調

節に関与していると考えられている（Sudol et al., 2001）。また、CCM1がWWドメ

インとの相互作用に関わるプロリンリッチモチーフ（PPLPモチーフ）を持つことか

ら（Bedford et al., 2000）、WWドメインが CBP1と CCM1との結合に関わる可能性

が考えられる。 
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図1-9：CBP1のドメイン構造 
（A）CBP1タンパク質の CobWドメイン、CobW_Cドメイン、WWドメイン及び天然変性領域（IDR）
をそれぞれ示す。CobWドメインにおける、GTPase活性に必要なアミノ酸モチーフを示す。数字はアミ
ノ酸数を示す。（B）YjiAタンパク質を鋳型にした CBP1の CobWドメインの予測構造（PDBエントリー 
4IXM.2.b）. 予測されるリガンド Zn2+は灰色で示されている。2つのグルタミン酸（E）と 1つのシステイ
ン（C）残基からなる Zn2+結合部位の予想を示す。 
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目的 
 本研究では、CCMの制御に関わる新規因子の同定を目的とした。第１章では CO2

要求性変異株を新たに単離することで、CCMの誘導に必要な新規因子の同定を目的

とした。第 2章では CCMの包括的制御因子である CCM1と結合するタンパク質を

コードする cbp1変異株の解析から、CBP1の CCM制御における役割を明らかにす

ることを目的とした。 
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第１章：ピレノイド局在性因子のCCM調節における役割 

結果 

CO2要求性変異株の生育速度及びCi 親和性 

 CCMが誘導されない変異株を得るために、ランダム挿入変異により CO2欠乏条

件下で生育速度が低下する CO2要求性変異株の単離を行った。まず、野生株 C9に

ハイグロマイシン耐性を付与する aphVIIカセットを形質転換により導入し、約

72,000株のランダム挿入変異株を得た。さらに変異株の CO2欠乏条件における生育

を、0.04% CO2を通気したチャンバー内でのスポットテストにより評価し、野生株

と比較して生育速度が遅延した 149株を、CO2要求性変異株として選抜した

（KO1~KO149）。変異株ライブラリーの作成及びスクリーニングは、当研究室の新

川友貴及び Hu Donghuiと共同で行った。その中でも、生育速度の大きな遅延がみら

れた KO-60及び KO-62を、更なる解析を行う株として選択した。 

 次に CO2濃度条件と pH条件を変化させることによる HCO3
-/CO2比の変化に応じ

た変異株の生育を評価した。HC、LC及び VLC条件における生育を評価するため

に、5%、0.04%及び 0.01 % CO2を通気したチャンバー内での生育速度を、スポット

テストにより調べた（図 2-1）。また HCO3
-/CO2比を変化させるために、pH 6.2

（HCO3
-/CO2 = 0.71）、pH 7.0（HCO3

-/CO2 = 4.46）、pH 7.8（HCO3
-/CO2 = 28.18）

および pH 9.0（HCO3
-/CO2 = 446.68）の寒天プレートを用いた。コントロールとして

C9及び既知の CO2要求性変異株である cas変異株（H82）を用いた。CO2が過剰と

なる 5% CO2通気条件では株間で生育速度に差は見られなかったことから、光合成

による CO2固定は正常に働くことが示された。一方で、0.04% CO2通気条件で KO-

60と KO-62株は pH条件に関わらず生育速度の低下を示した。さらに 0.01 % CO2通

気条件では、H82と同様に全ての pHで野生株と比較して大幅な生育遅延が見られ

たことから、cas変異株と同様に CCMの誘導が損なわれた株や、CAH3のような

CCMに必須の因子に欠損を持つ株であることが示唆された。 
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図2-1：CO2要求性変異株の生育評価 
 野生株 C9、H82（cas変異株）、CO2要求性株 KO-60及び KO-62の培養液を OD700 = 0.15、0.07、
0.03に希釈し、3 μLの細胞懸濁液を異なる pH条件の寒天培地（pH 6.2、7.0、7.8、9.0）にスポットし
た。細胞を 120 μmol photons m-2 s-1の連続白色光で 5% CO2、0.04% CO2、0.01% CO2を通気したチャン
バー内で 4日間の培養を行った。  

 

 次に変異株の Ciに対する光合成親和性を評価するために、異なる pH条件におけ

る光合成の酸素発生速度を測定した。Ci親和性の指標として、最大酸素発生速度

（Vmax）の半分の酸素発生速度に必要な Ci濃度である K0.5（Ci）値を算出し、P < 

0.05の基準で株間の有意差検定を行った。K0.5（Ci）値の低下は、Ci親和性の上昇

を示す。特に pH 9.0で KO-60（554 ± 130 μM）および KO-62（471 ± 40 μM）では、

C9（126 ± 34 μM）と比較して、K0.5（Ci）値がそれぞれ 4.4倍および 3.7倍有意に上

昇していた（図 2-2A）。pH 6.2、7.0、7.8においても、KO-60と KO-62の K0.5 

（Ci） 値は C9よりも 1.5倍以上有意に上昇していた。一方、KO-60と KO-62の

Vmaxは pH 9.0では C9の 47-61%にまで有意に減少しており、pH 6.2、7.0、7.8にお

いても、C9の 69-84%となっていた（図 2-2B）。これらの結果から、KO-60と KO-

62は共に HCO3
-/CO2比に関わらず Ci親和性と Vmaxが低下した。Ci親和性の低下か

ら、CO2要求性変異株では CCMの誘導が損なわれていることが改めて示唆され

た。一方で、Vmax値も低下したことから、CO2要求性変異株が Rubiscoの蓄積量が
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低下した株である可能性や、Rubiscoの活性制御及びピレノイド形成に関わる因子に

欠損を持つ株である可能性が示唆された。 

 

図2-2：CO2要求性変異株のCi 親和性及び最大酸素発生速度 
0.04% CO2通気条件 12 時間培養した C9、KO-60、KO-62 の pH 6.2、7.0、7.8及び 9.0条件における
K0.5（Ci）値（A）と酸素発生最大速度（Vmax）（B）を示す。K0.5（Ci）値は、Vmaxの半分の値の酸素
発生速度を与える Ci 濃度を示す。独立した３回の実験の平均値と標準偏差を示す。*：t検定により P
値 < 0.05を示す。 
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CO2要求性変異株におけるCCM関連タンパク質の蓄積 

 CO2欠乏条件下における、CO2要求性変異株の生育遅延及び Ci親和性の低下は、

CCM関連タンパク質の減少が原因であると考え、CCMに関わる Ci輸送体、CA及

び CCM制御因子のタンパク質蓄積レベルを調べた。変異株を 5% CO2及び 0.04% 

CO2通気条件で培養し、Ci輸送体（HLA3、LCIA、LCI1）、CA（LCIB、CAH1、

CAH3）、既知 CCM制御因子（CCM1、CAS）の蓄積レベルを調べた（図 2-3）。

コントロールとして C9、ccm1変異株（ccm1ge-2）、H82を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2-3：CO2要求性変異株におけるCCM関連タンパク質の蓄積 
C9、ccm1ge-2（ccm1変異株）、H82（cas変異株）、KO-60及び KO-62における CCM 関連タンパク質
の蓄積。それぞれの細胞を 5% CO2通気条件で 24時間培養し、その後 5%（H）または 0.04%（L）CO2

通気条件で 12時間培養した細胞からタンパク質を抽出した。ローディングコントロールとして Histone 
H3抗体を使用した。アスタリスクは、非特異的なバンドを示す。 

 

  過去に単離された ccm1変異株である C16は、C9と異なる 5D株に由来するため

（Fukuzawa et al., 1998）、CRISPR-Cas9によるゲノム編集を用いて C9の CCM1遺

伝子の第 2エキソンに aphVIIカセットを導入し、ccm1変異株を作出した（図 2-

4A）。遺伝子カセットの挿入が確認され、CCM1タンパク質の蓄積が C16と同程度
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にまで減少した３株の中から（図 2-4B,C）、プロトスペーサー隣接モチーフ

（PAM）配列の３塩基上流に、遺伝子カセットの全長が欠失無く挿入された ccm1ge-

2株を解析に用いた（図 2-4A）。 

 野生株 C9では HLA3、LCIA、LCI1、LCIB、CAH1の蓄積レベルが、5% CO2と比

較して 0.04% CO2通気条件で上昇した。ccm1ge-2株では C9と比較して、上記５つの

低 CO2誘導性タンパク質の蓄積が低下した。この表現型は親株の異なる ccm1変異

株である C16と同様であった（Wang et al., 2014）。一方、KO-60および KO-62で

は、0.04% CO2通気条件における HLA3、LCIA、LCI1の蓄積レベルが、H82と同程

度にまで低下した。また、既知の CCM制御因子である CCM1及び CASの蓄積レベ

ルに、大きな変化は見られなかった。また、CO2要求性変異株において、H82と同

様に Ci輸送体の蓄積のみが減少したことから、CASによるレトログレードシグナ

ル制御に欠損を持つ株である可能性や、Ci輸送体の発現を制御する新たな制御因子

の変異株である可能性が示唆された。 

図2-4：CRISPR-Cas9法による ccm1変異株の作出 
 （A）CRISPR-Cas9による ccm1変異株作出のために設計したガイド RNA（gRNA）によって認識され
るゲノム上の標的 DNA配列（target DNA）と、プロトスペーサー隣接モチーフ（PAM）配列を⽰し
た。ゲノム PCRに用いたプライマーは矢印で示した。（B）aphVIIカセットの挿入を確認するための
ゲノム PCR。ネガティブコントロールとして C9を用いた。CRISPR-Cas9法による遺伝子破壊は山野隆
志氏により行われた。（C）挿入変異体における CCM1タンパク質の蓄積レベル。C9をポジティブコ
ントロール、先行研究で用いられた CCM1欠損変異体 C16（Fukuzawa et al., 2001）をネガティブコント
ロールとして用いた。ローディングコントロールとして Histone H3抗体を用いた。 
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 次に KO-60及び KO-62における、aphVIIカセットが挿入された周辺ゲノム領域

を決定するために、Thermal asymmetric interlaced-PCR（TAIL-PCR）を行った。KO-

60と KO-62では、aphVIIカセットがピレノイドの形成に関わる SAGA1遺伝子の 10

番目と 15番目のイントロンに、それぞれ挿入されていた（図 2-5A,B）。先行研究

において、CO2欠乏条件下で培養した saga1変異体（saga1）は pH7.3条件において

生育遅延、K0.5値の増加、Vmax値の減少を示す（Itakura et al., 2019）。また、野生株

が 1細胞あたり 1つ持つピレノイドが、saga1では複数個形成される（Itakura et al., 

2019）。そこで、KO-60と KO-62において SAGA1の機能が損なわれていれば、ピ

レノイドの個数が増加していると考えた。蛍光タンパク質 Venusを融合させた

Rubisco small subunit 1（RBCS1-Venus）を C9、KO-60及び KO-62で発現させ、

Venus蛍光が見られた RBCS1-Venus /C9、RBCS1-Venus /KO-60、RBCS1-Venus /KO-

62を作出し、その蛍光像を観察した。RBCS1-Venus /C9では葉緑体の基底部に単一

の蛍光シグナルが観察されたが、RBCS1-Venus /KO-60および RBCS1-Venus /KO-62

では、先行研究における結果と同様に複数の蛍光シグナルが観測され、葉緑体基底

部に特に大きな蛍光が見られた（図 2-5C）。このことから、野生株では葉緑体基底

部に位置する単一のピレノイドに凝集する Rubiscoの一部が、SAGA1が欠損したこ

とにより葉緑体中に分散したと考えられる。よって、KO-60および KO-62は SAGA1

の機能欠損により、ピレノイドの個数が増加した株であることが示された。 
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図2-5：CO2要求性変異株の解析 
 （A） SAGA1遺伝子及び CO2要求性変異株 KO-60及び KO-62ゲノムにおける aphVIIカセットの挿
入位置。黒色の長方形はエキソン、黒線はイントロン、灰色の長方形は UTRを示す。矢印はゲノム
PCRに用いたプライマーの位置を示す。（B） KO-60および KO-62における aphVIIカセットの挿入を
確認するためのゲノム PCR。（C） C9、KO-60及び KO-62に RBCS1-Venus融合タンパク質を発現さ
せた株を 0.04% CO2通気条件で培養した細胞における蛍光像。緑は Venus蛍光、マゼンタはクロロフ
ィルの自家蛍光を示す。スケールバーは 5 μmを示す。 
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 SAGA1が KO-60及び KO-62における HLA3、LCIA及び LCI1の蓄積減少の原因

遺伝子であれば、Ci輸送体の蓄積レベルが saga1では低下し、先行研究で用いられ

た相補株（SAGA1-Venus/saga1）では回復すると予測し、CCM関連タンパク質の蓄

積レベルを評価した。相補株は saga1に SAGA1-Venus融合タンパク質を発現させ、

作出されたものである。KO-60や KO-62と同様に、saga1では親株である CC-5325

株と比較して、HLA3、LCIA及び LCI1の蓄積レベルが低下した（図 2-6）。さら

に、SAGA1-Venus/saga1ではこれらの Ci輸送体の蓄積が回復した。よって、SAGA1

の破壊によるピレノイド形態の変化が、Ci輸送体の蓄積低下に関与していることが

示唆された。一方 CAH1の蓄積レベルは CC-5325に比べて saga1で減少し、SAGA1-

Venus/saga1では蓄積がわずかに回復した。KO-60と KO-62では CAH1の蓄積量は

減少していないことから、この表現型は saga1における SAGA1以外の遺伝子への変

異や親株の違いによる影響により引き起こされたと考えられる。 

図2-6：CO2要求性変異株におけるCCM関連タンパク質の蓄積 
CC-5325、saga1及び SAGA1-Venus/saga1における CCM 関連タンパク質の蓄積。それぞれの細胞を
5% CO2通気条件で 24時間培養し、その後 5%（H）または 0.04%（L）CO2通気条件で 12時間培養し
た細胞からタンパク質を抽出した。ローディングコントロールとして Histone H3抗体を使用した。ア
スタリスクは、非特異的なバンドを示す。 
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saga1 変異株におけるCCM関連遺伝子の発現 
 saga1変異株で見られた Ci親和性低下の、HLA3、LCIA及び LCI1の蓄積減少以

外の原因を明らかにするために、SAGA1変異により発現レベルが変動する遺伝子の

探索を行った。C9、KO-60、CC-5325、saga1、および SAGA1-Venus/saga1を、5% 

CO2から 0.04% CO2通気条件に移行 2時間後において、各遺伝子にマッピングされ

たリードカウントを RNA-seq解析により算出した。その後、各サンプルにおけるリ

ードカウントの Trimmed mean of M-values（TMM）正規化を行い、C9と KO-60、

CC-5325と saga1の発現レベルを比較すると、それぞれ 2,288、3,633遺伝子の発現

レベルが有意に低下しており（false discovery rate（FDR）< 0.01）、どちらの株にお

いても低下した遺伝子の数は 1,344個であった。重複する遺伝子が全体の３割未満

と少ない原因として、親株である C9と CC-5325の形質の違いに起因する可能性が

考えられる。また遺伝子タグの挿入位置が KO-60及び saga1においてそれぞれ

SAGA1遺伝子の第 15イントロン、第 26イントロンであったため（Itakura et al., 

2019）、挿入変異の差に起因する可能性も考えられる。さらに、KO-60と saga1に

おいて発現レベルが低下した遺伝子のうち、532個の遺伝子が SAGA1-Venus/saga1

で回復した（図 2-7A）。次に、saga1変異体で発現が上昇した遺伝子に着目し発現

量を比較したところ、KO-60と saga1で発現レベルが上昇した遺伝子のうち、570

個の遺伝子が SAGA1-Venus/saga1で減少していた（図 2-7B）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図2-7：KO-60と saga1における発現変動遺伝子 
RNA-seq 解析により 0.04% CO2通気条件で 2 時間培養した際に KO-60及び saga1で発現量が上昇あ
るいは減少した遺伝子の数を示したベン図。2系統間の発現量の比較には Trimmed mean of M values 
（TMM） 正規化法を用い、False Discovery Rate （FDR） < 0.01の有意水準で遺伝子を選抜した。 
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 saga1変異株におけるピレノイド形態の変化が、CCM関連遺伝子の発現に与える

影響を調べるために、SAGA1依存的に発現レベルが低下する 532個の遺伝子と、

CCM1によって制御される 533個の低 CO2誘導性遺伝子を比較した（Fang et al., 

2012）。その結果、31個の CCM1制御下遺伝子の発現レベルが SAGA1依存的に低

下していた（表 2-1）。特に、CASによって制御されている 13個の遺伝子のうち

（Wang et al., 2016）、10個の遺伝子（HLA3、LCIA、LHCSR3.1、LHCSR3.2、

CAH4、CAH5、CCP1、CCP2、LCID、DNJ31）の発現レベルが KO-60と saga1で減

少し、SAGA1-Venus/saga1で回復した（図 2-8）。特に C9と比較して KO-60におい

て最も発現レベルが低下した DNJ31はシャペロンタンパク質をコードし、野生株で

は CO2欠乏条件で発現が誘導される（Fang et al., 2012）。しかしながら、CCMにお

ける DNJ31の詳細な機能は未解明である。これらの結果から、SAGA1変異によるピ

レノイドの形態変化が、CASによって制御される遺伝子の発現に影響を与えること

が示された。 

 また、CASによって制御される遺伝子に加え、CCM1が制御する LCIEと DNJ15

の発現レベルも SAGA1変異により 4倍以上減少していた（表 2-1）。LCIEは LCIB

のホモログであり、CA活性を持つことが予測されている（Yamano et al., 2010）。

また、DNJ15はシャペロンドメインを有しており、LCIBや LCICと相互作用するこ

とから、LCIB/LCIC複合体の機能調節に関わると考えられている（Mackinder et al., 

2017）。また、CO2欠乏条件に誘導後 12時間後において、タンパク質の蓄積レベル

が KO-60及び saga1で低下した LCI1の遺伝子発現量は、saga1では CC-5325と比

較して低下し、SAGA1-Venus/saga1では回復していたが、KO-60と C9との間で有意

な差は見られなかった。そのため、SAGA1変異が CO2欠乏条件に誘導後 2時間後に

おける、LCI1の発現に与える影響には、親株による差が存在することが考えられ

る。 

 一方で、SAGA1依存的に発現量が増加する 570遺伝子の中には、チラコイド膜の

HCO3
-輸送体 BST1及び BST2、デンプン鞘に局在するデンプン合成酵素 STA2及

び、ピレノイドに局在する機能未知の ABC輸送体をコードする、4個の CCM1依存

性遺伝子が含まれていた（表 2-2）。このことから、SAGA1遺伝子の変異が、ピレ

ノイドに局在する CCM関連遺伝子の発現に影響を与えることが示唆された。 
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表2-1： KO-60と saga1で発現レベルが低下するCCM1依存性遺伝子 

CO2欠乏条件に誘導後 2時間後において、KO-60と C9、saga1と CC-5325および SAGA1-Venus/saga1
の発現レベルを比較し、KO-60、saga1で発現が有意に減少した CCM1依存性の遺伝子を示す（false 
discovery rate（FDR）< 0.01）。太文字は CAS依存性遺伝子を示す。 

logFC FDR logFC FDR logFC FDR

Cre03.g204577 DNJ31 DnaJ-like protein -4.0 4.4E-41 -2.9 2.3E-21 -1.4 1.2E-09

Cre07.g321800 — — -3.8 5.7E-54 -2.7 2.3E-26 -1.4 2.0E-06

Cre04.g223250 LCIE Low-CO2 inducible protein E -3.8 8.5E-77 -2.3 7.1E-15 -2.5 2.7E-22

Cre02.g097800 HLA3 Bicarbonate ABC transporter -3.0 3.8E-63 -2.4 2.7E-39 -1.0 7.7E-19

Cre12.g555700 DNJ15 DnaJ-like protein -2.7 1.3E-11 -5.6 1.5E-44 -3.1 2.4E-31

Cre08.g367500 LHCSR3.1 Stress-related chlorophyll a/b binding
protein 2 -2.6 1.0E-54 -1.0 2.2E-13 -0.9 9.8E-25

Cre08.g367400 LHCSR3.2 Stress-related chlorophyll a/b binding
protein 3 -2.2 1.3E-33 -0.8 6.4E-19 -0.4 2.2E-04

Cre09.g399252 — — -2.1 8.3E-38 -0.3 2.4E-04 -0.4 1.1E-06

Cre06.g281600 LCI23 Low-CO2-inducible protein 23 -1.7 2.0E-28 -1.7 1.3E-34 -1.2 2.7E-25

Cre05.g234652 — — -1.7 2.6E-22 -1.2 1.8E-41 -0.8 1.1E-25

Cre02.g080800 — — -1.7 5.4E-20 -0.9 1.6E-08 -0.5 9.6E-04

Cre12.g547100 CGL2 putative methyltransferase -1.5 2.9E-05 -1.4 9.4E-21 -0.6 1.0E-04

Cre13.g591550 SRR20 Scavenger receptor cysteine-rich protein -1.5 6.6E-07 -1.5 1.6E-10 -1.3 5.0E-08

Cre05.g237800 CYG64 Adenylate/guanylate cyclase -1.4 2.3E-15 -1.6 5.3E-33 -0.9 1.1E-10

Cre02.g095294 — — -1.4 3.1E-11 -1.2 6.5E-07 -0.7 9.2E-03

Cre05.g248450 CAH5 Mitochondrial carbonic anhydrase -1.4 2.0E-09 -3.6 2.9E-108 -2.4 2.0E-84

Cre04.g223300 CCP1 Low-CO2-inducible membrane protein -1.3 5.9E-14 -2.8 1.5E-197 -1.6 3.0E-117

Cre04.g222750 CCP2 Low-CO2-inducible membrane protein -1.3 1.7E-17 -0.9 4.5E-12 -0.4 1.7E-03

Cre02.g096700 — — -1.3 1.2E-15 -0.8 2.1E-18 -0.5 2.6E-09

Cre05.g248400 CAH4 Mitochondrial carbonic anhydrase -1.2 4.8E-08 -3.5 1.9E-139 -2.4 2.9E-125

Cre11.g467617 LCI19 Gamma hydroxybutyrate dehydrogenase -1.2 8.7E-12 -1.6 2.7E-53 -1.0 5.1E-26

Cre06.g309000 LCIA Inorganic carbon channel localized at
chloroplast membrane -1.2 1.1E-15 -1.7 1.1E-37 -1.4 2.7E-42

Cre04.g222800 LCID Low-CO2 inducible protein D -1.1 7.9E-13 -2.0 6.7E-39 -0.4 3.3E-03

Cre17.g696850 — — -1.0 3.9E-10 -0.9 1.5E-20 -0.8 1.3E-35

Cre02.g105800 — — -0.9 3.5E-07 -0.4 1.7E-04 -0.8 9.9E-19

Cre04.g214000 — — -0.9 6.1E-07 -1.3 7.4E-42 -1.1 4.6E-29

Cre03.g189550 ZIP3 Zinc/iron transporter -0.7 2.0E-04 -1.0 1.6E-21 -0.7 1.9E-12

Cre02.g145800 MDN3 NAD-dependent malate dehydrogenase -0.7 1.5E-05 -0.7 3.2E-17 -0.6 2.4E-15

Cre12.g485600 — — -0.6 1.6E-04 -1.2 4.4E-37 -0.8 5.4E-40

Cre16.g682100 TDR1 Tropine dehydrogenase/reductase -0.6 5.0E-04 -0.8 2.8E-15 -0.5 1.9E-09

Cre05.g241950 VDAC2
Voltage-dependent anion-selective

channel protein
-0.5 2.6E-03 -1.0 1.3E-30 -0.6 8.5E-32

saga1 / SAGA1 -
Venus/saga1遺伝子ID 遺伝子名 説明 KO-60 / C9 saga1 / CC_5325
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図2-8：KO-60と saga1における発現変動遺伝子 
KO-60と C9、saga1と CC-5325および SAGA1-Venus/saga1のトランスクリプトームを比較したボルケ
ーノプロット。X軸は log2（FC）、Y軸は-log10（FDR）をそれぞれ表す。青と赤の点は、FDR < 0.01
の有意水準で KO-60及び saga1で発現が減少及び上昇した遺伝子を表している。灰色の点は、トラン
スクリプトームに有意な差がないことを表す。 

 

表2-2： KO-60と saga1で発現レベルが上昇するCCM1依存性遺伝子 

CO2欠乏条件に誘導後 2時間後において、KO-60と C9、saga1と CC-5325および SAGA1-Venus/saga1
の発現レベルを比較し、KO-60、saga1で発現が有意に上昇した CCM1依存性の遺伝子を示す（false 
discovery rate（FDR）< 0.01）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

logFC FDR logFC FDR logFC FDR

Cre06.g271850 — ATP-binding transport protein-related 1.46 3.12E-08 1.17 2.54E-32 1.01 3.06E-23

Cre16.g663400 BST2 Low-CO2-inducible membrane protein 0.89 3.80E-08 0.55 1.73E-09 0.26 5.96E-06

Cre17.g721500 STA2 Granule-bound starch synthase I 0.76 3.12E-06 0.61 1.46E-13 0.37 6.12E-11

Cre16.g662600 BST1 Low-CO2-inducible membrane protein 0.55 7.43E-03 0.87 3.88E-08 1.58 4.41E-18

saga1 / SAGA1 -
Venus/saga1遺伝子ID 遺伝子名 説明 KO-60 / C9 saga1 / CC_5325
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saga1 変異株におけるCCM制御因子CASと低CO2誘導性因子
LCIB の細胞内局在 
 saga1変異株ではピレノイドの数の増加、ピレノイドチューブの減少、及びデン

プン鞘の伸長といった、ピレノイドの形態変化が見られる（Itakura et al., 019）。ま

た、CCM制御に関わる CASは、HC条件では葉緑体全体に分散しているが、CO2欠

乏条件に移行し 2時間にはピレノイドチューブ上に移動することから、CASのピレ

ノイドへの局在が CCMに関わる遺伝子の発現に重要であると考えられている

（Yamano et al., 2018）。そこで、saga1変異株におけるピレノイド形態の変化が、

CO2欠乏条件における CASのピレノイド内部への局在に影響を与えると考え、C9、

KO-60、CC-5325、saga1及び SAGA1-Venus/saga1を、5% CO2から 0.04% CO2通気条

件に移行した 2時間における、CASの局在を間接的免疫蛍光染色法により調べた。

野生型では先行研究と同様に、ピレノイドチューブに蛍光シグナルが検出された

が、KO-60及び saga1では葉緑体に蛍光シグナルが分散していた（図 2-9）。このこ

とから、saga1変異株のピレノイド形態変化が、CO2欠乏条件における CASのピレ

ノイド内部への局在を阻害することが示唆された。 

 また、LCIBは CO2濃度が 7 μM未満の VLC条件においてピレノイド周囲に局在

し、デンプン鞘の間隙から流出した CO2を HCO3
−に変換し、再利用する役割を持つ

と考えられている（Wang and Spalding, 2014; Yamano et al., 2022）。そこで、saga1

変異株におけるピレノイド形態の変化が、VLC条件における LCIBのピレノイド周

囲への局在に影響を与えると考え、C9、KO-60、CC-5325、saga1及び SAGA1-

Venus/saga1の、CO2濃度が 7 μM未満の条件における、LCIBの局在を間接的免疫蛍

光染色法により調べた。0.04% CO2通気 12時間後において、C9、CC-5325、SAGA1-

Venus/saga1では LCIBはピレノイド周囲に局在していたが、KO-60と saga1では培

地中の CO2濃度が 7 μM未満だったにも関わらず、LCIBが葉緑体中に分散した（図

2-10）。このことから、saga1変異株のピレノイド形態変化が、CO2欠乏条件におけ

る CASのピレノイド内部への局在を阻害することが示唆された。 
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図2-9：KO-60及び saga1におけるCASの細胞内局在。 
C9、KO-60、CC-5325、saga1、SAGA1-Venus/saga1における CASの細胞内局在を、抗 CAS抗体を用いた
間接的免疫蛍光染色法によって評価した。細胞は 0.04% CO2通気条件で 2時間培養した。白矢印は KO-60
で見られた顆粒状の構造、スケールバーは 5 µmを示す。 
 

 

図2-10：KO-60及び saga1におけるLCIBの細胞内局在。 
C9、KO-60、CC-5325、saga1、SAGA1-Venus/saga1における LCIBの細胞内局在を、抗 LCIB抗体を用い
た間接的免疫蛍光染色法によって評価した。細胞は 0.04% CO2通気条件で 12時間培養した。また培養液
中の Ci濃度をガスクロマトグラフィーによって測定し、pH 7.0における CO2濃度を算出した。白矢印は
KO-60で見られた顆粒状の構造、スケールバーは 5 µmを示す。 
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 ここで、KO-60の葉緑体には間接的免疫蛍光染色による蛍光が観察されない、直径

が 1-3 μm程度の顆粒状の構造が観察された（図 2-9、2-10）。また、顆粒状の構造は

変異体ライブラリーの親株として用いた C9 （C9-3） 細胞でも見られた（図 2-11）。

C9-3は、窒素欠乏時にクロロフィル分解速度が上昇するという性質を、長期の継代培

養中の変異によって獲得した株と考えられている（Tsuji et al., 2022）。しかし、凍結

保存から回収した直後の C9（C9-1）細胞には顆粒状の構造が見られないことから、顆

粒状の構造は親株である C9-3の特徴であることが示唆された。 

 KO-60において、CAS及び LCIBの由来の蛍光シグナルが、顆粒状の構造により不

明瞭となった。しかし、顆粒状の構造を持たない saga1において CAS や LCIB 由来

の蛍光シグナルが分散しており、SAGA1-Venus/saga1では親株である CC-5325と同様

の蛍光パターンを示したことから、SAGA1変異によるピレノイドの形態変化が CASや

LCIBの局在変化に影響を与えることが示された。 

 

 
 

図2-11：C9-3及びC9-1の細胞形態 
0.04% CO2通気条件で培養した C9-3及び C9-1の細胞写真。C9-3は長期の形態培養中に形質が変化した
と考えられる C9系統、C9-1は形質変化が発生する以前の C9系統を示す。白矢印は C9-3で見られた顆粒
状の構造を示す。スケールバーは 5 µmを示す。 
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考察 

saga1 変異株におけるCi 親和性低下の要因 
 先行研究において、saga1変異株は CO2要求性を示し、Ci親和性が低下する株と

して単離された（Itakura et al., 2019）。また、saga1変異株ではピレノイド数の増

加、デンプン鞘の伸長、ピレノイドチューブの減少といった、ピレノイド形態の変

化が観察される。野生株と saga1変異株との間で Rubiscoタンパク質の蓄積レベル

は変化しないが、野生株では葉緑体基底部のピレノイドに凝集されている Rubisco

の一部が、saga1変異株では葉緑体中に分散し（Itakura et al., 2019）、この表現型は

KO-60及び KO-62でも再現した（図 2-5C）。葉緑体基底部のピレノイド内部に凝集

した Rubiscoが減少したことが、光合成の最大酸素発生速度が低下した一因である

と考えられる。 

 本研究では、saga1変異株において、HLA3、LCIA及び LCI1の蓄積減少、CCM

関連遺伝子の発現レベルの低下、及び LCIBや CASの葉緑体中への分散といった、

新たな３つの表現型が明らかとなった（図 2-12）。このことから、saga1変異株で

見られた Ci親和性の低下が、３つの変化による複合的な要因であると考えた。 

 まず KO-60、KO-62、及び saga1では、HLA3、LCIA、LCI1といった Ci輸送体の

蓄積レベルが低下していた（図 2-3、2-6）。HCO3
-輸送体である HLA3及び LCIA二

重変異株では、特に pH 9.0で Ci親和性が低下し（Yamano et al., 2015）、CO2輸送

体である LCI1変異体では、pH 6.0条件で Ci親和性が低下する（Kono and Spalding, 

2020）。よって、saga1変異株で見られた Ci輸送体の蓄積低下が、pH 6.2及び 9.0

における Ci親和性低下の一因となった可能性が考えられる。 

 また、saga1変異株において発現が低下した CASによって制御される遺伝子が、

Ci親和性低下の一因となった可能性も考えられる。HLA3及び LCIAを除く CASに

よって制御される遺伝子の CCMにおける機能は未知であるが、CO2欠乏条件で発

現が誘導されるミトコンドリア局在型 CAである CAH4及び CAH5のノックダウン

株は、CO2欠乏条件における Ci親和性が低下する（Rai et al., 2021）。このためミト

コンドリア局在型 CAが、CO2欠乏条件でミトコンドリアにおいて発生した CO2が

HCO3
-に変換され、LCIAによって細胞質から葉緑体内へ輸送される機能モデルが提

唱されている（Santhanagopalan et al., 2021）。 
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 さらに、VLC条件において LCIBがピレノイド周囲ではなく葉緑体内に分散した

表現型も saga1変異株における Ci親和性の低下の一因となった可能性がある。デン

プン鞘はピレノイドから流出する CO2の拡散を制限する物理的な障壁として働き、

LCIBはデンプン鞘の隙間から流出した CO2を HCO3
-に変換し、再補足する機能を

持つと考えられている（Toyokawa et al., 2020）。そのため、VLC条件で LCIBが葉

緑体中に分散している saga1変異株では、野生型に比べてより多くの CO2がピレノ

イドから流出し、Ci親和性低下の一因となった可能性が考えられる。 

 

SAGA1の欠損が LCIB の局在制御に与える影響 

 saga1変異株では、VLC条件下において LCIBがピレノイド周囲ではなく、葉緑

体中に分散していた（図 2-10）。一方野生株では、チラコイド膜が陥入するデンプ

ン鞘の隙間近傍に、LCIBが局在する（Yamano et al., 2010）。LCIBが CO2条件の変

化に応じて葉緑体からピレノイド周囲に局在を変化させる機構は明らかになってい

ないが、これまでの知見から少なくとも２つの可能性が考えられる。1つめに、

LCIBはチラコイド膜に局在する HCO3-チャネルである BST3と相互作用することか

ら（Mackinder et al., 2017）、BST3を介した LCIBとチラコイド膜の相互作用が、

LCIBの局在制御に関わる可能性が考えられる。2つめに、CO2欠乏条件において発

達するデンプン鞘が、LCIBのピレノイド周囲の局在に必要なことから、未知のタン

パク質を介した LCIBとデンプン鞘との間接的な相互作用が、局在制御に重要とな

る可能性も考えられる（Toyokawa et al., 2020）。 

  saga1変異株ではピレノイドの個数が増加するが、ピレノイドチューブを持つピ

レノイドは１細胞に最大 1個しか観察されない（Itakura et al., 2019）。また、野生株

のピレノイドチューブでは複数のチラコイド膜がピレノイドを貫通する様子が観察

されるが、saga1変異株に残存したピレノイドチューブでは、チラコイド膜はピレ

ノイドを貫通せず、チラコイド膜の個数も減少する。saga1変異株における上記の

ようなピレノイドチューブの形態変化が、チラコイド膜と LCIBの間接的な相互作

用を阻害している可能性が考えられる。 

 一方で、LCIBとデンプン鞘との間接的な相互作用を媒介するタンパク質の蓄積や

機能が、saga1変異株で欠失している可能性も考えられる。saga1変異株において発
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現が有意に減少した 532個の遺伝子の中に、既知のデンプン結合ドメインを持つタ

ンパク質をコードする遺伝子は含まれていなかったが、この中に、LCIBとデンプン

結合タンパク質との結合に関わる因子が含まれる可能性が考えられる。 

 

 

CASの局在と遺伝子発現制御の関係 

 CASは CO2欠乏条件において、チラコイドチューブ上を通ってピレノイド内部に

局在移動するが、saga1変異株では CAS由来の蛍光が葉緑体全体に分散しているた

め（図 2-9）、葉緑体チラコイド膜上に局在していると考えられる。SAGA1変異株

におけるピレノイドチューブはピレノイドを貫通せず、ピレノイドチューブの個数

も減少するため（Itakura et al., 2019）、CASのピレノイド内への移動が阻害されて

いる可能性が考えられる。また局在観察により、SAGA1の一部がチラコイド膜と共

局在することが示唆されており（Itakura et al., 2019）、SAGA1がチラコイド膜上を

移動する CASと直接相互作用し、CASをピレノイド内部に呼び込む機能を持つ可

能性も考えられる。 

   CASは N末端側に Ca2+結合部位、C末端側にシグナル伝達に関わると予測され

る Rhodanase-likeドメインを持ち、どちらも葉緑体ストロマ側に露出している

（Wang et al., 2016）。CASと Ca2+との結合は低親和性であるが（Han et al., 

2003）、CO2欠乏条件下において、ピレノイド内の Ca2+濃度が CAS非依存的に上昇

するため、CASと Ca2+との結合が、シグナル伝達に重要であると考えられている。

CASが葉緑体中に分散した saga1変異株において、10個の CAS依存性遺伝子の発

現レベルが減少したことから、CASのピレノイド内部への移動が、CCM制御に重

要である可能性が改めて示唆された。一方で 3つの CAS依存性遺伝子（PPP30, 

Cre12.g541550, Cre26.g756747）は saga1変異株においても発現量が変動しなかった

ため、CASのピレノイド局在が、全ての遺伝子発現制御に必須ではない可能性も考

えられる。 
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図2-12：野生株と saga1変異株における Ci 取り込み機構のモデル 

（A） 野生型では、Ci輸送体と CAにより無機炭素がピレノイドに濃縮される。チラコイド膜に局在す
る HCO3

-輸送体である BSTが LCIBと相互作用する。HLA3および LCIAの発現誘導に必要な、CASから
核へのレトログレードシグナルを赤矢印で示す。（B）saga1変異株では、Ci輸送体の蓄積レベルが減少
し、ピレノイドの個数が増加する。しかしピレノイドチューブを持つピレノイドは１細胞に 1つ程度しか
存在せず、ピレノイドチューブはピレノイドを貫通しない。 
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第２章：核局在性因子のCCM調節における役割 
結果 

CBP1と CCM1の核内相互作用 

CBP1の CCM制御における機能を明らかにするために、CRISPR-Cas9を用いた遺

伝子破壊技術により、野生株 C9の CBP1遺伝子の第７エキソン上に aphVIIカセッ

トが導入された株を当研究室の安田詢子が単離した（図 3-1A）。PAM配列の３塩

基下流に遺伝子カセットの全長が欠失無く挿入された cbp1ge-2株を、cbp1変異株と

して解析に用いた（図 3-1A,B）。 

 

図3-1：CRISPR-Cas9法によるcbp1変異株の作出 
 （A）CRISPR-Cas9による cbp1変異株作出のために設計したガイド RNA（gRNA）によって認識される
ゲノム上の標的 DNA配列（target DNA）と、プロトスペーサー隣接モチーフ（PAM）配列を⽰した。⿊
四⾓はエキソン、⿊線はイントロン、灰四⾓は UTRを⽰した。ゲノム PCRに⽤いたプライマーは⽮印で
⽰した。（B） aphVIIカセットの CCM1遺伝⼦への挿⼊を確認するためのゲノム PCR。上の数字は形質
転換により得られたハイグロマイシン耐性株の名称を⽰す。遺伝⼦破壊及びゲノム PCRは安⽥詢⼦によ
って⾏われた（安⽥詢⼦, unpublished data）。 
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 CCM1は核に局在するため（Wang et al., 2005）、CCM1と結合する CBP1も同様

に核に局在すると予測し、CBP1の細胞内局在を調べた。自身のプロモーターによ

って CBP1の C末端に Venusを融合させたタンパク質を発現する DNA断片を

cbp1ge-2に導入し（図 3-2A）、融合タンパク質の蓄積が確認された CBP1-Venus株を

作出した（図 3-2B）。また CCM1の細胞内局在と比較するために、CCM1の C末

端に Venusを融合させた融合タンパク質を、ccm1ge-2において発現させ、核に蛍光が

見られた株を CCM1-Venus株として用いた。5%及び 0.04% CO2通気条件において、

CCM1-Venus株及び CBP1-Venus株に、リング状の蛍光シグナルが観察され（図 3-

2C）、過去にクラミドモナスで観察された核転写因子 Nuclear Transcription factor YB

（NF-YB）と同様の局在パターンであった（Tokutsu et al., 2019）。このことから

CBP1が CCM1と同様に、CO2条件に関わらず核に局在することが示された。蛍光

が観察されない中央の領域は核小体であると考えられる。 

 次に、CCM1と CBP1の核での相互作用を in vivoで評価するために、二分子蛍光

補完（bimolecular fluorescence complementation : BiFC）解析を行った。CCM1と

CBP1にそれぞれ EYFPの N末端側（nEYFP）及び C末端側（cEYFP）を融合させ

た CCM1-nEYFP及び CBP1-cEYFPタンパク質を、タバコ（Nicotiana benthamiana）

葉の表皮細胞で一過的に共発現させた。また、CCM1はWWドメインが認識するプ

ロリンリッチモチーフを持つことから、CBP1のWWドメインが CCM1との相互作

用に関わると考え、WWドメインを含む C末端を欠失させた CBP1(1-508 aa)-cYFP

と CCM1-nEYFPとの相互作用も評価した（図 3-3A）。 

 CCM1-nEYFPと CBP1-cEYFPを共発現させた細胞では、核に再構成された YFP

蛍光シグナルが観察された（図 3-3B）。これらの結果から CCM1と CBP1が核内で

相互作用していることが改めて示された。一方で CCM1-nEYFPと CBP1(1-508 aa)-

cYFPを共発現させた細胞においても、核に蛍光シグナルが観察されたことから、

WWドメインが CCM1-CBP1相互作用に関わらない可能性が示唆された。 
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図3-2：CBP1-Venus融合タンパク質を発現するDNA断片及びクラミドモナスにおける
CCM1-VenusとCBP1-Venusの細胞内局在 
（A）CBP1-Venus融合タンパク質をコードする遺伝子と、パロモマイシン耐性を付与する aphVIIIを発現
させる DNA断片を作出した。CBP1遺伝子の黒四角はエキソン、黒線はイントロン、灰四角は 5´UTRを
示す。（B）ウェスタンブロッティング解析による、CBP1-Venus融合タンパク質の蓄積評価。コントロー
ルとして C9及び cbp1ge-2を用いた。ローディングコントロールとして Histone H3抗体を用いた。（C）
CCM1-Venus及び CBP1-Venus株において蛍光観察を行った。細胞は 5% CO2（H）及び 0.04% CO2（L）
通気条件で 12時間培養した。スケールバーは 5 μmを示す。 



 42 

 

図3-3：タバコ葉を用いたBiFCアッセイによるCCM1及びCBP1の相互作用解析 
（A）CCM1-nYFP、CBP1-cYFP及び CBP1(1-508 aa)-cYFPを発現させるコンストラクトの構造。（B）
CCM1-nYFP、CBP1-cYFP及び CBP1(1-508 aa)-cYFPを Nicotiana benthamianaの葉の細胞に一過的に共発現
させ、蛍光観察を行った。スケールバーは 50 µmを示す。CCM1-nYFP、全長の CBP1-cYFP発現用コンス
トラクトは安⽥詢⼦によって作成された（安⽥詢⼦, unpublished data）。 

 

cbp1 変異株におけるCi 親和性 
 CBP1が CO2条件に関わらず CCM1と相互作用することから、CBP1が CO2欠乏

条件における CCMの誘導や、HC条件における CCMの抑制に関わる可能性が考え

られるため、5% CO2及び 0.04% CO2通気条件で培養した cbp1変異株細胞の Ci親和

性を評価した（図 3-4、表 3-1）。5% CO2通気条件では、Vmax値では野生株と cbp1

変異株との間に有意な差はなかったが、K0.5値では、野生株が 381 ± 26 μMを示した

一方で、cbp1ge-2では 248 ± 27 μMに低下した（P < 0.05）。また cbp1変異株に、オ
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ウンプロモーターを含む CBP1遺伝子を増幅した PCR断片を導入し、作出した

CBP1相補株では、K0.5値が 475 ± 40 μMを示し、cbp1ge-2と比較して上昇した。よっ

て、cbp1変異株では HC条件における Ci親和性が上昇することが示された。一方

で、0.04% CO2通気条件では、野生株、cbp1ge-2及び CBP1相補株の間で、Vmax値及

び K0.5値に有意な差は見られなかった。以上の結果から、CBP1が CO2欠乏条件に

おける CCMの誘導ではなく、HC条件における CCMの抑制に関わることが示唆さ

れた。 

 

図3-4：cbp1変異株におけるCi 親和性 
5%及び 0.04% CO2通気条件で 12時間培養した C9、cbp1ge-2及び CBP1相補株（comp）における K0.5

（Ci）値と Vmax値を⽰す。それぞれの値は独⽴した３回の実験の平均値と標準偏差を⽰す。*：t検定に
より P値 < 0.05を示す。 
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表3-1 : cbp1変異株、ccm1変異株、相補株及び 
CBP1-Venus発現株における最大酸素発生速度とCi 親和性 

生育条件 株名 
Vmax 

[µmol O2 mg·Chl-1·h-1] 

K0.5(Ci) 

 [μM] 

5% CO2 12h 

C9 212 ± 32 381 ± 26 

cbp1ge-2 178 ± 11 248 ± 27 

CBP1相補株 202 ± 9 475 ± 40 

CBP1-Venus 167 ± 13 825 ± 58 

0.04% CO2 12h 

C9 229 ± 40 28 ± 4 

cbp1ge-2 221 ± 26 29 ± 5 

CBP1相補株 245 ± 17 24 ± 5 

CBP1-Venus 214± 3 42 ± 17 

ccm1ge-2 224 ± 52 254 ± 111 

CCM1相補株 217 ± 10 22 ± 4 

5% CO2通気条件で 12時間培養した C9、cbp1ge-2、CBP1相補株、CBP1-Venus及び、0.04% CO2通気条件
で 12時間培養した C9、cbp1ge-2、CBP1相補株、CBP1-Venus、ccm1ge-2、 CCM1相補株における K0.5

（Ci）値と Vmax値を⽰す。なお cbp1ge-2、 ccm1ge-2及び CBP1相補株における酸素発⽣速度測定及び K0.5

（Ci）値の算出は、安⽥詢⼦と共同で⾏った（安⽥詢⼦, unpublished data）。 

 

cbp1 変異株におけるCCM関連タンパク質の蓄積 
 HC条件において cbp1変異株の Ci親和性が上昇したことから、cbp1変異株では

CCMが HC条件で部分的に誘導されていると考え、CCM関連タンパク質の蓄積を

調べた。HC条件下で生育した cbp1変異株では、CAと予測される LCIBの蓄積が野

生株と比較してわずかに増加し、相補株では減少していた（図 3-5）。このことか

ら CBP1が HC条件における LCIBの蓄積を抑制することが示唆された。また、HC

条件における cbp1変異株での LCIB局在パターンは野生型と変化しないため、

CBP1が LCIBの局在制御には関わらないことが示唆された（図 3-6）。一方で、

CO2欠乏条件下で生育した cbp1変異株では、Ci輸送体である HLA3や LCI1の蓄積

がわずかに減少したが、相補株では回復しなかった。このことから、HLA3及び

LCIAの蓄積レベルの変化は CBP1変異によるものではなく、CBP1は CO2欠乏条件

下における CCMの誘導には関わらないことが示唆された。 
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図3-5：cbp1変異株におけるCCM関連タンパク質の蓄積 
C9、cbp1ge-2及び CBP1相補株（comp）における CCM 関連タンパク質の蓄積を⽰す。それぞれの細胞を
5% CO2通気条件で 24時間培養した後 5%（H）または 0.04%（L）CO2通気条件で 12時間培養した細胞か
らタンパク質を抽出した。ローディングコントロールとして Histone H3抗体を⽤いた。CBP1抗体、
CAH1抗体、LCIB抗体及び LCIC抗体を⽤いたウェスタンブロッティングは、安⽥詢⼦によって⾏われた
（安⽥詢⼦, unpublished data）。 
 
 
 



 46 

図3-6：cbp1変異株におけるLCIBの細胞内局在。 

C9、cbp1ge-2及び CBP1相補株（comp）における LCIBの細胞内局在を、抗 LCIB抗体を用いた間接的免疫
蛍光染色法によって評価した。細胞は 5% CO2もしくは 0.04% CO2通気条件で 12時間培養した。また培養
液中の Ci濃度をガスクロマトグラフィーによって測定し、pH 7.0における CO2濃度を算出した。スケー
ルバーは 5 µmを示す。 

 

cbp1 変異株におけるCCM関連遺伝子の発現 
 これまでの結果から CBP1が CCMの誘導ではなく HC条件における CCMの抑制

において働くことが示唆された。HC条件及び CCM誘導時において CBP1の欠損が

遺伝子発現に与える影響を調べるために、C9、cbp1ge-2及び CBP1相補株をにおける

遺伝子発現量を定量化し比較した。また、CBP1依存性遺伝子と CCM1依存性遺伝

子との比較を行うために、C9由来の ccm1変異株 ccm1ge-2及び新たに作出した

CCM1相補株における遺伝子発現も、同様の培養条件で定量化した。ccm1ge-2に

CCM1のゲノム領域を導入し、CO2欠乏条件における K0.5値が C9と同程度の 22 ± 4 

μMを示した株を CCM1相補株として用いた（表 3-1）。 

 C9、ccm1ge-2、CCM1相補株、cbp1ge-2、CBP1相補株の 5株を、5% CO2通気条件で

24時間培養した細胞、その後 0.04% CO2通気条件で 0.3及び 2時間培養した細胞か

ら RNAを抽出し（図 3-7A）、RNA-seq解析により各遺伝子にマッピングされたリ

ードカウントを算出した。その後、各サンプルにおけるリードカウントの TMM正

規化を行い、FDR < 0.05, |log2 fold change (FC)| >1の基準で有意に変動した遺伝子

を、DEGs（Differentially Expressed Genes）として選抜した。C9において、5%から

0.04% CO2通気条件移行後に有意に発現量が上昇した 328個の DEGsを低 CO2誘導
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性遺伝子と定義した（図 3-7B）。また 3つの培養条件で、C9と比較して cbp1ge-2に

おいて発現量が有意に上昇あるいは減少した遺伝子の中で、相補株で発現量が C9

と同程度に回復した 248個の DEGsを CBP1依存性遺伝子と定義した。同様の基準

で 3,974個の CCM1依存性遺伝子も定義した。低 CO2誘導性かつ CCM1依存性遺伝

子は 232個存在し、その中には Ci輸送体（HLA3、LCIA、LCI1、BST1-3）や CA及

び CAと予測されるタンパク質（CAH1、LCIB、LCIC）などをコードする既知の

CCM関連遺伝子が含まれていた。その中で、低 CO2誘導性、CCM1依存的かつ

CBP1依存的な遺伝子が 21個存在した。 

 次に C9、ccm1ge-2及び cbp1ge-2における、低 CO2誘導性遺伝子の発現パターンの特

徴を可視化するために、主成分分析を行った（図 3-7C）。ccm1ge-2では、CO2通気条

件が変化しても、低 CO2誘導性遺伝子の多くが誘導されていないことが示された。

一方で、cbp1ge-2 では 5% CO2通気条件において、低 CO2誘導性遺伝子の一部が誘導

されていることが示唆された。そこで、低 CO2誘導性、CCM1依存的かつ CBP1依

存的な 21個の遺伝子の中で、CBP1変異の影響により、発現量が有意に変動する遺

伝子群に着目したところ、cbp1変異株で HC条件における発現量が野生株と相補株

に比べて上昇する 13個の遺伝子を見出した（表 3-2）。その中には、既知 CCM関

連遺伝子 BST1、LCR1、LCIA、CAH1、LCI1、LCIB及び BSTが含まれていた（図 3-

7D）。また、cbp1変異株で 0.04% CO2通気条件において、野生株と相補株に比べて

発現量が変動する遺伝子に着目すると、誘導後 0.3時間後及び 2時間後において、

８個及び 1個の遺伝子の発現レベルが有意に変動していたが（表 3-3, 表 3-4）、そ

の中には既知の CCM関連遺伝子は含まれていなかった。そのため、CBP1が LC条

件では CCM関連遺伝子の制御には関与しておらず、HC条件において複数の CCM

関連遺伝子の発現を抑制する機能を持つことが示唆された。 
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図 3-7：cbp1変異株における発現変動遺伝子 
（A）RNA-seqに用いた細胞の培養条件を示す。赤矢印は細胞を回収した条件を示す。5% CO2通気条件で
24時間培養した細胞（0）を 0.04% CO2通気条件に移し、0.3時間後（0.3）及び２時間後（2）の細胞から
RNAを抽出した。（B）FDR < 0.05, |log2 FC| >1の基準で発現量が有意に変動した低 CO2誘導性遺伝子、
CCM1、CBP1依存性遺伝子の数をベン図で示した。（C） C9、ccm1ge-2及び cbp1ge-2における低 CO2誘導
性遺伝子の発現パターンを PCAプロットにより可視化した。（D）5% CO2通気条件において CBP1依存
的に FDR < 0.05, |log2 FC| >1の基準で発現量が有意に変動した既知の CCM関連遺伝子の発現レベルを示
す。 
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表 3-2 : CCM1依存性かつ低 CO2誘導性の遺伝子の中で 5% CO2通気条件 
において CBP1依存的に発現レベルが変動した遺伝子 

 
5% CO2通気条件において、C9及び CBP1相補株と比較して、cbp1ge-2で発現レベルが有意に上昇した
CCM1依存性かつ低 CO2誘導性遺伝子を示す（|logFC| > 1, false discovery rate（FDR）< 0.05）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

logFC FDR logFC FDR

Cre16.g662600 BST1 Low-CO2-inducible membrane protein 6.4 6.3E-12 5.0 2.3E-08

Cre09.g399552 LCR1
Low-CO2 response regulator, Myb-like

transcription factor
4.2 3.2E-12 3.8 7.2E-10

Cre01.g053950 MOX1 Monooxygenase 3.7 3.9E-12 2.1 3.8E-04

Cre03.g212977 TAZ3 TAZ zinc finger 3.6 4.6E-12 1.8 3.0E-03

Cre06.g309000 LCIA
Inorganic carbon channel localized at

chloroplast membrane
2.7 2.8E-04 3.7 1.1E-05

Cre04.g223100 CAH1 Carbonic anhydrase 2.6 3.3E-08 5.3 8.4E-24

Cre07.g339000 RbcX2B Chaperonin-like RBCX Protein 2.5 3.8E-10 1.3 6.6E-03

Cre03.g162800 LCI1 Low-CO2-inducible membrane protein 2.4 3.8E-02 3.7 1.1E-02

Cre09.g394473 LCI9 Low-CO2-inducible protein 1.6 8.4E-06 1.9 3.9E-06

Cre16.g685050 LCI15 PRLI-interacting factor L 1.6 2.1E-06 2.0 1.0E-08

Cre10.g452800 LCIB Low-CO2-inducible protein B 1.4 1.4E-04 2.2 2.6E-08

Cre03.g151650 SMM7
S-adenosyl-L-methionine-dependent

methyltransferase
1.4 2.3E-03 1.8 3.9E-04

Cre16.g663450 BST3 Low-CO2-inducible membrane protein 1.2 1.6E-02 1.7 1.9E-03

cbp1 ge-2/C9 cbp1 ge-2/CBP1相補株遺伝子ID 遺伝子名 説明
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表 3-3 : CCM1依存性かつ低 CO2誘導性の遺伝子の中で 0.04% CO2通気条件 
移行 0.3時間後において CBP1依存的に発現レベルが変動した遺伝子 

0.04% CO2通気条件移行後 0.3時間後において、C9及び CBP1相補株と比較して、cbp1ge-2で発現レベ
ルが有意に減少した CCM1依存性かつ低 CO2誘導性遺伝子を示す（|logFC| > 1, false discovery rate
（FDR）< 0.05）。 

 
 

表 3-4 : CCM1依存性かつ低 CO2誘導性の遺伝子の中で 0.04% CO2通気条件 
移行 2時間後において CBP1依存的に発現レベルが変動した遺伝子 

0.04% CO2通気条件移行後 2時間後において、C9及び CBP1相補株と比較して、cbp1ge-2で発現レベル
が有意に減少した CCM1依存性かつ低CO2誘導性遺伝子を示す（|logFC| > 1, false discovery rate
（FDR）< 0.05）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

logFC FDR logFC FDR

Cre12.g555700 DNJ15 DnaJ-like protein 2.7 6.6.E-04 3.0 1.4.E-03

Cre04.g223250 LCIE Low-CO2 inducible protein E 2.4 2.0.E-04 2.7 2.2.E-04

Cre03.g204577 DNJ31 DnaJ-like protein 2.3 9.7.E-03 2.6 2.0.E-02

Cre03.g204465 — GT90 family protein 36 2.1 2.7.E-04 1.5 3.6.E-02

Cre12.g527250 — — 1.8 3.3.E-04 1.6 8.9.E-03

Cre01.g047650 — — 1.3 2.7.E-03 1.3 2.0.E-02

Cre02.g095063 — — 1.1 2.0.E-02 1.3 2.9.E-02

Cre05.g245500 FAP175
Ankyrin Repeat Flagellar Associated

Protein
-1.8 2.9.E-04 -1.9 7.9.E-04

遺伝子ID 遺伝子名 説明 cbp1 ge-2/C9 cbp1 ge-2/CBP1相補株

logFC FDR logFC FDR

Cre05.g245500 FAP175
Ankyrin Repeat Flagellar Associated

Protein -1.1 3.9.E-02 -1.5 1.8.E-02

遺伝子ID 遺伝子名 説明 cbp1 ge-2/C9 cbp1 ge-2/CBP1相補株
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考察 

CBP1の保存性 

  Phytozomeデータベース（https://phytozome-next.jgi.doe.gov/）にゲノム情報が登録

されている種の中から、CCM1ホモログを持つ 5種の緑藻ドナリエラ Dunaliella 

salina、ボツリオコッカス Botryococcus braunii、ボルボックス Volvox carteri、コッコ

ミクサ Coccomyxa subellipsoidea C-169及びクロモクロシス Chromochloris zofingiensis

における、CBP1の保存性を調べた。ドナリエラ、ボツリオコッカス及びボルボッ

クスでは、CBP1と同様に C末端側にWWドメインを持つ COG0523タンパク質が

保存されていた（図 3-8）。また CobWドメインにおける、GTPase活性に必要なド

メインや、Zn2+結合に関わるアミノ酸残基は、クラミドモナスを含む４種において

保存されていた。一方で、コッコミクサとクロモクロシスは CCM1ホモログを持つ

が、C末端側にWWドメインを持つ COG0523タンパク質は保存されていなかっ

た。CBP1パラログを持つ緑藻種では、クラミドモナスと同様に CBP1による CCM

抑制機構が保存されている可能性が考えられる。 
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図3-8：CBP1相同遺伝子の構造 
ClustalWを用いて Chlamydomonas reinhardtii（CrCBP1）、Dunaliella salina（DsCBP1）、Botryococcus 
braunii（BbCBP1）及び Volvox carteri（VcCBP1）の CBP1ホモログの配列比較を行った。青線で囲んだ領
域は CobWドメイン及び CobW_Cドメイン、赤線で囲んだ領域はWWドメインを示す。赤点は Zn2+との
結合が予測されるアミノ酸残基を示す。酸性アミノ酸は赤色、塩基性アミノ酸は青色、親水性アミノ酸は
緑色、疎水性アミノ酸は黄色で示す。 
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CBP1は核内で遺伝子発現を制御する 

 CBP1-Venus融合タンパク質を用いた解析により、CBP1は CCM1と同様に核内に

局在することが示された。また、RNA-seq解析により cbp1変異株において、HC条

件で 13個、CO2欠乏条件で 8個の CCM1依存性遺伝子の発現レベルが変動するこ

とから、核局在性因子である CBP1が遺伝子発現を制御することが示唆された。し

かし、CBP1は既知の DNA結合部位や遺伝子の転写調節に関わるドメインを持たな

いため、DNAと直接相互作用する転写抑制因子とは異なる機能を持つ可能性が考え

られる。 

 CBP1は Zn2+、Co2+、Ni2+などの配位に関わる金属シャペロンとして働く COG0523

タンパク質ファミリーに属する（Haas et al., 2009）。配列類似性ネットワーク（A 

sequence similarity network: SSN）解析によって、異なる生物種における COG0523タ

ンパク質の分類を行うと、CBP1を含むクラミドモナスの COG0523タンパク質が、

E.coliの Zn2+シャペロン YjiAと同じクラスターに含まれる（Edmonds et al., 

2021）。また、YjiAが持つ Zn2+結合領域が CBP1においても保存されていたことか

ら、CBP1が Zn2+シャペロンとして働く可能性が考えられる。CBP1と相互作用する

CCM1は CCMの誘導に重要な Zn2+結合領域を持つ（Kohinata et al., 2008）。このこ

とから CBP1が CCM1の Zn2+との結合を補助する金属シャペロンとして機能すると

予測された。しかしながら、CO2欠乏条件に誘導した cbp1変異株において CCM1依

存性遺伝子が誘導されたことから、CCM1が持つ既知の Zn2+結合部位における配位

に、CBP1は関与しない可能性が考えられる。また、CBP1が持つ CobWドメインは

GTPase活性を持つことが予測されるが、CBP1の機能における GTPaseの役割は明

らかではない。今後は CBP1が持つ walker A/Bモチーフに変異を導入した dominant 

negative型 CBP1発現株を作出することで、CBP1の機能における GTPaseの重要性

を明らかに出来ると考えている。 

 CBP1タンパク質は CobWドメインに加えて、タンパク質間相互作用に重要な

WWドメインを持つ。WWドメインを持つタンパク質は真核生物で広く保存されて

おり、核に局在するWWドメイン含有タンパク質の多くは遺伝子の発現制御に関わ

ると考えられている（Sudol et al., 2001）。特にヒトが持つWW domain-containing 

transcription regulator protein 1 （WWTR1）は Transcriptional coactivator with PDZ-
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binding motif （TAZ）とも呼ばれ、核における遺伝子発現に関わることが知られて

いる。WWTR1は直接 DNAと結合せず、WWドメインを介して転写因子上に存在

する PPXYモチーフと結合することで転写を制御する転写共役因子として機能する

（Kanai et al., 2000）。また、WWTR1と配列的な類似性を持つ yes-associated protein 

1（YAP1）も転写共役因子として働き、転写因子である Transcriptional enhancer 

factor domain family member（TEAD）と相互作用する（Zhao et al., 2008）。一方で

CBP1とWWTR1及び YAP1との間に配列相同性が見られないことから、CBP1はこ

れらの既知転写共役因子とは異なる機能を持つと考えられる。CBP1のWWドメイ

ンが、転写因子や CCM関連遺伝子の発現を抑制するリプレッサー因子と相互作用

することで遺伝子発現を制御する可能性がある。 

 

CBP1は HC条件において複数のCCM1依存性遺伝子の発現を抑
制する 
 cbp1変異株では HC条件において 13個の CCM1依存性遺伝子の発現が抑制され

る（表 3-2）。これらの遺伝子の中には既知の Ci輸送体（LCI1、LCIA、BST1、

BST3）や CA及び CA活性を持つと予測されるタンパク質（CAH1、LCIB）及び転

写因子 LCR1が含まれていた。特に LCR1は LCI1及び CAH1の発現を誘導する転

写因子であるため（Yoshioka et al., 2004）、HC条件における LCR1の誘導によって

2遺伝子の発現が誘導された可能性が考えられる。また、既知の因子を除いた６遺

伝子の中にも新規 CCM因子が含まれている可能性が考えられる。LCI9、MOX1及

び SMM7はピレノイド局在性タンパク質をコードすることから、低 CO2条件におけ

るピレノイドの発達に関わることが予測されている（Mackinder et al., 2017）。 

 この先行研究において、LCI9は２つのデンプン結合ドメインを持ち、デンプン鞘

の間に局在することからデンプン鞘同士を繋ぐリンカータンパク質として働くと予

測されている。モノオキシゲナーゼMOX1及びメチルトランスフェラーゼ SMM7

は Rubiscoや EPYC1と同様にピレノイドマトリックスに局在するため、Rubiscoの

機能制御に関わる可能性がある。また、SMM7と同様にメチルトランスフェラーゼ

ドメインを持つタンパク質をコードする CIA6の変異株ではピレノイドの形成が阻

害されることから（Ma et al., 2011）、SMM7が CIA6と同様に Rubiscoの重合を介

したピレノイドの形成に関わる可能性も考えられる。cbp1変異株ではピレノイド形
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成に関わる複数の因子の発現が HC条件で抑制されていないことから、今後はピレ

ノイドの形態に着目する必要がある。 

 ジンクフィンガードメインを持つ TAZ3は、CO2欠乏ストレスだけではなく、寒

冷ストレスにおいても発現が誘導され、ヒストンのアセチル化に関わると予測され

ている（Li et al., 2020）。また、陸上植物では寒冷ストレス下において、ヒストン

アセチル化によるクロマチンリモデリングが、寒冷ストレス応答性遺伝子の発現に

必要である（Roy et al., 2014）。クラミドモナスの CO2欠乏ストレスに応答した遺伝

子発現とクロマチンリモデリングの関係は不明だが、TAZ3によるヒストンアセチ

ル化がクロマチン構造の変化を引き起こし、CCM関連遺伝子の発現が誘導される可

能性が考えられる。 

 

HC条件におけるCCM抑制機構 

 本研究において、CBP1が HC条件において Ci輸送体、CA及び転写因子の

mRNAの蓄積レベルを部分的に抑制することが示された（図 3-9）。CBP1は CO2条

件に関わらず核に局在し（図 3-2）、またタンパク質の蓄積レベルも大きく変動し

ない（図 3-5）。そのため、CO2条件に応じてリン酸化などの翻訳後修飾を受けるこ

とでその機能を制御している可能性や、DNAに結合し遺伝子発現を抑制するリプレ

ッサー因子と CBP1が HC条件特異的に結合することで遺伝子発現を制御する可能

性が考えられる。CCMの駆動には、光合成により生産されたエネルギーを用いた

ATPの生産や、チラコイド内腔のプロトン濃度勾配の形成が必要である（Burlacot et 

al., 2022）。しかし CO2が過剰となる HC条件では、CO2は拡散によってピレノイド

に供給されると考えられるため、エネルギー消費を抑えるために、HC条件に誘導

された際に素早く Ci輸送体や CAの発現を抑制する必要がある。シアノバクテリア

や珪藻では、CCM抑制に関わる転写因子やシスエレメントの存在が知られている

（Figge et al., 2001; Wang et al., 2004; Ohno et al., 2012）。また緑藻 Chlorella 

ellipsoideaでは、HC条件下で生育しても CO2欠乏条件下で生育した野生型の細胞と

同等の Ci親和性を示す変異株が単離されたことから、CCMの抑制因子の存在は示

唆されていたが原因遺伝子の同定には至っていない（Matsuda and Colman, 1996）。  
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 本研究では恒常的な HC条件から CO2欠乏条件に誘導した際に発現量が変動する

遺伝子に着目した。この条件における CBP1依存性遺伝子の数は CCM1依存性遺伝

子の数と比較して 1/16程度であり（図 3-7B）、その半分以上の遺伝子が CCM1依

存的ではなかったことから、CBP1による CCM1依存性遺伝子の部分的な抑制を行

うことが示唆された。しかし、CBP1が CCMの抑制因子として働くのであれば、恒

常的な HC条件よりも CO2欠乏条件から HC条件に誘導した際に、より多くの遺伝

子発現を抑制する可能性が考えられる。そのため、CBP1の CCM抑制における機能

をより明らかにするためには、高 CO2条件誘導時における野生株と cbp1変異株との

発現パターンを比較する必要がある。 

 また、HC条件で CBP1が他の CCM抑制因子と協調的に働くことで、CCM関連

遺伝子の発現を抑制する可能性が考えられる。クラミドモナスは CBP1を含めて５

つの COG0523タンパク質を持つことが知られているが（Haas et al., 2009）、これら

が協調的に働くことで、CCMを抑制する可能性が考えられる。また、低 CO2条件

で発現が誘導される low-CO2 inducible protein 15（LCI15）は CobW_Cドメインと

WWドメインのみを持ち CobWドメインを持たないが（Yamano et al., 2008）、

CBP1と約 50%の相同性を持つため CBP1と同様に CCMの抑制因子として働く可能

性が考えられる。これらの因子が CCMの抑制に関わるかを検証するためには、今

後 CRISPR-Cas9システムによる遺伝子破壊を行い、表現型を調べる必要がある。 
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図3-9：HC条件及びCO2欠乏条件におけるCCM関連遺伝子の発現調節 
クラミドモナスの HC条件及び CO2欠乏条件における CA及び Ci輸送体をコードする遺伝子の発現調

節機構。CA及び CAと類似した構造を持つ因子をコードする遺伝子は赤色、Ci輸送体をコードする遺

伝子は青色で示している。黒矢印は核における CCM関連遺伝子の発現誘導を示す。赤矢印はピレノイ

ドから核へのレトログレードシグナルによる HLA3及び LCIAの発現調節を示す。 
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結論 
 本研究では、クラミドモナスにおいて SAGA1がピレノイドの形成だけでなく、

CCM関連遺伝子の発現にも必要であることが判明した。さらに CCM1と結合する

CBP1が、これまで知られていなかった、HC条件において CCMを抑制する因子で

あることを明らかにした。 
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実験材料及び方法 

使用株と培養条件 

 本研究で用いた Chlamydomonas reinhardtii C9（mt–）株は東京大学 IAMカルチャ

ーコレクションから提供された株であり、現在は Chlamydomonas Resource Centerに

CC-5098として保存されている（Gallaher et al., 2015）。CC-5325, CC-5420 

（saga1）, CC-5422 （SAGA1-Venus/saga1） は Chlamydomonas resource centerから

入手した。クラミドモナスの従属栄養条件での培養及び継体には Tris-acetate-

phosphate（TAP）培地を用いた（Harris, 1989）。光独立栄養条件における培養に

は、High salt medium（HSM）培地に 20 mMのMOPSを添加した HSM+MOPS培地

（Harris, 1989）、もしくは炭素源となる酢酸を含まない phosphate培地に 20 mMの

MOPSを添加したMOPSP培地を用いた（Toyokawa et al., 2020）。 

 生理学的実験の際には、細胞を 5 mLの TAP培地で 12時間以上前培養したのち

に、50 mLの HSM+MOPS培地もしくはMOPSP培地に懸濁し、5% CO2を含む空気

を通気して、25℃かつ 120 μmol photons m-2 s-1の光照射化で 24時間培養を行った。

培養後の細胞を遠心分離し（600×g, 5分, 25°C）、ペレットを培地に再懸濁したのち

に、5% CO2もしくは 0.04% CO2を含む空気を通気して、同様の温度及び光条件下で

12時間以上培養を行った。 

 

細胞の形質転換 

 クラミドモナスにハイグロマイシン耐性を付与する aphVIIカセットは pHyg3プラ

スミドから増幅した（Berthold et al., 2002）。NEPA-21エレクトロポレーター

（NEPAGENE）を用いたエレクトロポレーション法により、C9細胞に aphVIIカセ

ットを導入した（Yamano et al.,2013）。形質転換体は、1.5 μmol photons m-2 s-1 の照

明下で穏やかに撹拌しながら 25˚Cで 12-24時間の回復培養を行った。その後、30μg 

mL-1 ハイグロマイシンあるいはパロモマイシンを含む TAPプレート上で、25˚Cか

つ 80 μmol photons m-2 s-1の光照射下でコロニーの直径が 0.5 mm程度になるまで培養

を行った。 
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CO2要求性変異株のスクリーニング 

 形質転換により得られた細胞は、液体 TAP培地を 200 μL加えた 96ウェルマイク

ロタイタープレートに移したのちに、25˚Cかつ 80 μmol photons m-2 s-1の光照射下で

２日間培養を行った。スクリーニングでは、pH 6.2と 8.4 の酢酸を含まない寒天プ

レート上に細胞をスポットし、0.04% CO2を通気させたチャンバー内で 4日間培養

を行い、その生育速度を評価した。そこで選抜した株を濁度（OD700）が 0.15、

0.07、0.03となるように希釈し、各懸濁液 3 μLを pH 6.2、7.0、7.8、9.0の寒天プレ

ートにスポットした。寒天プレートをそれぞれ 5%、0.04%及び 0.01% CO2 を含む空

気を通気させたチャンバー内で 4日間培養を行い、生育速度の評価を行った。 

 

酸素発生速度の測定 

 緩衝液に NaOHを加えて pHを調整した MES-NaOH buffer （pH 6.2）、MOPS-

NaOH buffer （pH 7.0）、HEPES-NaOH buffer （pH 7.8）及び AMPSO-NaOH buffer 

（pH 9.0）で細胞を懸濁した。クラークタイプ酸素電極（Hansatech Instruments）を

用いて 750 µmol photons m–2 s–1の光照射下で NaHCO3
–を 30秒ごとに段階的に添加

し、酸素発生量をレコーダーLR4220（Yokogawa）によって記録した（Yamano et al., 

2008）。この結果から、最大酸素発生速度（Vmax）を算出し、Vmaxの半分の速度を

示す溶存 Ci濃度 K0.5（Ci）を算出した。 

 

タンパク質の定量法 

 クラミドモナスのタンパク質を抽出するために、PBSによる洗浄を行った細胞を

Complete protease inhibitor cocktail（Roche）を含む PBS 溶液に懸濁し、ハンディソ

ニケーターUR-20P（TOMY）を用いて氷上で超音波処理を行い、細胞を破砕した。

その後遠心分離を行い、上清を可溶性タンパク質画分とした。タンパク質の濃度は

Qubit Protein Assay Kit（Invitrogen）を用いて測定を行い、10 µgに相当するタンパク

質を泳動に使用した。全タンパク質を抽出する際にはクロロフィル濃度を測定後に

超音波処理を行い、クロロフィル量 1 µg分に相当するタンパク質を泳動に使用し

た。粉砕した細胞に 2×SDS ローディングバッファー及び 100 mM DTTを加え、可
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溶性タンパク質は 65°Cで 10分、総タンパク質は 37°Cで 30分インキュベートし、

泳動に使用した。 

 

ウェスタンブロッティング解析 

 ウェスタンブロッティング解析はWang et al., 2016に従って行った。一次抗体は

それぞれ以下の希釈度で反応させた。HLA3抗体（1:1,250）、LCIA抗体

（1:5,000）、LCI1抗体（1:5,000）、LCIB抗体（1:5,000）、CAH1抗体

（1:2,500）、CAH3抗体（1:2,000）、CCM1抗体（1:2,500）、CBP1抗体

（1:5,000）、CAS抗体（1:5,000）および Histone H3抗体（1:10,000）。二次抗体と

して Goat anti Rabbit IgG 抗体を 1:10,000の希釈濃度で使用した。 

 

CRISPR-Cas9 法による遺伝子破壊 

 ガイド RNA（gRNA）の設計サイト CRISPOR（http://crispor.tefor.net/）を用いて、

各遺伝子のエキソン上に gRNAを設計した。細胞の培養、Cas9 RNPの合成、遺伝子

カセットの形質転換は Tsuji et al., 2022に従って行った。 

 

RNA-Seq 解析 

 RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いて抽出した total RNAを用いて、Novaseq

（Illumina）により RNA-seqを行った。得られたリードは、Chlamydomonas 

reinhardtiiゲノム配列 Ver.5.5（https://phytozome-next.jgi.doe.gov/ からダウンロー

ド）に、HISAT2プログラムを用いてアライメントを行った（Kim et al., 2015）。各

遺伝子にマッピングされたリード数を、HTSeqプログラムを用いて算出した

（Anders et al., 2015）。得られたマッピング数に対して、edgeRパッケージに実装さ

れている TMM正規法を用いて、サンプル間のリードカウント数の比較を行った。 
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間接的免疫蛍光染色法によるタンパク質の局在観察 

 培養した細胞を遠心分離により回収し、細胞懸濁液をポリ-L-リジン処理したスラ

イドグラス（Poly-Prep Slides, Sigma）上に静置した。細胞固定および免疫蛍光染色

は Yamano and Fukuzawa, 2016に従って行った。CASおよび LCIB抗体は、それぞれ

1:500および 1:200の希釈率で使用した。Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG（Life 

Technologies）を 1:500の希釈で使用した。 

 

CCM1-Venus 及び CBP1-Venus 発現株の作出 

恒常発現プロモーターの下流で Venusとの融合タンパク質を発現させるベクター

pMO449（Onishi and Pringle, 2016）に PCRで増幅した CCM1及び CBP1の全長配列

を SliCE法（Motohashi, 2015）によって組み込んだ。CCM1及び CBP1の C末端側

に、Venus-3×FLAG配列が位置するようにコンストラクトを設計した。さらに、ゲ

ノム配列を鋳型として CCM1及び CBP1のオウンプロオーター領域を含む前半領域

と、CCM1及び CBP1の C末端側に Venusを融合したコンストラクトを鋳型として

PCRで増幅した後半領域を、それぞれ 10塩基程度の重複領域を持つよう作出し

た。この前半と後半の断片を同時に鋳型としてオーバーラップ PCRを行い、オウン

プロモーターで CCM1-Venus及び CBP1-Venusを発現するコンストラクトを作出し

た。これらのコンストラクトを ccm1変異株及び cbp1変異株に導入し、Venus蛍光

が観察される株をスクリーニングした。 

 

BiFC 法に用いるコンストラクトの作成 

 コンストラクトの作製には、Gatewayクローニング法（Thermofisher）を用いた。

エントリーベクターに組み込む cDNA断片は、SuperScript IV Reverse Transcriptase 

（Thermo Fisher Scientific）を用いた逆転写 PCRによって合成した cDNAを鋳型とし

て、PCRにより作出した。次に、Topoクローニング反応を行ってエントリークロー

ンを作成した。さらに、LR反応により目的遺伝子配列をエントリークローンに組み

込み、デスティネーションクローンを作成した。 
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アグロバクテリウムのタバコ葉への感染  

 コンストラクトを形質転換したアグロバクテリウムを適切な抗生物質を加えた

YEP培地で震とう培養した。培養液を遠心し、上清を捨てた後、感染用バッファー

で OD600が 0.8になるように菌体を懸濁した（Yamagami et al., 2017）。その後、テ

ルモシリンジを用いてタバコの葉の裏側から菌体懸濁液を注入し、2-3日後の葉を

採取して観察に用いた。 
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