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1-1. 葉緑体の進化過程と盗葉緑体現象の位置づけ 

真核生物のもつ葉緑体は多様であり，様々な系統に散在している。それらの葉緑体の起源は真核

生物とシアノバクテリアの一次共生と呼ばれる進化過程に由来する（ただし Paulinella chromatophora の

ものを除く）（Keeling 2010; Keeling 2013; Archibald 2015; Sibbald and Archibald 2020）。一次共生では，

灰色植物，紅色植物（紅藻を含む），緑色植物（緑藻と陸上植物を含む）が誕生し，現在これらはアーケ

プラスチダという一つの大系統に纏められている。一次共生が起こった後，その他の真核生物のいくつか

の系統は緑藻または紅藻を摂取することによって新たに葉緑体を獲得したと考えられており，この進化過

程は二次共生と呼ばれている。現在，緑藻由来の葉緑体をもつ真核生物にはユーグレナ藻，クロララクニ

オン藻が知られており，また，紅藻由来の葉緑体をもつ真核生物にはストラメノパイルの藻類（褐藻や珪

藻，オクロ藻を含む），アルベオラータの藻類（渦鞭毛藻など），ハプト藻，およびクリプト藻が知られている

（Archibald 2015; Gibbs 1981; Douglas 1994）。この二次共生により，葉緑体が多様な真核生物系統へと

拡がったことが考えられる。 

二次共生による葉緑体の進化過程について，もっとも一般的に知られているのは細胞内共生関係を

介した進化仮説である。井上（2007）では，（1）盗葉緑体の段階，（2）共生体として継続的に保持される段

階，（3）共生体核の遺伝子が宿主核へ移行する段階，（4）葉緑体の成立段階 という進化の過程があっ

たと推測されている。つまり，最初にまず細胞内共生関係が築かれ，その後に遺伝子の水平転移によっ

て共生体核の遺伝子が宿主核へと移行し，これにより宿主が共生体を制御できるようになる段階が想定さ

れる。そしてここまでが達成されることで，最後に共生体核が縮小・消失して，宿主自身の恒久的なオル



3 
 

ガネラとしての葉緑体が成立したという考え方である。ここで言う「恒久的なオルガネラとなる」とは，共生

体／葉緑体が宿主細胞内で増大，分割し（葉緑体分裂），宿主細胞分裂によって娘細胞へと分配され，

垂直伝播により確実に維持されるようになるということである（図 1-1）。この細胞内共生進化の仮説で初期

段階（1）とされる盗葉緑体性生物とは，“他人の葉緑体”を“盗み”自身の一時的なオルガネラとして利用

する生物である。盗葉緑体は恒久的には維持されないものであるため，必要に応じて，盗葉緑体のドナ

ーとなる光合成細胞（盗葉緑体ドナー）から新鮮な盗葉緑体を獲得する必要がある。盗葉緑体性の渦鞭

毛藻である Nusuttodinium 属には，獲得した盗葉緑体ドナー細胞質のうち，葉緑体のみを残して保持す

る N. poecilochroum や，葉緑体だけでなく，ドナーの細胞核を含むその他の細胞質も保持する N. 

aeruginosum などが知られており，それぞれ初期段階（1）の詳細な進化段階を代表していると考えられて

いる。Nusuttodinium 属の研究からは，盗葉緑体ドナー核の保持が，葉緑体の機能を保つために重要な

役割を果たすことが明らかとなっており（Onuma et al. 2020），上述の「細胞内共生関係を介した恒久的な

葉緑体進化」仮説に整合的な過程が認められる。このように盗葉緑体性生物は，恒久的な葉緑体進化過

程を解明するための鍵となると考えられてきた。 

 

1-2. Rapaza viridis に関する先行研究 

Yamaguchi et al.（2012）では， Rapaza viridis は「ユーグレノイドの中の二次共生起源の藻類の系統

である Euglenophyceae より早い段階で分岐した姉妹系統」にあたる新種として記載された。この原記載論

文において，R. viridis は恒久的な葉緑体をもつ藻類でありながら，全く別系統の藻類である緑藻の
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Tetraselmis sp.を偏食する混合栄養性の生物であるとされた。しかし，丸山修士論文（2018）では，R. 

viridis には独自の恒久的な葉緑体は存在せず，盗葉緑体現象を示す生物であるという新たな知見が得

られた。以下， R. viridis の原記載論文と盗葉緑体現象について纏める。 

 

1-2-1. 原記載論文 

Rapaza viridis は単細胞の真核生物であり，最初の報告では，細胞内に “葉緑体”をもつユーグレノ

イドの新しい系統の光合成生物であり，かつ，ユーグレノイドの中では初の発見となる光合成をする傍ら

捕食活動もおこなう混合栄養性であるとされた（Yamaguchi et al. 2012）。R. viridis は同所で単離された緑

藻（クロロデンドロン藻）の Tetraselmis sp.を“餌”として与えない培養条件下では 35 日以上培養できない

こと，光のない培養条件では 1 週間以上培養できないこと（Tetraselmis sp.を与え続けていても同様），か

つ，その他の藻類捕食性のユーグレノイドとは異なり R. viridis 細胞内には常に葉緑体が存在しているこ

とが示された。これらの観察から，R. viridis は自身の葉緑体による光合成に加え，Tetraselmis sp.の捕食

の両方を生存に必要とすると考えられた。さらに，SSU rRNA の分子系統解析や透過型電子顕微鏡

（TEM）と走査型電子顕微鏡（SEM）による形態学的分類に基づいて，R. viridis は光独立栄養性のユー

グレノイド（Euglenophyceae）の基部で分岐する姉妹系統であり（図 1-2），進化的には，食作用をおこなう

従属栄養性のユーグレノイドと Euglenophyceae の間に位置すると考えられた。ユーグレノイドの進化では，

食作用をおこなう従属栄養性のユーグレノイドが二次共生により葉緑体を獲得したことで Euglenophyceae

が進化したと考えられており（Leander et al. 2001a; Leander et al. 2001b; Leander 2004）， R. viridis はそ
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の進化の中間過程を示す重要な存在であるとされた。 

 

1-2-2. 盗葉緑体現象の発見 

1-2-2-1. 光学顕微鏡観察による知見  

丸山修士論文（2018）では，Rapaza viridis が Tetraselmis sp.を捕食した以降の細胞の経時的観察の

結果，R. viridis では藻類捕食性ユーグレノイドで典型的に観察される「消化の進行を示す食胞」が細胞

内に観察されなかった。すなわち，藻類捕食性の原生生物では，一般に，食作用により餌藻類を食胞に

取り込んだのち，消化の進行に伴って，その餌の葉緑体の緑色が褐色に変化する様子と，クロロフィル蛍

光が減衰する様子が観察される。これに対して R. viridis では，いずれの現象も観察されなかったことから，

R. viridis が Tetraselmis sp.の葉緑体を一時的に細胞内に保持している可能性が考えられた。 

 

1-2-2-2. 葉緑体 DNA 塩基配列解析と葉緑体ゲノム解析からの知見 

丸山修士論文（2018）では，Rapaza viridis による Tetraselmis sp.葉緑体の保持の可能性を検証する

ために，長期間 Tetraselmis sp.を捕食していない R. viridis の培養物（R. viridis は培養液中の Tetraselmis 

sp.をごく短時間で食べつくすため培養物には残らない）と Tetraselmis sp.の単藻培養物それぞれから，葉

緑体ゲノムの 16SrRNA 遺伝子の塩基配列を決定した。Euglenophyceae の葉緑体の起源は，緑色植物

のうち Pyramimonadales の葉緑体であることが知られている（Ishida et al. 1997;  Rogers et al. 2007; 

Turmel et al. 2009）。よって，もし R. viridis が自身の恒久的な葉緑体をもつのであれば，Euglenophyceae
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や Pyramimonadales に近縁な配列が確認されると想定された。しかし，R. viridis と Tetraselmis sp.それぞ

れの培養物から同定された配列は完全に一致し，いずれも Chlorodendrophyceae（Tetraselmis が属する

緑 色 植 物 内 の 系 統 ク ロ ロ デ ン ド ロ ン 藻 ） の も の で あ り ， R. viridis か ら は ， Euglenophyceae と

Pyramimonadales に類似した配列は確認されなかった（図 1-3）。また，Euglenophyceae の 16SrRNA が確

認されなかったことが PCR によるアーティファクトでないことを考慮するために，長期間 Tetraselmis sp.を

捕食していない R. viridis の培養物と Tetraselmis sp.の単藻培養物それぞれについて生成した Illumina

リードから全葉緑体ゲノムのアセンブルをおこなったが，ここでも R. viridis 細胞には Tetraselmis sp.の葉緑

体ゲノム 1 種類しか含まれないことが確認された。よって，R. viridis がもつ葉緑体のすべてが Tetraselmis 

sp.から奪い取った盗葉緑体であると結論づけられた（Karnkowska et al., 2023）。 

 

1-2-2-3. 盗葉緑体のドナーとなる生物捕食後の時系列観察からの知見 

丸山修士論文（2018）では，Rapaza viridis の盗葉緑体が形成される過程の光学顕微鏡および透過

型電子顕微鏡（TEM）による観察が以下のように報告された。すなわち，食作用により取り込まれた

Tetraselmis sp.細胞は，約 30 分以内に葉緑体とその他の細胞質とに分別され（図 1-4 D-E），やがて葉緑

体以外の細胞質は R. viridis 細胞内から排泄される（図 1-4 F）。さらに，この段階で Tetraselmis sp.の核も

排除される（図 1-5）。こうして細胞内に残された「盗」葉緑体は，捕食から約 6 時間後以降に細分化が進

行する（図 1-4 A-L）。盗葉緑体の細分化が進行している R. viridis の TEM 観察では，盗葉緑体が砂時

計のようにくびれている様子が観察される（図 1-6）。この盗葉緑体には三重の包膜が観察される（図 1-7）。
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新たに獲得した盗葉緑体の細分化は，捕食から約 12-18 時間後に活発に進行し，R. viridis 1 細胞あたり

十数個の盗葉緑体が存在するようになる。捕食されたばかりの Tetraselmis sp.葉緑体内には，Tetraselmis 

sp.に特徴的な複数のスターチ粒とスターチ粒に囲まれた大きな 1 個ピレノイドが観察されるが，盗葉緑体

の細分化の進行と並行してスターチ粒の消失と小さな複数個のピレノイドが観察されるようになる（図 1-4 

M-O）。また，小さな複数個のピレノイドにはチラコイド貫入が認められ，これは Euglenophyceae の葉緑体

の特徴とも共通する。このため，丸山修士論文（2018）では，Yamaguchi et al. （2012）で認められた R. 

viridis の「Euglenophyceae に特徴的なピレノイド構造」は，盗葉緑体形成の過程で，Tetraselmis sp.のピレ

ノイド構造から漸移的に変化したものであると結論づけた。なお，盗葉緑体細分化の後期と並行して，

Rapaza viridis の細胞分裂が進行することも報告された。 

 

1-2-2-4. 細胞増殖とクロロフィル量の変化の関係 

丸山修士論文（2018）において R. viridis のクロロフィル量の変動が調べられた結果，盗葉緑体細分

化の進行時と細胞分裂の期間を通して，実験カルチャー内のクロロフィル総量は増加しないことが分かっ

た。これに対して光独立栄養性の生物では，通常，細胞分裂期に先行して葉緑体が増大し葉緑体分裂

が起こる。しかし，R. viridis では，細胞分裂に先んじて前述のとおり盗葉緑体の「細分化」が進行し，細胞

分裂後も娘細胞において盗葉緑体の増大は観察されないとされた。実際，細胞あたりのクロロフィル量は

R. viridis の細胞数増加とともに減少したため，細分化した盗葉緑体を娘細胞に単純に分配していること

が考えられた（図 1-8）。 
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1-2-2-5. 盗葉緑体の光合成利用 

丸山修士論文（2018）では，Rapaza viridis の明暗周期をつけた培養実験において，サイトゾルの多

糖顆粒が，明期に蓄積し暗期に消失する様子が観察され（図 1-9），余剰の光合成産物がサイトゾルに多

糖顆粒として蓄積され，暗期には呼吸によりこれが消費されていることが考えられた。また，明期に 13C で

同位体標識された重炭酸塩（H13CO3
-）を培地に添加し，暗期になる前に R. viridis 細胞内に蓄積した多

糖顆粒を精製して質量分析をおこなったところ，13C の有意な取込が認められた。一方，継続的に暗所で

培養した場合には，多糖顆粒の蓄積は認められなかった（表 1-1）。この結果から R. viridis のサイトゾルに

蓄積した多糖顆粒は，培地中からの炭酸固定により生じた有機物を含むものであると考えられた。 

また，丸山（2018）では，酸素発生の検出実験からも，R. viridis の盗葉緑体に光合成活性が認めら

れた（図 1-10）。細胞あたりの光合成による最大酸素発生速度は，Tetraselmis sp.からの盗葉緑体獲得か

ら日数が経過するごとに徐々に低下した。しかし，これを獲得した盗葉緑体の個数あたりの最大酸素発生

速度として計算すると，盗葉緑体の光合成活性は約 2 週間の間に上昇して停滞することが示唆された。こ

れは，細胞分裂によって娘細胞へ盗葉緑体が分配されることにより，細胞あたりの光合成活性は低下す

るが，盗葉緑体自体の機能は盗葉緑体獲得から約 2 週間は保持されると解釈された。また，盗葉緑体の

細分化が活発に進行するが細胞分裂が開始される前の段階では，細胞あたりの光合成による最大酸素

発生速度に上昇が確認された。ここでは，Tetraselmis sp.葉緑体を R. viridis 自身の生理に適するように最

適化がおこなわれていることが予想された。 
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1-2-2-6. 生活環 

以上の観察から，丸山修士論文（2018）では，Rapaza viridis について以下のような生活環が考えら

れた。（1） Tetraselmis sp.細胞全体が貪食される形で R. viridis 食胞内に取り込まれる，（2）食胞内で

Tetraselmis sp.の葉緑体のみが隔離され，その他の細胞質は細胞外に排泄される（Tetraselmis sp.核も排

除される），（3） 盗葉緑体が細分化される，（4） 細分化された盗葉緑体が娘細胞に分配される。その後，

再び盗葉緑体を獲得できない場合には約 30 日後には死滅するため，R. viridis は定期的に新鮮な

Tetraselmis sp.を捕食して盗葉緑体を補充する必要がある（図 1-11）。 

 

1-2-2-7. 核ゲノムにコードされる盗葉緑体移行タンパク質遺伝子とその起源 

Rapaza viridis の盗葉緑体は，その獲得の初期段階で葉緑体関連タンパク質の大半をコードする

Tetraselmis sp.の核ゲノムが除去されてしまうにも関わらず，盗葉緑体の機能が一定の期間維持されること

から，宿主である R. viridis 核ゲノムにコードされたタンパク質が盗葉緑体内部に輸送されて機能している

ことが予想された。Karnkowska et al.（2023）では，この可能性を検証するために，R. viridis のトランスクリ

プトームデータから盗葉緑体に輸送される可能性のあるタンパク質の遺伝子の推定をおこなった。ここで

は，R. viridis の姉妹群である Euglenophyceae に特徴的なペプチド N 末端側に存在する葉緑体輸送配

列（Durnford and Gray 2006; Novák Vanclová et al. 2020）に着目して，R. viridis 遺伝子の翻訳産物の N

末端側に相同性の認められる配列を探索した。その結果，R. viridis の核ゲノムコードタンパク質の中にも，

Euglenophyceae の葉緑体タンパク質と類似した構造を持つものが存在していることが明らかになった。よ
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って Karnkowska et al.（2023）では，このような特徴を持つタンパク質は，R. viridis 細胞内においては，盗

葉緑体へと輸送される可能性を論じた。さらに，このように認識された R. viridis の推定盗葉緑体輸送タン

パク質遺伝子それぞれについて，分子系統樹を作成してその進化的起源の推定を試みた結果，これら

が，盗葉緑体ドナーてある Tetraselmis sp.ではない他の多種多様な藻類を起源としていることが強く示唆

された。それらの中には Tetraselmis sp.が属する緑色植物を起源とすると推定されるものの他に，これらと

は全く異なる生物である紅藻の二次共生由来の葉緑体をもつ藻類（ストラメノパイル，クリプト藻，ハプト藻）

を起源とすると推定されるものが 30％も認められた。このため Karnkowska et al.（2023）では，R. viridis と

これら遺伝子水平転移の起源となった各種藻類との間には，進化的な過去に盗葉緑体現象としての関

係や捕食-被食関係があった可能性が論じられた。また，これらの中には，Euglenophyceae の遺伝子と分

子系統的なクラスターを形成するタンパク質遺伝子も存在した。このように共有された葉緑体遺伝子につ

いては，R. viridis と Euglenophyceae が分岐する以前の進化的段階（共通祖先以前）において遺伝子水

平転移が起きたと考えられた。 

 

1-3. 従来考えられてきた葉緑体の進化過程の仮説と Rapaza viridis の盗葉緑体現象 

1-1.で示したように，従来考えられてきた細胞内共生進化の仮説では，共生体核が消失する進化的

段階より以前に，恒久的な細胞内共生関係が築かれ，これにより光独立栄養的な宿主がまず進化したと

考えられる。したがって，恒久的な細胞内共生が成立した以降において，共生体核から宿主核への遺伝

子水平転移が生じる（細胞内共生遺伝子水平転移）ことで宿主による葉緑体維持に必要な遺伝子の獲
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得が起きたと想定される。また，盗葉緑体現象においても，一般的に，盗葉緑体ドナーの核を保持する盗

葉緑体性生物の方が，より光独立栄養的であるとされる（Johnson 2011; Onuma et al. 2020）。しかし，前述

の通り，Rapaza viridis では，盗葉緑体ドナー細胞の核は R. viridis 細胞内に取り込まれて約 2 時間後に

は消失してしまう。しかも，盗葉緑体ドナー核が残存しないにもかかわらず，獲得した葉緑体の形態に変

化が生じ，R. viridis の盗葉緑体には光合成活性が認められ R. viridis の光独立栄養を実現していると考

えられる。さらに重要なことに，R. viridis の核ゲノムにコードされた推定盗葉緑体輸送タンパク質遺伝子

群は，Tetraselmlis sp.以外の多様な藻類からの水平転移によって獲得されたものであることが示されてお

り，これは従来の細胞内共生進化の仮説で想定される，葉緑体の起源生物からの細胞内共生遺伝子水

平転移とは異なる現象を想定する必要があると思われた。 

 

1-4. 本研究の目的 

Rapaza viridis は，ユーグレノイドにおいて唯一発見されている盗葉緑体性生物であり，また，従来考

えられてきた一般的な細胞内共生進化の仮説には当てはまらない例であると思われる。当研究室では，

近年，R. viridis の遺伝子のノックダウンやノックアウトの実験系が確立され，盗葉緑性生物において初め

ての遺伝子操作実験が可能となった（Kashiyama et al., in prep.）。したがって，R. viridis のさらなる研究は，

盗葉緑体現象や葉緑体進化の研究について従来とは異なる新たな視点からのアプローチを提供できる

可能性が高いと考えられた。 

そこで本研究は，“他人の葉緑体”を自身の一時的あるいは恒久的なオルガネラとするために必要と
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される葉緑体の制御メカニズムの解明を目指し，R. viridis の盗葉緑体利用に関わる細胞プロセスと，これ

に関連するタンパク質因子群の機能について明らかにすることを目的とした。すなわち本研究では，他の

盗葉緑体性生物を対象とした従来の研究における一般的なアプローチであった細胞構造の観察実験に

加えて，世界初のアプローチ方法となる遺伝子操作実験を基盤とした生化学的なタンパク質の機能検証

実験を試みた。 
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図 1-1. 細胞内共生関係を介した二次共生による葉緑体の進化仮説 

二次共生による葉緑体の進化過程では一般的に，細胞内共生関係を介した進化仮説が考

えられている。この仮説での進化の過程では，まず内共生関係が築かれ，次に遺伝子の水

平転移によって共生体核の遺伝子が宿主核へと移行することで宿主が葉緑体を制御できる

ようになり，その段階の後，共生体核が縮小・消失して，宿主自身のオルガネラとしての葉緑

体が成立したと考えられている。 

（井上 2007 「藻類 30 億年の自然史」をもとに作図） 
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図 1-2. Rapaza viridis の SSU rRNA 分子系統樹 

Rapaza viridis は光独立栄養性ユーグレノイドの根本で分岐した姉妹群であり，捕食性従属栄

養性ユーグレノイドと光独立栄養性ユーグレノイドの間に位置する。 

（Yamaguchi et al.（2012）をもとに作図） 
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図 1-3. Rapaza viridis と Tetraselmis sp.の葉緑体ゲノムの部分 16SrRNA 遺伝子配列 
GenBank データベースから Euglenophyceae（Eutreptiella gymnastica NIES-381 [GenBank: FJ719672.1]）と

Pyramimonadales（Pyramimonas parkeae CCMP726 [GenBank: FN563104.1]）の代表的な配列を参考に作成。配

列の網掛け部分は R. viridis 配列と一致する箇所を示す。 

（Karnkowska et al.（2023）図 S1 をもとに改変） 
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図 1-4. 光学顕微鏡および透過型電子顕微鏡（TEM）による，Tetraselmis sp.捕食後の Rapaza 

viridis の経時的観察 

A-C：R. viridis が Tetraselmis sp.細胞を飲み込み，食胞を形成している様子。D-F：捕食から 0.5-1

時間後の様子。R. viridis は捕食した Tetraselmis sp.の葉緑体のみを残しそれ以外の細胞質(矢

印)は排除する。G-L：R. viridis 細胞内に残された Tetraselmis sp.葉緑体が細分化される様子。

（微分干渉観察画像 G：捕食から 6 時間後，I：10 時間後，K：14 時間後と，対応する蛍光観察

画像；クロロフィル蛍光 H，J，L）。M-O：化学固定した R. viridis 細胞の TEM 観察。（M：捕食か

ら 0-1 時間後，N：6 時間後，O：22 時間後）M：Tetraselmis sp.葉緑体（TP）を含む細胞丸ごとが R. 

viridis に取り込まれた直後。Tetraselmis sp.の葉緑体は大きなピレノイド（Tpy）と多くのスターチ粒

（矢印）を含む。Tetraselmis sp.の細胞は R. viridis の食胞内に収まっている。R. viridis の核（RN）

と，古い盗葉緑体（kleptoplast;kP）も観察される。N,O：細分化された葉緑体は徐々に R. viridis 型

葉緑体（kP）の特徴的を示していく。葉緑体内のスターチ粒の減少（矢印）とチラコイド貫入ピレノ

イドを含む複数の小さなピレノイドが形成される。白色のスケールバー（A-L）：10 µｍ，黒色のスケ

ールバー（M-O）：5 µm。 

（Karnkowska et al.（2023）図 1 をもとに改変） 
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図 1-5. 捕食から約 2 時間後の Rapaza viridis の生細胞核染色 

A：明視野画像 B：対応する蛍光画像。SYBR-Green 染色した核酸からの緑色蛍光は，R. viridis

の核のみが存在し、摂取した Tetraselmis sp.の核はないことを示しており，Tetraselmis sp.の核は

摂取後すぐに排除されることが示唆される。 

緑色蛍光：SYBR-Green 蛍光，赤色蛍光：クロロフィル蛍光，スケールバー：10 µｍ 

図 1-6. 盗葉緑体細分化進行時の盗葉緑体くびれ構造 

A：急速凍結法と凍結置換法で固定した細胞では、砂時計のような形の収縮構造が観察された。  

B： 収縮構造内部は典型的な高濃度染色であった（矢印）。スケールバー：200 nm 

kP:盗葉緑体，Rc：Rapaza viridis サイトゾル 

（Karnkowska et al.（2023）図 S3 をもとに改変） 

（Karnkowska et al.（2023）図 S4 をもとに改変） 
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図 1-7. 盗葉緑体細分化時の盗葉緑体包膜 

A： 化学固定法で作製した試料。葉緑体には 3 重の包膜が観察された。内側の 2 つの膜（矢印）

は Tetraselmis sp.の葉緑体 2 重膜に，最外膜（矢尻）は Rapaza viridis 食胞膜に由来すると推察

される。 B： 凍結固定法で作製した試料。葉緑体包膜は密接している（矢印）。 

スケールバー：200 nm，kP:盗葉緑体，Rc：Rapaza viridis サイトゾル 

（Karnkowska et al.（2023）図 S5 をもとに改変） 
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図 1-8. Tetraselmis sp.捕食後の Rapaza viridis の培養カルチャー内の細胞密度の変化とクロロフ

ィル総量の比較 

A：R. viridis 細胞密度の変化と培養液あたりのクロロフィル a+b 量の変化。 

B：R. viridis 細胞密度の変化と細胞あたりのクロロフィル a+b 量の変化。 

細胞密度は Tetraselmlis sp.捕食後に増加したが，培養液中のクロロフィル a+b 量は増加しなかっ

た。細胞あたりのクロロフィル a+b 量は R. viridis の細胞分裂の進行に伴って減少し，盗葉緑体に

おいて新しくクロロフィルは生成されないことが示された。値は平均値±標準誤差で示す（n=3）。 

（Karnkowska et al.（2023）図 S6 をもとに改変） 
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図 1-9. 明暗周期培養における Rapaza viridis のサイトゾル多糖顆粒の蓄積変動 

A：05:00 の明期開始直前の細胞では多糖顆粒はほとんど観察されない。 

B：明期で 16 時間（05：00-19：00），その後暗期で 8 時間（19：00-05：00）培養した細胞。 

C：暗所で 24 時間培養した細胞。D：多糖顆粒の定量（全糖量換算）。 

サイトゾルの多糖顆粒の蓄積は明所でのみ観察されることから，R.viridis は光合成産物を日中に

多糖顆粒としてサイトゾルに蓄積し，夜間に呼吸で消費していると推測された。 

（Karnkowska et al.（2023）図 3，S7 をもとに改変） 
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表 1-1. 13C ラベリング実験における Rapaza viridis 細胞から精製した多糖顆粒の 13C 同位体の

組成 

このラベリング実験により、R. viridis による無機炭素の取り込みと固定化が明確に示された。その

結果、培養期間中に形成された多糖類粒を構成する炭素の 48%は、培地から細胞外に取り込ま

れた無機炭素に由来することが明らかとなった。 

サンプル δ13C value
同位体ラベル実験の精製多糖顆粒の同位体組成 33
コントロール実験の精製多糖顆粒の同位体組成 -22
実験に使⽤した培地の同位体組成 91

（Karnkowska et al.（2023）表 S1 をもとに改変） 
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図 1-10. Rapaza viridis の光合成活性（光合成による酸素発生速度） 

A：Tetraselmlis sp.獲得から 0～19 日間における光合成による最大酸素発生速度の変化。細胞あ

たりでは Tetraselmis sp.獲得から日数が経過するごとに光合成活性が低下するが，獲得した盗葉

緑体あたりでは約 2 週間の間に上昇と停滞が認められる。細胞分裂によって娘細胞へ盗葉緑体

が分配されることにより，細胞あたりの光合成活性は低下するが，盗葉緑体自体の機能は盗葉緑

体獲得から約 2 週間は保持されることが示唆される。B：Tetraselmlis sp.捕食から 0～31 時間にお

ける光合成による最大酸素発生速度の変化。盗葉緑体の細分化が進行する時間帯では細胞あ

たりの光合成による最大酸素発生速度に上昇が確認され，Tetraselmis sp.葉緑体を R. viridis 自

身の生理に適するように最適化をおこなっていることが示唆される。0 時間は，獲得前の

Tetraselmis sp.と R.viridis の光合成活性を合わせた値とした。値は平均値±標準誤差で示す

（n=3，0h のみ n=1）。 

A 

盗葉緑体分割 

B 

（丸山修士論文（2018）をもとに改変） 
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図 1-11. Rapaza viridis の生活環 

盗葉緑体は一時的にしか機能しないため，Tetraselmis sp.細胞を定期的に捕食することで，新鮮

な盗葉緑体を定期的に獲得する必要がある。A：R. viridis は Tetraselmis sp.の細胞を丸のみする

形で捕食する。B：捕食した Tetraselmis sp.の葉緑体とその他の細胞質とを分離し，葉緑体だけを

残す。（B-4：Tetraselmis sp.の葉緑体以外の細胞内容物は排泄される） C：獲得された盗葉緑体

は R. viridis 細胞内で細分化される。D：細分化され数が増えた盗葉緑体断片は娘細胞に分配さ

れる。この時の前後とも盗葉緑体量は増大しない。 E-G：再び盗葉緑体を獲得できないと死滅

する。死滅が近づくにつれ，細胞内には液胞が発達する。 

（丸山修士論文（2018）をもとに作図） 
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第 2 章 

盗葉緑体の形成過程で観察される細胞微細構造の変化 



25 
 

2-1. 背景 

Tetraselmlis sp.を捕食した Rapaza viridis の細胞内では，捕食後約 20 時間の間に，細胞微細構造

のダイナミックな変化が起こることが光学顕微鏡や透過型電子顕微鏡（TEM）による経時的な観察から明

らかになっている（丸山修士論文 2018）。捕食後間もない段階で，Tetraselmis sp.の核は，R. viridis 細胞

内から除去されるため，この葉緑体の形態変化には，R. viridis による機構が関連していることが示唆され

る。捕食後の R. viridis で観察される細胞内構造の一連の変化について，まず Tetraselmlis sp.細胞全体

を貪食して包膜（食胞膜）内に取り込まれ，その後，取り込みから約 30 分から 6 時間後が経過した段階

で，Tetraselmis sp.の細胞核と葉緑体以外の細胞質が，包膜の内部で葉緑体と分離されて，エキソサイト

ーシスにより細胞外へ排泄される。この際，葉緑体のみが R. viridis 細胞内に残される。その後，この葉緑

体は複数個に細分化され，R. viridis 自身の細胞分裂によって娘細胞へと分配される。したがって，盗葉

緑体の形成過程は，（1）獲得した盗葉緑体ドナーの葉緑体以外の細胞内容物を除去する段階と，（2）盗

葉緑体を細分化する段階の 2 つの段階に分けることができる。先行研究では，R. viridis に取り込まれた

後の Tetraselmis sp.葉緑体に着目し，葉緑体から盗葉緑体となる際の葉緑体の形態変化，特に（2）の段

階について，TEM を用いた観察をおこなった（丸山修士論文 2018）。 

本章では，『（1）獲得した盗葉緑体ドナーの葉緑体以外の細胞内容物の除去段階』に着目し，TEM

による経時的な細胞微細構造観察をおこなった。また，『（2）盗葉緑体の細分化段階』についても新たに

連続切片観察による 3D 構造の構築をおこなうことで，R. viridis による盗葉緑体の形成機構について，よ

り詳細な記載を行うことを目的とした。 

 



26 

 

2-2. 実験方法 

2-2-1. TEM観察サンプルの作製と観察  

IMK培地で培養した Rapaza viridis（約 20日間飢餓状態）と IMK培地で培養した Tetraselmis sp.が

約 1:1 の細胞数比になるように，それぞれの細胞を新鮮な培地中に懸濁・混合し，貪食を促した。培養は，

温度 20℃，明暗周期（明期 14時間：暗期 10時間），光強度は約 100-150 µmol/m2/sの条件でおこなっ

た。その後，経過時間ごとに細胞試料を回収し，凍結置換固定をおこなった後，TEM 観察用の樹脂サン

プルを作製し，超薄切片を作製，TEM観察をおこなった。細胞回収は，捕食 2～4時間後，15～17時間

後におこなった。凍結置換固定には，試料急速凍結装置（VFZ-1，Vacuum Device）を使用し，メンブレン

フィルターにのせた細胞濃縮液を銅ブロック上に液体窒素中で強くプレスさせることで，試料を急速凍結

させた。メンブレンフィルター上に形成された細胞凍結片を 1% OsO4 0.5% glutaraldehyde in acetone固定

液へ移し， -80℃で 3 日間インキュベートした。インキュベート後，-20℃で 1 時間，さらに 4℃で 30 分間

インキュベートし，その後室温 20℃に戻した。室温でメンブレンから剥がれ落ちた細胞凍結片を遠心分離

で回収し，100% Acetone で洗浄した。洗浄後，以下の樹脂置換作業をおこなった。Spurr 樹脂

（Polysciences, Inc.）を用い，樹脂 50%（Acetone 50%），75%（Acetone 25%），100%の試薬を用い，この

順番でそれぞれ 1 時間ずつ置換した。100%樹脂への置換操作は 3 回繰り返した。樹脂置換後，70℃で

8時間加熱し，樹脂を硬化させた。ダイヤモンドナイフを使用して作製した超薄切片を，3倍希釈のEMス

テイナー（Nisshin EM, Ltd.）とクエン酸鉛（Reynolds 1963）で染色したのち，透過型電子顕微鏡（Hitachi 

H7100, Hitachi Ltd）を用いて観察をおこなった。 
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2-2-2. FIB-SEM観察用サンプルの作製 

IMK培地で培養した Rapaza viridisに Tetraselmis sp.を与え，温度 20℃，明暗周期（明期 14時間：

暗期 10 時間），光強度は約 100-150 µmol/m2/s の条件で培養をおこなった。その後 18～19 時間経過

した細胞（葉緑体細分化が活発に進行している細胞）を回収し，タンニン酸を用いた凍結置換固定をおこ

ない，その後 FIB-SEM 観察用の樹脂サンプルを作製した。凍結置換固定は，メンブレンフィルターにの

せた細胞濃縮液を銅ブロック上に液体窒素中で強くプレスさせることで，試料を急速凍結させた。メンブ

レンフィルターにできた細胞凍結片を 2% OsO4 0.1% glutaraldehyde in acetone固定液に移し 4日間-70℃

でインキュベートした。なお，この際，5 mLの固定液に対して細胞凍結片を 5枚入れた。-70℃でのインキ

ュベート期間には，毎日 1 回試料を震盪させて固定液の浸透を促した。-70℃でのインキュベートの完了

後，-20℃で 1 時間インキュベートしたのち 4℃で 30 分間インキュベートした。室温 20℃でメンブレンから

剥がれ落ちた細胞凍結片を遠心分離で回収し，1% Tannic acid in acetoneで氷上インキュベートしたのち

再び回収し，100% Acetone で洗浄した。1% OsO4 in Acetone で氷上インキュベートを 1 時間おこなった

のち，細胞凍結片を回収し 100％ Acetoneで洗浄した。その後，樹脂置換作業をおこなった。Spurr樹脂

（Polysciences, Inc.）を用い，樹脂置換は 4 段階で徐々に樹脂濃度をあげた。樹脂 25%（Aceton 75%），

60%（Aceton 40%），80%（Aceton 20%），100%の試薬を用い，この順番でそれぞれ 1 時間ずつ置換さ

せた。100%樹脂置換は 2回繰り返した。樹脂置換完了後，70℃で 8時間加熱し，樹脂を硬化させた。 
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2-2-3. FIB-SEM観察と 3D構築 

試料の観察は，洲崎敏伸先生（神戸大学）のご協力のもと， FIB-SEM（日本エフイー・アイ株式会社） 

を用いた観察を同社に委託した。観察条件は次の通りである：SEM: 2keV 0.4nA, contrast inversed，FIB: 

30kV 5nA ~100um width 100nm pitch slice，Pixel Size: 3712 x 1572(No.1-19 : 3708x1489), Slice No25~ 

are preferred。取得した連続切片の SEM画像から，ソフトウェア Amira（FEI Visualization Science Group）

を用いて 3D構築をおこなった。 

 

2-2-4. 光学顕微鏡観察 

Rapaza viridisに対し，1:1の細胞数比になるよう Tetraselmis sp.を混合して貪食を促し，15時間後に

細胞を遠心分離で回収し観察をおこなった。この実験では IMK 培地を用い，温度 20℃，明暗周期（明

期 14 時間：暗期 10 時間），光強度は約 100-150 µmol/m2/s で培養した。細胞観察には，CCD カメラ

（FX630，Olympus）を搭載した倒立顕微鏡（IX71，Olympus）を用いた。細胞を 2 枚のカバーガラスに挟

み込み，細胞の遊泳運動を制限・制止させた状態で観察をおこなった。 

 

2-3. 結果 

2-3-1. 葉緑体以外の細胞内容物分離時の細胞微細構造  

Tetraselmis sp.獲得直後～獲得から約 4時間後の R. viridis細胞の光学顕微鏡観察では，R. viridis

サイトゾルに複数個の黄土色の構造が特徴的に観察された（図2-1：A）。この黄土色の構造は，自由生活
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状態の Tetraselmis sp.でも対応すると考えられる構造が観察され，サイトゾル染色試薬で染色されず，サ

イトゾルではないことが確認されている（丸山 2018）。この細胞段階における TEM観察では，R. viridisに

取り込まれた直後と思われる Tetraselmis sp.細胞が一重の包膜につつまれた様子が観察され（図 2-1：B，

B-2-1），その包膜内には葉緑体と緑藻に特徴的な板状クリステ形状のミトコンドリアを含む細胞質が観察

された（図 2-1：B-2-1，B-2-2）。また，R. viridis 細胞のサイトゾルには，楕円体状の包膜構造（図 2-1：B-3, 

B-3-1, B-3-2，図 2-2：A-2, B-1）と，細かな泡構造と小さな膜構造を内包する包膜構造（図 2-2：B-3）が特

徴的に観察された。 

これらのうち前者は，外側に二重包膜がある構造で（図 2-1：B-3-2，図 2-2：A-2, B-1），その内部にさ

らにいくつかの膜構造を含んだ。また，この楕円体包膜構造の一部には包膜構造が認められず泡状に観

察される液-液相分離構造（油滴の可能性も含む）（図 2-2：A-2）が存在した。また，この楕円体構造と接し

ている部分の葉緑体包膜がわずかに窪んでいる様子やチラコイド膜が窪みに沿ってゆがんでいる様子も

観察された（図 2-1：B-3-1）。この観察では，楕円体構造の包膜と盗葉緑体の包膜がつながっているか，

あるいは独立しているかなどの，両者の関係性については明らかにできなかった。後者は，一重包膜から

成る構造であり（図 2-2：B-3），泡状に観察される液-液相分離構造と，電子密度が非常に高い塊状の構

造を内包する一重膜構造を複数含んでいた。この一重膜構造内部に認められた高電子密度構造は直径

250～500 nm 程度と大きさにばらつきがあり，かつ，これらの中でも小さなものほどより高い電子密度を示

した。また，液-液相分離構造は直径 85～220 nm程度と比較的小さかった。 

Tetraselmis sp.獲得から約 15～17時間後の R. viridis細胞の光学顕微鏡観察では，獲得直後～獲
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得から約 4 時間後では観察された黄土色の構造は観察されなかった（図 2-3：A）。TEM観察においては，

R. viridis サイトゾルに認められた楕円体の包膜構造は観察されたが（図 2-6），小さな膜構造を内包する

包膜構造（図 2-2：B-3）は観察されなくなった。これに代わって，この Tetraselmis sp.獲得から約 15～17時

間後の細胞段階では，盗葉緑体の外縁部に複数個の膜構造が密に存在する様子（図 2-3：B-1，B-2，B-

1-1，B-2-1）と，盗葉緑体内部に液-液相分離構造（図 2-5）が多く観察された。これらの構造は Tetraselmis 

sp. 獲得直後～獲得から約 4時間後の観察においても認められたが（図 2-2：A，A-1，B），獲得から約15

～17 時間後には，これらの構造がより目立って観察されるようになった。また，なかにはこの構造の内部

に，板状クリステ形状の Tetraselmis sp.のミトコンドリアが含まれるものも観察された（図 2-4）。また，13 枚

の連続切片観察（図 2-5）では，盗葉緑体の内部にも液-液相分離構造が形成されている様子が観察され

た。 

 

2-3-2. 細分化時の盗葉緑体の立体構造  

FIB-SEMによる連続切片観察から構築した盗葉緑体細分化時の R. viridis細胞の立体構造からは，

1 つの葉緑体の複数箇所にくびれ構造が生じた複雑な葉緑体が観察された。また，盗葉緑体から分離さ

れたと予測される膜構造はいびつな立体構造をとることが分かった（図 2-7）。 
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2-4. 考察 

2-4-1. Rapaza viridisにおける葉緑体以外の細胞内容物の除去プロセスとその機構  

光学顕微鏡観察では，Tetraselmis sp.獲得直後～獲得から約 4時間後の R. viridis 細胞において， 

Tetraselmis sp.細胞質由来と考えられる黄土色の物質隗が葉緑体から分離され，その後エキソサイトーシ

スによりにより排泄される様子が観察された。この黄土色の構造の排泄には，該当する細胞段階

（Tetraselmis sp.獲得直後～獲得から約 4 時間後）の試料の TEM 観察で特徴的に観察される R. viridis

のサイトゾルに形成された小さな膜構造を内包する一重包膜からなる構造（図 2-2：B-3）が関係することが

考えられた。この一重包膜構造の内部には，さらに小さな包膜に内包された複数個の塊状構造が認めら

れた。塊状構造は，その大きさと電子密度に多様性が認められた。この塊状構造を内包する包膜につい

ては，類似する構造が盗葉緑体性渦鞭毛藻の Dinophysis caudataにおいても観察されている（Kim et al. 

2012）。Kim et al.（2012）では，この構造は食胞であり，内包された構造の電子密度の差異はそれぞれ消

化段階が異なることによると述べられている。ただし，R. viridis で観察されたような入れ子状に包膜に内

包されている様子は，酵母や動物の細胞で認められるオートファジーの後期過程において液胞内に取り

込まれたオートファゴソームとも類似性が認められる。このため，この構造の理解にはさらなる詳細な時系

列観察実験などが必要であると考えられる。 

Tetraselmis sp.獲得から約 15～17 時間後の R. viridis 細胞（盗葉緑体の細分化が進行する細胞段

階）では，光学顕微鏡観察においては黄土色構造の排泄のピークが過ぎて，葉緑体以外の細胞内容物

がさらに除去されていく様子は認められなかった。しかし，TEM観察においては，この段階で R. viridisサ
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イトゾルに楕円体構造（図 2-6）が観察され，盗葉緑体には複数個の膜構造（図 2-3：B-1，B-2，B-1-1，B-

2-1）や液-液相分離構造（図2-5）が観察された。よってこれらの構造の存在は，葉緑体以外の Tetraselmis

の細胞内容物の除去がこの段階でも継続していることを示唆する。 

陸上植物の研究では，葉緑体構成物質の分解に機能するユニークなオートファジープロセスが存在

することが明らかにされている。シロイヌナズナでは，RuBisCO-containing body（RCB）が関連するプロセ

スや Autophagy related gene8-interacting protein（ATI）が関連するプロセスが知られている（Michaeli et al. 

2014; Izumi et al. 2019）。RCB 小胞が関連するプロセスでは，RuBisCOを含む葉緑体ストロマ成分が包

まれた RCB 小胞が形成された後，オートファジー膜につつまれ，オートファゴソームとなり最終的に分解

される。オートファジー膜に包まれるまでのプロセスはまだ明らかにされていないが，RCB 小胞は葉緑体

包膜の一部が突出する形で形成されると想定されている（Izumi et al. 2019）。また，ATIが関連するプロセ

スでは，葉緑体内部や周縁部に ATI タンパク質が発現し，この ATI を含む小胞が葉緑体ストロマや葉緑

体包膜，チラコイドを内包する形でサイトゾルへと輸送され，最終的にオートファジーによって分解される

（Izumi et al. 2019）。両者では，輸送する物質が異なり，小胞の大きさも前者（直径 0.5～1 µm）よりも後者

（直径 50～100 nm）の方が小さい（Otegui 2018）。また，この他にもオートファジーを伴わない葉緑体構成

物質の分解プロセス（Chloroplast vesiculation pathway; CV pathway）も知られており（Marisa 2018; Izumi 

et al. 2019），陸上植物においては，葉緑体に関わる選択的な除去機構には様々なプロセスが存在して

いることが知られている。 

本章において，R. viridis サイトゾルに形成される楕円体構造が，盗葉緑体から突出する形態をとっ
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た点からは（図 2-6），植物で認められる RCB が関連するプロセスや CV が関連するプロセスとの類似性

が認められる。また，R. viridis 葉緑体内に観察された泡状の液-液相分離構造（図 2-5）は電子密度が非

常に低かったが，類似した構造がシロイヌナズナでも観察されている。このシロイヌナズナの研究ではATI

を金コロイドで標識しTEM観察がおこなわれたが，ATIが局在する位置に，葉緑体内部に粒状の電子密

度が非常に低い区画が観察されている（Michaeli et al. 2014）。 

本章の微細構造観察からは，R. viridis における Tetraselmis 細胞の葉緑体以外の構成要素の除去

が選択的であり，かつ徹底的に進行することが明らかとなった。R. viridis には，光学顕微鏡で認識できる

排泄機構だけではなく，TEM レベルの微細構造観察では，陸上植物の葉緑体の部分的分解機構に形

態的に類似する複雑な除去機構が機能することが示唆される。 

 

2-4-2. Rapaza viridisにおける盗葉緑体の細分化  

FIB-SEM による連続切片観察から構築した盗葉緑体細分化時の R. viridis 細胞の立体構造（図 2-

7）からは，R. viridisでは，一般的な葉緑体の分裂時に観察される均等な2分割（Miyagishima et al. 2011）

ではなく，複数の分割プロセスが同時並行で進行していることが考えられる。また，盗葉緑体細分化時の

クロロフィル蛍光観察からも，1 つの盗葉緑体が多分割されることが示唆された（図 2-8）。1つの葉緑体が

複数個に分割される例は，Nicotiana tabacum L. BY2 cells（タバコ BY2細胞株）で知られているが，この

場合には，くびり切りによる葉緑体の分割は複数同時には進行せず，1 カ所ずつくびりきりが起こり，それ

が繰り返されることによって複数個に分割される（Momoyama et al. 2003）。  
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R. viridis の姉妹群である Euglena gracilis でも複雑な分岐構造をとる葉緑体が観察されている

（Pellegrini 1980）。Pellegrini（1980）では，連続切片をつかった 3D構築により，E. gracilisの葉緑体構造

が詳細に観察された結果，E. gracilis は円盤状の葉緑体やくびれ構造をもつ分岐した葉緑体をもつこと

や，細胞分裂の前には葉緑体体積と分岐構造が増えることが明らかにされた。Euglenophyceae での葉緑

体分裂機構はまだ不明な点が多く，E. gracilisにおいて分岐した 1つの葉緑体が，その後実際に複数個

に分割されているかどうかは解明されていない。しかしながら，その他の研究では，E. gracilisでは葉緑体

が分裂するだけでなく融合することによって細胞あたりの葉緑体数が一定に保たれるよう調整されている

ことが推測されている（長船 2006）など，高い構造的可塑性が示唆されているため，葉緑体分裂時に均

等な 2 分割を必ずしも必要としない可能性がある。このように，複雑な葉緑体の分割機構は R. viridis と

Euglenophyceaeに共通する「曖昧さ」をもつ現象である可能性も示唆された。 

 

2-5. 結論 

盗葉緑体の形成過程であると考えられる，（1）獲得した盗葉緑体ドナーの葉緑体以外の細胞内容物

の除去段階，（2）盗葉緑体の細分化段階に着目し，細胞微細構造の変化を観察した。 

（1）の段階では，光学顕微鏡観察下において Tetraselmis sp.細胞質由来と考えられる葉緑体以外の

黄土色の構造が排泄される様子が観察されるが，その排泄が終わった（2）の段階でも，微細構造観察レ

ベルにおいては葉緑体以外の細胞内容物の除去が引き続き進行していることが示された。葉緑体以外

の細胞内容物の除去に関与すると考えられる構造について，（1）の段階において特徴的に観察された
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Rapaza viridisサイトゾルに形成される一重包膜から成る小さな膜構造を内包する包膜構造が，黄土色の

構造の排泄に関連することが示唆された。（1）と（2）の段階の両方で，R. viridis サイトゾルに楕円体包膜

構造が観察された。また，（2）の段階では特に，盗葉緑体外縁部に複数個の膜構造が密に存在する様

子や，盗葉緑体内部に泡状の液-液相分離構造が観察された。本章の微細構造観察からは， R. viridis

における Tetraselmis細胞の葉緑体以外の除去が選択的であり，かつ徹底的に進行することが明らかにさ

れ，R. viridisには，複雑な除去機構が機能することが示唆された。 

（2）の段階の，細分化が進行している盗葉緑体の立体構造観察からは，盗葉緑体の複数箇所にく

びれ構造が観察され，細分化段階の盗葉緑体が複雑な立体構造をとることが示された。したがって，盗

葉緑体は R. viridis包膜によってくびり切られる形で不均等に多分割される可能性が示唆された。 
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図 2-1. Tetraselmis sp.を与えてから 2～4 時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食直後～4 時間

後）の Rapaza viridis の TEM 画像（1）  

A：光学顕微鏡観察画像。R. viridis 細胞内には Tetraselmis sp.の葉緑体の他に，複数個の

黄土色の構造が観察された（矢尻）。 B：TEM 観察画像。R. viridis 細胞の全体像。 B-1：

B の拡大画像。R. viridis に取り込まれた Tetraselmis sp.細胞の葉緑体。葉緑体には

Tetraselmis sp.に特徴的な連なった眼点が観察された（白矢印）。 
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図 2-1. Tetraselmis sp.を与えてから 2～4 時間

後（推定：Tetraselmis sp.捕食直後～4 時間

後）の Rapaza viridis の TEM 画像（1）  

B-2：B の拡大画像。R. viridis 細胞内に取り込

まれた Tetraselmis sp.細胞。 B-2-1,2,3：B-2 の

拡大画像。 B-2-1,2：板状クリステ形状のミトコ

ンドリア（黒矢印）が観察された。 B-2-3：

Tetraselmis sp.のサイトゾルには，連なった膜を

内包する一重膜構造が観察された。 
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図 2-1. Tetraselmis sp.を与えてから 2～4 時

間後（推定：Tetraselmis sp.捕食直後～4 時

間後）の Rapaza viridis の TEM 画像（1）  

B-3：B の拡大画像。R. viridis のサイトゾル

には楕円体状の包膜構造が複数個観察さ

れた（黒矢尻）。 B-3-1：B-3 の拡大画像。葉

緑体と接する楕円体状の包膜構造。 B-3-

2：B-3 の拡大画像。楕円体状の包膜構造。

その内部にさらにいくつかの膜構造を含むも

のも観察された。 
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図 2-2. Tetraselmis sp.を与えてから 2～4 時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食直後～4 時間後）

の Rapaza viridis の TEM 画像（2） 

A：TEM 観察画像。R. viridis 細胞の全体像。R. viridis のサイトゾルには複数個の楕円体状の

包膜構造が観察された（白矢印）。 A-1：A の拡大画像。葉緑体内に複数の大小さまざまな膜

構造（白矢尻）と，包膜構造が認められず泡状に観察される液-液相分離構造（黒矢尻）が観察

された。 A-2：A の拡大画像。楕円体状の包膜構造の一部に泡状に観察される液-液相分離

構造をもつものも観察された（黒矢印）。 
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図 2-2. Tetraselmis sp.を与えてから 2～4 時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食直後～4 時

間後）の Rapaza viridis の TEM 画像（3） 

R. viridis のサイトゾルには複数個の楕円体状の包膜構造が観察された（白矢印）。 B：

TEM 観察画像。R. viridis 細胞の全体像。 B-1：B の拡大画像。楕円体状の包膜構造。

その内部にさらにいくつかの膜構造を含むものも観察された。 B-2：B の拡大画像。R. 

viridis の盤状クリステ形状のミトコンドリアが観察された。 B-3：B の拡大画像。R. viridis

のサイトゾルには，一重包膜から成る構造も観察された。この内部には泡状に観察される

液-液相分離構造（白矢尻）と，電子密度が非常に高い塊状の構造（黒矢尻）を内包する

一重膜構造を複数含んでいた。 
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図 2-3. Tetraselmis sp.を与えてから 15～17 時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食から 15～17

時間後）の Rapaza viridis の TEM 画像 

A：光学顕微鏡観察画像。R.viridis 細胞では，盗葉緑体の細分化が進行している。 B，C：

TEM 観察画像。R. viridis 細胞の全体像。 B-1-1，B-2-1：それぞれ，B-1，B-2 拡大画像。盗

葉緑体外縁部に複数の大小さまざまな膜構造が観察された。近くにはミトコンドリアが観察され

た（白矢印）。 
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図 2-3. Tetraselmis sp.を与えてから 15～17 時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食から 15～17

時間後）の Rapaza viridis の TEM 画像 

C-1-1，C-2-1，C-3-1：それぞれ，C-1，C-2，C-3 の拡大画像。盗葉緑体外縁部に複数個の

膜構造が密に存在する様子が観察された。 
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図 2-4. Tetraselmis sp.を与えてから 15～17 時間後（推

定：Tetraselmis sp.捕食から 15～17 時間後）の Rapaza 

viridis の TEM 画像（2）  

同一細胞の連続切片 22 枚の TEM 観察。盗葉緑体の

外縁部には，複数個の膜構造が密に存在する様子が観

察された。この構造の内部には Tetraselmis sp.のミトコン

ドリア（白矢尻）が含まれるものも観察された。 
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図 2-5. Tetraselmis sp.を与えてから 15～17 時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食から 15～17
時間後）の Rapaza viridis の TEM 画像（3） 
同一細胞の連続切片 13 枚の TEM 観察。点線と実線で囲った盗葉緑体からは，泡状に観

察される液-液相分離構造が盗葉緑体の外縁だけでなく内部にも形成されている様子が観

察された。 
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図 2-5. Tetraselmis sp.を与えてから 15～17 時

間後（推定：Tetraselmis sp.捕食から 15～17
時間後）の Rapaza viridis の TEM 画像（3） 
同一細胞の連続切片 13 枚の TEM 観察。点

線と実線で囲った盗葉緑体からは，泡状に

観察される液-液相分離構造が盗葉緑体の

外縁だけでなく内部にも形成されている様子

が観察された。 



46 
 

 
  

図 2-6. Tetraselmis sp.を与えてから 15～17 時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食から 15～17 時間

後）の Rapaza viridis の TEM 画像（4） 
同一細胞の連続切片 5 枚の TEM 観察画像とそれぞれの拡大画像。1-1，2-1：それぞれ 1，2 の

拡大画像。 1-1-1，2-1-1：それぞれ 1-1，2-1 の拡大画像。 R. viridis 細胞内には，楕円体状の

包膜構造が複数個観察された。盗葉緑体と楕円体構造が接している箇所では，盗葉緑体はく

ぼんでおり，楕円体構造はそのくぼみに収まるように変形していた。 
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図 2-6. Tetraselmis sp.を与えてから 15～17 時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食から 15～17 時間

後）の Rapaza viridis の TEM 画像（4） 
1-5：同一細胞の連続切片 5 枚の TEM 観察画像とそれぞれの拡大画像。3-1，4-1：それぞれ 3，

4 の拡大画像。 3-1-1，4-1-1：それぞれ 3-1，4-1 の拡大画像。 R. viridis 細胞内には，楕円体

状の包膜構造が複数個観察された。盗葉緑体と楕円体構造が接している箇所では，盗葉緑体

はくぼんでおり，楕円体構造はそのくぼみに収まるように変形していた。 
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図 2-6. Tetraselmis sp.を与えてから 15～17
時間後（推定：Tetraselmis sp.捕食から 15～

17 時間後）の Rapaza viridis の TEM 画像

（4） 
1-5：同一細胞の連続切片 5 枚の TEM 観察

画像とそれぞれの拡大画像。5-1：5 の拡大

画像。 5-1-1：5-1 の拡大画像。R. viridis 細

胞内には，楕円体状の包膜構造が複数個

観察された。盗葉緑体と楕円体構造が接し

ている箇所では，盗葉緑体はくぼんでおり，

楕円体構造はそのくぼみに収まるように変形

していた。 
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  図 2-7. FIB-SEM による盗葉緑体細分化時の Rapaza viridis 細胞の 3D 構造 

A：88 枚の切片から作製した 3D 画像。1-4：前後左右の観察画像。 
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  図 2-7. FIB-SEM による盗葉緑体細分化時の Rapaza viridis 細胞の 3D 構造 

B：3D 作製に用いた切片の SEM 画像（1-1，2-1，3-1，4-1）と切片位置に対応する 3D 画

像（1-2，2-2，3-2，4-2） 。オレンジ色の矢印は 3D 構造の観察方向を示す。 
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図 2-7. FIB-SEM による盗葉緑体細分化時の Rapaza viridis 細胞の 3D 構造 
B：3D 作製に用いた切片の SEM 画像（1-1，2-1，3-1，4-1）と切片位置に対応する 3D 画

像（1-2，2-2，3-2，4-2） 。オレンジ色の矢印は 3D 構造の観察方向を示す。 
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図 2-8. 盗葉緑体細分化時の Rapaza viridis 盗葉緑体のクロロフィル蛍光 

Tetraselmis sp.の獲得から 15 時間が経過した R. viridis。クロロフィル蛍光からは盗葉緑体の

形が分かりやすく観察される。大小さまざまな葉緑体が観察された。盗葉緑体が不均等に分割

される様子を示すと推測される（矢印）。 
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第 3 章 

水平転移した葉緑体遺伝子の発現と盗葉緑体利用に関わる機能の推定 
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3-1. 背景 

Rapaza viridis の盗葉緑体現象においては，葉緑体のドナーである Tetraselmis sp.の核は R. viridis

細胞内に残されない。一方，R. viridis の核ゲノムコード遺伝子の中には，姉妹系統にある光合成性のユ

ーグレノイド生物群 Euglenophyceae に認められる葉緑体輸送配列と類似する特徴的を有するタンパク質

遺伝子が多数存在することが明らかになり，その中には明確な葉緑体に関連する因子も存在した。 

本章の研究に先立ち， Karnkowska et al.（2023）に公表した定性的解析データとは独立に，定量的

なトランスクリプトームデータが生成された（Kashiyama et al., in prep.）。前者では Euglenophyceae の特徴

的な輸送配列との類似性に着目した遺伝子探索がなされた。ここでは R. viridis と Euglenophyceae との姉

妹系統関係が強く意識されていたが，しかし実際には前者は後者の系統内に属するわけではないので，

輸送配列の特徴が Euglenophyceae とは少し異なる特徴を持つ R. viridis の遺伝子が存在すれば，それら

は必然的に排除されてしまう（False negative の可能性）。そこで本章の研究では，敢えて潜在的な輸送配

列の有無は考慮せず，まずアノーテーションベースで葉緑体に関連する機能を持つと予測される遺伝子

を選択し，これらの中から転写量の特に高かった配列に着目した。その結果，R. viridis には，核ゲノムコ

ードのきわめて発現量の高い，アミノ酸配列レベルで相同性のある葉緑体関連遺伝子が多数存在してい

ることが分かった。それらほとんどの翻訳産物の N 末端には，輸送配列として機能する可能性がある 100-

250 アミノ酸残基程度の低複雑性（low complexity）領域（N 末端 LC 領域）が存在しており，そのいくつか

は実際に Karnkowska et al.（2023）で考慮した Euglenophyceae 型の二分割シグナルの特徴を有していた

（Kashiyama et al., in prep.）。 
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本章では，N 末端 LC 領域を有してかつ葉緑体関連の機能が予測された R. viridis 核ゲノムコード

の高発現遺伝子について，Karnkowska et al.（2023）での定義とは独立に，盗葉緑体への輸送と局在発

現を仮定した「盗葉緑体遺伝子候補」とする。そしてこの葉緑体関連遺伝子のうち，本章では特に，トリオ

ースリン酸／リン酸輸送体（triose-phosphate/phosphate translocator；TPT)に相同性の高い４つの遺伝子

RvTPT1-4（Rapaza viridis TPT-like 1~4 genes）と，リブロースビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナー

ゼ（RuBisCO）の小サブユニット（RuBisCO small subunit；RbcS）に相同性の高い遺伝子 RvRbcS（Rapaza 

viridis RbcS-like gene）に着目し，RNA 干渉（RNAi）によるノックダウン実験と，CRISPR/Cas9 システムを

用いたゲノム編集株を用いた実験によって，これら遺伝子の機能を検証した。 

 

3-2. Rapaza viridis の TPT 様遺伝子群（RvTPT1-4）の機能推定 

3-2-1. 背景 

トリオースリン酸／リン酸輸送体（triose-phosphate/phosphate translocator；TPT）は，葉緑体包膜に局

在してトリオースリン酸と無機リン酸イオンを交換輸送するアンチポーターとして知られている（Lee et al. 

2017）。炭酸固定に働くカルビン・ベンソン回路では，光合成産物としてのトリオースリン酸が葉緑体ストロ

マで生成される。植物では，この生成されたトリオースリン酸のサイトゾルへの輸送には，葉緑体包膜に局

在する複数の TPT が機能する（Flugge et al. 1991）（図 1-1）。光独立栄養性の生物にとって二酸化炭素

の固定による炭素源の獲得は必須であるため，TPT の機能は決定的に重要である。 

機能的な盗葉緑体をもつ Rapaza viridis においても，光独立栄養性の生物と同様に葉緑体からの光
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合成産物の取り出しが必要であると推測された。実際に盗葉緑体から R. viridis サイトゾルへの光合成産

物の輸送がなされていることが立証され（丸山修士論文 2018），R. viridis においても TPT が存在して機

能している可能性が示唆された。上述の定量的トランスクリプトームデータ（Kashiyama et al., in prep.）から

予想された R. viridis 核ゲノムコードの盗葉緑体遺伝子候補の中から，TPT に相同性が認められた 6 種

類の遺伝子（RvTPTs）について機能検証をおこなった。ここでは，発現量が高く主要な RvTPTs と考えら

れる RvTPT1，RvTPT2，RvTPT3，および RvTPT4 の 4 遺伝子に着目し，RNAi による RvTPT1-4 の全遺

伝子同時ノックダウン細胞（RvTPTs-kd 細胞）を作出した。このノックダウン細胞の培養観察実験や，蓄積

多糖顆粒の定量，および光合成活性の測定をおこない，これら TPT 様遺伝子の機能の検証を試みた。 

 

3-2-2. 実験方法 

3-2-2-1. RNAi による RvTPTs ノックダウン実験と培養 

RNAi によるノックダウン実験では，RvTPT1，RvTPT2，RvTPT3，および RvTPT4 それぞれの部分配

列の dsRNA を合成し，合成した全ての dsRNA を一度に細胞内にエレクトロポレーションにより導入した。

この実験は，従来，Euglena gracilis の研究のために設計された方法（Iseki et al. 2002; Nakazawa et al. 

2015）を改変したものである。まず，上記の各 TPT 遺伝子それぞれの cDNA から，PrimeSTAR GXL DNA 

Polymerase を用いて，プライマー（T7_RvTPT1_60Fw および T7_ RvTPT1 _506Rv，T7_RvTPT2_349Fw

および T7_ RvTPT2 _944Rv，T7_RvTPT3_119Fw および T7_ RvTPT3 _621 Rv，T7_RvTPT4_479Fw お

よび T7_ RvTPT4 _1024Rv；以下の表 3-1 に示す）の 5’末端に T7 RNA ポリメラーゼプロモーター配列を
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付加した PCR 増幅をおこなった。PCR 産物は Wizard SV Minicolumns（プロメガ）を用いて精製した。こ

の PCR 産物を鋳型として，MEGAscript RNAi キット（Thermo Fisher Scientific）を用いた転写反応をおこ

ない，部分的な各 TPT 遺伝子配列を含む二本鎖 RNA（dsRNA）を合成・精製した。Rapaza viridis 細胞

内への dsRNA の導入のためのエレクトロポレーション実験には， Tetraselmis sp.を摂取させてから 8 日目

の R. viridis 野生株を使用した。遠心分離により 8×106 細胞を回収し，エレクトロポレーションバッファーで

細胞を 3 回洗浄した。その後，400 µL のエレクトロポレーションバッファーに細胞を再懸濁し，dsRNA 水

溶液を添加した後，氷水で容器を冷却して細胞の運動を鎮めた。全量をキュベット電極へ移し，直ちに電

圧を印加して（エレクトロポレーション）dsRNA を細胞内に導入させた。エレクトロポレーション条件を以下

の表 3-2 にまとめる。また，dsRNA をエレクトロポレーションバッファーに添加しない条件で同様の操作を

おこなうことで作出されたた細胞を，ブランク細胞（エレクトロポレーションのストレスに晒された野生株）とし

た。1 回目のエレクトロポレーション実験後，速やかに新鮮な培地に細胞を懸濁させ，一晩暗所で培養し

たのち，全ての細胞を再び遠心分離により回収し，2 回目のエレクトロポレーション法による dsRNA の導

入実験をおこない（これを「ノックダウン実験 0 日後」とした），再び新鮮な培地に懸濁させて一晩暗所で培

養した。その翌日に，全ての細胞を再び遠心分離により回収し，新しい培地に懸濁させると同時に， R. 

viridis の細胞数の 3 倍量の Tetraselmis sp.細胞を懸濁させて摂食させた（ノックダウン実験 1 日後）。な

お，R. viridis は Tetraselmis sp.を与えた直後から捕食を開始するため，この日を「盗葉緑体獲得 0 日後」

とした。その後は，静置培養に替えて振とう培養をおこなった（振とう：75 rpm）。培養実験には IMK 培地

を用い，温度 20℃，明暗周期（明期 14 時間：暗期 10 時間），光強度は約 100-150 µmol/m2/s で培養し
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た。また，細胞密度の計測には粒子計数分析装置（CDA-1000，Sysmex）を用いた。 

 

 

 

 

表 3-1 dsRNA 合成に使用したプライマー 

T7_RvTPT1 

T7_RvTPT1_60Fw 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGGAAAAGCCAAAGGATACCAAAG 

T7_RvTPT1_506Rv 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGACCTCCAATTACGGGGATAAGG 

T7_RvTPT2 

T7_RvTPT2_349Fw 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAAACCAACAACCACAAGCAGGAG 

T7_RvTPT2_944Rv 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGACCAAAGCAAAGACGGAAGAGG 

T7_RvTPT3 

T7_RvTPT3_119Fw 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGACTCTCCGCTCCTCTGAAACTCT 

T7_RvTPT3_621Rv 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTCCTCTTTGGTCGTCTTTGGT 

T7_RvTPT4 

T7_RvTPT4_479Fw 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGATTTCTTTCTGGCGTCTTCTACCA 

T7_RvTPT4_1024Rv 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGATTTCTTTCTGGCGTCTTCTACCA 

表 3-2 エレクトロポレーション条件 

バッファー 500 mM Trehalose in sterilize seawater 

細胞密度 8×106 細胞 / 400 µL バッファー 

dsRNA RvTPT1-4 をそれぞれ 30 µg （dsRNA 増量時： RvTPT2 のみ 60 µg）/1 回の導入 

電圧 （50 µF・450 kV ）×１回の導入 



59 
 

3-2-2-2. qPCR による RvTPTs の発現量の定量 

RvTPTs ノックダウン細胞とブランク細胞をそれぞれ遠心分離によりペレット化して回収し，ISOGEN II

（NIPPON GENE）を用いて total RNA を抽出し，そこから PrimeScript RT Reagent Kit (TaKaRa) を用い

て逆転写することにより cDNA を取得した。各 RvTPTs およびα-tubulin 遺伝子の転写量を，表 3-3 に示

したプライマーと KAPA SYBR Fast Universal（NIPPON Genetics）を用いてリアルタイム PCR システム 

(LightCycler 96 system, NIPPON Genetics) により分析した。 
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表 3-3 qPCR に使用したプライマー 

α-tubulin 

q-EgRvAtub_1221Fw  

GTACGTGGGAGAGGGTATGG 

q-EgRvAtub_1351Rv  

TTCCTCGACATCCTCCTCA 

RvTPT1 

q2-RvTPT1_775Fw  

GGTACATTTGTGACTGAAGACGA 

q2-RvTPT1_873Rv  

AAGGTAGAACAACAGTCCAGCAG 

RvTPT2 

q3-RvTPT2_1209Fw  

TGGAGACTGATGGACTAAAGGAG 

q3-RvTPT2_1299Rv  

AGAGGAAGGGAGAAAATGAAGG 

RvTPT3 

q3-RvTPT3_1225Fw  

GTGATTGTTGGGTGTGGGTCTT 

q3-RvTPT3_1333Rv  

GGTTATCCATCGATGATGGAGTACAGG 

RvTPT4 

q3-RvTPT4_1109Fw  

GCTGCTAAGGGACAGGAGAAC 

q3-RvTPT4_1212Rv  

CAGGCAAGAGAAAGAGTCAAGG 

RvTPT5 

q-RvTPT5_60Fw  

ACAGTGGCAGAAGAGGACAGA 

q-RvTPT5_152Rv  

AGCCAATACCAGCAACAATCAC 

RvTPT6 

q-RvTPT6_126Fw  

TCAGCATGTAGCCTCTCTAATTGT 

q-RvTPT6_241Rv  

TGTGATGTAGGGAAGTGTGTGTT 
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3-2-2-3. RvTPTs ノックダウン細胞の蓄積多糖顆粒の定量 

RvTPTs 4 遺伝子同時ノックダウンをおこなった細胞（ノックダウン効率の低い RvTPT2 についてのみ

dsRNA を 2 倍量の 30 µg に増やした実験）について，フェノール硫酸法を用いた蓄積多糖顆粒の定量

実験をおこなった。盗葉緑体獲得 4～5 日後の RvTPTs ノックダウン細胞とブランク細胞をそれぞれ遠心

分離してペレット化して回収し，液体窒素で瞬間凍結させた（-80℃で保管）。凍結ペレットにアセトンを 1 

mL 加えて解凍し，ボルテックス攪拌と超音波破砕を各 1 分ずつおこなった。遠心分離して上清アセトン

を破棄後，再びアセトンを 1 mL 加えて，もう一度ボルテックス攪拌および超音波破砕をおこなった。再び

遠心分離により上清を破棄して沈殿物のみを回収し，1% SDS 水溶液 1 mL に懸濁させ， 1 分間ボルテ

ックス攪拌をした後，沸騰水中で 30 分間加熱した。その後，遠心分離により回収した沈殿物を超純水

（MilliQ 水）で洗浄したのち， 1N NaOH 200 μL に懸濁・溶解させた。これに 5% フェノール溶液 200 μL

を混合した後，濃硫酸 1 mL を加えて転倒混和でよく混合し，30℃で 30 分間 インキュベーションした 

後，分光光度計を用いて溶液の 480 nm の 吸光度を測定した 。 

 

3-2-2-4. RvTPTs ノックダウン細胞の光合成活性測定 

光合成活性の測定には，RvTPTs 4 遺伝子同時ノックダウンをおこなった細胞（ノックダウン効率の低

い RvTPT2 についてのみ dsRNA を 2 倍量の 30 µg に増やした実験）を用いた。盗葉緑体獲得 4～5 日

後の細胞について，2×106 細胞を遠心分離で回収し，新鮮な IMK 培地 2 mL に再懸濁させたサンプル

に対し，酸素発生の測定をおこなった。また，測定の際には測定サンプル中の二酸化炭素濃度不足を懸
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念し，重炭酸ナトリウムを懸濁液に添加した（1M 重炭酸ナトリウム水溶液を 10 µL）。酸素発生の測定に

は Hansatech 社の温度制御付液相酸素測定装置（OXYT-1）を使用した。盗葉緑体あたりの光合成活性

の算出について，R. viridis のクロロフィル量は細胞増殖の際にも増加せず，大きな減少もしないことから

（丸山修士論文 2018），実験カルチャー内の盗葉緑体量は変動しないと考えられるため，獲得時からの

細胞増殖率をもとに，実験カルチャー内の盗葉緑体量あたりの光合成活性算出し，盗葉緑体あたりの光

合成活性とした。 

 

3-2-3. 結果 

3-2-3-1. RvTPTs の発現量 

ブランク細胞（野生株）における RvTPTs の転写量は，RvTPT1 が最も高く，次に RvTPT2 と RvTPT4

が同程度，RvTPT3 が最も低かった。RvTPTs ノックダウン（RvTPTs-kd）細胞作出実験において，４種類の

RvTPTs の部分配列を有する dsRNA を作製し，それぞれ同量（30 ng）の dsRNA を細胞内に導入させた

場合，RvTPT2 の転写量の低下率（ノックダウン効率）が最も低く，ノックダウン細胞での RvTPT2 発現量

はブランク細胞の 48～94％であった（図 3-2 A）。さらに，RvTPT2 のみ dsRNA を倍量にして実験をおこ

なった場合も，RvTPT2-kd の効率が最も低く RvTPT2 発現量はブランク細胞の 64～84％であった（図 3-

2 B）。 

 

 



63 
 

3-2-3-2. RvTPTs ノックダウン細胞の多糖顆粒の蓄積 

明暗周期のついた条件で培養をおこなった結果，ブランク細胞（野生株）では，明期において R. 

viridis 細胞のサイトゾルに多糖顆粒が蓄積し，暗期に減少する様子が観察された。一方，RvTPTs-kd 細

胞の同様な明暗周期培養では，多糖顆粒の蓄積は認められるものの，ブランク細胞と比較してその絶対

量は明確に少なかった（図 3-3 A）。細胞あたりの多糖顆粒蓄積量（全糖量換算）の変動は，顕微鏡下で

の細胞形態の変化と整合的に，ブランク細胞では明暗周期に対応して明確に変動したのに対し，

RvTPTs-kd 細胞ではその変動は相対的に小さかった（図 3-3 B）。 

 

3-2-3-3. RvTPTs ノックダウン細胞の細胞増殖 

Tetraselmis sp.摂取後の R. viridis 細胞の増殖率について，ブランク細胞（野生株）では摂取してから

9 日後には，摂取時の細胞密度の 12 倍に増殖したのに対し，RvTPTs-kd 細胞では 10 倍に細胞増殖し

た（図 3-4）。一方， Tetraselmis sp.の摂取から 4 日後までの細胞増殖率は，ブランク細胞と RvTPTs-kd 細

胞の間で有意な差は認められなかった。 

 

3-2-3-4. RvTPTs ノックダウン細胞の光合成活性 

RvTPTs のノックダウン実験から 9，10，12 日後（盗葉緑体獲得から 8，9，11 日後）の全ての測定に

おいて，RvTPTs-kd 細胞における細胞あたりの光合成による酸素発生速度および盗葉緑体あたりの光合

成による酸素発生速度は，ブランク細胞（野生株）よりも有意に低い値となった。また，ノックダウン実験か
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ら 9 日後よりも 10，12 日後において，ブランク細胞と RvTPTs-kd 細胞の酸素発生速度の差が拡大する傾

向が認められた（図 3-5）。 

 

3-2-3-5. RvTPTs ノックダウン細胞の長期培養 

ノックダウン実験から 10 日後には，ブランク細胞（野生株）では多糖顆粒を多く蓄積するとともに，発

達した液胞が観察された（図 3-6）。Rapaza viridis は通常，培養期間が長くなり死滅期に近づくにつれて，

細胞内に液胞の蓄積を発達させていく（丸山 2018）。一方，RvTPTs-kd 細胞の観察では，多糖顆粒の蓄

積は比較的少ないものの，細胞内に液胞は観察されなかった。また，ノックダウン実験から 20 日後のブラ

ンク細胞では，培養液中の細胞の 3 分の 1 ほどが多糖顆粒を蓄積した状態の死細胞になっており，生残

していた細胞には大きな液胞の発達と多糖顆粒の蓄積が観察された。一方，RvTPTs-kd 細胞では，死細

胞はほとんど観察されず，液胞発達の程度は 10 日後のブランク細胞と同程度であり，また，この時点でも

多糖顆粒の蓄積はほとんど観察されなかった。 

 

3-2-4. 考察 

3-2-4-1. RvTPTs ノックダウン効率 

RvTPT1-4 の中で RvTPT2 はノックダウンの効率が低く，RNAi による発現抑制が効きにくいことが考

えられた。現在，当研究室では RvTPT2 のゲノム編集による１遺伝子ノックアウト細胞（RvTPT2-KO）の作

出に成功しているが（unpublished data），RvTPT1-4 それぞれの１遺伝子ノックアウト株の中で，RvTPT2-
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KO 株が約 1 週間の培養で最も細胞増殖率が低い結果となった（図 3-7）。したがって，主要な RvTPT1-4

の中でも RvTPT2 は特に重要な役割を担っている可能性が示唆された。また，導入する dsRNA 量を

RvTPT2 についてのみ倍量させた実験では，RvTPT2 以外の３遺伝子のノックダウン効率に違いが生じた。

このことから，数種類の遺伝子を同時にノックダウンする場合には，dsRNA の相対量の変化による RNAi

効率の低下を生じ得ることが分かった。また， RvTPT1-4 遺伝子同時ノックダウンをおこなった場合には，

本来は発現量の低い RvTPT5 と RvTPT 6 の発現量が上がる傾向が認められた（図 3-8）。これは，抑制さ

れた４つの TPT の発現量を相補するように，残り２つの RvTPTs の発現量が上昇したと解釈でき，このよう

に，RvTPTs のいずれかの発現が抑制されると，その他 RvTPTs 発現量に補完的な影響を与える可能性

が考えられた。これらの結果から，R. viridis の盗葉緑体利用において，RvTPTs の十分な発現量が維持

されるためのフィードバック機構の存在が示唆された。 

 

3-2-4-2. RvTPTs の多糖顆粒の蓄積や光合成への関与 

ブランク細胞（野生株）と比較し，RvTPTs-kd 細胞では多糖顆粒の蓄積が明確に少なかった（図 3-

3）。これは，ノックダウンにより RvTPTs の機能が抑制されたことで，葉緑体からサイトゾルへの光合成産物

（トリオースリン酸）の輸送が抑制されたためであると考えられた。TPT はトリオースリン酸（グリセルアルデヒ

ド 3-リン酸あるいはジヒドロキシアセトンリン酸）の前駆体である 3-ホスホグリセリン酸の葉緑体への取り込

みにも関わることが分かっている（すなわち還元力の葉緑体外への輸送）（Lee et al. 2017）。したがって，

TPTs の機能抑制はカルビン・ベンソン回路の反応低下，すなわち光合成電子伝達系から供給されてくる



66 
 

NADPH の NADP+への再酸化効率の低下を引き起こし，これによる光合成電子伝達系の「電子の目詰ま

り」が生じることで，RvTPTs-kd 細胞おける光合成酸素発生速度の低下（図 3-5）につながったと考えられ

た。 

 

3-2-4-3. RvTPTs の細胞増殖や細胞生存期間への関与 

ブランク細胞（野生株）と RvTPTs-kd 細胞の細胞増殖率は，Tetraselmis sp.摂取から 4 日後以降に差

が生じ，RvTPTs-kd 細胞で低い値となった（図 3-4）。したがって，細胞増殖に RvTPTs-kd による影響が現

れるのは，ノックダウン実験 5 日後以降，もしくは Tetraselmis sp.の摂取後 4 日後以降であることが示唆さ

れる。また，RvTPTs のノックダウンによって細胞増殖が抑制されたことが示唆される。 

当初，主要な RvTPTs をノックダウンすると，盗葉緑体から光合成産物を取り出す輸送体が失われる

ことで細胞が死滅することが予想された。しかし，RvTPTs-kd 細胞はノックダウン実験から 20 日経過後も

生存しておりその時点での細胞形態は，むしろ培養期間の浅い野生株細胞の形態に近く（図 3-6），当初

の予想とは異なり，ブランク細胞よりも RvTPTs-kd 細胞の方が，生存期間が長い結果となった。この要因

として，RvTPTs の機能が抑制されたことにより，カルビン・ベンソン回路の反応低下が生じ，光合成電子

伝達系の「電子の目詰まり」による光阻害を回避する応答として，光合成の初期反応過程において非光

化学的消光（Non-photochemical quenching; NPQ）のようなエネルギークエンチング機構の活性化した可

能性が考えられる。NPQ とは，吸収した光エネルギーが光合成の生化学反応に使われずに，積極的に

熱として捨てられる仕組みの総称である（Niyogi and Truong 2013）。NPQ が機能した結果，光化学系Ⅱな
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ど光損傷を受けやすい複合体が，結果的により良く守られることになり，光化学系の損傷やクロロフィルの

損耗が低減されたと予想された。R. viridis は盗葉緑体のクロロフィルを新たに生合成できないことが示さ

れている（丸山修士論文 2018）ため，光合成電子伝達系の因子群の損耗の低減が，結果としてノックダ

ウン細胞の生存期間を延ばすことにつながったと考えられた。 

 

3-3. Rapaza viridis の RbcS 様遺伝子（RvRbcS）の機能推定 

3-3-1. 背景 

リブロースビスリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼ（ ribulose bisphosphate carboxylase/ 

oxygenase; RuBisCO）小サブユニット（RuBisCO small subunit; RbcS）は，カルビン・ベンソン回路におい

て炭酸固定を触媒する酵素複合体 RuBisCO を構成するサブユニットである。RuBisCO は RbcS と

RuBisCO large subunit（RbcL）の 2 種類のサブユニットそれぞれ 8 個から構成される 16 量体である。多く

の藻類細胞では，葉緑体内に RuBisCO を主要な構成因子とするピレノイドと呼ばれる相分離構造を有し

ている。R. viridis の盗葉緑体のピレノイドについては，盗葉緑体形成時に Tetraselmis sp.の緑藻型のピレ

ノイド形態から，R. viridis の Euglenophyceae 型ピレノイド形態へと変化することが明らかになっている

（Yamaguchi et al. 2012; 丸山修士論文 2018）。盗葉緑体のドナーである Tetraselmis sp.では，RbcL は葉

緑体ゲノムにコードされており，一方で RbcS は核ゲノムにコードされている。そのため，盗葉緑体形成時

に Tetraselmis sp.の核が R. viridis 細胞から排除された後には， Tetraselmis sp.核ゲノムコードの RbcS タ

ンパク質の供給は不可能になるはずである。RbcS の供給停止は，通常，RuBisCO 複合体の消滅と、そ
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の消滅による炭酸固定経路の機能不全に繋がると予想されるが，この予想に反して，R. viridis は盗葉緑

体を光合成に利用し炭酸固定をおこなうことがわかっている（丸山修士論文 2018）。 

さらに興味深いことに，R. viridis の核ゲノムにコードされた盗葉緑体遺伝子候補の中に RbcS 様の遺

伝子（RvRbcS）の存在が認められた。RvRbcS は 4 つの RbcS 機能ドメインが縦列にリピートした構造をとっ

ている。またこれら機能ドメインの N 末端側と C 末端側の両方には，比較的大きな LC 領域が存在してい

た（図 3-9）。このうち，N 末端側 LC 領域は，盗葉緑体への輸送シグナルとして機能することが予想され

た。一方，C 末端側 LC 領域は，特定のアミノ酸の繰り返し配列を多く含む（SYGQ リッチである）ことから，

この領域の構造どうしが分子間で相互作用することで，液-液相分離に関わることが予想された（Murray et 

al. 2017; 吉澤 2021）。液-液相分離は膜構造をもたないオルガネロイドの形成機構に関わることが知られ

ている。ピレノイドも膜構造をもたないオルガネロイドであるため，R. viridis で観察された盗葉緑体形成時

初期におけるピレノイドの形態変化には，RvRbcS の C 末端側 LC 領域が関与している可能性が考えられ

た（図 3-10）。 

本研究では，CRISPR/Cas9 システムを用いたノックアウト実験から作出された RvRbcS ゲノム編集株

を用いて，ウエスタンブロッティングや免疫染色蛍光顕微鏡観察，培養実験，光合成活性測定をおこない，

RvRbcS の機能の検証を試みた。ここではまず，作業仮説として，RvRbcS の C 末端側 LC 領域が盗葉緑

体形成時のピレノイド形態変化に関わっていることを想定した。 
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3-3-2. 実験方法と実験細胞 

3-3-2-1. CRISPR/Cas9 システムを用いた RvRbcS ノックアウト実験から作出されたゲノム編集株 

CRISPR/Cas9 システムを用いた RvRbcS ノックアウト実験により，作出された 3 種類の RvRbcS ゲノム

編集株を RvRbcS 機能検証実験に用いた（図 3-11）。RvRbcS の完全破壊株を RvRbcS-KO 株，N 末端

側 LC 領域だけを削除させた株を RvRbcS-ΔN 株，C 末端側 LC 領域だけを削除させた株を RvRbcS-ΔC

株とした。 

 

3-3-2-2. SDS-PAGE-ウエスタンブロッティングと Blue native-PAGE-ウエスタンブロッティング 

SDS-PAGE-ウエスタンブロッティングサンプルは，R. viridis 細胞数の 3 倍量の Tetraselmis sp.を与え

IMK 培地で培養した。なお，R. viridis は Tetraselmis sp.を与えた直後から捕食を開始するため，この日を

「盗葉緑体獲得 0 日後」とした 。野生株について盗葉緑体獲得 22 時間後と 15 日後の細胞を回収して

ペレット化し，液体窒素凍結した。RvRbcS ゲノム編集株の実験でも同様に R. viridis の細胞数の 3 倍量

の Tetraselmis sp.を与え IMK 培地で培養し，盗葉緑体獲得 7 日後と 16 日後の細胞回収をおこない，コ

ントロール実験として野生株も同様に細胞回収をおこなった。Tetraselmis sp.も IMK 培地で R. viridis と同

様な条件で培養をおこない，盗葉緑体獲得約 2 週間後の細胞を回収した。Blue native-PAGE-ウエスタン

ブロッティングサンプルは，R. viridis の細胞数の 3 倍量の Tetraselmis sp.を与え IMK 培地で培養した。

野生株は，盗葉緑体獲得 10 日後と 17 日後に細胞を回収してペレット化し，液体窒素凍結した。RvRbcS-

KO 株は，盗葉緑体獲得 10 日後に細胞回収した。Tetraselmis sp.も IMK 培地で R. viridis と同様な条件
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で培養をおこない，盗葉緑体獲得約 1 週間後の細胞を回収した。なお，SDS-PAGE-ウエスタンブロッティ

ングは，共同研究者の中澤昌美先生（大阪公立大学）に，Blue native-PAGE-ウエスタンブロッティングは

蘆田弘樹先生（神戸大学）それぞれのご協力の下に実施された。SDS-PAGE-ウエスタンブロッティングで

は，抗 RvRbcS 抗体（ユーロフィンカスタム抗体）で検出をおこなった。Blue native-PAGE-ウエスタンブロッ

ティングでは，抗植物 RbcL 抗体（抗ホウレンソウ RbcL 抗体）で検出をおこなった。 

 

 

3-3-2-3. RvRbcS ノックアウト細胞の免疫蛍光染色と観察 

Rapaza viridis の野生株，RvRbcS-KO 細胞におけるピレノイド局在を調べるため，抗 RbcL 抗体を用

いて免疫蛍光染色をおこなった。まず，細胞懸濁液 100 µL に対し，10%PFA 細胞固定液 500 µL を加え，

室温 20℃で 30 分間振とうしながらインキュベートした。以下の表 3-4 に細胞化学固定液の組成を示す。

PBS(-)を tween20 が 0.1%濃度となるよう調製したバッファー（PBS(-)tween0.1%）で，細胞を 3 回洗浄した

のち，トライトン液（表 3-5）を細胞ペレットに加え，室温 20℃で１時間振とうしながらインキュベートすること

で透過処理をおこなった。PBS(-)tween0.1%で細胞を 3 回洗浄したのち，ブロッキング液（表 3-5）を細胞

ペレットに加え，室温 20℃で 30 分間振とうしながらインキュベートすることでブロッキング処理をおこなっ

た。ブロッキング処理後，細胞ペレットに一次抗体液（表 3-5）を加え，4℃で一晩インキュベートすることで

一次抗体処理をおこなった。一次抗体処理後，細胞を PBS(-)tween0.1%で 3 回洗浄した後，細胞ペレッ

トに二次抗体液（表 3-5）を加え，室温 20℃で 1.5 時間振とうしながらインキュベートすることで二次抗体処
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理をおこなった。細胞を PBS(-)tween0.1%で 3 回洗浄後，IX73（Olympus）を用いて蛍光顕微鏡観察をお

こなった。 

 

  

 

 

 

 

 

3-3-2-4. RvRbcS ゲノム編集細胞の培養 

新しい IMK 培地に懸濁させると同時に， Rapaza viridis 細胞数の 3 倍量の Tetraselmis sp.細胞を

懸濁させて摂食させた。なお，R. viridis は Tetraselmis sp.を与えた直後から捕食を開始するため，この日

表 3-4 10％PFA 細胞固定液の組成 

0.5M PIPES(pH6.8) 100 µL 

10％ Paraformaldehyde 300 µL 

50 mM EGTA 100 µL 

2M MgSO4 2.5 µL 

Milli-Q 水で 1 mL にメスアップ 

表 3-5 免疫蛍光染色に使用した試薬 

トライトン液（透過処理） 0.05% TritonX-100 in PBS(-) t 0.1% 

ブロッキング液 2％ BSA in PBS(-) t 0.1% 

 BSA： Albumin,Bovine Serum,FractionV Medified Cohn, ph5.2（牛

血清アルブミン） 

一次抗体液 抗ホウレンソウ RbcL rabbit 抗体を PBS(-) t 0.1%で 10000 倍希釈 

二次抗体液 抗 rabbit goat 抗体を PBS(-) t 0.1%で 2000 倍希釈 

抗 rabbit 抗体：Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit 
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を「盗葉緑体獲得0日後」とした。また，培養実験は，温度20℃，明暗周期（明期14時間：暗期10時間），

光強度は約 100-150 µmol/m2/s でおこなった。細胞数のカウントには粒子計数分析装置（CDA-1000，

Sysmex）を用いた。 

 

3-3-2-5. RvRbcS ノックアウト細胞の光合成活性測定 

盗葉緑体獲得 8 日後の Rapaza viridis 2×106 細胞を遠心分離で回収し，新鮮な IMK 培地 2 mL

に再懸濁させたサンプルに対し，酸素発生の測定をおこなった。また，測定の際には測定サンプル中の

二酸化炭素濃度不足を懸念し，重炭酸ナトリウムを添加した（1M 重炭酸ナトリウム水溶液を 10 µL）。酸

素発生の測定には Hansatech 社の温度制御付液相酸素測定装置（OXYT-1）を使用した。盗葉緑体あた

りの光合成活性の算出について，R. viridis のクロロフィル量は細胞増殖の際にも増加せず，大きな減少

もしないことから（丸山修士論文 2018），実験カルチャー内の盗葉緑体量は変動しないと考えられるため，

獲得時からの細胞増殖率をもとに，実験カルチャー内の盗葉緑体量あたりの光合成活性算出し，盗葉緑

体あたりの光合成活性とした。 

 

3-3-3. 結果 

3-3-3-1. 野生株と RvRbcS ゲノム編集細胞の RvRbcS タンパク質のサイズ 

まず，盗葉緑体獲得から 22 時間後と 15 日後の R. viridis 野生株細胞，および negative control とし

て Tetraselmis sp.細胞について，それぞれ lysate を SDS-PAGE で分離し，ウエスタンブロッティングで抗
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RvRbcS ペプチド抗体を用いた検出を試みた。その結果，盗葉緑体獲得から 22 時間後の細胞からは，

105 kDa の位置にシグナルが検出された。また，15 日後のサンプルでは，89.6 kDa の位置にシグナルが

検出された（図 3-12 A）。前者の 105 kDa のシグナルは，RvRbcS の翻訳産物の全長に対応する分子量

サイズ（104.54 kDa）に相当した。また，後者の 89.6 kDa のシグナルは，翻訳産物の全長から N 末端側

LC 領域が除去されたペプチドの分子量サイズ（87.13 kDa）に相当した（図 3-12 B）。 

次に，盗葉緑体獲得から 7 日後と 16 日後の野生株および各種 RvRbcS ゲノム編集株細胞，および

negative control として Tetraselmis sp.細胞について，それぞれ lysate を SDS-PAGE で分離し，ウエスタン

ブロッティングで抗 RvRbcS ペプチド抗体を用いた検出を試みた。その結果，盗葉緑体獲得から 7 日後

および 16 日後の野生株細胞では，88.4 kDa および 67.5 kDa の位置にシグナルが検出された。しかし，

RvRbcS-ΔC 株細胞では 67.5kDa の位置のみにシグナルが検出された。また，RvRbcS-KO 株と RvRbcS-

ΔN 株では，野生株で認められた両方のシグナルが検出されなかった（図 3-13 A）。88.4kDa のシグナル

は，翻訳産物の全長から N 末端側 LC 領域が除去されたペプチドの分子量サイズ（87.13 kDa）に相当し

た。一方，67.5kDa のシグナルは，翻訳産物の全長から N 末端側 LC 領域と C 末端側 LC 領域の両方が

除去されたペプチドの分子量サイズ（59.19 kDa）よりやや大きなサイズであった（図 3-13 B）。 

 

3-3-3-2. 野生株と RvRbcS ゲノム編集細胞の RuBisCO 複合体のサイズ 

盗葉緑体獲得から 10 日後と 17 日後の R. viridis RvRbcS-KO 株および野生株細胞，および

Tetraselmis sp. ，および positive control としてタバコ葉細胞について，それぞれ lysate を Blue native-
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PAGE で分離し，ウエスタンブロッティングで抗ホウレンソウ RbcL 抗体を用いて RuBisCO 複合体の検出

を試みた。その結果，盗葉緑体獲得から 10 日後の RvRbcS-KO 株では，Tetraselmis sp.およびタバコ葉と

同程度のサイズのシグナルが検出され，これが RuBisCO の L8S8 複合体に相当すると考えられた。これ

に対して，野生株では，上述の RuBisCO の L8S8 複合体のシグナルに加えて，これよりもサイズが大きい

ことが示唆される 2 種類のシグナルが検出された（図 3-14 A）。また，野生株においては，全タンパク質量

あたりの含 RbcL 複合体（上記３つのシグナルに相当）のそれぞれの量について，盗葉緑体獲得から 10

日後と比較し，17 日後では著しい現象が示された。 

 

3-3-3-2. 免疫蛍光染色によるピレノイド局在観察 

盗葉緑体獲得から 11 日後，6 時間未満（盗葉緑体の細分化が始まる前の段階），18.5 時間後（盗葉

緑体の細分化が進行している段階）の R. viridis RvRbcS-KO 株および野生株の細胞固定細胞について，

抗ホウレンソウ RbcL 抗体を用いた免疫染色蛍光顕微鏡観察を試みた。その結果，野生株細胞と

RvRbcS-KO 株細胞のいずれの段階においても，葉緑体内部に RbcL の蛍光シグナルの同様な局在が

観察され，両株の間で顕著な差異は認められなかった（図 3-15）。この蛍光シグナルの局在は，透過型電

子顕微鏡で報告されている Rapaza 型ピレノイドの葉緑体内部での分布や形状と整合的なものであった。

したがって，RvRbcS のノックアウトに伴うピレノイドの形態変化を示す十分な根拠は得られなかった。 
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3-3-3-3. RvRbcS ゲノム編集細胞の細胞増殖と細胞観察 

野生株および RvRbcS ゲノム編集株（RvRbcS-KO 株，RvRbcS-ΔN，および RvRbcS-ΔC 株）のバッチ

カルチャーついて，盗葉緑体獲得以降の細胞密度の時系列変化を調べた。その結果，３種類の RvRbcS

ゲノム編集株は，野生株と比較して，それぞれ細胞増殖が低い水準に停滞した（野生株の 1/2-1/3 程度）

（図 3-16 A）。また，野生株，RvRbcS-KO 株，および RvRbcS-ΔN 株については，盗葉緑体獲得 12 日後

を境に細胞密度が低下したのに対し，RvRbcS-ΔC 株では細胞密度は 16 日後まで減少することなく停滞

した。この時系列変化と合わせて微分干渉顕微鏡での細胞形態の観察を実施したところ，野生株では細

胞内に明瞭な多糖顆粒の蓄積が観察されたのに対し，３種類の RvRbcS ゲノム編集株では，いずれも明

瞭な多糖顆粒の蓄積は観察されなかった（図 3-16 B）。ただし，盗葉緑体獲得時（Tetraselmis sp.を与えて

2 日後）の観察時のみ，３種類の RvRbcS ゲノム編集株においても多糖顆粒の蓄積が観察された。これら

細胞は，いずれも，培養液中の Tetraselmis sp.を食べつくそうとしている状況で，R. viridis 細胞には取り込

んだばかりと思われる Tetraselmis sp.の葉緑体が観察された。 

微分干渉顕微鏡での細胞形態の観察では，野生株と３種類の RvRbcS ゲノム編集株細胞において，

細胞内の液胞の発達にも違いが観察された。RvRbcS-KO 株および RvRbcS-ΔN 株では，Tetraselmis sp.

を与えてから盗葉緑体獲得 12 日後には液胞の形成が明瞭に観察され，盗葉緑体獲得 16 日後には液

胞がさらに発達した。盗葉緑体獲得 16 日後には野生株にも液胞の形成が観察され，盗葉緑体獲得 22

日後には RvRbcS-ΔC 株でも液胞の形成が観察された。 

加えて，野生株と３種類の RvRbcS ゲノム編集株細胞それぞれの生存期間にも違いが生じた。
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RvRbcS-KO 株と RvRbcS-ΔN 株では，盗葉緑体獲得 22 日後には半数が死細胞となり，野生株と比較し

て生存期間が短くなる結果となった。さらに，盗葉緑体獲得 33 日後には，野生株の半数以上が死細胞と

なった。一方で，RvRbcS-ΔC 株では，盗葉緑体獲得 33 日後の時点で，死細胞は散見されるものの，ほと

んどの細胞は液胞を大きく発達させた生きた細胞であった。このように，RvRbcS-ΔC 株細胞の生存期間

は，野生株と比較してむしろ長くなる結果となった。 

 

3-3-3-4. RvRbcS ゲノム編集細胞の光合成活性 

RvRbcS ゲノム編集株の細胞あたりの呼吸速度（酸素消費速度）は，野生株よりも低い値となった（図

3-17 A）。光合成による酸素発生速度は，RvRbcS-ΔC 株が野生株よりも高い値となった。RvRbcS-ΔN 株と

RvRbcS-KO 株はそれらよりも低い値となり，RvRbcS-ΔN 株が最も低かった（図 3-17 B）。一方，盗葉緑体

あたりの光合成による酸素発生速度は，野生株が最も高い値となり，RvRbcS ゲノム編集株はいずれも，

野生株の 3 分の 1 以下の低い値となった（図 3-17）。 

 

3-3-4. 考察 

3-3-4-1. RvRbcS の N 末端 LC 領域の機能 

Rapaza viridis の野生株細胞に対する抗 RvRbcS ペプチド抗体を用いた SDS-PAGE-ウエスタンブロ

ッティングによる検出では，盗葉緑体獲得直後（22 時間後）には N 末端側 LC 領域を含めた RvRbcS ペ

プチド全長のシグナルが検出された一方，盗葉緑体獲得から十分な時間が経ち，盗葉緑体が成熟した
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状態にあると考えられた 15 日後には，N 末端側 LC 領域を除いたサイズの RvRbcS ペプチドのシグナル

のみが検出された（図 3-12: A）。このため，この N 末端側 LC 領域は，盗葉緑体への輸送シグナルとして

機能し，輸送後に盗葉緑体内部で除去されること（一般的な葉緑体輸送シグナルと同様）が示された。さ

らに，予測 RbcS 機能ドメインの 4 回リピート構造は，縦列に繋がった 4 量体のまま盗葉緑体内部に存在

していることが示唆され,C 末端 LC 領域は除去されないことが示された（図 3-12: B）。さらに， C 末端 LC

ドメインを欠損させた RvRbcS-ΔC 株においても，RvRbcS ペプチドが盗葉緑体へ輸送されて N 末端配列

が除去されることが示唆された（図 3-13: A, B）。また一方，RvRbcS-KO 株と RvRbcS-ΔN 株では，RvRbcS

ペプチドが細胞内に蓄積されないことが示された（図 3-13: A）。前者は遺伝子の完全破壊株であるのでこ

の結果は当然であるが，後者については，盗葉緑体への輸送がおこなわれないことで機能の発現がなさ

れず，翻訳物が不要なペプチドとして直ちに分解されているものと考えられた。 

 

3-3-4-1. RvRbcS と RuBisCO 複合体との関係 

Blue native PAGE-ウエスタンブロッティングによる抗ホウレンソウ RbcL 抗体を用いた RuBisCO 複合

体の検出では， RvRbcS-KO 株の RuBisCO 複合体は，Tetraselmis sp.の RuBisCO L8S8 複合体の状態

と比較して，サイズの変化が無いことが示された（図 3-14: A）。一方で，野生株では，Tetraselmis sp.の

RuBisCO L8S8 複合体とは明らかに異なる， RbcL を含む 2 種類の複合体が形成されていることが示さ

れ，RvRbcS の存在が RuBisCO 複合体の構成を変化させていることを強く示唆した。すなわち，野生株の

結果からは，既存の Tetraselmis sp.の RuBisCO L8S8 複合体に対して R. viridis の RvRbcS が付加するよ
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うな複合体を形成する可能性と，RvRbcS が既存の RuBisCO L8S8 複合体を構成していた Tetraselmis sp.

の RbcS と置き換わって，新たに RuBisCO のキメラ複合体を形成する可能性が考えられた（図 3-14: B）。 

 

3-3-4-2. RvRbcS の細胞増殖への関与 

ゲノム編集ノックアウト実験からは，RvRbcS の欠損により，細胞の増殖が抑制された。RvRbcS-KO 株

細胞の増殖パターンは，窒素欠乏状態で培養された R. viridis 野生株細胞や，後述の RvNaR-KO 株（培

地からの硝酸イオンの同化に関わる因子の欠損株）細胞の増殖パターンと類似しており（第 4 章参照），

いずれの細胞が 2 回分裂したのちに増殖が停滞した（図 3-16: A）。この細胞停滞の要因として，光合成

炭素代謝と窒素代謝のクロストーク（佐藤ら 2013; 日本光合成学会 2021）が挙げられる。RvRbcS の欠

損により RuBisCO が正常に機能しないことで，炭酸固定速度が低下し，その結果，窒素代謝にも影響が

あらわれ，これらの総合的な帰結としてアミノ酸合成が抑制された可能性がある。結果として，細胞増殖に

必要な核酸の合成やタンパク質の合成が抑制されて，細胞増殖の低い水準での停滞につながったことが

考えられた。 

 

3-3-4-3. RvRbcS の光合成や多糖顆粒蓄積への関与 

3 種類の RvRbcS ゲノム編集株では，酸素発生速度から判断される盗葉緑体あたりの光合成速度が

野生株より有意に低く（図 3-17），サイトゾルへの多糖顆粒の蓄積もほぼ認められなかった（図 3-16: B）。

Blue native PAGE-ウエスタンブロッティングの結果から，RvRbcS が盗葉緑体における RuBisCO 複合体の
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存在形態に対して重大な関与を示すことが分かったため（図 3-14），この光合成速度の抑制は RuBisCO

による二酸化炭素の固定反応が主な原因であると考えられた。すなわち，RvRbcS を欠いた盗葉緑体の

RuBisCO 複合体が光合成の律速となったためであると考えられ，したがって盗葉緑体における RuBisCO

の正常な機能の維持には RvRbcS の供給が不可欠であると示唆された。 

一般的に，植物での光－光合成曲線では，陽性植物では呼吸量，最大酸素発生量がともに高く，

光補償点が高く，一方で，陰性植物では呼吸量，最大酸素発生量ともに低く，光補償点が低い。また，陽

性植物の葉緑体に比べて，陰性植物の葉緑体のほうが酵素量（光合成の反応を触媒する酵素タンパク

質量）／クロロフィル量の比率が低い（日本光合成学会 2021）。ここでは，葉緑体内部の酵素量の多くが，

代謝回転速度が特異的に低いゆえに大量に存在していることが知られる RuBisCO で占められることが重

要である。 

ところで，本研究で得られた光―光合成曲線からは，R. viridis 野生株の盗葉緑体は陽性植物の葉

緑体と似た傾向（呼吸量，最大酸素発生量がともに高く，光補償点が高い）を示し，一方で各種の

RvRbcS ゲノム編集株の盗葉緑体では，陰性植物の葉緑体と似た傾向（呼吸量，最大酸素発生量ともに

低く，光補償点が低い）を示した（図 3-17: A-1, B-1）。したがって，RvRbcS ゲノム編集株では，見かけ上

の酵素量が低い状態にあること，つまり，RvRbcS 欠損により有効に機能する RuBisCO の量が減少し，こ

れにより見かけ上の酵素量／クロロフィル量比の低下が起きている可能性が考えられた。すなわち，各種

の RvRbcS ゲノム編集株における盗葉緑体の光合成能力は，陰性植物と同様に，最大の光合成速度は

低いが，光補償点も低くなるため弱い光でも効率的に光合成できる状態にあると考えられ，実際に，より
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弱光で酸素発生が認められた。 

しかしそれにも関わらず，各種の RvRbcS ゲノム編集株では，サイトゾルへの多糖顆粒の蓄積が認め

られず（図 3-16: B），盗葉緑体から R. viridis 細胞質側に光合成産物があまり供給されていないことが示

唆された。このように炭酸固定が正常に機能しない場合には，クロロフィルが吸収する光のエネルギーが

炭酸固定に利用できる量を上回ると考えられる。このような状況では，本来，過剰な光励起エネルギーの

供給や光合成電子伝達系での過剰な還元力生成などにより，活性酸素種の生成につながり，光化学系

反応中心の損傷（光阻害）が起きうる（高橋 2013）。したがって，盗葉緑体化した後の葉緑体においても，

光阻害に対処する非光化学的消光などの機構が存在していることが示唆される。 

 

3-3-4-4. RvRbcS の細胞生存期間への関与 

盗葉緑体獲得後の各種の RvRbcS ゲノム編集株細胞について，野生株細胞と比較して，RvRbcS-Δ

N 株と RvRbcS-KO 株細胞では生存期間が短くなり，一方で RvRbcS-ΔC 株細胞では生存期間が長くな

った（図 3-16: B）。RvRbcS-ΔN 株と RvRbcS-KO 株細胞では，盗葉緑体の獲得から 12 日後には細胞内

で液胞の発達が観察され，16 日後には生きた細胞の密度が減少した。R. viridis 細胞における液胞の発

達について，盗葉緑体の光合成能力の低下により，十分な光合成産物とエネルギーを得ることができな

い場合に発達すると考えられている（丸山 2018）。RvRbcS-ΔN 株と RvRbcS-KO 株細胞では，液胞が発

達した 12 日後の段階で，RuBisCO の機能が低下したことにより，生存のための十分なエネルギーの供給

が不足した状態であったと考えられる。 
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Blue native PAGE-ウエスタンブロッティングの結果から，盗葉緑体獲得から 10 日後の R. viridis 細胞

には，Tetraselmis sp.の RbcS と RbcL から構成される Tetraselmis 型の RuBisCO 複合体が残存しているこ

とが示唆された（図 3-14）。したがって， RvRbcS-ΔN 株と RvRbcS-KO 株では，盗葉緑体獲得から 10 日

以降にそれまで維持・利用されてきた Tetraselmis 型の RuBisCO 複合体が喪失すること（Tetraselmis sp.

の RbcS が盗葉緑体化後に供給されなくなることによる）に伴って盗葉緑体の光合成能力が不足するよう

になり，その後に細胞死が進行したと考えられる。 

一方，生存期間が相対的に長くなった RvRbcS-ΔC 株細胞では，野生株細胞と比較して，他のゲノ

ム編集株のような光合成活性の低下は，少なくとも細胞あたりの酸素発生速度の変化としては認められな

かった。これは RvRbcS の RbcS 機能ドメインが，RuBisCO の機能が少なくとも部分的に維持され続けるこ

とを示すと考えられる。この場合，2 つの RvRbcS の縦列に繋がった 4 量体 RbcS が，Tetraselmis 型の

RuBisCO L8S8 複合体の 8 つの Tetraselmis sp.の RbcS を置換して 8 つの RbcL（葉緑体ゲノムに遺伝子

がコードされている）とキメラ複合体を形成している可能性が考えられる。これは，炭酸固定反応の触媒を

になうサブユニットである RbcL の活性を維持し続けていることをもっとも素直に説明するものであるが，今

回の研究では残念ながらこれを証明する証拠は得られなかった。ただし，野生株と遜色のない酸素発生

速度に対して，光合成産物の供給低下を示唆する多糖顆粒の蓄積や細胞増殖の抑制が起きたことは，

光合成の初期反応過程から供給される還元力やエネルギーが炭酸固定に反映されていないことを意味

する。 

RuBisCO には，二酸化炭素と基質分子を反応させるカルボキシラーゼ活性に加えて，分子酸素と基
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質分子を反応させてしまう高いオキシゲナーゼ活性を有することが知られている（後者によりエネルギー

が消費される現象は光呼吸と呼ばれる）。このオキシゲナーゼ活性は基本的に光合成における負の側面

であるため，光合成生物はピレノイドの形成や炭酸脱水素酵素の共発現などにより光呼吸を極力回避す

る戦略をとっていると考えられている。したがって，RvRbcS-ΔC 株細胞では，酸素発生速度が直接的に示

す光合成電子伝達系から供給される還元力を，C 末端側 LC 領域を欠く RvRbcS-RbcL キメラ複合体に

おいて主にオキシゲナーゼ活性により消費されている可能性が考えられる。このため，RuBisCO 複合体

がそもそも機能しなくなり還元力の消費がおこらない「電子の目詰まり」による光化学系複合体の光阻害

の亢進が予想される RvRbcS-ΔN 株と RvRbcS-KO 株細胞の場合とは対照的に，RvRbcS-ΔC 株細胞では

効率的な還元力の消費が光損傷を抑制することで，盗葉緑体の光合成能力がより長期間維持されてい

るのかもしれない。 

ところで，野生株よりも細胞分裂回数の少なかった RvRbcS-ΔC 株細胞の方が R. viridis 野生株細胞

と比較して，1 細胞あたりが有している盗葉緑体のサイズ（盗葉緑体量）が大きいと考えられる。これは，R. 

viridis ではクロロフィルの新規合成が起こらず，（盗）葉緑体の実質的な「量」が盗葉緑体獲得後に増大し

ないためである（丸山修士論文 2018）。このため，RuBisCO 複合体のオキシゲナーゼ活性が維持されて

光損傷が抑制された RvRbcS-ΔC 株細胞では，カルボキシラーゼ活性により同様に光損傷が抑制されて

いると考えられる野生株細胞と比べてよりサイズの大きな盗葉緑体を有することにより，細胞あたりで盗葉

緑体から得られる生存のためのエネルギーを相対的に長い期間獲得し続けることが可能であったために，

寿命が長くなったと考えられた。 
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3-4. 結論 

遺伝子水平転移由来と考えられた Rapaza viridis 核ゲノムにコードの葉緑体機能関連遺伝子のうち，

トリオースリン酸／リン酸輸送体様遺伝子群（RvTPTs）と RuBisCO 小サブユニット様遺伝子（RvRbcS）に

ついて，その翻訳産物が実際に盗葉緑体内部へ輸送されて機能していることが示された。まず，

RvTPT1-4 の４遺伝子同時ノックダウン細胞（RvTPTs-kd 細胞）では，R. viridis サイトゾルの多糖顆粒蓄積

が明確に抑制されたため，これら RvTPT 群がその他の光独立栄養性の生物の TPT と同様に，光合成産

物をサイトゾルに運び出す機能を有していることが示唆された。また，RvTPTs-kd 細胞では，細胞増殖お

よび光合成活性もやや抑制され，RvTPT1-4 の機能抑制は細胞増殖や光合成活性にも影響を与えること

が示された。 

次に，3 種の RvRbcS ゲノム編集株（完全破壊株；RvRbcS-KO 株，N 末端側 LC 領域欠損株；

RvRbcS-ΔN 株，C 末端側 LC 領域欠損株；RvRbcS-ΔC 株）を作製して RvRbcS タンパク質の機能検証を

おこなった。まず，抗 RvRbcS ペプチド抗体を用いた SDS PAGE-ウエスタンブロッティングからは，

RvRbcS の N 末端側 LC 領域が盗葉緑体への輸送シグナルとして機能することが示唆された。また，抗ホ

ウレンソウ RbcL 抗体を用いた Blue native PAGE-ウエスタンブロッティングからは，RvRbcS-KO 株では

Tetraselmis sp.の RuBisCO と同様なタンパク質複合体のシグナルが検出されたのに対し，野生株ではそ

れよりもサイズが大きいと考えられる 2 種類の含 RbcL 複合体のシグナルが検出された。この結果から，

RvRbcS が，獲得した盗葉緑体の RuBisCO 複合体の構成変化に関与することが考えられた。すなわち，

Tetraselmlis sp.の RuBisCO L8S8 複合体と RvRbcS の複合体が形成される可能性，および Tetraselmis sp.
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の RbcS を RvRbcS が置換して新たな RuBisCO キメラ複合体が形成される可能性が考えられた。 

細胞形態および光合成活性に RvRbcS が与える影響については，RvRbcS-KO 株と RvRbcS-ΔN 株

では細胞の増殖が抑制され，かつ盗葉緑体あたりの光合成速度の低下が示された。対して RvRbcS-ΔC

株では細胞増殖は抑制されたものの，光合成速度は野生株と同程度であった。本研究では当初，

RvRbcS の C 末端 LC 領域が盗葉緑体形成時のピレノイドの形態変化に関わっているという作業仮説仮

説を立てていたが，免疫蛍光染色によるピレノイド局在の顕微鏡観察実験からは，RvRbcS がピレノイドの

形態変化に関わる積極的な証拠は示されなかった。以上の結果から，RvRbcS は RuBisCO 複合体の構

成変化に関与すること，また，C 末端側 LC 領域を除く RvRbcS の機能ドメインは RuBisCO の機能（活性）

維持に関与すること，そして，RuBisCO のカルボキシラーゼ反応活性の維持には，RvRbcS の C 末端側

LC 領域が関与する可能性が考えられた。 
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図 3-1. TPT の機能  

トリオースリン酸／リン酸輸送体（triose-phosphate/phosphate translocator；TPT）は，葉緑体

包膜に局在し，トリオースリン酸（Triose-P）と無機リン酸イオンを交換輸送するアンチポータ

ーである。3-PGA: 3-ホスホグリセリン酸 

（Lee et al. 2017 をもとに作図） 
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図 3-2. qPCR による RvTPTs 発現量の定量 

α-tubulin 転写レベルでノーマライズした TPT1-4 それぞれの転写量。横軸は，2 回目のノ

ックダウン実験からの経過日数を示す。破線：RvTPT1-4 の全遺伝子同時ノックダウン細胞

（RvTPTs-kd 細胞）。実線：ノックダウン実験のコントロールとした野生株（ブランク細胞）。 

A: RNAi に使用した dsRNA 量は 1 倍量（30 µg），B：RvTPT2 のみ 2 倍量（60 µg）の

dsRNA を使用した。 

 

A B 
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図 3-3. 細胞形態の観察と細胞あたりの全多糖量の変動 

A：細胞形態の観察。明視野と対応するクロロフィル蛍光画像を示す。ブランク細胞（野生株）では

明暗周期に合わせて多糖顆粒の大きさと数が増減した。対して RvTPTs-kd 細胞ではブランク細

胞のような明瞭な多糖顆粒の蓄積変動は観察されなかった。B：蓄積多糖顆粒の定量。ブランク

細胞では明暗周期に合わせて細胞あたりの全多糖量が増減した。対して RvTPTs-kd 細胞では

ブランク細胞のような明瞭な全多糖量の変動は認められなかった。 
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図 3-4. RvTPTs-kd の細胞増殖 

RvTPTs ノックダウン後に Tetraselmis sp.を与え，その後の Rapaza viridis 細胞増殖を調べた。

Tetraselmis sp.を与える前（0 日後）から 4 日間の細胞増殖率は，ブランク細胞（野生株）と

RvTPTs-kd 細胞ともに 8.3 倍であった。11 日間の細胞増殖率はブランク細胞で 13 倍，RvTPTs-

kd 細胞で 10 倍であった。 
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図 3-5. RvTPTs-kd の酸素発生速度 

A：細胞あたりの光合成活性。光合成による酸素発生速度は，酸素発生速度から酸素消費速度

を差し引いて算出した。細胞あたりの光合成による酸素発生速度は，RvTPTs のノックダウンから

9，10，12 日後（盗葉緑体獲得から 8，9，11 日後）いずれも RvTPTs-kd 細胞はブランク細胞（野

生株）よりも低い値となった。 

A 
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図 3-5. RvTPTs-kd の酸素発生速度 

B：盗葉緑体あたりの光合成活性。光合成による酸素発生速度は，酸素発生速度から酸素消費

速度を差し引いて算出した。盗葉緑体あたりの光合成による酸素発生速度は，RvTPTs のノック

ダウンから 9，10，12 日後（盗葉緑体獲得から 8，9，11 日後）いずれも RvTPTs-kd 細胞はブラン

ク細胞（野生株）よりも低い値となった。 

B 
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図 3-6. RvTPTs-kd 細胞の長期

培養 

RvTPTs-kd 細胞のほうが生存期

間が長い結果となった。 

ブ ラ ン ク 細 胞 （ 野 生 株 ） と

RvTPTs-kd 細胞の細胞観察。 

液胞（白矢尻），死細胞（黒矢

尻）。明視野画像と対応するクロ

ロフィル蛍光を示す。 

 

2 回目のノックダウン実験から 20

日後の観察について，ブランク

細胞では，培養液の 3 分の 1 ほ

どが死細胞だった。生細胞には

大きな液胞の発達が観察され

た。また，死細胞にも生細胞に

も多糖顆粒の蓄積があった。一

方，RvTPTs-kd 細胞では，死細

胞はほとんど観察されなかっ

た。RvTPTs-kd 細胞の液胞発達

の程度は 10 日後でのブランク

細胞と同程度となった。 
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図 3-7. RvTPT-KO 株の細胞密度 

A：盗葉緑体獲得から 7 日後の Rapaza viridis 細胞密度 B：盗葉緑体獲得から 8 日後の細胞密

度。A と B は独立した実験系。培養開始時に R. viridis 細胞数の 3 倍量の Tetraselmis sp.を与

えた。それぞれの RvTPT ノックアウト株は単離培養されたクローン株。 

A B 
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図 3-8. RvTPT1-4 の同時ノックダウンによる RvTPT5,6 の発現量変化 

α-tubulin 転写量でノーマライズした RvTPT5，6 それぞれの転写量。横軸は，2 回目のノック

ダウン実験からの経過日数を示す。破線：RvTPT1-4 の全遺伝子同時ノックダウン細胞

（RvTPTs-kd 細胞）。実線：ノックダウン実験のコントロールとした野生株（ブランク細胞）。  

 

4d 5d 8d 14d
RvTPT5 280% 200% 81% 140%
RvTPT6 360% 80% 75% 140%

RvTPTs -kd細胞とブランク細胞のTPT発現量の⽐較
(kd細胞での発現量/ブランク細胞での発現量)
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図 3-9. RvRbcS 構造の概念図 

RvRbcS は 4 つの機能ドメインがタンデムにリピートした構造をとる。N 末端と C 末端の両方には

低複雑性（low complexity; LC）領域が存在した。 
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図 3-10. RvRbcS 機能についての作業仮説 

A：Rapaza viridis の盗葉緑体形成時におけるピレノイド構造の変化。盗葉緑体形成時には，

Tetraselmis sp.の緑藻型のピレノイド形態から，Euglenophyceae 型のピレノイド形態へ変化する様子が

観察される（Yamaguchi et al. 2012; 丸山 2018; Karnkowska et al. 2023）。 B：RvRbcS 機能について

の作業仮説。RvRbcS の C 末端配列は特定のアミノ酸を多く含む SYGQ リッチであることから液-液相

分離に関わることが考えられた。盗葉緑体形成時におけるピレノイド形態の変化には，RvRbcS の C

末端領域が関与することが予測された。 

A 

B 
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図 3-11. RvRbcS 検証実験に使用したゲノム編集株の構造 

CRISPR/Cas9 システムによるノックアウト実験から得られた 3 種類の RvRbcS ゲノム編集株の予

想される RvRbcS ペプチド分子の構造の概念図。 
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図 3-12. Tetraselmis sp.を捕食してから 22 時間後と 15 日後の Rapaza viridis の SDS-PAGE-ウ

エスタンブロッティング（抗 RvRbcS 抗体で検出） 

A：ウエスタンブロッティングの結果。Tetraselmis sp.獲得から 22 時間後の R. viridis 野生株で検

出された分子量サイズは 105 kDa，15 日後は 89.6 kDa となった。 B：各細胞サンプルで予想さ

れる RvRbcS 分子構造の概念図と予測されるペプチドのサイズ。 
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図 3-13. ：盗葉緑体獲得から 7 日後と 16 日後の RvRbcS ゲノム編集株の SDS-PAGE-ウエスタ

ンブロッティング（抗 RvRbcS 抗体で検出）。 

A：ウエスタンブロッティングの結果。野生株では，N 末端程度分短いサイズと N 末端と C 末端

分短いサイズが検出された。RvRbcS-ΔC 株では N 末端と C 末端分短いサイズが検出され，

RvRbcS-KO 株と RvRbcS-ΔN 株では RvRbcS のバンドは検出されなかった。 B：各細胞サンプ

ルで予想される RvRbcS 分子構造の概念図と予測されるペプチドのサイズ。 
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図 3-14. ：Blue native PAGE-ウエスタンブロッティングによる RuBisCO 複合体の検出（抗植物

RbcL 抗体で検出）。A：ウエスタンブロッティングの結果。RvRbcS-KO 株では Tetraselmis sp.と同

程度のサイズの分子種が検出された。対して野生株では Tetraselmis sp.と RvRbcS-KO 株よりも

サイズが増加した分子種が 2 種類検出された。B：予想される RuBisCO 複合体のイメージ図。 
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図 3-15. 免疫蛍光染色による RvRbcS タンパク質の局在の観察 

野生株と RvRbcS-KO 株ともに，Rapaza viridis 型のピレノイド局在と似た，RbcL のシグナル蛍光

が観察され，野生株と RvRbcS-KO 株とで大きな差は認められなかった。 
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  図 3-16. ：RvRbcS ゲノム編集株の細胞増殖の  

時系列変化と形態の変化 

A：細胞増殖の時系列変化。RvRbcS のゲノム編集

株 3 種類は，野生株の 1/2-1/3 ほどの細胞増殖が

低い水準に停滞した。また，野生株，RvRbcS-KO

株，RvRbcS-ΔN 株については，Tetraselmis sp.獲

得 12 日後を境に細胞密度が低下したのに対し，

RvRbcS-ΔC 株は停滞した。値は平均値±標準誤

差で示す（n=3；4d のみ n=1）。 B：形態の変化。野

生株では細胞内に明瞭な多糖顆粒の蓄積が観察

されたのに対し，3 種類の RvRbcS ゲノム編集株で

は，明瞭な多糖顆粒の蓄積は観察されなかった。

また，RvRbcS-KO 株，RvRbcS-ΔN 株は野生株より

も生存期間が短く，RvRbcS-ΔC 株は長い結果とな

った。液胞（白矢尻），死細胞（黒矢尻）。  

A 

B 
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図 3-17. ：RvRbcS-KO 株の光合成活性 

A：細胞あたりの光合成活性。A-1：細胞あたりの酸素発生速度・消費速度。RvRbcS ゲノム編集株の呼

吸速度は野生株よりも低い値となった。A-2：細胞あたりの光合成による酸素発生速度。光合成による

酸素発生速度は，酸素発生速度から酸素消費速度を差し引いて算出した。培養時の光強度では，

RvRbcS-ΔC 株は野生株と同程度の光合成による酸素発生速度となった。B:盗葉緑体あたりの光合成

活性。B-1：盗葉緑体あたりの酸素発生速度・消費速度。 RvRbcS ゲノム編集株の呼吸速度は野生株

よりも低い値となった。B-2：盗葉緑体あたりの光合成による酸素発生速度。培養時の光強度では， 

RvRbcS ゲノム編集株 3 種類の光合成による酸素発生速度は，野生株よりも有意に低い値となった。培

養庫の光強度：約 100-150 µmol/m2/s（黄色ハイライト）。値は平均値±標準誤差で示す（n=3）。 

A 

B 

A-1 A-2 

B-1 B-2 
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第 4 章 

水平転移した硝酸同化経路関連の遺伝子群の発現と機能解析 
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4-1. 背景 

第 3 章では，Rapaza viridis 核ゲノムコードのトリオースリン酸／リン酸輸送体様遺伝子群と RuBisCO

小サブユニット様遺伝子の機能検証をおこない，R. viridis の盗葉緑体において，これらのタンパク質が，

それぞれ，光合成産物のサイトゾルへの取り出し，RuBisCO の機能（活性）維持に関与することを示した。

したがって，R. viridis では，遺伝子の水平転移由来と考えられる葉緑体関連遺伝子が機能することによ

り，光独立栄養性の生物と同様な，炭酸固定による炭素源の獲得を可能としていることを明らかにした。 

ところで，光独立栄養性の生物では，炭酸固定による有機炭素の獲得に加えて，無機態窒素の同

化による有機態窒素の獲得が同様に重要であり，植物や藻類の葉緑体はこの過程にも深く関与している。

窒素同化は最終的にアンモニウムイオン（NH4
+）と有機酸が化合することによりおこなわれる。水圏環境で

は，一部の富栄養環境を除いて，独立栄養性の生物が利用できる無機態窒素は硝酸イオン（NO3
-）に限

定されるため，硝酸イオンを利用する生化学的プロセスは，海洋の光合成生物などでは特に重要である

（Gruber 2008）。したがって，ほとんどの光独立栄養性の生物は，硝酸イオンを二段階の還元反応を経て

アンモニウムイオンに変換して利用する硝酸同化経路を有している。一般に，植物や藻類では，まずサイ

トゾルに局在する硝酸還元酵素が硝酸イオンを亜硝酸イオン（NO2
-）に還元し，葉緑体ストロマに局在す

る亜硝酸還元酵素が亜硝酸イオンをアンモニウムイオンに還元する（Guerrero et al. 1981; Fernández and 

Galván 2008; Sanz-Luque et al. 2015）。一方，従属栄養性の生物は外部から摂取する有機態窒素を利用

することができるため，無機態窒素の積極的な利用を必要とせず，実際，窒素同化経路など無機態窒素

同化に関連する遺伝子群を欠いている。したがって，葉緑体を獲得して従属栄養性の生物から光合成に
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よる独立栄養性の生物に進化するためには，無機窒素同化のための代謝経路の確立が必要であったと

考えられる。 

本章では，R. viridis の無機態窒素の利用について検討した。R. viridis は従属栄養性の鞭毛虫の系

統に属しており，近縁な藻類食鞭毛虫 Peranema trichophorum のような，食作用性従属細胞から進化し

たと想定される。しかし，R. viridis は盗葉緑体から供給される光合成産物を利用するため，一次的に供給

される炭水化物から二次的にアミノ酸やその誘導体（核酸など）を生合成するために，無機態窒素も利用

している可能性が高いと考えられた。実際，R. viridis 細胞は，盗葉緑体獲得後の約 1 週間に細胞分裂を

繰り返しながら増殖が，細胞分裂はアンモニウムイオンや硝酸イオンなどの無機態窒素を含む培地での

み観察される。このことから R. viridis は光合成による有機炭素の供給に加えて，無機窒素の同化利用が

細胞の増殖に必須であることが示唆された。 

そこで R. viridis のトランスクリプトームとドラフトゲノムのデータから窒素代謝関連の遺伝子を探索す

ると，従属栄養性の生物には通常存在しない硝酸還元酵素（Nitrate reductase; NaR）の遺伝子に高い相

同性を示す遺伝子 RvNaR（Rapaza viridis NaR-like gene）の存在が明らかになった。アミノ酸配列に基づ

く分子系統解析の結果，RvNaR は全く系統関係の異なる生物からの遺伝子水平転移によって獲得され

たものであることが示唆された。本章では，RNAi による遺伝子ノックダウン実験，および CRISPR-Cas9 シ

ステムを用いたゲノム編集実験から作出された RvNaR のノックアウト株についての培養・観察実験などを

通して，野生株との表現型の比較を行うことで，その翻訳産物 RvNaR の機能検証をおこなった。 
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4-2. 実験方法 

4-2-1. RvNaR 配列部分のゲノム DNA クローニング 

RvNaR をコードする領域のゲノム DNA の塩基配列を，DNA-seq データベース（Kashiyama et al., in 

prep.）に対して BLASTN 検索したところ，5'-spliced leader 配列と 3'-poly（A）配列を除いた mRNA の全

配列を含む単一のコンティグが確認された。cDNA の配列に基づいて設計したプライマーを用いてゲノム

DNA を PCR 増幅し，サンガー法によるシークエンシングにより塩基配列を確認・決定した。 

 

4-2-2. 分子系統解析 

RvNaR の翻訳ペプチド配列をクエリーとし，NCBI nr データベースおよび The Marine Microbial 

Eukaryote Transcriptome Sequencing Project (Keeling et al. 2014)に対して BLASTP 検索することで系統

解析用の配列データセットを構築した。さらに，葉緑体ドナーの Tetraselmis sp.および Rapaza viridis の近

縁種である Eutreptiella のホモログを RNA-seq データベースから取得し，データセットに追加した。配列

データセットは MAFFT パッケージ v7.490（Katoh et al. 2019）により標準パラメータの MAFFT アルゴリズ

ムを用いて整列させ，trimAl 1.2rev57（Capella-Gutierrez et al. 2009）によりトリミングをおこなった。極端に

短い配列や明らかに相同性に問題が認められた配列を手動で除外した結果， 250 の OTU（Operational 

Taxonomic Unit）について，611 のアミノ酸部位が残った。ML ツリー構築には IQ-TREE ソフトウェア v2.0.3

（Trifinopoulos et al. 2016）を使用し，LG+R8 モデルを採用し，ノンパラメトリックブートストラップ（100 複

製）を計算した。こうして機械的に構築された系統樹について，R. viridis の配列とデータベース内の他の

生物の配列との関係を調べるために，手作業で系統樹をチェックした。なお，この分子系統解析は，共同
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研究者の谷藤吾朗博士（国立科学博物館）のご協力の下に実施された。 

 

4-2-3. RNAi による RvNaR ノックダウン実験 

RNAi による RvNaR のノックダウン実験には，E. gracilis の実験系として設計された方法（Iseki et al. 

2002; Nakazawa et al. 2015）を，R. viridis に適するよう以下のように改変した手法を用いた。まず，RvNaR

部分配列を PrimeSTAR GXL DNA Polymerase を用いて 5’末端に T7 RNA ポリメラーゼプロモーター配

列を付加する形で cDNA から PCR 増幅し（プライマー：T7_RvNaR_27Fw および T7_RvNaR_564Rv；表

4-1）， PCR 産物は Wizard SV Minicolumns（プロメガ）を用いて精製された。次に，MEGAscript RNAi キ

ット（Thermo Fisher Scientific）を用いて，部分的な RvNaR 配列を含む二本鎖 RNA（dsRNA）を合成およ

び精製した。Rapaza viridis 細胞内への dsRNA の導入にはエレクトロポレーション法を用いた。この実験

には，盗葉緑体ドナーとして Tetraselmis sp.を摂取させてから 6 日後の R. viridis 野生株を使用した。遠

心分離により 8×106 細胞を回収し，エレクトロポレーションバッファー（表 4-2）で細胞を 3 回洗浄した。そ

の後，400 µL のエレクトロポレーションバッファーに細胞を再懸濁し，dsRNA 水溶液を添加した後，氷水

で容器を冷却して細胞の運動を鎮めた。全量をキュベット電極へ移し，直ちに電圧を印加して（エレクトロ

ポレーション）dsRNA を細胞内に導入させた。エレクトロポレーション条件を以下の表 4-2 にまとめる。ま

た，dsRNA をエレクトロポレーションバッファーに添加しない条件で同様の操作をおこなうことで作出され

たた細胞を，ブランク細胞（エレクトロポレーションのストレスに晒された野生株）とした。1 回目のエレクトロ

ポレーション実験後，速やかに新鮮な培地に細胞を懸濁させ，一晩暗所で培養したのち，全ての細胞を
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再び遠心分離により回収し，2 回目のエレクトロポレーション法による dsRNA の導入実験をおこない（これ

を「ノックダウン実験 0 日後」とした），再び新鮮な培地に懸濁させて一晩暗所で培養した。その翌日に，

全ての細胞を再び遠心分離により回収し，新しい培地に懸濁させると同時に， R. viridis の細胞数の 3 倍

量の Tetraselmis sp.細胞を懸濁させて摂食させた（ノックダウン実験 1 日後）。なお，R. viridis は

Tetraselmis sp.を与えた直後から捕食を開始するため，この日を「盗葉緑体獲得 0 日後」とした） 。その翌

日，細胞を再びすべて回収し，それぞれの実験培地に再懸濁させた（ノックダウン実験 2 日後；盗葉緑体

獲得 1 日後）。 

 

 

 

 

表 4-1 dsRNA 合成に使用したプライマー 

T7_RvNaR 

T7_RvNaR_27Fw 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAGTTTAGCCCAAAGAAGCTTACCC 

T7_RvNaR_564Rv 

CTAATACGACTCACTATAGGGAGAAATGTCCCTGACTCGAACACCT 

表 4-2 エレクトロポレーション条件 

バッファー 500 mM Trehalose in sterilize seawater 

細胞濃度 8×106 細胞 / 400 µL バッファー 

dsRNA RvNaR dsRNA 15 µg/1 回の導入 

電圧 （50 µF・450 kV ）×1 回の導入 
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4-2-4.  CRISPR/Cas9 システムを用いた RvNaR ノックアウト実験から作出されたゲノム編集株 

CRISPR/Cas9 システムを用いた RvNaR ノックアウト実験により，NHEJ エラーによる 3 種類の遺伝子

破壊株が作出された。これらの遺伝子破壊株では，遺伝子配列のうち NaR の機能ドメインをコードする領

域の内部において，それぞれ，1 塩基欠損， 1 塩基挿入，および 11 塩基挿入が起きたことで下流にフレ

ームシフトが生じ，それらの翻訳産物の機能が失われていることが示唆された（図 4-1）。よって，以下，こ

れらの細胞を RvNaR-KO 細胞と呼ぶ。 

 

4-2-5. 培養実験 

Rapaza viridis と Tetraselmlis sp.の維持培養には IMK 培地を使用した。IMK 培地には 2.4 mM の

硝酸と 0.050 mM のアンモニウムを含まれる。維持培養は，温度 20℃，明暗周期（明期 14 時間：暗期 10

時間），光強度は約 100-150 µmol/m2/s でおこなった。培養実験には 4 種類の実験培地を使用した。そ

れぞれ，無機窒素源として硝酸のみを含む培地（硝酸培地），アンモニアのみを含む培地（アンモニア培

地），無機窒素源を含まない培地（窒素フリー培地），1/4 硝酸培地である。これらの実験培地は硝酸塩を

成分から除いた f/2 培地をベースとした。その上で，硝酸培地は終濃度 2.4 mM となるよう硝酸ナトリウム

を，アンモニウム培地は終濃度 0.6 mM となるよう塩化アンモニウムを，1/4 硝酸培地は終濃度 0.6 mM と

なるよう硝酸ナトリウムをそれぞれ添加した。窒素フリー培地は，硝酸ナトリウムも塩化アンモニウムも添加

しない上述のベース培地である。アンモニウム培地については，アンモニアによる細胞毒性を考慮し，通

常の f/2 培地における硝酸イオンの 1/4 のモル濃度となるよう調整された。またアンモニア培地を用いた
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実験では，対照実験区として等モル濃度の 1/4 硝酸イオンを含む培地（1/4 硝酸培地）を使用した。培養

実験開始時には，R. viridis 細胞数の 3 倍量の Tetraselmis sp .を与え盗葉緑体を獲得させた。なお，R. 

viridis は Tetraselmis sp.を与えた直後から捕食を開始するため，この日を「盗葉緑体獲得 0 日後」とした。

培養液中のすべての Tetraselmis sp.が R. viridis に取り込まれたことを顕微鏡で確認した後に，それぞれ

の実験培地に移した。この操作によって，盗葉緑体の獲得段階で培地の違いが影響する可能性を排除

した。培養実験は，温度 20℃，明暗周期（明期 14 時間：暗期 10 時間），光強度は約 100-150 µmol/m2/s

でおこなった。また，細胞数のカウントには粒子計数分析装置（CDA-1000，Sysmex）を用いた。 

 

4-2-6. 光学顕微鏡観察 

細胞観察には，CCD カメラ（FX630，Olympus）を搭載した倒立顕微鏡（IX71，Olympus）を用いた。

細胞を 2 枚のカバーガラスに挟み込み，細胞の遊泳運動を制限・制止させた状態で観察をおこなった。 

 

4-2-7. qPCR による RvNaR の発現量の定量 

RvNaR ノックダウン細胞ととブランク細胞をそれぞれ遠心分離によりペレット化して回収し，ISOGEN 

II（NIPPON GENE）を用いて total RNA を抽出し，そこから PrimeScript RT Reagent Kit (TaKaRa) を用

いて逆転写することにより cDNA を取得した。各 RvNaR およびα-tubulin 遺伝子の転写量を，表 4-3 に

示したプライマーと KAPA SYBR Fast Universal（NIPPON Genetics）を用いてリアルタイム PCR システム 

(LightCycler 96 system, NIPPON Genetics) により分析した。 
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4-3. 結果 

4-3-1. Rapaza viridis の RvNaR の系統解析 

真核生物の既知の NaR のアミノ酸配列に関して分子系統解析をおこなった結果，R. viridis の配列

については，他のいかなる生物群の配列とも有意な姉妹系統関係が示されなかった（図 4-1）。一方，先

行研究において 18S rDNA 配列に基づいた系統解析から R. viridis の姉妹系統関係にあるとされたユー

グレナ藻の NaR については，紅色植物と単一のクレードを形成することが示された。しかし，R. viridis の

NaR は，このクレードには含まれなかった。ハプト藻や渦鞭毛藻，クリプト藻などの二次植物の系統につ

いては，それぞれ NaR の単系統性が明確に指示された。また，クリプト藻の NaR は紅色植物-ユーグレナ

藻クレードのそれらと単一のクレードを形成する可能性が示された。一方，緑色植物（ストレプト植物およ

び緑藻綱）と二次植物であるオクロ藻については，それぞれ，NaR の単系統性は支持されなかった。今回

の解析では，系統樹の基部に近いノードのブートストラップ値は軒並み低いため， R. viridis の NaR の起

源は明確にされなかった。 

表 4-3 qPCR に使用したプライマー 

α-tubulin 

q-EgRvAtub_1221Fw  

GTACGTGGGAGAGGGTATGG 

q-EgRvAtub_1351Rv  

TTCCTCGACATCCTCCTCA 

RvNaR 

q-RvNaR_673Fw  

AAATCTATGAGCCCTACTGACGA 

q-RvNaR_782Rv  

CCGATAAATCCAGGGATAAGAAG 
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4-3-2. Rapaza viridis の RvNaR ノックダウンとノックアウト実験 

RvNaR に関する RNAi 実験を行った細胞について，qPCR により RvNaR の転写量を調べた結果， 

野生株における発現量の約 1000 分の 1 の有意に低い値をとり，培養開始から 4 日後から 12 日後まで，

この低い水準が保たれた（図 4-2）。以下，この細胞を RvNaR-kd 細胞と呼ぶ。 

また，RvNaR の CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム編集実験では，1 種類の gRNA を作用させた

1 箇所の Can9 切断部位に対する NHEJ エラーによって，3 種類の遺伝子破壊株が得られた。すなわち，

遺伝子配列のうち NaR 機能ドメインをコードする領域の内部において，それぞれ，1 塩基欠損， 1 塩基

挿入，および 11 塩基挿入が起きたことで下流にフレームシフトが生じ，それらの翻訳産物の機能が失わ

れていることが示された（図 4-3）。以下，これらの細胞を RvNaR-KO 細胞と呼ぶ。 

 

4-3-3. RvNaR ノックダウンとノックアウト細胞の硝酸培地での培養実験 

RvNaR-kd 細胞，RvNaR-KO 細胞，ならびに，RNAi 実験におけるブランクのエレクトロポレーション

処理をおこなった細胞（以下，ブランク細胞）および，野生株細胞（RvNaR-KO 株のコントロール細胞）に

ついて，無機態窒素源として硝酸イオンのみを含む培地（硝酸培地）および対照実験として無機態窒素

源を含まない培地（窒素フリー培地）での培養実験をおこなった。その結果，硝酸培地培養において，野

生株では高い細胞増殖が認められたのに対し，RvNaR-kd と RvNaR-KO 細胞では活発な細胞増殖が起

こらず，細胞密度が低い水準に保たれた（図 4-4：A，F）。窒素フリー培地では，野生株細胞，RvNaR-kd
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細胞，および RvNaR-KO 細胞のすべてにおいて同様に，細胞密度が低い水準に保たれた（図 4-4：A，

F）。すなわち，硝酸培地では，野生株は初期細胞密度から 22 倍まで増殖し，約 5 回の細胞分裂があっ

たことが示唆された。一方，硝酸培地における RvNaR-kd 細胞と RvNaR-KO 細胞，および窒素フリー培

地における野生株細胞と RvNaR-kd 細胞，および RvNaR-KO 細胞では，それぞれ，初期細胞密度から

約 4 倍まで増殖し，約 2 回の細胞分裂があったことが示唆された。 

また，これらの細胞の光学顕微鏡観察では，窒素フリー培地において，野生株細胞，RvNaR-kd 細

胞，および RvNaR-KO 細胞のすべてにおいて同様に，サイトゾルへの多糖顆粒の蓄積が明瞭に認めら

れた（図 4-4：C，E，H，J）。一方，硝酸培地においては，野生株細胞のサイトゾルへの多糖顆粒の蓄積は

窒素フリー培地のそれと比較して有意に少なかった（図 4-4：D，I）。これに対して，RvNaR-kd 細胞と

RvNaR-KO 細胞では，窒素フリー培地と同程度の多糖顆粒の蓄積が認められた（図 4-4：B，G）。 

 

4-3-2. RvNaR ノックアウト細胞のアンモニウム塩入り培地での培養実験 

RvNaR-KO 細胞について，アンモニウムイオンのみを含む培地（アンモニウム培地）と，対照実験とし

てアンモニウム培地のアンモニウムイオンと同モル量の硝酸イオンを含む培地（1/4 硝酸培地）での培養

実験をおこなった。その結果，RvNaR-KO 細胞について，1/4 硝酸培地では細胞増殖が低い水準に保

たれるのに対し，アンモニウム培地では高い細胞増殖が認められた（図 4-5：A）。 

また，これらの細胞の光学顕微鏡観察では，1/4 硝酸培地で培養した RvNaR-KO 細胞においては

明瞭な多糖顆粒の蓄積が認められた（図 4-5：C）のに対し，アンモニウム培地で培養した RvNaR-KO 細
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胞においては非常に少ない多糖顆粒の蓄積が認められた（図 4-5：E）。1/4 硝酸培地で培養した野生株

細胞と比較して，アンモニウム培地で培養した野生株細胞と RvNaR-KO 細胞では，ともに多糖顆粒が小

さく数が少なかった（図 4-5：D，E）。 

 

4-4. 考察 

以前の研究から，Rapaza viridis は，生存生育のために必要な有機態炭素を盗葉緑体の光合成によ

り獲得していることが示されていた（丸山修士論文 2018）。ここで利用される盗葉緑体は R. viridis が盗葉

緑体ドナーである Tetraselmis sp.を食作用により細胞内に取り込むことで獲得されるが，Tetraselmis sp.の

核と葉緑体以外の細胞質は，摂取後に早い段階で除去される（2 章）。さらに，R. viridis がその他の細胞

を餌（栄養源）として食作用により取り込む例は報告されておらず，浸透栄養により有機物を得て従属栄

養的に活動するといった知見もなく，そのような培養実験の試みも全て成功していない。このように R. 

viridis は炭素源を光合成から供給され得る一次的な有機炭素である炭水化物にほぼ完全に依存してい

ると考えられるので，その他の生元素，特に窒素に関しても，培地から得られる無機窒素に依存している

と考えられた。実際，R. viridis 細胞は，従来，潜在的な窒素源としてアンモニウムイオンおよび/または硝

酸イオンなどの無機窒素種を含む海洋性微細藻類培地である IMK 培地で維持されてきた。 

本章の研究から，有機態窒素に関しても，硝酸イオンあるいはアンモニウムイオンの無機態窒素を

同化しており，これによりアミノ酸を生合成して細胞増殖を可能にしていることが強く示唆された。野生株

では，培地中に窒素源がない場合には有意な細胞増殖は起こらなかったが，硝酸イオンやアンモニウム
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イオンを含む培地では，有意な細胞増殖が認められた（図 4-4: A, F, 図 4-5: A）。このような無機態窒素

欠乏下では，R. viridis 細胞のサイトゾルに多糖顆粒の蓄積が促進された（図 4-4: E, J）。これは，窒素欠

乏条件下で光独立培養をおこなった際のユーグレナ藻 Euglena gracilis で認められるパラミロン（多糖）顆

粒の蓄積亢進現象と酷似している（Coleman et al. 1988）。E. gracilis の場合では，無機態窒素の供給が

無いためにアミノ酸合成が阻害された結果，余剰となった光合成産物が多糖顆粒として蓄積したと考察さ

れている（Coleman et al. 1988）。また，無機態窒素欠乏下においても，R. viridis は約 2 回の細胞分裂を

したが（図 4-4: A, F, 図 4-5: A），緑藻 Chlamydomonas reinhardtii では，窒素欠乏条件下において生じた

細胞分裂は，細胞内に蓄積していた有機窒素を利用して進行したものであるとされている（Schmollinger 

et al. 2014）。 

特に，R. viridis による硝酸同化に関しては，R. viridis が独自の硝酸還元酵素（RvNaR）を機能させ

ることで，従属栄養性の生物の系統には通常認められないこの代謝を実現していることが示された。R. 

viridis の核ゲノムにコードされた RvNaR 遺伝子をノックダウンないしノックアウトした細胞では，硝酸イオン

が存在する培養条件下においても，無機態窒素が含まれない培養条件下と同様に細胞の増殖が抑制さ

れ（図 4-4: A, F, 図 4-5: A），かつ，サイトゾルへの多糖顆粒の蓄積が促進された（図 4-4: B, G, 図 4-5: 

C）。したがってこの遺伝子の翻訳産物である RvNaR は R. viridis において硝酸還元を担う酵素として実

際に機能していると考えられた。また，RvNaR のアミノ酸配列には，盗葉緑体標的配列（Karnkowska et al. 

2023）が含まれていないことから，植物や他の藻類同様に，RvNaR は R. viridis サイトゾルで局在発現し，

硝酸の亜硝酸への還元を触媒していると考えられる。 
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これまで他の生物で報告されている盗葉緑体現象のうち，硝酸イオンの利用については，宿主生物

のゲノム DNA に硝酸還元酵素遺伝子が存在するという明確な根拠は報告されていない。盗葉緑体現象

を示す繊毛虫 Mesodinium rubrum は，クリプト藻を盗葉緑体ドナーとし，そのドナーの細胞質（核やヌクレ

オモルフを含む）を保持している（Wisecaver and Hackett 2010; Kim et al.2012）。したがって，この繊毛虫

について報告された硝酸同化作用（Tong et al. 2015）は，盗葉緑体ドナーのサイトゾルに発現しているクリ

プト藻の硝酸還元酵素の活性によるものである可能性が高いと考えられる。ただし，硝酸イオンを細胞内

に取り込むためには，硝酸イオントランスポーターが宿主の細胞膜に発現している必要がある。一方，R. 

viridis や渦鞭毛藻の Dinophysis 属による盗葉緑体現象では，取り込んだ藻類細胞のうち葉緑体のみが

保持され，盗葉緑体ドナーの核や他の細胞質は保持されない（Wisecaver and Hackett 2010; Kim et 

al.2012）。このうち，Dinophysis spp.では培地中の硝酸イオンの同化が認められないことが報告されている

（García-Portela et al. 2020; Hattenrath-lehmann et al. 2021）。Dinophysis acuminata の場合，盗葉緑体に

よる光合成により有機炭素が供給され，培地中のアンモニウムイオンの同化により有機態窒素が生合成さ

れる。 

条件著しい細胞増殖が認められており，光合成により得た有機炭素と釣り合いをとるために，無機態

窒素の同化が必要であると想定された（Hattenrath-lehmann et al. 2021）。しかし，Dinophysis spp.では硝

酸還元酵素の明確な証拠は見つかっていない（García-Portela et al. 2020; Hattenrath-lehmann et al. 

2021）。 

無機窒素源として硝酸イオンを利用できることは，有機体窒素を含む有機物を外部から獲得する必
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要性から解放され，より独立栄養的な盗葉緑体現象が実現できるため，海洋などの生物密度が低く溶存

有機物も少ない環境では，R. viridis にとって生態学的に有利であると考えられる。実際の海洋表層環境

では，ほとんどの場合，利用可能な唯一の主要な無機窒素源は硝酸イオンであり，アンモニウムイオンが

実験培養環境下のように十分な濃度で存在することは稀である（Gruber 2008）。また，高濃度のアンモニ

ウムイオンは細胞毒性を示し，実際，標準的な海産性藻類の培地の硝酸イオンと等モル量のアンモニウ

ムイオンを含む合成培地では，R. viridis 細胞の増殖が著しく阻害される。このことは，R. viridis がアンモ

ニウムイオンの補助的な利用可能性を維持しながらも（アンモニウムイオン細胞膜トランスポーターの存在

が示唆される），硝酸イオンの利用を中心とした窒素代謝を発達させていることを示唆する。硝酸同化経

路は海洋性の光独立栄養性の生物ではごく一般的であるが，盗葉緑体性生物を含む従属栄養性の生

物において，その存在が分子生物学的ならびに生化学的な実験によって確認されたのは，今回の R. 

viridis が初めての例となる。 

盗葉緑体現象を示す R. viridis が有する RvNaR 遺伝子の起源には，盗葉緑体ドナーである

Tetraselmis sp.からの遺伝子の水平転移が 1 つの仮説として考えられた。本章の研究におけるアミノ酸配

列の分子系統樹では，基部に近いノードのブートストラップ値が軒並み低かったため，RvNaR と盗葉緑体

ドナーTetraselmis sp.，および Tetraselmis 属の NaR との系統関係を統計学的に検証することはできなか

った。ただし，これらの配列は大きく異なっており，少なくともごく最近の水平転移による可能性は低いと考

えられる。一方，R. viridis の姉妹系統である Euglenophyceae の NaR は，すべての紅藻類と強いつながり

をもつ単系統クレードが形成された（図 4-2）。この結果からは，Euglenophyceae が生物学的には系統の



118 
 

かけ離れた紅藻類からの遺伝子水平転移によって NaR を獲得したことが強く示唆される。しかし，興味深

いことに，RvNaR はこのクレードには含まれなかった。このことから，R. viridis による RvNaR の獲得は，

Euglenophyceae による NaR の獲得とは独立な進化的イベントであり，Euglenophyceae とは異なる系統の

何らかの生物から遺伝子水平転移によるものであったことが分かった。RvNaR の獲得は，R. viridis が盗

葉緑体性の光独立栄養性の生物に進化するための重要な要因であったと考えられる。 

硝酸同化経路が正しく機能するためには，NaR だけでなく，他の様々な機構が必要である。光合成

細胞は，硝酸イオンを細胞内に取り込むため，細胞膜に硝酸イオントランスポーター（nitrate transporter; 

NRT）を発現させている（Fernández and Galván 2008）。NRT については，R. viridis において，トランスクリ

プトームデータから探索された硝酸トランスポーターに高い相同性を示す遺伝子の翻訳産物が，実際に

NRT として機能することが明らかにされた（大橋卒業論文 2022）。また，他には，NaR によって生成される

亜硝酸イオンを還元する亜硝酸還元酵素や，亜硝酸イオンを亜硝酸還元酵素の局在箇所（通常は葉緑

体ストロマ）へ運ぶ膜輸送体，また，有害な亜硝酸イオンやアンモニウムイオンの蓄積を防ぐフィードバッ

ク制御機構など，他の様々な機能因子が必要であると考えられる（Stitt and Krapp 1999; Galván and 

Fernández 2001）。R. viridis においてもこれらの機構が存在することが示唆されるが，存在はまだ明らかに

されていない。このような無機態窒素代謝の全体像についての知見を得ることは，盗葉緑体現象に至っ

た R. viridis の進化の過程を理解するために重要であると考えられる。 
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4-5. 結論 

Rapaza viridis の核ゲノムにコードされている硝酸還元酵素様遺伝子 RvNaR は，実際に R. viridis の

硝酸同化において必要な機能を果たしていることが示された。本章の研究は，盗葉緑体性生物ならびに

従属栄養性の生物の系統に属する真の葉緑体を有しない生物において，硝酸同化経路の存在が分子

生物学および生化学的に示された初めての例である。また，  RvNaR は，R. viridis の姉妹系統である

Euglenophyceae の有する NaR とは起源が明確に異なり，独立の遺伝子水平転移によって獲得されたも

のであることが示された。硝酸イオンを利用できることは光合成に依存した生理を示す生物にとって生態

学的に有利であり，RvNaR の獲得は，R. viridis が盗葉緑体を利用した光独立栄養性の生物へと進化す

るために重要な要素のひとつであったと考えられた。 
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図 4-1. RvNaR のゲノム編集  

A：ゲノム編集のターゲット（ピンク色のハイライト箇所）位置および PAM 配列（緑色のハイラ

イト箇所）位置を示す RvNaR の模式図。矢尻は Cas9 切断部位を示す。B：野生株と 3 種類

の RvNaR-KO 株の DNA 配列の比較。削除された塩基対は紫色で，挿入された塩基対は

オレンジ色で示す。C：野生株および RvNaR-KO 株で予測されるアミノ酸配列。アスタリスク

（＊）は，RvNaR-KO 株でのストップコドンによる翻訳終了を示す。 
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図 4-2. RvNaR の系統関係  

硝酸還元酵素の系統は，Rapaza viridis のホモログと R. viridis の姉妹群である Euglenophyceae

のホモログは独立した進化起源（すなわち，独立した遺伝子の水平転移による獲得）を示唆する

ものであった。IQ-TREE で 100 回ブートストラップして推定した NaR の最尤法系統樹。黒丸（●）

は，ブートストラップによる支持率が 95％以上，50％以下は表記なし。 
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図 4-3. qPCR による RvNaR の転写レベルの定量評価  

α-tubulin 転写レベルでノーマライズした値を示す。RvNaR-kd 細胞の培養全体における 

RvNaR 発現は、ブランク細胞における発現の約 1/1000 に低下していることがわかる。値は平

均値±標準誤差で示す（n=3）。 
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図 4-4. RvNaR-kd 細胞・RvNaR-KO 細胞の硝酸培地または窒素フリー培地培養における細胞の増殖率

と細胞形態の比較  

A：RvNaR-kd 細胞とノックアウト実験のコントロールとした野生株（ブランク細胞）の各培地培養での細胞

増殖曲線。硝酸培地で培養したブランク細胞でのみ有意な増殖が認められた。B-E：盗葉緑体獲得から 8

日後の細胞についての光学顕微鏡観察による微分干渉コントラスト（DIC）画像。硝酸培地培養のブランク

細胞を除いた 3 種類の細胞には著しい多糖顆粒の蓄積が認められた。 

F：RvNaR-KO 細胞と野生株の各培地培養での細胞増殖曲線。硝酸培地で培養した野生株でのみ有意

な増殖が認められた。G-J：盗葉緑体獲得から 8 日後の細胞についての光学顕微鏡観察による微分干渉

コントラスト（DIC）画像。硝酸培地培養の野生株を除いた 3 種類の細胞には著しい多糖顆粒の蓄積が認

められた。 値は平均値±標準誤差で示す（n=3）。  
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図 4-5. RvNaR-KO 細胞のアンモニア培地または硝酸培地における細胞の増殖率と細胞形態

の比較 A：RvNaR-KO 細胞と野生株の各培地培養での細胞増殖曲線。RvNaR-KO 細胞も野

生株もアンモニア培地では同様に有意な細胞増殖を示した。 B-E：盗葉緑体獲得から 8 日後

の細胞についての光学顕微鏡観察による微分干渉コントラスト（DIC）画像。RvNaR-KO 株の 1/4

硝酸培地でのみ，著しい多糖顆粒の蓄積が観察された。値は平均値±標準誤差で示す
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5-1. 総合考察 

総合考察では，従来研究されてきた他の生物による盗葉緑体現象との比較から Rapaza viridis の盗

葉緑体現象の特徴について議論する。さらに，盗葉緑体現象に必要な普遍的な要因について考察する。 

第 2 章では，R. viridis の盗葉緑体形成過程における細胞微細構造の変化の観察をおこない，取込

んだ盗葉緑体ドナーである Tetraselmlis sp.の細胞のうち葉緑体のみを，取込時に形成した包膜に保持し，

その他の細胞内容物は，R. viridis サイトゾルに形成される包膜構造や，盗葉緑体外縁部に形成される複

数の膜構造，そして盗葉緑体内部に形成される液－液相分離構造などが関連する複数のプロセスによ

って，選択的で徹底的に除去されることが示唆された。R. viridis と似た選択的な除去プロセスが盗葉緑

体性の渦鞭毛藻である Nusuttodinium spp.においても観察されている。 Nusuttodinium spp.の盗葉緑体ド

ナーであるクリプト藻の摂取時には，まず，盗葉緑体ドナーの細胞外被は Nusuttodinium 細胞内には取り

込まれず，核と細胞質（細胞内容物）が宿主包膜内に取り込まれるとされている（Larsen 1988; Onuma et al. 

2013）。摂取の際，R. viridis では盗葉緑体ドナーの Tetraselmis sp.細胞を丸のみする形で R.viridis 由来

の包膜に取り込まれるため，盗葉緑体ドナーの細胞壁と細胞膜ごと包膜に取り込まれる点が

Nusuttodinium spp.と異なる。R. viridis の包膜に取り込まれた Tetraselmlis の細胞壁と細胞膜について，

細胞壁は摂取の過程か包膜に取り込まれた後に排出されることが分かっており，また，Tetraselmlis sp.の

細胞膜は，取込 1 時間以内の R. viridis 細胞では，透過型電子顕微鏡で観察されるが（Yamaguchi et al. 

2012），取込 12～18 時間後（盗葉緑体の細分化時の段階）の R. viridis 細胞では観察されないため（丸

山修士論文 2018），消化もしくは排泄されるものと考えられる。N. poecilochroum では，摂取されたクリプ
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ト藻の細胞内容物のうち葉緑体のみが N. poecilochroum 由来の包膜内に残され，その他の細胞質は消

化胞へと移され除去されると考えられている（Onuma et al. 2013）。また，N. aeruginosum では，盗葉緑体

ドナーの葉緑体，ヌクレオモルフ，ミトコンドリア，サイトゾルは残され，エジェクトソーム（射出装置；クリプト

藻に特有）のみが消化されることが分かっている。したがって，N. aeruginosum では，不要なオルガネラの

みを選択的に排除するような，N. poecilochroum に比べてより高度な選択的除去機構の存在が示唆され

ている（Onuma and Horighchi 2013）。 

一方，別系統の盗葉緑体性の渦鞭毛藻である Dinophysis caudata の盗葉緑体ドナーである繊毛虫

Mesodinium rubrum の摂取時には，Nusuttodinium spp.と同様，盗葉緑体ドナーの細胞外被は D. caudata

細胞内には取り込まれず，細胞内容物のみが摂取される。なお，M. rubrum も盗葉緑体性生物であり，こ

の繊毛虫はクリプト藻 Teleaulax sp.から，盗葉緑体を獲得する。ミゾサイトーシスにより D. caudata 由来の

包膜に取り込まれた細胞内容物は，このうち葉緑体のみが D. caudata 由来の包膜からサイトゾルへと移さ

れ，包膜に残された細胞内容物はその後，この包膜内で消化されることが報告されている（Kim et al. 

2012）。サイトゾルへ隔離された葉緑体には，Teleaulax sp.の本来の葉緑体包膜（二重包膜）が観察され

ているため，D. caudata のサイトゾル中に盗葉緑体が直接分離されていることが示唆される（Wisecaver 

and Hackett 2010; Kim et al. 2012; Bodył 2018）。したがって，盗葉緑体が宿主細胞由来の包膜内に隔離

される R. viridis や Nusttodinium spp.と，盗葉緑体が宿主細胞のサイトゾルに保持される D. caudata では，

摂取された葉緑体ドナー細胞の構成要素の選択的除去／保持の機構が全く異なると考えられる（図 5-1）。 

R. viridis では，光学顕微鏡による明視野観察のレベルでは葉緑体以外の細胞質の積極的な除去
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が完了しているように認められる段階以降でも，透過型電子顕微鏡による微細構造観察のレベルでは，

盗葉緑体の縁辺部で除去プロセスが引き続き進行していることが明らかにされ，葉緑体以外の細胞質の

排除が選択的でかつ徹底的であることが示唆される。R. viridis と N. poecilochroum では，宿主細胞由来

の包膜と，保持された葉緑体の二重包膜が密接した微細構造が観察されており，その膜の密接には，葉

緑体ドナー細胞の細胞質が高度に選択的除去されることも関係していると考えられる。また，R. viridis と

N. poecilochroum の両者では，盗葉緑体形成過程において，盗葉緑体の形態変化が観察され，これは

葉緑体包膜に密接した宿主包膜が関係している可能性が示唆される。R. viridis では，獲得した盗葉緑体

が細分化され，その後，明暗周期をつけた培養においては，明期に盗葉緑体が細胞膜内側（厳密には

細胞膜直下に存在するペリクル内側）に引き伸ばされたような形態に変化する（丸山 2018）。また，N. 

poecilochroum では，盗葉緑体形成時に，盗葉緑体が伸長し，N. poecilochroum 細胞周縁に配置される

（Onuma and Horighchi, 2013）。一方，D. acuminata では，葉緑体は D. acuminata のサイトゾル中に存

在し，宿主細胞由来の包膜には包まれていないとされているが，盗葉緑体の形態が引き伸ばされ，ピレノ

イドの配置が変化する様子が観察されている（Kim et al. 2012）。これら 3 種の生物による盗葉緑体現象

は，いずれも盗葉緑体ドナーの核を保持せず盗葉緑体形成時に除去してしまうタイプであり，獲得した盗

葉緑体の体積が増大されることはない。それぞれの生物における盗葉緑体の形態変化の機構はまだ不

明であるが，盗葉緑体の体積を増大させることができない盗葉緑体性生物ならではの，盗葉緑体を効率

的に利用するための機構が存在することが示唆される。 

R. viridis で観察された盗葉緑体の細分化については，R. viridis 由来の包膜（盗葉緑体最外包膜）
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ごと不均等に多分割されていることが示され，これは盗葉緑体最外包膜の外部からの R.viridis 由来の作

用によって進行している可能性が考えられる。細胞内共生を経由するオルガネラの進化過程では，共生

体を細胞内に継続的に保持するために，共生体の分裂と宿主の分裂が同調する必要があり，そのために

は，共生体の分裂が宿主によって制御される必要があったと考えられている（井上 2007）。また，実際に，

一次植物では，葉緑体の分裂時の均等な二分裂は，シアノバクテリア由来の分裂機構と，宿主が付け加

えた機構が協調して起こることが明らかにされている（Miyagishima et al. 2011）。しかし，盗葉緑体ドナー

核を保持せず，共生体のように盗葉緑体の体積を増大させることができない R. viridis では，葉緑体分裂

を精密に制御するよりも，獲得した盗葉緑体を多分割させて，新鮮な盗葉緑体をより多くの娘細胞へと分

配するほうが進化的に有利であった可能性が考えられた（図 5-2）。 

3 章では，R. viridis において，遺伝子水平転移により核ゲノムに獲得した葉緑体関連遺伝子が盗葉

緑体内部に輸送発現されて機能していることを明らかにした。盗葉緑体性生物の核ゲノムに存在する葉

緑体関連遺伝子について遺伝子操作実験をおこない，実際に盗葉緑体機能への関与を示したのは本

研究が初めてである。そして，本研究および先行研究（丸山修士論文 2018）の結果から， R. viridis によ

る盗葉緑体現象は細胞内共生進化の仮説に想定された過程である「共生体細胞核（ないしその遺伝子）

の保持」を伴っていないにもかかわらず，R. viridis は盗葉緑体を自身の光合成オルガネラとして比較的

効率よく利用している分子生物学的な基盤を一部明らかにすることができた。 

現在，一般的に考えられている恒久的な葉緑体の進化過程に関する仮説は，細胞内共生を介する

進化仮説であり，そこでは葉緑体の機能維持のためには共生体あるいは盗葉緑体ドナーの核を保持して
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機能させ続けることが重要であるとされる。盗葉緑体ドナーの核を保持する N. aeruginosum における盗葉

緑体の維持期間は 1 か月以上であるのに対し，盗葉緑体ドナー核を保持しないタイプの近縁種 N. 

poecilochroum では，盗葉緑体の保持期間は約 1 週間と比較的短いことが分かっている（Onuma et al. 

2020）。N. aeruginosum は自身の細胞分裂の際に盗葉緑体体積を増大させ，分裂させた後に娘細胞へと

分配するが，盗葉緑体ドナーの核は複製されずに片方のみの娘細胞へと引き継がれる。核を引き継いだ

一方の娘細胞は，再び葉緑体を増大させることができるが，もう一方の核を持たない娘細胞の盗葉緑体

は増大されず，細胞分裂のたびに盗葉緑体は小さくなっていくことから，盗葉緑体ドナーの核が盗葉緑

体の維持や増大に関わっていることが示唆されている（Onuma et al. 2020）。また，盗葉緑体ドナー核を引

き継がなかった N. aeruginosum は強光を受けると細胞死するため，盗葉緑体ドナー核が光合成の酸化ス

トレスへの対処にも機能することが示されている（Onuma et al. 2020）。 

一方，D. acuminata では，盗葉緑体ドナー核は保持されないが，盗葉緑体の保持期間は約 1 カ月

間と比較的長い。また，D. acuminata の核ゲノムには，葉緑体関連遺伝子が存在することが明らかとなっ

ている。Wisecaver and Hackett（2010）では，5 つの葉緑体関連遺伝子が同定されており，その遺伝子のう

ち 4 つの起源は，盗葉緑体ドナー以外のものであるため，遺伝子の水平転移によって獲得されたと考え

られている。D. acuminata では，盗葉緑体からの光合成産物の輸送や光化学系の保護や安定化に関係

する水平転移遺伝子が盗葉緑体利用に関与することが示唆されている（Wisecaver and Hackett 2010; 

Hongo et al. 2019）。ただし，これらが実際に機能発現しているかについては，未だに生化学的に検証さ

れていない。 
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一方，本研究では R. viridis の核ゲノムに存在する多数の葉緑体関連遺伝子のうち，RvTPT と

RvRbcS が実際に盗葉緑体包膜ならびに内部に輸送されて発現し，盗葉緑体の機能維持に必要な機能

を担っていることが検証された。このことは，同様な葉緑体関連の機能ドメインが N 末端 LC 領域と共にコ

ードされている他の様々な R. viridis の核ゲノム遺伝子群も，同様に盗葉緑体に輸送されて機能発現して

いることを強く示唆する。中でも，R. viridis のゲノムおよび定量トランスクリプトームデータからは，発現量

は様々であるが，光合成において不可欠な光化学系Ⅱやシトクロム b6f 複合体，光化学系Ⅰ，さらには葉

緑体型 ATP 合成酵素を構成する非葉緑体ゲノムコードサブユニット群のほとんどが存在していることが分

かっている（Kashiyama et al., in prep.）。したがって，R. viridis の盗葉緑体現象では，過去の遺伝子水平

転移イベントの蓄積から，盗葉緑体を自らの光合成オルガネラとして維持し続けるための遺伝的素地が，

かなりの程度既に整っているものと考えられる。 

さらに，R. viridis の硝酸還元酵素様遺伝子についても，実際に硝酸同化経路において機能してい

ることを明らかにしたが，これは同時に，R. viridis では硝酸同化経路に関連する他のタンパク質因子群も

存在・発現していることを必然的に意味する。特に重要なことは，この代謝経路では最終的に亜硝酸イオ

ンが盗葉緑体内部に輸送されて，盗葉緑体内部への局在が予測される亜硝酸還元酵素が機能して有機

態窒素が獲得されていることをも強く示唆している点である。 硝酸同化経路は，細胞内の複数のコンパ

ートメントを跨いで機能する。さらに，中間および最終代謝産物である，それぞれ亜硝酸イオンとアンモニ

ウムイオンは細胞毒性が高く，植物などにはこれらの蓄積を防ぐために精密なフィードバック機構が存在

していることが知られている（Yanagisawa 2014）。したがって，R. viridis においてもそのような機構が存在
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している蓋然性は高い。加えて，R. viridis は従属栄養性の生物の系統に属し，硝酸同化経路は複数の

異なる起源の水平転移遺伝子群から構成される。このため，R. viridis は無機窒素を利用できる生物に進

化するための進化的プロセスの研究における，今後の格好の研究材料になると考えられる。さらに，硝酸

同化を可能とし，食作用をおこなう生物であるにもかかわらず高度に独立栄養的に振舞う R. viridis は（丸

山修士論文 2018），細胞全体として植物的な代謝を可能にしているとみなせる（図 5-3）。したがって，R. 

viridis は既知のいずれの共生藻を持つ細胞や盗葉緑体性生物と比べても，恒久的な葉緑体をもつ光合

成生物に進化的に近い一時的な葉緑体をもつ生物であるといえるだろう。 
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盗葉緑体ドナー 

摂取直後 
選択的除去／保持
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選択的除去／保持
が完了する段階 
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図 5-1. 盗葉緑体性生物盗葉緑体性生物盗葉緑体性生物による，盗葉緑体ドナー細胞内容物の選択的

除去／保持についての予想される概念図 

A：Rapaza viridis A-1： R. viridis 由来の包膜内には，盗葉緑体ドナーである Tetraselmlis sp.の細胞膜，

核と細胞質が含まれる。A-2：R. viridis では，盗葉緑体ドナー細胞内容物を含有する包膜構造が特徴的

に観察される（2 章）。この包膜構造が選択的除去に関連することが考えられる。A-3：選択的除去が完了

すると，R. viridis 包膜内に葉緑体のみが保持される。 B： Nusuttodinium poecilochroum  B-1： N. 

poecilochroum 由来の包膜内には，盗葉緑体ドナーであるクリプト藻の核と細胞質が含まれる。また，クリ

プト藻の葉緑体内にはヌクレオモルフが含まれる。B-2：盗葉緑体ドナー細胞を獲得して数時間後の選択

的保持／除去が進行する段階。N. poecilochroum では，この段階において，盗葉緑体ドナー細胞内容物

を含有する包膜構造が特徴的に観察され，この包膜構造が選択的除去に関連することが考えられる 

（Onuma and Horiguchi 2013）。B-3：選択的除去が完了すると，N. poecilochroum 包膜内に葉緑体のみが

保持される。なお，ヌクレオモルフも残存するが，これはヌクレオモルフが葉緑体ピレノイドに埋没する構造

をとるために残存している可能性も考えられている（Onuma and Horiguchi 2013）C： N. aeruginosum C-

1：N. aeruginosum では獲得した盗葉緑体ドナー細胞内容物のうち，エジェクトソーム（クリプト藻の細胞の

表面や貫入部分に存在する射出装置）のみが除去され，その他細胞質と核は N. aeruginosum 包膜内に

保持される。D：Dinophysis caudata D-1：D. caudata 由来の包膜内には，盗葉緑体ドナーである繊毛虫

の核と，この繊毛虫の盗葉緑体ドナーであるクリプト藻の細胞質と核が含まれる。また，クリプト藻の葉緑体

内にはヌクレオモルフが含まれる。D-2：盗葉緑体ドナー細胞を獲得して数時間後の選択的保持／除去

が進行する段階。D. caudata では，盗葉緑体獲得時に形成された包膜内から，葉緑体のみが，D. 

caudata サイトゾルへと分離される。この包膜内に残された盗葉緑体ドナーの細胞質や核は除去される

（Kim et al. 2012）。D-3：選択的除去が完了後は，D. caudata サイトゾルに葉緑体のみが保持される。 
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図 5-2. 植物や藻類における葉緑体分裂と Rapaza viridis による盗葉緑体の細分化 

植物や藻類の葉緑体は，通常，均等な二分裂によって増殖する。一次植物では，この均等な二分裂が，

シアノバクテリア由来の分裂機構と，宿主が付け加えた機構が協調して起こることが明らかにされている。

一方，R. viridis の盗葉緑体は一時的な葉緑体であり，増殖と呼べるようなサイズの増大は起こらない。そ

のため，R. viridis の盗葉緑体には，精密に制御された均等な二分割機構は必ずしも必要ではなく，これ

よりも，獲得した盗葉緑体を多分割し，新鮮な盗葉緑体をより多くの娘細胞へと分配することのほうが，進

化的に有利であった可能性が考えられる。 
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図 5-3. 細胞内共生進化仮説と Rapaza viridis における盗葉緑体現象 

細胞内共生進化仮説では，共生体核の消失の前に内共生関係が築かれると考えられる。そして

内共生関係の間に共生体核から宿主核への遺伝子の水平転移が生じ，葉緑体の維持に必要な

遺伝子が宿主によって獲得される。R. viridis では盗葉緑体ドナーの核が盗葉緑体形成初期に排

除されるが，それにも関わらず，R. viridis の盗葉緑体は生存と生育のために機能することが示さ

れており，R. viridis の盗葉緑体現象では，すでに 細胞全体として植物的な代謝を獲得している

といえる。本研究の結果から，R. viridis による盗葉緑体の制御には，様々な藻類から水平転移に

より獲得した葉緑体関連遺伝子が実際に機能していることが示された。 
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5-2. 今後の展望 

Rapaza viridis の盗葉緑体現象には，その他の生物による盗葉緑体現象と共通する特徴が幾つか認

められた。このように，異なる系統の生物で共通する機構は，それぞれ独立に盗葉緑体現象を進化させ

てきた過程での収斂進化によるものであると考えるのが妥当である。したがって，これら共通機構は“他人

の葉緑体”を自身のオルガネラとして利用する上で必須な普遍的要素を示唆するものである。もし，R. 

viridis が従来知られてきた盗葉緑体性生物とは異なる進化の過程を経てきたのであれば，この収斂現象

の重要性はなおさらである。今後，様々な盗葉緑体性生物との比較研究を進め，収斂的共通項を理解・

整理することで，一時的／恒久的な葉緑体利用のために必要なメカニズムの理解をより深化できることが

期待される。 

さらに，R. viridis の盗葉緑体現象は，恒久的な葉緑体をもつ姉妹群 Euglenophyceae とも多くの共通

点が認められるが，進化的に近縁なこれらの共通点は，収斂ではなく進化的に相同である可能性が高い

と思われる。例えば，分子生物学的な特徴として，多くの起源が共通する葉緑体／盗葉緑体関連遺伝子

の存在や，これら核ゲノムコードタンパク質の葉緑体／盗葉緑体への輸送ターゲティング機構などが挙げ

られる。また，葉緑体／盗葉緑体の形態的特徴，例えば三重包膜や分裂／細分化の様式についても共

有性が見出される。したがって，Euglenophyceae の中でも知見の集積が豊富で，かつ，実験細胞としても

扱いが容易な Euglena gracilis などとの比較研究を進めることで，R. viridis の盗葉緑体制御メカニズムや

その進化過程を解明していくことができると期待される。 

最後に，盗葉緑体現象を理解するにあたっては，その盗葉緑体性生物が実際に生息する環境につ
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いて考慮する必要がある。例えば，本研究において，R. viridis の生存期間や細胞増殖が培養培地条件

によって変動したことからは，R. viridis の盗葉緑体利用に環境の影響が大いに関わってくることが分かる。

現在，当研究室では，R. viridis の大量培養系が確立され，遺伝子ノックアウトによるゲノム編集も確立さ

れた。従来研究で知られている盗葉緑体性の生物の大量培養は難しく，ゲノム編集など遺伝子操作が可

能な実験系も R. viridis 以外ではこれまで例はなく，R. viridis はモデル生物になり得ると考えられ，実験

環境での研究がより発展していくだろう。したがって，より一層，R. viridis の天然環境における生態，すな

わち実際の生育環境での生活様式についての考慮は重要であると考えられる。このことは，恒久的な葉

緑体の進化解明の鍵としての盗葉緑体性生物の理解だけではなく，盗葉緑体性生物ならではの生存戦

略や，他人の葉緑体を利用した生存様式の多様性の理解のためにも不可欠であると考えられる。 
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