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図 1  二次共生藻（不等毛植物）における
タンパク質の葉緑体移行の模式図 
二次共生藻の葉緑体は、共生した一次共
生藻の葉緑体由来の 2 枚包膜（Outer 
Envelope Membrane: OEM, Inner 
Envelope Membrane: IEM）に、細胞核
膜と融合した葉緑体 ER 膜（cER）及び
その内側のペリプラスチド膜（PPM）の
2枚の包膜が加わっている。そのため、4
枚の包膜を通過して葉緑体にタンパク質
を移行させる必要がある。PPC：ペリプ
ラスチダルコンパートメント 
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序論 

藻類にはシアノバクテリアが非光合成真核生物に共生して誕生した

一次共生藻とその一次共生藻（共生体）が別の真核生物（宿主）に共

生して誕生した二次共生藻が存在する。一次共生藻と二次共生藻では

葉緑体包膜の数が異なっており、一次共生藻は 2枚であるのに対し二

次共生藻は 3枚あるいは 4枚である。一次共生藻の葉緑体移行タンパ

ク質には、2枚の葉緑体包膜を通過するために葉緑体移行配列（Plastid 

Transit Peptide: pTP）が存在する。一方、二次共生藻では、外側の 2

枚の膜（外側より葉緑体 ER、ペリプラスチド膜）と一次共生藻由来

の内側2枚の包膜を通過するためにER移行配列（Signal Peptide: SP）

が必要となる。また、ミトコンドリア移行タンパク質には、ミトコン

ドリア移行配列（Mitochondrial Transit Peptide: mTP）が存在する。   

二次共生藻では、葉緑体タンパク質輸送機構は 2種類あることが知

られている。一つは不等毛植物やクリプト植物に見られる直接葉緑体

に輸送されるタイプと、もう一つはユーグレナ植物やアピコンプレク

サに見られるゴルジ体を経由し葉緑体に輸送されるタイプである。ユ

ーグレナ植物には pTPにゴルジ体の膜貫通ドメインが存在している

（Slavikova et al. 2005）。二次共生藻のハプト植物では、葉緑体タン

パク質輸送機構は明らかになっていないが、二次共生藻の中でも特に

発達したゴルジ体を持つため、どちらの輸送機構が働いているかは興

味深い。 

二次共生藻の珪藻 Phaeodactylum tricornutum を用いた形質転換

系が確立され、タンパク質移行や局在の解析に広く利用されている

（Zaslavskaia et al. 2000）。近年この形質転換系を用い、pTP を短く

し葉緑体へのタンパク質移行を不完全にした研究が行われ、葉緑体の

最外膜と外から 2枚目の膜の間と考えられる区画に GFP の蓄積が観

察された（Kilian & Kroth 2004）。この GFPは、区画の限られた部

分に塊となって局在しており、この塊は Blob-like Structure（BLS）

と呼ばれている。 

本研究では、原核生物の細胞分裂遺伝子の 1つである ftsZを二次

共生藻のハプト植物 Pavlova pinguis と不等毛植物の珪藻 Chaetoceros neogracile で同定し、二次共生藻に

おけるタンパク質のオルガネラへの輸送機構を解明することを目的とした。ftsZは真核生物にもホモログが

ある。陸上植物及び藻類の FtsZは、陸上植物及び緑色植物の葉緑体型 FtsZ1、FtsZ2と紅色植物の葉緑体

型 FtsZA、FtsZB、紅色植物由来の二次共生藻の葉緑体型 FtsZA、FtsZC、さらにミトコンドリア型 FtsZ

のクレードに分類される（Miyagishima et al. 2004）。また、FtsZは一次共生藻の原始紅藻で葉緑体とミト

コンドリアの分裂に関与しており、葉緑体とミトコンドリアの内部で機能していることが明らかになってい

る。二次共生藻における FtsZ移行配列の機能解析には、形質転換系が開発されていないハプト植物はタバ
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図 3  FtsZ の N 末端オルガネラ移行配列 
SP: Signal Peptide, pTP: Plastid Transit Peptide, mTP: Mitochondrial Transit Peptide 
Scy: Synechocystis sp., Cm: Cyanidioschyzon merolae, Gt: Guillardia theta, Tp: Thalassiosira pseudonana, Pt: 
Phaeodactylum tricornutum, Cn: Chaetoceros neogracile, Pp: Pavlova pinguis, Atu: Agrobacterium tumefaciens  

図 2  FtsZ の分子系統樹 
予測されるアミノ酸配列を用いて、最尤法とベイズ法により FtsZ の分子系統解析
を行った。数字はブートストラップ値(%)/ベイズ事後確率を表す。 
 

コ培養細胞の一過的発現系を、

珪藻はPhaeodactylumの形質転

換系を用いた。タバコ培養細胞

の一過的発現系はヘテロな系で

あるが、タバコの 2枚の葉緑体

包膜を通過するかどうかを確認

するとともに、珪藻の形質転換

系で得られる結果と対比するた

め、採用することとした。 

 

1. ハプト植物からの ftsZ の単

離とオルガネラ移行配列の解析 

(1) ftsZ の単離と分子系統解析 

P. pinguis から縮重プライマ

ーを用いた PCR法により、ftsZ

全長配列を決定した。最尤法お

よびベイズ法を用いた分子系統

解析の結果、葉緑体型 FtsZCと

同じクレードを形成した（図 2）。 

(2) FtsZ のオルガネラ移行配列

の解析 

オルガネラ移行配列予測ソフ

ト SignalP、 TargetPを用いて

移行配列を予測した結果、SP と

それに続いて pTPを保持してい

た（図 3）。この SPと pTPの配

列は、ユーグレナ植物やアピコ

ンプレクサの移行配列とは異な

り、pTPにゴルジ体の膜貫通ド

メインはなく、不等毛植物やク

リプト植物の移行配列構造と同様であった。したがって、ハプト植物ではゴルジ体を経由せず、直接葉緑体

にタンパク質が輸送される可能性が示唆された。 

(3) タバコ培養細胞の一過的発現系を用いたオルガネラ移行配列の機能解析 

移行配列と sGFPを結合したコンストラクトを作成し、それらをプロトプラスト化したタバコ培養細胞に
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図 6 単離葉緑体における SP:sGFP の局在 
CnFtsZcp3-SPを導入した株から単離した
葉緑体を観察した。 
a：葉緑体の自家蛍光、b：葉緑体の自家蛍
光と sGFP蛍光のマージ像、Bar：5 μm 

図 4 タバコ培養細胞の一過的発現系を用いた PpFtsZ のオルガネラ移行配
列:sGFP の局在 
SP；PpFtsZcp-SPを導入した細胞、pTP；PpFtsZcp-pTPを導入した細胞、
SP + pTP；PpFtsZcp1-SP + pTPを導入した細胞、Bar：10 μm 

図 5  珪藻 Phaeodactylum の形質転換系を用いた CnFtsZ のオルガネラ移行配
列:sGFP の局在 
mTP；CnFtsZmt1-mTPを導入した株、SP；CnFtsZcp1-SPを導入した株、pTP；
CnFtsZcp1 pTPを導入した株、SP + pTP；CnFtsZcp1-SP+pTPを導入した株、
Bar：10 μm 

 

導入して一過的に発現させ、sGFPの

局在を観察した（図 4）。SPのみを導

入したものでは、網目状の sGFP の蛍

光が ERと考えられる部位に観察され

た。この sGFPの蛍光の局在は、

ER-Trackerで染色された ERと同じ

であった。pTPを導入したものは、葉

緑体の自家蛍光と sGFPの蛍光が一致

した。SPとそれに続く pTP （SP + 

pTP）を導入したものは、ERに sGFP

の蛍光が観察されたが、葉緑体には局

在しなかった。 

2.不等毛植物の珪藻からの ftsZ の単

離とオルガネラ移行配列の解析 

(1) ftsZ の単離と分子系統解析 

C. neogracile から ftsZを単離した。

P. pinguis と同様の方法を用い、4 種

類の ftsZ全長配列を決定した。それら

をもとに行った最尤法およびベイズ法

を用いた分子系統解析の結果、C. neogracile の FtsZは、2種類（CnFtsZ-cp2, 3）が紅色植物由来の二次

共生藻の葉緑体型 FtsZA、1種類（CnFtsZ-cp1）が FtsZC、残り 1種類（CnFtsZ-mt1）がミトコンドリア

型 FtsZ と同じクレードを形成した（図 2）。 

(2) FtsZ のオルガネラ移行配列の解析 

予測されるアミノ酸配列を SignalP、 TargetP、 PSORT で解析した。葉緑体型には SP とそれに続いて

pTP があり、ミトコンドリア型には mTPがあると予測された（図 3）。 

(3) 珪藻の形質転換系を用いたオ

ルガネラ移行配列の機能解析 

予測されたオルガネラ移行配列

が、C. neogracile と同じ珪藻で機

能するかどうかを確認するため、

Phaeodactylum の形質転換系を

用いて実験を行った（図 5）。移行

配列を sGFP 配列とともに

pPha-T1ベクターと結合し、それ

を野生株に導入した。 

CnFtsZ-mt1 の mTP を導入し

た株は DASPMI で染色した野生

型と同様、ひも状に sGFP の蛍光

が伸びていた。 

CnFtsZ-cp1, -cp2, -cp3 の pTP

を導入した株では、細胞質全体に

弱い sGFPの蛍光が見られた。  

CnFtsZ-cp1, -cp2, -cp3の SP を導入した株は、細胞の長軸を中心

として細胞全体に sGFPの蛍光が局在しているもの（CnFtsZ-cp1）

と、葉緑体のくびれの周囲に sGFP の蛍光が局在しているもの

（CnFtsZ-cp2, 3）が観察された。これは BLSと呼ばれる葉緑体の

くびれ部分に蓄積する GFPの局在に似ていたため、SPを導入した

株（cp3）からソルビトールの浸透圧ショックにより葉緑体を単離

し、葉緑体と sGFP の位相を確認した。観察の結果、sGFP は葉緑

体の一部分に結合あるいは局在していた（図 6）。予測された SP

に pTP の一部が含まれていた可能性はあるが、外側から 2 枚目の

葉緑体膜を通過する直前のタンパク質の局在を観察することがで

きたと考える。  
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CnFtsZ-cp1, -cp2, -cp3 の SP + pTP を導入したものは、葉緑体の自家蛍光と sGFP の蛍光が重なった。

また、CnFtsZ-cp1の SP + pTP を導入した株を新しい培地に植え継ぎ後 9～16時間の早い段階で観察する

と、同調的に sGFPが合成され、葉緑体への様々な移行段階の sGFP局在が見られた。sGFPは葉緑体近傍

からくびれ部分を通過し、徐々に葉緑体内に移行する様子が観察された。以上より、葉緑体移行タンパク質

は葉緑体の限られた部位を通過する可能性がある。  

 

結論 

本研究では、二次共生藻におけるオルガネラの原核型分裂遺伝子 ftsZ の進化とタンパク質のオルガネラ

移行機構に関するについて以下のことを明らかにした。 

1. ハプト植物 P. pinguis より 1種類の ftsZを単離した。分子系統解析の結果、紅色植物の葉緑体型 FtsZC

と同じクレードを形成した。オルガネラ移行配列予測の結果、移行配列は不等毛植物やクリプト植物と同

様の構造であり、ゴルジ体を経由せず直接葉緑体へタンパク質が輸送されている可能性が示唆された。 

2. タバコ培養細胞の一過的発現系を用いた局在観察により、P. pinguis の葉緑体移行配列は、一次共生藻由

来の陸上植物でも機能し、内側 2枚の包膜は陸上植物と同様の輸送機構がある可能性が示唆された。この

系で葉緑体へのタンパク質輸送能力があったのは pTPのみであり、SPと SP + pTP は ERまでの輸送能

力しかなかった。しかし、外側から 2 枚目の葉緑体膜（PPM）通過以外の機構は、陸上植物でも二次共

生藻でも同様である可能性を示すことができた。PPM の通過機構はいまだ不明であり、これが二次共生

藻に特有の葉緑体タンパク質輸送機構であると考えられる。 

3. 珪藻 C. neogracile より 4種類の ftsZを単離した。分子系統解析の結果 C. neogracile の FtsZのうち 2

種類が葉緑体型 FtsZA、1種類が葉緑体型 FtsZC、残り 1種類がミトコンドリア型 FtsZ と同じクレード

を形成した。ゲノム解読が終了している他の 2種類の珪藻も 3種類の葉緑体型 FtsZを保持しており、そ

れぞれが同じクレードを形成することから、現在の珪藻に分岐する前の始原的な珪藻で葉緑体型 FtsZ が

3種類存在していた可能性がある。 

4. 珪藻 P. tricornutumの形質転換系を用いた観察により、C. neogracile のオルガネラ移行配列は、二次共

生藻のオルガネラ移行配列として機能していることが示された。SP を導入した株の観察より、外側から

2枚目の葉緑体膜を通過する直前に、BLSが形成されるくびれ近傍の限定された箇所にタンパク質が局在

あるいは結合されることが示された。また、同調的に sGFP を発現させた SP + pTP を導入した株の観察

から、葉緑体タンパク質は葉緑体のくびれ部分近傍を通過し、葉緑体内に輸送されることが示唆された。

以上の結果より、以下の葉緑体タンパク質輸送機構について考察する。葉緑体タンパク質は最外膜の cER

を通過後、cER と PPM で挟まれた区画にある BLS が存在する限定された箇所で蓄積され、そこから内

側の 2枚の葉緑体包膜を通過し、葉緑体内へタンパク質が輸送される。内側から 2枚目の葉緑体包膜のト

ランスロケータである Omp85 も、葉緑体のくびれ近傍に局在が見られる（Bullmann et al. 2010）こと

から、内側 3枚の葉緑体膜のトランスロケータは限られた部分に存在している可能性が考えられる。 
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