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研究概要 
 
現存する陸上植物は、車軸藻植物門の祖先から分枝したと考えられている。クレブソルミ

ディウム藻綱は多系統群からなる車軸藻植物門の中でも初期に分岐した綱であり、多細胞

性で枝分かれのない糸状性の体制を持つ。クレブソルミディウムは気生藻類と呼ばれる相

当程度陸上環境に適応した藻類の一種でありその分布は広く、北緯 78度 55分という高緯

度に位置するニーオーレスンの土壌表層や、南アフリカの biological soil crust、標高 2,350m

のヨーロッパアルプスの土壌表層、日本などのコンクリート表面など、世界中で穏やかな

環境から厳しい環境ストレス条件下にまで生息している。 

このように陸上環境に適応したクレブソルミディウムは陸上植物に類似したクチクラ構造

をもつのではないかと推測し、植物の陸上環境への適応機構の起源を探るため、ゲノム解

析が完了しており、代表的な種である Klebsormidium flaccidumの細胞外脂質とクチンの存

在を調べた。まず陸上植物の細胞外脂質の主要成分であるワックスエステルとアルカンの

合成経路について K. flaccidumのゲノム情報を解析した結果、極長鎖脂肪酸合成に必要な縮

合酵素と二つの還元酵素、脱水酵素、およびワックスエステル合成に必要なワックスシン

ターゼのカウンターパートが見つかったものの、1 級アルコールを合成するレダクターゼ

のカウンターパートが見つからないためワックスエステルを合成できないと推測された。

一方、アルカンの合成経路についてはアルカン、2 級アルコール、ケトン合成に関与する

タンパク質群のカウンターパートがみつからなかったため、それらも合成できないと考え

られた。クチンモノマー合成については、オレイン酸あるいはパルミチン酸を前駆体とし

た ω-ヒドロキシ脂肪酸と ω-オキソ脂肪酸は合成が可能でクチンのポリマー化も可能と考

えられたため、クチンポリマーが存在すると推測された。よって K. flaccidumのクチクラ構

造は陸上植物とは異なる成分で構成されることが予想された。そこで、寒天培地上で培養

した K. flaccidumをクロロホルムに短時間浸漬し細胞外脂質を抽出・分析した。その結果、
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アルカン、ステロールエステル、フィチルエステル、トリアシルグリセロール（TAG）、遊

離ステロールが検出され、Arabidopsis thaliana で検出された成分とは大きく異なることが

わかった。また K. flaccidumの細胞外脂質の量は A. thalianaの約 2倍と多かった。しかし、

細胞の表層構造が未知なため、短時間クロロホルム抽出では細胞膜の損傷などによる細胞

内部の中性脂質の漏出が懸念された。そこでニトロセルロース膜上で培養した K. flaccidum

の細胞外脂質をシリカゲル TLCプレートに直接転写し、脂質を抽出する方法を考案し、細

胞外脂質の分析を行った。その結果、本法ではアルカンと TAGのみが検出された。アルカ

ンについてはクロロホルム抽出と同様、ドコサンが検出されたが、TAGについては、クロ

ロホルム抽出で得られた TAGの脂肪酸組成とは異なり飽和脂肪酸が多かった。シリカゲル

TLCプレートに転写し抽出された脂質の回収量はクロロホルム抽出の場合と比較して非常

に少なく 1/100 程度だった。K. flaccidum にクチンに相当する構造があるのかを探るため、

A. thalianaのクチンモノマー調製法に準じ脱脂したK. flaccidumの細胞壁画分から強塩基処

理により溶出する脂質を調べた。溶出画分の分析の結果、K. flaccidumの細胞壁画分に多量

の脂肪酸が結合していることがわかった。一方 A. thalianaの場合と異なり、ヒドロキシ脂

肪酸や２級アルコール類が見つからなかったため脂肪酸がクチン状にエステル結合してい

るとは考えにくかった。そこで ATR-FTIR により、脱脂した K. flaccidum の細胞壁画分を

A. thalianaや Chlamydomonas reinhardtiiから同様に調製した画分と比較すると、K. flaccidum 

には、C. reinhardtiiと同様なアミド結合の存在が示唆された。この結果から、K. flaccidum

の細胞壁画分から得られた多量の脂肪酸は、細胞壁を構成するタンパク質とアミド結合に

より直接結合していると考えられた。カルコフロールホワイト染色により K. nitensには多

糖で構成された細胞壁が存在すると推定されているため、K. flaccidumにも細胞壁に多糖が

存在すると予想される。また K. flaccidumはドリセラーゼやセルラーゼによる消化を受けな

いことが報告されている。これらの報告と本実験結果から、K. flaccidumの細胞壁には多糖
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からなる層の上に糖タンパク質でできた骨組みがあり、その骨組みに脂肪酸がアミド結合

し、細胞表層に疎水的な環境を提供していると考えられた。細胞壁に結合した脂肪酸近傍

には疎水性相互作用により細胞外脂質成分が蓄積し、アルカンと TAGの一部が最表層に存

在すると考えられた。このように K. flaccidumは陸上植物とは異なる原始的なクチクラ構造

を持つと考えられ、この層の存在により K. flaccidumの細胞が環境ストレスから保護され、

乾燥や強光など過酷な陸上条件でも生育できるのではないかと考えられた。 
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１．序言 

地球が誕生して約 46億年が経過した現在、地球上には約 30万種の植物が存在すると推定

されている（Moraら、2011）。27億 5千万年前に酸素発生型光合成を行うシアノバクテリ

アが誕生（Brocksら、1999）して以来、大気中の酸素濃度が緩やかに増加し、その後 9～6

億年前の間に急激に酸素濃度が上昇して 5 億年前には現在とほぼ同等の酸素濃度になった

と考えられている（Holland、2007）。非光合成真核細胞がシアノバクテリア様原核細胞を

貪食し真核藻類が誕生したのがおよそ 16億年前と推定されており（Yoonら、2004）、その

後約 10 億年の共進化によって非常に多様な一次生産者が生まれた（Gould ら、2008）。そ

して酸素濃度が現在と同定度になったのとほぼ同じ時期、約 4億 8千万年前にこれまで水

中で生存していた光合成生物が上陸したと推定されている（Wickett ら、2014）。現存する

陸上植物は車軸藻植物門から分岐したと考えられており（Lewis & McCourt、2004；Leliaert

ら、2012）、その車軸藻植物門は、アオサ藻綱と緑藻綱、トレボウクシア藻綱等を含む緑藻

植物門に属するプラシノ藻綱から分岐したと考えられている。この門は分子系統学的に 5

綱を含めた多系統であり、クロロキブス藻綱、クレブソルミディウム藻綱、コレオケーテ

藻綱、シャジク藻綱、接合藻綱が含まれる（図 1-1）（堀 ＆ 太田、2016）。中でも陸上植物

に近い綱はコレオケーテ藻綱、シャジク藻綱、接合藻綱の 3 綱とされ、現在では接合藻綱

を陸上植物の姉妹群とする説が有力である（Timmeら、2012；Wickettら、2014）。 

車軸藻植物門の形態的な特徴は以下のとおりである。クロロキブス藻綱は同型配偶子の単

細胞藻類であり非運動性栄養相を持つ。クレブソルミディウム藻綱では配偶体における多

細胞性と C/N ペルオキシソームの存在が認められる。細胞分化や有性生殖は報告されてお

らず、遊走子による無性生殖が認められている。コレオケーテ藻綱ではプラズモデスマー

タ、3次元の細胞分裂、頂端生長、卵接合が認められる。シャジク藻綱では遊走子の消失、
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仮根原糸体と卵の被覆、ねじれたひも状の精子が認められる。そして接合藻綱では藻体の

分岐や細胞分裂時のフラグモプラスト形成、セルロース合成ロゼット、有性生殖、乾燥耐

性接合胞子が認められる（Lewis & McCourt、2004；Timmeら、2012）。これに対し、陸上

植物はクチクラやフラボノイドの合成、胚形成、造精器・造卵器形成などの特徴を備える。

また、生活環と体制から車軸藻植物門の特徴をみると、配偶体の方が接合体よりも生活環

に占める時間が長く、体制も大きい場合が多い。配偶体が作った卵と精子から接合子がで

きるが、接合子は発芽すると体細胞分裂をせず減数分裂して配偶体になり、胞子体は作ら

ない。進化的に維管束植物に近づくにつれて 1倍体よりも 2倍体の方が大きくなる。上陸

に際して、多細胞の配偶体だけの生活環を持つシャジク藻綱、コレオケーテ藻綱が接合体

において減数分裂の開始を遅らせ、減数分裂の前に体細胞分裂を行って多細胞の 2 倍体世

代（胞子体）を形成したのであろうという新生説が提案されている（坂山、2010）。 

車軸藻植物門で初期に分岐したクロロキブス藻綱、クレブソルミディウム藻綱はいずれも、

淡水中および厳しい環境ストレスに晒される多湿土壌表層などに生育している。クロロキ

ブスが単細胞であるのに対しクレブソルミディウムは単純な体制ではあるが多細胞性であ

る。またクレブソルミディウムは標高 2,350 mのヨーロッパアルプスの土壌表層（Karsten

ら、2010）や乾燥する南アフリカの biological soil crust（Karstenら、2015）、北緯 78度 55

分に位置する寒冷なニーオーレスン（Kaštovská、2005）の土壌表層にも生育しており、日

本国内でも居住地の土壌やコンクリート表面など、厳しい環境から穏やかな環境まで、世

界のあらゆる場所で生育している。実際、クレブソルミディウム藻綱は乾燥ストレス

（Herburgerら、2015；Karstenら、2015）、低温ストレス（Nagaoら、2008）、浸透圧ストレ

ス（Kaplanら、2012）に対する耐性が高いことが実験的に確認されている。植物の陸上化

に関するメカニズムを解明するため、こうしたクレブソルミディウム藻綱の特徴に注目し、

Horiらは Klebsormidium flaccidumのゲノムを解読した（Horiら、2014）。Horiらの報告では、
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K. flaccidumのゲノムにコードされている約 16,000の遺伝子の内、1238遺伝子（約８％）

が陸上植物に共通する遺伝子であり、植物ホルモンの合成遺伝子や光合成の環境適応に関

わる遺伝子などがそれにあたる。Hori らはまた、陸上植物の総遺伝子数はクレブソルミデ

ィウムよりも多いが遺伝子ファミリー数は大きくは変わらないこと、陸上植物とクレブソ

ルミディウムではタンパク質のドメイン数、およびドメインの組合せ数も大きくは変わら

ないことを明らかにし、陸上植物に共通のタンパク質の機能を作る上でクレブソルミディ

ウムが既に基本的要素の多くを獲得していると考察している。 

陸上植物は水中よりも強い日射や豊富な酸素を効率良く利用できるが、同時に乾燥に耐え、

紫外線を遮蔽し、昆虫や菌による攻撃を回避する必要がある。そうした防御において、植

物表層に存在するワックス層を含めた疎水性の高いクチクラが有利に働くと考えられてい

る（Barnesら、1998；Riederer & Schreiber、2001；Müller & Riederer、2005；Serranoら、2014）。

クチクラは、細胞壁外側のクチクラ層、その外側のクチクラプロパーと、最外層のエピク

チクラワックスの３層から構成される（Jetterら、2006；Pollardら、2008）。クチクラの構

造と構成成分の合成経路模式図を図 1-2 に示した。クチクラ層は（ポリ）ヒドロキシ脂肪

酸やエポキシ脂肪酸、ジカルボン酸などの脂肪酸誘導体であるクチンモノマーが重合した

クチンポリマー（Li & Beisson、2009）と、アルカン、ケトン、1級・2級アルコールなど

の脂肪酸誘導体であるワックス（Kunst & Samuels、2009）、細胞壁から伸長した多糖成分

（Bargel ら、2006）から成る。クチクラプロパーはクチンポリマーとワックスから成り、

エピクチクラワックスはワックスのみから成る（Jetter ら、2006）。ワックスはパルミチン

酸とステアリン酸を前駆体として２つの経路から合成される（Samuelsら、2008）。１級ア

ルコール経路において、ステアリン酸は極長鎖脂肪酸（VLCFA）伸長酵素複合体によって

炭素数 20以上の脂肪酸へと伸長されてから、Fatty alcohol reductase1（FAR1）によりカル

ボン酸が還元され 1 級アルコールが合成される。この極長鎖１級アルコールは Wax 
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synhtase/Diacylglycerol acyltransferase（WSD1）によりパルミチン酸と縮合しワックスエステ

ルが合成される。一方、アルカン経路において、Eceriferum3（CER3）および Eceriferum7

（CER7）により脂肪酸がアルデヒドに還元された後、Eceriferum1（CER1）により脱カル

ボニル化されアルカンが合成される（Bernardら、2012；Lamら、2012；Sakuradaniら、2013）。

アルカンはMid-chain alkane hydroxylase1（MAH1）により中央の炭素がヒドロキシ化され 2

級アルコールが、さらにMAH1により酸化されケトンが合成される（Greerら、2007）。こ

のように合成されたワックス成分は細胞膜に存在するハーフトランスポーター

ATP-binding cassette G12/ECERIFERUM5（ ABCG12/CER5）と、 ATP-binding cassette 

G11/DESPERADO（ABCG11/DSO）のヘテロダイマーによって細胞内からクチクラへ輸送

される（McFarlane ら, 2010）。クチンモノマー合成経路ではパルミチン酸あるいはステア

リン酸、オレイン酸を前駆体とし、シトクローム P450によって（ポリ）ヒドロキシ脂肪酸

やエポキシ脂肪酸が合成される（Wellesenら、2001；Nelsonら、2004；Kandelら、2007）。

ω-ヒドロキシ脂肪酸は更に FAD 含有オキシドレダクターゼファミリータンパク質である

HOTHEAD（HTH）と未知タンパク質の働きによって α,ω-ジカルボン酸へ変換される

（Krolikowskiら、2003）。これらモノマーは ABCG11/DSOのホモダイマー（McFarlaneら、

2010）やフルトランスポーターATP-binding casette G 32（ABCG32）（Bessireら、2011）に

よってクチクラへ輸送され、そこで Cutin deficient1（CD1）によってクチンポリマーが合成

される（Yeatsら、2012；Yeatsら、2014）。こうして陸上植物の表面はクチンポリマーネッ

トワークの隙間に脂質が充填された疎水性の高い構造で覆われ、水分消失回避や環境との

相互作用が行われる。極長鎖脂肪酸誘導体であるワックス成分は陸上植物の生育する 30℃

程度以下では固体であり、ワックス成分を細胞外へ輸送できない cer5変異体では細胞内に

直線状の異物が蓄積してしまう（Pighinら、2005）。このように、陸上植物は細胞内では利

用できない疎水性物質を合成・分泌し、細胞外に防御層を形成する。 
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ゲノム解析において K. flaccidum は陸上植物に共通するタンパク質の機能を構成する基本

的な要素を既に持っていると考えられている（Horiら、2014）。そのため、私は陸上で繁栄

する K. flaccidum が陸上での生育に有利な機能を果たすクチクラ様の構造を有しているで

あろうと仮定したが、これまで陸上で生育する Klebsormidium 属がいかなる表面構造を持

っているのかについて、化学的な報告はない。そこでまず、Horiらによって解読された K. 

flaccidumのゲノム情報（Horiら、2014）から、シロイヌナズナのワックスおよびクチン成

分の合成に関与するタンパク質群、および脂質トランスポーターをコードする遺伝子のカ

ウンターパートを探索した。そして乾燥条件に晒される寒天培地で培養した K. flaccidumか

ら抽出した細胞外脂質画分について GC-MS を用いて、クチンモノマー相当画分について

は GC-MSおよび ATR-FTIRを用いてそれぞれ成分分析し、Chlamydomonas reinhardtiiおよ

び Arabidopsis thalianaと比較した。車軸藻植物門で初期に分岐した K. flaccidumの細胞外脂

質やクチクラに相当する構造の生化学的特徴が判明すれば、植物の陸上化におけるメカニ

ズム解明への手がかりが得られる。本論文ではそれらの結果を示すとともに、得られた結

果から想定される K. flaccidumのクチクラ構造についてのモデルを提案し、植物の陸上化に

対し K. flaccidumの位置付けを考察した。 

 



9 

 

 

 

 

 

 

図 1-1．DNA配列の解析により決定された、真核藻類および陸上植物の系統樹 
21生物種に共通して保存された核コードのタンパク質配列（一部 EST配列から推定）
を基に作成された最尤系統樹 (Hori ら 2014. Fig. 2を改変) 

図 1-2．シロイヌナズナにおけるクチクラ構造と、ワックスおよびクチン合成経路の
模式図 (Yeats & Rose、2013. Fig. 2を改変) 
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２．Klebsormidium flaccidumのゲノム配列から推定される細胞外脂質生合成関連タンパク

質の探索 

緒言 

K. flaccidumのゲノム配列解読（Horiら、2014）から、K. flaccidumの核ゲノムサイズは約

117 Mbp、葉緑体ゲノムが 181 kbp、ミトコンドリアゲノムが 106 kbpと推定された。核ゲ

ノムに 16,063 遺伝子、葉緑体に 117 遺伝子、ミトコンドリアに 35 遺伝子の存在が予測さ

れ、合わせて 16,215遺伝子についての機能予測が行われ、公開されている。全タンパク質

を 5種の陸上植物および 9種の藻類と比較した結果、K. flaccidumの 1,238個（8%）が藻類

にみられず陸上植物に保存されていることがわかった（Horiら 2014； 堀 & 太田、2016）。

さらにタンパク質のドメイン構造を種間比較した結果、陸上植物に共通に存在するドメイ

ンのうち 90.7%が、ドメインの組み合わせのうち 84.3%が K. flaccidumに既に存在すること

が分かった（堀 & 太田、2016）。こうした陸上植物と共通のドメイン数は、ゲノム配列が

報告された他の藻類と比較した場合 K. flaccidumで最も多いため、本藻類が他藻類よりも陸

上植物特異的な特性を多く獲得していると考えられる。本章では、Hori らによって解読さ

れた K. flaccidumのゲノム情報をもとに、A. thalianaのワックス・クチン合成タンパク質お

よび輸送関連タンパク質に対する K. flaccidumのカウンターパートを探索した。また、緑藻

植物門クラミドモナスでは陸上植物では見いだされていない動物のシグナル伝達経路に関

与するクラス III アデニル酸／グアニル酸シクラーゼ遺伝子ファミリーの存在が報告され

るなど（福澤ら、2008）、植物よりもむしろ動物に近い特性を持つ遺伝子が存在することも

知られている。動物も細胞外に脂質を分泌しており、ヒトの皮脂や魚類の粘液には

Triacylglycerol（TAG）や Diacylglycerol（DAG）、Monoacylglycerol（MAG）、遊離脂肪酸、

ステロールエステル、ワックスエステル等が含まれている（Lewis ら、1970；Smith ＆ 

Thiboutot、2008）。したがって、これら動物で見いだされている細胞外脂質についても考慮
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し、A. thaliana における TAG や DAG、ステロールエステル等の生合成関連タンパク質を

基に K. flaccidumのカウンターパートを探索した。車軸藻植物門が誕生する以前に分岐した

緑藻植物門に属する Chlamydomonas reinhardtiiについても同様に細胞外脂質合成関連タン

パク質を探索し、ワックスあるいはクチン合成関連タンパク質群の系統的な相違を明らか

にすることを目的として研究を行った。 

 

方法 

K. flaccidum のゲノム配列は以下のホームページからダウンロードしタンパク質検索に利

用した（http://www.plantmorphogenesis.bio.titech.ac.jp/~algae_genome_project/klebsormidium 

/index.html）。９種の藻類すなわち Chondrus crispus、 Ectocarpus siliculosus、 Phaeodactylum 

tricounutum、Cyanidioschyzon merolae、 Micromonas strain RCC299、 Ostreococcus tauri、 

Chlorella variabilis  NC64A、 Volvox carteri f. nagariensis、 C. reinhardtiiと、５種の陸上植

物すなわち Physcomitrella  patens subsp. patens、 Selaginella moellendorffii、 Oryza sativa 

subsp. japonica、 Populus trichodarpa、 A. thaliana  を K. flaccidumのタンパク質配列と比較

した。A. thaliana のトリアシルグリセロール（TAG）合成経路、ワックス合成経路、ステ

ロールエステル合成経路、フィチルエステル合成経路、クチン合成経路の関連タンパク質

群、および脂質輸送タンパク質である ATP binding cassette G（ABCG）タンパク質の配列を

もとに、これらと相同な配列を BLASTプログラムを用いて上記 14種のゲノムデータセッ

トから探索した。得られたタンパク質配列のうち、短い配列や質の低い配列、広大な欠損

領域を持つ配列を系統樹解析から除外した。分析に使う配列はMUSCLEプログラム（Edgar、

2004）を使ってアラインメントし、G-Blocksプログラム（Talavera & Castresana、2007）を

用いて編集し、最も保存された領域を抽出した。MEGA6.0（Tamuraら、2013）を用い、ブ

ートストラップ値を 500 として最尤法により系統樹解析を行った。なお各々の解析に先立
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ってタンパク質ごとに最適なアミノ酸置換モデルを選択した（Le & Gascuel、2008）。これ

ら 解 析 と 並 行 し て 、 K. flaccidum の タ ン パ ク 質 配 列 に つ い て InterPro

（https://www.ebi.ac.uk/interpro/）によりドメイン解析を行い、タンパク質としての機能を予

測した。 

 

結果 

シロイヌナズナの極長鎖脂肪酸（VLCFA）から 1級アルコールとワックスエステルを合成

する 1級アルコール経路に関連するタンパク質、また VLCFAからアルデヒド、アルカン、

2 級アルコール、ケトンを合成するアルカン経路に関連するタンパク質に対する K. 

flaccidumと C. reinhardtiiのカウンターパートを探索した（図 2-1、表 2-1）。VLCFA合成に

関与する A. thaliana の Ketoacyl-CoA synhtase（KCS）、Ketoacyl-CoA reductase（KCR）、

Hydroxyacyl-CoA dehydrase（HACD）、Enoyl-CoA reductase（ECR）（Kunst & Samuels、2009）

に対するカウンターパートは K. flaccidumと C. reinhardtiiとも見つかった。A. thalianaは

KCRを２個、HACDを 2個、ECRを 1個持っている（Bach & Faure、2010）のに対し、K. 

flaccidumと C. reinhardtiiはどちらもそれぞれのカウンターパートを 1個ずつ持っていた。

A. thalianaは機能未確認のタンパク質も含めて KCSを 21個持っている（Haslam & Kunst, 

2013）のに対し、K. flaccidumで 2個、C. reinhardtiiで 1個のカウンターパートしか見つか

らなかった。また、C24:0 よりも長い極長鎖脂肪酸を合成するために必要とされる

ECERIFERUM6（CER6）（Millerら、1998）および ECERIFERUM2（CER2）（Pascalら、2013；

Haslamら、2015）のカウンターパートは K. flaccidum、C. reinhardtiiともに見つからなかっ

た。1級アルコール合成経路における A. thalianaの Fatty acid reductase（FAR）（Vishwanath

ら、2013）に対するK. flaccidumとC. reinhardtiiのカウンターパートは見つからなかったが、

Wax synthase（WS）（Liら、2008）のカウンターパートは K. flaccidumで１つ見つかった。
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アルカン合成経路では K. flaccidumで ECERIFERUM3（CER3）と ECERIFERUM7（CER7）

（Rowland ら、2007；Lam ら、2012）のカウンターパートが１つずつ見つかったが、C. 

reinhardtiiでは CER7のカウンターパート１つしか見つからなかった。またアルカン合成に

関与する ECERIFERUM1（CER1）（Aarts ら、1995；Bernard ら、2012）のカウンターパー

トはどちらの種においても見つからなかった。生合成されたアルカンから 2 級アルコール

を生成し、さらに 2級アルコールからケトンを生成する２段階をともに触媒するMid-chain 

alkane hydroxylase1（MAH1）（Greerら、2007）のカウンターパートは両種とも見つからな

かった。 

TAGや DAG、MAGの合成経路関連タンパク質の K. flaccidumと C. reinhardtiiのカウンタ

ーパートを探索した（図 2-2、表 2-1）。A. thalianaと比べて数は少ないものの、K. flaccidum

においてはすべてのタンパク質に対するカウンターパートが見つかった。C. reinhardtii に

つ い て も ほ と ん ど の カ ウ ン タ ー パ ー ト が 見 つ か っ た が 、 小 胞 体 局 在 の

Lysophosphatidylglycerol acyltransferase（LPAT）と Phosphatidate phosphatase（PAP）のカウ

ンターパートは見つからなかった。 

A. thaliana のステロールエステル合成経路には、アシル-CoA をアシル供与体とする

Acyl-CoA sterol acyltransferase（ASAT）（Bouvier-Navéら、2010）と、リン脂質をアシル供

与体とする Phospholipid sterol acyltransferase（PSAT）（Bouvier-Navé ら、2010）および

Lecithin:cholesterol acyltransferase（LCAT）（Chen ら、2012）の３つが知られている。この

うち、K. flaccidumには ASATのカウンターパートが見つからず、PSATと LCATのカウン

ターパートが見つかった（図 2-3、表 2-1）。一方 C. reinhardtiiは ASATのカウンターパー

トが見つかったが PSATと LCATのカウンターパートは見つからなかった。 

A. thalianaは、クロロフィルの分解により遊離するフィトールをアシル-CoA由来の脂肪酸

とエステル化することでフィチルエステルを生成し、プラストグロビュールに貯蔵する
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（Lippoldら、2012）。K. flaccidumと C. reinhardtiiのどちらにもクロロフィル bの C7位の

アルデヒド基をメチル基に変換してクロロフィル aを生成する Non-yellow coloring（NYC）

（Jiaら、2015）と、フェオフィチン aからフィトール側鎖を切り離してフェオフォルバイ

ド aを生成する Pheophytinase（PPH）（Schelbertら、2009）のカウンターパートが見つかっ

た（図 2-3、表 2-1）。また、遊離したフィトールをアシル-CoA あるいはアシル-ACP とエ

ステル化する Phytyl ester synthase（PES）（Lippoldら、2012）のカウンターパートも 1つず

つ見つかった。 

エピクチクラワックス成分やクチンを構成するモノマーは細胞内で作られ、２量体化した

ABCGハーフトランスポーター、或いは ABCGフルトランスポーターにより細胞外へ輸送

されると考えられている（Pighinら、2005；Panikashviliら、2007；Panikashviliら、2010）。

The Arabidopsis Information Resource（TAIR）を検索した結果、A. thalianaには 43の ABCG

トランスポーターが報告されているのに対し、K. flaccidumで 9個、C. reinhardtiiで 2個と、

少ないながらもそれぞれに ABCG タンパク質のカウンターパートが見つかった（図 2-3、

表 2-1）。 

A. thaliana においてクチンモノマーはオレイン酸かパルミチン酸を前駆体とし、順次シト

クロム P450 等により酸素付加され、あるいは FAD 含有オキシドレダクターゼである

HOTHEAD（HTH）（Bessireら、2007）により酸化される。クチンモノマーの合成経路自体

まだ不明な点が多いが、オレイン酸、パルミチン酸の両方を基質とするのは CYP86クラン

の CYP86A8（Wellesen ら、2001）、CYP94C1、CYP704B1 であり、このうち CYP94C1 と

CYP704B1は 9,10-エポキシステアリン酸も基質とし、ω位をヒドロキシ化する（Kandelら、

2007；Dobristaら、2009）。オレイン酸のみを基質とするのが同じく CYP86A2（Molinaら、

2008）と CYP86A4（Li-Beissonら、2009）である。また、CYP71クランの CYP77A6は 16-

ヒドロキシパルミチン酸の内部をヒドロキシ化し 10,16-ジヒドロキシパルミチン酸を合成
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する（Sauveplaneら、2009）。なおオレイン酸内部の炭素をヒドロキシ化するタンパク質は

わかっていない。ジカルボン酸の合成に関わっている HTHは ω-ヒドロキシ酸を ω-オキソ

酸へ酸化する（Krolikowski ら、2003；Kurdyukov ら、2006）。ただし ω-オキソ酸をジカル

ボン酸へと酸化するタンパク質はわかっていない。K. flaccidumではこのうち CYP86A8の

みカウンターパートが見つかったが、C. reinhardtii ではカウンターパートが見つからなか

った（図 2-4、表 2-1）。また HTHは両種ともカウンターパートが１つずつ見つかった。 

 

考察 

ワックス合成関連タンパク質 

K. flaccidumは A. thalianaが持つ VLCFA伸長酵素複合体の全ての構成タンパク質のカウン

ターパートを持っているが、炭素数 26以上の VLCFAを合成する CER6と CER2のカウン

ターパートを持たないため、炭素数 24までの VLCFAしか合成できないと考えられる。し

かし、K. flaccidumと C. reinhardtiiの KCSカウンターパートはいずれも KCS4のホモログ

である。シロイヌナズナ KCS4 は VLCFA を欠損した酵母の変異体∆elo2∆elo3 を相補でき

ないことがわかっており、その機能が確認できていない（Paulら、2006）ため、両種の KCS

のカウンターパートが正常に機能するかはタンパク質発現系の構築などによるタンパク質

機能の確認が必要である。 

ワックスエステル合成関連タンパク質については、両種とも 1 級アルコールを合成する

FAR のカウンターパートを持っていなかったが、K. flaccidum はワックス合成酵素(WS)の

カウンターパートを１つ持っていた。11 ある WS のうち機能が実験的に確認された

Wax-ester synthase/diacylglycerol o-acyltransferase（WSD1）は２機能性のタンパク質であり、

優先的に脂肪酸とアルコールからワックスエステルを作るが、アシル-CoA と DAG から

TAGを合成することもできる（Liら、2008）。K. flaccidumは１級アルコールを持たないと
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予想されるため、K. flaccidumのWSD1のカウンターパートはワックスエステルではなくこ

の TAG合成に関わっている可能性もあり、または全く異なるアルコールと脂肪酸のエステ

ルを合成する可能性もある。このカウンターパートについてもタンパク質発現系などを用

いて基質と産物を確認する必要があるが、今回の探索の結果から K. flaccidum と C. 

reinhardtiiのどちらも長鎖 1級アルコールと、それをもとに合成されるワックスエステルは

合成できないと考えられた。 

シロイヌナズナのアルカン合成経路では VLCFA-CoA から末端のカルボキシル基を還元し

てアルデヒドを形成し、さらに脱カルボニル化されて奇数アルカンが生成する。これらの

ステップには CER1、CER3、CER7 が関与すると考えられている。その後炭素鎖の中心部

の炭素がヒドロキシ化されて 2 級アルコールが生成し、さらに酸化されてケトンが生成す

る。アルデヒドの生成についてはまだ詳細が分かっていないが、CER3、CER7が合成に関

与すると考えられている（Hookerら、2007；Bourdenxら、2011；Bernardら、2012）。K. flaccidum

と C. reinhardtiiはどちらもシロイヌナズナでアルカン合成に必須な CER1を持たず、アル

カンを合成できないと考えられ、したがってその先の２級アルコール、ケトンも合成でき

ないと考えられた。 

 

TAG合成経路関連タンパク質 

K. flaccidumは A. thalianaの TAG合成関連タンパク質のカウンターパートを全て持ってい

ると予想されたため、A. thalianaと同じように TAG合成を行うと考えられた。C. reinhardtii

は一部小胞体の LCATと PAPのカウンターパートを持っていない。最近、ストレス条件下

における C. reinhardtiiの TAG蓄積の場合、脂肪酸の新規合成から DAG合成までは葉緑体

でも行われる可能性が示唆されている（Fanら、2011）が、C. reinhardtiiでこれらの反応に

関わる遺伝子にはまだ不明な点も多い。 
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セイヨウヤマモモの果実表層に多量に蓄積される TAGは、表層へと分泌されたMAGをア

シル供与体として細胞外で合成されることがわかってきた（Simpson & Ohlrogge、2016）。

細胞外 TAG合成には、sn-2 GPAT（Liら、2007a；Liら、2007b；Yangら、2010）、DEFECTIVE 

IN CUTICULAR RIDGES（DCR）（Panikashvili ら、2009、シロイヌナズナ）、CUTIN 

DEFICIENT1（CD1）（Yeatsら、2012、トマト）が関与すると考えられている。K. flaccidum

では sn-2 GPATと DCRのカウンターパートが見つからなかったが、トマト CD1のシロイ

ヌナズナホモログである Cutin synthase-like protein（AtCUS1/LTL1）（Yeatesら、2014）のカ

ウンターパートが見つかった。したがって K. flaccidumの細胞表層にある TAG合成におい

て、セイヨウヤマモモのように LTL1/AtCUS1が関与する可能性が考えられるが、実際に細

胞外でMAGから TAGが合成されるのかは不明である。 

 

ステロールエステル、フィチルエステル合成経路関連タンパク質 

ステロールエステル合成経路について、PSAT と LCAT のカウンターパートを持つ K. 

flaccidumはリン脂質をアシル供与体とする経路が存在し、一方 ASATのカウンターパート

を持つ C. reinahrdtiiはアシル-CoAをアシル供与体とする経路が存在すると考えられた（図

2-3）。A. thalianaの種子では主に PSATが機能しており、ロゼット葉では PSATと ASATが

冗長的に機能していると考えられている（Bouvier-Navéら、2010）。しかしこれらタンパク

質の細胞内局在はまだ分かっておらず、両藻類においてタンパク質の違いがどのようにス

テロールエステル合成に影響するのかは今のところ不明である。 

フィトールや脂肪酸の両親媒性には細胞毒性があり（Raniら、2010；Lippoldら、2012）、

安全のためにこれら化合物の持つ官能基をマスクする必要がある。クロロフィルから生じ

るフィトールは葉緑体を持つ全ての生物に生じ得るので、脂肪酸とのフィト―ルの両親媒

性をマスクするためにフィチルエステル合成経路を持っている藻類は多いと予想される。
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フィチルエステル合成経路については、K. flaccidum、C. reinhardtiiともクロロフィル aか

らフィトール側鎖を切断するまでの反応を触媒する酵素が見つかっており、フィトールと

脂肪酸をエステル結合する PESも見つかっているため（図 2-3）、どちらの種もフィチルエ

ステルを合成すると考えられる。 

 

ABCGトランスポーター 

A. thalianaにおいて ABCGトランスポーターはクチンモノマーやワックスのみならず、ア

ブシジン酸やインドール-3-ブチル酸、ストリゴラクトン、トランス-ゼアチンなどの植物ホ

ルモンを細胞外へ輸送することが報告されている（Yeats & Rose、 2013；Yadavら、2014）。

そのため A. thaliana は ABCG トランスポーターを 43 個持つのに対し K. flaccidum と C. 

reinhardtii のカウンターパートは少なく、それぞれ９個と２個が見つかった（図 2-3）。し

かしいずれの藻類ともその中にワックス成分の輸送に重要なABCG11のホモログを持って

いた。脂質の輸送に関与することが報告されている ABCG トランスポーターのうち、

ABCG11 は ABCG12 や ABCG13 など、ダイマーを形成する相手に対する特異性が低く

（Panikashvili ら、2011）、またホモダイマー形成も可能である（McFarlane ら、2010）。ま

た ABCG11 は基質特異性も相対的に低く、ABCG12 とのヘテロダイマーではワックスを、

ABCG13 とのヘテロダイマーやホモダイマーではクチンモノマーを輸送する（McFarlane

ら、2010；Panikashviliら、2011）。一方、ABCG12は ABCG11とヘテロダイマーを形成す

るのみで、基質もワックスのみである（Pighinら、2005；McFalaneら、2010）。これらの知

見から、K. flaccidumと C. reinhardtiiの ABCG11カウンターパートは細胞外への脂質輸送

に関与していると推測された。 

 

クチン合成タンパク質 
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A. thaliana のクチンモノマー合成経路については、ワックス合成経路と比較すると現状で

はまだ十分なデータが集まっておらず反応を触媒するタンパク質が不明な点もあるが、

http://pmn.plantcyc.orgで公開されているクチンモノマー合成経路を参考に図2-4を作成した。

K. flaccidumは CYP86A8のカウンターパートしか持たず、C. reinhardtiiはいずれのタンパ

ク質のカウンターパートも持っていなかった。一方、ω-ヒドロキシ酸をオキソ酸へ変換す

る HTHは K. flaccidum、C. reinhardtiiともに見つかった。したがって K. flaccidumは ω-ヒド

ロキシ脂肪酸と ω-オキソ酸を合成する可能性がある。しかしオキソ酸の酸化を触媒するタ

ンパク質はいまのところわかっていないため、ゲノム情報から K. flaccidumがジカルボン酸

を合成できるか推定するのは難しいが、K. flaccidumは A. thalianaのようなクチンポリマー

構造を持つ可能性があると考えられた。一方、C. reinhardtii はヒドロキシ化された脂肪酸

誘導体を持たないと考えられ、クチンポリマー構造を持たないと考えられた。実際に C. 

reinhardtiiのクチンポリマーに関する知見はこれまで報告されていない。 

ゲノム情報の解析から、VLCFA伸長については K. flaccidumと C. reinhardtiiの VLCFAsは

炭素数 24以下に限られ、ワックスについては両種とも 1級アルコールとワックスエステル、

アルカン、2級アルコール、ケトンを合成できないと推測された。したがって K. flaccidum、

C. reinhardtiiの細胞外脂質は A. thalianaとは組成が大きく異なるであろうと考えられた。

TAGやステロールエステル、フィチルエステルなどは K. flaccidumと C. reinhardtiiのどち

らも合成できるため、両種は動物に類似したこれらの脂質を主要な構成成分とした細胞外

脂質を持つ可能性もある。したがって K. flaccidumは A. thalianaのようなクチクラ層やクチ

クラプロパーに相当する層を有し、その表面に中性脂質を配する、陸上植物のクチクラ構

造に類似した構造を持つ可能性がある。一方、ホモロジーサーチから C. reinhardtiiはクチ

ンポリマーを持たないと予想されたため、細胞壁表面に直接、あるいは何らかの構造体を

介し中性脂質を配置した構造を持つ可能性が考えられた。 
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K. flaccidumには 1238個の陸上植物に特異的なタンパク質のカウンターパートが見つかっ

ている（Horiら、2014）。一方、クチクラ成分合成関連タンパク質群のカウンターパートを

探索した結果、K. flaccidumに見つかった陸上植物特異的タンパク質は 5個だった。ワック

ス合成関連タンパク質群については、アシル-CoAのチオエステル基を分解しアシル基を生

成する ACH2（Tilton ら、2004；本研究では Li-Beisson ら（2013）の命名に則り Acyl-CoA 

Thioesterase2（ACT2）と表記する）が陸上植物と K. flaccidumに共通して存在した。ACT2

は β酸化には関与せず、C20:0-CoAを分解して遊離C20:0を生成するため（Tiltonら、2004）、

ワックス合成に寄与している可能性もある。クチン合成については、脂肪酸から ω-ヒドロ

キシ酸を生成する CYP86A8、エステル結合形成を触媒しクチンポリマーを合成する

AtCUS1、リグニン形成に関与する HYDROXYCINNAMOYL-COA SHIKIMATE/QUINATE 

HYDROXYCINNAMOYL TRANSFERASE（HCT）が陸上植物と K. flaccidumに共通して存

在した。CYP86A8は C16:0、C18:1の両方を基質とし、cyp86a8変異体の ω-ヒドロキシ酸、

α,ω-ジカルボン酸が大きく減少したため（Benveniste ら、1998）、クチンモノマー合成の初

期段階に関与していると考えられている重要なタンパク質である。AtCUS1 は最初にトマ

トで見つかったクチンポリマー形成を触媒する Cutin deficient1のシロイヌナズナにおける

ホモログであり、直鎖状ポリマーを形成することが確認されている（Yeatsら、2014）。HCT

はリグニン合成に必須のタンパク質である（Liら、2010）。K. flaccidumがリグニン様の構

造をもつという報告はないが、同じ車軸藻植物門の Coleochaete nitellarumがリグニン様の

構造を持つことが報告されている（Sørensen ら、2011）。K. flaccidum はワックス成分の合

成においては陸上植物が持つタンパク質群を持たないと推測されたが、クチンポリマー合

成経路については成分の種類は少ないものの、緑藻植物門が持たない陸上植物のタンパク

質群を獲得していることが示唆された。 
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図 2-1．シロイヌナズナワックス合成経路における関連タンパク質の種間比較 
黒丸は A. thaliana、白丸は K. flaccidum、灰丸は C. reinhardtiiのタンパク質のホモロ
グ数を表す。 
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図 2-2．シロイヌナズナ TAG合成経路における関連タンパク質の種間比較 
黒丸は A. thaliana、白丸は K. flaccidum、灰丸は C. reinhardtiiのタンパク質のホモログ
数を表す。 
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図 2-3．シロイヌナズナステロールエステル、フィチルエステル合成経路と ABCG輸
送体における関連タンパク質の種間比較 
黒丸は A. thaliana、白丸は K. flaccidum、灰丸は C. reinhardtiiのタンパク質のホモログ
数を表す。 
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図 2-4．シロイヌナズナクチンモノマー合成経路における関連タンパク質の種間比較 
黒丸は A. thaliana、白丸は K. flaccidum、灰丸は C. reinhardtiiのタンパク質のホモログ数
を表す。 

Oleic acid
CYP86A8
CYP86A4
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18-hydroxyoleate
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9,10,18-trihydroxystearate
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Palmitic acid
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図 2-5．シロイヌナズナ ACT1/ATS1と 15
種の類似タンパク質との系統樹解析
（e-value < 10-30） 
アミノ酸置換モデルとして LG+G+Iを用
い、MEGA6.0を使いブートストラップ値
を 500として最尤法により系統樹を得

図 2-7．シロイヌナズナ LPAT4、
LPAT2と 15種の類似タンパク質
との系統樹解析（e-value < 10-30） 
アミノ酸置換モデルとして LG+G
を用い、MEGA6.0を使いブート
ストラップ値を 500として最尤法
により系統樹を得た。 

図 2-6．シロイヌナズナ GPAT9
と 15種の類似タンパク質との
系統樹解析（e-value < 10-30） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を使い
ブートストラップ値を 500とし
て最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-9．シロイヌナズナ LPPα1~4と 15種の類似タンパク質との系統樹解析（e-value < 10-40） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0を使いブートストラップ値を 500と
して最尤法により系統樹を得た。 

図 2-8．シロイヌナズナ
LPAT1と 15種の類似タンパ
ク質との系統樹解析（e-value 
< 10-25） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を使
いブートストラップ値を 500
として最尤法により系統樹を
得た。 
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図 2-11．シロイヌナズナ LPPγと 15種の類似タンパク質との系統樹解析（e-value < 10-20） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0を使いブートストラップ値を 500と
して最尤法により系統樹を得た。 

図 2-12．シロイヌナズナ LPPδと
15種の類似タンパク質との系統
樹解析（e-value < 10-40） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を使い
ブートストラップ値を 500とし
て最尤法により系統樹を得た。 

図 2-13．シロイヌナズナ LPPεと 15種の類似タンパク質との系統樹解析（e-value < 10-20） 
アミノ酸置換モデルとして LG+G+Fを用い、MEGA6.0を使いブートストラップ値を 500
として最尤法により系統樹を得た。 

図 2-10．シロイヌナズナ
LPPβと 15種の類似タンパ
ク質との系統樹解析（e-value 
< 10-20） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+G+Fを用い、MEGA6.0
を使いブートストラップ値
を 500として最尤法により
系統樹を得た。 
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図 2-14．シロイヌナズナ PAH1/2と 15種
の類似タンパク質との系統樹解析（e-value 
< 10-65） 
アミノ酸置換モデルとして JTT+Gを用
い、MEGA6.0を使いブートストラップ値
を 500として最尤法により系統樹を得た。 

図 2-15．シロイヌナズナ AAPT2と 15種の類似タン
パク質との系統樹解析（e-value < 10-15） 
アミノ酸置換モデルとして LG+G+Iを用い、
MEGA6.0を使いブートストラップ値を500として最
尤法により系統樹を得た。 

図 2-16．シロイヌナズナ
LPLATと 15種の類似タ
ンパク質との系統樹解析
（e-value < 10-25） 
アミノ酸置換モデルとし
て LG+Gを用い、
MEGA6.0を使いブート
ストラップ値を 500とし
て最尤法により系統樹を
得た。 



31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-17．シロイヌナズナ LPEATと
15種の類似タンパク質との系統樹
解析（e-value < 10-30） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを
用い、MEGA6.0を使いブートストラ
ップ値を 500として最尤法により系
統樹を得た。 

図 2-18．シロイヌナズナ FAD2と 15種の類似タンパク質との系統樹解析（e-value < 10-70） 
アミノ酸置換モデルとして LG+G+Iを用い、MEGA6.0を使いブートストラップ値を 500
として最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-20．シロイヌナズナ PDAT1と 15種の類似タンパク質との系統樹解
析（e-value < 10-40） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0を使いブートスト
ラップ値を 500として最尤法により系統樹を得た。 

図 2-19．シロイヌナズナ PLA2と 15種の類似タンパ
ク質との系統樹解析（e-value < 10-65） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0
を使いブートストラップ値を 500として最尤法によ
り系統樹を得た。 

図 2-21．シロイヌナズナ DGAT2と 15種の類似タンパク質との系統樹
解析（e-value < 10-50） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0を使いブートスト
ラップ値を 500として最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-23．シロイヌナズナ CEK1/2/3/4と 15種の類似タンパク質との系統樹解析
（e-value < 10-30） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0を使いブートストラップ値
を 500として最尤法により系統樹を得た。 

図 2-22．シロイヌナズナ DGAT1と
15種の類似タンパク質との系統樹
解析（e-value < 10-50） 
アミノ酸置換モデルとしてLG+Gを
用い、MEGA6.0を使いブートストラ
ップ値を 500として最尤法により系
統樹を得た。 
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図 2-24．シロイヌナズナ CCT1
と 15種の類似タンパク質との
系統樹解析（e-value < 10-100） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を使い
ブートストラップ値を 500とし
て最尤法により系統樹を得た。 

図 2-25．シロイヌナズナ HSD（steroleosin）と
15種の類似タンパク質との系統樹解析（e-value < 
10-50） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、
MEGA6.0を使いブートストラップ値を 500とし
て最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-26．シロイヌナズナ KCSs
と 15種の類似タンパク質との
系統樹解析（e-value < 10-70） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を使い
ブートストラップ値を 500とし
て最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-27．シロイヌナズナ
KCRと 15種の類似タン
パク質との系統樹解析
（e-value < 10-80） 
アミノ酸置換モデルとし
て JTT+I+Fを用い、
MEGA6.0を使いブートス
トラップ値を 500として
最尤法により系統樹を得
た。 

図 2-29．シロイヌナズナ ECRと
15種の類似タンパク質との系統
樹解析（e-value < 10-70） 
アミノ酸置換モデルとして LG+G
を用い、MEGA6.0を使いブート
ストラップ値を 500として最尤法
により系統樹を得た。 

図 2-28．シロイヌナズ
ナ PAS2（HACD）と 15
種の類似タンパク質と
の系統樹解析（e-value < 
10-30） 
アミノ酸置換モデルと
して LG+G+Fを用い、
MEGA6.0を使いブート
ストラップ値を 500と
して最尤法により系統
樹を得た。 
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図 2-30．シロイヌナズナ ACT2と 15種の類似タンパク質との系統樹解析（e-value < 10-30） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0を使いブートストラップ値を 500と
して最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-31．シロイヌナズナ LACSと
15種の類似タンパク質との系統
樹解析（e-value < 10-70） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+G+Iを用い、MEGA6.0を使い
ブートストラップ値を 500として
最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-32．シロイヌナズナ
CER1および CER3と 15種
の類似タンパク質との系統
樹解析（e-value < 10-70） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+G+Iを用い、MEGA6.0
を使いブートストラップ値
を 500として最尤法により
系統樹を得た。 

図 2-33．シロイヌナズナ CER7と 15種の類似タンパク質との系統樹解析（e-value < 10-60） 
アミノ酸置換モデルとして LG+G+Iを用い、MEGA6.0を使いブートストラップ値を 500と
して最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-34．シロイヌナズナWSD1
と 15種の類似タンパク質との系
統樹解析（e-value < 10-30） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+G+Iを用い、MEGA6.0を使
いブートストラップ値を 500と
して最尤法により系統樹を得
た。 

図 2-35．シロイヌナズナ PSAT1と 15種の類似タンパク質との系統樹解
析（e-value < 10-100） 
アミノ酸置換モデルとして JTT+Gを用い、MEGA6.0を使いブートスト
ラップ値を 500として最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-37．シロイヌナズナ PES1と 15
種の類似タンパク質との系統樹解析
（e-value < 10-50） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを
用い、MEGA6.0を使いブートストラ
ップ値を 500として最尤法により系
統樹を得た。 

図 2-36．シロイヌナズナ LCATと 15種
の類似タンパク質との系統樹解析
（e-value < 10-100） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用
い、MEGA6.0を使いブートストラップ
値を 500として最尤法により系統樹を
得た。 
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図 2-38．シロイヌナズナ
CLHと 15種の類似タンパ
ク質との系統樹解析
（e-value < 10-35） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を
使いブートストラップ値を
500として最尤法により系
統樹を得た。 

図 2-39．シロイヌナズナ NYC1と 15種
の類似タンパク質との系統樹解析
（e-value < 10-35） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用
い、MEGA6.0を使いブートストラップ値
を 500として最尤法により系統樹を得
た。 

図 2-40．シロイヌナズナ PPHと 15種の類似タンパク質との系統樹解析
（e-value < 10-55） 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0を使いブートスト
ラップ値を 500として最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-41．シロイヌナズナ ABCG輸送体と 15種の類似タンパク質との系統樹解析 
アミノ酸置換モデルとして LG+Gを用い、MEGA6.0を使いブートストラップ値を 500
として最尤法により系統樹を得た。 
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図 2-42．シロイヌナズナ CYP86A8と
15種の類似タンパク質との系統樹解析
（e-value < 10-100） 
アミノ酸置換モデルとして LG+G+Iを
用い、MEGA6.0を使いブートストラッ
プ値を 500として最尤法により系統樹
を得た。 
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図 2-43．シロイヌナズナ HTH
と 15種の類似タンパク質と
の系統樹解析（e-value < 10-3） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を使
いブートストラップ値を 500
として最尤法により系統樹を
得た。 
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図 2-44．シロイヌナズナ
AtCUS1と 15種の類似タンパ
ク質との系統樹解析（e-value 
< 10-30） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を使
いブートストラップ値を 500
として最尤法により系統樹を
得た。 
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図 2-44．シロイヌナズナ
AtCUS1と 15種の類似タンパ
ク質との系統樹解析（続き） 



48 

(D) 

 

 

 

図 2-44．シロイヌナズナ
AtCUS1と 15種の類似タンパ
ク質との系統樹解析（続き） 
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図 2-45．シロイヌナズナ
HCTと 15種の類似タンパ
ク質との系統樹解析
（e-value < 10-50） 
アミノ酸置換モデルとして
LG+Gを用い、MEGA6.0を
使いブートストラップ値を
500として最尤法により系
統樹を得た。 
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３．K. flaccidumおよび C. reinhardtiiの細胞外脂質の分析 

緒言 

維管束植物はその地上部の表層にクチクラを持つ。クチクラは細胞壁の外側で、細胞内側

から外側に向かってクチクラ層、クチクラプロパー、エピクチクラワックスと 3 層構造を

なしている（Jetterら、2006；Pollardら、2008）。最内層であるクチクラ層は細胞壁から連

続した構造をとっている（Sitte & Rennier, 1963; Schreiber & Schönherr, 2009）。クチクラ層は

細胞壁から伸びた多糖と、クチンポリマーから構成された骨格にワックスが埋め込まれて

おり、そのワックスは細胞壁内層から外側に向かい増加する（Sitte & Rennier, 1963；Bargel

ら、2006；Schreiber & Schönherr, 2009）。クチクラプロパーでもクチンポリマーが骨格を形

成し、その隙間をワックスが埋めている（Sitte & Rennier, 1963；Schreiber & Schönherr, 2009）。

エピクチクラワックスにはポリマー構造が認められず、ワックスのみで形成されている

（Jetterら, 2006）。このワックスに含まれる化合物は主に鎖長 20以上の極長鎖脂肪酸由来

の脂肪酸誘導体、すなわちアルカン、1級アルコール、2級アルコール、ケトン、アルデヒ

ド、脂肪酸、ワックスエステルである（Li-Beissonら、2013）。なお、ワックスエステルに

は鎖長 18以下の脂肪酸とアルコールも含まれる（Laiら、2007）。すべてのワックス成分は

固体状態で、一部結晶化しているものも認められる（Kunst & Samuels、2003；Kunst & Samuels、

2009；Samuelsら、2008：Lee & Suh、2015）。植物種によってエピクチクラワックスの構成

成分はやや異なっており、シロイヌナズナは上記成分をすべて持っているが、イネ科植物

ではケトンを持たない種もある（Steinmüller & Terini、1985）。蘚苔類でも一部の種につい

てワックス組成が調べられている。その組成はアルカン、１級アルコール、アルデヒド、

脂肪酸、ワックスエステルから成り、ケトンと２級アルコールが認められなかった点で維

管束植物よりも簡素である（Haas、1982）。しかし、それぞれ炭素数 20 以上の VLCFA を

元に誘導体化されている点は維管束植物と類似している（Haas、1982）。クチクラワックス
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の欠損株についてシロイヌナズナで多く報告されている。eceriferum1 はクチクラワックス

合成の変異体でアルカンの量が減少しており（Bernard ら、2012）、低湿度条件下で花粉の

稔性が低下する（Aarts ら、1995）。eceriferum7 変異体は種子の生存能が低下する（Hooker

ら、2007）。 

クチンポリマーを構成するモノマーはオレイン酸かパルミチン酸を出発原料とした誘導体

であり、ω-ヒドロキシ脂肪酸、α,ω-ジカルボン酸、（ポリ）ヒドロキシ脂肪酸、エポキシ脂

肪酸、長鎖アルコール、長鎖脂肪酸、グリセロールなどが相互にエステル結合して分岐ネ

ットワークを構成している（Pollardら、2008）。クチクラは乾燥（Riederer & Schreiber、2001）

や UV 暴露（Barnes ら、1998）、害虫や病原菌からの防御（Serrano ら、2014）という重要

な機能を果たしており、植物の陸上化に際し重要な要因となったと考えられる。シロイヌ

ナズナで脂肪酸を活性化するタンパク質 Long-chain acyl-CoA synhtetase2（LACS2）の変異

体 lacs2はクチンの厚さが減少し生育が抑制される（Schnurrら、2004）。細胞外への脂質輸

送体であるABCG11/DSOを欠損した変異体 dso-3では植物地上部表層のワックス量とクチ

ンモノマー量の両方の減少が認められ、器官が融合し生育が抑制される（Panikashvili ら、

2007）。また、シトクローム P450の CYP86クランに属する CYP704B2を欠損するイネでは

生育抑制、雄性不稔、花粉粒の生育停止や葯のクチクラの発達異常が認められる（Li ら、

2010）。このように、ワックスやクチンを欠損した変異体の多くは植物の生長や、花粉・種

子の生存・機能に異常が認められる場合が多い。 

これまで藻類については、Botryococcus brauniiが細胞外に多量のアルカンを分泌すること

が知られている（Traverse、1955；Weiss ら、2012）。1900 年代前半にボグヘッド炭に含ま

れる油脂を産生する緑藻として報告され、Botryococcus 属が岩石に含まれる油脂の原因で

あろうと推定する報告は 1920年代まで遡る（Traverse、1955）。油脂生産する緑藻の多くが

TAGを細胞内に蓄積するのに対し、B. braunii race Bが分泌する、ボトリオコッセンと呼ば
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れる炭素数 30–40 の炭化水素は燃料生産に向けて現在の石油化学工場設備を利用できる点

で TAGよりも優れている（Shihoら、2012）。B. brauniiの生長速度は、Showa株で比増殖

速度が 0.44/日（倍加時間 1.6 日、炭水化物含量 30%）から 0.5/日（倍加時間 1.4 日、炭水

化物含量測定なし）と報告されている（Yoshimuraら、2013）。ただし、炭水化物含量が 60％

とより高い株では比増殖速度が 0.15–0.2程度とやや低くなる（Li & Qin、2005；Yoshimura

ら、2013）。藻類を用いた油脂生産はトウモロコシのように食用作物と資源を競合しない点

も長所であり、現在、効率的な油脂生産へ向けた培養技術の開発が進められている（Shiho

ら、2012；Tanabe ら、2015）。一方で、細胞外脂質の藻類に対する意義として、B. braunii

では群体を光合成に有利な水面へ浮上させるため（Niehaus ら、2012）、或いは細胞間の接

着のため（Suzuki ら、2013）に脂質を分泌するのではないかと推測されている。しかし、

植物体を被覆し環境ストレスに抗する陸上植物のワックスのように、藻類の細胞外脂質が

細胞保護に果たす機能については報告されていない。藻類の多くは淡水中あるいは海水中

に生息しており、とくに乾燥に耐えるため脂溶性化合物で表層を覆う必要はないと考えら

れる。しかし、K. flaccidumは他の藻類と比較して陸上で生息している場合が多く（Karsten

ら、2010；Horiら、2014；Karstenら、2015）生息域によっては乾燥にさらされる場合も多

い。このように、水中と比べ過酷な陸上環境でも生存が可能な K. flaccidumは表層に脂溶性

化合物層をもっている可能性があるため、ゲノムからワックスおよびクチン合成関連遺伝

子を探索した（第２章参照）。その結果、炭素数 24までの VLCFA伸長酵素とWS、CER3、

CER7 のホモログが確認できた。しかし、炭素数 26 以上の VLCFA 伸長に関与する CER2

と CER6、１級アルコール合成を触媒する FAR やアルカン合成に関与する CER1、２級ア

ルコールとケトンの合成を触媒する MAH1 のカウンターパートが見つからなかったため、

細胞外ワックスの組成は陸上植物とは大きく異なることが予想された。そこで本章では、

まず K. flaccidumが細胞外ワックスを持っているのかを確認し、その組成を生化学的に検討
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した。シロイヌナズナやイネ、オオムギなどの表層ワックスを定性・定量する場合には植

物体を有機溶媒に短時間浸漬し、溶媒に溶出した疎水性化合物を濃縮後、マススペクトロ

メトリー（MS）を用いて分析されている（Li ら、2008；Li-Beisson ら、2013）。本研究で

もこれら維管束植物のワックス抽出法と機器分析法を適用し、クロロホルムに藻体を浸漬

して脂溶性化合物を抽出・分析した。しかし藻類を有機溶媒に浸漬した場合、細胞膜の損

傷による細胞内脂質の漏出が懸念されるため、本研究では新たにシリカゲル TLCプレート

を使った簡便な脂質抽出法を考案し、植物で用いられている有機溶媒による抽出法と比較

した。 

クチンについては、K. flaccidumが ω-ヒドロキシ脂肪酸を合成し得る上に、クチンポリマー

を合成する AtCUS1 のカウンターパートも見つかったため、クチンポリマーが存在し得る

ことが第 2章で示唆された。そこで A. thalianaのクチンに相当する構造が K. flaccidumに存

在するのかを確かめるため、脱脂した細胞壁をアルカリ加水分解して得られた脂溶性画分

を、GC-MSを用いて生化学的に分析した。併せて脱脂した細胞壁を ATR-FTIRにより分析

し、この脂溶性画分の結合様式を確認した。こうして得られた分析結果をもとに、K. 

flaccidumのクチクラ構造を推定した。 

 

方法 

藻類の培養と植物の栽培 

A. thaliana エコタイプ Columbiaを、23℃で連続光下（40–50 µmol photons m-2 s-1）にて土壌

で 28日間あるいは 42日間生育した。K. flaccidum NIES-2285株は NIES-C培地（Ichimura、

1971）の寒天培地に乗せたニトロセルロースメンブレン上で、連続光下（10 µmol photons m-2 

s-1）、23℃にて培養した。C. reinhardtiiは Tris-acetate-phosphate（Gormanら、1965）寒天培

地に乗せたニトロセルロースメンブレン上で、K. flaccidumと同じ条件にて 14日間培養し
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た。なおニトロセルロースと寒天は使用前におよそ体積の 15倍容のクロロホルムで 3回脱

脂した。 

 

走査電子顕微鏡（SEM）観察 

液体培地で培養した K. flaccidumを液体培地あるいは固体培地に植え継いだ。3日後に 1.5%

（w/v）寒天培地上の藻体を回収し、0.1 M リン酸バッファーに溶解した 2%（v/v）グルタ

ルアルデヒドで細胞を固定した。サンプルをエタノールと t-ブタノールシリーズで脱水し、

t-ブタノール凍結乾燥装置（VFD-21S、真空デバイス）で乾燥した。サンプルをアルミニウ

ム製試料台に載せ、オスミウムコータ（Neoc-Pro、メイワフォーシス）を用いてオスミウ

ムでコーティングした。走査電子顕微鏡（S-3400、日立）を用いて、加速電圧を 10 kVと

して細胞表層を観察した。 

 

ステロールエステル、フィチルエステルの合成 

フィトステロールと脂肪酸とのエステル、あるいはフィトールと脂肪酸とのエステルは市

販されていないため、脂肪酸クロライドとアルコールを反応させて合成した（Wisnieskiら、

1973；Terzaghi、1986）。脂肪酸クロライドとして市販のミリスチン酸クロライド、パルミ

チン酸クロライド、ステアリン酸クロライド、オレイン酸クロライドを使用した。またリ

ノール酸およびリノレン酸のクロライドは市販されていないため合成した。すなわち、脂

肪酸と等モルのオキサリルクロライドをジクロロメタン中に混合し 1気圧下で 80ºCに熱し

スターラーで撹拌した。反応後の溶液からアルカリトラップを備えたエバポレーターで未

反応のオキサリルクロライドを除去し、溶媒を留去して脂肪酸クロライドを得た。これら

脂肪酸クロライドを過剰量のステロールあるいはフィトールとジクロロメタン内で混合し、

60ºCに熱しスターラーで撹拌した。溶媒をエバポレーターで留去しエステルとアルコール
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の混合物を得た。この混合物を TLCプレートにアプライし、ヘキサン／ジエチルエーテル

／酢酸（80：20：1、v/v/v）で分離して溶媒フロント近くに溶出するエステルを単離した。

合成したエステル類は GC-MSで分析し、目的物であることを確認した。 

 

細胞外脂質のクロロホルム抽出 

ディスポーサブル滅菌シャーレに 2% 寒天を含有する C培地を充填し、寒天が固まったあ

とに置いたニトロセルロースメンブレン上で K. flaccidumを 28日間培養した。培養後、K. 

flaccidumをメンブレンごと 5 ml クロロホルムに浸漬した（図 3-1(A)）。最適な浸漬時間を

決定するため、浸漬 10秒後、20秒後、30秒間、1分後、2分後、4分後、8分後、16分後

および 32分後にクロロホルムを回収した。各サンプリングに際しクロロホルムを回収後す

ぐ新鮮なクロロホルムを補充した。2 枚のメンブレンから抽出した脂質をそれぞれのサン

プリング時に併せ、窒素気流下で溶媒を留去し、脂質重量を秤量して 20 mg 脂質/ml 溶媒 

の割合でスクリューキャップ付きバイアル内にてクロロホルムに溶解し、窒素を充填した

後 -80ºC で貯蔵した。浸漬時間を決定後、詳細な脂質の組成を測定するため、30秒間クロ

ロホルムに浸漬した 7 枚のメンブレンから得た脂質を併せて前記のとおり脂質を調製した。 

C. reinhardtiiと A. thalianaからもクロロホルムを用いて細胞外脂質を抽出した。A. thaliana

の脂質抽出は、茎生葉を除去した茎を 10ml クロロホルムに 30秒間浸漬し、新しいクロロ

ホルムでもう一度 30秒間抽出した（図 3-1(B)）。C. reinhardtiiの脂質抽出は K. flaccidumと

同様に、ニトロセルロースメンブレン上で培養した C. reinhardtiiを 30秒間、5ml クロロホ

ルムに浸漬した（図 3-1(A)）。 

 

細胞外脂質のシリカゲルプレート抽出 

K. flaccidumの培養条件はクロロホルム抽出と同様としたが、培養期間を 28日間あるいは
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42日間とした。培養した K. flaccidumをメンブレンごと回収し、シリカゲルプレート上に、

生育面がシリカゲル面に接するように、藻体をシリカゲルプレートに押さえつけないよう

に注意し静置した（図 3-1(C)）。最適な抽出時間を決定するため、静置 1分後、2.5分後、5

分後、10分後、20分後にメンブレンをシリカゲルプレートから離した。脂質を転写したシ

リカゲルプレートはドラフト内で 30分間乾燥させた。シリカゲルプレートに転写された脂

質を検出するため、0.01%プリムリン（80%アセトン）を噴霧し、360nmの紫外線照射下で

発色部分をマークした。発色部分をカミソリでかき取り、メンブレン 2 枚分を併せて試験

管に入れ、3ml クロロホルムを注いでシリカゲルに転写された脂質を抽出した。抽出は 2

回行った。得られた脂質は濃縮・秤量し、20 mg 脂質/ml クロロホルムとなるよう調製し、

スクリューキャップ付きバイアルに充填して-80ºCで貯蔵した。 

C. reinhardtiiの細胞外脂質も K. flaccidumと同様の方法で抽出した。ニトロセルロースメン

ブレン上で培養したC. reinhardtiiを生育面がシリカゲル TLCプレートに接するように重ね

（図 3-1(C)）、5分後にメンブレンを離し、シリカゲル TLCプレートを 30分間、ドラフト

内で乾燥し、プリムリンで検出したスポットから脂質を抽出・貯蔵した。 

A. thalianaからもシリカゲル TLCプレートを用いて細胞外脂質を抽出した。茎生葉を除去

した A. thalianaの茎を 2枚のシリカゲルプレートで挟んだ。このときシリカゲル TLCプレ

ートはシリカゲル面がともに A. thalianaを向くよう配置した（図 3-1(D)）。植物体を潰さな

いよう全面をまんべんなく、およそ 300gの力で押し付けた。茎の全面から脂質を回収する

ため茎を回しては押さえつけ、およそ２周で抽出を終了した。0.01%プリムリンを噴霧し

360nm の紫外線照射下で脂質を確認しかきとった。かきとったシリカゲルをビーカーに移

し、100 mlの新鮮なクロロホルムで 2回抽出し、エバポレーターを用いて脂質を濃縮した。 

 

TLCによる脂質の分離 
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クロロホルムあるいはシリカゲル TLCプレートを用いて抽出した脂質は、TLCプレートに

アプライし分離した。シロイヌナズナでの定法に従い、展開溶媒としてヘキサン／ジエチ

ルエーテル／酢酸（90：7.5：1、v/v/v）を用いた。また、ワックスエステルとステロール

エステルを分離するため、(1) ヘキサンを 20 cm、(2) トルエンを 20 cm、(3) ヘキサン／ジ

エチルエーテル／酢酸（70：30：1、v/v/v）を 10 cm、と同一方向に 3回展開した（Yamashiro

ら、2001）。標準物質として、トリアコンタン、1-トリアコンタノール、16-ヒドロキシパ

ルミチン酸、テトラコサン酸、オレイン酸、7-テトラデカノール、16-トリアコンタノン、

ジオレイン、トリオレイン、ベヘニルオレエート、コレステロールを共展開した。 

 

脂質の検出 

GC 分析に供するため脂質への影響がほとんどないプリムリンを検出に使用した。プリム

リンは 80% アセトンに 0.01%溶解した検出試薬を作り、クロマトスプレーを使って TLC

プレートに吹き付け、360nm の紫外線を照射し検出した。また、脂質の持つ極性頭部や官

能基についての情報を得るため、展開した TLCプレートにアンスロンまたはオルシノール、

FeCl3、DNPのいずれかを噴霧し、TLCプレートをオーブンで 110ºCで 10分間焼いてスポ

ットの発色を観察した。 

 

脂質の誘導体化と機器分析 

TLCプレートで分離した脂質をかき取り、クロロホルムで抽出・濃縮後、GC-MSと GC-FID

を用いて定性・定量した。一部脂質については 1H-NMRを用いて構造を解析した。 

アルカン画分は誘導体化せず抽出・濃縮した脂質をそのまま GC−MS で分析しマススペク

トラムを得た。ステロールエステルは試験管に入れ、1 ml 2 M ナトリウムメトキシドを加

えて 70ºC 60分間で加水分解した。その後水とクロロホルムを添加し下層をとり、NaCl水
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溶液で洗い、硫酸ナトリウムで脱水してから窒素気流下で溶媒を留去した。そこに 20µl 

N,O-ビス(トリメチルシリル)トリフルオロアセトアミド（1%トリメチルクロロシランを含

む）（BSTFA-TMCS）と 20µl ピリジンを添加して 70ºC 60分間でヒドロキシ基をトリメチ

ルシリル（TMS）化して沸点を下げ、検出感度を上げて GC-MSと GC-FIDで定性・定量し

た。なお、予備実験でワックスエステル画分よりアルコールとしてフィトールのみが検出

された。よってこの画分は前処理せず、別途合成したフィチルパルミテート、フィチルス

テアレート、フィチルオレエート、フィチルリノレート、フィチルリノレネートと GC-FID

の Rf値を比較しその構造を推定した。併せて GC-MSを用いてマススペクトラムを得、含

有されるフィチルエステルの構造を推定した。トリアシルグリセロール（TAG）に相当す

るスポットをかき取って試験管に入れ、350µl メタノール性 5% HClを添加し 80ºC 60分間

で加水分解した。生じた脂肪酸をヘキサンで抽出・濃縮後、GC-FIDを用いて標準物質と比

較し定性した。遊離ステロール類については乾固した脂質を BSTFA-TMCSで TMS化して、

GC-MSと GC-FIDにより分析した。 

 

GC-MS分析 

質量分析にはトリプル四重極型ガスクロマトグラフ質量分析計 GC-MS-TQ8030（島津製作

所）を用いた。カラムは DB-5ms（長さ：30m、膜厚 0.25µm、直径 0.25mm、アジレント）

を使って昇温分析した。アルカン以外の脂質分析の場合、オーブンの温度設定は以下のと

おりとした。すなわち、50ºCで 2分間維持し、その後 20ºC/分で 220ºCまで昇温し、220ºC

で 2分間維持した。そこから 3ºC/分で 320ºCまで昇温し、320ºCで 30分間維持した後、分

析を終了した。アルカンについては、50ºCで 1分間維持し、その後 10ºC/分で 220ºCまで、

220ºCから 2ºC/分で 260ºCまで昇温し、260ºCで 50分間維持した後、分析を終了した。イ

ンジェクター温度を 250ºC、イオン源温度を 320ºC とした。またキャリアガスはヘリウム
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を用い、流量 1.4 ml/minとした。 

 

GC-FID分析 

水素炎イオン化検出器（FID）を接続したガスクロマトグラフィーGC-2014（島津製作所）

をもちいて脂質を定量分析した。カラムは DB-5（長さ：30m、膜厚 0.25µm、直径 0.25mm）

を用い、オーブンの昇温設定は GC-MS 分析と同様とした。なお、インジェクター温度は

250ºC、アルカン以外の脂質分析ではディテクター温度を 320ºCに、アルカンでは 260ºCに

設定した。キャリアガスはヘリウムを用い、流量は 1.4 ml/minとした。 

 

TAGの分離と 1H-NMR分析 

TAGに相当する画分に含有される脂質の構造を確認するため、まず得られた画分をさらに

脂肪酸の不飽和度により分離した。メタノール性 2% 硝酸銀溶液に 10 分間浸漬した TLC

プレートを乾燥させ、硝酸銀含浸 TLC プレートを調製した。硝酸銀含浸 TLC プレートに

TAGに相当する脂質をアプライし、ヘキサン／アセトン（50:3.25、v/v）で展開し分離した。

最も大きいスポットをかき取り、クロロホルムで抽出・濃縮して NMR 分析に供した。

1H-NMR分析では、溶媒を留去してから重水素化クロロホルムに溶解したサンプルを、JEOL 

JNM-ECS FT-NMR (400MHz)により分析した。 

 

K. flaccidumの細胞外に存在する TAGの酵素的検出 

リポプロテインリパーゼとグリセロールキナーゼ、グリセロール-3-リン酸オキシダーゼが

細胞内に取り込まれないことを前提として細胞外脂質を検出するため、GPO·DAOS法によ

りグリセロ脂質存在下で最終的に生成する青色色素を定量した（Wako、Labassay™ 

Triglyceride）。手順はキットの説明書に従った。ニトロセルロースメンブレン上で生育した
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K. flaccidumをメンブレンごとガラスシャーレに入れ、リポプロテインリパーゼ、ATP、グ

リセロキナーゼ、グリセロール-3-リン酸オキシダーゼ（GPO）、ペルオキシダーゼ、N-エ

チル-N-(2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル)-3,5-ジメトキシアニリンナトリウム塩（DAOS）、

4-アミノアンチピリン、アスコルビン酸オキシダーゼを含む 10 ml PIPESバッファーを添加

し、37ºC で 10 分間保温した。上清をろ過し、600nm の吸光度を測定した。濃度既知のグ

リセロールから得た検量線を用いて定量した。 

 

K. flaccidumのクチンに相当する画分の分析 

K. flaccidumと C. reinhardtiiのクチンに相当する画分の調製は A. thalianaのクチンの分析方

法に従った（Bonaventureら、2004；Molinaら、2006；Li-Beissonら、2013）。100 mgの細

胞あるいは植物体に 2-プロパノールを添加し、80ºC 10分間でインキュベートした。室温に

冷まして乳鉢と乳棒で組織を摩砕し、1,500 x g で 5分間遠心分離した後、溶媒をデカント

により除去した。新しい 2-プロパノールを添加し、室温で 1時間震とうした後、1,500 x g、

5分間遠心分離し、溶媒をデカントにより除去した。メタノールを添加し、1時間インキュ

ベートして 1,500 x g、5分間遠心分離し、溶媒を除去した。同様の操作を、クロロホルム

／メタノール（1:2、v/v、1時間）、クロロホルム／メタノール（2:1、v/v、1時間）、メタノ

ール（1時間）の順に実施した。藻類については更に、水（1時間）、2 M NaCl（1時間）、

水（1時間）、クロロホルム／メタノール（1:2、v/v、1時間）、クロロホルム／メタノール

（2:1、v/v、1時間）、メタノール（1時間）の順に脱脂した。細胞と植物体とも、窒素気流

下で溶媒を留去してから、24時間凍結乾燥し細胞壁画分を得た。 

メタノール／酢酸メチル／28% ナトリウムメトキシド（12:3:5、v/v/v）を 2 ml残渣に加え、

60ºCで 2時間保温した。反応液を室温まで冷やし、0.5 ml酢酸と 4 mlジクロロメタン、1 ml

バッファー（10 mM Tris-HCl（pH 8.0）、0.9% (w/v) NaCl）を加えて、1,500 x gで 2分間遠
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心分離し二層分離した。下層を分取し、2 mlバッファーで洗い、硫酸ナトリウムで脱水し

た上清を窒素ガス気流下で溶媒留去した。残渣に 20 µl 無水ピリジンと 20µl BSTFA-TMCS

を加え、10秒間震とうしてから 70ºCで 1時間保温し、ヒドロキシ基を TMS化した。窒素

気流下で溶媒を留去し、50 µl ヘプタン／トルエン（1:1、v/v）に溶解し、GC-MS および

GC-FID を用いて定性・定量した。GC-MS と GC-FID の昇温条件は次の通りとした。すな

わち、140ºCから 3ºC/minで 310ºCまで昇温し、310ºCを 10分間維持した後、分析を終了

した。 

 

K. flaccidumの細胞壁画分の ATR-FTIR分析 

脱脂した K. flaccidum、C. reinhardtii、A. thalianaの細胞壁画分を ATR-FTIRを用いて分析し

た。前処理として以下の４つの処理を独立に行った。（1）イオン結合性ペクチンを可溶化

するため 100 mM 1,2-シクロヘキシレンジニトロ四酢酸（CDTA）に室温で 1時間浸漬、（2）

フェノール性成分を可溶化するため 0.34 M NaClO2 と 65 mM 酢酸を溶解した反応液に

65ºC、1時間浸漬、（3）ヘミセルロースを可溶化するため 0.1 M NaOHに室温で 1時間浸漬、

（4）ペクチンを可溶化するため 80ºC 熱水に 1時間浸漬（Carpitaら、2001；Mollerら、2007；

Szymanska-Chargotら、2013）。それぞれの処理を行った残渣を水で洗い、24時間凍結乾燥

して ATR-FTIR分析に供した。IRスペクトラムは Attenuated total reflection（ATR）法によ

り、一回反射型ダイアモンドプリズムを装着した Spectrum Two（パーキンエルマー）を用

いて、分解能 4cm-1、波数範囲 4000–450cm-1で分析した。バックグラウンド測定のため試

料を載せないで空気のみの測定を行った。4 回スキャンしたインターフェログラムを平均

し、ノートン・ビア媒体アポダイズ関数によりパワースペクトラムを得た。 
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結果 

SEM観察結果 

固体培地あるいは液体培地に移して 3日後に細胞表面を SEM観察したところ、液体培地に

移した K. flaccidumは表面が滑らかで、シロイヌナズナでみとめられる微細な構造体（Bird

ら、2007）などは認められなかった（図 3-2(A)と(C)）。一方、固体培地に移した K. flaccidum

は膜状の薄い物質が細胞表層に付着し、一部は表層から剥がれたように見える様子が観察

された（図 3-2(B)と(D)）。 

 

K. flaccidum細胞外脂質のクロロホルム抽出と脂質の TLC展開 

ニトロセルロースメンブレン上で培養した K. flaccidum をメンブレンごとクロロホルムに

浸漬し、10秒後～32分後までの所定の時間に回収したクロロホルムから、含有される TAG

とMGDGを GC-FIDで定量した（図 3-3）。K. flaccidumの生育面積当り、および乾燥重量

当りの TAG回収量は浸漬 30秒まで急速に立ち上がり、その後は漸増した。乾燥重量当り

の TAG回収量では、Bligh & Dyer法（Bligh & Dyer、1959）による総 TAG量の 19.2%が 30

秒間浸漬で回収された。4分間の浸漬でも総 TAGの 20.1%が回収されただけであり、脂質

抽出の時間をできるだけ短くするため、K. flaccidumから細胞外脂質を回収するための浸漬

時間を 30秒間とした。 

K. flaccidumをクロロホルムに 30秒間浸漬して得た細胞外脂質を A. thalianaのワックスと

ともに TLC プレートにアプライし、ヘキサン／ジエチルエーテル／酢酸（90:7.5:1, v/v/v）

で展開しプリムリンで検出した（図 3-4(A)）。K. flaccidumは A. thalianaとは異なる細胞外

脂質組成を示したので、構成成分を調べるため標準物質との共展開による比較（図 3-4(B)）、

および発色試薬による呈色（図 3-4(C)）から脂質を推定した。ニンヒドリンによる呈色が

認められず、オルシノールとアンスロンではスタンダードと同じ特徴的な呈色が認められ
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なかったため、K. flaccidumの細胞外脂質にはアミノ酸・アミド結合、および糖は含まれな

いと考えられた。また塩化鉄 III、ジニトロフェニルヒドラジン（DNP）でもスタンダード

の特徴的な呈色が認められなかったため、フェノール類やアルデヒド、ケトンも含まれな

いと考えられた。ただし、塩化鉄 IIIについてはスタンダードとして比較に加えたコレステ

ロールと同じ特徴的な呈色がスポット b とスポット f の２箇所に認められた。スタンダー

ドとの共展開とスポットの呈色から、スポット aはアルカン、スポット bはステロールエ

ステル、スポット cはワックスエステル、スポット dは TAG、スポット fはステロール類

と推定された。なおスポット eは不明だった。 

 

クロロホルム抽出による K. flaccidum細胞外脂質構成成分の推定 

図 3-4(C)レーン 1のスポット aをかき取りクロロホルムで抽出した脂質を、GC-FIDでアル

カン標準品と Rf値を比較したところ（図 3-5(A)）、K. flaccidumのピークは単一であり、ド

コサンと一致した。またマススペクトラムを確認したところ（図 3-5(B)）、m/z 71 から 14

ずつの位置にピーク強度が漸減するアルカン特有のピークが認められ、310 以降にピーク

が認められなかったため、K. flaccidumはアルカンとしてドコサンのみを含むと考えられた。 

ステロールエステルと推定されるスポット b からクロロホルムで脂質抽出し、アルカリメ

タノリシスによってアルコールと脂肪酸に分解し、次いで BSTFA-TMCS でヒドロキシ基

を TMS化して GC-MSと GC-FIDを用いて分析した。GC-FIDにより 37分以降に認められ

たピーク（図 3-5(C)）のMSを確認したところ、それぞれ順にカンペステロール TMSエー

テル、スティグマステロール TMSエーテル、β-シトステロール TMSエーテルのスペクト

ラムと一致した（図 3-5(D)–(F)）。 

ワックスエステルと推定されるスポット c から得た脂質を、ステロールエステルと同様に

分析したところ、アルコールとしてフィトールのみが見つかった。そこで有機合成したフ
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ィチルエステルと K. flaccidumの脂質を比較したところ、唯一フィチルパルミテートのピー

クのみが認められた（図 3-5(G)）。このピークの MS を確認したところ（図 3-5(H)）、フィ

チルエステルに典型的な 71、81、95、111、123、239、278のピークが認められた。しかし

フィチルエステルの双極子モーメントが小さいため分子イオンピークは検出されなかった。

よって K. flaccidum はワックスエステルとして唯一フィチルパルミテートを持つことがわ

かった。 

遊離ステロールと推定されるスポット fから得た脂質をBSTFA-TMCSにより誘導体化し

て GC-FIDのクロマトグラムを確認すると、ステロールエステルの場合と同じ Rf値を持つ

ステロール類が見つかった（図 3-5(I)）。MSを確認すると、カンペステロール TMSエーテ

ル、スティグマステロール TMSエーテル、β-シトステロール TMSエーテルとスペクトラ

ムが一致したため、K. flaccidumはステロールエステルと同様に、遊離ステロールとしてカ

ンペステロール、スティグマステロール、β-シトステロールを含むと考えられた。 

ステロールエステルと遊離ステロールの成分組成をそれぞれ図 3-6(A)、(B)に示した。ステ

ロールエステルのアシル部は 16:0、18:0、18:1、18:2 から構成されており、飽和脂肪酸が

90%あまりを占めた。またステロール部はカンペステロールとスティグマステロールで

90%以上を占め、カンペステロールが最も多かった。遊離ステロールの成分はステロール

エステルと同じだったが、この場合はスティグマステロールがカンペステロールよりも多

かった。 

TAG は沸点が高く、使用している GC-MS では検出できないため、1H-NMR による構造の

推定を行った。TAG と推定されるスポットを 2% 硝酸銀含浸 TLC で分離し（図 3-7(A)）、

その中から最も明瞭かつ大きなスポットの 1H-NMRスペクトルを得た（図 3-7(B)）。5.25ppm

にトリプレットのピーク、4.29–4.30 ppmと、4.26–4.27 ppm、4.25–4.30 ppm、4.10–4.16 ppm 

にそれぞれダブレットのピークが認められ、これらは全てグリセロール骨格に由来するプ
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ロトンピークと推定されたため、このスポットに含まれる脂質は TAGであると考えられた。

なお、得られた脂質の量が少なかったため、1.5ppm付近にある水のピークを除くことがで

きなかった。K. flaccidumの TAGの脂肪酸組成を、クロロホルム抽出した場合と、Bligh & 

Dyer法で得た場合とで比較したところ（図 3-7(C)）、16:0と 18:2の含量にやや違いが認め

られるものの大きな差ではなく、概ね類似した組成だった。 

 

シリカゲル TLCプレートを使った K. flaccidum細胞外脂質の抽出と構成成分の推定 

ニトロセルロースメンブレン上で 42日間培養した K flaccidumをシリカゲル TLCプレート

に、藻体がシリカゲル面に接するよう置き、30 秒、1 分、2.5 分、5 分、10 分、20 分間静

置した。脂質をヘキサン／ジエチエルエーテル／酢酸（70:30:1、v/v/v）で 20cm、アセトン

／トルエン／水（91:30:8、v/v/v）で 10cm展開した（図 3-8A）。Bligh & Dyer法で抽出した

A. thalianaの総脂質と、MGDG標準品をともに展開した。K. flaccidumの脂質では最大抽出

時間の 20分でもMGDGは認められず、中性脂質のみが認められた。この TLCプレートか

ら ImageJを使って中性脂質のスポットの濃さを測定し、時系列でプロットした（図 3-8B）。

抽出 5分後には 20分後の回収量とほとんど同じ程度の脂質が回収できたため、抽出時間を

5分とした。シリカゲル TLCプレートに転写し抽出した K. flaccidumの細胞外脂質を TLC

プレートで分離すると、アルカンと TAGに相当するスポットが見つかった（図 3-8(C)）。 

K. flaccidumの 28日培養と 42日培養の、シリカゲル TLCプレート（転写 5分間）による

脂質回収の差を確かめた（図 3-9）。28 日間培養でも脂質は回収できたが 42 日間培養の方

がプリムリンによる発色面積が広く、かつ発色が濃いため、42 日間培養した K. flaccidum

を用いて以降の脂質分析を実施した。 

 

K. flaccidum細胞外に存在する TAGの酵素的検出 
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GPO·DAOS 法による検出では培地に含まれる β–Na2-glycerophosphate からも同様に青色色

素が生成するため、その発色を確認した。一枚のプレートに含まれる 2 mg の β–

Na2-glycerophosphateで、青色の呈色は認められたものの薄かった。しかも検定時には極力

培地を除去したため、β–Na2-glycerophosphate による呈色への影響は小さいと考えられた。

K. flaccidumをニトロセルロースメンブレンごと試験液に浸漬し、37ºC、10分間静置したと

ころ、K. flaccidum浸漬液は濃い青色を呈した（図 3-10）。標準グリセロールから得た検量

線で定量した結果、ほとんどは TAGに由来すると考えられるグリセロールが約 1.2 (±0.17) 

nmol/cm-2検出された。 

 

クロロホルムおよびシリカゲル TLCプレートを使った C. reinhardtiiの細胞外脂質 

C. reinahrdtiiの細胞外脂質を、K. flaccidumと同じ方法により、抽出時間を 30秒間としてク

ロロホルムを使って抽出した。C. reinhardtiiは K. flaccidumと同様、ニトロセルロースメン

ブレン上で培養し、ニトロセルロースメンブレンごとクロロホルムに浸漬した。また、K. 

flaccidumと同様に、C. reinahrdtiiの細胞外脂質をシリカゲル TLCプレートを使って抽出時

間 5分間で抽出した。こうして得られた C. reinhardtiiの脂質を TLCシリカゲルプレートに

アプライし、(1)トルエンを 20 cm、(2)ヘキサンを 20cm、(3)ヘキサン／ジエチルエーテル

／酢酸（70:30:1, v/v/v）を 10 cmで展開した（図 3-11）。クロロホルム抽出およびシリカゲ

ルプレート抽出とも、脂質クラスとしてアルカンと TAGに相当する画分が認められた。こ

のアルカン画分をかき取り、GC-FIDおよび GC-MSにて測定したところ、Rf値とMSスペ

クトラムからドコサンのみが検出された（図 3-12(A)、(B)）。TAG 画分については、K. 

flaccidumと同じ Rf値にスポットが現れたため TAGと推定した。 

 

クロロホルムおよびシリカゲル TLCプレートを使った A. thalianaの細胞外脂質 
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A. thalianaをクロロホルムに 30秒間、2回浸漬して細胞外脂質を抽出した。また、予備実

験で A. thalianaをシリカゲル TLCプレートで挟み押さえつけると脂質が回収できることが

分かったため（図 3-13(A)と(B)）、シリカゲル TLCプレートを使って A. thalianaの細胞外

脂質を抽出した。藻類と同じ方法で押さえつけずにシリカゲル TLCプレート上に静置する

だけでは脂質が抽出できないので、図 3-1(D)にあるとおり、茎生葉を除去した A. thaliana

を上下からプレートで挟んで押さえつけて脂質を抽出した。回収された脂質クラスの違い

を確認したところ、クロロホルム抽出およびシリカゲル TLCプレート抽出で回収された脂

質クラスに違いはなかった（図 3-13(C)）。 

 

K. flaccidum、C. reinhardtiiおよび A. thalianaの細胞外脂質構成成分の比較 

K. flaccidumと C. reinhardtiiの、それぞれクロロホルム抽出およびシリカゲル抽出により得

られた細胞外脂質の組成を示した（図 3-14(A)）。アルカンは両藻類とも抽出法にかかわら

ずドコサンのみが認められ、またいずれもクロロホルム抽出よりシリカゲルプレート抽出

の方が回収量が多かった。 

クロロホルム抽出した K. flaccidumでのみ、ステロールエステルとフィチルエステル、遊離

ステロール類が認められた（図 3-14(A)）。ステロールエステルとフィチルエステルの含有

量はアルカンの含有量と同程度だったが、遊離ステロール類の含有量はそれら３脂質クラ

スの含有量よりも多かった。更に、K. flaccidumからクロロホルム抽出により得られた TAG

の含有量は非常に多く、ステロール類の含量と比較しても 70 倍以上であった。一方、K. 

flaccidum のシリカゲルプレート抽出によりドコサンと TAG が得られたが、含有量はドコ

サンが多かった。クロロホルム抽出した C. reinhardtiiではドコサンよりも TAGが多かった

が、シリカゲルプレート抽出した脂質ではドコサンが TAGよりも多く、K. flaccidumと同

様にアルカンが最も多い脂質であった。 



68 

TAGの脂肪酸組成を、藻類ごとに抽出法別に示した（図 3-14(B)）。K. flaccidumではクロロ

ホルム抽出した TAG の中で多い順に 18:2、16:0、18:1、18:3、18:0、14:0 と不飽和脂肪酸

が多く（図 3-14(B)）、この脂肪酸組成は Bligh & Dyer法により得られた TAGの脂肪酸組成

(図 3-7(C))とほぼ同じだった。シリカゲル TLCプレート抽出では多い順に 16:0、18:2、18:0、

18:1、14:0と飽和脂肪酸が多かった。一方 C. reinhardtiiでも、クロロホルム抽出で多い順

に 16:0、18:1、18:2、18:0と不飽和脂肪酸が多かったが、シリカゲルプレート抽出では多い

順に 16:0、18:1、14:0であり、飽和脂肪酸の割合が大きかった（図 3-14(B)）。 

A. thalianaの細胞外脂質の組成を示した（図 3-14(C)）。7クラスの脂質が認められたが、A. 

thalianaについて最も多く含まれる脂質はアルカンだった。 

３種の細胞外脂質の総量を比較した（図 3-15）。クロロホルム抽出により得られた K. 

flaccidumの脂質は A. thalianaよりも約 2.4倍と多かった。しかし、K. flaccidumのシリカゲ

ルプレート抽出、および C. reinhardtiiは抽出法にかかわらず、脂質含量は A. thaliana対比

でおよそ 1/50だった。 

 

脱脂した細胞壁画分のアルカリ加水分解画分の GC-MSおよび GC-FID分析 

K. flaccidum、C. reinhardtii、A. thalianaから得た細胞壁画分をアルカリ加水分解し得られた

脂質の GC-FIDクロマトグラムを示す（図 3-16）。K. flaccidumの細胞壁画分から脂肪酸が

検出されたが、ヒドロキシ脂肪酸や α,ω-ジカルボン酸は認められなかった。C. reinhardtii

の細胞壁画分からは脂肪酸とフィトールが検出された。A. thalianaの細胞壁画分からは（ポ

リ）ヒドロキシ酸やジカルボン酸などの脂肪酸誘導体が検出された。K. flaccidumで見つか

った脂肪酸メチルエステルと、C. reinhardtiiから得たフィトールの TMSエーテルの EI-MS

スペクトラムを示す（図 3-17）。なお C. reinhardtiiと A. thalianaから得られた脂肪酸メチル

エステルのスペクトラムも図 3-17と同様だった。また図 3-18には A. thalianaから得られた
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脂肪酸誘導体メチルエステルの、ヒドロキシ基が TMS 化された化合物の EI-MS スペクト

ラムを示した。 

これらを定量化すると、細胞壁画分における脂質の中で K. flaccidumの脂肪酸含量が極めて

多く、A. thalianaのモノマー含量のおよそ 30倍であった（図 3-19(A)）。一方で C. reinhardtii

の細胞壁画分における脂肪酸含量は A. thalianaのおよそ 1/200以下と非常に少なかった。

K. flaccidumの細胞壁画分では 18:2、16:0、18:1が優占し、C. reinhardtiiは 16:0に富む脂肪

酸を含んでいることがわかった（図 3-19(B)）。A. thalianaには脂肪酸として 16:0、18:1、18:2、

22:0、24:0が、α,ω-ジカルボン酸として 16:0、18:0、18:1、18:2が、ω-ヒドロキシ脂肪酸と

して 16:0、18:1、18:2が、そしてジヒドロキシ脂肪酸として 10,16-(OH)2-16:0が含まれてい

た。 

 

脱脂した細胞壁画分の ATR-FTIR分析 

K. flaccidum、C. reinhardtiiとも、脱脂した細胞壁画分をアルカリ加水分解したところ脂肪

酸が得られたので、この脂肪酸が細胞壁の中でどのような形態で存在するのかを確認する

ため、ATR-FTIRによる分析を行った。K. flaccidumのスペクトラムでは、1750cm-1付近の

エステル結合したカルボン酸のカルボニル酸素由来の伸縮振動 ν(C=O)はC. reinhardtiiと同

様に熱水処理でも極わずかに認められただけであった（図 3-20(A)、(B)）。K. flaccidum の

1645cm-1のピークは C. reinhardtiiと同じ波数であり、アミド I由来の伸縮振動 ν(C=O)であ

ると考えられた（図 3-20(A)、(B)）（Deanら、2008）。K. flaccidumの 1529cm-1に認められ

るピークは CDTA処理により減少が認められ、C. reinhardtiiの 1545cm-1のピークと同様の

傾向を示した（図 3-20(A)、(B)）。C. reinahrdtiiの 1545cm-1はアミド IIの変角振動 δ(N=H)

と考えられるため（図 3-20(B)）（Deanら、2008）、K. flaccidumの 1529cm-1のピークもアミ

ド IIであると考えられた。一方 A. thalianaで認められた 1735cm-1のピークが NaOH処理で
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消失するため（図 3-20(C)）、エステル結合したカルボン酸由来の伸縮振動 ν(C=O)であり、

1624cm-1と 1544cm-1のピークはともに芳香環に由来する、それぞれ伸縮振動 ν(C-C)、およ

び共役二重結合 ν(C=C)によるものと考えられた（Carpitaら、2001）。 

 

考察 

細胞外に脂質を分泌する緑藻として Botryococcus braunii が広く知られている。一方、K. 

flaccidumについては、液体培地で培養された K. flaccidumが「superficial hydro-repellent layer」

を持っているとの観察はあるが、その層に関する生化学的な解析は実施されていない

（Rindiら、2008）。 

本研究で私はまず、液体培地で培養した K. flaccidumを液体培地あるいは固形培地に移して

3日後の藻体表層を SEMにより観察した。液体培地に移した藻体の表面がなめらかであっ

たのに対し、固形培地に移したことで空気に触れ乾燥条件となった藻体の表面にはフィル

ム状構造体が細胞表面に巻きついたり、細胞表面から剥がれているように見える様子が確

認された（図 3-2(B)、(D)）。本研究では認められなかったが、K. flaccidumの表面を覆う細

い畝のネットワークは、疎水性の高い多糖であると報告されている（Barberousseら、2006）。

K. flaccidum が他の藻類のように多糖を分泌し自身を覆っている可能性は高いと考えられ

るが、脂質を分泌していることと矛盾しない。Barberousseらは K. flaccidum表面の多糖の

疎水性が高いと報告しており（Barberousse ら、2006）、多糖に混じって脂質が存在する可

能性がある。図 3-2(B)、(D)のフィルム状構造体はこれまで報告されてきた、液体培養され

た K. flaccidumの表層構造（Barberousseら、2006；Holzinger & Karsten、2013）には認めら

ない。したがって図 3-2(B)、(D)で認められた構造体は乾燥条件で生じたと考えられたため、

K. flaccidumの植物におけるワックスに相当する構造体ではないかと推測し、細胞外脂質成

分を分析した。 
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K. flaccidum 細胞表層の脂質をクロロホルム抽出し、GC-MS を用いた生化学分析を実施し

た。比較として C. reinhardtiiでも同様に脂質をクロロホルム抽出し分析した。その結果、

K. flaccidumの細胞外脂質にはアルカンやステロールエステル、フィチルエステル、遊離ス

テロールが含まれていることがわかった（図 3-5）。TAGについては 1H-NMRによる分析を

実施し、化合物の構造からも TAGであることを確認した（図 3-7(B)）。質量分析以外の TAG

検出法として、GPO·DAOS法を用いて細胞外脂質のTAGの酵素的検出を試みた（図 3-10）。

TAGをグリセロールと脂肪酸に分けるリポタンパク質リパーゼ（LPL）、グリセロールをリ

ン酸化するグリセロールキナーゼ（GK）、グリセロール-3-リン酸を酸化しジヒドロキシア

セトンリン酸と過酸化水素を生成するグリセロール-3-リン酸オキシダーゼ（GPO）、過酸

化水素存在下で4-アミノアンチピリンとN-エチル-N-(2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル)-3,5-

ジメトキシアニリンナトリウム（DAOS）から酸化縮合体を作るペルオキシダーゼ（POD）

は細胞膜を透過できないと考えられる。よってこの方法によれば細胞外にある TAGだけが

グリセロールと脂肪酸へ分解され、最終的に青色色素が生成すると考えられる。K. flaccidum

を反応液に混ぜると濃い青色を呈し（図 3-10）、ここでも細胞外に TAGが存在することが

示された。 

クロロホルム抽出した K. flaccidum（図 3-4(A)、(B)）と C. reinhardtii（図 3-11）の細胞外脂

質からはアルカンとしていずれもドコサンのみが検出された（図 3-5(A)、図 3-12(A)）。偶

数アルカンは珍しいものではなく、酵母 Saccharomyces oviformisや糸状菌 Trichoderma viride

（Ladyginaら、2006）、細菌 Vibrio furnissii（Park、2005）などでも見つかっている。A. thaliana

が主に奇数アルカンを持っていることを考えるとこれら藻類と A. thalianaとではアルカン

合成経路に違いがあると考えられるため、C. reinhardtiiや K. flaccidumで A. thalianaアルカ

ン合成経路のタンパク質 CER1 のカウンターパートが見つからなくとも矛盾はないと考え

られる。グラム陰性短桿菌 Vibrio furnissiiでは、1-ヘキサデカナールが還元されて 1-ヘキサ
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デカノールが生成し、更に脱ヒドロキシ化により n-ヘキサデカンが生成することが標識前

駆体を用いた実験により確認されている（Park, 2005）。K. flaccidumではアルデヒドの生成

は現状で確認できていないものの、V. furnissii に類似したアルカン合成経路が存在するで

あろうと考えられるが、関連する脱ヒドロキシ化タンパク質についてはまだ情報が少ない

ため見つかっていない。ステロールエステルとフィチルエステルについては、第２章で論

じた通り K. flaccidum は関連タンパク質のカウンターパートを持っているためそれらの経

路によって合成されると考えられた。ステロール合成関連タンパク質は本研究では探索し

ていないが、ステロールエステル画分と遊離ステロール画分から同じフィトステロールが

見つかったことから（図 3-5(C)、(I)）、K. flaccidumはステロール成分として A. thalianaと

同様の生合成系を既にもっていることが推測された。 

クロロホルム抽出画分には葉緑体の膜構成脂質で葉緑体中に最も多く含有される MGDG

が微量ではあるが含まれており（図 3-3）、細胞内の中性脂質も同時に抽出している可能性

があった。そこで、可能な限り細胞内の中性脂質の混入を避けるため、図 3-1(C)にあるよ

うに K. flaccidumの細胞外脂質をシリカゲル TLCプレートに転写し抽出した。転写時間を

最長 20分としてもMGDGは検出されず（図 3-8(A)）、シリカゲルプレート転写による脂質

抽出法が K. flaccidumの細胞外脂質抽出に有効であると考えられた。ただし、クロロホルム

抽出では細胞内中性脂質も抽出している可能性があるものの、細胞外脂質の多くを抽出で

きていると考えられるのに対し、シリカゲル TLCプレート転写による抽出では全ての細胞

外脂質を抽出しきれていない可能性がある。図 3-14(A)で K. flaccidumからのクロロホルム

抽出では約 12 nmol/cm2の TAGが検出されたのに対し、シリカゲルプレート転写抽出で検

出された TAG は 0.016 nmol/cm2だった。一方、GPO·DAOS 法による酵素的定量分析で検

出された TAGは約 1.2 nmol/cm2であった。現状で真の細胞外脂質量はわからないため、抽

出法による脂質の回収量の違いについて更なる検討が必要である。シリカゲル転写による
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脂質抽出は A. thalianaにも適用が可能で（図 3-13）、本抽出法が藻類に限らず植物体からの

ワックス抽出にも応用が可能であることが示唆された。 

シリカゲルパウダーを用いて昆虫表面の脂質を抽出し分析したとの報告がある（Choe ら、

2012）。藻類でシリカゲルパウダーを用いた脂質抽出を実施すると、細胞とシリカゲルを分

離することが難しい。したがって本研究ではシリカゲルがガラス板に固定されたシリカゲ

ル TLCプレートを用いた脂質抽出を試みた。培養 28日および 42日経過した K. flaccidum

から細胞外脂質をシリカゲルプレート転写により抽出したところ（図 3-9）、培養 42日後で

は培養 28日後よりも多く、ほぼ全面に脂質の発色が認められたため、K. flaccidumの細胞

外脂質は成熟した細胞が分泌することが示唆された。 

表層に TAGを分泌する陸上植物の報告は多くないが（Bianchiら、1992a、1992b）、セイヨ

ウヤマモモの果実に多量の TAGが含まれることが報告されている（Harlow、1965）。この

TAGの合成経路について、セイヨウヤマモモでは細胞内での合成とは別に、細胞外に分泌

された MAG をアシルドナーとして、DAG をアシルアクセプターとして、細胞外で TAG

を合成する経路が存在すると報告されている（Simpson & Ohlrogge、2016）。この報告の中

で最初の中間体である sn-2 MAGにアシル基を転移するのが sn-2 GPATであり、シロイヌ

ナズナでは GPAT4、GPAT5、GPAT6 が該当する（Yang ら、2010）が、K. flaccidum では

sn-1 GPATのカウンターパートしか見つかっていない（表 2-1）。したがって K. flaccidumの

TAG合成は、少なくともセイヨウヤマモモのように細胞外で sn-2 MAGから合成される可

能性は低い。 

シリカゲル抽出された K. flaccidumの脂質にはアルカンと TAGのみが含まれるが、クロロ

ホルム抽出された脂質には更にステロールエステルやフィチルエステル、遊離ステロール

類など、エステルも多く含まれていた。細胞に対し遊離脂肪酸や遊離アルコールは強い毒

性があり、これらエステルには脂肪酸のカルボキシル基とアルコールのヒドロキシ基をマ
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スクし細胞を保護する作用もある（Kaupら、2002；Turkishら、2005；Lippoldら、2012）。

K. flaccidumでは成熟した細胞がより多くの脂質を分泌しており、分泌する脂質にエステル

が多いことから、もともと K. flaccidumと C. reinhardtiiは無毒化したエステルを排泄物とし

て細胞から排出し、結果としてこの脂質が細胞を外部環境から保護する役割を果たしてい

る可能性も考えられる。 

抽出法の違いによる脂質の組成を比較すると、K. flaccidum、C. reinhardtiiとも、シリカゲ

ルプレート転写により抽出した脂質からはアルカンと TAGのみが得られた（図 3-8(B)、図

3-11）。クロロホルム抽出と同様に、両藻類ともアルカン画分からはドコサンのみが見つか

った（図 3-12(A)）。一方、K. flaccidum と C. reinhardtii のどちらについても脂質抽出法で

TAG脂肪酸組成が異なっていた（図 3-14(B)）。K. flaccidum、C. reinhardtiiともにクロロホ

ルム抽出よりもシリカゲル TLCプレート転写抽出で飽和脂肪酸含量が多かった。不飽和結

合は大気中の酸素による自動酸化を受けて過酸化しやすいため（Porterら、1995）、空気に

暴露する機会の多い細胞外脂質に飽和脂肪酸が多いことは自動酸化を避ける点で理にかな

っていると考えられる。また飽和脂肪酸の含量が多いと脂質の融点が高くなるため、場合

によっては細胞内で結晶化し細胞を傷つける可能性がある（Pighinら、2005）。実際に、ト

リオレインの融点が 5℃であるのに対し、トリステアリンの融点は 72‒75℃と高く、K. 

flaccidumの生育環境ではこれらの脂質は個体になる。そのような危険な脂質を細胞外に排

出することは細胞にとって必要なことであったと考えられる。 

培地上に生育する藻類の面積あたりの総脂質量と、シロイヌナズナの表面積あたりの総脂

質量とを比較すると、クロロホルム抽出による K. flaccidumiの脂質含量が最大であったが、

シリカゲル TLCプレート転写により抽出した K. flaccidumと C. reinhardtiiの脂質含量はと

もに、クロロホルム抽出した A. thalianaワックスの 1/50程度と低かった（図 3-15）。シリ

カゲル TLC プレート転写による脂質抽出の効率については更なる検討が必要だが、C. 
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reinhardtiiはクロロホルム抽出でも細胞外脂質の含量は非常に低かったため、細胞外脂質の

含量は K. flaccidumの方が C. reinhardtiiよりも高いと考えられる。 

 

A. thalianaのクチン画分を分析し、既報（Li-Beissonら、2013；Yeats & Rose、2013）と同

じモノマーがほぼ同程度の含量で確認できた（図 3-18、図 3-19(B)）。同じ実験法に則り、

K. flaccidum から得られた脱脂した細胞壁画分をアルカリ加水分解することで多量の脂肪

酸が得られた（図 3-19(A)、(B)）。C. reinhardtii からも脂肪酸が得られたが、その量は K. 

flaccidumの 1/5,000以下と非常に少なかった（図 3-19(A)、(B)）。このように両藻類の細胞

壁画分に脂肪酸の存在が認められたものの、エステル結合を作るカウンターパートである

ヒドロキシ基を持つ脂質は見つからなかったため、第２章での予想に反し、K. flaccidumで

は A. thalianaとは異なり脂質のポリマーは形成されていないと考えられた。そこでこの脂

肪酸がどのような形態で細胞壁近傍に存在しているのかを確かめる目的で ATR-FTIR を用

いて分析した。K. flaccidumと C. reinhardtiiではカルボン酸由来の伸縮振動が 1750cm-1付近

でごくわずか認められた（図 3-20(A)、(B)）。しかし K. flaccidum細胞壁中の脂肪酸の存在

量が A. thaliana のクチンモノマーの 30 倍程度であることを考えると（図 3-19(A)）、K. 

flaccidumのこの伸縮振動が示すエステル結合が脂肪酸の主な結合様式であるとは考えにく

かった。同時に、K. flaccidumの細胞外にある TAGが、このクチン相当画分の分析に異物

として混入している可能性も低いと考えられた。C. reinahrdtii の細胞壁は植物のエクステ

ンシンに相同なタンパク質で、ヒドロキシプロリンリッチな糖タンパク質が骨格を形成す

る（Roberts、1974；Goodenough & Heuser、1985；Ferrisら、2001）。また、C. reinhardtiiで

はこれまでのところ植物のクチクラのような構造は報告されていない。ATR-FTIR スペク

トラムからK. flaccidumでC. reinhardtiiと同様にアミド Iとアミド IIのピークが確認できた

ため、両種とも脂肪酸が細胞壁を構成するタンパク質に含まれるリジンのεアミノ基などと
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アミド結合していると考えられた。 

細胞壁のタンパク質について、K. flaccidumはアラビノガラクタンタンパク質やエクステン

シンを持たないが、同じ車軸藻植物門である Coleochaete nitellarumではいずれのタンパク

質も確認されており、Chara corallinaや Chlorokybus atmophyticusではアラビノガラクタン

タンパク質が確認されている（Sørensenら、2011）。一方、Sørensenらの報告では細胞壁画

分の糖タンパク質をモノクローナル抗体と carbohydrate-binding modules により検出してい

る（Moller ら、2007；Sørensen ら、2011）ため、脂肪酸が結合したタンパク質が検出でき

なかった可能性も考えられる。 

細胞壁多糖については、K. flaccidumの細胞壁画分を酸加水分解するとキシロースとグルコ

ースが得られるが、ドリセラーゼ処理してもイソプリメベロースが得られないため、K. 

flaccidumは一般的なキシログルカンを欠くとの報告がある（Popper & Fry, 2003；Fry, 2011）。

また、ドリセラーゼやセルラーゼを使った K. flaccidumのプロトプラスト化も成功していな

い（堀、私信）。一方、K. cernulatumと K. nitensをカルコフロールホワイトで処理すると発

色が認められ（Herburger & Holzinger、2015）、K. flaccidumでも細胞壁でカルコフロールホ

ワイトの発色が認められる（大高、私信）。したがって K. flaccidumもセルロースやカロー

スなどの多糖の微繊維構造を有することが推測される。これらの多糖が酵素により消化さ

れないことと、ATR-FTIRの結果（図 3-20）を併せて考えると、K. flaccidumの細胞壁は多

糖の微繊維の外側に糖タンパク質の骨格があり、このタンパク質でできた骨格によって酵

素が多糖へと近づけない可能性がある。 

以上から得られた結果をもとに、K. flaccidumと C. reinahrdtiiの細胞壁とクチクラの構造に

関するモデルを構築した（図 3-21）。K. flaccidumでは先に述べた通り、多糖の外側にタン

パク質の骨格を持ち、この骨格に結合した多量の脂肪酸が疎水性領域を形成していると考

えられた。C. reinhardtii の細胞壁は繊維状および粒状の糖タンパク質で構成され、大きく
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３層構造をなしている（Roberts、1974；Goodenough & Heuser、1985；Ferrisら、2001）。こ

の糖タンパク質の一部に脂肪酸が結合し、疎水性領域を形成していると考えられた。シリ

カゲル TLC プレートへの転写により抽出された脂質は細胞壁の疎水性領域から表面へ露

出していると推測され、K. flaccidumのクロロホルム抽出により得られた多量の TAGやス

テロールエステル、フィチルエステル、遊離ステロールは細胞壁内の疎水性領域に疎水性

相互作用によって存在しているのではないかと考えられた。K. flaccidum細胞壁の脂肪酸含

量は C. reinhardtii より多いため、K. flaccidum の疎水性領域が広いと推測される。よって

K. flaccidumでは細胞壁内に蓄積される脂質が多く、C. reinhardtiiと比較してクロロホルム

抽出により得られた脂質量が多かったと考えられた。 
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図 3-1．脂質抽出法 
(A)と(C)は藻類の細胞外脂質脂質抽出、(B)と(D)はシロイヌナズナ
の細胞外脂質脂質抽出を示す。 
(A)と(B)はクロロホルム抽出法。 
(C)と(D)はシリカゲル TLCプレートへの転写による抽出。 

(A) (B) 

(C) (D) 
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図 3-3．クロロホルム抽出による K. flaccidumの生育面積あたり脂質回収量の経
時変化。 
K. flaccidumからニトロセルロース 1枚につき 5mlのクロロホルムで抽出し、所
定の経過時間でクロロホルムを回収した。黒丸は TAG、白丸はMGDGを表す。
差し込み図は乾物重あたりの脂質抽出量をしめす。実線、点線はそれぞれ、Bligh 
and Dyer法により抽出した TAGとMGDGを表す（n=3、±標準偏差）。 

図 3-2．K. flaccidum表層の SEM画像 
(A)と(C)は液体培地から液体培地へ継代 3日後の表層の画像、 
(B)と(D)は液体培地から固体培地へ継代 3日後の表層の画像。 
スケールバーは(A, B)=50µm、(C, D)=10µm。 

(A) (B) 

(C) (D) 
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図 3-4. クロロホルム抽出した K. 
flaccidum細胞外脂質の TLC分離 
(A) ヘキサン／ジエチルエーテル
／酢酸（90:7.5:1、v/v/v）により K. 
flaccidumと A. thalianaから抽出し
た脂質のプリムリン染色。 
(B) (1)ヘキサン（20cm）、(2)トルエ
ン（20cm）、(3)ヘキサン／ジエチル
エーテル／酢酸（70:30:1、v/v/v、
10cm）で展開した K. flaccidumの細
胞外脂質のプリムリン染色。 
(C) 発色試薬による脂質検出。 
展開溶媒は(B)に同じで、各レーン
の発色試薬を以下の通りとし K. 
flaccidum細胞外脂質を染色した後、
110ºC 10分間オーブンで加熱した。 
レーン 1：プリムリン 
レーン 2：ニンヒドリン 
レーン 3：オルシノール 
レーン 4：アンスロン 
レーン 5：塩化鉄 III 
レーン 6：DNP 

(A) (B) 

(C) 
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図 3-5．クロロホルム抽出した K. flaccidum細胞
外脂質の化学分析結果 
(A) K. flaccidumのアルカン画分の GC-FIDクロ
マトグラム、(B) アルカン画分の EI-MSスペク
トラム、(C) ステロールエステル画分のステロ
ール部位の GC-FIDクロマトグラム、(D)–(F) 同
ステロール部位の EI-MSスペクトラム、(G) フ
ィチルエステルの GC-FIDクトマトグラム、(H) 
フィチルエステルの EI-MSスペクトラム、(I) 遊
離ステロールの GC-FIDクトマトグラム 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) (F) 

(G) (H) 

(I) 
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図 3-6．クロロホルム抽出した K. flaccidumのステロールエステル画分、
遊離ステロール画分の成分組成 
(A) ステロールエステル(n=3、±標準偏差) 
(B) 遊離ステロール(n=3、±標準偏差) 

(A) (B) 

(C) 
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図 3-7. クロロホルム抽出した K. flaccidum細胞外脂質中 TAG画分の 1H-NMR分析
と、TAGの脂肪酸組成 
(A) 2%硝酸銀含浸 TLCを用いてヘキサン／アセトン（50:3.25、v/v）で分離した TAG
のクロマトグラム 

(B) 
1
H-NMR分析結果。溶媒：CD3Cl、磁場強度：400MHz、測定スペクトル幅：9379Hz、

積算回数：8回、詳細は実験方法に記載した。 
(C) クロロホルム抽出した K. flaccidumの細胞外脂質の TAGと、Bligh & Dyer法で
抽出した総脂質中の TAGとの脂肪酸組成比較(n=3、±標準偏差)。 

(A) 

(B) 

(C) 
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図 3-8．シリカゲル TLCプレートに転写し抽出した K. flaccidumの細胞外脂質 
(A) 転写時間ごとの脂質の TLC分離。回収した脂質をクロロホルム／メタノール／酢
酸（18:15:1、v/v/v）で展開した。右はシロイヌナズナの茎葉部から Bligh and Dyer法に
より得た総脂質の展開図。 
(B)脂質回収量の経時変化 TLCプレート上のスポットの濃さを Image Jを用いて定量化
した（n=2、±標準偏差）。 
(C) シリカゲル TLCプレート抽出した脂質の TLC分離 (1) ヘキサン（20cm）、(2)トル
エン（20cm）、(3)ヘキサン／ジエチルエーテル／酢酸（70:30:1、v/v/v）（10cm）により
分離した。 

(A) 

(B) 

(C) 
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図 3-9．シリカゲル TLCプレートに転写し抽出した藻類の細胞外脂質 
左は藻類の生育、右は 0.01% プリムリンによる蛍光。 
上段は K. flaccidum培養 28日、中段は K. flaccidum培養 42日、下段は C. reinhardtii
培養 14日の結果を示す。 
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図 3-10．GPO·DAOS法による K. flaccidum細胞外脂質中の TAGの検出 
ニトロセルロースメンブレンで生育させた K. flaccidumを、培地を除きガラスシャーレ
内で反応させた（n=5）。詳細は実験方法に記した。 
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図 3-11．クロロホルム抽出あるいはシリカゲ
ルプレートに転写し抽出した C. reinhardtiiの
細胞外脂質 
左はクロロホルム抽出の結果で、抗酸化剤と
して添加した BHTのスポットが認められた。
右はシリカゲルTLCプレート転写により抽出
した脂質の TLC展開図。いずれも、(1)ヘキサ
ン（20cm）、(2) トルエン（20cm）、(3)ヘキサ
ン／ジエチルエーテル／酢酸（70:30:1、v/v/v）
（10cm）により展開した。 

図 3-12．クロロホルム抽出およびシリ
カゲル TLCプレート転写により抽出し
たC. reinhardtiiとK. flaccidumのアルカ
ン画分 
(A) GC-FIDクトマトグラム 黒線がシ
リカゲル TLCプレート転写により得た
C. reinhardtii或いは K. flaccidum、灰線
は標準物質のクトマトグラムを表す。
なおクロロホルム抽出したアルカンは
ワックスエステルなどと同じ昇温プロ
グラムを用いたため Rf値が異なる。 
(B) (A)のシリカゲルプレート抽出した
C. reinhardtiiの EI-MSスペクトラム 

(A) 

(B) 

クロロホルム抽出 シリカゲル TLCプレート抽出 

*1：ペンタデカン酸 
 メチルエステル 
*2：テトラコサン 
（ともに内部標準） 
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図 3-13．A thalianaのシリカゲル TLCプレート転写による細胞外脂質の抽出 
(A) 転写に用いた A. thalianaの生育、(B) 転写された脂質のプリムリン呈色 シリカゲル
プレートに A. thalianaを乗せ、その上にシリカゲルプレートを乗せ指で軽く押さえて脂
質を転写した。 
(C) シリカゲル TLCプレート抽出あるいはクロロホルム抽出された脂質の TLC展開図 
どちらもヘキサン／ジエチルエーテル／酢酸（90:75:1、v/v/v）により展開した。 

(A) (B) 

(C) 
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図 3-14．K. flaccidumと C reinhardtii、A. thalianaの細胞外脂質の含有量と成分組成 
(A) 藻類の細胞外脂質における各脂質クラスの含有量、(B) 藻類の細胞外脂質における
TAG画分の脂肪酸組成、(C) A. thalianaのワックスの成分組成 
全ての脂質は GC-MSで同定した成分を GC-FIDにより定量した（n=4、±標準偏差）。 

(A) 

(B) 

(C) 
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図 3-15．表層から抽出した総脂質含量の、種および抽出
法間の比較（n=4、±標準偏差） 
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図 3-16．アルカリ分解した細胞壁画分の GC-FIDクロマトグラム 
(A) K. flaccidum、 (B) C. reinhardtii、 (C) A. thaliana 
クロロホルムとメタノール、ブタノールで脱脂した細胞壁を凍結乾燥後、ナトリ
ウムメドキシドでアルカリ加水分解した有機溶媒可溶性画分を分析した。 

(A) 

(B) 

(C) 
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図 3-17．アルカリ分解した K. flaccidumおよび C. reinhardtii細胞壁画分由来脂質の
EI-MSスペクトラム 
スペクトラムから推定される化合物名を図内に記載した。 
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図 3-18．アルカリ分解した A. thaliana細胞壁画分由来脂質の EI-MSスペクトラム 
スペクトラムから推定される化合物名を図内に記載した。 
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図 3-19．アルカリ分解した K. flaccidum、C. reinhardtii、A. thaliana細胞壁画分
由来脂質の成分組成と含量 
(A) 細胞壁画分由来脂質の総量（n=4、±標準偏差） 
(B) 細胞壁画分由来脂質の組成（n=4、±標準偏差） 

(A) 

(B) 
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図 3-20．細胞壁画分の ATR-FTIRスペクトラム 
(A) K. flaccidum、(B) C. reinhardtii、(C) A. thaliana 
脱脂した細胞壁画分を凍結乾燥し、次のいずれかの処理をほどこした残渣
を ATR-FTIRで分析した。(1) 0.1 M NaOHを添加し室温で 1時間培養（ヘ
ミセルロース可溶化）、(2) 0.34 M NaClO2を添加し 65ºCで 1時間培養（フ
ェノール性成分可溶化）、(3) 100 mM CDTAを添加し室温で 1時間培養（イ
オン結合性ペクチン可溶化）、(4) イオン交換水を添加し 80ºCで１時間培養
（ペクチン可溶化）。 

(A) 

(B) 

(C) 
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図 3-21．K. flaccidumの細胞外脂質と細胞壁内の疎水性領域の模式図。 



97 

４．総合考察 

本研究では、世界中の高地や砂漠、都市部などあらゆる環境ストレス条件下で生育し、ゲ

ノム解読が終了した車軸藻植物門 Klebsormidium flaccidumに注目し、その高度な環境適応

能の要因の一つがクチクラ構造にあるのではないかと推定した。そこで第 2 章では、ゲノ

ム情報から A. thalianaのワックス合成およびクチンポリマー形成関連タンパク質群に対す

る K. flaccidumにおけるカウンターパートを探索した。その結果、K. flaccidumゲノムから

ワックス合成関連タンパク質のカウンターパート遺伝子が幾つか見いだされワックスの存

在が示唆されたが、１級アルコールとワックスエステル、アルカン、２級アルコール、ケ

トンの合成に関与するタンパク質のカウンターパートを持たない（図 2-1）ため、K. flaccidum

のワックスは A. thalianaとは異なる成分で構成されることが示唆された。またクチンポリ

マーの合成に関与するタンパク質のカウンターパートの探索から、K. flaccidumが ω-ヒドロ

キシ酸と脂肪酸、グリセロールから成るクチンポリマーを持ち得ることが示唆された（図

2-4）。第 3章では SEMを用いて、寒天培地上で培養し乾燥条件に晒した K. flaccidumの表

面を観察したところ、液体培地で連続して培養した場合には認められなかったフィルム状

の構造が藻体表面に認められた（図 3-2(B)、(D)）。乾燥時に現れた K. flaccidum表面の構造

体が陸上植物のワックスに相当するのではないかと推測された。次に、細胞外脂質のみを

分取するためシリカゲル TLCプレートに転写する簡便な脂質抽出法（図 3-1(C)）を考案し、

植物のワックス抽出法と比較しながら、それぞれの方法で得られた脂質を GC-MS により

分析した。その結果、A. thalianaとは組成が異なるものの、K. flaccidumが主にアルカンと

TAG から構成される脂質を細胞外に分泌することを見出した（図 3-8(C)）。ただし、植物

のワックス分析法に準じクロロホルムにより K. flaccidumの細胞外脂質を抽出すると、シリ

カゲルプレートに転写し抽出した場合の約 120倍の脂質が得られた（図 3-15）。またクロロ

ホルム抽出ではアルカンと TAGに加えて、ステロールエステル、フィチルエステル、遊離
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ステロールが得られた（図 3-5）。このように抽出法により得られる K. flaccidum 細胞外脂

質の量および組成に違いがあるため、今後はこうした抽出法による違いの意味をより詳し

く解析する必要がある。つづいて K. flaccidumにおける陸上植物のクチンポリマーに相当す

る画分を GC-MS で分析した結果、脂質ポリマーの存在は確認できなかったものの細胞壁

に多量の脂肪酸が結合していることを見出した（図 3-19；図 3-20）。これらの結果を踏ま

え、K. flaccidumの細胞壁画分にはクチクラ層やクチクラプロパーの代替となる疎水性領域

がありその中にステロールエステルやフィチルエステル、TAGなどの脂質が存在し、シリ

カゲル TLCプレートにより抽出されたアルカンと TAGが細胞表面に露出していると推測

した（図 3-21）。 

第 2章で予測されたとおり、K. flaccidumの細胞表層にはワックスが存在したが、その成分

は陸上植物とは異なっていた。子嚢菌門の 3種、Alternaria tenuis、Botrytis fabae、Neurospora 

crassaの分生胞子表面や、ケカビ亜門Rhizopus stoloniferの胞子表面には、アルカンやTAG、

遊離脂肪酸等が含まれるとの報告があり（Fisherら、1972；Fisherら、1978）、K. flaccidum

と C. reinhardtiiのシリカゲル TLCプレート転写で抽出した脂質と一部が共通する。脂質合

成系はそれぞれの生物で分岐後に独立して進化したと考えられるが、分岐の年代が異なる

子嚢菌門や C. reinhardtii、K. flaccidumにおいて細胞外脂質としてアルカンや TAGなどが

共通するのは興味深い。Fisher らの報告における細胞外脂質の鎖長については、A. tenuis、

B. fabae、N. crassa、R. stolonifer細胞外脂質の TAG、遊離脂肪酸で C16:0と C18:0が優占し、

最長は遊離脂肪酸の C28:0だった（Fisherら、1978）。またアルカンは C18から C36まで見

つかり、優占したのが C24と C31だった。このように子嚢菌門やケカビ亜門で VLCFAを

原料とした脂質を分泌することが確認されており、成分からみて K. flaccidumの細胞外脂質

がこれら菌類よりも格段に陸上環境に適応しているとは考え難い。 

B. brauniiのように、アルカンには光合成を効率的に行えるよう細胞を水面へ浮かせる役割
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があると考えられており（Niehaus ら、2012）、アルカンを積極的に細胞外へ分泌するメリ

ットがある。一方で TAGを含めたエステル類には、両親媒性により細胞毒性を示すアルコ

ールと脂肪酸の官能基をマスクする役割もある（Duan & Schuler 、2005；Turkish ら、2005；

Raniら、2010；Lippoldら、2012）。よって細胞外にエステル類があることは細胞にとって

不要なこれら脂質を細胞外へ排出した結果である可能性がある。これが妥当であれば、実

際にC. reinhardtiiにもK. flaccidumと比較して少量ではあるが細胞外脂質が認められたこと

もあり、より多くの藻類が細胞外へ脂質を分泌している可能性がある。K. flaccidumが陸上

環境に適応しているのは、単に細胞外脂質が存在していることだけではなく、細胞壁にク

チクラ様の疎水的な環境を形成することによって、より多量のワックスを蓄えることがで

きるからであろう。 

K. flaccidumのクチンポリマーについては、第 2章の予測とは異なり分析によってその存在

は確認できなかった。しかし K. flaccidumの細胞壁画分にはタンパク質に結合した多量の脂

肪酸によって構成された疎水性領域が存在することが示唆された。K. flaccidumにおいては

この疎水性領域が陸上植物のクチクラ層やクチクラプロパーに相当し、この層に脂質を蓄

えられることが厳しい環境に耐える上で有利なのではないかと考えられる。C. reinhardtii

も同様の構造を持つことが示唆されたため両種に質的な違いは認められないが、K. 

flaccidumは特に乾燥条件などでこの層が厚く、C. reinhardtiiよりも多くの脂質を蓄えられ

ることにより、より陸上環境に適応していると考えられる。 

陸上植物のように細胞外にのみ配される VLCFA 誘導体ではなく、細胞内にも存在すると

考えられる TAGやステロールエステル、フィチルエステルなどが分泌されて形成された細

胞外ワックスと、細胞壁の一部に疎水性を付与してクチクラ様構造として利用する K. 

flaccidumの表層構造は、クチクラ層、クチクラプロパー、エピクチクラワックスという３

層構造のクチクラを持ち、VLCFA誘導体で形成されるワックスを持つ陸上植物からみると
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単純ではあるが、原始的なクチクラ構造にあたると考えられる。 

以上から、原始的なクチクラ構造は K. flaccidumが分岐する以前から存在していた可能性が

あるが、クチンに相当する細胞壁疎水性領域が非常に大きいことによって K. flaccidumは細

胞壁に多量の脂質を蓄えることが可能で、世界中で乾燥など過酷な環境下においても生育

が可能となり、現在のように繁栄したのだろうと推測された。 
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