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緑 藻 類 Chlamydomonas reinhardtiiの貯蔵脂質に対する光量と酢酸の影響

慶應義塾大学大学院政策•メディア研究科 

新川はるか

論文要旨

緑藻のモデル生物であるC7//awァゴowowas は栄養欠乏，光量の変化などに応答して脂質

組成を変化することが知られている.この藻類は一般的に酢酸を含む培地で培養され，酢酸を炭 

素源の一つとして脂質を合成する.そのため培地中に酢酸を添加しない光合成独立栄養条件下に 

おける脂質代謝に閨して未解明な部分が多い.本研究では液体クロマトグラフィ一一飛行時間型 

質量分析計を用いて脂質を分子種ごとに定量し，液体クロマトグラフィ一一タンデム質量分析計 

を用いて脂肪酸鎖組成を解析し，酢酸栄養の有無，窒素栄養充足条件（光量160 fimol/mVs) と窒 

素栄養欠乏条件（光 量 0 , 1 5，30, 60， 160叫nol/m2/s) に応じた CrezWwnMの脂質組成の変化を 

調査した.その結果窒素栄養欠乏条件下において酢酸の有無と光量によってそれぞれ脂質組成が 

変化した.トリアシルグリセロールの合成に関しては培地中の酢酸の有無と光量の変イ匕に応答し 

て新規合成の経路と葉緑体膜脂質を再利用する経路を使い分けていることが示唆され，膜脂質に 

関してはエ ネ ル ギ ー 生産方法の違いに対して膜脂質の組成を変化させることで応答することが示 

された.

キ一 ワ 一 ド

1 CTi/amァcfowoms 他 ，2 脂質，3 光量，4 有機栄養，5 液体クロマトグラフィ----質量分析

計
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序論

単細胞性の C/i/a/wタ(iowowas は緑藻のモデル生物として知られており，光合成機構，脂

質代謝，ストレス応答などの研究において利用されている（Harris，2009) . この緑藻は窒素栄養 

欠乏条件下において油滴状にトリアシルグリセロール（TAG) を 蓄 積 す る （ Weers and Gulati， 
1 9 9 7 ) . 近年藻類が蓄積する T A G が有望なバイオ燃料源として注目されていることから（Chisti, 

2007; Hu以虬，2008) ， この藻類をTAG代謝研究のモデル生物として用いる研究が盛んに行われ 

て い る （Fan が a/., 2 0 1 1 ; Merchants a/., 2011 ; Siaute/a/., 2011).

この藻類は栄養欠乏，強光条件において T A G を蓄積することが知られている（Picaudが a/., 
1 9 9 1 ;WeersandGulati, 1 9 9 7 ) . しかし，窒素栄養条件下でも暗条件においてはT A Gを蓄積しない 

ことが知られている（Fanwa/. ,2012).この藻類が環境ストレスに応答して T A Gを蓄積する生理 

学的意義はまだ解明されていないが，一説には窒素栄養欠乏に伴い炭酸固定経路の抑制が起こ 

り，その結果光化学反応系で生じた余剰な電子を消費するためにT A G を合成するといわれている 

(Hu付乂，2008) . このことから光刺激はTA G蓄積に影響を与える重要な因子であると考えられ 

る .ま た ，C. re細 ar也7 は窒素栄養欠乏条件下において異なる光量条件下でもT A G 蓄積量が変化 

しないことは知られているが（Fanがa/. , 2 0 1 2 )，光量の変化がTAG組成に与える影響は明らかに 

なっていない.

光は膜脂質の組成にも大きな影響を与え，多くの藻類で光量の増加に伴って葉緑体膜脂質であ 

るモノガラクトシルジアシルグリセロール（MGDG) が減少することが知られている（H u 沈 a/.，
2008) . — 方，C• だ 也 7 においては明条件下における脂質クラスごとのアシル基の組成が報告 

されているものの，暗 条 件との比較は行われていない（Eichenberger, 1976) • こ れ ま で C.

也7 において T A G と膜脂質の光量の変化に対する組成変化を網羅的に解析した研究は報告 

されていない.

脂質代謝に影響を与えるその他の重要な因子としては，培地中の有機物があげられる. 

C/i/awアゴ•は光合成独立栄養条件よりも培地中に酢酸を添加した混合栄養条件下に 

おいて増殖が速いことから，実験室においては酢酸を多量に含むトリス-酢酸-リン酸（TAP) 培地 

で培養されることが多い（Harris, 2〇09) . そのため，C. rek/iarc/r" の脂質合成に関する報告のほと 

んどは混合栄養条件下での培養に基づいている（Fan以 足 2〇11;Siautが乂，20 1 1 ) .混合栄養条 

件下においては酢酸を炭素源の一^9 として膜脂質やT A G を合成することが知られている（Miller 
が < 2 0 1 1 ; L iがa/.,2012). このためこの藻類での光合成独立栄養条件下における脂質代謝の研 

究報告はきわめて少なく，El-Sheekh (1993)では光合成独立栄養条件と従属栄養条件における脂 

質組成を比較し，暗条件の方が脂肪酸の不飽和度が低いと報告している.しかし， この研究では 

脂質クラスごとの定量は行われておらず混合栄養条件と光合成独立栄養条件間で膜脂質の組成が 

同じなのか未解明である.一方TAG合成のアシル基の組成は光合成独立栄養条件下と混合栄養条 

件下とであまり変わらないものの（Msanneがa/.，2012) ，TAGの蓄積量では光合成独立栄養条件 

下の方がより少ないことが知られている（Fanが a/., 2 0 1 1 ) .しかし，光合成独立栄養条件下にお 

ける光量の変化がTAG蓄積，組成に与える影響の詳細はほとんど調査されていない.

光合成生物である藻類にとって脂質代謝はエネルギー貯蔵の役割のみならず；光ストレスへの応 

答，光合成装置である葉緑体の機能維持など様々な生理学的役割を担ってい る .そ の 脂質代謝に 

大きな影響を与える光量と酢酸の変化が膜脂質，貯蔵脂質の組成に与える影響を調査すること 

は，藻類の環境応答における脂質代謝の機能解明に貢献すると期待される . 特 に 液 体 クロマト 

グラフイ一一飛行時間型質量分析計（LC-TOFMS) による脂質分子種ごとの定量にょ り，脂質ク 

ラスごとのより詳細な代謝経路レベルでの議論が可能となる.
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本研究では LC-TO FM Sを用いて脂質を分子種ごとに定量し，液体クロマトグラフィ一一タンデ 

ム 質 量 分 析 計 （LC-MS/MS) を用いて脂肪酸鎖組成を解析し，群酸栄養の有無，窒素栄養充足条 

件 （光量160 nmol/m2/s) と窒素栄養欠乏条件（光 量 0，15，30, 6 0 , 1 6 0  nmol/m2/s) に 応 じ た C. 

rez>i/wrrゴの脂質組成の変化を調査した.

対象と手法

培養株と培養条件，細胞の回収

CMwwア ゴ UTEX 90 株 は  TAP 培 地 と （ Gorman and Levine, 1 9 6 5 )及び TAP 培地 

から酢酸を除いたトリス-リン酸（TP) 培地それぞれ100 m L中で， 25°C, 明暗周期 14:10時間， 

白色蛍光灯の光量160 nm〇I/m2/s 下で振とうしながら（75 rpm) 培養した.窒素栄養欠乏への誘導 

は以下の通りである.それぞれの培地で3 日 間 培 養 し た 約 5 x 1〇7 細 胞 （対数増殖期後期）を 

3310g で 3 分間遠心して回収し，細胞のペレットをそれぞれの培地から窒素栄養（NH4C1 ) を除い 

た 培 地 （TAP-N と TP-N) で一回リンスした .再度 3310 g で 3 分間遠心し，濃縮液を TAP-N と 

TP-N それぞれ100m Lに懸濁し，異なる光量条件下（0， 15, 30，60， 16 0叫nol/m2/s) で 3 日間培 

養した.細胞密度と体積は粒子計測器 CDA-1000 (Sysmex, Japan) を用いて測定した.これらの 

培養液を 3310g で 3 分間遠心し， lm L の超純水で一回リンスした.再度5000 g で 1 分間遠心して 

上清を捨て，そのペレットを54〇n Lのメタノールに懸濁し，懸濁液を-80。(：で保存した.

脂質の抽出

脂質の抽出法は Bligh and Dyer (1959)を一部改変した.細胞のメタノール懸濁液を直径0.5 _  

ジルコニアビース'約 2 g と共に Micro Smash MS-100R (Tomy Seiko, Japan) を用いて 4000 rpm で 

9 0 秒間破砕し， これを2 反復した後，破 砕 液 4 0 吣 を D N A抽出用に取り分けた .残り 5 0 0叫 の  

破砕液に対して，10 |iM の l,2-dihexanoyl(d22)->s«-glycero-3-phosphocholine (Avanti Polar Lipids, 
USA) と 1，2-dimyristoyl(d54)-sn-glycero-3-phosphocholine (AvantiPolarLipids，USA) を内部標準と 

して含むクロ ロホルム500 n Lを混合し，各サンプルに450 p Lの超純水を添加してよく懸濁した. 

この混合液を2000 g で 1 5分間遠心し，有機層100 pLをガラスバイアルに取り分け測定まで-80oC 
で保存した.脂質分子種それぞれの定量分析にはLC-TO FM Sを用いて，各サンプノレを窒素ガスで 

風乾し， クロロホルムで再懸濁し濃縮したものを使用した.脂質分子種それぞれの定性分析には 

LC-MS/M S を使用し，各サンプノレから；5叫 ず つ と り 1 本のガラスバイアルに混合したものを測定 

に使用した.月旨質定量の標品として， の Tripalmitin，Tripalmitolein，Glyceryl-l，3-Palmitate-2- 
Oleate (Larodan Fine Chemicals, Sweden) , MGDG 36:0 (Matreya, USA) , ジガラクトシルジア 

シルグリセ ロ 一 ル （DGDG) 36:0 (Matreya, U S A ) ， 1 , 2-Dilinoleoyl-sn-Glycero-3- 

Phosphaethanolamine (Avanti Polar Lipids, USA) , L-a-Phosphatidyl-DL-glycerol, 16:0-18:1 (Avanti 
Polar Lipids, USA) と， 1 jiM のPalmitic Acid, (9Z)-hexadecenoic acid, Octadecanoic acid, 9E- 

octadecenoic acid, 9Z,11 E-octadecadienoic acid, 9Z,12Z,15Z-octadecatrienoic acid, Eicosanoic acid, 
llZ,14Z-eicosadienoic acid (Larodan Fine Chemicals, Sweden) , クロロフイル a,ろ，アンスラキサン 

チンとビオラキサンチン （Larodan Fine Chemicals，Sweden) を含むクロ ロホルム溶液を作成し， 

サンプルと共に測定した.

DNA定量
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代謝物質量補正のためのD N A 定量には細胞破砕液 4 0  mL を用いた.一度溶媒を風 乾させた後 ， 

20 0  | i L の超純水に再溶解し， トリス -E D T A 飽和フ エ ノ ー ル 2 0 0  pL (N acalai tesque， J a p a n )を混合 

し た .混合液を 2 0 ,0 0 0 ぎ で 5 分間遠心し， とりわけた.水層を同量のクロ ロホルムと混合し，再 

度遠心した.そして，水層をとりわけ QuantiT d sD N A  H S assay k i t と Q ubit fluorom eter (L ife  

T echnologies, U S A ) を用いてD N A を定量した.

液体クロマトグラフィ一 一 飛行時間型質量分析計 

測定条件

L C -T O F M Sによる脂質分析は陰イオンモードにおける測定に使用したカラムをAscentis Express 

〔8〇〇丨1111111(粒子径2.7̂ 1111;内径2.1><15〇111111;8丨§1113-八1(11̂ 11，118八）に変更した部分以外は11:〇が〇/. 

(2012) に従った.

データ処理と解析

ヒ一クの抽出とアライメントにはMaster Hands software (Sugimoto以 a/.，2010) を用いた.いく 

つかの分子種に関しては標品によって同定し（表 1 ) ，それ以外の物質は理論質量電荷比と，LC- 

MS/M S によって同定した物質の保持時間の推移を参考にして同定した.ヒートマップの作成には 

MeV (Eisen，が a/., 1 9 9 8 )を使用した.

液体クロマトグラフイ一 一 タンデム質量分析計 

測定条件

LC-MS/MS 分析にはquadrupole/time of flight micro 5600  system (AB Sciex，U S A ) と ACOUITY 
UPLC system (Waters Corporation, U S A )を使用した.サンプルの分画にはAcquityUPLCHSST3 
separationカ ラ ム （粒子径1.8 pm ; 内径2 . 1 x 50 mm ; Waters, U S A )を用い，カラムの温度は450C
とした.移動相，濃度勾配は陽，陰イオンモード共に共通で，移動相はァセトニトリル/メタノー 

ル /水：2/2/6 (5 m M ギ酸アンモニクム：A液），5 m M ギ酸アンモニウム—イソプロパノール溶液 

(B液）である.濃度勾配は移動相の混合液の割合A/B=90/10で開始してそのまま7.5分間流し 

そして濃度勾配を2 5 分間でA/B=70/30まで徐々に変化させ，さらに17.5分間でA/B=40/60まで変 

化させた .移動相の流量は0.3 m L/ 分で，サンプルの注入量は i p L とした.サンプルは陽イオン 

及び陰イオンモードで測定した.陽イオンモードでのTOF-MSの条件は以下の通りである•イオン 

ス プ レ ー 電 圧 ，5.5 kV ; ディクラス夕リングポテンシャル，80V ; コ リ ジ ョ ン エ ナ ジ ー 10 V ; 

ターボスプレー温度，500oC ; ネブライザーガス，4 0 psi; ヒートガス， heatergas，80psi; カーテ 

ンガス，3 0 psi; スキャンレンジ，w/z，l〇〇-l250. TOF-MS/M S の条件はコリジョンエ ナ ジ ー 45 
V 以外は同じである•陰イオンモードでのTOF-MSの条件は以下の通りである.イオンスプレー電 

圧 ，4 . 5 kV ; ディクラス夕リングポテンシャル，—80V ; コリジョンエナジ一 — i〇v  . ターボスプ 

レー温度，500oC ; ネブライザーガス，50 psi ; ヒートガス，50 psi ; カーテンガス，30 psi ; ス 

キヤンレンジ，m/z，90-1000. TOF-MS/M Sの条件はCE， 4 5  V 以外は同じである

データ処理と解析
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M S / M S スペクトルの解析にはPeakview (AB Sciex，U S A )を用いた.分子種を同定するため 

に，M G D G及びD G D G は親ピークとの差分がそれぞれw /zl97 , w/z 3 5 9 の ピ ー ク （頭基が外れた 

分の差）が検出されたものを選択し， フォスファチジルエタノールアミン， フオスフアチジルグ 

リセロールとジアシルグリセリルトリメチルホモセリンはそれぞれの頭基の /w/z196，m /z153，w/ 

z 2 3 6 が検出されるものを選択した • T A G はプリカーサ一イオンとしてジアシルグリセロールと 

脂肪酸が同定されたものを選択した .

結果

酢酸栄養の有無，窒 素 栄 養 充 足 条 件 （光量 160 pm〇l/m2/ s ) と窒素栄養欠乏条件（光 量 0,
15, 30, 60， 160 nmol/m2/ s ) で の 計 1 2条件において 7 9 物質が検出された（表 1 ; 図 1) . これ 

らの物質の変化を階層的クラスタリングによって確認したところ， 8 クラスターに大別された

(図 1 ) . TAG分子種の大部分（2 9 /3 7 )はクラスター B に分かれ，混合栄養，光合成独立栄養 

条件共に窒素栄養充足条件，光量0pm〇l/m2/ s ではほとんど蓄積しておらず；混合栄養条件下にお 

いては光量の増加に伴って蓄積量が増加する傾向が見られ，光 量 1 6 0叫 iol/m2/ s で最も蓄積して 

いた . 一方光合成独立栄養条件下においては光量 60， 1 6 0叫 iol/m2/ s で蓄積しており， その他の 

条件ではあまり蓄積していなかった . （図 1 ) . しかし， クラスターC に分類されたTAG 4 8 :6と 

TAG 5 0 :9は光合成独立栄養条件下の光量 15 pmol/m2/ s においてもっとも蓄積しており，混合栄 

養条件での窒素栄養欠乏条件の光量 15， 1 6 0叫 iol/m2/ s で蓄積していたものの，それ以外の条件 

ではほとんど蓄積していなかった（図 1 ) . こ の 2 つ の TAG分子種は共にアシ ル 基 に 16:4や 

1 8 : 3 という非常に不飽和度の高いアシ ル 基を持っていた（表 1 ) . クラスター E に分類された 

TAG 48:0，50:1，50:3，52:1，5 4 :1は混合栄養条件下においては光量15 îmol/m2/ s で最も多く， 

光合成独立栄養条件下では光量60 pmol/m2/ s で蓄積していた . これらのTAG分子種は TAG 50:3 
以 外 の TAG分子種のアシ ル 基 は 14:0， 16:0， 18:0， 18:1，20:0，20 :1など飽和脂肪酸，モノ不飽 

和脂肪酸で構成されていた（表 1 ) .
葉緑体膜脂質，細 胞 膜 脂 質 は 5 クラスターに分かれたものの，多 くの膜脂質は（19/28)混合 

栄養条件下においては窒素栄養欠乏に伴って減少し，光合成独立栄養条件下においては窒素栄養 

欠乏条件の光量1 5叫 iol/m2/s で最も増加した（図 1 ) .

表 1 液体ク ロ マ ト グ ラ フ ィ一一飛行時間型質量分析計（LC-TOFMS)で同定された物質一覧.質量電 

荷 比 （m々 ） と保持時間（R T )はLC-TOFMSで測定し検出されたもの . グ リセロ脂質に関しては液体ク 

ロ マ ト グ ラ フ ィ一 一 タンデム質量分析計（LC-MS/MS) で同定されたアシル基を表記.モノガ ラ ク ト シ  

ル ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （M GDG)，ジ ガ ラ ク ト シ ル ジ ア シ ル グ リ セ ロ ー ル （DG DG )，フ才スフアチ  

ジ ル グ リ セ ロ ー ル （P G ) ， ホ ス ホ フ ア チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン （PE) ， ジ ア シ ル グ リ セ リ ル ト リ メ チ  

ル ホ モ セ リ ン （DG TS)，脂 肪 酸 （F A )，ア ン ス ラ キ サ ン チ ン （A n t)，ク ロ ロ フ イ ル （C h i)，ビオラ 

キ サ ン チ ン （V i o ) .

compounds mlz RT MS/MS fragments

1 TAG48:0» 824.77 38.66 16:0

2 TAG48:1 822.76 38.23 14:0, 16:0, 16:1, 18:1

3 TAG48:2 820.74 37.70 16:0, 16:1, 18:1, 18:2

4 TAG48:3a 818.72 37.13 14:0, 16:0, 18:3

5 TAG48：4 816.71 36.72 14:0, 14:1, 16:0, 16:1, 16:2, 16:3, 18:1, 18:2, 18:3

6 TAG48：6 812.68 35.84 14:0, 16:3, 16:4, 18:2, 18:3

7 TAG50：0 852.80 39.38 16:0, 18:0
8 TAG50：l a 850.79 38.96 16:0, 18:1
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9
10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

TAG 50:2 848.77 38.48 16:0, 16:1, 18:1, 18:2
TAG 50:3 846.76 37.95 14:0, 16:0, 16:1, 16:2, 18:1, 18:2, 18:3
TAG 50:3 846.76 38.11 16:0, 16:1, 16:2, 18:1, 18:2, 18:3
TAG 50:4 844.74 37.58 16:0, 16:1, 16:2, 16:3, 18:1, 18:2, 18:3
TAG 50： 5 842.73 37.00 16:0, 16:1, 16:2, 16:3, 18:1, 18:2, 18:3
TAG50：5 842.73 37.38 16:0, 16:4, 18:1
TAG50：6 840.71 36.79 16:0, 16:4, 18:2
TAG50：7 838.69 36.15 16:0, 16:4, 18:3
TAG 50： 8 836.68 35.62 16:1, 16:3, 16:4, 18:1, 18:3
TAG50：9 834.66 34.89 16:2, 16:3, 16:4, 18:1, 18:2, 18:3
TAG52：1 878.82 39.65 16:0, 18:0, 18:1,20:1
TAG52：3 874.79 38.76 16:0, 18:0, 18:3
TAG 52:4 872.77 38.33 16:0, 16:1, 16:2, 16:3, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3
TAG 52： 5 870.76 37.73 16:0, 16:1, 16:2, 16:3, 18:1, 18:2, 18:3
TAG 52:6 868.74 37.40 16:0, 16:1, 16:2, 16:3, 16:4, 18:1, 18:2, 18:3, 18:4
TAG52:7 866.73 36.78 16:0, 16:1, 16:2, 16:3, 16:4, 18:1, 18:2, 18:3, 18:4
TAG52：8 864.71 36.11 16:4, 18:1, 18:2, 18:3
TAG52:8 864.71 36.49 16:2, 16:3, 18:2, 18:3, 18:4
TAG52：9 862.69 35.45 16:4, 18:2, 18:3
TAG52：9 862.69 35.87 16:3, 16:4, 18:2, 18:3, 18:4
TAG 54:1 906.85 40.29 16:0, 18:0, 18:1,20:0, 20:1
TAG 54:2 904.84 39.89 16:0, 18:1,20:1
TAG54：3 902.82 39.46 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 20:1, 20:2
TAG54：4 900.81 39.00 16:3, 18:0, 18:1, 18:3, 20:0
TAG54：4 900.80 39.25 16:0, 16:2, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3, 20:1, 20:3
TAG54：5 898.79 38.53 18:1, 18:2, 18:3
TAG54：6 896.77 38.28 18:0, 18:1, 18:2, 18:3
TAG54：8 892.74 37.17 18:2, 18:3, 18:4
TAG54：9 890.73 36.56 18:2, 18:3, 18:4
MGDG34：3 775.54 24.90 16:0, 16:1, 16:2, 18:1, 18:2, 18:3
MGDG34：4 773.52 23.87 16:1, 16:2, 16:3, 18:1, 18:2, 18:3
MGDG34：5 771.50 22.80 16:2, 16:3, 18:2, 18:3
MGDG34：6 769.49 21.67 16:3, 18:3
MGDG34:7 767.47 21.17 16:4, 18:3
DGDG34：1 941.62 24.81 16:0, 18:1
DGDG34：2 939.60 23.76 16:0, 16:1, 18:1, 18:2
DGDG34：3 937.59 22.72 16:0, 18:2, 18:3
DGTS32：1 710.60 24.74 16:0, 16:1
DGTS32：2 708.58 23.67 16:0, 16:2
DGTS32：4 704.55 22.27 16:0, 16:4
DGTS34:1 738.63 26.29 16:0, 18:1
DGTS34：2 736.61 25.28 16:0, 18:2
DGTS34：3 734.60 24.72 16:0, 18:2
DGTS34：4 732.58 23.68 16:0, 18:4
DGTS36：3 762.63 25.85 18:1, 18:2
DGTS36：3 762.63 26.53 18:0, 18:3
DGTS36：4 760.62 24.86 18:1, 18:2, 18:3
DGTS36.-4 760.61 25.26 18:1, 18:3
DGTS36：5 758.60 23.81 18:2, 18:3
DGTS36：6 756.58 23.15 18:3
PE36:3 740.52 28.18 18:0, 18:3
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60 P E 3 6 . 738.51 27.01 18:0, 18:1, 18:3, 18:4
61 PE36:5 736.49 26.07 18:2, 18:3
62 PG32:0 721.50 28.67 16:0
63 PG34：1» 747.52 28.95 16:0, 18:1
64 PG34：3 743.49 27.70 16:1, 18:2
65 PG34：4 741.47 26.80 16:1, 18:3
66 FA16：0a 255.24 19.22
67 FA16:la 253.22 17.40
68 FA18：0> 283.27 21.90
69 FA18：l a 281.25 20.18
70 FA18:2» 279.23 19.05
71 FA18:3a 277.22 17.47
72 FA18:4a 275.20 15.80
73 FA20:O 311.30 24.38
74 FA22:〇a 339.33 26.63
75 FA22:1^ 337.31 24.82
76 Anta 585.43 16.36
77 C hiが 893.54 29.47
78 C h i知 907.52 25.48
79 Vioa 601.43 14.09

標品で同定した物質 .
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A

B

C
D

E

F

G
H

TAP TP

TAG5 0：0 (7)
110)034 ： 3 (38)
DG0G3 4 : 1 (45)
:TAG5 4：4 (33)
!TA654：5 (34)
TAG5 0：6 (15)
TA65 0：7 ( 16)
TA650：8 (17)
TA65 0：3 C11)
1TAG4 8：4 (5)
丨 TAG5 0 : 4 〇?) 
TAG5 2：5 (22) 
TAG5 2：6 (23) 
TAG5 0：5 (13) 
TA6 5 2：8 (25) 
TAG5 2：8 (26) 
TAG5 2：7 (24 ) 
TA65 2：9 (27) 
TAG4 8 1 (2) 
TAG4 8：2 (3) 
TAG5 0：2 (9 ) 
TAG5 4：2 (30) 
TAG5 4：3 (31) 
TA648 3 C4) 
TAG5 2：9 (28) 
fAG5 2：3 (20) 
TAG5 2：4 (21) 
TAG5 0：5 ( 14) 
TAG5 4 ： 4 (3?) 
TAG5 4 ： 6 (35) 
TAG5 4：8 (36) 
TAG5 4：9 (37) 
TAG4 8：6 (6) 
TA650：9 (18) 
DGTS3 6：5 (57) 
D6 TS3 6：3 (53) 
DGTS3 6：4 (55) 
V io ( 79) 
PE3 6：3 (59) 

hHGDG3 4 ：6 (41) 
D6DG3 4：3 {43) 
D6 TS3 4：3 (51) 
0GTS3 2：1 (46) 
DGTS3 4：\ (49) 
PF3 6：5 (61) 
TAG5 2 ： 1 ( 19) 
TAG5 0：3 C10) 
TAG 4 8 : 0 ( 1) 
TAG5 0：1 (8) 
TAG5 4：1 (29) 
MG0G3 4：4 (39) 
1160634 ： 5 (40) 
DGOG3 4：2 (44) 
DGT$3 4：2 (50) 
PG3 4：3 (64) 
FA1 6：1 (67) 
FA16：0 (66) 
FA18：0 (68) 
FA18：1 (69)
FA2 0 0 ( 73) 
FA2 2：0 (74) 
FA18：3 (71) 
FA18：4 ( 72) 
FA2 2：1 (75) 
P6 3 2：0 (62) 
PG3 4：1 (63)
1160G3 4：7 (42) 
DGTS3 6：4 (56) 
DGTS3 6：3 (54) 
DGTS3 6：6 (58)
Ant (76)
Ch I a (77)
Chi b ( 78)
DGTS3 2：2 (47)
D6TS3 4 : 4 (52)
PE3 6：4 (60)
0GTS3 2：4 (48)
PG3 4：4 (65)

；H ig h  ( M a x = 6 .3 )

図 1 酢酸栄養の有無，窒素栄養充足条件（光 量 16 0叫 ol/m2/s) と窒素栄養欠乏条件（光 量 0，15, 

3〇, 60，160 nmol/m2/s) における階層的クラスタリングに基づく物質の変化.物質の量はZ-スコアで 

正規化した.物質が多い場合は赤，少ない場合は緑で示している.クラス夕一A (赤） ；クラスターB 
(オレンジ） ；クラス夕一C (黄） ；クラスターD (青） ；クラスターE (ベージュ） ；クラスター 

F (灰） ；クラスターG (緑） ；クラスターH (水色）. +N，窒素栄養充足条件.-N，窒素栄養欠乏 

条 件 .TAP, 混合栄養条件；TP，光合成独立栄養条件.物質名の略語，括弧内番号は表1 を参照.

議論

TAG蓄積量と光量の変化に対して， これまでTAG総量に関しては報告されているものの （Fan 
e/ W., 2 0 1 2 ) ， TA G分子種ごとの違いは報告されていなかった•本研究において混合栄養，光合 

成独立栄養条件それぞれにおいてT A G 分子種ごとの光量の変化に対する応答を調査した結果， 

多くの TAG分子種は光量の増加に伴って増加したが（図 1 ) ，クラスターE の T A G 分子種では 

光 量 l5 Hmol/m2/s で最も多く蓄積しており（図 1 ) ， TAG分子種によって光量に対する蓄積の応 

答が異なることが示された.多くの T A G 分子種で光量の増加に伴って蓄積量が増加した理由と
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して，T A G は光化学系の酸化ストレスに応答するために蓄積するという説があり （Hu ef a/., 
2008) , 光量が増加すれは避化ストレスが増加すると考えられ，酸化ストレスに対応するために 

TAG蓄積量が増加 t たと考えられる . 一方， クラスターE の TAG分子種は ， TAG 50:3以外は 

アシル基が飽和脂肪酸，モノ不飽和脂肪酸のみから構成されていた（表 1) . 飽和脂肪酸やモノ 

不飽和脂肪酸はC.mw/wr伽においては新規合成されたものであり（Riekhof过 虬 2005) ，混合 

栄養条件下においては酢酸を炭素源として T A G を合成することが知られており （ Li W a/.， 
2 0 1 2 ) , 弱光条件下では酢酸から新規合成するT A G 合成経路を積極的に利用すると考えられ 

る. しかし，混合栄養条件下の弱光条件下にお_い て な ぜ T A G の新規合成が促進されたのかは本 

研究では解明できなかった .
また，光合成独立栄養条件下の光量 15 nmol/m2/ s においてもっとも蓄積していたTAG 4 8 :6と 

TAG 5 0 : 9 は共にアシル基に 1 6 :4や 1 8 :3を持っていた（表 1 ) . 近年C. において

M G D G を T A G に転用する酵素が発見され（L i が 虬 ，2012) ，本研究で検出されたすベての 

M G D G分子種はアシル基に 16:2， 16:3， 16:4, 1 8 :3 を含むように不飽和度が高いことから（表

1 ) , これら不飽和度の高いTAG分子種は MGDGからの転用物であると示唆された.さらに光 

合成独立栄養条件下の弱光条件においてこれらのT A G が蓄積していたことから，弱光条件下に 

おいては光合成効率が低下し二酸化炭素固定能が低下するため，葉緑体膜脂質から T A Gへの転 

用経路が促進されることが示唆された .
多くの膜脂質は混合栄養条件下において窒素栄養欠乏に伴って減少し，光合成独立栄養条件下 

においては窒素栄養欠乏条件下の弱光条件で最も増加した（図 1) . 藻類は弱光条件下において 

光合成効率を上げるために葉緑体膜脂質が増加する傾向がある（H ueW /.,2008) . しかし，混合 

栄養条件下においては酢酸からエネルギーを獲得できるため（Heifetz过 a/.，2000) ，葉緑体を維 

持する必要性がなくなるために膜脂質が減少したと考えられる . 一方，光合成独立栄養条件下に 

おいては貯蔵物質を分解するか，光合成から得られるエネルギーしかないため，光合成効率を上 

げるために，弱光条件下では葉緑体を増加させたと考えられる .

本研究の指導をしてくださった仲田崇志博士には格別の感謝の意を表明いたします.池田和貴 

博 士 に は LC-MS/MSの測定，解析の指導を行っていただきこの場を借りて感謝を申し上げます . 
伊藤卓朗博士には LC-TOFMSの操作•結果の解釈などにアドバイスをしてくださったこと感謝い 

たします . また，藤食純子さんには LC-TOFMSによる測定の際の補助をしていただきました.な 

お，本研究は山形研究費と森泰吉郎記念研究振興基金を使用して行われました.最後に素晴らし 

い研究環境を提供してくださった冨田勝教授にこの場を借りてお礼を申し上げます .
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