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研究成果の概要（和文）：藻類の脂質・デンプン蓄積を制御するマスター制御因子TAR1のリン酸化標的候補をリ
ン酸化プロテオーム解析により網羅的に同定し論文報告を行った（Shinkawaら、2019）。TAR1の標的タンパク質
である新奇リン酸化酵素の変異体が、tar1様の表現型を示すことを見出した。このタンパク質リン酸化酵素は
C/Nストレス下での光合成活性の低下と適正なレベルの脂質蓄積に必要であることがわかった。またTAR1による
リン酸化標的アミノ酸を置換した変異型タンパク質を用いた相補実験から、この新奇リン酸化酵素はTAR1により
リン酸化制御されることで機能し、細胞膜に局在することが示された。

研究成果の概要（英文）：When nutrient deprived, microalgae accumulate triacylglycerol (TAG) in lipid
 droplets. Dual-specificity kinase, TAG-accumulation-regulator-1 (TAR1) has been reported to 
regulate carbon metabolism in a green alga, Chlamydomonas reinhardtii. We identified total 426 
TAR1-dependent phosphoproteins by phosphoproteomic analysis (Shinkawa et al. 2019). We focused a 
novel protein kinase from these TAR's target proteins. It prevents the excess accumulation of 
triacylglycerol (TAG) in C/N-stress conditions. Phosphorylation of the continuous serine residues is
 TAR1-dependently induced in the C/N-stress conditions. Expression of mutated protein with Alanine 
substitution of these Ser residues could not complement the mutant phenotype of the kinase, 
suggesting the importance of phosphorylation of these serine residues for function of the kinase. We
 also showed this kinase protein located at plasma membrane. 

研究分野：植物分子生物学

キーワード： 植物分子生物学　代謝制御　脂質　タンパク質リン酸化酵素　栄養欠乏応答　藻類
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研究成果の学術的意義や社会的意義
栄養素が枯渇すると微細藻類はトリアシルグリセロール（TAG）を蓄積する。藻類の生産する油脂は化石燃料に
代わる燃料源として注目されているため、その仕組みを明らかにすることは基礎科学的に興味深いだけではな
く、産業応用の上でも重要である。申請者らはDYRK型タンパク質リン酸化酵素が藻類の脂質蓄積の鍵制御因子で
あることを初めて見出し、TAR1を起点としたタンパク質リン酸化の制御機構の詳細を解明することを本研究の目
標とした。TAR1のリン酸化標的タンパク質について論文報告し、さらにTAR1の下流因子として働く新規リン酸化
タンパク質を見出した。これらの成果は脂質生産の制御機構の解明に貢献すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、化石燃料資源の有限性や低炭素社会への転換といった社会要請に対して、植物性バイ
オ燃料の実用的生産が提起されている。中でも藻類による脂質生産は他の植物性燃料生産
戦略と比べ、大規模化が可能で作物耕作地との競合がないといった様々な利点を有してい
ることから産業的な実用化が最も期待される。しかしボトリオコッカスなど脂質高蓄積能
をもった藻類の多くは生育速度が非常に遅く、藻類によるバイオ燃料生産が実用化される
ためには、藻類の脂質代謝経路に関する知見を蓄積して、脂質生産性と良好な生育を両立し
た種や、脂質生産能を人為的に制御可能な種といった産業利用に適した栽培品種を作出す
る必要がある。 
 
２．研究の目的 
我々は脂質蓄積異常変異体 tar1 の解析からタンパク質リン酸化酵素 TAR1 が光合成活性を
抑制し酢酸吸収を促進することで脂質・デンプン蓄積を制御することを示し、TAR1のリン
酸化標的として新奇なタンパク質リン酸化酵素を見出した。このリン酸化酵素遺伝子の変
異体は tar1 と似た表現型を示すことから TAR1 によるリン酸化制御を受け下流遺伝子の発
現を制御していると考えられた。そこで変異体の詳細な表現型解析を元にその分子機構を
解明する。 
 
３．研究の方法 
クラミドモナスの脂質蓄積制御因子 TAR1 リン酸化酵素による栄養欠乏時の応答制御の分
子機構を明らかにするために、本研究計画では以下の研究項目を行った。 
(1) TAR1のリン酸化標的タンパク質のリン酸化プロテオーム解析による探索・同定を行う。 
(2) 同定した TAR1 の標的タンパク質の遺伝子についてクラミドモナス変異体ライブラリ
ーから挿入変異株を取得し機能解析することで、TAR1 の制御下にある分子機構を解明す
る。 
(3) TAR1によるリン酸化標的部位の役割を標的アミノ酸をアラニン置換した変異型タンパ
ク質を変異体に発現させることで検証する。 
(4) 細胞内での局在場所を明らかにするために、Venus融合タンパク質を変異体に発現させ、
表現型を相補した株における細胞内蛍光を観察する。 
(5) ゼニゴケでの TAR1相同遺伝子の機能解析 
 
４．研究成果 
（1）tar1-1変異体は光独立栄養かつ N欠乏条件において野生型（WT）細胞と比較して、高
いレベルの細胞生存率および過酸化水素の生成を維持した。配偶子形成での交配効率およ
び主要調節因子の mRNA存在量は tar1-1の方がWTよりも低かった。さらに tar1-1はWT
と比較して高いレベルの TAGおよびデンプンを蓄積した。さらにリン酸化プロテオーム解
析により光独立栄養かつN欠乏条件においてリン酸化状態が有意に変動する 426個のTAR1
依存性リン酸化タンパク質を同定し、N 同化および炭素代謝に関連するタンパク質を見出
した。これらの研究結果は申請者らの研究グループより 2019年に論文報告された（Shinkawa 
et al., Plant Cell Physiol., 2019）。 
（2）TAR1依存性リン酸化タンパク質には 10個のタンパク質リン酸化酵素、1個の脱リン
酸化酵素、3個の転写因子が含まれており、TAR1の下流のタンパク質リン酸化カスケード
と N 応答性遺伝子発現制御に関与する候補因子である。クラミドモナス変異体ライブラリ
ーからこれら因子の変異体を得て解析したところ、新奇なタンパク質リン酸化酵素の変異
体が、光独立栄養かつ N 欠乏条件において高 TAG/高デンプン/高クロロフィル蓄積かつ光
合成活性を維持する tar1-1変異体と同様の表現型を示した。この結果から、このタンパク質
リン酸化酵素は C/N ストレス下での光合成活性の低下と適正なレベルの脂質蓄積に必要で
あることがわかった。一方で、変異体のデンプン蓄積量や接合率は野生型と変わらなかった
ことから、TAR1 とは異なり、デンプン蓄積や接合については関与していないと思われる。
また TAR1 による標的アミノ酸の 350 番目と 351 番目のセリン残基をアラニン残基に置換
した変異型タンパク質を変異体に発現させてもこれらの表現型が回復しなかったことから、
このリン酸化酵素は TAR1 によりリン酸化制御されることで機能することが示唆された。
また組換えタンパク質を用いた In Vitroでのリン酸化アッセイを行ったところ、このリン酸
化タンパク質は自己リン酸化活性ならびにミエリン塩基性タンパク質に対するリン酸化活
性を示した。さらに、748番目のリジン残基をアルギニンに置換した場合、自己リン酸化活
性のみ示し、ミエリン塩基性タンパク質に対するリン酸化活性を消失した。このことからこ
のリジン残基は非自己タンパク質に対するリン酸化活性に必要であることが示された。さ
らにこのリジン残基をアルギニン残基に置換した変異型タンパク質を変異体に導入したと
ころ、主な表現型について相補性を失ったことから、リン酸化活性がその機能に必須である
ことが示唆される。また Venus融合タンパク質を変異体に導入したところ、表現型の回復と
同時に細胞膜に蛍光シグナルが観察されたことから、このリン酸化タンパク質が細胞膜に
局在することが示唆された。現在、この新奇リン酸化酵素とその変異体の機能解析について
の論文を投稿準備中である。 



（3）ゼニゴケでの TAR1 相同性遺伝子に対する遺伝子破壊株を構築することで、TAR1 の進
化的な機能保存性について検証した。変異株の作出、相補株の単離、発現部位の特定まで行
われ、現在表現型解析の結果を中心に論文の投稿準備中である。 
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