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Summary
Chlamydomonas  belonging to a unicellular green alga 
seems to be one of the origin cells toward Plants. In 
this study, using Chlamydomonas  as a material, we 
investigated signaling molecules such as A-kinase 
(PKA), G-kinase (PKG), and C-kinase (PKC) that are 
widely present in animal cells but not recognized in 
higher plants. A cDNA fragment (designated as PK1) 
was amplified from Chlamydomonas  by RT-PCR using 
a set of oligonucleotide primers, corresponding to the 
conserved amino acid sequences of animal-type AGC 
kinases. A Chlamydomonas  cDNA library was screened 
with the PCR-amplified fragment as a probe, we 
identified a partial sequence of PKA -like protein kinase 
gene (designated as partial CPK1). Furthermore, two 
open-reading frames of the protein kinase genes were 
obtained by the database analysis of Chlamydomonas  
EST libraries. Nucleotide sequence of each protein 
kinase has 100% or 66% similarities with the partial 
CPK1, respectively. These two protein kinase genes 
designated CPK1  and CPK2 , encode both regulatory 
domains of PKG in their N terminal region and 
catalytic domains of PKG in their C terminus. CPK1 
gene  was  expre s sed  i n  vege t a t i v e  c e l l s  o f 
Chlamydomonas , whereas, CPK2 gene was expressed 
in gamete cells. FLAG-tagged CPK1 expressed in E.coli 
were harvested by immunoprecipitation using anti-

FLAG antibody. The immunoprecipitates reacted with 
three kinds of protein kinase substrates under cAMP 
or cGMP. As a result, CPK1 phosphorylates most 
strongly the PKG specific substrate (BPDE tide) under 
the presence of cGMP. These results suggest that 
CPK1 is a typical PKG and functions in vegetative cells 
of Chlamydomonas . Here we demonstrate animal type 
PKG in Chlamydomonas , a possible origin of Plants.

　keywords: Chlamydomonas､ PKG､ cGMP､
　　　　　　G-kinase､ Molecular Evolution,

要 約：
Chlamydomonasは植物の起源といわれる単細胞緑藻で
あるが、鞭毛をもち動物的要素もとどめている。この研
究では、Chlamydomonasを材料にして、動物細胞に広
く存在するが高等植物には認められていない情報伝達分
子のA-キナーゼ（PKA）、G-キナーゼ（PKG）、C-キナー
ゼ（PKC）などAGC系プロテインキナーゼの検索を行っ
た。プロテインキナーゼドメインに広く保存されている
サブドメインのアミノ酸配列に対するミックスプライ
マーを作成し、RT-PCRによりえられたキナーゼドメイ
ンの断片（PK1）をプローブとし、ｃDNAライブラリー
からCPK1断片を得た。さらにこのCPK1断片配列と
100％（CPK1）、66％（CPK2）一致するESTクローン
の挿入部位の全塩基配列を決定した。その結果、両キナー
ゼ遺伝子は、それぞれのＮ末端側にPKGの調節領域を、
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Ｃ末端側にはPKGの触媒領域（キナーゼ領域）をコー
ドしていた。それぞれの発現解析の結果、CPK1は、栄
養体細胞で発現し、CPK2は、配偶体での発現が確認さ
れた。さらに、FLAGタグを付加したCPK1タンパク質
を回収し、活性を調べたところ、プロテインキナーゼ
CPK1は、PKGの一般的な基質ペプチド（BPDEtide）
に対して、cGMP存在下でフルアクティビティを示した
ことから、Chlamydomonasの栄養細胞で発現している
cGMP依存性タンパク質キナーゼ（PKG）である。植物
細胞の起源と考えられているこの緑藻には、高等植物や
真菌類（Fungi）には存在しない動物型のPKGが機能し
ていることが判明した。
キーワード：Chlamydomonas、PKG、cGMP、G-kinase、
Molecular Evolution,

緒　論
　すべての生物は取り巻く環境変化を受容し、細胞内に
伝達し、変化に応答し恒常性を保ち生命を維持する機能

（細胞内情報伝達）を有している。この機能にかかわる
種々の分子の中でも、タンパク質リン酸化酵素（PK、
プロテインキナーゼ）が、一般的に重要な役割を演じる。
しかし、生物の各々の分類群間でPKの分子種は、共通
性を示すものと特異性を示すものが知られている。原核
生物の細菌では主としてヒスチジンキナーゼが機能して
いる１）。真核生物の動植物、原生生物などには共通して、
Mitogen Activated Protein kinase（MAPK）カスケー
ドが機能している２）。また、動物細胞では重要な機能を
発揮するＡ-キナーゼ（PKA）、Ｇ-キナーゼ（PKG）、Ｃ
-キナーゼ（PKC）などのAGC系プロテインキナーゼは、
植物などの光合成生物では報告されていなかった。
　一方、原生生物のタマホコリカビ（Dictyostelium 
discoideum）や、真菌に属する酵母（Saccharomyces 
cerevisiae）などではPKAが報告されている３,４）。
　著者らは、光合成単細胞生物であるユーグレナ

（Euglena gracilis z）にAGC系プロテインキナーゼの
PKAが存在することを光合成生物では最初に示した５）。
一方で、高等植物でもPKAやPKC遺伝子の検索を行っ
たが当該遺伝子は認められなかった。また、その後のシ
ロイヌナズナのゲノム解析結果においても当該遺伝子ホ
モローグは認められていない。そこで、我々は、高等植
物の始原と考えられている光合成単細胞緑藻クラミドモ
ナス（Chlamydomonas reinhardtii）に注目し、動物型
と考えられるAGC系のタンパク質リン酸化酵素の存在
を検索した６）。その結果、PKA様のタンパク質リン酸
化酵素遺伝子の存在を認めた６,７）。一般的にPKAの調節

領 域 は 異 な る サ ブ ユ ニ ッ ト で 構 成 さ れ る が、
Chlamydomonasにあっては、著者らの発見当時、一個
の遺伝子のＮ末端側に調節領域が存在し、Ｃ末端側のキ
ナーゼドメインと融合した形で存在する特徴的なPKA
と考えていた６,７）。引き続き上述のPKA様キナーゼの構
造とリン酸化機能の再検討を行い、当該プロテインキ
ナーゼ（CPK1）がPKGである可能性を示した８）。その後、
Snellらも、クラミドモナス配偶子の鞭毛で発現する
PKG様のタンパク質リン酸化酵素遺伝子の存在を報告
し、それがチロシンリン酸化を受け、配偶子接合の過程
で機能することを示唆した９）。　ここでは、当該プロテ
インキナーゼ（CPK1）がクラミドモナスの配偶子では
なく、主として栄養細胞で発現し、そのFLUGタグ発現
タンパクは、cGMPの共存下でプロテインキナーゼとし
てのフルアクティビティを発揮することを示す。よって、
CPK1は、典型的な動物型のPKGに相当することを考え
られる。Chlamydomonasは単細胞緑藻で、その細胞が
集合したものが緑藻Volvox（オオヒゲマワリ）となり、
これが多細胞緑藻の始原となり、陸上植物に進化して
いったものと考えられている。この報告で、光合成単細
胞緑藻Chlamydomonasの段階においては少なくとも動
物型のPKGが存在し、機能を発揮していたことを示す
ものである。

材料と方法

実験材料、CPK1とCPK2遺伝子のクローニングと塩基
配列決定

　本実験材料としてChlamydomonas rainharditii  C239
（+）株を用いた。本株をあらかじめTAP培地で、3000ルク
スの光照射下、25℃、４日間の前培養液を1Lの培地に接
種し、48時間同様に培養した対数増殖期にある細胞から
Pharmacia社製のRNA抽出キットを用いて全RNAを抽
出した。回収したRNAに対する1st strand cDNAの合成
は、宝酒造社のRNA PCR kit（AMV）Ver.２のマニュア
ルによりおこなった。合成cDNA鋳型に対するPCR反応
は、キアゲン社のHotStart TaqTM PCR Kitを使用した。
Forward Primerは、５’-GG（TCAG）GG（TCAG）GA

（TC）（TC）Ｔ（TCAG）ATG-３’（PKCのサブドメインＶ
のアミノ酸配列GGDLMに相当）を、Down Primerは、３’
-TG（AGTC）AA（AG）AC（AG）CC（AGTC）TG（AGTC）
GG-５’（PKCのサブドメインVIIIのアミノ酸配列TFCGTP
に相当）を用いてPCR増幅した断片（317bp）の塩基配列
を決定した。その結果、ショウジョウバエ、線虫、タマホ
コリカビなどのPKAとの相同性が高かった。この断片を
３２Pで標識し、Chlamydomonas  cDNAライブラリーに対
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してプラークハイブリダイゼーションを行った６,８）。そ
の結果、陽性ローンを１種類（CPK1）得て、配列決定を
行った、このCPK1は、明らかにプロテインキナーゼを
コードしているものであったが、５‘－末端が欠損してお
り、開 始 コ ド ン が 読 み 取 れ な か っ た ８）。そ こ で、
Chlamydomonas（Chlamydomonas reinhardtii  C9-株）
のEST（expression sequence tag）情報検索を行った。
そ の 結 果、CPK1と100％ 一 致 す る 未 知 の ク ロ ー ン

（CL10g0_2r）と66％位置するクローン（CL05h_02）が存
在した。そこで、それぞれのクローンを得て、それぞれ全
塩基配列をLI-COR社Model 4000DNA Sequencerにより
決 定 し、CPK1、CPK2と し た。シ ー ク エ ン ス 反 応 は、
Epicenter Technology社 のSequiThermTM Cycle-
Sequence Kit-LCを用いた。

遺伝子転写産物の検出と発現タンパク質のリン酸化活性
の測定

　窒素源を含む培地で培養したChlamydomonas栄養細
胞、窒素源を除いた培地で形成される配偶子、＋株と
－株の凝集・融合細胞から、それぞれRNAを抽出し、
ラベルしたCPK1及びCPK2遺伝子を鋳型にし、ノーザ
ンブロットにより対応するmRNAの発現解析を実施し
た８）。また、細胞の増殖時期をそろえるため光照射期
と暗黒期を循環させる同調培養を行い、それぞれ静止
期及び増殖期にある細胞からRNAを抽出し、同様に
ノーザンブロットにより発現解析を行った。
　次に、発現ベクターであるFLAG-MACベクターに
CPK1遺伝子のオープンリーディングフレームを導入し
た組換え大腸菌を培養し、超音波処理でその大腸菌を破
壊後、FLAG抗体を加え反応させた。生じた免疫複合体
をProtein Ａ Sepharose4Bに吸収させFLAG融合タンパ
ク質を回収した８）。得られた免疫沈降融合タンパク質の
タンパク質リン酸化活性は、 酵素反応液中の、｛γ-３２P｝
ATPから基質タンパク質への放射活性の移行を測定し
た。酵素反応液をホスホセルロース紙にスポットし、洗
浄液で５回洗浄後、イオン交換水の入ったバイアル瓶に
入れ、液体シンチレーションカウンターでチェレンコフ
検出により放射活性を測定した８）。基質として、一般的
なプロテインキナーゼの基質であるMBP、PKAの特異
的基質ペプチドであるKemptide、さらにPKGの特異的
基質ペプチドのBPDEtideを用いた。また、活性への
cAMP、cGMP、PKI（PKA インヒビター）添加効果を
測定した。
CPK1，CPK2の分子系統解析

　種々のPKAとPKGの触媒領域並びに調節領域のアミノ
酸配列のアラインメントを作成し、近隣接合法（Neighbor-

Joining Method）により分子系統解析を実施した。

結果と考察
　図１はCPK1及びCPK2のアミノ酸配列を比較したも
のである。二つの配列間での相同性は60％であった。
CPK1のＮ末端サイトには、129E、158R、 及び251E、
260Rのアミノ酸が並ぶ２か所のcGMP結合配列が認めら
れた。なお、CPK2の相当する部位にも同一のアミノ酸
の存在が認められる。一方、両タンパク質のＣ末端サイ
トはタンパク質リン酸化酵素ドメインの配列が存在す
る。なお、当該プロテインキナーゼ断片をRT-PCRで増
幅した際に用いたフォワード断片とダウン断片は矢印で
示している。
　図２はCPK1及びCPK2の触媒ドメインの配列のNJ法
による分子系統解析を示している。この結果より、クラ
ミドモナスのCPK1及びCPK2は、ショウジョウバエな
どのPKGの触媒ドメインの配列のクラスターの近隣に
位置することが示された。
　図３にCPK1及びCPK2の調節ドメインの配列のNJ法
による分子系統解析の結果を示す。CPK1とCPK2は同
一のクラスターに属し、触媒ドメイン同様ショウジョウ
バエなどのPKGの調節領域の配列に最も近隣にあるこ
とが分かる。そこで、これらの解析から、当該プロテイ
ンキナーゼはPKGにもっとも近縁であることが示唆さ
れた。
　次に、CPK1をFLAG tag 発現ベクターで発現させ生
成されたFLAGtagCPK1タンパク質の免疫沈降物の、
cAMPやcGMP存在下での、タンパク質リン酸化活性を
測定した。基質として、三種類の基質を用いた。結果
を図４に示す。ここで、MBPは一般的なタンパク質リ
ン酸化酵素の基質で、KemptideはPKAの特異的基質、
BPDEtideはPKG特 異 的 基 質 で あ る。 こ の 図 よ り、
CPK1はcGMP存在下で、BPDEtideに対してもっとも
強いリン酸化活性を示している。これらの結果より、
当該プロテインキナーゼは、当初想定していた特徴的
なPKAではなく６,７）、むしろ一般的なPKGに属するプ
ロテインキナーゼであることが判明した。一方、Snell
らによって報告されたCrPKGについて９）、ここで示し
たようなcGMP存在下での特異的基質のリン酸化は示さ
れていないが、CPK2同様、PKG分子種に属するものと
考えられる。
　続いて図５に、Chlamydomonasの栄養体、配偶体、
接合体の各々の細胞でのCPK1及びCPK2のmRNAの発
現状況を示す。Ｖは栄養体、Ｇは配偶体、Ｚは接合体の
細胞を表す。CPK1遺伝子はＶの栄養体細胞で、2.9kbの
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図２　PKA、PKGのキナーゼドメインアミノ酸配列から推定
される分子系統樹（Ｎeighbor-joiningツリー）。

0.1：距離ユニット、分岐点での数値は1000回試行中のブートス
トラップ値を示す。
DmPKG G1、G2：D.melanogaster PKG G1、G2
PKG-Ⅰ及び-Ⅱ：Ｂovin ＰKG アイソフォームＩ及びⅡ
その他はＰＫＡを示す。（Tne Protein Kinase Facts Book,ed.
by Hanks et.al　1995 by Academic Press）

図３　PKA、PKGの調節ドメインアミノ酸配列から推定される
　　  分子系統樹（Ｎeighbor-joiningツリー）。
0.1：距離ユニット、分岐点での数値は1000回試行中のブートスト
ラップ値を示す。

DmPKG DG1、DG2：D.melanogaster PKG DG1、DG2
PKG-Ⅰα及び-Ⅰβ：Ｂovin ＰKG アイソフォームＩα及びＩβ
PKG Ⅱ-rat：ラットPKGⅡ、その他はＰＫＡを示す。

（Tne Protein Kinase Facts Book,ed.byHanks et.al　1995 
by Academic Press）

図１　Chlamydomonas  CPK1及びCPK2のアミノ酸配列の比較
黄色（Ⅰ及びⅡ）　調節領域（CPK1の129Eから138R及び251Eから260Rの配列）
ピンク色（Ⅲ）　　 プロテインキナーゼ領域
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位置に発現バンドが検出され、CPK2遺伝子は主にＧの
配偶体細胞で発現（3.4kb）していることが分かる。また、
ここではデーターは示さないが、CPK2は、とくに配偶
体が融合を開始する初期の段階で発現がもっとも強く、
その後融合が進行する過程で減少することが示唆され
た。そこで、CPK2は、Snellらの示す、CrPKGとほぼ同
様の発現パターンを示すと考えられる９）。
　次に、Chlamydomonasの細胞分裂周期をそろえるた
め光周期に同調させ、細胞周期をそろえた培養細胞から
mRNAを抽出し、放射性同位元素でラベルしたCPK1と

CPK2をプローブとしてノーザンブロットを行った。結
果を図６に示す。CPK1は、分裂前後の細胞を含め比較
的広範囲の細胞に発現しているのに対して、CPK2は、
細胞分裂時において最もその発現が増強されていること
が分かり、両PKGが、細胞周期における発現様態につ
いても異なるパターンを示すことが分かる。
　クラミドモナスのmt＋とmt－の配偶子の間での接合
にかかわるシグナリングイベントの要因に、チロシンキ
ナーゼ、PKG、adenyl cyclase、cAMPの上昇などがあ
げられている９,10）。しかし、それぞれの正確な作用順序・

図４　ＰＫＧの活性測定
KEMPTIDE; PKAの特異的な基質ペプチド
MＢＰ;　キナーゼの一般的な基質タンパク質
BPDE tide；PKGの特異的な基質ペプチド
control反応で、W（ウオッシュ）は、酵素と基質を入れず反応液セルロース紙につけ洗浄。
S.W（スポット、ウオッシュ）反応液に酵素液のみをセルロース紙にスポットし、洗浄したもの。

図５　ノーザンブロットによるChlamudomonasの栄養細
　　　胞（V)、配偶体（G)、融合体（Z）細胞でのCPK1及び
　　　CPK2の発現解析

L0は、栄養体細胞の窒素欠乏培地に移す前の細胞
G8は、配偶子形成培地（窒素欠乏培地）に移して８時間後の配
偶子細胞
Z4は、プラス、マイナス細胞の融合過程４時間後の融合細胞

図６　細胞周期をそろえる同調培養でのCPK1遺伝子と
　　　CPK2遺伝子の発現解析）

L28a：60S　リボゾームタンパク質遺伝子（ローディングコントロール）
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機 作 な ど の 詳 細 は 今 後 の 課 題 と 考 え ら れ る。
Chlamydomonas に お い て、in vitro系 でAdenylyl 
Cyclase の活性は検出されているがその構造は不分明で
ある11）。同様に、典型的なPKAの存在は知られていな
いが、緑藻ChlamydomonasにはGuanylyl　Cyclaseの存
在が指摘されている12,13）。一方、同じ光合成鞭毛単細胞
生物であるユーグレナにおいて、我々は、典型的な
PKAの存在を報告している５）。同じ光合成鞭毛生物に
あっても、それぞれのプロテインキナーゼの存在分布は
不連続であることが理解される。
　ユーグレナにあっては、青色受容体タンパクドメイン
とAdenylyl Cyclaseドメインの融合遺伝子が発現し、光
照射に応答してAdenylyl Cyclaseが活性化しcAMPの生
成がなされる14）。この特徴的なAdenylyl　Cyclaseによ
りcAMPが生成され、ユーグレナPKAが活性化される
ことが予想される。また、PKAが細胞分裂の引きがね
としての働きを担っていることが示唆されている15）。
　興味あることに、動物にもっとも近縁であるといわ
れる真菌類（Fungi）はGuanylyl Cyclase を欠いている
が13）、原生生物のタマホコリカビ（Dictyostelids）には
Guanylyl Cyclase が存在する13）。
　高等植物は有しないといわれているPKGが、その起
源となるといわれている緑藻Chlamydomonasで存在し、
機能している。この単細胞生物が、原生生物（Protista）
にも属しているとする見解16）からすれば、PKGが存在
することは理解できる。植物に進化する過程で、これら
のPKGやPKA遺伝子が消失または他のものに転換さえ
たと考えられる。一方、動物細胞の始原と認められてい
る襟鞭毛虫類や動物細胞にもっとも近縁と考えられてい
る真菌類（Fungi）にはPKC様遺伝子が報告され17,18,19）、
その後の動物への進化過程でも保存されてきたと考えら
れる。単細胞である襟鞭毛虫類が集合し多細胞化した生
物がカイメン動物とされていて、Chlamydomonasと
Volvox（オオヒゲマワリ）の関係に相似するものと想
定される。そこで、互いに近縁度が高いPKA、PKG、
PKCなどのAGC系のプロテインキナーゼ分子からみた
場合、当該遺伝子の分子進化は、保有する祖先生物の分
岐点での存在様態とその後の適応進化の様相に影響され
るものと考察される。一方、著者らは、Chlamydomonas
のプロテインキナーゼの検索の過程で、植物に特異的と
考 え ら れ て い たCDPK（Calcium Dependent Protein 
Kinase、カルシウム結合タンパク質領域とタンパク質リ
ン酸化領域の融合タンパク質）とホモロジーが高い遺伝
子断片の配列を決定していた６）。その後、Clamydomonas
のCDPKの全構造が明らかになり、それが高等植物に特

徴的なCDPKに近縁分子であることが報告されている20）。
当該CDPK分子から見た場合は、Chlamydomonasが植
物の始原細胞であることと矛盾しない。そこで、この
CDPK遺 伝 子 は、ChlamydomonasのPKGと は 違 っ て、
その後の高等植物への進化過程で保存され続けたものと
考察される。一方で、動物型のPKGやPKA遺伝子は、
ここで示したように、ChlamydomonasやEuglena 5）のよ
うな原生生物にまで遡れるが、動物型の受容体チロシン
キナーゼの特異的なドメイン構造は、襟鞭毛虫類と動物
細胞の中で特異的に分子進化を遂げたものと考えられて
いる21）。
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