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研究成果の概要（和文）： 
 サンゴと褐虫藻の共生システムの分子メカニズムを、次世代シークエンサーを用いて網羅的・

ゲノム科学的に明らかにすることを目的とする。トランスクリプトームとゲノムの情報を用いて

、サンゴ（コユビミドリイシ Acropora digitifera）の全遺伝子を網羅したcDNAマイクロアレイ
を作成し、ストレス下での遺伝子発現変化を解析した。さらにサンゴのゲノム情報から、ストレ

ス応答に関わっているとされる遺伝子について、ゲノム科学的な解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 

This study aims to reveal the molecular mechanisms of coral-algae symbiosis 
using next-generation sequencing technologies. I designed cDNA oligo microarrays based 
on assembled transcriptome and genome data from a coral, Acropora digitifera. Using these 
microarrays, transcriptome changes under stress conditions were analyzed. In addition, I 
surveyed the genes possibly involved in stress-response in the coral genome data.  
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１．研究開始当初の背景 
 サンゴ礁には海洋生物のおよそ３０％に
も及ぶ多種多様な生物が棲息し、「海の熱帯
雨林」と称される美しく豊かな生態系が存在
する。しかし１９９８年の夏に、エルニーニ
ョ現象による海水温上昇が原因とされる世
界的なサンゴの白化現象が確認され、広範囲
にわたってサンゴ礁が大打撃を受けた。その
後白化現象が確認される回数が、以前と比べ
て増加していることが報告されている。その
ためサンゴ礁保全の観点から、サンゴの生物

学的研究の重要性が年々増してきている。一
方でサンゴを用いた生物学的研究は生態学
が中心で、遺伝子レベルでの知見は限られて
おり、詳細なメカニズムはほとんど明らかに
なっていなかった。 
 いわゆる「次世代シークエンサー」と呼ば
れる新型の DNA 解読装置が登場し、塩基解
読のスピードが劇的に向上した。それまでサ
ンゴの遺伝子情報は限られていたが、新しい
テクノロジーにより遺伝子研究の基盤整備
が飛躍的に進歩することが期待された。 
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２．研究の目的 
 サンゴは「褐虫藻」と呼ばれる微細藻類と
共生している。わずかなストレスにより共生
システムが崩壊し、サンゴから褐虫藻が抜け
出す「白化現象」が起こる。最悪の場合サン
ゴの死に繋がる。しかしその詳細なメカニズ
ムは未だに明らかでない。 
 サンゴが直面する危機、「白化現象」を生
物学的に深く理解するためには、サンゴ－褐
虫藻の共生機構とストレス応答メカニズム
の分子レベルでの知見は欠かせない。本研究
では「サンゴ－褐虫藻共生体」を一つの「生
命体」として考え、次世代シークエンサーを
用いて、サンゴのストレス時の遺伝子発現応
答を、これまでに無いレベルで網羅的に解析
する。そして（１）ホスト（サンゴ）の分子
レベルでのストレス応答、と（２）サンゴ－
褐虫藻生命体の共生メカニズムの分子機構、
を明らかにする事を目的としている。その研
究基盤として、cDNAマイクロアレイの開発
と、ストレス応答に関わっている遺伝子の解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)トランスクリプトーム・シークエンス 
 網羅的な遺伝子解析の基盤情報となる、サ
ンゴの遺伝子レパートリーの情報を得るた
めに、サンゴのトランスクリプトーム・シー
クエンスを行った。実験材料としては、沖縄
県に普通に見られるサンゴ、コユビミドリイ
シ（Acropora digitifera）を用いた。出来
るだけ数多くの遺伝子を網羅するために、
様々な初期幼生ステージ（卵、胞胚期、原腸
胚期、プラヌラ幼生、初期ポリプ）と成体か
ら、Trizol (Invitrogen)を用いて RNA を抽
出した。成体については液体窒素により急速
冷凍してから粉砕し、パウダー状にしてから
RNA を抽出した。 
 全てのサンプルの RNA を等量ずつ混ぜて、
二種類の次世代シークエンサー、454 FLX 
(Roche)と Genome Analyzer IIx (GA IIx, 
Illumina)を用いてトランスクリプトーム・
シークエンスを行った。454 FLX に関しては
シングルエンドシークエンス、GA IIx に関し
ては 34bp のペアエンドシークエンスを行っ
た。 
 
(2)トランスクリプトーム・アッセンブリ 
 二種類の次世代シークエンサーで得られ
た配列データの de novoアセンブリを行った。
454 FLX のデータは blastclust で類似配列を
クラスタリングし、CAP3 でアセンブルを行っ
た。この 454 でのアセンブルのデータと GA 
IIxのデータをVelvet/Oasesソフトによりア
センブルを行った。 
 

(3)cDNA オリゴマイクロアレイの開発 
 本研究により得られたコユビミドリイシ
のトランスクリプトーム・アセンブルと、ゲ
ノムプロジェクトによる遺伝子モデルの結
果から、cDNA オリゴマイクロアレイの設計を
行った。Agilent 社の eArray によりアレイを
設計した。Swissprot データベースに相同性
を示す（blastp か blastx で 1e-5 以下の
e-value）、遺伝子機能の予測がつく遺伝子に
ついては２つずつスポットを作成するよう
にした。 
 
４．研究成果 
(1)トランスクリプトーム・アセンブリ 
 初期幼生ステージと成体から抽出した RNA
を、454とIlluminaにより塩基解読を行った。
それぞれの塩基の Quality Value が 15 以上
のもののみを解析に使用した。454 のシング
ルエンドシークエンスによって約 81Mbp（平
均長 241bp）、Illumina のペアエンドシーク
エンスによって約３Gbp の塩基配列を得た。 
 これら全てを Velvet/Oases ソフトを用い
てアセンブルを行った。その結果、36,780 個
の 100bp 以上の contig（総塩基数 29.3Mbp）
を得た。N50 size は 1,575bp で、最も長いも
のでは 19kbp を超えている。これらの数値は、
それまでに報告されていたサンゴのトラン
スクリプトーム・アセンブリのデータと比較
して、圧倒的に質の良いアセンブルが得られ
たことを示している。このうち 91%の配列が、
コユビミドリイシのゲノムにマッピングさ
れた。本研究で得られたトンランスクリプト
ーム・シークエンスとアセンブルのデータは、
コユビミドリイシ・ゲノムプロジェクトの遺
伝子モデル設計にも用いられた。 
 
(2)cDNA オリゴマイクロアレイの設計 
 上で述べたトランスクリプトーム・アセン
ブルと、コユビミドリイシのゲノムプロジェ
クトで得られた遺伝子モデルを用いて、二種
類のマイクロアレイを設計した。 
 研究期間中にゲノム配列から作成した遺
伝子モデルの質が向上したこともあり、108k 
x 2 プラットフォームから 44k x 4 プラット
フォームへデザインを移行することが出来
た。これにより、2 サンプル／マイクロアレ
イスライドだったのが 4サンプル同時解析可
能になり、研究コストを約半分に下げること
ができた。 
 一方で褐虫藻の遺伝子を搭載したマイク
ロアレイの作成も検討したが、トランスクリ
プトーム・アッセンブルには褐虫藻由来の遺
伝子が予想よりも少なかったこと、褐虫藻の
遺伝子情報込みのマイクロアレイだとスポ
ット数が多くなり、一枚のスライドあたりの
解析可能なサンプル数が少なくなってコス
トが高くなる、などの理由からコユビミドリ



 

 

イシの遺伝子のみを搭載したマイクロアレ
イを作成することにした。サンゴと褐虫藻の
遺伝子変化の同時検出のための手法開発は、
今後の課題となる。 
 
(3)サンゴのストレスへの遺伝子発現応答の
網羅的解析 
 コユビミドリイシのトランスクリプトー
ム・アッセンブルと遺伝子モデルのデータを
基に作成した cDNA オリゴマイクロアレイの
性能を、実際に遺伝子発現の変化を調べるこ
とで比較した。コユビミドリイシを 24時間、
通常状態（27℃）よりも 2℃高い海水温で飼
育し、同一サンプルを用いて遺伝子発現の変
化を解析した。トランスクリプトームのマイ
クロアレイでは約 1.1％、遺伝子モデルでの
アレイでは約 4.9％の遺伝子の発現変化が検
出された。このことから、トランスクリプト
ームよりも遺伝子モデルから設計されたマ
イクロアレイの方が、より多くの遺伝子の発
現変動を検出することが確認された。その他
にも紫外線ストレス、低塩分ストレスを与え
たサンゴの遺伝子発現を、現在マイクロアレ
イにより解析中である。このように本研究で
開発されたマイクロアレイは、サンゴの遺伝
子発現の変化を効率的・網羅的に検出可能な
ので、今後様々な研究への応用が期待される。 
 
(4)ストレス応答に関わる遺伝子のゲノム解
析 
 これまでの様々な動物での先行研究にお
いて、動物細胞でのストレス応答に関わって
いるとされる遺伝子群が報告されている。サ
ンゴのストレス応答を研究するにあたって、
細胞のストレス応答に関わっている遺伝子
の情報を得るのは、遺伝子発現解析で得られ
た結果を解釈する上で重要である。そこで
我々は、解読されたコユビミドリイシのゲノ
ム情報から、ストレス関連遺伝子の解析を行
った。 
 
①chemical defensome 
 一般的な細胞レベルでのストレス応答、特
に化学物質などへの応答を行う遺伝子群は、
chemical defensome と称されている。そこで
我々は defensome 遺伝子をサンゴゲノムから
特定した。ほとんど全ての遺伝子をサンゴは
ゲノム上に持っていた。一方でサンゴ独自に
遺伝子重複し、ゲノム上にタンデムに並んで
いる例もいくつか発見した。これらはおそら
くサンゴ独自のストレス応答に関わってい
ると考えられる。 
 
②蛍光タンパク質 
 サンゴ由来の蛍光タンパク質は、現在では
広く生物学研究で用いられている。一方でサ
ンゴにおいては、ストレスを受けると非常に

大きく遺伝子発現変動が起こる遺伝子とし
て知られており、ストレスマーカーとして認
知されつつある。そこで我々は蛍光タンパク
質の遺伝子をゲノムから探索した。我々は１
０個の候補遺伝子を発見し、そのうち６個が
ゲノム上にタンデムに並んでいることを発
見した。そして本研究課題で得られた
Illumina RNA-seq の情報を用いて、初期発生
段階と成体でのこれら遺伝子の発現レベル
も調べた。 
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