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研究成果の概要（和文）：異なる進化段階の二次葉緑体をもつ３つの生物群（ハテナ、クロララクニオン藻、パーキン
サス）を対象に、葉緑体が駆動する進化・寄生化仮説を検証した。盗葉緑体段階にあるハテナの比較トランスクリプト
ーム解析と全ゲノム解読から、核に転移した共生藻遺伝子候補を30個得て、盗葉緑体の統合の程度を推定した。オルガ
ネラ段階の二次葉緑体をもつクロララクニオン藻について、共生藻と核の協調機構の一部および共生藻核ゲノムの進化
を解明し、二次葉緑体の獲得・維持機構の理解に大きく貢献した。 貝類寄生性原生生物パーキンサスについて、縮退
葉緑体の機能解明に必要な高効率葉緑体単離法を新たに確立し、寄生性獲得原理の解明に道をつけた。

研究成果の概要（英文）：The hypothesis that the plastids drive the evolution and parasitization of 
organism has been studied in three organisms with different stages of secondary plastids: Hatena 
arenicola, chlorarachniophytes, and Perkinsus marinus. Comparative transcriptome analysis and genome 
analysis in Hatena, which has a kleptochloroplast, discovered 30 genes for possible endosymbiotic gene 
transfer (EGT) and provide an estimate for the level of integration. In the chlorarachniophytes with 
permanent secondary plastids, a part of cooperation mechanism between the endosymbiont and nucleus and 
the evolution of endosymbiont nuclear genome has been clarified, which greatly contributed to 
understanding the gain and maintenance mechanisms of secondary plastids. In Perkinsus, an oyster 
parasite, an efficient isolation method for the reduced plastids, which is essential for uncovering its 
function, has been established. This opens the door to clarifying the principle of parasitism 
acquisition.

研究分野：原生生物と植物の系統分類・進化学
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１．研究開始当初の背景 
 葉緑体は、シアノバクテリアを祖先として
一次共生により誕生し、さらに二次共生によ
り様々な真核生物群へと水平伝播して多様
な光合成真核生物群を創出した、まさにマト
リョーシカ型進化を遂げたオルガネラであ
る。二次共生由来生物の進化段階は実に多様
で、共生藻の維持が不完全なものから、オル
ガネラとしての葉緑体をもつもの、寄生化し
て葉緑体を縮退させたものまで存在する。二
次共生は生物の多様化と進化に多大な影響
を及ぼした重要な進化メカニズムの一つで
ある。 
 宿主生物にとって葉緑体の獲得は新たな
栄養様式の獲得であり、新たな機能的制約の
下で葉緑体への依存度を高めつつ、自らも光
合成生物として大きな変化を遂げてきたと
いえる。例えば正の走光性の獲得や捕食能の
喪失もその一例である。我々は「寄生」もそ
の１つ、つまり葉緑体への依存が一部の生物
の宿主への依存に結びつき、「寄生化」の要
因の一つとなったと考えている。 
 葉緑体獲得が駆動する宿主生物の進化・寄
生化を理解するためには、葉緑体がどのよう
に獲得され、宿主は何をどの程度葉緑体に依
存しているのか、を理解する必要がある。二
次共生由来の生物群にはそれぞれ異なる進
化段階が存在することから、それらの生物群
について共生藻と宿主の統合機構を明らか
にすることで、葉緑体のマトリョーシカ型進
化原理を理解し、葉緑体が駆動する進化•寄
生化仮説を検証できる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、進化段階が異なる二次葉緑体を
題材に、各進化段階を代表する生物について、
葉緑体への依存の仕方や程度、宿主—葉緑体
の関係維持機構を解析し、それぞれの共生藻
（葉緑体）と宿主の統合機構を明らかにする。 
（1）盗葉緑体段階にあるハテナの全ゲノム
解読から、核に転移した共生藻遺伝子を探索
し、本種の盗葉緑体へ依存度や統合の程度を
推定する。また、葉緑体が分裂不全だと考え
られるので、葉緑体分裂関連遺伝子等を調査
し、オルガネラ分裂制御のカギとなる遺伝子
を特定する。 
（2）オルガネラ段階の二次葉緑体をもつク
ロララクニオン藻について、葉緑体の獲得・
維持機構を共生藻核ゲノムの縮小進化、葉緑
体へのタンパク質輸送機構、葉緑体と核分裂
の協調の観点から総合的に理解する。 
（3）縮退した葉緑体をもつ貝類病原性の寄
生性原生生物パーキンサスについて、非光合
成性葉緑体のプロテオーム解析を実施し、寄
生性原生生物の葉緑体機能を明らかにする
とともに、得られた葉緑体タンパク質をマラ
リア原虫類や藻類、その他各種の原生生物の
ゲノム情報と比較し、寄生性獲得の原理を議
論する。 
 このように二次共生由来の様々な進化段

階にある葉緑体の機能と維持機構を同時に
解明していくことで、葉緑体獲得初期から寄
生化に至る宿主の葉緑体への依存度や依存
様式の違いと共通性について連続的な知見
が得られる。それによりマトリョーシカ型進
化原理について、葉緑体が駆動する進化とい
う観点からの理解を深める。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞内共生藻のオルガネラ化初期段階
プロセスの解明 
 二次共生の初期段階にあたる半藻半獣生
物ハテナ（無色相と緑色相が存在）を研究対
象とし、ハテナの全ゲノムを解読することで
共生藻から宿主への遺伝子転移の程度と傾
向を明らかにする。その上で共生藻維持に関
わるコア遺伝子の探索と葉緑体分裂関連遺
伝子の消息に関する調査を行う。 
（2）二次共生における共生藻ゲノムの進化、
宿主との相互作用 
ゲノムの統合過程にあるクロララクニオン
藻類を研究対象とし、①主要 7系統群全てに
ついてヌクレオモルフゲノム全配列を取得
し、網羅的比較解析によって共生藻ゲノムの
詳細な進化過程を解明する。②Bigelowiella 
natans の全ゲノム配列を利用して葉緑体へ
の輸送シグナル配列の網羅的解析を行ない、
核コード葉緑体タンパク質の輸送機構の全
貌を解明する。③B. natans の細胞分裂の全
過程を微細構造レベルで把握し、関与するタ
ンパク質の遺伝子ネットワークを解明する。 
（3）寄生性原生生物における二次葉緑体の
機能と寄生性獲得との関連 
寄生性原生生物で縮退した葉緑体をもつパ
ーキンサスならびにマラリア原虫を研究対
象とし、その非光合成性の退化葉緑体のプロ
テオーム解析を行うことによりその機能を
把握し、近縁生物群との比較解析を行うこと
で葉緑体獲得と寄生性獲得との関連を明ら
かにする。またパーキンサスの退化葉緑体に
光合成関連機能を付与する技術基盤の開発
を試みる。 
 
４．研究成果 
（1）細胞内共生藻のオルガネラ化初期段階
プロセスの解明 
 半 藻 半獣 原生生物ハテナ（ Hatena 
arenicola）をモデルとして、ゲノム解析に
より共生藻から核ゲノムに転移した遺伝子
推定と分裂関連遺伝子の検出を試みた。まず、
共生藻が本来もっている遺伝子情報を取得
するため、ハテナ共生藻 Nephroselmis ２株
の 5' EST 解析を行った。各株のリードから
それぞれ 12,811 コンティグ・7,730 コンティ
グを得た。ハテナ宿主内での共生藻の分裂に
異常が生じていることが示唆されるため、分
裂関連遺伝子を探索し、複数の細胞分裂関連
遺伝子を同定した。次に、共生藻を保有する
ハテナのトランスクリプトーム解析を行っ
た。ハテナは培養ができないため、少数の細



胞から全 RNA を抽出、cDNA を増幅し解析サン
プルとした。その結果、多くのコンティグは
得られなかった。そこで、より多くの単離ハ
テナ細胞を用いてトランスクリプトーム解
析をやり直し、今度は十分な配列を得ること
ができた。自由生活の共生藻とハテナ細胞内
の共生藻の間での比較の結果、両者の遺伝子
発現は、ミトコンドリア関連遺伝子を中心に
一部が異なっていることがわかった。更なる
詳細な解析の結果、ハテナ細胞内の共生藻で
は、光化学系や炭酸固定の経路の遺伝子が選
択的に発現していることも明らかとなった。 
 また、共生藻を含むハテナの RNA-seq
配列と自由生活する共生藻の RNA-seq 配
列から両者に共通する配列を検索し、380
配列を得た。これらの配列について、GC
含量の違いをもとに、EGT（Endsymbiotic 
gene transfer）由来遺伝子の探索を行った。
その結果、共生藻核から宿主核へ水平転移
した候補遺伝子として 30 配列を得た。こ
れらは共生藻からハテナへ EGT した遺伝
子の有力な候補である。系統解析を行った
結果、色素体型のプロテアーゼ遺伝子は
EGT に由来し、スターチ合成酵素は
Nephroselmis 以外の他の生物からの水平
伝播に由来する可能性が高いことが示唆さ
れた。 
 ハテナゲノム解析については、当初、少数
の細胞を用いた全ゲノム増幅殻の解析を試
みたが、成功しなかったため、天然のサンプ
ルからフローサイトメーターを用いてハテ
ナが優占するフラクションを得て、直接 DNA
抽出を行い、次世代シーケンス解析を行った。
その結果、混入ゲノムが少ない良好な配列
18.5 Gbp を得た。今後これについては詳しい
解析を行う予定である。 
（２）二次共生における共生藻ゲノムの進化、
宿主との相互作用 
 ①共生藻ゲノムの進化を比較ゲノム解析
によって明らかにするために、クロララクニ
オン藻３種（Amorphochlora amoebiformis、
Lotharella vacuolata 、 Partenskyella 
glossopodia）についてヌクレオモルフゲノ
ム解読をおこなった。P. glossopodia のヌク
レオモルフゲノムサイズはクロララクニオ
ン藻で最も大きい（約 1 Mbp）ことが推定さ
れているので、解析に含めた。解読の結果、
P. glossopodia の Nm ゲノムは、Nm 染色体構
造が非常に特異であることを見いだした。ま
た、他 2 種と既知の１種（Bigelowiella 
natans）を含めて比較解析を行ない、クロラ
ラクニオン藻の共通祖先で Nm ゲノムはほぼ
現在と同程度に縮小していたことを明らか
にした（国際学術雑誌に報告済み）。 
 また、ゲノムサイズが縮小傾向にあるヌク
レオモルフの染色体が倍数化しており、コピ
ー数が増加していること、ヌクレオモルフの
遺伝子の進化速度が核ゲノム遺伝子の約3倍
であること、その原因の一つとしてヌクレオ
モルフで分子シャペロンが高発現している

ことなど、ヌクレオモルフゲノムに関する新
規の特徴を発見し、国際学術雑誌に報告した。 
 さらにヌクレオモルフゲノムにコードさ
れる遺伝子の発現パターンを把握するため、
Bigelowiella natans を用いて、qPCR および
RNA-seq による発現解析を行なった。その結
果、ヌクレオモルフコード遺伝子のほとんど
で発現調節の存在が示唆されなかったが、
cpn60と機能未知遺伝子bnatcher2110のみ有
意に発現量が変化し、さらなる詳細な解析に
よりヌクレオモルフ遺伝子の転写制御因子
の存在を初めて示唆した。 
②クロララクニオン藻の葉緑体と宿主細胞
の分裂および細胞周期の同調に関連して、核
分裂過程の詳細な情報が皆無であったため、
現象面での知見の蓄積を進め、まずB. natans
を用いて核分裂過程の微細構造レベルでの
詳細な観察を行い、核分裂の全貌を明らかに
した。さらに、核だけでなく葉緑体とヌクレ
オモルフについても解析を進め、葉緑体−ヌ
クレオモルフ―核の分裂プロセスを微細構
造レベルでほぼ明らかにすることができた。 
 また、色素体分裂関連タンパク質の ftsZ
遺伝子ホモログを単離し、その発現解析をリ
アルタイム PCR により行い、細胞周期におけ
る発現時期を特定した。加えて、クロララク
ニオン藻の葉緑体DNAの複製機構の一部につ
いても明らかにし、二次葉緑体の DNA 複製に
関わるポリメラーゼ遺伝子を新規に同定し
た。 
 次に、明暗周期により同調分裂させた B. 
natans を用いて、細胞周期を通した網羅的ト
ランスクリプトーム解析を行い、全核遺伝子
の発現量変動パターンを解析した。約 7000
の核遺伝子が周期的な発現変動しており、二
次色素体に関連するタンパク質の約 8 割は、
転写レベルでの発現調節を受けていること
を明らかにした。二次色素体の機能（光合成、
代謝、分裂や DNA 複製）は、大部分が核コー
ドタンパク質に依存しているが、その遺伝子
発現は細胞周期を通して高度にコントロー
ルされていた。つまり、二次共生により宿主
核へと転移した多くの遺伝子が、転写制御機
構を獲得・進化したことを示した。 
③色素体へのタンパク質輸送機構の解明に
ついては、B. natans の全ゲノム配列より核
コード色素体タンパク質遺伝子配列を網羅
的に取得し、色素体への輸送シグナル配列を
比較して、多様なタンパク質輸送機構の存在
を示唆した。さらに、クロララクニオン藻か
らの無傷色素体単離法を開発した。今後の生
化学的実験を進める上で大きなブレイクス
ルーとなった。 
（３）寄生性原生生物における二次葉緑体の
機能と寄生性獲得との関連 
 パーキンサスの二次葉緑体を、ミトコンド
リアとの物理的相互作用に 注意しながら、
単離する方法を検討した。まず、オルガネラ
を蛍光タンパク質で標識した形質転換株を
用い、オルガネラ形態を維持したまま細胞破



砕を行う条件を見出した。これにより、将来
行うプロテオーム解析の精度向上が期待で
きるようになった。次に、単離の精度を向上
させるため、新たな手法として二次葉緑体の
最外膜に局在するタンパク質に対してエピ
トープタギングを行った強制発現株を作成
した。しかしこの株は不安定で精製実験に不
適であったため、その不安定化のメカニズム
解析と組換えコンストラクトの改良を行っ
たうえで、新しい薬剤選択系の樹立を試み、
ブレオマイシンにより効率的な選抜が可能
であることが示された。これを用いて、二次
葉緑体の最外膜に局在する三炭糖リン酸輸
送体に対しエピトープタギングを行った安
定発現株を樹立した。これにより寄生性獲得
に至る原理の解明に向けた技術的課題が解
決した。 
 またプロテオーム解析の効率を上げる目
的で、次世代シーケンサーを用いたトランス
クリプトーム解析を行なった。これにより暫
定ゲノム配列の遺伝子情報を補完する。また、
この過程でミトコンドリアゲノムの配列決
定を行なうことができた。このミトコンドリ
アゲノムについて詳しく解析した結果、まっ
たく新奇のゲノム構造を持つことを見出し
た。また、ミトコンドリアゲノムから転写さ
れる低分子RNAについて網羅的に解析した結
果、リボソーム RNA の断片を含む近縁種間で
よく保存されたRNA分子が存在していること
が明らかとなった。 
 さらに、縮退した二次葉緑体の機能として
想定される植物ホルモンについても解析を
行い、予想に反しアブシジン酸が合成されな
いことを明らかにした。これは縮退葉緑体の
進化を考える上で重要な発見と考える。 
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