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研究成果の概要（和文）：海産珪藻を用いた有用物質生産が期待されている。生産効率の向上には遺伝子組換え
技術の利用が有効であり、有用遺伝子に連結して強力に働くプロモーターの開発が重要である。本研究では、海
産珪藻に感染するウイルスに注目し、ウイルスゲノムのプロモーター領域を推定し、海産珪藻においてその導入
遺伝子の転写誘導活性を評価した。海産珪藻の形質転換において頻用されている内在性プロモーターよりも転写
誘導活性が高く、恒常的に機能する世界初の珪藻感染ウイルス由来プロモーターが得られた。

研究成果の概要（英文）：Transformation of diatom may enable us to solve the limitations in the mass 
production of beneficial chemicals for use in human activities. Promoter activity is important in 
genetic engineering. Thus, in this study, potential promoter regions were isolated from several 
marine diatom-infecting viruses (DIVs). DIV promoter-driving gene expression capacities in the 
Pennales diatom Phaeodactylum tricornutum were evaluated and compared to those of the endogenous 
promoter. We then examined the effects of the growth stage, the nutrient concentrations in media, 
and the photoperiods on viral promoter activity were investigated. Compared to diatom endogenous 
promoters, novel DIV promoter meditate a significantly higher degree of reporter transcription. 
Stable expression levels were observed in transformants grown under both light and dark conditions. 
This is the first report describing a promoter of DIVs that may be of use in basic and applied 
diatom research.

研究分野： 海洋微生物学

キーワード： 珪藻　プロモーター　形質転換
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
日本の海域・領海は世界で 6 番目の広さを

有しており、国土や資源の限られた日本にお
いては、海洋生物資源の利用は、重要なテー
マとなっている。この広い海域には、微細藻
類が生息しており、中でも海産珪藻は、推定
2 万種以上から構成され、海洋の炭素固定の
約 20%を担う一大生物群を形成している。海
産珪藻を含めた微細藻類は、医薬品、化成品、
バイオ燃料等の原料となる有用物質を生産
することが知られている。海産珪藻は光合成
を行うことから、培養により CO2排出削減が
見込めること、また広い海洋スペースを培養
に利用できることから陸上の食料生産と競
合しない有用物質の生産が可能なことによ
り生物資源として大きな期待が持たれてい
る。 
海産珪藻を用いた低コスト、かつ高品質な

有用物質生産の実現には、遺伝子組換え技術
により珪藻の有用物質の生産能を高めるこ
とが有効だと考えられおり、数種の海産珪藻
において、遺伝子組換え技術が確立されてい
る。遺伝子組換えでは、珪藻から得られた内
在性のプロモーター、フコキサンチン−クロ
ロフィル a/c 結合タンパク質（以下、FCP と
省略）の遺伝子のプロモーターや硝酸還元酵
素の遺伝子のプロモーターが利用されてい
る。しかし、導入遺伝子の発現誘導活性が低
いといった問題が報告されている。 

動物や植物の幅広い種の形質転換におい
て、ウイルスプロモーターが利用されており、
導入遺伝子の発現が高く、かつ恒常的に発現
誘導が可能となっている。例として、植物に
おいては、カリフラワーモザイクウイルス由
来の 35S プロモーター（以下、CaMV pro. と
省略）が、動物おいては、サイトメガロウイ
ルス由来の最初期遺伝子のプロモーター（以
下、CMV pro.と省略）が用いられている。
海産珪藻の形質転換において、こられの動植
物に感染するウイルス由来のプロモーター
が用いられた報告があるが、動植物に感染す
るウイルス由来のプロモーターは、遺伝子の
発現誘導活性が低い、または発現誘導活性能
力が無いと考えられる。 
近年、海産珪藻に感染する DNA ウイルス

や RNA ウイルスが報告されている。これら
珪藻感染ウイルスは、種特異性の高い感染能
に加えて、珪藻細胞内における増殖能、およ
び溶藻活性を有しており、in silico による解
析から、そのゲノム配列上に複数のオープン
リーディングフレーム（Open Reading 
Frame, ORF）が見いだされ、複製関連タン
パク質（VP3）の遺伝子、構造タンパク質
（VP2）の遺伝子、および機能未知のタンパ
ク質の遺伝子がコードされていると考えら
れている。 
 
２．研究の目的 
遺伝子組換え海産珪藻による有用物質の

生産効率向上を目的に有用遺伝子に連結し

て強力に働くプロモーターを開発する。前述
の珪藻に感染するウイルスに注目し、VP3、
および VP2 の発現に関与すると考えられる
ウイルス由来のプロモーターを単離し、それ
らの活性評価を羽状類 Phaeodactylum 
tricornutum を用いて行い、高発現型新奇プ
ロモーターの単離を試みた。 
また、海産珪藻による有用物質の生産を行

うにあたり、恒常的な遺伝子発現による連続
した生産が行えることが望ましいと考えら
れる。そのためには、プロモーターによる導
入遺伝子発現の発現誘導が恒常的に行われ
る必要があるため、ウイルス由来のプロモー
ターの遺伝子発現誘導に与える栄養塩類と
増殖段階、および日周期の影響を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1)ウイルスのプロモーター領域の推定と単
離 
本研究で用いたウイルス由来のプロモー

ターを表 1 にまとめている。珪藻感染ウイル
スの VP3 と VP2、それぞれの ORF の上流、
約500塩基を珪藻感染ウイルス由来のプロモ
ーター領域とし、PCR により増幅し、単離し
た。また、比較対象として、P. tricornutum
の形質転換において幅広く用いられている 2
種類の内在性プロモーター（P. tricornutum
由来の FCPA 遺伝子のプロモーター、以下
PtfcpA pro.と省略、および Cylindrotheca 
fusiformis 由来の硝酸還元酵素遺伝子のプロ
モーター、以下 Cfnr pro.と省略）、動物や植
物の形質転換において用いられているウイ
ルス由来プロモーター（CaMV pro.と CMV 
pro.）、および植物において幅広く用いられて
いるノパリン合成酵素遺伝子のプロモータ
ー（以下、nos pro.と省略）を評価に用いた。 

 
(2)プロモーター活性の評価 
図 1に示した概要に従ってプロモーター活

性の評価を行った。本研究では、形質転換体
の選別のための羽状類由来の内在性プロモ
ーター（FCP 遺伝子のプロモーター）と連結
された抗生物質耐性遺伝子 Sh ble が組み込
まれているベクターに対して、評価を行うプ
ロモーターと連結したレポーター遺伝子

プロモーター 由来

CdP1 Chaetoceros debilis DNA virus複製関連遺伝子

ClP1 Chaetoceros lorenzianus DNA virus複製関連遺伝子

ClP2 Chaetoceros lorenzianus DNA virus構造タンパク質の
遺伝子

TnP1 Thalassionema nitzschioides DNA virus複製関連
遺伝子

TnP2 T. nitzschioides DNA virus構造タンパク質の遺伝子

CaMV pro. リフラワーモザイクウイルス35S

CMV pro. サイトメガロウイルス最初期遺伝子

nos pro. Agrobacterium tumefaciensノパリン合成酵素の遺伝子

PtfcpA pro. P. tricornutumフコキサンチン−クロロフィルa/c結合タン
パク質の遺伝子

Cfnr pro. Cylindrotheca fusiformis硝酸還元酵素の遺伝子

表1. 評価に用いたプロモーター



（enhanced green fluorescent protein の遺
伝子, egfp）を組み込んだベクターを構築し
た。導入遺伝子は、挿入されたゲノム上のコ
ピー数により、その発現が影響を受ける。ま
た、挿入されたゲノム上の位置による発現へ
の影響（位置効果）が知られている。導入遺
伝子のゲノム上のコピー数の影響を抑える
ため、Sh ble の発現量に対する egfp の相対
発現量をプロモーター活性の指標に用いた。
ゲノミックPCRによりSh bleと egfpの両遺
伝子の組換えが確認されたクローンを用い
て、qRT-PCR を行い、それぞれの発現量を
求めた。また、位置効果によるプロモーター
活性の変動を抑えるため、評価する各プロモ
ーターを導入した形質転換体について、それ
ぞれ 10 クローンを用い（Cfnr pro.について
は 6 クローン）、統計的な解析によって、よ
り正確なプロモーター活性の評価を試みた。 

 
(3)ウイルス由来プロモーターの遺伝子発現
誘導に与える栄養塩類と増殖段階、および日
周期の影響 
ウイルス由来のプロモーターの活性に対

する栄養塩類の影響について栄養塩類が通
常の培地（f/2 培地）の 5 分の 1 の f/10 培地
で培養することで調べた。また、増殖期と定
常期におけるプロモーター活性を調べ、定常
期においては日周期の影響を調べた。 
 
４．研究成果 
(1)プロモーター活性評価 
図 2 は、各プロモーターのそれぞれの形質

転換体クローンにおける Sh ble の発現量に
対する egfp の相対発現量（）と平均値（）
を示したグラフである。図中のアスタリスク

は、内在性の PtfcpA pro.とそれぞれのプロモ
ーターとの間に有意差がみられたことを示
す（t 検定, **P < 0.01 と*P < 0.05）。PtfcpA 
pro.に対して、プロモーターを有しない pro. 
less、内在性プロモーターCfnr pro、珪藻感
染ウイルス由来プロモーターTnP1 と TnP2、
および他の外来のプロモーター（CaMV pro.、
CMV pro.、および nos pro.）のプロモーター
活性は、有意に低い活性を示した。CdP1 と
ClP2 の活性は、PtfcpA pro.の活性と有意差
が見られなかった。ClP1 の活性は、PtfcpA 
pro.の活性に対して有意に高い値であり、約
5 倍を示したことから、高い遺伝子発現誘導
活性を有するウイルス由来プロモーターが
得られたと考えられる。 

 
(2)ClP1 の遺伝子発現誘導に与える栄養塩類
と増殖段階、および日周期の影響 

ClP1 を有する形質転換体 2 クローンを用
いて調べた。図 3 は、内部標準遺伝子（30S 
ribosomal protein subunit の遺伝子）に対す
る egfp の相対発現量を示す。増殖段階に注目
すると、両クローン共に増殖期よりも定常期
において、プロモーター活性の高いことが明
らかとなった。そして、定常期において日周
期の影響を受けない傾向がみられた。また、
栄養塩の影響では、貧栄養塩類培地（f/10 培
地）においても通常の培地（f/2 培地）と同程
度の活性を示した。これらのことから、海産
珪藻を用いた有用物質生産を行うにあたり、
ClP1 を活用した形質転換が有効であること
が示唆された。 

形質転換体の獲得

C. lorenzianus
DNA virus

dsDNA region

VP4

VP1

VP2 (構造タンパク質)

VP3 (複製関連タンパク質)

VP2遺伝子の推定プロモーター(ClP2) 

VP3遺伝子の推定プロモーター(ClP1)

VP3 VP2

1. 珪藻感染ウイルスゲノム上のORF
とそのプロモーター領域を推定

3. 形質転換ベクターの構築

4. 形質転換
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図3．プロモーター活性における栄養塩、増殖段階、および日周期の影響

形質転換体の解析

2. qRT-PCRを用いたegfp とSh bleの発現量の解析

CffcpA pro.
評価する
プロモーター CffcpA pro.

評価する
プロモーター

形質転換体B

Sh ble egfp

egfp

Sh ble egfp

egfp

CffcpA pro.
評価する
プロモーター

形質転換体A

Sh ble egfp

egfp

1. ゲノミックPCRを用いたP. tricornutumゲノムへの導入遺伝子の挿入の確認

複数の形質転換体クローンにおいてegfpの発現量をSh bleの発現量で除
することで、導入遺伝子の多コピーがegfp発現量のに与える影響を最小
限にする（例：形質転換体B）。

図1．プロモーター評価方法の概略
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