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研究成果の概要： 
黄金藻 Ochromonas danica から単離した鞭毛からレクチンにより管状マスチゴネマの単離・
精製を行い、構成タンパク質のアミノ酸配列を解析した。得られたアミノ酸配列から抗体を作
製し、蛍光抗体法によりその局在部位を解析するとともに、DNA 塩基配列を決定しマスチゴ
ネマ構成タンパク質 Ocm1〜4 の遺伝子を決定した。またこの遺伝子情報によりストラメノパ
イル系統群の系統解析を行ったほか、遺伝子導入系の確立に向けた検討を行った。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 7,000,000 2,100,000 9,100,000 

２００７年度 4,500,000 1,350,000 5,850,000 

２００８年度 3,200,000 960,000 4,160,000 

年度  

  年度  

総 計 14,700,000 4,410,000 19,110,000 

 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：基礎生物学・生物多様性・分類 
キーワード：不等毛藻類、黄金色藻、クロミスタ、マスチゴネマ、新規タンパク質、ストラメ
ノパイル、オクロモナス、褐藻 
 
１．研究開始当初の背景 

褐藻類、珪藻類などの不等毛藻類（黄色植
物）は二次細胞内共生により葉緑体を獲得し
た光合成生物の一系統群であるが、不等毛藻
類はさらに葉緑体を持たない原生動物やラ
ビリンチュラ類を含むストラメノパイル系
統群に含まれる。これらの生物はいずれも２
本ある鞭毛のうち長鞭毛だけに付随し、基部、
管状部、先端毛の３つの部分から構成される
マスチゴネマ（３部構成管状マスチゴネマ）
を持つことにより特徴づけられる。この不等
毛藻類またはストラメノパイル系統群は緑
色植物全体に匹敵する大きな系統群である
が、過去 10年間に 10 近い新しい綱が設立さ

れたことに示されるようにその系統分類学
的研究はきわめて不十分である。また、最も
重要な形質である管状マスチゴネマの起源
や、その構成タンパク質や遺伝子などについ
てはほとんど研究がなされていない。一方、
ストラメノパイル系統群と同じく２次細胞
内共生に起源する葉緑体を有するクリプト
藻類とハプト藻類をまとめてクロミスタと
して扱うとの見解もあり、このうちクリプト
藻は管状マスチゴネマを持つが、その構造は
２部構成管状であり、ストラメノパイルのマ
スチゴネマとの類縁は不明である。一方、ス
トラメノパイル系統群では、ビコソエカ類な
どの葉緑体を持たない系統群がより祖先的
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であり、これらの原生動物が葉緑体を獲得す
ることに
より不等
毛藻類が
成立した
との解析
結果も示
されてお
り、その
初期進化
は不明な
部分が多
い。 
 
２．研究の目的 

以上の背景から本研究ではこの管状マス
チゴネマに着目し、構成タンパク質のアミノ
酸および遺伝子塩基配列を決定し、この遺伝
子を用いたクロミスタ生物群の分子系統学
的解析を行うほか、細胞内におけるマスチゴ
ネマの形成と鞭毛形成時における鞭毛への
選択的付着過程の比較解析を行うことを目
的として行った。 
 
３．研究の方法 
ストラメノパイルおよびクリプト藻類にお

けるマスチゴネマ研究の好適材料の探索・株
確立を行った。ビコソエカ類、Developayella、
ペラゴ藻、黄金色藻、ディクティオカ藻、
Cryptomonas, Rhodomonas, Plagioselmis, 
Chroomoans 等の株を系統株保存施設から購
入または野外サンプルから確立し，マスチゴ
ネマタンパク質調査の実験材料とした。 

黄金色藻 Ochromonas danica の大量培養系
から鞭毛を単離・回収し、界面活性剤処理に
よる鞭毛膜分画・精製後、レクチンにより管
状マスチゴネマの単離・精製を行い、構成タ
ンパク質のアミノ酸配列を解析した。得られ
たアミノ酸配列から抗体を作製し、蛍光抗体
法によりタンパク質の局在部位を解析する
とともに，ディジェネレートプライマーによ
り DNA 塩基配列を決定した。ペラゴ藻、ラ
フィド藻、褐藻、シゾクラディア藻，ビコソ
エカ類の大量培養をおこない、RACE 法によ
りオルソログを単離した。また、塩基配列情
報からこれらの系統群の分子系統学的解析
を行った。 
 
４．研究成果 
黄金色藻 Ochromonas danica における三部構
成管状マスチゴネマ遺伝子の単離同定 

Ochromonas danica では管状マスチゴネマ
分画の二次元電気泳動解析により、三部構成
管状マスチゴネマは少なくとも 5 つのタンパ
ク質から構成されることが明らかとなった。
これらのうち 83 kDa のスポットにおいて、
V8 プロテアーゼ用いたペプチドマッピング

後、内部配列を決定し、また RACE 法により
83 kDa タンパク質の遺伝子を決定した。推定
アミノ酸配列は複数のシステイン残基を含
む 4 つの EGF-like ドメイン（動物などの細胞
の細胞外基質タンパク質などに良くみられ
る）を有していた。83 kDa タンパク質につい
て人工ペプチドを作製し、ウサギポリクロー
ナル抗体を作製した。間接蛍光抗体法により、
83 kDa タンパク質は三部構成管状マスチゴ
ネマの軸部に局在することが明らかとなり、
当該タンパク質を Ocm1 と命名した。二次元
電気泳動によるその他のスポットは発現量
や N 末端の修飾などにより、アミノ酸配列の
解析が不可能であった。三部構成マスチゴネ
マにおける基部、先端毛を含めたその他の構
成タンパク質を同定するため、Ocm1 の
EGF-like ドメインにおいてディジェネレート
プライマーを作製し、類似遺伝子の単離をお
こなった。Ocm1 に相同性を持つ 3 つの遺伝
子（Ocm2, Ocm3, Ocm4）が単離され、これら
の推定アミノ酸配列は、Ocm1 と比較してサ
イズは異なるものの、その構造は EGF-like ド
メイン 4 つ有しており、Ocm1 のそれによく
類似していた。また、推定アミノ酸部分配列
から作製されたポリクローナル抗体を用い
ることにより、Ocm2 および Ocm3 は基部構
成タンパク質、Ocm4 は軸部構成タンパク質
であることが明らかとなった。 
ストラメノパイル系統群における Ocm のオ
ルソログ単離 

Ankyrochrysis sp.では 3 つの（AnkOcm1, 
AnkOcm2, AnkOcm3）、Heterosigma akashio で
は 2 つ（HetOcm1, HetOcm3）、シオミドロで
は 3 つ（EctOcm1, EctOcm2, EctOcm3）、
Schizocladia ischiensis では 1 つ（SchOcm3）の
オルソログが単離された。単離されたオルソ
ログはすべてその配列内に 4つの EGF-likeド
メインを有しており、構造の維持など重要な
機能ドメインであることが予測された。
EGF-like ドメイン以外の領域は、非常に進化
速度が速く、綱間での相同性はほとんど確認
されなかった。しかしながら、EGF-like ドメ
インを含む領域の相同性は高く、分子系統解
析における有用なマーカーに成りうると考
えられた。 
マスチゴネマ遺伝子を用いた褐藻系統解析 

褐藻 11 目 13 種において Ocm3 のオルソロ
グが単離された。解析の結果、褐藻類 11 目
のOcm3推定アミノ酸配列は 93％の相同性を
示し、いずれの目においても同じ箇所に 4 カ
所のイントロンが見いだされた。このイント
ロン配列の進化速度は非常に速く、異なる目
の種間でのアライメントは困難であったが、 
属内の複数の系統間ではイントロン配列内
に多数のギャップが存在しており、このギャ
ップ情報は塩基情報に加え、系統解析におい
て有用な分類形質となりうることが示唆さ



 

 

れた。この遺伝子の塩基配列情報を用いて褐
藻のモデル生物であるシオミドロの系統解
析を行った結果，シオミドロ属は Ocm3 イン
トロン配列は gap（in/del）構造から少なくと
も８つのタイプに大別された。これらのタイ
プは EcOcm3 イントロンの塩基情報に基づ
く分子系統樹およびミトコンドリア cox3 遺
伝子に基づく分子系統樹の主要なクレード
と高い相関を示した。また indel 情報から
MCIC 法により構築した分子系統樹はこの結
果を強く支持した。これらの結果から、シオ
ミドロ属は少なくとも 8 つの、おそらく種に
相当する分類群を含むことが示唆された。ま
た Ocm3 イントロン配列のギャップは系統解
析に有用な情報を多く含んでおり、今後、各
クレードの分岐順序の解析や PCR 産物の塩
基長比較による簡便な種同定法の開発に利
用が可能であると考えられる。 
クリプト藻 Pyrenomonas におけるマスチゴ
ネマの単離・同定 

クリプト藻類 P. helgorandii (SAG)の大量
培養をおこない、クラミドモナスの pH ショ
ック法を応用した鞭毛の単離法を確立した。
また、鞭毛膜分画の二次元電気泳動解析によ
り、マスチゴネマ由来と考えられる複数のス
ポットを特定した。 

黄金色藻 Ochromonas を対象とした遺伝
子導入系の開発 

Ochromonas を材料に、遺伝子導入系に
向けての EST 解析とその基礎実験を行った。
活発に細胞分裂を行っている Ochromonas
から RNA を抽出し、cDNA ライブラリーを
作成した。その後、522 クローンの EST デー
タについて解析を行った。552 クローンのう
ち他の真核細胞の遺伝子と高い相同性を示
す278クローンについて機能別に分けたとこ
ろ、代謝関連（32％）、遺伝子・タンパク質
発言関連（19％）、リボソーム関連（16％）、
細胞構造（9％）、ミトコンドリア・葉緑体関
連（7％）、細胞防御関連（7％）、細胞分裂関
連（2％）、細胞シグナル関連（2％）であっ
た。なお、マスチゴネマ関連遺伝子（Ocm）
としてはOcm1を含めて 3種類が含まれてい
た。Ochromonas のコドンユーセージは、同
じ不等毛藻類に属する珪藻 Thalassiosira 
pseudonana に最も近いものであった。さら
に、Ochromonasにおける Kozak 配列、polyA
シグナルや葉緑体移行シグナルなどの特徴
を明らかにした。Ochromonas は細胞壁を持
たない単細胞藻類であるため、遺伝子導入法
の候補として PEG 法、ガラスビーズ法、パ
ーティクルボンバードメント法、エレクトロ
ポレーション法が考えられたが、今回はエレ
クトロポレーション法に焦点を絞り条件解
析を行った。遺伝子導入に用いるプラスミド
の分子量が約300万程度であることを考慮に
入れ、エレクトロポレーションによる遺伝子

導入のための予備実験として、蛍光色素であ
る FITC あるいはローダミン標識の分子量 1
万、50 万、200 万のデキストランを用いて、
これらのデキストランが細胞内に入る電気
的条件（電圧、抵抗、静電容量）を決定した。
その結果 500-700V の電圧下で 2-3 回のパル
ス処理により高い頻度で細胞内にデキスト
ランが取り込まれることが明らかになった。
今回の遺伝子発現解析から発現頻度の高い
遺伝子は最も高いものから順に、elongation 
factor-1a(8), actin (4), a-tubulin (3), 
adenosylhomocysteinase (3), b-glucosidase 
(3), CREG2 (3), 40S ribosomal protein S2 
(3), 60S ribosomal protein L27 (3), 
b-tubulin (2), heat shock protein 70 (2)であ
った。これらの中から elongation factor-1a, 
β-tubulin heat, shock protein 70 遺伝子の開
始コドンから約 1000bp 上流までのプロモー
タ領域とターミネーター領域の間に GFP 遺
伝子あるいは GUS 遺伝子をつなげた幾つか
の遺伝子導入用コンストラクトを作成し、上
記の予備実験から得られた種々の条件でエ
レクトロポレーションを行った。しかしなが
ら現時点において顕著な GFP 遺伝子・GUS
遺伝子の発現は確認されなかった。 
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