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研究成果の概要（和文）：フォルニカータは微好気環境に適応した生物群であり、自由生活種・片利共生種・寄
生種を含む多様な鞭毛虫から構成されている。いずれも酸素呼吸能を欠く退化型のミトコンドリア、
Mitochondrion-related organelles (MRO) を有している。本課題では、配列データに基づく研究しかなされて
なかった自由生活2種、Kipferlia bialata, Dysnectes brevisについて、MROを精製してプロテオミクス解析を
行った。その結果をフォルニカータに近縁な寄生虫Trichomonas vaginalisにおける既存データと比較し、MROの
機能進化に関する示唆を得た。

研究成果の概要（英文）：Fornicates (Fornicata) are a group of organisms adapted to the microaerobic 
environment and consists of a variety of flagellates, including free-living, commensal, and 
parasitic species. All of them have degenerate mitochondria, mitochondrion-related organelles 
MROs), that lack the ability of oxidative phosphorylation. In this project, we purified MROs and 
performed proteomic analysis of two free-living species, Kipferlia bialata and Dysnectes brevis, 
which have only been studied based on sequence data. The results were compared with existing data in
 the human parasite Trichomonas vaginalis, which is a phylogenetical relative to fornicates, to 
provide suggestions for the functional evolution of MROs.

研究分野： 分子進化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フォルニカータ生物群は、退化型のミトコンドリアであるMROを保持するもののみから構成されるため、微好気
嫌気環境に適応した真核生物の代謝とその進化を探るうえでのモデル系となりうる。しかし、一部の寄生虫に関
するものを除くと、フォルニカータ生物に関する研究のほとんどは配列データに基づくものであった。今回、
MROのプロテオミクス解析により、自由生活種2種において真のMRO局在タンパク質のリストを提示したことによ
り、MROの機能進化の解明に大きく貢献できた。また、バクテリアとの混合培養系からのMROタンパク質の精製方
法論を確立したことは、今後、他の非モデル生物での同様の研究に対して大きな波及効果をもつ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
フォルニカータは海底泥や動物の腸管など酸素分圧の低い環境に生育する鞭毛虫のみから構

成される生物群である。その系統樹上には自由生活性・片利共生性・寄生性の種が散在しており
生育環境や生活様式も多様である。いずれの生物種も微好気・嫌気環境に適応しているため、酸
素呼吸を行う典型的なミトコンドリア（Mt）を欠き、退化型の Mt である Mitochondrion-Related 
Organelles (MRO) を保持している。フォルニカータ生物のなかでも分子生物学的な研究が比較
的進んでいる、ヒト寄生虫 Giardia intestinalis やサケ寄生虫 Spironucleus salmonicida において
は、MRO の単離とプロテオミクス解析が行われており（Jedelsky et al. 2011 PLoS one; 
Jerlstrom-Hultqvist et al. 2013 Nat Comm）、それらの機能がある程度推定されている。さら
に、フォルニカータに近縁なヒト寄生虫 Trichomonas vaginalis も水素を発生して ATP を合成す
るヒドロゲノソームとよばれる MRO を保持しており、そのプロテオミクス解析が行われてい
る（Schneider et al. 2011 Int J Parasitol）。一方、自由生活性のフォルニカータについては、バ
クテリア捕食性で単離培養が不可能なため、MRO を単離しプロテオミクス解析を行うことは容
易ではなかった。 
こうした状況下、研究代表者らによる先行の国際共同研究 (Leger et al. 2017 Nat Ecol Evol) 

においては、自由生活種・片利共生種を含むフォルニカータ生物 18 種の比較トランスクリプト
ーム解析を行い、各生物種における MRO タンパク質を予測し、MRO 機能の進化的変遷につい
ての推測を行った。しかしながら、多くの対象生物において RNA のシーケンスデータ量が不十
分であり、発現レベルの低い遺伝子が見落とされている可能性を排除できなかった。また、典型
的 Mt タンパク質の輸送シグナルに比べ、著しく多様な輸送シグナルをもつと考えられる MRO
タンパク質を、配列データのみから予測するのは困難であるため、予測結果の信頼性に疑問がも
たれた。さらに、各生物種の MRO タンパク質候補の予測に際し、フォルニカータの祖先段階に
おいて分岐した Trichomonas の MRO タンパク質のホモログを、各生物種のトランスクリプトー
ムデータから検索するという方法を用いたものの、この方法では、Tricomonas の MRO タンパ
ク質以外がその生物の MRO に存在したとしてもそれを検出できないことは明らかであった。 

 
２．研究の目的 
こうした問題点を克服して、フォルニカータ生物の MRO 機能の進化過程を精度良く推測し、

嫌気環境適応による Mt/MRO 進化を総合的に議論するために、本課題では以下の問いを設定し
た。 

 
問①：各フォルニカータ生物において MRO に局在するタンパク質は生息環境/系統位置によ

ってどう異なるか。また、MRO タンパク質の喪失と新規獲得の過程はどうなっているか 
問②：MRO プロテオームの違いをもたらす適応進化の原動力とメカニズムは何か 
問③：真核生物において、嫌気環境適応による Mt 機能の縮退進化や MRO 機能の進化にどの

ような多様性があるのか。普遍的な進化メカニズムは存在するのか 
 
これらを解明してフォルニカータ生物群における MRO 機能の進化の全貌を捉えるために、

さまざまな系統位置と生息環境・生活様式をもつ生物種を対象とした解析を行うこととした。ま
ず、各生物種において MRO のプロテオミクス解析を行うための基盤となる、高品質のゲノム・
トランスクリプト―ムデータを得て、各生物種において MRO を単離してプロテオミクス解析
を行い、得られた MRO プロテオームのデータをもとに、各生物において真に MRO に局在する
タンパク質のレパートリーを明確にし、系統樹のもとでそれらを  Trichomonas, Giardia, 
Spironucleus の既知の MRO プロテオームのデータとともに比較し、MRO 機能の進化過程を解
明することとした。 

 
３．研究の方法 
基盤データの整備：プロテオミクス解析の基盤となる高品質な配列データを得て、信頼度の高

い遺伝子アノテーションを行うために、既存のトランスクリプトームデータをはるかに上回る
大量のゲノム・トランスクリプト―ムデータを得て、遺伝子のカバー率とアセンブルの精度を上
げた。それをもとに遺伝子アノテーションを行った。 

MRO の精製とプロテオミクス解析：MRO のマーカーとして Mt/MRO に確実に存在すること
が分かっているシャペロニン (CPN60)を用い、バクテリアには反応しない抗 CPN60 抗体を作
製し、免疫電顕法により MRO への局在を確認し、細胞破砕の条件を厳密に検討した上で、密度
勾配超遠心法により MRO を豊富に含む画分を分画し、抗 CPN60 抗体を用いたウエスタンブロ
ットによりそれを検出した。その画分を大量に精製しプロテオミクス解析を行った。 
細胞生物学的解析：MRO のプロテオームのデータが得られた生物について、予想外のものな

どを含め注目すべき MRO タンパク質を選び、それらに対する抗体を作製し、その抗体と抗
CPN60 抗体との共局在を光顕・電顕観察によって確認し、それらのタンパク質が確かに MRO



タンパク質であることを証明した。 
分子進化学的解析：実験研究により明らかになった真の MRO タンパク質について、フォルニ

カータ生物群内での比較解析を行い、MRO 機能の進化過程を推測した。さらに、各 MRO タン
パク質について、生物界全体を視野に入れてデータを収集し、アライメント解析・分子系統解析
を行った。 
 
４．研究成果 
 基盤データの整備：Aduncisulcus paluster (自由生活種) および Dysnectes brevis (自由生活種) 
について、ドラフトゲノム解析を行い推定遺伝子のアノテーションを行った。それに際し、先行
研究（Leger et al. 2017 Nat Ecol Evol）よりも高品質なトランスクリプトームデータを得た。
Aduncisulcus については論文公表済み（雑誌論文項 Yuyama et al.）、Dysnectes については学会
発表を終え (学会発表項 久米他)、現在論文投稿の準備中である。Kipferlia bialata (自由生活種) 
および Trepomonas sp. NIES-1444 株 (寄生性の祖先から二次的に自由生活化した種) について、
先行研究（Leger et al. 2017 Nat Ecol Evol）よりも高品質なトランスクリプト―ムデータを得
た。なお、Kipferlia のドラフトゲノムについては研究開始前に公表済み（Tanifuji et al. 2018 
PLoS one）である。さらに、二次的に自由生活化した種であり Trepomonas に近縁な Hexamita sp. 
NIES-1440 株についても高品質なトランスクリプト―ムデータを得た。これら 3 生物種 Kipferlia, 
Trepomonas sp., Hexamita sp.のトランスクリプトームデータをまとめて論文公表（雑誌論文項 
Kume et al.）した。 
 MRO の精製とプロテオミクス解析：バクテリアとの混合培養系から MRO をできる限り精製
してプロテオミクス解析を行うための方法論を確立した。まず、回収した細胞を OptiPrepTM に
て作製した密度勾配を用いて遠心することにより、バクテリア層とフォルニカータ層を分離し
た。次に、フォルニカータ細胞を回収し、少量混在するバクテリアを破砕せずにフォルニカータ
細胞の細胞膜のみを破砕する条件で細胞を破砕したのちに、バクテリアを除去し MRO を豊富
に含む細胞破砕液を得た。これをスクロースにて作製した密度勾配を用いた超遠心に供し 11 の
画分に分離した。これら 11 画分に対する抗 CPN60 抗体（MRO）、抗 rpsB 抗体（バクテリア）、
抗-チューブリン抗体（細胞質）の反応性を確かめるためにウエスタンブロット解析を行い、
MRO を豊富に含む画分を特定した。なお、CPN60 が MRO に局在することを、あらかじめ免
疫電顕法によって確かめておいた。11 画分のうち MRO 画分、細胞質画分を含む 7 画分および
細胞破砕液の合計 8サンプルをプロテオミクス解析に供した。得られたデータから、7 つの画分
それぞれの細胞破砕液に対する iTRAQ ratio を検出された全タンパク質に対して算出した。こ
うして得られた各タンパク質に対する iTRAQ ratio からなる 7 次元ベクトルをもとに、多変量
統計解析の手法を用いて各タンパク質のクラスタリングを行い、CPN60 を含み MRO タンパク
質からなると考えられるクラスターを特定した。 
 上述の方法を確立して、現在までに Kipferlia bialata と Dysnectes brevis について MRO のプロ
テオミクス解析を終えた。その結果、Kipferlia については約 70 の MRO タンパク質が同定され、
これまで配列レベルの解析から予測されていた、ピルビン酸代謝、嫌気的 ATP 合成、水素産生、
NADH 再酸化、鉄・硫黄クラスター合成、グリシン開裂、抗酸化などに関与するタンパク質が
真に MRO 局在であることが示された。さらに、これまでの配列レベルの解析からは見いだせな
かった 10 程度の代謝関連タンパク質の存在も明らかとなった。Dysnectes については約 60 の
MRO タンパク質が同定され、これまで予測されていた水素産生、鉄・硫黄クラスター合成、グ
リシン開裂に関与するタンパク質の MRO 局在が確かめられた。また、これまで定かではなかっ
たピルビン酸代謝に関与するタンパク質の MRO 局在も明らかとなった。さらに、いくつかの代
謝関連と考えられるタンパク質も同定されたが、その中にアシル CoA 合成酵素様タンパク質が
含まれていた。 
 細胞生物学的解析：Kipferlia において MRO 局在が示されたタンパク質のうち、嫌気的 ATP
合成の鍵酵素である Succinyl-CoA synthetase (SCS) の-サブユニットおよび鉄・硫黄クラス
ター合成に関与するタンパク質 Nfu1 について、間接蛍光抗体法を用いて解析した結果、これら
両タンパク質に対する抗体と抗 CPN60 抗体とが、共局在して細胞内にドット上に検出された。
このことから、これらのタンパク質の MRO 局在を細胞生物学的にも示すことができた。現在、
他の Kipferlia の MRO タンパク質 3 種, Dysnectes の MRO タンパク質 3 種についても同様の解
析を進めている。 
分子進化学的解析：Kipferlia と Dysnectes の MRO タンパク質として同定されたものを、フォ

ルニカータに近縁な Trichomonas の MRO タンパク質と比較すると、Kipferlia ではほぼ同様のレ
パートリーと考えられたが、Dysnectes では明らかにそのレパートリーは縮退していた。一方、
2 種ともにフォルニカータの寄生虫である Giardia や Spironuclusus よりは、より多くの MRO タ
ンパク質を保持していた。系統樹上では、Trichomonas, Kipferlia, Dysnectes, Spironucleus, 
Giardia の順に分岐していることから、進化の過程で段階的に MRO タンパク質のレパートリー
が縮退していった、すなわち MRO の機能縮退が起こった可能性が示唆された。一方、Kipferlia
と Dysnectes で検出された各 MRO タンパク質について、各遺伝子の起源や進化を明らかにする
ために、全生物界から（推定）ホモログデータを収集して、アライメント解析・分子系統解析を
進めている。現在までに、嫌気的 ATP 合成に関与するタンパク質群の解析を終了している。 
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