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研究成果の概要（和文）：ミドリゾウリムシの共生藻NC64A株から重イオンビーム照射により、ホストへの共生
能とクロレラ表層に存在するp120タンパク質を欠く突然変異体（NC64A-#48）が作出されている。p120をコード
する遺伝子の配列解析を行った結果、ゲノム配列には変異は見られなかった。しかし、mRNA配列ではスプライシ
ング異常が生じていることがわかった。NC64A株は、ミドリゾウリムシ以外にも、アメーバやラッパムシ、さら
に多細胞のミドリヒドラにも共生する。これらの生物に対してもNC64A-#48株は再共生できないことがわかり、
p120の機能が宿主の種を超えて一般的であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, a mutant strain (NC64A-#48) was created from Chlorella 
variabilis NC64A that lacks symbiotic ability with the host paramecium. The mutant also lacked p120 
protein, which is normally found on the cell wall surface layer. Comparison of the genomic sequence 
of the gene encoding p120 showed no variation in the genomic sequence of the mutant strain. However,
 the mRNA sequence showed splicing aberrations for some reason, suggesting that this may be the 
cause of the aberrant expression of p120. In addition to Paramecium, strain NC64A is known to be 
symbiotic with amoebae and stentors, as well as multicellular green hydras. The NC64A-#48 strain was
 found to be unable to re-symbiose with these organisms, suggesting that the function of p120 is 
common across host species. 

研究分野： 原生生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ミドリゾウリムシとクロレラとの共生関係については、これまでにミドリゾウリムシの側から調べた研究が多く
報告されているが、共生成立の分子機構に関する手掛かりは何も得られていなかった。そこで本研究では、研究
の視点を変えて、クロレラ側からのアプローチによって、細胞内共生の分子機構を解明しようと試みた。その結
果、クロレラが細胞壁上に提示しているp120タンパク質が共生包膜とクロレラとの細胞間接着を介した細胞内共
生の成立と維持に不可欠であることがわかった。今回の研究結果は、さまざまな共生系に共通する分子機構の解
明に繋がる可能性を示すものとして意義がある。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 宿主のミドリゾウリムシと共生クロレラは、二次共生の初期段階にあると考えられ、細胞内共生機
構を解明する上で非常に適したモデルであるといえる。しかし、現在まで様々な研究が行われてきた
が、細胞内共生の確立と維持に関わる分子的基盤はほとんど明らかになっていない。また、クロレラ側
からの細胞内共生に関わる研究に至っては、宿主であるミドリゾウリムシに比べてほとんど行われて
いないという状況にあった。ミドリゾウリムシに共生することができるクロレラは、Chlorella 属の中
においても一部に限られている。これまでも共生性のクロレラと非共生性のクロレラの比較を行って
いるいくつかの研究は報告されているが、共生成立に必要な因子の特定は成されていなかった。 
 以上のことを踏まえて、本研究ではミドリゾウリムシに共生するクロレラ NC64A 株と、NC64A に
重イオンビームを照射することで作出した共生能欠損変異株である NC64A-#48 株を用い、特にクロ
レラ細胞表層のタンパク質に注目して比較を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究から、共生藻を失った変異株の表層から、p120 タンパク質が欠失していることがわ
かっていた。このような変異株を用いることができることが、本研究の独自性と創造性の基盤となっ
ている。褐虫藻と刺胞動物との共生系や、マラリア原虫などの病原性微生物と哺乳動物細胞との感染
系などにおいても、共生能を失った変異体の作出が試みられている。従って、将来本研究の成果との比
較が可能となれば、細胞内共生系の基本原理が解明されることが期待できる。このことは、ミトコンド
リアや葉緑体を獲得して進化してきた真核生物の成立機構を説明することにも繋がる可能性がある。 
 このような観点から、本研究では NC64A-#48 株がホストへの共生能を失った理由を探るため、１．
１．電子顕微鏡を用いた微細構造解析、２．比較トランスクリプト―ム解析、３．p120 タンパク質を
コードする遺伝子の同定と p120 タンパク質の発現異常の原因の追究、を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 電子顕微鏡観察 
 本研究ではクロレラ細胞を常法に従い、グルタールアルデヒドと四酸化オスミウムを用いて化学固
定することで電子顕微鏡観察を行った。エタノール脱水した試料は Spurr 樹脂に包埋し、薄切・電子
染色した後に透過型電子顕微鏡（Hitachi, H-7100）で観察を行った。 
(2) 比較トランスクリプトーム解析 
 次世代シーケンサーIllumina Hiseq X を用いて、NC64A と NC64A-#48 の 2 群間でのサンプルに
ついて de novo トランスクリプトーム解析を行った。De novo トランスクリプトーム解析は主に
Trinity（Haas et al., 2013）のパッケージで行った。まず、次世代シーケンサーで得られたリードに
FastQC（ver. 0.11.5）によるクオリティーチェックと AfterQC（ver. 0.9.3）によるトリミングを行い
クリーニングした。次に Trinity（ver. 2.5.1）による de novo アセンブリーを行い、レファレンス配列
を作成した。作成されたレファレンス配列にリードの塩基配列をマッピングし、kallisto（ver. 0.3.1）
で発現量を推定した。さらに発現変動遺伝子を検出し、MA plot により特徴的なものを可視化した。 
(3) SDS-PAGE サンプルの調製 
 NC64A と NC64A-#48 のクロレラ細胞表層
タンパク質の抽出は、次の通りである。まず、
細胞懸濁液に sample buffer を加え、手で振り
混ぜ、20 秒以内に、10,000 rpm 20℃で 1 分間
遠心した。その後、上清を新しいエッペンチュ
ーブに移し、95℃で 5 分間加熱し、細胞表層
タンパク質の SDS-PAGE 用サンプルとした。 
(4)質量分析によるタンパク質の同定 
 銀染色処理をしたゲルを切り出し、NC64A
から取得したトランスクリプトームデータを
レファレンスとして質量分析を行った。その結
果から、Mascot score 値が最も高かったもの
の Accession Number から目的の塩基配列を
特定した。 
 
４．研究成果 
 
(1) NC64A と NC64A-#48 の比較トランスク
リプトーム解析 
 NC64A と NC64A-#48 の遺伝子発現量を算
出し、2 群間での差次的発現解析を行うことで

 

図 1. NC64Aと NC64A-#48の比較トランスクリプトーム
解析（MA-plot） 
図の上半分が NC64A-#48 でダウンレギュレートされて
いると見られる mRNA で、下半分は NC64A-#48 でアップ
レギュレートされていると見られる mRNA である。 



発現変動遺伝子を検出した（図１）。NCBI による BLAST 検索を行った結果、NC64A-#48 でダウン
レギュレートされている mRNA にはリン酸ナトリウム共輸送体や、プロトンポンプ、V 型プロトン
ATPase などが特徴的なものとして検出された。一方、アップレギュレートされている mRNA として
は、グルタチオン転移酵素やプロテインコンバターゼなどが特徴的なものとして検出された。比較ト
ランスクリプトーム解析の結果から、NC64A-#48 でダウンレギュレートされている mRNA としては
プロトンポンプやリン酸ナトリウム共輸送体などが、アップレギュレートされている mRNA としては
グルタチオン転移酵素やプロテインコンバターゼなどが特徴的であった。宿主とのマルトース授受に
関係している可能性があるプロトン ATPase や、タンパク質活性に関与するプロテインコンバターゼ
など興味深いタンパク質が見られたが、細胞内共生成立の機構に直接関与するタンパク質は見つから
なかった。また、MA plot 上では p120 の mRNA 発現は NC64A と NC64A-#48 で有意差は無く、む
しろ若干 NC64A-#48 においてアップレギュレートされているという結果が得られた。 
 
(2) NC64A と NC64A-#48 の SDS-PAGE 
 NC64A と NC64A-#48 から抽出したタンパク質を SDS-
PAGE によって分析した。Whole Cell タンパク質については、
現れたバンドに差は見られなかったが、細胞表層から抽出され
たタンパク質を比較すると、120 kDa 付近のタンパク質（p120）
が NC64A-#48 では完全に消失していた（図２）。 
 
(3) p120 の解析 
 p120 のバンドを切り出し、質量分析を行った。得られた結果
より、最も有意に Mascot score 値が高かった Contig を NC64A
のトランスクリプトームデータ上で検索し、塩基配列を特定し
た。その配列を NCBI で BLAST 検索したところ、Chlorella 
sorokiniana の von Willebrand Factor（vWF）に 97％の相同性
を持ち、E value 8e-171 のタンパク質であることが分かった。
また、このタンパク質は 3 つのエフリンレセプター様ドメイン
を有することも分かった。さらに、SOSUI WWW Server
（BINDS）の検索では、p120 は 1 回膜貫通型の膜タンパク質で
あることが予想された。vWF は動物の血管損傷部位での初期血
小板接着や、血小板凝集などの作用を持つ高分子のタンパク質
である。vWF はマラリア原虫のオーキネート（虫様体）でも存
在が確認されている。特に vWF A（von Willebrand Factor type 
A）ドメインは接着ドメインを主成分とし、蚊の中腸との表面を
繋ぐ可溶性タンパク質として、マラリア原虫の先端から分泌さ
れて作用する可能性が報告されている。また、細胞接着因子であるインテグリンのβサブユニットの
全てにおいて vWF A ドメインが存在するという報告がある。これらの事から、p120 は細胞間接着に
関わっている可能性が考えられる。クロレラ細胞表層に存在する p120 のエフリンレセプター様ドメイ
ンは、ミドリゾウリムシ由来の食胞膜上に存在するリガンドと接着することにより活性化し、PV 膜へ
の変化に関与しているかもしれない。 
 続いて、NC64A と NC64A-#48 につい
てのゲノム情報を元に、予想される
mRNA 配列を比較した。その結果、p120
のゲノム配列には差は無いが、NC64A-
#48 の mRNA 配列の 5’末端には本来イ
ントロンであるはずの配列が組み込まれ
ていることが分かった。また、開始コドン
と終止コドンの位置もずれていたため、
ORFが非常に短くなっていることが予想
された。 
 
 本研究により、p120 がクロレラのミド
リゾウリムシ細胞内への共生成立に必要
である可能性が示唆された。具体的には、
宿主側の PV 膜の内側とクロレラ表層と
の相互作用に p120 は図 3 のように働い
ていると考えられる。 
 

 
図 2．クロレラ表層タンパク質の
SDS-PAGE.共生能を失った変異株
NC64A-#48 では p120 が欠失してい
た。 

 
 
図 3．p120 と食胞膜（後の PV膜）の相互作用.ミドリゾウリ
ムシの共生クロレラの表層には、vWF 様タンパク質 p120 が
存在している。P120 を欠く変異体は食胞から離脱すること
ができず、共生が成立しないと考えられる。 
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