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研究成果の概要（和文）：本研究では、珪藻の染色体複製・分配に関わる自立複製配列とセントロメアを特定
し、多数の遺伝子を一括導入可能な人工染色体ベクターを開発することで、ω3脂肪酸の生産効率の飛躍的向上
を目指した。まず海洋珪藻の染色体レベルにアセンブルしたゲノムデータから、GC含量に関する特徴量を基にセ
ントロメア領域を推定し、ベクターの接合伝達法と組み合わせて、その機能評価を行った。接合伝達法によりω
3脂肪酸合成酵素遺伝子を珪藻に導入し、ω3脂肪酸代謝経路の拡張にも成功した。さらに、ChIP-Seq法に基づい
て自立複製配列を特定した。本研究は、微細藻類において自立複製配列を実験的に特定した初めての研究であ
る。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to improve the productivity of omega-3 fatty acids 
by development of artificial chromosomes on which the microalgal centromere and autonomous 
replication sequence are introduced. First, we estimated the centromeres from the chromosome-level 
assembly data of diatom genome using the parameter related to GC content. The function of the 
estimated centromeres was investigated with the aid of bacterial conjugation technique. We 
successfully demonstrated the expansion of the metabolic pathway for biosynthesis of omega-3 fatty 
acids. Furthermore, the autonomous replication sequences were identified with the chromatin 
immunoprecipitation-sequencing (ChIP-Seq) technique. This is, to the best of our knowledge, the 
first study to identify the autonomous replication sequences by experimental investigation.

研究分野： 生物工学

キーワード： 微細藻類　オメガ３脂肪酸　人工染色体　セントロメア　自立複製配列　代謝改変

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全世界の養殖魚の生産は天然魚捕獲量よりも生産量が高く、食糧供給の一翼を担う重要な産業である。しかし、
現在その持続可能性が危ぶまれている。それは、養殖魚の成育に必須な飼料添加物であるω3脂肪酸の供給源が
魚油であり、「魚で魚を育てる（魚がいないと魚を育てられない）」事に起因している（フィッシュオイルジレ
ンマ）。そのため、魚油以外の持続可能性の高い供給源が求められている。本研究では珪藻細胞で安定的に複
製・分配される人工染色体開発に必要なDNA配列を特定すること、珪藻のオメガ3脂肪酸代謝の改変にも成功し、
将来的なオメガ3脂肪酸の安定供給に向けた技術開発に必要な基礎的知見を獲得することができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
世界人口の増加から、食料の持続可能な供給は世界共通の課題である。全世界の養殖魚

の生産は天然魚捕獲量よりも生産量が高く、食糧供給の一翼を担う重要な産業である。し
かし、現在その持続可能性が危ぶまれている。それは、養殖魚の成育に必須な飼料添加物
である ω3 脂肪酸（主にエイコサペンタエン酸 (EPA) やドコサヘキサエン酸 (DHA)）の供
給源が魚油であり、「魚で魚を育てる（魚がいないと魚を育てられない）」事に起因してい
る（フィッシュオイルジレンマ）。そのため、魚油以外の持続可能性の高い供給源が求めら
れている。 
本研究で使用する珪藻は、太陽光エネルギーを利用して培養でき、ω3 脂肪酸の生産量が

高いことから、有望な魚油代替の ω3 脂肪酸供給源である。しかし魚油と同等程度の低コ
ストな ω3 脂肪酸生産を実現するためには、遺伝子組み換えを施し、生産量を向上させる
ことが必須である。ω3 脂肪酸生産量の飛躍的向上のためには、ω3 脂肪酸合成酵素を一括
で過剰発現させるような大規模な代謝改変が必要となる。しかし、従来の珪藻の代謝改変
技術では、１個から数個の遺伝子を導入することしかできないことが問題であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、多種類の遺伝子発現カセットを搭載し、珪藻細胞内で安定的に複製・分配で

きる遺伝子組み換えツールである人工染色体ベクターを開発することを目的とした。具体
的には、珪藻の染色体複製・分配に関わる自立複製配列とセントロメアを特定することを目
指した。これらの配列の内、モデル珪藻 Phaeodactylum tricornutum においてセントロメアが
実験的に特定されている 1 が、それ以外の珪藻においてはほとんど研究がなされていない。
さらに、自立複製配列やセントロメアを導入したベクターに ω3 脂肪酸合成酵素を搭載し、
接合伝達で珪藻細胞に導入することで、珪藻のω3脂肪酸代謝経路を拡張できるか検証した。 
 
３．研究の方法 
（１）珪藻ゲノムからのセントロメア推定 
海洋珪藻 Fistulifera solaris のゲノム情報は、研究代表者がナノポアシークエンシングで

取得した染色体レベルのアセンブルデータを用いた 2。先行研究 1に倣い、GC 含量の分布を
測定し、その割合が顕著に低い領域をセントロメアとして推定する方法を採用した。すなわ
ち、バイオインフォマティクスツールである seqkit3 を用いて、各染色体で 5’末端側から 100 
bp の領域 GC 含量を 50 bp ずつずらしながら測定し、3 kbp ごとに 32%よりも低い GC 含量
を示す領域数をプロットし、ピークを示す染色体上の箇所を特定した。さらに、ピークを示
す箇所の内で、遺伝子間領域に該当する領域を抽出し、推定セントロメア配列とした。 
 
（２）F. solaris 推定セントロメア導入ベクターの構築 
推定セントロメア配列及び薬剤耐性遺伝子を含むプラスミド（計 15 種類）と酵母由来セ

ントロメア／自立複製配列をそれぞれ導入したプラスミドを作製した。その後、大腸菌 S17-
1 株を用いた接合伝達法により F. solaris へ導入した。各プラスミドの接合伝達で得られた
薬剤耐性株の数をカウントすると共に、ダイレクト PCR 及び電気泳動を行い、プラスミド
の導入が確認された株の割合を算出した。 
 
（３）F. solaris の多価不飽和脂肪酸合成遺伝子の特定 

F. solaris の推定遺伝子群に対して相同性検索を行い、先行研究で特定されていなかった
Δ5 エロンガーゼ遺伝子を推定した。同遺伝子を接合伝達プラスミドにクローニングし、上
記と同様に大腸菌 S17-1 から F. solaris に導入した。Δ5 エロンガーゼ遺伝子の発現を逆転写
PCR で確認した。また、野生株と遺伝子組み換え体の脂肪酸組成はガスクロマトグラフィ
ー質量分析計（GC-MS）で確認した。 
 
（４）海洋珪藻Ｐ. tricornutum の自立複製配列の推定 
本研究では免疫沈降シークエンス法（ChIP-Seq 法）により自立複製配列を特定すること

とした。なお本実験から、用いる珪藻種を F. solaris からＰ. tricornutum に変更した。その理
由として、Ｐ. tricornutum が珪藻の分子生物学研究でモデル生物として用いられていること、
さらに F. solaris と比較して遺伝子組換えが容易であり、ChIP-Seq 実験への適用性が格段に
高いことが挙げられる。Ｐ. tricornutum で方法論を確立した上で、他の珪藻への適用を検討
した方が効率的であると判断し、実験生物の変更を行った。 
自立複製配列に特異的に結合するタンパク質複合体である自立複製配列認識複合体

（Origin Recognition Complex: ORC）のサブユニットに FLAG タグ（エピトープタグ）を融
合した組換えタンパク質を発現するプラスミドを構築し、エレクトロポレーション法で海
洋珪藻Ｐ. tricornutum に導入した。なお、本研究では、複数種類の ORC サブユニットを組換
え発現した。その後、薬剤選択により形質転換体を獲得した。形質転換体を固定化処理・超
音波による断片化処理を施した後、抗 FLAG タグ抗体を固定化した磁性粒子を加え、組換
えタンパク質と DNA のプルダウンを行った。脱固定化処理後、遊離した DNA を次世代シ
ークエンサーで解読し、リード情報を得た。バイオインフォマティクスツールである



Bowtie24 によりリード情報をゲノム配列にマッピングし、MACS25によりピークコールを行
った（図 1）。 
 

図 1 ChIP-Seq 法による自立複製配列解析の概要図 
 
 
４．研究成果 
（１）F. solaris 推定セントロメア配列導入プラスミドの接合伝達 
異質倍数体である珪藻 F. solaris には 44 本の染色体が推定されている。その内、16 本の染

色体において明確なピークが確認され、GC 含量かつ遺伝子間領域である配列をセントロメ
アとして計 16 配列を推定した。全ての染色体でピークが確認されなかった一因として、GC
含量の特徴量を規定する閾値を、珪藻 P. tricornutum を用いた先行研究と同一の値に設定し
たことが挙げられる。セントロメア推定のための閾値は、珪藻種ごとに最適化する必要があ
る可能性がある。 
推定したセントロメア 16 配列の内、15 配列を含むプラスミドをそれぞれ構築することが

できた。推定した珪藻セントロメア配列、もしくは酵母由来セントロメア／自律複製配列を
含む接合伝達プラスミドを、F. solaris に導入した結果、特定の推定セントロメア配列で、酵
母由来配列と比べて形質転換効率がわずかであるが向上した。また、導入ベクターに特異的
な配列を標的とするプライマーを用いた PCR により、珪藻の推定セントロメアを含むプラ
スミドの方が、酵母由来セントロメア／自律複製配列を含むプラスミドよりも、珪藻細胞で
の安定性が高い傾向にあることを確認した。以上の事から、本研究で特定した推定セントロ
メアが、珪藻細胞内で安定的に継承されるベクターの構築に貢献できる可能性が示された 6。
一方で、形質転換効率の向上がわずかであったことから、実用的なベクター構築に向けては、
珪藻のセントロメアだけは無く、珪藻の自立複製配列の特定も必要不可欠であることが示
唆された。 
 
（２）F. solaris のオメガ 3 脂肪酸合成代謝の拡張 
 F. solaris はオメガ 3 脂肪酸の中で
もエイコサペンタエン酸（EPA）を高
度に蓄積する 7。一方で、食品・医療・
養殖分野で需要の高いドコサヘキサ
エン酸（DHA）やドコサペンタエン酸
（DPA）はほとんど生産しない。これ
は、C20 脂肪酸である EPA の脂肪酸
鎖を伸長させるΔ5 エロンガーゼを
ほとんど発現しないためであると考
えられた。そこで、相同性検索により
内在性Δ5 エロンガーゼ遺伝子（図 2）
を探索し、上記のように確立した接
合伝達法で F. solaris に導入した。そ
の結果、内在性Δ5 エロンガーゼ遺
伝子導入株において、GC-MS 解析に
より野生株では見られなかった
DPA が検出された 8。このことから、
構築したベクターの接合伝達により、F. solaris のオメガ 3 脂肪酸合成代謝の拡張が可能で
あることが示された。一方で、DPA の脂肪酸鎖を不飽和化することで合成される DHA は検
出されなかった。これは、不飽和化反応を担うΔ4 デサチュラーゼ遺伝子が発現していない
ためであると考えられた。今後、Δ5 エロンガーゼ遺伝子と 4 デサチュラーゼ遺伝子、必要
に応じてその他のオメガ 3 脂肪酸合成代謝関連遺伝子を同時発現させることにより、オメ
ガ 3 脂肪酸の質・量の改変を行えると期待される。 

図 2 珪藻由来Δ5 エロンガーゼ（予測構造：水色）

とヒト由来脂肪酸エロンガーゼ（緑色）の立体構

造比較 



 
（３）ChIP-Seq によるＰ. tricornutum の自立複製配列のマッピング 
 相同性検索によりＰ. tricornutum の ORC サブユニット発現遺伝子を推定した。その内、
ORC2 サブユニット、ORC4 サブユニットに FLAG タグを融合させて組換え発現させた。な
お、これらのサブユニットをコードする対立遺伝子をそれぞれクローニングしたため、合計
4 種類の組換えタンパク質（ORC2A、ORC2B、ORC4A、ORC4B）を発現する組み換え株を
作出した。4 種類の組み換え株それぞれに対して、抗 FLAG タグ抗体を固定化した磁性粒子
を作用させ、組換えタンパク質が結合する DNA 断片を濃縮した。対照実験として、抗体を
固定化していない磁性粒子を作用させた際にプルダウンされる DNA 断片も取得した。それ
ぞれを次世代シークエンサーで解析し、抗体固定化粒子を作用させた際に有意に得られる
配列を MACS2 で特定した。その結果、4 種類の組換え株全体で 355 箇所のピークを得た。
その内、69 箇所のピークが全ての組み換え株でピークとして検出された。これらの配列を
推定自立複製配列とした。全ての推定自立複製配列において共通するモチーフ配列は見い
だせなかったものの、複数の推定自立複製配列でモチーフ配列を共有していることが確認
され、いくつかのグループに分けられることを見出した。推定自立複製配列の中には、先行
研究 1で意図せずに自立複製ベクターに組み込まれていた配列も含まれていた。このことは、
本研究で見出した配列が、ベクターに自立複製能を付与する可能性を示唆している。本研究
は、微細藻類において自立複製配列を実験的に推定した初めての研究である。 
 
以上のように、本研究では珪藻細胞で安定的に複製・分配される人工染色体開発に必要な

DNA 配列を特定することに成功した。また、珪藻のオメガ 3 脂肪酸代謝の改変にも成功し、
将来的なオメガ 3 脂肪酸の安定供給に向けた技術開発に必要な基礎的知見を獲得すること
ができた。 
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