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研究成果の概要（和文）：トリコシストは、クリプト藻、渦鞭毛藻、及び繊毛虫で見られる射出器官である。これまで
、射出器官の進化・起源は明らかになっていない。クリプト藻トリコシストの分子構造を明らかにすることにより、ク
リプト藻の射出器官が、渦鞭毛藻や繊毛虫が有する射出器官とは独立した起源を有することを明らかにした。
Pyramimonas parkeae (Prasinophyceae) はまた、クリプト藻に類似した射出器官を有するが、この構造体の分子構造
はこれまで明らかになっていない。LC/MS/MS解析等により、P. parkeaeの射出物質がコアヒストンから構成されること
を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Trichocysts are ejectile organelles found in cryptomonads, dinoflagellates and 
peniculine ciliates. The fine structure of trichocysts differs considerably among lineages, and their 
evolutionary relationships are unclear.We concluded that cryptomonad trichocysts have an evolutionary 
origin independent from the peniculine ciliate trichocysts based on the biochemical makeup of the 
trichocyst constituents.
Pyramimonas parkeae (Prasinophyceae) has an ejective organelle containing a coiled ribbon structure 
resembling the ejectisome in Cryptophyta. This structure is discharged from the cell by a stimulus and 
extends to form a tube-like structure, but the molecular components of the structure have not been 
identified. We concluded that the ribbon-like structure of P. parkeae constitutes a complex of core 
histones (H3, H2A, H2B and H4) and acidic polysaccharide. This is the first report to indicate that core 
histones form a complex associated with a non-DNA acidic polymer.

研究分野： Cell Biology

キーワード： Algae　Molecular Evolution

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
クロムアルベオラータ(Chromalveolata)は、

クロミスタ(クリプト藻、ハプト藻、不等毛類)
とアルベオラータ(繊毛虫類、アピコンプレク
サ、渦鞭毛藻)からなる系統群であり、これら
は紅藻由来の色素体を有する光合成性の共
通祖先から進化したと考えられている。この
系統群のうち、不等毛類、ハプト藻、アピコ
ンプレクサを除きその大部分がトリコシス
ト(Trichocyst)と呼ばれる特殊なオルガネラ
（射出装置）を有している。クロミスタに属
するクリプト藻では、トリコシスト(エジェク
トソーム)は、ガレット(咽喉部)と呼ばれる陥
入部周辺部に存在している。このトリコシス
トの内部には、リボン状のフィラメントがコ
イル状に巻かれた構造体が存在し、刺激を受
けると螺旋状に解けて細胞外に放出される。
トリコシストの放出は、外敵からの防御反応
であると考えられているが詳細は不明であ
る。一方、アルベオラータに属する繊毛虫(特
にゾウリムシやテトラヒメナ)では、おおよそ
1000 ものトリコシストが体表を覆うように
細胞膜直下に存在し、細胞が機械的または化
学的刺激を受けると一斉に内容物が細胞外
に放出される。トリコシストタンパク質は紡
錘状のオルガネラに格子状の結晶体として
収納されているが、放出と同時にその構造は
針状の分泌物へと変化する。トリコシストタ
ンパク質の生化学的研究は、近年、特にゾウ
リムシとテトラヒメナにおいて良くなされ
ており、ゾウリムシのトリコシストタンパク
質(trichocyst matrix proteins, TMPs)は、100
以上のポリペプチド(15-20 kDa)から成る非
常に複雑な構造体であることが明らかにな
っている(Gautier et al. 1996)。 
  一方で、ある種のゾウリムシには、細胞内
に Caedibacter 属の細菌が寄生することが知
られている。Caedibacterは、細胞内にR-body
と呼ばれるタンパク質構造体を有し、R-body
の放出は宿主細胞に致命的なダメージを与
える。しかしながら、ある系統のゾウリムシ
は Caedibacter 属の細菌に耐性を有し、共生
関係が成立している。Caedibacter 属におけ
る R-body は、クリプト藻のトリコシストと
同様、ロール状のリボン構造をなし、細胞外
で解けて螺旋構造をとる。このように以前か
らクリプト藻におけるトリコシストと
R-body との形態的類似性が指摘されてきた。
Caedibacter における R-body タンパク質は 
すでに同定されており、RebA(18 kDa), 
RebB(13 kDa), RebC(10 kDa), RebD(10 
kDa)の4分子から構成されることが知られて
いる。これらのタンパク質はプラスミドコー
ドであり、おそらくバクテリオファージ由来
であると考えられている(Jeblick and Kusch 
2005)。申請者は最近、繊毛虫におけるトリ

コシストおよびゾウリムシの寄生細菌であ
る Caedibacter taeniospiralis に お け る
R-body とクリプト藻トリコシストの進化的
類縁性を検証する目的で、海産クリプト藻
Pyrenomonas helgolandii からトリコシスト
を単離・精製し、構成タンパク質の解析を行
った。その結果、トリコシスト精製分画の 2-D
解析は、クリプト藻トリコシストが少なくと
も 6つの低分子タンパク質から構成されるこ
とを示した。また、これらのうち 4 つのタン
パク質について cDNAの全長を解読したとこ
ろ（PheTri1, PheTri2, PheTri3-1,PheTri3-2）、
それらはゾウリムシやテトラヒメナのトリ
コシストタンパク質とは相同性を有さず、C. 
taeniospiralis の R-body 構成タンパク質
RebB と相同性を示した（Yamagishi et al. 
2012）。また、真核生物においてこれらに相
同なタンパク質は見出されなかったこと、Tri
タンパク質は N 末端領域に小胞体輸送シグ
ナルや他のオルガネラ輸送シグナルとは全
く異なるシグナル配列を有することなどか
ら、クリプト藻におけるトリコシストは、C. 
taeniospiralisまたはそれに近縁の細菌起源の
細胞内共生由来オルガネラである可能性が
示唆された(Yamagishi et al. 2012)。 
 
２．研究の目的 
申請者は最近、クリプト藻のトリコシストか
ら放出されるリボン状構造がゾウリムシの
寄生細菌 Caedibacter taeniospiralis が作る
R-body(クリプト藻と類似したリボン状構造)
と進化的に相同であることを明らかにした。
また、これらのタンパク質の N 末端領域には
小胞体輸送や他のオルガネラ輸送とは全く
異なるシグナル配列が存在することなどを
明らかにし、クリプト藻のトリコシストが
Caedibacter またはこれに近縁な細菌の細胞
内共生に起源する可能性を示した。本研究で
は、クリプト藻トリコシストが細胞内共生に
起源するのかについて詳細な検証を行う。ま
た、シグナルペプチドのターゲットを解明す
ることでトリコシスト関連物質の宿主—オル
ガネラ間輸送メカニズムの解明を目的とす
る。 
 
３．研究の方法 
R-body とクリプト藻トリコシストタンパク
質の相同性は、タンパク質、遺伝子レベルで
明らかにされているが（Yamagishi et al. 
2012）、生化学的な検証は不十分である。生
化学的相同性の検証の一貫として、R-body
およびクリプト藻トリコシスト関連推定ア
ミノ酸配列について人工ペプチドを作製し
（抗原性チェックを行い、抗原性の高い領域
において）、ポリクローナル抗体を作製する
[外注]。これらの抗体のそれぞれのタンパク
質に対する交差反応の有無を、ウェスタンブ
ロッティング、間接蛍光抗体法及び免疫電顕
法により解析し、生化学的相同性について検



証する。抗体の力価・特異性が不十分である
場合は、リコンビナントタンパク質を作製後、
ポリクローナル抗体を作製する。定なオルガ
ネラである。したがって現在、無傷のトリコ
シストを単離することは困難である。一方で、
トリコシストの放出にはカルシウムイオン
が関連しており、カルシウムイオンキレート
条件下では、トリコシストは非常に安定であ
ることが報告されている（Rhiel et al. 2011）。
本研究では、カルシウムイオンキレート条件
下で、細胞破砕後、密度勾配法により無傷ト
リコシストの高度精製系を確立する。 
 クリプト藻のトリコシスト構成タンパク
質は、真核生物において相同なタンパク質は
見出されず、ゾウリムシの共生細菌である
C. taeniospiralis の R-body 構成タンパク質
RebB に最も高い相同性を示す（Yamagishi et 
al. 2012）。また、R-body 構成タンパク質は、
プラスミドコードであり、おそらくはバクテ
リオファージ由来であるとされるが、詳細は
不明である（Jeblick and Kusch 2005）。クリ
プト藻トリコシストの起源をより詳細に解
析する目的で、バクテリアゲノム、バクテリ
オファージおよびプラスミドゲノムのデー
タベースを利用し、トリコシスト関連タンパ
ク質の広範囲なホモロジーサーベイまたは
HMM サーチを行い、トリコシストタンパク
質の起源について解析する。 
 オルガネラの膜構造は、それが細胞内共生
に由来するか否かを検証するための重要な
要因の１つであるが、これまで、クリプト藻
トリコシストの膜構造に関してはほとんど
研究がなされていない。本研究では、凍結置
換法による電子顕微鏡観察により、トリコシ
スト膜の詳細な観察を行う。さらに、キャピ
ラリー電気泳動質量分析(CE-MS)によるトリ
コシスト膜タンパク質の網羅的解析を行い
クリプト藻トリコシスト膜の構造を解析す
る。トリコシストの内容物（トリコシストリ
ボン）は、刺激により細胞外へ放出され、非
常に不安定なオルガネラである。したがって
現在、無傷のトリコシストを単離することは
困難である。一方で、トリコシストの放出に
はカルシウムイオンが関連しており、カルシ
ウムイオンキレート条件下では、トリコシス
トは非常に安定であることが報告されてい
る（Rhiel et al. 2011）。本研究では、カルシ
ウムイオンキレート条件下で、細胞破砕後、
密度勾配法により無傷トリコシストの高度
精製系を確立する。 
 無傷トリコシスト分画について、界面活性
剤により膜分画を精製し、キャピラリー電気
泳動質量分析(CE-MS)により、トリコシスト

膜タンパク質の網羅的解析を行う。クリプト
藻Guillardia theta (CCMP2712)のゲノムデー
タベース（ドラフト）を利用し、タンパク質
の同定を行い、膜構造を検証する。 
  クリプト藻トリコシストが細胞内共生起
源のオルガネラであるとすれば、トリコシス
ト関連遺伝子以外にクリプト藻ゲノム内に
他の移行遺伝子が存在する可能性は高いと
考えられる。本研究では、トリコシスト構成
遺伝子の相同性からクリプト藻に共生した
可能性が高いと考えられる C. taeniospiralis
のゲノムドラフト解析を行い、クリプト藻
Guillardia theta (CCMP2712)ゲノム(ドラフ
ト)との比較解析により、宿主への移行遺伝子
の探索を行う。C. taeniospiralis は、free-living
の細菌ではないので、宿主であるゾウリムシ
を培養、破砕後、密度勾配法により単離・回
収する。この単離法はすでに Schmidt et al. 
(1988)により確立されており、本研究でもこ
の方法に従いC. taeniospiralisの単離を行う。
細菌ゲノム DNA から次世代シークエンサー
(GS FLX)を用いて 180Mb 程度のフラグメン
ト解析を行う。アセンブル後、Guillardia theta 
(CCMP2712)のゲノムとの比較解析により、
宿主側への移行遺伝子の探索を行う。  
  クリプト藻トリコシスト構成遺伝子の N
末端領域には小胞体輸送や他のオルガネラ
輸送とは全く異なるシグナル配列が存在す
る。このシグナルペプチドのターゲットおよ
び機能を分子生物学的手法を用いて解明す
ることで、トリコシスト関連物質の宿主—オ
ルガネラ間輸送メカニズムを解明する。この
研究課題を達成するために、クリプト藻に汎
用的な一過的遺伝子発現系を開発する。
Guillardia theta (CCMP2712)のゲノム（ドラ
フト）が公開されているので(JGI)、このデー
タベースを利用し、高発現プロモーターの開
発を行う。高い発現能を有するプロモーター
が得られない場合は、プロモーターレスベク
ターを用いたクリプト藻ゲノム断片のショ
ットガンクローニングにより、独自に高発現
能を有するプロモーターを開発する。また、
エレクトロポレーション法およびパーティ
クルガン法などを用いて、遺伝子導入技術の
開発を行う。シグナルペプチドの N 末端に
GFP などのレポーター遺伝子および開発し
たプロモーター配列を結合したプラスミド
を構築する。構築したプラスミドは、培養細
胞へ遺伝子導入し、継時的に観察を行い、蛍
光タンパク質の局在を解析し、宿主—オルガ
ネラ間輸送メカニズムを解明する。 
 形質転換系の開発が困難な場合は、平成 25
年度に作製したポリクローナル抗体を用い、



間接蛍光抗体法または免疫電顕法などによ
り、トリコシスト関連タンパク質の詳細な輸
送経路の解明を試みる。 
 
４．研究成果 
  海産クリプト藻 Pyrenomonas helgolandii
において、これまで同定されている 4つのト
リコシスト関連タンパク質（PheTri1, 2, 3-1, 
3-2）に加え、新たに PheTri4, 5, 6 のアミ
ノ酸配列を決定した。ホモロジーサーベイの
結果、これらの配列もまた、Caedobacter 
taeniospiralis の R-body 構成タンパク質
RebB と相同性を示した。バクテリアゲノム、
バクテリオファージおよびプラスミドゲノ
ムのデータベースを利用し、広範囲なホモロ
ジーサーベイおよびHMMサーチを行った結果、
クリプト藻におけるリボン構造は、C. 
taeniospiralis のプラスミドゲノムに起源
することが明らかになった。 
クリプト藻とは系統を大きく異にする、
Pyramimonas parkeae(Prasinophyceae)はま
た、ロール状のリボン構造を含むオルガネラ
を有する。クリプト藻のリボン構造との類縁
関係を検証する目的で、P. parkeae のリボン
構造の単離精製系を確立した。精製分画の
Tricine-SDS-PAGE 解析は、P. parkeae のリ
ボン構造が分子量 2,000〜5,000 の低分子ペ
プチドから成ることが示唆され、クリプト藻
のリボン構造とは、分子構造を大きく異にす
ることが示唆された。また、P. parkeae のリ
ボン構造は、DAPI やトルイジンブルーにより
強く染色されることから、P. parkeae のリボ
ン構造は、強く負に帯電することが予測され、
アルギニン酸やグルタミン酸を多く含むこ
とが示唆された。 
クリプト藻におけるトリコシストの膜構造
を解析する目的で、トリコシストの無傷単離
系を確立した。 
  海産クリプト藻 Pyrenomonas helgolandii
において、これまで同定されている 4つのト
リコシスト関連タンパク質（PheTri1, 2, 3-1, 
3-2）のうち、PheTri3-1 についてポリクロー
ナル抗体を作製した。間接蛍光抗体法により、
本抗体が、クリプト藻のトリコシストを高い
特異性でディテクトできることを明らかに
した。 
  本抗体を用い、トリコシストの細胞分裂周
期における挙動および輸送経路を解析する
目的で、P. helgolandii における細胞分裂同
調系を確立した。 
プラシノ藻の一部では，クリプト藻が有する
トリコシストに類似したロール状のリボン
様構造が観察される。リボン様構造精製分画
の Tricine-SDS-PAGE 解析から，リボン様構

造は分子量 13 kDa〜17.5 kDa の複数のタン
パク質とトルイジンブルーによって染色さ
れる分子量約 1.7 kDa〜4.6 kDa の複数の低
分子酸性多糖物質から成ることが予測され
た。検出されたタンパク質の N末端解析およ
びウェスタン解析は，これらがコアヒストン
（histone H3, H2A, H2B, H4）であることを
明らかにした。免疫染色による局在解析は，
明らかに，コアヒストンがリボン様構造に局
在することを明らかにした。また，リボン様
構造の単糖組成分析および lysozyme による
分解特性から，リボン様構造がβ(1-4) 結合
の N-acetyl-glucosamine を含む多糖から成
ることを明らかにした。さらに，この多糖と
リコンビナント8量体コアヒストンを用いた
in vitroでの再構築実験から，コアヒストン
がリボン様構造の重要な構成タンパク質で
あることを明らかにした。 
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