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研究成果の概要（和文）：クロララクニオン藻が二次共生により葉緑体を獲得するまでの宿主側の進化を解明す
るために、クロララクニオン藻に近縁な無色ケルコゾアの探索を行い、系統、分類、進化について、形態、微細
構造、トランスクリプトーム解析などから新知見を得た。まず、クロララクニオン藻近縁ケルコゾアに３系統群
の存在を明らかにすると共に、最もクロララクニオン藻に近縁な系統群の５培養株を確立し、この系統群の詳細
な研究を初めて可能にした。これら５株の中からミノリサ属の３新種を見出すと共に、クロララクニオン藻の葉
緑体獲得がクロララクニオン藻の分岐後に起こったことを明らかにした。鞭毛装置構造をはじめとする形態進化
についても知見を得た。

研究成果の概要（英文）：The chlorarachniophytes acquired their plastids from a green alga via a 
secondary endosymbiosis. To know the evolution of ancestral host-related organisms before the 
plastid acquisition, the colorless cercozoans that are closely related to the chlorarachniophytes 
were searched and 5 new cultured strains were established, and new findings on the phylogeny, 
taxonomy and evolution were obtained from morphological and ultrastructureal observantions and 
RNAseq analyses. The present research revealed that there are 3 clades of cercozoans that are 
closely related to the chlorarachniophytes and that the acquisition of plastid via the secondary 
endosymbiosis occurred at the ancestor of chlorarachniophytes after diverged from those sister 
cercozoans. The new findings on the evolution of flagellar apparatus were also provided. The 
presence of three new species of Minorisa, the closest colorless relative of chlorarachniophytes, 
were also suggested. 

研究分野：系統分類学、細胞進化学
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１．研究開始当初の背景 
 ケルコゾアは、スーパーグループ「リザ
リア」を構成する主要系統群の１つであり、
多様性の把握が著しく遅れている生物群の
一つである。クロララクニオン藻はケルコ
ゾアに属する単系統群で、その共通祖先に
おいて二次共生により緑藻由来の葉緑体を
獲得しており、葉緑体獲得に伴う進化に注
目が集まっている。そのような状況で、ク
ロララクニオン藻の葉緑体側については、
共生藻のオルガネラ化を中心とした進化学
的解析が大きく進展してきた。一方宿主側
については、ミノリサ（Minorisa minuta）
と呼ばれる新奇ケルコゾアがクロララクニ
オン藻に近縁であることが示された以外は、
クロララクニオン藻に至る進化、つまり葉
緑体獲得前と後で宿主側にどのような変化
が起こったかは不明であった。ミノリサの
培養株はその後絶えている。 
 申請者らは長年クロララクニオン藻研究
をベースとして、近年、系統的位置が不明
であったラブドアメーバ（Rhabdamoeba）
の１種と思われる新奇培養株（SRT404）
が分子系統樹上でクロララクニオン藻クレ
ードの根元から分岐することを明らかにし
た。この生物は、葉緑体を欠き、葉緑体獲
得以前の祖先生物を代表でき、クロララク
ニオン藻の葉緑体獲得に至る宿主側の進化
を解明する「カギ」となる生物としての唯
一の培養株であったことから、本研究の申
請に至る着想を得た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ラブドアメーバの培養株確
立を契機に、（１）近縁生物の探索・培養株
化を推進し、クロララクニオン藻の祖先に
近縁な生物の多様性を把握し、ケルコゾア
の多様性の理解に貢献すること、（２）それ
ら培養株の形態、微細構造、RNAseqデー
タの解析により、無色捕食性ケルコゾアが、
二次共生により葉緑体を獲得しクロララク
ニオン藻へと進化する過程における、宿主
側の進化の一端を明らかにすること、を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
 （１）クロララクニオン藻近縁ケルコゾ
アの探索と培養株化：日本各地およびパラ
オ共和国の海水サンプル等について、独自
に開発したプライマーによる環境 PCR に
より、クロララクニオン藻近縁ケルコゾア
の有無を確認し、確認できたサンプルの祖
培養からピペット洗浄法あるいは希釈法に
より培養株を作成した。 
 （２）培養株の系統的位置の確認：得ら
れた培養株の 18SrRNA遺伝子配列を取得
し、最尤法で分子系統樹を構築した。 
 （３）形態・微細構造の観察：培養株の
細胞形態、運動、生活環については光学顕
微鏡を用いて、直接あるいはビデオ撮影に

より観察した。細胞内部の微細構造、鞭毛
装置構造の観察では、透過型電子顕微鏡に
より連続切片を観察した。 
 （４）RNAseqデータの取得：得られた
培養株の中から、SRT609株の RNAseqデ
ータを取得し、別予算で取得したラブドア
メーバの RNAseqデータとともに、バイオ
インフォマティクスにより葉緑体の痕跡と
なりうる遺伝子の探索を行った。 
 
４．研究成果 
 （１）クロララクニオン藻近縁ケルコゾ
アの探索と培養株化：まず、クロララクニ
オン藻近縁ケルコゾアに特異的なプライマ
ー作成のためにデータベースに登録されて
いる 18SrRNA遺伝子の環境配列等をもと
に分子系統解析を実施し、クロララクニオ
ン藻近縁ケルコゾアの配列を探索した。そ
の結果、クロララクニオン藻近縁ケルコゾ
アには３つの系統群（クレード１、２、３）
が存在することを見出した（図１）。各クレ
ードに特異的なプライマーを用いた環境
PCRにより、日本各地から得られた海水等
のサンプルからこれらケルコゾアの存在を
確認した上で各サンプルの祖培養から培養
株を確立した。本研究課題の実施期間中に、
沖縄県宮古島市から１株（SRT609）、東京
都江戸川区から１株（Y-KSI-01）、三重県
四日市市から１株（Y-YKI-01）、三重県志
摩市から２株（SRT705、SRT710）の合計
５株のクロララクニオン藻近縁ケルコゾア
の新規培養株確立に成功した（図２）。これ
により、既存のラブドアメーバ培養株
（SRT404）とあわせて６培養株が利用可
能となった。 

 図１。18SrRNA 遺伝子を用いたクロララクニオン藻
と近縁ケルコゾアの系統樹。太字の OTU が本研究で新
たに取得した培養株を示す。 
 
 （２）クロララクニオン藻近縁ケルコゾ
アの多様性：ラブドアメーバ（SRT404）
と新規培養株５株（SRT609, SRT705, 
SRT710, Y-KSI-01, Y-YKI-01）について、
18SrRNA 遺伝子配列を用いた分子系統解
析、細胞の形態観察、微細構造観察を実施
した。その結果、ラブドアメーバはクレー
ド２に位置し、残りの５株はクレード１に
位置することが明らかとなった。クレード



１の５株のうち、SRT609 株は遺伝的にも
形態的にも M. minuta と同定できた。
Y-KSI-01株とY-YKI-01株は互いに区別で
きないが、細胞の大きさや鞭毛の長さが
M. minutaと大きく異なるほか、遺伝的に
もM. minutaから離れており、明らかにミ
ノリサ属の新種であると結論できる。また、
SRT705株と SRT710株も系統的な位置に
加えて、細胞の大きさと鞭毛の長さ、遊泳
様式の比較などから M. minuta や他の培
養株とそれぞれ異なることから、ミノリサ
属の新種であることが示唆された。 

 図２。新規に確立した５株の遊泳細胞。A: SRT609、
B: Y-KSI-01、C: Y-TKI-01、D: SRT705、E: SRT710。 
 
 6 株に共通の特徴として、いずれも短い
仮足を持つアメーバ状の形態を示すことが
ある、ということが見出された。また、細
胞内に葉緑体の痕跡と思われる構造は発見
されなかった。 
 ラブドアメーバ（クレード２）と SRT609
株を用いて鞭毛装置構造の比較解析を行い、
ラブドアメーバが放射状に伸びる多数の微
小管を有する特殊な鞭毛装置を持つのに対
し、SRT609 株（クレード１）では鞭毛に
鞭毛小毛はみられず、微小管性鞭毛根は少
数の微小管から構成されており、クロララ
クニオン藻の鞭毛装置に近い単純な構造で
あることが明らかとなった。クロララクニ
オン藻の鞭毛装置の原型はクレード１との
共通祖先の段階ですでに存在したことが示
唆され、クロララクニオン藻成立に至る宿
主ケルコゾアの進化に関する重要な知見を
得た。 
 （３）RNAseqデータの解析：クレード
１の SRT609 株（ミノリサ）について
RNAseqデータを取得した。別に取得した
クレード２のラブドアメーバの RNAseq
データとともに、葉緑体の痕跡となる緑藻
からの EGT（共生による遺伝子水平伝播）
の有無について調査した。クロララクニオ
ン藻 Bigelowiella natans において葉緑体
へ輸送されるタンパク質遺伝子に相同性の
ある遺伝子を探索し、それぞれ分子系統解
析により由来を確認したところ、緑藻類か
ら EGT したと思われる遺伝子は一つも検
出されなかった。微細構造観察でも葉緑体
の痕跡は検出できなかったことも考慮する
と、クレード１もクレード２も二次共生に

より緑藻から葉緑体を獲得する以前の生物
群である可能性が高く、クロララクニオン
藻の葉緑体はクレード１とクロララクニオ
ン藻が分岐した後に起こった二次共生によ
り獲得されたと考えるのが妥当である。 
 RNAseqデータを用いた代謝系の詳細な
比較解析はまだ完了しておらず将来の課題
として残ったが、本研究によりクレード２
からクロララクニオン藻までの RNAseq
データを揃えることができたため、近い将
来に代謝経路の進化についても議論できる
と考えている。 
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