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研究成果の概要（和文）：本研究ではクロレラを体内に共生させているグリーンヒドラをモデルとして、動物―藻類共
生システムにおける相互作用の実態とその共生ゲノム進化を明らかにした。共生クロレラが光合成によって糖を分泌す
ると、ヒドラでは窒素代謝やリン酸輸送に関わる遺伝子が発現上昇することから、ヒドラ―クロレラ間の協調的な相互
作用によって、栄養供給が遺伝子レベルで調節されていることが示唆された。また、共生クロレラのゲノム解読を行っ
たところ、硝酸同化遺伝子群の一部とそのクラスター構造がゲノムから失われていた。このことから、共生クロレラは
窒素源をヒドラに依存した結果、ゲノムからは硝酸同化システムが失われたと考えられる。

研究成果の概要（英文）：To understand common principles of animal-algal symbiosis and their links to 
evolution at the molecular- and the genome-level, we focused on the mechanisms of interactions between 
Hydra and Chlorella and the specific features in their genome. We identified candidate genes upregulated 
only when the specific symbiosis has been established. They included genes involved in nitrogen 
assimilation and phosphate transport. In addition, the expression of these genes showed clear correlation 
with photosynthesis of Chlorella. We also performed genome sequencing of the symbiotic Chlorella to 
understand the genome evolution in the dependent relation. As a result, we found that some genes 
necessary for nitrate assimilation in plants and their cluster structure have been lost. This indicates 
that symbiotic Chlorella is dependent on the nitrogen source provided from Hydra and that the nitrate 
assimilation pathway in symbiotic Chlorella is degenerated.

研究分野： ゲノム科学
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１．研究開始当初の背景 
 
 動物と藻類との共生は、単細胞生物ゾウリ
ムシをはじめ、サンゴなどの刺胞動物、シャ
コガイなどの軟体動物、脊索動物ホヤなど
様々な生物で見られる普遍的な現象である。
この共生関係において、動物と藻類はあたか
も一個の生物のような協調的な生命活動を
行ない、栄養面や生活環境の点で互いに有利
に働くような依存関係を築いている。 
 このような関係を維持するためには、共生
生物に特異的なメカニズムが存在すると考
えられる。例えば、栄養の供給や運搬、共生
藻の認識と維持、紫外線や光合成によって生
じる活性酸素などによるダメージに応答す
る生体防御のメカニズムなどである。また、
このような依存関係はこれらの生物の共進
化によってもたらされたと考えられ、その過
程において遺伝子獲得・欠失のような遺伝子
レベルでの変化や相互作用がそれぞれのゲ
ノムに生じている可能性がある。 
 しかしながら、この共生システムにおける
具体的な分子相互作用、ゲノム間相互作用は
未だ明らかではない。これはこれらの動物の
多くにおいて分子生物学的実験が困難であ
ることや、ゲノムの全貌が明らかになってい
ないことがひとつの原因である。 
 その点において、刺胞動物グリーンヒドラ
は共生イベントの生理学的知見が多く、また
実験動物として実験手法が確立しており、共
生メカニズムの分子的解析に適したモデル
動物である。グリーンヒドラは内胚葉細胞内
に膜に包まれた状態で特定の緑藻類クロレ
ラを共生させており（図１）、これはシンビ
オソームと呼ばれる。ヒドラとクロレラの関
係は相利共生であり、クロレラからヒドラへ
光合成産物が供給され、ヒドラからクロレラ
へ窒素源が供給されると言われている。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、グリーンヒドラを動物－藻類
共生システムのモデルとし、ヒドラとその共
生クロレラの間の分子相互作用と、この共生
システムのゲノム進化を明らかにすること
を目的とした。特に、この共生システムの本
質と考えられる藻類からホストへの光合成
産物の供給に関わる過程に注目することに
より、様々な生物において頻繁に見られるこ
の現象の普遍性と多様性の理解につながる
と同時に、その意義を具体的に示すことがで

きると考えられる。また、この共生関係のゲ
ノム進化の理解によって、シンビオジェネシ
スの過程、例えば細胞内共生による葉緑体の
進化や、他の生物における藻類共生システム
の成立にも示唆を与えることになるであろ
う。 
 具体的には、（１）グリーンヒドラとクロ
レラのゲノム・トランスクリプトーム解析を
行い、この共生システムの進化の過程におい
てゲノム中でおこった遺伝子の変化を明ら
かにする、（２）共生システムの本質と考え
られる藻類からホストへの光合成産物の供
給に関わるヒドラ遺伝子を同定するために、
クロレラの有無、明暗条件、光合成阻害など
で発現変化するヒドラ遺伝子の発現解析を
行う、（３）以上の遺伝子について、その生
体内での役割を明らかにすることで、ヒドラ
―クロレラ間相互作用の分子メカニズムを
具体的に理解することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
＜グリーンヒドラ共生関連遺伝子の解析＞ 
 グリーンヒドラ Hydra viridissima A99 系
統を用い、共生クロレラを除去した個体
（Apo）、クロレラを除去した上に人為的に他
種のクロレラ（ゾウリムシの共生クロレラ
Chlorella variabilis NC64）を導入した個
体(NC64)を作成し、マイクロアレイを用いて
そのトランスクリプトームを正常なグリー
ンヒドラ（A99）と比較した。A99 と Apo の比
較によってクロレラとの共生の有無によっ
て発現変化する遺伝子を、A99 と Apo, NC64
両方の比較によって特に本来のクロレラと
の特異的な共生が成立している状態で発現
変化する遺伝子を同定した。以上の候補遺伝
子について、相同性検索、ドメイン検索、Gene 
Ontology との対応づけを行い、候補遺伝子群
にはどのような遺伝子が多く含まれている
のかを調べた。また、その中から特に重要で
あ る と 考 え ら れ る 遺 伝 子に 関 し て は
Real-Time Quantitative Reverse 
Transcription PCR (qPCR)による発現変化の
確認、in situ ハイブリダイゼーションによ
る発現パターンの解析を行った。さらに、候
補遺伝子の発現と共生クロレラの光合成と
の関連を調べるため、明暗条件、光合成阻害、
クロレラの光合成産物（マルトース）添加に
対する遺伝子発現変化を qPCR によって解析
した。 
 
＜共生クロレラ A99 系統のゲノム解析＞ 
 共生クロレラにはどのような特徴がある
のかを理解するため、Hydra viridissima 
A99 系統の共生クロレラ Chlorella sp. A99
の全ゲノムを解読した。共生クロレラをグリ
ーンヒドラから単離し、ゲノム DNA を抽出し
て、ライブラリーとして paired-end および
mate-pair library を作成した。ゲノムシー
クエンスには Illumina Hiseq, Miseq を使用



し、アセンブルには Newbler と SSPACE 等の
ソフトウェアを用いた。 
 共生クロレラゲノムにおける窒素代謝遺
伝子を探索するために、シークエンスの結果
得られた raw reads と scaffold に対して、
他種の緑藻類の既知の窒素代謝遺伝子配列
を用いて相同性検索を行った。また、同定さ
れた窒素代謝遺伝子周辺のクラスター構造
の比較解析には、Chlorella variabilis NC64
と Chlorella vulgaris (Coccomyxa 
subellipsoidea c-169)のゲノム配列を用い
た。Chlorella sp. A99 で失われている可能
性のある遺伝子については、ゲノム DNA をテ
ンプレートとして、候補遺伝子における緑藻
類間で保存された領域に設計したプライマ
ーを用いた PCR を行い、ゲノムに遺伝子が存
在するかを確認した。 
 また、共生クロレラにおいて利用可能な窒
素源を調べるため、硝酸塩、アンモニウム塩、
グルタミン、カサミノ酸を同濃度で添加した
培養液中でクロレラの培養を行った。コント
ロールとして、C. variabilis NC64 と C. 
vulgaris c-169 を同条件で培養した。 
 
４．研究成果 
 
＜クロレラとの共生に重要な役割を果たす
ヒドラ遺伝子＞ 
 まず A99と Apo のトランスクリプトームの
比較解析を行い、クロレラとの共生の有無に
よって発現変化する 679 遺伝子を同定した。
この遺伝子群は、グリーンヒドラに種特異的
に存在する遺伝子を多く含む傾向を示した。
一方、既知遺伝子のオルソログについては、
共生状態で発現上昇を示した遺伝子には膜
輸送に関わるものが多く、逆に共生状態で発
現減少を示した遺伝子には代謝に関わる遺
伝子が多いことがわかった。このことから、
グリーンヒドラでは共生状態において分子
の輸送が活発であり、非共生状態とは代謝状
態が異なると考えられる。 
 さらに A99 において NC64、Apo 両方と比べ
て発現変化が見られる遺伝子、つまり A99 に
おいて Chlorella sp. A99 との種特異的な共
生関係が成立している時のみ発現が変動す
る 12 遺伝子を同定した。興味深いことに、
明暗実験と光合成阻害実験により、これらの
ヒドラ遺伝子の大部分の発現はクロレラの
光合成と相関を示した。共生クロレラは大量
の糖類（マルトース）を光合成産物として分
泌し、ヒドラに供給しているという報告があ
る。本研究で同定された候補遺伝子はクロレ
ラの光合成によって合成・分泌された糖類に
応答し、発現が変化した可能性が考えられる。
これを確かめるため、マルトースを加えた培
養液中でヒドラを飼育したところ、候補遺伝
子の中でグルタミン合成酵素（GS）、ナトリ
ウム依存性リン酸トランスポーター(NaPi)、
Spot14 の遺伝子の発現が上昇した。Spot14
はヒトやマウスでは甲状腺ホルモン投与の

他, 炭水化物や糖の摂食で発現が上昇する
ことが報告されている。このことから共生状
態においてヒドラ細胞は高い糖レベルにあ
ることを示唆していると考えられる。また、
GS はアンモニアとグルタミン酸からグルタ
ミンを合成する酵素で、植物の窒素代謝に重
要であることが知られている。また、NaPi は
リン酸を細胞内に能動輸送するトランスポ
ーターで、細胞内恒常性の維持に重要である。
窒素、リンは植物にとって必須な栄養素であ
り、これらの結果から、クロレラが光合成に
よりマルトース(Mal)を分泌してクロレラに
与え、ヒドラはこれに応答して遺伝子発現を
変化させ、グルタミン(Gln)やリン(Pi)を栄
養源としてクロレラに与えるという相互作
用が考えられる（図２）。このことは栄養面
での依存関係においてヒドラとクロレラが
高度に適応し合っており、ヒドラ―クロレラ
間の協調的な相互作用によって、栄養供給が
遺伝子レベルで調節されている可能性を示
唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜共生クロレラ Chlorella sp. A99 のゲノム
解析＞ 
 以上のような依存関係が成立している時、
共生クロレラのゲノムにはどのような特徴
があるのかを明らかにするため、グリーンヒ
ドラ A99 の共生クロレラ Chlorella sp. A99
のゲノム解読を行った。Illumina Miseq と
Hiseq を用いたシークエンシングと Newbler
などによるアセンブルの結果、N50 = 1.7M の
非常に長い Scaffold を得ることができた。
ゲノムサイズは約 60Mb、GC 含量は約 70%で、
多種のクロレラとほぼ同等であった。  
 この共生クロレラゲノムにおける窒素代
謝系遺伝子の有無を調べたところ、興味深い
ことに一般の植物では窒素同化に必須とさ
れている硝酸トランスポーター(NRT)や硝酸
還元酵素(NiR)などの硝酸同化に関わる遺伝
子の一部が欠失していた（図３）。これら遺
伝子の欠失は、緑藻類の硝酸同化遺伝子間で
保存された領域に設計したプライマーを用
いた PCR でも確かめられた。また、菌類や藻
類など多くの硝酸同化生物において、硝酸同
化関連遺伝子群は染色体上にクラスターを
形成しており、同化の効率に寄与していると
言われている。実際に C. variabilis NC64
や C. vulgaris c-169 ではこのようなクラス



ターが見られる。その一方、Chlorella sp. 
A99 ゲノムにはこのような構造は見つからな
かった。 
 さらに、硝酸、アンモニウム、アミノ酸（カ
サミノ酸、グルタミン）をそれぞれ窒素源と
して Chlorella sp. A99 を単離培養したとこ
ろ、アミノ酸存在下でのみ増殖が見られた。
その一方、通常の藻類用培地にアミノ酸を加
えただけでは継続的な培養はできなかった
ことから、他にも何か足りない栄養素がある
と考えられる。 
 一方、アンモニアトランスポーターは
Chlorella sp. A99 ゲノムに存在している。
しかし共生クロレラの存在するシンビオソ
ームの内部は酸性であり、酸性条件下ではア
ンモニア同化は阻害されるという報告があ
る。以上のことから、共生クロレラは窒素源
としてヒドラから供給されるアミノ酸に依
存し、その結果、Chlorella sp. A99 のゲノ
ムからは硝酸同化システムが失われたと考
えられる。 
 

 
＜まとめ＞ 
 以上のように、本研究において動物―藻類
共生システムの本質と考えられる栄養面の
やりとりについて、分子相互作用のモデルを
遺伝子発現の面から具体的に示すことがで
きた。さらに、本研究では共生による依存関
係の結果、共生体のゲノムにおいて重要な代
謝経路の遺伝子の一部が欠失していること
を明らかにした。 
 共生・寄生生物のゲノムが遺伝子欠失を伴
い縮小し、宿主のゲノムと機能的統合に向か
って行く傾向があることは多くの生物で示
されている。藻類との共生システムにおける
その究極の例がオルガネラ化した葉緑体で、
ほとんどの遺伝子はホスト側に移動したか
消失したと考えられている。今回、グリーン
ヒドラにおいて、栄養供給の相互依存と、共
生藻の主要な代謝経路の一部の縮小が見ら
れた一方、ゲノムサイズや GC 含量は他の遊
泳性のクロレラとそれほど差はなかった。こ
のことは、ヒドラ―クロレラ共生システムは、
共生ゲノム進化の過程の比較的初期段階に
あることを示しており、栄養供給の依存関係
の成立とその代謝経路の縮小はシンビオジ
ェネシスの進化の第一段階なのかもしれな
い。 
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