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研究成果の概要（和文）：本研究では、好気でも嫌気でも生育可能な真核微生物を用いて、真核生物における好
気から嫌気への適応進化の初期段階の解明を目的として研究を行った。ミトコンドリアに局在するタンパク質は
トランスクリプトーム解析と細胞内局在解析から網羅的に同定し、好気環境と嫌気環境下では、エネルギー合成
に関与する遺伝子が大きく異なることが判明した。分子系統解析から、嫌気エネルギー合成遺伝子は水平移動に
よって獲得したと考えられる。本研究から、好気から嫌気へのミトコンドリア適応進化に重要な初期イベントと
して、嫌気用エネルギー合成遺伝子の獲得と、好気・嫌気における遺伝子発現制御が重要であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to unveil early stages of adaptive evolution of eukaryotes 
to anaerobiosis, using a eukaryote that is capable of thriving in both aerobic and anaerobic 
conditions. Mitochondria-targeting proteins were identified by transcriptome analyses followed by 
localization studies. Comparative transcriptome analyses revealed that mitochondrial energy 
producing pathways are drastically different between aerobic and anaerobic conditions. Molecular 
phylogenetic analyses suggested those genes encoding the mitochondrial anaerobic energy production 
had been acquired by lateral transfers. On the basis of findings in this study, important steps for 
early stages of evolutionary adaptation to anaerobiosis in eukaryotes were suggested to be 
acquisition of genes for mitochondrial anaerobic energy production and transcriptional regulation of
 those genes in different oxygen concentrations.

研究分野：真核微生物とそれらがもつオルガネラの進化・多様性
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
真核生物は必要なエネルギー（ATP）の大部
分をミトコンドリアが酸素依存的に生産し
ているため、基本的に好気環境下においての
み生育が可能である。しかし腸内寄生性真核
生物ランブル鞭毛虫など寄生虫の一部は例
外的に、嫌気環境でのみ生育することが古く
から知られていた。近年、寄生性真核生物の
みならず、細菌を捕食する自由生活性の嫌気
性真核生物が発見されており、その生育環境
は多岐にわたる。真核生物の共通祖先はすで
にミトコンドリアによる酸素依存的ATP合成
を行っていたという説が現在では有力視さ
れており、現存する寄生性真核生物は二次的
に嫌気的になったと考えられている。そのよ
うな嫌気性真核生物は、様々な系統群に存在
し、これまでその嫌気的 ATP 生産経路が生化
学的解析やゲノム解析によって詳細に調べ
られてきた。そして分子系統解析によって、
その嫌気的ATP生産経路を担う遺伝子の多く
はバクテリアからの遺伝子水平伝播によっ
て獲得されたものであることが分かってき
ている。しかし、これまで研究されてきた生
物の多くはすでに完全に嫌気環境に適応し
た生物であり、嫌気環境に適応しつつあるよ
うな中間的な生物はカビや緑藻など数種の
みしか知られていなかった。真核生物におけ
る嫌気環境適応初期において必要とされた
細胞内代謝系進化の詳細やその多様性は不
明であった。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまでに真核生物ケルコゾアの
一種 KY003 株を単離・株化した。KY003 株は
好気環境および嫌気環境のいずれにおいて
も良好な増殖を示すことが分かっている。つ
まり、KY003 株の有する「好気および嫌気環
境での生育」はまさに好気環境と嫌気環境と
いう両極端な環境に適応した特異な性質で
あると同時に、好気環境から嫌気環境に適応
しつつある進化的中間段階であるとも考え
られる。そこで本研究では、好気環境と嫌気
環境で培養したKY003細胞が有する好気およ
び嫌気環境下でのATP生産機構についてトラ
ンスクリプトームや細胞内局在解析から解
明し、好気から嫌気への真核生物適応進化の
スナップショットを切り出すことを試みる。
また、KY003 株だけではなく、好気でも嫌気
でも生育可能な新奇培養株の確立を行い、好
気および嫌気で生存可能な真核生物の多様
性・それらの有する代謝経路の多様性解明の
足掛かりとすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
A. 好気および嫌気条件での ATP 生産経路の
同定とその進化の解明 
 
嫌気性から好気性への進化過程における分

子機構を明らかとするため、KY003 株におけ
る嫌気培養と好気培養での代謝経路を詳細
に調べることを試みた。そのため、本計画の
ための実験は以下の２つを計画した。 
 
[a1   網羅的発現遺伝子解析（トランスクリ
プトーム解析）]  
好気環境および嫌気環境で生存可能な KY003
株は、両環境下で効率的にエネルギー源であ
るATPを産生する代謝経路を有していると考
えられた。すなわち、好気環境では通常の好
気性真核生物が行うようなミトコンドリア
における電子伝達系を介した酸素依存的 ATP
合成を行っていると予想される。その一方嫌
気環境では、酸素非依存的 ATP 合成を行って
いると考えるのが妥当であった。そこで発現
している遺伝子を次世代シーケンサー
illumina Hiseq2000により網羅的に検出した。
この時、嫌気条件で培養した細胞から得た
RNA と好気条件で培養した細胞から得た RNA
それぞれに対し実験を行うことにより、それ
ぞれの条件で培養した細胞内での代謝経路
を推定した。両条件で推定される代謝経路を
比較することで、好気条件から嫌気条件へと
環境が変遷した際、KY003 株がどのように代
謝経路を変化させ、生存しているのかを明ら
かとすることを試みた。好気培養で通常のミ
トコンドリアゲノム遺伝子が同定された場
合、全ミトコンドリアゲノム配列を決定する
ため、得られた遺伝子断片情報を基に PCR や
サンガーシーケンス法、小規模な次世代シー
ケンス解析を行った。ミトコンドリアゲノム
上に同定された遺伝子の転写産物をリアル
タイム PCR で定量した。 
 
[a2 網羅的単一遺伝子系統解析]  
嫌気環境下特異的に発現するATP産生関連遺
伝子は、通常の好気性真核生物は有していな
いと予想された。すなわち、a1 にて同定され
る嫌気的 ATP 合成遺伝子は、KY003 株が嫌気
環境中で生存可能となる前に新たに獲得し
た遺伝子であろうと考えられた。そこでトラ
ンスクリプトーム解析で予想した経路に関
与する遺伝子の起源を調べるため、詳細かつ
頑健な分子系統樹を推定した。これにより、
好気性から嫌気性に進化する際、どのような
分子機構がどのような分子進化に基づいて
獲得されたのかについて、その進化的背景を
推定した。 
 
B. 好気および嫌気条件でのATP生産経路の
局在  
通常の好気性真核生物はミトコンドリア内
で酸素を利用したATP合成経路によりエネル
ギーを得ている。しかし嫌気的な真核生物は、
同様にミトコンドリア内で嫌気的なATP合成
経路を活性化させることでエネルギーを得
ている種と、細胞質で嫌気的 ATP 合成を行っ
ている種が存在する。そのため、嫌気環境へ
適応する初期にATP合成の場がどちらにあっ



たのかは不明であった。そこで嫌気生物への
進化の中間段階とも考えることが可能な
KY003 株における ATP 合成経路の局在を調べ
た。そのための実験として以下の 2つを計画
した。 
 
[b1  細胞内局在の同定] 
KY003 の細胞がどのような構造を有している
かを調べるため、透過型電子顕微鏡観察を行
った。特に、好気性の際に ATP 合成の場とな
ると予想されるミトコンドリアが存在する
のかどうか、そして存在する場合は嫌気培養
した際にどうなるのか、に着目して観察を行
った。ATP合成系に関与するタンパク質にGFP
タグをつけたものを酵母細胞内で発現させ
た。GFP シグナルが細胞内のどこに局在する
か蛍光顕微鏡下で観察した。 
 
[b2 in silico 解析による細胞内局在推定] 
ミトコンドリアに局在するタンパク質のほ
とんどはそのN末端領域にミトコンドリア局
在シグナルが存在し、膜電位を輸送に利用し
ている関係から正の電荷を帯びていること
やアルギニンなどのアミノ酸が有意に多い
といった特徴を有している。これらの特徴を
有したミトコンドリア局在シグナルを検出
するTargetPなどのプログラムを用いること
で、ミトコンドリアに局在するのか細胞質で
機能するのかを推定することが可能である。 
 
C. 好気および嫌気条件で生育可能な新奇真
核生物の単離・培養 
これまで好気性および嫌気性環境での生存
が可能な真核生物の研究は稀有であり、その
ような生物の多様性はわかっていない。そこ
で本研究では、KY003 株を単離した際に用い
た培地と培養法を応用し、新奇培養株を確立
する。得られた培養株の系統学的位置を細胞
観察および SSU rRNA 遺伝子の分子系統解析
から明らかとすることを試みた。これにより、
好気および嫌気環境で生存可能な生物群が
どのような系統群に位置し、どれほど多様性
があるのかを明らかとすることを試みた。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 好気および嫌気で増殖可能な真核生物
のミトコンドリアゲノム 
 研究代表者が単離株化した嫌気でも好気
でも増殖可能な真核生物は、光学顕微鏡によ
る形態観察および 18S rRNA 遺伝子分子系統
解析の結果、Brevimastigomonas 属に属する
ことが判明したが、該当する記載種は見いだ
せなかった。本種の透過型電子顕微鏡観察か
らは典型的なミトコンドリア構造は確認さ
れなかった。その一方、2 重膜に囲まれた球
状のオルガネラが好気および嫌気培養細胞
から観察された。これらがミトコンドリアま
たはミトコンドリア由来オルガネラである

と考えられた。観察されたミトコンドリア様
オルガネラは、好気条件と嫌気条件で形態が
変化することは無かった。本種のミトコンド
リアゲノムを解析した結果、約 26.5 kb ほど
の環状ゲノムの配列決定に成功した。本ゲノ
ムは電子伝達系複合体 I、III、IV および V
の遺伝子をコードしていたが、特に複合体
IIIおよびIVの遺伝子であるcytbと cox1配
列の進化速度が極めて上昇していた。この結
果から、本種は電子伝達系による ATP 合成能
は有するものの、複合体 III および IV の機
能性には疑問が残る。また、ケルコゾア生物
を含めた他の多くのミトコンドリアゲノム
はリボソームタンパク質遺伝子をコードし
ていることが分かっているが、本種のミトコ
ンドリアゲノムはリボソームタンパク質遺
伝子を欠いており、縮退進化を辿っているこ
とが強く示唆された。 
 
(2) ミトコンドリアゲノム遺伝子の発現解
析 
ミトコンドリアゲノムにコードされる電子
伝達系は酸素を最終電子受容体として利用
しているため、好気環境と嫌気環境において
どのように遺伝子発現が変動しているのか
調べた。その結果、全ての遺伝子が、好気環
境と比較して、嫌気環境下で mRNA レベルで
の発現が低下していた。このことは、酸素の
有無を感知し、酸素の存在下ではミトコンド
リアゲノムにコードされた電子伝達系の機
能に依存し、また嫌気環境では電子伝達系の
機能を抑制していると考えられる。すなわち、
嫌気環境下では別のATP合成経路に強く依存
していることが示唆された。 
 
(3)嫌気環境における ATP 合成経路 
嫌気環境におけるATP合成経路を同定するた
め 、 嫌 気 環 境 下 で 培 養 し た
Brevimastigomonas sp.細胞のトランスクリ
プトーム解析を行った。得られた転写産物配
列から、嫌気環境下で ATP 合成経路として機
能するピルビン酸：フェレドキシン酸化還元
酵素 (PFO)やピルビン酸：NADPH 酸化還元酵
素、ピルビン酸：ギ酸リアーゼ（PFL）、ヒド
ロゲナーゼ、酢酸：スクシニル CoA 転移酵素
（ASCT）などが同定された。これらの遺伝子
は好気性のケルコゾア生物は有しておらず、
遺伝子水平転移によって獲得されたと考え
られる。また分子系統解析の結果、嫌気性真
核生物の配列と単系統群になることから、嫌
気性真核生物からの遺伝子水平転移により
獲得されたと考えることが妥当である。また、
通常の好気性ミトコンドリアで機能する TCA
回路や脂肪酸β酸化、解糖系などの酵素をコ
ードする遺伝子もトランスクリプトーム解
析から同定された。嫌気と好気での比較トラ
ンスクリプトーム解析により、嫌気環境下で
ATP 合成に関与すると推定される遺伝子は、
好気環境で発現が有意に低下しており、酸素
の有無によって、核コード遺伝子も発現制御



を行っていることが示された。 
 
(4) ミトコンドリアタンパク質の同定と進
化 
嫌気環境下でATP合成に関与するタンパク質
の細胞内局在を調べるため、GFP タグを C 末
に付加した PFO やヒドロゲナーゼ、PFL、ASCT
の N 末配列を酵母細胞内で発現させた結果、
調べたすべての配列が酵母のミトコンドリ
アに局在することが分かった。すなわち、嫌
気環境での ATP 合成は、好気環境と同様にミ
トコンドリアであることが強く示唆された。
すなわち、好気から嫌気への初期進化の段階
で、細胞質ではなく、嫌気的な ATP 合成はミ
トコンドリアで行われることが示唆された。 
  
(5) 好気でも嫌気でも増殖可能な真核生物
の多様性 
海岸底泥や淡水湖底泥など、様々な環境から
得られたサンプルを嫌気培養した。粗培養で
増殖してきた細胞を好気状態に移し、嫌気で
も好気でも増殖可能であるかどうか調べた。
しかし、好気条件で再び増殖する細胞は観察
できなかった。Brevimastigomonas sp. KY003
株が単離された本方法では、現在のところ
KY003 株以外に培養株は得られていない。た
だし、カナダの共同研究者が一株確立してお
り、現在その解析を共同で行っている。その
一方で、嫌気環境でのみ生育する株は複数確
立することができた。SSU rRNA 遺伝子の解析
および光学顕微鏡観察の結果、メタモナスの
一種やヘテロロボーサの一種と判明した。好
気でも嫌気でも増殖可能な進化の中間段階
を反映したような真核生物は非常に稀有で
あることが示唆される。 
 
(6) ミトコンドリアにおける嫌気環境適応
進化 
ミトコンドリアは好気環境に適応した代謝
系や ATP 合成経路を有している。そこに嫌気
環境下でもATP合成が行える遺伝子を水平転
移によって獲得し、嫌気環境下での生育が可
能となる。すなわち、好気環境から嫌気環境
に適応する非常に初期の段階において、ミト
コンドリアのプロテオームは増大する。さら
に、酸素濃度によって適した遺伝子発現を行
うことが必要となる。その後、嫌気環境への
適応が進むにつれて、好気環境に適した代謝
系や ATP 合成経路は失われていき、最終的に
嫌気環境下での ATP 合成経路が残る。また、
寄生性などの特定の生活様式をもつ生物で
は、さらにミトコンドリアプロテオームの縮
退が進み、ATP 合成すら行わなくなる。最終
的にはミトコンドリアそのものが消える。本
研究の成果を加えたミトコンドリアの進化
過程として、上述のようなシナリオが提案さ
れる。 
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