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研究成果の概要（和文）： 立襟鞭毛虫は動物に最も近縁な単細胞生物であり、進化における動

物の多細胞化を理解する上で重要な生物である。本研究では、立襟鞭毛虫の一種 Monosiga 
ovata のゲノム計画を進め、他の生物との遺伝子比較等を網羅的に行った。その結果、細胞間

情報伝達に関与する遺伝子については動物と立襟鞭毛虫との間での共通性が高いこと、遺伝子

発現調節に関与する遺伝子には動物特異的なものが多いことが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： Choanoflagellates are single-celled small protists living in marine 
or freshwater. Most of the recent molecular phylogenetic analyses strongly suggested that 
choanoflagellate is one of the closest living relatives of animals (metazoans). Our research 
group has recently determined the whole genome shotgun (WGS) sequences of a 
choanoflagellate, Monosiga ovata. Comparative genome analysis of M. ovata with animals, 
fungi, slime mold and plants suggested that choanoflagellates possess a large number of 
genes that had been thought to be involved in 'animal-specific signal transduction 
pathways'. The analysis also indicated that most of the orthologous genes of 
'animal-specific transcription factors’ were not observed in the choanoflagellate genome. 
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１．研究開始当初の背景 
現存の全ての動物の体は、分化した複数種

類の細胞から構成されている。多細胞性の生
物は単細胞性の生物をその起源としており、
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真核生物の３つの主要な系統である動物・植
物・菌類において、それぞれ独自に多細胞化
が起きたと考えられている。動物の初期進化
の過程で起きた多細胞化は、様々なボディプ
ランを持つ多様な動物門を生み出す上での
最も重要な進化的要因であったと思われる。
また、多細胞化という表現型（形態）レベル
の進化と遺伝子レベルでの進化（多様化）の
関連性について理解することは、進化研究に
残された大きな課題の一つでもある。 

動物に最も近縁な単細胞生物（原生生物）
の同定は、動物の起源や多細胞性の進化にも
関わる重要課題であるが、比較的近年まで研
究が進んでいなかった。1990年代前半、リボ
ソームRNAおよびミトコンドリアにコード
された遺伝子を用いた分子系統解析により、
立 襟 鞭 毛 虫 （ あ る い は 襟 鞭 毛 虫 ：
choanoflagellate）が動物に最も近縁な単細
胞生物である可能性が強く示唆されるよう
になった。その後、本研究の代表者（岩部）
と分担者（隈）が所属していた研究グループ
（京都大学・大学院理学研究科・生物科学専
攻・生物物理学教室・宮田隆名誉教授の研究
グループ）により、立襟鞭毛虫のRNA 
polymerase I, II, III largest subunitの配列
決定と最尤法による分子系統解析が行われ、
立襟鞭毛虫と動物の近縁性が確認された。 

本研究を計画した約６年前には、塩基配列
決定の技術的な進歩に伴い、モデル生物以外
の様々な真核生物のゲノム配列情報も決定
されつつあった。立襟鞭毛虫のような進化的
に興味深い生物のゲノム計画を行うことの
重要性は一部の研究者にしか認識されてい
なかったが、本研究を進める上での理論的・
技術的基盤はある程度整いつつあった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多細胞化という表現型（形態）
レベルの進化と遺伝子レベルでの進化（多様
化）の関連性について理解することを主眼に
置いた。 
 動物の初期進化で起きた多細胞化の分子
的基盤の解明を目指して、立襟鞭毛虫の一種
Monosiga ovata のゲノム解読を、特定領域
研究・ゲノム４領域の「領域４：基盤ゲノム」
の研究グループの全面的な協力のもとで行
うこととした。 
 立襟鞭毛虫と他の真核生物のゲノム比較
解析および各遺伝子族についての分子系統
樹解析を行うことによって、動物の多細胞化
および細胞分化能の獲得に関連した可能性
の高い「重要遺伝子」を推定することができ
る。これら「重要遺伝子」の比較機能解析・
発現解析も本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 

国立情報学研究所の藤山秋佐夫教授（領域

２：比較ゲノム）、国立遺伝学研究所の小原
雄治教授（領域４：基盤ゲノム）、東京大学
の森下真一教授（領域１：生命システム情報）
および東京大学の菅野純夫教授（領域４：基
盤ゲノム）の各研究グループの協力のもと、
立襟鞭毛虫（Monosiga ovata）のゲノム全塩
基配列決定（ゲノム計画）および完全長cDNA
ライブラリー作製とEST配列決定を行った。 
全ゲノム配列が決定された他の真核生物

のデータとのプロテオーム比較を行い、各遺
伝子族について、近隣結合法および最尤法を
用いた分子系統樹推定を行った。これによっ
て、① 植物・菌類との分岐以降、動物と立
襟鞭毛虫の分岐以前に、重複やドメインシャ
フリングにより多様化した遺伝子、② 動物
と立襟鞭毛虫の分岐以降、二胚葉動物（刺胞
動物・板状動物）と三胚葉動物（脊椎動物・
節足・線形動物）の分岐以前に多様化した遺
伝子などが明らかとなる。動物の多細胞化に
関連した可能性が高い「重要遺伝子」の一部
については、海綿動物などの相同遺伝子の単
離と配列決定および比較機能解析・発現解析
等も試みた。 
なお、塩基・アミノ酸配列データを用いて

大量のアライメント作成および分子系統樹
推定を行う必要があるため、九州大学・デジ
タルメディシン・イニシアティブの加藤和貴
准教授（連携研究者）と協力しながら、多重
アライメント法の改良等の手法開発も随時
試みた。 

立襟鞭毛虫の大量培養用設備の整備と維
持管理および生物試料の提供、RNAやゲノム
DNAの提供、培養技術の提供、完全長cDNA
ライブラリーの提供などの研究支援も可能
な範囲で継続的に行った（今後も継続する予
定）。 
 
４．研究成果 

(1) 立襟鞭毛虫の大量培養系の確立 
 立襟鞭毛虫ゲノム計画の第一段階として、
American Type Culture Collection (ATCC)
より入手した Monosiga ovata （ ATCC 
number: 50635）の大量培養を試みた。培養
は、主に植物（大麦あるいは小麦）の葉の抽
出液（ATCC medium 802）を用いて行った。
ATCC より入手したオリジナルの M. ovata
細胞株には複数種類の真正細菌が混在して
いた可能性があり、これら混在菌の除去がゲ
ノム計画の最初の重要課題となった。M. 
ovata と混在している真正細菌を同定するた
めに、PCR 法により増幅した 16S リボソー
ム RNA の部分塩基配列決定を行った。その
結果、ATCC より入手した M. ovata 細胞株
には、40 種以上の真正細菌（プロテオバクテ
リア、放線菌など）が含まれていることが判
明した。しかも、その中には多剤耐性菌と推



 

 

定される種も複数含まれていた。 
 M. ovata の細胞体は直径が 3～8μm 程度
とかなり小さいため、フィルターやナイロン
メッシュなどを用いた混在菌の除去・選別は
困難であった。なお、各種抗生物質を用いて
混在菌の増殖を抑えることも試みたが、M. 
ovata を分離して純粋培養系（無菌培養系）
を確立することはできなかった（多剤耐性菌
の影響と思われる）。国立情報学研究所の藤
山秋佐夫教授（領域２：比較ゲノム）の研究
グループの協力のもと、限界希釈および抗菌
物質（ポリフェノールなど）を多く含む植物
（ヨモギ、イチョウ、マツなど）の葉の抽出
液を用いた培養などの工夫によって、混在菌
の種類数を 10 種以内程度にまで減少させる
ことができた。M. ovata のゲノム計画に用い
たゲノム DNA および cDNA ライブラリ作製
用の mRNA の調整には、この培養株を用い
た。 
 なお、ATCC の推奨する M. ovata の培養
温度は 25℃であるが、ある種の真正細菌のみ
が急速に増殖し、M. ovata がほとんど増えな
い場合も見受けられた。様々な培養温度を試
した結果、15〜20℃で培養すると、M. ovata
の増殖速度はやや遅めではあるが、安定的に
大量培養できることが判明した。 
 
(2) M. ovata のゲノム配列決定 
 藤山教授および国立遺伝学研究所の小原
雄治教授（領域４：基盤ゲノム）の両研究グ
ループの全面的な協力のもと、M. ovata のゲ
ノム DNA ライブラリー（BAC, fosmid）を
用いたホールゲノムショットガン (WGS)法
によるゲノム塩基配列決定を進めた。当初の
M. ovata のゲノム配列データ（build2.0）に
は、配列特異的なシークエンスエラー（高
G+C 含量の影響によるもの）が含まれている
ことが判明したため、このエラー対策を行い、
WGS 法による新たなゲノム塩基配列データ
を追加して、東京大学の森下真一教授（領域
１：生命システム情報）の研究グループの協
力のもと、scaffold の再構築を行った。 

新たに作成したゲノム部分配列データ
（build3.0）を用いて解析を行った結果、M. 
ovata ゲノムについて以下のことが明らかに
なった。① 推定ゲノムサイズは約 64Mb で
ある。② 推定遺伝子数は約 20,000、平均遺
伝子長は約 2,200bp である。③ ゲノムの
G+C 含量は 58.5％である。④ 遺伝子当たり
の平均イントロン数は約 5.7、平均イントロ
ン長は約 150bp である。⑤ イントロンやス
ペーサーなどの非コード領域に「ACACAC
…/GTGTGT…」などの 2 塩基単位の配列が
多く観察される。なお、この (AC)n/(GT)n の
繰り返し配列はゲノムの約 2.3%（約 135 万
塩基対）を占める。⑥ 動物型のテロメア様

配列 (CCCTAA)n/(TTAGGG)n が全体で約
80 カ所検出された。このことから約 40 の染
色体からゲノムが構成されている可能性が
示唆された。 
なお、東京大学の菅野純夫教授（領域４：

基盤ゲノム）、藤山教授および小原教授の各
研究グループの協力のもと、M. ovata 完全長
cDNA の大量配列決定を進めた。 
 立襟鞭毛虫のゲノム解読については、国外
（アメリカ）でも研究計画が進み、2008 年 2
月に Monosiga brevicollis のゲノム配列デー
タに関する論文が発表された（King et al. 
(2008) Nature 451, 783-788.）。M. ovata（淡
水性種）と M. brevicollis（海水性種）はコド
シガ科の同じ属に分類されてきたが、両者の
遺伝的距離は脊椎動物（ヒト）と節足動物（シ
ョウジョウバエ）の遺伝的距離とほぼ同等で
ある。最近の分子系統解析により、M. ovata
はサルピンゴエカ科に属する可能性が強く
示唆されており（Carr et al. (2008) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 105 (43), 
16641-16646.）、今後、M. ovata の学名（属
名）が変更になる可能性も考えられる。なお、
M. ovata のゲノムサイズ（約 64Mb）は M. 
brevicollis（約 42Mb）の約 1.5 倍であり、
推定遺伝子数も M. brevicollis の 9,196 に対
してM. ovataは約 20,000と約 2.2倍である。 
 現在、M. ovata ゲノムに関する論文および
関連 HP 等を作成中であり、ゲノム配列デー
タの最終版も含めて、近日中に公開する予定
である。 
 
(3) 比較ゲノム解析および分子系統樹解析 

M. ovata のゲノム配列データ（build3.0）
および完全長 cDNA 配列データを用いて、以
下の比較配列解析等を行った。なお、比較ゲ
ノム解析には、ヒト（Homo sapiens：脊椎
動物）、キイロショウジョウバエ（Drosophila 
melanogaster：節足動物）、イソギンチャク
（Nematostella vectensis：刺胞動物）、セン
モウヒラムシ（Trichoplax adherens：板状動
物）、出芽酵母（Saccharomyces cerevisiae：
菌類）、アカパンカビ（Neurospora crassa：
菌類）、キイロタマホコリカビ（Dictyostelium 
discoideum：細胞性粘菌）、ヨツヒメゾウリ
ムシ（Paramecium tetraurelia：原生生物）、
ランブル鞭毛虫（Giardia intestinalis：原生
生物）、シロイヌナズナ（ Arabidopsis 
thaliana：植物）および立襟鞭毛虫２種（M. 
ovata と M. brevicollis）のデータを主に用い
た。① 各種生物のゲノムおよび遺伝子に対
する網羅的相同性検索。② タンパク質の各
種ドメインに関する（Pfam Hidden Markov 
Model を用いた）相同性検索。③ シグナル
伝達系・細胞接着・転写制御・アポトーシス
に関与する遺伝子群および各種ドメインに



 

 

ついての網羅的系統樹推定（近隣結合法によ
る解析）。④ M. ovata ゲノムに多数存在する
カドヘリン関連遺伝子のドメイン構造推定。
なお、上記解析結果については、閲覧可能な
データベースおよびブラウザの試作・改良を
行った（公開準備中）。 

比較ゲノム解析からは、以下のような傾向
が観察された。① シグナル伝達系に関与す
る遺伝子については、動物特異的な遺伝子お
よび動物と立襟鞭毛虫にのみ共通に存在す
る遺伝子が多数あること。② 転写関連遺伝
子については、動物特異的な遺伝子が多数あ
ること。なお、立襟鞭毛虫には基本転写因子
が多数存在するが、動物と立襟鞭毛虫にのみ
共通に存在する転写関連遺伝子はほとんど
見つからなかった。③ 細胞接着関連遺伝子
については、動物に多数存在するこれら遺伝
子が立襟鞭毛虫ではほとんど見つからない
こと。なお、立襟鞭毛虫にはカドヘリン・リ
ピートをもつ遺伝子が複数存在するが、いず
れの遺伝子も動物のカドヘリン・リピートを
もつ遺伝子とはドメイン構成が異なってい
た。以上のように、立襟鞭毛虫のデータを含
む比較ゲノム解析から、動物特異的遺伝子の
候補をかなり絞り込むことができた。これら
遺伝子の中には、動物の初期進化において
「新たに生じた遺伝子」や「重複やドメイン
シャフリングにより多様化した遺伝子」が含
まれていると推定される。今後、上記のよう
な「重要遺伝子」の比較機能解析・発現解析
等を国内外の研究者と協力して進め、これら
遺伝子が「動物の多細胞化」に果たした役割
は何なのか（役割の有無も含めて）、その手
掛かりを探る予定である（一部については現
在進行中：下記 (4) 参照）。 

M. ovata ゲノム計画と平行して、幾つかの
重要遺伝子に関する研究も進めた。RT-PCR
法を用いて M. ovata のホスホリパーゼ C、
イノシトール３リン酸受容体およびリアノ
ジン受容体遺伝子を単離し、塩基配列決定お
よび最尤法による詳細な分子系統樹解析を
行った。その結果、動物特異的と考えられて
いたこれら遺伝子の重複とドメインシャフ
リングによる多様化が、立襟鞭毛虫と動物の
分岐以前に既に起きていたことが明らかに
なった。シグナル伝達に関与するチロシンキ
ナーゼ、チロシンホスファターゼ、G タンパ
ク質 αサブユニット遺伝子の多様化の一部が、
立襟鞭毛虫と動物の分岐以前に既に起きて
いたことが強く示唆されている（Suga et al. 
(2008) FEBS lett. 582 (5), 815-818.など）。
本研究により、シグナル伝達経路のより下流
で機能しているホスホリパーゼ C やイノシ
トール３リン酸受容体の多様化も立襟鞭毛
虫と動物の分岐以前に完了していた可能性
が高いことが明らかになった。このことは、
動物特異的と考えられていた「イノシトール

リン脂質代謝系シグナル伝達経路」そのもの
も、立襟鞭毛虫と動物の共通祖先に既に存在
していた可能性を強く示唆している。 
 
(4) 立襟鞭毛虫および海綿動物の遺伝子の比
較機能解析 
 大阪大学・微生物病研究所の岡田雅人教授
（連携研究者）の研究グループと共同で、立
襟鞭毛虫（M. ovata）および海綿動物（カワ
カイメン）のチロシンキナーゼ Src と CSK
の機能解析を進めた。その結果、① M. ovata
の CSK は、M. ovata の Src をリン酸化する
ことによって機能抑制するが、リン酸化され
た Src には弱い活性が残ること、② カワカ
イメンの CSK は、カワカイメンの Src をリ
ン酸化することによって完全に不活性化す
る（ヒトの CSK／Src の系と同様である）こ
と、が明らかになった（Segawa et al. (2006) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 (32), 
12021-12026.）。立襟鞭毛虫と動物の CSK／
Src の系の間には機能的な違いが若干見られ
るが、CSK による Src の調節機構が動物と立
襟鞭毛虫の分岐以前にすでに存在していた
可能性は高いと思われる。なお、アメリカの
研究グループによるその後の研究によって、
M. brevicollis にも CSK／Src の系が存在し、
M. ovata の CSK／Src の系と基本的に同じ
であることが明らかになっている（Li et al. 
(2008) J. Biol. Chem. 283 (22), 
15491-15501.）。 
 動物では、CSK／Src の系は細胞増殖にも
関与すると考えられており、立襟鞭毛虫と動
物の CSK／Src の系の機能的な違い（動物の
細胞では、CSK による Src の調節（抑制）が
より厳密に行われている可能性があること）
と、動物の多細胞性の進化とに何らかの関連
性があるのかという点について、他の調節系
（シグナル伝達系）とも比較しながら検討す
ることが重要になると思われる。 
 なお、岡田教授の研究グループは、Src 特
異的阻害剤を M. ovata の培養液中に加える
と、単独性種と言われていた M. ovata が集
合体（群体）を形成し、近接した細胞とフィ
ロポディア様の突起によって接着すること
も発見している（岩部も確認済み）。この M. 
ovata の細胞接着分子メカニズムの解明は、
動物の多細胞化を分子（遺伝子）レベルで理
解する上での大変重要な知見をもたらすも
のと期待される。M. ovata ゲノムから発見さ
れた複数のカドヘリン関連遺伝子（および他
の重要遺伝子）の局在および機能解析を行う
べく、岡田教授の研究グループと共同で、遺
伝子導入・RNAi 等の予備的な実験を試みて
いる。 
 
(5) 配列解析法（多重アライメント法）の改



 

 

良 
 九州大学・デジタルメディシン・イニシア
ティブの加藤和貴准教授（連携研究者）およ
び本研究の分担者（藤）によって、多重アラ
イメント法 MAFFT の改良がなされた。 
 本研究では、大量の配列データを用いてア
ライメント作成および分子系統樹推定を行
う必要があるため、多重アライメント法の改
良は大変重要となる。加藤准教授が開発した
MAFFT は、大変優れた多重アライメント法
であり、国内外で高い評価を得ている。 
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