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研究成果の概要（和文）：CoccomyxaのDYRK1変異株は野生株の2倍の速度で油脂を生産する。トランスクリプト
ーム解析の結果、DYRK1変異株では油脂合成に関与する複数の遺伝子の転写活性が野生株よりも速いタイミング
で変動していることが明らかとなった。DYRK1変異株を分子育種の親株にするために、CRISPR/Cas9でDYRK1のみ
を破壊した株を作製した。また、硝酸塩要求性を導入し生物学的封じ込めが可能な株の作製にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Coccomyxa mutants deficient in a DYRK1 accumulate lipids twice as fast as 
wild type strain. The transcriptome analysis showed that a lot of genes involved in lipid production
 were induced earlier in the DYRK1 mutants than in wild-type strain. For the breeding of Coccomyxa, 
DYRK1 gene was disrupted by CRISPR/Cas9-based genome editing method. CNX1G disrupted mutants that is
 unable to assimilate nitrate as a nitrogen source also created to prevent the leakage to outer 
environments.

研究分野：分子生物学

キーワード： バイオディーゼル　単細胞性緑藻　トランスクリプトーム　ゲノム編集　セルフクローニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果はCoccomyxa属以外の微細藻類にも適用可能であり、微細藻が生産するバイオディーゼルの産業利用
を促進することで化石燃料の使用量を減らしCO2排出削減に貢献することができる。また、本研究成果は油脂以
外の機能性物質生産にも適用可能で、微細藻類を利用した有用物質生産の産業利用を促進することが期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
化石燃料の大量使用に伴う CO2排出量の増加は地球温暖化を促進し、異常気象の遠因となっ
ている。近年、光合成により微細藻が合成する油脂が、CO2 削減に有効なバイオディーゼルの
原料として注目を集めているが、製造コストが高く未だ商業化には至っていない。この問題を解
決するためには、油脂蓄積に要する時間を短縮し、且つ油脂蓄積量を増加させた微細藻を創出す
る必要がある。 
我々はこれまで、産業微細緑藻 Coccomyxaの油脂生産に関与する遺伝子群の同定とその制御
の一端を解明すると共に、Coccomyxa の分子生物学的手法を開発してきた。それらの知見を基
に分子育種に取り組み、油脂生産性が 7割増加した組換え体作製に成功した。しかしながら、油
脂生産速度はほぼ変わらず、油脂蓄積に要する時間は短縮できなかった。この原因として、①導
入遺伝子発現に使用したプロモーターの転写活性が栄養ストレス下で低下し、酵素発現量が十
分ではなかったこと、②油脂生産の律速となる酵素が複数存在し、一部の酵素の発現を促進して
も油脂生産性を改善するには不十分である、ことなどが考えられた。しかし、栄養ストレス下で
高活性を示す Coccomyxaの遺伝子プロモーターや、油脂合成の律速になる酵素群およびその転
写制御についてはまだ完全に同定されておらず、これを解明する必要がある。 
 
２．研究の目的 
Coccomyxaにおける油脂生産の律速となる酵素群を同定するとともに、栄養ストレス条
件下での油脂生産速度が向上し、生物学的封じ込めが可能なセルフクローニング株を作

製する。 
 
３．研究の方法 
(1)栄養ストレス下で高転写活性を示すプロモーターの取得 
窒素十分条件(+N)と窒素欠乏(-N)あるいはリン欠乏(-P)条件下でのトランスクリプトーム解析
を実施し、それらのデータを比較した。栄養ストレス下で高い転写活性を示す遺伝子を探索し、
その 5’および 3’UTR 領域をクローン化した。ゼオシン耐性遺伝子（ble）と Coccomyxa 用にコ
ドンを最適化したβ-glucuronidase 遺伝子（GUS）とを
自己切断アミノ酸配列（2A）を介して結合したレポータ
ー遺伝子カセットを挿入した発現コンストラクトを作
製し（図１）、プロモーター活性を定量的に測定した。 
 
(2) ゲノム編集技術による DYRK1 破壊株の作製と解析 
 Dual-specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1 (DYRK1)のリン酸化ドメイ
ンを標的にした Guide RNA を合成し、Cas9 タンパク質との複合体をエレクトロポレーション法
で導入し、DYRK1 が破壊された株を選抜する。DYRK1 破壊株の油脂生産性を解析して油脂合成速
度の上昇を確認する。 
 
(3) 油脂生産の律速となる酵素群の同定 
DYRK1 が欠損した Coccomyxa 変異株のトランスクリプトームデータを野生株のデータと比較し、
野生株と大きく異なる転写活性を示す油脂合成関連遺伝子および転写制御関連遺伝子を探索す
る。このうち転写活性が増加したものについては cDNA をクローン化して過剰発現させ、転写活
性が低下したものについては遺伝子ノックアウトあるいは遺伝子ノックダウンを行い、油脂生
産への影響を解析する。 
 
(4)生物学的封じ込めが可能なセルフクローニング宿主株の作製 
分子育種した株を屋外で培養するためには、生物学的封じ込めが可能な株に変換することが好
ましい。モリブデンコファクター生合成遺伝子(CNX1G)変異株は硝酸塩を窒素源として利用でき
ず、環境中での拡散が抑制できる。CNX1G を標的にした Guide RNA を合成し、Cas9 タンパク質と
の複合体をエレクトロポレーション法で導入し、硝酸培地での生育が劣る株を選抜する。セルフ
クローニングの選抜マーカーとして CNX1G 発現コンストラクトを作製し、CNX1G 破壊株に導入し
て硝酸塩要求性が回復することを確認する。 
 
４．研究成果 
(1)窒素欠乏時に高発現するプロモーターの解析 
+N 条件と-N 条件下でのトランスクリプトーム解析データを比較したところ、多くの遺伝子の発
現は−N 条件下で減少するが、硝酸トランスポーター遺伝子(NAR2)とアンモニアトランスポータ
ー遺伝子（AMT1）は−N 条件下で高発現することが示された。更に AMT1 転写活性は+N条件下での
発現量がこれまで transgene 発現に利用していたポリペプチド鎖伸長因子遺伝子（EF1a）転写活



性と同程度であることから、+N 条件下での transgene 発現
に十分な転写活性を示し、かつ-N 条件下では転写活性が更
に増加することが期待された（図 2）。しかしながら、AMT1 の
プロモーター/ターミネーターを使用したコンストラクトで
は TAG 合成遺伝子の高発現はできなかった。そこで、レポー
ター遺伝子発現コンストラクトでその転写活性を解析した。
発現コンストラクトが導入された Coccomyxa 株で作られる
Ble-2A-GUS ペプチドは、細胞質で Ble-2A と GUS とに切断さ
れ、Ble-2A は核に移行しゼオシン耐性を示す。このことか
ら、ゼオシン耐性と GUS 活性には相関があると予想される
が、高濃度のゼオシンに耐性を示す株でも GUS 活性は低かっ
た。Real-time PCR で GUS mRNA の定量を行ったところ、GUS 
mRNA は 3’側から分解され易く著しく不安定であることが示
された（図 3）。植物の窒素代謝関連遺伝子は 3’側の配列に
より転写後調節を受けることが報告されている 1,2)。そこで、
AMT1ターミネーターをRBCSのターミネーターと入れ替えた
コンストラクトを構築し、GUS 活性を測定したところ、AMT1
ターミネーターに比べ、GUS 活性が 10～60 倍に上昇した。
以上の結果から、AMT1プロモーターを使用してtransgeneを
発現させる際には別遺伝子のターミネーターを使用して
mRNA の安定化を図る必要があることが明らかになった。 
 
(2) ゲノム編集技術による DYRK1 破壊株の作製と油脂生産性の解析 
変異原処理により取得した DYRK1 変異株は、野生株よりも
2倍速い速度で油脂生産を行うが、DYRK1 以外の遺伝子にも
100 を超す変異を持つ。そこで、CRISPR/Cas9 で DYRK1 のみ
を破壊した株を作製し、油脂生産性を解析した。その結果、
DYRK1 破壊株は DYRK1 変異株と同様な結果を示し、油脂生
産速度向上が DYRK1 変異に由来することが明らかとなった
（図 4）。DYRK1 破壊株は分子育種の親株としても有用であ
ると考えられる。 
 
 
 
(3) 油脂生産の律速となる酵素群の同定 
複数の DYRK1 変異株と野生株を栄養十分条件と-N 条件で培養、トランスクリプトーム解析を行
い DYRK1 変異株に共通した転写活性の変動を同定した。その結果、DYRK1 変異株では脂肪酸合成
系遺伝子とトリグリセリド合成系遺伝子の転写活性が上昇し、クロロフィル合成系遺伝子やク
ロロフィル結合タンパク質遺伝子の転写活性が低下していた。DYRK1 変異株の TAG 含有量は培養
開始 4～7日目に急激に上昇していることから、この時期に野生株の転写活性と大きな差がある
遺伝子を同定した。脂肪酸鎖伸長を行う 3-ケトアシル-ACP シンターゼの 3遺伝子について継続
的に real-time PCR で解析したところ、培養 4日目、7日目の転写活性は野生株より高く、11日
目には野生株とほぼ同じ程度であった（図 5）。次に、DYRK1 の制御の元これらの遺伝子の転写活
性を直接制御している因子を同定すること
にした。これまでに微細藻の油脂合成は Myb
タイプの転写因子により調節を受けている
こと知られている 3)。また、アブシジン酸添
加によりクロレラの TAG 含量が増加する報告
がある 4 ）。アブシジン酸は Protein 
phosphatase 2C (PP2C)を不活化することで
SnRK2 を活性化し、その結果遺伝子転写活性
が促進される 5)。DYRK1 変異株では転写活性
が変動した Myb 転写因子や PP2C 遺伝子が複
数同定されている。これらの遺伝子が律速因
子である可能性が考えられたため、DYRK1 変
異株で転写活性が低下した Myb 転写因子については CRISPR/Cas9 で破壊株を作製したが、油脂
生産性は変わらなかった。PP2C ついては致死遺伝子である可能性があるため、RNAi でノックダ
ウン株を作製した。野生株と比較すると多少は油脂生産性が向上した株もあるが、現在のところ
DYRK1 変異株程の油脂生産性を示す株は得られていない。まだ解析が進んでいない遺伝子が複数
残っているので引き続き解析を行う。 



 
(4) 生物学的封じ込めが可能なセルフクローニング宿主の作製 
モリブデンコファクター合成遺伝子 CNXG1 を CRISPR/Cas9 で破壊した株を 2 株取得した。1 株
（5-3-4）はターゲット領域に 1 塩基の挿入が、もう 1 株(7-4-2)は 3 塩基の欠失と 1 塩基の挿
入があり、どちらも硝酸培地での生育は野生株より劣る（図６）。7-4-2 株の方が復帰変異の確
率が低いと考えられるので、この株を生物学的封
じ込めが可能なセルフクローニング宿主とする。
CNX1G の cDNA をクローン化し、RBCS のプロモー
ター/ターミネーターと接続して、選択マーカー
発現コンストラクトを構築した。7-4-2 株にエレ
クトロポレーション法で導入・硝酸要求性を回復
したコロニーを選抜し、選択マーカー発現コンス
トラクトの挿入を確認した。我々はこれまでに
piggyBac transposase を使ってマーカー遺伝子
を繰り返し利用する方法を開発している。今回構
築した硝酸要求性セルフクローニング宿主にこ
の方法を適用し、繰り返し cDNA 導入を可能にす
ることで、複数の cDNA が高発現し、且生物学的
封じ込めが可能な高油脂生産性セルフクローニング株を作製する。 
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