
山口大学・大学研究推進機構　・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１５５０１

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

サンゴ-褐虫藻共生成立・不成立に関わる遺伝子発現ネットワーク情報の構築

Construction of gene expression network information related to 
coral-zooxanthellae symbiosis establishment/ breakdown

８０５６５９９５研究者番号：

湯山　育子（Yuyama, Ikuko）

研究期間：

１９Ｈ０３０２６

年 月 日現在  ５   ６ ２３

円    11,700,000

研究成果の概要（和文）：サンゴと褐虫藻の共生成立過程で発現変動する遺伝子とタンパク質の同定をおこな
い、褐虫藻の共生の進行によってサンゴ体内で起きる主な現象を明らかにすることを試みた。その結果、脂質代
謝に関わるタンパク質やER膜タンパク質、ATP合成に関するタンパク質が、褐虫藻の共生に伴い、発現が増加す
るタンパク質として同定された。加えてサンゴの白化現象に関連するサンゴー褐虫藻遺伝子の同定を行い論文と
してまとめた。また、RNAiにより共生関連遺伝子のノックダウンを行い、共生時に特異的な発現応答をする一部
の遺伝子が共生の進行に影響を与えることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We identified the genes and proteins whose expression changes during the 
symbiotic process of coral and zooxanthellae, and attempted to clarify the main phenomena occurring 
in the corals as the symbiosis progresses. As a result, proteins related to lipid metabolism, ER 
membrane proteins, and proteins related to ATP synthesis were identified as proteins whose 
expression increased with the symbiosis establishment. A part of these genes were used for gene 
knockdown experiment by RNAi, and clarified that some symbiotically up-regulated genes affect the 
progress of symbiosis. In addition, we investigated genes related to coral bleaching, and summarize 
them in a paper. 

研究分野： Molecular marine biology

キーワード： coral　Symbiodiniaceae　symbiosis　coral breaching　RNAi　stress response　proteomics　transc
riptome
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研究成果の学術的意義や社会的意義
サンゴー褐虫藻の共生関連遺伝子や白化関連遺伝子の応答は進んでいるものの、情報量が多く共生や白化に主に
関わる分子の同定には至っていなかった。本研究でプロテオーム解析やRNAiにより、共生時の主な変化や共生に
影響する遺伝子の特定を行うことができ、今後の研究を進める上でのターゲット遺伝子を明確にできた。共生を
コントロールする遺伝子の同定はサンゴー褐虫藻以外にも他の細胞内共生系の解明にも関わる。また解析結果の
詳細を調べる過程で、細胞内共生時に起きる主な生理学的応答を調べることができ、共生時の宿主の詳細な応答
を明らかにすることができた。

※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 
サンゴの粘液は様々な生物の餌となり、サンゴ礁は稚魚や多様な生物の生息の場にもなる。また、
サンゴ礁の観光利用価値は年間 2399 億円と見積もられており、水産資源確保や観光資源の面か
ら重要な生態系といえる。サンゴ礁は単位面積当たりの生態系サービスとしての価値がすべて
の生態系の中で最高額の生態系である。一方で、サンゴは地球温暖化の影響を受けやすく、海水
温が上昇すると白化現象を起こし、死滅することが問題になる。サンゴの生存の鍵となるのは、
サンゴ細胞内に共生する褐虫藻である。サンゴは褐虫藻の光合成産物を利用するため、高水温に
よるストレスで体内の褐虫藻が減少するとサンゴは白化・衰弱して死亡する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「共生・白化に直結する遺伝子の同定と、それらを取り巻く遺伝子発現ネット
ワークの構築」とする。共⽣成⽴・⽩化に関わる分⼦プロセスを明らかにすることを⽬指す。 
 
 
３．研究の方法 
実験 1)共生成立、白化過程で変動するタンパク質、遺伝子の同定 
1.ミドリイシ属のサンゴの幼生を人工的に変態させ、褐虫藻が共生していない成長初期のポリプ
を調整する。 
2.培養褐虫藻をサンゴに共生させ、数日おきに固定し、プロテオミクス解析に用いる。コントロ
ール処理群として褐虫藻を共生させないサンゴを使い、コントロールと比較して優位に発現変
動しているタンパク質を同定する。 
 
実験２）共生成立に関わる遺伝子のノックダウン(RNAi) 
1.実験１で同定されたタンパク質をコードする遺伝子や過去 RNA-seq により同定された遺伝子
の中から特に、サンゴ内の褐虫藻の数と正の相関を示す遺伝子をターゲットにし、siRNA(21-23
塩基対から成る低分子二本鎖 RNA)を合成する。 
siRNA を成長初期のサンゴに導入しターゲット遺伝子のノックダウン(RNAi)処理を行う。 
2. サンゴに RNAi 処理を行った後、褐虫藻を共生させ、サンゴ内部の褐虫藻の増加率への影響
を調べる。これにより、増加率を優位に減少させる、すなわち共生成立に影響すると考えられる
遺伝子を同定する。 
3. ターゲット遺伝子の発現が低下しているか否かの確認を、定量 PCR により行う。 
 
実験３)共生に関連するタンパク質、遺伝子の共発現ネットワーク解析の検討 
実験 1,2 の結果で得たタンパク質や遺伝子と協調して発現変動する遺伝子群を検出し、共生・白
化に関わる遺伝子発現のネットワークを作る。 
1.実験１実験２で同定した遺伝子、タンパク質と相関して発現変動する遺伝子群を、これまでの
共生・白化時の RNA-seqデータ から検出。 
 
実験４）共生に関連する現象を上記結果から推定。特に共生に伴う資質や消化応答変化を明らか
にすることを試みた。 
 
４．研究成果 
共生成立過程で発現変動するサンゴと褐虫藻の遺伝子とタンパク質の同定を行なった（下図）。
Clade Dタイプの褐虫藻が共生したサンゴにおいて、共生開始から半月後、１ヶ月後のタンパク
質をSWATH acquisition 解析システムにより解析した。また同様のサンゴを用い、RNA-seq解析
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わるタンパク質が発現低下することが明ら
かになった。さらに、複数の蛍光タンパク
質の発現低下が検出されており、これは実
際のサンゴー褐虫藻共生時にみられる応答
（共生によりサンゴの蛍光色素量が低下す
る）を裏付けるものである。このことか
ら、今回解析したプロテオームデータは共
生に伴う主なサンゴ体内での変化を示すも
のと考えられる。また、共生に関連した遺
伝子群として、	
	
	
加えて、共生時に変動する褐虫藻側の遺伝
子の同定を行なった（右図）。これまで、
サンゴ側の遺伝子発現応答は調べられてい
たが、褐虫藻が共生時にどのような応答を
示すのかは明らかにされていなかった。非
共生状態（自由生活）の褐虫藻とサンゴに
共生した褐虫藻の遺伝子を単離し、発現パ
ターンを比較することで共生時の褐虫藻側
の応答を調べた。その結果、褐虫藻は共生
後、Ribosomal	protein,	heatshock	proteinな
ど、タンパク質の翻訳に関連する遺伝子
群、鞭毛形成に関わる遺伝子群が発現低下
することが明らかになった。この変化は共
生時に褐虫藻は鞭毛を失うことに関連した
変化でもあり、共生後褐虫藻がタンパク質

合成に関わるエネルギーを縮小させる傾向になることを示唆している。	
また、抗菌剤合成に関わる蛋白質（Dapdiamide	A	synthase）が共生時に発現上昇していること
がわかった。配列を同定し、系統解析を実施したところ、このタンパク質は原核生物由来のも
のであり、特定の褐虫藻タイプのみが有する可能性が示唆された。また、このDapdiamide	A合
成系を持つ褐虫藻は特に共生時にDapdiamide	Aの合成を行い、ストレス抵抗性を持つ可能性が
示唆された。	
	
	
また、サンゴを高温・強光ストレスに暴露し、人工的に白化させた際のサンゴと褐虫藻の遺伝
子発現応答を調べ、論文としてまとめた（下図）。遺伝子発現変化を見ると、ERストレスに関
連するタンパク質がサンゴで多く発現変化しており、ERストレスがアポトーシスを誘発し、サ

ンゴの白化現象を起こ
している可能性が示唆
された。また、褐虫藻
の遺伝子発現応答を調
べたところ、タンパク
質の修復に関わるheat	
shock	protein、光合成
系のタンパク質が発現
変動していた。これら
の遺伝子発現変動は共
生する褐虫藻のタイプ
により異なり、ストレ
ス耐性のある褐虫藻で
は光合成系のタンパク
質の多くが発現低下
し、heat	shock	protein
の一部が発現上昇す
る。一方で、ストレス
耐性の低い褐虫藻では
一部のタンパク質が発
現低下し、shat	shock	
proteinは発現低下する
傾向が検出された。	
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dapdiamide A synthase genes from Durusdinium were upregulated during endosymbiosis
establishment, which may enhance antibacterial action and confer stress tolerance to the
host coral.
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Figure 1. Heat map of RNA-seq analysis for 50 selected genes showing different gene expression
pattern in free-living and symbiotic Durusdinium at 10 and 20 days post-inoculation (n = 2). Among
the 1214 DEGs shown in Figure S1, the 50 genes with the lowest false discovery rate are summarized
in the heatmap.

Yuyama et al. Molecular Mechanisms of Coral Bleaching

maintaining a slightly higher Fv/Fm than the C-type under stress
conditions. This is similar to the reports that the degree of
Fv/Fm decline in the D-type was smaller than in the C-type
under strong light conditions (Yuyama et al., 2016). These results
were suggested that D-corals have slightly more stress-resistant
properties than C-corals. To examine the difference in stress
response between C- and D-corals, we performed transcriptome
analyses and investigated DEGs between stress treatments and
non-stressed control. As a result, we identified 9,884 annotated
DEGs derived from corals and 204 and 321 annotated DEGs
derived from Cladocopium and Durusdinium. First, we focus on
coral genes and discuss the major pathways commonly detected
in C- and D-type coral (Figure 3), and then, we focused on the
unique gene expression changes of each coral (Figure 4). Our
RNA-seq results were limited by insufficient replication (two
replicates, each containing ∼15 corals). For that reason, rather
than focusing on the response of a single gene, we mainly focused
on the phenomena detected by GO enrichment analysis of the

DEGs. Algal DEGs detected from RNA-seq analyses were lower
than the number of host corals, but typical stress-responsive
genes, such as genes coding molecular chaperon proteins, were
detected. The final section of the discussion focused on the
response of symbiotic algae. Transcriptome data on day 2 were
mainly used for discussion, because the data on day 1 are in the
process of temperature increasing and a lesser number of DEGs
were detected.

Common Transcriptomic Reactions of
Corals Between C- and D-Type Corals
ER Stress, Apoptosis, and Mitophagy
A total of 107 DEGs involved in “Protein processing in
endoplasmic reticulum” were detected in the corals exposed
to stresses. These genes have been reported in the previous
studies and are considered to be a major molecular response
associated with the bleaching response (Oakley et al., 2017;
Ruiz-Jones and Palumbi, 2017). These enormous changes in

FIGURE 3 | Schematic presentation of several gene pathways involved in high temperature and strong light stress based on RNA-seq data of host corals. Common

changes in gene expression between C-coral and D-corals at 31 ◦C are indicated. Each pathway is described based on the KEGG pathway database (Kanehisa and

Goto, 2000). Upregulated transcripts during high temperature and/light stress are shown in red; downregulated transcripts are indicated in blue. Each gene

expression pattern is also shown in Supplementary Figure S1.
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共生に関連する遺伝子としてlectin関連タンパク質やGFPに着目し、複数のLectin関連遺伝子の
ノックダウンを行い、褐虫藻共生への影響を調べた。GFPをターゲットにリポフェクション法
による遺伝子ノックダウンの検討をまず行なったところ、変態直後のサンゴにおいてGFPの遺
伝し発現低下とGFPの発色の変化が見られた。そこで、interlectin,	lectinをターゲットに遺伝子
ノックダウンを行なったところ、各遺伝子の発現低下が確認され、さらに共生の促進、もしく
は遅延が観察された。このことから、lectinやlectin関連タンパク質の一部が共生をもともと阻
害する作用があることがわかった。	
	
これまでのタンパク質発現や遺伝子発現の結果から、共生時にサンゴの脂質代謝が上がること
が確認されており、さらにサンゴの消化酵素が発現変動することがわかっている。そのため、
共生時のサンゴの脂質や消化酵素について調べ、共生に伴うサンゴ側の変化を明らかにするこ
とを試みた。その結果褐虫藻が共生したサンゴ細胞では褐虫藻由来と見られる油滴が確認さ
れ、共生時に褐虫藻から多くの油滴が得られていることがわかった。また、共生の初期にはサ
ンゴの消化酵素活性が検出されることがわかり、この消化応答は安定した共生関係が維持され
る場合のみ強く検出された。このことからこうした消化応答が共生関係が成立する初期におい
て重要であることがわかった。	
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