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研究成果の概要（和文）：淡水域では自己の細胞内に多数の球状緑色藻類を共生させる様々な原生動物(MARP)が
いる。しかし、それら共生藻の種、共生関係の安定度、地域依存性や共生による互いのメリットの有無など、そ
の実態は不明な点が多い。本研究では、繊毛虫ラッパムシ属を中心とし、DNA比較による共生形態の多様性を調
査した。またMARPのモデル生物である、ミドリゾウリムシ-共生クロレラを用い、共生・非共生条件下における
共生クロレラの比較トランスクリプトーム解析をおこなうことで、MARP内で何が起きているのかを探った。

研究成果の概要（英文）：In freshwater areas, there are various protozoa (MARP) that coexist with a 
large number of spherical green algae in their own cells. However, there are many unclear points 
such as the species of these symbiotic algae, the stability of the symbiotic relationship, the 
regional dependence, and the existence of mutual merits due to symbiosis. In this study, we 
investigated the diversity of symbioses by comparing DNA, focusing on the genus Stentor. We also 
investigated what is happening in MARP by performing a comparative transcriptome analysis of 
symbiotic chlorella under symbiotic and non-symbiotic conditions using Paramecium bursaria-symbiotic
 chlorella, which is a model organism of MARP.

研究分野：進化・多様性

キーワード： 細胞内共生　光合成亢進　藻類　繊毛虫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多様性研究においては、日本新産となるStentor pyriformis (繊毛虫ラッパムシ属)の発見が大きい。本種は超
貧栄養水域に優先的に繁茂する。本種の細胞内は、共生に特化したクロレラの一種とデンプン粒に満たされてお
り、植物様のストラテジーによって、貧栄養下を生き抜いているものと考えられる。また、ミドリゾウリムシ-
クロレラ共生系を用いた比較トランスクリプトーム解析では、クロレラが単独培養よりも共生下において光吸収
効率と炭素固定能力が亢進し、宿主への糖(マルトース)供給が増加することが判明した(現在論文を投稿中)。す
なわち、細胞内共生に関する研究が今後とも重要であることを確認した。

※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 
 自己の細胞内に他者を受け入れる＝細胞内共生という生物間現象は、ミトコンドリアや葉緑
体に見られるように、真核生物の進化においてきわめて重要な役割を果たしてきた。また、近年
の藻類の研究からは、真核光合成藻類を新たに別の真核微生物が取り込んで融合(二次共生)し、
これにより多様な光合成生物が続々と誕生したことがわかってきている。 
淡水域では自己の細胞内に多数の緑色球状藻を共生させる様々な原生動物がおり、申請者ら
はひとくくりに MARP (Multi-algae retaining protists)と呼んでいる。これら MARP の共生状態に
ついて、多くの研究者は一時的な現象と考えてきた。繊毛虫ミドリゾウリムシは MARP のモデ
ル生物であり、その共生状態の詳細がようやく解明されつつある: ミドリゾウリムシ 1個体は数
百の共生藻を保有するが、共生藻はクローン化されており、ほとんどの場合 Chlorella variabilis
かMicractinium reisseri (トレボウクシア藻綱クロレラ科)のどちらかである。両共生藻は単独培養
可能だが、栄養要求、光合成産物(糖: マルトース)の細胞外への漏出(宿主への供与と考えられて
いる)が激しい。また、天然下に高濃度で存在するウィルスに致死的感受性もある。すなわち、
両共生藻はもはや自由生活を営むことのできない隷属状態にあることがわかってきた。しかし、
他の MARP の共生状態については、保有する共生藻の種、共生の安定性、共生による生理的、
生態学的メリットなど、ほとんど何もわかっていない。 
 
２．研究の目的 
多様性解析: 本研究では MARP を採集し、種々の MARP が持つ共生藻の正体を突き止める。
MARP共生藻の種レベルでの同定例はほとんどなく、DNA解析による正確な同定例は皆無に近
い。共生藻がクローン化されているかどうかについても確認する。ITS rRNAなど可変領域に着
目した継続的な調査により、たとえ同一種の共生藻だとしても、それが固定されたものか、ある
いは入れ替えがおきているのかを探っていく。多地域でのサンプリングにより、共生形態の多様
性・普遍性を明らかにする。 
比較ゲノム・トランスクリプトーム: クロレラ科には「自由生活種」、「基本的に自由生活だが共生可能
な種」、生理特性などから「共生体としてのみ生きられる種」がいる。これら近縁ながらも共生
特性を異にする種の比較ゲノム解析をおこなう。この結果から共生を可能にする変異や自立生
活を不可能にさせる変異が何であるのかを探っていく。また、細胞内共生において、実際に起き
ている現象を確認するために、共生時、非共生時の共生藻の比較トランスクリプトーム解析をお
こなう。 
 
３．研究の方法 
多様性解析: 採取したMARPを洗浄、宿主ごと DNAを抽出し、スペシフィックプライマーを用
いて宿主・共生種それぞれの DNA解析をおこなった。ダイレクトシークエンスにより、共生藻
の大まかなクローン状態が判明する。ターゲットとするのは、宿主では主に SSU rDNA、共生種
では SSU-ITS1-5.8S-ITS2 rDNAとした。 
比較ゲノム・トランスクリプトーム: 細胞内共生分野でモデル生物となっているミドリゾウリムシで
は、細胞を破砕して内部の共生藻(Chlorella variabilis)を取り出し、共生藻を単独培養できる。ま
た、除草剤により共生藻を除去(ホワイトセル)し、これらを用いて再共生試験が可能である。本
研究では、共生藻の単独培養時、ホワイトセルに再共生させ共生体としての増殖時、また共生体
が増殖し終えた定常時の共生藻について比較トランスクリプトームをおこなった。 
 
４．研究成果 
(1)ロクソデス繊毛虫よ
り単離された巨大球状
緑色藻の分類 
淡水の原生動物は、し
ばしば球状の緑色藻を
細胞内に保有する。繊毛
虫においては、おそらく
その細胞サイズが大き
いため、1宿主細胞内に
数百の球状藻を保有す
るのが常である。南大東
島での共生藻保有原生
動物の調査中、十数個の
巨大な球状藻を保有す
るロクソデス繊毛虫が
見つかった。ロクソデスより単離した球状藻の培養に成功し、その詳細を探った。 

図 1. Pediludiella daitoensis (LxSd1) の光顕像(左上)と SSU rRNA helix E23 上の
相補的置換比較 



SSU rDNA による系統解析から、本藻が緑藻綱イカダモ科の Pseudodidymocystis spp. にもっと
も近縁なことが分かったが、それでもなお 39塩基以上の相違があった。SSU rRNAの二次構造
を比較したところ、両者の間には 8 コの相補的塩基置換(CBC)が含まれた。これら CBC を第一
義として、本藻を新属新種、Pediludiella daitoensisと記載した。 
本藻は培養下において直径 30 µm にもなる。細胞内に大型の顆粒が蓄積することで細胞質が
網目状となり、サッカーボール(アディダス Telstar)を想起させる。属名 Pediludiella はサッカーボ
ールの意。近年、緑色藻類における種分類は確立されつつあるが、属の定義は画一的なものがな
く、曖昧なままとなっている。本研究では藻類の形態形質に頼らず、系統と RNAの構造をもと
に新属を定義しており、今後の藻類の分類学へ一石を投じている。 
 
(2) 超貧栄養環境で生きるラッパムシ Stentor pyriformisの研究 
 ラッパムシ属(Stentor)は、その顕著なトランペット形状により、よく知られる繊毛虫である。
日本の湖沼、湿原等 124か所を調査したところ、23か所から S. pyriformisの生息を確認した。本
種は共生藻を持つ、ずんぐりむっくりのラッパムシで、1908年、米国でのレポートを最後に 100
年以上報告されていない種であ
る。生息地は河川等の流入がない、
雨水頼りの超貧栄養高所湿原に限
られたが、そのような環境下にも
かかわらず、大増殖している姿が
しばしば見られた。遺伝子解析の
結果から、共生している藻類は
Chlorella variabilisであることが判
明した。このクロレラはミドリゾ
ウリムシの共生藻としても知ら
れ、生理的に共生に特化している
(宿主にマルトースを供与する)。
ただし、ミドリゾウリムシのそれ
とは遺伝的に距離があることか
ら、共生藻の共有は比較的古いイベントであったことが示唆される。また、ラッパムシ細胞内に
大量にみつかる不定形の顆粒を調べたところ、アミロペクチンに富むデンプンであることが判
明した。すなわち、共生クロレラが光合成による一次生産を担い、宿主に栄養を供与する。それ
を宿主ラッパムシがデンプンとして貯蔵しておくことで、飢餓や厳冬期を乗り越え、大増殖のエ
ネルギー源としているようだ。S. pyriformisは、細胞内共生のメリットを最大限に生かし、極地
への進出を果たした一例といえる。 
 
(3) その他のラッパムシが保有する共生藻の多様性 
 上記 Stentor pyriformis では、調査したすべてのサンプルで保有共生藻が一様に Chlorella 
variabilis (ミドリゾウリムシのそれとは遺伝的に異なる)であったが、他の共生ラッパムシでは、
保有共生藻に多様性が見られることがわかってきた。これら共生藻の違いが地域性に基づくの
か、あるいは他の原因があるのか、現在サンプリング地域を拡大して解析をすすめている。 
 
(4) 比較ゲノム・トランスクリプトーム 
 ミドリゾウリムシ共生藻 Chlorella variabilisと遺伝的に近縁
な自由生活クロレラ C. vulgaris、C. sorokiniana との比較ゲノム
をおこなった。一般に、共生段階が進み、宿主への依存度が高
まると、共生種のゲノムサイズが減少することが知られるが、
C. variabilis では自由生活種に比べ、むしろゲノムサイズが拡
大しており、特に膜のトランスポーターや細胞壁関連遺伝子数
の顕著な増加がみられた。 
 トランスクリプトーム解析では、各段階における共生藻(FL: 
共生藻単独培養時、SL: ホワイトセルに再共生させ共生体とし
ての増殖時、SS: 共生体が増殖し終えた定常時)の遺伝子発現
レギュレーションに明瞭な差がみられた。FLと比較し、SL、
SS では炭素固定、マルトース合成関連遺伝子発現が上昇。と
りわけ SSではクロロフィル合成、集光アンテナ複合体を形成
するタンパク質の遺伝子発現が上昇した。すなわち、共生藻 C. 
variabilis は、単独培養よりも共生下において光吸収効率と炭
素固定能力が亢進し、宿主への糖(マルトース)供給を増加させ
る仕組みが発達していることが判明した。 

図 2. 植物デブリ上に群生する Stentor pyriformis と細胞内容物(右
下: 緑の共生藻と透明な不定形顆粒が見られる) 

図 3. 遺伝子発現ヒートマップ 
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