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研究成果の概要（和文）：本研究では，培養効率が低い原生生物を対象に，最終的に細胞膜輸送体を導入して培
地中から吸収した糖やアミノ酸などの溶存有機物を利用した効率的な培養を実現するため，まずこれら非モデル
生物の形質転換系の確立と応用を目指した。本期間には，特に食作用混合栄養性（盗葉緑体性）のRapaza 
viridis（ラパザ）を対象に，CRISPR/Cas9遺伝子ノックインを目指した実験系の整備を進め，高効率（～60％）
のゲノム編集を実現し，ノックアウト実験やエピトープタグの導入実験に成功した。また，細胞膜に発現してい
るラパザの輸送体タンパクを特定し，これと融合させたタンパク質遺伝子の導入のための検証実験を進めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish and apply a transformation system for 
non-model organisms, with the ultimate goal of achieving efficient cultivation by introducing cell 
membrane transporters to utilize dissolved organic matter such as sugars and amino acids absorbed 
from the culture medium. During this period, we developed an experimental system aimed at 
CRISPR/Cas9 gene knock-in, particularly for the phagotrophic mixotroph (thallophyte) Rapaza viridis 
(Rapaza), and achieved high-efficiency (up to 60%) genome editing, successfully conducting knockout 
experiments and experiments to introduce epitope tags. In addition, we identified the transporter 
protein of R. viridis that is expressed in the cell membrane, and proceeded with verification 
experiments for the introduction of protein genes fused to this.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： CRISPR/Cas9ゲノム編集　非モデル生物　難培養性　ラパザ　盗葉緑体現象

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
人類が有する真核細胞の知識の大半は，自然界の広範な多様性の中のごく一部の「培養しやすい」モデル生物の
研究に基づいている。よって多様な真核生物（細胞）の大半が実験室での培養が困難である事実を考えれば，
我々の知識はむしろ非常に特殊な生物からの偏った情報に依存している可能性さえある。我々は，近年確立され
たゲノム編集技術はこれら「人類の知らない細胞」の研究に革命をもたらすポテンシャルを有していると考え
た。本研究は，ラパザという，これまで実験細胞として見向きもされず，その「盗葉緑体現象」という「常識」
からすれば奇妙奇天烈な細胞生理を示す生物のゲノム編集実験系を確立し，新しい真核細胞研究をスタートさせ
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 
 

真核生物の遺伝的多様性の大半を占める単細胞性の真核生物（原生生物）は，従来，基本的
に培養が容易ではない。従って，既存のモデル生物をベースとした従来の実験生物学的な研究ア
プローチ（分子生物学や生化学）をこれら難培養性非モデル生物に応用することは，これまで非
常に困難であった。一方，自然界にはモデル生物細胞では認められないような多様な細胞生理を
示す真核生物が存在していることが分かってきている。例えば，本研究の代表者らの研究室では，
最近，鞭毛遊泳性の細胞 Rapaza viridis（ラパザ）の「盗葉緑体現象」を見いだし，食作用によ
る盗葉緑体の形成から劣化に至る細胞動態の微細構造を研究し，また，多くの水平転移起源の葉
緑体関連遺伝子を盗葉緑体（緑藻から奪った葉緑体）の内部に対して発現させていることを明ら
かにしてきた。従ってこの細胞は，葉緑体進化のプロセスを理解する上で革新的な研究材料であ
ると共に，自由生活性の細胞の食作用のメカニズムなどについても研究可能なものだと言える。
一方，近年確立されたゲノム編集技術，特に，in vitro で調整されたリボヌクレオチドタンパク
質複合体を直接細胞核に導入する CRISPR/Cas9 法は，原理上あらゆる細胞を対象に形質転換
実験が可能であり，様々な「人類の知らない細胞」の研究に革命をもたらすポテンシャルがある
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
ラパザを含む，培養効率が低い自由生活型単細胞性真核生物を対象に，ゲノム編集により細胞

膜輸送体を導入して，培地中から吸収した糖やアミノ酸などの溶存有機物を利用した効率的な
培養を可能にするという発想を得た。そこで，真核生物の一大系統であるユーグレノゾア生物の
中から，異なる栄養摂取様式（食作用従属栄養性，盗葉緑体性，および光独立栄養性）を採りな
がら互いに近接する３つの姉妹系統，すなわち，ペラネマ，ラパザ，ユートレプチエラを研究材
料として研究を開始し，本来これらの生物が有さない吸収栄養の能力を付与することにより，従
来は困難であった効率的な細胞増殖を可能にし，本来の生理条件（無機培地＋餌生物や光）に戻
して様々な実験をおこなうことを目標にした。そこで本研究の期間には，まず遺伝子導入を可能
にする実験系の確率を目指した。特に，研究上のインパクトが最も高いラパザのゲノム編集から
着手することとした。 
 
３．研究の方法 
ラパザの DNA-seq データベースを参照し，盗葉緑体の機能に関連すると考えられる遺伝子を

選んで，以下の様々なゲノム編集を試みた。すなわち，盗葉緑体の炭酸固定に関連するルビスコ
小サブユニット様およびルビスコアクチベース様の遺伝子（RvRbcS-like と RvRca-like），およ
びラパザの植物的な活動を可能にしている硝酸同化経路に関連すると考えられた硝酸同化酵素
様遺伝子（RvNaR-like）について，①遺伝子ノックアウト実験および②エピトープタグの挿入（融
合発現）実験を試みた。また，③フレームシフトを起こすことなく遺伝子の ORF 配列を削除する
実験デザインを検証した。さらに，④盗葉緑体への輸送シグナルと考えられた配列をクローニン
グしてルシフェラーゼ-抗生物質耐性融合タンパク質に融合させた DNA フラグメントを合成し，
ラパザのゲノム DNA に挿入して発現させる実験を試みた。一方，細胞膜に任意の輸送体を挿入す
るために，⑤ラパザの細胞膜輸送体を探索し，その構造的特徴（特に局在を指定する配列の位置）
と融合タンパク質発現の可能性を探った。 
 
４．研究成果 
 
４．１ 遺伝子ノックアウト実験 
まず，RvNaR-like について，N末端側の配列に crRNA のターゲット配列を設計し，tracrRNA と

アニーリングさせて gRNA とし，in vitro で Cas9 と RNP を形成させて，エレクトロポレーショ
ン法により細胞に導入したところ，増殖した細胞の 69％に非相同末端連結エラーに伴う変が認
められ，56％では切断位置下流でフレームシフトが生じて遺伝子のノックアウトが生じた。ここ
からマイクロキャピラリー法により細胞を単離して培養することで，非常に効率的にノックア
ウト体クローンが得られることが分かった（Maruyama et al., 2023）。次に，RvRbcS-like と
RvRca-like において，N 末端側に数百塩基離れたターゲット配列をそれぞれ持つ 2つの crRNA を
設計し，2 種類の RNP を調整してエレクトロポレーション法により細胞に導入したところ，2つ
の切断部位が非相同末端連結により結合した変異が PCR 産物の電気泳動により認められた。こ
の短化した PCR 増幅産物の配列を解読したところ，いくつかの変異のバリエーションが認めら
れたため，マイクロキャピラリー法により細胞を単離して培養したところ，塩基の欠如に続いて
フレームシフトが認められる変異体クローンを得ることができた。さらに RvRbcS-like につい
ては，このような 2 種類の RNP に加えて，これらの切断箇所を正確に接続するための ssODN を
同時に細胞に導入したところ，ssODN の設計通りに接続された変異体が優先的に得られることが



分かった（論文執筆中）。 
 

４．２ エピトープタグ「HiBiT」および「HA×3」の融合発現 
RvRbcS-like の細胞内での局在を調べることを目的として，この翻訳産物で 4 回繰り返す RbcS

ドメインの 3番目と 4番目を接続しているリンカー部分に 2カ所の crRNA ターゲットを設計し，
エピトープタグ「HiBiT」ないし「HA×3」の配列を含む ssODN と 2 つの RNP を同時にラパザ細胞
に導入したところ，高い確率で設計通りの変異を持つクローンが得られた（前者では約 6 割）。
これらの融合タンパク質が発現した変異体では，この遺伝子のノックアウト体で認められるよ
うな光合成活性の低下や細胞増殖率の低下などの有意なフェノタイプ変化は認められず，これ
ら融合タンパク質が本来の機能を維持していることが示唆された。HiBiT 導入体では，細胞のラ
イセートに対して HiBiT タグと相補してルシフェラーゼを構成する LgBiT タンパク質とルシフ
ェラーゼの発光基質を添加するアッセイを行ったところ，高い発光が認められ，この融合タンパ
ク質が有意に発現していることが示唆された。また，HA×3 導入体では，HA 抗体を用いた抗体顕
微鏡観察実験により，この融合タンパク質は盗葉緑体の内部で RbcL とほぼ共局在する形で発現
していることが示された（論文執筆中）。 
 

４．３ ORF 部分削除ゲノム編集による輸送シグナルの除去 
4．1 の実験において成功した 2 種類の RNP による 2 カ所切断と ssODN を用いた正確な接続の

手法を応用し，RvRbcS-like の N 末端側に存在が予測された輸送配列の除去を試みた。この機能
ドメインより N末端側上流に存在する構造が明確に予測されない配列部分については，まず，比
較的近縁な生物であるユーグレナ藻の葉緑体遺伝子に存在する輸送配列との類似性から，ラパ
ザがタンパク質を盗葉緑体に輸送するために用いられる輸送シグナルとして機能するものと予
想し報告した（Karnkowska et al., 2023）。これを証明する 1つのアプローチとして，この輸送
シグナル様ペプチドの大半を欠如させるゲノム編集を試みた。すなわち，この配列をコードする
部分の h 上流部分と下流部分のそれぞれに crRNA を設計し，2 種類の RNP を調整した。さらに，
この 2 カ所の切断部位を接続しつつ下流側にフレームシフトが起こらないような ssODN を設計
し，2つの RNP と共にラパザ細胞に導入したところ，設計通りのゲノム編集がなされた変異体が
得られた。RvRbcS-like の機能ドメイン部分に対するペプチド抗体を用いた Western blotting
実験からは，輸送シグナル様配列を削除した変異体ではタンパク質がほとんど蓄積しないこと
が示された。 
 

４．４ 推定盗葉緑体輸送シグナルを持たせたルシフェラーゼ遺伝子の導入 
上述の推定輸送シグナルが単独で盗葉緑体へのペプチドの輸送を実現していることをレポー

ターアッセイにより証明するため，まず，ルシフェラーゼ「NanoLuc」とセレクションマーカー
としての抗生物質耐性遺伝子 NeoR の融合タンパク質遺伝子のラパザへの導入を試みた。すなわ
ち，ここでは Euglena gracilis の遺伝子のプロモーター配列と NanoLuc-NeoR 配列およびシロ
イヌナズナで知られるターミネーター配列からなるコンストラクトをもつプラスミドを作製し，
該当箇所を PCR 増幅させた dsDNA 断片をエレクトロポレーション法によりラパザ細胞内に導入
させ，ゲノム DNA へのランダム挿入を試みた。薬剤選抜実験を経てマイクロキャピラリー単離さ
れたクローンでは，非常に高いルシフェラーゼ発光シグナルを確認できた（Nakazawa et al., 
2023）。このルシフェラーゼ導入細胞を発光顕微鏡で観察したところ，細胞質に発光が局在し，
盗葉緑体からは発光が全く認められなかった。次に，上述のコンストラクトの融合タンパク質配
列の上流に RvRca-like の推定盗葉緑体輸送シグナルを融合させたコンストラクトを作製し，同
様に dsDNA を用いたゲノム DNA へのランダム挿入実験を試みたところ，同様に高いルシフェラ
ーゼ発光シグナルを示すクローンを得ることができた。この細胞を発光顕微鏡で観察したとこ
ろ，発光が盗葉緑体に局在することが示され，この N末端側配列が盗葉緑体輸送シグナルとして
単独で機能することが証明された。 
 

４．５ ラパザの細胞膜輸送体の研究 
ラパザが硝酸同化経路を有していると考えられることに着目し，細胞外からサイトゾルへ硝

酸イオンを取り入れるための硝酸輸送体を探索したところ，ユーグレナ藻の硝酸輸送体などと
相同性を示すタンパク質遺伝子 RvNRT-like が確認された。この遺伝子がラパザの硝酸同化経路
に必須な因子であることを証明するため，上述のゲノム編集法によるノックアウト実験を行っ
たところ，RvNRT-like のノックアウト体では硝酸イオンを全く利用できないフェノタイプが認
められ，これが実際に硝酸イオン輸送体として細胞膜に発現している可能性が示された。次に，
このタンパク質に任意の輸送体を融合発現させることができれば，ラパザ細胞膜に糖輸送体な
どを発現させられるのではないかと考え，このペプチドの N 末端側と C 末端側に存在する機能
未知の配列それぞれについて，上述のゲノム編集削除実験を試み，細胞膜局在に必須なシグナル
の探索を試みた。すると，N 末端側と C 末端側のいずれかが削除された変異体では，どちらも
RvNRT-like が機能しないフェノタイプが得られることが分かった。 
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