
〈研究の目的と進め方〉
Cyanidioschyzon merolae（以下シゾンとする）は、

高温（45oC）、高硫黄、強酸性（pH1.5-2.5）の、いわゆ
る極限環境の温泉に生息する原始紅藻である。シゾンは、
細胞の直径が僅か1-2ミクロンと大腸菌に近いサイズであ
るが、真核生物特有の複膜系（細胞核、ミトコンドリア、
葉緑体）と単膜系の細胞小器官（小胞体、マイクロボデ
ィ、ゴルジ体）をそれぞれ1個ずつ持っている。またそれ
らの細胞小器官をほぼ完全に同調的に分裂させ、且つ単
離できることができる唯一の真核生物である。これまで
細胞核のゲノムサイズはパルスフィールド電気泳動実験

（Malezka,1993,Takahashi et al. 1993）で11.7-12.2メガ塩基
対, VIM顕微測光で16.4メガ塩基対(Toda et al. 1995)と推
定されている。このようなことから、シゾンが真核生物
の極めて「基」に近い生物と考えられた。

本研究の目的は、シゾンのこのような特質に注目して、
真核生物の起源と進化の解明を主眼に、真核植物や真核
生物の最小の遺伝子セットの解明、オルガネラの分裂機
構や細胞の極限環境への適応機構など、真核生物のもつ
普遍的な生命原理を、独自に解読したゲノム情報を基盤
に解明することである。

〈研究開始時の研究計画〉
ゲノム解読をおこなうにあたり、シゾンのゲノム構成

についてパルスフィールド電機泳動(PFGE)法により再度
確認をおこなった。なぜならこれまでのゲノムサイズの
推定値は11-16メガ塩基対と幅があり、また研究開始時点
において機能の判明しているシゾンの遺伝子は僅か９個
であり、遺伝地図や物理マップ等は存在せず、前提とな
るゲノム情報が極めて少なかったからである。PFGEの
結果によると染色体数は17本で、ゲノムサイズはおよそ
14.2M塩基対であることが示唆された。

ゲノム解読はゲノムサイズ、またマップ等が存在して
いないこと等を総合的に勘案して、ホールゲノムショッ
トガン(WGS)法を採用する事にした。解読に先立ち解読
用のゲノムDNAの調製を行ったが、トータルDNAではミ
トコンドリアや葉緑体といった細胞小器官のDNAが30%
程混入していることが判明し、核ゲノム解析の妨げにな
ることが明らかとなった。そこで塩化セシウム、ヘキス
トの密度勾配超遠心法を繰り返し、核ゲノムを純化して
解析に資した。当初の目標としてはシゾンゲノムの配列
と遺伝子の全体像を把握するということで、約15メガ塩
基対のゲノムを10x分解読するだけの30万リードについ
てシークエンスを行う計画を立てた。また、ある程度ア
センブルが進んでコンティグがまとまってきた時点でア
ノテーションも行う事とした。

〈研究期間の成果〉
国立遺伝学研究所のシークエンスセンター(小原雄治教

授)に於いて、WGSクローンを取り始めてからおよそ３
ヶ月で、当面の目標としていた約30万リード、いわゆる
ドラフト配列である総延長314メガ塩基対の塩基配列の解

－ 91－

計画研究：2001～2004年度

原始紅藻のゲノム解析に基づく真核生物の成立と進化に関する研究
●黒岩　常祥1) ◆佐藤　直樹2) ◆野崎　久義3) ◆田中　寛4) ◆太田　にじ5) ◆中村　宗一6)

◆牧野　龍1) ◆花井　亮1) ◆今井　竹夫1) ◆真島　恵介1)

1) 立教大学理学部生命理学科　 2) 東京大学大学院総合文化研究科　3) 東京大学大学院理学系研究科　4) 東京大学分子細胞生物学研究所
5) 埼玉大学理学部分子生物学科　6)琉球大学理学部海洋自然科学科

読を終えた。Phrapによりアセンブルをおこなったとこ
ろ、928のコンティグが形成された。この時点での推定ゲ
ノムサイズは17.3メガ塩基対であった。予想以上の短期
間で核ゲノムの配列情報の概要が明らかとなった。しか
し、依然として染色体とコンティグの関係は不明のまま
であった。そこで得られたコンティグの末端領域にプロ
ーブを設計して、PFGEで分離した染色体に対してサザ
ンハイブリダイゼーションを行うことにより、それぞれ
のコンティグと染色体の関係を明らかにしていった。こ
の作業の結果、染色体数は当初の予想の17本ではなく、
20本であることが推定された。

続いて染色体上におけるコンティグの向きと位置関係
を明らかにし、その間のギャップ領域の配列を決定する
こととした。その為にはコンティグ間をブリッジするよ
うなサイズの大きなゲノムクローンの獲得が必須であっ
た。そこでBACライブラリの構築を、慶應大学医学部分
子生物学教室（清水信義教授、浅川修一講師、石井康幸
研究員）との共同研究でおこなった(31)。インサートサ
イズが50キロ塩基対と100キロ塩基対のライブラリを構築
し、クローンの末端配列を解読してコンティグの位置関
係と距離を明らかにした。研究開始当初は、ドラフト解
析での公表という考えもあったが、なるべく完成に近い
形での発表という方針に変更し、可能な限りギャップ領
域を埋める事とした。当課題の計画研究期間の大半であ
る３年を費やして、コンティグの修正やPCRブリッジン
グをおこない、論文発表時点までに16,520,305塩基対の配
列を決定した(36)。既に配列解読を終えていたミトコン
ドリアと色素体（葉緑体）のゲノム(26)と併せて、シゾ
ンの３ゲノム全ての解読が終了した。

一方、並行してアノテーションの作業を行った。既知
の遺伝子情報が極めて乏しいシゾンにおいて、効率よく
アノテーションを進める為には、転写領域情報の取得が
有効な手段と考えられた。そこで、東京大学医科学研究
所（現東京大学大学院新領域創成科学研究科）の菅野研
究室（菅野純夫教授、鈴木穣助教授）との共同研究で、
シゾンの完全長cDNAライブラリの構築をおこなった。
対数増殖期、明期、暗期の細胞からRNAを抽出し、これ
を基に50万クローンの完全長cDNAライブラリが作製さ
れた。このうち４万クローンについて末端配列を解読し、
転写領域を検出したところ、驚いたことにシゾンの遺伝
子にはイントロンが殆ど存在しないことが明らかとなっ
た(36)。1箇所イントロンを持つ遺伝子は僅か25で、2箇
所イントロンを持つ遺伝子は１個で全遺伝子の0.5%に過
ぎなかった。このようなゲノム特性の為、イントロンの
存在を前提とした一般的な真核生物の遺伝子予測プログ
ラムはシゾンには有効に機能しなかった。最終的には転
写領域、他生物の遺伝子との配列類似性が認められる領
域で、300塩基（100アミノ酸）以上のORFを遺伝子と定
義する事にした。その結果、シゾンには5331個の遺伝子
が存在し、そのうちタンパク質遺伝子をコードするもの
は4771個であり、その内訳は既知遺伝子のホモログが
2700個、機能未知遺伝子のホモログが902個、そして新規



遺伝子が1169個であった。また、タンパク質をコードし
ないが転写は行われている、いわゆるnon-coding RNAに
相当する遺伝子が518個あった。

シゾンゲノムの大きな特徴の１つとしてrRNA遺伝子が
挙げられる。通常、殆どの真核生物ではrRNA遺伝子は多
コピーのクラスターを形成し、核内では核小体という構
造を作って活発にrRNAの転写を行っている。しかし、明
瞭な核小体構造をもつシゾンでは18S-5.8S-28Sのセットが
２本の染色体上の異なる３箇所にそれぞれ1セットずつあ
るのみであった(31)。また5SのrRNA遺伝子も３コピーで
あった。この特徴は真核生物における核小体の構築や
rRNAの供給等に関して従来とは異なる新たな考え方を提
起するものであり大変興味深い。補足であるが、塩基配
列の解析の際に、３箇所あるこのrRNA遺伝子領域からは
ゲノムのショットガンクローンが全く得られず、配列は
それぞれrRNA領域を含むBACクローンの解析によって決
定された。

tRNAに関しても、既製のtRNA遺伝子の検索プログラ
ムを用いてもシゾンのゲノム中からは30のtRNA遺伝子し
か検出されてこなかったことから、構造遺伝子の検索と
同様シゾン独特な仕組みが存在する可能性が示唆された
(36)。特にアスパラギン酸、グルタミンに翻訳する為の
tRNAは１つも同定されていない。このことはシゾンの
tRNA遺伝子に関する未知の構造や修飾機構の存在を想定
させる。検索で得られた30のtRNA遺伝子のうち4つは真
核生物のtRNAには見られないD-roop領域のイントロン

（古細菌で見つかっているタイプ）を持っていたことから
シゾンの始原性が伺える。唯一見つかっているイソロイ
シンのtRNAは原核生物タイプのGAUのアンチコドンであ
った。

ゲノム（染色体）の特徴としては、ギャップ無しの染
色体においても、明確な繰り返し配列をもつセントロメ
ア領域は認められていない。但し、それぞれの染色体上
の１領域に周辺領域よりもGC含量の低い、すなわちAT
リッチな領域が存在することから、この領域がセントロ
メアとして機能している可能性が考えられる。一方、テ
ロメア配列は各染色体末端でAATGGGGGGというリピー
トであることが明らかとなっている。これは高等植物に
見られる典型的なTTTAGGGという配列とは全く異なっ
ており、ユニークである。現在までの解析手法ではテロ
メアのリピート回数はそれほど多くない（数リピート）
という結果が示唆されている。テロメア領域の近傍には
特定のエレメント構造をもつサブテロメア領域が認めら
れた。紅藻の二次共生によって生じたと考えられる、ク
リプト藻のヌクレオモルフにも、類似のサブテロメア構
造が認められるため、この点を詳しく解析することによ
って、海洋のほとんどを占める二次共生生物の染色体構
造の進化が明らかにされるであろう。また、ヌクレオソ
ーム形成から細胞核の構築に必須なヒストン遺伝子は14

番染色体の1領域にクラスターを形成して１ないし２コピ
ーずつ存在するが、これも真核生物としては最少セット
である。

解読されたゲノム情報を基に、目的の１つであるオル
ガネラの分裂増殖の機構に関しても研究が著しく進展し
た(2,3,4,5,611,17,19,20,21,35,45,46)。ミトコンドリアや色
素体は分裂装置と呼ばれるリング状の構造(MD/PDリン
グ)によって分裂が行われる事がシゾン類を用いて構造形
態学的に示されてきたが(18,27,52)、長らくそれに関与す
る遺伝子（タンパク質）については明らかではなかった。
ゲノム解析の結果、これまで知られていたバクテリア由
来の分裂装置構成成分遺伝子であるftsZ遺伝子以外に
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(30)、真核生物特有であるダイナミン遺伝子も、オルガ
ネラ分裂に関与していることが明らかとなった(17,21)。
高等動植物に於いては、ダイナミン遺伝子はスーパーフ
ァミリーを形成して、主にエンドサイトーシスや小胞の
くびりきりなどの膜系の分断に関与すると考えられて来
たが、ダイナミン遺伝子が１つしかないシゾンでは、そ
の唯一の遺伝子がミトコンドリアの分裂に関与していた
(21)。また、ダイナミン遺伝子と弱い相同性をもつ植物
特有の類似遺伝子を見いだし、同様に解析したところ、
色素体の分裂に関与していることが明らかとなった(17)。
これらシゾンで見つかったオルガネラ分裂機構は、高等
動植物でも確認され、その一般性が証明された(19)。更
に、タンパク質成分が超微量なため、従来のエドマン分
解法からの遺伝子の同定が難しかった色素体分裂リング
(PDリング)を構成する主たるタンパク質の遺伝子をTOF-
MS解析によって同定することに成功した（論文投稿中）。
これらの成果は全て解読されたゲノム情報に加え、シゾ
ンの遺伝子がイントロンを持たないという特徴を備えて
いたからこそ成し得ることが出来たものである。

更に、もう一つの目的である真核生物の起源と進化に
関する解析からも、新たな知見が数多く得られた
(22,23,30,32,40,43,44,48)。解読されたゲノム情報から、
アクチン、EF1-α、αチューブリン、βチューブリン、
の合計1525個のアミノ酸配列を使用して、最節約法で分
子系統解析を行った結果、真核生物はアメーバ界
(Amoebozoa)、後方鞭毛生物界(Opisthokonta)、植物界
(Plantae, Bikont)の３大系統群に分けられることが明らか
となった(22)。特に植物界は現在色素体を持たなくても、
過去に１度色素体の細胞内共生を経験した分類群と提唱
された。後にオックスフォード大学のCavalier-Smith博士
によっても基本的にはこれと同様の分類形態が提唱され
ている。またシゾンが後方鞭毛生物界と植物界の分岐し
た直後に位置することも明らかとなり、色素体分裂装置
の構造形態学的解析から示唆されていた細胞の原始性を
強く支持する結果となった。更に、シゾンのそれぞれの
タンパク質遺伝子に対して最も類似した相同遺伝子を与
える分類群を調べると、551遺伝子は明らかに緑色植物の
遺伝子に類似であるのに対して、ほぼ同数の537遺伝子が
明らかに動物の遺伝子に類似であることが判明した。こ
の結果はシゾンが系統的に後方鞭毛生物界と植物界の分
岐した直後に位置することを示唆していると同時に、紅
色植物と緑色植物の間には高等動物と紅色植物との間に
匹敵する程の差異があるという可能性も示唆している。
一方、光合成のカルビン回路の遺伝子群について、シア
ノバクテリア由来か、宿主由来かというモザイク性を高
等植物（シロイヌナズナ）と比較したところ、シゾンと
シロイヌナズナで全く同一の遺伝子組成を示したことか
ら、このモザイク性は緑色植物と紅藻の共通祖先の段階
で既に確立していたと考えられた(36)。すなわち、現存
する色素体が過去に１度だけ生じたシアノバクテリアの
細胞内共生に由来するという、色素体の単一起源性を強
く示唆した。また、色素体へのタンパク質輸送に関わる
Tic/Toc複合体の組成も基本的に高等植物と共通である
ことが明らかとなり、これも色素体の単一起源説を支持
した。このように、tRNAの件も含めて、シゾンゲノムか
ら得られた知見が藻類や植物の研究に有益であるとい
うのみならず、真核生物全般の成立や進化、共通性や
多様性の起源を議論する上で極めて重要な特徴を備え
ているということが出来る(37 ,40 ,42)。実際に計画班
内の分担者の研究サブテーマに関してもシゾンのデー
タが有効に活用され、 それぞれの研究が発展した



(1,7,8,9,10,12,13,14,15,16,24,25,28,29,33,39,41,47,50,51)。
ゲノム解読が終わった後のプロジェクトの晩期には、

九州大学との共同研究で全タンパク質遺伝子に対するオ
リゴマイクロアレイが作製され、ポストゲノム解析の一
環として、細胞・オルガネラ分裂周期におけるトランス
クリプトーム解析を開始した(49)。シゾンの高度同調培
養系と組み合わせることによって、細胞周期がほぼ100%
揃った遺伝子発現様式を網羅的に解読することが可能と
なった。また、シゾンの培養条件を変えることによって
各種環境変動実験をおこない、シゾンの耐酸性・耐高温
などに関与する遺伝子の探索も進められている。このマ
イクロアレイシステムはRT-PCRやReal Time-PCRで発現
様式の再現性が確認されており、高精度であることが示
されている。

そして、論文発表後も引き続き残っていた46箇所のギ
ャップ埋めには、それまで以上の時間がかかり、漸く真
核生物としては初めて全染色体について完全なtelomere
to telomereの読みこぼしのない配列の解読に成功した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
シゾンは研究代表者がミトコンドリアと色素体の分裂

の研究のためにイタリアから持ち帰り、分離した研究材
料であり、国内外に於いてほとんど使われていなかった。
従って本研究課題は極めてオリジナリティの高い研究と
なった。また、真核生物のゲノムとしては初めて一国の
研究者のみによる解読完了であり、研究目的に応じて研
究材料の探索・分離からゲノム解読までを一貫して行う

「オーダーメイドゲノム解読」という特色がある。今回の
核ゲノム解読により、既に解読されているミトコンドリ
ア、葉緑体ゲノムと併せてシゾンの３ゲノムについて完
全解読するに至った。2004年に研究成果をNature誌に発
表したところ(36)、当論文は新着論文評価サイトFaculty
of 1000で注目度3位の論文となり非常に高い評価を得た。
ま た 、 G o o g l e の キ ー ワ ー ド 検 索 に お け る

“Cyanidioschyzon”のヒット件数がゲノム論文の発表前
は130件程度だったのに対して、2006/02/01現在では17

万件にまで増加している。このような状況のもと、国内
外から、試料の分与依頼や、共同研究依頼も多数寄せら
れている。研究の内容は、藻類や植物の研究の範疇に留
まらず、染色体構造や、ヒトの疾患に関する遺伝子、ま
た、シゾンの高温生息という特徴を生かしたタンパク質
の高次構造解析など多岐にわたっている。

また、シゾン株を独立行政法人「国立環境研究所」に
寄託したところ、環境研が参加している「新世紀重点研
究創生プラン（RR2002）」の一環であるナショナルバイ
オリソースプロジェクトの「藻類」における主要生物種
としても取り上げられ、株の維持や配付等に関しての公
的機関によるサポート体制も整った。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
１年遅れでの特定領域研究への参加であったが、核ゲ

ノム解読と全遺伝子の抽出作業は達成され、且つ、期間
内に論文公表も出来たことから、当初の目的は十分に達
成されたと考えている。また、ゲノム情報を基に、細胞
小器官の分裂増殖機構の解析も進み、更に、真核生物の
大系統に関する新説も提唱する事が出来た。

研究を遂行するにあたって問題となった点は、殆どが
技術的な部分に集約される。まず、当課題はゲノム解析
にホールゲノムショットガン法を用いたが、アセンブル
の結果できあがったコンティグに２つの問題点があった。
１点目はphrapによるアセンブルの結果、繰り返し配列の
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領域が本来とは正しくない場所にミスアセンブルされ、
事実と異なる配列のコンティグが多数出来てしまったこ
とである。これは後にARACHNEの解析によって確認が
取れた部分もあったが、大半はこのコンティグ情報を基
にしたギャップ埋め作業の段階で明らかとなった。BAC
クローンのエンドシーケンスやmate-pair情報を頼りに、
コンティグの分断や配置換えといったミスアセンブルの
修正を手作業で行ったため、莫大な時間と労力がこの点
に費やされることになった。２点目は、出来上がったコ
ンティグの中に、宿主と思われる大腸菌配列のコンティ
グや、他プロジェクトの生物ゲノム由来と思われるコン
ティグが多数混入していた点である。この点は、相同性
検索ではじくことが出来たものはさほど問題にはならな
かったが、他生物由来で配列がデータベースに登録され
ていなかったorphanコンティグについては、その所在確
認に労を費やすことになった。それから、宿主である大
腸菌の株との相性があるのかもしれないが、染色体上に
３箇所ある約10kbpのrRNA遺伝子領域は、ショットガン
クローンから全く見いだせなかった。再度、BACクロー
ンを基に同領域のショットガンクローン取得を試みたが、
同様の大腸菌株では２度目も上手くいかなかった。当該
箇所の１つについては慶應大学清水研究室で配列解読に
成功し、この情報を基にPCR法を用いて他の２箇所につ
いての解読を行った。塩基配列組成は見かけ上特異なも
のではなかったが、やはりクローニングされない箇所と
いうものは存在するので、複数のベクターや宿主系を検
討する必要があるということを経験した。

シゾンは他の生物と比較しても繰り返し配列等は少な
い方であったが、最後までギャプとして残っていた部分
の大半は繰り返しとGC含量の高い部分であった。多くの
場合、PCRをおこなうと極めて配列の似た複数の産物が
増幅されてしまい、個々のバンドが染色体のどの領域か
ら増幅されてきたものか判断することが非常に困難であ
った。この点はBACクローンを鋳型に用いることによっ
て回避出来る部分が多かったが、BACクローンのない染
色体末端領域は非常に苦労した。

〈今後の課題〉
当課題は、当初より細胞小器官の分裂増殖機構の解明

と、真核生物の起源と進化に関する研究を行う為の、現
象解明を目的として始められたゲノム解読である。ゲノ
ムの完全解読が完了した現在、今後はその情報をこれら
生物現象の解明にいかに有効活用していくかということ
が重要な課題となる。これらの研究テーマに関するポス
トゲノム解析としては、現在、マイクロアレイのシステ
ムが稼働しており、イントロンを殆ど持たないシゾンに
於いては、トランスクリプトーム解析が様々な研究に有
効に機能していることを確認している。また、シゾンの
同調培養系を用いて単離された細胞小器官の分裂装置に
関するプロテオーム解析も、TOF-MS法を導入したこと
によって微量のサンプルで解析が出来るようになり、そ
れを構成するタンパク質遺伝子を従来の方法と比べて飛
躍的に迅速に決定することが可能となった。ゲノム情報
を基盤にしたポストゲノム解析の手法とリソースは一通
り完備されたといってよい。

更に、その先に関しての課題としては、シゾンの細胞
を用いて遺伝子の機能解析を可能にすることである。す
なわち、遺伝子の導入や破壊などの形質転換技術の開発
である。これに関しては、先行研究においてシゾンのin
vivoで外来DNAの相同組み替えが起きているという実験
結果を報告しており(34,38)、今後、選抜マーカーや有用



プロモーターの開発を進めることによって、近い将来、
シゾン細胞を用いての遺伝子機能解析が可能となると考
えられる。
本研究をまとめるにあたり、三角修己博士（立教大学生
研センター研究員）に感謝の意を表します。
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