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藻類は，30億年前に嫌気的地球環境を好気的な大気
につくり変え，その後の生命の進化に大きく寄与した 1)．
藻類は多様性に富み，真核生物を大きく分けた7つの巨
大系統群（スーパーグループ）のうち，オピストコンタ
とアメーボゾアを除く5つの系統群にまたがっている 2)．
最近，藻類の多種多様な高付加価値物質生産能に着目し，
有用な機能をもつ未活用資源生物群として利活用され始
めている．
トレボウクシア藻綱は緑色植物門の一つのグループで

あり，生活環を通じて不動性で，有性生殖は知られてい
ない 3)．クロレラ属はトレボウクシア藻綱のなかでもよ
く知られた藻類で，バイオマス生産効率が優れている種
が多い．本稿では，Parachlorella kessleriのゲノム情報 4)

に基づき，オイル蓄積条件でのトランスクリプトームの
変動と電顕3Dによる細胞内オイル生産評価について紹
介する．

パラクロレラゲノムの概要

クロレラの最初のゲノムは，Chlorella variabilisで報
告された 5)．C. variabilisはミドリゾウリムシの細胞内
に共生するクロレラで，培地中の無機塩類のみで生育
することはできない特殊なクロレラである．一方，
Parachlorella kessleriは，完全に独立栄養条件で生育
することができ増殖能も優れている 6)．Parachlorella属
は，最近までChlorella属の中に含まれていたが，形態
的特徴と分子系統解析に基づき，Chlorella属から独立

させParachlorella属と呼ばれるようになった 7)．社会
的，歴史的な背景を踏まえ，本稿ではChlorella属と
Parachlorella属をまとめて「クロレラ」と呼ぶ．

P. kessleriは独立栄養条件で生育できるクロレラで最
初にゲノム配列が報告された（表1）．P. kessleriゲノム解
読プロジェクトでは，454シーケンシングにより27.8×
のシーケンスカバレッジの情報が得られた．解析の結果，
5168個のコンティグから400個のスカフォールドがまと
められた．核ゲノムは62.5 Mbpと推定され，13,057遺
伝子が同定された．もっとも近縁なChlorella variabilis
のゲノムサイズは46.2 Mbp，遺伝子数は9791である 5)．
遺伝子数はP. kessleriの方が単純に比較しただけでも，
3266個も多い．また，近縁なトレボウクシア藻であるコッ
コミクサ（Coccomyxa subellipsoidea）や条件的従属栄
養クロレラのAuxenochlorella protothecoidesと比較して
も遺伝子数は多い（表1）．P. kessleriは，クロレラの代表
的な種であるC. vulgarisと同じく，産業的に利用可能な
クロレラである．解読されたゲノムは基礎から応用分野
まで多方面の研究者に利用されることになるだろう．

硫黄欠乏条件でのトランスクリプトームの変動

クロレラは増殖が活発な条件では細胞内にデンプンや
オイルをほとんど蓄積しない．一方，窒素（N）や硫黄
（S）欠乏などの栄養塩欠乏ストレス条件では細胞内に
オイルを蓄積するようになる．これは環境が悪化すると
細胞増殖が停止し，代わりにデンプンやオイルなどのエ
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表1．クロレラとその近縁藻類のゲノムの概要

Parachlorella kessleri Chlorella variabilis Auxenochlorella 
protothecoides

Coccomyxa 
subellipsoidea

科名 クロレラ科 クロレラ科 クロレラ科 コッコミクサ科

栄養的分類 独立栄養 共生藻 条件的独立栄養 独立栄養

ゲノムサイズ（Mb） 62.5 46.2 22.9 48.8

遺伝子数 13,057 9791 7039 9851

平均エクソン数 /遺伝子 7.9 7.3 5.7 8.2

GC％ 58.3 67 63 53

文献 Ota et al. (2016)4) Blanc et al. (2010)5) Gao et al. (2014)15) Blanc et al. (2012)16)
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ネルギーへの転換が容易な炭水化物を蓄積するためであ
る．微細藻類のオイル蓄積誘導に関する研究では，窒素
（N）欠，リン（P）欠，硫黄（S）欠ストレスに関する
報告が多い 8)．S欠はN欠と比べてバイオマス生産量を
落とさずに培養可能なことから注目されている．N欠は
すべてのアミノ酸飢餓に相当するが，S欠は含硫アミノ
酸であるシステイン・メチオニン飢餓のみに相当するた
め，栄養飢餓に応答する代謝経路数（考えるべき代謝経
路数）がN欠と比べて少なくなり，より単純化した系と
して扱えるという利点がある．
チェコ科学アカデミー微生物学研究所のグループは，

C. vulgarisを用いた実験で，N欠，P欠，S欠のうち，S
欠がもっともデンプン蓄積率を高くすることを示してい
る 9)．実験室レベルでは，S欠条件での培養は，乾燥重
量あたり60％ものデンプンを蓄積し，蓄積した後のデ
ンプン量の減少は見られない．また，250 L系の屋外大
量培養実験でも乾燥重量あたり最大50％のデンプン蓄
積が見られた．このデータを基に試算すると，1シーズ
ン（150日間）培養した場合，7 t/haのデンプンが収穫

できると見積もられている 9)．
解読したゲノムをKEGGデータベースと照合するこ
とで，パラクロレラの代謝経路を調べることができる．
これを代謝マップとして再構築したのか図1である．こ
の代謝マップはミトコンドリア，葉緑体，小胞体で反応
する主要な代謝経路とオートファジー関連の反応経路を
載せている．また，それぞれの遺伝子発現をトランスク
リプトーム解析し，ヒートマップとして表示することに
より，S欠応答で活性化する遺伝子あるいは抑制される
遺伝子がひと目でわかるようにした．

S欠条件で大きく変動する遺伝子として遺伝子
PkLHCBM（gene ID：1779_t）があげられる．PkLHCBM
はクラミドモナスのLHCBM9［光化学系IIのLHC（Light 
harvesting complex）タンパク質をコードする遺伝子の
一つ］に相同性をもつ．硫黄源を除いた培地で培養した
P. kessleriでは，栄養塩が十分に含まれるTAP培地によ
る培養と比較したとき，遺伝子PkLHCBMのRPKM値
（正規化したリード数）は対数期で2050倍，定常期で
5106倍も発現上昇に転じていた 4)．これはストレス応答

図1．ゲノムとトランスクリプトームより明らかになったParachlorella kessleriの代謝マップ．全ゲノム解析をもとに構築された代
謝マップとトランスクリプトーム解析結果を示した．KEGGデータベースをもとに代謝マップを構築して，それぞれの経路にトラ
ンスクリプトーム解析を施し，矢印の近くにヒートマップとしてトランスクリプトーム解析結果を示した．代謝マップの詳細は原
論文 4)にあるので，参照いただきたい．
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と硫黄の節約の二つの原因が考えられる．LHCBMには
いくつかのパラログが知られているが，クラミドモナス
では，S欠条件においてLHCBM9の増加が確かめられ
ており，S欠に応答した結果，集光性色素タンパク複合
体がLHCBM9に置き換わっていることを示している．
クラミドモナスのS欠条件でのトランスクリプトーム
解析により，硫黄欠乏は酸化ストレスを引き起こすこ
とが示唆された 10)．さらに，LHCBM9は他のLHCBM
と比べてクロロフィルの蛍光減衰が早くなり，一重項酸
素発生が減少することから，クエンチャーとしての役
割が示された 11)．パラクロレラのPkLHCBMが硫黄欠
乏で急激に発現上昇したことから，PkLHCBMでもク
ラミドモナスのLHCBM9と同様な機能をもつと考えら
れる．LHCBM9転写産物が急激に増加する別の説明と
して，硫黄の節約が考えられる．上で述べたように，
LHCBMタンパク質ファミリーは9個のLHCBMメン
バー（LHCBM1～LHCBM9）からなるが，硫黄欠乏
時にはLHCBM9の転写量が増加する．LHCBM9のア
ミノ酸配列を調べると，LHCBM9だけはシステイン残
基，メチオニン残基が3残基少ないことがわかった 10)．

硫黄が欠乏している条件では，含硫アミノ酸をなるべく
使わなくて済むように転写調節されているのかもしれな
い．パラクロレラでも同じようなストレス応答機構や含
硫アミノ酸節約機構が働いているものと推察される．

S欠によるオイル蓄積誘導に関して注目すべきものと
して，オートファジー関連遺伝子群があげられる．オー
トファジーは細胞内分解機構の総称で，オルガネラや細
胞質を分解し再利用する仕組みであり，発生と分化，有
害タンパク質の分解，免疫応答，病原体の排除など，生
命現象に広く関与している 12)．オートファジーの研究は
出芽酵母やマウスを使った研究が目覚ましいが，植物（と
くに藻類）については研究が遅れている．P.   kessleriでも
オートファジー関連遺伝子がS欠ストレスに応答して発
現変動する 4)．たとえば，対数期後期のクロレラに注目
すると，オートファジー関連遺伝子の多くが発現上昇し
ていることを確認した．S欠条件においてオートファゴ
ソーム（オートファジーに関与する二重膜構造を持つ小
胞）形成に必須なタンパク質（ATG3，ATG4，ATG5，
ATG6（Beclin 1），ATG7，ATG8，ATG12）をコード
する遺伝子群はRPKM比で1.2–3.0倍となり，対数期後

図2．オートファジー関連遺伝子に着目したトランスクリプトーム．硫黄欠乏遺伝子に応答するトランスクリプトームを棒グラフ
で表示した．縦軸にそれぞれの遺伝子のアノテーションおよびP. kessleri gene ID番号を対数期後期における発現比順に示し，横軸
にコントロール（+S）に対する硫黄欠乏ストレス（–S）のRPKM比を示した．
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期ではいずれも発現上昇していた（図2）．このことから
少なくともmRNAレベルではS欠のオイル蓄積条件で
オートファジーが誘導されていることがわかった．

電顕3Dによる物質蓄積の評価

現在の生物学では，オミックス的なアプローチに加え，
生命現象を実際に「見る」バイオイメージングの重要性
が増している．細胞内の生命現象をナノレベルで観察す
るためには透過型電子顕微鏡（TEM）が不可欠である．
TEMは高い分解能をもつが，見えるのは電子線が透過
できる80–100 nmの超薄切片の厚みに限られ，細胞内
部構造を一度に観察することはできない．しかし，細胞
内の物質蓄積の動態を解析するには，細胞内全体の3次
元情報が不可欠である．3次元情報を得るために電顕ト
モグラフィー法が開発されているが，厚い切片
（>400 nm）は不向きである．それに対して，超薄切片
を連続的に取得し，細胞丸ごと一個の断層像をコンピュ
ター上で三次元立体構築する方法（電顕3D法）がある．
この方法は立体構築までに多少の時間を要するが，一枚
一枚の写真はTEMの解像度を保持しており，直径5 m
のクロレラでも丸ごと細胞一個を立体構築することがで
きる．緑藻ヘマトコッカスのように直径が30 m超え
る大きな細胞でも，300枚以上の連続切片を取得すれば
全細胞を立体構築できることを実証している 13,14)．
電顕3D法は全オルガネラの体積を正確に計測するこ

とができる．今のところ，すべてのオルガネラを同時に
識別して体積動態を計測する方法は電顕3D法しかない．

P. kessleriのオイル蓄積過程の細胞内の構造変化を電顕
3D法で可視化したところ，オイルボディの体積は増殖
が活発な細胞で0％であったのに対し，オイル蓄積期に
なると52％まで増加することがわかった（図3）．また葉
緑体とミトコンドリアに注目すると，オイルボディの体
積の増加にともない，その体積が劇的に減少し，オルガ
ネラとオイルボディの体積の間にはトレードオフの関係
があることがわかった．トランスクリプトーム解析で確
認されたオートファジー関連遺伝子群の発現上昇と電顕
3D法で確認されたオイルとオルガネラの体積トレード
オフの関係から，オルガネラ縮退の過程にはオートファ
ジーが主要な役割として関与していることが示されて
いる．

おわりに

P. kessleriのゲノムとトランスクリプトームの解析に
よって，クロレラのオイル蓄積にはオートファジーが重
要な役割をもつことが示された．また，電顕3D解析に
よってオイルが蓄積すると同時に葉緑体やミトコンドリ
アが著しく縮退していることが明らかにされた．これら
のデータは，オイルの蓄積とオルガネラの縮退過程に
オートファジーが深く関与していることを示している．
現在，オートファジー研究は，動物細胞や酵母細胞を用
いた解析が進んでおり，ノーベル賞の影響もあって，こ
こ数年で医療分野への応用も期待されている．藻類バイ
オマスや藻類の高度利用の研究分野でも，今後，オート
ファジーは重要なテーマになりそうだ．クラミドモナス

図3．電顕3D技術による構造および体積比較．上段：電顕3D法による立体再構築画像．オルガネラの位置関係をわかりやすくす
るため，葉緑体を省略した．下段：オルガネラの体積％を円グラフで示す．3次元立体構築したムービーは原論文 4)にあるので，参
照いただきたい．それぞれ全細胞に占める各オルガネラの体積％をゼロコントロール期（栄養増殖期），デンプン蓄積期，オイル蓄
積期に分けて示した．
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のようなモデル生物だけでなく，最近では多様な藻類の
ゲノムが利用できるようになりつつある．ゲノムや微細
構造解析といった基礎データを基盤として，藻類を利用
した今後の産業創成と応用研究が発展することが期待さ
れる．
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