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西井一郎:ボルボックスの分子生物学

-最近の進展-

ボルボックス(肋lvoxcarteri)は生殖細胞 (gonidium)と

体細胞の 2種類の細胞種のみからなり，その生活環におい

て細胞分化やダイナミックな形態形成運動，性フェロモンに

よって誘導される卵と精子による有性生殖などが見られ，発

生現象のモデルとして魅力ある生物である。分子遺伝学の

進んだモデル生物であるクラミドモナス (Chlamydomonas 

reinhardtii)と近縁であることから，近年，クラミドモナスで

培われたものをはじめとした分子生物学的な手法がボルボッ

クスにも応用されている。さらに，ゲノムのドラフト配列も公

開されたことから，ポルボックスの発生現象の分子レベルの

研究や近縁種との系統進化関係に注目した研究が報告されつ

つある。本稿では，昨年 10月に行われたボルボックスシンポ

ジウムでの内容も踏まえ，最近のポルボックスの研究の進展

に重要であるトランスポゾンを用いた突然変異体の解析とゲ

ノム配列を利用した研究に関して紹介する。

ボルボックスは， 2本の鞭毛を持つ小さな体細胞 (2000-

4000個)によって構成されており，その球の内部には鞭毛を

持たない大きな栄養生殖細胞 (gonidia，約 16個)が含まれ

ている(図 lA)。ボルボックスの無性生殖過程における生活

環を図 lCに示した。生殖細胞は親の中で分裂を繰り返して，

親と同じ細胞数を持つ匪となる。ただしこの時点では予定生

殖細胞は外側に突出しており，次にインパージョンと呼ばれ

る形態形成運動を経て内側に取り込まれ，親と同じ形態をと

るに至る。さらに親の中で成長を続けたのち(図1B)，親を

破って僻化し，次世代に移る。ボルボックスは 16時間明期/8

時間暗期を繰り返すことにより同調的に培養することができ

るため，研究を行いやすい。

トランスポゾンによる突然変異体を用いた解析

ボルボックスはおよそ 300年前にレーウェンフックによる

顕微鏡観察が報告されて以来，現在までに 19種が知られてい

る。世界的に最も研究が進んでいる種は拘lvoxcarteriであり，

1960年代に兵庫県で故R.C. Starr博士が採集した株が広く

用いられている (Sta町 1968)。

数あるボルボックスの種から， Starr博士が日本の株(雌雄

ぺア)を選んだ理由は，この株を培養中に自然発生的な突然

変異体を多く見つけることができたからだという。図 1に変

異体の倒を 2つ示した(図 lD:Reg，図 lE: Inv)。野生型

では，ボルボックスの生殖細胞は，匪の分裂期において非対

称分裂によって形成される 16個の大きな細胞に由来し，それ

が急速に成長することによって生殖細胞へと分化する。一方，

残りの小さな細胞はあまり成長せずに体細胞として一生を終

える。図1Dの Reg表現型では，小さいはずの体細胞が成長

し，野生型の体細胞よりもはるかに大きくなっている(図 lA

とDを比較)。これら Regの生殖細胞へと再分化した体細脂

は，本来の生殖細胞よりは小さいながらも次世代をつくること

ができる。図1Eの Inv表現型は形態形成に異常がある。野生

型では，匪の分裂が終わった後に起こる形態形成運動(イン

パージョン)によって，表裏が逆転し生殖細胞が外側から内

側へと取り込まれるのであるが，それが途中で止まってしまっ

たため，上の部分が聞いたチューリップの花弁のような形の

成体になっている。ここに挙げた以外にも，分裂や形態など

に様々な異常を持つ変異体が単離され(表1)，交配に基づい

た遺伝学的な解析が行われた (Sessoms& Huskey 1973， 

Kirk 1998)。このような突然変異体の存在はポルボックスを

研究する上で非常に興味深いが，古典的な遺伝学によって遺

伝子まで同定するに至った例は，残念ながら未だない。

ボルボックスの突然変異体の原因遺伝子の同定はトランス

ポゾン・タギングによって行われている。 Jordanと名付けら

れたカット&ぺーストで転移する1.6kbのDNAtypeのトラ

ンスポゾンは，常温の培養温度 (320C)下では転移しないが，

低温 (240C)で培養することにより転移が誘導される (Miller

et al. 1993)。すなわち，低温培養下において変異体を見つけ

ることができれば，Jordanの挿入によって得られた変異体で

ある可能性がある。また，Jordanは再転移の際に， 3塩基(も

しくはその倍数)の挿入領域重複を引き起こすが，これはア

ミノ酸配列の読み枠を変えないことから，Jordanが抜け出た

株は野生型に復帰しやすい。したがって，得られた変異体が

常温の培養温度では安定した形質を示すが，低温で培養した

時に野生型に復帰する株(リバータント)が得られやすければ，

その変異体は Jordanのようなトランスポゾンによる可能性が

高い。 Jordanの配列をプローブとして，ゲノム DNAをサザン

プロット解析し，変異体のみに見つかるバンドを探すことにより，

Jordanが挿入された遺伝子を同定することができる。表 1で示

した 3つの変異体の原因遺伝子regA，glsA， invAはJordan

の掃入によって得られた突然変異体から同定された(Kirket 

al. 1999， Miller & Kirk 1999， Nishii et al. 2∞3)。

RegA変異体では体細胞が生殖細胞に再分化することから，

野生型において regAは体細胞が生殖細胞化するのを抑える働

きを持つ遺伝子発現の制御因子であると考えられている(阻止

et al. 1999， Stark et al. 2001)0 regAによって葉緑体の生合

成に関わる遺伝子の発現が抑えられており，体細胞は光合成

能を抑えられることで生殖細胞化しないように制御されてい

ると考えられる (Meissneret al. 1999)。

GlsA変異体では，予定生殖細胞を作る第6分裂時 (32細
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A 

200μm -
|玄11ボルボックス (Volνoxcarleri)の生活殴と突然変異体 A 出日|二型のボルボックスの若い鮮体。 B.
m守化直前の娘ボルボックスを合む1削本，娘i川本にはさらに次世代の生地出IIIJI包ができている。 c.ボルボックスの

無性生殖における生活環 :研究室内では I明則 1 61時I'I，~ ・|情期 81時rM Jのサイ クルによって向調培養できる。 親の1'1_1

で成熟した生地調lIJJ包は分裂を繰り返し， 約811寺|間後には親と同数の調IIJJ包数にまで遥する。その後，形態形成運動

(インパージョン)によって， 表裂が逆転して成体と悶じ体制を とり， 親の中で制JJ包~~を構築し，成長を遂げた後に
附化する。ーJ?iJJVJは4811寺I/I，Jo D. Reg変具体 ・個 の々体制[J胞が生殖制IIJJ包化しており， Aの野生型の体制UJJ包と
比較すると大きくなっていることがわかる。E.111ν変具体・形態形成迎jfi}Jが途中で止まったため，チューリップの

ような形態である。そのため，生抽出[J胞は内側になく，外'I1mに銭出したままになっている。バーは200μm。

E 

)J包→ 64制胞)のヒ部半球 1611illlの制胞での非対称分裂ががI1

えられているため大きな生殖細胞が形成されない(こ の場合，

致死になるので Regとの 2重変異体 として単離する)0GlsA 

タンパク質は熱ショックタンパク質の Hsp40のホモログであ

り， Hsp40は Hsp70と結合することにより機能す ることが知

られる。32紺l胞期のボルボッ クスj庄では， GlsAタンパク質
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の発現は全ての細胞に見られるが，結合相手として確認さ れ

た Hsp70Aは非対称分裂する上部半球にのみ弛¥V'発現が見 ら

れる (Chenget al. 2005， 2006)0 Hsp70AとGlsAのコン

プレックスは ヒス トンと共に核 内でク ロマチ ン近傍に局在が

見られることから，上部半球で非対称分裂に必須の遺伝子発

現の調節に関わっている可能性が示唆されている。

図2 ゲノム配列により明らかになった

ボルボックスの regA辿伝子の進化過程

A. ボルボックスとクラミ ドモナスの

RegAホモログの系統樹 :DNA結合 ド

メインである VARLfdli域(約 100アミ

ノ酸残基)をmいてベイズ法で系統制を

作成し， R巴gAを含むクレードのみを示

した。ボルボックスでは RegAに近いパ

ラログは4{問あるが (RlsA/B/C/O)，ク
ラミ ドモナスのホモログは RLSIのみで

ある。ボルボックスの RlsDはクラミド

モナスの RLSIとオルソログである。虻i

は司l後(1m率を示す 。 B.regAおよび rls)立伝子のゲノム上でのt立世
|刻係。Aで示されたオルソログ関係にあるボルボックスの rlsD (ボル

ボックス ・ゲノムの Scaffold#31上にある)とクラミドモナスの RLSl
(クラミドモナス ・ゲノムの Scaffold#13上にある)は，ともにオルソロ

グである酢酸キナーゼをコードす る逃伝子 (ack2とACK2)とそれぞ
れ隣り合っている。一方，ボルボックスゲノムの Scaffold#23上にある

rlsA-regA-rlsB-rlsCというクラスターの周囲の逃伝子のオルソロ グ
は，クラミドモナスの RLS1の周囲に存在しており，これらの起源もま

た同一であったことを示唆している。 C.regA巡伝子の進化モデル。

ボルボックスとクラミ ドモナスの共通:1:II先において，regA逃伝子の:tll
先遺伝子に重複がおこり，RLS1Ir!sD及び regAの祖先逃伝子が生じ

た。ボルボックスへの進化に伴い，rlsDは近傍の ack2と共に別の染色

体制域に転移する。一方，regAの祖先辿伝子は4つに重h変化しその一

つがregAになった。クラミ ドモナスでは，Rム51は残ったが、ボルボッ

クスで regAに進化した祖先辿伝子の方は干IJひ、失われて現在に至ってい

ると考えられる。A-Cはいず、れも Duncanel al. 2007からの改変。
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表l ボルボックスの変異体

変異体 表現型 関連する遺伝子

Inv インパージョンが完全または途中で停止 invA*，加vB**， invCぺinvD**， invE"* 

Reg 体細胞が再分化し生殖細胞になる regA* 

Gls 不等分裂がおこらず全ての細胞が体細臨化 glsA* 

Lag 初期において生殖細胞が体細胞化 未聞定

Pcd 細胞分裂が途中で終わり生殖細胞が増加 未同定

Mul 分裂パターンが変わり生殖細胞が増加 未聞定

Cle 細胞分裂の異常 未同定

Exp 細胞壁構築が抑えられ棲小化 invB***， invC*** 

Dis 細胞壁が分解され単細胞化 未同定

Rel 瞬化が遅れる，もしくはできない vheA (Fukada et al. 2006) 

Rot 個体の前後軸が逆転する 未同定

Flg 鞭毛がない 未同定

Eye 眼点の位置が異常 未同定

Sex 有性生殖に異常を持つ vcMid**** 

変異体名はSessoms& Huskey 1973; Kirk 1998に基づく
合Jordanによるトランスポゾン・タギングで同定された遺伝子
**Idatenによるトランスポゾン・タギングで同定された遺伝子(植木・豊岡・門田・石田・西井.未発表データ)
***invB， invCは細胞壁を構成する糖鎖の付加に関わっていることが示唆されている(植木・西井，未発表データ)
山台vcMidlまボルボックスのオス特異的な遺伝子 プレオドリナのOTOKOGI遺伝子 (Nozakiet al. 2006)のホモログ (Ferris・野崎・漬地・西
先未発表データ)

InvA変異体は，インパージョン中の旺の屈曲部位で見られ

る細胞の変形と細胞の移動のうち後者のみが阻害されている

(Nishii et al. 2003)0 InvAタンパク質は微小管モータータン

パク質のキネシンであり，移動の際の支点となる細胞聞を繋

ぐ原形質連絡近傍に局在していることから，直接的に移動を

駆動する働きを持っと考えられる。

最近，私達の研究グループでは，約 10kbの長さを持つト

ランスポゾンを見つけ，Idatenと名付けた(植木・西井未発

表データ)0Idatenの転移もカット&ぺースト型でかつ低温

で誘導されることから，Jordanと同様の解析法により，突然

変異体の原因遺伝子を同定することができる。現在，Idaten 

の挿入によってインパージョンに異常を引き起こす変異体か

ら原因遺伝子を同定し，解析を行っている。その中には，シ

グナル伝達に関わる遺伝子などが含まれており(門田・植木・

西井未発表データ)，インパージョンを引き起こす細胞レベル

の分子メカニズムが明らかになりつつある。また，表 1に示

したように，多くの変異体に関して原因遺伝子がまだ決まっ

ておらず， トランスポゾン・タギングによるさらなる解析が期

待される。

ゲノム配列

2007年 5月末から，米国 JGIによってボルボックスのメ

ス株のドラフトゲノムシークエンスが公開されている (http://

genome.jgi-psf.org/Volcal/Volcal.home.htmI)。ゲノム 全

長にほぼ相当する 138M塩基対が読まれ，総遺伝子数は

15，544個と予測されている。最近，報告されたクラミドモナ

スのゲノムは全長 121M塩基対，総遺伝子数は 15，143個で

あり (Merchantet al. 2007)，単細胞生物，多細胞生物と体

制の差はあるが，ゲノムレベルでは顕著な差があるようには

見えない。 JGIのボルボックスのホームページでは個々の遺

伝子のアノテーションがされており，データベースから最も

相同な遺伝子がBesthitの項目に挙げられているが，ほとん

どの遺伝子がクラミドモナスのホモログとなっており，それ

らの相向性も非常に高い場合が多い。さらに，ゲノムブラウ

ザでは，ボルボックスとクラミドモナスの両ゲノム配列間で

blastnスコアの高い領域がゲノム上に重ね合わせられており，

多くの遺伝子のエキソン領域が保存されていることが一目瞭

然となっている。一方，以下に述べる regA遺伝子のようにク

ラミドモナスには，オルソログの見つからない遺伝子も存在

しており，クラミドモナスとボルボックスの共通祖先であっ

た単細胞生物から多細胞生物への進化を考える上で興味深い。

現在， JGIを中心にクラミドモナスのゲノムとの比較解析が

進められており，少ないながらも特徴的な差異が明らかにな

りそうだ。

クラミドモナスとボルボックスの間では多くの遺伝子が保

存(共有)されているが，その一方で、ボルボックスで特有に

起こる発生現象に働く遺伝子はどのように進化してきたのだ

ろうか。このことを考える上で，RegA変異体の原因遺伝子

である regAは非常に良いモデルであった。我々は， RegAの

DNA結合領域である保存配列 VARL領域(主oIvocine_1!Igal 

regA like; Duncan et al. 2006)に基づいてゲノム配列を解析

した結果， VARL領域を持つ遺伝子がボルボックス(計 14

個)とクラミドモナス(計 12個)のゲノム中に多数存在して

いることを明らかにした (Duncanet al. 2007)。これらの遺
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伝子のうち，ボルボックスにおいて regAに非常に似た配列を

持つ遺伝子は4つあり (rlsA，rlsB， rlsC， rlsD; rls=regA-

like ~equence，図 2A)，その 4 つのうち前者 3 つは， regA 

とともにゲノム上で 60k塩基対に渡って rlsA-regA-rlsB-rlsC

とタンデムに並んでクラスターを形成していた(図 2B)。一

方，rlsDはこれらの遺伝子の近傍にはない。 regAに一番近い

クラミドモナスのホモログは RLSlのみであり，これは rlsD

のオルソログであった(図 2A)。このことは，ボルボックス

のrlsD上流にある遺伝子。ck2がクラミドモナスにおいても

同様の配置にあることからも支持される(図2B)0regAクラ

スターは遺伝子重複によっておそらく最近進化したものであ

り，そのためクラミドモナスのゲノムには存在しないのであ

ろう。以上から，多細胞化に伴いボルボックスの分化制御遺

伝子regAは，RLSl/rlsDの祖先遺伝子が重複化し，進化し

た可能性が強く示唆された(図 2C)。クラスター上の regA以

外の遺伝子 (rlsAlB/C)に関しては，現在解析を行っており，

regAとよく似た発現パターンを示すことがわかっているが，

regAと同様に分化の制御に働いているかどうかについてはま

だ明からではない。

最後に， 2007年 10月 15日に DavidK廿k博士のこれまで

の功績を記念して行われたボルボックス・シンポジウム(米

国セントルイス・ワシントン大学)について特記したい。シ

ンポジウムでは， 11人の研究者ら(米5・日 3・独2・加1)

によって，ゲノム・非対称分裂・形態形成運動・分化・細胞

壁の構築・騨化・有性生殖・細胞死・新種などボルボックス

に関する多くの研究報告がなされた。解化の機構に関しては，

京大の白石博士の研究グループにより，親の細胞壁を溶かす

酵素 VheAが同定されている (Fukadaet al. 2006)。この酵

素のホモログはクラミドモナスでも発現している。どうして娘

群体自身の細胞壁は分解されず，親群体の細胞壁のみが分解

されるのかは，ボルボックスにおける非常に興味深い問題で

ある。有性生殖過程に関しては，米ソーク研の Umen博士や

東大の野崎博士らが研究を行っており， JGIのゲノム解析に

基づいてメスの性染色体の領域が同定されている。オス株に

関しては， BACライブラリが作成されJGIにより性染色体領

域の配列決定が進められている。クラミドモナスの性染色体

領域と比較することにより，同型配偶接合である単細胞生物

から卵生殖の多細胞生物への進化過程を解き明かすゲノムレ

ベルの研究として注目される。

まとめと展望

トランスポゾン・タギングにより，ボルボックスの発生過程

の分子機構に働く遺伝子が明からになってきた。ゲノム配列

を利用することにより，これらの研究はますます加速していく

だろう。また，未だ原因遺伝子の決まっていない多くの突然

変異体に対してもマッピングなどによりアプローチできるの

ではないだろうか。これらの遺伝子のボルボックスでの働き

のみならず，クラミドモナスでのホモログの解析を行うことに

より，動物や陸上植物とは異なる面から，多細胞生物への進

化に関する理解を得られれば意義深いと考えられる。
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