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１．はじめに 
約 20 年にわたる次世代シークエンサーの絶え間ない技術革新により，ゲノム解析や RNA 

seq 解析のコストは私たちのような wet な研究室の手の届くところまで降りてきた。一方で，

データ解析の手法やノウハウについてはまだ十分に行き渡ったとは言えないのが現状と思わ

れる。 
私たちの研究室では長年にわたり，モデル光合成生物を用いた逆遺伝学的な解析を中心に

クロロフィル代謝や光合成の研究を行ってきた。しかし近年では光合成生物の環境適応能の

多様性に興味が移りつつあり，非モデル光合成生物を用いた研究が研究室の軸になってきた。

そこで問題になったのが配列情報の不足であった。端的に言えば，私たちの解析に配列情報

が必須であるものの，私たちにはその配列情報を得るためのノウハウがなかったのである。

そこで，私たちは，この５年間，手探りで RNA seq を進めてきた。試行錯誤を繰り返し，ロ

ングリードやショートリードを組み合わせた RNA seq 解析を行ってきた結果，私たちは，非

モデル光合成生物の遺伝子/タンパク質の配列や機能を予測するとともに，トランスクリプト

ームの変動を見ることも可能になった。これらの解析結果は，私たちの研究プロジェクトの

基盤となっている。 
本稿では，私たちが研究材料としている非モデル光合成生物の魅力や研究意義，そして

RNA seq 解析を利用した研究成果を紹介するとともに，現行の解析スキームについても紹介

する。 

 
２．モデル生物を用いた光合成研究が主流の中，非モデル緑藻であるプラシノ藻類

やストレプト藻類に着目した理由 
ゲノム解読が行われる前のモデル真核光合成生物は，クロレラ，エンドウ，ホウレンソウ

など培養や栽培が容易であり，同時に，葉緑体やチラコイド膜の単離が容易な生物種であっ
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た。そのような研究状況の中で，最初に真核光合成生物のゲノム解読が光合成研究に大きな

影響を与えたのは，タバコおよびゼニゴケの葉緑体ゲノムの解読（Shinozaki et al. 1986; Ohyama 
et al. 1986）だろう。葉緑体ゲノムの解読により光化学系（PS）I や II の反応中心タンパク質

群などの配列情報が明らかになったことに加え，その後確立された葉緑体ゲノムの形質転換

系を組みわせることで，葉緑体ゲノムコードの機能未知遺伝子群の解析も大きく進展するこ

とになった。 
次の飛躍は言うまでもなく 2000 年のシロイヌナズナの全ゲノム解読である（Arabidopsis 

Genome Initiative 2000）。配列情報が得られること，形質転換系が容易であること，またノッ

クアウトラインが容易に入手できること，など今日に至るまでモデル植物の代表であるシロ

イヌナズナは瞬く間に光合成研究のモデル植物として利用されるようになり，数多くの研究

がこの植物を材料として行われた。また，光合成研究のモデル緑藻としてはクラミドモナス

が広く用いられている。 
また近年特筆すべきこととして，CryoEM 技術の発展により，より幅広い生物種で光化学

系の構造解析が行われるようになった。特に陸上植物やコア緑藻類の光化学系については精

力的に構造解析が行われており，その結果としてコケ植物の PSI の構造が維管束植物とは異

なること，コア緑藻類の光化学系には予想以上の多様性が見られること，などが明らかにな

ってきた（Suga and Shen 2020; Bai et al. 2021）。しかし，依然として，ストレプト藻類やプラ

シノ藻類の光合成の研究は進んでおらず，光化学系の構造が明らかになっているのは，プラ

シノ藻 Ostreococcus tauri の PSI（Ishii et al. 2023）のみである。そこで，私たちは，ストレプ

ト藻類やプラシノ藻類の光化学系の解析を進めている。 
では，光合成研究材料としてのストレプト藻類やプラシノ藻類の魅力はどこにあるのだろ

うか？まずストレプト藻類に関しては，陸上植物の祖先であるということは大きな魅力であ

る（図１）。陸上植物の誕生は地球の生命史の中でも最大級のイベントであり，陸上環境や

大気環境を大きく変えることになった。陸上植物へと進化したのは淡水性緑藻のストレプト

藻類の一系統であると考えられている (Bowles et al. 2020）。しかし，ストレプト藻類から顕

花植物への進化に伴う光合成システムの変遷については未解明の点が多い。緑藻と顕花植物

の中間的な形質を持つコケ植物の光化学系の解析はまさにその観点から興味深いものであり，

実際にコケ植物の光化学系の構造には維管束植物やコア緑藻類との違いも見出されてきた  
( Iwai et al. 2015; Pinnola et al. 2018）。ではコケ植物とストレプト藻類の光化学系に違いはあ

るのだろうか？私たちは，後述のように，最も早く分岐した「古い」ストレプト藻類の

Mesostigma viride の光化学系はコア緑藻類と陸上植物の中間的な形質を持っていると考えて

いる。そして，その後の陸上植物に至るまでの進化の道筋において光化学系がどのような変

遷を遂げているのかは不明である。そのため，筆者は，今後ストレプト藻類からコケ植物へ

の進化に伴う光合成システムの変遷についても，研究が進展する中で，興味や関心を集める

のではないかと考えている。 
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図 1 緑色植物（緑藻と陸上植物）の系統関係 
アスタリスクは PSI もしくは PSII の構造が既に公開されている種を示している。プラシノ藻

類ではオストレオコッカス（Ostreococcus tauri）の PSI のみが公開されており，ストレプト

藻類に関しては現時点では光化学系の構造が公開された種はない。 
 

一方のプラシノ藻類は，コア緑藻類の祖先にあたる系統群であり，おもに海洋性の緑藻で

ある（図 1）。光合成という観点から特に興味深いのは，光合成色素の多様性である。まず，

カロテノイド色素の多様性は光合成生物の中でも特筆すべきレベルである（Latasa et al. 2004）。
また，クロロフィルの代謝中間体でありクロロフィル c とよく似た吸収スペクトルを持つジ

ビニルプロトクロロフィリド（MgDVP）を例外的に集光に用いることも知られている（Ishii 
et al. 2023）。このような光合成色素の多様性はおそらくは海洋の多様な光環境への適応機構

を反映したものである。また，集光アンテナタンパク質にもユニークな特徴があり，LHCP  
（prasinophyte-specific LHC）はプラシノ藻類に特有の LHC（light-harvesting complex）タンパ

ク質である（Ishii et al. 2023）。この LHCP は通常の LHC よりも多くのカロテノイド色素を

結合すると報告されており，弱光環境の海洋での集光に有利な LHC であると考えられる。一

方で LHCP を持たないプラシノ藻類も存在すること，カロテノイドの多様性，などから判断

すると，プラシノ藻類の集光系には高度な多様性があるのではないかと予想される。 
このように，ストレプト藻類やプラシノ藻類には他の緑藻や陸上植物と異なる興味深い特

長があるものの，現時点では知見が不足している。そして，そのことが緑藻の光化学系の進

化や環境適応機構についての理解を妨げている。そこで，著者らはストレプト藻類やプラシ

ノ藻類の中で，比較的初期に分岐した種にフォーカスして，光化学系の構造解析を進めてい

る。 
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３．ショートリードを用いた RNA seq 解析とロングリードを用いた RNA seq 解析 
非モデル緑藻の光化学系の解析を行う上で問題になるのはゲノム情報がないことである。

緑藻のゲノムプロジェクトは急速に広がり着実に進んでいるものの，まだ陸上植物と比べる

とゲノムが明らかになった種は限られている。そのため，著者らは興味のある緑藻の光合成

遺伝子の配列を入手するために，ロングリードとショートリードを組み合わせた解析を行っ

ている。 
まず，ショートリードを用いた RNA seq 解析のメリットは，リード数が多く，配列正確性

が高く，コストが安いことである。一方デメリットとしてはリード長が短いため，非モデル

生物で RNA の全長を読むためには de novo assembly が必要になることが挙げられる。De novo 
assembly はマシンパワーを要求する解析であり，一般的なノート PC では解析が難しい。ま

た，遺伝子の全長を得ることは容易ではなく，しかもキメラ配列を比較的多く含むことにも

注意が必要である。 
一方，ロングリードを用いた RNA seq 解析（Isoform sequencing: Iso-seq）の特徴は，全長

cDNA が得られることである。配列の正確性はショートリードに比べれば低いものの，エラ

ーはランダムに生じるため，クラスタリングによって得られたコンセンサス配列については

高い正確性を得ることが可能である。ショートリードに比べてリード数は劣るため，発現量

の低い mRNA の情報を得ることは難しいものの，光合成遺伝子のように比較的発現量の多い

遺伝子についてはより長い配列情報を得ることが期待できる。 
筆者は非モデル生物の光合成の解析のため，両方の解析を組み合わせることが多い。具体

的には， Iso-seq 解析で構築した全長 cDNA をテンプレートとし，ショートリードを疑似マッ

ピングすることで遺伝子発現解析を行うのが一例である。また， de novo assembly 解析は Iso-
seq 解析では検出できなかった（比較的発現量が低い）遺伝子の検出や配列の正確性の検証に

も有用である。 

 
４．ロングリードを用いた RNA seq 解析の実際 

筆者は PacBio sequel を利用した Iso-seq 解析をよく行っているので，ここではそれについ

て紹介する。まず，私たちが材料としている樹木や藻類の中には市販のキットで total RNA を

抽出すると，多糖類の混入が多く，解析に十分な品質が得られない場合もめずらしくない。

そこで私たちがよく利用しているのは，ニッポンジーン社の Assist buffer と ISOSPIN Plant 
RNA を組み合わせた抽出キットである。このキットは多糖類などが多く含まれているサンプ

ルに対して非常に有効であり，実際にカエデなどの樹木類や緑藻類で成果を挙げている。ま

た，さらに精製が必要な場合には Qiagen 社などのクリーンアップキットを使っている。 
Iso-seq を受託解析する際には，複数の（～４種類の）生物種のサンプルを同時に依頼する

ことが多い。これは１種あたりの解析コストを下げるためであり，著者らの研究対象が発現

量の比較的多い光合成遺伝子であるため，仮にリード数が 1/4 になっても目的遺伝子が得ら

れることを期待してのことである。ただ，リード数が多いとは言えない Iso-seq において，さ

らにリード数を下げることには葛藤もあり，それが理由で目的の遺伝子が検出できないこと
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もあれば，断片的な遺伝子配列しか入手できないこともある。研究目的に応じて個別に判断

する必要があると思われる。 
データ解析も受託することが可能であるが，解析コストを下げるためデータ解析を頼まず，

成果物の bam ファイルを自分で解析することが多い。その際，筆者は，Windows11 の WSL2
（Windows Subsystem for Linux）に Ubuntu 環境を導入し，PacBio 社の Iso-seq パイプライン 
version 3（https://github.com/PacificBiosciences/pbbioconda）を利用して解析している。このパイ

プラインは Anaconda/Miniconda の Bioconda チャンネルに登録されているが，python3 ではな

く python 2 を必要とするため，仮想環境に python 2.7 を導入する必要がある。Iso-seq 解析で

得られた full-length cDNA 配列は GeneMarkS-T （ Tang et al. 2015 ）や  TransDecoder 
（https://github.com/TransDecoder/TransDecoder）などのソフトウエアでタンパク質アミノ酸配

列に転換し，BLASTP（Camacho et al. 2009）や Diamond（Buchfink et al. 2021）などの相同検

索ソフトを用いて自分の研究対象である光合成タンパク質を抽出している。もしくは，

eggNOG-mapper（Cantalapiedra et al. 2021）や KofamKOALA（Aramaki et al. 2020）などのソフ

トウエアを利用して Gene Ontology（GO）や KEGG Orthology（KO）などの機能アノテーショ

ンを行い， full-length cDNA 配列をテンプレートとしショートリードを用いた発現解析に利

用している。 

 
５．ショートリードを用いた RNA seq 解析の実際 

著者らはロングリードに加えて Illumina 社の NovaSeq や MGI 社の DNBSEQ などを利用し

たショートリードを用いた解析も行っている。目的の１つは de novo assembly を用いた遺伝子

探索であり，著者らは Iso-seq 解析に加えてこれも併用している。例えば，筆者の主なターゲ

ットの LHC 遺伝子群では LHCB7 などの発現量の低い遺伝子が Iso-seq で単離できず de novo 
assembly で検出できることはめずらしくない。また，複数の手法で遺伝子の存在や配列を検

証できること自体が有益である。 
De novo assembly の際には，ソフトウエアによって結果が異なるため，複数のソフトウエ

アを用いて結果を比較するように心がけている。また TransRate（Smith-Unna et al. 2016) で de 
novo assembly で組み立てた contig の質を評価し，質の高い contig のみを下流の解析に用いる

ようにしている。得られた contig の機能推定については，ロングリードの際に用いたソフト

ウエアを用いて同様の解析を行っている。 
 

６．Mesostigma viride の光化学系の解析結果（Iso-seq 解析の実際と応用） 
ここではロングリードを用いた Iso-seq 解析の具体例として Mesostigma viride（M. viride）

の解析結果を紹介したい。先述の通り M. viride は陸上植物の祖先でもあるストレプト藻類の

1 種であり，その中でも最も早く分岐した「古い」ストレプト藻類である。筆者らはストレプ

ト藻類から陸上植物への進化に伴う光化学系の特に集光系の分子進化に興味があったため，

解析を始めた。現在では M. viride のゲノムが公開されているが，筆者らが解析を始めた際に

はゲノムが公開されていなかった。そのため，M. viride の光化学系がどのような LHC を集光

アンテナとして利用しているのかを調べるために RNA seq 解析による LHC 遺伝子の探索を
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試みた。具体的には，M. viride の total RNA を用いて，PacBio sequel による Iso-seq 解析を行

った後，その full-length cDNA 配列の中から既存の LHC 遺伝子と有意な相同性を持つ遺伝子

を探索し，LHC タンパク質群の系統樹を作成することで，M. viride が持つ LHC 遺伝子を推定

した（Aso et al. 2021）。 
緑藻類の持つ LHC 遺伝子セットを比較すると，M. viride は同じストレプト藻類とは大き

く異なることが明らかになった。例えば，M. viride はクラミドモナスの CrLHCA2 遺伝子のホ

モログ（algae LHCA2）や CrLHCA9 遺伝子のホモログ（algae LHCA9）を持つが，これらの

LHC 遺伝子群はプラシノ藻類やコア緑藻類に保存されているものの他のストレプト藻類には

見られない。また，一部のプラシノ藻類のみに見られる LHCP 遺伝子も持つが，これも他の

ストレプト藻類には見られない。逆に，ストレプト藻類や陸上植物によく保存されているシ

ロイヌナズナ LHCB6 遺伝子のホモログを持たない。この結果は，M. viride の LHC セットが

ストレプト藻類ではなく，むしろプラシノ藻類の LHC セットに近いことを示しており，M. 
viride の系統的な位置を踏まえると，M. viride が他のストレプト藻類から分岐した後で，スト

レプト藻類が植物型の LHC セットを持つようになったことを示唆している。なお，シャジク

モ類よりも早く分岐した Klebsormidium nitens は植物型の LHC セットを持つ。つまり，K. nitens
が他のストレプト藻類から分岐する前にすでに植物型の LHC セットを獲得していたと考え

られる。これらのことから，M. viride はストレプト藻類としてはユニークな光化学系の集光

系を持つことが明らかになった（図 2）。 

 

図 2 メソスティグマとクレブソルミディウムの LHC セットの違い 
メソスティグマの LHC セットに関してはプラシノ藻類との共通点が多く見られたが，クレ

ブソルミディウムの LHC セットは陸上植物とよく似ている。このことから，メソスティグ

マが他のストレプト藻類から分岐した後，クレブソルミディウムが分岐する前に, 陸上植物

型の LHC セットを獲得したのだろうと考えている。 
 

次に，M. viride の LHC タンパク質群が PSI と PSII のどちらに結合しているのかを調べる

ために，Clear-Native（CN）-PAGE で分離した PSI と PSII のバンドのタンパク質組成を質量

分析で解析した（Aso et al. 2021）。その際，ペプチドの同定のためのデータベースには，Iso-
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seq 解析を利用して構築したタンパク質配列とすでに公開されていた葉緑体ゲノムデータを

用いた。その結果から，PSI に結合する LHC タンパク質群と PSII に結合する LHCII タンパク

質群を推定し，既知の PSI や PSII の構造と比較することで M.viride の光化学系の集光系の構

造を予測した（図 3）。LHCP は PSI ではなく PSII に結合していることを見出した。オストレ

オコッカスと異なり LHCP は３量体を形成しているのではなく, マイナーLHCII として機能

しているのだろうと予想している。また algae LHCA2 と algae LHCA9 は陸上植物には見られ

ないことから, クレブソルミディウムへの進化の過程で失われたのだろうと考えている。 

 
図 3 メソスティグマと他のシャジクモ類の光化学系の構造の違い（予測） 

 
７．まとめ 

光化学系の色素やアンテナの多様性は光合成生物の光環境適応に重要な役割を担うと考

えられている。近年の CryoEM 技術の進展により，光化学系の構造解析は飛躍的に進んでい

るものの，ゲノムプロジェクトが進んでいる現在においても，ゲノム情報が公開された緑藻

種の数は決して十分ではなく，光化学系の構造解析の一つの制約になっている。本研究の

RNA seq，系統解析，Native-PAGE，MS 解析を組み合わせた解析は光化学系に限らず，タン

パク質複合体のタンパク質組成を予測するうえで強力な手法と考えており，今後は，de novo 
assembly もしくは Iso-seq で構築したタンパク質アミノ酸配列の長さや精度が CryoEM 解析に

よる光化学系の構造解析のためにどの程度有効であるのかどうかを試みていきたい。同時に，

さらなるゲノムプロジェクトの発展にも期待したい。 
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