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研究成果の概要（和文）：　陸上植物はその生活環の中で単相と複相の両方に多細胞体制を構築する世代交代を
行う。陸上植物ヒメツリガネゴケにおいて同定されたホメオボックス型転写因子KNOX2遺伝子は陸上植物とスト
レプト藻類の共通祖先において既に存在していた。ストレプト藻類ヒメミカヅキモを用いて変異体を単離した。
別の陸上植物であるツノゴケゲノムを解読したところ、ツノゴケはKNOX2遺伝子を持つが、姉妹遺伝子である
KNOX1遺伝子は持たないことがわかった。

研究成果の概要（英文）：Land plants exhibit multicellular body both in haploid and diploid 
generations, which called the alternation of generations. We previously reported the transcription 
factor regulating alternation of generations, KNOX2 gene. KNOX2 genes were found in Streptophyte 
algal genomes. Functional analysis of KNOX2 gene in Streptophyte alga Closterium 
peracerosum-strigosum-littorale is ongoing .
We reported three hornwort genome informations and transformation method of a hornwort Anthoceros 
agrestis. KNOX1 gene, which is sister gene to KNOX2 gene, was lost in hornwort genomes. 

研究分野： 植物発生進化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
研究代表者は陸上植物の世代交代制御因子であるKNOX2遺伝子を報告しているが、KNOX2遺伝子は陸上植物出現以
前から陸上植物と緑藻類の共通祖先において存在していたことがわかった。陸上植物以前の機能解明のため、緑
藻類のKNOX2遺伝子の機能解析を実施し、変異体を獲得できた。
ツノゴケAnthoceros agrestisのゲノム解読を行い、ツノゴケゲノムにはKNOX2遺伝子は存在するがその姉妹遺伝
子であるKNOX1遺伝子は欠失していることを示した。

※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 
陸上植物は単相と複相の両方にそれぞれの役割に適した多細胞体制を構築する世代交代を行う

が、これは陸上植物の進化の初期に獲得された新規形質である。研究代表者らは陸上植物であ
るコケ植物ヒメツリガネゴケを用いて世代交代を制御するホメオボックス型転写因子 KNOX2
遺伝子を報告している (Sakakibara et al. Science 2013)。KNOX2 遺伝子は KNOX1 遺伝子と
姉妹遺伝子であるが、遺伝子重複によってできたものであり、緑藻類クラミドモナスではこれ
らが重複する前の単一の遺伝子として KNOX 遺伝子を持つことが知られている。研究代表者
らは陸上植物の系統での遺伝子重複により、KNOX1 遺伝子と KNOX2 遺伝子が成立し、
KNOX2 遺伝子が世代交代制御因子として機能するようになったという仮説をたてていた。し
かし、近年、陸上植物に近縁なストレプト藻類のゲノムが報告されたが、世代交代を行なわな
いストレプト藻類と陸上植物の共通祖先においてすでに KNOX1 遺伝子と KNOX2 遺伝子の重
複がおきていたことがわかった。しかし、これらの遺伝子のストレプト藻類における機能は不
明である。一方で、ヒメツリガネゴケ以外の陸上植物の KNOX2 遺伝子が世代交代を制御して
いるかは不明であった。同じくホメオボックス型転写因子で KNOX 遺伝子と相互作用するこ
とが知られている BELL 遺伝子も世代交代制御因子であることが報告されている(Horst et al. 
Nature Plants 2016)。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、1）ストレプト藻類の KNOX2 遺伝子の機能解析により、KNOX2 遺伝子の陸上
植物成立以前の機能を解明する。2）別の陸上植物であるツノゴケ Anthoceros agrestis の
KNOX2 遺伝子の機能解析により、KNOX2 遺伝子が陸上植物で普遍的な世代交代制御因子であ
るかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
1）遺伝子改変が容易なストレプト藻類である接合藻類ヒメミカヅキモの KNOX2 遺伝子、及び
その姉妹遺伝子である KNOX1 遺伝子、BELL 遺伝子の変異体を作製し、その機能解析を行う。 
2）別のコケ植物であるツノゴケ Anthoceros agrestis のゲノム解読と形質転換系の確立を進め、
これらを活用してツノゴケ KNOX2 遺伝子の機能解析を行い、KNOX2 遺伝子が世代交代制御
因子であるかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
1）ヒメミカヅキモ KNOX1 遺伝子、及び KNOX2 遺伝子、BELL 遺伝子のリアルタイム PCR
による発現解析を実施したところ、これらの遺伝子はいずれも有性生殖過程において発現が上
昇することが確認された。次に、ヒメミカヅキモでは CRISPR/Cas9 法によるゲノム編集が可能
であるので(Kanda et al. Sci. Rep. 2017; Kawai et al. New Phytol. 2022)、これを用いてこれら
の遺伝子の変異導入を試みたところ、KNOX1 遺伝子及び BELL 遺伝子の変異体単離に成功し
た。これらの変異体の有性生殖過程における表現型を観察したところ、いずれの変異体において
も、有性生殖過程において、接合が亢進しており、これらの遺伝子は接合を制御していることが
推測された。KNOX1 変異株と BELL 変異株とで接合実験をおこなったところ、単独の変異体
において確認されたほどの接合の亢進はみられなかったことから、これらの遺伝子産物は相互
作用して機能している可能性が見出された。その検証のため、BiFC 法によりヒメミカヅキモ
KNOX１遺伝子及び BELL 遺伝子の相互作用を調べたところ、これらの遺伝子産物は相互作用
して核に局在することが確認された。また、BELL 遺伝子変異株では 2 つの接合型でのペアプ
ロトプラスト形成時に、野生株同士の組み合わせではみられない、片方の細胞でのみプロトプラ
スト放出がみられたり、プロトプラスト放出するものの 2 つの接合型細胞間の凝集がみられな
い表現型が観察され、BELL 遺伝子が接合に機能している可能性が示唆された。KNOX2 遺伝子
変異株の候補株が得られており、引き続き単離と解析を進めていく予定である。 
また、別のストレプト藻類であるシャジクモ Chara braunii の遺伝子導入系を確立し、将来的

にこれを用いても KNOX 遺伝子の解析が可能なように実験系の開発に取り組んだ。パーティク
ルガン法によるシャジクモへの遺伝子導入に成功し、シャジクモで有効なプロモーター、ターミ
ネーターの組み合わせを見出した。このプロモーターとターミネーターの組み合わせでレポー
ター遺伝子の発現誘導がおきることを確認した。また、シャジクモに有効な抗生物質とその濃度
を特定した。シャジクモに有効なプロモーターとターミネーターを抗生物質耐性遺伝子につな
いでパーティクルガン法によりシャジクモに導入したところ、抗生物質耐性の獲得に成功した。
今後、これを足掛かりとして、シャジクモの形質転換系の確立を目指す。 
 
2)他のコケ植物で KNOX2 遺伝子の機能解析を実施するため、ナガサキツノゴケ Anthoceros 
agrestis を含むツノゴケ 2 種 3 系統のゲノムを解読し報告した(Li et al. Nature Plants 2020)。
ナガサキツノゴケゲノムには KNOX2 遺伝子と BELL 遺伝子が 1 個ずつ存在するが、KNOX1



遺伝子が欠失していることがわかった。これらの遺伝子の RNA シークエンス解析では KNOX2
遺伝子と BELL 遺伝子は胞子体で発現していることが推測された。ナガサキツノゴケ KNOX2
遺伝子をヒメツリガネゴケ KNOX2 遺伝子のプロモーター下で発現するような導入 DNA をヒ
メツリガネゴケ KNOX2 遺伝子変異株に導入したところ、ヒメツリガネゴケ KNOX2 遺伝子の
表現型は回復しなかった。 
ナガサキツノゴケ KNOX2 遺伝子の機能解析のため、ナガサキツノゴケの形質転換系の確立を

試み、アグロバクテリウムによる形質転換法を確立して報告した(Frangedakis et al. New 
Phytol. 2022)。まず、KNOX2 遺伝子及び BELL 遺伝子の発現解析のため、これらの遺伝子の
推定プロモーター配列をクローニングし、GFP あるいは GUS レポーター遺伝子の 5’末端側に
挿入した T-DNA プラスミドを作製した。これらをナガサキツノゴケに形質転換し、KNOX2 遺
伝子の発現解析用の形質転換体候補株を複数得た。GFP レポーター株及び GUS レポーター株
のいずれにおいても KNOX2 遺伝子の単相の配偶体と複相の胞子体での発現は確認できなかっ
た。ツノゴケ KNOX2 遺伝子の発現を再現するには、遺伝子の 5’末端配列のみを用いるのでは
不十分である可能性が示唆され、今後、コード領域を含めた発現解析を実施していく予定である。  
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