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研究成果の概要（和文）：植物はしばしば、環境によって異なる形の葉を作る能力、異形葉性を備えている。と
くに水辺に育成する被子植物（水草）には、陸生時と沈水時で著しく異なる形の葉を作る種が多く知られている
が、そのメカニズムはあまりわかっていない。そこで本研究では水草の葉の示す表現型可塑性、異形葉性の詳細
な分子機構を解明することを目的とし、オオバコ科アワゴケ属の水草ミズハコベを用いて研究を行なった。本種
のゲノム・トランスクリプトーム解析を中心に、異形葉性の分子メカニズムの解析を進めたほか、近縁種の形質
転換系を確立し、研究基盤の整備をすすめることができた。

研究成果の概要（英文）：Plants often have the ability to produce various leaf shapes depending on 
their environment, which is called heterophylly. In particular, many aquatic plants can form leaves 
with significantly different shapes when grown on land or submerged in water. However, the 
mechanisms underlying this phenomenon are poorly understood. In this study, we aimed to elucidate 
the detailed molecular mechanisms of heterophylly and conducted research using the aquatic plant, 
Callitriche palustris (Plantaginaceae). We have analyzed the molecular mechanisms of this species, 
focusing on genomic and transcriptomic perspectives. We also established a transformation system for
 closely related species to improve the research infrastructure.

研究分野：進化発生学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
水草の進化とそれに伴う異形葉性の進化は、様々な系統で独立に起こっており、多様な系統で異形葉性のメカニ
ズムを明らかにすることで、収斂進化の背景にある生物進化の一般性や創造性の本質へアプローチできる。これ
まで、いくつかの系統の水草で異形葉性の分子メカニズムが調べられてきたが、本研究で、ミズハコベの異形葉
性はそのいずれとも異なる性質があることがわかった。今回、ゲノムの解析基盤が整ったことによって、さらに
ゲノム科学的な観点から水草の可塑性の進化の仕組みを調べることが出来るようになった。

※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 
地球上に繁栄する被子植物は、実に多様な葉の形態を示す。近年、モデル植物を用いた研究に
より、葉の形態形成の仕組みはよく理解が進んできたが、その多様性の実現機構については十分
に研究が進んでいない。葉形の違いは多くの場合、系統間もしくは個体間で見られるものである
が、しばしば異形葉性と呼ばれる現象として、同一個体内で様々な葉のかたちを観察することが
できる。この場合、同じ遺伝的背景の植物で異なる発生機構を調べられるため、多様な葉の形態
形成機構の理解に重要な知見をもたらしうる。異形葉性の顕著な例は、水辺に育成する水草に見
られる。多くの水草は、水没と乾燥を繰り返す環境に生息しているため、同じ個体が気中（陸上）
用と水中用の二つの姿を作り分けることができる（図 1）。特に葉の変化は顕著であり、一般に
気中葉は幅広で厚い葉であるのに対し、水中葉は細長く、薄く、時に分岐する。水草の異形葉性
は非常に劇的であるため、古くから研究者の興味を引いてきた。しかし、「水中でどのような因
子が働き、どのように発生機構を変更することによって形の異なる葉ができるのか」といった異
形葉性の発生機構の分子的な理解は、どの植物においても十分に進んでいなかった。 
これまでの研究で、オオバコ科アワゴケ属の水草ミズハコベ Callitriche palustris を異形葉性
研究のモデルと定め、本種における異形葉の発生機構の研究に着手した。ミズハコベは北半球に
広く分布する草丈 10cm ほどの小さな植物である。本種は著しい異形葉性をもち、気中葉が卵
形なのに対し、水中葉は細長いリボン状を示す（図１）。本種の水中葉の著しい形態変化は、葉
を構成する細胞の形態の劇的な変化、及び細胞分裂パターンの変化に起因することがわかって
いる。また、水中では気孔数が著しく減少し、加えて葉脈数の減少やクチクラ層が薄くなること
なども明らかにした(Koga et al., 2020)。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究で、ミズハコベの異形葉性を分子発生学的に解析するための土台として、本種の
実験系統の確立、葉発生の詳しい記載、植物ホルモンの作用などを調べてきた。本研究では、そ
の発展として、ミズハコベおよびその近縁種のゲノム等情報基盤を整備し、異形葉性の詳しい分
子基盤を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ミズハコベのゲノム情報基盤の整備 
ゲノム情報は発現解析や遺伝学的解析の基盤となるほか、比較解析によってゲノム配列そのも
のからも生物学的に重要な情報を得ることが期待できる。そこで、研究に使用しているミズハコ
ベの純系系統NH1の全ゲノムシーケンシングを行なった。 
 
(2)トランスクリプトーム解析を中心とした異形葉性の分子基盤解析 
 異形葉性に関わる因子の探索のため、葉原基やその他の各組織を用いたRNAseq 解析を行なっ
た。水中、陸上環境において、葉原基の各ステージを擬似時系列的に解析したほか、植物ホルモ
ン項目(1)のゲノム解読と同時に行なったため、解析は主として de novo transcriptome 
assembly をベースに行なった。 
 
(3)ミズハコベおよびその近縁種への形質転換 
ミズハコベでは、茎組織を用いた、アグロバクテリウム法による形質転換が成功しているが、そ
の効率は極めて悪かった。そこで、プロトコルの改良によりその効率改善を試みた。また、ミズ
ハコベに近縁な陸生種Callitriche deflexa への形質転換も試みた。 
 
４．研究成果 
(1) ミズハコベのゲノム情報基盤の整備 
ロングリードシーケンスを利用したゲノムアセンブリによって、ミズハコベの高品質のアセン
ブリを得た。さらに、2022 年度の先進ゲノム支援のもと、Hi-C 解析も行ない、それによってア
センブリを染色体レベルにつなげることができた（図 2）。その解析によって、ミズハコベは異
質 4倍体であり、水陸両生種と陸生種の雑種を祖先にもつことが示唆された。 
また、同じく先進ゲノム支援のサポートにより、ミズハコベの 4倍体ゲノムの親種に近縁と考
えられる 2種アメリカアワゴケC. terrestris（陸生種）とイケノミズハコベC. stagnalis（水陸
両生種）のゲノムシーケンスが得られた。これらの種に関してもアセンブリを行ない、比較解析
をすすめている。 
 
(2) トランスクリプトーム解析を中心とした異形葉性の分子基盤解析 
ミズハコベは、ジベレリン合成阻害剤やエチレン受容阻害剤、またはアブシシン酸（ABA）の
添加などによって水中においても陸上型の葉の形成を誘導することができる。こうした条件下
での葉原基における遺伝子発現を網羅的に比較解析することで、形態形成様式とよく相関した
遺伝子群、すなわち異形葉性に重要であろう因子を抽出した。これらの遺伝子の多くは、異形葉



性をもたない近縁種C. deflexa (研究当時はアメリカアワゴケC. terrestris と誤同定していた。
項目(5)参照)の葉原基では、水中環境と陸上環境間で発現変動していなかった。また、モデル植
物で組織の伸長に関わる遺伝子のオーソログもいくつか含まれていた (Koga et al., 2021）。 
 こうした解析によって得られた遺伝子は、すべてミズハコベにおける機能は未知であった。そ
こで、ミズハコベの葉発生の各ステージや、様々な組織での発現パターンを調べることで、機能
推定のための手がかりを得るとともに、特に重要な因子の絞り込みに活用できる。例えば、重要
因子として同定されたPRE1遺伝子（シロイヌナズナPRE1-6 のオーソログ）は、水中葉の他に
も、顕著な細胞伸長を示す茎で高発現しており、また細胞壁合成に関わる遺伝子と共発現してい
たことから、モデル植物の機能と合わせて、水中葉形成への関与が支持された。また、以前の研
究で水中への低濃度ABA添加は、細長い水中葉形成は阻害しないが、気孔形成は促進する。そ
の系をもちいて発現解析をすることで、水中で気孔の制御にかかわる因子を絞り込んだ。その結
果、いくつかの新規転写因子が、ミズハコベの気孔形成抑制に関わる可能性を見出した。 
 
(3)ミズハコベおよびその近縁種への形質転換 
ミズハコベへの形質転換系の改善のため、アグロバクテリウム株の検討、接種法の改変、形質
転換効率の改善が期待される化学物質の添加等を試みたが、いずれも改善はみられなかった。一
方、近縁な陸生種の C. deflexa への形質転換は、非常に高効率に行うことができることを見出
した（図 3）。C. deflexa の形質転換体において、過剰発現や、発現誘導が働くことが確認でき、
現在、項目 (2)で明らかになった表現型に関連する因子を導入することで、陸生種においても水
陸両生の形質が誘導できるかどうかを試みている。 
 
(4)その他の成果 
上記の研究で使用したC. deflexa は、元々、帰化種のアメリカアワゴケC. terrestris として兵
庫県から採取したものであった。しかし、本研究に際して分類形質を確認したところ、過去に帰
化が報告されていた C. terrestris ではなく、南米原産の種で、国内では報告がない C. deflexa
とすることが妥当であることがわかった。神奈川県立博物館との共同研究の下、国内各地の標本
の形態、およびDNA配列を解析した結果、C. deflexa は 1999 年には採取されていたが、これ
までアメリカアワゴケと誤同定されており、現時点で少なくとも関東以西の各地に広がってい
ることがわかった。そこで、C. deflexa の和名を、分類形質である長い果柄に基づいて、「ナガ
エアワゴケ」と称し、本邦への帰化報告を投稿した。 
 また、ミズハコベを含むアワゴケ属は、水陸両生、水生、陸生と多様な生活型を示すが、その
生活型に応じて気孔の発生様式が異なることを発見し、そのメカニズムとして、気孔分化の鍵転
写因子の発現パターンの変化が重要であることを示した（Doll et al., 2021 a,b）。 
 



 

図1: ミズハコベの陸上型（左）と水中型
（右）。クローンを異なる環境で育てたも
の。Koga et al., 2020より

図2: ミズハコベのゲノム構造。青で示した
水陸両生型のサブゲノムと、赤で示した陸
生型のサブゲノムからなる。中央の線はシ
ンテニーを示す。

図3: 新たな帰化種と同定したC. deflexaの全
形（左）とGFPを恒常発現する形質転換体の
蛍光画像（右）
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アワゴケ属陸生種のシュート再生の条件検討

鍵転写因子の発現パターン変化は気孔発生様式の多様性を生み出せるか？

Multi-platform widely-targeted metabolomics identified candidate metabolites with a potential role in cell number and size
coordination during leaf morphogenesis

Toward understanding the molecular mechanisms of specific meristems in one-leaf plants Monophyllaea by whole-mount in situ
hybridization
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水草ミズハコベのゲノム解析

水草ミズハコベ水中葉における気孔系譜の樹立抑制

de-etiolated3 の矮化を抑圧する変異体の遺伝学的解析

Experimental Validation of a Possible Diversification Mechanism of Stomatal Development
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_本植物形態学会第 33 回総会・_会（招待講演）
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アワゴケ属植物でみつかった気孔発_様式の多様性

hope-1 変異体の胚軸における遺伝学およびオミクス解析を駆使した分化維持機構の解明

葉の無限成長を可能にする細胞分裂活性維持機構の解析

set 変異は de-etiolated3-1 変異体の矮化及び暗所での光形態形成を抑制する
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新学術領域研究 「植物の周期と変調」国際ウェビナーシリーズ「From Cellular Dynamics to Morphology II」（招待講演）（国際学会）
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Dimorphic leaf development in the aquatic plant Callitriche palustris

Investigation of molecular mechanisms which enable indeterminate growth of compound leaves in genera Guarea and Chisocheton
(Guarea属やChisocheton属における複葉無限成長の分子機構の解析)

Comparative transcriptomic approaches toward understanding the evolution of a drastic phenotypic plasticity of leaf in
amphibious plants

水草ミズハコベの水没に応答した気孔分化抑制におけるABAの役割
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日本進化学会 第22回大会

JSDB Online Trial Meeting（招待講演）（国際学会）
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水陸両生の水草ミズハコベが姿を変える仕組みを解明 
https://www.s.u-tokyo.ac.jp/ja/press/2021/7443/ 
無限成長する葉の不思議な性質を発見 
https://www.s.u-tokyo.ac.jp/ja/press/2020/6972/ 
植物の「暮らし」によって気孔の作り方が違う仕組みを解明 
https://www.s.u-tokyo.ac.jp/ja/press/2021/7287/ 
Researchers notice pattern on surface of leaves 
https://www.u-tokyo.ac.jp/focus/en/press/z0508_00170.html 
葉1枚だけで育ち続ける植物　基部の遺伝子発現に秘密 
https://www.asahi.com/articles/ASNBG3FX4N8YULBJ003.html
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Ectopic auxin accumulation and subsequent activation of cell cycling trigger spontaneous callus formation on hope-1 mutant
hypocotyls (hope-1 変異体の胚軸上に自発的に生じるカルスは異所的なオーキシンの蓄積とそれに伴う細胞分裂の活性化によって引き起
こされる)

A Novel Transcriptional Network that Underpins Stem Structural and Mechanical Integrity by Regulating Radial Cell Growth (花
茎の整合性維持を担う転写因子群に関する形態学的およびトランスクリプトーム解析)

Different Expression Patterns of the Key Transcription Factors Underlie the Diverse Patterns of Stomatal Development in the
Genus Callitriche (アワゴケ属における気孔発生様式の多様性を生み出す鍵転写因子の発現パターン)

 １．発表者名
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