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研究成果の概要（和文）：本研究は、海産緑藻アオノリの雌雄配偶子の間の「認識」と「融合（受精）」に重要
な役割をもつタンパク質の実体と機能を明らかにすることを通して、原始的な雌雄性というものがどのような構
造の違いや性質の違いから始まったものであるかを明らかにすることを目的とした。雌雄配偶子の間の比較プロ
テオームから、「認識」と「融合（受精）」に関連するタンパク質を同定することができた。また、その内の一
つのタンパク質（GEX2）について、ゲノム編集によって、遺伝子を破壊したオス配偶子では受精能を消失するこ
と、このタンパク質はオスの接合装置（受精開始部位）付近に存在することを明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate the entities and functions of 
proteins that play important roles in "recognition" and "fusion (fertilization)" between the male 
and female gametes of the marine green alga blue-green algae. From the comparative proteomes between
 male and female gametes, we were able to identify proteins related to "recognition" and "fusion 
(fertilization). For one of the proteins (GEX2), we were able to show that the male gametes whose 
genes were disrupted by genome editing lost fertilization ability, and that this protein is located 
near the male mating structure (fertilization initiation apparatus).

研究分野：藻類学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
アオノリの配偶子接合は非常に単純で原始的であるが、この単純さは有性生殖の根幹である配偶子間の「認識」
と「融合」の仕組みを解き明かす上では、大きな利点である。被子植物や動物では受精時の配偶子間の細胞膜の
動態を観察することは組織の複雑さから困難を伴うが、アオノリでは配偶子間の膜の接着や融合をより簡便に直
接観察することができる。この構造的な単純さを利用することで、細胞がお互いを正しく認識し融合する仕組み
を解き明かしたい。植物では受精に関わる遺伝子は藻類から陸上植物まで保存されているものが多く、海藻で明
らかにした受精の仕組みを有用作物の品種改良などへ還元することも期待できる。

※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 

生物は、細胞間の相互作用・認識によって、生物学的に正しい相手である同種・異性

を見つけ出し、有性生殖を行なう。動物では卵と精子、被子植物では重複受精と精巧な

生殖システムが進化しているが、緑色海藻スジアオノリの生殖様式は単純な異形配偶子

接合で、雌雄配偶子に形態的性差はほとんどない。雌雄の配偶子を混合すると、配偶子

は凝集し、鞭毛の先でお互いの性や種を認識し、同種の異性であることがわかると瞬時

に細胞融合が進む。この様にスジアオノリ配偶子の性差は、認識に機能する鞭毛と、細

胞融合を開始する接合装置に集約されているようだ。 

鞭毛による種や性の認識は緑藻やアオサ藻だけではなく、系統的に離れた褐藻でも報

告されており（Müller 1966 Planta 98:57-68）、運動性とともに鞭毛によるアロ認証は収斂

進化したものであろう。動物（オピストコンタ）の鞭毛は運動性に特化した様に思える

が、植物や原生生物を含むバイコンタでは運動性だけでなく、最初に異性を認識する受

容器官としても重要な役割を果たしているようだ。緑藻クラミドモナスでは鞭毛の先端

部分の糖タンパク質アグルチニンが「種」と「性」の認識に関わっているとされている

が、アオノリでも相同性を示すタンパク質が鞭毛から見つかった。このタンパク質の類

縁な糖タンパク質ファミリー（HRGPs）は、陸上植物においても生殖器官での発現が多

数報告されており、種の認識に機能する保存的なタンパク質ファミリーである可能性が

示唆される。 

 精子と卵子の細胞融合に関わるタンパク質は、哺乳類では精子側では IZUMO1、卵子

側では CD9と JUNOが融合に必須な因子として同定されており、ウニでは Bindin、EBR1

と言うように異なるタンパク質が知られている。また動物やバイコンタにまたがる多く

の系統では雄側の因子として GCS1/HAP2が広く保存され、配偶子の膜融合に機能する。

精細胞の接着に関わる因子として GEX2も単離されているが、こちらも雄側の因子であ

る。不思議なことに、植物では雄側の細胞接着、細胞融合に関わる因子は同定され、機

能解析が行われてきているが、雌側の因子は未同定の状態が続いている。 
 
２．研究の目的 

自然の環境の中には、多種多様な生物が生育しているが、なぜ生物はお互いに正しい

「種」と「性」を認識し、受精を成立させることができるのだろう。この配偶子間、お

よび卵と精子の間の相互認識と融合に関わる機構は長くに渡って様々な生物種で研究

が進められてきた。 

本研究の材料である藻類、特にアオサ藻綱では同形配偶子接合、異形配偶子接合から

卵生殖という雌雄の配偶子サイズの二形化の進化的中間体と言える様々な生殖様式を

示すグループが含まれている。アオノリの雌雄配偶子は、正の走光性で水面に集まり、

多数の配偶子が凝集する。鞭毛の接触により同種の異性と認識されると、その直後に配

偶子の融合が始まる。融合は細胞前端部にある接合装置と呼ばれる構造から始まり、こ

の構造はアオサ藻綱の多くの種で保存的である（Fig. 1）。位置は雌雄で非対称で、雄(ま

たは mt-)では眼点と反対側に、雌(または mt+)では眼点の側に配置されている（Fig. 1）。

本研究ではアオノリ配偶子間の「認識」と「融合」に重要な役割をもつタンパク質の実

体と機能を明らかにすることを通して、雌雄性というものがどのような構造の違いや性

質の違いから始まったものであるかを明らかにしたい。 



 
３．研究の方法 

本研究では緑藻スジアオノリの持つ配偶子という単純な生殖細胞を利用することで、

有性生殖過程、特に配偶子間の鞭毛による相互の「認識」と膜の「融合」に関与するタ

ンパク質の同定とその具体的な機能を明らかにすることを目標とする。まず①これまで

に細胞膜、鞭毛プロテームから同定された雌雄配偶子の「認識」と膜の「融合」に機能

すると思われる候補遺伝子（アグルチニンや GEX2）の欠損変異体をゲノム編集により

作出する。②また雌雄配偶子の形成過程で経時的にサンプリングした RNAseq を行い、

アロ認証および接合時の細胞融合に関わると思われる遺伝子群の発現変動を調べる。③

さらに、これらの遺伝子の局在や発現パターンを可視化するために、ゲノム編集を利用

した遺伝子挿入法の系を確立候した。以上の手法を駆使して、GEX2をはじめとする遺

伝子の機能解析を試みた。 
 
４．研究成果 

まず、細胞膜、鞭毛プロテームから同定された雌雄配偶子の「認識」と膜の「融合」に

機能すると思われる候補遺伝子（アグルチニンや GEX2）の発現変動を明らかにするた

めに、RNAseq解析を行った。また、先進ゲノム支援を利用して、長鎖の RNA産物を解

析できる Iso-seq 解析をすることで、より正確な遺伝子モデルを予測する事ができた。

解析の結果、GEX2や GCS１と言った、陸上植物で既知の雌雄配偶子の融合に関与して

いる遺伝子群は、スジアオノリでも配偶子の形成過程で発現量が上昇していることが明

らかになった。またこれらの遺伝子に関しては、雌雄ともに配偶子の形成過程で誘導が

みられた。 

このうち GEX2に関してスジアオノリ雌雄配偶体の KO変異体を作出し、表現型を確

認したところ、オス KO変異体では形成された雄配偶子は雌配偶子との接合能を完全に

失っていた。それに対し、メス KO変異体由来の雌配偶子は、雄配偶子と接合が可能で

あった。このことは、GEX2は雄でのみ機能していること、また雌では GEX2は転写さ

れているが機能していないと考えられた。 

 次に、タンパク質の局在解析などを可能にするために、ゲノム編集によるノックイン

実験系の開発を試みた。当初は短い 2本の ssDNAを利用し、DNAドナーを切断箇所に

挿入する系を構築した（現在論文を投稿中）が、効率や正確性の面で改善の余地があっ

たため、切断箇所への相同配列を付加した長鎖の ssDNA を利用する手法の構築に取り

組んだ。実験の結果、正確性、効率ともに改善され、ターゲット遺伝子である GEX2の

C末端側に GFPを付加することに成功した。この挿入変異体由来の配偶子の観察から、

GEX2はオスの配偶子の先端部分、雌雄配偶子の接合の起点となる部位（接合装置）付

近に局在することが明らかになり、この遺伝子がスジアオノリの雌雄配偶子の融合の最

初のステップを支配している遺伝子であることが示唆された。 
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