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研究成果の概要（和文）：動物においても、植物においても、雌雄は正確に２つであって、大き

な雌(♀)の配偶子と小さな雄(♂)の配偶子になる。ただ、同形や異形という中間体がいるのは藻

類をおいて他になく、アオサ藻綱のヒラアオノリは同形と異形の中間段階にある。その配偶子

には４本の鞭毛根（1d, 1s, 2d, 2s）があり、眼点は 1d と 2sで区切られた面にあって、雌(♀)

の接合装置は眼点と同面に、雄(♂)のそれは反対面にあった。この雌雄非対称性はオルガネラ遺

伝の方向性と同じであることが分かった。 

 

研究成果の概要（英文）：In animals and in plants, the number of sexuality is correctly two 

and they turn into a big female gamete and a small male gamete. There are evolutional 

intermediates as called “isogamete” and “anisogamete” in the algae. The Ulvophyceae, 

Ulva compressa is at an early evolutionary stage between isogamy and anisogamy. There 

are four flagellar roots (1 d, 1s, 2 d, 2s) in the two gametes. The eye spot is located in the 

field directed in 1d and 2s. A female mating-structure is located in the same field of the eye 

spot whereas male one is located in the opposite side. This sex asymmetry has been 

revealed to be synonymous with the directivity of organelle inheritance 
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１．研究開始当初の背景 

アオサ藻と褐藻は起源も形態も全く異な
る分類群（植物とストラメノパイル）に属し
ているが、有性生殖の進化は同じで、同形配
偶子から異形配偶子を経て卵と精子の生殖
へと進化する。雌雄に大小を生じさせたもの
は何か？ 雌(♀)が大きく雄(♂)が小さくなる

のはなぜか？ オルガネラ遺伝の方向に関し
て、4 系統 8 株の網羅的交雑と F2、F3 世代
の解析から、交配型や雌雄非対称性との連鎖
の有無を確かめ、比較形態学的な手法を用い
て雌雄が大小２つの性に収斂する謎を解き
明かしたい。 
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はクラミドモナスでなされた。薬剤耐性株を用
いて葉緑体 DNA(cpDNA)が交配型プラス親
(mt+)から遺伝することが突き止められ(Sager 
and Lane 1972)、雌雄配偶子の接合直後に
交配型マイナス親(mt－)に由来する葉緑体の
核様体が選択的に消失することが示された
(Kuroiwa et al. 1982)。ミトコンドリアは、葉
緑体と比べると、DNA 量が少なく、顕微鏡で
mtDNA の選択的分解を実証するのが困難
であった。最初にミトコンドリア(mt)核様体の
消化が報告されたのは真正粘菌で、接合時に
片親由来の mt 核様体が一斉に小さくなって
完全に消失する。今では、メダカの受精卵な
どでも、精子由来の mtDNAの消失が観察で
きるようになっている。 

卵と精子、２つの性は、大きさの違いとし
て最初に生じたとされる。大型で栄養を蓄え
た配偶子と、小型で運動性に富む配偶子が形
成され、中間的なものが脱落することで、卵
と精子、２極性の性が進化した。配偶子が大
小２つの性に分極化することは、初期のコン
ピューターシミュレーションでも確かめら
れている。有性生殖が出現したとき、配偶子
がほぼ同じ大きさだったことは確実で、おそ
らくは小さなものであったろう。動物の場合、
現存する種はほぼ例外なく卵と精子による
受精で、同形配偶子接合や異形配偶子接合は
見られない。一方、藻類には、褐藻、黄緑藻、
アオサ藻、緑藻など、それぞれ独立に同形配
偶子生殖から異形配偶子生殖を経て卵生殖
になった分類群が見られる。 

同形配偶子生殖のクラミドモナスが２つ
の交配型(mt+, mt-)をもつことはよく知られ
ている。アオサ藻で同形配偶子生殖する種の
交配型も２つである。交配型を雌雄と読み換
えれば、雌(♀)が大きくなり、雄(♂)は小さく
なったのであって、大きい配偶子が雌(♀)に、
小さい配偶子が雄(♂)になったのではなさそ
うだ。大小で雌雄が決まったのではないとす
れば、雌雄を決める性的二形性とは何だった
のだろう？ 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、アオサ藻(ヒラアオノリ)

と褐藻（カヤモノリやムチモ）を用いて、同
形から異形への配偶子の進化で、大小よりも
前に分化する性的二形性とは何かを、免疫サ
ブトラクション法に加え、FE-SEM(走査電
顕)と連続切片法による TEM（透過電顕）に
よって明らかにする。また、雌雄性とオルガ
ネラ遺伝の方向に連鎖が認められるか？ 網
羅的な交雑に F2、F3以降の解析も加えて明
らかにする。 

ポストゲノムが標榜されて久しいが、藻類
の多くは古典的ではあっても、ゲノム研究は
もちろん遺伝学さえない種がほとんどであ
る。地球温暖化と環境破壊が報じられるなか、

生物の多様性に大きな関心が寄せられてお
り、藻類の新たなモデル生物を開拓する好機
でもある。褐藻にはヒバマタ、コンブ、ジャ
イアントケルプといった海洋資源も多く、ゲ
ノム研究を含めた総合的な研究が求められ
ている。褐藻シオミドロのゲノムプロジェク
トが欧州で完了し、新型シーケンサーの普及
で藻類でもゲノム研究がブレイクする可能
性がある。 

アオサ藻と褐藻を用いて、何が雌雄の配偶
子に大小を生じさせたかを明らかにしたい。
オルガネラ遺伝とその方向性を決める配偶
子の性的二形性とは何かを明らかにしたい。
アオサ藻も、褐藻も、単一系統群で独立に同
形から異形を経て卵生殖への進化が観察で
きるので、雌雄性の起源とオルガネラ遺伝と
の関係に多くの知見を与えるだろう。ヒラア
オノリという新たなモデル生物を提供する
という意味で野心的である。また、「免疫サ
ブトラクション法」は、ホルマリン固定した
配偶子をそのまま表層抗原として抗血清を
作製し、それを別の交配型の配偶子で吸着す
るもので、簡単な操作で特異抗体を調製する
ことができる。原理的には全ての種に応用可
能で、藻類の雌雄性研究に極めて大きなブレ
イクスルーとなろう。 

 

３．研究の方法 

本研究計画では、「免疫サブトラクション
法」の再現性を検討するとともに、逆のサブ
トラクションで、雄(♂)の接合装置に特異的な
抗体を調製する。サブトラクションの方法を
工夫することで、雌雄に特異的な抗体を複数
ずつ調整できるのではと期待している。 

＜平成 22年度＞ 

(1) 雌雄と連鎖する性的二形性（配偶子の
大小、交配型、接合部位の配向、オルガネラ
遺伝の方向性）とは何か？ アオサ藻綱のヒ
ラアオノリは単相(n)と複相(2n)の葉状体は
形態的に区別できない。また、接合に関与で
きなかった配偶子(n)は、単為発生で葉状体を
形成し、再度配偶子を放出することが知られ
ている。遺伝解析ではこれらの個体を区別す
る必要がある。加えて、系統関係を明瞭にす
るためにも、マイクロサテライトマーカーと
オルガネラ DNA マーカーが必要となる。マ
イクロサテライトに関しては SNX リンカ
ー・オリゴプローブ法(Hamilton et al. 1999)

で単離し、葉緑体とミトコンドリアもゲノム
配列が公開されているアオサ藻網の近縁種
Pseudendoclonium akinetum の遺伝子配置
を参照し、PCR-RFLPで識別できる DNAマ
ーカーを得た。 

(2) 免疫サブトラクション法と FE-SEM

を用いて、配偶子の細胞表層に接合装置の性
的二形性を検出できないか、その再現性を調
査すると同時に、雌(♀)ではなく、雄(♂)の接



 

 

合装置を認識する抗体を調製できないか検
討した。免疫サブトラクション法は簡便で、
ゲノムデータが十分でない藻類でも雌雄の
性的二形性に関わる遺伝子を軒並み同定で
きるようになる可能性がある。免疫サブトラ
クション法は雌雄の配偶子が別々に単離で
きれば可能なので、培養可能な緑藻や褐藻は
もちろん、培養が難しいものでも野外採集し
た配偶体から放出された配偶子を使うこと
にした。 

＜平成 23年度以降＞ 

(3) 接合部位の非対称性を形作る、鞭毛根、
眼点顆粒、接合装置の配偶子形成期のダイナ
ミックスを、連続切片法を用いた TEM 観察
で明らかにした。免疫サブトラクション法と
FE-SEMと TEMの免疫電顕、予備的な研究
で、FE-SEMを用いて眼点と接合装置を同時
に観察する「乾燥ストレス法」を開発した。
この方法なら、FE-SEMを用いて、眼点と接
合装置を同時に観察できる。同形配偶子接合
といわれているクラミドモナスでも接合装
置に明らかな性的二形性(雌の接合管)が見ら
れるが(Miyamura et al. 2009)、進化の極初
期の同形配偶子は両者が全く同じ構造をし
ていただろうと想像される。ヒラアオノリは
配偶子放出を同調できる。配偶子誘導した雌
雄それぞれの配偶体で、配偶子形成に従って
眼点と接合装置が形成される過程を追跡す
ることで、雌雄の非対称性がどうやって形成
されるのかそのダイナミクスを解析した。眼
点顆粒は光顕でも電顕でも容易に識別でき
るので、その形成と移動は追跡しやすい。接
合装置に関しては「免疫サブトラクション
法」で調製した特異抗体が役だった。 

(4) 母性遺伝で消失する葉緑体とミトコン
ドリアと雌雄の非対称性との関連を探る。ヒ
ラアオノリ 4系統 8株を用いて予備的に葉緑
体とミトコンドリアの遺伝様式を予備的に
調べている。F2、F3 世代の解析も準備をす
すめた。多くの種で葉緑体もミトコンドリア
も基本的には片親遺伝すると考えられてい
るが、藻類などでも網羅的な交雑でオルガネ
ラ遺伝の方向性を調査したものはない。ヒラ
アオノリで調査中の交雑例を見ると、予想さ
れる以上に父性や両性遺伝が多いことがわ
かる。また、葉緑体とミトコンドリアでは異
なる交雑例で父性や両性遺伝が見られるこ
とから、葉緑体とミトコンドリアでは異なる
原理でオルガネラの排除が行われている可
能性がある。ヒラアオノリでは、4 系統 8 株
を用いて母性遺伝に加え、父性や両性遺伝す
る交雑の選択ができるので、相反する組合せ
で起こるオルガネラの形態構造変化を、TEM

の連続切片法と三次元立体構築で解析する
ことを可能にした。 

本研究課題では、鞭毛装置と鞭毛根に対す
る対称性という観点から、遺伝するオルガネ

ラと排除されるオルガネラ、リソソームとの
関係を解析した。 

 

４．研究成果 

免疫サブトラクション法の再現性を検討
するとともに、正逆のサブトラクションで、
雄(♂)の接合装置に特異的な抗体の調製がで
きた。主な成果は以下の通りである。 

(1) ヒラアオノリの培養系統をさらに増や
し、配偶子の大小が真正の性的二形性なのか
単なる地域差なのかを解析した。系統関係を
明瞭にするためにマイクロサテライトマー
カーとオルガネラ DNA マーカーを単離した。
マイクロサテライトに関しては SNX リンカ
ー・オリゴプローブ法で単離することに成功
しているし、葉緑体とミトコンドリアもゲノ
ム配列が公開されているアオサ藻網の近縁
種の遺伝子配置を参照し、PCR-RFLPで識別
できる DNAマーカーを得ることができた。 

(2) FE-SEMは、試料の乾燥法を工夫する
ことで、眼点や接合装置など細胞表層からで
は識別が難しい構造を観察できるようにし
た。「凍結乾燥法」を工夫もて、雌(♀)の接合
装置に特異な顆粒状の構造を観察できるよ
うにした。透過電顕も用いることで、雄(♂)

の表層や接合装置に何か特異的な構造が観
察できるようにした。 

(3) ヒラアオノリの培養方法を再検討して
雌雄配偶子の大量供給を可能にした。このこ
とで雌雄配偶子の EST ライブラリー構築、
ゲノムシーケンス、プロテオーム解析が可能
となった。 

(4) ヒラアオノリのマイクロサテライトマ
ーカー、葉緑体とミトコンドリアの DNA マ
ーカーを取得することができ、葉緑体とミト
コンドリアの遺伝様式の大規模解析を実施
した。 

(5) 抗雌(♀)抗血清と抗雄(♂)抗血清を用い
て蛍光抗体染色をおこない、雌雄に特異的な
細胞構造の発見に務めている。接合装置だけ
でなく雌雄の膜が融合する領域の染色にも
成功した。 

(6) 雌雄配偶子で 67～69 万リード規模の
EST を構築した。また、雌雄配偶子で 77～
95 万リード数程度ではあるが全ゲノム解析
を行った。さらに、共同研究で、雌雄配偶子
の細胞膜分画をマスでプロテオーム解析し
た。いずれも限られた規模なので、3 つのデ
ータをそれぞれ補完することで、雌雄特異的
な遺伝子群の同定を可能にした。 

(7) 免疫サブトラクション法で配偶子の細
胞表層に接合装置の性的二形性を検出した。
ウェスタンブロット解析から、免疫サブトラ
クション法の抗原となっているタンパク質
（250kDaと 80kDa）を確認した。サブトラ
クションの方向を逆にして、雌(♀)ではなく、
雄(♂)の接合装置を認識する抗体も調製でき



 

 

ることを確かめた。 

(8) ヒラアオノリの雌雄配偶子を用いて、
ESTとゲノミックライブラリーを構築し、シ
ーケンスレベルのサブトラクションで雌雄
に特異的な遺伝子を同定できないかを検討
した。「ゲノム支援」の全面的な協力を受け、
植物から動物まで広く保持し、雄性配偶子で
特異的に発現する GCS-1 に注目し、その雌
雄のゲノム構造や発現様式を解析した。 

(9) 雌雄配偶子の非対称性について GCS-1

抗体と FE-SEM を用いて解析した。GCS-1

抗体は、雄(♂)配偶子の接合装置付近の表層抗
原を認識しており、接合時に雌雄の接合を特
異的に阻害することが明らかとなった。雄(♂)

の接合装置の表面構造と GCS-1 との関係に
関しては金コロイドを用いた免疫 FE-SEM

で解析している。これらの解析で雌雄配偶子
の接合装置の非対称性に直接関わる因子を
明らかにできることが分かった。 
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