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研究成果の概要（和文）：海外・国内数カ所の拠点において、ヒメミカヅキモの分布調査と採集を進め、系統株の確立
を行った。交配試験により生殖的隔離状況を検討するとともに、それぞれの系統学的関係を解析した。台湾から単離さ
れた新規ヘテロタリック株を足がかりとして、最終的に新規交配群Gを構成する系統株を確立した。これらは、ゲノム
解読に用いられている交配群IEと部分的な接合反応を示し、生殖隔離の実態を分子生物学的に解析するための重要な研
究対象と位置づけられた。

研究成果の概要（英文）：The Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex (C. p-s-l. complex) is a un
icellular alga, and is known to be composed of several reproductively isolated mating groups of heterothal
lic strains. We carried out field studies in foreign countries and in Japan, to isolate reproductively iso
lated C. p-s-l. complex. Finally, we established several unialgal clonal cultures from these fields.
We studied phylogenetic relationship using DNA sequences of 1506 group I introns of these clones. Based on
 the alignment, significant phylogenetic relationships were observed between newly established mating grou
p G and mating group I-E. Because genome project of cells belonging to the group I-E is ongoing, newly est
ablished group G would be suitable for the understanding of the mechanism of reproductive isolation, in th
e molecular biological aspect.
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１．研究開始当初の背景 
 生殖隔離・種分化について、これまで多く
の生物種を用いた研究がなされてきたが、そ
のほとんどが種間の系統関係や、遺伝的差異
の比較にとどまっており、生殖隔離に直結す
る雌雄配偶子細胞間のコミュニケーション
に注目した研究は例がなかった。本研究では、
生殖の成否を決める遺伝子に注目し、そのメ
カニズムに踏みこむことを目指しており、種
分化・生殖隔離研究の先端を行く研究として
立案された。 
 本研究で着目したミカヅキモは、100 種類
を越える形態学的種から構成され、さらにあ
る種の形態学的種については、雌雄にあたる
2 つの性（＋型、－型）を持つヘテロタリッ
クなもの、同一クローン内で接合子を生じる
ホモタリックなもの、接合はせずに単為胞子
を形成するものなどを含む場合もある。さら
にヘテロタリックなものは、交配群を超えた
接合反応が全く起こらない完全に生殖隔離
した集団や、低い頻度で接合子を形成できる
不完全な生殖隔離交配群などを含んでおり、
非常に分化が進んだ集団である。これまでに、
Ichimura らの一連の研究で、オオミカヅキモ
(C. ehrenbergii)の交配に基づく生殖隔離状
況と生物学的種の存在について、いくつかの
事実が得られている。しかしながら、用いら
れた株の多くは、分離からすでに 30 年以上
が経過し、交配能力を失っているものが多く、
これ以上の解析は困難になっている。 
 一方、我々はヒメミカヅキモの有性生殖に
関わる分子機構を解析してきた。これまでに、
接合成立に不可欠な二種の性フェロモン
(PR-IP, PR-IP Inducer)が単離され、それら
をコードする遺伝子の配列が明らかになっ
ている。また、cDNA マイクロアレイ解析によ
り、有性生殖過程で機能する 88 種の遺伝子
群の単離・解析なども進んでいる。さらに、
最近、遺伝子導入系を確立して、原因遺伝子
の影響を直接モニター出来るようになった。
加えて、オオミカヅキモからも有性分裂を誘
導する性フェロモンを精製し、最終的に
PR-IP Inducer と相同性を有する遺伝子とし
て単離に成功しており、交配の成否に直接影
響をもたらすような遺伝子について、様々な
系統株から単離・解析できるようになった。 
 このような我々の先行研究を通して、ヒメ
ミカヅキモは、分子レベルで配偶子間の相互
情報交換を解析し、種分化機構を検討できる、
唯一の単細胞生物と位置づけられるように
なった。しかしながら、現在系統保存されて
いる株の多くは、35 年以上前に単離されたも
のであり、現時点で交配能をもたないものが
非常に多く、以後の解析には使用できない。 
 これらの状況を踏まえて、これまでに、国
内外でヒメミカヅキモの分布調査、単離を進
めてきており、接合試験による交配群確定、
性フェロモン活性の差異などを解析してき
た。その結果、確立された３種の交配群にお
いて、生殖隔離度と性フェロモンの活性、遺
伝子変異度に有意な相関が見出され、性フェ
ロモン遺伝子の変異が交配能力の第一義的
な決め手であることが強く示唆された。今後、
さらにこの事実を正確に把握するためには、
既存の交配群と生殖隔離段階の異なる、出来

るだけ多くの系統株を、様々な地域から確立
する必要があるが、現在、世界各国で系統保
存されている株の数は、あまりにも少ない。
そのような背景のもと、本研究を遂行する必
要性が非常に高まっていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、１）地域的に離れて遺伝子
交流が出来ない海外数カ所の拠点（オース
トラリア、ニュージーランド、フランス、
ドイツ、タイ、韓国、台湾など）において、
ヒメミカヅキモの分布調査と採集を進め、
２）交配試験により生殖的隔離状況を検討
し、３）進化に中立な塩基配列情報を用い
た詳細な系統解析、４）性フェロモンを始
めとする性関連遺伝子の分子系統解析を行
うことで、地理的に隔離した集団と、同所
的に存在しつつも遺伝子交流が出来なくな
った集団の変異度を比較解析する。 
 さらに最近確立したヒメミカヅキモへの
遺伝子導入系を利用して、５）生殖隔離し
た他系統由来の性フェロモン遺伝子を導入
した形質転換ヒメミカヅキモを作製し、隔
離がどこまで回復するかも検討する。これ
らを通して、生殖隔離・種分化機構の分子
遺伝学的基盤の解明を目指すことを最終目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)性フェロモン遺伝子の単離が完了してい
るヒメミカヅキモを中心に、地域的に離れて
遺伝子交流が出来ない海外数カ所の拠点か
らミカヅキモを含む水サンプル、土壌サンプ
ルを採集し、国内にて、1 細胞由来の系統保
存株を確立した。 
 
(2)国内からも系統保存株の確立を進め、こ
れらの系統株を用いた接合試験により、生殖
隔離状況と交配群を正確に把握した。 
 
(3)18S rDNA group I intron および ITS 領域
の DNA 塩基配列を利用し、種間の系統関係を
正確に把握するとともに、性フェロモン遺伝
子を始めとする生殖隔離の直接の原因とな
る分子の構造を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)海外での採集 
 平成 22年 8月に台湾、10 月にネパール（カ
トマンズ、ポカラ）、平成 23 年 3月にニュー
ジーランド（南島）、6月にアメリカ（ネブラ
スカ州）、8 月にスイス（チューリッヒ）、平
成 24 年３月にオーストラリア（ウァーナン
ブール）、平成 25 年 8月にアメリカ（フロリ
ダ州）に滞在し、基本的にレンタカー利用ま
たは現地共同研究者に依頼し、それぞれ数カ
所の拠点にて採集を行った。 
 
(2)国内での採集 
 宮崎県、静岡県、山形県、三重県、島根県、



北海道などを中心に、採集を行った。 
 
(3)系統保存株の確立 
 平成 22 年度は、台湾から３株、国内から
10 株のヒメミカヅキモを単離した。 
 平成 23 年度は、スイスおよびオーストラ
リアからは、それぞれ３株および５株のヒメ
ミカヅキモ単離に成功したが、アメリカから
はミカヅキモ属そのものを見いだせなかっ
た。一方、国内からは8株の単離に成功した。 
 平成 24 年度は、当初中国（武漢）での調
査を予定していたが、現地共同研究者からの
社会情勢を踏まえた判断により、中止するこ
ととなった。それにより、研究期間を延長し、
平成 25 年 8 月にアメリカ（フロリダ州）で
調査を行ったが、ヒメミカヅキモ株の単離に
は至らなかった。一方、静岡（麻機遊水池）
から 25 株のヒメミカヅキモ系統株確立に成
功した。 
 
(4)生殖様式、交配関係、系統関係 
 得られた株について接合誘導実験を行い、
ホモタリズム、ヘテロタリズム、単胞子形成
のいずれの生殖様式であるかを評価したと
ころ、確立された多くの株がホモタリズムで
あると考えられた。また、いくつかの株では、
いずれの生殖様式も示さないことから、おそ
らくヘテロタリズムを行うものであると推
定されたが、交配相手の細胞を単離できてい
ないためか、接合条件が不適切であるためか
は、ほとんどについて判断できなかった。 
 静岡（麻機遊水池）から単離したヒメミカ
ヅキモ 25 株では、１株がホモタリック株、
16 株が同一交配群に属するヘテロタリック
株、8 株が有性生殖反応を示さなかった。こ
のヘテロタリック株は、既存の交配群（IIA, 
IIB, IE）との間に接合子を作らず、生殖的
に隔離していた。この交配群は、台湾から採
集された交配相手の見つからないヘテロタ
リック株との接合反応を足がかりにして、数
回の調査を経て、ようやく確立に至ったもの
である。１度目の調査では、麻機遊水池から
は一方の接合型細胞のみが単離されており、
台湾株との関係がなければ、新規交配群の確
立に至らなかった可能性が高かった。 
 得られたそれぞれの系統株について、18S 
rDNA group I intron 配列および ITS2 領域の
配列を決定し、系統樹を作成した。その結果、
形態による同定結果を支持し、得られた株の
ほとんど全てが既存のヒメミカヅキモクレ
ードに含まれた。さらに静岡（麻機遊水池）
から単離したヘテロタリック株は、これまで
ゲノム解読が進行中の交配群 IE と近縁であ
ることが判明し、両者を混合することで、若
干の生殖反応が観察された。この交配群を新
規交配群 Gとし、次に、交配群 IE と交配群 G
の間で性フェロモンが作用し合うかを精査
したところ、異なる交配群の有性分裂を誘導
する活性が観察され、部分的に性フェロモン
が作用することが明らかとなった。さらにウ

エスタンブロッティングを行ったところ、交
配群 IE の PR-IP に対する抗体では、交配群 G
の PR-IP は検出されなかったものの、PR-IP 
Inducer に対する抗体では、弱いながらも交
配群 Gの PR-IP Inducer と思われるバンドが
検出された。 
 
(4)今後の展望 
 交配群 IE と交配群 G の間にある隔離障壁
が他の交配群との隔離障壁と共通するのか
を解析することで、生殖隔離の共通機構の解
明が期待される。また、交配群 Gは、ゲノム
解読が進行中の交配群 IE と近縁であること
から、生殖隔離の実態を分子生物学的に解析
するための有効な研究対象となることが期
待された。 
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