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研究成果の概要（和文）：ヒメミカヅキモのホモタリック株（以下、ホモ株）は、一つの細胞が有性分裂を行うことで
生じた、二つの姉妹配偶子嚢細胞同士で接合子を作りやすく、近縁なヘテロ株と掛け合わせると低頻度でハイブリッド
接合子を作る。まず、ヘテロタリック株と安定してハイブリッド接合子を形成するホモタリック株（naga37）の確立に
成功した。さらに、このハイブリッド接合子から、子孫株の確立を目指したが、成功しなかった。新型シークエンサー
を用いたRNAseq解析を行い、アイソフォームを含む132329のtranscriptを取得した。

研究成果の概要（英文）：In Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex, two types of conjugation pr
oduce zygotes; one is a conjugation between two complementary mating-type cells (mt+ and mt-) and the othe
r is a conjugation between clonal cells. The former is referred to as heterothallism and the latter as hom
othallism.
Heterothallic mating group II-B and homothallic strains (naga37) are phylogenetically closely related. The
 formation of hybrid zygotes between the homothallic cells and either heterothallic cells was confirmed. T
hese results suggest that at least some of the homothallic gametangial cells possess the same characterist
ics as heterothallic mt- and/ or mt+ cells. On the other hand, progenies derived from the hybrid zygotes c
ould not be obtained.
Total RNA was collected from cells in several asexual and sexual reproductive stages and large scale RNAse
q data was obtained by using new generation sequencer Hiseq2000. Finally, 132329 transcripts including man
y isoforms were established.
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１．研究開始当初の背景 
 本研究で注目した単細胞接合藻類である
ヒメミカヅキモは、＋型と−型の遺伝的に決
定された性を持つヘテロ株と、１細胞由来の
同一クローン同士で接合子をつくるホモ株
が存在する。ヘテロ株では、二種類の糖タン
パク質性の性フェロモンを介した細胞間コ
ミュニケーションの実体が明らかにされて
おり、さらに生活環の様々なステージにある
細胞から５種の完全長 cDNA ライブラリーが
作製され、両端からの EST シークエンスが行
われ、これまでに約 17 万配列の EST が得ら
れている。さらに 2010 年度のゲノム支援に
より、新型シークエンサーを用いたヒメミカ
ヅキモの概要ゲノム解析がなされることが
決定し、豊富な遺伝情報を得られるようにな
った。 
 ホモ株では、一つの細胞が有性分裂を行う
ことで生じた、二つの姉妹配偶子嚢細胞同士
で接合子を作りやすい（90%以上）ことが判
明し、有性分裂によって、姉妹にヘテロ株に
相当する性が生じていると示唆された。実際
に、このホモ株と極めて近縁な系統関係にあ
るヘテロ株では、ホモ株との混合により、ハ
イブリット接合子を作ることも判明した。ま
た、両株は完全な生殖隔離関係にはなく、比
較的新しい過去に、ごく少数の遺伝子の変異
のみによって、全く異なる生殖様式をとるよ
うに進化したことも示唆された。 
 植物において、生殖様式がどのように進化
してきたのかについて、その見解は種ごとに
異なっており、多くの植物では生殖機構の進
化について、原因遺伝子の特定につながるこ
とが期待される研究例はほとんどない。これ
らの背景を踏まえて、ホモ株における性分化
の実態を解明すべく、本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず、ヘテロタリック株と安
定してハイブリッド接合子を形成する近縁
なホモタリック株を確立する。また、新型シ
ークエンサー（Illumina）を用いた RNAseq
により、どのような遺伝子群が発現するのか
を検討し、ヘテロタリック株の情報と比較解
析する。その株を用いて、有性分裂後の姉妹
配偶子嚢細胞をそれぞれ単離培養し、特定の
接合型細胞に分化しているかを、ヘテロ株と
の掛け合わせで確認する。近年開発したヒメ
ミカヅキモへの遺伝子導入ベクター系を用
いて、姉妹細胞間で顕著に異なる発現プロフ
ァイルを示す遺伝子群（性フェロモン遺伝子
を想定）を元のホモ株内で過剰発現させ、ヘ
テロ型へ変化するかを検証する。 
 さらに、ホモ株とヘテロ株との間で生じた
ハイブリッド接合子から子孫株を得て、その
表現型と分離比を解析し、生殖機構を決める
遺伝子が１つか複数か、またマッピングでき
るかを検討する。これらを総合して、ホモ株
の特性を探ることを目的とした。 
 

３．研究の方法 
(1)kodama20 株の姉妹配偶子嚢細胞の表現形 
 kodama20 株を有性分裂させた後、姉妹配偶
子嚢細胞をそれぞれキャピラリーにより単
離培養した。これらの自家接合子形成率、ヘ
テロ株との混合によるハイブリッド接合子
形成率、性フェロモン遺伝子の発現量を調べ
た。 
 
(2) 新規ホモタリック株の確立 
 新たに複数のフィールドからヒメミカヅ
キモを採集し、キャピラリーを用いて細胞を
洗浄し、クローン系統株として確立した。得
られた系統株の中から、ホモタリック株を選
別した。 
 
(3) 系統解析と表現形 
 各系統株からゲノム DNA を調製し、18S 
rDNA の group 1 intron 領域の配列情報を取
得し、系統解析を行った。これらから、交配
群 IIB に近縁な株を選択し、ヘテロタリック
株 (slo26-1, 26-4 株)と掛け合わせ、両性の
ヘテロ株ともハイブリッド接合子を形成し
うる株を選抜した。 
 
(4)ハイブリッド接合子からの子孫細胞回収 
 ヘテロ株とホモ株との混合により生じた
ハイブリッド接合子からの子孫発芽につい
て、接合子の成熟、乾燥処理条件などを検討
した。 
 
(5)RNAseq 解析 
 選抜されたホモ株について、栄養増殖期、
接合誘起前期、接合誘起中期、接合誘起後期、
発芽期の細胞を、それぞれ誘起時間を変えて
回収し、これらから RNA を抽出した。次世代
シークエンサー（Illumina HiSeq2000）を用
いた transcriptome 解析を行い、データの de 
novo assemble を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 有性分裂後の姉妹配偶子嚢細胞の単離
培養と生理学的特性解析 
 これまでにヘテロ株とのハイブリッド接
合子形成能力を示していた kodama20 株を用
いて、有性分裂直後の複数の姉妹配偶子嚢細
胞をキャピラリーにより分離し、あらたにク
ローン株を作出した。これらのクローン株は
自家接合子形成率が低下するものが多かっ
たが、その場合ヘテロ株との混合でもハイブ
リッド接合子形成が見られなかった。さらに、
これらの株では PR-IP Inducer 遺伝子の発現
量の低下も見られた。 
 
(2) 新規ホモタリック株の確立と表現形 
 これまでに予備的な解析を重ねてきたホ
モ株（kodama20; NIES-2666）は、＋型のヘ
テロ株とはハイブリッド接合子を形成する
が、−型とは形成しなかった。そこで、新た
にフィールドからいくつかのホモ株を単離



し、交配群 IIBに近縁な 2種のホモ株（hana1, 
naga37）を見いだした。これらをヘテロ株
（slo26-1, 26-4株）と掛け合わせたところ、
両性のヘテロ株ともハイブリッド接合子を
形成しうることを見いだした。以上の結果よ
り、ホモ株の有性分裂後に生じる姉妹配偶子
嚢細胞は、ヘテロ株の＋型、−型の両性に相
等する性を持った細胞である可能性が高ま
った。 
 
(3) ハイブリッド接合子からの子孫細胞回
収 
 ヘテロ株とホモ株との混合によりハイブ
リッド接合子が生じるが、このハイブリッド
接合子からの子孫発芽については、接合子嚢
として放出された後、子孫細胞の形成が起こ
らず、最終的に成功しなかった。この点は、
最も困難であると当初から考えられていた
点である。 
 
(4) RNAseq 解析 
 選抜されたホモ株（naga37s）について、
様々な生活環ステージにて培養した細胞を
回収し、抽出した RNA をもとに、Illumina 
HiSeq2000 による transcriptome 解析を行っ
た。現時点で、de novo assemble された
transcript 数は、アイソフォームを含み、
132329 となったが、詳細な発現頻度解析まで
進まなかった。 
 
(5) 今後の展望  
 132329 の contig 配列の中から、ヘテロ株
の−型細胞特異的に存在する CpMinus1遺伝子
のオルソログと思われる contig 配列を見い
だした。この contig は、ヘテロ株と同様に、
窒素源欠乏条件下で発現レベルが高まるこ
とが予備的な解析により示唆された。現在、
cDNA libraryからの全長クローニングを進め
ている。また、ヘテロ株の性フェロモン遺伝
子のオルソログも見いだしされており、生殖
様式の進化と生殖関連遺伝子群の解析をす
るための基盤がようやく整った。 
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