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研究成果の概要（和文）：ヒメミカヅキモのヘテロタリック株には、遺伝的に異なる＋型株と－型株が存在す
る。本研究では、－型ゲノム特異的に存在する転写因子遺伝子CpMinus1を発見した。さらに、＋型細胞内で異所
的にCpMinus1を発現させた形質転換体は、いずれも交配相手が存在しない環境で弱い生殖反応を示した。また複
数の株で、－型のように、＋型に対して顕著に接合反応を示した。－型化した1株を用い、比較transcriptome解
析を行ったところ、－型株と同様の遺伝子発現パターンへと顕著に変化していた。以上より、ヘテロタリック株
において、CpMinus1遺伝子は主要な性決定遺伝子として機能することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex (C. psl. 
complex), which is one of the unicellular charophycean algae. They have two sexes: mating type plus 
(mt+) and mating type minus (mt-). However, the mechanism of sex determination had not been 
clarified. In this study, we found a gene, which was highly linked to mt- phenotype of the 
progenies. It encoded a putative transcription factor and was named CpMinus1. To evaluate the 
function, a construct for ectopic expression was prepared and introduced into mt+ strain. Among 6 
stable transformants, 5 showed sexual reaction without mating partners, like as the case of 
homothallic strains. Two transformants (R5 and R6) tended to form zygotes with mt+ strain but not 
with mt- strain. The gene expression profile of strain R5 was drastically changed to that of mt- 
strains. We concluded that the CpMinus1 gene was responsible for both the expression of mt- 
phenotype and the suppression of mt+ phenotype in C. psl. complex. 

研究分野：植物生殖生理学
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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、分子系統学的解析や微小
形態の観察から、陸上植物ともっとも近縁な
単細胞藻類であることが支持されており、ま
た遺伝子導入系も確立し、植物の有性生殖の
基本部分解明のためのモデル生物と位置づ
けられる。これまで、遺伝的に異なる＋、－
型細胞の間で有性生殖して、接合子を形成す
るヘテロタリック株（他殖系統）を用いた研
究を進めており、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、有性生殖また
は性発現に関連する 88 種の遺伝子群が明ら
かにされている。しかしながら、これらはい
ずれも両接合型ゲノムに存在している遺伝
子であり、これらを統御している接合型特異
的なゲノム領域、性決定遺伝子の実体につい
ては不明であった。 
 一方、この種には、ヘテロタリック株（他
殖系統）に加えてクローン内で接合子をつく
るホモタリック株（自殖系統）が存在する。
さらにヘテロタリック株には、生殖隔離した
多くの交配群が存在しており、一部の系統で
は、ホモタリック株と部分的な他家接合反応
を示す (Tsuchikane et al. 2011 Sex Plant 
Reprod)。このように、ヒメミカヅキモは、
生殖隔離、生殖様式の進化の実体を理解する
上で、非常に適している。さらに、新学術領
域・ゲノム支援によるサポートを得て、＋、
－型細胞それぞれの概要ゲノム配列も解析
が進んでいた。これらを踏まえて、ヒメミカ
ヅキモを中心に、植物の性分化と性決定シス
テム、生殖様式の進化の理解が進むことが期
待されるようになった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①ヒメミカヅキモの＋型、−型
細胞のそれぞれの概要ゲノム配列を比較し、
性染色体領域を推定する。また、②両性のゲ
ノムより作製した BAC ライブラリーより、
性染色体領域を含むクローンのスクリーニ
ングとシーケンス解析を行い、両性の性染色
体を構成する遺伝子群を詳細に明らかにす
る。③得られた複数の性特異的遺伝子を、順
次ヒメミカヅキモへ遺伝子導入し、性転換が
起こるかどうかを検証し、性決定遺伝子を同
定する。また、④ホモタリック株について、
ヘテロタリック株で見出された性決定遺伝
子を探索し、生殖システムの進化に伴い、損
機能にどのような変化が起こったかを検討
する。 
 これらを総合して、⑥植物における性分化、
生殖機構の進化とゲノム変化との関係を包
括的に理解することを目指すことを最終的
な目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 概要ゲノム解析と接合型特異的な
contig の探索 

 ゲノム支援により、ヒメミカヅキモ＋型, 
−型それぞれの株について、Illumina HiSeq 
2000, または 2500 を用いた paired end 
library（180、250、300、および 500 bp）、
および mate-pair library（3 kb、5kb およ
び 10 kb）の配列データを取得した。得られ
た short read data について、ALLPATHS-LG
によるアセンブルを行い、＋型細胞、−型細
胞それぞれの概要ゲノム配列を決定した。さ
らに、それぞれの概要ゲノム情報を比較し、
接合型特異的な contig を探索した。 
 ゲノム解読については、PacBio RSII によ
るシーケンシングも行い、FALCON によるアセ
ンブルも行った。 
 
(2) RNA-seq 解析 
 栄養生殖期（＋型、−型それぞれ）、性分化
期（＋型、−型それぞれ）、有性生殖初期、有
性生殖後期、接合子発芽期の計７種から RNA
を調製し、Illumina GAIIx による short read 
dataをTrinityによりアセンブルした。また、
どの遺伝子のタグが何回出現するかにもと
づき発現プロファイリングを行った。 
 
(3)性特異的遺伝子群の連鎖解析 
 RNA-seq、概要ゲノム解析をもとに、100％
片方の接合型細胞のみに存在している遺伝
子群、および接合型特異的なゲノム contig
を探索した。子孫の分離集団において、接合
型と連鎖しているかどうかをPCR解析によっ
て確認した。 
 
(4)性染色体領域に存在する遺伝子の逆遺伝
学的解析 
 接合型特異的な転写因子について、反対の
性で強制発現させた形質転換体を作出し、表
現型解析を行った。 
 
(5)ホモタリック株における、ヘテロタリッ
ク株・性決定遺伝子オルソログの同定と解析 
 ホモタリック株の RNAseq 解析を行い、ヘ
テロタリック株の性決定遺伝子候補のオル
ソログを探索した。得られたオルソログにつ
いて、発現変動を解析すると共に、その発現
を抑制した形質転換体を作出して、表現型を
解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 概要ゲノム解読 
 Illumina short read data を用いて、
ALLPATHS-LG による解析を行ったが、＋型
および−型ゲノムの Contig N50 が 5.5 kb
及び 8.5 kb に、scaffold N50 が 70 kb 及
び64 kbになり、scaffold長の合計は約250 
Mb に留まり、scaffold は十分につながらな
かった。その理由として、ヒメミカヅキモ
のゲノムにおいて大規模な 2〜3 コピー領
域が存在し、さらに性により異なる多型が
あるという複雑な現象が関連していると考
えられ、k-mer グラフで２倍から３倍に相



当するピークが認識された。 

 
 
また、scaffold に+型、—型それぞれのリー
ドデータをマッピングしたときの厚みの比
が、1:2, 2:3 になる領域が多数見られるこ
とから、系統によってそのコピー数も異な
っていると考えられた。 
 

 
 
さらに、 P6-C4 ケミストリーによる
PacBioRSIIデータ（＋型、−型とも 23 セル
分、30x ゲノムに相当）を取得したところ、
FALCON による解析で、Contig N50 が 200 kb
（contig 数は約 3000）にまで大きく改善し
たが、シーケンスの厚みの振れ方が不安定
で精度に疑問が残るとともに、この解析か
らは、性染色体全体を捉えられなかった。 
 
(2) RNAseq解析を足がかりとした性決定遺伝
子候補の同定 
 Illumina short read data をアセンブルし
た結果、68635 の contig が得られた。それら
の contig に対して、各ステージにおける発
現プロファイリングを行い、＋型細胞のみで
発現すると思われる 184 contigs と−型細胞
のみで発現すると思われる 90 contigs を取
得した。さらに、これらを概要ゲノムに照ら
し合わせ、ゲノム特異的と思われる contigs
を＋型、−型ともに３つずつ見出した。 
 
(3) 子孫株における連鎖解析と CpMinus1 の
同定 
 上記で得られた contigs について、20の子
孫株の示す性表現と連鎖するかを調べた。そ
の結果、２つの−型特異的 contigs が子孫株
の−型性表現と完全に連鎖を示した。このう
ちの一方は、転写因子をコードしており、性
決定に関わる可能性が高いとして、CpMinus1

と名付けた。もう一方については、非常に発
現量が低く、全長の配列のクローニングも困
難であり、さらに遺伝子機能の推定も不可能
であったため、以後の解析では、CpMinus1 に
絞ることとした。 
 
(4) CpMinus1 の逆遺伝学的解析 
 ＋型株において CpMinus1 cDNA を CpHSP70
プロモーター制御下にて発現させた形質転
換体を作出したところ、いずれも交配相手が
存在しない環境で弱い生殖反応を示す、ホモ
タリック株に似た性質を示した。中でも R5、
R6 の２株は、＋型と混合することで顕著に接
合反応を示し、−型との混合ではほとんど接
合子を形成せず、まるで−型のように振舞っ
た。さらに、＋型株、−型株、R5 株を窒素源
欠乏条件で培養し、それぞれから 36 SE の
short read データ(x 3)を取得した。各条件
を比較し、q value を 1E-05 未満に設定し
DEG (Differentially Expressed Genes)を得
たところ、＋型・R5 間で 218 contigs が検出
され、そのうちの 167 contigs は＋型・−型
間でも DEG として検出された。共通する 167 
contigs に注目すると、＋型に対する発現変
動パターンは、R5 および−型で完全に一致し
た。以上より、R5 が−型の形質を強く保持し
ており、CpMinus1 遺伝子の存在がヒメミカヅ
キモの性を決定することが明らかになった。 
 
(5) ホモタリック株における CpMinus1 オル
ソログ遺伝子の解析 
 ホモタリック株(naga37s-1) の RNAseq 解
析を行ったところ、CpMinus1 相同遺伝子
(CpMinus1N)の存在が明らかになった。
CpMinus1N 遺伝子は、有性生殖初期にのみ顕
著に発現した。次に、CpMinus1N 遺伝子の発
現抑制用コンストラクトを導入した
naga37s-1 形質転換体を確立した。接合を誘
起したところ、形質転換体の接合子形成率が
低下する傾向が観察され、ホモ株の自殖に
CpMinus1N 遺伝子が必要とされることが示唆
された。また、形質転換体を近縁なヘテロ株
と掛け合わせたところ、＋型細胞との接合率
が増加したことから、−型細胞へと他殖化す
る傾向が示唆された。以上より、接合様式の
決定にCpMinus1N遺伝子が関与することが示
唆された。 
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