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研究成果の概要（和文）：アオノリは雌雄配偶子が同形から異形へわずかに進化した種で、株によっては雌雄の大きさ
が逆転していたりもする。大きさという変動しやすい量的形質から、左右の非対称性という空間的で一義的な形質に目
を転ずると、サイズに差が生じる前から雌雄に非対称性があったことになる。本研究課題では、配偶子が同形から異形
への進化の途上にあるアオノリを用いて、雌雄の非対称性がどうやって生じ、お互いがそれをどう認識するのかを、「
免疫サブトラクション法」と「ゲノム支援で得られるゲノムやトランスクリプトーム情報」を用いて明らかにする。

研究成果の概要（英文）：The genus Ulva is a green macroalga which has a haploid-diploid isomorphic life 
cycle. Its gametes show asymmetric positions of a mating structure and an eyespot between the opposite 
mating types. We analyzed whole genome sequences of two strains with opposite mating types (mt- and mt+) 
in Ulva to find that identical genomic regions homologous with GCS1. Immunofluorescence observations 
using an antibody against GCS1 demonstrated that its products localized to the cellular surface between 
the two flagella at a potential site for an mt- mating structure. Comprehensive comparison of a total of 
12.0 Gbp and 16.6 Gbp of the sequencing read data for mt- and mt+ genomes identified MT loci of 1.0 and 
1.5 Mbp in size containing 46 and 67 genes, respectively. The MT loci of these mating types shared 23 
genes. These provide a new model that sheds light on the evolution of the mating locus with ancestral 
traits in multicellular organisms exhibiting haploid selection and low complexity.

研究分野： 分子細胞遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
雌雄が異なっているのは、動物においては

ほとんど当たり前であるし、その配偶子に至
っては卵と精子で大きさに極端な相違があ
る。興味深いのは藻類で、同形から異形、異
形から卵生殖へといった進化の中間体が生
存している。アオサ藻綱に属するアオノリの
雌雄配偶子は同形から異形へわずかに進化
した種で、株によっては雌雄の大きさが逆転
していたりもする。大きさという変動しやす
い量的形質から、左右の非対称性という空間
的で一義的な形質に目を転ずると、眼点と接
合装置の位置が雌雄で逆転していて、雌雄の
個体サイズの差が生じる前から雌雄に左右
の非対称性があることが分かってきている。 
この非対称性を可能にした雌雄の細胞表

層の構造の相違と遺伝子に注目して、同形配
偶子にあってなお異なる雌雄の差異を明ら
かにしたい。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といった進化的中間
体は見られない。一方、藻類には、褐藻綱、
黄緑藻綱、緑藻綱、アオサ藻綱など、同形配
偶子接合から異形配偶子接合を経てそれぞ
れ独立に卵生殖に連なるグループがある。こ
の多様性は生殖細胞の進化の歴史を彷彿と
させる。 
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。アオサ藻綱でもその交配型は雌雄の
２つしかない。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
ないことがわかる。原始的な同形配偶子接合
においてすら、2 つの配偶子間には雌雄の差
異があったと考えられるから、お互いにその
差異を認識する機構があって、そのどちらか
が雌(♀)となり雄(♂)となったとすれば、雌雄
の運命はすでに決まっていたのだろうか？  
 
２．研究の目的 
本研究課題では、アオサ藻綱のなかでも配

偶子が同形から異形への進化の途上にある
アオノリを用いて、雌雄の個体サイズの差が
生じる前から存在する雌雄の非対称性がど
うやって生じ、如何にして認識されるかを、
アオノリの雌雄配偶子を用いた「免疫サブト
ラクション法」と「RNAseq/MS サブトラク
ション法」で明らかにしたい。雌雄それぞれ
の接合装置に特異的な蛋白質に対する抗体
を作成しその遺伝子を同定するとともに、そ
れらが接合装置として雌雄で異なった配位
で細胞表面に提示されるダイナミズムを
FE-SEM（電界放射型走査電顕）や免疫電顕、
連続切片法による TEM（透過電顕）で明ら
かにする。 
雌雄の細胞構造の非対称性は、原初の生物

の性と生殖行動に強い相関があったことを
想起させる。例えば、眼点が潰れないように
するために接合装置が雌雄で逆向きに付く

といったようなことが、最初の雌雄だったと
考えても特に違和感はない。藻類学は、こう
したユニークな視点を形態と構造の研究に
導入できるし、さまざまな進化的中間体に関
する情報を提供することも可能である。こう
した知見に、FE-SEM や免疫電顕、三次元立
体構築といった電顕技術を加えることで、分
子的な差異と形態の差異を結びつけた新た
な視点をこの分野に提供できる。今回の課題
名となっている「免疫サブトラクション法」
は、配偶子細胞をそのまま抗原として抗体を
作製し、それを異なる交配型の配偶子で吸着
する処理を行うことで、簡単に雌(♀)あるい
は雄(♂)に特異的な表層蛋白質に対する抗体
を調製できる。これに加えオーミクス的な
「RNAseq/MS サブトラクション法」を実施
することで、雌雄性の起源と進化研究に極め
て大きなブレイクスルーをもたらす。 
アオサ藻綱のなかでも同形から異形への

進化の途上にあるアオノリを用いて、配偶子
に大小が生じる前にある雌雄とは何か？ 
を明らかにしたい。雌雄が大小の前にすでに
あったとすると、コンピューターシミュレー
ションなどとは違って、雌は大きくなり雄は
小さくなることが進化的に運命付けられて
いたことになる。大小に進化することが運命
づけられた雌雄とは一体何だろう？ 

(1)「免疫サブトラクション法」で雌雄の表
層あるいはそれぞれの接合装置に特異的に
反応する抗体を作成し、(2)「RNAseq/MS サ
ブトラクション法」でそれらの遺伝子を同定
するとともに、(3)「FE-SEM（電界放射型走
査電顕）」、「免疫電顕」、「連続切片法による
TEM（透過電顕）」でそれらが接合装置とし
て雌雄で異なった配位で細胞表層に提示さ
れるダイナミズムを明らかにする。 
同形から異形を経て卵生殖へ至る進化は

動物でも同じであったと思われるが、同形や
異形という進化的中間体が一つの綱や目で
系統的に生き延びているのは藻類をおいて
他にない。アオサ藻綱や褐藻綱でも同形から
異形への進化が見られるが、これらは全く異
なる分類群に属することから、同形から異形
へというのは一種の収斂であり、雌雄性その
ものが収斂進化の結果とも考えられる。 
本研究課題は雌雄の進化により根源的な

進化の視点を提供できる。藻類で解かれた雌
雄性の謎は動物にも収斂していると考えら
れるからだ。また、雌雄の起源を探る進化研
究に、「細胞構造の雌雄非対称性」という概
念を導入できることも見逃せない。雌雄配偶
子の接合の向きに注目すると、互いが完全に
相同な細胞が接合する場合、接合面にある構
造は互いに融合して相殺されてしまう。眼点
などは２つあっても全く機能しなくなる恐
れがある。雌雄の進化の比較的早い段階で、
細胞内配向の雌雄非対称性を獲得したので
はなかろうか。そうすることで接合後も２つ
の眼点が使えるようになる。最初の雌雄が眼
点に対して非対称な位置にある接合装置の



認証だったとしても何ら不思議ではない。こ
うした新たな視点は植物や動物の雌雄性や
生殖行動の謎を明らかにする上で大いに貢
献するだろう。 
 
３．研究の方法 
アオノリの雌雄配偶子の非対称性は如何

にして形作られるか？ 雌雄で異なる蛋白
質が接合装置として細胞表層に配位される
発生メカニズムとは何か？ それらを可能
にする遺伝子と性決定領域（性染色体）との
関係を明らかにする。そのために新たに考案
されたのが「免疫サブトラクション法」で、
これによって雌(♀)と雄(♂)それぞれに特異
的な抗血清の精製が可能となる。この抗血清
はそのまま組織化学的な手法に用いること
もできるが、ゲノミックスやプロテオームの
手法を積極的に取り入れた「RNAseq/MS サ
ブトラクション法」を実施することで、免疫
沈降反応物をマス解析（質量分析）すること
が可能となろう。雌(♀)と雄(♂)の接合装置に
関わる遺伝子が同定されることで、遺伝子産
物に対する抗体精製も容易になり、免疫電顕
などによる解析が可能となる。 

(1) 免疫サブトラクション法で雄(♂)と雌
(♀)の接合装置特異的抗体を作成し、雌(♀)
特異的な２種類の蛋白質（250kDaと80kDa）
が同定されていることから、免疫サブトラク
ション法は同種異個体で差異のある表層蛋
白質に対する網羅的な抗体作成に極めて有
効な手段となる。この抗体を用いて、免疫沈
降法による抗原蛋白質の濃縮、MS 解析やア
ミノ酸配列の決定などによって、接合装置の
蛋白質とその遺伝子を同定することで、「免
疫サブトラクション法」が今回の研究課題に
極めて有用な手法であることを実証する。 

(2) 雌雄ゲノム解析と雌雄の配偶子でリー
ド数 66-69 万規模の RNAseq をし、RNAseq
による遺伝子発現パターン解析とMSによる
プロテオーム解析（RNAseq/MS サブトラク
ション法）によって、雌雄配偶子に特異的な
遺伝子や蛋白質の同定は勿論のこと、免疫サ
ブトラクション法で得られた抗体で標識さ
れる雌雄の接合装置の蛋白質とその遺伝子
の同定を試みる。RNAseq/MS サブトラクシ
ョン法によって提起された諸問題（発現量ゼ
ロ遺伝子の存在、GCS1 遺伝子など雌雄で発
現量に差異のある遺伝子の有無など）を解決
する。予備実験で RNAseq を雌雄でサブトラ
クションすると一方ではリード数が数十か
ら数百あっても他方ではリード数ゼロとい
う遺伝子がそれぞれ数十あり、性染色体の存
在を示唆している。しかし、一方では雄(♂)
配偶子の RNAseq に GCS1 など雄(♂)で発現
が見込まれる遺伝子の発現が見つかってい
なかったりする。RNAseq のさらなる拡充に
加えゲノム情報の取得が必要となる。 

(3) アオノリの形質転換系の開発は同定し
た雌雄配偶子に特異的な遺伝子を確定する
のに絶対に必要になる技術である。先行論文

はあるが、形質転換効率が低く再現性が十分
確かめられた事例もほとんどない。雌雄配偶
子の非対称性を、GFP ラベルした遺伝子を用
いて調べられるような簡便な形質転換系を
開発する。 

(4) アオサ属の他の種とアオノリ 4 系統 8
株の配偶子を比べると、アオノリの場合は交
配型による大きさの差はわずかで、この種が
同形配偶子から異形配偶子への進化の極初
期にあることがわかる。アオノリ胞子体に加
え、近縁な別種スジアオノリの有性株と 2 種
類の無性株で RNAseq を実施し、アオサ藻綱
に保存された雌雄の決定機構と、動植物を問
わず広い系統で見られる有性生殖から無性
生殖への転換にまで視野を広げ、生物におけ
る非対称性と性の収斂進化を総合的に明ら
かにする。FE-SEM を用いて接合装置の雌雄
の形態な差異（性的二形性）を検出する方法
を考案する。雌雄の非対称性に関わる鞭毛根、
眼点顆粒、接合装置の配偶子形成期のダイナ
ミクスを FE-SEM だけでなく、連続切片法
を用いた TEM の三次元立体構築も試みる。 
 
４．研究成果 

 (1) 免疫サブトラクション法：雌雄の表層
あるいはそれぞれの接合装置に特異的に反
応する抗体を作成し、「FE-SEM（電界放射
型走査電顕）」、「免疫電顕」、「連続切片法に
よる TEM（透過電顕）」でそれらが接合装置
として雌雄で異なった配位で細胞表層に提
示されるダイナミズムを調査した。また、雌
雄性に関連する因子の中から真核生物の接
合装置に局在する GCS1、眼点の構成物タン
パク質である ChR1、EYE3 に着目し、それ
らの特異抗体を作成し、配偶子形成過程にお
ける発現と局在を解析した。 
特に、緑藻クラミドモナスの雄(♂)配偶子

接合装置に局在する GCS1 に関しては、アオ
ノリの雄(♂)配偶子でも接合装置に局在し、
配偶子の接合に直接関わっていることを明
らかにした。特に興味深いのは、この抗体で
雄(♂)配偶子を処理してから雌(♀)配偶子と
接合できないが、雌(♀)配偶子を抗体で処理
しても接合は阻害されないことである。これ
は GCS1 も免疫サブトラクション雄(♂)抗原
と同じく配偶子表層に局在することを意味
している。 

(2) 雌雄ゲノム解析と雌雄の配偶子でリー
ド数 66-69 万規模の RNAseq：新学術領域研
究の「ゲノム支援」で、雌雄配偶体のゲノム
シーケンスとトランスクリプトームを実施
し、雌(♀)で 117Mb、雄(♂)で 114Mb と推定
されたゲノム領域のシーケンスデータが得
られ、スカフォールド数は雌(♀)で 1521、雄
(♂)で 2279 である。最長のスカフォールドの
長さ及び N50 値は雌(♀)で 15.4Mb と 2.7Mb、
雄(♂)で 10.6Mb と 1.7Mb となり、同じ緑色
藻類であるクラミドモナスやボルボックス
と比べても遜色のない精度のゲノム情報を
得ることができた。そのほとんどが雌雄相同



なゲノム領域であるがその一部に雄側で
1.2Mb、雌側で 1.5Mb の雌雄特異的(MT)領
域が同定されている。 
この雌雄特異的領域内にあって、性決定と

性分化に関わる遺伝子を探索するために、配
偶子誘導開始後 0、24、48 時間目の雌雄の葉
状体と配偶子の RNA-Seq を実施し MT 領域
の遺伝子の発現量を調べた。まず注目したの
は RWP1 で、雄(♂)MT 領域のみにあるこの
遺伝子は、クラミドモナスなどの雄の性決定
遺伝子 MID と同じように窒素飢餓に応答す
る RWP-RK ドメインをもっていて、配偶子
誘導開始前の葉状体や配偶子で発現してい
た。分子系統解析では RWP1 は MID とは異
なる系統群に属していた。CKK-CNB1 は雄
特異的な RWP1 とは異なり雌雄共通の遺伝
子だが、第 2 イントロンに逆向きに転写され
る領域(isotig)があり、3’側の一部が第 2 エ
キソンと重複していた。CKK-CNB1 の発現
は雌雄どちらも配偶体と配偶子で一定であ
ったが、逆鎖の isotig は配偶子形成過程で発
現が上昇していた。LOG1 も雌雄共通遺伝子
だが、雌雄で異なるスプライシングバリアン
トをもっていた。異なるプライマーセットを
用いた RT-PCR で確認したところ、雄のスプ
ライングバリアントのうち 2つが配偶子で発
現上昇していた。 

(3) アオノリの形質転換系の開発：アオサ
藻綱の形質転換に関する報告例はこれまで
に 2 例のみで、1%以上の形質転換効率を得ら
れる方法は開発されていない。アオノリは配
偶子からの単為発生が可能で、その配偶子は
細胞壁をもたない。ポリエチレングリコール
(PEG)を用いてアオサ藻綱の rbcS プロモー
ターの下流に GFP をコードするプラスミド
を配偶子に導入した。その結果、9〜15%程
度の形質転換効率で GFP 蛍光を発する個体
が観察された。アオノリ細胞内でミトコンド
リア移行シグナルを付加した GFP を発現さ
せたところ、単細胞期の細胞内ではミトコン
ドリアが細長く繋がっており、多細胞期では
粒子状であることがわかった。 
他のアオサ属の形質転換系の開発も進展

しており、アオノリのゲノムとトランスクリ
プトームデータから得られた遺伝子と GFP
の融合タンパク質を用いたオルガネラ動態
の観察に成功している。問題は、雄性決定遺
伝子の同定や性転換実験には、一過的な形質
転換系だけでなく恒久的な組換え方の形質
転換系が必要なことで、これに関しては今後
ドイツなどとの海外共同研究を考えている。 

(4) アオサ属の他の種とアオノリ 4 系統 8
株の配偶子：アオノリでは雌雄ゲノムに特異
的な性染色体領域が存在するこの雌雄で非
対称性のあるゲノム領域では雌雄に特異的
な遺伝子の他に、雌(♀)型と雄(♂)型にそれぞ
れ分化したホモログ（ガメトログ）が複数存
在している。複数のガメトログを、スジアオ
ノリを始めとする他アオノリ類の雌雄株か
ら単離し、系統樹を構築したところ雌型と雄

型のクレードに２分されることを示し、少な
くともアオサ属が分岐したときには、相同組
換えが抑制された性染色体領域が存在した
ことが示唆されている。 
スジアオノリでは有性株の他に、それぞれ

性を失った配偶体世代と考えられる 2本鞭毛
の遊走細胞を持つ無性個体群と、胞子体世代
が減数分裂を起こせなくなった結果生じた
と思われる 4本鞭毛の遊走細胞をもつ無性個
体群が存在している。これまでの研究から両
無性個体は 2N 世代であること、また上述の
ガメトログの遺伝子型を調べたところ、雌雄
の遺伝子型を共有しており、雌雄ゲノムが揃
った状態であることもわかっている。 
近縁なスジアオノリとの比較ゲノムおよ

び比較トランスクリプトームにより多細胞
性植物における雌雄性の決定に関わる遺伝
子や雌雄の非対称性を生み出す分子機構の
解明を進める。さらに、スジアオノリでは有
性株の他に、それぞれ「性」を失った配偶体
世代と考えられる 2本鞭毛の遊走細胞をもつ
無性個体群と、胞子体世代が減数分裂を起こ
せなくなった結果生じたと思われる 4本鞭毛
の遊走細胞を持つ無性個体群が存在してい
る。これまでの研究から両無性個体は 2N 世
代であること、また、上述のガメトログの遺
伝子型を調べたところ、雌雄の遺伝子型を共
有しており、雌雄ゲノムが揃った状態である
こともわかっている。この生殖様式の多様性
に「免疫サブトラクション法」を加え、雌雄
の非対称性形成のダイナミクスと雌雄性を
与える遺伝子を明らかにしたい。 
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