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研究成果の概要（和文）：コケ植物ツノゴケは陸上植物の進化研究において重要な系統的位置にあるが、遺伝子
導入系など分子遺伝学的な解析技術の導入が立ち後れていた。ツノゴケ類Anthoceros agrestisを用いて、ツノ
ゴケのモデル実験系の確立を行った。Agrobacteriumを介した安定形質転換系を確立し、イルミナ社の次世代シ
ークエンシンサーを用いて、ペアエンドライブラリーによるドラフトゲノムシークエンスの取得、配偶体組織の
RNAシークエンスを行なった。セン類ヒメツリガネゴケで胞子体発生に機能するKNOX遺伝子、LFY遺伝子、WOX遺
伝子の相同遺伝子を複数見いだし、発現解析のためのプロモーター単離を行なった。

研究成果の概要（英文）：Hornworts are one of bryophyte group, which locates at an important 
phylogenetic position in land plants. However the molecular genetic approaches or evo-devo research 
in hornworts were not well studied yet, because a hornwort model system was not available like other
 bryophyte groups, a moss Physcomitrella patens a liverwort and Marchantia polymorpha.
We tried to establish a hornwort model system using a hornwort species, Anthoceros agrestis, which 
can be induced all developmental stages of the life cycle within 3 months under experimental 
condition. As the results, we established stable transformation technique via Agrobacterium, 
generated Anthoceros agrestis draft genome assembly with paired-end library, and perform RNA 
sequencing using the gametophyte tissue. Also we found KNOX, LFY, and WOX genes, which were 
identified as sporophyte developmental genes in the moss Physcomitrella patens. We isolated promoter
 regions of these genes for further expression analysis.

研究分野：発生進化学
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１．研究開始当初の背景 
 コケ植物は陸上植物の出現後、最初に分岐
した現生の分類群であり、初期の陸上植物は
コケ植物のような形態、生活様式を持ってい
たと考えられている。現在、コケ植物はセン
類、タイ類、ツノゴケ類に大別されており、
これまでの系統解析結果から提唱された有
力な仮説の一つは、コケ植物のうち、ツノゴ
ケ類が維管束植物に最も近縁であるという
ものである (Qiu et al., 2006)。コケ植物は配偶
体 (n)世代が優占するが、後に出現した維管
束植物は胞子体 (2n)世代が優占する。維管束
植物の胞子体はその頂端に分裂組織を持ち、
繰り返し新しい細胞を供給する無限成長を
行うが、コケ植物の胞子体は胞子のうを１個
だけ形成する有限成長を行うことから、維管
束植物の系統で、胞子体が無限生長を行う分
裂組織を獲得することにより胞子体の拡大
がおこったと考えられる。ツノゴケ類は他の
コケ植物と異なり、胞子体の基部に分裂組織
を持ち、これがしばらく維持される一方、胞
子のうの先端から分化した胞子を散布する
という他のコケ植物ではみられない介在成
長を行うことから、しばしば維管束植物の胞
子体の茎頂分裂組織と対比される。ツノゴケ
類は陸上植物の胞子体世代の形態進化を考
える上できわめて重要な位置にあると考え
られる。しかし、他のコケ植物であるタイ類
やセン類からは有用なモデル実験系が確立
され、それを利用した分子遺伝学的解析やそ
の結果を他の陸上植物と比較することによ
る発生進化学的解析が進められているが、ツ
ノゴケ類には有用なモデル実験系が存在し
なかったことから研究が立ち後れて来た。 
 
２．研究の目的 
 陸上植物の進化の過程で胞子体の拡大が
おこったと考えられる。コケ植物ツノゴケ類
は、コケ植物の中で最も維管束植物に近縁と
され、その胞子体も他のコケ植物と維管束植
物の中間の形質を持ち、陸上植物の初期進化
を考える上で重要な分類群であるが、形質転
換系の確立などの分子遺伝学的な研究手法
の適用が他の植物群にくらべて立ち後れて
きた。本研究では、遺伝子導入系の確立とゲ
ノム情報や発現データの取得によりツノゴ
ケの発生進化研究のモデル実験系を確立し、
陸上植物の進化の過程で胞子体の拡大をも
たらした分子基盤を解明することを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
 複数のツノゴケ類の無菌培養株から標準
的なツノゴケの特徴を持ち、実験環境下にお
いて３ヶ月程度ですべての生活環を再現可
能な Anthoceros agrestis を選択して以下の実
験を行なった。①アグロバクテリウムを介し
た形質転換系の確立、②Anthoceros agrestisゲ
ノムのドラフトシークエンスの取得、③
Anthoceros agrestis の配偶体組織と胞子体組

織の RNA シークエンス解析を行ない、その
結果の比較と他のコケ植物の胞子体組織で
行なわれた RNA シークエンス結果との比較
により、ツノゴケ胞子体に特異的に発現する
遺伝子を同定する。④③で見いだされたツノ
ゴケ胞子体特異的遺伝子と、他のコケ植物で
同定された胞子体発生遺伝子のツノゴケオ
ーソログの機能解析を行う。以上の実験から、
ツノゴケの実験モデルを確立し、ツノゴケ胞
子体の発生機構を解明する。それを他のコケ
植物と維管束植物と比較することで、陸上植
物の胞子体進化をもたらした分子機構を考
察する。 
 
４．研究成果 
(1)Anthoceros agrestisへの遺伝子導入 
 Anthoceros agrestis の配偶体組織片からの
再生過程において Agrobacterium を感染させ
る手法により、CaMV35S プロモーター下で
レポーター遺伝子である GUS 遺伝子を発現
するプラスミドを導入した際に GUS 染色に
よるシグナルを確認することができ、遺伝子
導入に成功した。CaMV35S プロモーターで
誘導したハイグロマイシン耐性遺伝子の導
入によりハイグロマイシン薬剤による選抜
が可能なことも確認した。 
(2)Anthoceros agrestisゲノムのドラフトシー
クエンス 
 当初は PacBioによる Anthoceros agrestisゲ
ノムシークエンスを実施する予定であった
が、予備実験により、Anthoceros agrestisのゲ
ノムシークエンスが約71 Mbという報告論文 
(Szövényi et al., 2015) がデータ不足なため、
情報が不確かな可能性が生じ、ゲノムの概要
を知る必要があった。その解決のため、イル
ミナ社のペアエンドゲノムライブラリーを
作成し、シークエンスを実施した。その結果、
131.6 Mbのアセンブリーが得られ、約 25000
個の遺伝子が見いだされた。 
(3)配偶体と胞子体の比較トランスクリプト
ーム解析 
 配偶体のうち、若い葉状体と造精器、及び
若い胞子体と成長途中の胞子体の RNA シー
クエンスライブラリーを作成し、シークエン
スを実施した。配偶体の RNA シークエンス
結果は良好であったが、胞子体のライブラリ
ーに不具合があり、再度実験を行なったが、
胞子体の RNA シークエンス結果を得ること
ができなかった。 
(4)他のコケ植物の胞子体発生遺伝子のツノ
ゴケオーソログの解析 
 Anthoceros agrestis ドラフトゲノムからコ
ケ植物セン類のヒメツリガネゴケの胞子体
発生遺伝子として同定されている KNOX 遺
伝子、LFY 遺伝子、WOX 遺伝子をそれぞれ
見いだした。KNOX遺伝子については cDNA
をクローニングした。それぞれの推定プロモ
ーター領域を決定し、レポーター遺伝子を用
いた発現解析を進めている。 
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