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研究成果の概要（和文）：ゼニゴケの簡便なアグロバクテリウム形質転換技術（アガートラップ法）を開発し、
１万系統以上のT-DNA挿入変異体集団を作出した。この変異体集団を用いて、オルガネラ低温定位運動が壊れた
変異体を探索し、１系統の変異体を単離した。様々な解析の結果、この変異体では、既知遺伝子ではなく、新奇
遺伝子が破壊されていることがわかった。今後は、この新規遺伝子に関する研究を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：We developed a simplified Agrobacterium-mediated transformation technique 
(AgarTrap method) for the liverwort Marchantia polymorpha, and produced a T-DNA insertion mutant 
library containing over 10 thousands lines. Using the mutant library, we explored mutant(s) 
deficient in the organelle relocation movement response, and successfully found one mutant. Based on
 various experiments, we found that the mutant lacks a novel gene, but not known genes involved in 
the response. In our future work, we will analyze the novel gene.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 オルガネラ運動は植物の環境適応にとっ
て重要な生理現象であり、植物細胞内で頻繁
に観察される。代表例は、光誘導性の葉緑体
運動である（光定位運動）。たとえば葉緑体
は、光合成を効率よく行うために弱い光に集
まり、光ダメージを避けるために強い光から
逃げることが知られている。これらの反応は、
それぞれ、集合反応および逃避反応と呼ばれ
ている。以前、研究代表者は、光定位運動に
関する研究を行っていた（PNAS,2010）。その
研究過程で、ホウライシダの葉緑体配置が低
温処理で変化することを発見した（J Plant 
Res,2008）。25℃の温度下で弱い光に集まっ
た葉緑体を弱光のまま 4℃に移すと、葉緑体
が弱い光から逃げることがわかった。過去の
文献を調べると、最も新しい報告は、約 100
年前の 1908 年に発表された独語論文で、ヒ
ョウタンゴケを用いて低温誘導性の葉緑体
運動が観察されていた（Senn 1908）。しかし
詳細な解析は行われていなかった。そこで研
究代表者は、100 年ぶりの再発見となった本
現象を葉緑体の「低温定位運動（あるいは寒
冷定位運動）」と名付け、ホウライシダを用
いて詳細な生理実験および関連遺伝子の同
定を行った（J Plant Res,2008）。 
 ホウライシダを用いた様々な実験の結果、
面白い事に、低温定位運動には、光定位運動
と同様、青色光受容体フォトトロピン（PHOT）
が必須であることがわかり、コケやシダには
PHOT を介した低温信号伝達経路の存在が示
唆された。また、研究代表者によるゼニゴケ
を用いた最近の研究から、葉緑体だけでなく、
核やペルオキシソームも低温定位運動を起
こすことが示されており、低温下では複数の
オルガネラが同調的に細胞内配置を変える
ことがわかってきた（Plant Cell Environ 
2013）。このようなオルガネラの低温定位運
動は、植物の越冬性や低温耐性などに関与す
ると示唆されているが、その制御メカニズム
は不明のままである。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、低温定位運動の分子制御メカ
ニズムを明らかにするため、ゼニゴケ変異体
集団を作出し、オルガネラ低温定位運動が誘
導されない変異体の探索から制御遺伝子を
同定することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 独自のアグロバクテリウム形質転換法を
用いてゼニゴケT-DNA挿入変異体集団の作出
を行った。作出した T-DNA 挿入変異体集団を
顕微鏡によって一個体ずつ観察して、低温定
位運動が誘導されない変異体を探索した。目
的の変異体の単離後は、変異体における既知
の制御遺伝子の発現などを確認後、挿入され
ている T-DNA 領域の周辺配列を解析した。 
 
 

４．研究成果 
 ゼニゴケでは、変異体集団の作出と整備が
行われていなかったため、本研究では、T-DNA
挿入変異集団を作出した。これを円滑に実施
するために、ゼニゴケ胞子を材料にして、ア
ガートラップ法と名づけた簡便で効率的な
アグロバクテリウム形質転換法を開発した
（Plant Cell Physiol 2014）。アガートラッ
プ法は、約 1週間で 100 個体以上の独立した
形質転換体を得ることができる手法である。
本研究では、アガートラップ法を用いて、１
万系統以上の T-DNA 挿入変異体を作出した
（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．シャーレに分離した T-DNA 挿入変異体 
 
 その後、この作出した T-DNA 挿入変異体集
団を用いて低温定位運動が誘導されない変
異体を探索した。その結果、１系統の変異体
（ncp1 変異体）を単離することができた。
ncp1 変異体では、低温定位運動だけでなく、
逃避反応も誘導されなかった。一方、集合反
応は正常であった。これまで、ゼニゴケにお
いて、このような反応を示す変異体は見つか
っていない。また、ncp1 変異体における既知
制御遺伝子の発現を確認したが、全て正常で
あった。以上の結果から、新奇遺伝子に変異
が入っていると予想された。Tail-PCR、
Inverse-PCR、リアルタイム PCR、 次世代シ
ークエンサーを用いた解析から、少なくとも
１０コピー以上のT-DNAがゲノムに挿入され
ていることがわかった。現在、複数の候補遺
伝子に関して相補実験などを行っており、原
因遺伝子の特定を急いでいる。 
 この実験過程で、相補実験を効率良く行う
ために、無性芽と葉状体を材料にしたアガー
トラップ法を開発した（J Plant Res 2015, 
Plant Biotechnol 2015a）。また、相補遺伝
子には蛍光タンパク質遺伝子を融合し、タン
パク質の細胞内局在性も調べるため、植物で
高輝度となる GFP の選別や、葉緑体自家蛍光
をキャンセルできるタイムゲート法の開発
も行った（Plant Biotechnol 2015b, Plos One 
2016）。以上の技術を駆使して、ncp1 変異体
の原因遺伝子を解析する予定である。また、
T-DNA 変異体集団の他にも、EMS 処理によっ
て別の変異体集団も作出しており、この集団
からも、１系統の変異体(ncp2)を単離した。
さらに、低温定位運動がアクチン繊維によっ
て制御されること（PeerJ 2016）、葉緑体の
運動反応と同時に凝集反応が誘導されるこ
とも明らかにした（J Plant Res 2017）。 
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