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研究成果の概要（和文）： 

緑藻クラミドモナス染色体の雄特異的ゲノム領域の構造を決定し，新たな性特異的遺伝子

を同定した。完全長 cDNA・EST・遺伝子モデル・SOLEXAデータの統合データベースを構築

した。CO2 環境に応答する遺伝子を網羅的に同定し、一部その機能を解明した。ゼニゴケ

EST情報と多型マーカーを取得した。ヒメツリガネゴケの EST・5'SAGE、3'UTR 配列・SOLiD

発現データ、ChIP-seq データを統合したデータベースを構築し、陸上植物の発生遺伝子の

進化を推定した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
By determining sequences of newly established genomic libraries (BAC and FOSMID) of 

Chlamydomonas reinhardtii, we have identified new genes on the genomic R-domain regions 

responsible to the sex determination. We have developed genome viewers which display the detail 

information on locations of EST, BAC, FOSMID clones as well as the Illumina or SOLid short 

reads (36-76 nucleotide) on the chromosomes of Chlamydomonas reinhardtii as well as of a moss, 

Physcomitrella patenswas. Functions of CO2-responsive proteins and CO2-signal transduction 

pathway was. EST and SNPs/SSRs markers were isolated from a liverwort, Marchantia 
polymorpha. Genes for morphogenesis were phylogenetically analyzed, revealed the evolution of 

land plants. 
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１．研究開始当初の背景 

生物の進化・多様性のメカニズムを解明する

為に有用な進化上ユニークな位置にある生

物やモデル生物の近縁種のゲノム配列や遺
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伝子発現・機能の比較を行うことにより、細

胞レベルの進化や生物の多様化機構、動植物

の進化・多様化についての大きな手がかりを

得ることが当面の課題である。また環境とゲ

ノムの相互作用といった地球規模の視点で

の研究の展開が必要となっていた。 

 

２．研究の目的 

植物に特徴的な諸機能（光合成環境応答／生

殖／形態形成）の進化と多様性を理解する為

には、ゲノムの視点から複数のモデル植物を

比較解析する。本研究では、ゲノム解読が進

んだシアノバクテリアと高等植物との間の進

化上の橋渡しをするキー生物種として、緑藻

クラミドモナス（遺伝学が可能な単細胞真核

光合成生物）・苔類ゼニゴケ（性染色体をもつ

最初の陸上植物）・蘚類ヒメツリガネゴケ（植

物で最も遺伝子ターゲティングが容易）に着

目した。これらのモデル生物３種の完全長

cDNA（発現領域情報）とゲノム情報を取得し、

ゲノム比較を行う。また、遺伝子の網羅的発

現情報を得ることで、植物の進化と多様性を

決定づける下記の機構を理解する。光合成環

境応答関連遺伝子のゲノム進化と多様性、生

殖機能の進化と多様性、植物のボディープラ

ンの進化と多様性。 

 

３．研究の方法 

（１）完全長 cDNAライブラリーの構築：クラ

ミドモナス・ゼニゴケ・ヒメツリガネゴケで、

これまでに EST 解析が行われていない各種培

養条件ならびに成長過程の細胞から完全長

cDNAライブラリーを作製し、両末端から配列

決定する。（２）得られた EST 情報を、既存の

配列データとともにアッセンブルし、発現遺

伝子のカタログ化とクラスタリングを行う。

各生物特異的データベースにデータを統合し、

その配列情報を公開する。（３）代表遺伝子ご

とに分子系統樹作製し、発現遺伝子の共通性、

多様性の起源を推定する。（４）３つの植物種

についてゲノム配列を取得連結し、ドラフト

配列をデータベース化する。（５）マイクロア

レイを作製し、各種培養条件での発現プロフ

ァイルを得る。（６）ゲノム進化上重要な遺伝

子について、そのゲノム領域の配列情報を決

定し、植物種間で比較し、ゲノム構造レベル

での進化情報を得る。 

 

４．研究成果 

●緑藻クラミドモナス 

（１）JGI で推定された 15,143 遺伝子モデル

についてアノテーションを行い，ホームペー

ジで公開した。（２）cDNA アレイを用いて，

強光と環境 CO2濃度変動に対する遺伝子発現

プロファイルを取得し、シアノバクテリアと

シロイヌナズナのトランスクリプトームとの

比較から光応答性遺伝子と CO2濃縮特異的遺

伝子との関連を明らかにした。（３）ピノレン

酸を生合成するω13不飽和化酵素の遺伝子を

同定した。高等植物や酵母には存在しない油

脂成分の生産が緑藻ゲノム情報の利用によっ

て可能となった。（４）炭素源となる酢酸の有

無、CO2濃度変化、光条件の変化、無機栄養源

の欠乏条件の細胞、配偶子誘導に伴う発現遺

伝子を完全長 cDNA の末端配列決定により推

定した。全ライブラリーの 5’末端と 3’末端

の配列を合わせて 107,970 配列をアセンブル

したところ、3,135 個の cluster と 1,519 個

の singleton が得られた。既知遺伝子につい

て mRNAの 5'末端の位置を調べたところ、140

配列中 95配列（68%）が既報の mRNA開始点よ

り上流に位置しており、完全長 cDNAの有効性

が示された。（５）Mating type(-)型の野生株

C-9について，×8倍の BACゲノムライブラリ

ーと，×７倍の FOSMID ライブラリーを作製し

た。10,000 個の BAC クローンならびに 23,000

個の FOSMID クローンについて両末端配列を

決定し、ゲノム配列と比較することで、ドラ

フト配列（17本の染色体）にアセンブルされ

なかった 71個の Scaffold中 22個の Scaffold

が染色体に組み込まれた。C-9株のゲノム配

列を再構築した。（６）Mating Type(-)型株に

特異的な染色体領域 R-domainを含む 292,988 

bp について配列を決定し，R-domain が

209,839 bp で、その内部に新奇遺伝子を 12

個推定した。（７）酢酸および無機塩類含有

培地で光照射して培養した細胞と，無機栄養

源を欠乏させたストレス条件で培養した細胞

から完全長 cDNAライブラリーを構築し、

Illumina Genome analyzer IIx を用いて短リ

ード配列（75 塩基）を取得した。混合栄養及

び GNS由来の短配列は、それぞれおよそ 2,150

万リード、2,300 万リードがドラフトゲノム

配列上にマッピングされた。また異なる CO2

環境で生育させた細胞由来の RNAを用いて，

RNA-seq法により短リード配列（36 塩基）を

合計 1億 1,700 万リード取得し，CO2ストレス

がゲノム上の遺伝子発現に及ぼす影響を網羅

的に評価した。（８）完全長 cDNA・EST・遺

伝子モデル，既知配列（遺伝子,mRNA配列,SNP

マーカー，microRNA）、発現配列データを 

使い統合データベース Kyoto Chlamydomonas 

Genome Database(KCGD)ver.2.0 を構築し，ク

ラミドモナス研究者コミュニティーに一部公

開した。EST 配列が得られていなかった領域

のエクソン、イントロン構造についての情報



 

 

を公開した。（10）葉緑体の起源を探る上で進

化的に重要な位置にあるシアノフォラならび

にボルボックスについて、CO2欠乏条件での生

理学的特性と網羅的遺伝子発現データを比較

し、緑藻との共通点を見出した。（11）環境応

答の中でも、光合成炭酸固定系を補助する無

機炭素濃縮系が，二酸化炭素の濃度の条件を

設定することで、強光ストレスと低 CO2スト

レスの相互作用に依存することをトランスク

リプトーム解析により初めて示した．（12）ク

ラミドモナス生殖サイクルにおける雌雄配偶

子間の細胞認識及び接合子形成時の遺伝子発

現プロファイルを取得し、新奇接合子特異的

遺伝子を見出した．また，接合子形成不全を

起こす突然変異株を用いることで、細胞間認

識によって誘導される遺伝子群及び細胞融合

によって誘導される遺伝子群を明らかにした． 

●苔類ゼニゴケ 

（１）ゼニゴケＹ染色体のドラフト塩基配列

を獲得し、64個の遺伝子を見出した。20個は

生殖器官である雄器托のみで発現していたが、

40個は栄養器官である葉状体および雄器托の

両方で発現していた。Ｘ染色体由来PACクロー

ンpMF28-62F12の塩基配列には、葉状体および

雄器托の両方で発現しているＹ染色体遺伝子

M104E4.1のホモログが見いだされた。以上の

結果より、同一の祖先染色体から分化したゼ

ニゴケのＸ染色体とＹ染色体が、その進化の

過程を経ても生存に必須な遺伝子を維持して

きたことが示唆された。ゼニゴケＹ染色体は

Ｙ染色体特異的な反復配列を蓄積し、かつ常

染色体よりも遺伝子密度が低くなっているた

め、その分化から長い進化過程を経ていると

考えられている。それでもなお生存に必須と

考えられる遺伝子が維持されているのは、半

数体ゲノムにおいて性染色体の必須遺伝子は

退化しにくいという説を支持する。（２）完全

長cDNAクローンの両末端配列265,792を取得

した。既知の34,565配列と共にアセンブルし、

29,775の独立した配列を得た。これらのうち、

19,188は既知配列に対して相同性を示した。

完全長cDNAクローン由来の配列は約17,000ク

ラスターを形成したので、全体として約

17,000個の遺伝子をカバーすると推定した。

（４）全ゲノム解析の予備実験として、JGI

と30個のPACクローンの配列を決定し合計3.3 

Mbの配列を得た。GC含量約42%のこの領域に

235個のタンパク質遺伝子と６個のtRNA遺伝

子を推定した。1/5はEST情報に基づいて推定

できた。遺伝子密度は0.7個/10 kbと見積もら

れた。レトロトランスポゾン等の転位因子の

数は100 kbに1個程度と尐なかった。また、ア

センブル時に問題となる反復配列は無かった。 

●蘚類ヒメツリガネゴケ 

(1)造卵器造精器誘導前前後の茎葉体頂端部

(ppaa)、減数分裂期頃の胞子体(ppgs)の完全

長 cDNAライブラリーを構築し、これまで構築

した完全長 cDNAライブラリーとあわせ、合計

７つの異なる発生段階の完全長 cDNAライブ

ラリーを用いて合計約 24万 ESTのデータを公

開し、クローンを理研 BRCを通じて研究者コ

ミュニティーに配布している。(2)国際コンソ

ーシアム・米国 JGIと共同で、Gransden2004

株の約 510 Mbのゲノムについて 8×ゲノム配

列決定・アセンブルを行い 2106 scaffold 計

480 Mb のドラフト配列を得た。このドラフト

配列とアノテーション結果を JGIブラウザに

おいて公開した。この際、pph、pphb、pphf、

ppsp、pplsの約 20万 ESTデータを提供した。

その結果、35,938 遺伝子モデルを推定した。

(3)完全長 cDNA クローン 7,811個について全

長配列決定した。(4)新たに BAC ライブラリー

を構築し、その末端配列を決定した。標準株

Gransdenと Villersexelエコタイプ間の交雑

由来の分離系統約 200 ラインの大量配列決定

から SNPsを収集し、SSR/AFLP データと統合

して遺伝地図を作成した。合計７つの発生段

階から抽出した RNAを用いて 5'SAGEライブラ

リーを作成し、合計約 112万タグ配列を得た。

RNAの 3’末端配列を約 190 万配列取得し、30

万配列は ESTが得られていないゲノム領域に

対応する断片であった。以上の配列データを

統合し、22,130 遺伝子を推定した。さらに、

SOLiD を用いた DGE 法を開発し、3億 6400 万

タグをマップした。また、平均化した cDNAを

鋳型に whole transcriptome ライブラリーを

作成し、SOLiD でシーケンスした。その結果、

EST配列が得られていなかった領域のエクソ

ン、イントロン構造についての実験的証拠を

得た。SOLiD を用いた低分子 RNAの解析、修

飾ヒストンに対する抗体を用いた ChIP-seq

解析を行った。ヒストン H3に対する ChIP-seq

解析の結果、ドラフトゲノム配列に混入して

いたバクテリア由来配列を効率的に除外する

ことが可能となった。(5)陸上植物特有の３次

元体制に関わる形態形成、１倍体優占から２

倍体優占への世代交代の進化にポリコーム抑

制コンプレックス２遺伝子が関わることを明

らかにした。(6)JGI と共同で小葉類イヌカタ

ヒバのドラフトゲノム解析を行い、被子植物、

イヌカタヒバ、ヒメツリガネゴケ、クラミド

モナスのゲノム配列比較を行い、発生に関わ

る約 700 発生遺伝子の遺伝子系統解析を行っ

た。その結果，発生に関わる遺伝子は陸上植

物の間でよく保存されており、また系統ごと

に遺伝子数の増減が激しく起きていることが



 

 

分かった。この分子系統樹及びもととなる配

列のアラインメントは http://moss.nibb.ac. 

jp/treedb を通して、公開した。 
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