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研究成果の概要（和文）：　本研究は、アオミドロなどの糸状性の多細胞体制をもつ種と二次的に単細胞に進化
したヒメミカヅキモなどの種を含むシャジクモ藻綱ホシミドロ目に注目し、多細胞体制の維持と機能分化に関わ
る転写因子を特定し、複雑な細胞分化を遂げた陸上植物への進化において原動力となった要因を提案することを
目的とした。
 まずアオミドロおよびヒメミカヅキモの全ゲノム解読を終え、さまざまな転写因子遺伝子を同定した。また、
アオミドロについては安定形質転換系確立を目指したが、一過的な発現に留まった。ヒメミカヅキモでは、いく
つかの転写因子遺伝子の遺伝子破壊株を確立し、その表現型解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on two streptophyte algae, Spirogyra parvula 
(filamentous) and the Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex (unicellular) to reveal the
 factors for the land plant evolution. For this purpose, we tried to obtain whole genome sequences 
of these organisms and establish techniques for reverse genetics on Spirogyra parvula. We also tried
 to discover genes encoding a transcription factor acting for maintaining the multicellular body and
 differentiation of specific functions.

研究分野：植物進化学

キーワード： ミカヅキモ　アオミドロ　転写因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、アオミドロでは逆遺伝学的手法の確立には至らなかったが、ホシミドロ目の糸状性種と単細胞種に
注目し、両者のゲノム解読および転写因子遺伝子同定を行ったことは、植物進化研究という学術的意義のみなら
ず、植物がどのように進化してきたかを社会に伝えるための第一歩としても非常に高い意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 古くから、種子・シダ・コケ植物などの陸上植物は、比較的体制の単純な淡水性のシ
ャジクモ藻類綱より進化したと考えられており、その中でも、複雑な多細胞体制をもつ
シャジクモ目が陸上植物と姉妹群を形成すると信じられていた(Karol et al. 2001, Science 
294: 2351)。しかし、近年の大規模遺伝子情報
を用いた分子系統解析の結果から、ヒメミカヅ
キモを含むホシミドロ目が陸上植物に最も近
縁であることが、強く支持されるようになった
（Wodniok et al. 2011, Wickett et al. 2014）。ホシ
ミドロ目は、ヒメミカヅキモのように単細胞性
のものからアオミドロのように糸状による多
細胞体制を持つ物までを含む多様な分類群で
あり、単細胞のものは、多細胞体制を持つ種か
ら二次的に多細胞体制と細胞分化能力を喪失
して進化してきたと考えられる（図１）。 
 では、どのようにして糸状性のホシミドロ目
から複雑に細胞分化した陸上植物へと進化し
たのだろうか？ このような発生プロセスの
大きな変化は、マスター遺伝子となる転写因子
の多様化とその下流で働く遺伝子群のネットワークの新たな確立により形成されたと
考えられる。Riano-Pachonら(2008)は、陸上植物で共通して見いだされる 23種類もの転
写因子群が系統の離れたクラミドモナス（緑藻）やオストレオコッカス（プラシノ藻）
には存在しないことを示し、シャジクモ藻類段階での転写因子ファミリーの劇的な進化
および多様化が生じ、その後の植物の発生過程に重要な役割を果たしてきたことを示唆
した。実際に、申請者らのもつゲノム解読情報を見る限り、転写因子遺伝子群の種類と
数が劇的に増加したことは確認されている。しかしながら、どのように転写因子による
制御機構が変貌し、陸上進出への足がかりとなったか。そのメカニズムに踏み込んだ研
究は、これまで全く行われてこなかった。 
 本研究では、最も陸上植物との近縁性が支持されている分類群であるホシミドロ目に
注目した。糸状性多細胞藻類の中から、分化した細胞機能をもつ陸上植物が進化してき
た際、多細胞体制の維持および細胞分化に必要とされる特定の転写因子が新たな遺伝子
群を制御するようになったことが進化の原動力となったと仮定した。一方で、糸状性多
細胞藻類の中から、より単純な体制へと二次的に進化してきた結果、ヒメミカヅキモの
ような単細胞藻類が生じたと考えられ、この場合、多細胞体制維持に必須な転写調節系
を喪失する方向に進化したと考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ホシミドロ目における多細胞体制の維持と細胞分化に関わる転写因子
群の特定を行うことを通して、陸上植物へと進化する上で重要な役割を示した転写因
子に迫ることを目的とした。より具体的には、① 原始的な多細胞体制をもつアオミ
ドロと単細胞シャジクモ藻類ヒメミカヅキモのゲノム情報を比較・精査し、②アオミ
ドロおよび陸上植物には存在し、ヒメミカヅキモなどの単細胞藻類ではその機能、構
造が部分的または完全に失われている転写因子遺伝子群を抽出する。③アオミドロに
おいて、当該遺伝子の破壊が多細胞体制と細胞分化にどのような影響を示すかを検証
するとともに、④ヒメミカヅキモにおいて発現を復活させ、単細胞体制および細胞質
分裂に対する影響を検証する、ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒメミカヅキモおよびアオミドロの全ゲノム解読 
両者から、ゲノム DNAを抽出し、PacBio、Nanopore、Illuminaなどの次世代シークエ
ンサーによるゲノム解読を行い、完全長 EST配列、Iso-seq、RNA-seq情報などを参考に
して、augustusによる遺伝子アノテーションを行った。 
 
(2) 転写因子遺伝子の同定と発現 
 ア ノ テ ー シ ョ ン さ れ た 遺 伝 子 か ら 、 iTAK online (http://itak.feilab.net/cgi-
bin/itak/online_itak.cgi)にて、転写因子をコードしている遺伝子群を選抜した。また、両



者の生活環の各ステージから RNA を抽出し、transcriptome 解析を行い、それらの中か
ら、栄養生殖期と有性生殖期で発現が大きく変動するものを抽出した。 
 
(3) アオミドロへの遺伝子導入の試み 
 アオミドロゲノムから、恒常的な遺伝子発現が期待できる Cab遺伝子を検出し、その
プロモーターおよびターミネーター領域をクローニングした。また、アオミドロのコド
ン使用頻度に合わせた ble:gfp 遺伝子を人工合成し、形質転換用のコンストラクトを作
出した。このコンストラクトを用いて、パーティクルガンおよびエレクトロポレーショ
ンによる形質転換を試みた。 
 
(4) ヒメミカヅキモにおける発生に関わる転写因子遺伝子の逆遺伝学的解析 
 陸上植物の発生調節に関わるいくつかの転写因子遺伝子について、CRISPR/Cas9によ
る遺伝子破壊を行い、遺伝子破壊株の表現型を調べた。また、陸上植物の発生に深く関
わるMADS-box遺伝子(CpMADS1)については、基部陸上植物の一つであるヒメツリガネ
ゴケにおける MADS-box遺伝子破壊株に対して、機能相補しうるかどうかを検証した。
また、野生型ヒメツリガネゴケに対して、エストロゲン投与により CpMADS1遺伝子を
一過的に過剰に発現させるコンストラクトも導入し、その効果を調べた。 
 
 
４．研究成果 
(1) ヒメミカヅキモおよびアオミドロの全ゲノム解読 
単細胞藻類ヒメミカヅキモについては、全ゲノム解析と遺伝子アノテーションが進
展し、プラス型細胞で 25748、マイナス型細胞で 24671の遺伝子が同定された。 
アオミドロ Spirogyra parvula からゲノム DNAを抽出し、得られたショートリードデ
ータをアセンブルした結果、ゲノムサイズが約 57 Mb程度であると推定された。さら
に、アセンブルされたゲノムからアノテーションされた 15042 遺伝子が同定された。 

 
(2) 転写因子遺伝子の同定と解析 
ヒメミカヅキモで同定された遺伝子の中で、54種類の transcription factor family (TF)と

21種類の transcription regulators (TR)の存在を確認した。その結果、NAC転写因子がシ
ャジクモ目に比べて顕著に数を増やしていること、GRAS転写因子がホシミドロ目にお
いて初めて獲得されたことなどが明らかになった。また、C2C2 Zn-finger motifと HMG 
domain をもつ YABBY遺伝子と思われる遺伝子の存在が見出された。YABBY遺伝子は、
これまで種子植物へと進化した植物で獲得された転写調節因子と考えられていたが、遥
かに原始的な藻類段階ですでに獲得され、現存する陸上植物の多くの系統でロストした
ことが強く示唆された。また陸上植物の有性生殖進行に深く関わることが知られている
RWP-RK遺伝子を、ヒメミカヅキモから 10種発見した。 
アオミドロについて、60種類の TFと 23種類の TRの存在を確認した。有性生殖期お
よび栄養生殖期の細胞から３回独立に RNA を抽出し、比較 transcriptome 解析を行っ
たところ、有性生殖期に 4倍以上発現上昇した遺伝子を 47種、1/4以下に発現量が低
下した遺伝子を 20種見出した。発現上昇した遺伝子の中には、世代交代制御に関わる
KNOX遺伝子、BELL遺伝子などが見られた。また、陸上植物、特に被子植物において、
非常に多様化し、様々な発生の調節に関わる遺伝子である MADS-box遺伝子も有性生
殖期に発現上昇する傾向を示した。 
ヒメミカヅキモゲノムになくアオミドロゲノムに存在するものが、TFで 6種、TRで

1 種見つかった。これらは、多細胞体制維持に関わる可能性がある。また、ヒメミカ
ヅキモゲノムにありアオミドロゲノムに存在
しない TRが 1種見つかった。 
 

(3) アオミドロへの遺伝子導入の試み 
 ヒメミカヅキモでの形質転換において有効で
あった Cab遺伝子の相同遺伝子をアオミドロゲ
ノムより探索し、そのプロモーターとターミネ
ーター配列をクローニングした。さらにアオミ
ドロ用にコドン使用頻度を合わせた ble:gfp遺伝
子を合成し、プロモーター下流に連結したコン
ストラクト（pSP100_blegfp）を構築した。この
コンストラクトをパーティクルガンでアオミド
ロに撃ち込んだところ、一過的に GFP蛍光を発する細胞が確認された。 
このコンストラクトの有効性が確認出来たため、さらにエレクトロポレーションによる
安定形質転換体作出を試みたが、成功には至らなかった。 
 
(4) ヒメミカヅキモにおける発生に関わる転写因子遺伝子の逆遺伝学的解析 



ヒメミカヅキモの有性生殖期に急激に発現が高まる RWP-RK 遺伝子を 2 種同定した。
CpRWP1 遺伝子については、−型細胞で性フェロモン PR-IP の作用を受けて発現する遺
伝子であり、遺伝子を破壊された−型細胞では、生殖能力を持った配偶子の形成が行え
なくなった。また、CpRWP7遺伝子の破壊を、両接合型細胞で行ったところ、遺伝子破
壊株は、顕著に有性生殖能力を失うことが判明した。 
また、陸上植物において、様々な発生の調節に関わる遺伝子であるMADS-box遺伝子
ホモログ(CpMADS1)に注目し、その遺伝子破壊株を、プラス型およびマイナス型からそ
れぞれ取得した。いずれの遺伝子破壊株においても、細胞分裂がやや異常を示すという
表現型が見られたが、有性生殖進行に対しては特に影響は見られなかった。CpMADS1
遺伝子を基部陸上植物であるヒメツリガネゴケのMADS-box遺伝子破壊株に導入し、機
能相補出来るかどうかを検証したが、節間が伸び、さらに正常な精子が形成されないと
いう表現型は相補されなかった。一方、エストロゲンにより CpMADS1遺伝子発現を誘
導した 2株のうち 1株において、節間が伸びる表現型が相補され、野生型と同様に節間
が短くなった。一方、正常な運動能力を示す精子は得られなかった。まだ検証が必要で
あるものの、CpMADS1遺伝子は、ヒメツリガネゴケ MADS-box遺伝子と同様に、細胞
分裂制御という機能を持っていることが示された。 
KNOX、BELL、YABBY遺伝子については、遺伝子破壊がまだ完全に確認出来ておらず、
表現型解析に至らなかった。 
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A divergent RWP-RK transcription factor determines mating type in heterothallic Closterium
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The mechanism of mating type determination in heterothallic strains of Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex, a
new model organism to study sexual reproduction in streptophytes

接合藻ヒメミカヅキモにおける生殖様式の平行進化:全ゲノムデータから探る

アストレフォメネの多細胞形質進化の解明に向けた新規ゲノムと形質転換の確立
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The 5th International Volvox Conference（国際学会）
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The mating type determination in heterothallic strains of Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex, a new model
organism to study sexual reproduction in charophycean algae

ヒメミカヅキモの遺伝子アノテーションとCpMinus1形質転換体の比較トランスクリプトーム解析

Unveiling the molecular bases involved in another evolution of multicellular complexity in Astrephomene gubernaculifera

Three sexes in the anisogamous volvocine alga Pleodorina starrii
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The mechanism of mating type determination in heterothallic strains of Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex, a
new model organism to study sexual reproduction in streptophytes

CRISPR/Cas9-based knockouts reveal the action mechanism of the sex pheromone PR-IP in unicellular zygnematophycean alga,
Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex

Auxin response in conjugating green algae (Zygnematophyceae)
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