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研究成果の概要（和文）：　基部陸上植物のモデル系として苔類ゼニゴケの利点と将来性に着目し、被子植物の生活環
制御遺伝子の祖先的機能の探索を目的とした。被子植物でよく研究されている四つのグループの遺伝子（LFY, MADS, P
EBP, SPL）に焦点を絞り、発生や環境応答における役割を研究した。
　ノックアウト株の解析等により、SPLとLFYが配偶体世代における生殖枝の誘導・発生に関わること、LFYが受精卵の
第一分裂に必須であること、またPEBPが無性芽の休眠制御に関わる可能性あることが示された。

研究成果の概要（英文）：Ancestral roles of four class of life-cycle regulators in angiosperms (LFY, MADS, 
PEBP, SPL) were explored using an emerging model liverwort plant, Marchantia polymorpha, as a representati
ve of basal land plants. In Marchantia polymorpha genome, 1 gene for LFY, 2 genes for MADS, 3 genes for PE
BP, and 4 genes for SPL were found. Through phenotype analysis of knock-out plants and expression profile 
analysis, it is suggested that (1) LFY and two SPLs are involved in gametangiophore induction and/or subse
quent development in gametophyte (haploid) generation, (2) LFY is indispensable for the first zygotic divi
sion after fertilization, and (3) all three PEBPs are likely involved in regulation of dormancy of asexual
 propagules called gemmae in gametophyte (haploid) generation.
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様 式 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 苔類（Marchantiophyta）は、陸上植物の基
部で分岐したと考えられ、基部陸上植物とさ

れる。その発生生物学・生理学を明らかにし、

他の陸上植物と比較することは、陸上植物全

体の理解に資するところが大きいと期待さ

れる。しかし、蘚類（Bryophyta）の発生生物
学・生理学研究が、ヒメツリガネゴケ

（Physcomitrella patens patens）を中心に発展
しつつあるのに対して、苔類では、ヒメツリ

ガネゴケに匹敵するようなモデル植物の確

立が遅れており、発生生物学・生理学はあま

り進んでいない。 
 ゼニゴケ（Marchanita polymorpha）は苔類
に属し、葉緑体ゲノムの塩基配列決定や性染

色体（Y染色体）の塩基配列決定（に見られ
るように、植物ゲノム科学における先導的な

モデル生物の役割を果たしてきた。申請者が

所属する京都大学大学院生命科学研究科の

河内孝之教授の研究室を中心に、標準的な実

験室系統が選定され、分子遺伝学・分子生物

学・細胞生物学の実験技術の開発と基盤整備

が進められている。また、米国エネルギー省

の DOE Joint Genome Instituteによるゲノムプ
ロジェクトの対象に選ばれており、2010年度
内に核ゲノムの塩基配列決定が完了する予

定である（注：実際には、2014年 6月の時点
でもまだ公表されていない）。2010 年 3 月に
は申請者もオーガナイザーの一人となって、

最初の国際ワークショップが京都で開催さ

れ、2011年 9月の国際植物学会議（メルボル
ン）では、２件のシンポジウムが予定されて

いるなど、国際的な研究コミュニティーも形

成されつつある。 
 これらに加え、配偶体世代や胞子体世代の

初期発生などの形態学的記載の蓄積もあり、

古いものではあるが、形態や遺伝を扱ったモ

ノグラフも出版されている（H. Burgeff: 
Genetische Studien an Marchantia, 1943年）。発
芽後の配偶体は、原糸体を経て、シート状の

葉状体を形成するが、葉状体上には、気室や

無性芽を含む杯状体といった興味深い構造

の分化が見られ、細胞分化研究などのよい素

材となる。また、性染色体によって決定され

る配偶体の性に応じて雄器托あるいは雌器

托（総称して生殖器托と呼ぶ）が分化するが、

河内教授らにより、生殖器托分化の効率的な

誘導条件（遠赤色光の補光）が発見されてお

り、光環境や水環境といった環境条件への応

答･適応機構の研究のよい素材として期待さ

れる。これらの特質は、過去の研究の蓄積や

近年における新しい研究技術の進展などと

ともに、ゼニゴケを魅力あるものにしている。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、ゼニゴケの持つ研究材料として

の利点と将来性に着目し、陸上植物全体の理
解に必須である苔類のモデル系として、被子
植物の生活環制御遺伝子の祖先的な機能を
探索しようとするものである。 
 本研究では、申請者が大きな研究実績を持
つものを含む、被子植物でよく研究されてい
る４つのグループ（LFY, MADS, PEBP, SPL）
の生活環調節遺伝子に焦点を絞り、それらの
解析を進める。これら四つのグループは、被
子植物における重要性という観点に加え、進
化過程における遺伝子ファミリー増幅の程
度において大きく異なる点からも興味深い。
それぞれのグループの遺伝子数（ゼニゴケ対
シロイヌナズナ）は、 
LFY: 1個 対 1個 
PEBP: 3個 対 7個 
SPL: 3個 対 17個 
MADS: 2個 対 82個 
であり（注：研究の過程で、SPL は 1個が新
たに見つかり、4個となった）、比較進化学的
な見地からユニークな研究となりうる。 
 以下の３つのテーマを柱に、四つのグルー

プ遺伝子に関して、生殖器官と配偶子形成、

胚発生･胞子体形成、耐乾燥適応などに着目し

つつ、祖先的な機能を探索する。 
(1) 転写因子LFYを要とする転写制御ネット
ワークとその制御下にある発生･生理過程の

解明 
 MpLFY を要とする転写制御ネットワーク
の概要を、MpLFY が関わる発生･生理過程と
の関連と組み合わせて明らかにする。制御標

的遺伝子を網羅的に同定し、被子植物シロイ

ヌナズナとの比較をおこなう。 
 シロイヌナズナで最近LFYの制御因子とし
て同定された SPL転写因子ファミリーに着目
し、それらとの制御関係を最初の手がかりと

して、上位の制御因子の探索も進める。 
(2) ２つのMADSボックス転写因子が関わる
発生･生理過程の解明 
 ２つのMADSボックス転写因子が関わる発
生過程を明らかにする。MpMADS1 は被子植
物では配偶体特異的発現をもつ MIKC*に属
し、MpMADS2はシロイヌナズナでは LFYの
上位制御因子や制御標的遺伝子が含まれる

MIKCC に属する。後者は(1)との関連で興味

深い。Osnabruck大学（ドイツ）の研究グルー
プと共同で研究を進める。 
(3) ３つの PEBPが関わる生理過程の解明 
 ２つの真核生物型と１つの原核生物型の

PEBPが関わる生理過程、特に乾燥環境への適
応過程における役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 3 つのテーマのそれぞれに対して、以下の
アプローチで研究を進める。 
(1) 発現パターンの解析 
 切り分けた器官・組織ごとの定量的な
RT-PCR解析に加え、in situ RNAハイブリダ



イゼーション、適切な長さ（5~6 kb）のプロ
モーター断片に GUS 遺伝子あるいは蛍光タ
ンパク質（citrine など）遺伝子を連結したレ
ポーター遺伝子を用いる。 
 さらに、タンパク質の組織・細胞内におけ
る分布を可視化するために、蛍光タンパク質
との融合タンパク質を自身のプロモーター
の制御下で発現させる株を作出する。 
(2) 遺伝子機能抑制株を用いた生理機能の
解析 
 RNA干渉（RNAi）および人工マイクロRNA
（amiR）を用いて、遺伝子機能を抑制した株
を作出し、表現型や遺伝子発現に対する影響
を解析する。 
(3) 遺伝子機能昂進株を用いた生理機能の
解析 
 器官や細胞によらず高い活性を持つ 35Sプ
ロモーターとゼニゴケ EF プロモーターを用
いて、恒常的な高発現株を作出し、表現型や
遺伝子発現に対する影響を解析する。 
(4) 制御標的遺伝子の探索 
 MpLFY 転写因子に関しておこなう。作出
済みの活性誘導株（35S:MpLFY-GR）を用い
て、タンパク質活性を誘導した際におこる遺
伝子発現の変化を、共同研究により自作した
ゼニゴケ・マイクロアレイを用いて調べる。
得られている標的遺伝子候補について検証
を進める。必要に応じて、第二世代のゼニゴ
ケ・マイクロアレイの作製もおこない、探索
を進める。 
 
４．研究成果 
 研究の過程で生じた技術的な進展により、
生理機能の解析に遺伝子破壊株（以下、KO
株）を用いることが可能になった。そのため、
より明快な結果が期待できる KO株を用いた
アプローチに切り換えた。また、制御標的遺
伝子の探索に、RNAseq 解析が可能になり、
マイクロアレイ解析に代わるより強力な方
法として、そちらを採用した。 
 ４つのグループのうち、MADS転写因子に
関しては、共同研究を主導する予定であった
先方（ドイツの研究グループ）の研究者が転
出（転職）したため、注力するテーマからは
外し、研究を進める過程で独自の展開が期待
できるという見通しを得た SPL転写因子（テ
ーマ(1)の一部）を独立させ、これに代わる
柱とした。 
 以下に、(1)LFY転写因子、(2)SPL転写因
子、(3)PEBPのそれぞれにおける主要な成果
をまとめる。 
 
(1)LFY転写因子 
 ① 発現パターンの解析 
 in situ RNA ハイブリダイゼーションと約 6 
kb のプロモーターを用いた GUS 発現レポー
ターを用いた解析から、発生途中の造精器の
精原組織で強い発現がみとめられた。その後
の解析によって、被子植物の茎頂分裂組織に
対応する頂端細胞を含む葉状体の湾入部や、

造卵器内の卵、受精卵、発生途中の胞子体で
も発現を確認した。精原組織における発現が
極めて明瞭であったことから、後述する、発
生過程における役割の解析（③~⑤）におい
ては、まず造精器の発生と精原組織の分化に
注目することになった。 
 ② ほかの苔類植物における相同遺伝子の
単離と発現パターンの確認 
 MpLFYでは、DNA結合ドメインである C
ドメインの機能上重要な位置のアミノ酸が
蘚類のヒメツリガネゴケの PpLFYは異なり、
シロイヌナズナの LFYと一致していた。また、
ヒメツリガネゴケでは発現が検出されない
造精器と造卵器で顕著な発現がみとめられ
た。これらが、苔類全般においても当てはま
るかを確認するために、野外から採取し同定
した種々の苔類と蘚類、ツノゴケ類から DNA
を抽出し、Cドメインと N末側の Nドメイン
を含む部分断片を増幅し、配列解析をおこな
った。その結果、MpLFYの配列上の特徴は、
ほかの苔類でも保存されていることが明ら
かになった。また、苔類内の主要な系統の代
表として、コマチゴケとフルノコゴケで確認
したところ、どちらにおいても造精器を含む
茎葉体の一部で明瞭な発現が検出された。し
たがって、造精器（精原組織）における発現
は、ゼニゴケに限られるものではないと推察
された。 
 ③ 発現抑制株の作出と表現型解析 
 研究開始後すぐに RNAi と amiR を用いた
発現抑制株の作出に着手した。葉状体におけ
る発現レベルに基づくスクリーニングはう
まくいかず、造精器における発現が顕著に低
下したものを選ぶことで、RNAi と amiR か
らそれぞれ 1 系統の発現抑制株が得られた。
どちらにおいても、雄器床の成長が抑制され
ていると考えられたため、野生型株における
雄器床の成長過程を５つのステージに分け、
これをもとに発現抑制株における成長抑制
の記述を試みた。また、より明快な結論を得
るために、KO株の作出をおこなった（次項）。 
 ④ KO株の作出 
 相同組換えにより、予想翻訳開始点を含む
約 300 bp の領域を選択マーカーに置換する
コンストラクトを用いて KO株の作出を試み、
１株（雄）を得た。しかし、発現抑制株で見
られた雄器床の成長抑制はみとめられず、検
証の結果、mRNAの蓄積が確認された。そこ
で、C ドメインを選択マーカーに置換するコ
ンストラクトを用いて KO株の作出を再度試
み、mRNAの蓄積がみとめられない２株（ど
ちらも雄）を得た。しかし、どちらの株にお
いても雄器床の成長抑制はみとめられなか
った。また、最終的に受精能がある精子の形
成を確認し、野生型雌株との交配による子孫
を得た。このことから、発現抑制株で見られ
た雄器床の成長抑制は、MpLFY 機能の抑制
によるものではないことが推察された。 
 ⑤ KO株の表現型解析(配偶体世代) 
 ２株の KO株では、雄器床を生じる雄器托



の誘導が、野生型雄株に比べて遅れることが
観察されたが、２つの株で遅れの程度が大き
く異なった。複数の KO株においても遺伝子
破壊の様態は同一のはずであることから、こ
の表現型は MpLFY 遺伝子の欠損によるもの
ではない可能性が危惧された。そこで、注意
深く解析を進めたところ、(A) KO株作出のた
めに用いる野生型雄株と野生型雌株の F1 胞
子集団における遺伝的な背景の不均一（雄株
と雌株の遺伝的な背景が同一ではない）によ
りさまざまな表現型に影響が現れること、
(B) 遺伝的な背景の不均一による影響を排
除して比較すると、雌雄の KO株においてい
ずれも生殖器托の誘導が遅れ、野生型遺伝子
の再導入により表現型が回復することがわ
かった。これをもとに葉状体における発現を
改めて解析したところ、生殖器托の形成がお
こる湾入部の頂端細胞を含む領域における
発現が確認された（①）。雌株の卵にも受精
能があることが確認された。 
 ⑥ KO株の表現型解析(胞子体世代) 
 KO 株では、造精器と造卵器、精子と卵は
正常に形成されることがわかったため、KO
株同士の交配により、KO 株の胞子体が形成
されるかを検討した。その結果、受精は成立
していると考えられるが、受精卵の第一分裂
がおきないことが推察された。受精過程と初
期発生過程に関しては、これまでほとんど記
載的な研究がなされて来なかったため、基盤
の整備も含めた研究に着手し、継続している。 
 ⑦ 制御標的遺伝子の探索 
 本研究開始の時点で着手していた葉状体
を用いたマイクロアレイによる探索が検証
の結果あまり思わしくなく、① の発現パタ
ーンの解析の結果を受けて、造精器における
制御標的遺伝子の探索に着手した。冒頭に述
べたように、RNAseq 解析に切り換えた。ま
た、雄器床から造精器を無傷で迅速に摘出す
る方法を確立し、これを材料とすることにし
た。比較としては、（A）野生型と活性誘導株
の比較、（B）野生型、KO 株、相補 KO 株の
三者比較の２組をおこなうことにした。すで
に RNAseq解析のデータが得られており、現
在、解析を進めている。さらに、⑥の知見を
受けて、受精卵（接合子）における制御標的
遺伝子探索のための予備的な研究に着手し
た。 
 
得られた成果・知見の要点： 
 LFY転写因子は、ゼニゴケにおいては、配
偶体世代では造精器と造卵器においても発
現し、造精器と造卵器が形成される生殖器托
の誘導ないしは成長初期に関わる可能性が
ある。発現パターンから予想された造精器の
発生と精原組織分化における役割は、KO 株
の表現型によっては確認できなった。これは、
ほかの遺伝子との機能的な冗長性に起因す
るかもしれない。胞子体世代では受精卵（接
合子）の第一分裂に必須であると考えられる。
表現型解析においては、遺伝的背景の違いに

よる影響を考慮する必要があることがわか
り、対応策を案出した。これはほかの遺伝子
の解析にも活かされる。発生過程における予
想される役割に対応した制御標的遺伝子の
探索に着手した。 
 
(2)SPL転写因子 
 ① ゼニゴケ・ゲノム中の遺伝子数の確認 
 研究開始の時点で少なくとも３つあるこ
とを確認していたが、４つ目を見いだし、被
子植物等で見つかっているクレードとの対
応関係を調べた。それにもとづき、MpSPL1、
MpSPL2と名づけた２つに焦点を絞った。 
 ② 発現パターンの解析 
 in situ RNA ハイブリダイゼーションと約 6 
kb のプロモーターを用いた GUS 発現レポー
ターを用いた解析を進めている。造精器と造
卵器における発現を確認し、生殖器托の形成
がおこる湾入部の頂端細胞を含む領域にお
ける発現の有無を検討している。 
 ③ KO株の作出と表現型解析 
 MpLFY における経験を踏まえ、機能上重
要な SPB ドメインを破壊するコンストラク
トを用いて、MpSPL1、MpSPL2の KO株を得
た。KO 株は野生型遺伝子の再導入による表
現型の回復の確認や野生型株との戻し交配
等をおこなった。 
 これまでにおこなった観察から、MpSPL1
の KO株では、遠赤色光の補光処理による生
殖器托の誘導がおこらず、同遺伝子が生殖器
托の誘導過程に必須である可能性が考えら
れる。MpSPL2 の KO 株では、これまでのと
ころ明瞭な表現型異常は観察されておらず、
解析を継続している。 
 
(3) PEBP 
 原核生物型 MpCOR18 と真核生物型
MpPEBP、植物型 MpMFT の３つに関して、
葉状体上の杯状体内に形成される無性芽で
強い発現が認められること、杯状体から脱離
し、成長を開始するとともに発現が急速に低
下することが明らかになった。また、成長を
開始した無性芽に高浸透圧処理をおこなう
と発現が誘導されることを見いだした。これ
らの知見と、発現抑制株・恒常的な高発現株
を用いた予備的な解析から、これらの PEBP 
が無性芽の休眠維持に関わる可能性が推察
された。 
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