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研究成果の概要（和文）：陸上植物は進化の過程で環境と発生プロセスを調和させる制御系を発達させ、成長を最適化
するプログラムを確立した。なかでも転写制御は重要な役割を果たす。新たなモデル生物として注目されている基部陸
上植物苔類ゼニゴケのゲノム情報を利用して全転写因子を抽出した。遺伝子機能を解析するには変異体の利用が有効で
あり、CRISPR/Cas9によるゲノム編集は簡便で効率的な手法である。コドンの最適化によってゼニゴケのゲノム編集効
率が向上し、極めて効率よく変異体が分離できるようになった。転写因子を標的として系統的にゲノム編集による変異
導入を行うことによって、陸上植物の転写ネットワークが明らかになることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Land plants acquired a system to coordinate developmental program with 
environment during evolution. Transcriptional regulation is one of the major mechanisms for the adaptive 
growth and development in plants. As a basal land plant, the liverwort Marchantia polymorpha is an 
attractive model organism with haploid-dominant life cycle. In addition, sophisticated experimental 
systems such as efficient genetic transformation and genome information have been developed in M. 
polymorpha. We deduced the entire set of genes for transcription factors from the draft genome sequences 
of M. polymorpha. To experimentally analyze gene function efficiently, the CRISPR/Cas9-mediated genome 
editing is a simple and straightforward method to disrupt genes of interest. We significantly improved 
the efficiency of genome editing by optimizing Cas9 expression and CRISPR design. Simple, rapid and 
efficient mutagenesis by CRISPR/Cas9 enabled systematic analysis of transcription factors in M. 
polymorpha.

研究分野： 植物分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 地球上に 30 万種存在するとされる陸上植
物は今から約 4.7 億年前に陸上進出を果たし
た祖先を起源とする単系統とされる。分子遺
伝学的な解析が進んでいるシロイヌナズナ
に加えて、陸上植物進化に基部に位置づけら
れる分類群を解析して比較することで、陸上
植物の生存戦略の共通原理と多様性が浮か
び上がることが期待される（ただし、現生の
植物が祖先であるわけではないことには常
に注意が必要である）。我々はこのようなア
プローチのためのモデル生物として苔類ゼ
ニゴケに注目している。ゼニゴケは生活環の
大半を配偶体世代 (n)として過ごすため、遺
伝解析に有利である。また、有性生殖と無性
生殖により増殖が可能であり、実験室環境で
旺盛に繁殖する。ゲノム解析からは染色体レ
ベルでの遺伝子重複を経験しておらず、遺伝
的冗長性が低いことがわかってきた。ゼニゴ
ケを研究に利用することによって、植物研究
に新たな展開が期待された。そこで、我々は
ゼニゴケを植物の陸上化進化および分子遺
伝学研究のモデル生物として提唱し、これま
でに遺伝子の導入系や機能解析の実験系を
開発し、分子遺伝学研究の実験基盤を整備し
てきた。 
 植物は陸上進出や陸上での進化の過程で、
成長を最適化させる仕組みとして、環境応答
と発生プログラムを高度に調和させるネッ
トワークを発達させた。その背景にはゲノム
重複による遺伝的冗長性と遺伝子の機能分
化がある。転写制御因子は、被子植物のシロ
イヌナズナでは約 2000、陸上植物進化の基部
に位置する苔類に属するゼニゴケでは 400 の
遺伝子にコードされ、進化とともに制御ネッ
トワークが複雑化したと予想される。しかし
ながら、ゼニゴケの転写因子は総数では約６
分の１であるが、シロイヌナズナと同規模の
38 ファミリーから構成される。このことは転
写制御系の原形はすでに植物が陸上化した
ときに成立していたことを示唆している。つ
まり、苔類ゼニゴケをモデルとすることで陸
上植物の転写制御系の全貌を理解すること
が比較的に容易であることが期待された。 
 2013 年に CRISPR (clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats) と呼ば
れるガイド RNA と Cas9 (CRISPR-associated 
protein 9) と呼ばれるエンドヌクレアーゼを
利用し簡便で高い特異性を持つゲノム編集
技術が報告された。これは生体内で染色体上
の任意の位置において二本鎖DNAを切断し、
その修復過程で変異を導入するという技術
である。我々は、本研究の開始時に既に動物
用に開発された CRISPR/Cas9 を応用し、ゼニ
ゴケでゲノム編集が可能であることを示し
ていた。これは、標的遺伝子のモデルケース
として選んだオーキシン応答転写因子遺伝
子が変異すると、ゼニゴケがオーキシン非感
受性となり、高濃度のオーキシン含有培地で
枯死しないという形質を利用したものであ

る。ゼニゴケ個体でゲノム編集が可能である
ことを示すことはできていたが、効率は悪く、
選択圧なしに変異体を取得するには、ゲノム
編集の効率向上が必須であった。これらを背
景にゲノム編集技術を改良し、これを活用し
て陸上植物転写制御システムを解明する研
究を着想した。 
 
 
２．研究の目的 
 次世代シーケンサーの登場に代表される
画期的な技術革新を背景にゲノムの配列情
報を比較的容易に入手できるようになった。
しかしながら得られた配列情報から生物学
的な知識を引き出すには地道な実験による
機能解析を実施することが必要である。植物
の陸上進出と環境適応をもたらした遺伝的
な制御系の実体と原理を明らかにするため
に、基部陸上植物のモデル生物である苔類ゼ
ニゴケを材料として、ゲノム情報より転写因
子遺伝子を抽出し、ファミリーごとの分布を
明らかにする。また、ゲノム情報が判明して
いる緑藻類、車軸藻類、コケ植物、シダ植物、
裸子植物、被子植物との比較解析を進め、陸
上化に伴う転写因子遺伝子の変化を明らか
にする。この解析を通じて陸上植物の転写レ
ベルでの制御系の理解が深まることが期待
できる。 
また、本研究では、単なるゲノム情報の比

較に基づく推論に留まらず、実験生物学的な
研究の推進を目指す。このために、ゲノム比
較で明らかになった遺伝子に対する遺伝子
破壊実験をデザインし、遺伝子の機能解析実
験に利用する実験系を立ち上げる。このため
に、研究開始時に使われてた CRISPR/Cas9 の
実験系の問題点を抽出し改良を試みる。これ
には、エンドヌクレアーゼをコードする
CRISPR の効率的発現が重要である。発現に
利用するプロモーターや発現する遺伝子の
コドン改変、ガイド RNA をコードする
CRISPR のガイド部分の長さや配列の最適化
や発現プロモーターの選択などの最適化を
試みる。また、配偶体世代が優先的で高い再
生能力をもち無性生殖も可能であるという
ゼニゴケの細胞や組織、成長様式を最大限に
活用した効率的な突然変異体作成法を開発
する。最終的には、ゼニゴケがもつ制御因子
の冗長性の低さといった利点を活用して、制
御因子のネットワーク構造や階層性を明ら
かにすることを目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1)ゲノム編集効率改良 
ゲノム編集には、CRISPR と Cas9 を用いる

方法が簡便であり汎用性や応用の可能性も
高い。そこで、これまでにゼニゴケ植物体で
機能することを見出したCRISPRやCas9の発
現系をもとに改良を試みる。最終的なゴール
は変異効率の向上である。ゼニゴケを用いる



利点は、形質転換の効率のよさ、半数体であ
るための表現型評価の容易さ、増殖の旺盛さ、
無性芽を用いた純系作成系といった in vivo
での解析にある。系の改良の評価についても、
一過的あるいは安定的な RNA やタンパク質
の発現レベルの検出といった詳細な分子的
な解析を行うことよりも、ゼニゴケの表現型
を指標に変異効率を直接検出することによ
って行う。 
遺伝子特異的なガイド RNA を生成する

CRISPR の発現に関しては、これまでゼニゴ
ケ U6-1 プロモーターを利用している。そこ
で他のU6プロモーターやRNAポリメラーゼ
II で識別される汎用プロモーターの利用を検
討する。また、gRNA として利用する標的配
列の領域の長さや配列についても検討する。
標的遺伝子との相補領域を 16-22 ヌクレオチ
ドまで設計して効率を計算する。また、連続
するチミンヌクレオチド（RNA に転写された
場合はウラシルヌクレオチド）が転写を減衰
させる可能性についても検討する。 
ガイド RNA の設計には、ゲノムレベルで

の相同性の有無が問題となる。遺伝子破壊を
計画する目的の遺伝子に対して、自動的に
PAM 配列をもとに候補領域を抽出し、最新の
ゼニゴケのドラフトゲノム内にオフターゲ
ットが存在するかを判別するシステムを構
築する。また、in vitro や動物での知見をもと
に効率的なゲノム編集が期待される配列候
補を提示する機能も盛り込む。 
エンドヌクレアーゼをコードする Cas9 に

ついては、これまではヒトのコドン使用頻度
を基にした合成遺伝子を利用していた。この
コドン使用はゼニゴケには最適でない可能
性が高い。これまでにシロイヌナズナでのコ
ドン使用頻度をもとに発現を最適化した合
成遺伝子はゼニゴケでも機能することが経
験的にわかっている。そこで、シロイヌナズ
ナにコドン使用頻度を最適化した合成 Cas9
遺伝子を利用して、Cas9 発現を調べる。必要
であればゼニゴケでのコドン使用頻度に完
全にマッチする合成遺伝子も作成する。Cas9
を発現させるプロモーターは細胞分裂の盛
んな部位で発現が高い Elongation Factor I 
(EF1) 遺伝子のプロモーターを利用する。 
 植物体内でのゲノム編集効率を測定する
ためには、変異が容易に可視化できる遺伝子
の利用が望ましい。そこで、ゲノム編集によ
り目的の遺伝子に起こった場合にのみ生存
するような遺伝子である Mp ARF1 (AUXIN 
RESPONSE FACTOR1)、あるいはゲノム編集
による変異が生存に有利ではないが表現型
が簡便に可視化できる遺伝子 Mp NOP1 
(NOPPERABO1)をモデルとする実験系を採用
することとした。 
(2)ゼニゴケ転写因子遺伝子の抽出 
 これまでにゼニゴケゲノムの解析は米国
JGI との共同研究で進めており、現在ドラフ
トゲノムが完成している。植物に限らず原生
動物、菌類、動物も含めて生物を横断的に解

析した転写因子のリスト(Weirauch et al., Cell 
158, 1431-1443, 2014) をもとにゼニゴケの転
写因子を BLAST 相同性検索や HMMER ドメ
イン検索により抽出した。更に、NCBI 
Conserved Domain Database 
(http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) と PROSITE 
(http://prosite.expasy.org)を利用してドメイン
構成を評価し、ゼニゴケのゲノムにコードさ
れる転写因子の全体像を明らかにした。 
(3)ゼニゴケ転写因子の系統的な機能解析 
上記(1)で作成したゲノム編集実験系を(2)で
抽出した転写因子遺伝子に応用して、転写因
子の機能解析を系統的に進める系を構築す
る。 
 
 
４．研究成果 
(1) ゲノム編集法の改良 
 ゼニゴケのコドン使用頻度は、被子植物シ
ロイヌナズナのコドン使用頻度とは似てい
るが、動物のコドン使用頻度とは異なる。こ
れまでに Cas9 遺伝子は主として動物用（主
としてヒトを対象）に開発され、コドン使用
頻度もヒトに最適化されていた（hCas9）。そ
こでシロイヌナズナに合わせるよう Cas9 の
コドン使用頻度を改変した AtcoCas9 を用い
た。Cas9 は分裂の盛んな部位で転写活性の強
い EF1 プロモーターを用いた。標的遺伝子は
ARF1 を用いることとし、ARF1 特異的なガイ
ド RNA を設計し CRISPR ベクターを構築し、
AtcoCas9 とともにゼニゴケへふたつのコン
ストラクトを同時に導入した。ARF1 遺伝子
は変異をするとオーキシン感受性を失い、高
濃度のオーキシン存在下でも生存すること
ができる。そこでオーキシン存在下で形質転
換体を選択したところ、コドンを最適化して
いないベクターでの出現頻度とは比較でき
ないぐらい多数のオーキシン耐性ゼニゴケ
が得られた。次に変異誘導の効率を測定する
ために、オーキシンを含まない培地で形質転
換体を選抜し、その無性芽を用いてオーキシ
ン感受性や DNA への変異導入を調べること
にした。その結果、75%の T1 植物が変異を有
することがわかった（16 個体のうちの 12 個
体）。また、従来シロイヌナズナなどの被子
植物で報告されている変異よりも比較的大
きな欠失を伴う変異体が見出される傾向に
あった。これは、突然変異の誘発には有利な
性質である。また、ゼニゴケと被子植物との
DNA 修復の特性の違いを反映している可能
性がある。 
 次に変異誘発を時空間的に捕らえるため、
NOP1 遺伝子を標的としたゲノム編集を行っ
た。NOP1 遺伝子は、ゼニゴケの気室発生に
必須の遺伝子で、膜局在のユビキチンリガー
ゼをコードする。特に気室発生の初期に生じ
る細胞間隙形成に機能する遺伝子である。気
室の発生しないゼニゴケは、葉緑体に富む繊
維細胞を欠くため植物体の色が薄く、変異体



の識別が容易である。その一方で、培養室で
の栽培条件では生存に影響はなく、遺伝子欠
損が不利に働くことはない。そこで変異を検
出するために NOP1 を標的として gRNA を設
計した。その結果、ARF1 のときと基本的に
同様の頻度で変異体が得られた。変異体のな
かには、葉状体がモザイク状に nop1 変異表
現型を示す個体が見出された。これは、変異
誘発とその後の発生過程における細胞系譜
を反映していると予想される。その結果、突
然変異が初期に誘発されたものは個体全体
に表現型が現れるが、初期に変異が誘発され
なかったものも成長中に突然変異が誘発さ
れるというものである。安定した変異系統を
確立するときの指針として利用できるもの
である。ゼニゴケは栄養繁殖の１形態として
無性芽を発生させる。無性芽は杯状体の底部
の１細胞に由来するため純系の確立に適し
ている。ゼニゴケでゲノム編集系統を確立す
るには、遺伝子型を判別するのに利用した葉
状体部分と起源を一にする無性芽を用いて
純系を確立することで、迅速に安定した変異
系統を確立できることがわかった。 
 上記のように、変異誘導率の点からはゼニ
ゴケにおけるゲノム編集の効率化と変異系
統の迅速な確立法は達成された。そこで、次
にゲノム編集ベクターの改良を行った。これ
までは、CRISPR を発現するコンストラクト
と Cas9 を発現するコンストラクトは別々に
作成していた。多くの実験の場合は、CRISPR
のみを改変することで変異誘導コンストラ
クトの作成は完了するはずである。そこで、
遺伝子特異的な合成オリゴヌクレオチドを
簡便にクローン化できるエントリーベクタ
ーを作成し、Gateway 化された Cas9 発現バイ
ナリーベクターをDestinationベクターとする
形を構築した。遺伝子特異的なガイド RNA
設計からゲノム編集ベクターの作成までが
比較的短時間に行えるようになった。 
 次に、ガイドRNA設計の最適化を行った。
鎖長が短いほどオフターゲットが低くなる
可能性が議論されていたため、鎖長の短いガ
イド RNA を設計し、鎖長と変異の誘発率を
検討した。その結果、17bp のガイド RNA で
は効率が低下するものの 18bp 以上の鎖長で
は変異誘導は効率的であることがわかった。
また、ガイド RNA とオフターゲットの関連
を調べた。配列からオフターゲット可能性が
考えら得るローカスの塩基配列を解析した
が変異は観察されなかった。 
 ガイド RNA の設計を支援するプログラム
を導入した。与えた遺伝子領域から PAM 配
列を検出し、ガイド RNA として提示させ、
更にゼニゴケゲノムに対して、オフターゲッ
トの可能性を検証するというものである。こ
れを用いて、簡便にガイド RNA が設計でき
るようになった。以上のように、標準的な二
本鎖切断と修復時の変異導入といったゲノ
ム編集の効率的な実験法が確立した。 
(2) ゼニゴケの転写因子 

 ゼニゴケゲノムは、JGI とゼニゴケのゲノ
ムポータルサイト marchantia.infoで公開され
ているゼニゴケゲノム v3.1 を対象として、
DNA 配列特異的な転写制御が予想される転
写因子を抽出した。その結果、ゼニゴケゲノ
ムには、少なくとも 355 の転写因子遺伝子が
存在することが明らかになった。ゲノムにコ
ードされる遺伝子総数のうち、1.8％が転写因
子であった。転写因子総数 355 というのはシ
ロイヌナズナ転写因子遺伝子数に比べて著
しく少ない。しかしながら、これらの遺伝子
がコードするタンパク質は 38 の転写因子フ
ァミリーに分類された。これらのファミリー
はこれまでに解析された被子植物シロイヌ
ナズナ、小葉植物イヌカタヒバ、蘚類ヒメツ
リガネゴケと基本的に共通であった。一方で
これまでに原生動物や菌類で知られている
が陸上植物では報告のなかった遺伝子ファ
ミリーに属するものを見出すことはできな
かった。このことは、植物は陸上へ進出した
ときに既に基本的な遺伝子ファミリーをセ
ットとして保持していたことを意味する。38
のファミリーは更にサブクレードに分類が
可能である。例えば、bHLH 転写因子はゼニ
ゴケで 51 個、シロイヌナズナで 146 個存在
する。コケ特異的あるいは被子植物特異的な
クレードもわずかに存在したが、基本的にサ
ブクレードレベルで共有しているものが多
く、植物が陸上化した時点である程度の機能
分化が進んでいたことが予想された。一方で、
MADS ボックス転写因子のようにゼニゴケ
では２つしか存在しないものが被子植物で
は 100 以上に増えているといった具合に陸上
植物進化のなかで著しく増加しているもの
もあった。基本的には、植物が陸上化時点で
獲得していた転写因子を進化の過程で増加
させ、複雑な多細胞体制における制御を可能
したことを意味しているのであろう。 
(3) ゲノム編集手法を利用した転写制御ネ
ットワークの解析 
ゲノム編集による突然変異誘導が簡便に

行えるようになった。これまでに、オーキシ
ン応答、光応答、成長相転換に関与する複数
の転写因子遺伝子に対してガイド RNA を設
計し、効率的に変異が誘導されることがわか
った。今後、全転写因子を対象にガイド RNA
を設計することで、システマティックに転写
因子に絞ったスクリーニングが可能になる
と期待される。 
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