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研究成果の概要（和文）：多くの植物は種子や胚を経由せず栄養器官から親個体のクローン個体を発生する栄養
繁殖という繁殖様式をもつ。しかし栄養繁殖の分子メカニズムに関する知見はほとんどない。ゼニゴケは栄養成
長の本体である葉状体上に杯状体という器官を形成し、その中に百個以上もの無性芽という栄養繁殖器官を形成
することで栄養繁殖する。本研究では、無性芽発生の場となる杯状体の形成に必須なR2R3－MYB型転写因子GCAM1
の同定に成功し、その機能メカニズムについて解析した。また杯状体底部における無性芽発生の開始に植物Rho
型低分子量Gタンパク質Ropの活性化を担うPRONE型RopGEFが必須の役割を持つことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A variety of plants in diverse taxa can reproduce asexually via vegetative 
propagation, in which clonal propagules with new meristem(s) are generated directly from vegetative 
organs. A basal land plant Marchantia polymorpha develops the clonal propagules, gemmae, in the 
specialized receptacle, gemma cup. In this study, we have identified an R2R3-MYB transcription 
factor, designated as GEMMA CUP-ASSOCIATED MYB 1 (GCAM1), as an essential regulator for the gemma 
cup development in Marchantia. Interestingly, phylogenetic and interspecies complementation analyses
 supported the orthologous relationship of GCAM1 to regulatory factors for axillary meristem 
formation, e.g. Arabidopsis RAXs and tomato Blind, in angiosperm sporophyte. Furthermore we have 
also identified the KARAPPO gene, which endoces a Rop guanine nucleotide exchange factor (RopGEF) 
carrying a PRONE catalytic domain, is essentia for initiation of gemma development.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： 栄養繁殖　クローン　植物　進化　ゼニゴケ　低分子量Gタンパク質　転写制御

  １版

平成

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はコケ植物ゼニゴケを材料に栄養繁殖の分子メカニズムにアプローチする独創的な研究である。本研究で
同定した杯状体形成の鍵制御因子GCAM1は被子植物にも保存され、腋芽形成の制御因子であることが知られてい
る。また無性芽発生の開始を制御することが明らかにされたRopGEFは、被子植物で細胞の先端成長や極性を決定
することが知られている。すなわち本研究は、コケ植物と被子植物に共通する発生制御の分子機構を明らかに
し、さらに植物の形づくりの進化について新たな概念を提唱する。また農業・園芸分野では、根・茎・葉など栄
養器官からの個体発生を自在にコントロールする技術基盤の構築が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	
	 植物には種子や胚を経由せず栄養器官から親個体のクローン個体を発生する栄養繁殖という
繁殖様式を有するものが多い。栄養繁殖では、栄養器官（根・茎・葉）の一部である分化した
細胞から、新たな個体を形成する分裂組織が作られる。例えば、肥大化した塊茎の一部から芽
を形成するジャガイモや、葉の付け根に球状となった芽（ムカゴ）が形成されるヤマイモなど
の例が挙げられる。栄養繁殖は交配を経由しないので、移動する能力を持たない植物にとっ
て、有性生殖が困難な環境下でも遺伝的に同一（クローン）な個体を安定かつ迅速に繁殖でき
る点で有利であり、農業や園芸の分野でも重要な繁殖様式である。しかし栄養繁殖の仕組みを
もつモデル植物が整備されておらず、その分子メカニズムに関する知見は極めて限られている
のが現状であった。	
	 ゼニゴケは、栄養成長の本体である葉状体上に杯状体という器官を形成し、その中に百個以
上もの無性芽という栄養繁殖器官を形成することで、栄養繁殖する。無性芽は、雨や物理的な
刺激で周囲に散布された無性芽はそれぞれ独立したクローン個体となる。ゼニゴケは、この無
性芽による栄養繁殖システムにより厳しい環境下であっても群落としては巧みに維持され、か
つ旺盛な繁殖能力をもつ。苔類のモデルであるゼニゴケは陸上植物進化の基部に位置し、研究
材料として多くのユニークな特長を持つ。申請者らにより、簡便かつ高効率な形質転換形な
ど、分子遺伝学の研究リソースが急速に整備されてきていた。	
	 本研究開始までに、ゼニゴケ全ゲノム情報を活用した次世代シーケンサーによるトランスク
リプトーム解析を行っており、ゼニゴケの杯状体および無性芽発生プロセスで特異的に発現が
上昇する R2R3-MYB 型転写因子 GEMMA	CUP-ASSOCIATED	MYB1（GCAM1）を見出されていた。興味
深いことに系統解析から GCAM1 は、被子植物において葉の付け根などに形成される腋芽の発生
を制御する REGULATORS	OF	AXILLARY	MERISTEMS	(RAX)遺伝子のオーソログであることが示唆さ
れていた。	
	 また外来 DNA の導入により、葉状体および杯状体の形成は正常であるが内部に無性芽が全く
形成されないゼニゴケ変異株 karappo（kar）を単離していた。さらに次世代シーケンサーを用
いたリシーケンス解析により kar 変異体では低分子量Gタンパク質 Rop のグアニルヌクレオチ
ド交換因子（RopGEF）をコードする遺伝子に異常があることを突き止めていた。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、単純な発生制御メカニズムを持ち、且つ栄養繁殖の仕組みを有するゼニゴケを
モデルとし、栄養繁殖の分子メカニズムを明らかにすることを目的とした。	
（１） 杯状体の発生プロセスで特異的に発現が上昇する GCAM1 遺伝子の機能解明。	
（２） 杯状体内の無性芽発生開始に異常がある kar 変異体の変異原因遺伝子同定と機能解

明。	
の２点を具体的な解析目標とした。	
	
３．研究の方法	
（１）GCAM1 遺伝子の組織レベルの発現パターンを解析するため、プロモーターにレポーター
遺伝子を連結したコンストラクトをゼニゴケに導入し、プロモーター活性をモニターする。ま
た内在 GCAM1 遺伝子領域のタンパク質コード領域の末端に蛍光タンパク質遺伝子をノックイン
した形質転換体を作出し、GCAM1 遺伝子産物の挙動を解析した。	
	 また、GCAM1 の機能を解析するため、相同組換えの原理により GCAM1 遺伝子の構造を破壊し
た GCAM1 ノックアウト株を作出した。CRISPR/Cas9系によるゲノム編集によっても GCAM1 遺伝
子破壊株を作出し、表現型を解析した。	
	 GCAM1 を異所的に過剰発現した株を作出し、本来 GCAM1 が発現していない細胞や組織がどの
ように変化するか解析した。	
	
（２）kar 変異体の原因遺伝子を同定するため、次世代シーケンサーによりリシーケンス解析
により絞りこんでいた KAR/RopGEF 遺伝子の野生型バージョンを kar 変異体に導入し、変異表現
型が相補されるか検討した。	
	 kar 変異体の原因遺伝子がKAR/RopGEF 遺伝子であることが確認された後、組換え KAR タンパ
ク質およびゼニゴケの Rop タンパク質を大腸菌で発現、精製した。精製された KAR と Rop タン
パク質を用いて、グアニンヌクレオチド交換反応を解析した。	
	 プロモーターレポーター実験を行い、KAR遺伝子および Rop 遺伝子の組織レベルの発現パタ
ーンを解析した。	
	
４．研究成果	
（１）杯状体形成の鍵制御因子GCAM1 の同定と機能解析	
①GCAM1 の発現解析	
GCAM1 の組織レベルの発現パターンを解析するため、RT-qPCR 法、プロモーターレポーター法、
による解析、そして蛍光タンパク質ノックイン株の観察を行った。その結果、GCAM1転写産物
の顕著な蓄積が、葉状体の頂端部位と、無性芽発生の場である杯状体底部表皮細胞および発生



中の無性芽で検出された。蛍光タンパク質を融合したGCAM1 タンパク質の蛍光は、葉状体頂端
部位では検出できなかったが、杯状体底部表皮細胞および発生中の無性芽では観察できた。葉
状体の頂端部では、GCAM1 のタンパク質レベルを制御する転写後・翻訳後制御メカニズムが機
能している可能性が示唆された。	
②GCAM1 機能欠損変異体の解析	
機能を解析するため、まず相同組換えによる
ノックアウト変異体の作出を行い、独立した
2ラインの GCAM1 ノックアウト変異体
（gcam1ko）を単離することに成功した。得ら
れた gcam1ko株の葉状体について、仮根、気
室、分枝といった栄養成長における形質に、
野生株と比較して顕著な異常は認められなか
った。一方で、杯状体と無性芽が全く形成さ
れないという表現型を示した。次に、gcam1ko

株で観察された表現型を確認するため、
CRISPR/Cas9 系によるゲノム編集株の作出を
おこない、GCAM1 遺伝子領域の 2箇所に設計
したターゲット配列について、それぞれ独立
した 2系統の GCAM1 ゲノム編集株（gcam1ge）
を単離した。単離した gcam1ge株では、1〜数
塩基の欠失もしくは挿入が確認され、フレー
ムシフトにより正常な GCAM1 タンパク質が作られないヌル変異体と考えられた。gcam1ge株の表
現型を観察したところ、gcam1ko株と同様に、杯状体と無性芽形成に特異的に欠損が確認され
た。以上より、GCAM1 の機能は、杯状体および無性芽形成に必須であると結論した。	
③GCAM1 機能誘導株の解析	
更に細胞レベルの GCAM1 の機能を解析するため、まずGCAM1 を恒常的に過剰発現する GCAM1-OX
形質転換体を作出した。その結果、GCAM1-OX は正常な葉状体が形成されず、小さな細胞塊様の
組織が形成された。次にステロイドホルモンによる機能誘導系を利用して、GCAM1 の機能を任
意に誘導する GCAM1-GR 形質転換体を作出した。作出した GCAM1-GR 株は、通常および mock 処理
で培養すると野生型と変わらない表現型を示すが、デキサメタゾン（DEX）処理依存的に、葉状
体の器官形成が抑制され、細胞塊が形成された。以上より、GCAM1 が発現した細胞では組織分
化が抑制され、未分化な状態が維持されることが考えられた。	
①〜③の結果から、R2R3-MYB 型転写因子 GCAM1 は、杯状体底部表皮細胞および無性芽発生初期
で発現し、発現した細胞を未分化な状態に維持して、新たなクローン個体の分裂組織を生み出
すポテンシャルを付与する機能をもつことが示唆された。	
④GCAM1 の分子進化に関する解析	
杯状体および無性芽は、コケ植物の中でもタイ類ゼニゴケ属に特異的な無性生殖器官である。
では GCAM1 遺伝子は、杯状体と無性芽をもつゼニゴケ属に特異的な遺伝子なのだろうか？興味
深いことに、陸上植物や緑藻のゲノム情報に対してGCAM1 の相同遺伝子を探索し、分子系統解
析を行ったところ、ゼニゴケ属以外の、被子植物や維管束植物の基部に位置する小葉類（イヌ
カタヒバ）にも GCAM1 のオーソログ遺伝子が見つかることが明らかとなった。被子植物におけ
る GCAM1 オーソログは、腋芽形成の制御因子と知られるシロイヌナズナ REGULATOR	OF	
AXILLARY	MERISTEMs（RAXs）やトマトBlind 遺伝子である。シロイヌナズナにおいてRAX 遺伝
子の変異体では、野生株と比較して、茎とロゼッタ葉の間に形成される腋芽の数が減少する。
GCAM1 と RAX 遺伝子のオーソログ関係を機能的に支持するため、GCAM1 遺伝子をシロイヌナズナ
の RAX 変異体に導入する相補実験を試みた。GCAM1遺伝子を RAX1 プロモーター制御下で発現す
るコンストラクトを、シロイヌナズナrax1	rax2	rax3 三重変異体に導入したところ、腋芽形成
数が回復した。以上より、ゼニゴケのGCAM1 タンパク質は、被子植物シロイヌナズナにおける
腋芽形成の制御機構と相互作用しうることが明らかとなり、GCAM1 と RAX1 は進化的にオーソロ
グの関係にあることが支持された。被子植物の腋芽形成も、茎頂と葉原基の境界領域と呼ばれ
る組織に未分化な状態を維持することで新たな芽の形成の場を作ることから開始されると考え
られている。組織の未分化状態を制御する転写制御機構が、コケ植物タイ類と維管束植物の共
通祖先で獲得され、ゼニゴケではクローン繁殖に、被子植物では腋芽・枝分かれの仕組みに転
用されたと解釈できる。これらの結果の一部は、論文として取りまとめ、査読無の Preprint サ
ーバーに公開（発表論文①）されており、国際誌にも投稿中である。	
	
（２）無性芽発生の開始に異常があるkar 変異体の解析	
①kar 変異体の原因遺伝子 KARの同定	
次世代シーケンサーを用いたリシーケンス解析によりkar 変異体ではRopGEF をコードする
Mapoly0171s0028 遺伝子に機能欠損を伴う変異があることが明らかとなった。そこで野生型の
Mapoly0171s0028 遺伝子を kar変異体に導入したところ、杯状体内の無性芽形成が回復したこ
とから、kar 変異体における無性芽形成の欠損は、Mapoly0171s0028 遺伝子の機能欠失に原因が
あると結論し、Mapoly0171s0028 遺伝子を KAR としてさらなる解析を行った。	

図１ 杯状体形成の鍵因子 GCAM1 

（上段）プロモーターレポーター解析 

（下段）ノックアウト変異体の表現型 



②KAR タンパク質の生化学的機能解析	
KAR がコードするタンパク質の一次構造を解析したところ、植物の Rho 型低分子量 Gタンパク
質を活性化するグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）として機能することが知られている
PRONE ドメインをもつことが明らかとなった。そこで、KAR が RopGEF として機能するか、生化
学的に解析することにした。全ゲノム情報の探索から、ゼニゴケは PRONE 型の RopGEF をコード
する遺伝子として KAR の 1分子種のみ、Ropをコードする遺伝子としても 1分子種のMpRop の
みもつ明らかとなった。KAR と MpRopのタンパク質間相互作用を、酵母２ハイブリッド実験と
in	vitro プルダウン実験により確認した。さらに MpRop に対する GEF 活性についても生化学的
に検証することに成功した。以上より、KAR は MpRopの活性化を担う RopGEF として機能するこ
とが強く示唆された。	
③KAR の組織レベルの発現解析	
KAR 変異体における異常は、杯状体内の無
性芽発生に限定されている。これは KAR も
しくは MpRop いずれかの発現が無性芽に限
定されていることに原因がある可能性があ
るとの仮説を立て、KAR と MpRop の組織レ
ベルでの発現を、プロモーターレポーター
および RT-qPCR 法により解析した。その結
果、予想と反して KAR と MpRop いずれも、
ゼニゴケの栄養成長で形成される組織・器
官すべてで発現していることが明らかとな
った。	
④MpRop の機能解析	
KAR が活性化する MpRop について機能欠損
変異体の作出を試みたが、相同組換えの原
理で単離された MpRop ノックアウト変異体
は、成長が著しく遅く、最終的には枯死し
た。この結果から、MpRop の機能は、無性
芽発生に限定されておらず、葉状体の成長
や発生の多くの局面に必須であることが示唆された。MpRop の活性化を担う GEF については
PRONE 型 RopGEF の他に Dock-homology	region	(DHR)ドメインを持つ SPIKE が知られ、ゼニゴケ
にも SPIKE ホモログ（MpSPK）が 1分子種存在する。葉状体の成長や発生の多くの局面における
MpRop の活性化には KAR ではなく MpSPK が機能する可能性がある。	
①〜④の結果より、ゼニゴケ杯状体内の無性芽発生の初期プロセスには、RopGEF である KAR に
よる MpRop の活性化が必須であることが明らかとなった。また MpRop については、葉状体の成
長・発生全般に重要な役割を果たしており、無性芽発生以外における MpRop の活性化には
SPIKE が機能していることが示唆された。これらの研究成果の一部は、論文として取りまと
め、査読無の Preprint サーバーに公開（発表論文③）されており、国際誌にも投稿中である。	
	
（３）ゼニゴケにおける研究基盤の整備	
本研究で栄養繁殖のモデルとするゼニゴケについて、形質転換に使用する Gateway バイナリー
ベクターを作出・整備した（発表論文⑧）。またゼニゴケ全ゲノム解読の国際共同研究プロジ
ェクトに参画し、取りまとめ段階においても主導的な役割を果たした（発表論文④）。モデル
植物としてのゼニゴケの特徴と、研究基盤についてまとめた総説を発表した（発表論文⑦）。	
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