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研究成果の概要（和文）：本研究では藻類が陸上進出の初期に原始的な表層脂質としてトリアシルグリセロール
によるソフトな撥水性バリアを形成し陸上環境に適応したという仮説を提唱し、実験的に明らかにすることを目
指した。そのため、陸上植物に近縁である車軸藻植物門の中で比較的初期に分岐したと考えられているクレブソ
ルミディウムの表層脂質の解析と乾燥適応に関わる遺伝子群の解析を行った。その結果、陸上環境への適応過程
においてトリアシルグリセロールを撥水性のバリアとして用いつつ表層構造や、その制御系を段階的に進化させ
ていった事が推定され、陸上植物の出現過程と表層脂質の進化の関連を明らかにするための足掛かりを得ること
ができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we proposed that charophyte algae, which are the closest 
algae to land plants, acquired a cuticle-like hydrophobic layer composed of triacylglycerol to adapt
 to a terrestrial environment by initial land colonization. To demonstrate the hypothesis, we 
analyzed surface lipids and transcriptome of Klebsormidium, which early diverged from charophyte 
algae ancestor. As a result, it is assumed that surface structure and its related gene regulation 
were evolved in a stepwise manner during land colonization while using triacylglycerol as 
hydrophobic barrier. These results will provide information to clarify relation between process of 
land colonization by plants and evolution of its surface lipid.

研究分野： 植物分子生理学
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１．研究開始当初の背景 

陸上植物は、主に水中で生活していた真核

藻類の一種が、乾燥、高温、低温、強光など、

水中には見られない様々なストレスへの適

応の仕組みを獲得することで進化し、生まれ

たと考えられている。中でも乾燥耐性の獲得

は植物が水中環境から離れ陸上環境に適応

できるようになった大きな要因として考え

られるが、その獲得過程は明らかではない。 

そこで近年、藻類と陸上植物をつなぐ植物と

して、車軸藻植物門が注目されている。細胞

分裂機構や代謝系の特徴などから、陸上植物

は車軸藻類から出現したと考えられており、

陸上植物の出現に至る進化過程を解明する

手がかりとして車軸藻類の解析が進められ

つつある。 

そこで我々は車軸藻類の中でも初期に分

岐し、糸状性の単純な体制を持つ陸生藻類で

あるクレブソルミディウム (Klebsormidium 

nitens NIES-2285)のドラフトゲノム解析を行

った。その結果、クレブソルミディウムの同

定された遺伝子の内、7.7%に当たる 1,238 の

遺伝子が、他の藻類が持たない植物型の遺伝

子群であることが明らかとなった。また、乾

燥応答に関わる植物ホルモンのアブシジン

酸の合成系の遺伝子群がゲノムにコードさ

れており、アブシジン酸が乾燥時に増加する

ことも明らかにした。さらに、陸上植物で水

の蒸発を防ぐバリアとして機能していると

されるワックスの合成に関わる遺伝子の一

部がゲノム上にコードされていることを見

出した。 

したがって、クレブソルミディウムは陸上

植物のワックスバリアの起源となるような

表層構成物質が存在するのではないかと考

え、表層脂質の定量を行ったところ、植物の

ワックスとは大きく異なり、液状の脂質であ

るトリアシルグリセロールが主成分である

ことが分かった。 

 

２．研究の目的 

本研究では「植物が陸上に進出する過程で

液状のフレキシブルなワックスバリアを獲

得して初期陸上環境に適応し、その液性ワッ

クスが結晶性のワックスに置き換わること

で表面を固く保護し、さらに３次元的な個体

の維持と伸長に貢献した。」という新たな仮

説を提唱する。その仮説を検証するために、

クレブソルミディウムの表層脂質を解析し、

このようなワックスが細胞の水分保持や強

光の遮断に果たす役割を高等植物のワック

ス合成と比較しつつ実験的に明らかにする

ことを目的とした。 

 

３．研究の方法 

上記の目的を達成するために、クレブソル

ミディウムの表層脂質の解析を進め、さらに

乾燥や強光への順化過程を特にワックス形

成との関係に着目して RNA-seq 解析により

明らかにする。またクレブソルミディウムで

の遺伝子操作系の確立とそれを用いた解析

や、クレブソルミディウムの遺伝子による、

高等植物ワックス変異体の機能相補を活用

した解析も補完的に推進し、植物の陸上環境

への適応機構がどのように獲得され、進化し

てきたかを検証する。 

 

４．研究成果 

 

(1)クレブソルミディウムの表層脂質の解析 

クレブソルミディウムの表層構造を明ら

かにするために、細胞外の脂質を細胞内の脂

質と明確に分離し解析を行う必要があった。

そこでシリカゲルプレートを用いて、微細藻

類においても表層脂質のみを精度よく効率

的に採取する実験手法を確立した。本手法は

従来の短時間の有機溶媒処理による細胞外

脂質の抽出法より、より表層の細胞外脂質の

みを抽出できる。本手法によってクレブソル

ミディウムの外皮構造の最外層にはアルカ



ンや、トリアシルグリセロール（TAG）が細

胞外脂質の主成分として存在することが明

らかとなった。またクレブソルミディウムに

クチクラに相当する構造があるかどうかを

探るため、細胞壁画分から強塩基処理により

溶出する脂質を解析し、クレブソルミディウ

ムの細胞壁画分には脂肪酸が大量に結合し

ていることを示した。さらに ATR FT-IR によ

る細胞表層の解析の結果、糖タンパク質の骨

格の中に多くの脂肪酸を結合させているこ

とが推定された（図１）。加えて表層構造の

SEM による観察からクレブソルミディウム

は固体培地での気相条件においてフィルム

上の構造体を形成する事も明らかとなった。 

 

 
図１ 本研究から推定されたクレブソルミ

ディウムの表層構造 

 

本研究によりクレブソルミディウムの表

層構造は、既知の種子植物に見られる表層構

造とは隔たりがある事が明らかとなってき

たため、進化の時間軸を広げて解析を行うた

めに、基部陸上植物の一つであるゼニゴケの

表層脂質の解析も進めた。その結果、ゼニゴ

ケの表層脂質を抽出した画分からも多くの

TAG が検出され、クレブソルミディウムと同

様に TAG を液状のフレキシブルなワックス

バリアとして用いている可能性が考えられ

た。また、クレブソルミディウムのワックス

エステルは脂肪酸とイソプレノイドのエス

テルであったが、表層脂質合成遺伝子の比較

解析などから、ゼニゴケはより陸上植物に近

い脂肪酸を主成分としたワックスエステル

を合成していることが期待された。 

しかしながら、クレブソルミディウムにおい

て推定される表層脂質合成遺伝子の機能解

析については、クレブソルミディウムの遺伝

子操作系の確立が難航し、研究期間内に機能

解析には至らなかった。したがって、クレブ

ソルミディウムの遺伝子操作系を確立し、表

層脂質合成遺伝子の機能を実証する事が今

後の重要な課題となった。 

 

(2) RNA-seq 解析による乾燥、強光適応に関

わる遺伝子群の同定 

 

「液状のフレキシブルなワックスバリア」

の主成分と考えられたトリアシルグリセロ

ール(TAG)の合成経路や制御系を明らかにす

るために、乾燥ストレスや固体培養、液体培

養の水相などにおける RNA-seq データや、

固体培養における TAG 蓄積量の変化を測定

し、解析を行った。 

その結果、クレブソルミディウムには乾燥

や長期の気相培養など、異なった環境に応じ

て異なる応答するトリアシルグリセロール

合成酵素遺伝子群（DGAT2）が存在しており、

乾燥ストレスによって誘導される DGAT2 が

細胞外のワックスバリアの形成に関与する

事が期待された。 

また我々はクレブソルミディウムにおい

て乾燥時にアブシジン酸が蓄積することを

明らかにしており、アブシジン酸がワックス

バリア形成のトリガーとなっている可能性

を考えた。そこで、クレブソルミディウムに

アブシジン酸処理を行った後、乾燥処理を行

ったが、乾燥耐性に顕著な差異は見られなか

った。また、シロイヌナズナにおいてアブシ

ジン酸に応答する事が知られている RD20、

PP2Cの類似遺伝子の蓄積量を解析した結果、

これらの遺伝子はクレブソルミディウムに

おいても乾燥に応答して誘導されるが、アブ

シジン酸処理では顕著な誘導は見られなか

った。したがってアブシジン酸が乾燥ストレ

スシグナルとしてワックスバリア形成のト



リガーとして用いられるようになったのは、

クレブソルミディウムが分岐した以降であ

る可能性が考えられた。そこでクレブソルミ

ディウムにおいて乾燥応答に関わる制御系

を明らかにするために、RNA-seq データに基

づいて抽出した気相-液相間で蓄積量が変化

する 1126 遺伝子の中から転写因子の探索を

行った。その結果 13 ファミリー、総計 29 遺

伝子の転写因子が気相-液相間で蓄積量が変

化することを明らかにした（図２）。その中

でも、クレブソルミディウムが分岐する直前

に大幅に多様化した HD-ZIP ファミリーの中

で 3 遺伝子が液相培養から気相培養に移した

際、顕著に蓄積量が抑制されることが明らか

となった。したがって、クレブソルミディウ

ムにおいてHD-ZIPは気相-液相環境での環境

変動に適応するために発達した重要な調節

因子である可能性が示唆された。これらの事

から、HD-ZIP がワックスバリア形成の制御

への関与も期待された。 

 

図２左が気相培養で発現が抑制される遺伝

子群のヒートマップ、右が気相培養で発現が

誘導される遺伝子群のヒートマップ。それぞ

れのヒートマップにおいて左３列が液体培

養、右３列が気相培養での mRNA 蓄積量の変

化を示す。またこれらの遺伝子群に含まれる

転写因子ファミリーを表記した。 

 

以上の解析結果から陸上植物の表層脂質は

下記のように段階的に進化していった事が

推定された。 

・藻類が陸上進出の初期に原始的な表層脂質

として TAG によるソフトな撥水性バリアを

形成し陸上環境に適応した。この段階の藻類

において、乾燥ストレスは表層構造の変化を

誘導するが、乾燥ストレスシグナルはアブシ

ジン酸非依存の経路で伝達され、その後の進

化によりアブシジン酸が乾燥ストレスシグ

ナルとなり、ワックスバリア形成に影響す

るようになったと考えられる。 

・陸上植物が発達していく過程において、初

期の陸上植物においても TAG が「液状のフ

レキシブルなワックスバリア」として用いら

れた。 

・陸上進出後にワックスエステルなど表層構

造を形成する代謝産物を進化させていき、最

終的に現在の種子植物では TAG による液状

のワックスバリアは、固いワックスバリアに

置き換わった。 

今後より詳細な陸上植物の出現過程と表層

脂質およびその制御系の進化を明らかにす

るために、大きな足掛かりを得ることができ

た。 
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