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研究成果の概要（和文）：MID1-COMPLEMENTING ACTIVITY (MCA)は陸上植物特異的タンパク質で、機械ストレス
応答時のカルシウムシグナル伝達系に関わる。イネなどでは、細胞の増殖や分化に関わることが報告されている
が、MCAが如何にカルシウムイオンを介して細胞増殖・分化を制御するのかは不明であった。この問いに答える
ために、本研究ではゼニゴケMarchantia polymorphaのMCAオルソログMpMCAの機能解析を行った。その結果、
MpMCAは細胞分裂活性の高い細胞で発現し、細胞内カルシウム濃度を適正に維持することで細胞・組織の三次元
構造を制御していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：MID1-COMPLEMENTING ACTIVITY (MCA) is a land plant-specific Ca2+ signaling 
component involved in response to mechanical stimuli. In rice and maize, MCA is essential for growth
 and development. However, how MCA mediates cell proliferation and differentiation via Ca2+ 
signaling remains unknown. In this study, we showed that a Marchantia polymorpha MCA, MpMCA was 
highly expressed in actively-dividing regions. In vivo Ca2+ imaging revealed that MpMCA was required
 for the maintenance of proper [Ca2+]cyt at the apical notch, the egg cells, and the antheridium 
cells. Mpmca mutant plants showed severe cell proliferation defects in thalli, gametangiophores, and
 gametangia, resulting in their abnormal development and unsuccessful fertilization. Expression of 
the Arabidopsis MCA1 gene complemented most defects in the growth of Mpmca mutant. Our findings 
indicate that MpMCA is an evolutionarily conserved Ca2+ signaling component regulating the 
development across the life cycle in land plants.

研究分野：植物分子生理学

キーワード： カルシウム情報伝達系　ゼニゴケ　カルシウムチャネル　ゲノム編集株　細胞増殖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は低温、乾燥、病原菌などの環境ストレスに応答して細胞内カルシウム濃度を上昇させ防御遺伝子の発現を
誘導する。この機構については広く研究が進み、それに関わるカルシウムシグナル伝達系の分子実体も明らかに
なってきた。しかし、植物の成長・発達過程の細胞増殖・分化を制御するカルシウムシグナル伝達系の実体につ
いては研究が進んでいない。本研究では、生活史の大半を半数体で過ごすゼニゴケを利用したカルシウムイメー
ジング系を構築し、生理学的・分子生物学的解析を行うことでMpMCAが細胞増殖・有性生殖のカルシウムシグナ
ル伝達系で機能する分子であり、MCAの機能が陸上植物で保存されていることを明らかにした。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Ca2+は、成長、生殖、ストレス応答などの生理反応に不可欠なセカンドメッセンジャーである。
細胞質の Ca2+濃度は 100-200 nM に制御されており、著しい濃度低下は細胞分裂周期の遅延・異
常を誘起し、逆に著しい上昇は細胞死を誘導することが知られている[1]。被子植物では外界か
らのストレスを感知すると、細胞外から Ca2+の流入または液胞や小胞体などの Ca2+ストアから
Ca2+の流出が起き、細胞質の一過的な Ca2+濃度上昇が誘導され､ストレス応答反応が発動される
[2]。また有性生殖においては、花粉管伸長時の Ca2+変動や、胚珠への花粉管誘引時に雌蕊助細
胞で Ca2+オシレーションが誘導されることが明らかになっている。このような「カルシウムシグ
ナル伝達系」に関わる Ca2+輸送体分子として cyclic nucleotide-gated channel (CNGC)や
glutamate receptors-like channel (GLR)などが同定されてきた[3]。しかし、植物体の栄養成
長や生殖過程における「カルシウムシグナル伝達系」については不明な点が多い。 
 MID1-COMPLEMENTING ACTIVITY (MCA)は、酵母の機械刺激作動性 Ca2+チャネル活性に必要な因
子 Mid1 を欠損した変異体（mid1 変異体）を相補する遺伝子としてシロイヌナズナで同定され、
機械刺激応答に関わることが示された[4]。一方イネやトウモロコシでは、植物体の成長や発達
に関与することが示されてきた[5,6]。しかし、MCA が栄養成長や生殖過程で機能する「カルシ
ウムシグナル伝達系」にどのように関与するかは不明であった。 
「基部陸上植物」苔類ゼニゴケは生活環の大半を 1倍体で過ごし、白色光下では無性芽による
栄養成長で増殖し、長日条件・遠赤色光照射により有性生殖を誘導できる。遺伝子重複が少なく、
高効率な形質転換法やゲノム編集法が確立されているので、遺伝子破壊株の作出や表現型観察
が容易である[7]。被子植物で観察される Ca2+依存的生理反応はゼニゴケでも観察されている。
従って、ゼニゴケの野生株と遺伝子破壊株でカルシウムイメージング系を構築し、栄養成長や有
性生殖過程を比較解析することで、「カルシウムシグナル伝達系」における遺伝子機能の解析が
可能になると期待できる。 
 
２．研究の目的 
 本申請の目的は、陸上植物で保存された Ca2+輸送体遺伝子 MCA の分子生物学的・生理学的・遺
伝学的解析により、ゼニゴケの栄養成長や生殖過程に関わる「カルシウムシグナル伝達系」の分
子機構を解明することである。 
 
３．研究の方法 
(1) 材料と生育条件 
ゼニゴケ Marchantia polymorpha Tak-1 株（雄株）、Tak-2 株（雌株）および Tak-1xTak-2 胞
子を材料とし、1/2 Gamborg’s B5 medium を含む１％寒天培地上あるいは 2,000 倍に希釈
したハイポネックスを添加したバーミキュライトで 22°C で生育させた。葉状体は恒常白
色光下（50〜60 µmol photons m-2 s-1）で生育させ、有性生殖誘導のためには遠赤色光 (30 
μmol photons m-2 s-1)を補光した。 
(2) 発現解析 
ゼニゴケ MCA 遺伝子(MpMCA)の遺伝子情報は、M. polymorpha データベース（MarpolBase ver. 
6: https://marchantia.info）からえた。発現解析のためには、MpMCA プロモーターの下流
に ß-glucuronidase (GUS)または Citrine-NLS を融合させたレポーターコンストラクト 
(proMpMCA:GUS または proMpMCA:Citrine-NLS)を胞子に導入し発現時期・部位を調べた。観
察は葉状体と、長日・遠赤色光下において生殖器托形成を誘導させた植物体で行った。 
(3) 分子生物学的解析 
① ゲノム編集株の作出：MpMCA タンパク質には ARPK ドメイン、coiled-coil ドメイン、
PLAC8 ドメイン、EF hand 様モチーフなどが含まれる。本研究では、ARPK ドメインと EF hand
モチーフをターゲットとした CRYSPER/Cas9 によるゲノム編集株を作出した。細胞分裂活性
を調べるために、EdU 取り込み実験と MpCYCD 発現活性を調べた[8]。 
② 相補実験：上記ゲノム編集株ゲノム編集株に CRYSPER/Cas9 耐性 MpMCA 遺伝子
(MpMCApro:MpMCA_CDS)や、シロイヌナズナの AtMCA1 遺伝子を導入して、被子植物 MCA 遺伝
子との機能を比較した。 

(4) イメージング解析 
① Ca2+イメージング：MpMCA プロモーターあるいは EF プロモーターの下流に蛍光カルシ
ウムセンサーYC3.60 遺伝子を繋いだコンストラクト（proMpMCA:YC3.60 または proEF: 
YC3.60）を作製し胞子に形質転換した。ゲノム編集株を用いて、葉状体の成長、生殖過程（生
殖器形成過程と受精過程）やストレス応答時の Ca2+イメージングを行い、野生株と比較して
MpMCA 遺伝子が細胞内 Ca2+濃度や Ca2+動態に及ぼす影響を調べた。 
② 形態観察：野生株、ゲノム編集株、相補株のそれぞれについて、実体顕微鏡で形態観察
を行い形態計測を行なった。無性芽、葉状体、生殖器托をグルタールアルデヒド溶液で固定
後、定法に従って電子顕微鏡用サンプルを作成し、光学顕微鏡、電子顕微鏡で観察し MpMCA
遺伝子が細胞機能や組織形成に及ぼす影響を調べた。 



(5)生理学的解析 
MpMCA 遺伝子が Ca2+輸送体として機能するかどうかを調べるために、酵母変異株（K667 株な
ど）による相補試験を行なった。 
 
４．研究成果 
(1) MpMCA の発現解析 
① ゼニゴケ Marchantia polymorpha の栄養成長と生殖過程で MCA が関与するのかどうかを
明らかにするために、ゼニゴケゲノム情報より１分子種のシロイヌナズナ AtMCA1 オルソロ
グ MpMCA 遺伝子を同定した。MpMCA は 482 アミノ酸からなり、N末端側に被子植物と類似の
N末端側機能ドメイン（膜貫通領域と ARPK ドメイ
ン、EF hand 様モチーフ）と a coiled-coil モチ
ーフ、 C 末端側に PLAC8 ドメインを有していた。 
② MpMCA 遺伝子の発現部位を調べるために、プロ
モーターアッセイを行った。図１に示すように、
無性芽と葉状体においてはノッチ付近で、生殖器
杔では造卵器や未成熟な造精器などの細胞分裂活
性が高い部位において MpMCA が高発現であること
が明らかになった。 
 
(2) ゲノム編集株と相補株の作出 
野生株背景で ARPK ドメインをターゲットにし
たゲノム編集株を作出したところ、葉状体の成長
阻害、杯状体の形成遅延、二叉分枝の形成異常が
観察された。この表現型は、CRYSPER/Cas9 耐性
MpMCA 遺伝子導入により相補されたことから、こ
れらの表現型異常がMpMCAによるものであること
が示された。そこで MpMCA が細胞分裂に関わって
いるかどうかを調べるために、EdU 取り込み実験と D-type cyclin(MpCYCD;1)の発現解析を
行った。その結果、ゲノム編集株では野生株や相補株に比較して有意に EdU 取り込み活性
と MpCYCD;1 発現量が減少していた。これらの結果より、MpMCA は葉状体の成長における細
胞増殖活性に関与することが示唆された。次に、MpMCA が遠赤色光による有性生殖誘導に関
与するかどうかを調べたところ、ゲノム編集株では、雄株でも雌株でも生殖器杔形成が遅延
あるいは形成阻害された。この発達阻害は相補株では回復したことから、MpMCAは生殖器杔
誘導過程においても機能することが示唆された。 
ゲノム編集株をシロイヌナズナの AtMCA1 遺伝子で相補した株では、葉状体の成長阻害が

回復し、生殖器杔誘導も完全ではないが相補した。このことから、MpMCA 遺伝子の機能は
AtMCA1 により相補されることが示唆された。 

 
(3) イメージング解析 
③ Ca2+イメージング 
MpMCA 遺伝子が細胞内 Ca2+濃
度([Ca2+]cyt)の調節に関わるか
どうかを調べるために、
proMpMCA:YC3.60を発現させた
Ca2+センシングゼニゴケを作出
し、それを背景としたゲノム編
集株を作出した。その結果、葉
状体では成長阻害とともにノ
ッチ付近の[Ca2+]cytの低下が見
られた。さらに生殖器杔形成過
程においても発達遅延・形成阻害が観察され、ゲノム編集株の造卵器の卵細胞（図２）と造
精器で[Ca2+]cytが有意に低下していた。これらの結果より、MpMCA 遺伝子は、ノッチ付近や
造卵器、造精器の[Ca2+]cytの制御に関わることが示唆された。 
 さらに、より広い範囲の[Ca2+]cytを調べるために proEF: YC3.60 発現植物体を作出し無性
芽の吸水発芽時の Ca2+動態を 18 時間以上観察した。その結果、野生株ではゲノム編集株に
比べてノッチ付近だけでなく植物体全体で[Ca2+]cytが高く、吸水発芽に伴って[Ca2+]cytが上
昇した。また仮根の数も有意に多かった。このことから、MpMCA 遺伝子がノッチ付近だけで
なく植物体全体の[Ca2+]cytの維持にも関与することが示唆された。 
 
 
 

図１ MpMCAp:Citrine-NLS 発現体とMpMCAp:GUS 発現植物体の
解析
MpMCA遺伝子は葉状体、雌器托の造卵器、造精器を含む雄器托全体
で広く発現していた。特に初期の造精器では強い発現が見られた。
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④ 形態観察 
 ゲノム編集株では、葉状体の成長阻害と生殖器杔の形成阻害や発達異常が観察され、雌株
では野生株の精子と交配しても胞子形成は不完全であった。そこでその原因を調べるため
に、葉状体のノッチ付近と生殖器杔の形態を光学顕微鏡と電子顕微鏡で詳しく観察した。そ
の結果、ノッチ付近の細胞壁の観察では、ゲノム編集株の一次細胞壁の厚さが一様ではない
ことが明らかになり、細胞の変形も見られた。生殖器杔については、図３で示すように雌株
では造卵器の卵細胞やその周辺細胞の形態異常が観察され、不稔の原因は卵細胞の異常に
より正常な受精が成立できないことによると考えられた。雄株でも生殖器杔の切片を観察
したところ、造
精器では細胞
の分裂異常や
細胞壁の肥厚
が観察され、精
細胞の形成に
は至っていな
いことが明ら
かになった。 
 

(4) 生理学的解析 
MpMCA 遺伝子が Ca2+輸送体として機能するかどうかを調べるために、液胞の Ca2+輸送体を
欠失した酵母変異株 K667 株に相補試験を行なった。しかし、MpMCA/pYES2 を導入した株でも
AtMCA1/pYES2 を導入した株でも Ca2+に対する感受性は上昇し、野生株よりも低濃度の Ca2+含
有培地でしか生育できなかった。このことは遺伝子の導入により細胞外からの Ca2流入によ
り細胞内 Ca2+濃度が上昇したことによると推察されるが、今後アフリカツメガエルへの
MpMCA RNA インジェクションにより Ca2+透過性テストを行うなど別のアプローチによる機能
解析を進める必要があると考えている。 
 
以上の野生株とゲノム編集株を用いた Ca2+イメージングと形態観察の解析結果を纏めると、
MpMCA 遺伝子は生活史を通じて分裂活性の高い細胞で発現し、[Ca2+]cytを適正なレベルに保つこ
とで細胞形態を正常に保ち、細胞増殖を制御し植物体の三次元構造の構築に関わっていること
が示唆された。MpMCA 遺伝子はゼニゴケの栄養成長や生殖過程に関わる「カルシウムシグナル伝
達系」に含まれ、このような MCA 遺伝子の機能は陸上植物で保存されていることが示唆された。
今後、「カルシウムシグナル伝達系」の詳細を解明するためには、MpMCA と相互作用する分子の
探索が必須であると考えている。 
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