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研究成果の概要（和文）：同型配偶クラミドモナスと卵生殖ボルボックスの有性生殖において、性決定遺伝子
MIDの有無によって配偶子の遺伝子発現プロファイルが変化することは知られていたが、その分子基盤は不明で
あった。本研究ではMIDと相互作用する因子VSR1を同定し、さらにVSR1がMIDの非存在化ではVSR1自身と相互作用
してホモダイマーを形成することが示された。

研究成果の概要（英文）：The emergence of oogamy is one of the major issues in evolutionary biology. 
Both metazoans, including humans, and terrestrial plants, which account for a large biomass on 
earth, are producing sperms and eggs with marked differences in the motility and size. It is 
generally believed that heterogametes and oogamy evolved from isomorphic gametes. Based on the 
background of the evolutionary history of sexual reproduction in the Volvox lineage of green algae, 
which is the only extant species among all eukaryotic lineages including isogamy and oogamy in it, 
the process by which derivative heterogametes emerged from ancestral-type isomorphic gametes, the 
entire gene regulatory network involved in the mechanism of sexual differentiation in Chlamydomonas 
and Volvox was investigated.

研究分野： 性進化学

キーワード： 性分化　クラミドモナス　ボルボックス　転写因子　RWP-RKドメイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
同型配偶クラミドモナスにおいて1994年に性決定領域ならびに1997年にマイナス・オス性決定転写因子MIDが同
定されて以来じつに30年近い年月にわたり一切不明であった、ボルボックス系列緑藻の性決定にかかわる遺伝子
制御の分子基盤の実体が本VSR1の発見によりついに解明されたと信ずる。この結果はむしろ今後、どのような遺
伝子群の発現が「性の実質」であるかを明らかにするためのスタートラインに立つものとして位置づけうるだろ
う。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
全ての真核生物のうちで、多細胞化と共に同型配偶から異型配偶化を経て卵生殖へと進化した
過程が段階を追って現存しているのは、ボルボックス系列緑藻（図１）に限られる。単細胞から
群体性を含むボルボックス系列には、配偶子形態の二極化を分子生物学的に研究するためのモ
デル系統群としての性格を三つ有する。第一は、この系統では（近縁なクラミドモナス含め）ゴ
ニウムやパンドリナの同型配偶から、ユードリナやプレオドリナの異型配偶、ボルボックスの卵
生殖に到るまで、有性生殖様式に関して同型配偶型の生物（プラスとマイナスの交配型）から異
型配偶の生物が分岐して卵生殖が獲得される（雌と雄の性）までの進化的に途中段階にあたる生
物が現存し、分子生物学的な比較が容易である(Kirk 2006, Curr. Biol.)。第二に、近縁な単細胞
性の緑藻クラミドモナスで、様々な性特異的遺伝子が同定され、有性生殖の分子機構に関する知
見が蓄積されている(Goodenough et al. 2007 Semin. Cell Dev. Biol.)。第三に、同型配偶クラミ
ドモナス、ゴニウムおよびヤマギシエラ、異型配偶ユードリナ、卵生殖ボルボックスでゲノム配
列が報告され(Marchant et al. 2007 Science; Prochnik et al 2010 Science; Hanschen et al 2016 
Nat Commun・申請者は第 4 著者; Hamaji et al 2018 Commun Biol)、米国 Joint Genome 
institute において全ゲノムが公開され、相同遺伝子を容易に取得して機能比較に供することが
できる比較ゲノム学的インフラが整備されている。 
 クラミドモナスには、「性別」を決定する染色体の一領域である性決定領域が存在し、これは
動物の性染色体や酵母の MAT 遺伝子座に例えられる（Ferris and Goodenough, 1994, Cell; 
Ferris et al., 2002, Genetics）。この領域にはプラス型・マイナス型それぞれの「性」に特有の
遺伝子が存在する。特に、マイナス型優性遺伝子（MID 遺伝子）はマイナス型の性決定領域に
だけ存在する (Ferris and Goodenough, 1997, Genetics)。MID 遺伝子機能欠損変異体は不完全
なプラス型として挙動し、接合が不能となることから、性別の主要決定因子であると考えられて
いる。性の分化において最も重要な因子である、単細胞性緑藻クラミドモナスのマイナス交配型
決定因子 MID と性認識タンパク質 FUS1 の同定の後、群体性ボルボックス目でホモログの探索
は成功しなかった（Ferris et al. 1997, PNAS）。この状況を打開すべく、申請者の大学院課程の
指導教員である野崎久義准教授は、マイナス交配型決定因子 MID が「RWP-RK ドメイン」と呼
ばれる bZIP 型ロイシンジッパー構造をクラミドモナスホモログ間で保存していることに注目
し、保存配列に対応した縮重プライマーによる RT-PCR を用いて群体性ボルボックス目の異型
配偶・球形群体性緑藻プレオドリナ雄性配偶子（精子）から MID オーソログ「OTOKOGI」を
同定した（Nozaki et al. 2006 Curr. Biol.）。引き続いて申請者が同型配偶のゴニウムと卵生殖の
ボルボックスで MID を同定することで、両生物の性決定領域全体の遺伝子構成の決定につなが
った（Hamaji et al 2008 Genetics; 2016a G3; Ferris et al 2010 Science）。しかし、その後、
MID のパートナーはどの生物でも見つからなかった。 
２．研究の目的 
 本研究は、有性生殖モデル生物の分子遺伝学と非モデル生物の比較ゲノム学の統合アプロー
チとして位置づけることができる。雌雄の二極化した異型配偶・卵生殖の生物が、祖先的な同型
配偶から派生的・段階的に出現した過程が現存しているのは全真核生物中でもボルボックス系
列緑藻のみである。この中の同型配偶クラミドモナスと卵生殖ボルボックスは既に研究が進ん
でいるモデル生物であり、雌雄性出現前後の同型配偶ヤマギシエラと異型配偶ユードリナを含
めた中間段階の生物のホモログをただちに取得して研究を進めることも容易である独自性は高
い。本研究によって、モデル生物クラミドモナスの性決定・分化に関与する遺伝子制御ネットワ
ークの全体像を明らかにし、系統ワイドに相互に比較することによって、真核生物全ての中で初
めて、「雌雄性の進化」の分子基盤が明らかになるのである。 
 これらの分子機構の知見から、卵生殖ボルボックスの有性生殖過程にわたる RNA-seq（浜地
ら、投稿準備中）および他の生物のゲノムを比較することで、異型配偶・卵生殖における「相同」
な遺伝子制御ネットワークの有無を調べ、雌雄二極化に伴いコ・オプションした性分化寄与遺伝
子群のホモログをあぶり出す。ここに至れば、その遺伝子を異所的にクラミドモナスに発現させ
ることで、同型配偶であるべきクラミドモナス配偶子を人為的に「精子」化し、雌雄二極化の分
子基盤を進化発生学的に「実証」することも十分射程に入る。 
３．研究の方法 
 ボルボックス系列緑藻で有性生殖過程のもっともよく解明されているモデル生物である、同
型配偶クラミドモナスを用いて、性分化を制御する転写因子のロジックを解明しようとした。
MID と RWP11 の生化学的・細胞生物学的な解析を進めて確実な検証を行った。一方、このヘテロ
ダイマーはマイナス型特異的なものであるため、対となる性であるプラス型において RWP11 の
パートナーとなっている転写因子 Xの存在が推測されていた。従って同時に、プラス型配偶子側
で転写因子として働いているタンパク質 X の探索・同定を酵母 2 ハイブリッド法や免疫共沈降
法で進め、雌雄を決める性分化のメカニズムを解明することを目指した。 
 その後プラス・マイナス rwp11 突然変異体および、プラス制御タンパク質 Xをコードする遺伝
子の突然変異体をゲノム編集により作出し、突然変異の配偶子転写産物プロファイルへの影響



を RNA-seq によって明らかにしようとした。これによって MID-RWP11 ヘテロダイマーが制御す
るマイナス配偶子特異的下流遺伝子群が明らかになると同時に、その遺伝子群に共通している
プロモーター領域のシス制御エレメントが精度良く推定されることが期待された。つまり、これ
によって転写因子と被制御機構が浮かび上がるものとされた。申請者がこれまでに接合子の制
御転写調節シスエレメントを同定した手法(Hamaji et al 2016b G3)と同様のルシフェラーゼレ
ポーター遺伝子アッセイが可能となることが期待された。 
４．研究成果 
 申請者は酵母ツーハイブリッド法を駆使した解析によりクラミドモナス RWP11 が性決定転写
因子 MID とそれぞれのタンパク質の限られた N 末領域で相互作用することを見出した。この
RWP11 の N 末相互作用領域をベイトとしてさらに酵母ツーハイブリッド解析を推進した結果、
RWP11 の N末相互作用領域は、RWP11 自身と相互作用することが示された。これは卵生殖ボルボ
ックスのホモログにおいても同様であった。すなわち、予想された転写因子 Xとは RWP11 それ自
体であると考えられ、MID の存在しないプラス交配型ないしメス株において RWP11 あるいはその
ホモログはホモダイマーを形成することが示唆された。同型配偶クラミドモナス RWP11 および
その卵生殖ボルボックスのホモログは VOLVOCINE SEX REGULATOR 1 (VSR1)の呼称が付与された。
VSR1 の機能を欠損した突然変異体の解析および、免疫共沈降実験の結果は、米国ドナルド・ダ
ンフォース植物科学センターのジム・ユーメン博士らの国際共同研究チームによって現在国際
学術誌に受理済みである。 
 VSR1 の機能を欠損した突然変異体のトランスクリプトームデータはすでに取得済みであり現
在解析中である。 
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