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研究成果の概要（和文）：陸上植物のうち、初期に分岐したコケ植物は核ゲノムが1セットの１倍体が優占的で
ある一方、被子植物は核ゲノムが2セットの２倍体が優占的である。両者の生活環に占める核相の割合の相違の
一因として、２倍体世代の発生を司る分裂組織の性質の相違が挙げられる。コケ植物では、２倍体の分裂組織は
有限型である一方、被子植物の２倍体分裂組織は、無限型である。本研究では、既に見出したコケ植物ヒメツリ
ガネゴケの２倍体の分裂組織の有限性を規定する分子、RWP-RK転写因子の機能解析と下流候補遺伝子の同定を実
施した。ヒメツリガネゴケの2倍体分裂組織が、細胞分裂を限定的に留めている候補となるいくつかの遺伝学的
経路を同定できた。

研究成果の概要（英文）：Bryophytes have a life cycle dominated by the haploid generation with a 
single set of nuclear genomes; whereas, angiosperms have a life cycle dominated by the diploid with 
two sets of nuclear genomes. The difference in the dominance of nuclear phases in their life cycles 
can be due to the determinacy of the meristems governing the development of the diploid generation. 
In bryophytes, the diploid meristems are determinate, while in angiosperms, the diploid meristems 
are indeterminate. In this study, we analyzed the function of the RWP-RK transcription factor, a 
candidate molecule that we previously identified as regulating the determinacy of the diploid 
meristem in the bryophyte Physcomitriun patens. We were able to identify several genetic components 
involved in the determinacy of the diploid meristem regulated by the RWP-RK.

研究分野：植物発生進化学

キーワード： コケ植物　ヒメツリガネゴケ　分裂組織　転写因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進化学的観点から、コケ植物と被子植物の発生様式や細胞分裂を司る因子の比較解析は多数実施されてきた。し
かし、コケ植物では1倍体が生活環の主を占めることから、1倍体を用いた研究が多数である。コケ植物の2倍体
の分裂組織の有限性に関わる因子の同定は、本研究が初めてであり、その遺伝学的経路の同定は、コケ植物と被
子植物のそれぞれ2倍体同士を比較するという点において重要な学術的意義をもつ。コケ植物の2倍体の発生様式
が限定的である分子機構の解明は、被子植物を含む維管束植物が巨大化した一方、コケ植物は比較的小さいまま
であることなど、陸上植物の発生進化を理解するための鍵となる重要事項の発見につながると期待される。

※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 
 
植物に特異な形質に、１倍体と２倍体の発生プログラムを有し、それを交互に繰り返す生活環
をもつことがある。興味深いことに、この１倍体と２倍体が生活環に占める割合は、陸上植物の
進化の過程で、変化してきたことが推測される。陸上植物の基部に位置するコケ植物は１倍体が
優占的な生活環である一方、被子植物は２倍体が優占的な生活環をもつ。１倍体優占的なコケ植
物は、１倍体世代である配偶体において被子植物に似た茎葉構造を形成するが、２倍体世代であ
る胞子体の成長は有限で、茎葉構造のような枝分かれもしない（図１左）。一方、２倍体優占的
な被子植物は、２倍体世代である胞子体の頂端に茎葉構造を生み出し続ける、無限成長を支える
茎頂メリステムを形成する（図１右）。陸上植物の進化過程における、生活環に占める核相の相
違の要因の一つとして、２倍体世代のメリステムの性質の相違、すなわち有限型か無限型かの違
い、が挙げられる。そこで、本研究では、「どのようなメカニズムでコケ植物の２倍体発生は限
定的に留まっているのか？」を解明するため、ヒメツリガネゴケの２倍体メリステムの有限性を
規定する新規の候補因子である RWP-RK 転写因子に着目し、機能解析を実施することとした。 
また、先行研究により、コケ植物２倍体メリステムの有限型と無限型の差は、ホメオボックス
型転写因子の遺伝子の発現期間の違いによってもたらされていることが示唆されている（図１）。
本研究で着目した RWP-RK 転写因子と、既知のホメオボックス遺伝子との遺伝学的関係の解析に
も取り組むこととした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「ヒメツリガネゴケ２倍体メリステムの有限性を規定する分子機構を明らか
にする」ことである。本研究の独自性は、コケ植物の２倍体に着目することである。これまでに、
ヒメツリガネゴケは１倍体に茎葉構造を形成することから、ヒメツリガネゴケ１倍体世代と被
子植物２倍体世代を比較した、進化発生学的研究が実施されてきた。一方、ヒメツリガネゴケ２
倍体の有限型メリステム形成の分子基盤は大部分が不明であり、陸上植物の進化過程における
１倍体優占的から２倍体優占的な生活環への移行という観点において、その解明は重要である。 
本研究では、ヒメツリガネゴケ２倍体メリステムの有限性を規定する RWP-RK 転写因子と、既知
の被子植物の RWP-RK 転写因子の細胞分裂制御における機能とを比較することで、進化学的側面
からの理解を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 
はじめに、ヒメツリガネゴケの２倍体を研究対象とするにあたり、２倍体を効率的に得るための
培養条件を検討した。培地の成分のうち、窒素源に着目し、硝酸とアンモニウムの割合を変更し、
受精率と２倍体の発生速度等を比較した。 
 
(2) 
２倍体メリステムの有限性を規定する鍵因子であるヒメツリガネゴケ RWP-RK 転写因子は、２倍
体発生段階のどのステージにおいて発現しているかを、レポーター遺伝子導入株を作製し、蛍光
および GUS 染色により観察した。当初、レポーター遺伝子を RWP-RK 転写因子の終止コドンの直
前に挿入するノックイン株を作製し、発現解析を実施する予定であったが、蛍光が観察されなか
ったことから、プロモーターレポーター株の作製に切り替え、発現解析を実施した。RWP-RK 転
写因子のうち、２倍体発生における機能が示唆されている 2遺伝子について、上流約 2.5kb をク
ローニングし、核局在化 GFP に連結し、プロモーターレポーター株として解析に用いた。 
 



(3) 
２倍体発生に関わる RWP-RK 転写因子について、複数の遺伝子が冗長的に機能している可能性を
鑑み、エストロゲン添加依存的にドミナントネガティブに働く SRDX ドメインを付加した RWP-RK
を発現する機能抑制株、およびゲノム編集による機能欠失株をそれぞれ作製し、２倍体発生に関
する表現型解析を実施した。さらに、エストロゲン誘導的に機能抑制した株を用い、RWP-RK 転
写因子が標的とする下流遺伝子を同定するため、RNA-seq 解析を実施し、エストロゲン添加依存
的に発現変動する遺伝子を同定した。 
 
(4) 
既に２倍体発生を正に制御することがわかっていたホメオボックス転写因子との関連を調べる
ため、上記の RWP-RK 転写因子の機能抑制株やゲノム編集による機能欠失株と、ホメオボックス
転写因子の機能欠失株との交配実験を進め、多重破壊株を作製した。それらを用い、ホメオボッ
クス転写因子と RWP-RK 転写因子が 2倍体発生において、どのような遺伝学的関係にあるかを解
析した。また、ホメオボックス遺伝子の過剰発現株の RNA-seq 解析も実施し、(2)の RWP-RK 転写
因子の機能抑制における発現変動遺伝子と比較解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 
２倍体の発生に影響する窒素源について検討した結果、アンモニアはヒメツリガネゴケの受精
を著しく阻害し、高濃度の硝酸は胞子体の発生を抑制することが明らかになった（図２; Yoro 
et al., 2023, Plant Methods 100）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 
ヒメツリガネゴケ RWP-RK 転写因子のうち、プロモーターレポーター株を作製した 2遺伝子は、
共通して 2倍体発生において、比較的後期の発生段階である、メリステムとしての役割を終結さ
せる、すなわち活発な細胞分裂が減少する時期に、メリステムとその周辺の胞子体基部で発現し
ていることを見出した。したがって、少なくとも解析した 2遺伝子の RWP-RK 転写因子について
は、2倍体の細胞分裂制御に関わることが推測される。 
 
(3) 
RWP-RK 転写因子のうちの一つは、エストロゲン誘導による機能抑制株と、ゲノム編集による機
能欠失株は、ともにメリステムが長期間維持されるような無限型へ転換したような胞子体の表
現型が観察された。したがって、ヒメツリガネゴケ RWP-RK 転写因子の一つは、2 倍体発生にお
いて、メリステムの細胞分裂を負に制御する因子であると推測される。野生株と RWP-RK 転写因
子の機能抑制株の比較 RNA-seq 解析では、発現上昇または発現減少した下流候補遺伝子のリス
トを取得した。そのうち、発現減少した候補遺伝子の中に、RWP-RK 転写因子の直接の標的遺伝
子が含まれている可能性がある。 
 
(4) 
RWP-RK 転写因子の一つの機能抑制または機能欠失により、２倍体発生の期間が延長することが、
(3)からわかっていたが、ホメオボックス転写因子の変異が加わると、２倍体発生の期間延長は
キャンセルされることがわかった。これは、２倍体のメリステムの制御において、RWP-RK 転写
因子はホメオボックス転写因子よりも遺伝学的に上流で機能している可能性を示唆する。また、
RNA-seq 解析では、RWP-RK 転写因子の機能抑制により発現変動した遺伝子と、ホメオボックス転
写因子の過剰発現により発現変動した遺伝子の重ね合わせを行い、RWP-RK 転写因子の機能抑制
で特異的に変動した遺伝子を抽出した。この RWP-RK 転写因子の機能抑制で特異的に変動した遺
伝子リストの中に、RWP-RK 転写因子の下流、尚且つホメオボックス転写因子の上流で、2倍体メ
リステムにおける細胞分裂制御に関与する遺伝子の候補があることになる。(2)および(3)の
RNA-seq 解析によって抽出された発現変動遺伝子は、既報の被子植物の RWP-RK オルソログで同
定されている下流候補遺伝子とどの程度一致しているかを解析することで、RWP-RK 転写因子の
機能の進化的な保存性について考察した。 
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