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研究成果の概要（和文）：ホンモンジゴケは，高濃度の銅存在下で生育が可能であり，体内に銅を蓄積することが知ら
れている．本研究において，いくつかの指標を用いてホンモンジゴケの銅に対する生育測定を行った結果，培地の種類
によって銅耐性が向上することが明らかにされた．
銅耐性に関与する遺伝子の解析においては，銅添加培地での処理時間と銅濃度の違いによって発現量に差を生じる遺伝
子を見つけた．今後再現性の確認と機能解析を進めていく方針である．

研究成果の概要（英文）：Scopelophila cataractae has the ability to grow under the environment containing h
igh concentrations of copper and to accumulate copper in its bodies. 
Their growth characteristics involved in response to copper were investigated using several indicators. Th
ese results showed that its copper-tolerance is enhanced with medium types. 
An expression analysis for genes related to copper-tolerance and stress-responses were performed. It was f
ound that expression levels of several genes are changed by copper treatments. In the future, I will confi
rm the reproducible results and progress the functional analysis.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年，化学系工場の跡地や不法投棄などに

よって土壌が著しく汚染され，土地の再開発
や農業などに支障を来している．現在，この
ような土壌汚染の浄化は重機を用いた掘削
工法が主流であるが，技術的・経済的な問題
点も多く残る．そこで植物を利用して環境を
浄化するファイトレメディエーションの技
術的開発が望まれている． 
ファイトレメディエーションは，現在いく

つかの植物種で実用化が試みられているが，
適用汚染金属や植物の栽培条件などに制限
があり，多種多様な環境汚染問題に適用して
いくためには，まだまだ未熟な技術である．
それに対応すべく，重金属耐性に関する遺伝
的研究もゲノムが解読されているシロイヌ
ナズナやイネなどを中心に研究が進められ
ているが，それらの植物に備わっていない耐
性については研究が進展しないなどの問題
点が挙げられる． 
コケ植物においては，ヒメツリガネゴケの

ゲノム解析が進められ，今後さらに遺伝子解
析が加速化して進展することが期待される
が，シロイヌナズナやイネと異なり，コケ植
物では先行する遺伝子情報が少ない．しかし，
コケ植物は多種多様な環境下で生育してお
り，他の植物よりも多くのストレス耐性遺伝
子を保有していることが考えられる．さらに
形態による分類が詳細に行われ，原始的な構
造（原糸体）から高次構造（茎葉体）を取る
ことからも，植物のストレス耐性や形態形成
を研究する上でも注目されるべき存在であ
る． 
ホンモンジゴケ（Scopelophila cataractae 

(Mitt.) Broth.）は，重金属の 1 つである銅が
高濃度で存在する汚染地域において生息が
認められており，体内に 10,000ppm を越す
銅イオンを蓄積することが知られているコ
ケ植物である．ホンモンジゴケの生体内にお
ける銅濃縮率が約 10,000という報告もあり，
ハイパーアキュムレーターとしての能力や
形態的特徴などについても注目されている．
この特殊な機能の解明は将来のファイトレ
メディエーションに大きく貢献するもので
あると考えられる．これまでにホンモンジゴ
ケにおいて銅イオンの蓄積に関するいくつ
かの報告があるが，これに関与する遺伝的解
析は行われていない．また実験材料として扱
うために必要な無菌培養系も確立されてい
ない．コケ植物の中には，重金属を多量に含
むことができるハイパーアキュムレーター
として挙げられている種類がホンモンジゴ
ケ以外にも存在する．このことから，ホンモ
ンジゴケの研究の成果は他の重金属に対し
て蓄積能を持つコケ植物（さらにはコケ以外
の植物）においても応用できる可能性がある
と考えられる． 
 
２．研究の目的 
本研究では，将来のファイトレメディエー

ションへの応用を見据えて，強い重金属耐性
を持つホンモンジゴケに注目し，その銅耐性
のメカニズムを解明する． 
ホンモンジゴケの銅の蓄積は，原糸体から

茎葉体で確認され，特に茎葉体の細胞壁に局
在していることが報告されている．通常の植
物では重金属によって生育阻害が確認され
るが，ホンモンジゴケでは重金属存在下にお
いて原糸体から茎葉体への分化が観察され
ている．しかし，これまで材料として用いて
きたホンモンジゴケは自然界から採取した
ものが多く，生育を制御した際の銅の感受性
に関する詳細な実験は行われていない．そこ
で本研究では，無菌体のホンモンジゴケを用
いることにより生育条件を制御し，様々な条
件下における銅の感受性について明らかに
することを目的とする．これにより，高濃度
の重金属存在下における細胞分裂や原糸体
から茎葉体分化に関しても重要な知見が得
られると考えられる． 
また上記の実験で得られた無菌的なホン

モンジゴケの原糸体を，銅耐性に関与する遺
伝子の解析に用いる．これまでに他の植物で
報告されている銅耐性に関与する遺伝子や
その他のストレス応答に関与する遺伝子情
報と，コケ植物でゲノムが解読されているヒ
メツリガネゴケの遺伝子情報をもとにプラ
イマーを設計し，ホンモンジゴケにおいて発
現解析を行う．ここから銅濃度の違いなどの
条件によって発現量の異なる遺伝子をスク
リーニングすることを目的とする． 
 
３．研究の方法 
(1) 実験材料及びホンモンジゴケの培養条
件の検討 
 ホンモンジゴケは，野外から採取し，外観
及びパラフィン包埋切片による横断面の顕
微鏡観察によって同定したものを用いた．ホ
ンモンジゴケの茎葉体を流水洗浄後，70%エ
タノール，次亜塩素酸ナトリウム溶液（有効
塩素濃度 1%）で殺菌し，滅菌水ですすいだ
ものを Knop 培地（1%ゲランガム，銅濃度
3ppm，pH4）に置床し無菌体を得た．これ
以降の実験はこの無菌体を用いて行った．コ
ケのモデル植物であるヒメツリガネゴケは，
他の研究機関から分与されたもの（無菌的に
培養維持されていたもの）を用いた． 
 培地の種類として，Knop 培地，MS 培地
（1/2 倍，1/10 倍），BCDAT 培地，BCDATG
培地を用いた．①Knop 液体培地と MS 液体
培地（どちらの培地も銅濃度 3ppm，pH4）
を用いて振盪培養を行った．この時，スクロ
ースを 0%，0.5%，1%，2%の濃度で添加し
た培地を用いて生育への影響を観察した．②
Knop 培地，BCDAT 培地，BCDATG 培地（い
ずれの培地も銅濃度 0ppm）を用いてホンモ
ンジゴケとヒメツリガネゴケの生育の違い
について調査を行った．③BCDATG 培地と 6
－ベンジルアミノプリン（以下 BAP）を用い
て，ホンモンジゴケの芽分化誘導条件の検討



を行った．BAP の濃度は，0，0.5，1，2ppm
で検討を行い，それぞれ明条件と暗条件で培
養を行った．④ホンモンジゴケにおいて培地
の銅濃度とプロトプラスト形成効率につい
て調査した．形質転換体作出法は遺伝子解析
のために必要なツールである．コケ植物の形
質転換法では，ヒメツリガネゴケにおいてプ
ロトプラストを用いた形質転換法が確立さ
れている．この方法を用いて，銅濃度 0，3，
30，100ppm の BCDATG 培地で培養されて
いるホンモンジゴケの原糸体からプロトプ
ラストの調製を行った． 
 
(2) ホンモンジゴケとヒメツリガネゴケに
おける銅濃度の違いによる生育への影響 
 BCDATG 培地に 0，1.5，3，15，30，60，
125，300ppm の銅をそれぞれ添加した培地
を用いて，ホンモンジゴケとヒメツリガネゴ
ケにおける生育の差を観察した． 
 
(3) ホンモンジゴケにおける Knop 培地と
BCDATG 培地を用いた銅に対する生育特性
の評価 
 BCDATG 培地と Knop 培地に 0，1.5，3，
15，30，60，125，300ppm の銅をそれぞれ
添加した培地を用いて，ホンモンジゴケの生
育測定を行った．生育測定には伸長面積（原
糸体は放射状に生育することから伸長直径
を測定して算出したもの）と，クロロフィル
濃度（Porra らの式を用いてクロロフィル a
＋b の濃度を求めたもの）を用いた． 
 
(4) 銅耐性に関与する遺伝子の発現解析 
 ホンモンジゴケと同様に細胞壁に銅イオ
ンを蓄積することが知られているアルプス
グンバイナズナにおいて銅輸送に関与する
として同定された膜タンパク質の情報をも
とにプライマーを設計した．また，シロイヌ
ナズナの銅シャペロン抗酸化タンパク質
（ATX1）は，銅欠乏と過剰な銅に対して耐
性を高めることが報告されている．本研究の
ホンモンジゴケの銅濃度に対する生育特性
の実験結果においても，ホンモンジゴケは銅
が存在しないもしくは高濃度で存在する培
地でも生育が可能であることが示されてい
る．そこで，ATX1 の配列情報をもとにプラ
イマーの設計を行った． 
無菌的に培養維持されているホンモンジ

ゴケの原糸体を銅濃度 0，30ppm の Knop 培
地に継代し，24 時間後にサンプリングを行っ
た．サンプリングした原糸体から totalRNA
の抽出，逆転写反応により cDNA を合成し，
設計したプライマーを用いて PCR を行い，
電気泳動による遺伝子の発現解析を行った． 
 
(5) ホンモンジゴケにおける NAC ファミリ
ー遺伝子の解析 
 ストレス応答や形態形成に関与すること
が知られている植物特異的転写因子である
NAC ファミリー遺伝子に注目した．ホンモ

ンジゴケにおいて NAC ファミリー遺伝子は
単離されていないため，ヒメツリガネゴケを
含むいくつかの植物のアミノ酸配列を
PlantGDB から収集し，InterProScan-5-RC6
でPF02365にヒットしたものをNACファミ
リーとして，系統解析を行った．系統解析の
結果をもとに，相同性の高い部分からプライ
マーを設計した．無菌的に培養維持されてい
るホンモンジゴケの原糸体を銅濃度（以下，
処理銅濃度）の異なる Knop 液体培地に浸漬
し，一定時間（以下，処理時間）後にサンプ
リングを行った．totalRNA の抽出，RT-PCR
を行い，電気泳動による遺伝子の発現解析を
行った．電気泳動結果の定量化には ImageJ
を用いた．内部標準としてアクチンを用いた． 
 
４．研究成果 
(1) ホンモンジゴケの培養条件の検討 
(1)－① Knop 液体培地と MS 液体培地を用
いた振盪培養の結果，Knop 培地の方がホン
モンジゴケの生育が良好であることが分か
った．また液体培地に継代する培養物の大き
さが小さいと培地に関わらず枯死すること
が観察された．大量培養などにおいては，液
体培養は有効な方法であると考えられるが，
継代時の培養物の状態や酸素供給などの培
養条件の検討はさらに行われるべきである． 
固体培地における初代培養及び継代培養

においては，炭素源を加えていない Knop 培
地（1%ゲランガム，銅濃度 3ppm，pH4）を
用いていたが，植物培養において炭素源とし
て一般的に用いられるスクロース（0.5%，1%，
2%）を添加した培地を用いて生育への影響を
観察した．この結果，スクロース 2%添加の
ホンモンジゴケはどちらの培地においても
培養 5日後に白色化し枯死した様子がみられ
た．スクロース 1%添加においても白色化が
みられた．スクロース 0%と 0.5%添加では緑
色を維持しながら増殖する様子がみられた
が，0.5%添加の原糸体では褐色化する様子が
みられた．どちらの培地においてもスクロー
スを添加していない培地の原糸体の方が濃
緑色を示し増殖も良好であった． 
(1)－② 本研究の一部において，銅濃度を変
えた Knop 培地においてホンモンジゴケの原
糸体の培養を行った結果，銅濃度 0ppm にお
いても原糸体の生育がみられた．自然界から
採取したホンモンジゴケの茎葉体を用いた
先行研究において，ホンモンジゴケは銅がな
いと生育できない好銅性であると報告され
てきたが，本研究においては銅を含まない培
地でも良好な伸長がみられた．より良好な培
養条件を検討すべく，これまで本研究で用い
てきた Knop 培地に加えて，ヒメツリガネゴ
ケの培養に用いられている BCDAT 培地と
BCDATG 培地において，生育の比較を行っ
た．ホンモンジゴケの培養後の様子を図 1に
示した．BCDATG 培地に継代したホンモン
ジゴケは培養 1週間後から原糸体の伸長がみ
られ，BCDAT 培地と Knop 培地においては



培養 2 週間後から原糸体の伸長がみられた．
ヒメツリガネゴケにおいても同様の傾向が
みられ，原糸体の伸長がみられる時期は
BCDATG 培地で培養した場合が一番早いこ
とが分かった．さらに，Knop 培地で生育さ
せたホンモンジゴケの原糸体は放射状に薄
く広がるのに対して，BCDATG 培地におい
ては原糸体が寄り集まって増殖する様子が
みられた．より多くの細胞を早く得るために
は，BCDATG 培地が適していることが分か
った． 

 
図 1 ホンモンジゴケにおける培地の種類に
よる生育への影響 
 
(1)－③ 培養しているホンモンジゴケの原
糸体から芽分化を誘導する条件を BAP 濃度
と光条件において検討した．その結果，暗条
件においては，BAP 濃度 1，2ppm の培地で
培養 3 日後から芽分化が確認され，培養 5 日
後には BAP 濃度 0.5ppm の培地においても
芽分化が確認された．明条件においては，
BAP 濃度 1，2ppm の培地で培養 5 日後に，
BAP濃度 0.5ppmの培地においては培養 7日
後に芽分化が確認された．今後さらに培地の
種類や環境条件を検討することによって茎
葉体を形成する培養条件の確立を目指す． 
(1)－④ 各銅濃度で培養したホンモンジゴ
ケの原糸体からプロトプラストの調製を行
い，血球計算版を用いてそれぞれのプロトプ
ラスト濃度を求めた．この結果，銅濃度が高
くなるにつれて，原糸体量に対するプロトプ
ラスト形成効率は低くなっていることが分
かった．ホンモンジゴケは吸収した銅を細胞
壁内のペクチンと結合させて蓄積している
と報告されている．ペクチンは細胞壁内で細
胞接着の役割を果たしていることから，銅が
ホンモンジゴケに吸収され細胞壁のペクチ
ンと結合することにより細胞接着の役割を
弱めるだけでなく，細胞全体が分解されやす
くなっている可能性が示唆された．また本研
究の別の実験では，生育させている培地の銅

濃度が高くなるにつれてホンモンジゴケの
体内の銅濃度も上昇することを確認してい
る． 
 
(2) ホンモンジゴケとヒメツリガネゴケに
おける銅濃度の違いによる生育への影響 
 (1)－②の結果から，ホンモンジゴケとヒメ
ツリガネゴケが BCDATG 培地において良好
な生育が可能であることが分かったことか
ら，BCDATG 培地を用いて銅濃度の違いに
よる生育への影響について調査した．銅濃度
3ppm，15ppm，300ppm で 6 週間培養した
結果を図2に示した．ヒメツリガネゴケでは，
培地の銅濃度が 0，1.5，3ppm の場合に生育
がみられたが銅濃度が高くなるにつれて褐
色化部分が多くなることが分かった．さらに
15ppm 以上の培地では一切生育せずに枯死
する様子がみられた（図 2E，F）．一方ホンモ
ンジゴケにおいては，銅濃度 300ppm におい
ても原糸体の伸長がみられた． 

 
図 2 ホンモンジゴケとヒメツリガネゴケに
おける培地の銅濃度に対する生育への影響 
※Sc はホンモンジゴケを Pp はヒメツリガネ
ゴケを示し，図中のバーは放射状に生育した
原糸体の最大直径を示している． 
 
 
(3) ホンモンジゴケにおける Knop 培地と
BCDATG 培地を用いた銅に対する生育特性
の評価 
培養しているホンモンジゴケの面積を測



定し，継代直後（0 日目）と培養 45 日目の伸
長面積比を求めた．各銅濃度に対するそれぞ
れの培地におけるホンモンジゴケの原糸体
の伸長面積比を図 3に示した．この結果から
全ての銅濃度で伸長が確認できたが，培地間
及び銅濃度間に有意差はみられなかった．し
かし，(1)－②の結果から BCDATG 培地と
Knop 培地でのホンモンジゴケの原糸体の生
育が異なることが観察されており（図 1），再
実験においても同様の結果が得られている．
(1)－②の実験でみられた緑色の濃さが異な
ること，上方向への生育，原糸体が寄り集ま
って生長していることは，これまでの伸長面
積の指標だけでは評価できない．そこで，細
胞に含まれる緑色の光合成色素であるクロ
ロフィル濃度の測定を行った．Knop 培地に
おける各銅濃度に対するクロロフィル濃度
を図 4 に示した．また BCDATG 培地におけ
る結果を図 5 に示した．それぞれの培地で，
銅濃度 0ppm を基準として t 検定を行った．
この結果，銅を添加した Knop 培地における
クロロフィル濃度は，銅を添加していない場
合（銅濃度 0ppm）との間に有意差が確認さ
れた（図 4）．また BCDATG では，銅濃度
300ppm におけるクロロフィル濃度との間に
のみ有意差が確認された（図 5）．これらの結
果から，伸長面積比のみでは確認できなかっ
た生育の差をクロロフィル濃度という指標
を用いることによって確認することができ
た． 
 

図 3 培地の銅濃度の違いによる伸長面積比 
 

図4 Knop培地における銅濃度の違いによる
クロロフィル濃度（* = p＜0.05） 

 

図5 BCDATG培地における銅濃度の違いによ
るクロロフィル濃度（* = p＜0.05） 
 

 
図 4に示した Knop 培地における結果では，

銅濃度 0ppmにおけるクロロフィル濃度と他
の銅添加培地でのクロロフィル濃度との間
に有意差があったことから，銅の存在によっ
て生育が阻害されていることが考えられた．
また Knop 培地を用いて銅濃度を変化させた
別の実験においても，銅を添加した培地より
も銅を添加していない培地の方が原糸体の
伸長面積が大きくなる傾向を確認しており，
Knop 培地においては銅が原糸体の生育を阻
害していると考えられる． 

BCDATG 培地において，銅濃度 300ppm
の外観の様子（図 2C）を確認すると，それよ
りも低濃度でみられた BCDATG 培地での特
徴がみられず，Knop 培地で培養した外観と
似て薄く広がっていることが分かった．クロ
ロフィル濃度の測定においても銅濃度
300ppm において非常に低い値であった．ク
ロロフィル濃度の測定において，BCDATG
培地では銅濃度 0ppm と 1.5～125ppm の間
に有意差が確認できず，高濃度の銅存在下で
も銅が添加されていない培地での生育と同
様の生育が確認できた．以上のことから
BCDATG 培地に含まれている特定の成分が
ホンモンジゴケの銅が関与した生長因子を
活性化している可能性が示唆された． 
 
(4) 銅耐性に関与する遺伝子の発現解析 
 アルプスグンバイナズナの金属イオン輸
送に関わる膜タンパク質と類似した配列を，
ヒメツリガネゴケから 2 つ選抜し，アライメ
ント解析によって相同性の高い部分をプラ
イマーに用いて RT-PCR を行ったが，バンド
は検出されなかった． 
 シロイヌナズナの ATX と類似した配列を
持つヒメツリガネゴケの ATX をもとに設計
したプライマーにおいては，複数のバンドが
みられた．処理銅濃度 0ppm と 30ppm でバ
ンドの多型がみられたが，ミスアニーリング
の可能性も高いため，今後，再現性の確認と
配列決定による確認を行う方針である． 
 

(5) ホンモンジゴケにおける NAC ファミリ



ー遺伝子の解析 
NAC ファミリー遺伝子は，形態形成に関

与する既知遺伝子とストレス応答に関与す
る既知遺伝子がそれぞれ系統樹のある領域
に集まることが知られている．本研究の系統
解析の結果，ヒメツリガネゴケの NAC ファ
ミリー遺伝子においても，これらの既知遺伝
子と同じサブグループに系統分類されるこ
とが分かった．これらの情報と相同性をもと
に，プライマーを設計し，NAC ファミリー
遺伝子の発現解析に用いた． 
処理銅濃度を 0，3，30，100ppm，処理時

間を 24 時間でサンプリングを行い，4 種類の
プライマーを用いて実験を行った結果，NAC
ファミリー遺伝子と思われるバンドは得ら
れたが，発現の差は見られなかった． 
処理銅濃度を 300ppm で，処理時間を 0.5，

1，3，6，9，12 時間で経時的にサンプリン
グ，発現解析を行った結果，あるプライマー
において，9 時間後までは発現が強くなり 12
時間後に発現が弱くなる発現挙動が見られ
た．この NAC ファミリー遺伝子は急激な銅
濃度の変化に対して応答している可能性が
ある． 
処理銅濃度を 0，3，30ppm，処理時間を 1，

7 日で発現解析を行った結果，いくつかのプ
ライマーにおいて発現量の差がみられた．ス
トレス応答に関与する既知遺伝子が存在す
る系統分類に属する配列の相同性から設計
したプライマーを用いた発現解析結果を図 6
に示した．どの処理銅濃度においても発現量
は 1 日後よりも 7 日後の方が強くなっている
ことが分かった．さらに 7 日後においては，
処理銅濃度が高くなるにつれて発現量も高
くなっていることが明らかにされた．今後，
再現性の確認及び配列決定などの解析を進
めていく予定である． 

図 6 予測ストレス応答性 NAC ファミリー
遺伝子の発現強度 
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