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研究成果の概要（和文）：接合藻ヒメミカヅキモには、Plus型、Minus型と呼ばれる異性細胞間で有性生殖を行うヘテ
ロタリック株が存在している。本種には、互いに生殖隔離した集団である交配群(生物学的種)が存在する。これらの生
殖隔離機構を解析することで、種分化機構の解明が期待される。交配群IEと本研究により発見された新規交配群Gに注
目し、隔離の状況を明らかにした。また、交配群IEの全ゲノム解析と、両交配群におけるRNA-seq解析を行なった。こ
れにより、部分的な生殖隔離を示す交配群IIAとIIBにおける性フェロモンの多様性との共通項が見出され、生殖隔離機
構の共通性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：reproductive isolation. The Closterium peracerosum-strigosum-littorale complex is 
a unicellular alga, and it is composed of several reproductively isolated mating groups of heterothallic 
strains. However, only mating groups IIA, IIB, and IE can be maintained.
I performed field studies to obtained reproductively isolated Closterium peracerosum-strigosum-littorale 
complexes. Then, I established a new mating group, G. I studied the phylogenetic relationship by using 
DNA sequences of 1506 group I introns of these mating group. According to the alignment, significant 
phylogenetic relationships were observed among mating groups IE and G, while mating groups IIA and IIB 
were distant from groups IE and G. Mating group IE was completely sexually isolated from mating group G. 
However, partial communication of the sex pheromone existed. Finally, I studied a sex pheromone and 
sexual isolation by comparing RNA-seq data of mating group G with those of mating group IE

研究分野：進化生物学・植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
生物学的種概念に基づく種とは、生殖的に他
の集団から隔離されている集団のことであ
り、種分化とは、生殖隔離が進んだ結果、起
こることであると考えられている。生物の種
を問わず、有性生殖過程の成立には、最終的
に精細胞、卵細胞などの 2個の配偶子細胞間
の情報交換、認識が効率よく行われることが
前提となっている。そして、この情報交換が
何等かの理由により損なわれる事で、生殖隔
離が起こるものと考えられている。しかし、
この生殖隔離機構における分子生物学的な
解析は、生物の種分化機構を考える上で、非
常に重要な基盤になりうるにもかかわらず、
細胞間情報交換物質の特定の問題も含め、植
物においてその解明は遅れていた。 
 本研究で実験材料に選択した単細胞接合
藻ヒメミカヅキモ（Closterium psl complex）
はこの障害を克服することのできる数少な
い生物の一つである。この藻類は＋型、－型
と呼ばれる 2つの性を持ち、実験室内で容易
に有性生殖を制御できる。もっとも重要な点
は、＋型、－型それぞれの配偶子を特徴づけ、
細胞間の情報交換を行なうタンパク質性で
ある 2種類の性フェロモン（＋型細胞から放
出される PR-IP と−型細胞から放出される
PR-IP inducer）の存在と、それらをコードす
る遺伝子の配列が明らかにされていること
である（J. Plant Res. 113:343-352, 2000）。一方、
ヒメミカヅキモでは、生殖的に隔離された交
配群の存在が報告されている（Watanabe et al., 
1978 Bot Mag Tokyo）。ヒメミカヅキモにおけ
る生殖隔離の実態を明らかにするためには、
それぞれの交配群間の生殖隔離レベルと、性
フェロモンの作用・構造との関係を比較する
必要があるものの、現在保存されている交配
群は IIA, IIB, IEの 3群のみであり、生殖隔離
が起こってきた状況を理解するにはあまり
にも不足していた。 
 
２．研究の目的 
 生殖隔離・種分化について、これま
で多くの生物種を用いた研究がなされてき
たが、そのほとんどが種間の系統関係や、遺
伝的差異の比較にとどまっており、生殖隔離
に直結する雌雄配偶子細胞間のコミュニケ
ーションに注目した研究は例がなかった。本
研究では、ミカヅキモにおいて、生殖の成否
を直接決める因子である性フェロモンに注
目し、生物が種分化する共通の機構の解明を
目指す。最終的に、性的コミュニケーション
を司る分子がどのように進化することで、生
殖隔離機構が進化し、種分化に至るのかを考
察する。 
 
３．研究の方法 
 止水淡水域から水サンプルを回収
し、採集したヒメミカヅキモについてピペッ
ト洗浄法を用いて単藻化を行い、系統株を確

立する。また、接合実験によりホモ株、ヘテ
ロ株を鑑定する。形態学的な種同定を行なう
とともに、18S rDNAを用いて分子系統解析を
行なった。また、性フェロモン遺伝子につ
いても分子系統解析を行った。また、代表
的な系統において、全ゲノムショットガン
シークエンスおよび RNAseq解析を行い、性
フェロモン遺伝子を中心とした比較解析を
行った。 
 
４．研究成果 
 静岡県静岡市葵区麻機遊水池にお
いて、新規交配群 Gの発見と系統保存株の確
立・有性生殖の誘導に成功した。この新規交
配群 Gの特徴解析を行ったところ、新規交配
群 G と IE の間には、接合子は形成されず、
完全に生殖隔離しているものの、部分的に
性フェロモンの作用が観察され、性フェロ
モンの作用が損なわれることによる生殖隔
離が起こっていることが示唆された。 
 交配群 IE と G 間では、IE-Plus 型
と  G-Minus 型の混合において単独プロトプ
ラスト放出が見られる。交配群 IE と G は
形態的に区別が付かないため生体染色を行
い掛け合わせたところ、G-Minus 型が単独で
プロトプラストを放出している様子が観 察
された。以上のことから、交配群 IEの性フェ
ロモン PR-IPが交配群 Gに作用するが、交配
群 Gの PR-IP は交配群 IE に作用しないこと
が示唆された。さらに、交配群 IE から粗精
製した PR-IP を、IE-Minus型と G-Minus型に
与えたところ、どちらの交配群からも単独
プロトプラストの放出が確認されたが、
G-Minus 型の反応率は IE-Minus 型の反応率
に比べ低い値を示した。これらの結果より、 
IE-Plus 型の放出する PR-IP は G-Minus 型
に作用しているものの、その活性は低いこ
とが示唆された。次に、交配群 IE と G がゲ
ノムレベルでどの程度異なるかを確認する
ため 両交配群の RNA-seq 解析と交配群 IE
の全ゲノム解析を行った。交配群 IE と G の
栄養増殖期、有性生殖期、接合子発芽期の細
胞を、6 種のステージに分けて回収し、全生
活環の Total RNA の抽出を行った。Hiseq2500 
による RNA-seq 配列決定(ペア−ドエンド、
101-bp)により性フェロモン遺伝子の仮想オ
ルソログ配列を得た。性フェロモン PR-IPは
細胞に作用する 19 kDaとキャリアである 42 
kDaからなるサブユニットタンパク質である。
交配群 IEと Gにおける 19 kDaと 42 kDaの
推定アミノ酸配列の相同性を比較すると、19 
kDaは 87％、42 kDaは 91％で、実際に細胞
に作用する 19 kDaの方が、相同性が低いこと
が示された。42 kDaサブユニットは PR-IPの
活性や種の識別に関わらないため、種間で多
様性が低い状態で保たれているものと考え
た。一方、19 kDaサブユニットは直接細胞に
作用するため、この 13%の違いにより、交配
群 Gの PR-IP が、交配群 IEの細胞に作用し
なくなることも考えられた。今後さらに詳細



な実験を行い、交配群 IEとG間における生殖
隔離機構の解明をすすめることで、ヒメミ
カヅキモにおける生殖隔離の共通機構の解
明が期待される。 
 
また、両交配群において、PR-IP Inducer遺伝
子は＋型、－型の両ゲノムともに 3コピー存
在し、それぞれ発現していることが示された。
また、パラログも多数みられ、遺伝子重複が
複数回起っていたことが示唆された。一方、
PR-IP 遺伝子は少数のパラログは存在するも
のの、遺伝子そのものは両ゲノム中に 1コピ
ーずつしか存在しなかった。性フェロモン受
容体に突然変異が起った場合、性フェロモン
遺伝子が複数存在していれば、その 1つに変
異が入る事で対応し、多様な受容体に作用出
来るものと考えられた。 
一方、出芽酵母においても、性フェロモン a
因子と α因子による生殖隔離が知られており、
α 因子の種間相互作用が起らない非対称な生
殖隔離が知られている。近年の解析により前
者は複数の遺伝子に、隔離の原因となる α因
子は 1遺伝子にのみコードされていることが
明らかとなった。これは本研究で明らかにな
った性フェロモンの特徴と共通しており、緑
藻と酵母という、異なる生物に共通して単コ
ピーの性フェロモンが原因となる生殖隔離
が観察された。この現象の解析を進めること
は、生物の種分化における共通の機構の解明
へと繋がる。 
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