


ルに変換することの役割を解明し、形態形成や環境応答における新たな適応機構の解明を目指

す。タンパク質 A は、脂質修飾されることで細胞膜に結合し、カルシウムイオンを結合すると

脂質分子を遊離することで、細胞膜極性の形成に関与していると推測している。	
 

	
 タンパク質 A は、植物界での保存性が高く、ゼニゴケ等のコケ植物からイネ・ダイズ等の被

子植物を含む植物で保存されている。シロイヌナズナで同定したタンパク質であり、シロイヌ

ナズナでは２つのホモログが存在するが、比較的シンプルなゲノムをもつゼニゴケ

(Marchantia	
 polymorpha)では１つのホモログしか存在しない。シロイヌナズナにおいて、タ

ンパク質 A のホモログは、水ストレス応答や根毛伸長に関与していることを見出しているが、

その作用機構は解明できていない。また、このタンパク質は根や気孔以外でも比較的高いレベ

ルで発現しているタンパク質であるため、まだ解明できていない多様な機能が想定され、未だ

知られていない細胞普遍的な機能を担っていると推測している。その解明は、細胞自律的な形

態形成の制御機構を解く鍵にもなると考えている。	
 

	
 本研究では、ゼニゴケにおいて遺伝子 a を CRISPR-Cas9 を用いて破壊することにより、シロ

イヌナズナの系では解明できていないタンパク質 A の新たな機能を探索・発見することを目的

として進めた。また、シロイヌナズナでの過去の研究によって、脂質分子と結合する部位であ

る N 末端部分を過剰発現すると、細胞膜上の遊離の脂質分子と結合しカバーすることでその機

能を抑制してしまい、脂質分子によるシグナル伝達や細胞極性の形成を抑制してしまうため、

根毛の先端伸長を抑制することが分かっている。そのドミナントネガティブに働く N 末端部分

の過剰発現株をゼニゴケのタンパク質 A でも作製することにより、ゼニゴケにおいてタンパク

質 A の情報伝達に関わる脂質シグナルの役割解明も進めた。	
 

	
 派遣期間を大幅に短縮したため、当初の目標は達成できていないが、現時点での進行状況を

書きに述べる。	
 

	
 第一ステップとして、CRISPR-Cas9 でのゼニゴケ遺伝子 a 欠損株の作製を行った。まず、1

つのベクターで２箇所の gRNA を導入する方法で、２種類の組み合わせのベクターを作製し、

遺伝子コード領域の大幅な欠落を引き起こすことを試みた。しかし、得られた抗生物質耐性の

候補株 100 株以上に対し目的遺伝子 a のジェノタイピングを行ったが、目的の欠損株は得られ

なかった。ベクターが予定どおりには機能しなかったためか、もしくは致死遺伝子であるため

か、目的の遺伝子 a に変異が起きた株は全く得られなかった。この状況を乗り越えるため、１

つのベクターで１箇所のみの gRNA を導入し、塩基置換などの小さな変異を引き起こさせる方

法に切り替えた。各エキソンに１箇所ずつの４種類のベクターを作製し、ゼニゴケの胞子に形

質転換を行った。その結果、形質転換した１世代目において、形質転換株が小さいうちにジェ

ノタイピングした株に関しては10分の 1程度の割合で目的遺伝子aに CRISPRによる変異が入

った株を同定できた。しかし、１世代目で成長し大きくなった株でもジェノタイピングを行っ

たところ、野生株の割合が多く、変異が入っている株でもキメラの株しか同定できなかった。

さらに、１世代目において変異した配列が明瞭に解読できた株も無性生殖による無性芽から得

た次世代（各ラインにつき３〜５個体）をジェノタイピングし、純系の確立を試みたが、２世

代目では全ての株において野生型もしくはキメラの遺伝型を示した。さらに、１世代目で変異

した配列が読めた株の一部では、葉状体の一部が黒くなり死細胞となったような現象も観察さ

れた。これらの結果は、遺伝子 a の欠損は致死に近い表現型を示すため、キメラでしか生育で

きないことを暗示していると推測する。	
 

	
 上述のように、CRISPR-Cas9 での遺伝子欠損株の作製は当初の予定よりも大幅に遅れている

が、ゼニゴケにおいて遺伝子 a が必須遺伝子に近い機能を持っていることが推定できたことは

大きな成果であると考えている。今後、ノックダウン株や誘導性のノックアウト株を作製する

ことにより、この遺伝子の機能解析を進めることで、興味深い機能が見えてくると期待してい

る。	
 

	
 また、ゼニゴケにおける脂質ググナルの機能を解析するために作製したタンパク質 A の N

末端過剰発現株を観察したところ、非常に興味深い表現型が見えてきている。すなわち、N 末

端過剰発現株では、葉状体の大きさが野生株よりも顕著に小さく、形も異常であり、細胞の配

置も秩序だっていない。	
 



	
 右図（上）に示した写真のように、

杯状体から取り出したばかりの 0 日

目の無性芽は、Line	
 6 のように野生

株（tak1、tak2、表面長径約 0.6mm）

と同じような形をしているが、半分

以下のサイズである株、Line	
 7,	
 9,	
 14,	
 

25 のように本来の形状を失っている

株、Line	
 16 のように葉状体の縁の部

分が反り返り、平板形状でなくなっ

ている株が検出された。このように N

末端過剰発現株では、野生株で見ら

れる部分ごとの細胞サイズの使い分

け、もしくはその配置が統御されて

いないために、野生株のような平板

的であり、かつ葉状体の両端の定ま

った部位にメリステム（細胞分裂の

盛んな部位）が維持されている形態

を形成できていないと推測している。	
 

	
 さらに、そこから３日経過した無

性芽は、野生株（tak1、tak2）との

サイズ差がさらに開き、全体的に野

生株より大きい細胞が少ない印象で

あった（右図（中））。Line	
 7,	
 9,	
 15,	
 

25 ではメリステムがどこにあるのか

特定できない、Line	
 6,	
 16 ではメリ

ステムの位置が分かるがメリステム

付近の小さい細胞の集合した部位の

細胞数が野生株よりも少ない印象を

受け、野生株よりも細胞分裂が遅い

と推測される。また、N 末端過剰発現

株では、細胞の大きさや配置が無秩

序になっており、細胞伸長方向や分

裂方向が適切に制御できていない可

能性も示唆される。	
 

	
 右図（下）のように、15 日間生育

させた後も、野生株（tak1、tak2）

との差は顕著であり、ほとんどの株

は少なくとも野生株の半分以下のサ

イズまで矮小化しており、野生株の

ように平板的な秩序立った形を形成

できず、葉状体の端の凹凸が著しく、

かつ立体的に盛り上がった形を形成

した。	
 

	
 このように、脂質シグナル分子を

結合する特性をもち、細胞膜上に局在する N 末端ペプチドを過剰発現することにより、遊離状

態の脂質シグナル分子が減少し、脂質シグナルに障害が生じると、細胞分裂または細胞伸長、

もしくはその両方が阻害され、葉状体の成長が遅くなるとともに、正常な形態の葉状体を形成

できないことを明らかにした。つまり、ゼニゴケにおいて、脂質シグナルは、細胞分裂や細胞

伸長の速度や方向を制御することにより、形態形成に重要な機能を果たしていることが明らか

になりつつある。	
 

	
 今後、その詳細を解析し、細胞分裂や細胞伸長にどのように関与しているのかを解明する。

さらに、誘導性の遺伝子 a 破壊株を作製し、その解析を進めることにより、脂質シグナルのみ

でなく、カルシウムシグナルからの脂質シグナルへの変換がどのように機能しているのかを解

明し、独創的なテーマとして新たな知見を得たい。また、タンパク質 A は細胞骨格と相互作用



する可能性もあるため、脂質シグナルやカルシウムシグナルによる細胞骨格の制御についても

蛍光タンパク質などを用いて解析を進める予定である。	
 

	
 

＜亜鉛過剰・欠乏耐性に関わる新規遺伝子の探索＞	
 

	
 亜鉛は、DNA ポリメラーゼなど酵素の活性に不可欠であり、生物にとっての微量必須元素で

ある。世界の農作地の 50%が亜鉛不足であるが、一方で過剰な亜鉛は毒性を示し、高濃度の亜

鉛が含まれる鉱山や工業跡地では植物は生育できない。この亜鉛欠乏・過剰の問題解決のため

には、植物の亜鉛欠乏・過剰耐性の増強が有効である。金属高蓄積植物等を用いた研究により、

亜鉛ホメオスタシスに関わる遺伝子・タンパク質が特定されてきている。しかし、亜鉛濃度の

感知、多数の膜輸送体の量と機能の調節、亜鉛結合型タンパク質や有機酸の合成量調節、さら

に個々の細胞・組織・器官の亜鉛蓄積での役割など、細胞内外の亜鉛ホメオスタシス機構の全

体像の理解には解明すべき課題が多い。	
 

	
 そこで、その機構の包括的な理解を深めることを目的として、亜鉛ホメオスタシスの関わる

新規遺伝子の大規模なスクリーニングを行った。実験材料にはゼニゴケを用いた。ゼニゴケは

半数体 n での生育期間が長く、紫外線や T-DNA 挿

入による突然変異体を容易に確立でき、変異体を

胞子および無性芽の両方から増殖できる利点があ

る	
 

	
 UV照射およびT-DNA挿入によってゼニゴケの
胞子 400 万個にランダムな変異処理をし、右図
（上）に示した写真のように亜鉛過剰・欠乏に耐

性および感受性を示す株を 100 株ほど選抜した
（今後、亜鉛過剰・欠乏に感受性を示す株につい

ても選抜していきたい）。UV照射あるいは T-DNA
挿入していないネガティブコントロールと比較し

て、亜鉛過剰培地あるいは亜鉛欠乏培地で生育が

向上した株をピックアップし、無性生殖によって

生じた次世代の無性芽も同様に耐性を示すか検討

した。右図（下）の写真のように、亜鉛過剰およ

び欠乏に若干の耐性を示すように見られる株（赤

枠内）が 20株ほど得られたが、ほとんどの株では
耐性の再現性が安定せず、そのうちの 2株のみ再
現性良く亜鉛過剰耐性を示す株が得られ、亜鉛過

剰条件下での葉状体の表面積が野生株と比較して

有意に増加した（下図）。今後、スクリーニングを

継続し、さらに顕著な耐性を示す株を探索すると

ともに、TAIL-PCR および次世代シーケンサーに
よって、原因遺伝子を特定し、新規亜鉛耐性遺伝

子を見つけ出し、植物における亜鉛ホメオスタシ

ス機構解明に新たな視点を加えたい。 



 


