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研究成果の概要（和文）：シャジクモの概要ゲノムとクレブソルミディウム、陸上植物などの比較で、シャジク
モ以前に獲得された遺伝子、シャジクモと陸上植物の分岐以降に陸上植物の系統で獲得された遺伝子、シャジク
モの系統で独自に増加した遺伝子を区別できるようになった。
さらに、広義のシャジクモ藻綱の藻類（ストレプトファイツ藻類）のゲノム解読がすすみ、コレオケーテ以外の
主要な系統すべてについて、概要ゲノムにアクセスできるようになった。コレオケーテについては次世代シーケ
ンサーによるcDNA配列大量決定を行い発現している遺伝子はアクセスできるようになった。

研究成果の概要（英文）：Comparison of Chara braunii draft genome and Klebosrmidum nitens, land plant
 genomes clarified which gene are present before the divergence of Charophyceae and land plants and 
lineage specific gain/expansion in each of Charophyceae and land plant lineages.
Further, with the progress of genome sequencing, draft genomes of all major phyla except 
Coleochaetophyceae have become available. For Coleochaete, RNA-seq analyses have been done and most 
of expressed gene sequence data are made accessible.

研究分野： 植物進化学

キーワード： シャジクモ類　ゲノム　ストレプトファイツ類

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
われわれ人間は陸上で生活し、主に陸上で育つ植物と植物を食べる動物を食べることによって生きている。また
二酸化炭素の固定の多くも陸上植物によってなされる。この陸上植物がどのようにして生じたのかの成り立ちを
知る上では、陸上植物に近縁な藻類のことをよく知る必要がある。その一環として、陸上植物にある程度近い藻
類の全遺伝子配列の決定を進めた。これにより、陸上植物がどのようにして成立したのかの理解が深まる。ま
た、陸上環境への適応メカニズムについてもよりよく考えられるようになる。

※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 
 
 陸上植物は、シャジクモ藻類の一群から進化したと考えられている。これまでの研究にお

いて、申請者は陸上植物の基部のヒメツリガネゴケゲノム(Rensing et al. 2007 Science)とイ
ヌカタヒバゲノムの解読の国際プロジェクトので中心的な役割を担い、ヒメツリガネゴケ、イ
ヌカタヒバのゲノムとクラミドモナス及び、被子植物とのゲノム比較によって陸上植物成立以
前に、陸上植物の発生に関わる多くの遺伝子が獲得されていたことを明らかにした(Banks, 
Nishiyama et al. 2011 Science)。 
 ここで外群として用いたクラミドモナスはクロロファイツ類に分類され、12億1千万年

（Herron et al. 2009, PNAS 106 :3254-）～7億3千万年前（Douzery et al. 2004 PNAS 
101:15386-）に陸上植物の系統と分岐したと考えられており、進化過程の解明にはシャジクモ
藻綱の藻類ゲノムが重要である。シャジクモ藻綱の藻類は、6つの目に分けられており(メソス
ティグマ+クロロキブス), クレブソルミディウム目、シャジクモ目、コレオケーテ目、接合藻
類、からなる多系統群であると考えられているが、これまでにクレブソルミデイウムが東工大
のグループによって(Hori et al. 2014 Nature comm. 5:3978)、シャジクモのゲノムが代表者
らによって概ね解読されているが、系統を網羅するに至っていなかった。 
 

２．研究の目的 
 
クラミドモナスを含むクロロファイツ類より陸上植物に近縁なシャジクモ藻綱の主要なクレ

ード全てについて代表種を一種以上概要ゲノムを解読し、陸上植物と比較することによって、
陸上植物がどのように進化したかをゲノムレベルで明らかにする。陸上植物への進化の過程で
あったゲノムレベルの変化を明らかにするため、陸上植物につらなる系統ストレプトファイツ
類で陸上植物の系統から分かれた各系統を順にどの遺伝子を持っているかを解析出来るよう
に、シャジクモ藻綱の各目のゲノム情報を解読し、比較解析することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 
(1) Mesostigma viride NIES-475 株について Illumina 社 HiSeq による塩基配列決定、

oxford nanopore 社 MinION によるシーケンシング、PacificBiosciences 社 Sequell によるシー
ケンスを得てアセンブリーを行った。 
(2) Chlorokybus NIES-160 株について、セロハンを持ちいて寒天と分けて回収する方法を

確立し DNA を抽出して、Illumina 社 HiSeq および PacificBiosciences 社 Sequell によるシー
ケンスを得てアセンブリーを行った。 
(3) シャジクモの配列について、クレブソルミディウムと陸上植物などのデータと合わせ

て比較解析を行った 
(4) コレオケーテ Coleochaete scutata UTEX-2567 について Illumina 社 HiSeq によって

サーベーシークエンスにより 17.5Gb のデータを得た。 
(5) 野外で採集したコレオケーテから培養を確立して、条件検討を行い、遊走子形成を誘

導できる条件を見出した。 
(6) (5)で判明した条件にもとづき、CACC0493 株を用いて遊走子形成の実験を再現し、そ

のタイムコースの RNA を抽出し、RNA-seq 解析を行った。 
(7) 陸上植物に最も近縁であると考えられる接合藻類のアオミドロ３株についてサーベイ

シーケンスを行った。 
(8) 陸上植物の系統で未解読だったツノゴケゲノムを解析し、シャジクモを含めた比較を行

った。 
(9)シャジクモのミオシン遺伝子を解析し、RNA-seq にもとづき遺伝子構造を手動で確認する

とともに、分子系統解析を行った。 
(10) ストレプトファイツ類で精子形成に関与すると思われる遺伝子について、メソスティグ

マ・クロロキブスの相同遺伝子を検索し解析した。 
 

４．研究成果 
 
(1) ストレプトファイツ類進化の最初期に陸上植物の系統と分岐したと考えられるメソステ

ィグマ目の Mesostigma viride について、メソスティグマ NIES-475 株を用いて Illumina 



HiSEQ で塩基配列決定を行ったペアエンドおよびメイトペアのデータを Allpaths-LG でアセン
ブルし、全 scaffold 長 195Mb, N50 scaffold size 81kb を得たが、Contig N50 size が 4.4 kb
にとどまり、また、CEGMA による超保存的な遺伝子の検出でも、Complete 44%, Partial 72%に
とどまった。このため、より長い 500bp 程度のインサート長を持つペアエンドライブラリーを
PCR free プロトコールで作成し、MiSEQ で両端から 300 塩基解読して加える事とし現在解読中
である。Mesostigma viride NIES-475 株について Illumina シーケンスの解析で十分にアセン
ブリーが伸びなかった。また、この解析の過程で、得られている配列にリケッチャー様の配列
が多い事がわかった。このため、細胞分画によって Mesostigma 本体の核を集めることおよび、
個々のシークエンス長が長い単一分子シーケンサーの利用を試みることとした。細胞分画でリ
ケッチャーを除くことは十分にはできなかったが、オックスフォード・ナノポア社の MinION に
よるシーケンシングを行った。2通りのシーケンシングキットを用いて 1フローセルずつ解読
し、ligation kit で 312 Mb (N50 12.3 kb, 最長 92 kb), rapid kit で 155 Mb (N50 13.2 kb,
最長 82.5 kb)の配列が得られた。この量は大体 1Xゲノムのオーダーであり、数十 Xは欲しい
という前提のもと、得られるリード長は長いものの、DNA 量に対して得られるリードの量が不
足すると評価した。 Mesostigma viride NIES-475 株について、PacificBiosciences 社 
Sequel によるシーケンシングを 2 cell 分行い、6.6 Gbp (Subread N50 14kb)及び 7.0 
Gbp(Subread N50 15 kb) 計 13.6 Gbp の配列情報を取得した。 
 メソスティグマNIES-475について、単一分子シーケンサーSequelによる配列を解析し、細

胞内に共存するリケッチャー様バクテリアのゲノムについては染色体レベルで高精度のアセン
ブリーを得たが、核ゲノムについては十分な厚みに達していないと判断し、核ゲノムについて
も厚みが得られると期待される10XGenomicsによるlinked readのデータを取得した。 
(2)クロロキブスChlorokybus sp. NIES-160株について培養法を検討し、寒天表層で培養出来

る事を確認した。液体培養は成功しなかった。このため、藻体と培地の分離が困難であった
が、寒天培地上にセロハンを敷いた上で培養することにより、藻体を培地と分離して回収出来
ることが確認出来た。 Chlorokybus sp. NIES-160株, lluminaシステム向けPCRフリーペアエ
ンドライブラリーを調整し、Illumina社HiSEQ Xによりサーベイシーケンシングを行い、
Clorokybus sp. NIES-160について15.9 Gbpの配列を得た。さらに、単一分子シーケンサー
Sequelによる配列を解析し222 Contigs (N50: 857 kb), 全長85Mbと相当接続性の高いのアセン
ブリーを得た。SRAに登録されている別系統(SAG34.98)のクロロキブスのRNA-seqデータをマッ
ピングしたところ、マップ率が低く、クロロキブス類内でも大幅に配列が異なっていることが
わかった。このため、アノテーションにあたっては、NIES-160自身のRNA-seqデータを得て進め
る必要があると判断された。 
(3) シャジクモのゲノムとクレブソルミディウム、陸上植物等のゲノムを比較し、エチレン

関連のシグナル伝達因子などがシャジクモ類と陸上植物の共通祖先がクレブソルミディウム類
と分岐して行こうに揃ったと推定されること、シャジクモ類で独自に遺伝子重複による遺伝子
の増加があったことなどを取りまとめ論文として出版した。シャジクモのゲノムとクレブソル
ミディウム、陸上植物等のゲノムを比較し、エチレン関連のシグナル伝達因子などがシャジク
モ類と陸上植物の共通祖先がクレブソルミディウム類と分岐して行こうに揃ったと推定される
こと、シャジクモ類で独自に遺伝子重複による遺伝子の増加があったことなどを取りまとめ論
文として出版した。 
(4) Coleochaete scutata UTEX-2567 についてサーベイシーケンシングにより 17.5 Gbp を得

て k-mer 解析を行ったが、十分な倍率は読まれていないと推定された。 
(5) コレオケーテについては、既存培養株が生殖器をつけるかどうかわからないので、シャ

ジクモ藻綱藻類新規株を千葉県印旛沼を中心とした淡水から探索し、水田の土から円盤状の藻
体を形成するものを発見した。119株の単細胞藻のクローン化を行い、18S rRNA遺伝子のシーケ
ンス解析と形態観察から接合藻類のミカヅキモ属と同定した30系統の確立・維持に成功してい
る。また、印旛沼から採取した円盤状藻類についても培養に成功し、18S rRNA遺伝子のシーケ
ンスからコレオケーテであると確認した。さらに、培養条件の検討を行い遊走子が得られる条
件を確立した。 
(6)  コレオケーテについてゲッティンゲン大学藻類カルチャーコレクション(SAG)から

CACC0493株を取り寄せ、培養条件の検討を行い、遊走子が得られる条件が見つかった。コレオ
ケーテCACC0493株を用いて遊走子形成の実験を再現し、遊走子形成のタイムコースサンプルに
ついてRNAを抽出し、High throughput cDNAシーケンシング解析を行った。今後、このデータを
解析することにより、ゲノムが未公開の最後の系統であるコレオケーテについてより高精度の
理解が得られると期待される。 
(7)アオミドロ３株についてゲノムDNAを抽出し、Illumina HiSeq Xによるサーベイシーケン

スを行い、それぞれ35.6, 18.2, 30.2 Gbpの配列を得た。 
(8) ツノゴケゲノムを解析し、ツノゴケ類にYABBY遺伝子があること、KNOX1遺伝子がないこ



と、気孔形成に関与する遺伝子などが揃っていることが明らかになった。また、シャジクモの
配列などと合わせた系統解析によりコケ植物が単系統であるらしいという結果が得られ、
Nature Plantsに出版した(Li et al 2020). また、EF1αなどの遺伝子を同定し、その5’隣接
配列が明らかになり、形質転換によってその活性が確認された(2021)。 
(9) ストレプトファイツ類の中で、シャジクモ類は数cm乃至数十cmにもなる巨大な細胞を作

り、細胞内を速い原形質流動で物質を輸送していることが知られている。この輸送に関与する
モーターの候補であるミオシンIX遺伝子の構造について解析し、遺伝子予測が不正確であった
遺伝子についてRNA-seqのデータと比較してほぼ完全な構造を再構成した。その上でストレプト
ファイツ類におけるミオシンIX遺伝子系統解析を行いその進化について考察した。シャジクモ
類のミオシンは陸上植物のミオシンとは独立に遺伝子重複により遺伝子数が増加し、そのうち
速い動きに関わると推定される一群では特に進化速度が増大し、またコードされている蛋白質
の大きさが大きくなったことがわかった。 
(10)ストレプトファイツ類の特徴の一つは鞭毛基部装置が多層構造(MLS)を持つことおよび、

2本の鞭毛がほぼ並行につくという特徴を持つ。しかし、鞭毛は、接合藻類、被子植物、針葉
樹・グネツム類では独立に失われている。ストレプトファイツ類の最初期に分岐した、メソス
ティグマ、クロロキブスのゲノムデータについて、精子形成に関与する遺伝子の検索を行い断
片的にホモログを検出した。 
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