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要旨 
 

 塩基性ヘリックス・ループ・ヘリックス（bHLH）型転写因子は真核生物に広く保存
された転写因子であり，発生や代謝などの生命現象において中心的な役割を果たす．
植物の bHLH型転写因子は bHLHドメインのアミノ酸配列によって複数の subfamilyに
分類される．被子植物シロイヌナズナでは，subfamily Iaに属する bHLH型転写因子
（Ia bHLH）および subfamily IIIbに属する bHLH型転写因子（IIIb bHLH）が相互作用
することで，表皮でガス交換を行う気孔の形成を制御している．また，セン類ヒメツ
リガネゴケにおいて Ia bHLH転写因子と IIIb bHLH転写因子が気孔形成を制御するこ
とが明らかにされた．したがって，Ia bHLHおよび IIIb bHLHからなる転写因子モジ
ュール（Ia-IIIb bHLH転写因子モジュール）を中心とした気孔形成を制御するメカニ
ズムは進化的に保存されていると考えられている．しかしながら，陸上植物で唯一気
孔をもたない系統であるコケ植物タイ類における Ia bHLH転写因子の存在や機能に関
する知見はほとんど得られていなかった．近年，タイ類ゼニゴケのゲノムが解読さ
れ，ゼニゴケには気孔がないものの Ia bHLH転写因子をコードする遺伝子が保存され
ていることが明らかとなった．本研究ではゼニゴケにおける Ia bHLH転写因子である
MpSETAの解析を行うことで，Ia bHLH転写因子の起源的な機能を明らかにし，気孔
との関係を明らかにすることを目的とした． 

 気孔をもたないゼニゴケのMpSETAがシロイヌナズナの気孔形成を制御できるかど
うか検証するために，Ia bHLH遺伝子を欠損する spch変異体，mute変異体および fama

変異体背景でMpSETAを発現する植物体を作出し，気孔の表現型を調べた．この結
果，MpSETAは mute変異体および fama変異体の気孔における表現型を一部相補する
ことが明らかとなった．以上の結果から，気孔をもたないゼニゴケに由来する
MpSETAが「真の」Ia bHLH転写因子であることが示された． 

 公開されている組織別トランスクリプトーム解析の結果から，MpSETAは発生過程
にある胞子体（二倍体の器官）で高発現することが示唆された．プロモーター解析に
よる組織レベルの発現解析を行ったところ，MpSETAは胞子体の蒴柄（さくへい）で
特異的にプロモーター活性が検出されたため，胞子体に着目し解析を行った．相同組
換えを利用したジーンターゲティング法によりMpseta

ko株を作出し，胞子体における
表現型観察を行った結果，Mpseta

ko株では正常な蒴柄細胞が形成されていないことが
明らかとなった．また，Mpseta

ko株では胞子が成熟しているにも関わらず，胞子嚢が
配偶体由来の保護器官（カリプトラ，偽花被）を破って外側に露出せず，胞子嚢が裂
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開しないため胞子が散布されなかった．蒴柄は胞子の成熟後に細胞伸長することで胞
子嚢をカリプトラや偽花被の外に押し出す組織であるため，正常な蒴柄が欠損してい
るために胞子嚢が外に露出しないと考えられる．以上の結果より，MpSETAが蒴柄形
成およびそれに伴う胞子の散布に重要な役割を果たすことが示された．  

 前述の通り，被子植物やセン類において Ia bHLH転写因子は IIIb bHLH転写因子と
ヘテロ二量体を形成し，気孔の形成を制御する遺伝子の転写を促進することが知られ
ている．ゼニゴケのゲノムに IIIb bHLH転写因子をコードする遺伝子が保存されてい
るか調べたところ，MpICE1およびMpICE2が IIIb bHLH遺伝子であることが明らかと
なった．組織別の遺伝子発現プロファイル解析から，MpICE2がMpSETAと同様，発
生過程にある胞子体で高発現することがわかった．Y2H法および BiFC法により，
MpSETAはMpICE2と相互作用し，核に局在することが示された．さらに，ゲノム編
集により作出したMpice2

ge変異体において蒴柄が欠損することを明らかにし，
Mpice2

ge変異体の胞子嚢がカリプトラ，偽花被の外へ露出しないことを確認した．こ
れらの結果は，MpICE2がMpSETAと同様，蒴柄の形成とそれに伴う胞子の散布に機
能することを支持している．以上の結果から，気孔形成を制御する Ia-IIIb bHLH転写
因子モジュールがタイ類では蒴柄形成を制御することが示された． 

 コケ植物セン類における遺伝子発現プロファイル解析から，気孔前駆細胞が形成さ
れる以前と思われるステージで Ia bHLH遺伝子の発現が活性化している可能性が示唆
された． 

 本研究はコケ植物の蒴柄と陸上植物の気孔の発生メカニズムの関係に着目した初め
ての研究例である．コケ植物の配偶体組織形成についてはよく調べられてきたが，胞
子体組織形成については未だ不明な点が多い．本研究により，コケ植物胞子体の組織
発生の研究基盤が構築されたとともに，植物における転写因子モジュールの転用や再
利用に関する研究が進展することが期待される． 
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序論 
 

1. 塩基性ヘリックス・ループ・ヘリックス（bHLH）型転写因子 

塩基性ヘリックス・ループ・ヘリックス（bHLH）型転写因子は真核生物に広く保存さ
れており，最も典型的な二量体化転写調節因子の一種である．bHLH型転写因子は構
造的に２つの領域，すなわち２本の α-ヘリックスとそれらを繋ぐループ構造からなる
HLHモチーフと，DNAに結合する塩基性領域（basic region）で構成されている．
bHLH型転写因子は HLHモチーフで他の bHLH型転写因子と二量体を形成した後，塩
基性領域で E-box（CANNTG）と呼ばれる DNAの特定の塩基配列（コンセンサス配
列）と結合し，RNA Polymerase IIを含む基本転写因子群をリクルートすることで下流
の遺伝子の発現調節をすることが知られている (Bertrand et al., 2002; Ramsay and 

Glover, 2005; Dennis et al., 2019) ．酵母や緑藻類クラミドモナスなどの単細胞生物にお
いて，bHLH型転写因子は代謝経路や環境応答など，ホメオスタシスに関わる遺伝子
発現制御を担うことが知られている一方，多細胞生物では動植物を問わず，組織発生
における細胞運命の決定，細胞分裂や細胞分化においても非常に重要な役割を果たし
ている (Chen and Lopes, 2007; Jia et al., 2022)．動物では特に筋細胞分化および神経細胞
分化における bHLH型転写因子の機能解析が進められている (Jin et al., 2016; Dennis et 

al., 2019) ．筋芽細胞形成に重要なマスター制御因子としてMyoDが発見され，その後
筋細胞形成に関与する bHLH型転写因子群が次々と同定された (Davis et al., 1987; 

Murre et al., 1989; Perry and Rudnicki, 2000) ．筋細胞形成はこれらの bHLHタンパク質
がヘテロ二量体を形成し，連続的に機能することで起こる．神経細胞形成においては
activator型 bHLHタンパク質である Ascl1やMath3と，repressor型 bHLHタンパク質
である Hesが，それぞれ神経細胞分化と，未分化な神経前駆細胞の維持に重要な役割
を果たすことが知られている (Gyoja, 2017) ．また，分化した体細胞を多能性幹細胞
（iPS細胞）にリプログラムすることで知られる転写因子群，いわゆる山中４因子の
ひとつである c-Mycも bHLH型転写因子である (Takahashi and Yamanaka, 2006)． 

 

2. 植物の形態形成における bHLH型転写因子の役割 
モデル双子葉植物であるシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.）を用いた研
究が中心となり，様々な bHLH型転写因子が植物の発生過程を制御していることが明
らかとなっている．植物の bHLH型転写因子は，bHLHドメインのアミノ酸配列とそ
の他のドメイン構造により 28以上の subfamilyに分類されている (Heim et al., 2003; 
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Pires and Dolan, 2010a; Feller et al., 2011)．分類されていない，すなわち緑藻特異的なも
のや種子植物には存在しないものを含めるとさらに多くの subfamilyに分けられると推
定されている．植物の発生を制御することが明らかになっている bHLH型転写因子に
は主に次のようなものが知られている：生殖系列細胞の細胞運命決定を制御する
subfamily VIIIa（BONOBOなど）(Yamaoka et al., 2018) ，光形態形成を制御する
subfamily VII(a+b)（PIFなど）(Pham et al., 2018) ，根毛や仮根の形成を制御する
subfamily VIIIc(1)（RHD6や RSL1など）と subfamily IXa（LRL1など）(Menand et al., 

2007; Tam et al., 2015; Proust et al., 2016; Bonnot et al., 2019) ，トライコームや根毛の形
成を制御する subfamily IIIf（TT8や GL3など）(Payne et al., 2000) ，胚発生と胚乳細胞
のプログラム細胞死を制御する subfamily Ib(1)（RGE1/ZHOUPI）(Yang et al., 2008; Xing 

et al., 2013) ，維管束の発生を制御する subfamily Vb（TMO5など）と subfamily XIII

（LHWなど）(Vera-Sirera et al., 2015; Lu et al., 2020) ，タペート細胞の細胞死や花粉や
胞子の発生を制御する subfamily II (Zhu et al., 2015; Lopez-Obando et al., 2022)． 

代表的なシャジクモ藻綱（Charophyceae）やクレブソルミディウム藻綱
（Klebsormidiophyceae），緑藻類（Chlorophyta）のゲノム中には高々10個の bHLH遺伝
子（4–5の subfamilyに分類される）のみが発見されていたため，陸上進出前後に
bHLH遺伝子の遺伝子重複および機能分化，新規機能獲得が起こったと考えられてい
た (Feller et al., 2011)．しかし，最近の研究で，陸上植物に最も近縁な接合藻綱
（Zygnematophyceae）の一種である Penium margaritaceum (Ehrenberg) Brébisson ex Ralfs

や Spirogloea muscicola (de Bary) Melkonianのゲノムに bHLH遺伝子が陸上植物と同程
度の数コードされていることが明らかとなった (Cheng et al., 2019; Jiao et al., 2020)．こ
れらがいくつの subfamilyに分類されるのかは未解明であるが，陸上進出前に bHLH型
転写因子の多様化が起こった可能性も考えられる． 

表皮に存在するガス交換のための装置である「気孔」の発生には，陸上植物特有の
subfamily Iaに属するに属する bHLH型転写因子（以下，Ia bHLH転写因子）が重要な
役割を果たすことがわかっている（図 1）．シロイヌナズナの気孔は，厳密な細胞系譜
を経て形成される．未分化な原表皮細胞（protoderm）はメリステモイド母細胞
（MMC, meristemoid mother cell）へと分化し，MMCは三角形のメリステモイド細胞
（meristemoid）とより大きな SLGC（stomatal linage ground cell）に非対称分裂する．
SLGCがジグソーパズル形の敷石細胞（pavement cell）またはMMCになるのに対し，
メリステモイド細胞は楕円形の孔辺母細胞（GMC, guard mother cell）へ分化し，さら
に一度の対称分裂を経て一対の孔辺細胞（guard cell）となる．この気孔系列細胞の細
胞分裂と分化は複数の Ia bHLH転写因子によって制御される (Pillitteri and Dong, 



 
- 9 - 

2013) ．SPEECHLESS（SPCH），MUTE，FAMAという３つの bHLH型転写因子はそ
れぞれ非対称分裂によるメリステモイド細胞の形成と SLGCのメリステモイド母細胞
へのリプログラム，メリステモイド細胞の非対称分裂の停止と孔辺母細胞への分化，
孔辺母細胞から孔辺細胞への分化と対称分裂の制御に重要であることが報告されてい
る (Ohashi-Ito and Bergmann, 2006; MacAlister et al., 2007; Pillitteri et al., 2007) ．これら
の転写因子は ICE1（INDUCER OF CBF EXPRESSION 1）/SCREAM（SCRM）および
ICE2/SCRM2という subfamily IIIbに属する bHLH型転写因子（以下，IIIb bHLH転写
因子）とヘテロ二量体を形成し，気孔形成を正に制御する (Kanaoka et al., 2008) ． 

 モデル単子葉植物であるイネ（Oryza sativa L.），トウモロコシ（Zea mays L.），ミナ
トカモジグサ（Brachypodium distachyon (L.) P.Beauv.）における分子遺伝学的な研究
で，Ia bHLH転写因子および IIIb bHLH転写因子からなるモジュール（以下，Ia-IIIb 

bHLH転写因子モジュール）が，多少の形成メカニズムの違いはあるものの，シロイ
ヌナズナの場合と同様に気孔形成に重要な役割を果たすことが示されている (Liu et 

al., 2009; Serna, 2011; Raissig et al., 2016; Raissig et al., 2017; Wang et al., 2019; Wu et al., 

2019) ．一方で，水中という環境に適応したことで二次的に気孔を喪失した単子葉植
物であるアマモ（Zostera marina L.）のゲノムが解読され，SPCH，MUTE，FAMAを含
む多くの気孔形成関連遺伝子が失われていることが明らかとなった (Olsen et al., 

2016) ．以上のことから，維管束植物の気孔形成にはこうした Ia-IIIb bHLH転写因子
モジュールを介した遺伝子発現調整メカニズムが必要であると考えられている． 

 

3. 植物の進化と気孔形成 
陸上植物は約４億 8000万年前（カンブリア紀）に陸上へと進出したと考えられている
（図 2） (Delwiche and Cooper, 2015; Harris et al., 2022) ．陸上植物は形態学的には維管
束をもたない非維管束植物（non-vascular plants，前維管束植物を含む）と維管束を獲
得した維管束植物（vascular plants, Tracheophyta）に大別される．前維管束植物は絶滅
しているため，現生の非維管束植物はコケ植物（Bryophyta）のみである．最近の分子
系統解析の結果は，非維管束植物（＝コケ植物）と維管束植物が姉妹群であることを
支持している．コケ植物はさらにタイ類（苔類），セン類（蘚類），ツノゴケ類に大別
される．当初，胞子の化石記録等からコケ植物３系統の中でタイ類が最も早く分岐し
た基部系統であり，コケ植物は側系統群であると考えられてきたが，最近の分子系統
解析の多くがコケ植物の単系統性を支持している．さらに，セン類とタイ類が姉妹群
であり，セン類とタイ類の共通祖先がツノゴケ類と分岐したことを支持しており，こ
れが現時点で最も有力な説だと考えられている (Edwards et al., 1995; Wellman et al., 
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2003; Wickett et al., 2014; Puttick et al., 2018; One Thousand Plant Transcriptomes Initiative, 

2019; Li et al., 2020; Harris et al., 2022) ．種子植物が二倍体である胞子体（sporophyte）
世代優占の生活環を有する一方で，コケ植物は緑藻類などと同様に一倍体である配偶
体（gametophyte）世代優占の生活環をもつ． 

過酷な陸上環境への適応のために陸上植物はさまざまな種類の組織・細胞種を獲得
したが，中でも特に重要な要素のひとつが，ガス交換のための組織である気孔の獲得
である（図 2）．４億 3200万年前の地層から発見された前維管束植物 Cooksonia 

barrandeiは胞子体の表皮に気孔を有していたことが示されている (Vatén and 

Bergmann, 2012; Libertín et al., 2018) ．コケ植物タイ類を除き，現生の陸上植物のほと
んどが気孔を有しているため，陸上植物の共通祖先で気孔が獲得され，タイ類が二次
的に気孔を喪失したとする説が最も有力である．現生の陸上植物はすべて胞子体に気
孔を有するが，４億 1000万年前の地層から発見される前維管束植物（リニア植物）の
一種である Aglaophyton や Horneophytonでは配偶体において気孔様の構造が観察され
る (Kerp et al., 2004; Taylor et al., 2005; Kerp, 2018)．気孔が陸上植物において胞子体特
有の組織であったかどうかについては議論の余地がある． 

 近年，セン類のモデル植物として利用されているヒメツリガネゴケ（Physcomitrium 

patens (Hedw.) Mitt.）を用いた研究により，セン類の気孔形成メカニズムの一端が明ら
かとなった（図 1） (Caine et al., 2016; Chater et al., 2016; Rensing et al., 2020) ．セン類
には Ia bHLH転写因子をコードする SMF（SPCH, MUTE, and FAMA-like）遺伝子が２つ
保存されており（PpSMF1および PpSMF2），このうち ppsmf1変異体で気孔が形成され
なくなることが報告された．また，４つある IIIb bHLH遺伝子（PpSCRM1, PpICE2–

4）のうち，ppscrm1単独変異体では気孔が形成されなくなる．Ia bHLH転写因子
（PpSMF1）と IIIb bHLH転写因子（PpSCRM1）の相互作用はヒメツリガネゴケにお
いても保存されているため，被子植物の気孔形成と同様，セン類においても Ia-IIIb 

bHLH転写因子モジュールによって気孔形成が制御することが示唆された (Chater et 

al., 2016)．また，被子植物において気孔密度を制御するペプチドをコードする
EPIDERMAL PATTERNING FACTOR（EPF）やその受容体をコードする TOO MANY 

MOUTH（TMM），ERECTAのオルソログもヒメツリガネゴケにおいて気孔形成を制御
することが報告された (Caine et al., 2016)．セン類と被子植物の気孔形成メカニズムが
共通しているため，陸上植物の気孔が単一起源であることが支持される (Vatén and 

Bergmann, 2012; Ligrone et al., 2012) ． 
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前述の通り，現生のすべてのタイ類には気孔が存在しない．二次的に気孔を喪失し
た植物のゲノム解析などの研究例を元に，タイ類では気孔の喪失とともに Ia bHLH遺
伝子などの気孔形成特異的な遺伝子は失われたと考えられていた． 

 

4. タイ類のモデル植物ゼニゴケ 
ゼニゴケ（Marchantia polymorpha L. subsp. ruderalis Bischl. & Boissel.-Dub.）はタイ類に
属するコケ植物であり，19世紀から今日に至るまで詳細な形態観察が行われてきた 

(Mirbel, 1835; Durand, 1908; Bowman, 2013; Bowman, 2016; Shimamura, 2016; Bowman et 

al., 2022) ．体細胞由来の無性芽（gemma）による無性生殖が植物体の継代に有用であ
る点，アグロバクテリウムによる形質転換法が確立されている点などから，近年タイ
類のモデル植物として広く利用されている (Bowman et al., 2016; Ishizaki et al., 2016) ．
さらに，相同組換えや CRISPR/Cas9を利用した遺伝子破壊株の作出やレポーター遺伝
子を使った解析など，現代的な分子遺伝学的手法が開発・導入され，様々な遺伝学的
な解析が行われるようになった (Ishizaki et al., 2013; Sugano et al., 2014; Ishizaki et al., 

2015; Sugano et al., 2018) ．種子植物が二倍体である胞子体世代優占の生活環をもつ一
方で，コケ植物は一倍体である配偶体世代優占の生活環をもつため，遺伝子破壊を行
った当代で表現型を観察することができるという利点がある． 

 

5. ゼニゴケの組織と生活環 
以下，ゼニゴケの組織と生活環について解説する（図 3） (Durand, 1908; Shimamura, 

2012; Shimamura, 2016) ．一倍体の胞子（spore）が発芽すると胞子発芽体（sporeling）
が形成される．胞子発芽体の頂端細胞（apical cell）と呼ばれる幹細胞周辺では盛んに
細胞分裂が起こり，分化した細胞が切り出され，組織・器官の形成が進むことで葉状
体（thallus）ができる．葉状体には明確に背腹性がある．背面には光合成とガス交換
を行う気室（air chamber）や無性芽を生み出すための杯状体（はいじょうたい；
gemma cup）が形成される．腹面には腹鱗片（ふくりんぺん; ventral scale）や，通水を
担う有紋仮根（ゆうもんかこん; pegged rhizoid），葉状体を支えるための平滑仮根（へ
いかつかこん; smooth rhizoid）などの組織が形成される．無性芽は杯状体底部の表皮１
細胞に由来するクローン体であり，杯状体内部に無数に作り出される．杯状体内部の
無性芽は休眠状態にあるが，杯状体外部に出て吸水および光を受容することにより発
芽し，一つ一つの無性芽が新たな葉状体（gemmaling）となる．葉状体は，長日条件，
遠赤色光の照射によって生殖成長相へ移行する．ゼニゴケは雌雄異株であり，X染色
体（一倍体世代優占の生物では U染色体と呼ぶことが提唱されている [Hisanaga et al., 
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2019]）をもつ雌株と，Y染色体（同 V染色体）をもつ雄株が，それぞれ雌器托（しき
たく; archegoniophore）と雄器托（ゆうきたく; antheridiophore）と呼ばれる傘状の構造
をつくる．雌器托の先には指状の雌器床（しきしょう; archegonial receptacle）が，雄器
托の先には円盤状の雄器床（ゆうきしょう; antheridial receptacle）が形成される．雌器
床の指状突起の下には卵細胞（egg cell）を内包する造卵器（archegonium）がつくら
れ，雄器床の内部には精子（sperm）を産生するための造精器（antheridium）がつくら
れる．雄器床の周縁部から新しい造精器が作られるため，周縁部から中心部に向かっ
て発生段階の異なる造精器が観察される．雄器床の上に水を垂らすと精子が採取で
き，精子を含む水を雌器床にかけることで造卵器内部に精子が泳いで侵入し，受精す
る．受精してできた二倍体の接合子（zygote）は細胞分裂と細胞分化を繰り返し，多
細胞の胞子体を形成する．タイ類の胞子体は，その他の陸上植物と異なり，頂端細胞
をもたないことで特徴付けられる (Ligrone et al., 2012) ． 

 成熟したゼニゴケの胞子体は足（あし; foot），蒴柄（さくへい; seta），胞子嚢（ほう
しのう; sporangium or capsule）という３つの器官・組織からなる単純な構造をとる（図
4）．雄性前核と雌性前核の融合により生じた二倍体の接合子は，はじめに上下に非対
称分裂する．この時点で細胞運命は決定されており，基部側の細胞（hypobasal cell）
は足と蒴柄，末端側の細胞（epibasal cell）は胞子嚢になるとされている．その後
epibasal cell由来の細胞が並層分裂することで内側の細胞群と外側群が形成される．内
側の細胞群（エンドセシウム; endothecium）は胞原組織（ほうげんそしき; sporogenous 

tissue）となり，外側の細胞群（アンフィセシウム; amphithecium）は蒴壁（さくへき; 

capsule wall）となる．胞原組織の細胞からは，一対の弾糸母細胞（elater mother cell）
と胞原細胞（sporogenous cell）が分裂・分化する．弾糸母細胞は細胞伸長して，死細
胞で特徴的な細胞壁の肥厚を伴った弾糸（elater）となる．一方で胞原細胞は４回から
５回細胞分裂し，胞子母細胞（spore mother cell）を形成する．胞子母細胞は減数分裂
をして胞子四分子（spore tetrads）となり，胞子四分子が分裂して胞子ができる．胞子
が形成される頃には蒴壁細胞の細胞壁が螺旋状に肥厚する．一方で，hypobasal cellか
ら足と蒴柄が分化することはわかっているが，いつどのように分化するかはよくわか
っていない．足は胞子体と配偶体の接続および栄養輸送を担い，配偶体側に細胞壁が
肥厚する．蒴柄は胞子の成熟後に細胞伸長をする組織であり，胞子嚢を配偶体由来の
保護器官の外に押し出すことで胞子嚢の裂開を促し，胞子散布を助ける役割がある
（図 5）．蒴柄は細胞伸長後すぐに乾燥し，枯死する．配偶体由来の保護器官は胞子体
側からカリプトラ（calyptra），偽花被（ぎかひ; pseudoperianth），苞膜（ほうまく; 

involucre）と呼ばれるが，カリプトラと偽花被は受精後のみにつくられる器官であ
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る．胞子嚢の裂開後，胞子は弾糸の乾湿運動により散布される．生殖成長相への転換
から胞子採取までは最短で２ヶ月ほどである． 

 

6. ゼニゴケの遺伝的冗長性と進化発生学的研究 
2017年に Bowmanらによってゼニゴケの全ゲノム構造が解明された (Bowman et al., 

2017) ．これによりゼニゴケには，陸上植物の発生に関わる転写因子や植物ホルモン
関連因子，シグナル伝達系を制御するタンパク質をコードする遺伝子がほぼ全て保存
されており，それらの遺伝的冗長性が非常に低いことが明らかとなった．シロイヌナ
ズナやイネなどのモデル植物では遺伝的冗長性が高いが故に遺伝学的解析が困難だっ
た遺伝子群について，ゼニゴケを利用すれば発生学的な解析が容易になる例が多い 

(Bowman et al., 2017; Romani and Moreno, 2021)． 

ゼニゴケは陸上植物の進化発生学的な研究のモデルとして利用されている．維管束
植物の組織は複雑な制御ネットワークを経て形成されるが，de novoの転写因子の獲得
により遺伝子調節ネットワークが新たに構築されたというよりも，既存の転写制御ネ
ットワークの転用（co-option）もしくは遺伝子の重複による転写因子の機能分化もし
くは新規機能獲得（neofunctionalization）によるところが大きいと考えられている 

(Pires and Dolan, 2010b) ．実際に，ゼニゴケを用いた研究でその一端が明らかとなって
いる．シロイヌナズナで根毛の形成に関与する bHLH型転写因子である RSL class Iが
ゼニゴケの仮根形成に関与する例，VIIIa bHLH転写因子がシロイヌナズナとゼニゴケ
において生殖成長の鍵転写因子となっている例，シロイヌナズナの精細胞分化に必要
な R2R3-MYB型転写因子 DUO1がゼニゴケにおいて精子形成に重要な役割を果たして
いる例，miRNA156/529-SPL転写因子モジュールがシロイヌナズナ胞子体およびゼニ
ゴケ配偶体で成長相転換を制御する例，シロイヌナズナで腋芽形成を制御する R2R3-

MYB型転写因子 RAXのゼニゴケにおけるオルソログ（GCAM1）がゼニゴケでは無性
芽形成を制御する例などが報告されており，遺伝子調節ネットワークの転用が示唆さ
れている (Proust et al., 2016; Higo et al., 2018; Yamaoka et al., 2018; Tsuzuki et al., 2019; 

Yasui et al., 2019) ．陸上植物の進化における遺伝子発現調節ネットワークの進化を理
解する上で，ゼニゴケは有用なモデルになる． 

 

7. 本研究の目的 
これまで，気孔をもたないタイ類は気孔形成を制御する因子を喪失していると考えら
れていた．本研究では，気孔形成を制御する Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールに着目
し，モデルタイ類ゼニゴケを対象として進化発生学的な解析を行った．陸上植物の
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bHLH型転写因子の分子系統解析の結果から，ゼニゴケは気孔をもたないものの，Ia 

bHLH転写因子および IIIb bHLH転写因子をコードする遺伝子がゲノム中に存在するこ
とが示された．また，公開されている組織別のトランスクリプトームデータの再解析
によって，ゼニゴケの Ia bHLHおよび IIIb bHLH遺伝子は若い胞子体で高発現するこ
とが明らかとなった．これらのことから，ゼニゴケには気孔形成を制御するためのメ
カニズムと同等のものが存在し，胞子体組織の形成を制御している可能性が考えられ
た．本研究では Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールのゼニゴケにおける機能を解明し，
気孔をもたない植物における気孔形成制御因子の役割と進化を明らかにすることを目
的とした． 
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結果 

1． ゼニゴケにおける Ia bHLH転写因子の機能 

 

1.1 MpSETAは bHLH subfamily Iaに属する唯一の転写因子である 

先行研究により，ゼニゴケには SMF遺伝子のオルソログは存在しないものの，
subfamily Iaに属する bHLH型転写因子は存在する可能性が示唆されていた (Chater et 

al., 2017; Bowman et al., 2017; Flores-Sandoval et al., 2018; Harris et al., 2020)．ゼニゴケに
Ia bHLH転写因子が存在するかどうかを再確認するために，シロイヌナズナの
AtFAMAのアミノ酸配列を用いて，ゼニゴケのプロテオームデータに対して BLAST

検索を行ったところ， MpBHLH35（Mp2g04160）がヒットした．MpBHLH35遺伝子
を，蒴柄への特異的な遺伝子発現（後述）に基づいてMpSETAと命名した． 

 InterProや NCBI BLASTを用いたドメイン解析から，MpSETAは bHLHドメイン
と，C末端側には ACT-likeドメイン（特に Ia bHLH転写因子の ACT-likeドメインは
SMFドメインとよばれる [MacAlister and Bergmann, 2011]）を保持すると予測された
（図 6A）．ACT-likeドメインは，植物の bHLH型転写因子のうち 3分の１がもつとさ
れるドメインで，タンパク質間相互作用に重要であることが示唆されている (Feller et 

al., 2006; Peterson et al., 2010; MacAlister and Bergmann, 2011; Lu et al., 2020; Seo et al., 

2022)． N末端領域のアミノ酸配列は Ia bHLH転写因子間では保存されていないが，
IUPred3で天然変性領域（IDR, intrinsic disordered region）を予測した結果，MpSETAの
N末端側に IDRが予測された（図 6B）．また，AtSPCHに見られる PESTドメイン
（リン酸化されることでタンパク質の分解を指示するドメイン [MacAlister and 

Bergmann, 2011] ）はMpSETAには存在しなかった．Alphafold2を用いてMpSETAの
立体構造を解析したところ， bHLHドメインは典型的な helix-loop-helixを形成し，
SMFドメインは典型的な ACT-likeドメイン構造をとっていることから，MpSETAは機
能的な bHLH型転写因子であることが示唆された（図 6C）．  

 MpSETAと他の植物種の Ia bHLH転写因子を比較するため，様々な植物のタンパク
質データベースからアミノ酸配列を取得し，MAFFTにより bHLHドメインと SMFド
メインのアミノ酸配列アラインメントを行った（図 7）．bHLHドメイン中の E-boxの
結合に重要なアミノ酸と二量体化に重要なアミノ酸はMpSETAでも高度に保存されて
いたが，その他のアミノ酸配列の類似性は他と比べると低かった（図 7A）．AtFAMA

は AtRBR1と相互作用して気孔の形成を制御することが知られている (Lee et al., 2014; 

Matos et al., 2014) ．RBRとの相互作用に重要である LxCxEモチーフは AtFAMA，
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PpSMF1，PpSMF2で保存されているが，MpSETAには存在しなかった．SMFドメイ
ンの全体的なアミノ酸配列の類似性は低かったが，アミノ酸の性質は保存されている
場合が多かった（図 7B）． ACT-likeドメインのアミノ酸配列はオルソログ間でも保存
されていない場合が多く，機能には立体構造が重要であると考えられる (Feller et al., 

2006)． 

 MpSETA/MpBHLH35がゼニゴケにおける唯一の Ia bHLH転写因子であるとの報告が
ある一方で (Chater et al., 2017; Bowman et al., 2017)，MpBHLH36（Mp2g04180），
MpBHLH37（Mp2g04200），MpBHLH50（Mp2g04190）も FAMA-likeであるとする報
告も存在する (Flores-Sandoval et al., 2018)．また，ゼニゴケにはそもそも Ia bHLH転写
因子は存在しないとした報告もあり (Ran et al., 2013; Qu et al., 2017) ，ゼニゴケにおけ
る Ia bHLH転写因子の有無はこれまで不明確であった．これまでの系統解析には主に
bHLHドメインの配列のみが用いられていたため，解析に用いた配列が短く，精度が
低かった可能性が考えられた．そこで，bHLHドメインおよび SMFドメインの配列を
使用して改めて分子系統解析を行ったところ，Ia bHLH転写因子に分類されるのは
MpSETA/MpBHLH35のみであることがわかった（図 8）．MpBHLH36，37，50はすべ
て IIのクレードに属した．以下，ゼニゴケに存在する唯一の Ia bHLH転写因子とし
て，MpSETAの解析を行った． 

 興味深いことに，タイ類ゼニゴケ亜綱ミカヅキゼニゴケ（Lunularia cruciate (L.) 

Dumort. ex Lindb.）のドラフトゲノム (Linde et al., 2021) から，MpSETA様の部分配列
が取得された（LcSETA1および LcSETA2）（図 7,8）．bHLHドメインと SMFドメイン
のアミノ酸配列は，LcSETA1，MpSETA間で高度に保存されていた．ミカヅキゼニゴ
ケの全ての組織を含んだトランスクリプトームデータは現状存在しないので，
LcSETA1および LcSETA2が実際に発現し，タンパク質として機能するかどうかはさら
なる検証が必要ではあるが，Ia bHLH遺伝子は少なくともゼニゴケ亜綱のタイ類のゲ
ノムに保存されていると結論づけた． 

 

1.2 MpSETAはシロイヌナズナmute変異体および fama変異体の表現型を部分的に
レスキューする 

MpSETAのアミノ酸配列は多様化しているため，他の Ia bHLHと同様の機能を担って
いるかどうかは不明だった．したがって，ゼニゴケの Ia bHLH転写因子である
MpSETAが，被子植物シロイヌナズナにおいて AtSPCH，AtMUTEおよび AtFAMAの
機能を代替できるかどうかを調べた．MpSETAを AtSPCH，AtMUTE，AtFAMAのプロ
モーター制御下で発現するコンストラクトを，それぞれ spch-3変異体，mute-2変異
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体，fama-1変異体に導入した．T3まで世代を回して分離比を確認して導入した遺伝子
を１遺伝子ホモにもつ系統を選抜し，T4の植物体を観察に用いた．低温処理解除後 9

日目の子葉背軸側の表皮細胞を共焦点レーザー顕微鏡で観察した． 

 AtMUTEを欠損した T-DNA挿入変異体 mute-2変異体では GMCに分化できず発生が
停止したメリステモイドが観察されるが (Pillitteri et al., 2007; Pillitteri et al., 2008)，
MpSETAを発現する mute-2（proAtMUTE:MpSETA mute-2）ではいくつかの気孔が観察さ
れた（図 9A）．proAtMUTE:MpSETA mute-2 #8-4では子葉 1枚（背軸側）あたり
2.67±1.56 個の気孔，proAtMUTE:MpSETA mute-2 #10-11では子葉 1枚（背軸側）あたり
2.33±1.72個の気孔が観察された（mean±s.d.; n = 12）．これらのラインでは，特に水孔
（排水組織付近にある気孔の一種）がよく観察された．これは AtMUTEプロモーター
活性が子葉の排水組織で高いことに影響されている可能性が考えられる (Pillitteri et al., 

2008)．proAtMUTE:MpSETA mute-2株は，mute-2変異体と比較すると植物体のサイズが
大きくなり，伸長した花茎が観察された（図 9B–D）．さらにMpSETAは fama-1の表
現型を一部相補することが明らかとなった．AtFAMAを欠損した T-DNA挿入変異体
fama-1は，GMCの対称分裂が一度で停止せずに複数の孔辺細胞様の構造からなる
「fama tumor」とよばれるキャタピラー様の構造体が観察される (Ohashi-Ito and 

Bergmann, 2006)．MpSETAを発現する fama-1（proAtFAMA:MpSETA fama-1）では，成熟
した気孔は観察されなかったものの，孔辺細胞系列の過剰な分裂が抑制された（図
10A,B）．proAtFAMA:MpSETA fama-1株の植物体は fama-1と同程度の大きさであった
（図 10C）．一方で，MpSETAを発現する spch-3（proAtSPCH:MpSETA spch-3）では，
spch-3変異体同様に気孔系列細胞は観察されなかったため，MpSETAは AtSPCHの機
能を代替することができないと考えられる（図 11）(MacAlister et al., 2007)． 

MpSETAがシロイヌナズナの気孔系列細胞の細胞分裂および細胞分化において部分
的に機能するというこれら一連のデータから，MpSETAが AtICE1および AtSCRM2と
相互作用する可能性が示唆された．酵母ツーハイブリッド法（Y2H, yeast two-hybrid 

assay）および BiFC法（bimolecular fluorescence complementation assay）により，
MpSETAは AtICE1および AtSCRM2と核内で相互作用することが明らかとなった（図
12）．以上の結果から，気孔のないタイ類由来のMpSETAは，アミノ酸配列は多様化
しているものの「真の」Ia bHLH転写因子であることが示された．  

 
 
1.3 MpSETAは発生過程にある蒴柄で高発現する 
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MpSETAがゼニゴケのどの器官で発現するか調べるために，ゼニゴケの９つの組織・
器官（胞子発芽体，雌雄の葉状体，雄器床，雌器床，造精器，造卵器，受精後 13日目
の若い胞子体，成熟した胞子体）のトランスクリプトーム解析のデータを再解析した
ところ，MpSETAは一倍体世代である配偶体ではほとんど発現しないが，二倍体世代
である胞子体優先的に発現し，特に若い胞子体で高発現することがわかった（図
13）．MpSETAが胞子体で機能することが考えられたため，胞子体に着目し解析を行っ
た． 

 MpSETAの詳細な発現パターン解析のために，先行研究で記載された特徴的な発生
イベントに基づいてゼニゴケ野生型の胞子体の発生過程を以下の 10ステージに分類し
た（図 14A） (Durand, 1908; Shimamura, 2016; Hisanaga et al., 2021)：(I) epibasal cell（将
来足と蒴柄を形成する細胞，上側）と hypobasal cell（将来胞子嚢を形成する細胞，下
側）に非対称分裂した 2細胞期，(II) 4細胞もしくは 8細胞期，(III) hypobasal cell由来
の細胞群が内側（エンドセシウム，将来胞原組織に分化）と外側（アンフィセシウ
ム，将来蒴壁に分化）に分化した初期球状胚期，(IV) 組織分化が不明瞭な後期球状胚
期，(V) 胞原組織，蒴柄，足が分化した胞原組織期，(VI) 弾糸母細胞（弾糸の前駆
体）および胞原細胞（胞子母細胞の前駆体）が分化した胞原細胞期，(VII) 胞子母細胞
期，(VIII) 減数分裂後の胞子四分子期，(IX) 成熟した胞子体（蒴柄伸長前），(X) 成熟
した胞子体（蒴柄伸長後）．足および蒴柄は stage Vから stage IXの間で形成される
（図 14B）．stage VIIIの胞子体の蒴柄領域を観察したところ，形態学的に対称分裂が
盛んに行われている様子が確認できた（図 14C）．  

タイ類の胞子体の細胞分裂は不規則に起こるため，どの細胞がいつどのようにして
分裂するかは解剖学的な解析のみでは不明瞭であった (Durand, 1908; Kato and Akiyama, 

2005; Ligrone et al., 2012)．足および蒴柄領域における細胞分裂活性を調べるため，G2-

M期のレポーターである proMpCYCB;1:Dbox-GUS（内生のMpCYCB;1プロモーター制
御下でMpCYCB;1の N末端側のタンパク質分解に重要な Dboxに，核局在シグナル 

[NLS, nuclear localization signal] および GUS [β-glucuronidase]を付与したタンパク質を
発現するコンストラクト [Hernández-García et al., 2021]）を雌の野生型背景で作出し，
オス野生型と交配した F1胞子体を GUS染色して観察した（図 15）．Stage VIから
stage VIIIの胞子体において，足の領域では GUSのシグナルは検出されなかったもの
の，減数分裂前後の蒴柄領域では継続的に細胞分裂活性が検出された．MpCYCB;1は
減数分裂期の胞子で強く発現するため，全体が染色されて見えた．成熟した胞子体
（stage IX）では GUSのシグナルは検出されなかったため，蒴柄細胞の伸長前に細胞
分裂は停止していると考えられる．形態観察および細胞周期レポーターの解析から，



 
- 19 - 

縦に並んだ蒴柄細胞の列は，発生後期の胞子体において推定の「蒴柄母細胞（seta 

mother cell）」の数回の対称分裂により形成されることが示唆される． 

 MpSETAの組織レベルでの発現パターン解析のため，MpSETAのプロモーター（翻訳
開始点より上流4,194 bp）の制御下でGUSレポーターを発現する形質転換体
proMpSETA:GUSを作出した．作出した株を野生型と掛け合わせ，得られたF1個体から雌
雄を選抜し，同じ系統の雌雄株を揃えた上で発現解析を行った．作出された形質転換
株のGUS染色を行ったところ，stage IVのhypobasal cell由来の細胞群およびstage Vから
stage VIIの胞子体の蒴柄領域に特異的に発現が確認され，stage VIII以降の胞子体，足
や胞子嚢ではプロモーター活性は確認されなかった（図16A）．トランスクリプトーム
解析の結果は配偶体の組織ではMpSETAはほとんど発現しないことを示唆していた
が，発生過程にある造精器で特異的にプロモーター活性が検出された（図16B）．以
上の結果は，MpSETAが発生初期の蒴柄に発現し，蒴柄伸長というよりは蒴柄細胞形
成に寄与している可能性を示唆する． 

 

1.4 Mpsetako株は蒴柄を欠損する 

MpSETAの機能を明らかにするために，ジーンターゲティング法 (Ishizaki et al., 2013) 

を用いてノックアウト株を作出し，解析を行った．共同研究者の白川一助教（奈良先
端科学技術大学院大学）および松田頼子氏（京都大学大学院生命科学研究科）によ
り，MpSETAの bHLHドメインをコードする領域 485 bpを相同組換えによりハイグロ
マイシン耐性遺伝子カセット（proMpEF1α:hpt:ΔEn）に置換したMpseta

ko株が，独立に
２系統作出された（Mpseta-1

ko, Mpseta-2
ko）（図 17A）．得られた個体は全て雌株であっ

たため，野生型（Tak-1）と掛け合わせ，得られた F1個体から雌雄を選抜し，各系統で
雌雄を揃えた（図 17B,C）．semiquantitative RT-PCR（sqRT-PCR）により，受精後 21日
目の胞子体（stage VI–VII）におけるMpSETAの発現を確認したところ，野生型では
MpSETAの全長の mRNAが発現するが，Mpseta

ko株ではいずれもMpSETAの発現は検
出されなかった（図 17D）．proMpSETA:GUS株において，発生過程の造精器で GUSの
シグナルが検出されたが，Mpseta

ko株は配偶体世代（精子形成含む）において顕著な
表現型を示さなかった（図 18）．Mpseta

ko株の雄株と野生型の雌株は交配可能なので，
精子形成にも異常はないと思われる． 

 二倍体世代での表現型を確認するため，雌雄のMpseta
ko株を交配し得られた胞子体

を，野生型の胞子体と比較した．野生型とMpseta
ko株の成熟した胞子体の組織切片を

作製して観察したところ，Mpseta
ko株では伸長した蒴柄細胞が欠損していることが判

明した（図 19A,B）．胞子嚢全体の長さを SP，足から胞子嚢基部までの長さを SFとし
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て SF/SP比を定量したところ，野生型と比較してMpseta
ko株では有意に減少していた

（図 19C）．蒴柄領域にある細胞数の定量を行ったが，野生型と比較してMpseta
ko株で

は有意に減少していた（図 19D）．より早いステージの胞子体の表現型の詳細な観察か
ら，Mpseta-1

koにおける蒴柄の欠損は，「蒴柄母細胞」と思われる細胞が観察される最
も早いステージである stage VIですでに見られるということがわかった（図 20A）．
Mpseta-1

koでは正常な蒴柄細胞が喪失しているにもかかわらず，胞子や他の胞子体組織
は正常に形成された（図 19,20B）．蒴柄は足から胞子嚢への栄養輸送も担っていると
考えられているが，蒴柄を喪失しても胞子は形成されることから，Mpseta-1

koにおいて
足から胞子嚢への有機および無機栄養の輸送は行われていると考えられる．以上の結
果から，Mpseta

ko株では推定される「蒴柄前駆細胞（seta precursor cell）」から蒴柄母細
胞への細胞分裂もしくは細胞分化に異常があり，蒴柄母細胞が生じない影響でそれに
続いて起こる対称分裂による蒴柄細胞の生産が起こらなくなることが示唆される． 

野生型とMpseta
ko株の受精後１ヶ月の雌器床を観察した．野生型では胞子の成熟後

に蒴柄細胞が細胞伸長することで胞子嚢がカリプトラ，偽花被を破り苞膜の外に露出
するが，Mpseta

ko株では胞子が成熟しているにも関わらず胞子嚢がカリプトラの中に
埋まったままであった（図 21）．胞子体はカリプトラおよび偽花被に完全に包まれて
生育するため，蒴柄細胞の伸長により胞子嚢がカリプトラや偽花被を破らない限り胞
子の飛散は起こらない (Shaw and Renzaglia, 2004)．遺伝学的相補性実験のために，
MpSETAの翻訳開始点より上流 4,194 bpからMpSETAの終止コドンまでのゲノム断片
（6,472 bp）をMpseta-1

ko株の雌株に導入した形質転換体（gMpSETA Mpseta-1
ko）を作

出した．これをMpseta-1
ko株の雄株と交配し，F1から gMpSETA Mpseta-1

koの雄株を確
立した．gMpSETA Mpseta-1

koの雌雄を交配して得られた胞子体では正常な蒴柄が形成
され，SF/SP比ならびに蒴柄領域の細胞数も野生型と同程度まで回復した（図 19）．さ
らに，gMpSETA Mpseta-1

koでは野生型同様に胞子嚢の苞膜の外への露出を確認できた
（図 21）．このことから，Mpseta

ko株の各系統で見られた，成熟した胞子嚢が外に現れ
ないという表現型は，MpSETAを欠損し，正常に蒴柄細胞が形成されなくなったこと
に起因するものであるということが確認された． 

次に，AtMUTEおよび AtFAMAがゼニゴケにおいてMpSETAの機能を代替できるか
どうか検証した．内生のMpSETAプロモーター制御下で AtMUTEもしくは AtFAMAを
発現するコンストラクトをMpseta-1

ko株の雌株に導入した形質転換体
（proMpSETA:AtMUTE Mpseta-1

ko♀もしくは proMpSETA:AtFAMA Mpseta-1
ko♀）を作出

し，それぞれMpseta-1
ko株の雄株と交配して得られた胞子体を観察した．成熟した F1

胞子体の蒴柄は，いずれもMpseta-1
koと同様欠損していた（図 22A,B）．また，
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AtMUTEもしくは AtFAMAを発現するMpseta-1
koでは，いずれもMpseta-1

koと同様，
胞子が成熟しているにも関わらず胞子嚢がカリプトラの中に埋まったままであった
（図 22C）．これらの結果は，AtMUTEおよび AtFAMAがゼニゴケにおいてMpSETA

の機能を担うことができないことを示している． 

 

1.5 葉状体におけるMpSETAの発現抑制 

胞子体で特異的に発現する遺伝子は配偶体世代で発現しないようさまざまなエピジェ
ネティック修飾によって発現抑制されている．エピジェネティック修飾を担うタンパ
ク質をコードする遺伝子の変異体において，配偶体組織で胞子体様の組織が発達す
る，あるいは胞子体特異的遺伝子が発現するようになる例や，胞子体特異的な転写因
子の配偶体における発現誘導により胞子体様組織が形成される例などが報告されてい
る (Okano et al., 2009; Flores-Sandoval et al., 2016; Horst et al., 2016; Dierschke et al., 

2021)．逆に，胞子体で抑制型エピジェネティック修飾が起こらなくなった場合，胞子
体自体は発達するが（組織形成に異常があるかどうかは不明），胞子が発芽できなくな
るという表現型が見られることが最近報告された (Montgomery et al., 2022)．胞子体特
異的に発現する TALE型ホメオドメイン転写因子をコードするMpKNOX2やMpBELL1

は，抑制ヒストンマークである H3K27me3によって配偶体では発現抑制されている
が，H3K27me3修飾酵素であるMpE(z)の発現抑制株（proEF1:XVE>>amiR-

MpE(z)
SkMIR166）では葉状体で発現するようになり，形態異常を引き起こす (Flores-

Sandoval et al., 2016; Dierschke et al., 2021; Hisanaga et al., 2022)．MpSETAは野生型の葉
状体では発現が抑制されており，MpSETA遺伝子座周辺には H3K27me3が濃縮してい
る（https://marchantia.info/MpTak_v6.1/Mp2g04160/）．10日目の無性芽発芽体のMpE(z)

の発現抑制株の β-estradiol添加処理後 3 h，6 h，9 h，24 h，48 hのトランスクリプトー
ムデータ（GEO Series accession number GSE147756）を再解析したが，いずれの条件で
もMpSETAは葉状体では発現していなかった．ただし，この実験では生物学的反復が
それぞれ１回ずつであることに注意が必要である．また，DNAメチル化（CpGメチル
化）を DNA複製時に維持するシトシンメチルトランスフェラーゼであるMpMETを
コードする遺伝子の変異体（Mpmet）についても同様に葉状体トランスクリプトーム
の再解析を行った (Ikeda et al., 2018)．解析により，Mpmet-3では 4,503，Mpmet-4では
196の発現変動遺伝子が検出された（FDR < 0.01）．しかし，Mpmet変異体において
MpSETAの発現は変動していなかった．これらの結果は，MpKNOX2やMpBELL1とは
異なり，MpSETAは葉状体組織では複数のエピジェネティック修飾によって抑制され



 
- 22 - 

ており，いずれか一つを解除されても発現するようにはならないという可能性を示唆
している．  
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2． ゼニゴケにおける Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールの機能 
 

2.1 ゼニゴケにおける IIIb bHLH転写因子の同定 

陸上植物において，Ia bHLH転写因子と IIIb bHLH転写因子が相互作用することが知
られている (Kanaoka et al., 2008; Chater et al., 2016; Wu et al., 2019)．第 1章において，
MpSETAがシロイヌナズナの IIIb bHLH転写因子である AtICE1および AtSCRM2と相
互作用しうることが示された（図 12）．そこで，本章ではゼニゴケにおける IIIb bHLH

転写因子の機能を解析した．まず，ゼニゴケにおける IIIb bHLH転写因子を同定し
た．IIIb bHLH転写因子がゼニゴケに存在するかどうか調べるために，AtICE1のアミ
ノ酸配列をクエリとして BLAST検索を行ったところ，MpBHLH16（Mp4g04910）お
よびMpBHLH17（Mp4g04920）という，コードする遺伝子がゲノム上で隣接する２つ
の bHLH転写因子がヒットした．得られた配列をMAFFTによりアラインメントし，
保存されたドメインのアミノ酸配列を用いて分子系統解析を行った結果，MpBHLH16

とMpBHLH17がともに IIIb bHLH転写因子であることがわかった（図 23）．以下，
MpBHLH16遺伝子をMpICE1，MpBHLH17をMpICE2と命名し，解析を行った．
InterProや NCBI BLASTを用いたドメイン解析および Alphafold2による立体構造予測
から，MpICE1およびMpICE2は bHLHドメインおよび ACT-likeドメインをもつこと
が明らかとなった（図 24）．IIIb bHLH転写因子の bHLHドメインと ACT-likeドメイ
ンはともに，Ia bHLH転写因子と比較するとアミノ酸配列が高度に保存されており，
進化速度が遅いことがわかった（図 23,25D,E）．IIIb bHLH転写因子は気孔発生以外に
もさまざまな生命現象の制御に関与しているため，より高い選択圧がかかっているも
のと推測される (Chinnusamy et al., 2003; Xing et al., 2013; Denay et al., 2014; Ohta et al., 

2018; MacGregor et al., 2019)．シロイヌナズナにおいて，AtICE1/AtSCRMは bHLHド
メインの N末端側にMAPキナーゼ（AtMPK3および AtMPK6）と直接相互作用する
モチーフ（KiDoKモチーフ, MAPK docking and KRAAM motif）をもつことが報告され
ている (Li et al., 2017; Putarjunan et al., 2019)．アミノ酸配列のアラインメントの結果，
ゼニゴケではMpICE2のみが KiDoKモチーフをもっていることがわかった（図
24,25）．MpICE1と異なり，MpICE2はMAPKと直接結合し，リン酸化等の制御を受
けることが示唆される．すなわち，MpICE1とMpICE2がMAPKによって異なる制御
を受ける可能性を示唆しており，両者のタンパク質レベルでの機能分化も考えられ
る．コケ植物の IIIb bHLH転写因子とシロイヌナズナの IIIb bHLH転写因子を比較する
と，コケ植物の IIIb bHLH転写因子に高度に保存された機能未知のモチーフが２つ発
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見された（図 25A,B）．さらなる解析が必要ではあるが，コケ植物と維管束植物の IIIb 

bHLH転写因子が機能分化していることが示唆される．タイ類ミカヅキゼニゴケのド
ラフトゲノムデータから，IIIb bHLH転写因子をコードする遺伝子が２つ見つかった
（LcICE1および LcICE2）（図 23,25）．興味深いことに，LcICE1と LcICE2はMpICE1

とMpICE2同様，ゲノム上で隣接していた．また，KiDoKモチーフは LcICE1のみに
保存されていることから，LcICE1および LcICE2も機能分化している可能性が示唆さ
れる． 

 

2.2 MpICE2は発生過程の胞子体で高発現する 

 公開されている組織別 RNA-seqデータの再解析から，MpICE1およびMpICE2の発
現プロファイルを調べた（図 26）．MpICE1の発現量がどの組織でもほぼ一定であるの
に対して，MpICE2はMpSETA同様，受精後 13日目の若い胞子体（stage IIIから stage 

IVと推定される）で高発現することがわかった．Stage IIIから IVの胞子体では，「蒴
柄前駆細胞」の細胞分裂および細胞分化が行われているステージであると考えられ
る．したがって，MpICE1というよりもMpICE2が優先的にMpSETAと協調的に蒴柄
分化に関わるという作業仮説を立てた． 

 MpICE2の発現組織の解析を行うために，MpICE2のプロモーター（翻訳開始点の上
流 3,060 bp）制御下で，Citrine（YFP, yellow fluorescent protein, の一種），GUSおよび
NLSの融合タンパク質を発現する形質転換体 proMpICE2:Citrine-GUS-NLSを作出した．
栄養成長相の配偶体組織では，葉状体のメリステム，メリステム付近の表皮細胞，中
肋（midrib，通水組織である有紋仮根が通っている）で GUSのシグナルおよび Citrine

の蛍光が観察された（図 27A,B）．生殖成長相の配偶体では，造精器および雌器床全体
で発現が確認された（図 27C,D）．胞子体について，stage IVと Vでは胚全体，stage 

VIから VIIIでは特に足と蒴柄，stage IXでは足のみで GUSのシグナルが検出された
（図 27E）．MpICE2は発生過程の蒴柄で発現しており，これは作業仮説と矛盾しな
い． 

 

2.3 MpICE2はMpSETAと相互作用して蒴柄形成を制御する 

ゼニゴケでも他の植物種と同様に，Ia bHLH転写因子と IIIb bHLH転写因子が相互作
用するかどうかを検証するため，MpSETAとMpICE2とのタンパク質相互作用を Y2H

法で確認した．その結果，MpSETAはMpICE2と相互作用することが明らかとなった
（図 28A）．さらに，BiFC法により相互作用を検証したところ，ベンサミアナタバコ
（Nicotiana benthamiana Domin）の表皮細胞で YFP蛍光が確認され，DAPIにより染色
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された細胞核とマージしたことから，MpSETAおよびMpICE2が核内で相互作用する
ということがわかった（図 28B）．  

 MpICE2のゼニゴケにおける機能を調べるために，ゲノム編集技術 CRISPR/Cas9シ
ステムを利用して変異体を作出した (Sugano et al., 2014; Sugano et al., 2018)．共同研究
者である Jeanne Loue-Manifel博士（リヨン高等師範学校）および Yen-Ting Lu博士
（エディンバラ大学，現・奈良先端科学技術大学院大学）によって２つの独立した
Mpice2ゲノム編集変異体が作出された（Mpice2-2

geおよびMpice2-6
ge）（図 29A）．そ

れぞれ雄株で作出され，野生型の雌と交配して得られた F1胞子発芽体から Cas9を含
む T-DNAを保持しない雌雄のMpice2

ge変異体が選抜され，これらを解析に用いた．
Mpice2-2

ge変異体は bHLHドメインの DNA結合に重要と予測されるアミノ酸に置換が
あり，Mpice2-6

ge変異体は bHLHドメインの C末端以降と ACT-likeドメインの全てを
含む領域の欠損を生じるフレームシフト変異をもつ（図 29B）．これらMpice2

ge変異
体における胞子体の表現型を観察するために組織切片を作製したところ，蒴柄が正常
に形成されていないことが明らかとなった（図 30A,B）．Mpice2

ge変異体では SF/SP

比，蒴柄領域の細胞数がともに野生型よりも有意に減少していた（図 30C,D）．蒴柄領
域の細胞数については，Mpice2-2

ge変異体の方がMpice2-6
ge変異体よりも多かった（図

30D）．これは，Mpice2-2
ge変異体の予測される翻訳産物が bHLHドメインの 2アミノ

酸置換であり，Mpice2-6
ge変異体と比較すると部分的に機能する可能性があるためで

あると考えられる．いずれのMpice2
ge変異体でも配偶体由来の保護器官の外に胞子嚢

が押し出されないという，Mpseta
ko株と同様の表現型が観察された（図 31）．Mpice2

ge

単独変異体がMpseta
ko株とほぼ同じ表現型を示すことから，MpICE1とMpICE2は少

なくとも蒴柄形成においては冗長的に機能していないと考えられる．また，遺伝学的
相補性実験のために，MpICE2の翻訳開始点より上流 3,060 bpからMpICE2の終止コ
ドンまでのゲノム断片（6,134 bp）をMpice2-6

ge変異体の雌株に導入した形質転換体
（gMpICE2 Mpice2-6

ge）を作出した．これをMpice2-6
ge変異体の雄株と交配し，F1か

ら gMpICE2 Mpice2-6
geの雄株を確立した．gMpICE2 Mpice2-6

geの雌雄を交配して得ら
れた胞子体では正常な蒴柄が形成され，SF/SP比ならびに蒴柄領域の細胞数も野生型
と同程度まで回復した（図 30）．さらに，gMpICE2 Mpice2-6

geでは野生型同様に胞子
嚢の苞膜の外への露出を確認できた（図 31）．以上の結果から，MpSETA-MpICE2ヘ
テロ二量体（Ia-IIIb bHLH転写因子モジュール）がゼニゴケの蒴柄形成に重要な役割
を担うことがわかった． 

 

2.4 MpICE1およびMpICE2はシロイヌナズナでは機能しない 
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次に，MpICE2が，proAtMUTE:MpSETAの導入による mute-2変異体の気孔における表
現型のレスキューをさらに促進できるかどうか検証した．proAtMUTE:MpSETA mute-2

においてMpICE2を過剰発現させたが，気孔形成は促進されなかった（図 32）．
pro35S:MpICE2 proAtMUTE:MpSETA mute-2 #8-4 (T1)では子葉 1枚（背軸側）あたり
3.63±3.16 個の気孔，pro35S:MpICE2 proAtMUTE:MpSETA mute-2 #10-11 (T1)では子葉 1枚
（背軸側）あたり 2.64±1.41個の気孔が観察された（mean±s.d.; n = 11）．また，野生型
および mute-2変異体背景でMpICE2を過剰発現させたときにも気孔細胞系列の形成に
影響はなかった（図 32）．さらに，MpICE1またはMpICE2を AtICE1プロモーター制
御下で発現するコンストラクトを ice1-2 scrm2-1二重変異体に導入した．T3まで世代を
回して分離比を確認して導入した遺伝子を１遺伝子ホモにもつ系統を選抜し，T4の植
物体を観察に用いた．MpICE1を発現する ice1-2 scrm2-1二重変異体
（proAtICE1:MpICE1 ice1-2 scrm2-1）およびMpICE2を発現する ice1-2 scrm2-1二重変異
体（proAtICE1:MpICE2 ice1-2 scrm2-1）の本葉の表皮細胞を観察したが，気孔系列細胞
はできていなかった（図 33）．これは，MpICE1およびMpICE2が AtSPCHと協調して
はたらくことができないためであると考えられる．孔辺細胞で erGFP（小胞体に局在
する GFP）を発現するエンハンサートラップライン E1728株背景で，MpSETAと
MpICE2を同時に過剰発現させた．MpSETA，MpICE2単独の過剰発現株も，MpSETA

とMpICE2を共発現させた株でも，気孔形成および気孔パターン形成に異常は見られ
なかった（図 34）．シロイヌナズナにおいて，AtFAMA-AtICE1ヘテロ二量体はミロシ
ン細胞という，アブラナ目特有の維管束沿いにある異形細胞の形成も制御することが
先行研究により明らかとなっている (Shirakawa et al., 2014)．E1728株は気孔およびミ
ロシン細胞で erGFPを発現する株である (Li and Sack, 2014)．しかしながら，E1728株
背景でMpSETA，MpICE2単独の過剰発現株も，MpSETAとMpICE2を共発現させた株
でもミロシン細胞のパターン形成に影響はなかった（図 35）．以上の結果から，IIIb 

bHLH転写因子のアミノ酸配列は植物種間で高度に保存されているものの（図 25），
ゼニゴケの IIIb bHLH転写因子はシロイヌナズナでは機能しないことが明らかとなっ
た． 

 

2.5 ゼニゴケにおいて Ia bHLHおよび IIIb bHLHの ACT-likeドメインがタンパク質
間相互作用に関与しない可能性 

Ia bHLH転写因子の C末端側に存在する特有のドメインである SMFドメインは，構造
的には ACT-likeドメインの一種である(Feller et al., 2006; Peterson et al., 2010; MacAlister 

and Bergmann, 2011) ．ACTドメインは細菌の aspartate kinase，chorismate mutase，TyrA
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で発見されたドメインで，アミノ酸生合成酵素に広く存在し，アロステリック制御を
担う (Chipman and Shaanan, 2001) ．植物では，さまざまな bHLH型転写因子において
ACT-likeドメインがタンパク質相互作用に重要な役割を果たすことが示されている 

(Feller et al., 2006; Cui et al., 2016; Lu et al., 2020; Seo et al., 2022) ．MpSETAおよび
MpICE1，MpICE2の SMF/ACT-likeドメインがタンパク質間相互作用に関与するかど
うかを，Y2H法により検証した．MpSETA，MpICE1およびMpICE2の bHLHドメイ
ン，およびMpSETA，MpICE1およびMpICE2の SMF/ACT-likeドメインのみを保持す
るコンストラクトを作製し，アッセイに用いた．実験の結果，MpSETAの bHLHドメ
インと，MpSETA自身，MpICE1およびMpICE2の bHLHドメインとの相互作用は検
出されたのに対し，SMF/ACT-likeドメイン同士での相互作用は検出されなかった（図
36）．同様の実験をベンサミアナタバコ本葉を用いて BiFC法で検証したが，いずれの
組み合わせにおいても YFP蛍光は観察されなかった．Co-IP，SMF/ACT-likeドメイン
のスワップ実験など，他の手法を用いてさらに検証する必要があるが， MpSETAおよ
びMpICE2の SMF/ACT-likeドメイン同士が直接相互作用しない可能性が示唆された． 
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3． セン類における気孔形成遺伝子の発現プロファイル 
 

3.1 ヒメツリガネゴケにおける気孔形成遺伝子の発現パターン解析 

本研究により，タイ類において Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールが蒴柄の形成を制御
することが明らかとなった．蒴柄はコケ植物特有の組織であり，セン類にも蒴柄とい
う名前の胞子嚢を支持し細胞伸長する組織が存在するため，セン類およびタイ類から
なる単系統のクレードは「Setaphyta」とよぶことが提唱されている (Ligrone et al., 

2012; Haig, 2013; Puttick et al., 2018; Sousa et al., 2020)．したがって，セン類は気孔と蒴
柄をともにもつ唯一の植物群となる．Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールがセン類にお
いて気孔と蒴柄の形成を制御する可能性を考え，公開されているトランスクリプトー
ムデータから，胞子体の発生ステージに応じた気孔形成関連遺伝子群の発現プロファ
イルを解析した． 

モデルセン類であるヒメツリガネゴケにおいて，気孔および蒴柄はともに胞子体世
代の組織である．ヒメツリガネゴケの胞子体は，大きく分けると足，蒴柄，胞子嚢か
らなる（図 37A）．胞子嚢内部には胞子嚢を物理的に支持するコルメラ（軸柱）とよば
れる構造があり，胞子嚢の基部側はアポフィシス（apophysis）とよばれ，表皮に気孔
を備えている．多くのセン類はアポフィシスのみに気孔をもつ．蒴柄はアポフィシス
と接続している．セン類の胞子体の発生過程は，タイ類の胞子体の発生過程とは大き
く異なっている (Ligrone et al., 2012)．セン類では胞子嚢が形成される前に蒴柄細胞が
分裂および伸長し，胞子嚢原基を上に押し上げる．胞子嚢およびアポフィシスにある
気孔はその後に成熟する．また，セン類の蒴柄は蒴柄分裂組織とよばれる一過的な介
在分裂組織（intercalary meristem，分化した組織の間に存在する分裂組織）から生み出
されるとされている．2016年に Ortiz-Ramírezらによって，ヒメツリガネゴケ胞子体の
発生ステージごとのトランスクリプトームデータ（microarray）が取得された (Ortiz-

Ramírez et al., 2016)．胞子体ステージは４つに分けられている：（S1）受精後 5–6日目
の胞子体（胞子体の頂端細胞およびメロファイトが活性化し，蒴柄分裂組織が部分的
に活性化ている状態だと思われる），（S2）受精後 9–11日目の胞子体（胞子体の頂端細
胞が不活性化し，胞子嚢原基と気孔前駆細胞が形成され，蒴柄分裂組織が活性化して
いる状態だと思われる），（S3）受精後 18–20日目の胞子体（胞子体組織が分化し，蒴
柄の分裂および伸長が停止し，胞子母細胞の減数分裂前後であると思われる），（S4）
受精後 28–30日目の胞子体（完全に成熟した胞子体）．発生ステージ関する明確な表記
はなかったため，その他の先行研究から推定した (Coudert et al., 2019; Caine et al., 
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2020)．これら胞子体の４つのステージと６つの配偶体組織を含めた遺伝子発現プロフ
ァイルを解析対象とした．Ia bHLH遺伝子，IIIb bHLH遺伝子，先行研究によりヒメツ
リガネゴケの気孔形成を制御することが知られている遺伝子を計５つ選抜した
（PpSMF1，PpSMF2，PpSCRM1，PpTMM，PpEPF1） (Caine et al., 2016; Chater et al., 

2016; Kirbis et al., 2020)．気孔形成特異的にはたらく PpTMMは S2で一過的に発現上昇
していた（図 37B）．シロイヌナズナにおいて AtTMMは初期の気孔系列細胞（メリス
テモイド，SLGC，MMC）で発現し，機能する (Yang and Sack, 1995; Bhave et al., 

2009)．したがってヒメツリガネゴケにおいて気孔前駆細胞の形成が S2で行われるこ
とを裏付けている．S1ではまだ気孔系列細胞の分裂および分化は起こっていないと推
測される．しかし，気孔形成マスター制御因子をコードする PpSMF1はたしかに S2で
発現上昇するものの，PpTMMとは対照的に S1ですでに発現が始まっていることが示
唆された（図 37B）．ここで２つの可能性を考えた：（1）原表皮細胞で PpSMF1が先
行して発現し，気孔前駆細胞の形成を誘導している，（2）PpSMF1が気孔系列以外の
組織（蒴柄分裂組織など）で発現している．仮説 1については，AtTMMが発現する前
の原表皮細胞において AtSPCHが発現し，メリステモイドにおいて AtSPCHが AtTMM

の遺伝子発現を直接制御することが知られているため，十分に考えられる可能性であ
る (Lau et al., 2014; Horst et al., 2015)．しかし，ヒメツリガネゴケの胞子体では蒴柄分
裂組織の活性が持続しないため，成熟した胞子体の蒴柄も非常に短い（図 37A）．した
がって，ヒメツリガネゴケでは気孔形成と蒴柄形成が同時期（S1）に起こるため，気
孔形成と蒴柄形成における遺伝子発現パターンの切り分けができない．したがって，
ヒメツリガネゴケ胞子体の遺伝子発現プロファイルの解析だけでは PpSMF1の役割は
明らかにできなかった． 

 

3.2 ヒョウタンゴケにおける気孔形成遺伝子の発現パターン解析 

蒴柄が伸長するセン類のモデルとしてはヒメツリガネゴケの近縁種であるセン類ヒ
ョウタンゴケ（Funaria hygrometrica Hedwig）がヨーロッパを中心に用いられ，形態学
的な観察が行われてきた (French and Paolillo, 1975; Reski and Abel, 1985; Budke et al., 

2012; Liu et al., 2013; Medina et al., 2019)．ヒョウタンゴケの胞子体は数 cmと長い蒴柄
をもつ（図 38A）．2020年，Kirbisらによってヒョウタンゴケのドラフトゲノムが解読
され，同時に胞子体の発生ステージごとのトランスクリプトームデータ（RNA-seq）
が公開された (Kirbis et al., 2020)．まず，ドラフトゲノムのデータから，ヒョウタンゴ
ケにおける Ia bHLH遺伝子および TMM遺伝子のオルソログを同定した．ヒメツリガ
ネゴケの PpSMF1に対応する遺伝子として FhSMF1（Fh_20449），PpSMF2に対応する



 
- 30 - 

遺伝子として FhSMF2（Fh_20350），PpTMMに対応する遺伝子として FhTMM

（Fh_9808）が同定された．解析の結果，FhSMF1にはスプライシングバリアントが２
つ存在することがわかった（図 38B）．FhSMF1.1（Fh_20449.1）と FhSMF1.2

（Fh_20449.2）では転写開始点が異なり，5’UTRのスプライシングパターンが異な
る．しかし，タンパク質をコードする領域は同じあることから，いずれのバリアント
からも同じタンパク質が作られると考えられる．Kirbisらは胞子体のステージを以下
の４つに分けて RNA-seq解析を行っている：（1）胞子体が配偶体組織から現れたステ
ージ（蒴柄分裂組織の活性化），（2）蒴柄の伸長が起こるステージ（蒴柄分裂組織の活
性化，胞子嚢は未分化），（3）蒴柄の伸長が停止し，胞子嚢の分化が開始するステー
ジ，（4）減数分裂前であるが全ての胞子体組織が分化したステージ．FhTMMは stage 

3で高発現し，胞子嚢が形成され始める時期と一致する（図 38C）．FhSMF1.2が
FhTMMと同様の発現パターンを示す一方で，FhSMF1.1は stage 1–2ですでに
FhSMF1.2と同程度発現していることが明らかとなった（図 38C）．FhSMF1は発生ス
テージにより転写開始点が切り替わると考えられる（alternative promoter selection）．形
態学的な気孔系列細胞は stage 3で出現するので，気孔が形成されるよりかなり以前か
ら SMF1が発現していることになる．Stage 1では気孔の前駆細胞であるアポフィシス
領域の原表皮細胞もまだ形成されていないと考えられるため，SMF1遺伝子が気孔系
列以外の胞子体組織で発現し，機能するという仮説 2が支持される．ゆえに，セン類
において Ia bHLH転写因子が蒴柄形成にも関与する可能性が示唆された．今後の分子
遺伝学的な解析等によりセン類における Ia bHLH転写因子の機能が明らかになると期
待される． 
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考察 
 

本研究では，気孔のないタイ類ゼニゴケにおいて，気孔形成を制御する Ia-IIIb bHLH

転写因子モジュールが胞子体組織である蒴柄の形成を制御することを明らかにした．
また，先行研究が皆無であった気孔と蒴柄の関係について明らかにした．これまでほ
とんど着目されていなかったコケ植物胞子体組織の形成機構の解析を中心として，植
物の組織形成の進化および遺伝子発現制御メカニズムの進化にあらゆる角度から迫る
ことができると考えられる． 

以下，本研究により得られた Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールによる陸上植物の組
織形成と進化に関する知見を記す． 

 

1. ゼニゴケにおける Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールの機能と蒴柄形成メカニズム 

本研究により，ゼニゴケにおいてMpSETA（Ia bHLH転写因子）およびMpICE2（IIIb 

bHLH転写因子）が胞子体の蒴柄の形成に重要な役割を果たすことが示された（図
39）．タイ類以外の陸上植物において，subfamily Iaおよび IIIbに属する bHLH型転写
因子で構成される転写モジュールは，気孔発生の遺伝子発現制御ネットワークを駆動
する（図 1） (Chater et al., 2016; Romani and Moreno, 2021; Han et al., 2021)．シロイヌナ
ズナでは機能分化した３つの Ia bHLH転写因子（SPCH，MUTE，FAMA）がそれぞれ
IIIb bHLH転写因子（ICE1/SCRM，SCRM2）とヘテロ二量体を形成して DNAに結合
し，下流の遺伝子発現を調節する．一方で，ゼニゴケでは蒴柄前駆細胞から蒴柄母細
胞への細胞分裂および細胞分化を Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールが直接もしくは間
接的に制御することが示唆される．蒴柄系列細胞の細胞運命を決定する詳細な分子機
構は未解明であるが，陸上植物において Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールが細胞分裂
および細胞分化に機能する可能性が考えられる． 

 Mpseta
ko株およびMpice2

ge変異体を用いた解析から，タイ類における蒴柄の形成メ
カニズムが明らかとなった．Mpseta

ko株およびMpice2
ge変異体では正常な蒴柄は欠損

するものの，胞子嚢と足との間には小さな細胞群が観察される（図 19,20,30）．蒴柄
細胞は液胞化が進んだ伸長した細胞であるのに対し，これらの細胞はサイトゾルリッ
チな細胞群である．変異体で見られる小さな細胞群と同一の性質をもつものかどうか
は不明だが，こうした小さい細胞群は野生型の足と蒴柄との間にも見られる（図
14）．この細胞群は，蒴柄細胞の伸長後（stage IX–X）においても細胞伸長しないこと
から，蒴柄細胞とは異なる細胞種であると考えられる．このことから，足と蒴柄の間
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にある小さな細胞群は一過的に蒴柄前駆細胞または蒴柄母細胞を生み出す介在分裂組
織であるという仮説を提唱する（図 40）．セン類の胞子体では蒴柄分裂組織（seta 

meristem）とよばれる一過的な介在分裂組織が存在し，この分裂組織から蒴柄細胞が
生み出される (French and Paolillo, 1975; Sakakibara et al., 2008) ．また，ツノゴケ類の
胞子体の基部には介在分裂組織が存在し，この分裂組織から胞子嚢が作られる 

(Ligrone et al., 2012; Li et al., 2020; Frangedakis et al., 2021)．一方で，タイ類の胞子体に
はこうした分裂組織の存在はこれまでに知られていない (Ligrone et al., 2012) ．他の陸
上植物の介在分裂組織では規則的かつ整然とした細胞列が形成されるため形態学的に
容易に同定できるのに対し，タイ類の胞子体の細胞分裂は方向が不規則であるため，
解剖学的な解析からでは分裂組織を同定できなかった可能性がある．タイ類で介在分
裂組織が確認されれば，介在分裂組織がコケ植物の共有派生形質となり，これまでの
仮説を覆す結果となる．シロイヌナズナの気孔形成時には，AtSPCH-AtICE1が気孔幹
細胞であるメリステモイドの細胞分裂および細胞分化を担っている．また，ヒメツリ
ガネゴケの気孔形成において PpSMF1-PpSCRM1が直接非対称分裂に関与するかどう
かは依然として不明だが，形態観察からヒメツリガネゴケでは GMCが幹細胞様の特
徴をもち，自己複製および非対称分裂することが示唆されている (Caine et al., 2020)．
Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールが陸上植物において幹細胞の非対称分裂制御に関わ
る可能性が示唆される．したがって，ゼニゴケでも同様にMpSETA-MpICE2が幹細胞
様の細胞から異なる細胞の分裂と分化を担う可能性が考えられる．以上を踏まえて，
MpSETAが発現することで蒴柄前駆細胞が胞子嚢方向に非対称分裂し，蒴柄母細胞が
形成された後に蒴柄細胞へと成熟するというモデルを提示する（図 39）．Mpseta

ko株お
よびMpice2

ge変異体では蒴柄前駆細胞から蒴柄母細胞への非対称分裂が起こらないた
めに蒴柄が形成されず，胞子嚢と足との間に蒴柄分裂組織もしくは細胞分化が異常に
なり活性を失った分裂組織様の組織が観察されると考えられる．ただし，蒴柄前駆細
胞が幹細胞様の特徴をもつかどうかは不明である．GUS染色を用いた発現パターン解
析ではMpSETAやMpICE2を発現する細胞を詳細に観察することが困難である．
Citrineノックイン株（MpSETA-Citrine

ki株やMpICE2-Citrine
ki株）や，MpSETAまたは

MpICE2と蛍光タンパク質との融合タンパク質をそれぞれの内生プロモーターで発現
するコンストラクトを変異体に導入した形質転換体を作出し観察したが，蛍光が検出
できなかった．したがって，現時点で胞子体でMpSETAおよびMpICE2を発現する細
胞の性質は不明であるが，ChIP-seqや DAP-seq（DNA affinity purification and 

sequencing）によるMpSETA-MpICE2の標的遺伝子探索，Mpseta変異体における発現
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変動遺伝子の同定などにより，詳細な蒴柄形成メカニズムの解明と本仮説の検証を行
うことができると考えている．  

 MpSETAは受精後のみに発現する遺伝子である．接合子ゲノムからの遺伝子発現が
オンになった後（zygotic genome activation）に発現し始めるため，直接か間接かは不明
だがMpKNOXおよびMpBELLの下流にある遺伝子である可能性もある (Hisanaga et 

al., 2021; Dierschke et al., 2021)．MpSETAの遺伝子発現を制御する上流因子を同定する
ことで，蒴柄形成における遺伝子発現制御ネットワークを包括的に理解できると考え
られる．また，MpSETAは配偶体組織ではエピジェネティック修飾により強い発現抑
制を受けていると思われるが，胞子体組織でいつどのようにこうしたエピジェネティ
ック修飾が解除される遺伝子発現が始まるか（もしくは遺伝子発現が始まりエピジェ
ネティック修飾が解除されるか）についても興味を惹かれるところである．ゼニゴケ
を用いた研究で，抑制型ヒストン修飾の挙動が一部シロイヌナズナと異なることも報
告されている (Montgomery et al., 2020)．今後の解析により，胞子体を含む組織特異的
に発現する遺伝子のエピジェネティクな遺伝子発現制御メカニズムが明らかになると
期待される． 

タイ類には気孔は存在しないが，配偶体にはガス交換を行う相似器官である気室孔
（air pore）が存在し，Ia bHLH転写因子が気室孔形成を担う可能性が指摘されていた 

(Chater et al., 2017) ．しかしながら，Mpseta
ko株およびMpice2

ge変異体の配偶体組織で
は顕著な発生異常は見られなかったため，気孔と気室孔の形成機構が異なっており，
気室孔がタイ類において独立に獲得された組織であることが示唆された．ゼニゴケ綱
（Marchantiopsida）では気室や気室孔を備えた複雑葉状性（complex thalloid）とよばれ
る体制をとる植物が多いのに対し，ウロコゴケ綱（Jungermanniopsida）やコマチゴケ
綱（Haplomitriopsida）のタイ類は茎葉性もしくは組織分化が不明瞭な単純葉状性
（simple thalloid）をとるため，気室孔は特にゼニゴケ綱で気孔や蒴柄とは異なるメカ
ニズムで獲得された組織かもしれない (Shaw et al., 2011)． 

ゼニゴケは雌雄異株植物であるため，胞子体で変異体の表現型を観察するためには
雌雄それぞれの変異体を作出し，それらを交配しなければならない．ゼニゴケのモデ
ル生物としてのメリットの一つが一倍体優占の生活環をもつことであり，ノックアウ
トの表現型を当代で観察できることである．胞子体研究の場合，このメリットを生か
すことができないため，研究の効率化のためには，CRISPR/Cas9技術を応用した二倍
体ノックアウト株作出を効率的に行う技術の確立（e.g. 遺伝子ドライブ），あるいは雌
雄同株のタイ類のモデル化が必要になると考えている．雌雄同種のタイ類をモデル化
する際には，茎葉体タイ類かつ胞子体をよくつける種を選択することが望ましい． 
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2. 蒴柄の生理学的機能 

気孔と蒴柄は，形態学的には全く異なる組織であるが，いずれも胞子嚢の裂開および
胞子の散布を促進するという共通の生理学的機能をもっている．ゼニゴケの胞子嚢は
蒴柄の伸長前はカリプトラ，偽花被，苞膜に囲われており，完全に密閉された状態に
なっている．蒴柄の伸長により胞子嚢が保護器官の外に押し出された後，乾燥によっ
て蒴壁が裂開し，胞子嚢の中にある胞子が弾糸の乾湿運動によって散布される 

(Shimamura, 2016) ．MpSETAまたはMpICE2の欠損により蒴柄が形成されなくなると
胞子嚢がカリプトラや偽花被の外に出られないため裂開せず，胞子の散布を行うこと
ができなくなる（図 21,31）．セン類やツノゴケ類では胞子嚢の表皮にある気孔がガス
交換を行い，能動的に胞子嚢の乾燥と裂開，それに伴う胞子の散布を促進している 

(Ligrone et al., 2012; Chater et al., 2017; Renzaglia et al., 2017; Duckett and Pressel, 2018; 

Renzaglia et al., 2020)．セン類ヒメツリガネゴケの Ia bHLH転写因子をコードする
PpSMF1を欠損した変異体では気孔が形成されなくなり，それにより胞子嚢の裂開が
遅延することが報告されている (Chater et al., 2016; Caine et al., 2020) ．シロイヌナズナ
では，AtICE1が葯の表皮にある気孔（葯孔）の形成を制御しており，葯孔が葯の乾燥
と裂開，それに伴う花粉の散布を促すことが示されている (Wei et al., 2018)．Ia-IIIb 

bHLH転写因子モジュールが，陸上植物において胞子嚢または葯の裂開を促す組織の
形成に関わるという共通の生理現象を担うというのは非常に興味深い． 

 

3. Ia bHLH転写因子の機能と DNA結合能 

MpSETAはシロイヌナズナの mute変異体および fama変異体の表現型を部分的に相補
できるので Ia bHLH転写因子はゼニゴケとシロイヌナズナで似た性質をもつことが示
唆される（図 9,10）．しかしながら，MpSETAは spch変異体の表現型は相補しなかっ
た（図 11）．ヒメツリガネゴケの PpSMF1は，mute変異体および fama変異体の表現型
を一部相補し，spch変異体の表現型は相補できないため，祖先型の Ia bHLH型転写因
子がMUTE様の機能と FAMA様の機能をもっている可能性が示唆されている 

(MacAlister and Bergmann, 2011)．シロイヌナズナにおいて，spch変異体背景に
AtMUTEもしくは AtFAMAを発現させた場合，気孔系列細胞は一部形成されるように
なるが成熟した気孔は形成されない (MacAlister et al., 2007)．PESTドメインに置換を
導入しタンパク質安定性が向上した AtSPCHを発現する mute変異体は成熟した気孔を
作り出す (Davies and Bergmann, 2014)．したがって，AtSPCH，AtMUTE，AtFAMAは
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完全に機能分化しているわけではないと考えれる．シロイヌナズナにおいて Ia bHLH

転写因子の機能と DNA結合能について興味深い研究例がある (Ohashi-Ito and 

Bergmann, 2006; Davies and Bergmann, 2014)． E-boxへの結合に重要とされるアミノ酸
を置換した DNAに結合できない AtFAMA（AtFAMAPGG，ヒスチジン残基，グルタミ
ン酸残基，アルギニン残基をそれぞれプロリン残基，グリシン残基，グリシン残基に
置換した）を野生株背景で過剰発現させると，AtMUTEの過剰発現株と同様の表現型
を示した．また AtFAMAPGGは fama変異体の表現型を相補できない一方で，mute変異
体の表現型を相補でき，気孔が形成される．同様に AtMUTEPGGを発現する mute変異
体では正常に気孔が形成される．AtSPCHPGGは spch変異体で正常な気孔の形成を促進
し，mute変異体の表現型を相補し一部正常な気孔を形成させる．これらの変異導入に
よって転写因子が DNAへの結合能を完全に失っているかどうかは検証が必要である
が，以上の結果からは気孔系列細胞の運命決定の際に，AtSPCHおよび AtMUTEの
DNA結合は必要ないことが示唆される．逆に，AtFAMAは DNA結合能が自身の機能
に重要であることを示す．AtMUTEは ACT-likeドメインを介して AtICE1または
AtSCRM2と強く相互作用するため (Seo et al., 2022)，孔辺母細胞形成時の遺伝子発現
制御には AtICE1または AtSCRM2の DNA結合が重要になると思われる．同様の理由
でメリステモイド形成時にも AtICE1または AtSCRM2の DNA結合活性が必要になる
と考えられる．MpSETAは mute変異体だけでなく fama変異体の表現型を相補するた
め，in vivoで DNAに結合して遺伝子発現を制御できると推察される．一方で，
MpICE1やMpICE2は ice1-2 scrm2-1二重変異体の表現型を相補しなかった（図 33）．
立体構造やドメイン構造の違いにより AtSPCHと相互作用しないという可能性の他
に，MpICE1およびMpICE2が AtICE1または AtSCRM2とは異なる cis配列に結合し
ているため気孔形成を誘導できなかった可能性も考えられる．AtSPCHや AtMUTE，
AtFAMAが気孔形成時にゲノム上のどの領域に結合しているかを調べるための ChIPア
ッセイが行われているが，検出された領域に直接結合しているかどうかは他の実験系
を用いて注意深く判断する必要がある (Hachez et al., 2011; Lau et al., 2014; Han et al., 

2018)．また，AtMUTEもしくは AtFAMAをMpseta-1
koに導入しても蒴柄細胞は形成さ

れなかったことから，被子植物の Ia bHLH転写因子は気孔形成特異的に機能するよう
になっていると思われる（図 22）．祖先的な Ia bHLH型転写因子がMUTE様の機能を
もっていた可能性は，主にシロイヌナズナの mute変異体を用いた遺伝学的相補実験に
より示唆されている．MUTEは DNA結合能を失っても機能しうる特殊な bHLH型転
写因子である可能性もあるため，祖先 Ia bHLH分子種の機能についてはさらなる検証
が必要であると考えられる．今後，MpSETA

PGGの導入によってMpseta
ko株の表現型が
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レスキューされるかどうか調べることで，Ia bHLH転写因子の DNA結合能と機能の進
化について，より詳細に議論できるようになると思われる． 

 

4. 陸上植物における Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールの進化 

陸上植物における Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールの進化と転用について考察する
（図 41）．まず，陸上植物の共通祖先において，気孔と subfamily Iaおよび IIIbに属す
る bHLH型転写因子が獲得された．この時点で，Ia bHLH転写因子と IIIb bHLH転写
因子からなる転写モジュールが獲得されたと考えている．次に，セン類とタイ類から
なる単系統クレード「Setaphyta」の共通祖先で Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールの転
用および蒴柄の獲得が起こった可能性が示唆される．その後，セン類とタイ類が分岐
した後にタイ類の共通祖先で気孔が失われたと考えられる．Ia bHLH転写因子の
bHLHドメインのアミノ酸配列多様化と，形態学的な気孔の喪失のどちらが先かは現
時点では不明である．実際に，先行研究で，既存の遺伝子発現制御ネットワークの再
利用および転用によって陸上植物が進化したことが示唆されている (Menand et al., 

2007; Xu et al., 2014; Yamaoka et al., 2018; Tsuzuki et al., 2019; Yasui et al., 2019; Romani and 

Moreno, 2021)．根と仮根，腋芽と無性芽，木部と通水組織（ハイドロイド，hydroid）
など，似た役割を担う相似器官で転写因子モジュールの転用が起こったとする研究例
が多いが，全く異なる組織形成または生理応答に転用された例も最近報告が増えつつ
ある．被子植物の花器官のアイデンティティー決定に重要な役割を果たす LEAFY転
写因子は，ヒメツリガネゴケでは接合子の分裂に関与している (Tanahashi et al., 

2005)．被子植物の LEAFYは細胞分裂には関与しないため，コケ植物の LEAFYとは
異なった制御を行っている．同じく被子植物において花形成に重要なMIKCC型
MADS-box転写因子は，ヒメツリガネゴケでは茎葉体節間の細胞分裂と精子の運動能
の発生を制御する (Koshimizu et al., 2018)．シロイヌナズナ（花器官）とヒメツリガネ
ゴケ（茎葉体）のMIKCC型MADS-box転写因子の下流遺伝子の共通性が調べられて
いるが，発現変動する遺伝子のうち約 1–5%と割合は高くないものの一部が両者で
MIKCC型MADS-box転写因子による遺伝子発現制御を受ける可能性が示唆されてい
る．被子植物の腋芽メリステムの形成を制御する植物特異的な GRAS family転写因子
（シロイヌナズナの LAS，イネのMONOCULM1）遺伝子のオルソログがヒメツリガ
ネゴケでは中肋の組織であるステライド（stereid）およびハイドロイドの形成を制御
する (Ge et al., 2022)．中肋は通水組織であるため，維管束との関連が疑われるが，
AtLASは維管束の発生を制御しない．しかし，同じく GRAS familyに属する転写因子
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である SCARECROW（SCR）や SHORTROOT（SHR）は維管束組織の発生を制御して
おり共通性は見られる．生理応答では，シロイヌナズナの光周性制御に関与する
CONSTANS（CO）および NF-Ys（Nuclear Factor-Ys）が単細胞緑藻クラミドモナス
（Chlamydomonas reinhardtii R.W.Hoshaw & H.Ettl）において光周性関連の応答だけでな
く，光防御を制御することが報告されている (Serrano et al., 2009; Tokutsu et al., 2019)．
COや NF-Ysの，他の緑藻類や被子植物系統以外の陸上植物での機能が不明であるた
め深い議論はできないが，光防御と光周性において遺伝子発現制御ネットワークの共
有が示唆される (Zobell et al., 2005; Romero-Campero et al., 2013)．Ia-IIIb bHLH転写因子
モジュールについても同様に，発現パターンの変化や遺伝子発現制御ネットワークの
繋ぎ換え等により，全く異なる組織・細胞への転用と特殊化が起こったことが示唆さ
れる． 

Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールは，アブラナ目の植物において，異形細胞である
ミロシン細胞の形成に転用されている (Li and Sack, 2014; Shirakawa et al., 2014)．ミロ
シン細胞は植食者からの防御に関わるアブラナ目特有の維管束沿いにある異形細胞で
あり，気孔とは形態・機能ともに全く異なる組織であるため，気孔形成に使われてい
た AtFAMA-AtICE1モジュールが転用されてミロシン細胞形成を制御するようになっ
たと思われる．AtFAMAおよび AtICE1が維管束の ground meristemで発現することが
ミロシン細胞の形成には重要であると考えられており，遺伝子発現パターンの変化も
転用には重要であると思われる．気孔形成とミロシン細胞形成において AtFAMA-

AtICE1は異なる遺伝子の発現を制御する可能性が示唆されている (Shirakawa et al., 

2022)．ゼニゴケの場合，ロイシンリッチ-リピート型受容体様遺伝子 TMMや分泌ペプ
チド遺伝子 EPF1/2など気孔形成関連因子をいくつか失っていることが明らかとなって
いる (Yang and Sack, 1995; Hara et al., 2007; Hara et al., 2009; Hunt and Gray, 2009; Abrash 

and Bergmann, 2010; Bowman et al., 2017; Li et al., 2020)．蒴柄形成と気孔形成のメカニズ
ムは大きく異なっているかもしれないが，AtMUTEや AtSPCH，AtFAMAが直接遺伝
子発現制御することが示唆される遺伝子群（サイクリンなどの細胞周期関連遺伝子，
ロイシンリッチ-リピート型受容体様キナーゼ遺伝子 ERECTA，ブラスノステロイド関
連遺伝子）はゼニゴケにも保存されている．MpSETA-MpICE2の標的遺伝子とシロイ
ヌナズナの Ia-IIIb bHLHの標的遺伝子の比較により，Ia-IIIb bHLH転写因子モジュール
による遺伝子発現制御メカニズムの比較が可能になる．これに加え，ゼニゴケに保存
されている気孔形成関連因子が蒴柄形成に関与するかどうかは蒴柄と気孔の形成メカ
ニズムを知る上で今後重要になる． 



 
- 38 - 

 タイ類ゼニゴケ亜綱（ゼニゴケ，ミカヅキゼニゴケ）においてMpSETAオルソログ
は保存されている（図 7,8）．それでは，長い蒴柄をもつゼニゴケ綱ウスバゼニゴケ目
（Blasiales），ウロコゴケ綱やコマチゴケ綱の植物のゲノム上に， SMF遺伝子もしく
はMpSETAオルソログは保存されているのだろうか．1,000 plant transcriptomes

（OneKP）(One Thousand Plant Transcriptomes Initiative, 2019) のデータベースに対し，
AtFAMAをクエリとして BLAST検索したがタイ類ではMpSETA以外はヒットしなか
った（LcSETA-likeも検出されなかった）．OneKPにおけるタイ類のトランスクリプト
ームサンプルにはほとんど胞子体は含まれていないため，Ia bHLHのような胞子体特
異的，もしくは一過的に発現する遺伝子は検出できないと思われる．トランスクリプ
トームデータから遺伝子の有無について議論するのは危険であるという点は他の研究
でも指摘されている (Wickell et al., 2021)．今後の解析が待たれる．また，MpICE1と
MpICE2同様，LcICE1および LcICE2もゲノム上で隣接していたことから，少なくと
もゼニゴケ亜綱が分岐した三畳紀（約２億 5200万年前から２億 100万年前まで）には
すでに IIIb bHLH遺伝子の重複は起こっていた可能性がある (Bowman et al., 2022)．い
ずれかが KiDoKモチーフを欠損しており，独立に機能分化が起こったことも考えられ
る． 

  タイ類ゼニゴケ目ウキゴケ科（Ricciaceae）に属する植物は胞子体に足および蒴柄を
もっていない（図 42）．ウキゴケ（Riccia fluitans L.）について，造精器誘導はまだ成
功していないものの，形質転換法は確立されており，イチョウウキゴケ（Ricciocarpos 

natans (L.) Corda）に関する解析も行われている (Althoff and Zachgo, 2020; Singh, 

2022)．これらの植物に SETA/SMFが保存されているかどうか，保存されていた場合の
機能については今後重要な鍵となるだろう．  

 

5. セン類における Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールと蒴柄形成との関係 

蒴柄はコケ植物であるタイ類とセン類のみがもつ組織である．気孔と蒴柄を両方もつ
のはセン類だけであるため，セン類の Ia bHLH転写因子が気孔形成と蒴柄形成を同時
に制御する可能性が考えられる．セン類ヒメツリガネゴケの ppsmf1変異体では気孔が
形成されなくなるが，胞子体特異的に発現する ppsmf2変異体では表現型は報告されて
いない (Chater et al., 2016) ．ヒメツリガネゴケの ppsmf1 ppsmf2二重変異体における胞
子体の表現型観察により，セン類において Ia bHLH転写因子が蒴柄形成に関与するか
どうかを調べられると期待される． 
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セン類にも気孔または蒴柄を欠損した系統が存在する（図 42） (Shimamura, 2016; 

Liu et al., 2019; Renzaglia et al., 2020) ．セン類の基部系統の多くは気孔をもっていない
ことがわかっている．セン類ではミズゴケ綱（Sphagnopsida）およびクロゴケ綱
（Andreaeopsida）に属する植物は気孔と蒴柄を両方もたないが，配偶体由来の組織
（偽足，pseudopodium）が蒴柄のように伸長して胞子嚢が押し上げられる．ミズゴケ
綱の植物 Sphagnum fallaxのドラフトゲノムからは Ia bHLH様の bHLH型転写因子とし
て Sphfalx0023s0041が同定されている（SMF遺伝子は喪失している）が，MpSETAよ
りも配列が多様化しており，機能しているかどうかは不明である (Chater et al., 2017)．
ミズゴケ綱の胞子嚢には偽孔（pseudostomata）とよばれる構造が見られるが，気孔と
の相同性については議論の余地がある (Merced and Renzaglia, 2017)．また，イシヅチ
ゴケ綱唯一の種であるイシヅチゴケ（Oedipodium griffithianum (Dicks.) Schwägr）の蒴
柄様組織では例外的に多数の気孔が観察される (Shimamura and Deguchi, 2009; Merced 

and Renzaglia, 2013)．解剖学的な研究から，この組織が蒴柄ではなくアポフィシス由来
の組織である可能性が考えられており，偽蒴柄（pseudoseta）という名前がつけられて
いる．また，ゼニゴケ亜綱の蒴柄はコマチゴケ綱やウロコゴケ綱の蒴柄と比較すると
短く，ジンガサゴケ（Reboulia hemisphaerica subsp. orientalis R.M.Schust.）のようにほ
ぼ伸長しない種もあるが，代わりに雌器托を発達させて造卵器ごと上に持ち上げてい
る（図 43）．このように，蒴柄以外で胞子嚢を上に押し上げるための器官はセン類お
よびタイ類で複数回独立に獲得されていると考えられ，胞子散布のために胞子嚢を持
ち上げることの生理・生態学的な重要性を裏付けている．こうした様々な特徴をもつ
コケ植物のゲノムが明らかになることで，Ia bHLH転写因子の配列の多様化と喪失，
蒴柄・気孔の関係を考察することが可能であると考えられる． 

 ヒメツリガネゴケを用いた研究から，蒴柄形成を制御する遺伝子が報告されてい
る．TALE型ホメオドメイン転写因子をコードする Class I KNOX（KNOX1）遺伝子は
蒴柄分裂組織で発現し，KNOX1を欠損した変異体では蒴柄の形成が異常になる 

(Sakakibara et al., 2008)．KNOX1の過剰発現では蒴柄が少し長くなることから (Coudert 

et al., 2019)，KNOX1は蒴柄分裂組織ではたらく重要な因子だと考えられる．ゼニゴケ
においてMpknox1変異体は胚発生の異常を示す (Hisanaga et al., 2021; Dierschke et al., 

2021)．しかし，Mpknox1変異体においても一部胞子体が形成されるようであるため，
Mpknox1変異体を用いてMpKNOX1が蒴柄形成に関与するか調べることが可能かもし
れない (Hisanaga et al., 2021)．しかし，ツノゴケ類 Anthoceros agrestis Patonでは
KNOX1は失われているため，KNOX1はコケ植物で共通して胞子体の介在分裂組織の
制御を行なっているわけではない可能性もある (Li et al., 2020)．ヒメツリガネゴケに
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おいてサイトカイニンが蒴柄伸長を制御することも報告されているが，統計解析に問
題があるためデータの解釈については注意が必要である (Coudert et al., 2019)．
ANGUSTIFOLIA（AN）のオルソログが蒴柄の伸長もしくは細胞分裂を制御することが
報告されているが，若い胞子体での発現パターン，ppan変異体における蒴柄付近の組
織構造が論文からは読み取れないため，詳細な解析が待たれる (Hashida et al., 2019)．
また，ごく最近，オーキシン輸送担体をコードする PpPINCが蒴柄分裂組織に発現
し，pinC変異体で蒴柄が野生型より伸長する可能性が示唆された (Lüth et al., 2023)．
PpPINCの胞子体における詳細な機能は不明ではあるものの，コケ植物の蒴柄伸長がオ
ーキシンによって制御されるという生理学的な実験とは対照的な結果であり，興味深
い (Thomas, 1980; Cecchetti et al., 2008)． 

 蒴柄はセン類とタイ類がもつとされているが，細胞の特徴や成り立ちは大きく異な
る．セン類の蒴柄は蒴柄分裂組織（一過的な介在分裂組織）から作られる．セン類の
蒴柄は丈夫で乾燥にも強く，胞子嚢の裂開後も数ヶ月程度は残っている．一方，タイ
類の蒴柄は胚発生初期の formative cell divisionにより形成されるとされている．蒴柄細
胞は葉緑体を分化しない柔組織様の細胞で，細胞伸長後すぐに乾燥して枯死する（図
5）．細胞の特徴と形成機構の相違にも関わらず，蒴柄という共通した名前がついてい
るのは，胞子嚢を支持する役割をもつ組織という大まかな共通認識だけがあり，これ
まであまり注目されてこなかったことの一つの表れであると考えられる．セン類のモ
デルとして一般的に利用されているヒメツリガネゴケの蒴柄は非常に短く，蒴柄細胞
の定義，組織の境界，発生メカニズムは曖昧である．蒴柄の研究のためにはヒメツリ
ガネゴケ近縁種で長い蒴柄をもつヒョウタンゴケ，アゼゴケ（Physcomitrium 

sphaericum (Ludw.) Furnr.），コツリガネゴケ（Physcomitrium japonicum (Hedw.) Mitt.）を
用いるのが良いと思われる．セン類の蒴柄とタイ類の蒴柄が異なる起源の組織である
という可能性も視野に入れつつ，進化発生学的な研究を進めるべきである．  
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材料と方法 
 

1. アラインメントおよび分子系統解析 
bHLH転写因子は先行研究に基づいて分類された (Pires and Dolan, 2010a)．subfamily Ia

および subfamily IIIbに属する bHLH型転写因子のアミノ酸配列を得るために BLAST

を用いて類似性検索をした [MarpolBase（http://marchantia.info），Phytozome v.13

（https://phytozome-next.jgi.doe.gov/），OneKP（https://db.cngb.org/onekp/），TAIR

（http://www.arabidopsis.org/），NCBI 

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=PRJNA701193）]．Queryには AtFAMA（Ia 

bHLH）および AtICE1（IIIb bHLH）を用いた．得られたアミノ酸配列データを，
GenomeNet（https://www.genome.jp/）で公開されている多重整列プログラムMAFFT 

ver.6.864 (Katoh and Toh, 2008) を用いてデフォルトのパラメーターでアラインメント
を行った．系統解析には， bHLHドメインと SMF/ACT-likeドメインを使用した．保
存されていない領域のアラインメントギャップはマニュアルで除去した．次に，アミ
ノ酸配列のアラインメント結果を Jalview v.2.11.2.1 (Waterhouse et al., 2009) を用いて可
視化した．bHLHドメインの DNA結合に重要なアミノ酸残基および二量体化に重要な
アミノ酸残基の予測には NCBIの BLAST検索を利用した
（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）．Ia bHLHは JTT+G+Iモデル，IIIb bHLHは
LG+G+Iモデルに基づき，MEGA 7.0.26 (Kumar et al., 2016) を用いて最尤法 

(Felsenstein, 1981) で系統樹を作成した．設定は以下の通りである．Branch Support: 

Bootstrap (Felsenstein, 1985) ，Number of Bootstraps: 1000 replicates，Gaps/Missing Data 

Treatment: Use All Sites，ML Heuristic Method: Nearest-Neighbor-Interchange．Ia bHLHの
外群として subfamily Ib(1)，subfamily IIおよび subfamily III(a+c)を用い，IIIb bHLHの
外群として subfamily III(a+c)および subfamily III(d+e)を用いた．単純化のために，外群
にはシロイヌナズナおよびゼニゴケの bHLH型転写因子のアミノ酸配列を用いた． 

 

2. 植物供試材料と育成条件 
 ゼニゴケの雄の野生型として Takaragaike-1（Tak-1）アクセッションを，雌の野生型
として Tak-2アクセッションまたは Tak-1と３回戻し交配をして得られた BC3-38株を
用いた．ゼニゴケの培養は特に記載のない場合，sucrose（終濃度 1% [w/v]），MES-

KOH [pH 5.7]（終濃度 0.05% [v/v]）を含む 1/2 B5培地（寒天 1% [w/v]）で育成した．
葉状体，胞子発芽体，無性芽発芽体の培養は，人工気象器（サンヨーグロースチャン
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バー MLR-350または TOMY CLE-303）および白色蛍光灯を用いて，22℃・50–60 

μmol photons m–2 s–1 の連続明条件下で行った．生殖器の誘導は，人工気象器（サンヨ
ーグロースチャンバー MLR-350または日本医化器械製作所 LPH-240/430SP），白色
蛍光灯および遠赤色 LED（ナモト IR LED STICK 18W）を用いて，白色光 50–60 μmol 

photons m–2 s–1，遠赤色光 50–70 μmol photons m–2 s–1となるよう調整し，18℃・16時間
明期 8時間暗期の長日条件下で培養した． 

 シロイヌナズナの野生型として Columbia-0（Col-0）アクセッションを用いた．ただ
し，mute-2の解析の際にはWassilewskija-4（Ws-4）アクセッションを用いた．シロイ
ヌナズナは特に記載のない限り，以下の条件で生育した．固形培地は 1/2 MS 培地用
混合塩類，sucrose（終濃度 1% [w/v]）とMES-KOH [pH 5.7]（終濃度 0.05% [v/v]），
Gellan Gum（終濃度 0.5% [w/v]）を混合して調整した．種子は 70% EtOHで滅菌した
後，99%エタノールで脱水・乾燥させ，クリーンベンチ内で無菌的に固形培地上に播
種した．固形培地に播種した植物体は 22°C・50–60 μmol photons m–2 s–1 の連続明条件
下で育成した．育成にはゼニゴケ葉状体培養時と同じ人工気象器および白色蛍光灯を
使用した．成長した植物体はバーミキュライト (ニッタイ株式会社 GS) を入れたプ
ラントポットに移植した後，22℃・16 時間明期 8 時間暗期の長日条件下で育成し
た． 

 ベンサミアナタバコは園芸用育苗培土（日本肥糧）に播種し，４週間，22℃・50–60 

μmol photons m–2 s–1 ・16 時間明期 8 時間暗期の長日条件下で育成した． 

 ヒメツリガネゴケの野生型として Gransdenアクセッションを用いた．オートクレー
ブ滅菌した Jiffy-7 Peat Pallet（Jiffy）に茎葉体を植え継ぎ，15℃・30–40 μmol photons 

m–2 s–1・8時間明期 16時間暗期の短日条件下で栽培して胞子体を誘導した． 

 ヒョウタンゴケおよびジンガサゴケの胞子体は，2021年 3月 31日に京都大学理学
研究科植物園内（北緯 35.030835 東経 135.786286）で採取された． 

 

3. タンパク質の構造予測 
InterPro（https://www.ebi.ac.uk/interpro/），NCBI BLAST

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を利用してタンパク質のドメイン構造を予測し
た．天然変性領域の予測には IUPred3（https://iupred3.elte.hu）を用いた (Erdos et al., 

2021)．立体構造は Uniprot（https://www.uniprot.org）にアップロードされた，
Alphafold2 (Jumper et al., 2021; Tunyasuvunakool et al., 2021) によって予測されたもので
ある（MpSETA: A0A2R6X7M8･A0A2R6X7M8_MARPO，MpICE1: A0A2R6W5A1･
A0A2R6W5A1_MARPO，MpICE2: A0A2R6W565･A0A2R6W565_MARPO）． 
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4. プラスミドコンストラクト 
本研究で作製したプラスミドコンストラクトと使用したプライマーを表 1に示す．詳
細なコンストラクションは各項で記す．融合遺伝子を発現するプラスミドの構築に
は，Gateway System（Invitrogen）を用いた．クローニングのための PCRには
PrimeSTAR Max DNA Polymerase（Takara Bio）もしくは PrimeSTAR GXL DNA 

Polymerase（Takara Bio）を用いて添付のプロトコール通りに行った．目的の領域を増
幅した PCR産物をMagExtractor（TOYOBO）により精製し，制限酵素で切断したエン
トリークローン pENTR1A（Invitrogen）へ In-Fusion HD Cloning Kit（Takara Bio）を利
用して 50℃・15 minインキュベートで導入した後，大腸菌（DH5αコンピテントセ
ル）内で増幅した．Gateway LR Clonase II Enzyme mix（Invitrogen）を用いた LR反応
（室温・overnight）により目的の DNA領域をエントリークローンからデスティネーシ
ョンベクターに移すことで，目的の融合遺伝子を発現するプラスミド（融合コンスト
ラクト）を完成させた．ゼニゴケ用デスティネーションベクターpMpGWBシリーズは
河内孝之教授（京都大学大学院生命科学研究科）および西浜竜一教授（東京理科大
学）から，シロイヌナズナ用デスティネーションベクターは中川強教授（島根大学）
および真野昌二准教授（基礎生物学研究所）から供与いただいたものである 

(Nakagawa et al., 2007; Hino et al., 2011; Ishizaki et al., 2015; Yamaoka et al., 2018) ． 

 

5. アグロバクテリウムの形質転換 
作製したコンストラクトは全てエレクトロポレーション法によりアグロバクテリウム
（Agrobacterium tumefaciens GV3101株，GV2260株，EHA101株）に導入した．エレク
トロポレーションにはMicroPulser（BIO-RAD）を用いた． 

 
6. シロイヌナズナ形質転換体の作出 

シロイヌナズナの形質転換は floral-dip法 (Clough and Bent, 1998) に基づいて行われ
た．T-DNA挿入変異体 spch-3（SAIL_36_B06）および fama-1（SALK_100073）は
Arabidopsis Biological Resource Center（ABRC），mute-2（FLAG_225D03）は French 

National Institute for Agricultural Research（INRA）より分与された．ice1-2 scrm2-1二重
変異体は鳥居啓子教授（テキサス大学オースティン校）から分与された． 

6.1 proAtSPCH:MpSETA spch-3 

AtSPCHのプロモーター領域（翻訳開始点の上流 2,572 bp）を Col-0の gDNAか
ら，MpSETAの CDSを Tak-1雄器床由来の cDNAから PCRにより増幅した．これ
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ら DNA断片を overlap extension PCRにより繋ぎ，得られた PCRフラグメントを
pENTR1Aの SalI/EcoRVサイトにサブクローニングし，LR反応により pGWB501 

(Nakagawa et al., 2007) へクローニングした．pGWB501_proAtSPCH:MpSETAを
spch-3+/–に導入し，分離比を確認後，T-DNAを 1コピーもつラインを選抜した．
spch-3変異をヘテロで維持し，T4世代を観察するときにホモ変異体を選抜した． 

 

6.2 proAtMUTE:MpSETA mute-2 または proAtFAMA:MpSETA fama-1 

白川一助教（奈良先端科学技術大学院大学）により，AtMUTEのプロモーター領
域（翻訳開始点の上流 1,930 bp）および AtFAMAのプロモーター領域（翻訳開始
点の上流 3,105 bp）が Col-0の gDNAから増幅され，pENTR5’/TOPOにサブクロ
ーニングされた．これらはそれぞれ pENTR1A_MpSETA_CDSとともに LR反応に
よって R4pGWB501もしくは R4pGWB601 (Nakamura et al., 2010) にクローニング
された．R4pGWB501_proAtMUTE_MpSETAと R4pGWB601_proAtFAMA_MpSETA

をそれぞれ mute-2+/–および fama-1+/–に導入し，分離比を確認後，T-DNAを 1コ
ピーもつラインを選抜した．mute-2変異および fama-1変異をヘテロで維持し，T4

世代を観察するときにホモ変異体を選抜した． 

 

6.3 proAtICE1:MpICE1 ice1-2 scrm2-1 または proAtICE1:MpICE2 ice1-2 

scrm2-1 

AtICE1のプロモーター領域（翻訳開始点の上流 2,578 bp）を Col-0の gDNAか
ら，MpICE1またはMpICE2の CDSを Tak-1葉状体由来の cDNAから PCRにより
増幅した．これら DNA断片を overlap extension PCRにより繋ぎ，得られた PCR

フラグメントを pENTR1Aの SalI/EcoRIサイトにサブクローニングし，LR反応に
より pGWB501へクローニングした．pGWB501_proAtICE1:MpICE1または
pGWB501_proAtICE1:MpICE2を ice1-2+/– scrm2-1–/–に導入し，分離比を確認後，
T-DNAを 1コピーもつラインを選抜した．ice1-2変異をヘテロで維持し，T4世代
を観察するときにホモ変異体を選抜した． 

 

6.4 pro35S:MpICE2 proAtMUTE:MpSETA mute-2 

MpICE2の CDSを LR反応により pFAST-R02 (Shimada et al., 2010) にクローニング
した．これをWs-4，mute-2+/–，proAtMUTE:MpSETA mute-2+/–（#8-4および#10-

11）．TagRFP蛍光を確認できる T1種子を選抜し，選抜マーカーを入れていない培
地で生育させ，mute-2ホモ変異体を観察に用いた． 
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6.5 E1728株におけるMpSETAまたはMpICE2の過剰発現 

MpSETAもしくはMpICE2の CDSを LR反応によりそれぞれ pGWB502Ωもしくは
pGWB602Ω	(Nakagawa et al., 2007) にクローニングした．エンハンサートラップラ
イン E1728株 (Gardner et al., 2009) に導入し，分離比を確認後，T-DNAを 1コピ
ーもつラインを選抜した．MpSETAとMpICE2を共発現させるために，MpSETA

過剰発現株の#3-2と#6-11を，それぞれMpICE2過剰発現株の#6-11と#7-1を交配
し，得られた F1を観察に用いた．F1で遺伝子発現がサイレンシングされていない
ことを RT-PCRにより確認している（図 34B）． 

 

7. ゲノム DNAの抽出 

ゼニゴケ葉状体片もしくはシロイヌナズナ本葉片を DNA Extraction Buffer（200 mM 

Tris-HCl [pH 7.5]，250 mM NaCl，25 mM EDTA，0.5% [w/v] SDS）とジルコニアビーズ
が入ったチューブに入れ破砕した．細胞破砕液をスピンダウンし，上清からエタノー
ル沈殿法により DNAを精製した．DNAの溶出液として TE（10 mM Tris-HCl [pH 

7.5]，1 mM EDTA）を用いた． 

 

8. 公開 RNA-seqデータの解析 

公開されている RNA-seqのリードデータを Sequence Read Archive（SRA）もしくは
DDBJ Sequence Read Archive（DRA）レポジトリからダウンロードした．ゼニゴケの各
組織の遺伝子発現プロファイリングに用いたアクセッションナンバーは以下の通りで
ある：胞子発芽体（SRR4450254, SRR4450255，SRR4450256）(Bowman et al., 2017)，
雄葉状体（DRR118949, DRR118950, DRR118951）(Yamaoka et al., 2018)，雌葉状体
（DRR118943, DRR118944, DRR118945）(Yamaoka et al., 2018)，雄器床（DRR050346, 

DRR050347, DRR050348）(Higo et al., 2016)，雌器床（DRR050351, DRR050352, 

DRR050353）(Higo et al., 2016)，造精器（DRR050349, DRR050350）(Higo et al., 2016)，
造卵器（DRR209029, DRR209030, DRR209031, DRR209031）(Hisanaga et al., 2021)，受
精後 13日目の胞子体（SRR1553297, SRR1553298, SRR1553299）(Frank and Scanlon, 

2015)，成熟した胞子体（SRR896223）(Bowman et al., 2017)．MpE(z)の発現抑制株
（proEF1:XVE>>amiR-MpE(z)

SkMIR166）の 10日目の無性芽発芽体の β-estradiol添加処理後
3 h，6 h，9 h，24 h，48 hまたは β-estradiol添加前のトランスクリプトームデータ 

(Dierschke et al., 2020) についてのアクセッションナンバーは次の通りである：mock処
理（SRR11452627），3 h（SRR11452623），6 h（SRR11452625），9 h（SRR11452626），
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24 h（SRR11452622），48 h（SRR11452624）．また，Mpmet変異体のトランスクリプト
ームデータ (Ikeda et al., 2018) についてのアクセッションナンバーは次の通りである：
野生型（Mpmet-3のコントロール）（DRR172356，DRR172357，DRR172358），Mpmet-

3（DRR172359，DRR172360，DRR172361），野生型（Mpmet-4のコントロール）
（DRR172362，DRR172364），Mpmet-4（DRR172363，DRR172365）．RNA-seqデータ
から low-qualityリードおよびアダプター配列の除去等を fastp v.0.20.0 (Chen et al., 2018) 

を使ってプロセッシングした．フィルターされたリードをゼニゴケゲノム（M. 

polymorpha genome v.6.1）に STAR v.2.7.8a (Dobin et al., 2013) を用いてデフォルトパラ
メーターでマッピングした．得られた SAM/BAMファイルを SAMtools v.1.11 (Li et al., 

2009) を用いてプロセッシングした．遺伝子発現量（TPM）を算出するために，RSEM 

v.1.3.0 (Li and Dewey, 2011) を用いた． 

 ヒョウタンゴケにおける各組織の遺伝子発現プロファイリング (Kirbis et al., 2020) 

に用いたアクセッションナンバーは以下の通りである：胞子発芽体（ERR3958978，
ERR3958996），原糸体（ERR3958997，ERR3958998），若い茎葉体（ERR3958999，
ERR3959000），stage 1の胞子体（ERR3958969，ERR3958970，ERR3958971），stage 2

の胞子体（ERR3958972，ERR3958973，ERR3958974），stage 3の胞子体
（ERR3958975，ERR3958976，ERR3958977）stage 4の胞子体（ERR3958993，
ERR3958994，ERR3958995）．リードデータを fastp v.0.20.0を用いてプロセッシングし
た後，フィルターされたリードを HISAT2 v.2.2.1 (Kim et al., 2019)を用いてヒョウタン
ゴケドラフトゲノムにマッピングした．SAMtools v.1.11を用いて bamファイルをプロ
セシングした後，StringTie v.2.2.1 (Pertea et al., 2015) を用いて遺伝子発現量（TPM）を
推定した．プロットはMicrosoft Office Excel for Mac（Microsoft）および Rstudio 

v.1.4.1106（https://www.rstudio.com/）を利用して作成した．ヒョウタンゴケにおけるオ
ルソログの同定は，ヒメツリガネゴケのアミノ酸配列をクエリとし，ローカル BLAST

で同定した． 

 

9. 組織切片作製 

植物体を前固定液（2% [w/v] paraformaldehyde，2% [v/v] glutaraldehyde，0.05 M 

cacodylic acid [pH 7.4]）に入れて脱気した後，室温で 2 h静置した．固定した植物体を
0.05 M cacodylic acidで３回すすぎ，固定液を除いた．さらに後固定液（2% [v/v] 

osmium tetroxide，0.1 M cacodylic acid）に入れ，室温で 2 h静置し固定した．サンプル
を sucrose入り 0.05 M cacodylic acidですすぎ，回転しながら一晩インキュベートし
た．EtOHシリーズ（50%，60%，70%，80%，90%，95%，100%），acetoneと EtOHの
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混合物，100% acetoneで各 30 min以上，回転しながらインキュベートし，脱水した． 

Spurr樹脂（ERL 4.1 g，DER 1.43 g，NSA 5.9 g，DMAE 0.11 mL）の濃度を４日間かけ
て徐々に上げ（1% [overnight]，2%，4%，6%，8%，10%，12.5% [overnight]，25%，
50% [overnight]，75% [overnight]），最後に 100% Spurr樹脂に置換し回転しながら一晩
インキュベートした．置換したサンプルを包埋板に入れ，60℃で３日間重合させた．
ウルトラミクロトーム（Leica Ultra Cut UCT）を用いてガラスナイフ（Leica）で 0.75–

1 μmの厚さの切片を作製した．切片はホウ砂を含む toluidine blue O液で染色した． 

 

10. ゼニゴケの形質転換 
10.1 葉状体を用いた切断面法による形質転換 
基本的なプロトコールは Kubota et al. (2013)に基づく． 

 形質転換に供するゼニゴケは，1/2 B5 培地（寒天 1% [w/v]）上にて Tak-1また
は Tak-2の無性芽を 22°C・連続明条件下で２週間培養し，メリステムを含む先端
部を切除した基部側断片を，sucrose（終濃度 1% [w/v]），MES-KOH [pH 5.7]（終
濃度 0.05% [v/v]）を含む 1/2 B5培地（寒天 1% [w/v]）上に移して同様の条件で３
日間培養した．２日間 28℃・180 rpmで前培養したアグロバクテリウム懸濁液 5 

mLのうち 1 mLを新たな 4 mLの acetosyringone（終濃度 0.1 mM），抗生物質適量
を含む LB 液体培地と混合して 28°C・6 h培養した．この液のうちの 0.1 mL と
ゼニゴケ断片と acetosyringone（終濃度 0.1 mM）を 50 mLの 0M51C 液体培地に
混合して 22°C・16時間明期 8時間暗期の長日条件下で３日間共培養した．共培
養後のゼニゴケ断片は約 30 mLの滅菌水で 30 sボルテックスを３回以上行って洗
浄し，cefotaxime（終濃度 1 mg/mL）を含む滅菌水で 15 min静置したものを選抜
培地上で培養した．選抜培地で再生した個体を T1個体とした． 

 

10.2 AgarTrap法による形質転換 

基本的なプロトコールは G-AgarTrap法 (Tsuboyama et al., 2018) に基づく． 

 プラスミドを保持する形質転換アグロバクテリウム株を，抗生物質適量を含む
固形 LB培地（寒天 1.5% [w/v]）に塗布し，２日間 28°Cの暗所で培養した． 

 ゼニゴケの前培養には、60 mmシャーレ上に作製した sucrose（終濃度 1% 

[w/v]），MES-KOH [pH 5.7]（終濃度 0.05% [v/v]）を含む 1/2 B5培地（寒天 1% 

[w/v]）を用いた．100–200 μLの滅菌水を培地に垂らした後，無性芽を 30–50個滅
菌水の上に播き，シャーレを揺らすことで培地全体に均一に広げた．シャーレを
サージカルテープで巻き，22°C連続明条件下２日間培養した．LB培地で培養し
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たアグロバクテリウムをコンラージ棒でかきとり，形質転換バッファー（10 mM 

MES-KOH [pH 5.7]，10 mM MgCl2, 150 μM acetosyringone）に濃度が OD600 = 0.1と
なるように懸濁し，アグロバクテリウム懸濁バッファーを作製した．シャーレ１
枚に対してアグロバクテリウム懸濁バッファーを 1 mLかけ，全ての無性芽が浸る
ようにした．1 min静置の後，余分なアグロバクテリウム懸濁バッファーを除去
し，パラフィルムでシャーレを巻き，22°C・暗所（アルミホイルで遮光した）で
３日間共培養した．共培養後，シャーレに滅菌水を加えてアグロバクテリウムを
すすぎ，完全に除去した．選抜バッファー（100 μg/mL cefotaxime、終濃度の 10倍
の濃度の抗生物質）1 mLを加えシャーレをサージカルテープで巻き，22°C・連続
明条件下で２–３週間培養した．再生した個体をピンセットで 90 mmシャーレ上
に作製した選抜培地に移し替え，生き残った個体を T1個体とした． 

 

10.3 胞子発芽体を用いた形質転換 
基本的なプロトコールは Ishizaki et al. (2008)に基づく． 

 Tak-1と Tak-2を掛け合わせて得られた胞子嚢５つあたり，500 μLの滅菌水を加
え懸濁した後，苞膜を除いた．2×滅菌液（0.4% NaClO [原液を 100%とした]，
0.1% Triton X-100）を等量加えて懸濁した後，90 s静置した．13,000 rpmで 1 min

遠心してすぐに上清を除き，1 mLの滅菌水で懸濁した．胞子懸濁液 200 μLを
0M51C液体培地 50 mLに加え，22℃・130 rpm・連続明条件下で５日間浸透培養
した．これに終濃度 0.1 mMとなるように acetosyringoneを加えた後，28℃・180 

rpmで２日間前培養したアグロバクテリウム懸濁液を 500–700 μL加え，22℃・
130 rpm・連続明条件下で２日間，連続明条件下で共培養した．共培養後，ゼニゴ
ケを 100 μmセルストレーナー（Falcon）で回収し，滅菌水で数回すすぎ，できる
だけアグロバクテリウムを除いた．選抜培地の上に cefotaxime入りの滅菌水を垂
らし，その上にゼニゴケを広げた後，培地を乾燥させてサージカルテープを巻
き， 22℃・連続明条件下で２週間程度インキュベートした．再生した個体をピン
セットで 90 mmシャーレ上に作製した選抜培地に移し替え，生き残った個体を T1

個体とした． 

 

11. GUS染色 
proMpSETA:GUSのコンストラクトは，MpSETAプロモーター（翻訳開始点の上流 4,194 

bp）を Tak-1の gDNAから増幅し，pENTR1Aの EcoRI/EcoRIサイトにサブクローニン
グした後，LR反応による pMpGWB104 (Ishizaki et al., 2015) へのクローニングによっ
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て作製した．proMpICE2:Citrine-GUS-NLSのコンストラクトは，MpICE2プロモーター
（翻訳開始点の上流 3,060 bp）を Tak-1の gDNAから，Citrineを pMpGWB107 (Ishizaki 

et al., 2015) から，GUS-NLSを pPZP211_35S-NG-GUS-NLS-nosT (Matsushita et al., 2003) 

から増幅し，overlap extension PCRによって繋げて得られた PCR産物を pENTR1Aの
SalI/EcoRVサイトにサブクローニングし，LR反応による pMpGWB104へのクローニ
ングによって作製した．これらを切断面法もしくは AgarTrap法により Tak-1に導入
し，Tak-2または BC3-38と交配して得られた F1から雌株を確立した．胞子体の GUS

染色には，形質転換体同士を交配して得られた F1胞子体を使用した．
proMpCYCB;1:Dbox-GUSのコンストラクトは，西浜竜一教授（東京理科大学）から分与
された pENTR1A-MpCYCB;1pro-MpCYCB;1(Dbox-NLS) (Hernández-García et al., 2021) 

を用い，LR反応によって pMpGWB104にクローニングした．AgarTrap法により BC3-

38に導入した．植物体を GUS染色液（10 mM EDTA [pH 8.0]，100 mM NaH2PO4 [pH 

7.0]，0.1% Triton X-100，0.5 mg/mL X-Gluc，1 mM K3[Fe(CN)6]，1 mM K4[Fe(CN)6]）に
浸した状態で減圧し，染色液をよく浸漬させた．GUS染色反応を行うために，染色液
および植物体が入った容器を 37℃の恒温器に入れ，暗所で一晩インキュベートした．
染色液を除き，70% [v/v] エタノールで 30分間浸透した後，抱水クロラール溶液
（chloral hydrate-glycerol-water，6:2:1）を入れ，組織が透明になるまで浸透した．発現
量が高く染色されやすい場合あるいは異所的なシグナルが観察されたには，GUS染色
液中の K3[Fe(CN)6]および K4[Fe(CN)6]の濃度を 5 mMに調整して再実験した． 

 

12. ジーンターゲティング法によるMpsetako株の作出 
MpSETAの bHLHドメインをコードする領域より上流 3,125 bpと下流 3,101 bpを Tak-

1 gDNAから増幅し，それぞれ pJHY-TMp1 (Ishizaki et al., 2013) の PacIサイトおよび
AscIサイトに導入した．胞子発芽体の形質転換によりベクターを導入し，相同組換え
が起こった T1を GoTaq DNA polymerase（Promega）を使った genotyping PCRにより選
抜した．得られたMpseta-1

koおよびMpseta-2
koはいずれも雌株であったため，Tak-1と

交配して得られた F1からそれぞれノックアウト株の雄株を確立した．ノックアウト株
の作出は白川一助教および松田頼子氏（京都大学大学院生命科学研究科）によって行
われた． 

 

13. RNA抽出と cDNA作製 
RNAの抽出は RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）あるいは核酸自動精製システムMaxwell 

RSC InstrumentおよびMaxwell RSC Plant RNA Kit（Promega）を用いて添付のプロトコ
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ールに従って行った．RNAの定量は NanoDrop 2000 spectrophotometer（Thermo Fisher 

Scientific）を使って行った．等量の total RNAを元に ReverTra Ace qPCR RT Master Mix 

with gDNA Remover（TOYOBO）を用いて cDNAを合成した． 

 

14. RT-PCR 
RT-PCRは，cDNAを鋳型として Go Taq DNA Polymeraseまたは KOD FX Neo

（TOYOBO）を用いて添付のプロトコール通りに行った．  

 

15. 酵母ツーハイブリッド法（Y2H） 
MpSETAとMpICE2の CDS全長，およびMpSETA，MpICE1，MpICE2の bHLHドメイ
ンもしくは SMF/ACT-likeドメインをコードする領域を Tak-1の cDNAから増幅し，
PCR産物を pENTR1A の EcoRI/EcoRIまたは SalI/EcoRIまたは SalI/EcoRVサイトにサ
ブクローニングした．AtICE1および AtSCRM2の CDS全長を Col-0本葉由来の cDNA

から増幅し，pENTR1Aの SalI/EcoRVサイトに導入した．LR反応によりエントリーク
ローンから Y2H assay用のベクターに移し，クローニングした．デスティネーション
ベクターとして，GAL4 Activation Domain（GAL4 AD）を保持する pDEST-GADT7

と，GAL4 DNA-Binding Domain（GAL4 BD）を保持する pDEST-GBKT7のカナマイシ
ン耐性遺伝子を，SfoIサイトで切断して破壊し代わりにアンピシリン耐性遺伝子カセ
ットに置換し改変した pDEST-GBKT7-Amprを作製し用いた．GAL4 と GAL4 BDの組
み合わせになるようにしてベクターを２種類ずつ酵母（Y2H Gold株）に導入した．導
入には，Frozen-EZ Yeast Transformation II（ZYMO RESEARCH）を用いて添付のプロト
コールに従って行った．なお，ネガティブコントロールとして，pDEST-GADT7およ
び pDEST-GBKT7-Amprの空ベクターを用いた．形質転換体はロイシンとトリプトファ
ンを欠く SD培地（SD-LW）で選抜した．タンパク質相互作用はロイシン，トリプト
ファン，ヒスチジン，アデニンを欠き，抗真菌抗生物質 Aureobasidin A（終濃度 200 

μg/mL）および呈色基質 X-α-gal（終濃度 40 µg/mL）を加えた SD培地（SD-LWHA+X-

α-gal+AbA）で確認した． 

 

16. タバコ植物体への一過的遺伝子導入 
タバコインフィルトレーション法 (Sparkes et al., 2006) により，ベンサミアナタバコ本
葉で目的の融合遺伝子を一過的に発現させた．アグロバクテリウムは，抗生物質適量
を加えた LB培地（10 g/L bacto triptone，5 g/L bacto yeast extract，10 g/L NaCl，0.2 
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mL/L 5 N NaOH）5 mLに懸濁し，28℃・180 rpmで一晩培養した．アグロバクテリウ
ム懸濁液は OD600 = 0.5となるように水で希釈して用いた． 

 

17. BiFC法 

Y2H法による解析で用いたのと同じMpSETA，MpICE2，AtICE1，AtSCRM2のCDSを
pENTR1Aへサブクローニングし，それぞれをLR反応によって，目的タンパク質にYFP

断片（nYFP; Met1-Asp174）を結合するpB4GWnYまたは目的タンパク質にC末端YFP断
片（cYFP; Gly175-Lys239）を結合するpB4GWcY/pB4cYGWバイナリーベクター (Hino et 

al., 2011) へクローニングした．CaMV35Sプロモーター制御下でMpSETA-nYFP，
MpICE2-cYFP，cYFP-AtICE1，cYFP-AtSCRM2を発現するコンストラクトである．作製
したコンストラクトをアグロバクテリウム（GV3101株）へ導入し，nYFPとcYFPの組
み合わせとなるよう上述の方法でタバコ本葉へ浸潤した．なお，ネガティブコントロ
ールとして，pB4GWnYおよびpB4GWcY/pB4cYGWを用いた．その後アグロバクテリ
ウムの浸潤を行った葉（接種後1.5日）に1 μg/mL DAPIをインジェクションし，30分後
に共焦点レーザー顕微鏡でYFPおよびDAPIの蛍光を観察した． 

 

18. 共焦点レーザー顕微鏡観察 

植物体をスライドガラスとカバーガラスの間に水でマウントし，共焦点レーザー顕微
鏡（Carl Zeiss LSM780）で観察した．画像の処理・解析には Fiji v.1.0（NIH）および
Adobe Photoshop Element 9（Adobe）を用いた． 

 

19. ゲノム編集によるMpice2ge変異体の作出 

Mpice2
ge変異体を作出するために，MpICE2の bHLHドメインをコードするエキソン上

に gRNAを 2つ設計し，CRISPR/Cas9システムを利用して独立に変異体を作出した．
sgRNAをコードするオリゴヌクレオチドを，それぞれ pMpGE_En03 (Sugano et al., 

2018) の BsaIサイトに，DNA Ligation Kit <Mighty Mix>（Takara Bio）を用いて 16℃・
1 hでインキュベートした後，形質転換した大腸菌（DH5α）内で増幅した．LR反応に
より pMpGE010 (Sugano et al., 2018) に gRNA発現カセットを導入した．T1の
genotyping PCRにより変異が導入されている株を同定し，これを野生型と交配して得
られた F1胞子発芽体の中から Cas9 を含む T-DNAをもたず，Mpice2変異をもつ雌雄
を確立した．ゲノム編集株の作出は Jeanne Loue-Manifel博士（リヨン高等師範学校）
および Yen-Ting Lu博士（エディンバラ大学，現・奈良先端科学技術大学院大学）によ
って行われた． 
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20. Mpsetako株およびMpice2ge変異体の相補株作出 

gMpSETA Mpseta-1
ko株の作出のために，MpSETAの翻訳開始点より上流 4,194 bpから

MpSETAの終止コドンまでのゲノム断片（6,472 bp）を Tak-1 gDNAから増幅し，
pENTR1Aの EcoRIサイトにサブクローニングし，LR反応により pMpGWB301 

(Ishizaki et al., 2015) へクローニングした．proMpSETA:AtMUTE Mpseta-1
koまたは

proMpSETA:AtFAMA Mpseta-1
koの作出のために，Tak-1 gDNAから増幅したMpSETAプ

ロモーターと Col-0 本葉由来の cDNAから増幅した AtMUTE CDSもしくは AtFAMA 

CDSを overlap extension PCRにより繋げ，それぞれ pENTR1Aの SalI/EcoRVサイトに
サブクローニングし，LR反応により pMpGWB301へクローニングした．これらを
Mpseta-1

ko株の雌株に導入した．gMpSETA Mpseta-1
ko株について，得られた形質転換体

をMpseta-1
ko株の雄株と交配し，得られた F1から雌雄の形質転換体を確立した． 

gMpICE2 Mpice2-6
ge株の作出のために，MpICE2の翻訳開始点より上流 3,060 bpから

MpICE2の終止コドンまでのゲノム断片（6,134 bp）を Tak-1 gDNAから増幅し，
pENTR1Aの SalI/EcoRVサイトにサブクローニングし，LR反応により pMpGWB101 

(Ishizaki et al., 2015) へクローニングし，これをMpice2-6
ge株の雌株に導入した．得ら

れた形質転換体をMpice2-6
ge株の雄株と交配し，得られた F1から雌雄の形質転換体を

確立した． 
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図表 

 



図1．陸上植物における気孔の発生様式
被子植物シロイヌナズナ（A. thaliana）では，原表皮細胞（protoderm）からメリステモイド
（meristemoid），孔辺母細胞（guard mother cell, GMC）を経て一対の孔辺細胞（guard
cell）が生じる．セン類ヒメツリガネゴケ（P. patens）では原表皮細胞と思われる細胞から孔
辺母細胞を経て，細胞分裂を伴わず1細胞からなる気孔が生じる．シロイヌナズナではメリス
テモイドが気孔幹細胞として振る舞う一方で，ヒメツリガネゴケでは初期気孔系列細胞では初
期GMCが幹細胞様の形質をもつ可能性が示唆されている．気孔系列細胞の細胞分裂・細胞分化
は，サブファミリー Iaに属するbHLH型転写因子（ Ia bHLH）とサブファミリー IIIbに属する
bHLH型転写因子（IIIb bHLH）からなる転写因子ヘテロ二量体によって正に制御されている．

Arabidopsis thaliana（angiosperm）

Physcomitrium patens (moss)
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図2．植物の系統樹
Harris et al. 2022によって推定された分岐年代に基づいて作成した陸上植物の系統樹．気孔は
陸上植物の共通祖先（515–493 Mya，カンブリア紀）で獲得され（黒丸），現生タイ類の共通
祖先（440–412 Mya，シルル紀）で失われたと考えられる（白丸）．最古の化石陸上植物
（Cooksonia barrandei，前維管束植物）は4億3200万年前の地層から発見されている．気孔は
陸上植物の胞子体（2n）世代で確認されるが，化石植物AglaophytonやHolneophyton（4億
1000万年前ごろ）の配偶体（n）では気孔様の構造が見られる．IaおよびIIIb bHLHは藻類では
発見されていないため，陸上植物の共通祖先で獲得されたと考えられる．藻類の分岐年代は
はっきりしていないことを注記しておく．Mya, million years ago．
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図3．タイ類ゼニゴケの生活環
モデルタイ類であるゼニゴケ（Marchantia polymorpha subsp. ruderalis Bischl. & Boissel.-
Dub.）は配偶体（n）世代優占の生活環をもつ雌雄異株植物である．栄養成長相では葉状体と
いう形態を取り，平面的に二叉分岐を繰り返して成長し，雌雄で大きな違いは見られない．葉
状体の背側表皮に杯状体とよばれるカップ状の組織が形成され，その中で表皮1細胞由来のク
ローン器官である無性芽が形成される．無性芽は光の受容および吸水により休眠が解除され，
成長すると葉状体を形成する．遠赤色光照射により栄養成長相から生殖成長相に移行し，雄株
からは雄器托，雌株からは雌器托とよばれる傘状の器官が形成されるようになる（柄を除いた
部分をそれぞれ雄器床，雌器床という）．雄器床背側では造精器，雌器床腹側では造卵器がそ
れぞれ形成される．雄器床に水が落ちるとそこに精子が放出され，精子を含んだ水が造卵器に
たどり着く．造卵器の頸部とよばれる溝を通過した精子と卵細胞が受精をすると接合子となり，
細胞分裂・細胞分化を繰り返すことで多細胞の胞子体（2n）が形成される．胞子体は造卵器や
雌器床由来の保護器官（カリプトラ・偽花被・苞膜）の中で成長する．受精後1ヶ月ほどで成
熟した胞子（n）が作られる．胞子の成熟後，蒴柄の細胞伸長により胞子嚢は保護器官を破っ
て外に押し出され，乾燥により蒴壁が裂開することで内包されている胞子が散布される．胞子
は発芽すると葉状体を形成する．

ゆうきたく しきたく

しきしょうゆうきしょう

ぎかひ ほうまく

さくへい

さくへき

- 75 -



seta

foot

sporangium

calyptra (n)

pseudoperianth
(n)

図4．ゼニゴケ胞子体の組織
ゼニゴケ胞子体の縦断切片．基部側から足（foot），蒴柄（seta），胞子嚢（sporangium）と
いう３つの組織・器官からなる．胞子体は造卵器および雌器床由来の保護器官であるカリプト
ラ（calyptra），偽花被（pseudoperianth），苞膜（ involucre，偽花被のさらに外側）に包ま
れて成長する．

Bar, 100 μm．
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before fertilization 2 weeks after fertilization 1 month after fertilization

図5．蒴柄の伸長により胞子嚢は配偶体由来の保護器官の外に押し出される
(A) 受精前後の雌器床の写真．上段が横から見た雌器床，下段が腹側から見た雌器床．受精後
に苞膜，偽花被，カリプトラが発達し，胞子体を保護する．受精後およそ１ヶ月で胞子が
成熟し，蒴柄の伸長により胞子嚢が保護器官の外に出る．胞子嚢は乾燥により不規則に裂
開し，胞子が散布される．

(B) 蒴柄伸長後の胞子体．左から雌器床から摘出した胞子体，カリプトラを切除した蒴柄伸長
直後の胞子体，蒴柄伸長後2–3日経過した胞子体を示す．蒴柄は伸長後すぐに乾燥し枯死す
る．f, 足; s, 蒴柄; p, 偽花被; sp, 胞子嚢．

Bars, 5 mm.（A），1 mm（B）．
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A

図6．MpSETAのドメイン構造
(A) サブファミリーIaに属するbHLH型転写因子のドメイン構造．これらはすべて，DNA結合領
域であるbHLHドメインと，Ia bHLHに特有のC末端ドメインであるSMF (ACT-like) ドメイ
ンを有する．AtSPCHのみリン酸化修飾をうけることでタンパク質の分解を指示するPEST
ドメインをもつ．Mp, M. polymorpha; Pp, P.patens; At, A. thaliana.

(B) IUPred3によるMpSETAの天然変性領域（IDR, intrinsic disordered region）の予測．スコア
が閾値より高い領域がIDRであることが予測される領域である．

(C) Alphafold2によるMpSETAの三次構造予測 [Uniprot: A0A2R6X7M8 · A0A2R6X7M8_MARPO]．

bHLH SMF PEST

AtMUTE
1 59 115 192

AtSPCH
101 160 286 3631

PpSMF2
318 377 483 5611

PpSMF1
426 485 591 6691

MpSETA
268 327 385 4611

1
AtFAMA

196 255 316 393

C

bHLH

SMF (ACT-like)

B
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LcSETA1
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AtbHLH067
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AtbHLH071
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MpBHLH24

* *** * * *

MpSETA
LcSETA1
LcSETA2
PpSMF1
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AtSPCH
AtMUTE
AtFAMA

AtbHLH057
AtbHLH067
AtbHLH070
AtbHLH071
AtbHLH094
AtbHLH096
AtbHLH099

AtZOU
MpBHLH38
MpBHLH24

MpSETA
LcSETA1
LcSETA2
PpSMF1
PpSMF2
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AtMUTE
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AtbHLH67
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AtbHLH71
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AtbHLH99

AtZOU
MpBHLH38
MpBHLH24

図7．Ia bHLH転写因子のbHLHドメインおよびSMFドメインのアミノ酸配列アラインメント
MAFFTによりアラインメントしたIa bHLH転写因子の各ドメインのアミノ酸配列．黒枠で囲っ
たタンパク質がIa bHLH転写因子である．Ia bHLH転写因子と最も類似したIb(1) bHLH転写因
子（AtZOU，MpBHLH28，MpBHLH24）の配列を下に示した．

(A) bHLHドメインのアミノ酸配列．E-box（CANNTG）への結合時に重要と予測されるアミノ
酸残基をアスタリスク，二量体形成に重要と予測されるアミノ酸残基を三角で表した．
Retinoblastoma-relatedとの結合に重要なLxCxEモチーフを黄色の枠で囲った．

(B) SMFドメインのアミノ酸配列．

Mp, M. polymorpha; Lc, L. cruciata; Pp, P. patens; At, A. thaliana.
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図8．サブファミリーIaに属するbHLH型転写因子の分子系統樹
最尤法により作成されたサブファミリーIa，Ib(1)，II，III(a+c)に属するbHLH型転写因子の分子
系統樹．ノード上の数字はブートストラップ値，バーはアミノ酸置換率を示す．典型的なIa
bHLHは以下の4つのクレードに分かれた：TEC1/6クレード，MYC70クレード，SMF/FAMAク
レード，SPCH/MUTEクレード．種名の略称は次の通りである：Mp, M. polymorpha（タイ類・
ゼニゴケ）；Lc, L. cruciata（タイ類・ミカヅキゼニゴケ）；Pp, P. patens（セン類・ヒメツリ
ガネゴケ）；Cepur, Ceratodon purpureus（セン類・ヤノウエノアカゴケ）; Aagr, Anthoceros 
agrestis（ツノゴケ類・ナガサキツノゴケ）；Sm, Selaginella moellendorffii（小葉類・イヌカ
タヒバ）； AmTr, Amborella trichopoda （基部被子植物・アンボレラ）；Os, Oryza sativa 
（単子葉類・イネ）；At, A. thaliana（双子葉類・シロイヌナズナ）．矢印は
MpSETA/MpBHLH35（Mp2g04160），矢尻は先行研究でFAMA-likeであると指摘されていた
bHLH型転写因子を示す．サブファミリーIb(1)，II，III(a+c)にはゼニゴケおよびシロイヌナズ
ナのアミノ酸配列のみを用いた．いずれもbHLHドメインおよびACT-likeドメインをもち，これ
らを解析に用いた．
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図9．MpSETAはシロイヌナズナのmute変異体の表現型を一部相補する
(A)野生型（Ws-4），mute-2変異体およびmute-2変異体背景でproAtMUTE:MpSETAを発現する
相補株（#8-4および#10-11）の低温処理後9日目（9 days after stratification, DAS）の子葉
背軸側の共焦点レーザー顕微鏡像．写真左に示すように，上段が排水組織付近の表皮，下
段が子葉中肋付近の表皮を示す．細胞膜をFM4-64により染色した（シアン）．アスタリス
クは水孔，矢尻は気孔を示す．

(B) 17 DASの植物体の地上部の比較画像．

(C,D) 30 DASの植物体の画像．(D)は摘芯後のロゼット葉の写真を示す．

Bars, 1 mm (A, 左)，100 µm (A, 右), 1 cm (B–D)．
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図10．MpSETAはシロイヌナズナのfama変異体の気孔における表現型を一部相補する
(A)野生型（Col-0），fama-1変異体およびfama-1変異体背景でproAtFAMA:MpSETAを発現する
相補株（#2-11，#4-2および#6-10）の9 DASの子葉背軸側の共焦点レーザー顕微鏡像． 括
弧は孔辺母細胞が過剰に分裂することにより生じるfama tumor，矢尻は相補株における気
孔系列細胞を示す．細胞膜をFM4-64で染色した（シアン）．

(B) 9 DASの子葉の気孔系列細胞における対称分裂の回数の割合を定量した結果．n ≧ 320

(C) 17 DASの植物体の地上部の比較画像．

Bars, 100 µm (A), 1 cm (C)．
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proAtSPCH:MpSETA spch-3

Col-0 spch-3 #3-9 #13-8

図11．MpSETAはシロイヌナズナのspch変異体の気孔における表現型を相補しない
野生型（Col-0），spch-3変異体およびspch-3変異体背景でproAtSPCH:MpSETAを発現する相補
株（#3-9および#13-8）の9 DASの子葉背軸側の共焦点レーザー顕微鏡で観察した．細胞膜を
FM4-64で染色した（シアン）．

Bars, 100 µm．
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図12．MpSETAはAtICE1およびAtSCRM2と相互作用しうる
(A)酵母ツーハイブリッド法によるタンパク質相互作用の検証．GAL4 Activation Domain
（AD）のC末端にクローニングしたCDSを縦に，GAL4 DNA Binding Domain（BD）のC末
端にクローニングしたCDSを横に示す．呈色基質X-α-galおよび抗真菌抗生物質
Aureobasidin Aを含む選択培地（SD-LWHA+X-α-gal+Aureobasidin A）および非選択培地
（SD-LW）で酵母の生存を確認した． ネガティブコントロールとしてADまたはBDのみを
発現する空ベクターを用いた．

(B) BiFC法によるタンパク質相互作用の検証．播種後4週間のベンサミアナタバコ本葉にアグロ
バクテリウムを感染させて一過的に発現させ，接種後1.5 日目に表皮細胞を共焦点レーザー
顕微鏡で観察した．コンストラクトの組み合わせを左に示す．それぞれ，YFP蛍光画像
（左），4′,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI）により染色した核の蛍光画像（中央），そ
れらをマージした画像（右）を示している．ネガティブコントロールとしてnYFPまたは
cYFPのみを発現する空ベクターを用いた．

Bars, 10 μm.
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図13．MpSETAは胞子体優先的に発現する
公開されているゼニゴケの9つの組織別トランスクリプトーム解析（RNA-seq）のデータを再
解析して得られたMpSETAの発現プロファイル．Y軸はtranscripts per million（TPM）を示す．
胞子発芽体（sporeling）および葉状体（thallus）は配偶体の栄養器官，雄器床
（antheridiophore）および雌器床（archegoniophore）は配偶体の生殖器托，造精器
（antheridium）および造卵器（archegonium）は配偶体の生殖器官である．MpSETAは若い胞
子体（young sporophyte，受精後13日目）および成熟した胞子体（mature sporophyte）で発
現上昇する．
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図14．ゼニゴケ胞子体の発生過程
(A) 受精後4‒40日目のゼニゴケ胞子体の発生ステージの分類．組織分化に応じて以下の10ス
テージに分類した． (I) 2細胞期，(II) 4細胞または8細胞期，(III) エンドセシウム（胞原組織
になる細胞）とアンフィセシウム（蒴壁になる細胞）を分化した球状胚期，(IV) 後期球状胚
期，(V) 胞原組織期，(VI) 胞原細胞期，(VII) 胞子母細胞期，(VIII) 胞子四分子期，(IX) 成熟期，
(X) 蒴柄伸長後の成熟胞子体．矢尻は接合子の第一分裂面，矢印は分化したエンドセシウム
を示す．

(B) (A)で示した図の足・蒴柄領域の拡大図．

(C) stage VIIIにおける蒴柄細胞の拡大図．(B)の黒枠で囲った領域を拡大している．矢尻は対称
分裂によって生じた分裂面を示す．

f, 足; s, 蒴柄; at, 胞原組織; sp, 胞子嚢．

Bars, 50 μm (A, 上段), 100 µm (A, 下段, B).
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proMpCYCB;1:Dbox-GUS

stage VII stage VIIIstage VI during meiosis

図15．蒴柄細胞における細胞分裂活性
細胞周期マーカーであるサイクリン（MpCYCB;1）を発現する形質転換体
（proMpCYCB;1:Dbox-GUS）の，発生後期の胞子体の蒴柄領域におけるGUS染色像．
MpCYCB;1は減数分裂期の胞子母細胞で高発現するため，蒴柄領域にGUSの呈色基質が滲み出
ている．

Bars, 100 μm.
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図16．MpSETAの組織別発現パターン解析
MpSETAプロモーター制御下でGUSを発現させた株（proMpSETA:GUS）のGUS染色像．
(A) 胞子体の各ステージにおけるMpSETAの発現パターン．ca, カリプトラ; p, 偽花被; s, 蒴柄; f, 
足; sp, 胞子嚢．

(B) 雄器床の各ステージにおけるMpSETAの発現パターン．

Bars, 100 μm (A), 1 mm (B).
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図17．Mpsetaノックアウト株の作出
(A) 相同組換えにより破壊されたMpSETA遺伝子座の構造．独立に作出したMpsetaノックアウ
ト株（Mpseta-1koおよびMpseta-2ko）では，bHLHドメインをコードする領域がハイグロマ
イシン耐性遺伝子の発現カセットに置換されている．白い箱はタンパク質をコードするエ
キソンを示している．WT, wild type; DT-A, diphtheria-toxin A-chain gene; HgrR, 
hygromycin-resistance gene cassette．

(B) Mpsetako株の雌雄判定の結果を示す．rbm27はV染色体（雄）特異的マーカー，rhf73はU染
色体（雌）特異的マーカー．M, male; F, female．

(C) Mpsetako株のジェノタイピングの結果．使用したプライマーの位置を (A) に示す．

(D)受精後21日目（21 days post fertilization, 21 DPF）の胞子体から抽出したRNAを元にcDNA
を作製し，MpSETAの全長でかかるプライマー（Aのマゼンタ部分）を用いて行ったRT-
PCRの結果．内部標準としてMpEF1αを用いた．

Bars, 10 μm.
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Mpseta-2ko

Mid MatureLate

Male

Female

WT Mpseta-1ko Mpseta-2ko

図18．Mpsetako株の葉状体や精子形成に異常は見られない

(A) 8日目の葉状体の写真 ．

(B) 造精器の組織切片を作製し，精子の成熟過程を観察した結果．

Bars, 5 mm (A), 10 μm (B).
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図19．Mpsetako株は蒴柄を欠損する
(A,B) 野生型（WT），Mpseta-1ko株，Mpseta-2ko株およびMpseta-1ko株に上流のプロモーター
領域を含むMpSETA遺伝子座のゲノム断片を導入した相補株（gMpSETA Mpseta-1ko）の成
熟した胞子体の縦断切片．四角で囲った領域の拡大図を(B)に示す．破線が胞子体全体の長
さ（SP），実線が足から胞子嚢基部までの長さ（SF）を示す．

(C,D) SF/SP比および足から胞子嚢基部の領域に存在する細胞数を定量した結果．蒴柄と足との
境界は不明瞭であるため，細胞数の定量には伝達細胞（transfer cell，足と配偶体との境界
にある大きい細胞．細胞壁の肥厚が見られる）を除いた細胞を用いた．異なる文字は統計
的に有意に異なる平均値を示す（p < 0.01，Tukey’s HSD test）．n = 6．

Bars, 100 μm.
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図20．Mpsetako株における蒴柄および胞子の発生過程
(A) 野生型（WT）およびMpseta-1ko株のstage VIからstage VIIの胞子体の蒴柄領域の比較画像．

(B) WTおよびMpseta-1ko株の胞子の発生過程．左から胞子母細胞，胞子四分子，胞子を示す．
長い細胞は弾糸細胞である．

Bars, 100 μm (A), 50 µm (B).
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WT Mpseta-2koMpseta-1ko gMpSETA Mpseta-1ko

図21．Mpsetako株は蒴柄を欠損するために胞子嚢が保護器官の外に出ない
受精後1ヶ月の成熟した胞子体を含む雌器床の写真．野生型の胞子嚢は，胞子の成熟後に蒴柄
細胞の伸長により苞膜の外に露出するが，Mpsetako株の胞子嚢は胞子が成熟しているにも関わ
らず苞膜の外に現れない．

Bars, 5 mm.
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図22．AtMUTEおよびAtFAMAはMpsetako株の蒴柄における表現型を相補しない
メスのMpseta-1ko株にproMpSETA:AtMUTE またはproMpSETA:AtFAMAを発現するコンストラク
トを導入した株（ proMpSETA:AtMUTE Mpseta-1ko またはproMpSETA:AtFAMA Mpseta-1ko ）と，
オスのMpseta-1ko株を交配して形成されたF1胞子体の表現型．成熟した胞子体の縦断切片を(A)
および(B)，雌器床の写真を(C)に示す．(A)で四角で囲った領域の拡大図を(B)に示す．

Bars, 100 μm (A,B)，5 mm (C).
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図23．サブファミリーIIIbに属するbHLH型転写因子の分子系統樹
最尤法により作成されたサブファミリーIIIb，III(a+c)，III(d+e) に属するbHLH型転写因子の分
子系統樹．ノード上の数字はブートストラップ値，バーはアミノ酸置換率を示す．IIIb bHLHは
以下の4つのクレードに分かれた：ICE/SCRMクレード，NFLクレード．種名の略称は次の通り
である：Mp, M. polymorpha（タイ類・ゼニゴケ）；Lc, L. cruciata（タイ類・ミカヅキゼニゴ
ケ）；Pp, P. patens（セン類・ヒメツリガネゴケ）；Cepur, C. purpureus（セン類・ヤノウエ
ノアカゴケ）; Aagr, A. agrestis（ツノゴケ類・ナガサキツノゴケ）；Sm, S. moellendorffii（小
葉類・イヌカタヒバ）； AmTr, A. trichopoda （基部被子植物・アンボレラ）；Os, O. sativa 
（単子葉類・イネ）；At, A. thaliana（双子葉類・シロイヌナズナ）．矢印はMpICE1
（Mp4g04910）およびMpICE2（Mp4g04920）を示す．サブファミリーIII(a+c)およびIII(d+e)
にはゼニゴケおよびシロイヌナズナのアミノ酸配列のみを用いた．いずれもbHLHドメインお
よびACT-likeドメインをもち，これらを解析に用いた．
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図24．MpICE1およびMpICE2のドメイン構造
(A) サブファミリーIIIbに属するbHLH型転写因子のドメイン構造．これらはすべて，DNA結合
領域であるbHLHドメインと，IIIb bHLHのC末端にあるACT-likeドメインを有する．MAPキ
ナーゼとの結合に重要なモチーフ（KiDoKモチーフの中で特に重要なKRAA(M/L/S)モチー
フ）を黒い箱で示す．Mp, M. polymorpha; Pp, P.patens; At, A. thaliana.

(B) Alphafold2によるMpICE1の三次構造予測 [Uniprot: A0A2R6W5A1 · A0A2R6W5A1_MARPO]．

(C) Alphafold2によるMpICE2の三次構造予測 [Uniprot: A0A2R6W565 · A0A2R6W565_MARPO]．
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図25．IIIb bHLH転写因子のアミノ酸配列アラインメント
MAFFTによりアラインメントしたIIIb bHLH転写因子の各ドメインのアミノ酸配列．黒枠で囲っ
たタンパク質がIIIb bHLH転写因子である．IIIb bHLH転写因子と最も類似したbHLH転写因子
（AtAMS，MpBHLH11）の配列を下に示した．

(A,B) タイ類およびセン類のICE/SCRMクレードに含まれるIIIb bHLH転写因子に特有の機能未
知モチーフのアミノ酸配列．

(C) KiDoKモチーフのアミノ酸配列．保存されたモチーフを破線の四角，MAPキナーゼとの結
合に重要なアルギニンを十字で示した．

(D) bHLHドメインのアミノ酸配列．E-boxへの結合時に重要と予測されるアミノ酸残基をアス
タリスクで示した．

(E) SMFドメインのアミノ酸配列．

Mp, M. polymorpha; Lc, L. cruciata; Pp, P. patens; At, A. thaliana.
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図26．MpICE1およびMpICE2の発現プロファイル
公開されているゼニゴケの9つの組織別トランスクリプトーム解析（RNA-seq）のデータを再
解析して得られたMpICE1およびMpICE2の発現プロファイル．Y軸はtranscripts per million
（TPM）を示す．
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図27． MpICE2の組織別の発現パターン
MpICE2プロモーター制御下で，蛍光タンパク質Citrineとβ-glucuronidase（GUS）とを融合さ
せたタンパク質に核局在シグナル（NLS）を付与したタンパク質を発現させた株
（proMpICE2:Citrine-GUS-NLS）のGUS染色および共焦点レーザー顕微鏡像．

(A)葉状体におけるMpICE2の発現パターン．メリステム，メリステム周辺の表皮組織および中
肋で発現が見られる．

(B) 表皮の共焦点レーザー顕微鏡像．左からCitrine，葉緑体の自家蛍光，それらをマージさせ
た像を示す．上段がメリステム周辺の表皮，下段が成熟しメリステムから離れた位置にあ
る表皮の写真を示す．

(C,D) 雄器床（C）および雌器床（D）におけるMpICE2の発現パターン．

(E)胞子体の各ステージにおけるMpICE2の発現パターン．ca, カリプトラ; p, 偽花被; at, 胞原
組織; s, 蒴柄; f, 足; sp, 胞子嚢．

Bars, 5 mm (A,C,D), 100 µm (B,E)．
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図28． MpICE2はMpSETAと相互作用する
(A)酵母ツーハイブリッド法によるタンパク質間相互作用の検証．GAL4 Activation Domain
（AD）のC末端にクローニングしたCDSを縦に，GAL4 DNA Binding Domain（BD）のC末
端にクローニングしたCDSを横に示す．呈色基質X-α-galおよび抗真菌抗生物質
Aureobasidin Aを含む選択培地（SD-LWHA+X-α-gal+Aureobasidin A）および非選択培地
（SD-LW）で酵母の生存を確認した．ネガティブコントロールとしてADまたはBDのみを
発現する空ベクターを用いた．

(B) BiFC法によるタンパク質間相互作用の検証．播種後4週間のベンサミアナタバコ本葉にアグ
ロバクテリウムを感染させて一過的に発現させ，接種後1.5 日目に表皮細胞を共焦点レー
ザー顕微鏡で観察した．コンストラクトの組み合わせを左に示す．一番左は微分干渉顕微
鏡像とYFP蛍光をマージさせた画像を示す（DIC+YFP）．ネガティブコントロールとして
nYFPまたはcYFPのみを発現する空ベクターを用いた．

Bars, 10 μm.

BD AD

SD-LWSD-LWHA+X-α-gal
+Aureobasidin A

1 10-1 10-2 10-3 10-41 10-1 10-2 10-3 10-4
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MpSETA-nYFP
MpICE2-cYFP
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MpICE2-cYFP

nYFP
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MpICE2 (Mp4g04920)
Mpice2-2ge Mpice2-6ge

WT (Tak-1)
WT (Tak-2)

Mpice2-6ge (Male)
Mpice2-6ge (Female)

17 bp3 bp

WT
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Mpice2-6ge

* * * * * * * * *

WT (Tak-1)
WT (Tak-2)

Mpice2-6ge (Male)
Mpice2-6ge (Female)

図29． CRISPR/Cas9によるMpice2ge変異体の作出
(A) MpICE2遺伝子の模式図とCRISPR/Cas9によって生じた塩基配列の変異．UTRを灰色，タン
パク質をコードするエキソンを白色，bHLHドメインをコードする領域を青色で示す．矢尻
で示す位置にgRNAを設計した．PAM, Proto-spacer adjacent motif．

(B) 野生型（WT）とMpice2ge変異体の予測される翻訳産物のアミノ酸配列のアラインメント．
E-boxへの結合に重要とされるアミノ酸をアスタリスクで示す．
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B
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PAM

- 101 -



Mpice2-6geMpice2-2geWT

SP

gMpICE2 Mpice2-6ge

SF
N

um
be

r o
f c

el
ls

 b
et

w
ee

n
fo

ot
 a

nd
 s

po
ra

ng
iu

m
 

0

100

200

300

A B C D
line

nu
m

be
r o

f c
el

ls

line
A

B

C

D

0

10

20

30

40

50

A B C D
line

SF
/S

P 
(%

) line
A

B

C

D

a

b b

a
a a

b
c

WT

Mpice2-2
ge

Mpice2-6
ge

gMpICE2 Mpice2-6
geWT

Mpice2-2
ge

Mpice2-6
ge

gMpICE2 Mpice2-6
ge

図30．Mpice2ge株は蒴柄を欠損する
(A,B) 野生型（WT），Mpice2-2ge株，Mpice2-6ge株およびMpice2-6ge株に上流のプロモーター
領域を含むMpSETA遺伝子座のゲノム断片を導入した相補株（gMpSETA Mpseta-1ko）の成
熟した胞子体の縦断切片．四角で囲った領域の拡大図を(B)に示す．破線が胞子体全体の長
さ（SP），実線が足から胞子嚢基部までの長さ（SF）を示す．

(C,D) SF/SP比および足から胞子嚢基部の領域に存在する細胞数を定量した結果．蒴柄と足との
境界は不明瞭であるため，細胞数の定量には伝達細胞（transfer cell，足と配偶体との境界
にある大きい細胞．細胞壁の肥厚が見られる）を除いた細胞を用いた．異なる文字は統計
的に有意に異なる平均値を示す（p < 0.01，Tukey’s HSD test）．n = 6．

Bars, 100 μm.
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Mpice2-6geMpice2-2geWT gMpICE2 Mpice2-6ge

図31．Mpice2ge株は蒴柄を欠損するために胞子嚢が保護器官の外に出ない
受精後1ヶ月の成熟した胞子体を含む雌器床の写真．野生型の胞子嚢は，胞子の成熟後に蒴柄
細胞の伸長により苞膜の外に露出するが，Mpice2ge株の胞子嚢は胞子が成熟しているにも関わ
らず苞膜の外に現れない．

Bars, 5 mm.
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tip

proAtMUTE:MpSETA mute-2 

**
*
*

* * *
*

middle

#8-4 #10-11Ws-4 mute-2

pro35S:MpICE2

図32．MpSETAとMpICE2の共発現はシロイヌナズナのIa bHLH変異体の気孔における表現型
のレスキューを亢進しない

野生型（Ws-4），mute-2変異体およびproAtFAMA:MpSETA mute-2株（#8-4および#10-11）背
景でMpICE2を発現する植物体（T1）の9 DASの子葉背軸側の共焦点レーザー顕微鏡像．上段が
排水組織付近の表皮，下段が子葉中肋付近の表皮を示す．アスタリスクは水孔，矢尻は気孔を
示す．

Bars, 100 µm．
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Col-0 ice1-2 scrm2-1 #7-5 #11-10 #23-14 #24-15
proAtICE1:MpICE1 ice1-2 scrm2-1 proAtICE1:MpICE2 ice1-2 scrm2-1

図33．MpICE1およびMpICE2はシロイヌナズナのice1 scrm2二重変異体の気孔における表現
型を相補しない

野生型（Col-0），ice1-2 scrm2-1二重変異体，ice1-2 scrm2-1二重変異体背景で
proAtICE1:MpICE1を発現する相補株（#7-5および#11-10）およびのice1-2 scrm2-1二重変異体
背景でproAtICE1:MpICE2を発現する相補株（#23-14および#24-15） の13 DASの第一本葉背軸
側の共焦点レーザー顕微鏡像．細胞膜をFM4-64で染色した（シアン）．

Bars, 100 µm．
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pro2x35S:Ω:MpICE2 #6-11
(F1)

pro2x35S:Ω:MpSETA #6-7
x

pro2x35S:Ω:MpICE2 #7-1
(F1)

MpSETA

MpICE2

ACT2

WT #3-2 #6-7 #8-5 #6-11
#7-1 #8-7 F1 (MpSETA#3-2 x MpICE2#6-11)

F1 (MpSETA#6-7 x MpICE2#7-1)

pro2x35S:Ω:MpSETA pro2x35S:Ω:MpICE2

B

図34．MpSETAおよびMpICE2は気孔形成およびパターン形成に影響を与えない
(A) 孔辺細胞およびミロシン細胞でGFPを発現するエンハンサートラップライン（E1728株）背
景でMpSETA，MpICE2を発現させた株の表皮細胞の共焦点レーザー顕微鏡像．細胞膜を
FM4-64で染色している（マゼンタ）．9 DASの植物体の第一本葉を観察した．Ω, 翻訳エン
ハンサーであるタバコモザイクウイルスゲノムの5’-UTR Ω配列．

(B) (A)で使用した植物体におけるMpSETAおよびMpICE2の発現レベルの確認のためのsemi-
quantitative RT-PCRの結果．内部標準としてシロイヌナズナのACTIN2（ACT2）を用いた．

Bars, 100 μm.

500 bp
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500 bp
100 bp

100 bp
200 bp
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図35．MpSETAおよびMpICE2はミロシン細胞のパターン形成に影響を与えない
孔辺細胞およびミロシン細胞でGFPを発現するエンハンサートラップライン（E1728株）背景
でMpSETA，MpICE2を発現させた株の蛍光実体顕微鏡像．9 DASの植物体の第一本葉の背軸面
を観察に用いた．ドット状に見られるのが気孔，維管束添いに見られるのがミロシン細胞であ
る．トライコームの自家蛍光を矢尻で示した．

Bars, 1 mm.
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図36． Ia bHLHとIIIb bHLHのACT-likeドメイン同士は直接相互作用しない
酵母ツーハイブリッド法によるタンパク質間相互作用の検証．GAL4 Activation Domain（AD）
のC末端にクローニングしたCDSを縦に，GAL4 DNA Binding Domain（BD）のC末端にクロー
ニングしたCDSを横に示す．呈色基質X-α-galおよび抗真菌抗生物質Aureobasidin Aを含む選択
培地（SD-LWHA+X-α-gal+Aureobasidin A）および非選択培地（SD-LW）で酵母の生存を確認
した．ネガティブコントロールとしてADまたはBDのみを発現する空ベクターを用いた．
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図37．セン類ヒメツリガネゴケにおける気孔形成遺伝子の発現パターン
(A) 成熟したヒメツリガネゴケ胞子体の縦断切片．ヒメツリガネゴケにおいて気孔はアポフィ
シスにのみ存在する． g, 配偶体（茎葉体）; f, 足; s, 蒴柄; ap, アポフィシス（apophysis，
胞子嚢の基部で気孔が見られる領域）; c, コルメラ（軸柱）; sp, 胞子嚢．

(B) 公開されているヒメツリガネゴケの組織別トランスクリプトーム解析（Microarray）のデー
タから得られた気孔形成遺伝子（PpSMF1，PpSMF2，PpSCRM1，PpTMM，PpEPF1）の
発現プロファイル．Y軸はsignal intensityを示す．胞子（spores），カウロネマ
（caulonema），クロロネマ（chloronema），茎葉体（gemetophores），仮根
（rhizoids）は配偶体の栄養器官，造卵器（archegonia）は配偶体の生殖器官である．胞子
体の発生ステージは4つにわけられており，若い方から順にS1，S2，S3，M（mature）と
なっている．

Bar, 100 µm．
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図38．セン類ヒョウタンゴケにおける気孔形成遺伝子の発現パターン
(A) ヒョウタンゴケ（Funaria hygrometrica Hedwig）の胞子体．g, 配偶体（茎葉体）; s, 蒴柄; 

ap, アポフィシス; sp, 胞子嚢．

(B) ヒメツリガネゴケPpSMF1のヒョウタンゴケにおけるパラログ遺伝子（FhSMF1）の遺伝子
アノテーションの図（灰色, UTR; 白色, CDS）．ヒョウタンゴケのドラフトゲノムの
scaffold 6497 35.8を元に作成．転写開始点および5’ UTRのスプライシングパターンの異な
る2つのバリアントが予測される．

(C) 公開されているヒョウタンゴケの7個の組織別トランスクリプトーム解析（de novo RNA-
seq）のデータを再解析して得られた気孔形成遺伝子（FhSMF1，FhSMF2，FhTMM）の発
現プロファイル．Y軸はtranscripts per million（TPM）を示す．胞子発芽体（germinating 
spores），原糸体（protonema），若い茎葉体（young buds）は配偶体の栄養器官である．
胞子体の発生ステージは4つにわけられており，若い方から順にstage 1，stage 2，stage 3，
stage 4（mature）となっている．気孔はヒメツリガネゴケ同様，アポフィシスにのみ存在
する．

Bar, 1 cm．
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M. polymorpha

seta precursor？ seta mother cell？ seta cell

MpICE2

MpSETAIa
IIIb

A. thaliana

protoderm meristemoid guard mother cell guard cell

SPCH
ICE1•SCRM2

MUTE
ICE1•SCRM2

FAMA
ICE1•SCRM2

Ia
IIIb

Cell division & differentiation

図39． Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールによる細胞運命決定
シロイヌナズナとゼニゴケの細胞運命決定におけるIa-IIIb bHLH転写因子モジュールの機能の
モデル図．シロイヌナズナでは，Ia bHLH転写因子（SPCH, MUTE, FAMA）がそれぞれIIIb
bHLH転写因子（ICE1, SCRM2）とヘテロ二量体を形成して，原表皮細胞から孔辺細胞までの
細胞分裂および細胞分化を制御する（上段）．一方，ゼニゴケではIa bHLH転写因子
（MpSETA）とIIIb bHLH転写因子（MpICE2）のヘテロ二量体が蒴柄前駆細胞（推定）の細胞
分裂および細胞分化，そして直接的か間接的かは不明だが蒴柄母細胞（推定）の対称分裂を制
御することが示唆された．
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foot

seta meristem ?
(intercalary meristem ?)

seta

図40． 蒴柄の組織分化に関する仮説
野生型のゼニゴケ胞子体の組織切片図（胞子四分子期，図20Aと同じ図）．足と蒴柄の境界は
不明瞭であるが，境界領域にはサイトゾルリッチな小さな細胞群が見られる．これまでの実験
結果から，この細胞群が未分化な蒴柄細胞が集まった領域，すなわち蒴柄分裂組織（seta 
meristem）であると推定した．発生後期では細胞分裂活性が失われるため，タイ類の蒴柄分裂
組織は一過的に生じるものであると考えられる．分化した組織に挟まれた分裂組織である介在
分裂組織は，ツノゴケ類およびセン類の胞子体でも見られる．
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Stomata lost

Seta evolved ?
Ia-IIIb bHLH co-option ?

Setaphyta

Stomata evolved
Ia-IIIb bHLH evolved

Hornworts Mosses Liverworts Tracheophyta

Bryophyta

Brassicales

Myrosin cells evolved
Ia-IIIb bHLH co-option

図41． 陸上植物におけるIa-IIIb bHLH転写因子モジュールの進化と転用
Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールの転用は，陸上植物の進化過程で独立に複数回起こったと推
定される．まず，陸上植物の共通祖先において，気孔とIa-IIIb bHLHで構成される転写モ
ジュールが獲得されたと考えられる．祖先的な植物では，Ia bHLH転写因子はMUTE様あるい
はFAMA様の機能をもっていたと思われる．次に，Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールは
Setaphyta（セン類およびタイ類からなるクレード）の共通祖先において，蒴柄形成を制御す
るよう転用された可能性が示唆される．セン類とタイ類が分岐した後に，タイ類の共通祖先で
気孔が失われた．被子植物アブラナ目では，Ia-IIIb bHLH転写因子モジュールが異形細胞であ
るミロシン細胞の発生を制御するようになった．
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loss of seta short seta long seta

loss of stomata stomata

Polytrichopsida（スギゴケ綱）

Tetraphidopsida（ヨツバゴケ綱）

Oedipodiopsida（イシヅチゴケ綱）

Andreaeobryopsida（クロマゴケ綱）

Andreaeopsida（クロゴケ綱）

Sphagnopsida（ミズゴケ綱）

Takakiopsida（ナンジャモンジャゴケ綱）

Bryopsida（マゴケ綱）

Marchantiopsida（ゼニゴケ綱）

Jungermanniopsida（ウロコゴケ綱）

Haplomitriopsida（コマチゴケ綱）

stomata

Mosses

図42． Setaphytaにおける蒴柄と気孔の関係
タイ類とセン類の系統と，蒴柄および気孔の有無を示した図．タイ類ゼニゴケ綱ウキゴケ科の
植物は蒴柄および足を喪失している．セン類の基部系統の多くが気孔を二次的に喪失しており，
クロゴケ綱とミズゴケ綱の植物は蒴柄を欠損していると考えられている．イシヅチゴケ綱の植
物の蒴柄と思われる領域には，通常アポフィシスのみで観察される気孔が分布しており，組織
学的には胞子嚢の一部であると考えられる．蒴柄と胞子嚢の境界は不明瞭で，今後検証を要す
るためここでは破線で表示している．

seta
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図43． タイ類ジンガサゴケの胞子体
(A) タイ類ゼニゴケ亜綱ジンガサゴケ（Reboulia hemisphaerica subsp. orientalis）の成熟した
胞子体をつけた雌器托．黒い部分が露出した胞子嚢である．2020年4月20日撮影（京都市左
京区，京都大学北部キャンパス付近）．

(B) ジンガサゴケの成熟した胞子体の組織切片像．s, 蒴柄; f, 足; sp, 胞子嚢．

Bar, 200 µm．
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表1．本研究で作製したエントリークローンとプライマーの塩基配列

Plasmid Primer Name Sequence (5’>3’) Source

pENTR1A-MpSETA CDS
MpSETA_CDS_ENTR_F atccggtaccgaattcgcATGGACGGTGTTGTTCTGGACGATG

this study
MpSETA_CDS_ENTR_R gtgcggccgcgaattctaACCCATGTTCTCAAATTGAAGATTG

pENTR1A-MpICE2 CDS
MpICE2_CDS_ENTR_F atccggtaccgaattcgcATGGCTTCGACCAGAGT

this study
MpICE2_CDS_ENTR_R gtgcggccgcgaattctaCTGAAGAATCACATTTTGCTCT

pENTR1A-MpSETAbHLH
MpSETA_ENTR_bHLH_F aaccaattcagtcgacCATCGGAACGCCCACATTGTC

this study
MpSETA_ENTR_bHLH_R aagctgggtctagatatccATCTTGCAGTCGTTTCACCAAGT

pENTR1A-MpICE1bHLH
MpICE1b_bHLH_ENTR_F_SalI aaccaattcagtcgacCCAGCTAAAAATCTCATGGCC

this study
MpICE1b_bHLH_ENTR_R_EcoRV aagctgggtctagatatccCTAGATAGGTGGTCGGTCCAGG

pENTR1A-MpICE2bHLH
MpICE1a_bHLH_ENTR_F_SalI aaccaattcagtcgacCCTGCGAAGAATCTCATGGC

this study
MpICE1a_bHLH_ENTR_R_EcoRV aagctgggtctagatatccCTATTTGTCAGCAGCTGTGTCC

pENTR1A-MpSETASMF
MpFAMA_ENTR_C-ter_F aaccaattcagtcgacGGAGAAGTTGAGGTGCAGATTACG

this study
MpSETA_CDS_ENTR_R see above

pENTR1A-MpICE1ACT-like MpICE1b_ACT-like_ENTR_F_EcoRV aaccaattcagtcgacAGAGGCCTCAACATTCACAT this study
MpBHLH16_ENTR_R_EcoRI gtgcggccgcgaattctaCTGAAGGGCACTGACGTTA

pENTR1A-MpICE2ACT-like MpICE1a_ACT-like_ENTR_F_SalI aaccaattcagtcgacAACATTCACATGCTGTGTGC this study
MpICE2_CDS_ENTR_R see above

pENTR1A-proMpSETA
MpSETApro_ENTR_F aaccaattcagtcgacCAAGCCAGGTGAAAAAAATC

this study
MpSETApro_ENTR_R gtgcggccgcgaattCCGAAGCGATTGGACCAGTAT

pENTR1A-proMpICE2:Citrine-
GUS-NLS

MpICE2pro_ENTR_F atccggtaccgaattcgcACATTCCTACTTGCAGCACTGA

this study

MpICE2pro_Cit_R gcccttgctcaccatGAGAGAGTGAGCGCCTTCG

Citrine_proMpICE2_F GGCGCTCACTCTCTCatggtgagcaagggcgag
Citrine_GUS_R acgtaacatctgcagcttgtacagctcgtccatgc
GUS_Citrine_F gacgagctgtacaagctgcagatgttacgtcctgt
GUS_NLS_ENTR_R gtgcggccgcgaattctatcctccaacctttctcttct

pENTR1A-gMpSETA MpSETApro_ENTR_F & MpSETA_CDS_ENTR_R see above this study
pENTR1A-gMpICE2 MpICE2pro_ENTR_F & MpICE2_CDS_ENTR_R see above this study

pDEST-GBKT-Ampr
AmprPro_SfoI TGTCAGCGCAGGGGCGCCCGCGGAACCCCTATTTGTTT

this study
AmprCDS_SfoI CAAAAAGAACCGGGCGCCTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGC

pENTR1A-AtICE1
AtICE1_CDS_ENTR_F aaccaattcagtcgacATGGGTCTTGACGGAAACAA

this study
AtICE1_CDS_ENTR_R aagctgggtctagatatccTCAGATCATACCAGCATACCCTG

pENTR1A-AtSCRM2
AtSCRM2_CDS_ENTR_F aaccaattcagtcgacATGAACAGCGACGGTGTTTG

this study
AtSCRM2_CDS_ENTR_R aagctgggtctagatatccTCAAACCAAACCAGCGTAACC

pENTR 5’/TOPO-proAtMUTE
AtMUTEpro_F CAGCAATTTGAAAAATCCA

this study
AtMUTEpro_R gatacttaattgatcaagata

pENTR 5’/TOPO-proAtFAMA
AtFAMApro_F cttccaaacttcatgtatgaa

this study
AtFAMApro_R tgctattcgtggtagttgata

pENTR1A-
proAtSPCH:MpSETA

SPCHpro_ENTR_F aaccaattcagtcgacAGATCATCACTGCGATAAGG

this studySPCHpro_Mp_R AACAACACCGTCCATCGTGATTAGAGATATATCCT
MpSETA_SPCHpro_F ATCTCTAATCACGATGGACGGTGTTGTTCTGGACGATG

pENTR1A-proAtICE1:MpICE1

proICE1_ENTR_F_Sal1 aaccaattcagtcgacGGACCACCGTCAATAACATCG

this study
proICE1_MpBHLH16_R TCTGGTTGTAGAAGTCATCATGCCAAAGTTGACACCTTTACC
MpBHLH16_proICE1_F gtaaaggtgtcaactttggcATGATGACTTCTACAACCAGA

MpBHLH16_CDS_ENTR_R gtgcggccgcgaattctaCTGAAGGGCACTGACGTTA

pENTR1A-proAtICE1:MpICE2
proICE1_MpBHLH17_R CTGACTCTGGTCGAAGCCATGCCAAAGTTGACACCTTTACC

this study
MpBHLH17_proICE1_F gtaaaggtgtcaactttggcATGGCTTCGACCAGAGT

pJHY-TMp1-MpSETA

MpSETA-KO-Pac-F ctaaggtagcgattaatACTCCGAATTTAAACGAT

this study
MpSETA-KO-Pac-R gcccgggcaagcttaatCCGGTAGCTTTTATTCGC
MpSETA-KO-Asc-F taaactagtggcgcgCTGCAAGATCAAAAGAAT
MpSETA-KO-Asc-R ttatccctaggcgcgTGACAATGCTTCGATCAC
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Name Sequence (5’ > 3’) Note

M. polymorpha

new rbm27-F ACTTTTGCAACAGCGACTTC
male specific

new rbm27-R GCCTGCAATATAGCCTTCAA

new rhf73-F GAACCCGAAACTCAGGTTTT
female specific

new rhf73-R ATAACAGCCAAACGGATCAA

MpBHLH35_KO1_F AACAAAAAAGAAGCGAATAAAAGCTACCGG
Mpsetako genotyping

MpBHLH35_KO1_R AGCGATGCTTGATTCTTTTGATCTTGCAG

MpBHLH35_5’genomic_F TGTTTTCATTCTCTCTATGACTTTTCAAGT
gene targeting (5’)

P1R GAAGGCTTCTGATTGAAGTTTCCTTTTCTG

H1F GTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGTTT
gene targeting (3’)

MpBHLH35_3’genomic_R TATCTGGGTTTTCTAGAGCTCATATAAACT

MpSETA_RT_F ATGGACGGTGTTGTTCTGGACGATG

RT-PCR

MpSETA_RT_R ACCCATGTTCTCAAATTGAAGATTG

MpEF1α_F AGGTTGTCACCATGGGAAAGGAGA

MpEF1α_R TCACACGCTTGTCAATACCTCCCA

MpICE1a RT F ATGCTACAAAGTGGTGGTCA

MpICE1a RT R AAACCGTTGAAGCAGCTAAC

MpICE2_sgRNA1_F CTCG CTTGCCTGCGAAGAATCTCA

genome editing (Mpice2ge)
MpICE2_sgRNA1_R AAAC TGAGATTCTTCGCAGGCAAG

MpICE2_sgRNA2_F CTCG GGACAGAGCATCAATCCTTG

MpICE2_sgRNA2_R AAAC CAAGGATTGATGCTCTGTCC

A. thaliana

SAIL_36_B6_LP GAAAAACCTAGATCCTCCCCC 

spch-3 genotypingSAIL_36_B6_RP TCCTATGATCGATGCTTGGTC 

LB2 GCTTCCTATTATATCTTCCCAAATTACCAATACA

mute-2(FLAG)_LP CCTTCATCGATCCATGAAAAC 

mute-2 genotypingmute-2(FLAG)_RP CAGATTGGTGCATCCGAGTAG 

LB4 CGTGTGCCAGGTGCCCACGGAATAGT

fama-1 LP TCATTCATTTGCTTCCTACGG

fama-1 genotypingfama-1 RP CAATACAAAAAGCTCCCCTCAC

LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

scrm_LP GTTTTTCTTCACTCTTACATCATCAAAG
ice1-2 genotyping

scrm_RP AGCTTGTTTACTTGTTGCTGTTATAGAG

scrm2_LP GATTTTATCTTAAAGGGACCATTGC
scrm2-1 genotyping

scrm2_RP ACGGAGAAGAAGAAGAAGAAGAATC

Actin2 F agagattcagatgcccagaagtcttgttcc
RT-PCR

Actin2 R aacgattcctggacctgcctcatcatactc

表2．ジェノタイピング，RT-PCR，ゲノム編集に用いたプライマー
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