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研究成果の概要（和文）：アブラナ科植物のアロ認識は、花粉表層のリガンドSP11と乳頭細胞膜上の受容体型キナーゼ
SRKを介した自他識別によりおこる。本研究では、SP11-SRK相互作用の下流で、いかにして自己の花粉の吸水・発芽が
特異的に阻害されるのかを明らかにするために、自家不和合性シロイヌナズナを作出し、受粉時のCa2+イメージングを
行なった。その結果、自家受粉時特異的な乳頭細胞内Ca2+上昇を見出し、乳頭細胞プロトプラストによるin vitroアッ
セイ系により、この上昇が花粉側不和合因子SP11単独で誘起され、SRKのキナーゼ活性依存的であること、この上昇に
は細胞外からのCa2+流入が必須であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Self-incompatibility (SI) in the Brassicaceae is controlled by the S-haplotype-spe
cific interaction between pollen ligand SP11 and its stigmatic receptor SRK. SP11/SCR binding to cognate S
RK induces autophosphorylation of SRK, which triggers a signalling cascade leading to the rejection of sel
f-pollen. Here we introduced calcium sensor protein Yellow Cameleon 3.60 gene into self-incompatible Arabi
dopsis thaliana transgenic plants expressing both SP11 and SRK. Self-pollination induced an increase of [C
a2+]cyt in papilla cells. The [Ca2+]cyt increase was also induced in papilla cell-protoplasts by directly 
applying the cognate SP11/SCR. Furthermore, we found that wild type-pollen hydration could also be arreste
d by the [Ca2+]cyt increase resulting by microinjection of concentrated CaCl2 solution. These results sugg
est that the SI-induced [Ca2+]cyt increase is a downstream event of SI signal transduction pathway that tr
iggers rejection of self-pollen.
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１．研究開始当初の背景 
 被子植物の多くは自家不和合性により自
殖を回避し、種の遺伝的多様性を維持してい
る。アブラナ科植物では自己・非自己の花粉
の識別は雌ずい先端の乳頭細胞上で行われ、
自己の花粉の吸水・発芽が特異的に阻害され
る。研究代表者はこれまで、この自他識別反
応が花粉表層の蛋白質リガンド SP11と乳頭
細胞膜上の受容体型キナーゼ SRK を介して
行われていること、SRK下流の情報伝達系に
膜結合型細胞質キナーゼ MLPK が関与して
いることを見出してきたが、自家不和合性の
全体像は未だ不明である。Arabidopsis 
thalianaは自家和合種であるが、近縁種であ
る Arabidopsis lyrata 自家不和合種である。
そこで、研究代表者は、A. lyrata 由来の
Sb-SRK 遺伝子と Sb-SP11/SCR 遺伝子を A. 
thaliana C24 系統に導入することで自家不
和合性のシロイヌナズナを作出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、上記の自家不和合性シロイヌ
ナズナをアブラナ科植物自家不和合性研究
のモデル植物として研究材料に用い、自己花
粉の吸水・発芽抑制に至るまでの自家不和合
性情報伝達系の全容を生理学的・遺伝学的に
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、自家不和合性シロイヌナズナ

を用いて以下の研究を行なった。 

(1) 自家不和合性シロイヌナズナを用いた
各種モニター系の構築 
(2) 自家不和合性情報伝達系に関わる分子
の生化学的探索 
(3) マイクロアレイによる自家不和合性情
報伝達系に関わる分子の網羅的解析 
(4) Arabidopsis thaliana C24系統のTILLING
 リソースの構築 
 
４．研究成果 
(1) 自家不和合性シロイヌナズナを用いた
各種モニター系の構築 
①Ca2+モニタリング 
 和合不和合受粉時における Ca2+動態を明
らかにするためには、雌蕊乳頭細胞で高発現
の SRK遺伝子のプロモーターの下流に Ca2+

センサータンパク質イエローカメレオン
(YC3.60)遺伝子を繋いだコンストラクトを
自家不和合性シロイヌナズナに導入した。モ
ニタリングの結果、不和合受粉（SP11 発現
花粉を受粉）後３分から５分の間に花粉直下
で Ca2+濃度の著しい上昇が見られ、その後そ
の上昇は乳頭細胞先端部に広がり 10〜15 分
間継続した。また SP11発現花粉を受粉させ
た乳頭細胞では、野生型花粉の吸水発芽が阻
害されたことから、Ca2+濃度上昇と花粉の発
芽との関係を明らかにするために、レーザー

マイクロインジェクターにより高濃度の
CaCl2を直接インジェクションした。その結
果、濃度依存的に花粉の吸水が阻害された。
一方高濃度の KCl をインジェクションして
も花粉の吸水阻害はおこらなかった。従って、
Ca2+濃度の上昇が直接的に花粉の吸水発芽
阻害を誘導していることが示唆された。 
 次に Ca2+濃度上昇のメカニズムを明らか
にするために、上記植物体から乳頭細胞のプ
ロトプラストを調製した。この in vitro解析
系では Sb-SP11 添加により一過的な Ca2+濃
度上昇が観察されたが、S8-SP11 添加や
Sb-SRK を発現していない乳頭細胞プロトプ
ラストではそのような上昇は見られなかっ
た。またカイネース活性を失活させた
Sb-SRK 遺伝子を導入した植物体では、花粉
の吸水発芽は阻害されず、プロトプラストの
Ca2+濃度上昇もおこらなかった。また、GdCl3 
や LaCl3 存在下では Ca2+上昇は見られなか
った。以上の結果から、自家（不和合）受粉
時にみられる Ca2+濃度の上昇は、SP11-SRK
のSハプロタイプ特異的な相互作用により誘
導され、細胞外からの Ca2+流入が必須であり、
カイネース活性に依存することが明らかに
なった（分子生物学会発表、論文投稿準備中）。 
 次に、水溶性のカルシウム蛍光指示薬（カ
ルシウムグリーン）を柱頭に塗布して、受粉
時の細胞外 Ca2+イメージングを行なった。そ
の結果、和合受粉時においてのみ、花粉との
接触部位・花粉管発芽部位において、細胞外
Ca2+濃度の上昇が見られた。これは乳頭細胞
からの Ca2+ポンプによる Ca2+排出によると
考えられたので、トランスクリプトーム解析
により（東北大田宮先生との共同研究）、候
補遺伝子を探索したところ、乳頭細胞で高発
現の Autoinhibited Ca2+ ATPase13(ACA13)
が見出された。この遺伝子破壊株では、和合
受粉時に Ca2+排出能の低下と発芽遅延がお
こった。さらに、ライブセルイメージングと
免疫電顕法により ACA13 の局在を調べたと
ころ、受粉前には細胞膜とゴルジ小胞に局在
するが、和合受粉時の花粉発芽時には花粉管
との接触部位に集積することが明らかにな
った（Iwano et al., 2014）。一方不和合受粉
時には、そのような集積は見られず、N末端
の調節領域を欠いた ACA13 を発現する自家
不和合性シロイヌナズナでは、花粉の吸水発
芽抑制が部分的に解除された。 
 以上の細胞内と細胞外の Ca2+イメージン
グ解析から、不和合受粉時には Ca2+流出を抑
制し Ca2+流入を誘導する機構が存在するこ
とが示唆された。 
 
②アクチンイメージング解析 
 アクチンのイメージングのためには、アク
チンマーカータンパク質 LifeActを乳頭細胞
で発現する植物体を作出した。その結果、不
和合受粉時の Ca2+濃度上昇直後にアクチン
束の消失が見られた。このような消失は
Brassica rapa でも観察されていたが、本研



究ではアクチン崩壊が Ca2+上昇の下流で起
きることが示唆された。 
 
(2) 自家不和合性情報伝達系に関わる分子
の生化学的探索 
 (1)の結果より、和合・不和合受粉時には
細胞膜に存在するACA13の開閉によるCa2+

排出により、花粉の発芽が制御されている可
能性が示唆された。そこで、ACA13の調節に
関わるタンパク質を探索する目的で、GFP標
識したACA13を乳頭細胞で発現する植物体
と野生型の植物体から、受粉前、和合・不和
合受粉後15分の柱頭をそれぞれ2,000個集め、
その膜画分からGFP抗体による免疫沈降を行
ない、LC-MS/MS解析を行なった（名古屋大
澤田先生との共同研究）。その結果、和合受
粉特異的タンパク質が12個、不和合受粉特異
的タンパク質が2個同定された。和合受粉特
異的なものには、カルモジュリンが含まれて
おり、和合受粉時におけるACA13の活性化に
関わると考えられた。今後これらの分子の解
析により、和合・不和合受粉時のCa2+排出の
調節機構が明らかになると期待できる。 
 
(3) マイクロアレイによる自家不和合性情
報伝達系に関わる分子の網羅的解析 
 自家不和合性に関与する遺伝子は、乳頭細
胞特異的発現遺伝子群や和合・不和合受粉時
特異的に乳頭細胞で発現変動する遺伝子群
に含まれる可能性がある。そこで、受粉前、
受粉後15分、30分の雌蕊を固定・脱水し、パ
ラフィンに包埋し、パラフィン切片を作製し
て、乳頭細胞のみをレーザーマイクロダイセ
クションにより回収してマイクロアレイ解
析を行なった。その結果、乳頭細胞特異的発
現遺伝子群として、325個の遺伝子が同定さ
れた。また受粉後15分では、和合・不和合受
粉で発現に差異のある遺伝子は約10個しか
見つからず、受粉後30分では、不和合受粉特
異的に発現上昇した遺伝子は約100個、和合
受粉時特異的なものは約150個に上昇した。
自家不和合性のシロイヌナズナでは、受粉後
約5分後には、自他識別がおこることがイメ
ージングの解析から明らかになっており、受
粉後15分で大きな変動が見られなかったこ
とは、自家不和合性反応が転写制御ではない
ことを示唆している。 
 
(4) Arabidopsis thaliana C24系統のTILLING
 リソースの構築 
 A. thaliana コロンビア系統やランズバー
グ系統では、T-DNAタグラインが整備されて
おり、遺伝子破壊株の取得が容易である。し
かし、A. thaliana コロンビア系統にA. lyr
ata由来の自家不和合性因子を導入しても安
定的な自家不和合性株は得られておらず、自

家不和合性候補遺伝子の機能解析のためには、
A. thaliana C24株由来のリソースを完備する
必要があった。そこで、A. thaliana C24株の
種子をEMS処理しその後代から、TILLING 
(Targeting Induced Local Lesions IN Ge
nomes)リソースを構築した（Lai et al., 2012）。
Mutation densityは、1/345 kbであリ、有用な
逆遺伝学的ツールであると考えている。 
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