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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナの亜鉛マンガン輸送体ZIP13が成熟花粉及び花粉管のゴルジ体に局在
し正常な花粉管伸長に重要であることが明らかとなった。ZIP13欠損株は、高温ストレス下において種子形成数
の減少がみられたため、花粉管伸長を調べた結果、高温ストレス下のZIP13欠損株の花粉管の多くは、伸長途中
で花粉管の先端が破裂してしまうことが明らかになった。花粉菅先端の破裂が、確かにZIP13欠損によるもので
あることが相補実験からも示され、そして亜鉛キレーター等を用いた解析からその原因が花粉菅内の亜鉛濃度低
下に因るものである可能性が高いことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We found that the zinc and manganese transporter ZIP13 is localized in the 
cis-Golgi apparatus of mature pollen where it plays an important role for normal pollen tube growth 
under heat stress. A ZIP13 knockout mutant (zip13) sets fewer seeds than wild type plants under heat
 stress. In vitro and in vivo pollen tube growth analysis revealed that zip13 pollen tube growth was
 impaired under heat stress, as pollen tube tips ruptured prematurely. Expression of a ZIP13-mGFP 
fusion protein under the control of the ZIP13 promoter complemented the zip13 phenotype. Also, 
analyses using metal chelating agents suggested that this pollen tube rupture was caused by zinc 
depletion in pollen tubes.

研究分野： 植物生理

キーワード： 亜鉛輸送体　マンガン輸送体　受精　花粉管伸長
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から、成熟花粉と花粉管のゴルジ体局在する金属輸送体ZIP13による亜鉛輸送が正常な花粉管伸長に重要
であることが明らかとなった。これまでショ糖、ホウ素、カルシウムが花粉管伸長に必要であることは分かって
いたが、亜鉛が花粉管伸長に重要な因子であることは知られておらず、本研究成果により亜鉛が植物の受精に重
要であることが初めて示された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
微量必須元素である亜鉛は、タンパク質の構造維持や、酵素の活性中心に位置し触媒反応を担

っており、亜鉛欠乏は成長障害やストレス耐性の低下など重篤な欠乏症をもたらす。一方、過
剰量の亜鉛は植物にとって毒となるため、植物の細胞内亜鉛濃度は亜鉛輸送体によって厳密に
調節されている。これまでの研究で、モデル植物である Arabidopsis thaliana の亜鉛輸送体フ
ァミリーの一つ zinc-regulated transporter (Zrt)/ iron-regulated transporter (Irt)-related 
protein (ZIP) 13 が成熟花粉および受精前の花粉管のゴルジ体で発現し、正常な受精に重要で
あることを見出した。ZIP13 欠損株は、高温ストレス下で種子形成数の減少が見られたため、
in vitro 実験で花粉管伸長を調べた結果、高温ストレス下の ZIP13 欠損株の花粉管の大多数は、
伸長途中で花粉管の先端が破裂してしまうことが明らかになった。さらに、酵母異種発現系解
析より、ZIP13 は亜鉛イオン(Zn2+)とマンガンイオン(Mn2+)をサイトゾル側へ輸送する可能性
が高いことが示されたが、植物内で実際にどちらのイオンが正常な花粉管伸長に重要なのか、
どのような機構で花粉管伸長に寄与しているのかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
植物の受精において花粉管伸長と破裂の制御は非常に重要である。異種間では花粉管伸長と破

裂が起こらないことが交雑育種の障壁となっていることからも、その制御機構解明は重要であ
るが不明な点が多い。申請者はこれまでの研究から、花粉管内の Zn2+と Mn2+のどちらか（も
しくは両方）の濃度低下により花粉管が破裂すること、正常な花粉管伸長・破裂の制御にゴル
ジ体に局在する Zn2+・Mn2+輸送体 ZIP13 が必要であることを見出した。花粉管伸長・破裂に
おいて Zn2+や Mn2+が重要な因子であることは知られておらず、新規性の高い発見である。
ZIP13 がどのように花粉管内 Zn2+または Mn2+濃度を調節し、花粉管伸長と破裂の制御に関与
するのかを明らかにすることを目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）ZIP13 欠損株の表現型相補試験。 
異常な花粉管破裂が、ZIP13 欠損に起因するものであることを確かめるため、そして mGFP
を融合した ZIP13 が機能的であるかを調べるため、ZI13 欠損株にオウンプロモーター制御下
で mGFP 融合 ZIP13 を発現させ相補試験を行った。 
 
（２）in vivo での花粉管伸長観察。 
これまでに in vitro での花粉管伸長実験で ZIP13 欠損花粉は野生型の花粉よりも花粉管の破裂
が起こりやすいことが示された。in vivo でも花粉管が伸長途中で破裂し稔性稔性低下の原因と
なっているかを調べるため、アニリンブルー染色によりめしべの中を通る花粉の観察を行った。
さらに花粉管伸長と受精の様子を可視化するために、GUS と ZIP13 を花粉特異的プロモータ
ーpLAT52 で ZIP13 欠損株にヘテロで発現させ、ZIP13 発現花粉管を GUS 染色によって青色
に可視化できる株を作成し観察を行った。 
 
（３）正常な花粉管伸長に寄与する ZIP13 の輸送基質の特定。 
酵母異種発現系を用いた解析では ZIP13 は亜鉛イオンとマンガンイオンを輸送することが示
された。花粉管の破裂が、亜鉛イオンとマンガンイオンのどちらか、もしくは両方の濃度低下
によるものであるか否かを、ZIP13 欠損花粉の花粉管破裂が亜鉛やマンガンの添加により抑制
されるか否かや、膜透過性の亜鉛蛍光プローブを用いた in vitro 花粉管伸長実験により調べた。 
 
（４）ZIP13 欠損株の細胞壁染色。 
ZIP13 欠損株の花粉管が破裂しやすいことから、花粉管壁の強度が低下してるのではないかと
推測して野生株と ZIP13 欠損株の細胞壁成分の染色を行なった。花粉管のペクチンをルテニウ
ムレッドによって、セルロースをカルコフロールホワイトによって染色し観察した。ZIP13 は
根毛でも発現していることから、根毛においても同様に細胞壁成分の染色を行った。 
 
（５）花粉管の亜鉛・マンガン濃度調節の全体像の理解に向けて。 
花粉管内の亜鉛やマンガンの濃度調節がどのように受精に関与するのか理解するには、ZIP13
以外にも花粉に発現する亜鉛やマンガン輸送体の種類や局在を明らかにし、ZIP13 との関連を
明らかにする必要がある。これまでの研究で花粉に発現する可能性が示された亜鉛輸送体とマ
ンガン輸送体について RFP 等の蛍光タグを用いて、ZIP13-GFP との共局在解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）ZIP13 欠損株の表現型相補実験。 
ZIP13-mGFP は花粉管のゴルジ体で発現することがゴルジ体マーカータンパク質との共局在
解析から確かめられた。また ZIP13-mGFP の発現により ZIP13 欠損株で見られた高温ストレ
ス下での花粉管破裂はが顕著に抑制され、野生型植物の花粉と同程度の花粉管伸長を示すこと
が確認された。本実験より、ZIP13 欠損株で見られた異常な花粉管先端の破裂が、確かに ZIP13



欠損によるものであることが相補実験から示された。 
 
（２）in vivo での花粉管伸長観察。 
これまでに、in vitro での花粉管伸長実験から ZIP13
欠損花粉は高温ストレス下において花粉管が伸長途
中で破裂しやすいことが示された。伸長途中での異
常な花粉管破裂がZIP13欠損株の稔性低下の原因と
考えられるが、めしべの中を伸長する ZIP13 欠損花
粉管も破裂が起こりやすいのかどうかは分かってい
ない。そこで野生型のめしべに野生型もしくは
ZIP13 欠損花粉を受粉させて、めしべの中を伸長す
る花粉をアニリンブルー染色により観察したところ、
高温ストレス（30℃）下でも８時間で野生型の花粉
管はめしべ基部の胚珠まで到達するが、ZIP13 欠損
株の花粉管は基部まで到達していない様子が観察さ
れた。また、GUS 染色の有無により ZIP13 の有無
が可視化できる花粉を作成し、青色に染色される
ZIP13(+)花粉と無色の ZIP13(-)花粉がめしべの中で
競合する様子の観察を試みた。高温ストレス下では
ZIP13(+)花粉の伸長と受精が有利となり GUS 染色
される胚珠の数が無色の胚珠の数を上回り、特にめ
しべ基部の胚珠でその傾向が顕著となることを予測
していたが、実際には ZIP13(+)により受精され青色
に染まった胚珠の数は、無色の胚珠の数と同程度で
あった。無色の胚珠が ZIP13(-)により受精されたど
うかは分からないため、ZIP13(+)花粉が ZIP13(-)花粉よりも受精に有利であることを in vivo
で可視化して示すには至らなかった。今後は野生型のめしべに ZIP13 ヘテロ欠損株の花粉を受
粉させてできた種子を、めしべの柱頭から基部の順に採取してジェノタイピングすることで、
ZIP13(+)花粉とZIP13(-)花粉のどちらによって受精したのかを調べるなど別の実験方法を検討
したい。 
 
（３）正常な花粉管伸長に寄与する ZIP13 の輸送基質の特定。 
ZIP13 欠損株で見られた異常な花粉管先端の破裂が、花粉管内のマンガン濃度の低下、亜鉛濃
度の低下、どちらに起因するものかを明らかにするために、ZIP13 欠損花粉の花粉管破裂が亜
鉛イオンやマンガンイオン処理により抑制されるかどうか実験したところ、いずれの処理によ
っても花粉管破裂は抑制されないことが分かった。ZIP13 は cis-Golgi に局在しており、亜鉛
イオンまたはマンガンイオンをゴルジ体からサイトゾルへ輸送すると考えられることから、
ZIP13 が欠損すると、ゴルジ体内の亜鉛イオンまたはマンガンイオン濃度の上昇、サイトゾル
の亜鉛イオンまたはマンガンイオン濃度の低下が予測される。そこでまずは花粉管のオルガネ
ラ内外の亜鉛濃度変化を調べるため膜透過性の亜鉛蛍光プローブ Zinpyr-1 を用いた解析を試
みた。しかし、野生株の花粉でも Zinpyr-1 で処理すると花粉管の先端の破裂が起こり、花粉管
内の亜鉛濃度をモニターすることはできなかった。Zinpyr-1 は亜鉛選択性が高いことから、花
粉管内の亜鉛が Zinpyr-1 と結合して、亜鉛欠乏状態になったために花粉管先端の破裂が起こ
ったと推測される。Zinpyr-1 はマンガンイオンとも弱く結合するが、亜鉛イオン存在下では
Zinpyr-1 に結合したマンガンイオンが亜鉛イオンに置換されることが分かっている。この性質
を用いて、予め Zinpyr-1 にマンガンイオンを配位させたてから ZIP13 欠損花粉に与えること
で亜鉛イオンのみと結合する条件を作り出し実験を行ったところ、花粉管の破裂が観察された。
これらの結果から、亜鉛が欠乏すると花粉管が破裂することが明らかとなった。ZIP13 は花粉
管の cis-Golgi から亜鉛を輸送することで正常な花粉管伸長に重要な役割を果たしていると考
えられる。 
 
（４）ZIP13 欠損株の細胞壁染色。 
ZIP13 欠損株の花粉管破裂がどのようなメカニズムで起こってるのか分かっていない。花粉管
壁はペクチンやセルロースなどから構成されており、その構成によって花粉管の強度と柔軟性
が保たれており花粉管伸長に影響を与える。ZIP13 は花粉管の先端付近で花粉管の破裂が観察
されたことから、先端付近の一次壁成分の構成に変化があり強度が低下しているのではないか
と推測し、ZIP13 欠損株の花粉管をルテニウムレッド染色によってペクチンを、カルコフロー
ルホワイト染色によってセルロースの染色を行った。花粉管の染色は報告があるので可能なは
ずだが技術的に未熟でデータを取るまでに至らなかった。そこでまず取り扱いやすい根毛での
染色を行った。ZIP13 は根毛でも発現していること、根毛の伸長にもペクチンやセルロースが
重要であるためである。染色の結果、ZIP13 欠損株の根毛は野生株の根毛と同定ののルテニウ
ムレッド染色とカルコフロール染色の様子が観察され違いは見られなかった。今後は花粉管で
の染色を進めること、またより詳細な一次細胞壁成分の構成割合について抗体を用いて調べる

図１ ZIP13 欠損株の表現型相補 



などして ZIP13 欠損花粉が破裂しやすい原因を明らかにしていきたい。 
 
（５）花粉管の亜鉛・マンガン濃度調節の全体像の理解に向けて。 
発表前のデータのため分子名や局在は伏せるが、ZIP13 と共に花粉管内の亜鉛イオンとマンガ
ンイオン濃度調節に関わる輸送体の局在が複数明らかとなった。それらが ZIP13 とどのような
位置関係にあるのか画像データを得ることができ、花粉管内の亜鉛やマンガンの濃度調節機構
の理解を一歩前進させることができた。 
 
本研究より、ZIP13 は花粉管の cis-Golgi に局在して亜鉛を輸送することで正常な花粉管伸長
に寄与しており特に高温ストレス下での正常な受精に重要な役割を果たすことが明らかとなっ
た。これまでに植物の受精に亜鉛輸送体が関わることは報告がなく学術的意義は大きい。今後
は亜鉛輸送体がどのように花粉管伸長に寄与するのかそのメカニズムを明らかにしていきたい。 
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