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研究成果の概要（和文）：被子植物の雌性配偶体の発生は独特で、1つの細胞が3回の核分裂を経て多核体となっ
た後に細胞化し、４種７細胞がそれぞれ固有の機能を獲得する。本研究は、各細胞の運命と機能を担う分子基盤
を明らかにすることを目指した。１細胞の逆遺伝学的な解析によって助細胞から卵細胞への運命転換を反映した
遺伝子発現の変遷を検出した。また、助細胞の花粉管誘引を支える極性分泌の制御機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The development of the female gametophyte in angiosperms is unique. After 
undergoing three rounds of mitosis without cytokinesis, a single cell becomes a multicellular 
tissue. Cellularization occurs almost simultaneously and results in four cell types with seven 
cells, each acquiring specific functions. Here we studied how the female gametophyte develops by 
acquiring its appropriate cell fate and function of each cell. By reverse genetic analysis of a 
single cell, we detected the dynamic changes in gene expression that reflect the fate conversion 
from the synergid to the egg cell. Furthermore, we revealed the mechanism for polarized secretion of
 pollen tube attractants in the synergid cells.

研究分野： 植物発生学

キーワード： 雌性配偶体　細胞運命　scRNA-seq　ライブイメージング　アクチン繊維　助細胞　極性分泌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
雌性配偶体は、被子植物の繁栄を支える重複受精に不可欠な組織である。この特有な発生過程や細胞機能の制御
は、不明な点が多い。運命転換時の遺伝子発現変動をとらえたことで、細胞運命の決定機構を明らかにするため
の基盤整備が出来た。また、花粉管誘引の制御機構の解明は植物生殖の制御技術の開発に繋がる重要な成果とい
える。

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



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 雌性配偶体は被子植物の繁栄を支える重複受精に不可欠な組織である。形成過程は独特で、1
つの細胞が 3 回の核分裂を経て多核体となった後に細胞化し、２つの助細胞、雌性配偶子であ
る１つずつの卵細胞と中央細胞、３つの反足細胞という４種の７細胞となる。これらの細胞は、
生殖過程においてそれぞれ固有の機能を獲得する。遺伝的に同一の核から生じる多細胞が多様
に機能分化する点において、発生分化の研究に最適な組織といえる。各細胞の運命決定には多核
体での核の配置や植物ホルモンの分布の違いが重要であると示唆されているが、その時期や分
子実体は明らかでない。これまでの申請者の研究から４核期後半には細胞の運命が決定される
ことが示唆された．また、各細胞の機能を裏打ちする制御システムも未だ不明な点が多い。２つ
ある助細胞は、分泌活動が活発な細胞であり、花粉管誘引ペプチドを分泌して雄性配偶子を運搬
する花粉管を胚珠へと導く。しかしながら、その分泌制御の詳細は明らかでない。 
 
２．研究の目的 
（１）顕微細胞操作とライブイメージング、逆遺伝学的解析によって、雌性配偶体の運命決定や
細胞機能に関わる遺伝子を探索して解析する。 
 
（２）助細胞における花粉管誘引物質の分泌制御システムを解明する。 
 
３．研究の方法 
（１）雌性配偶体の運命決定や細胞機能に関わる遺伝子の探索 
 ①多核体期（１，２，４，８核期）の雌性配偶体の遺伝子発現を調べるために、該当の発生ス   

テージを通して核を標識する蛍光レポーター系統を作出した。さらに、珠孔側とカラザ側を   
確実に採り分けるために、CKI1 プロモーターでカラザ側の核を別の色の蛍光タンパク質で 
重ねて標識した形質転換体を作出した。 

②これまでに雌性配偶体の細胞運命が異常になる変異体がいくつか報告されている。amp1 変 
異体では低頻度であるが、助細胞が卵細胞様になる胚珠が観察される。この変異体を背景に 
各細胞種の分化マーカーを作出した。卵細胞マーカーもしくは助細胞マーカーのみが発現 
する細胞と卵細胞、助細胞マーカーがともに発現する細胞を回収して、scRNA-seq を実施し 
た。 

③本研究代表者らは、これまでに助細胞特異的に発現する転写因子 MYB98 の変異体の助細胞 
の RNA-seq データを取得していた。データ解析の結果、myb98 の助細胞は部分的に卵細胞様 
に転換していることが明らかになった（Susaki et al., PLos Biol., 2021）。この助細胞で 
卵細胞や初期胚で特異的に発現する RKD を発現させ、さらに助細胞を運命転換出来ないか 
を検討した。 

 
（２）助細胞における花粉管誘引物質の分泌制御システムの解明 
 助細胞の珠孔端には繊形装置とよばれる細胞膜と細胞壁が複雑に陥入した特殊な構造があり、
花粉管誘引物質（ペプチド）等の分泌活動に重要だと考えられている。この独特な構造の詳細な
３次元解析のために、FIB-SEM で撮像した。これまで免疫染色による形態学的な解析から繊形装
置から放射状に広がる微小管と、助細胞の長軸方向に沿って分布するアクチン繊維が観察され
ていた。こういった助細胞の特徴的な形態と細胞骨格の配向は、細胞機能に重要であると考えら
れてきたが詳細は不明だった。そこで、ライブイメージングを駆使して微小管またはアクチンの
経時的な動態変化を観察した。また、微小管またはアクチンを遺伝学的、薬理学的な方法で重合
阻害した際の細胞の形態と花粉管の誘引を調べた。 
 
４．研究成果 
（１）雌性配偶体の運命決定や細胞機能に関わる遺伝子の探索 
①まず多核体期の核の標識のために ES2 プロモーターを使った pES2::NLS-Clover、pES2::H2B- 
Clover を作製したが、４核の後期からしか発現がみられなかった上、蛍光シグナルも弱く顕 
微鏡下での細胞回収に耐える形質転換体は作出できなかった。また成熟胚珠では卵細胞と反 
足細胞では蛍光レポーターの発現が弱く、本研究の使用目的には沿わなかった。有望な他のプ 
ロモーター候補が見つからないなか２～３年目にかけて、pGPR1::H2B-mNeonGreen を作出した。 
この系統は１核～成熟胚珠まで雌性配偶体内の核だけを標識できた。カラザ側の核だけを標 
識するために pCKI1::NLS-tdTomato、pCKI1::HTB1-mRuby2 を観察したがどちらも暗く顕微鏡 
下での細胞回収での使用は難しかった。②の結果から scRNA-seq で充分な検出遺伝子数のデ 
ータ取得が可能だとわかったので、今後は pGPR1::H2B-mNeonGreen の１つの胚珠から珠孔側、 
カラザ側を取り分けた scRNA-seq を実施する 

②検出遺伝子数はバルクサンプルでは２万以上であったのに対して、シングルセルでは半分程 
度であった。野生型と変異体の比較から、興味深いことに既知の卵細胞特異的遺伝子群が変異 



体の助細胞で発現上昇することが確認できた。変異体の卵細胞においても複数の助細胞特異 
的な遺伝子の発現上昇が見られた。以上の結果からこれらの遺伝子が細胞運命の転換を担っ 
ている可能性が示唆された。また、ATAC-seq も実施したが、サンプル量が不十分だったため 
か有用な解析結果は得られなかった。 

③RKD１～4を野生型と myb98 の助細胞特異的に発現させた。野生型背景で RKD2、4 を発現させ 
た系統の一部では、助細胞の核がカラザ側に移動して細胞の中ごろに見られた。myb98 背景で 
RKD2、4を発現させた一部の系統では、卵細胞様の核配置が観察できた胚珠を確認できた。ま 
た、導入遺伝子をホモ接合にもつ系統を選抜できなかった。 

 
（2）助細胞における花粉管誘引物質の分泌制御システムの解明 
微小管またはアクチンを遺伝学的、薬理学的な方法で重合阻害した際の細胞の形態と花粉管

の誘引を調べた。微小管の破壊では、繊形装置の細胞膜の陥入が少なくなったが、花粉管の誘引
に異常は見られなかった。一方、アクチンを破壊すると繊形装置の形態異常だけでなく、花粉管
誘引ペプチドの分泌が阻害されて発生異常を示す種子が見られた（図 1）。受精異常を示す精細
胞膜タンパク質の変異体の花粉管を受容して残った一方の助細胞では、一時的なアクチン繊維
の消失が観察された。さらに、経時的な観察によって再びアクチン繊維が観察された（図 2）。
野生型においても受精後に残った助細胞でアクチン繊維が観察された。このアクチン繊維の再
形成は、受精失敗時に再び花粉管を誘引するために機能すると考えられる。この成果は国際誌に
出版した（Susaki et al., Plant Cell, 2022）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 助細胞のアクチン繊維を破壊すると花粉管誘引ペプチドの局在が変化し種子の発生異常

が見られた 

左：野生型の助細胞では花粉管誘引ペプチドが繊形装置に局在する 

右：アクチン繊維を破壊すると花粉管誘引ペプチドが繊形装置に局在できなくなり、受精できず
種子が正常に形成されなくなる（赤矢印） 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 受精失敗後に残った助細胞では消失したアクチン繊維が回復する 

   緑色：アクチン、マゼンタ：精細胞 

左：授粉後 6時間では残存助細胞ではアクチン繊維が消失する 

中：授粉後 9時間ではほとんどアクチン繊維は見られない 

右：授粉後 14時間ではアクチン繊維の回復が見られた 
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