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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物の受精において重要な役割を果たす花粉管ガイダン

ス因子 LUREが植物種間でどのように異なっているかを調べた。LURE1タンパク質をコード
する遺伝子はトレニア同族内の植物で保存されていたが、アミノ酸配列は異なっていた。それ

ぞれの種から得られた LURE1タンパク質は、他種の花粉管より同種の花粉管をより強く誘引
した。本研究より、LUREの多様化が異種間での受精を防ぐメカニズムの一因と成っているこ
とが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Here I investigated the molecular diversity of LURE, which is 
important for pollen tube guidance in Torenia. LURE1 althologues were conserved in the 
Torenia species, but its protein sequences were diverged. LURE1 proteins attracted pollen 
tubes in a species-specific manner, suggesting that the diversification of pollen tube 
guidance molecules is one of the mechanism to prevent interspecific crosses. 
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１．研究開始当初の背景 
植物の受精において、花粉管はめしべ内部を
伸長し、最終的には胚珠の珠孔へと迷うこと
なく到達して胚嚢内に進入する。多くの植物
では１つのめしべの中に数十から数百もの
胚珠が作られ、その１つ１つに精確に花粉管
が導かれる。このように花粉管をその標的ま
で精確に導く機構を花粉管ガイダンスと呼
ぶ。申請者の所属する研究室では、胚嚢が胚
珠組織から飛び出しているユニークな植物
トレニア（Torenia fournieri）を用いて、胚

珠と花粉管の両者を同時に培養することに
より、花粉管ガイダンスを in vitro で再現す
ることに成功した。胚嚢細胞のレーザー除去
実験より、助細胞から花粉管誘引シグナルが
でていることが明らかになった。また、T. 
fournieri とその近縁種４種を用いた in 
vitro 花粉管ガイダンス実験より、５つの種
全てで胚嚢への花粉管の誘引には助細胞が
必要であり、花粉管は同種の胚嚢にのみ誘引
されるという、種特異性があることがわかっ
た。このことは、花粉管ガイダンスが、同種
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内での交配を保証し、他種との交雑を防ぐと
いう、「種の維持」の根本に関わる重要なメ
カニズムであることを示している。近年、T. 
fournieri の助細胞のみを単離して作成した
cDNAライブラリーの解析から、助細胞特異
的に発現している約 7kDaの分泌型低分子ペ
プ チ ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 TfCRP1, 
TfCRP3がみつかった。精製された TfCRP1, 
TfCRP3 タンパク質が花粉管誘引活性を示す
こと、モルフォリノアンチセンスオリゴ
（MO）を用いた両タンパク質の翻訳阻害に
より花粉管が胚珠に誘引されなくなること
から、TfCRP1, TfCRP3が花粉管ガイダンス
分子の実体であると示された（以下、助細胞
で発現し花粉管誘引活性をもつTfCRP1タイ
プの分子のことをまとめて LUREsと表記す
る）。しかしながら、他種植物からの LUREs
オーソログの単離はなされておらず、LUREs
が普遍的な花粉管ガイダンス因子であるか
は明らかになっていない。また、花粉管に存
在すると考えられている LUREsの受容体も、
同定には至っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、T. fournieri とその近縁種を用
いることにより、（１）LUREs 相同遺伝子を
用いた花粉管誘引活性の測定と分子進化の
解明、（２）LURE の花粉管ガイダンス活性
における機能ドメインの同定、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Torenia fournieri とその近縁種から
LUREs 相同遺伝子を単離し、その配列を種
間で比較した。各植物種由来の LUREs 相同
遺伝子からタンパク質を発現・精製し、in 
vitro 花粉管ガイダンスアッセイ実験を行い、
花粉管ガイダンス物質として機能するか確
認した。同時にこれらの植物の詳細な系統樹
も作成し、LUREsの分子進化と系統関係も
考察した。（２）精製 LUREタンパク質を用
いた in vitro 花粉管ガイダンスアッセイを
同種の花粉管に対してのみならず他種の花
粉管に対しても行い、この分子の違いで花粉
管誘引に差が見られるか検討した。 
 
４．研究成果 
（１）近年当研究室の研究により明らかとな

った、Torenia fournieri における花粉管ガイ
ダンス因子TfCRP1 のオーソログ遺伝子を近
縁植物から単離することに成功した。組織別

RT-PCRの結果、近縁種T. concolor の胚珠
cDNAから単離されたTcCRP1遺伝子は植物
体では胚珠のみ、さらに胚珠の中では単離助

細胞cDNAにおいて強く発現していた（図１
）。このことからTcCRP1が花粉管誘引物質と
して働く可能性が示唆された。TcCRP1タン

パク質をT. concolor の花粉管に与えたとこ
ろ、花粉管を誘引する活性を持つことが分か

った（図２）。さらに、その活性はTcCRP1タ
ンパク質の濃度依存的であることも明らかに

なった。また、CRP1遺伝子の系統樹をアミノ
酸置換の速度を考慮して作成したところ、T. 
fournieriともっとも近縁なT. violaceaが１つ
のグループになり、それ以外の種とは分かれ

ること、シグナルペプチドをコードする領域

は高度に保存されていたが成熟タンパク質を

コードする領域は正の選択を受けている可能

性が示唆された。 

 
図１．TcCRP1遺伝子の発現解析 
TcCRP1は助細胞を含む組織である胎座や胚
珠で強く発現していた。また、配偶体内にお

いては卵細胞では発現せず、助細胞のみで発

現していた。stは茎、leは葉、peは花弁、oy
は胎座、ovは胚珠、scは助細胞、ecは卵細胞
由来のcDNAを用いたことを、それぞれ表す
。またgはゲノムDNAを表す。 
 

 
図２．TcCRP1タンパク質は花粉管ガイダン
ス活性を示す 
Aはバッファーのみを与えた直後の花粉管、B
はその20分後を示す。花粉管は直線的に伸長
し続け、バッファーには誘引されない。Cは
TcCRP1タンパク質を与えた直後の花粉管を
、Dはその20分後を示す。花粉管はTcCRP1
タンパク質を置いた領域（緑色）に向かって

いる。 
 
（２）TcCRP1 と Lindernia micrantha か
ら単離された LmCRP1 の成熟ペプチド配列
クローニングし、大腸菌を用いてタンパク質
を発現させた。リフォールディングした精製
タンパク質を用いて T. fournieri の花粉管に
対して誘引アッセイを行ったところ、



TcCRP1はTfCRP1よりは弱いもののある程
度の誘引活性を示した。それに対し、
LmCRP1 はまったく誘引活性を示さなかっ
た。さらに、TfCRP1タンパク質のT. concolor
花粉管に対する誘引活性は同種の花粉管に
対する物よりも低いことも明らかになった。
TcCRP1 は８アミノ酸、LmCRP1 は１５ア
ミノ酸がそれぞれTfCRP1と異なっているこ
とから、これらのアミノ酸の違いが花粉管に
おける認識に関わっている可能性が示唆さ
れた。また、CRP1 タンパク質のどのような
構造によりこのような種特異性がみられる
のか明らかにするため、NMR を用いたタン
パク質の立体構造の決定を試みた。15Nで標
識したリコンビナントTfCRP1タンパク質に
花粉管誘引活性があることを確認した後、
1H-15N HSQC により解析したところ、
TfCRP1 のアミノ算数とほぼ同じ数のシグナ
ルが認められた。 
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