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研究成果の概要（和文）：アブラナ科植物では、雌蕊先端の乳頭細胞に様々な花粉が付着しても、同種他家花粉が受粉
した場合にのみ、花粉の発芽がおこり受精が成立する。研究代表者は、アブラナの花粉に同種の雌蕊に対してその花粉
を受容するのに必要な一連の反応を誘起する何らかの因子（和合シグナルとよぶ）が存在する可能性を見いだしてきた
。しかしその実体は明らかではなかった。本研究では、和合シグナルを単離するための抽出方法を確立し、和合シグナ
ルにより発現誘導される雌蕊柱頭の遺伝子群をトランスクリプトーム解析により同定した。遺伝子破壊株やイメージン
グによる解析から、乳頭細胞膜のCaポンプ（ACA13）が花粉発芽時に機能することを示した。

研究成果の概要（英文）：In the Brassicaceae, intraspecific non-self pollen (compatible pollen) can germina
te and grow into stigmatic papilla cells, while self pollen or interspecific pollen is rejected at this st
age. However, the mechanisms underlying this selective acceptance of compatible pollen remain unclear. Her
e, using a cell-impermeant calcium indicator, we showed that the compatible pollen coat contains signaling
 molecule(s) that stimulate Ca2+ export from the papilla cells. Transcriptome analyses of stigmas suggeste
d that autoinhibited Ca2+-ATPase 13 (ACA13) was induced after both compatible pollination and compatible p
ollen coat treatment. ACA13 protein localized to the plasma membrane. The stigma of a T-DNA insertion line
 of ACA13 exhibited reduced Ca2+ export, as well as defects in compatible pollen germination and seed prod
uction. These findings suggest that stigmatic ACA13 functions in the export of Ca2+ to the compatible poll
en tube, which promotes successful fertilization.
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１．研究開始当初の背景 
 古くからアブラナ科植物の育種において
は、異種花粉の混合受粉により異種間雑種
の作出が可能になる「メントール花粉効果」
と 呼 ば れ る 現 象 が 知 ら れ て い る
（Babadjanyan, 1962）。 
 これまでに、研究代表者はBrassica rapa
や Arabidopsis thaliana を使って、細胞内
外の[Ca2+]やアクチン、ROS などのモニタ
リング系を構築してきた。そして、同種の
和合受粉時特異的に、乳頭細胞から花粉へ
の Ca2+を含む水の移動が起きること、花粉
直下の乳頭細胞内でアクチンの重合・束化
が促進されること、小胞体（ER）や液胞の
集積が起きることなどを明らかにしてきた
（Iwano et al., 1999, 2004, 2007）。さらに、
こうした一連の生理変化が同種他家の花粉
表層物質により誘導されたことから
（Iwano et al., 2007）、花粉表層物質中に
はこれら一連の生理変化を誘導する何らか
の因子（「和合シグナル」）が存在すること
が示唆された。そして、この「和合シグナ
ル」が「メントール花粉効果」を誘導する
種認識に関わる分子であると推測した。 
 しかし、この「和合シグナル」は、種間
不和合性の機構を解明する上で鍵を握ると
予測されるが、その実体については全く未
解明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アブラナ科植物の B. rapa
と A. thaliana を用いて、「和合シグナル」
の実体を解明することと、そのシグナルに
より乳頭細胞内に誘起される情報伝達系を
解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者は、これまでの「和合シグナル」
が細胞外への Ca2+輸送を誘導するという性
質を利用して、以下の生化学的、分子生物学
的、遺伝学的解析により「和合シグナル」の
探索と下流の情報伝達系の解明を行なうこ
とを考えた。 
１）「和合シグナル」アッセイ系による性状
解析、 
２）マイクロダイセクション・次世代シーケ
ンサーによる「和合シグナル」候補遺伝子の
同定、 
３）「和合シグナル」下流情報伝達系の生理
学的・分子生物学的解析 
 
４．研究成果 
１）「和合シグナル」アッセイ系による性状
解析 
 最初に新規のアッセイ系を構築した。即ち、
アガロースビーズに膜不透過性のカルシウ
ム親和性蛍光指示薬カルシウムグリーン水
溶液を吸収させ乾燥させた後に、花粉表層抽
出物（画分）をマニュピュレーターで添加し、
上記カルシウムグリーン封入アガロースビ

ーズを擬似花粉に見立ててのせ、カルシウム
グリーンの蛍光変化を調べるという方法で
ある。 
 これまでのアッセイ系では、B.rapa 花粉の
シクロヘキサン抽出物中に乳頭細胞からの
水・Ca を排出する活性物質（和合シグナル
物質）が含まれることを見いだしてきた。そ
こで、この抽出画分を更にクロロホルム・メ
タノール処理により、脂溶性と水溶性とに分
画し、活性判定を行った。その結果、脂溶性・
水溶性共に活性が認められず、少なくとも和
合シグナル分子は脂溶性物質ではないこと
が明らかになった。しかし、この抽出法では
殆どのタンパク質が変性してしまっている
為、タンパク性物質であるか否かは判断でき
なかった。そこで、花粉を水で抽出した場合
にもシクロヘキサン抽出物と同様な活性が
認められたため、水抽出物をゲル濾過により
分離分画し、アッセイに供した。これまでに
タンパク質の溶出画分で活性が認められ、和
合シグナル分子はタンパク性分子であるこ
とが示唆された。 
 
２）マイクロダイセクション・次世代シーケ
ンサーによる「和合シグナル」候補遺伝子の
同定、 
 花粉表層物質は、花粉小胞子だけでなく葯
のタペート細胞でも産出される。そこで、
B.rapa 葯組織のパラフィン切片より、マイク
ロダイセクションによりタペート細胞と花
粉小胞子とを回収し、次世代シークエンサー
（FLX455,Roche）により両組織での遺伝子
発現プロファイルを作成した。解析の結果、
両組織で発現量の高い上位 200contig には、
CRP（cysteine-rich protein）が 10％も含ま
れていることが明らかとなった。CRP 群には、
自家不和合性因子 SP11 を始め、受粉から受
精に至る過程において花粉の選抜に関わる
因子が含まれており、今回得られた新規 CRP
群中に和合シグナル分子が含まれているこ
とが期待された。 
 
３）「和合シグナル」下流情報伝達系の生理
学的・分子生物学的解析 
 和合シグナルにより誘起される遺伝子を探
索するために、受粉後あるいは花粉表層物質
付着後に誘導される遺伝子群を同定した。誘
導された255遺伝子の中からCa2+輸送活性を
持つCa2+ポンプ、Autoinhibited Ca2+ ATPase 
13 (ACA13)を見出した。本遺伝子破壊株では、
種子数の低下、花粉の発芽遅延、カルシウム
グリーンアッセイにおける蛍光量減少が観察
された。また、GFPレポーターアッセイと免
疫電顕法によりACA13は細胞膜とゴルジベ
シクルに局在しており、受粉時には花粉発が
部位周辺に集積することが示された。以上の
結果から、ACA13は和合受粉時のCa2+輸送に
関わっていることが示唆された（Iwano et al. 
2014）。 



 和合受粉時には乳頭細胞から花粉へのカル
シウムの供給がおこることを示してきた。し
かし、他のイオンについての情報はなかった。
本年度、EDXシステムを装着した走査電顕を
用い、さらに受粉過程の観察・元素分析を凍
結条件下で行なうことにより、乳頭細胞から
花粉へKとClが供給されることが新たに明ら
かになった。従って、和合シグナルを受容し
た乳頭細胞では、Caイオン、Kイオン、Clイ
オンの輸送体が機能することが示された。そ
こで、これに関わる分子を探索するために、
シロイヌナズナ乳頭細胞のレーザーマイクロ
ダイセクション・次世代シークエンサー解析
あるいはマイクロアレイ解析により乳頭細胞
特異的に発現する遺伝子を探索した（Osaka 
et al., 2013）。その結果、乳頭細胞特異的に
発現し、しかも発現量が非常に高い、6回膜貫
通型のチャネル様分子を見出した。この遺伝
子単独の遺伝子破壊株では顕著な表現型は見
られなかったが、２重３重変異体では種子数
が減少し、吸水発芽遅延が見られた。しかも、
上記のEDXシステムで変異体の元素分析を
行なったところ、受粉後の花粉でCl量の減少
がみられた。従って、シロイヌナズナの受粉
過程で機能する遺伝子であることが示唆され
た。今後より詳細な解析が必要であると考え
ている。 
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