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研究成果の概要（和文）：花粉外壁に存在する脂質系粘着物質のポーレンコートは、葯タペータム内の脂質系オルガネ
ラが内包する脂質成分の一部から作られると言われているが、その脂質成分の局在性・機能性やポーレンコート形成の
仕組みの多くは不明であった。私は、透過電子顕微鏡レベルでシロイヌナズナ葯における脂質のオルガネラ局在マップ
を作成し、これら脂質系オルガネラの形成過程の詳細を明らかにした。さらにシロイヌナズナ脂質関連遺伝子欠損変異
体の観察を行い、ポーレンコートを形成する機能性の脂質分子種を推定し、ポーレンコート形成過程における脂質の生
合成・蓄積・輸送・分解の一連のプロセスとそのしくみを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Male gametophyte in higher plants contains characteristic lipid-rich organelles. M
uch of the pollen coat material derives from two tapetal lipid-rich organelles: tapetosome and elaioplast.
 The analysis of lipid components of tapetosome, elaioplast, male gametophyte and pollen coat revealed tha
t they package a defined series of lipid components. 
To understand the mechanism for formation of these lipid-rich organelles, I made an organelle-map using tr
ansmission electron microscopy during wild-type Arabidopsis pollen development. Furthermore, I analyzed th
e Arabidopsis mutants of lipid metabolism and described the role of lipids on the male gametophyte and tap
etum development. It is becoming clear that the lipids are critical on the male gametophyte development by
 reverse-genetic strategy using Arabidopsis.
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１．研究開始当初の背景 
 ポーレンコートとは、花粉外壁の隙間に存
在する脂質系の粘着物質のことであり、花粉
と柱頭の認識や自家不和合性をもたらす成
分等を含む。ポーレンコート形成メカニズム
を解明することは、農業・育種の観点におい
ても大変有用である。 
 アブラナ科植物の葯最内層のタペータム
には、タペトソームとエライオプラストとい
う特殊に分化した脂質系オルガネラが存在
し、これらはタペータム崩壊後にポーレンコ
ートを形成すると言われている。タペトソー
ムはトリアシルグリセロールやワックス成
分に富んだオイルボディの一種であり、エラ
イオプラストは種々の脂肪酸関連物質のほ
か特徴的なステロールを含む色素体である。
しかし、ポーレンコートはこの両オルガネラ
の脂質成分の一部（ワックス、ステロール等）
を含むのみであり、形成過程のどの段階で脂
質の選別が行われるのか、どのようなしくみ
で花粉に運ばれ沈着するのか、個々の脂質の
役割は何か、等の詳細についてはほとんど不
明であった。このように、ポーレンコートの
形成には、特殊に分化した脂質系オルガネラ
群とその内包成分が重要な役割を果たすと
考えられるが、これまでの研究は生化学的分
析結果に基づくものがほとんどであり、in 
vivo における脂質成分の局在性や機能性の
検討は立ち後れていた。 
 抗体染色の可能なタンパク質等と異なり、
脂質は特定の分子種のみを特定して局在性
を示すことは困難である。しかし私は、微細
構造学的解析手法の改良を進めた結果、固定
法によって脂質系オルガネラの電子密度が
異なることを見出し、電子顕微鏡レベルでの
「脂質の染め分け」が可能であるとの感触を
得た。例えば、化学固定法では同じ電子密度
の高い顆粒として観察された２つの構造が、
凍結固定法では片方の構造しか検出できな
い場合、２つの構造は異なる脂質成分から成
るか異なる結合状態にあると予想される。一
方で私は、シロイヌナズナ脂質関連遺伝子の
変異体の収集と解析、及び透過型電子顕微鏡
を用いた微細構造学的観察をおこなった。そ
の結果、いくつかの変異体で、タペータムの
脂質系オルガネラ異常やポーレンコート形
成異常が生じることを見出してきた。以上の
ことから私は、様々な脂質関連遺伝子欠損変
異体群を用いた網羅的な解析と、脂質を染め
分ける手法とを組み合わせることで、タペー
タム脂質成分の局在性と機能性、及びポーレ
ンコート形成機構が明らかになるのではな

いかとの着想を得た。 
 
２．研究の目的 
 花粉外壁に存在する脂質系粘着物質のポ
ーレンコートは、葯タペータム内の脂質系オ
ルガネラが内包する脂質成分の一部から作
られると言われているが、その脂質成分の局
在性・機能性やポーレンコート形成の仕組み
は未だ不明のままである。私は、電子顕微鏡
レベルで葯における脂質の局在マップを作
成し、さらにシロイヌナズナ脂質関連遺伝子
欠損変異体の網羅的な観察を行う。これによ
り、ポーレンコートを形成する機能性の脂質
分子種を特定し、その脂質の局在性と役割を
明らかにすると同時に、ポーレンコート形成
過程における脂質選別や輸送沈着のしくみ
を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)透過電子顕微鏡を用いて野生型シロイヌ
ナズナの葯における脂質の局在マップを作
成する 
 ポーレンコート形成プロセスを明らかに
するためには、葯タペータム内オルガネラの
内包脂質成分をそれぞれ別のものとして識
別することが求められる。固定液等を変えた
試料の顕微鏡像を比較し、また外部添加した
脂質の観察等により、これまで均一の顆粒と
しか認識できなかったオルガネラが異なる
脂質構造から成ることを示す。この手法を用
いて、タペータム及びポーレンコートにおけ
る詳細な脂質の局在を示すマップを作成す
る。 
 
(2)シロイヌナズナ脂質関連遺伝子欠損変異
体の観察により、脂質の局在性と機能を明ら
かにする 
 ある代謝系の酵素が欠損した場合、その下
流の機能代謝産物が欠損する。すなわち、そ
の機能代謝産物の上流の酵素欠損であれば
どれも同じ表現型となるため、同じ代謝系の
複数の欠損変異体を観察することにより、そ
の欠損脂質分子種が何であるかを予想する
ことができる。そこで、シロイヌナズナの脂
質関連遺伝子欠損変異体の観察を行い、どの
脂質分子種がタペータム及びポーレンコー
トのどの部分でどのような役割を果たして
いるかを推定する。 
 
４．研究成果 
(1)透過電子顕微鏡を用いて野生型シロイヌ
ナズナの葯における脂質の局在マップを作



成する 
 高等植物の雄性配偶体は、細胞組織の深部
に存在し、またわずかな時間で刻々とオルガ
ネラ形態が変化する動的な存在である。この
ことから、花粉形成に寄与する様々なオルガ
ネラ分化の詳細な構造変化を示すことは、公
的にも有用といえる。 
 葯の内部は何層にも渡って細胞が入り組
んでいるため、深部までよい固定像を得るこ
とはこれまで難しかった。物理的な加圧方式
で化学固定を行ったところ、良好な透過電子
顕微鏡（TEM）画像を得ることができた（図
１）。これにより、葯全体にわたる脂質系オ
ルガネラの分化および細胞外分泌と花粉壁
沈着のプロセス等の詳細が明らかとなった。 
 さらに、詳細な脂質オルガネラマップを作
成するために、細胞や組織全体に渡る広域
高解像度 TEM 像を取得する方法の開発も
行った。これは、外部 PC から電顕をプロ
グラム制御し電子ビーム方向と試料位置の
制御を組み合わせることで、広域の電顕画像
を全自動で撮影するものである。また、画像
認識プログラムにより糊しろ部分を張り合
わせることで、大量の画像を全自動で結合す
ることにも成功した。これにより、これまで
に、最大 37,881 枚から成り、面積にして約
600μm 四方の領域をカバーする１枚 TEM 画
像を取得することができた。現在、この手法
を用いて、花粉形成過程を通じた葯全体に渡
る解像力の高いオルガネラマップの作成を
進めている。 
 

(2)シロイヌナズナ脂質関連遺伝子欠損変異
体の観察により、脂質の局在性と機能を明ら
かにする 

 メバロン酸経路に関連した脂質関連突然
変異体のうち、不稔形質を示すものを中心に
TEM観察を行った。具体的には、hmg1変異体、
ipi1, ipi2 二重変異体、cer1 変異体、cas1
変異体、花粉エキシン形成に異常を示す変異
体等である。その結果、hmg1、ipi1, ipi2 に
おいて、葯タペータムのエライオプラストに
おける形態異常を確認することができた。 
 また、ステロールの脂質輸送に関連すると
予想されるトランスポーターの欠損突然変
異体の観察も行った。その結果、タペータム
の膜上に脂質系物質の異常蓄積がみられ、さ
らに葯室内にも異常な脂質の凝集物がみら
れた。これは、脂質輸送に関する重要な知見
を与えるものである。 
 さらに、オートファジー欠損と予想される
突然変異体もラインナップに加え、脂質の分
解に着目した解析を進めた。これまで、花粉
やタペータム内では、オートファジーが行わ
れているかどうかすらわかっていなかった
が、私は今回、オートファジーが正常な花粉
形成に何らかの機能を果たしているという
ことを強く示唆するデータを得た。 
 以上のように、突然変異体の解析により、
脂質の生合成・蓄積・輸送・分解という一連
の流れを捉えることができたといえる。 
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