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研究成果の概要（和文）：（１）T. fournieri とその近縁種T. concolorからLUREs 相同遺伝子を単離し、その配列を
種間で比較した。タンパク質間のドメインスワップ実験よりT. fournieriの花粉管誘引において鍵となる領域を同定し
た。
（２）新規に開発したマイクロ流体デバイスを用いて、T. fournieriより新規花粉管ガイダンス因子を同定した。
（３）ゼニゴケin vitro受精系の開発と精子誘引に関わる因子の探索をめざし、プレパラート上で精子の誘引をライブ
イメージングすることに成功した。

研究成果の概要（英文）：(1) LURE1 althologue gene from T. concolor was isolated. pollen tube guidance 
assay using chimeric TfLURE1 and TcLURE1 identified important region for attraction in T. fournieri.
(2) A novel pollen tube attraction molecule was successfully identified by using a novel microfluidic 
pollen tube guidance system.
(3) a live imaging method for sperm attraction in Marchantia polymorpha was developed.

研究分野：植物生理発生学

キーワード： 花粉管ガイダンス
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１．研究開始当初の背景 
花粉管はその伸長過程で、雌しべの様々な組
織由来のシグナルを受けて伸長方向を変化
させると考えられている。この花粉管を導く
メカニズムを、花粉管誘引と呼ぶ。花粉管誘
引には多段階のシグナルが関与しているこ
とがシロイヌナズナの突然変異体を用いた
解析から示唆されているが、その分子的実態
の多くは明らかでない。 
 近年、in vitro 花粉管誘引実験系のモデル
植物である Torenia fournieri から、助細胞
で発現しシステインに富む分泌型ペプチド
（CRP）をコードする遺伝子 TfCRP が複数
単離された。それらの遺伝子産物のうち
TfCRP1、TfCRP3 タンパク質が花粉管誘引
活性を持つことが示され、総称して LUREs
と名付けられた（Okuda and Tsutsui et al., 
Nature, 2009）。申請者はさらに、T. fournieri 
の近縁種 T, concolor における誘引物質
TcCRP1 を発見した。TfCRP1、TcCRP1 は
それぞれ同種の花粉管をより強く誘引した
が（Kanaoka et al., AoB, 2011）、その選択性
を担う分子機構は不明である。 
 苔 類 の ゼ ニ ゴ ケ （ Marchantia 
polymorpha）の造精器に水分が付着すると、
中から精子が放出される。精子は造卵器の入
り口から内部に侵入し、卵細胞と受精する。
スライドグラス上に造卵器と精子をおくと、
精子が造卵器の方へと方向性を持って泳い
でいく様子が観察された。このことより、花
粉管を持たない種においても、雌の組織が精
子の誘引に関わるのではないかと示唆され
たが、その誘引に関わるメカニズムは不明で
ある。 
２．研究の目的 
有性生殖とは、雌雄の異なる配偶体が融合
して新たな個体が生じる受精様式である。
被子植物では雌しべ組織からの誘引シグナ
ルにより花粉管は胚のうへと導かれる。適
切な雄と受精するために、誘引シグナルは
種間で異なると考えられているが、その分
子的実体は不明である。本研究では胚のう
の助細胞より見いだされた誘引因子 LURE
ペプチドの配列に種間多様性があることに
着目し、どのアミノ酸が種認識の鍵となる
か明らかにし、誘引シグナルを制御するこ
とにより生殖隔離の打破を目指す。また、
花粉管を持たず精子が受精に関わるコケ植
物ゼニゴケにおける精子誘引物質を同定し、
これらの雄性配偶体誘引機構の共通性と多
様性を明らかにすることを目指す。 
３．研究の方法 
・複数のトレニア属植物から単離された
LURE 様遺伝子の配列を比較し、それぞれ
の間でアミノ酸を入れ替えたキメラタンパ
ク質を作製する。これらキメラタンパク質
を用いて花粉管誘引アッセイをおこない、
花粉管誘引活性とアミノ酸配列との相関を
解析する 
ゼニゴケ in vitro 受精系の開発と精子誘引

に関わる因子の探索。 
 
４．研究成果 
（１） T. fournieri とその近縁種 T. 
concolor から LUREs 相同遺伝子の単離を試
みた。TfCRP1 の相同遺伝子 TcCRP1 はすでに
単離されていたが（Kanaoka et al., 2011）、
TfCRP3 の相同遺伝子は T. concolor からは単
離できなかった。TfCRP3 ともっとも類似して
いた配列では成熟タンパク質をコードする
部分に塩基置換によりストップコドンがで
きていた。そのため TfCRP3 に相当する遺伝
子は T. concolor では偽遺伝子となっている
と判断した。そこで CRP1 間の機能的差異に
絞って解析を行うことにした。 
 TfCRP1 と TcCRP1 では 8 アミノ酸がことな
るので、タンパク質を N 末側・C 末側に分け
4 アミノ酸ずつを入れ替えたコンストラクト
を作製した。それらキメラタンパク質を用い
て花粉管誘引実験をおこなったところ、C 末
側の領域が TfCRP1 タイプだと T. fournieri
の花粉管が有意に誘引されることが分かっ
た。さらに、この 4アミノ酸のうち特定のア
ミノ酸を含む領域が誘引に重要であること
を示唆する結果も得られた。これらの結果よ
り、T. fournieri の花粉管誘引において鍵と
なる領域が同定された。 
（２）花粉管の誘引を定量的に解析するため
に、新規にマイクロ流体デバイスを開発した
（Horade, Kanaoka et al., 2013）。このデ
バイスを用いて、T. fournieri の胚珠から分
泌される新規花粉管ガイダンス現象を解析
した。生化学的な解析から、このガイダンス
に関わる因子は新規のタンパク質であるこ
とが示唆された。各種カラムによる活性画分
の分画と質量分析により、活性画分に含まれ
るタンパク質を複数同定した。リコンビナン
トタンパク質を作製しそれらのガイダンス
活性を評価したところ、精製タンパク質のみ
で花粉管ガイダンス活性を示す新規のタン
パク質が１つ見つかった。このタンパク質は
新規の分泌タンパク質であり、アミノ酸配列
には種間で大きな違いがあるものの基本的
な構造は保存されていた。また、特に良く構
造が保存されているタンパク質は被子植物
（花粉管を持つ植物）にのみ見出されたこと
から、このタンパク質の進化と花粉管の出現
との間に何らかの関係があることが示唆さ
れた。この遺伝子は雌しべ組織内で発現して
いたが、タンパク質の局在は発現部位から予
想されるよりも広範囲にわたっていた。この
ことから、この遺伝子産物が花粉管ガイダン
スの最初に段階に必要となり、次に LURE に
より最終目的二へと方向が調整される、とい
う、複数の分子による多段階の花粉管ガイダ
ンス機構が提唱された。 
（３）ゼニゴケ in vitro 受精系の開発と精
子誘引に関わる因子の探索をめざし、まず、
精子の誘引のイメージングを試みた。プレパ
ラート上で精子と造卵器を今日培養するこ



とにより、精子の誘引をライブイメージング
することに成功した。 
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