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研究成果の概要（和文）：生殖器官の形成は生物種の保存に必須な重要イベントである。我々は植物の生殖器官の形成
を制御する分子メカニズムの解明を目指して突然変異体を用いた研究を進めた。その結果、花粉できずに花粉が死んで
しまう変異体が見つかり、小胞輸送に必要な遺伝子の働きが示された。小胞輸送は細胞内の様々な物質の輸送・分泌に
働いている。今回の研究により、植物の生殖器官が正しく発達するためには小胞輸送の機能により物質が正しく輸送さ
れる必要があることが示された。

研究成果の概要（英文）：The formation of reproductive organ is important event for maintenance of 
species. In this study, we analyze molecular mechanism regulating development of reproductive organ in 
higher plant by molecular genetic approach. As the results, we isolated the mutant failure in formation 
of pollens and found the phenotype caused by the mutation in factors controlling vesicle transport. 
Transport of many molecules in cells are controlled by vesicle transport including the event of secretion 
and transport of molecules into organelle . From this study, importance of function of vesicle transport 
is revealed for development of reproductive organs in plants.

研究分野： 植物分子遺伝学
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様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 生殖器官の形成は生物種の存続に必須な
重要イベントである。植物において生殖器官
のコントロールは育種の鍵となっており、重
要な研究課題となっている。近年モデル植物
シロイヌナズナを用いた分子遺伝学的解析
により、生殖器官、特に雄性生殖器官である
雄しべ、花粉の発達に働く遺伝子が単離され
てきている。それらの中には植物ホルモンに
関する因子、受容体型キナーゼ、転写因子な
ど、さまざまなレベルでの調節に関わるタン
パク質が含まれている。しかしながら花粉発
達という複雑な生命現象を分子レベルで理
解するためには花粉の発達に直接関与する
因子の同定が必要不可欠である。花粉の表面
はスポロポレニンという物質が蓄積して規
則的な 2 次細胞壁パターンを形成している。
この構造は非常に強固であり、また雌しべ柱
頭での受粉にも必要である。そこで本研究で
は花粉の発達、特に表面構造の発達に関与す
る新たな遺伝子を探索し、植物の生殖器官形
成の理解を深めることとした。 
 
２．研究の目的 
（１）植物の花粉は雄しべの葯の中（葯室）
で、花粉母細胞－四分子－花粉と発達する。こ
の過程で減数分裂がおこり、成熟花粉では精
細胞（雄核）、栄養細胞が形成されている。
同時に花粉表面にはスポロポレニンが蓄積
し、柱と天井の構造を持つエキシンが形成さ
れる。実験材料として用いたシロイヌナズナ
の花粉エキシンは走査型電子顕微鏡により
網目の構造として観察される。花粉はめしべ
の柱頭に付着し受粉すると花粉管を発芽す
る。花粉管は柱頭内を伸長し胚珠に到達する。
２つの精子（雄核）は花粉管内を移動して胚
嚢に達し、1 つが卵核と融合して受精卵に、
１つが極核と融合して胚乳となって行く。本
研究では花粉の機能が低下し、稔性が異常に
なった変異体を探索することで花粉の発達
に関わる新たな因子を見出すこと、それらの
機能解析を行うことを目的とした。 
 
（２）生殖器官、花粉発達には多くの因子が
働いていることが予測され、機能解析、相互
作用解析、共局在解析のため新たな複数遺伝
子クローニングシステムを開発することも
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）シロイヌナズナを材料とし、稔性が低
下した変異体（種子ができにくく、果実が大
きくならない）を探索した。得られた変異体
について透過型電子顕微鏡による花粉発達
の詳細な解析を行った。次いで原因遺伝子を
同定し、RT-PCR、プロモーター:レポーター
などの発現解析、GFP 融合体を用いた局在解
析などを進めた。さらに、原因遺伝子と複合
体を形成する因子に着目し、それらの破壊株
を単離して花粉発達の解析を行った。遺伝学

的解析のため四分子が分離しない qrt-1 変異
を利用し、共焦点レーザー顕微鏡により非分
離四分子の核の様相を解析した。また自家蛍
光を利用した共焦点レーザー顕微鏡観察に
より胚嚢の解析も行った。	 
	 
（２）新しい複数遺伝子クローニングシステ
ム構築のため Gateway クローニング技術を取
り入れた。	 
	 
４．研究成果	 
（１-1）シロイヌナズナ変異体について稔性
低下を指標にした選抜を行い、種子が殆どで
きず果実が大きくならないものを見出した。
花器官の観察を行ったところ、葯の裂開がお
こらず、花粉が放出されていないことがわか
った。葯内の花粉を透過型電子顕微鏡で調べ
たところ、野生株花粉のような柱と天井のエ
キシンが形成されておらず、不定な塊が表層
に蓄積していることがわかった（図１）。	 

図１	 花粉表面の透過型電子顕微鏡観察．A,	 
変異体花粉の表面。細胞膜の外側に不定形の
塊が蓄積。B,野生株花粉の表面。細胞膜の外
側に柱と天井から成るエキシン構造が存在。	 
	 
この塊はオーラミン染色の結果スポロポレ
ニンであることがわかり、変異体ではスポロ
ポレニンが正常に蓄積せずエキシンが形成
されないため葯内で花粉が崩壊していくこ
とが考えられた。葯の最内層にはタペート細
胞が存在し、花粉にスポロポレニンを供給し
ている。変異体のタペート細胞を透過型電子
顕微鏡で観察したところ、野生株では見られ
ない顆粒が観察されタペート細胞内におけ
る物質輸送が異常になっていることが考え
られた。	 
（1-2）上記変異体の原因遺伝子を探索した
ところ、小胞出芽に関わる Sec31 のホモログ
（ATSEC31A）であることがわかった。細胞内
では小胞輸送によって様々なオルガネラ、分
泌経路への物質輸送が行われている。小胞体
からの小胞出芽はその初発部位であり、コー
トプロテイン II（COPII）小胞が担っている。
小胞体膜上の活性化された Sar1 をめがけて
Sec23/Sec24 複合体がリクルートされ、さら
に Sec13/31 複合体が Sec23/24 複合体を重合
することによって小胞が形成され出芽する。
上記変異体では ATSEC31 が働かなくなること
で小胞出芽の効率が低下し、花粉表層形成に
必要な物質輸送が異常になっていることが
考えられた。遺伝学的解析の結果 ATSEC31A
変異は胞子体型（親植物における変異の影響
により表現型が出現）であることがわかり、
また ATSEC31A の発現がタペート細胞で強い
ことから、タペート細胞がスポロポレニンを



花粉表層に供給する機能に ATSEC31A が必要
であることが示された。	 
（1-3）シロイヌナズナには Sec31 のホモロ
グが 2 種存在している。そのうち変異体の原
因遺伝子であった ATSEC31A は植物体全身で
発現し、もうひとつの ATSEC31B は殆ど発現
が見られなかった。このことから小胞出芽を
担っているのは ATSEC31A であることが考え
られたが、破壊しても致死にならないため、
その原因が調べられた。その結果 ATSEC31A
変異体では ATSEC31B 遺伝子の発現量が 500
倍上昇していることがわかり、ATSEC31B タン
パク質が小胞出芽の役割を代替しているこ
とが考えられた。このようなホモログ間での
発現制御機構に興味が持たれたためマイク
ロアレイ解析を行った。その結果 ATSEC31A
破壊株ではいくつかの転写因子の発現量が
上昇していた。これらが ATSEC31B 発現に関
連しているか興味が持たれた。	 
（1-4）ATSEC31A の変異により花粉発達に異
常が見られたため、Sec31 と複合体を形成し
て COPII 小胞を出芽させる Sec23、Sec24 の
シロイヌナズナホモログについても解析を
行った。シロイヌナズナには Sec24 ホモログ
が 3 種存在し、ATSEC24A 変異では花粉管発芽
や小胞体の形態が異常になることが報告さ
れていたが、ATSEC24B、ATSEC24C については
機能が不明であった。そこで破壊株を単離し
て解析を行ったところ、ATSEC24B 変異では花
粉発芽率が低下していることがあきらかと
なった。ATSEC24B と ATSEC24C の 2 重変異体
を得ることができなかったため雄性配偶体、
雌性配偶体の解析を行った。雄性配偶体の解
析においては四分子が分離しない qrt1 変異
を利用し、１つの花粉母細胞から生じる４つ
の花粉の表現型をそれぞれ調べた（図 2）。	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図２	 ATSEC24B、24C ダブルヘテロ株の花粉
（qrt1 バックグラウンド）。同じ花粉母細胞
に由来する 4個の花粉がつながっている。つ
ぶれた花粉を矢尻で示した。	 
	 
その結果、４個つながった花粉のうち、1 個
がつぶれたもの、2 個がつぶれたものが生じ
ており、統計的解析の結果、ATSEC24B と 24C
の 2重変異花粉がつぶれていることが示され
た。次いで核を染色して花粉発達ステージご
との観察を行った結果、ATSEC24B と 24C の	 
2 重変異花粉は 2 核期で発達が停止すること
がわかり、ATSEC24B と 24C が花粉発達の特異
段階で機能していることが示された。雌性配

偶体についても解析を行い、ATSEC24B と 24C
の 2重変異で雌性配偶体の発達がさまざまな
発達段階で停止することがわかった。以上の
ことから ATSEC24B と 24C が冗長的に雄性、
雌性配偶体の発達に必須であることが示さ
れた。	 
（1-5）Sec23 についても機能解析を行った。
シロイヌナズナには Sec23 ホモログが 7種存
在している。それらの単独変異では表現型が
観察されなかったため、2 重変異を作製して
調べたところ、ATSEC23F と ATSEC23G の 2 重
変異で花粉表面構造の異常が観察された。こ
のことより ATSEC23F と 23G が冗長的に
ATSEC31A と協調して花粉表層エキシン構造
の形成に働いていることが示された。また
ATSEC23Fと 23Gの 2重変異体では花器官の異
常も観察された（図 3）。	 

	 
図３	 ATSEC23F、23G の 2 重変異体で出現す
る表現型。	 
	 
花では花弁が欠損し、柱頭毛を持つ萼片の出
現、異常な位置での雄蘂形成が観察された。
また、茎生葉の周縁部に胚珠の出現が観察さ
れた。このことより ATSEC23F と 23G が冗長
的に花器官の正常な発達に機能しているこ
とが示された。	 
	 
	 今回の ATSEC31、ATSEC24、ATSEC23 の解析
により植物の雄性配偶体、雌性配偶体、花器
官の発達にこれら小胞出芽因子が重要な機
能を果たしていることがあきらかとなった。
これらは細胞内の物質輸送に関与する因子
であるため、形態構築の信号伝達に関わる因
子や形態構築の材料の輸送に関わっている
ことが考えられた。今後、これら因子が形成
する COPII の積荷について解析を進めること
で、生殖器官発達の分子メカニズムの理解が
深まると期待できる。	 
	 
（2）Gateway クローニングの技術を利用して、
簡便な LR 反応の繰り返しで遺伝子を順次組
み込むことができるリサイクリングクロー
ニングシステムを開発した。モデル実験とし
て本システムを利用し 5レポーター遺伝子を
組み込んだバイナリベクターを構築し、植物
に導入して発現解析を行った。その結果、シ
ロイヌナズナ、タバコ、トマトで全導入遺伝
子の発現が観察され、本システムを用いるこ
とにより、容易に植物での複数遺伝子発現が
可能であることが示された。本システムをベ
ースにして、複数遺伝子レポーター融合リサ
イクリングクローニングシステム、相互作用
解析 BiFC 用リサイクリングクローニングシ

花� 胚珠�

茎生葉�



ステムの開発も行った。これらのシステムに
より植物への多彩な遺伝子導入が可能とな
ることが期待される。	 
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