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研究成果の概要（和文）：高等植物の自家不和合性は他殖を促進し，自殖を防ぐ重要なメカニズムである．選抜した小
数花粉において，nano-LCによる網羅的解析を行ったところ，和合処理で14個，自家不和合処理で27個の関連タンパク
質を同定した．また，その比較により自家不和合関連遺伝子を選抜し，リアルタイムPCRによりその発現について解析
した．その結果， Cu/Zn SOD, Mn SOD, CATおよびCYP遺伝子の発現は，自家不和合様処理において増加した．ROSはプ
ログラム細胞死（PCD）の鍵となる誘導要因であり，カンキツ花粉管の自家不和合様反応を誘導するROSカスケードは，
PCDプロセスの引き金になっている可能性が高い．

研究成果の概要（英文）：Self-incompatibility (SI) is an important mechanism in higher plants that 
promotes outcrossing and prevents self-fertilization. In this study, We analyzed the protein changes in 
citrus self-incompatible cultivar, ‘Banpeiyu’ and ‘Hyuganatsu’ , pollen tubes with the C- and SI-like 
treatments by nano-LC/MS; 14 and 27 proteins were identified in C- and SI-like treatments, respectively. 
We picked up some candidate genes that were particularly prevalent in SI-like treatment and analyzed 
their expression level changes during C- and SI-like treatments in citrus pollen tubes. The expression 
levels of copper-zinc superoxide dismutase (Cu/Zn SOD), manganese SOD (Mn SOD), catalase (CAT), and 
cysteine protease (CYP) increased after SI-like treatment. Since ROS has been proposed as a key inducer 
of program cell death (PCD), it is possible that the ROS cascade reaction, which was induced by SI-like 
treatment in citrus pollen tubes, is a trigger for the PCD process.

研究分野：果樹園芸学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

カンキツでは，多くの品種において自家不
和合性が報告されており（Soost，1965），配
偶体型自家不和合性であることを裏付ける
様々な報告がなされている（de Nettancourt， 

1977；Soost,1965；Ueno，1978）．カンキツ
と同じく配偶体型自家不和合性を示すバラ
科果樹では，S 遺伝子にコードされ，花柱特
異 的 に 発 現 す る リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
（S-RNase）と，S-RNase 遺伝子の近傍に
位置して密接に連鎖している SFB 遺伝子の
転写産物である F-box タンパク質により制
御 さ れ る こ と が 明 ら か と な っ て い る
（Yamane ら, 2003）．我々は，自家不和合
性を有するヒュウガナツの花蕾を用いて，プ
ロテオーム解析により雌蘂側タンパク質の
プロファイリングを行い，成熟に伴い発現量
が変化するタンパク質を明らかにした
（Uchida ら，2012）．一方，雄性側自家不
和合性関連タンパク質の探索手法の開発に
ついては最近大きな進展があった．我々は世
界に先駆けて試験管内で和合／不和合の反
応を再現できる花粉液体培養モデルシステ
ムを開発し（内田ら，2012），反応が生じた
花粉管からのプロテオーム解析技術を確立
した（内田ら，2012）．その結果，バラ科果
樹で明らかにされている F-box タンパク質
がその原因タンパク質の一つである可能性
が高まった．しかしながら，１×106 個以上
の培養花粉からのものであり，詳細な挙動が
つかみにくい．協力研究者である北海道大学
の星野洋一郎准教授は，マイクロキャピラリ
ーに接続したマイクロポンプとスライディ
ングステージを装備した倒立顕微鏡等を利
用して，成熟花粉１個をマクロドロップレッ
ト液で培養できる手法を開発しており，既に
発表済みである（Hirano・Hoshino,2009；
2010）．我々はそのシステムをカンキツ品種
‘晩白柚’の成熟花粉に応用し，花柱粗抽出
物を添加することにより，成長する花粉管内
で自己・非自己反応を誘導できる系を確立し
た（安部ら，2012）．このシステムが確立で
きたことは，カンキツの雄性側自家不和合性
関連タンパク質の同定や単一花粉での遺伝
子発現の解析に大きく前進したことになり，
他の植物種への技術応用の可能性も極めて
高い． 

 

２．研究の目的 

高等植物における雄性側自家不和合性は，
柱頭や花柱組織内で起こる複合的な生化学
現象のため，機序の解明は極めて困難である．
我々は，カンキツにおいて，世界に先駆けて
試験管内で和合／不和合の反応を再現でき
る花粉液体培養モデルシステムを開発し，反
応が生じた花粉管からのプロテオーム解析
技術を確立した．しかしながら，多数の花粉
粒からの発現解析では詳細な挙動を確認す
ることが不十分である．そこで，本研究では，
①単一花粉培養法を利用した自家不和合評

価システムの開発，②少数花粉からの nano

－LC 解析による自家不和合性関連遺伝子の
同定，③和合／不和合反応が生じた花粉管に
おける自家不和合性関連遺伝子の発現解析
を行い，花粉管内で発現する遺伝子の解析を
行う． 

 

３．研究の方法 

１）単一花粉培養法を利用した自家不和合評
価システムの開発 

植物材料には，‘晩白柚’の成熟花粉を用
いた．また，星野ら（2005）により開発され
たマイクロポンプ（ナノスポイト，池田理科）
に接続したマイクロキャピラリーを用いて
花粉を単一で採取し，ディッシュ（コーニン
グ社）中に流動パラフィン（メルク製薬）を
流し入れた．また，キャピラリーは目盛り付
き ガ ラ ス 毛 細 管 マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト
（Calibrated Pipet，ドラモンド）からアル
コールランプにて引き伸ばし作成した．流動
パラフィン中に単一培養用微少培地のため
にナノスポイトにより基本培地（安部ら，
2011；内田ら，2012）を 1,000 nL ずつ用意
し，その中に単一花粉を置床し，25 ℃，暗
黒条件にて培養を行った（第１図）．花粉発
芽および花粉管長を，培養 1〜12 時間後まで
は 1時間毎に，それ以降は 6 時間毎に培養 30
時間後まで観察を行った．また，単一花粉 15
個の花粉発芽および花粉管長についての調
査を 3反復行った． 

 
 次に，単一花粉培養による自家不和合性様
現象の評価を行った．植物材料には，‘晩白
柚’の成熟花粉を用い，花柱粗抽出物の作製
は，内田ら（2012）の方法に従い作製し，抽
出バッファーのみ添加した処理を対照区と
した．また，前述した方法に従い，単一花粉
培養を行い，培養 4 時間後に花柱粗抽出物を
添加した．培養を行った‘晩白柚’花粉に‘晩
白柚’花柱粗抽出液，または‘ハッサク’花
柱粗抽出物を前述したナノスポイトにより
75〜300μg・ml-1 の濃度で添加した．花柱粗
抽出物添加 2時間後，花粉管破裂の観察を行
った（n=5，3 反復）． 
 
２）少数花粉からの nano-LC 解析 
植物材料には，‘晩白柚’の成熟花粉を用

いた．まず，実験１の方法に従い，液体花粉
培養を行った．花柱粗抽出物の作製は，内田
ら（2012）の方法に従い，晩白柚’と‘ハッ
サク’の花柱粗抽出物を作製し，抽出バッフ
ァーのみ添加した処理を対照区とした．‘晩
白柚’の成熟花粉の液体花粉培養を行った後，
4 時間後にそれぞれの花柱粗抽出物を添加し



（50 μg・2mL-1），花粉管が正常に発芽して
いるものだけを前述したナノスポイトによ
り 100 個ピックアップしてサンプルとした． 
 次に，反応したサンプルからのタンパク質
抽出を行った．まず，抽出バッファー（10 mM 
DTT，50 mM pH 8.0 Tris-Base，10 mM EDTA，
0.5％ Chaps，プロテアーゼインヒビターカ
クテル 1 錠）にガラスビーズを加え，氷上に
てボルテックスを交互に 30秒を５反復した．
その後上澄みを回収し，上記をもう１反復し
た．次に 2D Clean-up kit（GE ヘルスケアバ
イオサイエンス）を使用し，タンパク質の精
製を行った．その後，還元アルキル化処理の
ために還元液（10 mM DTT，25 mM 重炭酸アン
モニウム）にて 56 ℃で 45 分間サンプルを処
理し，アルキル化液（55 mM ヨードアセトア
ミド，25 mM 重炭酸アンモニウム）中で遮光
したまま，室温で 30 分間静置した．トリプ
シン処理はトリプシン溶液（10ng・ml−1）で
37 ℃にて，12 時間反応させ，0.1％になるよ
うにギ酸を添加し反応を停止させた． 
 タンパク質の解析は，nano-LC-MS LTQ 
Orbitrap mass spectrometer（Thermo Fisher 
Scientific Inc．）で測定を行った．また
nano-LC-MS 分析から得られたスペクトルは
シロイヌナズナ，イネおよびカンキツのデー
タベース［国立生物工学情報センター
（ National Center for Biotechnology 
Information：NCBI），（UniProt 知識ベース: 
UniProt KB（Swiss-Prot + TrEMBL），シロイ
ヌ ナ ズ ナ 統 合 デ ー タ リ ソ ー ス （ The 
Arabidopsis Information Resource：TAIR），
遺伝子オントロジー（Gene Ontology：GO））
と照合し機能解析を行い，機能を有するタン
パク質において含有率を円グラフに示した． 
 
３）和合／不和合反応が生じた花粉管におけ
る自家不和合性関連遺伝子のリアルタイム
PCR による発現解析 

 植物材料には，‘晩白柚’と‘ヒュウガナ
ツ’の成熟花粉を用い，それぞれの花柱祖抽
出物を作成し，前述した方法により液体花粉
培養を行い，花柱粗抽出物を添加した．また，
‘晩白柚’（花粉）／‘晩白柚’（花柱祖抽出
物）と‘ヒュウガナツ’／‘ヒュウガナツ’
の組み合わせを自家不和合様処理，‘晩白柚’
／‘ヒュウガナツ’と‘ヒュウガナツ’／‘晩
白柚’を和合様処理とした．‘晩白柚’と‘ヒ
ュウガナツ’の花粉管は，0，1，2，4時間後
に回収し，RNA 抽出を行った．なお，対照区
として抽出バッファーのみを添加したもの
を供試した．リアルタイム PCR に用いる RNA
の抽出は，培養した花粉を SK ミル用のエッ
ペンに収集し，SK ミル（SK-100，Funakoshi
社）を用いて組織を破砕した後， RNeasy 
plant mini kit（QIAGEN 社）を用いて抽出し
た．さらに，DNA の混入を避けるために，RNA
抽出後に RQ1 RNase-Free DNase（PROMEGA 社）
を処理した．抽出 RNA は，-80℃で保存した．
1st strand cDNA の合成は以下に示す手順で

行った．まず 0.5 µg・µl-1 の抽出 RNA 2.0 µl，
50 µM oligo（dT）20 1.0 µl，10 mM dNTP 1.0 
µl，DEPC 処理水を 10.0 µl 混合し，65℃で 5
分間，4℃で 1分以上の処理した後，5×First 
strand buffer 4.0 µL，0.1M Dithiothreitol
（ DTT ）  1.0 µl ， Super Script Ⅲ  RT
（INVITROGEN 社）1.0 µl を加えた．50℃で
60 分間，70℃で 15 分間，4℃で静置し，TE
を加えて希釈した． 次に，作成した 1st 
standard cDNA 1µl，KAPA SYBR FAST Bio-Rad 
iCycler qPCR kit 5µl，滅菌水 3.6µl，第 1
表に示した自家不和合性関連伝子のそれぞ
れの 10µM プライマーを 0.2µl ずつ混合し，
反応を行った．反応プログラムは，95℃で 3
分間熱変性後、95℃で 3秒間，アニーリング
を 55℃で 30 秒間を 40 サイクル行った．その
後70℃で10分間反応させ、55℃で30秒，65℃
で 5 秒，95℃から 0.5℃を 5 秒間の反応行い
融解曲線を書いた．解析にはCFX Connect™ リ
アルタイム PCR 解析システム（BIO RAD 社）
および CFX Manager™ ソフトウェアを使用し
た． 

 
４．研究成果 
１）単一花粉培養法を利用した自家不和合評
価システムの開発 

単一花粉培養は，流動パラフィン中に作っ
た微少培地内に花粉を 1個のみ加え培養を行
った．発芽は培養 3 時間後から観察された．
発芽した花粉は培養 4 時間後には 67.0 ％の
花粉が発芽し，それから花粉管破裂が始まる
培養 11 時間後までは，発芽した花粉は安定
して伸長することが観察された．しかしなが
ら，大量培養において，花粉管長は 1時間に
約 20 μm 程度均一に伸長するのに対し（内
田ら，2012），単一培養においては，1時間に
約 10 μm 程度伸長し，その 1 時間毎の伸長
は不均一であった．しかしながら，単一培養
した花粉管はその後も安定して伸長し，培養
30時間において長いものでは350 μmを超え
るものも見られた．本研究で得られた単一花
粉培養による花粉管の形状変化として，破裂
花粉が観察される培養 11 時間以前には，花
粉管の細胞壁も安定しており，正常に伸長し
ていることが確認できた．その後，培養 12
時間を超えると，その形状が少しずつ変化し
始め，培養 18 時間後には内容物の崩壊が始
まっていることが観察された．また，培養 24

 

 

 

 

Table. 1 Primers and polymerase chain reaction (PCR) procedures used for real-time 

quantitative PCR. 



時間後には花粉管の細胞壁の形状変化が起
き，花粉管の先端が大きく膨らんだ花粉管が
観察され，さらに培養 30 時間後には多くの
花粉管が破裂しているのが観察され，花粉管
内容物が花粉管から放出されていた．以上の
ように，‘晩白柚’花粉は，単一花粉培養で
も正常に発芽し，このような培養条件にて花
粉管は約 10 時間までは安定的に伸長を続け
ることが明らかとなった．改善する余地はま
だあるものの，カンキツの単一花粉培養の成
功事例はこれまでに報告はなく，受精行動に
関する基礎的な解析を進める上で重要な方
法になると考えられる． 

次に，‘晩白柚’の単一花粉培養法を利用
して，‘晩白柚’花柱粗抽出物，‘ハッサク’
花柱粗抽出物添加による自家不和合性様現
象を評価した．まず，花粉管破裂に及ぼす花
粉粗抽出物濃度の影響について調査したと
ころ，自家‘晩白柚’花柱粗抽出物添加にお
ける花粉管破裂は 150 μg ･mL−1 の濃度で
26.7％，225 μg・mL−1 において 53.3％，300 
μg・mL−1 において 73.3％の花粉管の破裂が
見られ，濃度依存的に花粉管破裂が誘導され
た．また，‘ハッサク’花柱粗抽出物添加で
は，300 μg・mL−1 の濃度で花柱粗抽出物を
添加すると花粉管破裂が生じたがそれ以外
の試験区では花粉管破裂は見られなかった．
300 μg・mL−1添加した際のそれぞれの花粉破
裂率は，自家‘晩白柚’花柱粗抽出物添加に
おいて 73.3％であったのに対し，‘ハッサク’
花柱粗抽出物添加においては 6.7%であり，大
量培養と同様に花粉管破裂は‘晩白柚’花柱
粗抽出物添加と，‘ハッサク’花柱粗抽出物
添加において有意に差異があることが観察
された． 以上のように，単一花粉培養にお
いても，花柱粗抽出物を添加することで大量
培養と類似した自家不和合性様反応を観察
でき，視覚化できることが確認できた．本技
術が確立できたことにより，１花粉中の自家
不和合性反応を評価でき，自家不和合性に関
与したタンパク質の動きを正確に分析でき
るようになることが予想される． 
 
２）少数花粉からの nano-LC 解析 
‘晩白柚’の成熟花粉を大量培養し，その 4
時間後に‘晩白柚’と‘ハッサク’の花柱粗
抽出物を添加し，さらにその 1時間後に花粉
管発芽しているものだけを 100個ピックアッ
プして，nano-LC による網羅的解析を行った． 
 本研究ではシロイヌナズナ，イネおよびカ
ンキツのデータベースからタンパク質の推
定を行った．その結果，カンキツのデータベ
ースから得られたスペクトルを元に推測し
たタンパク質は，‘ハッサク’区（自家和合
様処理区）と‘晩白柚’区（自家不和合様処
理区）において対照区と比較したところ，そ
れぞれ機能未知タンパク質を含め計 14（第２
表）および 27 個（第３表）であった． ３処
理区すべてで検出されたタンパク質は，推定
シクロフィリン putative cyclophilin と，

部分的ユビキチン ubiquitin, partial であ
った．これらのタンパク質は培地由来（たと
えば，酵母エキスなど）のタンパク質の可能
性が高いと考えられる． また，‘晩白柚’区
で自家不和合様反応を起こした花粉由来の
タンパク質において，遺伝子オントロジーか
らの機能解析により生物学的過程による分
類（biological process）を調査したところ，
機能未知を除くと様々な代謝に関与してい
るタンパク質 84.6％，ストレス関連タンパク
質 11.5％および解糖系関連タンパク質 3.8％
が挙げられた．また，分子機構による分類
（molecular function）では触媒活性77.3％，
ヒドラーゼ活性 13.6％，カルシウムイオン結
合 4.5％，ATP 結合 4.5％および生体防御タン
パク質 4.5％が挙げられた（第２図）． 
 

 

 
以上の結果において，自家不和合性様処理

においてのみ確認された「生物学的過程にお
けるストレス反応」と「分子生物学的過程に
おける病原性関連タンパク質」に注目し， 
Cu/Zn superoxide dismutase (SOD)、Fe SOD、
Mn SOD、catalase (CAT)、cysteine protease 
(CYP) お よ び L-galactose-1-phosphate 
phosphatase (GPP)の６つを自家不和合性関
連候補遺伝子として選抜した． 
 
３）和合／不和合反応が生じた花粉管におけ

Table. 2 Result of protein identification in ‘Banpeiyu’ pollen tubes exposed to compatible-like treatment. 

Accession Coverage PSMsa Peptides AAsb 
MWc 

(kDa) 
calc. pId Score Description 

gi11596178 45.69 14 10 232 25.2 7.91 19.27 miraculin-like protein [Citrus x paradisi] 

gi289600010 13.26 7 5 445 47.8 5.78 13.92 2-phospho-D-glycerate hydrolase [Citrus trifoliata] 

gi50199132 30.77 2 2 91 9.3 8.91 4.74 lipid transfer protein [Citrus sinensis] 

gi2213425 7.56 2 2 291 32.6 5.59 4.14 hypothetical protein [Citrus x paradisi] 

gi11596180 12.29 8 3 236 25.6 6.54 3.77 miraculin-like protein 2 [Citrus x paradisi] 

gi68138959 3.95 2 1 380 41.3 6.20 3.33 alcohol dehydrogenase [Citrus x paradisi] 

gi77417705 10.56 1 1 142 15.6 6.32 3.06 SOD [Citrus trifoliata var. monstrosa] 

gi16797799 10.47 4 4 277 30.0 6.68 2.52 chalcone synthase [Citrus jambhiri] 

gi169160465 4.61 4 4 802 91.0 5.95 2.28 phospholipase D alpha [Citrus sinensis] 

gi1170567 3.55 2 2 507 56.3 6.07 1.69 RecName: Full=Inositol-3-phosphate synthase; Short=MIP synthase; AltName: 

Full=Myo-inositol 1-phosphate synthase; Short=IPS; Short=MI-1-P synthase 

gi113952613 3.09 2 2 680 78.2 8.37 0.00 RNA polymerase beta [Citrus sinensis] 

gi257635110 3.34 2 2 718 78.0 6.89 0.00 unnamed protein product [Citrus clementina x Citrus reticulata] 

gi375151858 3.27 2 1 611 67.3 8.29 0.00 GBSSII-1 [Citrus sinensis] 

gi254305423 16.67 2 2 174 18.9 5.08 0.00 chalcone isomerase [Citrus maxima] 

apeptide spectral matches; bamino acids; cmolecular weight; dcalculated isoelectric point. 



る自家不和合性関連遺伝子のリアルタイム
PCR による発現解析 

‘晩白柚’と‘ヒュウガナツ’の花粉管で
の自家不和合および自家和合様反応におけ
る遺伝子の発現は，同様の傾向が観察され，
自家不和合様処理２と４時間後では，‘晩白
柚’の Mn SOD と CYP の自家不和合様処理を
除いては， Cu/Zn SOD, Mn SOD, CAT,および
CYP 遺伝子の発現が和合様処理よりも高かっ
た（第３図）．‘晩白柚’と‘ヒュウガナツ’
の Mn SOD においては，和合用処理４時間後
対照区よりも高かった．‘晩白柚’と‘ヒュ
ウガナツ’の花粉管の Fe SOD においては，
両処理区の４時間を通して有意な変化は観
察されなかった．‘ヒュウガナツ’の自家不
和合処理１時間後の GPP 遺伝子の発現は，和
合処理や対照区と比較して高かったが，２，
４時間後は有意な差異は確認できなかった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 候補遺伝子の中で，CAT, Cu/Zn SOD，およ
び Mn SOD は両品種の花粉管での自家不和合
様処理区において増加が確認された．SODs 
(EC1.15.1.1)は，ROS（活性酵素種）の発生
や分解の間のバランスを維持したり，酸化ス
トレスに対して植物細胞を守る捕捉剤とし
て，栄養成長や生殖成長過程において一般的
に存在する金属酵素群である(Del Río ら., 
2002; Wang ら., 2009)．抗酸化酵素である
カタラーゼは効果的に過酸化水素を水や酸
素に換え，SODs の反応を開始させる．それゆ
え，花粉管内の ROS は自家不和合様反応と関
係していると思われる．本研究において，カ
ンキツの花粉管内での和合様反応と自家不
和合様反応での ROS の変化を調査し，ROS プ
ローブである CM-H2DCFDA の変化を特定し，
両品種の自家不和合様反応を示す花粉管内
での量は和合様処理や対照区と比較して高
かった．ROS は植物において重要なシグナル
分子であり，細胞内でのシグナルネットワー
クに関係している．配偶体型自家不和合性を
示すケシの花粉管において，Wilkins et al.
（2011）は，自家不和合過程において，ROS
が増加し，カルシウムイオンの流動が生じ，
その後，花粉管内のアクチンの断片化が起こ
ることを報告している．カンキツにおいても
同様の現象が観察され，ROS の増加が自家不
和合性の鍵となる現象のひとつと考えられ，
CAT や SODs の発現の増加は過度の ROS 発生
のフィードバック反応ではないかと考えら
れる． 
CAT や SODs 遺伝子の発現に加えて，カン

キツの自家不和合性様反応において CYP 遺伝
子の発現の増加も観察された．CYP はストレ
ス反応と関係しており，CYP 遺伝子の高い発
現は，プログラム細胞死（PCD）の初期の誘
導要因と考えられている．ROS は PCD の鍵と
なる誘導要因であり，カンキツ花粉管の自家
不和合様反応を誘導する ROS カスケードは，
PCD プロセスの引き金になっている可能性が
高い（第４図）． 
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