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研究成果の概要（和文）：卵細胞膜を特異的にGFPで標識したシロイヌナズナ形質転換体(EC-PM-GFP)を作出し、
雌ずい組織を回収した。回収した雌ずい組織から界面活性剤に可溶性の画分を抽出し、GFP抗体による免疫沈降
を行った。比較対象として野生型でも同様の実験を行った。これらの精製タンパク質に対してプロテオーム解析
を行った結果、形質転換体において特異的なタンパク質が同定され、その中にはGFPも含まれていた。この結果
より、本研究で行った方法では卵細胞を単離することなく、雌ずい組織を材料として、卵細胞特異的なタンパク
質を単離できることが示された。

研究成果の概要（英文）： Arabidopsis transgenic plant (EC-PM-GFP), where the egg cell plasma 
membrane is specifically labeled with GFP, was produced. The protein extract derived from collected 
pistils were subjected to immnoprecipitation using anti-GFP antibody. As a result, specific proteins
 such as GFP were successfully identified only in the proteins from transgenic pistils, but not in 
those of wild type pistils. It was indicated that egg cell proteins within the pistil cell 
population were successfully isolated by our method. This method has a great advantage of avoiding 
laborious work to handle the egg cell. 

研究分野： 植物生殖学
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１．研究開始当初の背景 
（１）	 被子植物は、2 個の雄性配偶子（精
細胞）が 2種類の雌性配偶子細胞（卵細胞と
中央細胞）とそれぞれ融合する「重複受精」
を行う。重複受精は配偶子細胞膜上に存在す
る分子によって正確に制御されると考えら
れる。これまでに、植物の精細胞膜に局在す
る GCS1が、雌性配偶子との融合に関与する
因子として同定されている。しかし GCS1の
発見は重複受精制御の分子メカニズムのご
く一端を明らかにしたばかりである。重複受
精制御の全容を明らかにするためには、さら
なる受精因子の探索・同定が求められている。 
（２）	 また、GCS1 については重複受精時
の配偶子融合への関与に加えて、花粉管ガイ
ダンスへの関与も報告されている。しかし後
者の機能については相反する知見も報告さ
れており、未だに花粉管ガイダンスへの関与
については明確な決定が成されていない。 
 
２．研究の目的 
（１）①本研究ではまず雌性配偶子、特に卵
細胞の細胞膜に局在する受精因子の発見を
最終目標とし、それらを可能とするツールお
よびタンパク質精製法の開発をおこなった。 
②同定されたタンパク質の中から候補因子
を選出し、機能解析を経て新規受精因子の同
定を目標とした。 
（２）既知の受精因子である GCS1の花粉管
ガイダンスにおける機能を明確にすること
を目的として再検証研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）①これまでに申請者が作出した卵細胞
膜 GFPマーカーライン pDD45::GFP-AtPIPを
用いた（Igawa et al. 2013）。成熟しているが未
受精の卵細胞を得るために、開花前日に除雄
して翌日雌ずい組織を回収した。回収した雌
ずい組織はタンパク質抽出時まで-80℃で保
存した。比較対象として、野生型雌ずいも同
様の手順で回収した。 
	 約 200個の雌ずい組織を界面活性剤を含む
バッファー中で破砕し、粗タンパク質抽出液
を得た。さらに抗 GFP抗体による免疫沈降を
行い、精製されたタンパク質の質量分析を行
った。 
②同定されたタンパク質のうち、推定膜貫通
領域を有する因子を解析候補として選出し
た。候補因子の遺伝子破壊株を取り寄せ、種
子稔性を調査した。種子形成に異常を示した
遺伝子破壊株について表現型調査および分
子生物学的解析を行った。 
 
（２）quartet（qrt）変異体をバックグラウン
ドとする gcs1欠損変異体の花粉を用いた。qrt
変異体では花粉母細胞が減数分裂を経て四
分子を形成した後、各々の小胞子が分離せず
に結合したままとなる。その結果花粉が 4粒
結合したテトラッド構造体が形成される。さ
らに、テトラッドのうち 2 つは野生型、2 つ

は gcs1変異の遺伝子型の花粉となるため、テ
トラッド単位で受粉を行った場合、野生型と
gcs1変異の花粉が必ず 1:1の比率で含まれる
ことになる。また、gcs1 変異は GUS 遺伝子
と連鎖しており、gcs1 花粉および花粉管は
GUS染色によって青色を呈する。gcs1花粉管
が必ず含まれる条件下において、胚珠への進
入率に関して統計学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）① pDD45::GFP-AtPIP において特異的
に同定されたタンパク質の中には、GFPおよ
び AtPIPが含まれており、本研究で行った方
法により雌ずい組織から卵細胞特異的な膜
タンパク質を精製することに成功した。被子
植物卵細胞は胚珠組織に囲まれているため、
単離操作が難しい。本研究ではこの単離操作
を経ることなく、卵細胞タンパク質精製を可
能とした。本成果については現在学術誌に投
稿して minor revisionを要求され、修正原稿を
再提出中である。 
 
② pDD45::GFP-AtPIP において特異的に同定
されたタンパク質のうち、推定膜貫通領域を
有する因子を解析候補として選出した。これ
ら の う ち 、 Toll-interleukin-1 receptor-like 
domain-Nucleotide binding site-Leucine rich 
repeat（TIR-NBS-LRR）クラスに属するタン
パク質をコードする遺伝子破壊株において、
稔性の低下が観察された。この遺伝子破壊株
と野生型の相反交雑を行った結果、雄側に変
異があるときに著しく種子形成率が低下し
た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
種子形成異常の原因を追及するため、花粉管
伸長について調査した。その結果、花粉親に
遺伝子破壊株を用いたときに、花粉管が雌ず
いの下端まで伸長せずに途中で停止する様
子が観察された（図 2）。 
さらに、遺伝子破壊株の花粉管は胚珠に誘引
されない頻度が高かった（図 3）。 
	 	 本研究ではこの遺伝子破壊株を種子形
成に異常を示す変異体として asf (abnormal 
seed formation)と仮名を付けた。asfで破壊さ
れた遺伝子座を確認したところ、ABRCに登
録されている TIR-NBS-LRR クラス遺伝子に
は異常がないことが判明した。 
	 そこで名古屋大学の鈴木孝政博士の協力
により asf の全ゲノムシークエンス解析を行
った結果、2箇所の遺伝子座に T-DNAが挿入



されていることが判明した。また、多数のギ 
ャップが存在することも判明した。まず、2
つ の 破 壊 遺 伝 子 座 に つ い て can-1
（candidate-1）および can-2とし、改めて各々
の遺伝子破壊株について稔性を調査した。そ
の結果、両者において種子形成の異常が観察
された。さらに、胚珠を観察したところ、花
粉発生に加えて胚のうの珠孔側に発生異常
があることが示唆された（図 4）。この観察結
果から、asfの花粉管誘引における異常は助細
胞の発生異常に起因することが推測された。
さらに解析を進めるため、can 変異体と野生
型との戻し交雑を行い、BC1世代を自殖した
が、その後代には、同様の表現型を示す個体
が含まれなかった。そのため、上記表現型の
原因遺伝子特定にはまだ至っていない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）	 まず、gcs1変異体のテトラッドを受
粉した雌ずいにおいて、GUSとアニリンブル
ーの二重染色を行った。その結果、GUS染色
される gcs1 変異体の花粉管も正常に胚珠へ
誘引されていた（図 5）。 
	 さらに、gcs1変異体テトラッドを１セット
受粉し、アニリンブルー染色により花粉管の
動態を観察した結果、発芽した 4本全ての花

粉管が胚珠に誘引されていた（図 6）。 
1つの gcs1テトラッドから発芽した花粉管が
3 本以上雌ずい中で確認されれば、そのうち
少なくとも 1本は gcs1変異体花粉管となる。
この条件下において、qrtテトラッドを受粉し
た場合と比較を行った。発芽した花粉管のう
ち、正常に胚珠に進入した花粉管の割合を計
測して統計解析を行った結果、gcs1花粉管と
qrt花粉管間で有為な差は検出されなかった。
従って、本研究では GCS1の欠損が少なくと
も胚珠への進入段階での花粉管ガイダンス
に影響を及ぼさないことが示された。本研究
成果は、現在学術誌に投稿中である。 
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