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研究成果の概要（和文）：葯タペータム及び雄性配偶体は、特殊に分化した多くの脂質系オルガネラを内包する
が、それらオルガネラの動態・機能についての全貌は明らかになっていない。私は、透過電子顕微鏡（TEM）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。広域TEM画像は、外部PCから電顕をプログラム制御し数千から数万枚の画像を全自動で撮
影するものである。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するなどの新知見を得た。

研究成果の概要（英文）：Tapetum and male gametophyte in higher plants contains characteristic 
lipid-rich organelles. Transmission electron microscopy (TEM) is a powerful method for the 
ultrastructural observation of organelles. To understand the mechanism for formation of these 
lipid-rich organelles in tapetum and male gametophyte, I made an organelle-map using transmission 
electron microscopy in wild-type Arabidopsis. Digital TEM images were captured by a custom 
auto-acquisition system and merged by an auto-image tiling program. Furthermore, I analyzed the 
Arabidopsis mutants of lipid metabolism and described the role of lipids on the male gametophyte and
 tapetum development. It is becoming clear that some lipids are critical for tapetal lipid-rich 
organelles.

研究分野： 植物細胞形態学
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１．研究開始当初の背景 
 高等植物における花粉形成は、高度に制御
されたオルガネラ分化に支えられている。こ
れまでに私は、細胞生物学的手法を用いて、
花粉形成過程にのみ特異的に見られる種々
のオルガネラの存在を示してきた。一方、国
内外における不稔や花粉致死の変異体解析
で、これまで花粉形成に関わる多くの遺伝子
が同定されてきた。その中には脂質合成や輸
送に関わるものが多く、花粉形成時に特異的
に働く脂質関連遺伝子の存在が近年特に注
目されている。例えば、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オル
ガネラが存在する。私は以前に、それらオル
ガネラの内包成分であるステロールやワッ
クスが、ポーレンコートを形成する上で重要
な成分となることをつきとめた。しかし、ど
の遺伝子がどの脂質合成や輸送に関係し、
個々の脂質系オルガネラの成分が何に機能
するのかなど、花粉形成をめぐるオルガネラ
の動態・機能についての全貌は明らかになっ
ていない。 
 今や、遺伝子・代謝産物・オルガネラを一
本の線でつなぎ、飛躍なくそれらの関連を説
明づけることが望まれている。しかし、とり
わけ花粉形成過程においてはこれらの関連
づけは難しい。その理由の１つは、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が立ち後れていたこ
とである。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。その点、脂
質代謝を担う酵素の欠損変異体解析は、脂質
成分の量比を変え、その影響を知る手段とし
て有用であるといえる。その観点から私は、
脂質代謝変異体の電子顕微鏡(TEM)レベル
での観察を通じて、どの脂質がどのオルガネ
ラに含まれるのかを顕微鏡学的に捉えるこ
とにした。しかしながら、花粉において遺伝
子・代謝産物・オルガネラの関連づけが難し
いもう１つの理由は、花粉関連の変異体は表
現型に振れ幅があることである。これは花粉
形成過程でのオルガネラ分化が著しく速い
ためにミクロレベルで均一な表現型となり
にくいこと、また花粉関連の変異体には漏出
性のものが多く分離ひずみが解析を困難に
することなどによる。そこで私は、このよう
な変異体の表現型の振れ幅や生物が元来持
っている表現型の不揃いさを統計学的に処
理することを目的に、網羅的解析を可能とす
る、広域 TEM 画像取得法の開発に取り組ん
だ。その結果、数万枚にも及ぶ広域の TEM
画像の取得及び画像結合を全て自動化する
ことに成功した。 
 以上の経緯を経て、私はこれまでに開発し
てきた 「変異体解析」と「広域 TEM 画像取
得法」を組みあわせることで、脂質関連の花
粉形成異常変異体群から膨大な TEM 画像を

得て統計学的処理を行い、花粉形成に働く遺
伝子・代謝産物・オルガネラの関連づけを行
うことができると着想した。 
 
２．研究の目的 
 花粉形成過程では種々の脂質系オルガネ
ラが観察されるが、未だそれらオルガネラの
動態・機能等の全貌は明らかではない。私は、
これまでに開発してきた 広域 TEM 画像取
得法を応用することで、抜けのない葯全体に
おけるオルガネラマップの作成を作成し、脂
質成分とオルガネラ構造との関連付けを行
うことを目的とした。脂質代謝変異体の広域
TEM 画像観察を行い、また変異体のもつ振
れ幅や不揃いさを統計学的に処理する手法
の開発も併せて行い、脂質とオルガネラが関
連づけられた網羅的な超微構造学的情報を
得ることとした。 
 
３．研究の方法 
(1)広域TEM画像取得法を用いたシロイヌナ
ズナ花粉形成過程の葯オルガネラマップの
作成 
 これまでに私は、何万枚もの TEM 画像を
自動で撮影・結合する手法の開発を行ったき
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。これまでに、マウス腎臓を材
料に、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。そこで、この
手法を用いて、野生型シロイヌナズナの花粉
形成過程を通じた葯全体に渡るオルガネラ
マップの作成を進めた。 
 
(2)広域TEM画像からの画像分類法の確立と
統計学的処理 
 花粉関連変異体に特有の表現型の振れ幅
に由来する誤認識をなくすためには、広域
TEM 画像を自動で大量に取得すると同時に、
そのデータ解析として大量画像に対する処
理速度の向上と、人間の恣意的感覚によらな
い客観的指標を設けることも必要である。そ
こで、CARTA ソフト（Kutuna et al.2011, 
Nature Com.）を用いることで、広域画像か
ら自動でオルガネラを認識・分類する技術の
開発にも取り組んだ。また、TEM 画像を既
存のバイオインフォマティクス情報と統合
するためには、画像データから意味のある電
子情報を取り出すための技術が必要である。
そこで、Image J を用いた画像処理により、
オルガネラの形などを統計学的に数値化す
る試みも行った。 
 
(3)シロイヌナズナ脂質関連遺伝子欠損変異
体の観察 



 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を TEM 観察し、微
細構造観察した。対象としては、メバロン酸
経路及び非メバロン酸経路におけるステロ
ール等に関する変異体と、脂肪酸合成に関す
る変異体、さらに色素体の糖脂質関連変異体
である。これにより、どの脂質分子種が花粉
形成のどのステージのオルガネラに局在し
ているかを明らかにできる。 
 
(4)網羅的３次元画像取得のための連続切片
SEM 観察法の改良 
 広域 TEM 画像取得法により、容易に網羅
的画像情報が得られるようになったが、２次
元情報だけではオルガネラ構造の本質を見
誤ったり、オルガネラの数や占める体積の算
出等が困難であるなどの問題があり、やはり
それは無視できない欠点であることが明ら
かとなってきた。そこで、３次元情報を得る
べく新しい手法開発も並行して行った。これ
まで３次元情報を得るには、TEM の連続切
片構築法を用いることが一般的であったが、
それには熟練の試料作成技術が必要なこと
と、切片のロスや歪みが生じやすいことが問
題であった。そこで、近年開発されつつある
SEM を用いた連続切片の観察法を用いるこ
とで、抜けのない３次元の葯構造を得ること
にした。  
 
４．研究成果 
(1)広域TEM画像取得法を用いたシロイヌナ
ズナ花粉形成過程の葯オルガネラマップの
作成 
 広域 TEM 画像取得法における画像処理法
の改良および作業効率の適正化等を行い、容
易に広域の２次元画像を得ることができる
ようになった。これにより多くの広域画像を
取得し、多くの新規の知見を得ることができ
た （ 雑 誌 論 文 ②③⑧⑩⑬ 、 学 会 発 表
⑭⑮⑯⑱⑲⑳㉑㉒㉓㉔㉖㉗㉙）。 
 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。そこで、まず野生型シ
ロイヌナズナを材料に、葯全体にわたるオル
ガネラマップを作成することにした。 
 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
顕微鏡画像を得ることができた。この固定試
料を用いて、葯全体にわたる広域 TEM 像を

取得した。図１に示した画像は、5,600 枚の
電顕画像を全自動撮影し、全て結合した画像
である。どの領域を拡大しても、抜けのない
葯の全オルガネラ情報を得ることができた。 

 
(2)広域TEM画像からの画像分類法の確立と
統計学的処理 
 広域画像から自動でオルガネラを認識・分
類する技術の開発に成功した（雑誌論文⑥⑦、
学会発表㉘）。TEM 画像から意味のある電子
情報を取り出すための技術が必要である。そ
こで、Image J を用いた画像処理により、オ
ルガネラの形などを統計学的に数値化する
試みも行い、統計学的データを取得すること
を可能にした（学会発表⑩⑰）。 
 
(3)シロイヌナズナ脂質関連遺伝子欠損変異
体の観察 
 メバロン酸経路及び非メバロン酸経路に
関連した脂質関連突然変異体を中心に TEM
観察を行った。具体的には、hmg1 変異体、
ipi1ipi2 二重変異体、cla1 変異体、cer1 変異
体等である。その結果、hmg1 と ipi1ipi2 二
重変異体において、葯タペータムのエライオ
プラスト（色素体）における形態異常を確認
することができた。一方で cla1 変異体では異
常は見られなかった。このことは、通常はサ
イトソルで作られるステロールが、葯タペー
タムでは色素体に存在することを示唆する
ものであり、興味深い結果といえる（学会発
表⑦）。 
 また、色素体の糖脂質関連変異体の解析も
進めており、暗所芽生えの色素体に形態異常
が生じるという新知見を得つつある（学会発
表⑤⑥⑬）。今後は、この変異体における葯
の観察も進めていきたい。 
 
(4)網羅的３次元画像取得のための連続切片
SEM 観察法の改良 
 連続切片 SEM 法は、観察の際にグリッド



を使用せずカバーガラスなどの比較的大き
い基板で切片を回収できる。これにより、一
度に多くの切片を観察・撮影することが可能
であるが、一方で大量の切片を回収すること
は難しかった。そこで、より簡便な３次元構
築のため、SEM 用連続切片の作成・回収方
法の検討を行った。その結果、抜けのない３
次元画像を得ることに成功した（学会発表
⑨）。今後は、この３次元取得法も併用しな
がら、さらに葯の精密なオルガネラマップを
作成していく予定である。 
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