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研究成果の概要（和文）：アブラナ科植物の受粉−受精過程の最初の生殖障壁として機能する花

粉－乳頭細胞間相互作用について解析した。その結果、花粉表層物質中には同種の乳頭細胞内

のアクチン繊維の再構成を誘導し、花粉管へのCa2+を含む水の供給を促進する活性が含まれる

ことを明らかにした。また、この和合反応経路は、自家不和合性経路により阻害されることを

示すと共に、実際のCa2+輸送に関わるポンプ分子の候補を特定した。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We have analyzed the molecular basis for the pollen-papilla cell 
interactions which were thought to function as the first genome-barrier during the 
reproductive process in the Brassicaceae. First we found that the pollen coat contains 
some factor(s), which induces the rearrangement of actin filaments in the papilla cell 
of the same species and the secretion of Ca2+-containing water to the pollen. These 
compatible reactions were found to be inhibited by the self-incompatibility signaling 
pathway. We also identified the candidate Ca2+-transporter which were expected to function 
in this compatible pollination process. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 受粉から受精に至る植物の有性生殖過程
では、花粉と雌ずいの細胞との間で様々な相
互認識が行われ、受精に適した花粉の選別が
行われている。我々は、アブラナ科植物の自
家不和合性について研究を進めてきたが、そ

の過程で、花粉が乳頭細胞に受粉してから吸
水・発芽に至るまでの初期受粉過程が、自家
不和合性における「自己」花粉の認識・排除
の場となっていることを明らかにしてきた。
すなわち、花粉は自己・非自己の識別マーカ
ーとなる花粉因子（SP11 リガンド）を保有し
ており、乳頭細胞の細胞膜上に存在する雌ず



い因子（SRK受容体）が自己のSP11 リガンド
と結合し活性化（自己リン酸化）することが
引き金となり、乳頭細胞内に自家不和合性反
応を誘導し、自己花粉の吸水・発芽を阻害し
ていることを明らかにしてきた。この様に、
同種の「自己」の花粉が排除される仕組みは
示されてきたが、一方の同種の「非自己」の
花粉が、速やかに乳頭細胞上で吸水・発芽で
きる和合性受粉の仕組みは不明のままであ
った。異種の花粉が「自己」花粉と同様に吸
水・発芽できないことを考えると、花粉は同
種であることを示す何らかの因子（ここでは
「和合シグナル」とよぶ）を有していると推
定されたが、その実体は全く不明であった。 
 
２．研究の目的 
 
 アブラナ科植物の初期受粉過程が、自家不
和合性の「自己」花粉認識・排除の場である
のみならず、「異種」花粉の認識・排除のい
わゆる「ゲノム障壁」として機能しているこ
とを明らかにすることを目的とした。特に、
同種の花粉の認識において機能していると
予測される花粉上の想定分子「和合シグナ
ル」の実体を明らかにすること、この「和合
シグナル」によって誘起される乳頭細胞内の
生理反応やその情報伝達系を明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)「和合シグナル」モニター系の確立 
 花粉表層物質中に含まれる「和合シグナ
ル」を簡易に検出するためのモニター系を確
立する。和合受粉時における乳頭細胞内の生
理的変化として期待されるCa2+の挙動と細胞
骨格の挙動を継時的にモニターしうる系を
構築する。 
(2)「和合シグナル」の分子性状の解明 
 花粉より「和合シグナル」活性を回収し、
上記モニター系を利用して、生化学的に分
画・分析し、活性本体の分子性状を明らかに
する。その分子性状を基に、「和合シグナル」
分子を生化学的に同定するための手法を検
討する。また、「和合シグナル」を欠失した
変異株を人為突然変異体（変異原処理、トラ
ンスポゾンタギング）の中から探索し、遺伝
学的に同分子を特定することを検討する。 
(3)「和合シグナル」の乳頭細胞内情報伝達
経路の解明 
 「和合シグナル」により誘起される乳頭細
胞内の情報伝達経路は、自家不和合性の情報
伝達経路により何らかの形で阻害されるこ
とが期待される。そこで、和合受粉時と不和
合受粉時の乳頭細胞内の遺伝子発現変動を
マイクロアレイ等の手法により比較解析し、
和合受粉時に機能する情報伝達因子を探索

する。得られた候補分子については、生化学
的・分子生物学的に当該分子の機能を確認す
ると共に、シロイヌナズナのタグラインの解
析等を通じて、和合受粉時における生理的役
割を確認する。 
 
４．研究成果 
 
(1)「和合シグナル」モニター系の確立 
①乳頭細胞におけるCa2+検出系 
 走査型電子顕微鏡－X線マイクロアナリシ
ス装置を用いた解析により、受粉後、花粉直
下の乳頭細胞にCaが蓄積することが示唆さ
れた。そこで、このCa変動をon timeにモニ
ターするために、[Ca2+]センサー蛋白質であ
るyellow cameleon (YC) 3.6 遺伝子を乳頭細
胞特異的発現プロモーターに連結したコン
ストラクトをシロイヌナズナに導入した。得
られた形質転換体の乳頭細胞に花粉を受粉
させて[Ca2+]変動を継時的に解析した結果、
花粉の吸水、発芽、および乳頭細胞内への花
粉管の侵入時に各々特徴的な細胞内[Ca2+]変
動が観察された。しかし、その動態は複雑か
つ不安定であり、簡易検出系として利用する
には適していないことが判明した。 
 そこで次に、乳頭細胞表面に細胞非浸透性
の[Ca2+]センサー色素calcium greenを塗布し、
乳頭細胞外に出てくるCa2+含有水を検出する
方法を確立した。本方法により、和合受粉時
には乳頭細胞内からCa2+含有水が速やかに流
出してくるのに対し、不和合受粉時（自家受
粉時あるいは異種花粉受粉時）にはその流出
が全く起こらないことが確認された。さらに、
このCa2+含有水の流出を誘導する「和合シグ
ナル」活性は、花粉をシクロヘキサンで抽出
した際に回収される花粉表層物質中に存在
することが明らかとなった。さらに、自己花
粉から回収した花粉表層物質中には自己の
SP11 花粉因子が含まれるが、本因子が含まれ
ると「和合シグナル」活性は完全に阻害され
ることも判明した。 
 上記手法により「和合シグナル」活性を簡
易に測定することが可能となったが、活性の
強さを定量的に測定することは困難であっ
た。そこで、calcium greenを吸収させたア
ガロースビーズを作製し、被験試料で処理し
た乳頭細胞の上に載せて、ビーズの蛍光量を
測定する「和合シグナル」の簡易アッセイ系
を構築した。 
②乳頭細胞内アクチンフィラメント動態検
出系 
 乳頭細胞内のアクチンフィラメントの配
向を、ローダミン-ファロイジン染色法によ
り観察した結果、和合受粉時には花粉直下に
太いアクチンフィラメントが再編成される
ことが示唆された。そこで次に、アクチン結
合蛋白質talinとGFPとの融合タンパク質を



乳頭細胞内に一過的に発現させ、この変化を
on timeにモニターする系を構築した。その
結果、和合受粉時には乳頭細胞内の花粉直下
の部分に太いアクチンフィラメントが再構
成される様子が再確認されると同時に、不和
合受粉時（自家受粉時）には、花粉直下のア
クチンフィラメントは逆に消失することが
判明した。 
 アクチンフィラメントの配向の変化は、乳
頭細胞内の細胞内小胞等の構造や挙動に影
響を及ぼすものと予測された。そこで、和合
および不和合受粉後の乳頭細胞内の細胞内
小胞の膜構造を、超高圧電子顕微鏡を用いて
三次元的に解析し比較した。その結果、和合
受粉後には、乳頭細胞内の環状の液胞構造が
花粉直下に向けて牽引される様子が観察さ
れる一方、不和合受粉後には、環状液胞が球
状に変形する様子が観察された。こうした乳
頭細胞内小胞の構造変化は、和合・不和合受
粉時の生理反応の差異に直結している可能
性が強く示唆された。 
(2)「和合シグナル」の分子性状の解明 
①「和合シグナル」の生化学的解析 
 花粉よりシクロヘキサンで抽出されてく
る花粉表層物質に水を添加して脂溶性画分
と水溶性画分に分画し、「和合シグナル」活
性の挙動を上記簡易アッセイ系を用いて解
析した。その結果、いずれの画分も単独では
活性を示さず、両者を混合した場合にのみ活
性が再構成されることが判明した。さらに水
溶性画分については、熱処理およびプロテア
ーゼ処理により活性が消失することが示さ
れ、タンパク質性の成分が活性に寄与してい
る可能性が示唆された。 
 雌ずい乳頭細胞は、厚いワックス層とクチ
クラ層に覆われているために、タンパク質性
の成分は、単独では乳頭細胞壁内へと侵入し
ていけないことが示唆された。従って、脂溶
性画分が活性に必要な理由は、タンパク質性
の成分と相乗的に機能する可能性の他に、タ
ンパク質性の活性本体の乳頭細胞内への侵
入を補助している可能性が推察された。いず
れにせよ、生化学的に「和合シグナル」を追
求することは、必要とする活性画分が２つに
分離してしまったことにより予想以上に難
航した。現在、両活性成分の最適な抽出方法
を再検討すると共に、大量の花粉を回収し、
各々の画分を対象に活性本体の精製を継続
して進めている。 
②「和合シグナル」の遺伝学的解析 
 シロイヌナズナ種子を変異原処理（EMS処
理）して得たM2 株およびトランスポゾンタギ
ングラインの中から、不稔あるいは稔性の低
下した変異株を多数選抜した。これらの中か
ら、「和合シグナル」あるいはその下流の情
報伝達系に異常を示すものの探索を進めた。
しかし、現在までのところ「和合シグナル」

に変異を持つと思われる変異体は得られて
おらず、スクリーニングを継続して進めてい
る。まだ、スクリーニングが不十分であるが、
「和合シグナル」が類似活性を持つ混合物で
あり、機能欠失型の変異株を得るのが困難で
ある可能性も考えられる。機能獲得型の形質
転換体のスクリーニングも今後進めていく
必要があろう。 
(3)「和合シグナル」の乳頭細胞内情報伝達
経路の解明 
①「和合シグナル」下流で発現変動する乳頭
細胞遺伝子の解析 
 まず、「和合シグナル」によりシロイヌナ
ズナの乳頭細胞内で発現変動する遺伝子類
を明らかにする目的で、受粉直後と受粉後 15
分の柱頭、無処理の柱頭と花粉表層物質塗布
後 15 分の柱頭、シクロヘキサン処理（花粉
表層物質除去）花粉による受粉直後と受粉後
15 分の柱頭よりRNAを回収し、マイクロアレ
イにより発現遺伝子の変動を解析した。その
結果、「和合シグナル」を含むと考えている
花粉表層物質により、カルシウムシグナリン
グに関係する遺伝子類や極性輸送に関与す
ると考えられる遺伝子類などが多数発現誘
導されることが判明した。これら遺伝子類の
中には、「和合シグナル」下流で乳頭細胞内
で機能する因子の遺伝子類が含まれるもの
と期待される。 
 さらに、これら遺伝子類の発現に、自家不
和合の情報伝達系が何らかの影響を与える
かどうかを検討することにした。シロイヌナ
ズナは自家不和合性の花粉因子SP11 あるい
は雌ずい因子SRKを欠失した自家和合性変異
株であることから、これらの遺伝子を導入す
ることにより自家不和合性を復活させたシ
ロイヌナズナ系統を確立した。このシロイヌ
ナズナを自家受粉させた乳頭細胞と野生型
の花粉を受粉させた乳頭細胞をマイクロダ
イセクション法により回収し、発現遺伝子類
の差異をマイクロアレイにより解析した。そ
の結果、両受粉処理により発現誘導される遺
伝子類に大きな差はなく、自家不和合性反応
自体は遺伝子発現を介さず進行している可
能性が示唆された。 
②「和合シグナル」下流で機能する乳頭細胞
内水輸送体の解明 
 「和合シグナル」は乳頭細胞から花粉にCa2+

を含む水の供給を促進することが示された。
この調節機構を明らかにするために、まず、
水チャネル分子のアクアポリンに対する阻
害剤HgCl2で乳頭細胞を前処理したところ、和
合性花粉受粉時および花粉表層物質処理時
の水の流出が完全に抑制されることが示さ
れた。この結果は、「和合シグナル」下流で
起こる乳頭細胞からの水の流出が、アクアポ
リン分子を介して行われていることを示唆
した。そこで、この水輸送に関わるアクアポ



リン分子を特定することを目的として、上記
発現解析データをもとに、乳頭細胞で高発現
のPIP分子種を輸送分子候補として選抜した。
これらPIP分子種は、いずれも受粉前後で発
現レベルに変動がないことが示され、水の輸
送調節がこれらの発現調節ではなく、何らか
の発現後調節により行われていることが示
唆された。さらに、関与する分子種を特定す
るために、乳頭細胞で高発現の複数のPIP分
子種についてタグラインの表現型解析を行
ったが、単一分子欠損体では、受粉過程にお
ける吸水遅延などの異常は観察されなかっ
た。複数のPIP分子種が相補的に機能してい
る可能性を考え、現在複数の分子種を欠失さ
せた多重タグラインを作製し、その表現型解
析を進めている。 
③「和合シグナル」下流で機能する乳頭細胞
内Ca2+輸送体の解明 
 乳頭細胞外へのCa2+供給に関わる輸送体を
特定する目的で、上記マイクロアレイ解析デ
ータから乳頭細胞内で強く発現する輸送体
候補を複数抽出した。これらの候補の中には、
花粉や花粉表層物質処理後に発現誘導され
るが、シクロヘキサン処理花粉では発現誘導
されないものが含まれ、「和合シグナル」の
下流で機能している輸送体であることが示
唆された。また、本分子は、酵母変異株を用
いた相補実験により、実際にCa2+輸送能を持
つことが証明された。さらに、本分子のC末
端にGFPを繋いだコンストラクトを乳頭細胞
内に発現させて挙動を調べたところ、和合受
粉時にのみ花粉管直下の細胞膜周辺に集積
することが観察された。また、本分子のタグ
ラインの解析を行ったところ、花粉を受粉さ
せた際の吸水・発芽が遅延し、発芽率も低下
する傾向が観察され、本分子が花粉へのCa2+

供給を調節する輸送体である可能性が示唆
された。 
④和合受粉時における花粉管内Ca2+動態の解
析 
 和合受粉時の花粉管内へのCa2+移行を確認
する目的で、Ca2+センサー蛋白質YC3.6 を花粉
内で発現させるコンストラクトを作製し、形
質転換体を得た。受粉後、花粉管内にCa2+が
取り込まれ、発芽時にはすでに花粉管先端部
においてCa2+の濃度勾配が形成されることが
示された。また、従来in vitro培養花粉管先
端ではCa2+オシレーションが観察され、これ
が花粉管の伸長に必須であると考えられて
きたが、in vivoの状態で乳頭細胞壁内を伸
長する花粉管にはオシレーションが観察さ
れないという、通説を覆す結果を得た。花粉
管内のCa2+の生理機能については、さらなる
解析が必要であろう。 
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