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研究成果の概要（和文）：
　被子植物における配偶子融合過程および受精卵の活性化・初期発生過程の分子基盤を明らかにすることを目的として
、研究を推進した。イネ雌雄配偶子・受精卵のオーム解析および同定遺伝子の機能解析により、生殖過程に関与する遺
伝子が特定された。さらには、受精卵中における核融合（核の合一）過程の動態観察、および核合一ステージを指標と
した初期発達受精卵の分子生物学的解析により、受精誘導性遺伝子の発現機構の一端を明らかにした。
　これらの結果は、発生学および植物学分野に対する共通基礎的な知見を提供し、かつ、卵細胞から受精卵への変換メ
カニズムを支える分子基盤の解明につながるものである。

研究成果の概要（英文）：
Investigations for elucidating the mechanisms in plant reproduction and development, including how the egg
 cell is specialized, fuses with the sperm cell, and converts into an active zygote, were conducted. Cell-
type-specific transcriptomes and proteomes were obtained using rice gametes and zygotes, and several rice 
or Arabidopsis lines with mutations in genes identified by present analyses showed clear phenotypic defect
s in seed set or seed development. The conversion of an egg cell into a zygote involves two sequential gam
etic processes, plasmogamy and karyogamy. The nuclei and nuclear membranes of rice gametes were fluorescen
tly labeled, and such gametes were fused in vitro to observe karyogamy progression. Karyogamy was divided 
into eight stages, and paternal and de novo synthesized transcripts were separately detectable in zygotes.
 These results provide foundational information toward understanding the mechanisms of gametic and early z
ygotic development in angiosperms.

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学

キーワード： 卵細胞　精細胞　受精　植物　配偶子融合　核の合一

生物科学・細胞生物学



様	 式	 Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
	 被子植物は、重複受精を行うことにより胚
と胚乳からなる種子をつくり出す。一般的に
被子植物の胚嚢（雌性配偶体）は、核相が n
の卵細胞 1 個、助細胞 2 個、反足細胞 3 個、
および核相が 2n の中央細胞 1 個の 7 細胞 8
核で構成されており、花粉管によって胚嚢内
へと運ばれた 2 個の精細胞の一方が卵細胞と、
他方が中心細胞と融合して胚および胚乳へ
とそれぞれ発達する。被子植物の受精は、 (I) 
花粉管による精細胞の胚嚢内への輸送と 
(II) 精細胞-卵細胞および精細胞-中心細胞の
融合の二つの過程に分けて考えることがで
き、(I) の過程については、自家不和合性、
花粉管の発芽、伸長および胚嚢へのガイダン
ス機構の分子基盤に対する知見が急速に増
えつつあった。一方で、(II) の配偶子の細胞
融合過程については、「2 個の精細胞がどのよ
うに分別されて（あるいは分別されずに）卵
細胞と中心細胞に 1 細胞ずつ接着するのか」、
「精細胞-卵細胞および精細胞-中心細胞の膜
融合にはどのような分子が関与しているの
か」、「精細胞-卵細胞および精細胞-中心細胞
の融合機構に違いはあるのか」、などといっ
た「どのような機構で２個の精細胞がそれぞ
れ卵細胞と中心細胞と融合（受精）するのか」
という問いに集約される植物の受精の本質
的な現象に対する知見は非常に少なく、その
機構解明が待たれていた。 
	 受精は、上述した雌雄配偶子の細胞膜融合
と、それに引き続く融合細胞（受精卵）中に
おける雌雄核の融合（核の合一）により完了
する。被子植物においては、卵細胞が精細胞
との融合によって活性化し、受精卵中での卵
核と精核の合一が進行する。その後、受精卵
では胚発生に向けた遺伝子の新規発現が始
まる。このように雌雄核の合一は、受精卵の
活性化と胚発生を仲介する重要な過程であ
る。しかし、厚い子房組織内で進行する受
精・発生過程の中でも、核の合一は受精直後
のごく初期に進行することから、その過程を
直接的に観察・解析することが困難である。
そのため、核合一過程の中の核膜融合やクロ
マチンの脱凝集といった、ある一過程に焦点
を当てた解析例は多いが、核合一の全過程を
包括的に観察・解析した例は極めて少なく、
さらには、核合一過程と受精誘導性遺伝子群
の発現開始時期との関連性はこれまで明確
に示されていなかった。 
 
２．研究の目的 
	 植物の受精および初期胚発生機構に関す
る研究が動物に比べて遅れている原因のひ
とつとして、植物の受精が子房の奥底で進行
するために受精過程の直接的観察・解析が困
難であること、および、モデル植物から精細
胞、卵細胞や中心細胞を確実に単離し  in 
vitro で受精させる実験系が確立されていな
かった点が挙げられる。本申請課題は、イネ
単離配偶子を材料として、in vitro 受精系、1

細胞分子生物学、高感度オーム解析、レーザ
ーマイクロインジェクションによる配偶子
操作などの手法を駆使し、植物における配偶
子融合過程および受精卵の活性化・初期発生
過程の分子基盤を明らかにすることを目的
とし、研究を推進した。 
 
３．研究の方法 
（１）イネ配偶子および受精卵のトランスク
リプトーム解析：イネ卵細胞（31~111 細胞、
4 反復）、精細胞（約 3,000 細胞、2 反復）、
受精卵（30~33 細胞、3 反復）、花粉（3 反復）
について、マイクロアレイ解析を行った。	 
 
（２）イネ配偶子のプロテオーム解析：500
個のイネ卵細胞を SDS-PAGE で展開・銀染色
したのち、ゲルを 15 断片に分け、それぞれ
トリプシン処理後にオービトラップ型 MS/MS
で解析した。精細胞（約 3 万個）、花粉、カ
ルスおよび芽生えについても同様に解析し
た。	 
	 
（３）	 核の合一の動態観察、および受精誘
導性遺伝子の初期発現：受精卵中における雌
雄核の融合過程および受精卵核の分裂過程
の可視化に向けて、Histone	 H2B-GFP により
核内クロマチンを、SUN2-GFP により核膜を、
Lifeact-tagRFP によりアクチン繊維をそれ
ぞれ蛍光標識したイネ形質転換体を作出し
た。それら形質転換体から配偶子を単離し、
卵細胞の核、核膜、アクチン繊維、および精
細胞の核、核膜が可視化されていることを確
認したのち、それら配偶子を用いた in	 vitro
受精系により融合させ、受精卵中における核
クロマチンの動態、および受精誘導性遺伝子
の発現プロファイルと核合一の関係性を観
察・解析した。	 
	 
（４）	 イネ卵細胞・受精卵への物質導入系
の確立：上記（１）および（２）の解析によ
り同定されると期待される受精・初期発生関
連因子の候補遺伝子の機能解析に向けて、イ
ネ卵細胞および受精卵への物質導入系の確
立を試みた。	 
	 
４．研究成果	 
（１）イネ配偶子および受精卵のトランスク
リプトーム解析：上記研究（１）の結果につ
いてクラスタリングおよび相関性解析を行
ったところ、各細胞（組織）の反復実験間に
おいて高い再現性がみられた（図１）。これ
らのデータ解析により、イネ雌性または雄性
配偶子で特異的に発現する遺伝子、および受
精後に発現が誘導あるいは抑制される遺伝
子が同定された。それらのうちから、生殖も
しくは発生機構に関連する可能性が高いと
推定される 13 遺伝子への T-DNA またトラン
スポゾン挿入変異体のイネ種子を入手し、生
殖または胚発生過程に異常がある可能性が
高い変異体を特定した。さらに、上記遺伝子



群のオルソログ遺伝子をシロイヌナズナで
検索し、当該遺伝子に変異をもつシロイヌナ
ズナの稔実率調査、次世代における変異の分
離検定、および交配実験などを行い、生殖あ
るいは胚発生・胚乳形成に関与すると推定さ
れる遺伝子を同定した。	 

	 
	 

	 
	 
	 
	 

	 
図１.マイクロアレイデータのクラスタリング解

析 。 Centered	 Pearson	 correlation お よ び	 

algorithm	 with	 complete	 linkage を使用してク

ラスタリング解析を行った。	 
 
（２）イネ配偶子のプロテオーム解析：上記
研究（２）の結果、卵細胞では 1,367 種のタ
ンパク質、精細胞では 1,160 種のタンパク質
が同定された。さらに、比較プロテオーム解
析により、102 個の卵細胞特異的タンパク質、
および 77 個の精細胞特異的タンパク質を特
定した。それら配偶子特異的タンパク質をコ
ードするイネ遺伝子群の一部、およびそれら
のシロイヌナズナオルソログ遺伝子の変異
体植物について解析を進めたところ、5 遺伝
子について生殖過程に関与する可能性が示
された（図２）。	 

	 
	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図２.生殖過程に異

常が生じているイネ

変異体（A）、および

シロイヌナズナ変異

体（B）	 
	 

	 
（３）核の合一の動態観察、および受精誘導
性遺伝子の初期発現：上記研究（３）の結果、
配偶子融合後 10～30 分間で精細胞核はアク
チン繊維依存的に卵細胞核と接するように
なり（図３）、次に、卵核クロマチンの精核
内への流入が見られた（図４）。その後、融
合後 30~70 分から、融合核内で精核クロマ
チンの脱凝集が始まり、融合後 240 分程には
精核のクロマチンが融合核内に均一に広が
る様子が観察された（図４）。これら観察結
果から、被子植物の受精卵における核合一過
程の経時的な動態が明らかとなり、核合一過
程を 8つのステージに分類することが可能に
なった。	 
	 これら細胞生物学的解析に加えて、各々の

核合一ステージにある受精卵中における受
精誘導性遺伝子の発現プロファイルを調べ
るため、これまでに同定されている 20 個の
受精誘導性遺伝子について、各々の核合一ス
テージにおける発現レベルを PCR法で解析し
た。その結果、それら遺伝子を以下	 (A)~(C)
の発現パターンを示すものとして分けるこ
とができた。(A)	 核合一前の受精卵内で既に
転写産物が存在し、精細胞 mRNA 由来の転写
産物であると考えられるもの、(B)	 精核クロ
マチンの脱凝集期に転写が開始されるもの、
(C)	 核合一の完了後（ステージⅧ以降）に転
写が開始されるもの。これらにより、卵細胞
が受精卵へと変換する過程である核の合一
の詳細な動態が明らかにされたと共に、核合
一ステージを指標とした受精卵中における
遺伝子発現解析が可能であることが示され
た。	 

	 
図３.精核クロマチンを

H2B-GFP、卵核クロマチン

を	 H2B-RFP でそれぞれ標

識した配偶子を融合させ

て作製した受精卵。融合後、

約 20 分の像を示している。

矢印と矢頭は、それぞれ精核と卵核を示す。	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

図４.核合一過程の経時的観察。緑は精核クロマ

チン（H2B-GFP）、赤は卵核クロマチン（H2B-RFP）

由来のシグナルを示す。	 

	 

（４）イネ卵細胞・受精卵への物質導入系の
確立：上記研究（４）の結果、受精卵におい
ては、アガロースゲルに包埋したのちに
Laser-assisted	 Thermal-expansion	 
Microinjection 法を用いることで、導入効率
および導入後生存率を、約 100 および 70％に
までそれぞれ向上させることに成功した。卵
細胞に関してはインジェクションが非常に
困難であったことから、PEG-Ca2+	 法を用いて
DNA 導入を行った。その結果、卵細胞中にお
ける一過的遺伝子発現が確認された。	 
	 
	 これら	 （１）~（４）の研究成果は、植
物の生活環における発生過程の中でも知見
の少ない「配偶子融合直後の受精過程および
受精卵の初期発生機構」の一端を明らかにし、
発生学および植物学分野に対する共通基礎
的な知見を提供し、かつ、卵細胞から受精卵



への変換メカニズムを支える分子基盤の解
明につながるものと考えている。	 
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