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研究成果の概要（和文）：　生殖器官の形成は生物種の存続に必要な重要イベントであり、その制御機構に興味
が持たれる。植物の花粉は雄しべの葯の内部（葯室）で発達する。また、葯室内のタペート細胞からの物質供給
により、花粉表面に柱と天井のような形状のエキシンと呼ばれる構造が形成される。本研究では、細胞の小胞輸
送を行うタンパク質の遺伝子破壊により花粉ができなくなるという以前の研究知見をもとに、種々の小胞輸送関
連遺伝子の花粉発達における機能解析を行った。その結果、AtSEC23AとAtSEC23Dの2つの小胞輸送因子がタペー
ト細胞の分泌に働いてエキシン形成に寄与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Developmental regulation of reproductive organ in plant is the important 
issue. Pollen wall development relies largely on the tapetum, which locates in anther and provides 
the developing microspores with metabolites, enzymes, nutrients, and structural components necessary
 to build up the specific wall structure called exine. Material export from the endoplasmic 
reticulum (ER) is mediated by coat protein complex II (COPII) vesicles. The Arabidopsis thaliana 
genome encodes seven homologs of SEC23, a COPII component. We analyzed knockout lines for AtSEC23A 
and AtSEC23D, and found atsec23ad mutant plants exhibited developmental defects in pollen and 
tapetal cells. These results suggest that AtSEC23A and AtSEC23D may organize pollen wall development
 and exine patterning by regulating ER export of lipids and proteins necessary for pollen wall 
formation.

研究分野：植物分子遺伝学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 生殖器官の形成は生物種の存続に必要な
重要イベントであり、その制御機構は生物学
上興味深い課題である。また植物においては
生殖器官のコントロールは F1 作物（ハイブ
リッド）栽培や育種の鍵となっている。近年
モデル植物シロイヌナズナを用いた分子遺
伝学的解析により、生殖器官、特に雄性生殖
器官である雄しべ・花粉の発達に働く遺伝子
が単離されてきている。それらの中には植物
ホルモンに関与する遺伝子、受容体型キナー
ゼや転写因子の遺伝子など、様々なレベルで
の調節に関わるものが含まれている。花粉の
発達は非常に複雑な過程であり、それらを理
解するためには花粉の発達に関わる遺伝子
をさらに見つけて調べることが必要である。
花粉の表面にはスポロポレニンという物質
が蓄積して規則的な 2次細胞壁パターンを形
成している。この花粉表層は非常に強固であ
り、また雌しべ柱頭への受粉にも必要である。
そこで本研究では、花粉の発達、特に表層構
造の発達に関わる遺伝子を探索し、植物の生
殖器官発達の理解を深めることとした。 
 
２．研究の目的 
（１）植物の花粉は雄しべの葯の内部（葯室）
で、花粉母細胞−四分子−花粉、と発達する。
この過程で減数分裂がおこり、成熟した花粉
では精細胞（雄核）、栄養細胞が形成されて
いる。また花粉表面にはスポロポレニンが蓄
積し、柱と天井のような形状のエキシンと呼
ばれる構造が形成される。実験材料として用
いるシロイヌナズナのエキシンは走査型電
子顕微鏡で観察すると美しい網目の構造で
あることがわかる。花粉は雌しべの柱頭に付
着し受粉すると発芽し花粉管を伸ばす。花粉
管は柱頭内を伸長し胚珠に達する。２つの精
子（精核）は花粉管内を移動して胚嚢に達し、
その１つが卵核と融合して受精卵になり、も
う１つが極核と融合して胚乳になってゆく。
本研究では、細胞の小胞輸送を行うタンパク
質の遺伝子破壊により花粉ができなくなる
という以前の研究知見をもとに、種々の小胞
輸送関連遺伝子の花粉発達における機能解
析を行うこととした。 
（２）上記の小胞輸送に関わる遺伝子に加え、
花粉発達に関わる未知の遺伝子を探し出す
ため、シロイヌナズナ変異ライブラリーを材
料とし、走査型電子顕微鏡を用いたスクリー
ニングにより花粉変異体を取得することに
した。 
（３）小胞輸送に関わるタンパク質、新規因
子の機能解析を効率的に行うため、新たなク
ローニングシステムの開発を進めることと
した。特に、２つのタンパク質の局在を比較
する共局在解析、２つのタンパク質の相互作
用を調べるための BiFC 解析を計画し、2 遺
伝子を簡便かつ自由にクローニングできる
システムの構築を行うこととした。 
 

３．研究の方法 
（１）シロイヌナズナには小胞輸送因子
AtSEC23の相同遺伝子が7つ存在し、AtSEC23A
〜AtSEC23G と名付けられている。これら
AtSEC23 の 7 つの相同遺伝子について単独の
破壊株、二重破壊株を調製して花粉の発達が
どのように影響を受けるか調べた。これらの
中で花粉発達への影響が大きかった AtSEC23
について、発現部位の解析、細胞内での局在
部位の解析、透過型電子顕微鏡による花粉発
達の解析を行った。	
（２）化学物質処理により変異がランダムに
導入されたシロイヌナズナ種子を多数栽培
し、走査型電子顕微鏡観察によりエキシンの
網目構造に異常を示す変異体の探索を行っ
た。得られた変異体について、次世代 DNA シ
ークエンサーにより変異部位のマッピング
と変異遺伝子の同定を試みた。	
（３）Gateway クローニング技術を取り入れ、
2 遺伝子を簡便にクローニングすることがで
きるベクターシステムの構築を行った。	
	
４．研究成果	
（１）Sec23 は小胞体の膜を覆い、小胞を出
芽させる機能を担うタンパク質の一つであ
る。シロイヌナズナに存在する7種のAtSEC23
についてタンパク質アミノ配列の比較を行
ったところ、AtSEC23A と AtSEC23D の 2 種が
他の 5種と異なる特殊な構造を持つことがわ
かった。また、7 種の AtSEC23 の遺伝子破壊
株について花粉の走査型電子顕微鏡観察を
行ったところ、AtSEC23AとAtSEC23Dでのみ、
エキシンの網目構造に異常（網目が粗くな
る）が観察された。また、寒天培地上で花粉
発が率を調査したところ、AtSE23A 破壊株の
花粉では発芽率が低下していた。これらのこ
とより、AtSEC23A と AtSEc23D が花粉形成に
強く関わっていることと考えられたため、
AtSEC23AとDの二重破壊株も作製して解析を
進めた。その結果、二重破壊株では稔性が著
しく低下し、また花粉が殆ど形成されないこ
とが見出された（図 1）。	

図 1	シロイヌナズナ AtSEC23A 遺伝子破壊株	
(atsec23a) ， AtSEC23D 遺 伝 子 破 壊 株
（atsec23d），および 2 重遺伝子破壊株
（atsec23ad）の花粉表現型の走査型電子顕
微鏡観察．WT は野生株．雑誌論文①．	
	 透過型電子顕微鏡による詳細な観察によ
り、二重破壊株の花粉は四分子までは正常に
発達するものの、その後に表層構造（エキシ
ンの網目をつくる基礎となる細胞壁）の異常
が観察されはじめ、表層の強度不全により花
粉内部も破壊されることが観察された。花粉



が発達する葯室の最内層にはタペート細胞
が存在している。タペート細胞はスポロポレ
ニンを分泌して花粉に供給し、最後は崩壊し
てポレンコート成分を花粉に放出する。透過
型電子顕微鏡により二重破壊株のタペート
細胞を調べたところ、内部に存在する細胞小
器官であるタペトソーム（小胞体由来の細胞
小器官）、エライオプラスト（プラスチド由
来の細胞小器官）に異常が見られ、また崩壊
のタイミングも異常になっていることが見
出された。これらのことから AtSEC23A と
AtSEC23D がタペート細胞におけるスポロポ
レニン分泌に働いていると考え、AtSEC23A と
AtSEC23D の発現部位を調べた。その結果、両
遺伝子とも植物体全体で発現しているもの
の、タペート細胞の特定の時期に強く発現し
ており、この時期におけるタペート細胞の分
泌の機能を担っていることが示された。また、
AtSEC23A と AtSEC23D について小胞体出芽部
位のマーカーやゴルジ体マーカーとともに
蛍光タンパク質融合体の形で発現させ、細胞
内局在を比較した。その結果 AtSEC23A と
AtSEC23D が小胞体出芽部位とゴルジに局在
し、分泌機能を担っていることが強く示され
た。また、遺伝学的解析から AtSEC23A と
AtSEC23D の変異が配偶体型ではなく胞子体
型であることも示された（AtSEC23A と
AtSEC23D の変異の影響が配偶体（花粉）で出
ているのではなく、胞子体（タペート細胞）
で出る）。以上の結果より、シロイヌナズナ
に 7種存在する小胞出芽因子 AtSEC23 は機能
分化しており、AtSEC23A と AtSEC23D はタペ
ート細胞における分泌に働き、それぞれエキ
シン構造の完成に必要な分泌に関与してい
ること、また冗長的に花粉形成に必須な分泌
に関与していることが明らかとなった。	
（２）シロイヌナズナ変異導入種子を用い、
約 10,000 株の花粉を走査型電子顕微鏡で観
察して変異株の大規模スクリーニングを行
った。その結果、花粉表層が滑らかな変異体、
エキシンの網目が粗い変異体、エキシンの網
目が球状になる変異体、花粉の形状が異常に
なる変異体、花粉が凝集する変異体、などが
単離された。これら変異体のいくつかについ
て次世代 DNA シークエンサーを用いたゲノム
解析を行い、変異遺伝子のマッピングと同定
を試みた。その結果、花粉の表現型を示すこ
とが既に知られている遺伝子が多数見出さ
れ、今回のスクリーニングにより花粉変異遺
伝子を効率よく同定できることがわかった。
また、花粉変異が知られていない座位にマッ
プされた未知遺伝子も数個みつかり、2 個に
ついては新規遺伝子として同定することが
できた。これら遺伝子は花粉表層細胞壁の分
解に関するタンパク質、タペート細胞の崩壊
に関するタンパク質の遺伝子と考えられ、花
粉形成の新たな制御機構を解明する鍵にな
ると考えられた。	
（３）上記 1 において精密な細胞内局在解析
を行うため、オルガネラマーカー遺伝子と調

査遺伝子の 2つに別種の蛍光タンパク質を融
合してクローニングを行うことが可能な新
たなベクターシステムを開発した。このベク
ターシステムを用いることで、内膜系タンパ
ク質の詳細な局在解析が可能になった（図 2）。	

図 2	新規開発ベクターシステムによる植物細
胞内局在解析．トランスゴルジマーカー
SYP43 タンパク質に試案蛍光タンパク質
（ECFP）を融合，シスゴルジタンパク質マー
カーSYP31 タンパク質に黄色蛍光タンパク質
（EYFP）を融合して植物細胞で発現させ，共
焦点レーザー顕微鏡により観察を行った．雑
誌論文③．	
	 これらベクターシステムについては、植物
の広範な研究に利用可能なリソースとして
公表を行った。	
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