
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３１０１

基盤研究(C)

2013～2011

シロイヌナズナの有性生殖過程における小胞体分子シャペロン依存型核膜融合機構の解析

Analyses of ER-resident molecular chaperone-dependent nuclear membrane fusion during
 fertilization of Arabidopsis thaliana

１０２５２２２２研究者番号：

西川　周一（NISHIKAWA, Shuh-ichi）

新潟大学・自然科学系・教授

研究期間：

２３５７００５１

平成 年 月 日現在２６   ６ １９

円     4,200,000 、（間接経費） 円     1,260,000

研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナ雌性配偶体形成時の極核融合において、小胞体の分子シャペロンHsp70であ
るBiPは、核外膜融合と核内膜融合という異なる膜融合の過程に、制御因子である小胞体Jタンパク質を使い分けること
で機能していることを示した。ライブイメージング解析によって、受精後の胚乳核分裂の過程で極核融合の欠損が回復
すること、正常な胚乳核の分裂には受精時の精核と極核の融合が必要であることを明らかにした。また、極核融合に必
要な新たな因子の検索を行い、極核融合に必要な核膜タンパク質の候補を得た。

研究成果の概要（英文）：We showed that BiP, an Hsp70 molecular chaperone in the endoplasmic reticulum, fun
ction in the fusions of the outer and inner nuclear membranes of the polar nuclei with different sets of J
-domain containing partner proteins during the female gametogenesis of A. thaliana. Live imaging analyses 
showed that the polar nuclei fusion defect can be recovered during the first endosperm nuclear division af
ter fertilization and that the fusion of sperm nuclei at fertilization is required for proper endosperm pr
oliferation. We also identified candidates of nuclear membrane proteins required for the polar nuclei fusi
on.
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１．研究開始当初の背景 
 細胞核の融合は、2 個の核の融合によって
1 個の核が形成する過程であり、様々な生物
の有性生殖で必須の役割をはたしている。被
子植物の有性生殖の過程では、重複受精にお
ける 2 回の核融合と雌性配偶体形成時の極核
融合の、合計 3 回の核融合が観察される。研
究代表者らは、小胞体内腔の分子シャペロン
Hsp70 である BiP が、雌性配偶体形成時の極
核融合、その中でも核膜融合過程に必要であ
ることを、BiP に関するシロイヌナズナ欠損
株の解析によって明らかにした。BiP は出芽
酵母の有性生殖である接合過程の核膜融合
にも必要であることから、有性生殖過程にお
ける BiP 依存の核膜融合が種を超えて広く存
在していることが示唆された。 
 BiP は単独で機能するのではなく、制御因
子である小胞体の J タンパク質（Hsp40）の
機能を必要とする。研究代表者らはシロイヌ
ナズナの小胞体 J タンパク質を同定するとと
もに、変異株の解析によって AtERdj3A、
AtERdj3B、AtP58IPKといった小胞体 J タンパ
ク質が極核の核膜融合過程に機能している
ことを示唆する結果を得ている。核膜は小胞
体膜の特殊化した領域であり、核膜局在の膜
融合タンパク質が小胞体のHsp70システムの
クライアントとなることで、Hsp70 システム
が核膜融合を制御していると考えられる。そ
こで、小胞体 Hsp70 システムを足がかりにし
た解析を行うことで、極核融合の分子機構を
明らかにできると期待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、シロイヌナズナを用いて、分
子シャペロン依存型核膜融合の分子機構の
解明を目指して以下の研究を行う。 
（1）ライブイメージングによる極核融合過
程の解析系を構築する。これを用いて、小胞
体 Hsp70 システム変異株の示す、極核の核膜
融合欠損の詳細を明らかにする。 
（2）小胞体 Hsp70 システムを足がかりとし
て、極核の核膜融合にあずかるタンパク質の
スクリーニングを行い、新規核膜融合タンパ
ク質の同定を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）ライブイメージングによる極核融合過
程の解析 
 Histone H2B と GFP または tdTomato との融
合タンパク質を発現する形質転換植物を構
築する。融合タンパク質の発現には、雌性配
偶体をはじめとする植物体全体での発現が
可能な RPS5 プロモーターと、中央細胞特異
的な DD65 プロモーターまたは AGL80 プロ
モーターを用いる、これらの融合遺伝子は、
小胞体Hsp70システムの変異株へ掛け合わせ
によって導入する。ライブイメージングによ
る解析は、雌性配偶体形成時や受精直後の胚
珠を雌しべから摘出し、これを培地中で培養
しながら共焦点顕微鏡を用いたタイムラプ

ス観察により行う。 
（2）極核融合の分子装置の検索と同定 
 小胞体Hsp70システムの変異株の示す極核
融合欠損の表現型を指標として、新規極核融
合欠損株のスクリーニングを行う。このため、
Histone H2B-GFP によって中央細胞の核を可
視化した形質転換植物を変異源処理した後、
雌性配偶体致死の表現型を示す変異株の中
から極核融合欠損を示す株を選別する。また、
小胞体 J タンパク質は小胞体 Hsp70 システム
において基質選別の過程で機能することを
利用し、小胞体 J タンパク質と相互作用する
タンパク質を酵母 2 ハイブリッド法を用いて
検索する。さらに、出芽酵母の核膜融合に必
要な因子のシロイヌナズナホモログについ
て、その欠損株における極核融合を解析する。 
 
４．研究成果 
（1）ライブイメージングによる極核融合過
程の解析 
 本研究ではまず、BiP の制御因子である小
胞体 J タンパク質の、極核融合における役割
について検討した。変異株の解析の結果、小
胞体 J タンパク質に関する単独変異株は極核
融合欠損を示さなかったが、AtERdj3A と
AtP58IPK をともに欠失した（3a p58）雌性配
偶体と、AtERdj3B と AtP58IPK をともに欠失
した（3b p58）雌性配偶体では極核融合が欠
損していた。電子顕微鏡観察の結果、3a p58
二重欠損変異をもつ雌性配偶体は極核の外
膜融合に欠損を、3b p58 二重欠損変異をもつ
雌性配偶体は極核の内膜融合に欠損をもつ
ことが示された。以上の結果は、BiP は極核
融合において、異なるセットの小胞体 J タン
パク質を利用することで核外膜融合と核内
膜融合という異なる膜融合の過程を制御し
ていることを示している。 
 BiP 欠損の雌性配偶体と同様に、3a p58 二
重欠損変異をもつ雌性配偶体は致死であり、
野生株の花粉で受粉しても種子形成が途中
で停止した。一方で、3b p58 二重欠損変異を
もつ雌性配偶体は致死とはならず、受精後の
種子形成は正常に進行した。この結果は、極
核融合の欠損自体が種子形成の異常を引き
起こしたのではないことを示唆している。そ
こで、3a p58 二重欠損の雌性配偶体と 3b p58
二重欠損の雌性配偶体の受精後の極核融合
について、ライブイメージング解析で検討し
た。この結果、どちらの二重変異雌性配偶体
においても、雌性配偶体形成時に融合しなか
った極核は、受精後の胚乳における 1 回目の
核分裂の際に観察される核膜の崩壊と再形
成の過程で融合することが示された。一方で、
3a p58 二重欠損の雌性配偶体では、受精後の
胚乳における精核と極核の融合が起こらず、
精核の脱凝縮も観察されなかった。これらの
核は、胚乳における 1 回目の核分裂の際に融
合した。しかし、精核が脱凝縮しないまま核
分裂過程へと入るため、胚乳核の分裂異常と
精核由来の遺伝子の発現の顕著な遅延が観



察された。以上の結果は、3a p58 二重欠損の
雌性配偶体では受精時の中央細胞における
精核の融合が阻害されること、受精時の精核
の融合は精核の脱凝縮に必須であること、胚
乳核分裂開始前の精核の脱凝縮は胚乳核の
正常な分裂に必要であることを示している。 
 
（2）極核融合の分子装置の検索と同定 
① 極核融合に欠損を示す新規変異株のス
クリーニング 
 本研究ではまず、中央細胞特異的な DD65
プロモーターを用いて Histone H2B と GFP の
融合タンパク質を発現するシロイヌナズナ
株を構築した。蛍光顕微鏡解析の結果、得ら
れた株の胚珠では中央細胞の核が特異的に
GFP 蛍光によって観察されることが示され
た。この株を変異源処理して作製した M2 プ
ールから、極核融合欠損変異株の取得を試み
たが、現在までに目的の変異株は得られてい
ない。これは、スクリーニング数の不足も一
つの要因であるため、今後は新たな M2 プー
ルの構築も含め、スクリーニングをさらに続
けていく。 
② 酵母 2 ハイブリッド法を用いたスクリー
ニング 
 小胞体 J タンパク質は、BiP のシャペロン
反応の基質と相互作用する。このため、小胞
体 J タンパク質と相互作用するタンパク質の
スクリーニングによって核膜融合過程にお
いて BiP の基質となる膜融合装置が同定でき
ると期待された。研究代表者らは、出芽酵母
接合時の核融合に必要な核膜タンパク質
Nep98p/Mps3p が、小胞体 J タンパク質 Jem1p
と相互作用することを報告している。そこで、
Nep98p のシロイヌナズナホモログである
AtSun1 および AtSun2 と AtERdj3A、AtERdj3B
または AtP58IPKとの相互作用について、酵母
2 ハイブリッド法を用いて検討したが、有意
な相互作用は見られなかった。次に、酵母 2
ハイブリッド法を用いて AtP58IPKと相互作用
するタンパク質のスクリーニングを行った。
現在、得られたポジティブクローンについて
解析を進めている。 
③ 核膜融合因子ホモログの解析 
 出芽酵母で同定された、接合時の核融合に
必要なタンパク質のシロイヌナズナホモロ
グに関する欠損変異株を用いて、極核融合に
おけるこれらホモログの役割を検討した。こ
れまでに、AtSun1 と AtSun2 が極核融合に関
与していることを示唆する結果が得られた。
AtSun1 と AtSun2 は核膜タンパク質であり、
極核融合に関与する核膜タンパク質に関す
る初めての報告となる。今後は、これらの機
能と小胞体Hsp70システムとの関連について、
さらに検討を進めて行く必要がある。 
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