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研究成果の概要（和文）：　イネの花粉形成に重要なタンパク質CAP1はL-アラビノキナーゼ様タンパク質である
が、その実態は不明であった。本研究では、組換えタンパク質の実験系でCAP1 の酵素活性を調べた。その結
果、CAP1はL-アラビノースのみをリン酸化するキナーゼ活性を有することが実証された。また、CAP1の中央から
 C末端領域が活性に重要であり、この領域内の糖結合とATP結合の2つのドメインは活性に必須であった。さら
に、CAP1は二細胞花粉期の細胞壁に局在して細胞壁多糖の供給に重要な働きをすること、イネ以外の植物におい
ても花粉形成に特異的に働くL-アラビノキナーゼ遺伝子が存在することも明らかになった。

研究成果の概要（英文）：An L-arabinokinase-like CAP1 protein is required for pollen development in 
rice. In this study, we obtained recombinant CAP1 and several mutant CAP1 proteins using E. coli 
expression vector in bacterial cells, and analyzed these L-arabinokinase activity. The enzymatic 
activity was measured by the luciferase assay after an arabinokinase reaction. As a result, CAP1 is 
an actual L-arabinokinase, and the C terminal half of CAP1 was found to important for the 
L-arabinokinase activity. Next, we observed ultrastructure of cap1 mutation by electron microscopy, 
and examined CAP1 distribution using specific antiserum. CAP1 was detected on generative cell wall 
and intine in bicellular pollen by immune-electron microscopy using a specific antiserum. CAP1 is 
required for progression of bicellular pollen stage during pollen development. In addition, we 
examined two Arabidopsis homologs using T-DNA insertion lines, and found the AtARA2 is important for
 pollen development.

研究分野：植物生殖生理

キーワード： 花粉形成　L-アラビノキナーゼ　イネ　シロイヌナズナ　糖代謝　突然変異体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、イネの花粉形成に必須なタンパク質CAP1がL-アラビノキナーゼであることが実証されたととも
に、その活性には重要な領域を同定することができた。また、CAP1が二細胞花粉期の雄原細胞や栄養細胞の細胞
壁に局在し、二細胞花粉期の進行に重要であることもわかった。さらに、広範囲の植物の花粉形成でCAP1類似タ
ンパク質が重要な働きをしていることが明らかになった。これらの研究成果は、花粉形成を理解して植物の生殖
機構を明らかにするための新しい知見であるとともに、人為的に花粉を不活化する花粉不稔剤の開発にも利用で
きる。花粉不稔剤は植物の品種改良や花粉症軽減などに貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 国民病ともいわれる花粉症の原因因子である花粉は、植物にとって雄性の遺伝子情報を次世
代へ伝える重要な細胞であるとともに、種子形成に必須の細胞である。花粉形成を含む植物の
生殖機構が解明されれば、食料危機問題の克服につながることが期待できる。 
近年の網羅的な遺伝子発現解析などにより、花粉形成に非常に多くの遺伝子が関わることが
示唆されているが、機能が解明された遺伝子は限られている。申請者らは、イネの花粉形成異
常を示す突然変異体を単離・解析してきた。その結果、花粉形成過程で特異的な働きをする遺
伝子の同定に成功し、これを変異体の表現型から Collapsed Abnormal Pollen1 (CAP1)と命名
した（Ueda et al, 2013）。CAP1 遺伝子が機能喪失したイネでは細胞核・細胞壁・細胞質成分
が消失して花粉外壁（エキシン）のみになった花粉しか作られないが、花粉以外の植物の生長
（草姿、草丈、分げつ数、開花時期、穂の形態など）には全く影響がなかった。CAP1 遺伝子は
L-アラビノキナーゼ様のタンパク質をコードしていたが、この酵素に関わる論文報告は殆どな
かった。唯一、シロイヌナズナにおいて L-アラビノキナーゼの感受性変異体 atara1 の原因遺
伝子 AtARA1 の報告があるが、遺伝子発現や酵素活性などに関わる報告は無かった。また、イネ
とシロイヌナズナゲノムを検索すると、関連遺伝子としてイネの OsARA1 とシロイヌナズナの
AtARA2 が見出されたが、いずれも論文報告はない。このように、CAP1 をはじめとする植物の
L-アラビノキナーゼは未知の酵素といっても過言ではない。 
CAP1 と相同性の高い酵素遺伝子はバクテリアや動物のゲノム内には見つからないため、CAP1
は植物特有の酵素遺伝子である。植物の細胞壁代謝では、L-アラビノース以外の単糖も再利用
すると考えられているが、イネとナズナのゲノム内にはこれらの単糖をリン酸化する酵素類（ガ
ラクトキナーゼ、グルクロノキナーゼ、ガラクツロノキナーゼなど）はゲノム中に 1遺伝子ず
つしか無い。なぜ L-アラビノキナーゼだけが 2コピーあるのか、酵素活性に重要な領域はどこ
なのかなど、L-アラビノキナーゼは被子植物に普遍的に存在するものもその実態は殆どわかっ
ておらず、研究成果は学術的に高い意味を持つ。 
 
 
２．研究の目的 
 被子植物の花粉形成では、減数分裂後に 2回の体細胞分裂がおこり配偶子ができる。この過
程で活発な細胞壁の代謝が予想されるが、これに関わる分子レベルでの知見は殆どない。申請
者らはイネの花粉形成で重要な働きをする新規の L-アラビノースリン酸化酵素（L-アラビノキ
ナーゼ）を見出し、CAP1 と命名した。本研究では、花粉型 L-アラビノキナーゼ CAP1 と体細胞
型 L-アラビノキナーゼ OsARA1 との組織・細胞内での局在を比較解析するとともに、CAP1 の組
換えタンパク質および部分欠失タンパク質を合成して酵素活性に重要な領域を同定することを
主目的とする。また、イネ以外の植物でも CAP1 類似タンパク質遺伝子を見出したため、これら
の発現解析および機能解析をおこなうことによって、被子植物の花粉形成に関わる L-アラビノ
キナーゼの実態に迫る。 
 
 
３．研究の方法 
（1）微生物を利用した組換え CAP1 タンパク質の合成 
イネの花粉から CAP1 タンパク質を抽出・精製することは非常に困難であるため、遺伝子組換
え技術を利用して、イネの CAP1 タンパク質を合成してその酵素活性を調べた。まず、イネの
CAP1 遺伝子（cDNA）をタンパク質発現用ベクターに挿入し、組換えタンパク質合成用の大腸菌
株に構築したプラスミドを導入し、タンパク質を合成させた後に精製した。この方法によって、
全長の CAP1 タンパク質の他に、タンパク質の N末端から中央領域まで、中央領域から C末端ま
でなど各種の変異タンパク質も同様の方法で作製した。 
 
（2）組換え CAP1 タンパク質の L-アラビノキナーゼ活性 
 L-アラビノキナーゼは新規の酵素であり、その酵素活性に関する論文報告は殆ど無い。そこ
で、L-アラビノキナーゼとは別の糖キナーゼであるガラクトキナーゼの反応溶液を参考にした
（Egert et al, 2012）。最終的なキナーゼ活性の有無は、ホタルのルシフェラーゼを用いた発
光によって検出した。すなわち、第一段階で、組換え CAP1 タンパク質、ATP、L-アラビノキナ
ーゼを含む溶液でキナーゼ反応させ、第二段階でキナーゼ反応液にルシフェラーゼとその基質
であるルシフェリンを加えて発光反応させた。ルシフェリン-ルシフェラーゼ反応による発光に
は、ATP が必要なため、キナーゼ反応の際に ATP を消費すると発光が弱まり、キナーゼ活性が
全くない場合は強く発光する。酵素として、全長タンパク質あるいは変異タンパク質を加えた
反応、また、基質に L-アラビノースの他に細胞壁成分である各単糖を加えた実験も行った。 
 
（3）cap1 変異花粉の電子顕微鏡観察と抗 CAP1 血清による免疫電顕 
小胞子期および二細胞花粉期の細胞を含む穂を採取し、グルタルアルデヒドおよびパラホル
ムアルデヒドを含む溶液で固定した。また、免疫電顕用試料は、パラホルムアルデヒドで穂を
固定した。穂から葯を取り出し、樹脂に包埋したのちに超薄切片を作成した。免疫染色には、



CAP1 と OsARA1 のアミノ酸配列を元に合成したペプチドを抗原としてウサギに免疫したが、抗
OsARA1 血清の反応がよくなかったため、抗 CAP1 血清だけを用いて実験を行った。一次抗体と
して抗 CAP1 抗血清を、二次抗体として金コロイド粒子で標識した抗ウサギ IgG 抗体を用いて染
色して、電子顕微鏡で観察した。 
 
（4）データベース解析 
 イネ CAP1 タンパク質のアミノ酸配列について、生物全般の遺伝子データベース PubMed およ
びスギ遺伝子データベース ForestGEN（Futamura et al, 2009）を検索し、CAP1 タンパク質と
相同なタンパク質遺伝子データを収集した。 
 
（5）シロイヌナズナの L-アラビノキナーゼ遺伝子変異体の解析 
 相同性検索の結果、シロイヌナズナでは、2種類の L-アラビノキナーゼ様タンパク質遺伝子
が発見された。そこでこれら 2つの遺伝子に T-DNA が挿入された遺伝子破壊系統種子を米国シ
ロイヌナズナ種子バンク TAIR から入手した。栽培して開花直前の蕾をエタノールと酢酸を１：
３の比率で混合した溶液で固定し、光学顕微鏡で観察した。また、葉から DNA を抽出し、T-DNA
が挿入された領域を増幅するようにプライマーを設計し、PCR で増幅したのちに塩基配列を決
定した。 
 
 
４．研究成果 
（1）微生物を利用した組換え CAP1 タンパク質の合成 
 タンパク質構造解析ソフト Pfam で解析すると、CAP1 タンパク質の N末端から中央領域には
糖転移酵素ドメイン GT1、中央から C末端領域には糖結合ドメインと ATP 結合ドメインが予測
された。そこで、CAP1 タンパク質の N末端から中央領域に相当する変異タンパク質を rCAP1N、
中央領域から C末端までに相当する変異タンパク質 rCAP1C とした。さらに、CAP1C に予想され
た糖結合ドメインを除いた変異タンパク質 rCAP1CΔ1、同様に CAP1C の ATP 結合ドメインを除
いた変異タンパク質 rCAP1CΔ2として、これらを合成したのちに精製した。精製の過程を SDS
ゲル電気泳動でモニターしたところ、rCAP1N 以外の 4つの精製分画からは、各タンパク質のア
ミノ酸配列から期待されるサイズに相当するシングルバンドが検出された。rCAP1N は期待され
るサイズに加えて幾つかのバンドが混入していた。 
 
（2）組換えタンパク質を利用した CAP1 のアラビノキナーゼ活性 
 まず、L-アラビノースと ATP を含む反応溶液に、1μg、3μg、5μgの rCAP1 を加えてそれぞ
れの活性を検定したところ、加えた rCAP1 の量に比例して相対発光量が減少した。従って、rCAP1
はL-アラビノースを基質としてATPを消費するL-アラビノキナーゼ活性を持つことが実証され
た。次に、細胞壁多糖を構成する単糖であるガラクトース、ガラクツロン酸、グルコース、フ
コースなどを L-アラビノースの代わりに加えて活性を検定したところ、調べた全ての単糖を用
いた反応では発光量が、単糖を加えないコントロールと同程度であった。従って、CAP1 は L-
アラビノースのみを基質にすることが示唆される。 
 
（3）変異タンパク質を用いた CAP1 の重要な領域の同定 
 全長タンパク質に相当する rCAP1 をポジティブコントロール、タンパク質を加えない反応を
ネガティブコントロールとして、rCAP1N と rCAP1C の活性を検定したところ、rCAP1N は水と同
様に発光量の減少は検出されなかったが、rCAP1C は rCAP1 と同程度の活性が検出された。この
ことから CAP1 の L-アラビノキナーゼ活性には中央から C末端までの領域で十分であることが
わかった。さらに、活性を示した CAP1C から 2つのドメインをそれぞれ除いた rCAP1CΔ1およ
び rCAP1CΔ2はいずれも活性が消失した。これらの結果から、CAP1 の L-アラビノキナーゼ活性
には、タンパク質の中央から C末端までの領域で十分であること、この領域に含まれる糖結合
ドメインと ATP 結合ドメインと予測された配列は活性に必須であることが明らかになった。 
 
（4）cap1 変異花粉の電子顕微鏡による観察 
 cap1 の小胞子を観察したところ、対象とした野生型の日本晴の小胞子と区別がつかなかった。
二細胞期の正常な雄原細胞の細胞壁は均一な厚さであった。これに対し、変異花粉の二細胞期
の観察では、細胞壁の部分的な欠如や不均一な厚みの細胞壁が雄原細胞で観察された。また、
別の花粉では電子密度が非常に濃い雄原細胞が観察され、細胞死が起こっていると考えられた。
また、栄養細胞では、細胞質の顕著な異常は観察されなかったが、細胞壁の厚さが極めて薄く
なっていた。これらの結果と L-アラビノキナーゼは L-アラビノースの再利用経路で働くことを
考え合わせると、CAP1 の変異による花粉内の細胞壁多糖の不足が栄養細胞と雄原細胞の細胞壁
の異常を誘引するとともに、異常蓄積した L-アラビノースが特に雄原細胞の細胞死を引き起こ
すことが示唆された。 
 
（5）免疫電顕による CAP1 タンパク質の局在 



野生型イネである日本晴の小胞子および二細胞期の花粉における CAP1 タンパク質の局在を
免疫電顕により調べた。まず、小胞子では細胞全体で CAP1 タンパク質の局在を示す金コロイド
粒子は殆ど観察されなかった。一方、二細胞期の花粉では、非常に多くの金コロイド粒子が雄
原細胞と栄養細胞の細胞壁から観察された。従って、CAP1 は花粉内の両方の細胞壁内に局在し、
細胞壁の形成に関わること示唆された。 
 
（6）シロイヌナズナの L-アラビノキナーゼ遺伝子変異体の解析 
 シロイヌナズナゲノム中にはAtARA1とAtARA2の2つのL-アラビノキナーゼ様遺伝子がある。
このうち、AtARA1 は L-アラビノース感受性変異体の解析から見出された遺伝子である（Dolezal 
and Cobbett,1991; Sherson et al, 1999）。もう 1つの AtARA2 の報告はない。TAIR の HP で
これらの遺伝子の T-DNA 挿入変異体を検索すると、AtARA1 はホモ接合体の種子があり、AtARA2
はヘテロ接合体の種子のみしかなかったので、これらの種子を入手して花粉の観察をおこなっ
た。AtARA1 ホモ接合体の花粉は、野生型 Col-0 の花粉と比較して全く正常に観察された。また、
AtARA2 の葯内の花粉は、約 50%が中空で、残り 50%が正常であった。従って、AtARA1 タンパク
質は花粉形成には必要ないが、AtARA2 タンパク質は必須であることが明らかになった。 
 
（7）被子植物の L-アラビノキナーゼ様遺伝子の解析 
 データベースの解析により、イネとシロイヌナズナの他にブラキポディウム、トウモロコシ、
ソルガム、ブドウ、ダイズ、ポプラなどのゲノム内には２つずつの L-アラビノキナーゼ様のタ
ンパク質遺伝子が見出された。イネとシロイヌナズナのように２つのうち１つが花粉形成に関
わると予想された。さらに、裸子植物のスギの雄花でも類似遺伝子が発現していることが明ら
かになった（Futamura et al, 2008）。従って、多くの植物の花粉形成で L-アラビノキナーゼ
が重要な働きをすることが示唆された。 
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