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研究成果の概要（和文）：本研究では、熱ショックによるCre-loxP部位特異的組換えの誘導と、雌性配偶体特異的プロ
モーターを組み合わせた遺伝子発現誘導系を構築し、雌性配偶体形成過程の極核融合を解析するための新たな実験系と
して、シロイヌナズナ雌しべ内の雌性配偶体を対象とした時期特異的・細胞特異的な遺伝子発現誘導法を開発した。得
られた形質転換植物の花芽全体の熱処理で、雌性配偶体特異的な遺伝子発現が誘導されること、単離した胚珠への赤外
レーザ照射による遺伝子発現誘導が可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a new gene induction method, which allows 
cell-specific gene induction in Arabidopsis female gametophytes using heat shock-induced Cre-loxP 
recombination and female gametophyte-specific promoters. Female gametophyte-specific gene expressions 
were induced by heat treatment of flower buds of constructed transgenic lines. We also showed induction 
of cell-specific gene expression by irradiating isolated female gametophytes with the infrared laser. The 
developed method will be a good tool to analyze functions of proteins involved in the fusion of polar 
nuclei during female gametophyte development.

研究分野： 植物細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞核の融合は、さまざまな生物の有性生
殖で必須の役割をはたす過程である。シロイ
ヌナズナなどの有性生殖過程では、雌性配偶
体中央細胞に存在する 2個の極核の融合と重
複受精における 2 回の核融合の、合計 3 回の
核融合が観察される。シロイヌナズナなどの
植物の有性生殖過程で観察される核融合は、
哺乳動物の受精時の核融合とは異なり、核膜
の崩壊を伴わずに 2 つの核が直接融合する。
このため、核膜の融合が核融合で必須となっ
ている。 
 研究代表者らは、小胞体の分子シャペロン
Hsp70 である BiP に関するシロイヌナズナ
変異体の解析から、極核の核膜融合には中央
細胞におけるBiPの機能が必要であることを
明らかにした。しかし、BiP の機能が必要な
のは極核融合のどのタイミングか、BiP は重
複受精の核融合でも必要かなどは不明であ
る。その理由のひとつに、これまでの解析は
変異株の表現型解析に留まっており、雌性配
偶体形成のさまざまな時期特異的に、特定の
細胞でBiPの機能欠損を誘導する実験系がな
いことが挙げられた。 
 単一細胞において任意のタイミングで遺
伝子発現誘導を制御する IR-LEGO（infrared 
laser-evoked gene operator）法は、赤外レー
ザ照射により細胞を暖め、熱ショックプロモ
ーター下流の遺伝子の発現誘導を行う手法
であり、シロイヌナズナを含む多くの生物に
適用可能である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、IR-LEGO 法を発展させ、シ
ロイヌナズナの雌性配偶体を対象に、細胞特
異的、時期特異的な遺伝子発現誘導系を開発
することを目的とする。そして、構築した遺
伝子発現誘導系を用いて、極核融合で BiP を
必要とする時期を明らかにするとともに、受
精時の核融合におけるBiPの関与の有無を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）雌性配偶体の細胞特異的な遺伝子発現
誘導実験系の構築 
本研究では次の 2 種類を構築した。 
① 熱ショックによる遺伝子発現誘導系（図
1a） 
 IR-LEGO 法を用いて雌性配偶体の中央細
胞特異的に遺伝子発現を誘導するための実
験系である。標的遺伝子は、IR-LEGO に実
績のある Hsp18.2 プロモーターの下流に
Gateway 法を用いて導入する。組換え遺伝子
には、ターゲットとなる中央細胞の可視化
（レーザ照射時の目印となる）と極核融合過
程の解析のため、中央細胞特異的な DD65 プ

ロモーターによって Histone H2B-GFP を発
現するコンストラクトが導入してある。 
② 熱ショックによる細胞特異的遺伝子発
現誘導系（図 1b） 
 Cre-loxP 部位特異的組換えを利用して、花
芽全体の熱処理によって雌性配偶体の細胞
特異的に遺伝子発現を誘導する実験系であ
る。この組換え遺伝子中には雌性配偶体特異
的プロモーター（図では中央細胞特異的な
DD65 プロモーターを例に示している）の下
流に loxP-Histone H2B-GFP-loxP 遺伝子と
標的遺伝子（Gateway 法で導入する）がタン
デムに存在する。この組換え遺伝子は、熱処
理によって Cre が誘導される pHsp18.2-Cre
遺伝子をもつシロイヌナズナ株（HS-Cre 株）
に導入する。得られた形質転換植物では配偶
体特異的プロモーターによって Histone 
H2B-GFP が発現し、雌性配偶体の核が GFP

で可視化される。この植物の花芽を熱処理す
ると、Cre-loxP 部位特異的組換えが誘導され
て標的遺伝子が発現する。 
 
 
（2）遺伝子発現誘導法 
 IR-LEGO を利用する手法では、作製した
形質転換植物より雌性配偶体を摘出し、これ
を培地中に入れ、IR-LEGO 用顕微鏡システ
ム（基礎生物学研究所光学解析室の機器を、
研究協力者である基礎生物学研究所亀井保
博特任准教授、岐阜聖徳学園大学浦和博子准



教授との共同研究で利用した）を用いて赤外
レーザ照射することで行った。Cre-loxP 部位
特異的組換えを利用した実験系では、直接花
芽を熱処理する手法での発現誘導も行った。
本研究では、蛍光タンパク質遺伝子を標的遺
伝子として利用し、発現誘導後の雌性配偶体
の共焦点顕微鏡解析によって、標的遺伝子の
発現を検出した。 
  
４．研究成果 
（1）雌性配偶体の細胞特異的な遺伝子発現
誘導実験系の構築 
 本研究ではまず、標的遺伝子に tagRFP を
用いて、熱ショックによる遺伝子発現誘導系
（図 1a）の構築を行った。作製したシロイヌ
ナズナ形質転換体の芽生えの根を用いて
IR-LEGO による遺伝子発現誘導を試みたと
ころ、赤外レーザ照射後 8〜14 時間で
tagRFP の発現が観察された。この株より単
離した胚珠を用いた、IR-LEGO による遺伝
子発現誘導も試みた。しかし、雌性配偶体の
中央細胞付近で観察される自家蛍光のため、
発現の誘導を検出することは困難であった。 
 この遺伝子発現誘導系は熱ショックによ
って植物体全体で遺伝子発現が誘導される
ため、配偶体特異的な遺伝子発現誘導の検討
が可能な手法は IR-LEGO のみであり、この
手法は常に利用可能な状況にはなかった。そ
こで本研究では、雌性配偶体における遺伝子
発現誘導条件の検討を効率よく進めるため、
熱ショックによる細胞特異的遺伝子発現誘
導系（図 1b）を用いることとした。 
 熱ショックによる細胞特異的遺伝子発現
誘導系では、配偶体特異的プロモーターとし
て、中央細胞特異的プロモーター（DD65、
AGL80、AGL61）、助細胞特異的プロモータ
ー（DD31、MYB98）、および、配偶体細胞
特異的プロモーター（ES2）を使用した。発
現誘導条件の検討には、中央細胞付近の自家
蛍光の波長とは異なる GFP の誘導体を標的
遺伝子に利用することとした。誘導前の細胞
で Histone H2B-GFP が発現している。そこ
で、これとは細胞内局在が異なるミトコンド
リア局在型 GFP（mtGFP）を標的遺伝子と
する組換え遺伝子を作製し、これを導入した
HS-Cre 株を構築した。 
 作製した株より胚珠を単離し、共焦点顕微
鏡解析を行った結果、各プロモーターの細胞
特異性と一致した細胞で、Histone H2B-GFP
により細胞核が可視化されることが示され
た。また、非誘導時の胚珠では mtGFP の発
現は観察されなかった。ES2 プロモーターを
用いた場合、雌性配偶体形成初期からの遺伝
子発現誘導が可能であることが示唆された。
このため、以降は、ES2 プロモーターを使用
して配偶体特異的な遺伝子発現誘導条件の

検討を行った。 
 
（2）遺伝子発現誘導条件の検討 
 ① 花芽全体の熱処理による誘導 
 遺伝子発現誘導は、35℃の水中に花芽全体
を 30 分間浸すことで行った。熱処理 16 時間
後に胚珠を摘出し、共焦点顕微鏡解析を行っ
た結果、雌性配偶体の細胞全体で mtGFP の
発現が観察された（図 2）。この結果は雌性配
偶体においても熱ショックによる Cre-loxP
部位特異的組換えが誘導されること、花芽の
熱処理自体は雌性配偶体形成や遺伝子発現
に影響を与えないことを示している。 

 
 ② IR-LEGO を用いた遺伝子発現誘導 
 IR-LEGO を用いた遺伝子発現誘導では、
生存率を保ったまま胚珠を長時間培養する
ことが必須であった。当初は、植物用の培地
として一般的な Murashige-Skoog 培地を使
用していたが、この培地では生存率の顕著な
低下なしに培養可能な時間は 7時間程度であ
った。このため種々の培地を検討した結果、
Gooh et al. (2015)の培地を使用することで 1
日以上培養可能であることが示された。 
 IR-LEGO 用顕微鏡システムを用いて、細
胞化前の雌性配偶体に赤外レーザ照射を行
ったところ、成熟した雌性配偶体全体での
mtGFP の発現が観察された。この結果は、
赤外レーザ照射自体は雌性配偶体形成を阻
害しないことを示している。また、成熟後の
雌性配偶体の中央細胞に赤外レーザ照射を
行ったところ、中央細胞特異的な mtGFP の
発現が観察され、細胞特異的な遺伝子発現誘
導が可能であることが示された。 
 
（3）極核融合における BiP の機能解析への
応用 
 Cre-loxP 部位特異的組換えを利用した遺
伝子発現誘導を行うために、BiP 変異株に
HS-Cre 遺伝子を掛け合わせによって導入し
た。現在、この株に ES2 プロモーターによっ



て BIP 遺伝子の誘導が可能なコンストラク
トを導入している。また、BiP に関する優性
欠損変異体を発現するコンストラクトも作
製し、これを HS-Cre 株へと導入している。
形質転換植物が確立したところで、花芽の熱
処理および IR−LEGOによる遺伝子発現誘導
を行い、極核融合および受精時の核融合にお
ける BiP の機能解析を行う計画である。 
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