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研究成果の概要（和文）：花を咲かせる植物群である被子植物では、心皮と呼ばれる器官が合着（がっちゃく）
により融合し、袋状の雌しべを形成する。袋状の雌しべは内部にある種子を保護するために優れた構造であり、
被子植物の生存と生殖に有利にはたらく特徴であると考えられる。本研究では、この心皮合着の分子メカニズム
を明らかにするために、モデル植物であるシロイヌナズナを用いて合着部位を観察するための基本的な手法を確
立した。また合着する部位の細胞の性質の詳細を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：A characteristic feature of flowering plants is the fusion of carpels, which
 results in the formation of a closed, vessel-like structure of the gynoecium. This closed structure
 contributes to protection of ovules inside, separation of the sites of pollination and 
fertilization, and promotion of seed dispersal. Using the model plant Arabidopsis thaliana, we have 
established an imaging method that is useful for in-depth analysis of carpel fusion at the cellular 
and molecular levels. We also analyzed structural and molecular changes associated with carpel 
fusion in detail.
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１．研究開始当初の背景 
花を咲かせる植物群である被子植物では、

心皮とよばれる扁平な器官が互いに合着 (が
っちゃく) することで、袋状の形をした雌し
べをつくる。この袋状の形は、内部にある種
子を外界から保護するために重要である。心
皮の合着は、くっつきあう器官の表面どうし
が互いに接触・接着して、ひとつながりの組
織となる過程である。 
これまで、心皮の合着は主に二つの側面か

ら研究されてきた。ひとつはニチニチソウな
どを用いた古典的な解析で、この研究から心
皮の合着には表面の細胞どうしが相互作用
することが重要であることが示唆された 
(Verbeke, 1992, Annu Rev Plant Physiol Plant 
Mol Biol 43, 583-98）。もう一つはシロイヌナ
ズナを用いた分子遺伝学的解析で、これによ
り合着に関わるさまざまな遺伝子が同定さ
れた  (Roeder and Yanofsky, 2006, in The 
Arabidopsis Book 4: e0075)。申請者も SPT、
CUC1、CUC2 とよばれる三つの遺伝子が協調
して働き、シロイヌナズナの心皮の先端部分
の合着を制御することを明らかにした 
(Nahar et al, 2012, Plant Cell Physiol 53, 
1134-1143)。 
しかし、心皮合着の際に起こるとされる細

胞どうしの相互作用の実体はその後一切明
らかにされておらず、合着にともなって起こ
る接着面の細胞の変化がどのようなものか
についても分かっていない。また、合着の際
の細胞の接着が、いつどのように起こるかに
ついても明らかではなかった。この状況の打
開には、細胞レベルでの形・生理的な変化と、
遺伝子レベル・分子レベルでの秦来期を結び
つけるような、新たな実験技術の開発が必要
となっていた。 

 
２．研究の目的 
 心皮の合着における細胞どうしの相互作
用と接着のしくみを明らかにするため、シロ
イヌナズナを用いた心皮のライブイメージ
ング技術および、心皮合着の判定法である
「くっつきアッセイ」の確立を目指す。これ
により、心皮の合着にともなう細胞の変化、
細胞間相互作用の実体、遺伝子機能の詳細を
解明するための技術基盤が整う。 
 
３．研究の方法 
 シロイヌナズナから切除した花を生きた
状態で培養する条件を検討し、これを用いて
心皮の成長初期から接触・合着に至るまでの

過程を経時的に観察する実験系を確立する。  
これと平行して、心皮を臨界点乾燥処理する
ことで組織をわずかに収縮させた後、組織の
変形の様子を走査型電子顕微鏡 (SEM) で観
察することで、細胞接着の有無を判定する。
さらにクライオ SEM 法、組織切片、電子線
トモグラフィーを行うことで、合着部位の細
胞形態の詳細を明らかにする。また、組織の
蛍光染色および免疫組織化学を行うことで、
接着部位の細胞壁成分を明らかにするとと
もに、表皮特異的遺伝子である ATML1 遺伝
子のレポーターを用いた発現解析を行い、合
着部位の細胞の分化状態を明らかにする。 
 
４．研究成果 
１）心皮合着部の形態変化 
シロイヌナズナの若い心皮（心皮原基）は

筒状の形状をもち、初めは先端部が開口して
いる。発生が進むと内壁 2 カ所の向かい合う
位置に隆起が形成され、それらが成長して接
触が始まり、合着に至る。 
 組織切片および Cryo-SEM による合着部の
形態観察を行ったところ、隆起表面にある表
皮細胞の細胞壁は、接触が起こる前では丸く
膨らんだ形状を持つが、接触が進むに従って
扁平になり、最終的には互いにかみ合う形へ
と変形していくことが明らかになった。 
 
２）心皮合着部におけるイメージング技術の
確立 
表皮特異的遺伝子 ATML1 のレポーター 

(pATML1::NLS:3xGFP) を用いて、合着部にお
ける遺伝子発現を観察するための条件検討
を行った。植物体より切除したつぼみの先端
部を開いて雌しべを露出させ、MS アガー片
に包埋して共焦点顕微鏡で観察したところ、
良好な GFP シグナルが得られた。 
 次に、蛍光の経時観察のための培養条件を
検討した。培地に添加する塩類および糖のさ
まざまな組み合わせについて検討したとこ
ろ、もっとも良好な条件で培養開始後 72 時
間まで成長が継続し、48 時間まで GFP の蛍
光が持続した。 
 
３）合着の判定方法の確立 
臨界点乾燥後の合着部を SEM で観察する

と、向かい合って接触する細胞の一部が互い
に引っ張り合うような構造が観察され、これ
を「引っ張り構造」と名付けた。この構造が、
臨界点乾燥による組織のわずか収縮で非接
着部に隙間が空き、接着部の細胞壁の変形に
より生じたものだと仮定し、より詳細な解析
を行った。 
あらかじめ細胞壁の分解酵素であるペク

トリアーゼで処理したところ、引っ張り構造
が解消されたことから、この構造は細胞壁中
の何らかの成分に依存することが示唆され
た。一方、心皮接着面以外の本来は接着が起
こらない組織について詳細な観察を行った
ところ、これらの部位でも一部引っ張り構造



が観察された。このことから、引っ張り構造
は組織の固定後のどこかの段階で生じたア
ーティファクトであり、本来の組織間の接着
を反映したものではないことが示唆された。 

 
４）合着部位の微細構造の解析 
組織切片を作製し、走査透過電子顕微鏡法

により取得した厚切り樹脂切片のトモグラ
フィー解析を行い、合着部位の微細構造を解
析した。その結果、接触部の細胞壁表面には
電子密度の高いクチクラ様の薄膜構造が観
察された。この構造は、茎頂分裂組織や若い
葉原基の表面で観察される前クチクラに類
似していた。合着が進むにしたがって、クチ
クラ様構造は薄くなり、ところどころ消失し
ている部位も観察された。クチクラは一般に
表皮細胞どうしの接着を防ぐ役割を持つこ
とから、心皮の合着の際にはクチクラの消失
または変成がともなう可能性が示唆された。 
一方、クチクラ様構造の直下には中程度の

電子密度を持つ厚い層が存在していた。この
層は組織内部にある細胞壁中葉と連続して
存在しており、電子密度も中葉と同様であっ
た。中葉はペクチンと呼ばれる細胞壁成分に
富む構造で、隣り合う細胞どうしの接着を促
進する役割を持つことが知られている。 
次に、実際に合着部位の細胞壁にクチクラ

が存在するかどうかを検証するために、クチ
クラの染色剤であるオーラミンを用いて染
色を行った。その結果、合着部位およびその
周辺の細胞表面において明確な染色が見ら
れた。染色の程度は一様ではなく、向かい合
う組織が接触した部位で特に強く観察され
た。このことは、心皮合着部位の表面の細胞
壁にクチクラが存在すること、およびその組
成は一様でないことを示唆する。 
最後に合着部位の細胞壁に、実際にペクチ

ンが存在するかどうかを検証するために、ペ
クチンを認識する二種類のモノクローナル
抗体 LM19 および LM20 を用いて免疫組織化
学法による染色を行った。その結果、いずれ
の抗体でも明瞭な染色が見られた。以上から、
合着部位の細胞壁はペクチンにとんだ部位
を含むことが示唆された。 

 
５）合着部位における遺伝子発現解析 

 心皮の合着にともなう表皮細胞の性質の
変化を明らかにするために、表皮の運命決定
を支配し、地上部器官の表皮細胞特異的に発
現する転写因子 ATML1 の発現解析を行った。
まず ATML1 遺伝子の転写活性をモニターす
るレポーター (pATML1::NLS:3xGFP) を用い
て解析を行ったところ、接触部位と非接触部
位でシグナルの強度に違いは見られなかっ
た。一方、ATML1 タンパク質の蓄積をモニ
ターするレポーター (gATML1-3xGFP) を用
いて解析したところ、非接触部位に対して接
触部位におけるシグナル強度が有意に低下
していた。このことから、心皮の合着にとも
なって、ATML1 タンパク質レベルの低下が

起こることが示唆された。 
 次に、ATML1 タンパク質によって転写が
制御されることが分かっているターゲット
遺伝子 PDF1 の発現パターンを in situ ハイブ
リダイゼーション法により解析したところ、
接触部位において PDF1 mRNA レベルの低下
が起こることが明らかになった。このことは、
合着にともなって ATML1 タンパク質の蓄積
量が低下することとよく一致していた。 
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