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研究成果の概要（和文）：被子植物の花のなかでは、花粉がめしべの先端に付着し、花粉管と呼ばれる管状の細
胞を伸ばすことで受精が起き、種子が作られる。このように、花粉管が将来種子となる胚珠へたどり着く仕組み
は花粉管ガイダンス（誘引）と呼ばれる。本研究では、花粉管が胚珠へと一対一誘引される仕組みを解明するた
め、イメージングと発現解析を組み合わせ研究を行なった。細胞動態を生きたまま観察するため、カルシウムを
可視化する蛍光タンパク質を発現するシロイヌナズナを作出し、蛍光顕微鏡で観察したところ、花粉管の伸長に
伴い蛍光強度が変化する様子が観察された。また、大規模発現解析を行い、一対一誘引に関わる候補遺伝子を得
ることができた。

研究成果の概要（英文）：In flowering plants, pollen adheres to the stigma and germinates pollen tube
 to fertilize and produce seeds under the reproductive process. Pollen tube guidance is a navigating
 system that is required for the successful sexual reproduction of plants. In order to elucidate the
 molecular mechanism of the pollen tube guidance in a one-to-one manner, imaging and expression 
analysis were performed. In order to observe cell dynamics in a flower, marker lines of Arabidopsis 
thaliana expressing the calcium indicator were developed. Changing fluorescence intensity were 
observed in these marker lines. Expression analysis using a next-generation sequencer suggested some
 candidate genes involved in the pollen tube guidance.

研究分野： 植物生殖
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研究成果の学術的意義や社会的意義
花粉管ガイダンスが成功し、種子が正常に作られることは、種子繁殖を行う被子植物にとって必須のプロセスで
ある。本研究では、雌雄組織のカルシウム動態を可視化可能なマーカーラインを作出した。また、花粉管の伸長
に伴い、雌側組織のカルシウムイオンが変動することも明らかとなった。種子ができる仕組みを知ることは、米
や麦、豆類といった、種子が食料となる作物で種子生産数を増加させるなど、農業分野においても重要である。
本研究にて得られた成果は、今後、植物の生殖を知る上で重要なツールや知見となると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
被子植物の有性生殖は、花粉がめしべに受粉することで始まる。花粉は植物のオスの配偶体で

あり、花粉がメスの組織であるめしべに受粉すると、花粉管と呼ばれる管状の細胞がめしべ内を
伸長する。その花粉管の中を通って、オスの配偶子である精細胞が、胚珠と呼ばれる組織内のメ
スの配偶体である胚のうへと運ばれ、卵細胞と中央細胞と受精することで種子がつくられる。こ
のように花粉管がめしべの中を伸長し、胚珠へと正確にたどり着く仕組みは花粉管ガイダンス
と呼ばれ、胚珠の助細胞から分泌される花粉管誘引ペプチド（Okuda et al. 2009 Nature; Zhong 
et al. 2019 Science）や、花粉管の細胞膜に局在する受容体（Takeuchi et al. 2016 Nature; Wang 
et al. 2016 Nature）などが同定され、花粉管が胚珠へとたどり着く分子メカニズムの一端が明
らかとなってきた。その一方で、未解明の謎も存在する。モデル植物の一つであるアブラナ科の
シロイヌナズナでは、通常、受粉後のめしべは数十〜百本の花粉管と、50 個前後の胚珠を含ん
でいる。種子は胚珠と花粉管が 1 対 1 で受精することで形成されるが、できるだけ多くの胚珠
が受精し、種子となるには、花粉管は一つの胚珠に群がらず、それぞれの胚珠に誘引されなけれ
ばならない。実際に、シロイヌナズナではほとんどの胚珠で花粉管は一本ずつ誘引される。つま
りシロイヌナズナのめしべには、胚珠に花粉管を一本だけ誘引する一方で、他の花粉管は拒否す
るという、二律背反の仕組みがあると考えられる（図 1）。 

 
この誘引と拒否については、一本目の花粉管が受精すると胚珠内の花粉管誘引物質が急速に

薄まり、二本目が誘引されなくなることが知ら
れている（Maruyama et al. 2015 Cell）。この
ように、誘引と拒否を複数の雌雄細胞間で制御
する仕組みを解明するには、多数の花粉管と胚
珠を生きたまま、リアルタイムで解析できる方
法が必要と考えた。しかし、一連の現象はめし
べの奥深くで起きるため、解剖や固定による解
析がほとんどであった。よって、本研究では胚
珠などの雌性組織や花粉管のカルシウム動態
をライブイメージングし、発現解析と組み合わ
せることで、胚珠と花粉管が一対一で受精する
仕組みを解明することを目指した。 
 
２．研究の目的 
 
 胚珠や花粉管のカルシウム動態について、蛍光顕微鏡および二光子顕微鏡を用いてライブイ
メージングし、胚珠と花粉管が一対一で受精する分子メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
 
アニリンブルー染色による 1対 1の受精に異常を示す変異体の表現型の解析 
 受粉後 6〜18 時間のめしべを採取し、エタノールと酢酸を混合液に浸漬し固定した。その後、
花粉管の可視化が可能なアニリンブルー色素を用いて、受粉後のめしべを染色した。植物材料に
は野生型と、一対一受精に異常を示す複数の変異体を用いた。撮影した画像は ImageJ を用いて
解析を行った。 
 
カルシウム動態を観察可能なマーカーラインの整備と二光子励起顕微鏡を用いた花粉管と胚珠
のライブイメージング 
 カルシウム動態を観察するため、花粉管と胚珠を可視化するマーカーラインの作出を行なっ
た。カルシウムインジケーターの一つである GCaMP6 を用いて、花粉管や胚珠、メス側組織など、
各細胞組織特異的に発現するプロモーターを用いたプラスミドを構築した。次に、作製したプラ
スミドを、アグロバクテリウム法を用いてシロイヌナズナの野生型や一対一受精に異常を示す
変異体に感染し、形質転換体を作出した。二光子励起顕微鏡はこれまでの研究で用いたもの
（Mizuta et al. 2015 protoplasma）を使用し、作製したマーカーラインの細胞内のカルシウム
動態を観察した。得られたデータは NIS-Elements（Nikon）と ImageJ にて解析を行った。 
 
一対一受精に関与する遺伝子の探索 
 花粉管と雌性組織から mRNA を抽出し、次世代シークエンサーによる遺伝子の発現解析を行っ
た。植物材料には、野生型と一対一受精に異常を示す複数の変異体を用いて、花粉管や雌性組織
など、上記ライブイメージングにて影響が示唆された細胞を単離した。それぞれの組織・細胞は
2回以上サンプリングし、反復試行した。 
 
４．研究成果 
 



 受粉後 6〜18 時間のめしべをサンプリングし、アニリンブルー色素を用いて花粉管を染色し
たところ、受粉後 6 時間の野生型で花粉管誘引が見られた胚珠は、全て花粉管を一本のみ誘引
する一対一受精を示した。一方、一対一受精に異常を示す雌雄変異体では、受粉後 6 時間の時
点で、一つの胚珠に複数の花粉管を誘引する様子が観察された。次に受粉後 18 時間のめしべを
同様に観察したところ、野生型で複数の花粉管を誘引する胚珠の割合は 6%であった。一方、一
対一受精に異常を示す雌雄変異体では、野生型よりも多く複数誘引を示す胚珠が観察された。こ
れらの結果は、胚珠に花粉管を何本誘引するかを決めるタイミングは、受粉後の比較的早い段階
で制御されていることを示している。一方で、花粉管と胚珠の様子をリアルタイムで解析するた
めには、生きたまま両者の形態や細胞動態を観察する必要がある。よって次に、花粉管とメス側
組織のカルシウム動態を観察可能なマーカーラインを作出し、受粉後 1〜10 時間の花粉管伸長
と花粉管ガイダンスのライブイメージングを行なうこととした。 
 
カルシウムインジケーターである GCaMP6 発現するマーカーラインを作出し、T3世代の観察を

行ったところ、マーカー遺伝子をホモ接合で持つ個体でも、ラインによって蛍光強度に差が見ら
れた。よって、観察に適切な蛍光を示すラインを選抜し、以降の実験に用いた。蛍光顕微鏡と二
光子励起顕微鏡を用い、めしべ内の花粉管を観察したところ、非常に強い蛍光が観察された。め
しべに付着させる前の成熟花粉の状態の時よりも、花粉がめしべに付着し、花粉管を発芽してか
らの蛍光強度の方が高かった。同じプロモーターを用いて、GFP などの蛍光タンパク質を発現さ
せた場合はこのような蛍光強度の顕著な変化は見られなかったことから、花粉管がめしべ上で
発芽した後は、花粉管内にカルシウムイオンが顕著に増加することが示唆された。また、様々な
メス側組織や細胞で GCaMP6 を発現するめしべを用い、受粉後の様子を観察したところ、花粉管
の伸長に伴い、蛍光強度が変化する様子が観察された。この変化は、花粉管を用いない場合には
観察されなかったことから、観察されたカルシウムイオンの変動は花粉管と雌性組織の相互作
用により引き起こされていることが示唆された。 
 
GCaMP6 の蛍光強度の変化は、細胞内のカルシウム濃度が変化している、または、細胞内の GCaMP

の発現量が変化していることを示唆していると考えられる。しかし、今回の方法では、光強度の
変化がどちらに起因するのかは分からないため、今後は MatryoshCaMP（Ast et al. 2017 Nature 
Commun.）など、カルシウムイオンの濃度を定量可能なインジケーターを使用したマーカーライ
ンを作出し、観察を行う必要があると考えられた。 
 

 次に、一対一受精に関与する遺伝子を探索するため、次世代シークエンサーを用いて大規模発
現解析を行った。野生型、および一対一受精に異常を示す雌雄変異体について、花粉管や雌性組
織の遺伝子発現を比較したところ、一部の遺伝子において、変異体で有意に発現が減少している
ものが複数見つかった。花粉管をサンプルとして用いた場合は、雌性組織をサンプルとして用い
た場合と比較して、発現が有意に減少している遺伝子の数が限られており、変異体において影響
を受けている機能は限定的であることが示唆された。 
 
今後は、これらの結果を論文にまとめるとともに、一対一受精に関わる候補遺伝子について、

変異体を用いた遺伝子の機能解析や、表現型の観察を進めていく予定である。 
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