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研究成果の概要（和文）：LINC複合体は核内膜のSUNタンパク質と核外膜のKASHタンパク質によって形成され、
核の移動や位置決定などで機能するタンパク質複合体である。本研究では雌性配偶体特異的な遺伝子発現誘導系
を改良し、これを用いて、シロイヌナズナ有性生殖過程の核融合（極核融合と精核融合）におけるLINC複合体の
役割の解析を行った。解析の結果、SUNタンパク質は極核融合には必要であるが、精核融合には関与しないこと
を示唆する結果を得た。また、雌性配偶体で発現するKASHタンパク質の特定とその機能解析、核膜融合に必要な
核膜タンパク質GEX1の機能領域の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：The LINC complex is a protein complex formed by the SUN protein in the inner
 nuclear membrane and the KASH protein in the outer nuclear membrane. The LINC complex functions in 
various processes including nuclear migration and positioning. In this study, we improved our female
 gametophyte-specific gene induction system. Using the improved system, we analyzed the roles of the
 LINC complex in nuclear fusion (polar nuclear fusion and sperm nuclear fusion) during sexual 
reproduction in Arabidopsis thaliana. Our results suggested that the SUN protein is required for 
polar nuclear fusion but not for sperm nuclear fusion. We identified a KASH protein expressed in the
 female gametophyte and analyzed its functions in nuclear fusion. We also analyzed the functional 
domains GEX1, a nuclear membrane protein required for nuclear membrane fusion.

研究分野： 植物細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で作製した改良型の雌性配偶体特異的な遺伝子発現誘導系は、雌性配偶体形成初期過程からの遺伝子機能
の解析を含め、利用可能な範囲が広がったといえる。また、極核融合と精核融合のメカニズムの違いを示唆する
結果は、2種類の核融合を区別する機構の探索への展開が期待できる。本研究によって特定したKASHタンパク質
やGEX1を足がかりとした解析によって、有性生殖過程の核膜融合の分子機構の理解が進むと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
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
体形成時の中央細胞における極核融合の、合計
3 回の核融合が観察される（図 1）。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。 
われわれは、小胞体の分子シャペロン Hsp70 で
ある BiP と、その制御因子である小胞体 J タン
パク質が、極核の核膜融合に必要であることを
明らかにした (1, 2)。核膜は小胞体膜の特殊化し
た領域であり、小胞体の分子シャペロン Hsp70
は核膜局在の膜融合タンパク質をクライアントとすることで、核膜融合を制御していると考え
られる。われわれは、シロイヌナズナ有性生殖過程の核融合に必要な核膜タンパク質として、
GEX1 および SUN タンパク質を同定した (3)。SUN タンパク質は核内膜の膜内在性タンパク質
であり、SUN ドメインという機能領域を有する。SUN タンパク質は、SUN ドメインで核外膜の
KASH タンパク質と結合して LINC（LInker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton：細胞骨格と核骨格
をつなぐ）複合体を形成して核の移動や形態維持などで重要な機能を果たしている。LINC 複合
体に着目した解析によって、植物有性生殖過程の核融合機構の足がかりが得られると期待され
る。 
われわれは、植物有性生殖過程の核融合機構の新たな解析系として、雌性配偶体特異的な遺伝
子発現誘導実験系を構築した。この実験系では、短時間の熱ショックによって雌性配偶体中で外
来遺伝子の発現を効率良く誘導することが可能である。この実験系を用いることで、雌性配偶体
形成過程の特定の時期や細胞における核融合因子の機能解析が可能となった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、われわれが構築した雌性配偶体特異的遺伝子発現誘導実験系を利用して、有性生
殖過程の核融合過程における LINC 複合体の役割を明らかにすることを目的とする。また、極
核融合におけるアクチンフィラメントの役割の解明も目指す。このため、1）有性生殖過程の核
融合で機能する KASH タンパク質の探索と機能解析、2）精核融合過程における SUN タンパク
質の機能解析、3）極核融合におけるアクチンフィラメントの役割の解析を進める。また、極核
の核移動から核融合までの解析に対応可能な、遺伝子発現誘導実験系の改良も行う。 
 
３．研究の方法 
（1）雌性配偶体特異的な遺伝子発現誘導実験系 
 本研究で用いた遺伝子発現誘導系では、配偶体特異的 ES2
プロモーターと、熱ショックプロモーター（pHSP18.2）によ
る Cre-loxP 部位特異的組換えを利用している。構築した形
質転換植物では、ES2 プロモーターによって Histone H2B-
GFP が 4 核期以降の雌性配偶体で発現し、核が GFP で可視
化される。この植物の花芽を短時間熱処理（35℃、5 分）す
ると Cre-loxP 部位特異的組換えが誘導され、ES2 プロモー
ターによって標的遺伝子が発現する（図 2）。極核融合への
影響を検討する場合は、発達中の雌性配偶体（4 核〜8 核期）
をもつ雌しべを熱処理し、40 時間後に固定、ClearSee で透
明化後、共焦点顕微鏡観察を行った。精核融合への影響を検
討する場合は、同様の熱処理を行った雌しべを受粉し、8 時
間後に固定、ClearSee で透明化後、共焦点顕微鏡観察を行っ
た。 
 
（2）雌性配偶体特異的な KASH タンパク質の探索 
 研究協力者である須崎大地博士（横浜市立大学）および東山哲也博士（名古屋大学）との共同
研究により、雌性配偶体の各細胞（卵細胞、助細胞、中央細胞）のトランスクリプトームデータ
を解析し、卵細胞と中央細胞で発現する KASH タンパク質遺伝子を探索した。 
 



 

 

 
（3）精核融合欠損株における初期種子形成過程の解析 
 胚発生と胚乳形成の解析は、受精後 2〜4日の種子を固定し、透明化後に微分干渉顕微鏡観察
により行った。また、ライブイメージングを用いた解析では、受精 1日後の雌しべから胚珠を摘
出して胚珠培養培地に入れ、Leica TCS-SP8 共焦点顕微鏡を用いて 48 時間のタイムラプス撮影
を行った。 
 
 
４．研究成果 
（1）改良型遺伝子発現誘導系の構築 
 当初作製した遺伝子発現誘導系では、Cre-loxP 部位特異的組換えによって Histone H2B-GFP 遺
伝子を除去することで目的遺伝子の発現が誘導される。Histone H2B-GFP は雌性配偶体の核動態
の解析にも利用できるが、発現誘導のための熱処理を早期に行うと、Histone H2B-GFP によって
雌性配偶体の核を可視化する前に Histone H2B-GFP 遺伝子が除去される。このため、極核の移動
開始前に遺伝子発現誘導すると、その後の核動態の解析が困難であるという問題があった。この
ため本研究ではまず、遺伝子発現誘導系の改良を行った。改良型の遺伝子発現誘導系では、GUS
遺伝子で Histone H2B-GFP 遺伝子を置き換えるとともに、RPS5A-Histone H2B-GFP を同一の T-
DNA 内に持つコンストラクトを構築した。RPS5A-Histone H2B-GFP を用いることで、雌性配偶
体形成のすべての過程で核を可視化するとともに、このコンストラクトをホモに持つ個体の選
抜も容易に行うことができた。 
 まず、発現誘導によって極核融合が阻害することが示されている SUN タンパク質に関する優
性欠損変異体（SUNDN）を用いて、新たな実験系の評価を行った。熱処理によって SUNDN の
発現を誘導した雌性配偶体では極核融合欠損が観察されたことから、新たな実験系も従来の実
験系と同様に利用可能であることが示された。 
 
（2）受精時の精核融合における SUN タンパク質の機能の検討 
 本研究では、SUNDN の発現を誘導した雌性配偶体が、極核融合だけでなく受精時の精核融合
も欠損するかを検討した。このため、SUNDN の発現誘導後、精核を Histone H2B-mTFP1 または
Histone H2B-mTurquoise2 で可視化した花粉を用いて受粉し、精核融合欠損の有無を検討した。
これら蛍光タンパク質のシグナルは、花粉や in vitro伸長した花粉管では検出可能であったが、
受精後の雌性配偶体におけるシグナルが弱く、解析が困難であった。そこで、極核の移動開始前
に SUNDN の発現誘導を行うことで Histone H2B-GFP による雌性配偶体核の標識を抑制し、精核
を Histone H2B-GFP で可視化した花粉で受粉を行うことで精核融合に対する SUNDN の発現誘
導の影響を検討したが、SUNDN を発現している雌性配偶体で明確な精核融合欠損が観察されな
かった。SUN タンパク質の機能は精核融合過程には必須でないことが示唆される。極核融合は
核の接触から核融合の完了まで 5〜9 時間かかるのに対し、精核融合は受精後数分間で完了する
という違いがある。この違いが、核融合における SUN タンパク質依存性の違いと関連するのか、
今後の検討が必要である。 
 
（3）核融合で SUN タンパク質とともに機能する KASH タンパク質の探索 
① 雌性配偶体で発現する KASH タンパク質の探索と機能解析 
極核融合で SUN タンパク質とともに機能する KASH タンパク質は、中央細胞をはじめとする
雌性配偶体細胞で発現していると考えられる。そこで、横浜市立大学の須崎大地博士、名古屋大
学/東京大学の東山哲也博士との共同研究で、雌性配偶体の各細胞のトランスクリプトームデー
タを解析した。その結果、雌性配偶体での発現が見られる KASH タンパク質の候補として WIP1
を特定した。 
極核融合における WIP1 の役割を検討するため、雌性配偶体において WIP1、SUN タンパク質
との相互作用領域を欠失した WIP1変異体、および、膜貫通領域を欠失した WIP1変異体の発現
を誘導可能な形質転換植物を作製した。WIP1 およびその変異体の発現の検出は N 末端側に
tagRFP を融合することで行った。作製した形質転換植物を用いて、花芽の熱ショックによって
これらタンパク質の発現誘導を行った。SUNDN と同様の条件で発現誘導を行ったが、WIP1 及
びその変異体の発現誘導効率は低かった。用いるタンパク質ごとに誘導条件の最適化が必要と
考えられる。WIP1関連タンパク質の発現誘導条件が決まり次第、極核融合への影響を検討する
予定である。 
 
② 核膜タンパク質 GEX1 の機能解析 
われわれは、シロイヌナズナ有性生殖過程の核融合に必要な核膜タンパク質として GEX1 を同
定した(4)。GEX1 は出芽酵母接合時の核融合に必要な核膜タンパク質 Kar5 のホモログと考えら
れる。出芽酵母では、Kar5 が SUN タンパク質である Mps3/Nep98 と相互作用することが報告さ
れている。このため、GEX1 が核膜融合特異的な SUN タンパク質の相互作用相手となっている
可能性が考えられる。GEX1 は 3 回膜貫通型の膜タンパク質であり、N末側に約 400残基からな
る内腔側領域をもつ。GEX1 の内腔側領域には GEX1/Kar5 ファミリーで共通に存在するシステ



 

 

インリッチドメ
イ ン （ GEX1-
CRD）と、2 箇所
のコイルドコイ
ルドメイン（CC）
が存在する（図
3）。本研究ではま
ず、核融合におけ
るこれら機能領
域の役割の解析を行った。GEX1/Kar5 ファミリーで保存されているシステイン残基をセリン残
基に置換した変異体は、gex1変異株の極核融合欠損を相補しなかった。この結果は、GEX1-CRD
が GEX1 の機能に必須の役割を持っていることを示している。GEX1 の配列は被子植物ホモログ
間でもそれほど高くなく、保存性の高い GEX1-CRD においても、シロイヌナズナとイネの GEX1
ホモログ間で保存されている残基は 50％程度である。一方でわれわれは、イネの GEX1 ホモロ
グの発現によってシロイヌナズナ gex1 変異株の核融合欠損が完全に抑圧されることを見いだし
た。このため、被子植物ホモログ間で保存されている残基が GEX1 の機能に重要であることが示
唆される。現在、GEX1-CRD 中の被子植物ホモログ間で保存されている残基の変異体を作製し、
その機能解析を進めている。また、GEX1 と SUN タンパク質との相互作用についても、GEX1-
CRD に着目した解析を進めている。 
本研究ではまた、種子形成に対する受精時の精核融合欠損の影響についても検討した。種子形成
過程の解析の結果、gex1 変異体の種子では胚発生と胚乳核分裂の両方が異常となることが示さ
れた。ここで観察された胚乳核分裂の異常は、小胞体分子シャペロン Hsp70 に関する変異株の
場合(5)と同様に、最初の胚乳核分裂の際に凝縮したままの精核が中央細胞核と融合した結果と
考えられる。gex1 変異体の種子で観察された胚発生異常について、ライブイメージング解析に
よってさらに検討した。解析の結果、gex1変異体の種子の受精卵では、融合しなかった精核は胚
発生が始まる受精 1日後でも融合していないままであった。また、精核が融合しなくても胚発生
が開始すること、最初の体細胞分裂の際に精核と卵細胞核が融合することが示された。胚発生の
場合においても、凝縮したままの精核が卵細胞核と融合することが、細胞分裂異常を引き起こす
と考えられる。 
 
（4）極核融合におけるアクチンフィラメントの役割の検討 
 本研究ではまず、極核融合、特に極核の移動におけるアクチンフィラメントの役割の検討を目

指して、形成過程の雌性配偶体でアクチンに関する優性欠損変異体の発現（ACTIN-DN）を誘導

する実験系を構築した。ACTIN-DN としては、シロイヌナズナ ACT8 E272K 変異体を用いた。

Lifeact-mRuby3 を ACTIN-DN と共発現するように設計することで、ACTIN-DN を発現する雌性

配偶体を特定するとともに、アクチンフィラメントの形態を解析できるようにした。本研究で個

作製した改良型遺伝子発現誘導系を用いて、Lifeact-mRuby3-ACTIN-DN コンストラクトの発現

を誘導可能な形質転換植物を構築した。作製した植物の花芽を熱処理することで、Lifeact-
mRuby3 の発現を指標に、目的遺伝子の発現誘導を確認した。極核融合への影響について検討を

進めている。 
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