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研究成果の概要（和文）：被子植物の有性生殖の達成には、花粉管の細胞自律的な「伸長」と雌のシグナル分子
への「誘引（伸長方向の制御）」の調節が必要ある。本研究では、低分子量GTPaseタンパク質ROPのシグナル伝
達に着目し、花粉管の伸長・誘引が統合的に調節される分子機構の解明を目指した。ROP活性化因子である
ROPGEFsの局在解析や多重遺伝子破壊株の表現型解析を行い、複数のROPGEFが花粉管の各挙動およびステージご
とに使い分けられることが、連続的な花粉管の伸長・誘引に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：For successful sexual reproduction in flowering plants, the tip-growing 
pollen tube is modulated by mechanisms of cell-autonomous "elongation" and female 
molecule-controlled "attraction". In this study, we analyzed molecular mechanisms that integrally 
regulate pollen tube elongation and attraction by focusing on molecular signaling through the small 
GTPase protein ROP. Localization and mutant analyses for pollen-expressed ROPGEFs, which activate 
ROP, indicated that multiple ROPGEFs are utilized for each behavior and stage of the pollen tube and
 modulate continuous and balanced elongation and attraction of the pollen tube tip.

研究分野： 植物分子生理学

キーワード： 受容体シグナリング　花粉管　先端成長　シロイヌナズナ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
花粉管の伸長・誘引は、被子植物が有性生殖を成功させ、種子や果実を実らせるために必須である。本研究で
は、この過程の制御に関わる因子を発見し、作動メカニズムを理解した。また、花粉管の先端成長の様式は、動
植物を通じて広く見られる仕組みであり、細胞の挙動調節の共通性の理解にも寄与した。本研究の成果は、被子
植物の生殖の仕組みの一端を明らかにしただけでなく、将来的に種子・果実の生産性を操作する技術の開発にも
繋がると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 被子植物の有性生殖において、花粉管の先端成長は受精達成のために必須の仕組みである。
花粉管は細胞自律的に「伸長」するが、雌しべ組織からのシグナル分子を感知して伸長方向を調
節する「誘引」の仕組みも携えている。我々は、分泌性の花粉管誘引ペプチド AtLURE1、およ
びその受容体である PRK6 (pollen-specific receptor kinase 6) を同定し、AtLURE1–PRK6 シグナリ
ングが花粉管の誘引を制御することを明らかにしてきた（Takeuchi and Higashiyama, PLoS Biol, 
2012; Nature, 2016; Zhang et al, Nat Commun, 2017）。さらに、PRK6 は他の PRK ファミリーの受容
体と協調してはたらき、花粉管の伸長そのものの制御にも関与する。 
 
(2) PRK ファミリーの受容体は、Rho タイプの低分子量 GTPase である ROP（Rho of plant）のシ
グナリングに関与することが示唆されてきた（Zhang and McCormick, PNAS, 2007; Chang et al, Mol 
Plant, 2013）。実際に、PRK6 を含む PRK ファミリーの受容体は ROP 活性化因子である ROPGEF
（ROP guanine nucleotide exchange factor）と相互作用する（Takeuchi and Higashiyama, Nature, 2016; 
Yu et al, Sci China Life Sci, 2018）。しかしながら、花粉管の伸長や誘引（伸長の方向制御）におけ
る ROPGEF-ROP シグナリングの重要性ははっきりしておらず、その分子シグナリングが駆動し
調節されるための仕組みは明らかになっていなかった。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 花粉管伸長のマスタースイッチとしてはたらく ROP タンパク質のシグナリングに着目し、
PRK 受容体–ROPGEF による ROP シグナリングの調節機構を解析することで、花粉管の連続的
な伸長を支える分子機構の理解を目指した。 
 
(2) 花粉管誘引ペプチド AtLURE1–受容体 PRK6 シグナルが ROPGEF–ROP 経路をどのように変
調しているのかを調べることで、花粉管の誘引応答に関わる細胞内シグナリングの理解を目指
した。また、AtLURE1–PRK–ROPGEF–ROP シグナリングに関わる構成因子の包括的な把握を目
指した。 
 
 
３．研究の方法 
(1) シロイヌナズナの花粉管で発現する五つの ROPGEF 遺伝子（ROPGEF8, 9, 11, 12, 13）を破壊
した ropgef五重変異体を用い、花粉を直接培地上に撒いて発芽させる条件（in vitro）、花柱を通
して培地上を伸長させる条件（semi-in vivo）、雌しべの生体内条件（in vivo）の各条件での花粉管
の表現型を観察した。さらに、蛍光タンパク質を融合させた各 ROPGEF および変異型 ROPGEF
を ropgef五重変異体に導入し、相補性と局在の解析を行った。 
 
(2) ropgef 五重変異体や変異型 ROPGEF 導入株の花粉管に対し、AtLURE1 ペプチドによる花粉
管誘引アッセイおよびウェービー応答アッセイを行い、ROPGEF による ROP シグナリングの調
節機構を調べた。このとき、活性化 ROP や花粉管の伸長に関わる因子の蛍光標識株を組み合わ
せ、それらの分子ダイナミクスをライブイメージング解析した。また、その他の花粉管の制御分
子候補に対しても変異体を作成し、同様の解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) シロイヌナズナの ropgef 五重変異体の花粉は、semi-in vivo および in vivo 条件では雌しべの
柱頭で発芽し、花粉管の伸長が数割程度低下しているだけであった。継続的な花粉管伸長には、
活性化した ROP の花粉管先端部への局所的な蓄積と側方部での不活性化のサイクルが重要であ
ることが知られており、ROP の活性化効率が著しく損なわれている ropgef 五重変異体では花粉
管の伸長効率が損なわれたと考えられる。一方で、in vitro 条件では花粉はほとんど発芽しなか
った（発芽率 3%、野生型は 80%以上）。また、花粉管誘引アッセイおよびウェービー応答アッセ
イにおいて、ropgef 五重変異体の花粉管は AtLURE1 ペプチドにほとんど応答しなかった。これ
らの結果から、ROPGEF による ROP の活性化は、花粉管が迅速に伸長方向を決定する際（発芽
時や外部シグナルへの応答時）に特に重要な役割を果たすことが示唆された。 
 
(2) ropgef五重変異体の相補実験により、花粉管の制御の各段階における各 ROPGEF の機能を解
析した。その結果、ROPGEF8 と 9 が花粉発芽および効率的な花粉管伸長に、ROPGEF12 が
AtLURE1 ペプチドへの応答を主に担っているという機能分担が明らかとなった。興味深いこと
に、単一の ROPGEF によって花粉発芽が回復したこれらの相補株において、発芽した花粉管は
早期に破裂してしまう様子が観察された。ROPGEF は花粉管の破裂を抑制する CrRLK1L ファミ



リーの受容体シグナリングにも関与することが報告されている（Zhou et al, Dev Cell, 2021）。本
研究の結果より、花粉管の ROPGEF は伸長と誘引の制御だけでなく破裂の制御も担っており、
各 ROPGEF がオーバーラップしながらも異なる花粉管の挙動を分担して調節することで、伸長・
誘引・破裂のバランスが維持されていることが初めて明示された。 
 
(3) 花粉管の各挙動の制御に比較的大きな寄与示した ROPGEF8 を用いて、GEF 活性をもつ
PRONE ドメイン、N 末端ドメイン、C 末端ドメインのそれぞれの機能を相補実験により調べた。
semi-in vivo 条件における花粉管の伸長促進には C 末端ドメインが必要であることが示された。
C 末端ドメインは PRK6 を含むいくつかの PRK 受容体との相互作用に重要であることが先行研
究で示されている（Zhang and McCormick, PNAS, 2007; Takeuchi and Higashiyama, Nature, 2016; Yu 
et al, Sci China Life Sci, 2018）。ROPGEF は C 末端を介して PRK 受容体と相互作用することで花
粉管先端の細胞膜近傍へとリクルートされ、効率的に花粉管伸長を促進するという仕組みが予
想された。一方で、花粉発芽の促進には PRONE ドメインのみで十分であったため、発芽時（伸
長端が決定する前）においては ROPGEF の細胞膜近傍へのリクルートは異なる仕組みでなされ
ている、あるいは必要ない可能性が示唆された。さらに興味深いことに、N 末端ドメインを欠く
ROPGEF8 を導入した ropgef 五重変異体の花粉管は AtLURE1 への応答性をあまり回復しなかっ
た。今後、花粉管伸長ならびに誘引ペプチド AtLURE1 への応答のダイナミクスの詳細をライブ
解析し、これらドメインの機能や花粉管の伸長・誘引の制御のバランスを捉えることで、花粉管
の制御アルゴリズムを数式化し理解する必要があると考えられる。 
 
(4) ROPGEF8、9、12 の局在を蛍光観察したところ、花粉管が伸長時に形を変えていくごく先端
部（“伸長ドーム”と定義）への集積が見られた。(3)同様に ROPGEF8 に関して、各ドメインの
重要性を観察したところ、C 末端ドメイン欠損型の ROPGEF8 は伸長ドームへの集積が見られな
かった。上述の花粉管の伸長実験の結果とあわせて、C 末端ドメインを介した伸長ドームへの集
積が花粉管の効率的な伸長に重要であることが示唆された。活性化 ROP マーカーや PRK6 の局
在と比較すると、この伸長ドームへの局在はより先端の一部に限定されたものであった。このた
め、花粉管においては C 末端ドメインを介した ROPGEF と PRK 受容体との相互作用は何らか
の仕組みで調節されていると予想される。今後、まずは ROPGEF の伸長ドームへの限局に PRK
受容体が関わっていることを調べるため、prk 多重変異体に対して C 末端欠損型の ROPGEF8 の
導入を完了している。また、各変異型 ROPGEF8 導入株に活性化 ROP マーカーやアクチンマー
カーを導入することで、ROP シグナリングのダイナミクスと ROPGEF ドメインの調節機能の解
明が期待される。 
 
 本研究により、ドミナントネガティブ型や恒常活性型 ROP の一過的発現実験の結果のみから
議論されてきた花粉管 ROP およびその調節因子（ROPGEF 等）の機能が、機能欠損変異体を用
いた解析により初めて明らかとなった。各種株の詳細な解析を通じて、ROPGEF によって精細に
変調される花粉管の機能のマスタースイッチ ROP シグナリングの駆動メカニズムの一端が示さ
れた。花粉管で発現する全ての ROPGEF を失っても花粉管の伸長・誘引の効率が多少減少する
だけという本研究の結果は我々の当初の予想に反するものであったが、被子植物が獲得した花
粉管を用いた生殖戦略の精密性と頑健性を物語っている。また、花粉管の伸長・誘引を制御する
PRK ファミリーの受容体シグナリングと破裂を制御する CrRLK1L ファミリーの受容体シグナ
リングの両方が ROPGEF を介することが、花粉管の挙動の変調の鍵であることが本研究により
示唆された。今後、本研究で見出したさらなる花粉管の細胞内構成分子にも焦点を当てながら
PRKs/CrRLK1Ls–ROPGEFs–ROPs シグナリングを調べていくことで、被子植物に繁栄をもたらし
た花粉管による生殖の原理を解明し、種子・果実の生産性の制御技術開発にもつなげていく。 
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