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研究成果の概要（和文）： 
キルタンサスでは、花粉管伸長過程で一組の精細胞が異型化し、雄原細胞分裂直後の表層微小

管構成時に蓄積の差異が生じる事が明らかとなった。精細胞形成の分子基盤情報を得るために

遺伝子解析を行い、異型化特異的ステージの前後で発現量が変化する遺伝子の候補リストが得

られた。花粉に重イオンビーム照射することで、雄性配偶子の研究に有用な新たな材料を作出

するとともに、雄性配偶子の DNA 損傷応答機構を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In Cyrtanthus mackenii, the sperm cells showed structural dimorphism, and differences in 
microtubule accumulation between the pair of sperm cells arose during the process of 
cortical microtubule reorganization. As results from EST analysis for elucidation of 
molecular mechanisms on the sperm dimorphism, the candidate genes with changes in 
expression during sperm cell formation were listed up. Male gametes irradiated heavy ion 
beam had a potential to use for the study of sperm cell formation. It was also revealed that 
the generative cells recognized and managed genomic lesions during the pollen tube 
growth. 
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１．研究開始当初の背景 
園芸作物の受精・発生のプロセスの理解は、

結実のための生理機構や交雑による形質改
良のために重要であるが未知の点も多い。中
でも受精イベントの前段階として成熟花粉

から花粉発芽、花粉管伸長を経て胚珠に至る
過程は、‘極めて短い時間に’、‘形態的・質
的変化を生じ’、‘胚珠に向かって走行する能
動的反応’ を示す特殊性のため近年分子生
物学的アプローチにより盛んに解析が進め
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られている。 
高等植物が持つ独自の生殖機構‘重複受精’

では、花粉もしくは花粉管内で形成された 2
つの精細胞が、卵細胞と中央細胞それぞれと
受精する。セイロンマツリ  (Plumbago 
zeylanica) では、2 つの精細胞が卵細胞および
中央細胞と選択的に重複受精を行うことが
報告されている (Russell 1985)。またセイロ
ンマツリ、タバコ等の数種においては一組の
精細胞間における形態的および生理的な差
異 ( 精細胞の異型化 ) が報告されており 
(Weterings and Russell 2004)、精細胞が機能的
に分化し選択的な受精を行なう機構が存在
することが予想されている。しかし、精細胞
の分化過程および選択的受精機構のいずれ
もその詳細は明らかになっていない。 

重複受精機構で解明されていない現象が
数多く存在する最大の理由は、胚珠内及び花
粉管内という特殊な環境下でプロセスが進
行することが挙げられる。研究代表者は、高
等植物における試験管内受精技術の研究を
通じて、花粉における in vitro 培養系および
微細操作技術を活用した花粉管伸長過程に
おける雄性配偶子単離系を開発した(Hirano 
and Hoshino 2009)。本技術によりこれまでの
技術的な困難さが緩和され、研究報告が特に
少ない 2 細胞性花粉の雄性配偶子研究におい
て新たな知見が得られると期待された。 
 
 
２．研究の目的 

研究代表者は、2 細胞性花粉を持つキルタ
ンサス (Cyrtanhus mackenii) において、花粉
管伸長過程で形成される精細胞が異型化す
る現象の予備的知見を得ていた。従って、本
研究では、キルタンサスの花粉を用いて花粉
管伸長過程における雄性配偶子の挙動を解
析し、精細胞異型化機構を明らかにすること
を目的とした。異型化機構の解明に向けて以
下 2 つのテーマを設けた。 
(１) 精細胞異型化の素過程を精査すること
で、異型化が生じる特異的ステージを明らか
にする。本研究では、通常の成熟花粉を用い
た解析に加え、変異原として重イオンビーム
を照射した花粉を用いることとした。これに
より、DNA 損傷応答という異なる細胞分裂制
御機構が活性化した条件下における雄性配
偶子の挙動を解析することが可能となる。キ
ルタンサスでは、突然変異体リソースおよび
遺伝子発現情報、遺伝子組換え技術が皆無で
ある。本研究により、精細胞異型化機構を多
角的に解析することを可能にする。 
(２) モデル植物であるシロイヌナズナやイ
ネでは、精細胞の異型化は報告されていない
ことから、異型化過程の分子機構を明らかに
するためには、キルタンサスにおいて花粉管
伸長過程で発現する遺伝子情報を新たに取

得する必要がある。異型化の Key 遺伝子の
発現は雄原細胞分裂時もしくは精細胞形成
直後であると推定されることから、異型化特
異的ステージの前後で遺伝子発現の変化を
調査し、発現量が特異的に変化する遺伝子の
同定を試みる。以上より、精細胞の異型化制
御ネットワークの基盤的知見を得る。 
 
 
３．研究の方法 
(１) 重イオンビーム照射および花粉培養 
本研究に用いたキルタンサス の成熟花粉は、
開葯後に回収し -20 ºC で実験に用いるまで
保存した。1.5 ml チューブに入れた成熟花
粉に、炭素イオンビーム (線エネルギー付与; 
22.5 keV/μm) を 10－80 Gy 照射し、-20 ºC で
保存した。花粉発芽および花粉管伸長は、液
体発芽培地 (Hirano and Hoshino 2009) に花
粉を飛散させ，暗黒下 25 ºC で培養を行った。 
(２) 雄性配偶子単離および免疫染色 
伸長した花粉管を 2% Tween 20 を添加した
固定液中でチョッピングすることで、雄性配
偶子の単離および固定を同時に行なった。30
分間固定した後に細胞分取装置を用いて倒
立顕微鏡下で雄性配偶子を回収し、免疫染色
に用いた。ブロッキング処理を行った後に, 
DAPI, 抗 γH2AX 抗体および抗チューブリン
抗体による 3 重染色を行い蛍光顕微鏡下で観
察を行った。 
(３) RNA シーケンシング 
培養 6 時間および 12 時間後の花粉管を液体
培地より回収し、それぞれのサンプルから 
Total RNA を抽出した。DNA 消化、精製後
Ovation RNA-Seq System (NuGEN) を用いて
RNA 増幅および cDNA 合成を行った。シー
ケンスライブラリーは GS Titanium Rapid 
Library MID Adaptors Kit および GS Rapid 
Library Prep Kit を用いて作成した。6 時間と 
12 時間由来のライブラリーを等量混合し、
GS Junior System および GS FLX System を用
いて、それぞれ 1 ランシーケンスを行った。 
(４) シーケンスデータ解析 
RNA シーケンスで得られたリード配列デー
タより、MIRA assembler を用いてアセンブリ
ー解析を行いコンティグ配列を得た。さらに、
CAP3 assembler によりコンティグ配列の統合
を行い、最終的なコンティグ配列を得た。ア
ノテーション解析行うとともに、遺伝子の発
現量を比較法として、  RPKM (Read Per 
Kilobase of transcript per Million mapped reads) 
値を各コンティグ配列について算出した。 
 
 
４．研究成果 
(１) キルタンサスにおける精細胞異型化 
花粉管伸長時の相対的核 DNA 含量をフロー
サイトメトリー分析した結果、培養 9 時間



 

 

から 12 時間に雄原細胞が分裂し精細胞を
形成し，また花粉管内の雄原細胞および精細
胞はそれぞれ栄養核と結合し male germ unit 
(MGU) を形成することが明らかとなった。
MGU を構成する精細胞において核の形態を
比較したところ、精細胞形成直後の培養 12
時間から 栄養核と結合する精細胞 (Svn) に
比べ、結合しない側の精細胞 (Sua) の精核が
伸長し精細胞が異型化していることが明ら
かとなった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 培養 24 時間後の花粉管より単離し
た精細胞の DAPI 染色像。VN: 栄養核、
Svn: 栄養核と結合する精細胞、Sua: 栄
養核と結合しない側の精細胞。スケール
バーは 20μm を示す。 

 
雄原細胞や精細胞の形態維持には表層微

小管が重要な働きをしていることから、共焦
点レーザー顕微鏡で Z 軸セクショニングを
行った。蛍光強度から精細胞間の微小管蓄積
量を比較した結果、Svn に比べ Sua におい
て多くの微小管蓄積が見られた。チューブリ
ン脱重合剤であるオリザリン処理により精
核の形態的差異が見られなくなったことか
ら、精細胞で見られる異型化は精細胞間の微
小管蓄積の差異に起因すると考えられる。異
型化過程を精査するため、精細胞形成過程に
おける微小管分布を調査した。雄原細胞の分
裂中期から終期においては微小管分布の偏
りは見られなかったことから (図 2)、隔膜形
成体消失後の表層微小管形成時に蓄積の 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 培養 12 時間後の雄原細胞分裂像。蛍
光画像は、青色が DNA 染色像、緑色が微
小管染色像を示す。図中の略語、スケール
は図 1 と同様。 

差異が生じる事が示唆された。これまでに植
物の精細胞が形態的に異型化する現象は数
種において報告されている。しかし、表層微
小管が関与していることはキルタンサスを
用いることで初めて明らかとなった。また、
本研究で確立した微細操作技術を用いた解
析法が、雄性配偶子研究に非常に有用である
ことが実証された。 
 
(2)重イオンビーム照射花粉における雄性配
偶子の挙動 
重イオンビームを照射した細胞では、DNA 
二本鎖切断が高頻度に生じるため、欠失変異、
染色体再構成等が誘発される。重イオンビー
ムの一種である炭素イオンビームをキルタ
ンサス成熟花粉に照射し、花粉管伸長時にお
ける雄性配偶子の挙動を調査した。本研究に
用いた線量範囲 (10－80 Gy) では、照射花
粉において発芽遅延、発芽率の低下は見られ
なかったが、精細胞形成率は線量の増加に伴
い低下することが明らかとなった。照射花粉
における精細胞形成過程を明らかにするた
めに、培養 12 時間後に雄性配偶子の細胞周
期を調査した。10 Gy 照射花粉では、無照射
花粉と同等の分裂期の進行度合いであった
が、40 および 80 Gy 照射後は分裂中期およ
び雄原細胞が増加していた。さらに、80 Gy 
照射区では培養 12 時間の時点で精細胞形成
が見られなかったことから、分裂の遅延もし
くは停止が起きている可能性が示唆された。
DNA 二本鎖切断が生じた際に誘導されるリ
ン酸化ヒストン H2AX (γH2AX) の免疫染色
により、培養 12 時間の雄性配偶子における 
DNA 損傷を解析したところ、無照射および
10 Gy 照射花粉では細胞周期に関わらず 
γH2AX のフォーカスは検出されなかった。
40 および 80 Gy 照射花粉では, 分裂中期
で多くの細胞にフォーカスが検出されたが 
(図 3)、分裂後期および終期、精細胞では 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 炭素イオンビーム照射雄原細胞の分裂
中期における γH2AX フォーカス像。蛍光画
像は、青色が DNA 染色像、緑色が γH2AX
染色像、赤色が微小管染色像を示す。GC: 雄
原細胞。その他の略語、スケールは図 1 と同
様。 

 

 



 

 

γH2AX フォーカスが見られなかった。以上
より、高線量照射区での精細胞形成率の低下
は、修復されずに残存した DNA 二本鎖切断
によって分裂の遅延が起きていることが明
らかとなり、分裂中期において細胞周期を監
視するスピンドル形成チェックポイント機
構が関与することが示唆された。また、高線
量照射した雄性配偶子において、培養 24 時
間後では、γH2AX フォーカスを有する細胞
の割合が低下することから、花粉管伸長中の
雄性配偶子でも DNA 損傷が修復されること
が明らかとなった。次世代に正確な遺伝情報
を伝達するためには雄性配偶子における 
DNA 損傷修復機構が必要と考えられるがそ
の詳細は不明であった。本研究成果により花
粉管伸長過程の雄性配偶子における DNA 
損傷応答機構の一端が初めて明らかとなっ
た。 

高線量照射した雄性配偶子では、分裂後期
以降に遅滞染色体、染色体橋が多く観察され、
最終的に表層微小管の配向は精細胞様であ
るが染色体の分配が起こらない非還元性の
雄原細胞様精細胞を高頻度で形成すること
が明らかとなった（図 4）。精細胞異型化機
構および分裂制御機構を精査する上で、正常
な精細胞と雄原細胞様精細胞というように
比較可能な材料が得られたことは、非モデル
植物における研究の遂行上意義深い。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 炭素イオンビーム照射後に形成した精
細胞。蛍光画像は、青色が DNA 染色像、赤
色が微小管染色像を示す。図中の矢じりは遅
滞染色体を示す。その他の略語、スケールは
図 1 と同様。 
 
(３)花粉管伸長時の遺伝子発現解析 

精細胞異型化は雄原細胞分裂直後の表層
微小管の再構成時に生じることから、異型化
の Key 遺伝子の発現は精細胞形成時もしく
は形成直後であると推定される。これまでの
研究で、キルタンサスの花粉管培養では、培
養 9 時間から 12 時間にかけて雄原細胞の
分裂、精細胞形成が起こる。従って、精細胞
形成の基盤情報を得るために、精細胞形成以

前として花粉培養 6 時間の花粉管、形成直
後の精細胞および分裂期の細胞を含む花粉
管として、培養 12 時間の花粉管から Total 
RNA を抽出し EST 解析を行った。 

GS Junior System および GS FLX System に
よりシーケンス解析を行い、6 時間のライブ
ラリーより約 22 万、12 時間のライブラリー
より約 49 万のリード配列を取得した。MIRA 
assembler を用いて 6 時間、12 時間全ての
リードより 45555 個のコンティグ/シングレ
ット配列を得た。これらの配列情報をもとに
相同性解析したが、同一タンパク質に相同性
を示すコンティグ/シングレット配列が非常
に多くみられ、さらに配列の統合が必要であ
った。従って、MIRA に加え CAP3 assembler 
を用いることで最終的に 25786 個のコンテ
ィグ/シングレット配列情報を取得した。コン
ティグを構成するリード配列が、培養 6 時
間由来のみ、もしくは 12 時間のみから構成
されているものが、各培養時間で特異的に見
られる遺伝子と考えられる。RPKM 値を用い
ることで、培養 6 時間で特異的に見られる
コンティグ/シングレット配列が 1217 個、12
時間に特異的な配列が 5571 個抽出された。
培養 12 時間由来のシーケンスライブリー
から得たリード配列が 6 時間由来の約 2 倍
であった点は考慮する必要がある。しかしな
がら、特異的配列が培養 12 時間で 6 時間
の約 4 倍得られている点、またリード配列数
が少なかった培養 6 時間でも特異的配列が
多数得られている点から、異型化特異的ステ
ージの前後で発現量が変化する遺伝子の候
補リストが得られたものと考えられる。 
得られたコンティグ/シングレット配列に

ついてアノテーション解析を行い、遺伝子オ
ントロジーによるカテゴリー分けを行った 
(表 1)。single-organism process のカテゴリー
中には、細胞分裂制御に関わる遺伝子が含ま
れており、培養 6 および 12 時間に特異的
な配列が見られたことから、雄原細胞もしく
は精細胞由来の遺伝子発現情報が反映され
ていると考えられる。また DNA 損傷応答に
関わる遺伝子が見られたことは、前述した雄
性配偶子で DNA 修復が行われることを支持
する結果である。 cellular process および
single-organism process 内には微小管形成に
関わる遺伝子が含まれていた。異型化ステー
ジである隔膜形成体消失から表層微小管再
構成に関わる遺伝子については、得られた配
列情報が使用する抗体の選定および新たな
抗体作成に利用可能である。また、キルタン
サスで見られた精細胞異型化は、細胞学的観
察の結果から不等分裂とは異なる制御機構
が関わると予想される。従って、本研究で構
築した分子基盤情報に含まれる転写因子も
解析対象として重要と考えられる。今後、注
目するカテゴリーの詳細な遺伝子発現解析、



 

 

発現部位の特定を行い、異型化に関わる遺伝
子の特定を進める必要がある。 
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