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研究成果の概要（和文）：生命現象を細胞・分子レベルで理解することは、現代の生物学における最重要課題の一つで
ある。本研究により、従来の実験系を単に小型化するのではなく、ナノマイクロ空間特有の物理現象を利用した新たな
原理によるごく微微小実験システムを多数発明し、これまで観察すら不可能であった植物に関わる細胞・分子レベルに
おける数多くの生命現象の極限計測や定量解析に成功した。本研究成果は、生物学分野における学術的価値の高い知見
の獲得だけでなく、食糧問題、環境問題、エネルギー問題解決の起爆剤となる農作物増産技術を生み、新分野のみなら
ず、新産業分野の創生にも寄与すると期待される。

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanisms of living organisms at the cellular and molecular 
level is one of the most important issues in modern biology. In this study, we have developed several 
types of microsystems utilizing the physics at the nano- micro- scale. Concequently, we have succeeded in 
measuring and quantifying a number of phenomena a the cellar and molecular level involved in plants which 
could not otherwise been observed. The results obtained by this research provide not only the improtant 
biological findings but also the clues for overcoming food, environmental and evergy problems, with 
industrial and societal impacts.

研究分野： ナノマイクロ科学
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１．研究開始当初の背景 
花粉が雌しべに受粉すると種子ができる。

花粉から伸び出した花粉管という細胞が、雌
しべとの複雑で精密な細胞間シグナリング
により花粉管ガイダンス（花粉管誘導）を受
け、花粉本体の数十倍から１万倍近い距離を
迷うことなく伸び続け、標的の卵装置（胚の
う）にたどり着く。近年、Torenia fournieri
という卵装置が突出する植物を用いた体外
受精系の開発により、卵細胞の隣にある 2 つ
の助細胞が、花粉管ガイダンスの最終段階で
花粉管を正確に誘引する細胞であることが
見出された(Higashiyama, et al., Science, 
2001, 293, 1480)。そして最近、助細胞が分
泌する花粉管誘引物質が複数のペプチドで
あることが我々のグループにより明らかに
され、これらは LURE と名付けられた
(Okuda, et al., Higashiyama, Nature, 2009, 
458, 357)。これらの進展により、花粉管ガイ
ダンスに関わる様々な興味深い分子機構が
明らかにされつつあり、雌しべ内での複雑な
シグナリングの実態解明が急務となってい
る。 
しかし、従来のアガロースゲル培地上の花

粉管アッセイ系では無数の花粉管細胞が無
秩序に伸長するため、花粉管伸長運動やその
化学物質応答などの定量的解析が非常に困
難であった（図 1）。また、誘引物質（シグナ
リング分子）により花粉管の伸長方向が誘導
されるメカニズムの詳細な理解のためには、
シグナリング分子を一分子レベルで観察し、
その花粉管先端との相互作用を解析するこ
とが必要不可欠であるにも関わらず、植物細
胞生理学分野における既存の実験技術では
これらの問題を解決することは不可能であ
り、技術的ブレイクスルーが待ち望まれてい
る。 
申請者の専門技術の一つである MEMS 技

術により製作した微細加工デバイスを用い

れば、花粉管細胞と同等のスケールで実験シ
ステムを構築できる点で上記の問題解決手
段として期待できるが、マイクロチャネルを
用いた花粉管の操作や定量的解析を試みた
例が米国のグループから一件だけ報告され
て い る に す ぎ な い (Yetisen, et al. J. 
Micromech. Microeng., 2011, 21, 054018)。
しかも、この報告では数百マイクロメートル
幅のチャネルを用いて多数の花粉管を同時
に方向制御する程度が限界であった。また、
我々のグループにて、シグナリング分子であ
る LURE ペプチドの蛍光修飾を行うことに
は成功しているが(Goto, et al., Plant Cell 
Phys., 2011, 52, 49)、花粉管細胞との相互作
用の一分子レベルでの観察には至っておら
ず、高感度で安定的に観察できるシステムの
実現が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、花粉管誘引物質である
LURE ペプチドが花粉管を誘導するメカニ
ズムを分子レベルで解析するため、MEMS
技術を用いて花粉管と同じスケールのマイ
クロチャネルを有する流体チップを製作し、
その一次元空間内での花粉管挙動の安定し
た観察と誘引物質の定量的解析を可能とし、
植物の受精・生殖機能解明へのブレークスル
ーを実現することである。これにより、マイ
クロ工学、一分子生物物理学と、生物科学の
中でこれまで他分野との接点が少なかった
植物生理学・生殖分子情報学の融合と新学際
領域のフロンティア開拓を目指す。 
 
３．研究の方法 
 受粉した花柱から伸びた複数の花粉管を
個別に配向するためのマイクロ流路、および
誘引物質との相互作用を観測する反応領域
を備えたマイクロ流体デバイスを、MEMS 技
術（微細加工技術）を駆使して設計、製作す
る。製作した PDMS マイクロ流路デバイスは、
受粉した花柱から伸びた多数の花粉管を個
別にチャネルに誘導する形状であり、流路は
長さ 500 µm、高さ 5~20 µm で、幅は 8、12、
16、20 µm の流路をそれぞれ数本ずつ設置し
た構造である（図２）。花粉管伸長実験にお
いては、デバイス内に液体培地を充填した後、
受粉させた Torenia fournieri の花柱を 1 cm 程
度の長さに切り、花柱差込口に設置した。受
粉後約 3~5 時間で、伸長した花粉管は花柱を
通過、デバイス内に進入し、流路に到達する。
その伸長速度をデジタル顕微鏡でタイムラ
プス撮影し、伸長速度を解析する。 
 次に、T 字型マイクロ流路デバイスと十字
型マイクロ流路デバイスを作製する。このデ
バイスは、バッファーおよび花柱の挿入口
（直径 1.2 mm）、バッファー取り出し口（直
径 3 mm）、および幅が 500 µm で高さが 25 µm
のマイクロ流路からなる。本デバイスを用い
ることにより、多数の花粉管が花柱を通過し
た後に、マイクロ流路内に進入させることが

 

図１：アガロースゲル培地上における従来
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できる（図３）。T 字型デバイスでは、花柱挿
入口の中心から T 字路までの距離は 3.5 mm
である。十字型デバイスでは、花柱挿入口の
中心から十字路までの距離は 2 mm である。
これらのマイクロデバイスは、シリコン基板
上に感光性レジスト(SU-8 3025; Microchem 
Corp., Newton, MA, USA)をパタニングした鋳
型から、PDMS を転写する（ソフトリソグラ
フィ）により作製した。PDMS マイクロ流路
デバイスをガラスボトムディッシュに設置
し、真空チャンバ内（10kPa）で PDMS を 40
分以上脱気した後、液体培地 20~40 µL を花
柱挿入口から挿入し、流路内を液体培地で満
たした。受粉させた Torenia fournieri の花柱を
1 cm の長さに切り、花柱挿入口に設置した。
その後、T. fournieri から採取した卵巣をバッ
ファー取り出し口に設置した。受粉後、花粉
管は花柱を通過し、マイクロ流路内に進入す
る。ディッシュは湿度を保ったまま、25 ± 
1°C のインキュベーションチャンバー内で
培養した。受粉から 16～20 時間後、誘引率
（Guidance Response Ratio, GRR）を計測した。
マイクロデバイス内花粉管の観察には実体
顕微鏡 (Axio Zoom V16; Zeiss, Germany)と
CCD カメラ(AxioCam MRC; Zeiss , Germany)
を用いた。 
 
４．研究成果 
 花粉管一本を 2 次元空間に閉じ込め、かつ
無理なく伸長させることができる最適なチ
ャネルの高さは 5 µm から 12 µm の範囲であ
ることをつきとめた。また、流路幅は花粉管
の速度に影響を与えず、5 µm から 12 µm の
範囲であれば花粉管一本のみが進入するこ
とが分かった。また、従来のアガロースゲル
を用いた花粉管伸長アッセイと本手法での
花粉管伸長の計測速度を比較すると、後者が
測定値も高く、かつ相対的にバラつきも抑え
られていた（図４）。これは、アガロースゲ
ル上では花粉管は垂直方向にもランダムに
伸長することが要因の一つであると考えら
れる。また、流路内での伸長速度（50.2±9.6 
µm/min）は、in vivo での伸長速度を花柱を通
過する時間から計測した先行研究（約 40 
µm/min）により近い値であるため、本計測法
は従来法に比べ、in vivo により近い環境での
花粉管伸長速度計測が可能であることを示
した。 
 誘引率は、それぞれの流路に進入する花粉
管の数から算出することができる。誘引され
ていない花粉管は、T 字デバイスにおいては、
雌組織（卵巣）へ向かう数と反対方向へ向か
う数が同じであるという仮定のもと、胚珠へ
向かう花粉管の総数は 
 
       (1) 
 
と予測できる（GRR: 誘引率）。一方で、胚珠
と反対の方向へ向かう花粉管の総数は 
 

       (2) 
 

となる。 
胚珠へ向かう花粉管と、逆方向へ向かう花

粉管総数の実測値はそれぞれ 78.1 ± 6.5%、
21.9 ± 6.5% (mean ± S.D., n = 16)となった。胚
珠をおかないコントロール実験においては、
左右のチャネルに向かった花粉管総数はそ
れぞれ 50.3 ± 9.8%と 49.7 ± 9.8% (n = 11)とな
った。結果、花粉管は優位差をもって胚珠に
より誘引され(p < 0.01, Student’s t-test)、T 字デ
バイスを用いた計測では、GRR は 56.2%と算
出できた。 
一方で、十字デバイスを用いた実験では、

胚珠がおかれた方向の流路へ進入する花粉
管総数は 

GRR+E   (3) 
 

と予測できる。E（error）は、胚珠がおかれ
た方向と、その逆方向の流路にたまたま進入
する誘引されていない花粉管の総数である。
胚珠がおかれた方向と、その逆方向の流路に
進入する誘引されていない花粉管の数は同
じ値であると仮定した。胚珠へ向かう花粉管
と、逆方向へ向かう花粉管総数の実測値はそ
れぞれ 65.1 ± 17.8%と 8.2 ± 3.5% (n = 56)とな
った。残りの誘引されていない花粉管は十字
路を直進した。胚珠を設置しない条件で行っ
たコントロール実験では、E の値は同程度で
あった。結果、十字デバイスを用いた実験か
ら算出した GRR は 56.9%となった。二つの異
なる形状のマイクロ流路デバイスを用いた
実験から得られた GRR はほぼ同じ値となっ
たため、本実験条件における GRR は高い信
頼度をもって 56–57%と断定することができ
た。更に、十字デバイスでは、誘引された花
粉管を T 字デバイス（56.2%）に比べて高精
度（87.4%）で回収することができる。この
技術を用いることにより、誘引された花粉管
において、精度の高いトランスクリプトーム
やプロテオーム解析の実現が期待される。 
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