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研究成果の概要（和文）：被子植物の生殖は、花粉の柱頭への付着（受粉過程）ではじまり、花粉管の胚珠への
誘引を経て受精が成立する。これら一連の過程では、雌蕊と花粉との細胞間コミュニケーションにより適切な花
粉（和合花粉）が選抜される。研究代表者はこれまでに、この細胞間コミュニケーションに、Ca2+や活性酸素が
関与することを示し、和合花粉の発芽・伸長を誘導する雌蕊側のCa2+輸送体を同定してきた。本研究では、細胞
生物学的解析により、和合受粉時の乳頭細胞内で細胞内膜系と細胞膜との密接な相互作用を可視化し、生化学的
解析により、受粉時の乳頭細胞膜で機能するCa2+輸送体と相互作用する分子種を見出した。

研究成果の概要（英文）：In the Brassicaceae, intraspecific non-self pollen (compatible pollen) can 
germinate and grow into the stigmatic papilla cells, while self pollen or interspecific pollen are 
rejected at this stage. However, the mechanisms underlying this selective acceptance of compatible 
pollen remain unknown. Here, analysis of live-cell imaging and three dimensional tomography using 
Scanning Transmission Electron Microscope (STEM) visualized the interaction between cell membrane 
and interacellular memberane during compatible pollination, and biochemical analysis clarified the 
molecules interacting with Ca2+ transporter in the papilla cell membrane.

研究分野：植物生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
研究代表者はアブラナ科植物の自家不和
合性における花粉側の認識物質として花粉
表層に存在するシステインに富んだ小型タ
ンパク質 SP11 を同定し（Suzuki et al., 
1999; Schopfer et al., 1999; Takayama et 
al., 2000）、SP11 が乳頭細胞膜上の SRK と相
互作用し、SRK のリン酸化を誘起することで
自家不和合性反応がおこることを明らかに
してきた(Takayama et al., 2001)。また、
SRK リン酸化の下流では、細胞内 Ca2+濃度が
著しく上昇し、それが自己花粉の拒絶に繋が
ることも明らかにしている。一方で、他家受
粉時の乳頭細胞と花粉間の細胞間コミュニ
ケ ー シ ョ ン に つ い て は 、 Arabidopsis 
thaliana の不稔の突然変異体の解析で、花粉
表層のタンパク質や脂質が花粉の吸水に必
要であることが報告され（Preuss et al., 
1993; Jacob et al., 2000; Emily et al., 
2009; Ishiguro et al., 2010）、乳頭細胞側
の情報伝達系については、エキソサイト―シ
スに関わる分子が関与するという報告があ
るが(Hsu et al., 2004; Samuel et al., 2009)、
和合認識反応の詳細は不明であり、和合受粉
時に誘起される情報伝達系についての研究
は進んでいない。 
研究代表者はこれまでに、この細胞間コミ
ュニケーションに、Ca2+や活性酸素が関与す
ることを示し、和合花粉の発芽・伸長を誘導
する雌蕊側の Ca2+輸送体を同定した。さらに
GFP レポーターアッセイと免疫電顕法により
本分子種は細胞膜とゴルジベシクルに局在
し、受粉時には花粉発芽部位に集積する結果
から、和合受粉時の Ca2+輸送にかかわってい
ることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究では、アブラナ科植物のA. thaliana
を用いて、分子生物学的・細胞生物学的解析
と生化学的解析を包括的に行なうことによ
り、和合受粉から受精に至る過程での花粉・
雌蕊細胞内における Ca2+を介した情報伝達系
の実体を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
和合・不和合受粉過程における Ca2+を介
した情報伝達系の詳細を分子レベルと細胞
レバルで明らかにするために、以下の研究
を進めた。 
１）ライブセルイメージングによる和合・不
和合受粉時の乳頭細胞内形態変化の時系列
的解析 
２）走査透過型電子顕微鏡 (STEM)トモグラフ
ィーによる乳頭細胞微細構造の３次元的解
析 
３）プロテオーム解析による Ca2+輸送体の輸
送活性の制御因子の探索 
 
４．研究成果 
１）ライブセルイメージングによる和合・不

和合受粉時の乳頭細胞内形態変化の時系列
的解析 
 和合・不和合受粉時の液胞、小胞体、トラ
ンスゴルジネットワークの動態を調べた。 
液胞については、液胞膜局在型SNAREにGFP
を融合させたコンストラクト（京都府立大佐
藤雅彦准教授から供与していただいた）を B. 
rapaの乳頭細胞で高発現のSRK遺伝子のプロ
モーターの下流に繋ぐことで
BrSRKpro::VAM3-GFP を作製し、自家不和合性
シロイヌナズナに導入して乳頭細胞の液胞
膜を可視化した。動態解析の結果、野生型 C24
系統の花粉を受粉させた時（和合受粉時）に
は常に細胞膜近傍に位置し、液胞が乳頭細胞
の上部を占有していた。一方、Sb-SP11 導入
植物体の花粉を受粉させた時（不和合受粉
時）には、受粉約 5分から 10 分後にかけて、
花粉直下の領域では液胞膜が集積し、大型の
中心液胞は乳頭細胞下部に位置していた。 
ER については、GFP の C末端に ER 貯留シ
グナル HDEL 繋いだコンストラクトを上記と
同様に乳頭細胞で発現させて観察した。その
結果、和合受粉時には、ERは乳頭細胞先端部
で細胞膜近傍と内部で常に形を変えながら
動いている様子が観察された。一方、不和合
受粉時には、受粉約 5分から 10 分後にかけ
て、花粉直下の領域に GFP 蛍光が集積してい
た。 
トランスゴルジネットワーク(TGN)につい
ては、TGN 局在型 SNARE に GFP を融合させた
コンストラクトを上記と同様に乳頭細胞で
発現させて観察したところ、乳頭細胞先端で
は受粉前に比較して花粉直下の細胞膜周辺
に位置していたが、不和合受粉時には、受粉
6 分後くらいにGFP蛍光が乳頭細胞先端に集
積していた。 
上記のように、受粉約 5分から 10 分後に
かけて、和合受粉時と不和合受粉時で差異が
見られ、不和合受粉時に乳頭細胞先端部での
オルガネラの集積が示唆されたが、その形状
の詳細は把握できず、細胞膜との位置関係も
明確ではなかった。 

 
２）走査透過型電子顕微鏡 (STEM)トモグラフ
ィーによる乳頭細胞微細構造の３次元的解
析 
和合・不和合受粉時の乳頭細胞における細
胞内膜構造の形態変化を詳細に解析するた
めに、受粉後 5分の柱頭を用いて急速凍結・
凍結置換法により電顕試料の作製を行なっ
た。厚さ 0.7-2 µmの切片を作製し、
10,000-40,000 倍の倍率でそれぞれ傾斜角度
±70°の範囲で STEM 投影像を取得し、画像
解析により再構成像を構築した。 
その結果、未受粉の乳頭細胞上部では液胞
がほとんどの容積を占め、その周囲にゴルジ
体、ER、ミトコンドリア、葉緑体が散在して
いたが、和合受粉後の乳頭細胞では、花粉の
吸水時期に、中心液胞の液胞膜が細胞膜に接
近あるいは接触していること（図１）、また



花粉管侵入のための細胞壁の分解が進んで
いること、さらにその分解がゴルジ体を介し
たベシクル輸送と関連していることが示唆
された。 

 
図 1-1．和合受粉時の液胞（再構成像の一部） 

 
図 1-2．再構成像の 3次元カラー表示（緑：
クチクラを含む細胞壁の最外層、橙：細胞壁
の内層、ピンク：細胞膜、青：液胞） 
厚さ：2 µm 、倍率 10,000 、デジタルスライ
ス厚み 10.8 nm、Z 軸方向：109 枚 
 
一方、不和合受粉後には、細胞壁の膨潤・
分解、細胞膜の陥入は見られず、中心液胞は
細胞膜から離れ、中心液胞膜と連続した小型
液胞が細胞膜との間に存在すること（図２）、
細胞膜と平行に位置している ERの他に、塊
状の ERが存在することが明らかになった。 

 
図２．不和合受粉時の液胞（再構成像の一部） 

 
図 2-2．再構成像の 3次元カラー表示 （緑：
クチクラを含む細胞壁の最外層、橙：細胞壁
の内層、ピンク：細胞膜、青：液胞） 
厚さ：2 µm、倍率：10,000、デジタルスライ
ス厚み：10.8 nm、Z 軸方向：115 枚 
 
以上の結果から、和合受粉過程においては液
胞膜、あるいは TGN などの細胞内膜と細胞膜
との密接に相互作用が見られ、これらのオル
ガネラを介して乳頭細胞から花粉へイオン
や水の輸送が起きていることが示唆された。
一方、不和合受粉時には乳頭細胞先端部での
細胞内膜系の集積が見られ、不和合受粉時特
異的な乳頭細胞先端部でのカルシウム濃度
上昇との密接な関係が示唆された。 
 
３）プロテオーム解析による Ca2+輸送体の輸
送活性の制御因子の探索 
これまでに、受粉後と花粉表層部物質付着
後に A. thaliana 柱頭で発現誘導される
Autoinhibited Ca2+-ATPase (ACA) 13 を同定
し、この遺伝子欠損株では花粉の発芽が遅延
することを明らかにしている。そこで、ACA13
と相互作用する因子を探索するために、
ACA13-GFP を乳頭細胞で高発現する植物から、
受粉前と受粉後15分の柱頭をそれぞれ2,000
個集めて、GFP 抗体で免疫沈降し、ACA13-GFP
膜画分を濃縮し、オービトラップ型の
LC/MS/MS 分析装置で解析して、膜画分に含ま
れるタンパクを探索した。その結果、カルモ
ジュリン様タンパク質やエキソサイトーシ
スと関与する分子種などとの相互作用が確
認できた。 
今後、これらの分子種の機能解析を行うこ
とで、和合・不和合受粉時の Ca2+を介した情
報伝達系が明らかになると考えている。 
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