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はしがき

本報告書は平成1 6年度から平成1 8年度まで､科学研究費補助金(基盤研

究B)によって行なった｢花粉壁構築の分子基盤と花粉情報伝達機構の解明｣ (課

題番号16380002)の成果についてまどめたものである｡

花粉壁の外側を構成するエキシンは､花粉を外界の環境ストレスや病原菌か

ら花粉を保護する役割を持つ｡エキシンの隙間には粘着性のある脂質とタンパ

ク質からなる層であるポーレンコート(pollen coat)がある｡ポーレンコートは

花粉を媒介昆虫などに付着させる役割や､花粉と柱頭の接着､情報伝達などに

関与している｡エキシンを構成するスポロポレニンの前駆体とポーレンコート

は夕べ-ト組織に由来する｡花粉が柱頭に付着すると､花粉から柱頭に何らか

のシグナルが伝わり､その結果花粉が柱頭から吸水して発芽する｡

本研究では､我々が独自に単離したエキシン合成とポーレンコート合成に欠

陥のあるシロイヌナズナのミュータントおよび自家不和合性を示すアブラナを

用いて､花粉のエキシンとポーレンコートの合成に関与する遺伝子を明らかに

するとともに､花粉の吸水シグナル､および､種間不和合性と自家不和合性に

見られる花粉と柱頭の情報伝達に関与する物質の単離･同定および機構解明を

行うことを目的とした｡

本研究により､エキシン合成の足場となるプライムエキシン､および､エキ

シンの柱になるバキュラの形成が胞子体型に支配されることなどを明らかにし

た｡これらの知見は､原著論文として発表するとともに､日本語と英語の総説

を発表した｡ International Journal of Plant Developmental Biologyに掲載予

定の総説は招待執筆(Invited Review)であり､本科学研究費の成果は高く評

価されている｡この総説では､エキシン形成には3つの重要な発育プロセス､

すなわち､ (1)スポロポレニンの合成と沈着､ (2)プライムエキシンの合成､

(3)カロース壁の合成と分解が重要であることをまとめてある｡また､植物

育種学-の応用に関する総説を育種学研究に2報発表した｡
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いてミトコンドリアによる発現制御を受ける核遺伝子の探索

日本植物学会第70回大会(2006年9月13-16日,熊本)

岩田夏子･藤井壮太･鳥山欽哉(2006)イネLD型細胞質雄性不稔性

における稔性回復遺伝子Rf2のマッピング　育種学研究8 (別

2)　p. 94

藤井壮太･小松節子･鳥山欽哉(2006) CW型細胞質雄性不稔イネに

おける稔性回復系統特異的な　ALDH2b　の解析　育種学研究　8

(別2)　p. 306

板橋悦子･風間智彦･鳥山欽哉(2006)　Ld型およびBo型細胞質雄

性不稔イネにおけるミトコンドリアatp6遺伝子の稔性回復逮

伝子による転写後制御　第109　回日本育種学会　2006. 3.

29-30　育種学研究8 (別-1)　p. 112

(3)著書･出版物

西尾剛:植物の性と生殖　三上哲夫編｢植物遺伝学入門｣朝倉書店pp1-32 (2004)

鳥山欽哉･風間智彦:細胞質雄性不稔植物の稔性回復遺伝子の正体とは?　化

学と生物　43 : 212-213 (20()5)

西尾剛･向井康比己･大津良･草場信･鳥山欽哉:遺伝学の基礎　見て分かる

農学シリーズ1朝倉書店(2006) p1-169

(4)特許等

特許

鳥山欽哉･奥崎文子･角康一郎･河合清･清水力｢変異型アセト乳酸シンタ-

ゼ遺伝子を用いた形質転換方法｣ (出願日:平成1 7年5月9日　特願

2005-136186)

-10-



鳥山欽哉･奥崎文子･角康一郎･河合清･清水力｢変異型アセト乳酸シンタ-

ゼ遺伝子を用いた形質転換方法｣ (出願日:平成18年5月9日　国際出

願番号: PCT/JP2006/309622)

鳥山欽哉､用達隆大､内宮博文､山田真紀｢AtBト1を用いた雄性不稔植物の製

造方法｣ (出願日:平成17年'6月14日　特願2005-174312

-ll-



研究成果

エキシン合成とポーレンコート合成に次陥のある変異体の解析

シロイヌナズナのT-DNAタグライン(かずさDNA研究所､ 2,250系統)をスク

リーニングして､雄性不稔を示す変異体を得ていた｡この中で､エキシン合成

に異常のある3種類の変異体(nef, hkm, mojyao)について詳細に解析した｡

変異体nefl(no exl'ne foI･mal1'on i)は開花期に花粉が完全に消失する変異体

である｡プライムエキシンはすかすかでスポロポレニンは小胞子に付着できず

薪腔に蓄積していた｡その後､花粉は断片化して消失した｡ nefl変異体では夕

べ-ト組織中のプラスチドや脂肪体の脂質蓄積に欠陥が見られた｡原因遺伝子

をクローニングしたところ､プラスチド移行シグナルと26個の膜貫通領域を有

するタンパク質をコードする機能未知の遺伝子の突然変異であることがわかっ

た｡

変異体hkmは､ギザギザのエキシンを持つ小胞子を形成するためhackly

ml'cTOSPOre(hkm)と名付けた｡プライムエキシンは極わずかで､スポロポレニ

ンは小胞子にランダムに付着し､ギザギザのエキシンを形成した｡その後､夕

べ-ト細胞の肥大が見られ､小胞子は押しつぶされて消失した｡表現型が類似

している突然変異体の原因遺伝子のいくつかについて､ SNPの有無をスクリー

ニングしたところ､雄性不稔原因遺伝子として報告されているMsl (転写因子)

にSNPを兄いだした｡相補性試験によりMsl遺伝子がhkmの原因遺伝子であ

ることを明らかにした｡

mojyaoと名付けた変異体は､植物体全体が壊性を示し､花糸が短いために自

家受粉が起こらず雄性不稔を示した｡プライムエキシンは薄く､スポロポレニ

ンははじめランダムに小胞子に付着したが､プロバキュラは形成されず､スポ

ロポレニンは満腔に蓄積していた｡しかし､その後､正常な花粉が形成された｡

ラフマッピングを行なったところ､ブラシノステロイドの合成に関わる

DEIWIOLA7ED2遺伝子が原因と考えられたが､相補性試験の結果､異なる遺

伝子が原因であることが明らかとなった｡ mojyao変異体の原因遺伝子同定のた

め､精密マッピングを行なっている｡

これらの変異体は､ -テロの植物の花粉がすべて正常であるため､プライム
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エキシンとバキュラの形成が胞子体型に支配されていることが明らかになった｡

従来の知見では､プライムエキシン形成とプロバキュラ形成は小胞子自身が作

り出してきたと考えられてきたが､両者ともに夕べ-ト組織が作り出している

可能性が強く示唆された｡夕べ-ト組織で作られたスポロポレニンがカロース

壁を通過して､小胞子に沈着するとい′ぅ新たなモデルを提唱した｡

その他の雄性不稔原因遺伝子の解析

かずさDNA研究所で作製したgene trap lineから､新規の薪特異的遺伝子の

スクリーニングを行い､薪特異的にGUSが発現する系統を単離している｡しか

し､導入遺伝子が挿入された系統で雄性不稔を示すものは得られなかった｡こ

の原因と一つとして考えられるのが､機能を相補する遺伝子の存在である｡そ

のため､単離した遺伝子と高い相同性を示す遺伝子を利用した機能解析をする

こととした｡ At5g39930に挿入をもつgene trap lineは薪において強いGUS発

現は観られるが､不稔性等の表現型は示さなかった｡そこでAt5g39930と高い

相同性をもつAt3g04680 (AtCLPl遺伝子)の遺伝子破壊系統を取得して解析し

た｡ At3g04680にT-DNAの挿入をもつ-テロ個体の後代において遺伝子型を調べ

たが､ T-DNAの挿入をホモにもつ個体は得られることができなかった｡ -テロ個

体の花粉をAlexander染色､走査型電子顕微鏡(SEM)で観察した結果､野生型

花粉との違いは観察されなかった｡このことより､ AtCLPl遺伝子は雄性側で働

く場合は花粉管伸張時に働くと考えられた｡

タペート組織のプログラム細胞死と花粉壁構築

薪の夕べ-ト組織は､花粉の発達において重要な組織であり､発育後期にプ

ログラム細胞死を起こすことが知られている｡そこで､人為的に夕べ-ト組織

の細胞死を操作して花粉壁構築に及ぼす影響を調査したo BaxとAtB_卜1のcDNA

を夕べ-ト組織特異的に発現誘導するOsg6BプロモーターとLTP12プロモータ

ーに連結してシロイヌナズナに導入した｡本研究により､正常な花粉壁構築に

は夕べ-ト組織のプログラム細胞死が必須であり､細胞死のタイミングが重要

であることが明らかとなった｡プログラム細胞死の始動のシグナルが四分子期

に存在することを初めて示唆した｡育種工学的応用に関して特許を申請した｡
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花粉吸水シグナルに関する花粉情報伝達機構の解明

花粉壁に存在するポーレンコートに異常があり､柱頭上において花粉の吸水

反応がおこらず､花粉管の発芽がおこらないシロイヌナズナの雄性不稔変異体

flplを得ていた.この変異体を利用し､花粉と柱頭の相互作用､すなわち､花

粉場伝達機構に関わる遺伝子を探索することを目的とした｡ faceless

pollenll(flpl)と名付けたこの突然変異体は胞子体型雄性不稔を示し､エキシ

ンの網目状の模様がほとんど消失し､エキシンの構成物質であるスポロポレニ

了の合成に異常があると考えられた｡高湿度条件下では花粉が発芽するため､

flpl変異体における雄性不稔の原因は､異常な花粉壁によるものではなく､ポ

ーレンコートに花粉の吸水シグナルが欠如しているためと考えられた｡

flpl変異体ホモ個体から得た種子にEMS処理を行い､そのM2世代において花粉

の吸水反応が復帰する変異体のスクリーニングを行った｡現在までに約20,000

個体のスクリーニングを行ったが､目的の変異体は得られなかった｡さらなる

スクリーニングが必要であると考えられる｡

花粉と柱頭の不和合性に関する花粉情報伝達機構の研究

アブラナ科植物の自家不和合性の花粉側認識物質としてSPllが明らかにされ

ている｡ DNAシャツフリングとinvitromutagenesisを用いてSPllの変異遺伝

子を作製し､バイオアッセイあるいは形質転換植物を用いて自家不和合性の認

識特異性の変化を調査した｡その結果､ SPllの特定の領域RegionHIとRegionV

が認識特異性に重要であることがわかった｡さらに､その変異の機構を明らか

にした｡

種問不和合性は､多数の系統を用いた解析から､単純な質的形質ではなく量

的形質であることが分かったため､QTL解析を行うための多数のDNA多型マーカ

ーを作成することとした｡独自のDNAマーカー(SNPマーカーまたはPCR-RF-SSCP

マーカー)を開発した｡種間不和合性に関わる遺伝子のラフマッピングをするた

めの準備が整ったと考えている｡
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まとめ

花粉情報伝達機構の解明には到らなかったが､花粉壁構築の分子基盤に関して

は大きな進展があり､新たな花粉壁構築のモデルを提唱した｡本研究の成果は､

遺伝子工学的手法を用いた雄性不稔作出技術と一代雑種に応用できると期待さ

れる｡それらの可能性については､次の2報の総説で詳しく記述している｡

有泉亨･鳥山欽哉:シロイヌナズナの核遺伝子雄性不稔における研究の現状と

応用-の展望　育種学研究6 : 195-203 (2004)

有泉亨･鳥山欽哉:遺伝子工学的手法を用いた雄性不稔作出技術と一代雑種　育

種学研究9 :印刷中(2007)
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解析した変異体の特徴 

三記A,諾B/ft花粉 

neflすかすか付着できずエキシンなし 
Loculeに蓄積断片化.消失 

hk-pごくわずか妄諾舎誓苦ン竺憲芸ぺ-トに 

-ojyao薄い?.Fuu,:{言,S'憲芋着正常花粉 

ヘテロ植物の花粉はすべて正常､胞子体型に制御されている 

-プライム工手シンとプロバキユラは夕べ-ト組織が作る 
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