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序論 
 
	
 多くの生物は環境変化に耐え、種の絶滅を防ぐために遺伝的多様性を維持し

ている。遺伝的多様性を維持する為の優れた機構の 1つとして、有性生殖が挙
げられる。異なる異種ゲノムを混ぜ合わせて種内の遺伝的多様性を獲得・維持

するのが有性生殖の意義であるとするならば、近親交配は異種ゲノムの出会

い・混ぜ合わせを妨げ、引いては種内の遺伝的多様性を喪失させて有性生殖本

来の意義を失わせてしまう。また、自殖は相同染色体のホモ化を促進するため、

有害劣性遺伝子のホモ化に起因すると考えられている、いわゆる自殖弱勢を招

く結果につながる。そこで、多くの高等植物は自殖弱勢を回避するために自家

不和合性という近親交配を拒絶する機構を生み出し、発達させてきた。 
 
	
 被子植物が有している自家不和合性とは、同種の花粉と雌ずい間において自

己と非自己を認識し、自殖を回避する機構の 1つである。他家由来の花粉が柱
頭へと受粉した際には、花粉は吸水し、花粉管の発芽、伸長を経て受精へと至

る。一方、自己由来の花粉が柱頭へと受粉した際には、花粉の吸水、花粉管の

発芽、伸長のいずれかが選択的に阻害されることにより受精が回避される。 
	
 この他家・自家受粉時の反応の違いを引き起こす自他識別の分子機構は、Sと
呼ばれる一つの遺伝子座に存在する複対立遺伝子群 (Sハプロタイプ) を想定す
る事で、説明する事が出来る。各 Sハプロタイプは、花粉側の表現型を決定す
る因子 (花粉側因子) と、めしべ側の表現型を決定する因子 (雌ずい側因子) の
両者をコードしており、自家受粉時の様に同一 Sハプロタイプに由来する両因
子が出会うと何らかの自家不和合反応が誘起され、受精が拒否される (de 
Nattancourt, 2001) 。 
	
 本論文において取り扱うアブラナ科植物は、カブやハクサイ (Brassica rapa) 、
キャベツやブロッコリー (Brassica oleracea) 等の重要な野菜を含んでおり、市
販品種の大半は自家不和合性を利用して生産された F1ハイブリッド品種である。
そのため、古くからこれらの植物における自家不和合性の研究が進められてお

り、その中で B. rapaにおいては 100種類以上の Sハプロタイプが存在すること
が推定されている (Nou et al., 1993) 。 
 
	
 アブラナ科植物の柱頭先端は、乳頭細胞と呼ばれる一層の細胞により覆われ

ており、他家由来の花粉がここに受粉した際には、B. oleraceaでは受粉後約 20
〜60分程で花粉の吸水反応が誘起される (Elleman and Dickinson, 1990) 。この乳
頭細胞から花粉への水の供給は、花粉と接している乳頭細胞表面に形成される
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footと呼ばれる構造を介して行われると考えられている。吸水した花粉は花粉管
を発芽して、乳頭細胞内へと侵入し、乳頭細胞壁内を胚珠に向かって伸長させ

ていく (Dickinson, 1995) 。一方、自己由来の花粉を受粉した際には、自己花粉
の吸水、花粉管の発芽、伸長が乳頭細胞上で阻害され受精へと至ることはない。 
 
	
 このようなアブラナ科植物の自家不和合性における自他識別反応にも、先に

述べた雌ずい側因子と花粉側因子の Sハプロタイプ特異的な相互作用が関与し
ていることが推定され、両因子の探索が行われてきた。その結果、雌ずい側因

子としては乳頭細胞膜上で発現する膜貫通型受容体キナーゼ SRK (S receptor 
kinase) 、花粉側因子としては花粉表層に存在する低分子タンパク質 SP11 
(S-locus protein 11、別名 SCR: S-locus cysteine rich) が S遺伝子座上にコードされ
ていることが明らかにされてきた。SP11と SRKは Sハプロタイプ毎に異なる多
型性を有し、同一 Sハプロタイプに由来する SP11と SRKが特異的に相互作用
する結果、SRKの自己リン酸化が誘導されることも示されてきた。すなわち、
アブラナ科植物の自他識別反応は S遺伝子座上にコードされた、いわゆるリガ
ンド−レセプター間のハプロタイプ特異的な相互作用によって制御されている

ことが明らかとなっている (Schopfer et al., 1999; Takayama et al., 2000; Takasaki 
et al., 2000) 。 
 
	
 これら雌雄それぞれの S遺伝子産物が同定された後、アブラナ科自家不和合
性研究における興味は自他識別反応以降のシグナル伝達機構へと向けられ、

SP11/SRKの下流で機能する因子の探索が行われてきた。 
	
 下流因子候補の一つMLPK (M-locus protein kinase) は、自家和合性変異株 B. 
rapa var. Yellow sarsonにおける変異遺伝子として同定された膜結合型キナーゼ
である (Murase et al., 2004) (Fig. 1A) 。MLPKは SRKと細胞膜上で直接相互作用
することで受容体複合体を構成し、自家不和合反応時の SP11による SRKの活
性化を補強する可能性が推測されている (Kakita et al., 2007a; Kakita et al., 
2007b) 。最近の研究により、MLPKは、B. rapaのトルコ系統の花粉を日本系統
の雌ずいに受粉させた際に不和合性を示す一側性自家不和合性にも関与してい

ることが示唆されている (Takada et al., 2013) 。 
	
 また、第 2の下流因子候補として、ARC1 (armadillo repeat containg 1) が、SRK
を baitとした酵母 two-hybrid screeningにより同定されている (Gu et al., 1998) 
(Fig. 1A)。ARC1のアンチセンス抑制株では、完全ではないが部分的に不和合性
が打破された表現型を示すことから、ARC1は自家不和合性を正に制御する下流
因子であると考えられている (Stone et al., 1999) 。ARC1は E3ユビキチンリガ
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ーゼ活性を持つことから、SRK/MLPK受容体複合体によってリン酸化されるこ
とで活性化し、自家受粉時に必須であるタンパク質をポリユビキチン化し、分

解することによって自家不和合反応を誘起するというモデルがこれまでに提唱

されている (Stone et al., 2003) 。さらに、この ARC1を baitとした酵母 two-hybrid 
screeningによって、ARC1の標的因子として Exo70A1が同定されている (Samuel 
et al., 2009) (Fig. 1A) 。Exo70A1は、細胞内小胞輸送に関与する exocyst複合体の
構成因子として知られている。RNAi法により Exo70A1の発現を抑制すると、雌
しべ側において稔性が低下し、形成される種子数の減少が認められた。さらに、

Exo70A1を柱頭において過剰発現させると、部分的ではあるが自家不和合性が
打破されることから、Exo70A1は花粉接着部位への何らかの物質小胞輸送を介
して和合反応を正に制御する因子であり、ARC1によって分解されることによっ
て自家不和合性反応を誘起することが推察されている (Samuel et al., 2009) 。し
かし、ARC1のアンチセンス体も Exo70A1の RNAi体も自家不和合性打破の程
度が限定的であることからこれらの分子を介した経路が自家不和合情報伝達経

路の主経路であるかどうかについては疑問視されている。 
 
	
 これまでに述べた不和合関連因子の同定には、材料として主に強い自家不和

合性を持つ Brassica属の植物 (B. rapa, B. oleracea, Brassica napus) が用いられて
きた。しかし、これらの植物は植物体が大きく世代時間が長いために遺伝学的

解析には適さず、また形質転換効率が著しく低く、分子生物学的解析にも不向

きであった。一方、アブラナ科のモデル植物である Arabidopsis thaliana が、SRK
あるいは SP11の欠落等により自家和合化した植物であることが示され 
(Sherman-Broyles et al 2007; Tsuchimatsu et al., 2010) 、近縁の自家不和合性植物の
Arabidopsis lyrata由来の機能的な SRKと SP11の両遺伝子を特定の A. thaliana系
統に導入することで安定な自家不和合性を獲得することが示されて以来 
(Nasrallah et al., 2004) 、自家不和合性研究は新たな局面を迎えた。当研究室にお
いても、独自に A. lyrata由来の Sb-SRKと Sb-SP11遺伝子を A. thaliana C24系統
に導入すると、安定な自家不和合性を獲得することを確認し (金谷、2008; 武久、
2009) 、この自家不和合性 A. thalianaを用いた情報伝達経路の解析に着手してき
た。その中で特に、本株の乳頭細胞に Ca2+センサータンパク質である Yellow 
Cameleonを発現させた系を作出することにより、不和合受粉時に特異的に乳頭
細胞内の Ca2+濃度が上昇することを発見してきている (矢加部、2009) (Fig. 1B) 。
Ca2+は様々なシグナル伝達系における重要なセカンドメッセンジャーとして機

能していることが広く知られているが (Sanders et al., 1999; Berridge et al., 1999) 、
この不和合受粉時に観察される Ca2+濃度上昇が自己花粉の拒絶に直接関与して
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いるかどうかについては全く不明であった。 
 
	
 そこで、本論文では、不和合受粉時に誘導される Ca2+濃度上昇が自家不和合

性反応を引き起こしているのかどうかを明らかにすることに加え、本変化を惹

起する分子実体を明確にすることを目的として以下の研究を行った。 
	
 第 1章では、まず、不和合受粉時に誘起される Ca2+濃度上昇が SP11によって
直接引き起こされるかどうか、さらにはこの Ca2+濃度上昇が自己花粉を拒絶す

るために必要な現象であるのかどうかを明らかにするために乳頭細胞プロトプ

ラストを用いた新たな実験系の構築を行った。この新規実験系を用いた解析に

より、アブラナ科植物において不和合受粉時に乳頭細胞内で見られる Ca2+濃度

上昇は Sハプロタイプ特異的な SP11と SRKの相互作用により直接誘起される
ことを明らかとした。さらに、熱膨張式レーザーマイクロインジェクション装

置を用いた解析から、乳頭細胞内の Ca2+濃度上昇が花粉の吸水反応を阻害する

ことを明らかとした。 
	
 次いで第 2章では、不和合反応時の Ca2+濃度上昇を誘起する輸送体分子の実

体を明らかとすることを目的とし、まず乳頭細胞プロトプラストと各種輸送体

阻害剤を用いた薬理学的解析を行った。この解析の結果、グルタミン酸受容体

がこの Ca2+濃度上昇に関与する可能性を提示した。さらに、乳頭細胞において

高発現のグルタミン酸受容体分子のナンセンス変異体を TILLING法により取得
し、その中の GLR3.7と GLR3.5の 2分子種が、自家不和合反応時の乳頭細胞内
Ca2+濃度上昇に関わるチャネル分子として機能していることを明らかとした。 
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Fig. 1 アブラナ科植物自家不和合性の分子モデル図  
 
A. ARC1を介した自家不和合情報伝達系分子モデル図。B. 乳頭細胞内 Ca2+濃度

上昇を介した新規の自家不和合情報伝達系分子モデル図。 
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第１章	
 自家不和合性反応と Ca2+動態についての関連解析 
 

1-1 序 
 
	
 アブラナ科植物における不和合受粉時の乳頭細胞内では、アクチン繊維の崩

壊、液胞等の細胞内小器官の構造変化、Ca2+濃度の一過的上昇などの生理変化が

起きることが、これまでに報告されている (Iwano et al., 2007; 矢加部 2009) 。
これらの生理変化は自家受粉時特異的に生じることから、自家不和合性を引き

起こすために何らかの重要な役割を果たしている可能性が示唆される。しかし、

これら自家受粉時に誘起される生理変化が SP11と SRKの相互作用により直接
誘起されているかどうかは明らかとなっておらず、この事実を明らかにするこ

とは困難であった。その理由として、乳頭細胞が持つ性質により不和合反応を

誘起するためには花粉を受粉させることが必須であることが挙げられる。乳頭

細胞は、厚いクチクラ層やワックス層に覆われており、乳頭細胞膜上の SRKへ
と SP11を到達させるためには花粉を受粉させ、これらの層を分解する必要があ
った。そのため、実際に花粉を受粉させる実験系では、上述の乳頭細胞内生理

変化が、不和合性反応である花粉の吸水・発芽阻害に至るまでの原因となる直

接的変化であるのか、または、不和合性反応後に誘起される間接的変化である

のかどうかを明確にすることはできなかった。従って、この問題を解決するた

めには、従来の手法とは異なる新たな実験系が必要であると考えられた。その

新規実験系とは、乳頭細胞由来のプロトプラストを使用するというもので、も

し、生理機能を保持した乳頭細胞プロトプラストを単離することに成功し、SP11
単独処理のみで上述した生理変化のいずれかを再現することができれば、これ

らの生理変化が SRKの下流情報伝達経路において機能する可能性を示すことが
できる。 
	
 	
 そこで、本章ではまず、不和合受粉時に乳頭細胞内で見られる生理変化が、

SP11によって直接的に引き起こされるかどうかを明らかにする為に、乳頭細胞
プロトプラストを用いた新たな実験系の構築を目指した。さらに、新たに構築

した実験系を用いて、不和合受粉時の生理変化、特に Ca2+濃度の変動に注目し、

不和合反応と細胞内 Ca2+濃度変動との関係を調べた。 
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1-2 材料・方法 
 
実験材料 
 
	
 本研究で用いた化学薬品は特に記載のない場合、和光純薬製もしくはナカラ

イテクス製の特級試薬、遺伝子工学用試薬は Takara製のものを用いた。 
 
植物材料 
 
	
 本研究では植物材料として、本学で栽培・維持されている自家不和合性 B. rapa 
S8S8ホモ系統、S9S9ホモ系統を用い、22℃、14時間明期、10時間暗期の条件下
で栽培を行った。また、A. thaliana C24系統も同様に 22℃、14時間明期、10時
間暗期の条件下で栽培したものを用いた。形質転換体としては、A. lyrata由来の
Sb-SRKを発現させた A. thaliana C24 (金谷、2008) 、Ca2+センサータンパク質で

ある Yellow Cameleon 3.60と Sb-SRKの両方を発現させた A. thaliana C24 (矢加部、
2009) を用いた。  
 
 
乳頭細胞プロトプラストの作製 
 
	
 開花当日の B. rapa、または A. thaliana (前日に除雄) の花を摘み取り、柱頭部
分だけを取り出しスライドガラスに並べた。並べた柱頭から、メスを用いて乳

頭細胞部分を切り取り、酵素液 (1.3% (w/v) cellulose Onozuka RS (Yakult), 
0.0075% (w/v) pectolyase y-23 (Yakult), 0.25% (w/v) BSA, 50 mM Mes-Tris (pH5.5), 
2.5 mM CaCl2, 1 M MgCl2, 100 mM KH2PO4, 0.5 M ascorbic acid, 0.55 M sorbitol) に
入れて 23℃、暗下条件で 2時間振盪させた。その後、50 × gで 5分間遠心して
上清を取り除き、プロトプラスト培地 (1 × Murashige and Skoog plant salt mixture 
(日本製薬), 0.1% myo-inositol, 1× B5 vitamin (10 g/l myo-inositol, 1 g/l thiamine-HCl, 
0.1 g/l nicotinic acid, 0.1 g/l pyridoxine-HCl), 10 % sucrose, 0.55 M sorbitol, pH 5.7に
調製したもの) を加えて酵素液を洗浄した。 
 
 
酸化型 Sb-SP11タンパク質の精製 
 
	
 Sb-SP11は、シグナル配列を除く 27残基目以降の成熟タンパク質部分 (Fig. 
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1-3A) について、不安定な N末のグルタミン残基をピログルタミン残基に置換
した形で、 BioSYNTHESIS (TEXAS) に依頼して全化学合成した。合成した
Sb-SP11は、巻き戻し処理の前に dithiothreitol (DTT) (終濃度 100 mM) を加えて
還元処理を行った後、C18 (ODS) カラム (218TP54, Φ4.6 mm x 250 mm, Vydac) 
とアセトニトリル - 0.1% TFA溶媒系を用いた逆相 HPLCに供して精製した。
0.1% TFAで平衡化したカラムを、流速 1 ml/minでアセトニトリル濃度 16% か
ら 40% までのグラジエント条件で精製分画した。分画後のタンパク質は凍結乾
燥後、シナピン酸マトリクス (10 mg/ml sinapic acid in 0.1 % TFA, 33% アセトニ
トリル) 溶液と混合し、MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser Desorption 
Ionization-Time of Flight-Mass Spectrometry) に供し、分子量を測定することによ
り還元型であることを確認した。次に、活性型 Sb-SP11を得るため還元型 Sb-SP11
を 50 mM NH4OAc (pH 7.8) によって 31 µMに溶解し、還元型グルタチオン (終
濃度 0.4 mM) と酸化型グルタチオン (終濃度 0.04 mM) を 10 : 1 の割合で加え、
4℃で 2 日間撹拌して酸化させた。その後、このサンプルを C18 (ODS) カラム
を用いて上と同じ条件で分取した。紫外吸収ピーク (UV220) 毎にタンパク質を
分取し、MALDI-TOF-MSによる分子量測定を行い、酸化型 Sb-SP11の酸化状態
を確認した。分子量の測定は、FlexAnalysis (Burker Daltonics) を用いてスムージ
ングとベースラインで補正して行い、その数値を図中に表記した (Fig. 1-4) 。 
 
 
酸化型 Sb-SP11の生物活性の解析 (バイオアッセイ法) 
 
	
 上述のように分取した酸化型 Sb-SP11が、生物活性をもつかどうかを、Sb-SRK
タンパク質を発現させた A. thaliana C24 形質転換体を用いて調べた。この形質
転換体と野生型のA. thalianaの柱頭に溶媒 (0.05% Tween20) で溶解した Sb-SP11
を一柱頭あたり約 0.1 µl処理し、室温で 1時間程乾燥させた。その後、柱頭に和
合関係となる野生型花粉を受粉させ、室温で 3時間置き、アニリンブルー染色
により花粉管の伸長の有無を観察した (Fig. 1-5) 。 
 
 
乳頭細胞プロトプラストを用いた Ca2+イメージング 
 
	
 B. rapaから作製した乳頭細胞プロトプラストに、Ca2+指示薬である Fluo4-AM 
(Invitrogen) を取り込ませて、細胞内 Ca2+イメージングを行った。まず初めに, 
Fluo4-AM 50 µgに DMSO (Sigma) 10 µl を加えてよく溶解した後、90 µl の 1% 
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Cremophor® EL (Sigma) を加え、Fluo4-AM溶液とした。この溶液を、プロトプ
ラストを含む培地 100 µl に対して 1 µl 加えた。23℃、暗下条件下で 15分間振
盪させ、培地を用いて一度洗浄を行った。その後、プロトプラストをガラスボ

トムディッシュ (PLL-coat ; Matsunami) の上へのせ、共焦点レーザー顕微鏡
LSM710 META (Carl Zeiss) のレーザー480 nm の励起波長を用いて、プロトプラ
スト内に Fluo4-AMが取り込まれたかどうかを確認後、化学合成品 S8-SP11また
は S9-SP11 (Takayama et al., 2001) を終濃度 1 nM となるように加え、プロトプラ
スト全体の Ca2+濃度変化を観察した。取得した画像は、256階調の擬似カラーで
表示した。 
	
 また、A. thaliana C24を用いた Ca2+イメージング実験には、Yellow Cameleon 
3.60と A. lyrata由来の Sb-SRKタンパク質の両方を発現させた形質転換体を用い
た。この植物体から、B. rapaと同様の操作で乳頭細胞プロトプラストを単離し
た。単離した乳頭細胞プロトプラストに、終濃度 10 nM となるように化学合成
品 Sb-SP11を処理し、プロトプラスト全体の Ca2+濃度変化を観察した。SP11を
加えた直後を 0分とし、15秒間隔で経時的に観察を行った。イメージングは、
共焦点レーザー顕微鏡 LSM710 (Carl Zeiss) のレーザー440 nm 励起波長を用い
て CFP (465-495 nm) と YFP (515-555 nm) の 2つの蛍光波長を検出し、それらの
Ratio値は EXCEL softwareを用いて EYFP/ECFPの値を算出した。さらに、それ
らの Ratio画像は画像編集ソフト (ZEN, Carl Zeiss) を用いて EYFP/ECFPの画像
を取得し、256階調の擬似カラーで表示した。 
 
 
レーザーマイクロインジェクション 
 
	
 インジェクション用の針の作製には、ガラスマイクロピペットプラーP-97/IVF 
(Sutter Instrument) を用いて、Heat=748、Pull=50、VEI=40、Time=250の条件で
作製した (田中、2011) 。キャピラリー内へのサンプル溶液の充填方法は、まず、
インジェクトしたいそれぞれのサンプル (H2O, 10 mM CaCl2, 1 mM CaCl2, 0.1 
mM CaCl2, 1000 mM KCl, 1 mM KCl) 10 µlに対して 0.5 mMに調整した蛍光色素
Alexa 546を 2 µl加えた計 12 µlをサンプル溶液として、ここから 3 µlを各キャ
ピラリー内へと毛細管現象を利用して充填した。次に、マイクロローダー 
(Eppendorf) を用いてイオン性疎水溶液 (Nepagene) 、レーザー吸収剤 
(Nepagene) の順に、それぞれ気泡が入らないように充填し、最後に紫外線硬化
樹脂を充填し、紫外線を照射して硬化させた。完成したキャピラリーは、乾燥

を防ぐため、モイストチャンバーに保存して使用した。乳頭細胞へとインジェ
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クションを行う際に、乳頭細胞を固定するための Hold用の市販の針 VacuTips 
(Eppendorf) を使用した。乳頭細胞内へのマイクロインジェクションには、マイ
クロマニピュレーター (Narishige) とレーザー熱膨張式マイクロインジェクタ
ーLTM-1000 (Nepagene) (Okuda et al., 2009) を装着した、広視野顕微鏡 Axio 
Observer (Carl Zeiss) を用いた。A. thalianaの雌ずいをカバーガラスの上に両面テ
ープを用いて固定し、顕微鏡のステージにのせた。インジェクションを行う乳

頭細胞を決め、乳頭細胞の左側を Hold用針で動かないように固定した。次に、
サンプルを充填したキャピラリーをマイクロインジェクターにセットし、乳頭

細胞の右側からインジェクションを行った。インジェクションは約 0.8のレーザ
ー照射強度で行い、サンプルと同時にインジェクションしている Alexa Fluor 546
の蛍光強度を目視により観察し、サンプルがほぼ同程度インジェクトされるよ

う調整した。乳頭細胞へとサンプルがインジェクションされたことを確認した

後、和合関係となる花粉をマイクロマニピュレーターにより受粉させ、花粉の

吸水が起きるかどうかの観察を行った。インジェクションを行う前、直後の

YC3.60の ECFPと EYFPの蛍光強度は 2種類の蛍光フィルター (ECFP ; 480/30, 
EYFP ; 535/40) により検出し、Ratio値 (EYFP/ECFP) の計算はMetaMorph 
softwareを用いて行った。Alexa 546のモニターには、641/75の蛍光フィルター
を用いた。 
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1-3 結果 
 
乳頭細胞プロトプラストの作製 
 
	
 自家不和合性の情報伝達系を解明するために、本章ではまず、SP11単独処理
により自家不和合性反応を観察できるような乳頭細胞プロトプラストを用いた

新たな実験系の構築を目指した。 
	
 A. thalianaあるいは B. rapaの乳頭細胞からプロトプラストを調製する試みは
これまで全く成されてこなかった。そこで、まず、乳頭細胞特異的に発現する

AtS1プロモーター下でVenus標識したアクアポリン (Venus-PIP2:3) を発現させ
た形質転換 A. thalianaを作出し、Venus蛍光を指標に乳頭細胞プロトプラストの
作製条件を検討した。前日に除雄した開花当日の花から雌ずいを取り出し、メ

スを用いて柱頭先端の乳頭細胞部分を切り出した後に一定条件下で酵素処理を

行ったところ、Venus蛍光で細胞膜が標識された大型の乳頭細胞プロトプラスト
を再現性良く回収することに成功した (Fig. 1-1) 。 
	
 同様の方法で、B. rapa の雌ずいからも乳頭細胞の作製を行ったところ、大型
と小型のプロトプラストの両方が確認できたが、小型のものは乳頭細胞直下に

ある組織由来であると推定されたため、直径 30 µm以上の細胞を乳頭細胞由来
であると仮定して以下の実験に使用することにした (Fig. 1-2A, B) 。 
 
 
活性型 Sb-SP11ペプチドの精製 
 
	
 当研究室では、A. lyrataの Sbハプロタイプの SRK (Sb-SRK) を導入した A. 
thaliana形質転換体を、安定な自家不和合性 A. thalianaとして使用している。そ 
こで、A. thalianaの乳頭細胞プロトプラストを使って実験を進める為には、この
Sb-SRKと同ハプロタイプ由来のSb-SP11ペプチドを調製する必要があった。SP11
は、アミノ酸配列内に保存された 8つのシステイン残基を持ち、これら全てが
分子内ジスルフィド結合を形成し、正しく折り畳まれる事で、活性型の花粉側 
因子として機能する事が示されてきた (Takayama et al., 2001; 下里、2002； 
Mishima et al., 2003) 。そこでまず、 Sb-SP11のシグナル配列を除く成熟ペプチ
ド領域 (27番目のグルタミン残基から 81番目のシステイン残基までの領域で安
定化のために N末のグルタミンをピログルタミンに変換したもの、Fig. 1-3A) の
全化学合成を依頼した。得られた合成体を、還元剤で処理した後逆相系の HPLC 
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Fig. 1-1. 形質転換  A. thaliana 乳頭細胞から作製したプロトプラスト  
 
Venus-PIP2:3を乳頭細胞特異的プロモーター (AtS1p) 下で発現させた形質転換
シロイヌナズナから調製した乳頭細胞プロトプラストと(+)の位置で取得した
Venusの蛍光スペクトル。Scale bar: 20 µm。Venusの励起波長は 515 nm、蛍光波
長は 528 nm。 
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Fig. 1-2. B. rapa 乳頭細胞から作製したプロトプラスト  
 
A. 乳頭細胞由来の大型プロトプラスト。B. 乳頭細胞直下の細胞由来の小型プロ
トプラスト。Scale bars: 20 µm。 
 
 
 
 
 
 
 
  

A� B�
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Fig. 1-3. Sb-SP11のアミノ酸配列と逆相 HPLCによる酸化型 Sb-SP11の精製  
 
A. Sb-SP11のアミノ酸配列。赤字下線部は推定シグナル配列を示す。B. 化学合
成 Sb-SP11の酸化物をODSカラム (218TP54, Φ4.6 mm x 250 mm, Vydac) を用い
て、0.1% TFA中のアセトニトリル濃度を 16%~40%まで 48 minかけて上昇させ
るグラジエント溶出 (流速 1 ml/min) により精製した。 
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で精製し、MALDI-TOF-MSにより還元型 Sb-SP11であることを確認した (Fig. 
1-4) 。次に、酸化還元緩衝液系を用いて徐々に Sb-SP11の再酸化を行い (下里、
2002) 、逆相 HPLCに供したところ、ジスルフィド架橋結合が異なる 2つの主要
ピーク(Sb-1、Sb-2) が得られた (Fig. 1-3B) 。MALDI-TOF-MSに供したところ、
両ピークともに酸化型の Sb-SP11を含むことが示された (Fig. 1-4) 。  
	
 そこで次に、いずれの画分に正しく架橋された生物活性のある酸化型 Sb-SP11
が含まれているのかをバイオアッセイ系により調べることにした (Takayama et 
al., 2001) 。各画分の Sb-SP11ペプチド水溶液を、Sb-SRKを発現している柱頭全
体に処理し、完全に乾燥させた後に、和合関係となる野生型花粉を受粉させ、

アニリンブルー染色により花粉管の伸長を観察した。その結果、Sb-2画分に含
まれる Sb-SP11を処理した際には花粉管の伸長が正常に起きることが観察され
る一方、Sb-1画分に含まれる Sb-SP11を処理した際には不和合反応が誘起され、
花粉管の伸長が阻害されることが判明した (Table 1-1, Fig. 1-5) 。以上の結果か
ら、Sb-1画分に含まれる Sb-SP11が花粉因子としての機能を有することが明らか
となり、以下の解析では本画分の Sb-SP11を活性型花粉因子として使用すること
にした。 
 
 
Ca2+イメージングによる乳頭細胞プロトプラスト実験系の確立 
 
	
 カルシウムセンサータンパク質である Yellow Cameleon3.60 (YC3.60) を発現
させた A. thalianaを用いて自家受粉を行うと、乳頭細胞内で Ca2+濃度の上昇が

誘起されることを当研究室矢加部が報告している (矢加部、2009) 。Yellow 
Cameleonは、CFP、カルモジュリン、M13、YFPを順次連結した構成をしてお
り、細胞内の Ca2+濃度が上昇すると、カルモジュリンが 4つの Ca2+を取り込ん

で活性化し、M13を引き寄せる。この構造変化が、結果的に CFPと YFPの分子 
間距離を近づけ FRETを引き起こすため、逆にこの FRET効率を算出することで
細胞内における Ca2+濃度の変化を調べることが可能となっている (Nagai et al., 
2004) 。 
	
 そこでまず、自家受粉時に見られるこの乳頭細胞内の Ca2+濃度上昇が SP11に
よって直接誘導されるかどうかを先に述べた乳頭細胞プロトプラストの系を使

って調べることにした。Sb-SRKと YC3.60を乳頭細胞で共発現させた形質転換
体 A. thalianaから乳頭細胞プロトプラストを作製し、液体培地中に Sb-SP11ペプ 
チドを終濃度 10 nMとなるように加えたところ、添加後約 6分で著しい Ca2+濃

度上昇が観察された (Fig. 1-6A, D) 。一方、異なるハプロタイプである B. rapa  
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Fig. 1-4. 還元型、酸化型 Sb-SP11のマススペクトル  
 
逆相 HPLCにより精製した還元型、酸化型 Sb-SP11の分子量をそれぞれ
MALDI-TOF-MSを用いて分析した。計算上の還元型 Sb-SP11の分子量は、
MW=6462.5 (平均質量) 酸化型 Sb-SP11の分子量は、MW=6454.4 (平均質量) 。 
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Table 1-1. Sb-1、Sb-2画分 SP11の花粉側因子としての生物活性検定結果  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“-”は、溶媒である (0.05% Tween20) のみを柱頭へと処理したコントロールを示
す。 
“和合受粉”は、花粉管の伸長が認められた柱頭の数を示す。 
本実験には、Sb-SP11を受粉させた際に、自家不和合性を示す Sb-SRK発現柱頭
のみを実験に用いた。 
  


�� � (pmol/��)� ��� 	�� �����

��

Sb-1� 0.4� Sb-SRK� WT� 7/10�

0.8� Sb-SRK� WT� 4/11�
1.2� Sb-SRK� WT� 0/12�

Sb-1� 0.4� WT� WT� 2/2�
0.8� WT� WT� 2/2�
1.2� WT� WT� 2/2�

Sb-2� 0.4� Sb-SRK� WT� 7/7�

Sb-2� 0.4� WT� WT� 2/2�

WT� WT� 6/6�-�
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Fig. 1-5. バイオアッセイ法による Sb-SP11の生物活性の解析例  
 
Table 1-1. に示した Sb-SP11の生物検定の判定に用いたアニリンブルー染色
による和合/不和合受粉の典型的な例を示した。  
A. WTの柱頭にWTの花粉を受粉させたもの。B. Sb-SRKを発現させた柱頭に、
Sb-SP11を発現させた花粉を受粉させたもの。C. WTの柱頭に精製した Sb-1画分
SP11を 1.2 pmol/柱頭となるように塗布した後、WTの花粉を受粉させたもの。
D. Sb-SRKを発現させた柱頭に精製した Sb-1画分 SP11を 1.2 pmol/柱頭となるよ
うに塗布した後、WTの花粉を受粉させたもの。矢印は柱頭内に侵入した花粉管
を示し、この花粉管の侵入の有無により和合/不和合受粉の判定を行った。  

♀WT×♂WT� ♀Sb-SRK×♂Sb-SP11�

♀WT+Sb-SP11×♂WT� ♀Sb-SRK+Sb-SP11×♂WT�

A� B�

C� D�
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Fig. 1-6. A. thaliana由来の乳頭細胞プロトプラストを用いた Ca2+イメージ

ング  
 
 (A-C) YC3.6を発現させた乳頭細胞プロトプラストの SP11処理前 (左)と SP11
処理後 6分後 (右)の YFP/CFP ratio画像。Scale bars: 20 µm。 
A. Sb-SRKを発現させた乳頭細胞プロトプラストに Sb-SP11を処理した際の典型
例。B. Sb-SRKを発現させた乳頭細胞プロトプラストに S8-SP11を処理した際の
典型例。C. WTの乳頭細胞プロトプラストに Sb-SP11を処理した際の典型例。 
(D-F) A-CにおけるYFP/CFP ratioの経時変化を各々グラフにプロットしたもの。
いずれも SP11を加えた時点を 0 minとした。 
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由来の S8-SP11を同様に処理した時には、Ca2+濃度上昇は観察されなかった (Fig. 
1-6B, E) 。さらに、YCのみを発現させた A. thalianaを用いて乳頭細胞プロトプ
ラストを作製し、Sb-SP11を処理した時もCa2+濃度上昇は観察されなかった (Fig. 
1-6C, F) 。以上の結果から、本研究により確立した乳頭細胞プロトプラストは
SP11に対する反応性を保持していること、自家受粉時に見られる乳頭細胞内の
Ca2+濃度上昇はSP11とSRKのハプロタイプ特異的な相互作用により直接引き起
こされていることが明らかとなった。 
	
 不和合反応時に誘起される乳頭細胞内 Ca2+濃度の上昇が、アブラナ科植物に

おける自家不和合性において共通の現象であることを確認するために、B. rapa
の S8ホモ系統と S9ホモ系統から乳頭細胞プロトプラストを作製し、Ca2+イメー

ジングを行った。B. rapaは形質転換が難しく、YC3.60を乳頭細胞で発現させる
ことは困難であるため、Ca2+イメージングには Ca2+指示薬である Fluo4-AMを用
いた。Fluo4-AMは脂溶性のアセトキシメチル基が導入されており、これにより
細胞内へと容易に取り込まれる構造をしている。細胞内に取り込まれた

Fluo4-AMは細胞内のエステラーゼにより加水分解され細胞内に拡散し、Ca2+錯

体を作製することにより強い蛍光を発する。S8系統から作製した乳頭細胞プロ

トプラストに Fluo4-AMを取り込ませた後 S8-SP11 (終濃度 1 nM) を処理すると
強い蛍光の上昇が誘起されたが、S9-SP11 (終濃度 1 nM) を処理してもその上昇
は誘起されなかった (Fig. 1-7A, B) 。逆に、S9系統から作製した乳頭細胞プロト

プラストに S8-SP11を処理しても蛍光の上昇は誘起されなかったが、S9-SP11を
処理すると蛍光上昇が誘起された (Fig1-7C, D) 。これらの結果から、自家不和 
合反応時における乳頭細胞内 Ca2+濃度上昇は、アブラナ科植物に共通した現象

であるということが明らかとなった。 
 
 
花粉の吸水反応を指標とした乳頭細胞における Ca2+濃度上昇の効果 
 
	
 これまでの実験から、SRK下流において誘起される乳頭細胞内のカルシウム
濃度上昇が引き金となって、自己花粉の吸水・発芽が阻害されている可能性が

考えられる。この仮説を検証する為に、レーザー熱膨張式マイクロインジェク

ション装置を用いて、乳頭細胞内の Ca2+濃度を人為的に上昇させることにより、

受粉反応への影響を解析することにした。レーザー熱膨張式マイクロインジェ

クション装置は、レーザー吸収剤の高い熱膨張圧を利用して、0.1 µm先端径の
細いガラス針を用いて高い膨圧を持つ植物細胞への試料注入を可能にした装置 
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Fig. 1-7. B. rapa 乳頭細胞プロトプラストを用いた Ca2+イメージング  
 
(A-D) Fluo4-AM処理による B. rapa 乳頭細胞プロトプラストの蛍光画像。A. B. 
rapa S8ホモ系統由来の乳頭細胞プロトプラストに同一ハプロタイプ由来の

S8-SP11を処理したもの。B. B. rapa S8ホモ系統由来の乳頭細胞プロトプラスト

に異なるハプロタイプ由来の S9-SP11を処理したもの。C. S9ホモ系統由来の乳

頭細胞プロトプラストに異なるハプロタイプ由来の S8-SP11を処理したもの。
D. S9ホモ系統由来の乳頭細胞プロトプラストに同一ハプロタイプ由来の

S9-SP11を処理したもの。Scale bars: 20 µm。 
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である (Okuda et al., 2009) 。インジェクションに用いた植物体には、細胞膜ア
ンカー型の Yellow Cameleon (YC3.60pm) を発現させた A. thalianaを用いた。こ
の、YC3.60pmは、C末端に細胞膜アンカー配列である CAAX boxを付加するこ
とで、YC3.60が細胞膜や小胞体膜などに均一に移行し (Fig. 1-8) 、膜直下の細
胞質 Ca2+濃度の変動をより鋭敏に検出できることを期待して設計されたもので

ある (Nagai et al., 2004) 。インジェクションが成功しているかどうかを確認する
ために蛍光色素である Alexa Fluor 546もサンプルと同時にインジェクションを
行った。まず、この装置を用いたインジェクションによる細胞へのダメージが

正常な受粉反応に影響しないかどうかを確かめる為に、Alexa Fluor 546を添加し
た水のみを乳頭細胞にインジェクションし、この乳頭細胞に和合関係となる野

生型花粉を受粉させ、受粉後約 25分後に花粉の吸水が起きるかどうかを観察し
た。その結果、インジェクション後の乳頭細胞では、花粉への水の供給が行わ

れ、花粉が正常に吸水することが確認された。次に、乳頭細胞へ CaCl2水溶液の

インジェクションを行った。その結果、0.1 mM以上の CaCl2水溶液を乳頭細胞

へとインジェクションした時の花粉の吸水率は、水のみをインジェクションし

た時の花粉の吸水率と比較して有意に低下することが示された (Table 1-2) 。ま
た、自家受粉時の乳頭細胞内 Ca2+濃度の上昇率 (YFP/CFP ratioの上昇率
=1.00±0.30) は、0.1 mMと 1 mMの CaCl2を乳頭細胞内にインジェクションした

際の上昇率 (0.74±0.33と 1.20±0.54) の中間値に相当することから、乳頭細胞内
の Ca2+濃度を自家受粉時とほぼ同程度まで人為的に上昇させると花粉の吸水が

有意に阻害されることが明らかとなった (Table 1-2) 。さらに、Cl-の影響ではな

い事を確認する為に、KCl水溶液を乳頭細胞へとインジェクションしたところ、
1 mMから 1 Mまで濃度を上昇させても花粉の吸水反応に影響がないことが示
された (Table 1-2) 。以上の結果は、SP11/SRKの Sハプロタイプ特異的な相互
作用により誘起される乳頭細胞内の Ca2+濃度上昇が何らかの引き金となり、自

己花粉の吸水を阻害していることが強く示唆された。 
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Fig. 1-8. 乳頭細胞における YC3.6pmの局在 
 
YC3.6のシグナルは細胞膜の細胞質側と ER膜において観察された。YC3.6の検
出には、anti-GFP mouse antibody (一次抗体)と 10 nm金コロイド粒子を混ぜた
anti-mouse IgG antibody (二次抗体)を使用した。CW: cell wall, PM: plasma 
membrane, ER: endoplasmic reticulum, V: vacuole. Scale bar: 0.2 µm. 
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Table 1-2. 花粉の吸水反応に及ぼす乳頭細胞への Ca2+インジェクションの

効果  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a “Increase in [Ca2+]” was calculated by (“YFP/CFP ratio just after injections” − 
“YFP/CFP ratio before injections”) and normalized against the corresponding value for 
self pollination (Sb-SRK x Sb-SP11). Data are expressed as means ± s.e. 
b “-” means no injection. 
* P < 0.05 with Fisher’s exact probability test versus the H2O-injected control. 
** P < 0.001 with Fisher’s exact probability test versus the H2O-injected control. 
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10�
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1�

0.36±0.30�
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1.20±0.54�

0.74±0.33�

0.42±0.78�

0.45±0.17�

1.00±0.30�

0.09±0.15�

18/20 (90)�

1/10 (10)**�

2/20 (10)**�

15/25 (60)*�

6/6 (100)�

5/6 (83)�

0/7 (0)�

7/7 (100)�
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1-4 考察 
 
	
 本章では、まず不和合受粉時にみられる乳頭細胞内生理変化が SP11と SRK
の相互作用によって誘起されているのかどうかを明確にするために乳頭細胞プ

ロトプラストを用いた実験系の確立を行った。その結果、SP11に対する反応性
を保持した乳頭細胞プロトプラストを作製することに成功した。また、その乳

頭細胞プロトプラストを使った実験から、不和合受粉時において観察された乳

頭細胞内 Ca2+濃度上昇は、ハプロタイプ特異的な SP11と SRKの相互作用によ
って直接誘起されることが明らかとなった。さらに、レーザーマイクロインジ

ェクションを用いて乳頭細胞内の Ca2+濃度を人為的に上昇させると花粉の吸水

反応が阻害されることも明らかとなった。 
 
	
 これまでのアブラナ科植物における自家不和合性では、ARC1を介した情報伝
達系モデルが提唱されている (Fig. 1A) 。しかし、B. napusの ARC1のアンチセ
ンス発現抑制株が完全な自家和合性を示さないという実験結果や (Stone et al., 
1999) 、ARC1の発現が 1/10程度に低下した B. rapaの自然変異系統が完全な自
家不和合性を保持しているという観察結果 (Rea et al., 2010)、A. thalianaでは
ARC1オーソログ遺伝子は第 2番染色体上	
 (At2g34250-At2g34290) で完全に偽
遺伝子化しており、さらに 58%のアミノ酸同一性の認められる ARC1ホモログ 
(PUB17, At2g28930) まで破壊した T-DNA挿入ラインでも SP11/SRK導入により
自家不和合性を獲得するという実験結果から (Rea et al., 2010; Kitashiba et al., 
2011) 、ARC1がアブラナ科植物の自家不和合性情報伝達系において決定的な下
流因子として機能している可能性は疑問視されてきている。本研究により得ら

れた結果は、これまでに提唱されている ARC1を介した自家不和合情報伝達経
路とは全く異なる情報伝達経路の存在を示唆するものであり、Brassica属と
Arabidopsis属両方の自家不和合性において共通する Ca2+を介した情報伝達経路

が、花粉の吸水阻害に至る自家不和合性情報伝達系の主要経路として機能して

いることを示すものである。 
 
	
 細胞内 Ca2+濃度上昇は、アブラナ科植物の自家不和合性とは異なる機構を有

するケシ科植物 Papaver rhoeasの自家不和合性反応にも関与することが報告さ
れている (Franklin-tong et al., 1993) 。ケシ科植物における自家不和合性反応は、
雌ずい側因子である分泌型低分子タンパク質 PrsS (Papaver rhoeas style S) が、花
粉側因子の 3~5回の推定膜貫通領域を持つチャネル様タンパク質 PrpS (Papaver 
rhoeas pollen S) と結合することにより花粉内で誘起される。両因子が結合する
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と、花粉管側方から Ca2+が流入し、アクチン骨格が崩壊し、最終的に花粉管の

細胞死が誘起されることが示唆されている (Wheeler et al., 2009; Wheeler et al., 
2010) 。さらに、動物の自家不和合性においても Ca2+濃度の上昇という現象が観

察されている。脊索動物尾索類で雌雄同体であるカタユウレイボヤの自家不和

合性は、A遺伝子座と B遺伝子座の 2つにより制御されており (Harada et al., 
2008) 、両遺伝子座はそれぞれ精子側因子であるポリスチン 1様受容体 s-Themis
と卵子側因子であるフィブリノーゲン様タンパク質 v-Themisの両者を発現させ
る。そして、Aと Bの 2遺伝子座産物の各ペアが相互作用した際に自己と認識
し、精子側で Ca2+の流入が誘起され、受精能を喪失することで自家受精を回避

していることが報告されている (Saito et al., 2012) 。このように、被子植物と雌
雄同体生物における自家不和合性の分子機構はそれぞれ異なるが、雌雄因子が

結合した後の Ca2+濃度上昇という現象は、これらの生物が自殖を回避するため

に有している共通した情報伝達機構なのかもしれない。 
 
	
 自家不和合性反応は、自他識別機構という点で自然免疫応答と比較されるこ

とが多いが、情報伝達機構等においても多くの共通点が認められる。特に植物

の自然免疫系においては、Ca2+を介した情報伝達系の関与が報告されている 
(Hodkin et al., 1998; Sanabria et al., 2008; Cheval et al., 2013 ) 。植物は、病原菌が侵
入してきた際に pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) あるいは
microbe-associated molecular patterns (MAMPs) と呼ばれる植物病原菌に存在する
分子群を認識することで、免疫応答を誘導する。これらの病原菌由来の分子群

を認識する特異的な受容体の下流で、一過的な細胞質内 Ca2+濃度の上昇が誘起

されることが報告されている (Lecourieux et al., 2006; Dodd et al., 2010) 。アブラ
ナ科植物における自家不和合性の様に、リガンドと受容体の下流で Ca2+濃度上

昇が観察される例として、病原体由来のエリシターである flg22とその受容体で
ある FLS2 (flagelin sensing 2) (Jewroutzki et al., 2010; Ma et al., 2012) 、翻訳伸長因
子 EF-Tu (elongation factor-thermo unstable) と EFR (Jewroutzki et al., 2010) 、キチ
ンオリゴ糖と CERK1 (chitin elicitor receptor kinase 1) (Wan et al., 2012) が同定さ
れているが、これらの受容体の下流で機能する Ca2+輸送体分子は明らかとなっ

ていない。 
	
 これまでに自然免疫情報伝達系の下流で機能する Ca2+輸送体としては、

CNGC2 (cyclic nucleotide gated channel 2) が変異体の解析により同定されている 
(Ali et al., 2007, Ma et al., 2009) 。CNGC2は cAMPを介してチャネルが開閉する
構造をしており、病原体由来のエリシターが受容体へと結合すると、細胞質内

で cAMPの産生が誘起されることで CNGC2を活性化し、Ca2+を細胞内へと流入
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させると考えられている。しかし、CNGC2以外に自然免疫系で機能する Ca2+

輸送体は未だ明確に発見されておらず、Ca2+輸送体の探索・解析は現在も進めら

れている。 
	
 免疫系において、細胞内 Ca2+濃度上昇が誘導されるまでに要する時間は、エ

リシター処理後数秒から数分以内であることがこれまでに報告されている 
( Lecourieux et al., 2002; Lecourieux et al., 2005; Blume et al., 2000) 。例えば、グラ
ム陰性菌由来のエリシター (lipopolysaccharides) により誘導される Ca2+濃度上

昇は、エリシター処理後 1分以内に誘導されることが明らかとなっている 
(Lecourieux et al., 2002) 。一方、自家受粉時に乳頭細胞内で誘起される Ca2+濃度

上昇は、受粉後約 5分以内に誘導され始め、約 6分後に最大に達することが、
当研究室岩野により観察されている (岩野、未発表) 。これは免疫応答時の Ca2+

濃度上昇速度と比較すると、不和合反応時に誘導される Ca2+濃度上昇の速度は

遅い。その理由としては、自家受粉時には、SP11が乳頭細胞壁へ侵入し、SRK
へと到達する必要があるため Ca2+濃度上昇が誘起されるまでに時間がかかるこ

とが考えられる。従って、細胞壁を取り除いた乳頭細胞プロトプラストを用い

た場合は、花粉を受粉させた時よりも細胞内 Ca2+濃度上昇に要する時間が早く

なることが期待されたが、自家受粉時の速度とほぼ同じであるという結果が得

られた。プロトプラストにおいて Ca2+濃度が上昇するまでに時間を要する原因

は不明であるが、プロトプラスト化に伴い SRKの局在性が失われ、細胞膜全体
に SRKが散在することで活性化までに時間が要する可能性、または、SP11が培
地中に拡散してから、SRKを活性化するまでの速度を反映しているのかもしれ
ない。 
 
	
 続く第 2章では、薬理学的解析と変異株を用いた表現型解析を行い、不和合
反応時に関与する Ca2+輸送体分子を明らかにすることを目指した。 
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第 2章	
 自家不和合性反応に関わる Ca2+輸送体の同定 
 

2-1	
 序 
 
	
 第１章で筆者が行った実験結果から、SP11/SRKの相互作用によって、乳頭細
胞内 Ca2+濃度上昇が誘起されること、また、レーザーマイクロインジェクショ

ン装置を用いて乳頭細胞内の Ca2+濃度を人為的に上昇させると花粉の吸水反応

が阻害されることが明らかとなった。これらの結果は、SP11と SRKの相互作用
において誘起される乳頭細胞内 Ca2+濃度上昇が、花粉の吸水阻害に至る自家不

和合性情報伝達系の主経路として機能していることを示唆しているが、この

Ca2+濃度上昇に関与する輸送体分子については明らかとなっていない。 
	
 本章では、不和合反応時の乳頭細胞内 Ca2+濃度上昇に関与する輸送体分子を

明らかにすることを目的とし、まず、前章において確立した乳頭細胞プロトプ

ラストを用いた薬理学的解析により、輸送体候補因子の絞り込み行った。さら

に、絞り込んだ候補因子の遺伝子に変異を持つ株を取得し、不和合反応時にお

けるCa2+動態の変化を解析することで、自家不和合性反応において機能するCa2+

輸送体分子を明らかにすることを試みた。 
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2-2 材料・方法 
 
阻害剤を用いた Ca2+輸送体候補因子の絞込み 
 
	
 用いた阻害剤は、GdCl3 (Wako)、LaCl3 (Wako)、6,7-dinitroquinoxaline-2, 3-dione 
(DNQX, Tocris)、6-cyano-7-nitroquinoxaline-2, 3-dione (CNQX, Tocris)、   
DL-2-amino-5-phosphonopentanoic acid (AP-5, Sigma)、alloxan monohydrate (Sigma)、
U73122 (Sigma)、trifluoperazine (TFP, Sigma)、verapamil (Sigma), mibefradil (Sigma)、
carboxyeosin (Invitrogen)、KB-r (Sigma)の 12種類を用いた。GdCl3、LaCl3、DNQX、
CNQX、AP-5、alloxan、verapamil、mibefradilはそれぞれ H2Oで溶解し、使用し
た。U73122、TFP、KB-rはそれぞれ DMSOで溶解し、使用した。DMSOは final 
0.1%以下となるように調整し、使用した。 
	
 それぞれの阻害剤をプロトプラスト培地に加えた後 15分程放置した。その後、
前章で記述した「乳頭細胞プロトプラストを用いた Ca2+イメージング方法」と

同様に SP11を加えた後の、細胞内カルシウム濃度の変動を観察した。また、使
用した Ca2+-free培地は、Murashige and Skoog salt mixtureの組成から CaCl2・2H2O
を除いたものをそれぞれ混合し、作製した。次にその組成を示す。21 mM NH4NO3, 
19 mM KNO3, 3 mM CaCl2・2H2O, 1.5 mM MgSO4・7H2O, 1.2 mM KH2PO4, 0.1 mM 
H3BO3, 0.1 mM MnSO4・4H2O, 0.03 mM ZnSO4・7H2O, 5 µM KI, 1 µM Na2MoO4・

2H2O, 0.1 µM CuSO4・5H2O, 0.1 µM CoCl2・6H2O, 0.1 mM Na2-EDTA, 0.1 mM 
FeSO4・7H2O, 0.1% myo-inositol, 1×B5 vitamin, 10% sucrose, 0.55 M sorbitol, pH 5.7
に調整したものを使用した。 
 
 
グルタミン酸受容体阻害剤 AP-5を用いた受粉試験 
 
	
 25 mM AP-5 , 0.025% Tween20 水溶液を Sb-SRKを発現させた A. thalianaの一
柱頭あたり 0.1 µl (AP-5: 2.5 nmol) となるように処理して、室温で 1時間程乾燥
させた。コントロール実験として、0.05% Tween20 のみを柱頭に塗布したもの
も、同時に行った。その後、柱頭に Sb-SP11を発現させた花粉を受粉させ、室温
で 3時間置き、アニリンブルー染色により花粉管の柱頭への伸長の有無を観察
した。 
 
 
RNAiコンストラクトの作製 
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 相補的な二本鎖 RNA を発現させるプロモーターには、柱頭で高発現である B. rapa
の S9 ハプロタイプ由来の SLG プロモーター (2.2 kb) を用いた。SLG プロモーターの

3'末端側に XbaI、KpnI の制限酵素サイト、リンカー領域、XhoI, SacI の制限酵素サイト、

Nos terminator が連結された SLGp/pKRH102 バイナリーベクターは、当研究室杉村に

より既に作製されていたので、これを使用することにした (杉村、2008) 。GLR3.7、 
GLR3.5、GLR3.3、 GLR1.3の 4つの遺伝子に対する RNAiコンストラクトを作
製するために用いた鋳型となる cDNAは、開花当日の A. thaliana C24株の柱頭
から RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN) を用いて抽出した total RNAより、
SuperScript®III (Invitrogen) を用いてオリゴ dTプライマーにより逆転写反応を
行い調整した。それぞれの遺伝子の特異的な配列部分を RNAiの標的領域とし、
標的領域のセンス側、アンチセンス側の両方についてクローニングを行った。

センス側の Forward primerには XhoI, Reverse primerには SacIをそれぞれ付加し、
アンチセンス側の Forward primerには XbaI, Reverse primerには KpnIを付加して
プライマーの設計を行った。使用したプライマーセットの配列を次に示す。 
GLR3.7: アンチセンス側 Forward primer 
(5’-ATCCACTAGTTCTAGATCCCCAACCACGGTGCATA-3’) & Reverse primer 
(5’-TTTCTACAGGACGTGGTACCCAACAGCTTCCCTCTGCTAT-3’), センス側 
Forward primer (5’-GGGAAAAGTGCTCGAGCAACAGCTTCCCTCTGCTAT-3’) & 
Reverse primer 
(5’-GATCGGGGAAATTCGAGCTCTCCCCAACCACGGTGCATAA-3’).	
 
GLR3.5: アンチセンス側 Forward primer 
(5’-ATCCACTAGTTCTAGATCCCCAACCACGGTGCATA-3’) & Reverse primer 
(5’-TTTCTACAGGACGTGGTACCCAACAGCTTCCCTCTGCTAT-3’), センス側

Forward primer (5’-GGGAAAAGTGCTCGAGCCTAATATGTGGCGTCGTTT-3’) & 
Reverse primer 
(5’-CGATCGGGGAAATTCGAGCTCTCACTGTGGAGTTTCGTGAT-3’). 
GLR3.3: アンチセンス側 Forward primer 
(5’-ATCCACTAGTTCTAGAGATCGTGTTGATCCCGATG-3’) & Reverse primer 
(5’-TTTCTACAGGACGTGGTACCACGCGGAGCTCGAATCAGAC-3’), センス側 
Forward primer (5’-GGGAAAAGTGCTCGAGACGCGGAGCTCGAATCAGAC-3’) 
& Reverse primer 
(5’-GATCGGGGAAATTCGAGCTCGATCGTGTTGATCCCGATGT-3’). 
GLR1.3: アンチセンス側 Forward primer 
(5’-ATCCACTAGTTCTAGAAAAGCCGAAACCGTTGGTG-3’) & Reverse primer 
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(5’-TTTCTACAGGACGTGGTACCTGACGGTACAACAGATACGA-3’), センス側 
Forward primer (5’-GGGAAAAGTGCTCGAGTGACGGTACAACAGATACGA-3’) 
& Reverse primer 
(5’-GATCGGGGAAATTCGAGCTCAAAGCCGAAACCGTTGGTGG-3’). 
PCRの反応条件は [95℃, 1min; (95℃, 30 sec; 55℃, 30 sec; 68℃, 30 sec) × 40 
cycles; 68℃, 7 min] で行った。得られた PCR産物は電気泳動後、FastGene 
Gel/PCR Extraction Kit (Nippon genetics co. ltd) を用いてゲルより回収・精製した。
ライゲーション反応は In-Fusion® HD Cloning Kit w/Cloning Enhancer (Clontech) 
を用い、添付のプロトコールに従い行った。バイナリーベクターを XbaI, KpnI
処理し、ゲルより回収・精製した後、アンチセンス側の DNA断片を加え、ライ
ゲーション反応を行った。50℃で 15分処理した後、大腸菌宿主 DH5αを形質転
換し、アンチセンス側のみが導入されたプラスミド産物を得た。次に、このプ

ラスミドをXhoI, SacI処理し、先と同様の方法でセンス側のDNA断片を導入し、
それぞれの RNAiコンストラクトを作製した。作製した発現ベクターは精製後、
Agrobacterium tumefaciens pMP90株に形質転換を行った。 
 
 
A. thaliana C24形質転換体の作出 
 
	
 形質転換に用いた植物体は、既に Sb-SRKと YC3.60の遺伝子を導入した形質転
換体 A. thaliana C24を使用した (矢加部、2009) 。プラスミドを導入した
Agrobacteriumを 60 µg/ml カナマイシン、15 µg/ml ゲンタマイシンを含む LB培
地に植菌し、28℃で一晩培養した。培養したAgrobacterium溶液を遠心分離 (2,300	
 
× g, 5 min, 4℃) を行い、上清を取り除いた。ここに浸潤用懸濁培地 (5%(w/v) 
Sucrose, 500 µl/l FZ-77 (v/v)) を培養した菌液と等量入れ、再び懸濁し遠心分離を
行い、菌体を洗浄した。再び浸潤用懸濁培地を菌液と等量入れ、懸濁を行った。

この懸濁液に、開花した花や果実をあらかじめ取り除いた植物体を浸し、余分

な菌液を落とした後、室温、暗条件下に置いた。24時間後、22℃、14時間明期、
10時間暗期の光周期条件のバイオトロンへと戻し、2~4週間生育させ、種子を
回収した。回収した乾燥種子 0.06 g (約 3000粒) を 50 mlチューブにとり、グリ
ーンベンチ内で 70%エタノール、次亜塩素酸ナトリウム溶液 (次亜塩素酸ナト
リウム溶液を滅菌水で 2倍希釈した溶液に Tween20を数滴加えたもの) で順次
滅菌処理を行った。滅菌水で洗浄した種子を 0.1%寒天溶液にいれ、20 µg/mlハ
イグロマイシンを含む GM培地 (1 × Murashige and Skoog salt mixture, 100 mg/l 
myo-inositol, 1 × B5 vitamin, 1% sucrose, 0.8% agar powder, pH5.7) に播種した。播
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種した形質転換体種子は、4℃、暗所で 3~4日間低温処理を行った後、22℃、14
時間明期、10時間暗期条件バイオトロンで 1~2週間栽培し、選抜を行った。ハ
イグロマイシン耐性を示した株のみを滅菌済みの土へ移した。形質転換体が成

長後、RNAiにより導入遺伝子の発現が抑制されている株を調べるために定量
RT-PCRを行った。定量 RT-PCRに用いた total RNAは開花当日の A. thaliana C24
の柱頭から、RNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN) を用い、添付のプロトコールに
従い、抽出、精製を行った。使用したプライマーを次に示す。 
GLR3.7 RNAi株: GLR3.7_qPCR-F2 (5’-AAGACAACTCAGCACAATGC-3’) & 
GLR3.7 qPCR-R2 (5’-AGAACCATCAATAGGAAGAGC-3’). 
GLR3.3 RNAi株: GLR3.3_qPCR-F (5’-CTCAGCGGAACAAAGTTTTC-3’) & 
GLR3.3_qPCR-R (5’-TACAGAACATTGTGGTCCTATAATC-3’). 
GLR1.3 RNAi株: GLR1.3_qPCR-F 
(5’-GCTCAATGGAAGTAACTACGACAATC-3’) & GLR1.3_qPCR-R 
(5’-TGAATGGCAACGTAAAGTCAACATAC-3’). 
	
 定量的 RT-PCRには、Quanti Fast SYBR Green RT-PCR Kit (QIAGEN) を用いた。
反応液の組成、反応時間は添付のプロトコールに従い、検出は LightCycler®480 
System I (Roche) により行った。内部標準としては GAPDH (At3g26650) を用い、
相対定量の解析には、LightCycler®480 Software release 1. 5. 0 SP4 Version 1. 5. 0. 
39を用いた。なお、内部標準として用いた GAPDHのプライマーには、GAPDH-F 
(5’-GACCTTACTGTCAGACTCGAG-3’) と GAPDH-R 
(5’-CGGTGTATCCAAGGATTCCCT-3’) を用いた。 
 
 
TILLINGによる変異株スクリーニング 
 
	
 TILLINGによる変異株スクリーニングに用いた材料及び方法は、当研究室 Lai
らによって既に確立されているので、それに従い行った (Lai、2012) 。グルタ
ミン酸受容体のゲノムは GLR3.7 (3499 bp) 、GLR3.5 (3441 bp) 、GLR3.3 (3215 
bp) 、GLR1.3 (2962 bp) とサイズが大きいため、それぞれのグルタミン酸受容体
のスクリーニングは、ゲノム領域を 3分割して行い、ナンセンス変異株が取得
できたところでスクリーニングを終えた。本実験で使用した蛍光プライマーセ

ットを次に示した。 
GLR3.7: GLR3.7_F1_Til (5’-FAM-CTTGCTTAGTTCTCTAATCTTCTCA-3’) & 
GLR3.7_R1-2_Til (5’-VIC-CTTCAAGGCGTTTTAGAGTACCT-3’); 
GLR3.7_F2-2_Til (5’-FAM-TGCTCAGAATTTTTGATATAGCG-3’) & 
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GLR3.7_R2_Til (5’-VIC-TAGATGTATCAGAAAATCACCAAGAA-3’); 
GLR3.7_F3_Til (5’-FAM-GAACATCGCATCAATGAAGATT-3’) & GLR3.7_R3_Til 
(5’-VIC-GGTTCTTTACCAGCTTTTTATGT-3’). 
GLR3.5: GLR3.5_F1_Til (5’- FAM-GTTCGATCAGATTTTTTTCTAACTC-3’) & 
GLR3.5_R1_Til_ (5’- VIC-CATCATCACTTTTTAGACTCTCCTT-3’); 
GLR3.5_F2-2_Til (5’-FAM-CAAATCTCTTGGAATGATGGG-3’) & GLR3.5_R2_Til 
(5’-VIC- ATTGTGTGCATACTGTGAGAGAAG-3’).	
 
GLR3.3: GLR3.3_F1_Til (5’-FAM- TGCTGTCTTAATTCGTACCATTTC-3’) & 
GLR3.3_R1_Til (5’-VIC-AACTTATCTAAACCCCGGGCTA-3’).	
 
GLR1.3: GLR1.3_F1_Til (5’-FAM-CGGCATGGGTTTATATAACAAC-3’) & 
GLR1.3_R1_Til (5’-VIC-CTTATCATTTAGTTGGAAATCACCA-3’); 
GLR1.3_F2_Til (5’-FAM-TTCACTTTGAGATGGAGAAAATC-3’) & 
GLR1.3_R2_Til (5’-VIC-CTATTAAGACCCAATGATCTCATTG-3’).  
96-well thermal cycler (Astech) を用い、以下の条件で PCR反応を行った。 
GLR3.7-1: [94℃, 2min; (94℃, 30 sec; 58℃ (-1℃/cycle), 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) 
× 8 cycle; (94℃, 30 sec; 51℃ 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) × 20 cycle; 72℃, 7 min].  
GLR3.7-2: [94℃, 2min; (94℃, 30 sec; 52℃ (-1℃/cycle), 30 sec;72℃, 1 min 30 sec) × 
8 cycle; (94℃, 30 sec;45℃, 30 sec;72℃, 1 min 30 sec) × 20 cycle; 72℃, 7 min]. 
GLR3.7-3: [94℃, 2min; (94℃, 30 sec; 51℃ (-1℃/cycle), 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) 
× 8 cycle; (94℃, 30 sec; 44℃, 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) × 20 cycle; 72℃, 7 min]. 
GLR3.5-1: [94℃, 2min; (94℃, 30 sec; 52℃ (-1℃/cycle), 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) 
× 8 cycle; (94℃, 30 sec; 45℃, 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) × 20 cycle; 72℃, 7 min]. 
GLR3.5-2: [94℃, 2min; (94℃, 30 sec; 52℃ (-1℃/cycle), 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) 
× 8 cycle; (94℃, 30 sec; 45℃, 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) × 20 cycle; 72℃, 7 min]. 
GLR3.3-1: [94℃, 2min; (94℃, 30 sec; 54℃ (-1℃/cycle), 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) 
× 8 cycle; (94℃, 30 sec; 47℃, 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) × 22 cycle; 72℃, 7 min]. 
GLR1.3-1: [94℃, 2min; (94℃, 30 sec; 52℃ (-1℃/cycle), 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) 
× 8 cycle; (94℃, 30 sec; 45℃, 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) × 22 cycle; 72℃, 7 min]. 
GLR1.3-2: [94℃, 2min; (94℃, 30 sec; 52℃ (-1℃/cycle), 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) 
× 8 cycle; (94℃, 30 sec; 45℃, 30 sec; 72℃, 1 min 30 sec) × 22 cycle; 72℃, 7 min]. 
PCR反応が終わった後、ヘテロ二本鎖にするために 95℃, 10 min インキュベー
トし、95℃から 85℃まで温度を下げるときに-2℃/sec、85℃から 25℃まで温度を
下げるときに-0.1℃/secと徐々に温度を下げた。5 µlの PCR産物を CEL 1 
SURVEYOR nuclease (Transgenomic) を加えて 45℃, 15 min 処理した後、5 µlの
150 mM EDTAを加えて反応を止めた。Sephadex G-50 resin (Amersham Pharmacia 
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Biotech) を用いてサンプルの精製を行い、そこに 9.9 µlの Hi-Di Formamideと 0.1 
µlのMapMarker® 1000 size standard (BioVentures) を混ぜた total 10 µlの溶液を精
製後サンプルに加え、95℃で 3分間ヒートショックを行ったものを ABI 3730x1 
(96-capillary) sequencerにかけた。データの解析には、GeneMapper® 4.0 fragment 
analysis software (Applied Biosystems) を用いた。 
 
 
GLR3.7相補試験用コンストラクトの作製 
 
	
 相補試験用のコンストラクトは、まず GLR3.7のプロモーター領域をクローニ
ングし、その後、GLR3.7の cDNAコーディング配列を連結する事により作製し
た。プロモーター領域のクローニングには A. thaliana C24から抽出したゲノム
DNAを用いた。また、GLR3.7のプロモーター領域は Royらの文献で使用され
ているのと同様の領域を使用した (Roy et al., 2008) 。また、プロモーター領域
を増幅するプライマーは、GLR3.7の翻訳開始点 (ATG) の上流 979 bpから下流
15bpまでを増幅するように設計し、クローニングを行ったプライマーは、
GLR3.7p-F(5’-CTGTCGATATCAAAGTGCTGGATTCTCCT-3’) & 
GLR3.7p+ATG-R (5’-AATGCCCAGTCCCATGGAGATAATGCAATC-3’) を用い、
反応は、[94℃, 2 min; (94℃, 15 sec; 55℃, 15 sec; 68℃, 1 min) × 35 cycle; 68℃, 2 
min] で行った。次に、GLR3.7のクローニングを行った。クローニングするため
に鋳型として用いた cDNAは、A. thaliana C24株の葉から RNeasy® Plant Mini Kit 
(QIAGEN) を用いて抽出した total RNAより、SuperScript®III (Invitrogen)を用い
て逆転写反応を行い合成したものを使用した。コード領域を増幅するプライマ

ーは、GLR3.7翻訳開始点の上流 15 bpから終止コドンまでを増幅するように設
計し、クローニングを行った。プライマーには、GLR3.7p+ATG-F 
(5’-GATTGCATTATCTCCATGGGACTGGGCATT-3’) & GLR3.7_cloning-R  
(5’-TCAATTTCGTGGTACCTCAGTATC-3’)を用い、反応条件は [94℃, 2 min; 
(94℃, 15 sec; 55℃, 15 sec; 68℃, 3 min) × 35 cycle; 68℃, 5 min] で行った。それぞ
れ増幅したプロモーター領域と遺伝子領域を連結させるために、これら 2つの
PCR産物を混ぜたものをテンプレートとして、GLR3.7p-F & GLR3.7_cloning-R
のプライマーを用い PCR反応を行った。反応条件は、[94℃, 2 min; (94℃, 15 sec; 
55℃, 15 sec; 68℃, 3 min) × 35 cycle; 68℃, 5 min] で行い、増幅産物は
pCR®8/GW/TOPO®(Invitrogen) に TAクローニングし、塩基配列を確認した。そ
の後、このコンストラクトを EcoRIで処理することで GLR3.7p:GLR3.7部分を抜
き出して、T4 DNA Polymerase (TAKARA) を用いて平滑末端化処理を行い、
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pCAMBIAバイナリーベクターへと導入した。pCAMBIAへと導入するためにま
ず、当研究室で作製された AtS1p/pCAMBIAから HindIIIと BamHI処理により
AtS1p領域を抜き取り、平滑末端処理後、GLR3.7p:GLR3.7とライゲーションを
行い GLR3.7p:GLR3.7/pCAMBIAとした。 
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2-3 結果 
 
薬理学的手法による Ca2+輸送体分子の性状解析  
 
	
 不和合反応時の乳頭細胞内 Ca2+濃度上昇に関与する輸送体分子の実体を明ら

かにするために、まず、Ca2+供給源が細胞膜を介しての細胞外からの流入である

のか、または細胞内小器官からの放出によるものなのかを明確にすることにし

た。まず、細胞外からの Ca2+流入の可能性について検証するため、細胞膜上の

Ca2+チャネルに対する阻害剤の GdCl3と LaCl3の 2種について薬理学的効果を解
析した (Knight et al., 1997) 。各阻害剤を終濃度 1 mMとなるように予め乳頭細
胞プロトプラストの培地に加え、その後 Sb-SP11を処理したところ、Ca2+濃度上

昇が完全に阻害されることが明らかとなった (Fig. 2-1A, B) 。さらに、Ca2+-free
にした培地中の乳頭細胞プロトプラストに Sb-SP11を処理したところ、Ca2+濃度

上昇は誘起されなかった (Fig. 2-1C) 。これらの結果から、不和合反応時に誘起
される乳頭細胞内の Ca2+濃度上昇には、細胞膜を介した細胞外からの流入が必

須であることが明らかとなった。 
	
 次に、この Ca2+濃度上昇に、どのような輸送体、輸送体関連分子が関与して

いるのかを明らかにするために、各種阻害剤を用いた薬理学的解析によって、

候補因子の絞込を行うことにした。使用した Ca2+輸送体阻害剤は次に示すとお

りである。グルタミン酸受容体阻害剤としては、神経伝達系の研究分野で広く

用いられている競合阻害剤である、DNQX、CNQX、AP-5 の 3種類を用いた 
(Michard et al., 2011) 。Cyclic nucleotideによって開閉する CNGC (Cyclic 
nucleotide gated channel) に対する阻害剤として、alloxanを使用した (Ma et al., 
2009) 。また、cAMP作動型陽イオンチャネルを阻害する作用を有したカルモジ
ュリン阻害剤として、 trifluoperazine (TFP) を使用した (Jammes et al., 2011) 。
さらに、Ca2+チャネルそのものに結合することによって細胞内へと Ca2+が流入す

るのを阻害する電位依存性 Ca2+チャネルの阻害剤として、高電位活性型の L型
電位依存 Ca2+チャネル阻害剤には verapamil、低電位活性型の T型電位依存 Ca2+

チャネル阻害剤には mibefradilを使用した (White, 2000) 。Na2+/Ca2+交換機構を

介した Ca2+の流入を特異的に阻害する Na+/Ca2+ 交換輸送体阻害剤として、KB-r
を使用し (Iwamoto et al., 1996) 、Ca2+の排出時に作用する細胞膜型 Ca2+-ATPase 
の阻害剤には carboxyeosinを使用した。また、Ca2+輸送体を直接阻害するもので

はないが、イノシトール三リン酸を介した細胞質 Ca2+濃度上昇に関与するホス

ホリパーゼ C活性を阻害する U73122も使用した (Parre et al., 2007) 。これら阻
害剤の存在下における、Sb-SP11処理前後の ratio値 (YFP/CFP) の変化 (上昇値) 
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Fig. 2-1. 細胞膜局在型 Ca2+チャネル阻害剤、Ca2+-free培地による不和合反
応時の Ca2+濃度上昇の抑制  
 
(A-C) SP11処理後の YC3.60を発現させた乳頭細胞プロトプラスト全体の
YFP/CFP ratioの経時変化をプロットしたもの。A. 1 mM LaCl3で処理した後、

Sb-SP11を加えたもの。B. 1 mM GdCl3で処理した後、Sb-SP11を加えたもの。C. 
プロトプラストを Ca2+-freeの培地に置換し、Sb-SP11を加えたもの。 
いずれも Sb-SP11を加えた時点を 0 minとした。 
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 を、阻害剤未処理の場合と比較することにより、Ca2+流入に関わる輸送体の特

定を試みた (Fig. 2-2) 。その結果、グルタミン酸受容体の阻害剤である AP-5の
存在下で (終濃度 1 mMまたは 0.5 mM) 、Sb-SP11添加により誘起される乳頭細
胞プロトプラスト内の Ca2+濃度上昇が完全に阻害されることが明らかとなった 
(Fig. 2-2) 。以上の結果から、グルタミン酸受容体が自家受粉時における乳頭細
胞内への Ca2+流入に関与するチャネル分子候補であることが示唆された。 
 
 
AP-5処理による自家不和合性の打破 
 
	
 前記実験において自家受粉時の乳頭細胞内への Ca2+流入に関与することが示

唆されたグルタミン酸受容体は、これまで主に動物の神経伝達系で機能する分

子として研究が進められてきた (Traynelis et al., 2010) 。AP-5は、動物では Ca2+

に対して高い透過性を有する NMDA(N-methyl-D-asparate) 型グルタミン酸受容
体の競合阻害剤であり、そのリガンドと成り得る人工アミノ酸 NMDAのアナロ
グである。これまでに、植物においても、AP-5がアミノ酸処理によって誘導さ
れる細胞内 Ca2+濃度上昇を阻害する例も報告されており (Michael et al., 2011; Li 
et al., 2013)、植物細胞においても実績のある阻害剤である。そこで、もしこれら
AP-5感受性のグルタミン酸受容体が実際の自家不和合性反応に関与しているの
であれば、AP-5を予め柱頭に塗布した後に自家受粉すれば、乳頭細胞内への Ca2+

流入が阻害され、自家不和合性が打破される事が期待される。そこで、Sb-SRK
を発現させた A. thaliana C24の柱頭に予め AP-5水溶液を処理し、乾燥させた後
に受粉試験を行った。和合性の野生型花粉を受粉させた場合、AP-5処理の有無
に関わらず、花粉管の柱頭内への伸長が観察された (Fig. 2-3A, B) 。一方、不和
合性の Sb-SP11を発現させた花粉を受粉させた場合には、AP-5処理により自家
不和合性反応が打破され、花粉管が柱頭内へ伸長していく様子が観察された 
(Fig. 2-3C, D) 。 
	
 以上の結果は、グルタミン酸受容体の阻害剤 AP-5が、和合性の受粉には影響
を及ぼさずに自家不和合性反応を特異的に打破することを示唆しており、何ら

かのAP-5感受性グルタミン酸受容体が自家不和合性情報伝達経路の重要な鍵分
子として機能していることを強く示唆した。 
 
 
グルタミン酸受容体 RNAi発現抑制株を用いた不和合反応の解析 
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Fig. 2-2. 各種阻害剤の効果  
 
YC3.60と Sb-SRKを発現させたプロトプラストに各種阻害剤を処理し、Sb-SP11
を添加した後のプロトプラスト全体の Ratio値 (YFP/CFP) の上昇度 (“SP11処
理後最大のRatio値”-“SP11処理前のRatio値”) をControl (-)に対する相対値で示
した。 
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Fig. 2-3. AP-5処理による自家不和合性の打破  
 
(A-D) 柱頭側は、すべて Sb-SRKを発現させた A. thalianaを用いた。A. 柱頭に
AP-5を処理し、WTの花粉を受粉させたもの。B. 柱頭に 0.05% Tween20を処理
し、WTの花粉を受粉させたもの。C. 柱頭に AP-5を処理し、Sb-SP11の花粉を
受粉させたもの。D. 柱頭に 0.05% Tween20を処理し、Sb-SP11の花粉を受粉さ
せたもの。矢印は、柱頭内に侵入した花粉管を示している。  

♂ Sb-SP11�

♂ WT�
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 上記生理学•薬理学的解析から、何らかのグルタミン酸受容体が自家不和合性

反応時の乳頭細胞内への Ca2+流入を誘起する Ca2+輸送体分子として機能してい

ることが示唆された。そこで、実際の自家不和合性反応に関与する乳頭細胞内

グルタミン酸受容体の分子種を特定することを目的として以下の実験を行った。 
	
 ゲノム解析によって、A. thalianaはグルタミン酸受容体の候補として 20種類
の分子種を保持することが示唆されている (Davenport, 2002) (Fig. 2-4) 。当研究
室で行われた、レーザーマイクロダイセクション−マイクロアレイ法による乳頭

細胞の網羅的トランスクリプトーム解析データをもとに (五十嵐、2014) 、乳頭
細胞で特に強く発現しているGLR3.7 (At2g32400) 、GLR3.5 (At2g32390) 、GLR3.3 
(At1g42540) の 3分子種を候補として抽出した (Fig. 2-5) 。さらに、自家受粉後
15 minで乳頭細胞内において発現誘導される GLR1.3 (At5g48410) を 4番目の候
補として抽出した (Fig. 2-5) 。これらの 4候補遺伝子の乳頭細胞における発現を
各々RNAi法により特異的に抑制することを計画し、各遺伝子に特異的な ORF
塩基配列をトリガーとして乳頭細胞で発現させる RNAiコンストラクトを作製
し、Sb-SRKと YC3.60を共発現する A. thaliana C24株 (親株M) にさらに遺伝子
導入した。得られた形質転換体の種子を、新たに導入したハイグロマイシン耐

性を指標に選抜したところ、GLR3.3 RNAi体を 12株、GLR3.7 RNAi体を 3株、
GLR1.3 RNAi体を 4株取得することに成功した。しかし、GLR3.5 RNAi体に関
しては、同様に選抜を行ったが形質転換体を取得することはできなかった。得

られた RNAi体は定量的 RT-PCR法により、各遺伝子の発現抑制の程度を計測し
た (Fig2-6A-C) 。しかし、GLR3.3 に関しては最も発現が抑制された RNAi体 
(GLR3.3-6) で親株の約 1/5、GLR3.7 と GLR1.3に関しては、最も発現抑制され
た RNAi体 (GLR3.7-2と GLR1.3-2) で親株の約 1/2程度までの抑制しか認めら
れなかった。また、いずれの RNAi体も、自家不和合性反応に変化は認められな
かった (Fig. 2-7) 。さらに、これら RNAi体から乳頭細胞プロトプラストを作製
し、Sb-SP11添加時の細胞内 Ca2+濃度変化 (YFP/CFP ratio) を計測したが、親株
と差異は認められなかった (Fig. 2-8A-C) 。 
 
 
TILLING法によるグルタミン酸受容体候補遺伝子変異株の取得と表現型解析 
 
 	
 前述の RNAi法による発現抑制実験では、十分に発現抑制された RNAi体を
取得することが出来ず、自家不和合性反応への関与を明らかにすることは出来

なかった。そこで次に、当研究室において確立された A. thaliana C24株由来の
TILLING用ライブラリーから (Lai et al., 2012) 、上記 4グルタミン酸受容体候補 
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Fig. 2-4. A. thalianaグルタミン酸受容体の系統樹  
 
A. thalianaにおいて同定されている 20種類のグルタミン酸受容体とヒトの
NMDA型グルタミン酸受容体 (Hs NR1) 。 
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Fig. 2-5. 受粉前と不和合受粉 15分後の乳頭細胞におけるグルタミン酸受
容体遺伝子の発現比較  
 
縦軸はシグナル値、横軸は遺伝子名を示す。棒グラフの青色は受粉前の乳頭細

胞において発現しているグルタミン酸受容体の発現量、赤色は不和合受粉後 15
分の乳頭細胞において発現しているグルタミン酸受容体の発現量を示す。 
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Fig. 2-6. 定量的 RT-PCRを用いた RNAi抑制株の発現量解析  
 
(A-C) 定量的リアルタイム PCR を用いて GLR3.3、GLR3.7、GLR1.3 RNAi抑制
株の発現量解析を行った。内部標準は GAPDHを用いて定量をおこなった。A. 
GLR3.3 RNAi 抑制株。B. GLR3.7 RNAi抑制株。C. GLR1.3 RNAi抑制株。 
各グラフの controlは親株である非 RNAi体を示す。 
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Fig. 2-7. RNAi抑制株における花粉管伸長の観察  
 
Control (親株)、GLR3.3 RNAi-6、GLR3.7 RNAi-2形質転換体の柱頭に、cross (WT) 
と self (Sb-SP11) の花粉をそれぞれ受粉させた時のアニリンブルー写真。 
矢印は柱頭内へと侵入した花粉管を示す。 
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Fig. 2-8. RNAi抑制株を用いた Ca2+イメージング  
 
(A-C) RNAi抑制株から作製した乳頭細胞プロトプラストを用いてYFP/CFP ratio
の経時変化を各々グラフにプロットした。各コンストラクトごとに形質転換体

を選抜した時期が異なるため、各形質転換体と同時に播種し、同じ時期・環境

条件で栽培した親株 (control) を比較対象として各々示した。A. GLR3.3-6 RNAi
株 (右図) と control (左図) 。B. GLR3.7-2 RNAi株 (右図) と control (左図) 。C. 
GLR1.3-2 RNAi株 (右図) と control (左図) 。 
いずれも SP11を加えた時点を 0 minとした。 
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遺伝子の点突然変異株をスクリーニングすることにした。探索の結果、エキソ

ン領域に点変異を持つ株を、GLR3.3 について 10株 (Table 2-1) 、GLR3.5 につ
いて 18株 (Table 2-2) 、GLR3.7 について 15株 (Table 2-3) 、GLR1.3 について
22株 (Table 2-4) 取得することに成功した。また、4候補遺伝子の全てにおいて、
アミノ酸コドンが終止コドンへと変化したナンセンス変異株を得ることが出来

たため (Fig. 2-9A, B) 、以降の解析はこれらナンセンス変異株用いて進めること
にした。なお、各遺伝子のナンセンス変異株を各々 GLR3.3_W252X、
GLR3.5_W462X、GLR3.7_W765X、GLR1.3_W491Xと以降表記することにする。 
	
 各々のナンセンス変異株に、交配によって Sb-SRKと YC3.60を導入した株を
作製し、これらの植物体を使ってまず受粉時の表現型の変化の有無を解析した。

和合性の野生株の花粉と、不和合性の Sb-SP11発現花粉をこれらナンセンス変異
株の柱頭に受粉させた後、花粉管の伸長をアニリンブルー染色により観察した。

各ナンセンス変異株におけるアニリンブルー染色の結果は、変異を持たない野

生株の雌ずいに、和合・不和合花粉を受粉させた時と同様の表現型を示し、花

粉の吸水阻害等の自家不和合性反応に変化は見られなかった (Fig. 2-10A-D) 。
次に各々のナンセンス変異株から乳頭細胞プロトプラストを調製し、Sb-SP11処
理時の細胞内 Ca2+濃度の上昇 (Sb-SP11処理前後の YFP/CFP ratioの差) を、野生
株の場合と比較検討した。その結果、GLR1.3_W491Xと GLR3.3_W252X両ナン
センス変異株では、野生株と比較して Ca2+濃度の上昇に差は認められなかった

が (Fig. 2-11A, B) 、GLR3.5_W462Xと GLR3.7_W765X両ナンセンス変異株にお
いては、Sb-SP11処理時に誘導される乳頭細胞プロトプラスト内の Ca2+濃度上昇

が有意に減少することが示された (Fig. 2-11C, D) 。以上の結果は、乳頭細胞で
最も高発現である GLR3.7と GLR3.5の少なくとも 2分子種を含むグルタミン酸
受容体メンバーが自家不和合反応時の乳頭細胞内 Ca2+濃度上昇に関与している

ことを示唆した。 
 
 
GLR3.7の相補試験における不和合反応時の Ca2+濃度上昇の回復 
 
	
 TILLING法により得られた変異株は、検出している遺伝子上の変異以外にも
複数の点突然変異を含むため、野生型の遺伝子を導入して表現型の回復を確認

する相補試験が必要である。そこで、乳頭細胞において最も高発現であり、且

つ不和合反応時の Ca2+濃度上昇が有意に減少していた GLR3.7_W765Xナンセン
ス変異株を用いて相補試験を行った。GLR3.7cDNAを自身のプロモーター下に
繋いだ相補試験用のコンストラクト GLR3.7p:GLR3.7/pcambiaを、Sb-SRKと 
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Table 2-1. TILLINGにより取得した GLR3.3点突然変異株  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

1� G44A� S15N� Homo� Missense�

2� G47A� G16E� Hetero� Missense�

T205C�3� S69P� Hetero� Missense�

G638A�4� D183N� Hetero� Missense�

5� G677A� A196T� Hetero� Missense�

6� G847A� W252X� Hetero� Nonsense�

7� G856A� -� Homo� Sense�

8� T940C� -� Homo� Sense�

C989T�9� R300C� Hetero� Missense�

T1000C�10� -� Hetero� Sense�

GLR3.3�

Position 
form ATG�

Amino acid 
change�No.�

Mutation 
type�

Homo/
Hetero�
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Table 2-2. TILLINGにより取得した GLR3.5点突然変異株  
 
 
 
 
 
 
 
  

1� C197T� A66V� Hetero� Missense�

2� G233A� R78K� Hetero� Missense�

G510A�3� -� Homo� Sense�

G520A�4� E105K� Homo� Missense�

5� G559A� G118R� Hetero� Missense�

6� C579T� -� Hetero� Sense�

7� G633A� -� Hetero� Sense�

8� C646T� L147F� Hetero� Missense�

C705T�9� -� Homo� Sense�

C825T�10� -� Homo� Sense�

C887T�11� S227F� Homo� Missense�

G973A�12� G256R� Homo� Missense�

C1372T�13� L389F� Homo� Missense�

14� G1593A� W462X� Hetero� Nonsense�

15� G1598A� G464E� Hetero� Missense�

GLR3.5�

Position 
form ATG�

Amino acid 
change�No.�

Mutation 
type�

Homo/
Hetero�

16� G1660A� G485R� Hetero� Missense�

17� C1775T� P523L� Homo� Missense�

18� G1959A� G557E� Hetero� Missense�
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Table 2-3. TILLINGにより取得した GLR3.7点突然変異株  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

1� G834A� E172G� Hetero� Missense�

2� G842A� E165K� Hetero� Missense�

C684T�3� S112P� Hetero� Missense�

G2077A�4� D536N� Homo� Missense�

5� G1520A� E391K� Homo� Missense�

6� C1845T� P499L� Homo� Missense�

7� C1856T� P503S� Homo� Missense�

8� C1910T� L521F� Homo� Missense�

G2170A�9� D567N� Homo� Missense�

C3420T�10� R873W� Hetero� Missense�

C3123T�11� -� Homo� Sense�

G3022A�12� W765X� Homo & Hetero� Nonsense�

G2942A�13� P774S� Homo� Missense�

14� C2751T� T675I� Homo� Missense�

15� G2903A� G726R� Homo & Hetero� Missense�

GLR3.7�

Position 
form ATG�

Amino acid 
change�No.�

Mutation 
type�

Homo/
Hetero�
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Table 2-4. TILLINGにより取得した GLR1.3点突然変異株  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

1� A160G� K54E� Homo� Missense�

2� G460A� G123E� Homo� Missense�

G461A�3� -� Hetero� Sense�

G469A�4� G126E� Hetero� Missense�

5� C589T� S166F� Homo & Hetero� Missense�

6� C622T� A177V� Hetero� Missense�

7� G633A� E181K� Homo� Missense�

8� C678T� H196Y� Homo� Missense�

G852A�9� G254R� Homo� Missense�

C886T�10� T265I� Hetero� Missense�

G912A�11� E274K� Hetero� Missens�

C1061T�12� -� Hetero� Sense�

G1151A�13� -� Hetero� Sense�

14� G1230A� E380K� Homo� Missense�

15� C1371T� P427S� Homo� Missense�

GLR1.3�

Position 
form ATG�

Amino acid 
change�No.�

Mutation 
type�

Homo/
Hetero�

16� G1414A� R441K� Hetero� Missense�

17� G1551A� E487K� Hetero� Missense�

18� C1560T� P490S� Homo� Missense�

19� G1565A� W491X� Hetero� Nonsense�

20� C1590T� L500F� Homo� Missense�

21� G1804A� V544I� Homo� Missense�

22� C1945T� P591S� Homo� Missense�
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Fig. 2-9. グルタミン酸受容体ナンセンス変異株の変異箇所  
 
A. GLR1.3、GLR3.3、GLR3.5、GLR3.7遺伝子上でナンセンス変異の入った箇所
を示す (▲) 。B. 動物のイオンチャネル型グルタミン酸受容体とのアミノ酸配
列から予測される変異箇所と動物において推定されているイオンチャネル型グ

ルタミン酸受容体の構造。動物のグルタミン酸受容体としてラットの AMPA型
グルタミン酸受容体 GluRAと NMDA型グルタミン酸受容体 NR2Aのアミノ酸
配列を用いた。A. thalianaナンセンス変異株において変異の入った箇所を赤色で
示し、保存されているアミノ酸を黒色で示した。リガンド結合部位 : (GlnH1、
GlnH2) 、膜貫通領域 : (M1~M4)、ポア領域 : M2 。 
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Fig. 2-10. 各ナンセンス変異株における花粉管伸長の観察  
 
(A-B) ナンセンス変異をWT、Hetero、Homoに持つ株の雌ずいに cross (WT)と
self (Sb-SP11) の花粉を受粉させた時のアニリンブルー写真。矢印は柱頭内に侵
入した花粉管を示す。A. GLR1.3_W491X株を用いた解析結果。B. GLR3.3_W252X
株を用いた解析結果。C. GLR3.5_W462X株を用いた解析結果。D. GLR3.7_W765X
株を用いた解析結果。 

♀1.3_W491X Homo�♀1.3_W491X Hetero�♀WT�

♂cross� ♂self� ♂cross� ♂self� ♂cross� ♂self�
A�

♀WT� ♀3.3_W252X Hetero� ♀3.3_W252X Homo�

♂cross� ♂self� ♂cross� ♂self� ♂cross� ♂self�B�

♀WT� ♀3.5_W462X Homo�♀3.5_W462X Hetero�

♂cross� ♂self� ♂cross� ♂self� ♂cross� ♂self�
C�

♀WT� ♀3.7_W765X Homo�♀3.7_W765X Hetero�

♂cross� ♂self� ♂cross� ♂self� ♂cross� ♂self�D�



 56 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-11. 各ナンセンス変異株における Sb-SP11処理後の Ca2+濃度上昇の解

析  
 
(A-D) ナンセンス変異株をWT、Hetero、Homoに持つ株の乳頭細胞から作製し
たプロトプラストを用いた Ca2+イメージング実験。作製したプロトプラストに

Sb-SP11を添加した後のプロトプラスト全体の Ratio値 (YFP/CFP) の上昇度を、
WTに対する相対値で示したもの。(mean ± S.D.; t-test, * P < 0.05, *** P < 0.001 
compared with WT) 。A. GLR1.3_W491Xを用いた解析結果。B. GLR3.3_W252X
を用いた解析結果。C. GLR3.5_W462Xを用いた解析結果。D. GLR3.7_W765Xを
用いた解析結果。 
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YC3.60の両遺伝子を持つ GLR3.7_W765Xナンセンス変異株へ遺伝子導入し、形
質転換体を 8個体取得した (Fig. 2-12A) 。この 8個体のうち、Sb-SRKと YC3.60
の両方を持つ 6個体について乳頭細胞プロトプラストを用いた Ca2+イメージン

グ実験を行った。その結果、相補試験を行った 6個体中 2個体において、不和
合反応時に誘導される乳頭細胞プロトプラスト内 Ca2+濃度上昇が野生株と同程

度にまで回復していることが観察された (Fig. 2-12B) 。以上の結果から、GLR3.7
が不和合反応時の乳頭細胞内への Ca2+流入に関わる Ca2+チャネル分子の一つで

あることがより強く示唆された。 
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Fig. 2-12. GLR3.7p:GLR3.7形質転換体におけるコンストラクトの導入確認
と Ca2+イメージングによる表現型回復実験  
 
A. ハイグロマイシンを用いた薬剤選抜により得た 8個体 (C1~C8) における
GLR3.7p:GLR3.7、Sb-SRK、YC3.60それぞれの genotyping結果。B. GLR3.7_W765X 
homo (control) 、WT、遺伝子の導入が確認された 6個体の形質転換体由来の乳
頭細胞プロトプラストを用いた Ca2+イメージング実験。作製したプロトプラス

トに Sb-SP11を添加した後のプロトプラスト全体の Ratio値 (YFP/CFP) の上昇
度を、WTに対する相対値で示したもの。 (mean ± S.D.; t-test, *** P < 0.001 
compared with control)  
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2-4 考察 
 
	
 本章における阻害剤を用いた生理・薬理学的解析から、不和合反応時に見ら

れる細胞内 Ca2+濃度の上昇には、乳頭細胞の細胞膜上に存在するグルタミン酸

受容体 (GLR) が関与することが明らかになった。さらに、グルタミン酸受容体
遺伝子のナンセンス変異株を取得し、これら変異株を用いた Ca2+イメージング

の解析と GLR3.7における相補試験の結果から、GLR3.5と GLR3.7を含むグルタ
ミン酸受容体が、自家受粉時に乳頭細胞内へと Ca2+を流入させる Ca2+輸送体分

子である可能性が強く示唆された。 
 
	
 本章では、乳頭細胞プロトプラストを用いた実験により、GLR3.7、GLR3.5の
両ナンセンス変異株において、不和合反応時に誘起される細胞内 Ca2+濃度の上

昇が野生株と比較して有意に減少する事、また、ナンセンス変異株において減

少した細胞内Ca2+濃度上昇がGLR3.7の相補試験により回復することが示された。
これらの結果は、GLR3.7と GLR3.5を含むグルタミン酸受容体が、不和合反応
時において、細胞内 Ca2+濃度の調節に関わるイオンチャネルの実体である可能

性を強く示唆するものである。 
	
 しかし、GLR3.5と GLR3.7のナンセンス変異株においては、不和合反応時の
Ca2+濃度上昇が抑えられていたが、期待した自家不和合性反応の打破といった表

現型は示さなかった。この原因としては、グルタミン酸受容体が形成する受容

体ファミリーの冗長性によることが推測される。A. thalianaが形成するグルタミ
ン酸受容体ファミリーは、アミノ酸配列の相同性が 28%~80%と非常に類似して
いる。さらに、傷害応答時に関与することが報告されている GLR3.3と GLR3.6
は、それぞれの単独変異体においては、部分的な表現型しか示さないが、二重

変異体ではより強い表現型が観察されることから (Mousavi et al., 2013) 、グルタ
ミン酸受容体はファミリー内の幾つかの分子が冗長的に機能していることが推

定される。従って、GLR3.7と GLR3.5の二重変異体を作製すれば、これらの分
子と不和合反応との関係が明確になる事が期待される。しかし、これら二つの

遺伝子はゲノム上で GLR3.7の終止コドンから GLR3.5の開始コドンまでの距離
が 756 bpという近さで隣接しており、組換えによる二重変異体の作製は困難で
あると思われる。RNAiによる発現抑制の系も本研究では上手く機能しなかった
が、近年、ZFNs (zinc finger nucleases) や TALENs (transcription activator-like 
effector nucleases) などの人工ヌクレアーゼを使ったノックアウト実験技術も開
発されてきている (Joung and Sander, 2012) 。A. thalianaにおいても TALENを利
用した変異導入が行われており (Christian et al., 2013) 、今後はこれらゲノム編
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集の実験手法を利用することで、GLR3.7と GLR3.5の自家不和合性への関与を
直接証明することができるものと期待される。 
 
	
 動物のグルタミン酸受容体は中枢神経系に広く分布し、神経伝達において重

要な機能を果たしていることが示されており (Watkins and Jane, 2006) 、大きく
分けてイオンチャネル型受容体と代謝型受容体の 2つに分類されている。代謝
型受容体はそれ自体がイオンチャネルとしての機能を持たない、Gタンパク質
共役型受容体である (Julio-Pieper et al., 2011) 。一方のイオンチャネル型受容体
は、アミノ酸を受容した受容体自体がイオンチャネルとして機能する。このイ

オンチャネル型グルタミン酸受容体は、さらに、AMPA型、NMDA型、KA (kainic 
acid) 型の 3つに分類される(Meldrum, 2000) 。AMPA型は、人工アミノ酸であ
る AMPA (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) を特異的に受容
することから命名され、リガンドとしてグルタミン酸を受容することで、ポア

領域が開口し、イオンチャネルとして機能する。KA型は AMPA型とは異なり、
カイニン酸に強い親和性を有するが、AMPA型と同様の作用機序を示す。一方、
NMDA型は、人工アミノ酸NMDAを特異的に受容することから命名され、AMPA
型とは異なった活性機構を示す。NMDA型は、リガンドとしてグルタミン酸を
受容しただけでは機能せず、グリシンの結合が必要とされる。さらに、活性化

する前の NMDA型のポア領域はMg2+により塞がれており、近くの細胞膜上に局

在する AMPA型の受容体が活性化して膜を脱分極させることでMg2+が外れ、イ

オンを透過させることが示されている。 
	
 また、これらのグルタミン酸受容体は、Na+や K+、Ca2+などの陽イオンを透過

させることが報告されているが、特に NMDA型のグルタミン酸受容体は Ca2+

に対して高い透過性を有することが明らかとなっている (Mayer et al., 1987) 。 
	
 これまでに A. thalianaにおいて同定されているグルタミン酸受容体は、アミ
ノ酸配列の相同性から動物のグルタミン酸受容体と同様の構造をしていると推

定されており (Lam et al., 1998; Davenport, 2002) 、実際に、AMPA型や NMDA
型それぞれのアンタゴニストが植物細胞においても作用する例も存在する 
(Walch-Liu and Forde, 2007; Li et al., 2013) 。また、A. thalianaの GLR3.3は、動物
の NMDA型受容体と同様にグリシンとグルタミン酸に反応し、細胞内 Ca2+濃度

上昇を誘起することから (Qi et al., 2006) 、動物のグルタミン酸受容体と類似し
た点が示唆されている。その一方で、植物細胞にアゴニストである NMDAや
AMPAを処理しても反応がみられないことなどから (Kwaaitaal et al., 2012) 、植
物におけるグルタミン酸受容体が AMPA型や NMDA型などのタイプに分類さ
れるかどうかについては未だ不明である。 
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 本章における生理・薬理学的解析では、NMDA型グルタミン酸受容体の阻害
剤である AP-5を処理した際にのみ、不和合反応時の Ca2+濃度上昇が完全に抑制

され、受粉試験においては自家不和合性が打破されることが明らかとなった。 
これらの結果は、アブラナ科植物における Ca2+を介した自家不和合情報伝達系

においてグルタミン酸受容体が関与していることを強く示唆するとともに、

NMDAが拮抗的に作用しうるリガンドを介して活性化する NMDA型様のグル
タミン酸受容体の存在を示唆するものであると考えられる。 
 
	
 これまでに、A. thalianaのグルタミン酸受容体においてリガンド依存的なイオ
ンチャネルとして同定されているものは、GLR3.4と GLR1.4の 2つのみである。
AtGLR3.4は、ヒト培養細胞 HEK293を用いたパッチクランプの実験により、ア
スパラギン、セリン、グリシンをリガンドとする Ca2+透過型のイオンチャネル

であることが明らかとなっている (Vincill et al., 2012) 。また、AtGLR1.4は、ア
フリカツメガエルの卵母細胞における発現系を用いた解析により、メチオニン、

トリプトファン、フェニルアラニン、ロイシン、チロシン、アスパラギン、ス

レオニンの 7種類のアミノ酸に反応する、リガンド依存的なイオンチャネルで
あることが示唆されている (Tapken et al., 2013) 。 
	
 本研究結果において、不和合反応時に機能する Ca2+輸送体であることが期待

される GLR3.7は、電気生理学的な実験から Ca2+を透過させるイオンチャネルと

して機能していることが示唆されているが、リガンド依存的であるかどうかに

関しては述べられていない (Roy et al., 2008) 。本研究では、リガンド分子の探
索は行っていないが、先述した阻害剤の実験結果から、不和合反応時に機能す

るグルタミン酸受容体を活性化するための何らかのリガンド分子の存在が推察

される。今後は、どのような分子が本反応を誘起するイオンチャネル分子を活

性化するのかを、本研究において確立した乳頭細胞プロトプラストを用いて、

アミノ酸の網羅的な処理によるリガンド分子の探索や電気生理学的実験系の構

築を行うことにより検証する必要があると考えられる。 
 
	
 本研究において不和合反応時に機能することが示唆された GLR3.7を含むグ
ルタミン酸受容体が、花粉管の伸長に関与するということをMichardら (2011) 
が報告している。GLR3.7の T-DNA挿入株では、in vitroで花粉管を伸長させる
と、伸長速度が野生株と比べて遅くなり、花粉側の稔性低下による種子数の減

少という表現型が観察されている。しかし、筆者が行った GLR3.7ナンセンス変
異株の表現型解析では稔性に関する表現型は認めらておらず (data not shown) 、
花粉管伸長への関与に関しては再検討が必要であると思われる。また、花粉管
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の伸長時の Ca2+オシレーションを誘起するグルタミン酸受容体のリガンドとし

ては、柱頭に存在するラセマーゼにより生合成される D-serineが示唆されてい
る。GLR3.7と D-serineとの直接的な関係は未だ示されていないが、花粉側と同
じ GLR3.7を発現している乳頭細胞において和合受粉時に顕著な Ca2+流入が起

こらないことから、GLR3.7には D-serine以外の別のリガンド分子が関与してい
る可能性や、リガンドの結合のみでない複雑な調節系が本受容体の活性化に関

与していることが示唆される。 
	
 動物の神経細胞におけるグルタミン酸受容体の活性化は、エキソサイトーシ

スによりグルタミン酸が細胞外液へと放出され、細胞膜上に存在する受容体の

細胞外に存在するリガンド結合部位へと結合することによって誘導されること

が明らかとなっている。また、A. thalianaにおけるグルタミン酸受容体も、動物
と同様、細胞外にリガンド結合部位が存在すると推定されており (Lam et al., 
1998; Dubos et al., 2003)、さらに、植物においても類似した経路でグルタミン酸
受容体が活性化する例が報告されている。タバコ細胞を用いた防御応答の研究

において、卵菌由来のエリシターであるクリプトゲインによって誘導される細

胞内 Ca2+濃度の上昇にはグルタミン酸受容体が関与していることが示唆されて

おり、この時のグルタミン酸受容体の活性化はエキソサイトーシスによる細胞

内からアポプラストへのグルタミン酸の放出によるものであることが、培地中

のグルタミン酸量の直接定量によって、示唆さている (Vasta et al., 2011) 。自家
不和合反応時におけるグルタミン酸受容体の活性化にも、エキソサイトーシス

による物質分泌が関与しているかどうかは不明だが、SRKからグルタミン酸受
容体の活性化に至るメカニズムの可能性の一つとして、今後検証していく必要

があると考えられる。 
	
 また、動物のグルタミン酸受容体は、リン酸化によりチャネル活性の制御を

受けていることも報告されている。マウスの海馬神経において NMDA型グルタ
ミン酸受容体は、PKA (Protein Kinase A) によってリン酸化され、Ca2+流入が促

進されることが示されている (Skeberdis et al., 2006) 。A. thalianaのグルタミン
酸受容体のリン酸化についての報告は未だ成されておらず、リン酸化と Ca2+チ

ャネル活性との関係は不明である。しかし、SRKの自己リン酸化の下流で SRK
が直接的または間接的にグルタミン酸受容体のリン酸化を引き起こすことでチ

ャネルの Ca2+透過性を調節している可能性も考えられるため、不和合反応時に

おけるグルタミン酸受容体のリン酸化の有無を検証することも重要であると考

えている。 
	
  
	
 ケシ科における自家不和合性では、不和合反応時に大量の Ca2+が花粉側へと
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流入し、その直後に花粉管内のアクチン骨格が崩壊することがこれまでに明ら

かとなっている (Bosch and Franklin-Tong, 2008) 。当研究室においても、不和合
受粉時の B. rapaの乳頭細胞内ではアクチン繊維が崩壊することが示されている 
(Iwano et al., 2007) 。アクチン骨格系は小胞輸送時のレールとして機能すること
が示唆されていることから、これらの骨格系の崩壊により小胞輸送系が上手く

機能しなくなることが推察される。実際、和合受粉時の乳頭細胞内では、和合

受粉に必要であることが予想される何らかの物質が小胞輸送される様子が観察

されているが、不和合受粉時にはそれが起こらなくなることが Safavianらによ
り報告されている (Safavian and Goring, 2013) 。アブラナ科植物においてもケシ
科と同様に、Ca2+流入の後にアクチン繊維の崩壊が起こるかどうかについては未

だ明らかとされていないが、不和合反応時に誘起される Ca2+流入がアクチン骨

格の崩壊を誘導し、小胞輸送が起こらなくなることで自己花粉の拒絶を引き起

こしているのかもしれない。 
 
	
 本研究とこれまでに得られている知見を元に、考えられる新規の自家不和合

性分子モデル図を示す (Fig. 2-13) 。本仮説では、自家受粉時に SP11を受容し
て活性化した SRK-MLPK受容体複合体がリン酸化またはアゴニストの分泌など
何らかの機構を介してグルタミン酸受容体を活性化し、乳頭細胞内への Ca2+流

入を誘起する。その後、アクチン骨格の崩壊、小胞輸送の阻害により、自己花

粉を拒絶するという経路を考えている。今後は、未だ明らかとなっていない自

家不和合反応時におけるグルタミン酸受容体の活性化機構、ならびに、自己花

粉の拒絶に至る Ca2+の下流情報伝達機構を明確にすること、さらには本論文に

おいて確立した乳頭細胞プロトプラストを用いた電気生理学的実験系の構築を

進めていくことがアブラナ科植物自家不和合性情報伝達系を理解するための重

要な課題である。 
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Fig. 2-13. アブラナ科植物自家不和合情報伝達系の新規モデル図  
 
SP11を受容した SRKが活性化後、何らかの機構によりグルタミン酸受容体が活
性化し、乳頭細胞内へと Ca2+の流入が誘導される。Ca2+流入が誘起された後、ア

クチン骨格の崩壊、小胞輸送が起こらなくなることで自己花粉の拒絶に至る。 
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総括 
 
	
 被子植物における自家不和合性は、ダーウィンの時代から知られる植物特有

の現象である。自家不和合性は、種の存続を支える遺伝的多様性の維持だけで

なく、育種学的にも F1ハイブリッド育種を行う上で重要な農業形質であること
が知られている。この自己と非自己を識別し、自己の花粉を特異的に排除する

メカニズムは、多くの研究者の興味を惹くものであり、今日までに数多くの研

究が行われてきている。これまでに、自他識別に関わる分子についてはいくつ

かの系において同定されているが、自己排除に至るまでの情報伝達系の全容は

未だ解明されていない。 
 
	
 アブラナ科植物は、花粉表層の花粉因子 SP11と乳頭細胞膜上の雌ずい因子
SRKの Sハプロタイプ特異的な相互作用を介して自他識別が行われていること
が示された数少ない系であるが、どの様にして自己の花粉の発芽・伸長を阻害

しているのかは未解明のままであった。本研究は、SP11と SRKの相互作用から
花粉の発芽・伸長阻害に至るまでの下流情報伝達機構の解明を目指して、自家

受粉時特異的に認められる乳頭細胞内 Ca2+濃度上昇に着目し、その生理的意義

と Ca2+濃度上昇を誘起する分子の実体を明らかにすることを目的として行った。 
	
 これまでの実験系では、乳頭細胞におけるクチクラ層やワックス層の存在が

障壁となり、自家受粉時に認められる乳頭細胞内の生理変化が SP11によって直
接惹起されているかどうかを確認することができなかった。そこで、筆者は、

まず自家不和合性を付与した A. thalianaの乳頭細胞からプロトプラストを調製
する方法を独自に確立し、Sハプロタイプ特異的な SP11-SRK相互作用の下流で、
乳頭細胞内 Ca2+濃度の上昇が直接的に誘起されることを初めて明らかにした。

また、この結果は、作製した乳頭細胞プロトプラストが SP11に対する一定の反
応性を保持していることを示唆するものでもあった。さらに、自家不和合性 B. 
rapaから調製した乳頭細胞プロトプラストにおいても自己SP11処理による特異
的な Ca2+濃度上昇を示すことを証明し、本反応がアブラナ科植物の自家不和合

性情報伝達系において共通に機能していることを明らかにした。 
	
 次に筆者は、この Ca2+濃度上昇の自家不和合性情報伝達系における生理的意

義を明らかにするために、人為的に乳頭細胞内の Ca2+濃度を上昇させてその効

果を解析する実験を行った。熱膨張式レーザーマイクロインジェクション装置

を用いて乳頭細胞内の Ca2+濃度を自家受粉時と同程度にまで上昇させた後に、

和合性の花粉を受粉させたところ、乳頭細胞から花粉への給水が阻害され、花

粉の吸水率が有意に低下することが示された。本実験により、乳頭細胞内の Ca2+
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濃度上昇が、花粉の吸水阻害に至る自家不和合性反応の主要経路として機能し

ていることが明らかとなった。 
	
 さらに筆者は、自家不和合性反応時の乳頭細胞内 Ca2+濃度上昇を引き起こす

分子実体に迫るため、乳頭細胞プロトプラストを用いた薬理学的解析を行った。

細胞膜局在型の Ca2+チャネルに対する阻害剤、ならびに Ca2+-free培地を用いた
実験結果から、本反応は細胞膜を介した細胞外からの Ca2+流入を介して行われ

ていることが明らかとなった。さらに、より特異的な Ca2+輸送体阻害剤を用い

た解析結果より、NMDA型グルタミン酸受容体の阻害剤である AP-5が、この
Ca2+濃度上昇を完全に抑制することを見出した。また、この阻害剤を柱頭へ前処

理すると自家不和合性が打破されることが示され、AP-5感受性のグルタミン酸
受容体を介した乳頭細胞内への Ca2+流入により、自家不和合性反応が惹起され

ていることが明らかとなった。 
	
 最後に、自家不和合性反応に関わるグルタミン酸受容体分子を特定するため

の実験を行った。当研究室において取得された乳頭細胞トランスクリプトーム

解析のデータをもとに、乳頭細胞内で強く発現している 4つのグルタミン酸受
容体遺伝子を候補として抽出し、当研究室が保有している TILLINGライブラリ
ーから変異株スクリーニングを行ったところ、これら 4つの候補遺伝子全てに
対するナンセンス変異株を取得することに成功した。これらのナンセンス変異

株に交配により SRKおよび YC3.60遺伝子を導入して解析を行った結果、少なく
とも GLR3.7と GLR3.5の 2つのグルタミン酸受容体のナンセンス変異株におい
て、不和合反応時に誘起される乳頭細胞プロトプラスト内 Ca2+濃度上昇が有意

に低下することを見出した。さらに、野生型 GLR3.7を GLR3.7のナンセンス変
異株に導入する相補実験を行ったところ、不和合反応時の Ca2+濃度上昇が野生

株と同程度にまで回復することが確認された。以上の結果により、少なくとも

GLR3.7と GLR3.5の 2分子種を含むグルタミン酸受容体が自家不和合性反応時
における乳頭細胞内への Ca2+流入に関与していることが強く示唆された。	
  
 
	
 	
 本論文により、SRK受容体型キナーゼの下流でグルタミン酸受容体の活性
化が誘導され、その結果 Ca2+流入が起こり、自己花粉の吸水反応を阻害するこ

とが明らかとなった。SRKが SP11を受容し、自己リン酸化した後のグルタミン
酸受容体のチャネルの開口に至るまでのメカニズムは未解明であるが、本研究

において確立した乳頭細胞プロトプラストの系を用いてこの経路が解明されれ

ば、自家不和合性のみならず、グルタミン酸受容体が関与すると予測されてい

る他の植物の生理反応の解明にも貢献することができるだろう。 
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