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1.　はじめに

植物の生殖過程には，生殖細胞に特徴的な細胞の伸長や融

合，ダイナミックな細胞運命決定など，細胞生物学的に興味

深い現象が多く存在する．1900 年代の中頃より，花器官の

電子顕微鏡観察によって生殖過程の様々なステージが捉えら

れはじめたものの，固定サンプルを用いた解析では，この過

程を網羅的に追うことは困難であった．

まず，本稿で紹介する被子植物の受精について，その概略

を説明したい．陸上植物のなかで現在最も種数が多いのが，

被子植物である．被子植物が乾燥した陸上の環境において繁

栄できた要因として，水を必要とせず，次世代を担う胚とそ

の栄養組織となる胚乳とを素早く形成することのできる独自

の受精戦略を獲得したことが挙げられる．この受精様式は，

「重複受精」と呼ばれる．重複受精では，雄性配偶体である

花粉の中に含まれる 2 つの雄性配偶子（精細胞）が，花粉か

ら発芽した花粉管と呼ばれる管により，将来種子となる胚珠

組織へと運ばれる．胚珠の中には，2 つの異なる雌性配偶子

である卵細胞および中央細胞と，2 つの助細胞が含まれる．

花粉管は助細胞から分泌される分泌タンパク質 LUREs に

よって正確に胚珠へと導かれる 1,2）．助細胞に到達した花粉

管が破裂することで，2 つの精細胞は胚珠内へと放出され，

卵細胞および中央細胞とそれぞれ受精する（図 1A，B）．卵

細胞と精細胞の受精により胚が，中央細胞と精細胞の受精に

より胚乳がそれぞれ形成され，胚珠は種子へと発達する．こ

のように，被子植物では，花粉管が精細胞を直接受精の場で

待つ卵細胞と中央細胞のもとへと放出することで，水の少な

い環境でも次世代を作ることができる．

重複受精の場である胚珠組織は，植物の花器官の中でも雌

しべの子房に覆われた深部に存在しており，この一連の過程

を生きたまま観察することは困難であった．近年，顕微鏡技

術の発展と顕微鏡下で受精を再現する実験系の開発により，

重複受精のライブイメージング解析が盛んに行われはじめ

た．本稿では，モデル植物シロイヌナズナを用いたライブイ

メージング解析によって明らかとなった，ダイナミックな重

複受精の仕組みを中心に，最近の研究のトピックスと今後の

展開について論じたい．

2. ライブイメージング解析により解き明かされた重複受

精の動態

近年，卵細胞，中央細胞，精細胞といった重複受精に関わ

る雌雄生殖細胞で特異的に発現する遺伝子が報告され，蛍光

タンパク質でこれらの細胞を特異的に標識することが可能と

なった．浜村らは，変異体などのリソースも多く，植物の研

究分野で広く用いられているモデル植物シロイヌナズナを用

い，培地上で花粉管と胚珠を共培養することにより，重複

受精を顕微鏡下で再現できる系の開発を行った 3）．高効率で

受精を観察するために雌しべの一部を用いているこの系は，

semi-in vivo 重複受精系と呼ばれる（図 1C，D）．蛍光観察

にはスピニングディスク型の共焦点レーザー顕微鏡と高感度
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YC3.60 を発現させ，受精時のカルシウムイオン濃度の変化

が解析された．その結果，卵細胞内カルシウムイオン濃度の

変化には 2 つの上昇のピークが存在することが明らかとなっ

た．1 つ目のピークは花粉管からの精細胞の放出のタイミン

グと，2 つ目のピークは卵細胞と精細胞の膜融合のタイミン

グとそれぞれ一致しており（図 2），動物と同様に被子植物

の受精においてもカルシウムイオンが重要な役割を担ってい

ることが示唆された．同様の成果は，異なるカルシウムセン

サーを用いた解析においても報告されている 9）．

CCDカメラを採用し，励起光による細胞への悪影響を最小限

に抑えることで，重複受精時の精細胞のダイナミクスを初め

てライブで捉えることに成功した．重複受精は，精細胞の動

きの観点から 3 つの過程（放出・接着・（膜）融合）に大別

されることが示された（図 1B，D）．放出の過程では，花粉

管から勢いよく放出された 2 つの精細胞が，どちらも卵細胞

および中央細胞と密接するような場所まで運ばれる．放出さ

れた精細胞は卵細胞と中央細胞に接着し，それぞれの受精相

手と膜融合するまでに，平均 7.4 分間とどまっていることが

分かった．この接着・融合という重複受精に関わる雄性配偶

子膜特異的な因子として，それぞれ GAMETE EXPRESSED 

2 （GEX2）4）およびGENERATIVE CELL SPECIFIC 1 （GCS1）/ 

HAPLESS 2（HAP2）5,6）が同定されている．Semi-in vivo 重

複受精系による gex2 変異体または gcs1 変異体の解析では，

胚珠内に放出された 2 つの精細胞が膜融合することなく放出

位置にとどまったままの様子もライブで捉えられている．

さらに浜村らはこの系を用い，重複受精時のカルシウムイ

オン濃度の変化を捉えることにも成功している 7）．カルシウ

ムイオンは，動物の受精および胚発生過程に関わることが知

られており，海生動物などでは，2 つ以上の精子の侵入を素

早く防ぐ「多精拒否機構」にも関与していると言われている．

植物においては，トウモロコシの単離卵細胞および精細胞を

培地中で電気融合させる in vitro 受精系による解析から，カ

ルシウムイオンが受精卵における細胞壁の新生など，受精直

後の現象に関わっていると考えられてきた 8）．細胞内でのカ

ルシウムイオン濃度変化の検出には，カルシウムイオン濃度

に依存して，同一の励起波長に対する蛍光が蛍光共鳴エネル

ギー移動（FRET）により変化するカルシウムセンサーの

Yellow Cameleon（YC）3.60 が用いられた．卵細胞特異的に

図 1　シロイヌナズナの重複受精過程および semi-in vivo 重複受精系によるライブイメージング解析

A．シロイヌナズナの花器官の模式図．雄しべから雌しべに付着した花粉から花粉管が発芽し，胚珠へと伸長する．

B．胚珠組織内における重複受精過程の模式図．重複受精過程は，精細胞の動きから，①花粉管からの放出，② 2 つの受精相

手である卵細胞および中央細胞との接着，③各受精相手との膜融合，の 3 つの過程に大別される．

C．培地上で共培養された胚珠および花粉管．花粉管の細胞質が GFP で標識されている．授粉後 4.5 時間では，授粉した雌し

べの切り口から花粉管が胚珠の方へと伸び出している．スケールバーは 100 μm．

D．Semi-in vivo 重複受精系による精細胞のライブイメージング．雌性配偶体の細胞核が GFP で，精細胞核が mRFP で標識さ

れている．胚珠内へと放出された 2 つの精細胞核がそれぞれ卵細胞（矢尻）と中央細胞（二重矢尻）へと受精していく様子が

見られる．スケールバーは 20 μm．文献 15）より，一部改変して転載．

図 2　受精時の卵細胞カルシウムイメージング

A．精細胞の放出直後（左）および膜融合の瞬間（右）の卵細

胞内カルシウムイオン濃度．上のパネルはカルシウムイオン

濃度の変化を，下のパネルはそのときの精細胞の挙動を示す．

FRET/CFP の値が高いほど赤くなるようヒートマップで表示さ

れている．矢尻と二重矢尻はそれぞれ卵細胞と中央細胞に受精

した精細胞を示す．スケールバーは 10 μm．文献 7）より，一

部改変して転載．

B．A で観察された卵細胞の FRET/CFP の値の経時的変化．矢

尻は卵細胞の受精のタイミングを示す．文献 7）より，一部改

変して転載．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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核融合過程への関与を調べるために，中央細胞特異的にドミ

ナントネガティブ変異型の F-アクチン（DN-ACTIN）を発現

させ，アクチン線維の形成を阻害する実験が行われた（図 4）．
このとき著者らは，DN-ACTINをデキサメタゾン依存的に誘

導発現させることで，中央細胞の発生には影響を与えずに核

融合過程を解析する実験系を確立した．DN-ACTINが発現し

た胚珠においては，アクチン線維が崩壊しており，膜融合に

より中央細胞の細胞質内に入った精細胞核が中央細胞核まで

移動しないことが観察された．さらに精細胞核のクロマチン

gcs1 変異体など受精能が欠損した変異体を用いた解析か

ら，1 本目の花粉管によって運ばれた精細胞との受精に失敗

した胚珠は，残ったもう 1 つの助細胞によって 2 本目の花粉

管を呼び続ける「受精回復機構」をもっていることが明らか

となった 10,11）．この現象は，実際に semi-in vivo 受精系にお

いても再現された．受精回復機構は，受精に失敗した場合に

は極めて合理的であるが，受精が成立した胚珠においては，

残った助細胞が過剰な花粉管を誘引することにより多精のリ

スクを大きくする要因になりかねない．では受精後の胚珠は，

どのように 2 本目の花粉管の誘引を抑えているのか．丸山ら

は，受精直後の胚珠を用いたライブイメージングにより，中

央細胞（胚乳）特異的な蛍光タンパク質が残存助細胞へと移

行する様子を捉えた（図 3A）12）．さらに電子顕微鏡を用いた

観察により，胚乳と残存助細胞の間では細胞壁の境界がなく

なっていることが分かり（図 3B），「助細胞胚乳融合」現象

の存在が明らかとなった．この成果により，受精に成功した

胚珠が受精後に残存助細胞を積極的に機能停止させることに

より，2 本目以降の花粉管を呼び込まない仕組みを保障して

いることが明らかとなった．

3. ライブイメージング解析と細胞操作技術の融合

最近のライブイメージング解析は，ただ単に観察するだけ

にはとどまらない．ここからは，ライブイメージングに様々

な細胞操作を加え，重複受精およびそれに続く初期胚発生の

機構に迫った研究について紹介したい．

膜融合後には，精細胞核が卵細胞核または中央細胞核とそ

れぞれ合一する核融合過程がある．河島らは，中央細胞の

F-アクチンの動態に着目したライブイメージング解析を行

い，膜融合後の精細胞核がアクチン線維に取り巻かれながら

中央細胞核へと移動していく様子を捉えた 13）．F-アクチンの

図 3　助細胞胚乳融合のライブイメージングおよび電子顕微鏡

観察

A．受精後の胚乳から残存助細胞への蛍光タンパク質の移行．

花粉管核と精細胞核が赤色蛍光タンパク質 tdTomato で標識さ

れた花粉をかけ合わせた受精直後の胚珠の様子をタイムラプス

観察した．胚乳特異的な GFP のシグナルが残存助細胞に移行

する様子が捉えられた．矢尻は精細胞核由来の tdTomato が確

認される受精卵核を，矢印は花粉管核を，時間は経過時間（時：

分）を示す．スケールバーは 20 μm．文献 12）より，一部改

変の上，許可を得て転載．

B．電子顕微鏡による胚乳と残存助細胞の間の細胞壁の観察．

矢尻は細胞壁が崩壊し，胚乳と残存助細胞が融合している部分

を示す．スケールバーは 2 μm．文献 12）より，一部改変の上，

許可を得て転載．

図 4　DEX 依存的に F-アクチンを崩壊させた胚珠内における

精細胞核の挙動

中央細胞の F-アクチンが蛍光タンパク質 Venus で標識されて

いる．DEX（デキサメタゾン）処理により DN-ACTIN が発現

した胚珠内ではアクチン線維が崩壊し，発現誘導の指標として

中央細胞核で mCherry が発現している．点線は中央細胞核の

位置を，矢尻と二重矢尻はそれぞれ卵細胞または中央細胞と膜

融合（受精）した精細胞の核を示す．DEX 処理した胚珠では，

精細胞核が中央細胞核まで移動せずクロマチンの脱凝集も見ら

れない．スケールバーは 10 μm．文献 13）より，一部改変し

て転載．

図 5　gcs1 ホモ接合変異体の作出およびライブイメージング

A．gcs1 ヘテロ接合変異体の相補に用いたコンストラクトの配

列．ヒートショックプロテインプロモーター（Hsp）の制御下

で熱誘導的に Cre-loxP 部位特異的組換えが起こると loxP 配列

で挟まれた野生型 GCS1 遺伝子の配列が除去され，tdTomato
が植物体全体の細胞核で発現するよう設計した．

B．Semi-in vivo 重複受精系による gcs1 ホモ接合変異体の精細

胞を用いたライブイメージング解析．雌性配偶体の細胞核が

GFP で標識されている．矢尻は mRFP で標識された 2 つの精

細胞核を示す．矢印は，配列除去により tdTomato が発現した

花粉管核を示す．スケールバーは 20 μm．文献 15）より，一

部改変して転載．

【著作権者：公益社団法人 日本顕微鏡学会】
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ライブイメージングを行い精細胞の挙動を観察したところ，

観察したすべての胚珠内において放出された精細胞が受精し

ない，gcs1 変異体の表現型が捉えられた（図 5B）．ここで得

られた gcs1 ホモ接合変異体を用いることで，未受精の胚珠

や正常な重複受精が行われた胚珠と，gcs1 変異体の精細胞を

受容するが受精を完了しない胚珠の比較ができると考えられ

る．これにより，精細胞の放出から受精直前までに起こる胚

珠内の変化，例えば遺伝子発現の変化などを調べることが可

能である．このような解析は，ホモ接合変異体の作出により

すべての胚珠内で膜融合欠損が起こるような状況を作り出す

ことで初めて可能となった．また，熱誘導により受精に必須

な遺伝子の発現を自在に操作する系は，様々な受精異常突然

変異体への応用が期待され，分子機構の解明を含む生殖研究

の進展に貢献できると考えている．

4. おわりに

ここまで，ライブイメージングと細胞操作技術で重複受精

機構に迫った最新の研究を紹介してきた．しかしながら，2

つの精細胞がどのように異なる受精相手へと正確に分配され

るのか，という重複受精の根本的な機構は未だ明らかになっ

ていない．放出された精細胞が卵細胞と中央細胞の間で一時

的にとどまっていることから，受精相手の決定はこの領域内

での雌雄配偶子間コミュニケーションによりなされているの

ではないかと考えられている．今後，初期胚発生過程の解析

に用いられたレーザー細胞破壊技術を応用し，胚珠内の卵細

胞または中央細胞の受精能を阻害したときに 2 つの精細胞が

どのような挙動を示すか観察することにより，複雑な 2 対 2

の雌雄コミュニケーションを 2 対 1 にするなどといった解析

ができると期待される．

また，雄側の受精因子である GCS1 の局在変化に関与する

雌側の因子として，卵細胞から分泌される複数の EC1 ペプ

チドが同定されている 16）．この EC1 遺伝子群の変異体の胚

珠では，放出された精細胞が膜融合できないという，gcs1 変

異体と同様の現象が観察される．今後，EC1 ペプチドの分

泌の時空間的制御や，それに対する精細胞の応答など，受精

関連因子の挙動を交えたライブイメージング解析により，膜

融合など重複受精時のダイナミクスをさらに調べることがで

きると考えられる．
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処理個体は，種子がほとんど形成されない雌しべをもってい

た．この個体の花粉を用いて semi-in vivo 重複受精系による
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