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緒言 

 植物生殖の主なステップは「受粉」「花粉管の発芽・伸長」「受精」「種子形成」であ

る。これらの各ステップは一連の流れであるとともに、様々な遺伝子による制御が複雑に

関わりあうことで成り立っている。葯から放出された成熟花粉は、乳頭細胞に付着し自他

認識される。受け入れが許可された花粉は花粉コートを漏出し、コートと乳頭細胞表面が

相互作用することで粘着質（フット）を形成し強く接合する。接合した花粉は乳頭細胞か

ら水や養分を受け取り、花粉管を発芽・伸長させる。花粉管は、柱頭組織に侵入し花柱を

通り、胚珠まで到達する。胚珠では花粉管の先端から精細胞が二つ放出され、1つは卵細

胞を受精させ、もう一つは中央細胞を受精させる重複受精が行われ、種子が形成される

（Dickinson and Elleman 1994; Stephenson et al. 1997）。アブラナ科の受粉過程は大きく「花

粉の認識」「花粉の吸水」「花粉管の発芽・伸長」の 3つのステップに分けられる。 

花粉の認識では、花粉と乳頭細胞の間の情報伝達により乳頭細胞に付着した花粉の自

己・非自己の判断を行い、非自己の花粉と認識された花粉のみが以後のステップへ進む。

自他認識を行う因子として、花粉側自他認識因子 SP11(S locus protein 11)/SCR(S locus 

cysteine-rich protein)と雌ずい側自他認識因子 SRK(S receptor kinase)が同定されている（Stein 

et al. 1991; Schpfer et al. 1999; Takasaki et al. 2000）。自己花粉が乳頭細胞に付着すると SCR

と SRK の直接的な結合により不和合反応が起き、次のステップである花粉給水が抑制され

る。一方、非自己花粉が乳頭細胞に付着すると SCR と SRKが結合せず、不和合反応が起

こらないため花粉は給水が行われ、花粉管を発芽・伸長させる。 

花粉の吸水は、乾燥状態の花粉へ水や養分を供給することで花粉が不活性状態から活性

状態へ切り替えるためのステップであり、受粉システムにおいて重要な機能を担ってい

る。花粉の発芽と伸長に必要な水分と養分は、乳頭細胞表面と花粉コートのタンパクと脂

質が相互作用することによってフットが形成される。フット形成中に花粉コートタンパク

および脂質はキャピラリーシステムを形成し（Murphy 2006）、このシステムにより花粉は

乳頭細胞からフットを通じて花粉菅発芽・伸長に必要な水分や養分を摂取する（Elleman 

and Dickinson 1990）。 

花粉菅の発芽・伸長では、雌しべ先端に付着した花粉が胚珠へと精細胞を運ぶため、花

粉管を柱頭内に侵入・伸長させ、胚珠へと誘導させる。花粉管は、一般的な細胞と同じ成

長原理に基づいて成長するが、成長活動を花粉管先端に限定することで、侵入性と方向性

のある成長を可能にしている（Geitmann et al. 2009）。花粉管の急速な極性成長は、細胞骨

格ダイナミクス、細胞極性、細胞内の輸送など複数の細胞プロセスの連携に依存している
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（Chebli et al. 2012; Higashiyama and Takeuchi 2015; Idilli et al. 2013; Vidali et al. 2001）。花粉

管の伸長速度には振動的な変化があり、それはフィードバック機構による制御が原因であ

ることが示唆されている（Hemelryck et al. 2017; Kroeger et al. 2008）。花粉管伸長速度のフ

ィードバック機構には、細胞質 Ca²⁺濃度、細胞膜を通してのイオン流入、先端細胞壁の厚

さ、局所酵素濃度など多くの細胞パラメータが同じように振動的に変動し、これらのプロ

セスのいくつかが花粉管伸長速度に関連していると示唆されている。その中でも振動が顕

著なものが、Ca²⁺の流入と細胞質内 Ca²⁺濃度である（Holdaway et al. 1997）。Ca²⁺は、細胞

外でペクチンと架橋することで細胞壁の生化学的特性に影響を与えるだけでなく、細胞内

においてもアクチン結合タンパク質や Rho GTPaseの相互作用などによってアクチン細胞

骨格のダイナミクスに影響を与えるため、植物細胞の成長において重要な役割を担ってお

り Ca²⁺が花粉管の成長を制御する一因であるとされている（Gu et al. 2005）。 

Ca²⁺は、複数の独立した経路を通じて病原体、植物ホルモン、触覚、乾燥、光、寒冷、

熱、酸化ストレス、発生過程などの生物的・非生物的刺激に対する植物の様々な反応に関

与するセカンドメッセンジャーとして知られており（Trewavas and Malhò 1998; Rudd and 

Franklin-Tong 2001）、長距離・短距離のシグナル情報伝達や細胞融合、細胞間シグナル伝

達において他のタンパク質を制御し、様々な細胞活動における代謝因子や補因子として働

くことが知られている（Sanders et al. 1999; Ge et al. 2007; Feijó and Wudick 2018）。花粉にお

いて Ca²⁺は、花粉管伸長だけでなく、自家不和合性応答の情報伝達、花粉管の発芽、花粉

管の誘導、花粉管の伸長の停止と幅広い機能において重要な要素であることが示されてい

る（Franklin-Tong et al. 2002; Steinhorst and Kudla 2013; Ge et al. 2007; Higashiyama and Yang 

2017; Li et al. 2009）。また、花粉管発芽においては、水和した花粉の発芽開口部付近で Ca²⁺

濃度が高くなることが報告されている（Tirlapur and Cresti 1992）。花粉管伸長では、花粉管

先端における Ca²⁺濃度の上昇が見られ、Ca²⁺濃度と花粉管伸長速度の間に正の相関があ

る。さらに、花粉管先端の Ca²⁺の濃度勾配が変化すると花粉管の成長が阻害され、Ca²⁺濃

度勾配を操作することで伸長の方向を変えることができると明らかになっている（Malho 

et al. 1994; Malho et al.1996）。Ca²⁺は、in vitro花粉発芽培地（PGM）において花粉管発芽・

伸長に必須成分であり（Brewbaker and Kwack et al.1963）、花粉外部における Ca²⁺の有無に

より大きく花粉管の発芽率に違いが生じる。花粉管先端における Ca²⁺濃度勾配を維持する

ためには外部からの Ca²⁺供給が必要不可欠であり、Ca²⁺供給には Ca²⁺チャネルによる花粉

管先端への Ca²⁺流入が確認されている（Etter et al. 1994; Malho et al. 1995）。さらに、Ca²⁺ポ

ンプによる排出と合わせることで花粉管先端での適切な Ca²⁺濃度勾配を保っている
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（Schiøtt et al. 2004）。 

カルシウムによる情報伝達は、Ca²⁺センサーとなる Ca²⁺結合タンパク質と Ca²⁺が結合す

ることでシグナルが生成、変更、伝播、認識される。Ca²⁺結合タンパク質には、カルモジ

ュリン（CaM）およびそれに類似したカルモジュリン様タンパク（CML）と、カルシウム

依存性プロテインキナーゼ（CDPK）、カルシニューリン B様タンパク質（CBL）といった

代表的な 3グループが存在する。これらのタンパク質の共通点として、1つまたは複数の

Ca²⁺結合 EFハンド部位を持っており、そこに Ca²⁺が結合することで立体構造を変化させ、

他のタンパク質を制御できるようになる（Sanders et al. 2002; Batistič & Kudla 2012）。CaM

は固有の活性を持たないが、4つの EFハンド部位それぞれに Ca²⁺が結合し、EFハンド部

位の Ca²⁺結合の組み合わせにより立体構造を変化させる。この構造変化により疎水性表面

が現れ、Ca²⁺依存的に標的タンパク質と相互作用する（Strynadka & James 1989）。CaMは

真核生物で普遍的に存在する多機能な Ca²⁺センサーであり、植物の様々な細胞プロセスの

制御に関与しており、多様な細胞内経路に影響を及ぼす存在である（Roberts & Harmon 

1992; Ohya & Botstein 1994; Vogel 1994; Snedden & Fromm 2001）。シロイヌナズナには 7種

の CaM遺伝子が存在しているだけでなく、CaMのアミノ酸配列に 16%以上の相同性を持

つ CML 遺伝子が 50種存在している（McCormack et al. 2003）。CMLは、CaM の EF ハンド

部位を共有しながらも、標的特異性、細胞内局在、Ca²+親和性などの機能に影響を与える

と考えられる点で CaMと異なる（Roberts & Harmon 1992; Zielinski 1998; Braunewell & 

Gundelfinger 1999; Haeseleer et al. 2002; Luan et al. 2002; Zielinski 2002）。CMLは、Ca²⁺シグ

ナルの多様な役割に貢献するために進化してきたと考えられる。花粉において、一部の

CaMや CMLが花粉機能に関与することが判明している。CaM2は、花粉管において Ca²⁺

チャネルである CNGC18と CNGC8 の開閉を制御し花粉管発芽や花粉管伸長に影響を与え

ることが明らかになっている(Landoni et al. 2010; Pan et al. 2019)。また、CML24、CML25 は

花粉管先端において Ca²⁺依存的に K⁺チャネルを制御することが明らかになっている（Yang 

et al. 2014; Wang et al. 2015）。これらのように、一部の CaM、CML による花粉管発芽・伸

長における影響の報告がある。また、本研究室の花粉トランスクリプトームデータ（松田 

2015）より、上記以外の CaMや CMLの発現が確認されており、花粉管発芽・伸長を制御

するカルシウム情報伝達に関わることが示唆される。しかし、CaMや CML は多様な対象

と結合して影響を及ぼすため、花粉内での CaMや CMLより下流のカルシウム情報伝達メ

カニズムは判明していることは少ない。 

本研究では花粉管発芽・伸長において重要な要素である Ca²⁺による情報伝達の分子メカ
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ニズムの解明を目的とした。Ca²⁺結合タンパク質のうち CaMは多様な対象と結合し花粉機

能に影響を与えることが明らかになっているが、CaMの機能先が多岐にわたるため、CaM

以降の分子メカニズムは判明していることが少ない。そのため、CaMの情報伝達先として

CaM結合性因子に注目した。これに対して、ドライ解析により花粉で発現する CaM結合

性因子の選抜を行い、CaM結合部位をアミノ酸配列に持つ遺伝子を選抜した。さらに、こ

れらの候補遺伝子が花粉管発芽・伸長に影響を及ぼすかを確かめるため、候補遺伝子の変

異体花粉を用いて表現型解析を行った。これらのことを通して、CaMを介した Ca²⁺情報伝

達により花粉機能へ影響を及ぼす因子の探索と解析を行った。 
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材料および方法 

1. 植物材料 

本研究では、アブラナ科シロイヌナズナ属であるシロイヌナズナ（学名 Arabidopsis 

thariana）を用いた。スタンダードエコタイプである Col-0をコントロールとして、At3g43120

の T-DNA 挿入変異体 SALK_063426（saur39-1）と、SALK_204538（saur39-2） 、SALK_133652

（saur39-3） 、および At4g34750 の T-DNA挿入変異体 SALK_134586（saur49）、At5g20810

の T-DNA 挿入変異体 SALK_023753（saur70）の 5系統を用いた（表 1）。全ての種子は、シ

ロイヌナズナデータベース TAIR（The Arabidopsis Information Resource）より入手した。全て

の植物の栽培は、人工気象器（BIOTRON LPH300, NK system）にて、22℃で 16 時間明期、

8 時間暗期の日長の条件下で行った。 

 

2. 候補遺伝子の選抜 

カルモジュリン（CaM）と結合し、花粉で発現する特徴を遺伝子を選抜するため、

Calmodulin binding domainを持つと予測される遺伝子を公開されているデータ（Reddy et al. 

2002）より選抜した。これらの遺伝子のうち、花粉で発現する遺伝子のトランスクリプトー

ムデータ(松田 2015)より発現量 reads per kilobase of exon per million mapped reads （RPKM）

の値が 2を超える遺伝子のデータを用いて、候補遺伝子の絞り込みを行った。 

 

3. 候補遺伝子のドライ解析 

 

3-1．マルチプルアライメント解析によるアミノ酸比較 

各候補遺伝子がコードするアミノ酸配列に共通性が高い保存ドメインあるいはモチーフ

が あ る か 調 べ る た め 、 配 列 比 較 を 行 っ た 。 配 列 比 較 に は 、 ClustalW

（https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw）を用いてマルチプルアライメント解析を行い、

SAUR39、SAUR49 および SAUR70 の配列を比較した。 

 

3-2．ドメイン検索 

CaM 結合部位の特定と候補遺伝子の機能を予測するため、ドメイン検索を Pfam 

（http://pfam.xfam.org/）を用いて行った。候補遺伝子のアミノ酸配列からデータベースに登

録されているドメインとその配列の位置を調べた。 
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3-3．CaM結合部位予測 

候 補 遺 伝 子 の CaM 結 合 部 位 予 測 を 、 Calmodulin Target Database 

（http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb/ctdb/home.html）より Binding Site Searchを用いて行っ

た。0~9の値で CaM結合の可能性が高いアミノ酸を示し、それらが連続する領域を CaM結

合部位として予測した。 

 

3-4．二次構造予測 

CaMは α-ヘリックス構造を認識して結合する（Snedden and Fromm 1998; Arazi et al. 1995; 

Snedden et al. 1998）ため、タンパク質二次構造での α-ヘリックス構造予測は CaM結合部位

の予測に重要である。そのため、Jpred4 （http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/）を用いて

候補遺伝子の二次構造予測を行った。これにより、候補遺伝子のアミノ酸配列から α-ヘリ

ックス構造と β-シート構造の二次構造部位を予測した。 

 

3-5．CaM結合部位の比較 

CaM結合部位が予測された SAUR39 と SAUR49 に対して、CaMとの結合が示されている

SAUR70（Popescu et al. 2007）と ZmSAUR1（Yang and Poovaiah 2000）の CaM結合部位の比

較を行った。3-3.マルチプルアライメントによるアミノ酸比較と同様に CaM 結合部位の配

列 比 較 を 行 い 、 さ ら に CaM 結 合 部 位 の α- ヘ リ ッ ク ス 構 造 を pepwheel

（https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/pepwheel）を用いてヘリカルホイール図を作成

し比較した。 

 

4. T-DNA 挿入系統の遺伝子型確認 

Col-0 と各 T-DNA挿入系統の植物体から約 3㎜角の葉をサンプリングし、DNAすいすい

-P を用いて DNA を抽出した。PCR には、KOB FX Neo（TOYOBO）を用いて抽出した DNA

を鋳型に行った。PCR 反応は、94℃で 2 分熱変性後に、98℃で 10 秒、65℃で 30 秒、68℃

で 30秒を 1サイクルとする反応を 35サイクル行った。T-DNA挿入の有無と遺伝子型(ホモ

接合あるいはヘテロ接合)の確認を行うため各系統のゲノム DNAに対して T-DNAの隣接配

列に基づいた Primer1 と Primer3、また T-DNA 挿入ベクター配列に基づいた共通の LBb1.3

（Primer2）を用いた（表 2）。PCR 産物は、1%アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、エ

チジウムブロマイドにより染色し、Gel Doc XR（BIO-RAD）を用いてゲルを撮影してバンド

の有無を確認した。 
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5. RT-PCRによる発現解析 

花発達ステージ 13（Smyth et al. 1990）を基準とし、基準とその前後のステージの計 3つ

の発達ステージの蕾から RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN）を用いて total RNA を抽出した。

High Capacity RNA-to-cDNA Kit （Life technologies） と KOD FX Neo（TOYOBO）を用いて

抽出した total RNA から cDNA を合成し RT-PCR を行った。PCR 反応は、94℃で 2分熱変性

後に、98℃で 10 秒、58℃で 30 秒、68℃で 30 秒を 1 サイクルとする反応を 35 サイクル行

った。PCR 産物を、1%アガロースゲルを用いて電気泳動し、Gel Doc XR（BIO-RAD）でゲ

ルの撮影を行い、バンドの光強度を野生型と比較した。 

 

6. in vitro培地における花粉菅発芽観察 

候補遺伝子への T-DNA 挿入変異による花粉の発芽への影響を調査するため、in vitro培地

における花粉管発芽を観察した。 

NaOH を用いて pH7.5に調整した PGM寒天培地（H₃BO₃ 0.01%、CaCl₂・2H₂O 5mM、KCl 

5mM、Mg(SO₄)・7H₂O 1mM、スクロース 10％、アガロース 1.5%）をスライドガラスに乗せ

た金属型に注入して固めた。培地を常温に戻した後、高湿度条件下で 22℃30 分の後 30℃30

分でインキュベートを行った花粉を散布した。その後、スライドガラスを高湿度条件にした

シャーレ内に静置し、人工気象器（BIOTRON LPH300, NK system）内で 22℃に保ち 16時間

以上経過させ花粉管を十分に発芽・伸長させた後、蛍光顕微鏡（Axio Imager A2, Carl Zeiss）

を用いて観察し、全体の花粉数と発芽した花粉数を計測し花粉管発芽率を算出した。さらに、

Col-0 と変異体の花粉管発芽率に対し、t－検定により有意差を求めた。調査した花粉数は、

Col-0、saur39-2、saur49および saur70の花粉を n=493, 202, 150, 110個用いた。 

 

7. アニリンブルー染色による受粉後の雌ずい観察 

候補遺伝子の T-DNA挿入変異による花粉管の伸長への影響を調査するため、人工授粉後

の花粉管伸長を観察した。 

前日に除雄した Col-0 のステージ 14 の雌しべを 1%アガロースゲルに静置し、Col-0 及び

各 T-DNA 挿入系統の花粉を人工授粉させた。受粉から 3、5、8、12 時間経過後に固定液

（EtOH：酢酸＝3：1）に 1~2時間浸漬させ、組織を固定・脱色した。次に 1N NaOHに浸漬

させ、60℃で 10分間インキュベートして組織を軟化させた。その後、アニリンブルー染色

液（0.01％ アニリンブルー、2%K₃PO₄）に 1 時間以上浸漬させて染色した。染色後の雌ず

いを、UV照射下の蛍光顕微鏡（Axio Imager A2, Carl Zeiss）を用いて柱頭内部の花粉管を観
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察し、それぞれの系統の花粉管長を測定して平均値を算出した。さらに、Col-0と変異体の

花粉管長に対し、t－検定により有意差を求めた。調査した花粉を交配させた雌ずい数は、

Col-0、saur39-2、saur49それぞれの花粉を受粉した雌ずいを 3時間 n=3、4、4個 5時間を n

＝4、4、3個 8時間を n=5、4、3個 12時間を n=4、4、4個 24時間を n=3、4、2個用いた。 

 

8. 長角果の調査 

候補遺伝子の T-DNA 挿入変異による花粉の受精機能への影響を調査するため、Col-0 お

よび各変異体において結実率と長角果長の測定を行った。 

1㎝以上の長さの長角果を選抜し実体顕微鏡（SZX7、OLYMPUS）を用いて結実数・長角

果長を測定し、各系統における平均値を長角果あたりの結実数・長角果長とした。さらに、

Col-0と変異体の結実数・長角果長に対し、t－検定により有意差を求めた。計測には、自家

受粉させた長角果を Col-0、saur39-2、saur49から n=39、56、28個用いた。さらに、人工授

粉させた長角果を Col-0×saur39-2、Col-0×saur49、saur39-2×Col-0、saur49×Col-0 から n=23、

23、24、18個用いた。 
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結果 

1．Ca²+イオンの濃度情報を媒介した花粉管発芽・伸長を制御する候補因子の選抜 

Ca²+イオンの濃度情報を媒介した花粉管発芽および花粉管伸長の制御に関わる候補遺伝

子の絞り込みを行うため、カルモジュリン（CaM）と結合する可能性があり、かつ花粉で発

現する遺伝子を選抜した。Reddy らは、CaM と結合する遺伝子を発現ライブラリーからス

クリーニングして CaM 結合タンパク質と CaM 結合ドメインの同定を行い、さらに、それ

ら遺伝子のホモログの配列比較からシロイヌナズナに 100種類の CaMと結合する可能性の

ある遺伝子を見出している（Reddy et al. 2002）。これらの遺伝子のうち、花粉で発現してい

る遺伝子を選抜するため、花粉で発現・機能している遺伝子を網羅的に解析した花粉トラン

スクリプトームデータ（松田 2015）と比較した。花粉トランスクリプトームデータより、

花粉で発現が見られた遺伝子数は 31994であった。そのうち、発現量を相対的に示す RPKM

の値が 2を超える遺伝子数は 3276であった。これらの遺伝子から、CaMと結合する候補遺

伝子の選抜を行った結果、12種類の遺伝子が選抜された（図 1）。これら候補遺伝子のうち

本研究では、Small auxin up-regluated RNA（SAUR）ファミリーに着目した。SAUR39、SAUR49、

SAUR70 の 3種は、これまでに花粉での機能が解明されていない。そこで本研究では、これ

らの遺伝子を花粉のカルシウム情報伝達において、CaM と結合し、花粉機能を制御する新

規の候補遺伝子と予想して解析を進めることにした。 

 

2．候補遺伝子の機能に関するドライ解析 

 

2-1．マルチプルアライメントによる SAUR39、SAUR49 および SAUR70 のアミノ酸配列の

比較 

SAUR39、SAUR49および SAUR70のアミノ配列比較を行うため、ClustalW を用いてマル

チプルアライメント解析を行った。アライメント解析の結果、SAURに共通して高度に保存

された領域が 2 か所判明した（図 2）。一般的に、SAUR は各末端における相同性が低く、

中央領域に SAUR 特異的な約 60 残基程度の SAUR-Specific domain（SSD）を含んでいる

（Park et al. 2007）。また、シロイヌナズナ、トウモロコシおよび大豆の SAUR ファミリーに

は CaM結合ドメインを持つものの存在が報告されており、これらでは、CaM 結合ドメイン

は 5’末端に存在することが示されている（Yang and Poovaiah 2000; Park et al. 2007; Popescu et 

al. 2007）。これらのことから、5’末端に存在する保存領域が CaM 結合ドメイン、中央に存

在する保存領域が SSD であると予測した。 
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2-2．SAUR39、SAUR49および SAUR70 ドメイン検索 

SAUR39、SAUR49 および SAUR70 のアミノ酸配列を、Pfam を用いてドメイン検索を行

った。Pfam（ver35.0）には 19632のタンパク質ファミリーが登録され、その中から HMMER

という検索システムにより高速で精度の高い配列解析を行う。図 3 の模式図は、Pfam 解析

により予測されたドメインの位置を示す。詳細な部位を Aliment-Start がアミノ酸配列にお

けるドメインの予測された開始地点を示し、Aliment-End がアミノ酸配列のドメインにおけ

る予測された終了地点を示す。Bit scoreが高いほど、予測されたドメインと配列が適合して

いることを示し、＃SEQ には入力した配列ごとの適合値が示されており、適合値が高いと

緑で表され、低いと赤で示される。ドメイン検索の結果、SAUR39、SAUR49 および SAUR70

から Auxin inducible ドメインが高い適合値で検出された（図 3）。また、ドメインとの適合

値が高いアミノ酸配列が 2-1 で得られた SSD と Auxin inducible ドメインの位置の含まれて

いる部分に類似しているため、SSD は Auxin inducible ドメインであると予測された。しか

し、その他の既知のドメインはいずれの SAURでも検出されなかった。Auxin inducibleドメ

インは SAUR タンパク質に保存されているオーキシン応答性ドメインであり、その機能的

役割は特定されていない（McClure et al. 1989）。したがって、Pfam解析では SAUR39、SAUR49

および SAUR70 の機能予測はできなかった。 

 

2-3．SAUR39、SAUR49および SAUR70 の CaM 結合部位予測 

Calmodulin Target Database の Binding Site Search を用いて、SAUR39、SAUR49 および

SAUR70 の CaM 結合部位の予測を行った。この予測では、アミノ酸配列の疎水性度、α-ヘ

リックス構造の傾向、残基重量、残基電荷、疎水性残基含有量、ヘリカルクラス、特定残基

の出現率を判断基準としてアミノ酸配列における CaM 結合部位の予測を数値で表す。

SAUR39、SAUR70 のアミノ酸配列からは 5’末端付近に CaM 結合部位が高いスコアで予測

された。また、SAUR49 のアミノ酸配列からは二か所の CaM 結合部位が予測された。この

うち 2-1 によるアミノ酸配列比較より高度に保存されている 5’末端側に予測されたアミノ

酸配列が CaM結合部位であると予測された（図 4）。 

 

2-4．SAUR39、SAUR49および SAUR70 の二次構造予測 

CaM結合部位は、α-ヘリックス構造でタンパク質と結合するため（Zhang 1994）、Jperd4を

用いて SAURのアミノ酸配列の二次構造の予測を行い、SAUR39、SAUR49および SAUR70

のアミノ酸配列に α-ヘリックス構造が存在するか調べた。Jpred4では、入力したアミノ酸組
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成を二次構造の判明している既知のアミノ酸配列と比較することにより、二次構造が予測

される。二次構造の予測の結果、SAUR39、SAUR49 および SAUR70の α-ヘリックス構造が

赤色の H で示され、β シート構造がオレンジ色のＥで示された（図 5）。それぞれの配列の

5’末端には α-ヘリックス構造が存在しており、2-3 で予測した CaM 結合部位と類似した位

置に存在したため、CaM結合部位予測の結果が裏付けられた。 

 

2-5．CaM結合部位予測の比較 

SAUR の中には、CaMとの結合が判明しているものが存在する。SAUR70は、様々な

CaMやカルモジュリン様タンパク質（CML）と結合することが報告されており（Popescu 

et al. 2007）、トウモロコシの ZmSAUR1 は CaMと結合すること、および CaM 結合領域が

アミノ酸配列の 20-45 に存在することが報告されている（Yang and Poovaiah 2000）。 

2-1、2-3および 2-4を通して、SAUR39、SAUR49の CaMとの結合をドライ解析で配列の

部位を予測してきた。SAUR39は SAUR70 と相同性が極めて高く、SAUR49は ZmSAUR1と

相同性が高い。アライメント解析の結果より（図 6A）、SAUR39 と SAUR70、SAUR49 と

ZmSAUR1 の CaM結合部位において高い相同性が見られた。 

さらに、α-ヘリックス構造における疎水性アミノ酸と塩基性アミノ酸による両親媒性を持

つ構造が、CaM 結合に重要であることが報告されている（Erickson and Degrado 1987）。

SAUR39、SAUR49 および SAUR70 の CaM 結合部位の α-ヘリックス構造に対して pepwheel

を用いてヘリカルホイール構造を解析したところ、青色の四角で疎水性アミノ酸が示され、

黒の八角形で囲まれた塩基性アミノ酸が示され、赤色の菱形で中性アミノ酸が示された。

SAUR39と SAUR70、SAUR49と ZmSAUR1のアミノ酸の配置が、それぞれのヘリカルホイ

ール構造で類似していた（図 6B）。よって、SAUR39 と SAUR49は、ドライ解析により CaM

と結合することが強く示唆された。 

 

3．SAUR39、SAUR49 および SAUR70の T-DNA 挿入系統の遺伝子型確認 

 SAUR39、SAUR49 および SAUR70 が、CaM と結合して Ca²+イオンの濃度情報を媒介し

た花粉管発芽および花粉管伸長を制御する有力な候補遺伝子であることを明らかにするた

め、それぞれの遺伝子の T-DNA 挿入変異体を入手して、それら変異体の表現型解析を試み

た。 

 SIGnAL（http://signal.salk.edu/）で各遺伝子の T-DNA 挿入系統を調べたところ、表 1に示

す 5 つの T-DNA 挿入系統が見出され、それぞれ、saur39-1, saur39-2, saur49, saur70 と命名
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した。これらの T3種子を ABRC より入手して栽培した。各個体での遺伝子型を調べるため

に、栽培した T-DNA挿入系統の各個体の葉から抽出した DNAをテンプレートとして、2種

類のプライマーセット（Primer1 と Primer2、Primer1 と Primer3）を用いて PCR を行い、T-

DNA 挿入の有無と遺伝子型の判定により T-DNA 挿入ホモ系統を選抜した。その結果、

saur39-1 は 12 個体調べたうちいずれも T-DNA の挿入が確認されず T-DNA 挿入ホモの個体

が得られなかった（図 7）。saur39-2 は、いずれもプライマーセット 1+2 でバンドが確認さ

れ、プライマーセット 1+3でバンドが検出されなかったことより、解析した 12個体はいず

れも T-DNA挿入ホモ系統であることが判明した（図 8）。saur39-3については、#8の個体で

プライマーセット 1+2 でバンドが確認され、プライマーセット 1+3 でバンドが検出されな

かったことより、#8の個体が T-DNA挿入ホモ系統であることが判明した（図 9）。saur49に

ついては、#1と#2の個体でプライマーセット 1+2でバンドが確認され、プライマーセット

1+3でバンドが検出されなかったことより、#1と#2の個体が T-DNA挿入ホモ系統であるこ

とが判明した（図 10）。saur70 では、#2、 #6、 #10 および#11 の個体でプライマーセット

1+2 でバンドが確認され、プライマーセット 1+3 でバンドが検出されなかったことより、

#2、 #6、 #10および#11の個体が T-DNA挿入ホモ系統であることが判明した（図 11） こ

れらの 4系統（saur39-2、saur39-3、saur49、saur70） の T-DNA 挿入ホモ個体を自殖させ種

子を得て、以後の解析を行った。 

 

4．RT-PCR による発現解析 

 RT-PCR により、saur39-2、saur39-3、saur49、saur70 の T-DNA 挿入ホモ変異体系統の花粉

での各 SAUR 遺伝子の発現量解析を行った。saur39-2 と saur49 は、野生型と比べて発現量

の低下が見られた（図 12）。これらの系統は、T-DNA が 5’-UTRに挿入されているため（図

8 および図 10）、mRNAの発現レベルは低下しているものの機能的な SAURタンパク質は発

現すると予想され、漏出性のアレルであると示唆された。また、saur39-3 と saur70 は野生

型と発現量に顕著な違いが見られなかった。saur39-3は、T-DNA 挿入が 3’-UTRのため（図

9）、コードする SAUR39は機能的であり、以後の解析には用いなかった。saur70は、mRNA

の発現レベルは野生型とほぼ同レベルであるが、T-DNA がエキソンに挿入されているため

機能的な SAUR70タンパク質は発現しないと考えられ、機能欠失変異体と示唆された。 

5．T-DNA 挿入変異体の in vitro培地における花粉管発芽率の解析 

T-DNA 挿入による花粉管発芽への影響を調査するため、in vitro培地において花粉散布か

ら 24 時間後の花粉管の発芽率を測定した（図 13）。その結果、野生型においては発芽率が
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67.7％であった。それに対して、saur39-2は 50.9％、saur49は 36.0％、saur70 は 54.5%であ

った。野生型に比べ T-DNA 挿入変異体では、有意に花粉管発芽率の低下が見られた。（図

14） 

 

6．アニリンブルー染色による受粉後の雌ずい中での花粉管伸長の解析 

T-DNA 挿入による花粉管伸長への影響を調査するため、受粉から 3、5、8、12および 24

時間後の雌ずいをアニリンブルー染色し、雌ずい内に侵入した花粉管の花粉管長を測定し

た（図 15）。野生型と比べ、saur39-2花粉は受粉から 3時間後の花粉管長において有意に花

粉管伸長が低下しており、saur49 花粉は受粉から 8 時間後の花粉管長において有意に花粉

管伸長が低下していた（図 16）。さらに、全体を通して野生型と変異体の花粉管長の減少の

傾向が見られた。 

 

7．T-DNA 挿入変異体の稔性の解析 

T-DNA 挿入による花粉機能の種子稔性への影響を調査するため、自家受粉した長角果に

おける 1 つの長角果あたりの種子数を測定した結果、野生型では 38.0 個であったのに対し

て、saur39-2 は 44.6 個、saur49 は 35.9 個となった（図 17）。さらに、花粉がめしべから受

ける影響を調査するため、他家受粉を行い 1 つの長角果あたりの種子数を測定した結果、

Col-0×saur39-2は 32.4個、Col-0×saur49は 29.6個、saur39-2×Col-0は 32個、saur49×Col-0は

30.1個となった（図 18）。これらの結果から、saur39-2の結実数は野生型と比べ有意に多い

ことが観察されたが、他家受粉において花粉やめしべの違いによる稔性の違いや花粉機能

低下による稔実数の低下は見られなかった。 

また、長角果長を測定した結果、野生型では 12.85㎜であったのに対して、saur39-2は 11.82

㎜、saur49 は 11.38㎜となった（図 19）。さらに、花粉がめしべから受ける影響を調査する

ため他家受粉を行い、1つの長角果あたりの種子数を測定した結果、Col-0×saur39-2は 11.37

㎜、Col-0×saur49は 12.25㎜、saur39-2×Col-0は 11.56 ㎜、saur49×Col-0は 11.37 ㎜となった

（図 20）。これらの結果から、saur49の長角果長は野生型と比べ有意に低下していることが

観察されたが、他家受粉において花粉やめしべの違いによる稔性の違いや花粉機能低下に

よる長角果長の低下は見られなかった。  
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考察 

本研究では、ドライ解析により SAUR39、SAUR49および SAUR70が花粉で発現する

CaM結合因子として選抜され、候補遺伝子のアミノ酸配列やタンパク質二次構造の情報か

ら CaMとの結合が強く支持された。さらに花粉の表現型解析により、これらの遺伝子の

変異体では花粉管発芽と花粉管伸長に変異の影響が見られた。したがって、SAUR39、

SAUR49 および SAUR70は CaMと結合することで花粉機能を制御する主要な因子であるこ

とが示唆された。 

 

1．ドライ解析を用いた候補遺伝子の選抜 

SAUR の構造は、一般的に中央部に相同性の高い約 60 アミノ酸残基のコア配列領域を持

っており、両末端における相同性はかなり低い。この相同性の低い 5’末端、3’末端の配列の

違いによって SAUR の機能が異なると考えられている。SAUR39 と SAUR70は、類似したコ

ア配列を持つことから同じクレードに属し、同祖遺伝子であることから機能も類似してい

ると予測される。また、SAUR49はコア配列の違いにより SAUR39や SAUR70 と別のクレー

ドに属している（Gan 2020）。 

本研究のアミノ酸配列の解析から、5’末端に存在すると予測された CaM 結合ドメインに

おいて、SAUR39 と SAUR70では 1アミノ酸残基が R と Kの違いのみで高度に保存されて

いる。そして SAUR70 の CaM との結合は生化学的に証明されており、CaM 結合部位には

CaMだけでなく CaM と類似した CML との結合も示されている（Popescu et al. 2007）。した

がって、SAUR39 も SAUR70 と同様に CaM 結合性 SAUR であることが予測される。一方、

SAUR49 の CaM 結合ドメインは、SAUR39・SAUR70 とは異なるクレードに属しているが、

トウモロコシの SAURである ZmSAUR1 との類似性が確認された。また、ZmSAUR1は CaM

との結合は生化学的に証明されている（Yang and Poovaiah 2000）。したがって、SAUR49 も

ZmSAUR1 と同様に CaM 結合性の SAUR であることが予測される。SAUR39・SAUR70 と

SAUR49 では、CaM 結合ドメインがそれぞれ異なることから、それぞれ結合する CaM や

CMLとの選択性が異なるかもしれない。このことから、SAUR39・SAUR70と SAUR49は異

なる生物的役割の付与に関係していることが推測される。 

 

2．T-DNA 挿入変異体を用いた表現型解析 

T-DNA 挿入変異体の挿入部位と mRNA の発現解析より、saur39 と saur49 は漏出性のア
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レルであるが、表現型解析においていずれの変異体でも花粉菅発芽率と花粉管伸長の低下

が観察された。T-DNA 挿入部位がエキソンであることから、saur70 は機能欠失変異体と考

えられ、変異の影響が花粉管発芽率に表れた。SAUR39と SAUR70は構造が極めて類似して

おり、機能が重複していると予測される。そして、漏出性のアレルでも saur39 で saur70と

類似し強い表現型が現れた。さらに、相対的な発現量を示す RPKM は SAUR39 が候補遺伝

子の中で最も高く 243.6 である。したがって、SAUR39 が花粉機能において主要な因子であ

ると考察される。しかし、本研究で用いた T-DNA 挿入変異体は saur39 と saur49 ともに漏

出性のアレルのため、微細な表現型の違いを観察できていない可能性が高い。今後は、

SAUR39と SAUR49のゲノム編集による完全機能欠失変異体を作出することがより正確な表

現型解析を行う上で必要とされる。さらに、saur49の漏出性のアレルでも saur39・saur70と

同様な表現型が観察されたが、saur49は saur39・saur70と配列の相同性が高くはないため、

今回の表現型解析では見出せなかった saur39・saur70 とは異なる表現型が現れる可能性も

予想される。完全機能欠失変異体を用いた表現型解析を行うことで、SAUR39、SAUR70およ

び SAUR49 が花粉管発芽と花粉管伸長での主要な調節因子であることを明らかにできると

考察される。 

 

3．SAUR39、SAUR49 に対する機能予測 

 SAUR39 および SAUR49 はドライ解析により CaM との結合部位が予測され、CaMとの結

合が強く示唆された。T-DNA 挿入変異体では、花粉管発芽、花粉管伸長に影響を与えるこ

とが見出された。また、野生型と比べたところ T-DNA 挿入変異体における花粉の機能低下

による種子の稔性の低下や種子数ならびに長角果長には変化は見られなかった。 

SAUR は、オーキシン応答性遺伝子であることは古くに発見されていたが、SAURの機能

や作用様式が明らかになってきたのは最近になってからである。シロイヌナズナにおいて

オーキシン応答性である SAUR が発見されたのが 1994 年であり（Gil et al. 1994）、全部で

79 種類の SAUR 遺伝子が存在することが判明している（Ren and Gray 2015）。オーキシンに

よる細胞伸長は、H⁺が細胞外へ排出される（Rayle and Cleland 1980）。放出された H⁺により、

細胞壁の pHが低下する。これによりセルロースの分解酵素であるエクスパンシンの活性が

上昇する。細胞壁の構成要素であるセルロースが分解されることで細胞壁が緩み、細胞の成

長が誘導される。この酸性成長理論が、オーキシンによる細胞伸長の分子メカニズムである

考えられている（Rayle and Cleland 1970）。酸性成長理論における SAURの役割として、オ

ーキシンにより発現量が上昇した SAUR が PP2C.D ファミリーのプロテインホスファター



 

16 

 

ゼと結合することで、細胞膜 H⁺-ATPaseのリン酸化を阻害することが報告されている（Spartz 

et al. 2014; Spartz et al. 2017）。これにより H⁺-ATPase の活性が増加し、H⁺が細胞外に放出さ

れ、細胞壁を軟化させることで細胞伸長へと繋がる。また、SAUR の過剰発現は、様々な植

物の葉、茎、および花器において成長を誘導し得ることが明らかにされている（Jain et al. 

2006; Wu et al. 2012; Xie et al. 2015; van Mourik et al. 2017; Hu et al. 2018）。これらのことから、

大部分の SAUR の機能は、オーキシンにより発現量を増加させ、PP2C.D との相互作用によ

り PP2C.Dの機能を阻害することで、細胞膜に存在する H⁺-ATPaseの活性を増加させ、酸性

成長理論における細胞成長の誘導に関わっているのではないかと考えられている。 

また、いくつかの SAUR を過剰発現させた際、細胞成長以外の機能として報告されてい

るものが存在する。SAUR10、SAUR36、およびイネ遺伝子 OsSAUR39 の過剰発現系統では、

早期老化表現型が観察されており（Kant et al. 2009; Hou et al. 2013; Bemer et al. 2017b）、老化

の重要な負の調整因子として知られ、細胞質に局在を示す PP2C.D の一種である Senescence-

Suppressed Protein Phosphatase （SSPP）との関連性が示唆されている（Xiao et al. 2015）。また、

SAUR32の過剰発現は、暗所での子葉成長の減少と先端フックの不形成をもたらす。この遺

伝子はオーキシンや光に反応せず、核に局在を示している（Park et al. 2007; Sun et al. 2016）。

核に優勢に局在する SAUR76 の過剰発現は細胞伸長を促進しないが、組織の分裂性活性に

影響を与え、葉の細胞はより少なく根の細胞はより多くなる（Markakis et al. 2013）。これら

のように細胞伸長以外の機能に関わっていたり、オーキシン以外からの影響を受け発現量

を変化させ、様々な部位で PP2C.D以外と結合して働く SAURも存在する。 

本研究において、候補遺伝子として選抜した SAUR49 は、葉の老化を遅らせる機能を持

つ SSPP と結合し、SSPP の機能を抑制することで葉の老化の正の調整因子として働くこと

が明らかになっている（Wen et al. 2019）。SSPP は、Senescence-Associated Receptor-Like Kinase

（SARK）を脱リン酸化し、葉の老化を負に制御する（Xu et al. 2011; Xiao et al. 2015）。それ

に対して、SAUR49 が SSPP と結合し、SSPP の機能を阻害することで葉の老化が促進され

る。また、PP2C.D タンパク質は、細胞膜に存在する H⁺-ATPase の脱リン酸化を促進するこ

とで H⁺-ATPaseの H⁺の排出機能を抑制する役割を持つ。これに対して、SAUR が PP2C.D と

結合しその機能を阻害することで、細胞膜の H⁺-ATPase の機能が促進され H⁺が放出される

ようになる。SSPP においても、他の PP2C.D タンパク質と同様に H⁺-ATPase との関係性が

述べられており、SAUR49を過剰発現させることで細胞膜の H⁺-ATPaseの活性が上昇するこ

とが報告されている。さらに、SAUR49 だけでなく、SAUR30、SAUR39、SAUR41 および

SAUR72 も SSPP との結合が示され、それらの SAUR の機能が SAUR49 の機能と重複して
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いることが予測されている（Wen et al. 2019）。このように SAUR49 は、SSPPと結合し SSPP

の機能を阻害することで、細胞膜に存在する H⁺-ATPase の機能を促進することが示されて

いる。さらに、本研究で候補遺伝子とした SAUR39においても SSPPとの結合が示されたこ

とから、SAUR49と同様に働き、SAUR30、SAUR41 および SAUR72とともに重複して機能

していることが考察される。 

花粉において H⁺-ATPase は重要な役割を司ることが知られている。花粉管伸長における

花粉管先端の H⁺濃度勾配は、Ca²⁺の濃度勾配と同様に重要な要素であることが予測されて

いる（Felle 2001）。この花粉管先端における H⁺濃度勾配は、花粉管全体の細胞膜の H⁺-ATPase

からの H⁺の流出と、先端の H⁺チャネルにおける H⁺の吸収により成り立っている。この H⁺

濃度勾配の調節において H⁺-ATPase は、花粉において H⁺の排出を行う重要な存在である。

AHA6、AHA8および AHA9は、花粉管先端を除く花粉と花粉管の細胞膜で主に発現してい

る細胞膜 H⁺-ATPaseである。これらの三重変異体において、in vitro花粉管発芽率が低下し、

花粉管の伸長においても不規則な花粉管伸長を示し、野生型と比べて花粉管長が大幅に低

下することが見出されている。また、胚珠へ到達する花粉管が減少するため、種子数が大幅

に減少することが報告されている（Hoffmann et al. 2020）。このように、H⁺排出を制御する

H⁺-ATPaseは、花粉管発芽・伸長において重要な要素である。 

これらのことから SAUR39 と SAUR49 の花粉における分子メカニズムを考察すると、高

Ca²⁺濃度の花粉管先端において、SAUR39、SAUR49 は CaM 結合により立体構造を変化さ

せ、本来の結合相手である SSPP と結合しなくなる。SSPP が活性化することにより花粉管

の細胞膜に存在する H⁺-ATPase の脱リン酸化が起こる。そうすることで、花粉管先端での

H⁺の放出を防ぎ、花粉管先端において高 H⁺濃度を維持する。また、花粉管 Ca²⁺濃度の低い

部位では CaMが機能せず SAURと結合しないため、SAUR39、SAUR49が正常に働き、SSPP

の機能を阻害する。これにより H⁺-ATPaseが正常に働き、H⁺の細胞外へ放出する。このよう

に SAUR は、Ca²⁺濃度の情報により花粉管内での H⁺の濃度勾配を調整している存在である

可能性が考えられる。この可能性は、花粉管先端における H⁺に対する Ca²⁺の負のフィード

バック調節の予測（Hayashi et al. 2021）からも裏付けられる。この予測では、（1）細胞膜 H⁺-

ATPaseが活性化しているときに花粉管伸長が可能であること（2）成長が Ca²⁺流入を刺激す

ること、（3）Ca²⁺流入によって細胞膜 H⁺-ATPase活性を阻害することが、フィードバック調

節における条件とされている。本研究で見出した SAURは、この予測の（3）における SAUR

による Ca²⁺流入を感知し、H⁺-ATPase の活性が下がる機構に関与しているのかもしれない。 
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4．今後の展望 

ドライ解析により、SAUR39 と SAUR49 が CaM 結合性 SAUR との相同性から CaM と結

合することが予測された。それに対して、SAUR49 と CaM の結合実験による生化学的解明

による証明が必要とされる。また同様に、SAUR39と SAUR49 は PP2C.Dタンパク質である

SSPP との結合が確認されているが、SAUR70 においても PP2C.D タンパク質と結合するこ

とを生化学的に解明する必要がある。これらの結果を通して、分子メカニズムの予測の検証

が必要である。 

本研究において、T-DNA挿入変異体の表現型解析に saur39と saur49の漏出性のアレルを

T-DNA 挿入変異体として表現型解析に用いた。表現型解析において T-DNA挿入変異体にお

いて野生型との間に表現型に差が見られたが、正確かつ微細な表現型の差異までは見るこ

とができなかった。そこで今後の課題として、SAUR39、SAUR49のゲノム編集による完全機

能欠失変異体の作出が詳細な表現型解析に必要とされる。また、機能の重複が予測されるた

め、SAUR39、SAUR49および SAUR70 の完全機能欠失変異体の二重変異体、三重変異体の作

成による表現型解析も必要とされる。これらの表現型解析により、各 SAUR の花粉の各機

能における調節因子としての重要性を解明する必要があろう。 
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要約 

植物において生殖は、次世代となる種子を残すうえで重要なイベントである。花粉は、

雌しべ先端に付着し、花粉管を発芽・伸長させ精細胞を胚珠に届ける働きをしており、生

殖における重要な役割を持つ存在である。花粉が正常に発達する上で、雌しべから供給さ

れる水分・養分のうち Ca²⁺は非常に重要な要素である。Ca²⁺は、花粉内でセカンドメッセ

ンジャーとして働き、花粉管発芽・伸長や花粉管の誘導など幅広い機能に関わる存在であ

ることが判明している。しかし、Ca²⁺を介したそれらの花粉機能の詳細な分子メカニズム

については不明な点が多い。Ca²⁺による情報伝達は、Ca²⁺が Ca²⁺結合タンパク質と結合す

ることで始まる。代表的な Ca²⁺結合タンパク質の一種であるカルモジュリン（CaM）は、

一部において花粉機能との関連性が発見されているが、CaMが花粉機能へ影響を及ぼす詳

細な分子メカニズムの解明には至っていない。 

そこで本研究では、CaMと結合することで Ca²⁺流入情報を受け取り、花粉機能を制御す

る因子の探索と分子メカニズムの解明を目的として研究を行った。まず、ドライ解析によ

る花粉機能制御因子の候補遺伝子の選抜を行った。次に、候補遺伝子の T-DNA 挿入変異

体を用いた表現型解析を行い、ドライ解析で選抜した候補遺伝子が花粉機能へ及ぼす影響

を検証した。ドライ解析により、SAUR39、SAUR49 および SAUR70 が CaMと結合し花粉

機能を制御する因子の候補に挙げられた。SAUR39、SAUR49および SAUR70の T-DNA 挿

入変異体の表現型解析の結果、花粉管発芽と花粉管伸長に変異の影響が見られた。したが

って、SAUR39、SAUR49および SAUR70は、CaMと結合することで花粉機能を制御する主

要な因子であることが強く示唆された。 
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図表 



候補遺伝子の選抜

CaM結合予測遺伝子：100種
（Reddy et al. 2002）

カルモジュリンと結合

花粉でRPKM2以上の遺伝子
（松田 2015）

花粉で発現

図1. Ca²+イオンの濃度情報を媒介した花粉管発芽および花粉管伸長を制御する遺伝子の同定に向け
たストラテジー

Ca²+イオンの濃度情報を媒介した、花粉管発芽および花粉管伸長の制御に関わる候補遺伝子の絞り
込みを行うため、カルモジュリンと結合する可能性があり、かつ花粉で発現する遺伝子を選抜した。こう
して得られた遺伝子の中で、同一ファミリーかつ花粉において遺伝子の機能が解明されていない
SAUR39,  SAUR49およびSAUR70に注目した。これらのカルモジュリン結合性の解析と、これらの変
異体での花粉管発芽および花粉管伸長の表現型を解析することで、花粉でのCa2+イオン濃度情報を媒
介する制御因子であることの証明を試みた。

Gene ID description Pollen RPKM

At3g43120 SAUR39 243.617

At3g21180 ACA9.g 46.0615

At1g02780 Ribosomal L19.c 16.5577

At4g34750 SAUR49 13.4961

At4g01010 CNGC-like.l 6.4437

At2g43040 APCBP.a 5.74254

At4g02230 Ribosomal L19.b 5.57427

At2g43120 Pirin-like.a 3.94031

At3g57330 ACA.c 2.98123

At5g20810 SAUR70 2.52097

At2g38800 Hypothetical 2.29402

At3g16780 Ribosomal L19.a 2.06944

変異体の花粉管発芽および花粉管伸長の表現型解析
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SAUR39      MDENNAAKLTGIKQIVRLKEILQKWQTVTIGSKSDDGELGA-RKHTAIIS

SAUR70      MDENNAAKLTGIRQIVRLKEILQKWQTVTIGPKSEVPPLAAGKQAVAMIS

SAUR49      -----MGKNNKIGSVVRIRQMLKQWQKKAHIGSSNN--------------

.* . * .:**::::*::**. :   .*:               

SAUR39      PVINKRLLDLKTCDSDEETTCQSPEPPPDVPKGYLAVYVGPELRRFIIPT

SAUR70      PAINKRLLDVKNGDSDEE-TCQSPEPPHDVPKGNLAVYVGPELRRFIIPT

SAUR49      ------------------------DPVSDVPPGHVAVSVGENRRRYVVRA

:*  *** * :** ** : **::: :

SAUR39      NFLSHSLFKVLLEKAEEEYGFDHSGALTIPCEVETFKYLLKCIENHPKDD

SAUR70      SYLSHSLFKVLLEKAEEEFGFDQSGALTIPCEVETFKYLLKCMENNLKDL

SAUR49      KHLNHPIFRRLLAEAEEEYGFANVGPLAIPCDESLFEDIIAIVTRCESSS

..*.*.:*: ** :****:** : *.*:***: . *: ::  : .  .. 

SAUR39      TSA--EDPVETEE------------------------------

SAUR70      HPD--DNSGKPPKDQLLPRDHTMNSNPGGQPRLNPGTGLKSKP

SAUR49      SSGRGNPPAATLEDLRRCSHVGLAKNNVESRPLLPGIAEKSVC

.    : .  . :                              

CaM-binding domains

SAUR-specific domain （SSD）

CaM-binding domains SSD

A

B

5’ 3’

図2. SAUR39、SAUR49およびSAUR70のアミノ酸配列の類似性の解析

（A）SAUR39、SAUR49およびSAUR70について、ClustalWを用いてアライメント解析を行った。5’末端
のCaM-bindingドメインと中央に、SAUR特異的ドメイン（SSD）が高度に保存されていることが見出され
た。それら以外に保存されたドメイン/モチーフは検出されなかった。

（B）一般的なCaM結合性SAURの構造（Park et al. 2007）
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図3. SAUR39、SAUR49およびSAUR70のドメイン検索の結果

（A） SAUR39、（B） SAUR49、（C） SAUR70のアミノ酸配列から、Pfamを用いてドメイン検索を行い、
アミノ酸配列上のドメインの位置を予測した。いずれもSAURファミリーに特異的なAuxin inducibleドメ
インが、高度に保存されていることが見出された。

A

B

C

33



A

B

C

図4. Calmodulin Target DatabaseによるCaM結合部位の予測

Calmodulin Target DatabaseのBinding Site Searchを用いて、SAUR39, SAUR49および
SAUR70のCaM結合部位の予測を行った。
（A）はSAUR39、（B）はSAUR49、（C）はSAUR70の結果を示した。
予測されるCaM結合部位は、スコア値の高い配列が連続する部位で示される。
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101

100
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101

100

図5. SAUR39、SAUR49およびSAUR70の2次構造の予測

Jpred4を用いて、SAUR39, SAUR49およびSAUR70の2次構造の予測を行った。Hはα-ヘリック
ス構造を示し、Eはβ-シート構造を示す。
（A）はSAUR39、（B）はSAUR49、（C）はSAUR70の結果を示した。

160

150

190
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SAUR70  TGIRQIVRLKEILQKWQTVTIGPKS

|||.|||||||||||||||||||||

SAUR39 TGIKQIVRLKEILQKWQTVTIGSKS

SAUR49  NKIGSVVRIRQMLKQWQKKAHIGSS

||| .||. | || | | | . |

ZmSAUR1  NKIRDIVRLQQLLKKWKKLATVTPS

SAUR70

SAUR49 ZmSAUR1

SAUR39

A

B

図6. SAUR39、SAUR49およびSAUR70のCaM結合部位の構造

（A）CaM結合部位のアミノ酸配列の比較結果。ZmSAUR1は、CaMとの結合が証明されているトウモ
ロコシのSAURである。
（B）CaM結合部位のα-ヘリックス構造の模式図
青色は疎水性のアミノ酸残基、黒色は塩基性のアミノ酸残基を示した。
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Gene ID 変異体名 SALK番号 T-DNA挿入部位

At3g43120 saur39-1 SALK_063426 5'UTR

At3g43120 saur39-2 SALK_204538 5'UTR

At3g43120 saur39-3 SALK_133652 3'UTR

At4g34750 saur49 SALK_134586 promoter

At5g20810 saur70 SALK_023753 exon

表1.変異体系統
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図7. saur39-1の T-DNA挿入の有無と遺伝子型の判定

（A）T-DNA挿入部位と遺伝子型判定に用いたプライマーのアニールサイト
（B）電気泳動によるバンドの有無の確認
Primer1とPrimer2 (1＋2)、Primer1とPrimer3 (1＋3)の2つのプライマーセットを用いた
PCRにより、T-DNA挿入の有無と遺伝子型を判定した。

１+３

１+２

150bp
T-DNA

2

13

A

B

：イントロン

：エキソン

：UTR領域

M １ 2 3 4 5 9 10 １1 １26 87

M １ 2 3 4 5 9 10 １1 １26 87

M １ 2 3 4 5 6
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図8. saur39-2の T-DNA挿入の有無と遺伝子型の判定

（A）T-DNA挿入部位と遺伝子型判定に用いたプライマーのアニールサイト
（B）電気泳動によるバンドの有無の確認
Primer1とPrimer2 (1＋2)、Primer1とPrimer3 (1＋3)の2つのプライマーセットを用いた
PCRにより、T-DNA挿入の有無と遺伝子型を判定した。

１+３

１+２

T-DNA

2

150bp
13

A

B
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：UTR領域
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図9. saur39-3の T-DNA挿入の有無と遺伝子型の判定

（A）T-DNA挿入部位と遺伝子型判定に用いたプライマーのアニールサイト
（B）電気泳動によるバンドの有無の確認
Primer1とPrimer2 (1＋2)、Primer1とPrimer3 (1＋3)の2つのプライマーセットを用いた
PCRによりT-DNA挿入の有無と遺伝子型を判定した。
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図10. saur49の T-DNA挿入の有無と遺伝子型の判定

（A）T-DNA挿入部位と遺伝子型判定に用いたプライマーのアニールサイト
（B）電気泳動によるバンドの有無の確認
Primer1とPrimer2 (1＋2)、Primer1とPrimer3 (1＋3)の2つのプライマーセットを用いた
PCRにより、T-DNA挿入の有無と遺伝子型を判定した。
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１+３

１+２

図11. saur70の T-DNA挿入の有無と遺伝子型の判定

（A）T-DNA挿入部位と遺伝子型判定に用いたプライマーのアニールサイト
（B）電気泳動によるバンドの有無の確認
Primer1とPrimer2 (1＋2)、Primer1とPrimer3 (1＋3)の2つのプライマーセットを用いた
PCRにより、T-DNA挿入の有無と遺伝子型を判定した。
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3 1
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図12. RT-PCRによる各変異体でのSAUR遺伝子の発現変化の解析

野生型および各変異体のステージ13の葯のRNAを用いた、逆転写（RT）-PCRによって
各遺伝子の発現レベルを調査した。
（A）野生型と各saur変異体におけるSAUR遺伝子の発現量の比較
（B）コントロールとして用いたActin1による発現量の比較

Col-0 saur39-2 Col-0 saur39-3

Col-0 saur49 Col-0 saur70

Col-0 saur39-2 saur39-3 saur49 saur70

A

B

M M

M M

M
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A B

C

図13. in vitro培地における花粉管発芽の表現型
PGM培地で発芽処理した培養24時間後の花粉を写真撮影した。
（A）Col-0、（B）saur39-2、（C）saur49、（D）saur70

D
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図14. in vitro培地における花粉管発芽率

PGM培地で発芽処理した培養後24時間後のCol-0、saur39-2、saur49およびsaur70の花粉管
発芽率を比較した。調査した花粉数は、それぞれn=493, 202, 150, 110で行った。エラーバー
で標準誤差を示した。＊P ＜ 0.05
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図15. stage14の雌ずいにおける花粉管伸長

受粉後3時間の花粉管伸長の表現型をアニリンブルー染色で解析した。矢じりで、
花粉管の到達位置を示した。（A）Col-0、（B）saur39-2、（C）saur49

CA B
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図16. 受粉から3, 5, 8, 12, 24時間後のstage14の雌ずいにおける花粉管長

Col-0、saur39-2、saur49の受粉後3, 5, 8, 12, 24時間後の花粉管長を測定した。調査した雌ず
いの本数はCol-0が時間ごとでn＝3, 4, 5, 4, 3で行った。saur39-2はn＝4, 4, 4, 4, 4で行った。
saur49はn=4, 3, 3, 4, 2で行った。エラーバーで標準誤差を示した。＊P ＜ 0.05
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図17. 自家受粉における平均種子結実数

Col-0、saur39-2、saur49の長角果あたりの種子数を測定した。調査した長角果数は、
それぞれn＝39, 56, 28で行った。エラーバーで標準誤差を示した。＊P ＜ 0.05
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図18. 他家受粉における平均稔実数

♀Col-0×♂saur39-2、♀Col-0×♂saur49、♀saur39-2×♂Col-0、および
♀saur49×♂Col-0の長角果あたりの種子数を測定した。調査した長角果数は、それぞれ
n＝23, 23, 24, 18で行った。エラーバーで標準誤差を示した。＊P ＜ 0.05
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図19. 自家受粉における平均長角果長

Col-0、saur39-2、saur49の長角果あたりの長角果長を測定した。調査
した長角果数は、それぞれn＝39, 56, 28で行った。エラーバーで標準
誤差を示した。
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図20. 他家受粉における平均長角果長

♀Col-0×♂saur39-2、♀Col-0×♂saur49、♀saur39-2×♂Col-0および♀saur49×♂Col-

0の長角果あたりの長角果長を測定した。調査した長角果数は、それぞれn＝23, 23, 24, 18

で行った。エラーバーで標準誤差を示した。
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primer sequence(5'→3')

SAUR39-1 primer1 ACCTTGGTTTTTAATTCTGGTTTTC

SAUR39-1 primer3 CATCTTTATTTGGTTCCAAATATGC

SAUR39-2 primer1 AGACAAAACAACTTGATTGAACATG

SAUR39-2 primer3 TGATGACCTTTAGTCCTTTATCAGC

SAUR39-3 primer1 ATTGAGTTGATCGATGAACCTAGAG

SAUR39-3 primer3 GAAGATGGTTTCCTGAGTATTGATG

SAUR49 primer1 GAGTATCACAATCATCCTCCAACTC

SAUR49 primer3 TTTATAAGGTATCCCCTTTTAACCG

SAUR70 primer1 CTGATTTTACAATTACACCCCAAAG

SAUR70 primer3 TTTCATTTATTTTGATGCAACTGAG

primer2 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

RT-PCR SAUR39 right primer AAGAATGGCTAAGAAAGTTTGTGGG

RT-PCR SAUR39 left primer CACAGCTATCATTTCACCGGTTATC

RT-PCR SAUR49 right primer CCGATCTTATTGTTCTTCCCCATTG

RT-PCR SAUR49 left primer CTTTAAATACCGTAACGCTAAATTC

RT-PCR SAUR70 right primer TTTCTGCAAAATCTCCTTAAGCCTG

RT-PCR SAUR70 left primer CTTCAATTCGTTTTCCTCTTCAGCT

RT-PCR ACTIN1 right primer GCACCTAGAGCTGTGTTTCCTAGT

RT-PCR ACTIN1 left primer GCTCGTAGTCAAGAGCAATGTAGC

表2． 本実験で用いたPCRプライマー
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