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〈要 約〉

　被子植物の生殖の過程では，通常，最初に到達した花粉管により重複受精が完了する．受精した胚珠は後続の花粉管が来ないよう制御しているが，そのしくみについては明らかにされていなかった．筆者らは，シロイヌナズナを用いて，卵細胞または中央細胞のどちらかにおける受精の失敗が，2本目以降の花粉管の誘引を停止させる活性の低下をまねくことを示した．同様の表現型は，中央細胞において遺伝子発現を負に制御するFIS-PRC2の機能欠損によっても観察された．FIS-PRC2は胚乳において特異的に機能することから，卵細胞と中央細胞はそれぞれ独自のシグナル伝達経路を発達させてきたものと考えられた．興味深いことに，卵細胞または中央細胞のどちらか一方が受精した胚珠では，その不完全な重複受精を原因として誘引された2本目の花粉管により受精が回復し，その結果，遺伝子型の異なる胚と胚乳をもつ種子が得られた．したがって，卵細胞と中央細胞のそれぞれが受精したかどうかを独自に判断し，2本目の花粉管の誘引をつうじた受精回復システムを構築することにより，生殖における適応度をあげている可能性が示唆された．

はじめに

　鞭毛や繊毛をもたない被子植物の精細胞は自律的な移動ができず，代わりに，精細胞は花粉管という管状の細胞により輸送される．雌しべの柱頭において受粉が起こると，花粉から伸長をはじめた花粉管は互いに競争しながら雌しべの内部へと進んでいく．雌しべの内部には受精ののちに種子となる胚珠がならんでいる．花粉管は受精を完了した胚珠をさけて未受精の胚珠にむかうため，結果として，ほぼすべての胚珠が花粉管と一対一の関係で受精する1)（図1）．この2本目の花粉管をしりぞけるしくみは多花粉管拒否とよばれ2)，古くからその存在は知られていたものの，どのような分子機構によるものなのかは不明であった．

　そのようななか，2012年，筆者らのグループおよび米国のグループは，シロイヌナズナを用い，重複受精が多花粉管拒否の開始の鍵をにぎることを示した2,3)．胚珠には花粉管を誘引する物質を分泌する助細胞が2つ存在する．到達した花粉管は，片方の助細胞の崩壊とともに，2個の精細胞を放出して卵細胞と中央細胞という雌側の2つの配偶子の受精を完了する．この被子植物に独特の受精現象が重複受精である（図1，植物の受精のしくみについては，東山 哲也, 領域融合レビュー, 1, e007, 2012 も参照されたい）．受精機能を欠損した精細胞のつくられるgcs1/hap2変異体4) の花粉管を受容することで重複受精に失敗した胚珠は，高頻度で2本目の花粉管を誘引することが明らかにされた2,3)．このことから，多花粉管拒否の開始における重複受精の役割が示されたが，雌しべの組織の奥深くでほぼ同時に起こる卵細胞の受精および中央細胞の受精が，それぞれどれくらい多花粉管拒否に貢献しているかについては明らかにされていなかった．

1．多花粉管拒否は卵細胞と中央細胞の二重支配をうける

　精細胞が1つしかつくられないcdka;1変異体の花粉を用いて受粉実験を行った5)．これにより，卵細胞のみが受精することで次世代の植物体となる胚だけが発達した種子や，反対に，中央細胞のみが受精することで胚乳だけが発達した種子がランダムにつくられる．これら単独受精を起こした種子は花粉管の誘引が完全には停止せず，いずれの場合も，2本目の花粉管を受け入れたものが約30％みられた．一方で，卵細胞および中央細胞ともに受精できなかった種子における2本目の花粉管の受容率80％と比較すると3)，これら単独受精を示した種子は，ある程度の多花粉管拒否を起こしていることがわかった．したがって，多花粉管拒否には卵細胞の受精および中央細胞の受精により活性化される独立した経路の存在が示唆された．重複受精ではこの2つの経路は相加的に機能し，より強い多花粉管拒否が誘起されると考えられた（図1）．

2．受精により花粉管の誘引能力はすばやく低下する

　多花粉管拒否のしくみが花粉管への誘引能力の低下によるものかどうかを調べるため，授粉ののちの雌しべから摘出した胚珠が花粉管を誘引するかどうか培地において評価した．すると，gcs1/hap2変異体により重複受精に失敗した約90％の胚珠，cdka;1変異体により卵細胞のみが受精した約50％の胚珠，そして，野生型の花粉管を受容して重複受精に成功した約20％の胚珠が，花粉管の誘引応答を示した．これらの傾向は，最終的な種子の表現型を調べたさきの実験結果とほぼ一致した．重要なのは，多花粉管拒否に重要なステップとみられていた“残されたほうの助細胞の核崩壊”よりまえで得られたことである．これにより，受精ののち花粉管への誘引能力を急速に低下させる多花粉管拒否のようすが明らかになった．

3．FIS-PRC2は多花粉管拒否の中央細胞経路において機能する

　多花粉管拒否について分子的な理解の手がかりを得ることを目的に，中央細胞の機能に欠損を示す既知のシロイヌナズナ変異体について解析を行った．その結果，MEDEA，FIS2，FIEといったタンパク質を欠損する変異体は，重複受精するにもかかわらず高頻度で2本目の花粉管を受容することが示された．これらのタンパク質はヒストンH3の27番目のリジン残基のメチル化修飾を介して遺伝子発現を負に制御するポリコーム複合体のひとつ，FIS-PRC2（fertilization-independent seed polycomb repressive complex 2）を構成する6)．MEAやFIS2は中央細胞や胚乳に特異的に発現することなどから，FIS-PRC2が中央細胞の受精のときに起こる多花粉管拒否の経路において機能していると結論づけた．

4．単独受精ののちの能動的な受精回復によりヘテロ受精が起こる

　被子植物の多花粉管拒否は，どうして2種類の受精により制御される複雑なしくみになっているのだろうか？　卵細胞または中央細胞のみが受精に失敗した場合，それぞれの細胞が2本目の花粉管誘引を許可できたほうが，受精の失敗を柔軟に回復することができるのだろうと予想した．そこで，このような現象が起こりうるのかどうか検証するため，卵細胞や中央細胞において合計10％程度の単独受精をひき起こす精細胞異常変異体であるkokopelli変異体を実験に用いた7)．まず，構成的な遺伝子プロモーターによりヒストンH2B-tdTomato融合タンパク質を発現するkokopelli変異体の花粉を，野生株の雌しべに授粉して一部に単独受精を誘起したのち，ヒストンH2B-GFP融合タンパク質を構成的に発現する形質転換体の花粉を追加するよう授粉した．すると予想どおり，胚の核がtdTomatoで胚乳の核がGFPで標識された種子や，逆に，胚の核がGFPで胚乳の核がtdTomatoで標識された種子が得られた（図2）．このように，通常の受精様式では同じ遺伝子構成となるべき胚と胚乳が異なる遺伝子型をもつ特殊な受精現象はヘテロ受精とよばれ，これまでトウモロコシで研究されてきた8)．今回，シロイヌナズナにおいてはじめてヘテロ受精を誘起することに成功した．これにより，ヘテロ受精が生じる背景には，卵細胞と中央細胞のそれぞれの受精による協調的な花粉管誘引の停止のしくみの存在することが示された．もしかすると，この柔軟なしくみが生殖における適応度の上昇に貢献したのかもしれない．

おわりに

　この研究により，これまで不可分とされてきた卵細胞の受精および中央細胞の受精が，それぞれ多花粉管拒否にはたす役割が明らかになった．ドイツのグループは，筆者らの報告と連報というかたちで，受精ののちに残されたほうの助細胞核の崩壊にエチレンシグナル伝達系が必要とされることを示している9)．今後は，卵細胞あるいは中央細胞の受精がFIS-PRC2やエチレンシグナル伝達系とどのような関係にあるのかを特定することがひとつの課題になるだろう．そこで，助細胞の示す花粉管誘引の動的な変化をとらえる方法が重要になってくる．筆者らのグループは，シロイヌナズナにおいて助細胞から分泌される花粉管誘引ペプチドAtLURE1を同定した10)．これにより，多花粉管拒否をAtLURE1の合成や分泌などの動的な制御の変化として理解することができるだろう．

　一方で，シロイヌナズナにおいて誘導することのできるようになったヘテロ受精は，父親側から遺伝子型の異なる胚と胚乳をつくらせるツールとして利用できる．たとえば，胚乳から胚へと移動する小分子RNAなど情報分子の解析に役立つだろう．
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〈図説明〉
図1　雌しべの内部を伸長する花粉管と重複受精のときの胚珠のようす
図2　kokopelli変異体による単独受精とヘテロ受精

（a）kokopelli変異体の花粉を授粉して一部に単独受精を誘起したのち，追加で授粉を行ったところ，胚と胚乳が異なる遺伝子型をもつヘテロ受精が生じた．
（b）多光子顕微鏡により撮影したヘテロ受精した種子の3次元構築像（画像処理：科学技術振興機構ERATO東山ライブホロニクスプロジェクト 栗原大輔 博士）．
