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1.要旨	
 

	
 被子植物の受精が達成されるには,	
 雌蕊の柱頭に受粉した花粉から発芽・伸

長した花粉管が,	
 雌蕊組織の中を迷うことなく通過し,	
 胚嚢へと到達すること

が必須である.	
 雌蕊を通過している間に花粉管は, 脂質，植物ホルモン，ペプチ

ド，糖タンパク質等さまざまな雌性分子を受け取る．この時, 花粉管の遺伝子発

現は段階的に変化しており，これは胚嚢による花粉管の誘引と受容を含む配偶

体間の相互作用を促進していると考えられる．	
 	
 

	
 当研究室において,	
 胚嚢が胚珠から裸出しているという特徴をもつ植物トレ

ニア (Torenia fournieri) を用いて, 胚嚢において卵細胞の両側に位置する 2つの

助細胞から分泌される花粉管誘引物質LUREペプチドが同定された.	
 この時,切

断された花柱内を伸長した花粉管は，切り口から培地上に出て伸長を続け

（semi-in vitro），助細胞から分泌される LUREペプチドによって胚嚢へと誘引さ

れる. さらに, 先行研究により,	
 培地上で花粉管を胚嚢へ誘引・受精させるため

には, まず花柱組織の中を伸長し, さらに胚珠組織からの滲出成分を受けると

いう制御が必要であることが明らかになった. 胚珠組織からの第二段階の制御

を担う因子が見出され, 花粉管に誘引シグナル応答能を与える因子であること

から, AMOR (Activation Molecule for Response-capability) と名付けられた.  

	
 本研究では,	
 花粉管が胚嚢からの誘引物質に対する応答能を獲得する分子メ

カニズムの解明をするために,	
 AMOR の同定を目指した.	
 最初に,	
 花粉管が誘

引物質応答能を持つ割合を顕微操作により定量的に評価できるAMORアッセイ

系を開発した. この系を用いることで, AMORは濃度依存的に作用し, 組織特異
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性があることが明らかとなった. さらに胚珠を含む子房の培養液から AMOR の

精製をおこない, その性質を解析した. その結果, AMORは熱耐性で，タンパク

質分解酵素耐性の分子であることが明らかとなった . さらに解析の結果， 

AMORを植物特有のアラビノガラクタン糖鎖として同定し，その末端の 4-O-メ

チル-グルクロノシル残基がその活性に必須であることを明らかにした. さらに、

化学的に合成した 2 糖メチル -グルクロノシルガラクトースのβ異性体 

4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal が AMOR 活性を有することを示した. 化学合成による

誘導体解析により, この 2糖構造 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galの GlcAのメチル基修

飾とβ-(1→6)結合とが AMOR 活性に必須であることを明らかにした. 子房内の

AMOR 糖鎖が LURE ペプチドによる最終的なガイダンスに先駆けて花粉管の

LURE応答能を変化させている可能性が考えられる.	
 

	
 本研究によって初めて植物の細胞外基質を構成している特定の糖鎖構造が細

胞間コミュニケーションを担う生理活性物質として同定された. 今後花粉管に

よる AMOR の受容機構や他種における普遍性を解析することで, LURE ペプチ

ドによる花粉管ガイダンス機構の解明に貢献するだけでなく, 植物の糖鎖生物

学に大きく貢献するものと期待できる.	
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2. 序論  

被子植物の受精において，雌蕊の柱頭に受粉した花粉が花粉管を伸長させ，

確実に胚嚢へ到達することは必須である (図 1)．この花粉管を精確に目的の胚

嚢へと誘導する仕組みを花粉管ガイダンスと呼ぶ．これまでの遺伝学的および

生理学的研究により，この花粉管のガイダンスは，胞子体（核相が 2n の柱頭，

花柱など）と雌性配偶体（核相が n の胚嚢）の両方により制御されていること

が示されてきた（Higashiyama et al., 2003）．胞子体に由来する因子としては，方

向性制御を担う物質（誘引物質）の候補として，ユリの柱頭で働く低分子量タ

ンパク質のケモシアニン（Kim et al., 2003）やシロイヌナズナの子房内で働く

GABA（Palanivelu et al., 2006）が報告されている．また，方向性制御とは異なり，

ユリの花粉管と花柱の接着を担う因子として低分子量タンパク質である

Stigma/stylar Cysteine-rich Adhesin (SCA)（Park et al., 2000）が，タバコの花柱で

働き花粉管伸長を促進するアラビノガラクタンタンパク質（AGP）である

Transmitting Tissue-Specific (TTS) タンパク質（Cheung et al., 1995; Wu et al., 1995）

などが報告されている． 

花粉管が子房に入ると，花粉管の走性パターンに変化が見られ始める 

(Higashiyama and Takeuhi, 2015)．子房に入るまでの花粉管は，胞子体のみにより

ガイドされ，複数（多数）の花粉管の束となって集団で子房に向かう．一方，

子房に進入した花粉管は，1本ずつ個別に標的である胚珠 (ovule) による制御を

受け始める．花粉管ガイダンスは多段階のプロセスであるが，この胚珠による

ガイダンスを境に，大きく pre-ovularガイダンスと ovularガイダンスの 2つに分
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けることができる(Higashiyama and Takeuhi, 2015)．胚珠によるガイダンスにおい

て，胞子体とともに重要な役割を果たすのが，雌性配偶体である胚嚢である． 

胚珠は受精後に種子となる組織であるが，古くから花粉管は胚珠に対して「化

学屈性」と考えられる挙動を示すことが知られてきた (Higashiyama et al., 2003; 

Higashiyama and Hamamura, 2008)．19世紀後半から胚珠に由来する誘引物質の存

在が提唱され，花粉管ガイダンスの研究の中心は，常にこの同定を目指す試み

であった (Higashiyama et al., 2003; Higashiyama and Hamamura, 2008)．近年，胚嚢

が拡散性のガイダンス分子を分泌していることが，胚嚢が裸出するユニークな

植物であるトレニア (Torenia fournieri) の semi-in vitro受精系で，初めて実験的

に示唆された (Higashiyama et al., 1998)．さらに，トレニアでは胚嚢の助細胞が

花粉管誘引物質を分泌していることが示され (Higashiyama et al., 2001)，また，

シロイヌナズナにおいても助細胞が珠孔ガイダンスを制御していることが明ら

かとなった (Kasahara et al., 2005)．そして，トレニアにおける胚嚢への最終的な

花粉管誘引物質として，助細胞から分泌されるペプチドである LURE1と LURE2

が同定された (Okuda et al., 2009)．LUREはシステインに富む抗菌ペプチドであ

るディフェンシンに類似するペプチドであり，同様の構造を示す LUREペプチ

ドがトレニア近縁種 (Kanaoka et al., 2011) ならびにシロイヌナズナ (Takeuchi 

and Higashiyama, 2012) においても同定された．また，トウモロコシにおいて助

細胞から分泌される異なるタイプのペプチド ZmEA1が，誘引物質として報告さ

れた (Márton et al., 2012)．これらの誘引ペプチドの活性は，種の特異性／選択性

が高く，異種への遺伝子導入により生殖隔離障壁の主要なステップの一つが打

破される (Márton et al., 2012; Takeuchi and Higashiyama, 2012)． 
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このように胚嚢の助細胞が分泌する誘引物質や，花柱において花粉管伸長に

関わる因子などが同定されてきている一方で，これまで想定されていなかった

胞子体組織による新たな花粉管ガイダンスの制御機構が，トレニアの semi-in 

vitro受精系により明らかになってきた (Higashiyama et al., 1998)．トレニアでは，

花粉管が胚嚢に培地中で誘引されるために，花柱を通過する必要があったので

ある．semi-in vitroもしくは semi-in vivoと呼ばれるこの方法では，花粉管は授粉

後に切り取られた花柱内を伸長し，切り口から培地上に出てさらに伸長を続け

る．この花粉管誘引に対する花柱の効果は，花柱が花粉管の単なる通り道では

なく，花粉管が花柱を伸長する間に生理状態を変え，最終的に胚嚢への誘引シ

グナルに応答できるようになるという，言わば受精能獲得のような機構の存在

を示唆している．シロイヌナズナにおいても，花柱を通過した花粉管において，

胚珠に誘引される率が上昇することが観察された (Palanivelu and Preuss, 2006)．

また以前から, 花粉管が伸長している花柱を胚珠のついている胎座へ直接つな

ぐと，受精率が上昇することが示されている (Janson, 1993; Vervaeke et al., 2002)．

これらのことから，被子植物を通じて，胞子体組織による，花粉管の誘引シグ

ナルに対する応答能制御 (competency control)の機構の存在が示唆されるように

なった (Higashiyama et al., 2003; Higashiyama and Takeuchi, 2015)． 

実際に，花柱を通過して semi-in vitroで伸長する花粉管は，培地上で発芽した

花粉管と比べて，大きく遺伝子発現プロファイルを変える (Qin et al., 2009; 

Okuda et al., 2013)．トレニアでは，花柱を通過した花粉管はまず LUREペプチド

が花粉管の先端に局在できるようになり，その後に LURE に対する応答能を獲

得する (Okuda et al., 2013)．シロイヌナズナでは，胚珠からの誘引シグナルに対
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する応答能が向上することに加え，花粉管が胚嚢に到達したあとに内容物を放

出するのに必要な遺伝子の発現上昇も見られる (Leydon et al., 2013; Liang et al., 

2013).  

胚珠からの誘引シグナル応答能制御に関わる花粉管側の候補因子として，小

胞体局在の K+輸送体 CHX21および CHX23 (Lu et al., 2011) や，MAPキナーゼ

のMPK3およびMPK6 (Guan et al., 2014) がシロイヌナズナで同定されている．

しかし，雌蕊から花粉管に作用する直接的な細胞間シグナリング分子は全く同

定されておらず，その同定は花粉管の応答能制御のメカニズム解明に対して不

可欠である． 

トレニアを用いた当研究室の先行研究において，まず，花粉管の誘引物質へ

の応答能獲得のタイミングを決定するため，semi-in vitro花粉管誘引アッセイ系

を元に，花粉管の応答能のアッセイ系が構築された (図 2)．ガラス針の先端を

珠皮に突き刺してマイクロマニピュレータで操作した胚珠を，培地上の花粉管

の先端に対して様々な位置に置いて誘引率を調べたところ (図 3)，花粉管の先

端から胚嚢の珠孔側の先端が 30 µm以内に存在した場合，常に胚嚢へと誘引さ

れることが明らかとなった（図 4）．このアッセイ系を用いることで，花粉管に

対する誘引物質応答能の獲得について定量的に評価できるようになった． 

そこで，次に花粉管の培養時間がどのように花粉管の誘引能獲得に影響を与

えるかについて解析が行われた．すると，授粉後 6時間で花柱 (15 mm) の切り

口から培地上に出たばかりの花粉管は，胚珠に対して誘引されなかったのに対

し，授粉後 6 時間経過して培地上で 4 時間以上伸長した花粉管は十分に誘引さ

れることが示された (図 5)．これは，伸長する花粉管が，誘引物質への応答能
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を獲得するためには，少なくとも 4 時間は培地上を伸長することが必要という

ことを示唆している．この誘引能の獲得に必要な培養時間において培地に予め

加えていた胚珠の役割について検討するため，培地に胚珠を入れずに解析を行

った．授粉後 12-14時間で胚珠と共培養しなかった花粉管は，興味深いことに，

マニピュレーティングによって花粉管の先端の近傍に配置された胚珠へと誘引

されることはなかった (図 5; 12-14 胚珠−)．このことは花柱を伸長した花粉管の

誘引物質への応答能獲得が胚珠由来の未知の因子に強く依存することを示して

いる． 

この胚珠由来の因子がいつ作られるか検討するため，花粉管との共培養にお

いて成熟した胚珠の代わりにまだ胚嚢が裸出していない未成熟な胚珠（胚嚢は 4

核期以前）が用いられた．すると，花粉管は近傍におかれた胚珠に対して誘引

されなかった (図 6; 未成熟胚珠)．このことから，花粉管に誘引物質への応答能

を与える胚珠由来の因子は，胚珠が成熟してから培地に滲出することが示唆さ

れた．次に，共培養に用いる成熟胚珠に対してレーザーを用いて特定の細胞を

破壊することで，花粉管に誘引能を与える部位の特定が試みられた．その結果，

助細胞を破壊した場合だけでなく，胚嚢全体を破壊した場合にも，花粉管の誘

引能の獲得に欠損は見られなかった (図 6; 助細胞破壊胚珠, 胚嚢破壊胚珠)．さ

らに，減数分裂異常により胚嚢形成に欠損を示すトレニアの交雑種の Torenia 

hybrida (Summer Wave, Suntory Flowers Co.)の胚珠を共培養に用いた場合にも，花

粉管は応答能を獲得した (図 6; T. hybrida (Summer Wave)胚珠)．したがって，胚

珠のなかでも胚嚢を包む胞子体組織から，花粉管に応答能を付与する因子が浸

出することが示された． 
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花粉管誘引物質である LURE ペプチドは高い種特異性を示し，トレニア (T. 

fournieri) に非常に近い近縁種のオルソログの精製ペプチドを用いても，トレニ

アの花粉管は誘引されない．同様に，成熟胚珠から分泌される花粉管への誘引

能を獲得させる活性に種特異性が存在するかどうか検討するため，トレニアと

同じアゼトウガラシ科で属が異なる Lindernia 属（Lindernia crustacea および

Lindernia setulosa）の成熟胚珠を共培養の相手として用い，トレニアの花粉管に

対してトレニアの胚珠を顕微操作して誘引アッセイが行われた．その結果，い

ずれの成熟胚珠を共培養に用いた場合においても，花粉管は十分に誘引応答能

を獲得することが明らかとなった (図 6; L.crustacea胚珠, L.setulosa胚珠)．この

結果，花粉管に誘引応答能を付与する胚珠由来の因子に LURE ペプチドにみら

れるような強い種特異性が存在しないことが示唆された． 

胚珠由来の拡散性の因子が花粉管の応答能獲得に必須なのかどうか，胚珠付

きの胎座を 1ディッシュ (培地 200µl)あたり 2個（胚珠約 800個分）をあらかじ

め一晩培養した前培養培地が用いられた (図 7)．前培養培地と共培養した花粉

管について，これまでと同様にマニピュレータによって操作された胚珠を用い

て，応答能が調べられた．その結果，前培養培地と共培養した花粉管でも誘引

物質を獲得することが明らかとなった  (図 8; 胚珠培養液)．さらに，切断した

花柱を通過した後に培地のみで 2 時間培養した花粉管が，10 分間胚珠の前培養

培地に浸され，培地のみで 2 回洗浄された．この一過的に胚珠の滲出成分に触

れた花粉管は誘引物質応答能を獲得した	
 (図 8; ウォッシュアウト)．花粉管が

助細胞からの誘引物質に誘引される場に胚珠由来の因子は必須でないことから，

この因子が助細胞からの誘引シグナルに直接働くものではなく，花粉管が助細
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胞の誘引シグナルに対して反応できるよう前もって生理活性を変化させる役割

を持つと考えられた．花粉管に対して誘引物質への応答能を獲得させるこの因

子は，Activation Molecule for Response-capabilityの頭文字から AMORと名付けら

れた． 

本研究の目的は，こうした先行研究を基盤に，トレニアの胚珠組織が花粉管

に誘引シグナル応答能を与えるメカニズム，特に胚珠由来の生理活性分子の実

体を解明することである．そのために AMORの精製を進め，その活性を担う分

子の同定を目指した． 
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花柱

子房

胚珠

A

柱頭
葯

花弁

萼片

花粉

花粉管

胎座

B

助細胞

図 1.  花の構造と花粉管ガイダンス
A. トレニアの花の模式図
B. 裸出した胚嚢の助細胞から分泌される誘引物質に反応して胚嚢
側へと向かう花粉管を示す．

誘引物質
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柱頭と花柱

胚珠

0 hap 12 hap

花粉管

花粉管

卵装置

ガラス針

新鮮な胚珠

A B

C D

図 2. トレニアを用いた in vitro花粉管誘引アッセイ系
A.授粉させた花柱を柱頭から 15 mmの位置で切断し，培地に花
柱の切断面を接着させる．花 1個分から取り出した胚珠と培地上
で共培養する（0 hap）(hap、hours after pollination)．
B.授粉後 6時間から培地上に伸長してきた花粉管の先端の近傍
に，新たな胚珠マニピュレーターで配置する (12 hap)．
C.実験に用いられた OLYMPUSIX71 倒立システム顕微鏡．
D.誘引アッセイ中の顕微鏡のステージ上の写真．
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-2:39 0:00
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20 mm

花粉管

卵装置

胚珠

図 3. semi-in vitro受精実験における花粉管の挙動
授粉後 12時間後の培地上を伸長している花粉管に (-2:39)，胚珠
を胚嚢の珠孔側の先端を向けて配置する (0:00)．花粉管は徐々に
伸長方向を変え (12:49)，胚嚢の珠孔側の先端に到達する 
(21:09)．括弧内には胚珠を配置したときを起点とした時間（分：
秒）を示す．スケールバー，20 μm．
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30

花粉管誘引

図 4. 胚珠の位置と花粉管誘引の相関関係
semi-in vitro受精実験における，花粉管の先端と胚珠との相対的
な位置関係とそのときの誘引の成否を示す．花粉管の先端は点線，
花粉管を誘引した胚珠の先端の位置を赤円で，誘引しなかった胚
珠の先端の位置を青円で示す．
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図 5. 花粉管が誘引物質応答能を獲得するまでの時間の解析
semi-in vitro受精実験で，培養時間のさまざまな花粉管に対して
胚珠へと誘引される割合を調べた結果を示す． in vitro花粉管誘引
アッセイ系においては授粉後 6時間は通常，花粉管が花柱の切断
面から培地上に現れる時間に相当する．コントロールとして，アッ
セイを行う培地に胚珠を加えず，授粉後 12時間のアッセイの結
果 (胚珠−)も同時に示す．各条件において 10本以上の花粉管に
対するアッセイを独立に 3回行い，得られた値の平均と標準偏差
を示す．hap, hours after pollination．
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図 6. 花粉管との共培養に用いる胚珠の種類の検討
semi-in vitro受精実験で花粉管との共培養に用いる胚珠として，
開花後 2日 -3日目の胚珠（成熟胚珠），胚嚢が裸出していない 4
細胞期以前の胚珠（未成熟胚珠），レーザーにより助細胞を破壊
した成熟胚珠（助細胞破壊胚珠），レーザーにより胚嚢を破壊し
た成熟胚珠（胚嚢破壊胚珠），さらに胚嚢形成に欠損を示すトレ
ニアの混合種の成熟胚珠（Summer Wave）や異種の成熟胚珠
（L. crustaceaおよび L. setulosa）を用い，それぞれにおける胚珠
への花粉管誘引の割合を調べた結果を示す．各条件において 10
本以上の花粉管に対するアッセイを独立に 3回行い，得られた値
の平均と標準偏差を示す．
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花粉管

0 hap 14 hap
花粉管

卵装置

ガラス針

新鮮な胚珠

胚珠培養液胚珠付き胎座

図 7. AMORアッセイ系の模式図
トレニアの子房から取り出した胎座を胚珠ごと培養した培地を遠心
し，その上清画分（胚珠培養液）を調整する．これを in vitro 花粉管
誘引アッセイ系の培地に入れる胚珠の代わりに添加する．授粉後 14
時間の時点で，培地中を伸長している花粉管の前に新鮮な胚珠をマ
ニピュレータで配置し，胚嚢の珠孔側の先端へと誘引される花粉管
の割合を計測する．hap, hours after pollination．
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図 8. 胚珠培養液における花粉管への誘引応答能を与える活性の検討
in vitro 花粉管誘引アッセイ実験により，花粉管に対して何も加えな
い培地のみを与えた場合（胚珠無し），胚珠を共に培養した場合 ( 胚
珠 )，胚珠培養液を加えた場合 (胚珠培養液 )，授粉後 10時間の時に
胚珠培養液を 10 分だけ処理した後に培地で洗い流した場合 ( ウォッ
シュアウト )，授粉後 14 時間の時点で胚珠への誘引を示す花粉管の
割合を計測した．各条件において 10 本以上の花粉管に対するアッセ
イを独立に 3回行い，得られた値の平均と標準偏差を示す．
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3. 結果  

AMORの精製と性質決定  

培養液や精製物と花粉管を一晩共培養し，マイクロマニピュレータによって

一つの胚珠に対する花粉管の誘引物質応答能を計測するバイオアッセイを

AMORアッセイと呼称する．また，AMORアッセイの結果，胚珠に誘引された

花粉管の割合によって示される誘引応答能を付与する生理活性をAMOR活性と

定義する． 

はじめに，胚珠の前培養培地における AMOR 活性の濃度依存性を調べた(図

9)．希釈系列を作製して AMORアッセイを行ったところ，花粉管は培地 200 µl

あたり花 2 個に由来する胎座付き胚珠を前培養した場合に, 十分な活性を示し

た. この条件（図 8の実験にも用いられた通常の実験条件）における胚珠培養液

の相対濃度を 1 とした．また，この時に応答能を持つ花粉管の割合は，約 80％

だった．前培養培地を希釈すると濃度依存的に AMOR活性が低下することがわ

かった．相対濃度 0.1 で，応答能を持つ花粉管の割合は約 30％に低下する．こ

の濃度依存性の結果をもとに, 精製を進めた． 

AMORの同定に向けて，AMORの組織特異性を調べることで，AMORの精製

に用いる出発材料を検討した．トレニア（Torenia fournieri）の葉，がく, 花柱と

胚珠 (子房)組織をそれぞれ前培養した培養液を用いて，AMOR活性を計測した 

(図 10)．その結果，胚珠の培養液が最も高い活性を持っていた．ここでは胎座

付きの胚珠だけを取り出さずに，子房の上下を切ることで，子房壁を含む子房

ごと胚珠を培養した．胎座付きの胚珠だけを培養した場合と同程度の十分な活
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性が確認できたため，回収の簡便さという観点からも，以降の AMORの精製操

作の出発材料には子房を前培養した培養液を用いた． 

初めに子房培養液を，陰イオン交換カラムを用いて精製をした (図 11). 得ら

れたすべての画分に対して AMOR アッセイを行ったところ，画分 11 から画分

22にかけて AMOR活性が検出された．このことは，前培養培地に存在する条件

において AMOR の正味の電荷が負に帯電していることを示唆する．なお，陽イ

オン交換カラムでは，画分に AMOR活性は検出されていない（水上, 修士論文）．

陰イオン交換カラムによって，AMOR活性の高い単一のピークが得られたため，

このピーク画分（画分 20）を更なる精製に用いた．AMORを 3種のレクチンカ

ラムを用いて精製した結果，AMORはWheat Germ Agglutinin (WGA) レクチン

カラムならびに Concanavalin A (ConA) レクチンカラムに結合した (図 12	
 A, 

B). このことは，AMORは糖鎖を含んでいることを示唆している．一方，Peanut 

Agglutinin (PNA) レクチンカラムには十分な結合を示さなかった(図 12	
 C) ．陰

イオン交換カラムに続いて WGA レクチンカラムで精製した単一のピーク画分

（溶出糖濃度 0.08 Mの画分）を，さらにゲル濾過カラムクロマトグラフィーに

より精製した（図 13）．その結果，AMOR 活性を単一のピークとして得ること

ができた．タンパク質分子量マーカーによるピーク画分（画分 24）に対する見

積もりでは，AMORは分子量約15, 000 – 25, 000の分子であることが推測された．

この 3 つのカラム精製を経て得られたピーク画分について希釈系列を作製して

AMOR活性を調べると，子房培養液に含まれる AMOR量を 100とした場合，比

活性にして約 62.5 %の AMOR が一つの画分に回収したことが示された．他に

AMOR活性のピークが検出されなかったことから，AMORが単一の因子である
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可能性が示唆される． 

次に，AMOR の物理化学的特性について調べるため，精製 AMOR の熱処理 

(100℃,  10 min) と，タンパク質分解酵素 (Proteinase K) 処理をおこなった．そ

の結果，いずれの処理によっても AMOR 活性に有意な低下がみられなかった 

(図 14)．これらの結果は，AMOR 活性を担う分子がタンパク質ではないことを

示唆している．レクチンカラムへの結合と熱安定性を示す AMOR の特性から，

非タンパク質性の分子として糖鎖が AMORの候補として想定された．糖鎖分子

は被子植物においても様々な種類が存在する (Talmadge et al., 1973; Bauer et al., 

1973; Keegstra et al., 1997). 中でも水溶性の糖で, 生理活性分子として花粉管に

作用する分子として，植物の細胞壁に多く存在しているアラビノガラクタンタ

ンパク質 （AGP）が知られる．例えば，タバコの雌蕊の伝達組織に存在し花粉

管伸長を促進する AGPである TTSタンパク質がある (Cheung et al.,1995; Wu et 

al., 1995) ．そこで，AMORが AGPを修飾するアラビノガラクタン糖鎖 (AG糖

鎖) である可能性について検討した．II型 AG糖鎖である AGPの糖鎖のなかで

も，主鎖である β-(1→3)-ガラクタンはヤリブ試薬 (β-glucosyl Yariv試薬; β-GlcY) 

と特異的に結合する．精製 AMORを β-GlcY，および AGPに結合しない不活性

型アナログであるα-galactosyl Yariv試薬 (α-GalY) と混合する沈降実験をおこな

い，その沈殿画分を AMORアッセイにより解析した (図 15)．その結果，β-GlcY

の沈殿画分に AMOR活性が見られる一方 (46.7 ± 5.8 %,  n = 3)，α-GalYの沈殿

画分には AMOR活性がほとんど見られないことがわかった (10.0 ± 10.0 %， n = 

3)．以上の結果は，AMOR が β-(1→3)-ガラクタン主鎖を含む AG 糖鎖を持つこ

とを示唆している． 
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AG糖鎖の末端の二糖構造が AMOR活性を担っている  

	
 AMOR に含まれる AG 糖鎖がその活性を担うのか，もし担うのであれば

AMOR 活性に必要な糖鎖構造は何か，解析を進めた．そのために，AG 糖鎖に

特異的に作用する分解酵素で精製 AMOR画分を処理した後，AMORアッセイを

行った (図 16)．AGPの糖鎖は II型 AG糖鎖であり，β-(1→3)-ガラクタン主鎖に

β-(1→6)-ガラクタン側鎖が付加した構造からなる．β-(1→6)-ガラクタン側鎖は

α-(1→3)-L-アラビノシル残基 (Ara) や α-(1→2)-L-フコシル残基 (Fuc), β-(1→6)-

グルクロノシル残基（GlcA），4位の酸素がメチル化された β-(1→6)-グルクロノ

シル残基（4-Me-GlcA）などによって，部分的に修飾されている  (図 16A). 

β-glucuronidaseは β-(1→6)-ガラクタン側鎖からGlcA および 4-Me-GlcAを切断す

る加水分解酵素である．精製 AMOR画分を β-glucuronidaseで処理すると，その

AMOR 活性は著しく減少した (5.0 ± 5.0%,  n = 3) (図 16B)．一方で , 

endo-β-(1→6)-galactanase と α-L-arabinofranosidase を同時に処理して，β-(1→6)-

ガラクタン側鎖と側鎖を修飾する α-L-アラビノシル残基の加水分解を行った場

合の AMOR 活性は，加熱処理して失活させた酵素を用いた対照試料 (53.3 ± 

6.9 %,  n = 3)と比べても顕著な減少はみられなかった (66.7 ± 10.2%,  n = 3) 

(図 16 B)．これらの結果から，AMOR活性を AG糖鎖が担うことと，AG糖鎖に

おける β-(1→6)-ガラクタン側鎖の末端に位置する β-グルクロノシル残基が

AMOR活性に必要であることが示唆された． 

AMOR活性に必須の AG糖鎖の末端構造を決定するため，共同研究者の小竹 

敬久博士 (埼玉大学) らによって調整された，β-(1→6)-ガラクタン側鎖の末端糖
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鎖（GlcAもしくは 4-Me-GlcA）を含むオリゴ糖を AMORアッセイに用いた．上

の酵素処理の実験結果 (図 16) からは，末端の 2糖構造 (GlcA-Gal) が重要であ

ることが示唆される．実験に用いた種々のオリゴ糖は，ダイコン (Raphanus 

sativus) の根から抽出した AGP を各種の糖分解酵素で処理した後，カラムクロ

マトグラフィーによって精製されたものである．まず，驚くべきことに 4-O-メ

チル-グルクロノシルガラクトース [4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal] の2糖の画分  [メ

チル基のない GlcA-β-(1→6)-Galも含む] が AMOR活性を示した (図 17．2糖の

みを含む画分だけでなく , さらにガラクトースを多く持つ 3 糖の

4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal-β-(1→6)-Gal や 4 糖 の

4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal-β-(1→6)-Gal-β-(1→6)-Galを含むオリゴ糖画分でも，同濃

度 (1 mg/ml) で同程度の AMOR活性が得られた (図 17)．一方で，2糖でも末端

にグルクロノシル残基 (GlcA) を持たない Gal-β-(1→6)-Galを含む画分を調べる

と, AMOR活性を全く示さなかった (図 17)．これらのことから，AG糖鎖の末端

にある 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galの 2糖構造が AMOR活性を担うことが示唆され

た． 

この精製した末端糖のAMORアッセイから, 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galを含む画

分が AMOR 活性を示したものの，この画分にはメチル基修飾を持たない

GlcA-β-(1→6)-Gal が含まれている. 天然の糖の精製ではこれらを分離すること

が困難であったため，名古屋大学の伊丹健一郎博士との共同研究として化学合

成された GlcA-β-(1→6)-Galの AMOR活性を調べた (図 18)．その結果，メチル

基修飾を持たないGlcA-β-(1→6)-Galでは著しくAMOR活性が低いことが明らか

となった (3.3 ± 5.8%,  1.35 µM,  n = 3) (図 19)．続いて，4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal
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とこれに対するアノマー炭素の立体化学異性体の AMOR 活性を調べた．図 18

で示す通りに合成された 4-Me-GlcA-Galの α- と β異性体 (エピマー) を AMOR

アッセイで解析したところ，精製した 4-Me-GlcA-Gal のβ異性体は高い AMOR

活性を持ち(76.7 ± 15.3 %,  0.135 µM,  n = 3)，一方で α異性体の AMOR活性は

有意に低い (33.3 ± 5.8 %,  1.35 µM,  n =3) ことが明らかとなった (図 19)．合

成した 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal をβ-glucuronidase で処理すると AMOR 活性が失

われることが確認された (図 20)．さらに，この 2糖を構成している単糖である

メチル基修飾された GlcA も Gal も，またメチル基修飾を持たない GlcA も

AMOR活性を示さなかった (図 21)．以上の解析から 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galが

AMOR活性の中心を担う部分であり，その β-(1→6) 結合と GlcAのメチル基修

飾が活性において重要であることが示された．  

 

AMOR の活性には GlcA のメチル基修飾とその 1 位の炭素がβ結合してい

ることが重要である  

AMOR の活性の中心をこの 2 糖構造のどの部分が担っているかをより詳細に

解析するために，4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal 誘導体を合成し，その活性を計測する

ことで，構造活性相関 (Structure-Activity Relationship) を解析した．最初に，2

糖間のβ-(1→6)結合が重要かどうかを 4-Me-GlcA-β-(1→3)-Galを合成することで

解析した (図 22)．4-Me-GlcA-β-(1→3) -Gal はある程度の AMOR 活性を示した 

(45.0 ± 10.0 %,  1. 35 µM,  n = 3). 次に，Me-GlcAの結合相手の重要性を解析す

るために，Me-GlcA とβ-(1→6)結合したグルコース  (Glc)，ピラン(Pyran)，

Me-GlcA とβ-(1→2)結合したキシロース (Xyl) を合成し，いくつかの濃度で
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AMOR活性を計測した (図 23)．その結果，それぞれ 56.7 ± 15.3 % (1. 35 µM,  n 

= 3)，83.3 ± 11.5 % (1. 35 µM,  n = 3)，60.0 ± 20.0 % (13. 5 µM,  n = 3)と,  比較

的高い AMOR活性を示した．特に 6員環のエーテル化合物で，糖ではない Pyran

を結合させた場合では，コントロールである 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galと同様の活

性を示した．したがって, 2糖の AMOR活性において，4-Me-GlcAの 1位の炭素

と結合する相手は重要ではなく，Gal以外でも十分な活性が見られる場合がある

ことがわかった． 

4-Me-GlcAと結合する糖の選択性は低いのにも関わらず, 4-Me-GlcAのみでは

機能しない AMOR 活性の特徴を説明する仮説として , 溶液中における

4-Me-GlcA の構造的性質が考えられた．すなわち，他の糖と重合して閉環構造

で固定された 4-Me-GlcAが AMOR活性において重要であり，溶液中ではその多

くが開環状態となる 4-Me-GlcA は活性を示さないという可能性があった．そこ

で，分子量への影響が最小となるように 4-Me-GlcA の閉環構造を固定化した

4-Me-GlcA-Meを用いて AMORアッセイを行った．4-Me-GlcA-Meの AMOR活

性は 4-Me-GlcAと同様，ほとんど活性を示さなかったことから（23.3 ± 5.8 %,  1. 

35 µM,  n = 3）(図 24)，AMOR活性に必要とされるのは，4-Me-GlcAの閉環構

造自体ではなく，β-(1→6)結合によって他の糖と重合した構造であることが示さ

れた。4-Me-GlcA と結合する糖の選択性は低いことが示されたことから，

4-Me-GlcAの選択性を解析した．メチル基を持たない GlcA-β-(1→6)-Gal の活性

は低く (図 19)，メチル基修飾の重要性は示されていたことから，4-Me-GlcAで

はなく，4-Me-Glcに Galをβ-(1→6)結合させた 4-Me-Glc-β-(1→6)-Galと，4位と

6位にメチル基修飾をつけた 4,6-Me-GlcA-β-(1→6)-Galを合成し，AMOR活性を
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計測した (図 25)．その結果，それぞれ 13.3 ± 11.5 % (1. 35 µM,  n = 3)，0.0 ± 0.0 % 

(1. 35 µM,  n = 3)と, AMOR活性をほとんど示さなかった．このことから, AMOR

活性における 4-Me-GlcA の選択性は二糖構造の相手となる糖と比較して非常に

高いことが明らかとなった． 
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4. 考察  

本研究では，助細胞による花粉管の誘引に先立ち，花粉管が胚珠に由来する

因子AMORによって誘引シグナルに対する応答能を獲得する現象について解析

した．花粉管の応答能変化を定量的に解析する系を確立し，生化学および合成

化学の手法と組み合わせることにより，この AMORの実体が，植物の細胞壁に

多く存在するアラビノガラクタン糖鎖 (AG糖鎖) であることを明らかにした．

特にその末端の２糖構造 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal が活性を担うことを突き止め，

化学合成した２糖が，AMOR活性を持つことを示した． 

 

植物生殖において花粉管の応答能獲得を制御する分子 AMORの実体は AG

糖鎖であった  

有性生殖過程において，メス側の因子によりオスの細胞が活性化するという

現象は，動物において「受精能獲得現象」として Chang (1951) と Austin (1951) に

よって初めて報告された．現在では，マウスにおいてメス側のアンギオテンシ

ン変換酵素 (ACE) による精子細胞膜上の GPI アンカータンパク質 TEX101 の

GPIアンカーの切断が，子宮から輸卵管への精子の移行に必要であることが示さ

れており，受精能獲得現象の分子メカニズムの理解が進んでいる(Kondoh et al., 

2005; Fujihara et al., 2013). 一方，植物においても，トレニアの semi-in vitro受精

系の確立 (Higashiyama et al., 1998) に端を発し, 精細胞を運搬する花粉管が胚

珠を目指すよう活性化させる，いわば花粉管の誘引物質応答能の獲得というべ

き現象が報告されてきた．シロイヌナズナの semi in vitro花粉管誘引実験におい
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ても，培地上で発芽させた花粉管よりも，花柱を通過した花粉管の受精率の方

が胚珠に対して高い誘引率を示す (Palanivelu and Preuss, 2006). モクマオウ科の

Casuarina equisetifoliaなどで見られるように, 花粉管が伸長中に柱頭内で停止し, 

胚珠の成熟に伴って伸長を再開する現象も，広い意味でメス側の因子によるオ

スの細胞の活性化と捉えられるかも知れない (Sogo et al., 2004). ところが，動物

の受精能獲得の研究に比べて，花粉管の応答能獲得の研究は生理学的な解析に

留まっており，その分子メカニズムについては全く明らかになっていなかった．

本研究では，雌性因子の実体を AG 糖鎖として初めて同定し，さらにその活性

を担うのが末端の特定の 2 糖鎖構造であることを明らかにした．このことは，

植物における花粉管ガイダンスの研究をさらに深める知見であるとともに，植

物とは異なるシステムではあるものの細胞表面に様々な糖鎖をもつ動物の受精

においても，示唆的な発見である．動物の生殖において重要な役割を担うこと

が知られるシアル酸と同様に，植物の生殖でも酸性多糖であるグルクロン酸修

飾された AG糖鎖が機能していることも興味深い． 

本研究で明らかになった AMOR活性を担う分子である AG糖鎖は，糖鎖が構

造の大部分を占めるプロテオグリカンである AGP の糖鎖である．これまで， 

AGP は植物の細胞壁に多く存在し，様々な細胞内シグナリング経路に関与して

いることが明らかになっている．例えば，組織の発達に関与している AGPとし

ては, ヒャクニチソウで道管の分化の促進をしている xylogen と，オーキシン / 

サイトカイニンシグナル伝達経路と協調して機能するトマトの AGP1 が知られ

ている(Motose et al., 2001; Motose et al., 2004; Gao et al., 1999; Sun et al., 2004). ま

た，生殖に関与している AGPとして，タバコの花柱で働き花粉管伸長を促進す
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る TTS (Cheung et al., 1995; Wu et al., 1995)，タバコの花柱で自家不和合に関係し

ている 120kD (Hancock et al., 2005; Lee et al., 2008)，シロイヌナズナで花粉粒の

形成と花粉管の伸長に機能している AGP6と AGP11 (Coimbra et al., 2009)，シロ

イヌナズナで受精後の残存助細胞の不活性化と多花粉管拒否に関わる AGP4 

(Pereira et al., 2016) といったタンパク質が知られている． 

このように多くの AGPが同定されているものの，AG糖鎖が生理活性に重要

であるのか，長い間明らかではなかった．近年，シロイヌナズナにおいて AG

糖鎖の生合成を担う酵素の同定が進み，AG糖鎖が植物の発生や生殖などにおい

て重要な役割を担うことが示された (Ogawa-Ohnishi and Matsubayashi, 2015)．し

かしながら，AGP に特有の多種多様な糖鎖構造が機能解析を困難にしており，

活性において必須の糖鎖構造はこれまで不明であった．本研究では，各種の糖

鎖分解酵素を用いたアプローチだけではなく，合成糖を用いたケミカルバイオ

ロジーの手法を導入することで AG 糖鎖における機能部位を初めて示すことが

できた. 同様の手法は，生理機能が明らかになっている既知の AGP の糖鎖の機

能解析においても応用することが可能であろう． 

糖鎖は核酸やタンパク質と同様に低分子化合物が重合したポリマーである．

これらを情報伝達の役割をもつ分子として考えたとき，AGP を修飾する糖鎖は

典型的な構造が存在するものの，特定の一次配列を持たない点において，他の

二つとは大きく異なる．そのため，糖鎖を用いた情報伝達は複雑な一次配列に

は依存せず，その特異性も低いものと考えられる．実際，AMOR 活性を示す

4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galは AG側鎖において普遍的にみられる単純な末端構造で

ある．このような AMORの特徴は，二次構造もしくは三次構造が機能に重要と
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なる核酸やタンパク質よりも，オーキシンやエチレンなど低分子の植物ホルモ

ンに通じるものがある．これらのホルモンで調節される作用，例えば発生や分

化は，シグナルを受容する組織や細胞によって様々である．植物の細胞壁に普

遍的に存在するAGPの糖鎖のシグナルもまた，低分子の植物ホルモンのように，

組織ごとに固有の生理作用を示すのかもしれない．仮にそうであれば，本研究

に例示されるAG側鎖の合成糖を野生型あるいはAG糖鎖の減少した変異体の植

物に処理する実験は，単に既知の AGPの機能構造を決定するだけでなく，AGP

の糖鎖によるシグナルの多様性の謎を解明する基盤的情報をもたらすだろう． 

 

AG糖鎖のメチルグルクロノシル修飾が AMOR活性の制御に重要である  

AMOR活性を担うのは， AG糖鎖の中でも，特に側鎖末端に存在する 2糖構

造 4-Me-GlcA-β-(1→3)-Galであった．メチルグルクロノシル修飾は AG糖鎖に広

く見られる構造である．このことから，AMOR 活性の制御を理解するには，特

定の AGP に注目した解析よりも，AG 糖鎖におけるメチルグルクロノシル修飾

の制御を理解することが重要であろう. 

シロイヌナズナにおいて，近年，AGPの糖鎖修飾酵素の研究が進展している．

ペプチド骨格への AG 糖鎖付加を担う hydroxyproline O-galactosyl 転移酵素の

HPGT1, HPGT2, HPGT3の同定に加え	
 (Ogawa-Ohnishi and Matsubayashi, 2015)，

AG糖鎖末端のGlcAを付加するβ-glucuronosyl転移酵素(AtGlcAT14A-C; Knoch et 

al., 2013; Knoch et al., 2014) が同定された．これらの酵素の機能欠損変異体は，

AGPに固有の糖鎖構造を欠損する変異体となり，機能的重複が指摘される AGP

の活性をおしなべて欠損させると期待される．実際，HPGT1, HPGT2, HPGT3の
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変異体は，発生や生殖において多様な表現型を示す． β-glucuronosyl転移酵素の

変異体に興味が持たれるが，多重遺伝子であるため解析が進んでおらず，単独

の遺伝子の欠損で胚軸の伸長が報告されているのみである．今後，多重変異体

の解析や，トレニアの相同遺伝子の変異体に興味が持たれる． 

また, AG糖鎖が AMOR活性をもつには、GlcAの付加に加えて、4-O-メチル

が極めて重要であることが，本研究から明らかとなった．この修飾を担う酵素

はまだ同定されていない．シロイヌナズナにおいて，グルクロノシルキシラン

に対して 4-O-メチル付加を担う酵素 glucuronoxylan methyltransferase (GXMT) が

同定されており，この酵素がグルクロノシルガラクトースに対しても 4-O-メチ

ル付加を行う可能性が議論されている (Urbanowicz et al., 2012)． 

今後，こうしたメチルグルクロノシル修飾に関わる酵素がシロイヌナズナお

よびトレニアで網羅的に同定され，その時空間的な制御が明らかになることで、

AG糖鎖の生理活性制御という，植物の糖鎖生物学における新しい知見が得られ

ると期待される. 

 

花粉管ガイダンスにおける AMORの役割  

AMOR は花粉管ガイダンスにおいて，どのような役割を果たしているだろう

か．トレニアの雌蕊において糖の分析が進められ，次のことが明らかとなって

いる (Mizukami et al., in revision)．(1) ヤリブ試薬を用いた染色により，胚珠の

2n組織，胚嚢の繊形装置（助細胞の特殊な細胞壁），胎座組織の表面の細胞層に

多くの AG糖鎖が存在する，(2) 水に溶出する糖の質量分析から，胚珠組織 (胎

座を含む) は、雌蕊の中でグルクロン酸およびメチルグルクロン酸を含む糖を多
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く存在する， (3) 胚珠に由来する可溶性糖の質量分析において，

4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galの存在が確認された．本研究において，胚珠の培養液は

調べた中で最も高い AMOR活性を示したことを合わせて考えると，子房内にあ

る胚珠付近では，4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal をもつ AG 糖鎖である AMOR が多く

存在していることが示唆される. 

また，化学合成した二糖 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal (合成 AMOR) と，精製した

LUREを用いたアッセイにより，他の胚珠因子が一切ない状態で，花粉管の誘引

が起こることが示された(Mizukami et al., in press)．このことは，AMORが花粉管

の LURE 応答能を制御していることを示している．また，この際，花粉管は花

柱を通過する必要があり，花柱を高濃度の合成 AMOR では代替できていない

(Mizukami et al., in press)．花柱には別の因子が存在する可能性が示唆される． 

以上のことから，トレニアの花粉管ガイダンスにおける AMORの役割は，次

のように考えられる．まず，受粉ののちに花柱内を伸長する花粉管は，花柱か

ら第一段階の応答能制御をうける．花柱の因子は明らかではないが，花粉管に

は遺伝子発現プロファイルの変化や，先端部での LURE への親和性の変化が起

こるようになる (Okuda et al., 2013)．花柱内での第一段階の活性化を受けた花粉

管が子房内に進入し，十分量の AMORを受けて，LUREペプチドに対する応答

能を獲得する．短距離誘引ペプチドであるLUREの分布範囲に花粉管が進むと，

花粉管は誘引をうけ，標的である胚珠の助細胞に到達し，受精が達成される．

なぜこのような花粉管の応答能制御が必要なのかは不明であるが，動物におけ

る精子の受精能獲得のように，受精に至る多段階のプロセスにおいて適切なタ

イミングでオスの細胞が活性化されることは，効率のよい生殖に重要なのかも
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知れない．AMOR は花粉管が活性化する位置・タイミングを制御していると想

定される． 

AMORがいかにして花粉管に LURE応答能を与えているのか，その分子メカ

ニズムの解明に興味が持たれる．AMORの作用点が LUREのシグナル経路のど

こなのか，AMOR にふれることで花粉管にはどのような変化が起こるのか，解

析が待たれる．例えば，AMOR に対する受容体が存在するのか，細胞の膜表面

に存在するレクチン等の受容体などの探索が挙げられる。そのために，合成

AMORに対し、さらに化学合成によりリンカーを導入し，蛍光標識した AMOR

を作製するアプローチも可能と考えられる. 本研究による構造活性相関の結果

が役立つと期待される．また，合成 AMORを処理した花粉管としていない花粉

管で，遺伝子発現やリン酸化の変化を調べることも重要であろう． 

天然の AMORの解析を進めることも重要である．タンパク質分子量マーカー

を用いることで，AMORは分子量約 15,000 – 25,000と見積もられ，複雑な多糖

構造が予想される．AMOR にペプチドが含まれるか否かも明らかではない. 多

くの AGPは GPIアンカーにより細胞膜に係留され，ペプチドがついた状態で細

胞外に遊離される．前述の分子量から，比較的小さいペプチドをもつ AG ペプ

チドは一つの候補であろう．トレニアのゲノム情報や，胚珠の遺伝子発現プロ

ファイルはすでに得られており，これらの情報をもとに胚珠で発現する AGPを

解析するアプローチも考えられる．これらの解析から，いかにして雌蕊内で

AMORが作られ，花粉管に作用するか，明らかになることが期待される． 

また，本研究で明らかになった，花粉管の誘引物質への応答の獲得における

AG糖鎖の役割は，トレニアだけでなく他の植物においても存在するのだろうか．
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シロイヌナズナの場合，semi in vitro花粉管誘引系において花柱を通過した花粉

管を胚珠と共培養しなくても，大腸菌で発現と精製を行った花粉管誘引ペプチ

ド（AtLURE1）に対して応答能をもつようになる (Takeuchi and Higashiyama, in 

revision). 少なくともシロイヌナズナでは，花粉管の誘引応答を活性化させる組

織は花柱（伝達組織）だけで十分なようである．様々な糖鎖構造に対する組織

免疫染色の実験から，シロイヌナズナの AGPは胚珠や花柱の伝達組織に多く分

布することが知られる (Coimbra et al., 2007)．このため，わずか 1 mmに満たな

い花柱を通過する間に花粉管が誘引物質に対する応答能を獲得している可能性

がある．シロイヌナズナにおいて花粉管の誘引応答を活性化する分子がトレニ

アと同じなのか，活性化が起こる場は花柱なのかどうか，今後の解析が期待さ

れる． これにより，応答能獲得という植物において一般的と思われる現象が，

共通の分子で制御されるか否かが明らかになると期待される． 
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5. 結語  

	
 花粉管に対して誘引応答能を与える分子「AMOR」の探索として始まった本

研究は，最終的に AG 側鎖にみられる末端の二糖構造にたどり着いた．先行研

究では生化学的および逆遺伝学的手法によってAGPの重要な生理作用が示され

ていたが，活性を持つと考えられていた糖鎖部位の解析法が確立されておらず，

その作用メカニズムは未だわかっていなかった．本研究で行った合成糖を用い

る解析は，糖鎖の機能構造を解明する実験手法として，AGP 研究の歴史におい

てブレイクスルーの１つとなるだろう．これを契機に，植物分野においても未

解明の部分が多い，糖鎖を介した細胞間情報伝達の仕組みも理解が進むと期待

される．その先駆けとして，本研究の AMORも重要な位置を占めることになる

はずである．トレニアでは AMOR以外にも花粉管ガイダンスを制御する因子と

して，胚珠近傍における誘引ペプチドである LURE1 や LURE2，そして，さら

に胚珠から遠距離に向けて作用すると考えられるCALL1 (葛谷, 修士論文) が同

定されている．今後，これらの誘引物質の解析に平行して，AMOR による花粉

管の遺伝子発現の変化やリン酸化の解析などといったシグナル伝達経路の解明

が進むことで，被子植物における花粉管ガイダンスの仕組みの全体像が見えて

くると期待している． 
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6. 材料と方法	
 

植物材料と生育条件  

	
 Torenia fournieri の栽培品種である‘blue and white’，Lindernia crustacean，

Lindernia setulosaと Summer Wave○R  (サントリーフラワーズ)を用いた． 

植物は土壌を用いて 28ºC，16時間光周期(150 µmol / (m2s1))の条件下で生育させ

た. 

 

組織滲出液の調整  

	
 開花 2-3日目花 10個分の胚珠がついた胎座または子房，またはそれと同等の

重さの組織 (葉，萼片，または花柱)を使用した．胚珠がついた胎座は，実体顕

微鏡下で一つ一つ子房から取り出した．子房は花柱側と萼片側の上下を切り落

とした．葉，萼片は 0.5 mm四方に切り刻んだ．花柱は，1本の花柱を 3等分に

切断した．それぞれを 1 mlの伸長培地（13% polyethylene glycol 4000 (w/v) と 1% 

sucrose (w/v) を含む改変 Nitsch 培地）中に加えた．子房を含んだ培地は，エバ

ポレータを用いて 20分脱気した．培地を 28ºCで 20時間暗条件で培養した． 滲

出液を含む培地を回収し，さらに 4 °C，20,000 gで 30分間遠心し，上清を回収

した． 

 

AMORアッセイ  

	
 AMOR活性の測定は semi-in vitro受精系(Higashiyama et al., 2006)を改変して行

った． 最初に，ガラスボトムディッシュ (D210402; 松浪硝子) に作製した改変
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Nitsch平板培地の中央部を 18 x 22 mm2の大きさでくり抜いた．この場所に注ぐ

220 µlの培地は，5倍に濃縮した改変 Nitsch培地と AMOR活性を測定したいサ

ンプル (植物抽出物や合成糖など) を加えた後，改変 Nitsch培地の濃度が等倍と

なるように滅菌水で調整し，1.5%となるように低融点アガロース (agarose type 

IX-A; Sigma) 加えて作製した．合成糖のアッセイでサンプルが pH 6.0以下にな

る場合は加える培地の体積を調整するものとして，滅菌水ではなく，20mM MES 

/ KOH (pH 6.8)を用いた．これらの培地をハイブリオーブン (HB-100，TAITEC)

内に取り付けたマイクロチューブキット (M-1596，TAITEC)を用いて毎分 3 回

転させながら，96 °C，15分加熱してアガロースを溶かした．加熱した培地をガ

ラスボトムデッシュに注いだ後，授粉した花柱を柱頭から 15 mm長で切断して

挿し，4ºCで 2分間静置して培地を固化させた．さらに，ガラスボトムデッシュ

に蓋をしてパラフィルムで密閉し，28ºC，暗条件で 12 時間から 16 時間培養し

た．花柱の切断面から出てきた花粉管に対する誘引は以下のように行った．ま

ず，乾燥による組織の損傷を防ぐために，水飽和シリコンオイル (KF-96-100CS; 

信越化学) を伸長培地と花柱の上に重層した．シリコンオイル中で花柱から離れ

た位置で子房を解剖し，胚珠を取り出した．倒立顕微鏡下 (OLYMPUS IX-71)

で新たに解剖した胚珠の一つに glass needle puller (PC-10; Narishige) で作製した

ガラス針を刺し，マニピュレータ (MMN-1，MMO-202N，MMO-220A; Narishige) 

によって花粉管の前に胚珠を配置した．1 回のアッセイにつき花粉管 10 本に対

して胚嚢へと誘引される割合を計測した．花粉管を胚珠培養液で一時的な処理

した影響を見る実験は次の通りに行った．授粉した花柱を 15 mm長で切り取り，

伸長培地中に花柱の切断面を加えて 28ºC で 10 時間培養した．花柱の切断面か
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ら伸長した花粉管を花柱とともに胚珠培養液に移して，10 分間静置した．その

後，花粉管を新鮮な伸長培地に移してさらに 2時間培養した，in vitro 花粉管誘

引アッセイを行った． 

 

陰イオン交換カラムクロマトグラフィー  

	
 上述のように調整した子房培養液を 4 ºC，20,000 gで 20分遠心し，上清を回

収した．回収した上清を 0.22 µmのMillipore フィルター (MillexR-GP)を用いて

フィルター滅菌した．Buffer A (20mM MES / KOH，pH 6.8) で平衡化した HiTrap 

Q HPカラム (1.6 x 2.5 cm，GE) に， 滅菌した培養液を加えた．溶出は 0-400 mM 

NaClの直線濃度勾配で溶出し，1画分あたり 1 ml回収した．回収した全 39画

分において花 2個分に相当する量を換算し，AMORアッセイに用いた． 

 

レクチンカラムクロマトグラフィー  

	
 Wheat germ agglutinin (WGA)，concanavalin A (ConA) ，peanut agglutinin (PNA) 

レクチンーアガロースカラム (コスモバイオ)を用いた．各カラムを buffer A (20 

mM MES/KOH，pH 6.8)で平衡化し，上記の陰イオン交換カラムクロマトグラフ

ィーで得られた画分のうち，最も高い AMOR活性を示した画分をカラムに添加

した．Buffer A を 3 ml 流し，非吸着画分を回収した．0.02-0.2 mM の溶出糖 

(N-acetyl-D-glucosamine (WGA)，D-glucose (ConA)，D-galactose (PNA)) を含んだ

buffer Aを 0.02 mM毎に 1画分あたり 3 mlで段階的溶出した．最後に 0.5 M NaCl 

/ 20 mM MESを 3 ml添加し，非特異的結合画分を溶出して，0.02 % NaN3/PBS

でカラム内を満たし，カラムを保存した．回収した全画分において花 2 個分に
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相当する量を換算して，AMORアッセイに用いた． 

 

ゲル濾過カラムクロマトグラフィー  

	
 陰イオン交換カラムクロマトグラフィーと WGA レクチンカラムクロマトグ

ラフィーによって得られた高 AMOR活性画分 2.5 mlを凍結乾燥機 (VD250R，

TAITEC) で凍結乾燥した後に，150 µlの 20 mM MES / KOH (pH6.8) に再溶解し

た．Buffer A (20 mM MES / KOH，pH 6.8)で平衡化した Superdex 75 10/300 GL (GE

ヘルスケア) にサンプル 100 µlを添加した．Buffer Aを流速 0.5 ml/min で 滴下

し，各画分 0.5 mlずつ溶出した．回収した全画分において花 2個分に相当する

量を換算して，AMORアッセイに用いた． 

 

AMOR精製画分の熱処理	
 

	
 陰イオン交換カラムクロマトグラフィーと WGA レクチンカラムクロマトグ

ラフィーによって得られた高 AMOR活性画分を，ヒートブロックで 100°Cで 10

分間加熱した．花 2個分に相当する量を換算して，AMORアッセイに用いた．	
 

 

AMOR精製画分のタンパク質分解酵素処理	
 

	
 陰イオンカラムクロマトグラフィーと WGA レクチンカラムクロマトグラフ

ィーによって得られた高 AMOR活性画分に，最終濃度で 600mU / ml Proteinase K 

(Roche), 20 mM MES / KOH (pH 6.8)になるように加えた. 37 °Cで 3時間処理した

サンプルに, complete EDTA-freeプロテアーゼインヒビターカクテル (Roche)錠

剤 1つを 2 mlの水に溶かしたものを, 反応液量の 25分の 1量を加えて反応を停
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止した．花 2個分に相当する量を換算して，AMORアッセイに用いた．	
 

 

Yariv沈殿  

	
 陰イオン交換カラムとWGAレクチンカラム，ゲル濾過カラムによって精製し

た AMOR 画分に対して，半量の 1 mg/cm3	
 β-glucosyl Yariv 試薬 (1,3,5-tris 

(4-β-D-glucopyranosyloxyphenylazo)-2,4,6-trihydroxybenzene， βGlcY) または，

α-galactosyl Yariv 試 薬 (1,3,5-tri 

(4-α-D-galactosyl-oxyphenylazo)-2,4,6-trihydroxybenzene，αGalY) (共に Bio Supplies 

Australia)と最終濃度 170 mMの NaClを加え，4ºCで 8時間ローテーターを用い

て撹拌した．その後，4ºC，20,000 gで 30分遠心して上清画分と沈殿画分に分け

た．得られた赤色の沈殿を 25 mM NaClに再溶解し，再度 4ºC，20,000 gで 30分

遠心を行い， 上清画分と沈殿画分を得た．1 回目の遠心で得られた上清と，2

回目の遠心で得られた沈殿を AMORアッセイに用いた． 

 

AG分解酵素反応  

	
 α-L-Arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) ， β-glucuronidase (EC 3.2.1.31) ，

endo-β-(1,6)-galactanase (EC 3.2.1.164)は以前に報告された方法 (Takata et al., 

2010; Konishi et al., 2008; Kotake et al., 2004)により，共同研究者の小竹敬久博士 

(埼玉大学)が調製したものを使用した．酵素反応は以下のように行った．まず，

陰イオン交換カラムとWGAレクチンカラム，ゲル濾過カラムによって得られた

精製AMOR画分に，各酵素を最終濃度で 10 munit/ml，0.5 M 酢酸ナトリウム (pH 

4.5)を最終濃度で 50 mMになるように加えた．これらを 37°Cで１時間静置して
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反応させた後，100°Cで 2分処理することで反応を停止させた．また，ネガティ

ブコントロールのための酵素失活処理として100 °Cで10分間の加熱処理を行っ

た．  

  

合成糖の調整  

	
 本研究で用いた合成糖はすべて焦佼博士と山口潤一郎博士 (共に名古屋大学

トランスフォーマティブ生命分子研究所)に合成していただいた．合成した糖を

1mg/mlになるように滅菌水を加え，よく混合した．各糖は最終濃度が 0.135 µM，

1.35 µM，13.5 µMのいずれかになるように調整し，アッセイに用いた．糖を滅

菌水に溶解させると pHが 6以下になる場合は，滅菌水の代わりに 20 mM MES / 

KOH (pH 6.8)を用いて希釈をした． 
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図 9. AMORの濃度依存性についての解析
胚珠培養液の希釈系列を作製し，それぞれのAMOR活性を調べた．
相対濃度 “1” は AMOR アッセイにおいて通常用いる胚珠培養液
の濃度に相当し，200 μl の培地中に花 2 個分の胚珠を培養して得
られたものである．各条件において 10 本以上の花粉管に対する
アッセイを独立に 3回行い，得られた値の平均と標準偏差を示す．
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図 10. AMORの組織特異性の検討
トレニアの葉，がく片，花柱，胚珠を入れて静置することで得ら
れた培養液を用い，授粉後 14 時間経過した花粉管に対して胚珠
への誘引率を調べることにより，それぞれの AMOR 活性を計測
した．各条件において 10 本以上の花粉管に対するアッセイを独
立に 3 回行い，得られた値の平均と標準偏差を示す . 各群間比較
には、一元配置分散分析法と Bonferroni/Dunn 法を用いた (N.S.:
有意差無し , *P<0.05, **P<0.01).
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図 11. 陰イオン交換カラムを用いた AMORの精製
胚珠培養液と同程度の AMOR活性を持つ子房培養液を陰イオン
カラムクロマトグラフィーで分画し，各画分に対してアッセイ
を行ってそれらの AMOR活性を調べた．
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図 12. レクチンカラムを用いた AMORの精製
陰イオン交換カラム精製により最も高い AMOR 活性を示した画分に
ついて WGA レクチンカラム（A）, ConA レクチンカラム（B），PNA
レクチンカラム（C）を用いて精製を行った．精製で得られた各画分
についてアッセイを行い，それらの AMOR活性を調べた．
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図 13. ゲル濾過カラムを用いた AMORの精製
陰イオン交換カラム精製に続くWGAレクチンカラム精製により
最も高い AMOR活性を示した画分についてゲル濾過カラムを用
いた精製を行った．精製で得られた各画分についてアッセイを行
い，それらの AMOR活性を調べた．
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図 14. AMORは活性にタンパク質性の因子を必要としない
子房培養液を陰イオンカラムクロマトグラフィーとWGAレ
クチンカラムクロマトグラフィーによって得られた AMOR画
分に対して，直接アッセイに用いた場合（コントロール），熱
処理を行った場合（100°C，10 min），Proteinase K処理を行っ
た場合（Proteinase K）の AMOR活性を調べた．各条件にお
いて 10本以上の花粉管に対するアッセイを独立に 3回行い，
得られた値の平均と標準偏差を示す． 各群間比較には、一元配
置分散分析法と Bonferroni/Dunn法を用いた (N.S.:有意差無
し ).
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図 15. AMOR画分は AG糖鎖を含んでいる
子房培養液の陰イオンカラムクロマトグラフィーとWGAレ
クチンカラムクロマトグラフィー，ゲル濾過カラムクロマ
トグラフィーによって得られた AMOR 画分に対して，直接
AMOR アッセイを行った場合 ( コントロール )，AG 糖鎖と
結合する β-GlcY を使用した沈降実験の上清画分と沈殿画分
を用いた場合（β-GlcY），AG糖鎖と結合する α-GlcYを使用
した沈降実験の上清画分と沈殿画分を用いた場合（α-GlcY）
の AMOR 活性を調べた．α-GalY，α-galactosyl Yariv 試薬；
β-GlcY，β-glucosyl Yariv 試薬；Sup, 上清画分；Ppt，沈殿画分．
各条件において 10 本以上の花粉管に対するアッセイを独立
に 3回行い，得られた値の平均と標準偏差を示す． 統計的有
意差はスチューデントの t 検定を用いて解析した (**P < 
0.01).
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図 16. AMORの糖分解酵素の感受性の解析
A. AG 糖鎖の典型的な構造と，本論文で使用した糖分解酵素の切断部位．
AGP の糖鎖構造は，β-(1→3)-galactan 主鎖 ( 点線 ) と β-(1→6)-galactan
側 鎖 か ら 成 っ て い る．こ れ ら は さ ら に，l-Ara，l-Fuc，GlcA，と
4-O-methyl-GlcA (4-Me-GlcA) に よ っ て 修 飾 さ れ て い る．　 
α - L - a r a b i n o f u r a n o s i d a s e，e n d o -β - ( 1→6 ) - g a l a c t a n a s e，と  
β-glucuronidase，によって切断される糖鎖の結合部位をそれぞれ白抜き
矢尻，黒矢尻，黒矢印で示している．この AG の構造は，Arabidopsis の
葉のAG多糖の平均的な構造を示している (Tryfona et al. 改変 )．
B. 精製で得られた AMOR 画分を用いて，酵素処理を行わなかった場合，
β-glucuronidase で処理した場合，α-L-Arabinofuranosidase と endo-β-(1
→6)-galactanase の共処理をした場合について AMOR 活性の測定を行っ
た．AMOR 活性の変化が酵素反応に依存したものか簡便に調べるため，
本実験では酵素を 100 ° C で 10 分間加熱処理したもの（Denatured）と，
していないもの（Native）で比較を行った．各条件において 10 本以上の
花粉管に対するアッセイを独立に 3 回行い，得られた値の平均と標準偏
差を示す． 各群間比較には、一元配置分散分析法と Bonferroni/Dunn 法を
用いた (N.S.:有意差無し , *P<0.05, **P<0.01).
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図 17. ダイコンの根の AGPから精製した 4-O-Me 
-glucuronosyl-galactan (オリゴ糖 )画分は AMOR活性を持つ
ダイコンの根から精製した AGPを酵素で処理し，カラムクロマト
グラフィーで分画することにより得た AG糖鎖のオリゴ糖を
AMORアッセイした。4-Me-GlcA-Gal画分は、メチル基修飾無し
の GlcA-Galも含んでいる .各条件において 10本以上の花粉管に
対するアッセイを独立に 3回行い、得られた値の平均と標準偏差
を示す .各群間比較には、一元配置分散分析法と Bonferroni/Dunn
法を用いた (N.S.:有意差無し , **P<0.01).
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図 18. 4-Me-GlcA-Galの合成スキーム
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図 19. 合成糖 4-Me-GlcA-Galの AMORアッセイ
4-Me-GlcA-Galと 4-O-Me修飾を持たないGlcA-Galについて， 
αとβそれぞれのエピマーの AMOR活性を計測した．各条件
において 10本以上の花粉管に対するアッセイを独立に 3回
行い，得られた値の平均と標準偏差を示す．各群間比較には、
一元配置分散分析法と Bonferroni/Dunn法を用いた 
(**P<0.01).
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図 20. 化学合成で得られた 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galを
β-glucuronidase感受性の検討
AMORアッセイは酵素を 100 °Cで 10分間加熱処理をした
場合と，していない場合の 2条件行った．各条件において
10本以上の花粉管に対するアッセイを独立に 3回行い，得
られた値の平均と標準偏差を示す．統計的有意差はスチュー
デントの t検定を用いて解析した (**P < 0.01).

0

20

40

60

80

100

Native Denatured

*

β-Glucronidase

70



応
答
能
を
持
つ
花
粉
管
の
割
合

(%
)

図 21.  4-Me-GlcA-Gal の構成単糖のAMORアッセイ
AG糖鎖に含まれる単糖（4-Me-GlcA，GlcA，Gal）の AMOR
活性を計測した．濃度はそれぞれ 1.35µM.
各条件において 10本以上の花粉管に対するアッセイを独立に 3
回行い，得られた値の平均と標準偏差を示す．
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図 22. 化学合成で得られた 4-Me-GlcA-β-(1→3)-Galの AMOR活性
図 19における 1.35µM 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galの AMOR活性を
コントロールとして示す．各条件において 10本以上の花粉管に対
するアッセイを独立に 3回行い，得られた値の平均と標準偏差を示
す． 統計的有意差はスチューデントの t検定を用いて解析した (**P 
< 0.01).
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図 23. 合成二糖の AMOR活性
化学合成で得られた 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Glc，4-Me-GlcA-β-(1→
6)-Pyran，4-Me-GlcA-β-(1→2)-Xylの AMOR活性を示す．また，
図 19における 4-Me-GlcA-β-(1→6)-Galの AMOR活性をコント
ロールとして示す．各条件において 10本以上の花粉管に対する
アッセイを独立に 3回行い，得られた値の平均と標準偏差を示す．
各群間比較には、一元配置分散分析法と Bonferroni/Dunn法を用
いた (N.S.:有意差無し ).
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図 24. 4-Me-GlcA-β-(1→6)-O-Meの AMOR活性
化学合成で得られた 4-Me-GlcA-β-(1→6)-O-Me および
4-Me-GlcA の AMOR 活性を示す．また，図 19 における
4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal の AMOR 活性をコントロールとし
て示す．各条件において 10 本以上の花粉管に対するアッセ
イを独立に 3 回行い，得られた値の平均と標準偏差を示す．
統計的有意差はスチューデントの t 検定を用いて解析した 
(**P < 0.01).
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図 25. 4-Me-GlcAの選択性
化 学 合 成 で 得 ら れ た 4-Me-Glc-β-(1→6)-Gal と
4,6-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal の AMOR 活性を，図 19 に示した
4-Me-GlcA-β-(1→6)-Gal の AMOR 活性と比較した。濃度は
それぞれ 1.35 µM。各条件において 10 本以上の花粉管に対
するアッセイを独立に 3 回行い、得られた値の平均と標準偏
差を示す。各群間比較には、一元配置分散分析法と
Bonferroni/Dunn法を用いた (**P<0.01).
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