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Role　of 　pectinase　Cry　j　2　during　pollen　tube　growth　in　Cりyptomeria／Oponica
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　　 Cry 　j　2　is　the　major 　allergenic 　protein　of 　Cryptomeria ／aponica 　pollen．　The 　protein　is

considered 　to　play　important　roles 　both　in　pollen　tube 　gemination 　and 　in　pollen　tube　growth
because　it　has　pectinase　activity．　In　the　present　study ，　we

　examined 　the　in　vivo 　localization

of 　Cry　j　2　and 　pectins　in　the　pollen　tube　and 　the　nucellus 　to　clarify　the　role 　of　the　pectinase．
Just　after　poUination，　Cry　j　2　was 　localized　only 　in　the　intine．　During　Pollen　tube　growth，
however，

　it　was 　distributed　within 　the　cytoplasm 　of 　the　pollen　tube，
　and 　also　in　the　pollen

tube 　wal1
，
　the　middle 　lamella

，
　and 　in　the　nucellar 　cells 　that　came 　into　contact 　with 　a　pollen

tube ．

　　De −esterified 　pectins　were 　localized　in　nucellar 　cell 　walls 　and 　methy1 −esterifieCl 　pectins
were 　localized　in　nuceLlar 　cell　walls 　and 　the　middle　lamella．　Our 丘ndings 　indicate　that　Cry　j
2is　synthesized 　within 　the　pollen　grain　and 　the　pollen　tube，　and 　that　subsequently 　Cry　j　2　is
secreted 　to　the　nucellus 　via 　the　pollen　tube 　walL 　Furthemlore，　Cry　j　2　degrades　pectins　of

the　nucellar 　cell 　wall 　and 　the　middle 　lamella　to　facilitate　pollen　tube　growth．　The 　absence 　of

Cry　j　2　in　the　pollen　tube　wall 　in　vitro 　also 　indicates　that　interaction　between 　the　pollen　tube

and 　the　nucellus 　is　necessary 　to　induce　the　secretion 　of 　Cry　j　2．

Key 　Words ： Ci　yptomeria　japonica，　pollen　tube ，　Cry 　j　2，　pectin，　pectinase

緒 言

　種子 植物 の 花粉管 は 精細胞 を卵細胞 に運搬 し，受精

を成 立 させ る重 要 な役 割 を持 ち，こ の 過程 は花 粉 管 受

精 と呼 ば れ て い る．被子植物 で は 種 に よ り柱頭 で 発芽

した花 粉 管 が，花 柱 の 誘 導 組 織 内 を伸 長 す る場 合 と花

柱溝 の 表面 に 沿 っ て 伸長す る 場合 が あ り，前者 は 中実

花 柱 （solid　style ），後 者 は 中 空 花 柱 （hollow　style ） と

呼 ば れ て い る．花粉管 の 通路 とな る こ れ ら の 組織 は 花

粉 管 の 伸 長 に必 要 で あ り，栄 養 供 給 ，誘 導 ，接 着 な ど

の 多様 な役割 を 果 た して い る と考え ら れ て い る
〔1．21’．

中空 花 柱 を持 つ テ ッ ポ ウユ リで は，花 柱 溝 の 表 面 に 分

布 す る ペ ク チ ン と stigma ！sty且ar　cysteine −rich ・adhesin

（SCA ） と呼 ば れ る タ ン パ ク 質 が、花 粉 管 と花 柱 溝 の

表皮細胞 との 接着 に 働 くこ とが報告 さ れ て い る
〔3），中

実花 柱 で は，ペ チ ュ ニ ア の 誘 導 組 織 の 細 胞 外 マ トリ ッ

ク ス に 含 まれ る ペ ク チ ン が，花粉管伸長 に 必 須で あ る

カ ル シ ウム の 貯 蔵 に 関 与 す る こ と
｛4）
，タバ コ の 誘 導 組

織 に 沿っ て 分布する ア ラ ビ ノ ガ ラ ク タ ン タ ン パ ク 質の

一
種 で あ る transmitting　tissue−specific （TTS ） タ ン パ ク

質が ，花粉管の 伸長や 誘導に 関与する こ とが 示唆 さ れ

て い る
［5）
．一

方，タバ コ や ペ チ ュ ニ ア の 花 粉 管で は，
ペ ク チ ン 分解酵素が 産生 さ れ る こ と が 報告 さ れ て い

る
16−9 ）

，ペ クチ ン に は，細 胞 間 に 発 達 す る 中 層 で 細 胞

※ E−mail ：hiratsuka＠jikei．ac．jp
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間接着 を制 御 す る働 きや 中層 や細胞壁 の 構造を維持す

る 働 きが ある こ とか ら，花粉管 は 自ら が 生 産 し た ペ ク

チ ン 分解 酵 素 に よ り，誘導組織 の ペ クチ ン を分 解する

こ とで 花粉管 の 伸長の た め の ス ペ ー
ス を確保 し，そ の

伸 長 を促進 させ る と考え られ て い る．

　裸子 植物 は 被 子植物 と異 な り花柱 を 形成せ ず，花粉

は珠心 頂端 で 発 芽 し，花粉管 は珠 心 組織 内を雌 性 配偶

体 に 向か っ て伸 長 す る．珠 心 に は被子 植物 の よ うな特

殊化 し た通路 は な く，珠心 全 域 が花粉管 の 通路 とな る ．

多 くの 裸 子 植 物 で は，花 粉 管 の 伸 長 に 伴 い 管 周 辺 の 珠

心細胞 が 退化す る こ とが 報告 さ れ て い る
flOlll ，．我 々

もア カ マ ツ に お い て ，珠 心 の 細 胞 死 が花 粉 管伸 長 の た

め の ス ペ ー
ス と栄養物 の 確保 に 働 くこ とを 明 らか に し

て い る
q213 〕

、

　ス ギ 花粉 で は 主 要 ア レ ル ゲ ン の 1 つ と し て Cry　j　2
が 知 ら れ て い る．中村 ら

C141，
は，　 in　 vitro の 実 験 に よ り，

Cryj2 は花 粉内の デ ン プ ン 粒 内の み に 分 布 し，そ れ

以外 の 部位 に は 分布 し な い こ と を示 し，発 芽や 花粉管

伸 長 に ほ とん ど関 与 しな い と考 え て お り，そ の 機 能 に

つ い て は 今 日 まで 明 ら か に さ れ て い な い ，し か し な が

ら，Cry　j　2 は 植 物 の 細 胞 壁 に 存在 す る ペ ク チ ン を 分

解 す る ポ リガ ラ ク ツ ロ ナーゼ 活 性 を持 つ こ とが 明 らか

と な っ て お り
“5］
，珠心組織 の ペ ク チ ンの 分解 に よ り，

花 粉 管伸 長 に 関 与 す る可 能性 が 考 え られ る．また，ペ

クチ ン 分 解酵素が 機能する た め に は 基質 とな る ペ ク チ

ン の 存在が 必 須 で あ り，朗 卿 o に お け る 両 者 の 解析 が

必 要 で あ る．

　 本研 究 で は，ス ギ の 加 伽 o で の 花 粉 管 に お け る

Cry　j　2 の 分 布 お よ び そ の 基 質 と な るペ ク チ ン の 珠 心

組 織 内 に お け る 分 布 に つ い て 解 析 を行 い ，Cry　j　2 の

花粉管伸 長 に お け る 役割に つ い て 考察 し た ．

材料 と方法

材 　　料

　 本 研 究 に は 東 京 都 町 田 市 で 生 育 す る ス ギ

（Cryptomeria　japonica　D ．　Don ）の 発達諸段 階 の 雌花 を

用 い た．

方　　法

1，エ ポキ シ 樹脂 に よ る包埋

　2％ グ ル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ド （Electron　Microscopy

Sciences社 ） に よ り 4℃ で 1 晩 　前 固 定 し た．　 PBS

（phosphate　buffered　saline ．　pH　7．4，シ グマ 社 ）に よ る 洗

浄 後，2％ 四 酸 化 オ ス ミ ウ ム （日新 EM 社 ） に よ り

4℃ で 1 時 間，後固 定 した．エ タ ノ
ー

ル ・ア セ トン シ

リーズ に よ り脱 水 し，Spurr樹 脂 （ポ リサ イエ ン ス 社 ）

で 包埋 ・重合 した．

2 ，花粉管長の 測定

　樹 脂 包埋 した胚 珠 か ら厚 さ 2μm の 連続切 片 を作製

した．切片をス ラ イ ドグ ラス 上 に 載せ ，トル イ ジ ン ブ

ル
ー

染色 を 行い ，顕 微鏡 用 デ ジ タル カ メ ラ DP25 （オ

リ ン パ ス 社）を用 い て 花粉管 の 長 さを測定 した．測定

に は 分岐 し た花粉管 の うち最 も長 い 管 を用 い ，発 達 段

階 ご とに 2− 4本の 花粉管 につ い て測定 した．

3 ．免 疫染色 法

1） 抗 　 　体

　脱 エ ス テ ル 化ペ ク チ ン に 対 す る モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体

で あ る JIM5，メ チ ル エ ス テ ル 化ペ ク チ ン に 対す る モ

ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体で あ る 亅IM7 は 中村紀雄博 士 よ り分

与 し て い た だ い た ，抗 Cry　j　2 ポ リク ロ
ー

ナ ル 抗体 は

生 化学バ イオ ビジ ネス 社 の もの を使用 した，

2 ）蛍光染色法

　試料 を PBS で 調 製 した 3．7％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド

に よ っ て 4℃ で 1晩 固定 した．エ タ ノール シ リ
ーズ で

脱 水 し，テ ク ノ ビ ッ ト 7100樹 脂 （Kalzer社 ） で 包 埋

し た．1μm の 厚 さ の 切 片 を作製 し．ス ラ イ ドグ ラ ス

上 で 1％ BSA を含 む PBS で 30分 以 ヒブ ロ ッ キ ン グ を

行 っ た．1次抗体 で 4℃，1晩 処 理 した．PBS で 洗 浄後 ，

1140に希釈 した FITC 標 識 の 2次 抗体 に よ り 37℃ で 1

時 聞 処 理 し た．そ の 後 PBS で 洗 浄 し，1μg！m ］の

4
’
，6−diamidino−2−phenylindole（DAPI ＞ で 核 染 色 を行 っ

た．

3）免疫電 顕 法

　 試 料 を4％ パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと O．5％ の グル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ドの 混合液 に よ り4℃ ，1晩 固 定 し た．エ

タ ノ ール シ リーズ で 脱 水 後，LR ホ ワ イ ト樹 脂

（London 　Resin 社） に よ り包埋 し，重 合 を行 っ た，ウ

ル トラ ミ ク ロ トーム に よ り超 薄 切 片 を作 製 し，ニ ッ ケ

ル グ リ ッ ド上 に 載せ ，1％ BSA を含 む PBS 中で 30分

以 上 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た，1 次 抗 体 で 4℃ ，1晩 処

理 した 後，PBS 中 で 6 回 洗浄 した ．　 li40に 希釈 し た 2

次抗 体 （10 ま た は 15nm 　gold　colloid ） に よ り室 温 で 1

時間 処理 した ．そ の 後 PBS と蒸留水 で そ れ ぞ れ 6 回

ず つ 洗 浄 し，酢 酸 ウ ラ ン と鉛 に よ る 二 重 染 色 を行 い ，

透 過 型 電 子 顕 微 鏡 （HITACHI 　H −7000） に て 観 察 を

行 っ た，

結 果

花粉 の 発達 と花粉管 の伸長

　Fig．1は ス ギ 花 粉 の 発 達 過 程 を示 す．東京 で は 10

月頃 に 減数分裂 に よ っ て 生 じた小 胞子 が 不等分裂 を行
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Fig. 2. Pollen germination and  pollen tube growth in the nucellus.  A  
-
 D, F and  G, light microscopic  image. E, electron  mi-

    croscopic  image. Before pollination, the nucellus  has no  pollen chamber  (A). After pollination, the  pollen exine  is

    broken by swelling  of  the intine and  the outer  layer of  intine adheres  to the tip of  nucellus  (B). After germination,
    pollen tubes grow through  the clying nucellus  {C), and  then grow approximatc]y  300"m  forming muLtiple  branches

    (D). The tube nucleus,  body cell  and  stalk  nucleus  move  in one  of  the branches, serving  as  a reproductive  tube (E).
    The reproductive  tube grows by approximately  600,"m and  arrives  at the female gametophyte (F). The body cell that

    penetrated the female gametophyte forrns two  sperm  cells. One  is shown  in G. n: nucellus.  o: outer  ]ayer of  intine. pt:
    pollen tube. bc: body cell. a; archegonium.  sc: sperrn  cell.
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Fig, 4,Immunofluoreseence ima.-oes ot' the loca]ization ot' Cry j 2 and  pectins in thc  pol]en and  thc  nuce]lus.  Cry  j 2 is not

dctcctcd in the pol]en mether  ce]lh  C.AL) er  in the potten deveiopin.g in the adither  (B). Cr.v j 2 appears  in the t"'o ta>,ers
consistin.-e. ot' the intine cC. D). Thc inncr la} er Carrow b  is n]ore  intense[y stainedi  than  the  outer  [a>･er (urresv 2}.

Cr.v j 2 is a]so  localized in thc pollcn tubc watt  cE. F). De-esterit'ied peetis (G)  and  methyl-esterified  peetins cH) are

loca]ized in nuce]]ar  cett walls  and  the middle  laniella, pnic/ pollen mother  ee]1. p: pollen. n/  nucellus.  pt: pollen tubc.
Bars =

 5Qt(m.
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Fig. 5. Immunoelectron microscopie  ]ocalization of  Cry  j 2 and  pectins in the  po]]en tube  and  the  nuee]lus.  A. Po]]en tube

    growin.a in thc  nucel]us.  Square  ] shows  an  area  in which  two  nuceiiar  cells  are  in contact,  Squure  2 shows  the  con-

    tact area  between a pollen tube  andi  nucellar  cell. B  
-
 C. The  distribution of  pectins in square  1. De-esterified pectins

    are  localized in nucellar  cell walls  (B) and  methyl-esterified  pectins are  localized in nucellar  cell  walls  and  the  mid-

    dle lamella (C}. D 
-
 E  The loca]ization of  Cry j 2 and  the pectins in areas  within  square  2, Cry j 2 is detected in the

    cytop[asm  of  the pollen tube,  the  tube  wall,  the  middle  lamel]a. and  the  nuce]lar  ce]]  wa]]  and  its cytoptasm  CD). The

    de-esterified pectins are  localized in the  nucellar  ee]1 wall  {E) and  the  methyl-esterified  pectins are  locatized in the

    nucellar  ceil wall  and  the middte  lamella (F), pt: pollen tubc.  ncw/  nuccllar  ccl]  wall.  ml/  middle  lamclla. ptw/ pollcn
    tube  wa]].
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　しか し，受粉 し外壁 を脱い だ花粉 にお い て は，膨 潤

し珠心 に接着 し た花粉内壁 に お い て Cry　j　2が 観察 さ

れ た （Fig．4c，　 D ）．内壁内層 （Fig．4D 矢 印 1） は 外

層 （Fig．4 矢印 2）に 比 べ ，よ り強 く染色 さ れ た，ま

た，受粉 した花粉で は，珠心 と直接接触 しない 場合で

も，そ の 内壁 に お い て ，同 様 な Cry　j　2 の 分 布 が 観察

され た （デ
ー

タ は 示 して い な い ），伸長中の 花粉管 に

お い て ．分 岐 し た 全て の 花粉管 の 壁 は Cry　j　2に よ っ

て 標 識 さ れ た （Fig．4E，　 F），一
方，珠 心 組織 に は

Cryj2 は ほ とん ど検 出 され なか っ た．

　珠心 における ペ ク チ ンの 分布 に つ い て ，メ チ ル エ ス

テ ル 化 ペ ク チ ン を認識 す る JIM7 抗 体．脱 エ ス テ ル 化

ペ クチ ン を認識す る JIM5 抗体 に よ り解析 した．そ の

結果，両者 と もに 珠心 全 域 に お い て 細胞壁 また は 中層

に分布 した （Fig，4G，　 H ）．

　Cry　j　2 お よ び ペ ク チ ン の よ り詳細 な分布 を明 らか

にす るため，免疫電顕法 に よ る観察を行 っ た （Fig．5），
Fig．5A は 珠 心 と そ の 中 を伸長 中 の 花粉 管 を 示 し，1

で 示 した 囲 み は珠心細胞間を，2で 示 した囲み は 珠心

細胞 と花粉管の 接触部位 を示 して い る．珠心 細胞間 に

お い て，Cry　j　2 は ほ とん ど検出 さ れ な か っ た が．脱

エ ス テ ル 化ペ ク チ ン は 主 と して 細胞壁 に 分布 し中層 に

は ほ と ん ど分 布 せ ず （Fig．5B），また，メ チ ル エ ス テ

ル 化 ペ クチ ン は 細胞壁 と 中 層 に 分 布 した （Fig．5c）．
一

方 ，花 粉管 と珠 心 細 胞 の 接触 部 位 で は，Cry　j　2 は

花粉管，特 に 細胞膜付近 の 細胞質 と管壁 で 顕 著 に 検 出

され，さ らに ，進入 した 花粉管の 壁 と接す る中層お よ

び 珠心 細胞 に も分布す る こ とが 観察 さ れ た （Fig．5D ）．

花粉管と接 した 珠心細胞は 細胞質が 凝縮 し電子密度が

高 く，細胞死 を起 こ して い た，また，脱エ ス テ ル 化ペ

ク チ ン お よび メ チ ル エ ス テ ル 化 ペ クチ ン は ともに花粉

管で は 検出 され なか っ た が （Fig．5E，　 F ），花粉管 と接

した 中 層 に メ チ ル エ ス テ ル 化 ペ ク チ ン が，珠 心 細 胞 壁

に は 脱エ ス テ ル 化ペ ク チ ンお よ び メ チ ル エ ス テ ル 化ペ

ク チ ン が 分 布 して い た （Fig．5E，　 F＞．コ ン トロ
ー

ル と

して 1次抗体抜 きで 処理 し た場合，Cry　j　2，メ チ ル エ

ス テ ル 化 ペ クチ ン お よ び脱エ ス テ ル 化ペ クチ ン の すべ

て に お い て ，金 コ ロ イ ドに よ る 標識 は見 られ なか っ た

（データは示 して い ない ）．

考 察

花粉の 発芽 と花粉管の 伸長

　ス ギ 花 粉 に お け る 受粉か ら雌性配 偶体へ の 到達 に い

た る in　vivo で の ス ギ花粉管 の 伸長 過 程 は そ の 伸長速

度 に 基づ い て 3 期 に 分け られ る こ とが 明 らか に な っ た．

受粉直後の 1期で は，外壁を脱い だ花粉 は
一

度膨張 し

た 花粉内壁に よ り珠心頂端に 接着 した．そ の 後内 壁 外

層 は徐 々 に縮小 し，それ に 伴 い 花粉周辺の 珠心細胞 は

細胞死 を遂げて い っ た，内壁外層 が ほ ぼ 完全に 消 失す

る と 内壁内層 は花粉管 と して 発芽 し，退化 した珠心細

胞 問 を伸長 し始 め た．こ の こ とか ら，内壁外層に は珠

心細胞 の 細胞死 を誘導する 物質が含まれ，外層の 消失

と ともに 放出さ れ た そ の 物 質に よっ て 珠 心 細 胞 は 退化

し，花粉管が 伸長 を 開始す る 場 を作 りだ した と推測 さ

れ る，2期 で は花粉管は 多分 岐 しな が ら緩や か な速 度

で 伸長 し，花粉管 と接触 した珠心細胞 は順次細胞死 を

遂 げ て い っ た．伸 長 中 の 花 粉 管 に つ い て ，
LawsenU6

’
は枝分かれす る こ と なく1 本 の 花粉管が 伸

長す る と述 べ て い る が ，Singh ら
u71

と横 山
q8，

は 分岐

す る と報告 してお り，本研究 の 結果 と一致 した．また，

横 山
u81

は 珠心 の 頂端 と 雌性配偶体 の 間に は ，肥 厚 し

た細胞壁をもつ 2− 4 層の 細胞 が 存在 し，花粉管が そ

の 細 胞 層 を通 過 す る ま で に 受粉 か ら受精 に 要する 期 間

の 84％ を費や す と述べ て い る，彼 は その 細胞層が 花

粉 管の 進 入 に と っ て 物理 的 な障害 に な る と考 え て い る

が，今 回 の 観察で は そ の よ うな細胞層 は 観察 され な

か っ た，分岐 した管の 間に は長 さや 直径 に ほ とん ど差

は なか っ た．我 々 は ア カ マ ツ の 分岐 した花粉管 が，細

胞死 した珠心細胞か ら 放出 され た小胞 を取 り込み ，伸

長 の た め の エ ネル ギーとして 利 用 す る吸 器 的役割 を果

た して い る こ と を報告 して い る
“ 3）．ス ギ に お い て も

分 岐 したすべ て の 花粉管 は 細胞死 した 珠心組織 か ら効

率的 に 栄養 を取 り込 む た め の 吸 器的役割 を果 たす と推

測 され る，分岐 した花粉管 の 1本 に 中心細胞，柄細胞

核，花粉 管核が一
団と な っ て 移 動 し，こ の 花粉 管 は そ

の 後生殖花粉管 と して も機能す る．花粉管内で は花粉

管核 と柄細胞核 は常 に 隣り合 っ て 花粉管先端側 に 位置

し，中 心細胞 は そ の 後方 に 配揖 して お り，横山
q81

と

同様の 結果が 得 ら れ た．ま た，ア カ マ ツ の 花粉 に お い

て も花粉管核，中 心細胞，柄細胞 が 集合 した 後，1本

の 花粉管 に 移動す る こ とか ら
c13）

，3 者の 間に は互 い の

配 置を維持す る構造が 存在す る と推測 さ れ る．被子植

物 で は花 粉 管 核 と 2 個 の 精 細 胞 は．共 通 の 膜 系 に 包 ま

れ た 複合体 （ma 且e　germ 　unit ） を形成す る こ と が 知 ら

れ て い る が，同様 の 構造 が 裸子 植物 に お い て も存在す

る の か もしれ ない ．3 期で は花粉管核，柄細胞核 お よ

び 中心 細 胞 が 進 入 した花粉 管が 生 殖 花 粉管 とな り，雌

性配偶体 に おける 造卵器 の 形成 と同調 して 急激な伸長

を遂げ た，一
方，そ の 他 の 分岐 した 花粉管 は 300μm

以上伸長す る こ とはなか っ た．我 々 は ア カ マ ツ に おい

て ，雌 性配 偶 体 の 成 熟 と生 殖 花粉 管 の 分 化
・伸 長 の 問

に は 密接 な関連性が あ る こ と を報告 して お り
U3 ）

，

Owens ら
［L9〕

も Pinus　 contorta で 雌 性 配 偶 体 と花粉管の

協調的発達を調整す る 因子 の 存在 を示唆 して い る ．ま

た，被 子 植 物 で は Alnus　Jirma．　 Alnus　sieholdianacmo
）

，
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58 平塚 ・寺坂

Fagus　japonica〈
2i ）

にお い て，受粉か ら受精 まで の 期 間，

花粉管が 胚嚢 の 発達 と協調 し なが ら 断続的に 伸長す る

こ とが 報告 さ れ て い る．ス ギ に お い て も花粉管核，柄

細 胞核 お よ び 中心 細 胞 の 集合t 生 殖花粉管 の 分化
・
伸

長お よ び雌性配偶体 の 成熟 の 間 に は密接 な相互 関係が

ある と推測され る ．

花粉管伸長 に お け るペ ク チ ン 分 解酵素の 役割

　ペ クチ ン 分 解 活 性 を持 つ Cry　j　2 は，発 達 中 の 花粉

母 細胞 や若 い 花粉 お よ び 珠心 組 織 で は 発 現 せ ず ，受粉

後，花粉内壁 の み に は じめ て 出現 す る．そ の 後伸長 中

の 花粉管壁 お よ び 花粉管 と接 した 中層 や珠 心 細 胞 に 多

量 の Cry　j　2 が 分 布 した．こ れ らの こ とか ら Cry　j　2 は

花粉管 で 合成 さ れ た の ち花粉管壁 を経 て 中層 や珠心 細

胞 に 分 泌 され る こ とが 示 唆 され た．中村 ら
（14）

の 碗 祕

tro の 実験 で は，　 Cry 　j　2 は 花粉管壁 で は 検 出 さ れ な

か っ た こ と か ら，Cry　j　2 の 花粉管 か らの 分泌 に は受

粉 が必 須 で あ り，花粉 と胚 珠 の 相 互 関係 に よ っ て誘導

され る と推 測 され る ．一
方，受粉 し た珠心 の 頂端 か ら

2− 3層 の 珠 心 細 胞 お よ び 伸 長 した 花 粉 管 に接 した珠

心 細胞 が 細 胞 死 を遂 げ た．Cry　j　2 は ペ ク チ ン 分 解 酵

素活性 を持 つ こ とか ら，珠心組織 の 細 胞壁 や 中 層 を構

成する ペ ク チ ン を分 解す る こ とで ，細 胞 間 の 接 着や 細

胞壁 の 強度を 弱め ，細胞 の 死 を誘導 した と 考え ら れ る ．

今回 の 実験で は，メ チ ル エ ス テ ル 化 の 程度 の 異 な る 2

種類 の ペ ク チ ン に つ い て そ の 分 布を解析 した ，そ の 結

果，珠心全域 の 細胞壁 に脱 エ ス テ ル 化 ペ ク チ ン とメ チ

ル エ ス テ ル 化 ペ ク チ ン が ，中 層 に メ チ ル エ ス テ ル 化 ペ

クチ ン が 検出 され た．こ の こ とか らス ギ に お い て は，

中層に 分布する メ チ ル エ ス テ ル 化ペ ク チ ン は 細 胞 同士

の 接着に 関与 す る と考え られ る．一
方，脱 エ ス テ ル 化

ペ ク チ ン は，カ ル シ ウ ム の 介在に よ りペ ク チ ン 同士 が

架橋する こ とで 硬 さ を増す こ とか ら，細 胞 壁 の 構 造 の

維 持 や カ ル シ ウ ム の 貯蔵に 機能する もの と推測 され る ．
Cry 　j　2 に よ る こ れ らの ペ ク チ ン の 分解 は，細胞 間接

着 を弱 め，細 胞 壁 を軟化す る こ と で 花粉管伸長の ス

ペ
ー

ス を確保する ほ か，脱 エ ス テ ル 化 ペ ク チ ン を分解

する こ とで カ ル シ ウ ム を放出 させ ，そ れ に よ っ て花 粉

管伸長を促進する と推 測 され る．以 上 の こ とか ら，ス

ギ に お ける Cry　j　2 の 発現 は ，花粉管 の 伸長 に 重 要 な

役割を果たす こ とが 示 唆 され た．

要 約

　ス ギ 花粉 症 の 主要 ア レ ル ゲ ン で あ る Cry　j　2 は そ の

ペ ク チ ン分解酵素活性 に よ っ て 周 辺組 織 を分 解 し，花

粉 の 発芽や 花粉管伸長 に 関与す る と推測 さ れ て い る，

本研 究 で は花 粉粒 と花 粉 管お よび そ の 通路 とな る 珠 心

に お け る Cry　j　2 と そ の 基 質で あ るペ クチ ン の 分 布 に

つ い て in　 vivo で の 解析 を 行 っ た．そ の 結果，　 Cry　j　2
は受粉直後 で は花粉内壁 近傍 に，花粉管伸 長後 は花粉

管 の 細胞質，花粉管壁，花粉管 と接 し た 中層お よび珠

心細胞 の 細胞壁や 細胞質で 観察 され た．一
方，脱 エ ス

テ ル 化 ペ ク チ ン は 珠心細胞 の 細胞壁 に ，メ チ ル エ ス テ

ル 化 ペ ク チ ン は細 胞 壁 と中 層 に 分布した．以 上 の 結 果

か ら花 粉管 の 細 胞 質で 合 成 され た Cry　j　2 は 花粉管壁

を 経 て 細胞外 に 分泌 さ れ る こ と，分泌 さ れ た Cry　j　2
は 珠 心 の 細 胞 壁 や 中 層 に 存在 す る ペ クチ ン を分 解 す る

こ とで 細 胞間接着 を 弱め，珠心 組 織 を軟化 し，花 粉 管

の 伸 長 を容 易 に す る こ と が 示 唆 され た，ま た，Cry 　j　2
は in　vitro に お い て 花粉管壁 に は出 現 しない こ とか ら，

そ の 分泌 に は 受粉 に よ っ て 生 じる花粉 と胚 珠 との 相 互

作用 が必 要 で ある こ とが示唆 され た．
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