
ニコン多光子共焦点レーザー顕微鏡システムを用いた
生体深部観察による植物受精過程のライブセルイメージング
花の中で花粉管（オス）が胚珠（メス）へと導かれるしくみは花粉管誘引と呼ばれる化学屈性の一種であるが、花粉管は1本だけ誘
引され、2本目以降は拒否される。この多精拒否は植物が確実に受精し、より多くの種子を作るために進化させたしくみと考えられるが、そ
の分子機構の全貌は明らかとなっていない。その原因として、花の内部を生きたまま観察するのが困難であったためである。
名古屋大学トランスフォーマティブ生命分子研究所の水多陽子先生らは、深部到達性が高く生体への侵襲性が低い二光子励起顕微
鏡を用いて、シロイヌナズナのめしべ内部を観察する方法を確立した。植物の生体深部観察に適した長波長励起（980nm〜）と二光
子励起に適した蛍光タンパク質を用いることで、世界で初めて花粉管誘引や拒否の瞬間を生体内で捉えることに成功した。画像解析の
結果、雌雄配偶体と母体による花粉管挙動の時空間的な制御と、多段階の多精拒否のメカニズムが明らかとなった。本研究により、被
子植物が花の中で花粉管動態を精密に制御し、効率よく子孫を残すしくみの一端が明らかとなった。 
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めしべは不透明で強い自家蛍光を発するため、深部観察や解析
が困難であった。そのため、これまでは解剖や化学固定によって生
命活動を停止させためしべを観察する方法が用いられてきた。しか
しこれらの方法では時空間情報が失われるため、多精拒否の詳細
な解析は困難である。
そこで、初めに二光子顕微鏡を用いた生体深部イメージングが試
みられた。しかし、めしべは光を散乱させる複雑な構造を持つため
内部観察は容易ではなく、多精拒否を観察できるほど長時間観
察することはできなかった。本研究ではこれらの問題を解決するため、
まず、めしべ深部観察に適した蛍光タンパク質と励起波長を明らか
にした（図1）。次に、めしべ深部を伸長し誘引される花粉管を生
きたまま観察する手法を確立した（図2）。これにより、短時間で
終了する花粉管の誘引と拒否の詳細な時空間情報を解析し、多
精拒否の分子機構を明らかにすることを目的とした。

実験の背景・目的

図1． 本研究の背景情報
(a)受粉しためしべの模式図。花粉管伸長は誘引シグナルと多精拒否シグ
ナルの両方の影響を受けていると考えられる。

(b)めしべ内部の組織構造。
(c)観察に用いた顕微鏡システム（A1 R MP; 現行機種はAX R MP）
(d)蛍光タンパク質の2光子励起スペクトルの比較

図2. Single-locule法の概要
(a)めしべ中央の伝達組織内を伸長す
る花粉管を観察するため、片側の
子房室をメスで取り除き、切断面を
下にして培地を滴下したガラスボトム
ディッシュに置床した。乾燥と成長に
よる湾曲を防ぐため、めしべはシリコ
ンシートで作成したミニチャンバー内
に設置している。

(b)設置後の様子。めしべを5本並べた
ものをガラス底面から観察。
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本研究では、二光子顕微鏡を用いて、厚みがあり自家蛍光が強い植物組織内
での花粉管誘導の動態とシグナル伝達を明らかにした。二光子顕微鏡ならではの
特性により、細胞へのダメージを抑えつつ深部観察が可能となり、花粉管と胚珠の
1対1の誘導過程を鮮明に捉えた。また、長作動距離の25倍水浸レンズは、組織
の厚みやz軸方向の移動にも対応し、安定した深部観察を実現した。さらに、高
感度GaAsP検出器は、深部からの微弱なシグナルも捉え、高精細な画像取得を
可能にした。本研究は、二光子顕微鏡、長作動距離水浸レンズ、そして高感度
検出器の組み合わせが、深部イメージングに極めて有効であることを示した。

図3. Single-locule法で観察しためしべ深部のライブイメージング
(a)花粉管伸長のxy像。花粉管はマゼンタと青色で、胚珠の助細胞は黄色で可視化している。(b) (a) の拡大図。 (c) (b)の yz像。矢印は助細胞
へと誘引された花粉管。＊は助細胞。時間は時：分。Mizuta et al. (2024) より転載。
撮影条件 スキャンモード：ガルバノスキャナー、解像度：512 x 512画素、対物レンズ：CFI75 Apo 25xW MP、WD = 2 mm; NA = 1.10

シロイヌナズナめしべの生体深部観察では980~1000 nmの超波長励起と橙色の蛍光タンパク質が適していることが明らかとなった。また、めしべの片側
の子房室を取り除き、ガラスボトムディッシュ上に設置したシリコンチャンバー内に置床するSingle-locule法と名付けた方法（図2）を用いることで、花粉
管誘引や多精拒否の瞬間を生体内で捉えることに成功した（図3）。花粉管の伸長速度は1.3 μm/minであり、胚珠への誘引時にはめしべの伝達組
織内で速度が減速することがわかった。変異体の解析から、この減速にはめしべの外珠皮と呼ばれる母体の体細胞組織由来の長距離シグナルが関与する
ことが示唆された。また、多精拒否のタイミングは従来分かっていた時期よりも早く、1本目の花粉管が珠柄を登り始めた時点から働き、45分後にさらに強
固になるという2段階の仕組みがあることがわかった。この2段階の多精拒否には母体組織の細胞膜に局在するレセプター様キナーゼのFERONIAと、胚珠
の助細胞で発現するGPIアンカー型タンパク質のLORELEIが関わっていることがわかった（図4）。また、feronia変異体では一度誘引された花粉管が伸
長方向を180°転換し、隔壁へと戻ろうとする「反発（repulsion）」と思われる新たな現象も観察された。

めしべ深部観察法の確立と得られた知見

図4. 野生型と変異体における多精拒否のライブイメージング
(a) 野生型。 (b) feronia変異体。花粉管は緑色で、めしべの隔壁表皮の核はマゼンダで可視化している。 ＊：花粉管を1本だけ誘引した胚珠、
M：複数の花粉管を誘引した胚珠。変異体ではほぼ全ての胚珠が複数の花粉管を誘引している。矢じりは複数誘引された花粉管。矢印は一度誘
引された花粉管が隔壁へ戻ろうとする「反発」を示す花粉管。時間は時：分。 (c) 複数の花粉を誘引した胚珠の数と2本目の花粉管を誘引したタイ
ミング。Mizuta et al. (2024) より転載。撮影条件は図3と同様
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高速多光子共焦点レーザー顕微鏡システム
AX R MP
AX R MPのレゾナントスキャナーは、視野数22の広視野を維持し
たまま、超高速イメージングを実現。近接ディテクターユニット
（NDD）は、対物レンズ近傍に配置しているため、微弱な蛍光シ
グナルも最大限に取得できます。高S/N比のマルチアルカリPMTと高
感度GaAsP PMTを自由に選択して搭載できます。
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https://www.microscope.healthcare.nikon.com/ja_JP/products/confocal-microscopes/axrmp

	スライド番号 1
	スライド番号 2


<<

  /ASCII85EncodePages false

  /AllowTransparency false

  /AutoPositionEPSFiles true

  /AutoRotatePages /None

  /Binding /Left

  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)

  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)

  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)

  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)

  /CannotEmbedFontPolicy /Error

  /CompatibilityLevel 1.4

  /CompressObjects /Tags

  /CompressPages true

  /ConvertImagesToIndexed true

  /PassThroughJPEGImages true

  /CreateJobTicket false

  /DefaultRenderingIntent /Default

  /DetectBlends true

  /DetectCurves 0.0000

  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged

  /DoThumbnails false

  /EmbedAllFonts true

  /EmbedOpenType false

  /ParseICCProfilesInComments true

  /EmbedJobOptions true

  /DSCReportingLevel 0

  /EmitDSCWarnings false

  /EndPage -1

  /ImageMemory 1048576

  /LockDistillerParams false

  /MaxSubsetPct 100

  /Optimize true

  /OPM 1

  /ParseDSCComments true

  /ParseDSCCommentsForDocInfo true

  /PreserveCopyPage true

  /PreserveDICMYKValues true

  /PreserveEPSInfo true

  /PreserveFlatness true

  /PreserveHalftoneInfo false

  /PreserveOPIComments true

  /PreserveOverprintSettings true

  /StartPage 1

  /SubsetFonts true

  /TransferFunctionInfo /Apply

  /UCRandBGInfo /Preserve

  /UsePrologue false

  /ColorSettingsFile ()

  /AlwaysEmbed [ true

  ]

  /NeverEmbed [ true

  ]

  /AntiAliasColorImages false

  /CropColorImages true

  /ColorImageMinResolution 300

  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK

  /DownsampleColorImages true

  /ColorImageDownsampleType /Bicubic

  /ColorImageResolution 300

  /ColorImageDepth -1

  /ColorImageMinDownsampleDepth 1

  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000

  /EncodeColorImages false

  /ColorImageFilter /DCTEncode

  /AutoFilterColorImages true

  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG

  /ColorACSImageDict <<

    /QFactor 0.15

    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]

  >>

  /ColorImageDict <<

    /QFactor 0.15

    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]

  >>

  /JPEG2000ColorACSImageDict <<

    /TileWidth 256

    /TileHeight 256

    /Quality 30

  >>

  /JPEG2000ColorImageDict <<

    /TileWidth 256

    /TileHeight 256

    /Quality 30

  >>

  /AntiAliasGrayImages false

  /CropGrayImages true

  /GrayImageMinResolution 300

  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK

  /DownsampleGrayImages true

  /GrayImageDownsampleType /Bicubic

  /GrayImageResolution 300

  /GrayImageDepth -1

  /GrayImageMinDownsampleDepth 2

  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000

  /EncodeGrayImages true

  /GrayImageFilter /DCTEncode

  /AutoFilterGrayImages true

  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG

  /GrayACSImageDict <<

    /QFactor 0.15

    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]

  >>

  /GrayImageDict <<

    /QFactor 0.15

    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]

  >>

  /JPEG2000GrayACSImageDict <<

    /TileWidth 256

    /TileHeight 256

    /Quality 30

  >>

  /JPEG2000GrayImageDict <<

    /TileWidth 256

    /TileHeight 256

    /Quality 30

  >>

  /AntiAliasMonoImages false

  /CropMonoImages true

  /MonoImageMinResolution 1200

  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK

  /DownsampleMonoImages true

  /MonoImageDownsampleType /Bicubic

  /MonoImageResolution 1200

  /MonoImageDepth -1

  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000

  /EncodeMonoImages true

  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode

  /MonoImageDict <<

    /K -1

  >>

  /AllowPSXObjects false

  /CheckCompliance [

    /None

  ]

  /PDFX1aCheck false

  /PDFX3Check false

  /PDFXCompliantPDFOnly false

  /PDFXNoTrimBoxError true

  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [

    0.00000

    0.00000

    0.00000

    0.00000

  ]

  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true

  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [

    0.00000

    0.00000

    0.00000

    0.00000

  ]

  /PDFXOutputIntentProfile ()

  /PDFXOutputConditionIdentifier ()

  /PDFXOutputCondition ()

  /PDFXRegistryName ()

  /PDFXTrapped /False



  /CreateJDFFile false

  /Description <<



    /BGR <>

    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>

    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>

    /CZE <>

    /DAN <>

    /DEU <>

    /ESP <>

    /ETI <>

    /FRA <>

    /GRE <>



    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)

    /HUN <>

    /ITA <>

    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>

    /LTH <>

    /LVI <>

    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)

    /NOR <>

    /POL <>

    /PTB <>

    /RUM <>

    /RUS <>

    /SKY <>

    /SLV <>

    /SUO <>

    /SVE <>

    /TUR <>

    /UKR <>

    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)

    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>

  >>

  /Namespace [

    (Adobe)

    (Common)

    (1.0)

  ]

  /OtherNamespaces [

    <<

      /AsReaderSpreads false

      /CropImagesToFrames true

      /ErrorControl /WarnAndContinue

      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false

      /IncludeGuidesGrids false

      /IncludeNonPrinting false

      /IncludeSlug false

      /Namespace [

        (Adobe)

        (InDesign)

        (4.0)

      ]

      /OmitPlacedBitmaps false

      /OmitPlacedEPS false

      /OmitPlacedPDF false

      /SimulateOverprint /Legacy

    >>

    <<

      /AddBleedMarks false

      /AddColorBars false

      /AddCropMarks false

      /AddPageInfo false

      /AddRegMarks false

      /ConvertColors /ConvertToCMYK

      /DestinationProfileName ()

      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK

      /Downsample16BitImages true

      /FlattenerPreset <<

        /PresetSelector /MediumResolution

      >>

      /FormElements false

      /GenerateStructure false

      /IncludeBookmarks false

      /IncludeHyperlinks false

      /IncludeInteractive false

      /IncludeLayers false

      /IncludeProfiles false

      /MultimediaHandling /UseObjectSettings

      /Namespace [

        (Adobe)

        (CreativeSuite)

        (2.0)

      ]

      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK

      /PreserveEditing true

      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged

      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile

      /UseDocumentBleed false

    >>

  ]

>> setdistillerparams

<<

  /HWResolution [2400 2400]

  /PageSize [612.000 792.000]

>> setpagedevice



