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１．はじめに 

花を咲かせる植物を被子植物と呼ぶ。花は被子植物の生殖器官であり，オスのゲノムを運

ぶ細胞は花粉と呼ばれ，配偶子である精細胞を含む。一方でメスのゲノムを持つ細胞は卵細

胞と呼ばれ，胚珠と呼ばれる母体組織のなかに埋め込まれている。種子をつくるには精細胞

と卵細胞が出会い受精する必要があるが，精細胞は自力で卵細胞へと辿り着く能力を持たな

い。そこで，花粉は花粉管と呼ばれる管状の細胞を伸ばし，卵細胞に配偶子を届けることで

受精をおこなっている。すなわち，花粉はオスのゲノムをメスの細胞へと運ぶのに特化した

植物独自の生殖細胞といえる。本稿では花粉を一過的に可視化し，花粉が発芽し花粉管を伸

長させ，受精に至るまでの過程を生きたまま観察する手法について，最新の成果を交えつつ

紹介する。また，一過的導入によって花粉をゲノム編集する手法についても併せて紹介する。 

 

２．被子植物の花粉と生殖過程 

 被子植物の花粉は，精細胞の分裂時期によって二細胞性花粉（二核性花粉）と三細胞性花

粉（三核性花粉）の 2 つに分類される（図 1）。二細胞性花粉では，花粉内に雄原細胞と呼ば

れる精細胞の前駆細胞が内包された状態で葯から放出される。すなわち，二細胞性花粉は花

粉の栄養細胞の核である栄養核と雄原細胞の核，あわせて 2 つの核を持つ（二核性）。その

後，二細胞性花粉は受精過程において雄原細胞が分裂し，2 つの精細胞を形成する。一方で三

図１．被子植物の花粉の発生 
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細胞性花粉では花粉がまだ葯内にある時期

に雄原細胞が分裂し，2 つの精細胞を形成す

る。すなわち，三細胞性花粉は栄養核と 2 つ

の精細胞の核，合わせて 3 つの核を持つ（三

核性）。二細胞性花粉と三細胞性花粉は精細

胞への分裂時期が異なるだけで，両者の間に

本質的な違いはないと考えられている（岩波 

1980）。被子植物において二細胞性花粉と三

細胞性花粉を同時に生産する種は稀であり，

ほとんどはどちらか一方のタイプの花粉を

産生する（Lora et al. 2009）。被子植物の 7 割

程度が二細胞性花粉を持つ種であり，ナス科

やユリ科，バラ科，ゴマノハグサ科などが該

当する一方で，残りの 3 割程度は三細胞性花

粉を持ち，アブラナ科やイネ科，キク科，シ

ソ科などが該当する（図 2）（Williams et al. 

2014）。どちらのタイプでも，花粉の寿命は

花粉内部に含まれる水分量に依存する。通

常，成熟した花粉内の水分含有量が少ないほど長い寿命を持つ（Ettore et al. 2016）。水分含有

量が少ない花粉は，葯から出たあと受粉するまでの時間が長い他家受粉の種に多く見られ，

逆に水分含有量が多い花粉は自家受粉の種に多い。イネやコムギは三細胞性花粉を持ち，か

つ水分含有量も多いことから花粉の寿命が短く，取り扱いが難しい。特にイネでは，15 分程

度で花粉発芽率が 3 分の 1 以下に低下してしまうなど，数分から数十分で発芽能力を失って

しまう品種も存在する（Koga et al. 1971）。このような種の花粉は取り扱いが難しく解析が制

限されるため，生殖の研究を妨げる一つの要因となっている。一方で，二細胞性花粉を持つ

ユリのように花粉の寿命が長い種では，温度や水分量を適切に保つことで数週間から数ヶ月

発芽能力を保持した花粉を保存することができる（Niimi et al. 1992）。このような種は花粉の

取り扱いが容易であり，花粉や生殖過程の研究に適している。また，二細胞性花粉は精細胞

への分裂を終了していないため，花粉管発芽とともに花粉の成熟過程や精細胞への分裂も解

析できるというメリットがある。このような背景から，私たちは花粉への一過的導入には，

主に二細胞性花粉を持つ種を用いて研究をおこなっている。そのうち本稿では，栽培や花粉

の採集が比較的容易で，ゲノム情報が公開されている種であるタバコ属のベンサミアナタバ

コ（Nicotiana benthamiana）とタバコ（Nicotiana tabacum）を用いた研究について紹介する。 

 

３．植物細胞への遺伝子導入 

蛍光顕微鏡が開発された 1900 年代初頭から，特定の組織や細胞を可視化するために様々な

蛍光物質が用いられてきた。植物細胞においても形態や構造，オルガネラ，タンパク質など，

目的の物体のみを生きたまま可視化する方法として蛍光色素や蛍光タンパク質が広く用いら

図２．様々な被子植物の花粉 

（上段）三細胞性花粉（下段）二細胞性花
粉。シロイヌナズナは形質転換体，イネは
ヘマトキシリン染色，その他は DAPI 染
色により核を可視化。矢じりは精細胞ま
たは雄原細胞の核。矢印は栄養核。スケー
ルバーは 10 μm。一部の写真は Nagahara 
et al. (2021)から改変して転載。 
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れている。緑色蛍光タンパク質（GFP）が 1962 年にオワンクラゲから発見（Shimomura et al. 

1962）され，分子生物学とバイオイメージング研究は飛躍的に発展した。蛍光タンパク質を

用いて目的の物体を可視化するには，蛍光タンパク質の遺伝子配列を含むプラスミド DNA を

細胞内に導入し，発現させる方法が広く用いられている。ところが植物細胞は乾燥や外部の

刺激から身を守るために，セルロースやヘミセルロース，ペクチン，リグニンなどの多糖類

や構造タンパク質から成る非常に堅固な細胞壁を持つ（Ortiz-Matamoros et al. 2017）。そのた

め，プラスミド DNA を植物細胞内に導入するのは容易ではない。そのような中，これまでに

植物細胞に物質を導入する様々な方法が考案されてきた。植物細胞に遺伝子を導入する方法

は，生物的手法，化学的手法，物理的手法の大きく 3 つに分類される（Newell 2000）。生物

的手法の一つであるアグロバクテリウム法では，土壌細菌のアグロバクテリウム

（Agrobacterium spp.）に目的遺伝子を取り込ませ，植物細胞へ感染させることで遺伝子を細

胞内に導入し，形質転換体の作出を可能とする（Zaenen et al. 1974）。この方法はモデル植物

では広く用いられている方法である。しかし，アグロバクテリウムが感染できるのは一部の

植物に限られ，形質転換体の作出には時間や手間のかかる組織培養の工程が必要なことも多

い。また，例えば花粉や受精過程を観察する場合は，形質転換体を作出し，さらに花が咲い

て観察できるようになるまで時間がかかるといった問題点もある。 

このような背景から，形質転換体を作出せずに遺伝子を一過的に導入し，細胞を可視化す

ることができる方法が検討されてきた。物理的導入法の一つであるエレクトロポレーション

法や，化学的導入法の一つであるプロトプラスト–ポリエチレングリコール（PEG）法も，一

過的導入による観察に良く用いられる方法である。エレクトロポレーション法は電気パルス

によって細胞膜に小さな孔をあけ，物質を導入する手法である（Neumann et al. 1982）。一方

で，化学的導入方法の一つであるプロトプラスト–PEG 法は高分子化合物である PEG を細胞

に作用させ，核酸などの分子を細胞内に取り込ませる手法である（Krens et al. 1982）。どちら

も様々な種において高効率に細胞への導入が可能である。しかし高効率に細胞に物質を導入

するには，いずれも酵素によって細胞壁を取り除いたプロトプラストと呼ばれる状態の細胞

を用いる必要がある。プロトプラストは細胞壁が取り除かれているため，そのままでは個体

へと発生することができない。個体を得るには細胞壁を再構築させ，再分化させるなどの組

織培養の工程が必要となるが，上述したように多くの植物種では組織培養が困難であり，時

間と手間も必要となる。また，花粉の場合は細胞壁が無いと発芽できないため，受精するこ

とは不可能である。すなわち，細胞壁を保持したままの植物細胞に簡便にプラスミド DNA な

どを導入し，その後の成長を生きたまま迅速に解析できるような方法が必要である。 

以上のように，植物細胞への遺伝子導入には，植物自身の特性による導入自体の難しさや

形質転換体の作出や組織培養における問題点が存在し，細胞動態の観察や植物生殖の研究が

進まない原因の一つとなっている。 

 

４．ボンバードメント法による花粉の一過的可視化と受精過程のライブイメージン

グ 

 物理的な一過的導入方法の一つであるボンバードメント法は，パーティクルガン法，また 
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は遺伝子銃法とも呼ばれる（Klein et al. 1987）。形質転換体を作らずに植物細胞を可視化する

ことができるため，古くから様々な植物細胞において用いられてきた（Luthra et al. 1997）。

ボンバードメント法では，色素や核酸，タンパク質など導入したい分子を金粒子に付着させ，

ガス圧を利用して高速で射出し細胞へ導入する（図 3A）。簡便な操作で固い細胞壁を貫通し

て分子を導入することができることから，花粉のみならず様々な細胞種で用いられてきた

（Sanford et al. 1993）。ボンバードメント法では，表面に裸出した細胞であればプロトプラス

トを調整しなくとも葉や根，花粉など様々な細胞にそのまま分子を導入することができる。

そこで我々は，この方法を用いて蛍光タンパク質の配列を含むプラスミド DNA を培地上で

ベンサミアナタバコまたはタバコの花粉に導入し，一過的発現によるライブイメージングが

可能かを調査した（Nagahara et al. 2021）。導入するプラスミド DNA は細胞質で蛍光タンパ

ク質を発現するプラスミド（AtUBQ10p::tdTomato，LAT52p::mApple，または AtUBQ10p::sGFP）

と，核を標識するプラスミド（AtUBQ10p::H2B-mClover3 または 35Sp::H2B-tdTomato）をそれ

ぞれ混合したものを用いた。その結果，導入からわずか 2〜3 時間後から蛍光タンパク質のシ

グナルを検出できることが明らかとなった（図 3B）。また，導入後の花粉を培地上で培養し

たところ花粉が発芽し，花粉管の内部を栄養核と雄原細胞が運ばれていく様子も観察された

（図 3C）。同様に，プラスミド DNA を導入したタバコ花粉を除雄しためしべに受粉したと

ころ，めしべ内部を花粉管が伸長し（図 3D 左），胚珠へと到達する様子（図 3D 右）が観察

された。このように，細胞内を蛍光タンパク質によって一過的に可視化すれば，花粉や受精

過程を生きたまま迅速に観察することが可能となる。ボンバードメント法はモデル植物だけ

でなく，例えば樹木など開花までに時間がかかる種や形質転換体の作出が困難な種において

も，遺伝子の働きや細胞機能を調べるのに有効な方法といえる。 

 

図３．花粉への導入と一過的発現 

（A）ボンバードメントの概要と核が標識された導入花粉（矢じり）。（B）導入花粉か
らの花粉管伸長。矢印は栄養核，矢じりは花粉管先端を示す。数字は導入からの時間（時：
分）。（C）導入 8 時間後の花粉管。（D）導入花粉を受粉しためしべ（左上）と花柱内
部（左下），および培地上に取り出した種子（右）。矢じりは花粉管の細胞質の蛍光を，
矢印は核の蛍光を示す。Nagahara et al. (2021) から改変して転載。 
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５．花粉での一過的発現に最適なプロモーター 

遺伝子や蛍光タンパク質を目的の細胞や組織で発現させるには，適切なプロモーター配列

を持つプラスミドを用いる必要がある。そこで我々は，花粉へのボンバードメントにおいて，

安定的に高発現するプロモーターの探索をおこなった。検討にはベンサミアナタバコ，タバ

コ，トレニア（Torenia fournieri ‘Blue and White’），トマト（Solanum lycopersicum ‘Micro-Tom’）

の 4 つの被子植物の花粉を用いた。プロモーターは，全身で発現する強制発現プロモーター

として知られているカリフラワーモザイクウィルス由来の 35S プロモーター（35Sp），シロ

イヌナズナのリボソームタンパク質プロモーター（AtRPS5A），およびシロイヌナズナのユビ

キチンプロモーター（AtUBQ10p）の 3 つを検討した（図 4）。これらのプロモーター下で，

花粉の細胞質または核で蛍光タンパク質を発現するプラスミドを構築し，それぞれ花粉に導

入した。その後，導入花粉から発芽・伸長した花粉管の蛍光のシグナル強度を指標にプロモ

ーター活性を評価した。その結果，AtUBQ10p を用いた場合は 4 種全ての花粉の栄養細胞の細

胞質と核，および雄原細胞の核にシグナルが観察された（図 4）。一方で 35Sp を用いた場合

は，トレニアとトマトでは雄原細胞の核にシグナルが観察されたが，花粉の栄養細胞の核と

細胞質ではシグナルが観察されなかった。また，AtRPS5Ap を用いた場合はベンサミアナタバ

コとタバコでは花粉の栄養細胞の細胞質にシグナルが検出されなかった。これらの結果から，

AtUBQ10pは広く複数の植物種において最も

安定的に花粉で高発現させることが可能な

プロモーターであることが明らかとなった

（Nagahara et al. 2021）。葉や根などでの強制

発現には 35Sp を用いることが多いが，形質

転換体の場合，35Sp はタバコ花粉では発現

するのに対し，シロイヌナズナ花粉では発現

しない（Wilkinson et al. 1997）。これらの結

果は，花粉における 35Sp の活性は種によっ

て異なり，一口に全身で発現する強制発現プ

ロモーターと言っても組織や種によってそ

の発現は異なることを示している。一方で

AtUBQ10p には，様々な種の花粉での発現を

可能にする恒常的なプロモーター活性を持

つ配列が含まれているのかもしれない。 

 

６．花粉での一過的発現に最適な蛍光タンパク質 

バイオイメージングの分野では，この数十年で実に多くの種類の蛍光タンパク質が報告さ

れており，目的や用途に応じて適した色（波長）や種類を選択することが可能となっている

（Miyawaki et al. 2015）。植物においても蛍光タンパク質の選択は重要であり，波長以外にも

安定性，蛍光強度，自家蛍光との兼ね合いなどの様々な要素を考慮する必要がある。また，

葉緑体を含む葉などの組織の場合，葉緑体に含まれるクロロフィルが赤色の強い自家蛍光を

図４．ボンバードメントに適した強制発現
プロモーターの探索 

蛍光タンパク質のシグナルの有無をプラ
スとマイナスで示す。 
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発するため，波長によっては赤色蛍光タンパク質を観察するのは困難である（Mizuta et al. 

2015）。一方で，多くの花粉は葉緑体を持たないため，赤色蛍光タンパク質の観察はより簡

単である。しかし，種によっては細胞壁成分や細胞質の構成要素が自家蛍光を示すことがあ

る（Mitsumoto et al. 2009）。例えば同じ花粉でもシロイヌナズナは黄緑色の自家蛍光を発し

（Mizuta et al. 2015），ベンサミアナタバコ は青色の自家蛍光を発する（Kaneshiro et al. 2022）。

よって，それぞれの自家蛍光を考慮しつつ蛍光タンパク質を選択することが重要となる。 

ボンバードメントによる一過的発現では，tdTomato や mClover3 などの蛍光タンパク質を用

いた場合，最短で導入 2〜3 時間後から蛍光タンパク質のシグナルが検出可能であることを上

記に述べた。このような一過的発現においては，自家蛍光以外にも蛍光タンパク質の蛍光強

度や，蛍光タンパク自身の成熟が問題となってくる。蛍光強度が高いほどバックグラウンド

光の影響が小さくなり，一過的導入からシグナル検出までの時間が短くなるため，より迅速

な観察が可能となる。また，蛍光タンパク質は種類よって成熟にかかる時間が異なることが

知られている。大腸菌内での発現ではあるが，同じ緑色蛍光タンパク質でも wtGFP と

mNeonGreen では，mNeonGeen の方が約 1/3 以下の時間で蛍光タンパク質が成熟する（Balleza 

et al. 2018）。例えば花粉の発芽など，導入後できるだけ早くに細胞動態や細胞内を可視化し

たい場合には蛍光タンパク質の蛍光強度ができるだけ高く，早く成熟するような蛍光タンパ

ク質を選択するのが望ましい。他にも観察が長時間にわたる場合や，例えば酸性オルガネラ

など特定の細胞や器官を観察する場合は，蛍光タンパク質の光安定性や pH 安定性なども重

要な要素となってくる（Lambert 2019）。このように，効果的なイメージングには植物の細胞

や遺伝子自体の性質に加え，目的にあわせて

蛍光タンパク質の特徴も考慮し検討すること

が必要である。 

上記のような検討をもとに，花粉に一過的

にプラスミドを導入した蛍光像を紹介する。

図 5 左はベンサミアナタバコの花粉に，核を

緑色に標識するプラスミド（AtUBQ10p::H2B-

mClover 3）を導入し，共焦点顕微鏡で観察し

た像である。栄養細胞の核と雄原細胞の核が

緑色で標識されていることがわかる。また，

図 5 右はシロイヌナズナの液胞膜に局在する

VAM3 を 緑 色 で 標 識 す る プ ラ ス ミ ド

（35Sp::sGFP-AtVAM3; Uemura et al. 2004）と

セントロメア特異的なヒストン H3 である

HTR12 を赤色蛍光タンパク質で標識するプラスミド（35Sp::tdTomato-HTR12; Kurihara et al. 

2008）を混合し導入した花粉である。動原体と核質に赤色のシグナルが観察され，花粉の細

胞質内に存在する液胞の複雑な構造も観察することができる。これらの導入花粉が発芽し，

花粉管が伸長すれば，精細胞への分裂や花粉管伸長時の液胞動態も生きたまま観察すること

図５．ベンサミアナタバコ花粉への一過
的導入と可視化 

左は核が緑色蛍光で標識されている。右
は核質と動原体が赤色で，液胞膜が緑色
で標識されている。矢じりは雄原細胞の
核，矢印は栄養細胞の核を示す。 
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ができる。以上のように，細胞や蛍光タンパク質の特徴を良く理解し，一過的発現とうまく

組み合わせれば，迅速なバイオイメージングも可能となるのである。 

 

７．一過的導入による花粉のゲノム編集 

筆者らは一過的導入による可視化だけでなく，ボンバードメント法で花粉に CRISPR-Cas9

の配列を含むプラスミド DNA を導入し，花粉をゲノム編集する取り組みも進めてきた。上述

のように，プラスミド DNA を導入した花粉は培地上だけでなく，めしべの上でも花粉管を伸

長させることができる（Nagahara et al. 2021）。花粉への一過的導入後，花粉管がゲノム編集

された精細胞または CRISPR-Cas9 などを胚珠へと送達すれば，組織培養などの過程を経るこ

となくゲノム編集個体を作出することが可能となる。我々はボンバードメントによる花粉の

ゲノム編集を調査するため，AtUBQ10 プロモーター下で Cas9 を発現するプラスミドをベン

サミアナタバコの花粉に導入し，翌日，花粉管を採取しゲノム編集の有無を調査した（図 6）。

その結果，標的配列である NbPDS3 遺伝子上に変異を持つ花粉が複数検出された。これによ

り，ボンバードメント法を用いて花粉のゲノム編集が可能であることが示唆された（Nagahara 

et al. 2021）。 

一方で，ボンバードメント法にも細胞への導入効率が低いという短所が存在する。ベンサ

ミアナタバコの花粉を用いた場合，花粉への導入効率は 1〜2%程度であり，残りの 98〜99%

の花粉は何も導入されていない非導入花粉である。導入後の花粉集団から発芽し，伸長した

花粉管のほとんどは非導入花粉由来となるため，培地上での花粉管の観察や，めしべ内で伸

長する花粉管の観察など生殖過程の解析の際に妨げとなる。そこで，我々はボンバードメン

ト後の花粉集団内から導入花粉を半自動的に識別し，近赤外レーザーを用いて導入花粉を選

抜する方法を報告した（Kaneshiro et al. 2022）。この方法を用いることで，遺伝子が導入され

ていない花粉を排除し，導入花粉を 3 倍以上に濃縮した細胞集団を調整することが可能とな

った。 

このように，一過的導入と複数のアプリケーションの組み合わせは従来の観察だけでなく，

種子作出や生殖過程の解析などさらに新しい研究へと繋がる可能性を秘めている。 

 

８．おわりに 

本稿では植物細胞への一過的な導入方法を用いた花粉や生殖過程の観察，および花粉のゲ

ノム編集について紹介した。ボンバードメント法による花粉への一過的導入は，単なる細胞

内の観察にとどまらずその後の花粉管動態の解析，そして受精と種子作出の研究へと発展し

つつある。これらの方法はモデル植物だけでなく，形質転換体の作出が困難な植物にも適応

 

図６．ベンサミアナタバコ花粉への一過的導入によるゲノム編集 
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可能である。今後は植物生殖分野を含む植物研究を促進する上で，有用な手法となることが

期待される。 
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