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題目 アブラナ科植物の自家不和合性における自他識別機構の解明

植物の多くは、雌雄の生殖器官が同一の花にある両性花をつけるため、自家受精す

る確率が高いはずである。しかし、両性花植物の多くは自家不和合性機構を獲得する
ことで自家受精を回避し、種の遺伝的多様性を維持してきたと推定されている。本研

究で扱うアブラナ科植物の自家不和合性は、∫遺伝子座の複対立遺伝子（∫1，∫2，－－－，∫。）
により制御されており、花粉と柱頭間で∫遺伝子の表現型が一致する場合に不和合性

反応が起きる。このことは、∫遺伝子座にコードされる花粉側と柱頭側の∫遺伝子産
物の相互作用を介して、花粉の自他識別が行われていることを示唆している。なお、

本科植物の自家不和合性は、花粉の∫遺伝子の表現型が胞子体（2n）である花粉親の
∫遺伝子型によって決定される事から、胞子体型自家不和合性に分類されている。

これまでの研究により、柱頭側のS遺伝子産物としてSLG（S－locus glycoprotein）

とSRK（S－reCePtOrkinase）が見いだされてきた。SLGは分泌型糖蛋白質、SRKはSLG
と相同な配列を細胞外に有する受容体型キナーゼであり、共に柱頭表層の乳頭細胞で
特異的に発現し、∫遺伝子間で多型を示す。最近、形質転換体の解析から、SRKが単
独で柱頭の∫遺伝子型を決定すること、SLGは何らかの機構により不和合性反応を強

化することが示唆されたが、両因子の具体的な機能については不明確であった。さら

に、一方の花粉側の∫遺伝子産物（花粉側∫因子）については、精力的な探索にもか

かわらず、実体が明らかにされていなかった。そこで、本研究では、未同定である花
粉側∫因子の実体を解明すること、さらにそれを手掛かりに自家不和合性における自

他識別機構を明らかにすることを目的とした。

第1章　花粉側∫因子の同定

アブラナ科植物βrα∫∫血r〟クα∫8∫12ヘテロ個体（Fl）を自家受粉により展開したF2
分離個体を材料に、FDD（FluorescentDifferentialDisplay）法を用いて、両S遺伝子間
で多型を示す薪発現遺伝子の検索を行った。240通りのプライマーの組み合わせで検
索を行い、9種類の候補遺伝子を見出すことに成功した。その中の一つGPノは、SLG

と相互作用することで見出された一群の蛋白質類（PCP類）と類似した蛋白質をコー

ドしていることが判明したため、最有力候補として解析を進めた。PCP類は、分泌型

の低分子量塩基性蛋白質で、分子内に8つのCys残基を有するのが特徴である。∫い

S12系統より同定したGPlの相同性は大変低いものであったが、Long－PCR法やBAC



クローンの解析から、両系統のGPノが共に∫尺打と∫⊥G間に位置していることが示さ

れ、村立遺伝子の関係にあることが判明した。また、同時期に∫9系統の且吼私岱⊥Gゲ

ノム領域の配列解析からも村立遺伝子の関係にある荊発現遺伝子SPll（S－locusprotein
ll；Suzukietal・，1999）が見出され、これら遺伝子がS遺伝子座に普遍的に存在する（SLG，
∫尺方に次ぐ）第3の∫複対立遺伝子である可能性が示唆された（以下Gfリを∫Pノノと
称する）。

RNAゲルプロット解析、′〃∫血ハイプリダイゼーション解析から、∫Pノノは前のタペ

ート細胞と花粉で特異的に発現していることが示された。胞子体であるタペート細胞
における∫PJノの発現は、胞子型自家不和合性の特性を無理なく説明しうるものであ
った。

さらに、SPllの発現蛋白質を作製し、受粉に及ぼす影響を検定した。その結果、SPll
を予め乳頭細胞に処理すると、和合花粉の吸水が∫遺伝子特異的に阻害されることが

示され、SPllが花粉倒∫因子であることを直接的に証明することができた。

第2章　花粉側∫因子SPllの一次構造の決定

SPll発現蛋白質に対する抗体を用いた免疫組織化学的解析により、成熟花粉では
SPllが花粉表層に局在することが明らかになった。そこで、免疫沈降法により花粉表
層抽出物からSPllを単離した。MALDI－TOF－MSによる分子量解析により、SPllが予

想された部位でシグナルペプチドが除去された後、8つのCys残基がすべて分子内で

S－S結合を形成した（酸化型）モノマーとして存在していることが示された。更に、
改良した生物検定法を伺い、特定のS－S結合を有する酸化型SPllが、∫遺伝子特異的

かつ濃度依存的に和合花粉の花粉管伸長を阻害することを示し、その一次構造を有す
るSPllが花粉剛∫因子の本体であることを明らかにした。

第3章　自家不和合性における自他識別機構の解明

SPllと柱頭剛S遺伝子産物との関係を明らかにするために、まずBIAcoreを用いて、
カイコで発現させたSRKの細胞外領域、あるいは柱頭より精製したSLGとSP11と

の相互作用を解析した。しかし、いずれも　SPllに村し結合活性を示さなかった。そ

こで、SP11をL二5Ⅰで標識し、柱頭膜画分との結合を解析したところ、SPllが柱頭膜
画分にS遺伝子特異的に結合することが示され、Scatchard解析の結果、高親和性と低

親和性の2つの結合部位の存在が示唆された。さらに架橋実験から、SPllに対する高

親和性の結合部位は約I15kDaと60kDaの2種類の蛋白質で構成されていることが示
唆され、それらがSRKとSLGであることが特異抗体を用いた免疫沈降実験により明

らかとなった。なお、可溶性のSLGとの分子量比較から、受容体を構成しているSLG

が何らかの翻訳後修飾を受けている可能性が示唆された。さらに、∫〃V血のリン酸化

実験では、SPllが柱頭細胞膜上のSRKの自己リン酸化を∫遺伝子特異的に誘導する
ことが証明された。

以上の解析を通じ、花粉表層に局在するSP11が柱頭膜上のSRK／SLG受容体複合体
と結合しSRKを活性化することで不和合性反応を誘起していること、このリガンド

ー受容体複合体問の結合が∫遺伝子特異的に起きることが花粉の自他識別の基本であ
ることを明らかにした。
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序論

有性生殖は、生物に進化と多様性をもたらす上で非常に重要な役割を担って

きた。有性生殖のシステムにより、生物は異なる遺伝子を有する非自己との交

配が可能となり、これにより種内の遺伝的多様性を維持してきた。そして遺伝

的多様性は、変動する環境下における種の存続に大変有利に働いてきたと考え

られている。

被子植物の70％は、同一の花器宮中に雌しべと雄しべを有する両性花である

ため（FrankelandGaul，1977）、自家受粉する確率が極めて高い。自己の花粉と

そのまま受精に至るとすると、植物は遺伝的多様性を生みだし、維持すること

はできない。そこで、両性花の多くは受粉から受精に至る過程で、自己の花粉

を識別し、それを排除するための機構を独自に発達させてきた。それが自家不

和合性と呼ばれる機構である。

自家不和合性では花粉が正常であるにもかかわらず、雌ずいにおいて自己の

花粉の吸水や花粉管の発芽・伸長が特異的に阻害される。その結果自殖は回避

され、異なる遺伝子を有する非自己との受精（他殖）が優先的に行われる。古

典的な遺伝学的研究から、植物の自家不和合性における自他の識別反応は、基

本的に1座位（∫遺伝子座）の∫複対立遺伝子（以下、∫遺伝子と称する）に

より支配されていることが示されてきた。すなわち、花粉と雌ずいの∫遺伝子

の表現型が一致する場合に不和合性反応が誘起される（Batemanetal．，1955）。

被子植物のおよそ半数以上の種が、この機構を有していると言われている

（FⅣXell，1957）。しかし、各植物種が進化の過程で獲得してきた自家不和合性

の分子機構は多種多様であることが示されてきている（Nettancourt，2001）。

これまでの研究から自家不和合性は、花の形態や遺伝様式から幾つかのタイ

プに分類されている（図1）。まず、花の形態から異形花型と同形花型に大別

される。異形花型不和合性は、花の中の雄ずいと雌ずいの相村的な長さの違い

が不和合性の表現型と連鎖しているタイプで、サクラソウ科、タデ科で認めら

れる○一方、同形花型自家不和性は、花の形態に差異は認めれないが、∫遺伝

子の表現型が一致した場合に不和合性となるタイプであり、花粉における∫遺

伝子の発現様式の違いから、さらに配偶体型と胞子体型に分類されている

（Heslop－Hamison，1978；HinataandNishio，1979）。まず、配偶体型自家不和合性
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異形花型

同形花型

配偶体型

胞子体型

サクラソウ科（プリムラ）

カタバミ科（カタバミ・スターフルーツ）

タデ科（ソバ）

ナス科（トマト・ペチュニア・タバコ）

バラ科（ナシ・リンゴ・オウトウ）

ケシ科（ケシ）

マメ科（アカクローバー）

ユリ科（ヤマユリ）

イネ科（ライムギ）

アブラナ科（カブ・キャベツ・ダイコン）

ヒルガオ科（サツマイモ）

キク科（コスモス）

図1　自家不和合性の分類
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は、バラ科、ナス科などで認められ（図1）、花粉の∫遺伝子の表現型が花粉

（n）の∫遺伝子型と一致するタイプである（図2A）。一方、胞子体型の自家

不和合性は、花粉の∫遺伝子の表現型は花粉自身（n）の∫遺伝子型ではなく、

花粉親（2n）の2つの∫遺伝子型によって決定される（図2B）。図2で示し

た例は、植物体の2つの∫遺伝子がすべて共優性を示す場合であるが、実際に

は花粉と柱頭で、各々∫遺伝子間で優劣性が生ずる場合もあるため、和合・不

和合の関係はより複雑である。

本論文で扱うアブラナ科植物は、胞子体型の自家不和合性を有し、これまで

に野生集団の交配実験から、キャベツなどのβ用∫∫fcαOJerdCgαでは50種類、カ

ブなどの且J叩αにおいては30種類余りの∫遺伝子が同定されてきている

（Ockendon，1985；Nouetal．，1993）。

アブラナ科植物の雌ずい先端の柱頭は、一層の乳頭細胞で覆われている。さ

らに、乳頭細胞の表面は、クチクラやペクチンーセルロース層で覆われており、

容易には物資の行き来が出来ない構造となっている（Heslop－Harrison and

Shivanna，1977；EllemanandDickinson，1988，1994）。花粉はこの乳頭細胞に受粉

することになるが、その性質上、花粉は積極的に乳頭細胞へ接着し、そこから

水の供給を得る必要がある。実際には、受粉した花粉と柱頭の接着面にはbot

と呼ばれる構造が形成され、これが花粉と乳頭細胞との間の接着や水の移動に

関与していると考えられている（EllemanandDickinson，1990）。非自己の花粉が

受粉（他家受粉）した場合、しばらく花粉の形態は変化しないが、20分から1

時間の後、急激な吸水が起こり膨潤して丸くなる。引き続き、花粉管が乳頭細

胞に最も近い花粉孔より発芽し、ねotを通って乳頭細胞へ侵入していく（図3）

（E11emanandDickinson，1994；Dickinson，1995）。また、この時には乳頭細胞のfbot

直下領域において、多数の分泌小胞が細胞膜と融合している様子や、細胞壁の

外層が弛緩し、膨張している様子が観察される（Elleman，1996）。この乳頭細胞

の分泌小胞には、細胞壁の弛緩や花粉管の侵入・伸長を促進する物質が含まれ

ている可能性が指摘されている。発芽した花粉管は、クチクラ層を突き抜け、

弛緩した細胞壁外層と内層の間を伸長して乳頭細胞の基部まで行き、その後花

柱の誘導組織の細胞間隙を経て胚珠に向かい、そこで受精が行われる（Steadetalリ

1980；EllemanandDickinson1990；Ellemanetal．，1992）。

一方、自己の花粉が受粉（自家受粉）した場合には、花粉と乳頭細胞間にbot
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A

B

花粉親の遺伝子型

花粉の表現型
Il

花粉の遺伝子型

雌ずいの遺伝子型

（表現型）

花粉親の遺伝子型

Il

花粉の表現型

花数の遺伝子型

雌ずいの遺伝子型

ご1∫⊃

ざ1　鞄　　β1　鞄　　　∫1　ち

ぶ1ち　　　　∫1ぶ3　　　　　ち54

く苧）
l l

ぶ1ぷ2　∫1ち　∫1∫2　ぶ1∫2　5152　ざ152

●　●　●　●　　●　●

、ご・1

（表現型）　ざ1ち　　　ぎ1∫ユ　　　　タ354

囲2　配偶体型自家不和合性（A）と胞子体型自家不和合性（B）

図では、花粉と雌ずいにおいて2つのぶ遺伝子が共優性を示す場合
を示した。
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図3　アブラナ科植物の受粉時の走査電子顕微鏡像

P，pOllen（花粉）；Pt，pO皿entube（花粉管）；Pa，papinacell（乳頭細胞）
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の形成は認められるものの、その後の反応が抑制されることが知られている。

一般に、花粉の乳頭細胞に村する接着力が、他家受粉の場合に比べて弱いこと

が指摘されており、また、接着後の花粉の吸水が起こらない様子（図3）、一

部花粉が吸水し発芽しても花粉管が乳頭細胞に侵入できない様子が観察される

（Dickinson，1995）。この様な、自家受粉時に認められる受粉反応の変化は、花

粉側ではなく、乳頭細胞側に何らかの変化が生じた結果であることが以下の実

験により示唆されている。すなわち、自己花粉をしばらく置いた乳頭細胞の部

位に、後から非自己の花粉を置いても花粉の吸水が認められないこと、逆に自

己の乳頭細胞上に付着させて吸水できずにいる花粉を、非自己の乳頭細胞上に

移すと吸水・発芽することが示されている（Dickinson，1995）。

さて、この様な不和合性反応は、花粉と柱頭の∫遺伝子の表現型が一致した

場合に誘導されることから、花粉と乳頭細胞上に存在する∫遺伝子産物を介し

て自他識別が行われていると推定される。そこで、これら∫遺伝子産物の実体

解明が、自家不和合性の分子機構解明の鍵であると考えられ、今日に至るまで、

精力的な探索が行われてきた。

まず最初に、免疫学的手法により且oJerαCgαの3種類の∫遺伝子ホモ植物体

（∫系統）の柱頭抽出物が解析され、∫系統特異的な蛋白質の存在が示された

（NasrallahandⅥね11ace，1967）。更に、柱頭抽出物中にS系統毎に異なる等電点

を持つ糖蛋白質が見出され、交配実験により∫遺伝子と行動を共にすることが

判明したことからS－locusglycoprotein（SLG）と名付けられた（NishioandHinata，

1977；HinataandNishio，1978；OkazakiandHinata，1984）。その後、B．rqpaのS8、

∫9、∫12系統の柱頭より、それぞれSLGが単離され、部分アミノ酸配列と主要

糖鎖構造が明らかにされた（Takayamaetal．，1986，1987）。また、この蛋白質側

からの解析と前後して、B．oleraceaより　SLGのcDNAがクローニングされた

（Nasrallahetal．，1987）。これまでに、様々なアブラナ科植物から30以上もの

SLIGが単離されてきている（TrickandFlave11，1989；Lalondeetal．，1989；Chenand

Nasrallah，1990；Yamakawaetal．，1994；Watanabeetal．，1994）。これらの解析から

SLGは、分子量約53kDa前後の分泌型の糖蛋白質であり、S系続開で主要糖

鎖の構造には相違が認められないが、アミノ酸配列の相同性は64％～99．5％と

変異が富んでいることが判明した（図4）。また、未熟な普段階の柱頭は自家

6

」

【



不和合性を示さず、開花数日前にようやく自己花粉を拒絶するようになること

が知られているが、乱Gは丁度その時期に合わせて乳頭細胞に特異的に発現し

てくることが示された（NasrallahandNasrallah，1988；Kandasamyetal．，1989）。

更に、SLG蛋白質は花粉が接着する乳頭細胞の細胞壁中に蓄積していることが、

抗SLG抗体を用いた免疫電子顕微鏡解析により示された（Kishi－Nishizawaetal．，

1990）。これらの結果は、SLGの自家不和合性への関与を間接的に示唆するも

のであったが、直接的な証拠は得られていなかった。また、SLGには既知の蛋

白質の何れとも相同性が認められなかったことからも、この時点では自家不和

合性におけるSLGの機能を推測することは出来なかった。

しばらくして、トウモロコシから受容体型キナーゼをコードする遺伝子

Z血門口が植物において始めてクローニングされたが、そのキナーゼ分子の細

胞外領域とSLGとが相同性を示すことが判明した（WalkerandZhang，1990）。

その後、B．oleraceaやB．rqpaの柱頭cDNAライブラリーやゲノムライブラリ

ーからZ加P方ノ様遺伝子の検索が行われ、SLG様の配列を細胞外領域として持

つ受容体型キナーゼとして、SRK（S－reCePtOrkinase）が見出されてきた（Steinet

al．，1991；Ⅵねtanabeetal．，1994；Yamakawaetal．，1995）。RFLP解析によりSRKは、

∫遺伝子と密接に連鎖していることが確認され、乱G同様∫遺伝子座にコード

されていることが判明した（Steinetal．，1991；Ⅵねtanabeetal．，1994）。また、RNA

ゲルプロット解析から、封i片の発現は、開花数日前から柱頭特異的に認められ、

乱Gの発現様式と一致していたが、その発現量は1／100程度であることが示さ

れた（GoringandRothstein，1992）。

SLG様の構造を持つSRKの細胞外領域はS－domainと呼ばれるが、この部分

の∫系統間でのアミノ酸配列の相同性は66％～93．8％であり、非常に変異に富

んでいることが示された（Hatakeyamaetal．，1998）。細胞内領域は、セリン／ス

レオニン型のキナーゼをコードしているものと推定され、実際、大腸菌で発現

させた細胞内領域の融合蛋白質がキナーゼ活性を示し、セリンおよびスレオニ

ン残基が自己リン酸化されることが確認された（GoringandRothstein，1992）。

更にSRKは、柱頭の細胞膜画分から界面活性剤によって溶出される事から、

細胞膜上に存在していることが示唆された（Delormeetal．，1995）。

以上の知見から、柱頭側の受容体型キナーゼであるSRKが自己の花粉を認

識し、そのシグナルを乳頭細胞内にリン酸化反応で伝え、不和合性反応を誘起
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多塑性　　遺伝子座
SP　　　　　　　　　＿S＿S＿

SLG

（msLG

SRK

（esRK

SLRl

SLR2

SLR3

TM）

SD TM KD

）

有

（64～99．5％）

有
（66－93．8％）

無

無

無

図4SLG、SRK、SLRl、2、3蛋白質の一次構造の模式図

SLG及びSRKは、5遺伝子座にコードされており5遺伝子間で多型を示

す。特に5遺伝子間で変異に富む3つの可変領域を口で示した。カツ

コ内の数値は且柑paのSLG及びSRKの細胞外領域（SD）の5遺伝子間

でのアミノ酸配列の相同性を示す。SLRl，2，3は、SLGと類似した構

造を有するが、5遺伝子座にはコードされておらず、アブラナ朴植物

内でアミノ酸配列が高度に保存されている。SLG，SRK，SLRlでは、－

S－S－の下に示した12個のcys残基が保存されているが、SLR2，SLR3

ではこのcys残基の数が異なる0花粉身性を示すClass一ⅠⅠ系統（ぶ15，

52）からは、膜貫通領域を持つmSLGが、53，56，59系統からはSRKの

細胞外領域（S－domain）のみからなるeSRKの存在が示されている。

SP，シグナルペプチド配列、TM，膜貫通領域、KD，キナーゼドメイン

を示した。
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しているモデルが広く考えられるようになった。また、基本的にSLG　と　SRK

のS－domainは、他のS遺伝子由来のものより同じS遺伝子由来の方が、より

高い相同性を示す傾向が認められ、SLGとSRKが共に花粉側の∫遺伝子産物

の受容に関与していることが推測された（NasrallahandNasrallah，1993）。

これまでにクローニングされているSLGは、アミノ酸配列の相同性からclass－I

と　class－IIという　2つのグループに分類されている（Nasrallah and Nasrallah，

1993）。同じclass内での相同性は約80～99．5％であるのに村し、Class間での相

同性は75％以下である（NishioandKusabaetal．，2000）。更に、Class－IIのSL，Gゲ

ノム構造はclass－Ⅰと異なり、1つのイントロンが存在することが示されている。

また、一部の且（班別相和のclass－Ⅱの乱Gは、第2ユキソンが膜貫通領域をコ

ードしており、alternativesplicingにより分泌型の他に膜貫通領域を有するmSLG

（membrane－anChoredSLG）を生産することが見出されている（Tantikaqianaetal．，

1993；Cabri11acetal．，1999）。しかし、このmSLGはB．rqpaのclass－IIのSLGで

は見出されておらず、Class－IIのSLGに共通する構造ではないことが示されて

いる（Hatakeyamaetal．，1998）。先に、アブラナ科植物の自家不和合性では、花

粉と柱頭において各々∫遺伝子間で優劣性が認められることに触れたが、Class－ⅠⅠ

のSLGを有するS遺伝子はclass－Iを有するものに村し、花粉において何故か

劣性となることが示されている。現在では、花粉側において優性形質を示す∫

遺伝子をclass－I、劣性形質を示すものをclass－IIと言うように呼ばれている。

一方、SRKbSalternative splicingにより、SLG様の可溶性蛋白質を生産する

ことも幾つかのS遺伝子で示されている（Steinetal．，1991；Girantonetal．，1995；

Suzukietal．，1996）。この蛋白質はesRK（extracellulardomainofSRK）と呼ばれ、

細胞外領域である　S－domainのみからなり、実際蛋白質に翻訳され細胞外に分

泌されていることがB．oleraceaのS，系統で確認されている（Giranton et al．，

1995）。eSRKは、S－domainと膜貫通領域をコードする2つのユキソン間に存在

する第1イントロンが切除されず、第1イントロン中に含まれる終止コドンと

poly（A）付加シグナルが代用されて翻訳されることが判明している。第1イ

ントロン中の終止コドンとpoly（A）付加シグナルは、他の∫尺gにも高度に保

存されていることから、eSRKの生産はすべての∫尺gに共通した現象である可

能性が示唆されているが、その意義については明らかにされていない（Suzukiet

al．，1995）。更に、柱頭抽出物から上記S遺伝子産物の他に、SLRl，2，3（S－locus
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relatedproteinl，2，3）と呼ばれるSLGと類似した構造の可溶性蛋白質が見出さ

れている（Isogai，etal．，1988；Lalondeetal．，1989；Isogaietal．，1991；Boyesetal．，

1991；Cocketal．，1995）。しかし、いずれもSLGやSRKとは異なり、S遺伝子座

にはコードされていないことが示されている。これらの内SLRlは、SLGと60％

程度のアミノ酸配列の相同性を有する蛋白質で、発現時期や部位も　SLGと極

めて類似していた（図4）。しかし、SLGが∫遺伝子間で多型を示すのに対し、

SLRlのアミノ酸配列はアブラナ科植物において極めて高度に保存されている

ことが判明し、SLRlは受粉過程において何らかの根幹的な役割を果たしてい

る可能性が示唆された。実際、乱尺Jのアンチセンス遺伝子を導入した形質転

換体が作出され、その植物体の乳頭細胞上では花粉の接着力が低下しているこ

とが示された（Luu etal．，1997）。この結果は、SLRlが花粉と乳頭細胞間の接

着という受粉時の基本的反応に関与していること、さらには、SLG／SRK　とい

った自家不和合性に関わる分子が、SLRlの様な受粉過程に直接関与する分子

の中から進化してきた可能性を示唆するものであった。

さて、柱頭側の∫遺伝子産物の候補としてSLGとSRKが見出されて以来、

1）sLGとSRKの自家不和合性への関与の証明と、2）これらと相互作用する

花粉側∫遺伝子産物の探索が自家不和合性研究の焦点となってきた。

まずSLGとSRKの自家不和合性への関与については、これら遺伝子の発現

や構造に異常をきたした自家和合性変異株の発見という形で、間接的な証拠が

示されてきた。例えば、自家和合性の且乃呼〟∫からクローニングされたふR打

は、S－domain中の1bp欠失によりフレームシフトが生じており、短い異常な

翻訳産物を生産していることが示された（Goringetal．，1993）。同様に、自家和

合性の且oJerαCgαからも、第1、2ユキソンの欠失した且札打が見出されており

（Nasrallah etal。，1994）、これらはSRKの自家不和合性への関与を示唆する例

としてとらえられている。一方、且JⅥpαの自家和合性珠からは、封i方の発現

は正常であるものの、乱G及び以J，2の発現量が減少しているものが見出さ

れた（Nasrallahetal．，1992）。この変異株における自家和合性の原因は、S遺伝

子座とは連鎖していない∫仁〝と名付けられた劣性遺伝子によることが判明して

おり、∫CFJは分泌型糖蛋白質遺伝子に対する加乃∫の転写因子である可能性が

指摘されている。これは乱Gの直接の変異ではないものの、自家不和合性に

村するSLGの関与を示唆する例としてとらえられている。しかし、最近乱G
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の欠失や発現異常が認められるにも関わらず、正常な自家不和合性を示す∫系

統の例が少数ながら見出され、SLGの自家不和合性への関与を疑問視する報告

も成されている（Okazakietal．，1999；Suzukietal．，2000）。

且札打や乱Gの自家不和合性への関与を直接的に証明するためには、形質転

換法を用いた機能証明が不可欠である。しかし、実際の形質転換は、アブラナ

科植物の再生効率や形質転換効率の低さと、導入遺伝子と内在性遺伝子間で派

生するco－SuPPreSSionの為、困難を極めた。まず、新しいS遺伝子形質が付与

されるかどうかを検証しようとするgainoffunctionの実験が、SRKとSLGのそ

れぞれについて行われたが、得られた形質転換体は何れも期待に反して自家和

合性を示した。これは、CO－SuPPreSSionにより、導入遺伝子に加え内在性のSLJG

及びSRKe）発現も抑制されてしまったためと考えられている（Toriyamaetal．，

1991；Conneretal．，1997）。それとは逆に、B．Tq，aへSL，Gのアンチセンス遺伝子

を導入するloss offunctionの実験も行われ、実際柱頭側の不和合性形質が消失

した形質転換体が得られてきた（Shibaetal．，1995；Shibaetal．，2000）。ただし、

この形質転換体では、配列の相同性から乱Gに加え且札打の発現も抑制されて

いたために、SLGと　SRKのどちらが自家不和合性に必要なのか、あるいは両

者共に必要なのか、という点については結論が得られなかった。更に、且〃呼〟∫

を用いて、キナーゼ領域の活性中心のリジン残基をアラニン残基に置換したキ

ナーゼ活性喪失型のSRKを発現させた形質転換体が作出された（Stahlet al．，

1998）。得られた形質転換体の1つは、内在性のSLG及び、SRKの発現量はwild

typeと同程度であったにもかかわらず、自家不和合性が弱くなっていた。この

変化は、導入変異型SRKによるdominantnegativeな効果によると推定されて

おり、SRKのキナーゼ活性が自家不和合性反応において必須であること、また

SRKが多量体を形成して機能していることを示唆するものと考えられている。

それでは、柱頭側の∫遺伝子型はSRK、SLG、あるいは両者のいずれにより

決定されるのであろうか。この点に関して示唆的な情報が、多数の∫遺伝子に

ついてのSLGとSRKのアミノ酸配列の比較解析より得られてきた。SLGとSRK

のS－domainには、S遺伝子間のアミノ酸配列の変異が特に高い3つの領域（超

可変領域）が存在し（図4）、それらが∫遺伝子の特異性の決定に関与してい

ると考えられてきた（Kusaba etal．，1997）。しかし近年、SLGの超可変領域の

アミノ酸配列がほぼ一致するにも関わらず、相互に不和合性を示さない独立し
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たS系統が見出されてきた（Kusabaetal．，1997；KusabaandNishio，1999）。例え

ば、独立した∫系統である且Jて甲αの∫8および∫46系統においては、SRKの∫－

domainは85．6％程度のアミノ酸配列の相同性を示し、超可変領域にも多くのア

ミノ酸置換が認められたが、SLGについては97．5％と高度に保存されており、

超可変領域には変異は認められなかった。また、且oJe用Cgαの∫23と∫29系続に

おいても、SRKのS－domainの相同性は87．9％でかなりの相違が認められたが、

SLGの相同性は99．5％と僅か2残基の置換しか認められず、超可変領域は完全

に保存されていた。逆に、相互に不和合を示し、同じ∫遺伝子型に分類される

且oJerαCeαの∫2と∫2ヰ系統間、あるいは∫13と∫13＿b系統間において、SRKは確

かに高度に保存されているものの、SLGの方は比較的変異に富んでいることが

見出された（Kusabaetal．，2000）。特に、Sl，とSl，＿b系統由来のSRKは可変領域

に1アミノ酸残基の相違のみしか認められなかったが、SLGについては6カ所

のアミノ酸残基の置換が認められた。以上のSLG及びSRKのアミノ酸配列に

関する解析結果は、柱頭側の∫遺伝子型の決定を、SLGではなく　SRKが担っ

ている可能性を示唆するものであった。

最近、高崎らはclass－Ⅰ系統のぶ乱打あるいは乱Gを、これらとは相同性の低

い両遺伝子を持つclass－II系統に導入することで、初めてco－SuPPreSSionを回避

したgainoffunctionの実験に成功した（Takasakietal．，2000）。その結果、

を単独で導入した形質転換体の柱頭が、新たな∫遺伝子形質を獲得することが

示され、SRKが柱頭側の∫表現型を決定する因子であることが明かとなった。

一方、∫エGを単独で導入した形質転換体の柱頭は、新たな∫遺伝子形質を獲得

できなかった（Takasakietal．，1999；Takasakietal．，2000）。しかし、SRKと同じS

遺伝子由来の乱Gを共発現した場合には、SRKを単独で発現させた場合より

も不和合性反応が強化されることが示され、SLGは、SRKによる自己花粉の

認識を何らかの機構により補強している可能性が示唆された（Takasakietal．，

2000）。しかし、別のグループが且〃呼〟∫を用いて行った同様の形質転換実験

では、且札打単独で導入した個体と封ig及び乱Gを共に導入した個体とで、自

家不和合性反応の程度に差は認められず、SLGの必要性についての明確な結論

は得られていない（Silvaetal．，2001）。

一方、上記のSLG及びSRKについての変異体・形質転換体において、花粉

ト
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側の∫表現型には一切変化が認められなかったことから、花粉側の∫遺伝子形

質を決定する因子（以下、花粉側S因子と称する）は、SLG、SRK以外である

ことが示唆された。

さて、この未知の花粉側∫因子は以下の特性を有すると考えられる。1）不

和合性は∫遺伝子座によって支配されることから、∫遺伝子座上すなわち、乱G、

∫尺g遺伝子の近傍にコードされていること、2）アブラナ科植物は胞子体型の

自家不和合性を示すことから、花粉側∫因子は減数分裂以前の花粉母細胞、も

しくは胞子体である薪で生産される花粉表層蛋白質であること、3）∫遺伝子毎

に異なったアミノ酸配列（多型）を有すること、4）柱頭側∫遺伝子産物であ

る　SRK（もしくはSLG）と相互作用すること、が推定される。これまでに世

界各国で花粉側∫因子の探索が精力的に進められてきたが、それらはいずれも

これらの特性の内のいくつかに着目して、遺伝子側あるいは蛋白質側から成さ

れてきたものである。

遺伝子レベルで花粉側∫因子を同定する試みは、まず∫エG、∫尺片の近傍を遺

伝子歩行し、前において発現する遺伝子を検索する方法がとられた。最初に、

且oJe用Ceαの∫2系続より乱Gの下流約500bpの位置にコードされ、薪で特異

的に発現しているSLA（S－locusanther）が見いだされた（Boyes and Nasrallah，

1995）。しかし、その後、レトロトランスポゾンにより　∬Aが破壊された且

oJe用Ceαの系統で自家不和合性を維持している例が見出され、∬Aは花粉側∫

因子でないことが明かとなった（Pastugliaetal．，1997）。次に、B．nqpusWl株か

ら、SL，G，1JSRK，．。付近のゲノム領域をテンプレートとして前のcDNAライブラ

リーがスクリーニングされ、SLLl，SL，L2（S－locuslinkedgenesl，2）が見い出さ

れた（1血etal．，1996）。しかし、乱エJは、∫遺伝子間の配列に多型が認められず、

また朋ユ2は荊より柱頭で強く発現しており、どちらも花粉側∫因子の要件を

満たすものではなかった（Ⅶetal．，1996）。また、且oJerαCeαの∫6あるいは∫2

系統では、SLGとSRKの物理距離が200kbp以上も離れていることや（Boyesand

Nasrallah，1993）、それにも拘わらずF2分離後代の800染色体においても両遺伝

子間で組換えが認めらないことが示され（Boyes et al．，1997）、遺伝子歩行やポ

ジショナルクローニングによる花粉側∫因子の同定は困難であると予想された。

花粉表層にはexine　と呼ばれる細胞骨格構造が存在し、その中はワックス、
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低分子芳香族、蛋白質からなるtryphineと呼ばれる脂溶性物質で満たされてい

る（Taylorand Heper，1997）。この花粉表層のexineやtryphineの構成成分中に

は、花粉の柱頭への接着、吸水、花粉管の発芽伸長に関与する様々な物質が含

まれてることが示されてきている（Preussetal．，1993；Wolters－Artsetal．，1998）。

また、花粉表層の蛋白質の多くは、胞子体である蒲の夕べート細胞に由来する

ことが示されており、胞子体的な発現様式を示す花粉側∫因子はこうした花粉

表層蛋白質の一つである可能性が高いと考えられていた（Nettancourt，1977）。

まずDoughtyらは、花粉表層物質をシクロヘキサンを用いて抽出し、SLGと

の相互作用を指標に蛋白質側から花粉側∫因子の同定を試みた。彼らは花粉表

層物質をSLGと混合した後に等電点電気泳動に供する一種のゲルシフトアツセ

イを用い、SLGと相互作用する約7kDaの蛋白質を見い出した（Doughtyetal．，

1993）。その後、この蛋白質は単離、クローニングされ、PCP－Al（pollencoatprotein

classAl）と命名された（Doughtyetal．，1998）。PCP－Alは、分子内に8つのシ

ステイン残基を有する塩基性の小型蛋白質で、その構造的特徴から抗菌性蛋白

質であるdeftnsin類と共通のfami1yに属することが明らかとなった。しかし、

PCP－AJの発現が配偶体である花粉に特異的であること、さらに∫遺伝子と連

鎖していないことが示され、花粉側∫因子ではないことが明らかとなった

（Doughtyetal．，1998）。また、DNAゲルプロット解析によりB．oleraceaのゲノ

ム中には、PCP－Al様の蛋白質をコードする遺伝子が30～40個程度存在し、fami1y

［pcp（po11encoatprotein）fami1yと命名］を形成していることが示されたが、

その中でS遺伝子と連鎖しているものは確認されなかった（Stanchev et al．，

1996）。筆者の研究室においても、BIAcore装置を用いてSLGやSLRlと相互作

用する花粉表層蛋白質が多種類同定され、いずれもPCPfami1yに属する塩基性

の小型蛋白質であることが判明したが、∫遺伝子間で多型を示すものは見出さ

れなかった（浅野，1999；Takayamaetal．，2000b）。

Stephensonらは、乳頭細胞を花粉表層物質で予め処理すると、非自己の（和

合）花粉の吸水がS遺伝子特異的に阻害されることを見出した（Stephensonetal．，

1997）。さらに、この花粉の吸水阻害反応をバイオアツセイ系に利用し、花粉

表層物質の逆相分配系HPLCによる分画の1つが、∫遺伝子特異的に花粉の吸

水を阻害することを見出した（Stephensonetal．，1997）。この分画には、PCP－Al

を含む10kDa以下のPCP類が多く含まれていたことから、こうしたPCP類の

中に真の花粉側∫因子が存在することが期待されたが、存在量が極僅かである
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ため活性本体の同定には至らなかった。

これまで述べてきた様に、花粉側∫因子の探索は、遺伝子側あるいは蛋白質

側から盛んに行われてきたにもかかわらず、いずれも本因子を特定するには至

らなかった。しかし、自家不和合性における自他識別機構を明らかにするには、

この未知の花粉側∫因子の実体解明が必須であるのは明白であった。例えば、

花粉側∫因子の同定なくして、柱頭側のSLGやSRKの機能をさらに追求する

ことは不可能であると思われた。そこで、本論文は花粉側∫因子の実体を解明

し、それを手掛かりに自家不和合性における自他識別機構を明らかにすること

を目的とした。

本論文の第一章では、新たな手法を用いて花粉側∫因子の探索を進め、有力

な候補因子（SPll：S－locusproteinll）を見出した。さらに、SPllが花粉側S因

子であることを実験的に証明することに成功した。

次いで、第二章では、花粉表層に含まれるSPll蛋白質の一次構造の解明を

行った。さらに、本蛋白質を化学合成によりあるいは異種発現系により調製す

る方法を確立し、以下の生化学的解析の基盤を作った。

第三章では、調製したSPll蛋白質を用いて、柱頭側因子SLGおよびSRKと

の相互作用について生化学的解析を行った。最後に、得られた実験データに基

づいて、アブラナ科植物の自家不和合性における自他識別機構について新たな

分子モデルを提唱した。
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第1章

花粉側∫因子の同定
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1－1　序

本章においては、アブラナ科植物の自家不和合性における花粉側∫因子の同

定を目的として、新たな手法を用いて本因子の探索を展開した。

前述の通り、花粉側∫因子の特性としては以下の4点が期待された。1）∫遺

伝子座、すなわち比G／ふ札打の近傍にコードされていること、2）減数分裂以

前の花粉母細胞、若しくは胞子体である薪で生産される花粉表層蛋白質である

こと、3）∫系統間で多塑性を示すこと、4）sRK若しくはSLGと相互作用する

ことである。花粉側∫因子の探索は、これらの要件に着目して進められてきた

が、これまでは主として乱G，ふ札打のゲノム近傍領域の中から薪において発現

する遺伝子を検索する方法、あるいは、花粉表層蛋白質の中からSLGと相互作

用する蛋白質を探索する方法が用いられてきた。しかし、いずれの方法も成功

せず、花粉側∫因子は未解明のままであった。

そこで、当研究室の竹原は、蛍光ディファレンシャルディスプレイ（Fluorescent

DifftremialDisplay：FDD）法を用いて、S系統間で多型を示す荊発現遺伝子を探

索するという新たな手法で花粉側∫因子の探索を開始した（図1－1）（竹原，

1997）。FDD法は、一般に発現量の変動する遺伝子を網羅的に単離する方法と

して利用されているが、竹原はこの方法を系統間における発現遺伝子の多型の

検出に応用した。

材料は且叫叩の∫8∫12ヘテロ個体を自家受粉して展開したF2分離個体の中か

ら∫8および∫12ホモ系統株を選別して用いた。上記2）の要件に基づき、花粉側

∫因子が発現していると思われる開花10日前から開花前日までの荊を集め、系

統毎にバルク化（Michelmore，1991）した後、CDNAを調製した。このバルク化

によりS遺伝子間以外の、いわゆる個体差から生じるSNPs（single nucleotide

polymorphisms）等の多型の検出を抑えることが出来た。この様にして調製した

薪発現遺伝子の中から、上記3）の要件に基づき、両∫系統間で異なった塩基

配列を有する遺伝子をFDDによって網羅的に探索した（1stFDD）。さらに、両

∫系統間で差異の認められた増幅遺伝子については、今度はF2分離個体毎に調

製したcDNAを用いてFDD解析を繰り返し、上記1）の要件に着目して、すな

わちS遺伝子座との遺伝的連鎖に着目して絞り込みを行った（2ndFDD）。竹原

は、240のプライマーの組み合わせでFDD解析を行い、合計26本の∫系統特

異的な増幅遺伝子を検出した。これら遺伝子は、花粉側∫因子としての要件で
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ある1）～3）を全て満たす花粉側∫因子の有力な候補遺伝子であった。

筆者は、竹原の仕事を引き継ぎ、FDDで得られた26本の候補遺伝子につい

て、バンドのクローニングを行い、塩基配列を決定して花粉側∫因子の絞り込

むことから研究を開始した。
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Fl∫8∫12

ぶ8ぶ8　　　　　　　　∫12ぶ12

1，2，－…，10　　F2　1，2，－…，10

1st FDD

2nd FDD

Bulked anther cDNA

ぶ8ぶ8∫12ぶ12

■■－　－

Individualanther cDNA

「ぶ8∫8r
12　3　4　5

芦＝　＝≒⊃－　－　－　‾

冒

「ぶ12ぶ12r
12　3　4　5

PCR再増幅
TAcloning

図1－1　FDDを用いた花粉側∫因子の検索法

且∫甲a範∫12ヘテロ個体（Fl）を自家受粉して展開したF2分離個体よ

り∫8、∫12ホモ系統株をそれぞれ10個体選抜して使用した。1段階

目のFDDは、S系統毎バルク化したcDNAをテンプレートにFDD解
析を行った。次に、バンドに差異の認められたprimerの組み合わせ
で、2段階目のFDDとして個体毎に調製したcDNAをテンプレート
に同解析を繰り返した。5■遺伝子座との連鎖が確認されたバンドに
ついては、FDDゲルから切り出し、PCR再増幅後、TAクローニン
グを行い塩基配列を決定した。
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1－2　材料及び方法

FDD（fluorescentdifferentialdisplay）解析

前cDNAの調製

且′Ⅵpα∫8および∫12ホモ系統を親とするFl個体（∫8∫12ヘテロ体）1個体を蕾

受粉により自家受粉して展開したF2分離個体から、∫8および∫Ⅰ2ホモ系統を選

別した。F2分離個体の∫遺伝子型は、∫8および∫．2ホモ系統との交配実験、等電

点電気泳動を用いたSLG8およびSLG．2の検出、PCR－RFLP法によるSL，G8およ

び∫⊥G9の識別、の3手法により検定し、少なくとも2手法で同一の判定の得

られた個体のみを以下の実験に使用した。

各∫系統より、花粉側∫因子が発現している時期を含むと予想される1～3

核期の薪（曹長約1mm～10mm［開花前日］）を両S系統間で時期の偏りが無

いように採集した。1段階目のFDD解析用としては、∫系統毎に10個体分の

荊をバルク化したものから、また2段階目のFDD解析用としては、個体毎に

まとめた荊から、各々totalRNAをISOGEN（ニッポンジーン）を用いて調製し

た。次に、tOtalRNAをDNaseI（GeneHunter）で処理してから4等分し、4種

類の18merアンカーPrimer（5，－GT15VN－3，：V＝mixtureofG，C，andA；N＝OneOfG，

C，AandT）を用いて、SuperScriptII（GIBCO）により逆転写反応させcDNAを

調製した（Itoetal．，1994；Itoetal．，1995；竹原，1997）。

FDD法

上記の方法で調製したcDNAを鋳型として用い、逆転写に使用したprimer

にXRITC（RhodamineXisothiocyanate）ラベルしたprimer［5，－XRITC－GT15VN－3，

（TaKaRa）］と任意primer［OPA－2～20，OPB－1～20（OPERON），APl～12，

CMN－AOO～09（Common，s Primer）のいずれか】（特にS特異的バンドの増幅に

使用したprimerは下記に示した。表1－1参照。）を用いてPCR増幅を行った。

電気泳動時には、変性ローディング色素液（95％fbrmamide，20mMEDTA，0．04％

bromophenolblue）を加え、熱変性させてから泳動した。泳動は、変性アクリル

アミドゲル（4．75％acrylamide，0．25％bis－aCrylamide，6．8Murea，89mMboricacid，

89mMTris，2mMEDTA）により、泳動bufferlXTBE（89mMTris，89mMboritic

acid，2mM EDTA）を用いて、300V、3～4時間泳動した。サンプルマーカー

（PRISMGENESCAN－500ROX，ABI）も1本鎖に変性させて使用した。泳動後
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のゲルはFM－BIO（TaKaRa）によりスキャニング後、FM－BIO Analysis ver．6

（TaKaRa）により解析を行った。

FDDによるS特異的バンドの検出に使用したprimer

Name Sequence（5，to3，）

AP－01　　　　　TGCTCCCArC

AP－06　　　　　ArGGAGCAGC

OPA－14　　　　　TCTGTGCTGG

OPB－07　　　　GGTGACGCAG

OPB－08　　　　GTCCACACGG

OPB－09　　　　TGGGGGACTC

OPB－16　　　　TTTGCCCGGA

OPB－18　　　　CCACAGCAGT

OPB－19　　　　ACCCCCGAAG

CMN－AOO ATCAGCGCACCA

FDD増幅遺伝子のクローニング

FM－BIOで、バンドパターンをスキャニング後、目的のバンドを実寸大にプ

リントしたゲルイメージとゲル板を重ね合わせ、メスによって切りだした。ゲ

ル断片は、熱変性後、FDD解析に用いたのと同じprimerの組み合わせで再増幅

を行った。ただし、アンカーPrimerには、XRITCラベルしていないものを使用

した。PCR増幅後は、TAcloningkit（Invitrogen）を用いてpCRIIvectorにライ

ゲーションを行った。ライゲーション反応物でTOPlO，one shot competentcell

（Invitrogen）の形質転換を行い、コロニーPCRによって目的の断片が挿入され

たクローンを選択した。

シークエンス解析

PCR産物から直接シークエンス解析する場合は、未反応のdNTPsやprimerを

除去する目的で、SAP（shrimpalkalinephosphatase）、ExoI（ExonucleaseI）酵

素処理（37℃15min，80℃15min）を行ったものをテンプレートとしてシーク

エンス反応に供した。

シークエンス反応は、Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing kit（PERKIN

ELMER）、を用いて行った。シークエンスは、ABIPRISMTM377SequenceSystem

（PERKIN ELMER）、若しくはABIPRISMTM310Genetic Analyzer（PERKIN

ELMER）を用いて解析した。
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FDDゲルプロット解析

クローニングされたDNA断片が、FDD解析において検出された目的バンド

に対応するかどうかを検証するため、得られたDNA断片をプローブとして用

い、FDD解析における増幅DNAに対しゲルプロテイング解析を行った。

プローブの作製

プローブには、クローニングした遺伝子をPCRにより再増幅し、DNA回収

用フィルター付き遠心チューブSUPREC－02（TaKaRa）を用い限外濾過精製を

行ったものを使用した。得られたDNA断片は、［α－32p］dCTP（1．85Mbq，50FLCi，

AmershamPharmacia）存在下、RandomPrimerDNALabelingKit％r．2．0（TaKaRa）

を用いて32p標識を行った。

FDDサザンハイプリダイゼーション

FDD解析ゲルから、DNA断片をメンプレン（Hybond－N＋，Amersham）に1～

2時間程度で転写させ、UV CHAMBER（BIO－RAD）を用いてメンプレンに固

定した。

DNAを固定したメンプレンは、まず、Hybridizationbufftr（0．5MNa2HPO．，1mM

EDTA，7％SDS）と熟変性させたサケ精子DNA（終濃度150FLg／ml）中で65℃、

1時間以上プレハイプリダイゼーションを行い、そこに熱変性させた32p標識プ

ローブ添加して、65℃で一晩ハイプリダイゼーションを行った。その後、メン

プレンは、Washbufftr（2×SSC，0．1％SDS）中で65℃、30分間すすぎ、更に

バックグラウンドが高い場合は（0．1×SSC，0．1％SDS）で洗浄した。解析は、

イメージングプレートに感光させ、BAS2000（Ftわi）を用いて行った。

5，－RACE（rapidamplificationofcDNAends）法

FDD解析で用いたものと同じ各種成熟ステージの薪を集め、ISOGENを用

いてtotalRNAを抽出した。1本鎖cDNAの合成は、01igo（dT）primerとSuperscript

IIを用いて行った。DNAtailingkit（Roche）を用い、上記1本鎖cDNAの5，末

端にpoly（A）若しくはpoly（G）の付加を行った。そこへ、更にPCRによっ

てEco－Notアダプターの付加を行った。

EcoNot－Tprlmer：5l－ACTCGAATTCACGCGGCCGCATTTTTTTTTTTTTTl二3－

EcoNot－Cprlmer：5一－ACTCGAATTCACGCGGCCGCACCCCCCCCCCCCCCC－3一
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上記の5，標識cDNAを使用して、目的遺伝子の既知配列から設計した、特異

的なアンチセンスプライマー（S8－GPl，5，－CGArTTACAGTCACAAGAA－3，，S12－

GPl，5’－CGGAAAAGTAGAGTTGTTGTC－3，）と、EcoNot primer（5．－

ACTCGAATTCACGCGGCCGCA－3，）を用いたPCR増幅によりクローニングを

行った。

3，一RACE法

5’－RACE法と同様に調製したtotalRNAから、01igo（dT）primerとSuperscript

IIにより1本鎖cDNAを合成した。これを鋳型として、GPlの5，非コーディン

グ領域とシグナルペプチド領域の配列から設計したprimer（8GPl－1F：5，－

CTGCAAGTAAAAGAGAGAArCTし3’；8GPl－5F：5’－ArGAAATCTGCT〟rTrArGC－

3，）とEcoNot－Tprimerを用いてPCR増幅により目的の遺伝子のクローニング

を行った。

パルスフ・イールドゲルプロット解析

且′呼d∫8および∫12系統の若葉から、高分子量ゲノムDNAを精製し、アガロ

ースプラグ（SeaKemGTGagarose；FMC）に包埋した（LiuandWhitter，1994）。

その後、制限酵素bufftr（TaKaRa）に0．01％BSAを添加したものに浸し、MluI

制限酵素（100U）を加え、37℃で一晩処理した。泳動ゲルには、0．5×TBE（1

×TBE‥89mMTris，89mMboritic acid，2mMEDTA）で調製した1％agarose

（SeaKemGTGagarose；FMC）を用いた。泳動は、CHEF－DRII（BIO－RAD）泳

動装置を用い、0．5×TBE中、以下の条件で泳動した。分子量マーカーとしてDNA

SizeStandards－YbastChromosomal（Bio－Rad）を使用した。

泳動パラメーター

Initialswitchtime

Finalswitchtime

Ⅵ）1ts／CMcm

Temperature

Runtime

Includedangle

Blockl Block2

30sec　　　　　　6sec

30sec　　　　　　6sec

6．0　　　　　　　　6．0

14℃　　　　　14℃

4．Ohrs　　　　　12hrs

1200　　　　　1200
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泳動後、UV CHAMBER　を用いてゲノムの細断片化を行い、Hybond－N＋

（Amersham Pharmacia）メンプレンにDNAを転写させた。プローブの作製と

シグナルの検出は、FDDゲルプロテイングと同じ方法で行ったが、ハイプリバ

ソファーには、5×SSC，5×Denharlt，s，0．5％SDSを使用した。

LA－PCR解析

B．rqpaS8およびS12系統の若葉より、ゲノムDNAをCmB法（Murray and

Thompson，1980）により調製し、LA－PCRのテンプレートとして使用した。

GPlとSRK，SLG間を増幅させるため、15kbp以上の増幅が可能なLATaq

（TaKaRa）を用いてPCRを行った。（使用したprimerの位置は図1－6、1

－7、対応するprimerの塩基配列は下記に記す。）得られたPCR産物の大きさ

が10kbp以下である場合は、TACloningkit（invitrogen）を、10kbp上であった

場合はExpandTM cloningKit（Roche）を用いてクローニングを行い、塩基配列

を決定した。

LA－PCRに使用したprimer

Name Sequence（5，to3，）

SLG8－1R TGTTCTTrCTTTCTTTCCCCCTCCCCTTGC

8GPl－1R GTGATAAAAGArTCTCTCTTTTACTTGCAG

8GPl－1F CTGCAAGTAAAAGAGAGAATCT

8GPl－2R TTACTArCTGAACATGTGCATTGACCCCGCGGATATAATG

8GPl－2F CArTATATCCGCGGGGTCAArGCACATGTTCAGATAGTAA

SRK8－1R CATGACAACGAAGACGAGCAAGGAGGTGTA

SLG8－1R TGTTCTTTCTTTCTTTCCCCCTCCCCTTGC

SLG12－1RCATAGTCGGArCCGTGTTTT

12GPl－1F GACAACAACTCTACTTTTCCGTTTCATTCC

SRK12－1RGACAACAAAGGCGAGCACGAAAGAGAAGGT

BACクローンのスクリーニング

且r呼〟∫12系統ゲノムのBACライブラリー（剣持，1999）をナイロンメンプ

レンにスポットして作製した高密度メンプレンを用いて、S）2－GPlのcDNA配

列をプローブにハイプリダイゼーションを行った。プローブの標識から検出ま

での操作はAlkphosDIRECT（AmershamPharmacia）を用い65℃にて行った。

RNAゲルプロット解析
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且JⅥpα∫8系統より、下表の7つの発達段階に分類した蕾、及び開花後の花より

満と柱頭を採取した。

－ヽ1ヽヽ

ステーン
膏の長さ

川1Ill）

1　　　l　　・・、1

2　　　　　　　1へ／2

3　　　　　　　　2～3

4　　　　　　　　3へ′4

5　　　　　　　　4一、、一5

6　　　　　　　　5へ′7

7　　　　　　　7～10

8　　　　　　0　nnOWer

各組織からのtotalRNAの抽出方法は、「FDD解析」薪cDNAの調製参照（p．

21）。約20FLgのtotalRNAをホルムアルデヒドゲル（20mMMOPS，5mMsodium

acetate，1mMEDTA，1．2％agarose，0．66Mformaldehyde）電気泳動により分離し、

20×SSC（0．33MNaCl，0．33Msodiumcitrate，PH7．0）を用いてGene－SCreenPlus

メンプレン（Du Pont）へ転写した。転写したメンプレンは、UVクロスリンカ

ー（GS GeneLinker，BIO－RAD）によりRNAの固定を行った。プローブは、プ

ローブの作製（p．22）と同じ方法で調製した、【α－32p］dCTP標識したGPlある

いはBrPCP－AlのcDNAクローンのPCR増幅断片を使用した。尚、PCP－Alは

Doughtyらが報告したB．oleraceaのPCP－Alと区別するため、BrPCP－Alと記述

する。

ハイプリダイゼーションは、hybridizationbufftr［5×SSC，5×Denhardt，s，0．5％

SDS，10．6iLg／mlsalmontestesDNA（SIGMA）］中で64℃で一晩行った。その後、

メンプレンを2×SSPE（20mMNaH，PO．，pH7．4，0．3MNaCl，2mMEDTA）中で

5分間、2×SSPE，2％SDS中で30分間振とうすることで洗浄した。バックグラ

ウンドが高い場合は、更に2×SSPE，2％SDSでの洗浄を繰り返した。シグナル

検出は、BAS2000システムを用いて行った。

五＝汀拍ハイプリグイゼーション解析

B．rqpaS8系統の荊組織を、4％paraformaldehyde，0．25％glutaraldehydeを含

む50mMphosphate（pH7．2）bufftrで固定し、Paraplast（Sigma）に包埋した。

次に、ミクロトーム（HM640E，microm）を用いて10FLmの厚さの切片を作製

してハイプリダイゼーションに使用した。GPl及び、BrPCP－AlのcDNA翻訳
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領域を、PBSSK－vectorのSP6rr7RNApromoterの下流にアンチセンス又はセン

ス方向に挿入し、標識プローブの作製に使用した。RNAプローブは、DIGRNA

labelingkit（SP6rr7）（RocheDiagnostics）によりdigoxigenin標識して、使用し

た。

ハイプリダイゼーションは、熱変性させたプローブを含むlmiのhybridization

bufftr（20mMTris－HCl，pH8．0，2．5mMEDTA，1×Denharlt，s，300mMNaCl，50％

fbrmamide，10％dextransulphate，1mg／mlsalmonspermDNA）中で、37℃、一晩

行った。次に、TBSTbufftr（20mMTris－HCl，pH7．6，137mMNaCl，0．05％Tween

20）で洗浄後、SuperblockinTBS（PIERCE）で室温、30分間ブロッキングを行

った。二次抗体として1％BSAを含むTBSTにより100倍希釈したAP－AntiDig

（）溶液中で1時間、室温で反応させた。その後、TBSTにより　5分間毎、3

回洗浄し、BCIP朋BT（Sigma）を用いて発色させた。観察はAxiophoto2（Zeiss）

を使用した。

SPll発現黄白質の作製

SPll融合蛋白質の発現ベクターの構築

SPll蛋白質は、N末端に疎水性の分泌シグナルを有することが推定される。

しかし、その切断位置についての知見が得られていなかったので、PCP－Al等

のPCP類の多くがピログルタミンサン残基をN末端とすることを参考に、ま

ずはSPll間で保存されている20アミノ酸残基目に当たるグルタミン酸残基以

降の部分をGST融合蛋白質として発現させることにした。∫β一∫P〃および∫9一∫Pノノ

のcDNA断片より、シグナル配列を除き、制限酵素サイト　EcoRIと　Xh。I

（TaKaRa）を付加する　よ　う　設計　した　primer（forward　5，－

AGGAArTCCArCGAAGGTCGTCAACAAAATTCCAGTGC－3’；　reVerSe　　5，－

GGGCTCGAGTCT朋1CTAACTTTGCArTTA－3，）を用いて、PCRによりコーディ

ング領域を増幅し、発現ベクターであるpGEX－5X－3（AmershamPharmacia）の

gcoRIとズカ0Ⅰサイトに導入した。

SPll組み換え蛋白質の発現と精製

作製した発現vectorで、大腸菌株BL21（DE3）codon plus（Stratagene）を形

質転換した。形質転換した大腸菌1コロニーを2×YT培地（Tryptone16g几，

ⅥastextractlOg几，NaC15g／L，AmpicillinlOOFLg／ml）に植菌し、37℃で一晩振と

26
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う培養した。この培養液を2×YT培地に1／100量植菌し、培養液の0．D．6（X｝が0．5

付近に達するまで30℃で振とう培養した。その後、終濃度が0．2mMになるよ

うにIPTGを添加し、更に30℃で3時間振とう培養を続けた。培養終了後は、

菌体を回収し、1ysisbufftr［B－PER（PIERCE），1mMDTT，PrOteaSeinhibitorcocktail

（RocheDiagnostics）］で可溶化を行なった。遠心（10000×g，40min）を行い可

溶性画分と不溶性画分に分離し、可溶性画分をGlutathione Sepharose4B

（AmershamPharmacia）を用いて精製した。カラムに吸着後、1U／FLlfactorXa

（AmershamPharmacia）で室温、2時間酵素処理を行い、SPll蛋白質をGSTよ

り切断した。SPll蛋白質の溶出は、TBSbufftr（20mMTris－HCl，150mMNaCl，10

mMDTTpH7・4）で行い、溶出後はProteinassaykit（BIO－RAD）を用いて蛋白

質を定量した。溶出したSPllは、C18（ODS）カラム（218TP54，¢4．6x250mm，

Vydac）を用いた逆相分配系HPLCに供して精製した。分画操作は、0．1％TFA

で平衡化したカラムを、流速1ml／minでアセトニトリル濃度32％までのグラジ

ュント条件で行った。各分画の蛋白質は、シナピン酸マトリクス（10mg／ml

SinapicacidinO．1％TFA、33％アセトニトリル）溶液と混合し、MALDI－TOF－MS

（ⅦygerTMElite；PerSeptiveBiosystems）によって分子量を確認した。

花粉の吸水を指標としたバイオアツセイ法

バイオアッセイ法は基本的に、Stephensonらの報告に従って行った（Stephenson

etal．，1997）。まず、50花分の薪をスライドガラスに広げ、37℃で処理すること

により、POllencoatをスライドガラスに抽出した。このpollencoatにS，－SPll発

現蛋白質（0．06／ノg）を混合し、マイクロマニュビレーターを用いて乳頭細胞に

塗布した。その上に、和合花粉を載せ、30分～1時間室温下に静置し、花粉の

吸水を指標に和合、不和合を判断した。また、コントロールとしては、∫9－SPll

蛋白質の代わりにpollencoatに蒸留水を混合したものを用いた。
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1－3　結果

5系統特異的薪発現遺伝子類の解析

竹原は、240プライマー組み合わせで2段階からなる　FDD解析を行い、26

本の∫遺伝子特異的な増幅バンドを見出した。さらに、これらのうち13本の

バンドが同一のIXP（Lipid TransftrProtein）様遺伝子に由来すること、また2

本が同一の60S－ribosomalprotein様遺伝子に由来することを明らかにした（竹

原，1997）。

筆者は、この実験を引継ぎ、残りの∫系統特異的バンドについて、FDD解析

の再現性を確認すると同時に、対応する遺伝子の解析を進めた。なお、遺伝子

解析は、FDDゲルからS系統特異的バンドを切り出してDNAを回収し、PCR

法による再増幅を行った後、クローニングするという手順で進めた。その際、

目的バンドに近接する非特異的なバンドの混入や、バンドとしては検出されな

い非蛍光標識のセンス鎖の混入を避けることは出来なかった。そこで、クロー

ニングした遺伝子全てについて、目的のバンド由来のものであるかを以下の2

つの方法で確認した。まず、クローニングした遺伝子断片を鋳型にFDD解析

を繰り返し、当該遺伝子が切り出したバンドと完全に同じ位置に蛍光バンドを

与えることを確認した。また、クローニングした遺伝子をプローブに用い、FDD

解析ゲルに村してサザンプロット解析を行うことで、目的バンドが検出される

ことを確認した。

以上の解析の結果、26本のバンドの内の24本に再現性が認められ、それら

はクローニングされたDNAの塩基配列解析とサザンプロット解析の結果から、

9グループに分類された（表1－1）。すなわち、これら∫系統特異的バンドは

全て、9つの遺伝子（GPJ～Gf，夕　と命名）に由来することが判明した。これら

遺伝子は、亮引こおいて発現しており、∫8および∫12系統間で多型を示し、調査し

たF2分離個体（10個体）において∫遺伝子座と連鎖していることから、いず

れも花粉側∫因子の有力な候補遺伝子であると考えられた。

各遺伝子から推定されるアミノ酸配列と相同性を示す蛋白質をデータベース

より検索して表1に示した。GPノ　については、データベース検索からは相同性

を示すものは見出されなかったが、SLGとの相互作用が示されたPCP類と類似

の蛋白質をコードしていることが判明したことから、花粉側因子の最有力候補

として解析を進めた。なお、GP2がコードするIJP（LipidTransftrProtein）様

28
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慧p笠慧′笠慧dN；ごf器incBands Homology
1・AP－02　　GT15VA I None＊（PCPs）

GT15VC　　3　2

2．　AP－06 GT15VA ll

GT15VT　　3　3

Lipidtransfbrprotein

（A・thaljanachrl．F4N21，24．1Mbp）

3・OPA－14　GT15VCl　許諾慧na。hr3．F．5G16）

4・OPB－07　GT15VAll　筑慧霊器志4，8．3Mbp）

5・OPB－08　GT15VCI ZZ：盟慧：慧等冒誌8M。，）

7・OPB－18　GT15VTll（慧霊慧誓訂t詫H5，2，．5Mbp，

8．　OPB－19

GT15VG I

GT15VC l

Hypotheticalprotein

（A・thaljanachrl・T27F4，24Mbp）

9．　CMN－AOO GT15VT I None

表1－1FDDにより見出されたぶ遺伝子間で多型の認められた薪発現遺伝子類

データーベースとの相同性検索の結果見出されたA・伽ノ加∂の相同遺伝子をHomology欄
に示した。括弧内には当該遺伝子がコードされている染色体番号，BACのクローン番
号、その染色体上での距離を示した。＊，Gro岬J遺伝子（GPJ）は相同性検索では相同
性遺伝子は見出されなかったが、且0ノerae∂の花粉表層蛋白質PCP類と類似の性状を示し
た（本文参照）。
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蛋白質も、8つのシステイン残基を持つ小型の塩基惟蛋白質であるという点で

広義のPCP類に属すると判断され、有力候補として解析を進めた。しかし、GP2

は∫8，∫。，∫】2系統間でアミノ酸配列の相同性が96～98％と高度に保存されている

ことが判明し、花粉側∫因子である可能性は低いと判断された（下里、1999）。

5系統特異的薪発現遺伝子GPJのクローニングと塩基配列解析

GPlは、まずFDD解析において、S8系続に特異的な180bpの増幅遺伝子断

片として見出された（以後S8系統由来のGPlをS8－GPlと略記する、図1－2）。

この遺伝子断片をクローニングし、塩基配列を決定した結果、この断片中には

5，末端例の開始コドンに加え、3，末端側に存在するはずのpoly（A）付加シグナル

も認められなかった。そこで、5，MCE法及び3，RACE法を用いて、∫β一Gfリの

cDNAの仝塩基配列を決定した（図1－3）。この塩基配列からS8－GPlは、N

末端側に細胞外分泌シグナルを有する低分子量の塩基性蛋白質をコードしてお

り、成熟蛋白質は分子内に8つのシステイン残基を有するものと予測された（図

1－4）。これらの性状は、既知のPCP類と共通するものであったが、アミノ

酸配列レベルでは、いずれのPCP類とも相同性が認められなかった。また、こ

れまでに見出されたPCP類は、保存された8つのシステイン残基の位置を基準

にPCPclass－A（PCP－Alや、PCPl，2、SLRl－BPl，2）とPCP class－B（PCP－B）

に分類されてきたが、∫8－GPlのシステイン残基の位置は、これまでに報告され

ているいずれのクラスとも一致せず、新しいクラスのPCP類であることが示唆

された（図1－4）。

次に、S．，ホモ系統株よりSl［GPlのクローニングを行った。S8－GPlのcDNA

配列から、5，末端側領域で2種類のprimer（GPl－F GPl－5F）を設計し、POly（A）

配列との間でnested PCRを行うことで、S）2－GPlの部分cDNA断片の増幅に成

功した。さらに、5，RACE法を用いてS）2－GPlの仝cDNA塩基配列を決定した

（図1－3）。S8－GPlとS）2－GPlの塩基配列を比較すると、CDNA全体の相同性

は67％であり、3，および5，末端側の非翻訳領域は比較的良く保存されているも

のの、推定される翻訳領域の相同性はかなり低いことが示された（図1－3）。

翻訳領域についてアミノ酸レベルで比較すると、推定シグナルペプチド部分は

92％と高度に保存されているものの、成熟蛋白質部分の相同性は28％と極めて

低いものであった（図1－4）。すなわち、両成熟蛋白質が8つのシステイン

残基を有する点は共通していたが、それ以外のアミノ酸残基は両者でほとんど
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図1－2　G円の2段階目のFDDゲル電気泳動像

F2分離個体中の範、512ホモ系統由来の薪より調製したcDNAをテン

プレートに、蛍光標識したアンカーprimer（GT15VA）と任意primer（

APO2）を用いておこなった2段階目のFDD解析像。矢印は、S8系統特

異的なG円由来のバンドを示した。
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＋1

S8　　CTGCAAGTAAAAGAGAGAATCTTTTATCACTTTTCTGAATCA．TGAAATCGGCTGTTTAT

★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★　　★★★★★　★★★★★★★　　★★★★★★★　★★　　★★★★★★

S12　CTGCAAGTAGAAGAGAAAATTTTCT一一CACTTCTCTGAAT口□℡GAAATCTGCAATTTAT

Y
S8　cTTTATTATGTTTCATATTCATCGTTTCAGGCCATATTCAAGAACTGGAAGCTAATCTG

★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★　★★★　★　★　★　★　　★★★★★★★　★　　★★　　　★★　　★★

S12　CTTTATTATGTTTCATATTCATCATTTTAAGTCGTTCTCAA

筈A
TT－－AACAGAAGTTG

S8　　－－－TG－－AAG－”CGGTGCACCCGTGGCTTTCGTAAGCTTGGAAAATGTACCACTTTAG

S12　AGCTGATAAGCAGCAGTGTAAAAAZLAA－TTTC”－－CCT－GGGCATTGTGAGACTTCCG

S8　　AGAAGAGAAATGC－AAAACATTATATCCGCGGGGTCAA”－””…－－－－－－－TGCAC

S12　”AAG－G…TTGCGAAAACA－CATACAAACGTC－TGAATAAGAAGGTTTTCGACTGCCA

S8　　TGTTCAGATAGTAAAATGAATACTCATTCTTGTGACTGTAAATCGTGTTA AAATGCTA

S12　TGTCAACCTTTTGGTA－GAAGACGGCTT…TGTACATGTAAA…－TGCTM　－”－GCTA

S8　　TCTTATATATATTATTACTAGCTTTATTATCACAACAACTCTACTTTTTCTATTCATTCC

★★　★★★★★★★★★★★★★　★★★★★★★★★★★★★★★★★　★　　★★★★★★★★

S12　G…－－”－＝－－－－TTTCTAGCTTTATTATGACAACAACTCTACTTTTCCGTTTCATTCC

S8　AAAAG－TCACTTACTAA蘭艶－TTCGTTTTAAGT－－－CATTTTTAAT－TTAAAGT
★★★★★　★　★　★★　　★　★★★★★★★★　★　★★★　★★★★★★　★　　　　　★★★★　★★★　　　★★★★★

S12　AAAAGATGATTTTGTCAA柳津TTTCATTTT藤由祉TTTTCAATGCAAAAGT

S8　ATCAGTTGTTCTTTTTTTTATTATCCTTGT臨空圃C－AATTTTATTAAAT－AGAGTCA

S12　ATCTGTTTTTTTTTTTGA－ATTATCCTTGTAACAAACGGATAATTATTTAATTATTCTTT

∫8　　TTACC

∫12　TGATC

424

図1－3　∫㌻GPJ、ぶけGPJのcDNA塩基配列の比較

太字は開始コドン及び終止コドンを、矢じりはイントロン挿入位置、枠
内は翻訳領域を示した。また田はpoly（A）付加シグナルを示した。
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一致せず、またシステイン残基間のアミノ酸数も異なっていた。

続いて、∫8、∫12系統の若葉より調製した高分子量ゲノムDNAをテンプレー

トに、S8、S］2－GPlのcDNA配列より作製したprimerを用いて、PCR法による

ゲノム領域のクローニングを試みた。得られたPCR増幅断片の塩基配列を決定

した結果、∫β－Gfリには約4kbpのイントロン領域が図1－4に示す位置に存在

すること、また∫′2－Gfリ　も同じ位置にイントロンの挿入が認められるがそのサ

イズは0．3kbpであることが明らかになった。

以上の解析から、∫8および∫12系続よりクローニングされた両Gfリが、対立

遺伝子であるかどうかについては、さらに厳密な証明が必要であると思われた。

GPJのゲノムマッピング

∫8および∫Ⅰ2系統より得られたGPノが、∫遺伝子座に存在する対立遺伝子で

あることを直接的に証明するために、両Gfリのゲノム上の位置を特定すること

を試みた。まず、GPノと∫尺片との物理的距離をパルスフィールドゲル電気泳動

を用いたサザンプロット法により解析した。すなわち、∫8および∫】2系統のゲノ

ムDNAをrare－Cutter制限酵素のMluIで処理後、パルスフィールドゲル電気泳

動により分離し、GPl及びSRKe）細胞外領域であるS－domainをプローブとす

るDNAゲルプロット解析に供した（図1－5）。まず、∫8系統においては、両

プローブによって同じ80kbpの位置にシグナルが検出されたことから、∫尺垢

およびS8－GPlが80kbpの同一DNA断片上に存在することが示唆された（図1

－5）。同様に、∫12系統においては、∫尺方12と∫げGfリが135kbp以内に位置し

ている可能性が示された（図1－5）。

そこで、さらに詳細にGfリと∫⊥Gあるいは∫尺打とのゲノム上での位置関係

や物理的距離を明らかにするために、LA（long and accurate）pcR法を用いて

これら遺伝子間のゲノム領域を直接増幅することを試みた。なお、各遺伝子の

位置関係や物理的距離に関しては、∫8系統において乱Gβと∫尺垢とが逆向きの

転写方向で約15kbp以内に位置していることが示唆されていた（Boyes et al．，

1997）が、他の情報は全くなかったので、全ての可能性を考慮に入れて複数の

プライマーを設計してLA－PCRを行った。DNAの増幅が認められた場合には、

それらをすべてクローニングして塩基配列を決定し、目的遺伝子を含む増幅断

片であることを確認した。
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図1－5　パルスフィールドゲル電気泳動を用いたDNAゲルプロット解析

且∫甲a58および512系統由来のゲノムDNAを、制限酵素ル〃uIで処理してパルスフ

ィールドゲル電気泳動を行い、DNAゲルプロット解析に供した。プロープには、
各GPlの翻訳領域、SRKe）S－domain（SD）領域を用いた。
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まず、∫8系統においては、図1－6に示す様に、∫ガーGfリ　と∫⊥G（9の間、およ

びS8－GPlとSRK8の間でDNAの増幅が認められ、SRKLの上流約5kbp、SLG8

の上流約4．5kbpの位置にコードされていることが明かとなった（図1－6）。

また、∫β－GPノのイントロン配列は4kbpであることから、ふ軋打と乱Gの間の距

離は約14kbpであること、遺伝子の転写方向は∫β－Gfリとふ軋打が同方向、乱G

が逆向きでコードされていることを明らかにした（図1－6）。

次に、S）2－GPlの位置も、同様にLA－PCR法によって解析を行ったところ、

∫′2－Gfリは∫尺片の上流約10kbpにコードされていることが明らかになった（図

1－9）。しかし、ゲノムをテンプレートとしたLA－PCR法では、SL，G間のPCR

増幅断片が得られず、SL，GとS12－GPl、もしくはSRK遺伝子間は、LA－PCR増

幅範囲外である可能性が考えられた。そこで、当研究室によって作製された、

∫12系統のBACライブラリー（剣持，1999）を、∫げGfリをプローブに用いてス

クリーニングした。約7万クローンのBAC　ライブラリーをスクリーニングし

たところ、S）2－GPl、SRK）2、SLG）2を全て含む、インサートサイズ74kbpのBAC

クローンが1つ得られた（椙原，2001）。そこで、このBACクローンをテンプ

レートにSLG）2の3，末端付近とS）2－GPlのprimerを用いてLA－PCRを行なった

ところ、∫∫2－Gfリの上流約23．5kbpの増幅断片が得られた（図1－7）。この増

幅断片とSL，G．2遺伝子の大きさ（1．5kbp）を考慮に入れ、両遺伝子の距離は22kbp

であることが明かとなった。これにより、∫8同様、∫ノ2－GPノも乱Gと且札打開に

コードされていること、また∫げGfリのイントロンが0．3kbpであることから、

∫エGと∫尺方は互いに逆向きに約34kbp離れてコードされていることが判明し

た。以上の解析より、∫8、∫12系統からクローニングされたG芋りが互いに対立遺

伝子であることが直接証明された。

筆者の∫8および∫12系統についての解析と並行して、共同研究者の日向らの

研究グループは且叩αの∫9系統についてのゲノム解析を進め、∫尺片9と乱G9が

76kbpのMluI断片上に存在することを示すと共に、このゲノム断片をPl人工

染色体（Pl－derived artincialchromosome）を用いてクローニングすることに成

功した（Suzukietal．，1997）。さらに、このゲノム断片をプローブにして薪cDNA

ライブラリーを検索し、12個の病発現遺伝子［∫P卜∫Pノノ（∫－わc〟叩mre∫〃ノ～ノノ），

別封（∫－わc〟∫〟〃血r叩柁∫∫edハ］を見出すと共に、これらの内の∫Pノノと朗gノ

の2つが繭特異的な発現を示すことを明らかにした（Suzukietal．，1999；Watanabe
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図1－8　5遺伝子座の構造比較

矢印は遺伝子の転写方向を、□はエキソン部分を示した。ち－5遺伝子座の

データはSuzukietal．，1999より引用。
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etal．，1999）。この内のSPllは、筆者らが見出したGPlと相同なPCP類をコー

ドしていること（図1－4）、ゲノム上∫⊥G9と∫尺ちの間に位置する遺伝子であ

ったことから（Suzukietal．，1999）、GPlと対立遺伝子の関係にあることが判明

した（図1－8）。これよりGPノを∫Pノノと表記する。尚、∫遺伝子の由来を明

確にするために∫8系続の∫Pノノは、∫ガー∫Pノノの様に示す。

乱打‖の発現解析

これまでに見出されてきたclass－Aに属するPCP類（PCPl，2；PCP－Al；SLRl－

βPノ，2）の発現は、何れも配偶体（n）である花粉においてのみ認められること

が示唆されてきた（Stanchevetal．，1996；Doughtyetal．，1998；Takayamaetal．，

2（X氾a）。また、Class－Bに属するPCP類においても、その発現時期から、配偶体

である花粉でのみ発現していることが示唆されている（Doughty et al．，2000）。

しかし、アブラナ科植物の自家不和合性における花粉の表現型は、花粉親が持

つ2つの∫遺伝子の影響を受けることから、花粉側∫因子である∫Pノノは胞子

体（2n）組織（花粉以外の荊組織あるいは減数分裂以前の花粉母細胞）で生産

されていることが期待された。この点を検証するために、5アノノの発現部位・時

期について詳細な検討を行った。

まず、RNAゲルプロット法により、∫β－∫P〃の発現部位・時期を器官単位で

解析した（図1－9）。なお、花粉特異的発現が示されている（且oJerαCgα由来

の）pcp－Aノの且托甲αにおけるオーソログと推定されるβげCP－Aノを、発現解

析の比較対照として用いた（Takayamaetal．，200Oa）。

その結果∫β－∫Pノノは、柱頭や葉では発現が認められず、開花1～5日前に相当

するstage4～7の荊で特異的に発現していることが示された。一方、βげCP－Aノ

は、開花1～3日前（stage5～7）、特に開花直前（stage7）の病で強く発現して

いることが示された。すなわち、いずれも薪特異的に発現するものの、∫β－∫Pノノ

はβrPCf弘一Jに比べて早い時期に発現が始まることが示された。

次に、RNAゲルプロット法により発現が認められた時期の捌こついて、∫β－∫Pノノ

とβげ日刊－ノの発現部位を明確にするために、玩＝沈似ハイプリダイゼーション法

による解析を行った（図1－10）。図には、Stage5（開花3日前）とstage7（開

花1日前）を示した。Stage5は花粉が2から3核期にあたり、花粉を包んでい

る花粉嚢の内側を夕べート組織が裏打ちしている時期、Stage7は花粉が3核期

にありタペート組織が崩壊・消失した後の時期に相当する（船戸，2001）。
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図1－9　5㌻5PJJのRNAゲルプロット解析

各ステージは、蕾の長さを基準に分類した（1＝0－1mm，2＝1－2mm，3
＝2＿3mm，4＝3－4mm，5＝4－5mm，6＝5－7mm，7＝7－10rnm）○また、ス

テージ8は開花当日の花を示す。
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BrPCfn－1は、PCfn－1において示唆されていた様に（Doughty et al．，1998）、

発達段階後期（stage7）の花粉で特異的に発現していることが確認された。

方、S8－SPllは、この時期（stage7）の花粉に加え、より前期（stage5）の花粉

と薪のタペート組織において発現していることが示された。特に、胞子体であ

る夕べート組織で認められた∫β－∫Pノノの強い発現は、アブラナ科植物の胞子体

型自家不和合性の特性を無理なく説明できるものであり、∫Pノノが花粉側∫因子

である可能性をさらに強く支持するものであった。

SPllの横能証明

上記実験結果は、すべて∫PJノが花粉側∫因子をコードすることを間接的に

支持するものであったが、これを直接的に証明する必要があった。そこで

Stephensonらが開発したバイオアッセイ系を用い（Stephensonetal．，1997）、SPll

が花粉側∫因子としての活性を示すかどうかを検討することを計画した。この

バイオアツセイ法の原理を、この手法開発の基礎となった実験結果と共に図1

－11に示した。Stephensonらは、まず乳頭細胞を他個体の花粉表層物質（pollen

coat）で処理した後に他家受粉しても和合性のままだが、自己の花粉表層物質

で処理すると不和合性に変化し、他個体の花粉（和合花粉）の吸水が特異的に

阻害されることを示した。次いで、他個体の花粉表層物質に自己のPCP蛋白質

画分を添加したもので乳頭細胞を処理しても不和合性に変化することを示し、

PCP類中に花粉側S因子が含まれることを明らかにした。筆者は、このPCP蛋

白質画分の代わりに、大腸菌を用いて発現させた∫9－SP－11を添加することで、

花粉側∫因子としての生物活性を測定した。

バイオアッセイ結果を図1－12にまとめて示した。まず、用いた∫9系統の

乳頭細胞は、同じ∫9系統の花粉に対し強力な不和合性反応を示し、吸水した花

粉は2％であったが、異なる∫8系統の花粉に村しては和合性を示し、72％の花

粉が吸水した。次いで、∫9系統の乳頭細胞を∫8系続の花粉表層物質で処理して

から∫8系統の花粉を受粉しても、花粉の吸水率は71％とほとんど変化しなかっ

たが、∫9－SPll発現蛋白質を∫8系統の花粉表層物質に添加したもので処理する

と、花粉の吸水率は11％まで低下した。なお、この∫9－SPll発現蛋白質の花粉

吸水に及ぼす阻害効果は、∫9系統の乳頭細胞を処理した場合に特異的に認めら

れ、異なる∫8系統の乳頭細胞に処理した場合には花粉の吸水率は変化しなかっ
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た。この結果は、∫9－SPllが∫9系統の乳頭細胞に対して特異的に不和合性反応

を誘起する花粉側∫因子であることを直接的に証明するものであった。
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図1－12　花粉の吸水反応に対するぶ9－SPllの阻害効果

ち系統の柱頭に予め大腸菌発現ち－SPllを処理すると和合花粉（量系統）の吸
水が有意に（P＜0．001）阻害された。このち－SPllの効果はS8系統に村しては
認められなかった。PC，花粉表層物質。
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1－4　考察

本章では、まずFDD法を用いた検索によりβ．r叩β∫8あるいは∫－2系統に特異

的な紡発現遺伝子を9個見出し、そのうちの一つGPノがSLGと相互作用する

PCPA－1と性状の類似した新規PCP類をコードしていることを明らかにした。

GPlは、FDD法によりS8系統特異的遺伝子として見出されたが（S8－GPl）、PCR

法を用い∫，2系統からも相同な遺伝子（∫ノ2－Gfリ）をクローニングすることに成

功した。∫β一Gfリ，∫′2－GPノ間の相同性は極めて低いものであったが、詳細なゲノ

ムマッピングにより、これらが乱Gと且乱打の間に位置する∫遺伝子座上の対

立遺伝子であることを明らかにした。更に、∫9系統の乱G侶尺片ゲノム領域に見

出された薪発現遺伝子∫9一∫Pノノとも複対立遺伝子の関係にあることが示され、

GPノ乃Pノノが∫遺伝子座上に普遍的に存在する花粉側因子であることが示唆され

た（以降Gfリを∫Pノノと称する）。次いで、RNAゲルプロット法および玩∴止血

ハイプリダイゼーション法を用いた発現解析を行い、∫P〃が花粉（n）と前の

夕べート組織（2n）の両方で発現していることを明らかにした。さらに、大腸

菌に発現させた∫9－SPllが、∫9系統の乳頭細胞に対し特異的に不和合性反応を

誘起して（和合）花粉の吸水を阻害することを示し、SPllが花粉側∫因子とし

ての機能を有することを直接的に証明した。

今回、FDDによって見出された9つの遺伝子は、何れも荊や花粉において発

現し、∫遺伝子間で多型を示す遺伝子であり花粉側∫因子の有力な候補遺伝子

であった。筆者は、これらの遺伝子のうち、∫Pノノ（G芋り）とGP2が広義のPCP

類をコードしていると判断して詳細な解析を行った（下里，1999）。本研究によ

り高度な多型性を示すことが判明した∫Pノノ（GPノ）に対し、GP2の配列は∫系

統間で高度に保存されていることが判明し、花粉側∫因子をコードしている可

能性は低いと判断された（下里，1999）。しかし、PCR－RFLP法を用いた連鎖解

析の結果、100以上ものF2分離個体において∫遺伝子座との組み換えが認めら

れず、このGP2も0．5cM以内の遺伝的距離に位置している遺伝子であること

が示された。FDD解析で見出された残りの7つの遺伝子については詳細な解析

は行わなかったが、多くのものが、A．JんdJ㍍∽αの第一染色体上にコードされる

遺伝子と相同性を示す点が注目された（表1－1）。この結果は、C。nnerらが

且叩αの∫遺伝子座近傍の遺伝子マーカーが、A．血J∫α〃αの第一染色体上のgmノ
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（ethyleneresponsegene）近傍の遺伝子に対応していることを見出した結果と－－一一

致するものであった（Conner etal．，1998）。実際、筆者が見出したGP8相同遺

伝子は、E77u　と同じBACクローン（T27F4）上にコードされていた。また、

このクローンと隣接するBACクローン（F4N21）上に、先述のGP2に対応す

る遺伝子がコードされていることが判明した。この様にFDD解析において見

出された9つの遺伝子の内、目的遺伝子であった∫Pノノ（GPノ）を含め幾つかの

遺伝子は、目的とする遺伝子座のかなり近傍にコードされる多型性遺伝子であ

ることが示唆された。FDD法は一般に発現変化を示す遺伝子の同定に用いられ

る方法であるが、本研究で用いた様に、系統間で多型を示す遺伝子の同定やそ

の近傍にコードされるマーカー遺伝子の同定にも有効であると思われる。

さて、筆者は∫Pノノが花粉側∫因子をコードすることを発現SPllの生物活性

を測定することで蛋白質側から直接的に証明したが（Takayamaet al．，2000a）、

当研究室では、形質転換の手法を用いた遺伝子側からの証明も成された。すな

わち、∫β－∫P〃および∫クー∫Pノノをβ．JⅥpαCV．0∫0椚g（∫52∫6。系統）に個別に導入し

た形質転換体が作出され、両形質転換体の花粉が新たな∫表現型を獲得し、そ

れぞれ∫8および∫9系統の柱頭に対して不和合となることが示された（中川，2000；

Shibaetal．，2001）。

諸外国でも花粉側S因子の探索が成されてきたが、Schopftrらは、B．rqpa S8

ホモ系統の比G侶尺方ゲノム領域の解析を進める過程でシステイン残基に富む蛋

白質をコードする遺伝子を見出し、SC尺（S－locuscysteinerich）という独自の名

前で報告した（Schopftretal．，1999）。なお、この論文中では、S，－SPllぼ，related

gene”として引用されているが、∫Pノノ　と∫C尺は複対立遺伝子の関係にあり、彼

らが見出したSCR8と筆者が見出したS8－SPllは同一の遺伝子である（Takayamaet

al．，2000a）。彼らはγ線照射により得られた且oJerdCeα∫13系統の自家和合性変

異株の一つがSCR），を欠失していたというloss offunctionの実験結果、及びB．

oJgrαCど〟∫6系統由来の∫C尺。を且oJerαCg〟∫2系統に導入した形質転換体の花粉が

S6系統の柱頭に村して不和合性を示したというgainoffunctionの実験結果から、

∫C尺が花粉側∫因子をコードしていることを証明した。

筆者は、S8－，S，－，S．，－SPllのcDNA塩基配列の比較から、シグナルペプチドコ

ード領域の塩基配列が極めてよく保存されていることを明らかにした。その後、
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この領域の塩基配列をプライマーとして用いたRTIPCR法により、新たに15も

のclass－IのS系統からSPll遺伝子がクローニングされ、この領域がclass－Iの

S系統で広く保存されていることが確認された（Watanabeet al．，2000）。これま

でに見出されたSPllの幾つかを図1－13Aに比較して示したが、このシグ

ナル配列部分と　8つのシステイン残基、さらに図中＊で示したグリシン残基及

び＃で示した芳香族アミノ酸残基が比較的良く保存されている以外は、相互に

ほとんど相同性を示さなかった。また、最近当研究室において、Class－ⅠⅠ系統か

らもSPllがクローニングされ、SLGおよびSRKの場合と同様、Class－Iとは、

異なるグループを形成することが示された（図1－13B）。Class－ⅠⅠ系統内の

SPllの配列はclass－Ⅰのものよりも比較的良く保存されており、このことは

class－ⅠⅠに属する∫遺伝子類が進化の過程で比較的最近になって分岐してきたこ

とを示唆しているのかもしれない。また、花粉側∫因子と柱頭側∫因子という

互いに相互作用する必要がある蛋白質の対（組み合わせ）が、進化の過程でど

の様にしてこれだけ多数生み出されてきたのか大変興味深い。

花粉側∫因子と柱頭側∫因子の間で組み換えが生じると、自家不和合性が打

破されることが期待されるが、そうした和合性変異株の例はこれまで全く見出

されておらず、∫遺伝子座には何らかの組み換えが抑制機構が存在すると考え

られてきた。今回、花粉側∫因子5アノノが、柱頭側∫因子封i方のごく近傍にコ

ードされていることが判明し、この物理的距離の短さが、組み換えが生じない

一つの要因であると推察された。また、∫遺伝子座を構成する∫尺斤、∫Pノノ、乱G

の3つの∫遺伝子は、∫遺伝子間で高度な多塑性を示す上に、イントロンの大

きさや転写方向も多様であることが明らかになった。さらに、3つの∫遺伝子

間の距離も相互に大きく異なり、また各遺伝子を結ぶ領域の塩基配列にも∫遺

伝子間で全く相同性が認められないことが判明した（椙原，2001）。今回の研究

で明らかとなったこれら∫遺伝子座ゲノム領域の構造的特性は、減数分裂時に

この領域が異なる∫遺伝子間では村合しない可能性を強く示唆しており、この

特性こそが組み換えを抑制している最大の要因であると考えられた。

これまでに解析されたPCP類（class－A及びclass－B）は、すべて花粉におい

てのみ発現が認められたのに村し（Stanchev et al．，1996；Doughty et al．，1998；

Doughtyetal．，2000；Takayamaetal．，2000b）、SPllは花粉に加え、荊のタペート
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組織でも発現していることが明らかとなった。Doughtyらは、花粉側S囚子が

PCP－Al様の発現を示すことを想定して、花粉が胞子体型のS表硯型を示すこ

とを「シャツフリング仮説」で説明しようとした（Doughty et al．，2000）。これ

は、花粉において生産された花粉側∫因子が、一旦花粉嚢内に放出され、そこ

で相互に混ざり合った後に花粉表層に付着することで、花粉が胞子体型の∫表

現型を示すとするモデルである。しかし、∫Pノノの発現が認められたタペート組

織は、胞子体である上に、従来から花粉表層に様々な蛋白質を分泌しているこ

とが示唆されてきた組織である（Piffanellietal．，1998）。SPll蛋白質も、同様に

この組織で作られた後に、分泌あるいは本組織の崩壊に伴う放出により花粉表

層に付着すると考えれば、アブラナ科植物の胞子体型の自家不和合性を無理な

く説明できよう。

本章では、Stephensonらが開発した花粉の吸水反応を指標とするバイオアッ

セイ系を用いることで、SPllが花粉側∫因子であることを直接的に証明した。

しかし、使用したSPll発現蛋白質とバイオアッセイ系には幾つかの問題点が

あった。まず、用いたSPllは、非特異的吸着を抑えるために一度還元条件下

で精製したものを、最終的には非還元条件下において回収したので、様々な酸

化状態のSPllの混合物であったと考えられる。従って、正しいコンフォメー

ションを持ち、花粉側∫因子としての生物活性を示したSPllは、使用したSPll

の一部であったに過ぎないと推定される。また、用いたバイオアッセイ系は、

SPllを高い粘性を有するpollencoatに混ぜた後、マニピュレーターを用いて乳

頭細胞に塗布するというものであったため、操作が非常に難しく、定量的な解

析も困難であった。次の第2章では、これらの問題点を解決しつつ、SPllの一

次構造の解明を目指した。
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第2章

花粉側∫因子SPllの一次構造の決定
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2－1　序

第1章では、FDD解析および比G棚方ゲノム領域の解析により見出されて

きた∫Pノノが、自家不和合性における花粉側∫因子をコードしていることを明

らかにしてきた。しかし、SPllの自他識別反応における役割やSRKあるいは

SLG　との機能上の関係等についてさらに追求して行くには、花粉上のSPllの

一次構造を解明すると共に、正しいジスルフィド（S－S）結合を持つSPllを作

製し、それを用いて生化学的な解析を進めていくことが不可欠である。

筆者は、すでに∫Pノノが花粉と薪の夕べート組織で発現していることを遺伝

子レベルで明らかにし、これら組織で作られたSPllが花粉表層に移行して花

粉側∫因子として機能していることを推察してきた。しかし、花粉表層におけ

る蛋白質レベルでのSPllの存在はいまだ確認出来ておらず、SPllの蛋白質構

造に関する情報も全く得られていない。また、筆者は花粉の吸水を指標とする

バイオアッセイ系を用いて、∫9－SPll発現蛋白質が花粉側∫因子として機能し、

∫9系続の乳頭細胞に特異的に不和合性反応を誘起することを示してきた。しか

し、この実験に用いた∫9－SPllは様々なS－S結合を持った分子種の混合物であ

り、どの様なS－S結合を持つ∫9－SPllが花粉側∫因子としての活性を示したの

かについては不明であった。

そこで、第2章においては、花粉表層中のSPllを蛋白質レベルで検出し、

それを精製単離して蛋白質構造に関する知見を得ること、さらに以降の生化学

的実験を遂行するに十分な量の活性型のSPll蛋白質を人工的に調製すること

を目的とした。
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2－2　材料及び方法

spll蛋白質の免疫組織化学的解析

SPll特異抗体の作製

抗原蛋白質は1章記載のGSrr∫9－SPllと同様に、大腸菌発現系により作製し

たS8－SPllのGST融合蛋白質をウサギに接種し、GSrrS8－SPllに対するポリク

ローナル抗体を作製した。発現ベクターの構築は以下の通り行い、蛋白質の発

現と精製は1章：SPll発現蛋白質の作製（p・26）と同様に行ったos8－SPllのcDNA

断片より、シグナル配列と予想された配列を除いた20残基目のグルタミン残

基以降のコーディング領域を制限酵素サイトEcoRIとXhoI（TaKaRa）を付加

するよう設計したprimer

S8－SP11：forward5，－GGAArTCCCAAGAACTGGAAGCTAATCTGA－3’，

，eVe，Se5，＿GCTCGAGTCTAACACGATrITACAGTCACAG－3，）を用いて、

pcR増幅を行い発現ベクターであるpGEX－5X－3（AmershamPharmacia）のEcoRI

とズわ。Ⅰサイトに導入した。

抗原として使用した蛋白質は、GST融合蛋白質であるため∫8－SPll特異抗体

を得るために、GSlこ∫9－SPll固定カラムに一度供することで非特異的な抗体を

除去し、続いてGSTし∫8－SPll固定カラムによるアフィニティー精製を行った。

GSrIISPll蛋白質の固定カラムは、融合蛋白質をNHS－aCtivated Sepharose4FF

（AmershamPharmaCia）を用いて作製した0まず、得られた抗血清10mlから

硫安沈殿法によってIgG画分（鈴木，1994）を精製し、PBSで平衡化したPD－10

ヵラム（AmershamPharmacia）により脱塩を行った後にGST融合S9－SPllを固

定したカラムに供した。このカラムに対する非吸着画分をぶ8－SPll固定カラム

に供し、0．1MGlycine－HCl（pHl・8）10mlにより溶出させた。なお、溶出画分

は0．5ml毎分取し、直ちに1MTris－HCl（pH9．5）により中和した。次にProtein

assaykit（BIO－RAD）により蛋白質定量を行い、最も蛋白質が溶出した画分2・5ml

をPBSで平衡化したPD－10カラムに供したものをS8－SPll特異抗体として使用

した。

免疫光顕

B．rapaS8系統の荊（stage5，Stage7）のパラフィン切片（10〃m）（1章：insitu

ハイプリダイゼーション解析、P．25参照○）を1％（w／v）non－fatdrymilk（NFM），
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1％（v／v）goatantiseruminTBS（20mMTris－HCl，PH7．6，137mMNaCl）中、37℃

で30分間ブロッキングした。次に、上記ブロッキング溶液で100倍希釈した

抗S8－SPll特異抗体中で37℃で1時間反応させた。次に、0．05％Tween20inTBS

bufftr（TBST）で洗浄した後、二次抗体としてTBST bufftrで100倍希釈した

alkalinephosphatase標識のgoatanti－rabbitIgG（BiocellResearchLaboratories）抗

体溶液中で、37℃でl時間反応させた。その後、TBSTで洗浄し、BCIP／NBT

発色キット（Sigma）を用いて発色させた。なお、コントロールとしてS，系統

の薪組織を同様に処理し、発色の特異性を確認した。

免疫電顕

B．Tq，a S8系統の薪組織を、4％parafbrmaldehyde，0．1％glutaraldehydeを含む

sodiumcacodylatebufftr（pH7．4）で固定し、LRWhite（LondonResinCo．，London）

樹脂に包埋して80FLmの切片を作製して使用した。これを、NFM－PBS bufftr

で100倍希釈（Ⅴ／v）した抗∫8－SPll抗体溶液中、4℃で一晩反応させた。次に、

PBSで100倍希釈した金コロイド（20nm）標識goatanti－rabbitIgG溶液中で25℃、

1時間反応させた。その後、標識された切片をuranylacetateで染色し、目立通

過型電子顕微鏡（H－7100，日立）によって観察した。

花粉抽出物からのSPll蛋白質の精製

花粉表層蛋白質の抽出

－80℃にて保存しておいた∫8、∫9ホモ系続の荊（5，000花分）を1M酢酸（8ml

X3）中で激しく撹拝することにより、花粉表層物質を抽出した。脱脂綿を詰

めたガラス管を通して薪・花粉を除去した抽出液を1M酢酸で予め平衡化した

SPSephadexC－25（AmershamPharmacia）カラム（V＝5ml）に付し、IM酢酸

25ml、2Mビリジン25mlで洗浄後、2Mビリジンー酢酸（pH5．0）25mlによ

り強塩基性ペプチド画分を回収し（寒川，1991）、凍結乾燥した。

免疫沈降法によるSPll蛋白質の精製

免疫沈降には、S8－SPll抗体200FLgを、予めrproteinASepharose（Amersham

Pharmacia）100FLlに結合させた後、抗体とrproteinAの間をdimethylpimelimide

（東京化学）を用いて化学的に架橋したものを使用した（浜口，1998）。5，000

個分の薪より調製した強塩基性ペプチド画分（2Mビリジンー酢酸溶出画分）を
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0．05％Tween20を含むTBSbufftr（TTBS）1mlに溶解し、上記の抗体固定化樹

脂20／ノ1を漆加し、4℃で2時間吸着させた。樹脂を遠心分離により回収し、TTBS

bufftrで洗浄した。抗体固定樹脂に吸着した免疫沈降物質は、0．1Mglycine－HCl

（pHl．8）100FLlで溶出後、直ちに1MTris－HCl（pH9．5）により中和を行い、

Zip－Tip（Millipore）を用いて脱塩後MALDI－TOF－MSによる分子量解析に供す

るか、SDSサンプルbufftrで溶出後、16％SDS－ポリアクリルアミドゲルを用い

たPEPTIDE－PAGE電気泳動（TEFCO）に供した。泳動後のゲルは、SilversteinII

Kit（Wako）を用いた銀染色に付すか、下記のウエスタンプロット解析に供し

た。

ウエスタンプロット解析

泳動後のゲルを、ウェット式プロテイング装置（TEFCO）によりblottingbufftr

（25InMTris，192mMglycine，20％methanol）を用いて、180mA走電流で1時

間、0．22FLmPVDFメンプレン（TEFCO）に蛋白質を転写した。

転写後のメンプレンを5％スキムミルクを含むTTBSで、室温で1時間ブロ

ッキングした。メンプレンをTTBSで軽くすすいだ後、精製したS8－SP11抗体

を抗体希釈溶液1％gelatin（BIO－RAD）を含むTTBSで約10ng／mlに希釈した

溶液に浸し、室温で1時間反応させた。次に、メンプレンをTTBSで6回洗浄

し、抗体希釈溶液により　5，（X粕倍希釈した標識二次抗体anti－rabbitIgG

HRPcoqiugate（BIO－RAD）溶液中で室温、1時間反応させた。シグナルの検出

は、ECL plus（Amersham Pharmacia）を用いて行い、X－ray film（Amersham

Pharmacia）に感光後、自動現像機（Fqii）により現像した。

酸化型SPll蛋白質の作製

∫8－SPll蛋白質の化学合成

∫8－SPllについては、N末端から25残基目のアスパラギン残基以降の成熟蛋

白質部分をPEPTIDE研究所（大阪）に依頼して仝化学合成した。すなわち、

全体を図2－1に示す7つのブロックに分けてそれぞれを固相合成あるいは液

相合成し、それらを順に縮合させた後、脱保護することで調製した。得られた

脱保護S8－SPllは、60mMDTTにより還元後、すぐにODSカラム（YMC－PacODS，

SH－363－10，◎30×250mm）とアセトニトリルー0．1％TFA溶媒系を用いた逆相

分配HPLCに供し、還元型S8－SPllを分取し、凍結乾燥した。
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図2－1　ぶ8－SPllの化学合成の概略
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∫。－SPll発現蛋白質の作製

第1章で用いた∫9－SPllは、N末から21残基目のグルタミン残基以降の部分

をGST融合蛋白として発現させた後、Factor XaによりGSTを切り離して作製

していたが、この切断過程における∫9－SPllの回収率が混入してくるプロテア

ーゼ等による非特異的分解のため極めて低かったので、低温条件下で切断が可

能なPreScission Proteaseの切断サイト有するpGEX－6P－3ベクター（Amersham

Pharmacia）に導入し直した。また、この際、花粉のS8－SPllの解析結果を考慮

に入れ、25残基目のアスパラギン残基が成熟∫9－SPllのN末端アミノ酸である

と判断し、それ以降の部分を同ベクターのβα椚HIと別0Ⅰ制限酵素サイトに制

限酵素を付加したprimer（forward5，－GGArCCAATCTGAGGAAAACArGCG－

3’reverse5，－GGGCTCGAGTCTATCTAACTTTGCÅrm－3，）を用いてPCR法に

より再増幅させてから導入した。

融合蛋白質の発現と精製は、1章：SPll発現蛋白質の作製（p．26）と同様の条

件で行った。ただし、SPll蛋白質の切り出し以降の操作は以下方法で行った。

融合蛋白質を結合させたGlutathione Sepharose4B（AmershamPharmacia）を、

PreScission Protease（Amersham Pharmacia）を用いて、4℃で2時間穏やかに撹

拝してSPll蛋白質とGST間を切断した。その後、目的の蛋白質を10mMDTT

を含むTBSbufftrにより還元条件下で溶出した。次に、ODSカラム（218TP510，

◎10×250mm，Vydac）を用いた逆相分配系HPLCに供し、完全長のS，－SPllを

含む画分を分取した。分取条件は、1章；SPll発現蛋白質の作製（p，27）と同

様だが、流速は5ml／minで行った。各分画の蛋白質は、MALDI－TOF－MSを用

いた分子量解析を行い、完全長の∫9－SPllを含むことを確認した。

酸化型SPllの調製

凍結乾燥した上記精製蛋白質である還元型∫8－SPll及びS，－SPllを、50mM

NH．OAc（pH7．8）によって31FLMに溶解し、還元型グルタチオン（終濃度3．1

mM）と酸化型グルタチオン（終濃度0．31mM）を10：1の割合で加え、4℃で

2　日間穏やかに撹拝して酸化させた。次に、このサンプルを再度ODS　カラム

（218TP54，◎4．6×250mm，Vydac）を用いて分取した。分取条件は、1章；SPll

発現蛋白質の作製（p，27）に従った。紫外吸収ピーク（UV22。）毎に蛋白質蛋白

質を分取し、MALDI－TOF－MSによる詳細な分子量測定を行い、SPllの酸化状

態を確認した。
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花粉管伸長を指標としたバイオアツセイ

B．rapaS8、S，ホモ系統の柱頭に、SP11の0・05％Tween20溶液0・5FJlを処理し

て、室温で1時間乾燥させた。次に、柱頭に和合花粉を受粉させた後、20℃で

6時間静置した。その後、柱頭を、エタノールー酢酸（3：1）で2時間固定し、

次いで1NNaOH中で、60℃、1．5時間組織を浸し、アルカ1）処理を行った。そ

の後、0．01％（w／v）アニリンブルーを含む2％（w／v）K3PO4水溶液に2．5時間

浸してカロースの染色を行った。花粉管の観察は、蛍光顕微鏡Axiophot2（Zeiss）

を用い、395nm青色励起光下で行った。なお、10本以上の花粉管の花柱への

侵入が認められた場合に、和合受粉であると判定した。
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2－3　結果

SPll蛋白質の免疫組織化学的解析

免疫組織化学的解析を進めるに当たり、まず大腸菌を用いて発現させた∫8－

SPllのGST融合蛋白質に村する抗体をウサギを用いて作製した。さらに、得

られた抗血清をGSTIS，－SPllおよびGSrrS8－SPllを固定化したカラムに順次供

し、後者にのみ結合するIgG画分を回収することで∫8－SPll特異抗体を得た。

得られたS8－SPll特異抗体を用い、SPllの遺伝子発現が認められた時期（stage

5）の薪切片に対し免疫染色を行ったところ、∫8系統の前の夕べート組織と花

粉が特異的に染色された（図2－2）。この染色パターンは、先述の玩∴正仙ハ

イプリダイゼーションにおける染色パターンと同一であり（図1－10）、SPll

がこれら両組織で生産されていることが蛋白質レベルでも確認された。

さらに、電子顕微鏡を用いた免疫組織化学的解析では、この時期のタペート

組織と花粉の細胞内部に認められていたSPllの抗原性が（datanotshown）、成

熟花粉においては、主に花粉表層物質（pollencoat）中に局在する様子が観察さ

れた（図2－3）。

花粉SPll蛋白質の精製と構造解析

上記解析により、SPll蛋白質は成熟花粉の花粉表層物質（pollen coat）中に

含まれていることが示され、この花粉表層のSPllが花粉側∫因子の本体であ

り、受粉時に乳頭細胞上に放出され、その役割を果たしているものと考えられ

た。また、SPllは、塩基性の小型蛋白質であり、花粉表層物質中に含まれる他

のPCP類と類似した性状を有することが期待された。

これまでPCP類は、花粉から一般にシクロヘキサンを用いて抽出されてきた

が（Doughtyetal．，1993）、当研究室の浅野は、紡全体を1N酢酸中で撹拝する

ことで飛躍的にPCP類の収量が増大することを見出した（浅野，1999）。そこで、

筆者も本方法に従ってPCP類を抽出すると共に、寒川らの方法に従い、陽イオ

ン交換樹脂を用いて強塩基性ペプチド画分を回収した（寒川，1991）。さらに、

この強塩基性ペプチド画分を∫8－SPll特異抗体を用いた免疫沈降に供すること

により、S8－SPllを精製した。免疫沈降物質を、SDS－PAGE電気泳動によって分

離し、解析したところ、∫8系統の薪からの精製物質中にのみ約7kDaの蛋白質

が特異的に検出され、さらにウエスタンプロット解析により、本蛋白質
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図2－2　抗ぶ8－SPll特異抗体を用いた前の免疫染色

S8及びS）ホモ系統の荊（Stage5，図1－9参照）を抗S8－SPll特異抗

体を用いて免疫染色した。T，タベータム組織、P，pOllenをそれぞれ示
した。スケールバーは100〃mを示す。
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図2－3　抗58－SPll特異抗体を用いた花粉の免疫電顕像

鴇ホモ系統の成熟花粉切片に抗量¶SPll抗体（一次抗体）と金コロイド

（却m）標識した抗ウサギ短G抗体（二次抗体）を反応させた。CP，
CytOplasm；Ex，eXine；PC，pOllencoat。スケールバーは1tLmを示す。
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が∫8－SPllであることが示された（図2－4）。

更に、この免疫沈降物質を非還元条件下で回収し、MALDI－TOF－MS（matrix－

assistedlaserdesorption／ionizationtime－0用ightmassspectrometry）に供したところ、

〝め5，717に（M＋H）＋と帰属されるイオンピークが観察された（図2－5）。こ

の結果は、花粉表層中の∫8－SPllが推定された位置でシグナルペプチドが除去

された後に（図1－4）、8つのCys残基が全て分子内でジスルフィド結合を形

成した酸化型のモノマーの構造をとっていることを強く示唆した。

酸化型SPllの作製

花粉から精製されるSPllの量は極めて少量であり、天然物を使ってSPllの

構造や機能をさらに解析することは出来なかった。そこで、人工的に活性型の

SPllを調製することを考えた。

一般に、蛋白質のコンフォメーションはアミノ酸配列によって決まっており、

自由エネルギーが最小となるようにポリペプチド鎖が折り畳まれる。これはf〝

v由りにおいても同様であり、特にシステイン残基に富む細胞外蛋白質の場合は、

穏和な酸化条件下でジスルフィド（S－S）結合を架け換えながら、徐々に安定

な正しいコンフォメーションを形成していくことが知られている（Creighton，

1992）。そこで筆者は、まず化学合成により∫8－SPllを、また大腸菌の発現系を

用いて∫9－SPllを調製し、これらを一度還元型に変換した後、酸化還元緩衝液

系（Ts頑etal．，1987）において徐々に再酸化させることを試みた。

酸化させたS8－SPllおよびS，－SPllを逆相分配系HPLCに供したところ（図

2－6）、∫8－SPllは1つの主要ピーク（8－1）を与えたのに村し、∫9－SPllは2

つの主ピーク（9－1，9－2）を含む複数のピークを与えた。MALDI－TOF－MS　を用

いて詳細な分子量解析を行ったところ、∫8－SPllのピーク8－1は、8つのシステ

イン残基がすべて分子内S－S結合した酸化型であることが確認された。一方、

∫9－SPllのピーク9－1と9－2と、さらに隣接する9－3は、いずれも同一の分子量

を示し、8つのシステイン残基が分子内S－S結合をとった酸化型であるものの、

S－S結合の架かり方が相互に異なる異性体（isomer）であることが示唆された。

酸化型SPllの生物活性

さて、上で得られた酸化型∫8－SPllの主要ピーク8－1が∫8－SPllの活性本体で

あるのかどうか、また酸化型∫9－SPllのピーク9－1～9－3のいずれが活性本体で
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図2－4　花粉抽出物からのぶ8－SPllの精製

量、ちホモ系統の薪抽出物を抗戦一SPll特異抗体により免疫沈降
を行った。免疫沈降画分を還元条件下（50mMDTT）において
SDS－PAGE電気泳動後、銀染色（A）及び、抗S8－SPll特異抗体

を用いたウエスタンプロット法（B）により検出した。1レーン
当たりに500花相当分の免疫沈降画分を泳動した。
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図2－5　ぶ8－SPllのマススペクトル

58、ちホモ系統株由来の荊抽出物の、抗58－SPll抗体による免疫沈降画

分をMALDI－TOF－MSにより分析した（A及びB）。化学合成により調製

した酸化型58－SPll（C）。
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図2－6　逆相HPLCによる酸化型SPllの精製

化学合成S8－SPll（A）と大腸菌発現S）－SPll（B）の酸化物をODSカ

ラム（218TP504，◎4．6×250mm，Vydac）を用い、0．1％TFA中のア
セトニトリル濃度を10％又は16％から32％まで上昇させるグラジュ
ント溶出（流速1ml／min）により精製した。
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あるのかを確認するために、バイオアッセイ系を用いて生物活性を測定するこ

とにした。

しかし、1章で使用したStephensonらのバイオアッセイ系は、マイクロマニ

ュビレーターを使用して乳頭細胞を一つずつ被検試料で処理し、同じ場所に花

粉を受粉させ、花粉の吸水を指標に活性を判定するというものであったために、

操作が煩雑である上に時間がかかり、多数の被検試料を検定するには問題があ

った。また、生物活性を定量化することも困難であると予想された。そこで、

被検試料を乳頭細胞に一つずつ処理するのではなく、マイクロピペットを用い

て柱頭全体に処理することとし、また柱頭全体に受粉させて、花粉管の柱頭・

花柱への侵入・伸長を指標に活性を判定することにした。また、これまで乳頭

細胞の限定された部位に被検試料を処理するために、被検試料を粘性の花粉表

層物質（pollencoat）と混合してから処理していたが、被検試料の0・05％Tween20

水溶液を直接柱頭全体に処理することにした。なお、（不）和合の判定は、ア

ニリンブルーにより染色した花粉管を蛍光顕微鏡下で観察することにより行い、

花柱に侵入した花粉管の数が10以上の場合を和合と判定した。（図2－7）。

この新しいアツセイ系を用いて、酸化型SPllの生物活性を測定したところ、

∫8－SPllのピーク8－1と∫9－SPllの主要ピーク9－1が、∫遺伝子特異的かつ濃度

依存的に和合花粉の花粉管の侵入・伸長を阻害することが示された（図2－8）。

この結果は、これらの酸化型SPllが花粉側∫因子の活性本体であることを強

く示唆するものである。また、本アツセイ系において、∫9－SPllのピーク9－2と

9－3は、柱頭当り500fmol量処理しても、全く活性を示さなかった。このこと

は、特定のS－S結合を持つ酸化型SPllが、花粉側∫因子として機能する上で

重要であることを示唆するものであった。

67

l

」



：‡；1：SPll
●●

ノ「・、■〔．′‾、．∵＼

」＿

前処理

□　・□

－こや

rも・
暮∴

花粉管

」

〕｝

判定

、∴

●‾L

和合花粉

－●‥●－●、－

p

受粉

、，口目口　　已′て・
－

和合
活性（一）

′謬！喝団

●　●●●

丁号
。一　Ⅶ■り

不和合
活性（＋）

囲2－7　花粉管の侵入・伸長を指標とした花粉側は因子のバイオアツセイ法

柱頭をSPll試料を含む0．05％Tween20溶液で処理し、乾燥後、和合花粉を受粉させ
た。和合、不和合の判定は、花粉管の柱頭、花柱への侵入を指標に行い、10本以上の
花粉管の侵入が認められた場合に和合と判定した。
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図2－8　酸化型SPllの生物活性

柱頭を酸化型範－SPll、あるいは酸化型ち－SPll（0・5，5，50血ol／柱頭）
で処理した後、和合花粉を受粉させた時の和合受粉の確立を示した。
－は、0．朋％Tween20のみを処理した場合（コントロール）を示した。
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2－4　考察

本章においては、まず免疫組織化学的解析を行いSP11が薄のタペート組織

および花粉で合成されていることを蛋白質レベルで確認すると共に、成熟花粉

ではSPllが花粉表層に局在することを明らかにした。これらの観察結果は、

夕べート組織と花粉において生合成されたSPllが、花粉の成熟に伴い花粉表

層に移行することを示唆するものであり、また花粉側∫因子が花粉表層物質中

に存在することを示したStephenson　らの実験とも合致する結果であった

（Stephensonetal．，1997）。

さらに免疫沈降法により花粉のSPllを単離し、質量分析を通じ、このSPll

が予想される位置でシグナルペプチドが除去された後に8つのシステイン残基

がすべて分子内ジスルフィド（S－S）結合を形成した酸化型のモノマー構造を

とっていることを明らかにした。また、化学合成あるいは大腸菌を用いた発現

系により作製したSP11を穏和な条件下で酸化させることで酸化型SPllを作製

することに成功した。更に、得られた酸化型SPllの内、ある特定のS－S結合

を有する分子種が、実際に、花粉側5因子としての生物活性を示すことを新た

に開発したバイオアッセイ系を用いて証明した。

今回、酸化型量－SPllの主要成分（8－1）と、酸化型ち－SPllの主要成分の一

つ（9－1）に活性が認められたことから、この構造をとりうる分子内のS－S結合

が活性に重要であることが示唆された。そこで、高山は、この内S；SPllのS－

Sの結合位置を、プロテアーゼ処理によって得た量－SPllペプチド断片の

MALDI－TOF－MS解析とアミノ酸配列解析から、図2－9のように決定した。

SPllは、deftnsin類と4番目のシステイン残基（C4）の位置が大きく異なるが、

S－S結合の（Cl－C8，C2－C5，C3－C6，C4－C7）架かり方は、立体構造が明らかにさ

れているRs－AFPlなどの植物deftnsin類と同じであった（Fantetal．，1998）。

一方、活性を有する酸化型ち－SPll（9－1）に関しては、そのS－S結合位置に

ついては、未だ決定されていない。また、ち－SPllの酸化反応時に、活性型の

ち－SPll（9－1）と同時に同一の分子量を持つ∫9－SPll（9－2および9－3）が得られ

たが、これらには花粉側5因子としての生物活性は全く認められなかった。こ

れら3つの酸化型S，－SPllは、S－S結合の架かり方の異なるisomerの関係にあ

ると推定されるが、それぞれどの様な構造を持つのか大変興味深い。
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ぶ8－SPll

CI C2　　　　　C3　　　　　　C4　C5　　　　　　　C6　C7　C8
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」

CI C2　　　　　C3　　C4
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C5 C6C7　　C8

QKLCERPSGTWSGVCGNNNACKNQCINLEKARHGSCNYVFPAHKCICYFPC

図2L9　SPllとPlantdefensin（Rs－AFP）のジスルフィド結合の比較

（S8－SPll，Takayamaetal．，2001；Rs－AFPl，Fantetal・，1998）
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spllの機能を蛋白質構造化学的に解析していくためには、SPllのS－S結合

を含めたl次構造のみならず、立体構造について明らかにしていく必要がある。

本章において調製した酸化型S8－SPll（8－1）が、NMRによる解析により、水溶

液中で一定の安定なコンフォメーションをとっていることが示され、現在立体

構造の解明に向けて解析を継続中である（佐々木，2001）。

動物の受容体型チロシンキナーゼに対するリガンドの中には、システイン残

基に富む構造のものが少なくか－。これらシステイン残基は分子内あるいは分

子間でS－S構造を形成することで、活性型のリガンドの構造の安定化に寄与し

ているものと考えられる。例えば、細胞増殖因子を例にとってみると、EGF

（epiderrnalgrowthfactor）は分子内の3つのS－S結合で安定化された単量体と

して存在し、機能している。一方、TGF－β（transforminggrowthfactorβ）やPDGF

（platelet－derivedgrowthfactor）は、分子内に加え分子間で特定のS－S結合を形

成した2量体として存在し、機能することが知られている（McDonald and

Hendrickson，1993）。

最近、KachrooらはB．0）eTaCeaの花粉表層蛋白質を非還元条件下でSDS－PAGE

により分離した後、ウエスタンプロット解析に供し、抗SCR抗体と反応するバ

ンドの泳動位置を根拠にSCR／SPllが2量体である可能性を指摘した（Kachrooet

。1．，2001）。しかし、筆者が本章において示してきた花粉表層蛋白質から58－SPll

特異抗体を用いた免疫沈降実験及び、合成蛋白質や発現蛋白質を用いたバイオ

アツセイから、58－SPllが酸化型の単量体として存在し、この構造を有するも

のが花粉側因子の活性本体であることを明確に示唆するものであった。

筆者らは、花粉管侵入・伸長を指標とした新たなバイオアツセイ系を構築し、

単量体の酸化型SP11が、花粉側∫因子としての生物活性を有することを証明

した。このバイオアツセイ系においては、柱頭を予めSP11蛋白質で処理して

おくが、この段階では、処理したSPllの大部分が乳頭細胞表層に沈着してお

り、乳頭細胞壁内には侵入していっていない様子が、抗SP11特異的抗体を用

いた免疫電顕により、観察されている（datanot shown）。花粉受粉時には受粉

花粉直下の乳頭細胞表面の構造が大きく変化し、それと合わせて乳頭細胞壁内

へ蛋白質が侵入する様子が観察されているが（Elleman，1996）、本バイオアッセ



イ系においても、和合花粉を受粉させた段階で、受粉部位表層に沈着していた

SPllが乳頭細胞壁内へ侵入して行き不和合性反応を誘起しているものと考えら

れる。従って、厳密な意味で不和合性反応を誘起させるのに必要な　SPll量を

本バイオアッセイ系から推察することは不可能と思われるが、柱頭に処理した

SPll量と不和合受粉率の間には明確な相関が認められたことから、本方法は今

後SPllの構造活性相関研究など定量的な実験にも有効であると思われる。
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第3章

自家不和合性における自他識別機構の解明
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3－1　序

本研究のこれまでの解析により、SPllが花粉表層に局在し、花粉の∫表現型

を決定する花粉側∫因子として機能していることが明らかとなった。同じく　∫

遺伝子座上にコードされる受容体型キナーゼSRKが、柱頭細胞膜上に局在し、

柱頭のS表現型を決定する柱頭側S因子として機能していること（Takasakietal．，

2（X氾）と考え合わせると、SPllと　SRKがリガンドとレセプターの関係にある

ことは、容易に推測できた。しかし、この推測を裏付ける実験的証拠は全く得

られておらず、また両者の関係が予測通りだとしても、SPllと　SRKがそれぞ

れ単独でリガンドあるいはレセプターを構成しているのかという点については、

何の知見も得られていなかった。さらに、∫遺伝子座上に一部の例外を除いて、

普遍的に見出されるされるもう一つの因子SLGは、柱頭の∫表現型の決定には

関与しないものの自家不和合性の認識反応を補強する柱頭側因子として機能し

ていることが示唆されたが（Takasakiet al．，2（X氾）、その役割の実体については

全く未解明であった。

そこで本章では、第2章において作製したSPllを用いて生化学的な解析を

行い、SPllとSRK及びSLGとの関係を明かにし、花粉の自他認別機構を解明

することを目指した。
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3－2　材料及び方法

BIAcoreを用いた相互作用解析

SPllおよびSLRl－BP蛋白質の調製

∫8－SPllおよび∫9－SPllは第2章で調製し、生物活性を確認した酸化型（8－1

および9－1）を使用した。相互作用解析のコントロールとしては、BIAcoreによ

ってSLRlとの相互作用が示されたSLRl－BPl（Takayamaetal．，2000b）を、大

腸菌発現系を用いて作製して用いた。成熟SLRl－BPl蛋白質のN末端に相当す

るグルタミン以降のアミノ酸配列をGSTとの融合蛋白質としてさせるために、

SLRl－BPlのcDNAクローンをテンプレートとして制限酵素サイトを付加した

primer（Forward　5，－GGArCCCAAAAAGGAGGACCAGTCCG－3’；Reverse　5’－

GCTCGAGTTCAACAATGjmATCGCATC－3，）を用いて、成熟蛋白質コード領

域をPCR法により再増幅し、PGEMtoeasyvector（Promega）にmクローニン

グした。次に、制限酵素BamHIとXhoI（TaKaRa）により切りだし、発現vector

であるpGEX－6P－3（AmershamPharmacia）の同制限酵素サイトに導入した。発

現誘導と精製は1章：∫，一SPll発現蛋白質の作製（P26）と同様の方法で行った。

SLGおよびSLRl蛋白質の調製

BIAcoreセンサーチップに固定するSLG8、SLG，、SLRl蛋白質は、B．npaO）

S8、S，系統の柱頭より、高山らの方法を用いて精製した（Takayamaetal．，1987）。

SRK，SD－GSTおよびSLRl－GST融合蛋白質の作製

SRK，の細胞外ドメイン（1～428a．a．）のコード領域を、SRK，のcDNAをテ

ンプレートにMeIとBamHI制限酵素サイトを付加したprimer（fbrward5，－

CATATGATGSSSGGTGTACG－3，，reVerSe5，－GGATCCAACGACATCAGCA－3，）に

よってPCR増幅後、mCloningkit（Invitrogen）を用いてpCR2．1－TOPOvector

にクローニングを行い、塩基配列を確認した。次に、相克Ⅰと　βα椚HI制限酵素

によってSRK，－SDを切り出し、PESP－3（Stratagene）の同制限酵素サイトに導入

し、SRK，－SDのC末端にGSTが融合するSRK，－SD－GSTを構築した。更に、

SRK，－SD－GSTをMeIとSmaI制限酵素により切りだし、Bluntingkit（TaKaRa）

を用いて平滑末端化させ、一度pBluscriptIISK－（pBS，TOYOBO）のSmaI制限

酵素サイトへサブクローニングした。最後に、pBSのマルチクローニング制限
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酵素gcoRIとズあ〟Ⅰを利用して∫尺ち一片D－G∫rを切り出し、カイコ発現用のベク

ターであるpBK283（日本農産工業）の同制限酵素サイトへ導入した。

SLRl－GSTは、まずSLRlをこのcDNAクローンよりKbnI、BamHI制限酵素

サイトを付加したprimer（forward5，－GGTACCATGGATATCTGCAGAATTC－3，，

reverse5，－GGATCCCGAGGGGACAAGACm－3，）によりPCR増幅を行い、PCR

2．1－TOPO vectorにTAクローニングし、塩基配列を確認した。次に、SRK。－SD－

G∫rが導入されたpBSベクターから、勒〃Ⅰとβα椚HI制限酵素処理によって

∫尺ち一見Dを切り出し、代わりに乱尺Jを導入した。最後に、pBSベクターに構

築された且リU－G∫rを卑〃ⅠとgcoRI制限酵素によって切り出し、pBK283ベク

ターの同制限酵素サイトに導入した。

これらの発現用プラスミドは、Miniprepspinkit（Qiagen）により精製し、組

み換えバキュロウイルスの作製に使用した。なお、組み換えバキュロウイルス

の作製は、日本農産工業に依託した。得られた組み換えウイルス感染液（感染

力価1×106～1×107phl／血）10／バ～20〃1をカイコ（鮎∽桓∽Orf）の5令幼虫

に皮下注射し、25℃～27℃で3～4　日間飼育を行なった後、カイコ体液を回収

した。体液中のGST融合蛋白質はGlutathione Sepharose4Bを用いて精製し、

anti－GSTlrabbit－IgG（UPST〟rE）抗体を用いたウエスタンプロット解析に伏し

て、同抗体によって検出される蛋白質の分子サイズが目的の発現蛋白質から予

想されるものと一致することを確認した。

BIAcore測定条件

BIAcore2∝X）（BIAcore）装置により、HBS－EPbufftr（10mMHepeS，150mMNaCl，

3mMEDTA，0．005％surfactantP20，pH7．4，AmershamPharmacia）を移動相として

測定を行い、BIAevaluation3．1により相互作用を解析した。

上記調製蛋白質類のうち、SLG8、SLG，及びSLRlについては、CM5センサ

ーチップ（BIAcore）上にアミンカップリングキット（BIAcore）を用いて3つ

のflowce11にそれぞれ直接10（犯～1500RU固定化した。なお、残りの1つのflow

ce11は蛋白質非存在下でアミンカップリング反応のみを行い、ブランクとして

用いた。また、SRK9－SD－GST、SLRトGSTについては、CM5センサーチップ上

にGSTKitforfusioncapture（BIAcore）を用いて、まずGST抗体を固定化し、

その後目的のGST融合蛋白質を固定量が1000RU上昇分になるよう結合させ

た。また、残りのflow cellには、キット内のGST（Schistosomajaponicum）を
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同様に固定しブランクとして用いた。

相互作用は、流速20／ノ〃min、25℃下において測定した。被検試料との相互作

用を測定した後は、2MNaClを含むHBSbufftrを流すことでセンサーチップを

再生させた。

125Ⅰ標識SPllを用いた相互作用解析

柱頭ミクロソーム膜画分の調製

且r岬〟∫い∫9系統の開花当日の花より柱頭を摘出し、使用時まで－80℃に保存

した。以下の操作はすべて氷上で行い、使用するbu晩r類も予め冷却したもの

を使用した。柱頭を、homogenizationbufftr（50mMTris－HCl，PH7．5，250mM

SuCrOSe，10mMDTT：proteaseinhibitorcocktail；Roche）中で乳鉢・乳棒によって

破砕した。破砕液を遠心分離（8，∝X）×g，15min，4℃）し、その上清を更に超遠

心分離（120，∝X）×g，60min，4℃）に供することで可溶性画分とミクロソーム膜

画分とに分画した。ミクロソーム膜画分は、homogenizationbufftrに再懸濁・再

度超遠心することで洗浄した。得られたミクロソーム膜画分は、SuSPenSionbufftr

（10mMTris－HCl，PH7．5，250mMsucrose，20％glycerol，0．1％BSA）に懸濁し、

－80℃で保存した。ミクロソーム膜画分中の蛋白濃度は、BCAkit（Pierce）によ

り求めた。

柱頭細胞膜画分の調製

上記柱頭ミクロソーム膜画分をpolyethyleneglycol（PEG）とdextranを用い

た水相二層分配法（Larssonetal．，1987）によって、Plasmamembranerichfraction

まで精製し、これを柱頭細胞膜画分として使用した。

125Ⅰ－∫8－SPllの調製

S8－SPl12nmolを、Iodo－genpre－COatedtube（Pierce）を用いて10mCiの125Ⅰ（105

mCi／ml，Amersham Pharmacia）により放射性標識した。標識後、Auto－gamma

COBRAIITM（Packard）により計測された．25I－S8－SPllの比活性は、6．1TBq／mmol

であった。

ヨウ素化SP11が、生物活性を保持しているかを検定するために、非放射性

NaIを用いて上と同じ操作により調製したI－S8－SPllをODSカラム（218TP54，¢

4．6×250mm，Vydac）を用いて分離・精製した。精製した蛋白質は、MALDI－

78

■



TOF－MSによる分子量測定により、蛋白質にヨウ素が一つ付加されていること

を確認し、二章のバイオアッセイ法を用いて生物活性を確認した。

125ト∫8－SPllを用いた結合実験

柱頭ミクロソーム膜画分100FLg（蛋白質）を100／ulの10mMHEPES－KOH，PH

7．4，0．1Msucrose，5mMMgCl，，0．1％BSA，Proteaseinhibitorcocktail（Roche）に再

懸濁し、氷上で30分間プレインキュベー卜した。次に、125Ⅰ－∫8－SPllを終濃度

が40nMからの2／3希釈系列（0．69nM～40nM）となるように添加し、氷上で

90分間平衡化させた。その後、遠心分離（14，000rpm，20min，4℃）により膜画

分を分離し、bu晩rで洗浄した後に、結合している】乃ト∫8－SPllの放射活性を

Auto－gammaCOBRAIITMにより測定した。また、）25I－S8－SPllを添加する際に非

標識の∫8－SPllを同時に100倍量添加した際に膜画分に回収される放射活性を、

非特異的な結合量とした。

SPll結合柱頭膜蛋白質の解析

化学架橋実験

柱頭ミクロソーム膜画分100〃gにⅠ乃Ⅰ－∫8－SPllを10nM添加して結合反応を、

上記と同様に行った。ただし、使用したbufftrはBSAを除いたものを使用した。

結合反応後、終濃度が1mMとなるようにの化学架橋剤bis［sulphosuccinimidyl］

suberate（BS3，Pierce）を添加し、室温で30分間反応させて蛋白質間の架橋行っ

た。その後、遠心分離（14，000rpm，20min，4℃）により得られた膜画分をSDS

samplebufftr中95℃、5分間熱処理し、4～12％ポリアクリルアミドグラジュン

トゲル（TEFCO）を用いたSDSqPAGEに供した。泳動後のゲルは固定液（30％

MeOH，10％acetic acid）中で15分間振とう後、乾燥させ、BAS2000（Fuji）を

用いて解析した。

抗SRK抗体および抗SLG抗体の作製

今回、SRK及びSLGに対する抗体は以下の3種類を使用した。

1．SLG8に対するモノクローナル抗体。

2．SRK8のC末端ペプチド（DDESWTVNKYTCSVIDAR）に村するポリクロ

ーナル抗体。

3．SRK8－Sdomain（SRK8－SD）の大腸菌発現蛋白質に対するポリクローナル抗
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体。

1番目のSLG8モノクローナル抗体は、柱頭より精製したSLG8をマウスに免

疫して作製されたもので、柱頭のSLG8をリジルエンドペプチダーゼ処理して

得られるN末端から45残基までのペプチド断片を特異的に染色することが示

されている（松木，1992；Shibaetal．，2000）。

2番目のSRK8ペプチド抗体は、SRK8のC末端のアミノ酸配列を基に設計し

た合成ペプチド（Ac－DDESWTVNKYTCSVIDAR－COOH）をシステイン残基を

介してKLH　とコンジュゲートさせたものをウサギに免疫して作製した。得ら

れた抗血清から硫安沈澱によりIgG画分を回収しした後に、同合成ペプチドを

SulfoLinkKit（Pierce）を固定化したカラムに供することで、特異的抗体を精製

した。

3番目のSRK8－SD抗体は、SRK8－Sdomainの大腸菌発現蛋白質をウサギに免

疫して作製した。まず、SRK8－SD（30～435アミノ酸残基）のコード領域をprimer

（fbrward：5，－GGATCCArCGAAGGTCGTÅrCl込TATCAACACTTTGTCC－3，、

reverse5’－GGTACCTCAAACAAGArCAGCGGCAGCCA－3，）を用いてSRK8の

cDNAクローンを鋳型にPCR法により増幅後、直接pcR T7爪rIITOPO vector

（Invitrogen）に導入した。この発現vectorは、目的蛋白質のN末端に6xHisタ

グが付加されるように設計されている。これを用いて大腸菌BL21［DE3］pLysS

（Invitrogen）を形質転換し、1章‥SPll発現蛋白質の作製（p，26）と同じ条件

で目的蛋白質を発現させた。発現蛋白質は、B－PER（Pierce）では可溶化されな

かった不溶性画分を、6Mguanidine－HCl，50mMsodiumphosphate，0．3MNaCl，5

mM　β－merCaPtOethanol，1mMPMSFilFLg／mlpepstatinA，2　FLMleupeptin，PH7．4

中で超音波処理することにより抽出した。遠心分離（9000rpm，15min，4℃）に

より得られた上清をTAILONCellThrubeads（Clontech）キレートカラムに供し、

目的のSRK8－SDを150mMイミダゾールを含む6Mguanidine－HCl，PH7．4，50mM

SOdiumphosphate，0．3MNaCl，5mMβ－merCaPtOethanolにより溶出した。回収さ

れたSRK8－SDは、透析カセット（Slide－A－Lyzer，Pierce）を用いて、8Murea，50mM

Tris－HCl，1mMDTT，1mMEDTA溶液中で緩衝液置換してから直接ウサギに免

疫した。得られた抗体は、硫安沈殿法によりIgG画分を回収後、同融合蛋白質

を固定化したHi－TrapNHS－aCtivated column（AmershamPharmacia）によりアフ

ィニティー精製した。
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免疫沈降法

上記化学架橋実験（p．79）と同じ方法で架橋した膜画分（1mg蛋白質）を、

1％SDSを含む50mMTris－HCIpH7．5，150mMNaClを100／ul添加して膜蛋白

質を可溶化した。この溶液に20mMTris－HCl，PH7．5，150mMNaCl，0．5％Triton

X－100，1％Nadeoxycholateを900FLl加えた後に遠心分離（14，000rpm，20min，

4℃）し、得られた上清を免疫沈降実験に供した。また、架檎膜画分（1mg蛋

白質）をSDS溶液の代わりに1％Triton X－100を含むBindingbufftr（10mM

HEPES－KOH，PH7．4，0．1M sucrose，5mM MgC12，Proteaseinhibitor cocktail、

Roche）100FLlで抽出した場合には、抽出液を10倍量のBinding bufftrで希釈

後、遠心分離によって得られた上清を免疫沈降実験に供した。得られた膜蛋白

質抽出液を免疫沈降実験に供する前に、まずrprotein ASepharose FFあるいは

ProteinGSepharoseFF（AmershamPharmacia）を10FLl添加し、4℃で1時間転

倒混和することで、これらの樹脂と非特異的に結合する膜蛋白質を除去した。

その後、各種抗SRK／SLG抗体を2章：免疫沈降法によるSPll蛋白質の精製（p．

55）と同じ方法で予め架橋したProteinA（orG）sepharoseを10FLl添加し、4℃

で2時間転倒混和した。遠心分離により回収した樹脂を直接SDS－PAGEに供し、

泳動後のゲルを固定・乾燥後、BAS2（X旧により解析した。

SRK自己リン酸化の解析

柱頭細胞膜画分（2FLg蛋白質）をreactionbufftr（20mMHepes－KOH，PH7．4，100

mMNaCl，0．1％NonidetP－40，10％glycerol，5mMMgC12，5mMMnC12，1mMDTT，

Proteaseinhibitorcocktail）に懸濁し、10nMSPll存在下、非存在下において90

分間氷上で反応させた。反応後、遠心分離（14，000rpm，20min，4℃）により細

胞膜画分を回収し、0．5％Nonidet P－40により膜蛋白質を可溶化した。その後、

SRK8のC末端ペプチド抗体により、免疫沈降を行った。沈降後のSepharosebeads

はreactionbufftrで洗浄後、0．33FJCi／FLlの［γ－32p］ATP（Amersham Pharmacia）

を含むphosphorylationbufftr（10mMNaF，0．1mMNa，VO．，5FLMmicrocystinLR，1

FJMokadicacidinreactionbuffbr）に懸濁させ、氷上で5分間反応させた。その

後、20mMEDTAを含むphosphorylationbufftrで1回、500mMNaClを含む50mM

Tris－HCl，PH7．4で3回洗浄し、遊離の［γ－32p］ArPを除去した。32p標識されたSRK

を、SDS－PAGEにより分離後、BAS2000により解析した。
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動物細胞を用いたSRKおよびSLGの一過性発現

SRK8発現ベクターを構築するために、SRK8のcDNAクローンをテンプレー

トに、開始コドン3塩基上流から終止コドンの直前までの領域を、Primer（forward：

5，－GAAATGGAAGGTGTACGATACATC－3’，　　　　　　reVerSe：　　　　　　5’－

CCGGGCATCGATGACTGA－3，）を用いてPCR法により再増幅した。なお、発

現効率を上げる為に、kozakのルールに沿うようにforwardprimerに変異を導入

した。PCR増幅断片は、直接発現ベクターであるpEF6N5－HisTOPO（Invitrogen）

へクローニングした。このベクターでは、目的蛋白質のC末端に6×Hisが付

加される。SLG8の発現ベクターは、PSG－5（Invitrogen）のEcoRIとBamHIサ

イトにcDNAを導入して構築した。構築した発現ベクターは、Miniprepspinkit

（Qiagen）を用いて精製してから、LipoftctAmine2000（Gibco）を用いてCOS－

7細胞へ導入した。形質転換COS－7細胞は、培養液［D－MEM，10％fttalbovine

serum（Gibco），50iLg／mlstreptomycin（Gibco），50units／mlpenicillin（Gibco）】

中、37℃、5％CO，条件下で約48時間培養した。この細胞を、20mMTris－HCl，PH

7．4，250mM sucrose，10mMMgCl，，1mMEDTA，lmM DTT：Proteaseinhibitor

cocktail中で超音波破砕し、超遠心（120，（X旧×g，60min，4℃）により細胞ミク

ロソーム膜画分を回収して実験に使用した。

柱頭SPll受容体複合体の精製

N末端をビオチン化したS8－SPll（Biotin－S8－SPll）を化学合成し（ペプチド

研究所）、これを用いて柱頭抽出物よりSPll受容体複合体を精製した。β．用pα∫8、

S，系統の柱頭を、10nMBiotin－S8－SPllを含む50mMHepes－KOH，PH7・4，10mM

NaF，10mMβ－glycerophosphate，10mM MgCl，，2mM MnC12，100mM NaCl，

0．005％Triton X＿100溶液中で乳鉢乳棒によって破砕した。破砕液は、遠心分離

（120，000×g，60min，4℃）により、可溶性画分とミクロソーム膜画分に分離し

た。その後、可溶性画分と1％TritonX－100により可溶化したミクロソーム膜画

分に、StreptavidinSepharose（AmershamPharmacia）を加えて、1時間、4℃で転

倒混和し、Streptavidin Sepharoseと共に共沈する蛋白質を回収した。回収され

た蛋白質は、SDS－PAGE後、銀染色、もしくはウエスタンプロット法により解

析した。
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3－3　結果

BIAcoreを用いた相互作用解析

SPllがSLGあるいはSRKの細胞外領域（S－domain）と直接相互作用するか

どうかを、BIAcore（表面プラズモン共鳴センサー）を用いて解析した。

まず、センサーチップ上に、柱頭より精製したSLG8、SLG，をアミンカップ

リング法により固定した。また、SLGと相同な柱頭蛋白質で花粉と柱頭の接着

に関与することが示唆されているSLRl（Luuetal．，1997）も柱頭より精製し、

コントロールとして同様に固定した。このセンサーチップ上に、第2章におい

て調製した酸化型∫8－SPllおよび∫9－SPll、さらにSLRlとの相互作用を指標に

花粉より単離されてきたSLRl－BPl（図1－4参照；浅野，1999；Takayamaetal．，

200Ob）の発現蛋白質を注入し、相互作用を解析した。その結果、この系のコ

ントロールとして用いたSLRl－BPlはSLRlに対し特異的に強い結合活性を示

したが、S8－SPllおよびS，－SPllは、いずれのSLGに対しても解析を行った100nM

までの濃度域において、全く結合活性を示さなかった（図3－1A）。

次に、SRK，のS－domainをGST（glutathioneS－tranSftrase）との融合蛋白質と

してカイコ幼虫に発現させ（SRK，－SD－GST）、GSTを介してセンサーチップに

固定した。コントロールとしてSLRlのGST融合蛋白質（SLRl－GST）も同様

に発現させ、同じセンサーチップ上に固定した。その結果、このSLRl－GSTに

対し、SLRl－BPlは結合活性を示した。このことは、カイコによる発現系がSLG

様の構造を持つSLRlの発現に有効であることを示している。しかし、SRK9－

SD－GSTに対しては、S8、S，－SP11は全く結合活性を示さなかった（図3－1B）。

以上の結果は、SPllが単独のSLGやSRK－SDに対しては結合しないことを

示唆するものであった。しかし、固定化蛋白質がアミンカップリングの際に失

活してしまった可能性や、異種細胞で発現させたSRK－SDに関しては、翻訳後

修飾等の違いにより結合活性を示さなかった可能性も残された。さらに最近、

ロイシンリッチリピート型の細胞外領域を有する2つの植物受容体型キナーゼ、

CLAVATAl（CLVl）およびFLS2において、活性型のキナーゼ領域の存在が、

リガンド分子1cLV3およびflagellinpeptide（flg22）iとの結合にも必須である

ことが相次いで報告された（Trotochaudetal．，2000；Gomez－Gomezetal．，2001）。

SRKとSPllとの結合にはSRKの活性型のキナーゼ領域の存在が必須なのかも
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図3－1　BIAcoreを用いた相互作用解析

（A）：SLG8、SLG9、SLRlを固定化したセンサーチップに、300秒間S8－SPll、S9－

Pll及びSLRl－BPlを注入した時のセンサーグラムを示した。なお、蛋白質を固
定していないnowceuのセンサーグラムをバックグラウンドとして差し引いて
示した。
岬）：SRK，rSDぷST、SLRl－GST融合蛋白質を抗GST抗体を介して固定化したセ

ンサーチップにAと同じ試料を注入したときのセンサーグラムを示した。バッ
クグラウンドとしてGST蛋白質を国定したflowce11のセンサーグラムを差し引い
て示した。
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125Ⅰ標識SPllを用いた相互作用解析

次に、SPllを放射性標識し、柱頭のミクロソーム膜画分に対する結合活性を

解析することにした。∫8－SPllは、28残基目にテロシンを有することから、こ

の残基をIodogenを触媒として】25Ⅰで標識した。なお、同方法でヨウ素標識し

た∫8－SPll（ト∫8－SPll）が、非標識の∫8－SPllと同程度の生物活性を有すること

を第2章のバイオアッセイ系を用いて確認した（Takayamaetal．，2001）。

S8およびS，系統の柱頭より調製したミクロソーム膜画分に約0・7nM～40nM

の放射性標識∫8－SPll（】25Ⅰ－∫8－SPll）を添加し、一定時間平衡化させた後に、遠

心分離により膜結合型（Bound）と遊離型（Free）125I－S8－SPllを分離した。なお、

この反応系に100倍量の非標識∫8－SPllを添加した場合の結合量を非特異的結

合量として、全体の結合量から差引くことで特異的結合量を算出した。その結

果、125ト∫8－SPllは∫8系統由来の柱頭ミクロソーム膜画分に特異的に結合するこ

とが明かとなった（図3－2A）。この結合の親和性を求めるためにスキヤチ

ャード解析を行ったところ、∫8系統の柱頭ミクロソーム膜画分には125ト∫8－SPll

に対して高親和性（Kd＝0．7nM，Bm孤＝180fmol）と低親和性（Kb＝250nM，Bm狼＝

3pmol）の2つの結合部位が存在することが示唆された（図3－2B）。両結合

部位は、どちらも∫8系統のミクロソーム膜画分に特異的に存在することから、

いずれもS遺伝子座にコードされる分子（SRKあるいはSLG）によって構成さ

れていることが期待された。
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化学架橋法によるSPll結合蛋白質の解析

SPllの結合部位を構成する蛋白質を同定するため、柱頭ミクロソーム膜画分

に10nMの125I－S8－SPllを加え、結合させた後、化学架橋剤であるBS3を添加し

蛋白質間の架橋を行った。架橋後の膜画分をSDS－PAGEに供したところ、S8系

統の膜画分にのみ125Ⅰ－∫8－SPllと架橋された叫120Kと65Kのバンドが検出さ

れた（図3－3）。両バンドは、過剰量（100倍量）の非標識∫8－SPllの共存下

では検出されないことから、∫8－SPllとの特異的な結合により標識された分子

であることが示唆された。更に、架橋前に添加する125Ⅰ－∫8－SPllの濃度を10nM

から0．1nMの低濃度域まで段階的に下げたところ、両バンドのシグナル強度が

協調的に減少することが示され、両バンドに相応する2つの蛋白質は、共に∫8－
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図3－2125Ⅰ－ぶ＄－SPllの柱頭ミクロソーム膜画分への結合

（A）：∫8及びち系統由来の柱頭ミクロソーム膜画分に対する125Ⅰ－58－SP11の特異

的結合量。特異的結合量は、125ト∫8－SPllのみを添加した時の結合量から100倍

量の∫8－SPll存在下での結合量を差し引いて求めた。

（B）：125Ⅰ－58－SPllのぶ8柱頭ミクロソーム膜画分に対する特異的結合についての

Scatchard解析結果。
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58ざ8　　59ざ9

〟r（k）
212

132

94

67

43

30

ぶ8－SPll：　－　　＋　　－　＋

図3－3　化学架橋剤を用いた125Ⅰ－58－SPll結合柱頭膜蛋白質の検出

125Ⅰ－58－SPll（10nM）を58－SP11（l〃M）存在下（＋）、非存在下（－）で5s及

び59系統の柱頭ミクロソーム膜画分と結合反応させ、化学架橋剤（BS3）を用

いて架橋させた。その後、還元条件下でSDS－PAGEに供し125Ⅰ－58－SPllと架橋さ

れた蛋白質をオートラジオグラフイ一により検出した。
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SPllに対するLJつの高親和性結合部位（Kd＝0．7nM）の形成に関与しているfり▲

能性が示唆された（図3－4）。

免疫沈降法によるSPll結合蛋白質の同定

125Ⅰ－∫8－SPllと結合し、化学架橋剤によって架橋された叫115Kと60Kの蛋白

質分子は、結合のS遺伝子特異性と、各々の分子量から、SRK8とSLG8である

ことが推定された。そこで、SRK8とSLG8に対する抗体を用いて、これら分子

の同定を試みた。まず、125Ⅰ－∫8－SPllと化学的に架橋した後の∫8系統の柱頭ミク

ロソーム膜画分をSDSにより可溶化し、SRK8のC末端部位に対するペプチド

抗体を用いて免疫沈降を行ったところ、120Kのバンドのみが回収され、この

バンドが125Ⅰ－∫8－SPllに結合したSRK8であることが示唆された（図3－5A）。

続いて、同じ可溶化膜画分をSRK8－SDに村するポリクローナル抗体とSLG8に

対するモノクローナル抗体を用いて免疫沈降を行ったところ、いずれの抗体を

用いた場合においても2つのバンドが共に沈降してくることが示された（図3

－5A）。ただし、抗SLG8モノクローナル抗体は、120Kのバンドに比較して65K

のバンドをより選択的に沈降することが示された。SRK8－SDとSLG8は84％の

相同性を示し、抗SRK8－SDポリクローナル抗体がSRK8およびSLG8の両者を

認識すること、抗SLG8モノクローナル抗体も両者を認識するもののSLG8に対

してより強い選択性を示すことを考慮すると（data not shown）、これらの免疫

沈降結果は65Kのバンドが125ト∫8－SPllと結合したSLG8であることを強く示唆

するものであった。

次に、架橋後の膜画分をSDSの代わりに変性作用の弱い非イオン性の界面活

性剤（1％TritonXl00）で可溶化させ、同様の免疫沈降を行った。その結果、抗

SRK8－SDポリクローナル抗体を用いた場合と同様に、SRK8のC末端部位に対

するペプチド抗体を用いた場合にも、120K（SRK8）のバンドと共に65K（SLG8）

のバンドが沈降してくることが示された（図3－5B）。この結果は、少なくと

もS8－SPllが結合した状態では、SRK8とSLG8が複合体を形成していることを

示唆するものであった。

ミクロソーム膜画分を用いた上記実験において、可溶性蛋白質であるSLGが

検出されたことから、膜画分に混入しているSLG8と125I－S8－SPllが架橋された

可能性が考えられた。しかし、ミクロソーム膜画分を徹底的に洗浄し

た後に、上記架橋実験を繰り返しても120Kと65Kのバンドパターンに変化は
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125トざ8－SPll（nM）

肋（k）
120

65

10　　　2．5　　　0．5　　　0．1

図3－4　5＄－SPll高親和性結合サイトにおける125Ⅰ－58－SPllの濃度効果

範系統柱頭ミクロソーム画分に対して0・ト10nMの125Ⅰ一58－SPllを結合させた

後、化学架橋剤により架橋された蛋白質を図3－3と同じ方法で解析した。
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65

図3－5125Ⅰ－g8－SPll結合蛋白質の免疫沈降解析

（A）：125Ⅰ一58－SP11と架橋されたS8系統由来、柱頭ミクロソーム膜蛋白質を1％

SDSにより可溶化し、前血清のIgG画分（Control），SRK8のC末端部位に対す

るペプチド抗体（Anti－SRK－C），抗SRK8－SDポリクローナル抗体（Anti－SRK－

SD），抗SLG8モノクローナル抗体（Anti－SLG）で免疫沈降し、SDS－PAGEに

より分離後、オートラジオグラフイ一により検出した。

（B）：Aと同じ実験を1％T血onX－100を可溶化剤として用いて行った。
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認められなかった（data not shown）。また、逆に125I－S8－SPllとミクロソーム膜

画分との架橋時に、大量の可溶性SLG8を涼加しておいても、これらのバンド

パターンが変化しないことが示された（図3－6）。これらの結果は、SPllが

可溶性のSLGとは相互作用しないというBIAcoreで得られた解析結果を再確認

すると共に、本架橋実験で検出されたSLGが、SRK　と予め複合体を形成する

など、何らかの形で膜に局在する膜結合型のSLGであることを示唆した。

柱頭ミクロソーム膜画分中のSPll受容体複合体の単離と解析

SPllに対する受容体複合体の構造をより詳細に解析するため、ビオチンをN

末端に付加したS8－SPll（biotin－S8－SPll）を化学的に合成し、それを用いて柱頭

ミクロソーム膜画分中の受容体複合体をアフィニティー精製することを試みた。

なお、使用したbiotin－S8－SPllについては、125I－S8－SP11の柱頭ミクロソーム膜画

分への結合を競合阻害すること、すなわち∫8－SPll同様に受容体複合体への結

合活性を保持していることを確認した（datanot shown）。まず、S8およびS，系

統の柱頭の破砕物にbiotin－S8－SPllを添加し一定時間平衡化させた後、可溶性画

分と膜画分に分離した。可溶性画分についてはそのまま、また膜画分について

は非イオン性の界面活性剤（1％TritonX－100）で可溶化した後に、biotin－S8－SPll

と結合した分子をStreptavidinSepharoseにより回収した。

回収された∫8－SPll結合性蛋白質を、抗SLG8モノクローナル抗体を用いたウ

エスタンプロット解析に供したところ、可溶性画分からは全くバンドは検出さ

れなかった（図3－7）。この結果は、柱頭可溶性画分に大量に含まれる可溶

性SLG8が∫8－SPllとは相互作用しないことを再度確認するものであった。

一方、膜画分からは、S8系統特異的にMrlO5Kと60Kの位置にSRK8とSLG8

と推定されるバンドが検出され、このアフニティー精製により受容体複合体が

精製されてくることが示された。しかし、この方法により膜画分から回収され

たSLG8と推定される分子の分子量（60K）は、可溶性のSLG8の分子量（55K）

より明らかに大きく、膜画分中のSLG8が何らかの翻訳後修飾を受けている可

能性が示唆された。

動物培養細胞を用いたSPll受容体の再構築の試み

柱頭のミクロソーム膜画分に含まれる受容体複合体の量はごく微量であり
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SLG8：　　－　　＋　＋

ぶ8－SPll＝　　　　－　　＋

〟r（k）120

65

図3－6　化学架橋実験における可溶性SLG8添加の効果

125Ⅰ－S8－SPll（10nM）と同時に、過剰量可溶性SLG8（100nM）あるいは

58－SPll（1／∠M）を58系統柱頭ミクロソーム膜画分に添加し、図3－3と
同様の方法により架橋された蛋白質を検出した。
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75

50 ■■

図3－7　Biotin－58－SPllを用いたぎ8－SPll受容体複合体の精製

ざ8及びち系統の柱頭可溶性画分（Sol・）とミクロソーム膜画分（Mem・）中

のBiotin－S8－SPll結合蛋白質をStreptavidinSepharoseにより回収し、還元条

件下でSDS－PAGEにより分離後、抗SLG8モノクローナル抗体を用いたウエ

スタンプロット解析に供した。なお、柱頭より精製した可溶性SLG8（0．1

pmol）を同時に泳動した（右レーン）。
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弓

（Bn，aX＝180fmol／mg protein）、上記精製法により得られる受容体複合体を用い

てさらなる解析を進めることは困難であると予想された。そこで、SRK及びSLG

を動物細胞のCOS－7に一過性に発現させ、活性型のSPll受容体複合体が再構

築されるかどうかを試してみた。まず、（SV40のoriを有する）発現ベクター

に∫尺垢あるいは乱G8を組み込んだものを作製し、COS－7に導入した。細胞ミ

クロソーム膜画分のウエスタンプロット解析により、封i屯を導入した細胞では

SRK8の発現が、5署垢と乱Gβを同時に導入した細胞では両者の共発現が蛋白質

レベルで確認された（図3－8）。しかし、これらの細胞のミクロソーム膜画

分を使って125ト∫8－SPllとの相互作用を調べたが、いずれの膜画分も結合活性を

示さず（datanotshown）、また架橋実験においても発現したSRK8あるいはSLG8

とⅠがト∫8－SPllが架橋されることはなかった（図3－9）。この結果は、柱頭の

ミクロソーム膜画分中に存在する　SLG／SRK受容体複合体の構造と、COS－7細

胞膜上に発現したSLG／SRKの構造が異なることを示唆しており、活性型の受

容体複合体の再構成には、乳頭細胞に存在する未知の因子の必要性や、あるい

は動物細胞とは異なる植物細胞固有の翻訳後修飾の必要性が強く示唆された。

SPllによるSRK活性化の解析

これまでに花粉表層に存在する　SPllが柱頭のミクロソーム膜画分中の

SLG／SRK複合体と∫遺伝子特異的に強く結合することを見出してきたが、この

結合は、SRKのキナーゼを活性化することで、乳頭細胞内に不和合性シグナル

を伝達しているものと予想された。この点を実験的に証明するために、∫8系統

の柱頭ミクロソーム膜画分から細胞膜画分を精製し、SPllを添加することによ

ってSRK8の自己リン酸化活性が上昇するかどうかを検討した。その結果、10nM

の∫8－SPllを添加するとSRK8の自己リン酸化レベルが有意に上昇することが示

された（図3－10）。このSRK8の自己リン酸化レベルの上昇は、S，－SPllの

添加によっては認められなかったことから、同じ∫遺伝子型のSPllによる　∫

遺伝子特異的な活性化であることが示された。
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図3－8　COS－7細胞におけるSRK8及びSLG8の発現

sRK8及びSLG8を一過的に発現させたCOS－7細胞のミクロソーム膜画分（10

FLg）を還元条件下でSDS－PAGEにより分離後、抗SLG8モノクローナル抗体
を用いたウエスタンプロット解析に供した。Controlは、形質転換を行ってい
ないCOS－7細胞のミクロソーム膜画分。
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財r（k）
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65　彿

58－SPll　－　＋　一　＋　－　＋　－　＋

図3－9　COS－7細胞発現SRK〟SLGgの125Ⅰ－58－SPll結合活性

SRK8及びSRK8とSLG8とを共発現させたCOST7細胞のミクロソーム膜

画分（図3－8参照）に、125Ⅰ一戦－SPll（10nM）を添加し、量－SP11

（1／∠M）存在下（＋）又は非存在下（－）で結合反応を行い、BS3によ
り化学架橋後、図3－3と同じ方法で架橋された蛋白質を検出した。
範系統の柱頭ミクロソーム膜画分をポジティブコントロールとして用

いた（左側2レーン）。
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図3－10　SPll刺激によるSRK8の自己リン酸化解析

5s系統の柱頭細胞膜画分に10nMの58－SPllまたは59－SPllを反応させた

後、SRK8を免疫沈降により回収し、【γ－32p】ATPを添加して自己リン

酸化反応を行った。リン酸化SRK8は、SDS－PAGEにより分離後、オー

トラジオグラフイ一により検出した。
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3－4　考察

本章においては、第2章で作製した活性型のSPllを用いて、SPllの受容体

に関する様々な生化学的解析を展開した。まず、BIAcoreを用いた解析により、

SPllが柱頭可溶性画分から精製したSLG、あるいはカイコで発現させたSRK－

SDとは相互作用しないことを示した。一方、放射能標識したSPllを用いた結

合実験により、柱頭のミクロソーム膜画分中に∫遺伝子特異的な結合活性を示

す高親和性と低親和性の2種類のSPll受容体が存在することを明らかにした。

そして、架橋実験と免疫沈降実験により、高親和性のSPll受容体の結合中心

がミクロソーム膜画分中のSRKとSLGにより構成されていることを明らかに

した。また、biotin標識したSPllを用いて柱頭ミクロソーム膜画分中のSPll

受容複合体をアフィニティー精製し、その中にSRKとSLGが含まれることを

再確認すると共に、受容体複合体を構成するSLGが可溶性SLGより分子量が

大きいことから、何らかの翻訳後修飾を受けている可能性を指摘した。さらに、

SPllを柱頭細胞膜画分に添加すると　SRKの自己リン酸化が誘導されることを

示し、SPllが単独でSRKのキナーゼ部位を活性化することを明らかにした。

以上の結果は、花粉表層に存在するSPllが単独で花粉の∫表現型を決定す

るリガンド分子として機能し、乳頭細胞膜上に存在する同じ∫遺伝子型の

SLG／SRK受容体複合体と結合してSRKの自己リン酸化を誘導することで、乳

頭細胞内に不和合性反応を誘起していることを強く示唆するものであった。し

かし、このSPllのSLG／SRKによる受容機構については、まだ不明確な点が複

数残されている。以下にそれらの点を指摘し、考察する。

筆者は、特定のS－S結合を持ち、生物活性を有するSPllを結合実験に用い

ることで、柱頭ミクロソーム膜画分に高親和性と低親和性の2種類のSPll受

容体の存在を明らかにすることが出来た。このうちの前者の結合活性はかなり

強力であり（屯＝0．7nM）、最近解離定数が測定された唯一の植物受容体型キナ

ーゼであるBRIlのbrassinolideに対する結合活性（Ki＝7．4～10．8nM）以上の

ものであった（Wang et al．，2001）。一方の低親和性の受容体については、これ

もS遺伝子特異性を示すことから、S遺伝子座にコードされるSRKあるいはSLG

を構成成分とすることが期待されるが、本研究では研究の焦点を高親和性受容

体に絞ったために、さらなる解析は行っていない。今後、高濃度SPll存在下
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での架橋実験や、精製した柱頭細胞膜画分を用いての結合実験などを行う必要

がある。

ところで、高親和性受容体の構成成分中にSRKとSLGの両者が含まれるこ

とを、筆者は架橋実験とそれに続く免疫沈降実験により明らかにした。用いた

化学的架橋法は、これまでに動物細胞等における受容体構成蛋白質の解析に広

く用いられ、IL－2受容体複合体やTGF－β受容体複合体の解明に貢献してきた

手法である（Coxetal．，1990；Yamashitaetal．，1994）。本研究で使用した化学架橋

剤BS3は、11Å以内に存在するアミノ基間を架橋することから、得られた架橋

実験の結果は、膜に結合した125Ⅰ－∫8－SPllが、SRK8およびSLG8のごく近傍に存

在していること、すなわちSRK8とSLG8が∫8－SPllに対する結合部位を形成し

ていることを明確に示すものであった。

さて、形質転換実験により∫尺ちsと共に乱G28を導入した植物体の雌ずいが、

∫尺ち8を単独で導入した植物体の雌ずいよりも∫28表現型の花粉に対してより強

い不和合性を示すことが報告されて以来（Takasakiet al．，2∝X））、SLGの不和合

性反応に対する“補強効果”の分子機構に関しては様々な議論が成されてきた

（Dickinson，2㈱）。受粉時に花粉表層より放出されたSPllは、乳頭細胞壁中

に大量に存在する可溶性のSLGとまず出会うものと予測される。そこで、SLG

がSPllを細胞膜上のSRKまで運搬するいわゆる“shuttle”として機能してい

る可能性や、あるいはSLGがSPllを捕捉した後にSRKと複合体を形成し、SRK

を活性化するいわゆる可溶性の“co－reCePtOr”として機能している可能性が指

摘されてきた（Goring，2（X旧）。しかし、本研究においては可溶性のSLGとSPll

の間には全く相互作用が認めらておらず、これらの可能性は低いものと考えら

れる。

一方、DixitらはSLJGの転写量が減少しているB．rapa＃異体（sdl）におい

て、ふ札打の転写レベルは正常にも拘わらず、抗体を用いたウエスタンプロット

解析からは蛋白質レベルでの存在が確認できないことを報告した（Dixit et al．，

2000）。また、彼らはふ札打および乱Gを導入したタバコの形質転換体の解析か

ら、SLG　を共発現させないと　SRKが高分子量の凝集体を形成することを見出

し、SLGがSRKの構造の安定化に寄与している可能性を指摘してた（Dixitetal．，

2000）。この安定化の分子機構については全く解析が成されていないが、本研
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究により示された様にSLGがSRKと受容体複合体を形成しているとすれば、

この受容体複合体の形成こそがSRKを安定化させる要因であると考えること

も出来よう。実際、ロイシンリッチリピート（LRR）型の細胞外領域を有する

植物の膜受容体型キナーゼCLAVATAl（CLVl）は、LRR領域と膜貫通領域の

みから成る膜蛋白質CLV2と共にCLV3に対する受容体複合体を構成している

ことが示唆されているが（Trotochaud et al．，2000）、CIv2変異体ではCLVlが高

分子量の凝集体を形成してしまい、Cルノ変異体と類似した表現型が現れること

が報告されている（KayesandClark，1998；Jeongetal．，1999）。

SLGがSRKの安定化に寄与しているとするということは、SRKとSLGはSPll

が結合する前から複合体を形成していることになる。実際、Girantonらは柱頭

のミクロソーム膜画分を1％TritonX－100により可溶化した後に、glutaraldehyde

により架橋し、ウエスタンプロット解析に供することで、SRKのhomo－dimer

およびSRK／SLGあるいはSRK／eSRKと推定されるhetero－dimerが柱頭膜に予め

存在することを指摘している（Girantonet al．，2000）。筆者は、125I－S8－SPllを添

加して架橋した膜画分を非イオン性の界面活性剤（1％TritonX－100）で可溶化

し、SRK8のC末端部分に対するペプチド抗体で免疫沈降するとSLG8も共沈し

てくることから、S8－SPll結合後のSRKおよびSLGが複合体を形成している可

能性を指摘してきた。しかし、SPll結合前から複合体を形成しているかどうか

については、まだ明確な実験的証拠は得られておらず、今後さらに追求してい

く必要がある。

さて、筆者の実験結果はSLGがSPllの受容に直接的に関与していることを

強く示唆するものであったが、これまでに解析されてきた多数の∫複対立遺伝

子の中には、SL，Gを持たないものも小数ながら見出されてきている（Okazakietal．，

1999；Suzukietal．，2000）。さらに、先に示した形質転換実験では、SRK28遺伝子

を導入しただけで、雌ずい側に∫28表現型を付与できることが示されている

（Takasakietal．，2∝X））。こうした植物体では、SRKが単独で受容体として機能

している可能性や、あるいは、eSRKやSLRl，2，3などのSLG様因子がSLGの

機能を代替しているので可能性が考えられる。今後は、こうした乱Gを持たな

い∫系統や且札紆のみを導入した形質転換体について解析していくこともSPll

の受容機構を解明する上で重要であると思われる。

SPllの受容機構をさらに解明するために、筆者は動物細胞のCOS－7を用い
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て活性型の受容体複合体を再構成することを試みた。SRK8を単独で、あるいは

SLG8と共に共発現させたCOS－7を調製することには成功したが、これらの細

胞のミクロソーム膜画分は期待に反してⅠ25ト∫8－SPllと全く結合活性を示さなか

った。アブラナ科植物の乳頭細胞にSRKおよびSLGを発現させれば、機能的

な受容体が再構成され、新たな∫遺伝子形質が付与されることから、乳頭細胞

と動物細胞とではSRKおよびSLGの翻訳後修飾に何らかの差がある可能性が

強く示唆された。この意味においてbiotin－S8－SPllを用いてアフィニティー精製

された活性型受容体複合体のSLGの分子量（60K）が可溶性SLGの分子量（55K）

より大きいことが判明した点は大変興味深い。例えば、ペプチド性のエリシタ

ー蛋白質であるクリプトゲインは、タバコの細胞膜画分に存在する分子量162K

と50Kの2分子に結合するが、ルglycosidase処理を行った膜画分には結合しな

いことから、糖鎖による受容体の翻訳後修飾が、リガンドとの結合に必須であ

ることが指摘されている（Bourqueetal．，1999）。今後、両SLGの差異を解析し

ていくことは極めて重要であろう。また、SPllに対する活性型の受容体複合体

の再構成には、乳頭細胞中に存在する未知の第3あるいは第4の因子が必須で

ある可能性も考えられる。筆者が開発したbiotin－S8－SPllを用いたSP11の受容

体複合体のアフィニティー精製法は、SLG8やSRK8の翻訳後修飾の違いを明ら

かにしていく上で、また活性型受容体に含まれる未知の構成成分を同定してい

く上で、有効な手段になるものと期待される。

最近、筆者がこれまでに述べてきた実験結果と矛盾する結果が、他の研究グ

ループより報告されてきている。

Kach，00らは、タバコで発現させたesRK6の融合蛋白質（esRK6－FLAG）と

SCR／SPllにmyc－tagを付与した大腸菌発現蛋白質（SCR6－myC－His6および

SCR．，－myC－His6）との相互作用を生化学的に解析した。すなわち、マイクロタ

イタープレート上にeSRK6－FLAGをコートし、次いでSCR－myC－His6溶液を反

応させ、プレート上のeSRK6－FLAGに捕捉されたSCR－myC－His6を抗myc抗体

を一次抗体とする一種のELISA法により定量した。その結果、SCR6－myC－His6

の方がSCR．3－myC－His6より約10倍強い結合を示したとし、SCR／SPllがS遺伝

子特異的にeSRKと結合すると結論している（Kachrooet al．，2001）。しかし、

用いたSCRとesRKはいずれも発現させた融合蛋白質を、付与したtagを利用

してアブイニティー精製しただけのものであり、酸化条件下での巻き戻し操作
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などは行っていないので、どの程度活性型の分子種が含まれるかは疑問である。

また、マイクロプレート上で〃gオーダーの蛋白質を反応させて約10倍“量”

のSCR－myC－His6が捕捉されたことを根拠に、S特異的な結合が観測できたとし

ているが、SCR－eSRK間の特異的な結合を測定していることの証明が無い上に、

果たして速度論的解析に不向きな本法を用いて、どの程度結合の“強度”が議

論できるのかは大いに疑問が残る。eSRKがSPllと相互作用しうるのかどうか

については、より厳密な結合解析が必要であると思われる。

これとは別にBowerらは、酵母のTwo－hybrid法を用いSRKのキナーゼ領域

と相互作用する蛋白質としてthioredoxin様蛋白質THLl，2を見出し、これらが

実際thioredoxin活性を有することを明らかにした（Boweretal．，1996）。一方、

Cabri11acらは、柱頭やSRKを発現させた昆虫細胞から調製したミクロソーム膜

画分中のSRKが強力な自己リン酸化活性を有することを示し、これに柱頭の

可溶性蛋白質を添加するとSRKが不活性化されること、この不活性化はTHLl

発現蛋白質の添加によっても認められたことから、SRK不活性化因子の本体が

可溶性蛋白質中のTHLlであることを報告した（Cabri11acetal．，2001）。彼らは、

当初SRKを発現させた昆虫細胞のミクロソーム膜画分に、SPllが含まれる花

粉表層蛋白質を添加しても　SRKの自己リン酸化の上昇が認められなかったこ

とを報告していたが（Giranton et alリ2（X氾）、この膜画分に柱頭の可溶性蛋白質

を添加しておいてから、SRKと同じ∫遺伝子型の花粉表層蛋白質を添加するこ

とでSRKの活性化が検出できることを示した（Cabri11acetal．，2001）。そこで彼

らは、柱頭細胞膜上のSRKは、thioredoxin様物質（THLl，2）によって不活性

化状態に保持されており、花粉側∫因子の刺激によりこの抑制が解除され、SRK

が活性化されるという仮説を提唱した（Cabrillacetal．，2001）。

筆者も上記仮説を検証するべく、Cabrillac　らと同様に調製した柱頭ミクロソ

ーム膜画分を使って、柱頭可溶性蛋白質やthioredoxinの効果を測定したが、SRK

の自己リン酸化活性に村する抑制効果は検出されず、実験を再現することはで

きなかった（datanotshown）。また、この系にSPllを添加すると柱頭可溶性蛋

白質やthioredoxinの有無にかかわらず、SRKの自己リン酸化レベルがS遺伝子

特異的に上昇することが示された（data not shown）。そこで、筆者が調製した

柱頭ミクロソーム膜画分に可溶性のthioredoxinが残存している可能性を考え、

本章に示す様にミクロソーム膜画分を精製し、細胞膜画分を使って同じ実験を
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繰り返したが、結果は同様であり、thioredoxinの添加なしにSP11の添加によ

ってSRKの自己リン酸化レベルが上昇することが示された（第3章7項参照）。

従って、実験結果が相反する理由は不明であるが、筆者はthioredoxinによるSRK

の抑制が乳頭細胞内で起きていたとしても、この不活性化と　SPllによるSRK

の活性化は独立した反応だと考えている。また、彼らの仮説の根拠となってい

る実験系は、昆虫のミクロソーム膜画分に加え、柱頭の可溶性蛋白質と花粉表

層蛋白質が含まれる混合系であるため、昆虫細胞に発現させたSRKが本当に

SPllに対する活性型受容体を再構成しているのかという点についても、慎重に

判断する必要があると考えている。

これまで述べてきたように、SPllの受容機構やSRKの活性化機構、さらに

はSLGの自他認識反応における役割といった点については、まだ細部では不明

確な点が多く残されており、各研究者の見解も完全には一致していない。今後

さらに詳細に検討を加えていく必要があると考えているが、本研究で得られた

実験結果をもとに、現時点で筆者が推定している自他識別反応の分子機構モデ

ルを以下に紹介する（図3－11）

アブラナ科植物の自家不和合性の自他識別反応を制御する∫遺伝子座は、且

J甲aでは20～40kbpの大きさであり、その中に柱頭の乳頭細胞で特異的に発現

するSRKおよびSLG、ならびに花粉および前の夕べート細胞で発現するSPll

の3つがコードされている。いずれの分子も5遺伝子圃で高度な多型を示す。

花粉およびタペート細胞より分泌されたSPllは花粉の成熟に伴い花粉表層へ

と移行し、花粉のぶ表現型を提示するリガンド分子として機能する。受粉時に

花粉表層より放出されたSPllは乳頭細胞の細胞壁を拡散して行き乳頭細胞膜

上のSRKとSLGとから成る受容体複合体によって受容される。このSPllと

SRK／SLG間のいわゆるリガンドー受容体間の相互作用がSRKを活性化し、そ

の自己リン酸化を誘導する。この情報がリン酸化シグナルの形で乳頭細胞内へ

伝えられ、花粉への水の供給阻害、花粉管の乳頭細胞壁内への侵入阻害といっ

た不和合反応が誘起される。なお、このリガンドー受容体間の結合・活性化は

∫遺伝子特異的であり、これがアブラナ科植物における自他識別反応の基本と

なっている。
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囲3－11　アブラナ科植物の自家不和合性における自他識別のモデル囲

アブラナ科植物の自家不和合性の自他識別反応を制御する5遺伝子座には、柱頭の乳頭細
胞で発現する5貼（ふ陀∝ptOrklna服）および∫LG（ふl∝USglyc叩畑ein）、ならびに前の
タペート細胞で発現する5P‖（ふlocuspr朗einll）がコードされている。いずれの分子も
5遺伝子間で多型を示す。薪のタペート細胞より分泌されたSPllは花粉表層へと移行し、
花粉の∫表現型を決定する因子（花粉側5因子）として機能する。自家受粉時、SP11は
SRKとSLGを含む受容体複合体に結合し、SRXを活性化することで乳頭細胞に不和合性
反応を誘起している。このリガンドー受容体複合体間の結合と活性化は5遺伝子特異的で
あり、それが花粉の自他識別の基本となっている。
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総括

アブラナ科植物の自家不和合性は、∫遺伝子座の複対立遺伝子によって制御

されており、花粉と柱頭間で∫遺伝子の表現型が一致する場合に不和合性反応

が誘起される。従って、不和合性における花粉の自他識別は、∫遺伝子座上に

コードされる花粉側と柱頭側の∫遺伝子産物の相互作用を介して行われている

ものと推測される。しかし、これまでに自家不和合性を支配する柱頭側∫因子

としてSRKが見出されていたが、花粉側∫因子の実体は明らかにされておら

ず、その分子機構については推定の域を脱していなかった。また、SRK　と同じ

く∫遺伝子座上にコードされ乳頭細胞で発現しているSLGは、形質転換体の解

析から不和合性反応を補強していることが示されたが、その補強効果の実体に

ついては何も明らかにされていなかった。

本研究では、FDD法を系統間における遺伝子多型の検出に用いることで、∫

系統間で多型を示す薪発現遺伝子∫PJノを見出すことに成功した。5アノノは、SLG

と相互作用する花粉表層蛋白質として見出されたPCP－Alと類似した新規の

PCP類をコードしており、∫遺伝子間で極めて多型に富んでいることが判明し

た。また、∫Pノノのゲノムマッピングを行い、∫遺伝子座上封i方及び乱Gの間

に位置していることを明らかにした。さらに、SPllが花粉側∫因子の本体であ

ることを、SPllの発現蛋白質を乳頭細胞に処理すると和合花粉の吸水が∫遺伝

子特異的に阻害されることを示すことにより証明した。

∫Pノノは、胞子体である前の夕べート組織と配偶体である花粉の両方において

発現していること、成熟花粉においてはSPll蛋白質が花粉表層物質（pollen

coat）中に局在していることを明らかにした。花粉より精製されたSPllは、予

想された位置でシグナルペプチドが除去された後、8つのシステイン残基が全

て分子内でジスルフィド結合を形成した酸化型の単量体であった。そこで、化

学合成あるいは大腸菌による発現系を用いてSPllを作製し、徐々に酸化させ

ることで酸化型のSPllを調製した。得られた酸化型SPllの内、安定かつ特定

のS－S結合を有するもののみが花粉側∫因子としての生物活性を示すことを、

新たに開発したバイオアッセイ系を用いて証明した。SP11は、同じ∫遺伝子型

の柱頭のミクロソーム膜画分に特異的に結合することが明かとなった。また、

高親和性（Kd＝0．7nM）および低親和性（Kd＝250nM）の2種類の受容体の存
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在が示唆された。このうち高親和性受容体ついては、架橋実験と免疫沈降実験

により、SRKとSLGの両者を構成成分として含むことを明らかにした。また、

biotin標識したSPllを使って受容体複合体を精製する系を確立すると共に、高

親和性受容体に含まれるSLGが可溶性SLGより分子量が大きく、構造的に異

なる可能性を指摘した。さらに、玩l東和リン酸化実験において、SPllが単独

で柱頭細胞膜上のSRKの自己リン酸化を∫遺伝子特異的に誘導することを明

らかにた。

本論文で示してきた以上の実験結果は、アブラナ科植物の自家不和合性が、

S遺伝子座上にコードされる花粉表層蛋白質SPllと乳頭細胞膜上のSRK／SLG

複合体との間のいわゆるリガンドー受容体間相互作用によって引き起こされて

いること、また、この相互作用が同一の∫遺伝子産物間で特異的に起こること

が自他識別の基本となっていることを明確に示すものであった。

本研究により、自家不和合性反応における最初の自己花粉の識別部分につい

ては、分子機構がかなり明らかとなった。しかし、自己花粉表層のSPllによ

り誘導されたSRKの自己リン酸化情報が、どの様に乳頭細胞内に伝達され、

最終的に花粉への水の供給阻害や花粉管の乳頭細胞壁への侵入阻害といった不

和合性反応が引き起こされるのかについては、まだ殆ど解明されていない。自

家不和合性の情報伝達系においてSRKの直ぐ下流に位置する分子の候補とし

て、ARCl（arm repeatCOntainingl）がSRKのキナーゼ領域との相互作用を指

標にyeasttwo－hybrid法により見出されてきている（Guetal．，1998）。ARClは、

β－カテニン様のarmrepeatと酵母ユビキチン化因子UFD2に存在するU－box

（Azevedoetal．，2001）を持つ推定分子量約70Kの蛋白質で、リン酸化されたSRK

と特異的に結合し、SRKによりリン酸化されることが示されている。また、A尺Cノ

をアンチセンス方向に導入した形質転換植物が、部分的ではあるが自家不和合

性が打破され少数の自殖種子を付ける様に変化したことから、ARClは不和合

性の情報伝達に関与していると考えられているが、具体的な機能については未

解明である。また上記実験で完全には自家不和合性が打破されなかったことか

ら、SRK下流にはARCl以外の分岐したシグナル伝達系の存在も示唆されてい

る（Stoneetal．，1999）。

また、自家和合性変異株、β．叩〟Varγピノわw∫αr∫0〃の和合性の原因解析から、

劣性の原因遺伝子〝∽dの存在が指摘され、またMODがSRKの下流の情報伝
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達に関与していることが示唆されてきた（HinataandOkazaki，1986）。Iked。らは、

∽Odのポジショナルクローニングを進め、本遺伝子が水チャンネル分子の

aquaporin様遺伝子をコードしていると報告したが（Ikedaetal．，1997）、その後

この同定は否定されている（Fukaietal．，2001）。今後、これらの因子の実体・

機能解明は、自家不和合性の分子機構解明に大きく貢献するであろう。また、

本研究により花粉側∫因子SPllが同定されたことで、情報の最初の入力部分

を明確にした上で、下流の情報伝達系を解析することが始めて可能となった。

自家不和合性における情報伝達系の解明が一気に加速されるものと期待してい

る。

A・血Jf〟〃〟の仝ゲノム配列解析が完了し、本植物のゲノム上には少なくとも

340の受容体型キナーゼがコードされている（TheArabidopsisGenomeInitiative）

ことが明かとなった。さらに、変異体の解析を中心に、これら受容体型キナー

ゼが、植物細胞の増殖、分化、器官形成、生殖、病原菌の認識、植物ホルモン

の受容、細胞死といった極めて広範な生命現象に関与し、それぞれの細胞の運

命を決定する細胞外センサーとして機能していることが次第に明らかにされて

きた（ShiuandBleecker，2001）。これら受容体型キナーゼを介した情報伝達系を

解明し、その経路を人為的に制御することは植物の分子育種上極めて重要と考

えられる。しかし、これだけ多くの受容体型キナーゼ分子が見出されてきてい

るにもかかわらず、リガンド分子が同定され、その直接的結合や活性化が報告

された例は、本論文中で紹介したCINl，BRIl，FLS2などの数例に過ぎない

（Trotochaudetal・，2000；Wangetal．，2001；Gomez－Gomezetal．，2001）。本研究が、

自家不和合性の分子機構の解明に止まらず、植物における受容体型キナーゼを

介した情報伝達系の解明に広く貢献するものと期待している。
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