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9.	
 	
 研究実績の概要	
 

下欄には、当該年度に実施した研究の成果について、その具体的内容、意義、重要性等を、交付申請書に記載した	
 

「研究の目的」、「研究実施計画」に照らし、600 字～800 字で、できるだけ分かりやすく記述すること。また、国立	
 

情報学研究所でﾃﾞｰﾀﾍﾞｰｽ化するため、図、ｸﾞﾗﾌ等は記載しないこと。	
 

	
 
	
 本年度は前年度に引き続きアブラナ科植物の自家不和合性に関わる分子の構造解析を目的とする

研究を行った。本年度は自家不和合性反応において柱頭で認識反応を行う受容体キナーゼSRKの大量

発現系の構築を行った。SRKのキナーゼドメインは大腸菌で発現させると大部分が封入体となって沈

殿した。また、可溶性の部分もゲル濾過クロマトグラフィーに供するとほとんどが排除限界に溶出さ

れ、正しくフォールディングされていない凝集体となっていることが判明した。この問題を解決する

ために、フォールディングに悪影響を与えていると予想される24のアミノ酸をピックアップし、ほか

のSRKがもっているアミノ酸に置換してフォールディングの改善を試みた。24の置換アミノ酸をもつ

SRKについて大腸菌で発現させ、そのフォールディングをゲル濾過クロマトグラフィーによって解析

したところ、いくつかの置換型SRKのフォールディングに改善がみられた。次に、それらの置換アミ

ノ酸を組み合わせたコンストラクトを作製し、同様に大腸菌で発現させてフォールディングの改善を

試みたところ、5つのアミノ酸置換を入れたコンストラクトでかなりの改善が観察された。さらにア

ミノ酸置換を加えて試験したところ、7つのアミノ酸置換を入れたコンストラクトで、大部分のSRK

タンパク質がフォールディングした形で回収することができた。この成果により、SRKのキナーゼド

メインはLB培地１Lにつき1‐2mg程度発現させることが可能になり、今後の結晶化スクリーニングを

行うための基盤を築くことができた。	
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