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研究成果の概要（和文）：植物の花粉管伸長のメカニズムを解明するために、雌しべの助細胞から分泌される誘
引ペプチド（LURE）と花粉管先端に存在するLURE受容体の構造生物学的研究を行った。複数種類のLUREペプチド
およびLURE受容体を用いて発現と精製条件の検討を行い、さまざまな組み合わせで複合体の結晶化を行ったが、
構造決定には至らなかった。結晶の品質を向上させるために発現用の宿主とコンストラクトの検討を行い、精製
タンパク質の結合活性をプルダウン実験で確かめた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanism of pollen tube guidance in plants, we 
conducted the structural studies of secreted peptides LUREs from ovule and pollen receptors which 
interact with LURE peptides. We examined expression and purification methods for a variety of LURE 
peptides and LURE receptors. In this study, we tried co-crystallization of the various LURE 
peptide-receptor complexes but it was not successful. To improve the quality of crystals, we 
examined expression hosts and constructs and confirmed binding ability by pull-down assay.

研究分野：構造生物学

キーワード： 植物の受精

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
種子植物の受粉において、雄しべで形成された花粉が雌しべの柱頭に付着すると、花粉から花粉管が伸長し胚の
うへと導かれる。この花粉管の伸長は古くから知られた現象ではあったが、なぜ花粉管が迷わずに卵細胞まで導
かれるのかについてのメカニズムは解明されていなかった。最近、花粉管の先端に存在する受容体が胚のうから
分泌されるペプチドを認識して、進むべき胚のうの方向を感知していることが明らかになった。受粉のメカニズ
ムを解明することは食物生産においても有用である。本研究では分泌ペプチドとそれを認識する受容体の相互作
用の解明を目指し、各タンパク質の精製と結晶化を検討した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 

受精は有性生殖において極めて重要な生命現象であり、植物においては種子植物の受粉に見
出すことができる。雄しべで形成された花粉が雌しべの柱頭に付着すると、花粉から花粉管が
伸長し卵細胞を有する胚のうへと導かれる（花粉管ガイダンス、図 1）。花粉管の誘導には胚の
う中に存在する助細胞が分泌する LURE ペプチドが関わっており、花粉管先端に存在する
LURE受容体が LURE を認識することで卵細胞に向かって伸長することができる。 

近年の研究で、PRK6, 3 および MDIS/MIKの 2 パターンの LURE受容体タンパク質がシロ
イヌナズナにおいて同定された。また、LURE ペプチドはシロイヌナズナでは 6 種類存在する
ことが知られている。しかし、なぜ LURE 受容体と LURE ペプチドは同一植物内で数種類ず
つ存在しているのか、なぜ異なる種間では花粉管ガイダンスは起きないのか、など不明な点が
多い。 

 

２．研究の目的 

 

本申請課題では、LURE-LURE 受容体の複合体の X 線結晶構造解析を研究の中核として、
それらの間の相互作用解析を詳細に行うことで、花粉管ガイダンスにおける花粉管誘因因子の
認識機構と結合特異性に関する構造基盤を構築することを目的とする。シロイヌナズナの
LURE とその受容体である MIK、MDIS、PRK を対象とし、相互作用解析および個々のタン
パク質の構造解析を進めるとともに、様々な組み合わせでの LURE ペプチド-LURE 受容体の
複合体（MIK1/MDIS1/LURE 複合体、PRK3/PRK6/LURE 複合体など）の構造を明らかにし、
花粉管ガイダンスの詳細な分子機構の解明を目指した。 

被子植物の種子は主食である穀物としても利用されており、受精に始まる一連の種子形成機
構の解明は、生産的、育種的にも我々人類に大きな発展をもたらすものと考えられる。また、
LUREペプチド、LURE 受容体の発見はいずれも日本発の研究成果であり、その観点からも本
申請課題が果たす役割は大きい。 

 

 

３．研究の方法 

 

本申請課題では、LURE ペプチド-LURE 受容体の複合体の構造解析を目指す。結晶化試料
は、昆虫細胞を用いた発現系で、LURE ペプチドとしてシロイヌナズナの AtLURE1.1～1.6

の 6 種類のタンパク質を、LURE 受容体として PRK6、PRK3、MDIS1、MDIS2、MIK1、
MIK2 の 6 種類のタンパク質を調製する。X 線結晶構造解析では、各タンパク質の発現領域や
糖鎖の切断を検討し、個々のタンパク質の構造解析を進めるとともに、様々な組み合わせでの
LUREペプチド-LURE 受容体の複合体の構造を明らかにする。 

 

 

４．研究成果 

 

（１）発現系および発現領域の検討 

 

ショウジョウバエ由来 S2細胞を用いてAtLURE1.1～1.6全長および、PRK6, 3、MDIS1, 2、
MIK1, 2 の細胞外ドメイン（図 2）の発現を確認した。いずれのタンパク質においても発現が
確認でき、PRK3, 6 および MIK1, 2 においては高純度かつ十分な量の試料を得ることに成功し
た。AtLURE および MDIS1, 2 は精製過程で凝集する傾向にあったため、発現系と発現領域の
検討を行った。 
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図1 研究の背景



 

 S2 細胞で発現させた AtLURE は、C 末端に ProteinA タグを付加した状態では精製が可能
であったが、タグを切断すると凝集する傾向にあった。そこで、タグを切断せずに LURE受容
体タンパク質と混合し、その後タグを切断する方法を検討した。 

また、Wang らは AtLURE1.2 ペプチドを大腸菌で発現させ、不溶性画分からリフォールデ
ィングによって試料調製を行っていたことから（Wang, T. et al., Nature, 2016）、本研究にお
いてもリフォールディングで AtLURE1.1～AtLURE1.6 のペプチドを得た。 

 

MDIS1, 2 はいずれもタグ切断の有無にかかわらず凝集する傾向にあったため、発現領域の
検討を行った。MDIS1, 2 は細胞外ドメインに 4 つの LRR（Leucine-rich repeat）ドメインを
持ち、LRR ドメインと膜貫通領域との間の約 200 残基はほとんど二次構造を持たないと予測
されている。MDIS の 4 つの LRR ドメインを含むようなコンストラクトを複数種検討した結
果、MDIS1 では残基番号 25-201、MDIS2 では残基番号 25-195 で良好な発現を示し、ゲルろ
過の結果、凝集のない画分を得ることに成功した。 

 

 

 

（２）タンパク質の精製 

 

 結晶化を目指して培養条件、精製に使用するカラムやバッファーの条件を検討した。C 末端

に ProteinA タグを付加した AtLURE、PRK、MDIS、MIK のそれぞれの S2 細胞安定発現株

を培養し、7～10 日間発現誘導を行った。培養上清を回収し、IgG カラムアフィニティークロ

マトグラフィー後、必要に応じてタグと糖鎖の切断を行い、その後ゲル濾過カラムにより精製

した。最終的に SDS-PAGE でほぼ単一のバンドとなるまで精製することができた（図 3）。ま

た、AtLURE は大腸菌でも発現させ、不溶性画分からリフォールディングにより試料を得た。

AtLURE は保存されたシステイン残基によって分子内で S-S 結合を形成しているため、リフォ

ールディング時に GSH/GSSG で S-S 結合の形成を促進し、さらに調製した試料は非還元条件

で SDS-PAGE を行い、分子間で誤った S-S 結合を形成していないことを確認した。また、

AtLURE は精製過程で沈殿を生じやすい傾向にあったが、塩強度を下げることである程度抑制

できることが分かった。 
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図2 LURE受容体のド メ イン構成
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図3 精製タンパク質のSDS-PAGE
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（３）複合体形成確認 

 

 得られたLUREペプチドとLURE受容体との結合をプルダウンにより確認した。その結果、

MIK1, 2/MDIS1, 2/AtLURE1.2 で結合が確認でき、特に MIK2/MDIS1/AtLURE1.2 で最もよ

く結合が確認できた（図 4）。 

 

 

（４）結晶化および構造解析 

 

得られた精製試料を用いて結晶化スクリーニングを行った。それぞれの精製タンパク質を単

独で結晶化スクリーニングを行うとともに、LURE ペプチド-LURE 受容体複合体をさまざま

な組み合わせで混合し、共結晶化を行った。その結果、単体の結晶化では MIK1、MIK2 にお

いて、複合体では AtLURE1.2/MDIS1/MIK2 複合体で結晶が得られた（図 5）。現在、複合体

の結晶構造を得るために、共発現などの発現条件を含めた試料調製方法の検討を行っていると

ころである。 

 

 

 

図4 プルダウンによるLUREペプチド -LURE受容体の結合確認
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