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研究成果の概要（和文）：ニホンナシの自家不和合性はSハプロタイプにコードされる雌ずい側因子であるS-RNaseと花
粉側因子であるF-boxタンパク質（PpSFBB）群により制御される。本研究では、S-RNase 周辺領域のBACコンティグを拡
張し、S2には少なくとも17種類のPpSFBB2がコードされていた。各種類のホモログはハプロタイプ間で89％以上の同一
性を示したことから、花粉側S特異性は「協調的非自己S-RNase認識モデル」で説明できることが示唆された。また、免
疫電子顕微鏡観察によりS-RNaseはエンドサイトーシスにより和合･不和合花粉管に取り込まれた後、エンドゾームを介
して輸送されることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Self-incompatibility in Japanese pear is controlled by S-haplotype at the 
S-locus, which code a pistil S determinant, S-RNase, and pollen S determinants, S-locus F-box brothers 
(PpSFBBs). In this study, we expanded BAC contigs around S-RNase to find at least 17 PpSFBB2s coded by 
S2-haplotype. PpSFBB2 homologs cloned from pollen of S homozygous lines had high identity between 
haplotypes, which predicts that the collaborative non-self S-RNase recognition model in Solanaceae 
species fits the S-RNase-based SI systems in the Japanese pear. Using the immune microscopy, we confirmed 
endocytic uptake of S-RNase into pollen tube, and subsequent trafficking via endosomes.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
	
 ニホンナシの自家不和合性における雌ずい

と花粉間の自他認識反応は S遺伝子座上の S
ハプロタイプにコードされる雌ずい側と花粉側

因子の相互作用によって起こる。雌ずい側因

子である S-RNaseは和合・不和合花粉管に取
り込まれ、自己 S-RNase は不和合花粉管の
rRNA を分解し、花粉管伸長を停止させると考
えられている。我々は花粉側因子を同定する

ため、S-RNase近傍の BACコンティグを構築
し、花粉側因子候補となる F-boxタンパク質
遺伝子(PpSFBB)がクラスターを形成してい
ることを見出した。これまでに PpSFBB は
S2-RNase周辺に 10種類、S4-RNase周辺に 6
種類、S3-RNase 周辺に 2 種類見出され、こ
れら PpSFBB群が分担して非自己 S-RNaseを
ユビキチン化し、26S プロテアソームを介し

て分解に導いていると推測している（Okada 
et al. 2011）。 
	
 ニホンナシと同じ S-RNase 型自家不和合
性を持つナス科植物のペチュニアでは、複

数の F-boxタンパク質遺伝子（SLF）が分担
して非自己 S-RNaseを認識していたことから、
「協調的非自己 S-RNase 認識モデル」が提
案されている (Kubo et al. 2010)。一方で、細
胞組織学的解析から花粉管に取り込まれた

S-RNaseは液胞に隔離された後、不和合反応
により液胞から放出されることから、

「S-RNase液胞隔離モデル」が提案されてい
る（Goldraji et al. 2006）。これらモデルがニ
ホンナシに対して適応できるかは不明であ

る。 
 
２．研究の目的 
	
 ニホンナシの S-RNase周辺領域のBACコン
ティグの拡張により、S ハプロタイプにコー
ドされる PpSFBB の種類を掌握するととも
に、他の S ホモ花粉から PpSFBB をクロー
ニングし、それら PpSFBB 群の推定アミノ
酸配列を比較・分類することで、各 PpSFBB
の S-RNase に対する認識特異性を推測する
ことを目的とする。一方で、S-RNse と自家
不和合性に関与しない non-S-RNase の花粉
管への取り込み, および花粉管内挙動を（免
疫）電子顕微鏡観察することで、これら

RNase が和合性花粉管の液胞に隔離されて
いるかを明らかにする。 
 

３．研究の方法 
(1) S遺伝子座のゲノム構造解析 
	
 BACクローンの末端配列から設計したプライ
マーセットを用いて‘長十郎’（S2S3）と S4 ホ
モ系統の BAC ライブラリーをスクリーニング
することで染色体歩行を行い、S2-と S4-RNase
周辺領域の BAC コンティグを拡張した。
PpSFBB をプローブとしたサザンブロット解
析によりコンティグ上の PpSFBB 様配列の有
無を確認した後、BACクローン上の PpSFBB
の塩基配列を決定した。 
 
(2) PpSFBB群の RT-PCRクローニング 
	
 PpSFBBの非翻訳領域と翻訳領域から
PpSFBBの全長および部分配列を特異的に増
幅するプライマーセットを設計した。これら

プライマーセットを用いた PCRにより、
S1~S9ホモ系統の花粉 cDNAから PpSFBB様
配列を増幅し、塩基配列を解析して推定アミ

ノ酸配列を比較した。 
 

(3) 組織学的解析 
	
 ニホンナシ品種と S ホモ系統の未受粉の
花柱、および和合・不和合受粉した花柱を供

試試料とし、蛍光顕微鏡と透過型電子顕微鏡 
(TEM)で観察した。電子顕微鏡試料は常法に
より固定・包埋し、花柱縦断面の超薄切片を

作製して TEM 観察した。S-と non-S-RNase
の局在は、これら RNase抗体と金コロイド標
識 IgG抗体を反応させた切片をTEM観察し、
調べた。検出された金コロイドの密度（粒子

数/µm2）を算出し、RNase量を定量化した。 
 

(4) S-RNaseのユビキチン化解析 

	
 Sホモ系統の未受粉、自家受粉、他家受粉
した花柱から粗タンパク質を抽出し、抗

S3-RNase 抗体、抗 non-S-RNase 抗体、ユビ
キチン抗体を用いてイムノブロット解析を

行った。 
 
４．研究成果 
(1) S遺伝子座のゲノム構造解析 
	
 染色体歩行により S2-RNase 周辺領域の
BAC コンティグは上流約 530kb と下流約
500kbまで拡張された。上流拡張域に 5種類
の PpSFBB2-u6~11 が、下流拡張域に 2 種類
の PpSFBB2-d6~7が新らたに見出された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PpSFBBをプローブとしたサザンブロット解
析の結果、上流 280kbと下流 374kbより外側
の BAC クローンには PpSFBB 様配列は検出
されなかったことから、S2 ハプロタイプは
17種類の PpSFBB2をコードすることが明ら
かになった。一方、S4-RNase周辺領域の BAC
コンティグは上流約 544kbと下流 654kbまで
拡張された。上流拡張域に 3 種類の
PpSFBB4-u5~8 が、下流拡張域に 3 種類の
PpSFBB4-d3~5が新たに見出された。S4ハプ
ロタイプには少なくとも 12個の PpSFBB4を
コードしていると考えられた。PpSFBB2と 4
群の推定アミノ酸配列を比較しところ、両群

間で 8 種類の PpSFBB がアミノ酸レベルで
89%以上の高い相同性を示した（図 1）。 
 
(2) PpSFBBホモログのクローニング 
	
 S2-RNase上流の PpSFBB2-u1~u6、下流の
PpSFBB2-d1~ d6に対する特異的プライマー
セットを作成した。12種類の PpSFBB2のホ
モログを S1~S9ホモ系統の花粉から RT-PCR
によりクローニングし、推定アミノ酸配列を

比較した。同じプライマーセットで増幅され

たホモログ群はハプロタイプ間で 89%以上
の相同性を示し、多型性に乏しかった。従っ

て、ニホンナシの花粉側 S特異性も「協調的
非自己 S-RNase認識モデル」で説明できるこ
とが示唆された。 
	
 「協調的非自己 S-RNase認識モデル」では、
各ハプロタイプは自己 S-RNaseをユビキチン
化する PpSFBBを持っていない。12種類の
PpSFBB2の内、6種類は全ての Sホモ花粉か
らホモログが増幅されたことから、これらホ

モログ群は S1~S9-RNase以外の S-RNaseを
認識している可能性があると推測された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
残りの6種類のPpSFBB2に関してはホモログ
が複数の Sホモ花粉から増幅されず、これら
ホモログの S-RNaseに対する認識特異性を推
定するには至っていない。 
	
 ‘二十世紀’ (S2S4)の枝変わりで、自家和合
になった‘おさ二十世紀’ (S2S4sm)の S4sm は

S4-RNaseと PpSFBB4-d1を含む 236kbを欠失
している（Okada et al. 2011）。S4smホモ花粉

は S1 を持つ雌ずいに拒絶されることから、
PpSFBB4-d1 は S1-RNase を認識すると推測
されている（Saito et al. 2012）。しかし、
PpSFBB4-d1のホモログはPpSFBB2群中には
存在せず、PpSFBB4-d1 特異的プライマーセ
ットを用いたRT-PCRでもホモログは 2つの
S ホモ花粉からしか増幅されなかった。
PpSFBB4-d1 が S1-RNase を認識することを
裏付けることはまだできていない。 
 

(3) 組織学的解析 
	
 開花10日前~開花日までの蕾と花から採取
した柱頭・花柱に対して免疫電顕観察を行い、

金コロイド密度からS-RNaseと自家不和合性
に関与しないnon-S-RNaseの量的変化を調べ、
これら合成・分泌過程を明らかにした。S-と
non-S-RNaseは開花1~2日前の乳頭細胞、柱頭
分泌細胞と花粉管誘導細胞で最も多く合

成・分泌されていた。ニホンナシの柱頭表面

は開花時に浸出液で覆われ、受粉した花粉は

浸出液を吸収して発芽し、花粉管を伸長させ

る。S-とnon-S-RNaseは柱頭浸出液中にも検出
され、このことはイムノブロット解析でも確

認された。よって、S-RNaseは花粉発芽後に
花粉管に取り込まれ、自家不和合性反応は受

粉後早い段階で始まると推測された。 

	
 そこで、和合・不和合受粉 30、60、90分、
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2、3 時間後における花粉の発芽率と花粉管
長を蛍光顕微鏡で調査した。和合花粉は受

粉後 60分で発芽したのに対し、不和合花粉
の発芽は受粉 90分後なにってから発芽した。
しかし、その後急速に伸長し、受粉 3 時間
後には和合・不和合花粉管長の間には有意

な差は認められなかった。 
	
 受粉 3時間後の花粉管先端部を免疫 TEM
観察したところ、S-RNaseは和合･不和合花粉
管にエンドサイトーシスにより取り込まれ

ていた。S-RNaseは細胞質に均一に分布し、
エンドゾーム内にも局在していたが、液胞内

に特に大量に検出されることはなかった。和

合・不和合花粉管の微細構造に差異は認めら

れなかったことから、不和合花粉は発芽遅延

するが、受粉後 3時間までは不和合反応を生
じていないと判断された。また、non-S-RNase
の和合・不和合花粉管への取り込みも確認さ

れ、S-RNaseと同様の分布を示した。 
	
 受粉後 3、6、12 時間の和合・不和合花粉
管先端部を(免疫)TEM観察した。受粉 6時間
後の不和合花粉管のミトコンドリアは膨張

し、内部クリステ構造が破壊していた。不和

合花粉管の微細構造の崩壊は受粉 6時間後か
ら始まると推察された。花粉管内の S-RNase
量 (金コロイド密度)は、不和合花粉管では受
粉後 3時間から増加したのに対し、和合花粉
管では受粉後 3時間以降もほぼ一定量に維持
されていた。 
	
 これらの結果から、S-および non-S-RNase
は発芽直後に不和合・和合花粉管にエンドサ

イトーシスを介して取り込まれ、エンドゾー

ムに被覆されて花粉管内を輸送されること

が明らかになった。その後、非自己 S-RNase
と non-S-RNaseは分解または隔離されている
と推察されるが、液胞内容物を固定すること

を難しく、「S-RNase液胞隔離モデル」を支持
できるデータはこれまでのところ得られて

いない。 
 

 (4) S-RNaseのユビキチン化解析 

	
 和合受粉した花柱を抗 S-RNase と抗ユビ
キチン抗体を用いたイムノブロット解析し

た。検出感度を高める方法非自己 S-RNase
のユビキチン化を示す明瞭なバンドを検出

することは出来なかった。 
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