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研究成果の概要（和文）：バラ科サクラ属植物の多くは配偶体型自家不和合性を示し，このこと

がサクラ属果樹の栽培や育種を行う上での障壁となっている．本研究はサクラ属果樹における

自家不和合性反応の分子機構を解明しようとしたものであり，まずサクラ属果樹の自家不和合

性反応の雌ずい S 因子である S-RNase と結合するアクチンを同定した．引き続いて花粉 S 因

子である SFB と結合する Skp1 様タンパク質（SSK1）を同定し，さらに SFB や SSK1 とと

もに SCF 複合体を形成する Cul1 を同定することにも成功した．これらの結果に基づいて，バ

ラ科サクラ属果における自家不和合性反応の分子認識機構に関する作業仮説を構築した． 

 

研究成果の概要（英文）：Prunus in the Rosaceae show the gametophytic self-incompatibility 

system, which hinders effective fruit production and breeding in Prunus. This study was 

started to elucidate the molecular basis of the gametophytic self-incompatibility in Prunus. 

We identified pollen expressed actin that binds to the pistil S determinant, S-RNase. 

Furthermore, we identified a Skp1-like protein called SSK1 that binds to the pollen S 

determinant, SFB. We have cloned Cul1 that forms the SCF complex with SSK1 and SFB. 

Based on the results obtained, we have developed the working hypothesis for the molecular 

recognition of the gametophytic self-incompatibility in Prunus. 
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１．研究開始当初の背景 

 バラ科サクラ属果樹の多くは配偶体型自

家不和合性を示す．自家不和合性は，栽培

や育種を行う上での大きな障壁となってい

る．我々は，サクラ属果樹における自家不

和合性反応の分子機構を解明し，得られた

知見を園芸・育種学的に利用しようとして

研究を進めてきた． 

 研究開始時点までに，雌ずい S 遺伝子の

S-RNase を同定しており，さらに DNA 分

析による S遺伝子型の判別法の開発にも成

功していた．また花粉 S 遺伝子である S ハ

プロタイプ特異的 F-box タンパク質遺伝子

（SFB）のクローニングにも成功しており，

さらに一連の自家和合性変異体の解析結果

から，バラ科サクラ属は，ナス科植物やキ

ンギョソウ，そしてバラ科ナシ亜科など，

他の S-RNase 依存性配偶体型自家不和合

性を示す植物とは異なり，花粉側因子の変

異によって自家和合化することが明らかに

なっていた．加えて，他の S-RNase 依存

性配偶体型自家不和合性を示す植物が示す

競合的相互作用による自家和合化現象がみ

られないことも明らかにしており，バラ科

サクラ属における自家不和合性反応の特異

性が明らかになってきていた．しかしなが

ら，バラ科サクラ属における自家不和合性

認識の分子機構は全く明らかになっていな

かった． 

 

２．研究の目的 

 本研究は，研究代表者らが長年にわたっ

て続けてきた，サクラ属の示す S-RNase

依存性配偶体型自家不和合性に関する研究

をさらに発展させるために立案されたもの

である．生化学的・分子生物学的手法を利

用して，バラ科において未同定の自家不和

合性共通因子の同定を試みるとともに，バ

ラ科サクラ属の自家不和合性機構における

自己非自己認識の分子機構に関する作業仮

説を構築するともに，得られた知見を園

芸・育種学的に利用しようとするものであ

る． 

 

３．研究の方法 

（１）雌ずい側 S 因子である S-RNase と相

互作用するタンパク質の同定 

 カンカオウトウ（Prunus avium）の

S6-RNase の N 末部分および C 末部分をベイ

トとした酵母のツーハイブリッドスクリー

ニング（Y2H）により，カンカオウトウ‘佐藤

錦’の花粉 cDNA ライブラリーをスクリーニ

ングした．ポジティブクローンのうち，アク

チン様遺伝子について，花粉 cDNA をテン

プレートとし，RACE 法により全長を単離

し，その配列を決定した．GST 融合

PavAct1 を大腸菌発現系により，また粗精

製 S-RNase をカンカオウトウ‘紅秀峰’花柱

タンパク質の陽イオン交換クロマトグラフ

ィーにより，それぞれ調製し，グルタチオ

ンセファロースを用いた GST プルダウン

アッセイに供した．GST プルダウンアッセ

イにおいては，100mM DTT による還元処

理を行った PavS-RNase およびこの還元

処理を行わない（非還元処理）PavS-RNase

を供試した．還元処理 S-RNase とウサギ

骨格筋由来アクチンを用いた EDC-クロス

リンク分析および多量体アクチン共分離分

析により，それぞれ還元処理 PavS-RNase

の単量体アクチン結合能と多量体アクチン



 

 

結合能を調査した．各分析を行う際のタン

パク質の検出は，SDS-PAGE による分画後

に，イムノブロット分析により行った．イ

ムノブロット分析の 1 次抗体には，

PavS4-RNase 抗体，PavS6-RNase 抗体，

またはアクチン抗体を用いた． 

 

 

（２）花粉側 S 因子である SFB と相互作用

するタンパク質の同定 

  カンカオウトウの SFB6の N 末部分をベ

イトとした Y2H により，カンカオウトウ‘佐

藤錦’の花粉 cDNA ライブラリーをスクリー

ニングし，Skp1 様タンパク質遺伝子をクロ

ーニングした．またモモゲノムデータベース

上の Cul1 様配列情報を基に PavCul1A およ

び PavCul1B をクローニングした．Y2H に

より PavSSK1 と PavSFB3,6，PavCul1A，

PavCul1B 間の相互作用を調査した．また生

化学的にこれらタンパク質の相互作用を検

証するため，cMyc-PavSFB3，

cMyc-PavSFB6，PavCul1A-3xHA，

PavCul1B-3xHA，GST-PavSSK1 の各種融

合タンパク質を作出し，Glutathione 

Sepharoseを用いたプルダウンアッセイを行

った． 

 

４．研究成果 

（１）雌ずい側 S 因子である S-RNase と相

互作用するタンパク質の同定 

 Y2H スクリーニングにより得たアクチン

遺伝子様配列の全長 CDS を決定したところ

Arabidopsis Actin11 と高い相同性（98.6%）

を示しため，この遺伝子を PavAct1 と命名し

た．GST 融合 PavAct1 は非還元処理

PavS4,6-RNase との相互作用は検出されな

かったが，還元処理 PavS4,6-RNase とは相

互作用は検出されため，還元された S-RNase

は S-ハプロタイプ非依存的にアクチンと結

合することが示唆された．アクチンは塩濃度

や他タンパク質の制御により単量体もしく

は多量体の形をとること，そして単量体と多

量体アクチンでは結合タンパク質が異なる

ことが知られているため，還元処理

PavS-RNaseがどちらのアクチンフォームと

結合するかさらに詳細に調査を行った．ウサ

ギ骨格筋アクチンを用いての EDC-クロスリ

ンク分析および多量体アクチン共分離分析

により，還元処理 S-RNase はどちらのアク

チンフォームとも結合することが確認され

た．以上の結果よりバラ科サクラ属の自家不

和合性反応において，花粉管細胞質に取り込

まれ還元的環境に曝された S-RNase はアク

チン結合能を獲得し，花粉管内アクチン動態

の撹乱を介して細胞毒性を発揮する可能性

が推察された． 

 

（２）花粉側 S 因子である SFB と相互作用

するタンパク質の同定 

 Y2H において PavSSK1 は PavSFB3,6 お

よびその他の花粉で発現するF-boxタンパク

質との相互作用が確認され，またその相互作

用には PavSSK1 の N 末端 helix（H0）が必

要であることが示唆された．

o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside  

（ONPG）を基質とした Y2H の βgal 活性調

査により，PavSSK1 の H0 は PavSFB との

相互作用を強めていることが確認された．

Peach Genome Database上には2つのCul 1

様 Coding Sequence （CDS）が予測されて

おり，ともに‘佐藤錦’花粉での発現が認められ

た．Y2H を行ったところ，PavCul1-likes は

ともに PavSSK1 と相互作用を示した．更に

その相互作用にも H0 が必要であったことか

ら，H0 は F-box タンパク質だけでなく Cul1

との結合にも関与することが示唆された．次



 

 

に GST-PavSSK1，GST-PavSSK1ΔH0 を用

いて PavCul1-likes-3xHA もしくは

cMyc-PavSFB3,6 の GST プルダウンアッセ

イを行ったところ，PavCul1-likes-3xHA お

よび cMyc-PavSFB3,6 は両 GST 融合タンパ

ク質と結合することが確認された．以上の結

果より，SSK1 は SFB および Cul1-likes と

結合し SCF 複合体構成要素として機能する

こと，また SSK1 の H0 はその相互作用を正

に制御するが必ずしも必要でないことが示

された．さらに，SFB が SCF 複合体として

機能し，何らかの基質を分解誘導する可能性

が推察された． 
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