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研究成果の概要（和文）：バラ科サクラ属果樹はS-RNase型の自家不和合性を示すために、結実が不安定になり
やすい。自家不和合性の発現には特異性決定因子だけではなく、その他の因子（共通因子）も必要であることが
知られている。報告者は以前、S-RNaseと結合する花粉タンパク質のスクリーニングにおいて新規のDNaJ様タン
パク質（SDJ）を単離した。本研究では、SDJが共通因子である可能性を検証するために一連の分子生物学的な解
析を行った。調査の結果、SDJはバラ科の分化過程で出現した遺伝子であり、自家不和合性に関与するように特
異的に進化した可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Prunus fruit species exhibit S-RNase based self-incompatibility (SI), which 
results in instable fruit set. The other factors than pollen and pistil S determinants, Non-S 
factors, are also required for SI expression. We previously isolated a novel DNaJ-like protein in a 
screen for S-RNase binding pollen proteins. In this study, SDJ was analyzed at molecular level to 
clarify whether SDJ acts as a Non-S factor. Our study suggested that SDJ emerged during species 
differentiation in Rosaceae and evolved to gain a function in self-incompatibility.

研究分野：果樹園芸学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
S-RNase型の自家不和合性は双子葉植物の祖先的機構だと考えられているが、近年ではそれぞれの植物種でメカ
ニズムが多様化した可能性も指摘されている。本研究では、S-RNase型自家不和合性が特に特異な進化を遂げた
と考えているバラ科サクラ属果樹を研究対象にして、新規の花粉発現DnaJ様タンパク質SDJについて解析を行っ
た。調査の結果、SDJ遺伝子はバラ科の出現以降に誕生し、サクラ属の自家不和合性に関与している可能性が示
唆された。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
自家不和合性（SI）とは，花粉・雌ずい間での自己/非自己認識を介した自殖回機構である． こ
れまでの研究によって，バラ科果樹は S-RNase 型の SI を示すことが明らかにされている．S-
RNase型 SIとは，自己の花粉に対して細胞毒として働く S-RNaseタンパク質を雌ずい側因子
とする SI機構である．S-RNase型 SIはナス科やオオバコ科，アカネ科，ミカン科にもみられ
ることから，双子葉植物の祖先的機構と考えられている．しかしながら様々な植物種での知見が
集積するにつれ，S-RNase 型自家不和合性のメカニズムは種によって異なる進化を遂げてきた
ことが徐々に認識されるようになった．そのなかで特に注目を集めたのが，サクラ属果樹の事例
であった． 
 
2000年代初頭より，サクラ属は他の植物種とは異なる「自己認識型」の S-RNase型 SIを有す
ることが知られていた．これは花粉側因子の作用の違いによるものであろうと推察されており，
花粉側因子の進化解析を行ったいくつかの研究がこのことを支持してきた．一方で，花粉側因子
の作用以外の面では，サクラ属 SIの分子機構の特殊性は認識されていなかった．興味深い報告
がなされたのは，本研究の開始直前にあたる 2018年のことである．花粉の特異性決定因子およ
び雌ずいの特異性決定因子を除く，SI の発現に必要な因子は共通因子と呼ばれるのだが，サク
ラ属においてはじめての共通因子が同定された．この遺伝子は花粉特異的な発現を示す GST様
タンパク質（MGST）であり，興味深いことに，サクラ属・オランダイチゴ属の共通祖先におい
て重複した遺伝子から特異的に進化したものであった．すなわち，サクラ属 SIでは花粉側因子
のみではなく背景となる分子機構自体もまた独自の進化を遂げた可能性が示されたのである． 
 
サクラ属 SI分子機構を理解して，その特異性を明確にするためには，さらに多くの共通因子を
同定する必要がある．そのような状況の中，報告者らはカイコ－バキュロウイルス発現系を利用
して，世界で初めてサクラ属の組換え S-RNase 発現に成功した．この組換え S-RNase を利用
した共免疫沈降および nano LC MS/MSを行ったところ，S-RNaseと結合するオウトウの花粉
タンパク質として MGST とともに新規の DnaJ 様タンパク質（S-RNase binding DnaJ-like, 
SDJ）を単離することに成功した（Matsumoto・Tao, 2019 Plant Mol. Biol.）．ドメイン予測と
相同性検索から，SDJ は多様な機能を担う type III-DnaJ に属することが判明したが，他植物
種においても SDJ相同遺伝子研究報告はなされていない． 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，サクラ属の S-RNase 結合花粉タンパク質候補として単離した SDJ の分子生
物学的な特徴づけと機能調査を行うことで，SDJ が共通因子として働く可能性があるか検証す
ることである． 
 
 
３．研究の方法 
本研究ではオウトウ（Prunus avium）を植物材料として一連の実験を行った． 
（１）オウトウ SDJ(PavSDJ)の分子生物学的な特徴づけ 
PavSDJに関する系統解析，発現解析，および細胞内局在調査を行った． 
系統解析では，まず Phytozome ver.12.0 より主要な被子植物種における SDJ 様タンパク質の
ホモログを blast P検索によって収集した（e-value: e-25）．MUSCLEを用いてアミノ酸配列を
アライメントし，ML法による系統樹を作成した． 
発現解析では，オウトウ‘佐藤錦’の葉および各花器官から total RNAを抽出し，cDNAを合成し
た．qRT-PCRによって， PavSDJおよびその姉妹遺伝子の発現量を相対定量した． 
PavSDJ の細胞内局在調査では，GFP融合 PavSDJをアグロインフィルトレーション法により
ベンサミアナタバコの葉に一過的に発現させ，表皮細胞内の蛍光局在を観察した． 
 
（２）PavSDJと他タンパク質の相互作用に関する調査 
異なるアレルの S-RNase と PavSDJ の相互作用調査では，カイコで発現させた DDDDK タグ
融合 PavS3-,S4-,S6-RNase および抗 DDDDK タグ抗体ビーズを用いて，オウトウ‘佐藤錦’の発
芽花粉粗抽出物に対する共免疫沈降を行った． 
PavSDJの姉妹遺伝子産物の S-RNase結合能の調査においては，アグロインフィルトレーショ
ン法によってベンサミアナタバコ葉内で Myc タグ融合 PavSDJ-sister を一過的に発現させた．
このベンサミアナタバコ葉の抽出物に対して，組換え DDDDK タグ融合 PavS6-RNase および
抗 DDDDKタグ抗体を用いた共免疫沈降を行った． 
PavSDJの花粉内での相互作用パートナーの探索では，まず，PavSDJペプチドに対するウサギ
抗血清を作製し，アフィニティ精製を行うことで抗 PavSDJ抗体を調整した．オウトウ‘佐藤錦’



の発芽花粉粗抽出物に対して，抗 PavSDJ抗体を用いた共免疫沈降を行い，nano LC-MS/MSに
よる共免疫沈降物の網羅同定を行った． 
PavSDJ と S-RNase の結合における PavSLFL6 の介在の調査においては，上記と同様にアグ
ロインフィルトレーション法によってMycタグ融合 PavSDJ，HAタグ融合 PavSLFL6および
PavSSK1 を一過的に発現させた．これらのベンサミアナタバコ葉の抽出物に対して，組換え
DDDDKタグ融合 PavS6-RNaseおよび抗 DDDDKタグ抗体を用いた共免疫沈降を行った． 
 
 
４．研究成果 
（１）オウトウ SDJ(PavSDJ)の分子生物学的な特徴づけ 
系統解析を行ったところ，被子植物種の SDJホモログは３つのクレードに分類された．SDJを
含むクレード IIIのホモログは，調査したほとんどの被子植物において種特異的な単一のクラス
ターを形成していた．一方，SDJ はサクラ属とオランダイチゴ属にのみ存在しており，それと
は別にバラ科に共通したホモログ（SDJ姉妹遺伝子）が存在していた（第 1図）．興味深いこと
に，この進化パターンはサクラ属 SI の共通因子である MGST に類似していた．発現解析を行
ったところ，SDJは葯と花粉で強く発現していたのに対して，SDJ姉妹遺伝子は葉およびすべ
ての花器官で発現していたものの，葯と花粉での発現量は低かった（第 2図）．ベンサミアナタ
バコ葉において GFP融合 PavSDJを一過的に発現させたところ，細胞質基質に局在することが
明らかになった．このことから PavSDJは，S-RNaseが花粉細胞の細胞質に侵入した後に何ら
かの機能を果たしていると推察された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）PavSDJと他タンパク質の相互作用に関する調査 
‘佐藤錦’花粉粗抽出物に対する組換え S-RNaseによる免疫沈降を行ったところ，オウトウの S1, 
S3, S6 ハプロタイプの S-RNase 産物はいずれも PavSDJ と結合することが確認された．さら
に，ベンサミアーナタバコ葉で発現させた Myc-PavSDJ もまた組換え S-RNase 結合能を有し
ていた一方で，同様に発現させた Myc-PavSDJ 姉妹遺伝子産物は組換え S-RNase とは結合し
なかったことから，PavSDJは S-RNaseとの結合能を獲得するよう進化したことが示唆された． 
花粉粗抽出物に対する抗 PavSDJ 抗体を用いた免疫沈降を行ったところ，PavSDJ を含む複数
のタンパク質を回収することができた．主要な共免疫沈降物は，PavSDJ，S-locus F-box protein-
like 6 (PavSLFL6)，PavSLFL6 と結合することが報告されている Skp1 様タンパク質および

第 2図 オウトウ‘佐藤錦’における SDJ および姉妹遺伝子（XM021972277）の器官別発現（n=3） 
    発現量はユビキチン様遺伝子で補正 

第 1図 単子葉・双子葉植物の SDJ様タンパク質のML tree 



60S リボソームタンパク質であった．PavSDJ－PavSLFL6－PavS-RNase の三者間相互作用 
SLFLタンパク質群には S-RNaseと直接結合するものが複数報告されていることから，PavSDJ
が PavSLFL6 を介して S-RNase と結合する可能性について検証した．Myc タグ融合 PavSDJ 
またはHAタグ融合 PavSLFL6を発現させたベンサミアーナタバコ葉抽出物に対して組換え S-
RNaseによる共免疫沈降を行ったところ，PavSLFL6は PavSDJ依存的に回収された．このこ
とから PavSDJは S-RNaseと直接結合すること，また PavSLFL6は PavSDJを介して間接的
に S-RNaseと結合することが確認された．  
 
以上の結果から，SDJ はバラ科祖先種において S-RNase と結合するよう特異な進化を遂げた
DNaJであり，共通因子として機能する可能性が高いものと推察された． 
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