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研究成果の概要（和文）：アブラナ科およびナス科植物の自家不和合性の分子機構解明を目的とした。アブラナ科は、
花粉SP11リガンドと雌ずいSRKリセプターとの「自己」特異的な結合を介して自己を認識している。今回SRK下流で、雌
ずい細胞内にグルタミン酸受容体を介したCa2+の流入が起き、これにより自己花粉の発芽が阻害されていることを明ら
かにした。ナス科では、雌ずいの細胞毒（S-RNase）と花粉F-box蛋白質（SLFs）との「自己」特異的な非相互作用によ
り自己花粉を排除している。今回ペチュニアで18種類のSLFsがSCF複合体を形成し、協調的に全ての非自己S-RNaseを無
毒化していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to reveal the molecular mechanisms of self-incompatibility in 
the Brassicaceae and the Solanaceae. In the Brassicaceae, SI is mediated by a "self (= same S-haplotype)" 
specific interaction between pollen ligand (SP11) and its stigmatic receptor (SRK). We found that calcium 
signaling mediated by glutamate receptor is the major downstream event of SI signaling that triggers 
rejection of self-pollen. In the Solanaceae, SI is mediated by the absence of "self" specific interaction 
between style ribonuclease (S-RNase) and pollen F-box proteins (SLFs). S-RNase exerts cytotoxicity inside 
self-pollen tube to inhibit its growth. We found in Petunia that 18 types of SLFs form SCF E3 ubiquitin 
ligase complexes and collaboratively recognize and detoxify entire suite of "non-self" S-RNases.

研究分野： 細胞間情報学

キーワード： 植物　シグナル伝達　細胞間認識　生殖　自家不和合性　アブラナ科　ナス科
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 自家不和合性は、植物が自殖(近親交配)を
回避し、種の遺伝的多様性を保持するために
極めて重要な性質である。また、F1種子生産
の際に利用されるなど農業上の重要形質で
もある。このため、植物がいかにして自己・
非自己の花粉を識別しているのか、自己の花
粉をいかに選択的に排除しているか、という
課題に答えるために多くの研究が行われて
きた。まず古典的な遺伝学的解析により、自
家不和合性における自他識別の多くが、S 遺
伝子座上のハプロタイプ(S1, S2, ---, Sn)により
制御されていることが示された。すなわち、
受粉の際、同じ S ハプロタイプを持つ花粉と
雌ずいが出会うと不和合となり、異なれば和
合となることが示された。近年、我々を含む
複数の研究グループにより、アブラナ科およ
びナス科植物の S遺伝子座の解明が進められ、
各 Sハプロタイプは自他識別に関わる花粉因
子と雌ずい因子の両者をコードしているこ
とが示された。しかし、以下に示す様に、両
因子の性状は両科植物で全く異なっており、
各々独自の自他識別機構を進化させてきた
ことが示されてきている。 
(1) アブラナ科植物の自家不和合性 
 本科植物の花粉因子はリガンド様蛋白質
(SP11)であり、雌ずい因子は受容体型キナー
ゼ(SRK)である。我々は、雌ずい乳頭細胞膜
上の SRK が、自己(＝同じ S ハプロタイプ)の
SP11 と特異的に結合することで活性化（自己
リン酸化）し、乳頭細胞に不和合反応を誘起
し、自己花粉の吸水・発芽を阻害しているこ
とを明らかにしてきた。しかし、自己花粉の
排除に至るまでの SRK 下流の情報伝達系は
ほとんど解明が進んでいなかった。唯一カナ
ダのグループが、SRK/MLPK により ARC1 と
いうユビキチンリガーゼが活性化され、これ
が小胞輸送に関わる Exo70A1 の分解を促進
するために花粉への物質供給が停止すると
いう独自のモデルを提唱したが、これら因子
の関与を否定する報告も出され、コンセンサ
スを得るには至っていなかった。 
 こうした中、我々は研究開始時において、
自 家 不和合 性 を付与 し たモデ ル 植 物
Arabidopsis thaliana を利用することで、乳頭
細胞内のCa2+が自家受粉時に特異的に上昇す
ることを発見し、情報伝達経路解明にむけた
新たな手掛かりを得た状況にあった。 
 その他の情報伝達系解明につながる可能
性のある手掛かりとして、自家不和合性が高
濃度CO2ガス処理により打破されることが古
くから知られてきた。実際この方法は、F1育
種に用いる純系（近交系）の自殖種子生産に
おいて利用されてきたが、何故自家不和合性
が打破されるのか、その理由は全く不明の状
態であった。 
（2） ナス科植物の自家不和合性 
 本科植物では、雌ずい因子はリボヌクレア
ーゼ(S-RNase)であり、自己花粉の RNA を分
解する「細胞毒」として機能していることが

古くから示されてきた。しかし、花粉因子の
実体が不明であり、何故 S-RNase により非自
己の花粉内の RNA が分解されないのかは長
年の謎であった。 
 こうした中、我々は研究開始時において、
ペチュニアの S 遺伝子座上に 6 種類以上の
F-box 蛋白質群(SLFs)がコードされているこ
とを発見すると共に、これらが、特定の非自
己の S-RNase を解毒する作用を持つ証拠を形
質転換実験により得ていた。すなわち、SLFs
が分担してすべての非自己 S-RNase を認識し
解毒するという「協調的非自己認識モデル」
を世界に先駆けて提唱した時期にあった。し
かし、SLFs が一体何分子存在するのかは不明
であり、S-RNase の非自己特異的なユビキチ
ン化も実証されておらず、SLF が形成すると
予想された SCF 複合体の構成因子も未解明
であった。また、他家花粉中で S-RNase が液
胞状の構造体の中に隔離されているという
観察結果も報告されており、S-RNase の解毒
機構は全く未解明の状態であった。 
 
２．研究の目的 
 アブラナ科およびナス科植物の自家不和
合性の分子機構について、我々が独自に見出
した手掛かりをもとに、以下の項目に焦点を
絞り、本研究期間内での解明を目指した。 
(1) アブラナ科植物の自家不和合性 
① 自家受粉時の乳頭細胞内 Ca2+上昇に関わ
る輸送体の解明 
② 乳頭細胞内の自家不和合性情報伝達に関
わる因子の解明 
③ 高濃度 CO2 処理による自家不和合性打破
の機構解明 
(2) ナス科植物の自家不和合性 
① 花粉因子複合体(SCF-complex)の構成因子
の機能解明 
② 雌ずい因子(S-RNase)の無毒化機構の解明 
 
３．研究の方法 
(1) アブラナ科植物の自家不和合性 
①および②では、自家不和合性を付与した A. 
thaliana を利用して、分子生物学的手法、薬
理学的手法、遺伝学的手法等を用いて解明し
た。③では、CO2 処理に対し感受性および非
感受性のBrassica rapa を対象として遺伝学的
に原因遺伝子座を追求した。 
(2) ナス科植物の自家不和合性 
①では、網羅的な遺伝子発現解析と分子生物
学的手法、生化学的手法をくみあわせて解析
した。②では、S-RNase の挙動を免疫組織化
学的に追跡した。 
 
４．研究成果 
(1) アブラナ科植物の自家不和合性 
① 自家受粉時の乳頭細胞内 Ca2+上昇に関わ
る輸送体の解明 
 自家不和合性種A. lyrataのSRKおよびSP11
遺伝子を導入することで自家不和合性を付
与した A. thalliana C24 系統を用い、乳頭細胞



など有性生殖に関わる各種細胞内にCa2+セン
サー蛋白質の Yellow cameleon 3.60 （YC3.60）
等を発現させて、和合および不和合受粉時の
細胞内 Ca2+濃度をモニターした。また、
Calcium Green という非浸透性の Ca2+指示薬
を乳頭細胞外に塗布することで、乳頭細胞外
へ流出してくる Ca2+をモニターした。その結
果、まず和合受粉時には乳頭細胞外に Ca2+を
含む水が流出してくることを見出した。また、
この反応は、和合性花粉（野生型花粉）の花
粉表層物質（pollen coat, PC）を乳頭細胞に付
着させるだけで誘導されることが示された。
さらに、和合花粉受粉後あるいは和合花粉 PC
処理後に発現誘導されるCa2+輸送体をマイク
ロアレイ解析により探索し、自己阻害型 Ca2+

ポンプ ACA13 を候補として見出した。ACA13
遺伝子が破壊された T-DNA タグラインでは、
和合受粉後の乳頭細胞外へのCa2+の流出が抑
制され、花粉の発芽が阻害されることが示さ
れた。また和合受粉時には、ACA13 を含む乳
頭細胞膜直下の細胞内小胞が細胞膜と速や
かに融合することでCa2+が細胞外に放出され、
これが花粉の発芽を促進している可能性が
示された。すなわち、PC 中には同種の乳頭
細胞に作用して、ACA13 の発現を誘導すると
共に、ACA13 を含む細胞内小胞の開口分泌を
促進する未知の和合性シグナルが含まれ、こ
れによって花粉の発芽に必要なCa2+が乳頭細
胞から花粉に供給されていることが強く示
唆された（Iwano et al., Plant Cell, 2014）。 
 一方、不和合受粉時には（自己 SP11 を発
現させた花粉を受粉した時には）、この細胞
外への Ca2+輸送が全く誘導されず、逆に乳頭
細胞内のCa2+濃度が急上昇することが示され
た。柱頭から乳頭細胞のプロトプラストを作
製する手法を独自に確立し、自己 SP11 タン
パク質を添加したところ、プロトプラスト内
の Ca2+濃度が上昇することが示され、この反
応が SP11-SRK 相互作用の下流で直接的に誘
導されていることが明らかとなった。さらに
マイクロインジェクション装置を用いて乳
頭細胞内のCa2+濃度を不和合受粉時と同程度
まで上昇させると、和合性花粉を受粉させて
も発芽できなくなることが示され、この Ca2+

上昇が自家不和合性情報伝達系の主経路と
して機能していることが示唆された。また、
チャネル阻害剤を用いた薬理学的実験から、
この Ca2+上昇にグルタミン酸受容体 GLR が
関与する可能性が示唆された。実際、乳頭細
胞で特に強く発現する GLR3.7 や GLR3.5 の
ナンセンス変異株を TILLING 法により探索
して解析した結果、SP11 処理後の Ca2+上昇が
抑制されることが示された。以上の結果より、
自家受粉時には SP11-SRK 相互作用の下流で
GLR3.5/3.7などのグルタミン酸受容体が活性
化され、乳頭細胞内へのCa2+流入が誘起され、
正常な和合反応が阻害されている可能性が
示唆された（Iwano et al., Nature Plants, 2015）。 
② 乳頭細胞内の自家不和合性情報伝達に関
わる因子の解明 

 自家不和合性を付与した A. thaliana の種子
を EMS 処理あるいは重イオンビーム処理に
より変異を誘発し、その自殖後代の中から、
自家和合性に戻り自殖種子をつける様にな
った和合性復帰突然変異株を探索した。 
 得られた複数の和合性復帰変異株の中か
ら EMS 処理により得られた 1 株と、重イオ
ンビーム処理により得られた 1 株を選択し、
野生株と交配して得た F1 世代の稔性を調べ
たところ、いずれも自家不和合性を示し、劣
性の変異であることが確認された。次に、F2

後代を自家不和合性株と和合性株に分類し
バルク化し、次世代シーケンサーにより原因
遺伝子の推定を行った結果、いずれの株も
NRPD1a 遺伝子にナンセンス変異を持つこと
が明らかとなった。同遺伝子の変異が、自家
不和合性を付与した A. thaliana Col-0 株を自
家和合性に変化させることがすでに報告さ
れており（Strickler et al., G3 (Bethesda), 3: 315, 
2013）、NRPD1a が A. thaliana における自家不
和合性獲得に必須であることが確実となっ
た。NRPD1a は RNA ポリメラーゼⅣa 複合体
の構成要素であるが、本因子が自家不和合性
に何故必要であるかは全くの謎である。今後
さらに解析を続けていく必要がある。 
③ 高濃度 CO2 処理による自家不和合性打破
の機構解明 
 高濃度 CO2処理は、アブラナ科野菜類の F1

採取に用いる親株（近交系）の維持において
自家不和合性を打破して自殖種子を得るた
めの方法として古くから応用されてきたが、
自家不和合性打破の仕組みは不明である。ま
た、近交系の中には高濃度 CO2処理により容
易に自家不和合性が打破される感受性株と
なかなか打破されない非感受性株が存在す
ることが経験的に知られてきたが、感受性を
規定する仕組みも不明であった。そこで、本
研究では B. rapa の近交系の中から感受性株
と非感受性株を選択し、それらの後代の表現
型とゲノムの関係を遺伝学的に追求するこ
とで、CO2感受性を規定する遺伝子を特定し、
CO2 により自家不和合性が打破される仕組み
を解明することを目指した。まず、相互交配
実験から、CO2 感受性は雌ずい側で発現する
遺伝子が規定すること、打破の際には、乳頭
細胞からのCa2+の流出など和合受粉時に特異
的な生理反応が誘導されることを明らかに
した。また、両系統間の F1後代は、中間的な
CO2感受性を示すこと、F2後代は多様な CO2

感受性株に分離することを示し、CO2 感受性
が複数遺伝子座の量的形質により決定され
ていることを明らかにした。さらに、F2後代
110 個体を対象に、両系統で多型を示す 123
の遺伝マーカーを用いて QTL 解析を進め、染
色体 5番と 3番に位置する 2箇所のQTLが相
加的にCO2感受性を規定していることを明ら
かにした（Lao et al., J. Exp. Bot., 2014）。今後、
同染色体領域に含まれる原因遺伝子を同定
し、CO2 感受性を決める仕組み、CO2 により
自家不和合性が打破される仕組みを明らか



にしていく予定である。 
(2) ナス科植物の自家不和合性 
① 花粉因子複合体(SCF-complex)の構成因子
の機能解明 
 FLAG タグを付加した SLF 蛋白質をナス科
植物 Petunia の花粉内に発現させた後、タグ
配列を抗原とする免疫沈降法により SCFSLF

複合体を回収し、含まれる構成因子を質量分
析計により同定した。その結果、SLF は、花
粉特異的な SKP1（SSK1）と、同じく花粉特
異的な CUL1（CUL1-P）、さらに RBX1 と複
合体を作っていることが明らかとなった
（Entani et al., Plant J., 2014）。さらに、この複
合体にヒトの E1, E2 およびユビキチンを添
加することにより、in vitro において本複合体
が、形質転換実験から予測された非自己の標
的 S-RNase に特異的に結合し、ポリユビキチ
ン化することが示された。また、得られたポ
リユビキチン化 S-RNase は、花粉抽出物中で
速やかに分解されること、その分解は 26S プ
ロテアソーム阻害剤 MG-132 の添加により阻
害されることが示された。以上の結果から、
非自己の花粉管の中では、花粉因子 SLFs が
協調的に非自己 S-RNase を認識、ポリユビキ
チン化し、恐らく 26S プロテアソーム系を介
して分解していることが明らかとなった。 
 さらに、Petunia の 8 つの不和合性 S ハプロ
タイプ（S5, S7, S9, S10, S11, S17, S19, S22）と 2 つ
の和合性 S ハプロタイプ（Sｍ, S0m）にコード
された SLFs を、次世代シーケンサーを用い
て網羅的に同定した。その結果、Petunia の自
家不和合性が合計 18 種類の SLFs による協調
的な非自己 S-RNase 認識・無毒化機構により
制御されていることがほぼ明らかとなった
（Kubo et al., Nature Plants, 2015）。また、SLFs
と S-RNase の系統樹解析から、この「協調的
非自己認識機構」が誕生したのはキク亜綱と
バラ亜綱が分岐する以前に遡り、1 つの共通
祖先に由来すること、この仕組みが現在のナ
ス科、バラ科、オオバコ科などに引き継がれ
てきていることを明らかにした。また、gene 
conversion等により、Sハプロタイプ間でSLFs
の受け渡しが行われる中で、新たな Sハプロ
タイプが次々と生み出されてくることを明
らかにした（Fujii et al., Nature Plants, 印刷中）。 
② 雌ずい因子(S-RNase)の無毒化機構の解明 
 和合受粉時および不和合受粉時の花柱を
伸長中の花粉管内における S-RNase の時空間
的な挙動を免疫組織化学的手法を用いて詳
細に解析した。その結果、特に非自己の花粉
管の先端部分において、S-RNase の濃度分布
が自己花粉管の同部位に比べ、有意に低下し
ていることが確認された。今後、さらに花粉
管全体における S-RNase の分布を経時的に精
査し、無毒化機構を明らかにしていく予定で
ある。 
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