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研究成果の概要（和文）：アブラナ科植物の半数は、自己の花粉との受精を防ぐため自家不和合性とよばれる機構をも
ち、受容体であるSRKとリガンドであるSCRにより成り立っていることが知られている。しかし、SRK-SCR相互作用の分
子機構の詳細は未だ明らかになっていない。そこで、本研究ではSRK-SCR相互作用解析の構築を目指した。本研究では
、SRKとSCRタンパク質の調製法を構築できた。また調製したSCRを用いることで、これまで明らかになっていなかった
興味深い認識特異性をもつSCRタンパク質が単離できた。今後、本研究で構築した実験系を用いることで、より詳細はS
RK-SCR相互作用の分子機構を明らかにできると期待される。

研究成果の概要（英文）：The Brassicaceae plants possess the self-incompatible mechanism to avoid a 
self-fertilization. SRK, which is a receptor kinase in the stigma cell, and SCR, which is a pollen 
coat-localized ligand, play a major role in self-incompatible response. Although SRK-SCR interaction is 
important for self-incompatibility, its molecular mechanism remains unclear. Therefore, I made to 
construct the experimental method for analysis of SRK-SCR interaction. For this purpose, I developed 
preparation methods for SRK protein from A. thaliana cells and SCR protein from E. coli cells. By using 
SCR protein, we analyzed a BoSCR-45, and found an interested property. I would like to investigate the 
molecular mechanism of SRK-SCR interaction by using developed method in this work.

研究分野：分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 約半数の植物は自己の花粉との受精を防
ぎ、他の個体の花粉と受精する他殖性である。
他殖を行うことで、近交弱勢を回避するとと
もに、集団内の遺伝的多様性を維持すること
ができる。他殖性のアブラナ科植物では、自
己の花粉を柱頭で認識して自己の花粉発芽
および花粉管伸長を防ぐ自家不和合性機構
をもつ（Fig. 1）。アブラナ科植物の自家不和
合性は、S-locus receptor kinase（SRK）と S-locus 
cysteine rich protein（SCR）が中心的な役割を
果たしている。SRKは柱頭の乳頭細胞の細胞
膜に局在する受容体キナーゼであり、SCRは
花粉表面に存在するペプチドリガンドであ
る。SRK遺伝子と SCR遺伝子はゲノム上の近
接した領域に座上しており、次世代に一つの
ユニットとして遺伝する。このユニットを S
ハプロタイプとよぶ。SRKと SCRは、多くの
対立遺伝子をもつため（同一種内でも 50-100
の対立遺伝子が存在する）、多くの Sハプロ
タイプが存在する。SRKは同一の Sハプロタ
イプ由来の SCRと相互作用することで、自家
不和合性反応を引き起こす。そのため、SRK
とSCRのSハプロタイプ特異的相互作用は自
家不和合性反応において、最も重要なステッ
プの一つである。 

 研究代表者の所属する研究室では、アブラ
ナ科植物である Brassica rapa と Brassica 
oleracea の多くの Sハプロタイプを収集する
とともに、その塩基配列を解析している。そ
の結果、Brassica rapa と Brassica oleracea 間
で高度に保存されている Sハプロタイプが存
在することを見いだした。このような Sハプ
ロタイプのペアのことを種間ペアとよぶ。種
間ペアの Sハプロタイプに関して、B. rapa と
B. oleracea の種間ハイブリッドを用いた交配
実験から、Sハプロタイプの塩基配列は極め
て似ているが、認識特異性は異なっている種
間ペアが見いだされている。 
 また、研究開始時点で研究代表者は、シロ

イヌナズナ葉肉プロトプラストから、自己リ
ン酸化能力をもつ SRKタンパク質を単離す
ることができていた。 
 
２．研究の目的 
 SRK-SCR相互作用の分子機構が明らかに
なっていない理由の一つとして、定量的に
SRK-SCR相互作用を解析する実験系が構築
されていないことが挙げられる。特に本研究
では、未破砕のインタクトな細胞上で SRK
と SCRの相互作用を解析できる実験系を目
指した。そこで本研究では、シロイヌナズナ
葉肉プロトプラストで発現させた SRKを用
いて、定量的に SRK-SCR相互作用を解析で
きる実験系の構築を目指した。また、
SRK-SCR相互作用の強さを定量的に解析す
ることも計画した。 
 
３．研究の方法 
 SRK-SCR相互作用をインタクトな細胞上
で定量的に解析するため、シロイヌナズナ葉
肉細胞由来のプロトプラストを用いること
にした。本研究では、まず既に自己リン酸化
能力を有する SRKが調製できていた一過的
発現系で発現した SRKの解析を行った。続い
て、恒常的にシロイヌナズナで SRKを発現す
る株を作製した。作製した形質転換シロイヌ
ナズナから調製した SRKの解析を解析し、
SRK調製法の構築を目指した。 
 一方、SCRの調製法としては、大量に調製
する必要があるため、大腸菌を用いて調製す
ることにした。大腸菌から調製した SCRが機
能するか、植物体を用いたバイオアッセイ法
により検討を行った。 
 また、SRKと SCRの Sハプロタイプ特異
的相互作用の分子機構を明らかにするため
に必要な B. rapa や B. oleracea の Sハプロタ
イプの探索を行った。 
 
４．研究成果 
 SRKの発現系を構築するため、シロイヌナ
ズナで機能することが知られているシロイ
ヌナズナ近縁種である Arabidopsis lyrata の
SRKb（Sbハプロタイプ）を用いることにし
た。まず、既に自己リン酸能をもつ SRKbの
調製法が確立していたシロイヌナズナ葉肉
プロトプラストを用いた一過的発現系を検
討した。シロイヌナズナ葉肉プロトプラスト
に PEG法により 35Sプロモータで SRKbを発
現する遺伝子を導入して、一晩培養した後、
SRKbを回収した。SRK-SCR相互作用を解析
するには SRKが細胞膜表面に局在する必要



がある。そこで、N結合型糖鎖の切断酵素で
ある endoglycosidase H（Endo H）を用いて検
討を行った。SRKが機能する場である柱頭の
乳頭細胞では合成された SRKbのうち約半分
が細胞膜表面へと輸送される（Yamamoto et al. 
2014 発表論文 1）。しかし、シロイヌナズナ
葉肉プロトプラストで一過的に発現させた
SRKbは全く細胞膜へと輸送されていなかっ
た (Fig. 2)。 
 私は、シロイヌナズナ葉肉プロトプラスト
で一過的に発現させた SRKbが細胞膜に輸送
されていなかったのは、PEG法を用いたため
ではないかと考え、恒常的に SRKbを発現し
ている形質転換シロイヌナズナを作製する
ことにした。35Sプロモータで SRKbを発現
するための遺伝子をアグロバクテリウムを
介して、シロイヌナズナに導入した。得られ
た T1植物のロゼッタ葉からタンパク質を回
収して、ウエスタンブロットを行った。発現
量が十分な形質転換体を選抜した。選抜した
形質転換体から葉肉プロトプラストを調製
した後、タンパク質画分を回収した。Endo H
を用いて、SRKbが細胞膜に輸送されている
か検討を行ったところ、合成された SRKbの
一部は細胞膜へと輸送されていることが示
された (Fig. 2)。結果、SRK-SCR相互作用を
解析するための SRKbの発現系が構築できた。
一方で、葉肉プロトプラストにおける細胞膜
に輸送されている SRKbの割合は、シロイヌ
ナズナ乳頭細胞の割合（約 50%）より少なか
ったため（Fig. 2）、今後、さらなる発現系の
改良が必要である。 

 SCRbの調製は大腸菌を用いて行った。シ
グナルペプチドを除いた SCRbにHis6タグを
付加し、大腸菌で発現して封入体として回収
した。グアニジン塩酸塩で可溶化した後に
refoldingを行った。その後、Ni-NTAで精製
した。His6タグを切断した後に、脱塩および
濃縮し SCRbタンパク質を調製した。調製し
た SCRbタンパク質を SRKbを発現するシロ
イヌナズナ柱頭に塗布した後、シロイヌナズ

ナ野生株の花粉を交配して、花粉発芽および
花粉管の伸長を観察した。結果、SCRbを処
理することで、野生株の花粉発芽および花粉
管伸長は顕著に阻害されていた。結果、機能
を有する SCRbが調製できた。 
 また、B. rapa や B. oleracea の SCRタンパ
ク質に関しても、SCRbと同様の調製法で調
製し、活性を有する SCRタンパク質が得られ
た。調製した SCRタンパク質を用いて解析を
行った結果、B. oleracea S-45に関して、種間
ペアであるが認識特異性は異なっている B. 
rapa の Sハプロタイプが同定できた。この種
間ペアは SRK-SCR相互作用の認識特異性の
分子機構を解析するための良い材料となる
と期待される。 
 本研究では、in planta で SRK-SCR相互作
用を解析するための実験系の構築を目指し
た。本研究を行っている期間中に研究代表者
は、SRKbの機能発現に N結合型糖鎖修飾が
必要なことを見いだした。この結果は、SRK
と SCRの相互作用を解析するためには、真核
生物を用いた発現系が重要なことを示唆し
ている。そのため、シロイヌナズナ植物体を
用いた SRK発現系の構築は今後の自家不和
合性研究に役立つと期待される。また、SCR
の調製法が確立できた。実際に確立した SCR
調製法を用いることで、これまで認識特異性
が同じか異なっているか明らかになってい
なかった種間ペアの認識特異性を明らかに
することができた。今後、蛍光基質等でラベ
ル化した SCRを用いることで、SRK-SCR相
互作用の解析が行えると期待される。これに
より、アブラナ科植物の自家不和合性の認識
特異性の分子機構の詳細を明らかにしたい。 
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