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アブラナ科植物の自家不和合性におけるシグナル伝達機構の解析

要旨
　多くの被子植物は自家不和合性と呼ばれる自己の花粉を認識、拒絶し、他家受精を進め
る分子機構を持っている。アブラナ科植物の自家不和合性は S と呼ばれる 1 遺伝子座の複
対立遺伝子（S 遺伝子）によって支配され、花粉と柱頭が同じ S 遺伝子を表現型として持
つとき、花粉の発芽や花粉管伸長が抑制される。これまでに S 遺伝子座の柱頭側決定因子
である SRK (S receptor kinase)および花粉側決定因子 SP11 (S locus protein 11) が同定され、
花粉から放出されたリガンドであるSP11が柱頭の膜貫通型レセプターキナーゼであるSRK

と S 遺伝子型特異的に結合し、SRK をリン酸化させることが明らかとなっている。この S

遺伝子型特異的な SRK の活性化が花粉拒絶反応を引き起こしていると考えられているが、
そのシグナル伝達経路や花粉拒絶反応の分子機構はほとんど未解明のままである。
　Brassica rapa var. Yellow Sarsonは自家和合性の変異株で、S 遺伝子および M（modifier）
遺伝子に変異を持つとされている。本株の持つ m 変異は劣性の変異であり、mm 遺伝子型
の株は S 遺伝子が正常でも柱頭側の不和合性が打破されるため、M 遺伝子産物は SRK の
下流で重要な働きをしていると考えられてきた。1997 年に米国コーネル大学のグループよ
り M 遺伝子はアクアポリン様遺伝子 MOD をコードしていると報告されたが、その後に反
証が成され、M 遺伝子の本体は未だに明らかになっていない。本研究は、アブラナ科植物
の自家不和合性におけるシグナル伝達機構の解明を目指し、M 遺伝子の実体を明らかにす
ること目的とした。
　まず、M 遺伝子のポジショナルクローニングを行うために、Yellow Sarson Sf2Sf2mm の和
合性原因遺伝子の内、m遺伝子のみを野生株 B. rapa S8S8MMに交配により導入することを
試みた。両者間の F2 後代の不和合、和合の分離比を解析したところ、予想に反し、Yellow

Sarsonは Sおよび M遺伝子以外にも和合の原因となる変異を含む可能性が示唆された。さ
らに詳細な交配実験を通じ、不和合性関連遺伝子の座乗する S、M、および ARC1 遺伝子
座とは連鎖していない 1 遺伝子座上の変異の存在を確認した。新たに見いだされた遺伝子
座上の変異については本研究ではさらに追求しなかったが、Yellow Sarson が従来示唆され
てきた 2 遺伝子変異ではなく、少なくとも 3 つの遺伝子に変異を持つ自家和合株であるこ
とが明らかとなった。
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　次に、M 遺伝子のポジショナルクローニングを行うために、M 遺伝子座近傍の AFLP マ
ーカーを作製し、これらを基に遺伝地図を作製した。M 遺伝子座は AFLP マーカーA23 と
A40の間、0.8 cMの領域にマップされた。一方、MODは M遺伝子座とは 1.65 cM離れて
いることが確認され、M遺伝子本体でないことが明らかとなった。次に AFLPマーカーA23

と A40を起点に染色体歩行を行い、0.8 cM の領域について約 500 kbpの BAC クローンに
よる物理地図を作製した。2,157 染色体の組み換え解析の結果、BAC251-22 上に M 遺伝子
座があることが明らかとなった。そこで、BAC251-22 の 103 kbp の塩基配列を決定し、最
終的に約 50 kbpの領域まで M遺伝子座を絞り込んだ。
　この領域には 12 の予測 ORF が存在したが、その内の 1 つが情報伝達に関わるプロテイ
ンキナーゼをコードしていると推定されたので、M locus protein kinase （MLPK）と命名し、
さらに詳細な解析を行った。MLPKの mRNAは柱頭で特異的に検出され、柱頭の不和合性
獲得時期と合致した発現パターンを示した。m 変異体の MLPK は、キナーゼドメイン VIa

内の 1 塩基置換により保存された 194 番目のグリシンがアルギニンに変わっており、その
変異型 MLPK の発現タンパク質はキナーゼ活性を欠くことが示された。また、m変異体に
おいて、MLPK の mRNA の発現は認められたが、ウエスタンブロット解析では MLPK タ
ンパク質は検出されなかった。いずれの結果も m 変異体では MLPK が機能していないこ
とを示している。MLPKが M 遺伝子の本体であることを確かめるため、一過的に柱頭に遺
伝子を発現させる試験法を確立した。m変異体の柱頭にパーティクルガンを用いて RFPと
MLPK のコンストラクトを撃ち込み、RFP の発現した細胞に花粉をのせたところ、コント
ロールの RFP のみを発現させた細胞では自家花粉を受け入れたが、RFP と共に MLPK を
発現させると自家花粉を拒絶した。この結果は MLPKが m変異を相補するのに十分である
ことを示している。以上の結果から、M遺伝子の本体は MLPKであると結論づけた。
　MLPK は 404 アミノ酸からなるタンパク質で、N 末端からミリストイル化モチーフ、セ
リンリッチドメイン、キナーゼドメイン、C 末端の機能未知ドメインによって構成されて
いる。また、MLPK はレセプターキナーゼと進化的に近縁であるが細胞外ドメインを持た
ない receptor like cytoplasmic kinase（RLCK）ファミリーの一員である。MLPKの細胞内で
の局在を調べるために GFP 融合タンパク質としてタバコ BY-2 細胞で発現させたところ、
MLPKは細胞膜に局在した。また柱頭抽出物の生化学的分画によっても MLPKの細胞膜画
分への濃縮が確認され、MLPKが膜アンカー型タンパク質であることが示唆された。
　本研究では M 遺伝子のポジショナルクローニングによって膜アンカー型プロテインキナ
ーゼである MLPK がアブラナ科植物の自家不和合性シグナル伝達に重要な因子であること
を明らかにした。 本結果は RLCK ファミリーの一員である MLPK が植物のレセプターキ
ナーゼを介するシグナル伝達に関わっていることを示す初めてのものである。
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序序序序章章章章

　多くの高等生物は性を持ち、組みかえによる遺伝子のシャッフリングと受精によ

る他個体の遺伝子の導入により、常に新しい遺伝的バックグラウンドを持った子孫

を残すことによって集団の遺伝的多様性や持続した進化を維持し、生存競争に勝ち

残ってきた。顕花植物の多くは 1つの花に雄しべと雌しべを持つ両性花で自家受精

しやすい性質を持つ。そのため、それらの植物は他家受精が有利になるシステムを

進化させてきた。自家不和合性は自己の花粉を拒絶することによって他家受精を進

める性質を示し、25万種ある被子植物の半数以上がそのようなシステムを持ってい

るといわれている。典型的な自家不和合性は S とよばれる 1つの複対立遺伝子（S1, S2,

…, Sn）によって支配され、柱頭と花粉が同じ S遺伝子を表現型として持つとき、そ

の花粉は拒絶される（図 1）。自家不和合性は花粉拒絶の遺伝的な制御の違いから雌

しべの持つ S遺伝子と花粉の表現型が持つ S遺伝子が一致したときに花粉の拒絶が

起こる配偶体型と雌しべと花粉親が表現型として持つ S遺伝子が一致したときに起

こる胞子体型に大別される。配偶体型自家不和合性を持つ植物にはケシ科、ナス科、

バラ科、ゴマノハグサ科などがあり、胞子体型自家不和合性にはアブラナ科、キク

科、ヒルガオ科などがある。ナス科、バラ科、ゴマノハグサ科では雌しべ側の S遺

伝子産物は同じ遺伝子であるが、ケシ科およびアブラナ科の雌しべ側の S遺伝子産

物はそれぞれ異なる遺伝子をコードしていることから、これら 3種の自家不和合性

は別々に進化したものであると考えられている（McCubbin and Kao, 2000）。

　アブラナ科植物は 1遺伝子座支配の胞子体型自家不和合性を持ち、花粉の認識は

柱頭表面を覆う乳頭細胞と呼ばれるクチクラ層で覆われた突起状の細胞によって行

われている。和合花粉が乳頭細胞につくと乳頭細胞から吸水を始め、数分から数時

間で発芽し、花粉管を細胞壁に進入させ、伸長していく。一方、不和合花粉が柱頭

についた場合、多くの花粉は吸水、発芽が阻害され、また花粉管が伸長したときで

も、乳頭細胞に進入できなくなる（図 2）。自家不和合性は S遺伝子によって支配さ

れているため、アブラナ科植物の自家不和合性の研究もまず S遺伝子産物の同定を

目的に行われた。はじめに発見された S遺伝子産物は SLG（S locus glycoprotein）で

あり、異なる S遺伝子をもつ柱頭タンパク質の解析から、S遺伝子特異的な等電点を

持つ糖タンパク質として見つかった（Nishio and Hinata, 1977）。SLGは約 50 kDaの

分泌型糖タンパク質で（Takayama et al., 1987; Nasrallah et al., 1987）、柱頭の乳頭細胞

の細胞壁に豊富に蓄積している（Kandasamy et al., 1989; Kishi-Nishizawa et al., 1990）。

柱頭側のもう一つの S遺伝子産物として膜貫通型レセプターキナーゼをコードする

SRK（S locus receptor kinase）がある（Stein et al., 1991）。SRKは約 120 kDaのタンパ

ク質であり、細胞外に SLGと高い相同性を持つ Sドメイン、一つの膜貫通ドメイン
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図1　被子植物の自家不和合性

不和合受粉 和合受粉

図2　B. rapa柱頭の乳頭細胞における不和合花粉
の拒絶。アニリンブルー染色により花粉管のカロ
ースが染色されている。
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をへて、細胞内のキナーゼドメインとつながっている。形質転換実験により、この

二つの柱頭側の S遺伝子産物のうち、SRKが S遺伝子型を決定するのに十分である

ことが明らかとされ、また、SLGは S遺伝子型の決定に必要ではないが、SLGを導

入すると不和合性が強くなることから、SLGは何らかの形で関与していると推定さ

れている（Takasaki et al., 2000）。

　花粉側の S遺伝子産物としては SP11（S locus protein 11または SCR、S locus cysteine

rich）が同定されている（Suzuki et al., 1999; Schopfer et al., 1999; Takayama et al., 2000）。

SP11は葯のタペート組織と花粉で発現しており、８つのシステインをもつ小さな分

泌型タンパク質（6~8 kDa）をコードしている。形質転換実験および合成タンパク質

を用いた試験により、SP11が花粉の S遺伝子型を決定することが示された（Schopfer

et al., 1999; Takayama et al., 2000; Shiba et al., 2001）。SP11は in vitroにおいて同じ S遺

伝子型の SRKと特異的に結合し（Takayama et al., 2001; Kachroo et al., 2001）、SRKの

自己リン酸化を誘導する（Takayama et al., 2001）。これらの S遺伝子産物の解析から、

花粉に含まれるリガンドである SP11が受粉時に柱頭側のレセプターキナーゼである

SRKと S遺伝子特異的に結合し、SRKのキナーゼドメインを活性化することによっ

て、下流のターゲットタンパク質をリン酸化し、花粉拒絶反応を引き起こしている

と考えられている（図 3A）。

　タンパク質のリン酸化が植物の情報伝達においても重要な役割を果たしているこ

とはモデル植物である Arabidopsisにおいて 860のプロテインキナーゼが存在し、全

遺伝子の約 3%を占めることからもわかる（The Arabidopsis Genom Initiative, 2000）。

プロテインキナーゼスーパーファミリーのキナーゼドメインの相同性を元にした系

統分類から、Arabidopsisのレセプターキナーゼは 610のメンバーが共通の祖先を持

つ大きな 1つのファミリーを形成していることが明らかになっている（Shiu and

Bleecker, 2001）。レセプターキナーゼは植物ホルモンの反応、細胞の分化と増殖、植

物の成長と発達、自家不和合性、病原菌および共生菌の認識などに重要な働きをし

ている（Torii, 2000; Takayama and Sakagami, 2002; Morris and Walker, 2003; Dievart and

Clark, 2003）。このように多くのレセプターキナーゼの機能が明らかになってきたの

に対してそれらのリガンドや下流の因子が決定された例はまだ少数である。植物の

レセプターキナーゼシグナル伝達は BRI1（Brassinosteroid-Insensitive 1）、CLV1

（CLAVATA1）、SRK、FLS2（FRAGELLIN INSESITIVE 2）の４つのレセプターキナ

ーゼにおいて先駆的な研究がなされてきた。

　BRI1は細胞外にロイシンリッチリピートを持つレセプターキナーゼで、植物ホル

モンであるブラシノステロイド（BR）を過剰に与えた時に根の伸長阻害が起こらな

い BR非感受性変異体から発見された（Li and Chory, 1997）。BRI1は同じくロイシン

リッチリピート型のレセプターキナーゼである BAK1（BRI1-Associated receptor Kinase



SR
K

SP11

ARC1

SR
K

SP11

Ub

?

Ub
Ub

Proteasome

ARC1

MOD?

H20

P

P

Plasma
membrane

Cytosol

A B

C D

B
R

I1

B
A

K
1

BR

BIN2

BES1BZR1

P

BES1
P

Degradation

Nuclear

?

 C
L

V
1

　
 C

L
V

2

 C
L

V
1

 C
L

V
2

CLV3?

P

KAPP

?
ROP

?

WUS

FL
S2

FL
S2

AtMEKK1

AtMKK4/5

AtMPK3/6

P

P

P

?

WRKY?

Flagellin

図3　植物のレセプターキナーゼシグナル伝達のモデル。AAAA、アブラナ科植物の自家不和合性シグ
ナル伝達。BBBB、ブラシノステロイドシグナル伝達。Yinらの図を改変 (Yin et al., 2002)。CCCC、CLVシ
グナル伝達。Clarkの図を改変 (Clarck, 2001)。DDDD、フラジェリンシグナル伝達。Asaiらの図を改変
(Asai et al., 2002)。

Nuclear

6



7

1）とヘテロダイマーを形成し BRを認識していると考えられている（Li et al., 2002;

Nam and Li, 2002）（図 3B）。GSK3/SHAGGYファミリーのプロテインキナーゼであ

る BIN2（Brassinosteroid-Insensitive 2）は BRI1と同様に BR非感受性の変異体からク

ローニングされ、gain of function変異体であったことから BRの負の制御因子である

ことが示されている（Li and Nam, 2002）。動物細胞においては GSK3/SHAGGYファ

ミリーのプロテインキナーゼ GSK3は常時活性型でターゲットタンパク質をリン酸

化することによって分解しているが、上流からWntシグナルが伝わると不活性化し、

ターゲットタンパク質が蓄積することによってシグナルが伝わることが知られてい

る（Cohen and Frame, 2001）。BIN2の場合も同様であり、サプレッションスクリーニ

ングにより BIN2のターゲットタンパク質である BES1（BRI1-EMS-Suppressor 1）お

よび BZR1（Brassinazole Resistant 1）が得られている（Yin et al., 2002; Wang et al., 2002）。

BES1、BZR1は互いに 88%の相同性を持つタンパク質で、核移行シグナル、GSK3

のリン酸化モチーフ、PESTドメインを持つ（Yin et al., 2002; Wang et al., 2002）。BES1、

BZR1は two-hybrid systemで BIN2と相互作用が見られること、in vitroで BIN2によ

ってリン酸化されること、in vivoにおいて BRの添加によってリン酸化されなくなり、

核に蓄積することから、BRI1を介した BRのシグナルは BIN2を不活性化し、分解

を受けなくなった BES1、BZR1が核へと移行して BRのターゲット遺伝子の発現を

誘導すると考えられている（He et al., 2002; Yin et al., 2002; Zhao et al., 2002）。

　Arabidopsis の CLAVATA 遺伝子の変異は茎頂分裂組織で未分化の細胞の増殖が起こ

し、周辺の細胞の分化が阻害される（Clark, 2001）。CLAVATA遺伝子座は CLV1、CLV2、

CLV3 の 3 つが存在し、CLV1 はロイシンリッチリピート型のレセプターキナーゼ、

CLV2 は細胞内ドメインの欠いた CLV1 様のタンパク質をコードしており、レセプタ

ーとして機能していると予想されている（Clark et al., 1993, 1995, 1997; Kayes and Clark,

1998; Jeong et al., 1999）（図 3C）。CLV3は分泌型の小さなタンパク質をコードして

おり、CLV1のリガンドであると考えられている（Flechter et al., 1999）。In vivoにお

いてCLV1は 185 kDaと 450 kDaの複合体を形成し、185 kDaの複合体はCLV1とCLV2

のヘテロダイマーと予想され、450 kDaの複合体は 185 kDaの複合体に加えて、プロ

テインフォスファターゼである KAPP（kinase-associated protein phosphatase）、および

低分子量 GTPase Rop（Rho GTPase-related protein）を含んでいると報告されている

（Trotochaud et al., 1999）。clv3変異株においては 450 kDaの複合体は見られないため、

不活性型の 185 kDaの CLV1レセプター複合体がリガンドである CLV3と結合すると

450 kDaの活性型レセプター複合体となり、シグナルを伝えていると予想されている

（Trotochaud et al., 1999）。KAPPはロイシンリッチリピート型レセプターキナーゼで

ある HAESA（RLK5）のキナーゼドメインと相互作用するホスファターゼとしてク

ローニングされ、CLV1、FLS2 などのレセプターキナーゼとも相互作用し、これら
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のレセプターキナーゼを脱リン酸化することによって負の調節をしていると考えら

れている（Stone et al., 1994; Williams et al., 1997; Gómez-Gómez et al., 2001）。CLVシ

グナル伝達の下流の候補としてホメオドメインを含み転写因子であると考えられて

いるWUSCHEL（WUS）がある。WUSは茎頂の未分化細胞の維持に重要な役割を果

たしており、CLVシグナルによって WUSの発現が抑えられると CLV3の発現も抑制

される（Clark, 2001; Schoof et al., 2000）。このWUSと CLV3のフィードバックルー

プにより、茎頂での未分化細胞の数が調節されていると考えられている（Clark, 2001;

Schoof et al., 2000）。

　Arabidopsisは病原菌 Pseudomonas syringaeの鞭毛タンパク質フラジェリンを認識

し、抵抗反応を起こす。Arabidopsisのフラジェリンの認識には 22アミノ酸残基から

なるペプチド断片（Flg22）で十分であり、Flg22に非感受性の変異株の解析からク

ローニングされた FLS2はロイシンリッチリピートをもつレセプターキナーゼをコー

ドしており、フラジェリンのレセプターとして働いていると考えられている

（Gómez-Gómez et al., 1999; Gómez-Gómez and Boller, 2000）（図 3D）。Flg22処理に

よってMAPKKKであるMEKK1、MAPKKであるMKK4/5、MAP kinaseであるMPK3/6

が活性化されることが示されている（Asai et al., 2002）。また、Flg22によって誘導さ

れる遺伝子のプロモーターが転写因子WRKYの結合モチーフを持ち、WRKY22/29

を発現させることによってプロモーター活性が上昇するため、WRKYが下流のター

ゲットタンパク質であることが示唆されている（Asai et al., 2002）。これらのレセプ

ターキナーゼシグナル伝達のモデルとなっているレセプターはその直接のターゲッ

トは発見されていないが、他のいくつかのレセプターキナーゼではキナーゼドメイ

ンを用いた two-hybridスクリーニングによってターゲットの候補が見いだされてい

る（Skirpan et al., 2001; Kim et al., 2003; Llompart et al., 2003; Fujita et al., 2003）。

　自家不和合性シグナル伝達においては SRKのキナーゼドメインを用いた酵母の

two-hybrid screeningにより、SRKのキナーゼドメインと結合する３つのタンパク質

が同定された。そのうちの二つはジスルフィド結合を還元する酵素であるチオレド

キシン Hをコードする THL1および THL2であり（Bower et al., 1996）、THL1は in vitro

において SP11の非存在下で SRKの自己リン酸化を阻害すると報告されているが

（Cabrillac et al., 2001）、それを否定する報告もされている（Takayama et al., 2001）。

３つ目のタンパク質は ARC1であり、ARC1は７つのアームリピート構造を持ち、in

vitroで SRKのキナーゼドメインによってリン酸化されることから、SRKの直接のタ

ーゲット分子であると予想され、アンチセンスを用いた形質転換実験により、ARC1

は SRKシグナルのポジティブエフェクターであることが示された（Gu et al., 1997;

Stone et al., 1999）。後に ARC1は N末端に E3ユビキチンリガーゼ活性を持つとされ

る U boxを持つことが明らかにされ、ARC1は in vitroにおいて E3活性を持つこと、
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不和合受粉時に柱頭でユビキチン化タンパク質が増加し、ARC1のアンチセンス形

質転換体では減少していること、プロテアソーム阻害剤によって不和合が弱くなる

ことから、ARC1は柱頭の何らかのタンパク質をユビキチン化して分解し、その結

果、花粉の拒絶が起こると予想されている（Azevedo et al., 2001; Stone et al., 2003）

（図 3A）。また最近になって SRKのキナーゼドメインに結合するタンパク質として

カルシウムのセンサータンパク質であるカルモジュリンと膜タンパク質の輸送に関

わるタンパク質である SNX1（sorting nexin）が同定された（Vanoosthuyse et al., 2003）。

動物のレセプターキナーゼである EGFシグナル伝達においてはカルモジュリンと

SNX1はレセプターキナーゼの負の制御因子であり（San José et al., 1992; Kurten et al.,

1996）、SRKシグナル伝達においても同様の働きをしていると予想されている

（Vanoosthuyse et al., 2003）。KAPPは SRKとも two-hybridおよび in vitroの結合実験

で相互作用が観察され、in vitroにおいて SRKを脱リン酸化するため、他のレセプタ

ーキナーゼで観察されるように SRKシグナル伝達を負に制御していると考えられて

いる（Vanoosthuyse et al., 2003）。SRKのキナーゼドメインを用いた two-hybridスク

リーニングによって得られた SRKに相互作用するタンパク質のうち、自家不和合性

シグナルを正に伝えていることが示されたのは ARC1のみで、残りは負の制御因子

であると予想されている。また、ARC1のアンチセンス形質転換体は完全に自家不

和合性が打破されておらず、この原因は ARC1 mRNAの抑制が十分でないか、他の

シグナル伝達経路があることが示唆されており、自家不和合性シグナル伝達の十分

な解明には至っていない（Stone et al., 1999）。

　上述したように植物レセプターキナーゼのシグナル伝達機構の解明には変異体を

用いた遺伝学的解析が主流であり、シグナル伝達に関わる分子の大半がこのアプロ

ーチによってクローニングされてきた。一方、アブラナ科の自家不和合性シグナル

伝達の研究ではゲノムやマーカーの情報がほとんどないこと、花が咲くまで表現型

が観察できないこと、植物体のサイズやライフスパンが遺伝学的解析には不向きで

あること、自家受粉はすべて手作業で行わなければならないため変異体の作出は困

難であることなどから、このようなアプローチはほとんどされてこなかった。Brassica

rapa var. Yellow Sarsonはインド原産の自家和合性栽培種であり、遺伝学的な解析に

より、S遺伝子および S遺伝子座とは連鎖しない遺伝子の変異により自家和合性にな

っていることが示され、modifier（m）遺伝子と命名された（Hinata et al., 1983）（図

4）。m遺伝子は劣性の変異であり、SRKに対して上位であること、不和合が完全に

打破されることから、SRKの下流で働く重要な因子であると予想されてきた（Hinata

et al., 1983）。1997年、コーネル大学のグループより m遺伝子の本体が水チャネルタ

ンパク質をコードするアクアポリン様遺伝子、MODであると Science誌に報告され

た（Ikeda et al., 1997）。彼らは、野生株（S8S8MODMOD）と Yellow Sarson C634
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図 　4 変異体の柱頭の表現型。矢印は花粉管を示している。

野生型（

m

S8S8 ）自家受粉MM 変異体（m S8S8 ）自家受粉mm
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（Sf2Sf2modmod）株を掛け合わせた F2植物を用いたディファレンスディスプレー法に

よりスクリーニングされた MOD遺伝子が m変異体において非常に減少しているこ

とを見出した（Ikeda et al., 1997）。MOD遺伝子は F2 260個体および MODmodを自家

受粉した F3 114個体ですべて連鎖すること、modmod個体において mRNAの発現が

減少していること、ガンマ線照射によって M遺伝子座を欠失させた独立した８株の

変異体が自家和合性になったというデータを元に M遺伝子の本体が MODであると

結論した（Ikeda et al., 1997）。しかしながら、MODを用いた相補試験が行われてい

ないこと、ガンマ線照射による変異株の欠失領域についての詳細な解析がされてな

いことから、M遺伝子の本体が MOD遺伝子座周辺の遺伝子である可能性が否定で

きなかった。

　本論文では自家不和合性の分子機構を明らかにするために M遺伝子の解析を行っ

た。まず MODが本当に M遺伝子であるかを検証するために B. rapa野生株と Yellow

Sarsonを交配し、その後代の解析と AFLPマーカーを用いた M遺伝子座の遺伝地図

の作製を行い、MODは M遺伝子座とは連鎖しているが、M遺伝子本体ではないこ

とを明らかにした。これと平行してフランスのグループから B. oleraceaの MODホ

モログ（MODのオーソログも含む）は花粉の認識部位である柱頭の乳頭細胞では発

現していないことが in situハイブリダイゼーションおよび免疫組織学的手法によっ

て示された（Marin-Olivier et al., 2000）。また東北大学のグループからも自家不和合

性の B. rapa cv. Waseokabuの MOD mRNAが Yellow Sarsonと同じ程度の発現量しか

ないこと、M遺伝子座を欠失させたガンマ線変異株で MODは欠失していないにも

かかわらず自家和合性になったものが存在することが明らかにされ（Fukai et al.,

2001）、MODは M遺伝子本体ではないことが他の研究グループのデータからも裏付

けられた。

　次に本当の M遺伝子をクローニングするために BAC（bacterial artificial

chromosome）クローンによる M遺伝子座周辺の物理地図を作製し、M遺伝子のある

BACクローンを特定した。BACクローンの塩基配列の解析から M遺伝子は 12の候

補遺伝子に絞られ、そのうちの 1つがプロテインキナーゼをコードしており、MLPK

（M locus protein kinase）と命名した。MLPKは柱頭で特異的に発現する膜アンカー

型のプロテインキナーゼであり、m変異体においてはその機能を失っていた。MLPK

が M遺伝子の本体であることを確かめるために新たに生物試験法を確立し、MLPK

が m変異を相補できること確認した。最後にこれらの結果を基にMLPKが自家不和

合性シグナル伝達のポジティブエフェクターとして働くモデルを提唱する。
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第第第第 1章章章章　　　　自自自自家家家家和和和和合合合合性性性性 Brassica rapa var. Yellow Sarsonのののの遺遺遺遺伝伝伝伝学学学学的的的的解解解解析析析析

序序序序

　B. rapa var. Yellow Sarsonは自家和合性で、自家不和合株との雑種後代を用いた解

析から、S遺伝子座とは独立に遺伝し、自家和合性をもたらす遺伝子が発見され、M

（modifier）と命名された（Hinata et al., 1983）。Yellow Sarsonのもつ m遺伝子は劣性

の変異であり、mm株では正常な S遺伝子があっても自家和合性になる（Hinata et al.,

1983）。Yellow Sarsonは S遺伝子座（Sf2）も機能を失っており、これまでの解析から、

SLGは低いレベルで発現しているが、SRKの転写産物は検出できず、Sf2Sf2株では SRK

が発現していないことにより自家和合性になっていると考えられている（Nasrallah et

al., 1994）。M遺伝子については序章で述べたように、コーネル大学のグループから

Arabidopsisの PIP1Bと相同なアクアポリン遺伝子 MODが M遺伝子であると報告が

あったが、後に否定的な報告がされた（Ikeda et al., 1997; Marin-Olivier et al., 2000; Fukai

et al., 2001）。コーネル大学のグループの報告によると、自家不和合性株 S8系統

（S8S8MM）と Yellow Sarson C634系統（Sf2Sf2mm）を掛け合わせた F2 260個体の解析

では自家不和合株と自家和合株の割合が 9 : 7となり、そのうちの S8S8株では自家不

和合株と自家和合株が 3 : 1となるため、S遺伝子および M遺伝子の 2つの変異が自

家和合性の原因だとしている（Ikeda et al., 1997）。また MOD/modの遺伝子型は F2の

S8S8株 79個体、S8Sf2株 79個体および S8S8Modmod株を自家受粉して得られた F3 114

個体の表現型と完全に一致していたとしている（Ikeda et al., 1997）。そのため、MOD

が M遺伝子でないとしても、本当の M遺伝子を探すための良いマーカーとなること

が考えられた。これらのことをふまえ、真の M遺伝子をクローニングすることを目

的に B. rapa var. Yellow Sarsonの遺伝学的解析を行った。

材材材材料料料料とととと方方方方法法法法

材料

　特に記載のない化学薬品は和光純薬もしくはナカライテスクの製品を使用した。

遺伝子工学用酵素は特に記載のない限り、Takaraの製品を用いた。

　自家不和合性 Brassica rapaS8S8および S9S9ホモ個体は日本の小国から採取され、解

析されたものを用いた（Takayama et al., 1987; Isogai et al., 1987）。B. rapa Rapid Cycling

株はウィスコンシン大学（Crucifer Genetics Cooperative）より入手した。Rapid Cycling

バックグラウンドの S8S8および S9S9ホモ個体は S8S8および S9S9株をそれぞれ Rapid

Cycling株と交配し、S8S8は 5世代、S9S9は 4世代集団交配して安定した形質を示す

ものを選抜した（Shiba et al., 未発表）。B. rapa cv.おそめは市販品（タキイ種苗（株））

であり、S遺伝子型は S52S60である（Takasaki et al., 1997）。B. rapa var. Yellow Sarson
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はインドで栽培されている自家和合性栽培種で日向康吉東北大学名誉教授よりいた

だいた。Yellow Sarson C634株は機能不全の S遺伝子座 Sf2をもち、遺伝子型は Sf2Sf2mm

である（Hinata et al., 1983; Nasrallah et al., 1994）。

自家不和合性の検定

　自家不和合性の検定はアニリンブルー染色により柱頭への花粉管の進入を観察す

ることによって行った（Kho and Bear, 1968）。開花当日の柱頭に花粉を乗せた後、6

時間後の花柱をエタノール：酢酸（3 : 1）溶液に２時間固定し、1Nの NaOH溶液に

入れ、60℃に 90分間置いた。室温に戻し、染色液［2%（w/v）アニリンブルー、2%

（w/v）K3PO4］に 2.5時間置いた後、蛍光顕微鏡（Carl Zeiss）で観察した。

AFLP（amplified fragment length polymorphism）によるマーカーの作製

　M遺伝子座周辺のマーカーの作製は AFLPによって行った。Michelmore et al.の方

法に従い、S8S8Mm（MODmod）を自家受粉して得られた個体から S8S8MODMOD（MOD

はアクアポリンの遺伝子型）と S8S8modmodをそれぞれ 8個体ずつ選抜し、GenEluteTM

Plant Genomic DNA Kit（SIGMA）を用いて各 100 mgの葉から DNAを抽出し、バル

ク化した（Michelmore et al., 1991）。AFLPは Vos et al.の方法に従って行った（Vos et al.,

1995）。EcoRIアダプターは ECOA1（5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’）および ECOA2

（5’-AATTGGTACGCAGTCTAC-3’）の２種類のプライマーをアニールさせて作製し

た。MseIアダプターはMSEA1（5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’）およびMSEA2（5’-

TACTCAGGACTCAT-3’）の２種類のプライマーをアニールさせて作製した。AFLP

のテンプレート DNAは 0.5 µgの DNAを酵素混合液［1×T4 DNA Ligase buffer、50 mM

NaCl、50 µg/ml BSA、5 µM MseIアダプター、0.5 µM EcoRIアダプター、1 U/µl MseI

（New England Biolabs）、5 U/µl EcoRI（New England Biolabs）、10 U/µl T4 DNA Ligase

（Takara）］11 µl中で 25˚C、1晩反応させた後、65˚Cに 20分置き酵素を失活させ、

TE （10 mM Tris-HCl pH 8.0、1 mM EDTA）189 µlを加えて作製した。AFLPプライ

マーは EcoRIアダプター側を 5’-XRITC（substituted rhodamine isothiocyanate）化した

プライマー（Takara）を用いた。EcoRIアダプター側のプライマーは次の 20種であ

る。E-1 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCACT-3’); E-2 (5’-XRITC-

GACTGCGTACCAATTCACA-3’); E-3 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCAAC-3’); E-4

(5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCACC-3’); E-5 (5’-XRITC-

GACTGCGTACCAATTCAGC-3’); E-6 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCAAG-3’); E-7

(5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCAGG-3’); E-8 (5’-XRITC-

GACTGCGTACCAATTCACG-3’); E-9 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCTCT-3’); E-10

(5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCTCA-3’); E-11 (5’-XRITC-
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GACTGCGTACCAATTCTAC-3’); E-12 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCTCC-3’); E-

13 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCTGC-3’); E-14 (5’-XRITC-

GACTGCGTACCAATTCTAG-3’); E-15 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCTGG-3’); E-

16 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCTCG-3’); E-17 (5’-XRITC-

GACTGCGTACCAATTCCAA-3’); E-18 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCCAT-3’); E-

19 (5’-XRITC-GACTGCGTACCAATTCCAC-3’); E-20 (5’-XRITC-

GACTGCGTACCAATTCCAG-3’)。MseIアダプター側のプライマーは次の 64種であ

る。M-1 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACAA-3’); M-2 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACAC-

3’); M-3 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3’); M-4 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACAT-

3’); M-5 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3’); M-6 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACTC-

3’); M-7 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGAA-3’); M-8 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGAC-

3’); M-9 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGAG-3’); M-10 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGAT-

3’); M-11 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGTA-3’); M-12 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGTC-

3’); M-13 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAACA-3’); M-14 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAACC-

3’); M-15 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAACG-3’); M-16 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAACT-

3’); M-17 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATCA-3’); M-18 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATCC-

3’); M-19 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAAGA-3’); M-20 (5’-

GATGAGTCCTGAGTAAAGC-3’); M-21 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAAGG-3’); M-22

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAAGT-3’); M-23 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATGA-3’); M-24

(5’-GATGAGTCCTGAGTAATGC-3’); M-25 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATCG-3’); M-26

(5’-GATGAGTCCTGAGTAATCT-3’); M-27 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACTT-3’); M-28

(5’-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3’); M-29 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGTT-3’); M-30

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAGTG-3’); M-31 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATGT-3’); M-32

(5’-GATGAGTCCTGAGTAATGG-3’); M-33 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACAA-3’); M-34

(5’-GATGAGTCCTGAGTAACCC-3’); M-35 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACCG-3’); M-36

(5’-GATGAGTCCTGAGTAACCT-3’); M-37 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACGA-3’); M-38

(5’-GATGAGTCCTGAGTAACGC-3’); M-39 (5’-GATGAGTCCTGAGTAACGG-3’); M-40

(5’-GATGAGTCCTGAGTAACGT-3’); M-41 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGCA-3’); M-42

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAGCC-3’); M-43 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGCG-3’); M-44

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAGCT-3’); M-45 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGGA-3’); M-46

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAGGC-3’); M-47 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAGGG-3’); M-48

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAGGT-3’); M-49 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAAAA-3’); M-50

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAAAC-3’); M-51 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAAAG-3’); M-52

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAAAT-3’); M-53 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAATA-3’); M-54

(5’-GATGAGTCCTGAGTAAATC-3’); M-55 (5’-GATGAGTCCTGAGTAAATG-3’); M-56
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(5’-GATGAGTCCTGAGTAAATT-3’); M-57 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATAA-3’); M-58

(5’-GATGAGTCCTGAGTAATAC-3’); M-59 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATAG-3’); M-60

(5’-GATGAGTCCTGAGTAATAT-3’); M-61 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATTA-3’); M-62

(5’-GATGAGTCCTGAGTAATTC-3’); M-63 (5’-GATGAGTCCTGAGTAATTG-3’); M-64

(5’-GATGAGTCCTGAGTAATTT-3’)。

　AFLPの PCRは 2段階で行った。１度目の PCRは 20 µlの反応液（1 µl DNAテン

プレート、1×Ex taq buffer、0.2 mM dNTPs、0.5 µM ECOA1プライマー、0.5 µM MSEA1

プライマー、0.05 U/µl Ex taq、Takara）を調整し、プレ PCR（94˚C、5分）、94˚Cを 5

分、56˚Cを 1分、72˚Cを 1分のサイクルを 20回の条件で行った。10 µlを電気泳動

（1%アガロースゲル）で流し、PCR産物がスメアに見えることを確認した後、残り

を 190 µlの TEに溶かした。2度目の PCRは EcoRIアダプター側のプライマー20種

と MseIアダプター側の 64種類を各々組み合わせた計 1280通りの組み合わせで行っ

た。PCRは 10 µlの反応液（0.5 µlテンプレート、0.05 U/µl rTaq DNA polymerase

（TOYOBO）、1×rTaq buffer、2.5 mM MgCl2、0.2 mM dNTPs、0.1 µM XRITC化 EcoRI

アダプタープライマー、0.5 µM MseIアダプタープライマー）で行い、反応条件はプ

レ PCR（94˚C、２分）、94˚Cで 30秒、65˚Cで 30秒、72˚Cで 1分のサイクルでアニ

ール温度を 0.7℃づつ下げていくタッチダウン PCRを 12サイクル、94˚Cで 30秒、56˚C

で 30秒、72˚Cで 1分のサイクルを 23サイクルとした。反応液および分子量マーカ

ー（GENE SCAN-500 ROX、パーキンエルマー）は等量のローディングバッファー（95%

ホルムアミド、10 mM EDTA、0.04％ブロモフェノールブルー）と混合し、3分間 94℃

でヒートショックを行った後、氷上で急冷した。サンプル（2µl）は 5%ポリアクリ

ルアミドゲル電気泳動にて分離した。ポリアクリルアミドゲルは 50 mlの 4.75%アク

リルアミド、0.25%N, N’-メチレンビスアクリルアミド、6.8 M尿素、50 mM Tris-HCl、

50 mMホウ酸、1 mM EDTA溶液をアスピレーターで 3分間脱気した後、250 µlの 10%

過硫酸アンモニウム、25 µlの TEMEDを混合し、42×20 cmのガラス板（Takara）に

流し込んで作製した。泳動バッファーは TBE（100 mM Tris-HCl、100 mMホウ酸、2 mM

EDTA）を用い、1800 Vで 2.5時間泳動した。FMBIOII Multi View（Hitachi）を用い

て泳動像の読みとり、解析を行った。

　バルク化ゲノムを用いた一次スクリーニングで多型が検出されたプライマーペア

について、MODMOD株を 4個体、modmod株を 4個体の計 8個体を用いた 2次スク

リーニングを行った。テンプレート DNAの調製と PCR反応は同様にして行った。

M遺伝子座に強くリンクしている AFLPマーカーは pGEM-T Easyベクター

（Promega）にクローニングした。アクリルアミドゲルより目的のバンドを切り出し、

ゲル断片を 300 µlの TE中でペッスルを用いて破砕した。ゲルの溶出液をテンプレ

ートに対応する EcoRIおよび MseIアダプタープライマーを用いて PCRを行い、メ
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ーカーのプロトコルに従ってクローニングした。インサートはM13F（5’-

GTAAAACGACGGCCAGT-3’）とM13R（5’-CAGGAAACAGCTATGAC-3’）プライマ

ーを用いて PCRで増幅し、PCR product pre-seqencing kit（USB）で処理した後、BigDye

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems）を用いて塩基配列を決定し

た。

遺伝マーカー

　遺伝子型の解析は SSLP（simple sequence length polymorphism）もしくは CAPS

（cleaved amplified polymorphic seqence）マーカーを作製して行った。S遺伝子座のマ

ーカーとして SLGの多型を利用した。MODは第１イントロンの長さが異なるため

SSLPマーカーとなる（Fukai et al., 2001）。ARC1はコード領域の塩基配列の違いか

ら CAPSマーカーとなる。SLGはプライマーSLG-1（5’-

AGAACACTTGTATCTCCCGGT-3’）と SLG-R（5’- CATAGTCGGATCCGTGTTTT-3’）、

MODはMODF（5’-ATTATCTTCCACCTTCAGCT -3’）とMODR（5’-

TTATCCAATCAAAGTTCGCG-3’）、ARC1は ARC1（5’-

AGTCCAAGTCTTCGCCGTCTTAC-3’）と ARC4（5’-AAAAGCTTACGCGTCAAGACC）

を用いて PCRで増幅した。増幅した断片は SLGは BstXIで、ARC1は Eco81Iで切断

すると多型を観察することができる。S60SLGは ClassIIF（5’-

ATGAAAGGGGTACAGAACAT-3’）および ClassIIR（5’-

CTCAAGTCCCACTGCTGCGG-3’）プライマーを用いて PCR増幅させた。各 PCR産

物は 1%アガロースゲルで電気泳動し、エチジウムブロマイドで染色したのち UVイ

ルミネーター（ATTO）で観察した。高密度マッピングのために AFLPマーカーA15

の塩基配列を元に CAPSマーカーを作製した。A15のフラグメントはプライマーA15F

（5’-AATTCAGGCAAGTTATGGCC-3’）および A15R（5’-

TAAAGTCGTACGTATTTCCA-3’）を用いて PCRで増幅した後、PstIで切断し、3%

アガロースゲルで分離した。A23および A40はシーケンスマーカーで A23はプライ

マーA23F（5’-GAGGAAGAATCTGTGGTAAC-3’）と A23R（5’-

TAAGGTAAACCTTGTTCGAT-3’）を用いて PCRで増幅させ、A23Fプライマーで塩

基配列を決定した。A40はプライマーA40F（5’-AATTCTCAATTTCCAAGCCT-3’）と

A40R（5’-TAAGCGCGTCCGCAGCTAGC-3’）で増幅させ、A40プライマーで塩基配

列を決定した。

マッピング

　M遺伝子座の低精度マッピングは AFLPを用いて行い、S8S8MODmod遺伝子型の

個体 2株を自家受粉させて得た後代 MODMOD株 24、MODmod株 48、modmod株 24
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個体を選抜して用いた。AFLPの 2次スクリーニングで用いた 8個体と併せると、こ

れらの個体の持つ 104染色体が組みかえ率の計算の対象となりうる。そのうちの 100

染色体について採用した。遺伝距離は組みかえ率 r（%）を Kosambiの式に挿入して

求めた（Kosambi, 1944）。

　　遺伝距離（cM）= 25 ln（100 + 2r/100 – 2r）

　高精度マッピングは S8S8MODmodを自家受粉させた後代 434個体を用いた。各植

物体について MODと A15マーカーの遺伝子型を解析した。MODmod株では 1染色

体、modmod株では 2染色体について観察できる。計 485染色体から、MODと A15

マーカー間で組みかわっている 39個体を選抜し、自家不和合性/自家和合性の表現型

の観察および AFLP解析によりマッピングを行った。

変異株の作製

　γ線照射は京都大学農学部助教授奥本裕博士の協力によって行われた。

S8S8MODMOD株に 60Coを線源とする 5-15 Gyのγ線を照射し、4-10日後の花粉を

S8S8modmod株に蕾受粉した。M1後代は基本的には S8S8Mmの遺伝子型を持ち、自家

不和合性となるはずであるが、γ線照射によって M遺伝子が変異、もしくは欠失す

れば自家和合性になることが期待された。M1後代 2343個体を生育させ自然に種を

つける個体を探した。

結結結結果果果果

自家和合性 B. rapa var.Yellow Sarsonの遺伝分析

　自家和合性株 Yellow Sarsonの持つ m変異が MODと連鎖しているかを確かめるた

めにコーネル大学のグループの報告と同様にして野生型の自家不和合性 Rapid

Cycling S8S8株と Yellow Sarson C634系統を掛け合わせた。Rapid Cycling株は自家不

和合性であり、小国由来の株よりも小型で、春化処理なしで花成の誘導が起こるた

め約 1ヶ月で開花に至る。Rapid Cyclingバックグラウンドの S8S8株は中間的な形質

を示し、小国由来の株よりもやや小型で春化処理が必要なく、約 40日で開花する。

この株を用いることにより、これまでの約半分の日数で表現型を観察することが可

能になった。得られた F1植物体を自家受粉して F2種子を作出し、F2 125個体につい

て自家受粉を行い、柱頭における花粉管の進入を観察して自家不和合性、自家和合

性に分類した。結果は自家不和合性株が 44個体、自家和合性株が 81個体でおおよ

そ 1 : 2となり（図 5）、コーネル大学のグループが報告した自家不和合性株と自家和

合性株が 9 : 7となる結果とは一致しなかった。次にこれらの個体の S遺伝子型とMOD

の遺伝子型を PCRマーカーによって決定し、表現型との関連を調べた（表 1）。Sf2Sf2

の遺伝子型を持った個体はすべて自家和合性となり、Hinata et al.の報告と一致して



S8S8MODMOD Sf2Sf2modmod

F1 S8Sf2MODmod

WT Yellow Sarson

F2 SC S8S8M1m1*(MODmod)m2m2

F3 SC S8S8M1M1m2m2

F1 SI S8S60M1M1M2m2

F2 n=39
SI: 29 plants, SC: 10 plants

≒(SI : SC  3 : 1)

F2 SI S8S8MODmod

F3 n=195
SI: 143 plants, SC: 52 plants

≒(SI : SC  3 : 1)

F2 (n=125)  ，SI: 44 plants

おそめ

SC: 81 plants

 S52S60M1M1M2M2

AFLP

図 　5 B. rapa var. Yellow の遺伝学的解析に用いた植物体の系譜Sarson
*B. rapa var. Yellow 株を Sarson 遺伝子座とS M (modifier 遺伝子座に変異
を持つ

)
遺伝子型の自家和合性株と位置づけて解析を進めて

きたが、野生株
Sf2Sf2modmod

との雑種の自殖後代(WT) (F2 の解析から新たな独立した
遺伝子座上の劣性変異の存在が示唆されたため、従来想定されてきた

)

遺伝子座上の変異遺伝子M ( をmod) と改名し、また新たに見出された
遺伝子座上の変異遺伝子を

m1
と命名して解析を続けた（本文参照）。m2
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表１　 植物体の遺伝子型と自家不和合性F2 ／自家和合性(SI)
表現型の解析。

(SC)

遺伝子型S

S8S8

S8S8

S8Sf2

S8Sf2

Sf2Sf2

Sf2Sf2

S8S8

S8Sf2

Sf2Sf2

遺伝子型M

MODMOD

MODmod

MODMOD

MODmod

MODMOD

MODmod

modmod

modmod

modmod

SI

12

16

8

8

0

0

0

0

0

44

SC

2

10

8

21

4

15

6

11

4

81Total

数値は、各遺伝子型・表現型を持つ 植物体の個体数を示す。F2

19
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いた（Hinata et al., 1983）。また modmod個体もすべて自家和合性になり、MODが M

遺伝子座と連鎖していることが示唆された。しかしながら、そのほかの遺伝子型の

個体においても自家和合性となるものが多く観察され、MODと連鎖する M遺伝子

座とは異なる遺伝子の変異も自家不和合性に関与していると予想された。この M遺

伝子座とは異なる遺伝子の変異については以下の「MODとは連鎖しない M遺伝子

の遺伝分析」の項で詳述する。

　MODと M遺伝子座の連鎖をさらに詳しく調べるために F2個体の中から遺伝子型

が S8S8MODmodであり、当初の期待通り自家不和合性を示す個体を選抜し、自家受

粉により F3後代を 195個体得た。F3後代の表現型を調べたところ、自家不和合性株

が 143個体、自家和合性株が 52個体となり、おおよそ 3 : 1の比率となった。これら

F3個体の MOD遺伝子型を調べたところ、自家不和合性株はすべて MODMODか

MODmodの遺伝子型を示し、modmodである株は存在しなかった。一方、自家和合

性株では 52個体中 51個体が modmod遺伝子型であり、MODmod遺伝子型の株が 1

個体見出された。この結果は MODが M遺伝子と強く連鎖しているが、M遺伝子本

体ではない可能性を示唆している。両遺伝子間の距離についての詳細な解析は以下

の「M1遺伝子座の遺伝地図の作製」の項で詳述する。

MODとは連鎖しない M遺伝子の遺伝分析

　F2世代の中で S遺伝子および MODと連鎖する M遺伝子だけでは説明できない表

現型を示す個体について解析を進めた。Yellow Sarsonには S遺伝子および MODと

は連鎖しないもう一つの遺伝子に変異があると仮定し、MODと連鎖している遺伝子

を modifier 1（m1）、もう一つの遺伝子を modifier 2（m2）と命名した。野生型 S8S8ホ

モ株と Yellow Sarsonの F1個体は自家不和合性であることから m2変異も劣性の変異

と考えられる。これを確かめるために F2個体のうち遺伝子型が S8S8M1m1で自家和

合性の個体（遺伝子型を S8S8M1m1m2m2と想定）を 1株選び、自家受粉により種子

を得た。後代のうち MODの遺伝子型より S8S8M1M1m2m2と推定される株で自家和

合性であった個体と自家不和合性栽培種のおそめ（S52S60M1M1M2M2）と掛け合わせ

て後代をとり、F1個体 3株が自家不和合性であることを確認した。F1個体

（S8S60M1M1M2m2）を自家受粉させて得た F2  39個体について自家受粉をして花粉

管の進入を観察したところ、自家不和合性株が 29個体で自家和合性株が 10個体で

あり、その割合が 3 : 1となるため、この株は 1遺伝子の劣性の変異を持つことが示

唆された。M2遺伝子がこれまでに報告されている自家不和合性に関わる遺伝子であ

るかどうかを確かめるために、この F2世代 39個体の S遺伝子、MOD、および ARC1

についてそれぞれの遺伝マーカーを用いて分離の解析を行い、表現型と一致するか

を調べた。もし M2遺伝子が S遺伝子、MOD、および ARC1のいずれかであった場
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合、F2個体のマーカーの遺伝子型は自家不和合株がおそめ由来のホモかヘテロにな

り、自家和合株は m2由来のホモになるはずである。連鎖解析の結果、いずれのマー

カーもそのような分離は示さなかったので、M2は自家不和合性に必要な新しい遺伝

子であることが明らかになった（図 6）。

　これまで表現型の区別は花粉管の進入を指標に行っていたが、m2変異体は m1変

異とは異なる特徴的な表現型を示した。m2を分離した元株である F2個体

（S8S8M1m1m2m2）を自家受粉して得た後代のうち、MODの遺伝子型より

S8S8M1M1m2m2と推定される株と S8S8m1m1m2m2と推定される株をそれぞれ 5個体

ずつ選抜し、それらの表現型を観察した。m2変異のみをホモに持つと推定される

S8S8M1M1m2m2個体は不和合受粉時（S8S8株の花粉を受粉させた時）に花粉管の進入

は観察され、確かに自家和合性であるが、m1m1や Sf2Sf2の変異株とは異なり、不和

合受粉時にしばしば観察されるカロースの形成がみられ、進入する花粉管の数も少

なかった（図 7）。一方、和合受粉（おそめ S52S60の花粉）では正常に花粉管の進入

が観察されたため、不和合受粉時には何らかの自家不和合性反応は起こっているも

のの、最終的には花粉管が進入してしまうことが示唆された（図 7）。S8S8M1M1m2m2

遺伝子型の 5個体はすべて同様の表現型を示した。一方、S8S8m1m1m2m2株では不和

合受粉時に M1M1m2m2株で観察されたようなカロースの形成や進入する花粉管の減

少は起こらず、和合受粉と同じ表現型を示し、自家不和合性反応は起こっていない

ことが示唆された（図 7）。

M1遺伝子座の遺伝地図の作製

　M1遺伝子は MODと強く連鎖しているものの同一遺伝子ではないことが示唆され

たため、M1遺伝子座の詳細なマッピングを試みた。B. rapaでは遺伝マーカーの整

備はほとんどされていないため、AFLPを用いてマーカーの作製を行った。上述の遺

伝分析で用いた F2 S8S8MODmod株の後代（F3）の MODMOD株と modmod株をバル

ク化したゲノムを用いて 1280通りのプライマーの組み合わせで AFLPを行った（図

8）。この 1次スクリーニングにより、約 64,000のバンドを解析し、325の陽性バン

ドを確認した（表 2）。次に、陽性のプライマーの組み合わせについて MODMODと

modmod株をそれぞれ 4個体について AFLPを行う 2次スクリーニングを行い、72

の陽性バンドを得た。これらの陽性バンドを 100染色体について AFLPを用いて連

鎖解析し、M1遺伝子座周辺の AFLPマーカー28個（表 3）を選抜して低精度の遺伝

地図を作製した（図 9）。さらに詳細な遺伝地図を作製するために AFLPマーカーA15

の塩基配列を元に CAPSマーカーを作製した。S8S8MODmodを自家受粉させて得た

後代 434個体についてゲノムを抽出し、MODと A15マーカーの遺伝子型を解析した。

表現型が変わると予想される 485染色体のうち、MODと A15マーカーの間で組みか
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6　 遺伝子と自家不和合性関連遺伝子（m2 S, M1, ）との連鎖解析。
自家和合性

ARC1
変異株（m2 S8S8M1m2M1m2ARC1m2ARC1 ）と野性株おそめ

（
m2m2m2

 S52S60M1OsM1OsARC1OsARC1OsM2M2）間の F 雑種
（

1

 S8S60M1m2M1OsARC1m2ARC1OsM2m2）の自殖 後代F2 株について自家不
和合性の表現型（自家不和合性

39
、自家和合性: SI ）と: Sc S, M1, 遺伝子

との連鎖を解析した。ここでは
ARC1

株について示す。10 遺伝子型は、S お
よび

SLG8

の特異的SLG60 増幅により決定した。PCR およびM1 遺伝子との連
鎖は、

ARC1
変異株とおそめ由来の当該遺伝子中に存在した多型を利用して、

各々
m2

法、PCR-SSLP 法により決定した（材料と方法参照）。PCR-RFLP

SLG60

M1m2

ARC1Os

22



S8S8 　不和合受粉M1M1M2M2 S8S8 　和合受粉M1M1M2M2

S8S8 　不和合受粉M1M1m2m2 S8S8 　和合受粉M1M1m2m2

S8S8 　不和合受粉m1m1m2m2 S8S8 　和合受粉

図

m1m1m2m2

7　 およびm1 変異体の受粉時の表現型。m2 変異体m2 (S8S8M1M1m2m2 および)
m1, 二重変異体m2 (S8 の柱頭に不和合性花粉S8m1m1m2m2) (S8S8 あるいは和合性
花粉

)
を受粉後、アニリンブルー染色により花粉管の侵入（矢頭）および

乳頭細胞におけるカロースの形成（矢印）を観察した。
(S52S60)
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First screening
Bulked segregant analysis

Second screening

Linkage analysis
(n=100) . . .

M m

MMMMmmmm

H H  m  H  H m  H H  H  m   H  H  m

M: MODMOD
m: modmod
H: MODmod

図

. . .

　8 遺伝子座近傍のM1 マーカー探索の戦略。AFLP

AFLP parameter

Primer combinations

Approximate number of observed bands

Positive bands in first screening

Positive bands in second screening

AFLP markers tightly linked to M1

Number

1,280

64,000

325

72

28

表２　 遺伝子座近傍のM1 マーカーのスクリーニングAFLP
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表３　 遺伝子座近傍のM1 マーカー一覧AFLP

はクローニングしていないもの*N.D.

Primer F Primer R
Name Eco RI (E-) Mse I (M-) Size (bp)

A3 3 3 231
A7 4 3 N.D.*
A9 5 11 231

A11 7 12 160
A12 8 9 100
A15 2 22 213
A16 3 17 N.D.
A21 1 34 N.D.
A22 1 36 348
A23 1 48 352
A24 5 36 N.D.
A25 5 52 N.D.
A26 9 57 N.D.
A27 20 36 N.D.
A28 20 53 300
A29 1 35 N.D.
A32 1 53 N.D.
A36 7 25 260
A40 10 43 474
A41 11 17 260
A47 1 34 N.D.
A49 1 48 348
A50 5 36 N.D.
A52 9 57 266
A53 20 36 N.D.
A54 20 53 295
A60 5 45 N.D.
A66 8 27 N.D.
A82 17 37 N.D.
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図 　9 遺伝子座の遺伝地図。M1 はA3-A82 マーカー。
点線はγ線照射により作出した

AFLP
遺伝子欠損株M1 の欠失領域を示す（本文参照）。m1-4
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えが起こっている 39個体を選抜し、表現型を観察した。またこの 39個体について

AFLP解析を行い、詳細な遺伝地図を作製した。その結果 M1遺伝子はマーカーA40

と A23の間 0.8 cMにマップされた（図 9）。この一連の解析の結果 9個体の表現型

が MODの遺伝子型と一致しなかった。この結果は明らかに MODが M1遺伝子その

ものではないことを示している。M1遺伝子と MODの遺伝距離はおおよそ 1.6 cMで

あった。

γ線変異株の作製

　M1遺伝子座について詳細に解析するためにγ線を用いて M1遺伝子に変異を持つ

新たな変異体の作製を試みた。S8S8M1M1の花序に 5-15 Gyのγ線を照射し、4-10日

後に成熟した花粉を S8S8m1m1遺伝子型の雌ずいに蕾受粉した。得られたM1世代は

S8S8M1m1遺伝子型を有し、基本的に自家不和合性を示すが、もし M1遺伝子に変異

が入っていれば自家和合性になることが期待される。M1後代 2,343個体を解析して

自家和合性株 1株を選抜し、これを m1-4と命名した。γ線変異株は一般にゲノムに

欠失を生じる。そこで遺伝マーカーA15、A23、A40および MODについて欠失の有

無を確認したところ、A23から MODまでの広いゲノム領域の欠失が認められた（図

9）。本結果はこの欠失領域に M1遺伝子が座乗することを裏付ける結果ではあるが、

欠失領域が大きすぎるため、これ以上の解析は行わなかった。

考考考考察察察察

　自家不和合性シグナル伝達において、SRKの下流で重要な働きをしていると考え

られる M1遺伝子の本体を明らかにするために自家和合性 B. rapa var. Yellow Sarson

C634と S8S8系統を掛け合わせ遺伝学的解析を行った。コーネル大学の報告では C634

株は S8S8と掛け合わせて得た F2後代は自家不和合性株と自家和合性株が 9 : 7に分離

し、自家和合性になる原因は S遺伝子とアクアポリン遺伝子 MODにあると結論づけ

た（Nasrallah et al., 1994; Ikeda et al., 1997）。しかしながら、今回独立して行った解析

では、125個体を解析して自家不和合性株と自家和合性株の割合は 1 : 2であり、先

の報告とは大きく異なっていた。また、アクアポリン遺伝子 MODは M1遺伝子とは

確かに連鎖していたが、詳細なマッピングの結果 M1遺伝子本体ではないことが確

かめられ、M1遺伝子は AFLPマーカーA23と A40の間 0.8 cMにあることが明らか

になった。アブラナでは 1 cMが 500-700 kbpとされているため（Sadowski et al., 1996）、

物理距離にして 400-560 kbp程度まで M1遺伝子座を絞り込むことができたと期待さ

れる。また、M1と MODの遺伝距離は 1.6 cMであり、およそ 800-1,100 kbp離れて

いるとものと推定される。

　F2個体の解析は Yellow Sarsonが S遺伝子と M1遺伝子の他にも自家不和合性反応
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に必須な遺伝子が変異していると考えられる。本株に独立した 3つの劣性変異が含

まれていると仮定すると、野生株との F2後代は自家不和合性株と自家和合性株が 27 :

37となるはずであり、4つの劣性変異の存在を仮定すると 81 : 175となる。実験結果

は 44 : 81であり、統計学的には 3つ（χ2 = 2.45）よりは 4 つ（χ2 = 0.73）の変異があ

ると考えた方が良いと思われる。また、コーネル大学の報告によれば、Yellow Sarson

は MODと SRKf2の変異に加え、S遺伝子座のごく近傍に雌ずい側の自家不和合性反

応が部分的に抑えられる劣性の原因遺伝子の存在が示されているので、もしこれが

本当ならば Yellow Sarsonは 4-5つの自家和合性変異遺伝子を持つことになる

（Casselman et al., 2000）。しかし、この S遺伝子座近傍の自家和合性の原因遺伝子に

ついての報告はない。これまでに報告されている柱頭側で自家不和合性反応に必要

な因子は S遺伝子（SRK）、M、および ARC1があり（Takasaki et al., 2000; Hinata et al.,

1983; Stone et al., 1999）、今回の解析で見つかった M2遺伝子はこれらの遺伝子とは

連鎖しておらず、新しい自家不和合性関連遺伝子座であることが示唆された。m2変

異は M1遺伝子と同様に、柱頭側で劣性の変異であり、M2遺伝子産物は SRKの下

流で自家不和合性の情報を正に伝達する未知の因子をコードしていると考えられる。

しかしながら、m2変異株の柱頭では自家受粉時に自家不和合性と相関して検出され

るカロースを形成する乳頭細胞が出現し、自家和合性を示すとはいえ、他家受粉よ

りも進入する花粉管数は少ないことから、自家不和合反応が部分的に進行している

ものと予想される。m1と m2の 2重変異株ではカロースの形成は起こらず、他家受

粉と同程度の花粉管が進入していく観察結果は SRKシグナル伝達において、M2は

M1の下流で働いており、M2の上流でカロース形成を誘導し、花粉管の進入を部分

的に阻害する情報伝達経路とM2を含む他の自家不和合性情報伝達経路が分岐して

いる可能性を示唆している。m2変異は完全に自家和合性とはならないため、自家不

和合反応時における役割は SRKやM1と比べると補助的なものであるのかもしれな

い。もしくは m2変異ではその機能が完全には消失していない可能性、他の因子が m2

変異を相補している可能性も考えられる。従って、M2遺伝子の解析も今後の重要な

研究課題であると思われるが、本研究では以降の章において、完全な自家和合性を

引き起こす m1変異に焦点を絞って解析を進めた。
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第第第第 2章章章章　　　　M1遺遺遺遺伝伝伝伝子子子子ののののポポポポジジジジシシシショョョョナナナナルルルルククククロロロローーーーニニニニンンンンググググ

序序序序

　第 1章においてはアクアポリン遺伝子 MODが M1遺伝子本体ではないことを示す

と共に、M1遺伝子座を 0.8 cMの領域に絞り込んだ。ここでは M1遺伝子のポジショ

ナルクローニングについて示す。B. rapaでは Arabipopsisのようなゲノム情報はほと

んどないため、まず M1遺伝子座に最も近いマーカーから染色体歩行を行った。そ

れにあたり、BACクローンのスクリーニングを迅速に行うために PCRを用いたスク

リーニングシステムの構築を行った。続いて、M1遺伝子座の物理地図の作製、M1

遺伝子座の絞り込み、BACクローンの塩基配列の決定を経て、候補遺伝子を見出し

た。通常、候補遺伝子の導入によって変異形質が相補されるかを確認して原因遺伝

子を特定するが、B. rapaでは特定の系統を除いて形質転換体の作出は困難であるた

め、ここでは新たな試験法を確立することによって相補試験を行い、原因遺伝子を

特定した。

材材材材料料料料とととと方方方方法法法法

材料

　組みかえの解析には 1章で作製した F3株 S8S8M1m1遺伝子型の個体を自家受粉し

て得た後代を用いた。1章で作製した F2株の中の S8S8m1m1遺伝子型を持つ個体をさ

らに 2回野生型の自家不和合性 S8S8M1M1と戻し交配し、S8S8バックグラウンドの

m1m1個体を作出し、後の解析に用いた。S9S9m1m1は S8S8m1m1と S9S9M1M1を交配

させた F1 S8S9M1m1を自家受粉させた後代から得た。

BACクローンのスクリーニング

　当研究室においてすでに B. rapa S12系統の 70,000クローンの BACライブラリーが

構築されている（Shiba et al., 2003）。このBACライブラリーは平均インサートが 70 kbp

で B. rapaの約 7ゲノム分をカバーしている。より迅速な BACクローンのスクリー

ニングを可能にするため、4次元 PCR法によるスクリーニング系（Asakawa et al.,

1997）を構築することにした。BACクローンは大腸菌のグリセロールストックとし

て、約 730の 96ウエルタイタープレートに入っていた。今回はこのうちの 700枚を

用いた。Asakawa et al.の方法に従い、プレートを 100枚ずつの 7セット（1-7セット）

に分け、セットごとに大腸菌のストック液を 10 µlずつ集め、次のような 4つのプー

ルを作製した。1次元めはプレートナンバーの 1の桁が同じ 10枚のプレート上のク

ローンを集めたプール［（1、11、…、91）、（2、22、…、92）、…、（10、20、…、

100）］、2次元めはプレートナンバーの順に 10枚分のクローンを集めたプール（1-10、
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11-20、…、91-100）、3次元めはプレート 100枚分の 1列ごとに集めたプール（1-12

列まで）、4次元めはプレート 100枚分の 1行ごとに集めたプール（1-8行まで）で

ある。それぞれ集めたストック液のプールに含まれるクローン数は 1次元、2次元め

は 960 clones/poolで、3次元めは 800 clones/pool、4次元めは 1,200 clones/poolとなる。

合計 280（40×7）のプールより、アルカリ SDS法を用いて各々プラスミドを抽出し

た。プラスミドは 100 µlの TEに溶かしてストック液とし、-80℃に保管した。実際

の 4次元 PCR法によるスクリーニングには、ストック液を TEで 100倍に希釈した

ものをテンプレートとして用いた。また、ストック液の 1部を混ぜ合わせ、各セッ

ト 100プレート分（1-7セットまで）のプラスミドを集めたスーパープール（9,600

clones/pool）も作製した。

　BACのスクリーニングはまずスーパープールをテンプレートに PCRを行い、陽性

クローンの含まれるセットについて 4次元 PCRを行った。PCRは 94℃、5分のプレ

PCRを行った後、94℃で 30秒、55℃で 30秒、68℃で 1分のサイクルを 40回行った。

目的とする遺伝子断片の増幅は 1%アガロースゲルを用いた電気泳動法により確認し、

陽性クローンを特定した。スクリーニングシステムが機能するかを確認するために

当研究室の ESTである S1010-13-C10遺伝子でスクリーニングを行った。S1010-13-C10

を増やすプライマーは EST4F（5’-CTCGTGCTTCAACATTTTCC-3’）と EST4R（5’-

GGAGATGGACGCTGTTTGCT-3’）を用いた。

染色体歩行

　4次元 PCRによって選抜された陽性クローンからのプラスミド精製はポリエチレ

ングリコール（PEG）沈殿法により行った。培養した大腸菌からアルカリ SDS法に

よりプラスミドを抽出した後、得られたプラスミド溶液 100 µlに等量の PEG溶液

［20% (w/v) PEG 6000（SIGMA）、2.5 M NaCl］を加え、4 ℃に 1時間静置した。15,000

gで 20分遠心した後、70%エタノールでリンス、乾燥させた後、プラスミドを TE

に再溶解させた。インサートの大きさの確認は NotIを用いてインサートを切り出し

た後に、パルスフィールドゲル電気泳動法により行った。パルスフィールドゲル電

気泳動は CHEF Mapper（Bio Rad）を用いて行い、オートアルゴリズムモードにて

20-200 kbp領域の DNA断片を分離した。分離には 1%のアガロースゲル（SeaKem GTG

agarose、FMC）、泳動バッファーには×0.5 TBE、マーカーにはLamda Laddar PFG Markaer

とMid Range I PFG Marker（New England BioLabs）を用いた。

　BACのエンドシーケンスはM13プライマーを用いて決定した。BACのプラスミ

ド 500 ngをテンプレートとして BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit（Applied

Biosystems）をもちいて 96℃で 30秒、55℃で 10秒、60℃で 4分の PCRサイクルを

35回行い、得られた増幅断片をエタノール沈殿させた後、水に溶解し、ABI3100シ
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ーケンサーで塩基配列を決定した。決定したエンドシーケンスを元に新しくプライ

マーを作製し、これと隣接する BACクローンのスクリーニングを繰り返すことで、

BACコンティグを作製した。用いたプライマーは次の通りである。AFLPマーカーA23

で用いたプライマーは A23Fと A23R、A40からは A40Fと A40R、BAC Y203-1から

は Y203-1RF（5’-ACCTGCAGGCATGCAAGCTT-3’）と Y203-1RR（5’-

CATATGGCACTGCAATGGGC-3’）、BAC 218-3からは 218-3FF（5’-

GACAGTGTGACATGAAACGC-3’）と 218-3FR（5’-TCTATTGACTCGTTATCATG-3’）、

BAC 238からは 238RF（5’-ATCATCTGGATTATGCGCTG-3’）と 238RR（5’-

AATGTAGCTCCATTGTGAAC-3’）、BAC243からは 243RF（5’-

AAGCTTGCTCAGGAAGCGTC-3’）と 243RR（5’-AATACACGTCGAACAGTAGT-3’）、

BAC 251-22からは 251FF（5’- AATGCAGCCGCTATGTCTGA-3’）と 251FR（5’-

TCTCAGAAGGTTACATGGTA-3’）、BAC 240-2からは 240-2RF（5’-

TGGTTGATTTCTTGTCAGAC-3’）と 240-2RR（5’-CAATGTAACAGTGTGGCCAG-3’）。

　BAC間の配向とオーバーラップしている距離は Long PCR（LA taq）によって決定

した。すなわち、BACのスクリーニングで用いた上記プライマーとM13F、Rプラ

イマーを組み合わせ、陽性クローンをテンプレートとして、94℃で 5分のプレ PCR

の後、94℃で 30秒、55℃で 30秒、68℃で 10分もしくは 20分のサイクルを 30回繰

り返した。0.7%アガロースゲルを用いた電気泳動法により解析し、おおよその大き

さを確認した。

M1遺伝子座の絞り込み

　M1遺伝子座をさらに絞り込むためのマーカーを作製した。AFLPマーカーA36か

ら新たに CAPSマーカーを作製し連鎖解析に用いた。用いたプライマーは A36-2F

（5’-TTTGCTGTAGACAGACTGAC-3’）と A36-2R（5’-

GGAATGCTCCTTTGCAGCGG-3’）で、PCRにより増幅させた後、フラグメントを

EcoT22Iで切断し、1%アガロースゲル電気泳動で確認した。B1-B7は BACのエンド

シーケンスと BAC251-22のシーケンスを元にしたシーケンスマーカーであり、フラ

グメントの増幅とシーケンスに用いたプライマーは B1が 240-2RFと 240-2RR、B2

は 240-2FF（5’-TTATACAGGACGTGACAGGA-3’）と 240-2FR（5’-

CGTGCGGTTGCACGGGTCAA-3’）、B3は GSTF（5’-AGCGGATCTGATTCTCTCCC-3’）

と GSTR（5’-ATGGCGGAGAAAGAAGAAGT-3’）、B4は 8-15F（5’-

TGGCTGTACAATGCATCATG-3’）と 8-15R（5’-GTTCATCACAACTCCTGCAA-3’）、

B5は RINGF（5’-CAACAAATCATTGCATTACA-3’）と RINGR（5’-

CTTCACCGGTGGCAGACGGT-3’）、B6は 243RFと 243RR、B7は 238RFと 238RR

である。
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　1章で作製した F3個体 S8S8Modmod株を自家受粉した子世代 1,591個体についてゲ

ノムを抽出し、MODと A36 CAPSマーカーについて遺伝子型を調べた。表現型が変

わると期待される染色体は 1,672あり、先のマッピングで用いたものとあわせて 2,157

となった。M1遺伝子は A23と A40の間にあるので MODと A36の間で組み変わっ

た個体をまず PCRマーカーで選抜し、その中で A23と A40の間で組みかえが起こ

っている個体 28個体を選抜した。組みかえ個体は表現型の観察および、新たに作製

したマーカーを用いた組みかえ地点の解析を行った。

BACクローンの塩基配列の決定

　BAC 251-22の塩基配列の決定は shot-gun法で行った。Large-Construct Kit

（QIAGEN）で精製した BACは、HydroShear（トミー精工）を用いて 1.5-2.5 kbpに

機械的に剪断し、T4 Polynucleotide kinaseによって末端をリン酸化した後、T4 DNA

Polymeraseを用いて平滑化した。このDNA断片は EcoRVで切断し、CIAP（Calf intestine

Alkaline Phosphatase）で脱リン酸化された pBluescript II SK (+)に Ligation Pack（ニッ

ポンジーン）を用いてサブクローン化し、大腸菌に形質転換した。M13プライマー

を用いてコロニーPCRでインサートを増幅し、PCR product pre-seqencing kitで処理し

た後、同プライマーで塩基配列を決定した。1,440の塩基配列の断片をアッセンブル

ソフトの AutoAssembler（PE Applied Biosystemes）を用いてアッセンブルし、コンテ

ィグを作製した。コンティグ間の配列はプライマーウオーキングにより塩基配列を

読みとり、全配列を完成させた。シーケンスに用いたプライマーは 8-15F、8-15R、59F

（5’-AATAAATTATAGTCATGATCACG-3’）、10F（5’-AACCCGTATTTCAAAACTGG-

3’）、10R（5’-CGAATCCAAGTGGAGAACCA-3’）、8F（5’-

CTACATGCAGACAGTTTCGC-3’）、8R（5’-AGATCGATCTTTACTAGATGTA-3’）、28F

（5’-GTGTCCCAAGTAAGATAGCC-3’）、28R（5’-TCACGACACCGTCTGCCACC-3’）、

61F（5’-GTAGCACTCAAGGCTCAAAG-3’）、61R（5’-AGAATTTAAGCCTAATTCAT-3’）、

57F（5’-GGATATCCAGATCCATAAGT-3’）である。

RT-PCR

　M1遺伝子座の候補遺伝子について RT-PCRを行い、発現部位の解析を行った。B.

rapa S8ホモ個体の各組織から採取したサンプルから ISOGEN（ニッポンジーン）を

用いてトータル RNAを抽出し、各 1 µgをテンプレートとして Super Script II RNaseH-

Reverse Transcriptase（Invitrogen）を用いて逆転写した。RT-PCRの反応条件はプレ PCR

（94˚C、5分）、94˚Cを 30秒、55˚Cを 30秒、68˚Cを 1分のサイクルをコントロー

ルのユビキチンでは 25回、その他は 30回行った。ユビキチンを増やすプライマー

は ubiF（5’-ATGCAGATCTTTTGTGAAGAC-3’）と ubiR（5’-
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ACCACCACGGAAGACGGAG-3’）、ORFAは ORFAF（5’-

CGAACCAAATATGACTTTCC-3’）と ORFAR（5’-GTTTGGAGAGAGGTTGGGTT-3’）、

ORFBは ORFBF（5’-TGCTGCTATAGAAATGGTGA-3’）と ORFBR（5’-

GCTGACACTGTTGCAGAGTT-3’）、ORFCは ORFCF（5’-

GGCAATTATACATATATGTA-3’）と ORFCR（5’-TCAGTTTCTCTGTGGTGAAG-3’）、

ORFDは ORFDF（5’-AACGCTAAAAGGCCATTATC-3’）と ORFDR（5’-

AGGACGTCAGTTTCAAGGAA-3’）、ORFEは ORFEF（5’-

AAAAAGCGACAAGGCCATTC-3’）と ORFER（5’-GTCAGTTTCAAGGAGGCATT-3’）、

ORFFは ORFFF（5’-TCTCTGATTCAAGCATGTGG-3’）と ORFFR（5’-

TATCTTGACAACGTTGGTTA-3’）、ORFGは ORFGF（5’-

ATGGGTTTTGTGAAAAAAGTG-3’）と ORFGR（5’-

TTCATCCTCTAAGCAGTAACCGAT-3’）、ORFHは ORFHF（5’-

GTAACATCAAATATGTCTGG-3’）と ORFHR（5’-GCCTGGACCAGATTCTCCCA-3’）、

ORFIは ORFIF（5’-CAAGATCCTAGACAAAACAC-3’）と ORFIR（5’-

ATGGTCAATATTATAATCTG-3’）、ORFJは ORFJF（5’-ACTGATATGTGGACCCGATC-

3’）と ORFJR（5’-GTGAGGCAGGTGATGTAAAC-3’）、ORFKは ORFKF（5’-

ATGTGAATTAATTACCATGT-3’）と ORFKR（5’-TGGGGATTTGCCTGCAATGA-3’）、

ORFLは ORFLF（5’-AAATCGGAAACGATTCAACC-3’）と ORFLR（5’-

GGCGTTAAGCGAATCAGCGG-3’）である。PCR産物は 1%のアガロースゲルで電気

泳動し、観察した。

ノーザン解析

　トータル RNAは ISOGENによって抽出し、各 20 µgを 20 µlのサンプルバッファ

ー［1×MOPSバッファー（20 mM MOPS pH 7.0、5 mM酢酸ナトリウム、1 mM EDTA）、

17.5%ホルムアルデヒド、50%ホルムアミド｝に溶かし、65℃で 15分ヒートショッ

クをかけた。サンプルは 18%ホルムアルデヒド、1×MOPSバッファーを含む 1%アガ

ロースゲルにアプライし、1×MOPSバッファー中で電気泳動して分離、エチジウム

ブロマイドで染色した後、20×SSC（333 mMクエン酸ナトリウム、333 mM NaCl）を

用いてニトロセルロース膜（Hybond-N+、Amersham Pharmacia Biotech）にブロット

した。ORFGのプローブはプライマーSTKF0（5’-GCTCATTTTAGTTGCCAGAGG-3’）

と STKR0（5’-GGCGTTAAGCGAATCAGCGG-3’）を用いて RT-PCRで全長 cDNAを

増やしたものを pGEM T-Easyにクローニングし、同じプライマーセットで PCR増幅

させたものを用いた。プローブのアルカリフォスファターゼラベルとハイブリダイ

ゼーションは AlkPhos Direct（Amersham Pharmacia Biotech）のプロトコルに従って行

った。
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発現タンパク質

　S8および Yellow Sarsonの ORFGは GST融合タンパク質として発現させた。それ

ぞれ、プライマーMKBam40F（5’-TGGGATCCCCATGGGAAGCAAATGCTCTTC-3’）

と EcoMAR（5’-TTGAATTCTCAGACAAACAGAGGCGAAGC-3’）を用いて PCR増幅

した後、BamHIと EcoRIで切断し、同様に処理した pGEX-5X-3（Amersham

Biosciences）にクローニングした。プラスミドは発現用大腸菌 Epicurian Coli BL21-

CodonPlus (DE3)-RIL（Stratagene）に形質転換した。それぞれ 50 mlの 50 µg/lのアン

ピシリンを含む LB培地［1% Bacto Tryptone（BD）、0.5% Bacto Yeast Extract（DIFCO）、

1% NaCl］で一晩前培養した。培養液を 500 mlの同培地に移し、室温で 3時間培養

した後、0.1 Mの IPTG（Isopropyl-β-D(-)-thiogalactopyranoside）を 500 µl加え、目的

タンパク質の合成を誘導した。さらに 1時間培養した後、遠心（3,000 g、10 min）

して集菌し、40 mlの STE（10 mM Tris-HCl pH 7.0、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1 mM

DTT）とプロテアーゼ阻害剤（Complete、Roche）を加えて懸濁したのち、アストラ

ソン超音波細胞破砕機（MISONIX）を用いて 3分間氷上でソニケーションした。破

砕液に TritonX-100を 1%になるように加え、30分室温で撹拌した後、8,000 gで 10

分間遠心した。上清に同じバッファーに平衡化させた 1 mlの 50% Glutathione

Sepharose 4 Fast Flow（Amersham Biosciences）を加え、30分撹拌した後、遠心して上

澄みを除き、1% TritonX-100を含む STEで 3回、STEで 2回洗浄した。目的タンパ

ク質は 0.5 mlの溶出液（10 mM還元型グルタチオン、1×STE）で 3回溶出した。

抗体の作製

　抗体作製用のMLPKタンパク質は同じ pGEXベクターを用いて作製し、ウサギへ

の免疫は SUKA•FLATに依頼した。抗体の精製は血清を硫安沈殿法により IgG画分

を粗精製した後、GSTを結合させたアフィニティーカラム（HiTrap NHS-activated HP、

Amersham Biosciences）を通して、GSTに対する抗体を除いた後、GST-MLPKを結合

させた同カラムに吸着させた。抗体は 100 mMグリシン塩酸（pH 2.5）で溶出し、1 M

Tris-HCl（pH 9.5）で中和した後、PBSで平衡化させた PD-10カラムを通して抗体液

とした（0.8 mg/ml）。

リン酸化実験

　精製した GST融合タンパク質はリン酸化バッファー［50 mM HEPES、100 mM NaCl、

10%グリセロール、5 mM MgCl2、5 mM MnCl2、0.1% TritonX-100、50 µCi [γ-32P]ATP

（Amersham Biosciences）］中で室温 10分反応させた。等量の 2×SDS-PAGEサンプル

バッファー（62.5 mM Tris-HCl pH 6.8、1% SDS、7%グリセロール、5%メルカプトエ

タノール）を入れ、96℃で 3分置いた後、SDS-PAGEに供した。バッファーは 25 mM
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Tris-HCl、192 mMグリシン、0.1% SDSを用い、ゲルは 10%アクリルアミドゲル（第

一化学薬品）を用いた。泳動後のゲルは GelCode Blue Stain Reagent（PIERCE）で染

色し、乾燥した後、イメージングプレート（富士フィルム）に感光させ、BAS-2500 IP

Reader（富士フィルム）で読みとりを行った。

ウエスタンブロッティング

　サンプルは SDS-PAGEで分離した後、トランスブロット SDセル（Bio Rad）を用

いてニトロセルロースメンブレン（Amersham）にブロットした。メンブレンは 5%

のスキムミルクを含む TBS（25 mM Tris-HCl pH7.5、140 mM NaCl、2.68 mM KCl）

で 1時間ブロッキングした後、0.5%スキムミルクを含む TBSに移して抗体と 1時間

反応させた。TTBS（0.05% Tween 20、1×TBS）で 5回洗浄した後、HRP標識ヤギ抗

ウサギ抗体（Bio-Rad）で検出した。MLPK抗体と HRP標識ヤギ抗ウサギ抗体は 1/2000

に薄めて用いた。HRPの検出は ECL plus Western Blotting Detection System（Amersham

Biosciences）を用い、X線フィルム（Hyperfilm MP、Amersham Biosciences）に感光

させた。

相補試験

　相補試験をするため、m1m1株の柱頭にパーティクルガンで MLPK遺伝子を打ち

込み、一過的に発現できる系を構築した。柱頭でターゲット遺伝子を発現させるた

め、SLG9遺伝子のプロモーターを含む 3.2 kbpのフラグメントを pBI221（Clontech）

の SmaI/SacI部位に入れ、pSLG9ベクターを構築した。次にMLPKと RFP（Clontech）

遺伝子を pSLG9の SmaI/SacI部位に入れ、Midi-V100 Ultrapure Plasmid Extraction System

（VIOGENE）を用いてプラスミドの精製を行った。

　開花 1日前の花柱（S8S8m1m1と S9S9m1m1）は花弁、がく、雄ずいを取り除き、培

地［1×Murashige and Skoog Plant Salt Mixture（Wako）、1×Gamborg B5ビタミン、3%

スクロース、0.2% phytagel（SIGMA）］に挿しておいた。プラスミドは直径 1 µmの

金粒子（マイクロキャリアパッケージ、Bio-Rad）にコートし、1 shotで 100 µgの金

粒子を撃ち込んだ。プラスミドはコントロールの RFPは 2 µg、RFPと MLPKを同時

に打ち込んだものは S8S8m1m1では RFP 1 µg、MLPK 2 µg、S9S9m1m1では RFP 1 µg、

MLPK 1 µgをコートした。パーティクルガンは PDS-1000/He particle delivery system

（Bio-Rad）で行い、900 psiのラプチャーディスク（Bio-Rad）を用いて各サンプル

に 2回打ち込んだ。22℃で 18時間置いた後、倒立型の蛍光顕微鏡（Carl Zeiss）下で

RFPの発現している乳頭細胞を探し、マイクロマニピュレーターを用いて不和合花

粉（S8S8もしくは S9S9）もしくは和合花粉（S52S60）を RFPの発現している細胞にの

せた。2（S8S8m1m1）もしくは 4（S9S9m1m1）時間後に乳頭細胞への花粉管の進入を
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観察した。

結結結結果果果果

4次元 PCR法による BACクローンのスクリーニングシステムの構築

　1章でのマッピングの結果 M1遺伝子座はマーカーA23と A40の 0.8 cM内まで絞

られたので、これを起点として BACクローンによる物理地図の作製を試みた。それ

に先立ち、BACのスクリーニングを迅速に進めるための 4次元 PCRシステムの構築

をした（図 10）。このシステムでスクリーニングが可能かどうかを 1016-13-C10遺伝

子（当研究室の EST）で試してみた。この方法では 2段階で PCRを行い、1段階目

では 9,600クローンのスーパープール 7つをテンプレートに PCRを行った。スーパ

ープール 1の約 400 bp付近にコントロールのゲノムから増やしたバンドと同じ大き

さのバンドの増幅が観察された（図 11A）。2段階目ではスーパープール 1に対応す

る 100枚のプレートの 4次元プール（1D-4D）について PCRを行った（図 11B）。1D

と 2Dはそれぞれプレートの 1の桁と 10の桁を示し、3Dと 4Dはプレートの横の列

と縦の列の番地を示す。1Dから 4Dまでそれぞれ 1本ずつ 400 bpのバンドが観察さ

れ、それぞれサブプール 7、9、12、2であった。スーパープールはプレートの 100

の桁を示すため、目的のクローンはプレート No. 087のレーン 12Bとなる。このク

ローンをコロニーPCRすることによりスクリーニング結果が正しいことが確認され

たため、このシステムで染色体歩行することにした。

M1遺伝子座の物理地図の作製

　A40と A23マーカーから BACクローンのスクリーニングを行い、得られた BAC

クローンの大きさをパルスフィールドゲル電気泳動で確認した。また、BACのエン

ドシーケンスを読みとり、それを元に新しいプライマーを設計し、BAC間で Long PCR

を行った。BACのインサートの大きさ、エンドシーケンスの Arabidopsisとのシンテ

ニー、Long PCRによる BACのエンドシーケンス間の距離から最も端のクローンを

予測し、そのエンドシーケンスのプライマーセットを次のスクリーニングに用いた。

またキメラクローンによる誤りを防ぐために、各 BACのエンドシーケンスを用いて

新しいマーカーを作製し、M1遺伝子座と連鎖していることを確認した。このステッ

プを繰り返して約 500 kbpの物理地図の作製を行った（図 12、表 4）。

　M1遺伝子座を絞り込むため、さらに組みかえが起こった植物体のスクリーニング

を行った。新たに 1,672染色体について解析し、A23と A40の間で組みかえが起こ

っている 24個体を選抜した。1章で解析したものと併せて 2,157染色体を解析し、

合計 28個体の組みかえ個体の表現型を観察した。各組みかえ個体について BACの

エンドシーケンスを元に作製したマーカーを用いて組みかえ地点の解析を行ったと



1 11 21 31 41 51 61 71 81 91
2 12 22 32 42 52 62 72 82 92
3 13 23 33 43 53 63 73 83 93
4 14 24 34 44 54 64 74 84 94
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図10　4次元PCR法によるBACクローンのスクリーニングの戦略。AAAA、1つのスーパープー
ルには96穴プレート100枚分のBACクローンを集めてある。BBBB、4次元PCRの1と2次元め
のプール。枠内の数字はプレートNo.を示す。枠外の数字はプールNo.を示す。CCCC、4次
元プールの3と4次元めのプール。100枚のプレートの列ごとにBACクローンを集めたも
のを3次元め、行ごとに集めたものを4次元めとした。Asakawa et al.の図を改変
（Asakawa et al., 1997）。

C

実際のスクリーニングは、１回目のPCR反応はSuper poolの7点について行い、目的と
するBACクローンの存在が確認されたSuper pool（図の例ではSuper pool No.1）について、
２回目のPCR反応（1D+2D+3D+4D = 10+10+12+8 = 40点）を行い、目的のクローンを特
定した（図の例では、各次元プール中の陽性プール情報から、目的のクローンの存在位
置がNo.55のプレートの8Dウェルと一義的に特定される）。
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図 　12 遺伝子座の物理地図。M1 はA16-A54 マーカー（図AFLP 参照）。9 はシー
ケンスマーカー。マーカーの下の数字は組みかえの起こった植物体の数を示す。デー
タベースから予測される遺伝子の特徴；

B1-B7

、A glutathione ；S-transferase 、B
serine/threonine protein phosphatase ；PP1 、C 、D 、E 、F ；tropinone reductase 、G

；protein kinase 、H ；hypothetical protein 、I ；retroelement pol polyprotein 、J RING
；finger protein 、K Ac-like ；transposase 、L 。histone H4
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100C2.S162.10K-507-3H251-22

60--313-7F249-2

70--636-1D240-2

70C2. S163. 13KC2. S161. 3K248-4A243

90C2. S161. 5KC2. S155. 33K97-12E238

65C2. S157. 60KC2. S155. 4K313-6A218-3

80-C2. S151. 46K456-5CA23-2

50C2. S252. 76K-671-12DY203-7

90-C2. S151. 78K108-1CY203-1

60-C2. S250. 38K*345-1BY96-5

Size (kbp)M13R sideM13F sideAdressName

表
Syntenic region

　 4 クローンのリスト。BAC

は*C2 Arabidopsis の第 thaliana 染色体を、2 はセクションS250 を、250 は38K の領
域とシンテニーがあることを意味している。

38 kbp
A. の第thaliana 染色体は2 を主とす

る
BAC

個の断片（セクション255 ）からなる物理地図が作製されており、各塩基配
列がデータベースに登録されている。

1-255 
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ころ、M1遺伝子はマーカーB2と B6の間にマップされ、BAC251-22上にあること

が明らかになった（図 12）。そこで BAC251-22の塩基配列を決めることとし、1,440

のショットガンシーケンスとプライマーウオーキングにより 103 kbpの塩基配列を完

成し、その塩基配列を元にマーカーを作製した。最終的に M1遺伝子はマーカーB3

と B6の約 50 kbpの領域まで絞り込むことができた（図 12）。

M1遺伝子のクローニング

　M1遺伝子座の 50kbpの領域について BLASTXプログラムでデータベースと比較

したところ 12個 の ORFが予測された（図 12）。これまでに明らかにされた自家不

和合性に関わる柱頭側の因子は柱頭で特異的に発現していることから、柱頭特異的

に発現している遺伝子は M1遺伝子の有力候補となる。各予想 ORFの mRNAの発現

部位を調べるために柱頭、葯、茎、および葉について RNAを抽出し、12の候補 ORF

について RT-PCRを行った（図 13）。その結果 ORFGが柱頭で特異的に発現している

と予想され、また情報伝達に関わるタンパク質であるプロテインキナーゼをコード

していると予測されたことから MLPK（M locus protein kinase）と命名し、M1遺伝子

の候補として解析を進めることにした。MLPK遺伝子のゲノム配列から遺伝子予測

プログラムである FGENESH_GC（http://mendel.cs.rhul.ac.uk/mendel.php?topic=fgen）

および GENSCAN（http://genes.mit.edu/GENSCAN.html）を用いて、構造の予測を行

い、RT-PCRにより、MLPK遺伝子の全長の配列を決定した。両プログラムは同じア

ミノ酸配列を予測し、RT-PCRによって得られた cDNAのコードするアミノ酸配列と

一致していた。cDNAの配列はプログラムによって予測された翻訳開始地点の ATG

から 48 bp上流にストップコドンが入っており、そのストップコドンから下流の初め

のメチオニンであったため、これが翻訳開始地点と予想された。以上のことから

MLPK遺伝子は 404アミノ酸のプロテインキナーゼをコードしていると予測された

（図 14）。

　MLPK遺伝子の発現パターンを正確に調べるためにノーザンブロッティングによ

る解析を行った（図 15）。MLPK mRNAは調べた組織の中では柱頭で特に強く発現

しており、花の発達ステージごとに分けてみると未成熟な柱頭では発現がほとんど

なく、開花数日前から発現が上昇し始め、開花当日に最も強い発現がみられた。こ

のような発現パターンは柱頭の自家不和合性の獲得時期や SRKのパターンと似てい

る（Stein et al., 1991）。

　もし MLPKが M1遺伝子であるならば m1m1個体ではその機能を失っているはず

である。そこで m1m1植物の MLPK遺伝子のゲノム領域を PCRによって増幅し、ア

ミノ酸のコード領域を比較した。m1m1の MLPK遺伝子のコード領域には M1M1と

比べて、1塩基の非同義置換が存在し、また、アミノ酸のコード領域ではないが、予
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MGICMSVQVKAESPSNTGASPKYMSSEANDTQSMGSKCSSVSVRTSPRTEGEILQSPNLK  60
CFSFAELKAATRNFRLDSVLGEGGFGCVFKGWIDEESLTASKPGTGMVIAVKRLNIEGWQ 120
GHQEWLAEVNYLGRLSHPNLVKLIGYCLEDEHHLLVYEFMPCGSLENHLFRRGSYFEPLS 180
WNIRLKIALGCAK

ATG

LAFLHSAETQVIYRDFKTSNILLDSNYNAKLSDFGLAKDGPTGDNS 240
HVSTRVIGTYGYVDPGYLLNGHLTTKSDVYSYGVVLLEMLSGRKVVDNNRPPREQKLVDW 300
AKPLLANKKKVSRVIDNRIRDQISVKEAHKVATQVFRCLDVDKNQRPNMNEIVFHLENIQ 360
ASREEGGNKTEKRMRRRRDSFAQQTGVGGIATAYPRPSASPLFV                 404

図

G

　14 の遺伝子構造とMLPK 蛋白質の予測アミノ酸配列。上段はMLPK のゲノム構造を示
す。太実線はエキソン、それらを結ぶ折れ線はイントロンを示す。黒ボックスは蛋白質コード
領域。矢印は

MLPK

変異体において見出されたインサーション（m1 683 ）の位置と１塩基非同義置
換（

bp
→G ）の位置を示す。この１塩基置換により、変異型C では、MLPK 残基目の194 残基

（赤字で示した）が
Gly

残基に置換している（中段）。植物由来キナーゼ類とのドメインArg 領域
のアミノ酸配列比較（下段）。赤字は、

VI
個体由来m1 で変異が認められたMLPK 残基を、緑字

は、ドメイン内で保存された他のアミノ酸残基を示す。
Gly

GenBank Accession Nos.: MLPK,
AB121973; PBS1, AF314176; SRK8, D38563; BRI1,  AF017056; PTO, A49332; AtMPK1, D14713;
BIN2, AY157149.
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　15 のノーザンブロット解析。各組織から抽出し
たトータル

MLPK
（各RNA 20 µ ）を分離後、全長g を

プローブとして用い検出した。
MLPK cDNA

の下の数値は、各柱
頭を採集した時期の蕾の生育段階（蕾の長軸長

Stigma
）を示す。

左端の
mm

およびStigma では、これらの生育段階の組織
を合わせて

Anther
を抽出した。RNA

MLPK   192 AK
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LAG HSA-ETQVIFL RY KTSDF LL
PBS1   195 AK

NI
LEG HDKANPPVIFL RY KSSDF LL

SRK8   636 AR
NI

LLG HQDSRFRIIYL RH KPGDL LL
BRI1   991 AR

NI
LAG HHNCSPHIIFL RH KSSDM LL

PTO    149 AR
NV

LHG HTR---AIIYL RH KSIDV LL
AtMPK1 143 LR

NI
LKG HSA---NILYI RH KPGDL LV

BIN2   149 FR
NL

LAG HNVA--GVCYI RH KPQDL LVNL

VIa VIb
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想翻訳開始点より上流の第 1エキソンに 683bpのインサーションがあった（図 14）。

コード領域における 1塩基の非同義置換はMLPKの 194番目のグリシンをアルギニ

ンに変えていた。このグリシン残基はプロテインキナーゼにおいて保存されている 11

のドメインの中のドメイン VIaに属し、高く保存されているアミノ酸であったため、

このアミノ酸の置換がキナーゼ活性に影響を及ぼすことが予測された。この点を検

証するために野生型および G194R型（MLPKG194R）のMLPKを GST（glutathione S-

transferase）融合タンパク質として大腸菌内に発現させ、得られた発現タンパク質の

invitroにおける自己リン酸化活性を測定した（図 16）。その結果、野生型のMLPK

融合タンパク質は自己リン酸化活性を示し、[γ-32P] ATP由来の 32Pによりタンパク質

が標識されることが確認されたが、MLPKG194R融合タンパク質では自己リン酸化活性

が検出されず、キナーゼとしての活性を失っていると予想された。また、m1変異体

の MLPK遺伝子は第 1エキソンに 683 bpのインサーションを持つため、MLPKの発

現、プロセッシング、翻訳等に影響が及ぶ可能性が考えられたが、ノーザンブロッ

トによる解析では m1m1株においてもほぼ同じサイズにMLPKのmRNAは検出され、

その発現量は M1M1株に比べて減少していた（図 17）。またタンパク質レベルでの

比較をするために、発現MLPKタンパク質に対して作製したポリクローナル抗体を

用いてウエスタンブロット解析を行った。まず、用いたMLPK抗体の反応性を調べ

るために、GST融合タンパク質のMLPKとMLPKG194Rを大腸菌で発現させ、菌体の

抽出物に対してウエスタンブロット解析を行った。本抗体は IPTG処理による発現誘

導後の大腸菌体中のMLPKとMLPKG194Rタンパク質と特異的に反応することが示さ

れた。またMLPKとMLPKG194Rではほぼ同じ程度のバンド強度を示したので、本抗

体は両者共に認識できることが示唆された（図 18）。ところが本抗体を用いたウエス

タンブロット解析により柱頭抽出物中のMLPKタンパク質の検出を試みたところ、

M1M1個体の柱頭抽出物中には予測されるMLPKタンパク質の分子量にバンドが確

認されたのに対して、m1m1個体の柱頭抽出物中ではMLPKは検出されなかった（図

19）。この結果は m1m1個体の柱頭中にはMLPKG194Rタンパク質が翻訳されていない

か安定な形で維持されていないことを示唆している。いずれにしても、MLPKG194Rタ

ンパク質がキナーゼ活性を失っていることと、同タンパク質が柱頭抽出物中に検出

されないことは、MLPKが m1m1遺伝子型の柱頭中では機能していないことを強く

示唆している。

相補試験

　MLPKが M1遺伝子本体であることを確かめるために相補試験を行った。B. rapa

は一般に形質転換体の作出が難しく、一部の系統での成功例しか報告がないため

（Takasaki et al., 1997）、新たに一過的な遺伝子発現系による相補試験法の確立を試み
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図 　発現16 融合GST タンパク質のMLPK リン酸化活性。
上段は、発現蛋白質中への

in vitro
の取り込みをオートラジオグラフィー

により検出した。下段は、クーマシーブリリアントブルー（
32P

）
染色像。

CBB

MLPK

rRNA

WT

図
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　17 変異体におけるm1 のノーザンブロット解析。MLPK
S8S8 およびM1M1 S8 の柱頭から抽出したトータルS8m1m1

（RNA 10 µ ）に対し、全長g をプローブとし
て検出した。

MLPK cDNA
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　発現18 融合タンパク質のウエスタンブロット解析。MLPK 、GST
、GST-MLPK GST-MLPK の各コンストラクトを形質転換した

大腸菌を
G194R

による発現誘導前、誘導後に回収し、菌体の破砕液
を流した。左はクマシーブリリアントブルー染色（

IPTG
3 µ タンパク

質
g

レーン）、右は/ 抗体によるウエスタンブロッティング
（

MLPK
0.3 レーン）。ng/

WT m1

図

MLPK

　19 変異体におけるm1 タンパク質の発現。MLPK
S8S8 およびM1M1 S8 の柱頭をS8m1m1 サンプルバッ
ファーで抽出し、

SDS
にて分離（SDS-PAGE 花相当量

／レーン）、ブロッティング後、
5
抗体を用

いて検出した。
MLPK
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た（図 20）。RFPと MLPK遺伝子をパーティクルガン法により S8S8m1m1もしくは

S9S9m1m1遺伝子型の柱頭に導入し、蛍光顕微鏡で RFPが発現している細胞を探し、

マイクロマニピュレーターで花粉を乗せ、花粉管の乳頭細胞への進入の観察をした。

コントロール実験として RFPのみを導入した乳頭細胞は不和合および和合花粉とも

に約 60%の花粉の進入が観察された（表 5、図 21）。一方、RFPとともに MLPKを

導入した S8S8m1m1遺伝子型の乳頭細胞では和合花粉ではコントロールと同様に花粉

の進入がみられたが、不和合花粉では 30%程度の花粉管の進入しか起こらなかった

（表 5、図 21）。また、S9S9m1m1遺伝子型の乳頭細胞に MLPKを発現させた時も同

様に、不和合花粉が特異的に拒絶された（表 5）。以上の結果は m1m1遺伝子型の乳

頭細胞に MLPKを導入することで自家不和合性が回復することを示すものであり、

MLPKが M1遺伝子の本体であることを強く示唆している。

考考考考察察察察

　本章では、M1遺伝子のポジショナルクローニングをするために、BACクローン

の簡易スクリーニング系の構築と物理地図の作製、M1遺伝子座の絞り込み、M1遺

伝子の座乗する BACクローンの塩基配列決定を行い、プロテインキナーゼをコード

する MLPKを有力候補として見出した。さらに、MLPKが自家不和合性反応の起こ

る柱頭で特異的に発現していること、m1m1株の持つMLPKG194Rはキナーゼ活性を失

っていることと同時にタンパク質レベルでの発現が確認できないことを示した。さ

らに、MLPKを一過的に発現させた m1m1株の乳頭細胞が自家不和合性を回復する

ことを示し、MLPKが M1遺伝子であると結論づけた。

　本章で用いた 4次元 PCRによる BACのスクリーニング法は、これまでに報告さ

れた BACのスクリーニング法の中で最も有用な方法の 1つである（Asakawa et al.,

1997）。今回構築した BACライブラリーのプールを用いればわずか 2回の PCRで陽

性のクローンを特定できるため、1日でスクリーニングが終了する。従来の高密度メ

ンブレンに BACクローンをスポットする方法では目的のクローンを選抜するために

ハイブリダイゼーションの操作が必要であり、2日以上を要する。さらに高密度メン

ブレンの作製自体に大掛かりの装置と時間を要する。今回作製した PCRのテンプレ

ートは約 1万回のスクリーニングに耐えうる量があるため、今後の BACクローンの

スクリーニングに新たに高密度メンブレンを作製するような面倒な作業の必要がな

くなることも利点である。ハイブリダイゼーション法では相同性が高い塩基配列を

含むクローンが擬陽性シグナルを与えることが多いが、本研究で用いた 4次元 PCR

法によるスクリーニングでは擬陽性クローンはほとんど検出されなかった。一方で、

このスクリーニング法では 1つのスーパープールの中に 2つ以上の陽性のクローン

が含まれる場合にクローンの同定が煩雑になることが懸念された。すなわち、2つの



RFP Test gene

自家不和合性

自家和合性

図 　柱頭における20 の一過的発現試験法の手順。MLPK

発現乳頭細胞RFP

18 h

表

2 or 4 h

　5 変異株におけるm1 導入の効果。MLPK

Stigma

S8S8m1m1

S9S9m1m1

Transgene

RFP

RFP+MLPK

RFP

RFP+ MLPK

Pollen

Self

Cross 

Self 

Cross 

Self 

Cross 

Self 

Cross 

Number of penetrated pollen/tests (%)

28/48 (58)

32/49 (65)

14/45 (31)*

32/48 (67)

32/50 (65)

31/48 (65)

1/39 (3)*

27/47 (57)

*Self-pollinated co-introduced RFP and MLPK (experimental) vs. self-
pollinated with only RFP introduced (control): S8S8m1m1, χ2 = 6.95, P < 0.01;
S9S9m1m1, χ2 = 35.4, P < 0.001.
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　21 を一過的に発現させたMLPK 植物体の
典型的な表現型。左は明視野、右は

S8S8m1m1
の蛍光の画像。

矢印は乳頭細胞内に侵入している花粉管を示す。
RFP
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陽性クローンが含まれるとあると 16クローンまで、また 3つの陽性クローンが含ま

れると 64クローンまでしか絞れない計算となり、更なる PCR 反応の必要性が予想

された。しかしながら、3つのクローンが 1つのスーパープールに含まれるようなケ

ースはまれで、実際のスクリーニングではほとんど問題にならなかった。今回の BAC

コンティグの作製では BAC Y203-7に隣接するクローンを同定することはできなか

ったが、高密度メンブレンを用いたハイブリダイゼーション法でも検出されなかっ

たことから、用いたライブラリー中に該当するクローンが存在しなかった可能性が

高い。残りのスクリーニングではすべて目的のクローンを得ることが出来たことか

ら、本 4次元 PCR法によるスクリーニングの有用性が示されたと思う。

　マーカーと A23の間 0.8 cMを BACクローンによるコンティグでつなぎ、物理地

図を作製した。その距離はおおよそ 500 kbpであり、BAC Y203-7と 249-2の間にわ

ずかにつながっていない領域があるが、組みかえを調べた 2,153染色体の中で組みか

えが起こっていた個体は 1個体だけであったことから、ほとんど距離はないと思わ

れる。2,153染色体の組みかえ頻度の解析から、M1遺伝子座周辺の物理距離と遺伝

距離の関係は 625 kbp/cMと算出され、この結果は Brassicaですでに報告されている

500-700 kbp/cMの値と矛盾しない結果となった（Casselman et al., 2000; Sadowski et al.,

1996）。

　m1変異体のMLPKはフレーム内の塩基置換によりプロテインキナーゼの 11の保

存領域の 1つである VIaの比較的高く保存されたグリシンをアルギニンに置換して

おり、MLPK発現タンパク質の自己リン酸化活性を失わせていた。MLPK mRNAの

発現は m1変異体でもあったが、タンパク質が検出はされなかったことはこの 1塩基

置換により転写後の何らかの調節を受けてタンパク質の翻訳が抑えられているか、

合成されたタンパク質が速やかに分解されていることを示唆している。1塩基の非同

義置換によるタンパク質の消失はいくつかのタンパク質で観察されている（Moore et

al., 2003; Martin et al., 2002）。例えば、マウスの神経細胞でチューブリンのメンテナ

ンスをしている Tbce（tublin-specific chaperone e）タンパク質はパルスチェイス実験

により、1塩基置換したタンパク質の安定性が減少することが示されている（Martin et

al., 2002）。MLPKのタンパク質が m1変異体では消失していることはタンパク質の安

定性が損なわれることで分解されている可能性が高いと思われる。

　一般に変異体の原因遺伝子の特定には形質転換実験による相補試験が行われてい

るが、アブラナ科植物では一般に利用されている Agrobacterium tumefaciensによる形

質転換体の作出は難しく、とくに B. rapaでは F1ハイブリッドの栽培種であるおそめ

での形質転換は成功しているが（Shiba et al., 1995; Takasaki et al., 1997）、それ以外の

系統での成功例はほとんど報告されていない。最近になって一過的な発現系を用い

たアッセイが認められるようになり、A. tumefaciensを用いた形質転換の困難な植物
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での代替の方法として、また迅速に遺伝子導入の効果を調べるための手段として用

いられている。形質転換の難しい大麦ではパーティクルガンを用いた試験法が利用

されており（Schweizer et al., 1999; Azevedo et al., 2002; Kim et al., 2002）、例えば RAR1

および SGT1遺伝子の RNAiコンストラクトを葉に撃ち込み、形質転換された細胞に

病原菌が進入できるかを観察している（Azevedo et al., 2002）。また、同じく形質転

換の難しいシダ植物においてもフィトクローム遺伝子の変異体にパーティクルガン

を用いて PHY3遺伝子を発現させ、発現した細胞の葉緑体の光応答性を観察するこ

とによって 1細胞レベルでの相補試験が行われている（Kawai et al., 2003）。アブラ

ナの自家不和合性反応も花粉と乳頭細胞の 1細胞間の現象であること、乳頭細胞は

柱頭の表層の細胞であることを考えると、パーティクルガンを用いるアプローチは

形質の変化を観察するために必要な条件を満たしており、今回の実験で m1変異を

MLPKが相補できたことは自家不和合性の研究にこの試験法が有用であることを示

している。
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第第第第 3章章章章　　　　MLPKのののの生生生生化化化化学学学学的的的的、、、、分分分分子子子子生生生生物物物物学学学学的的的的解解解解析析析析

序序序序

　第 2章において M1遺伝子の本体がプロテインキナーゼをコードする MLPKであ

ることが明らかになった。M1遺伝子産物は SRKシグナル伝達の下流で重要な働き

をしていると考えられてきたため、MLPKは SRKのリン酸化カスケードの 1員とし

て機能していると予想される。ここではMLPKの自家不和合性情報伝達における役

割を明らかにすることを目的に、主に生化学的および分子生物学的解析によって

MLPKの特徴づけを行った。

材材材材料料料料とととと方方方方法法法法

サザンブロッティング

　野生型 B. rapa S8ホモ個体の葉から Plant DNAZOL Reagent（Invitrogen）を用いて DNA

を抽出し、HindIII、PstI、XbaI、および EcoRV（各 5 µg）により切断し、0.7%のア

ガロースゲルで分離した後、Hybond-N+メンブレンにブロットした。プローブには

全長の MLPK cDNAを用いた。プローブのアルカリフォスファターゼラベルとハイ

ブリダイゼーションは AlkPhos Directのプロトコルに従って行った。

リン酸化アミノ酸分析

　GST-MLPK発現タンパク質は2章と同様にして[γ-32P]ATP存在下で自己リン酸化し、

十倍量のアセトンを加えて沈殿させた後、50 µlの 6 M HClを加え、100℃で 30分反

応させ、TLC plate cellulose（Merck）にスポットし、2次元電気泳動に供した。コン

トロールとして 1 mg/mlのホスホセリン、ホスホスレオニン、ホスホチロシン

（SIGMA）を同様にスポットした。1次元目の電気泳動は pH 1.9バッファー（2.2%

ギ酸、7.8%氷酢酸、pH 1.9）で 1,500V、20分、2次元目は pH 3.5バッファー（5%氷

酢酸、0.5%ピリジン、pH 3.5）で 1,300V、13分泳動した。泳動にはMultiphor II（Amersham

Biosciences）を用いた。リン酸化アミノ酸の検出は TLCプレートをイメージングプ

レートに感光させ、BAS-2500 IP Readerで読みとり、解析した。コントロールのリン

酸化アミノ酸は TLCプレートにニンヒドリン（SIGMA）をスプレーし、65℃で 15

分間加熱して検出した。

in vitro転写翻訳実験

　MLPKおよび Gly2を Alaに置換したMLPKG2AはそれぞれプライマーMF1-F（5’-

ATGGGGATTTGCATGAGTGT-3’）、ECOMAR（5’-

TTGAATTCTCAGACAAACAGAGGCGAAGC）およびMG2A-F（5’-
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ATGGCTATTTGCATGAGTGT-3’）、ECOMARの組み合わせで KOD -Plus-（TOYOBO）

を用いて PCR増幅し、T4 Polynucleotide kinaseによって末端をリン酸化した後、SmaI

で切断し、CIAP処理した In vitro転写用ベクターpCMVTnT（プロメガ）に入れた。

各コンストラクトは BamHIで切断し、1本鎖にした後 Thermo T7 RNA Polymerase

（TOYOBO）を用いて in vitro転写を行った。In vitroタンパク質合成は PROTEIOS

Wheat germ cell-free protein synthesis core kit（TOYOBO）を用いて行った。反応はプ

ロトコルに従って行い、各 1 µgの RNAを反応液に加え、コントロールでは水を加

えた。全タンパク質の検出には 15 µCiの L-[35S]Methionine（Amersham Biosicences）

を、ミリストイル化の検出には 50 µCiの[9, 10 (n)-3H]Myristic acid（Amersham

Biosicences）を反応液に加えた。タンパク質は SDS-PAGEによって分離し、乾燥し

た後、イメージングプレートに感光させ、BAS2500 IP Readerで検出した。

タバコプロトプラストでの一過的発現

　GFPのコンストラクトは理化学研究所宮脇敦博士より供与された。GFPは

SmaVenusF（5’-CCCGGGACCATGGTGAGCAAG-3’）と SacVenusR（5’-

GAGCTCTTACTTGTACAGCTCGTC-3’）のプライマーセットで PCR増幅し、pGEM

T-Easyにクローニングし、SmaI、SacIで切り出した後、植物発現用ベクターpBI221

の SmaI/SacI部位に挿入し、pGFPとした。MLPKの GFP融合タンパク質はMLPK

の C末端側に GFPを結合させる形で作製した。MLPKはプライマーSmaMyMKF

（5’-CCCGGGATGGGGATTTGCATGAGT-3’）と BamMyMKR（5’-

GGATCCGACAAACAGAGGCGAAGC-3’）、GFPはプライマーBamVenusF（5’-

GGATCCACCATGGTGAGCAAG-3’）と SacVenusRを用いて PCR増幅し、pGEM T-Easy

にクローニングした。それぞれのプラスミドを SmaI、BamHIおよび BamHI、SacIで

切断し、pBI221の SmaI/SacI部位に挿入した。MLPKG2AはプライマーMG2AF（5’-

ATGGCTATTTGCATGAGTGT-3’）と BamMyMKRで KOD-plus-を用いて PCR増幅し、

T4 Polynucleotide kinaseによって末端をリン酸化した後 pGFPの SmaI部位に挿入し

た。タバコの BY-2細胞は本学加藤晃博士よりいただいた。タバコ培養細胞は酵素溶

液［4% cellulase Onozuka RS（Yakult）、1.5% macerozyme（Yakult）、0.3% pectolyase Y-23

（Kikkoman）、0.4 M mannitol、 8 mM CaCl2、5 mM Mes-KOH、pH 5.8］中で 2時間、

室温で穏やかに振とうし、プロトプラストにした。プロトプラストは 100 gで 5分遠

心して回収し、洗浄液（0.4 M mannitol、70 mM CaCl2、5 mM Mes-KOH、pH 5.8）で

2回洗浄した。PEGを用いた遺伝子の導入は Abel and Theologisの方法に従って行っ

た（Abel and Theologis, 1994）。プロトプラストはW5溶液（154 mM NaCl、125 mM CaCl2、

5 mM KCl、5 mMグルコース、1.5 mM Mes-KOH、pH 5.8）に懸濁し、氷上に 30分

置いた後、MaMg溶液（400 mMマンニトール、15 mM MgCl2, 5 mM Mes-KOH、pH 5.8）



54

に細胞密度が 5×106/mlとなるよう懸濁した。300 µlのプロトプラスト溶液に 30 µg

のプラスミドと 50 µgの Salmon testes DNA（Sigma）を加え、等量の PEG-CMS溶液

（400 mMマンニトール、100 mM Ca(NO3)2、40% PEG）を加えて混ぜ合わせた後、

氷上に置いた。30分後 20倍量のW5溶液を徐々に加えて希釈し、60 gで 5分遠心し

た後W5溶液で一度洗浄し、プロトプラスト培養液（1×Murashige and Skoog Plant Salt

Mixture、1×Gamborg B5ビタミン、3%スクロース、400 mMマンニトール）に移し、

暗黒下で 22℃、1晩培養した。GFPの発現した細胞は共焦点レーザー顕微鏡（Carl

Zeiss）で観察した。

柱頭抽出物の分画

　柱頭におけるMLPKの細胞膜局在の確認は aqueous two-phase partitioningで行った。

S9ホモ個体の柱頭 1,000個に 1 mlの 20 mM MES（pH 5.8）とプロテアーゼ阻害剤

（Complete）を加えてペッスルですりつぶし、5,000 g、15分遠心した。上清を 100,000

g、60分遠心し、その上清を細胞質画分とし、ペレットは 300 µlの SPKバッファー

（0.33 Mスクロース、3 mM KCl、5 mMリン酸カリウム、pH 7.8）に懸濁してミク

ロソーム画分とした。Two-phase partitioningは Larsson et al.の方法に従って行った

（Larsson et al., 1987）。終濃度が 6.2%（w/w）Dextran T500、6.2%（w/w）PEG、0.33 M

スクロース、3 mM KCl、5 mMリン酸カリウム、pH 7.8になるように試薬を混ぜ合

わせ、2相系を作製した。この 2相系で分配を行うと上層に細胞膜が濃縮される。ミ

クロソーム画分 270 µlに同じ組成になるように試薬を加えて 2相系を作製し、30回

転倒混和させたのち、1,500 gで 5分遠心し、2層に分けた。上層を新しいチューブ

に移し、下層を加えて更に 2回分配を行った。はじめの下層に新しい上層を等量加

え、同様に分配し、計 3回分の上層を集めた。これに等量の 20 mM MES（pH 5.8）

を加え、100,000 gで 60分遠心し、ペレットを細胞膜画分とした。タンパク質量はプ

ロテインアッセイキット I（Bio-Rad）を用いて測定した。

Race PCRおよび RT-PCR

　完全長 cDNAを得るための RacePCRを行った。3’-Race PCRは 2章の方法と同様

にして 1本鎖 cDNAを合成し、プライマーSTKF1（5’-GGTCATCAAGAATGGCTGG-

3’）および EcoNotT（5’-ACTCGAATTCACGCGGCCGCATTTTTTTTTTTTTTT-3’）を

用いて行った。5’-Race PCRは GeneRacer Kit（Invitrogen）およびプライマーM5Race1

（5’-TGTCTAGTCTGAAATTCCTA-3’）、M5Race3（5’-TTGCAAGATCTCTCCTTCGG-

3’）を用いて行った。得られたバンドは pGEM T-Easyベクターにクローニングし、

塩基配列を決定した。

　MLPKの 2種類の転写産物の RT-PCRは 2章と同様の方法で行った。用いたプライ
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マーはコントロールのユビキチンを増やす ubiF、ubiR、および MLPKの 2つのフォ

ームを特異的に増やすプライマー、MLPKフォーム 1がMF1F（5’-

ATGGGGATTTGCATGAGTGT-3’）と Race6（5’-TTCATCCTCTAAGCAGTAACCGAT-

3’）、MLPKフォーム 2がMF2F（5’-ATGGGTTTTGTGAAAAAAGTG-3’）と Race6で

ある。50 ngの total RNA相当量の cDNAをテンプレートにユビキチンは 21サイクル、

MLPKフォーム 1は 28サイクル、MLPKフォーム 2は 25サイクル PCR増幅した。

cDNAのスクリーニング

　MLPKの cDNAを得るために cDNAライブラリーのスクリーニングを行った。S36

柱頭 cDNAファージライブラリー（Lambda ZapII、Stratagene）は岩手大学渡辺正夫

助教授からいただいた。ファージライブラリーはプラークハイブリダイゼーション

により 100,000クローンをスクリーニングした。S9柱頭 cDNAライブラリーは S9S9の

柱頭から ISOGENと OligotexTM-dT30 <Super> mRNA Purification Kit（Takara）を用い

て mRNAを精製し、Super Script II RNaseH- Reverse Transcriptaseおよび cDNA Synthesis

Kit（Takara）を用いて 2本鎖 cDNAを作製した。これを pBluescript II SK (+)のEcoRI/XhoI

部位にライゲーションし、S9柱頭 cDNAライブラリーとした。S9柱頭完全長 cDNA

ライブラリー（pGCAPベクター）は日立計測サービスに外注した。S9柱頭 cDNAラ

イブラリーは 40,000クローン、S9柱頭完全長 cDNAライブラリーは 200,000クロー

ンをコロニーハイブリダイゼーションによりスクリーニングした。プラークおよび

コロニーはニトロセルロース膜（Hybond-N+）にブロットし、プローブは MLPK cDNA

を PCR増幅したものを用いた。プローブのアルカリフォスファターゼラベルとハイ

ブリダイゼーションは AlkPhos Directのプロトコルに従って行った。

結結結結果果果果

MLPKの構造的特徴

　MLPKの構造上の特徴をより明確にするために 2章の RT-PCR解析により予想さ

れた全長のアミノ酸配列（404アミノ酸残基）について PROSITEプログラム

（http://kr.expasy.org/prosite/）を用いてドメインおよびモチーフ検索を行った結果、N

末端部位（2-7アミノ酸残基）にミリストイル化モチーフ（MGXXXS/T(R)）の存在

が示された（Thompson and Okuyama, 2000、図 22）。また、74-358アミノ酸残基の領

域がプロテインキナーゼドメインとして認識された（図 22）。PROSITEでは予測さ

れなかったが、ミリストイル化モチーフとキナーゼドメインの間にはセリン残基を

多く含む（33%）約 30アミノ酸残基からなる領域（セリンリッチドメインと命名）

が存在した（図 22）。C末端の 40アミノ酸はドメインとしては認識されず、また BLAST

検索でも相同配列は見出されなかったため、固有の配列と思われる。



Kinase domain

Myristoylation
motif

MLPK        1 M

Serine rich domain

IG MC VQVS --------AEK PS NTGAS PKYMS EANDT--QSS MGS KCS VSS VR-----
At APK1b    1 M

S
IG LC AQIS --------AVK P---GAS PKYMS EAND----SS LGS KS VSSS IR-----

At APK1a    1 M
S

IG LC AQVS --------AEK ---GASS TKYD---AKDI--GS LGS KAS VSS VR-----
At APK2a    1 M

S
NG LDSSAC --VDNK NHS PHANS AS GSS K-VS KTSS RS TGPS GLS TTS YS TDS FGP-

At NAK      1 M
SS

GG FC NRIS -------------TDIAK TWLSS KFL-SS RDGS KGS TASS FS YM-----
At PBS1     1 M

S
-G FC CFDSSDDEKLNPVDES NHGQKKQS QPTVS NNIS GLPS GGEKLS KTNGGSS KR-S

図 　22 の推定アミノ酸構造。MLPK 由来の相同Arabidopsis タンパク質類とのRLCK 末端領
域のアミノ酸配列比較。赤字はミリストイル化モチーフ中で比較的保存されたアミノ酸残
基を、青字は

N

内のセリン残基を示す。Serine rich domain GenBank Accession Nos.: MLPK,
AB121973; AtAPK1a, Q06548; APK1b, P46573; APK2a, T52285; NAK, P43293; PBS1,
AF314176.
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　MLPKのアミノ酸配列について BLAST検索を行った結果、多くのプロテインキナ

ーゼとの相同性が示された。アミノ酸レベルで最も相同性の高かったプロテインキ

ナーゼは Arabidopsisの APK1bで 76%のアミノ酸残基の一致が示され、次いで APK1a

が 73%、NAKが 61%であった。これらのプロテインキナーゼはレセプターキナーゼ

のファミリーに属している。Arabidopsisのゲノム中には多数のプロテインキナーゼ

がコードされているが、そのキナーゼドメインの相同性を基に分類した場合、いわ

ゆるレセプター（受容体型）キナーゼ（RLK: receptor like kinase）と同一のグループ

に分類されるキナーゼが 610見出されている。その中の一部は細胞外ドメインや膜

貫通領域を持たないため、receptor like cytoplasmic kinase（RLCK）と呼ばれ、11のサ

ブファミリーに分類されている（Shiu and Bleecker, 2001）。MLPKと高い相同性を示

した APK1b、APK1a、NAKはいずれも RLCK VIIサブファミリーに属するプロテイ

ンキナーゼ類であった。Arabidopsisの RLCK VIIサブファミリーは 46のメンバーか

ら構成される大きなサブファミリーであるが、ドメイン検索の結果、構成員の約 3

分の 1がミリストイル化モチーフを持っていることが判明した。またセリンリッチ

ドメインはこのサブファミリーに共通して存在していた（図 22）。

　MLPKと最も相同性の高かった APK1bは相同性と MLPK周辺遺伝子の Arabidopsis

ゲノムとのシンテニーから Arabidopsisの MLPKオーソログと予想された。APK1bは

APK1aとアミノ酸レベルで 83%の一致があり、Brassicaにも相同な遺伝子があるか

を確かめるためにサザンハイブリダイゼーションを行った。バンドのパターンは

MLPKが 1コピーの遺伝子であることを示しているが、薄くクロスするバンドも見

られるため、似通った遺伝子は存在することが示唆された（図 23）。

リン酸化アミノ酸分析

　MLPKはアミノ酸配列からセリン/スレオニン型プロテインキナーゼであることが

推察され、また第２章における発現タンパク質を用いた in vitroリン酸化実験により

実際に自己リン酸化活性を持つことが示された。しかし、アミノ酸配列からの推察

ではリン酸化の対象となるアミノ酸残基を厳密に特定することは出来ないため、発

現タンパク質の自己リン酸化時におけるリン酸化アミノ酸の分析を行った。[γ-
32P]ATP 存在下で GST融合MLPKタンパク質を自己リン酸化させた結果、セリン残

基が最も強く標識されており、スレオニン残基も標識されていたが、チロシンへの 32P

の取り込みは全く検出されなかった。以上の結果は、MLPKがセリン/スレオニン型

のプロテインキナーゼであることを強く示唆している（図 24）。

MLPKの脂質修飾

　MLPKは N末端にミリストイル化モチーフを持つことが示唆されたため、in vitro
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　23 のサザンブロット解析。MLPK のゲノム領域内には、制限酵素MLPK とXbaI で
切断される部位はない。矢印は相同遺伝子に由来すると推定されるバンド。
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される。
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　24 融合GST 発現タンパク質のMLPK 自己リン酸化にお
けるリン酸化アミノ酸残基の分析。

in vitro
はリン酸化セリン、S はリ

ン酸化スレオニン、
T

はリン酸化チロシン標品の移動位置を示す。Y
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転写翻訳系を用いて、実際にミリストイル化の修飾を受けるかどうかを確認した。

タンパク質のミリストイル化は翻訳と同時に進行し、翻訳開始点のメチオニン残基

が除去された後に生じた２残基目のグリシンのアミノ基に、N-ミリストイルトラン

スフェラーゼによりミリスチン酸がアミド結合の形で付与されることが知られてい

る（Thompson and Okuyama, 2000）。この反応には２番目のグリシン残基は必須であ

るため、これをアラニン残基に置換した変異体（MLPKG2A）も作製し、コントロー

ルとして用いた。In vitro転写系を用いて MLPKと MLPKG2Aの mRNAを作製し、次

いで小麦胚芽抽出物中で in vitro翻訳（タンパク質合成）させた。この in vitro転写翻

訳系におけるタンパク質合成を確認するために、本系に 35Sでラベルされたメチオニ

ンを加えて行った実験では、予想される分子量の位置にMLPKとMLPKG2Aと推定さ

れる強いバンドが確認された。コントロールとして in vitro翻訳時に mRNAを添加し

なかった場合にはこのバンドは検出されなかったことと合わせ、MLPKの翻訳産物

がMLPKとMLPKG2Aとで同程度合成されているものと判断した（図 25）。次に本系

に 3Hでラベルされたミリスチン酸を加えて翻訳させたところ、野生型のMLPKでは

当該タンパク質と推定されるバンドへの放射活性の取り込みが確認され、MLPKが

ミリストイル化を受けていることが強く示唆された（図 25）。一方、ネガティブコン

トロールとして用いたMLPKG2Aでは放射活性の取り込みが認められず、２番目のグ

リシン残基がミリストイル化されるという予想を強く支持する結果となった（図 25）。

MLPKの局在

　N-ミリストイル化を受けたタンパク質はしばしば細胞膜局在性を示すことが知ら

れているため、MLPKの植物細胞内における局在性を解析した。MLPKと GFPの融

合タンパク質をタバコ培養細胞のプロトプラスト中に一過的に発現させ、GFP由来

の蛍光の局在を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した（図 26）。コントロールとし

て GFPのみを発現させた細胞では、GFPの蛍光は主に核と細胞質で検出されたのに

対して、MLPK-GFP融合タンパク質を発現させた細胞では、主に細胞膜上に局在す

ることが示された。また、in vitro翻訳系においてミリストイル化を受けないことが

示された変異型MLPKG2Aを GFP融合タンパク質として発現させた場合には、GFPの

蛍光はコントロールと同様に核と細胞質で検出された。以上の結果は、MLPKが植

物細胞内においても N-ミリストイル化の翻訳後修飾を受けること、またその結果と

して細胞膜局在性を示すことが強く示唆された。

　実際の B. rapaの柱頭中におけるMLPKの局在を確認するために、柱頭抽出物を分

画した後にウエスタンブロッティング法によりMLPKを検出した。まず柱頭抽出物

を超遠心分離によりミクロソーム画分と細胞質画分に分画したところ、MLPKはミ

クロソーム画分にのみに検出された（図 27）。さらに、ミクロソーム画分から aqueous
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　25 のMLPK 翻訳系におけるミリストイル化試験。in vitro
標識メチオニン存在下35S 左図）あるいは( 3 標識ミリスチン

酸存在下（右図）において、
H

あるいは変異型MLPK
の

MLPKG2A

を小麦胚芽抽出物中で翻訳させた後、mRNA に
供し、

SDS-PAGE
タンパク質の翻訳・修飾をオートラジオグラ

フィーにより検出した。
MLPK

を添加せずに同反応を行った
ものを

mRNA
とした。Control
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　タバコ26 細胞プロトプラストにおけるBY-2 融合GFP の
細胞内局在。共焦点顕微鏡による明視野（左）、
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図 　27 B. 柱頭におけるrapa の細胞膜局在性。柱
頭抽出物を細胞質画分、ミクロソーム画分、細胞膜濃
縮画分に分画し、

MLPK

抗体を用いたウェスタンブロッ
ティングに供した（
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6 µ タンパク質g レーン）。/
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two-phase partitioning法により細胞膜画分を濃縮すると、MLPKも同画分に濃縮され

ることが示された。以上の結果は、B. rapaの柱頭内においても、MLPKが細胞膜上

に局在していることを強く示唆している（図 27）。

MLPKの転写調節

　MLPKの完全長 cDNAを得るために Race PCRを行い、増幅したバンドを TAクロ

ーニングして塩基配列を決定した。5’ Race PCRは mRNAの 5’末端のキャップ構造

を特異的に選抜して増幅できる Gene Racer Kitを使用したが、シーケンスの結果、さ

まざまな長さの PCR産物が得られ、その配列からコードするアミノ酸配列の N末端

構造が異なる 2種類のクローンに分けられた。２種類の転写産物の最も長いクロー

ンの構造を示す（図 28A）。その 1つは ORF予測ソフトで予想された配列や Arabidopsis

で報告されている MLPKオーソログ APK1bと同じ翻訳開始点を持つもので、8つの

エキソンと 7つのイントロンを持っていた。もう 1つはその第 3イントロンから転

写が始まっており、第 3イントロン内にもう 1つの予想翻訳開始コドンを持ってい

た。ここでは前者をMLPK1、後者をMLPK2と呼ぶ。MLPK1と2の配列の違いはMLPK1

の N末端の 17アミノ酸が第 3イントロンのコードする 23アミノ酸に置換されてい

るだけである（図 28B）。Race PCRでのクローンは MLPK2のほうが圧倒的に多かっ

たが、MLPK1が ORF予測ソフトで予想されたことや Arabidopsisの MLPKオーソロ

グ APK1bが MLPK1と同じエキソン、イントロン構造を持っていることから、MLPK2

は Race PCRを行った時のアーティファクトではないかと考えられたため、cDNAラ

イブラリーの中から MLPKのクローンをスクリーニングすることを試みた。S36柱頭

cDNAライブラリーを 100,000クローン、S9柱頭 cDNAライブラリーを 40,000クロ

ーン、S9柱頭完全長 cDNAライブラリーを 200,000クローンスクリーニングし、そ

れぞれ 2、1、7つのクローンを得た（図 28A）。この内の 4クローンは 5’側がエキソ

ン内で終わっており、逆転写が最後まで進んでいないか、mRNAが分解しているも

のと予想され、MLPK1か 2の区別は付かなかった。残りの 5クローンについてはす

べて MLPK2をコードしており、MLPK2が柱頭で mRNAとして存在することが確認

され、また柱頭においては MLPK2が MLPK1よりも転写量が多いことが予想された。

MLPK2のアミノ酸配列は Arabidopsisのオーソログ APK1bでもよく保存されていた

（図 28B）。

　MLPKが 2種類の転写産物をもつことはそれらが異なる転写調節を受けている可

能性が考えられる。その可能性を確かめるために 2種類の転写産物を特異的に増幅

できるプライマーを作製し、半定量 RT-PCRを行った。MLPK1は葯を除いた柱頭、

葉、茎で同程度発現している一方で、MLPK2は柱頭で特異的に発現しており、他の

組織ではほとんど検出されなかった（図 29）。ノーザンブロット解析の結果では MLPK



MLPK1
MLPK  1ATGGGGATTTGCATGAGTGTTCAGGTTAAAGCTGAGAGTCCAAGTAACACAGGTGCGAGT
        M  G  I  C  M  S  V  Q  V  K  A  E  S  P  S  N  T  G  A  SG  A  SG  A  SG  A  S
APK1b 1atggggatttgcttaagtgctcagattaaagctgtgagtcca---------ggtgcaagt
        M  G  I  C  L  S  A  Q  I  K  A  V  S  P           G  A  S
MLPK2
MLPK  1ATGGGTTTTGTGAAAAAAGTGCAATCAAAAGTTTTTTTATATGTAAACTATTTGTTTGGTGTTTGCATAGGTGCGAGT
        M  G  F  V  K  K  V  Q  S  K  V  F  L  Y  V  N  Y  L  F  G  V  C  I  G  A  SG  A  SG  A  SG  A  S
APK1b 1atgggatttgtcgaaaaagtgaagtctaacgtttttttgtatgcaaactatgtgtttggttgttgtataggtgcaagt
        M  G  F  V  E  K  V  K  S  N  V  F  L  Y  A  N  Y  V  F  G  C  C  I  G  A  S

1
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3
4

5
6
7
8
9
10

ATG

ATG

MLPK1

MLPK2

A

図

B

　28 の２つの異なる転写産物（MLPK および MLPK1 ）。MLPK2 、A とMLPK1 の2 構
造。矢印は

cDNA
B. 柱頭のrapa ライブラリー中に見出されたcDNA MLPK クローン（cDNA ）

の
No. 1-10

5 開始位置を示している。’ はNo. 1, 2 S ホモ系統柱頭36 ファージライブラリー由来、cDNA
はNo. 3 S ホモ系統柱頭9 ライブラリー由来、cDNA はNo. 4-10 S ホモ系統柱頭完全長9 ライ

ブラリー由来のクローンである。
cDNA

、B およびMLPK1 とMLPK2 におけるオーソログ
遺伝子と推定される

Arabidopsis
との塩基、アミノ酸配列比較。太字で示したAPK1b 以降のアミノ酸

配列は、
GAS

およびMLPK1 で同一である。MLPK2
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図 　29 遺伝子発現の組織特異性。MLPK およびMLPK1
の柱頭、葯、茎、葉における発現を特異的プライマー

を用いた
MLPK2

法により解析した。ユビキチンはコントロー
ル。

RT-PCR
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の発現は葉や茎では非常に弱く、MLPK1が他の組織と同程度の発現量であったこと

は MLPK2が柱頭において主な転写産物であることを示唆している。

MLPK2の性質

　MLPK2は N末端の 23アミノ酸がMLPK1とは異なっており、PROSITEプログラ

ムではミリストイル化モチーフは見出されなかった。一方、柱頭抽出物の生化学的

解析ではMLPKは細胞膜に検出されたため、MLPK2が細胞膜に局在するのかを調

べるために、MLPK1の局在を調べたときと同様に GFP融合タンパク質としてタバ

コのプロトプラストで発現させたところ、細胞膜に主に GFPの蛍光が観察され、

MLPK2も細胞膜に局在していることが示唆された（図 30）。MLPK2はコンピュー

タプログラムではミリストイル化モチーフを持つとは予想されないが、ミリストイ

ル化モチーフは 2番目のグリシンが必須である他は比較的曖昧なモチーフであり、

MLPK2も 2番目のアミノ酸はグリシンであるため、ミリストイル化されている可能

性がある。これを確かめるために、MLPK2の G2A変異型の GFP融合タンパク質の

コンストラクトを作製し、タバコのプロトプラストで発現させた。MLPK2G2Aは野生

型と同様に主に細胞膜に見いだされ、MLPK1とは異なる分子機構で細胞膜に局在し

ていることが予想された（図 30）。ハイドロパシープロットによるMLPK2の解析で

は N末端が非常に疎水性となっており、N末端が細胞膜に突き刺さっている可能性

も考えられる（図 31）。

　MLPK1については相補試験により m1変異を相補することが示されたが、MLPK2

について不明である。そこで、MLPK2についても m1変異を相補できるかをパーテ

ィクルガンを用いた一過的相補試験によって確認した。MLPK2を発現させた

S8S8m1m1株の乳頭細胞は和合花粉を受け入れたが（花粉管の乳頭細胞への進入率、

61%）、不和合花粉は拒絶した（20%）。この結果は MLPK2も m1変異を相補するの

に十分であることを示している。

考考考考察察察察

　ここでは M1遺伝子がコードするMLPKがレセプターキナーゼファミリーの膜ア

ンカー型セリン/スレオニンキナーゼであり、細胞膜に局在することを明らかにした。

さらに、MLPKは少なくとも 2種類の転写産物を持ち、それぞれ開始コドンの異な

る翻訳産物をコードする RNAを生成することを明らかにした。

　MLPK1の最も長い mRNAは 5’ UTRが 307 bpあり、2つのイントロンが含まれて

いる。脊椎動物のmRNAの 90%は 10から 200 bpの長さであり、このような長い 5’ UTR

は少ない（Kozak, 1987）。このような長い 5’ UTRを持つ mRNAはしばしばタンパク

質の合成に影響することが明らかになっており、5’ UTRによるタンパク質発現の



GFP

MLPK2-GFP

MLPK2

図

G2A-GFP

　タバコ30 細胞プロトプラストにおけるBY-2 融合GFP
の細胞内局在。共焦点顕微鏡による明視野（左）、MLPK2

の蛍光（右）の画像。GFP
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図 　31 およびMLPK1 のハイドロパシープロット。2 とHopp のパラメーターを使
用した。縦軸は親水性度を、横軸はアミノ酸配列の順序を示す。太実線で示す領域が、

Woods

に特異的に存在する疎水性領域。MLPK2

MLPK1

MLPK2
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転写後調節はこれまでに翻訳開始時の mRNAスキャンにおける構造的阻害、uORF

（upstream open reading frames）による調節、IRES（internal ribosome entry segments）

によるキャップ非依存的翻訳の 3つのメカニズムが知られている（Willis, 1999）。uORF

はmRNAの開始コドンの上流にORFを持つもので、植物では約 20%のmRNAが uORF

を持っており（Kochetov et al., 2002）、MLPK1は 307 bpの 5’ UTRに 6つの uORFを

持っている。uORFはどのクラスの遺伝子に含まれるかというコンセンサスはないが、

脊椎動物においてはガン遺伝子や細胞の成長、分化に関わる遺伝子の多くにみられ

ることが知られている（Willis, 1999）。uORFのタンパク質合成調節のメカニズムは

まだほとんど未解明であるが、翻訳量の減少、mRNAの安定性、下流のシストロン

の組織特異的な発現の調節などの機能を持っているため（Morris and Geballe, 2000）、

MLPK1の転写後調節に関わっているのかもしれない。

　MLPKには開始コドン位置の異なる 2種類のを持つ転写産物が存在した。MLPK1

はミリストイル化モチーフを持ち、Arabidopsisの多くのホモログの N末端と相同性

が見られること、MLPK1の転写開始点には TATAボックスが存在し、ORF予測ソフ

トで予想されるアミノ酸配列であること、RT-PCRで全長 cDNAが増幅したことから、

MLPK1が M1遺伝子のコードするタンパク質として解析を進めてきた。しかしなが

ら、柱頭 cDNAライブラリーのスクリーニングの結果や RT-PCRによる発現解析の

結果は MLPK2がメインの転写産物であることを示唆している。一過的発現による相

補試験の結果は MLPK1、2ともに m1変異を相補できることを示しているが、RT-PCR

の発現解析の結果は MLPK1が葯を除く全身で発現しており、MLPK2が柱頭特異的

に発現していることから、柱頭における自家不和合反応に主に関わっているのは

MLPK2であると予想される。MLPK1と 2は N末端にそれぞれ 17、23アミノ酸が特

異的な配列を持っているだけで、後は全く同じアミノ酸をコードしているためお互

いは冗長性を持っていると容易に想像される。それゆえ MLPK1は一過的に大量に発

現させれば m1変異を相補できるのであろうが、その発現パターンを考慮に入れると

他のシグナル伝達にも関わっているのかもしれない。Arabidopsisの MLPKオーソロ

グである APK1bはMLPK1タイプの転写産物しかデータベース上には存在しないが、

ゲノム配列には MLPK2に相当する配列が高く保存されており、自家和合性である

Arabidopsisがかつて自家不和合性であった頃は柱頭で自家不和合性反応に関わって

いたと思われる。Arabidopsisにおいて SLG、SRK、SP11、ARC1は痕跡が認められる

ものはあるが（Kusaba et al., 2001）、機能する遺伝子としては残っていない。このよ

うに自家不和合性反応に必要な遺伝子は自家和合種への進化の過程で失われてしま

ったと予想されるが、MLPKのオーソログである APK1bが Arabidopsisで残っていた

のは MLPK1が自家不和合性とは異なる機能を果たしており、APK1bが失われると

淘汰圧がかかるからなのかもしれない。
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　MLPK1と 2は異なる発現パターンを示すこと、MLPK2は MLPK1の第 3イントロ

ンから始まっており、また第 3イントロンは 570 bpと比較的長い構造を持っている

こと、転写開始点が大きく離れていることから MLPK1と 2は異なるプロモーターに

よって制御されていると予想される。このように 1つの遺伝子が転写開始点および

開始コドンを持つ 2つの遺伝子産物をコードしているケースは珍しいが、いくつか

の例は報告されている。例えば、TNF（tumor necrosis factor）のレセプターをコード

している p75TNFRは第 1エキソンの上流にもう 1つの転写開始地点エキソン 1aが

あり、ここからも転写が開始される（Seitz et al., 2001）。この icp75TNFRと呼ばれる

mRNAは第 1エキソンをとばして第 2エキソンへとつながり、エキソン 1aにある開

始コドンから翻訳されるため、MLPKのように p75TNFRとは異なる N末端を持つ

（Seitz et al., 2001）。p75TNFRが細胞膜でレセプターとして機能しているのに対して、

icp75TNFRはシグナルペプチドがなく細胞内で機能しているようである（Seitz et al.,

2001）。また、植物においてもイネの KNOXファミリーのホメオボックス遺伝子、

HOS58、HOS59、HOS66の 3つの遺伝子がイントロンの中にもう一つの転写開始点

を持ち、異なる遺伝子産物を作り出している（Ito et al., 2002）。HOS58、HOS59は第

2エキソン内のメチオニンを開始コドンにしているが、HOS66は MLPKと同様にイ

ントロン内にもう一つの開始コドンを持っている（Ito et al., 2002）。また、これらの

遺伝子は異なる遺伝子産物が組織特異的な発現パターンを示し、それぞれの組織で

特異的な転写活性を持っていると考えられている（Ito et al., 2002）。MLPK2の上流に

ついて TFSEARCHプログラム（http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCHJ.html）を

用いて転写因子の予想結合部位を検索したところ、MLPK1の第 1エキソンの中に

SBF-1結合部位（Lawton et al., 1991）が検出されたが、これが柱頭特異的な MLPK2

の発現に関わっているか、もしくは他にプロモーター領域があるのかは更に調べる

必要があるだろう。

　MLPKはレセプターキナーゼファミリーに属するキナーゼであった。ゲノムの解

読の終了している Arabidopsisにおいてレセプターキナーゼのファミリーに属する遺

伝子は 610と報告されており、それらのうち 24%は細胞外ドメインを持たない RLCK

である（Shiu and Bleecker, 2001）。RLCKの多くはサブファミリーを形成しており、

MLPKは Arabidopsisでの分類における RLCK VIIサブファミリーに属する。このサ

ブファミリーは 46のメンバーからなっているがこれらのプロテインキナーゼの機能

はほとんどわかっていない。唯一機能が示されているものは PBS1で、Arabidopsis

の病原菌 Pseudomonas syringaeの avrPphBに対応する R遺伝子としてクローニング

された（Swiderski and Innes, 2001）。PBS1はプロテアーゼである avrPphBによって特

異的に切断され、このプロセスが同じ avrPphBの R遺伝子産物である RPS5を介し

た抵抗性反応に重要なことが明らかになっている（Shao et al., 2003）。他にも部分的
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に解析されたものとして APK1a、b（Hirayama and Oka, 1992）、NAK（Moran and Walker,

1993）、APK2a（Ito et al., 1997）、ARSK1（Hwang and Goodman, 1995）がある。APK2a

は花芽形成に関わるホメオ遺伝子 AGAMOUSがプロモーター領域に結合する遺伝子

としてクローニングされ、この過程に関わっていると予想されている（Ito et al.,

1997）。また ARSK1は根で特異的に発現し、乾燥、ABA、NaClによって誘導される

ため、浸透圧ストレス時に働いていることが推定されている（Hwang and Goodman,

1995）。Arabidopsisにおける MLPKのオーソログは相同性が最も高く、周辺のゲノム

配列が BAC251-22のシーケンスとのシンテニーがある APK1bと予想される。MLPK

はアミノ酸レベルで APK1bと 76%、APK1aとは 73%の相同性があり、また APK1b

は APK1aと 82%の相同性がある。APK1aと bは縮重プライマーを用いた PCRによ

ってクローニングされてきたプロテインキナーゼで、APK1aは in vitroにおいてキナ

ーゼ活性があることが確認されているが、植物体での役割についてはわかっていな

い（Hirayama and Oka, 1992）。MLPKはレセプターキナーゼシグナル伝達に関わるこ

とが示された初めての RLCKであり、他の RLCKもレセプターキナーゼの介するシ

グナル伝達に関わっていることが示唆される。

　In vitroにおけるリン酸化アミノ酸分析の結果、MLPKはセリンとスレオニンを特

異的にリン酸化していた。ArabidopsisのMLPKホモログである APK1aおよびこの

サブファミリーのキナーゼは部分的にチロシンキナーゼに似ているところがあり

（Hardie, 1999）、また APK1aを大腸菌で発現させ、菌体の抽出物をリン酸化チロシ

ン抗体でウエスタンブロッティングすると、リン酸化チロシン抗体に反応するバン

ドが複数検出されるため、APK1aはチロシンキナーゼ活性もあると報告されている

（Hirayama and Oka, 1992）。一方で、APK1aの in vitroのリン酸化実験ではセリンと

スレオニンが特異的にリン酸化されているため、APK1aは本当のチロシンキナーゼ

ではないと指摘されている（Hardie, 1999）。MLPKの in vitro自己リン酸化実験の結

果もMLPKはセリン/スレオニンキナーゼであることを示唆している。

　プロテインキナーゼの多くは通常の状態では不活性な状態にあり、シグナルが伝

わると活性な状態となる。単分子で不活性化しているプロテインキナーゼはしばし

ばキナーゼドメインの N末端もしくは C末端側のドメインが偽基質として、もしく

はアロステリックにキナーゼを不活性化していることが知られている（Huse and

Kuriyan, 2002）。セリンリッチドメインはモチーフ検索プログラムでは機能するドメ

インとして検出されるものはなかったが、動物においてはタンパク質の活性をリン

酸化依存的に制御するドメインとして機能することが報告されている（Inglés-Esteve

et al., 2001; Martin et al., 2001; Domínguez et al., 2003）。MLPKの N末端にあるセリン

リッチドメインの役割ははっきりしていないが、MLPK2の N末端 40アミノ酸を欠

いた GST融合タンパク質の in vitro自己リン酸化活性が全長のそれよりも高くなって
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いたため（データは示さず）、セリンリッチドメインが何らかの形でMLPKのリン酸

化活性を負に制御していることを示唆している。

　MLPKは GFP融合タンパク質の一過的発現による細胞内局在の観察と柱頭抽出物

の分画によるウエスタンブロット実験より、膜アンカー型のプロテインキナーゼで

あることが明らかになった。MLPK1の N末端にはミリスチン酸が修飾され、この脂

質鎖が細胞膜に突き刺さって、膜に局在していると思われる。これは G2A変異型の

MLPK1が膜局在しないという結果からも支持される。タンパク質のミリストイル化

は膜への局在に重要な役割を果たすが、長期間の膜での滞在に十分な疎水性はもっ

ておらず、安定な膜への局在にはさらに脂質が付加されるか、タンパク質の中に塩

基性のドメインを持つことが必要である（Cadwallader et al., 1994）。ミリストイル化

されるタンパク質のミリストイル化モチーフの中にあるシステインはしばしばパル

ミトイル化され、膜に安定に局在できるようになることが知られているが（Thompson

and Okuyama, 2000）、MLPK1の 4つめのアミノ酸のシステインは RLCK VIIサブフ

ァミリーの中でもよく保存されており、パルミトイル化されることにより細胞膜に

安定に局在していることが予想される。また、MLPK1の予想等電点は 9.0であり、

塩基性のタンパク質である。塩基性のドメインは膜の負電荷を持つリン脂質と静電

的相互作用し、タンパク質の膜への局在を安定化するため、MLPK1が塩基性タンパ

ク質であることも細胞膜への局在を安定化させているのかもしれない。脊椎動物に

おける protein kinase Cの基質であるMARCKS（myristoylated alanine-rich C kinase

substrate）はミリストイル基と塩基性ドメインで細胞膜に局在しており、塩基性ドメ

イン内にあるセリン残基がリン酸化されると静電的相互作用が失われ、細胞質に移

行することが知られている（McLaughlin and Aderem, 1995）。MLPKも C末端のホモ

ロジーを持たない領域にアルギニンとリジンのクラスターがあり、SRKシグナルで

リン酸化されることによって細胞質に移行することが期待されたので、不和合受粉

および和合受粉後の柱頭でのMLPKの局在を調べたが、MLPKの細胞質への移行は

認められなかった（データは示さず）。それゆえMLPKはおそらく細胞膜上で機能し

ていると思われる。

　m1変異は柱頭でのみ自家和合性になること、SRKに対して上位にあることから、

自家不和合性シグナル伝達において重要な働きをしていると考えられてきた(Hinata

et al., 1983)。MLPKの生化学的な役割を明らかにすることはできなかったが、MLPK

がプロテインキナーゼであることから SRKの下流でターゲットタンパク質をリン酸

化することによるシグナル伝達の一員として重要な働きをしていると予想される。

MLPKが膜タンパク質であることは膜貫通型レセプターキナーゼである SRKに近い

ところで働いていることが予想され、SRKの直接のターゲットであることが期待さ

れる。しかしながら、酵母の two-hybridシステムを用いた試験では SRKのキナーゼ
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ドメインとMLPKの結合は検出されなかった。また、SRKと相互作用し、自家不和

合性シグナル伝達のポジティブエフェクターとして働いている ARC1とMLPKとの

結合も検出できなかった。これは SRKとMLPKの間にまだ他のシグナル伝達に関わ

る因子が必要であるか、SRKの全長を含み、SP11によって活性化された状態でない

と結合しないか、もしくは結合が弱く相互作用が検出されないなどの原因が考えら

れる。

　MLPKの自家不和合性反応におけるシグナル伝達のモデルとして次のようなもの

を提案する。1つはMAPキナーゼカスケードのように SRKの下流で SRKに直接ま

たは間接的にリン酸化され、活性化されたMLPKがさらに下流のターゲットをリン

酸化しシグナルを伝えていくモデルである（図 32A）。すでに報告されているように

SRKと直接結合する ARC1は活性化した SRKに結合、リン酸化された後、細胞内の

未知のターゲットタンパク質をユビキチン化、分解することによって自家不和合性

反応を引き起こしていると考えられている（Stone et al., 2003）。前者のモデルで考え

た場合、SP11によって活性化された SRKは直接 ARC1をリン酸化するため、MLPK

非依存的に活性化されると予想される。しかしながら、少なくとも S8S8m1m1株にお

いて完全に自家和合性になるということは、ARC1が自家不和合性反応に必要であ

るという結果に矛盾する。もしくは花粉の拒絶反応における ARC1経由の自家不和

合性反応の役割が非常に小さく、この経路だけでは花粉を拒絶するのに十分な反応

は起こすことができないことを意味している。もう 1つのモデルとしてMLPKが SRK

とのレセプター複合体を形成し、リン酸化などによって SRKを完全な活性型にする

モデルが考えられる（図 32B）。動物の膜アンカー型プロテインキナーゼである Src

ファミリーキナーゼはレセプターチロシンキナーゼシグナル伝達においてレセプタ

ーと結合し、レセプターキナーゼの活性を相乗的に高めていることが知られている

（Thomas, 1997）。このモデルの場合、SP11と結合した SRKはそうでないものと比

べればリン酸化活性は上がっているが、自家不和合性反応を引き起こすのに十分な

活性は持たないことを想定する。m1変異体においてはMLPKの下流だけではなく

SRK自身も完全には活性化しないことにより、ARC1のような SRKの直接のターゲ

ットにも十分なシグナルは伝わらず、自家不和合性反応は起こらなくなることが予

想される。このモデルならば動物のレセプターキナーゼで見られるような、レセプ

ターから複数のシグナル伝達経路が分岐をするような場合でもMLPKの変異によっ

て自家不和合性が完全に打破されることもうまく説明することができる。SRKのレ

セプター複合体にMLPKが結合してリン酸化やタンパク質間の相互作用などにより

SRKレセプター複合体をより活性化することによって自家不和合性反応が引き起こ

されるモデルはMLPKの役割を理解する上で魅力的なものだと思われる。MLPKの

生化学的な役割について更に解析することにより、レセプターの活性化や SRKを介
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したシグナル伝達の分子機構がさらに明らかになると期待される。
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総総総総括括括括

　自家不和合性は自らの花粉が花柱において拒絶される現象で、その自他別認識機

構は長い間人々の関心を集めてきた。アブラナ科植物の自家不和合性は S遺伝子座

の 2つの遺伝子産物 SP11と SRKによる S遺伝子特異的な相互作用によって引き起

こされ、また自家不和合性反応がレセプターキナーゼによって引き起こされること

から、植物におけるレセプターキナーゼシグナル伝達のモデルとしても注目を集め

てきた。

　本研究ではほとんど明らかになっていないアブラナ科植物の自家不和合性シグナ

ル伝達の分子機構を解明することを目的に SRKの下流で重要な働きをしていると考

えられている M1遺伝子のポジショナルクローニングを行った。研究対象とした自

家和合性株 B. rapa var. Yellow Sarsonは Sと m1の 2つの遺伝子の変異からなり、m1

遺伝子はアクアポリン遺伝子 MODであると報告されていた。しかし、今回行った遺

伝学的解析の結果は Yellow Sarsonが Sと m1遺伝子に加え、更に自家不和合性に関

わる遺伝子座 m2にも劣性の変異を持つこと、MODは M1遺伝子の本体ではないこ

とを明らかにした。m1変異体は完全な自家和合性を示すのに対し、m2変異体は弱

いながらも自家不和合性反応を示すことから、M2遺伝子産物は M1遺伝子産物の下

流で機能していることが予想された。

　M1遺伝子座のマッピングと BACクローンによる物理地図の作製によって M1遺

伝子座を 50 kbpの領域まで絞り込み、その中にプロテインキナーゼをコードする

MLPKを見出した。MLPK mRNAは柱頭で強く発現しており、その発現パターンが

自家不和合性の獲得時期と一致すること、m1変異体では機能を失っていること、

MLPKを m1変異体に一過的に発現させると自家不和合性が回復することから M1遺

伝子の本体であることが確認された。

　MLPKは Arabidopsisにおけるキナーゼの分類において RLCK VIIのサブファミリ

ーに属する。細胞外ドメインを持たない RLCKは Arabidopsisの持つ 610の構成員か

らなるレセプターキナーゼファミリーの 24%を占めるが、その機能はほとんど明ら

かにされていない。MLPKは RLCKがレセプターキナーゼシグナル伝達に関わって

いることを示す初めての例であり、今後他の RLCKについてもレセプターキナーゼ

を介したシグナル伝達系への関与が明らかになっていく可能性が期待される。

　m遺伝子の初めての報告から 20年の時を経てようやくその実体が明らかとされた。

自家不和合性シグナル伝達においてMLPKは膜アンカー型プロテインキナーゼであ

ることから SRKの近傍で機能することが予想される。MLPKと相互作用するタンパ

ク質を同定することが、MLPKの自家不和合性における役割を知る上で、また植物

のレセプターキナーゼシグナル伝達の分子機構を理解するための重要な知見を与え

てくれるだろう。
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