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序論  

	
  

	
 植物は受粉を風や昆虫に頼っているため、動物のように交配相手を自ら選び

積極的に他殖することは出来ないと見られがちである。しかし、近親交配や自

殖が続くことは、集団内の遺伝的多様性を低下させ、急激な環境変化などに対

応できなくなり、絶滅の危険が増す。そこで植物は、自殖を妨げ他殖を促進す

るための様々な性質を獲得してきた。そのような性質の中で、特に遺伝学的に

自己／非自己の花粉を識別する仕組みを、自家不和合性と呼んでいる。  

 

	
 自家不和合性は被子植物のおよそ半数がもっていると見積もられており、被

子植物において普遍的なシステムである。自殖を妨げる方法は様々であり、例

えばアブラナ科植物では花粉の吸水過程が阻害される。一方で、ナス科植物で

は花粉管の伸長が選択的に阻害されることによって受精が回避される。このこ

とからも、自家不和合性のメカニズムは単一ではなく、科の間で異なることが

判る。近年、自家不和合性の分子機構が明らかになるにつれ、このことが分子

レベルで証明されてきている（Franklin-Tong, 2008）。  

 

	
 この他家・自家受粉時の反応の違いを引き起こす自他識別の遺伝学は、その

分子機構に依らず共通しており、S と呼ばれる一つの遺伝子座に存在する複対

立遺伝子群（S ハプロタイプ）を想定する事で説明出来る。各 S ハプロタイプ

は、花粉側の表現型を決定する因子（花粉側因子）と、めしべ側の表現型を決

定する因子（雌ずい側因子）の両者をコードしており、自家受粉時には同一 S

ハプロタイプに由来する両因子が相互作用することにより何らかの自家不和合

性反応が誘起され、受精が拒否されると考えられてきた（de Nattancourt, 2001；

Franklin-Tong, 2008）。  

 

	
 本論文では、ナス科植物のペチュニア（Petunia）の自家不和合性の分子メカ

ニズムについて研究した。ペチュニアは南アメリカを原産とする観賞用園芸植

物であり、一般に栽培されている P. hybrida は、P. inflata と P. axillaris など複

数の Petunia 種を交雑して作られた種である（Stehman et al., 2009）。ペチュニ

アには完全自殖性のトマトなどとは異なって強い自家不和合性を示す S ハプロ

タイプが存在し、かつ栽培や形質転換の方法が容易かつ確立されているため、

研究材料として適している（円谷、2001）。  

	
 ナス科植物の自家不和合性は、バラ科、オオバコ科と共通した機構をもち、

半数体花粉の S ハプロタイプが花柱の S ハプロタイプのいずれかと一致した場
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合にのみ不和合反応を生じる、配偶体型自家不和合性である。自己および非自

己花粉が柱頭に受粉した後、いずれにおいても吸水、発芽し、花粉管が伸長す

るが、自己花粉の場合においてのみ雌ずい途中で伸長が停止し、受精には至ら

ない（Takayama and Isogai, 2005; Iwano et al., 2012）。  

 

	
  ナス科の雌ずい側因子は S ハプロタイプ固有の配列をもつタンパク質とし

て Nicotiana alata より発見され（Anderson et al., 1986）、RNA を分解するリボ

ヌクレアーゼ活性が確認されたことから、S-RNase と呼ばれるようになった

（McClure et al., 1989）。S-RNase は N 末端にシグナル配列をもつ分泌型タンパ

ク質であり、ハプロタイプ間におけるアミノ酸配列の相同性は 40~90%と極め

て多様性に富んでいる。その二次構造は 5 つの保存領域と、ハプロタイプ間で

特に配列特異性があり自他認識に作用すると予想される 2 カ所の超可変領域か

らなる（Tsai et al., 1992; Ioerger et al., 1994; Matton et al., 1997）。また、翻訳後

修飾として N-グリコシド型糖鎖結合部位およびジスルフィド結合の存在が知

られている（Woodward et al., 1992; Ishimizu et al., 1999; Oxley and Bacic,1996）。  

 

P. inflata や N. alata を用いた S-RNase 遺伝子導入体もしくは発現抑制体の作

出実験により、S-RNaseが雌ずい側の S遺伝子産物であることが証明された（Lee 

et al., 1994; Murfett et al., 1994）。また RNase の活性中心であるヒスチジンに変

異を入れた S-RNase の遺伝子導入実験により、RNase 活性が自家不和合性に必

須であることも示された（Huang et al., 1994; Royo et al., 1994）。また、糖鎖修

飾部位のアスパラギンに変異を入れることにより、糖鎖修飾部分ではなくアミ

ノ酸配列の違いに起因することが示唆されている（Karunanandaa et al., 1994）。  

 

S-RNase は花柱の通導組織と呼ばれる花粉管が通過する組織の細胞外マトリ

クスに多量に分泌されている（Cornish et al., 1987）。また、花柱を伸長中の花

粉管において、不和合の花粉管のみ RNAの分解が観察されたことから、S-RNase

は伸長中の花粉管に侵入して、不和合特異的に細胞質内 RNA 分子を分解する

ことによって細胞毒性を発揮し、花粉管伸長を阻害していると考えられている

（McClure et al., 1990）。この不和合特異的な RNA の分解を説明するために、

S-RNase 遺伝子の近傍にコードされていることが期待される花粉因子の探索が、

同じ S-RNaseを雌ずい側因子として利用していると予測された様々な植物を使

って行われた。まず、オオバコ科植物キンギョソウ Antirrhinum hispanicum の研

究から花粉特異的に発現する S遺伝子座の F-boxタンパク質遺伝子 SLF（S-locus 

F-box）が S-RNase 遺伝子の近傍にコードされていることが示された（Lai et al., 
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2002）。続いて、当研究室により、バラ科のウメ Prunus mume において、同様

の F-boxタンパク質 SLFが S遺伝子座領域にコードされていることが確認され

ると共に、それらが S ハプロタイプ特異的な多型性を示すことが明らかにされ

た（Entani et al., 2003）。ほぼ時を同じく、同様な F-box タンパク質がバラ科ア

ーモンド Prunus dulcis と 2 種のチェリーPrunus avium、Prunus cerasus でも S 遺

伝子座上に見出され、独自に SFB（S-locus F-box）と命名された（Ushijima et al., 

2003; Yamane et al., 2003）。S-RNase 遺伝子の近傍に見出された SLF/SFB 遺伝

子は、いずれもハプロタイプ間で多型が観察され、有力な花粉因子候補と考え

られる様になった。  

 

F-box タンパク質は、ユビキチン／26S プロテアソームタンパク質分解系にお

いて、分解標的タンパク質を特異的にユビキチン化修飾する SCF

（Skp1-CUL1-F-box）型 E3 ユビキチンリガーゼ複合体の基質認識サブユニット

であることから、SLF が非自己 S-RNase を認識してユビキチン-プロテアソーム

分解系を通して無毒化するモデルが提唱された（Takayama and Isogai, 2005）。

実際、P. inflata において S2ハプロタイプから見出された SLF が、S1-RNase と

S3-RNase を無毒化していることを示唆する形質転換実験が報告され、このモデ

ルの正当性が示唆された（Sijacic et al., 2004）。しかし、一方で、SLF は S-RNase

と共進化の関係になくアミノ酸配列が極めて保存されていること、S-RNase の

ように超可変領域が存在しないことなど、多くの矛盾点が指摘されてきた

（Newbigin et al., 2008）。当研究室においては、S-RNase が全く異なる S ハプ

ロタイプが 100%一致の SLF を持つ例を見出し、SLF と S-RNase の 1：1 の関係

では自家不和合性現象を説明できないことを明らかにした。その後、当研究室

で行われたペチュニア雄性生殖器官トランスクリプトームからの SLFの網羅的

探索では、S 遺伝子座には複数の SLF 遺伝子がコードされていることが明らか

になり、形質転換実験により、それぞれの SLF が異なる S-RNase を認識してい

ることが示された。これらの結果から、1 つの SLF ではなく複数の SLF が分担

して非自己 S-RNase を認識する「協調的非自己認識モデル」が提唱された（Kubo 

et al., 2010）（Fig. 1）。現在までにペチュニアでは 18 タイプの SLFs（SLF1~18）

の存在が示唆されており、うちタイプ 1、2、3、9、14 については、担当する標

的 S-RNase についても明らかになってきている（Kubo et al., 2015; 久保ら、未

発表）。なお本論文では、例えば S7ハプロタイプのタイプ 2 SLF は、S7-SLF2

と表記する。  
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 花粉因子である SLF は F-box タンパク質であることから、ユビキチン E3 リ

ガーゼである SCF（Skp1-Cullin1-F-box）複合体（Hua and Vierstra, 2011）を形

成すると考えられる。Xue らのグループはキンギョソウの SLF を用いた酵母

two-hybrid スクリーニングにより、Skp1 ホモログである AhSSK1（SLF-interacting 

Skp1-like1）を発見した（Huang et al., 2006）。また、ペチュニアの SSK1 ホモロ

グ（PhSSK1）クローニングし、SSK1 が花粉特異的に発現していること、RNAi

発現抑制株では自家不和合性が打破されることを示した（Zhao et al., 2010）。

さらに、in vitro 転写翻訳系で作製した PhSSK1 と PhCUL1（P. hybrida Cullin 1、

本論文での PhCUL1-G に相当）の発現タンパク質が相互作用することを示し、

SLF は典型的な SCF 複合体として機能すると主張した（Fig. 2A）。一方、Kao

らのグループは P. inflata の SLF が同じく P. inflata 由来の 3 つの Skp1 ホモロ

グと結合しないことを示し、代わりに SBP1（S-RNase Binding Protein 1）と呼

ばれる RING タンパク質がハブとして機能すると主張した。SBP1 は元々

S-RNase と結合するタンパク質として発見されたものであるが、Kao らは SBP1

が SLF だけでなく PiCUL1-G（P. inflata CUL1-G）および E2 ユビキチン結合酵

素とも相互作用すること、PiCUL1-G が Rbx1 と結合しないことを示し、SLF は

非典型的な SCF 複合体を形成しているとした（Hua and Kao, 2006）（Fig. 2B）。

しかしその後、同じナス科の野生トマトにおける一側性種間不和合性に関わる

遺伝子として、CUL1-G とは進化的に異なるグループに属する SpCUL1 

（Solanum pennellii CUL1；本論文での CUL1-P に相当）が同定された（Li et al., 

2010）。このナス科の一側性種間不和合性においても雌しべ側因子として

S-RNase が関わっていることが知られていることから（Murfett et al., 1996）、

自家不和合性においても、CUL1-G ではなく CUL1-P が S-RNase の無毒化に関

与している可能性も予想された。このように、SLF が形成すると考えられる複

合体の構成分子については複数の説が提唱されており、コンセンサスが得られ

ていない状況であった。  

 

さて、上記の SLF 複合体が、雌ずい側因子 S-RNase をどの様にして無毒化し

ているのかについても全く判っていなかった。これまでに全く異なる２つの説、

分解説（Fig. 3A）と隔離説（Fig. 3B）が提唱されている。SLF-GFP 融合タンパ

ク質を発現させた花粉管の観察から、SLF は花粉管の細胞質全体に分布してお

り、花粉管に侵入した S-RNase は細胞質で SLF 複合体により認識されると予想

されている（菊池、2012; Sun and Kao, 2013）。SCF 複合体の一般的な機能から

予測される S-RNase のユビキチン-プロテアソーム系による分解モデルについ

てこれまでに検証が行われている。Qiao らは、花柱抽出物に花粉タンパク質を
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加えた後、S-RNase 抗体で免疫沈降したときに、花柱と花粉が自己の組み合わ

せである場合に、60 kDa と 90 kDa の大きさにユビキチン抗体および S-RNase

抗体で反応するバンドがあることを報告し、花粉 SCFSLFsによる S-RNase ユビ

キチン化を再現したと主張した（Qiao et al., 2004）。しかしながらこの実験で

は、ユビキチン化していない S-RNase がまったく見えていないこと、鎖長の異

なるポリユビキチン鎖の付加によるスメアバンドもないことから、結果の解釈

の妥当性に疑問を生じている。Hua と Kao は、花粉抽出物にを加えるとユビキ

チン化されることを観察し、また、プロテアソーム阻害剤により、S-RNase の

分解が阻害されることを示したが（Hua and Kao, 2006）、これらの活性にハプ

ロタイプ特異性はなく、この結果が SLF 複合体ではなく花粉抽出物に含まれる

その他のタンパク質によるものである可能性を否定できなかった。当研究室で

は花粉から免疫沈降法により精製した SLF 複合体が in vitro ユビキチン化実験

において、ハプロタイプ特異的に S-RNase をユビキチン化すること、ユビキチ

ン化 S-RNase が 26Sプロテアソーム阻害剤処理で分解抑制されることを確認し

ている（Entani et al., 2014）。  

 

一方、McClure らのグループは N. alata の蛍光免疫染色法による花柱内花粉

管の観察から、和合性花粉では S-RNase が液胞様の区画に蓄積していることを

観察し、S-RNase を何らかの区画に隔離することによって無毒化する隔離モデ

ルを主張した（Goldraiji et al., 2006）。このモデルにおいて、S-RNase はエンド

サイトーシスにより花粉管内に取り込まれた後、液胞様区画へと輸送されて隔

離されるが、不和合花粉では膜システムの崩壊により、液胞から細胞質へ

S-RNase が漏出する。この膜システムの崩壊には HT-B と呼ばれる花柱タンパ

ク質が関わっており、和合受粉時の花柱では HT-B が減少していること、HT-B

のアンチセンス形質転換体では不和合受粉時でも S-RNase の隔離が起こり、自

家不和合性が打破されることから、S-RNase と同時に花粉管内に取り込まれた

HT-B が和合受粉時には分解されるが、不和合受粉時には分解されず、何らか

の作用をして膜システムの崩壊を誘導しているとした（McClure et al., 1999; 

Goldraiji et al., 2006）。自他識別は分解説と同様に SLF と S-RNase の相互作用

により行われるが、S-RNase のユビキチン化と分解ではなく、HT-B の安定化に

作用していると主張している（Goldraiji et al., 2006; McClure et al., 2011）。実

験的証拠のない仮説が多く含まれる理解し難いモデルであるが、和合性花粉で

特異的に S-RNaseが特定の区画に隔離されているという観察結果が正しければ、

上記分解説とは全く異なる機構を想定する必要が生じてくる。  
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 本研究ではナス科植物における自家不和合性分子機構の解明を目的として、

まず、第 1 章ではコンセンサスの得られていない SLF 複合体の構成と機能を明

らかにするために、ペチュニアの CUL1 を主体にした機能解析を行った。また、

第２章では、SCFSLFs複合体によりユビキチン化された非自己 S-RNase の無毒化

機構を解明するために、花柱を伸長中の花粉管における S-RNase の分布を免疫

電子顕微鏡法で調べて、分解モデルと隔離モデルの是非について検証した。  
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A 

 

B 

 
 

Fig. 1 S-RNase 型自家不和合性の協調的非自己認識モデル図  

 

A. S 遺伝子座には、単一の雌ずい因子 S-RNase と、複数の花粉因子 SLFs がコ

ードされている。認識標的を矢印で示す。  

B. 協調的非自己認識分子機構モデル図。  

	
 SLF はタイプ毎に異なる認識標的を持ち、それらが協調的に多種類存在する

非自己 S-RNase を認識し、無毒化すると考えられている。一方で、いずれの S

ハプロタイプも自己 S-RNase を認識、解毒する SLF を持っていないので、自家

不和合性を生じる（Kubo et al., 2010, 2015）。  
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 A                                   B 

 

 

 
 

Fig. 2 提唱されていた 2 通りの SCFSLFs複合体  

 

A. 典型的 SCF複合体の模式図（Zhao et al., 2010）。構成分子として SSK1（Skp1）、

CUL1-G、SLF、Rbx１、E2 が含まれる。  

B. 非典型的 SCF 複合体の模式図（Hua and Kao 2006）。構成分子として、SBP1

もしくは CUL1-G、SLF、E2 が含まれ、SBP1 は Skp1 と Rbx2 の両方の機能を

持つと提唱されている。  
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Fig. 3 提唱されていた 2 通りの S-RNase 無毒化機構  

 

A. 分解モデル。花粉管内に侵入した非自己 S-RNase は、細胞質内で SLF によ

って認識された場合にユビキチン化を受け、26S プロテアソームによって分解

されることで無毒化される。同モデルにおいて、自己 S-RNase に関しては、SLF

による認識を免れるため、細胞毒性を発揮する。  

B. 隔離モデル。花粉管内に侵入した S-RNase は、液胞へ隔離されることで、無

毒化される。同モデルにおいて、自己 S-RNase に関しては、後に液胞の破壊が

起こり細胞質内に放出されるため、毒性を発揮するとしている。  
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第１章	
 花粉因子 SLF の形成する E3 ユビキチンリガーゼ複合体の解明  
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１−１	
 序  

 

	
 序論で述べたように、SLF を含む複合体の構成分子については複数の候補が

挙げられており、その本質は判っていなかった。当研究室における先行研究で

は、FLAG タグを付加した SLF（FLAG-S7-SLF2）を発現させた花粉抽出物の抗

FLAG 抗体を用いた共免疫沈降実験において、SLF と共沈したタンパク質の質

量分析により、典型的な SCF 複合体の構成成分である Skp1、CUL1、Rbx1 にそ

れぞれ相当するペプチドフラグメントが検出されていた（Fig. 1-1）（Entani et al., 

2014）。Skp1 については、すでに報告されている SSK1 のオルソログに相当し

た。SSK1 のノックダウン植物では和合性花粉管の伸長が阻害されることが報告

されていることからも、この結果の妥当性が支持された（Huang et al., 2006; 

Zhao et al., 2010）。一方、CUL1 様ペプチドフラグメントは、SCFSLFs複合体に

含まれるとされる CUL1-G（Hua et al., 2006; Zhao et al., 2010）ではなく、野生

型トマトの種間不和合性で機能するとされる SpCUL1（Li et al., 2010）と相同

性が高い、新規 CUL1 様分子（CUL1-P）であることが示唆された。  しかしな

がら、これまでペチュニアの花粉において発現している全 CUL1 について網羅

した配列情報が得られていなかったため、CUL1-P が SCFSLFs構成成分として唯

一の CUL1 であるのか明らかではなかった。  

	
 そこで本章では、SLF と複合体を形成して機能する CUL1 の実体を明らかに

することを目的として、P. hybrida の雄性生殖器官トランスクリプトームから

網羅的な探索を行い、花粉および葯で発現する CUL1 分子種の同定を行い、そ

れらの機能解析を試みた。  

  



 14 

１−２	
 材料・方法  

 

実験材料  

 

	
 本研究で用いた化学薬品は特に記載のない場合、和光純薬製もしくはナカラ

イテスク製の特級試薬、遺伝子工学用試薬は Takara のものを用いた。  

 

	
 本研究で用いた自家不和合性 S5-、S7-、S9-、S11-ハプロタイプは P. hybrida に

由来し（Entani et al., 1999）、S17-、S19-ハプロタイプは P. axillaris に由来する

（Tsukamoto et al., 1999; Tsukamoto et al., 2003）。ホモ接合体の Mitchell は、Sm-

ハプロタイプであり、P. axillaris と P. hybrida から派生した純系品種である

（Gerats and Vandenbussche, 2005; Kubo et al., 2015）。同じくホモ接合体の S0m-

は、Mitchell 自殖系統の商用自家和合性 Strawbesy Daddy の W132 に由来する機

能欠損型 S0-RNase と相同な S-RNase、S0m-RNase をもつ（Kubo et al., 2015）。P. 

axillaris は P. hybrida の祖先種の一つであり、これらの種間交配は双方向に稔性

であり、かつ種間雑種後代は正常な他家受粉稔性および自家不和合性を示すこ

とから、本研究ではこれらの種を区別せず“ペチュニア”として扱った（Stehmann 

et al., 2009）。それぞれの Sハプロタイプについてホモ接合の個体と、S5S5 × S17S17

に由来する S5S17個体を本研究に用いた。各系統は挿し木によって維持し、通常

の温室栽培条件で栽培した。  

 
P. hybrida 花粉および葯で発現する CUL1 遺伝子の探索と同定  

 

	
 当研究室で構築した S5-、S9-、S11-、S17-、S19-ハプロタイプのホモ個体の開裂

前成熟葯、および S7-ハプロタイプのホモ個体の花粉由来 EST データベース

（Kubo et al., 2015）に対して、GENETYX-MAC（ver. 16.0.6）を用い、CUL1-P

の配列をクエリーとして Local BLAST 検索を行い、ヒットした配列をアセンブ

リした。得られた配列をもとに RT-PCR を行い、全長 cDNA 配列を確認した。  
 

ナス科における CUL1 遺伝子群の系統学解析  

 

	
 ペチュニア雄性生殖器官 ESTより見いだされた 5つの CUL1および他の植物

種由来 CUL1 の進化上の類縁関係を推定するため、分子系統樹を作製した。  

	
 系統樹作製には、本研究で同定した Petunia hybrida 由来 PhCUL1-P、-B、-C、

-E、-G に加え、既知の P. inflata 由来 PiCUL1-C、-G（Hua and Kao, 2006）、Solanum 
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pennellii 由来 SpCUL1（Li and Cheterat, 2010）、さらに NCBI（National Center for 

Biotechnology Information）の Protein データベースに Cullin1 タンパク質として

登録されているものの中から、S. habrochaites 由来 ShCUL1、S. lycopersicon 由

来 SlCUL1、Solly_S-1423_02.30、Solly_S04517_01.10、S. tuberosum 由来

NW_006239579、Nicotiana tomentsiformis 由来 ASAG01028099、N. sylvestris 由来

NW_009525149、NW_009527410、N. tabacum由来 NtCUL1-A、-B、-C、-D、Arabidopsis 

thariana 由来 AtCUL1、AtCUL2 を選び、これらの推定アミノ酸配列を使用した。

アウトグループとして、ヒト CUL1 を用いた。これら配列アライメントを

Clustal-Omega ver. 1.2.1（Sievers et al., 2011）を用いて行い、MrBayes ver. 3.2

（Ronquist et al., 2011）でベイジアンマルコフ連鎖モンテカルロ法（MCMC）

法を用いて 1,000,000 反復により系統解析を行った。得られた結果は、Figtree 

v1.4.2（http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/）で可視化した。  

 

CUL1-P および -G の機能欠失型 N 末端発現体（CUL1-PDN, -GDN）用コンス

トラクトの作製  

	
  

	
 CUL1-P および-G の N 末端領域のみからなる機能欠失型タンパク質を、トマ

ト由来の葯および花粉特異的 LAT52 遺伝子プロモーター（Twell et al., 1990）制

御下で発現する植物形質転換用プラスミドを作製した。  

	
 CUL1-P および CUL1-G の N 末端側 422 アミノ酸に対応する塩基配列の 5’末

端に BamHIサイト、3’末端に SacIサイトを付加したプライマーセット（Table S1）

を用い、プラスミド 35S-pro::ADH1-FLAG-CUL1-S-HSPT/pRI1201（円谷、未発

表）、または全長 CUL1-G cDNA クローンを鋳型として、PCR 反応を行った。PCR

のサイクル条件は、[95℃ , 5 min, (94℃ , 30 sec, 55℃ , 30 sec, 68℃ , 90 sec) ×35 

cycles, 68℃ , 5 min]とした。  

	
 得られた PCR 反応産物を精製、濃縮した。PCR 産物と、植物形質転換用ベク

タープラスミド LAT52-pro::FLAG:S7-SLF2-LAT52-pro::Venus/pBI121（Kubo et 

al., 2010）をそれぞれ BamHI/SacI で切断し、プラスミド中の FLAG:S7-SLF2 部

位を上述の CUL1-P または CUL1-G 部分配列で置換して、

LAT52-pro::CUL1-PDN-LAT52-pro::Venus/pBI121、および

LAT52-pro::CUL1-GDN-LAT52-pro::Venus/pBI121 を得た。  

 

CUL1-P および -G を標的とした、 amiRNA による RNAi 発現抑制体

(amiCUL1-P,-G)コンストラクトの作製  
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 amiRNA をトマト由来の LAT52 遺伝子プロモーター（Twell et al., 1990）制御

下、花粉・花粉管特異的に発現させる、RNAi 植物形質転換用プラスミドを作

製した。  

	
 A.thaliana miR319a に、オーバーラッピング PCR 法を用いて部位特異的変異

を挿入することにより、標的遺伝子に相同な人工 miRNA を生じる pre-miRNA

配列を作製した（Schwab et al., 2006）。miR319a の 5’末端に BamHI、3’末端に

SacI を付加するために、プライマーmiR319a-F および miR319a-R（Table S1）を

用い、A.thaliana のゲノムを鋳型として PCR 増幅を行った。サイクル条件は、

[95℃ , 5 min, (94℃ , 30 sec, 55℃ , 30 sec, 72℃ , 90 sec) ×35 cycles, 72℃ , 5 min]とし

た。増幅産物を、pGEM T-easy にクローニングし、コンストラクト作製の鋳型

となる miR319a/pGEM を得た。標的配列は、Web MicroRNA Designer （WMD3）

で算出された候補より、Jian-Feng Li et al.,（2013）の基準を考慮して選抜し、

プライマーは WMD3 の oligo ツールを用いて設計した。miR319a/pGEM を鋳型

として、ヘアピン構造の上流側基部（a）、ヘアピン部分（b）、下流側基部（c）

に相当する 3 つの断片を、それぞれプライマーA および標的特異的プライマー  

IV、標的特異的プライマーIII および  II、標的特異的プライマーI および  M13R

（Table S1）を用いて増幅した。PCR 条件は、[95℃ , 5 min, (94℃  30 sec, 55℃ , 30 

sec, 72℃ , 40 sec) × 24〜35 cycles, 72℃ , 7 min]とした。つぎにこれら（a）、（b）

と（c）を鋳型とした PCR を、プライマーA と M13R を用いて、サイクル条件

[95℃ , 5 min, (94℃ , 30 sec, 55℃ , 30 sec, 72℃ , 90 sec) × 24〜35 cycles, 72℃ , 5 

min]で行った。得られた断片を、BamHI/SacI サイトを用いて既に作製されてい

た LAT52-pro::FLAG:S7-SLF2-LAT52-pro::Venus/pRI909 プラスミドに挿入し、

LAT52-pro::FLAG:amiCUL1-P-LAT52-pro::Venus/pRI909、および

LAT52-pro::FLAG:amiCUL1-G-LAT52-pro::Venus/pRI909 を得た。   

 

形質転換体の作出  

	
  

	
 ペチュニアの形質転換当代（T0）の作出は、Jorgensen（1996）らのアグロバ

クテリウム法を一部改変して行った。  

	
 植物形質転換用プラスミド約 100 ng を、凍結した Agrobacterium tumefaciens 

pMP90 へ添加し、37℃  5 min ヒートショック後、1 mL SOC を添加、16℃  180 

rpm 2 時間回復培養を行った後、耐性の抗生物質を含むプレートに播き、シン

グルコロニーを取得した。得られたコロニーは、導入遺伝子特異的プライマー

を用いた PCR により、標的遺伝子の導入を確認した。  

	
 得られたコロニーを、2×YT 培地（Bact tryptone 16 g/L、Bact yeast extract 10 g 
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/L、NaCl 5 g/L）に播種し、28℃、180 rpm で一晩培養した。  

	
 栄養成長期のペチュニア個体から 3-5 cm 長の展開葉を採取し、MilliQ 水で 3

度洗った後、1%次亜塩素酸ナトリウム、0.1% Triton-X100 で 10 分間表面殺菌し

た。滅菌した葉を、OD600約 0.1 の菌懸濁液中で 5 mm×5-8 mm 断片に切断しな

がら、その断面よりアグロバクテリウムを接種した。これら植物片の培養には、

基本培地（BSM）[1×ムラシゲスクーグ培地用混合塩類、3％スクロース、0.5 g/L 

MES(2-(N-モルフォリノ)エタンスルホン酸)、1×MS ビタミン、2.5 g/L ゲランガ

ム、pH5.8]を用いた。切断した植物片を、ろ紙を敷いた共存培地（BSM に 0.25 

µM インドール酢酸(IAA)、2.5 µM ベンジルアミノプリン(BAP)を添加）に置床

し、遮光下 48 時間共存培養し、感染させた。  

	
 植物片を共存培地から取り出し、選抜/再分化培地（BSM に 0.25 µM IAA、2.5 

µM BAP、300 µg/mL カルベニシリン、150 µg/mL カナマイシン硫酸塩を添加）

に移した。24℃、16 時間明期/8 時間暗期条件下で 14 日間培養した。その後、

誘導されたカルスを再度選抜/再分化培地に移し、さらに再分化が誘導されるま

でおよそ 21 日間培養した。  

	
 再分化したシュートを、ホルモンフリー培地（BSM に 300 µg/mL カルベニ

シリンを添加）へ移し、24℃で 14 日間、16 時間明期/8 時間暗期条件下で培養

し、シュートの生育を促した。  

	
 生育したシュートを切り出し、選抜/発根培地（BSM に、2 µM インドール酪

酸(IBA)、300 µg/mL カルベニシリンを添加）で 24℃、16 時間明期/8 時間暗期

条件下で 14 日間培養し、発根を誘導した。発根したシュートは、ジフィーセブ

ン（サカタのタネ）に移植し、10 日間かけて低湿度条件への馴化、育苗の後、

培養土を加えたポットに移植して温室で栽培し、実験に用いた。  

 

形質転換体における導入遺伝子の検出  

	
  

	
 形質転換当代および後代における各種導入遺伝子の有無および内在遺伝子の

遺伝子型について、特異的プライマー（Table S1）を用いた PCR によって決定

した。鋳型ゲノム DNA は、約 3 mm 角の若い葉、または 1/2 濃度で調製した

BSM に無菌播種後 14 日前後の芽生えの子葉を、抽出バッファー（0.1 M Tris、

1 M KCl、0.01 M EDTA、pH9.5）内でチップ先端で突いて破砕し、95℃  5 分間

加熱したものを TE バッファーで 10倍希釈することで調製した。PCR反応は、

KAPA 3G Plant PCR kit（日本ジェネティクス）を用いて添付の手法に従い、サ

イクル条件は[95℃ , 5 min, (94℃ , 20 sec, 55℃ , 20 sec, 72℃ , 90 sec) × 40 cycles, 

72℃ , 5 min]で行った。   
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導入遺伝子座位数の算出  

	
  

	
 Venus の発現に由来する緑色蛍光を観察し、蛍光を有する花粉の割合から、

導入遺伝子座位数を算出した。観察は、水銀ランプユニット HB100 を装備した

蛍光顕微鏡 Axioplan2（Zeiss）で、フィルターセット 10（励起波長 450-490 nm、

蛍光波長 515-565 nm, Zeiss）を用いて行い、CCD カメラ（AxioCam MRc5, Zeiss）

で撮影した。Venus 蛍光がすべての花粉に見られる個体は、導入遺伝子の挿入

についてホモ接合の個体として扱った。  

 

定量 RT-PCR による遺伝子発現解析  

 

	
 CUL1 遺伝子群の器官別定量リアルタイム（RT）-PCR に使用する total RNA

は、P. hydrida（S5S17）の雌ずい、葉、茎、根、および 1、2、3、4、5.5 cm の

長さのつぼみの葯および成熟花粉より抽出した。CUL1-PDN, -GDN形質転換体に

おける導入遺伝子の発現確認には、花粉もしくは 3 cmつぼみの葯から total RNA

を抽出した。total RNA は、RNeasy® Plant Mini Kit（Qiagen）を用いて、使用説

明書に従い抽出・精製した。得られた total RNA 画分は、RNase-free DNaseI

（Qiagen）を加え、室温 30 分間インキュベートすることで、DNA を除去した。

NanoDrop® ND-1000 Sectrophotometer（スクラム）を用い、吸光度（λ= 260 nm）

より濃度を算出した。抽出した total RNA より、SuperScript®III （Invitrogen）

を使用説明書に従って用い、oligo-dT プライマーを用いて逆転写反応を行い、

cDNA を得た。  

	
 定量 PCR を行うに先立ち、それぞれの標的遺伝子に対する定量用標準サンプ

ルを得るため、特異的プライマーセット（Table S1）による増幅ターゲットを

クローニングしたプラスミド DNA を調製した。まず、各特異的プライマーセ

ットを用い全長 cDNA クローン、または花粉 cDNA 10 ng を鋳型として用いて

PCR を行い、増幅断片を得た。PCR 反応には Ex-Taq を用い、サイクル条件は

[95℃ , 5 min, (94℃ , 15 sec, 55℃ , 15 sec, 68℃ , 15 sec) ×40 cycles, 68℃ , 5 min]とし

た。次に得られた PCR 産物を pGEM T-easy（Promega）にクローニングし、そ

れぞれの遺伝子断片を含んだプラスミド DNA 溶液を調製した。  

	
 One-step Real-time PCR は、QuantiFast™ SYBR Green PCR kit（Qiagen）を用

い、添付のプロトコールに従い行った。テンプレートとして 10 ng の total RNA 

を反応溶液 10 µL に加え、Table S1 にリストした特異的プライマーセットを用

い、LightCycler®480 System I （Roche）を用いて、定量 RT-PCR を行った。転
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写物の絶対量を定量する場合には、検量線用標準サンプルとしてプラスミド

DNA 溶液の希釈系列（1×104、1×103、1×102、1×101、1×100、1×10-1、1×10-2 fg）

を鋳型として用いた。相対定量の場合には、内部標準として Ubiquitin を用いた。

反応のサイクル条件は、CUL1 遺伝子群の器官別定量では［95℃ , 5 min, (95℃ , 10 

sec, 60℃ , 30 sec) × 50 cycles, 95℃ , 5 sec, 65℃ , 15 sec, 98℃ , continuous, 50℃  10 

sec］、CUL1-PDN、-GDN形質転換体における導入遺伝子の発現確認および

amiCUL1s形質転換体における内在 CUL1遺伝子への RNAi抑制効果の確認には

［50℃ , 30 min, 95℃ , 5 min, (95℃ , 10 sec, 60℃ , 30 sec) ×40 cycles, 95℃ , 5 sec, 

65℃ , 15 sec, 98℃ , continuous, 50℃  10 sec］とした。データ解析には、

LightCycler®480 Software release 1. 5. 0 SP4 Version 1. 5. 0. 39 を用いた。  

 

抗 CUL1-P および -G 特異的抗体の作製  

 

	
 CUL1-P の N 末端配列（MAEEAEEKIIELEEGMEC）、および CUL1-G の N 末

端配列（MTIKQMNNIELEDGWEFM；Fig 1-2 参照）をそれぞれ抗原ペプチドと

してウサギポリクローナル抗体を作製し、それぞれの抗原を用いたペプチドカ

ラムで精製して、抗 CUL1-P および-G 特異的抗体を得た（SIGMA に委託）。  

 

CUL1-PDN, -GDN体のタンパク質発現解析  

	
  

	
 導入した N 末端発現タンパク質および内生タンパク質の発現を、抗 CUL1-P

または CUL1-G 特異的抗体を用いたウェスタンブロットにて観察した。  

	
 長さ 3 cm つぼみの葯または成熟花粉を液体窒素で凍結し、タンパク質抽出バ

ッファー[20 mM HEPES/NaOH、150 mM NaCl、0.05% Tween 20、pH7.5]内です

りつぶし、遠心（13,000 rpm、15min、4℃）し、上清を回収した。タンパク質

定量は、Bio-Rad Protein assay（BIO-RAD）添付の手法に従い、マイクロプレー

トリーダ（BIO-RAD）により吸光度 595 nm で行った。  

	
 CUL1-PDN発現株は花長 3 cm の葯または花粉抽出液 1 µg、CUL1-GDN発現株

は 5 µg に SDS-PAGE sample buffer を加え、96℃、5 分間処理したものを

SDS-PAGE（5-20%グラジエント）で分離し、セミドライ法ブロッティング装置

（BIO-RAD）により、ブロッティングバッファー（25 mM Tris、192 mM Glycine、

20% Methanol、1% SDS）を用いて 20 V 定電圧で 1 時間、0.22 µm PVDF メンブ

レン（ATTO）にタンパク質を転写した。  

	
 転写後のメンブレンを、PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal®（TOYOBO）

で、室温、1 時間ブロッキングした。Can Get Signal® Solution 1（TOYOBO）で
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4,000 倍に希釈した一次抗体の抗 CUL1-P もしくは抗 CUL1-G 抗体溶液に浸し、

室温 1 時間反応させた。T-TBS でメンブレンを 4 回洗浄し、Can Get Signal® 

Solution 2（TOYOBO）で 4,000 倍に希釈した標識二次抗体 anti-rabbit IgG 

HRPconjugate（BIO-RAD）に浸し、室温 1 時間反応させた。T-TBS でメンブレ

ンを洗浄後、シグナルは ECL Prime Western Blotting Detection Reagent（GE 

Healthcare）を用いて、Hyperfilm ECL（GE Healthcare）に感光後、自動現像機

CEPROS-SV（富士フィルム）により現像、もしくは ImageQuant LA-4000（GE 

Healthcare）で検出した。  

 

amiCUL1 形質転換体における内生 CUL1-P および -G の発現解析  

	
  

	
 RNAi 発現抑制体で導入遺伝子をホモにもつ T1個体を用いて、標的遺伝子に

由来するタンパク質の発現をウェスタンブロットにより解析した。花粉より抽

出したタンパク質を試料として、それぞれに特異的な抗体を用いたウェスタッ

ブロットで上述と同様に検出した。  

 

amiCUL1 花粉管の稔性の観察  

 

	
 花粉管壁のカロースをアニリンブルーによって特異的に蛍光染色して観察し、

amiCUL1 花粉管の伸長を観察した。開花前日に除雄した花の雌ずいに対して、

開花直後に導入遺伝子がホモ接合の RNAi 発現抑制体の花粉を授粉した。24 時

間もしくは 48 時間後に花柱を採取し、固定液（酢酸:エタノール=1:3）に室温

で一晩浸し固定した。1N NaOH 溶液に 65℃で 8 時間浸し、花柱組織を柔軟化

した。アニリンブルー染色液（2% K3PO4、0.01%アニリンブルー）に入れ替え、

遮光して室温で一晩静置して染色した。50%グリセロールを用いてスライドガ

ラス上にマウントし、カバーグラスで花柱を軽く押し潰した。水銀ランプユニ

ット HB100 を装備した蛍光顕微鏡 Axioplan2（Zeiss）で、フィルターセット 01

（励起波長 365 nm、蛍光波長 397 nm；Zeiss）を用いて花柱内の花粉管を観察

し、CCD カメラ（AxioCam MRc5、Zeiss）で撮影した。  

 

CUL1-PDNまたは -GDNと SLF 間の in vivo 相互作用解析  

 

	
 CUL1-PDN-6／S5S17 × FLAG-S7-SLF2／S5S9、CUL1-GDN-3／S5S17 ×FLAG-S7-SLF2

／S5S9交配に由来する種子を取得し、Table S1 にリストした特異プライマーを
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用いて PCR ジェノタイピングを行い、両親から導入遺伝子を受け継いだ後代を

選抜した。CUL1-PDN-6-FLAG- S7-SLF2（S5S9）、CUL1-DDN-3-FLAG- S7-SLF2 （S9S17）

を得た。これらの個体の花粉タンパク質を用い、抗 FLAG 抗体による

FLAG-S7-SLF2 との共免疫沈降を行った。  

	
 5〜10 花分の花粉をタンパク質抽出バッファー[20 mM HEPES/NaOH、150 mM 

NaCl、0.05% Tween 20、pH7.5]内ですりつぶし、遠心（13,000 rpm、15min、4℃）

し、上清を回収した。タンパク質定量は、Bio-Rad Protein assay（BIO-RAD）添

付の手法に従い、マイクロプレートリーダ（BIO-RAD）により吸光度 595 nm

で行った。  

	
 前日に、ANTI-FLAG M2 Agarose Affinity Gel（SIGMA）に対して 5 倍量のビ

ーズブロッキングバッファー（50 mM Tris-HCl、5% Polyvinylpyrrolidone、pH8.0）

を加えて洗浄後、4℃、500 rpm、30 sec で遠心して上清を除去した。この作業

を 2 回行い、5 倍量の同バッファーを加え、4℃、一晩混合した。4℃、500 rpm、

30 sec で遠心して上清を除去し、5 倍量の氷冷 HBS（20 mM HEPES-NaOH、150 

mM NaCl、pH7.5）を加え混合後、4℃、500 rpm、30 sec 遠心して上清を除去し

た。この作業を 3 回行い、最後に ANTI-FLAG M2 Agarose Affinity Gel と同量の

HBS を加え、50%スラリーとして 4℃に保管した。  

	
 調製した 50%スラリーに氷冷 HBS1 mL を加えて混合、4℃、500 rpm、30 sec

で遠心して上清を除去した。花粉タンパク質を 1 µg 加えて 4℃、15 分間混合し

た溶液を、Pierce® Spin Cups-Paper Filter（Pierce）に混合溶液を添加し、4℃、

500 rpm、30 sec で遠心して、スルー画分を捨てた。氷冷した 500 µL の洗浄バ

ッファー（20 mM HEPES、150 mM NaCl、0.1% Triton-X100、pH7.5）を加え、

混合後 4℃、500 rpm、30 sec で遠心しスルー画分を捨てた。この作業を 5 回行

った後、50 µL 0.5 mg/mL の FLAG ペプチド（SIGMA）を含む洗浄バッファー

を加えて、時折混合しながら 5 分間氷上においた後、4℃、500 rpm、30 sec で

遠心して溶出した。CUL1 タンパク質の検出は特異的抗 CUL1-P および-G 抗体

を用いたウェスタンブロットにより前述同様に行った。  

 

大腸菌を用いたリコンビナントタンパク質発現用コンストラクトの作製  

 

	
 CUL1 と相互作用する SSK1（Skp1）の発現コンストラクトとして、当研究室

で既に作製されていた His-SSK1/pET47b(+)を、SLF は S7-SLF2 と S5-SLF3 の

F-box ドメインを含む N 末端 1-52、53 アミノ酸を発現するコンストラクトとし

て His-SLF3-F（1-53 amino acids）/pCDFDuet、His-SLF2-F（1-52 amino acids）

/pCDFDuet を用いた（村瀬、未発表）。   
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 5 つの CUL1 を GST 融合タンパク質として発現した。ヒトの SCFSkp2複合体

の結晶構造解析結果（Zheng et al., 2002）を参考に、Skp1 および F-box との相

互作用領域を含むと推測される N 末端アミノ酸（CUL1-P, 1-380 amino acids; B, 

1-380 amino asids; C, 1-381 amino acids; E, 1-379 amino acids; G, 1-379 amino acids）

に、可溶化を目的とした変異（CUL1-P, V342D と F350D; B, V342D と F350D; C, 

V340E と I348E; E, V342E と I450E; G, I341E と I349E）を導入した発現コンスト

ラクトを、以下のように作製した。  

	
 CUL1-P、G、B、E の N 末端側アミノ酸に対応する塩基配列の 5’末端に BamHI

サイト、3’末端に XhoI サイト、CUL1-C は 5’末端に SmaI サイト、3’末端に NotI

サイトを付加したプライマーセット（Table S1）を用いて PCR 反応を行った。 鋳

型として各 CUL1s の全長または部分長 cDNA クローンを用いた。PCR の反応条

件は、[95℃ , 5 min, (94℃ , 30 sec, 55℃ , 30 sec, 68℃ , 90 sec) ×35 cycles, 68℃ , 5 

min]とした。  

	
 PCR 産物をそれぞれ BamHI/XhoI もしくは SmaI/NotI サイトを用いて

pGEX-6P-3（Promega）に導入し、CUL1X-NTD/pGEX6P-3 を得た。これらのプ

ラスミドを精製し、Table S1 にリストしたプライマーを用いインバース PCR を

行い、変異を導入した。PCR の反応条件は、[95℃ , 5 min, (95℃ , 50 sec, 60℃ , 50 

sec, 68℃ , 120 sec) ×17 cycles, 68℃ , 5 min]とした。得られた PCR 産物を精製し、

変異未導入のプラスミドを DpnI で消化した上で大腸菌に形質転換し、得られ

た変異後プラスミドを GST-CUL1-X-NTDm/pGEX-6P-3 とした。これらをタンパ

ク質発現用大腸菌 Rosseta2 DE3（Novagen）へ形質転換した。  

 

大腸菌 Rosseta2 を用いたリコンビナントタンパク質の発現  

 

	
 ヒスチジンタグを付加した SSK1、S7-SLF3、もしくは S7-SLF2 を発現するプ

ラスミド（His-SSK1/pET47b(+)、His-SLF3-F/pCDFDuet、His-SLF2-F/pCDFDuet）

は、村瀬浩司博士が作製した（未発表）。  

	
 大腸菌 rosseta2 を用いたタンパク質発現を以下のように行った。  

	
 His-SSK1/pET47b(+)と、His-SLF3-F/pCDFDuet もしくは His-SLF2-F/pCDFDuet

を共形質転換した菌株は LB/KmSm 5mL にて、GST-CUL1X-NTDm/pGEX-6P-3

を形質転換した菌株は LB/Amp 5 mL 中にて、37℃、180 rpm で 16 時間振とう

培養した後、培養液 500 µL を 50 mL の培地に植菌してスケールアップし、同

様の条件で培養を続けた。50 mL 培養液を 1 L の培地へ添加し 30℃、120 rpm

で培養し、OD600=0.6-1.0 に増殖させた。4℃で急冷後、終濃度 100 µM IPTG を

添加し 16℃、120 rpm、24 時間振とうし、タンパク質を発現させ、ペレットを
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回収した。  

 

昆虫細胞 Sf9 を用いたリコンビナントタンパク質発現用コンストラクト

の作製  

 

	
 昆虫細胞 Sf9 を用いて 5 個の CUL1 を GST 融合タンパク質として発現した。

発現コンストラクトは、CUL1-C に対してプライマー

CUL1C-CDS-F1-sma1_pFast および CUL1C-NTD-Not1-R（Table S1）を用いた以

外、大腸菌発現用コンストラクト同様に作製した。  

	
 精製 PCR 産物を、pFastBac（Invitrogen）に GST 遺伝子を導入した

pFastBacGST-Mori（箱嶋研より供与）に BamHI/XhoI もしくは SmaI/NotI サイト

を用いてクローニングし、GST-CUL1X-NTD/pFastBac を得た。これらのプラス

ミドにも、大腸菌発現用コンストラクト同様にインバース PCR によって変異を

導入し、GST-CUL1X-NTDm/pFastBac とした。得られたプラスミドを精製し、

MAX Efficiency DH10Bac（invitrogen）コンピテントセルへ形質転換し、得られ

たコロニーから GST-CUL1-X-NTDm/Bacmid を精製した。  

 

昆虫細胞 Sf9 を用いた GST 融合 CUL1-X-NTDm タンパク質発現  

 

	
 12 well tissue culture treated plate（Funakoshi）へ 4×105/mL の Sf9 細胞を 1 時

間程度静置し接着させ、Sf-900II(-)FBS（invitrogen）培地で洗浄し、5 µL 

GST-CUL1-X-NTDm/Bacmid プラスミドと 200 µL の Sf900 II (-)FBS 培地、6 µL

の Cellfectin（Life technologies）を混合し 1 時間室温に静置後に、800 µL Sf900 II 

(-)FBSと混合したものを添加し、28℃モイストチャンバーにて 2日間静置した。

2 日後、培地を除去し、10 µL Antibiotic Antimycotic（Life technologies）を含む

1 mL Sf900 II (+)FBS 培地に置換し、28℃1 週間静置後、回収し P1 ウイルスス

トックとした。  

	
 25 cm2 coated flask（Corning）へ 5 mL の培地を添加し、1×106/mL の Sf9 を接

着させ、100 µL の  P1 ウイルスストックを添加し、28℃7 日間静置し、ウイル

スを増殖させた後、遠心（3,000 rpm、5min）、上清を回収、P2 ウイルスストッ

クとした。  

	
 175 cm2 coated flask（Corning）へ 50 mL の培地を添加し、1×106/mL の Sf9 を

接着させ、500 µL の  P2 ウイルスストックを添加し、28℃7 日間静置し、ウイ

ルスを増殖させた後、遠心（3,000 rpm、5min）、上清を回収、P3 ウイルススト

ックとした。  
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 500 mL 三角フラスコ（Corning）へ 100 mL の培地、1×106/mL の Sf9 に対し

て 5 mL の P3 ウイルスを添加、23℃、140 rpm で 3 日間振とう培養した後、遠

心（3,000 rpm、5min）、ペレットを回収した。  

 

His タグ融合リコンビナントタンパク質の回収と精製	
  

 

	
 共発現した His-SSK1 と His-SLF3-F もしくは His-SLF2-F のペレットを、[20 

mM Tris-HCl（pH 8.0）、100 mM NaCl、complete protease inhibitor cocktail 

EDTA-free（Roche）]に懸濁し、超音波破砕後、遠心（14,000 rpm、30 min、4℃）

し、上清を可溶性画分として回収した。これを、超遠心（35,000 rpm、30 min、

4℃）し、さらに膜画分や不溶性画分を除去した。可溶性画分に 10 mM イミダ

ゾールを添加し、6×His 融合タンパク質を、Ni+-NTA-agarose（ナカライテスク）

に吸着させた後、20 mM イミダゾールで 2 回洗浄、同 250 mM で溶出した。

His-SSK1 と His-SLF3-F もしくは His-SLF2-F は、PD10 Desalting Columns（GE 

Healthcare）を用いて Gravity protocol により 20 mM Tris-HCL (pH 8.0)、100 mM 

NaCl にバッファー置換後、タンパク質定量は、Bio-Rad Protein assay（BIO-RAD）

添付の手法に従い、マイクロプレートリーダ（BIO-RAD）により吸光度 595 nm

で行った。  

	
 His-SSK1 は、村瀬浩司博士により以下のように精製されたものを用いた。溶

出したタンパク質を、HiTrapQ HP（GE Healthcare）を用いて陰イオンクロマト

グラム精製した。その後、HiLoad 16/600 Superdex 75 pg（GE Healthcare）カラ

ムを用いて AKTA explorer100（GE Healthcare）で、ゲル濾過で精製した。分画

は、[20 mM Tris-HCL(pH 8.0)、100 mM NaCl]で平衡化したカラムに同溶液を流

速 1.5 mL/min で Fraction collector Frac-950（GE Healthcare）を用いて行い、ト

ータルイオンクロマトグラムおよび、SDS-PAGE により目的のタンパク質を発

現している画分を確認、回収し、AmiconUltra 10,000NMWL（Millipore）を用い

て濃縮した。同様にタンパク質定量を行った。  

 

GST 融合リコンビナントタンパク質の回収と精製  

 

	
 GST-CUL1-NTDm タンパク質を発現した昆虫細胞 Sf9 のペレットを、[20 mM 

Tris-HCl（pH 8.0）、100 mM NaCl、1% TritonX-100、3%グリセロール、complete 

protease inhibitor cocktail（Roche）]に懸濁し、超遠心（35,000 rpm、30 min、4℃）

した。上清を 50 µL Glutation Sepharose 4B (GE Healthcare)に添加し、4℃、30 分

間、穏やかに回転反応し、GST 融合タンパク質を吸着させた後、[20 mM Tris-HCl
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（pH 8.0）、100 mM NaCl]で、3回洗浄し、[20 mM Tris-HCl（pH 8.0）、100 mM NaCl、

1 mM DTT、3%グリセロール]で 50%スラリーに調製した。  

 

共免疫沈降法による SSK1-CUL1-SLF-F-box 間の相互作用解析  

 

	
 発現した His-SSK1と His-SLF3-Fもしくは His-SLF2-Fと、GST-CUL1X-NTDm

の相互作用解析として、共免疫沈降を行った。  

	
 Glutation Sepharose 4B（GE Healthcare)に結合させた 10-30 mL 培養液相当の

GST-CUL1X-NTDm に、20 µg の His-SSK1 または、共発現した His-SSK1 と

His-SLF-F を加えて、計 100 µL の[20 mM Tris-HCl（pH 8.0）、100 mM NaCl、1 mM 

DTT、3%グリセロール]で 4℃、24 時間穏やかに撹拌した。懸濁液を遠心（400 

rpm、1 min、4℃)し、上清を除去後、[20 mM Tris-HCl（pH 8.0）、100 mM NaCl]

でビーズを 3 回洗浄した。50 µL の溶出液[100 mM Tris-HCl（pH 8.0）、100 mM 

NaCl、10 mM 還元型グルタチオン]を加えて、5 分間穏やかに撹拌し、GST 融合

タンパク質を計 5 回溶出した。タンパク質抽出液に SDS-PAGE sample buffer を

加え、95℃5 分間処理したものを SDS-PAGE（5-20%）で分離し、セミドライ法

ブロッティング装置（BIO-RAD）により、EzFastBlot（Atto）を用いて 25 V 定

電圧で 20 分間、0.22 µm Immobilon-PSQ（Millipore）にタンパク質を転写した。 

	
 転写後のメンブレンを、PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal®（TOYOBO）

で、室温、1 時間ブロッキングした。Can Get Signal® Solution 1（TOYOBO）で

4,000 倍に希釈した一次抗体溶液に浸し、室温 1 時間反応させた。T-TBS でメ

ンブレンを 4 回洗浄し、Can Get Signal® Solution 2（TOYOBO）で 4,000 倍に希

釈した標識二次抗体 anti-rabbit IgG HRPconjugate、anti-mouse IgG HRPconjugate

（BIO-RAD）に浸し、室温 1 時間反応させた。T-TBS でメンブレンを洗浄後、

シグナルの検出は ECL Prime Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare）

を用いて、ImageQuant LA-4000(GE Healthcare)で検出した。
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１−３	
 結果  

 

P. hybrida 花粉および葯で発現する CUL1 分子種の特定  

	
  

	
 これまでの研究から、ペチュニアにおける複数の CUL1 遺伝子の存在が示唆

されている。Hua と Kao（2006）、および Zhao ら（2010）は、SCFSLFs複合体の

構成成分として CUL1-G を同定したが、当研究室で SLF 複合体として精製され

た CUL1 の MS フラグメントはこれとは一致しなかった。円谷らは CUL1-P を

同定したが、ペチュニアの花粉において発現している全 CUL1 についての情報

が無かったため、これが SCFSLFs構成成分として唯一の CUL1 であるのか判ら

なかった。ペチュニアは全ゲノム情報が得られていないことから、まず始めに

トランスクリプトームデータを用い、CUL1 配列の網羅的探索を行うことにし

た。次世代シーケンサー454 を用いて当研究室で作製された S5-、S7-、S9-、S11-、

S17-ホモ系統の雄性生殖器官トランスクリプトームデータから CUL1 に相同性

をもつ配列を抽出して、アセンブルを行ったところ、5 種類の CUL1 cDNA

（CUL1-P、-B、-C、-E、-G）が見いだされた（Fig. 1-2）。これらのうち、CUL1-C、

-G は既に P. hybrida、P. inflata で同定されていたものであり（Hua et al., 2006; 

 Zhao et al., 2010）、CUL1-P はトマトの SpCUL1 に近いものであった。一方、

CUL1-B、-E は新規の CUL1 遺伝子であった。次に、MS 解析から得られたペプ

チドフラグメントについて、これらの CUL1 にサーチしたところ、ヒットした

34 のフラグメントのうち、配列が保存されているため帰属できなかったものを

除く 14 のフラグメントがすべて CUL1-P と一致し、CUL1-P が SLF と複合体を

形成する主要な CUL1 であることが示唆された。これらの推定アミノ酸配列ア

ライメントより、CUL1-P に対してそれぞれの分子種とのアミノ酸配列同一性

を調べた結果、CUL1-B に対しては約 85%、-C、-E、-G に対しては約 50%程度

であった。  

 

ナス科 CUL1 遺伝子の系統解析  

 

	
 次に、前項で得られた 5 つの CUL1 遺伝子（PhCUL1-P、-B、-C、-E、-G）に

ついて分子進化学的な類縁関係を推測するため、マルコフ連鎖モンテカルロ  

（MCMC）法を用いて、データベースに登録されているナス科の CUL1 と共に

全長アミノ酸配列による分子系統樹を作製した（Fig 1-3）。その結果、ナス科に

おいて CUL1s は CUL1-P/B、-C、-E、-G と名付けた 4 種のクレードに大別され、

今回 SCFSLFs複合体の構成成分として検出された PhCUL1-Pは CUL1-P/Bクレー
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ドに分類された。また、トマト種間不和合性において機能する SpCUL1 は同じ

CUL1-P/B グループに属するが、他の研究グループが SCFSLFs複合体の構成成分

であると主張している PhCUL1、PiCUL1-G は進化的に大きく離れた CUL1-G ク

レードに属していた。  

CUL1-P/B クレードには S-RNase 型自家不和合性を持つことが知られる

Petunia、Solanum、Nicotiana 属のそれぞれに由来する CUL1s が見つかったが、

CUL1-G クレードは Petunia 属由来の CUL1s のみが分類され、Solanum（自家

不和合性の S. penelli、S. habrochaites を含む）、Nicotiana 属については登録さ

れているゲノム配列中に存在しなかった。ナス科の自家不和合性種では SLF

と複合体を形成する CUL1 も保存されていることが期待されることから、SLF

と複合体を形成する CUL1は CUL1-Gよりも CUL1-Pであることが最もらしい

と考えられた。CUL1-B については、上述の SCFSLFs構成成分の MS 解析では

特異的ペプチドフラグメントは検出されなかったものの、同じ CUL1-P/B クレ

ードに属することから、CUL1-P と冗長な機能をもつ可能性が予想された。  

 

CUL1 分子種の器官別遺伝子発現解析  

 

	
 これまでの研究から、SSK1 および SLF は、花粉および葯で特徴的な発現パ

ターンを示す事が知られている（Lai et al., 2002; Entani et al., 2003; Huang et al., 

2006; Kubo et al., 2010, 2015）。これらの結果は、SCFSLFs複合体が自家不和合性

に特化して進化した可能性を示唆しており、自家不和合性に関わる CUL1 も同

様な発現パターンを示すことが期待される。そこで、CUL1-P を含む 5 つの

CUL1s、SSK1、および SLF を代表して S5-SLF18 それぞれについて器官別、発達

ステージ別に定量 PCR を行い、転写物量を算出した（Fig. 1-4）。  

	
 結果、CUL1-B は調べたすべての器官で一様に低い発現を示し、CUL1-C、-E、

-G は全身でおおむね同程度の発現を示した。一方 CUL1-P のみが花粉、特に発

達段階の葯において、他器官と比較して特異的に高い発現量を示した。  

	
 また、SSK1 と S5-SLF18 もこれまでの報告と同様に発達段階の葯および花粉

において特異的に高く発現していることがわかり、CUL1-P と類似した発現パ

ターンであった。発現ピーク時の CUL1-P と SSK1 の絶対量はほぼ同程度であ

り、複合体形成に矛盾しない。また、S5-SLF18 の発現量は CUL1-P と SSK1 の

10%程度であったが、SLF が 18 種類あることを考慮すると妥当な発現量と思わ

れる。このように、CUL1-P は自家不和合性特異的に機能する CUL1 として期

待される発現パターンを示した。CUL1-P と冗長的に機能する可能性のあった

CUL1-B はその発現量から、遺伝子機能がほぼ損なわれていることが示唆され
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た。  

 

形質転換体を用いた CUL1-P の機能解析  

 

	
 これまでの結果は SLF と複合体を形成する主要な CUL1 は CUL1-P であるこ

とを支持している。そこで、形質転換実験による CUL1-P の機能解析を行うこ

とにした。ペチュニアは非モデル植物であるため、アンチセンスや RNAi 等の

ノックダウン実験を行うのが一般的であるが、他の CUL1 が冗長的に機能する

可能性も残されているため、CUL1-P 単独のノックダウンでは表現系が現れな

い可能性が考えられた。一方、ドミナントネガティブ型タンパク質の過剰発現

は、冗長性があっても遺伝子機能の確認が可能である。SCF 複合体において、

CUL1 の N 末端ドメインには基質を認識する F-box と Skp1 が結合し、C 末端側

に E2 ユビキチン結合酵素を誘導する Rbx1 が結合するため、N 末端ドメインの

みを発現させるとユビキチン化が起こらない複合体を形成すると考えられる。

そのため、CUL1 の N 末端ドメインを過剰発現させて、ネイティブの CUL1 と

競合させることにより、SCF 複合体の機能を阻害できることが知られている

（Jin et al., 2005; Voigt and Papalopulu, 2005; Rechem et al., 2011）。そこで本研究

では、CUL1-P の機能欠失型 N 末端発現体およびノックダウン体を作製し、機

能解析を行うことにした。また、これまで SLF と相互作用することが報告され

ている CUL1-G についても同様の実験を行い、その機能を検証した。  

 

1．CUL1-P および -G の機能欠失型 N 末端発現体を用いた機能解析  

	
  

	
 Jin らの手法を参考にして、葯および花粉特異的で強いプロモーター活性をも

つトマト LAT52 プロモーターに CUL1-P と-G の N 末端 422 アミノ酸領域

（CUL1-PDN, CUL1-GDNと表記する）と蛍光タンパク質遺伝子 Venus をタンデム

に連結し、機能欠失型 N 末端発現体用のコンストラクトを作製した（Fig. 1-5）

（Jin et al., 2005）。これらのコンストラクトを形質転換効率の高い S5S17株へ導

入し、CUL1-PDNと CUL1-GDN導入個体をそれぞれ 6 および 2 株取得することに

成功した。これらの形質転換体について、Venus 蛍光を発する花粉の割合を計

測することにより導入遺伝子挿入座位数を予測したところ、それぞれ 1～3 座位

の導入遺伝子挿入があると見積もられた（Table 1-1, 1-2）。  

	
 得られた CUL1-PDN (S5S17)および-GDN (S5S17)の形質転換花粉を、本来和合の

関係にある S11S11雌ずいへ他家受粉し、導入遺伝子の次世代への伝達率を調べ

た。例えば、1 遺伝子挿入座位数の形質転換体において、導入遺伝子が含まれ
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る花粉の割合は 50%であるから、導入遺伝子の次世代への伝達率は１：１にな

るが、導入遺伝子が内生の SLF 複合体形成を阻害すると S-RNase の無毒化が抑

制されるため、和合受粉においても花粉管が伸長できず、次世代の分離に歪み

が生じると期待される。しかし、いずれの個体も次世代への伝達率に歪みは観

察されなかった。（Table 1-1, 1-2）。この結果は２つの可能性を示し、CUL1-P お

よび CUL1-G が自家不和合性反応に関与していない、もしくは導入遺伝子が期

待した発現を果たしていないということが考えられた。  

	
 そこで、これらの形質転換個体における導入遺伝子の発現量を確認するため

に、葯と花粉を用いて定量 RT-PCR およびウェスタンブロットを行った。定量

RT-PCR では導入遺伝子と内生の CUL1 を区別するために、両方が増幅される

5’-CDS と内生の CUL1 のみが増幅される 3’-CDS の 2 カ所のプライマーを設計

し（Fig. 1-6A, 7A）、S5S17株をコントロールとして発現量を比較した。また、ウ

ェスタンブロット解析を行うために、5 つの CUL1 を区別できる N 末端 18 アミ

ノ酸で作製したペプチド抗体を作製した（Fig. 1-2）。  

CUL1-PDN mRNA は、内生 CUL1-P の発現ピークである花 3 cm の葯において

はコントロールと同程度の発現量であったが、花粉においては 100 倍程度の高

い発現を示した（Fig. 1-6B）。しかしながら、花粉管で機能すると考えられる

SLF や CUL1-P の mRNA が発達中の葯で発現ピークを示すことから、発達中に

合成されたこれらのタンパク質が花粉に蓄積しており、花粉における RNA と

タンパク質量の相関がない可能性も考えられたため、タンパク質量をウェスタ

ンブロット解析により確認した。内生 CUL1-Pと CUL1-PDN量を比較した結果、

葯においては CUL1-PDNが少なく、花粉においても同程度であることが観察さ

れたため（Fig. 1-6C）、CUL1-PDNは内生の SLF 複合体形成を阻害するほど発現

されなかったと判断された。CUL1-GDNも同様に花粉の RNA 量を比較したとこ

ろ、野生株のわずか 2-4 倍であったが（Fig. 1-7B）、意外にもタンパク質量につ

いては、CUL1-GDNの顕著な発現が認められた（Fig. 1-7C）。これらの形質転換

体の花粉では CUL1-G の機能が阻害されていることが期待されたが、表現系に

変化が見られない事から、花粉におけるその機能を推測することはできなかっ

た。  

 

2．CUL1-P および -G の amiRNA による RNAi 発現抑制体を用いた機能解析  

 

	
 次に、amiRNA（artificial micro RNA）を用いた RNAi 法により、それぞれの

CUL1 を特異的に抑制することを計画した。amiRNA 法は microRNA の一つであ

るシロイヌナズナの miR319a を骨格とし、miR319a RNA が形成するヘアピン構
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造のステム領域を 19 bp の目的配列に置き換えることにより、効率的に RNAi

が行えるシステムである（Fig. 1-8A）。目的の CUL1-P もしくは-G のみを選択

的に抑制するため、CUL1 mRNA の 3’非翻訳領域をターゲットとした amiRNA

をそれぞれ設計し（amiCUL1-P, amiCUL1-G と表記）、LAT52 プロモーターに連

結したコンストラクトを作製した（Fig. 1-8B, C）。  

	
 amiCUL1-Pと-Gのコンストラクトを N末端発現体と同様にして S5S17株に導

入した。また、SmSm株において、CUL1-P と冗長な機能を持つ可能性のある

CUL1-B に終止コドンによる機能欠損変異が見つかったことから（久保ら、未

発表）、amiCUL1-P については SmSm株にも遺伝子導入を行った。amiCUL1-P に

ついては SmSmへ導入した 4 株、S5S17へ導入した 3 株が得られ、amiCUL1-G に

ついては、S5S17へ導入した 5 株の取得に成功した。これらの形質転換体（T0

世代）について、上述と同様にして花粉の Venus 蛍光観察から導入遺伝子座位

数を予測した（Table 1-3, 6）。amiCUL1 形質転換体も先の実験と同様に、導入

遺伝子が期待した機能を果たせば、和合受粉においても花粉管が伸長できなく

なり、次世代への導入遺伝子の伝達率に歪みが生じることが期待される。  

	
 まず、amiCUL1-P の T0世代花粉を、和合受粉となる S11S11雌ずいへ受粉し、

導入遺伝子の次世代への伝達率を調べたところ、S5S17形質転換体では 3 個体中

2 個体で、SmSm形質転換体では 4 個体すべてで分離に歪みが生じており、次世

代へ伝達される導入遺伝子の割合が予想よりも減少していることが判明した

（Table 1-3）。この結果は導入遺伝子の発現する花粉管が和合受粉にもかかわら

ず、伸長阻害を受けていることを示している。amiCUL1-P の効果が自家不和合

性ではなく花粉管の伸長そのものに影響している可能性もあることから、同花

粉を S-RNase を欠失した自家和合株  S0mS0mへ受粉して、導入遺伝子の次世代へ

の伝達率を確認した（Table 1-4）。S0mS0mへの受粉ではすべての形質転換体で分

離の歪みは観察されなかったため、amiCUL1-P 導入花粉管の S11S11花柱におけ

る伸長阻害効果は S11-RNaseの無毒化機構が抑制されているためと考えられた。

次に、この S-RNase 無毒化機構の抑制が他のハプロタイプでも観察できるかを

調べるために、導入遺伝子 1 座位挿入の SmSm株（amiCUL1P-M3）を用いて、

和合受粉の関係となる S17S17、S19S19雌ずいへ受粉し、後代への導入遺伝子伝達

率を検定した結果、S11S11株の結果と同様に分離に歪みが観察された（Table 1-5）。

これらの結果は amiCUL1-P 導入個体において S-RNase 無毒化機構の抑制、つま

り複数の SLF の機能が同時に抑制されていることを意味している。  

	
 一方、amiCUL1-G を導入した S5S17株についても S11S11に受粉して、次世代で

の導入遺伝子の分離比を算出したところ、いずれも分離比に歪みは見られず、

導入遺伝子の効果は観察されなかった（Table 1-6）。  



 31 

	
 上記で得られた amiCUL1-P導入個体における S-RNase無毒化機構の抑制効果

が標的遺伝子の抑制によるものであるかを確認するために、定量 RT-PCR およ

びウェスタンブロットにて葯および花粉での発現量を調べた。T0個体は導入遺

伝子をもたない花粉も混在しているため、まず、T0個体を自家受粉して得た T1

個体の花粉を蛍光顕微鏡観察して、全ての花粉が Venus 蛍光を有する、導入遺

伝子のホモ個体を選抜した。これらの T1個体のうち、T0世代の検定で分離の歪

みが観察された 3 系統の子世代 7 株はすべて葯、花粉共に CUL1-P mRNA の強

い発現抑制が観察され、花粉におけるタンパク質量も非常に低いレベルであっ

た（Fig. 1-9A, B）。一方、分離の歪みが観察されなかった amiCUL1-P-B7 個体の

後代については、花粉では強い mRNA 発現抑制効果あったものの、発現ピーク

である 3 cm 花の葯では低い抑制効果しか観察されず、タンパク質も検出された

（Fig. 1-9A, B）。これらの結果は上記で観察された S-RNase 無毒化の抑制が、

CUL1-P の発現量に依存することを示している。  

amiCUL1-G 導入個体についても同様にして T1導入遺伝子ホモ株を作製し、3

系統 4 株で CUL1-G mRNA と花粉に存在するそのタンパク質量を調べた。T1す

べての個体で花粉における CUL1-G mRNA 量が 1/5-1/10 に抑制されていたが、

花粉の CUL1-G タンパク質量は CUL1-P 程は抑制されておらず（Fig. 1-10）、発

現量と表現系を関連づけることは困難であると判断された。  

	
 これまでの実験では次世代の分離比で花粉管伸長を推定していたが、

amiCUL1-P導入遺伝子ホモ株を用いる事で花柱を伸長中の花粉管を観察するこ

とが可能になった。そこで、異なる形質転換株を親とする SmSm導入遺伝子ホモ

T1世代 2 個体について、和合受粉の関係にある S9S9、S11S11、S17S17、S19S19雌ず

いへ受粉し、24、48 時間後の花粉管伸長をアニリンブルー染色により観察した。

amiCUL1-P 導入花粉は程度の差はあるものの、S9S9、S11S11、S17S17、S19S19すべ

ての花柱で花粉管の伸長遅延を観察することができた（Fig. 1-11）。  

	
  

SLF と CUL1-P の in vivo での複合体形成  

 

	
 MS 解析から得られている SLF と共沈する CUL1 のペプチドフラグメントは

CUL1-P と一致するものであったが、実際に CUL1-P が in vivo で SLF と複合体

を形成していることを確認するために、前述の N 末端発現体 CUL1-PDN、

CUL1-GDNと FLAG-S7-SLF2 導入個体（Kubo et al., 2010）を交配して、両者を有

する後代を作製し、共免疫沈降実験を行った。これらの花粉抽出液から、抗

FLAG 抗体アフィニティービーズを用いて FLAG-S7-SLF2 を精製し、共沈した

CUL1 を抗 CUL1-P または-G のペプチド抗体で検出した（Fig. 1-12A, B）。
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FLAG-S7-SLF2 のみを発現させた花粉の FLAG 溶出液からは内生の CUL1-P（86 

kDa）にあたる分子量付近にバンドが観察され、CUL1-PDN導入個体では内生の

CUL1-P だけでなく CUL1-PDN（49 kDa）の分子量にもバンドが観察された（Fig. 

1-12A）。この結果は CUL1-P が花粉の中で S7-SLF2 と複合体を形成しているこ

とを示している。また、共沈した内生 CUL1-P と CUL1-PDNの比率はインプッ

トと大きな違いがみられなかったことから、CUL1-P の N 末端領域が SLF との

複合体形成に十分であることも確認できた。CUL1-PDN導入個体では CUL1-PDN

なしの個体よりも共沈される内生 CUL1-P の量が減っており、CUL1-PDNによる

競合阻害効果は認められるものの、不十分であったことがわかる。一方、

CUL1-GDN導入個体を用いた実験では FLAG 溶出液から内生の CUL1-G だけで

なく、大量発現させたはずの CUL1-GDNも検出されず、SLF との複合体形成を

確認することはできなかった（Fig. 1-12B）。  

 

SCFSLFs複合体構成成分のタンパク質間相互作用解析  

 

	
 前述より、CUL1-P と S7-SLF2 が複合体を形成していることが確認できた。

ヒト SCFSkp2複合体では、CUL1 の N 末端領域が Skp1-F-boxSkp2複合体と相互作

用することがわかっている（Zheng et al., 2002）。そこで、SCFSLFs複合体構成成

分のタンパク質間相互作用を明らかにすることを目的として、CUL1、SSK1、

SLF を用いた相互作用実験を試みた。  

	
 それぞれのリコンビナントタンパク質を作製するために、CUL1 は GST 融合

タンパク質、SSK1と SLFは Hisタグを付加したコンストラクトを作製した（Fig. 

1-13）。CUL1-P は Zheng らの方法を参考にして、Skp1 と F-box が結合する領域

を含む N 末端部位 380 アミノ酸に、2 つのアミノ酸変異 V342D、F350D を入れ

て安定化させたものを使用し（Zheng et al., 2002）、他の CUL1 も同様にして作

製した（GST-CUL1-X-NTDm と表記）。これらの GST-CUL1 は大腸菌では安定

な発現ができなかったため、バキュロウイルスを用いて昆虫細胞で発現させ、

Gultatione Sepharose に固定化した。また、SLF は S7-SLF2 と S5-SLF3 の F-box

ドメインを含む N 末端 1-52、53 アミノ酸（His-SLF2-F、His-SLF3-F）を使用し、

大腸菌で全長の His-SSKと共発現させることで安定に発現させることができた。 

	
 共発現した His-SSK1/His-SLF-F タンパク質を精製したところ、SSK が SLF

よりも強く CBB 染色されており、SSK1 の単量体も多く含まれていると予想さ

れた（Fig. 1-14A）。Glutatione Sepharose に固定化した GST-CUL1-P-NTDm と

His-SSK1 もしくは His-SSK1/His-SLF-F 複合体を混合して、プルダウンを行い、

抗 His 抗体で検出したところ、SLF2 および SLF3 双方で His-SSK1 および
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His-SLF-F に相当するバンドを検出できたが、His-SSK1 のみの場合はシグナル

は非常に弱かった（Fig. 1-14B）。この結果は CUL1-P が複数の SLF と複合体を

形成できることを示しており、SSK1は SLFと複合体になることにより、CUL1-P

との相互作用が増強されることが示唆された。また、His-SSK1 よりも His-SLF-F

のバンドが強く検出されているが、CBB 染色されたタンパク量と抗 His 抗体で

検出したインプットのシグナルを比較すると、抗 His 抗体を用いた検出では

His-SLF-F が本来の量よりも明らかに多く見えるため、GST-CUL1-P-NTDm に

結合している His-SLF-F の量が多いのではなく、抗体がより強く His-SLF-F を

認識するためと考えられた。次に、これらの His-SSK1/His-SLF-F 複合体が他の

CUL1 と相互作用するかを検証するために、GST-CUL1-NTDm（-B, -C, -G, -E）

を用いて同様のプルダウン実験を行った（Fig. 1-15）。His-SSK1/His-SLF3-F を

用いたときは CUL1-P のみと相互作用が観察されたため、S5-SLF3 は CUL1-P

と特異的に複合体を形成することが示唆された。一方、His-SSK1/His-SLF2-F

を用いた実験では CUL1-P および-B で強い相互作用が観察され、他の CUL1 で

も弱く結合していた。CUL1-B は葯と花粉でほぼ発現していないことから（Fig. 

1-4）、S7-SLF2 は CUL1-P と優先的に複合体を形成すると考えられる。これらの

結果はタンパク質結合強度の観点からも、SLFが形成する複合体の主要な CUL1

は CUL1-P であることを示唆している。  
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１−４	
 考察  

 

	
 これまでに、ナス科植物ペチュニアについて提唱されていた SCFSLFs の複合

体には、CUL1-G を含む典型的 SCF モデルと、SBP1 を含む非典型的モデルが

存在し、コンセンサスは得られていなかった（Huang et al., 2006; Hua et al., 2006; 

Zhao et al., 2010）。我々の先行研究では、CUL1-P が SCFSLFsに含まれる構成成

分として同定されてきたが（Entani et al., 2014）、これが主要な構成成分である

との証明は得られていなかった。本章では、自家不和合性反応に関わる SCFSLFs

複合体の CUL1 の同定とその機能を明らかにすることを目指し、葯および花粉

トランスクリプトームからの網羅的探索から、3 つの新規遺伝子を含む 5 種類

の CUL1 分子種を見出した。そのうち CUL1-P は、1．SLF と共沈した CUL1 様

ペプチドフラグメントデータと配列が一致すること（Fig. 1-2）、2．遺伝子が

S-RNase 型自家不和合性をもつナス科植物で保存されていること（Fig.1-3）、3．

SLF や SSK1 と同様に葯と花粉で特異的な mRNA 発現パターンを示すこと（Fig. 

1-4）、4．ノックダウン形質転換体では S-RNase 無毒化機構が抑制されている

こと（Table 1-3, -5, Fig. 1-11）、5．in vivo で SLF と複合体と形成すること（Fig. 

1-12）、6.	
 SSK1/SLF 複合体が CUL1-P に特異的もしくは優先的に結合するこ

とから（Fig. 1-14, -15）、SLF と SCF 複合体を形成して、自家不和合性で機能

する主要な CUL1 であると結論づけた。一方、先に SLF の複合体を形成すると

報告されていた CUL1-G についても、比較対象として一連の実験を行ったが、

いずれの結果からも、自家不和合性に関わる CUL1 としてのポジティブなデー

タは得られなかった。  

 

	
 最近になって、非典型的 SCF 複合体モデルを主張していた Kao らのグループ

も、我々と同様のアプローチを用い、P. inflata において SCFSLFsと複合体を形

成する構成成分として SSK1、CUL1-P、Rbx1 を同定したため、典型的 SCF モ

デルに主張を修正した（Li et al., 2014）。また、野生型トマト S. penelli で種間

不和合性に関わる遺伝子として SpCUL1 を報告（Li and Chetelat., 2010）した

Chetelat のグループも、Solanum 属の CUL1-P オルソログであるこの SpCUL1 の

RNAi ノックダウン実験から、CUL1-P が自家不和合性における S-RNase の無毒

化に必要であることを示した（Li and Chetelat., 2014）。これらの報告はいずれ

も限定的な実験データではあるが、結論は本研究を支持するものであった。  

	
  

	
 CUL1 の分子系統学的解析からナス科植物の CUL1 は大きく 4 つのグループ

に分けられ、CUL1-P および-B は同じグループに分類された。CUL1-B は、-P
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と 86％のアミノ酸相同性を有すること、SLF/SSK1 複合体で CUL1-P と同程度

の結合を示す SLF もあったことから、CUL1-P と冗長的に機能する可能性が残

されている。実際に、次世代シーケンサーによる花粉および葯のトランスクリ

プトームデータでは CUL1-B は一部の系統で多く検出された。しかしながら、

CUL1-B は、S5S17株では極めて低い発現量であり、プロモーター活性が失われ

ていると考えられること（Fig. 1-4）、SmSm株では途中でストップコドンが入っ

て遺伝子機能を失っているが（久保ら、未発表）、CUL1-B 欠損による表面的

な表現型は観察できないことから、CUL1-P との共通祖先からの遺伝子重複に

よって生じ、必要性がなくなって消えつつある遺伝子であると思われる。  

器官別発現解析の結果より、CUL1-P は花粉側で機能すると期待される発達

後期の葯および花粉で特異的な発現パターンを示した。この発現パターンは

SLF および SSK1 でも同様であり（Sijacic et al., 2004; Zhao et al., 2010）、SLF、

SSK1、CUL1-P は S-RNase 型自家不和合性における S-RNase の無毒化に特化し

た SCF 複合体として共進化してきた可能性が考えられた。系統学的にナス科と

は離れているが、同じ S-RNase 型自家不和合性をもつバラ科およびオオバコ科

においても、同様の発現パターンを示す SLF（Lai et al., 2002; Entani et al., 2003; 

Ushijima et al., 2003）と SSK1（Huang et al., 2006; Matsumoto et al., 2012; 

Minamikawa et al., 2014）が見つかっている。一方、CUL1 については SLF と複

合体を形成する CUL1 候補がバラ科（Matsumoto et al., 2012; Xu et al., 2013; 

Minamikawa et al., 2014）でも見つかっているが、いずれもライブラリー等から

得られた CUL1 を yeast two hybrid や in vitro 相互作用実験で確認したものであ

り、また、発現パターンを調べたものはいずれも全身で発現を示していること

から、ナス科における CUL1-G と同じ経緯を辿っている。今後の研究から、バ

ラ科やオオバコ科においても CUL1-P に対応する CUL1 が見つかることを期待

したい。  

	
 形質転換体における導入遺伝子の強制発現に用いたトマト（S. lycopersicon）

の LAT52 プロモーターは、発生後期および成熟期の花粉細胞において高い発現

を示す（Twell et al., 1990）。ペチュニアの花粉細胞においても 1 cm 長つぼみ

のステージから高く、開花直前の 5 cm 長のつぼみにおいてピークに達し、開葯

直後の花粉でも高発現を維持することがわかっている（Kobayashi et al., 1998）。

また、同プロモーターに Venus を連結した花粉管伸長の観察により、花粉管で

の活性も確認されている（Kubo et al., 2010）。CUL1-PDNを用いた競合阻害実

験を行うための条件を満たす最も強いプロモーターと考えられたので、LAT52

を使用したが、期待するほどの発現は得られなかった。しかしながら、ウエス

タンブロット解析から内生の CUL1-P と CUL1-PDNによる SLF の競合は観察さ
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れたので、あと 5～10 倍程度のタンパク質量があれば十分な阻害ができたと推

測される。今後同様の実験を設計する時はプロモーターをタンデムに並べる等、

もっと発現を強くする工夫が必要と考えられた。  

 

	
 ヒト SCFSkp2 複合体の結晶構造解析により、複合体間相互作用アミノ酸残基

が明らかになっている（Schulman et al., 2000; Zheng et al., 2002）。これを元に 5

つの CUL1 分子種において SCFSLFs複合体間予想相互作用アミノ酸残基を予想

した結果、CUL1-P 特異的な残基があり、SSK1 や SLF との特異的な結合に関っ

ていると予想される。ヒト CUL1 の Skp1/F-box 相互作用に関わる 12 アミノ酸

のうち、8 つは Skp1、5 つは F-box と相互作用しており（重複有り）、Skp1 と

の相互作用面の方が大きいことから、SCFSLFs における相互作用においても

SSK1 の影響が強いと予想していたが、相互作用試験では予想に反して SSK1 の

みでは CUL1-P との相互作用は弱く、CUL1-P との複合体形成には、SSK1 と SLF

の両方が必要であると考えられた。また、S7-SLF2 は他の CUL1 分子種とも弱

く相互作用するため、CUL1-P がない状態では他の CUL1 を利用する可能性も

ある。amiRNA による CUL1-P ノックダウン実験で完全な不和合にならなかっ

たのは、抑制が 100％でなかったのも理由であるが、このような CUL1s 間での

補償作用が関わっているのかもしれない。  

 

	
 本研究により、SLF の形成する複合体に関する論争は、SLF、SSK1、CUL1-P、

Rbx1 で構成される典型的 SCF 複合体に収束していくと思われる。今後はこの

SCFSLFsによる S-RNaseのユビキチン化とユビキチン化された S-RNaseの無毒化

機構の解明に興味が移っていくだろう。SCFSLFsによるハプロタイプ特異的なユ

ビキチン化は当研究室でのみ検出されているが（Entani et al., 2014）、その後の

S-RNase の運命はほとんど解明されていない。続く第 2 章では、分解説と隔離

説の 2 つが提唱されている非自己 S-RNase 無毒化機構について、これら仮説の

真偽を検証するために、和合および不和合受粉花粉管内の S-RNase 分布を抗

S-RNase 抗体および抗カロース抗体を用いた免疫電子顕微鏡法により詳細に解

析した。  

  



 37 

 
 

 

Fig. 1-1 花粉発現 FLAG-SLF を用いた SCFSLFs複合体構成分子の同定  

 

	
 花粉発現 FLAG-S7-SLF2 を用いて SCFSLFs複合体を回収し、得られたバンドを

質量分析計に供し、既存データベースと照合したところ、典型的な SCFSLFs複

合体の構成分子として知られる RBX1、SSK1、SLF、新規 CUL1様因子（CUL1-P）

が同定された（Entani et al., 2014）。  
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Fig. 1-2 P. hybridaの花粉および葯で発現する CUL1sの推定アミノ酸配列ア

ライメント  

 

	
 網羅的トランスクリプトーム解析により同定された 5 つの CUL1 分子種

（P,B,C,G,E）の推定アミノ酸配列アライメントを示す。*は Fig1-1 で同定され

た CUL1-P ペプチドフラグメント、下線は特異的抗 CUL1-P、-G 抗体作製に用

いたペプチド配列を示す。  

[GENETYX-MAC: Multiple-Alignment]
Date        : 2014.12.20

CUL1-P.seq       1 MAEEAEEKIIELEEGMECVEKGLGKLKIIVEGEPES-FTADEYVMLYTTIYNMCTQKAPH      59
CUL1-B.seq       1 MAEETEEKKIELEEGMECVQKGLSKLKIIIQGQPES-FTAEEYVMLYTTIYNMCTQKAPH      59
CUL1-C.seq       1 ---MNQRSTIDLDQGWEFMQRGITKLKNILEGLPEPQFSSEDYMMLYTTIYNMCTQKPPH      57
CUL1-E.seq       1 -MAMSQMKIIELEEGWDFMQKGITKLKKILEGQQYS-FSSEEYMMLYTTIYNMCTQKPPH      58
CUL1-G.seq       1 -MTIKQMNNIELEDGWEFMQKGVTKLKKILEGSSES-FSSEEYMMLYTTIYDMCTQKPPH      58

CUL1-P.seq      60 DYSEQLYDKYREAVEDYINTIVLPSLKKKHDEFMLKELEKRWASHKLMVKWLLKFFHYLD     119
CUL1-B.seq      60 DYSQQLYDKYQEAVEDYITTIVLPSLKKKHDEFMLKELEKRWTSHKLMVKWLLKFFHYLD     119
CUL1-C.seq      58 DYSQQLYDKYREAFEEYITATVLPSLREKHDEFMLRELVKRWSNHKIMVRWLSRFFHYLD     117
CUL1-E.seq      59 DYSQQLYEKYKEAFEEYINSTVLPSLREKHDEFMLREFVQRWANHKLMVRWLSRFFHYLD     118
CUL1-G.seq      59 DHSQQLYDKYKEAFQEYINSTVLSSMREKHDEFMLREFVKRWSNHKIMVRWLSRFFNYLD     118

CUL1-P.seq     120 KFFIKRAEVPALNEVGLTCFRDLVYQEVKGKATDAVIALIDQEREGEQIDRALLRNVINL     179
CUL1-B.seq     120 RFFIKRAEVPALNEVGLTCFRDLVYQEVKGRATDAVIALIDQEREGEQIDRALLRNVINL     179
CUL1-C.seq     118 RYFIARRSLPGLNEVGLTCFRDQVYQELNGKVRDAVISLIDQEREGEQIDRALLKNVLDI     177
CUL1-E.seq     119 RYFIARRSLPALNEVGLTCFRDLVYQELRGKARDAVIVLIDQEREGEQIDRALLKNVLDI     178
CUL1-G.seq     119 RYFIARRSLPALKEVGLMCFRDLVYQELKVKGRDAVIALIDLEREGEQIDRALLKNVLDI     178

CUL1-P.seq     180 FIEMGKGKMEYYVNDFEEAMLRDTAAHYSRKASSWIVEDTCPEYMLKAEECLIKEKDRVS     239
CUL1-B.seq     180 YIEMGKGKMEYYVNDFEEAMLRDSAAHYSRKAASWIFEDSCPEYMLKAEECLKKEKDRVS     239
CUL1-C.seq     178 FVEIGMGQMDQYENDFEASMLKDTAAYYSRKASNWILEDSCPDYMLKAEECLKREKDRVA     237
CUL1-E.seq     179 YVGIGMGQMDYYENDFEAAMLKDTAAYYSRKASSWIVEDSCPDYMLKAEECLKKEKDRVS     238
CUL1-G.seq     179 FVEIGMGQMDYYENDFEDAMLKDTAAFYSRKASNWIMEDSCPDYMLKAEECLKKEKDRVS     238

CUL1-P.seq     240 HYLHSSTETKLLEKVQNQVLVAYTNQLLEKEDSGCRALLRDEKGEDLSRMYRLFHKIPKG     299
CUL1-B.seq     240 HYLHSSSETKLLEKVQNQVLVAYTNQLLEKEDSGCRALLRDEKVDDLSRMYRLFHKIPKG     299
CUL1-C.seq     238 HYLHSSSETKLLEKVQHELLSVYATQLLEKEHSGCXALLRDDKVEDLSRMYRLFSKIPRG     297
CUL1-E.seq     239 HYLHVSSETKLLEKVQNELLVVYTNQLLEKEHSGCRALLRDDKVEDLSRMYRLFHRIPKG     298
CUL1-G.seq     239 HYLHSSSEEKLLEKVQNELLVVHTNQLLDKENSGCRVLLRDDKVVDLSRMYRLFHRIPKG     298

CUL1-P.seq     300 LELVAEMFKQHVAAEGMVLVEQAADAANNK---AENSGGSHEQDFVKKAFELHDKYMVYV     356
CUL1-B.seq     300 LELVAEMFKQHVAAEGMVLVQQAAEAANNK---AESLGGSHEQDFVKNAFELHDKYMVFV     356
CUL1-C.seq     298 LDPVANIFKQHVTAEGTALVKQAEDAASNKKAEKRDVVGLQEQVFVRKVIELHDKYLAYV     357
CUL1-E.seq     299 LEPVANMFKQHVTAEGMVLVQQAEETASNK---AESSGGSGEQVFVRKLIELHDKYMAYV     355
CUL1-G.seq     299 LEPVAKMFKQHVTAEGMVLVQQAEDSASNK---AGISSGSQEQVFIRKVIELHDKYMAYV     355

CUL1-P.seq     357 KNCFADNSIFHKALKEAFEIFCNRSVAGSSTAELLASYCDNTLKKGGSEQLSDDIIEDTL     416
CUL1-B.seq     357 KNCFADNSTFHKALKEAFEVFCNKSVAGSSTAELLASYCDNTLKKGGSEQLSDDVFEDTL     416
CUL1-C.seq     358 NNCFQNHTLFHKALKEAFEVFCNKGVAGSSSAELLATFCDNILKKGGSEKLSDEAIEDTL     417
CUL1-E.seq     356 TDCFTNNSLFHKALKEAFEVFCNKTVSGCSSAELLASYCDNILKKGGSEKLSDDAIEETL     415
CUL1-G.seq     356 IDCFANNSLFHKALKEAFEVFCNKTVAGSSSAELLASYCDNILKKGGSEKLSDDAIEETL     415

CUL1-P.seq     417 DKAVKLVTYISDKDVFAEFYRKKLSRRLLFDRSANEDHERLILSKLKQQCGGQFTSKMEG     476
CUL1-B.seq     417 DKAVKLVTYISEKDVFAEFYRKKLSRRLLFDRSANEDHERLILSKLKQQCGGQFTSKMEG     476
CUL1-C.seq     418 EKVVKLLAYISDKDLFAEFYRKKLARRLLFDKSANDEHERSILTKLKQQCGGQFTSKMEG     477
CUL1-E.seq     416 DKVVKLLAYISDKDLFAEFYRKKLSRRLLFDKSANDDHERLILTKLKQQCGGQFTSKMEG     475
CUL1-G.seq     416 DKVVKLLAYISDKDLFAEFYRKKLSRRLLFDKSGNDDHERLILTKLKQQCGGQFTSKMEG     475

CUL1-P.seq     477 MVTDLSLVKENQNHFQEYLSNNPAANPGIDMTVTVLTTGFWPSYKSCDLSLPVEMAKGVE     536
CUL1-B.seq     477 MVTDLSLMKENQNHFQEYLSNNPAANPGIDMTVTVLTTGFWPSYKSCDLSLPVEMAKGVE     536
CUL1-C.seq     478 MVTDLTLARENQASFEKYLSNNPVANPGIDLTVTVLTTGFWPSYKSFDLNLPAEMVRCVE     537
CUL1-E.seq     476 MVTDLTLARENQNHFQEYLSNNPAASPGIDLTVTVLTTGFWPSYKSSDLSLPLEMVKCVE     535
CUL1-G.seq     476 MVTDLTLAKEHQNHFQEYLSNNPAASPGIDLTVTVLTTGFWPSYKSSDLRLPMEMVKCVE     535

CUL1-P.seq     537 AFKEFYQKKTKHRKLTWIYSLGQCNLNGKFEQKTIELIMGTYQAAALLLFNASDRWSYSD     596
CUL1-B.seq     537 AFKEFYQRKTKHRKLTWIYSLGQCNLNGKFEQKTIELIMGTYQAAALLLFNASDRWSYWD     596
CUL1-C.seq     538 VFKEFYQTKTKHRKLTWIYSLGTCNINGKFDPKTIELVVTTYQASALLLFNASDRLSYQE     597
CUL1-E.seq     536 VFKEFYQTKTKHRKLTWIYSLGTCNINGKFQPKTIELIVGTYQAAALLLFNASDRLSYSE     595
CUL1-G.seq     536 VFKEFYQTKTKHRKLTWIYSLGTCHINGKFEAKTIELVLGTYQAAVLLLFNASDRLSYSD     595

CUL1-P.seq     597 IKSELNLGDDDLVRVLSSVSCAKYKILNKEPSNRTVSSTDHFEFNSEFTDKMRRIRVPLP     656
CUL1-B.seq     597 IKSQLNLGDDDLVRVLSSVSCAKYKILNKEPSNRTVSSTDHFEFNSEFTDKMRRIRVPLP     656
CUL1-C.seq     598 IMAQLNLSDDDVVRLLHSLSCAKYKILNKEPSTKTISQTDVFEFNSKFTDKMRRIKIPLP     657
CUL1-E.seq     596 IKSQLNLADDDLIRLLQSLSCAKYKILTKEPASRTVSSSDHFEFNSKFTDRMRRIRVPLP     655
CUL1-G.seq     596 IKSQLNLADDDLVRLLQSLSCAKYKILTKDPSNRTVSSTDHFEFNSKFTDKMRRIRVPLP     655

CUL1-P.seq     657 PVDERKKLVEEVGKDRRYAIDACLVRIMKAKKVLTHQQLILECVEQLSKMFKPDVKAIKK     716
CUL1-B.seq     657 PVDERKKLVEEVGKDRRYAIDACLVRIMKAKKVLTHQQLILECVEQLSKMFKPDVKAIKK     716
CUL1-C.seq     658 PVDEKKKVIEDVDKDRRYAIDASIVRIMKSRKVLGYQQLVMECVEQLGRMFKPDVKAIKK     717
CUL1-E.seq     656 PVDERKKVVEDVDKDRRYAIDACIVRIMKSRKVLPHQQLVLECVEQLSRMFKPDFKAIKK     715
CUL1-G.seq     656 PVDERKKVVEDVDKDRRYAMDACIVRIMKSRKVLPHQQLVLECVEQLSRLFKPDFKEIKK     715

CUL1-P.seq     717 RIEDLITRDYLERDLENTNTYKYIA                                        741
CUL1-B.seq     717 RIEDLITRDYLERDRENTNTYKYIA                                        741
CUL1-C.seq     718 RIEDLITRDYLERDKDNPNLFKYLA                                        742
CUL1-E.seq     716 RIEDLITRDYLERDKENPNLFKYLA                                        740
CUL1-G.seq     716 RIEDLITREYLERDRENPNVFKYLA                                        740

CUL1-P.seq       1                                                                   59
CUL1-B.seq       1                                                                   57
CUL1-C.seq       1                                                                   58
CUL1-E.seq       1                                                                   58
CUL1-G.seq -1398559156                                                              -1398546692
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Fig. 1-3 ナス科における CUL1s は系統学的に 4 種類に分類される  

 

	
 ベイジアンマルコフ連鎖モンテカルロ法による CUL1 遺伝子の推定アミノ酸

配列の分子進化系統樹。それぞれの分岐上に示した数値は、1 を最大とした事

後確率により信頼性を表す。各 CUL1 遺伝子については方法の章を参照。自家

不和合性および種間不和合性に関与する CUL1s は、全て CUL1-P/B クレードに

属している。  
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Fig. 1-4 CUL1s のうち CUL1-P だけが、他の SCFSLF構成因子とともに、雄

性生殖器官特異的な発現プロファイルを示す  

 

	
 定量 PCRで、5つの CUL1sおよび SCFSFLs複合体構成分子の SSK1および SLF

の器官別発現解析を行い、同時測定した標的遺伝子断片を含むプラスミドの段

階希釈で得られた検量線（104 fg、103 fg、102 fg、101 fg、100 fg、10-1 fg、10-2 fg）

を元に各組織 10 ng cDNA 中に存在する転写物のコピー数を算出した。  
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Fig. 1-5 機能欠失型 N 末端発現体用コンストラクトの概略図  

 

葯および花粉特異的 LAT52 プロモーターに、CUL1-P または-G の N 末端 422 ア

ミノ酸のコード配列、および Venus 遺伝子をタンデムにつないだコンストラク

トを作製した。  
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Table 1-1. S11S11 × CUL1-PDN交配に由来する次代への導入遺伝子の伝達率

は分離歪みを示さない  

 

 

 
 

“% of T0 pollen venus”は、形質転換遺伝子と同時に導入した花粉発現 venus 蛍光

をもつ花粉の割合を蛍光顕微鏡観察により算出した。  

“Expected insertion loci”は、“% of T0 pollen venus”より推測した。  

“Simple Mendelian segregation ratio”は、メンデル遺伝の法則に従い次世代へ伝達

された場合の分離比を示した。  

“Observed segregation ratio”は、得られた個体を試料として、導入遺伝子特異的

なプライマーを用いた PCR ジェノタイピングにより決定した。  

“Chi square”は、“Simple Mendelian segregation ratio”に対する“Observed 

segregation ratio”より算出した。  

“P-value”は、“Chi square” より算出した。  

 

 

  

Crossed to S11S11

T0 Transgenic in S5S17
 % of T0 pollen venus 

(Expected insertion loci)

Simple Mendelian
segregation ratio

(TG : WT)

Observed 
segregation ratio

(TG : WT)
Chi square P-value

CUL1-PDN-7 50 (1) 1 : 1 17 : 12 0.862 0.353

CUL1-PDN-13 51.5 (1) 1 : 1 12 : 12 0 1

 CUL1-PDN-17 50.2 (1) 1 : 1 7 : 20 0.626 0.012

CUL1-PDN-5 86.2 (3) 7 : 1 22 : 5 0.894 0.344

CUL1-PDN-6 87.8 (3) 7 : 1 20 : 4 0.381 0.537

CUL1-PDN-12 86.7 (3) 7 : 1 22 : 6 2.04 0.153
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Table 1-2. S11S11 × CUL1-GDN交配に由来する次代への導入遺伝子の伝達率

は分離歪みを示さない  

 

 
 

“% of T0 pollen venus”は、形質転換遺伝子と同時に導入した花粉発現 venus 蛍光

をもつ花粉の割合を蛍光顕微鏡観察により算出した。  

“Expected insertion loci”は、“% of T0 pollen venus”より推測した。  

“Simple Mendelian segregation ratio”は、メンデル遺伝の法則に従い次世代へ伝達

された場合の分離比を示した。  

“Observed segregation ratio”は、得られた個体を試料として、導入遺伝子特異的

なプライマーを用いた PCR ジェノタイピングにより決定した。  

“Chi square”は、“Simple Mendelian segregation ratio”に対する“Observed 

segregation ratio”より算出した。  

“P-value”は、“Chi square” より算出した。  

Crossed to S11S11

T0 Transgenic in S5S17
 % of T0 pollen venus 

(Expected insertion loci)

Simple Mendelian
segregation ratio

(TG : WT)

Observed 
segregation ratio

(TG : WT)
Chi square P-value

CUL1-GDN-3 75.2 (2) 3 : 1 20 : 4 0.889 0.346

CUL1-GDN-4 50.6 (1) 1 : 1 13 : 11 0.167 0.683
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Fig. 1-6 機能欠失型 CUL1-PDNの転写、翻訳レベルでの発現  

 

A. 定量 RT-PCR に用いたプライマー設計モデル図。矢印は定量 RT-PCR に用い

た特異的プライマーを表す。  

B. 定量 RT-PCR による葯（左）および花粉（右）における、導入 CUL1-PDNと

内生 CUL1-P の遺伝子発現の相対定量。親株での発現を１とし、内部標準には

Ubiquitin を用いた。  

C. 特異的抗 CUL1-P抗体を用いた葯および花粉の CUL1-P発現ウェスタンブロ

ット解析。各グラフの control は親株である非形質転換体を示す。  
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Fig. 1-7 機能欠失型 CUL1-GDNの転写、翻訳レベルでの発現  

 

A. 定量 RT-PCR に用いたプライマー設計モデル図。矢印はプライマーを表す。

B. 定量 RT-PCR による葯（左）および花粉（右）における導入 CUL1-GDNと内

生 CUL1-G の遺伝子発現相対定量。親株発現を１とし、内部標準は Ubiquitin を

用いた。C. 特異的抗 CUL1-G 抗体を用いた葯および花粉の CUL1-G 発現ウェス

タンブロット解析。各グラフの control は親株である非形質転換体を示す。  
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Fig. 1-8 amiRNA を用いた RNAi  

 

A. amiRNA の RNAi 機構モデル図。赤太線は miRNA として機能する領域。  

B. 上：CUL1 遺伝子の模式図。amiCUL1-P、-G の 3’-UTR 標的配列位置を下線

で示す。下：amiCUL1-P、-G 配列と 5 つの CUL1 遺伝子の標的配列の間の DNA

配列アライメント。相補的な塩基について縦線で示す。C. amiCUL1-P、-G コン

ストラクトの模式図。  

amiR�

AAAA�

amiR�

AAAA�

pri-miRNA�

amiCUL1-P            3’…AUCAACCUA - - - - UCACUCAGUUU…5’ 

[GENETYX-MAC: Multiple-Alignment]
Date        : 2015.01.09

CUL1-P       1 ----------AGAAAUGAAAGCCGUUAAGUUGGUUACCGUCUAAACAAAAUGGUGACAAG      50
CUL1-B       1 ------------------------------------------------------------       1
CUL1-C       1 GAGAGAUUCACAUCUCGCCCGAUUCUCUCCUUCUCAUAAAAAAAAAUGGUUUUUCUCAUC      60
CUL1-E       1 -----------AACCGCCUCAUUUGCUACCCCUUUUUAUUCUCUAUAAUAAUAAUAAUAA      49
CUL1-G       1 ------------------------------------------------------------       1

CUL1-P      51 AAAAGAAUACAAGGAACUCCACAUGUUGUCCGACAGAAUAGCGCCAUCAUUUCAUCUGAA     110
CUL1-B       1 -----------------------------------AUCUCCAUUGUUGUAAUAUUCUGAG      25
CUL1-C      61 UCCGUCUCGUGCCCUCAUCGGCUCCAUUAAACUCUCCGAUCACUUUUCCGACAAAAUCUC     120
CUL1-E      50 UAAUAAUAAUAAUAAUAAUAAUUAGAUUUUGGGGAUAUUUUCUCUCCUUUGUCUCAUUGA     109
CUL1-G       1 -------------------------CUCCCUCUCCCGCUUCCUCUCUUUUUU-UCUUUCU      34

CUL1-P     111 AUCAUACAUACA-CUCUUACGUGUUGUUCAUUGA----UCGUAUUUACACAAGUAUUUUU     165
CUL1-B      26 CA-AUCCAUUCAUCUGCUACAGUUAGCUCCAAGACAAAUCGUGUUAACAAAAGU---UCU      81
CUL1-C     121 CGGUAACUUCUUAGGUGUUUGGAAUUCGAGUAAGGUUUCUUUCUGUUGAAGUGCGAAGAU     180
CUL1-E     110 UC-CACAAUCGAUUCAUCAAUUGAUCCUUUUUUCUCUGG--UAGCGACAAAACAGUGUUU     166
CUL1-G      35 UCUCUUUGGUGAUUUUCCUCUCAAUCGCCAGCCCUCUAGAUUGUGGUCAAACUAGUGCCA      94

CUL1-P     166 CCAAGAUGGCGGAGGAAGCAGAGGAGAAGAUAAUCGAGUUGGAGGAAGGAAUGGAGUGUG     225
CUL1-B      82 CCAAGAUGGCGGAGGAGACUGAGGAGAAGAAGAUCGAGUUGGAGGAAGGAAUGGAGUGUG     141
CUL1-C     181 AUUGAAAUAACAAUGAACCAGCGCAGCACA--AUUGAUUUGGAUCAGGGAUGGGAAUUCA     238
CUL1-E     167 CCGAGAUGGCG-AUGAGUCAGAUGA--AGAUUAUCGAGUUAGAGGAAGGAUGGGAUUUUA     223
CUL1-G      95 GAGGGAUGACG-AUCAAACAAAUGA--AUAAUAUUGAGCUGCAGGAUGGAUGGGCAUUCA     151

CUL1-P     226 UGGAGAAGGGACUUGGUAAGUUAAAAAUAAUUGUAGAAGGAGAGCCAGAGUCA---UUCA     282
CUL1-B     142 UGCAGAAGGGACUUAGUAAGUUAAAAAUAAUCAUACAAGGGCAGCCAGAGUCA---UUCA     198
CUL1-C     239 UGCAAAGAGGGAUUACAAAGCUGAAGAACAUUCUAGAAGGGCUGCCUGAGCCACAGUUCA     298
CUL1-E     224 UGCAGAAAGGAAUCACAAAAUUGAAGAAAAUUUUGGAAGGACAACAAUAUUCU---UUCA     280
CUL1-G     152 UGCAGAAAGGAGUCACAAAAUUGAAGAAAAUCUUAGAAGGGAGUUCAGAGUCA---UUCA     208

CUL1-P     283 CCGCUGACGAGUACGUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUAACAUGUGUACGCAGAAAGCCC     342
CUL1-B     199 CCGCAGAGGAGUAUGUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUAACAUGUGUACCCAGAAAGCCC     258
CUL1-C     299 GCUCAGAGGACUAUAUGAUGCUGUAUACGACCAUAUAUAACAUGUGUACUCAGAAGCCAC     358
CUL1-E     281 GCUCUGAAGAGUACAUGAUGCUCUAUACAACUAUCUAUAAUAUGUGUACACAGAAACCUC     340
CUL1-G     209 GCUCUGAAGAGUACAUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUGACAUGUGUACUCAGAAGCCCC     268

CUL1-P     343 CUCAUGAUUACUCUGAGCAACUAUAUGAUAAGUACAGGGAAGCAGUUGAAGAUUACAUCA     402
CUL1-B     259 CUCAUGAUUAUUCUCAACAACUCUAUGAUAAGUACCAGGAAGCAGUUGAAGAUUACAUCA     318
CUL1-C     359 CACAUGAUUACUCUCAACAACUGUAUGACAAAUAUCGUGAAGCUUUUGAAGAAUAUAUCA     418
CUL1-E     341 CUCAUGAUUACUCUCAGCAGCUGUAUGAGAAAUACAAGGAAGCAUUUGAAGAGUACAUCA     400
CUL1-G     269 CUCAUGAUCACUCUCAGCAGCUAUAUGACAAAUACAAGGGAGCUUUUGAAGAAUACAUCA     328

CUL1-P     403 AUACUAUUGUUUUGCCUUCUUUGAAAAAGAAGCAUGAUGAAUUUAUGUUGAAGGAGCUUG     462
CUL1-B     319 CUACUAUUGUACUGCCUUCUUUGAAAAAGAAGCACGAUGAAUUUAUGCUGAAGGAGCUUG     378
CUL1-C     419 CAGCAACGGUAUUGCCUUCUUUAAGAGAAAAACAUGAUGAGUUCAUGUUGCGAGAGCUAG     478
CUL1-E     401 AUUCUACGGUUCUGCCUUCAUUAAGAGAGAAGCAUGAUGAGUUUAUGUUGAGGGAGUUCG     460
CUL1-G     329 AUUCUACAGUUCUGUCUUCCAUCAGAGAGAAGCACGAUGAGUUUAUGCUGAGGGAGUUUG     388

CUL1-P     463 AGAAAAGAUGGGCAUCUCAUAAACUUAUGGUCAAGUGGCUUUUAAAGUUCUUCCAUUAUC     522
CUL1-B     379 AGAAAAGAUGGACAUCUCAUAAACUUAUGGUCAAGUGGCUUUUAAAGUUCUUCCAUUAUC     438
CUL1-C     479 UAAAAAGGUGGUCAAACCAUAAGAUUAUGGUCAGAUGGUUGUCACGAUUCUUCCAUUAUC     538
CUL1-E     461 UGCAAAGAUGGGCAAACCAUAAGCUUAUGGUCAGGUGGCUCUCCCGGUUCUUCCAUUAUC     520
CUL1-G     389 UGAAAAGAUGGUUAAAUCAUAAAAUUAUGGUUAGGUGGCUUUCACGGUUCUUCAAUUAUC     448

CUL1-P     523 UCGACAAGUUUUUUAUCAAACGAGCCGAAGUCCCUGCACUUAAUGAAGUUGGUCUGACUU     582
CUL1-B     439 UUGAUCGGUUUUUUAUCAAACGAGCUGAAGUCCCUGCACUUAAUGAAGUUGGUUUGACUU     498
CUL1-C     539 UUGACCGUUAUUUCAUUGCCCGGAGAUCUCUGCCAGGGCUUAAUGAGGUCGGACUAACAU     598
CUL1-E     521 UCGACCGGUAUUUUAUUGCUCGAAGGUCGCUACCUGCACUUAAUGAAGUUGGUCUGACAU     580
CUL1-G     449 UUGACCGGUAUUUUAUCGCUCGAAGGACACUCCCUGCUCUUAAGGAAGUUGGUCUGAUGU     508

CUL1-P     583 GCUUUCGCGAUCUGGUUUAUCAAGAGGUGAAAGGUAAAGCUACAGAUGCUGUGAUAGCAC     642
CUL1-B     499 GCUUUCGCGAUCUGGUUUAUCAGGAGGUGAAAGGUAGAGCUACAGAUGCUGUGAUAGCAC     558
CUL1-C     599 GCUUCCGUGAUCAGGUCUACCAAGAGUUGAAUGGCAAAGUCAGGGAUGCUGUUAUAUCAU     658
CUL1-E     581 GCUUCCGCGAUCUGGUUUAUCAGGAGCUGAGAGGUAAAGCUAGAGAUGCAGUUAUUGUGU     640
CUL1-G     509 GUUUCCGUGAUCUGGUUUAUCAGGAGUUGAAGGUUAAAGGUAGAGAUGCAGUUAUAGCAC     568

CUL1-P     643 UGAUUGAUCAGGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGACAGAGCUUUAUUAAGGAAUGUGAUAA     702
CUL1-B     559 UGAUUGAUCAGGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGACAGAGCUUUAUUAAGGAAUGUGAUAA     618
CUL1-C     659 UGAUUGAUCAAGAGCGCGAGGGAGAGCAAAUUGACAGAGCUCUACUGAAGAAUGUGCUUG     718
CUL1-E     641 UGAUUGAUCAAGAACGUGAGGGUGAGCAGAUCGAUAGAGCUUUGUUGAAGAACGUGCUAG     700
CUL1-G     569 UGAUUGAUCUAGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGAUAGAGCUUUAUUGAAAAAUGUGCUAG     628

CUL1-P     703 ACUUGUUUAUUGAGAUGGGAAAAGGGAAGAUGGAGUAUUAUGUUAAUGACUUUGAAGAGG     762
CUL1-B     619 AUUUGUAUAUUGAGAUGGGAAAGGGGAAGAUGGAGUAUUAUGUUAAUGACUUUGAGGAGG     678
CUL1-C     719 AUAUAUUUGUUGAAAUUGGAAUGGGGCAAAUGGAUCAGUAUGAGAAUGACUUUGAAGCUU     778
CUL1-E     701 AUAUAUAUGUUGGAAUUGGAAUGGGGCAAAUGGAUUAUUAUGAGAAUGACUUUGAAGCUG     760
CUL1-G     629 AUAUAUUCGUUGAAAUUGGUAUGGGUCAGAUGGAUUACUAUGAAAAUGAUUUUGAGGAUG     688

CUL1-P     763 CCAUGCUUAGAGAUACUGCAGCUCAUUAUUCUCGAAAAGCUUCAAGCUGGAUUGUCGAAG     822
CUL1-B     679 CCAUGCUUAGAGAUUCUGCAGCUCAUUAUUCUCGGAAAGCUGCAAGCUGGAUUUUUGAAG     738
CUL1-C     779 CAAUGCUCAAGGACACAGCUGCUUAUUAUUCUCGCAAAGCUUCUAACUGGAUCCUAGAAG     838
CUL1-E     761 CAAUGCUUAAAGACACGGCAGCUUAUUAUUCUAGAAAAGCUUCAAGUUGGAUUGUGGAAG     820
CUL1-G     689 CCAUGCUUAAAGAUACUGCAGCUUUUUAUUCUCGAAAAGCUUCAAACUGGAUUAUGGAAG     748

CUL1-P     823 AUACUUGUCCAGAAUAUAUGCUUAAGGCAGAGGAGUGCUUAAUAAAAGAGAAGGAUAGAG     882
CUL1-B     739 AUUCUUGUCCAGAAUAUAUGCUUAAGGCAGAGGAGUGCUUGAAAAAAGAGAAGGAUAGAG     798
CUL1-C     839 AUUCAUGUCCAGAUUAUAUGCUGAAAGCCGAGGAGUGCUUGAAACGGGAGAAGGAUAGGG     898
CUL1-E     821 AUUCUUGUCCGGAUUAUAUGUUGAAGGCUGAGGAGUGCUUGAAGAAAGAGAAGGAUAGAG     880
CUL1-G     749 AUUCCUGUCCAGAUUAUAUGCUAAAAGCAGAGGAGUGCUUGAAAAAAGAGAAAGAUAGGG     808

CUL1-P     883 UGUCUCAUUAUCUACACUCUAGCACUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUCAGG     942
CUL1-B     799 UUUCUCAUUAUCUGCACUCUAGCAGUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUCAGG     858
CUL1-C     899 UCGCCCAUUAUCUCCAUUCAAGCAGUGAGACAAAGUUGCUUGAGAAAGUACAACAUGAGU     958
CUL1-E     881 UUUCUCAUUAUCUCCACGUUAGUAGUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUGAAU     940
CUL1-G     809 UGUCUCAUUAUUUACACUCUAGUAGCGAGGAAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUGAAU     868

CUL1-P     943 UAUUGGUUGCAUAUACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAGGAUUCUGGAUGUCGAGCUUUGC    1002
CUL1-B     859 UAUUGGUUGCAUACACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAAGAUUCUGGAUGUCGAGCUUUGC     918
CUL1-C     959 UGUUGUCUGUGUAUGCCACUCAACUGCUUGAGAAGGAGCACUCUGGGUGCCRUGCAUUAC    1018
CUL1-E     941 UAUUGGUUGUAUAUACCAAUCAGUUACUUGAGAAGGAGCAUUCUGGAUGCCGAGCUUUAC    1000
CUL1-G     869 UAUUGGUUGUACAUACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAGAAUUCUGGAUGCCGAGUUUUGC     928

CUL1-P    1003 UUAGAGAUGAGAAGGGUGAGGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGGCUAUUCCACAAAAUUCCUA    1062
CUL1-B     919 UUAGAGAUGAGAAGGUUGAUGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGGCUAUUCCACAAAAUUCCUA     978
CUL1-C    1019 UAAGAGAUGAUAAGGUUGAAGAUUUAUCAAGGAUGUAUAGGCUCUUUUCCAAGAUUCCUC    1078
CUL1-E    1001 UUAGAGAUGAUAAGGUAGAGGAUUUAUCUCGGAUGUAUAGGCUAUUCCACAGAAUUCCAA    1060
CUL1-G     929 UUAGAGAUGAUAAGGUGGUGGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGAUUAUUCCACAGAAUCCCUA     988

CUL1-P    1063 AAGGGUUGGAACUUGUAGCAGAGAUGUUUAAGCAGCAUGUUGCUGCUGAAGGCAUGGUCC    1122
CUL1-B     979 AAGGGUUGGAACUAGUAGCAGAAAUGUUUAAGCAGCAUGUUGCUGCUGAAGGCAUGGUCU    1038
CUL1-C    1079 GAGGCUUAGACCCUGUGGCUAAUAUAUUUAAACAGCAUGUUACUGCCGAAGGUACAGCAU    1138
CUL1-E    1061 AGGGAUUGGAACCGGUUGCUAAUAUGUUUAAACAGCAUGUCACUGCUGAAGGCAUGGUCU    1120
CUL1-G     989 AAGGGCUGGAGCCUGUUGCAAAGAUGUUUAAGCAGCAUGUCACUGCUGAAGGCAUGGUCU    1048

CUL1-P    1123 UGGUGGAACAGGCUGCAGAUGCAGCAAAUAACAA---GGCCGAAA------AUUCAGGUG    1173
CUL1-B    1039 UGGUGCAACAGGCUGCAGAGGCAGCAAAUAACAA---GGCCGAAA------GCUUGGGUG    1089
CUL1-C    1139 UGGUAAAACAGGCUGAAGAUGCUGCAAGCAACAAAAAGGCAGAAAAGAGAGAUGUGGUUG    1198
CUL1-E    1121 UGGUGCAACAGGCUGAAGAAACAGCAAGUAAUAA---GGCUGAAA------GUUCGGGUG    1171
CUL1-G    1049 UGGUGCAACAAGCUGAAGACUCAGCAAGUAACAA---GGCCGGAA------UUUCCAGUG    1099

CUL1-P    1174 GUUCACAUGAGCAGGACUUUGUCAAGAAGGCGUUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGUGU    1233
CUL1-B    1090 GUUCACAUGAGCAGGACUUUGUCAAAAACGCAUUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGUGU    1149
CUL1-C    1199 GUUUGCAGGAGCAGGUUUUUGUACGGAAAGUCAUUGAGCUUCAUGAUAAAUACUUGGCAU    1258
CUL1-E    1172 GUUCAGGGGAGCAGGUCUUUGUUAGAAAGUUGAUUGAGCUUCACGACAAGUAUAUGGCUU    1231
CUL1-G    1100 GUUCACAGGAGCAGGUCUUUAUUAGGAAGGUUAUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGCUU    1159

CUL1-P    1234 AUGUGAAAAACUGUUUUGCUGAUAACUCUAUCUUUCACAAGGCUCUGAAAGAGGCAUUCG    1293
CUL1-B    1150 UUGUGAAAAACUGUUUUGCUGAUAACUCUACAUUUCACAAGGCUCUGAAAGAGGCAUUUG    1209
CUL1-C    1259 AUGUGAAUAAUUGUUUCCAGAACCACACACUUUUUCACAAGGCACUUAAAGAGGCUUUUG    1318
CUL1-E    1232 AUGUUACAGACUGUUUUACCAAUAACUCUCUCUUUCAUAAGGCCCUCAAGGAGGCAUUUG    1291
CUL1-G    1160 AUGUGAUCGACUGUUUCGCAAAUAACUCCCUCUUUCACAAGGCUUUGAAAGAGGCAUUUG    1219

CUL1-P    1294 AGAUUUUCUGUAACAGAAGUGUUGCUGGCUCUUCAACUGCAGAGCUCCUUGCUUCUUAUU    1353
CUL1-B    1210 AGGUCUUCUGUAACAAAAGUGUUGCUGGCUCUUCAACUGCCGAGCUUCUUGCUUCUUAUU    1269
CUL1-C    1319 AGGUUUUUUGCAACAAAGGCGUUGCUGGUAGCUCAAGCGCUGAACUUCUUGCCACAUUCU    1378
CUL1-E    1292 AGGUCUUCUGUAAUAAGACUGUCUCUGGCUGUUCAAGUGCAGAACUCCUUGCUUCUUAUU    1351
CUL1-G    1220 AGGUCUUCUGUAACAAAACUGUUGCUGGCUCGUCUAGUGCAGAGCUCCUCGCUUCUUAUU    1279

CUL1-P    1354 GUGAUAAUACCCUUAAGAAGGGUGGGAGCGAACAACUGAGUGAUGAUAUUAUUGAGGAUA    1413
CUL1-B    1270 GUGAUAAUACCCUUAAGAAGGGUGGGAGUGAACAACUAAGUGACGAUGUUUUUGAGGAUA    1329
CUL1-C    1379 GCGACAACAUUCUCAAAAAAGGUGGAAGUGAGAAGUUGAGUGAUGAAGCCAUUGAAGACA    1438
CUL1-E    1352 GUGAUAAUAUCCUUAAGAAAGGUGGGAGUGAAAAACUGAGUGAUGACGCAAUUGAGGAGA    1411
CUL1-G    1280 GUGAUAACAUCCUUAAGAAGGGUGGGAGUGAAAAACUCAGCGAUGAUGCCAUUGAGGAAA    1339

CUL1-P    1414 CAUUGGACAAGGCGGUCAAGCUUGUUACAUACAUCAGUGACAAAGAUGUUUUUGCUGAGU    1473
CUL1-B    1330 CAUUGGACAAGGCGGUCAAGCUUGUUACAUACAUCAGUGAAAAAGAUGUUUUUGCAGAGU    1389
CUL1-C    1439 CGCUGGAAAAGGUUGUAAAGCUCUUAGCAUAUAUUAGUGAUAAGGACUUGUUUGCAGAAU    1498
CUL1-E    1412 CCUUGGAUAAGGUGGUCAAGCUUCUAGCAUACAUCAGUGACAAAGAUCUCUUUGCGGAGU    1471
CUL1-G    1340 CAUUGGAUAAGGUGGUUAAGCUUCUAGCAUACAUCAGCGACAAAGACCUGUUUGCUGAGU    1399

CUL1-P    1474 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGCCGAUUGCUUUUUGAUAGAAGUGCAAAUGAAGACCAUG    1533
CUL1-B    1390 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGCCGAUUGCUUUUUGAUAGAAGUGCCAAUGAAGACCAUG    1449
CUL1-C    1499 UUUAUAGAAAAAAGCUAGCCCGGCGGUUGUUAUUUGAUAAGAGUGCCAAUGAUGAACAUG    1558
CUL1-E    1472 UUUACAGGAAGAAGCUUUCUCGUAGAUUGCUUUUUGAUAAAAGUGCCAAUGAUGACCACG    1531
CUL1-G    1400 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGGCGAUUGCUCUUUGAUAAAAGUGGCAACGAUGACCAUG    1459

CUL1-P    1534 AAAGGCUUAUCUUAUCAAAGCUAAAGCAGCAGUGUGGUGGACAAUUUACAUCCAAGAUGG    1593
CUL1-B    1450 AAAGGCUUAUCUUAUCAAAGCUAAAGCAGCAGUGUGGUGGACAAUUUACUUCCAAGAUGG    1509
CUL1-C    1559 AGAGAAGCAUCUUGACAAAAUUGAAGCAGCAGUGUGGAGGCCAGUUCACAUCAAAGAUGG    1618
CUL1-E    1532 AAAGGCUUAUCUUAACAAAGCUGAAGCAACAGUGUGGUGGACAGUUUACGUCAAAGAUGG    1591
CUL1-G    1460 AAAGGCUGAUCUUAACAAAGUUAAAGCAGCAGUGCGGUGGACAGUUCACGUCAAAGAUGG    1519

CUL1-P    1594 AGGGAAUGGUGACAGACUUGUCGUUGGUGAAGGAAAACCAGAACCACUUUCAGGAAUAUC    1653
CUL1-B    1510 AGGGAAUGGUGACAGACUUGUCACUGAUGAAGGAAAAUCAGAACCACUUUCAGGAGUAUC    1569
CUL1-C    1619 AGGGAAUGGUCACUGAUUUGACUUUGGCAAGGGAAAAUCAAGCCAGCUUUGAGAAGUAUC    1678
CUL1-E    1592 AAGGAAUGGUGACAGACUUGACAUUGGCAAGGGAAAAUCAGAACCACUUUCAAGAAUAUC    1651
CUL1-G    1520 AGGGAAUGGUGACAGACUUGACGUUGGCCAAGGAAAAUCAGAAUCACUUUCAGGAAUAUC    1579

CUL1-P    1654 UCAGCAACAACCCAGCAGCGAAUCCUGGAAUCGAUAUGACUGUGACCGUUCUUACAACUG    1713
CUL1-B    1570 UCAGCAACAACCCUGCAGCGAAUCCUGGAAUCGAUAUGACUGUGACCGUUCUUACUACUG    1629
CUL1-C    1679 UGAGCAACAAUCCUGUGGCAAAUCCAGGAAUUGACCUGACGGUGACUGUCUUGACUACUG    1738
CUL1-E    1652 UUAGCAACAACCCUGCAGCGAGUCCUGGAAUUGAUUUAACUGUUACAGUACUUACAACGG    1711
CUL1-G    1580 UCAGCAACAACCCAGCAGCUAGUCCUGGAAUUGAUUUGACUGUCACAGUUCUUACAACUG    1639

CUL1-P    1714 GGUUCUGGCCUAGUUACAAAUCUUGUGAUCUAAGUCUCCCUGUGGAAAUGGCAAAGGGCG    1773
CUL1-B    1630 GGUUCUGGCCUAGUUAUAAAUCUUGUGAUCUGAGUCUCCCUGUGGAAAUGGCAAAGGGUG    1689
CUL1-C    1739 GCUUCUGGCCUAGCUACAAGUCUUUUGAUCUCAACCUCCCAGCAGAGAUGGUUAGGUGUG    1798
CUL1-E    1712 GGUUCUGGCCAAGUUAUAAAUCUUCUGAUCUGAGUCUACCUUUGGAAAUGGUAAAGUGUG    1771
CUL1-G    1640 GGUUUUGGCCUAGUUAUAAAUCUUCUGAUCUGAGGCUCCCAAUGGAAAUGGUGAAGUGUG    1699

CUL1-P    1774 UAGAAGCCUUCAAGGAAUUUUAUCAGAAAAAAACAAAACACAGGAAACUGACAUGGAUAU    1833
CUL1-B    1690 UAGAAGCCUUCAAGGAAUUUUAUCAGAGAAAAACAAAGCAUAGGAAAUUGACAUGGAUAU    1749
CUL1-C    1799 UUGAAGUAUUCAAGGAGUUCUAUCAAACAAAAACGAAGCAUAGGAAACUCACGUGGAUAU    1858
CUL1-E    1772 UGGAAGUCUUCAAGGAAUUCUAUCAGACAAAAACAAAACACAGGAAACUGACAUGGAUUU    1831
CUL1-G    1700 UAGAAGUCUUCAAGGAAUUUUAUCAGACAAAGACAAAACACAGGAAAUUGACGUGGAUUU    1759

CUL1-P    1834 AUUCAUUGGGUCAAUGUAACCUUAACGGGAAGUUUGAGCAGAAGACAAUUGAACUAAUUA    1893
CUL1-B    1750 AUUCAUUGGGUCAAUGUAACCUUAACGGGAAGUUUGAGCAGAAGACUAUUGAACUUAUUA    1809
CUL1-C    1859 ACUCUUUGGGCACUUGCAACAUAAAUGGAAAAUUUGAUCCAAAAACUAUUGAGCUCGUUG    1918
CUL1-E    1832 AUUCAUUGGGUACAUGUAACAUCAAUGGGAAGUUUCAGCCUAAAACCAUUGAACUGAUUG    1891
CUL1-G    1760 AUUCAUUGGGUACAUGUCACAUCAAUGGCAAGUUUGAACCUAAAACUAUCGAACUGGUUC    1819

CUL1-P    1894 UGGGAACUUAUCAGGCUGCUGCUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCUGAUAGAUGGAGUUACU    1953
CUL1-B    1810 UGGGCACUUAUCAGGCUGCUGCUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCUGAUAGAUGGAGUUACU    1869
CUL1-C    1919 UCACUACUUAUCAGGCUUCUGCUCUGUUGCUAUUUAACGCAUCAGAUAGGUUGAGUUAUC    1978
CUL1-E    1892 UGGGAACUUAUCAGGCCGCGGCUCUUUUACUGUUUAAUGCUUCAGAUCGAUUGAGUUACU    1951
CUL1-G    1820 UGGGAACUUAUCAGGCUGCUGUUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCAGAUAGAUUGAGUUACU    1879

CUL1-P    1954 CAGACAUCAAGAGUGAGUUAAACUUGGGCGAUGAUGAUUUGGUUAGAGUGCUCUCAUCCG    2013
CUL1-B    1870 GGGACAUCAAGAGUCAGUUAAAUUUGGGCGACGAUGACUUGGUCAGAGUGCUCUCAUCCG    1929
CUL1-C    1979 AGGAAAUCAUGGCACAAUUGAACCUGUCAGAUGAUGAUGUUGUUAGGCUGCUUCAUUCUC    2038
CUL1-E    1952 CAGAAAUCAAGAGUCAGUUAAAUUUGGCUGAUGAUGACUUGAUCAGAUUGCUUCAAUCCC    2011
CUL1-G    1880 CAGAUAUCAAAAGUCAGUUAAAUUUGGCAGAUGAUGACUUGGUCCGAUUGCUUCAAUCCC    1939

CUL1-P    2014 UAUCAUGCGCCAAGUACAAGAUUCUUAACAAGGAGCCCAGCAAUAGAACUGUUUCAUCAA    2073
CUL1-B    1930 UAUCAUGUGCCAAGUACAAGAUUCUUAACAAGGAGCCCAGCAAUAGAACUGUUUCAUCAA    1989
CUL1-C    2039 UUUCAUGUGCAAAGUAUAAGAUUCUCAACAAGGAGCCAAGCACCAAGACAAUUUCUCAGA    2098
CUL1-E    2012 UUUCAUGUGCCAAGUAUAAAAUUUUGACAAAGGAGCCUGCCAGUAGAACUGUUUCGUCAU    2071
CUL1-G    1940 UGUCAUGUGCCAAGUAUAAAAUUCUGACUAAAGAUCCUAGCAAUAGAACUGUUUCGUCAA    1999

CUL1-P    2074 CUGAUCAUUUUGAGUUUAACUCCGAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUUCGGGUCCCUU    2133
CUL1-B    1990 CUGAUCAUUUUGAGUUUAACUCCGAGUUCACGGACAAAAUGAGGAGGAUCCGGGUCCCUU    2049
CUL1-C    2099 CUGAUGUCUUUGAGUUCAAUUCAAAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUCAAGAUACCUC    2158
CUL1-E    2072 CUGAUCAUUUUGAGUUCAACUCCAAGUUCACGGACAGGAUGAGAAGGAUUAGGGUCCCUU    2131
CUL1-G    2000 CUGAUCAUUUUGAGUUCAACUCCAAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUUAGGGUCCCUU    2059

CUL1-P    2134 UGCCUCCUGUGGAUGAAAGGAAAAAAUUGGUUGAGGAAGUUGGAAAGGAUAGACGAUAUG    2193
CUL1-B    2050 UGCCUCCUGUGGAUGAGCGGAAAAAAUUGGUUGAGGAAGUUGGCAAGGAUAGACGAUAUG    2109
CUL1-C    2159 UUCCUCCUGUGGAUGAGAAGAAAAAGGUAAUUGAAGAUGUUGACAAGGAUAGACGAUAUG    2218
CUL1-E    2132 UGCCUCCUGUGGAUGAAAGGAAAAAGGUGGUUGAGGAUGUAGACAAAGAUAGACGUUAUG    2191
CUL1-G    2060 UGCCUCCUGUAGAUGAAAGGAAAAAAGUGGUUGAGGAUGUUGACAAGGACAGAAGAUAUG    2119

CUL1-P    2194 CAAUUGAUGCAUGUCUUGUGCGUAUAAUGAAGGCCAAGAAAGUUCUAACUCAUCAACAGC    2253
CUL1-B    2110 CAAUUGAUGCAUGUCUAGUGCGUAUAAUGAAGGCCAAGAAAGUUCUAACUCAUCAACAGC    2169
CUL1-C    2219 CUAUAGAUGCUUCAAUUGUUCGUAUUAUGAAGAGUCGUAAAGUAUUGGGCUACCAGCAAC    2278
CUL1-E    2192 CAAUUGAUGCUUGUAUUGUCCGCAUUAUGAAGAGUCGCAAAGUUCUACCUCAUCAACAGC    2251
CUL1-G    2120 CAAUGGAUGCCUGUAUUGUGCGCAUAAUGAAGAGUCGUAAGGUGCUUCCUCAUCAGCAGC    2179

CUL1-P    2254 UAAUUCUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCAAAAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCAAUCA    2313
CUL1-B    2170 UAAUUUUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCAAAAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCAAUCA    2229
CUL1-C    2279 UAGUCAUGGAGUGCGUUGAACAGUUGGGACGCAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCUAUCA    2338
CUL1-E    2252 UAGUUCUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCCGGAUGUUUAAGCCUGAUUUCAAAGCAAUAA    2311
CUL1-G    2180 UCGUGUUGGAGUGUGUUGAGCAAUUGAGCCGCUUGUUUAAGCCUGAUUUCAAAGAAAUCA    2239

CUL1-P    2314 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACCAGAGACUACUUGGAAAGAGACCUGGAGAACACGA    2373
CUL1-B    2230 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACUCGAGACUACCUGGAAAGAGACCGGGAGAAUACAA    2289
CUL1-C    2339 AGAAGAGAAUUGAAGAUUUGAUAACUAGAGAUUACUUAGAGAGAGACAAAGAUAACCCAA    2398
CUL1-E    2312 AAAAGCGAAUUGAAGAUCUCAUCACCCGAGAUUACUUGGAAAGAGACAAAGAGAACCCGA    2371
CUL1-G    2240 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACUAGGGAAUACUUGGAAAGAGACCAAGAGAACCCCA    2299

CUL1-P    2374 ACACAUACAAGUACAUCGCUUGAGG----CACUUAUCUAAUACCUGAAGGACGUACAUUG    2429
CUL1-B    2290 ACACAUACAAGUACAUUGCUUGAGGGCAGCACUGAUCUAAUACCUGGAACACAUAGACUG    2349
CUL1-C    2399 ACUUGUUCAAGUACUUGGCAUGAUAUGCUCUUAUCAUUGUGAAAUGAGUGAUGUUUGUGU    2458
CUL1-E    2372 ACUUGUUUAAGUACUUAGCCUGAUG----CAAUGGCAUGAUACCCUGCAGAAAGUUUAUU    2427
CUL1-G    2300 ACGUAUUCAAGUACUUGGCCUGAGG----CAAUGAGCU-AUUCCUGGCACU---------    2345

CUL1-P    2430 AC--UGCCCUUUGACACUACAUUGAAUAAGUACGGUUACAGUUUCUUGCUUGUGGCUUUA    2487
CUL1-B    2350 CCCUUGACGCUAUAUACAAUAUUGAAUAAGU---GUUGCUCUCUCUUGGUUGUGGCUUAA    2406
CUL1-C    2459 AUGGACUUCUGCAGUCGAGUUGGGAGAAGUAACAUACCGUCCAAGUUGAAGUCGGACUUC    2518
CUL1-E    2428 GUAUUUUGCACAUUUCAUUGAGUACAGCUGGUUAUUGCUUUCAACUUAAUAGGAUAUUGU    2487
CUL1-G    2346 ---------ACAUCGAAGUGAGUACAGAUGGAUUUUGAUUGUUAGUGAA--GGACAAUAC    2394

CUL1-P    2488 UAGUUGGAU----AGUGAGUCAAAAGAUUUGUUAGUCCCAUAAGGCAAAUUGUUUGGAGU    2543
CUL1-B    2407 UAGUUGAAUGUAGGGUGCAUCAAAAGAGUCGUUAGUCCCACAAGGCAAAUUGUUUGGAGC    2466
CUL1-C    2519 CAUAAAUCCUGCCUUCCUGGACCUUAAUGCCCAUCAGGAGCGUGAAACUUUUUGUACAAG    2578
CUL1-E    2488 AGCAGACAAUUUUUUGACUUUGCCU----AUGAAUAGGCAACUUGUGCAGUUCUUAGA-U    2542
CUL1-G    2395 CAAACAUAUUUUUGUGACCUUGUCUGAGUAGGCAAAAGCAACUUGUGCAGUUAUUAGAAU    2454

CUL1-P    2544 UUCAGGUUGACAAUUUUUUCACCUUGCCUACGAGUAGGAAAAUUUUGCAGUUCUAAAUAU    2603
CUL1-B    2467 UUCAGGUUGACAAU-----------------GAGUAGGAAUAUUUUCUAGUUUUAGAUAU    2509
CUL1-C    2579 GCUAAGAUCCCAGGAAAAAAGUAGAAUUGCCUCGGAUACUUUAGAUGAGAUAUGCCUUCG    2638
CUL1-E    2543 AUAACCACCUAUGUUCAAGUAAGUUUGGCGGAUGGUUAAAAUCUGUACUUCGUGCAGCCA    2602
CUL1-G    2455 AGCACCACCUUUUUUUCAG-AAGCA-GGUGGUACUUGAAUUUCUCGCAGUAUAUAAGAUA    2512

CUL1-P    2604 CAGCGCAACUUUUAAGAAGCUAGUAUAUGAUCCAUACUUGCAAUCCUUGCAGUAUAAAAA    2663
CUL1-B    2510 -------ACU----AGAAGUUA--AUAUGAUCCAUAAUUGCAACCCUCUCAACAGUAAAA    2556
CUL1-C    2639 UCCAAGCUUAUAUGGUCACUUGCUCUAUUCUGUGUUUUGCCCGCUACCUGUCUGAGUUUG    2698
CUL1-E    2603 UACAUCGGGCAAUGCACUAUUCAUUCCCUUGUGUUCUGAUAUGUUGCUUAAAUGAAGUUC    2662
CUL1-G    2513 CACAUAUAGCCGUGCACUUUAUAU--CAUUG-GAUCUGUCACUUAGAAUGA-UGCAUCUU    2568

CUL1-P    2664 AAA---------------------------------------------------------    2666
CUL1-B    2557 AUUUCUAGUAUUCCUGUGUAUUCCCUGUGUUCUUAUCUGUGGAAUGAAGAUCUUUAGAAC    2616
CUL1-C    2699 AGUAAAUGUAAUAUUCCUGCAAAAACUUUACCCUCUCUGGAUUCAGCACAAUGAUGAUAU    2758
CUL1-E    2663 UGUAAAUCGUGUAAAAAAAAAAA-------------------------------------    2685
CUL1-G    2569 UGUGUAGAUAUUAAAAAAAAA---------------------------------------    2589

CUL1-P    2666 ------------------------------------------------------------    2666
CUL1-B    2617 AAAAAAAAAAAAA-----------------------------------------------    2629
CUL1-C    2759 CUUUCUAGUUCAUGUCUGCAUAUUUACUUAAUCUGGCCUUUGUAAAUUGACUUGACCCUG    2818
CUL1-E    2685 ------------------------------------------------------------    2685
CUL1-G    2589 ------------------------------------------------------------    2589

CUL1-P    2666 -----------                                                     2666
CUL1-B    2629 -----------                                                     2629
CUL1-C    2819 GUCCUUGUGGG                                                     2829
CUL1-E    2685 -----------                                                     2685
CUL1-G    2589 -----------                                                     2589

CUL1-P       1                                                                    1
CUL1-B       1                                                                   60
CUL1-C       1                                                                   49
CUL1-E       1                                                                    1
CUL1-G       0                                                                    0

[GENETYX-MAC: Multiple-Alignment]
Date        : 2015.01.09

CUL1-P       1 ----------AGAAAUGAAAGCCGUUAAGUUGGUUACCGUCUAAACAAAAUGGUGACAAG      50
CUL1-B       1 ------------------------------------------------------------       1
CUL1-C       1 GAGAGAUUCACAUCUCGCCCGAUUCUCUCCUUCUCAUAAAAAAAAAUGGUUUUUCUCAUC      60
CUL1-E       1 -----------AACCGCCUCAUUUGCUACCCCUUUUUAUUCUCUAUAAUAAUAAUAAUAA      49
CUL1-G       1 ------------------------------------------------------------       1

CUL1-P      51 AAAAGAAUACAAGGAACUCCACAUGUUGUCCGACAGAAUAGCGCCAUCAUUUCAUCUGAA     110
CUL1-B       1 -----------------------------------AUCUCCAUUGUUGUAAUAUUCUGAG      25
CUL1-C      61 UCCGUCUCGUGCCCUCAUCGGCUCCAUUAAACUCUCCGAUCACUUUUCCGACAAAAUCUC     120
CUL1-E      50 UAAUAAUAAUAAUAAUAAUAAUUAGAUUUUGGGGAUAUUUUCUCUCCUUUGUCUCAUUGA     109
CUL1-G       1 -------------------------CUCCCUCUCCCGCUUCCUCUCUUUUUU-UCUUUCU      34

CUL1-P     111 AUCAUACAUACA-CUCUUACGUGUUGUUCAUUGA----UCGUAUUUACACAAGUAUUUUU     165
CUL1-B      26 CA-AUCCAUUCAUCUGCUACAGUUAGCUCCAAGACAAAUCGUGUUAACAAAAGU---UCU      81
CUL1-C     121 CGGUAACUUCUUAGGUGUUUGGAAUUCGAGUAAGGUUUCUUUCUGUUGAAGUGCGAAGAU     180
CUL1-E     110 UC-CACAAUCGAUUCAUCAAUUGAUCCUUUUUUCUCUGG--UAGCGACAAAACAGUGUUU     166
CUL1-G      35 UCUCUUUGGUGAUUUUCCUCUCAAUCGCCAGCCCUCUAGAUUGUGGUCAAACUAGUGCCA      94

CUL1-P     166 CCAAGAUGGCGGAGGAAGCAGAGGAGAAGAUAAUCGAGUUGGAGGAAGGAAUGGAGUGUG     225
CUL1-B      82 CCAAGAUGGCGGAGGAGACUGAGGAGAAGAAGAUCGAGUUGGAGGAAGGAAUGGAGUGUG     141
CUL1-C     181 AUUGAAAUAACAAUGAACCAGCGCAGCACA--AUUGAUUUGGAUCAGGGAUGGGAAUUCA     238
CUL1-E     167 CCGAGAUGGCG-AUGAGUCAGAUGA--AGAUUAUCGAGUUAGAGGAAGGAUGGGAUUUUA     223
CUL1-G      95 GAGGGAUGACG-AUCAAACAAAUGA--AUAAUAUUGAGCUGCAGGAUGGAUGGGCAUUCA     151

CUL1-P     226 UGGAGAAGGGACUUGGUAAGUUAAAAAUAAUUGUAGAAGGAGAGCCAGAGUCA---UUCA     282
CUL1-B     142 UGCAGAAGGGACUUAGUAAGUUAAAAAUAAUCAUACAAGGGCAGCCAGAGUCA---UUCA     198
CUL1-C     239 UGCAAAGAGGGAUUACAAAGCUGAAGAACAUUCUAGAAGGGCUGCCUGAGCCACAGUUCA     298
CUL1-E     224 UGCAGAAAGGAAUCACAAAAUUGAAGAAAAUUUUGGAAGGACAACAAUAUUCU---UUCA     280
CUL1-G     152 UGCAGAAAGGAGUCACAAAAUUGAAGAAAAUCUUAGAAGGGAGUUCAGAGUCA---UUCA     208

CUL1-P     283 CCGCUGACGAGUACGUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUAACAUGUGUACGCAGAAAGCCC     342
CUL1-B     199 CCGCAGAGGAGUAUGUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUAACAUGUGUACCCAGAAAGCCC     258
CUL1-C     299 GCUCAGAGGACUAUAUGAUGCUGUAUACGACCAUAUAUAACAUGUGUACUCAGAAGCCAC     358
CUL1-E     281 GCUCUGAAGAGUACAUGAUGCUCUAUACAACUAUCUAUAAUAUGUGUACACAGAAACCUC     340
CUL1-G     209 GCUCUGAAGAGUACAUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUGACAUGUGUACUCAGAAGCCCC     268

CUL1-P     343 CUCAUGAUUACUCUGAGCAACUAUAUGAUAAGUACAGGGAAGCAGUUGAAGAUUACAUCA     402
CUL1-B     259 CUCAUGAUUAUUCUCAACAACUCUAUGAUAAGUACCAGGAAGCAGUUGAAGAUUACAUCA     318
CUL1-C     359 CACAUGAUUACUCUCAACAACUGUAUGACAAAUAUCGUGAAGCUUUUGAAGAAUAUAUCA     418
CUL1-E     341 CUCAUGAUUACUCUCAGCAGCUGUAUGAGAAAUACAAGGAAGCAUUUGAAGAGUACAUCA     400
CUL1-G     269 CUCAUGAUCACUCUCAGCAGCUAUAUGACAAAUACAAGGGAGCUUUUGAAGAAUACAUCA     328

CUL1-P     403 AUACUAUUGUUUUGCCUUCUUUGAAAAAGAAGCAUGAUGAAUUUAUGUUGAAGGAGCUUG     462
CUL1-B     319 CUACUAUUGUACUGCCUUCUUUGAAAAAGAAGCACGAUGAAUUUAUGCUGAAGGAGCUUG     378
CUL1-C     419 CAGCAACGGUAUUGCCUUCUUUAAGAGAAAAACAUGAUGAGUUCAUGUUGCGAGAGCUAG     478
CUL1-E     401 AUUCUACGGUUCUGCCUUCAUUAAGAGAGAAGCAUGAUGAGUUUAUGUUGAGGGAGUUCG     460
CUL1-G     329 AUUCUACAGUUCUGUCUUCCAUCAGAGAGAAGCACGAUGAGUUUAUGCUGAGGGAGUUUG     388

CUL1-P     463 AGAAAAGAUGGGCAUCUCAUAAACUUAUGGUCAAGUGGCUUUUAAAGUUCUUCCAUUAUC     522
CUL1-B     379 AGAAAAGAUGGACAUCUCAUAAACUUAUGGUCAAGUGGCUUUUAAAGUUCUUCCAUUAUC     438
CUL1-C     479 UAAAAAGGUGGUCAAACCAUAAGAUUAUGGUCAGAUGGUUGUCACGAUUCUUCCAUUAUC     538
CUL1-E     461 UGCAAAGAUGGGCAAACCAUAAGCUUAUGGUCAGGUGGCUCUCCCGGUUCUUCCAUUAUC     520
CUL1-G     389 UGAAAAGAUGGUUAAAUCAUAAAAUUAUGGUUAGGUGGCUUUCACGGUUCUUCAAUUAUC     448

CUL1-P     523 UCGACAAGUUUUUUAUCAAACGAGCCGAAGUCCCUGCACUUAAUGAAGUUGGUCUGACUU     582
CUL1-B     439 UUGAUCGGUUUUUUAUCAAACGAGCUGAAGUCCCUGCACUUAAUGAAGUUGGUUUGACUU     498
CUL1-C     539 UUGACCGUUAUUUCAUUGCCCGGAGAUCUCUGCCAGGGCUUAAUGAGGUCGGACUAACAU     598
CUL1-E     521 UCGACCGGUAUUUUAUUGCUCGAAGGUCGCUACCUGCACUUAAUGAAGUUGGUCUGACAU     580
CUL1-G     449 UUGACCGGUAUUUUAUCGCUCGAAGGACACUCCCUGCUCUUAAGGAAGUUGGUCUGAUGU     508

CUL1-P     583 GCUUUCGCGAUCUGGUUUAUCAAGAGGUGAAAGGUAAAGCUACAGAUGCUGUGAUAGCAC     642
CUL1-B     499 GCUUUCGCGAUCUGGUUUAUCAGGAGGUGAAAGGUAGAGCUACAGAUGCUGUGAUAGCAC     558
CUL1-C     599 GCUUCCGUGAUCAGGUCUACCAAGAGUUGAAUGGCAAAGUCAGGGAUGCUGUUAUAUCAU     658
CUL1-E     581 GCUUCCGCGAUCUGGUUUAUCAGGAGCUGAGAGGUAAAGCUAGAGAUGCAGUUAUUGUGU     640
CUL1-G     509 GUUUCCGUGAUCUGGUUUAUCAGGAGUUGAAGGUUAAAGGUAGAGAUGCAGUUAUAGCAC     568

CUL1-P     643 UGAUUGAUCAGGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGACAGAGCUUUAUUAAGGAAUGUGAUAA     702
CUL1-B     559 UGAUUGAUCAGGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGACAGAGCUUUAUUAAGGAAUGUGAUAA     618
CUL1-C     659 UGAUUGAUCAAGAGCGCGAGGGAGAGCAAAUUGACAGAGCUCUACUGAAGAAUGUGCUUG     718
CUL1-E     641 UGAUUGAUCAAGAACGUGAGGGUGAGCAGAUCGAUAGAGCUUUGUUGAAGAACGUGCUAG     700
CUL1-G     569 UGAUUGAUCUAGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGAUAGAGCUUUAUUGAAAAAUGUGCUAG     628

CUL1-P     703 ACUUGUUUAUUGAGAUGGGAAAAGGGAAGAUGGAGUAUUAUGUUAAUGACUUUGAAGAGG     762
CUL1-B     619 AUUUGUAUAUUGAGAUGGGAAAGGGGAAGAUGGAGUAUUAUGUUAAUGACUUUGAGGAGG     678
CUL1-C     719 AUAUAUUUGUUGAAAUUGGAAUGGGGCAAAUGGAUCAGUAUGAGAAUGACUUUGAAGCUU     778
CUL1-E     701 AUAUAUAUGUUGGAAUUGGAAUGGGGCAAAUGGAUUAUUAUGAGAAUGACUUUGAAGCUG     760
CUL1-G     629 AUAUAUUCGUUGAAAUUGGUAUGGGUCAGAUGGAUUACUAUGAAAAUGAUUUUGAGGAUG     688

CUL1-P     763 CCAUGCUUAGAGAUACUGCAGCUCAUUAUUCUCGAAAAGCUUCAAGCUGGAUUGUCGAAG     822
CUL1-B     679 CCAUGCUUAGAGAUUCUGCAGCUCAUUAUUCUCGGAAAGCUGCAAGCUGGAUUUUUGAAG     738
CUL1-C     779 CAAUGCUCAAGGACACAGCUGCUUAUUAUUCUCGCAAAGCUUCUAACUGGAUCCUAGAAG     838
CUL1-E     761 CAAUGCUUAAAGACACGGCAGCUUAUUAUUCUAGAAAAGCUUCAAGUUGGAUUGUGGAAG     820
CUL1-G     689 CCAUGCUUAAAGAUACUGCAGCUUUUUAUUCUCGAAAAGCUUCAAACUGGAUUAUGGAAG     748

CUL1-P     823 AUACUUGUCCAGAAUAUAUGCUUAAGGCAGAGGAGUGCUUAAUAAAAGAGAAGGAUAGAG     882
CUL1-B     739 AUUCUUGUCCAGAAUAUAUGCUUAAGGCAGAGGAGUGCUUGAAAAAAGAGAAGGAUAGAG     798
CUL1-C     839 AUUCAUGUCCAGAUUAUAUGCUGAAAGCCGAGGAGUGCUUGAAACGGGAGAAGGAUAGGG     898
CUL1-E     821 AUUCUUGUCCGGAUUAUAUGUUGAAGGCUGAGGAGUGCUUGAAGAAAGAGAAGGAUAGAG     880
CUL1-G     749 AUUCCUGUCCAGAUUAUAUGCUAAAAGCAGAGGAGUGCUUGAAAAAAGAGAAAGAUAGGG     808

CUL1-P     883 UGUCUCAUUAUCUACACUCUAGCACUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUCAGG     942
CUL1-B     799 UUUCUCAUUAUCUGCACUCUAGCAGUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUCAGG     858
CUL1-C     899 UCGCCCAUUAUCUCCAUUCAAGCAGUGAGACAAAGUUGCUUGAGAAAGUACAACAUGAGU     958
CUL1-E     881 UUUCUCAUUAUCUCCACGUUAGUAGUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUGAAU     940
CUL1-G     809 UGUCUCAUUAUUUACACUCUAGUAGCGAGGAAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUGAAU     868

CUL1-P     943 UAUUGGUUGCAUAUACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAGGAUUCUGGAUGUCGAGCUUUGC    1002
CUL1-B     859 UAUUGGUUGCAUACACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAAGAUUCUGGAUGUCGAGCUUUGC     918
CUL1-C     959 UGUUGUCUGUGUAUGCCACUCAACUGCUUGAGAAGGAGCACUCUGGGUGCCRUGCAUUAC    1018
CUL1-E     941 UAUUGGUUGUAUAUACCAAUCAGUUACUUGAGAAGGAGCAUUCUGGAUGCCGAGCUUUAC    1000
CUL1-G     869 UAUUGGUUGUACAUACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAGAAUUCUGGAUGCCGAGUUUUGC     928

CUL1-P    1003 UUAGAGAUGAGAAGGGUGAGGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGGCUAUUCCACAAAAUUCCUA    1062
CUL1-B     919 UUAGAGAUGAGAAGGUUGAUGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGGCUAUUCCACAAAAUUCCUA     978
CUL1-C    1019 UAAGAGAUGAUAAGGUUGAAGAUUUAUCAAGGAUGUAUAGGCUCUUUUCCAAGAUUCCUC    1078
CUL1-E    1001 UUAGAGAUGAUAAGGUAGAGGAUUUAUCUCGGAUGUAUAGGCUAUUCCACAGAAUUCCAA    1060
CUL1-G     929 UUAGAGAUGAUAAGGUGGUGGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGAUUAUUCCACAGAAUCCCUA     988

CUL1-P    1063 AAGGGUUGGAACUUGUAGCAGAGAUGUUUAAGCAGCAUGUUGCUGCUGAAGGCAUGGUCC    1122
CUL1-B     979 AAGGGUUGGAACUAGUAGCAGAAAUGUUUAAGCAGCAUGUUGCUGCUGAAGGCAUGGUCU    1038
CUL1-C    1079 GAGGCUUAGACCCUGUGGCUAAUAUAUUUAAACAGCAUGUUACUGCCGAAGGUACAGCAU    1138
CUL1-E    1061 AGGGAUUGGAACCGGUUGCUAAUAUGUUUAAACAGCAUGUCACUGCUGAAGGCAUGGUCU    1120
CUL1-G     989 AAGGGCUGGAGCCUGUUGCAAAGAUGUUUAAGCAGCAUGUCACUGCUGAAGGCAUGGUCU    1048

CUL1-P    1123 UGGUGGAACAGGCUGCAGAUGCAGCAAAUAACAA---GGCCGAAA------AUUCAGGUG    1173
CUL1-B    1039 UGGUGCAACAGGCUGCAGAGGCAGCAAAUAACAA---GGCCGAAA------GCUUGGGUG    1089
CUL1-C    1139 UGGUAAAACAGGCUGAAGAUGCUGCAAGCAACAAAAAGGCAGAAAAGAGAGAUGUGGUUG    1198
CUL1-E    1121 UGGUGCAACAGGCUGAAGAAACAGCAAGUAAUAA---GGCUGAAA------GUUCGGGUG    1171
CUL1-G    1049 UGGUGCAACAAGCUGAAGACUCAGCAAGUAACAA---GGCCGGAA------UUUCCAGUG    1099

CUL1-P    1174 GUUCACAUGAGCAGGACUUUGUCAAGAAGGCGUUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGUGU    1233
CUL1-B    1090 GUUCACAUGAGCAGGACUUUGUCAAAAACGCAUUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGUGU    1149
CUL1-C    1199 GUUUGCAGGAGCAGGUUUUUGUACGGAAAGUCAUUGAGCUUCAUGAUAAAUACUUGGCAU    1258
CUL1-E    1172 GUUCAGGGGAGCAGGUCUUUGUUAGAAAGUUGAUUGAGCUUCACGACAAGUAUAUGGCUU    1231
CUL1-G    1100 GUUCACAGGAGCAGGUCUUUAUUAGGAAGGUUAUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGCUU    1159

CUL1-P    1234 AUGUGAAAAACUGUUUUGCUGAUAACUCUAUCUUUCACAAGGCUCUGAAAGAGGCAUUCG    1293
CUL1-B    1150 UUGUGAAAAACUGUUUUGCUGAUAACUCUACAUUUCACAAGGCUCUGAAAGAGGCAUUUG    1209
CUL1-C    1259 AUGUGAAUAAUUGUUUCCAGAACCACACACUUUUUCACAAGGCACUUAAAGAGGCUUUUG    1318
CUL1-E    1232 AUGUUACAGACUGUUUUACCAAUAACUCUCUCUUUCAUAAGGCCCUCAAGGAGGCAUUUG    1291
CUL1-G    1160 AUGUGAUCGACUGUUUCGCAAAUAACUCCCUCUUUCACAAGGCUUUGAAAGAGGCAUUUG    1219

CUL1-P    1294 AGAUUUUCUGUAACAGAAGUGUUGCUGGCUCUUCAACUGCAGAGCUCCUUGCUUCUUAUU    1353
CUL1-B    1210 AGGUCUUCUGUAACAAAAGUGUUGCUGGCUCUUCAACUGCCGAGCUUCUUGCUUCUUAUU    1269
CUL1-C    1319 AGGUUUUUUGCAACAAAGGCGUUGCUGGUAGCUCAAGCGCUGAACUUCUUGCCACAUUCU    1378
CUL1-E    1292 AGGUCUUCUGUAAUAAGACUGUCUCUGGCUGUUCAAGUGCAGAACUCCUUGCUUCUUAUU    1351
CUL1-G    1220 AGGUCUUCUGUAACAAAACUGUUGCUGGCUCGUCUAGUGCAGAGCUCCUCGCUUCUUAUU    1279

CUL1-P    1354 GUGAUAAUACCCUUAAGAAGGGUGGGAGCGAACAACUGAGUGAUGAUAUUAUUGAGGAUA    1413
CUL1-B    1270 GUGAUAAUACCCUUAAGAAGGGUGGGAGUGAACAACUAAGUGACGAUGUUUUUGAGGAUA    1329
CUL1-C    1379 GCGACAACAUUCUCAAAAAAGGUGGAAGUGAGAAGUUGAGUGAUGAAGCCAUUGAAGACA    1438
CUL1-E    1352 GUGAUAAUAUCCUUAAGAAAGGUGGGAGUGAAAAACUGAGUGAUGACGCAAUUGAGGAGA    1411
CUL1-G    1280 GUGAUAACAUCCUUAAGAAGGGUGGGAGUGAAAAACUCAGCGAUGAUGCCAUUGAGGAAA    1339

CUL1-P    1414 CAUUGGACAAGGCGGUCAAGCUUGUUACAUACAUCAGUGACAAAGAUGUUUUUGCUGAGU    1473
CUL1-B    1330 CAUUGGACAAGGCGGUCAAGCUUGUUACAUACAUCAGUGAAAAAGAUGUUUUUGCAGAGU    1389
CUL1-C    1439 CGCUGGAAAAGGUUGUAAAGCUCUUAGCAUAUAUUAGUGAUAAGGACUUGUUUGCAGAAU    1498
CUL1-E    1412 CCUUGGAUAAGGUGGUCAAGCUUCUAGCAUACAUCAGUGACAAAGAUCUCUUUGCGGAGU    1471
CUL1-G    1340 CAUUGGAUAAGGUGGUUAAGCUUCUAGCAUACAUCAGCGACAAAGACCUGUUUGCUGAGU    1399

CUL1-P    1474 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGCCGAUUGCUUUUUGAUAGAAGUGCAAAUGAAGACCAUG    1533
CUL1-B    1390 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGCCGAUUGCUUUUUGAUAGAAGUGCCAAUGAAGACCAUG    1449
CUL1-C    1499 UUUAUAGAAAAAAGCUAGCCCGGCGGUUGUUAUUUGAUAAGAGUGCCAAUGAUGAACAUG    1558
CUL1-E    1472 UUUACAGGAAGAAGCUUUCUCGUAGAUUGCUUUUUGAUAAAAGUGCCAAUGAUGACCACG    1531
CUL1-G    1400 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGGCGAUUGCUCUUUGAUAAAAGUGGCAACGAUGACCAUG    1459

CUL1-P    1534 AAAGGCUUAUCUUAUCAAAGCUAAAGCAGCAGUGUGGUGGACAAUUUACAUCCAAGAUGG    1593
CUL1-B    1450 AAAGGCUUAUCUUAUCAAAGCUAAAGCAGCAGUGUGGUGGACAAUUUACUUCCAAGAUGG    1509
CUL1-C    1559 AGAGAAGCAUCUUGACAAAAUUGAAGCAGCAGUGUGGAGGCCAGUUCACAUCAAAGAUGG    1618
CUL1-E    1532 AAAGGCUUAUCUUAACAAAGCUGAAGCAACAGUGUGGUGGACAGUUUACGUCAAAGAUGG    1591
CUL1-G    1460 AAAGGCUGAUCUUAACAAAGUUAAAGCAGCAGUGCGGUGGACAGUUCACGUCAAAGAUGG    1519

CUL1-P    1594 AGGGAAUGGUGACAGACUUGUCGUUGGUGAAGGAAAACCAGAACCACUUUCAGGAAUAUC    1653
CUL1-B    1510 AGGGAAUGGUGACAGACUUGUCACUGAUGAAGGAAAAUCAGAACCACUUUCAGGAGUAUC    1569
CUL1-C    1619 AGGGAAUGGUCACUGAUUUGACUUUGGCAAGGGAAAAUCAAGCCAGCUUUGAGAAGUAUC    1678
CUL1-E    1592 AAGGAAUGGUGACAGACUUGACAUUGGCAAGGGAAAAUCAGAACCACUUUCAAGAAUAUC    1651
CUL1-G    1520 AGGGAAUGGUGACAGACUUGACGUUGGCCAAGGAAAAUCAGAAUCACUUUCAGGAAUAUC    1579

CUL1-P    1654 UCAGCAACAACCCAGCAGCGAAUCCUGGAAUCGAUAUGACUGUGACCGUUCUUACAACUG    1713
CUL1-B    1570 UCAGCAACAACCCUGCAGCGAAUCCUGGAAUCGAUAUGACUGUGACCGUUCUUACUACUG    1629
CUL1-C    1679 UGAGCAACAAUCCUGUGGCAAAUCCAGGAAUUGACCUGACGGUGACUGUCUUGACUACUG    1738
CUL1-E    1652 UUAGCAACAACCCUGCAGCGAGUCCUGGAAUUGAUUUAACUGUUACAGUACUUACAACGG    1711
CUL1-G    1580 UCAGCAACAACCCAGCAGCUAGUCCUGGAAUUGAUUUGACUGUCACAGUUCUUACAACUG    1639

CUL1-P    1714 GGUUCUGGCCUAGUUACAAAUCUUGUGAUCUAAGUCUCCCUGUGGAAAUGGCAAAGGGCG    1773
CUL1-B    1630 GGUUCUGGCCUAGUUAUAAAUCUUGUGAUCUGAGUCUCCCUGUGGAAAUGGCAAAGGGUG    1689
CUL1-C    1739 GCUUCUGGCCUAGCUACAAGUCUUUUGAUCUCAACCUCCCAGCAGAGAUGGUUAGGUGUG    1798
CUL1-E    1712 GGUUCUGGCCAAGUUAUAAAUCUUCUGAUCUGAGUCUACCUUUGGAAAUGGUAAAGUGUG    1771
CUL1-G    1640 GGUUUUGGCCUAGUUAUAAAUCUUCUGAUCUGAGGCUCCCAAUGGAAAUGGUGAAGUGUG    1699

CUL1-P    1774 UAGAAGCCUUCAAGGAAUUUUAUCAGAAAAAAACAAAACACAGGAAACUGACAUGGAUAU    1833
CUL1-B    1690 UAGAAGCCUUCAAGGAAUUUUAUCAGAGAAAAACAAAGCAUAGGAAAUUGACAUGGAUAU    1749
CUL1-C    1799 UUGAAGUAUUCAAGGAGUUCUAUCAAACAAAAACGAAGCAUAGGAAACUCACGUGGAUAU    1858
CUL1-E    1772 UGGAAGUCUUCAAGGAAUUCUAUCAGACAAAAACAAAACACAGGAAACUGACAUGGAUUU    1831
CUL1-G    1700 UAGAAGUCUUCAAGGAAUUUUAUCAGACAAAGACAAAACACAGGAAAUUGACGUGGAUUU    1759

CUL1-P    1834 AUUCAUUGGGUCAAUGUAACCUUAACGGGAAGUUUGAGCAGAAGACAAUUGAACUAAUUA    1893
CUL1-B    1750 AUUCAUUGGGUCAAUGUAACCUUAACGGGAAGUUUGAGCAGAAGACUAUUGAACUUAUUA    1809
CUL1-C    1859 ACUCUUUGGGCACUUGCAACAUAAAUGGAAAAUUUGAUCCAAAAACUAUUGAGCUCGUUG    1918
CUL1-E    1832 AUUCAUUGGGUACAUGUAACAUCAAUGGGAAGUUUCAGCCUAAAACCAUUGAACUGAUUG    1891
CUL1-G    1760 AUUCAUUGGGUACAUGUCACAUCAAUGGCAAGUUUGAACCUAAAACUAUCGAACUGGUUC    1819

CUL1-P    1894 UGGGAACUUAUCAGGCUGCUGCUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCUGAUAGAUGGAGUUACU    1953
CUL1-B    1810 UGGGCACUUAUCAGGCUGCUGCUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCUGAUAGAUGGAGUUACU    1869
CUL1-C    1919 UCACUACUUAUCAGGCUUCUGCUCUGUUGCUAUUUAACGCAUCAGAUAGGUUGAGUUAUC    1978
CUL1-E    1892 UGGGAACUUAUCAGGCCGCGGCUCUUUUACUGUUUAAUGCUUCAGAUCGAUUGAGUUACU    1951
CUL1-G    1820 UGGGAACUUAUCAGGCUGCUGUUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCAGAUAGAUUGAGUUACU    1879

CUL1-P    1954 CAGACAUCAAGAGUGAGUUAAACUUGGGCGAUGAUGAUUUGGUUAGAGUGCUCUCAUCCG    2013
CUL1-B    1870 GGGACAUCAAGAGUCAGUUAAAUUUGGGCGACGAUGACUUGGUCAGAGUGCUCUCAUCCG    1929
CUL1-C    1979 AGGAAAUCAUGGCACAAUUGAACCUGUCAGAUGAUGAUGUUGUUAGGCUGCUUCAUUCUC    2038
CUL1-E    1952 CAGAAAUCAAGAGUCAGUUAAAUUUGGCUGAUGAUGACUUGAUCAGAUUGCUUCAAUCCC    2011
CUL1-G    1880 CAGAUAUCAAAAGUCAGUUAAAUUUGGCAGAUGAUGACUUGGUCCGAUUGCUUCAAUCCC    1939

CUL1-P    2014 UAUCAUGCGCCAAGUACAAGAUUCUUAACAAGGAGCCCAGCAAUAGAACUGUUUCAUCAA    2073
CUL1-B    1930 UAUCAUGUGCCAAGUACAAGAUUCUUAACAAGGAGCCCAGCAAUAGAACUGUUUCAUCAA    1989
CUL1-C    2039 UUUCAUGUGCAAAGUAUAAGAUUCUCAACAAGGAGCCAAGCACCAAGACAAUUUCUCAGA    2098
CUL1-E    2012 UUUCAUGUGCCAAGUAUAAAAUUUUGACAAAGGAGCCUGCCAGUAGAACUGUUUCGUCAU    2071
CUL1-G    1940 UGUCAUGUGCCAAGUAUAAAAUUCUGACUAAAGAUCCUAGCAAUAGAACUGUUUCGUCAA    1999

CUL1-P    2074 CUGAUCAUUUUGAGUUUAACUCCGAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUUCGGGUCCCUU    2133
CUL1-B    1990 CUGAUCAUUUUGAGUUUAACUCCGAGUUCACGGACAAAAUGAGGAGGAUCCGGGUCCCUU    2049
CUL1-C    2099 CUGAUGUCUUUGAGUUCAAUUCAAAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUCAAGAUACCUC    2158
CUL1-E    2072 CUGAUCAUUUUGAGUUCAACUCCAAGUUCACGGACAGGAUGAGAAGGAUUAGGGUCCCUU    2131
CUL1-G    2000 CUGAUCAUUUUGAGUUCAACUCCAAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUUAGGGUCCCUU    2059

CUL1-P    2134 UGCCUCCUGUGGAUGAAAGGAAAAAAUUGGUUGAGGAAGUUGGAAAGGAUAGACGAUAUG    2193
CUL1-B    2050 UGCCUCCUGUGGAUGAGCGGAAAAAAUUGGUUGAGGAAGUUGGCAAGGAUAGACGAUAUG    2109
CUL1-C    2159 UUCCUCCUGUGGAUGAGAAGAAAAAGGUAAUUGAAGAUGUUGACAAGGAUAGACGAUAUG    2218
CUL1-E    2132 UGCCUCCUGUGGAUGAAAGGAAAAAGGUGGUUGAGGAUGUAGACAAAGAUAGACGUUAUG    2191
CUL1-G    2060 UGCCUCCUGUAGAUGAAAGGAAAAAAGUGGUUGAGGAUGUUGACAAGGACAGAAGAUAUG    2119

CUL1-P    2194 CAAUUGAUGCAUGUCUUGUGCGUAUAAUGAAGGCCAAGAAAGUUCUAACUCAUCAACAGC    2253
CUL1-B    2110 CAAUUGAUGCAUGUCUAGUGCGUAUAAUGAAGGCCAAGAAAGUUCUAACUCAUCAACAGC    2169
CUL1-C    2219 CUAUAGAUGCUUCAAUUGUUCGUAUUAUGAAGAGUCGUAAAGUAUUGGGCUACCAGCAAC    2278
CUL1-E    2192 CAAUUGAUGCUUGUAUUGUCCGCAUUAUGAAGAGUCGCAAAGUUCUACCUCAUCAACAGC    2251
CUL1-G    2120 CAAUGGAUGCCUGUAUUGUGCGCAUAAUGAAGAGUCGUAAGGUGCUUCCUCAUCAGCAGC    2179

CUL1-P    2254 UAAUUCUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCAAAAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCAAUCA    2313
CUL1-B    2170 UAAUUUUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCAAAAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCAAUCA    2229
CUL1-C    2279 UAGUCAUGGAGUGCGUUGAACAGUUGGGACGCAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCUAUCA    2338
CUL1-E    2252 UAGUUCUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCCGGAUGUUUAAGCCUGAUUUCAAAGCAAUAA    2311
CUL1-G    2180 UCGUGUUGGAGUGUGUUGAGCAAUUGAGCCGCUUGUUUAAGCCUGAUUUCAAAGAAAUCA    2239

CUL1-P    2314 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACCAGAGACUACUUGGAAAGAGACCUGGAGAACACGA    2373
CUL1-B    2230 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACUCGAGACUACCUGGAAAGAGACCGGGAGAAUACAA    2289
CUL1-C    2339 AGAAGAGAAUUGAAGAUUUGAUAACUAGAGAUUACUUAGAGAGAGACAAAGAUAACCCAA    2398
CUL1-E    2312 AAAAGCGAAUUGAAGAUCUCAUCACCCGAGAUUACUUGGAAAGAGACAAAGAGAACCCGA    2371
CUL1-G    2240 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACUAGGGAAUACUUGGAAAGAGACCAAGAGAACCCCA    2299

CUL1-P    2374 ACACAUACAAGUACAUCGCUUGAGG----CACUUAUCUAAUACCUGAAGGACGUACAUUG    2429
CUL1-B    2290 ACACAUACAAGUACAUUGCUUGAGGGCAGCACUGAUCUAAUACCUGGAACACAUAGACUG    2349
CUL1-C    2399 ACUUGUUCAAGUACUUGGCAUGAUAUGCUCUUAUCAUUGUGAAAUGAGUGAUGUUUGUGU    2458
CUL1-E    2372 ACUUGUUUAAGUACUUAGCCUGAUG----CAAUGGCAUGAUACCCUGCAGAAAGUUUAUU    2427
CUL1-G    2300 ACGUAUUCAAGUACUUGGCCUGAGG----CAAUGAGCU-AUUCCUGGCACU---------    2345

CUL1-P    2430 AC--UGCCCUUUGACACUACAUUGAAUAAGUACGGUUACAGUUUCUUGCUUGUGGCUUUA    2487
CUL1-B    2350 CCCUUGACGCUAUAUACAAUAUUGAAUAAGU---GUUGCUCUCUCUUGGUUGUGGCUUAA    2406
CUL1-C    2459 AUGGACUUCUGCAGUCGAGUUGGGAGAAGUAACAUACCGUCCAAGUUGAAGUCGGACUUC    2518
CUL1-E    2428 GUAUUUUGCACAUUUCAUUGAGUACAGCUGGUUAUUGCUUUCAACUUAAUAGGAUAUUGU    2487
CUL1-G    2346 ---------ACAUCGAAGUGAGUACAGAUGGAUUUUGAUUGUUAGUGAA--GGACAAUAC    2394

CUL1-P    2488 UAGUUGGAU----AGUGAGUCAAAAGAUUUGUUAGUCCCAUAAGGCAAAUUGUUUGGAGU    2543
CUL1-B    2407 UAGUUGAAUGUAGGGUGCAUCAAAAGAGUCGUUAGUCCCACAAGGCAAAUUGUUUGGAGC    2466
CUL1-C    2519 CAUAAAUCCUGCCUUCCUGGACCUUAAUGCCCAUCAGGAGCGUGAAACUUUUUGUACAAG    2578
CUL1-E    2488 AGCAGACAAUUUUUUGACUUUGCCU----AUGAAUAGGCAACUUGUGCAGUUCUUAGA-U    2542
CUL1-G    2395 CAAACAUAUUUUUGUGACCUUGUCUGAGUAGGCAAAAGCAACUUGUGCAGUUAUUAGAAU    2454

CUL1-P    2544 UUCAGGUUGACAAUUUUUUCACCUUGCCUACGAGUAGGAAAAUUUUGCAGUUCUAAAUAU    2603
CUL1-B    2467 UUCAGGUUGACAAU-----------------GAGUAGGAAUAUUUUCUAGUUUUAGAUAU    2509
CUL1-C    2579 GCUAAGAUCCCAGGAAAAAAGUAGAAUUGCCUCGGAUACUUUAGAUGAGAUAUGCCUUCG    2638
CUL1-E    2543 AUAACCACCUAUGUUCAAGUAAGUUUGGCGGAUGGUUAAAAUCUGUACUUCGUGCAGCCA    2602
CUL1-G    2455 AGCACCACCUUUUUUUCAG-AAGCA-GGUGGUACUUGAAUUUCUCGCAGUAUAUAAGAUA    2512

CUL1-P    2604 CAGCGCAACUUUUAAGAAGCUAGUAUAUGAUCCAUACUUGCAAUCCUUGCAGUAUAAAAA    2663
CUL1-B    2510 -------ACU----AGAAGUUA--AUAUGAUCCAUAAUUGCAACCCUCUCAACAGUAAAA    2556
CUL1-C    2639 UCCAAGCUUAUAUGGUCACUUGCUCUAUUCUGUGUUUUGCCCGCUACCUGUCUGAGUUUG    2698
CUL1-E    2603 UACAUCGGGCAAUGCACUAUUCAUUCCCUUGUGUUCUGAUAUGUUGCUUAAAUGAAGUUC    2662
CUL1-G    2513 CACAUAUAGCCGUGCACUUUAUAU--CAUUG-GAUCUGUCACUUAGAAUGA-UGCAUCUU    2568

CUL1-P    2664 AAA---------------------------------------------------------    2666
CUL1-B    2557 AUUUCUAGUAUUCCUGUGUAUUCCCUGUGUUCUUAUCUGUGGAAUGAAGAUCUUUAGAAC    2616
CUL1-C    2699 AGUAAAUGUAAUAUUCCUGCAAAAACUUUACCCUCUCUGGAUUCAGCACAAUGAUGAUAU    2758
CUL1-E    2663 UGUAAAUCGUGUAAAAAAAAAAA-------------------------------------    2685
CUL1-G    2569 UGUGUAGAUAUUAAAAAAAAA---------------------------------------    2589

CUL1-P    2666 ------------------------------------------------------------    2666
CUL1-B    2617 AAAAAAAAAAAAA-----------------------------------------------    2629
CUL1-C    2759 CUUUCUAGUUCAUGUCUGCAUAUUUACUUAAUCUGGCCUUUGUAAAUUGACUUGACCCUG    2818
CUL1-E    2685 ------------------------------------------------------------    2685
CUL1-G    2589 ------------------------------------------------------------    2589

CUL1-P    2666 -----------                                                     2666
CUL1-B    2629 -----------                                                     2629
CUL1-C    2819 GUCCUUGUGGG                                                     2829
CUL1-E    2685 -----------                                                     2685
CUL1-G    2589 -----------                                                     2589

CUL1-P       1                                                                    1
CUL1-B       1                                                                   60
CUL1-C       1                                                                   49
CUL1-E       1                                                                    1
CUL1-G       0                                                                    0

 CUL1-P  5’…�
CUL1-B  5’…�
CUL1-C  5’…�
CUL1-E  5’…�
CUL1-G  5’…�

…3’�
…3’�
…3’�
…3’�
…3’�

amiCUL1-G      3’…UUCACUCAUGUCUACCUAAA…5’ 

[GENETYX-MAC: Multiple-Alignment]
Date        : 2015.01.09

CUL1-P       1 ----------AGAAAUGAAAGCCGUUAAGUUGGUUACCGUCUAAACAAAAUGGUGACAAG      50
CUL1-B       1 ------------------------------------------------------------       1
CUL1-C       1 GAGAGAUUCACAUCUCGCCCGAUUCUCUCCUUCUCAUAAAAAAAAAUGGUUUUUCUCAUC      60
CUL1-E       1 -----------AACCGCCUCAUUUGCUACCCCUUUUUAUUCUCUAUAAUAAUAAUAAUAA      49
CUL1-G       1 ------------------------------------------------------------       1

CUL1-P      51 AAAAGAAUACAAGGAACUCCACAUGUUGUCCGACAGAAUAGCGCCAUCAUUUCAUCUGAA     110
CUL1-B       1 -----------------------------------AUCUCCAUUGUUGUAAUAUUCUGAG      25
CUL1-C      61 UCCGUCUCGUGCCCUCAUCGGCUCCAUUAAACUCUCCGAUCACUUUUCCGACAAAAUCUC     120
CUL1-E      50 UAAUAAUAAUAAUAAUAAUAAUUAGAUUUUGGGGAUAUUUUCUCUCCUUUGUCUCAUUGA     109
CUL1-G       1 -------------------------CUCCCUCUCCCGCUUCCUCUCUUUUUU-UCUUUCU      34

CUL1-P     111 AUCAUACAUACA-CUCUUACGUGUUGUUCAUUGA----UCGUAUUUACACAAGUAUUUUU     165
CUL1-B      26 CA-AUCCAUUCAUCUGCUACAGUUAGCUCCAAGACAAAUCGUGUUAACAAAAGU---UCU      81
CUL1-C     121 CGGUAACUUCUUAGGUGUUUGGAAUUCGAGUAAGGUUUCUUUCUGUUGAAGUGCGAAGAU     180
CUL1-E     110 UC-CACAAUCGAUUCAUCAAUUGAUCCUUUUUUCUCUGG--UAGCGACAAAACAGUGUUU     166
CUL1-G      35 UCUCUUUGGUGAUUUUCCUCUCAAUCGCCAGCCCUCUAGAUUGUGGUCAAACUAGUGCCA      94

CUL1-P     166 CCAAGAUGGCGGAGGAAGCAGAGGAGAAGAUAAUCGAGUUGGAGGAAGGAAUGGAGUGUG     225
CUL1-B      82 CCAAGAUGGCGGAGGAGACUGAGGAGAAGAAGAUCGAGUUGGAGGAAGGAAUGGAGUGUG     141
CUL1-C     181 AUUGAAAUAACAAUGAACCAGCGCAGCACA--AUUGAUUUGGAUCAGGGAUGGGAAUUCA     238
CUL1-E     167 CCGAGAUGGCG-AUGAGUCAGAUGA--AGAUUAUCGAGUUAGAGGAAGGAUGGGAUUUUA     223
CUL1-G      95 GAGGGAUGACG-AUCAAACAAAUGA--AUAAUAUUGAGCUGCAGGAUGGAUGGGCAUUCA     151

CUL1-P     226 UGGAGAAGGGACUUGGUAAGUUAAAAAUAAUUGUAGAAGGAGAGCCAGAGUCA---UUCA     282
CUL1-B     142 UGCAGAAGGGACUUAGUAAGUUAAAAAUAAUCAUACAAGGGCAGCCAGAGUCA---UUCA     198
CUL1-C     239 UGCAAAGAGGGAUUACAAAGCUGAAGAACAUUCUAGAAGGGCUGCCUGAGCCACAGUUCA     298
CUL1-E     224 UGCAGAAAGGAAUCACAAAAUUGAAGAAAAUUUUGGAAGGACAACAAUAUUCU---UUCA     280
CUL1-G     152 UGCAGAAAGGAGUCACAAAAUUGAAGAAAAUCUUAGAAGGGAGUUCAGAGUCA---UUCA     208

CUL1-P     283 CCGCUGACGAGUACGUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUAACAUGUGUACGCAGAAAGCCC     342
CUL1-B     199 CCGCAGAGGAGUAUGUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUAACAUGUGUACCCAGAAAGCCC     258
CUL1-C     299 GCUCAGAGGACUAUAUGAUGCUGUAUACGACCAUAUAUAACAUGUGUACUCAGAAGCCAC     358
CUL1-E     281 GCUCUGAAGAGUACAUGAUGCUCUAUACAACUAUCUAUAAUAUGUGUACACAGAAACCUC     340
CUL1-G     209 GCUCUGAAGAGUACAUGAUGCUCUACACCACUAUCUAUGACAUGUGUACUCAGAAGCCCC     268

CUL1-P     343 CUCAUGAUUACUCUGAGCAACUAUAUGAUAAGUACAGGGAAGCAGUUGAAGAUUACAUCA     402
CUL1-B     259 CUCAUGAUUAUUCUCAACAACUCUAUGAUAAGUACCAGGAAGCAGUUGAAGAUUACAUCA     318
CUL1-C     359 CACAUGAUUACUCUCAACAACUGUAUGACAAAUAUCGUGAAGCUUUUGAAGAAUAUAUCA     418
CUL1-E     341 CUCAUGAUUACUCUCAGCAGCUGUAUGAGAAAUACAAGGAAGCAUUUGAAGAGUACAUCA     400
CUL1-G     269 CUCAUGAUCACUCUCAGCAGCUAUAUGACAAAUACAAGGGAGCUUUUGAAGAAUACAUCA     328

CUL1-P     403 AUACUAUUGUUUUGCCUUCUUUGAAAAAGAAGCAUGAUGAAUUUAUGUUGAAGGAGCUUG     462
CUL1-B     319 CUACUAUUGUACUGCCUUCUUUGAAAAAGAAGCACGAUGAAUUUAUGCUGAAGGAGCUUG     378
CUL1-C     419 CAGCAACGGUAUUGCCUUCUUUAAGAGAAAAACAUGAUGAGUUCAUGUUGCGAGAGCUAG     478
CUL1-E     401 AUUCUACGGUUCUGCCUUCAUUAAGAGAGAAGCAUGAUGAGUUUAUGUUGAGGGAGUUCG     460
CUL1-G     329 AUUCUACAGUUCUGUCUUCCAUCAGAGAGAAGCACGAUGAGUUUAUGCUGAGGGAGUUUG     388

CUL1-P     463 AGAAAAGAUGGGCAUCUCAUAAACUUAUGGUCAAGUGGCUUUUAAAGUUCUUCCAUUAUC     522
CUL1-B     379 AGAAAAGAUGGACAUCUCAUAAACUUAUGGUCAAGUGGCUUUUAAAGUUCUUCCAUUAUC     438
CUL1-C     479 UAAAAAGGUGGUCAAACCAUAAGAUUAUGGUCAGAUGGUUGUCACGAUUCUUCCAUUAUC     538
CUL1-E     461 UGCAAAGAUGGGCAAACCAUAAGCUUAUGGUCAGGUGGCUCUCCCGGUUCUUCCAUUAUC     520
CUL1-G     389 UGAAAAGAUGGUUAAAUCAUAAAAUUAUGGUUAGGUGGCUUUCACGGUUCUUCAAUUAUC     448

CUL1-P     523 UCGACAAGUUUUUUAUCAAACGAGCCGAAGUCCCUGCACUUAAUGAAGUUGGUCUGACUU     582
CUL1-B     439 UUGAUCGGUUUUUUAUCAAACGAGCUGAAGUCCCUGCACUUAAUGAAGUUGGUUUGACUU     498
CUL1-C     539 UUGACCGUUAUUUCAUUGCCCGGAGAUCUCUGCCAGGGCUUAAUGAGGUCGGACUAACAU     598
CUL1-E     521 UCGACCGGUAUUUUAUUGCUCGAAGGUCGCUACCUGCACUUAAUGAAGUUGGUCUGACAU     580
CUL1-G     449 UUGACCGGUAUUUUAUCGCUCGAAGGACACUCCCUGCUCUUAAGGAAGUUGGUCUGAUGU     508

CUL1-P     583 GCUUUCGCGAUCUGGUUUAUCAAGAGGUGAAAGGUAAAGCUACAGAUGCUGUGAUAGCAC     642
CUL1-B     499 GCUUUCGCGAUCUGGUUUAUCAGGAGGUGAAAGGUAGAGCUACAGAUGCUGUGAUAGCAC     558
CUL1-C     599 GCUUCCGUGAUCAGGUCUACCAAGAGUUGAAUGGCAAAGUCAGGGAUGCUGUUAUAUCAU     658
CUL1-E     581 GCUUCCGCGAUCUGGUUUAUCAGGAGCUGAGAGGUAAAGCUAGAGAUGCAGUUAUUGUGU     640
CUL1-G     509 GUUUCCGUGAUCUGGUUUAUCAGGAGUUGAAGGUUAAAGGUAGAGAUGCAGUUAUAGCAC     568

CUL1-P     643 UGAUUGAUCAGGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGACAGAGCUUUAUUAAGGAAUGUGAUAA     702
CUL1-B     559 UGAUUGAUCAGGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGACAGAGCUUUAUUAAGGAAUGUGAUAA     618
CUL1-C     659 UGAUUGAUCAAGAGCGCGAGGGAGAGCAAAUUGACAGAGCUCUACUGAAGAAUGUGCUUG     718
CUL1-E     641 UGAUUGAUCAAGAACGUGAGGGUGAGCAGAUCGAUAGAGCUUUGUUGAAGAACGUGCUAG     700
CUL1-G     569 UGAUUGAUCUAGAACGUGAGGGUGAGCAGAUUGAUAGAGCUUUAUUGAAAAAUGUGCUAG     628

CUL1-P     703 ACUUGUUUAUUGAGAUGGGAAAAGGGAAGAUGGAGUAUUAUGUUAAUGACUUUGAAGAGG     762
CUL1-B     619 AUUUGUAUAUUGAGAUGGGAAAGGGGAAGAUGGAGUAUUAUGUUAAUGACUUUGAGGAGG     678
CUL1-C     719 AUAUAUUUGUUGAAAUUGGAAUGGGGCAAAUGGAUCAGUAUGAGAAUGACUUUGAAGCUU     778
CUL1-E     701 AUAUAUAUGUUGGAAUUGGAAUGGGGCAAAUGGAUUAUUAUGAGAAUGACUUUGAAGCUG     760
CUL1-G     629 AUAUAUUCGUUGAAAUUGGUAUGGGUCAGAUGGAUUACUAUGAAAAUGAUUUUGAGGAUG     688

CUL1-P     763 CCAUGCUUAGAGAUACUGCAGCUCAUUAUUCUCGAAAAGCUUCAAGCUGGAUUGUCGAAG     822
CUL1-B     679 CCAUGCUUAGAGAUUCUGCAGCUCAUUAUUCUCGGAAAGCUGCAAGCUGGAUUUUUGAAG     738
CUL1-C     779 CAAUGCUCAAGGACACAGCUGCUUAUUAUUCUCGCAAAGCUUCUAACUGGAUCCUAGAAG     838
CUL1-E     761 CAAUGCUUAAAGACACGGCAGCUUAUUAUUCUAGAAAAGCUUCAAGUUGGAUUGUGGAAG     820
CUL1-G     689 CCAUGCUUAAAGAUACUGCAGCUUUUUAUUCUCGAAAAGCUUCAAACUGGAUUAUGGAAG     748

CUL1-P     823 AUACUUGUCCAGAAUAUAUGCUUAAGGCAGAGGAGUGCUUAAUAAAAGAGAAGGAUAGAG     882
CUL1-B     739 AUUCUUGUCCAGAAUAUAUGCUUAAGGCAGAGGAGUGCUUGAAAAAAGAGAAGGAUAGAG     798
CUL1-C     839 AUUCAUGUCCAGAUUAUAUGCUGAAAGCCGAGGAGUGCUUGAAACGGGAGAAGGAUAGGG     898
CUL1-E     821 AUUCUUGUCCGGAUUAUAUGUUGAAGGCUGAGGAGUGCUUGAAGAAAGAGAAGGAUAGAG     880
CUL1-G     749 AUUCCUGUCCAGAUUAUAUGCUAAAAGCAGAGGAGUGCUUGAAAAAAGAGAAAGAUAGGG     808

CUL1-P     883 UGUCUCAUUAUCUACACUCUAGCACUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUCAGG     942
CUL1-B     799 UUUCUCAUUAUCUGCACUCUAGCAGUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUCAGG     858
CUL1-C     899 UCGCCCAUUAUCUCCAUUCAAGCAGUGAGACAAAGUUGCUUGAGAAAGUACAACAUGAGU     958
CUL1-E     881 UUUCUCAUUAUCUCCACGUUAGUAGUGAGACAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUGAAU     940
CUL1-G     809 UGUCUCAUUAUUUACACUCUAGUAGCGAGGAAAAACUUCUGGAGAAAGUGCAAAAUGAAU     868

CUL1-P     943 UAUUGGUUGCAUAUACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAGGAUUCUGGAUGUCGAGCUUUGC    1002
CUL1-B     859 UAUUGGUUGCAUACACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAAGAUUCUGGAUGUCGAGCUUUGC     918
CUL1-C     959 UGUUGUCUGUGUAUGCCACUCAACUGCUUGAGAAGGAGCACUCUGGGUGCCRUGCAUUAC    1018
CUL1-E     941 UAUUGGUUGUAUAUACCAAUCAGUUACUUGAGAAGGAGCAUUCUGGAUGCCGAGCUUUAC    1000
CUL1-G     869 UAUUGGUUGUACAUACCAAUCAAUUGCUUGAGAAGGAGAAUUCUGGAUGCCGAGUUUUGC     928

CUL1-P    1003 UUAGAGAUGAGAAGGGUGAGGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGGCUAUUCCACAAAAUUCCUA    1062
CUL1-B     919 UUAGAGAUGAGAAGGUUGAUGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGGCUAUUCCACAAAAUUCCUA     978
CUL1-C    1019 UAAGAGAUGAUAAGGUUGAAGAUUUAUCAAGGAUGUAUAGGCUCUUUUCCAAGAUUCCUC    1078
CUL1-E    1001 UUAGAGAUGAUAAGGUAGAGGAUUUAUCUCGGAUGUAUAGGCUAUUCCACAGAAUUCCAA    1060
CUL1-G     929 UUAGAGAUGAUAAGGUGGUGGAUUUAUCUCGAAUGUAUAGAUUAUUCCACAGAAUCCCUA     988

CUL1-P    1063 AAGGGUUGGAACUUGUAGCAGAGAUGUUUAAGCAGCAUGUUGCUGCUGAAGGCAUGGUCC    1122
CUL1-B     979 AAGGGUUGGAACUAGUAGCAGAAAUGUUUAAGCAGCAUGUUGCUGCUGAAGGCAUGGUCU    1038
CUL1-C    1079 GAGGCUUAGACCCUGUGGCUAAUAUAUUUAAACAGCAUGUUACUGCCGAAGGUACAGCAU    1138
CUL1-E    1061 AGGGAUUGGAACCGGUUGCUAAUAUGUUUAAACAGCAUGUCACUGCUGAAGGCAUGGUCU    1120
CUL1-G     989 AAGGGCUGGAGCCUGUUGCAAAGAUGUUUAAGCAGCAUGUCACUGCUGAAGGCAUGGUCU    1048

CUL1-P    1123 UGGUGGAACAGGCUGCAGAUGCAGCAAAUAACAA---GGCCGAAA------AUUCAGGUG    1173
CUL1-B    1039 UGGUGCAACAGGCUGCAGAGGCAGCAAAUAACAA---GGCCGAAA------GCUUGGGUG    1089
CUL1-C    1139 UGGUAAAACAGGCUGAAGAUGCUGCAAGCAACAAAAAGGCAGAAAAGAGAGAUGUGGUUG    1198
CUL1-E    1121 UGGUGCAACAGGCUGAAGAAACAGCAAGUAAUAA---GGCUGAAA------GUUCGGGUG    1171
CUL1-G    1049 UGGUGCAACAAGCUGAAGACUCAGCAAGUAACAA---GGCCGGAA------UUUCCAGUG    1099

CUL1-P    1174 GUUCACAUGAGCAGGACUUUGUCAAGAAGGCGUUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGUGU    1233
CUL1-B    1090 GUUCACAUGAGCAGGACUUUGUCAAAAACGCAUUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGUGU    1149
CUL1-C    1199 GUUUGCAGGAGCAGGUUUUUGUACGGAAAGUCAUUGAGCUUCAUGAUAAAUACUUGGCAU    1258
CUL1-E    1172 GUUCAGGGGAGCAGGUCUUUGUUAGAAAGUUGAUUGAGCUUCACGACAAGUAUAUGGCUU    1231
CUL1-G    1100 GUUCACAGGAGCAGGUCUUUAUUAGGAAGGUUAUUGAGCUGCAUGACAAGUAUAUGGCUU    1159

CUL1-P    1234 AUGUGAAAAACUGUUUUGCUGAUAACUCUAUCUUUCACAAGGCUCUGAAAGAGGCAUUCG    1293
CUL1-B    1150 UUGUGAAAAACUGUUUUGCUGAUAACUCUACAUUUCACAAGGCUCUGAAAGAGGCAUUUG    1209
CUL1-C    1259 AUGUGAAUAAUUGUUUCCAGAACCACACACUUUUUCACAAGGCACUUAAAGAGGCUUUUG    1318
CUL1-E    1232 AUGUUACAGACUGUUUUACCAAUAACUCUCUCUUUCAUAAGGCCCUCAAGGAGGCAUUUG    1291
CUL1-G    1160 AUGUGAUCGACUGUUUCGCAAAUAACUCCCUCUUUCACAAGGCUUUGAAAGAGGCAUUUG    1219

CUL1-P    1294 AGAUUUUCUGUAACAGAAGUGUUGCUGGCUCUUCAACUGCAGAGCUCCUUGCUUCUUAUU    1353
CUL1-B    1210 AGGUCUUCUGUAACAAAAGUGUUGCUGGCUCUUCAACUGCCGAGCUUCUUGCUUCUUAUU    1269
CUL1-C    1319 AGGUUUUUUGCAACAAAGGCGUUGCUGGUAGCUCAAGCGCUGAACUUCUUGCCACAUUCU    1378
CUL1-E    1292 AGGUCUUCUGUAAUAAGACUGUCUCUGGCUGUUCAAGUGCAGAACUCCUUGCUUCUUAUU    1351
CUL1-G    1220 AGGUCUUCUGUAACAAAACUGUUGCUGGCUCGUCUAGUGCAGAGCUCCUCGCUUCUUAUU    1279

CUL1-P    1354 GUGAUAAUACCCUUAAGAAGGGUGGGAGCGAACAACUGAGUGAUGAUAUUAUUGAGGAUA    1413
CUL1-B    1270 GUGAUAAUACCCUUAAGAAGGGUGGGAGUGAACAACUAAGUGACGAUGUUUUUGAGGAUA    1329
CUL1-C    1379 GCGACAACAUUCUCAAAAAAGGUGGAAGUGAGAAGUUGAGUGAUGAAGCCAUUGAAGACA    1438
CUL1-E    1352 GUGAUAAUAUCCUUAAGAAAGGUGGGAGUGAAAAACUGAGUGAUGACGCAAUUGAGGAGA    1411
CUL1-G    1280 GUGAUAACAUCCUUAAGAAGGGUGGGAGUGAAAAACUCAGCGAUGAUGCCAUUGAGGAAA    1339

CUL1-P    1414 CAUUGGACAAGGCGGUCAAGCUUGUUACAUACAUCAGUGACAAAGAUGUUUUUGCUGAGU    1473
CUL1-B    1330 CAUUGGACAAGGCGGUCAAGCUUGUUACAUACAUCAGUGAAAAAGAUGUUUUUGCAGAGU    1389
CUL1-C    1439 CGCUGGAAAAGGUUGUAAAGCUCUUAGCAUAUAUUAGUGAUAAGGACUUGUUUGCAGAAU    1498
CUL1-E    1412 CCUUGGAUAAGGUGGUCAAGCUUCUAGCAUACAUCAGUGACAAAGAUCUCUUUGCGGAGU    1471
CUL1-G    1340 CAUUGGAUAAGGUGGUUAAGCUUCUAGCAUACAUCAGCGACAAAGACCUGUUUGCUGAGU    1399

CUL1-P    1474 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGCCGAUUGCUUUUUGAUAGAAGUGCAAAUGAAGACCAUG    1533
CUL1-B    1390 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGCCGAUUGCUUUUUGAUAGAAGUGCCAAUGAAGACCAUG    1449
CUL1-C    1499 UUUAUAGAAAAAAGCUAGCCCGGCGGUUGUUAUUUGAUAAGAGUGCCAAUGAUGAACAUG    1558
CUL1-E    1472 UUUACAGGAAGAAGCUUUCUCGUAGAUUGCUUUUUGAUAAAAGUGCCAAUGAUGACCACG    1531
CUL1-G    1400 UCUACAGGAAGAAGCUUUCUCGGCGAUUGCUCUUUGAUAAAAGUGGCAACGAUGACCAUG    1459

CUL1-P    1534 AAAGGCUUAUCUUAUCAAAGCUAAAGCAGCAGUGUGGUGGACAAUUUACAUCCAAGAUGG    1593
CUL1-B    1450 AAAGGCUUAUCUUAUCAAAGCUAAAGCAGCAGUGUGGUGGACAAUUUACUUCCAAGAUGG    1509
CUL1-C    1559 AGAGAAGCAUCUUGACAAAAUUGAAGCAGCAGUGUGGAGGCCAGUUCACAUCAAAGAUGG    1618
CUL1-E    1532 AAAGGCUUAUCUUAACAAAGCUGAAGCAACAGUGUGGUGGACAGUUUACGUCAAAGAUGG    1591
CUL1-G    1460 AAAGGCUGAUCUUAACAAAGUUAAAGCAGCAGUGCGGUGGACAGUUCACGUCAAAGAUGG    1519

CUL1-P    1594 AGGGAAUGGUGACAGACUUGUCGUUGGUGAAGGAAAACCAGAACCACUUUCAGGAAUAUC    1653
CUL1-B    1510 AGGGAAUGGUGACAGACUUGUCACUGAUGAAGGAAAAUCAGAACCACUUUCAGGAGUAUC    1569
CUL1-C    1619 AGGGAAUGGUCACUGAUUUGACUUUGGCAAGGGAAAAUCAAGCCAGCUUUGAGAAGUAUC    1678
CUL1-E    1592 AAGGAAUGGUGACAGACUUGACAUUGGCAAGGGAAAAUCAGAACCACUUUCAAGAAUAUC    1651
CUL1-G    1520 AGGGAAUGGUGACAGACUUGACGUUGGCCAAGGAAAAUCAGAAUCACUUUCAGGAAUAUC    1579

CUL1-P    1654 UCAGCAACAACCCAGCAGCGAAUCCUGGAAUCGAUAUGACUGUGACCGUUCUUACAACUG    1713
CUL1-B    1570 UCAGCAACAACCCUGCAGCGAAUCCUGGAAUCGAUAUGACUGUGACCGUUCUUACUACUG    1629
CUL1-C    1679 UGAGCAACAAUCCUGUGGCAAAUCCAGGAAUUGACCUGACGGUGACUGUCUUGACUACUG    1738
CUL1-E    1652 UUAGCAACAACCCUGCAGCGAGUCCUGGAAUUGAUUUAACUGUUACAGUACUUACAACGG    1711
CUL1-G    1580 UCAGCAACAACCCAGCAGCUAGUCCUGGAAUUGAUUUGACUGUCACAGUUCUUACAACUG    1639

CUL1-P    1714 GGUUCUGGCCUAGUUACAAAUCUUGUGAUCUAAGUCUCCCUGUGGAAAUGGCAAAGGGCG    1773
CUL1-B    1630 GGUUCUGGCCUAGUUAUAAAUCUUGUGAUCUGAGUCUCCCUGUGGAAAUGGCAAAGGGUG    1689
CUL1-C    1739 GCUUCUGGCCUAGCUACAAGUCUUUUGAUCUCAACCUCCCAGCAGAGAUGGUUAGGUGUG    1798
CUL1-E    1712 GGUUCUGGCCAAGUUAUAAAUCUUCUGAUCUGAGUCUACCUUUGGAAAUGGUAAAGUGUG    1771
CUL1-G    1640 GGUUUUGGCCUAGUUAUAAAUCUUCUGAUCUGAGGCUCCCAAUGGAAAUGGUGAAGUGUG    1699

CUL1-P    1774 UAGAAGCCUUCAAGGAAUUUUAUCAGAAAAAAACAAAACACAGGAAACUGACAUGGAUAU    1833
CUL1-B    1690 UAGAAGCCUUCAAGGAAUUUUAUCAGAGAAAAACAAAGCAUAGGAAAUUGACAUGGAUAU    1749
CUL1-C    1799 UUGAAGUAUUCAAGGAGUUCUAUCAAACAAAAACGAAGCAUAGGAAACUCACGUGGAUAU    1858
CUL1-E    1772 UGGAAGUCUUCAAGGAAUUCUAUCAGACAAAAACAAAACACAGGAAACUGACAUGGAUUU    1831
CUL1-G    1700 UAGAAGUCUUCAAGGAAUUUUAUCAGACAAAGACAAAACACAGGAAAUUGACGUGGAUUU    1759

CUL1-P    1834 AUUCAUUGGGUCAAUGUAACCUUAACGGGAAGUUUGAGCAGAAGACAAUUGAACUAAUUA    1893
CUL1-B    1750 AUUCAUUGGGUCAAUGUAACCUUAACGGGAAGUUUGAGCAGAAGACUAUUGAACUUAUUA    1809
CUL1-C    1859 ACUCUUUGGGCACUUGCAACAUAAAUGGAAAAUUUGAUCCAAAAACUAUUGAGCUCGUUG    1918
CUL1-E    1832 AUUCAUUGGGUACAUGUAACAUCAAUGGGAAGUUUCAGCCUAAAACCAUUGAACUGAUUG    1891
CUL1-G    1760 AUUCAUUGGGUACAUGUCACAUCAAUGGCAAGUUUGAACCUAAAACUAUCGAACUGGUUC    1819

CUL1-P    1894 UGGGAACUUAUCAGGCUGCUGCUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCUGAUAGAUGGAGUUACU    1953
CUL1-B    1810 UGGGCACUUAUCAGGCUGCUGCUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCUGAUAGAUGGAGUUACU    1869
CUL1-C    1919 UCACUACUUAUCAGGCUUCUGCUCUGUUGCUAUUUAACGCAUCAGAUAGGUUGAGUUAUC    1978
CUL1-E    1892 UGGGAACUUAUCAGGCCGCGGCUCUUUUACUGUUUAAUGCUUCAGAUCGAUUGAGUUACU    1951
CUL1-G    1820 UGGGAACUUAUCAGGCUGCUGUUCUAUUACUGUUUAAUGCUUCAGAUAGAUUGAGUUACU    1879

CUL1-P    1954 CAGACAUCAAGAGUGAGUUAAACUUGGGCGAUGAUGAUUUGGUUAGAGUGCUCUCAUCCG    2013
CUL1-B    1870 GGGACAUCAAGAGUCAGUUAAAUUUGGGCGACGAUGACUUGGUCAGAGUGCUCUCAUCCG    1929
CUL1-C    1979 AGGAAAUCAUGGCACAAUUGAACCUGUCAGAUGAUGAUGUUGUUAGGCUGCUUCAUUCUC    2038
CUL1-E    1952 CAGAAAUCAAGAGUCAGUUAAAUUUGGCUGAUGAUGACUUGAUCAGAUUGCUUCAAUCCC    2011
CUL1-G    1880 CAGAUAUCAAAAGUCAGUUAAAUUUGGCAGAUGAUGACUUGGUCCGAUUGCUUCAAUCCC    1939

CUL1-P    2014 UAUCAUGCGCCAAGUACAAGAUUCUUAACAAGGAGCCCAGCAAUAGAACUGUUUCAUCAA    2073
CUL1-B    1930 UAUCAUGUGCCAAGUACAAGAUUCUUAACAAGGAGCCCAGCAAUAGAACUGUUUCAUCAA    1989
CUL1-C    2039 UUUCAUGUGCAAAGUAUAAGAUUCUCAACAAGGAGCCAAGCACCAAGACAAUUUCUCAGA    2098
CUL1-E    2012 UUUCAUGUGCCAAGUAUAAAAUUUUGACAAAGGAGCCUGCCAGUAGAACUGUUUCGUCAU    2071
CUL1-G    1940 UGUCAUGUGCCAAGUAUAAAAUUCUGACUAAAGAUCCUAGCAAUAGAACUGUUUCGUCAA    1999

CUL1-P    2074 CUGAUCAUUUUGAGUUUAACUCCGAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUUCGGGUCCCUU    2133
CUL1-B    1990 CUGAUCAUUUUGAGUUUAACUCCGAGUUCACGGACAAAAUGAGGAGGAUCCGGGUCCCUU    2049
CUL1-C    2099 CUGAUGUCUUUGAGUUCAAUUCAAAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUCAAGAUACCUC    2158
CUL1-E    2072 CUGAUCAUUUUGAGUUCAACUCCAAGUUCACGGACAGGAUGAGAAGGAUUAGGGUCCCUU    2131
CUL1-G    2000 CUGAUCAUUUUGAGUUCAACUCCAAGUUCACUGACAAAAUGAGGAGGAUUAGGGUCCCUU    2059

CUL1-P    2134 UGCCUCCUGUGGAUGAAAGGAAAAAAUUGGUUGAGGAAGUUGGAAAGGAUAGACGAUAUG    2193
CUL1-B    2050 UGCCUCCUGUGGAUGAGCGGAAAAAAUUGGUUGAGGAAGUUGGCAAGGAUAGACGAUAUG    2109
CUL1-C    2159 UUCCUCCUGUGGAUGAGAAGAAAAAGGUAAUUGAAGAUGUUGACAAGGAUAGACGAUAUG    2218
CUL1-E    2132 UGCCUCCUGUGGAUGAAAGGAAAAAGGUGGUUGAGGAUGUAGACAAAGAUAGACGUUAUG    2191
CUL1-G    2060 UGCCUCCUGUAGAUGAAAGGAAAAAAGUGGUUGAGGAUGUUGACAAGGACAGAAGAUAUG    2119

CUL1-P    2194 CAAUUGAUGCAUGUCUUGUGCGUAUAAUGAAGGCCAAGAAAGUUCUAACUCAUCAACAGC    2253
CUL1-B    2110 CAAUUGAUGCAUGUCUAGUGCGUAUAAUGAAGGCCAAGAAAGUUCUAACUCAUCAACAGC    2169
CUL1-C    2219 CUAUAGAUGCUUCAAUUGUUCGUAUUAUGAAGAGUCGUAAAGUAUUGGGCUACCAGCAAC    2278
CUL1-E    2192 CAAUUGAUGCUUGUAUUGUCCGCAUUAUGAAGAGUCGCAAAGUUCUACCUCAUCAACAGC    2251
CUL1-G    2120 CAAUGGAUGCCUGUAUUGUGCGCAUAAUGAAGAGUCGUAAGGUGCUUCCUCAUCAGCAGC    2179

CUL1-P    2254 UAAUUCUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCAAAAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCAAUCA    2313
CUL1-B    2170 UAAUUUUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCAAAAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCAAUCA    2229
CUL1-C    2279 UAGUCAUGGAGUGCGUUGAACAGUUGGGACGCAUGUUCAAGCCUGAUGUCAAAGCUAUCA    2338
CUL1-E    2252 UAGUUCUGGAGUGUGUUGAGCAGUUGAGCCGGAUGUUUAAGCCUGAUUUCAAAGCAAUAA    2311
CUL1-G    2180 UCGUGUUGGAGUGUGUUGAGCAAUUGAGCCGCUUGUUUAAGCCUGAUUUCAAAGAAAUCA    2239

CUL1-P    2314 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACCAGAGACUACUUGGAAAGAGACCUGGAGAACACGA    2373
CUL1-B    2230 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACUCGAGACUACCUGGAAAGAGACCGGGAGAAUACAA    2289
CUL1-C    2339 AGAAGAGAAUUGAAGAUUUGAUAACUAGAGAUUACUUAGAGAGAGACAAAGAUAACCCAA    2398
CUL1-E    2312 AAAAGCGAAUUGAAGAUCUCAUCACCCGAGAUUACUUGGAAAGAGACAAAGAGAACCCGA    2371
CUL1-G    2240 AAAAGCGGAUUGAAGAUCUUAUCACUAGGGAAUACUUGGAAAGAGACCAAGAGAACCCCA    2299

CUL1-P    2374 ACACAUACAAGUACAUCGCUUGAGG----CACUUAUCUAAUACCUGAAGGACGUACAUUG    2429
CUL1-B    2290 ACACAUACAAGUACAUUGCUUGAGGGCAGCACUGAUCUAAUACCUGGAACACAUAGACUG    2349
CUL1-C    2399 ACUUGUUCAAGUACUUGGCAUGAUAUGCUCUUAUCAUUGUGAAAUGAGUGAUGUUUGUGU    2458
CUL1-E    2372 ACUUGUUUAAGUACUUAGCCUGAUG----CAAUGGCAUGAUACCCUGCAGAAAGUUUAUU    2427
CUL1-G    2300 ACGUAUUCAAGUACUUGGCCUGAGG----CAAUGAGCU-AUUCCUGGCACU---------    2345

CUL1-P    2430 AC--UGCCCUUUGACACUACAUUGAAUAAGUACGGUUACAGUUUCUUGCUUGUGGCUUUA    2487
CUL1-B    2350 CCCUUGACGCUAUAUACAAUAUUGAAUAAGU---GUUGCUCUCUCUUGGUUGUGGCUUAA    2406
CUL1-C    2459 AUGGACUUCUGCAGUCGAGUUGGGAGAAGUAACAUACCGUCCAAGUUGAAGUCGGACUUC    2518
CUL1-E    2428 GUAUUUUGCACAUUUCAUUGAGUACAGCUGGUUAUUGCUUUCAACUUAAUAGGAUAUUGU    2487
CUL1-G    2346 ---------ACAUCGAAGUGAGUACAGAUGGAUUUUGAUUGUUAGUGAA--GGACAAUAC    2394

CUL1-P    2488 UAGUUGGAU----AGUGAGUCAAAAGAUUUGUUAGUCCCAUAAGGCAAAUUGUUUGGAGU    2543
CUL1-B    2407 UAGUUGAAUGUAGGGUGCAUCAAAAGAGUCGUUAGUCCCACAAGGCAAAUUGUUUGGAGC    2466
CUL1-C    2519 CAUAAAUCCUGCCUUCCUGGACCUUAAUGCCCAUCAGGAGCGUGAAACUUUUUGUACAAG    2578
CUL1-E    2488 AGCAGACAAUUUUUUGACUUUGCCU----AUGAAUAGGCAACUUGUGCAGUUCUUAGA-U    2542
CUL1-G    2395 CAAACAUAUUUUUGUGACCUUGUCUGAGUAGGCAAAAGCAACUUGUGCAGUUAUUAGAAU    2454

CUL1-P    2544 UUCAGGUUGACAAUUUUUUCACCUUGCCUACGAGUAGGAAAAUUUUGCAGUUCUAAAUAU    2603
CUL1-B    2467 UUCAGGUUGACAAU-----------------GAGUAGGAAUAUUUUCUAGUUUUAGAUAU    2509
CUL1-C    2579 GCUAAGAUCCCAGGAAAAAAGUAGAAUUGCCUCGGAUACUUUAGAUGAGAUAUGCCUUCG    2638
CUL1-E    2543 AUAACCACCUAUGUUCAAGUAAGUUUGGCGGAUGGUUAAAAUCUGUACUUCGUGCAGCCA    2602
CUL1-G    2455 AGCACCACCUUUUUUUCAG-AAGCA-GGUGGUACUUGAAUUUCUCGCAGUAUAUAAGAUA    2512

CUL1-P    2604 CAGCGCAACUUUUAAGAAGCUAGUAUAUGAUCCAUACUUGCAAUCCUUGCAGUAUAAAAA    2663
CUL1-B    2510 -------ACU----AGAAGUUA--AUAUGAUCCAUAAUUGCAACCCUCUCAACAGUAAAA    2556
CUL1-C    2639 UCCAAGCUUAUAUGGUCACUUGCUCUAUUCUGUGUUUUGCCCGCUACCUGUCUGAGUUUG    2698
CUL1-E    2603 UACAUCGGGCAAUGCACUAUUCAUUCCCUUGUGUUCUGAUAUGUUGCUUAAAUGAAGUUC    2662
CUL1-G    2513 CACAUAUAGCCGUGCACUUUAUAU--CAUUG-GAUCUGUCACUUAGAAUGA-UGCAUCUU    2568

CUL1-P    2664 AAA---------------------------------------------------------    2666
CUL1-B    2557 AUUUCUAGUAUUCCUGUGUAUUCCCUGUGUUCUUAUCUGUGGAAUGAAGAUCUUUAGAAC    2616
CUL1-C    2699 AGUAAAUGUAAUAUUCCUGCAAAAACUUUACCCUCUCUGGAUUCAGCACAAUGAUGAUAU    2758
CUL1-E    2663 UGUAAAUCGUGUAAAAAAAAAAA-------------------------------------    2685
CUL1-G    2569 UGUGUAGAUAUUAAAAAAAAA---------------------------------------    2589

CUL1-P    2666 ------------------------------------------------------------    2666
CUL1-B    2617 AAAAAAAAAAAAA-----------------------------------------------    2629
CUL1-C    2759 CUUUCUAGUUCAUGUCUGCAUAUUUACUUAAUCUGGCCUUUGUAAAUUGACUUGACCCUG    2818
CUL1-E    2685 ------------------------------------------------------------    2685
CUL1-G    2589 ------------------------------------------------------------    2589

CUL1-P    2666 -----------                                                     2666
CUL1-B    2629 -----------                                                     2629
CUL1-C    2819 GUCCUUGUGGG                                                     2829
CUL1-E    2685 -----------                                                     2685
CUL1-G    2589 -----------                                                     2589

CUL1-P       1                                                                    1
CUL1-B       1                                                                   60
CUL1-C       1                                                                   49
CUL1-E       1                                                                    1
CUL1-G       0                                                                    0

 CUL1-P  5’…�
CUL1-B  5’…�
CUL1-C  5’…�
CUL1-E  5’…�
CUL1-G  5’…�

…3’�
…3’�
…3’�
…3’�
…3’�

CUL1 

5’ UTR� CDS� 3’ UTR�
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Nos ter. 
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Table 1-3. S11S11 × amiCUL1-P 交配に由来する次代への導入遺伝子伝達率は

分離歪みを示し、形質転換花粉の稔性低下を示唆する  

 

 
 

 
 

“% of T0 pollen venus”は、形質転換遺伝子と同時に導入した花粉発現 venus 蛍光

をもつ花粉の割合を蛍光顕微鏡観察により算出した。  

“Expected insertion loci”は、“% of T0 pollen venus”より推測した。  

“Simple Mendelian segregation ratio”は、メンデル遺伝の法則に従い次世代へ伝達

された場合の分離比を示した。  

“Observed segregation ratio”は、得られた個体を試料として、導入遺伝子特異的

なプライマーを用いた PCR ジェノタイピングにより決定した。  

“Chi square”は、“Simple Mendelian segregation ratio”に対する“Observed 

segregation ratio”より算出した。  

“P-value”は、“Chi square” より算出した。  

  

Crossed to S11S11

T0 Transgenic in SmSm
 % of T0 pollen venus 

(Expected insertion loci)

Simple Mendelian
segregation ratio

(TG : WT)

Observed 
segregation ratio

(TG : WT)
Chi square P-value

amiCUL1-P-M1 85 (3) 7 : 1 16 : 35 146.894 8.279E-34

amiCUL1-P-M2 75 (2) 3 : 1 23 : 51 76.126 2.661E-18

amiCUL1-P-M3 50 (1) 1 : 1 13 : 48 20.082 7.419E-06

amiCUL1-P-M7 50 (1) 1 : 1 35 : 77 15.75 7.229E-05

Crossed to S11S11

T0 Transgenic in S5S17
 % of T0 pollen venus 

(Expected insertion loci)

Simple Mendelian
segregation ratio

(TG : WT)

Observed 
segregation ratio

(TG : WT)
Chi square P-value

amiCUL1-P-B1 51 (1) 1 : 1 52 : 109 20.180 7.048E-06

 amiCUL1-P-B6 50 (1) 1 : 1 101 : 169 17.126 3.498E-05

amiCUL1-P-B7 50 (1) 1 : 1 39 : 57 7.521 6.099E-03



 48 

Table 1-4. S0mS0m × amiCUL1-P 交配に由来する次代への導入遺伝子伝達率

は分離歪みを示さない  

 

 
 

 
 

“% of T0 pollen venus”は、形質転換遺伝子と同時に導入した花粉発現 venus 蛍光

をもつ花粉の割合を蛍光顕微鏡観察により算出した。  

“Expected insertion loci”は、“% of T0 pollen venus”より推測した。  

“Simple Mendelian segregation ratio”は、メンデル遺伝の法則に従い次世代へ伝達

された場合の分離比を示した。  

“Observed segregation ratio”は、得られた個体を試料として、導入遺伝子特異的

なプライマーを用いた PCR ジェノタイピングにより決定した。  

“Chi square”は、“Simple Mendelian segregation ratio”に対する“Observed 

segregation ratio”より算出した。  

“P-value”は、“Chi square” より算出した。  

 

  

Crossed to S0mS0m

T0 Transgenic in SmSm
 % of T0 pollen venus 

(Expected insertion loci)

Simple Mendelian
segregation ratio

(TG : WT)

Observed 
segregation ratio

(TG : WT)
Chi square P-value

amiCUL1-P-M1 85 (3) 7 : 1 36 : 4 0.229 0.633 

 amiCUL1-P-M2 75 (2) 3 : 1 49 : 21 0.933 0.334 

amiCUL1-P-M3 50 (1) 1 : 1 17 : 13 0.533 0.465 

amiCUL1-P-M7 50 (1) 1 : 1 19 : 25 0.818 0.366 

Crossed to S0mS0m

T0 Transgenic in S5S17
 % of T0 pollen venus 

(Expected insertion loci)

Simple Mendelian
segregation ratio

(TG : WT)

Observed 
segregation ratio

(TG : WT)
Chi square P-value

amiCUL1-P-B1 51 (1) 1 : 1 15 : 15 0 1

amiCUL1-P-B6 50 (1) 1 : 1 16 : 14 0.133 0.715 

 amiCUL1-P-B7 50 (1) 1 : 1 16 : 8 2.667 0.102 
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Table 1-5. S17S17、S19S19 × amiCUL1-P-M3 交配に由来する次代への導入遺伝

子伝達率は分離歪みを示し、形質転換花粉の SI 特異的稔性低下を示唆す

る  

 

 

 

“% of T0 pollen venus”は、形質転換遺伝子と同時に導入した花粉発現 venus 蛍光

をもつ花粉の割合を蛍光顕微鏡観察により算出した。  

“Simple Mendelian segregation ratio”は、メンデル遺伝の法則に従い次世代へ伝達

された場合の分離比を示した。  

“Observed segregation ratio”は、得られた個体を試料として、導入遺伝子特異的

なプライマーを用いた PCR ジェノタイピングにより決定した。  

“Chi square”は、“Simple Mendelian segregation ratio”に対する“Observed 

segregation ratio”より算出した。  

“P-value”は、“Chi square” より算出した。  

 

  

Crossed with
 SmSm T0 amiCUL1-P-M3

Simple Mendelian
segregation ratio

(TG : WT)

Observed 
segregation ratio

(TG : WT)
Chi square P-value

S0mS0m(SC) 1 : 1 17 : 13 0.533 0.465 

S11S11 (SI) 1 : 1 13 : 48 20.082 7.419E-06

S17S17 (SI) 1 : 1 1 : 31 28.125 1.137E-07

S19S19 (SI) 1 : 1 2 : 33 27.457 1.606E-07
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Table 1-6. S11S11 × amiCUL1-G交配に由来する次代への導入遺伝子伝達率は

分離歪みを示さない  

 

 
 

“% of T0 pollen venus”は、形質転換遺伝子と同時に導入した花粉発現 venus 蛍光

をもつ花粉の割合を蛍光顕微鏡観察により算出した。  

“Expected insertion loci”は、“% of T0 pollen venus”より推測した。  

“Simple Mendelian segregation ratio”は、メンデル遺伝の法則に従い次世代へ伝達

された場合の分離比を示した。  

“Observed segregation ratio”は、得られた個体を試料として、導入遺伝子特異的

なプライマーを用いた PCR ジェノタイピングにより決定した。  

“Chi square”は、“Simple Mendelian segregation ratio”に対する“Observed 

segregation ratio”より算出した。  

“P-value”は、“Chi square” より算出した。  

 

Crossed to S11S11

T0 Transgenic in S5S17
 % of T0 pollen venus 

(Expected insertion loci)

Simple Mendelian
segregation ratio

(TG : WT)

Observed 
segregation ratio

(TG : WT)
Chi square P-value

amiCUL1-G-B8 72.6 (2) 3 : 1 21 : 9 0.400 0.527 

amiCUL1-G-B10 49.8 (1) 1 : 1 17 : 14 0.290 0.590 

amiCUL1-G-B13 47.6 (1) 1 : 1 15 : 14 0.034 0.853 

amiCUL1-G-B18 48.5 (1) 1 : 1 16 : 17 0.030 0.862 

amiCUL1-G-B19 48.2 (1) 1 : 1 18 : 17 0.029 0.866 
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  A 

	
 	
           
  B 

 

Fig. 1-9 amiCUL1-P 形質転換体では、CUL1-P の発現が抑制された  

 

A. 定量 RT-PCR による T1 amiCUL1-P の CUL1-P 遺伝子発現相対定量。親株発

現を１とし、内部標準は Ubiquitin を用いた。上：葯、下：花粉。  

B. 花粉を試料とした特異的抗 CUL1-P 抗体によるウェスタンブロット。各

control は親株である非形質転換体を示す。  
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Fig. 1-10 amiCUL1-G 形質転換体では、CUL1-G の発現抑制は弱い  

 

A. 上：定量 RT-PCR による T1 amiCUL1-G の CUL1-G 遺伝子発現相対定量。親

株発現を１とし、内部標準は Ubiquitin を用いた。下：特異的抗 CUL1-G 抗体に

よるウェスタンブロット解析。各 control は親株である非形質転換体を示す。  
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A                               	
  B 

 

C                                   D 
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Fig. 1-11 amiCUL1-P ホモ個体の花粉は、S9S9、S11S11、S17S17、S19S19雌ずい

において花粉管伸長の抑制を示す  

A. S9S9雌ずい、48 時間後。B. S11S11雌ずい、24 時間後。C. S17S17雌ずい、24 時

間後。D. S19S19雌ずい、24 時間後。(A-D) 上：花粉管伸長アニリンブルー観察

像。左より和合受粉の親株花粉 SmSm受粉、不和合受粉、T1花粉 amiCUL1-P-M1-3、

amiCUL1-P-M3-11 を受粉した。下：各花粉管伸長の平均。検定は SmSmを受粉し

た和合受粉に対して行った。*P<0.05、**P<0.01 。  
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 A                           B                         

 

 

 

Fig. 1-12 SLF と CUL1-P は in vivo で複合体を形成している  

 

A. 抗 CUL1-P 抗体によるウェスタンブロット解析。  

B. 抗 CUL1-G 抗体によるウェスタンブロット解析。  
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Fig. 1-13 リコンビナントタンパク質コンストラクトの模式図  

 

A. GST 融合 CUL1N 末端部位発現コンストラクト。＊は、可溶化のための変異

導入個所を示す。  

B. His-SSK1 発現コンストラクト。  

C. His-SLF-F 発現コンストラクト。  
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A 

 

B 

 
Fig. 1-14 CUL1-P は SSK よりも SSK-SLF 複合体と選択的に結合する  

 

A. CBB 染色によるタンパク質発現量。His-SSK1、His-SSK1/His-SLF3-F、

His-SSK1/His-SLF2-F を His タグ精製した。上：His-SSk1、下：His-SLF。B. 抗

GST および His 抗体によるウェスタンブロット。*および**は、非特異的な検

出を示す。
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A                              B   

 

 

Fig. 1-15 ナス科 CUL1s の SSK-SLF 複合体との親和性の比較  

 

A. GST-CUL1-X-NTDm と His-SSK1/His-SLF3-F の GST 共免疫沈降。上に抗 GST

抗体、下に抗 His 抗体によるウェスタンブロット解析を示す。  

B. GST-CUL1-X-NTDm と His-SSK1/His-SLF2-F の GST 共免疫沈降。上に抗 GST

抗体、下に抗 His 抗体によるウェスタンブロット解析を示す。*は非特異的な  

検出を示す。  
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第２章	
 和合受粉時における S-RNase 無毒化機構の解明  
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２−１	
 序  

 

	
 第１章で筆者が行った実験結果から、SLF は CUL1-P と典型的な SCF 複合体

を形成し、非自己 S-RNase の無毒化を担っていると考えられる。当研究室にお

いて花粉から精製した SCFSLF複合体による S-RNase の in vitro ユビキチン化は

確認されているが（Entani et al., 2014）、ユビキチン化された S-RNase がどのよ

うに無毒化されているかは不明である。序論では、非自己 S-RNase の無毒化機

構にユビキチン化タンパク質の一般的な運命である 26S プロテアソームによる

分解モデルと液胞に隔離される隔離モデルが提唱されていることを述べた。ユ

ビキチン-プロテアソーム系による分解モデルは S-RNase の無毒化機構として

理にかなっているが、ユビキチンのそれ以外の機能として、タンパク質間相互

作用、タンパク質の活性、タンパク質の局在を調節することが知られており

（Komander and Rape, 2012）、分解以外の運命についても留意する必要がある。 

花柱の通導組織細胞外マトリクスには大量の S-RNase が蓄積しており、その

中を伸長する花粉管に侵入したわずかな S-RNaseのみを取り出して解析するこ

とは困難である。従って、これまでは組織を固定化した後、花粉管の中に局在

する S-RNase を観察することによって、S-RNase の無毒化機構を推定するアプ

ローチがとられてきた。Cappadocia らのグループは、抗 S-RNase 抗体を用いた

免疫電子顕微鏡観察により、不和合および和合受粉いずれの花粉管でも

S-RNase は細胞質に局在し、存在する S-RNase の量は和合、不和合間で差がな

いと報告した（Luu et al., 2000）。一方、隔離説を主張する McClure らのグル

ープは、光学顕微鏡を用いた蛍光免疫染色法により、受粉初期の花粉管では和

合、不和合花粉両者とも液胞に S-RNase が隔離されており、後期には不和合花

粉でのみ S-RNase が細胞質に観察されると報告した（Goldraij et al., 2006）。材

料や手法は異なるものの両者の結果は全く相反するものである。また、この

McClure らの報告は分解モデルとは合致せず、Cappadocia らの報告は、分解モ

デル、隔離モデルいずれとも合致しない結果である。  

	
 そこで本章では、花柱を伸長中の花粉管における S-RNase の局在を精確に観

察することにより、S-RNase 無毒化機構解明の手がかりが得られるのではない

かと考え、花粉管内における S-RNase の分布を抗 S-RNase 抗体を用いた免疫電

子顕微鏡法により詳細に解析した。  
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２−２	
 材料及び方法  

 

アニリンブルー染色における花粉管伸長の観察  

 

	
 開葯直前に除雄した S9S9個体の雌ずいに、S9S9個体の自家花粉あるいは S7S7

個体の他家花粉を受粉させた。受粉後 4～8 時間後に雌ずい回収し、酢酸-エタ

ノール溶液（酢酸:エタノール=1:3）に浸し、脱気後、室温で一晩放置すること

により固定した。1N NaOH 溶液に入れ替え、65˚C で 8 時間浸し、花柱組織を

柔軟化した。0.01% アニリンブルー溶液（2% K3PO4、0.01%アニリンブルー）

に入れ替え、室温、暗所、一晩静置して染色した。50%グリセロールを用いて

スライドガラス上にマウントし、カバーグラスを被せ、花柱を軽く押し潰した。

蛍光顕微鏡（Zeiss）で 395 nm 励起光下（蛍光フィルター：420 nm）で花柱内

の花粉管カロースを蛍光観察し、CCD カメラ（AxioCam MRc5、Zeiss）で撮影

した。  

 

抗 S9-SRNase 抗体の作製  

 

	
 S9-SRNase の C 末端 10 アミノ酸部分の N 末端にシステイン残基を付加した

11 アミノ酸ペプチド（CEKTRKILFRG）を化学合成し（サワディー・テクノロ

ジー）、MBS 法により KLH にコンジュゲートしたものを抗原としてウサギに免

疫し、ポリクローナル抗体を得た（スカ・フラット）。得られた抗血清より硫安

沈殿法により IgG 画分（20~40%硫安沈殿画分）を濃縮回収し、上記ペプチドを

固定化させたカラム（SulfoLink column, Pierce）により、抗 S9-RNase 抗体をア

フィニティー精製した。  

 

免疫電顕試料作製  

 

	
 開葯直前に除雄した S9S9個体の雌ずいに、S9S9個体の花粉あるいは S7S7個体

の花粉を受粉させた。受粉 6 時間後の雌ずいを回収し、固定液（ 4% 

paraformaldehyde、0.7% glutaraldehyde、5 mM リン酸バッファー、  pH7.2）内

で切断、脱気し、4˚C で 2 時間静置し、固定した。氷冷した 5 mM リン酸バッ

ファーで 10 分間、5 回洗浄し、再度溶液を添加して 4˚C で一晩静置して固定液

を完全に除去した。次に試料を 4˚C、25%エタノール中で、30 分間静置し、そ

の後-30˚C で、60%、80%と段階的にエタノール濃度をあげて各々2 時間静置し、
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99%エタノール中で一晩静置した。試料を室温に戻し、100% エタノールで 10

分間、3 回静置した。100%エタノールとプロピレンオサイドを 2:1、1:2 の比率

で混合した溶液を用意し、それぞれ室温で 10 分間浸漬し、プロピレンオキサイ

ドを組織に浸透させた後、100%プロピレンオキサイドに室温、30 分間、2 回浸

漬した。プロピレンオキサイドと LR White 樹脂（London Resin Co., London）を

3:1、1:1、1:3 の比率で混合した液を用意し、それぞれ暗所、2 時間毎に交換し、

LR-White 樹脂を組織に浸漬させた。100% LR-White 樹脂に交換、2 時間浸漬を

2 回繰り返した後、再度溶液を交換し、一晩浸漬させた。100% LR-White 樹脂

を注いだゼラチンカプセル（EM ジャパン）に雌ずいを一つずつ入れ、紫外線

重合装置（DSK）にて、48 時間紫外線を照射して包埋した。  

	
 包埋した試料は、ウルトラミクロトーム（Leica）に設置した準薄切片用ダイ

ヤモンドナイフ（日新 EM）で 1 µm 厚準薄切片を切り進め、花粉管が見えた

位置より、超薄切片用ダイヤモンドナイフ  Nanotome（酒井電子顕微鏡応用研

究所）を用いて 100 nm 厚の超薄切片を 20 枚作製、0.5%フォルムバール溶液を

支持膜として貼った Gilder Fine Bars Square Mesh_G200HS（Gilder）に乗せた。

準薄切片用ナイフに交換し、1 µm 厚で 98 µm 分切り進めた後、超薄切片用ナイ

フで 100 nm 厚の超薄切片 20 枚を採取することを繰り返し、連続切片を作製し

た。  

	
 試料を、ブロッキング溶液[5%ウシアルブミン、10%ヤギアルブミン、1×Super 

Block PBS(Thermo)]で室温、90 分間放置し、一次抗体は、1%ウシアルブミンを

PBS-T[0.05% tween20、PBS(日水製薬)]で任意希釈し、4˚C で一晩反応させた。

使用した抗体と希釈率は、上記抗 S9-RNase 抗体（1/100 希釈）、抗カロース抗体

（monoclonal antibody β1,3-gulucan mouse IgG, Biospplies, 1/500 希釈）である。

PBS-T で室温 3 分間、3 回洗浄し、PBS-T で各々1/75 希釈した 2 種類の二次抗

体の混合溶液中で、室温で 90 分間反応させた。用いた二次抗体は、15 nm 金コ

ロイド標識抗ウサギ IgG 抗体[An t i - IgG(H＋ L) ,  Goa t ,  Rabb i t -Po ly ,  Go ld  15  

nm,  BBI  So lu t i ons ]と 、 5  nm 金 コ ロ イ ド 標 識 抗 マ ウ ス IgG 抗 体

[An t i - IgG(H＋ L) ,  Goa t ,  Mouse -Po ly ,  Go ld  5  nm,  BBI  So lu t i ons ]である。

PBS-T で室温 3 分間、3 回洗浄し、H 2 O で室温 1 分間、 2 回洗浄し、さら

に流水で 10 秒間洗浄後、試料をろ紙の上で乾燥した。 2% Uran 水溶

液中に試料を 3 分間浸して染色し、流水で 10 秒間洗浄してろ紙上で

乾燥した。免疫染色を行った切片は、透過型電子顕微鏡（ H-7100 ,  日

立）を用いて観察し、 CCD カメラ（ AMT XR-41）で撮影した。  
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免 疫 染 色 試 料 の 解 析  

 

	
 花粉管内 S-RNase 濃度の算出を、 ImageJ  1 .440（ Schene ide r  e t  a l . ,  

2012）を用いて行った。抗カロース抗体のシグナルで囲まれた花粉管内面

積を計測し、1 µm2当りの中の S9-RNase に由来する 15 nm 金粒子の密度を算出

した。それを、同一切片内 3 カ所の 1 µm2細胞外マトリクスにおける金粒子平

均密度を 1 とした時の相対値として算出した。  
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２−３	
 結果  

 

免疫電子顕微鏡観察による S-RNase 定量法の検討  

 

	
 S-RNase 無毒化機構が分解モデルに従うのであれば和合花粉の細胞質内の

S-RNase 濃度が不和合花粉と比較して減少していることが期待される。一方、

隔離モデルに従うのであれば、和合および不和合花粉管内で、S-RNase の局在

に差異があることが期待される。そこで、最も分解能の高い免疫電子顕微鏡観

察法を用い、花柱を伸長中の花粉管内 S-RNase の局在を定量的に観察すること

を計画した。なお、これまでに他グループから報告されている S-RNase 局在の

観察結果が相反するものであったことから（Luu et al., 2000; Goldraij et al., 

2006）、和合・不和合受粉の違いを観察する時期、花柱を伸長中の花粉管の観察

位置、用いる抗体の特異性など観察条件を慎重に検討する必要があると考えた。

そこで、本研究では S-RNase の局在を正確に定量化するため、次のような条件

検討を行った。  

 

1．花柱を伸長する花粉管の観察時期の検討  

 

	
 先の報告では、受粉後 16～36 時間の組織を用いて観察を行っていたが、不

和合受粉では花粉管の伸長停止に加え、アクチンの崩壊やミトコンドリアの膨

張など細胞死に関連する現象も観察されているため（Wang et al., 2009）、観察

された S-RNaseの分布や濃度の変化が不和合反応の原因か結果かの判断は注意

を要する。細胞死等に伴う 2 次的な効果を観察することを避けるために、和合

受粉と不和合受粉の花粉管伸長に差が現れ始める直後を観察時期として選択す

ることにした。その段階では、S-RNase の濃度や分布に和合花粉と不和合花粉

で差異が認められるはずである。そこで、まず S9S9個体の雌ずいに S9S9および

S7S7 個体の花粉を受粉して、4、6、8 時間後の花粉管伸長をアニリンブルー染

色により観察し、和合と不和合花粉で伸長差が起こる時間帯を調べた。その結

果、受粉後 4 時間では和合と不和合花粉で花粉の伸長に明確な差は観察されな

かったが、受粉後 6 時間では不和合花粉の伸長が遅れていたため、受粉後 6 時

間をサンプルの採取時期として選択した（Fig. 2-1）。  

 

2．サンプルの観察部位の検討  
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 これまでの報告は花粉管の観察部位における詳細な記述がないことから、花

粉管のどの位置を観察しているかは不明である。花粉管の伸長は花粉毎に大き

く異なるため、おそらく観察切片中を伸長中の花粉管の様々な部位をランダム

に観察していたと思われる。伸長中の花粉管は、その位置により細胞内オルガ

ネラが異なる事が知られている（Fig. 2-2）（Qin et al., 2011）。伸長先端は、カ

ロース壁が薄く、ベシクル様の構造をもつものが多数存在する。柱頭側へいく

につれて、ゴルジ体、小胞体、ミトコンドリアなどの細胞内オルガネラが出現

し、その後に核、そして巨大な液胞が現れることがわかっている。S-RNase が

どのように花粉管内に侵入するのかは不明であり、もし特定の場所から侵入し

ていたり、侵入後どこかに隔離されている場合、同じ花粉管でも観察位置によ

って S-RNase の量が異なる結果になると予想される。そこで、花柱の連続した

横断切片を作製して、同一花粉管における S-RNase の分布を先端からトラッキ

ングしていくことにした。個々の花粉管を連続して観察できる間隔を検討した

ところ、100 µm 間隔で切片を作製することにより、個々の花粉管の特定が可能

であることが明らかとなった（Fig. 2-3）。そのため、花粉管が初めて出現した

切片を花粉管先端から 0〜100 µm の位置とし、以降 100 µm 間隔で花粉管の根

元に向かって S-RNase の観察を行うことにした。  

 

3. S-RNase 検出条件の検討  

	
 細胞の形態から花柱通導組織細胞と花粉管細胞の区別はある程度可能である

が、観察した細胞が花粉管であることを確認するために、抗カロース抗体を用

いることにした。カロースはβ-1,3-gulcan のポリマーであり、花粉管の細胞壁に

豊富に存在するが、花柱通導組織細胞の細胞壁にはほとんど存在しないことか

ら、抗カロース抗体を用いることにより、花柱中の花粉管を区別することが可

能である（Meikle et al., 1991）。また、S9-RNase の検出に用いる抗体は S9-RNase

に特異的な C 末端配列を認識するペプチド抗体（Kubo et al., 2010）を用いるこ

とにした。この抗 S9-RNase 抗体は、S9-RNase のみを特異的に検出することが

花柱抽出物を用いたウエスタンブロット解析により確認されているが、免疫電

子顕微鏡観察においても交差反応のない条件で観察できるよう、S9S9 および

S5S5 個体のの花柱を用いて、免疫反応の条件検討を行った。その結果、抗カロ

ース抗体は両花柱で反応するが、抗 S9-RNase 抗体は S9S9 の花柱にのみ反応す

る条件を確立することができたため（Fig. 2-4）、以降この条件で花粉管内にお

ける S9-RNase を観察することにした。  
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和 合 、 不 和 合 受 粉 時 の 花 柱 お よ び 花 粉 管 先 端 に お け る S-RNase

の 定 量  

 

	
 上記条件検討結果をもとに、S9S9あるいは S7S7個体の花粉を不和合あるいは

和合受粉させた S9S9個体の雌ずいを、受粉 6 時間後に回収・固定し、100 µm 毎

の位置で薄切片を複数作製し（n = 3〜15）、S9-RNase の定量を行った。  

	
 まず、花粉管が通っていない通導組織細胞外マトリクスに検出される

S9-RNase の定量を行った。一本目の花粉管先端が検出された位置から 500 µm

の位置まで計測したところ、S9-RNase 量を示す金粒子の数は、15~30 個/µm2と

おおむね揃った値となった（Fig. 2-5）。この結果は、受粉 6 時間後の花柱の通

導組織における S-RNase 量は、和合・不和合受粉に関わらず、ほぼ一定に保た

れていることを示唆した。一方、同一箇所で作製した切片間でも金粒子の数に

比較的大きなばらつきが認められる原因は、免疫反応操作のぶれなど人為的要

因が大きいと考えられた。そこで、以下の花粉管内の S-RNase の定量において

は、切片間のばらつきを補正するために、通導組織細胞外マトリクスの

S-RNase 密度を１とした時の相対値で表記することとした。  

	
 次に、和合受粉させた花柱切片の中から 7 本、不和合受粉させた花柱

切片の中から 3 本の花粉管を選択し、各々の先端から 0〜500 µm の位置におい

て S9-RNase の密度を計測した（Fig. 2-6, 7）。なお、花粉管先端 0〜100 µm の部

位における電子顕微鏡像では、いずれも分泌小胞様の構造が多数確認でき、一

方、細胞内オルガネラはほとんど観察されなかった（Fig. 2-6）。また、抗カロ

ース抗体の反応する細胞壁層が薄いことも確認され、確かに花粉管の先端を観

察できているものと判断した（Fig. 2-6）。抗カロース抗体のシグナルで囲まれ

た花粉管内に局在する S9-RNase に由来する金粒子の密度を細胞外マトリクス

における金粒子密度を１とした時の相対値で表すと、不和合花粉では 0.12 であ

り、和合花粉の 0.02 よりも 5 倍程度高いことが判明した（Fig. 2-7）。また、観

察された S9-RNase のすべては細胞質と思われる場所に検出され、花粉管内に侵

入した S9-RNase が、受粉後 6 時間の段階ですでに不和合花粉管の細胞質に蓄積

していることが明らかになった。  

花粉管先端から 100〜500 µmの位置の花粉管の電子顕微鏡像は厚いカロース

層をもち、その内側にはゴルジ体、小胞体、ミトコンドリア、液胞などの細胞

内オルガネラが多数観察された（Fig. 2-6）。S9-RNase の定量化を行ったところ、

花粉管の先端から 100〜400 µm の領域において、不和合花粉管に S9-RNase の蓄



 67 

積が観察された（Fig. 2-7）。不和合花粉管の S9-RNase の分子数は先端が最も多

く、先端から離れるにつれて少なくなっていき、500 µm の領域では和合花粉管

と区別がつかなくなった。また、これらの領域においても先端部と同様に、

S9-RNase のほとんどが細胞質に局在しており、液胞等の小胞には検出されなか

った。おそらく、S-RNase は花粉管の先端部より細胞質に侵入した後に内部を

拡散していっており、和合花粉ではこの花粉管先端部において細胞質から分解

除去されているものと推察された。花粉管の核は先端から 500〜1,000 µm の位

置に現れ、同時に巨大な液胞も観察され始めたが、和合、不和合花粉管いずれ

の場合もこれらの細胞内器官には S9-RNase 分子はほとんど検出されなかった。 

 

S-RNase の細胞内局在  

 

	
 上記の実験で、受粉後 6 時間の和合花粉管の先端では、不和合受粉の場合と

比較して、細胞質内の S9-RNase が有意に減少していることが明らかとなった。

これまでの観察から液胞への S9-RNase の隔離は全く観察されなかったが、花粉

管全体を観察できてはいないため、見逃している可能性も考えられた。連続的

に作製した花柱の横断切片の中には、位置情報は不明であるが、多くの花粉管

が観察できる。そこで、花粉管の形態からオルガネラの多い領域、核のある領

域、大きな液胞がある領域に分けて、それらの花粉管に S9-RNase が隔離されて

いないかを検証した（Fig. 2-8）。それぞれ、50 枚以上の花粉管断面を確認した

が、液胞等の特定区画への隔離は全く観察されなかった。この結果は、少なく

とも受粉後 6時間の段階では S9-RNaseの隔離は起こっていないことを示唆して

いる。逆に、和合・不和合花粉管の伸長に差が認められ始めるこの早期の時点

で和合花粉管細胞質内の S9-RNase 密度の減少が観察された事実は、隔離モデル

ではなく分解モデルを強く支持する。  

  



 68 

２−４	
 考察  

 

	
 本章では花粉管内に取り込まれた S-RNaseの無毒化機構を解明する手がかり

を得るために、免疫電子顕微鏡法を用いた花粉管内 S-RNase 定量法を確立し、

和合、不和合受粉時の花粉管内における S-RNase の密度計測を行った。その結

果、和合および不和合受粉における花粉管伸長の差が、受粉後 6 時間程度で現

れる事を明らかにし、この時点において、S-RNase は不和合花粉管先端部位の

細胞質に蓄積していること、和合花粉管では蓄積している S-RNase の量が不和

合花粉管よりも少ないことを明らかにした。また、花粉管全体の観察から、

S-RNase が液胞等の小胞に隔離されていないことを示した。これらの結果は

SCFSLFsの S-RNase 無毒化機構が隔離モデルではなく、分解モデルのメカニズム

であることを強く支持している。  

	
 本研究で特に興味深いことは S-RNase の分布が花粉管の先端で最も高く、尾

部に向かって減少していることであった。雌ずい組織に存在する S-RNase が、

どの様にして花粉管内に侵入し、花粉因子複合体 SCFSLFs と相互作用するのか

は残された謎であるが、S-RNase は主に花粉管の先端部で取り込まれているこ

とが示唆された。先端部で取り込まれた S-RNase は、不和合花粉では分解を免

れ、花粉管内の mRNA を分解して、花粉管伸長に関わるタンパク質やエネルギ

ー代謝に関わるタンパク質などの合成を抑制することにより、花粉管の伸長を

阻害しているのであろう。2000 年に Cappadocia のグループから報告された免疫

電子顕微鏡法による S-RNase の観察では、和合と不和合受粉で細胞質に局在す

る S-RNase 量に差は観察されなかった（Luu et al., 2000）。S-RNase の存在量に

差が観察されるのは花粉管の先端部のみであるから、Luu らと同じ方法で

S-RNase の定量を行っていたら、同様に不和合と和合受粉で差が観察できなか

った可能性が高いと考えられる。  

	
 最近になって、Xue らのグループは抗 S-RNase 抗体を用いた免疫電子顕微鏡

実験により、S-RNase が不和合および和合花粉で主に細胞質に局在しているこ

とを報告した（Liu et al., 2014）。また、Cappadocia のグループも、免疫電子顕

微鏡観察による S-RNase の定量を再試し、和合花粉では不和合花粉よりも

S-RNase が減少していること、また、S-RNase の局在は細胞質が主であるとい

う先の論文結果を訂正する内容を報告した（Boivin et al., 2014）。いずれの結

果も本研究ほど高い精度で実験を行っていないため、花粉管の先端で S-RNase

が蓄積することは観察できていないが、S-RNase の無毒化機構として分解モデ

ルが支持される結果となった。  
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隔離説を主張する McClure らのグループの報告によると受粉から 16 時間後

の和合、不和合花粉管および 36 時間後の和合花粉管では S-RNase の液胞膜内

への隔離が観察され、一方、36 時間後の不和合花粉管においてのみ細胞質への

S-RNase の拡散が観察されている（Goldraiji et al., 2006）。本論文においては、

受粉後 6 時間では S-RNase の特定部位への集積は確認できず、S-RNase を囲む

液胞膜様構造も観察されなかった。受粉後後期での観察は行わなかったため、

この現象は受粉後非常に遅い時期に発生する可能性もあるが、前段で紹介した

2つの最近の免疫電子顕微鏡観察は受粉後 6~24時間の広い時間帯で S-RNaseの

観察を行っており、いずれも液胞等の小胞に隔離された S-RNase は存在しない

と報告していることから（Liu et al., 2014; Boivin et al., 2014）、McClure らの観

察は用いた抗体の非特異性等に基づくアーティファクトであった可能性が高い

と思われる。  

 

	
 和合受粉の花粉管内では、侵入した S-RNase が花粉管先端の細胞質で分解さ

れている可能性が高くなったが、本分解が 26S プロテアソームを介したもので

あるかは明確な証拠は得られていない。一般的には 26S プロテアソームの阻害

剤である MG-132 処理により、ポリユビキチン化タンパク質の分解抑制を観察

する実験が一般的に行われている。当研究室において、非自己 S-RNase の分解

に対する本阻害剤の効果を期待し、花粉管を雌ずいの切断断面より MG-132 を

含む培地上で露出伸長させることを試みたが（裏山 , 2007）、花粉管伸長その

ものについても強い阻害効果が見られたため、S-RNase に対する特異的な効果

をみることはできなかった。一方、当研究室における S9-RNase の in vitro ユビ

キチン化および分解実験において、ポリユビキチン化された S9-RNase が花粉管

抽出物中で速やかに分解されること、この分解が MG-132 添加により抑制され

ることが明らかとなった（Entani et al., 2014）。今後は、in vivo における非自

己 S-RNaseのポリユビキチン化と 26Sプロテアソームによる分解を観察するこ

とが分解モデルと隔離モデルの論争に決着をつける重要な実験となるであろう。 
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Fig. 2-1 和合および不和合受粉時の花粉管伸長  

 

上：和合および不和合受粉 4、6、8 時間後の花粉管をアニリンブルー染色によ

り観察した。矢尻は、最長花粉管の先端位置を示す。  

下：受粉後の各時間における平均最長花粉管長と標準偏差を表す。n：受粉させ

て観察した雌ずいの数。  
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Qin et al., 2011 

 

Fig. 2-2 花粉管内細胞内小器官分布のモデル図  

 

典型的な花粉管内の細胞内小器官の分布を示すモデル図（Qin et al., 2011）に、

本研究で観察した電子顕微鏡像から示唆される受粉後 6 時間における花粉管先

端からの位置情報を付加した。  
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A 

 
B 

 

 

Fig. 2-3 免疫電子顕微鏡用試料作製法および連続した花粉管の特定法  

 

A. 免疫電子顕微鏡用の雌ずい横断切片作製法。受粉後 6 時間の雌ずいより柱頭

と子房側を切断した部分（2 mm）を固定包埋した。包埋した試料は、子房側

より１  µm 厚の切片を順次作製していき、花粉管が出現した位置と、以降 100 

µm 間隔の位置において、100 nm 厚の薄切片試料を 20 枚ずつ取得した。B. 同

一雌ずいを 100 µm 間隔で観察した時の電子顕微鏡像の例。同色の四角中の花

粉管をは同一の花粉管を示す。雌ずいの子房側から柱頭側に向かって連続的に

観察することで、右画像のオレンジ色の四角内の花粉管の例の様に、個々の花

粉管の先端部位（0〜100 µm）を捉えることが可能である。scale bars = 10 µ

m。  
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A 

 

B 

 
 

Fig. 2-4 抗 S9-RNase 抗体特異性の確認  

 

S9S9遺伝子型の雌ずい（A）と S5S5遺伝子型の雌ずい（B）に S7S7 個体の花粉

を各々受粉させた。受粉 6 時間後の雌ずい横断切片を、抗 S9-RNase 抗体および

抗カロース抗体と反応させ、免疫電子顕微鏡像を取得した。赤の矢じりは、

S9-RNase の局在を示す 15 nm 金粒子の位置、青の矢じりはカロースの局在を示

す 5 nm の金粒子の位置を示す。S9-RNase の位置を示す 15 nm の金粒子は S9S9

遺伝子型の雌ずい（A）でのみ観察され、抗体の特異性が示唆される。TT： 通

導組織細胞、ECM：通導組織細胞外マトリクス、scale bars = 0.5 µm。   
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Fig. 2-5 通導組織細胞外マトリクスの S-RNase 免疫電子顕微鏡解析  

 

和合および不和合受粉 6 時間後の雌ずい通導組織細胞外マトリクス部位におけ

る S-RNase 密度を 1 µm2あたりの 15 nm 金粒子の数で表記した。横軸は、最長

花粉管の先端位置からの距離を示す。縦軸は、平均金粒子密度＋標準偏差。各

切片における金粒子密度は切片中の任意の 3 箇所の平均値として求めた。n は

観察した切片数を表す。  
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（次ページにつづく）  
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Fig. 2-6 和合不和合の花粉管内の S-RNase の観察  

  

和合および不和合受粉６時間後の花粉管内 S-RNase の観察。赤の矢じりは、15

 nm 金粒子で標識された花粉管内 S-RNase、青は 5 nm 金粒子で標識されたカ

ロースの局在を示す。TT：通導組織細胞、 ECM：通導組織細胞外マトリクス、

 G：ゴルジ体、 ER：小胞体、 M：ミトコンドリア、 V：液胞。scale bars = 

0.5 µm。  

 

 

  



 77 

 

 

 

 

Fig. 2-7 和合および不和合受粉 6 時間後の花粉管先端における S-RNase の

密度分布  

 

受粉後 6 時間の和合および不和合受粉花粉管内 S-RNase の濃度分布。縦軸は、

花粉管細胞内における S9-RNase に由来する金粒子の密度を細胞外マトリクス

における金粒子密度を１とした時の相対値で表す。横軸、花粉管先端からの距

離を表す。*P<0.05, **P<0.01。  
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Fig. 2-8 S-RNase 細胞内局在  

 

赤矢じりは 15 nm 金粒子で標識された花粉管内の S-RNase、黒矢じりは花粉管

外 S-RNase の位置を示す。TT：通導組織細胞、  ECM：通導組織細胞外マトリ

クス、 V：液胞、 N：核、G：ゴルジ体、 ER：小胞体、 M：ミトコンドリア。

 scale bars = 0.5 µm。  
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総括  

 

	
 自家不和合性は、その発見は世紀をまたぎ、その性質は遺伝的にも育種学的

にも注目されている。S-RNase 型自家不和合性が、協調的非自己認識機構とい

う他の自家不和合性自他識別機構と比べて非常に複雑な仕組みをもつことは、

多くの研究者の興味を惹きつけ、世界中で様々な角度から研究が行われている。

本論文で取り上げた不和合花粉の選択的排除機構についても、徐々に実態が解

明される一方で、未解明の部分も多く残されている。  

	
 本研究を始めた時点では、SLF の構成する複合体の構成として典型的 SCF お

よび非典型的 SCF モデルが提出されており、いずれの場合も当研究室で得られ

た SLF複合体の MS解析の結果とは異なる CUL1-Gが構成成分であると考えら

れていた。また、S-RNase の無毒化機構については分解モデルと隔離モデルが

主張され、コンセンサスが得られない状態であった。そこで、本研究では SLF

が形成する複合体の内、特に CUL1 の実体を解明・検証すること、さらに、組

織免疫学的解析から S-RNaseの無毒化機構について結論を下すことを目的に研

究を行った。  

第 1 の課題については、葯または花粉で発現する 5 つの CUL1 を同定し、MS

解析のフラグメントの本体が CUL1-P であることを明らかにした。CUL1-P が

SLF や SSK1 と同じく葯と花粉で特異的に発現しており、SLF や SSK1 と相互作

用して複合体を形成すること、さらに CUL1-P の発現を抑制すると非自己

S-RNase の無毒化が全体的に損なわれることを示し、CUL1-P が SLFs の形成す

る典型的 SCF 複合体の主要な CUL1 であることを明らかにすることができた。 

また、第 2 の課題については、免疫電子顕微鏡観察による花柱を伸長中の花

粉管における S-RNase 定量法を確立し、不和合花粉管の先端の細胞質内で

S-RNase が蓄積していること、和合・不和合花粉管のいずれの場合も液胞等の

特定区画に S-RNase が隔離されていないことを示し、隔離モデルではなく分解

モデルが支持されることを明らかにした。  

 

	
 最後に、本研究とこれまでに得られている知見をもとに推定される S-RNase

型自家不和合性の分子機構モデル図を示す（Fig. 3）。雌ずい内を伸長中の花粉

管には、何らかの機構でその先端部位から雌ずい因子 S-RNase が花粉管内に侵

入する。花粉管内では多くの花粉因子 SLFs が、花粉管特異的発現を示す SSK1

と CUL1-P、さらに Rbx1 を含む形で典型的 SCFSLFs複合体を形成しており、侵

入してきた S-RNase と接触する。和合受粉の際には、花粉管に侵入した非自己

S-RNase は、SCFSLFs複合体のいずれかにより認識され、ポリユビキチン化され
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る。ポリユビキチン化された S-RNase は 26S プロテアソームにより花粉管の先

端で即座に分解されると考えられる。一方、不和合受粉では花粉管の先端に

S-RNaseが蓄積することにより、RNAが分解され、タンパク質合成が阻害され、

花粉管の伸長が抑制される。  

	
 今後、本研究を元にさらに S-RNase 型自家不和合性メカニズムの解明が進む

ことを期待したい。  
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Fig. 3 ナス科植物 S-RNase 型自家不和合性分子機構の新規モデル図  
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Supplemental Table 1 本研究で用いたプライマー配列のリスト  

  

 
 

 

 

Name Primer (5' - 3') Purpose
CUL1PB-U1 GCCAAGAAAGTTCTAACTC F quantitative PCR
CUL1A-L3 AGGTCTCTTTCCAAGTAGTCTCTG R quantitative PCR
CUL1B-L3 CGGTCTCTTTCCAGGTAGTCTCGA R quantitative PCR
CUL1C-U3 GAGTCGTAAAGTATTGGGCT F quantitative PCR
CUL1C-L3 TATCAAATCTTCAATTCTCTTC R quantitative PCR
CUL1E-U4 GAGTCGCAAAGTTCTACCTC F quantitative PCR
CUL1E-L3 TGTCTCTTTCCAAGTAATCTCGG R quantitative PCR
CUL1DG-qRT-U2 GAGTCGTAAGGTGCTTCCTC F quantitative PCR
CUL1DG-qRT-L2 TGAAATCAGGCTTAAACAAG R quantitative PCR
PhSSK1-qRT-U GACACTAAAATCAAACGATGACCAA F quantitative PCR
PhSSK1-qRT-L TCATGTTCTTGAGCATTTCAGATTG R quantitative PCR
pB1SLF-U2 GATCAATCGACTGCTCAAGGAAAA F quantitative PCR

pB1SLF-L1 AAACCGTTAAAATCTGTGAACTTGTGC R quantitative PCR
TC16-U2 CCTAACCGGCAAAACCATCACCT F quantitative PCR/genotyping
TC16-L2 GCACTTATCAACAACAGGACGACAACA R quantitative PCR/genotyping
sCUL1_DN-F GCGGATCCATGGCGGAGGAAGCAGAGGAG F CUL1-PDN construction/genotyping
sCUL1_DN-R GCGAGCTCTCAAAGCTTGACCGCCTTG R CUL1-PDN construction/genotyping
uCUL1_DN-F GCGGATCCATGACGATCAAACAAATGA F CUL1-GDN construction/genotyping
uCUL1_DN-R GCGAGCTCTCAAAGCTTAACCACCTTA R CUL1-GDN construction/genotyping
Lat52pro-U4 CACAAAGAGAAGGAGCAATAAAATAAAAG F genotyping for transformants
NosR ACCGGCAACAGGATTCAATC R genotyping for transformants
Lat52pro-A CCCAGAATCGATCATTCCTCAA R genotyping for transformants
Venus-U1 TCGTGACCACCCTGGGCTAC F genotyping for transformants
CUL1A-U6 ATAACAAGGCCGAAAATTCA F CUL1-PDN quantitative RT-PCR
CUL1A-L4 TAATATCATCACTCAGTTGTTCG R CUL1-PDN quantitative RT-PCR
uCUL1-U5 GTTGGAGCCTGTTGCAAAG F CUL1-GDN quantitative RT-PCR
uCUL1-L5 TTCCTCAATGGCATCATCGCTG R CUL1-GDN quantitative RT-PCR
CUL1A-U5 CTTGGGCGATGATGATTTGGTT F CUL1-PDN quantitative RT-PCR
CUL1A-L3 AGGTCTCTTTCCAAGTAGTCTCTG R CUL1-PDN quantitative RT-PCR
uCUL1-U4 GTTGGCCAAGGAACATCAGAAT F CUL1-GDN quantitative RT-PCR
uCUL1-L4 AGCTTCAAACTTGCCATTGATGTG R CUL1-GDN quantitative RT-PCR
miR319a-F ATATGGATCCACAAACACACGCTCGGACG F miR319a cloning
miR319a-R ATATGAGCTCGGCGATGCCTTAAATAAAG R miR319a cloning
A CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC F amiR construction
M13R GGAAACAGCTATGACCATG R amiR construction
culS-AmiR-1_I GATTTTGACTCACTATCCAACTATCTCTCTTTTGTATTCC R amiR construction
culS-AmiR-1_II GATAGTTGGATAGTGAGTCAAAATCAAAGAGAATCAATGA F amiR construction/genotyping
culS-AmiR-1_III GATAATTGGATAGTGTGTCAAATTCACAGGTCGTGATATG R amiR construction/genotyping
culS-AmiR-1_IV GAATTTGACACACTATCCAATTATCTACATATATATTCCT F amiR construction
culU-AmiR-2_I GATAAATCCATCTGTACTCACTTTCTCTCTTTTGTATTCC R amiR construction
culU-AmiR-2_II GAAAGTGAGTACAGATGGATTTATCAAAGAGAATCAATGA F amiR construction/genotyping
culU-AmiR-2_III GAAAATGAGTACAGAAGGATTTTTCACAGGTCGTGATATG R amiR construction/genotyping
culU-AmiR-2_IV GAAAAATCCTTCTGTACTCATTTTCTACATATATATTCCT F amiR construction
CUL1P-CDS-F1_pFAST ATGGATCCATGGCGGAGGAAGCAGAGGAG F recombinant protein
CUL1P-NTD-Xho1-R ATCTCGAGTCATCTGTTACAGAAAATCTC R recombinant protein
CUL1B-CDS-F1_pFAST ATGGATCCATGGCGGAGGAGACT F recombinant protein
CUL1BG-NTD-Xho1-R ATCTCGAGTCATTTGTTACAGAAGACCTC R recombinant protein
CUL1C-CDS-F1-sma1_pGEX ATATCCCGGGTCATGAACCAGCGCAGCACA F recombinant protein
CUL1C-NTD-Not1-R ATGCGGCCGCTCATTTGTTGCAAAAAACCTC R recombinant protein
CUL1E-CDS-F1_pFAST ATGGATCCATGGCGATGAGTCAG F recombinant protein
CUL1E-NTD-Xho1-R ATCTCGAGTCACTTATTACAGAAGACCTC R recombinant protein
CUL1G-CDS-F1_pFAST ATGGATCCATGACGATCAAACAAATGA F recombinant protein
CUL1P-V342D_F350D-F CATGAGCAGGACTTTGACAAGAAGGCGGATGAGCTGCATGACAAG F mutation for recombinant protein
CUL1P-V342D_F350D-R CTTGTCATGCAGCTCATCCGCCTTCTTGTCAAAGTCCTGCTCATG R mutation for recombinant protein
CUL1B-V342D_F350D-F CATGAGCAGGACTTTGACAAAAACGCAGATGAGCTGCATGACAAG F mutation for recombinant protein
CUL1B-V342D_F350D-R CTTGTCATGCAGCTCATCTGCGTTTTTGTCAAAGTCCTGCTCATG R mutation for recombinant protein
CUL1C-V340E_I348E-F CAGGAGCAGGTTTTTGAACGGAAAGTCGAAGAGCTTCATGATAAA F mutation for recombinant protein
CUL1C-V340E_I348E-R TTTATCATGAAGCTCTTCGACTTTCCGTTCAAAAACCTGCTCCTG R mutation for recombinant protein
CUL1E-V342E_I350E-F GGGGAGCAGGTCTTTGATAGAAAGTTGGAAGAGCTTCACGACAAG F mutation for recombinant protein
CUL1E-V342E_I350E-R CTTGTCGTGAAGCTCTTCCAACTTTCTATCAAAGACCTGCTCCCC R mutation for recombinant protein
CUL1DG-I341E_I349E-F CAGGAGCAGGTCTTTGAAAGGAAGGTTGAAGAGCTGCATGACAAG F mutation for recombinant protein
CUL1DG-I341E_I349E-R CTTGTCATGCAGCTCTTCAACCTTCCTTTCAAAGACCTGCTCCTG R mutation for recombinant protein
CUL1C-CDS-F1-sma1_pFast ATATCCCGGGATGAACCAGCGCAGCACA F recombiannt protein
CUL1C-NTD-Not1-R ATGCGGCCGCTCATTTGTTGCAAAAAACCTC R recombiannt protein


