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多 くの植物 は 自家不和合性 を有 し、 自殖 を回避 して種 の遺伝的多様性 を保持 してい

る。 自家不和合性 にお ける 自他識別 はS遺 伝子座 にコー ドされた多型性 の花粉因子 と

雌ずい 因子 の相互作用 を介 して行 われてい る。ナス科植 物 の雌ずい因子 はRNA分 解酵

素（S・RNase）であ り、花粉管RNAを 分解す る細胞毒 として機 能す るの に対 し、花粉 因

子 は多数 のF・boxタ ンパ ク質群（SLFs）で あ り、非 自己のS・RNaseを 分担 して無毒化す

る と推察 され てい る。 しか し、SLFsが 形成す ると予測 され るSCF複 合体 の構成 因子

や無毒化機構 について は議論 が分 かれ てお り、未解 決で あった。 そ こで本研 究で はナ

ス科植物Petuniahybridaを 対象 に、SLFsが 形成 す るSCF複 合体 の構成成分候補 の

Cullin1（CUL1） の実体 と、S・RNaseの 無毒化機 構 を明 らかにす る事 を 目的 とした。

申請者 の研 究室 では、花粉 内で発現 させたFlagタ グを付加 したS7・SLF2と の共沈

実験 に よ り、当該SLF分 子種 には、SKP1様 分子 （SSK1）とRbx1に 加 え、CUL1様

分子 （CULI－P）が結合 してい るこ とを明 らか に して きた （円谷 ら，2014）。このCULI・P

がす べてのSL耳sが 形成す るSCF複 合体 の構成成分 であるか ど うかを確認 す るために、

まず 網羅 的 トラ ンス ク リプ トー ム解析 を行 い 、花 粉 で は5種 類 のCUL1分 子 種

（CUL1・P，G，B，C，E）が発現 してい るこ とを見 出 した。 これ らの発 現 を定量PCR法 に

よ り器官別 に比較解析 した ところ、CUL－Pの みが花粉 、特 に発達段階 の菊 にお いて顕

著 に高 い発現 を示 し、SSK1お よびSLFsと 類似 した発現様式 を示す ことを確認 した。

次 に、CUL1・Pの 機 能 を解析 す るた めに、CUL1・Pと 、従来候補 とされ たCUL1・G

の発現抑制形質転換体 を作 出 して受粉試験 を行 った。そ の結果、CULI・Pの 発現 を抑

制 した花粉 が特異 的に他家不和合性 を示す ことが判明 し、CUL1・Pが 様 々なS・RNase

（S11・，S17・，S19・RNase） の無毒化 において機 能 してい るこ とが強 く示唆 され た。

さ らに、SCFSLF・ 複合体 にお けるCUL1分 子種 の関与 をタンパ ク質相互作用 か ら解

析 した結果 、花粉 で発現す る5種 類 のCUL1分 子種 の中で、CULI・Pが 特異的 にSSK1

お よびSLFsと 複合体 を形成す ることが示 され 、CUL1・Pが 雌ずい 因子S・RNaseの 無

毒化 に寄 与 してい ることが強 く示唆 され た。

次 に、SCFsLF・ 複合体 による非 自己S・RNaseの 無毒化機構 を明 らかにす るために、
）
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他家 お よび 自家受粉花粉管 内のS・RNase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。そ の結果 、S・RNaseは 自家花粉管 の先端部位 に特異的

に局在 している ことが判 明 し、花粉管先端 よ り取 り込 まれ たS：RNaseが 他家花粉管で

は特定 の領域 に隔離 され るこ とな く分解 を受 けてい る事が強 く示唆 された。

本研究 に よ り、P．hybridaの 花粉 において、CUL1－Pが 花粉因子SLFsと 共 にSCF

複合体 を形成 し非 自己S・RNaseの ユ ビキチン化 に関与 してい ること、ユ ビキチ ン化 さ

れ たS・RNaseは 分解 に よって無毒化 され ているこ とを強 く示唆す るこ とがで きた。



、

／

論文審査結果の要旨

N

申請者氏名 塚原 麻伊

ナス科植物 の 自家不和合性 では、雌ずい 因子で あるRNA分 解酵 素 （S－RNase）が細

胞毒 として 自己花粉管 の伸長 を阻害す るのに対 し、花粉因子で ある多数 のF－boxタ ン

パ ク質群 （SLFs）が非 自己由来S・RNaseを 分担 して無毒化す るこ とで非 自己花粉管 の

伸長 を保証 す る とい う、協調 的非 自己認識機構 が提 唱 され てきた。 しか し、S－RNase

無毒化 に関わ るSLFs複 合体 の構成分子 の実体や無毒化 の具体的 な分子機構 について

は、異 なる説 が報告 されてお り、統一見解 は存在 しなか った。

そ こで 申請者 は、ナ ス科 のペチ ュニア （Petuniahybrida） におけるS・RNaeの 無毒

化機構 を明 らか にす るこ とを 目的 として、第1章 では分子生物学的 、生化学 的アプ ロ

ーチに よ りSLFs複 合体 の実体解 明を
、第2章 では免 疫組織化学的アプ ローチ によ り

和合 お よび不和合受粉時 にお ける花粉管 内のS・RNaseの 挙動解析 をお こなった。

第1章 では、SLFsが 形成す ると予想 され るユ ビキチ ン リガーゼ複合体（SCFsLF・）の

分子実体 を明 らかにす るた め、構成因子 の1つ 、Cullin1（CULI） の同定 を試 みた。初

めに、P．hybridaの 菊お よび花粉の トランス ク リプ トーム解析 に よ り、5種 類 のCUL1

ホモ ログ（CULI・P，G，B，C，E） を発 見 した。 これ らの うちCUL1・Pの みがSLFsと 同

様 の花粉発 生過程特異 的発 現プ ロファイル を示す こ とを見 出 した。 さらに、CULI・P

お よびCULI・Gを 標 的 とした ノックダ ウン実験 を行い、CUL1・Pの 発 現抑制 が特異的

に他家交配時 の稔性低下 をもた らす こ とを示 し、CUL1・Pの 非 自己S・RNaseの 無 毒化

へ の関与 を証 明 した。CULI・Pお よびCULI・GのN末 端部位 （CULI・PDN，CUL1－GDN）

を高発現す る形質転換花粉 では、SLFを 含む複合体 にCUL1・PDNの みが取込 まれ るこ

とを示 し、CUL1・PのSCFsLF・ へ の取 り込 みが、花粉管 内での各CULIsの 量比 にで

はな く、構成 因子 間の特異 的相 互作用 に依存す ることを証 明 した。 この特異的相互作

用 につい ては、組換 えタンパ ク質 を用いたinvitro系 において も確認 し、CUL1・Pを

構成 因子 とす るSCFsLF・ 複合 体 が、S・RNaseの 無 毒化 に関わる ことを明 らか に した。

第2章 では、雌ず い を伸長 中の和合 お よび不和合花粉管 内にお げるS・RNase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。花粉管先端域 か ら

の連続切 片観 察に よって細胞 内S・RNaseの 分布 を調べ 、S・RNaseは 主 に花粉管先端

部 の細胞質 中に存在す るこ と、非 自己花粉管で は受粉初期 の段 階か らその量が有意 に

減少 してい ることを発見 した。 この結果 は、S－RNaseが 花粉管 の先端部位 におい て取

り込 まれ こと、非 自己花粉管 ではその場 で速や かに分解 され ている ことを示 してい る。

以 上の よ うに、本論文はナス科植物 の 自家不和合性 の花粉 因子複合体 の構成 因子 の

一つ を明 らかにす る と共に
、雌ずい 因子 の無 毒化機構 に関 して示唆的 な手掛 か りを与 ，

える ものであ り、学術 上、応 用上貢献す るところが少 な くない。 よって審査委員 一同

は、本論文が、博士（バイオサイエ ンス）の学位 論文 として価値 あるもの と認 めた。


