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〈要 約〉

　顕花植物の自家不和合性は自殖をさまたげ他殖を促すことによって遺伝的な多様性を保つ遺伝的な機構である．ナス科植物ではS遺伝子座にコードされるFボックスタンパク質SLFが自家不和合性の花粉側因子である．SLFの対立遺伝子産物は雌しべ側因子であるS-RNaseの非自己の対立遺伝子産物を特異的に解毒することによって和合性受粉を可能にしているものと考えられてきた．しかしながら，SLFは対立遺伝子産物のあいだでの配列多型性がきわめて低く，どのようにして非自己のS-RNaseの膨大なレパートリーすべてを認識しているのか謎であった．筆者らは，in vivo機能アッセイおよびタンパク質相互作用アッセイにより，ナス科植物のペチュニアでは少なくとも3つのタイプの異なる遺伝子にコードされたSLFが花粉側因子として協調的に機能し，それぞれが一部の非自己のS-RNaseを分担して認識していることを明らかにし，S-RNase型の自家不和合性機構として協調的な非自己認識系を提唱した．
はじめに

　自家不和合性は顕花植物の種内生殖障壁であり，雌しべにおける自己（遺伝的に近縁の）花粉の排除および非自己（遺伝的に無関係の）花粉の受容を可能にしている．この自己と非自己との識別は，単一のS遺伝子座の複対立遺伝子にコードされた花粉側因子と雌しべ側因子とによって調節されている1,2)（図1）．花粉側因子と雌しべ側因子をコードする遺伝子は密接に連鎖して組み換わることなく遺伝するため，これら遺伝子のセットはSハプロタイプとよばれている．ナス科，バラ科，オオバコ科の自家不和合性を示す種は雌しべ側因子として分泌型リボヌクレアーゼであるS-RNaseを用いている1,3)．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合，S-RNaseは自己の花粉管の内部で細胞毒性を発揮してその伸長を阻害する1,3)．一方，花粉側因子はSLF（S-locus F-box）と名づけられたFボックスタンパク質であり3,4)，これらはSCF（Skp1-Cullin1-F-box）型ユビキチンリガーゼ複合体の構成タンパク質であることが示唆されてきた3,4)．
　S-RNaseによる花粉管のSハプロタイプの特異的な排除を説明するためタンパク質分解モデルが提唱されてきた（図1）．このモデルでは，SLFが自己以外のすべての非自己のS-RNaseを認識し，ユビキチン-プロテアソーム系を介してこれを分解し解毒することを予想する1,3,4)．このモデルは古くから知られる4倍体植物が自家和合性を示す“競合相互作用”とよばれる現象，すなわち，2つの異なる花粉側因子の対立遺伝子をもつ花粉が自家和合性を示す現象を矛盾なく説明することができる5,6)（図1）．2つの対立遺伝子をもつ花粉から生じる2つの異なるSLFは互いに認識特異性を相補しあうことによってすべてのS-RNaseを分解することが可能となり，結果として，花粉管はすべてのSハプロタイプの花柱に対して和合性になると説明しうる3)．実際，競合相互作用にもとづいてデザインされたin vivo機能アッセイにより，ナス科のペチュニアの一種Petunia inflataのS2ハプロタイプに由来するSLFが花粉側因子として機能することが証明された．すなわち，S2ハプロタイプに由来するSLF対立遺伝子をS1S2個体およびS2S3個体に導入する実験が行われ，その結果，異なる対立遺伝子をもつS1花粉あるいはS3花粉にS2ハプロタイプに由来するSLF対立遺伝子が導入されると自家不和合性は打破されるが，異なる対立遺伝子をもたないS2花粉の場合には自家不和合性が維持されることが示された7)．
　この実験結果がもととなりSLFが唯一の花粉側因子であると考えられるようになった7,8)．しかし，のちの実験により，SLFはその対立遺伝子産物のあいだでの多型性がS-RNaseに比べずっと低く，また，アブラナ科植物の花粉側因子と雌しべ側因子とのあいだで認められた共進化の関係もまったく認められないことが示唆されてきた．さらに，それぞれの種が数十に及ぶSハプロタイプをもつことを考えると，単一のSLFがはたして自己以外のすべてのSハプロタイプに由来するS-RNaseのレパートリーを認識しうるかどうか疑問視されるようになってきた．そこで，この研究では，ペチュニアにおいてすでに同定されたSLFが本当に自家不和合性における唯一の花粉側因子であるのかどうかをまず検証することにした．
1．既知のSLFは唯一の花粉側因子ではない

　ペチュニアのS5，S7，S9，S11のホモ接合体の花粉のcDNAから，既知のSLF対立遺伝子との配列相同性をもとに4つの新規な対立遺伝子をクローニングした．同定されたすべての対立遺伝子から推定されたアミノ酸配列はきわめて高い相同性を示し（アミノ酸同一性は86.4％～100％），相当するS-RNaseの示す低い相同性（多型性）とは対照的であった（アミノ酸同一性は40.1％～79.4％）．なお，S-RNase型の自家不和合性をもつ種は一般に複数のSLF様の遺伝子をもつことが示されてきたことから8-10)，混乱をさけるため，S2ハプロタイプに由来するSLF対立遺伝子と高い相同性を示すこれらのSLF対立遺伝子をタイプ1 SLFと名づけ，それぞれの対立遺伝子をSn-SLF1とよぶことにした（nはSハプロタイプの種類を表す）．
　驚くべきことに，S7-SLF1から推定されたアミノ酸配列はS19-SLF1 6) のものと100％同一であった．S7ハプロタイプおよびS19ハプロタイプは異なるS-RNaseをもち（アミノ酸同一性は45％），それらのホモ接合体のあいだの相互交配から異なる自他認識特異性を示すことも確認された．2つの異なるSハプロタイプにおいて同一のSLF対立遺伝子が発見されたことから，SLFが唯一の花粉側因子ではない可能性が示唆された．
　この可能性を調べるため，S5-SLF1，S7-SLF1（= S19-SLF1），S9-SLF1，S11-SLF1の産物が花粉側因子として機能するかどうかを形質転換実験により検証することにした．S7-SLF1をS5S7個体，S7S11個体，S5S19個体に導入したときにはすべての形質転換体が自家不和合性を保ち，異なる対立遺伝子をもたないS7花粉およびS19花粉だけでなく，異なる対立遺伝子をもつS5花粉，S11花粉においても競合相互作用が起こらないことが示された．
　しかしながら，S7-SLF1をS7S9個体に導入した場合には自家不和合性の打破が観察された．自家不和合性の打破が競合相互作用の結果であるかどうかを調べるため，S7-SLF1を導入したS7S9個体の花粉をS7S9野生株の雌ずいと受粉し後代のS遺伝子型を調べた．PCR解析の結果，調べた後代の個体のすべては導入された遺伝子をもち，S9S9またはS7S9のいずれかの遺伝子型であることが示された．S7S7遺伝子型の個体が存在しないことはS7S9雌しべに対してS7-SLF1を導入したS9花粉のみが和合性を示し，S7花粉は不和合性のままであることを示唆した．また，S7-SLF1をS17花粉で発現させた場合にも競合相互作用が観察された．以上の結果は，S7-SLF1が一部の非自己Sハプロタイプの2つの対立遺伝子をもつ花粉においてのみ選択的な競合相互作用を起こすことを示唆した．
　S5-SLF1，S9-SLF1，S11-SLF1を導入した個体も同様に解析した．S7-SLF1と同様に，それぞれのタイプ1 SLFは一部の非自己Sハプロタイプの花粉においてのみ競合相互作用を示した．このことは，タンパク質分解モデルにもとづけば，おのおののタイプ1 SLFは非自己S-RNaseの一部を認識しそれらの分解を誘導していることを示唆していた．では，タイプ1 SLFにより認識されなかったほかの非自己S-RNaseはS遺伝子座にコードされたいずれの因子によって認識されているのだろうか．
2．花粉側因子の特異性は複数の種類のSLF遺伝子によって決定されている

　ペチュニアではいくつかのSLF様の遺伝子がS遺伝子座と強く連鎖していることが知られてきた8)．そこで，このようなSLF様遺伝子にコードされた因子も花粉側因子として機能する可能性を推察した．この仮説を検証するため，既知のSLF様遺伝子の配列情報にもとづき，S5，S7，S9，S11，S17，S19それぞれのハプロタイプの花粉から新規のSLF様遺伝子のcDNA断片を徹底的にクローニングした．
　結果として，30個のSLF様遺伝子を同定し，配列類似性にもとづいて5つのサブグループに分類しタイプ2 SLF～タイプ6 SLFと名づけた．タイプ1 SLFと同じ命名法を用いてそれらの対立遺伝子をSn-SLFxとよぶことにした（xはタイプの番号を表す）．タイプ1 SLFの場合と同様に，いずれのタイプのSLFもSハプロタイプのあいだでの多型性は低いことが示された（アミノ酸同一性は70％以上）．
　6つのタイプのSLF遺伝子のすべてが類似した雄性器官に特異的な発現プロファイルを示した．すなわち，葯の発達過程において発現が増加し，開花前にピークに達し，成熟花粉および花粉管において減少した．また，それぞれのSLF遺伝子とS-RNase遺伝子とのあいだの連鎖を調べたところ，6つのタイプのSLF遺伝子のすべてがS-RNase遺伝子の1 cM以内に位置していることが示唆された．以上の結果は，新規の5つのタイプのSLF遺伝子が花粉側因子の遺伝子としての条件を満たすことを示した．
　そこでつぎに，タイプ2 SLFのS5対立遺伝子，S7対立遺伝子，S11対立遺伝子と，タイプ3 SLFのS7対立遺伝子，S11対立遺伝子についてin vivo機能アッセイを行った．S7-SLF3を除くすべてについて，調べたいずれかの花粉での競合相互作用が観察されたが，おのおののSLF遺伝子が影響をあたえた花粉のSハプロタイプはそれぞれ異なっていた．S7ハプロタイプおよびS11ハプロタイプのもつ3つのタイプのSLF遺伝子の産物いずれもがS5花粉において競合相互作用を起こさなかったという事実は，ほかの未解析のタイプのSLF遺伝子の産物がS5ハプロタイプに由来するS-RNaseの解毒を制御していることを示唆していた．さらなる解析が必要であるが，今回の形質転換実験は少なくとも3つ以上のタイプのSLF遺伝子が花粉側因子の遺伝子として機能していることを示唆した．
3．SLFは非自己のS-RNaseの一部と相互作用する

　複数のタイプのSLFが花粉側因子として機能していると仮定すると，タンパク質分解モデルは以下のように修正される．たとえば，S9花粉がS9花柱に対し不和合性であるのはS9花粉において生産される複数のタイプのSLFのすべてがS9ハプロタイプに由来する分泌型RNaseを認識しないためであり，一方で，S7-SLF2を発現するS9花粉がS9花柱に対して和合性であるのはS7-SLF2がS9ハプロタイプに由来する分泌型RNaseを認識して分解するためである．このモデルを検証するためタンパク質相互作用アッセイを行った．
　まず，予備実験として，FLAGタグ配列を付加したS7-SLF2をS5S11個体の花粉に発現させ，それがS7-SLF2と同様にS11花粉での競合相互作用を誘導することを観察しFLAGタグがS7-SLF2の機能に影響しないことを確認した．つぎに，FLAGタグを付加したS7-SLF2を含む形質転換花粉の抽出物を異なるSハプロタイプのホモ接合体の花柱抽出物と混合し抗FLAG抗体を用いて免疫沈降した．その結果，S7-SLF2とS9ハプロタイプおよびS11ハプロタイプに由来するS-RNaseとのあいだには強い相互作用が検出されたが，S5ハプロタイプおよびS7ハプロタイプに由来するS-RNaseとのあいだには相互作用は検出されなかった．これらの結果は，S7-SLF2はS9花粉およびS11花粉において競合相互作用を起こすがS5花粉およびS7花粉においては相互作用を起こさないことの原因が，S7-SLF2とそれぞれのハプロタイプに由来するS-RNaseとのあいだのタンパク質間相互作用の特異性に起因することを示唆していた．
4．協調的な非自己認識モデル

　この研究にもとづきS-RNase型の自家不和合性に関して“協調的非自己認識モデル”を提唱した（図2）．ペチュニアでは花粉側因子は複数のタイプのSLF遺伝子にコードされている．ひとつのSハプロタイプからつくられるおのおののタイプのSLFが相互作用できる非自己のS-RNaseは一部に限られるが，複数のタイプのSLF遺伝子の産物が協調的に機能することで非自己のS-RNaseのすべてを認識して分解し他家受粉を可能にしている，というモデルである．これまでに明らかにされてきたアブラナ科やケシ科における自家不和合性系ではいずれも雌しべ側因子と花粉側因子が単一の遺伝子によってコードされており，しかも，同一のSハプロタイプに由来する雌しべ側因子と花粉側因子との相互作用を介して“自己”認識が行われてその受精が阻害されていた．今回，解析したペチュニア（ナス科）の自家不和合性系では多数の花粉側因子を用いて異なるSハプロタイプに由来する“非自己”の雌しべ側因子の認識が行われており，根本からまったく異なる自他識別系であることが明らかになった1,11)．
おわりに

　この研究から導かれた協調的な非自己モデルは，S-RNase型の自家不和合性の研究において長年の謎であった多型性の低いSLF対立遺伝子によりきわめて多様な非自己のS-RNaseを識別するしくみについてはじめて明確な説明をあたえた．オオバコ科やバラ科の自家不和合性を示す種も単一のS-RNaseの遺伝子と複数のSLF様のFボックスタンパク質の遺伝子をS遺伝子座にもつことが示されている9,10)．たとえば，バラ科のリンゴ（Malus × domestica）では12個のSLF様のFボックスタンパク質の遺伝子がS遺伝子座に連鎖している10)．ナス科植物とは系統学的に離れたバラ科植物においても協調的な非自己認識モデルが適用できるかどうか，今後，明らかにしていく必要がある．また，複数のタイプのSLF遺伝子がどのように出現し，単一のS-RNase遺伝子とともにどのように進化してきたのか，また，どのようにしてそれぞれのタイプのSLFが一部の非自己のS-RNaseを分子レベルで認識しているのか，さらには，SLFにより認識された非自己のS-RNaseはどのようにして無毒化されているのか，などの課題も，今後，明らかにしていく必要がある．
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〈図説明〉
図1　ペチュニアのS-RNase型の自家不和合性における分解モデルと競合相互作用

雌しべ側因子（S-RNase）と花粉側因子SLFとが異なるSハプロタイプの組合せの場合，非自己相互作用が起こりS-RNaseが解毒され他家和合性となる．競合相互作用では，異なるSハプロタイプの花粉側因子がひとつの花粉管に共存する場合，認識の相補によりすべてのS-RNaseが解毒されるため自家不和合性が打破される．

図2　協調的な非自己認識モデル

S11ハプロタイプの例で示す．S遺伝子座にはS11ハプロタイプに由来するS11-RNase遺伝子と複数のタイプのSLF遺伝子が連鎖している．SLF1，SLF2，SLF3は，それぞれ，S17ハプロタイプに由来するS17-RNase，S9ハプロタイプに由来するS9-RNase，S7ハプロタイプに由来するS7-RNaseを含む，非自己のSハプロタイプに由来するS-RNaseの一部をそれぞれ分担して認識する．S5ハプロタイプに由来するS5-RNaseおよびS19ハプロタイプに由来するS19-RNaseは，ほかの未解析のSLFによって認識されているものと考えられる．S11ハプロタイプに由来するS11-RNaseを認識するSLFがないため自家不和合性を示す．
