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第 1章

概要

1.1 自家不和合性と S遺伝子座

有性生殖は、高等生物にとって種の遺伝的多様性の維持や劣性変異の発現抑制のための

機構として極めて重要である。有性生殖を実現するには、異なる系統 (親)間で雄性と雌

性の配偶子が受精する必要がある。動物は自由に動き回ることができ、一般に雌雄が別個

体であることから、異なる系統の配偶子と受精することができる。一方、植物は自由に動

き回ることができず、大部分が雌雄両性花であることから、自家受粉による受精の確率が

高くなる。しかし、自殖の繰 り返しは遺伝的にホモ個体を生み出し、植物集団内の遺伝的

多様性を維持できない。そこで、多くの植物は花粉と雌しべの間に自他識別システムを発

達させ、自家受精による自殖弱勢を防いでいる [1,2]。 植物におけるこのような仕組みは

自家不和合性と呼ばれている。

C.Darwinが彼の著書「種の起源 [3]」 の中で触れて以来、自家不和合性は多くの研究者

の興味を惹き、研究が進められてきた。自家不和合性は、1遺伝子座 (S遺伝子座)の複対

立遺伝子により支配され、雌しべ側が和合性になった変異体と花粉側が和合性になった変

異体が独立に単離されてきた。このことから、S遺伝子座には雌しべ側で特異的に発現す

る S遺伝子産物と花粉側で特異的に発現する S遺伝子産物がコー ドされ [1,2]、 それらの

分子間相互作用により自己・非自己が認識されていると考えられている。さらに、自家不

和合性は S遺伝子型の遺伝様式の違いから胞子体型と配偶体型に大別されている。



1.2 胞子体型自家不和合性

胞子体型自家不和合性は、アブラナ科,ヒ ルガオ科植物において研究が進められている。

胞子体型自家不和合性では、三倍体である花粉親 (胞子体)の S遺伝子型がそのまま花粉

に受け継がれ (花粉は一倍体であるが 2種類の S遺伝子型の性質をもつ
)、 花粉の S遺伝

子型の一方が雌しべの 2種類の S遺伝子型の一方と一致すれば、花粉は発芽しない、ある

いは発芽しても柱頭に侵入できない。アブラナ科植物では雌 しべ側 S遺伝子産物として

SRK(S― Receptor Kinasc)と SLG(S―Locus Glycoprotcin)が 同定されている。花粉側 S遺

伝子産物は長らく同定されなかったが、最近 SPll蛋 白質 (S-loCus Protein H,別 名 SCR:

S-locus Cystcinc rich protcin)が 発見され、花粉側 S遺伝子産物と同定された [4,5]。 これ

らの因子の相互作用により自他認識が行われ、花粉管内に蛋白質のリン酸化シグナルとし

て情報伝達され、自己花粉の発芽 。伸長抑制を引き起こすというモデルが提唱されている

[6]。 一方、ヒルガオ科サツマイモも胞子体型自家不和合性を示すが、S遺伝子型に連鎖し

た SRK様物質は同定されず、同じ胞子体型を示す植物でも、その機構はアブラナ科植物

のものとは異なると考えられている。

1,3 配偶体型自家不和合性

配偶体型自家不和合性は、バラ科,ナス科,ゴマノハグサ科,ケ シ科,イ ネ科など 15種

類の科で報告されている [7]。 配偶体型自家不和合性では、花粉は減数分裂により花粉親

の 2種類の S遺伝子型の一方のみを受け継ぎ、花粉の S遺伝子型が雌 しべの 2種類の

S遺伝子型の一方と一致すれば、花粉管伸長が花柱内で停止する (図 1.2)。 ナス科タバコ

いをθ′滋4α αια″)において S2遺伝子型をもつ集団の雌 しべ花柱に特異的に発現 している

分子量約 3万の糖蛋白質が検出され、その cDNAが クローニングされた [8]。 崎山らは

コウジ菌が細胞外に分泌する加水分解酵素のひとつである RNasc T2の一次構造を決定

し、酵素活性に必須な 2つ のヒスチジン残基周辺のアミノ酸配列が S2糖蛋白質にも保存

していることを見いだし、この糖蛋白質は RNaseで あると予測 した [9]。 この予測は精

製した S2糖蛋白質に RNasc活性が検出されたことにより実証された [10]。 さらに、Sl,
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S3,S6,S7糖 蛋白質にもRNase活性が確認され、タバコ由来の S糖蛋白質は RNase T2型

酵素であることが明らかとなり、S―RNaseと 呼ばれた。これ以後、ナス科のペチュニア

[H,12],ト マ ト [13],ポ テ ト,バ ラ科のニホンナシ [14,15],チ ュウゴクナシ [16],リ ンゴ

[17,18,19],ア ーモンド[20],サクランボ,ゴマノハグサ科のキンギョソウにおいて、タバ

コ S―RNaseと類似のリボヌクレアーゼが次々と発見された。S―RNaseが配偶体型自家不

和合性の雌しべ側因子であることは、タバコおよびペチュニアにおいて S―RNase遺伝子

のセンスあるいはアンチセンスを導入した形質転換体が自家不和合性を獲得あるいは喪失

することにより、直接的に証明された [21,22]。 さらに、形質転換体実験により S―RNase

の RNase活性が配偶体型自家不和合性に必須であること [23,24],S― RNaseの糖鎖は配偶

体型自家不和合性に関与しないこと [25]が明らかにされた。

一方、ケシ科とイネ科の配偶体型自家不和合性についても精力的な研究がなされている

が、これらの植物では S―RNaseと は全く異なった蛋白質が関与する機構であると分かっ

ているので [26]、 本論文では詳しく議論しない。

1.4 S―RNaseと RNsae丁2型酵素

リボヌクレアーゼ (RNasc)と は、RNAのホスホジエステル結合を加水分解する酵素の

総称であり、ヌクレオチ ド鎖の 5'ま たは 3'末端から一つずつヌクレオチ ドを切断するエ

キソリボヌクレアーゼと、ヌクレオチ ド鎖内部を切断するエン ドリボヌクレアーゼに大

別される。エンドリボヌクレアーゼは 5'― ヌクレオチ ドを生成するものと 3'― ヌクレオチ

ドを生成するものに分けられ、後者は 2,3-環状ヌクレオチ ドを反応中間体として経由す

るため (図 1.4)、 2',3'―環状化リボヌクレアーゼと呼ばれている。2',3'― 環状化リボヌクレ

アーゼはさらに分子量やアミノ酸配列によって、ピリミジンを特異的に切断する RNase A

ファミリー,グアニンを優先的に切断する RNasc Tlフ ァミリー,特別な塩基特異性を有し

ない RNsae T2フ アミリーに分類される [27]。 S―RNaseが分類される RNsae T2型 酵素は

分子量が約 30,000,酵 素活性の至適 pHが 4-5である。微生物由来の RNsae T2型 酵素と

S‐RNasc間 のアミノ酸配列の相同性は平均 10%程度と低い。しかし、活性に必須とされ

ている 2か所の His残基近傍のアミノ酸配列は非常によく一致している。この相同配列に



基づいてタバコ s2糖蛋白質がリボヌクレアーゼであると予測されたのは、先に述べたと

おりである。

1.5 S‐RNaseのアミノ酸配列と自他認識部位

ナス科,バ ラ科,ゴマノハグサ科植物で同定されている S―RNascは約 200残基からなる

RNase T2型 酵素である。全体のアミノ酸配列の相同性はナス科とバラ科では 30%以下で

あるが、触媒部位を構成する 2か所のヒスチジン近傍に、F「XH*GLWPお よび 圏

『

GXC

(H*:触媒部位ヒスチジン)と いう共通なアミノ酸配列を有しているのが特徴である ([28],

図 3.4)。 アミノ酸配列を詳細に比較すると、S遺伝子型に対応してアミノ酸配列が著しく

変動する領域が存在しする (図 3.4)。 この領域は HV(hypcrvariablc)領 域と呼ばれ、S遺

伝子型の識別に関与すると考えられている [29]。 ナス科植物では HV領域が 2か所見い

だされ、N末端側より順にHVa,HVbと呼ばれている。両 HV領域がナス科の配偶体型自

家不和合性における S遺伝子型識別に関与していることは、ポテ ト(肋滋ん
““

ελαεοι4Sι )

Sll― RNaseの H恥 領域や HVb領域を S13~RNaseの ものと入れ替えることで S遺伝子型特

異性を Sllか ら S13に改変できたこと [30]や Sll―RNascの HVa領域や HVb領域に部位

特異的変異を導入することで Sllと S13双方の S遺伝子型特異性を有する新たな S―RNasc

を作成できたこと [31]に よって証明された。一方、バラ科 S―RNaseで はナス科 S―RNase

の HⅥ 領域に相当する 1か所の HV領域しか検出されておらず [15,32]、 HVb相当領域

は欠落していると考えられる (第 3章 ,第 4章 ,[32,28])。

一方、遺伝子の塩基配列から認識部位を予測する方法のひとつである同義・非同義置換

分析がバラ科 S―RNascに対して行なわれた [33]。 類似の蛋白質をコー ドしている遺伝子

間において、アミノ酸置換が起これば蛋白質が機能を失う確率が高いため、一般的に同義

置換数 (ぬ )が非同義置換数 (昴)を上回る。これに対して、蛋白質の認識部位は積極的に

アミノ酸変異を起こすほうが自然淘汰に有利に働くため非同義置換数が多くなり、時には

同義置換数を越える場合がある。このような領域は正の淘汰を受けていると言われてい

る。蛋白質の認識部位が あ >あ の値を示し正の淘汰を受けていると考えられる例とし

て、MHCク ラス Iおよび Ⅱ[34,35,36],マ ラリア細胞表面タンパク質 MSA2[36]な どが



知られている。11種類のバラ科 S¨RNasc遺伝子に対して同義・非同義置換数を解析した

ところ、非同義置換数が分子全体に渡 り非常に高い値を示し、4か所で同義置換数を越え

ていた (PSl―PS4領域)(図 3.4)。 HV領域は PSl領域に含まれる。ナス科 S―RNascの同

義・非同義置換分析も Kaoら により行われたが、バラ科に見 られるような PS領域はナス

科 S―RNascに は見い出されなかった。これらの知見を総合すると、塩基配列やアミノ酸

配列から予測される花粉側 S遺伝子産物に対する認識部位の候補として、ナス科 S―RNase

では HⅥ および HVb領域、バラ科 S―RNascで は HVおよび PS領域を挙げることがで

きる。

1.6 S…RNaseに よる rRNAの分解

McClurcら は、タバコにおいて不和合により伸長停止した花粉管の rRNAは分解され

るが、和合の受粉ではこのような分解が起こらないことを示した [37]。 この結果と花粉管

伸長時にrRNAの合成が起こらないという事実 [38,39]か ら、S―RNascが花粉管内に侵入

し、rRNAを分解することで花粉管の伸長停止を引き起こす、というrRNA分解説が提唱

された。しかし、「rRNAの分解が不和合性反応の原因か結果か」は定かでなく、S―RNase

との自他認識に関与する花粉側 S遺伝子産物が未だに発見されないため、「S―RNaseがい

かにして自己 。非自己の花粉管を認識できるのか」も大きな謎である。

1.7 配偶体型自家不和合性の分子機構

花粉側 S遺伝子産物が未知の状態であるが、多くの状況証拠から配偶体型自家不和合性

のモデルとしてレセプター説とインヒビター説が提唱されている (図 1.3,[29,40])。 レセ

プター説では、花粉側 S遺伝子産物が花粉管膜に局在する S―RNaseの レセプターで、同

じS遺伝子型の S―RNascの み花粉管内に取 り込むことができるため、自己の花粉管のみ

伸長が停止する。一方、インヒビター説では、花粉 S遺伝子産物が S―RNascの 酵素活性

を阻害するインヒビターで、S遺伝子型に関係なく花粉管内に侵入してくる S―RNaseの う

ち、S遺伝子型が異なるすべての S―RNascの活性が阻害され、自己と同じS遺伝子型の花

粉管のみ伸長が停止する [29]。
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Golzら は、タバコにおいて S遺伝子座を含む染色体断片が核内に重複し2種類の S遺

伝子型をもつ花粉を産生する変異体を見つけ、この変異体の花粉がすべての S遺伝子型

に対して和合になることを見い出した [41]。 また、四倍体 トマ トやペチュニアが和合であ

るという報告もある [42,43]。 インヒビター説では花粉管内に S遺伝子型の異なる 2種類

のインヒビターが存在することになり、これらの現象を容易に説明できる。レセプター説

でもレセプターがホモ多量体で機能を発揮 し、ヘテロ多量体では機能しないと仮定する

と説明可能である。一方、McCubbinら は RNase活性のない変異体 S―RNascが優性ネガ

ティブに働くことを報告した [24]。 この効果はインヒビター説では理解しがたく、レセプ

ター説によってのみ説明が可能であるため、レセプター説のほうがやや有利のように思わ

れる。しかし、最近 S―RNascが S遺伝子型非特異的に花粉管内に侵入し蓄積することが

免疫細胞化学的に明らかにされた 144]。 この報告は、インヒビター説を支持するものであ

る。いづれにしても、花粉側 S遺伝子産物が発見されていない現状では、レセプター説 ,

インヒビター説ともに推測の域を出ない。

1.8 本研究の目的

本研究では、配偶体型自家不和合性に示すバラ科ニホンナシ S―RNaseの立体構造を決

定し、今まで一次構造を基に議論されてきた S―RNaseの酵素活性,認識部位,花粉側 S遺

伝子産物,バ ラ科配偶体型自家不和合性の分子機構について (上述)、 立体構造に基づく構

造生物学的視点から議論することが目的である。S―RNaseの立体構造に関する報告は今ま

でになく、本研究は世界で最初の成果である。
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花粉管

花柱
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図 1.1:花の構造

鑓 伝子型

'口

糸田]コ

中央細胞

反足細胞

花粉

花粉の

花粉管

雌 しベ

雌 しべの

鑓 伝子型

図 1.2:配偶体型自家不和合性のしくみ

配偶体型自家不和合性は、多型を有する S遺伝子座によって支配されている。一倍体であ

る花粉の S遺伝子型が、三倍体である雌 しべの S遺伝子型の一方と一致すると、花粉管伸

長が花柱内で阻害され受精できない。
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(a)

花粉側
St遺伝子産物

花粉管 (SI)

花粉管の伸長停止

|
rRNAの分解

花粉管 (St)

花粉管の伸長停止

|
rRNAの分解

(b)

花粉側
Sl遺伝子産物

図 1.3:S― RNaseに よる配偶体型自家不和合性の分子モデル

Sl遺伝子型の花粉管が SlS2遺伝子型の雌 しべの transmiting tissucを 伸長する場合を例

示 した。(a)レ セプター説。この説では花粉側 S遺伝子産物は S―RNase受容体である。花

粉の S遺伝子型と一致する S―RNsacが花粉管内に取 り込まれる。(b)イ ンヒビター説。こ

の説では花粉側 S遺伝子産物は S―RNaseイ ンヒビターである。花粉の S遺伝子型と一致

しない S―RNsacが花粉管内で RNase活性を阻害される。
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図 1.4:RNase Rhに おいて考えられているRNA分解反応のモデル

Rl,R2,R3は、His104,Glul° 5,Lys108の いずれかを示す。[27]か ら引用。
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第 2章

ニホンナシ (PyruS pyrliforlia)

S3‐RNaseの精製と結晶化

2.1 概要

S―RNaseに よる配偶体型自家不和合性の分子機構を明らかにする上で、S―RNascの 立

体構造情報はきわめて重要であると考えられる。立体構造が明らかになることで、これま

で一次構造のみで議論されてきた花粉側 S遺伝子産物に対する認識部位や自他認識機構に

ついて構造生物学的視点から議論することが可能となる。また、Hv PS領域の立体配置

や分子表面の性質に関する情報は、現在のところ発見されていない花粉側 S遺伝子産物を

検索するための戦略を考える上で非常に有用である。

本研究の対象であるニホンナシ (Pンr“S〃r"肋 )S―RNsaeで は 7種類の多型 (Sl―S7~

RNasc)が存在することが知 られてお り [45,15]、 この中から最初に立体構造を明らかに

する対象として S3~RNaseと S5~RNascを選択した。これら S―RNaseは 糖鎖結合部位が

2か所とニホンナシ S―RNascの 中で最も少なく [46]、 比較的結晶を得ることができる可

能性が高いと考えられたためである。また、これら S―RNaseの アミノ酸配列の相同性は

95.5%と 非常に高いにもかかわらず互いを非自己と認識しているためである。両者の立体

構造を明らかにし立体構造の際を詳細に比較することで、花粉側 S遺伝子産物の認識に関

わる部位を特定し、認識機構について何 らかの知見が得られると考えられる。

本章では、立体構造解析の第一歩としてニホンナシ「長十郎 (S2S3)」 S3~RNascの 精製 ,

結晶化,SPring-8 BL40B2ビ ームラインで行った X線回折実験について記述する。
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2.2 実験材料,方法

2.2.1 実験材料

ニホンナシ的 翻s′ jrルιJα)「長十郎 (S2S3)」 の花は、鳥取県園芸試験場 (鳥取県大栄町)

から採花した。S遺伝子型は交配実験により同定されている [47]。 成熟しているが花びら

が完全には開いていないバルーン状態から花びらが完全に開いている状態 (ただし開約し

ていない)の花を採集した。採集した花から直ちに雌しべ (柱頭を含む花柱)を切りとリド

ライアイスで凍結させ、使用直前まで -170°Cで保存した。

2.2.2 RNase,舌性測定

1.5mlマ イクロチューブに 0.lM塩化カリウムを含む 0.2Mイ ミダゾールー塩酸緩衝液

(pH 7.0)を 25り1,0.2%DEPCを 含む水 (DEPC処理水)に懸濁した酵母由来 tRNAを 黎 l

(2mg RNA相 当量),DEPC処理水を (250-χレl加 えて撹拌 し、37°Cで 10分間放置し

た。このチューブに蛋白質溶液を 1り1加えて 37°Cで 20分間放置した後、100/1の 反応

停止液 (25%過塩素酸,2%(w/v)酢酸ランタン水溶液)を加えて 30分間氷冷した。チュー

ブを 4°Cで 15,000rpm,10分 間遠心し、上清 2り1を DEPC処理水で lmlに希釈した後、

260nmの吸光度を測定した。

2.2.3 精製

ニホンナシ S3~RNaseは、図 2.1に示した手順で精製した。

2.2.4 結 品化 と X線回折データの収集

ニホンナシ S3~RNascの結晶はハンギングドロップ蒸気拡散法により作成した。シリコ

ンコーティングしたカバーガラスに 100 mM MES―水酸化ナトリウム pH 7.0,200 mM酢

酸ナトリウム,30%(w/V)PEG 6000と いう組成の結晶化溶液 ηlをのせ、第 2.2.3節で得

たニホンナシS3~RNase溶液ηlを加えてハンギングドロップを作製した。24穴 タイター

プレートに結晶化溶液 30C口1を加え、穴の周囲にシリコングリースを塗布した後、液滴を



15

のせた面がタイタープレー トの液面に向くようにカバーガラスで密閉した。この状態で

20°C,5日程度静置すると、液滴内に S3~RNase結晶が生じた (図 2.3)。 結晶の大きさは約

0.1× 0.1× 0.03 mmで あった。

結晶をナイロンループですくい取り、直ちに 100Kの 窒素ガス中に置いた。X線回折

データは SPring-8(兵 庫県佐用郡三日月町)BL40B2ビームラインで X線検出器 R―AXIS

IV(理学電機)を用いて収集した。波長は 0。9Å,ヵ メラ長は200.Omm,振動角は 2.0° ,X線

照射時間は40秒の条件で 83枚の回折像を得た。プログラムDENZO[48]を用いて空間

群を決定し、プログラムSO払』財α [48]を用いて 1.5Å までのデータを統合した。

2.3 結果および考察

2.3.1 精製

ニホンナシ「長十郎」の雌しべ 5,000花相当分を液体窒素下乳鉢と乳棒で粉状になる

まで磨砕し液体窒素を完全に気化させた。5mM EDTA,15mg/ml L― アスコルビン酸ナト

リウム,30mg/ml polyclar AT(ポ リビニルピロリドン,GAF Chemicals Co。 )を含む 40mM

MES―水酸化ナトリウム緩衝液 (pH 6.5)100mlに試料を加え、4°Cで 30分間撹拌し可溶

性蛋白質を抽出した。以下、各クロマトグラフィー画分の分析操作を除いた全ての操作を

4°Cで行った。抽出液を 18,800×g,10分間遠心し、上清を除いた後沈澱を 5mM EDTA,

15mg/ml L― アスコルビン酸ナトリウムを含む 40mM MES―水酸化ナトリウム緩衝液 (pH

6.5)50mlに懸濁し 18,800×g,10分間遠心した。さらに上清を除き沈澱を 5mM EDTA,

15mg/ml L― アスコルビン酸ナトリウムを含む 40mM MES―水酸化ナトリウム緩衝液 (pH

6.5)50mlに懸濁し 18,800×g,10分間遠心した。各遠心で得られた上清は一つにまとめ

た。まとめた上清に硫酸アンモニウムを 90%飽和となるように加えて撹拌して硫酸アン

モニウムを完全に溶解した後、2時間放置した。この溶液を 24,3CICl× g,60分 間遠心し、

沈澱を 5mM EDTA,15mg/ml L― アスコルビン酸ナトリウムを含む 40mM MES―水酸化ナ

トリウム緩衝液 (pH 6.5)少量 (約 20ml)に 懸濁し、5mM EDTAを 含む 40mM MES―水酸

化ナ トリウム緩衝液 (pH 6.5)で 平衡化した Scphadcn G-75 supcrineカ ラムによるゲル

ろ過に供した。280nmの 吸光度および RNase活性を測定しRNasc活性を有する画分を
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集め、5mM EDTAを含む 40mM MES―水酸化ナ トリウム緩衝液 (pH 6.5)で 平衡化 した

CM― cclluloseカ ラムに供した。吸着物は 00.4M塩化ナ トリウムを含む 40mM MES―水

酸化ナ トリウム緩衝液 (pH 6.5)に よる直線濃度勾配により溶出した。280nmの吸光度お

よび SDS―PAGEにより S―RNase画分を決定して集め、10mMり ん酸緩衝液 (pH 6.5)31に

透析した。透析外液を 1回交換し再度透析した後、10mMり ん酸緩衝液 (pH 6.5)で平衡化

したヒドロキシアパタイ トカラムに供した。吸着物は 10-250mMり ん酸緩衝液 (pH 6.5)

による直線濃度勾配により溶出した。280nmの吸光度および SDS―PAGEにより S―RNasc

画分を決定して集めた。ニホンナシ S3~RNase濃度が 4mg/mlとなるように濃縮し、外液

を 0.lM MES―水酸化ナ トリウム緩衝液 (pH 7.0)に 置換して、ニホンナシ S3~RNascの最

終標品とした。

2.3.2 結品化と X線回折データの収集

1個の結晶を用いて 1.5Å 分解能のデータを得た。得られたデータの詳細な統計値は表

2.1の とおりである。プログラム2P燿り [48]に よるデータ処理とプログラム瓦超yfEw

[49]に より作成された pseudo―precession写真により空間群はP21,単位格子はα=45.4,

b=52.4,ε =47.4Å,α =γ =9o,β =106.5° と決定した。非対称単位にニホンナシ

S3¨RNasc(分子量約 25,000)が 1分子存在すると仮定すると、Matthcws係数Vm[50]は

2.16Å3/Daであった。この値から概算される溶液含有率は43%であった。
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表 2.1:X線回折実験によって得られたニホンナシ S3~RNasc結 晶の統計値

Space group

Unit― cell parameters*α

α(Å)

b(Å )

ε(Å)

α,γ (° )

β(° )

Resolution*ら (Å)

Observed reflections

lndependent reflections

Rmette*ε (%)

Completeness(%)

f/6戸(I)

Averaged redundancy

P21

45。39(6)

52.40(5)

47.41(6)

90.00

106.60(6)

1.5(1.53-1.5)

105257(5999)

33441(2095)

5。7(14.6)

96。 3(90。 6)

14.7(11.3)

3.2(2.6)

'a Values in parenthesis are estimated standard deviations.

めValues in parenthesis are in the highest resolution shell in l.53-1.5Å .

*ε Rmcrge=(Σ lfr― (′〉1/Σ 島)× 100,where 4 is an individual intensity observation,(r)is

the mean intensity forthat renection and the summention is over an renectiOns.



18

珈

RNa80 3SSay
Batt hydomxlde輌

渤

SttPACE
30鯰 0107000390"102105111

A200
SDS‐PAGE
347506254570003660070

Chojurc styles t|orn 5,fi)0 Flow€r8

I
Grourd in lhuid nitrogsn

I eoo to loornl ot 4omM MEs+lSH, pH 6.5

I containirp smM EDTA" lsmg/ml sodium L-ascorbic acid, St]|nglml pdyclarAT

Stinlng, 3ofiin., 4C

I

f 18,mxg, 10min.,4C

sup ppt

I I suspnthd In slml €t 4onM MEs-IlaoN,l, fi 6.5

I I contdnru smM EDTA, lsrng/mt sodium L-accoftic ecid
tl
| <P 18,800 x s, 10min.,4c

| {--l
| $rp ppt

| | | "w*nt* 
h 50rnl d,l0mfti ME$r{afi, pn s.5

| | | conlElning 5mM EOTA t$ng/rnl sodium i-8s@blc 6cid

ttlllr-t
llEupmilI t+l
'-----1 rsaml

I

I noo teo.s g t= 6G3 x 1& /t000) d Anrnonium eultato (= 90'96 saturaffon)

t
Keep,2hr.,4C

I

f 2+,30t1x9,6(}rh., rl0

f-lppl $r,rp

I t*O"nO.O kr 15 rd of rl0mM MEglWtl, pll6.5

I cor*atntn0 SmM EDTA, f EnEfi{ 6o.fum L-agcotbic sdd

轟鷲鋼票驚恵
臨
…

響m‐

-10鰤
F=―

|
Diaped電蔀献 31 of

l伽湖 Na‐phOophab,pH 6.512疇 )

FradiOos

図 2.1:ニホンナシ S3~RNaseの精製概略



19

(b)

(a)

010

0.∞

0■0

0″

0“

Q“

0“

0■9

0認

001
1● 20 00 40 30 00 70 00 綺 101101鍵 1田 1● 130100

Fradi'on tlumber (10 ml I tube)

(C)

餞

曖

020

013

0.16

ボ 堪

0.10

003

●00

0.04

●

"
000

Fraction Number12 mlノ 簡be)

図 2.2:ニホンナシS3~RNaseの 精製各段階のクロマトグラム

図 (o,o)上部に線を付 した画分を集めて次のクロマ トグラフイーに供 した。図 (c)の上

部に線を付 した画分をニホンナシ S3~RNase画分とした。
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図 2.3:ニホンナシ S3■NaSeの結晶

結晶の大きさは約 0.lxO。 lxO。03 mmである。
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第 3章

配偶体型自家不和合性に関与する二

ホンナシ (PyruS pyrlifollia)花柱リボ

ヌクレアーゼの 1.5Å分解能結晶構

造解析

3.1 概要

第 2章では、ニホンナシ的 認s″ッrJら J滋)「長十郎 (S2S3)」 よりS3~RNaseを 精製し、ネ

イティブ結晶 (重原子を導入していない結晶)の作製ならびにX線回折実験についで説明

した。本章では、ニホンナシ S3~RNaseの 立体構造を高分解能で明らかにし、RNase T2型

酵素としての S―RNaseと配偶体型自家不和合性における雌しべ側 S遺伝子産物としての

S―RNascと いう 2つ のの側面から、得られた立体構造について議論する。

バラ科配偶体型自家不和合性における本研究の意義については、概要で述べたとお りで

ある。当初、得られた回折実験データを基に分子置換法 (MR)による立体構造の解明を試

みたが、得られた解が真であると断定することができなかった。そこで、本章では多重同

型置換法 (MIR)に よって位相問題を解決して立体構造を明らかにした。

S―RNascは第 1.4節で述べたように RNase T2型酵素に分類される。そこで、本章では

ニホンナシ S3~RNaseの立体構造を他の立体構造既知の RNase T2型酵素と重ね合わせ、

S―RNascの酵素活性と構造との相関について検証する。
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ニホンナシ S―RNaseに は 7種類の多型が存在 し (第 2.1節
)、 全てのアミノ酸配列が明

らかとなっている。アミノ酸配列比較により、アミノ酸配列の保存性が著しく低い領域が

1か所見いだされており、花粉側 S遺伝子産物の識別に関与する領域の有力な候補である

(第 1.5節 )。 また、塩基配列の同義・非同義置換分析によつて非同義置換が同義置換を上

回る領域が 4か所見いだされており、これらの領域も花粉側 S遺伝子産物の識別に関与す

る可能性がある (第 1.5節 )。 そこで、これら領域の立体構造を他の RNase T2型酵素と比

較し、アミノ酸側鎖の立体配置や分子表面構造について詳細に検討して、S―RNase特有な

構造を考察する。

3.2 実験材料,方法

3.2.1 実験材料

ニホンナシ的 ″s′Jr"ι jα)「長十郎 (S2S3)」 の花は、鳥取県園芸試験場 (鳥取県大栄町)

から採花した。S遺伝子型は交配実験により同定されている [47]。 成熟しているが花びら

が完全には開いていないバルーン状態から花びらが完全に開いている状態 (た だし開約し

ていない)の花を採集した。採集した花から直ちに雌しべ (柱頭を含む花柱)を切りとリド

ライアイスで凍結させ、使用直前まで -170°Cで保存した。

3.2.2 精製 ,結品化 および X線回折データ収集

ニホンナシ S3~RNaseは第 2章に示した方法で精製し結晶を作成した [51]。 得られた

結晶は空間群 P21に属し、単位格子 α=45.65,b=52.59,ε =47.57Å ,α =γ =9o,

β=106.45° である (第 2.3.2節 ,[51])。 ネイティブ結晶の X線回折データは第 2章で得た

ものを用いた。また、第 2章の方法で作製したハンギングドロップのうち単結晶が生じた

ものの一部について、ハンギングドロップ中の終濃度が 10mMとなるようにEMTSを加

え、20°C,2日 間静置しEMTS導入結晶を作製した。同様の手順で 5mMチオシアン酸水

銀 (II)ア ンモニウム,1.25mM酢酸鉛 (II)(い ずれもハンギングドロップ中の終濃度)を加

えたハンギングドロップを作製し、チオシアン酸水銀 (II)ア ンモニウム導入結晶,酢酸鉛

(II)導入結晶を作製した。これら重原子誘導体結晶のX線回折データはフォトンファクト
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リー (茨城県つくば市)BL-6Aビ ームラインで X線検出器 Quantum 4R(ADSC)を 用いて

収集した。波長は 1.0Å ,ヵ メラ長は 200.Omm,振 動角は 2.0° ,X線照射時間は 90秒の条件

でX線回折データを収集した。プログラム″θSFIjy[52],Sの比A[49]を用いてデータを

統合した。

3.2.3 結 晶構造の決定

ウェブサイトLIBRA[53]を Structurc Prcdiction modeで 使用し、ニホンナシS3~RNase

の一次構造を供して 3D-lD法 による蛋白質の立体構造予測および配列解析を行った。そ

の結果、もっとも類似性が高い分子としてニガウリ種子由来の RNase MCl[54]が提示さ

れたことから、分子置換法のモデル分子として RNasc MClを採用した。複数のプログラ

ムrPLθR[55],AMθR`[56],ノθLRJЧ57]を用いて解析を行ったが、得られた解は真で

あると断定できるものではなかった。

Pattersonマ ップはプログラム SθLИЦ58]を用いて解釈し、各重原子誘導体結晶中の重

原子の位置を決定した。得られた重原子座標を基にして maximum―likclihood法 による精

密化を行うプログラム SHARP[59]を用いて 2.5Å 分解能までのデータで位相を決定した

(表 3.1)。 得られた位相をプログラム DM[49]と ルッARP[60]を用いて改良した。プログ

ラム D″ [49]を用いて位相を漸次的に 2.5Å から 1.7Å まで拡張した。得られた位相をさ

らに 1.5Å まで拡張・精密化し、プログラムルνARP[60]を 用いて multiple―reined dummy

atomic modelの 平均化を行った。シッARP[60]による構造因子の平均化は有効であり、良

質な電子密度を得ることができた。プログラム L・ARP[60]に より主鎖を自動トレースし、

プログラム θ[61]でモデルを構築した。構造の精密化はプログラム CNS[62]を 用いて

行った。simulated annealingを 1回行った後エネルギーの最小化と温度因子の最適化を

数回繰り返した。得られた結果を基にプログラム CNS[62]を 用いて composit omit map

を作製した。得られたマップを基にモデルを注意深く修正しデータの精密化とモデルの

修正を繰り返し行った。分解能は 2.3Å から 1.5Å まで漸次拡張した。プログラム CNS

[62]に より水分子を差フーリエ図の電子密度が 3σ 以上のピークから拾い上げた。糖鎖

のモデルはウェブサイ トHIC―Up[63]か ら入手した。結晶構造は 6い 1.5Å までのデー

タを使用して R値 17.2%,frcc―R値 20.2%ま で精密化した。最終的に得られた結晶構造
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は蛋白質 1643原子,糖鎖 59原子,水 266分子を含んでいた。プログラム PRθCHECκ

[64]を用いて Ramachandranプ ロットを作製した。全アミノ酸残基のうち 91.5%が most

ねvorablc rcgionに ,8.5%が additional allowcd regionに 属しており、 generally a1lowed

rcgionや disa1lowed regionsに 属するアミノ酸残基は存在しなかった。結晶構造は PrOtein

Data Bank[65]に lIQQの アクセッションコー ドで登録された。

3.3 結果

3.3.1 全体構造

ニホンナシ S3~RNaseの 結晶構造は多重同型置換法 (MIR)で決定され、R値は 17.2%,

分解能は 1.5Å まで精密化を行った。表 3.1にニホンナシ S3~RNase結晶の統計値をまと

めた。

ニホンナシ S3~RNaseの 結晶構造を図 3.1に 示 した。分子の大きさはおおよそ

40× 50× 3Å である。この分子は 6個の α―ヘリックス (α l,α2,α4,α

“

α8),2個の 310-ヘ

リックス (α3,α5),7個 のβ―ス トランドψlf7)か ら構成されるα tt β型構造をとって

いる (図 3.1(a))。 主鎖のトポロジーはクモノスカビ (Rあたη
“
S κJソι

“
s)由 来の RNase Rh

[66,67],ト マ ト(りε9ριrsJεθκ ιsC“J`″
““

)由来の RNase LE[68],ニガウリo%“θrdiCα

εんα″″Jα)由来の RNasc MCl[54]と いった立体構造が明らかとなっている RNase T2

型酵素とよく一致する (図 3.1(b))。 ニホンナシ S3~RNaseに は二次構造上 2つの特徴を

持っている。一つはα2-ヘ リックスが他の RNase T2型酵素より短いこと,も う一つは他

の RNasc T2型酵素には見られない非常に短い 3Ю―ヘリックス (α3:Arg74_Lys76)が 存在

することである (図 3.2)。 ニホンナシ S3~RNaseの電子密度図より4個のジスルフィド結

合 (Cys15 cys22,cys48_cys91,Cys155_cys193,cys170 cys181)が 確認できた。この結果は、

ニホンナシ S4~RNaseやタバコ S2~RNascのペプチドフラグメントを質量分析した結果と

一致する [69,70]。
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3.3.2 触媒部位

RNase T2型酵素の構造と機能の相関は RNasc Rhに おいて化学修飾 [71,72,73],部位

特異的変異導入 [74,75,76,77,78,79],X線 結晶構造解析 [66,67]に より詳細に研究さ

れている。そこで、ニホンナシ S3~RNascと RNasc Rhの 立体構造を重ね合わせ、触媒部

位である Plサイトを詳細に比較した (Plサイ トの呼称は Richardsと WyckofF[80]に よ

る RNasc Aの研究に由来する)。 RNasc Rhの Plサイトを構成するアミノ酸残基を含む

β(2)―ストランドとα(3)―ヘリックスは、それぞれニホンナシ S3~RNaseの β2-ス トランド,

α4-ヘ リックスと重ね合わせることができた (図 3.1(b))。 このことは、Plサイトのトポロ

ジーが両者で似ていることを示している。

図 3.3(a)に 示したように、His33と His88は RNasc Rhに おいて一般酸一塩基触媒と

して機能している His(4oと His(109N(括 弧内の番号は RNasc Rhの アミノ酸残基番号を

示す)[67,72,75]と 重ね合わせることができた。この結果は His33と His88が ニホンナ

シ S3¨RNaseの触媒部位であることを示唆している。Glu84と Lys87は 、RNase Rhにお

いて遷移期にある基質 RNAの 反応中間体を安定化する役割を持つ Glu(10め と LyζЮめ

[67,68,76,77,78]と 重ね合わせることができた。よって、Glu84と Lys87も それぞれ

Glu(ЮつとLyζ 10め と同様の機能を担っていると考えられる。Trp36は、RNasc Rhに おい

て触媒反応に重要な Glu(1°
5)と His(109)を 固定化する役割を持つ Trp(49)と対応した (図 3.3

(a))。 Trp(49)N`1は Glu(105)の γ―カルボニル基と水素結合を形成しており、Trp(49)のイン

ドール環は His(109)の イミダゾール環と部分的にスタッキング相互作用している [67]。 ニ

ホンナシ S3~RNascで もTrp36と His88が同様のスタッキング相互作用を形成している可

能性がある。なぜなら、Trp36と His88と の距離が約 3.5Å であり、各々の環が平行に配置

しているためである (図 3.3(a))。 しかし、Trp36N(1と Glu840ε lと は 4.59Å 離れており、

水素結合を形成することができない。おそらく、Trp36N(1と Glu840(1の 間にある水分子

HOH15を介して水素結合を形成していると考えられる (図 3.3(a))。
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3.3.3 基 質結 合 部 位

RNasc Rhの Bl,B2サイ ト[67,68]に 相当するポケットがニホンナシ S3~RNaseの Pl

サイ トの両側に存在 した (図 3.1(c))(Bl,B2サ イ トの呼称もRichardsと Wycko∬ [80]に

よる RNase Aの研究に由来する)。 そこで、これらのサイ トについても第 3.3.2節 と同様

にニホンナシ S3~RNascと RNasc Rhの立体構造を重ね合わせ、詳細に比較した (図 3.3

(b),(C))。

RNase Rhの Blサイ トを構成する Trp“9,Asp(51),Tyメ 5Dは、それぞれニホンナシ S3~

RNascの Trp36,scP8,Asp44に 対応した (図 3.3(b))。 Trp(49は 2つの重要な役割を担って

いる。一つは第 3.3.2節で述べたように触媒部位を構成するアミノ酸側鎖の固定であり、

もう一つは Tyメ57)と ともに芳香環の π=π スタッキングにより基質 RNAの塩基を認識す

る役害Jあ る [67,68]。 後者は double_sidedス タッキングと呼ばれている。Trp36は Trp(49)

と同様に基質 RNAの塩基と結合すると考えられるが、Tyメ 5つ が Asp44に置き換わってい

るため double― sidedス タッキングを形成することができない。(図 3.3(b))。 ゆえに、ニホ

ンナシ S3~RNaseの Blサイ トでは RNase Rhや RNase LEに みられるような double―sided

スタッキングではなく Trp36のみによる single― sidedス タッキングによって基質 RNAの

塩基の認識すると考えられる。RNas Rh/2'― AMP複合体の X立体構造解析によって、

Asp(51)は 2'―AMPのアデニン塩基と水素結合を形成することで RNase Rhの Blサイ ト

におけるアデニン塩基選択性をもたらしていることが明らかとなっている [67,68]。 一

方、ニホンナシ S3~RNascでは Asp(51)が ser38に置き換わっている (図 3.3)。 ニホンナシ

S3~RNascでは dinucleotide monophosphatcを 基質として基質特異性を調べる実験が行わ

れているが、RNase Rhの ような基質選択性は認められなかった (実験結果は省略)。
ニホ

ンナシ S3~RNascにおける基質選択性の欠如は Asp(51)→ scF8の アミノ酸置換,Trp36の

single― sidedス タッキング,あるいは両方の要因によるものと考えられる。

RNase Rhの B2サイ トはヽRNase Rh/s(ApC)複 合体の X線結晶構造解析によって

GIn(32),PrO(92),scメ93),Asn(94),Gin(95),Phc1101)と 同定されてお り [67]、 ニホンナシ S3~

RNaseでは Gin9,Pro69,Asn70,va171,Phe72,Phe80が 対応する (図 3.3(c))。 RNasc Rhで は

Phe(101)に よる芳香環スタッキングと Asn(94),Gin(95)に よる van dcr Waals力 によって B2
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サイ トの塩基認識が行われていると考えられている [68]。 ニホンナシ S3~RNaseに おいて

も Phe80に よる van der Waals力 とVa171,Phe72に よる芳香環スタッキングによって B2サ

イ トの塩基認識が行われていると考えられる (図 3.3(c))。

3.3.4  Hypervariable領域

バラ科 S―RNascでは、S遺伝子型特異的なアミノ酸配列を持つ HV領域が 1か所存在し

ている (図 3.4)。 この領域は花粉側 S遺伝子産物による認識領域として有力である [15]。

ニホンナシ S3~RNascの HV領域は Pr049_Gln63でぁる。二次構造から見るとPro49_Glu57

のループ構造とα2-ヘ リックス (Lys58_Ilc67)の 一部である Lys58_Gln63か ら構成されてい

る (図 3.1(a),3.5)。 分子表面に露出したループ構造は一見柔軟性を有するかのように考え

られたが、実際にはループを構成する 9ア ミノ酸のうち Asn52,Arg54,Arg56が 分子内部の

アミノ酸と水素結合を形成している。Asn52N犯 は Asp97の カルボニル基と水素結合を形

成しており、Asn520δlは水分子 HOH16を介して Glu99の アミドと水素結合を形成してい

る。Arg54の δ―グアニジノ基は水分子 HOH136ゃ HOH96を介して AsnmN犯 や Asp970δ l

と水素結合を形成している。Arg56の δ―グアニジノ基は Asp820δ l,Glu990(1,Glu610(1と

水素結合を形成している (図 3.6)。

一方、α2-hel破 の一部 (Lys58_GIn63)を構成する 6ア ミノ酸のうち、Leu60と Glu61は他

のアミノ酸と相互作用している (図 3.6)。 Lcu60の側鎖は Lcu64,Asn100,Phe103,1lel° 7の側

鎖と Arg56 Glu57の 主鎖で構成される疎水的な空間に位置する。Glu61の O(1と O(2はそ

れぞれ Arg56N(,Asn78Nδ 2と水素結合を形成している (図 3.6)。 以上の相互作用によって

HV領域のループとヘリックスは固定 /安定化されていると考えられる。

HV領域を構成する 15ア ミノ酸のうち Pro49,Ile50,Lys51,Ilc53,Lys55,Glu57,Lys58,

Leu59,His62,Gln63は 溶媒と接している。特に Ilc53,Lys55,Glu57,Lys58,Leu59 His62は 分

子表面に露出している (図 3.6)。 このことは、HV領域が花粉側 S遺伝子産物と相互作用

可能であり花粉側因子との結合に重要であることを示唆している。
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3.3.5 正 の淘 汰 を受 けて いる領 域

主要組織適合複合体 (MHC)[34,35,36],寄 生虫やウイルスの抗原性表面蛋自質 [36],ア

ワビの先体蛋白質 [81,33]の 認識領域では、それぞれの蛋白質をコー ドする遺伝子の非

同義置換数 (昴)が同義置換数 (ぬ )を上回ることが報告されてお り、正の淘汰を受けてい

ると考えられている。バラ科 S―RNsaeに おいて あ と昴 のウィンドウ解析を行ったとこ

ろ、あ が あ を上回り正の淘汰を受けていると考えられる領域を 4か所 (PSl―PS4)検出

できた (図 3.4)[33]。 PSl領域はHV領域とほぼ重複していた。バラ科 S―RNaseにおいて

4か所の PS領域が検出された一方、S遺伝子型特異的なアミノ酸配列は 1か所しか検出

されないことは興味深い。PSl(HV)と PS2領域,PS3と PS4領域は立体構造上それぞれ

ニホンナシ S3~RNascの活性部位 (Pl,Bl,B2サイ ト)に あたるクレフトをはさんで両側に

位置し、溶媒に接している (図 3.1(c),3.5)。

3.3.6 親雪j真

ニホンナシ S3~RNaseは 2か所の推定 N型糖鎖結合部位 (Asn18,Asnl16)を 持っている

(図 3.1(a))。 Asn18は s3~,S5~RNaseの みに見られる糖鎖結合部位であり、Asnl16は全て

のバラ科 S―RNaseで保存されている糖鎖結合部位である (図 3.4)。 二次元糖鎖マップや

フラグメン トペプチ ドの質量分析により、2か所とも不均一な N型糖鎖を持ってお り、

Asn18に はキ トビオース (GlcNAψ l→4GlcNAc),Asnl16に はキシロマンノース型糖鎖が

主要な糖鎖 として検出された [46]。 Asnl16に 結合したキシロマンノース型糖鎖のうち、

Marl→ 4GlcNAψ l→4GlcNAcは電子密度図に当てはめることはできた。Asn18の キ ト

ビオース,Asnl16のマンノースとキシロースの電子密度が明確には得 られなかったこと

は、これらの糖が大きく揺らいでいることを示唆している。糖鎖結合部位である Asn18と

Asnl16はそれそれ活性部位の末端,反対側に位置することか ら (図 3.1(a))、 ニホンナシ

S3~RNaseの糖鎖は酵素活性や自他認識には関与しないと考えられる。
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3.4 考察

ニホンナシ S3~RNascの活性部位 (触媒部位の Plサイ トと基質結合部位の Bl,B2サイ

ト)は RNase T2型酵素が持つ典型的な構造である。His33と His88が_般酸―塩基触媒とし

て機能し、Glu84と Lys87が遷移期にある基質 RNAの反応中間体を安定化する役割を担っ

ていると思われる。ニホンナシ S3~RNascと RNase Rhの Plサイ トを比較した際の顕著な

違いは His33の イミダゾール環が His(46)と 比べて約 90° 回転していることである (図 3.3

(a))。 しかし、His33N2-His88Nθ 間の距離 (7.15Å )は RNasc Rhの His(46)Nε
2_His(1° 9)N2

間の距離 (6.71Å)[67]と ほぼ同じである。ニホンナシ S3~RNaseは RNase活性を持って

いるので His33におけるイミダゾール環の回転は触媒活性に決定的な影響を与えるもの

ではない。もう一つの違いは、RNsac Rhにおいて基質 RNAの りん酸基と結合すると考

えられる His(1°
4)[67,75]が ニホンナシ S3~RNascでは Lys83に 置換している点である (図

3.3(a))。 Lys83の 〔―アミノ基は Plサイ トの外側へ向かって伸びており、Hiζ 100のイミダ

ゾール環と約 8Å 離れているので、触媒反応中に Lys83の側鎖が大きく移動しなければ基

質 RNAと相互作用できない。ニホンナシ S3~RNase/基質 RNA複合体の立体構造が明ら

かとなれば、以上に述べたニホンナシ S3~RNaseと RNase Rhと の間でみられる差異よる

活性への影響が明らかになると思われる。

配偶体型自家不和合性における S―RNaseの jん ッjソθでの基質は不明であるが、レセプ

ター説,イ ンヒビター説 (図 1.3)では花粉 (管)の rRNAである [40]。 ニホンナシ S3~RNasc

の活性部位の全体構造はいくつかのアミノ酸置換を除いて RNasc T2型酵素と非常に類似

しているため、ニホンナシ S3~RNaseに S遺伝子型に対応した厳格な基質特異性はないと

考えられる。実際、dinuclcotide monophosphatcを 基質とした実験では基質特異性は見ら

れなかった (実験結果は省略)。 したがつて、花粉管伸長の阻害における S遺伝子型特異性

は酵素の基質特異性ではなく、花粉側 S遺伝子産物との相互作用によるものと考える方が

妥当である。

ナス科 S―RNaseに おける ドメイン置換実験で、S遺伝子型特異的な花粉認識には HVa,

HVbの両領域が必要であることが示された [30,31]。 バラ科 S―RNaseで は HV領域が
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1か所だけ存在する (図 3.4)。 ナス科とバラ科の S―RNaseの アミノ酸配列を比較すると

[32,28]、 ナス科 S―RNaseの HVa,HVb領域はそれぞれバラ科 S―RNaseの HV領域,α 3-

ヘリックス (Arg74_Lys76)近 傍 (以下 HVb'と 記す)に対応する。HVb'は HVbよ りもは

るかに短く、S遺伝子型特異的なアミノ酸配列は同定されていない (図 3.4)。 したがつて、

ニホンナシ S3~RNascの α3-ヘ リックス近傍の二次元構造はナス科とバラ科 S―RNaseで異

なると考えられる。

ニホンナシ S3~RNaseの HV領域は分子表面に位置してお り、花粉側 S遺伝子産物等他

の分子と容易に相互作用することができる。図 3.1(b)に 示すように RNase T2型酵素の

主鎖の構造はニホンナシ S3~RNaseの α4,α6,α7,βl,β2,β4,β5を 中心に重ね合わせるこ

とができる。このように二次構造要素が類似しているにもかかわらず (図 3。 2)、 HV領域

の構造は多様である (図 3.1(b))。 ゆえに、ニホンナシ S3~RNaseの HV領域 Sは遺伝子型

特異的な構造であることも考えられる。

ニホンナシ S3~RNaseの HV領域には 5個の酸性アミノ酸 Lys51,Arg54,Lys55,Arg56,

Lys58と 2個の塩基性アミノ酸 Glu57,Glu61が存在する (図 3.4)。 これらのアミノ酸によっ

て正または負電荷のクラスターが形成されると考えられたが、各アミノ酸側鎖の方向は分

散してお リクラスターは存在しない (図 3.6,3.7)。 Arg54と Arg56の δ―グアニジノ基は水

素結合によって電荷が打ち消されているため、HV領域の分子表面は全体として弱く正電

荷を帯びている (図 3.6,3.7)。 もし、他のニホンナシ S―RNase(Sl,S2,S4~S7)がニホンナ

シ S3~RNascと 同じ主鎖の構造をとっていれば、HV領域の分子表面も同様に弱く正電荷

を帯びてお り、花粉側 S遺伝子産物との相互作用に重要であることが考えられる (図 3.4,

3.5,3.6)。

昴 が ぁ を上回る PS領域は、HV領域と同様に花粉側 S遺伝子産物結合部位の候補で

あり、活性部位のクレフトを挟んで両側に分子表面に位置する (図 3.5)。 PSl(HV),PS2,

PS3領域には目立った電荷クラスターが存在せず、親水性で弱く正電荷を帯びている (図

3.7)。 一方、PS4領域は分子表面に位置するにもかかわらず疎水性で電荷を帯びていない

(図 3.7)。 バラ科 S―RNaseで PS領域が広範囲に分布している理由は定かではない。バラ

科 S―RNaseで は複数の花粉側因子や基質 RNAと相互作用している可能性もある。

ニホンナシ S3~RNaseと S5~RNascのアミノ酸配列の相同性は 95.5%で ある。アミノ酸
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置換は 200残基中 9か所で全ての置換部位が N末端側に存在する (図 3.4)。 Lys(Arg)51

と HiS(PrO)62(括 弧内のアミノ酸残基名はニホンナシ S5~RNaseの もの)のアミノ酸置換

はは HV領域に存在し、S3と S5の識別に関与している可能性がもっとも高い (図 3.5)。

Lys(Arg)51の 側鎖は完全に分子表面に露出してお り他のアミノ酸残基との相互作用も見

られない (図 3.6)。 一方、His(PrO)62は Glu(Ala)65と は_次構造上離れているにもかかわ

らず立体構造上では近接している。His62N(2は水分子 HOHИ4を介して Glu650θ と水素

結合してお り、分子表面に露出している (図 3.6)。 花粉側 S遺伝子産物による S3~RNase

と S5~RNascの 識別機構 として 2つ の可能性が考えられる。一つは、1)Lys(Arg)51,2)

HiS(PrO)62と Glu(Ala)65に よって構成される領域,3)1),2)の 両方のアミノ酸置換、を認

識している可能性であり、

もう一つは His62→ PrOの置換によって生じると考えられる α2-ヘ リックスに大規模な

構造変化を認識している可能性である。一般に、Proへのアミノ酸置換はヘリックス構造

を壊す傾向にある [82]。 現在、ニホンナシ S5~RNaseの X線結晶構造解析が当研究室で進

行中である。ニホンナシ S5~RNaseの立体構造が明らかとなれば、ニホンナシ S3~RNase

と S5~RNaseの立体構造を詳細に比較することができ、S3と S5遺伝子型の識別機構に関

する重要な知見が得られると期待される。
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表 3.1:X線回折実験およびデータの精密化によって得られたニホンナシ S3~RNase結 晶の統計値

Diffraction data statistics

Data set

Resolution (A)

Completeness (7o)

Unique reflections

R*.rg"*o

Riro*D

Nativc

l.5

96.3

33441

5。7

Hgl

2.5

99.7

7483

8.5

0.125

Hgl'

2.5

100.0

7536

10.1

0.131

Hg2

2.5

98.2

7450

5。2

0.320

Pb

2.5

99.7

7667

11.5

0.181

Phasing statistics

&u1i.*' 0.88

Phasing power*d (Centrics/Acentrics) O.9710.96

Figure of merit*" (Centrics/Acentrics)

0.92      0.85      0.97

1.18/1.45  1.64/1.68  1.04/0.9

0.57/0.66

Refinement statistics

Resolution range (A) 500-1.5

*-tu.ro.t' (7o) 17.2

Free-R-factor (Vo) 20.2

Rms deviation from idealitv

Bond distance (A)

Bond angles (")

0。022

2.02

*o R-"rs" = I l1ou, - 1.*l/ X lous
*b Riro = Illfaai"l - lFnu,tu"ll/ I lFnutiu"l, Diffraction data were proceeded by DENZO and SCALEPACK

[48](native) or MOSFLM [52] and SCAI^A [49](delivative)
*' 

&uuis = IllFHou.l - lFH"ur"ll/ I lFnourl, for centric reflections, where Fft.u1" and Ffto6, are the observed

and calculated heavy atom structure factor amplitudes.
*d Phasing power = rms(lFallE), where Fp is the atom structure factor amplitude, and E the residual lack of

closure error.
*' Figure of merit - (cos(a - ob".t)
r/ R-facror = IllF"r. - lr"rr"ll/ X lFou.l
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図 3.1:ニ ホンナシS3~RNascの 全体像 (ス テレオ図)

(a)ニ ホンナシ S3~RNascの リボンモデル。糖鎖結合部位である Asn18,Asnl16を ball― and―

suckで 示 した。(b)RNase T2型酵素の立体構造の重ね合わせ。ニホンナシ S3~RNaseを

赤,RNase Rh[67]を 水色,RNase LE[68]を 黄,RNasc MCl 154]を 緑で示 した。立体構造

はプログラム DEJAyび [83]を 用いて重ね合わせた。(C)ニ ホンナシ S3~RNascの space-111

モデル。Plサ イ トのアミノ酸を赤,Blサ イ トのアミノ酸を青,B2サ イ トのアミノ酸を

緑で示 した。Pl,Bl,B2の 名称は RNase Aの 例 [80]に 倣った。 (a),(b)は プログラム

″θLsaυPr[84]と R4STRθD[85]で ,(c)は プログラム GRASP[86]で作成 した。
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図 3。2:RNase T2型酵素のアミノ酸配列アライメントと二次構造

ンナシ S3~RNaseの ものを示した。α―ヘリックスを構成するアミ

を構成するアミノ酸を赤の斜体,ルス トランド構成するアミノ酸

シ S3~RNaseの 二次構造はプログラム DSSP[87]を 用いて決定

アミノ酸残基番号はニホ

ノ酸を赤,3Ю―ヘリックス

を青で示 した。ニホンナ

した。
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図 3.3:ニ ホンナシS3~RNascと RNasc Rhの 活性部位を構成するアミノ酸残基の立

体構造の重ね合わせ (ス テレオ図)

(a)触媒反応 を行 う Plサ イ ト,(b)基 質塩基 と結合する Blサ イ ト,(c)基質塩基 と結合す

る B2サ イ トO Pl,Bl,B2の名称は RNase Aの 例 [801に 倣った。ニホンナシ S3~RNascの

ア ミノ酸を ball_and― stick,RNasc Rhの ア ミノ酸を橙で示 した。両者の立体構造はプログ

ラム DEttyυ [83]を 用いて重ね合わせた。プログラム νθLSOUPr[84]と ん4S■賦 JD

[851で 作成 した。
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P. pyrifolia

M. domes!ica

P. pyrifolia

M. domesti.ca

―

図 3.4:ニ ホンナシS3~RNaseの Hv PS領域の配置

P〃rルJjα はニホンナシ,Mあ
“
ιs′Jcα はリンゴを示す。Hv PS領 域は HVを 青,HVb'

を黒,PSlを 青と赤,PS2を 黄,PS3を 緑,PS4を 紫の帯で示 した。ニホンナシ S3~RNascと

共通のアミノ酸残基に陰を付 した。ニホンナシ S3~RNaseと S5~RNasc間 で異なるアミノ

酸残基はアライメント上部に#で示 した。糖鎖結合部位は赤地に自の文字で示 した。

TTALN10K 14巨
TttRY奪議―――工oRI腱
TTTMNSQK-1

SQO-1

TT工 LNPOT― I
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図 3.5:ニ ホンナシS3~RNaseの Hv PS領域の立体配置

図 3.4と 同様にHVを青,PSlを青と赤,PS2を黄,PS3を緑,PS4を紫で示 した。

と S5~RNaseと の間でアミノ酸置換が見られる残基を ba11_and―stickで示 した。

ム″θ憂,CRIPr[84]と RASTER3D[85]で 作成 した。

S3~RNase

プログラ

図 3.6:ニ ホ ンナシ S3~RNaseの HV(PSl),PS2領 域 (ス テ レオ図)

図 3.4と 同様にHVを青,PS2を 黄で示 した。水分子をピンク,水素結合をピンクの点線で

示した。プログラム″θ」∬CRIPr〔 84]と RASIR3D[85]で作成 した。
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図 3.7:ニ ホンナシS3~RNase tt PS領域の表面電荷

(a)HV(PSl)と PS2領域,(b)PS3と PS4領域。表面電荷は -10-+10 kβTの範囲で負電

荷を赤,正電荷を青で示 した。プログラム GルSP[86]で 作成 した。



39

第 4章

- fi>t> S3-RNase t S5-RNase

の立体構造比較

4.1 概要

本研究で決定したニホンナシ S3~RNascの立体構造から花粉側因子に対する認識部位予

測をさらに詳細に遂行するためには、非常に類似なアミノ酸配列の相同性をもつニホンナ

シ S5~RNaseと の立体構造の比較が有効な方法の一つであると考えられる。S5~RNascは

S3~RNascと 95.5%の アミノ酸配列の相同性があり、200残基中 9残基のアミノ酸置換し

か存在しない。HVおよび PS領域内に限れば 5残基のアミノ酸置換である (図 4.1)。 この

ような類似性にもかかわらず、花粉側因子が異なった S遺伝子型であると認識できること

は、これらの S―RNaseの認識部位の立体構造が微妙に異なっていることを示唆している。

残念ながら S5~RNaseの 結晶化には成功していないため、本章では S3~RNascの 立体構

造をもとにアミノ酸変異を導入し、エネルギーの最小化を行って S5~RNaseの 立体構造を

予測した。そして、予測された立体構造を S3~RNaseの 立体構造と比較し、花粉側因子に

対する認識部位を検討した。

4.2 実験材料 ,方法

ニホンナシ (Pン r“Sρッrル Jjα)S3~RNaseの 立体構造データは、第 3章で得たものを用い

た (PDB:lIQQ)[88]。 ニホンナシ S5~RNaseの立体構造は、ニホンナシ S3¨RNascの 立体

構造を基に、プログラム θ[61]を 用いてニホンナシ S5~RNascでのアミノ酸置換部位に
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変異を導入し、プログラム CNS[62]で エネルギーの最小化を行ったものを作成し用いた。

リンゴ野生種 o物ι
“
∫′

“
れSルι滋)St―RNasの立体構造は、ニホンナシ S3~RNascの立体構

造を基に、ニホンナシ S5~RNaseの場合と同様の処理を行ったものを用いた。立体構造の

変化がエネルギーの最小化処理に由来するかアミノ酸置換に由来するかを検証するため

に、ニホンナシ S3~RNascの立体構造にプログラム CNS[62]でエネルギーの最小化処理

を行ったものを対照として作成した。得られた立体構造は、プログラム DEJAy1/[83]を

用いて重ね合わせ、プログラム θ[61]を用いて表示し立体構造の比較を行った。立体構

造の類似性の指標として平均二乗距離 (RMSD)を用いた。

4.3 結果および考察

ニホンナシ S3~RNaseと S5~RNaseの 9か所のアミノ酸置換を S3~RNascに 導入し、エ

ネルギーの最小化をして得られた S5~RNase推定立体構造を図 4.2に示す。全体的な主鎖

のフォールディングと立体配置は S3~RNascと S5~RNascで ほとんど変化せず、0.99Åの

RNISD値で重ね合わせることができる。HVや PS領域の主鎖の立体配置にも際立った変

化は見られない (図 4.2,4.3)。 当初、His62か らPr062への変異が α2-ヘ リックスの立体配

置に何らかの影響を及ぼすと予想されたが、図 4.3に示すようにα2-ヘ リックスもほぼ完

璧に重ね合わすことができる。

次に、アミノ酸側鎖を比較すると、9か所の変異アミノ酸残基も含めて、S3~RNaseと

S5~RNaseの側鎖の方向と立体配置 もほとんど一致 している。両 S―RNasc間 における際

立った変異は、S5~RNaseの Gln63,Tyr93の 2種類のアミノ酸側鎖の立体配置で、ともに

S3~RNaseの Gln63,Tyr93に 比べて 90° 回転していることである (図 4.2)。 これらのアミノ

酸残基は、変異部位 His62→ PrOお よび Lys51→ Argに近接しており、これらの変異が側鎖

の立体配置に影響を与えたと考えられる。図 4.4に S3~RNaseと S5~RNascの 表面電荷分

布を示した。S3~RNaseと 比べて S5~RNascに は Glu65→Alaと Asp78→Lysの変異により

HV領域周辺に 1か所の負電荷の消失と 1か所の正電荷の出現が観察されるが、それ以

外にはほとんど差異が見られない。以上の結果をまとめると、予測された S5~RNascの立

体構造は、アミノ酸の主鎖 。側鎖の立体位置および分子表面電荷分布において、全体的に
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S3~RNaseと ほとんど変化なく、花粉側因子は変異したアミノ酸部分のみをミクロに認識

している可能性が示唆される。

最近、ニホンナシと同じバラ科に属すリンゴ野生種において、S5~RNaseと 同じく2CXl残

基中 9残基のみ変異した St―RNaseの cDNAが単離された。S3~RNascと St―RNase間の変

異は、HVおよび PS領域に限れば 2残基のみ (His62→ PrO,Ala134→Thr)で ある。S5~RNase

と同様に、S3~RNaseに アミノ酸変異を導入してエネルギーの最小化により St―RNaseの立

体構造を予測した (図 4.4,4.5)。 S3~RNaseとの立体構造比較の結果も S5~RNascの 場合と

同様で、RMSD値も 0.98Åであった。アミノ酸の主鎖・側鎖の立体位置 (図 4.5)および分

子表面電荷分布 (図 4.4)においても、S3~RNascと 顕著な差異は見 られない。S5~RNaseと

St―RNascに 共通しているのは His62→ PrOの変異である。通常、ヘリックスに局在するア

ミノ酸残基を Proに置換するとヘリックスの構造が変化する傾向にあるが [82]、 予測され

たα2-ヘ リックスの構造には His62→ PrO変異の影響が表れていない。しかし、花粉側因子

と結合する時のα2-ヘ リックスの構造変化が、S3~RNaseと S5~RNasc(St― RNasc)間で微妙

に異なっているのかもしれない。

以上の考察はすべて予測された S5~RNascと St―RNascの 構造を基にしたものである。

エネルギー最小化による構造予測には限界があり、最終的には実際にX線結晶構造解析し

て得 られる S5~RNaseや St―RNaseの立体構造と比較しなければならない。現在、当研究

室において S5~RNascの X線結晶構造解析が進行中で、S5~RNaseの立体構造が決定され

れば、花粉側因子に対する認識部位についてさらに重要な知見が得られると期待される。



42

1       10       20 30        40        50

1く
― :

80

140 150 160

1■ 0

■70

60

(PSl)

120

180

P.p.S3
P.p.S5
M.toSt

P.p.S3
P.p.S5
M.t.St

P.p.S3
P.p.S5
M.t.St

YDYFQFTQQYQLAVCNSNRTLCKDPPDKLFTVHGLWPSNMVCPDPSKCPIKNIRKREKLL
YDYFQFTQQYQLAVCNSNRTPCKDPPDKLFTVHGLWPSSMAGPDPSNCPIRNIRKREKLL
YDYFQFTQQYQLAVCNSNRTLCKDPPDKLFTVHGLWPSSMVGPDPSKCPIKNIRKREKLL

61 70 90       100

― |      |く ―            PS2                   ->|
EHQLEIIWPNVFDRTЮ ttILFWDKEいЛ4KHCSCGYPTIDNENHYFETVIKMYISKKQNVSRI
EPQLAIIWPNVFDRTKNKLFWDKEWMKHGTCGYPTIDNENHYFETVIKMYISKKQNVSRI
EPQLEIIWPNVFDRTKNNLFWDKEWMKHGSCGYPTIDNENHYFETVIKⅣ Ⅳ ITKKQNVSEI

121      130

`―           r卜 |           ―・ .

LSKAKIEPDGKKRALLDIENAIRNGADNKKPKLKCQKKGTTTELVEITLCSDKSGEHFID
LSKAKttEPDGKKRALLDIENAIRNGADNKKPKLKCQKKGTTTELVEITLCSDKSGEHFID
LSKAKIEPDGKKRTLLDIENAIRNGADNKKPKLKCQKKGRMTELVEVTLCSDKSGEHFID

18■       ■90 200

|く
―PS4 ->|

P.p.S3    CPHPFEPISPHYCPTNNIKY
P.p.S5    CPHPFEPISPHYCPTNNIKY
M.t.St    CPHPFEPISPHFCPTNNIKY

図 4.1:ニ ホンナシS3~RNase,S5~RNasc,リ ンゴ野生種 St―RNasesの アミノ酸配列アライメント

Pp.はニホンナシ,M.t。 はリンゴ野生種 を示す。

図 4.2:ニ ホンナシS3~RNaseと S5~RNaseの 立体構造の重ね合わせ (ス テレオ図)

図 3.4と 同様 に HVを 青,PSlを 青 と赤,PS2を 黄,PS3を 緑,PS4を 紫で示 したた。

S5~RNaseは 水色で示 した。プログラムνθLSaυPr[84]と RAS「ER3D[85]で作成 した。
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図4.3:ニ ホンナシS3~RNascと S5~RNaseの 立体構造の重ね合わせ:HV(PSl)領域 (ス テレオ図)

図 3.4と 同様にHVを青,PSlを 青と赤,PS2を 黄で示した。両者でアミノ酸側鎖の出方が

大きき異なる箇所をball―and― stickで 示 した。プログラムνOLSCRIPT[84]と RASTER3D

[85]で作成 した。

図4.4:ニ ホンナシS3~RNaseと リンゴ野生種 St―RNascの 立体構造の重ね合わせ (ス テレオ図)

図 3.4と 同様に HVを青,PSlを 青 と赤,PS2を 黄,PS3を 緑,PS4を 紫で示 した。リン

ゴ野生種 St―RNaseは 水色で示 した。両者でアミノ酸側鎖の出方が大 きき異なる箇所 を

ba11-and― stickで示 した。プログラムνOLSaυPr[84]と RASrER3D[85]で 作成 した。
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図 4.5:PSl(HV),PS2領 域の表面電荷

(a)ニ ホンナシ S3~RNase,(b)ニ ホンナシ S5~RNase,(C)リ ンゴ野生種 St―RNasc。 表面電荷

は -1併+10 kBTの 範囲で負電荷 を赤,正電荷を青で示 した。プログラム GRASP[86]で作

成 した。
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第 5章

バラ科およびナス科 S‐RNaseの構

造と機能の比較

5.1 概要

現在までに配偶体型自家不和合性因子としての S―RNaseが報告されている植物は、バ

ラ科,ナス科およびゴマノハグサ科由来のものである。形態学的に、ナス科とゴマノハグ

サ科は非常に近縁な種であるが、バラ科とナス科は、具体的な数値は示されていないが、

かなり早期に分化 したと考えられている (図 5。 1)。 そのため、ナス科とゴマノハグサ科の

S―RNascは共通の祖先から分化したと考えられているが、バラ科とナス科の S―RNascは

進化上繋がりはなく、それぞれの植物において普遍的な RNase T2型酵素を転用した自家

不和合性機構を独立に獲得したという意見が大勢を占めている。バラ科 S―RNaseはナシ

属,リ ンゴ属およびサクラ属 (ア ーモンド,チ ェリー)由来のものが知 られている。ナシ属

とリンゴ属はナシ亜科 (Ma10ideac)に 、サクラ属はサクラ亜科 (Amygdaloidea)に 分類さ

れ、アミノ酸配列から構築された S―RNascの 系統樹においても S―RNascはナシ亜科由来

のものとサクラ亜科由来のものに分類される。一方、ナス科 S―RNascは これらのバラ科

S―RNascの いずれのグループにも属さず、ゴマノハグサ科とともに系統樹上で独立のグ

ループを形成している (図 5.2,[1])。 自家不和合性の獲得がバラ科とナス科で独立に起っ

たとすれば、図 5.2の系統樹は当然の結果と言える。

アミノ酸配列から見たバラ科とナス科の S―RNaseの相同性をまとめると、1)約 200残

基のアミノ酸からなる,2)触媒部位が 2つの Hisである,3)それ らの周辺に約 10残基か
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ら成る相同なアミノ酸配列がある,4)8か所のシステイン残基の位置がほぼ一致 している、

の 4点を挙げることができる。しかし、アミノ酸配列全体では 25%以下の相同性 しか有

していない。また、バラ科では 1か所の HV領域しか見られないのに対して、ナス科では

2か所の HV領域 (HVa,HVb)が見い出されている。さらに、保存されている糖鎖結合位

置は全く異なり、遺伝子の同義・非同義置換分析による PS領域はナス科では検出されて

いない。

アミノ酸配列の比較からバラ科とナス科 S―RNaseの類似性と相違性を議論する試みは

なされてきたが、アミノ酸配列情報だけでは重要な知見が得られなかった。本研究でバラ

科ニホンナシ S3~RNascの立体構造を明らかにしたが、本研究成果とほぼ同時に横浜市立

大学の井田らによリナス科タバコ (NliCθ′滋4α α滋″)SFll~RNaseの 立体構造も 1.55Å の分

解能で決定された [89]。 そこで、本章では独立に進化してきたと考えられるバラ科とナス

科の S―RNascについて立体構造の類似性と相違性を明らかにし、収東的進化の結果として

の類似性から S―RNaseに 必須な構造単位と機能の関係を議論する。さらに、S―RNaseの

相違性からバラ科とナス科の自他認識機構の相違と花粉側因子の差異について考察する。

5.2 実験材料,方法

ニホンナシ (1つr“S〃r"J滋)S3~RNaseの 立体構造データは、第 3章で得たものを用い

た (PDB:lIQQ)[88]。 タバコ い物θ′滋κα αια″)SFll~RNascの 立体構造データは、PrOtein

Data Bank[65]で 公開されているものを用いた (PDB:l100)[89]。 両者の立体構造は、プ

ログラム DEJAyυ [83]を用いて重ね合わせ、プログラム θ[61]を用いて表示し立体構造

の比較を行った。立体構造の類似性の指標として平均二乗距離 (RMSD)を用いた。

5.3 結果および考察

バラ科 Si―RNascと タバコ SFll~RNascの立体構造を図 5.3に示す。両 S―RNaseと も 8

個のヘリックス (α l¬α8)と 7個のβ―ストランド

“

1¬β7)か ら成り(図 5.3)、 保存されてい

る糖鎖結合位置は異なっているが、糖鎖が分子の裏側 (基質結合部位や触媒部位が存在す

る面を分子の表側とする)か ら溶媒中に突き出している。活性部位の立体構造を比較する
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と、触媒部位である Plサイ ト,基質結合部位である Blおよび B2サイ トの全体的な形と分

子内の位置は非常に類似しており(図 5.4)、 それぞれのサイ トを構成するアミノ酸残基も、

S3~RNascと SFll~RNase間 で重ね合わせることができる (図 5.5)。 このことは、RNase活

性を発現する活性部位の立体構造は極めて普遍的で、分子進化的にも安定な構造であると

言える。S3~RNascは塩基非特異的に RNAを分解することが合成基質を用いた実験によ

り明らかにされている。SFll¨RNascの塩基特異性に関する実験はなされていないが、Bl

および B2サイ トの立体構造から、S3~RNaseと 同様に塩基非特異的であると考えられる。

以上をまとめると、S―RNascの活性部位の立体構造はバラ科,ナス科を問わず保存的で、

塩基非特異的な酵素活性が自家不和合性に必須であると考えられる。

S3~RNase,SFll~RNascの 主鎖のフォールディングを重ね合わせると 1.06Åの RMSD値

で重ね合わすとことができた。活性部位が存在する領域は、ほぼ完全に重ね合わす こと

ができるが、HVや PS領域近傍でかな りのずれが生じている (図 5。 6)。 PS2領域の後半

と PS3領域は比較的類似しているため、本章では HV(PSl)領域,PS2領域の前半および

PS4領域の相違性について議論する。

第 3章で議論したように、HV領域と PS2領域の前半は花粉側因子に対する認識部位と

して最も可能性が高い領域である。ナス科 S―RNaseに はバラ科に見られない HVbが存在

する。この領域はバラ科 S―RNaseの PS2領域前半に位置する α3に相当する。HV領域

(ナス科では HVa領域)の アミノ酸配列を比較すると (図 5.7)、 ナス科 S―RNaseに は 52,

54,55位 に疎水性側鎖をもつアミノ酸 (Tyr,PhC,Lcu,Val,Ilc)が出現する頻度が高く、特

に 52位 は今までに一次構造が決定されている S―RNaseすべてにおいて疎水性アミノ酸で

占められている。バラ科 S―RNascの HV領域のアミノ酸配列は非常に多様性に富み、構

成するアミノ酸残基数も一定ではなく、ナス科 S―RNascの 52-54位 に見られるような疎

水性アミノ酸のクラスターも見 られない。S3~RNaseと SFll~RNascの HV領域はともに

ループ構造とα2-ヘ リックスから構成され、α2-ヘ リックス部分の主鎖はほぼ完全に重ね

合わせることができるが、ループ部分の主鎖はかなり異なっている (図 5.6)。 S3~RNaseの

ループは SFll¨RNaseよ り大きな弧を描いて溶媒中に露出している。HV領域の内側にあ

るα4-ヘ リックスからの距離で比較すると、S3~RNaseの ループのほうが最大で2Å外側に

張り出している。そのため、S3~RNascの HV領域のループとα4-ヘ リックスの間には、
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SFll~RNaseに は見られないクレフトができ、その中で Arg56の 周りを酸性アミノ酸 Glu61,

Glu65,Asp82,Glu99が 取 り囲んでいる。このような構造は分子表面の電荷分布に顕著に表

れている (図 5.8)。 S3¨RNaseの HV領域のループとα4-ヘ リックスの間のクレフトには負

電荷のクラスターが見 られるが、SFll~RNaseでは疎水性残基で表面が覆われ、クレフト

自体存在しない (図 5.8)。 HV領域の表面電荷分布も S3~RNascと SF11~RNaseでは異なっ

ている。S3~RNaseの HV領域の分子表面には Lys51,Lys55,Lys58の 正電荷や Glu57の負

電荷が存在して、全体的に親水性であるが、SFll¨RNascの HV領域はかな り疎水性であ

る。この主な原因は、図 5.7の 52-54位 に見られる疎水性アミノ酸のクラスターが分子表

面に露出しているためである。

ナス科 S―RNascに は HVa領域以外の認識部位の候補として HVb領域が存在している。

実際、Mattonら はポテ ト(Sθル4“

“
ελαεθθ″sι)Sll―RNaseの HVa領域のアミノ酸配列を

S13~RNaseの ものに改変するだけでは不完全で、HVaおよび HVb領域のアミノ酸配列を

すべて S13~RNase型 に改変して初めて S13遺伝子型を示す形質転換体が得 られることを

示した [30]。 このことは、ナス科 S―RNascで は HVaと HVb領域が共同して花粉側因子

を認識することを示唆している.し かし、バラ科 S―RNascに は HVbに相当する部分は

数残基のアミノ酸が欠落しているため、S遺伝子型特異的なアミノ酸配列領域として特定

できない (図 3.4,5,7。 便宜上 HVb'と 呼ぶ)。 HVb領域は SFll~RNaseでは α3-ヘ リック

スを形成している。α3-ヘ リックスは HVa領域の α2-ヘ リックスと近接してお り (主鎖間

の最短距離で 6。9Å )、 α2-ヘ リックスの Asp“うとα3-ヘ リックスの Glu(7o,Arg(7め の側鎖

が水分子 HOH(21の を介した水素結合で結ばれている。一方、S3~RNaseの HVb'領域は

SFll¨RNascの ようなα―ヘリックスではなく非常に短い 310-ヘ リックスを形成している。

SFll~RNascに 見られるようなα2-,310-ヘ リックスを連結している水分子は存在するが (水

分子 HOH63を介してGlu650,Arg74NH2,Asn77Nδ 2間が水素結合可能)、 310-ヘ リックスの

空間的な位置はSFll~RNascの α3-ヘ リックスより約 3Åずれ、そのため HV領域のα2-ヘ

リックスと 310-ヘ リックスの距離はSFll~RNaseの α2‐ 3-ヘ リックス間より約 1Å離れて

いる (図 5。 6)。 以上に述べた HVb',HVb領域の立体構造の違いが両 S―RNAse環の最も顕

著な立体構造の相違である。

S3~RNaseの PS4領域には、ナシ亜科 S―RNascに のみ見 られる数残基のアミノ酸が
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挿入している。この挿入は立体構造の差異に顕著に表れている。S3~RNascの挿入部分

(Glu186_His191)は SFll~RNaseに は見られないループ構造をとって溶媒中に露出している。

このループの分子表面は非常に疎水的で、自家不和合性に関与している花粉側の疎水的因

子と結合するのかもしれない。

現時点では、2種類の S―RNaseの 立体構造 しか決定されていないため S3~RNascと

SFll¨RNaseの 特徴がバラ科とナス科 S―RNaseの 特徴を代表しているとは結論できない。

しかし、図 3.4や 5.7の アミノ酸配列の特徴を見る限りでは、S3~RNaseと SFll~RNaseは

それぞれの科を代表する立体構造をしている可能性が高い。バラ科とナス科の S―RNase

は長い年月をかけて独立に進化したと考えられるので、上述の立体構造の相違はそれぞれ

の科の花粉側因子およびそれとの自他認識機構の差異を表現していると推測される。推測

される花粉側因子との相互作用の差異は、1)花粉側因子との結合に関して、バラ科では

静電的相互作用,ナス科では疎水性相互作用の比率が高い,2)ナ ス科 S―RNasOは HVaと

HVb領域が共同して花粉側因子を認識しているが、バラ科 S¨RNaseは HV領域単独で認

識している可能性が高い,3)PS4領域はバラ科 (特 にナシ亜科)自家不和合性に特有な機能

を果たしている可能性がある、の 3点 にまとめることができる。今後、さらに多くのバラ

科およびナス科 S―RNaseの 立体構造が決定されれば、上記の推測がより確実なものにな

ると思われる。
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図 5.3:ニ ホ ンナ シ S3~RNascと タバ コ SFll~RNaseの 全体 構造

(a)ニ ホンナシ S3~RNaseの リボンモデル。糖鎖結合部位である Asn18,Asnl16を ba11-and―

stickで 示 した。 (b)タ バコ SFll~RNaseの リボンモデル。糖鎖結合部位である Asn28を

ball― and―stickで示した。プログラムνθljSaυPr[84]と ルlSTERJD[85]で作成 した。

図 5.4:ニ ホンナシS3~RNaseと タバコSFl「RNascの活性部位

(a)ニ ホンナシ S3~RNase,(b)タ バコ SFll~RNaseo Plサ イ トのアミノ酸を赤,Blサ イ トの

アミノ酸を青,B2サ イ トのアミノ酸を緑で示 した。プログラム GRA,Ч86]で作成 した。
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(b)

(C)

図 5.5:ニ ホンナシS3~RNascと タバコSFll~RNascの 活性部位を構成するアミノ酸の

立体配置 (ス テレオ図)

(a)触媒反応を行 う Plサ イ ト,(b)基質塩基 と結合する Blサ イ ト,(c)基質塩基 と結合する

B2サ イ トO Pl,Bl,B2の 名称は RNase Aの 例 [80]に倣つた。ニホンナシ S3~RNascの ア

ミノ酸は ball― and―stick,タ バコ SFll~RNascの ア ミノ酸は橙で示 した。両者の立体構造は

プログラム DEJAyυ 〔83]で重ね合わせた。プログラム″θLSOυPr[84]と ルlSER3D

[85]で作成 した。
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図 5.6:ニ ホンナシS3~RNaseと タバコSFll~RNascの 立体構造の重ね合わせ (ス テレオ図)

図 3.4と 同様 に HVを青,PSlを青 と赤,PS2を 黄,PS3を緑,PS4を 紫で示 した。タバ

コ SFll~RNascは 水色で示 した。プログラムνOLSauPr[84]と RASrER3D[85]で 作成

した。
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N.alata 51
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S.chacoense 52
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L.esculentum S6
L.peruvianum 53

HVb'(HVb)

D―RTKN― ――NL
D―RTKN― ――KL
N― RSDH― ――VG
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D― RTDH― ――VG
D―RTNH― ――VG
N― RKNH― ――LG
N― RKAH― ――AR
N― RTDH― ――IS
D― RTDH― ――IT
N― RNDH― ――EG
N― RTDH― ――IG
D― RTNH― ――TA
N― RNDH― ――EG
N― RRAH― ――ヽ R
D― RTKN― ――NL
N― RNDH― ――AG
D― RTNH― ――TG

LDRDDCKNGQG
KTKFDSLDKQA
FEQDYGRTEQP
FDENYAKYHQP
FDEKYASTKQP
FDEKFAKttKQP
SNKSMTMKEQK
TTEAVSKEDQV
YD― GIDKQY
SNQGS― ―――AE
SHEYACLNDQT

PS4

CPHPFEPISP
CPHPFEPISP
CPHCPPQGSR
CPRPLPQASP
CPHGPPKGSR
CPRSSFKGSP
CPHPPP― GSP
CPHHFPNGSR
CPRPFPQGSP
CPRHIPNGSR
CPRPILNGSR
CPRPFPRCSR
CPSPILPGSP
CPNPFQPGSP
CPRPFPQGSR
CPNPFPQGSP
CPHPFEPISP
CPRPFPQGSP
CPNPFLPCSP

CPRPK― ――――

CPNPK― ――――

CPQSD― ――――

CHHSY― ――――

CRHSK― ――――

CRHSN― ――――

CHRPW― ――――

CPRPK― ――――

CPRRW― ――――

CRRRW― ――――

CPRNS― ――――

HV(HVa)

SKC― P― IKNIRK― ―REK― L― ―LEHQ
SNC― P― IRNIRK― ―REK― L― ―LEPQ
EKC― K―TTALNSQK― IG― N― ―MTAQ
EYC― K― TKRYRK―――IQ― R――LEPQ
EKC― K―TTTMNSQK― IC―N― ―MTAQ
IYC― K―NKTIKSQQ― IC―N― ―LTAQ
ENC― T―NATVNPHR― IK―N― ―IQAQ
FNC― S― SSNVTYAK― IQ―N― ―IRTQ
KKC― K―TTILNPQT― IT―N― ―LTAQ
VNC― S― KSTVDAQK― LC― N― ―LTTQ
IYC― K―NTTMNSTK― IA―N― ―LTAR
KYC― N―AQQYQT―――MK― I― ―LEPQ
KYC― N― PSNVTSHM― LK― N― ―IQAQ
ESC― K― IRNHRT― ―RAK― A― ―LEPQ
EYC― K―APPYHT―――IK―M― ―LEPQ
KKC― K―ATILNPQT― IT―N― ―LKAQ
SKC― P― IKNIRK― ―REK― L― ―LEHQ
VNC― T―NKTMNSLT― MG― N― ―LTAQ
EYC― R―TRNRRK― ―RAK― K― ―LEPQ

NY― CDRQK― KFKL― ―FED― D―KKQND
IJY― CDESK― PYNM― ―FTD― G―KKKND
HN― CKPKP― TYSY― ―FTG― K― ―MLND
EF― CTGDP― KYET― ―FKD― N―NIVDY
EF― CTGD― ―KYSR― ―FKE― D―NIINV
EF― CDGDK― FVSF― ―SLK― D―RIVND
NN― C― RSY― AYNA― ―LTN― V―REQSK
NF― CKIVK― ―YNK― ―――IEDEHKIDA
HD― CDVPP― EVDY― ―VQIEDHKILNA
IN― CPAKE― SYKS― ―ITDKH――LLNK
YD― CNPNK― EFKK― ―工YDKH― ―LLNK

図 5.7:バ ラ科およびナス科 S―RNsacの HV(HVa),HVb'(HVb),PS4領 域のアミノ

酸配列アライメン ト

Ppyrifolia:ニ ホンナシ,M.domcstica:リ ンゴ,M.transifolia:リ ンゴ野生種,Pussuriensis:

チュウゴクナシ,N.alata:タ バコ,Pinnata:ペチュニア,S.chacocnsc:ポ テト,L.esculcntum,

L.pcruvianum:ト マト
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図 5.8:PSl(HV),PS2領 域の表面電荷

(a)ニ ホンナシ S3~RNase,(b)タ バコSFll~RNase。 表面電荷は -10か ら

負電荷 を赤,正電荷 を青で示 した。水色の点線で囲んだ部分はクレフ ト

ラム GRASP[86]で作成 した。

+10 kBTの 範囲で

を示 した。プログ
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第 6章

結払酬

ナス科タバコで配偶体型自家不和合性因子である S―RNascが発見されたのは 1986年で

あり、それ以来 S―RNaseを 中心に配偶体型自家不和合性の研究がなされてきた。しかし、

S―RNaseと相互作用して自他認識を行っている花粉側 S遺伝子産物は未だに発見されず、

その分子機構は殆ど解明されていない。本研究において、放射光 X線結晶構造解析によ

リバラ科ニホンナシ S3~RNaseの 立体構造を決定したが、これは世界で初めての業績であ

り、配偶体型自家不和合性の分子機構を構造生物学的視点から議論する礎を築いたと言

える。

本論文の第 2章では、ニホンナシ S3~RNascの精製および結晶化について述べた。ニホ

ンナシ雌しべには非常に強いフェノールオキシダーゼ活性があり、S―RNaseの精製過程で

多量のポリフェノールが生成する。このポリフェノールは蛋白質に吸着して変性・沈澱さ

せるため、S―RNascの収量が著しく低くなる。この問題は、ポリフェノールの生成を抑制

するアスコルビン酸と生成したポリフェノールを吸着するポリクラー ATを抽出液に加え

ることで克服し、5,000花分から5mgの収量で S―RNaSeを 精製できる方法を確立 した。

S¨RNascは糖蛋白質であるため結晶化が難しいと考えられた。そこで、7種類のニホンナ

シ S―RNascの なかでも糖鎖がもっとも少ない S3~RNaseに 焦点を絞って結晶化を試みた。

また、S3~RNascに は、アミノ酸配列の相同性が極めて高いアイソフォーム (S5~RNase)が

存在する点でも注目に値した。種々の結晶化条件を検討した結果、0.1×0.1×0.03mmの結

晶を得ることができた。

第 3章では、ニホンナシ S3~RNaseの立体構造について記述 した。当初、ニホンナシ
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S3~RNaseと 同じく RNase T2フ アミリーに属するニガウリ種子由来の RNasc MClを モ

デル分子とした分子置換法による立体構造の解明を試みたが、得られた解が真であると

断定することはできなかった。そ こで、多重同型置換法による解析を行い、ニホンナシ

S3~RNaseの 立体構造を 1.5Å分解能で明らかにした。また、得られたニホンナシ S3~RNase

の立体構造を立体構造既知の RNase T2酵素と比較し、全体構,、 活性部位,HV領域およ

び PS領域の立体構造について、S―RNase特有な構造を考察した。この結果、(1)活性部位

の立体構造は自家不和合性に関与しない RNase T2型酵素とほとんど同じである,(2)HV

領域は弱い塩基性で分子表面に露出している,(3)4か 所の PS領域は活性部位を挟むよう

にt/て分子表面に露出している,(4)HVお よび PS領域の立体構造は自家不和合性に関与

しない RNasc T2型酵素と異なっている、という知見が得られた。これらの知見は、分子

生物学的や植物生理学的方法あるいは S―RNaseの アミノ酸配列からでは解明されなかっ

たものである。

第 4章では、第 3章で立体構造を決定したニホンナシ S3~RNaseと 95.5%の アミノ酸

配列の相同性があるニホンナシ S5~RNaseおよび 95.5%の 相同性があるリンゴ St―RNase

について、アミノ酸置換とエネルギーの最小化で立体構造を予測し、S3~RNaseと 詳細に

比較した。その結果、予測された構造は S3~RNaseと ほとんど変化せず、花粉側因子は

S3~RNaseと S5~RNase(St― RNasc)間 のアミノ酸変異の部分のみを微視的に認識している

可能性が示唆された。

第 5章では、ニホンナシ S3~RNaseの立体構造と、ほぼ同時期に発表されたナス科タバ

コ SFll~RNaseの 立体構造を比較し、バラ科とナス科の配偶体型自家不和合性の違いを議

論した。その結果、(1)バ ラ科は静電的,ナス科は疎水的に花粉側 S遺伝子産物と相互作用

している可能性が示唆された,(2)ナス科 S―RNaseは HVaと HVb領域が共同して花粉側

因子を認識しているが、バラ科は HV領域単独で認識している可能性が高い,(3)自 家不和

合性において PS4領域はナス科には見 られないバラ科特有な機能を果たしている可能性

がある、を指摘することができた。

最後に、本研究で決定された S3~RNaseの立体構造を基に配偶体型自家不和合性の分子

機構モデルを検証する。立体構造から予測される花粉側 S遺伝子産物とはいかなるもので

あろうか。HV領域や PS領域は、今までに知られているDNAあるいは RNA結合 ドメイ
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ンに該当せず [91]、 その分子表面にもRNA結合蛋白質やペクチン結合蛋白質に見られる

広範囲な正あるいは負電荷のクラスターは見い出せなかった。よって、花粉側因子がこれ

らの部分と結合するならば、花粉側因子も蛋白質である可能性が高い。しかし、今までに

知られている蛋白質問認識 ドメイン (抗体,MHC,EGF様 フォール ド,イ ンスリン様フォー

ル ド,シスチンノットフォール ド,TNF様フォール ド,β―トレフォイルフォール ド,4本ヘ

リックスバンドルフォール ド,IL-8様ケモカインフォール ド,SH2ド メイン,SH3ド メイ

ン,PHド メイン,PTBド メイン,PDZド メインなど)に も該当しないため [91]、 新規な分

子認識機構であると考えられる。

概要で述べたように、配偶体型自家不和合性のモデルとして レセプター説とインヒビ

ター説が提唱されているが、Luuら の報告 [44]以来、インヒビター説がより有力とされ

ている。彼 らは、S遺伝子型が異なるすべての S―RNaseの 活性を阻害するインヒビター

が花粉側 S遺伝子産物であるとする説を改良して、RNase T2型酵素を阻害するユニバー

サルなインヒビターの存在を予言した。そして、花粉側 S遺伝子産物は認識部位に結合す

る機能のみをもち、この結合によってユニバーサルなインヒビターと S―RNaseの結合が

阻害され、結果として異なる S遺伝子型の S―RNascの活性が阻害されることになる (図

6.1,[92])。 本論文で明らかにした S―RNaseの分子構造から得られた知見より、RNase活

性部位は認識領域として最も可能性の高い His62近傍と直線距離 (活性に必須の His33cα

と62位近傍アミノ酸の Cα との距離)で 12Å以上離れており、空間配置で約 90° 異なる

位置に存在する。もし、ユニバーサルなインヒビターの存在を仮定すると、この分子は活

性部位と認識部位を覆うことができるかなり巨大な分子であると考えられる。一方、認

識部位のみに結合する花粉側 S遺伝子産物もHV領域とPS2領域前半をすべて認識する

には、この距離が約 10Åであるから、この因子もかなり大きな分子と思われる。しかし、

His62近傍のみを認識するのであれば、ペプチドのような分子も考慮に入れなければなら

ない。さらに言えることは、ユニバーサルなインヒビターより花粉側 S遺伝子産物のほう

が S―RNaseに より強く結合 (解離定数島 がより小さい)しなければならないことである。

配偶体型自家不和合性の分子機構に関する理解がすべてにおいて推測の域を出ないの

は、多くの研究者の長年の努力にもかかわらず、花粉側 S遺伝子産物が見つからないため

である。今後、上述した S―RNascの立体構造から予測される花粉側 S遺伝子産物の知見
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を基に、この因子の発見に全力を尽 くさなければならない。

花粉管 (Sl)

花粉管の伸長停

|
rRNAの分解

|ト ノSr-RNase

Sz-RNase
花粉側

Sl遺伝子産物

S‐RNase
ユニバーサルインヒビター

図 6.1:Luuら が提唱するモデル

■
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