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研究成果の概要（和文）：　種子胚乳の最外層である糊粉層は、穀類では貯蔵栄養の可動化に、双子葉植物では主に発
芽のバリアとして働く。シロイヌナズナの糊粉層が消失した突然変異体の解析から、TRG2A遺伝子が糊粉層の分化・維
持に働くことを発見した。TRG2Aタンパク質は細胞質に局在し、小胞を介した物質輸送に働くアダプチンと結合するこ
とを明らかにした。また、TRG2Aはゴルジ体からの小胞輸送に関わる可能性を示唆した。さらに、小胞輸送に働くCHMP1
遺伝子も糊粉層形成に関わることを明らかにした。したがって、糊粉層の分化・維持には、小胞輸送が重要な役割を持
つと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Outermost cell layer of endosperm, aleurone, works for mobilization of storage 
materials in cereal grains. In contrast, aleurone works mainly as a barrier of germination in dicot 
seeds. In this study, we found TRG2A gene as an important factor for aleurone layer development and/or 
maintenance by using Arabiodpsis mutant that lost all the endosperm cells during seed development. TRG2A 
protein was found to be localized in cytoplasm and interact with adaptin subunits. We found that CHMP1 is 
also involved in aleurone development in Arabidopsis. Our findings indicate that vesicle transport system 
has critical role on aleurone development.

研究分野： 植物生理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 種子胚乳の最外層を構成する糊粉層は、穀
類では内側の胚乳に蓄えた貯蔵物質を可動
化して芽生えの初期成長を支える役割を持
つが、双子葉植物では主に発芽の物理的バリ
ア（抑止力）として機能すると考えられてい
る（文献 1、2）。穀類の突然変異の解析から、
糊粉層の発達・維持は細胞間相互作用を介し
た制御を受けることが示唆されている（文献
3、4）。糊粉層は胚乳の最外層であるが、糊
粉層関連遺伝子の多くは胚の前表皮や芽生
えの表皮の発達にも働く。この中には、細胞
間相互作用に関わると考えられる膜局在性
プロテアーゼのDEK1と受容体キナーゼのCR4、
小胞輸送に関わる SAL1 などがある（文献 5、
6）。トウモロコシの DEK1 と CR4 は細胞膜で
働き、その局在と機能には、SAL1 が関わる小
胞輸送によるリサイクル・分解が重要な役割
を持つことが示唆されている（文献 5）。表皮
の形成において、これらのシロイヌナズナの
オーソログ（AtDEK1, ACR4, CHMP1）はトウ
モロコシと類似の機能を持つが、糊粉層の発
達・維持における機能や、糊粉層細胞の分
化・発達メカニズムの全貌は未解明である。 
 申請者が単離したシロイヌナズナの高温
耐性発芽突然変異、trg2では、野生型では完
熟種子に存在する糊粉層細胞が種子形成過
程でほぼ完全に消失するなど、既知の胚乳・
糊粉層関連突然変異体にはない、ユニークな
形質を示した。また、trg2突然変異体の芽生
えは、茎の帯化、頂芽優勢の低下、葉の形態
異常、速い水分喪失速度など、表皮の異常が
原因と思われる多様な変異形質を示した。分
子マーカーを用いたマッピングから、変異遺
伝子の候補は 39 に絞られた。この中には、
既知の胚乳・糊粉層形成に関わる遺伝子は存
在せず、新たな糊粉層関連遺伝子の単離が期
待された。 
 
２．研究の目的 
 PCR 解析から、trg2変異領域に連続した 10
遺伝子の欠失が見出された。欠失した遺伝子
のうち、2遺伝子が胚乳で強く発現しており、
このうち 1つ（TRG2A）を trg2突然変異体に
導入したところ、糊粉層と発芽形質が回復し、
芽生えの形態もほぼ回復した。もう 1つの遺
伝子（TRG2B）の T-DNA 挿入突然変異系統で
は、種皮の表皮細胞が trg2 と同様な乱れを
示した。そこで、本研究では以下の 3点を目
的として、trg2突然変異体を中心に解析を行
った。 
 
（１）TRG2遺伝子の同定と、糊粉層・表皮形
成における役割：本研究では、まず trg2 突
然変異の形質がTRG2A遺伝子のみで説明でき
るか否かを明らかにし、糊粉層の形成に関わ
る新たな遺伝子を同定する。また、表皮の異
常に由来すると思われる様々な形態形質と
原因遺伝子の対応を明らかにする。 
 

（２）TRG2 タンパク質の分子機能、小胞輸送
との関わり：TRG2A は機能未知の低分子
GTPase 様タンパク質、TRG2Bは小胞輸送に関
わる GRIP タンパク質をコードする遺伝子で
ある（文献 8）。そこで、TRG2遺伝子の発現
の時期・組織特異性、TRG2 タンパク質の細胞
内局在性、タンパク質間相互作用（結合能）
を調べ、小胞輸送との関わりを明らかにする。 
 

（３）既知の糊粉層・表皮関連遺伝子との関
係：トウモロコシから見出された糊粉層形成
関連遺伝子のうち、シロイヌナズナにおける
糊粉層形成との役割が明らかにされていな
い CR4 ホモログの ACR4 と CCR、および SAL1
ホモログの CHMP1の機能喪失突然変異体を単
離し、糊粉層の異常を確認する。また、TRG2
遺伝子と既知の糊粉層・表皮関連遺伝子、細
胞間相互作用との関わりを明らかにするた
め、TRG2 タンパク質と AtDEK1、ACR4、CHMP1
タンパク質の共局在を調べる。また、AtDEK1、
ACR4、CHMP1 タンパク質の細胞内局在性に対
する trg2突然変異の影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）変異の原因遺伝子の同定 

trg2 変異の候補遺伝子が糊粉層と芽生えの
表皮形質を支配することを確認するため、野
生型遺伝子を導入した trg2 突然変異体にお
ける形質の回復を調べた（相補性検定）。ま
た、各遺伝子の機能喪失突然変異体における
trg2突然変異形質の発現を確認した。糊粉層
の存在はテトラゾリウム染色と実体顕微鏡
で確認し、芽生えの形質（茎の帯化、頂芽優
勢、葉のサイズと形、花器官の形態）は肉眼
および実体顕微鏡で観察した。 
 
（2）形態観察 
 種子の形態形質は、発達過程および成熟種
子の胚乳（糊粉層を含む）、胚、種皮の組織
構造を微分干渉顕微鏡（組織は透明化）、共
焦点レーザー顕微鏡（ヨウ化プロピジウム染
色）および光学顕微鏡（組織切片）で観察し
た。また、種子と芽生えの表皮の表面構造を
走査型電子顕微鏡で解析した。 
 
（3）TRG2A タンパク質の分子機能解析；小
胞輸送との関連解析 
 TRG2A タンパク質の細胞内局在性を明らか
にするため、アグロバクテリウム法により
TRG2A と GFP の融合タンパク質を発現する形
質転換体を作成した。根における蛍光の観察
には、蛍光顕微鏡およびレーザー共焦点顕微
鏡を利用した。 
 TRG2A タンパク質とアダプチンの相互作用
については、酵母のツーハイブリッド系を用
いて解析した。また、trg2突然変異体および
trg2a 突然変異体を用い、エンドソームが関
わる小胞輸送の一つとして、エンドサイトー
シスの異常を FM4-64 染色法を用いて観察し



た。 
 
（4）トウモロコシ糊粉層関連遺伝子のシロ
イヌナズナにおける機能解析 
 CR4 ホモログの ACR4 と CCR、および SAL1
ホモログの CHMP1の T-DNA 挿入系統をストッ
クセンターから入手し、各遺伝子の機能喪失
突然変異体を単離した。シロイヌナズナにお
いて、CHMP1 は 2 遺伝子存在するため、交配
により二重変異体を作成した。 
 
４．研究成果 
（１）種子発芽における糊粉層の役割 
 申請者が単離した trg2 突然変異は胚性致
死とならず、完熟種子に残るべき糊粉層（周
縁胚乳）が消失する極めてユニークな表現型
を示した。双子葉植物において、胚乳は種子
発達過程で胚に栄養を供給してその発達を
支え、成熟種子では発芽を物理的に抑制する
働きを持つことが示唆されている（文献 2）。
trg2 突然変異体の種子は休眠性を大きく低
下させ、後熟種子では高温耐性発芽形質を示
し、発芽におけるアブシジン酸感受性も低下
させていたが、成熟した胚は野生型と同様な
アブシジン酸感受性を示した。このことは、
trg2 突然変異体種子の発芽形質は胚の性質
に依らず、胚乳（糊粉層）が消失したことに
由来することを示唆している。このため、本
研究の成果は種子発芽における糊粉層の生
理的役割を遺伝学的に証明するものである。
糊粉層の有無や細胞層の数は種によって異
なるため、本研究の成果は胚乳組織分化の進
化メカニズムの理解や、穀類種子の収穫前穂
発芽防止・醸造におけるモルト品質の向上な
どの育種分野にも寄与すると期待される。 
 
（２）trg2突然変異の原因遺伝子の同定 
 種子糊粉層の消失と芽生えの形態異常を
もたらす trg2 突然変異の原因遺伝子を同定
するため、まず欠失した 10 遺伝子のうち
TRG2I を除く 9 遺伝子の T-DNA 挿入系統の形
質を調べたが、糊粉層および芽生えに明確な
異常形質は認められなかった。ただし、当初
解析していた TRG2Aの変異系統はプロモータ
ー領域に T-DNA 挿入を持ち、発現低下ではな
く、過剰発現をもたらしていることが確認さ
れた。 
 次に、欠失した 10 遺伝子のうち、胚乳で
発現する 2 遺伝子（TRG2A と TRG2B）に注目
し、正常遺伝子の導入による変異の相補を確
認した。正常な TRG2B 遺伝子で trg2 突然変
異体を形質転換したが、表現型は回復しなか
った。一方、TRG2A遺伝子で trg2を形質転換
するとすべての変異形質がほぼ正常に回復
した。さらに、TRG2A 遺伝子にトランスポゾ
ンが挿入された機能喪失突然変異体（trg2a）
を単離したところ、成熟種子には糊粉層が認
められず、また芽生えの段階で致死となるこ
とがわかった。TRG2A 遺伝子の役割を明確に
するため、trg2と TRG2A/trg2a（ヘテロ個体）

を交配し、遺伝型が trg2/trg2a となった個
体を選抜したところ、trg2と同様な形質を示
した。これらの結果から、糊粉層細胞と芽生
えの形態は TRG2A遺伝子のみに支配されると
判断した。 
 trg2突然変異体において、初期の胚乳形成
に明確な異常は認められないが、糊粉層細胞
に特徴的な細胞壁の肥厚が認められずに消
失することから、TRG2A は糊粉層細胞の分化
に働くことを示唆した。また、走査型電子顕
微鏡観察とトルイジンブルー染色により、
trg2 の葉の表面には気孔以外の間隙がある
こと、クチクラ層形成に異常を持つことが示
された。芽生えの段階で致死となる trg2a突
然変異体は寒天培地上で数週間生育し、その
後枯死した。trg2a のシュートは明確な葉や
茎の形態が分化せず、トライコームを持たず、
トルイジンブルーで強く染色されることか
ら、表皮が分化していない可能性が考えられ
た。根の伸長も抑制されており、短い根毛を
付けるなど、野生型とは異なる異常形質を示
した。TRG2A は穀類の糊粉層関連遺伝子と同
様、表皮の形成にも重要な役割を持つと考え
られた。 
 
（３）trg2突然変異遺伝子座の分子構造と表
現型の関連 
 trg2遺伝子座ではTRG2A遺伝子の最終エク
ソンの C 末端側の配列が失われ、TRG2J 遺伝
子の第 2イントロン以降が融合していた。ま
た cDNA の塩基配列から、TRG2A の N末端側と
TRG2J の C 末端が融合した異常タンパク質が
発現している可能性が示された。したがって、
C末端領域に異常を持つtrg2タンパク質が比
較的穏やかな変異形質、すなわち糊粉層の喪
失および芽生えの形態異常の原因であり、
TRG2A 遺伝子が完全に機能を失うと糊粉層が
失われるとともに、芽生えにおける致死形質
をもたらすと考えられた。 
 
（４）TRG2A の生理機能と分子機能の解析 
 TRG2A タンパク質の細胞内局在性を明らか
にするため、TRG2A と GFP の融合タンパク質
を発現する形質転換植物を作成して蛍光を
確認したところ、TRG2 タンパク質は細胞質で
働くことが示された。TRG2A タンパク質のヒ
トのホモログは皮膚病の原因遺伝子であり、
細胞質に局在してクラスリン被覆小胞を構
成するアダプチンに結合することが示され
た（文献 9）。そこで、TRG2A タンパク質とシ
ロイヌナズナのアダプチンが相互作用する
可能性を検討するため、TRG2A とクラスリン
被覆小胞タンパク質を導入した酵母ツーハ
イブリッド系（Y2H）を構築した。その結果、
TRG2A タンパク質は、ヒトや酵母のアダプチ
ン結合タンパク質と同様、αおよびγアダプ
チンと結合することが明らかになった。 
 αアダプチンはAP2複合体を構成するサブ
ユニットであり、細胞膜におけるクラスリン
小胞形成を介してエンドサイトーシスに寄



与する。また、γアダプチンは AP1 複合体を
構成し、トランスゴルジネットワーク（TGN）
とエンドソーム間の小胞輸送、ないしは TGN
やエンドソームから細胞膜への小胞輸送に
寄与することが示唆されている（文献 10）。
そこで、trg2および trg2a機能喪失突然変異
体の根をエンドサイトーシス追跡マーカー
である FM4-64 で染色し、経時的に観察した
が、明確なエンドサイトーシスの異常は認め
られなかった。酵母においても、アダプチン
結合タンパク質はエンドサイトーシスには
寄与せず、TGN とエンドソーム間の小胞輸送
に関わることが示唆されている（文献 11）。
したがって、TRG2A は主に TGN やエンドソー
ムからの膜輸送に関わる可能性が示唆され
た。本研究の結果は、小胞輸送が胚乳の最外
層である糊粉層および表皮の分化・維持に必
須な役割を持つことを強く示唆している。 
 
（５）トウモロコシ糊粉層関連遺伝子のシロ
イヌナズナにおける機能解析 
 穀類から見出された糊粉層形成関連遺伝
子のシロイヌナズナにおける機能を明らか
にするため、AtDEK1, ACR4の機能喪失突然変
異体を単離した。いずれの変異体でも糊粉層
に明確な異常は認められなかったが、ACR4お
よびそのパラログである CCR2 の機能喪失突
然変異体種子は高温耐性発芽形質を示した。
トウモロコシ SAL1 のシロイヌナズナホモロ
グ、CHMP1A と CHMP1B の二重変異体はトウモ
ロコシと同様に糊粉層形成が過剰になるこ
とを明らかにした。SAL1/CHMP1 はエンドソー
ムにおける多胞体形成を介して膜タンパク
質の分解に働くことが示唆されている。した
がって、糊粉層の形成・維持には小胞を介し
た膜タンパク質や細胞壁成分の物質輸送が
重要な役割を持ち、この小胞輸送に TRG2A や
SAL1/CHMP1 が関わると考えられた。 
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