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研究成果の概要（和文）：本研究では、イネ種子の PB-I 内部における各プロラミン分子種の詳

細な局在化機構を明らかにした。プロラミンの局在化には、プロラミンプロモーターの制御と、

タンパク質間の相互作用（ジスルフィド結合、疎水結合など）が重要な役割を担うことが明ら

かになった。  

 
研究成果の概要（英文）：In this study, I clarified the detailed localization mechanism of each 

prolamin molecular specie in PB-I of the rice seed. For localization of the prolamin, it was 

revealed that the control of the prolamin promoter and protein and protein interaction 

(including disulfide combination, the hydrophobic bond) took an important role. 
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１．研究開始当初の背景 

イネ種子貯蔵タンパク質は、プロラミン、

グルテリン、グロブリンに分類され、それぞ

れ複数の分子種より構成される。プロラミン

は PB-I へ、グルテリンとグロブリンは PB-II

に特異的に集積するが、その細胞内輸送機構

の解析は、合成・集積には複数の段階があり、

PB の形成機構の詳細は未だに不明な点が多

い。PB-I は人の消化管ではほとんど分解され

ないが、何故消化されにくいかについては、

不明であった。申請者は、一連の研究の中で、

プロラミン分子種の多様性が PB-I 形成に重

要な役割を担う可能性を見出していた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ヒト消化管において PB-I が

難分解性となる原因が PB-I の構造上の特徴

にあるという仮説を立て、イネ PB-I の形成
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機構に焦点を絞り、イネ種子における PB-I

の形成機構を分子生物学的、細胞生物学的手

法で解析することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究は、３方向からのアプローチにより

計画を立てて行った。1)金コロイド標識した

抗体を用いた免疫電子顕微鏡観察と、蛍光色

素標識した抗体を用いた免疫蛍光顕微鏡観

察を組合せ、PB-I 内部におけるプロラミンの

局在部位を解析した。2)RT-PCR 法を用いたプ

ロラミン分子種ごとの発現時期、発現量の解

析を行った。 3)各分子種のプロラミン＋GFP

融合タンパク質を発現する形質転換イネを

作出し、PB-I の構成に必要なプロラミン分子

種を明らかにした。 

 

４．研究成果 

１）プロラミン分子種を区別する抗体を用い

た PB-I 内部におけるプロラミンの局在性の

解析 

これまでに作製した5種類のプララミンに

対する抗体（全 13 kDa, 10 kDa, 13 kD-a（Cys 

rich）, 13 kD-b（Cys less）, 16 kDa プロ

ラミン抗体）を用い免疫蛍光組織観察、免疫

電子顕微鏡観察を行い、プロラミン分子種の

PB-I 内における局在化様式を明らかにした。

その結果、PB-I の中心部に 10 kDa，その周

囲に 13 kD-b, 中間層には 13 kD-a および 16 

kDa, 最外周層には再び 13kD-bが局在化して

いる事が明らかになった（図 1）。 

 

図 1. PB-I におけるプロラミンの局在 

5種類の抗体を用いた蛍光顕微鏡観察像とPB-Iの構造

を示すモデル図 

また、溶媒分画法を用いることで、13kD-b

プロラミンが PB-I 内から遊離し易い事が明

らかになった。 

２）プロラミン分子種ごとの発現時期、発現

量の解析 

これまでに作製した各プロラミン遺伝子

を区別可能なプライマー配列を用い、開花後

の経時変化における各プロラミン遺伝子の

発現解析を行ったところ、各プロラミン mRNA

の発現ピーク時期の順番が、PB-I 内部から外

周部へ向かうタンパク質の局在化の順番と

同様であることが判った。即ち、遺伝子発現

の順番とタンパク質の局在化する順序はほ

ぼ一致していた（図 2）。 

 

図 2. プロラミン mRNA の経時的発現パターン 

横軸は開花後日数，縦軸は mRNA の相対的な発現量 

３）プロラミン＋GFP 融合タンパク質を用い

た PB-I の構成ポリペプチドの解析 

プロラミンプロモーター制御下で発現した

プロラミン＋GFP融合タンパク質が種子中の

PB-Iに合成・集積する形質転換イネを用いて

、各種プロラミンとGFP融合タンパク質の局在

部位を明らかにした。その結果、PB-I中の内

在性プロラミンの局在部位とプロラミン＋

GFP融合タンパク質の局在性が一致した。即ち

、各プロラミンがPB-Iに局在化する機構には

プロラミンプロモーターの制御が強く関与し

ていることが判った（図3）。 



 

 

 

図 3. プロラミンプロモーター制御下で発現したプロラ

ミン＋GFP 融合タンパク質の局在部位 

以上の結果より、PB-I 内部における各プロ

ラミン分子種の詳細な局在化機構が明らか

になり、プロラミンの局在化には、プロラミ

ンプロモーターの制御と、タンパク質間の相

互作用（ジスルフィド結合、疎水結合など）

が重要な役割を担うことが明らかになった。  
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