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研究成果の概要（和文）：小麦粉中に約 10％含まれる種子貯蔵タンパク質、特にグルテニンの

構造と発現量は、生地強度に大きく影響する。本研究では、野生植物の染色体をもつ小麦から、

パン用に求められる強い生地に関係する新たなグルテニンを探索した。その結果、リン酸化の

影響を受けない複数の新規グルテニンを見いだした。さらに、１種類のタンパク質がもつ生地

強度への効果を評価するため、人工的にタンパク質を作製する系を確立した。 
 
研究成果の概要（英文）：The structure and expression level of the seed storage protein 
contained about 10% in wheat flour, especially glutenin effects on dough strength greatly. 
In this study, I searched for novel glutenins related to the strong dough which is 
appropriate for bread-making in common wheat with the alien chromosome of a wild plant. 
As a result, several novel glutenins which were not influenced by phosphorylation were 
found out. Furthermore, to evaluate the effect on the dough strength by one molecule of 
glutenin, I established the system to make the artificial protein of glutenin. 
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１．研究開始当初の背景 
小麦粉中に約 10％含まれる種子貯蔵タン

パク質は、多種類の組み合わせによって生地
強度が大きく変わるため、加工適性決定の主
要因である。種子貯蔵タンパク質の遺伝子座
は、複数個の遺伝子が密に連鎖して座乗した
多重遺伝子族を形成している。そのため、生
地強度への個々の効果を評価することが困
難である。これまでに私たちは、コムギ近縁
野生種 Thinopyrum elongatum の第１同祖群
（1E）染色体を 1対保有し、遺伝的背景が実
験系統の Chinese Spring（CS）である系統
（CS+1E1E）では、CS と比べ生地強度が強く
なることを明らかにした（Grag et al.2009）。

生地の強い小麦粉は需要の高いパン用に向
くが、国内では僅かな品種しか育成されてお
らず、その小麦粉品質も輸入先である北米の
パン用品種にはおよばない。 
 
２．研究の目的 
 1E染色体の保有により、小麦粉の生地が強
くなる CS+1E1E は、近縁野生種がもつ有用遺
伝子をパンコムギへ導入し、育種に利用でき
る遺伝資源を拡大するための良いモデルケ
ースといえる。生地の強さは、種子貯蔵タン
パク質中のグルテニンの種類と発現量が大
きく関与していることが知られている。そこ
で本研究では、以下の点を行うことで、
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CS+1E1E がもつ各１分子種のグルテニンにつ
いて、品質評価できる研究基盤の確立を目指
した。 
（１）1E染色体に由来する新規グルテニンの
探索と分子的特徴付け 
（２）CS+1E1E がもつグルテニン遺伝子の網
羅的解析 
（３）グルテニンの人工合成とその小麦粉品
質評価法の確立 
 
３．研究の方法 
（１）1E染色体由来グルテニンを識別するた
め、CSとCS+1E1Eについて、完熟種子の胚乳
側 1/2からグルテニンを抽出し、SDS-PAGE法
および２次元電気泳動（2DE）法で分離した。
それらのスポットの中で、タンパク質の等電
点を変化させる翻訳後修飾の 1つであるリン
酸化の影響の有無を調べるため、Pro-Q®

 

 
Diamondによる蛍光染色を行った。 

（２）CS+1E1Eのゲノム DNA を鋳型として、
パンコムギの高分子量グルテニンサブユニ
ット（HMW-GS）遺伝子の完全長を網羅的に増
幅できるプライマー（Liu et al. 2003）を
用いて PCRを行った。2％アガロースゲル電
気泳動で分離後、HMW-GS x-typeと y-typeそ
れぞれに相当する長さの増幅断片を TA クロ
ーニングした。また、低分子量グルテニン
（LMW-GS）遺伝子を網羅的に増幅できる蛍光
標識したプライマー（Zhang et al.2011）を
用いてフラグメント解析を行った。 
 
（３）クローニングした HMW-GS遺伝子を元
に、コムギ無細胞タンパク質合成法によって
タンパク質を人工合成した。作製した人工合
成タンパク質は，ウエスタンブロット法によ
り確認した。 
人工合成タンパク質の生地強度評価のた

めに用いる小麦粉には、添加する人工合成タ
ンパク質以外の種子貯蔵タンパク質が少な
いか無い方が、精度の良い評価が行える。CS
では染色体を末端から段階的に削った系統
が育成されている（Endo and Gill 1996; 
Tsujimoto et al. 2001）。そこで、種子貯蔵
タンパク質遺伝子の多くが座乗している第
１同祖群染色体に関する各系統について、完
熟種子の胚乳側 1/2からグリアジンとグルテ
ニンを抽出し、それぞれ Aid-PAGE法と
SDS-PAGE 法で分離してそれらの構成を調査
した。また、タンパク質の電気泳動では識別
できない場合やタンパク質を発現しない対
立遺伝子は、各系統の緑葉から抽出したゲノ
ム DNAを鋳型として、それら遺伝子を特異的
に増幅できるプライマー（Van Campenhout et 
al. 1995; Takata et al. 2008）を用いた PCR
により調査した。さらに、各系統より小麦粉
を調整し、生地強度の評価のため、小麦粉の

タンパク質含量と SDS 沈降量を測定した。染
色体の削除により種子貯蔵タンパク質の種
類が減少した系統を選抜後、それらを互いに
交配させた。 
 
４．研究成果 
（１）2DE の結果、CS が 1E 染色体を保有し
たことにより、HMW-GS x-typeおよび y-type
でそれぞれ同じ分子量だが、等電点の異なる
スポットが各 5個、LMW-GS B-typeでは 2個、
C-typeでは 2個の特異的スポットが見出され
た（図１）。これらは、1E 染色体に由来する
新規グルテニンであると考えられる。リン酸
化タンパク質の検出の結果、これら HMW-GS
および LMW-GS において、1E 染色体に由来す
る特異的スポットは全てリン酸化されてい
なかった。 

 
（２）PCRの結果、1E染色体に由来する HMW-GS 
x-type および y-type 遺伝子に相当する増幅
断片がそれぞれ 1本得られた（図２）。 

それぞれの増幅断片をゲルから抽出し、ク
ローニングした結果、x-type遺伝子が 8種類、
y-type 遺伝子が 17 種類得られた。推定上の
アミノ酸配列より等電点を予想した結果、N
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図１．2DEによるCS+1E1Eがもつグルテニンの発現パターン
矢印は1E染色体保有によって新たに発現したスポットを示す。
点線の円はそれらスポットがリン酸化されていれば検出された
領域を示す。
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図２．PCRによるHMW-GS遺伝子の網羅的増幅



 

 

末端領域から反復領域途中までの領域にお
いて x-type では最大 0.36 差、y-type では
最大 0.29差と異なっていた。従って 1E染色
体由来 HMW-GS はリン酸化による翻訳後修飾
によるものではなく、それぞれ異なる遺伝子
に由来すると考えられる。y-type の共通した
特徴として、N 末端領域に生地を強くすると
考えられる水素結合に関与するグルタミン
へのアミノ酸置換 1 つとグルタミンの挿入 1
つが見出された。 

LMW-GS 遺伝子のフラグメント解析結果よ
り、1E染色体に由来する特異的ピークが 2DE
でみられたスポット数より多い計 21 個見出
された（図３）。これには、2DEで分離できず
重なってしまったスポットや偽遺伝子が含
まれていると考えられる。 

 
（３）1E 染色体に由来する HMW-GS y-type遺
伝子 1種類を人工合成した結果、分子量約 17 
kDaのタンパク質が合成された（図４）。 

塩基配列解析の結果、この遺伝子にはスト
ップコドンが入っているため、推定よりも低
分子量のタンパク質が合成されたことがわ
かった。今後さらに多くの HMW-GS 遺伝子を
元に、人工合成タンパク質を作製する予定で
ある。 

染色体欠失部位の違いにより種子貯蔵タ
ンパク質の種類が減少した系統を見いだし
た（Tanaka et al. 2012）。そこで、種子貯
蔵タンパク質の種類がさらに減少した系統
を得るため、互いに交配した。今後、種子貯
蔵タンパク質をもたない種子貯蔵タンパク
質フリー系統の選抜を行う。 
 
 以上より、１分子種のグルテニンにおける
高精度な品質評価を行うための基盤が整っ
た。今後、様々な種類と量を組み合わせた人
工合成タンパク質を種子貯蔵タンパク質フ
リー系統の小麦粉に添加し評価すれば、これ
までグルテニン遺伝子間の強連鎖のため不
可能であった１分子種のグルテニンにおけ
る高精度な品質評価を行うことができる。こ
の結果を元に、分子構造から小麦粉品質が予
想できれば、その遺伝子領域をターゲットに
した有用遺伝子の探索・DNA マーカーの開発
が可能となる。これらの成果により、小麦粉
の高品質化と新加工用途開発に向けて有用
な知見を提示できると考えている。 
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図３．LMW-GS遺伝子のフラグメント解析
矢印は1E染色体保有によって新たに検出された
ピークを示す。
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図４．ウェスタンブロット法による人工合成タンパク質の検出
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