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研究成果の概要（和文）：植物における特徴的な細胞内小器官である液胞は、種子の発芽の際の栄養源となる貯蔵タン
パク質の蓄積などの機能をもつ。11Sグロブリンは多くの植物の種子に存在する貯蔵タンパク質であり、ダイズでは複
数のサブユニットにより構成される。本研究では、主要な貯蔵タンパク質を欠失したダイズ系統に高次構造型シグナル
をもつとされるA3B4サブユニットを発現させ、A3B4サブユニット単独でタンパク質貯蔵液胞に輸送されることを明らか
にした。また、一次構造型シグナル依存的な輸送経路に関わる分子についても解析を行うとともに、それに対する受容
体の結晶を作成し、データ収集を行った。

研究成果の概要（英文）：Plant vacuoles have many functions including a reservation of seed storage protein
s. It is suggested that two types of vacuolar sorting signals, primary structure- or physical structure-ty
pes exist in soybean seed storage proteins. In the study, we analyzed the sorting mechanism of soybean see
d storage protein. We developed transgenic soybean lines accumulating A3B4 subunit alone as 11S globulin, 
elucidating that physical structure-type sorting signal works in soybean seeds. On the other hand, we prep
ared crystals of soybean vacuolar sorting receptor with the primary structure-type sorting signal and coll
ected their X-ray diffraction data.
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１．研究開始当初の背景 
植物における特徴的な細胞内小器官であ
る液胞は、種子の発芽の際の栄養源となる貯
蔵タンパク質の蓄積などの機能をもつ。液胞
へ運ばれるタンパク質は、自身のもつ選別輸
送シグナルが受容体に認識されることによ
り選択的に輸送される。我々は、種子細胞を
用いて貯蔵タンパク質の選別輸送シグナル
を短時間で解析するアッセイシステムを構
築し、そのシステムを用いて一次構造の性質
により機能するタイプ（一次構造型シグナ
ル）と高次構造により形成されるタイプの選
別輸送シグナル（高次構造型シグナル）をも
つ貯蔵タンパク質が存在することを示唆す
るデータを得ていた。 
 
２．研究の目的 
ダイズの11Sグロブリンは複数のサブユニ
ットにより構成され、アミノ酸配列の相当性
から 2つのグループに分類されている。グル
ープ 1 に属する A1aB1b サブユニットの C 末
端 10 残基は一次構造型シグナルとして機能
する。一方、グループ 2 に属する A3B4 サブ
ユニットは、A1aB1b サブユニットの C 末端
10 残基に対応する配列は存在していないが、
ダイズ種子においてタンパク質貯蔵液胞へ
輸送され、高次構造による選別輸送シグナル
が存在している可能性が示唆されている。一
次構造型シグナルである A1aB1b サブユニッ
トの C 末端 10 残基に対して、Vacuolar 
sorting receptor(VSR)という分子が受容体
として機能しているが、高次構造型シグナル
に対する受容体は未解明である。また、酵母
や動物細胞では液胞や分解を担うリソソー
ムへの選別輸送に機能している受容体と VSR
との間に 1次構造の相同性は見られず、その
立体構造についても不明である。本研究では、
A1aB1b および A3B4 サブユニットを用いて、
種子におけるタンパク質貯蔵液胞への選別
輸送機構を解析するとともに、受容体の高次
構造の解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 電子顕微鏡観察 
ダイズ種子を固定液(3%パラホルムアルデヒ
ド、0.1％グルタルアルデヒド、0.1M NaPi 
pH7.2)によって固定した。緩衝液で洗浄後、
エタノールで脱水した後、LR white 樹脂に置
換した。樹脂が浸透したのち、サンプルをビ
ームカプセルに移し、紫外線照射装置で重合
させた。重合したサンプルをトリミングし、
ミクロトームで超薄切片を作製した。抗 A3B4
サブユニット抗体、15 nm 金粒子標識ゴート
由来抗ウサギ二次抗体で免疫標識した。酢酸
ウラニルと硝酸鉛で電子染色した後、透過型
電子顕微鏡観察を行った。 
(2) 会合体の評価 
ゲル濾過クロマトグラフィーにより、種子抽
出液を分離し、A3B4 サブユニットの会合体形
成について解析した。 

(3) 結晶構造解析 
ドメイン欠失型ダイズVSRを昆虫細胞発現系
で調製し、一次構造型シグナルを認識する最
少ドメインを確定した。さらに、改変型 VSR
を大量調製し、その結晶の作成に成功した。
放射光施設(SPring-8, 兵庫県)において結
晶データ測定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 高次構造型シグナルをもつ貯蔵タンパ
ク質の輸送集積 
主要なダイズの貯蔵タンパク質である 11S
および 7S グロブリンを両方ともに欠損した
ダイズ系統を用いて、A3B4 サブユニットを発
現するダイズを作成した（農業生物資源研究
所との共同研究）。複数の系統の種子のタン
パク質を電気泳動により分析し、A3B4 サブユ
ニットがダイズ種子に蓄積していることを
確認した（Figure 1）。世代を促進し、固定
系統においても安定して A3B4 サブユニット
は蓄積していた。形質転換体の種子よりタン
パク質を抽出し、ゲル濾過クロマトグラフィ
ーにより会合状態を評価したところ、成熟型
と予想される位置に溶出した。さらに、種子
の電子顕微鏡観察を行った。A3B4 サブユニッ
トに対する特異的抗体を用いて、A3B4 サブユ
ニットがタンパク質貯蔵液胞へ輸送される
ことを示した。この結果により、高次構造シ
グナルのみをもつ種子貯蔵タンパク質が液
胞へ輸送されることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 一次構造型選別輸送シグナルをもつ 11S
グロブリンの液胞輸送の解析 
 A1aB1b サブユニットの C 末端 10 残基に一
次構造型の選別輸送シグナルが存在するこ
とを明らかにしている(Plant Cell,2006, 18, 
1253-1273)。緑色蛍光タンパク質に C末端 10
残基を付加したもの(GFP-CT10)を、登熟期の
ダイズ種子において発現させると、緑色蛍光
タンパク質が液胞へ輸送されることから、こ
の解析方法を一次構造型の選別輸送シグナ
ル依存的な液胞輸送の解析に用いることが
可能である。そこで、一次構造型の選別輸送
シグナル依存的な液胞輸送経路に対する
Rab5 GTPase の関与について種子を用いて解
析した。野生型あるいはドミナンドネガティ
ブ型の Rab5 を GFP-CT10 と共発現させたとこ

94.6

71.3

45.1

32.2

26.8

17.2

(kDa)

CBB staining Western blot
(anti-A3B4 serum)

94.6

71.3

45.1

32.2

26.8

17.2

(kDa)

Acidic
chain

Bcidic
chain

Figure 1   Accumulation of A3B4 subunit in transgenic soybean lines  



ろ、Rab5 の野生型との共発現では GFP-CT10
の液胞輸送が阻害されなかったが、ドミナン
ドネガティブ型の共発現により、液胞への輸
送が阻害され、細胞外に分泌された。 
 
(3) ダイズ VSR の立体構造解析 
これまで、A1ab1b サブユニットの一次構造
型シグナルをダイズ VSR(GmVSR)の内腔側領
域が認識することを明らかにしている。本研
究において、構造解析可能な結晶の作成を行
った。VSR は液胞タンパク質の選別輸送シグ
ナルと結合する内腔側の膜貫通領域付近に
増殖因子様モチーフ(EGF-like motif)を 3 つ
タンデムにもち、増殖因子様モチーフが１つ
のみ存在していれば選別輸送シグナルと結
合できる。この性質に着目し、分子サイズを
小さくし結晶化能が改善されることを期待
して、EGF-like motif を部分的に欠損させた
VSR を調製し、C 末端型の選別輸送シグナル
に対する合成ペプチドとの複合体について、
結晶条件を探索し、3-5Åの分解能をもつ結
晶の調製に成功するとともに、データを取得
した。 
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