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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では有用外来物質を蓄積する遺伝子組換え作物の実用化を目指し、外来有用物質を高
度に蓄積するメカニズムの解析を行った。種子貯蔵タンパク質を低減し、外来遺伝子産物に余
剰アミノ酸を利用させるために、各種種子貯蔵タンパク質低減系統を作出した。種子特異的転
写因子であるRISBZ1およびRPBFが種子貯蔵タンパク質遺伝子を冗長的に正に制御している
ことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This research project aims for understanding mechanisms of seed storage protein (SSP) 
synthesis in rice endosperm. We generated several transgenic rice plants with reduced  
SSPs, in which recombinant products can use surplus amino acids. Rice seed specific 
transcription factors RISBZ1 and RPBF regulate SSP gene expression redundantly. 
RISBZ1 and RPBF are regulatory factors of endosperm quality. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 遺伝子組換え作物の作付けが世界的に増
加しているが、ほとんどが除草剤抵抗性・耐
虫性が付与されたものである 
 
(2) 研究代表者が所属する研究室では有用外

来タンパク質を蓄積した遺伝子組換えイネ
の開発が進められていた 
 
(3) イネ種子は組換えタンパク質を蓄積させ
るのに適したバイオリアクターであること
が明らかになっていた 
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(4) イネ種子を用いた物質生産の真の実用化
のためには更に高度に外来遺伝子産物を蓄
積させる必要があると考えられた 
 
(5) 外来遺伝子産物高度蓄積のストラテジー
として、主にプロモーターの改変が行われて
きていたが、遺伝的背景の改善は行われてこ
なかった 
 
２．研究の目的 
(1) イネ種子で物質生産を行うということは、
成分を改変することである。そのためにはま
ずイネ種子中に高度に蓄積する種子貯蔵タ
ンパク質の性質等について理解する必要が
ある。そこで様々な品種の多様性を解析する
ことで、新たな種子貯蔵タンパク質の同定、
総種子タンパク質含量と種子タンパク質組
成を解析する。 
 
(2) イネ種子貯蔵タンパク質を低減すること
で生じる余剰アミノ酸を外来遺伝子産物で
利用することが可能と考えられたため、グル
テリン、プロラミン、グロブリンといった主
要な種子貯蔵タンパク質を低減したイネを
作出し、物質生産に適した宿主イネの候補と
する。またそれらの種子貯蔵タンパク質低減
系統の特性を解析する。 
 
(3) in vivo で種子貯蔵タンパク質遺伝子発現
を制御する転写因子の in planta における機
能を解析し、利用することで更に自在な遺伝
子発現制御を可能にすることを目指す 
 
３．研究の方法 
(1) 様々なイネ品種の種子貯蔵タンパク質
を農業生物資源研究所ジーンバンクから取
り寄せ、種子タンパク質含量を dumas 法（食
品総合研究所 LECO528 を使用）で測定し、種
子タンパク質組成を SDS-PAGE で解析した。 
 
(2) (1)で同定した SDS-PAGE でジャポニカ/
インディカ多型を示すタンパク質をジャポ
ニカ/インディカ間の染色体部分置換系統お
よび組換自殖系統を用いて構造遺伝子を同
定した。この遺伝子のプロモーター領域を単
離し、GUS 遺伝子と融合させ、プロモーター
解析を行った。種子貯蔵タンパク質遺伝子発
現を制御する転写因子の制御下にあること
を EMSA、プロトプラストを用いたレポーター
アッセイによって証明した。 
 
(3) 遺伝子発現抑制法を用いて種子貯蔵タ
ンパク質低減系統を作出し、イネ種子への影
響を解析した。具体的には種子タンパク含量、
各種子貯蔵タンパク質蓄積量、デンプン含量
について調査した。細胞内構造についても解

析した。また種子貯蔵タンパク質は発芽後の
アミノ酸源として高度に蓄積されるため、種
子貯蔵タンパク質低減系統ではアミノ酸組
成が変化していることが考えられたため、
HPLC で遊離アミノ酸含量、総アミノ酸含量を
定量した。 
 
(4) 種子特異的転写因子である RISBZ1 およ
び RPBF のノックダウン系統を作出し植物体
内での機能を解析した。また、RISBZ1 および
RPBF が植物細胞内で複合体を形成するかど
うか、共沈降実験で解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 取り寄せたほとんどの遺伝資源の種子
重あたり種子タンパク質重量パーセントは、
報告されている値よりも低かった。重量パー
セントで最大値を示したのはRAMINAD STRAIN 
3 の 12.6%で、種子 1 粒当たり 2.161mg のタ
ンパク質を含有していた。種子 1粒当たりの
タンパク質重量で最大値を示したのは
DOURADO AGULHAで、2.572mg/粒(8.8%)だった。
SDS-PAGE のパターン（それぞれの種子貯蔵タ
ンパク質の割合）はほぼ一様であったが、ジ
ャポニカ-インディカ間において 60kDa、
30kDa 付近のバンドが多型を示した。60kDa
付近のバンドはインディカで見られたが、ジ
ャポニカでは見られなかったことから、WAXY
タンパク質であると推察された。30kDa 付近
のバンド（a4）はグルテリン酸性サブユニッ
トの直下のバンドで、ジャポニカのバンドは
インディカよりも若干泳動度が早かった。
GluA、GluB、GluC 特異的抗体を用いたウェス
タンブロットではこのバンドは検出できな
かったが、全てのグルテリン反応する抗体で
は検出されたことから新規のグルテリンで
あることが明らかになった。 
 
(2) a4 の遺伝子を同定するため、コシヒカ
リ/Nona Bokra 間の染色体部分置換系統、日
本晴/Kasalath 間の組換え自殖系統を用いて
マッピングを行ったところ、複数のグルテリ
ンがクラスターを形成する領域に座乗して
いることが明らかになった。この内、
Os02g024900 にアミノ酸置換を引き起こす
SNP が見つかった。大腸菌においてジャポニ
カ、インディカの SNP を持つ組換えタンパク
を産生し泳動度を比較したところジャポニ
カ型の組換えタンパクの方が泳動度が早か
った。特異的抗体を作成しウェスタンブロッ
ト解析に供した結果、a4 は Os02g024900 であ
ることが明らかとなった。そこで新規グルテ
リン a4 を GluD-1 とした。 
 GluD-1 は登熟中の種子特異的に発現して
いた。GluD-1 プロモーターと GUS 遺伝子を融
合し、イネに形質転換したところ、GUS 活性
は登熟初期に内胚乳のみで見られたが、登熟



 

 

が進むにつれて胚乳全体に広がっていった。
内胚乳特異的プロモーターとして RAGプロモ
ーターが同定されていたが、GluD-1 プロモー
ターよりも活性が低かった。したがって
GluD-1 プロモーターは新規の内胚乳特異的
プロモーターとして有用であると考えられ
た（図 1）。 

図１ GluD-1 の発現パターン 
A 器官特異的発現パターン. B 登熟ステージ
特異的発現パターン. C-E 組織特異的発現パ
ターン. 
 
 GluD-1 プロモーターのデリーションライ
ンと GUS 遺伝子を融合し、イネに形質転換し
たところ、内胚乳特異的発現には翻訳開始点
から約 200bp上流の領域で充分であることが
明らかになった。この領域内には種子貯蔵タ
ンパク質遺伝子発現を in vivo で制御するこ
とが知られている bZIP 型転写因子である
RISBZ1 が認識する GCN4 様配列、DOF 型転写
因子である RPBF の認識配列である P box が 3
つタンデムに並んで存在していた。イネプロ
トプラストを用いたレポーターアッセイの
結果、RISBZ1 は弱く、RPBF は強く GluD-1 プ
ロモーターに対して転写活性化能を有して
いることが明らかになった。また、RISBZ1 と
RPBF 両方を発現させるとその転写活性化能
は相乗的になった。このことから、RISBZ1 と
RPBF は協調的に GluD-1 遺伝子発現を制御し
ていることが明らかになった。 
 次に EMSA により実際に RISBZ1 と RPBF が

in vitro で GluD-1 プロモーターに結合する
ことが明らかになった。3 つの P Box の内、
一番 5’よりの P box に変異を入れることで
RPBF は結合しなくなったため、この P box を
介して RPBF は GluD-1 プロモーターを制御し
ていることが明らかになった。GCN4 様配列に
変異を入れ、典型的な GCN4 にすると結合が
強まり、完全に GCN4 をなくすことで結合が
見られなくなった。レポーターアッセイでも
同様のことが観察された。これまでに GluB-1
プロモーターの GCN4 モチーフに変異を入れ
ると発現領域がアリューロン層、サブアリュ
ーロン層から内胚乳に変わることが報告さ
れていた。本研究の結果と付き合わせると、
GCN4 モチーフのゆらぎによって胚乳内のど
の組織で発現するかが決定されることが示
唆された。 
 
(3) 遺伝子発現抑制法を用い、各種種子貯
蔵タンパク質低減系統を作出した。具体的に
は、主に GluA および GluB を低減させた”
Gluless”、主に GluB を低減させた”GluB 
less”、GluB およびα-グロブリンを低減させ
た”GluB・Glb less”、13kD プロラミンを低
減させた”13kD Proless”、10kD プロラミン
を低減させた”10kD Proless”、16kD プロラ
ミンを低減させた”16kD Proless”である。
種子貯蔵タンパク質を低減させると他の種
子貯蔵タンパク質の増加により、総種子タン
パク質含量が補償されることがよく知られ
ている。作出した種子貯蔵タンパク質低減系
統においても、他の種子貯蔵タンパク質の増
加による補償効果が観察された。これらの貯
蔵タンパク質低減や、補償効果は遺伝子発現
レベルでも確認された。 

図 2 種子貯蔵タンパク質低減系統の種子タ
ンパク質の SDS-PAGE 
 
 粗タンパク含量は、Gluless、GluB less、
GluB Glb less、13kD Proless では野生型と
ほぼ同等であったが、10kD Proless、16kD 
proless ではやや減少していた。貯蔵タンパ
ク質低減系統の種子サイズ・重量はやや野生



 

 

型よりも減少したが、ほぼ同等であった。デ
ンプン含量は変化しなかった。トウモロコシ
のα-zeinが減少したopaque2変異体を始め、
種子貯蔵タンパク質の減少に、種子の白濁化
が付随することがよくあるが、これらの貯蔵
タンパク質低減系統では白濁化は付随しな
かった。 
 グルテリンおよびグロブリンは、易消化性
のタンパク質貯蔵液胞であるプロテインボ
ディ II（PB-II）に、プロラミンは難消化性
であり、ER 由来の PB-I に貯蔵される。貯蔵
タンパク質低減系統においてプロテインボ
ディ形状について調べた結果、グルテリン低
減系統では PB-II がやや小型化し、大量の小
型の PB-I が増加した。プロラミン低減系統
では PB-II がやや大型化した。13k Proless
では PB-I が極小化したが、10k Proless では
やや小型化し、16k Proless では変化は見ら
れなかった。 
 遊離アミノ酸含量は貯蔵タンパク質低減
系統で一様にやや増加した。グルテリン低減
系統では総リシン含量が減少し、プロラミン
低減系統では増加した。13k Proless では野
生型の約 1.5 倍まで増加した。1 分子あたり
にグルテリンは 12〜14 のリシンを含み、プ
ロラミンは含まない。プロラミン低減系統で
はグルテリンは増加するため、リシン含量の
変動につながったと考えられた。cereal のほ
とんどがプロラミンを主要な種子貯蔵タン
パク質とするのに対し、イネはグルテリンが
主要な種子貯蔵タンパク質であるため、イネ
は cereal の中では比較的リシンの割合がま
ともであることが示唆された。 
 
(4)  in vivo で種子貯蔵タンパク質遺伝子
の発現制御に関与する RISBZ1 および RPBF の
in plantaにおける機能を明らかにするため、
ノックダウン(KD)系統を作出・解析した(そ
れぞれ KD-RISBZ1,KD-RPBF)。ダブル KD での
み種子貯蔵タンパク質含量が顕著に減少し
たため（mRNA レベル、タンパク質レベルで）、
RISBZ1 と RPBF が冗長的に直接種子貯蔵タン
パク質遺伝子発現を制御していることが明
らかとなった。他の主要貯蔵物質であるデン
プン、脂質含量については、RISBZ1 および
RPBF によって間接的に制御されていること
が明らかとなった。興味深いことに、
KD-RISBZ1 では RPBF が、KD-RPBF では RISBZ1
の蓄積量が登熟後期に増加しており、お互い
の減少を補償しあっていた。一方で、RISBZ1
と RPBF はプロトプラスト核内で複合体を形
成し、相乗的に種子貯蔵タンパク質遺伝子発
現を制御することが明らかとなった。したが
って、イネ種子登熟過程のホメオスタシスは
RISBZ1とRPBFの補償効果によって維持され、
相互作用によって強固になっていると考え
られる。 

 

図 3 RISBZ1 および RPBF ノックダウン系統
における RISBZ1、RPBF、種子タンパク質含量 
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