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研究成果の概要（和文）：プロラミンに関するesp1突然変異、lcrp突然変異、及びesp3突然変異の原因遺伝子は
それぞれeRF1、SHMT4、及びアミノ酸代謝に関する因子をコードしていた。グルテリン前駆体を多量に集積する
glup7突然変異の原因遺伝子はグルテリンの小胞体からの輸送に関する因子をコードしていた。種子貯蔵タンパ
ク質に関する突然変異種子の澱粉合成関連酵素とデンプン特性を解析したものの、解析した突然変異体では野生
型と有意差は認められなかった。グルテリン前駆体を小胞体内に多量に集積しPDIL1-1を欠損するesp2変異体に
関して、コシヒカリを遺伝的背景とするesp2系統の米粉は優れた食品加工特性を示した。

研究成果の概要（英文）：The causal genes of esp1, lcrp, and esp3 mutations for the prolamine 
accumulation encoded the eRF1, SHMT4, and the factor for the amino acid metabolism, respectively. 
The causal gene of glup7 mutation accumulating the proglutelin encoded the factor for the 
transportation of the proglutelin from the endoplasmic reticulum (ER). The starch synthesis related 
enzymes and the starch properties in the seed of mutants for the storage proteins were analyzed, 
resulting that those in mutants didn't indicate the significant difference compared to the wild 
type. Koshihikari breeding line with the esp2 mutant allele, which accumulats the proglutelin within
 the ER and defects the PDIL1-1, indicated the good processing properties for food. 

研究分野：植物育種学

キーワード： 貯蔵タンパク質　イネ　種子　デンプン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の物質貯蔵機能の理解のために、小胞体関連機能タンパク質（以下小胞体タンパク質）の貯蔵タンパク質の
輸送・蓄積と澱粉合成代謝における機能、小胞体タンパク質と加工特性等との関係を明らかにすることは重要で
ある。本研究の成果は、植物における種子貯蔵タンパク質の輸送・蓄積系のモデル構築を担うと共に、植物の澱
粉、脂質等の物質貯蔵における小胞体タンパク質の機能解明の一助となる。加えて、イネ種子の小胞体タンパク
質と加工特性及び機能性付与との関係が明らかになり、優れた加工特性や新奇機能性を有するコメの開発に寄与
する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物は種子や根等の貯蔵器官に、タン
パク質、澱粉、脂質等を大量に蓄積してい
る。これらの蓄積のメカニズム解明が、貯
蔵物質の改良のための知見を得ることに
結び付く。貯蔵タンパク質は当該遺伝子
産物自体が蓄積することから、分子レベ
ルでの議論が容易である。 
小胞体上で翻訳されたタンパク質は小
胞体内において正しい立体構造に折りた
たまれ(フォールディング)、小胞輸送によ
り小胞体からゴルジ体を経て各オルガネ
ラに向かう。種子貯蔵タンパク質は小胞
体内に蓄積するものと、小胞体上で前駆
体として翻訳された後、小胞輸送によっ
てゴルジ体を経由し貯蔵型液胞内に蓄積するものとがあり、いずれもプロテインボディ(PB)とし
て蓄積する。貯蔵タンパク質の小胞体蓄積型と貯蔵型液胞蓄積型は作物によって異なるが、イネ
のみ両者を有する。プロラミン(アルコール可溶性)は小胞体内に蓄積し PB-Iを形成する。一方、
小胞体上で翻訳されたグルテリン(酸・アルカリ可溶性)前駆体は、小胞輸送によって小胞体から
ゴルジ体を経由して貯蔵型液胞に輸送され蓄積し、PB-IIを形成する（図 1）。 
プロラミンの小胞体内蓄積には分子シャペロン等が作用することが報告されている。グルテ
リン前駆体の小胞輸送に関与する因子が複数報告されている。しかしながら、プロラミンの小胞
体内蓄積やグルテリン前駆体の小胞輸送に関与する因子の詳細な機能は明らかではない。 
 
２．研究の目的（図 1） 
以下の 3点を明らかにする。 
①プロラミンの小胞体内集積への蓄積機構解明 
②グルテリン前駆体の小胞体からの小胞輸送機構解明 
③小胞体タンパク質と澱粉合成代謝制御との関連性解明 
④小胞体タンパク質変異とコメの加工適性との関連性解明 
 
３．研究の方法 
①プロラミンの小胞体内への蓄積機構解明 
複数の CysP（cysteine poor）プロラミン分子を欠失する endosperm storage protein 1 (esp1)変異
に関して遺伝子連鎖地図を用いて変異の原因となる候補遺伝子を特定する。複数の CysR
（cysteine rich）プロラミン分子を欠失する esp3 変異及び low level of cysteine-rich proteins (lcrp)
変異に関してそれぞれ、MutMap法と遺伝子連鎖地図を用いて変異の原因となる候補遺伝子を特
定する。 
②グルテリン前駆体の小胞体からの小胞輸送機構解明 
グルテリン前駆体を多量に蓄積する突然変異である Glup1及び glup7の原因遺伝子 
③小胞体タンパク質と澱粉合成代謝制御との関連性解明 
グルテリン前駆体を多量に蓄積する突然変異体並びにプロラミンの組成が変化した突然変異
体種子において、澱粉合成関連酵素とデンプン特性を解析する。 
④小胞体タンパク質変異によるコメの加工適性の向上 
各変異体の米粉製パン特性を解析する。 
 
４．研究成果 
①プロラミンの小胞体内への蓄積機構解明 
・esp1突然変異（CysPプロラミン減少）（図 2） 
複数の CysP プロラミン分子が減少する esp1 変異遺伝子に
ついて高密度連鎖地図を構築し、候補遺伝子を 20kbの領域
内に絞り込んだ。この領域内に一塩基多型を有し Eukaryotic 
peptide chain release factor (eRF1)をコードする遺伝子が含ま
れていたことから eRF1を候補遺伝子とした。候補遺伝子の
相補性検定の結果、eRF1遺伝子が esp1変異の原因遺伝子で
あることが明らかとなり、ESP1/eRF1と命名した。eRF1は
タンパク質の翻訳時に mRNAの終止コドンの認識と新生ポ
リペプチド鎖をリボソームから遊離させる機能を有してい
る。esp1変異体において減少する CysPプロラミン分子の終

図 2. esp1突然変異と esp3突然変異
の種子貯蔵タンパク質の電気泳動 

図 1. イネ種子における小胞体関連機能タンパク質の
機能解明 



止コドンは全て UAA であり、減少しない CysP プロラミン分子の終止コドンは全て UAA 以外
であった。終止コドン認識解析によってESP1/eRF1は終始コドンのUAAとUAGを認識するが、
UGAは認識しないことが明らかとなった。これらの結果から、ESP1/eRF1は特定の CysPプロラ
ミン分子の翻訳終結に関与していると結論した。 
 
・esp3 突然変異(CysRプロラミン減少) （図 2） 
複数の CysR プロラミン分子が減少する esp3 変異について Mutmap 法によって原因となる候
補遺伝子を同定した。候補遺伝子について相補性検定の結果、同候補遺伝子が esp3 変異の原因
遺伝子であることが明らかとなった。同遺伝子はアミノ酸代謝に関する因子をコードしていた。 
 
・lcrp突然変異(CysRプロラミン減少) （図 3） 
low level of cysteine-rich proteins (lcrp)変異体では CysRプロラ
ミンとαグロブリンが減少する。lcrp 変異の原因となる因子
の同定と CysR タンパク質のプロテインボディ形成に果たす
役割を明らかにするために lcrp 変異体を解析した。LCRP 遺
伝子の連鎖地図を構築した結果、同遺伝子を 4.3cMの領域内
に絞り込んだ。同領域内に予測された遺伝子の内、
Os01g0874900 において一塩基多型が認められた。
Os01g0874900は Serine hydroxymethyltransferase4 (SHMT4)を
コードする。複数の lcrp同座変異体のゲノム塩基配列解析の
結果、いずれの系統においても Os01g0874900がコードする推
定アミノ酸に置換やスプライシング部位の塩基置換が生じて
いた。この結果は SHMT4
が lcrp変異の原因遺伝子
であることを示してい
る。SHMT4はアミノ酸代
謝において可逆的にセリ
ン残基をグリシン残基に
変換する反応を触媒する
酵素であり、一炭素基の
代謝を行う細胞内での重
要な役割を有する。lcrp
変異種子では L-セリン
残基、グリシン残基、及
びメチオニン残基が野生
型と比べて有意に増加し
ていた。野生型種子では
CysP プロラミンと CysR
プロラミンを集積する
PB-I が観察されるが、
lcrp 変異種子では CysP
プロラミンのみを集積する PB-Iが観察された（図 4）。これらの結果から、SHMT4は CysRプロ
ラミンの合成に関与すること、CysR プロラミンは PB の形成に重要な役割を果たしていること
を示唆している。 
 
②グルテリン前駆体の小胞体からの小胞輸送機構解明 
 
・glup7突然変異（図 5） 
グルテリン前駆体の小胞体からゴルジ体への輸
送に関与する因子の突然変異と推定している glup7
変異について、Mutmap 解析により原因となる候補
遺伝子を検出した。候補遺伝子について相補性検定
の結果、同候補遺伝子が glup7変異の原因遺伝子で
あることが明らかとなった。同遺伝子はグルテリン
前駆体の小胞体からゴルジ体への輸送に関与する
と考えられる因子をコードしていた。 

 
・Glup1突然変異（図 5） 
グルテリン前駆体のゴルジ体から貯蔵型液胞へ
の輸送に関与する因子の突然変異と推定している
Glup1 変異について、Mutmap 解析により原因となる候補遺伝子を検出した。同候補遺伝子によ
る相補性検定を実施中である。 
 

WT  lcrp 図 3. lcrp突然変異の
種子貯蔵タンパク
質の電気泳動 

図 4. lcrp突然変異種子の二重免疫蛍光顕微鏡観察 
貯蔵タンパク質のプロテインボディへの集積状況  
特異抗体によって免疫した PBをローダミンと FITCによって可視化 

図 5. グルテリン前駆体を集積する突然変
異の種子貯蔵タンパク質の電気泳動 

前駆体 



③小胞体タンパク質と澱粉合成代謝制御との関連性解明 
登熟種子における澱粉合成関連酵素を解析した。澱粉合成酵素（Starch synthase: SS）、デンプ
ン枝造り酵素(Starch branching enzyme: BE)、デンプン枝切酵素(Debranching enzyme: DBE)につい
て、Native-PAGEによる活性染色と各特異抗体による免疫ブロッティング解析を実施した。その
結果、いずれの突然変異体においても、酵素活性やタンパク質量について野生型と有意差は認め
られなかった。澱粉特性については完熟種子におけるアミロペクチンの鎖長分布を解析したが、
いずれの変異体においても野生型と有意差は認められなかった。 
 
④小胞体タンパク質変異によるコメの加工適性の向上 
小胞体内でタンパク質分子のシステイン残基間のジスルフィド結合を
触媒する酵素 Protein disulfide isomerase like 1-1 (PDIL1-1)の欠失突然変異
（esp2変異）はグルテリン前駆体を小胞体内に異常蓄積する（図 6）。さ
らに同変異の米粉より製造したパンは良質の製パン特性を有する。esp2
変異を良食味水稲品種「コシヒカリ」(K)と多収性水稲品種「オオナリ」
(O)に導入した系統を作出した。その結果、「コシヒカリ-esp2」系統(Ke)
において、米粉パン、米麺、スポンジケーキへの加工特性は優れていた
が、「オオナリ-esp2」系統(Oe)では良好な加工特性を示さなかった。「コ
シヒカリ-esp2」系統と「オオナリ-esp2」系統種子の外観品質は「コシヒ
カリ」と「オオナリ」と大差なかった（図 7）。 

 
 

 

図 6. esp2突然変異体の種子
貯蔵タンパク質の電気泳動 

前駆体 

図 7. esp2突然変異体の種子外観 
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