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研究成果の概要（和文）：①プロラミンmRNAの特定小胞体への局在性に関与すると考えられるタンパク質に関して、当
該遺伝子にSNPsを有する系統を選抜した。②ESP1タンパク質は特異的な終止コドンを認識することが示唆された。③プ
ロラミン分子種のPB-Iにおける局在性を明らかにした。④分子シャペロンPDIL2-3に関して当該遺伝子にSNPsを有する
系統を選抜した。PDIL2-3はプロラミン分子間ジスルフィド架橋形成を促進することを明らかにした。⑤CysRプロラミ
ンの集積に関する新奇変異遺伝子について候補遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：i) For the proteins participating in the localization on the specific endoplasmic 
reticulum of prolamine mRNAs, the mutation lines detected SNPs within the corresponding genes were selecte
d. ii) The recognition of specific termination codon by ESP1 protein was suggested. iii) It was clear the 
localization of prolamines in PB-I. iv) The mutation lines detected the SNPs within the gene encoding the 
molecular chaperon PDIL2-3 were selected. It was clear that PDIL2-3 promoted the formation of disulfide-br
idge between prolamine molecules. v) The candidate responsible genes of the mutations for prolamine accumu
lation were identified.  
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景   
 
 イネ種子貯蔵タンパク質の内のプロラミ
ンは、粗面小胞体上で合成された後、小胞体
内腔に直接蓄積する (Tanaka et al., 1980)。
その結果、小胞体内に蓄積したプロラミンは、
直径約１μm の難消化性の PB-I となり、コメ
の特性にさまざまな影響をもたらす。イネプ
ロラミンを量的または質的に劇的に変化さ
せるためには、プロラミン分子の合成から蓄
積までの過程に関する遺伝学的制御機構を
明らかにする必要がある。 
 イネプロラミン分子はシステイン残基を
含む A、B、C ドメインを有する分子種（シ
ステインが多いプロラミン：CysR プロラミ
ン）と A、B、C ドメインを有しない分子種
（システインが少ないプロラミン：CysP プ
ロラミン）の二種類から構成され、ほぼ同量
存在する(Ogawa et al., 1987)。CysR プロラ
ミンは、分子間ジスルフィド結合を介してプ
ロラミン会合体を形成する。一方、CysP プ
ロラミンは、分子同士の疎水相互作用によっ
て凝集している。しかし、これらのプロラミ
ン分子が小胞体内で PB-I という構造体まで
形成される過程は不明である。 
 イネ α-グロブリンは、CysR プロラミンと
同様に ABC ドメインを有し、分子内ジスル
フィド結合を形成し、モノマーで貯蔵型液胞
内に集積する。これは、α-グロブリンが小胞
体内腔で可溶性であるため、直ちに小胞体外
に排出されることによる。しかし、分子内ジ
スルフィド結合形成を阻害させた組換え α-
グロブリン分子は、小胞体内に留まり、PB-I
内に取り込まれた（Kawagoe et al. 2005）。
また、イネ胚乳中のプロテインジスルフィド
イソメラーゼ 1-1（PDIL1-1）が欠損する esp2
変異体では、PDIL2-3 が多量に発現していた。
さらに、グルテリン前駆体と CysR プロラミ
ンが小胞体内にジスルフィド結合を介して
存在していた（Takemoto et al., 2002）。これ
らの結果は、小胞体内において、PDIL2-3 は
CysR プロラミン分子とシステインを有する
グルテリン前駆体分子の間で分子間ジスル
フィド結合形成を触媒していることを示唆
している。 
 イネ新生プロラミン分子は分子シャペロ
ン BiP と親和性が高いこと（Li, et al. 1993）、
BiP は PB-I の膜の表面下に局在しているこ
と（Muench et al. 1998）が報告されている。
小胞体内におけるプロラミン分子とBiPとの
相互作用機構は明らかではない。さらに、プ
ロラミン分子が集まって PB-I 内に凝集体が
どのように形成するのかその分子機構も明
らかでない。 
 申請者は、イネ受精卵のメチルニトロソウ
レア(MNU)処理によって得られた突然変異
3000 系統から、CysP プロラミン分子を特異
的に減少する esp1 変異体及び CysR プロラ
ミンを激減する esp3 変異体を選抜した
（Kumamaru et al.1987）。esp1 変異体の解

析結果から、ESP1 遺伝子が翻訳終結因子
eRF1 (Eucaryotic Release Factor 1)をコー
ドしていることを明らかにし、eRF1 がすく
なくとも４種類の CysP プロラミン分子の合
成を制御することを明らかにした。一方、
CysR プロラミンの合成制御に関わっている
と思われる esp3 変異の原因遺伝子は不明で
ある。さらに、CysR プロラミンのジスルフ
ィド結合形成に関与する PDIL2-3 に関する
変異体の単離には至っていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではイネプロラミン分子の小胞体上
での翻訳から PB-I への集積までの遺伝的制
御機構の解明を目的とし、具体的には、下記
の①〜⑤を明らかにする。なお、研究申請時
に①はなかったが、研究開始後にプロラミン
mRNA の局在性がプロラミンの PB-I への集
積に重要であると判断したので同項目を追
加した。 
 
①イネプロラミン mRNA の特定小胞体に局
在する機構を明らかにするために、プロラミ
ン mRNA と相互作用するタンパク質に関す
る突然変異の選抜と解析を行う。 
②イネプロラミン分子の翻訳時における調
節機構の解明のため、CysP プロラミン分子
の翻訳時における eRF1 による合成制御機構
を明らかにする。 
③小胞体内で凝集したプロラミン分子が、
PB-I に集積する機構を明らかにする。 
④CysR プロラミン分子の 3 次構造形成に分
子シャペロン PDIL2-3 が関与していること、
及びその機構を明らかにする。 
⑤CysR プロラミン分子の合成を制御してい
ると考えられる新奇遺伝子を同定する。 
 
３．研究の方法 
 
①プロラミン mRNA の局在性に関与する因
子の解析 
プロラミン mRNA の特定小胞体への局在の
関与が期待されるタンパク質 Tudor-SN、
RBP-P、RBP-I、RBP-A、RBP-K のゲノム遺
伝子に SNP を有する変異体を TILLING 法に
よって選抜した。選抜した系統について当該
遺伝子のゲノム DNA 塩基配列を解析した。
一部の変異系統について免疫蛍光顕微鏡と
免疫電子顕微鏡により貯蔵タンパク質の集
積を解析した。 
 
②イネプロラミン分子の翻訳時における機
構の解析 
レポーター遺伝子の終止コドンを置換した 3
種類の遺伝子コンストラクトを用いて、野生
型品種及び esp1 変異体をそれぞれ形質転換
した。同形質転換体の葉におけるレポーター
遺伝子の発現をリアルタイム PCR によって
解析した。 



 
③プロラミンの PB-I への集積機構の解析 
野生型品種並びに CysR/10kD プロラミンを
RNAi によってノックダウンした系統につい
て、貯蔵タンパク質の集積を免疫蛍光顕微鏡
と免疫電子顕微鏡により解析した。 
 
④プロラミン分子の 3 次構造形成関与する分
子シャペロン PDI L2-3 の解析 
分子シャペロン PDIL2-3 の当該ゲノム遺伝子
に SNP を有する系統を TILLING 法によって
選抜した。選抜した系統について当該遺伝子
のゲノム DNA 塩基配列を解析した。一部の
変異系統について免疫蛍光顕微鏡と免疫電
子顕微鏡により貯蔵タンパク質の集積を解
析した。GST を融合した PDIL2-3 組み換えタ
ンパク質を大腸菌によって発現させた。同組
み換えタンパク質を界面活性剤によって処
理し解析に用いた。さらに同組み換えタンパ
ク質遺伝子で形質転換したイネ種子を用い
て、免疫沈降実験並びに共焦点レーザー顕微
鏡解析を行った。 
 
⑤新奇プロラミン変異遺伝子の連鎖地図 
CysR プロラミンをほぼ欠損する系統、EM49
及び esp3 変異体について、インド型品種
Kasalathとの交雑F2からそれぞれホモ個体を
選抜し、同ホモ個体を用いて遺伝子連鎖地図
を構築した。各遺伝子の候補領域内に存在す
る予測遺伝子について各変異系統のゲノム
DNA の塩基配列を解析した。 
 
４．研究成果 
 
①プロラミン mRNA の局在性に関与する因
子の解析 
・以下、TILLING 法によって当該ゲノム遺伝
子に一塩基置換変異(SNP)を有する系統を選
抜した。 
Tudor-SN に関してゲノム遺伝子に SNP を有
する 71 系統を選抜し、31 系統においてアミ
ノ酸置換が、1 系統において終始コドンの形
成が認められた。RBP-P では 12 系統の SNP
を有する系統を選抜し、5 系統においてアミ
ノ酸置換が認められた。RBP-I では 32 系統の
SNP を有する系統選抜し、19 系統においてア
ミノ酸置換が認められた。RBP-A では 5 系統
の SNP を有する系統を選抜し、すべてアミノ
酸置換が認められた。RBP-K では 7 系統にお
いて SNP を示し、4 系統においてアミノ酸置
換が認められ、その内の 1 系統では終止コド
ンの形成が認められた。Tuder-SN、RBP-P、
RBP-I に関して、それぞれ 34 系統、3 系統、
16 系統について各変異ホモ個体を獲得した。 
・Tudor-SN について TILLING 法によって選
抜した同遺伝子中に終止コドンを形成した
系統と domain 内にアミノ酸置換を有した系
統の種子の貯蔵タンパク質の細胞内局在性
を解析した。その結果、野生型では PB-I の中
心部に集積する CysR/10kD プロラミンと周

辺部に集積する CysP/13kD プロラミンが、両
変異では共に PB-I 内に均一に分布していた。
両変異の PB-II は歪な形状を示していた。両
変異で見られた表現型は Tudor-SN 遺伝子の
変異によると考えられる。 
 
②イネプロラミン分子の翻訳時における機
構の解析 
形質転換体の葉におけるレポーター遺伝子
の発現をリアルタイム PCR によって解析し
た結果、終止コドン 1 と 2 を有するレポータ
ー遺伝子によって形質転換した esp1 変異体
では、野生型形質転換体に比べ発現量が共に
減少した。一方、終止コドンが 3 のレポータ
ー遺伝子では発現量が野生型の 95%とほと
んど差は認められなかった。この結果は ESP1
タンパク質は特異的な終止コドンを認識す
ることを示唆している。 
 
③プロラミンの PB-I への集積機構の解析 
・CysR/10kD プロラミンが PB-I の中心部に核
として集積すること、その周辺部に他の CysR
プロラミンとCysP/13kDプロラミンが集積す
ることを明らかにした。 
・CysR/10kD プロラミン、CysP/13kD プロラ
ミンと蛍光タンパク質の融合タンパク質を
登熟種子で発現させると PB-I に集積するこ
とを明らかにした。 
・CysR/10kD を RNAi によってノックダウン
した系統において、CysR/10kD の特異的な減
少と CysP/13kD の集積量の減少並びに PB-I
の顕著な形成異常が認められた。一方、殆ど
の CysR プロラミン分子が減少する esp3 変異
体において、PB-I の形成異常が認められた。 
 
④プロラミン分子の 3 次構造形成関与する分
子シャペロン PDIL2-3 の解析 
・PDIL2-3 のゲノム遺伝子に関して、MNU 突
然変異系統約 1200 系統から TILLING 法によ
って 15 系統の SNP を有する系統を選抜し、6
系 統 が ア ミ ノ 酸 置 換 を 有 し て い た 。
pdi2-3(A360T)変異株の胚乳中のプロテインボ
ディを免疫蛍光顕微鏡及び透過型電子顕微
鏡によって解析した。野生型において
CysR/10kD プロラミンは PB-I の中心部に
CysP/13kDプロラミンはPB-Iの周辺部に集積
する。これに対して pdi2-3(A360T)変異株にお
いて両者が PB-I 全体に不均一に拡散して集
積した。これらの結果から PDI2-3 は
CysR/10kD プロラミンの分子内ジスルフィド
結合に関与することを示唆している。 
A360T の変異を含む PDIL2-3 と GFP との融
合蛋白質遺伝子を作製し、形質転換イネを作
出した。登熟種子細胞での融合蛋白質の局在
を観察したところ、野生型 PDIL2-3 と GFP
の融合蛋白質は主に PB-I の表面に局在する
のに対し、変異体の融合蛋白質は小胞体の内
腔に局在した。 
・大腸菌で発現させた GST と PDIL2-3 の融合
蛋白質は安定な 4 量体を形成した。GST を切



断後、精製した PDIL2-3 は安定な 4 量体を維
持した。PDIL2-3 の活性部位を含まない b ド
メインには分子内ジスルフィド架橋が存在
し、この架橋形成は PDIL1-1 によって促進さ
れることを明らかにした。PDIL1-1と PDIL2-3
の組換え酵素の解析から、PDIL1-1 は分子内
ジスルフィド架橋形成を、PDIL2-3 は分子間
ジスルフィド架橋形成を促進することを明
らかにした。 
・GFP-PDIL2-3 融合蛋白質を発現する組換え
イネの登熟種子を材料にして、抗 GFP 抗体を
用いた免疫沈降実験によってシャペロンタ
ンパク質の BiP が共沈することを明らかにし
た。PDIL2-3 と BiP は小胞体内腔で共に PB-I
の表面に局在することから、両蛋白質の複合
体形成が PB-I 形成に関与することが示唆さ
れた。 
 
⑤新奇プロラミン変異遺伝子の連鎖地図 
・EM49 について原因遺伝子を明らかにする
ために、高密度連鎖地図を構築した。候補領
域内におけるゲノム遺伝子配列を解読した
結果、候補遺伝子中の一つに野生型と比べて
EM49 においてアミノ酸置換が認められた。
同座の変異系統についても同様に当該遺伝
子にアミノ酸置換を伴う SNP が認められた。 
・esp3 変異の原因遺伝子の同定のために、esp3
変異体と野生型との交雑 F2 個体を栽培し、
esp3 遺伝子をホモに持つ個体を選抜した。同
個体別の葉より抽出したDNAを用いてESP3
遺伝子近傍の高密度遺伝子連鎖地図を構築
した。その結果 ESP3 遺伝子領域に存在する
複数の候補遺伝子を検出した。 
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