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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、オオムギ P23k タンパク質がβ-グルカン合成に関わることを証明するため、イ
ネに P23k 遺伝子を導入してβ-グルカン合成に及ぼす影響を調べると共に、P23k 相互作用因子
の単離同定を試みた｡その結果、P23k の発現に伴って僅かではあるがイネの種子でβ-グルカン
含量が上昇することを確認すると共に、P23k 相互作用因子の候補として糖代謝に関わるβ-ア
ミラーゼを単離同定するに至った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 P23k is a barley protein that is highly expressed inβ-glucan-rich tissues.  To 
elucidate the relationship between P23k andβ-glucan synthesis, a gain of function 
analysis of P23k were performed.  The β-glucan content in P23k-expressing transgenic 
rice was increased slightly.  In addition, β-amylase was isolated as a candidate of P23k 
interacting protein by GST pull-down assay.  These results suggest that P23k is involved 
in the synthesis ofβ-glucan in barley. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）β-グルカン［正式名称：(1,3;1,4)-
β-D-グルカン］は、植物の細胞壁を構成す
るヘミセルロースの一種で、イネ科作物に特
異的に存在する。特にオオムギの種子に大量
に含まれ、穀粒の硬軟質性を左右する主要成
分として知られている。このβ-グルカンは、

セルロースやデンプンと同様にグルコース
の重合体であり、且つ、セルロースよりも溶
解性に優れているという特徴を有している。
従って、同じヘミセルロースでもイネで主成
分となっているアラビノキシランと比べて
バイオマス資源としての利用価値が非常に
高い。今後は、β-グルカン含量の高いイネ
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科作物の開発が育種の重要課題に上ると予
想される。稲わらをはじめとする穀物収穫後
の茎葉をバイオマス資源として活用できれ
ば、農業の活性化にも繋がると期待できる。
β-グルカンをバイオマス資源として有効利
用するためにはオオムギにおける効率的な
β-グルカン合成機構を理解する必要がある
が、それには、本応募研究課題で取り組むオ
オムギβ-グルカン合成制御遺伝子の単離同
定が必要不可欠である。 
（２）申請者は、オオムギから新規タンパク
質 P23k を単離し解析を続けてきた。そして、
P23k がβ-グルカン合成に関与する事を示唆
する以下の結果を得ている。❶P23k をコード
する遺伝子は、β-グルカン合成能力のある
イネ科作物特異的である。❷イネ科作物では、
P23k の発現量とβ-グルカン含有量が正比例
の関係にある。❸P23k の発現は、β-グルカ
ン合成の材料となるグルコースやスクロー
スに依存する。❹P23k は、β-グルカン合成
の場である小胞体とゴルジ体に局在し、複数
のタンパク質と複合体を形成している。❺
P23k は、細胞壁多糖類の合成に関わっている
JIP-23 と高い相同性を示す。❻P23k 遺伝子
の発現抑制は、細胞壁の構造異常を誘発する。
以上のことから、申請者は P23ｋがオオムギ
の高β-グルカン含有形質に関わっていると
考えている。 
 
２．研究の目的 
 オオムギは、他のイネ科作物に比べてヘミ
セルロースに占めるβ-グルカンの割合が高
い。その理由は不明であるが、β-グルカン
合成酵素（CslF）がイネ科作物に共通に存在
し且つ発現していることから推測すると、オ
オムギには CslF の活性を高める独自の機構
が備わっていると推測できる。申請者は、こ
の機構にイネ科作物特異的で且つオオムギ
で高発現しているタンパク質 P23k が関わっ
ていると考えている。本研究では、第一に、
この仮説を実証する。また、β-グルカンは
セルロース合成酵素と類似の構造を有する
CslF を核とした複合体で合成されると推測
されるが、CslF 以外の複合体構成因子は未同
定のままである。よって、第二に、CslF や
P23k と複合体形成能力のあるタンパク質の
遺伝子を網羅的にスクリーニングする。以上
の研究を通じて、β-グルカン合成における
P23k の役割を明らかとし、β-グルカン含量
の高いイネ科作物を開発するための礎を築
く。 
 
３．研究の方法 
（１）P23k がβ-グルカン合成に関わること
を証明するため、オオムギの P23k 遺伝子を
導入して過剰発現させた形質転換イネを作
製した。具体的には、オオムギ P23k 遺伝子

の ORF を 35S プロモーターの下流に連結し、
アグロバクテリウム法でイネのカルスに導
入した。そして、得られた形質転換カルスを
細分化させ、オオムギ P23k を発現する形質
転換イネを作製した。 
 
（2）P23k 発現形質転換イネと野生型イネの
β-グルカン含量を測定・比較し、β-グルカ
ン合成過程における P23k の効果について検
証した。β-グルカン含量の測定には、
Megazyme 社の Mixed-linkage beta-glucan 
assay kit を使用した。なお、解析には植物
体の種子と葉を利用した。 
 
（3）酵母ツーハイブリッド法を利用して、
β-グルカン合成酵素 CslF ならびに P23k の
相互作用因子をスクリーニングした。使用し
た cDNA ライブラリーは、β-グルカン合成の
盛んな発芽種子由来の mRNA をもとに作成し
た。ベイトには、オオムギ CslF6 の可溶性領
域 553 アミノ酸(159 Pro~712 Pro）とオオ
ムギ P23k の全体を使用した。 
 
（4）免疫沈降法を利用して、P23k 相互作用
因子の単離同定を試みた。実験に使用した
P23k の抗体は、P23k のアミノ酸配列をもと
に作製した 3種類のペプチドを抗原に用いて
作製した。 
 
（5）GST プルダウン法を利用して、P23k 相
互作用因子の単離同定を試みた。実験に使用
した GST-P23k 融合タンパク質は、pGEX-6P1
の下流に P23k の ORF を連結することで作製
した。 
 
４．研究成果 
（1）形質転換イネにおけるオオムギ P23k タ
ンパク質の発現をウエスタンブロット法で
確認し、発現量の高い 3系統を選抜した。そ
して、それら 3系統を栽培して生育速度や形
態を観察した。P23k は細胞壁多糖類であるβ
-グルカンの合成に関与する可能性が高いこ
とから、P23k の発現に伴って葉の形態異常や
生育遅延が起きると予想していたが、P23k 発



現イネの形態に異常は無く、また、生育速度
もコントロールのイネと比べて有意な差は
なかった。ただし、分けつ数がコントロール
と比べて増加する傾向にあることがわかっ
た（図１）。 
 
（2）まず、種子のβ-グルカン含量を測定し
た結果、P23k の発現に伴って種子のβ-グル
カン含量が僅かであるが有意に上昇するこ
とが明らかとなった。この結果により、P23k
がオオムギのβ-グルカン合成に関わる因子
であることやイネに於いても十分に機能し
うることを明らかとした。ただし、P23k 単独
の発現誘導では劇的なβ-グルカン含量の増
加は確認できず、種子におけるβ-グルカン
含量の増加にはβ-グルカン合成酵素である
CslF や未だ未同定の P23k 相互作用因子の共
発現が必要であることを裏付ける結果とな
った。次に葉のβ-グルカン含量を測定した
結果、P23k の発現の有無にかかわらずβ-グ
ルカン含量が有意に変化することはなかっ
た（図２）。その理由として、❶イネの葉で
は種子と異なり一定レベルのβ-グルカンが
合成されているため P23k の発現に伴う効果
が現れなかった可能性が高い。❷P23k と共同
でβ-グルカンの合成に働く因子が葉では発
現しておらず、P23k 単独の発現誘導では効果
が確認できない。等が考えられるが、本研究
ではその検証には至らなかった。 

 
（3）酵母ツーハイブリッド法によるオオム
ギ CslF6 ならびに P23k に対する相互作用因
子のスクリーニングでは、作製したオオムギ
cDNA ライブラリーに含まれる全クローン数
を数倍カバーする量の形質転換を行った。し
かし、残念ながら候補因子を得るに至らなか
った。P23k は複数のタンパク質と複合体を形
成することが確認できていることから、上記
の結果は、P23k に融合させたタンパク質（BD）
が P23k と真の相互作用因子との結合を阻害
したか、P23k の相互作用因子が膜タンパク質
であり、使用した GAL4 システムでは単離･同
定できなかったと判断した。また、CslF に関
しても推測した可溶性領域のみをベイトに
用いたため、相互作用因子の同定に至らなか

ったと考える。 
 
（4）免疫沈降法によるスクリーニングでは、
P23kのN末端側のアミノ酸配列をもとに作製
したペプチド抗体で P23k と相互作用する可
能性のある２種類の候補因子を単離するこ
とに成功した（図３）。しかし、解析を進め
た結果、それら候補因子はすべて擬陽性であ
り、残念ながら真の P23k 相互作用因子でな
いことが明らかとなった。その後も条件を変
えて免疫沈降実験を繰り返したが、新たな因
子の単離同定には至っていない。ただ、同時
に進めた Blue Native-PAGE 法を用いた P23k
の複合体解析では、P23k が細胞内で複数のタ
ンパク質と 4種類の複合体を形成しているこ
とや、その大きさが各々約 1050kDa、680kDa、
350kDa、160kDa であることが明らかとなった
（図４）。P23k と CslF の推定分子量を足す
と 120kDa 程度であることから、複合体には
推測していたよりも多くのタンパク質が含
まれていることが明らかとなった。 
 



 
（5）GST-プルダウン法で P23k 相互作用因子
のスクリーニングを行った結果、GST のみを
用いたプルダウンでは検出できない複数の
バンドを得ることができた（図５）。これら
バンドの解析を進めた結果、P23k 相互作用因
子の候補としてβ-アミラーゼを同定するこ
とができた。β-アミラーゼは発芽種子のデ
ンプン分解に関わる重要な酵素であり、間接
的ではあるがβ-グルカンの基質である UDP
グルコースの供給にも関わっている。よって、
β-アミラーゼはβ-グルカンの合成を円滑
に進めるためには必要不可欠なタンパク質
でもあり、P23k 相互作用因子の候補として同
定できたことは大変興味深い。P23k もβ-ア
ミラーゼと同様に発芽種子で過剰発現して
いることがわかっており、P23k がβ-グルカ
ンの基質である UDP-グルコースの供給に関
わっている可能性が出てきた。今後は、酵母
ツーハイブリッド法などを利用して 2つの因
子の結合を詳細に調べ、β-アミラーゼが真
の P23k 相互作用因子であることを検証する
計画である。 
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