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研究成果の概要（和文）：ダイズ芽生えにオートファジー誘導を引き起こす糖飢餓処理においてBCAAやプロリンを分解
するBCAA特異的アミノ基転移酵素BCATとプロリン脱水素酵素ProDHが顕著に誘導された. また新規bZIP型転写因子の二
つのダイズオルソログのうち一方のみが糖飢餓処理時に発現誘導された．BCATとbZIP53転写因子に対する抗ペプチド抗
体を作成した．イムノブロットにより，糖飢餓た処理ではBCATとbZIP転写因子のタンパク質レベルが共に顕著に増加し
た．BCATプロモーターにはbZIP53との結合コンセンサス配列が見つかることから、bZIP53転写因子がBCAT発現を転写レ
ベルで調節することが示唆された． 

研究成果の概要（英文）：Sucrose starvation treatment signi,cantly enhanced the expressions of GmbZIP53A, 
but not GmbZIP53B asparagine synthase (GmASN), proline dehydrogenase (GmProDH), and branched chain amino 
acid transaminase (GmBCAT). GmbZIP53-related immunoreactive signals were upregulated under severe 
starvation with sucrose starvation and protease inhibitors, while sucrose and sucrose starvation had no 
or marginal eects on the signal. Pro,les of induction of GmASN, GmProDH and GmBCAT3 under various 
nutrient conditions were consistent with the profles of GmbZIP53 protein levels but not with those of 
GmbZIP mRNA levels. These results indicate that GmbZIP53 proteins levels are regulated by 
posttranslational mechanism in response to severe starvation stress and that the increased protein of 
GmbZIP53 under severe starvation accelerates transcriptional induction of GmASN, GmProDH, and GmBCAT.

研究分野： 作物分子生物学

キーワード： アミノ酸　栄養シグナル　オートファジー　ダイズ　転写因子　ATG8　BCAT　bZIP型転写因子
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１．研究開始当初の背景 
  BCAA 合成系と分解系のどちらにも関与
する重要な酵素として，分岐鎖アミノ酸アミ
ノ基転移酵素 (BCAT ： Branched-chain 
aminotransferase)がある．合成経路では最
終段階でα-ケト酸をアミノ酸に変換する反
応を，分解経路では最初の段階でそれぞれの
アミノ酸をα-ケト酸へと分解する反応を触
媒 す る ． シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ (Arabidopsis 
thaliana(L.) Heynh.)では，合成系 BCAT は
葉緑体，分解系 BCAT はミトコンドリアに局
在することが知られている (Diebold et 
al.2002, Schuster et al. 2005)．シロイヌナズ
ナ BCAT は、6 つの AtBCAT 遺伝子ファミ
リーによってコードされ，AtBCAT-1 はミト
コンドリア，AtBCAT-2,3,5 は葉緑体，
AtBCAT-4, 6は細胞質に局在する酵素である
ことが知られている(Schuster et al. 2005)．
植物における BCAT の研究は、シロイヌナズ
ナの他に、ホウレンソウ(Spinacia oleracea 
L.)やトマト(Solanum lycopersicum L.)など
ごく少数の植物で行われている(Binder et al. 
2007, Maloney et al. 2010)．近年，BCAT や
アミノ酸代謝酵素の遺伝子発現をマスター
調節する糖飢餓誘導性 bZIP 転写因子が報告
されており，発生段階や外環境シグナルによ
り BCAT が複雑に制御される可能性が示唆
された(Dietrich et al. 2011, Kaneko et al. 
2013). 
 
２．研究の目的 
  ダイズ子実のタンパク質含有率は約 35%
と，植物としては非常に高く，栄養価の高い
作物として，また健康維持に有効な機能性食
品として近年注目されてきた．タンパク質は
20 種類の L-アミノ酸から構成されており，
生体内において各アミノ酸にはそれぞれ異
なった多様な生理機能があることが知られ
ている．なかでも疎水性アミノ酸のうちロイ
シン，イソロイシン，バリンは分岐鎖アミノ
酸(BCAA: Branched-chain amino acid)と呼
ばれ，特にエネルギー代謝や細胞増殖，翻
訳・転写活性を促進する効果がある(Kimball 
et al. 2006)．ダイズの子実における BCAA
含量を増加することで食品の機能性栄養強
化と飼料の畜肉生産効率増大が期待される． 
   ダイズ BCAT はダイズの栄養機能性に
重要な働きをしていることが期待されるも
のの，その遺伝子発現，細胞内局在や生化学
的性質についてほとんど報告されていない．
そこでダイズの BCAA 含量増大に向けた遺
伝的改良に必要なダイズ BCAT 遺伝子およ
びアミノ酸動態に着目し，まず子実肥大期の
ダイズ子実の分岐鎖アミノ酸含量の変動と，
ダイズの BCAT 遺伝子の探索および発現レ
ベルの解析を行った． 
３．研究の方法 
3-1 栽培条件 
 供試作物としてダイス (Glycine max (L.) 
Merr.)‘フクユタカ’を用い，九州大学貝塚

圃場において基肥として苦土石灰と豆化成
を 1a 当り各 15kg 施し，2012 年 7 月 23 日に
種子深度が 3cmになるように 2粒ずつ播種し
覆土した．播種後，土壌の表面が適度に湿る
程度に潅水を行った．潅水と除草，農薬(ス
ミチオン，マラソン)散布は適宜行った． 
3-2 摘葉,摘莢処理 
 ソース-シンクバランスを変化させるため
に自然条件下で栽培したコントロール区と、
処理区として，各本葉において 3枚の小葉の
うち 2枚を切除した摘葉区，節ごとに莢の数
が半分になるように莢を切除した摘莢区を
設けた．国際的に使用されているダイズの生
育時期の表示(Hashimoto 1980)に従い，処理
開始は子実肥大始(R5)とし，摘葉区では 10
月 8 日に，摘莢区では 10 月 9 日に処理を行
った(Fig. 1)． 
3-3 サンプリング 
  子実肥大開始(R5)から子実肥大盛(R6)
の間でサンプリングを行った．子実肥大期に
入る前に，成長速度が同じ個体を選抜してラ
ベリングした．粒長が 3mm 以上に達した時点
を子実肥大開始 0 日目として，7 日おきに計
6 回，2 個体 1 株を 1 反復としてサンプリン
グを行った．コントロール区は 5反復，摘葉
区と摘莢区はそれぞれ 3反復行った． 
 1 株内のすべての莢から種子を取り出し，
粒数と粒重を量った後，1 粒あたりの重さの
平均を算出した(Fig. 2)．その平均値に近い
種子をランダムに選んで 1g 前後になるよう
に量り取り，素早くアルミホイルでサンプル
を覆い，液体窒素で瞬間凍結させ–80℃で保
存した． 

Fig. 1 Treatments and sampling 
intervals of soybean (A) Control, (B) 
Defoliation, (C) Depodding. 
 



 
3-4 全アミノ酸,遊離アミノ酸の調製 
 滅菌済みの乳鉢を氷上に置き、−80℃に保
存しておいたサンプルと 10×サンプル重量
(mL)の 20mM リン酸バッファー(等量の 20mM 
NaH2PO4•2H2O＋20mM Na2HPO4)を入れ、液体
状になるまで乳棒で破砕する．破砕液を、2
本のフタ付 2mL チューブに 0.4mL ずつ入れ，
一方を Total アミノ酸分析用、もう一方を
Free アミノ酸分析用の試料とした。0.4mL の
破砕液が入ったチューブに，0.6mL の 10M HCl
を加え素早くフタをし，110℃に設定したイ
ンキュベーター内で 12 時間保温し完全に塩
酸加水分解した．12 時間後チューブを取り出
し、4℃，13,000rpm，15 分遠心分離した．浮
遊物が混入しないように上清を吸い取って
フタ付 2mL チューブに移し，10M NaOH で pH7
付近になるように調節したものを全アミノ
酸分析用とした．0.4mL の破砕液が入ったチ
ューブに，0.5mL 滅菌水，100% 0.1mL トリ
クロロ酢酸を加え素早くフタをし，-4℃で 12
時間冷却した. 12時間後チューブを取り出し, 
4℃, 13,000rpm, 15 分遠心分離した. 上清を
フタ付 2mL チューブに移し, Total アミノ酸
試料全量の 10%量の 400mM リン酸バッファー
を加え, Total アミノ酸試料と等量になるよ
うに滅菌水でメスアップした. このとき 10M 
NaOHでpH7付近になるように調節したものを
遊離アミノ酸分析用とした.  
3-5 アミノ酸分析 
 HPLC 機器は、アミノ酸分析システム 
ACQUITY UPLC(Waters社)を用いた. カラムは
ODSカラムを使用し, 流速は0.25mL/minに設
定して, OPA/NAC 法によってアミノ酸分析を
行った. バイヤル(Waters 社)にサンプル試
料 25µL，OPA/NAC の混合溶液(O-フタルアル
デヒド(OPA)と N-アセチルシステイン(NAC)
をそれぞれの濃度が 16g/L，20g/L になるよ
うにメタノールに溶解し，OPA：NAC＝1：1の
割合で混合した溶液) 50µL，0.4M ホウ酸ナ
トリウムバッファー 175µLを入れ，18℃で 2
分間放置した後，分析機器にセットした．な
お標準サンプルとして各1mMスタンダードア
ミノ酸 mixture を用いた． 
3-6 遺伝子発現解析 
 AtBCAT1 と相同性を持つダイズ遺伝子候補
を, Phytozome v6.0 (http://www.phytozome. 
net) と  DFCI (http://compbio.dfci. 
harvard.edu/tgi/ plant.html)の植物ゲノム
テータベースを用いて検索した．ダイズ BCAT
候 補 遺 伝 子 に つ い て 
CLUSTALW(http://align.genome.jp/)を用い
てアミノ酸レべルの相同性を比較し系統樹
を作製した. 発現解析に用いたプライマー
は PCR 産物が 500～600bp 程度になるように
設計した. プライマーは 25～30 塩基，Tm 値
60～67℃,%CG を 45%前後の範囲で設計した．
3’-プライマーは 3’-UTR で設計し，特異性
がより高くなるようにした (Yuasa et al. 
2013). 

 常法に従いSDS-フェノール-LiCl法により
トータル RNA 抽出を行った．鋳型 RNA 量 1µg
に 5pmol アニーリング後，ReverTra Ace キ
ット(逆転写酵素) (TOYOBO 製)による cDNAを
合成した. cDNA,標的遺伝子の 5’-プライマ
ーと 3’-プライマー(Table 1)と Go Taq Green 
Master Mix(Promega)およびサーマルサイク
ラ―(PC816,ASTEC)を用いて PCR 反応を行っ
た．反応条件は，94℃：2分，[94℃：10 秒，
54～58℃：10 秒，72℃：40 秒]×24~36 サイ
クル，72℃で 5分の温度サイクルプログラム
を使用した．増幅された DNA 産物をアガロー
ス電気泳動，臭化エチジウム染色の後，冷却
CCD微量光/蛍光分析器AlphaInnotech(ASTEC
社)により DNA シグナルを解析した． 
3-7 免疫化学的解析 
 BCAT の遺伝子発現に加えてダイズ BCAT の
機能を調べるには植物内在性 BCAT タンパク
質を検出する方法が必要である．そこで高等
植物の BCAT のアミノ酸配列を比較した．そ
の 結 果 ，  BCAT タ ン パ ク 質 に お い て 
“H2N-LANKRWVPPPGKGSLYLRP-COOH”の良く保
存された 19 アミノ酸から成るペプチド配列
を見いだし，それを抗原として抗ペプチド抗
体を作成した(シグマアルドリッツ)．ダイズ
種子発芽後7日間培養した芽生えに対して3%
ショ糖処理，栄養飢餓+プロテアーゼ阻害剤
(ロイペプチン,E-64d,キナクリン)処理を行
い 12,24,48 時間にそれぞれサンプリングし
て-80℃凍結保存した．それらのサンプルを
用いて遺伝子発現変動を RT-PCR で分析する
と共に BCAT タンパク質レベルの変動を ECL
法 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ ト に よ り
AlphaInnotech を用いて解析した． 
 

Fig. 2 Profiles of free glutamine and 
free BCAA contents and free BCAA 
contents in soybean seeds during the 
seed filling stage (Control). 
BCAA(Branched chain amino acids) 
(◆) Glutamine,(●)valine,(■)leucine ,
（▲）isoleucine. 
 



４．研究成果 
4-1 ダイズ子実肥大期のグルタミンおよび
BCAA の全アミノ酸,遊離アミノ酸の含量の変
動 
 転流アミノ酸の一つとされるグルタミン
の含量(遊離アミノ酸含量)を測定した(Fig. 
2)．その含量は子実肥大初期で最も高い値を
示し，子実肥大開始 21 日目までは急激に減
少し，21 日目以降あまり変化は見られなかっ
た．いずれの処理区においても，子実肥大に
伴ってバリン，ロイシン，イソロイシンの全
アミノ酸含量は増加し，遊離アミノ酸含量は
減少傾向にあった(Fig.3B,D,F)． 

  

コ

ントロ ー

ル区では，

BCAA の全アミノ酸含量に着目すると，子実肥
大初期ではあまり変化は見られなかったが，
子実肥大開始 14 日目以降より増加が見られ
た(Fig. 3A)．一方，BCAA の遊離アミノ酸含
量は，子実肥大開始 7日目を境に増加から減
少に転じた(Fig. 3B)． BCAA のそれぞれのア
ミノ酸種に着目すると全アミノ酸含量とし
てはどのステージにおいてもロイシンが最
も多く，バリン，イソロイシンは各ステージ
でほぼ同量ずつ含まれることがわかった
(Fig. 3A)．一方，遊離アミノ酸含量ではバ
リンが最も多く，次いでロイシン，イソロイ
シンとなったが, 子実肥大開始35日目には3
種の BCAA の遊離アミノ酸含量に有意差はな
かった(Fig. 3B)． 
 それぞれの処理区間で 3 種の BCAA アミノ
酸含量を比較すると，全アミノ酸含量はほと
んど差がなく，いずれのアミノ酸においても

子実肥大開始 35 日目ではコントロール区で
最も多くなった．遊離アミノ酸含量では，コ
ントロール区では 0-7day にかけて一過的に
上昇した後，徐々に低下したのに対し，摘葉
区と摘莢区では 0day に最大値を示し，徐々
に低下した．いずれの BCAA アミノ酸分子種
においてもコントロール区で最も含量が多
く，子実肥大初期(0-7day)での差が最も大き
く，子実肥大に伴って差は小さくなった
(Fig.3B,D,F)． 
 分岐鎖アミノ酸(BCAA)は、このグルタミン
などから供給されるアミノ基と，主にショ糖
由来の有機酸をもとに子実で合成される．遊
離アミノ酸含量は，いずれの BCAA も子実肥
大開始 7日目を境に，増加から減少へと転じ
ている(Fig. 3B)．このことより，子実肥大
開始とともに，葉やその他のソース器官から
子実へと供給された転流アミノ酸であるグ
ルタミン，アスパラギンやウレイドを材料に
速やかに BCAA の合成が始まり，やがて BCAA
はタンパク質合成に使われるため，子実肥大
開始7日目以降は遊離アミノ酸含量は減少し
ていると考えられる．加えて、子実肥大開始
7 日目から子実重の増加が始まり，またいず
れの BCAA においても子実肥大中期より顕著
に全アミノ酸含量が増加していることから, 
この時期から貯蔵物質であるタンパク質の
合成を開始したのではないかと考えられる． 
4-2 ダイズ子実肥大に伴う BCAT 遺伝子の発
現変動 
   コントロール区において、成長ステージ
ごとに子実で 4 つの候補遺伝子：GmBCAT2 
(Glyma04g05190.1) ， GmBCAT3 
(Glyma01g40420.1), GmBCAT4 
(Glyma08g06750.1) ， GmBCAT5 
(Glyma01g34580.1)の発現解析を行った．そ
の結果，2 種類の発現パターンがあることが
明らかとなった(Fig. 4)．GmBCAT3 は子実肥
大初期に最も発現が高く，次第に低くなった．
一方，残りの GmBCAT 遺伝子は子実肥大開始 0
日目ではほとんど発現しておらず，子実肥大

Fig. 3 Profiles of total BCAA contents 
(A,C,E)and  freeBCAA contents 
(B,D,F) in soybean seeds during the 
seed filling stage.  (A,B) Control, (C,D) 
Defoliation, (E,F) Depodding. 
(●)valine,(■)leucine,（▲）isoleucine. 
 

Fig. 4 The expression profiles of 
GmBCATs in soybean seeds during the 
seed filling stage 



中期に最も発現が高くなり，その後低くなっ
た． 

 BCAA 含量の結果と子実での遺伝子発現パ
ターンから，まず子実肥大初期に GmBCAT3 が
働き，葉やその他のソース器官から転流され
てくるアミノ酸から盛んに BCAA を合成し，
子実内のアミノ酸プールに蓄えられた BCAA
は細胞分裂を促進する因子として機能して
いるのではないかと考えられる．その後タン
パク質合成が盛んになり遊離アミノ酸レベ
ルが低下してくる子実肥大 7 日目以降，
GmBCAT3 の働きを補うため残りの GmBCATs が
働き始めると考えられる．このことは，Total 
BCAA 含量が子実肥大 14 日目以降急激に増加
していることからも説明できる(Fig. 3A)． 
4-3 栄養飢餓処理に伴う GmBCAT3 の遺伝子・
タンパク質レベルの変動 
  栄養飢餓ストレス処理に応答したオー
トファジー活性化に伴ってダイズ芽生えの
BCAA 特異的アミノ基転移酵素(GmBCAT3)が顕
著に発現誘導されることが示された(Fig.5)．
このことよりGmBCAT3は栄養飢餓ストレス処
理の違いにより転写レベル・タンパク質レベ
ルで複雑な調節を受けることが示唆された．
ダイズ子実の BCAA 含量調節において子実肥
大に伴う発生レベルの調節に加えてソース
からシンクへの糖転流シグナルが BCAT 遺伝
子の発現調節に機能していることが示唆さ
れた．  
4-4 要約 
  分岐鎖アミノ酸(BCAA：Branched-chain 
amino acid；バリン,ロイシン,イソロイシン)
は、タンパク質の合成やエネルギー源として
利用されるだけでなくタンパク質代謝を調
節する因子としても知られ，その機能性が注
目されている．そこで BCAA 含量の高いダイ
ズの作出を将来的な研究目標として、本研究

ではダイズ子実における BCAA 合成の制御機
構を解明することを目的とした． 
  まず肥大に伴う子実内の BCAA 含量の推
移を明らかにするためアミノ酸分析を行っ
た．また BCAA 合成を行う重要な酵素とされ
る 分 岐 鎖 ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ 基 転 移 酵 素
(BCAT ：Branched-chain aminotransferase)
について既知のシロイヌナズナ BCAT の配列
をもとにダイズでの BCAT ホモログをコード
する遺伝子を探索した．AtBCATs との高い相
同 性 が 認 め ら れ た Glyma04g05190.1 
(GmBCAT2) ， Glyma01g40420.1 (GmBCAT3) ，
Glyma08g06750.1 (GmBCAT4) ，
Glyma01g34580.1 (GmBCAT5)の 4 つを候補遺
伝子として選抜し，発現解析を行った． 
  子実の BCAA 含量の推移と BCAT 遺伝子発
現パターンから，まず子実肥大初期に
GmBCAT3 が発現し，葉やその他のソース器官
から転流されてくるアミノ酸から盛んに
BCAA を合成していると考えられる．子実を大
きくするため細胞分裂が盛んに行われる時
期にかけて遊離の BCAA 量を増加させている
ことより，BCAA が細胞分裂を促進するシグナ
ルとして働いている可能性が示唆された．子
実内のアミノ酸プールに蓄えられた BCAA は
タンパク質合成に使われるため，BCAA 供給に
おける GmBCAT3 の働きを補うため残りの
GmBCAT2,4,5 が発現し、種子貯蔵タンパク質
の合成が盛んになるにつれ全 BCAA 量が急激
に増加していると考えられる．またダイズ芽
生えにおける GmBCAT3 の遺伝子発現および
BCAT 関連タンパク質の解析を行ったところ、
栄養飢餓に応答して顕著に誘導された．この
ことより BCAT3 はエネルギー供給のための
BCAA 分解にも関与していることが示唆され
た． 
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