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略語 

 

Aβ amyloid-β 

Ac-YVAD-MCA acetyl-Tyr-Val-Ala-Asp-7-amide-4-methylcoumaryl 

AMC 7-amide-4-methylcoumarin 

AP aspartic proteinase 

BCIP 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate 

Bg7S basic 7S globulin 

BMGY buffered glycerol-complex medium 

BMMY buffered methanol-complex medium 

Boc-VLK-MCA t-butyloxycarbonyl-Val-Leu-Lys-7-amide-4-methylcoumaryl 

BSA bovine serum albumin 

CBB R-250 Coomassie Brilliant Blue R-250 

DAF days after flowering 

DAI days after imbibition 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

NBT nitro blue tetrazolium 

PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS phosphate buffered saline 

PCR polymerase chain reaction 

PNGase F peptide: N-glycosidase F 

SDS sodium dodecyl sulfate 

TBS Tris buffered saline 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 

VPE vacuolar processing enzyme 

YPDS yeast extract peptone dextrose medium with sorbitol 

Z-AAN-MCA benzyloxycarbonyl-Ala-Ala-Asn-7-amide-4-methylcoumaryl 

Z-FR-MCA benzyloxycarbonyl-Phe-Arg-7-amide-4-methylcoumaryl 
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緒論 

 

 タンパク質には，抗体やワクチンや成長ホルモンなどの医療用タンパク質・ペプチドや，食品加工・

工業用の酵素のように産業的な価値がある機能を果たすものがある．これらの有用タンパク質の生産手

法は，かつては微生物や動植物などの生体材料から分離・精製が行われてきたが，近年では微生物・哺

乳動物細胞を用いた組換え型タンパク質の大量生産技術が発展している．近年，産業的タンパク質の市

場規模は拡大しており，今後はより低コストで高効率なタンパク質の大量生産技術の確立が望まれる． 

 植物を用いて組換え型の医療用タンパク質を生産する技術が研究されている [1,2]．これは，微生物

や哺乳動物細胞を用いたタンパク質発現系と比較して植物を用いた発現系には以下のような利点がある

ためである．まず，植物は従来の農業技術で栽培できるために，特殊な培養装置が必要でなく，経済面

で非常に有利である．また，植物は真核生物であり，抗体のような複数ドメインを持つ構造が複雑なタ

ンパク質をフォールディングする能力が高く，タンパク質複合体を形成することができる．そして，医

療用タンパク質に混入してはいけない哺乳類動物に対する病原体が植物には感染しないため，安全性が

高い．さらに，植物の種子を有用タンパク質の蓄積部位として用いると，生合成された有用タンパク質

を即座に単離する必要がなく，そのまま常温で安定して保存し遠隔地へ輸送できる．これらの利点を生

かすため，植物種子を用いて，抗体，ワクチン，生理機能性ペプチドなどの生産が試みられている [3,4]． 

 ダイズは無胚乳種子であり，植物種子の中でもタンパク質含量が極めて高く，乾燥重量に対して 35‒

40%のタンパク質を蓄積する．且つダイズは生産量が高いために有用タンパク質の発現ツールとして適

しており，近年利用されている [5‒7]．ダイズ種子で有用タンパク質の高生産を目指す場合，二つの方

策が考えられる．その一つ目は，元来ダイズ種子に高蓄積している種子貯蔵タンパク質を遺伝子組換え

技術により改変し，高品質化することである．種子貯蔵タンパク質は，発芽時に分解され窒素供給源と

して用いられるために登熟種子で高発現し種子に蓄積しているタンパク質である．特に主要な種子貯蔵

タンパク質は 11S globulin (グリシニン) および 7S globulin (β-コングリシニン) であり，それぞれ種

子タンパク質の約30%と約20%を占める [8]．これらの種子貯蔵タンパク質の蓄積機構を応用できると，

有用タンパク質の高生産・高蓄積が可能になると考えられる．ただし，種子貯蔵タンパク質は子葉細胞

内に蓄積するため，精製する場合には種子を構成するその他のタンパク質や細胞内に豊富に存在する脂

質から有用タンパク質を分離する必要がある．この問題を軽減できる二つ目の方策として，有用タンパ

ク質を細胞外に分泌させて蓄積させ，種子外へ高純度で溶出させる手法を考えた．ダイズ種子の細胞外
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に蓄積するタンパク質である basic 7S globulin (Bg7S) は，ダイズ種子をそのまま約 50 °C の溶液に浸

漬する湯浴処理を行うと溶液中に溶出し [9]，溶出したタンパク質の約 70%を占めることがある．その

溶出機序を応用できると，有用タンパク質を高純度で種子外へ溶出させる発現系が構築できると期待さ

れる．これらの二つの方策によるダイズ種子を用いたタンパク質発現系を実現するためには，種子貯蔵

タンパク質のグリシニンやβ-コングリシニンおよび Bg7S の構造形成・品質管理・輸送および蓄積を理

解し応用することが肝要である． 

 グリシニンは 5種のサブユニットにより構成される六量体の種子貯蔵タンパク質である [10]．5 種の

サブユニットは2グループに分類される (group I: A1aB1b, A2B1a, A1bB2; group II: A3B4, A5A4B3)．

グリシニンはシグナル配列を含むプレプロタンパク質として粗面小胞体で生合成される．続いてシグナ

ル配列が共翻訳的に除去されて，ヘテロ三量体のプロ型グリシニンを形成する．その後プロ型グリシニ

ンはタンパク質貯蔵液胞へ選別輸送され，アスパラギン-グリシニン残基間で vacuolar processing 

enzyme (VPE) によりプロセシングされ，ジスルフィド結合により架橋された酸性鎖 (約 30‒35 kDa) 

と塩基性鎖 (約 20 kDa) にわかれる．VPE によりプロセシングされることでグリシニンの立体構造が変

化し，分子会合を起こして六量体の成熟型を形成する [11]．A1aB1b のプロ型 (ホモ三量体) と A3B4

の成熟型 (ホモ六量体) の立体構造が解明されており，単量体の構造はコアドメインに 2 つのβ-barrel

と 2 つの extended helix domains で構成される [12,13]．それぞれの立体構造から構造可変領域が見

いだされており，A1aB1b については 5つの可変領域がある．可変領域は定まった構造をとらないため，

アミノ酸配列の変換を比較的許容すると考えられる．したがって，有用ペプチドの挿入部位として可変

領域が適していると考えられる．また，もう一つのダイズ主要種子貯蔵タンパク質である β-コングリ

シニンは 3種のサブユニット (α, α’, β) で構成される三量体の貯蔵タンパク質である [10]．β-コン

グリシニンもシグナル配列を有し，粗面小胞体で生合成されてヘテロ三量体を形成し，タンパク質貯蔵

液胞へと輸送される．また，αとα’サブユニットはシグナル配列と成熟型領域の間にプロペプチド領域

を持つ．αとα’サブユニットのプロペプチドは液胞へ輸送されたのちにプロテアーゼによって除去され

ると考えられている．プロセシングされる位置は，リシン-バリン残基間であるが，そのプロセシングを

担うプロテアーゼは不明である．αとα’サブユニットはさらに，全サブユニットに共通するコア領域の

N 末端側に extension 領域を持つ．β-コングリシニンのβサブユニットは立体構造が解明されており 

[14]，αとα’サブユニットの extension 領域は分子表面に露出していると考えられ，A1aB1b の可変領

域と同様に有用ペプチドの挿入に適していると考えられている [15]． 
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 種子貯蔵タンパク質が蓄積するタンパク質貯蔵液胞には，種子貯蔵タンパク質の成熟化に関わるプロ

テアーゼが局在する．登熟種子の液胞プロテアーゼとして，VPEs が報告されている．VPEs はシロイヌ

ナズナ，イネ，ヒマ，ダイズを含む種々の植物種の種子で発現が確認されており，グリシニンを含む 11S 

globulin やその他の種子貯蔵タンパク質のプロセシングを担う [16,17]．シロイヌナズナの VPE は

αVPE，βVPE，γVPE，δVPE の 4 遺伝子が存在し，α/γVPE は栄養組織，βVPE は種子の子葉，

δVPE は種皮で主に発現するが，種子貯蔵タンパク質のプロセシングにおいては α，β，γVPE が機

能的に重複することが示されている [16]．また，栄養組織で発現する γVPE は植物のプログラム細胞

死において重要な役割を果たす [18]．ダイズにおいては soybean VPE1 (sVPE1) の cDNA が種子から

得られ，タンパク質貯蔵液胞から sVPE1 が検出されることが示されている [19]．VPE はシグナル配列

を含むプレプロプロテアーゼとして生合成され，プロ型の VPE は N末端と C末端の両末端にプロドメ

インを持ち，C 末端側のプロドメインが分子内のペプチダーゼ活性を抑制しており，酸性条件下でプロ

ドメインの切断による自己活性化を示す [20]．VPE はヒトの legumain と同様にシステインプロテアー

ゼの C13 ファミリーに属する．これらの基質特異性は共通しており，主に酸性条件下でアスパラギン残

基の C 末端側のペプチド結合を切断する．また，legumain はより低い酸性条件下でアスパラギン酸残

基の C末端側を切断することが示されており [21]，植物の VPE もアスパラギン酸残基の C末端側を切

断することがわかっている [20]．legumain の立体構造が近年解明され，カスパーゼ様の構造をとるこ

とが明らかとなった [22]．また，VPE とともに phytepsin-like aspartic proteinases (APs) もオオムギ

やシロイヌナズナ，ダイズを含む種々の植物種子で発現するプロテアーゼであり，A1 ファミリーのア

スパラギン酸プロテアーゼに属する [23]．シロイヌナズナには AtAP A1，AtAP A2，AtAP A3の 3遺

伝子が存在し，それぞれ異なる発現動態を示す [24]．シロイヌナズナにおいてはVPEとともに 2S napin

を切断すると考えられており [17]，AtAP A1 と β-VPE が液胞前区画から液胞において貯蔵タンパク質

のプロセシングを行うと考えられている [25]．ダイズにおいても複数の AP 遺伝子が存在し，soyAP1

と soyAP2 が異なる発現動態を示し，soyAP1 と soyAP2 は液胞へ輸送されることが実証されている 

[26,27]．APs はシグナル配列を含む一本鎖のプレプロプロテアーゼとして生合成され，ジスルフィド結

合により架橋された重鎖と軽鎖で構成される成熟型プロテアーゼになる [23]．組換え型 AtAP A1 は自

己活性化により 32 kDa の重鎖と 16 kDa の軽鎖になることが明らかになっている [28]．APs の基質特

異性としては，疎水性アミノ酸残基間あるいは疎水性アミノ酸残基の C末端側を切断する傾向が明らか

となっている [23]．さらに，C13 ファミリーの VPE や A1 ファミリーの APs 以外のプロテアーゼとし
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て，C1 ファミリーに属するシステインプロテアーゼと推定される遺伝子が登熟種子で発現することが

数種の植物で示されている．C1 ファミリーに属すると推定されるダイズの GMCP3 は登熟種子で発現

が上昇し，発芽後に減少することがmRNAレベルで示されている [29]．ヤハズエンドウ (Vichia sativa) 

の VsCPR4 も同様の発現動態を示すことがタンパク質レベルでわかっており，液胞由来のプロテインボ

ディに局在することが示されている [30]．VsCPR4 は，乾燥種子の吸水直後に貯蔵タンパク質の分解を

開始する役割を果たすと考えられている．また，インゲンマメ (Phaseolus vulgaris) の PvCP4も登熟

種子で発現し，登熟期に増加するアブシジン酸により PvCP4 の発現が制御されることが実証されてい

る [31]．これらのGMCP3，VsCPR4，PvCP4のアミノ酸配列は相同性が高いことが示されているが [32]，

プロテアーゼ活性や登熟種子における生理的役割は不明である．これらの C1 ファミリーに属するプロ

テアーゼは，パパイン様のシステインプロテアーゼである．一般的にパパイン様のプロテアーゼはシグ

ナル配列を含むプレプロプロテアーゼとして粗面小胞体で合成される [33]．シグナル配列が除去された

プロプロテアーゼは，N末端側のプロドメインと C末端側のプロテアーゼドメインから構成される．プ

ロドメインはプロプロテアーゼの立体構造を安定させるとともに分子内のプロテアーゼ活性を抑制する

機能を持つことがわかっており，プロセシング機構によりプロ領域が除去されることで成熟型プロテア

ーゼとなる [34]．成熟型のプロテアーゼはパパインフォールドと呼ばれる構造をとる．パパインフォー

ルドは 3つのα-ヘリックスからなる left domain と β-バレルのある right domain で構成され，活性

中心のシステイン残基およびヒスチジン残基が存在する活性部位 (active site cleft) が形成される [35]．

タンパク質貯蔵液胞において有用タンパク質を大量蓄積させる場合，登熟種子で発現し液胞に存在する

プロテアーゼは問題となり得るため，VPEs や APs およびその他のプロテアーゼの活性の理解は重要で

ある． 

 basic 7S globulin (Bg7S) は，ダイズ種子の子葉細胞に蓄積し，グリシニンやβ-コングリシニンと異

なり細胞外に存在するタンパク質である [36]．Bg7S はシグナル配列を含むプレプロ型 Bg7S として粗

面小胞体で生合成され分泌される．シグナル配列が除去されたプロ型 Bg7S はセリン-セリン残基間でプ

ロセシングされ，ジスルフィド結合により架橋されたα鎖とβ鎖により構成される成熟型 Bg7S となる 

[37,38]．成熟型の Bg7S は四量体を形成し，その立体構造が近年解明された [39,40]．Bg7S をコード

する遺伝子はダイズゲノム上に， Bg7S1 (GenBank accession no. BAA03681; Phytozome 

Glyma03g39940) と Bg7S2 (BAB91077, Glyma19g42490) の 2 遺伝子があり，アミノ酸配列で相同

性 94%を示す．Bg7S はアミノ酸配列からアスパラギン酸プロテアーゼに由来すると推定されているが，
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プロテアーゼ活性中心を失っている．また，トマトの xyloglucan-specific endo-β-1,4-glucanase 

(XEGIP) のホモログタンパク質として考えられているが，endo-β-glucanase に対する阻害活性が検出

されておらず，依然として生理的役割は未知である [40]．Bg7S は，ダイズ種子の湯浴処理により新規

に生合成されて溶出する [9,41]．Bg7S1 遺伝子の上流配列には熱誘導性シスエレメントである熱ショッ

クエレメント様の配列が存在することがわかっている [38]．アズキやルピン等の種子からも，湯浴処理

により Bg7S のホモログタンパク質が溶出することがわかっている [42,43]．しかし，湯浴溶出の経路

や理由は不明である． 

 上述のような植物細胞の内在性タンパク質の理解に伴い，有用タンパク質発現系への応用が試みられ

ている．例えば，種子貯蔵タンパク質をキャリアータンパク質として利用し，有用ペプチドを種子で蓄

積させる研究がなされている．有用ペプチドはそれ単独で種子に蓄積させようとすると分解されやすい．

この分解は小胞体におけるタンパク質の品質管理機構によるものと考えられている [44]．一方で，キャ

リアータンパク質を用い，その配列内に有用ペプチド配列を挿入して発現させると安定して種子に蓄積

することがわかっている．特にキャリアータンパク質として種子貯蔵タンパク質を用いると，構造形成・

選別輸送・安定性の面で有効であると考えられる．そのように有用ペプチドを貯蔵タンパク質の可変領

域に挿入し，ダイズやイネで蓄積させた例がある [45‒47]．また，種子貯蔵タンパク質を欠失した種子

は外来タンパク質を蓄積しやすいことがシロイヌナズナ，イネ，ダイズなどで明らかになっている 

[48‒50]．そのため，外来タンパク質を高蓄積させるためのダイズ品種として，種子貯蔵タンパク質のグ

リシニンとβ-コングリシニンの全サブユニットを欠失した系統である QF2 や，QF2 の形質転換効率を

改善した JQ が作出された [51,52]．また，植物培養細胞を用いて組換え型タンパク質を安定して発現

させるために，C1 ファミリーに属するプロテアーゼや APs を含む内在性プロテアーゼの発現を抑制し

た BY-2 細胞系が作出され，実際に発現した抗体の分解が抑制されることが示された [53]． 

 ダイズ種子による有用タンパク質発現系において高蓄積を達成するためには，上記のような種子貯蔵

タンパク質をはじめとするタンパク質，あるいはその蓄積に影響するプロテアーゼの活性などの基礎的

な理解がさらに必要である．本研究は，ダイズ種子を用いたタンパク質発現系の基盤確立に貢献するた

め，ダイズ種子タンパク質に対する研究を行った．まず第一章では，アルツハイマー病に対するワクチ

ンペプチドをモデルペプチドとし，そのペプチド配列を挿入したグリシニンを発現するダイズを作出し，

in vivoでのグリシニンの蓄積に対する影響を分析した．続いて第二章では，タンパク質貯蔵液胞におい

て有用タンパク質の蓄積に影響を与え得る新規な登熟種子の液胞プロテアーゼに対する研究を行った．
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第三章では，ダイズ種子から有用タンパク質を特異的に溶出させる発現系の構築を目指し，その基盤と

なり得るタンパク質 Bg7S の湯浴溶出機構および溶出に関わる形質に対する研究を行った． 
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第一章 ダイズにおける生理機能性ペプチド挿入型グリシニンの解析 

 

 本研究では，ダイズ種子を用いた有用タンパク質の発現系として二つの方策をたてた．その一つ目は，

種子に元来高蓄積する種子貯蔵タンパク質を改変し，有用タンパク質として発現させる方法であり，有

用タンパク質の大量生産が見込まれる．ダイズの主要な種子貯蔵タンパク質は 11S globulin のグリシニ

ンである．グリシニンのサブユニットの一つである A1aB1b の可変領域はアミノ酸配列の変異を比較的

許容する領域であると推測され，生理機能性ペプチドやペプチドワクチンなどの有用ペプチドを挿入す

る部位として適すると考えられる． 

 認知症の 60‒80％を占めるとされるアルツハイマー病は原因が特定されていないが，脳内でアミロイ

ドβペプチド (Aβ) が凝集して老人斑として沈着し，神経細胞の死滅にいたることから，アルツハイマ

ー病の原因は Aβであるというアミロイド仮説が有力になっている．老人斑の形成は Aβに対する能動

免疫・受動免疫により阻害されるため，アルツハイマー病の防止には免疫療法が期待されている [1]．ま

た，Aβの主要なエピトープ (FRHDSGY; Fig. 1A) がワクチンペプチドとして機能する可能性があり，

このワクチンペプチドを認識する抗体を用いた受動免疫による Aβの蓄積の減少がアルツハイマー病モ

デルマウスにおいて報告されている [2]． 

 本章では，モデルペプチドとしてアルツハイマー病ワクチンペプチド (FRHDSGY) を A1aB1b の可変

領域に挿入した．このペプチド挿入型 A1aB1b をダイズの登熟種子特異的に発現させ，A1aB1b 可変領

域への有用ペプチドの挿入が A1aB1b の in vivoでの蓄積挙動にどのように影響するかを分析した． 

 

材料および方法 

コンストラクト作製およびダイズの形質転換 

 ペプチド挿入型 A1aB1b のコード配列は，Nishizawa ら [3] および Prak と Utsumi [4] の手順で作

製した．コンストラクトは3種類作製し，A1aB1bの可変領域II，III，IVに，タンデムに3配列のFRHDSGY

を挿入し，それぞれ A1aB1bM2，A1aB1bM3，A1aB1bM4 とした．また，ペプチドを挿入していない

A1aB1b の発現カセットを作製し，A1aB1bWT とした．種子特異的な発現を制御するグリシニンプロモ

ーターとターミネーターをコンストラクトに用いた．作製したプラスミドを用いて，ウィスカー超音波

法 [5] あるいはボンバードメント法 [6] によりダイズ (Glycine max [L] Merrill. cv. JQ) を形質転換し

た． 



�
�

11 

抗体 

 抗 A1aB1b 抗体，抗ペプチド (FRHDSGY) 抗体，抗 BiP 抗体はウサギに免疫して得たものを用いた． 

種子タンパク質の総画分の抽出 

 乾燥種子の一部をメスで擦り取り，マルチビーズショッカー (MB501S; YASUI KIKAI, Osaka, Japan) 

を用いて破砕した．乾燥種子粉末をヘキサンに 10 分間懸濁し，遠心分離 (3,000 × g, 5 分) を行うこと

で脱脂した．脱脂処理を 4回行って風乾し，1 mg の脱脂種子粉末に，20 μL の 1 × SDS 溶液 [62.5 mM 

Tris-HCl (pH 6.8)，10% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-mercaptoethanol, 2.5% (w/v) SDS] を加え，ボル

テックスにより懸濁し (室温, 1 時間)，遠心分離 (12,000 × g, 4 °C, 15 分) をして上清を回収した． 

可溶性画分および不溶性画分の抽出 

 100 mg の脱脂種子粉末に緩衝液 A [35 mM sodium phosphate (pH 7.4), 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 

0.1 mM (p-amidinophenyl)-methanesulfonyl fluoride, 1.2 µM leupeptin, 0.2 µM pepstatin A, 0.02% 

(w/v) NaN3] を加えて懸濁し，転倒混和によりタンパク質を抽出した (室温, 1 時間)．その後，遠心分離 

(12,000 × g, 4 °C, 15 分) を行い，上清を可溶性画分とした．また，沈殿を 1 × SDS buffer で溶解し，

同様に遠心分離した上清を不溶性画分とした． 

SDS-PAGE および Western blot 分析 

 SDS-PAGE は 11% ポリアクリルアミドゲルを用いた．タンパク質は CBB R-250 により染色した．

Western blot 分析を行うために，SDS-PAGE を行った後，ニトロセルロース膜 (0.45 μm; Schleicher 

and Schuell Inc., Dassel, Germany) へと転写した．一次抗体は抗 A1aB1b 抗体あるいは抗ペプチド抗

体を用い，二次抗体はアルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Promega, Madison, WI, 

USA) を用いた．検出は NBT および BCIP (Progmega) を用いた． 

ゲル濾過カラムクロマトグラフィー 

 可 溶 性 画 分 を Hi-Prep 16/60 Sephacryl S-300 HR column (GE Healthcare UK Ltd., 

Buckinghamshire, UK) に供した．溶媒は緩衝液 A を用い，流速は 0.5 ml/min に設定した．純度は

SDS-PAGE により確認した．タンパク質濃度測定は Protein Assay Rapid Kit (Wako Pure Chemical 

Industries, Osaka, Japan) を利用し，標準タンパク質は BSA を用いた． 

タンパク質分析 

 まず A1aB1bWT あるいはペプチド挿入型 A1aB1b をふくむ可溶性画分をトリクロロ酢酸により沈殿

させて濃縮し，2-D Quant kit (GE Healthcare) を用いてタンパク質量を測定した．その後，タンパク質
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サンプルを PVDF膜にブロットし，プロテインシーケンサーProcise 492 (Applied Biosystems, Carlsbad, 

CA, USA) を用いて N末端配列を分析した．また，A1aB1bM3 の酸性鎖の分解産物を質量分析法により

分析した．SDS-PAGE 上で A1aB1bM3 の酸性鎖に相当するバンドをトリプシンあるいは V8 プロテアー

ゼにより分解し，AXIMA Performance (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) を用いたマトリックス

支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析法 (MALDI TOF MS) で分析した． 

免疫電子顕微鏡観察法 

 ダイズ乾燥種子を 1.0 mm に切断し，切片を固定液 [0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.2)，4% 

(w/v) paraformaldehyde，0.1% (v/v) glutaraldehyde] により固定した．固定後の切片を 0.1 M sodium 

phosphate buffer (pH 7.2) で洗浄後，エタノール上昇系 [10% (v/v), 30%, 50%, 70% × three times, 

90%, 99.9% × three times, 10 min for each wash] により脱水した．続いて LR-white (London Resin, 

Basingstoke, UK)/ethanol 1:2 (v/v) に 2‒6 時間，LR-white/ethanol 2:1 (v/v) に 2‒6 時間，100% 

LR-white に 2 日間浸して置換し，ビームカプセル (Nisshin EM Co. Ltd., Tokyo, Japan) に入れて UV

を照射 (4 °C, 2 日間) して包埋した．ウルトラミクロトームを用いて組織切片から 70 nm の超薄切片を

作製し，金コロイド法による免疫電子顕微鏡観察を行った．1% (w/v) BSA-PBS によりブロッキングし，

一次抗体 (抗 A1aBab 抗体，抗ペプチド抗体，抗 BiP 抗体) を結合させた (室温, 1 時間)．1% (w/v) 

BSA-PBS で洗浄後，15 nm 金コロイド標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (H+L, Auro Probe EM; Amersham 

Biosciences, Buckinghamshire, UK) を結合させた (室温, 1 時間)．グリッドを PBS および蒸留水で洗

浄後，4% (w/v) uranyl acetate および 80 mM lead nitrate により電子染色し，透過型電子顕微鏡 (model 

H-7100; Hitachi, Tokyo, Japan)で観察した． 

 

結果および考察 

ダイズ品種 JQ 種子におけるペプチド挿入型 A1aB1b の蓄積 

 本研究で形質転換に用いたダイズ品種 JQ は Jack と QF2 の交配系統であり，種子貯蔵タンパク質のグ

リシニンと β-コングリシニンの全てのサブユニットを欠失した QF2 の形質転換能を改善した品種であ

る [7]．JQ の種子タンパク質を抽出し，抗 A1aB1b 抗体を用いた Western blot 分析を行った結果，

A1aB1b は検出されないことが確認できた (Fig. 1E, lane JQ)．まず，A1aB1b をコードする遺伝子 (Gy1) 

のプロモーターを用いて，JQ の種子特異的にペプチドを挿入していない野生型 A1aB1b (A1aB1bWT) 

を発現させた．得られた T1 世代の乾燥種子からタンパク質を SDS 溶液により抽出し，SDS-PAGE およ 
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Figure 1．ダイズ種子におけるペプチド挿入型 A1aB1b の発現．(A) Aβ42におけるワクチンペプチ
ド (Aβ4‒10, FRHDSGY)． (B) 野生型およびペプチド挿入型 A1aB1b の模式図．A1aB1b プレプロタンパ
ク質における可変領域 (I‒V) の位置，および A1aB1bWT と各ペプチド挿入型 A1aB1b (M2，M3，M4) に
おけるペプチド挿入部位を示す．SP はシグナル配列．(C) A1aB1b 発現カセットの模式図．A1aB1b をコ
ードする Gy1遺伝子 (Glyma03g32030) のプロモーターとターミネーターを用いた．(D，E) 野生型およ
び各形質転換系統の乾燥種子におけるタンパク質の蓄積．ダイズ野生型 (Jack，JQ) および各形質転換系
統 (A1aB1bWT, A1aB1bM2, A1aB1bM3, A1aB1bM4) の種子からタンパク質を抽出し，等量のタンパク
質をSDS-PAGEで分離し，CBB R-250染色 (D) および抗A1aB1b抗体を用いたWestern blot分析 (E) に
より検出した．A1aB1b のプロ型 (Pro)，酸性鎖 (Acidic)，塩基性鎖 (Basic)，および酸性鎖の分解産物 (矢
尻) を図中に示す. 

 
び抗 A1aB1b 抗体を用いたWestern blot 分析を行った結果，Jack と同様に A1aB1bWT から酸性鎖 (A

鎖) と塩基性鎖 (B 鎖) が検出された (Fig. 1D, E; lane WT)．また，プロセシングされていないプロ型の

A1aB1b が検出された．プロ型は，普通品種の Jack においても少し検出された．酸性鎖の下側に検出さ

れたバンドはサブ酸性鎖であり，普通品種の Jack からも検出された． 

 続いて A1aB1b の可変領域 II，III，IV にアルツハイマー病ワクチンペプチド (FRHDSGY) をタンデ

ムに 3 配列ずつ挿入したペプチド挿入型 A1aB1b を作出し，それぞれ A1aB1bM2，A1aB1bM3，
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A1aB1bM4 とした (Fig. 1B)．これらの各ペプチド挿入型 A1aB1b を JQ に導入して種子特異的に発現さ

せ，種子抽出タンパク質を SDS-PAGE および抗 A1aB1b 抗体を用いたWestern blot 分析に供した．そ

の結果，各ペプチド挿入型 A1aB1b を発現させた種子から A1aB1bWT と同様に酸性鎖と塩基性鎖が検

出され，プロセシングを受けて蓄積したことが明らかになった (Fig. 1D, E)．また，A1aB1b のプロ型が

A1aB1bM2，A1aB1bM3，A1aB1bM4 で検出され，プロ型の蓄積量は A1aB1bM4 で多いことがわかっ

た (Fig. 1E, Pro)．さらに，A1aB1bM2，A1aB1bM3 においては酸性鎖の分解物と考えられるバンドが

検出された (Fig. 1E，矢尻)．これらの結果，ペプチド挿入型 A1aB1b はダイズ品種 JQ の登熟種子で発

現し，大部分はプロセシングを受けて蓄積したことが明らかになった．また，一部のペプチド挿入型

A1aB1b が内在性プロテアーゼにより限定分解を受けることが示唆された． 

 形質転換系統における A1aB1b の最大蓄積量は，いくつかの独立系統で約 50 mg/g seed (種子タンパ

ク質の 11.3%) となった．また，各ペプチド挿入型 A1aB1b の蓄積量は，いくつかの独立系統で

A1aB1bWT と同レベルであった．本研究ではプロモーターに A1aB1b をコードする遺伝子 (Gy1) のプ

ロモーター配列を用い，種子貯蔵タンパク質を欠失した品種 JQ に蓄積させた．同様に種子貯蔵タンパク

質を欠失したイネ種子が，外来タンパク質を高蓄積したことが報告されている [8,9]．種子貯蔵タンパク

質を欠失していないダイズ種子を用いた外来タンパク質発現の事例では，例えば，一般的なブラジルダ

イズ品種 (BR-16) でヒトの coagulation factor IX や human growth hormone を β-コングリシニンα

サブユニットのプロモーターの制御下で発現させた結果，その蓄積量は可溶性タンパク質の 0.23‒2.9%

であったと報告されている [10,11]．また，ダイズ品種 Jack によるワクチンタンパク質の生産系として，

大腸菌の heat labile toxin B サブユニットをグリシニンプロモーターの制御下で発現させた結果では，

可溶性タンパク質の 2.4% の蓄積量であった [12]．したがって，本研究の結果蓄積したペプチド挿入型

A1aB1b の量は従来の有用タンパク質生産結果と比較して非常に高く，A1aB1b をキャリアータンパク

質として用いて品種 JQ で有用タンパク質・ペプチドを生産する発現系は高生産を目指す上で非常に有利

であると考えられる． 

ペプチド挿入型 A1aB1b の溶解性および会合状態の分析 

 可変領域へのペプチドの挿入が A1aB1b の溶解性に対して影響を与えていないか分析するため，種子

タンパク質を塩溶液可溶性画分と不溶性画分に分離し，抗 A1aB1b 抗体を用いたWestern blot 分析に供

試し，ペプチド挿入型 A1aB1b の溶解性を評価した．まず A1aB1bWT のプロ型と酸性鎖・塩基性鎖は，

大部分が可溶性画分から検出された (Fig. 2A)．同様に，ペプチド挿入型の A1aB1bM2，A1aB1bM3， 
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Figure 2．ペプチド挿入型 A1aB1b の溶解性および会合状態の分析．(A) 形質転換ダイズ種子にお
けるペプチド挿入型 A1aB1b の溶解性．緩衝液でタンパク質を抽出し，可溶性画分 (S) および不溶性画分 
(I) に分離し，抗 A1aB1b 抗体を用いたWestern blot 分析に供した．プロ型 (Pro)，酸性鎖 (Acidic)，塩
基性鎖 (Basic)を示す．(B) ゲル濾過カラムクロマトグラフィーの結果．番号は標準タンパク質の流出位置
を示す：1，Blue dextran (2,000 kDa); 2，thyroglobulin (669 kDa) ; 3，ferritin (440 kDa); 4，aldorase 
(158 kDa); 5，conalbumin (75 kDa)．矢印はペプチド挿入型 A1aB1b を含む画分を示す．(C) 抗 A1aB1b
抗体を用いたゲル濾過画分のWestern blot 分析の結果．上から A1aB1bWT，A1aB1bM2，A1aB1bM3，
A1aB1bM4 の結果を示す．プロ型 (Pro)，酸性鎖 (Acidic)，塩基性鎖 (Basic)を示す． 

 
A1aB1bM4 の酸性鎖・塩基性鎖は大部分が可溶性画分から検出された．一方で，ペプチド挿入型のプロ

型はほぼ不溶性を示した (Fig. 2A, Pro)．ペプチド挿入型 A1aB1b のプロ型は A1aB1bWT のプロ型と異

なり不溶性であったことから，可変領域へのペプチドの挿入が A1aB1b プロ型の溶解性に影響したこと

が示唆された．しかし，ペプチド挿入型 A1aB1b の大部分はプロセシングを受けて酸性鎖と塩基性鎖に

開裂しており，それらは可溶性を示したことから，可変領域へのペプチドの挿入は A1aB1b の溶解性へ

大きな影響を与えなかったことが明らかになった． 

 続いて，A1aB1bの立体構造形成および分子会合に対してペプチド挿入の影響がないかを調べるため，

塩溶液可溶性画分をゲル濾過カラムクロマトグラフィーに供し，A1aB1b の分子サイズを推定して会合

状態を分析した (Fig. 2B)．ゲル濾過カラムの溶出画分を，抗 A1aB1b 抗体を用いたWestern blot 分析

に供した結果，A1aB1bWT の酸性鎖・塩基性鎖は約 110 分で溶出したことがわかり，この溶出時間は六

量体のA1aB1b (約 320 kDa) に相当することが分子量スタンダードの溶出時間から推定された (Fig. 2B, 

C)．また，可溶性画分に含まれたペプチド挿入型の A1aB1bM2，A1aB1bM3，A1aB1bM4 の酸性鎖・ 
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Figure 3．ペプチド挿入型 A1aB1b の細胞内局在．乾燥種子における A1aB1bWT (A) およびペプチ
ド挿入型A1aB1b (B‒D)の局在を，抗A1aB1b抗体を用いた免疫電子顕微鏡法により観察した．A1aB1bM4
については抗 A1aB1b 抗体 (D, E) とともに抗 BiP 抗体 (F) による検出を行った．A1aB1bM4 の (E) は 
(D) の黒枠内の拡大図である．PSV はタンパク質貯蔵液胞，OB はオイルボディ，EB は ER 由来ボディを
示す．スケールバーは 1.0 µm (A‒D) あるいは 0.5 µm (E, F) を示す． 

 
塩基性鎖は，A1aB1bWT と同様に約 110 分で溶出した (Fig. 2B, C)．すなわち，プロセシングを受けた

ペプチド挿入型 A1aB1b は六量体の成熟型を形成していることが示唆された．したがって，A1aB1b の

可変領域 II，III，IV にアルツハイマー病ワクチンペプチドを挿入しても，A1aB1b の成熟化に影響を与

えないことが明らかになった．一方で，プロ型 A1aB1b はボイドボリュームに近い画分から検出された 

(Fig. 2C, lane 76‒80)．したがって，可溶性画分に含まれる A1aB1b プロ型は凝集体を形成していると

考えられた． 

ダイズ種子におけるペプチド挿入型 A1aB1b の局在 

 内在性のグリシニンはタンパク質貯蔵液胞に蓄積する [13]．タンパク質貯蔵液胞への A1aB1b の選別

輸送に，ペプチドの挿入が影響していないか確認するために，乾燥種子の子葉細胞を化学固定し抗

A1aB1b 抗体を用いた免疫電子顕微鏡法を行った (Fig. 3)．A1aB1bWT の乾燥種子ではタンパク質貯蔵

液胞に金粒子が検出された (Fig. 3A)．同様に，A1aB1bM2 と A1aB1bM3 の乾燥種子でも，金粒子がタ

ンパク質貯蔵液胞において検出された (Fig. 3B, C)．A1aB1bM4 では，主にタンパク質貯蔵液胞で金粒

子が検出されたが，細胞内の特徴的な高電子密度の構造体も金粒子で標識された (Fig. 3D, E)．その特徴

的な構造体の周囲からはリボソーム様構造が観察でき，構造体の内部は小胞体のシャペロンタンパク質
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である BiP に対する抗体でも標識されたため (Fig. 3F)，この特徴的な構造体は小胞体由来の構造 

(ER-body, EB) であることが示唆された．前述の種子タンパク質の分析の結果において，A1aB1bM4 は

不溶性のプロ型を他のコンストラクトと比較して多量に蓄積していた (Fig. 2A)．したがって，

A1aB1bM4 が小胞体において構造を形成したときに，その一部が不溶化したために輸送されず，小胞体

内でプロ型のまま蓄積して ER-body を形成したと考えられる．しかし，A1aB1bM4 においても金粒子

の大部分はタンパク質貯蔵液胞に検出されたため，これらの免疫電子顕微鏡観察の結果から，ペプチド

挿入型 A1aB1b の多くは適切にタンパク質貯蔵液胞へ選別輸送されたことが明らかとなり，A1aB1b 可

変領域，特に可変領域 II と III におけるペプチド挿入は，A1aB1b の細胞内局在に大きな影響を与えなか

ったことが示された． 

ペプチド挿入部位におけるペプチド挿入型 A1aB1b の切断 

 種子タンパク質の電気泳動およびWestern blot 分析を行った結果，外来性の A1aB1bWT は大部分が

酸性鎖と塩基性鎖で構成されていたが，ペプチド挿入型 A1aB1b においては酸性鎖と塩基性鎖以外に，

酸性鎖の分解物と推定されるバンドが検出された (Fig. 1E, 矢尻)．プロテアーゼによる有用タンパク質

の切断・分解はタンパク質発現系において問題である．したがって，これらのバンドの配列を同定し切

断部位を推定するために，A1aB1b をゲル濾過カラムクロマトグラフィーにより粗精製し，A1aB1b を

構成するバンドの N末端配列分析を行った (Fig. 4)．まず A1aB1bWT の主要な 2 バンド (Fig. 4A; バ

ンド 1, 2) は N 末端配列が内在性 A1aB1b の酸性鎖と塩基性鎖と同一であり，それぞれ酸性鎖と塩基性

鎖であることがわかった．続いて，A1aB1bM2 のバンド 3，4，5 の N 末端配列分析を行った結果，バ

ンド 3 とバンド 5 の N 末端配列が酸性鎖の配列と一致した．一方でバンド 4 の N 末端の 1 残基目アミ

ノ酸には，挿入ペプチドに含まれる複数のアミノ酸が検出された．バンド 4 の分子サイズおよび抗

A1aB1b 抗体との反応性を考慮に入れると，バンド 4 は酸性鎖の分解産物であると考えられた．したが

ってこれらの N末端配列の分析および電気泳動における移動度の結果から，A1aB1bM2 の酸性鎖 (バン

ド 3) がペプチド挿入部位において切断され，バンド 4とバンド 5が生じたと考えられた (Fig. 4A, B)．

同様に，A1aB1bM3 と A1aB1bM4 の分解産物もそれぞれのペプチド挿入部位において切断されたこと

が示された． 

 ペプチド挿入型 A1aB1b の分解産物における有効なワクチンペプチドの残存を確かめるために，可溶

性画分の A1aB1bM3 をアフィニティー精製し，得られたバンド 7-1 と 7-2 をまとめてトリプシンあるい

は V8 プロテアーゼで消化し，質量分析法により分析した結果，ワクチンペプチドの完全長が含まれるフ 
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Figure 4．ペプチド挿入型 A1aB1b の切断部位の分析．（A） ペプチド挿入型 A1aB1b のゲル濾過粗
精製画分の SDS-PAGE パターン．酸性鎖 (Acidic) と塩基性鎖 (Basic) および，N末端配列分析に用いた
バンド (1‒9) を示す．(B) ペプチド挿入型 A1aB1b の模式図．酸性鎖 (Acidic) と塩基性鎖 (Basic) のプ
ロセシング部位を点線で示す．番号で示された領域が，A の番号のバンドに対応する．黒色領域は可変領
域を表す．(C) 推定される A1aB1bM3 の酸性鎖のアミノ酸配列．Aのバンド 7から質量分析法により検出
されたフラグメントの C末端配列を下に示す．下線はワクチンペプチド配列を示す． 

 
ラグメントが複数検出された (Fig. 4C)．したがって，一部の A1aB1bM3 はペプチド挿入部位でプロテ

アーゼにより切断されるが，その分解産物の中にはインタクトなワクチンペプチドを残存しているもの

があることが明らかになった． 

 上述の結果の通り，アルツハイマー病ワクチンペプチド挿入型 A1aB1b の一部はペプチド挿入部位に

おいてプロテアーゼにより切断されていた．ペプチド配列を挿入部位した A1aB1b の可変領域内は分子

表面に露出しているため，プロテアーゼが認識可能な配列が存在する場合，切断されやすいと考えられ

る．今回，可変領域に挿入したワクチンペプチドの配列は FRHDSGY で，このペプチド配列がタンデム

に 3 配列挿入されており，この内部配列のペプチド結合を分解することが可能なプロテアーゼにより切

断されたと考えられる．登熟種子において種子貯蔵タンパク質に作用することが示唆されているプロテ

アーゼは，これまでに vacuolar processing enzymes (VPEs) と aspartic proteinase (APs) の 2 種類が

報告されている．VPEs は種々の植物種の種子において発現し，11S globulin をプロセシングする 
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[14‒17]．グリシニンは可変領域 IV に存在するアスパラギン-グリシン残基間 (Asn310-Gly311 in 

A1aB1b) で VPE によりプロセシングされる [7]．ダイズにおいても VPE の登熟種子における発現が確

認されており，タンパク質貯蔵液胞から精製されたことからタンパク質貯蔵液胞に存在すると考えられ

る [18]．VPEs は基質特異性が高く，アスパラギン残基かアスパラギン酸残基の C 末端側のみで基質の

ペプチド結合を切断する [19‒21]．アルツハイマー病ワクチンペプチドの FRHDSGY にはアスパラギン

酸残基が含まれているため，その C末端側で VPE により切断された可能性が考えられる．また，APs は

シロイヌナズナにおいて，種子貯蔵タンパク質のプロセシングに関与すると考えられている [15]．ダイ

ズにおいては soyAP1 が登熟種子で特異的に発現し，液胞に局在することが示されている [22,23]．APs

は疎水性アミノ酸残基の C 末端側，特に疎水性アミノ酸残基間で基質のペプチド結合を切断する傾向が

あり [24]，シロイヌナズナの AtAP A1 はインスリン B鎖を基質とし，ロイシン-チロシン残基間，フェ

ニルアラニン-フェニルアラニン残基間，そしてフェニルアラニン-チロシン残基間で切断することが明ら

かとなっている [25]．本研究で用いた FRHDSGY ワクチンペプチドにはチロシン-フェニルアラニン残基

があるため，そのアミノ酸残基間で soyAP1 に切断された可能性も考えられる.�あるいは、APs や VPEs

以外のプロテアーゼが関与している可能性も考えられる。これらのプロテアーゼ遺伝子の発現を抑制す

る，あるいは有用ペプチドの配列をプロテアーゼにより認識されない配列に改変する方法などにより，

プロテアーゼによる有用タンパク質の切断を抑えることが出来ると考えられる． 

 第一章における研究をまとめると，アルツハイマー病ワクチンペプチドを挿入した A1aB1b をダイズ

品種 JQ の種子特異的に発現させた．ペプチド挿入型 A1aB1b の蓄積量は種子タンパク質の約 11%であ

り，高蓄積を達成した．また，大部分のペプチド挿入型 A1aB1b は可溶性で六量体の成熟型を形成し，

タンパク質貯蔵液胞に蓄積していたことから，A1aB1b の可変領域におけるペプチドの挿入は，in vivo

において A1aB1b の立体構造形成・分子会合・選別輸送に大きな影響を与えなかったことが明らかにな

った．したがって，A1aB1b は有用ペプチドのキャリアータンパク質として有効であり，多様な有用ペ

プチドの発現系への応用が期待できる． 
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第二章 ダイズ登熟種子で発現するプロテアーゼ GMCP3 の解析 

 

 プロテアーゼによる有用タンパク質の分解は，タンパク質発現系において問題となる．植物を用いた

有用タンパク質発現系の技術基盤を固める上で，有用タンパク質の蓄積に影響を与え得るプロテアーゼ

に対する知見は重要である．しかし，ダイズ種子の登熟種子で発現する液胞プロテアーゼの理解は不足

している． 

 ダイズの登熟種子で高発現し，タンパク質貯蔵液胞において種子貯蔵タンパク質や有用タンパク質を

切断するプロテアーゼに対する理解を深めるため，本章では既知の登熟種子プロテアーゼと異なる基質

特異性を持つ登熟種子プロテアーゼを探索し，その機能を分析した． 

 

材料および方法 

植物 

 ダイズ （Glycine max [L.] Merrill. cv. Enrei） を京都大学農学研究科宇治地区のグリーンハウスで

栽培した．ダイズ登熟種子は回収後，実験に用いるまで-80 °C で保存した．また，種子をトレイ上で吸

水させてグロースチャンバー (25 °C, 光照射 16 時間，暗期 8 時間) 内で発芽させ，吸水から 1‒6 日に

子葉を回収し，-80 °C で保存した． 

公開トランスクリプトームデータを用いた遺伝子発現解析 

 シロイヌナズナのプロテアーゼ遺伝子のIDはプロテアーゼのデータベースMEROPS (Release 9.5) [1] 

から取得した．レトロトランスポゾンのプロセシングエンドペプチダーゼ (Family A11) および重複す

る遺伝子を除き，得られた 670 遺伝子の登熟種子における発現レベルを，The Bio-Analytic Resource for 

Plant Biology (http://bar.utoronto.ca/welcome.htm) の Expression Browser [2] を活用して得た．使

用したデータは Le らのものである [3]． 

 ダイズのプロテアーゼ遺伝子 ID は，Phytozome [4] に登録されているゲノム配列から，ツール 

Biomart [5] を活用して得た．アノテーション [proteolysis and peptidolysis (GO ID 0006508)] を基に

プロテアーゼ遺伝子の ID を取得した．得られた 494 遺伝子の登熟種子における発現レベルを，ダイズデ

ータベース Soybase (http://www.soybase.org/) のツール SoySeq からの取得した (Data type 

Nomalized) [6]．活用したデータでは 42 day after flowering (DAF) においてグリシニン (Gy1‒Gy5) と

β-コングリシニン (α, α’，β) の高発現が示されたため，42 DAF において高発現しているプロテアー
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ゼを探索した．また，ダイズの VPE 遺伝子の ID は，soybean vacuolar processing enzyme 1 

(NP_001236678.1) の配列をクエリーとして用いたダイズゲノムに対するBlast 検索を行うことで得た．

得られた遺伝子群に含まれた GPI アンカートランスアミダーゼ遺伝子を排除し，配列内に活性中心のシ

ステインとヒスチジン残基が保存されている遺伝子を抽出した． 

cDNA クローニング 

 本章で用いたプライマーは全て Table 1 に示す．ダイズから抽出した mRNA を基に得られた cDNA

混合液をテンプレートとし，プライマーNo.1 と No.2 を用いたポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) を行うこ

とで GMCP3 のコード領域を増幅した．増幅産物を HindIII と NotI で切断し，同様の制限酵素で切断し

た pBluscript SK(-) ベクター (Stratagene, La Lolla, CA, USA) にライゲーションした．同様の手順で，

プライマーNo.3 と No.4 を用い soyAP1 のコード領域をクローニングした．また，sVPE1 をコードする

完全長 cDNA (GMF02-10-I22) を Legume base (http://www.legumebase.brc.miyazaki-u.ac.jp) から

得た [7]．DNA 配列は BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) を用い，DNAシーケンサー (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) 

で分析した．cDNA 配列は全て，Phytozome から得られる遺伝子の配列と同一であることを確認した 

(GMCP3, Glyma10g35100.1; sVPE1, Glyma17g14680.1; soyAP1, Glyma17g01500.1)．また，Pichia 

pastorisによる発現系に用いるために，コドン頻度が Pichia の使用頻度に最適化した GMCP3 の cDNA

を合成した． 

抗プロテアーゼ抗体の調製 

 GMCP3，sVPE1，soyAP1の cDNAをテンプレートとして，特異的プライマー(GMCP3, No.5 and No.6; 

sVPE1, No7 and No. 8; soyAP1, No.9 and No.10) を用いた PCR を行い，各プロテアーゼの成熟型を

含む領域 (GMCP3, Lys140‒Tyr380; sVPE1, Glu56‒Asp427; soyAP1, Thr74‒Ala514) を増幅した．増

幅産物には各プロテアーゼの成熟型領域の C末端側に hexa histidine-tag (His-Tag) が付加された．PCR

産物を制限酵素 NotI で切断した．続いて，NcoI 処理後に T4-DNA ポリメラーゼで平滑末端化し，さら

に NotI で切断した pET21d (Novagen, Darmstadt, Germany) を用意し，PCR 産物を挿入した．完成し

たプラスミド (pET21d-mGMCP3, pET21d-msVPE1, pET21d-msoyAP1) を用いて大腸菌 BL21 株 

(Novagen) を形質転換した．得られた大腸菌 (BL21/mGMCP3，BL21/msVPE1，BL21/msoyAP1) を

300 mL の LB 培地で培養し (37 °C, ~OD600 = 0.5)，1 mM isopropyl β-D-1 thiogalacopyranodise を

加えて発現を誘導してさらに培養した (37 °C, 一晩)．遠心分離 (6,760 × g for 15 min) により大腸菌 
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を集菌し，大腸菌破砕液 [10 mM potassium phosphate buffer (pH 6.9)，1 mM EDTA] で懸濁して超

音波破砕を行った．破砕後に不溶性画分を回収し，封入体洗浄液 [10 mM potassium phosphate buffer 

(pH 6.9)，1 mM EDTA，4% (w/v) Triton X-100] で洗浄し封入体を精製した．精製した封入体を封入体

溶解液 [20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)，6 M guanidine-HCl，0.5 M NaCl，50 mM 

imidazole，1 mM 2-mercaptoethanol] により溶解し，タンパク質を Ni-Sepharose 6 Fast Flow (GE 

Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, UK) へ結合させた．洗浄液 [20 mM sodium phosphate buffer 

(pH 7.4), 6 M urea, 0.5 M NaCl, 30 mM imidazole, 1 mM 2-mercaptoethanol] によるカラムの洗浄

後，溶出液 [20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), 6 M urea, 0.5 M NaCl, 500 mM imidazole, 1 

mM 2-mercaptoethanol] で結合タンパク質を溶出させた．精製した各プロテアーゼを用いてウサギを免

疫し，各プロテアーゼに対する抗血清を得た (Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Germany). 

酵母発現系に用いるコンストラクトの作製 

 コドンをピキア用に最適化した GMCP3 cDNA をテンプレートとして，プライマーNo. 11 と 12 を用

いて PCR を行い，GMCP3 のプロプロテアーゼ (His28‒Tyr380) をコードする配列を増幅した．増幅産

物はコード配列の 5’側に EcoRI 認識サイトと His-tag コード配列が，3’側に His-tag コード配列・ストッ

プコドン・NotI 認識サイトが付加された．増幅産物を EcoRI と NotI により切断し，同じ制限酵素で処

理した pPICZαA ベクター (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) に挿入した．完成したプラスミド pPICZ

αA-GMCP3 (5‒10 μg) を SacI で直鎖化し，エレクトロポレーション法 (200 Ω, 25 μF, 2 kV) で

Pichia pastoris X-33 株 (Invitrogen) に導入した．形質転換された菌体を 500 mg/mL の Zeocin を含む

YPDS 培地 [1% (w/v) yeast extract, 2% (w/v) peptone, 2% (w/v) glucose, 1 M sorbitol] で選抜し 

�& +'%" �)� � '# )&%$)(-!&#),%"#+
�*���������!��� � !�����������/ 5'-TACAAGCTTAGACCGAGCTAGCTAGCTAGCAAG-3'

� !�����������. 5'-AAGCGGCCGCCTAATAAGAAGCATAATTCTTTGTAGG-3'

�*���+)0����!��� � !����+)0������ 5'-AAGAATTCGCGAATCTCTTCTCCACGTATCG-3'

� !����+)0�����. 5'-AATCTAGAGGATCGCCATAGTCTGAGAAACGCT-3'

*����"�'����� 	 *�����'�������� 5'-CTGCCGGAGAATTTTGATTGGAGAGAG-3'


 *�����'�������. 5'-TGTGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGATAAGAAGCATAATTCTTTGTAGG-3'

*����"�'+���� � *�����'+������� 5'-GAAGTGGGAACACGATGGGCGGTTC-3'

� *�����'+������. 5'-TGTGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGATCAACAAGGGACGAACCAGGAG-3'

*����"�'+)0��� 
 *�����'+)0������ 5'-ACTGAGGAAACCGATATTGTCGCG-3'

�� *�����'+)0�����. 5'-TGTGCGGCCGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGTGCAGCATCAGCAAATCCCACTC-3'

�*����1������ �� *����1��������� 5'-GCTGAATTCCACCACCACCACCACCACCACGGTTCCACTACTGTTCAA-3'

�� *����1��������. 5'-AAAGCGGCCGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTAGGAAGCGTAGTTCTTAGTTG-3'

�*����1�+���� �� *����1�+������� 5'-GCTGAATTCCACCACCACCACCACAGGCCGAACCGGAAGGAGTG-3'

�� *����1�+������. 5'-CTGGCGGCCGCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAGCACTGTAGCCTCTGTTTG-3'

Table 1. 第二章で用いたプライマー配列
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(28 °C, 3‒6 日間)，X-33/GMCP3 を得た． 

 sVPE1 をコードする cDNA をテンプレートとしてプライマーNo. 13,14 を用いた PCR を行い，sVPE1

のプロプロテアーゼ (Arg33‒Ala495) のコード配列を増幅した．増幅産物を，GMCP3 と同じ手順で

pPICZαA にサブクローニングした．完成したプラスミド pPICZαA-sVPE1 (5‒10 μg) を用いて Pichia 

pastoris KM71H 株 (Invitrogen) に導入し，形質転換された菌体 KM71H/sVPE1 を選抜した． 

Pichia pastoris を用いたプロテアーゼ発現系の構築 

 X-33/GMCP3 と KM71H/sVPE1 を，2 mL BMGY 培地 [1% (w/v) yeast extract，2% (w/v) peptone，

100 mM potassium phosphate (pH 6.0)，1.34% (w/v) yeast nitrogen base，4 × 10-5% (w/v) biotin，

1% (w/v) glycerol，2% (w/v) casamino acids] で培養した (28 °C, 2 日間)．培養液を 300 mL の BMGY

培地に加えてさらに培養した (28 °C, 250 rpm，一晩)．遠心分離 (1,500 × g，室温, 5 分) により菌体

を回収し，1.2 L の BMMY培地 [BMGY とほぼ同じ組成で，1% (w/v) glycerol の代わりに 0.5% (v/v) の

メタノールを含む] に懸濁してさらに培養した(18 °C, 250 rpm，一晩)．遠心分離 (6,760 × g, 4 °C) に

より回収した培地上清を，組換え型タンパク質の精製まで-80 °C で保存した． 

組換え型プロテアーゼ の精製 

 プロ型の GMCP3 は培地上清から Ni-sepharose 6 FF (GE Healthcare) カラムを用いて回収した．培

地上清を Ni-sephaorse 6 FF に供試し，洗浄液 [100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0), 150 mM 

NaCl, 10 mM 2-mercaptoethanol, 30 mM imidazole] でカラムを洗浄後，溶出液[100 mM sodium 

phosphate buffer (pH 7.0), 150 mM NaCl, 500 mM imidazole] で溶出した．溶出した GMCP3 は緩衝

液 [50 mM sodium acetate buffer (pH 5.5), 10 mM 2-mercaptethanol, 1 mM EDTA] で透析し (4 °C, 

一晩)，VIVASPIN 6 (MWCO 10,000; Sartorius, Göttingen, Germany)を用いて濃縮し，-80 °C で保存

した． 

 プロ型の sVPE1 は培地上清から Ni-sepharose 6 FF とゲル濾過カラムにより精製した．培地上清を

Ni-sepharose 6 FF に供し，GMCP3 と同じ手順でカラムから溶出させた．溶出画分を緩衝液 [10 mM 

sodium phosphate buffer (pH 7.6), 100 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptethanol, 1 mM EDTA] で透析

し (4 °C, 一晩)，VIVASPIN 6 (MWCO 10,000) で濃縮し，同じ緩衝液で平衡化したゲル濾過カラム

HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 (流速 0.5 mL/min; GE-Healthcare) に供した．sVPE1 プロ型を含む画

分を同様に濃縮し，-80 °C で保存した．また，成熟型の sVPE1 は，培地上清の Ni-sepharose 6 FF の

素通り画分から HiLoad 26/60 Q-sepharose HP (GE Healthcare) を用いて精製した．培地上清の
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Ni-sepharose 6 FF の素通り画分に 80％飽和硫酸アンモニウムを加えタンパク質を沈殿させた (4 °C, 

一晩)．沈殿を遠心分離 (25,000 × g，4 °C，30 分) により回収し，緩衝液 [20 mM sodium phosphate 

buffer (pH 7.0), 100 mM NaCl，10 mM 2-mercaptoethanol，1 mM EDTA] で再溶解させた．再溶解

液を同じ緩衝液で透析し (4 °C, 一晩)，同緩衝液で平衡化した HiLoad 26/60 Q-sepharose に供し，結

合したタンパク質を塩濃度直線濃度勾配 (0.1‒1 M NaCl を含む同じ緩衝液) で溶出させた．溶出画分か

ら成熟型 sVPE1 を含む画分を VIVASPIN 6 (MWCO 10,000) を用いて濃縮し，緩衝液 [20 mM sodium 

phosphate buffer (pH 7.0), 100 mM NaCl, 10 mM 2-mercaptethanol, 1 mM EDTA] で平衡化した

HiPrep 16/60 Sephacryl S-200 (流速0.5 mL/min) に供した．成熟型 sVPE1を含む画分を濃縮し-80 °C

で保存した． 

GMCP3 の活性化 

 プロ型の GMCP3 (0.25 mg/mL) を活性化溶液 [100 mM citrate-phosphate buffer (pH 5.0), 10 mM 

2-mercaptethanol, 1 mM EDTA] に懸濁しプレインキュベートした (37 °C, 5 分間)．sVPE1 の成熟型

を 0.25 µM の終濃度で加え，インキュベートした (37 °C, 90 分)．処理開始から 30，60，90 分の時点で

1 µL の上清をとり，活性測定溶液  [100 mM citrate-phosphate buffer (pH 5.5), 10 mM 

2-mercaptethanol, 1 mM EDTA, 20 µM Boc-VLK-MCA (Peptide Institute, Osaka, Japan)] を用いて活

性測定を行った．また，処理開始から 15，30，60 分の時点で 1 µL の上清をとり，11%ポリアクリルア

ミドゲルを用いた SDS-PAGE および抗 GMCP3 抗体を用いたWestern blot 分析に供した．  

蛍光性ペプチド基質を用いた活性測定 

 20 μMの蛍光性ペプチド基質 (Boc-VLK-MCA, Z-FR-MCA, Z-AAN-MCA, Ac-YVAD-MCA; Peptide 

Institute) を含む反応液 [100 mM citrate-phosphate buffer (pH 3.0‒7.0), 10 mM 2-mercaptethanol,  

1 mM EDTA] をプレインキュベートした (37 °C, 5 分)．成熟型 sVPE1 (10 nM) あるいは活性化処理後

の GMCP3 を加えてインキュベート (37 °C, 60 分) し，蛍光強度を蛍光分光高度計 (FP-750; Jasco, 

Tokyo, Japan) により測定した (λex = 370 nm, λem = 460 nm)．AMC 標品 (Peptide Institute) の蛍

光強度から得られた検量線を基に，AMC濃度を算出した． 

種子抽出タンパク質の Western blot 分析 

 ダイズの登熟種子および発芽子葉をマルチビーズショッカー (MB501S; YASUI KIKAI, Osaka, 

Japan) により破砕した．100 mg の破砕種子に対して 500 μL の抽出溶液 [50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 

2% (w/v) SDS, 10% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-mercaptoethanol] を加えて懸濁し，5分間煮沸した．遠
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心分離後，10 μg のタンパク質を 11%あるいは 13%のポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE に

供し，CBB R-250 による染色，あるいはWestern blot 分析を行った．ブロッティングにはニトロセルロ

ース膜 (0.45 μm; Schleicher and Schuell Inc., Dassel, Germany)を用いた．ブロッティング後，ブロ

ッキング溶液 [Tris-buffered saline，0.5% triton X-100，5% (w/v)スキムミルク] でブロッキングした 

(室温, 1 時間)．上記で調製した各プロテアーゼ特異的抗体を一次抗体として反応後 (4 °C, 一晩)，アル

カリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Promega, Madison, WI, USA) を二次抗体として反

応させた (室温，1 時間)．検出は NBT および BCIP (Progmega) を用いた． 

糖鎖除去 

 Peptide:N-glycosidase F （PNGase F; New England Biolabs, Ipswich, MA, USA） を用い，精製し

た組換え型タンパク質およびダイズ種子抽出タンパク質から糖鎖を除去した．組換え型タンパク質は 5‒

10 μg のタンパク質を Glycoprotein Denaturing Buffer [0.5% (w/v) SDS, 40 mM dithiothreitol] で

懸濁し，10 分間煮沸した．室温に冷やし，脱糖鎖反応液 [50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5)，

1% (v/v) NP-40] の条件で PNGase F を加え反応させた (37 °C, 一晩)．また，SDS を含む抽出液で抽出

した登熟種子タンパク質 (5 µg) を，タンパク質濃度が 1 mg/mL になるように脱糖鎖反応液で希釈し，

PNGase F を加えて反応させた (37 °C, 一晩)．陰性対照実験では PNGase F の代わりに緩衝液 [20 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50% (v/v) glycerol] を加えた．反応産物を SDS-PAGE

に供し CBB R-250 で検出した． 

免疫電子顕微鏡観察法 

 登熟種子 (200 mg) を 1.0 mm に切断し，切片を固定液 [0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.2)，

4% (w/v) paraformaldehyde，0.1% (v/v) glutaraldehyde] により固定した．固定後の切片を 0.1 M 

sodium phosphate buffer (pH 7.2) で洗浄後，エタノール上昇系 [10% (v/v), 30%, 50%, 70% × three 

times, 90%, 99.9% × three times, 10 min for each wash] により脱水した．続いて LR-white (London 

Resin, Basingstoke, UK)/ethanol 1:2 (v/v) に 2‒6 時間，LR-white/ethanol 2:1 (v/v) に 2‒6 時間，100% 

LR-white に 2 日間浸して置換し，ビームカプセル (Nisshin EM Co. Ltd., Tokyo, Japan) に入れて UV

を照射 (4 °C, 2 日間) して包埋した．ウルトラミクロトームを用いて組織切片から 70 nm の超薄切片を

作製し，金コロイド法による免疫電子顕微鏡観察を行った．1% (w/v) BSA-PBS によりブロッキングし，

抗 GMCP3 抗血清を結合させた (室温, 1 時間)．1% (w/v) BSA-PBS で洗浄後，15 nm 金コロイド標識ヤ

ギ抗ウサギ IgG 抗体 (H+L, Auro Probe EM; Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) を結合 
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させた (室温, 1 時間)．グリッドを PBS および蒸留水で洗浄後，4% (w/v) uranyl acetate および 80 mM 

lead nitrate により電子染色し，透過型電子顕微鏡 (model H-7100; Hitachi, Tokyo, Japan)で観察した． 

 

結果および考察 

トランスクリプトームデータの解析 

 シロイヌナズナとダイズの登熟種子において発現しているプロテアーゼ候補を，公開されているトラ

ンスクリプトームデータを用いて探索した．まずシロイヌナズナのプロテアーゼとして推定される遺伝
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Table 3. ダイズの登熟種子で発現するプロテアーゼ遺伝子
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Table 2. シロイヌナズナの登熟種子で発現するプロテアーゼ遺伝子
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子 ID を MEROPS から取得した．Le らのトランスクリプトームデータ [3] を活用し，登熟種子の子葉 

(embryo proper) で高発現しているプロテアーゼ遺伝子の候補を探索した．Table 2 に，シロイヌナズ

ナの推定プロテアーゼ遺伝子の中で登熟種子における高発現が示唆された上位 20 遺伝子を示す．種子貯

蔵タンパク質のプロセシング酵素として知られる VPE [βVPE (At1g62710)] と AP [AtAP A1 

(At1g11910)，AtAP A2 (At1g62290)] の高発現が示された．また，システインプロテアーゼの C1 ファ

ミリーに属すると推定される RD19D (At3g54940) が VPE や AP と同様に登熟種子で高発現しているこ

とが示唆された．続いて Severin らのダイズのトランスクリプトームデータ [6] を活用し，ダイズ登熟

種子 (42 day after flowering，DAF) におけるプロテアーゼ候補の遺伝子発現解析を行った．ダイズの

プロテアーゼとして推定された遺伝子のうち，登熟種子で高発現していると推定された上位 20 遺伝子を

Table 3 に示す．その結果，システインプロテアーゼの C1 ファミリーに属すると推定される遺伝子がシ

ロイヌナズナに比べて多数発現している可能性が示された．その中で，特に発現が多いと示された

Glyma08g12270 は P34/Gly m Bd 30K をコードする遺伝子であり，C1 ファミリーに属する遺伝子由来

と推定されるがプロテアーゼ活性中心のシステイン残基が変異した非プロテアーゼタンパク質であった 

[8]．次に高発現の可能性が示された Glyma10g35100 遺伝子は NCBI の Blast で検索した結果，C1 ファ

ミリーに属すると推定される GMCP3であった．C1 ファミリーに属するプロテアーゼは，一般的にアル

ギニン残基やリシン残基のカルボキシル基側で基質を切断する傾向が示されている [9]．したがって，

RD19Dや GMCP3の遺伝子産物はこれまでに既知の種子貯蔵タンパク質プロセシング酵素である VPEs

や APs と異なる基質特異性を示すプロテアーゼである可能性が考えられた． 

GMCP3 アミノ酸配列 

 GMCP3 のアミノ酸配列を Fig. 1A に示す．GMCP3 のアミノ酸配列は N 末端側から，シグナル配列

(Met1-Ala27)，プロ領域 (His28-Gly139)，プロテアーゼ領域 (Leu140-Tyr380) と推定された．プロテ

アーゼ領域には活性中心のシステイン残基 (Cys164) とヒスチジン残基 (His307)，および His307 のイ

ミダゾール環を適切な配向に固定するアスパラギン残基 (Asn334) と推定されるアミノ酸残基が含まれ

た [10]．GMCP3 の分子サイズはアミノ酸配列からプロ型が 38.7 kDa，成熟型が 26.4 kDa と推定され

た．GMCP3 はパパインフォールド構造を形成することが，ヒトのカテプシン L プロ型およびカテプシ

ン F成熟型の立体構造をテンプレートとしたホモロジーモデリングにより示唆された (データ省略)． 

 近年，植物の C1 ファミリーに属する植物のプロテアーゼがシロイヌナズナのプロテアーゼ (31 遺伝

子) を基に体系的に分類された [11]．GMCP3 とシロイヌナズナの C1 ファミリーに属するプロテアーゼ 
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Figure 1．GMCP3 のアミノ酸配列および分子系統樹．(A) GMCP3 (Glyma10g35100) のアミノ酸
配列．抗体の作製に用いた成熟型プロテアーゼ領域 (Leu140‒Tyr380) を下線で示す．活性中心のシステ
イン残基 (Cys164) とヒスチジン残基 (His307)，およびアスパラギン残基 (Asn334) を円で，推定糖鎖
付加部位 (Asn257) を四角で表す．灰色部は SignalP 4.0 で推定されたシグナル配列．また，斜体太字の
アミノ酸はプロ領域に含まれる ERFNAQ モチーフを示す．二重下線は，ジスルフィド結合を構成するシ
ステイン残基である．(B) C1 ファミリーに属するプロテアーゼのアミノ酸配列をアライメントし，近隣結
合法により系統樹を作成した．用いた配列は以下である．Arabidopsis thaliana C1 proteases [8], Soybean 
GMCP3 (Glyma10g35100), Phaseolus vulgaris PvCP4 (Z99955.1), Vicia sativa VsCP4 (Z99172.1), 
Oryza sativa (Os07g0480900)． 

 
 

をコードする 31 遺伝子から推定されたアミノ酸配列をアライメントし分子系統樹を作成した結果，

GMCP3 は RD19A グループ (サブファミリー7) に含まれた (Fig. 1B)．ERFNAQ モチーフや，ジスルフ

ィド結合を形成すると推定されるシステイン残基の数，そして推定糖鎖付加部位などの RD19A グループ

の特徴が GMCP3 の推定アミノ酸配列にみられた (Fig. 1A)．また，GMCP3 のアミノ酸配列は RD19A

グループの中でも RD19D と類似し，GMCP3 と RD19D のプロテアーゼ領域のアミノ酸配列相同性は

76%を示した．また，登熟種子で発現するインゲンマメの PvCP4 (GenBank accession no. Z99955.1) 

[12]，カラスノエンドウのVsCPR4 (Z99172.1) [13] も同じくRD19Dに類似していた (Fig. 1B)．RD19D, 

PvCP4, VsCPR4, GMCP3 の mRNA 量は全て，種子の登熟期に発現が上昇することが過去に示されてい

る [10‒13]．また，イネのゲノム上からも RD19D のオーソログをコードすると推測される遺伝子

Os07g0480900 が見つかり，公開トランスクリプトームデータを用いた遺伝子発現解析の結果，登熟種

子で特異的に発現することが示された (データ省略)．したがって，RD19D のオーソログプロテアーゼは

多様な植物で高度に保存されていると考えられるが，これらの遺伝子産物の登熟種子における生理的役 
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Figure 2．Pichia pastoris による組換え型 GMCP3 の発現．(A) GMCP3 の分泌発現結果．
X-33/GMCP3 を BMMY培地で発現誘導し，72 時間培養した．抗 GMCP3 抗体を用いたWestern blot 分
析により培地上清中のGMCP3 を検出した．矢尻は組換え型GMCP3 のプロ型と推定されるバンドを示す．
(B) 精製した組換え型 GMCP3 のプロ型 (矢尻) の CBB R-250 染色による SDS-PAGE 電気泳動像．低分子
側に見えるバンドは GMCP3 抗体が交差するため，組換え型 GMCP3 の分解物と考えられる．(C) 糖鎖付
加の検証．精製した組換え型 GMCP3 のプロ型を PNGase F 処理し (+)，SDS-PAGE に供し CBB R-250
による染色を行った．コントロールとして PNGase F 処理していない GMCP3 (-)を泳動した．(D) GMCP3
の自己活性化の有無の検証．精製した GMCP3 プロ型を pH 4.2, 37 °C でインキュベートし，上清を
Western blot 分析に供した． 

 
割は不明である．したがって，本研究ではダイズの GMCP3 に着目した． 

酵母 Pichia pastoris による組換え型 GMCP3 の発現 

 GMCP3 のプロテアーゼ活性を確認するために，メタノール資化性菌 Pichia pastorisを用いた発現系

により組換え型 GMCP3 を調製した．Pichia pastoris を用いた分泌発現系は C1 ファミリーに属するプ

ロテアーゼの発現系として推奨されており，内在性のシステインプロテアーゼを発現せず，分泌される

他のタンパク質も少ない [14]．分泌発現系を利用するために，出芽酵母のα因子のシグナル配列および

プロ領域からなる配列 (α因子シグナル配列) が含まれる pPICZαベクターを用いた．GMCP3 のプロプ

ロテアーゼ配列の両末端に His-tag を付加し，その N末端側にα因子シグナル配列を融合し，X-33 株で

発現させた．メタノールにより発現を誘導して培養し，抗 GMCP3 抗体を用いたWestern blot 分析によ

り培地上清中への GMCP3 の分泌を確認した．その結果，プロ型と推定される約 46 kDa のバンドが培

地上清から確認された (Fig. 2A)．発現誘導時の培養条件を，pH 6.0 から pH 6.5 に変更すると，組換え

型 GMCP3 の分泌量が上昇した．また，培地上清中のペプチダーゼ活性を分析した結果，Z-FR-MCA に

対するペプチダーゼ活性は検出されなかった (データ省略)．これらの結果から，組換え型 GMCP3 は可

溶性で不活性のプロ型で発現し，培地中に分泌されたと考えられた．次に Ni カラムを用いた金属アフィ

ニティー精製により，組換え型 GMCP3 のプロプロテアーゼを精製した (Fig. 2B)．精製された組換え型
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GMCP3 は約 46 kDa であり，両末端 His-tag を含むプロ型 GMCP3 のアミノ酸配列から予測される分子

サイズ (41 kDa) よりも移動度が低かったことから，糖鎖が付加されている可能性が考えられた．PNGase 

F 処理を行うと組換え型 GMCP3 プロプロテアーゼの電気泳動における移動度が変化したことから，組

換え型 GMCP3 の糖鎖付加が示された (Fig. 2C)．これらの結果から，Pichia pastorisで糖鎖が付加され

た不活性のプロ型組換え型として発現し培地中に分泌された GMCP3 が精製されたことが示された． 

 GMCP3 のペプチダーゼ活性を分析するため，不活性のプロ型 GMCP3 の活性化を試みた．パパイン

をはじめとする C1 ファミリーに属するプロテアーゼには，酸性条件下において自己活性化機構により活

性化するものがいくつかある [15]．しかし，組換え型の GMCP3 プロ型を酸性条件下 (pH 4.0‒6.0) で

インキュベートしてもプロセシングは起きず (Fig. 2D)，ペプチダーゼ活性は変化しなかった．したがっ

て，GMCP3 はその他のプロテアーゼによりプロセシングされて成熟化すると考えられた．ただし，一般

的に C1 ファミリーに属するプロテアーゼの組換え型の活性化において効果的に使用される Pepsin によ

る活性化は観察されなかった (データ省略) [14]． 

酵母 Pichia pastoris による組換え型 sVPE1 の発現 

 GMCP3 の推定プロセシング部位 (Gly139-Leu140) のプロ領域側にはアスパラギン酸残基 (Asn138) 

が存在する (Fig. 1A)．アスパラギン酸残基のC末端側で基質を切断するVPEにより，GMCP3がAsn138

の C 末端側でプロセシングされることを期待し，ダイズの登熟種子で発現する VPE の組換え型の調製を

試みた． 

 まず発現に用いる VPE遺伝子を決定するためにダイズゲノムの Blast 検索を行った結果，VPE をコー

ドすると推定される遺伝子が 7 遺伝子見つかった．シロイヌナズナには VPE 遺伝子が 4 遺伝子存在し 

（αVPE, At2g25940; βVPE, At1g62710; γVPE, At4g32940; δVPE, At3g20210），それらは異なる

発現動態を示す [16]．ダイズの推定 VPE 遺伝子から推定されたアミノ酸配列とシロイヌナズナ VPE の

アミノ酸配列を用いて分子系統樹を作成した結果，ダイズの推定 VPE はシロイヌナズナの VPE と同様

に，α/γ タイプ，βタイプ，δタイプに分類された（Fig. 3A）．これらのダイズ VPE 遺伝子は，公開

されているトランスクリプトームデータを用いた遺伝子発現解析の結果，タイプ毎に異なる発現動態を

示し，シロイヌナズナと同様にβタイプの VPE (Glyma05g04230, Glyma17g14680) が登熟種子特異的

高発現していることが示唆された （Fig. 3B）．βタイプに分類されたダイズ VPEのうち，soybean VPE1 

（sVPE1） として報告されている Glyma17g14680 の組換え型タンパク質を Pichia pastoris 発現系を

用いて調製した [17]．C1 ファミリーに属するプロテアーゼと同様に VPE も Pichia pastoris を用いた 
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Figure 3．ダイズ VPE genes. (A) 分子系統樹．シロイヌナズナとダイズの VPE 遺伝子のアミノ酸配
列を ClustalW でアライメントし，無根系統樹を近隣結合法により作成した．ブートストラップ値を各節
に示す．(B) ダイズ VPE の発現動態．Serven らの公開トランスクリプトームを用い，VPE の遺伝子発現
解析を行った．α/γタイプ(a)，βタイプ(b)，δタイプ(c)に分けて示す．(C)sVPE1 (Glyma17g14680) の
アミノ酸配列．抗体作製に用いた領域を下線で示す．また，波下線で Activation domain (Asp333‒Gln373) 
を示す．活性中心のシステイン残基 (Cys270) とヒスチジン残基(His178)，およびアスパラギン残基 
(Asn73) を円で，推定糖鎖付加部位 (Asn138，Asn320，Asn376) を四角で表す．灰色部は SignalP 4.0
で推定されたシグナル配列．矢尻は N 末端側プロ領域および C 末端側の推定プロセシング部位 (Asp55，
Asp357，Asn371 の C 末端側) である． 

 

発現の成功例がある [18]． 

 GMCP3 と同様に，両末端に His-tag を付加した sVPE1 のプロプロテアーゼ配列をα因子シグナル配

列と融合し，KM71H 株で発現させた (Fig. 4)．抗 sVPE1 抗体を用いたWestern blot 分析により，培地

上清中への組換え型 sVPE1 の分泌を確認した結果，約 60 kDa と約 46 kDa のバンドが強く検出された 

(Fig. 4A)．両末端 His-tag を含む VPE のプロ型の分子サイズは，53.5 kDa と推定された．また，過去に

ダイズの液胞から精製された VPE1 の成熟型と推定されるバンドは 39 kDa とされる [17]．sVPE1 の配

列には推定糖鎖付加部位が 3 カ所あり，検出されたバンドはそれぞれ糖鎖で修飾されたされたプロ型 
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Figure 4．Pichia pastoris による組換え型 sVPE1 の発現．(A) sVPE1 の分泌発現．KM71H/sVPE1
を BMMY培地で発現誘導し，72 時間培養した．培地上清中の sVPE1 を，抗 sVPE1 抗体を用いたWestern 
blot 分析により検出した．(B) sVPE1 発現培地中のペプチダーゼ活性．KM71H の非形質転換体 (NT) お
よび sVPE1 発現株 (sVPE1) を BMMY 培地で発現誘導し，24 時間後の培地上清 (10 μL) 中の
Z-AAN-MCA に対するペプチダーゼ活性を測定した．1 時間の活性測定処理により遊離した AMC 濃度を
示す．(C) 組換え型 sVPE1 のプロ型 (pro) および成熟型 (mature) の SDS-PAGE 電気泳動像．(D) 糖鎖
付加の検証．精製した成熟型 sVPE1 を PNGase F 処理し (+)，抗 sVPE1 抗体を用いたWestern blot 分析
に供した．コントロールとして PNGase F 処理していない sVPE1 (-)，ダイズタンパク質抽出液 (Seed 
Extract) を供した． 

 

(約 60 kDa) と成熟型 (約 45 kDa)，そしてその他のバンドは分解物と推定された．培養条件を pH 6.0

から pH 6.5 に変更すると，分泌された組換え型 sVPE1 が顕著に分解された．これはおそらく中性条件

で活性を持つ Pichia 細胞内因性のプロテアーゼによる分解であると考えられる．また，組換え型 sVPE1

を発現する Pichia 酵母の培地上清のペプチダーゼ活性を分析した結果，非形質転換体とは異なり，VPEs

が一般的に切断する蛍光性ペプチド基質 Z-AAN-MCA に対するペプチダーゼ活性を示した (Fig. 4B)．し

たがって組換え型 sVPE1 の成熟型プロテアーゼが活性を持つことが示唆された．続いて，Ni カラムを用

いて培地上清からプロ型と推定される約 60 kDa の sVPE1 が精製され (Fig. 4C)，Ni カラムの素通り画

分から陰イオン交換カラムを用いて成熟型と推定される約 45 kDa の sVPE1 が精製された (Fig. 4C)．精

製した成熟型と推定される約 45 kDa の sVPE1 に PNGase F を作用させると電気泳動における移動度が

変化したことにより，糖鎖修飾が示された (Fig. 4D)．糖鎖を除去した約 45 kDa の組換え型 sVPE1 は，

ダイズ内在性の sVPE1 よりも電気泳動における移動度が大きかったから，成熟型の末端配列が少し異な

る可能性が考えられる．これらの結果，Pichia pastorisを利用した発現系により組換え型の sVPE1 はプ

ロプロテアーゼと成熟型プロテアーゼとして精製され，それらには糖鎖が付加されていることが示され

た． 
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 Pichia 酵母を用いたタンパク質発現系により，組換え型 sVPE1 は成熟型で分泌されたため，分泌過程

で組換え型 sVPE1 は成熟化したと考察される．精製された組換え型 sVPE1 の成熟型プロテアーゼが Ni

カラムに結合しなかったことは，両末端の His-tag を欠いており，両末端のプロドメインがプロセシング

により除去されたことを示唆する．sVPE1 が属するシステインプロテアーゼの C13 ファミリーは酸性条

件下で自己活性化する [19,20]．したがって，組換え型 sVPE1 も自己活性化を示したと考えられる．プ

ロセシング部位は，N末端側がアスパラギン酸残基 (Asp55) のC末端側であると考えられており [19]，

C 末端基側はヒトの C13 ファミリーに属するプロテアーゼである legumain とのアミノ酸配列のアライ

メント結果から，Activation domain 内のアスパラギン酸残基 (Asp357) あるいはアスパラギン残基 

(Asn371) の C 末端側であると考察される (Fig. 1C) [20]．  

組換え型 GMCP3 プロプロテアーゼの活性化 

 sVPE1 による GMCP3 の活性化を検証するために，組換え型 GMCP3 のプロ型に成熟型 sVPE1 を作用

させ，酸性条件下 (pH 5.0) で 30‒60 分間インキュベートした．インキュベートした上清を，抗 GMCP

抗体を用いたWestern blot 分析に供した結果，プロ型 GMCP3 がプロセシングされて約 35 kDa のバン

ドが検出された (Fig. 5A)．ただし，GMCP3 の成熟型はそのアミノ酸配列から 26.4 kDa であると推定

されるため，期待されたアスパラギン酸残基 (Asp138) ではなく，より N末端側のアスパラギン残基あ

るいはアスパラギン酸残基でプロセシングされたと考えられる．プロセシングされた GMCP3 のペプチ

ダーゼ活性を分析するために，蛍光性ペプチド基質 Boc-VLK-MCA を用いたペプチダーゼ活性測定を行

った．プロ型GMCP3を単独でインキュベートしてもBoc-VLK-MCAに対する活性は上昇しなかったが，

プロ型GMCP3に対して成熟型 sVPE1を作用させるとインキュベート時間に応じてBoc-VLK-MCAに対

するペプチダーゼ活性が上昇した (Fig. 5B)．sVPE1単独ではBoc-VLK-MCAを全く切断しなかったため，

この基質に対するペプチダーゼ活性は GMCP3 の活性であることが示された．これらの結果から，in vitro

において組換え型 GMCP3 は sVPE1 によりプロセシングされ活性型 (中間型) になることが明らかにな

った． 

組換え型 GMCP3 と sVPE1 のペプチダーゼ活性 

 組換え型の成熟型 sVPE1 および活性型 GMCP3 のペプチダーゼ活性を，蛍光性ペプチド基質を用いて

分析した．GMCP3 の活性測定には Boc-VLK-MCA と，C1 ファミリーに属するプロテアーゼの活性測定

において一般的に使用されるペプチド基質 Z-FR-MCA を用いた．その結果，sVPE1 により活性化された

GMCP3 は，酸性条件下 (pH 5.0‒6.0) で Boc-VLK-MCA と Z-FR-MCA の両方を切断した (Fig. 5C)．こ
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れらのペプチド基質を組換え型sVPE1が全く切断しないことが確かめられた (データ省略)．したがって，

組換え型 GMCP3  
 
Figure 5．組換え型 GMCP3 の活性化およびペプチダーゼ活性の分析．(A) Western blot 分析によ
る活性化した GMCP3 の検出．0.25 µM の sVPE1 による GMCP3 活性化処理を行い，30，60，90 分後に
サンプリングした上清を，抗 GMCP3 抗体を用いた Western blot 分析に供した．プロ型 (pro) および活
性型と推定されるバンド (矢尻) を示す．(B) GMCP3 の sVPE1 による活性化．GMCP3 を sVPE1 ととも
に 37 °C でインキュベートし，経時的に上清を採取し，pH 5.5 の条件で Boc-VLK-MCA に対するプロテ
アーゼ活性を測定した． (C) 活性型 GMCP3 のペプチダーゼ活性．Boc-VLK-MCA および Z-FR-MCA に
対するペプチダーゼ活性を測定した．(D) sVPE1 の Z-AAN-MCA に対するペプチダーゼ活性．(C) (D) は
どちらも活性測定処理 1時間あたりに産生された AMC濃度で示す．Citrate-phosphate buffer (pH 3.0‒
7.0)，37 °C で 1 時間反応させた．溶液中の AMCの濃度を，標準 AMCを用いた検量線を用いて算出した．
エラーバーは標準誤差を示す (n=3)． 

 

は酸性条件下で基質のタンパク質をリシン残基やアルギニン残基の C 末端側で切断することが明らかに

なった．リシン残基やアルギニン残基の C 末端側で基質を切断する基質特異性は，一般的な C1 ファミ

リーに属するプロテアーゼと共通する [9]．成熟型 sVPE1 の活性測定には Z-AAN-MCA と，C14 ファミ

リーに属するヒトのカスパーゼ 1 とカスパーゼ 4 の基質である Ac-YVAD-MCA を用いた．組換え型

sVPE1 は Z-AAN-MCA を酸性条件下で切断した (Fig. 5D)．これらの結果から，組換え型の GMCP3と

sVPE1はともにペプチダーゼ活性を持ち，至適ｐHが植物の液胞条件と同じ酸性条件 (pH 5.0‒ 6.0) であ

ることが明らかとなった [21‒23]．一方で，組換え型sVPE1はAc-YVAD-MCAを全く切断しなかった (デ

ータ省略)．シロイヌナズナのγVPE およびδVPE は Ac-YVAD-MCA を認識可能である [24,25]．また，
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ダイズの葉においてもα/γタイプの VPE の発現が確認されており，それらの発現量が葉の抽出液の

Ac-YVAD-MCA に対するペプチダーゼ活性と相関することが示されている [26]．したがって，α/γタイ

プやδタイプの VPE とβタイプの VPE との間では，基質のアスパラギン酸残基の前後アミノ酸配列に

対する特異性が異なる可能性が示唆された． 

ダイズ登熟種子および発芽期における GMCP3 の発現 

 ダイズ種子における GMCP3 の発現については，登熟種子における発現と，傷害ストレスや乾燥スト

レス下での発現がmRNA レベルで報告されている [10,27]．登熟種子における GMCP3 の発現をタンパ

ク質レベルで確認するために，種子タンパク質を抽出してWestern blot 分析を行い，既知のダイズ登熟

種子プロテアーゼである sVPE1 および soyAP1 と比較した (データ省略)． 

 まず，登熟種子における GMCP3 の発現をタンパク質レベルで確認した．登熟種子からタンパク質を

抽出し SDS-PAGE で貯蔵タンパク質の蓄積状況を調べた結果，β-コングリシニンのαとα’サブユニッ

トは 50‒200 mg の時期から高蓄積し，βサブユニットについては 400 mg の時期から顕著な蓄積が観察

された．また，グリシニンは特に 100‒200 mg の段階から蓄積量が増加した．続いて，各プロテアーゼ

に対する抗体を用いたWestern blot分析を行った．抗GMCP3抗体を用いた結果，約28 kDaと約30 kDa

のバンドが強く検出された．アミノ酸配列から推定される GMCP3 のプロ型および成熟型の分子量は，

それぞれ 38.7 kDa と 26.4 kDa である．したがって，約 28 kDa の移動度を示すバンドが成熟型 GMCP3

であり，約 30 kDa の移動度を示すバンドは中間型 GMCP3 であると推定された．また，プロ型と推定

されるバンドは登熟初期 (50 mg) の段階で検出された．GMCP3 の成熟型は登熟初期から種子の発達期

を通して乾燥種子に至るまで検出された．約 30 kDa の中間型 GMCP3 のバンドは特に登熟中期 (200‒ 

600 mg) において検出された．同様に抗 sVPE1 抗体と抗 soyAP1 抗体を用いたWestern blot 分析を行

った結果，sVPE1 および soyAP1 のタンパク質も同様に登熟種子で発現していることが確認できた．

sVPE1 は登熟種子，特に 200‒600 mg の登熟種子から顕著に検出された．バンドサイズは以前の報告に

ある通り約 39 kDa であり，成熟型であると考えられた [17]．soyAP1 は重鎖と軽鎖であると推定される

二本鎖が検出された．特に軽鎖が強く検出されたが，本研究で調製した抗体の特徴によると推測される．

soyAP1 の軽鎖は登熟種子から乾燥種子を通して検出された．これらの結果，GMCP3 は既知のプロセシ

ング酵素である sVPE1 や soyAP1 とともに，種子登熟を通して発現していることがタンパク質レベルで

確認できた．また，登熟種子において GMCP3 はプロセシングされて成熟型，あるいは中間型になって

いることが示唆された． 
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 上述の通り，GMCP3 は登熟種子でプロセシングを受けて成熟化することが明らかになった．しかし in 

vivo における GMCP3 の活性化機構は不明である．植物プロテアーゼの in vivoにおける活性化機構は

不明なケースが多い．活性化機構がわかっている例として，シロイヌナズナのスブチリジン様システイ

ンプロテアーゼである AtCPY は in vivoにおいてγVPE により成熟化することが示されている [28]．

一方で，シロイヌナズナの葉で発現する主要なシステインプロテアーゼ (C1 ファミリー) である RD21A

は自己活性化を示さず，VPE や AALP といった主要なプロテアーゼを欠失した植物体でも活性化するこ

とが示されており，RD21A をプロセシングするプロテアーゼは不明である [29]．また，同様に C1 ファ

ミリーに属する Aleurain も活性化に必要な内在性プロテアーゼが不明である [30]．GMCP3 を含むこれ

らのプロテアーゼの in vivoにおける活性化機構はさらなる研究が必要である． 

 C1 ファミリーに属するシステインプロテアーゼのいくつかは，ダイズを含む種々の植物種で発芽時に

発現量が上昇し，貯蔵タンパク質の分解を担うと考えられている [31‒33]．例えばダイズのプロテアー

ゼ G1 と G2 はそれぞれ活性のピークを吸水後 4 日目と 8 日目に示すことがわかっている [31]．発芽後

の子葉における GMCP3，sVPE1，soyAP1 の発現を調べた．吸水後 1‒6 日目の子葉からタンパク質を抽

出し SDS-PAGE で分析した結果，貯蔵タンパク質の分解が観察された．続いて各プロテアーゼに対する

抗体を用いたWestern blot 分析を行った結果，GMCP3 と sVPE1 は発現量が上昇することなく減少し，

吸水後 5 日目の子葉からは検出されなくなった．また soyAP1 は吸水 2 日目から重鎖と推定されるバン

ドが検出できなくなり，軽鎖と推定されるバンドは 3日目で検出されなくなった．さらに 2日目から 6日

目に至るまで軽鎖より分子サイズが小さなバンドが検出された．これらの結果から，GMCP3，sVPE1，

soyAP1 の発芽期における発現動態は，発芽期に種子貯蔵タンパク質を分解するプロテアーゼ G1 および

G2 の発現動態と異なることが明らかになった．また，登熟期と発芽期を通して，GMCP3 は既知の登熟

種子液胞プロテアーゼ，特に sVPE1 と類似した発現動態を示すことが明らかになった． 

 GMCP3，sVPE1，soyAP1 はいずれもアミノ酸配列中に N型糖鎖付加コンセンサス配列を有する．推

定糖鎖付加部位は GMCP3 に一カ所 (Asn257)，sVPE1 には三カ所 (Asn138，Asn320，Asn376)，soyAP1

には重鎖に一カ所 (Asn144) と軽鎖に二カ所 (Asn405，Asn435) 存在する．これらのプロテアーゼが

種子細胞内で糖鎖修飾されているかはこれまで確認されていない．これらのプロテアーゼの糖鎖修飾を

調べるため，登熟種子から抽出したタンパク質をグリコシダーゼ PNGase F で処理し，各プロテアーゼ

に対する抗体を用いた Western blot 分析により検出して移動度の変化を確認した (データ省略)．

PNGase F は N 型糖タンパク質の高マンノース型糖鎖，ハイブリッド型オリゴ糖鎖，複合型オリゴ糖鎖



�
�

39 

の一番内側の N-アセチルグルコサミン残基とアスパラギン残基の間を切断する．したがってほぼ全ての

N型糖鎖を切断することができるが，植物や昆虫に特徴的なα1,3-結合コアフコース残基が存在する場合

は N型糖鎖を切断できない．登熟種子タンパク質に PNGase F を処理した結果，GMCP3, sVPE1, soyAP1

の電気泳動における移動度に変化がなかった．PNGase F の活性は，高マンノース型の N 型糖鎖付加タ

ンパク質であるβ-コングリシニンの α/α’サブユニットの移動度の変化で確認された．したがって，ど

のプロテアーゼにおいても PNGase F で切断可能な糖鎖は結合していないことが明らかになった．しか

し，PNGase F で切断できない N 型糖鎖が各プロテアーゼに付加されている可能性は否定できない．例

えば soyAP1 のホモログタンパク質である phytepsin とカルドン (Cynara cardunculus L.) の cardosin 

A は，PNGase F により切断できない糖鎖で修飾されていることが示されている [34]．phytepsin は一

カ所 (Asn399)，cardosin A は二カ所 (Asn139, Asn432) に糖鎖が付加される．soyAP1 においても配

列上類似した位置に糖鎖付加部位が保存されており，それらの配列にα1,3-結合コアフコース残基を含む

糖鎖が存在するかもしれない． 

ダイズ登熟種子における GMCP3 の細胞内局在 

 GMCP3 が登熟種子の液胞プロテアーゼであることを確認するため，透過型電子顕微鏡を用いた免疫電

子顕微鏡法により GMCP3 の局在性を観察した．ダイズ登熟種子 (200 mg) のタンパク質貯蔵液胞にお

いて金粒子が検出された (データ省略)．したがって，GMCP3 は登熟種子のタンパク質貯蔵液胞に存在

することが明らかになった．過去の報告で，sVPE1 はタンパク質貯蔵型液胞から精製された [17]．また，

soyAP1 も液胞に選別輸送されることが示されている [35]．したがって GMCP3 は登熟種子のタンパク

質貯蔵液胞において，sVPE1 や soyAP1 と同様に種子貯蔵タンパク質と共在すると考えられる． 

 第二章における研究の結果，GMCP3 がプロテアーゼ活性を有することを組換え型の GMCP3 を用い

て実証した．また，GMCP3 は基質を塩基性アミノ酸残基の C 末端側で切断することが示された．さら

に，GMCP3 はダイズの登熟種子で発現し，プロセシングを受けて成熟化すること，そして登熟種子のタ

ンパク質貯蔵液胞に存在することを明らかにした．したがって，GMCP3 は登熟種子のタンパク質貯蔵液

胞において種子貯蔵タンパク質のプロセシングや分解に関与すると推定され，外来の有用タンパク質の

蓄積にも影響を与え得ると考えられる． 
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第三章 ダイズ basic 7S globulin の湯浴溶出機構の解析 

 

 ダイズ種子を用いて有用タンパク質を大量生産する方策の一つ目として，種子貯蔵タンパク質を改変

し，有用タンパク質としてタンパク質貯蔵液胞へ蓄積させる研究を第一章で行った．しかし一つ目の方

策では，精製する際に種子に含まれるその他のタンパク質や脂質から有用タンパク質を分離する必要が

ある．したがって，本研究ではダイズ種子を用いた有用タンパク質の生産の二つ目の方策として，有用

タンパク質を細胞外へと蓄積させ，高純度で種子外へと溶出させる発現系を考案した．その発現系の構

築の基盤に成り得る，basic 7S globulin (Bg7S) の湯浴溶出現象に着目した． 

 ダイズ種子を約 50 °C の温水に浸漬する（湯浴処理とする）とタンパク質が溶液中に溶出し，その

50‒70%を Bg7S が占める [1,2]．湯浴処理によって有用タンパク質を Bg7S のように高純度で溶出させ

ることができれば，溶液中から有用タンパク質を簡易に精製できると考えられる．Bg7S は，ダイズ種

子の登熟期に発現し，子葉細胞の細胞外へ蓄積するタンパク質である [3]．しかし，Bg7S の詳細な溶出

機構は不明である．本章では，Bg7S の湯浴溶出機構に関する基礎的知見を得ることを目的とした研究

を行った． 

 

材料および方法 

植物 

 ダイズ (Glycine max, [L.] Merrill) の品種ペキン，タマホマレ，エンレイ，non-GM IOM の乾燥種

子を使用した．IOMはアメリカ Indiana, Ohio, Michigan 州で食用に生産されているダイズである [4]．

本研究で使用したダイズ種子の平均サイズは，ペキンが 0.12 g/seed，タマホマレが 0.32 g/seed，エン

レイが 0.30 g/seed，IOMが 0.15 g/seed だった． 

湯浴処理 

 25 mL の湯浴溶液 [50 mM sodium phosphate buffer (pH 8.0), 0.2 M NaCl] を温度調整し，各品

種の乾燥種子 5 g を浸漬して遮光下で少し振盪ながら保温した (10 °C, 25 °C, 50 °C; 16 時間)．浸漬処

理後の溶液を回収して容量を測定し，遠心分離 (25,000 × g, 4 °C, 15 分) を行って上清を回収した．処

理後の種子は，蒸留水で洗浄後に-20 °C で保存した． 

抗 Bg7S 抗体の調製 

 Shutov ら [5] の方法を基にして湯浴処理後の溶液から Bg7S を精製した．500 mL の湯浴処理用液 
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[0.1 M sodium acetate buffer (pH 5.0)，0.1 M NaCl, 0.02% NaN3] を用いて，100 g の IOM 乾燥種

子を湯浴処理に供した (50 °C, 8 時間)．湯浴処理後の上清を遠心分離 (25,000 × g, 4 °C, 20 分) し，

上清を同じ緩衝液で平衡化した陰イオン交換カラム [26/60 HiTrap SP-sepharose column (GE 

Healthcare UK Ltd., Buckinghamshire, UK)] に供し，結合したタンパク質を直線濃度勾配 (0.1‒0.5 M 

NaCl を含む同じ緩衝液) で溶出させた．Bg7S を含む画分を VIVASPIN 20 (MWCO 5,000; Sartorius, 

Göttingen, Germany) で限外濃縮してウサギに免疫し，抗 Bg7S 抗体を調製した． 

乾燥種子からの Bg7S 精製 

 Shutov ら [5] の方法を基にして乾燥種子から Bg7S を精製した．まず 20 g の乾燥種子を破砕し，粉

末を 200 mL のヘキサンで脱脂し，風乾した．脱脂ダイズ種子粉末を蒸留水で 3回洗浄し，タンパク質

を緩衝液 [0.1 M sodium acetate (pH 5.0), 0.1 M NaCl, 0.02% (w/v) NaN3] で抽出した．遠心分離 

(25,000 × g, 室温, 20 分) 後，上清を同じ緩衝液で平衡化した HiLoad 26/60 SP-sepharose HP カラム 

(GE Healthcare) に供した．結合したタンパク質を直線濃度勾配 (0.1‒0.5 M NaCl を含む同じ緩衝液) 

で溶出させ，Bg7S を含む画分を回収した． 

タンパク質分析 

 タンパク質の定量は Protein Assay Rapid Kit (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) ま

たは 2-D Quant Kit (GE-Healthcare) を利用し，BSA を標準タンパク質として用いて行った．デンシト

メトリー解析には Image Quant TL (GE-Healthcare) を用いた． 

 湯浴処理後溶液中の Bg7S 濃度の分析は，SDS-PAGE により分離した Bg7S バンドの CBB 染色バンド

のデンシトメトリー解析により行った．湯浴処理後の上清を遠心分離 (12,000 × g, 4 °C, 20 分) し，

上清中のタンパク質を終濃度 25% (w/v) のトリクロロ酢酸により沈殿させた．氷上で 30 分静置後，沈

殿を氷冷アセトンにより洗浄した．沈殿を 1 × SDS 溶液 [62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% (w/v) SDS, 

5% (v/v) 2-mercaptoethanol, 10% (v/v) glycerol, 0.01% (w/v) bromophenol blue] で再溶解し，6 μg

のタンパク質を SDS-PAGE (12%ポリアクリルアミドゲル) に供した．SDS-PAGE 後にタンパク質を

CBB R-250 で検出し，デンシトメトリー解析を行った．全てのタンパク質の染色強度に対する Bg7S の

染色強度の割合から，溶液中のタンパク質濃度に対する Bg7S の割合を算出した．Bg7S のバンドは Bg7S

に対する抗血清を用いた Western blot 分析により確認した．SDS-PAGE で分離後，タンパク質をニト

ロセルロース膜 (0.45 μm; Schleicher and Schuell Inc., Dassel, Germany) にブロッティングした．

ブロッティング後のニトロセルロース膜をブロッキング溶液 [Tris-buffered saline, 0.5% Triton X-100, 
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5% (w/v) スキムミルク] によりブロッキングした (室温, 1 時間)．抗 Bg7S 抗体を 1次抗体として反応

させ (室温, 1 時間)，アルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (Promega, Madison, WI, 

USA) を二次抗体として反応させた (室温, 1 時間)．検出は NBT および BCIP (Progmega) を用いた． 

 種子中の Bg7S 量は，抗 Bg7S 抗体を用いたWestern blot 分析により分析した．乾燥種子および湯浴

処理後の種子をマルチビーズショッカー (MB501S; YASUI KIKAI, Osaka, Japan) により破砕し，アセ

トンおよびヘキサンで脱脂した．タンパク質を破砕種子から1 × SDS溶液 [62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8)，

10% (v/v) glycerol, 5% (v/v) 2-mercaptoethanol, 2.5% (w/v) SDS] を用いて抽出した．遠心分離 

(20,000 × g，15 分) した上清を 1 × SDS 溶液で希釈し，7.5 μg のタンパク質を，12%ポリアクリル

アミドゲルを用いた SDS-PAGE に供し，抗 Bg7S 抗体を用いたWestern blot 分析を行った．NBT/BCIP

により検出した Bg7S のバンドのデンシトメトリー解析を行い，上述で定量した上清中の Bg7S の希釈

系列を標準タンパク質として用いて作成した検量線を基に種子中の Bg7S 量を算出した． 

N 末端配列分析 

 12% ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE により Bg7S を分離し，PVDF メンブレンに転写

した．プロテインシーケンサーProcise 492 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) を用いて，Bg7S

α鎖の N末端配列を分析した．Bg7S１と Bg7S2 の N末端配列はそれぞれ [VTPTK] と [VPIPQ] であ

る [5]． 

免疫電子顕微鏡法 

 乾燥種子および湯浴処理した種子を 1.0 mm に切断し，切片を固定液 [0.1 M sodium phosphate 

buffer (pH 7.2)，4% (w/v) paraformaldehyde，0.1% (v/v) glutaraldehyde] により固定した．固定後

の切片を0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.2) で洗浄後，エタノール上昇系 [10% (v/v), 30%, 50%, 

70% × three times, 90%, 99.9% × three times, 10 min for each wash] により脱水した．続いて

LR-white (London Resin, Basingstoke, UK)/ethanol 1:2 (v/v) に 2‒6時間，LR-white/ethanol 2:1 (v/v) 

に 2‒6 時間，100% LR-white に 2 日間浸して置換し，ビームカプセル (Nisshin EM Co. Ltd., Tokyo, 

Japan) に入れて UVを照射 (4 °C, 2 日間) して包埋した．ウルトラミクロトームを用いて組織切片か

ら 70 nm の超薄切片を作製し，金コロイド法による免疫電子顕微鏡観察を行った．1% (w/v) BSA-PBS

によりブロッキングし，一次抗体として抗 Bg7S 抗血清を結合させた (室温, 1 時間)．1% (w/v) BSA-PBS

で洗浄後，15 nm 金コロイド標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (H+L, Auro Probe EM; Amersham 

Biosciences, Buckinghamshire, UK) を結合させた (室温, 1 時間)．グリッドを PBS および蒸留水で洗 
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浄後，4% (w/v) uranyl acetateおよび80 mM lead nitrateにより電子染色し，透過型電子顕微鏡 (model 

H-7100; Hitachi, Tokyo, Japan)で観察した． 

Tissue printing 

 Tissue printing は，Cassab と Varner の方法 [6] を基に行った．ニトロセルロース膜を 0.2 M CaCl2

で 30 分処理し，風乾した．乾燥種子を半分にカットし蒸留水で 2 秒洗浄，キムワイプで余分な水分を

ふいてニトロセルロース膜に 10 秒押し付けた．また，-20 °C で保存していた湯浴処理後種子を同様に

カットして洗浄後，液体窒素で凍結させ，ニトロセルロース膜に 30 秒以上押し付けた．5%スキムミル

クを含む TBS-T を用いてブロッキング後 (室温, 1 時間)，一次抗体として抗 Bg7S 抗体を反応させ (室

温, 1 時間)，二次抗体としてアルカリフォスファターゼ標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体を反応させた (室温, 

1 時間)．検出は NBT および BCIP を用いた． 

Bg7S 遺伝子上流配列のクローニングおよびシーケンス 

 ダイズ若葉から DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) を用いてダイズのゲノム DNA

を調製した．ゲノム DNA をテンプレートにし，特異的プライマーを用いて Bg7S1 と Bg7S2 の遺伝子

上流配列約 3,000 bp をポリメラーゼ連鎖反応 (PCR) により増幅した．エンレイとタマホマレの Bg7S1

プロモーター領域の配列はPCR産物をテンプレートとして同定した．その他の配列はpBluescript SK(-)

���� ������#����"���!
�������

����� ������
� 5'-GGTAAGCTTTTGAAGACTCTTTATCATATATGTTCGG-3'

��������$ 5'-CCTCTAGACATCATTTTGAACGGGTAGAACAAC-3'

����� ������
� 5'-TTCTCGAGCAACTTAGCTAGTGTGATTGTGCGG-3'

��������$ 5'-TTGGATCCTAGTGTGGTGTTGGGGAATGGGGAC-3'

���#������
����� 
������ ������ 5'-GGATCCAATGTCTCTATCTTG-3'


������ ����
� 5'-CTTCTTGGAGACACAATAGATGG-3'


������ ������ 5'-GGCGTGGTGGTAGATTATTTTAG-3'

������� ������ 5'-TGAGCAGCTAGCTTGGCTTG-3'

������� ������ 5'-GTAAAGGTGAAGCTACTCTAGC-3'

����� 
������� ������ 5'-CGGATCACTCAGTATCAAAA-3'


������� ����	� 5'-CCAATTTAGTATGAAGTATCC-3'


������� ������ 5'-GTCTCTCTTTTTTGTTCGTC-3'


������� ������ 5'-AGTGTTTAGAACGCCACTTT-3'


������� ������ 5'-TTAAGGAGACGAATTGAAGC-3'

�������� ������ 5'-TTTTGATACTGAGTGATCCG-3'

�������� ����	� 5'-ACATTCACCCGTTTGGAATA-3'

�������� ������ 5'-GACGAACAAAAAAGAGAGAC-3'

�������� ������ 5'-ATTTGTCCCCTCAACATTAC-3'

Table 1. 第三章で用いたプライマー配列
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ベクター (Stratagene, La Lolla, CA, USA) にクローニングし，これをテンプレートとしての配列を同

定した．DNA配列は BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) を用い，DNAシーケンサー (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) で

分析した．用いたプライマーはすべて table 1 に記す． 

 

結果および考察 

湯浴処理による Bg7S の溶出の品種間差 

 湯浴処理による Bg7S の溶出に影響するダイズ種子形質を知るために，湯浴処理下における Bg7S の

溶出量と発現量を品種間で比較した．湯浴処理下でダイズ種子は熱ストレスと冠水ストレスにさらされ

ると考えられるため，冠水抵抗性の異なる品種を選択した．弱冠水抵抗性の黄色品種タマホマレ，強冠

水抵抗性の黄色品種エンレイ，極強冠水抵抗性の褐色品種ペキンである [7]． 

 まず，16 時間の湯浴処理 (50 °C) を行い，種子から溶出したタンパク質量を経時的に定量した．タ

ンパク質は 2‒6 時間の湯浴処理で種子から溶出し始め，12‒16 時間で溶出量が平衡に達する傾向がみら

れた (Fig. 1A)．16 時間の湯浴処理の結果，多量のタンパク質がタマホマレ，エンレイ，IOMの種子か

ら溶出し，一方でペキン種子からのタンパク質溶出量は他品種と比較して少なかった．16 時間の浸漬処

理 (10 °C, 25 °C, 50 °C) により溶出した溶液中タンパク質を SDS-PAGE で分離した結果 (Fig. 1B)，

Bg7S の α鎖とβ鎖を含む複数のバンドが検出された．特にタマホマレ，エンレイ，IOMを 50 °C で

処理した場合に Bg7S のバンドが強く検出され，Bg7S が種子から溶出したことが示された (Fig 1B, α 

and β)．SDS-PAGE の結果を基にデンシトメトリー解析を行い，16 時間処理後の Bg7S の溶出量を定

量した結果 (Fig. 1C)，Bg7S 溶出量はタマホマレで約 0.8 mg/g seed，エンレイと IOMで約 0.5 mg/g 

seed となった．一方，品種ペキンの種子からは Bg7S が全く溶出しなかった．湯浴処理により溶出した

全タンパク質に対する Bg7S の割合は，タマホマレで 65%，エンレイで 56%，IOM で 57%，ペキンで

0%だった．また，タマホマレ，エンレイ，IOMでは 10 °C および 25 °C と比較して 50 °C の湯浴処理

で顕著に Bg7S が溶出した．これらの結果，Bg7S の溶出量には品種間差があることが明らかになった．

特に品種タマホマレの Bg7S 溶出量が高いことが明らかとなった． 

 Bg7S の溶出量の品種間差が，Bg7S の発現量の差によるものか，あるいは Bg7S の溶出効率の差によ

るものかを確かめるために，湯浴処理後の Bg7S の発現量を分析し比較した．まず浸漬処理後の種子中

に Bg7S が残存しているかを確かめるため，16 時間の浸漬処理 (10 °C, 25 °C, 50 °C) 後の種子からタ 
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Figure 1．Bg7S 溶出量におけるダイズ品種間差．(A) 50 °C の湯浴処理によるタンパク質溶出量の推
移．5 g の乾燥種子を湯浴処理に供した．各時間における溶液中の総タンパク質量を定量した．エラーバ
ーは標準誤差を示す (n=3)．(B) 湯浴処理後の溶液中タンパク質の SDS-PAGE パターン．各温度で 16 時
間の処理後，溶液中タンパク質 (5 μg) を SDS-PAGE に供し，CBB R-250 により染色した．12%ポリア
クリルアミドゲルを用いた．αは Bg7Sα鎖，βは Bg7Sβ鎖を示す．(C) 湯浴処理後の溶液中タンパク質
量と Bg7S 量．各温度で 16 時間の処理後の溶液中タンパク質量を示す．また，(B)の SDS-PAGE 結果から
デンシトメトリー解析により総タンパク質に対する Bg7S の割合を算出した (黒色領域)．1 g の種子から
溶出した Bg7S 量をタンパク質量で示す．エラーバーは標準誤差を示す (n=3)． 

 

ンパク質を抽出し，抗 Bg7S 抗体を用いたWestern blot 分析を行った．その結果，湯浴処理後の種子タ

ンパク質から Bg7S が検出された (Fig. 2A)．Bg7S を溶出しなかった湯浴処理下後のペキンの種子から

も Bg7S が検出された．また，未処理の乾燥種子からも Bg7S が検出され，湯浴処理後の種子からは未

処理の種子と異なり Bg7S のプロ型が検出された (Fig. 2A, Pro)．Bg7S のプロ型はペキンの湯浴処理後

種子からも検出されたため，Bg7S を溶出しなかったペキンにおいても湯浴処理下で Bg7S が発現してい

ることが示唆された．一方で，Bg7S を溶出したエンレイの種子からは Bg7S のプロ型がほぼ検出されな

かった．続いて Western blot 分析の結果を基にデンシトメトリー解析を行うことで湯浴処理後の種子

中の Bg7S 量を定量し，Bg7S 溶出量 (Fig. 1C) と合計して処理後の Bg7S 発現量とし，品種間で比較し 
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Figure 2．16 時間の湯浴処理後の Bg7S 発現量．(A) 16 時間処理後の種子タンパク質のWestern blot
分析の結果．各温度で 16時間処理後の種子からタンパク質を抽出し，抗 Bg7S 抗体を用いたWestern blot
分析を行った．Bg7S のプロ型 (pro) およびα鎖 (α) とβ鎖 (β) を示す．(B) 16 時間処理後の Bg7S 発
現量．(A) の結果を基にデンシトメトリー解析を行い種子中の Bg7S 量を定量した．各温度で 16 時間処
理後の Bg7S 溶出量 (黒色領域，Fig. 1 の C と等しい) と，種子中 Bg7S 量 (灰色領域) を示す．1 g の種
子あたりの Bg7S 量で示す．エラーバーは標準誤差を示す (n=3)．(C) Bg7S 溶出効率．16 時間処理後の
Bg7S 発現量に対する Bg7S 溶出量で示す．エラーバーは標準誤差を示す (n=3)． 

 
た．その結果，ペキン，タマホマレ，IOMは処理温度に依存して Bg7S の発現量が増加した (Fig. 2B)．

一方で，エンレイは乾燥種子で Bg7S を蓄積していたものの処理温度に依存的した発現量の増加を示さ

なかった．これらの結果から，湯浴処理下における Bg7S の発現量には品種間差が存在することが明ら

かとなった．なお，発現量は各品種の冠水抵抗性の強度とは相関が見られなかった．さらに，Bg7S の

溶出効率はペキンで約 0%，タマホマレは約 20%，エンレイは約 50%，IOMは約 25%であった (Fig. 2C)．

したがって，Bg7S の溶出効率にも品種間差が存在することが示された．ここまでの結果から，湯浴処

理による Bg7S の溶出量には品種間差があり，Bg7S の発現量と溶出効率の影響を受けることが示唆され

た．湯浴処理下における Bg7S 発現量が高かったタマホマレは，発現量が低かったエンレイよりも多く

の Bg7S を溶出した．一方で，タマホマレと同様に湯浴処理下で Bg7S を多く発現したペキンは，溶出

効率が悪いために Bg7S を溶出しなかったと考えられた．したがって，これらの Bg7S の発現量と溶出 

効率の品種間差の要因を続いて分析した． 
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 まず湯浴処理下における Bg7S の発現量の差の要因を調べる前に，Bg7S1 と Bg7S2 のどちらが湯浴処

理下で多く発現し溶出するのかをタンパク質レベルで調べるため，湯浴処理により溶出した Bg7S の N

末端配列を分析した．シグナル配列を除いた Bg7S1 と Bg7S2 アミノ酸配列で 94%の配列相同性を示す

が，α鎖の N末端配列はそれぞれ VTPTK と VPIPQ と異なるため区別できる [5]．タマホマレの乾燥種

子から精製した Bg7Sα鎖の N末端配列をエドマン分解法により調べた結果，VTPTK と VPIPQ が混在

していると考えられた．一方で，湯浴処理後に溶出した Bg7S の N 末端配列は VTPTK であり，Bg7S1

が多く溶出したことが示された．これらの結果，Bg7S1 と Bg7S2 の両方が登熟種子で発現して乾燥種

子に蓄積するが，湯浴処理下では主に Bg7S1 が発現し，溶出することが示唆された． 

Bg7S のプロモーター配列の分析 

 湯浴処理下における Bg7S 発現は温度依存的であり，Bg7S は熱誘導性発現を示すと考えられる．

Bg7S1 遺伝子上流配列には，熱ショックエレメント様配列が存在すると報告されている．Bg7S 発現量

の品種間差の要因を探るため，ペキン，タマホマレ，エンレイの Bg7S遺伝子の上流配列領域 (約 3000

塩基) の配列をそれぞれ決定し，比較した．まず Bg7S1遺伝子上流配列には過去の報告 [8] にある通り，

推定 TATA ボックスと推定 CAAT ボックスが存在し，perfect-type HSE 様配列が 3配列存在した (Fig. 

3)．また，熱誘導性発現を制御するシスエレメントと考えられている STRE 配列 (AGGGG or CCCCT) 

が 4 配列存在した [9‒11]．さらに，報告にある通り [12]，種子特異的な発現を制御するシスエレメン

トとして機能すると考えられる RY motif (CATGCA)，ACGT motif (A-box, ACGTA; T-box, ACGTT; 

C-box, ACGTC; G-box, ACGTG)，E-box (CANNTG) が存在した．一方で，Bg7S2遺伝子の遺伝子上

流配列には，推定 TATA 配列，HSE 様配列が 3配列，STRE 配列が 5配列，そして種子特異的発現を制

御するシスエレメント配列が存在した (Fig. 4)．Bg7S2 遺伝子上流配列における HSE 様配列は，

gap-type HSE が 1 配列，step-type 様 HSE が 1 配列，perfect HSE 様配列が 1配列であった [13]．Bg7S

遺伝子上流配列を品種間で比較した結果，Bg7S1 と Bg7S2 の遺伝子上流配列はどちらもタマホマレと

エンレイで一致した．したがって，湯浴処理下でのタマホマレとエンレイのBg7S発現量の品種間差 (Fig. 

2B) は，Bg7S 遺伝子上流の少なくとも 3000 塩基の配列が原因ではないことが明らかとなった．Bg7S

発現量の品種間差の要因が，遺伝子上流配列の 3000 塩基以外の領域にあるのか，上流配列と相互作用

する転写因子などにあるのか，それとも転写後の翻訳などにあるのかは不明であり，今後の課題となる．

また，ペキンの Bg7S 遺伝子上流配列にはタマホマレやエンレイと異なる複数の変異が存在したが，特

徴的なシスエレメントにおける変異は見られなかった (Figs. 3, 4)． 



�
�

51 

Figure 3．Bg7S1 遺伝子上流配列．タマホマレの Bg7S1 遺伝子上流配列を示す．ペキンの配列にお
ける変異塩基を配列上側に示す．エンレイの配列はタマホマレのものと相同だった．熱ショックエレメン
ト様配列は太字斜体で示す．  

GTCAGACACGATACACAAGTTTTTTAAGACCGTTGGATATAACACACAATTAGTTAACGGTGCAGATCTCCAAAGTATAACAAGCGAGAAAAGTATTAAA -2799 
 
      G                                                                                   TT  
TAAAAAACTGTATAGTGAAAATGAACAATTCATGCTACTGGTTTCTGTTTTTGTGTAACGTGAGTTCGATCCCACTATGGTTGTCATTTA--TTCAGTTA -2701 
                                                        G-box   
                                                      C  
ATGTTTAATAGTACTATTTTTTTCAGAAGTTATGTTTAATCGCACTTACTATGATTTATGTGATAGATTTTAATGTATTTTAATTATTTATTTATTTTGT -2601 
 
                          A  
TACATTATATATAACATTTATTAGTACAAAAATAACACTTATATTTAACATTTATTTAGCCATGAAATATTACTTTAAGTATTTTACAAATATTTTTTTA -2501 
  
GAGAAAAACATTTTATATGGGCCAAAGTTGATGATTTAGGGTAAGGTTTGATTACTTTTTTATCTTTTAATTTATTTATTAGGTTTAATTTGGTCTCTTT -2401 
 
                                                  T         CTATCTTGAAATAGTAGGG           A  
ATTTTTAAAAAGTTCAATTAAATTCCTTAATTTTAAAAATAAAAGGGGGACCCAATGTCT-------------------TTGGCTTTTGGGTCTATTTTA -2320 
                                           STRE  
                 C  
ATTGATTACATGTAATCGATTAGTTCGAGTTCCAGATGTTATTTTATTGATTTTGGGCATGTTGTAATCGATTTCATTAAACCTAAAATATAAGTTACAT -2220 
                                E-box  
                                               T          T                        A  
ACTAGAATAAGGATCGGATAATATGTTAGATGAGATTTAAATTAAGG-TTTTTTTTTGCAAGATGAAGATTTTCACAAAGCAAGTTTGACCACAAATTAA -2121 
 
              T  
AAATGGATGCTCTGCACGGTAGCGTCAAACAACTTTTTAAAAAGGTTTTTCACAAAAGGATTTTTTTCTCAAAATTTAAACATCGAAAGTAAGATAGAAG -2021 
 
                 -                        C                    G  
CAACTAAGATAAAACAAGGTATAATAGAAGCTCGAGTAAAAAGAAAAGATTTATATTGATTCACTAAATCTCTTAATTTACCTTAGTTTCTCTTTCTAAT -1921 
 
                                                                   G   G  
CCTTGAAGGATTCCACTCAAGTTTTTACACTACTAATTAAATCCTTGCATATAACACATGTGGCTGTAACTATAATGATCCTATACATGACGTACATGGG -1821 
                                                     E-box E-box                         A-box  
              A  
AGGAAATGACTTATCGGTTGGATCTCCTTCTTGGAGACACAATAGATGGAATGAATAGGGGTTTGAAGATGCACATGTATAAAGATGTTCAACATATGTT -1721 
                                                        STRE           E-box                E-box  
        GT                                                                    TTAA 
TATATTAG--GTGTATTTTCTTGAGTTTTATTAGGTATATTTTCAAAGAGTTTCTGATCAGAATAATTTAACTTTGAC----GCTAGAGTAGCTTCACCT -1627 
 
        G 
TTACATTTATTGATAACATACTAATAACGAGTTAGTGTTGATGTTTGTTTTGATCATGATTTATTATTGTAAATTGTAAATAAGTTAGATGCTCATTATG -1527 
   E-box (Peking)  
                                                AT                                     T  
CTTTGCATAGTTGAAACATTTATTGAGATTATTTTATCAAACAATCTC--ATATATATATTCATATGAATGGGAATTACAATAGTATAAGAATAAAACTA -1429 
                                                             E-box  
 T                                            C          C                      C  
ACATCCTCATATATATTTTAATTAGAGATTAATTAAATTGTAATAATCCATTTTTAATAATATAAATTAAATTAAAATAATCTATACATTAAAAAATTTG -1329 
 
                              A-                 T  
ATTTTAAAATTTTAGAAATTCATGATTTTATTTTTTTTTACCAGAAATTCGTTAATATTGTTAAAATATTACCAACTAATTTATAAATTTTATTTTAAGG -1229 
  
CAATTAAGCATGTTTGATAAAATATATATATTGTTATAAATACTTTTCAAAAGTATAAAGTTGATGATGGCGTGGTGGTAGATTATTTTAGTTCTAGGTT -1129 
 
                   G                                                       C  
CGAATGCAAGTTGGTTTAGACATTTAGCCTTATTCTTTTTTCTAACCAAAATAAATGTAAATGGAAAACCTTTAGGAAAAAAAAGAAATCAAAATTGAAA -1029 
  
ACATCATCCGGTGGAGTCGAGAAGCCCACACCCACGTGACCCAACAATATTAAAATAAGAGTTTGCTCTACAGTAAATGCGATACTTTTTTATTCAATAC -929 
                                 G-box  
TTTTTCCACTTCTAAAATCTTGGAGATTTGCACCGTTAACTAATTAAGTGTTATATCCAACGGTCCTAAAAAAACTTGTGTACCGTGCCTCACATTTCAA -829 
  
CTTTGCGCACCCTAGAAGCCGTCTATGTTTAGGTTAGTGTTTGCAACAGTTGAAGCGCATCACTCAGGAGGCTACTTGGTCTTGCTTTTGCGTCTTTTGT -729 
                                              E-box  
TCAATTTTTCACGTGATTTTGTTGGTGAACACGCGTACTTGAAACTTATTATAAATTACATAATTTTATAAGTTTCACTTCTTATATAATACTTCATTCA -629 
          G-box  
                                                                                      T       GAATAA  
TGCATTTATAATTTTGATGAATAATAAAGAGTTTGTTAAAAAATATATTATTTCATATAATATATAGGGTTTAGAATGCCAATTTT-AAAAAAA------ -536 
 RY  
AAAAATAAAT                                                                                     A  
----------AGAATAAAATCGAAAAAATGAAATGTAAAAAATTTGAGGGGGACAAATAAAATATGAAAGTCTATTATTTAAATTTTCCATTAGATTTCT -446 
                                              STRE  
ATTTTCCTTAGTTAATATGAGCTAGCCAGTTGGGAGATACACGAAAATGTCATGAAACAGTTGCATGTAGGGAAATTAATGTAGTAGAGGGATAGCAAGA -346 
                          E-box                          E-box  
CAAAAATCCAAGCCAAGCTAGCTGCTCACGCGAACTCGATCCACACGTCCTTTACAGAGTTTCAAACGGATGAAATCTGCATGGCATGCAACTAAAGCAT -246 
                                            C-box                                     RY  
TGTTCTCAGCTGCCAAGTACCCCTCACACTCACCAACCCTTTGTTTTTCTCCCCATTGCATGTTAACTCAAGTTTATCCTTTCTTTGCTTCTGGAAATTC -146 
      E-box        STRE  
ACAAGCCTCAAACACGTCGACGTCCAATCTTGTGACCAACACGGCCAAAAGAAAAGAGAATCTCATCCCTTTCACACTTAGCCACTTAAAGCTAGCCAAA -46 
            C-box C-box CAAT-box   
CGGTGATCTTTCTCTATATATTGTAGCTCTCTAACACAACCAACACTACCATTATTCAATATTCAAACCTTGCTCTATACTACACAGTACACACACTAGA +55 
             TATA-box  
AGAATAATG +64 
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Figure 4．Bg7S2 遺伝子上流配列．タマホマレの Bg7S2 遺伝子上流配列を示す．ペキンの配列にお
ける変異塩基を配列上側に示す．エンレイの配列はタマホマレのものと相同だった．熱ショックエレメン
ト様配列は太字斜体で示す．  

                                        A 
CAACTTAGCTAGTGTGATTGTGCGGAAAGTAACACAAAAATGAGTGGAAAATTTCAAAATTTGGTATAAGTTCCACTCTTTTATATTATACGTACTTTAA -2879 
                                                                                         A-box  
TTCAAATTTTTCATATCAATTTCATTCTATCCAAGGATACTTTAGATTTTTTGAAATAAAAAAAAAAACCTAAAGTTGGGTAATCAGAGCCAAGCAGACA -2779 
 
                                                                                                 A 
AACAAATAAAAAACTAATGTGGTTCGGGTTCGGCTATATATTTACGTGTCCTTGACGAATTAATTAAACTAGTAGCTCACTTTTTAATACTTAATTAGTC -2679 
                                           G-box  
TCATTAAATTTTCAGACTTGGATTATAGCTCCGGTAGGTGTGTTTCGTAGTGGTACATTCGAATGAGGTGATCCTAGCAATGTTTAATTATTTGAGATTA -2579 
  
AAACATTGATACCTACGGTAGGATGTAAGGTCATTACTCTTCTCTCTTAACCTCGATTGGATGTTTATTTTGGTATGTCAAAAAATCAAATATTACTTAA -2479 
  
AAGTCAAGACTAAGGAGAGTTTATAAACAATCTCACCCCTTAATCCACCAAAATACTTTTTAAAGATAAAATTGTGTCGGATCACTCAGTATCAAAATAG -2379 
                                   STRE  
                                                          G 
ACAAAATTTCGAATGAGATTATGAGATAACCTTAATGATGTAAGAAGATTTGAGGTTGTAACAATTTTTATTTGTTTCACATTCCACCAAAAAATAATTA -2279 
  
AAAACTAGCTTAATTGATTAATTTTATAAAAAATTATATATTAAATTTTTTTAATGTATTTATCTATTTTATTTTAATATATAAAATATATTAATAAAAA -2179 
  
TATATATTAGTATATAGTTAACAATATCAATATACAATAAAATATTAAACGTTATAAAAACACACCAAAATTTTTTATGATGTATATTATATTTTCATAT -2079 
                                                T-box  
ACATGCATGAAGTTTGTGTTTTTTTTTATAAAATTTCGTACTTCATAAAAATGTATTCTCATAAATTTTATTTTATTTTTAATATATTTTTATATTCAAA -1979 
   RY  
                                                                                               A 
TTTTATATATTTTTAATTCAGGAAATTTGAACATAATCAAATAAGTTAATTTAAAATATAAAAACCTTCTTTAATTGAATAAATAAAGAAAAAAA-TAAT -1880 
  
TTGAACTAAAAATTTATTCCAAACGGGTGAATGTTATTATTGAAATTTCAAATGTTCTTTAACATTTAAACATATTTTTACCAATTTAGTATGAAGTATC -1780 
                                                E-box  
C                    T 
TATTGTTTTTGTCAATAATTA-TTTTTTTATTGAAAATTTGATTGATTAGTGAGATTTTTGCTTTGAATCATATTATTTTTATTTACAAAATTAATTTAT -1681 
  
TTAAGGAGACGAATTGAAGCCTATTATCATTTGGACAATTAACTTATTGATTGCAATAGTAAGGATATATGTCTGAGTAGTGAGTAGGTTTCTTTTTCTT -1581 
                           E-box  
GAAGAGAATTGAAAGATATTGATATATTGATCTATATTGGAGTTTATGCAATAATGCAATGAATTGTTTAACGGTGTCGGTTGGTTCTGCATGACCCTAA -1481 
  
TCAACATAAGGTGGTCCGTGAGGAATGTCGCGCCAGAAGTGCAGAACCGATCGAACCGTTTGGCACTATACTACTGGGGAGGACAGAGACGTTTCAGTAA -1381 
 
                                                                                            T 
ATGAATGAGAGGCTTGAGCTTGCAAAAGTTGGAGAAATTAATTAATTATCATCCTTCTCAAATTTGGGTCAAGTAGGTGTTTAGAGCAGCTGGTTAAATT -1281 
                                                                                        E-box  
ACATCAATATATAGATACAAGTTATCACTGATTATGTTTTCTACTCGTACATAAGATCGCCCTAGGCTTAAATACTTAATTAGTTTAATGGCTAACAATG -1181 
 
             G 
ACCGGAAGCCGACCAGCTATTGACAAGATCATTACCATTTTCCGTCTCTCTTTTTTGTTCGTCTAACGTGGTTTGCCTTTCTTTCTTCAGATTACAACCA -1081 
                                                                 G-box  
AGCTCCAAAATTGTCGATCGTCATCATCCAAATCACACCACCGTACCGTTATTGCCTGCTCAATGCGAGTCTGCCATGGAGAGGGCGTTAATTGGATAAA -981 
  
ACGTGAATTGAGCTGACATGTTAATTTTAAATGATGTGGCGCTATTTTATTCGTGGCACAAGGGAGGAGACACAGGAGATTTTCATCCATAAAAGCAAAA -881 
G-box  
                G                  A          T   T                         T 
TCTTAGCAATACACTTTATTGACTGATATATAATTTAGTATTATTAATTTCTATTATTGTAAATTAATAATTTTGACTATTTATTATATATAGATGACCG -781 
           E-box (Peking)  
     A                                              T  
TCAACCTATGCTATATTTCATGTGCATCACTCCAGTCACTTCTTTGGTCTTGCTTTTGCTTCTTTTGTTAGAGGTGGTTTTGATATTCAACATGCGTACG -681 
   E-box (Peking) E-box                                                                         G-box  
TGAAAGGATTCTAAACACACACTATACTTAGTTGAAACTTATTAAAAATTACAAAAGTTTGTAGATTTCACTTTTCTGATACCATAGTACTTCATTCATA -581 
  
TTCATGAATTTCTAATTTTTAGTGAATAGTTTGTTGAAAAATTGTGTTATTATATAACAAAATAGACTAATATAGTGTTTAGAACGCCACTTTGTGGTTT -481 
  
GAGAGCAATCGCACGTTGGGTAATGTTGAGGGGACAAATAAAATAAAATATGAAAGCCCATGATTTGAATTTTCCTTAGTTAATACATCAAAATCTCACC -381 
            T-box           STRE  
                                                     C 
AAACCGTAGCATGTAGGGAAATTAATGTAGTACAGGGATATCAAGACAAAAAATCCAAGCCAAGCTAGCTAGTCACCAACAGCTACTCACGAACTCCACA -281 
  
CGGCTCCTTTACAGAATTACAAAGGGATGAAGTCTGCATGCCATGCAACTAAAGCATTGTTCTCAGCTGCCAAGTACCCCTAACACTCACCAACCCCTTG -181 
                                           RY                   E-box       STRE             STRE  
TTTTTCTCCCCGGTGCATGTTAACTCAAGTTTATCCTGCCTTTGCTTCTGGAATTGGCTCTTTTACCAACACGTACGGCCAAAAAAAAAGAGAATCTCCC -81 
                                                                     A-box  
                                                                                   T 
TGCCACAGTGTTACCACCCTTAGCCCCTAATCAAAGCTAGCCAAACGGTGATCTTCTCTATATATAGTAGCTCACTAACACTACCATTATTCATTCAAAC +20 
                       STRE                               TATA-box  
CTTTCTCTATACACACACACACACACACTAAGAATAATG +59 
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Figure 5．湯浴処理下における Bg7S の局在．各種子の子葉細胞を固定し，抗 Bg7S 抗体を用いた免
疫電子顕微鏡観察を行った．(A) タマホマレ乾燥種子．(B) エンレイ乾燥種子．(C) 50 °C で 4 時間処理
したタマホマレ．(D) 50 °C で 6 時間処理したエンレイの子葉細胞．(E) 10 °C で 16 時間処理したタマホ
マレの子葉細胞．(F) 50 °C で 16 時間処理したタマホマレの子葉細胞．ICS は細胞間隙，CWは細胞壁，
PSV はタンパク質貯蔵液胞，OBはオイルボディを示す．黒枠で囲った領域を各図の右下に拡大した．矢
印は金粒子 (15 nm) の位置を示す．スケールバーは 1 μmを表す． 

 
湯浴処理下の種子の電子顕微鏡観察 

 湯浴処理下で発現した Bg7S が種子外へと溶出する経路を確認するため，湯浴処理下の子葉を化学

固定し，抗 Bg7S 抗体を用いた免疫電子顕微鏡法により Bg7S の局在を確認した．乾燥種子において，

Bg7S は子葉の細胞膜あるいは細胞外のミドルラメラに局在すると考えられている [3]．50 °C で 4 時間

の湯浴処理に供したタマホマレの子葉では，細胞間隙に高電子密度の領域が観察され，抗 Bg7S 抗体で

標識された (Fig. 5C)．一方で，そのような抗Bg7S抗体により標識される細胞間隙の高電子密度領域は，

未処理の乾燥種子および 10 °C で 16 時間浸漬処理したタマホマレの子葉から観察されなかった (Fig. 
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5A, E)．50 °C で 16時間の湯浴処理に供した種子からも細胞間隙にBg7Sの蓄積が観察された (Fig. 5F)．

これらのタマホマレにおける観察結果は，エンレイにおいても類似していた (Fig. 5B, D)．これらの結

果から，湯浴処理下で Bg7S が細胞間隙において大量に蓄積することが明らかとなった．したがって，

湯浴処理下で新規に生合成された Bg7S は，デフォルト経路により細胞外へと分泌されて細胞間隙に大

量に蓄積し，ここから種子外へと溶出すると考えられる．Bg7S と同様に湯浴処理により溶出するタン

パク質には hydrophobic protein と Bowman-Birk inhibitor が多いことがわかっており [2,14]，

hydrophobic protein は種皮表面に沈着するタンパク質であり [15]，Bowman-Birk inhibitor はタンパ

ク質貯蔵液胞だけでなく細胞外にも蓄積していることが示されている [16]．このように，湯浴処理下で

多く溶出する主なタンパク質は細胞外あるいは種子表面に存在するタンパク質であると考えられる． 

 また，50 °C で 16 時間処理した細胞内ではタンパク質貯蔵型液胞が崩壊しており細胞膜が頻繁に

収縮していた．近年の細胞死の分類において，細胞膜の収縮は植物のネクローシスタイプの細胞死の特

徴とされており [17]，50 °C 処理による植物の細胞死は過去にも報告がある [18,19]．50 °C で 16 時

間の湯浴処理により種子の細胞死が生じることで，湯浴処理下における Bg7S の生合成は数時間で減少

する可能性が考えられる．実際，湯浴処理によるタンパク質および Bg7S の溶出は 8‒12 時間以降に上

昇しなかった (Fig. 1A)．また，50 °C で 16 時間の処理ではタンパク質貯蔵型液胞は崩壊していたが細

胞膜は収縮したのみであり，細胞内タンパク質は漏出しにくいと考えられ，種子外に溶出したタンパク

質において Bg7S が占める割合が高い結果となると考えられる． 

種皮による Bg7S 溶出の阻害 

 Bg7S は湯浴処理下で新規に生合成され，細胞外へと分泌されて細胞間隙に蓄積し，ここから種子

外へと溶出すると考えられた (Fig. 5)．この Bg7S の湯浴溶出経路において，溶出効率に品種間差があ

ることがわかった (Fig. 2)．特に品種ペキンでは，湯浴処理下で Bg7S が高発現していたものの Bg7S

が全く溶出しなかった．Bg7S の溶出効率の品種間差に影響する要因を特定するため，ペキンにおいて

Bg7S の溶出を阻害する原因を調べた．まず，ペキンとエンレイの乾燥種子および湯浴処理後種子を切

断して断面を観察すると，湯浴処理後のペキン種子はエンレイと異なり，子葉と種皮の間に多量の溶液

が残留していた (Fig. 6B, 矢印)．この断面をメンブレンに押し付け，Bg7S 抗体を用いた tissue print

分析を行った結果，子葉内だけでなく子葉と種皮間の溶液中に Bg7S が存在することがわかった (Fig. 

6A)．したがって，ペキン種子では子葉より外側まで Bg7S が溶出しているものの，種皮より外側まで

Bg7S が溶出せず，種皮が Bg7S の溶出を阻害している可能性が示された．湯浴処理による Bg7S 溶出効 
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Figure 6．湯浴処理後ダイズ種子の tissue printing の結果．(A) ペキンおよびエンレイの tissue 
printing の結果．乾燥種子 (Dry seed) および 50 °C で 16 時間処理語の種子 (50 °C) を切断し，切断面
をニトロセルロースメンブレンに押しつけ，抗 Bg7S 抗体を用いた免疫反応により検出した．(B) 切断面．
矢印は，子葉と種皮の間に残留していた溶液を示す． 

 
率に対する種皮の影響をさらに分析するために，各品種の種皮を除去して子葉を湯浴処理に供した．そ

の結果，他の品種と同様にペキンから Bg7S が溶出した (Fig. 7A)．また，全ての品種において湯浴処理

による Bg7S の溶出が早まった (Figs. 1A, 7A)．16 時間の湯浴処理後の Bg7S 発現量を定量した結果，

種皮が存在する場合と比べて種皮除去すると Bg7S 発現量が減少する傾向がみられた (Fig. 7B)．しかし

溶出効率は種皮の除去により上昇し，ペキンでは 0%から 70%，タマホマレでは 20%から 55%，エンレ

イでは 50%から 70%，IOM では 25%から 55%となった (Fig. 7B)．したがって，種皮は Bg7S の溶出

効率を低下させる要因であることが明らかとなり，特にペキンの種皮は顕著に Bg7S 溶出を阻害するこ

とが示された．また，Bg7S の溶出効率はペキンとエンレイで 70%であり，タマホマレと IOM で 55%

だったことから，子葉内の細胞間隙から子葉の外側への溶出過程においても溶出効率に品種間差がある

と考えられる． 

 第三章の研究の結果，50 °C の湯浴処理により溶出される Bg7S は，湯浴処理下で発現し細胞外へ分

泌されて細胞間隙に蓄積し，細胞間隙から種子外へと溶出するという溶出経路が示された．また，湯浴

処理による Bg7S の溶出量には品種間差が存在し，Bg7S の発現量および溶出効率においても品種間に差

があることが明らかになった．湯浴処理下における Bg7S 発現量の品種間差の要因は，Bg7S 遺伝子上流 
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Figure 7．種皮除去下における Bg7S の溶出．(A) 溶液中 Bg7S 濃度．5 g の種子から種皮を除去し，
子葉を 50 °C の湯浴処理に供した．溶液中のタンパク質濃度および SDS-PAGE 結果のデンシトメトリー
解析を基に，溶液中の Bg7S 濃度を算出した．エラーバーは標準誤差を示す (n=3)．(B) 16 時間処理後の
Bg7S 量．処理後の種子中 Bg7S を，Western blot 分析を基に測定した．1 g の種子あたりの Bg7S 量で
示す．エラーバーは標準誤差を示す (n=3)． 

 

配列の少なくとも 3000 塩基にはないことがわかった．また，種皮が Bg7S の溶出効率を低下させる要

因であることが明らかとなり，品種によっては Bg7S の溶出を完全に阻害することがわかった．これら

の結果から，湯浴処理による Bg7S の溶出機構を応用した有用タンパク質発現系のモデルは以下のよう

に考えられる．まず，登熟種子および湯浴処理下で目的タンパク質を高発現させ，細胞外へ分泌させる

ことで細胞間隙に大量蓄積させる．続いて，湯浴処理で目的タンパク質を種子外へと溶出させる．この

発現系においては，Bg7S1 遺伝子上流配列を利用することで登熟種子と湯浴処理下の両方で有用タンパ

ク質を発現させることができると考えられる．その場合，Bg7S 発現量が高い品種タマホマレの利用が

適切となる．また，細胞外へのタンパク質の分泌はデフォルト経路であり特殊なシグナル配列は不要で

あると考えられるため，有用タンパク質を細胞外へ分泌させて細胞間隙に大量に蓄積させることができ

ると，Bg7S と同様に湯浴処理により種子外へと溶出させることができると考えられる． 
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総括 

 

 本研究では，ダイズ種子による有用タンパク質の生産系として 2つの方策を考えた．一つ目は種子貯

蔵タンパク質を改変し，有用タンパク質としてタンパク質貯蔵液胞に高蓄積させる手法であり，もう一

つは有用タンパク質を細胞外に蓄積させ，湯浴処理により高純度で種子外へと溶出させる手法である．

これらの発現系の構築に向けた研究を行った． 

 

第一章 

 ダイズ種子による有用タンパク質発現系の技術基盤確立を目指して，まず有用ペプチド配列を挿入し

たグリシニンを発現するダイズを作出し，in vivoでのグリシニンの蓄積に対するペプチド挿入の影響を

分析した．種子貯蔵タンパク質の欠失したダイズ品種 JQ を遺伝子組み換え技術により形質転換し，ア

ルツハイマー病ワクチンペプチドとして期待されるFRHDSGYペプチドを可変領域に挿入したA1aB1b

を種子特異的に発現させた．その結果，ペプチド挿入型 A1aB1B は成熟型で高蓄積 (50 mg/seed) した．

ペプチド挿入型 A1aB1b はプロセシングされ，可溶性で六量体を形成したことが確認された．また免疫

電子顕微法により，ペプチド挿入型 A1aB1b がタンパク質貯蔵型液胞に蓄積されたことがわかった．こ

れらの結果から，A1aB1b の可変領域に対するペプチドの挿入は，in vivo における A1aB1b の立体構

造形成，分子会合および液胞輸送に影響を与えないことを明らかにした．しかし，一部のペプチド挿入

型 A1aB1b がペプチド挿入部位において内在性プロテアーゼにより切断されることが示された． 

 

第二章 

 タンパク質貯蔵液胞における有用タンパク質の蓄積に影響を与え得る新規ダイズ登熟種子プロテアー

ゼを同定するため，公開トランスクリプトームデータを用いた遺伝子発現解析を行い，C1 ファミリー

に属すると推定される GMCP3 に着目した．ピキア酵母による組換え型 GMCP3 と sVPE1 の発現系を

確立し，GMCP3 が in vitro で sVPE1 により活性化されること，そして GMCP3 が液胞内と同じ pH 

5.0‒6.0 の酸性条件下において塩基性アミノ酸の C 末端側で基質のペプチド結合を切断するプロテアー

ゼ活性を示すことを明らかにした．また，GMCP3 がダイズ登熟種子で発現して成熟化していることを

明らかにした．さらに，登熟種子において GMCP3 がタンパク質貯蔵型液胞に存在することを明らかに

した．これらの結果から，GMCP3 はダイズ登熟種子で発現し，タンパク質貯蔵液胞において種子貯蔵
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タンパク質のプロセッシングや分解に関与すると推定された． 

 

第三章 

 Bg7S の湯浴溶出に関する知見を得るため，ダイズ 4品種 (ペキン，タマホマレ，エンレイ，IOM) を

用い，湯浴処理下における Bg7S の溶出量を比較した．その結果，溶出量はタマホマレで最も多く，ペ

キンは全く溶出しないことが明らかとなった．湯浴処理下における Bg7S 発現量にも品種間差があり，

ペキンとタマホマレにおける発現量が高く，エンレイにおける発現量は低いことがわかった．湯浴処理

下では Bg7S1 が主に発現していると考えられたが，Bg7S 遺伝子上流配列 (3000 塩基) はエンレイとタ

マホマレで同一であり，その配列内には Bg7S 発現量の品種間差の要因がないことがわかった．また，

免疫電子顕微鏡法により，Bg7S は湯浴処理下で細胞間隙に高蓄積しており，ペキンでは種皮の湯浴耐

性により溶出が阻害されていることを明らかにした．以上の結果から，Bg7S は登熟種子および湯浴処

理下で発現して細胞間隙に蓄積し，湯浴処理により種子外へ溶出するものと考えられた．得られた結果

を基にして，ダイズ種子を用いた新規なタンパク質分泌発現系のモデルを提案した． 
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