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研究成果の概要（和文）：登熟期の高温が米の外観品質を損ねるイネ高温登熟障害では、高温に遭遇した登熟途
中種子の胚乳でα-アミラーゼAmy1A、Amy3C、およびAmy3D遺伝子が発現し、蓄積したデンプンを糖に分解するこ
とで、乳白粒の発生が助長される。また、転写調節因子bZIP61は、Amy3Cプロモーターの胚乳発現を規定するシ
ス領域に結合し、その過剰発現によって乳白粒を生じたことから、米品質を制御する新規の転写調節因子と考え
られる。

研究成果の概要（英文）：Exposure of ripening rice caryopses to high temperature impairs their grain 
filling and produces low-quality chalky grains through imperfect filling with storage starch. 
Spatial expression pattern of starch-lytic α-amylase genes in the developing seeds as well as 
changes in grain appearance by ectopic overexpression of each of the genes revealed that expression 
of Amy1A, Amy3C and Amy3D was induced in the developing endosperm by the elevated temperature and 
that those isoforms degraded storage starch to produce the chalky grains. Screening of a yeast 
one-hybrid library consisting of rice transcription factors with a cis region in the Amy3C promoter 
identified bZIP61 as a candidate in regulation of its expression. Since overexpression of bZIP61 
generated chalky grains, it would be a novel gene controlling grain quality.

研究分野： 米の品質に関わる遺伝子の機能解明と品質改変のためのイネ育種素材開発
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 近年の温暖化によって、わが国の水稲生
産では高温登熟障害が問題となっており、生
産現場ではその解決が望まれている。登熟期
に高温に遭遇すると、胚乳部分が白く濁って
みえる乳白粒が多く発生し、検査等級が低下
するため、その発生要因の究明が求められて
いる。 
 
(2) 胚乳の白濁化は高温で胚乳デンプンの
充填が不十分となることが原因であり、デン
プン分解酵素α-アミラーゼが高温で活性化
されることが、デンプン蓄積を妨げる一因と
考えられている。これまでに、イネの 8個の
α-アミラーゼ遺伝子の発現を一斉に抑制す
ることで、乳白粒の発生が低減することが明
らかにされたが（Hakata et al., 2012）、そ
れらのうち、いずれの遺伝子が胚乳の白濁化
に関わっているかは、不明である。 
 
２．研究の目的 
 (1) イネの各々のα-アミラーゼ遺伝子の
登熟期種子での発現部位と、登熟期胚乳での
発現が玄米の外観品質に及ぼす影響を個別
に調べることで、登熟期の高温による乳白粒
の発生に関与するα-アミラーゼ遺伝子を特
定する。 
 
(2) 乳白粒の発生に関与するα-アミラーゼ
遺伝子の転写調節因子を特定し、胚乳組織に
おける発現誘導機構を解明することで、高温
登熟耐性イネ開発のための基盤的知見を収
集する。 
 
３．研究の方法 
(1) α-アミラーゼ遺伝子胚乳過剰発現イネ
の解析：イネゲノムに存在する 8 個のα-ア
ミラーゼ遺伝子（Amy1A、Amy1C、Amy2A、Amy3A、
Amy3B、Amy3C、Amy3D、および Amy3E）をそれ
ぞれ胚乳貯蔵タンパク質 10kD プロラミン遺
伝子プロモーターに連結したキメラ遺伝子
をイネカルスに導入し、胚乳特異的発現過剰
組換えイネを作出した。形質転換当代および
次世代以降で登熟期種子おける導入遺伝子
発現発現とα-アミラーゼ活性を調査すると
もに、完熟玄米の外観およびデンプン粒形態
を観察した。 
 
(2) α-アミラーゼ遺伝子プロモーターレポ
ーター遺伝子導入イネの解析：各α-アミラ
ーゼ遺伝子について翻訳開始点より上流の
2kb のプロモーター領域を取得し、それぞれ
にβ-グルクロニダーゼ（GUS）遺伝子を連結
したレポーター遺伝子を導入した組換えイ
ネを作出した。形質転換当代および次世代以
降で登熟期種子おける発現部位を組織化学
染色で調査した。 
 
(3) 登熟期胚乳での発現を規定するプロモ
ーターcis 領域の特定：Amy1A、Amy3C、およ

び Amy3Dについて、それぞれプロモーター領
域を 5’上流側より 200bp ずつ短縮した、
-1,000bp、-800bp、-600bp、-400bp、-200bp
プロモーター-GUS レポーター遺伝子を作成
し、(2)と同様にイネへ導入して登熟期胚乳
等の各組織におけるプロモーター活性の有
無を評価した。 
 
(4) 酵母ワンハイブリッドスクリーニング
によるα-アミラーゼ遺伝子プロモーター結
合転写調節因子の特定：Amy1A (-200～0bp)、
Amy3C (-200～0bp)、および Amy3D (-600～
-400bp)の cis 領域をそれぞれ連結した bait
ベクターを用いて、産業技術総合研究所で整
備されたイネ転写調節因子ライブラリー
（Mitsuda et al., 2010）を prey として酵
母ワンハイブリッドスクリーニングを行い、
胚乳発現 cis 領域に結合する転写調節因子遺
伝子を探索した。 
 
(5) 転写調節因子の機能検証：登熟期の胚乳
で発現が認められる転写調節因子遺伝子
（IDEF1、LFL1、bZIP81、bZIP30、bZIP61、
NAC37、PCF6、Trihelix、および Zz）につい
て、過剰発現イネを作出し、玄米外観を観察
するとともに、登熟期胚乳におけるα-アミ
ラーゼ遺伝子の発現状況を調査した。 
 
４．研究成果 
(1) α-アミラーゼ遺伝子胚乳過剰発現イネ
の解析：いずれのα-アミラーゼ遺伝子を導
入した系統においても、形質転換当代および
導入遺伝子が固定した次世代以降で、導入遺
伝子を強発現する複数の系統が得られた。
Amy1A、Amy1C、Amy2A、Amy3A、Amy3B、Amy3C、
および Amy3Dをそれぞれ強発現する種子は高
いα-アミラーゼ活性が認められ、激しい乳
白粒となり（図１）、胚乳デンプン粒の分解
痕跡が観察された。また、胚乳のデンプン蓄
積量の減少に伴って、グルコース、マルトー
ス、スクロース、マルトトリオース、マルト
テトラオースが蓄積した。一方、Amy3E を強
発現する種子は同様に高いα-アミラーゼ活
性は認められたが、玄米の外観は通常の透明
な整粒となり、デンプン粒の分解痕も認めら
れなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
(2) α-アミラーゼ遺伝子プロモーターレポ
ーター遺伝子導入イネの解析：登熟期の高温
によって、Amy2Aを除くすべてのα-アミラー
ゼ遺伝子のプロモーター活性が胚盤周辺で
上昇した。それに加えて Amy1A、Amy3C、Amy3D
は、それぞれ胚乳の背側半分、中心部から背
側にかけて、腹側糊粉層付近においても発現
が誘導され、発現部位が胚乳白濁部位と一致
した（図２）。一方、Amy3Eは胚盤周辺領域で
のみ高い活性が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1)と(2)の結果から、高温に遭遇した登熟途
中の種子において、Amy1A、Amy3C、Amy3D が
胚乳で強く発現し、蓄積デンプンを分解する
ことが、乳白粒の発生を助長する要因と考え
られた。このことから、これらの遺伝子が働
かなくなった変異イネ等を探索し、利用する
ことによって、乳白粒が発生しにくい高温登
熟耐性イネを開発できる可能性が示唆され
た。 
 
(3) 登熟期胚乳での発現を規定する cis領域
の特定：Amy1Aおよび Amy3Cでは-200bp プロ
モーターで胚乳の背側および中心部に転写
活性が認められたが、Amy3Dでは-600bp プロ
モーターで胚乳周辺部に見られたプロモー
ター活性が-400bp プロモーターでは消失し
た。このことから Amy1A および Amy3C では
-200～0bpの領域に、Amy3Dでは-600～-400bp
の領域に、胚乳での発現に関わる cis領域が
存在すると考えられた。 
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図１ 乳熟期胚乳におけるα-アミラーゼ
遺伝子過剰発現による玄米外観の変化 
各α-アミラーゼ遺伝子をそれぞれ登熟
期の胚乳で過剰発現した完熟玄米につい
て、反射光（左写真）および透過光（右
写真）で撮影した玄米外観を示す。すべ
て平温条件（昼温 25℃/夜温 20℃）で登
熟した。 
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図２ 乳熟期の種子におけるα-アミラー
ゼ遺伝子の発現部位 
各遺伝子について、2-kb プロモータ
ー:GUS レポーター遺伝子を導入した組換
えイネを作出し、平温（昼温 25℃/夜温
20℃）および高温条件（同 33℃/28℃）で
登熟させた。遺伝子が発現している箇所
は、青色に染色される。完熟玄米（日本晴
WT）の玄米外観も示す。 



(4) 酵母ワンハイブリッドスクリーニング
によるα-アミラーゼ遺伝子プロモーター結
合転写調節因子の特定：Amy1A、Amy3C、およ
び Amy3Dの上記 cis領域を用いたスクリーニ
ングによって、下記の通り bZIP 型および
ABI3/VP1 型等の転写因子が同定された。 
Amy1A：LFL2、IDEF1、bZIP81、bZIP30 
Amy3C：LFL1、LFL2、IDEF1、bZIP61、bZIP30、

NF-YC4、NAC37、PCF6、Trihelix、Zz 
Amy3D：PLT9、PCF6 

 
(5) 転写調節因子の機能検証：bZIP61の N末
端短縮型転写産物および同転写産物に VP16
タグを付加したものの過剰発現で、乳白粒を
生じた（図３）。しかしながら、α-アミラー
ゼ遺伝子群に対する転写活性化能は弱かっ
た。このことから、bZIP61 はα-アミラーゼ
以外の遺伝子の制御にも関わり、乳白粒を生
じることが示唆された。 
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図３ 乳熟期胚乳における bZIP61 の N 末
端短縮型転写産物の過剰発現による玄米
外観の変化 
bZIP61 の N 末端短縮型転写産物および同
転写産物にVP16タグを付加したものをそ
れぞれ登熟期胚乳で過剰発現した完熟玄
米について、反射光（上写真）および透
過光（下写真）で撮影した玄米外観を示
す。すべて平温条件（昼温25℃/夜温20℃）
で登熟した。 
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