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研究成果の概要（和文）：本研究ではイネのIsocitrate lyase（icl）遺伝子の欠損変異植物体と過剰発現植物
体を用いてiclの機能解析を行った。icl遺伝子発現は乾燥環境下でABAによって制御されていることが示唆され
た。また、メタボローム解析は、iclは糖代謝に関係していることを示唆した。本研究によって、イネのiclは乾
燥環境下の糖代謝における鍵酵素であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the functions of isocitrate lyase (icl) gene 
of rice using deficient mutants and overexpressors. Transcripts analysis indicated that icl gene 
expression was regulated by ABA under dehydration conditions. Metabolites analysis indicated that 
icl was involved in sugar metabolism. Our integrated analyses suggest that ICL is a key enzyme in 
sugar metabolism under dehydration conditions.

研究分野： 植物分子生理
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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 
乾燥環境下における代謝産物の研究は古

くから行われ、糖、糖アルコール、アミノ酸
等の蓄積量が増加することが報告されてい
る。また、乾燥環境下で鍵酵素として働く代
謝酵素遺伝子は、転写制御を受けていること
も明らかになった。これまでに、研究担当者
はイネを用いて乾燥環境に応答する代謝産
物と遺伝子を質量分析装置とマイクロアレ
イで網羅的に同定した。さらに、オミックス
解析で乾燥環境下において、重要な働きをす
ると考えられる代謝産物や鍵酵素遺伝子の
候補の選抜を行った。この研究で単糖の蓄積
とグリオキシル酸回路の遺伝子群の遺伝子
発現に相関があることを明らかにした。 

グリオキシル酸回路は植物や一部の微生
物に特有な代謝経路である。植物体内のブド
ウ糖が減少すると、グリオキシル酸回路の代
謝活性が上昇して、糖新生を経てブドウ糖が
合成される。具体的には、酢酸や脂肪酸を材
料にして、グリオキシソーム内のグリオキシ
ル酸回路でコハク酸を生成される。次に、コ
ハク酸はミトコンドリアに移行して、糖新生
でブドウ糖が合成される。植物では脂肪性種
子植物の発芽や老化において、グリオキシル
回路が重要な働きをしていることが知られ
ていたが、イネにおけるグリオキシル回路と
糖代謝の詳細は明らかになっていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、イネのグリオキシル酸回路の

鍵酵素遺伝子（イソクエン酸リアーゼ：icl）
の過剰発現体と欠損変異体を解析して、icl
遺伝子と糖代謝における役割及び icl 遺伝子
とバイオマス生産との関連性を明らかにし
て、農学的有用性を考察する。 
 
３．研究の方法 
（1）icl 遺伝子の ABA 応答 

icl 遺伝子は、乾燥環境下で mRNA の蓄積量
が増加する。icl 遺伝子の ABA 応答性を明ら
かにするために、イネ植物体を ABA 添加培養
液で２４時間生育した後、植物体から RNA を
調製して、mRNA の蓄積量をリアルタイム PCR
法で分析する。 
（2）過剰発現体と欠損変異体の作出 
icl 遺伝子とユビキチンプロモーターを結

合した後、日本晴品種に導入して、icl 遺伝
子過剰発現体を作出する。icl 遺伝子欠損変
異体は Pohang University of Science and 
Technologyで作出されたT-DNA挿入型の系統
があり、対照と比較して、バイオマス量が減
少することが示唆されていた。本研究では、
過剰発現体と品種をあわせるために、
CRISPR/Cas9 システムで icl 欠損変異体を作
出する。さらに、icl 遺伝子がバイオマス量
に与える影響を明らかにするために、icl 遺
伝子の過剰発現体と欠損変異体を培養土で、
明期と暗期を各１２時間として、２週間生育
して、草丈を比較する。 

（3）過剰発現体と欠損変異体の icl 遺伝子
の mRNA の蓄積量と 1次代謝産物量の解析 
2 週間生育した icl 遺伝子過剰発現体と欠

損変異体から RNA を調製して、icl 遺伝子の
mRNAの蓄積量をリアルタイムPCR法で分析す
る。乾燥処理後の過剰発現体と欠損変異体も
同様に、icl 遺伝子の mRNA の蓄積量を分析す
る。また、通常条件下と乾燥環境下における
過剰発現体と欠損変異体から代謝産物を抽
出して、質量分析装置を用いて、1 次代謝産
物を分析する。 
 
４．研究成果 
（1）icl 遺伝子の ABA 誘導性 
ABA 添加培養液で生育した植物体から調製

した RNA を用いて、icl 遺伝子の mRNA 蓄積量
を分析して、乾燥環境下における icl 遺伝子
の mRNA の蓄積量と比較した結果、icl 遺伝子
は ABA 誘導性遺伝子であることがわかった
（図 1）。また、icl 遺伝子のプロモーター領
域のシス因子を検索した結果、乾燥や ABA 応
答に関与する既知のシス因子（ABRE、DRE、
CE3 等）は存在しないことから、新規のシス
因子で転写制御されていることが示唆され
た。 

（2）通常条件下の icl 遺伝子発現と草丈 
通常条件下におけるicl遺伝子過剰発現体

と欠損変異体における icl 遺伝子の mRNA の
蓄積量を分析した結果、過剰発現体では、顕
著に icl 遺伝子の mRNA が蓄積し、欠損変異
体では、icl 遺伝子の mRNA の蓄積は検出され
なかった（図 2）。 

さらに、icl 遺伝子の過剰発現体と欠損変
異体の草丈を比較した。対照（日本晴）の平
均草丈は 46.8 cm であった。一方、過剰発現
体 OX1 は 49.5 cm、OX2 は 50.1 cm であり、
有意に草丈が高いことがわかった。また、欠
損変異体 MU1 は 41.6 cm、MU2 は 42.2 cm で
あり、有意に草丈が低いことがわかった。 
この形質転換植物の解析から、通常条件下

における icl 遺伝子の mRNA の蓄積と草丈は
相関していることが明らかになり、icl 遺伝
子の遺伝子発現はイネの初期成長に関与す
ることが示唆された。 



（3）通常条件下の 1次代謝物の蓄積 
通常条件下におけるicl遺伝子の過剰発現

体と欠損変異体におけるコハク酸とイソク
エン酸の蓄積量を分析した。icl 遺伝子はイ
ソクエン酸リアーゼをコードし、グリオキシ
ソームに局在する。イソクエン酸リアーゼグ
リによって、イソクエン酸はコハク酸とグリ
オキシル酸に開裂する。icl 遺伝子過剰発現
体 OX1と OX2 におけるコハク酸の蓄積量を対
照と比較した結果、大きな差はなかった。一
方、icl 遺伝子欠損変異体 MU1 と MU2 におけ
るコハク酸の蓄積量を対照と比較した結果、
顕著に減少した（図 3）。 

icl 遺伝子過剰発現体 OX1 と OX2 における
イソクエン酸の蓄積量は対照と比較して、大
きな差はなかったが、icl 遺伝子欠損変異体
MU1 と MU2 におけるイソクエン酸の蓄積量は
対照と比較して、顕著に減少した（図 3）。 

次に、icl 遺伝子の過剰発現体と欠損変異
体におけるブドウ糖、果糖、ショ糖の蓄積量
を分析した。icl遺伝子過剰発現体 OX1と OX2
におけるブドウ糖の蓄積量を対照と比較し
た結果、顕著に増加していた。さらに、icl
遺伝子欠損変異体 MU1と MU2 におけるブドウ
糖の蓄積量を分析した結果、icl 遺伝子過剰
発現体 OX1 と OX2 よりも顕著に増加した。果
糖も同様に icl 遺伝子欠損変異体 MU1 と MU2
で最も蓄積していた。一方、icl 遺伝子過剰

発現体 OX1と OX2 におけるショ糖の蓄積量を
対照と比較した結果、大きな差はなく、icl
遺伝子欠損変異体 MU1 と MU2 も、大きな差は
なかった（図 4）。これらの解析から、icl 遺
伝子は、ブドウ糖や果糖の蓄積量を制御して
いることが示唆された。 
（4）乾燥環境下の icl 遺伝子発現 

乾燥環境下のicl遺伝子過剰発現体と欠損
変異体における icl 遺伝子の mRNA の蓄積量
を分析した結果、過剰発現体では、乾燥処理
後の対照より顕著に mRNA が蓄積し、欠損変
異体では、mRNA の蓄積は検出されなかった
（図 5）。 

（5）乾燥環境下の 1次代謝物の蓄積 
乾燥環境下のicl遺伝子の過剰発現体と欠

損変異体におけるコハク酸とイソクエン酸
の蓄積量を分析した。icl 遺伝子過剰発現体
OX1 と OX2 及び icl 遺伝子欠損変異体 MU1 と
MU2 におけるコハク酸の蓄積量を対照と比較
して、増加した（図 6）。 

icl 遺伝子過剰発現体 OX1 と OX2 における
イソクエン酸の蓄積量は対照と比較して、大
きな差はなかったが、icl 遺伝子欠損変異体
MU1 と MU2 におけるイソクエン酸の蓄積量は
対照と比較して、増加した（図 6）。 
次に、icl 遺伝子の過剰発現体と欠損変異

体におけるブドウ糖、果糖、ショ糖の蓄積量
を分析した結果、icl 遺伝子過剰発現体 OX1
と OX2 及び icl 遺伝子欠損変異体 MU1 と MU2
におけるブドウ糖、果糖、ショ糖の蓄積量を
対照と比較した結果、大きな差はなかった
（図 7）。 
これまでの解析から乾燥環境下における

イネの icl 遺伝子の mRNA の蓄積量と単糖の
蓄積量に正の相関があり、icl 遺伝子がコー
ドするイソクエン酸リアーゼは、グリオキシ
ル酸回路の代謝酵素であることから、icl 遺
伝子は糖代謝に関与していることが、示唆さ
れていた。本研究で icl 遺伝子の過剰発現体



の遺伝子発現と代謝産物の蓄積量を解析す
ることによって、icl 遺伝子の mRNA の蓄積量
の増加はブドウ糖や果糖の蓄積量の制御に
関与していることが示唆された。また、icl
遺伝子の欠損変異体においてもブドウ糖や
果糖の蓄積量が増加することから、コハク酸
やイソクエン酸の蓄積量の減少はブドウ糖
や果糖の蓄積量の増加に関与していること
も示唆された。乾燥環境下の icl 遺伝子過剰
発現体 OX1と OX2 及び icl遺伝子欠損変異体
MU1 と MU2 におけるブドウ糖、果糖、ショ糖
の蓄積量を対照と比較して大きな差はなか
ったことは、乾燥環境下における糖の生合成
には、糖新生以外の様々な代謝が関与してい
ることが示唆される。また、icl 遺伝子の過
剰発現体は対照より初期生育が良いことは、
icl 遺伝子の農学的な価値は高いことも示唆
される。今後、イネにおけるグリオキシル酸
回路をより詳しく解析することは、代謝工学
および農学的に重要であると考えられる。 
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