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研究成果の概要（和文）：イネの稈や葉鞘などの茎部に出穂期までに蓄積したデンプンは、出穂後に分解され、
コメの登熟に必要な炭水化物の一部として利用される。β-アミラーゼをコードするOsBAM2とOsBAM5が同時に発
現抑制された系統では、稈や葉鞘のデンプン含量が出穂期以降に一時的に大きく増加した。また、インド型多収
品種タカナリでは、α－アミラーゼをコードするRAmy2Aの発現抑制により出穂後の葉鞘におけるデンプン含量の
低下が大きく遅れ、さらに登熟歩合も有意に低下した。以上のことから、これら遺伝子は出穂後の稈や葉鞘にお
けるデンプン分解において重要な役割を担っていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Starch is accumulated at a high level in culms and leaf sheaths prior to the
 heading stage and remobilized for grain filling after heading in rice. In the double knockdown 
lines of OsBAM2 and OsBAM5 encoding β-amylase isoforms, starch content temporarily increased in the
 culms and leaf sheaths after heading. In Takanari, a high-yielding indica cultivar, the repressed 
expression of RAmy2A encoding α-amylases resulted in the significant delay of starch remobilization
 in the leaf sheaths after heading and the significant decrease in grain filling ratio. These 
results suggest that OsBAM2, OsBAM5 and RAmy2A play an important role in the starch remobilization 
at the post-heading stage in rice culms and leaf sheaths.

研究分野： 作物学

キーワード： イネ　稈と葉鞘　デンプン分解　非構造性炭水化物　α－アミラーゼ　β－アミラーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界の人口増加を支える食料の安定供給が求められることから、世界中で主食として利用されるイネの収量性向
上は重要な課題である。そのため、イネでは穂のサイズを大きくするなど、収穫部位であるシンクの容量を増大
させる取り組みが多く行われてきた。一方、増大したシンクを満たすための同化産物の供給能力、すなわちソー
ス機能の増強もまた収量性向上には不可欠である。本研究では、出穂期までにイネの稈や葉鞘に貯蔵されたデン
プンの分解に働くと予想される遺伝子の機能について解析を進めた。このデンプンの分解により生じた糖はイネ
の登熟に利用されることから、本研究の成果はイネ登熟に対するソース機能向上を達成する重要な知見である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 重要な主食用穀物であるイネでは、世界的な需要の増加や日本における飼料用などへの用途
拡大に対応するため、シンクである穂のサイズ、すなわち一穂粒数が大きく増加した品種の育成
が活発に進められている。また、一穂粒数の増加やコメ粒形の拡大に関与する遺伝子も多く同定
され、イネのシンク容量増大に向けた成果が多く得られている。一方、増大したシンクの要求を
満たすには、通常よりも多くの同化産物をシンクである子実へ供給しなければならない。よって、
一穂粒数の増加などシンク容量の増大が達成されたイネ品種の収量を確実に安定させるために
は、それに見合った同化産物の供給能力、つまりソース機能の増強が求められる。 
 イネ子実の登熟に対するソースとしては、出穂後の葉身において新たに同化された同化産物
（出穂後同化産物）と、出穂期までに稈や葉鞘に蓄積された同化産物（出穂前蓄積同化産物）の
２つがある。そのうち、後者は「非構造性炭水化物（Non-Structural Carbohydrate; NSC）」と
呼ばれ、登熟した子実中に貯蔵される炭水化物の約 30％の供給源となり 1)、その供給が不足す
ると登熟歩合の悪化をもたらす場合があると指摘されている 2)。以上のことから，稈および葉鞘
における NSC のほとんどを占めるデンプンの出穂期までの蓄積に係わる仕組みを明らかにする
こと、および稈および葉鞘における出穂後のデンプン分解とそれに続く糖転流の仕組みを明ら
かにすることが、登熟に対するソース機能が増強された品種の開発における重要な課題である。
そのうち、稈や葉鞘における出穂期までのデンプン合成に係わる生理・生化学的解析は比較的多
く行われており、関与する酵素をコードするアイソジーンも解明されている 3)。一方、稈や葉鞘
における出穂後のデンプン分解と糖転流に関する研究報告は限られており、いまだに未解明な
点が多く残されている。 
 本研究の研究代表者は、イネ葉鞘や稈における出穂後のデンプン分解に関与する遺伝子を同
定し、その働きを明らかにするため、デンプンの加水分解酵素であるα-アミラーゼならびにβ-
アミラーゼに着目して研究を進めてきた。その結果、イネゲノム上に存在する 9 つのβ-アミラ
ーゼアイソジーンのうち、少なくとも OsBAM2、OsBAM3、OsBAM4、OsBAM5 および OsBAM9 の
５つはプラスチド局在型アイソフォームをコードしていることを明らかにしてきた 4)（一部は未
発表）。また、葉鞘において、出穂後のデンプン含量が減少する時期には OsBAM2 と OsBAM3 の
mRNA 量が大きく増加し、それぞれを過剰発現させた系統では、出穂期における稈や葉鞘のデ
ンプン蓄積量が著しく低下すること 5)、さらに、OsBAM2 もしくは OsBAM3 の発現抑制系統で
は、非形質転換体と比較して、出穂後の葉鞘におけるデンプン含量の変化に明確な違いが認めら
れない 5)が、それら２つを同時に発現抑制させた系統では、出穂後の葉鞘におけるデンプン含量
の低下が抑制されることを明らかにしている（未発表）。一方、α-アミラーゼに関しては、α-ア
ミラーゼをコードする 10 個のアイソジーンのうち、出穂期前後の葉鞘においては RAmy2A と
RAmy3C の２つの発現レベルが高いことを明らかにし 6)、さらに、出穂後の葉鞘においてデンプ
ン含量が速やかに減少するインド型多収品種タカナリでは、そのときに RAmy2Aの mRNA 量が
日本晴と比較して著しく増加することも示している 6)。 
 
２．研究の目的 
 上記の研究背景を踏まえて、以下の項目を目的として本研究課題を実施した。 
（１）OsBAM2、OsBAM3 および OsBAM5 など葉鞘での発現レベルが高いβ-アミラーゼアイソ
ジーンの葉鞘や稈における機能をさらに詳細に解明する。 
（２）α-アミラーゼをコードする RAmy2A の出穂後の葉鞘における機能を、RAmy2A の発現レ
ベルが高いタカナリを用いて解析する。 

（３）穂のサイズや登熟特性が異なる多様なイネ品種を用いて、出穂後の稈や葉鞘におけるデン
プン含量の減少速度の違いを明らかにし、その違いと相関のあるデンプン代謝関連遺伝子を明
らかにする。 

 
３．研究の方法 
（１）OsBAM2 および OsBAM5 の二重発現抑制系統における表現型解析 
 RNAi 法によってすでに作出済みである OsBAM2・OsBAM5 発現抑制系統（BAM2&5 KD #2-2 と#2-
17）、OsBAM2 発現抑制系統（BAM2 KD #6-2）、OsBAM5 発現抑制系統（OsBAM5 KD #3-3）および日
本晴の非形質転換体（WT）を P1P 対応閉鎖系温室で生育させ、出穂期、出穂 10日後および出穂
20 日後に主稈の第 3葉鞘および第 3節間を採取し、-80℃で凍結保存した。採取した葉鞘と節間
のデンプン含量を定量し、さらにそれらから調製した全 RNA をもとに合成した cDNA を鋳型とし
て、OsBAM2、OsBAM3 および OsBAM5 の mRNA 量を定量 RT-PCR により解析した。さらに、出穂後
45 日目に各系統 4個体からすべての穂を採取し、それらの収量構成要素を調査した。 
 
（２）OsBAM9 発現抑制系統の作出とその表現型解析 
 イネにおける RNAi 誘導用バイナリーベクターである pANDA vector7)に OsBAM9 cDNA 配列の

一部を挿入し、RNAi を誘発するトリガー配列とし、pANDA-BAM9 vector を構築した。 



Agrobacterium tumefaciens EHA105 株に上記の構築したベクターを導入し、イネ（品種：日
本晴）の種子胚盤から誘導したカルスにその Agrobacterium を感染させることで形質転換を行
った。ハイグロマイシンを含む選択培地上に形質転換後のカルスを置き、耐性カルスから再分化
を誘導して、ベクターが導入された T0 世代の形質転換体を得た。再分化個体から調製したゲノ
ム DNA を鋳型として、選択マーカー遺伝子と RNAi トリガーのリンカー配列に特異的なプライマ
ーを用いた PCR によりベクターの導入を確認した。 
ベクターの導入が確認できた T0 世代の形質転換体を P1P 対応閉鎖系温室で育成し、T1 種子を

収穫した。さらに、T1 種子を系統ごとにハイグロマイシンを含む MS培地で生育させ、耐性個体
を閉鎖系温室で育成して、出穂期に止葉の一つ下の第 2葉身を採取した。採取した葉身から調製
した全 RNA をもとに合成した cDNA を鋳型として、RT-PCR により OsBAM9 の転写レベルを解析し
た。さらに、OsBAM9 の発現レベルの低下が確認された T1 系統から T2種子を採種した。 
OsBAM9 発現抑制系統の T2世代（OsBAM9 KD #1-2 および#2-5）ならびに日本晴の非形質転換

体（WT）を P1P 対応閉鎖系温室で生育させ、1週間ごとに葉齢、草丈および茎数の変化を測定し
た。また、出穂期および出穂 15日後に主稈の第 3葉鞘および第 3節間を採取し、それらのデン
プン含量を定量した。さらに、それら試料から全 RNA を調製し、cDNA を合成して、OsBAM9 の発
現レベルを半定量 RT-PCR により解析した。出穂 45 日後には各系統 5 個体からすべての穂を採
取し、収量構成要素を調査した。 
 
（３）多収イネ品種タカナリにおける RAmy2A の発現抑制が茎部デンプン蓄積と収量構成要素に
及ぼす影響の解析 
 RNAi 法によってすでに作出済みであるタカナリを原品種とした RAmy2A 発現抑制系統（RAmy2A 
KD #7-10 および#7-13）ならびにタカナリの非形質転換体（WT）を P1P 対応閉鎖系温室で生育さ
せ、出穂期、出穂 10日後および 20日後に主稈の第 3葉鞘と第 3節間を採取した。採取した葉鞘
と節間のデンプン含量を定量し、さらにそれらから調製した全 RNA をもとに合成した cDNA を鋳
型として、定量 RT-PCR により RAmy2A の発現レベルを解析した。また、出穂 45 日後に各系統 5
個体からすべての穂を採取し、収量構成要素を調査した。 
 
（４）穂のサイズと登熟特性が異なるイネ品種の葉鞘における出穂後のデンプン含量の変化と
デンプン代謝関連酵素遺伝子の発現との関係 
 標準的な日本型品種の日本晴と一穂穎花数が多く、多収のインド型品種タカナリの苗を育成
し、１/5000 a ワグネルポットに移植して、屋外で栽培した。止葉展開期、出穂期、出穂後 7、
14、21 および 42日後に主稈の第 3葉鞘を採取し、さらにそれらを上部、中央部および基部に 3
等分して、それぞれの生体重を測定後に別々に液体窒素で凍結し、保存した。また、同時に主稈
の穂を採取し、通風乾燥機において 80℃で 5 日間乾燥させた後に、乾物重を測定した。採取し
た第 3葉鞘各部位のデンプン、スクロースおよびヘキソース含量を定量し、さらに、止葉展開期
から出穂 14 日後までの第 3葉鞘基部から全 RNA を調製し、cDNA を合成して、デンプン代謝関連
酵素遺伝子の発現レベルを定量 RT-PCR により解析した。 
 
４．研究成果 
（１）OsBAM2 および OsBAM5 の二重発現抑制系統における表現型解析 
 BAM2 KD #6-2 および BAM5 KD #3-3 の第 3葉鞘におけるデンプン含量は、出穂期から出穂 20
日後にかけて WTとほぼ同程度に推移した。また、第 3節間では、BAM5 KD #3-3 のデンプン含量
が出穂 10日後に WTよりも多くなる傾向があったものの、WTと BAM2 KD #6—2、BAM5 KD #3-3 の
デンプン含量の変化には大きな違いはなかった。一方、OsBAM2 と OsBAM5 の２つのβ-アミラー
ゼアイソジーンを同時に発現抑制した 2系統では、BAM2&5 KD #2-2 の第 3葉鞘および第 3節間
のデンプン含量が出穂 10日後に他の系統よりも著しく増加し、BAM2&5 KD #2-17 では、出穂 10
から 20 日後にかけて第 3葉鞘と第 3節間のデンプン含量が多く維持されていた。以上の結果か
ら、OsBAM2 と OsBAM5 のそれぞれ単独の発現抑制は、少なくとも出穂後の葉鞘におけるデンプン
含量の変化には大きな影響を及ぼさないことが示された。しかし、OsBAM2 と OsBAM5 が同時に発
現抑制されることで、葉鞘と節間のデンプン含量が過剰となる表現型を示すことから、OsBAM2 と
OsBAM5 はともに出穂後の稈や葉鞘のデンプン分解に機能し、それぞれが補完的に作用している
可能性が示唆された。 
 OsBAM2&5 KD #2-2 と#2-17 の収量構成要素を調査した結果、それら二重発現抑制系統の一穂
穎花数と登熟歩合は、WTや BAM2 KD #6-2、BAM5 KD #3-3 と比較して、必ずしも低いわけではな
かった。日本晴のような通常のシンクサイズの穂を有する品種では、葉鞘や節間のデンプン分解
が遅延しても、収量構成要素には大きな影響がないのかもしれない。ただ、これらβ-アミラー
ゼアイソジーンが穎果胚乳でのデンプン蓄積に直接的に作用することで、一穂穎花数や登熟歩
合に対して影響を及ぼすことも考えられることから、さらに詳細な解析が必要である。 
 
（２）OsBAM9 発現抑制系統の作出とその表現型解析 
 OsBAM9 はプラスチド局在型β-アミラーゼアイソフォームをコードし、稈や葉鞘での発現量が
比較的多いことがわかっている（未発表）。しかし、出穂後の稈や葉鞘でのデンプン分解におい
て OsBAM9 がどのような役割をもつのかはわかっていない。OsBAM9 KD #1-2 および#2-5 におい



て、出穂期以降の第 3 葉鞘と第 3 節間のデンプン含量の減少が、WT よりも抑制される傾向が確
認された。しかし、２つの系統間で、OsBAM9 の発現抑制の程度にはあまり違いがないにもかか
わらず、デンプン含量の変化には差があった。したがって、OsBAM9 が出穂期以降の稈や葉鞘の
デンプン分解において果たす役割については、さらなる解析が必要である。 
 
（３）多収イネ品種タカナリにおける RAmy2A の発現抑制が茎部デンプン蓄積と収量構成要素に
及ぼす影響の解析 
 タカナリの非形質転換体では、出穂期から
出穂 10 日後にかけて第 3葉鞘と第 3節間の
デンプン含量が急激に減少した（図１）。そ
れに対して、第 3 葉鞘および第 3 節間にお
いて RAmy2A の発現が著しく低下している
RAmy2A KD #7-10 および#7-13 では、出穂 10
日後の第 3 葉鞘および第 3 節間のデンプン
含量の低下が抑制され、その後、出穂 10 か
ら 20 日後にかけてデンプン含量が大きく低
下した。以上の結果から、RAmy2A はタカナ
リの葉鞘と節間における出穂後のデンプン
分解に関与し、その発現抑制はデンプン含量
の低下の遅延をもたらすことが明らかにな
った。 
 RAmy2A KD #7-10 および#7-13 の収量構成
要素を調査した結果、非形質転換体と比べて、有意差はないものの一穂穎花数はわずかに多くな
る傾向があった。しかし、それらの登熟歩合は非形質転換体よりも有意に低下した。出穂期まで
に稈や葉鞘に蓄積する NSC が不足すると、登熟歩合の低下を招くことが報告されている 2)。以上
のことから、RAmy2A の発現抑制による稈や葉鞘でのデンプン分解の遅延は、少なくとも多収品
種タカナリにおける登熟歩合の低下をもたらすことが示唆される。 
 
（４）穂のサイズと登熟特性が異なるイネ品種の葉鞘における出穂後のデンプン含量の変化と
デンプン代謝関連酵素遺伝子の発現との関係 
 出穂期の第 3 葉鞘におけるデンプン蓄積量
は、日本晴とタカナリともに上部が少なく、
基部が多い傾向があった。また、日本晴の基
部では出穂期から出穂 21 日後にかけてデン
プン含量が徐々に低下したのに対して、タカ
ナリの基部のデンプン含量は止葉展開期から
出穂 7 日後にかけて徐々に低下してから、出
穂 14 日後にかけて急激に低下し、ほぼゼロと
なった（図 2）。また、日本晴の第 3葉鞘基部
のスクロース含量は出穂期以降大きな変化が
なかったのに対して、タカナリのスクロース
含量は出穂 7から 42日後にかけて低下した。
よって、多収品種タカナリでは、出穂期まで
に葉鞘に蓄積した NSC を出穂後に効率的に分
解・転流させており、そのような品種間の違
いは葉鞘基部で最も顕著に認められることが
わかった。 
 葉鞘基部においてデンプン合成と分解に関わる遺伝子の発現解析を行った。その結果、デンプ
ン合成経路の律速酵素である ADP グルコースピロホスホリラーゼをコードする遺伝子のうち、
葉鞘において機能することが明らかにされている OsAGPL1 3, 8)の発現量は、日本晴とタカナリと
もに止葉展開期において最も多かったが、タカナリの発現量はその後急激に減少したのに対し
て、日本晴では出穂 7 日後まで発現量が比較的多かった。また、Sugimura ら 6)がすでに報告し
ているように、タカナリでは RAmy2A の発現量が出穂期から出穂 7日後にかけて急激に増加した
のに対して、日本晴ではその増加程度は少なかった。さらに、タカナリでは、デンプン粒のα1,4-
グルカン鎖のリン酸化に関与するα-グルカンリン酸化酵素をコードする OsGWD1 9)の発現量が、
止葉展開期と出穂期において日本晴よりも著しく多いことが明らかになった。シロイヌナズナ
では、α-グルカンリン酸化酵素によるグルカン鎖のリン酸化は、その後のβ-アミラーゼによる
デンプン分解を促す効果があると報告されている 10)。以上のことから、タカナリの葉鞘基部に
おいてデンプン含量の減少が日本晴よりも急速に進むのは、RAmy2A の発現量が多いことに加え
て、出穂期前から OsGWD1 の発現が高く誘導され、その結果、β-アミラーゼによるデンプン分解
が効率的に作用することも原因の 1つである可能性が示唆される。さらに、タカナリでは、出穂
期以降にデンプン合成活性が急激に低下することもまた、出穂後の葉鞘における著しいデンプ
ン含量の低下に貢献していると考えられる。 
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