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研究成果の概要（和文）：本研究では、イネの葉におけるショ糖合成の真の制限要因の解明を目的とし、ショ糖
リン酸合成酵素（SPS）の5つの遺伝子の多重変異体を様々な環境条件で解析した。その結果、これまでの変異体
の解析から葉身で主要に働くとされてきた2つのSPS遺伝子よりも、それ以外の3遺伝子が葉からの転流に重要な
役割を果たしている可能性が示唆された。ショ糖合成の真の制限要因を明らかにするためには、SPS遺伝子の生
理的分業について詳細に解析する必要があることが示された。

研究成果の概要（英文）：To reveal limiting factor for sucrose synthesis in rice leaves, we 
characterized multiple mutants of 5 genes encoding sucrose phosphate synthase (SPS) under different 
environmental conditions. Our results suggest that 3 SPS genes play more important role in 
translocation from rice leaves than 2 SPS genes which has believed to play a major role in rice 
leaves. Our results highlight the importance of elucidating differences in physiological function of
 each SPS gene.

研究分野： 作物生理学

キーワード： イネ　糖代謝　ショ糖合成　SPS　cFBPase　ゲノム編集

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
作物の葉におけるショ糖合成は、転流効率の制御を通じて作物の生産性に重要な役割を果たしている。本研究に
よりイネの葉におけるショ糖合成能の制限要因について、これまで想定されてきたSPS遺伝子よりもむしろ別の
SPS遺伝子のほうが重要な可能性が示唆された。本研究で得られた知見をもとにイネの葉のショ糖合成能の向上
にむけた研究が進むことで、ショ糖合成をターゲットとしたイネの品種改良、ひいては生産性の向上につながる
ことが期待される。

※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 
世界人口の増加に伴う食料需要の増大や、日本における飼料用などのイネ多用途利用の推進

に対応するため、イネの収量ポテンシャルの向上は重要な課題である。イネにおいて、葉で光合
成によって同化された炭素はショ糖として他器官に転流し、植物体の成長や子実の生産に利用
される。ショ糖合成能は転流効率に関わるとされる（Braun et al., 2013）。そのため、イネのショ
糖合成制御の最適化は、転流効率の向上を通じてイネの収量増加に貢献すると考えられる。一方
で、その知見の不足から、ショ糖合成能をターゲットとしたイネの遺伝的改良には至っていない。 
植物の葉におけるショ糖合成は、ショ糖リン酸合成酵素（SPS）が触媒する反応によって行わ

れる。これまでの研究から、SPS はショ糖合成系の制御において重要な役割を果たすと考えられ
てきた。実際、葉の SPS 酵素活性が野生型の 30%に低下したシロイヌナズナの SPS 変異体の生
育は大きく阻害される（Volkert et al., 2014; Bahaji et al., 2015）。しかし、申請者のこれまでの研究
から、葉身の SPS 活性が野生型の 16%に低下したイネの SPS 変異体が野生型と同様の栄養成長
を示すことが明らかとなった。この結果から、シロイヌナズナとは異なり、イネでは SPS が葉
におけるショ糖合成の制限要因とはなっていない可能性が示唆された（Hashida et al., 2016）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、イネの葉におけるショ糖合成の真

の制限要因を明らかにするため、①ショ糖合成経
路の SPS よりも上流の酵素である細胞質型フル
クトース -1,6-ビスリン酸フォスファターゼ
（cFBP）がショ糖合成の制限要因である、②cFBP
と SPS を介する経路以外にもショ糖合成経路が
存在する、という2つの仮説の検証を目的とし（図
1）、SPS および cFBP 遺伝子の変異体の作出、探
索および解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) SPS 二重変異体の解析 
 申請者はこれまでにイネの 5 つの SPS 遺伝子
（OsSPS1, OsSPS2, OsSPS6, OsSPS8, OsSPS11）の
うち葉で主要な働きをするとされる OsSPS1 がノ
ックダウン（Hashida et al., 2016）、OsSPS11 がノッ
クアウトされた二重変異体を作出した。二重変異体と野生型、2 遺伝子のうち片方のみが変異型
の計 4 系統を日長 12 時間、明期 30℃、暗期 25℃の強光条件（900μmol m2/s、PPFD）と一般的
な条件（200μmol m2/s、PPFD）でそれぞれ 3 週間栽培し、生育の比較を行った。 
 
(2) CRISPR/Cas9 システムを用いた SPS 多重変異体の作出 

CRISPR/Cas9 システムを用いて SPS 多重変異体の作出を行った。5 つの SPS 遺伝子（OsSPS1, 
OsSPS2, OsSPS6, OsSPS8, OsSPS11）全て、あるいはその一部をターゲットとしたコンストラクト
を作成し（Mikami et al., 2015）、アグロバクテリウム法（Toki et al., 2006）によりイネ品種「日本
晴」へ導入した。得られた再分化個体から DNA を抽出し、ターゲット部位の塩基配列をシーケ
ンスすることにより変異を調査した。得られた個体を人工気象器（日長 12 時間、明期 30℃、暗
期 25℃、光強度 200μmol m2/s あるいは 40μmol m2/s（PPFD））で栽培し、生育を評価した。 

 
(3) cFBP1 遺伝子ノックダウン系統の探索 
 Tos17 突然変異系統群(Miyao et al., 2003)の中から cFBP をコードする cFBP1 遺伝子のイントロ
ン、あるいは UTR に Tos17 が挿入された系統（農研機構より分譲）を高崎健康福祉大学附属農
場（高崎市）の水田で栽培し、cFBP1 遺伝子がノックダウンされた系統のスクリーニングを行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 葉身で主要に働くとされる 2 遺伝子の OsSPS1 がノックダウン、OsSPS11 がノックアウトさ
れた変異体を強光条件および弱光条件で栽培したが、生育に大きな差は見られなかった。 
 
(2) OsSPS2, OsSPS6, OsSPS8 の 3 遺伝子について、単独、二重、三重欠損変異体をそれぞれ複数
個体作出した。単独変異体、二重変異体は野生型と同程度の生育を示したが、三重変異体は矮性
であった。三重変異体を光強度が 40μmol/m2/s（PPFD）の弱光条件で栽培したところ、野生型よ
りも矮性ではあったが、野生型と同様の葉色を維持したまま生育可能であった。一方、一般的な
条件（200μmol/m2/s、PPFD）では葉が黄化し極端な矮性を示した。この傾向は、cFBP をコード



する遺伝子のうち葉で主要に働く遺伝子である cFBP1 がノックアウトされた変異体が弱光下で
は生育可能なことと同様であった。光強度に応じて生育阻害の程度が変化することから、3 遺伝
子は光合成速度に応じた葉からの炭素転流の制御に重要な役割を果たす可能性が示唆された。 
 
(3) cFBP1 遺伝子ノックダウン系統を探索するため、Tos17 系統 9 系統を栽培し、野生型と変異
体で比較したが、cFBP1 がノックダウンされた系統は得られなかった。今後 RNA-i 系統などの
作出を通じて、cFBP1 遺伝子のノックダウン系統を作出、解析する予定である。 
 
以上より、葉身で主要に働くとされてきた 2 つの SPS 遺伝子（OsSPS1、OsSPS11）ではなく、

それ以外の 3 遺伝子（OsSPS2, OsSPS6, OsSPS8）が葉からの炭素転流に重要な役割を果たしてい
る可能性が示唆された。この結果は SPS がイネの葉におけるショ糖合成の制限要因とはならな
いという研究開始当初の仮説と一致しない。この原因として、葉全体ではなく葉における特定の
部位・器官、あるいは葉以外の器官において 3 遺伝子が重要な役割を果たしており、その結果と
して葉からの炭素転流、生育に影響を及ぼしている可能性が考えられる。今後イネの葉における
ショ糖合成の真の制限要因を明らかにするためには、cFBP や新規ショ糖合成経路の存在の検証
に加えて SPS 遺伝子の生理的分業について詳細に解析する必要があることが示された。 
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