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研究成果の概要（和文）：澱粉は植物が合成するグルコースの多量体で、穀物の種子中の70%以上を占める主要
物質である。種子に貯蔵された澱粉は植物が発芽する時のエネルギーとして使われるが、人間にとっても種子は
主食であり大切なエネルギー源である。本研究では、澱粉合成に関わる遺伝子に変異を持つオオムギ突然変異体
を2種類単離した。この２つの変異を組み合わせた二重変異体のオオムギ種子では、澱粉が少なくなり、グルコ
ースやスクロースなどの糖類が多く含まれていた。この二重変異体は従来のオオムギと異なる種子成分を持つこ
とから、新しい用途に利用できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Starch is a chain of glucose and is the major substance in cereal seeds, 
accounting for more than 70% of their composition. The starch stored in the seeds is utilized as 
energy for plant germination and is also an essential source of energy for humans, as seeds are a 
staple food. This study isolated two barley mutants with mutations in the genes involved in starch 
synthesis. The double mutant seeds combined these two mutations contained less starch and more 
sugars, such as glucose and sucrose. This double mutant has a different seed composition than 
conventional barley, which could lead to new applications.

研究分野：澱粉育種学

キーワード： オオムギ　胚乳　種子　成分育種　アミロペクチン　突然変異体　澱粉　穀類
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研究成果の学術的意義や社会的意義
オオムギは、醸造用、食用、飼料用、飲料用に利用される多用途作物であり、種子の澱粉特性や成分特性は重要
形質である。本研究で作出した二重変異体の種子は、澱粉が少なく単糖類や二糖類が野生型よりも多いため、新
しい用途を開発できる可能性がある。また、単離した変異体の１つであるhvisa1の原因遺伝子であるイソアミラ
ーゼは、トウモロコシではスイートコーンの原因遺伝子として利用されており、本研究で得られたhvflo6変異が
イソアミラーゼ変異の表現型を亢進するという知見は、トウモロコシのスイートコーン育種に利用できる可能性
がある。

※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。



 

 

 
１．研究開始当初の背景 

 
澱粉は植物が光合成産物として作るグルコースの多量体であり、不溶性のα-グルカンである。
澱粉は、我々の主食としてだけでなく、糖化製品、食品添加物、工業製品などの加工製品として

も利用されている。「澱粉粒」とは、植物細胞内で合成された澱粉が形成する直径 1-100 μmの粒
子のことであり、その形状は種間多様性を示す。特にイネ科植物の胚乳においては、その形状多

様性は顕著である。例えば、イネ胚乳の澱粉粒は複数の澱粉粒子が集合して出来ている。これは

複粒型と呼ばれており、イネ科植物では祖先型であり主要型である。一方、1つの澱粉粒子から
構成される単粒型を発達させる植物種も存在する。オオムギやコムギでは、単粒型の中でも一つ

の細胞内に大小二極性を示す澱粉粒が共在する「二極性単粒型」を発達させる。二極性単粒型は、

イネ科植物の中でも数属にしか見られない特異的な澱粉粒である。二極性単粒型がどのような

分子機構で形状を規定しているかは未解明である。 
一方で、主要な澱粉合成酵素は植物種間でよく保存されている。澱粉合成酵素(Starch synthase, 

SS)はグルコース鎖の伸長を、澱粉枝付け酵素(Starch branching enzyme, BE) はグルコース鎖の分
岐形成を、澱粉枝切り酵素(Starch debranching enzyme, DBE)は不要なグルコース鎖の除去を担当
する。植物はこれらの酵素のアイソザイムを複数持っており、これらのアイソザイムのいくつか

の変異は澱粉粒の形状に影響を与える。例えば、コムギの ss4変異体やオオムギの DBEの 1つ
である Hordeum vulgare ISOAMYLASE1 (HvISA1)遺伝子の変異体は複粒型澱粉粒を発達させる。ま
た近年、澱粉関連酵素に結合し、その機能を補助する非酵素タンパク質が同定されている。これ

らのタンパク質には、CBM48ドメインが保存されており、澱粉関連酵素の多糖類への結合を促
進する。イネの FLOURY ENDOSPERM 6（FLO6）はイネ科植物で最もよく研究されている CBM48
タンパク質である。オオムギ Franubet変異体（hvflo6とも呼ばれる）は、イネ FLO6のオルソロ
グである HvFLO6 に変異を持つ。この変異体の胚乳には不規則な単粒型澱粉粒と複粒型澱粉粒
が混在する。 
これらの澱粉関連遺伝子の変異が組み合わさった場合に、変異間でどのような遺伝的相互作

用があり、澱粉特性にどのような影響を与えるかについては、その組み合わせの多さから全容解

明には至っていない。また、既存のオオムギの澱粉関連変異体は多様な遺伝的背景から単離され

ているため、交配後に異なるゲノムの混合効果を考慮する必要があり、遺伝的相互作用を正確に

評価することは困難であった。 
 
２．研究の目的 

 
本研究では上記の研究背景を踏まえて、以下の２つの問いに対する新しい知見獲得を目的と

して研究を進めた。 
1. 二極性単粒型の形状を規定する遺伝子やその遺伝的相互作用はどのようなものか？ 
2. 二極性単粒型の形状変化は、澱粉特性ならびに種子特性にどのような影響を与えるのか？ 
本研究ではまず、オオムギで澱粉粒の形状に異常を示す突然変異体のスクリーニングを行なっ

た。研究代表者は、以前に穀類の澱粉粒の簡便観察法を開発している (Matsushima et al. 2010)。
本研究では、この方法を用いて澱粉粒の形を指標にして突然変異体をオオムギ変異集団から単

離した。また、これらの変異体同士の交雑により得た多重変異体の解析から、変異間の遺伝的相

互作用が澱粉粒の形ならびに澱粉特性、種子特性に与える影響を明らかにした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 植物材料 
オオムギ品種「はるな二条」ならびに「Morex」の種子ならびに突然変異集団の種子について

は、ナショナルバイオリソースプロジェクト(NBRP-Barley)から提供を受けた。オオムギは、グ

ロースキャビネット内で 22℃/18℃ (明/暗条件)または約 23℃で 16 時間 /8 時間の明暗条件で栽

培した。スクリーニングは澱粉粒の簡便観察法を用いて、1 系統あたり少なくとも 5粒の種子の
澱粉粒を顕微鏡観察を行い実施した。 
 
(2) テクノビット樹脂を用いた薄切顕微鏡による澱粉粒の観察法 
胚乳中の澱粉粒を観察するために、テクノビット切片を作製した。テクノビット切片(1 µm)は、

ウルトラミクロトームを用いて作成した。澱粉粒を染色するために、切片のヨウ素染色は、ルゴ

ール液(ヨウ素/ヨウ素カリウム液)を用いた。 
 



 

 

(3) 澱粉量の測定 
穀粒中の澱粉量は、レジスタントスターチキット（Megazyme 社）中の酵素を用いて行った。

精製した澱粉をアミラーゼならびにアミログルコシダーゼで処理し、遊離したグルコース量か

ら澱粉量を計算した。 
 
(4) フィトグリコーゲン量の測定 
穀粒中の可溶性α-グルカン (フィトグリコーゲン)量は、レジスタントスターチキット

（Megazyme 社）に含まれる酵素を用いて行った。穀粒抽出液を遠心分離と溶媒抽出により、可

溶性α-グルカンであるフィトグリコーゲンを分画し、酵素分解後に遊離したグルコースの量か

らフィトグリコーゲン量を計算した。 
 
(5) グルコース鎖長分布解析 
グルコース鎖長分布解析は、蛍光標識とキャピラリー電気泳動（Beckman Coulter）を用いて解
析した。 
 
(6) 単糖と二糖の測定 
穀粒中のグルコース、フルクトース、スクロース、マルトース量を、ガスクロマトグラフィー

質量分析計(GC-MS)を用いて解析した。 
 
４．研究成果 

 

(1) 澱粉粒の形態が変化したオオムギ変異体の単離 
澱粉粒の簡便観察法を用いて、はるな二条の突然変異集団 4519 系統、Morexの突然変異集団

226系統から澱粉関連変異体のスクリーニングを行った。得られた変異体のうち、澱粉粒の形状

が野生型と異なる変異体を複数系統単離した。オオムギ野生型の胚乳では、二極性単粒型澱粉粒

を発達させるが (図 1a)、 
hvisa1-3の胚乳では、一部の細胞

では複粒型澱粉粒が形成され、

別の細胞では単粒型澱粉粒が形

成されていた (図 1b, c)。また、
複粒型澱粉粒と単粒型澱粉粒が

共存している細胞も観察された。

一方、hvflo6-2変異体では、一部

の細胞が複粒型澱粉粒を形成し、

他の細胞は巨大化した単粒型澱

粉粒が形成されていた (図1d, e)。 
オオムギの Risø17 および

Notch-2 変異体は、DBE の 1 つ
である HvISA1 遺伝子に変異を
持つことが知られている。表現

型の類似性から、hvisa1-3変異体
でも HvISA1 遺伝子に変異を持
つ可能性が考えられたので、

hvisa1-3 変異体における HvISA1
遺伝子を含むゲノム領域の

DNA配列を決定した。その結果、

hvisa1-3 変異体では、HvISA1 遺
伝子の first ATGの下流 3387 bp
に位置するグアニン残基がアデ

ニンに置換されていた (図 1f)。
この変異により、490番目のアミ

ノ酸にストップコドンが導入さ

れる。この変異により、活性中心 
の一部ならびに C 末端の二量体化ドメインが欠損する。また、Morex変異原集団から hvisa1-3と
同様の表現型を持つ 2つの変異体（hvisa1-4および hvisa1-5）を単離した。hvisa1-4と hvisa1-5変
異体は、それぞれ first ATGの下流 7547 bpと 9431 bpにグアニンからアデニンへの塩基変化があ

った (図 1f)。これらの変異はいずれも、スプライシングアクセプターと考えられる部位に位置
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していた。イムノブロット解析の結果、hvisa1-3、hvisa1-4、hvisa1-5、Risø17では、HvISA1タン
パク質が蓄積していなかった（発表論文の Fig. 1k 参照）。hvflo6-2変異体の澱粉粒の形状は、以

前単離されていた Franubet 変異体の澱粉粒の形状と類似していた。そこで、Franubet 変異体の
原因遺伝子である HvFLO6遺伝子を含むゲノム領域を hvflo6-2変異体において決定した。その結

果、hvflo6-2変異体では first ATGの下流の 827 bpと 828 bpの 2つの連続するグアニンがともに

アデニンへ塩基置換が起きていた(図 1g)。後者の置換により、217 番目のアミノ酸にストップコ

ドンが導入される。この変異により、HvFLO6タンパク質の C 末端に位置する CBM48ドメイン
ならびに Coiled coil regionが欠損する。 
hvflo6-2変異体と Franubet変異体の交配で得た F1種子は、両親と同様の表現型が観察された。

また、F2集団の種子はすべて変異体型の表現型を示した（n = 36）。これらの結果は、hvflo6-2変
異と Franubet 変異は対立遺伝子関係にあることを意味する。本報告書では、Franubet 変異を
hvflo6-1と呼ぶことにする。 
 
(2) hvflo6-2 hvisa1-3二重変異体の胚乳における澱粉粒の形状について 
交配により hvflo6-2 hvisa1-3 二重変異体を作出

した。hvflo6-2 hvisa1-3二重変異体の完熟種子は扁

平で、種子重ならびに澱粉蓄積量が、はるな二条

ならびにそれぞれの単独変異体と比較して減少

していた（図 2 a-c）。hvflo6-2 hvisa1-3二重変異体

の登熟種子の胚乳切片をヨウ素染色により澱粉

粒を観察した結果、胚乳が 2つの領域に分化して

おり、一方は紫色、他方はピンク色に染色された

（発表論文の Fig. 3h-j 参照）。紫色に染まった領域

では複粒型澱粉粒が観察されていたが、ピンク色

に染まった領域では内部がピンク色に染まった

風船状の構造物が観察された。上記の結果は、

hvflo6-2 hvisa1-3二重変異体では、登熟過程で澱粉

合成が阻害されており、その結果、完熟種子にお

ける澱粉蓄積量が減少したことを示唆する。また、

澱粉量の減少が完熟種子の形状が扁平になった

原因と考えられる。別の対立遺伝子変異である

hvflo6-1 と hvisa1-3 の二重変異体でも同様の表現

型が観察された（発表論文の Supplementary Fig. 11
参照）。 
 
(3) hvflo6-2 hvisa1-3種子中のフィトグリコーゲン量の蓄積について 
以前に単離されていた HvISA1 遺伝子の変異体 (Risø17 およ

び Notch-2)では、不溶性α-グルカンである澱粉が減少する一方

で、可溶性αグルカンであるフィトグリコーゲンが野生型に比

べて高蓄積していることが報告されていた。そこで、野生型の

はるな二条、hvisa1-3変異体、hvflo6-2変異体、hvflo6-2 hvisa1-
3二重変異体の完熟種子に含まれるフィトグリコーゲン量を定

量した。その結果、HvISA1遺伝子の単独変異体である hvisa1-
3 変異体では、フィトグリコーゲン量がはるな二条に比べて、

高蓄積していた。そして、hvflo6-2 hvisa1-3 二重変異体では、

hvisa1-3 変異体よりもさらに高蓄積していることが分かった 
(図 3)。このデータに対して、二元配置の分散分析を行なった

ところ、hvflo6-2変異と hvisa1-3変異の間の交互作用の項に統

計的な有意差が確認できた。この結果は、hvflo6-2変異と hvisa1-
3 変異の間に相乗的な遺伝的相互作用があることを示唆した。 
 
(4) 変異体におけるグルコース鎖長分布について 
様々な植物種の isa1変異体では野生型と比較して、α-グルカンの鎖長分布が変化し、短いグ

ルコース鎖が増加し、長いグルコース鎖が減少することが知られている。この変化は、主に高度

に分岐したフィトグリコーゲンの増加によるものであると報告されている。したがって、hvisa1-
3単独変異体ならびに hvflo6-2 hvisa1-3二重変異体において、α-グルカンの鎖長分布も影響を受

けている可能性が考えられた。この可能性を検証するためグルコース鎖長分布を行った結果、

図 2 
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hvisa1-3では、はるな二条に比べて短いグルコース鎖（グルコース重合度［DP］＜10）が増加し、

長いグルコース鎖（DP＞10）は減少していた。この hvisa1-3で観察された DPの変化 (長鎖から
短鎖へのシフト)は、hvflo6-2 hvisa1-3 二重変異体ではより顕著に亢進していた。この結果は、

hvflo6-2 hvisa1-3 においてフィトグリコーゲンの量が増加したことと一致する結果であった (発
表論文 Fig. 6 参照)。 
 
(5) hvflo6-2 hvisa1-3種子中の単糖ならびに二糖の蓄積について 

hvflo6-2 hvisa1-3の完熟種子の澱粉蓄積量は、はるな二条の約 21%であった。種子における澱
粉蓄積量は単糖ならびに二糖の蓄積量と負の相関を示すことが知られている。また、いくつかの

植物種で isa1 変異体で単糖ならびに二糖が高蓄積していることも知られている。そこで、単独

変異体ならびに二重変異体の完熟種子におけるグルコース、フルクトース、スクロース、マルト

ース量を GC-MSを用いて定量した。hvisa1-3変異体では、グルコースとフルクトースがはるな

二条や hvflo6-2に比べて高蓄積していた。また、スクロースとマルトースも、統計的に有意な増

加ではないものの、hvisa1-3でははるな二条よりも蓄積量が多かった。一方、hvflo6-2 hvisa1-3二
重変異体では、hvisa1-3単独変異体よりもグルコース、フルクトース、スクロース、マルトース

の全てで、高蓄積していた（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(6) 考察 
本研究で得られた結果は、hvflo6変異が hvisa1変異による表現型を亢進することを意味する。

hvisa1-3変異体では HvISA1タンパク質が蓄積していないことから、hvisa1-3変異は null変異だ
と考えられる。イネでは、FLO6タンパク質は ISA1タンパク質と結合し、ISA1の機能を補助す
る役割があると提唱されている。しかし、二重変異体で表現型が亢進されるという結果は、

HvISA1タンパク質が存在しない条件でも、HvFLO6は何らかの役割があることを意味している。

したがって、オオムギにおける HvFLO6の機能は、ISA1の機能を補助するだけでなく、別の機

能を持つと考えられる。昨年、イネでは FLO6は ISA1だけでなく、他の澱粉関連酵素とも結合

する事が報告された。また、複数の植物種で澱粉関連酵素は、巨大なタンパク質複合体を作った

状態で澱粉を合成していることが示唆されている。したがって、複数の澱粉関連酵素と結合能を

有する FLO6は複合体形成に寄与している可能性がある。今後はこの可能性の検証と hvflo6-2変
異と hvisa1-3 変異の遺伝的相互作用の背景にある分子機構の解明を行う必要がある。また、得

られた変異体同士の交雑より多重変異体の作出を進め、新しい澱粉特性、種子特性を有するオオ

ムギの育種に取り組む予定である。 
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Matsushima, R., Hisano, H., Galis, I., Miura, S., Crofts, N., Takenaka, Y., Oitome, N. F., Ishimizu, T., Fujita, 
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FLOURY ENDOSPERM 6 mutations enhance the sugary phenotype caused by the loss of ISOAMYLASE1 
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Theor. Appl. Genet. 136: 94, 2023 
https://doi.org/10.1007/s00122-023-04339-5 
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