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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、高温登熟玄米のプロテオームと澱粉グライコーム解析を行い、玄米
白濁化は澱粉合成と分解のバランス異常が原因であると結論づけた。また、玄米外観品質に及ぼす強光・高CO2
および高温・高CO2の影響を調べたところ、開花から登熟期初期において感受性が高いことが明らかになった。
ただし、高CO2条件のみでは顕著な玄米白濁化は起こらないが、高CO2は高温ストレスを助長することが分かっ
た。イネの高温耐性に関して鍵となる酵素としてMn型スーパーオキシドジスムターゼ（MSD1）が同定され、MSD1
遺伝子の強発現により高温登熟性が改善され、一方、その発現抑制によって高温感受性が高まることが確認され
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed proteome and starch glycome analyses of high 
temperature ripened brown rice, and concluded that the chalking of grain was caused by the imbalance
 between starch synthesis and degradation. In addition, when the effects of strong light ＆ high CO2
 concentration and high temperature＆ high CO2 concentration on appearance quality of rice grains 
were examined, the sensitivity was shown to be high in the early stage of the ripening period from 
flowering. However, it was found that high CO2 promotes the effects of high temperature stress, 
although remarkable chalkiness of brown rice does not occur only under high CO2 conditions. Mn-type 
superoxide dismutase (MSD1) was identified as a key enzyme involved in high temperature tolerance of
 rice, and it was demonstrated that high temperature ripening tolerance is improved by the 
constitutively high expression of MSD1 gene, while the suppression of MSD1 gene markedly enhanced 
the high temperature susceptibility. 

研究分野： 農学

キーワード： 高温　高CO2　コメ品質　玄米白濁化　オルガネラゲノム

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
温室効果ガスCO2の濃度上昇による地球温暖化は疑う余地は無く、高温・高CO2環境による玄米品質低下への対策
は農業現場で大きな課題となっている。本研究課題では、イネの高温・高CO2応答の学術的理解を進め、高温・
高CO2環境に適応するイネ品種の作出技術を確立することを目的とした。本研究からMn型スーパーオキシドジス
ムターゼ（MSD1）遺伝子の高発現が高温登熟耐性をもたらすことが明らかになった。MSD1はH2O2を生成すること
からH2O2のタイミング良い濃度上昇が高温耐性をもたらすと考えられた。この知見は、高温に強いイネ品種の作
出のみならず、ストレス耐性向上剤の開発にも貢献するものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
温室効果ガス CO2 の濃度上昇による地球温暖化は疑う余地はなく、特に夏場の異常高温の影響
で、我が国の良食味米・高品質米の生産地でも一等米比率が激減する問題が生じている。特に西
日本では一等米比率が低い傾向が近年続いているが、登熟期の高温による影響が大きいとされ
ている。その被害規模は甚大で、平成 22 年の猛暑による新潟県産コシヒカリの被害額だけでも
およそ 100 億円と試算されている。一等米比率の低下は米生産農家の収入減にとどまらず、長期
的には産地のブランドイメージの毀損を招きかねないことから、今後も予測される夏場の猛暑
への対応は喫緊の課題となっている。 
 
２．研究の目的 
本研究課題においては、温度、CO2、光、湿度を制御可能な高性能閉鎖温室やバイオトロンを用
いた高温・高 CO2 登熟性優良系統の遺伝子発現特性の解析から白濁・胴割れ米粒発生の分子メ
カニズムを明らかにし、高温ストレス耐性に関連する遺伝子並びに高温登熟による品質低下に
関わる遺伝子を同定、単離する。さらに、単離遺伝子のコメ品質維持に対する有効性について形
質転換体や突然変異体を用いて評価する。イネの高温・高 CO2応答の学術的理解を進め、高温・
高 CO2環境に適応するイネ品種の作出技術を確立し、農業振興・国際競争力の向上に貢献する。 
 
３．研究の方法 
1) 高温環境下における白濁米粒の発生メカニズムの解明： 
玄米の白濁化・粉質化部位の澱粉顆粒構造のパターン解析は電子線マイクロアナライザー
（EPMA）を用いて行った。澱粉グライコームは分子ふるいクロマトグラフィー（Hanashiro et al. 
Carbohydr. Res. 337: 1211-1215, 2002）およびキャピラリー電気泳動法（Morell et al. Electrophoresis 
19: 2603-2611, 1998）、プロテオームは iTRAQ 標識ペプチドを nanoLC-QTL-Orbitrap XL を用いて
解析した(Mitsui et al. Frontier Plant Sci. 4:36, 2013)。 
2) 高 CO2環境下における白濁米粒の発生メカニズムの解明： 
新潟大学・刈羽村先端農業バイオ研究センター(http://www.agr.niigata-u.ac.jp/~nkariwa/index.html)
に設備されている人工光・CO2濃度制御型閉鎖温室(L2.7 x W3.0 x H2.9m)を用いて玄米外観品質
に及ぼす強光・高 CO2濃度（光量 800µmol m-2 s-1・CO2 濃度 1600 ppmv）および高温・高 CO2濃
度（温度 L30℃/D25℃・CO2 濃度 1600 ppmv）のパルス処理による影響を調べた。なお、コント
ロール条件は光量 450µmol m-2 s-1・温度 L26℃/D23℃・CO2 濃度 400 ppmv とした。また、イネ
npp1 変異体における光合成能は LI-6400XL を用いて解析した（Inomata et al. Int. J. Mol. Sci., 19(9): 
2655, 2018）。 
3) 高温・高 CO2登熟による品質低下に関わる遺伝子の単離・同定： 
各種 α-アミラーゼアイソフォームの特異抗体を用いたイムノブロッティング(Mitsui et al. Plant 
Physiol. 110: 1395-1404, 1996)により様々な条件によって発生した白濁顆粒における α-アミラー
ゼアイソフォームの特異的発現を解析した。 
4) 高温・高 CO2 登熟耐性に関連する遺伝子の単離・同定： 
高温登熟性優良品種として知られている「ゆきん子舞」の登熟種子のプロテオームを 2D-PAGE
法を用いて解析し、特徴的な発現を示すタンパク質を同定した。ターゲット遺伝子を強発現（Ubi
プロモーター）あるいは RNAi 発現抑制(Wx プロモーター)した形質転換イネを高温登熟させ、
形質を解析した。 
5) 高温登熟による胴割れ発生メカニズムの解明: 
予備的結果から、高温ストレスによってコメが収穫後に割れてしまう胴割れ米形質に関し
て、母性遺伝するオルガネラゲノムの関与が示唆されたことから、種々のパーコールおよび
ショ糖密度勾配遠心分離によるオルガネラゲノム DNA の単離方法について検討した。 
6) 高温・高 CO2登熟耐性を示すコシヒカリ培養変異系統の解析: 
 我々が開発した細胞培養変異法により作出した高温・高 CO2登熟耐性コシヒカリ NU1 号および
塩耐性ゆきん子舞 YNU1 号の全ゲノム遺伝子の解読を行った。 
 
４．研究成果 
1) 高温環境下における白濁米粒の発生メカニズムの解明： 
一般圃場において高温 
登熟（登熟平均気温  
28.0℃）したコシヒカ 
リ玄米の澱粉顆粒構造 
を電子線マイクロアナ 
ライザー（EPMA）を用 
いて解析したところ、 
澱粉顆粒は丸みを帯び、 
表面に多数の小穴が認 
められた（図 1）。この 
ような現象は、発芽穀 
類種子における α-アミ 

 
図 1 左図：白濁粒の澱粉顆粒構造、右図：整粒澱粉顆粒構造。倍率 10000



ラーゼによる澱粉顆粒分解様式に類似しており、さらに、グライコーム解析から澱粉分子構造の
顕著な変化を伴わないでグルコースやマルトオリゴ糖含量の増加が認められたことから、高温
登熟による玄米白濁化の主要原因の 1 つが α-アミラーゼの異常な働きであることが強く示唆さ
れた。さらに、プロテオーム解析では，高温登熟で生じた白濁部位において約 1,000 個のタンパ
ク質が同定され，その数％のタンパク質が整粒と比較して２倍以上の発現変動を示した。特に、
白濁粒における一群の熱ショックタンパク質、乾燥ストレス応答に関わる LEA タンパク質や酸
化ストレス応答関連タンパク質の顕著な増加が見られた。そして、スターチシンターゼ、澱粉枝
付け酵素 BEⅡb の発現が減少し、α-アミラーゼⅡ-3 の著しい発現上昇が観察された。以上の結果
から、玄米白濁化は澱粉合成と分解のバランス異常が原因であると結論づけられた (Kaneko et al. 
Rice, 9: 1-16, 2016)。 
2) 高 CO2環境下における白濁米粒の発生メカニズムの解明： 
人工光・CO2濃度制御型閉鎖温室(L2.7 x W3.0 x H2.9m)を用いて玄米外観品質に及ぼす強光・高
CO2濃度および高温・高 CO2濃度の影響を調べたところ、開花から登熟期初期において感受性が
高いことが分かった（図 2）。また、高 CO2 濃度環境下のみでは顕著な玄米白濁化は起こらない
が、高 CO2濃度は高温ストレスを助長することが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
加えて、イネヌクレオチド 
ホスファターゼ／ホスホジ 
エステラーゼ(NPP)１が、 
高温・高 CO2濃度環境下に 
おける光合成、澱粉・ショ 
糖集積および植物成長のネ 
ガティブレギュレーターと 
して機能することを明らか 
にした（図 3：Inomata et al.  
International Journal of Mol- 
ecular Sciences, 19(9): 2655,  
2018）。イネ npp1 機能欠如 
変異体においては、葉温の 
低下、気孔の開孔、光合成 
の促進、澱粉・ショ糖の蓄 
積増加、成長促進をもたら 
すが、稔実率の低下をもた 
らすことが明らかになった。 
3) 高温登熟による品質低下に関わる遺伝子の単離・同定： 
白濁部位における α-アミラーゼタンパク質の増加は特異抗体を用いたイムノブロッティングに
よっても確認された。興味深いことに，平温登熟と高温登熟で生じた白濁部位の α-アミラーゼ
アイソフォーム I-1 と II-3 の発現パターンは異なっていた。したがって、平温登熟と高温登熟に
おける玄米の白濁化には異なる α-アミラーゼアイソフォームが関与するものと考えられた
(Kaneko et al. Rice, 9: 1-16, 2016)。イネの主要 α-アミラーゼアイソフォーム AmyI-1 については、
結晶構造が解かれ、イネ AmyI-1 とオオムギ AMY1 の立体構造を用いたスーパーインポーズ分
析から両者の主鎖構造の類似性が認められた一方で、イネ AmyI-1 の熱安定性に関与すると考え
られている N-結合型糖鎖の結合部位（Asn240）の周辺の立体構造は N-結合型糖鎖を持たないオ
オムギ AMY1 とは明らかに構造的な違いがあることが明らかにされている(Mitsui et al. Amylase, 
2: 30-38, 2018)。イネ AmyⅡ-3 も N-結合型糖鎖を持たないことから、構造と機能が異なる α-アミ
ラーゼアイソフォームが様々な玄米白濁化に関わっていることが推察された。 
 

 

図 3 NPP1 はイネ成長生理のネガティブレギュレーター 

 

図 2 高 CO2 ・高温パルス処理による玄米整粒率の比較：n=3,**P<0.01 



4) 高温登熟耐性に関連する遺伝子の単離・同定： 
高温登熟性優良品種である「ゆきん子舞」の登熟 
種子のプロテオーム解析から、平温・高温環境下に 
特徴的に発現し、生理的にストレス耐性に関わりう 
ると推測される遺伝子として Mn 型スパーオキシド 
ジスムターゼ(MSD1)が見いだされた。イネ MSD1 
遺伝子の過剰発現体および発現制御体を作成し、栽 
培、収穫された玄米品質の変化を解析した結果、 
MSD1 遺伝子の高発現が高温登熟耐性をもたらすこ 
とが明らかになった。MSD1 は H2O2を生成するこ 
とから H2O2の適量でタイミング良い濃度上昇は澱 
粉生合成･分解のバランス異常を回避するシグナル 
となっていると推察した（図 4：Mitsui et al. Plant 
Production Science, 19: 22-29, 2016）。 
5) 高温登熟による胴割れ発生メカニズムの解明: 
受粉後 4-7 日目の期間に高温ストレスを与えると高 
頻度で胴割れが発生すること、そして胴割れ被害に 
は品種間差異があり、コシヒカリは割れ易く、日本 
晴は割れ難いことを確認している。胴割れ発生メカ 
ニズムにオルガネラゲノムが関与することを明らか 
にするために、葉緑体およびミトコンドリアゲノム DNA の単離法の確立を試みた。葉緑体ゲノ
ム DNA については液体窒素ショ糖密度勾配遠心法を改良簡易化した方法によって高度に精製
し、高精度に変異を検出することに成功した(Takamatsu et al. Frontiers in Plant Science, 9: 266, 1-
13, 2018)。オルガネラゲノム DNA の変異解析のために純度の高いオルガネラゲノム DNA の調
製は極めて有効であると結論した。胴割れ発生メカニズムの解明に関する研究は引き続きオル
ガネラゲノムの変異解析を進めている。 
6) 高温・高 CO2登熟耐性を示すコシヒカリ培養変異系統の解析: 
我々が開発した細胞培養変異法により作出した高温・高 CO2登熟耐性コシヒカリ NU1 号（種子
登録出願）の核ゲノム並びに細胞質ゲノム遺伝子の解読を行った。また、NU1 号の登熟胚乳の
マイクロアレイ解析から、高温登熟によるα-アミラーゼ遺伝子の発現上昇が抑制されることが
分かった。高温・高 CO2 登熟耐性をもたらすいくつかの原因遺伝子候補についての引き続き解
析を進めている。加えて、高温登熟性優良品種「ゆきん子舞」と塩耐性品種「海神」を掛け合わ
せ、迅速世代促進法により 4 回の戻し交配を行い、塩耐性を有する「ゆきん子舞」新系統を開発
した(Rana et al. International Journal of Molecular Science, DOI: 10.3390/ijms2010258, 2019)。 
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