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研究成果の概要（和文）：新規の特性を持つデンプンの開発と研究のため、イネの三つのデンプン枝作り酵素の
発現を減少させたΔBEs/Wxa系統を開発した。その完熟種子の外観は白濁し、粉質性であった。種子割断面では
丸く小さな澱粉粒が観察され、空隙が多かった。精製デンプンのX線回折パターンはＢ型パターンであった。Δ
BE/Wxaデンプンの単位鎖長分布は短鎖・長鎖の分布が大きく減少し、重量分布の結果から見かけのアミロース含
量は最大で65％以上にも及ぶ、これまでにない超高アミロースデンプンであった。また、真のアミロース含量は
最大で47.7％であった。極めて細粒で形状も丸く、粉質であることから、極細粒の粉体としての利用が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：To develop starch with a novel property, a ΔBEs/Wxa line with the reduced 
expression of three starch branching enzymes was developed. The appearance of trait of the mature 
seeds was white and opaque, and floury. Round and small starch grain was observed in the cross 
section of the seeds. The X-ray diffraction pattern of the ΔBEs/Wxa starch showed B type pattern. 
The unit chain length distribution of the starch showed that short- and long- chain fractions were 
greatly reduced. The apparent amylose content was up to 65% maximum, calculated from weight 
distribution of the unit chains. The true amylose content was up to 47.7 % maximum. Since the Δ
BEs/Wxa starch was fine grain, round, and floury, it is expected to be used as an ultrafine grain 
powder.

研究分野： 応用糖質科学
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１． 研究開始当初の背景 
 

  デンプンは食品・工業用として様々な用途
に利用されており, その用途は 2000~3000 種
類にも及ぶ１）. 日本において利用されるデン
プンの多くはトウモロコシデンプンであり,
過去３年間に, 全デンプン需給量に占める割
合は 85%前後で推移している２）. 
 トウモロコシデンプンに比してコメデンプ
ンの利用量は極めて少ない. その理由として,
コメデンプンの価格の高さと共に, 物性・利
用用途の多様性が少ないことがあげられる.
他方, コメデンプンは極めて細粒であり, 他
の植物デンプンでは代替できない用途への利
用が考えられる. すなわち, 新規の構造・物
性・機能性の開発により, 新たな食品・工業
用素材としての利用性の開発が可能である. 
 トウモロコシに存在し,イネに存在しない
特性を持つデンプンとして, 超高アミロース
デンプンがある. そのアミロース含量は 50%
から 90%である. 一方, イネにおいては比較
的アミロース含量が高いインディカ種や新形
質米においても, デンプン中のアミロース含
量は 20％以下である３）. 
 他方, 2000 年代にイネゲノムプロジェクト
により, 28,000 遺伝子の完全長ｃDNA が同定
される４）と共に,トランスポゾンの挿入によ
るイネミュータントパネルが整備された５）.
これらを利用した, デンプン合成関連酵素に
関わる複数の遺伝子座における対立遺伝子の
組み合わせにより, 澱粉組成・構造・物性の
違いが発現するしくみについて知られるよう
になった. 
  イネのデンプン構造形成に関わる酵素とし
て, デンプン合成酵素（SS: Starch Synthase）,
デンプン枝作り酵素（BE: Branching 
Enzyme）, デンプン枝切り酵素（DBE: 
Debranching Enzyme）, グルカン加リン酸分
解酵素（Pho: Glucan Phosphorylase）, α1,4
グルカン転移酵素（DPE: Disproportionating 
Enzyme）等が知られている. そのほとんどは
複数のアイソフォームを持つ（図 1）. 
 

図 1 イネの主要なデンプン合成関連酵素 
 

 これまでの研究から, 日本稲にインディカ
型の顆粒結合型デンプン合成酵素（GBSSI）
遺伝子（Wxa）を導入すると共に, デンプン
枝作り酵素のひとつ, BEIIb を抑制する事によ
り, 見かけのアミロース含量の大幅な上昇が
見られた.したがって, BE の全てのアイソザ
イム, BEI, BEIIa, BEIIb の発現を抑制する事で
さらなる高アミロース・コメデンプンを開発
し, 構造・物性を研究する事でこれまでにな
い利用特性を持つコメデンプンの開発が期待
できる. 
 
２． 研究の目的 

 
  イネの BE アイソザイムである BEI, BEIIa, 
BEIIb の発現を抑制した BE 三重変異系統を
得て, インディカ型 GBSSI をコードする Wxa

遺伝子が発現するイネ系統と交配し,ΔBEs 
/Wxa 系統を得た.このΔBEs/Wxa 系統のデンプ
ンのマクロ構造・ミクロ構造を詳細に解析す
ると共に物性を解析することでその利用特性
を明らかにする. 
 
３． 研究の方法 
 
(1) BE 発現の抑制 
  BE の発現の抑制のために、pCRUB2-SV6)

ベクターを cv. Musashimochi(wx)の完熟種子
由来のカルスにアグロバクテリウム法により
導入し、胚乳において BEⅠ, BEⅡa, BEⅡb
の発現が抑制されたイネを得た。 
 
(2) 酵素の発現解析 
 イネの BEⅠ, BEⅡa, BEⅡb 全ての発現を
欠損すると共にインディカ型 GBSSI 遺伝子
(Wxa)を発現するΔBEs /Wxa 系統, その対照
区として BEIIb を欠損すると共に Wxa を発現
するΔBEIIb /Wxa,いずれの BE アイソフォー
ムも正常に発現し Wxa を発現する Wxa 系統, 
GBSSI の発現を欠損する wx 系統において, 
BEI, BEIIa, BEIIb および GBSSI の発現をウェ
スタンブロッティング法により解析した. 
 各イネ系統における受粉後 14 日目の登熟
中の胚乳を液体窒素と共に乳鉢ですり潰し,
抽出バッファーを用いて可溶性タンパク質を
抽出した.遠心により上清を回収し,可溶性・
粗タンパク質画分とした. 
 タンパク質を SDS-PAGE により分画した後,
メンブレンにブロットし,1次抗体として抗
GBSSI 抗体および抗 BEI, 抗 BEII 抗体を用
い,Cy3 標識 2次抗体を用いてそのシグナル
を FLA9000（富士フィルム）により検出し,
発現の有無を解析した.  
 
(3)胚乳割断面における澱粉粒構造の観察 
 完熟種子を１晩凍結乾燥させ,活断面をカ
ーボン蒸着した後,電子線マイクロアナライ
ザー（島津製作所 EPMA-1610）により澱粉
粒の表面構造を５千倍, 1 万倍, 1 万５千倍で
観察した. 



 
(4)精製デンプンの調整 
  完熟種子をカッターで細かく切断した後,
乳鉢と乳棒ですり潰し, 冷アルカリ法により
精製デンプンを調整した. 
 
(5)ヨウ素呈色による見かけのアミロース含
量の比較解析. 
 精製デンプンの糊液をヨウ素—ヨウ化カリ
ウム溶液による呈色後に,660nm における吸
光度を分光光度計（日立 U-2900）により測
定した. 
 
(6)X 線回折パターンの解析 
 湿潤な箱の中で吸湿させた精製デンプンを
粉末 X 線回折装置（BURUKER 社
D2PHASER）により解析した. 
 
(7)鎖長分布の解析と真のアミロース含量の
算出 
 精製デンプンをイソアミラーゼ（林原, 現
長瀬産業）により枝切りして単位鎖を得,各
単位鎖のモル比と重量比を算出した.さらに
アミロースとアミロペクチンを分別後に同様
の方法で各単位鎖のモル比と重量比を算出し
た.その後, 全デンプン量に占めるアミロース
の重量を算出した. 
 
(8)難消化性デンプン量の測定 
  酵素法により精製デンプン中の難消化性デ
ンプン量を測定した.測定は Resistant Starch 
Assay Kit (Megazyme 社)を用いて行った. 
  
４． 研究成果 

 
(1)完熟種子の外観 
 各系統の完熟種子の外観を観察した.Wxa系
統では心白が観察され,他の全ての系統は白
濁・不透明な外観を示した（図２）.加えて
ΔBEs/Wxa は粉質性であった. 

 
図２ 各イネ系統における玄米の外観形質 
左より wx系統, Wxa系統, ΔBEIIb/Wxa系統, 
ΔBEs/Wxa系統の各玄米の外観形質.上段は落
射光,下段は透過光により観察した。Wxa 系
統由来の種子を除いて胚乳の白濁が見られ
る。 
 
(2)ヨウ素呈色による見かけのアミロース含
量の推定 

 各系統の完熟種子より冷アルカリ法にてデ
ンプンを精製し,ヨウ化カリウム溶液による
呈色後に 660nm における吸光度を分光光度
計（日立ハイテクサイエンス U-2900）によ
り測定し,相対的な見かけのアミロース含量
として比較解析した.その結果,660nm の平均
値は wx 系統では 0.081,通常の日本稲うるち
米（Wxb系統）では 0.0211,ΔBEs/Wxa 系統で
は 0.547,ΔBEIIb/Wxa 系統では 0.375,Wxa 系統
では 0.336 であった.これらの値から推定され
る相対的な見かけのアミロース含量は Wxb系
統（品種日本晴）と比較して,ΔBEs/Wxa 系統
では 3.58 倍に増大していた. 
 
(3)酵素の発現解析 
 wx 系統を除く全ての系統において GBSSI
は発現していた.また,ΔBEIIb/Wxa 系統では
BEIIb の発現が欠損しており, 他方ΔBEs/Wxa

系統では全ての BE の発現が欠損していた. 
 ウェスタンブロッティングによる発現解析
の結果のサマリーを表１に示す. 
 
  表 1 胚乳における GBSSI/BE の発現 

 
(4)澱粉粒の表面構造の観察 
 完熟種子を凍結乾燥し,電子線マイクロア
ナライザーにより,種子割断面における澱粉
粒の表面構造を観察した. 
 wx 系統では, 角張った小さなデンプン粒が
観察された.これに対し,Wxa 系統では比較的
大きなデンプン粒が観察された.また, 両者と
も密にデンプン粒が詰まっていた. 
 ΔBEIIb/Wxa 系統では, 大小不揃いの大きさ
のデンプン粒が観察されると共に,デンプン
粒とデンプン粒の間に空隙が観察された.さ
らにΔBEIIb/Wxa 系統の大型のデンプン粒の
表面には不規則なひび割れが生じており, 表
面の滑らかさが失われていた. 
 ΔBEs/Wxa 系統では,小さく丸いデンプン粒
が多数観察されており, 粉質性の要因になっ
ていると考えられた. 
 
(5) X 線回折パターンの解析 
 各系統の精製デンプンの X 線回折パター
ンを粉末 X 線回折装置（Bruker, D2Phaser）
を用いて解析した. wx および Wxa デンプンの
解説パターンは単子葉穀類デンプンに特徴的
な A 型パターンであり,ΔBEIIb/Wxa およびΔ
BEs /Wxa デンプンでは塊茎デンプンの B 型パ
ターンに近い結晶型であった（図３）. 
 ΔBEIIb/Wxa デンプンではθ=6.2°に回折
ピークが出現すると共にθ=18.2°前後の回
折ピーク（4b）が消失した. 同様にΔBEs 



/Wxa デンプンではθ=6.6°に回折ピークが出
現すると共にθ=18.2°前後の回折ピーク
（4b）が消失した.  
 

 
図 3. 各系統由来の精製デンプンの X線回折
パターン 
 
(6)鎖長分布の解析と真のアミロース含量の
算出 
 精製デンプンを枝切り後,還元末端を 2-ア
ミノピリジンにより蛍光標識して単位鎖のモ
ル分布を,RI により重量分布を解析した. 
  一般的に,重量分布では,コメデンプンには
３つの大きなピークをもつ分布が見られる.
その分布をアミロースとアミロペクチンの微
細構造に当てはめて考えると,分子量の大き
な順にアミロース（AM）とアミロペクチン
超長鎖（ELC; Extra-long chain）を含むピーク
（AM＋ELC 画分）,B2 鎖と B3 鎖を含むピ
ーク（B2＋B3 画分）,A 鎖と B1 鎖を含むピ
ーク（A＋B1 画分）にそれぞれ該当すると考
えられる（図４,５） 
 

 
図４ アミロペクチンの微細構造モデル 
 アミロペクチンは結晶性の高いクリスタル
ラメラと,分岐の多い非結晶性のアモルファ
スラメラでひとつのクラスターを形成する. 
A 鎖はそれ自身に分岐を持たない単位鎖,B
鎖は分岐を持つ単位鎖,C 鎖は還元末端を持
つ単位鎖である.このうち,アミロースに匹敵
する長さの単位鎖を ELC,二つのクラスーに
またがる B 鎖を B2 鎖,三つのクラスターに
またがる B 鎖を B3 鎖とする. 
 

図５ 鎖長分布の解析方法の概略 7) 
 全デンプン或いはアミロペクチンをイソア
ミラーゼで枝切り後,標識してゲル濾過カラ
ムにより分画,各単位鎖の鎖長分布を解析し
た.三つのピークを便宜上、AM＋ELC, B2＋
B3, A＋B1 単位鎖の溶出画分とする。 
 
Wxa 発現による鎖長分布の変化 
 GBSSI をコードする Wx 遺伝子の欠損変異
である wx デンプンにおいては, AM＋ELC 画
分は観察されず, B2＋B3 画分と比較して,A
＋B1 画分に大きなピークエリアが観察され
た.一方,Wxa デンプンでは AM＋ELC 画分の
大きなピークが観察されると共に,wx デンプ
ンと比較して, B2＋B3 画分の増大と A＋B1
画分の減少が見られた. 
 
BE の欠損による鎖長分布の変化 
 BEIIb が欠損したΔBEIIb/Wxa デンプンで
は,Wxa デンプンに比して明らかな B2＋B3 画
分および AM＋ELC 画分の増大,A＋B1 画分
の減少が観察された.また,アミロペクチンの
鎖長分布からは AM＋ELC 画分のうち,ELC
は減少し,AM が上昇したことから,真のアミ
ロース含量が上昇した事が明らかになった. 
 一方,全ての BE（BEI, BEIIa, BEIIb）の著
しい減少が見られたΔBEs/Wxa デンプンでは
B2＋B3 画分・A＋B1 画分ともに著しく減少
していた.また,AM＋ELC 画分の重量分布か
ら,見かけ上のアミロース含量は最大 65%に
も及ぶことが明らかになり,これまでにない
超高アミロースデンプンであることが明らか
となった. 一方, 真のアミロース含量は最大
で 47%以上であった. すなわち,超長鎖画分の
増大と真のアミロース含量の増大が超高アミ
ロースデンプン生成の要因と考えられた. 
 
(7)難消化性デンプン量の測定 
 各系統から精製したデンプン中の難消化性
デンプン含量を酵素法により測定した（図
６）.コメデンプンは細粒であるため, 消化
性が良く, Wxa 系統であっても, 高アミロー
スコーンスターチの難消化性デンプン含量が
50%となる条件において, わずか 0.7％程度
の難消化性デンプン含量である。一方で, Δ



BEIIb/Wxa 系統では 16.3%の難消化性デンプン
含量であった。Wxa 系統に比較して ELC 含量
は減少する一方で,B2＋B3 画分が増大してい
ることから, B2＋B3 画分の増大が難消化性
デンプンの増大に関与していると推定され
た. 
 他方, ΔBEs/Wxa 系統の難消化性デンプン
含量は 26.7%にもおよび, Wxa 系統に比較し
て 38 倍に増大していた。アミロペクチン構
造の中心を担う B2＋B3 画分および A＋B1
画分がほとんど失われている事から, アミロ
ースが難消化性デンプン含量の増大に関与す
る可能性も考えられた。 

 
図 6 酵素法による各系統由来の精製デンプ
ン中の難消化性デンプン含量 
 
(8)利用特性の考察 
 本研究で作成したΔBEs/Wxa デンプンは極
めて細粒で形状も丸く, 粉質であることから,
極細粒の粉体としての利用が期待される.ま
た,コメデンプンとしては極めて高い難消化
性デンプンを含有しているため, 血糖値・中
性脂肪の上昇を抑制する加工素材としても有
効であると考えられる. また,直鎖状分子であ
るアミロース含量が 40％以上にも及ぶこと
から,ミックスゲルの素材としても利用可能
であると考えられた.一方で, 糊化後の室温に
おける分散性が悪い事から単体のゲル・ゾル
として利用するには分散性を向上させる必要
があり,今後の課題となった. 
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