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研究成果の概要（和文）：多くの植物に含まれるシュウ酸はヒトや家畜の有害物質である。しかしながら、植物
のシュウ酸蓄積機構については不明点が多い。そこで、本研究では植物のシュウ酸蓄積機構を明らかにするた
め、イネにおけるメタボローム解析と分子遺伝学的手法を用いた解析を行った。その結果、イソクエン酸リアー
ゼ（ICL）が水没時の葉におけるイネのシュウ酸蓄積に関与する可能性が示唆された。また、イオンビーム照射
イネから選抜した低シュウ酸個体では、一部の有機酸含有量の低下により低シュウ酸化したことが示された。さ
らに、コシヒカリとタカナリとでシュウ酸含有量が著しく異なり、この品種間差が特定の染色体部分領域に基づ
くことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Oxalate is accumulated in leaves of various plant species. Excess uptake of 
oxalate is harmful for human and livestock. However, the mechanism of oxalate accumulation remains 
unknown. To elucidate the mechanism of oxalate accumulation in rice, metabolome and molecular 
genetic analysis were performed. The results showed that isocitrate lyase (ICL) might involve in 
oxalate synthesis in the submerged leaves. Metabolome analysis of low oxalate-plants obtained from 
ion beam-irradiated rice revealed that the decrease of other organic acids would lead low oxalate 
content. Moreover, it was found that oxalate content in Takanari leaves is markedly lower than those
 in Koshihikari ones, suggesting that the difference of oxalate content between two cultivars is 
caused by particular chromosomal region. 

研究分野： 農芸化学

キーワード： シュウ酸　イネ　メタボローム解析　CE-QQQ-MS　ICL　染色体部分置換系統

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物のシュウ酸合成に関わる遺伝子の１つであるICLの機能解明が進んだ。また、品種間でシュウ酸含有量が著
しく異なる品種が見出され、環境要因に左右されないことも明らかになった。これらの染色体部分置換系統を用
いた解析を行えば、シュウ酸蓄積に寄与する、ICL以外の遺伝子についての特定が期待できる。さらに、イオン
ビーム照射イネ系統から見出された低シュウ酸イネ個体において、その次世代の中からも低シュウ酸形質を示す
ものが得られたことから、放射線育種による低シュウ酸イネの作出に近づいた。これらの知見は、稲わらのほ
か、ホウレンソウなどの高シュウ酸作物の品質向上につながることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 植物において、シュウ酸（Oxalate）は被食防御や酸性土壌中の Al イオンの解毒に役立つだ
けでなく、過酸化水素に代謝されることでストレス応答や病害抵抗性に寄与するなど、有益な
生理活性物質である。しかしながら、ヒトや家畜など哺乳類にとって、シュウ酸は尿路結石や
ミネラル不足などの重篤な症状を引き起こす毒物である。そのため、シュウ酸は多くの植物に
普遍的に存在するため、作物や飼料の低シュウ酸化は農業上の課題となっている。これまでに、
植物のシュウ酸合成経路として 3 つの経路（①イソクエン酸経路、②グリコール酸経路、③ア
スコルビン酸経路）が複数の植物において報告されているものの、いずれの経路が可溶性シュ
ウ酸の蓄積に寄与するかは不明であり、分子育種技術を利用した低シュウ酸化作物の作出には
至っていなかった。 
 

２．研究の目的 

本研究課題ではモデル植物として遺伝学的基盤が整備されており、葉にシュウ酸を乾重量の
5%程度まで蓄積することのあるイネを材料として、遺伝子（座）レベルでのシュウ酸蓄積機構
の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 まず、シュウ酸蓄積への関与が示唆されているイソクエン酸経路の主要酵素イソクエン酸リ
アーゼ（ICL）のシュウ酸蓄積への影響を明らかにするために、ICL の機能解析を行った。次
に、イネの重イオンビーム照射イネ系統から得られた低シュウ酸イネやさまざまなイネ品種を
用いて、メタボロームおよびゲノム比較解析を行うことにより、ICL 以外のシュウ酸蓄積に関
与する新規遺伝子（座）の特定を目指した。 
 

４．研究成果 

４－１．ICL の機能解析 

 シュウ酸蓄積への関与を明らかにする一環で、ICL の機能解析を行った。まず、ICL の局在
を明らかにするため、ICL promoter-GUS イネ系統を作出し、GUS 染色を行った。その結果、
定常状態の葉では染色が見られなかったものの、暗所や水没時の葉で発現が確認できた（図 1A, 
B）。このことから、ICL は暗所や水没時の葉におけるシュウ酸蓄積に関与している可能性が示
された。今後、シュウ酸含有量を検証し、暗所及び水没時におけるシュウ酸蓄積への ICL の寄
与を検証する必要がある。 
また、乾燥種子においても発現が確認でき、顕微鏡観察によりアリューロン層（糊紛層）で

のみ発現することが明らかになった（図 1C, D）。種子ではシュウ酸の蓄積は認められないが、
アリューロン層に蓄積する脂質からの糖新生過程に ICL が関与しているためと考えられる。さ
らに、吸水後においては 6 時間目までの物理的吸水期では吸水前と同様にアリューロン層での
ICL の発現が観察されたが、12 時間目以降（発芽準備期以降）では ICL の発現が見られなく
なることが明らかとなった。このことは、物理的吸水期まではアリューロン層に蓄積する脂質
から糖を得てエネルギー源としているのに対し、発芽準備期にはアミラーゼが活性化しデンプ
ンの利用が可能になり、脂質からの糖新生が不要になるためと考えられる。 
 

 

図 1 ICL promoter-GUS 植物体の解析。 
A) 水没前、B) 水没後の植物体（Bar: 1 cm）。 
C) イネ種子の断面、D) C の拡大画像（Bar: 50 μm）。 A B 

C D 



４－２．イオンビーム照射イネ系統の解析 

シュウ酸蓄積に寄与する代謝経路を特定するため、イオンビーム照射イネ系統（コシヒカリ
背景）から得られた低シュウ酸イネ系統（M2 世代）の解析を行った。スクリーニングによっ
て得られた低シュウ酸個体において、キャピラリー電気泳動－トリプル四重極型質量分析装置
（CE-QQQ-MS）を用いたメタボローム解析を行った。その結果、イオンビーム照射個体にお
ける葉のシュウ酸含有量の低下が、一部の有機酸含有量の減少によるものと、シュウ酸周辺の
有機酸が減少しアミノ酸が増加したことによるものの 2 パターンに分類されることが明らかに
なった（図 2）。前者（Cluster 1）では全体的に代謝が滞ったためにシュウ酸含有量も低下し
たのに対し、後者（Cluster 2）では非照射個体ではシュウ酸に使われていた炭素源がアミノ酸
など他の代謝物に使用されているものと考えられる。 
 

図 2 低シュウ酸イネ（M2 世代）の代謝物パターン。 
非照射個体と比較して含有量が 2倍以上の代謝物をピンク、1/2以下の代謝物をブルーで示す。 
 
 
これらの低シュウ酸イネの後代でも低シュウ酸形質が維持されているか否かを検証するため、

シュウ酸含有量を測定した。その結果、後代においても野生型と同様に成長しシュウ酸含有量
が 6 割まで低下している個体が見出された（図 3）。このことから、イオンビームの種子照射系
統では成長を損なわず 6 割程度まで低シュウ酸化系統を得ることが可能なことが示唆された。 
 

 
 
４－３．イネ品種間比較解析  

 ICL 以外のシュウ酸蓄積に関与する新規遺伝子（座）を特定するため、シュウ酸含有量の品
種間差を利用したゲノム比較解析に着目した。シュウ酸含有量が異なる品種を探索する一環で、
コシヒカリとタカナリの葉におけるシュウ酸含有量を CE-QQQ-MS で測定した。この 2 品種
の葉のシュウ酸含有量を比較したところ、タカナリではコシヒカリの 1/10 から 1/4 程度までシ
ュウ酸含有量が少ないことが明らかになった。さらに、これらの品種間差が CO2濃度の上昇や
水地温加温などの環境要因によらず、遺伝的背景の違いによることが示された（図 4、Miyagi 
et al., Plant Production Science, 2019）。 

図 3 低シュウ酸個体の後代（M3 世代）にお

けるシュウ酸含有量と草丈。 
非照射個体（コシヒカリ）の平均値を 1 とし

た時のシュウ酸含有量および草丈を示す。 



 
この 2 品種の代謝的特徴を明らかにするため、CE-QQQ-MS を用いたメタボローム解析を行

った。代謝物データを用いた多変量解析の結果、コシヒカリに比べてタカナリではシュウ酸周
辺代謝物であるクエン酸やアスコルビン酸などの有機酸含有量が少なく、逆にアミノ酸を高蓄
積していることが示された（図 5）。 
 

 
さらに、シュウ酸蓄積に寄与する、2 品種の染色体断片置換系統（80 CSSLs）において、シ

ュウ酸含有量を測定した。その結果、シュウ酸含有量が親品種と異なる複数の正逆染色体置換
領域を見出し、シュウ酸に影響を及ぼす 5 か所の染色体領域を特定することが出来た（図 6）。
中でも、第 9 番および 11 番染色体の後部の 2 か所がシュウ酸含有量に強く影響を及ぼす染色
体領域であることが明らかとなった。今後、これらの領域に含まれる遺伝子の比較解析を行う
ことにより、シュウ酸蓄積に寄与する遺伝子（座）の特定が期待できる。 
 

 

図 4 高 CO2 処理や水地温加温処理時のコシヒカリ

およびタカナリの葉におけるシュウ酸含有量の比較。 
2013 年度のつくばみらい FACE（開放系大気 CO2増

加）実験施設にて育成した穂ばらみ期（7 月下旬）の

植物体の葉から代謝物抽出を行い、CE-QQQ-MS を

用いてシュウ酸含有量を測定した。 

図 5 コシヒカリおよびタカ

ナリの葉における一次代謝物

比較。 
2016年度の東京農工大学FM
本町にて育成した出穂期（8
月上旬）のイネの葉から代謝

物抽出を行い、CE-QQQ-MS
を用いてシュウ酸含有量を測

定した。得られた代謝物デー

タを Z 値で正規化し SPSS
（IBM）を用いて階層的クラ

スター解析を行い、ヒートマ

ップを作製した。 

図 6 コシヒカリおよびタカ

ナリの正逆染色体断片置換系

統（80 CSSLs）の葉における

シュウ酸含有量。 
2016年度の東京農工大学FM
本町の圃場にて育成した出穂

期（8 月上旬）のイネの止葉

におけるシュウ酸含有量を

CE-QQQ-MSを用いて測定し

た。黄緑がコシヒカリ背景、

緑がタカナリ背景の染色体部

分置換系統を示す。 
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