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研究成果の概要（和文）：イネ茎葉部に出穂期までに蓄積されたデンプンは出穂後に分解され、登熟に利用され
る。本研究では、β-アミラーゼアイソジーンであるOsBAM2とOsBAM3両遺伝子の発現抑制により、出穂後の葉鞘
でのデンプン含量低下が抑制されることがわかった。別のアイソジーンのOsBAM5はプラスチド局在型アイソフォ
ームをコードし、その発現抑制は出穂後の葉鞘で過剰なデンプン蓄積をもたらした。また、上記３つのアイソジ
ーンに関する三重発現抑制系統を作出した。さらに、超多収品種タカナリの葉鞘において発現レベルが高いα-
アミラーゼアイソジーンであるRAmy2Aの発現抑制系統を、タカナリを原品種として作出することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Starch accumulated in rice stems and leaves before heading is degraded at 
the post-heading stage and utilized for the grain filling. In the present study, the repressed 
expression of both OsBAM2 and OsBAM3 encoding the β-amylase isoforms inhibited the decrease in 
starch content in the leaf sheaths at the post-heading stage. The transient expression of chimeric 
protein with GFP indicated that the other β-amylase isogene, OsBAM5, encode plastid-targeted 
protein. In addition,  the repression of OsBAM5 expression caused excess accumulation of starch in 
the leaf sheaths after heading. Triple knockdown lines for OsBAM2, OsBAM3 and OsBAM5 were generated 
in Nipponbare. Furthermore, the knockdown lines of RAmy2A, an α-amylase isogene, which is  highly 
expressed in the leaf sheaths of high yield variety Takanari, were successfully generated in 
Takanari.        

研究分野：作物学

キーワード： イネ　葉鞘　デンプン分解　α-アミラーゼ　β-アミラーゼ
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１．研究開始当初の背景 
 イネの食料としての需要増加や食用以外
への用途拡大により，様々な多収イネ品種が
日本を含めて世界中で育成されている．それ
らの多くはシンクである穂のサイズ，つまり
一穂穎花数が大きく増加した品種であるた
め，増大したシンクを十分に満たすためには，
通常の品種以上に多くの同化産物が登熟の
ために供給されなければならない．よって，
潜在的な多収品種における収量を安定させ
るためには，増加したシンクサイズに対応で
きるだけのソース機能の増強が不可欠であ
る． 
 イネ穎果の登熟におけるソースとしては、
出穂後の葉身において新たに同化された炭
水化物と、出穂期までに稈や葉鞘に蓄積され
たデンプンなどの非構造性炭水化物（Non- 
Structural Carbohydrate; NSC）の２つがあ
る．そのうち後者は登熟穎果中に貯蔵された
炭水化物の約 30％の供給源となり 1)，その供
給が不足すると登熟歩合の悪化をもたらす
場合があると指摘されている 2)．以上のこと
から，稈および葉鞘における NSC のほとんど
を占めるデンプンの出穂期までの蓄積量を
増加させること，ならびに出穂後の稈および
葉鞘におけるデンプン分解とそれに続く糖
転流活性を増加させることが，登熟に必要な
ソース機能を増強するために必要な課題と
して考えられる．このうち，稈や葉鞘におけ
るデンプン蓄積に関する生理生化学的な研
究は比較的多く実施されており，デンプン合
成に関与する酵素のアイソジーンが詳細に
明らかにされている 3)．しかし，出穂後の葉
鞘におけるデンプン分解過程に関連する研
究は非常に少なく，その過程に関与するアイ
ソジーンはまだほとんど明らかにされてい
ない． 
 モデル植物であるシロイヌナズナでは，葉
におけるデンプン分解にβ-アミラーゼが重
要な役割を担っていることが報告されてい
る 4)．そこで、私は，出穂後のイネ葉鞘での
デンプン分解におけるβ-アミラーゼの役割
を明らかにすることを目的として研究を進
め，イネゲノム上にアノテーションされてい
る９つのβ-アミラーゼと予想される遺伝子
のうち，少なくとも OsBAM2 および OsBAM3 遺
伝子がコードするアイソフォームはともに
プラスチドに局在し，それらの大腸菌組換え
タンパク質は実際にβ-アミラーゼ活性を有
することを明らかした 5）．さらに OsBAM2 と
OsBAM3 の機能解析を進めるため，それぞれの
過剰発現系統と発現抑制系統を作出し、その
表現型解析を進めてきた．その結果，OsBAM2
もしくは OsBAM3 の過剰発現系統では出穂期
における葉鞘のデンプン蓄積量が非形質転
換体と比較して著しく低下すること、一方で，
OsBAM2 もしくは OsBAM3 の発現抑制系統にお
ける葉鞘のデンプン含量には非形質転換体
と比べて大きな違いがないことを明らかに
した 6)．また，種子発芽時の胚乳でのデンプ

ン分解における機能が詳細に解析されてい
るα-アミラーゼの葉鞘における遺伝子発現
を調査し，α-アミラーゼアイソジーンのひ
とつである RAmy2A の発現が出穂後の葉鞘に
おいて増加し，特にその程度は超多収品種の
タカナリにおいて顕著であることを明らか
にしている 7)． 
 
２．研究の目的 
以上のような背景と成果から，出穂後のイ
ネ茎葉部におけるデンプン分解には OsBAM2
や OsBAM3をはじめとするいくつかのβ-アミ
ラーゼ遺伝子が関与すると考えられるが、そ
れらが協調的に作用してデンプン分解を制
御している可能性が示唆される．また，日本
晴とタカナリなど，品種の違いによってデン
プン分解の制御機構が異なることも予想さ
れる．そこで本課題では，イネ茎葉部におけ
るデンプン分解の仕組みとその品種間にお
ける多様性を明らかにするため，葉鞘におい
て発現レベルが高い OsBAM2, OsBAM3 および
OsBAM5 に関して複数の遺伝子が同時に発現
抑制された系統の作出を進め，それらの表現
型を解析する．また，OsBAM2 と OsBAM3 の両
アイソフォームはプラスチド局在であるこ
とを明らかにしているが，それ以外のβ-ア
ミラーゼアイソフォームに関して細胞内局
在性を調査する．さらに，インド型超多収品
種のタカナリでは，前述のように RAmy2A の
発現レベルが出穂後の葉鞘で顕著に増加す
ることから，RAmy2A がタカナリ葉鞘における
デンプン分解に果たす役割を解明するため，
タカナリを原品種とした RAmy2A 発現抑制系
統の作出を目指す． 

 
３．研究の方法 
(1) OsBAM5の発現抑制が葉鞘のデンプン含量
に及ぼす影響の解析 
 RNAi 法によってすでに作出済みである
OsBAM5 発現抑制系統（BAM5 KD #3-1 と#3-3）
を閉鎖系グロースチャンバーで生育させ，止
葉展開期，出穂 7 日後および出穂 21 日後に
主稈の第３葉鞘および第４節間を採取した．
採取した葉鞘と節間におけるデンプン含量
を解析し，さらにそれらから調製した全 RNA
をもとに合成したcDNAを鋳型として，OsBAM5 
mRNA 量を定量 RT-PCR により解析した． 
 
(2) OsBAM2 および OsBAM3 二重発現抑制系統
における表現型解析 
 RNAi 法によってすでに作出済みである
OsBAM2・OsBAM3 発現抑制系統（BAM2&3 KD #1-1
と#1-3）を閉鎖系グロースチャンバーで生育
させ，止葉展開期，出穂 7日後および出穂 21
日後に主稈の第３葉鞘および第４節間を採
取した．採取した葉鞘と節間におけるデンプ
ン含量を解析し，さらにそれらから調製した
全 RNAをもとに合成した cDNA を鋳型として，
OsBAM2 と OsBAM3 mRNA 量を定量 RT-PCR によ
り解析した． 



 
(3) OsBAM2、OsBAM3 および OsBAM5 三重発現
抑制系統、ならびに OsBAM2 および OsBAM5 二
重発現抑制系統の作出 
イネにおける RNAi 誘導用バイナリーベク
ターである pANDA vector8)に OsBAM2, OsBAM3
および OsBAM5 の RNAi を誘発するトリガー配
列を並列させて組み込んだ pANDA-BAM2・3・5 
vector を構築した．また、同じく OsBAM2 と 
OsBAM5 のトリガー配列を並列させて組み込
んだ pANDA-BAM2・5 vector を構築した． 
Agrobacterium tumefaciens EHA105 株もし
くはLBA4404株に上記の構築したベクターを
導入し，イネ（品種：日本晴）の種子胚盤か
ら誘導したカルスにそのAgrobacteriumを感
染させることで形質転換を行った．カルスは
ハイグロマイシンを含む選択培地上で育成
し，耐性カルスから再分化を誘導して，ベク
ターが導入された T0 世代の形質転換体を得
た．なお，再分化個体から調製したゲノム DNA
を鋳型として，選択マーカー遺伝子と RNAi
トリガーのリンカー配列に特異的なプライ
マーを用いたPCRによりベクターの導入を確
認した． 
ベクターの導入が確認できた T0 世代の形
質転換体を閉鎖系グロースチャンバーで育
成し，出穂・登熟後の T1 種子を収穫した．
さらに T1 種子を系統ごとにハイグロマイシ
ンを含む MS 培地で生育させ、耐性個体を閉
鎖系グロースチャンバーで育成して，出穂期
に止葉の一つ下の第 2葉身を採取した．採取
した葉身から調製した全RNAをもとに合成し
た cDNA を鋳型として，RT-PCR により OsBAM2，
OsBAM3 および OsBAM5 の転写レベルを解析し
た． 
 
(4) OsBAM5 および OsBAM9 の細胞内局在性の
解析 
  OsBAM2 と OsBAM3 以外に葉鞘において発現
レベルが高い OsBAM5 と OsBAM9 がコードする
各アイソフォームの細胞内局在性を明らか
にするため，それぞれの推定アミノ酸配列の
全長 545 および 525 アミノ酸残基のうち，そ
れぞれ N末端側から 502および 524アミノ酸
残基に相当する cDNA 配列を PCR により増幅
し，In-Fusion HD Cloning Kit（Clontech）
により GFP 発現ベクター9)に挿入して，sGFP
がそれぞれのC末端側に連結されたキメラタ
ンパク質発現用の OsBAM5-sGFP ならびに
OsBAM9-sGFP ベクターを構築した．構築した
ベクターをパーティクルガン法によりタマ
ネギ表皮細胞に導入し，蛍光顕微鏡により一
過的な GFP の発現を観察した．なお，プラス
チド局在のポジティブコントロールとして，
AtrecA-DsRed210）もまた上記ベクターと同時
にタマネギ表皮細胞に導入した． 
 
(5) タカナリを原品種とした RAmy2A 発現抑
制系統の作出 
 RAmy2A の RNAi 誘導による発現抑制用ベク

ターである pANDA-RAmy2A vector が導入され
たAgrobacterium tumefaciens LBA4404株を、
N6D培地上に無菌播種して10日間経過したタ
カナリ種子に感染させることで形質転換を
行った．Agrobacterium の除菌と同時にカル
スを誘導し，糖類としてマルトースを加えた
ハイグロマイシンを含む選択培地上で耐性
カルスを選抜して，さらに再分化を誘導して，
ベクターが導入された T0 世代の形質転換体
を得た． 
 
４．研究成果 
(1) OsBAM5の発現抑制が葉鞘のデンプン含量
に及ぼす影響の解析 
 BAM5 KD #3-1 と#3-3 ともに、出穂 7 日後
の第 3葉鞘における OsBAM5 mRNA 量は，日本
晴の非形質転換体（WT）と比べて，約 20％程
度にまで低下していた．よって，これら 2つ
の系統では，RNAi の効果により OsBAM5 の発
現レベルが大きく低下していることが確認
できた．第 3葉鞘および第 4節間におけるデ
ンプン含量は，止葉展開期から出穂 7日後に
かけてすべての系統で増加し，また系統間の
有意差は認められなかった．しかし，出穂 21
日後では、WTのデンプン含量は出穂 7日後よ
りも大きく低下したのに対して，BAM5 KD 
#3-1 と#3-3 のデンプン含量はほとんど変化
せず，WT よりも有意に多かった．以上の結果
から，OsBAM5 は出穂期以降の葉鞘と節間にお
けるデンプン分解において重要な役割を担
っていることが明らかになった． 
 
(2) OsBAM2 および OsBAM3 二重発現抑制系統
における表現型解析 
 BAM2&3 KD #1-1 と#1-3 の両系統では，WT
と比較して，出穂 7日後の第 3葉鞘における
OsBAM2 と OsBAM3 mRNA 量が著しく低下してい
た．そこで，第 3葉鞘と第 4節間のデンプン
含量を解析した結果，第 3葉鞘において，出
穂7日後のデンプン含量には系統間で有意差
がなかったが，出穂 21 日後では BAM2&3 KD 
#1-1 と#1-3 のデンプン含量が WTよりも有意
に多かった．また，第 4節間では，出穂 7日
後の BAM2&3 KD #1-1 と#1-3 のデンプン含量
は WT よりも多い傾向にあり，さらに出穂 21
日後では BAM2&3 KD #1-1 と#1-3 のデンプン
含量が WT よりも有意に多かった．一方で，
OsBAM2もしくはOsBAM3単独の発現抑制では，
出穂後の葉鞘におけるデンプン含量には WT
と比べて有意差が認められないことが明ら
かになっている 6)．従って，OsBAM2 と OsBAM3
両遺伝子の発現が低下することにより，出穂
後の葉鞘および節間におけるデンプン分解
が抑制され，デンプン含量の低下が遅延する
と考えられた． 
 
(3) OsBAM2、OsBAM3 および OsBAM5 三重発現
抑制系統、ならびに OsBAM2 および OsBAM5 二
重発現抑制系統の作出 
 ベクターの導入が確認できた BAM2&3&5 KD



の 12 系統から得られた T1 種子を，ハイグロ
マイシンを含む MS 培地に播種し，耐性個体
を生育させ，実際に OsBAM2、OsBAM3 および
OsBAM5 の発現が RNAi により抑制されている
かどうかを確認した．その結果，３つの遺伝
子すべての mRNA 量が顕著に低下していた系
統として，５つの系統が得られた．それらの
T2 種子はすでに採種済みである． 
 BAM2&5 KD 系統に関しては，ベクターの導
入が確認された 11系統から T1種子を採種し，
ハイグロマイシンを含む MS 培地にそれらを
播種して，耐性個体を生育させた．穂孕期に
止葉の一つ下の葉身を採取し，さらに T2 種
子を収穫済みであるため，今後は実際に
OsBAM2 と OsBAM5 の発現が低下しているかど
うかを確認し，表現型解析を行う予定である． 
 
(4) OsBAM5 および OsBAM9 の細胞内局在性の
解析 
 OsBAM5-sGFP ならびに OsBAM9-sGFP の融合
タンパク質発現ベクターをパーティクルガ
ンによりタマネギ表皮細胞に導入した結果、
sGFP に基づく蛍光が葉緑体において観察さ
れた．よって，OsBAM5 および OsBAM9 はとも
に，OsBAM2 と OsBAM3 と同様に，プラスチド
局在型アイソフォームをコードしているこ
とが明らかになった． 
 
(5) タカナリを原品種とした RAmy2A 発現抑
制系統の作出 
 タカナリはインド型品種であることから，
インド型品種に対して行われている形質転
換法を参考に，RAmy2A に関する RNAi 誘導ベ
クターを導入し，形質転換を試みた。しかし，
カルスの増殖効率および再分化率が非常に
低く，形質転換体がほとんど得られなかった．
そこで，アグロバクテリウムの感染方法，な
らびに培地成分組成や再分化の手順を様々
に検討し，最終的には形質転換効率を向上さ
せることができた． 
 RAmy2A に関する RNAi 誘導ベクターの導入
が確認できた再分化個体をポットで生育さ
せ，13 系統の T1 種子を採種した．そのうち
6系統に関して T1 植物体を育成し，出穂後の
葉鞘における RAmy2A の発現レベルを解析し
た結果，2系統において RAmy2A の発現が非形
質転換体よりも低下していた．続いて，それ
らの表現型解析をT2世代において試みたが，
T2 植物体の出穂後の葉鞘では，RAmy2A の発
現レベルが低下していなかった．そこで，最
初に得られた 13 系統のうち，解析に供しな
かった残りの 7 系統の T1 植物体を育成し，
同様に RAmy2A の発現低下が認められた２系
統を用いて表現型解析を行った．その結果，
これら２系統では T2 植物体の葉鞘において
も RAmy2A の発現低下が認められた． 
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