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研究成果の概要（和文）：澱粉構造を制御する分子機構を明らかにするため、野生型ジャポニカ米において酵素
複合体の形成が明らかになっているスターチシンターゼ (SS)I、SSIIa、SSIIIa、枝切り酵素(BE)IIbが欠損した
イネ変異体を用いて、ゲル濾過法を行い、酵素間相互作用が変化を明らかにした。
SSIが欠損するとSSIIaとSSIVbの溶出パターンが変化し、SSIIaが欠損するとSSIの溶出パターンが変化した。一
方、BEIIbが欠損するとBEIIaの溶出パターンが変化した。以上のことから特定のアイソザイムが欠損するとアイ
ソザイム間で酵素複合体の形成を相補していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To understand the mechanisms which control the molecular structure of 
starch, protein complex formation of starch biosynthetic enzymes were analyzed by gel filtration 
chromatography using developing mutant rice seeds which lack starch synthase (SS)I, SSIIa, SSIIIa or
 branching enzyme (BE)IIb since these enzymes are known to form protein complexes in wild type 
Japonica rice.
SSI null mutant showed an altered elution pattern of SSIIa and SSIVb, while SSIIa null mutant showed
 an altered elution pattern of SSI. In addition, BEIIb null mutant showed an altered elution pattern
 of BEIIa. Taken together, formation of starch biosynthetic enzyme complexes are likely to be 
complemented by the isozymes in the absence of specific enzymes.

研究分野：澱粉生合成
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１．研究開始当初の背景 
(1) 米澱粉の主成分であるアミロペクチンは
秩序だった分岐構造をしている。アミロペク
チンの枝の頻度や長さは、澱粉の糊化温度・
結晶性・粘弾性などに影響を与え、米の炊飯・  
加工特性や工業利用用途を大きく左右する。
用途に応じて求められる澱粉特性は多様で
あるが、これらを制御する分子機構は未解明
な部分が多い。 
 
(2) アミロペクチンは少なくとも以下の 4 種
類の澱粉生合成関連酵素①α1,4 結合のグル
カン鎖を伸長するスターチシンターゼ（SS）、
②α1,6 結合の分岐鎖を形成する枝作り酵素
（BE）、③α1,6結合の分岐鎖を取り除くイソ
アミラーゼ（ISA）やプルラナーゼ（PUL）
などの枝切り酵素、④澱粉合成の初期過程で
関与が示唆されるフォスフォリラーゼ
（Pho1）によって合成される。 
 
(3) それぞれの酵素には基質特異性が異なる
複数のアイソザイムが存在し、イネ胚乳の 
アミロペクチン合成においては、SSIIIa が  
アミロペクチン長鎖（グルコース重合度(DP) 
>30）を合成し、BEIが非結晶領域の分岐鎖を、
BEIIbが結晶領域の分岐鎖を形成する。BEIIb
が形成したアミロペクチン短鎖（DP 6-7）は、
SSI によって DP 8-12 に伸長され、活性型
SSIIa をもつインディカ米では、さらに DP 
12-24へ伸長される (Fujita, 2014)。 
 
(4) 複数の酵素が共働し、適切に制御される
からこそ、規則だった構造を持つアミロペク
チンが形成できると考えられており、イネを
始めとした穀類では、複数の澱粉生合成関連
酵素が、物理的に相互作用し、多様な組み合
わせの酵素複合体を形成することが明らか
になってきた(Tetlow et al., 2004; Tetlow et al., 
2008; Crofts et al., 2015; Ahmed et al., 2015)。  
また、in vitro実験においても、大腸菌発現・
精製したイネ BEは SSＩおよび Pho1と相互
作用し、互いの機能を相乗的に促進すること
が明らかになっている  (Nakamura et al., 
2014; Nakamura et al., 2017)。しかし、澱粉生
合成関連酵素の複合体形成とアミロペクチ
ン構造の関係は不明である。 
 
２．研究の目的 
複雑で精密に制御された分子構造をもつア
ミロペクチンが、酵素複合体によって、どの
ように合成されるのか？その詳細な分子機構
を明らかにすることを最終目的とした。 
本研究では、野生型のジャポニカ米におい
て酵素複合体を形成することが明らかにな
っているアイソザイムのうち、欠損すると澱
粉構造が激変するイネ変異体（SSI, SSIIa, 
SSIIIa, BEIIb）に着目し、これらの酵素の発現
量が低下、または、完全に欠損すると、酵素
間相互作用がどのように変化するかを明確
にすることを目的とした。 

３．研究の方法 
(1) SSI, SSIIa, SSIIIa, BEIIbの発現量が、低下
または完全に欠損したイネ変異体の登熟種
子（開花後 10-15 日に冷凍保存）から可溶性
タンパク質を抽出し、ゲル濾過法および免疫
沈降法を行った。 
 
(2) 上記の可用性タンパク質を Superdex200 
担体を用いたゲル濾過法により、ネイティブ
分子量ごとに分画し、各澱粉生合成関連アイ
ソザイムがどの分子量に存在するかを明ら
かにした。各溶出画分を限外濾過（Amicon 
Ultra 50 kDa cut off）で濃縮後、煮沸変性し、
SDS-PAGEゲルで分離した。PVDF膜に転写、
ブロッキング後、10種類のアイソザイム特異
的抗体（SSI, SSIIa, SSIIIa, SSIVb, BEI, BEIIb, 
BEIIa, ISA1, PUL, Pho1）を一次抗体として、
ウエスタンブロットを行った。 
 
(3) 酵素複合体の構成成分を明確にするため、
免疫沈降法を行った。先に述べた可溶性タン
パク質抽出液とアイソザイム特異的抗体（SSI, 
SSIIa, SSIIIa, SSIVb, BEI, BEIIb, BEIIa, PUL, 
Pho1）を混合し、抗原抗体反応後、Protein A 
Sepharose 担体を加えた。十分に洗浄した後、
抗体―タンパク質複合体を溶出した。タンパ
ク質複合体を煮沸変性後、(2) に示した方法
でウエスタンブロットを行った。 
 
(4) SSIIa活性を明らかにするため、活性染色
法の条件検討を行った。ゲルのアクリルアミ
ド濃度は 5-10％、プライマーとなる物質は分
岐の長さや頻度が異なるグルカン（グリコー
ゲン・アミロペクチン・クラスターデキスト
リン）、反応液の pHは 6-10で検討した。 
 
４．研究成果 
(1) SSI欠損イネ変異体 
①ゲル濾過法の結果から、イネ胚乳アミロペ
クチンの短鎖を伸長する SSIの発現量が低下
したイネ変異体では、いずれの澱粉生合成関
連酵素の溶出パターンも野生型ジャポニカ
米のものと同様であった。一方、SSI が完全
に欠損すると、野生型ジャポニカ米では幅広
い分子量に溶出していた SSIIa と SSIVb が
200-400 kDa には溶出せず、高分子量（>700 
kDa）にのみ溶出することが明らかになった。
また、SSIが欠損すると、高分子量（>700 kDa）
に溶出する BEIIbの割合が増すことも明らか
になった。 
これらのことから、(i) 野生型のジャポニカ
米で形成されることが明らかになっている
200-400kDa の SSI-SSIIa-BEIIb 複合体を形成
するためには一定量の SSIが必要であること、
(ii) 一般的なジャポニカ米の SSIIa 活性は、 
インディカ米の 10％程度しかないにもかか
わらず、SSIが欠損すると SSIIaの溶出分子量
が変化したことから、複合体形成において、
SSIIaが重要な役割を担うことが推察された。 
 



②免疫沈降法の結果から、SSI が欠損すると
野生型のジャポニカ米では見られなかった
Pho1 と SSIIIa の相互作用が起こることが
明らかになり、新たな組合せの酵素複合体の
形成が示唆された。 
 
(2) SSIIa欠損イネ変異体 
①ゲル濾過法の結果から、SSIIa が完全に欠
損すると 200-300 kDaに溶出する SSIの量が
減少し、モノマーに溶出する SSIの量が微増
した。その他の澱粉生合成関連酵素の溶出パ
ターンに大きな変化は見られなかった（雑誌
論文①、学会発表①）。  
 
②従前のグリコーゲンをプライマーとした
SS活性染色法では、SSIと SSIIIaの活性は検
出できたが、SSIIa の活性が検出できていな
かった。しかし、本研究の過程で、SSIIa の
重要性が判明し、SSIIa 活性の強弱を明確に
する必要性が出てきた。その為、SSIIa 活性
染色法の条件検討を行った。 
その結果、(i) プライマーとなるグルカンは
分岐鎖が短いグルコーゲンや S型アミロペク
チン（ジャポニカ米由来）よりも、分岐鎖が
長いL型アミロペクチン（トウモロコシ由来）
が適し、(ii) プライマーの濃度は 0.05％前後
の低濃度、(iii) 反応条件はグルカン分解酵素
活性を抑えるアルカリ性反応液（pH 9-10）が
適していることが判明した（雑誌論文①）。 
  
③SSIIa が酵素複合体の形成に重要であるこ
とが示唆されたが、これまで我々が作出した
イネ変異体は SSIIa 活性が弱いジャポニカ米
由来であった。SSアイソザイム間の相補作用
を明確にするため、SSI または SSIIIa が欠損
したジャポニカ米由来変異体と高活性型
SSIIa を持つインディカ米を交配し、高活性
型 SSIIaを導入した。 
完熟種子の澱粉構造をキャピラリー電気
泳動法で分析したところ、高活性型 SSIIa を
導入した SSI欠損イネ変異体の鎖長分布は、
野生型のものと非常に似ていた。従って、
SSIIa は SSI の短鎖伸長機能の大部分を相補
できることが明らかになった。一方、SSIIa
は SSIIIa の長鎖伸長機能を相補できず、SSI
と SSIIIaは SSIIaの中間鎖伸長機能を相補で
きないことも明らかになった（雑誌論文④、
学会発表⑥、学会発表⑭）。これら新系統の
酵素複合体については、今後、解析を行う。 
 
(3) SSIIIa欠損イネ変異体 
ゲル濾過法の結果から、イネ胚乳アミロペク
チンの長鎖を伸長する SSIIIaの発現量が低下
した変異体では、SSI の発現量が増し、特に
野生型では SSI の溶出が極めて少なかった
700 kDa以上の高分子量に SSIが溶出した。
この分子量 (>700 kDa) は、通常、野生型の
SSIIIa が溶出する分子量であり、SSIIIa が欠
損したことにより、SSI が SSIIIa を相補した
と考えられる（雑誌論文②、学会発表⑦）。 

(4) SSI低発現・SSIIIa欠損イネ変異体 
SSIとSSIIIaが両方欠損すると不稔になるが、
SSI が低発現で SSIIIa が欠損した二重変異体
は稔実する(Fujita et al., 2011)。SSI低発現・
SSIIIa 欠損イネ変異体を用いてゲル濾過法を
行った。その結果、SSIIa の溶出パターンが
激変し、野生型ジャポニカ米で溶出していた
400 kDa以上には溶出せず、200-300 kDaにの
み SSIIa が溶出することが明らかになった
（雑誌論文②、学会発表⑦）。 
 
(5) BEIIb欠損イネ変異体 
ゲル濾過法の結果から、イネ胚乳アミロペク
チンの短鎖を形成する BEIIbが欠損すると、
野生型では 300kDa 以下にのみ溶出していた
BEIIa が、200 kDa- >700 kDa の高分子量に 
幅広く溶出することが明らかになった。 

BEIIb が欠損すると澱粉構造が大きく変わ
るため、これまで BEIIaは BEIIbを全く相補
できないと考えていたが、少なくとも酵素複
合体の形成においては、BEIIa も何らかの相
補的役割を担う可能性が示唆された。 
 
(6) 考察 
以上のように、特定の澱粉生合成関連酵素が
欠損すると、同じクラスのアイソザイムの溶
出分子量が変化したことから、酵素複合体の
形成においてアイソザイム間で相補してい
ることが示唆された。また、澱粉生合成関連
酵素複合体の形成において、構成成分である
酵素の活性の有無とタンパク質の有無では、
他のアイソザイムの相互作用に与える影響
が異なることも示唆された。 
澱粉生合成関連酵素の酵素複合体形成の
研究は、トウモロコシを用いたカナダのグル
ープが先行しているが、トウモロコシでは
SSI 欠損変異体はいまだ単離されておらず、
多重変異体の作成も容易ではない。しかし、
澱粉生合成関連遺伝子は穀類の間で保存性
が高いため、本研究で得られた成果は、他の
穀類における澱粉研究の礎となる重要なも
のである。 
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