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研究成果の概要（和文）：イネは葉身や籾殻などにケイ酸体を形成し、環境ストレスから植物体を防御してい
る。ケイ酸が重合して非結晶シリカになる分子機構は高等植物では不明のままであった。本研究はイネ・ケイ酸
体を単離し、シリカに含まれる有機マトリックスが抗菌タンパク質であることを明らかにした。免疫電子顕微鏡
法によりケイ酸体内部に同タンパク質の偏在が判明した。さらにケイ酸体内部の超微微細構造を解析した結果、
シリカナノ粒子間に有機マトリックスの存在が認められた。今回同定した有機マトリックスは既存のシリカ由来
タンパクと比較して微弱なケイ酸重合活性を示したが、シリカ形成に対する機能は現時点では不明と言わざるを
得ない。

研究成果の概要（英文）：Oryza sativa forms silica bodies on leaf blades and rice husks to protect 
plants from some environmental stress. The molecular mechanisms of biosilicification (silica 
biomineralization)remains unclear in higher plants. In this study, we indicated that the organic 
matrices in silica bodies are antibacterial proteins. Immune electron microscopy revealed the 
localization of these proteins inside the silica body. Furthermore, as a result of analyzing the 
ultrafine structure inside the silica body by Cryo-FIB-SEM, an organic matrix was intermixed with 
silica nano particles. The organic matrices identified in this study showed weaker silicic acid 
polymerization activity compared to known biosilcification proteins(obtained from biosilicas of 
diatom and sponges), but its true function for silica formation is unknown at this time.

研究分野： バイオミネラリゼーション

キーワード： イネ　シリカ　免疫電子顕微鏡法　有機マトリックス　タンパク質　ケイ酸　抗菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
生物がケイ酸を重合し、シリカを作るバイオミネラリゼーションの分子メカニズムは珪藻、海綿動物等で既に解
明されているが、高等植物では未解明のままであった。本研究の成果により、イネのケイ酸体内部（シリカナノ
粒子間に）に抗菌タンパク質が局在することが明らかとなった。化学防御物質として機能し得る同タンパク質群
がケイ酸体に含まれていることを示したのは本研究が初めてであり、これまで廃棄されていた稲わら、籾殻が優
れた抗菌材料として利活用できる新たな可能性を示すことができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
日本の代表農産物であるイネはケイ酸を吸収して非結晶シリカへと重合し、葉身や籾などの

表面に非結晶シリカの集合体（ケイ酸体と呼称）を形成する。ケイ酸体の役割は物理的強度や病
原菌への抵抗性を高めるなど、多様な環境ストレスからの防御システムと考えられきた。国内外
におけるイネのケイ酸研究に関する動向は、ケイ酸トランスポーターが発見されて以降（Ma et 
al., Nature 2006）ケイ酸が葉身や籾に輸送・分配される機構が解明されるなど（Yamaji et al., 
PNAS 2015）、ケイ酸輸送に関する研究の進展が見られた。しかし、ケイ酸の最終地点（重合して
非結晶シリカになる反応過程）に関する報告例は本研究開始当時ほとんどなく、イネのシリカ形
成（バイオミネラリゼーション）の分子機構は未解明であった。ケイ酸重合活性物質がイネでは
発見されていなかったため、イネのケイ酸重合は無機化学的な反応で進行すると一般的には考
えられてきた。イネ葉身に形成されたシリカ内からケイ酸重合活性を検出し、その主成分が塩基
性タンパク質 LTPL12（当初 ASK11 と命名）であることを初めて突き止めた。シリカを作る生物
は高等植物の他に珪藻や海綿動物、ある種の細菌が知られており、これらの生物にはケイ酸重合
活性を示す有機マトリックスが必ず存在することが報告されていた。しかし、高等植物において
多糖類がシリカ形成のための鋳型となっている説は提唱されていたが、ケイ酸重合活性を示す
タンパク質の報告は研究開始当時、キュウリ病原応答タンパク質の一例を除き皆無であった。 
 
２．研究の目的 
 他の生物にみられるようなケイ酸重合活性を示す有機マトリックスがイネにも存在するのか、
特に葉身のシリカから発見したタンパク質 LTPL がケイ酸体形成に関与するのか調べることが本
研究の主な目的である。特に（１）葉身シリカ内のタンパク質のプロテオーム解析（２）籾殻シ
リカにも有機マトリックスが存在するのか確認すること、（３）LTPL の局在を免疫組織化学的手
法で調べること、以上の 3 項目に焦点を当てた。 
 
３．研究の方法 
（１）ケイ酸体単離およびシリカからの有機マトリックス抽出 
 イネ葉身の破砕液を濾過した後、時計皿を用いて遠心力を加えると、皿の中心部にケイ酸体の
みを集めることができる。収集したケイ酸体に対してフッ化水素酸溶液を添加してシリカを溶
解させ、限外分子量 500-1000 の透析膜を用いてフッ素を除去した後、凍結乾燥を行った。 
（２）有機マトリックスの同定 
凍結乾燥物を SDS/DTT 溶液に溶解させ、SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-PAGE）に

供し、各種染色を行った。また、シリカ沈殿活性を調べるために透析乾燥物を各溶媒に溶かし、
ケイ酸過飽和溶液に添加した。一定時間におけるシリカ沈殿量をモリブデンブルー法により測
定した。SDS-PAGE ゲル上の CBB 陽性バンドを全て切り出し、ゲル内消化と LC-MS 解析を実施（外
注）した。公開されている既知データベースを用いてタンパク質を同定した。また、同様の手法
を用いて籾殻シリカに含まれるタンパク質の同定を試みた。 
（３）同定したタンパク質に対する抗体作製と免疫電子顕微鏡 
 同定した LTPL に対するポリクローナル抗体を作製（免疫動物はウサギ）した。LTPL の局在を
調べるため、精製した一次抗体および抗ウサギ IgG ヤギ抗体（二次抗体）を用いて免疫組織化学
の手法を用いて分析した。光学顕微鏡観察に BCIP/NBT システムを、免疫電子顕微鏡観察には金
ナノ粒子結合二次抗体を使用した。分析には電界放出型走査型電子顕微鏡（FE-SEM）および Cryo-
FIB-SEM システムを使用した。 
 
４．研究成果 
（１）葉身ケイ酸体（シリカ）の有機マトリックス 
 葉身に時期特異的に形成されるファン型ケイ酸体（図１A）には LTPL12 の他に LTPL8 が主成分
として含まれていた。両分子ともに分子質量 11ｋDa、等電点も近しく、両分子を電気泳動およ
び HPLC 等で分離することは困難であった。また、LTPL 以外のタンパク質は CBB 染色による検出
はできなかった。両タンパク質のホモログは他の植物にも広く存在する普遍的な抗菌タンパク
質である。HPLC で精製を行ったところ、海綿シリカ形成タンパク質と比較するとケイ酸重合活
性は微弱であった。また、フッ化水素酸溶液よりも穏やかにシリカを溶出できるフッ化アンモニ
ウム溶液を用いて抽出を行った結果、前述の LTPL に加えて低分子領域に CBB 陽性かつ銀染色陰
性のバンドが再現よく検出された（図１B）。低分子画分にもケイ酸重合活性が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１A ファン型ケイ酸体の SEM 像   図１B ケイ酸体に含まれていた有機マトリックス  
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（２）籾殻シリカの有機マトリックス 
 葉身とは異なり、籾殻からシリカ構造体を分離することは困難であったため、籾殻を直接フッ
化水素酸溶液に浸漬したところ、シリカ由来と予想される高分子質量のタンパク質の抽出に成
功した。LC-MS 解析およびデータベース検索の結果、同タンパク質内の一部のドメインが植物の
病原関連タンパク質（糖分解酵素）と高い相同性を示すことが分かった（投稿準備中につき、詳
細な結果は示していない）。籾殻の非シリカ層（クチクラ）には糖分解酵素などの防御タンパク
質が含まれている報告は以前からあったが、本研究により籾殻シリカ内にも抗菌タンパク質が
含まれていることが明らかとなった。前述の LTPL も籾殻シリカ内分子の候補の一つとして挙げ
られたが、CBB 染色では検出できないことから、籾殻シリカの主要な有機マトリックス成分では
ないことが示唆された。 
 
（３）LTPL の局在解析、ケイ酸体内部のナノ構造解析 
LTPL12、LTPL8 の各固有配列部分（8アミノ酸合成ペプチドを作製）をターゲットに抗体を作

製し、光学顕微鏡および電子顕微鏡による局在解析を行った。光学顕微鏡観察ではファン型ケイ
酸体全体に強いシグナルが観察され（結果は示していない）、さらに免疫電子顕微鏡法では二次
抗体の金コロイド粒子がケイ酸体内部に広く存在する様子が観察された（図２A）。集束イオンビ
ーム付属クライオ走査型電子顕微鏡（Cryo-FIB-SEM）システムを用いて、ケイ酸体内部の超薄切
片を切り出し、HAADF-STEM（High Angle Annular Dark-Field Scanning Transmission Electron 
Microscopy）による観察を行ったところ、ケイ酸体を構成するシリカナノ粒子と有機マトリック
スが共存していることが示唆された（図２B）。 
 

 

 

 

 

 

 

（Ozaki et al.,投稿中） 

図２A ケイ酸体内部の免疫電顕像      図２B HAADF-STEM によるケイ酸体内部の観察 

（二次抗体金コロイド粒子径は 15 nm）     
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