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研究成果の概要（和文）：窒素追肥、それに応答して発現が上昇する3つのアミラーゼ遺伝子（Amy3E, BAMY3、
BAMY5）、デンプン構造形成の3者の関係性解明を目指した。その結果、追肥によってデンプンの鎖長分布が変化
することを明らかにしたが、デンプン粒の外観構造に変化は見られなかった。機能検証に向けた遺伝子改変系統
として、(1)ゲノム編集により上記遺伝子を多重破壊した系統、(2)胚乳特異的にBAMY3、BAMY5を過剰発現する系
統、(3)9つのBAMY遺伝子のプロモーター領域とGUSを融合させて遺伝子導入した系統、を作出した。これらの系
統では、コメの外観に顕著な変化は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：We tried to reveal the relationship among nitrogen fertilizer, 
nitrogen-induced rice amylase genes (Amy3E, BAM3Y, and BAMY5), and starch structure. The chain 
length distribution (CLD) of amylopectin branches changed by nitrogen fertilizer, whereas the 
appearance of starch granule did not change. For direct approach to gene function, various 
gene-modified rice lines were developed; i.e., (1)multiple knockout lines of above 3 amylases using 
genome editing, (2) transgenic lines harboring endosperm specific overexpression constructs of BAMY3
 and BAMY5, (3) transgenic lines harboring chimeric constructs of GUS marker gene and promoter 
region derived from each 9 BAMY gene. There are no remarkable changes in grain appearance of above 
gene-modified rice lines.

研究分野： 植物分子生物学、植物生理学、作物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
窒素追肥によってコメ胚乳デンプンの鎖長分布が変化することを初めて明らかにした。一方で、デンプン粒の状
態には明確な追肥の影響は見られなかった。鎖長分布を変化させる原因遺伝子として想定された3つの窒素応答
性アミラーゼ（Amy3E, BAMY3、BAMY5）を中心に、様々な遺伝子改変系統群を作出した。研究期間中に原因遺伝
子の特定まで至らなかったが、上記の遺伝子改変系統群を比較解析することで、コメデンプン集積機構と品質特
性に果たすアミラーゼ群の新たな機能が明らかになり、新規デンプン特性を持つ品種開発に向けた基盤的知見が
得られると期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 出穂期の窒素追肥は、コメの増収をもたらす一方で食味や加工特性を低下させることから、農
業生産向上には両者の負の相関を解消する必要がある。しかし、これまでの栽培学的研究や食品
科学的研究では、具体的な鍵遺伝子の定時に至っていなかった。 
 我々は、窒素追肥に応答したβアミラーゼ 3 および 5、αアミラーゼ 3E といったデンプン分
解酵素の発現亢進を初めて明らかにした。この結果は、窒素追肥による粘り等のコメ加工特性の
低下要因が、窒素応答型アミラーゼによるデンプン鎖の分解にある可能性を示唆している。上記
の 3 遺伝子、とりわけβアミラーゼ群については、具体的な機能解明研究の事例に乏しく、胚乳
のデンプン集積や品質特性に果たす役割は不明であった。種子の主要な栄養成分であるデンプ
ンが集積する種子登熟期において、なぜ分解酵素の誘導が起きるのか、その生理学的意義を学術
的に解明することは、作物の生産性向上・品質安定化の基盤的知見となる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、出穂期窒素追肥によるデンプン変化を詳細に解析するとともに、追肥に応答する
機能不明アミラーゼ群との関係性を明らかにする。これまで未解明であった個別のアミラーゼ
とデンプン構造の関係性を解明することにより、生産環境の変化による品質変動を抑える方法
論を見出す。さらに、アミラーゼ遺伝子の選択的破壊することにより、デンプン構造が微細改変
されたような育種素材の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 窒素追肥による完熟種子アミラーゼ活性・デンプン構造の変動解析 
  野外圃場または人工気象機で塩安を使用した出穂期窒素追肥栽培試験（Midorikawa K. 
et.al., PLOS ONE 2014）を行い、追肥がデンプン全般に与える影響を包括的に解明する。具体
的な方法としては、可溶性・不溶性デンプンの測定は EnzyChrom Starch Assay Kit(BioAssay 
Systems)、アミロースの割合は Amylose/Amylopectin Assay Kit(Megazyme) で行った。デンプ
ン鎖長については、ヨウ素染色法（Nakamura S. et.al.,Biosci. Biochem. Biotechnol. 2014）、
または HPAEC-PAD 法（Nakata M. Plant Biotechnol. J. 2017）により評価した。 
 
(2) βアミラーゼ 3および 5（BAMY3、BAMY5）、αアミラーゼ 3E（Amy3E）の遺伝子破壊系統お
よび過剰発現系統の作出と特性解析 
  窒素追肥により発現亢進が起きることを確認している上記の 3 遺伝子について、ゲノム編
集および遺伝子組換えにより発現を改変して、小課題(1)と同様に表現形質の変化を解析する。
また、透過電顕および抗体染色による組織科学的解析により、胚乳内での局在部位の精密同定と
デンプン粒の直接的観察を行う。具体的には、独自に開発した多重改変用 CRISPR ゲノム編集ベ
クターpZNH2GTR（論文未発表）を用いて、3 遺伝子同時破壊ベクターを構築して導入した。標的
とする遺伝子内部の場所は 2通りの組み合わせを準備した。過剰発現については、10kDa プロラ
ミンプロモーター下に BAMY3 または BAMY5 を連結して導入した。BAMY3 および BAMY5 を認識す
る抗体の作成を試みるとともに、研究協力者である増村教授（京都府立大）の支援を受けて、透
過電顕による胚乳細胞内部の観察を行った。 
 
(3)  βアミラーゼ（BAMY1-9）群の発現部位および窒素応答性の解析 
  ゲノム上で存在が予測されたβアミラーゼ群（BAMY）9遺伝子について、開始メチオニンの
上流 2kbp を発現調節プロモーター領域とみなしてβグルクロニダーゼ（GUS）遺伝子に連結して
導入し、GUS 活性の染色検出により発現時期と部位の詳細を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) 野外圃場での 3 年間に渡る栽培試験では、いずれの年も塩安追肥区で種子窒素含有量が約
20％増加した。人工気象機の栽培試験では、しばしば稔実率が低くなることが問題となったが、
稔実率 85％以上の場合では追肥区で種子窒素含有量が約 60％増加した。いずれの場合も完熟種
子でのβアミラーゼ活性は非常に弱く、解析を断念した。標準区に比較して追肥区では、可溶性
デンプンの量が有意に増加し、不溶性デンプンの量が有意に減少した（図 1a）。アミロース含有
率は有意差が見られなかった（図 1b）。デンプン鎖長に関しては、ヨード染色法では重合度 12 以
下のものが有意に増加し、37 以上のものが有意に減少した（図 1c,d）。一方で HPAEC-PAD 法で
は、重合度 9-17 のものが減少する結果となった（図 1e）。ヨード染色法と HPAEC-PAD 法での結
果は一見すると矛盾しており、現状では整合性ある仮説を見いだせていない。しかし、HPAEC-PAD
法では直接的にデンプン鎖をクロマトグラフィー分析しており、デンプンが尿素に溶解しにく
くなる age 変異体では重合度 15 以下の鎖の比率が低下するとの報告があることから（Nakata 
2017、前出）、窒素追肥によって重合度の低いデンプン鎖が減少し、溶解しにくくなることによ 



 
 

 
 
って食味等に影響する可能性が高いと考えている。次項(2)で作出したアミラーゼ改変系統で、
同様にデンプン鎖長を分析すれば、結論が得られると考えられる。 
 
(2)図 2 に示すような 2 つの標的部位を設定して CRISPR ゲノム編集による多重破壊を試みた。
標的部位 A に関しては、独立な 8 系統について T１世代植物を 5 株ずつ合計 40 株のゲノム解析
を行い、6系統でホモ 3重変異体が得られるという高率でゲノム編集に成功した。このうち、フ
レームシフト等により 3遺伝子欠損になったと想定されるものは 3系統あったが、そのうち 1系
統は非常に稔実率が低く次世代種子がほとんど得られなかった。図 2に示した 2系統（2-4、8-
1）にいては相応量の次世代種子が収穫できたため、さらにこれらを 1 世代進めて種子を増殖し
た。過剰発現体については、BAMY 遺伝子領域の GC含量が非常に高いため、長い断片の PCR 
増幅が困難であることがわかった。そこで、コドンを調整して GC 含量を低めた形で全長を人工
合成して遺伝子導入にこぎつけた。ゲノム編集体の解析においても GC 含量の問題で編集部位近
辺を特異的に増幅できるプライマーの設定に手間取ったり、増幅効率が低かったりといった問
題に直面した。 
 特異的抗体については 2回作成を試みたが、反応性の高い抗体を得ることができなかった。人
工気象機栽培の完熟種子について透過電顕により胚乳デンプン粒を観察したが、標準区と追肥



区で明確な差は見出せず、いずれでも亀の甲状の充実したデンプン粒が見られた。 
 
(3)BAMY 遺伝子群の上流域についても GC 含量の問題で長い断片の PCR 増幅が困難であった。使
用する酵素の種類を検討するとともに、分割増幅してつなぎ合わせる等の対応策をとってベク
ターを構築したため、作出に時間を要し、具体的な形質評価に至らなかった。 
 
(4)総合考察 
 窒素追肥によってコメ胚乳デンプンの鎖長分布が変化することを初めて明らかにした。鎖長
構造の変化がデンプン特性に影響を与えることによって食味等の品質低下を引き起こす、とい
う流れが最も可能性が高い仮説と考えられるが、研究期間内に決定的な結論を得ることができ
なかった。また、追肥による変化の度合いは突然変異体等の場合に比べてかなり小さいため、分
析試料を多く準備しつつ分析反復数を増やす必要がある。結果を得るのに手間と時間がかかる
点は、今後同様のアプローチで研究を行う際に注意する必要がある。 
 遺伝子実験に関しては、ゲノム編集による遺伝子破壊体の作出が予想以上にうまく進み、3重
変異体をすんなり得ることができた。今後、多数の BAMY 遺伝子の機能解析のための遺伝子改変
系統は速やかに作出できると考えられる。さらに、アミラーゼ遺伝子とデンプン構造形成の関係
性が解明されれば、特定遺伝子の選択的破壊による育種素材化も迅速に行えるので、今後の研究
展開にかなり期待が持てる結果となった。一方で、高 GC 含量に由来する PCR 増幅障害は全く予
想しておらず、教訓として今後の研究に生かしたい。一連の遺伝子改変体を揃えるところまでは
到達できたので、これらを活用して研究を発展させる予定である。 
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