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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、稲わらの品質改善のため、イネの葉のシュウ酸の低減を目指してシ
ュウ酸蓄積機構の遺伝子レベルでの解明を目的とした研究を行った。シュウ酸合成経路の1つであるイソクエン
酸経路の主要酵素イソクエン酸リアーゼ（ICL）が暗期におけるシュウ酸合成に寄与する可能性を示した。ま
た、シュウ酸含有量の異なるコシヒカリとタカナリの正逆染色体部分置換系統を用いた解析により、シュウ酸含
有量に影響を及ぼす3つの候補遺伝子が見出された。さらに、稈が千切れやすくなるカマイラズ変異体のメタボ
ローム解析の結果から、細胞壁組成に関与する遺伝子の中にはシュウ酸含有量にも影響を及ぼすものがあること
も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to elucidate mechanisms of oxalate accumulation 
at the genetic level in order to reduce the oxalate content of rice leaves for improvement the 
quality of rice straw. The results showed that isocitrate lyase, a key enzyme in the isocitrate 
pathway, one of the oxalate synthesis pathways, would contribute to oxalate accumulation during the 
dark period. In addition, the analysis of chromosomal partial substitution lines of Koshihikari and 
Takanari revealed three candidate genes that may affect oxalate content. Furthermore, metabolome 
analysis of rice brittle culm mutants revealed that some of the genes involves in the cell wall 
composition may also affect oxalate content.

研究分野： 植物代謝生理

キーワード： シュウ酸　イネ　メタボローム解析　正逆染色体部分置換系統　品種間比較　イソクエン酸リアーゼ　
重イオンビーム

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
シュウ酸はヒトや家畜のミネラル不足や腎結石を引き起こす劇物であるため、作物におけるシュウ酸の低減は農
業上の重要課題である。本研究課題において、シュウ酸蓄積に影響を及ぼすとされる因子として、これまで研究
代表者が着目していたICL遺伝子に加え、本研究課題によって新たに複数の候補遺伝子が見出された。今後、こ
れらの遺伝子の解析を進めることにより、稲わらの高品質化やホウレンソウなどの高シュウ酸作物の品種改良に
役立つことが、ひいてはヒトや家畜の疾患予防につながることが期待できる。

※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。
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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 Al3+の解毒に役立ち、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、ヒトや家畜にとって、シュウ酸は Ca,Fe, Mg 等のミネラル不足のほか、腎結石
など重篤な症状を引き起こす毒劇物である。シュウ酸は多くの植物の葉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重要課題である。 
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が、いずれの経路がシュ
ウ酸蓄積に寄与するかは不明であった。 
研究代表者らは、これまでに、メタボローム解析によりタデ科の高シュウ酸植物エゾノギシギ

シのシュウ酸蓄積について解析しており、①のイソクエン酸経路がシュウ酸合成の主要経路で
あり、イタコン酸添加によるイソクエン酸リアーゼ（ICL）活性の抑制やガンマ線の種子照射に
よる代謝改変による、葉のシュウ酸蓄積量の大幅な低減に成功した。しかしながら、植物におい
てシュウ酸蓄積に寄与する遺伝子は未だ特定出来ておらず、そのため、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、まず「どの遺伝子が植物のシュウ酸蓄積に寄与するのか？」を明らかにする

ため、葉にシュウ酸を蓄積するイネを材料として、メタボローム解析と組み合わせた遺伝子レベ
ルでのシュウ酸蓄積機構の解明を目的とした。本研究課題が達成できれば、シュウ酸含有量を低
減させたイネ品種の作出にもつながり、コメ収穫後のイネ茎葉を稲わらとした飼料利用の促進
に役立つことが期待できる。 
 
３．研究の方法 
まず、(1)イソクエン酸経路における主要酵素とされる ICL の解析を行うことにより、シュウ

酸蓄積への関与について検証した。次に、(2)イネの品種間比較や(3)重イオンビーム照射系統を
用いて、メタボロームおよびゲノム解析を組み合わせることにより、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試みた。 
 
４．研究成果 
 ４－１． ICL の機能解析 
 ICL promoter-GUS 系統（ニッポンバレ）を用いて ICL の局在解析を行った。その結果、暗
所で育成した幼植物体の地上部で ICL が発現することが示された（図 1A）。また、暗所におけ
るイネ（同）の RT-PCR を用いた ICL の発現解析をおこなったところ、暗期開始後約 3 時間で
ICL が発現すること、逆に、明期開始後 3 時間で ICL の発現が見られなくなることを明らかに
した（図 1B）。ICL の発現する暗期の長さがシュウ酸蓄積に及ぼす影響を調べるため、24 時間
明期、12 時間明期／12 時間暗期、24 時間暗期で 10 日間育成したイネの葉のシュウ酸含有量を
CE-QQQ-MS を用いて調べた。その結果、24 時間明期よりも 12 時間明期／12 時間暗期や 24
時間暗期で育成した植物体の葉にシュウ酸が有意に蓄積することが明らかとなった。このこと
から、暗所の葉において ICL が発現することによりシュウ酸が蓄積する可能性が示された。 
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図 1  ICL の発現とシュウ酸含有量。A）暗期で 10 日間育成した ICL promoter-GUS 系統。
B）暗期開始後または明期開始後の ICL の発現量の変化。C）明期または暗期の長さを変化させ
たときのイネの葉のシュウ酸含有量の違い。 
 



 
 ４－２．品種間差を利用したシュウ酸蓄積因子の探索 
研究代表者はコシヒカリの葉のシュウ酸含有量がタカナリの 4-10 倍蓄積することを見出し

（Miyagi et al. Plant Prod Sci, 2019）、この 2 品種の正逆染色体部分置換系統（80 CSSLs）の
シュウ酸含有量の解析結果から、第 9 および第 11 染色体の後腕領域にシュウ酸含有量を左右す
る遺伝子座が存在することを明らかにした。これらの染色体部分置換領域について、シュウ酸合
成に関わる有機酸含有量についても CE-QQQ-MS を用いて解析したところ、クエン酸やアスコ
ルビン酸の含有量にも影響を及ぼすことが示された。 
第 9 または第 11 染色体の染色体部分置換領域には 144 または 221 の遺伝子が存在し、これ

らの中からシュウ酸合成経路への関与が疑われる遺伝子を探索したところ、2 つの候補遺伝子 A, 
B が、第 11 染色体の染色体部分置換領域のごく近傍から 1 つの候補遺伝子 C が見出された。こ
れらの 3 つの候補遺伝子の発現を Rice eFP Browser を用いてマイクロアレイ解析の結果を確認
したところ、いずれの遺伝子も葉の基部側で強く発現することが示されていた。このことは、イ
ネの葉のシュウ酸含有量が葉の基部側で多いこととも一致しており、シュウ酸含有量に影響を
している可能性を示唆するものであると考えられる。 
 
 ４－３．重イオンビーム照射イネ系統の解析 
 これまでに、研究代表者は重イ
オンビーム照射イネ系統（コシヒ
カリ、M2世代）の葉のシュウ酸含
有量を調べ、非照射個体群よりも
1/10 以下まで低下した個体を見出
した。そこで、これらの低シュウ酸
個体の次世代（M3世代）について
も同様にシュウ酸含有量を測定し
た。その結果、M3世代においても
非照射個体群（Control）と比べて
シュウ酸含有量が 6 割程度まで有  図 2 重イオンビーム照射イネ系統（M3世代）のシュウ酸 
意に減少した系統（100C2-3）を  含有量（右）と草丈（左）。 
見出した（図 2）。この低シュウ酸 
イネ系統と非照射個体群との間で草丈を比較したところ、有意な違いは見られなかった。これら
のことから、この低シュウ酸イネ系統は生育に問題なく、生育の遅れなどによるものではなく遺
伝的な変異によりシュウ酸含有量が低減していることが示された（Miyagi et al. Metabolomics, 
2022）。 
 
４－４．イネのカマイラズ変異体を用いた解析 
 細胞壁組成が変化したために稈が千切れやすくなったイネのカマイラズ（鎌要らず）変異体
（bc1,2,3,4,5, Bc6, bc1 bc3）の葉、稈の節および節間について CE-MS/MS および LC-MS/MS
を用いたメタボローム解析を行い、一次代謝物に及ぼす影響を解析した。その結果、bc3 および
bc1 bc3 では親品種である台中 65 号（T65）に比べて、上記のいずれの組織においてもシュウ酸
を蓄積することが示された（図 3、Miyagi et al, Metabolomics, 2022）。BC3 は膜小胞輸送とエ
ンドサイトーシスに関与する Dynamin 様タンパク質をコードする遺伝子であり、セルロース合
成酵素のサブユニット（OsCesA4）の輸送に関与している可能性が報告されている。よって、
bc3 ではセルロース合成が阻害されて細胞壁組成が変化することで植物体の強度が低下すると
ともに、何らかの理由で酸化ストレスが増加したためにシュウ酸の前駆物質であるアスコルビ
ン酸やグリオキシル酸などが酸化されてシュウ酸が増加した可能性が考えられる。 
 

 
            

図 3 カマイラズ変異体におけるシュウ酸含有量の変化。 
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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有

 オープンアクセス  国際共著
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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有
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 ２．論文標題  ５．発行年
Metabolome analysis of rice leaves to obtain low-oxalate strain from ion beam-mutagenised
population.

Metabolomics No. 94
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 １．著者名

10.1080/15592324.2020.1844509
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Maki Kawai-Yamada, Atsuko Miyagi, Yuki Sato, Yuki Hosoi, Shin-nosuke Hashida, Toshiki Ishikawa,
Masatoshi Yamaguchi

16
 １．著者名



2019年

2019年

2019年

2020年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

10.3390/plants9010019

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 ４．発表年

タバコ一過発現系を用いたスフィンゴ脂質分解酵素遺伝子の探索

KNOX転写因子KNAT7の欠損変異体における道管形状異常の原因解明

NADを高蓄積した微細藻類の作出

油脂産生微細藻類ナンノクロロプシスのNAD(P)(H)合成経路の解析
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 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年
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シロイヌナズナ葉緑体局在性NADキナーゼ（NADK2）のN領域の解析
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 １．発表者名
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