
秋田県立大学・生物資源科学部・研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２１４０１

若手研究

2019～2018

複数の枝作り酵素を欠損させた米澱粉の構造と酵素間相互作用から導く澱粉構造制御機構

Elucidating the control mechanisms of starch struture through the analyses of 
starch structure and protein interaction using starch branching enzyme deficient
 mutant rice lines.

３０５８３３３０研究者番号：

クロフツ　尚子（CROFTS, Naoko）

研究期間：

１８Ｋ１４４３８

年 月 日現在  ２   ６ １５

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：イネ種子の澱粉構造の制御機構を解明するため、3種のBE（Branching Enzyme; BEI, 
BEIIa, BEIIb）のうち２つのBEを同時に欠損させたイネ変異体を作出し、残り一つとなったBEの役割を明確に示
した。be1/be2bの種子は白濁し、超高アミロース（約52％）で、難消化性澱粉含量が非常に高かった（WTの175
倍）。be1/be2aの種子は透明で、野生型に近いbe1変異体と同様の澱粉構造を示した。一方、be2a/be2bは不稔性
が極めて強く、次世代の種子はほとんど稔らなかった。これらのことから、BEアイソザイムには特異的な機能と
相補可能な機能があることが明確になった。

研究成果の概要（英文）：To understand the control mechanisms of starch structure, the roles of 
starch branching enzymes were revealed by analyzing the rice mutant lines in which two out of three 
starch branching isozymes were omitted.
be1/be2b mutant rice had opaque seeds with high amylose (52 %) and high resistant starch content 
(175 folds of WT). be1/be2a mutant rice had translucent seeds and its starch properties were similar
 to the be1 single mutant rice or WT rice. While, be2a/be2b mutant were essentially sterile. These 
results suggests that the rile of each BE isozyme is partly specific, but can be compensated by 
other isozymes to some degree.

研究分野：澱粉性合成
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
澱粉の枝作り酵素（Branching enzyme; BE)は3種類あり、そのバランスが澱粉特性や米の用途を左右する。BEの
相補関係を明確にするため、本研究では、二つの BEを同時に欠損させることで、残り一つとなったBEの役割を
明確にした。be1/be2bの種子は白濁し、超高アミロース（約52％）で、難消化性澱粉含量が非常に高かった（WT
の175倍）。BEIIaが存在することで、コメの収量を維持しつつ、腸内環境の改善や血糖値の急激な上昇を抑制す
る難消化性澱粉の含量を増やすことができることが明らかになった。

※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 
澱粉はグルコースポリマーである直鎖のアミロースと
規則的な枝分かれ構造をもつアミロペクチンから構成され、
アミロペクチンが澱粉の大部分を占める（図 1）。アミロ
ースとアミロペクチンの割合や、アミロペクチンの 
枝の長さや位置・頻度の違いが、穀類の物性・食味・  
利用用途を大きく左右する（図 1）。そのため、澱粉の
構造や特性を決定する分子メカニズムの解明が求めら
れている。 
アミロペクチンは、それぞれ複数のアイソザイム 
から構成される澱粉直鎖伸長酵素（Starch synthase: 
SS）、澱粉枝作り酵素（Branching Enzyme: BE）、   
澱粉枝切り酵素（Debranching Enzyme: DBE）が相互
作用して合成されると考えられており、その中でも
BE（BEI, BEIIa, BEIIb）はアミロペクチンの枝を形成 
する最も重要な働きを担っている。 

3種の BEは、組織による発現強度・相互作用する相手・好む
基質および産物の長さが異なり（図 2）、BEアイソザイムが欠失
したイネ変異体は以下の特徴を持つ。 
1) BEI が欠失すると種子の外観は野生型と同様であるが、   
アミロペクチン短鎖が増加し、アミロペクチン長鎖が減少
する（Satoh et al., 2003）。 

2) BEIIbが欠失すると、種子は白濁し、アミロペクチン長鎖、 
アミロース、難消化性澱粉含量が増加する（Nishi et al., 2001; 
Tsuiki et al., 2016）。 

3) BEIIa が欠失しても、種子形態や澱粉構造に大きな変化は 
見られない（Nakamura, 2002）。 
以上のことから、3 種の BE は互いに機能を相補していると推測される（図 2）。これらの知見
を基に、複数の BE を完全に欠損させると BE 間の特異性や相補作用を明らかにできると考え、
交配により BE二重変異体を作出した。be1 be2bと be1 be2a イネ変異体は稔実したが、be2a be2b
は稔性が極めて悪かった。そのため、BEIIaも何らかの役割を担っていると推測された。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、3種のイネ澱粉枝作り酵素（Branching Enzyme; BEI, BEIIa, BEIIb）の相補
関係を明確にすることである。3種の BEは、先に述べたように、組織による発現強度・相互作用
する相手・形成する枝の長さが異なり、そのバランスが澱粉の枝の長さ・位置・頻度に影響し、
澱粉特性や米の用途を左右する。いずれかの BEが欠損すると、残りの BEアイソザイムが機能の
一部を相補すると推測されるが、澱粉構造の制御機構を解明するためには、BE アイソザイムの  
相補関係を明確にする必要がある。 
本研究では、二つの BE を同時に欠損させることで、残り一つとなった BE の役割を明確に 
示す。具体的には、be1 be2bと be1 be2a イネ変異体の澱粉構造と澱粉特性を明らかにすることで、
シングル変異体や精製酵素を用いた in vitro 実験では分からなかった、複数の BE アイソザイム
間の相補作用を明確にする。「どのBEが、どの長さの枝を形成し、その結果、澱粉の特性がどの
ように変わるか」を明確にすると、澱粉構造を制御する分子メカニズムの解明に直結し、その 
知見は用途に最適な澱粉の作出につながると期待される。 

 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子型の解析：幼苗から抽出した DNAを用いて、dCAPS法を用いて解析した。 
(2) タンパク質の解析：登熟種子から抽出した総タンパク質と澱粉生合成関連酵素特異的抗体
を用いて、ウエスタンブロットを行った。また、可溶性タンパク質を用いて、Native-PAGE
活性染色法を行った。 

(3) be1 be2bと be1 be2a イネ変異体の完熟種子を用いて以下の実験を行った。 
① 稔実率と種子重量：種子重量は玄米 50粒の平均を算出した。稔実率は、平均的な一株から
得られたすべての籾（約千籾）を稔実籾と空籾に分け、その数を数え、算出した。 
② 種子と澱粉粒の形態観察：精製澱粉を金蒸着し、走査型電子顕微鏡で観察した。 
③ アミロペクチンの鎖長分布解析：完熟種子から抽出した澱粉をイソアミラーゼで枝切り後、
蛍光標識し、キャピラリー電気泳動法を用いて分析した。 
④ 熱糊化特性解析：完熟種子から精製した澱粉を用いて、示差走査熱量法で測定した。 
⑤ 澱粉の結晶性解析：完熟種子から精製した澱粉を用いて、Ｘ線回折法で測定した。 
⑥ アミロース含量の測定：完熟種子から抽出した澱粉をイソアミラーゼで枝切り後、ゲル濾過
法を用いて測定し、澱粉に占める見かけのアミロース含量を算出した。 
⑦ 難消化性澱粉含量の測定：炊飯米や米粉をアミラーゼとグルコアミラーゼを含む消化液で消
化後、難消化性澱粉を含む残渣をグルコースに変換し、比色分析法で定量した。 



４．研究成果 
(1) 遺伝子型の解析 

be1, be2a, be2bの変異箇所を特異的に認識する分子マーカーを作成した。be1 be2bおよび be1 
be2a 幼苗から抽出した DNA を用いて、それぞれの変異体が目的の遺伝子型を持つことを
確認した。 
 

(2) タンパク質の解析 
完熟種子から抽出した総タンパク質と澱粉性合成関連酵素特異的抗体を用いてウエスタン
ブロットを行った。be1 be2b は BEIと BEIIbタンパク質が欠失していること、be1 be2a で
は BEI タンパク質の欠失が認められた。be2a は、BEIIa タンパク質は発現するものの酵素
活性を示さない変異である。そのため、登熟種子から抽出した可溶性タンパク質を用いて、
Native-PAGE活性染色法を行った。その結果、be1 be2a では BEIIa活性が無いことが認めら
れた。 
 

(3) 完熟種子の解析（表１） 
① 稔実率： 
野生型は約 90％の籾が稔実していた。シングル変異体の稔実率は、be1 が 72％、be2a が
79％、be2bが 86％であり、若干低下した。一方、二重変異体の稔実率は、be1 be2bは 92％
と稔実率が良かったものの、be1 be2a は 55％と大幅に低下した。be2a be2bの稔実率は数％
と極端に低かった。これらのことから、種子形成には BEIIa のみが存在すれば十分である 
ことが明らかになった。また、BEIIbのみでは稔性が大幅に低下し、BEIのみでは種子形成
に異常をきたすことも明確になった。今後、BEIIa または BEIIb が種子形成のどの段階  
（花粉の澱粉合成、花粉の発芽時の澱粉分解、胚乳の澱粉合成）に必須であるのかを明確に
する必要がある。 
 
種子重量： 
野生型の種子重量は 20~21 mg/粒であり、シングル変異体の種子重量は be1 が 20 mg/粒、
be2a が 21 mg/粒 79％、be2b が 11 mg/粒であった。二重変異体の種子重量は、be1 be2b は 
12 mg/粒であり、be1 be2a は 22 mg/粒であった。be2bの種子重量は野生型と比較して顕著
に低下した。一方、be1 be2bは be2bと比較して種子重量と稔性の両方が高く、株あたりの
収量は be1 be2bは be2bの 117％と格段に改善がみられた。種子重量が高い be1 be2a は稔実
率が低下したため株あたりの収量は be1 be2b と同等であった。澱粉合成にかかわる複数の
酵素が欠失するとシングル変異体よりも収量が改善することは、ss3a be2b、ss1L be2b、  
be2b isa1 などのこれまでの我々の研究からも見出されており、澱粉合成には酵素の力関係
のバランスが重要であると言える。 

 
② 種子形態： 
野生型、be1、be2a、be1 be2a は半透明な整粒であったが、
be2bと be1 be2bは白濁していた（図 3上）。 
 
澱粉形態：野生型、be1、be2a、be1 be2a は多角形の澱粉
粒が観察された。一方、be2bと be1 be2bは丸みを帯びた
巨大な澱粉粒が観察され、be2bには比較的小さな澱粉粒
も観察されたが、be1 be2b はほとんどが大きな澱粉粒で
あった（図 3下）。種子が白濁する原因は大きな澱粉粒が
ゆるく詰まり、澱粉粒の間で光が乱反射しているからだと考えられる。 

 
③ アミロペクチンの鎖長分布： 
野生型と比較して、be1 はアミロペクチン短鎖（グルコース重合度（DP）< 10 が微増する
（Satoh et al, 2003）。be2aのアミロペクチン鎖長構造は野生型と変わらず（Nakamura., 2002）、
一方、be2bは野生型よりもアミロペクチン短鎖（DP < 17）が激減し、アミロペクチン長鎖
（DP < 35）が増加する（Nishi et al., 2001）。 
本研究で be1 be2bのアミロペクチン構造を分析したところ、
be1 be2b は be2b よりもさらに大幅にアミロペクチン短鎖が
減少していた（図４）。特に、DP 10~20の減少幅は be2bより
も大きく（図４）、鎖長のより長いアミロペクチン長鎖  
（DP < 40）の割合が増加した。BEIIbが欠失するとアミロペ
クチンの分岐構造が劇的に変化することから、これまで BEI
と BEIIa は BEIIb の機能を相補できないと考えられてきた。   
しかし、be1 be2b の鎖長分布から、BEIIa は BEIIb の機能で
あるアミロペクチン短鎖形成の一部を補うことが明らかに
なった。 
 



一方、be1 be2a は be1と比べてアミロペクチン短鎖（DP < 10）の割合が微増したものの、 
野生型に近いアミロペクチン構造を示した。このことから、イネ胚乳アミロペクチンの分岐
鎖形成において、BEIIb は主要な役割を担っており、BEIIb のみでも野生型に近い構造の   
アミロペクチンを合成できることが明らかになった。また、be1 be2a では be1と比べて、わ
ずかながらもアミロペクチン短鎖が増加した。このことから、BEIが欠失した状態でさらに
BEIIaが欠失すると、BEIIbの機能が相対的に高まり、短鎖が微増した可能性が考えられる。 

 
④ 熱糊化特性： 
糊化ピーク温度は野生型が 58℃、be1が 54℃、be2aが 58℃、be2bが 69℃であった。be1 be2bの
糊化ピーク温度は 77℃と非常に高かった。一方、be1 be2a は 57℃と野生型に近い値であった。
アミロペクチンの鎖長分布の違いは澱粉の糊化温度に直結し、短鎖が増えると糊化温度が 
低く、長鎖が増えると糊化温度が高くなると考えられている。be1 be2bの糊化ピーク温度が
be2bよりも大幅に高くなった理由は、より長い長鎖の割合が増加したからだと考えられる。 

 
⑤ 澱粉の結晶性解析： 
澱粉の結晶性は、野生型、be1、be2a、be1 be2a は複数の     
ピークが出る典型的な A 型結晶を示した。一方、be2b と  
be1 be2b は特徴的なシングルピークが出る典型的な B 型  
結晶を示した（図５）。澱粉の結晶性はアミロペクチンの  
二重螺旋や水分子の分布が異なることに起因すると考えら
れている。そのため、分岐差が比較的多い野生型、be1、be2a、
be1 be2a と、分岐鎖が比較的少ない be2b、be1 be2b では  
二重螺旋の長さが異なると考えられる。 

 
⑥ アミロース含量の測定： 
野生型および be1のアミロース含量はいずれも 21％であり、be2a と be1 be2a のアミロース
含量は 17％であった。一方、be2bは高アミロース（27％）となり、驚くことに be1 be2bの
アミロース含量は 52％とイネ変異体の既報最大アミロース値を大幅に更新した。その理由
はおそらく、イネ胚乳アミロペクチンの主要な分岐鎖形成酵素である BEIIbが欠失したこと
により、アミロペクチン合成が縮小し、その結果、基質となる ADP-glucoseが余り、それと
ともに、アミロースを合成する澱粉粒結合型合成酵素の発現量も増加したため、高アミロー
スになったと考えられる。BEIIa と BEIIb の両方が欠失すると、アミロペクチンの短鎖を   
作る酵素が無くなりアミロペクチン合成がさらに縮小するため、be1 be2b は be2b よりも   
アミロース含量が格段に増強したと考えられる。 

 
⑦ 難消化性澱粉含量の測定： 
実際の使用形態を想定し、炊飯精白米（全粒とペースト）および米粉（生米粉・糊化米粉）
を用いて、難消化性澱粉含量を測定した。咀嚼効率は人によって大きな幅があるため、完全
に咀嚼された状態を反映したペースト状、まったく咀嚼されなかった状態を反映した全粒を
用いて実験を行った。また、調理方法により糊化の度合いが異なるため、生米粉と糊化米粉
を用いて実験を行った。実際の値はこれらの値の範疇に納まると考えられる。 
生米粉の難消化性澱粉含量を表 1 に示した。野生型と be1 の難消化性澱粉含量は低い     
（＜0.2％）が、be2b は高く（12％）、be1 be2b は 35％と非常に高い値を示した。野生型の  
難消化性澱粉含量は糊化米粉が 0.9％、炊飯米ペーストが 0.9％、生米粉が 0.2％、炊飯米    
全粒が 1.3％といずれも低い値を示したのに対し、be1 be2b の難消化性澱粉含量は、糊化   
米粉が 27％、炊飯米ペーストが 28％、生米粉が 35％、炊飯米全粒が 76％といずれも非常に
高い値であった。いずれの処理方法においても、be2bよりも be1 be2bの方が、2.8~6.6倍も
難消化性澱粉含量が格段に高かった。アミロペクチンが長い螺旋構造を形成すると、消化  
酵素によって消化されにくくなるため難消化性澱粉含量が増加すると考えられ、アミロース
含量が高いことに加えて、アミロペクチン長鎖の割合が高いことが、澱粉の難消化性澱粉 
含量の増加に大きく影響すると示唆された。 

 
表１：枝作り酵素（BE）欠失イネ変異体の澱粉特性 

 
稔実率 
（％） 

種子重量 
（mg/粒） 

アミロペクチン 
構造 

糊化 
温度 
（℃） 

結
晶
性 

アミロース
（％） 

生米粉の 
難消化性澱粉
（％） 

WT 91 21 WT 58 A 21 ＜0.2 
be1 72 20 短鎖↑ 54 A 21 ＜0.2 
be2a 79 21 WT 58 A 17 ND 
be2b 86 11 短鎖↓長鎖↑ 69 B 27 12 
be1 be2a 55 22 短鎖↑ 57 A 17 ND 
be1 be2b 92 12 短鎖↓長鎖↑ 77 B 52 35 



大腸菌で発現し精製した酵素を用いた in vitro 実験では、BEI は DP 40 以下の幅広い長さの  
分岐鎖を形成し、BEIIaは DP 6-15の、BEIIbは DP 6-7の短鎖を形成することが明らかになって
いる（Nakamura et al., 2010）。また、BEIIaと BEIIbはアミロペクチンのような分岐グルカンのみ
を基質とするが、BEIはアミロースのような直鎖グルカンも基質とできる（Nakamura et al., 2010）。   
実際のイネ胚乳の澱粉合成においては、BE が形成した枝を SS が伸長し、不要な枝は DBE に 
よって除去されるため、BEが形成する枝の長さが、必ずしも最終的なアミロペクチンの分岐鎖
の長さというわけではない。 

BEIと BEIIbを同時に欠失させ BEIIaのみを機能させた be1 be2bは、BEIと BEIIaが発現して
いる be2b と比較して、DP 10-20 が減少し DP 35 以上の鎖長の長いアミロペクチン長鎖が増加 
することが明らかになった。このことから、BEIIb欠失下では BEI が DP 10-20の分岐鎖形成に 
関与した可能性も考えられ、それは in vitro実験の結果と矛盾がない。もう一つの考え方として、
BEIIaは DP10-20の分岐鎖の形成が得意ではないと捉えることもできる。つまり、be1 be2bでは、
BEIIa が形成した分岐鎖を SS が DP 35 以上に伸長するが、グルカン鎖が長くなりすぎたため
BEIIaの基質にはなりえなかったと推測できる。be2bでは、長く伸長されたグルカン鎖は、BEI
の基質となりうるため、DP 10-20の割合が be1 be2bよりも多いと考えられる。 

be1 be2bが特徴的な澱粉構造を示したことは、アミロペクチンの長鎖の増加によって大部分が
説明できる。長いアミロペクチンが螺旋構造を形成したことで、糊化温度が上昇し、また、難消
化性になった。さらに、アミロペクチン合成が縮小したため、余剰基質がアミロース合成を促進
した。高アミロースになったことで、アミロースとアミロペクチン長鎖との螺旋も形成され、 
より消化しにくい澱粉が形成されたのかもしれない。 

BEIと BEIIaを同時に欠失させ、BEIIbのみを機能させた be1 be2a は、be1の特徴であるアミ
ロペクチン短鎖の微増がみられたものの、全体的なアミロペクチンの構造は be1 be2b よりも  
格段に野生型に近かった。このことから、イネ胚乳においては BEIIb が主要な働きを担って  
おり、BEIIb は BEI の長鎖形成機能を相補できると言える。BEIIa がどの程度イネ胚乳澱粉の  
形成に貢献しているのかは不明であるが、何らかの機能があるのであれば、BEIIb は BEIIa の 
機能も補うことが可能だと考えられる。BEIのみが発現した be2a be2bは稔性が非常に悪いため、
BEIIaまたは BEIIbがイネ種子の形成には必須であり、BEIIaと BEIIbの機能は BEIでは相補で
きないことが明らかになった。さらに、be1 be2bは be2bよりもアミロペクチンの短鎖が減少し、
長鎖含量が増した。そのため、BEIは BEIIbの分岐鎖形成の一部を相補できると考えられる。 
以上の考えをまとめ、イネ胚乳澱粉合成における BEアイソザイム
の貢献度と相補関係を模式図で示した（図 6）。BE アイソザイムの 
貢献度はBEIIb>>>BEI>BEIIaであることを文字の大きさで表現した。
また、矢印の太さは BEアイソザイムの相補関係を表し、BEIIbは BEI
や BEIIaの働きの大部分を相補できること、BEIIaは BEIと BEIIbの
機能の一部を相補すること、BEIは BEIIbの機能をごくわずかに相補
するが、BEIIaの機能はほとんど相補できないことを示した。 
今後、これらの BE二重変異体をもちいて、唯一残された BEアイ
ソザイムが、SS などの澱粉生合成関連酵素とどのように相互作用し
ているのかを明確にすることで、直鎖伸長酵素と枝作り酵素と枝切り
酵素のバランスとアミロペクチン構造の関係性が明確になると推測
される。また、澱粉合成にかかわる酵素は、複数のアイソザイムから構成され、アイソザイムに
よって好む基質や発現組織が異なる。そのため、be1 be2b、be1 be2a、be2a be2bイネ二重変異体
において、胚乳以外の器官（花粉・葉身・葉鞘など）に蓄積された澱粉の構造や各アイソザイム
の発現量を明確にすることで、アミロペクチン構造のより詳細な制御機構の解明につなげたい。 
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