
長浜バイオ大学・バイオサイエンス学部・教授

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）

３４２０４

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

プラスチド局在型葉酸によるデンプン合成抑制機構の解明

Study on mechanism suppressing starch biosynthesis by plastidial folate

５０２１２１５５研究者番号：

林　誠（Hayashi, Makoto）

研究期間：

１９Ｋ０６７３１

年 月 日現在  ４   ６ ３０

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：研究代表者らが提唱した葉酸がデンプン非蓄積型プラスチドにおけるデンプン蓄積を
抑制するというモデルの実証をめざした研究を立案し、以下の結果を得た。
（1）13株のFU耐性変異体を得た。そのうちの2つは原因遺伝子の特定が終わり、遺伝子の機能を解析中である。
どちらの原因遺伝子もこれまでに機能解析が行われた例がない。アデニン耐性変異体とD8耐性変異体についても
複数の変異体を単離した。（2）デンプン蓄積誘導能の有する2つの化合物を同定した。そのうちの1つ（D8）は
葉酸代謝拮抗剤と考えられた。現在、論文作成中である。D8に結合するタンパク質の生成をめざしてアフィニテ
ィー担体を合成中である。

研究成果の概要（英文）：Previously, the applicants proposed model that folic acid inhibits starch 
accumulation in non-starch-accumulating plastids. To examine this model, we performed several 
experiments, and obtained following results.  
　(1) Thirteen FU-resistant mutants were obtained. Mutated gene in two of them was identified. 
Function of these genes has not demonstrated yet. We are now analyzing the function by demonstrating
 phenotype of these mutants in detail. Several adenine-resistant and D8-resistant mutants were also 
isolated and characterized. (2) Two compounds that had ability to induce starch accumulation in 
non-starch-accumulating plastids were identified. One of them (D8) seemed to be an antifolate. 
Manuscript describing these results are being prepared for publication. To isolate protein that 
binds to D8, An affinity carrier containing D8 is under synthesis.

研究分野： 植物生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
デンプンは食料やバイオ燃料の原料として重要である。デンプンは光合成の最終産物としてアミロプラストや葉
緑体に蓄積する。一方、これら以外のプラスチドでは葉酸がデンプンの蓄積を抑制している。本研究によって同
定された遺伝子は葉酸によるデンプン蓄積抑制機構に関わると考えられる。より多くの関連遺伝子が同定され、
その機能が明らかになることで、葉酸によるデンプン蓄積抑制機構の理解が進むとともに、植物のデンプン生産
性向上に向けた技術基盤の開発につながるものと期待される。

※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 
 
 デンプンは植物のアミロプラストや葉緑体に蓄積すること
が知られている。これらはプラスチドと呼ばれる一群のオルガ
ネラの一種である。一方、エチオプラストを含むその他のプラ
スチドにはデンプンが蓄積しない。アミロプラストや葉緑体に
デンプンが蓄積する仕組みについては多くの研究があるが、デ
ンプン非蓄積型プラスチドがデンプンを蓄積しない仕組みに
関する研究はほとんどない。研究代表者らが単離したシロイヌ
ナズナ fpgs1 変異体はプラスチド局在型の葉酸合成酵素を欠損
する。この変異体は葉酸が欠乏しており、エチオプラストや暗
条件下の葉緑体など本来デンプンを蓄積しないプラスチドに
デンプンが蓄積する。メタボローム解析の結果、アデニンが蓄
積していることも判明した。これらの結果を受け、野生型シロ
イヌナズナに葉酸合成阻害剤であるメトトレキサート（MTX）
や葉酸代謝拮抗剤である 5フルオロウラシル（5FU）、アデニン
を投与したところ、エチオプラストにデンプン蓄積が誘導された。これらの研究結果を元に、研
究代表者らはデンプン非蓄積型プラスチドも潜在的なデンプン蓄積能を持っているが葉酸がデ
ンプン蓄積を抑制しているというモデルを提唱した（図１）。葉酸の機能とデンプン蓄積の関連
性を論じた報告は研究代表者らの論文が最初だったが、その詳細な分子機作は明らかにできて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者らは提唱したモデル（図１）に従えば、葉酸存在下では ATP が欠乏し、デンプン
合成の前駆体である ADP グルコースを合成できず、デンプンが蓄積しない。一方、fpgs1 変異や
MTX、5FU の添加でエチオプラストにデンプン蓄積が誘導された。これは、葉酸の合成や作用
が阻害されたことで、ATP 合成が促進され、デンプンが蓄積すると考えている。fpgs1 変異変異
体はアデニン量が増加していたことから、野生型シロイヌナズナにアデニンを添加したところ
するエチオプラストのデンプン蓄積が誘導された。このことから、葉酸が ATP 合成を抑制する
可能性が示唆されるが、そのメカニズムは明らかにできていない。 
 葉酸は核酸やアミノ酸の合成に関わる酵素の補酵素として機能することが知られている。し
かしながら、葉酸を補酵素とする植物酵素についての知見は非常に乏しく、また葉酸からデンプ
ン蓄積抑制に至るまでに関与する代謝経路も知られていない。そのため、本モデルにどのような
遺伝子が関わっているのか、その詳細は不明である。葉酸によるデンプン蓄積抑制に関与する遺
伝子やタンパク質の同定し、その機能を解明することが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、（１）エチオプラストにデンプン蓄積を誘導する化合物に対して耐性を示す変異
体の単離と原因遺伝子の分子遺伝学的解析、（２）エチオプラストにデンプン蓄積を誘導する新
規化合物の同定、を行った。方法の詳細は以下の通り。 
（１）変異原処理を行ったシロイヌナズナを 5FU やアデニン、下記（2）で説明する D8 を含む
培地で生育させ、デンプンが蓄積しない薬剤耐性変異体を同定した。得られた変異体の原因遺伝
子座を分子遺伝学的手法により特定した。平行して変異体の全ゲノムシークエンスを行い、変異
体の原因遺伝子座が存在するゲノム領域内で野生型シロイヌナズナと異なる配列を持つ遺伝子
を検索した。該当する遺伝子の T-DNA 挿入株の表現型が本研究で得られた変異体と一致するこ
とを確認した。特定した原因遺伝子のアノーテーションを参考にして、変異体の表現型を詳細に
解析し、原因遺伝子の機能を推定した。 
 
（２）水耕栽培法を用いて大規模ケミカルライブラリーのスクリーニングを行い、エチオプラス
トにデンプン蓄積を誘導する化合物を探索した。得られた化合物の構造類縁体の中からデンプ
ン蓄積誘導能が最も高い化合物を同定した。同定した化合物と共通の構造を持つ既知化合物を
探し、既知化合物と同様の作用を持つか否かについて検討した。 
 
４．研究成果 
 
 研究代表者らが提唱した葉酸がデンプン非蓄積型プラスチドにおけるデンプン蓄積を抑制す
るというモデルの実証をめざし、以下の結果を得た。 
 



（１）これまでに約 23,000 個体をスクリーニングし、FU 存在下にも関わらずエチオプラストに
デンプンが蓄積しない FU 耐性変異体を 13 株単離した。これらの変異体を原因遺伝子ごとに３
つのグループに分類した。グループ１には 11 株が分類された。そこで、これらのなかの 1 つの
変異体に着目し、以下の実験を行った。まず、変異体の遺伝学的解析を行った。その結果、この
変異体は潜性の 1 遺伝子変異を持つことが分かった。そこで、分子遺伝学的解析によって原因遺
伝子を同定した。マッピングの結果、本遺伝子座が 1 番染色体の後ろ、27.3-28.5 Mbp の間に存
在することが判明した。次に、変異体のゲノム DNA を抽出し、全ゲノムシークエンスを行った。
野生型と変異体のゲノム塩基配列を比較したところ、遺伝子座の存在する範囲内に存在し、かつ
アミノ酸配列が変化するような変異を持つ遺伝子を 4 つ発見した。そこで、これら 4 つの遺伝子
の T-DNA 挿入ノックアウト株を取り寄せた。これらのノックアウト株を FU 存在下で生育した
ところ、そのうちの一つのノックアウト株のエチオプラストのみにデンプンが蓄積した。以上の
結果から、この遺伝子変異が FU によるデンプン蓄積効果を阻害することが証明できた。この遺
伝子はアミノ酸代謝経路を担う酵素をコードしていた。そこで、FU とこの酵素の代謝産物を野
生型シロイヌナズナに同時に投与したところ、FU によるデンプン蓄積効果が阻害された。現在、
本酵素の機能について検討しているが、まだ成果を発表できるまでには至っていない。そのため、
ここでは本酵素名の公表は控えさせていただく。いずれにしても、葉酸機能とアミノ酸代謝、デ
ンプン蓄積という、これまでその関連が議論されてこなかった 3 つの現象になんらかの関係が
あることが示唆されたことで、種子発生のメカニズムの理解に新しい展開を生む可能性を秘め
ていると考えられる。この成果については、本年度に学会発表を行う予定である。また、残りの
2 つの変異体についても同様の研究を行っている。そのうちの一つについてはすでに遺伝子の特
定が終わっており、遺伝子機能を解析中である。残りの一つについては、現在遺伝子座のマッピ
ング中である。アデニン耐性変異体および下記 D8 に耐性を示す変異体のスクリーニングも行っ
た。どちらの化合物についても、これまでに多数の変異体候補株を単離している。アデニン耐性
変異体候補株のうちの２つについては原因遺伝子の同定中である。 
 
（２）エチオプラストにデンプン蓄積を誘導する新規化合物の同定をめざして以下の実験を行
った。まず、多検体の化合物の効果をハイスループットで検証するために、液体培養による評価
方法を確立した。１０個体の野生型シロイヌナズナを９６ウェルマイクロプレートに入れた水
耕栽培液で暗所６日間生育させ、デンプン蓄積の有無を調べた。このとき、各化合物につき３種
類の異なる濃度の水耕栽培液を用いた。ケミカルライブラリーは長浜バイオ大学バイオサイエ
ンス学部の水上教授より分与していただいた。このケミカルライブラリーは、水上教授らのグル
ープによって開発され、オートファジー阻害剤に用いられた実績がある。本研究で開発した水耕
栽培法によってケミカルライブラリーをスクリーニングした結果、デンプン蓄積誘導能の有す
る 2 つの化合物を単離した。さらに、それぞれの化合物について構造類似体を探索し、得られた
多数の構造類似体の中から最も効果の高い化合物を 1 つずつ同定した。これらの一つ D8 は、サ
ルファ剤（合成抗菌剤）やスルフォニルウレア系除草剤と共通する構造を有する新奇化合物であ
った。そこで、D8 の抗菌および除草剤活性について検討した。その結果、D8 は大腸菌に対する
抗菌活性は認められず、除草剤効果を有することが判明した。しかし、共通構造を有するスルフ
ォニルウレア系除草剤がアセト乳酸合成酵素阻害剤であるのとは異なり、D8 はアセト乳酸合成
酵素の活性を阻害しないことが判明した。このことから、D8 はスルフォニルウレア系除草剤と
は異なる新しい除草剤作用を持つ可能性が示唆された。一方、今回同定したもう一つの構造類似
体（D6）は、活性型葉酸と共存するとデンプン蓄積誘導効果が抑制された。この結果から、D6
が新規の葉酸合成阻害剤として機能していることが明らかになった。現在、これらの成果をまと
めた論文の投稿準備中である。現在、D8 に結合するタンパク質の精製、同定をめざして、D8 を
リガンドにするアフィニティー担体を合成している。 
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