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研究成果の概要（和文）：イネ葉鞘における出穂後のデンプン分解制御機構の解明のため，α-およびβ-アミラーゼ遺
伝子ファミリーを構成する各遺伝子の機能解析を進めた．多収品種タカナリでは，α-アミラーゼ遺伝子のRAmy2Aの発
現が出穂後の葉鞘において急激に上昇し，それが急激なデンプン分解をもたらす要因のひとつと示唆された．β-アミ
ラーゼ遺伝子のOsBAM2もしくはOsBAM3の過剰発現は葉鞘のデンプン含量を著しく低下させるが，それらの発現抑制は葉
鞘におけるデンプン含量を有意に増加させることはなかった．また，OsBAM5の発現は夜間の葉身において著しく高く，
その発現抑制は葉身にデンプンを過剰に蓄積させることがわかった．

研究成果の概要（英文）：The function of some genes constituting α-amylase and β-amylase gene families 
was investigated to elucidate the mechanisms of starch degradation in rice leaf sheaths during the 
post-heading stage. In heavy-panicle cultivars, Takanari, the transcription level of RAmy2A, one of 
α-amylase genes, rapidly increased after heading in leaf sheaths, which may be one of the factors that 
cause the rapid degradation of starch in the leaf sheaths of Takanari. Overexpression of OsBAM2 or 
OsBAM3, the β-amylase genes, markedly reduced the starch level in leaf sheaths. However, the 
transcriptional repression of OsBAM2 or OsBAM3 did not significantly increase the starch accumulation in 
leaf sheaths at heading stage. The transcription level of OsBAM5 was enhanced during the night in leaf 
blades. Furthermore, the transcriptional repression of OsBAM5 resulted in the excess of starch 
accumulation in leaf blades.

研究分野： 作物学

キーワード： イネ　葉鞘　デンプン分解　α-アミラーゼ　β-アミラーゼ　非構造性炭水化物
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１．研究開始当初の背景 
 イネの増収を達成するためにはシンクで
ある穂のサイズ，すなわち一穂穎果数を増加
させる必要がある.近年，日本では飼料用な
ど多用途米の開発のために，一穂穎果数の多
い超多収品種がいくつか育成されている．一
方で，超多収品種の増大したシンクを十分に
満たすためには，通常の品種以上に多くの同
化産物が登熟に供給されなければならない．
そのため，一穂穎果数が著しく増加すると穎
果当たりの供給同化産物の不足から登熟歩
合が低下し，収量が不安定になる場合がある．
よって，超多収を目指したイネ品種を有効に
活用していくためには，増加したシンクサイ
ズに対応できるような物質生産力，すなわち
ソース機能の増強が不可欠である． 
 イネ穎果の登熟に対するソースとしては，
出穂後に葉身において新たに同化された炭
水化物（出穂後同化産物）および出穂前まで
に茎葉部（稈および葉鞘）に蓄積された炭水
化物（出穂前蓄積同化産物）の２つがある．
このうち後者は登熟した穎果胚乳中に蓄積
された炭水化物の約 30％を占めると報告さ
れており，その供給が不十分であると，登熟
初期に必要な炭水化物が不足し，登熟歩合の
悪化をもたらす場合がある．よって，出穂前
蓄積同化産物である稈および葉鞘における
デンプン蓄積量を増加させること，ならびに
出穂後の稈および葉鞘におけるデンプン分
解とそれに続く糖転流活性を増加させるこ
とが，登熟に必要なソース機能を増強するた
めに必要な課題として考えられる．このうち，
稈や葉鞘におけるデンプン合成に関する酵
素を扱った研究は比較的多い．しかし一方で，
出穂後のデンプン分解に関連する研究は，出
穂期直後の葉鞘においてα—アミラーゼの活
性が高まることが示された報告（Ishimaru ら
(2004) Plant Physiol Biochem, 42: 855-860）
などに限られている． 
 
２．研究の目的 
 モデル植物のシロイヌナズナでは，葉に蓄
積したデンプンが夜間に分解される仕組み
が詳細に解析されている（Zeeman ら (2010) 
Ann. Rev. Plant Biol. 61: 209-234）．葉に
おいて著しいデンプン過剰蓄積の表現型を
示す変異体の解析により，α-グルカンリン
酸化酵素（α-glucan, water dikinase; GWD）
によるデンプン顆粒のリン酸化，ならびにそ
れに続くβ-アミラーゼによるマルトース単
位でのα-1, 4 グルコシド結合の分解がシロ
イヌナズナの葉におけるデンプン分解に重

要な役割を担っていることが明らかにされ
ている．そこで筆者は，イネゲノム上にアノ
テーションされている９つのβ-アミラーゼ
遺伝子の発現量を様々な器官で解析し，出穂
後の葉鞘での発現レベルが高かった OsBAM2
と OsBAM3 遺伝子について，その翻訳産物の
解析を進めてきた．その結果，OsBAM2 と
OsBAM3 はプラスチド局在型であること，その
大腸菌組換えタンパク質は実際にβ-アミラ
ーゼ活性を有することを明らかにした
（Hirano ら (2011) Plant Prod. Sci. 8: 
122-130）． 
 そこで本研究では，OsBAM2 と OsBAM3 が茎
葉部，特に出穂後の葉鞘におけるデンプン分
解に果たす役割を明らかにするため，それら
の過剰発現系統および発現抑制系統を用い
て，その表現型の解析を進めた．さらに
OsBAM5 遺伝子の発現は葉身において夜間に
急激に増加し，その発現抑制系統は葉身にお
いてデンプン過剰の表現型となることを示
す．また，α-アミラーゼ遺伝子のひとつで
ある RAmy2A の働きを解明するため，出穂後
の葉鞘におけるデンプン分解速度が異なる
品種を用いて，RAmy2Aの発現量を比較し，ま
た RAmy2A の発現抑制が葉鞘のデンプン含量
の変化に及ぼす影響を解析した． 
 
３．研究の方法 
(1) 葉鞘におけるβ-アミラーゼ活性の測定
およびβ-アミラーゼ遺伝子の発現解析 
 日本型品種の日本晴を屋外で生育させ，止
葉展開期，出穂期，出穂３，６，12 および
24 日後に主稈の第３葉鞘を採取した．採取し
た葉鞘のデンプンおよび糖含量を定量し，さ
らに，各遺伝子特異的プライマーを用いた定
量 RT-PCR により，各β-アミラーゼ遺伝子の
転写レベルを解析した．  
 
(2) OsBAM2 および OsBAM3 遺伝子の発現抑制
ならびに過剰発現系統の作出とその表現型
解析 
 RNAi法により OsBAM2および OsBAM3遺伝子
の発現抑制系統を作出するため，Miki and 
Shimamoto（（2004）Plant Cell Physiol. 45: 
490-495）が開発した RNAi 誘導用バイナリー
ベクターである pANDA vector に，OsBAM2 も
しくは OsBAM3の RNAi を誘発するトリガー配
列をそれぞれ組み込んだ pANDA-BAM2 および
pANDA-BAM3 ベクターを構築した．また，
OsBAM2 と OsBAM3 の過剰発現系統を作出する
ため，イネ葉鞘から調製した cDNA を鋳型と
して，それぞれの全長 cDNA 配列を PCR によ



り増幅した．それら PCR 産物を精製し，トウ
モロコシユビキチンプルモーターの制御下
でそれぞれが高発現されるpBECKS-BAM2およ
び pBECKS-BAM3 ベクターを構築した． 
 Agrobacterium tumefaciens EHA105 株もし
くはLBA4404株に構築したベクターを導入し，
イネ（品種：ササニシキ）の種子胚盤から誘
導したカルスに Agrobacteriumを感染させる
ことで形質転換を行った．カルスはハイグロ
マイシンを含む選択培地上で育成し，耐性カ
ルスから再分化を誘導して，ベクターが導入
された T0 世代の形質転換体を得た．なお，
再分化個体から調製したゲノムDNAを鋳型と
して，選択マーカー遺伝子と RNAi トリガー
のリンカー配列に特異的なプライマーを用
いた PCR によりベクターの導入を確認した． 
 OsBAM2 および OsBAM3 の発現抑制ならびに
過剰発現による表現型の解析には，各形質転
換体の T2 世代の植物体を用いた．T2 世代の
植物体をポットに移植して，昼温 32℃，夜温
25℃に設定された 13 時間日長（最大光量子
束密度：845μmol m-2 s-1）の P1P 対応人工光
型グロースチャンバー内で生育させた．適切
な時期に主稈の第 3 葉鞘を採取し，デンプ
ン・糖含量，OsBAM2 および OsBAM3 の転写レ
ベルならびにβ-アミラーゼ活性を解析した． 
 
(3) OsBAM4 および OsBAM5 の細胞内局在性の
解析 
 OsBAM4 と OsBAM5 遺伝子に対する推定アミ
ノ酸配列の全長 545および 567アミノ酸残基
うち，それぞれ N 末端側から 502 および 556
アミノ酸残基に相当する cDNA 配列を PCR に
より増幅し，In-Fusion HD Cloning Kit
（Clontech）により GFP 発現ベクター（Chiu
ら（1996）Curr. Biol. 6: 325-330）に挿入
して，sGFP がそれぞれの C末端側に連結され
たキメラタンパク質発現用のOsBAM4-sGFPな
らびに OsBAM5-sGFP ベクターを構築した．構
築したベクターをパーティクルガン法によ
りタマネギ表皮細胞に導入し，蛍光顕微鏡に
より一過的な GFP の発現を観察した．なお，
プラスチド局在のポジティブコントロール
として，AtrecA-DsRed2（Imaizumi-Anraku ら
（2005）Nature 433: 527-531）もまた上記
ベクターと同時にタマネギ表皮細胞に導入
した． 
 
(4) 葉身におけるデンプン含量の日変化と
β-アミラーゼ遺伝子の発現の関係 
 日本型イネ品種の日本晴を，昼温 28℃，夜
温 23℃に設定された 12 時間日長の人口光型

グロースチャンバー（最大光量子束密度：845
μmol m-2 s-1）で生育させ，止葉展開期に止
葉を第1葉としたときの第3葉身を6，9，12，
15，18，21，24 および 6時に経時的に採取し
た．採取した葉身は凍結保存し，その後，デ
ンプンと糖含量を定量した．また，定量
RT-PCR によりβ-アミラーゼ遺伝子の転写レ
ベルを解析した． 
 
(5) OsBAM5遺伝子の発現抑制系統の作出とそ
の表現型解析 
 OsBAM5 の発現抑制系統を作出するため， 
OsBAM5 の RNAi を誘導するトリガー配列を
PCR により増幅し，pANDA vector に組み込ん
だ pANDA-BAM5 ベクターを構築した．構築し
たベクターを用いて，上記(2)に記載した方
法によりイネ（品種：ササニシキ）の形質転
換を実施した．得られた形質転換体の T2 世
代を昼温 28℃，夜温 23℃に設定された 12 時
間日長のP1P対応人工光型グロースチャンバ
ー（最大光量子束密度：845μmol m-2 s-1）で
生育させ，止葉展開期に葉を第 1葉としたと
きの第 3 葉身を 6，9，12，15，18，21，24
および 6時に経時的に採取した．採取した葉
のデンプンおよび糖含量を定量し，また半定
量的 RT-PCR により OsBAM2，OsBAM3 および
OsBAM5の転写レベルを解析した． 
 
(6) 葉鞘におけるα-アミラーゼ遺伝子の発
現量の品種間差異 
 日本型品種の日本晴と出穂後の葉鞘にお
けるデンプン含量の低下が速いインド型多
収品種のタカナリを屋外で生育させ，出穂期
以降に主稈の第３葉鞘を採取し，デンプンお
よび糖含量を定量した．また，定量 RT-PCR
により，葉鞘で発現が認められるα-アミラ
ーゼ遺伝子である RAmy2Aと RAmy3Cの転写レ
ベルを詳細に解析した．さらに，葉鞘におけ
るα-アミラーゼ活性を測定した． 
 
４．研究成果 
(1) 葉鞘におけるデンプン含量の変化とβ-
アミラーゼ遺伝子の転写レベルとの関係 
 日本晴の葉鞘におけるデンプン含量は止
葉展開期から出穂期にかけて増加し，出穂３
日後から12日後にかけて急激に減少した（第
１図）．スクロース含量は実験期間中にほぼ
一定で推移し，マルトース含量は出穂３から
６日後にかけて増加したが，再び出穂 12 日
後にかけて減少した． 
 イネゲノム上にアノテーションされてい
る９つのβ-アミラーゼ遺伝子のうち，



OsBAM1 と OsBAM7 は葉鞘における発現が認め
られない（Hirano ら（2011）Plant Prod. Sci. 
8: 122-130）．そこで，それら以外の７つの
β-アミラーゼ遺伝子の転写レベルを定量
RT-PCR により解析した．プラスチド局在型β
-アミラーゼをコードしている OsBAM2 と
OsBAM3の転写レベルは出穂期から上昇し，デ
ンプン含量が減少している出穂６日目に最
大に達した（第２図）．特に，OsBAM3 の転写
レベルの増加が著しかった．よって，OsBAM2
と OsBAM3，中でも OsBAM3 は葉鞘における出
穂後のデンプン分解において重要な役割を
担っている可能性が示唆される．また，
OsBAM5 と OsBAM9 の転写レベルも出穂後の葉
鞘において高いことが明らかになった． 

 

(2) OsBAM2および OsBAM3遺伝子の機能解析 
 OsBAM2 過剰発現系統である BAM2 OE では，
出穂期の第 3 葉鞘におけるβ-アミラーゼ活
性が，野生型ササニシキよりも有意差はない
ものの高い傾向にあり（データは掲載せず），
また出穂期の第3葉鞘におけるデンプン含量
は野生型と比較して著しく低下した（第3図）．
また，OsBAM3過剰発現系統である BAM3 OE で
もまた，出穂期の第 3 葉鞘におけるβ-アミ
ラーゼ活性が高くなる傾向にあり，出穂期の
第 3葉鞘におけるデンプン含量は，野生型よ
りも著しく低下した．以上の結果から，プラ
スチド局在型β-アミラーゼアイソフォーム
である OsBAM2 と OsBAM3 の過剰発現はイネ植
物体茎葉部に一時的に蓄積されたデンプン
の分解を促すことが明らかになった．  

 BAM2 KD #5 および BAM3 KD #12 の第 3葉鞘
におけるデンプン含量は，出穂期と出穂 20
日後ともに野生型と比べて有意差がなかっ
た（第 4 図）．また，出穂期における第 3 葉
鞘のβ-アミラーゼ活性を測定したところ，
BAM2 KD #5 および BAM3 KD #12 の活性はとも
に野生型と比較してわずかに低くなる傾向
が認められたものの，有意差はなかった（デ
ータは掲載せず）．よって，OsBAM2 ならびに
OsBAM3それぞれ単独の発現抑制では，出穂期
以降の葉鞘におけるデンプン含量には大き
な影響は与えないことが明らかになった．そ
の原因のひとつは，各発現抑制系統において
発現抑制されたβ-アミラーゼ遺伝子の機能
を，他のβ-アミラーゼ遺伝子が十分に補う
ことができるためと考えられる．現在，
OsBAM2 と OsBAM3 の 2 つが同時に発現抑制さ
れた系統の作出に成功しており，今後はその
系統の表現型を解析する予定である． 
 

第１図．日本晴の第３葉鞘におけるデンプン，ス
クロースおよびマルトース含量の変化． 

 数値は３個体の平均，縦棒は標準誤差を示す． 

第２図．日本晴の第３葉鞘における OsBAM2，
OsBAM3，OsBAM5 および OsBAM9 遺伝子の転写
レベルの変化 

  数値は内部標準遺伝子である OsEF1α1の転
写レベルに対する相対値を示す．また，数値
は３反復の平均，縦棒は標準誤差を示す． 

第 3図 OsBAM2および OsBAM3過剰発現系統の 
第 3葉鞘における出穂期のデンプン含量． 

 数値は 3個体の平均，縦棒は標準誤差を示す．
異なるアルファベット間の数値には５％水
準で有意差があることを示す． 



 
(3) OsBAM4 と OsBAM5 の細胞内局在性の解析 
 OsBAM4 と OsBAM5 遺伝子はともに葉鞘での
発現が認められ，しかもそれらの推定アミノ
酸配列に基づく系統樹解析では，OsBAM2 およ
び OsBAM3 と同じファミリーに属することが
推定されている（Hiranoら（2011）Plant Prod. 
Sci. 8: 122-130）．これら２つのアイソフォ
ームの C末端側に GFPを融合させたキメラタ
ンパク質をタマネギ表皮細胞において一過
性で発現させ，その発現パターンを蛍光顕微
鏡で観察した結果，OsBAM4 および OsBAM5 と
もにプラスチド局在型であることが明らか
になった（データは掲載せず）．  
 
(4)葉身におけるデンプン含量の日変化とβ
-アミラーゼ遺伝子の発現との関係 
 葉身におけるデンプン分解に関与する酵
素遺伝子を明らかにし，葉鞘における出穂期
以降のデンプン分解の仕組みと比較するこ
とを目的として，葉身でのデンプン含量の日
変化とβ-アミラーゼ遺伝子の発現との関係
を詳細に解析した．葉身におけるデンプン含
量は朝 9時から 12時にかけて急激に増加し，
その後 21 時まではほぼ一定に推移したが，
21時から翌朝6時にかけて急激に減少すると
いう日変化を示した（データは掲載せず）．
そのときの各β-アミラーゼ遺伝子の転写レ
ベルを定量 RT-PCR で解析した結果，OsBAM2
と OsBAM3 の転写のピークは朝 9 時であり，
その後それらの転写量は 12 時にかけて低下
した（データは掲載せず）．さらに，デンプ
ン含量がすでに減少しつつある夜の 24 時に
かけて転写レベルは低いままで推移した．一
方，OsBAM5の転写レベルは朝 6時に最大とな
り，その後 9時にかけて急激に減少した（第
５図）．さらに，OsBAM5の転写レベルは 18 時
から徐々に増加したことから，葉身において

OsBAM5 の発現は夜間に著しく増加すること
が明らかになった．以上の結果から，葉身で
の 21 時以降に生じた急激なデンプン分解に
は，OsBAM2と OsBAM3よりもむしろ OsBAM5が
最も密接に関与していることが示唆される． 

(5)OsBAM5発現抑制系統における表現型解析 
 OsBAM5 の発現抑制が葉身でのデンプン代
謝に及ぼす影響を解析するため，OsBAM5の発
現抑制系統（OsBAM5 KD #1）の表現型を解析
した．OsBAM5 KD #1 の葉身では，夜間におい
ても OsBAM5 の転写レベルの上昇が起きず，
また，野生型と比較して，草丈が有意に低く，
葉齢の進行が遅れる傾向にあった（データは
掲載せず）．さらに，葉身におけるデンプン
含量の日変化を解析した結果，OsBAM5 KD #1
では朝６時においてもデンプンが著しく蓄
積していることがわかった（第６図）．また，
そのデンプン含量は朝６時から 12 時にかけ
て徐々に減少したが，再び 15 時から 18 時に
かけて増加し，夜間はほぼ一定に推移した．

第 4図．OsBAM2および OsBAM3発現抑制系統にお
ける第 3葉鞘のデンプン含量 
数値は 3個体の平均，縦棒は標準誤差を示す．
n.s.は各系統間に有意差がないことを示す． 

第 5図．葉身における OsBAM5の転写レベルの 
    日変化． 
 数値は内部標準遺伝子である OsEF1α1 の転
写レベルに対する相対値を示す．また，数値は
３反復の平均，縦棒は標準誤差を示す． 



以上のことから，OsBAM5は葉身における特に
夜間に生じるデンプン分解に重要な役割を
演じていることが明らかになった． 
 一方，出穂期以降の葉鞘において OsBAM5
の転写レベルは OsBAM2や OsBAM3と比べてか
なり低いが，それは日中に採取した試料を用
いた結果である．よって，今後は，葉鞘にお
ける OsBAM5 の発現を昼夜で比較し，さらに
OsBAM5 発現抑制系統での葉鞘におけるデン
プン含量の変化を解析する予定である． 
 
(6)インド型多収品種タカナリの葉鞘におけ
る出穂後のデンプン含量の変化とα-アミラ
ーゼ遺伝子の発現との関係 
 インド型多収品種タカナリは，出穂後の葉
鞘におけるデンプン含量の減少が一般の日
本型品種よりも速やかに生じる．その現象を
もたらす要因を解析するため，出穂期以降の
葉鞘におけるデンプン含量の変化とデンプ
ン分解関連酵素遺伝子の転写レベルを日本
晴とタカナリで比較した．出穂後のデンプン
含量が急激に減少している時期に，α-アミ
ラーゼをコードする遺伝子のひとつである
RAmy2Aの転写レベルが，タカナリでは急激に
増加した（第７図）．また，そのときのタカ
ナリのα-アミラーゼ活性は日本晴よりも有
意に高かった（データは記載せず）．以上の
結果から，タカナリの葉鞘において生じる出
穂後の速やかなデンプン分解には，少なくと
も RAmy2A の発現が増加することによっても
たらされるα-アミラーゼ活性の増加が関与
していることが示唆される． 
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