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1.研究実施の概要 

食糧の増産、食品の品質向上、産業用素材への用途拡大など、デンプンメタボリック

エンジニアリングへの期待は大きいものがある。 

高等植物のアミロペクチン合成代謝は複数のアイソザイムを有する4クラスの酵素（ADP

グルコースピロフォスフォリラーゼAGPase、スターチシンターゼSS、枝作り酵素BE、枝切

り酵素DBE）から成る。（ただしDBEにはイソアミラーゼ（ISA）とプルラナーゼ（PUL）の

2タイプがある） 

私たちはイネ胚乳をモデルとして解析研究を行い、イネデンプン変異体や形質転換体

の解析、種々の藻類のポリグルカン構造や合成関与遺伝子の解析などを通じ、高等植物デ

ンプン合成過程が極めて高度に制御されたシステムであることを明らかにしてきた。これ

までの研究を通じて、システムに関する理解度がデンプンメタボリックエンジニアリング

の成否を左右することも痛感した。昨年度までに、主要なキー酵素の特異的な役割につい

てはある程度見通しをつけることができた。今後さらに、これまで全く解析されなかった

上記以外の遺伝子を含めて、未解析の遺伝子機能を明らかにするとともに、システムに関

する理解を精密なものにする必要がある。 

2002年のイネ全ゲノム解析完了のタイミングに、これまでイネのデンプン合成システ

ムに関する独自の基礎知見、実験材料を集積してきたことは、研究の基盤となって今後大

いに生かされると考える。組換え体、変異体、藻類を用いている当チームの優位性を生か

し、基礎研究としてのレベルを向上させつつ、創出されるデンプンの利用分野への展開を

図る。 

 

2.研究実施内容 

今年度に、アミロペクチン合成に関する新モデルを公表した。これは各アイソザイム

の機能を付与した最初のモデルで、世界から広く反響が寄せられた。また、大規模な国際

シンポジウムを主催し、本分野での最新情報を交換することができた。本チームが使用し

ているジャポニカ型イネ組換え体は、デンプン合成システムの解析材料としても、新規デ

ンプン素材を生産する生物材料としても、他の植物に比べすぐれていることが明らかとな



った。特定の遺伝子が欠損し特徴的な表現型を示す変異体を遺伝子導入先に用いることが

有効であることも明確になった。 

（１）イネデンプン合成システムの解析 

１）変異体の解析と新規変異体の単離 

イネのBEIとBEIIa変異体を解析した。その結果、BEIはアミロペクチンの長鎖形成に関

与し、BEIIaはBEIIb（短鎖形成）とBEIの機能を相補すると推定された。これで、植物で

はじめて全てのBEアイソザイムの機能が解析された。 

ノックアウトイネ集団から、SSIとPUL変異体をそれぞれ複数系統（エキソンとイント

ロンが変異した）単離することに成功した。SSI変異体の単離は植物ではじめてである。4

系統のSSI変異体のアミロペクチンは、重合度DP8-12の短鎖が減少し、DP6,7超短鎖および

DP16-20の中間鎖が増加していた。変化の程度は残存SSI活性と相関があった。この結果は、

SSIが超短鎖を短鎖に伸長するという、他のSSアイソザイムには相補されない働きがある

ことを示唆する。 

２）酵素大量発現系の確立 

デンプン合成関与酵素はいずれも組織中の含量が低く、タンパク質大量発現系の構築

が急務である。イネSSIIaの他、シアノバクテリアSynechococcusのBEとグリコーゲンシン

ターゼ（GS）の発現に成功した。今後の解析に有用である。 

（２）藻類を利用したデンプン合成系の解析と制御系の開発 

１）藻類の合成系 

シアノバクテリア５７種のポリグルカン微細構造をキャピラリ電気泳動法で調べた結

果、ほとんどがグリコーゲンを生産するのに対し、４種がグリコーゲンとアミロペクチン

の中間的なシュードアミロペクチンを生産することがわかった。これらの系統では、ポリ

グルカン構造の進化が起きている可能性が示された。 

紅藻１２種についてもポリグルカン構造を調べた。ほとんどの系統ではシュードアミ

ロペクチンを合成するのに対し、原始紅藻の系統には、グリコーゲンに近い構造を持つも

のが見出された。 

以上の事実は、シアノバクテリアや紅藻をはじめとする藻類が、デンプン合成システ

ムの進化過程を解析するよい実験系となることを示している。この結果を踏まえ、シュー

ドアミロペクチンを生産するシアノバクテリアSynechocystis aquatilisのゲノムDNAから

ショットガンライブラリを作成し、大規模塩基配列を行った。現在までに、AGPase, 2種

類のGS, BE, ISA, PULなどの遺伝子が同定された。 

２）シアノバクテリア形質転換系 

グリコーゲンタイプのポリグルカンを合成するSynechococcus PCC7942のGS遺伝子ノッ

クアウト株にはポリグルカン合成およびGS酵素活性がほとんど見られず、本酵素が細胞内

活性の大部分を占めることが明らかになった。また、前年度に作成したISAノックアウト

株に、異種シアノバクテリアであるSynechocystis PCC6803株（全ゲノム解析が完了して

いて、グリコーゲンを合成する）由来の2種類のISA遺伝子を別々に導入した。ISA変異株



では、野生株と比較して、ポリグルカン

中の短鎖の存在比率が増加していたが、

形質転換相補株では、親株と比べると短

鎖の比率が減少していることが認められ

た（図１）。これらの結果から、グリコ

ーゲンを合成するシアノバクテリアにお

いても、ISAがポリグルカンの合成過程

に関与していることが示唆された。また、

異種生物由来の遺伝子が本形質転換体の

体内で機能することから、この系が、導

入遺伝子の機能解析やポリグルカン合成

過程の再構成系として有用であることが

示された。 

（３）イネ形質転換体における新規デンプン素材の創出 

１）SSIIa遺伝子制御 

前年までに、SSIIa遺伝子はアミロペクチンのクラスター内部の短鎖合成に関与し、本

遺伝子機能が損傷しているのがジャポニカ型のイネで、正常なインディカ型とは、デンプ

ン物性の糊化特性において差異が起きる原因と考えられる結果を得た。この考えを証明し、

かつ本遺伝子の制御によって、新規形質を持つデンプンを作る可能性を調べるために、ジ

ャポニカ型イネ品種の金南風に、インディカ型品種IR36とジャポニカ型品種の日本晴の

SSIIa遺伝子（cDNA）をグルテリンプロモーターに連結して導入した。現在ホモ系統を選

抜中であるが、IR36のSSIIa遺伝子を導入した系統においてのみ、ジャポニカ型イネに特

有な短鎖が多いS型アミロペクチンが、インディカ型イネに特有の長鎖が多いL型アミロペ

クチンに変化し、かつ、デンプンの糊化特性（アルカリ崩壊性）も、ジャポニカ型の易糊

化性から、インディカ型の難糊化性に変化した（図2）。このことは、SSIIa機能は特異的

で、本遺伝子の操作によって、デンプンの品質を制御できることを示している。 

２）イソアミラーゼ遺伝子制御 

イネのISA変異体はsugary-1変異体とよばれ、胚乳にデンプンの代わりにフィトグリコ

ーゲンを蓄積する。この変異体にコムギの正常なISA遺伝子を導入し、デンプン様のポリ

グルカンを合成するようになった形質転換体の解析を継続した。まず形質転換体のアミロ

ペクチンの分子構造は、正常なイネのものとは異なり、このことがデンプンの物性に影響

を与えることが明らかになった。また、イネとコムギのISAを精製する方法を確立し両者

を比較したところ、等電点や電気泳動の移動度などで異なっていた。この結果から、イネ

とコムギのISAが異なる特性を持ち、イネsugary形質がコムギISAによって完全には相補さ

れない原因であると考えられた。 

【図１】ラン藻 Synechococcus 野生株、ISA 変異株（∆ ISA）および ISA 変異株を親株

として異種ラン藻 Synechosystis PCC 6803 株由来の ISA 遺伝子を導入した形質転換

図．ラン藻 Synechococcus 野生株、ISA 
変異株（DISA）および ISA 変異株を親株
として異種ラン藻 Synechosystis PCC 
6803 株由来の ISA 遺伝子を導入した形質
転換株（slr0237、slr1857）から抽出した
貯蔵ポリグルカンの鎖長分布解析。 



株（slr0237、slr1857）から抽出した貯蔵ポリグルカンの鎖長分布解析． 

【図２】イネSSIIa形質転換体の解析 

Ａ．宿主の金南風（ジャポニカ型）とインディカ型イネのIR36のSSIIa遺伝子を導入し

た形質転換体（#78-2）のアミロペクチンの鎖長分布の比較． 

Ｂ．デンプンのアルカリ崩壊性．形質転換体（#78-2）のデンプンが金南風タイプから

IR36タイプの難崩壊性に変化したことがわかる．一方対照（#78-1）のデンプンは

金南風タイプのままである． 

 

3.研究実施体制 
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