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第 1章　序論
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富栄養化の原因物質、フィチン酸

近年、湖沼や都市部内湾では、生活排水、農業排水、工業排水などに含まれるリンや窒素が原

因で急速に富栄養化が進み、水質悪化や生態系の破壊といった問題を引き起こしている。工業化

や農地への過剰施肥、人口の集中によって引き起こされる今日の急速な富栄養化は、湖沼や湾の

水環境のみならず、人の生活にも悪影響を与える。その悪影響は主に夏に見られる。夏は日差し

が強く水面が温まるため、水面と湖底とで温度差が大きくなる。この温度差は水の密度に影響し、

温かい水面は密度が軽く、冷たい湖底は密度が重くなる。結果として、鉛直方向の攪拌が起こり

にくくなり、上層と下層とに分かれた状態になる。上層は大気からの酸素の供給や植物プランク

トンの光合成により十分な酸素が存在するが、下層は酸素供給が止まり、次第に酸素が不足する。

ここに、富栄養化による植物性プランクトンの異常増殖が起きると、富栄養化の悪影響が生じる。

植物性プランクトンの捕食者である動物性プランクトンの増殖が続き、この急激な増殖は呼吸に

よる溶存酸素の低下を招く。さらに、動物性プランクトンの死骸が急激に増加し、湖底で酸化的

に分解される。湖底近くの酸素濃度はさらに低下し、貧酸素水塊と呼ばれるようになる。このよ

うな貧酸素水塊が上部の水塊と混合した時には、最悪の場合は酸欠による魚類の大量死が発生す

る。したがって、生じる問題としては、水環境の生態系の破壊、水産資源の減少、貧酸素水塊に

おける嫌気性細菌由来の異臭、水質の悪化があげられる。湖沼や湾は、水産資源の重要な窓口、

釣りやマリンスポーツなどの娯楽の場や公園、貯水池として機能しており、富栄養化が近隣住民

や将来世代にまで大きな影響を与えることは明らかである。今後、行政機関はこのような問題を

正しく評価し、さらに力を加えて問題の解決に臨むことが求められる。

富栄養化は、有機物や栄養塩類の流入によって引き起こされるが、それら成分の中で多くの場

合、リンが制限要素となる。その他には炭素や窒素が制限要素として知られているが、いずれも

大気を介して湖沼に供給されるため、究極的にはリンの供給量を減少させることが必須の対策と

なる[1]。リンの供給源には、家畜の排泄物、化学肥料、生活排水、工業排水などがあげられる。

家畜の排泄物に含まれ問題とされるリン化合物はフィチン酸と呼ばれる物質である。フィチン酸

は植物種子におけるリン貯蔵形態として知られており、穀物中のリンの多くはフィチン酸の金属

キレート塩であるフィチンとして存在する。マグネシウムやカルシウム、鉄などとキレートした

場合には、溶解度が著しく低下する。家畜には穀物飼料が与えられるが、ヒトを含む単胃動物

（トリやブタ）はフィターゼというフィチン分解酵素の働きが極めて弱いためにわずかしかフィ

チンを分解、吸収できない。また、日本のような先進国では十分な食料供給があるため問題にな

らないが、発展途上国など穀物に頼った食生活が強いられる貧しい国では、フィチン酸が金属イ

オンをキレートするためにその金属イオンを吸収できなくなり[2]、栄養失調の原因となる。

吸収されずに排泄物中に残存したフィチンは、多くの場合野積みや素堀りと言った排泄物の不

適切な処理によって、河川や湖沼へ流入しリンの供給源となる。これに対し、給餌の際のフィチ

ン酸含量を減らすことが進められている。そこで、フィチン酸の分解酵素であるフィターゼで穀

物を処理する方法と、フィチン酸含量の低い低フィチン酸穀物を給餌する方法である。フィター

ゼ処理によりフィチンの 3分の 1が有効なリンの形態となることが示されており、そのフィター

ゼの市場は 500 億円程度になるとRoche 社は試算している[3]。フィターゼの添加は排泄する

2



フィチン酸の低下と餌に添加するリンの低減を可能にするが、コストが高い。これに対して低

フィチン酸穀物の開発が進められており、トウモロコシ、オオムギ、イネ、ダイズ等の主要穀物

を中心にいくつもの低フィチン酸穀物が開発されてきた。こうした開発は、植物の変異体ライブ

ラリーから低フィチン酸種子を見つけ出したり、その変異した遺伝子情報を元に、遺伝子組換え

により作出したりする方法で行われてきた。一般的な種子中のフィチン酸含量は全リンの 75%程

度を占めており、乾燥種子重量の数％の重量と言われている（イネ玄米で 0.46-1.35%）[4]。一

方、低フィチン酸穀物として見出された植物では、例えば全リンの 30%がフィチン酸となり、本

来フィチン酸に合成されるはずだったリンは無機リン酸や低次元のイノシトールリン酸として存

在する。このため、種子に含まれる全リン量はほとんど変化しない。低フィチン酸穀物で家畜を

育てれば、フィターゼと無機リンの添加が必要なくなり、家畜糞尿を介した水環境へのフィチン

酸流出を低減することになる。しかしながら、低フィチン酸穀物はストレスに若干弱いことが指

摘されており、その発芽率や収量が野性型に比べて低下することが報告されている[5][6]。発芽

率低下の原因として、抗酸化物質であるフィチン酸が減少したことにより、種子貯蔵時に胚が酸

化ストレスを受けることが考えられている[6]。こうした問題に対し、部位特異的や時期特異的な

発現抑制が有効と考えられている[7]。また、ターゲット遺伝子の選定も重要である。

フィチン酸の合成

フィチン酸はmyo-inositol-1,2,3,4,5,6-hexiakisphosphateであり、イノシトールにリン酸が 6

基リン酸エステル結合した化合物である（図 1）。フィチン酸の合成にはその骨格であるイノシ

トール環が不可欠である。glucose-6-phosphateが inostiol-3-phosphate(Ins(3)P)に合成される反

応でイノシトール環が形成され、フィチン酸合成の最初のステップとして考えられている。この

反応はmyo-inosito-3-phosphate synthase (MIPS)により触媒される。続くフィチン酸合成の反応

は lipid-depent pathwayと lipid-indepent pahthwayの 2 通りに大別される。Lipid-dependent 

pathway は酵母を用いた実験で見出された経路であり、細胞膜の phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate が phospholipase C(PLC)により分解され、diacylglycerolと inoositol-1,4,5-

trisphosphateが生じる。Ins(1,4,5)P3は inositol-1,4,5-tris-phosphate kinase (IPK2)と inositol 

1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase (IPK1)とによりフィチン酸に合成される[8]。Lipd-

independent pathway はウキクサ(Spirodela polyrhiza L.)を用いた実験で見出された経路であり、 

Ins(3)Pから Ins(3,4)P2, Ins(3,4,6)P3, Ins(3,4,5,6)P4, Ins(1,3,4,5,6)P5, InsP6と連続的にリン酸化す

る経路である[9]。

これまでに多くの低フィチン酸植物が見出されており、種子におけるフィチン酸合成に重要な

遺伝子や酵素、主要な合成経路が判明している。低フィチン酸の研究は主要な穀物であるトウモ

ロコシやダイズやイネ、それに加えてモデル植物であるアラビドプシスで主に行われている。イ

ネやアラビドプシスは単子葉植物と双子葉植物のモデル植物となっており、遺伝子組換え技術、

ゲノム情報や過剰発現体ライブラリー、変異体ライブラリーなどデータが豊富で、分子生物学的

に研究を進めるには有利である。
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イネではMIPSをコードする遺伝子がRINO1とRINO2との 2 つ存在することが知られている

[10]。そのうち RINO1 遺伝子を種子特異的に発現抑制したところ、低フィチン酸種子となった

[7]。また、アラビドプシスではMIPSをコードする遺伝子が 3 つ(AtIPS1、AtIPS2、AtIPS3)存在

しており、それぞれの変異体が見つかっているが、フィチン酸含量の低下は起きていない[11]。

おそらく、AtIPS1および AtIPS2との両者の発現が高く、相互に補完するために種子でのフィチ

ン酸含量の低下が起きなかったのだろう[12]。

myo-Inositol kinase (MIK)の変異体はトウモロコシで 2系統見つかり lpa3-1、lpa3-2と命名さ

れた[13]。lpa3-1はトウモロコシ種子でフィチン酸が最も蓄積する胚において野性型の 46%の

フィチン酸含量を示した。また、大腸菌から調製したトウモロコシのMIKはmyo-inositolを基質

として Ins(1 or 3)P, Ins(4 or 6)Pにリン酸化する活性を示した[13]。この発見により、遊離のイノ

シトールからフィチン酸が合成される経路が種子において重要であることが明かとなった。その

後、イネでもMIKの変異体が低フィチン酸であることが示されている[14]。

イネでは IPK1をコードする遺伝子は 1 つしか存在しておらず、そのRNAi 抑制体は低フィチ

ン酸種子となった[15]。また、アラビドプシスとダイズとで IPK1の変異体が低フィチン酸種子

として見つかっている[11,16]。

Inositol tris/tetrakisphosphate kinase (ITPK) はイネでは 6 遺伝子あるが、低フィチン酸種子と

なる変異体は見つかっていない。一方、アラビドプシスとトウモロコシでは ITPK 変異による低

フィチン酸種子が見つかっている[11,17]。ジャガイモ(Solanum tuberosum)とアラビドプシスと

の ITPKを大腸菌合成され調製したタンパク質で ITPKの活性が調べられている[18–20]。ポテト

の ITPK（StITPK1）はリン酸化と脱リン酸化の 2方面の活性を有しており、それぞれ次のような

活性を示した：リン酸化；Ins(3,4)P2 or Ins(3,4,5)P3 or Ins(1,4,6)P3 → Ins(1,3,4,6)P4、 Ins(1,3,4) 

→ Ins(1,3,4,5)P4、Ins(3,4,5)P3 → Ins(3,4,5,6)P4；脱リン酸化；Ins(1,3,4,5,6)P5 → 

Ins(3,4,5,6)P4。また、アラビドプシスの ITPK（AtITPK1、 AtITPK2、 AtITPK3、 AtITPK4）は

次のようなリン酸化活性とイソメラーゼ活性を示した：AtITPK1; Ins(1,3,4)P3 → Ins(1,3,4,5)P4 or 

Ins(1,3,4,6)P4, AtITPK2および AtITPK3; Ins(1,3,4)P3 → InsP4,  Ins(1,3,4/3,4,6)P3 → InsP4,  
Ins(3,4,5,6)P4 → InsP5, AtITPK4; Ins(1,3,4)P3 → InsP4,  Ins(1,3,4/3,4,6)P3 → InsP4, Ins(1,3,4,6)P4 

→ InsP4。低フィチン酸を示したアラビドプシスの ITPK 変異体は AtITPK1および AtITPK4であ

る。以上のように ITPKの活性は多様である。種子におけるフィチン酸合成において ITPKが重

要であることは低フィチン酸種子となることから明らかであり、InsP3から InsP5までのリン酸化

を担っていると信じられている。

リン酸化酵素に加えて、フィチン酸トランスポーターの存在が知られており、その変異体およ

び発現抑制体が低フィチン酸種子となることが知られている[21–24]。種子に蓄積されるフィチ

ン酸は金属イオンと塩を形成し、グロボイドと呼ばれる貯蔵性タンパク質と共に液胞中に蓄積さ

れる。フィチン酸トランスポーターの変異により液胞に区画ができなくなり、細胞質中に存在し

たフィチン酸もしくはフィチンがフィチン酸合成を抑制したと考えられている。

他に、現在提案されているフィチン酸合成経路に当てはまらない酵素をコードする遺伝子の変

異により低フィチン酸種子が得られている[25][26]。その遺伝子は超高熱性メタン生産菌由来の

2-tripolyphosphate kinase (2-PGA kinase)が有する P-loop ドメイン（ATP/GTP結合サイト）とホ

モロジーがある[26,27]。Phosphatidylinositol (PtdIns) polyphosphate-5-phosphataseは

Ins(1,4,5)P3の近接するリン酸エステル結合(4と 5)を認識し、5 位のリン酸を脱リン酸する。

Raboy 氏は本酵素について以下の可能性をレヴューにて述べている[28]。2-PGA kinaseの産物で

ある 2,3-bisphosphoglycerateはこの認識されるリン酸エステル結合と競合するため、結果とし

て Ins(1,4,5)P3の安定化に寄与する可能性がある。このような 2-PGA kinaseの機能が種子におけ

るフィチン酸合成にポジティブな影響をもたらすかもしれない。また他に、Ins(3)P kinaseとし

て機能する可能性を述べている。2-PGAおよび 2,3-bis-PGAが Ins(3)Pおよび Ins(3,4)P2と構造
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的に似ているためである。これまで、MIKや ITPK、IPK1とイノシトールリン酸化酵素は報告さ

れているが、いずれも Ins(3)Pから InsP2を作り出すような活性を示していない。仮に本遺伝子

が inositol monophosphate kinaseとして機能すれば、イノシトールからフィチン酸までのリン酸

化経路が一通り説明可能となる。以上のフィチン酸合成経路を図 1および表 1にまとめた。

これまでフィチン酸合成に関わる酵素とトランスポーターとその遺伝子について述べた。しか

しながら、これら遺伝子の発現を制御する機構についてはこれまで報告されておらず、未解明の

ままである。

種子貯蔵性物質とその蓄積、合成制御

フィチン酸合成に関する転写因子はこれまで報告されていないものの、種子貯蔵物質であるタ

ンパク質、脂質、デンプンの合成制御因子が報告されている。

種子貯蔵性タンパク質は溶解性の違いから 3 種に分類され、生理食塩水に可溶のグロブリン、

アルコールに可溶のプロラミン、難溶性のグルテリンである。イネ種子ではグルテリンが主要な

タンパク質であり、胚乳中タンパク質の 80%を占めることもある[29]。プロラミンは胚乳中タン

パク質の 5-10%を占める。グロブリンは胚とアリューロン層に蓄積するタンパク質である[30]。

タンパク質の集積は開花後 5日以後に始まり、開花後 20日ころに最大となる。成熟するまでに

わずかに減少するが、ほぼ一定である。グルテリンは開花後 5日目から急速に増加し、30日目

ころに最大となる。グロブリンは開花後 5日目から徐々に増加し、開花後 30日目ころに最大と

なる。プロラミンは開花後 10日目から増加し始め、開花後 30日目に最大となる。イネグルテリ

ンの発現は蓄積場所である胚乳で特異的に起こり、そのプロモーター領域には、胚乳特異的発現

を示す cis-elementのGCN4と prolamin box (P box)が見つかっている[31][32][33]。GCN4 モチー

フを認識する転写因子としてRISBZ1(OsbZIP58)が、P boxを認識する転写因子としてRPBFが

明らかになっており、両転写因子によって発現が制御されている[34][31]。

種子貯蔵性脂質はイネの場合、アリューロン層と胚盤組織に蓄積し、デンプン性胚乳には蓄積

しない。脂質の蓄積は開花後 4日目から急速に行われ、12日目に最大となる[35][36]。1分子の

グリセロールに 3分子の脂肪酸（Fatty acid, FA）がアシル基として結合した triacylglycerol 

(TAG)の形で脂質は存在する。TAGは一層のリン脂質により囲まれており、オレオシンとカレオ

シン呼ばれるタンパク質でオイルボディがコートされることで安定化されている[37][38]。TAG

の合成は小胞体の膜局在性の酵素により行われており、膜二重層の内部に蓄積され、最終的には

オイルボディとして分離する[39]。FA合成はプラスチドにて行われる。まず、acetyl-CoA 

carboxylase (ACCase)によりアセチル CoAからマロニル CoAが生じ、次いで FA合成酵素複合

体により 2炭素ずつ伸長する。C16-18への伸長は acyl carrier protein (ACP)が結合した状態で

FA-ACPの状態で行われる。FA-ACPは acyl-ACP hydrolaseにより FA 単体となる。プラスチド

を出て活性型の FA-CoAに変換される。TAG 構築のためのグリセロール骨格はグリセロール３リ

ン酸から生ずる。Acyl-CoA:sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT)によりグリセロール

3リン酸に FAが 1 基付き lysophosphatidic acid (LPA)となる。LPAはさらに acyl-

CoA:lysophosphatidic acid acyltransferase (LPAAT)によりアシル化され、phosphatidic acid (PA)
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となる。PAは phosphatidic acid phosphatase (PAP)により脱リン酸され、sn-1,2-diacylglycerol 

(DAG)となる。最後に diacylglycerol acyltransferase (DGAT)によりアシル化が行われ、FAがアシ

ル基として 3 基結合した TAGが合成される。LPA 以降のアシル化は小胞体で行われる[40]。これ

らの反応には多くの酵素が関与しているが、それらを制御する転写因子が報告されている。アラ

ビドプシスのwrinkled1 変異体(wri1)は種子中の脂質が 80％減少し、マイクロアレイの結果から

WRI1が脂質蓄積を制御する転写因子であることが示された[41][42]。また、WRI1を制御する転

写因子として LEC2が存在し、LEC2はWRI1を介して FA代謝を制御する[43]。

イネの場合、種子貯蔵性デンプンは胚乳に蓄積する。イネ種子は内穎と外穎の内側に果皮と種

皮が薄く存在する。その内側が胚乳であり、アリューロン細胞から成る 1-2層のアリューロン層

（糊粉層）とデンプン貯蔵細胞から成るデンプン貯蔵柔細胞組織とで構成されている。アリュー

ロン層には一時的にデンプンの蓄積が見られるが、成熟した種子のアリューロン層にデンプンは

見られない。デンプン貯蔵柔組織はデンプン粒で充満しており、すき間部分に少量のタンパク顆

粒が存在する。デンプンの蓄積は開花後 4日目ころから胚乳組織の内部から始まり、徐々に外側

の胚乳組織でデンプン蓄積が起こる。15日目ころには内部の細胞はデンプン粒で充満するが、

開花後 30-35日目に外側の細胞はデンプン粒で充満する。胚乳におけるデンプンの合成には

ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase)、granule-bound starch synthase (GBSS)、soluble 

starch synthase (SS)、starch branching enzyme (BE)、starch debranching enzyme (DBE)といっ

た複数の酵素が必要である[44]。AGPaseはデンプン合成の最初に位置する重要な酵素であり、

glucose-1-phosphate と ATPとから ADP-glucoseと phyrophosphate (PPi)を生成する。AGPase

はヘテロテトラマーの 4次構造を形成しており、2 つのラージサブユニットと 2 つのスモールサ

ブユニットとから成る。Starch synthaseはグルコースを直鎖状に伸長する酵素であり、GBSS

と SSとを指す。GBSSはイネには 2 つのアイソフォームがありそれぞれGBSSIとGBSSIIであ

る。GBSSIIは葉などで一時的なデンプン貯蔵時に機能する。GBSSIが胚乳で機能する。SSは

イネには４つのアイソフォームがありそれぞれ SSI、SSII、SSIII、SSIVである。さらに、登熟

種子での発現パターンに基づいてサブグループに分かれており、初期に発現が強い場合は b、後

期に発現が強い場合は aとなっている。例えば、SSIIaは登熟後半に発現が強いことを示す。BE

は α1-4結合を切断し、α1-6結合にする酵素である。DBEには isoamylase (ISA)と pullulanase 

(PUL)と 2 種類の酵素が存在し、グルコース直鎖の α1-6結合を加水分解する。近年、イネ種子に

おけるデンプン合成を制御する 2 つの転写因子 OsbZIP58および RSR1が明かになった

[45][46]。OsbZIP58は 6 デンプン合成関連遺伝子のプロモーター領域に結合し、その発現を制御

する。RSR1はネガティブレギュレーターであり、種子で発現レベルが高くなるデンプン合成関

連遺伝子の発現がRSR1の過剰発現により抑制されることを示した。

これまで記したようにフィチン酸以外の主要な種子貯蔵物質の制御機構は一部明らかになりつ

つある。フィチン酸合成に関連する遺伝子はほぼ明らかになっていることから、デンプン合成の

制御因子 RSR1の報告であるように、共発現解析やプロモーター領域の解析からアプローチする

方法がフィチン酸の制御機構を明らかにする上で有効だと考える。
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フィチン酸の機能

フィチン酸は種子貯蔵物質である一方で、生体内の制御に関与することが知られている。

植物の気孔閉口にフィチン酸は関与する[46]。気孔の開閉は孔辺細胞が膨圧の増減により体積

を変化させることにより起こり、それは K+
および対イオンの移動により調節される。気孔を構

成する孔辺細胞は ABAに応答し、孔辺細胞の細胞質カルシウム濃度が上昇する。上昇したカル

シウム濃度は細胞膜のアニオンチャネルを刺激し、孔辺細胞からアニオンが流出する。アニオン

流出は細胞膜の脱分極を引き起こし、それに応じて K+が K+流出チャネルにより流出することで

孔辺細胞の浸透圧が低下する。細胞内浸透圧の低下により細胞が縮小し、気孔が閉口する。また、

カルシウム濃度の上昇は、細胞膜に存在しH+流出を能動的に行うH+-ATPase輸送体と K+流入

チャネルを阻害し、それにより気孔開口、つまり高い浸透圧を維持するのに必要な K+
およびそ

の対イオンの流入を阻害する。以上のように、ABAは孔辺細胞の開口を阻害する[47]。ABA誘導

性のカルシウム濃度上昇には細胞外からの流入と、液胞内から細胞内への放出とがある。液胞内

から細胞内への放出にフィチン酸とその前駆体である Ins(1,4,5)P3がそれぞれ関与する。ABAを

感受した孔辺細胞内ではその細胞質中のフィチン酸含量が数分以内に増加することが観察されて

おり、カルシウム依存的に K+の流入を阻害する可能性が示されている[48]。アラビドプシスでは

液胞膜にはフィチン酸トランスポーターである AtMRP5が局在しており、その変異体は低フィチ

ン酸種子であるとともに気孔の開口が常に不完全であることが示されている[49]。Ins(1,4,5)P3は

細胞膜に存在する phosphatidylinositol-4,5-diphosphateが phospholipase C (PLC)により

diacylglycerol (DAG)と Ins(1,4,5)P3とに分解されることで生じる。おそらく液胞膜に Ins(1,4,5)P3

のレセプターがあり、Ca2+
の放出につながると考えられている[47][50]。

　また、フィチン酸は根の構造に関与すると考えられる。フィチン酸のトランスポーターである

AtMRP5の変異体では根の伸長が抑制され、側根が多く生じた[51]。この変異体ではオーキシン

含量が増加しており、AtMRP5もしくはフィチン酸がオーキシンの制御に関与している可能性が

指摘されている。

　他に、イーストではRNAの核外への輸送、クロマチンリモデリング、テロメアの制御に関与

することが知られている[52]。フィチン酸が種子貯蔵時の抗酸化物質として酸化ストレスからか

ら種子を保護していることが示されている[6]。抗ガン作用があるとして、研究が進められている

[53]。

種子登熟過程

胚の発生。受粉 1日後には 2分裂し、分裂を繰り返し 3日後にはクワの実状になる。4-5日後

には始原生長点や種子根原基の分化が始まる。6日後にかけて生頂点の少し下位から第 1 葉原基

が分化し、8日後には第 2 葉原基が分化する。同時期に種子根の先端に根冠が分化する。10日後

には胚のサイズが急速に大きくなり、第 3 葉原基も分化する。11-12日後には胚での細胞分裂は

ほとんど終了し、ゆっくりと発達を進める。25日後ころには胚は形態的にほぼ完成する。それ

以降は乾燥縮小し、生理的休眠状態に入る。つまり、およそ 10日間で発芽生長能力を備える。

胚乳の形成。受精後、胚乳原核が分裂して 2個の胚乳核ができる。このとき、細胞膜を形成す
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ることなく、直ちに次の核分裂を繰り返し、胚乳核が急速に増える。胚乳核は周囲に多くの原形

質を伴い全体として組織的な多核体として胚乳組織を形成する（これを核期という）。胚乳核は

胚嚢の表層部で 1層に連なり、胚乳の表層部を形成する。受精 3-4日後にはそれぞれの核と原形

質とを囲むように細胞膜を一斉に形成し始める。このころ、胚嚢の表層部の胚乳核は並層分裂を

行い 2層になる。4日後以降は細胞膜を持つ細胞組織となり、細胞分裂により増殖する（細胞

期）。中央部に向かい表層部の細胞が増殖し、受精 5日後ころに胚乳細胞により胚嚢は埋め立て

られる。受精 9-10日後に細胞分裂は停止し、胚乳細胞の総数が決定する。その数はおよそ 18万

個である。同時期に胚の細胞分裂も終了しており、胚と胚乳とは分裂・分化という点で同調的に

発達する。

アリューロン層の分化と発達。胚乳細胞の表層 1-2層がアリューロン細胞に分化する。ア

リューロン細胞と胚乳細胞の間にはサブアリューロン細胞が存在する。これは発達の初期にはや

やアリューロン層に似ているが、最終的にはデンプン貯蔵性胚乳になる。

培養細胞の利用

　培養細胞は、サンプルの均一性、生育環境の制御、無菌性、高い物質吸収効率、供給サンプル

の量といった点でモデル系として優れている。したがって、種々の環境因子の影響における二次

代謝産物の合成や遺伝子発現制御について研究するには培養細胞は有益なツールとなる。一方で、

組織同士が互いに影響していることは十分に有り得るため、相互作用を含めた解析には植物体を

利用するべきである。例えば、イネ種子は内穎と外穎とに玄米が包まれた状態になっており、さ

らに玄米は果皮と種皮とに被われ、その内側にアリューロン細胞とデンプン貯蔵細胞とから成る

胚乳および胚が存在するが、目的に応じてレーザーマイクロダイセクションなどを用いて純度よ

く分離し、解析すべきである。

　培養細胞を用いた研究は一般的に行われており、特定組織を単離して一時的に培養する場合や

Agrobacterium rhizogenes感染による毛上根を培養する場合、脱分化した細胞を継続的に培養す

る場合がある。培養する細胞により性質が異なるため、目的に応じた細胞が用いられる[54]。食

用油の製造に用いられるナタネでは、その小胞子由来胚の培養細胞で脂質合成の研究が行われ、

胚での脂質合成に ABAが関与していることが示された[55][56]。また、イネでは胚由来培養細胞

で、デンプン合成に ABAと sucroseとの協調的制御が存在することが示された[57]。

リン回収技術

　高濃度にリンが存在する下水などの処理方法にはHAP（hydroxyapatite）法と

MAP（Magnesium Ammonium Phosphate）法とが知られている。リン酸カルシウムの一種であ

るヒドロキシアパタイトとリン酸マグネシウムとの結晶としてそれぞれ溶存リンを回収する方法

であり、回収されたリン化合物（HAPとMAP）は肥料や化学原料として有効利用される。島村

らはHAP 法を用い、リン酸態リンを 15.3 mg/L含む水を処理し、0.91 mg/Lにまでリンを除去し

た。また、さらに低濃度の 1.3-2.0 mg/Lの水を処理し、0.20-0.37 mg/Lにまでリンを除去した 

[121]。このような工学的なリン回収技術は低濃度のリンも回収可能であるが、その一方でコス
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トが高いことが懸念される。

　工学的な手法に対し、微生物を利用した生物学的手法が研究されている。これは、微生物がポ

リリン酸を蓄積する能力があることから、その蓄積能力を強化することで微生物に高度にリンを

濃縮させ回収する方法である。既に遺伝子変異によりポリリン酸合成能力を強化した微生物を見

出している（特願 2002-111281）。

ファイトレメディエーションとリン資源問題

リン回収技術は工学的な手法が実施されているが、高コストであるために、下水や汚泥に比べ

て低濃度の富栄養湖に実施することは現実的ではない。安価な手法として、植物の栽培・回収に

より富栄養湖からリンを除去する試みがあり、一部で行われている。このように、植物を利用し

た環境浄化をファイトレメディエーションと呼ぶ。

茨城県土浦市では平成 2年から平成 20年の間、水生植物のホテイアオイを霞ヶ浦に流入する

河川で栽培し、ホテイアオイ、窒素、リンの回収量を報告している。それによれば、ホテイアオ

イ湿重量あたり 0.018%のリンを保有し、1200m2
の栽培面積で 53tのホテイアオイと 7.8 kgのリ

ンを回収した。霞ヶ浦の水量は 0.8 x 1012 Lであり、全リン濃度は 8月の湖心で 0.11 mg/Lである

ことから、水中の全リン量は 88000 kgと算出される。ホテイアオイで回収したリンは 0.0089%

と極微量である。霞ヶ浦の面積は 220km2であるため、栽培面積をさらに増やすことは可能だろ

うが、回収するホテイアオイの重量も増加する。土浦市は回収したホテイアオイを緑肥として配

布した。しかし、リン含量が 0.018-0.028%であり、鶏糞などの堆肥のリン含量は数%である点

から、リン肥料としての効果は期待できず、また、緑肥としての価値は極めて低い。

そこで、富栄養湖からリンを効率よく回収し、肥料としての 2次利用を可能にするため、高

フィチン植物の開発を提案する。不溶性の塩であるフィチンは、細胞質の組成に及ぼす影響が少

なく、種子に蓄積されているとおりに保存形態として優れている。葉などの栄養細胞では種子の

ようにフィチンを蓄積することはないが、仮に積極的に蓄積できれば、フィチンとしてリンを多

量に保持した植物が得られるだろう。したがって、富栄養湖のように低濃度・広範囲に拡散した

リンに対し、高フィチン植物は優れたリン浄化植物になると期待できる。

低濃度に散在するリンの回収は今後の食料の安定供給にも役立つことが期待できる。近年の急

激な人口増加に伴い、食料需要は必然的に増加している。この食料生産を支える重要なファク

ターの一つが肥料であり、リン、窒素、カリウムが植物の三大要素である。リン肥料はリン鉱石

を加工して得られるが、そのリン鉱石の埋蔵量は偏っており、特にモロッコに多く、中国、アメ

リカにも多い。年間産出量はモロッコ、中国、アメリカの三国だけでおよそ７０％を占めており、

石油同様にリン資源は戦略的な価値を持つ。CEEP（ヨーロッパ化学工学評議会とリン酸工業協

会の主催する団体）はリン鉱石枯渇のシナリオを次のようにまとめている。「リン酸肥料の消費

が年間３％ずつ増加すると過程した場合に、経済的に採掘できるリン鉱石は 2060年代にすべて

枯渇する」[58]。このシナリオには採掘技術の向上やリン再回収技術の発達は組み込まれていな

い。このシナリオを回避するためにも安価な採掘技術や、これまでにリン鉱石として採掘され各

地にリン肥料として拡散した希薄なリンを回収、利用する技術の向上が求められる。こうした背
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景から、高フィチン植物は優れたリン回収植物としても有益である。

　高フィチン植物の作出には合成系全体を活性化させるような転写因子をコントロールすること

が適切だと考える。なぜなら、種子蓄積物質である脂質やタンパク質を制御する転写因子を幼植

物で強制的に発現させた場合に、その種子貯蔵性脂質を蓄積した報告があるためである

[59][60]。しかしながら、これまでに世界中の多くの研究者が低フィチン酸変異体のスクリーニ

ングを行ってきたにも関わらず、フィチン酸合成に関与する転写因子は見出せていない。本研究

では、フィチン酸合成を制御する環境要因を探り、同時に培養細胞によるモデル系を確立し、共

発現解析と培養系を利用した制御因子の探索を試みた。最後には、培養細胞の遺伝子発現特性を

調べ、フィチン酸合成制御機構について言及した。
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図 1　フィチン酸合成経路

lipid-independent 経路（左側）と lipid-dependent 経路（右側）とでフィチン酸は合成さ

れる。G6Pから始まり、最終的に液胞に貯蔵される。 LPA1はその機能が不明瞭であり

、ここではRaboy 氏の仮説に従い配置した。G6P; glucose-6-phosphate, Ins; inositol, 
PtIns; Phosphatidyl inositol, MIPS; myo-inositol phosphate synthase, IMP; inositol 
monophosphate phosphatase, MIK; myo-inositol kinase, ITPK1; inositol trisphosphate 
kinase, IPK1; inositol pentakisphosphate kinase, MRP5; phytic acid transporter, LPA1; 2-
tripolyphosphate kinase.
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表 1 　イネのフィチン酸合成関連遺伝子

Gene coding protein Accession #
RINO1 AK103501
RINO2 AK100872
IMP1 AK071149
IMP2 AK103039
MIK AK243444

ITPK1 AK106544
ITPK2 AK100971
ITPK3 AK067068
ITPK4 AK071209
ITPK5 AK059148
ITPK6 AK102571
IPK1 AK102842
IPK2 AK072296
MRP5 AK121451
LPA1 AK100921

Myo-Inositol phosphate synthase
Myo-Inositol phosphate synthase

Inositol monophsphate phosphatase
Inositol monophsphate phosphatase

myo-inositol kinase
Inositol trisphosphate kinase
Inositol trisphosphate kinase
Inositol trisphosphate kinase
Inositol trisphosphate kinase
Inositol trisphosphate kinase
Inositol trisphosphate kinase

Inositol pentakisphosphate kinase
Inositol pentakisphosphate kinase

Phytic acid transporter
2-Tripolyphosphate kinase



第 2章　フィチン酸高蓄積培養細胞培養系の開発
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2-1　緒言

フィチン酸合成に関する研究は、種子における発現解析や変異体や発現抑制体の解析が行われ

てきた[10,16,17,22,25,26,61]。それにより、種子におけるフィチン酸合成で重要な役割を担う酵

素が明らかになり、複数あるアイフォームのうち、重要な遺伝子が明らかになってきた。しかし

ながら、それら遺伝子にどのような制御が働いているかは明らかにされていない。イネ種子では

アリューロン層にフィチン蓄積が蓄積する[62]。アリューロン層は薄層であり、解析し難い。培

養細胞はサンプルの調製が容易であり、環境を一定に制御でき、環境変化の影響を評価しやすい

ため、制御因子の研究に適している。そこで、培養細胞をモデルとして、フィチン酸合成を制御

する因子を明らかにし、その制御を解析することにした。

イネ種子登熟の過程において、開花後 7-20日の間にフィチン酸が蓄積し、同時期に sucrose

濃度と ABA濃度が上昇することが知られている。さらに、イネ培養細胞では、sucroseと ABA

との協調的制御によりフィチン酸合成関連遺伝子であるRINO1が高発現し、また、種子蓄積物

質であるデンプン合成が活性化される[63][57]。このことからフィチン酸も sucroseと ABAとに

制御されている可能性が考えられた。これまでに、ABA 処理したウキクサ（Spirodela 

polyrrhiza）でフィチン酸を含むイノシトール化合物の含量が増加したことが報告されており、

ABAによるフィチン酸合成制御の可能性は高い[64]。

　本章ではイネ培養細胞を様々な濃度の ABA存在下で培養し、ABAとフィチン酸との関係を調

べた。また、フィチン酸の基質である sucroseとリンを高濃度で添加し、フィチン酸合成が促進

されるかを調べた。最後に、ABA誘導によるフィチン酸蓄積の経時的変化およびフィチン酸合成

関連遺伝子の発現解析を行った。

2-2　材料と方法

イネ培養細胞の誘導と懸濁培養

　滅菌したイネ種子から培養細胞を誘導した後、液体培地にて懸濁培養を行った。イネ種子には

Oryza sativa spp japonica cv.Nipponbareを用いた。脱穀した種子を 70% EtOHに懸濁した後、

次亜塩素酸ナトリウム（和光純薬工業）に 20分浸漬し、滅菌水で種子を 5回洗浄することで種

子を滅菌した。N6固体培地(2 mg/L 2,4-D、3% sucrose、0.3% Gellum Gumを含む。pH5.7)上に

置床し、28ºC暗黒条件下で培養した。3週間後、20 mLのN6 液体培地 (1 mg/L 2,4-D、3% 

sucrose、pH5.7)が入った 100 mLのフラスコに移し、28ºC、暗黒条件下、115 stroke per minで

振盪培養した。 5日ごとに継代を繰り返した。

培養細胞のサンプリング

sucroseと無機リン酸とがフィチン酸含量に及ぼす影響を調べるため、前培養として、滅菌し

たステンレス製メッシュ（開口 1.5 mm）を通過した培養細胞を新鮮なN6 液体培地 (1 mg/L 2,4-

D、3% sucrose、2.9 mM Pi)に移して 2日間振盪培養を行った。本培養では、メッシュ（開口

1.75 mm）を通過した培養細胞をN6 液体培地(1 mg/L 2,4-D、3% sucrose、2.9 mM Pi)に移し、

スターラーで攪拌しながら、100 mLのフラスコに 10 mLずつ分注した。室温(27ºC)、暗黒条件
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下、115 stroke per minで振盪培養した。24時間培養し、5mLの培地を加えることで 6条件の培

地を調製した（表 2）。さらに 24時間培養し、培養細胞をサンプリングした。培養細胞はろ紙 

(ADVANTEC、3A、55 mm)を用いて吸引ろ過し、80ºCで 24時間以上乾燥させた。

フィチン酸蓄積に及ぼす ABAの影響を評価するため、上述のように 2日間の前培養を行った。

2日後、別のメッシュ（開口 1.75 mm）を通過した培養細胞をN6 液体培地(1 mg/L 2,4-D、3% 

sucrose、2.9 mM Pi)に移し、スターラーで攪拌しながら、100 mLのフラスコに 15 mLずつ分注

した。室温(27ºC)、暗黒条件下、115 stroke per minで振盪培養した。24時間の培養の後、

10mM ABAを 0-50 μMとなるように培地に添加し、さらに 24時間培養した。上述の様に培養細

胞をサンプリングし、乾燥させた。

ABA 添加後のフィチン酸蓄積量の変化を経時的に調べるため、上述のように 2日間の前培養を

行った。本培養では、上述の様にメッシュを通過した培養細胞をN6 液体培地(1 mg/L 2,4-D、3% 

sucrose、2.9 mM Pi)に移し、スターラーで攪拌しながら、100 mLのフラスコに 15 mLずつ分注

した。上述同様に 24時間培養し、17μM ABAとなるように 10 mM ABAを添加した。添加後 0-

144時間培養し、その培養液と培養細胞を 24時間毎にサンプリングし、培養細胞は 80℃で 24

時間以上乾燥させた。また、ABA 添加後 24時間以内のフィチン酸の蓄積量測定およびフィチン

酸合成関連遺伝子の発現解析を行うため、同様の培養を行い、0分、15分、40分、90分、4時

間、9時間、16時間、24時間でサンプリングした。フィチン酸蓄積量測定用に培養細胞を乾燥

させ、発現解析用に吸引ろ過直後に液体窒素で凍結させ、-80℃で保存した。

培養液中の無機リン酸の測定、培養細胞中のフィチン酸および無機リン酸の測定

　得られた培養液はモリブデンブルー比色定量法にて無機リン酸濃度を測定した[65]。2.5 M 硫

酸、32.4 mM モリブデン酸アンモニウム((NH4)6Mo7O24)水溶液、4.11 mM 酒石酸アンチモニルカ

リウム(C8H4K2O12Sb2)水溶液、0.1 M アスコルビン酸水溶液 (用時調整)を 10:3:1:6で混合し、発

色試薬とした。培養液は室温で 3000 rpm、3分間遠心し、上澄みを適当に希釈して測定した。試

料 1 mLに発色試薬 200μLを加え、混和後 10分間静置し、880 nmの吸光度を測定した。0-40 

μM KH2PO4水溶液を用いて、発色試薬調製ごとに検量線を作成した。作成した検量線から培養

液の無機リン酸濃度を算出した。

　培養細胞中のフィチン酸はHClで抽出後、鉄-フィチン酸キレート（Fe-IP6）沈殿として精製し

た[66][67]。得られた Fe-IP6 沈殿を無機リン酸とイノシトールとに分解し、モリブデンブルー比

色定量法にて無機リン酸を定量することで、培養細胞中のフィチン酸量を算出した。乾燥重量

10-12 mgの培養細胞をジルコニウムビーズ（φ5 mm）により粉砕し、2.4% HCl 1 mLを加え、

100ºCに 15分間静置することでフィチン酸の抽出を行った。室温で 15000 rpm、10分間遠心後、

フィチン酸粗抽出液(SUP)として上清を得た。120 μLの SUPを 4ºCに保存し、後に無機リン酸

の定量に用いた。500 μLの SUPは 1% FeCl3・6H2O/1.0 N HCl 300 μLと混和後、100ºCに 45分

間静置した。室温で 15分間冷ました後、4ºCで 15000 rpm、15分間遠心した。Fe-IP6 沈殿を

400 μLの 0.5 N HClに懸濁し、室温で 2時間静置することで、Fe-IP6 沈殿以外のリン酸化合物を

溶解した。2時間静置後、4ºCで 15000 rpm、10分間遠心し、上清を除去した。沈殿に 200 μL
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の 0.5 N HClを加え、10分間静置した後、 4ºCで 15000 rpm、15分間遠心、上清を除去するこ

とでリンスとした。同様のリンスを合計 2回行った後、沈殿に 1.5 N NaOH 300 μLとDW 700 

μLとを加え、100ºCに 15分間静置した。室温で 15分間冷ました後、4ºCで 15000 rpm、10分

間遠心、上清をフィチン酸抽出液(PPT)として得た。PPTは終濃度 2.0 N HCl溶液とし、それぞ

れガラス管に封入した。110ºCに 24時間静置することでフィチン酸を無機リン酸とイノシトー

ルとに加水分解した。加水分解した PPT（PPT-H）と及び SUPはモリブデンブルー比色定量法

にて無機リン酸を定量した。希釈後の試料の pHによっては発色反応が安定しないので、希釈と

同時に中和した。PPT-H、SUPの無機リン酸濃度からそれぞれ培養細胞中のフィチン酸、培養細

胞中の無機リン酸を算出した。

RNA抽出

凍結したままのイネ培養細胞 50 mgを 50ºCに温めておいた ISOGEN (NipponGene) 1mLに加

え、直ちにマイクロホモジナイザー(マイクロテックニチオン)を用いて 30秒間ホモジナイズした。

その後、50ºCの恒温槽に 10-18分静置した。恒温槽から取り出し、室温で 15000 rpm、3分間の

遠心をした。上澄み 900 μLを別の 1.5 mLチューブに移し、クロロホルム 180 μLを加え、1分

間ボルテックスした。室温で 2-20分静置後、4ºCで 15000 rpm、10分間遠心した。上層 350μL

を新しい 1.5 mLチューブに移し、等量のイソプロパノールを加えた。15秒間のボルテックスの

後、4ºCに 10分間静置した。4ºCで 15000 rpm、10分間遠心し、上澄みを除去した。沈殿を

70% エタノールでリンスし、4ºCで 15000 rpm、10分間遠心し、上澄みを除去した。沈殿を 3

分間真空乾燥させた後、DEPC 処理水 100 μLを加え、15秒間ボルテックス、60ºCの恒温槽に 5

分間静置することで沈殿を完全に溶解した。10 M LiCl 25 μLを添加した後、-20ºCに一晩静置し

た。4ºCで 15000 rpm、10分間遠心後、上澄みを除去した。沈殿を 70% エタノールでリンスし、

4ºCで 15000 rpm、10分間遠心した。上澄みを除去し、3分間真空乾燥させた後、RNase-Free 

Water(NipponGene) 50μLを加え、15秒間ボルテックス、60ºCの恒温槽に 5分間静置すること

で沈殿を完全に溶解した。得られた全 RNA溶液は純度と濃度を確認するために、100倍希釈し

260 nmと 280 nmとの吸光度を測定し、全 RNA 2μgを電気泳動することで分解されていないこ

とを確認した。分解していないこと確認後、Recombinant DNase I (TaKaRa Bio)を使用して全

RNAからゲノム DNAを除去した。操作はマニュアル通りに行った。

相対定量 RT-PCR

全 RNA 0.5 μgを PrimeScript® RT Master Mix (Perfect Real Time) (TaKaRa Bio)を用いて逆転

写し、cDNAを得た。操作はマニュアル通り行った。20倍希釈した cDNAをテンプレートに、

Table 3に示すプライマーで qPCRを行った。酵素には SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH 

Plus) (TaKaRa Bio)を用いた。 検量線法により発現量を算出したのち、OsAct1を内部標準、

ABA 添加直前を基準として相対発現量を算出した。
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2-3　結果

ABA, sucrose、無機リン酸がフィチン酸蓄積に及ぼす影響

ABA, sucrose, 無機リン酸とがフィチン酸含量に及ぼす影響を調べるため、通常の培養液に比

べて 3倍高濃度の 9% sucroseと 8.8 mM KH2PO4とにおけるフィチン酸含量と無機リン酸含量を

調べた（図 2）。条件 S1と S2とでは、フィチン酸含量は 7.91 nmol/mg（C1の 89%）と 14.2 

nmol/mg（C2の 74%）であり、高濃度 sucroseによりフィチン酸含量は減少した（図 2A）。無

機リン酸含量もまた、170 nmol/mg（C1の 88%）、98 nmol/mg（C2の 86%）と高濃度 sucrose

でそれぞれ減少した（図 2B）。条件 P1と P2とでは、フィチン酸含量において差は見られな

かった（図 2A）。一方、無機リン酸含量は上昇し、P1で 224 nmol/mg（C1の 115%）、P2で

135 nmol/mg（C2の 118%）を示した（図 2B）。

ABA濃度とフィチン酸含量の関係

フィチン酸含量が ABA 処理により上昇したため、その濃度とフィチン酸含量との関係を調べ

た。培地を交換してから 24時間後に ABAを添加し、0-50 μM ABAとした後さらに 24時間培養

した（図 3）。フィチン酸含量は 0 μM ABA（未添加）において 7.4 nmol/mg、50 μM ABAにお

いて 18.8 nmol/mgであり、ABA濃度増加に伴い 2.5倍にまで上昇した（図 3A）。培養細胞中の

無機リン酸含量は 0 μM ABAにおいて 200 nmol/mg、50 μM ABAにおいて 132 nmol/mgであり、

ABA濃度増加に伴い 66%にまで減少した（図 3B）。フィチン酸含量を 6倍することでフィチン

酸態リンを求め、無機リン酸との和を求めた（図 3C）。その結果、フィチン酸含量と無機リン

酸含量とはそれぞれ ABAにより増減したものの、両者のリンの和は ABA濃度に因らず一定だっ

た。

ABA添加後のフィチン酸含量経時変化

継代 24時間後、17 μM ABAになるように 10 mM ABAを添加し、フィチン酸蓄積量の変化を

経時的に調べた。ABAの添加・未添加で乾燥重量に変化はなかった（図 4A）。水分含量は ABA

を添加しない場合には 5.2 mg/mgから 6.5 mg/mgにまで徐々に増加し、ABAを添加した場合に

は添加 72時間後にかけて 4.7 mg/mgにまで減少した（図 4B）。その後水分含量は回復に向かっ

た。培地の無機リン酸濃度は ABAの添加・未添加で違いは見られなかった（図 4C）。ABA 添

加・未添加の両方で 96時間以降には培地無機リン酸濃度が 5-8 μMを示した。これまでの無機リ

ン酸の吸収量を考えると、リン酸欠乏状態と考えられる。フィチン酸含量は 0時間時点で 4.4 

nmol/mgであった。フィチン酸含量は、ABA 添加により 14.9 nmol/mg、18.8 nmol/mg、22.2 

nmol/mgと最初の 24時間で大きく増加し、添加 72時間後まで増加した。その後、フィチン酸含

量は減少した。ABA 未添加では、72時間後までフィチン酸含量が増加し、8.5 nmol/mgになっ

た。無機リン酸含量は 0時間時点で 203 nmol/mgであったが、ABA 添加により 138 

nmol/mg、122 nmol/mg、117 nmol/mgと最初の 24時間で大きく減少し、その後添加 72時間時

点までわずかに減少した。72時間以降はさらに減少し、144時間時点で 61.5 nmol/mgにまで減

少した。ABA 未添加では、72時間時点までおよそ 200 nmol/mgと一定であったが、72時間以降
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は減少し、120時間時点で 135 nmol/mgになった。ABA 添加によりフィチン酸含量が上昇し、

無機リン酸含量が減少したものの、フィチン酸態リンと無機リン酸の和は ABA 添加・未添加に

因らず同じような経時変化であった。

ABA 添加後の最初の 24時間がもっともフィチン酸含量の増加が大きかった。そのため、最初

の 24時間のフィチン酸含量の変化を調べた。ABA 添加後 40分、90分、4時間、9時間、16時

間、24時間のフィチン酸含量と無機リン酸含量を測定した。ABA 添加 9時間後にフィチン酸含

量は 8.68 nmol/mgとなり、未添加の同時間と比べ有意なフィチン酸含量の増加を示した（図

5A）。無機リン酸含量は 0時間時点で 184 nmol/mgであり、ABA 未添加の場合には 24時間時点

で 201 nmol/mgとわずかに上昇した（図 5B）。一方で、ABA 添加の場合には、添加 9時間後に

155 nmol/mgと減少し、16時間後には 123 nmol/mgにまで減少した。フィチン酸態リンと無機

リン酸との和は ABA 添加後 16時間において ABA 添加、未添加でそれぞれ 192 nmol/mg、242 

nmol/mgと、両者の間に差が生じた（図 5C）。24時間後には差は見られなくなった。

培養細胞における ABA添加後のフィチン酸合成関連遺伝子の発現解析

ABA 添加後の培養細胞に対し、フィチン酸合成関連遺伝子の発現解析を行った（図 6）。

15 遺伝子のうち、12 遺伝子（RINO1, MIK, IMP1, ITPK1, ITPK2, ITPK3, ITPK4,  ITPK6, IPK1, 

IPK2, MRP5, LPA1）が ABA 添加に反応した。そのうち、4 遺伝子（IMP1, ITPK2, ITPK3, 

MRP5）が一時的な増加であり、7 遺伝子（RINO1, MIK, ITPK4, ITPK4, ITPK6, IPK1, LPA1）が

持続的にコントロールより高い発現を示した。また、IPK2は ABA 添加により発現量が減少した。

ABA 添加により発現量が増加した場合には、添加後 40分から 4時間の間に発現量のピークが見

られたが、その時間に違いがあった。MIK, ITPK1, ITPK2は ABA 添加 90分後に、IMP1は ABA

添加 4時間後にピークが見られた。ITPK3, ITPK4, ITPK6, IPK1, MRP5, LPA1は 40分から 90分

にピークが見られ、RINO1は 90分から 4時間にピークが見られた。

2-4　考察

種子の登熟過程で ABAが蓄積されることが知られており、イネでは開花後から ABA濃度が上

昇し始め、開花後 14-21日目に最大になることが報告されている[68][69]。また、イネ種子にお

けるフィチン酸蓄積は開花後 7日目から 20日目の間にアリューロン層にて起こる[70][62]。本研

究では、培地中 ABA濃度の増加と共に培養細胞中のフィチン酸含量が増加し、フィチン酸合成

が ABA濃度によって制御されていることを示した。この結果は、登熟種子のフィチン酸合成に

おいても ABA濃度がフィチン酸合成を制御している可能性を強く示している。

ニチニチソウ（Catharanthus roseus）の培養細胞は高濃度無機リン酸によりフィチン酸含量

が増加することを示し、培養細胞の無機リン酸含量がフィチン酸含量に影響することを示唆した

[71]。本研究では通常の 3倍濃度の無機リン酸濃度を加え、無機リン酸含量はわずかに増加した

もののフィチン酸含量に影響は見られなかった。この差は、両者の培養条件の違いが関係したと

考える。イネ培養細胞ではおそらく継代期間が短いために Pi含量が高く（ニチニチソウの通常

培養の 10倍以上）、PA含量もまた高（ニチニチソウの通常培養の 50倍以上）かった。イネ細
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胞を高濃度 Pi培地で培養したときに PA含量への影響がなかったのは、Pi含量が既に十分に高く

あまり上昇しなかったためだろう（図 2）。長時間の培養では培地中 Piが不足した後に Pi含量

が減少し、ABA 処理した細胞の PA含量が有意に減少した（図 4C, 4D）。それ故、ニチニチソウ

でみられた Pi含量と PA含量と間の比例関係はイネ培養細胞でも存在する考える。しかし、培養

条件が違うためにイネ培養細胞の Pi含量及び PA含量が常に高く、Pi 高濃度としたときにはその

関係が現れなかったと考える。

ABAを添加した培養細胞では、フィチン酸含量が増加した一方で、無機リン酸含量が減少した。

しかし、ABA 添加と未添加との細胞の間でリンの物質量レベルで差は生じなかった（図 3C、図

4F）。このようなリンの物質量レベルでの保存は、これまでに報告されてきた多数の低フィチン

酸種子でも示されてきた[22][72][73][74]。つまり、フィチン酸合成関連遺伝子の変異やRNAi 抑

制によるフィチン酸含量の減少の一方で、低次のイノシトールリン酸や無機リン酸の含量が上昇

することで種子に含まれる全リン量は大きく変化しなかった。本培養系も含めこれらのことは、

フィチン酸含量の変化はリンの流入量には影響しないことを示している。この事実は、低フィチ

ン酸植物の作出においては望まれる現象である。富栄養化の原因物質である穀物中のフィチンが

減少し、その一方で栄養として添加しているリンを減らせるからである。一方で、フィチン酸高

蓄積によるリン回収植物の作出に対しては不都合な真実に思える。栄養細胞に含まれる無機リン

を強制的にフィチン酸に変換したところでその細胞への流入量は変化しない可能性がある。しか

しながら、フィチン酸合成に伴いリンが減少することで植物細胞がリン飢餓応答を示す可能性も

また存在する。後者の場合には、期待しているようなリン回収植物となるだろう。

Bromegrass（イネ科スズメノチャヒキ属の雑草）の培養細胞は、75μM ABA存在下で培養し

た場合に非存在下と比較して、細胞増殖速度と乾燥重量当たりの水分含量が減少した。その一方

で、細胞当たりの水分含量に変化はなく、細胞当たりの乾燥重量が増加した[75]。おそらく、本

研究においても同様の作用がみられたと推測される。つまり、ABA存在下では細胞増殖速度の低

下と細胞数当たりの乾燥重量の増加とが起き、結果として ABA存在下と非存在下との間で乾燥

重量に変化が見られなかったと考える（図 4A、4B）。この場合、ABA存在下の培養細胞は細胞

1個あたりの乾燥重量が増加したということであるから、何らかの物質を細胞に蓄積したことに

なる。フィチン酸の蓄積は本章で確認し、さらに本培養条件でデンプンが合成・蓄積されること

が報告されている[57]。フィチン酸とデンプンは種子蓄積物質として知られており、その合成時

期も似ている。その他の種子蓄積物質はたんぱく質や脂質であり、これらは抗 ABA 抗体を用い

て登熟過程の ABAの機能を阻害した場合にその蓄積が見られなくなった[76]。また、LEA (late 

embryogenesis abundant)タンパク質の多くが ABAにより誘導されることが知られている[77]。

したがって、ABA 処理によりフィチン酸以外にもデンプン、貯蔵性脂質、貯蔵性タンパク質、な

ど多数の化合物が含まれていることが考えられる。

これまでにイネでは 15 遺伝子（表 1）がフィチン酸合成に関連する遺伝子として報告されて

おり、本研究ではそれら 15 遺伝子をフィチン酸合成関連遺伝子として発現解析に用いた

[10][14][26][23]。15 遺伝子のうち、RINO1, MIK, IPK1, MRP5, LPA1に関してはその変異体や発

現抑制体が低フィチン酸種子となっており、種子でのフィチン酸合成に関与することがわかって
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いる[23][14,26][7]。アラビドプシスとトウモロコシでは ITPKの変異体が低フィチン酸種子と

なっており、イネ種子においても ITPKがフィチン酸合成に関与することが考えられる[17][11]。

イネで確認される 6 種のアイソフォームの変異体もしくは発現抑制が低フィチン酸種子となる報

告はまだない。しかし、ITPK4と ITPK6とが登熟種子において発現が高められることからイネで

は ITPK4と ITPK6とが種子でのフィチン酸合成に関与すると考えられている[10]。

本研究では培養細胞に ABAを与え、ABA 添加後の最初の 24時間でもっともフィチン酸合成が

活性化した（図 4）。そのフィチン酸合成制御を明らかにするため、最初の 24時間に注目し、

デンプン含量の蓄積量測定、フィチン酸合成関連遺伝子の発現解析を行った（図 5、6）。イネ

種子でのフィチン酸合成に関与する 7 遺伝子のうち MRP5を除く 6 遺伝子（RINO1, MIK, ITPK4, 

ITPK6, IPK1, LPA1）が ABA 添加後に継続的にコントロールより高い発現を示した。ABA 添加に

よるフィチン酸含量の増加は添加 9時間後に明確に現れ、72時間後まで高いフィチン酸合成能

力を示した（図 4、5）。先ほどの 6 遺伝子は 40分から 90分にピークを示しており、その後も

継続的に高い発現をしていることから、ABA 添加後のフィチン酸合成に関与した可能性が高い。

この 6 遺伝子はイネ種子におけるフィチン酸合成に関与すると考えられているが、登熟種子では

ABAが高濃度となる時期とフィチン酸が蓄積する時期とが一致しており、登熟種子においても

ABA濃度の増加によりフィチン酸合成が活性化される可能性が高い。つまり、本培養細胞で

ABAにより活性化したフィチン酸合成制御機構は登熟種子のフィチン酸合成制御機構を模倣して

いる可能性を示している。
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Primer (5' → 3')
Gene Accession number F R
RINO1 AK103501 GCGAATGGGATGGAGCAAGAAAG AGTCTCACACAAAGCACAGAAGGT
RINO2 AK100872 ACAAGAGGCCAAGTGGGGAAG AGTGTCAAACTGTCAATAGATGCCC
OsIMP1 AK071149 CTTCGGGAAGCTGGTGGTTTTG TGTTTGATCCTGCCATTCTTCGTG
OsIMP2 AK103039 CCGTCTTTGATCGTTCTGTCCTTG AAGTCGGTAGGGTATTTGTCGGG

AK243444 ATCTGTGTAAACACATGACCCAACA TTCTGCACTCAGCGATTCCCA
OsITPK1 AK106544 GGTCAAGGAGATGTTAGCTTTGAGG TTACACAGGTTGGGCACGGA
OsITPK2 AK100971 CGGCTGAAGTGCAAAGAGTCC GCCACCATTTTCTGGGAAGACAC
OsITPK3 AK067068 TCATGCGAGGGGTGAAACGA TGATGCCCAACTTTACCACGGA
OsITPK4 AK071209 CCGACCCAGCGTTTGAACA GGTTTAGCTTGCACTTGTAGCATTT
OsITPK5 AK059148 TGATGAGGGGAATAGCGAGCAAG AGGATTTACACCGCAGGTAGGG
OsITPK6 AK102571 GCATACAGGCGACAACATTCATAC TCATCGCAAGCAGTTCCACAAATC
OsIPK1 AK102842 GTTCAGCTCCAACATTGACGACC TGGACATGCACACTTGTAGAAACAC
OsIPK2 AK072296 CGGTAACGTAAATGCGAAGCGA AGTAAGATCCAATGCACCCCGAA
OsMRP5 AK121451 CCCAGCCAAAATTCACTCGCTC CTCCTCTCACCAACTCCCTCAAC
OsLPA1 AK100921 AAAACAAATCCAAAAGCGAAGACCC TCTCGGCGTCCTCTTCTACC
OsAct1 AK100267 CCCAAGGCCAATCGTGAGAAG ACCATCACCAGAGTCCAACACAA

OsMIK

表 2 　 qRT-PCRに使用したプライマー
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表 3 培地条件

Sucroseと無機リン酸がフィチン酸含量に及ぼす影響を調べるため、 10 mLの培地に 5 

mLの培地を添加することで 6条件の培地を調製した。

ABA sucrose Pi
C1 3%
S1 9%
P1 3%
C2 3%
S2 9%
P2 3%

0 μM 2.9 mM
0 μM 2.9 mM
0 μM 8.8 mM
17 μM 2.9 mM
17 μM 2.9 mM
17 μM 8.8 mM
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図 2. Sucroseと無機リン酸がフィチン酸含量に及ぼす影響

10 mLの培地で培養した後、 5 mLの培地を添加することで 6条件（ Table 2 ）の培地を

調製した。添加 24時間後に培養細胞を回収し、フィチン酸含量（ A ）と無機リン酸含量

（ B ）を測定した。 C0は 10 mLの培地で 24時間培養したのち、新たに培地を添加する

ことなく培養細胞を回収し、測定した。
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図 3. ABA濃度に応じたフィチン酸含量、無機リン酸含量の変化

ABA 添加の 24時間後に培養細胞を回収し、細胞のフィチン酸含量（ A ）、無機リン酸

含量（ B ）を測定した。「 Pi+PA contetn」（ C ）はフィチン酸に含まれるリン（フィ

チン酸含量の 6倍）と無機リン酸含量との和である。
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図 4. ABA 添加が培養細胞に及ぼす影響

17 μM ABA 添加後、 24時間毎に培養細胞を回収し、培養細胞の乾燥重量（ A ）を測定し

た。乾燥前の湿重量との差から乾燥重量あたりの水分量（ B ）を算出した。培養細胞と

同時に回収した培地の無機リン酸濃度（ C ）を測定した。乾燥した培養細胞からフィチ

ン酸含量（ D ）と無機リン酸含量（ E ）を測定した。「 Pi+PA contetn」（ F ）はフィチ

ン酸に含まれるリン（フィチン酸含量の 6倍）と無機リン酸含量との和である。 ABA 添

加は三角形（▲）、 ABA 未添加 jは菱形（◆）で示す。値は 4 反復の平均値と標準偏差

とで示す。
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図 5. ABA 添加によるフィチン酸合成の初動

17 μM ABA 添加後、 15分、 40分、 90分、 4時間、 9時間、 16時間、 24時間におい

て培養細胞を回収し、フィチン酸含量（ A ）と無機リン酸含量（ B ）を測定した。フィ

チン酸に含まれるリン（フィチン酸含量の 6倍）と無機リン酸含量との和を「 Pi+PA 

contetn」（ C ）とした。 ABA 添加は三角形（▲）、 ABA 未添加 jは菱形（◆）で示す。

値は 3 反復の平均値と標準偏差とで示す。
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図 6. ABA 添加後のフィチン酸合成関連遺伝子の発現量

17 μM ABA 添加後、 15分、 40分、 90分、 4時間、 9時間、 16時間、 24時間において

培養細胞を回収し、 qPCRを行った。 ABA 添加は三角形（▲）と実践、 ABA 未添加は四

角（■）と破線で示す。値は 3 反復の平均値と標準偏差とで示す。培養は 2 反復で行った。

OsAct1を内部標準、 0時間を基準として相対発現量で表現した。



第 3章　共発現解析による制御系遺伝子の探索
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3-1　緒言

近年、全ゲノム配列解読と工学的技術の進歩により、マイクロアレイという遺伝子発現解析技

術が普及してきた。マイクロアレイはゲノム配列既知の生物に対し、遺伝子発現を網羅的に解析

する技術である。サンプルから抽出したmRNAを cDNAに逆転写し、チップ上に緻密に整列し

た 60 bp 程度のプローブとハイブリダイズさせることでプローブに応じた遺伝子の発現量を調べ

ることができる。現在、アジレント・テクノロジー株式会社がイネ用に販売しているマイクロア

レイチップは、イネゲノムから推測されるすべての遺伝子（およそ 42000 遺伝子）の発現を一度

に調べることができる。こうしたマイクロアレイチップを用いて世界中の研究者が様々な条件で

発現解析を行い、その結果がGene Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) 

に提出されている。GEOに提出されたデータは自由に利用することができる。こうした大量の

発現データを解析し、新たな生物学的知見を得る分野が成長し、バイオインフォマティクスとい

う呼ばれる。その基本となっている考え方は、共発現関係にある遺伝子は何らかの繋がりがある、

というものである[78]。最近では、イネの共発現解析によりデンプン合成制御因子であるRSR1

が報告された[46]。このとき、デンプン合成の遺伝子の発現データから遺伝子間の相関係数を算

出し、その相関の高い遺伝子群をガイド遺伝子とまとめた。さらに、ガイド遺伝子と発現パター

ンにおいて逆相関のある転写因子を見出し、解析し、デンプン合成を制御する転写因子というこ

とが明らかにした。このような手法をフィチン酸合成の遺伝子に応用すれば、フィチン酸合成制

御因子を見出せるかもしれない。

第 2章では、培地に添加した ABAによりフィチン酸含量が増加し、イネ種子のフィチン酸合

成制御機構を模倣している可能性を示した。第 3章では共発現解析によりフィチン酸合成制御因

子の候補遺伝子を選抜し、本培養細胞の ABA 応答によりさらに選抜した。続いて、この候補遺

伝子を評価するために組換え体を作出し、培養細胞で評価した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 

3-2　材料と方法

フィチン酸合成関連遺伝子の共発現解析

15のフィチン酸合成関連遺伝子の共発現性を調べた。マイクロアレイデータはGEOからアク

セッションナンバーGSE21396を取得した。これは葉や根、種子など部位および時期とで分類

された 48のサンプルからなるマイクロアレイデータである[79]。用いたマイクロアレイデータは

Rice Gene Expression 4x44K Microarray （アジレント・テクノロジー株式会社、catalog 

number, 015241）を用いて得られた。

共発現解析の手法については結果に示す。

培養細胞による選抜

第 2章のように ABA 処理した培養細胞から得られたRNAを用いて、候補遺伝子の発現を調べ

た。ABA 処理 24時間後のサンプルでRT-PCRを行い、アガロースゲルで電気泳動した。電気泳

動後、GelRedTM（和光純薬工業株式会社）でバンドを検出した。

コンストラクト作成

コンストラクトはベクターに pCAMBIA1300、プロモーターにOsCc1 promoter、ターミネー

ターにWaxy terminatorを用い、候補遺伝子を発現させた。OsCc1 promoterはニホンバレのゲノ

ムを鋳型にフォワードプライマー(AAGCTTGGATCTTCGAAGGTAGGCTGC)とリバースプライ

マー(TCCGAGGTCGACGCCATGCCGCC)とで PCRすることで得た。Waxy terminatorはユキヒ

カリのゲノムを鋳型にフォワードプライマー(TGAAGAGCTCGAGATCTACATATGGAGTG)とリ

バースプライマー(TAGTGAATTCGTATCCACTCCCTCCGTC)とで PCRすることで得た。OsCc1 

28



promoterはHindIIIとNcoIとで、Waxy terminatorは SacIと EcoRIとで pCAMBIA1300に挿入し

た。候補遺伝子は cDNAを鋳型に PCRし、NcoIと BamHIとで挿入した。使用した cDNAは農

業生物資源研究所から配布を受けた。得られたコンストラクトはシークエンスし、エラーがない

ことを確認した。

イネカルスの形質転換

形質転換はOzawa 氏の方法にしたがった[80]。カルス誘導後 3週間培養し、よく増殖している

カルスを新鮮なN6D培地に移植した。同日に、導入遺伝子を有するアグロバクテリウムを AB培

地に塗布した。3日後、増殖したアグロバクテリウムをN6AS培地に懸濁し、O.D. = 0.05 – 0.2

に調製した。そこにカルスを入れ、1分間穏やかに攪拌した。懸濁液を捨てた後、滅菌ろ紙の上

で転がすことで余分な菌液を除いた。シャーレ（Φ90 mm x 20 mm）に滅菌ろ紙（Φ9 cm, No. 2, 

ADVANTEC）を 2枚押し込み、N6AS培地を 3.6 mL染み込ませた。そこに余分な菌液を除いた

カルスを広げた。パラフィルムで密封し、暗所、25℃にて 3日間培養した。N6SE培地

（50mg/L ハイグロマイシン）にカルスを移植し、サージカルテープで封をした。10日間、30℃
で培養し、再度新鮮なN6SE培地（50mg/L ハイグロマイシン）に全てのカルスを移植した。さ

らに 10日間培養し、形質転換カルスを得た。

懸濁培養

得られた形質転換カルスを 50 mg/Lハイグロマイシンが入ったN6D 液体培地で浸透培養した。

最初の培養は 7日間行い、その後は 5日毎に継代した。2回か 3回の継代の後に 2日間の前培養、

本培養へと続いた。本培養を始めて 24時間後に ABAを添加し、24時間培養した。24時間後に

吸引ろ過器を用いてサンプリングし、液体窒素で凍結後-80℃で保存した。

3-3　結果

フィチン酸合成関連遺伝子の共発現性

Rice Gene Expression 4x44K Microarray にはおよそ 45,000プローブが存在する。アジレント

社からプローブと対応する遺伝子のリストがダウンロードでき、フィチン酸合成関連遺伝子と対

応するプローブをまとめた。MIKに対応するプローブが存在しなかったため、14のフィチン酸

合成関連遺伝子で共発現解析を進めた。

標準化されたマイクロアレイデータをダウンロードし、各プローブ毎の 3 反復実験の平均値を

算出した。フィチン酸合成関連遺伝子間での共発現性を示すため、対応するプローブの平均値を

まとめ、フィチン酸合成関連遺伝子同士でピアソンの相関係数を算出した。相関係数 0.6を閾値

とし、相関係数が 0.6 以上を示した。14のフィチン酸合成関連遺伝子うち、RINO1, ITPK4, 

ITPK6, IPK1, MRP5, LPA1の 6 遺伝子間で高い相関が得られた。

候補遺伝子の ABA 応答

ABA 処理した培養細胞ではフィチン酸合成が活性化するため、フィチン酸合成を制御する転写

因子は培養細胞でも発現量が上がると考えられる。そこで、ABA 処理した培養細胞を用いて候補

遺伝子の発現解析を行った。参考のため、フィチン酸合成関連遺伝子としてRINO1と IPK1の発

現解析も同時に行い、発現量が上昇していることを確認した。CG6, CG19, CG23の発現が ABA

よりに高められた。

高発現体を利用した候補遺伝子の評価

候補遺伝子の高発現カルスを作出し、形質転換当代の培養細胞でフィチン酸合成遺伝子が発現
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上昇するか調べた。増殖したハイグロマイシン耐性カルスを懸濁培養し、その発現解析を行った。

CG19の過剰発現で ITPK4の発現が高められた。RINO1, MIK, ITPK6, IPK1も同様に発現解析し

たが、sGFPの過剰発現体と比べて差は見られなかった。

3-4　考察

本研究では共発現解析によりフィチン酸合成を総合的に制御可能な転写因子を見出そうとした。

共発現解析は遺伝子同士の共発現性を利用しターゲットとなる遺伝子を選抜するが、その共発現

性を示す相関係数の閾値の設定については決まりがない。本研究では共発現関係の閾値として相

関係数 0.6を使用した。これは、ガイドジーンに設定したRINO1, ITPK4, ITPK6, IPK1, MRP5, 

LPA1の 6 遺伝子が 0.6 以上でクラスター形成が認められたことから設定した。また、3 つ以上の

ガイドジーンと相関があるプローブを選抜したが、それもまた決まりがない。2 つ以上とした場

合には 116の転写因子が、3 つ以上とした場合には 54の転写因子が、4 つ以上とした場合には

34の転写因子がそれぞれ得られた。ITPK4の発現を高めたCG19は本選抜条件に含まれる結果

となり、条件設定の妥当性がある程度示された。しかしながら、フィチン酸合成経路を総合的に

制御するような転写因子を見つけるには至らなかった。今後は選抜条件を変更し、さらにフィチ

ン酸合成を制御する転写因子の探索を進める必要がある。

CG19はこれまでに報告のない転写因子である。CG19の過剰発現により ITPK4の発現が上昇

したが、今後はRNAiなどの発現抑制技術を用いて、その機能をさらに確認する必要がある。さ

らに、Myb タンパク質にはリン酸化や他のタンパク質との相互作用によりその活性化が制御され

ている可能性があるため、培養細胞以外の環境でCG19が ITPK4の発現を制御するのか調べるこ

とも必要であろう。

ヒートマップの結果、胚でフィチン酸合成関連遺伝子の発現が高められていることが示された。

フィチン酸はアリューロン層以外に胚にも蓄積する。O'Dellらは長粒種の玄米において全リンの

81%がフィチン態リンであり、フィチンの 80%が果皮に、7.6%が胚にあることを示した[85]。た

だし、果皮もしくは胚の“重量あたり”のフィチン態リン含量は果皮で 0.95%、胚で 0.98%と濃

度に差は無く、どちらも同等にフィチン酸を合成していると考えられる。これまで低フィチン酸

を扱い、フィチン酸合成関連遺伝子の機能が確かめられてきたが、アリューロン層と胚とで区別

して評価している報告はなく、両者でフィチン酸合成に関わる遺伝子が同じなのか、合成制御が

同じなのかは不明である。今後、胚とアリューロン層とを区別した研究が行われ、その差異を明

確にすれば、フィチン酸合成制御の理解が深まると期待できる。
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第 4章　培養細胞と胚を形成する細胞との遺伝子発

現からみた共通性
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4-1　緒言

フィチン酸は種子における貯蔵以外にも気孔の閉鎖におけるシグナル物質としての役割が明ら

かとなっており、その他にも機能がある考えられている[47,48][6,49,51–53]。しかし、葉や根と

いった栄養細胞では胚やアリューロン層のように高濃度にフィチン酸を蓄積することはなく、

フィチン酸の蓄積は種子特異的な反応である [122]。それにも拘らず、本研究では ABA 処理した

培養細胞がフィチン酸合成を活性化し通常の 4倍程度にまでフィチン酸含量が増加し、22 

nmol/mg（PA: 1.45%(w/w)）を示した。ヌカのフィチン酸含量が数%-10%であることと、培養細

胞が増殖が活発であることを考慮すれば、十分な蓄積量と言える。また、ABA 処理した培養細胞

はデンプン合成が活性化する報告があり、脂質合成の鍵酵素の発現もまた ABA 処理により上昇

していることから脂質合成が活性化していることも示唆している[57][86]。フィチン酸、デンプ

ン、脂質は種子蓄積物質であることから、培養細胞と種子とで共通の制御が種子貯蔵物質の蓄積

を可能にしていることが予想できた。この共通の制御の理解が、フィチン酸合成制御機構の解明

に有益な情報を示すことを期待した。

登熟種子のデンプン合成についての知見は蓄積されており、関与するデンプン合成関連遺伝子

も制御因子も示されている。そこで、まずデンプン合成が培養細胞で活性化していることを確認

した。その後、ABA 処理した培養細胞のデンプン合成活性化に寄与する遺伝子を明らかにするた

め、デンプン合成関連遺伝子の発現解析を行った。同時に、種子登熟のマスター因子と呼ばれる

転写因子についても発現解析をした。マスター因子を異所的に発現させた植物体では種子特異的

な遺伝子発現や形質を示すことが知られているため、マスター因子の関与を疑った。

4-2　材料と方法

培養細胞中可溶性デンプンの測定

第 2章でサンプリングした培養細胞を用いてデンプン含量を測定した。デンプン測定には total 

starch assay kit (Megazyme 社、Cat.No.; K-TSTA)を用い、難消化性デンプンを含む全デンプン

量含量を測定した。方法は製造元のプロトコールを多少改変した。グルコースやマルトデキスト

リンの低分子糖を除いた後、KOHでマルトデキストリンに分解し、amyloglucosidase によりグ

ルコースに分解した。グルコース含量を測定し、デンプン含量を算出した。具体的な手順は以下

に示す。

乾燥した培養細胞 10-12.5 mgと 1粒のジルコニアビーズ（φ 5 mm）を 2.0 mLチューブに入

れ培養細胞を粉砕した。80%(v/v) EtOHを 625 μL加え、82℃で 5分間加熱した。加熱後、 80%

(v/v) EtOHを 625 μLを足した。遠心（8000 xg, 10min）し、上澄み液を捨てた。1.25 mLの 80%

(v/v) EtOHを加え攪拌後、遠心（8000 xg, 10min）し、上澄み液を捨てた。冷えている 250 μLの

2 M KOHを加え、直ちに転倒混和した。低温室にて 20分間攪拌した。1.0 mLの 1.2M NaOAc

バッファー（pH3.8）を加え転倒混和した。12.5 μLの α-amylase (bottle 1)と 12.5 μLの AMG 

(bottle 2)とを加え、転倒混和した。50℃にて、5分毎に転倒混和しながら 30分間反応させた。

300 μLのDWで 4回リンスすることで完全に別容器に反応液を移した。3.0 mLにメスアップし、

遠心（3000 xg, 10 min）し、40 μLの上澄みと 1.2 mLのGOPOD Reagentを混合した。50℃で
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30分間反応させた後、510 nmの吸光度を測定した。上澄みの代わりにD-glucose standard 

solution (1 mg/L) を使用することで検量線を作成した。

デンプン合成関連遺伝子の発現解析

第 2章で得た cDNAを用い、ABA 添加後のデンプン合成間連遺伝子の発現解析を行った。酵素

には SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RNaseH Plus) (TaKaRa Bio)を用いた。検量線法により発現

量を算出したのち、OsAct1を内部標準、ABA 添加直前を基準として相対発現量を算出した。な

お、AGPS2aと AGPS2bはスプライシングバリアントであり、マイクロアレイのプローブでは

区別することはできず、本発現解析では両者を区別するプライマー設計をしていない。したがっ

て、マイクロアレイと本発現解析では AGPS2a/bと表記する。

デンプン合成関連遺伝子のクラスター解析

27のフィチン酸合成関連遺伝子の共発現性を調べた。マイクロアレイデータはGEOからアク

セッションナンバーGSE39427を取得した[87]。これは開花 1日後から 10日後までの子房のサ

ンプルと開花 4日後から 10日後までの胚のサンプルとRice Gene Expression 4x44K Microarray 

（アジレント・テクノロジー株式会社、catalog number, 015241）を用いて得られたデータであ

る。RiceXPro（http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/）にてヒートマップを描いた。

登熟種子関連遺伝子の発現解析

第 2章と同じように培養細胞を培養し、17 μM ABAを添加し、12時間培養した。12時間の培

養の後、吸引ろ過で培養細胞を回収し、直ちに液体窒素で凍結し-80℃にてRNA抽出まで保存し

た。2011年に筑波大学加藤盛夫氏が管理する 13号水田からイネ（ニッポンバレ）をサンプリン

グした。9月 7日、8日、10日の 21時に、開花後 7日目の穂を回収し、ただちに脱粒し、10倍

量のRNAlater® Stabilization Solution (Life Technologies Corporation) に浸漬した。その後、4℃

にて保存した。RNAlaterに浸漬した状態で、ピンセットを用いて籾殻を除いた。その後、胚を

RNAlater内に回収した。続いて、胚を除いた子房をRNAlater内で軽く洗うことで胚乳を回収し

た。残った果皮と種皮、種皮に残った胚乳を"アリューロン層”としてRNAlater内に回収した。

胚とアリューロン層についてはRNeasy plant mini kit（Qiagen）を用いてRNAを抽出した。

プロトコール通りに行い、DNaseIをメンブレン上で処理した。培養細胞については第 2章と同

様に ISOGEN（ニッポンジーン）を用いてRNAを抽出した。胚乳は ISOGENとHigh-Salt 

Precipitasion Solution（ニッポンジーン）を用いてRNAを抽出した。

得られたRNAを第 2章に示すように逆転写反応し、cDNAを得た。発現解析をした。具体的

には、種子貯蔵タンパク質であるグルテリンとグロブリン、種子貯蔵脂質に関係するオレオシン

とカレオシンと種子貯蔵脂質の制御因子、種子登熟のマスター因子である。
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4-3　結果

培養細胞中可溶性デンプンの測定

　フィチン酸蓄積を確認した ABA 処理培養細胞（図 3）のデンプン含量を測定した。0-50 μM 

ABAによりデンプン含量は上昇し、フィチン酸蓄積と同様に ABA濃度とデンプン含量とが比例

関係にあることを示した。ABA 添加後のデンプン合成の経時変化を見るため、デンプン含量を測

定した。

デンプン合成関連遺伝子の発現解析

　フィチン酸合成関連遺伝子の発現解析に用いた cDNAを使用し、デンプン合成間連遺伝子の発

現解析を行った。デンプン合成関連遺伝氏にはOhdan 氏が用いた 27 遺伝子を参考にした

[88]。27 遺伝子のうち、GBSSIは qPCRでシグナルが検出できなかった。18 遺伝子（AGPL1, 

AGPL3, AGPS1, AGPS2a, ISA2, ISA3, PUL, GBSSII, BEIIa, BEIIb, DPE1, EPE2, SSI, SSIIa, 

SSIIb, SSIIc, SSIIIb, SSIVa）が ABA 添加に反応した。そのうち、7 遺伝子（GBSSII, BEIIb, 

DPE2, PUL, SSIIa  SSIIc, SSIVa）が一時的な増加であり、2 遺伝子（SSIIb, SSIIIb）が一時的な

減少、9 遺伝子（AGPL1, AGPL3, AGPS1, ASPS2a/b, ISA2, ISA3, BEIIa, DPE1, SSI,）が ABA

添加後 24時間にわたりコントロールより高い発現を示した。

デンプン合成関連遺伝子のクラスター解析

　フィチン酸合成関連遺伝子と同様に、27のデンプン合成関連遺伝子についてマイクロアレイ

データからヒートマップを描いた。また、相関係数が 0.60 以上になった組合せについてまとめ、

その相関係数を示した。ISA1, AGPL2, SSIIa, AGPS2a/b, PUL, SSIVb, GBSSI, BEIIb, AGPS1, 

PHOL, AGPL3, SSIIIa, BEIの 13 遺伝子は明確な一つのクラスターを形成した。

4-4　考察

培養細胞が ABA 処理によりデンプン合成が活性化することは知られていた[57]。デンプンも

フィチン酸も種子貯蔵物質であることから、種子と培養細胞とで共通性が存在し、その共通性が

培養細胞に種子貯蔵物質の蓄積能力を付与していると考えた。フィチン酸合成と同じく、培養細

胞は ABA濃度に応じてフィチン酸含量を増加した。胚乳のデンプン合成に関与することが分

かっている遺伝子は AGPS2b, AGPL2, SSIIa, BEI, BEIIb, ISA1, GBSSIである

[89][90][91][92][93][94]。発現パターンのクラスター解析の結果、それら遺伝子は同一のクラス

ターを形成し、開花後 5日目あたりから発現量が増加していた。胚乳のデンプン合成は開花後 5

日目から始まることから、そのクラスターを形成する ISA1, AGPL2, SSIIa, AGPS2a/b, PUL, 

SSIVb, GBSSI, BEIIb, AGPS1, PHOL, AGPL3, SSIIIa, BEIの 13 遺伝子が胚乳でのデンプン合成

に関与すること強く示している。ABA 処理した培養細胞では、9 遺伝子（AGPL1, AGPL3, 

AGPS1, ASPS2a/b, ISA2, ISA3, BEIIa, DPE1, SSI,）が ABA 添加後 24時間継続的にコントロー

ルより高い発現を示した。デンプン含量は ABA 添加後 96時間まで増加し続けたことから、継続

的に高い発現量を示したこれら 9 遺伝子が培養細胞のデンプン合成に関与したと考える。胚乳の
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デンプン合成と ABA 処理した培養細胞のデンプン合成とでは機能したデンプン合成遺伝子が異

なり、両者には異なるデンプン合成制御機構が働いたことが示された。このことから、デンプン

合成については培養細胞と種子とで共通性は存在しないと判断した。
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第 5章　総合考察
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富栄養湖の解消やリン資源枯渇に対応するため、低濃度に拡散したリンを効率的に回収す

る仕組みが求められる。そこで、リンの貯蔵形態であるフィチン酸を強制的に葉で合成させ、

フィチン酸の塩であるフィチンとして無毒な形で葉に濃縮することを考えた。フィチン酸合

成には複数の酵素やトランスポーターが関与するため、フィチン酸を強制的に合成させるに

はそれらを総合的に上方制御する必要があるだろう（図 1、表 1）。そこで、それらを総合

的に制御するような転写因子の存在を求めて、フィチン酸合成制御機構の解明を試みた。

第 2章において、イネの培養細胞に ABA 処理をすることでフィチン酸合成が活性化し、

また、ABA濃度増加に応じてそのフィチン酸合成がより活性化することを示した。このこと

から、少なくとも培養細胞は ABAによりフィチン酸合成が制御されていることを明かにし

た。登熟種子では、開花後 7-20日の間にフィチン酸が蓄積し、同時期に ABA濃度が増加す

ることが示されている。したがって、培養細胞で示されたような ABAによるフィチン酸合

成の制御が登熟種子でも起きている可能性を示した。また、ABA 添加後のフィチン酸合成関

連遺伝子の発現解析からは、登熟種子と ABA 処理した培養細胞とでフィチン酸合成に関与

する遺伝子の同一性から、同一の制御機構が機能した高い可能性を示した。

同一の制御機構が機能しているとすれば、ABA刺激を受けてフィチン酸合成関連遺伝子を

制御するような転写因子の発現が培養細胞と種子とで共に関与しているはずである。第 3章

において、イネ植物体のマイクロアレイデータから共発現解析により候補となる転写因子を

選抜し、培養細胞で高発現させることで、フィチン酸合成関連遺伝子の発現が上昇するかど

うか調べた。本解析により、ITPK4を上方制御する転写因子（CG19）を見出すことに成功

した。過剰発現体の作出に取り組み、再分化した T0植物体をグロースチャンバー内で栽培

している。6系列で始めたが、2系列は鉢に移植後に死滅した。残り 4系列のうち 3系列が

WTとは異なる外観を示し、5ヶ月以上栽培しても出穂する様子がない。1系列のみが出穂

し、多くが不稔であるが、見た目が正常な種子を作り出した。この 1系列は導入したCG19

の発現量が低いことを確認しており、今後の機能評価には誘導性のプロモーターを使用する

などの工夫が求められる。また、培養細胞にてRNA 干渉技術を用いてその発現を抑制する

ことでも評価可能だろう。本研究では、共発現解析の参考としてデンプン合成の制御因子

RSR1を見出した報告と共発現解析について書かれたミニレビューを参考にした

[46][78]。RSR1の報告では 171のマイクロアレイの結果を使用しており、ミニレビューで

は 100 以上のマイクロアレイの結果を用いることで信頼性の高い安定した相関係数が算出さ

れることを示した。本研究では 48のアレイデータを用いており、さらに別のアレイデータ

を導入することにより、有効的な候補遺伝子の選抜が可能になる可能性がある。

ABA 処理した培養細胞ではフィチン酸合成が活性化した。同じように ABA 処理した培養

細胞ではデンプン合成が活性化することが報告されている。フィチン酸もデンプンも種子貯

蔵性物質であることから、種子と培養細胞とで共通の制御が機能していると予測した。デン

プン合成はフィチン酸と同じく ABA濃度増加によりさらに活性化した。しかし、ABA 処理

した培養細胞でデンプン合成に関与した遺伝子と、胚乳でデンプン合成に関与する遺伝子と

で異なっていることが示唆された。種子貯蔵性物質は他に脂質やタンパク質が知られている。
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そこで、それらに関連する遺伝子が培養細胞で発現しているか調べた。その結果、種子貯蔵

性脂質関連の遺伝子発現は培養細胞でみられ、ABA 処理により発現上昇した。一方で、種子

貯蔵性タンパク質関連の遺伝子発現は ABA 処理・未処理に拘らず発現が不検出であったり、

極微量であった。種子貯蔵性脂質はフィチン酸と同じく、胚・アリューロン層に蓄積し、種

子貯蔵性タンパク質とデンプンは胚乳に蓄積する。さらに、種子登熟の主要な制御因子の発

現解析により、培養細胞は開花後 7日目の胚と同レベルかそれ以上にマスター因子の発現が

高められていることを明かにした。それらマスター因子と相互作用することが報告されてい

る制御因子もまた、培養細胞で発現していることを示した。マスター因子が種子特異的な

ABA 応答性を付与することはこれまでに報告されていること、胚乳特異的なデンプン合成や

種子貯蔵性タンパク質の発現が培養細胞ではみられないこと、以上の 2点からこれら種子登

熟を制御するマスター因子の高い発現レベルが培養細胞に胚・アリューロン層特異的な ABA

応答性を付与した可能性を考えた。

登熟種子では、4 つのマスター因子が胚形成や種子貯蔵物質の合成を制御している。WRI1

は脂質合成の制御因子として知られており、LEC2, FUS3の制御下に位置する。LEC1と

ABI3は ABA 応答によりリン酸化した bZIP 転写因子とそれぞれ相互作用し、登熟種子で特

異的な ABA 応答を示す。本研究では、ABA 処理により培養細胞が登熟種子のフィチン酸合

成を模倣することを示した。また、発現解析から ABA 処理により種子貯蔵性脂質の合成が

活性化した可能性を示した。イネのマスター因子の発現が培養細胞で高められているため、

培養細胞では種子特異的な ABA 応答を示し、種子貯蔵性脂質の合成やフィチン酸の合成が

活性化したと考える。共発現解析で見出されたCG19は、培養細胞の ABA 処理により発現

量が増加していることから、種子特異的な ABA 応答に属する可能性がある。

本研究により、ABA 処理した培養細胞で活性化したフィチン酸合成の制御機構は登熟種子

の制御機構を模倣している高い可能性を示した。このことは、本培養細胞が種子のフィチン

酸合成制御機構を研究するモデル系として有益であることを示している。ABA 処理した培養

細胞と種子とのフィチン酸合成にマスター因子が関与している可能性が高い。今後、登熟種

子と ABA 処理した培養細胞の両サンプルの共通点や相違点から効率的にフィチン酸合成制

御機構が明かになることを期待する。
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概要
フィチン酸は種子におけるリンの貯蔵形態であり、米ぬかには 10%前後存在する。もしフィチ

ン酸を葉で種子並に蓄積させることができれば、その植物体は高濃度にリンを濃縮することにな

る。このような植物は富栄養湖でのファイトレメディエーションを飛躍的に高効率化するだろう。

そのためには種子のフィチン酸合成の制御機構を葉に応用し、フィチン酸合成系全体を刺激する

ことがが有効であろう。しかし、フィチン酸合成経路は解明されつつあるものの、その制御機構

について報告がない。そこで、本研究では種子でフィチン酸合成を制御する環境因子、転写因子、

その制御機構の解明を試みた。

フィチン酸の蓄積部位であるアリューロン層はサンプル調製が容易ではない。そこで、調製が

容易で環境因子等の研究に有用な培養細胞を用いた。種子登熟過程の制御には ABAとショ糖が

関与する。種子貯蔵物質のフィチン酸の合成もまた制御されることが予想された。ABA、ショ糖、

無機リン酸を種々の濃度で与えた結果、ABAによりフィチン酸含量が増加することがわかった。

また、ABA濃度増加に伴いフィチン酸含量が増加した。種子中 ABA含量の増加とフィチン酸合

成の時期が一致することと、本研究でも ABA 高濃度によりフィチン酸合成がより活性化したこ

とから、種子でのフィチン酸合成も ABA濃度により制御されている可能性がある。

ABA 添加後の培養細胞でフィチン酸合成関連遺伝子の発現解析を行った。フィチン酸合成関連

遺伝子として既に 15の遺伝子が知られており、そのうち RINO1, MIK, ITPK1, ITPK4, ITPK6, 

IPK1, LPA1の 7 遺伝子の継続的な発現上昇が確認されたことから、この 7 遺伝子の発現上昇が

フィチン酸合成を活性化したと考えた。RINO1, MIK, IPK1, LPA1は種子でのフィチン酸合成に

関与することが明らかであり、ITPK4および ITPK6は関与すると考えられている。同一遺伝子が

制御されていることから、培養細胞と種子とで同じ制御機構が働いたと考えられる。

フィチン酸合成を制御する転写因子を明らかにしようと、共発現解析を行った。登熟種子の

フィチン酸合成に関与するRINO1, ITPK4, ITPK6, IPK1, LPA1, MRP5の 6 遺伝子が互いに高い相

関関係を示した。これら 6 遺伝子と相関の高い転写因子から、発現パターンが似ていると見える

転写因子を選抜し、11の候補遺伝子を得た。そのうち、ABA 応答する 3 遺伝子を培養細胞で過

剰発現させた。CG19の過剰発現で ITPK4の発現が高められており、CG19が ITPK4を制御する

可能性を示した。

葉と異なり、培養細胞は常にフィチン酸を蓄積し、ABAによりさらに蓄積している。また、デ

ンプンも蓄積することが知られている。デンプンもフィチン酸も種子貯蔵物資であることから、

培養細胞と種子との共通性が種子貯蔵物質の蓄積を可能にしていると予想された。培養細胞のデ

ンプン合成関連遺伝子の発現解析から、培養細胞では胚乳のデンプン合成系とは異なる制御系に

よって活性化されていることが示された。また、培養細胞では種子貯蔵性タンパク質の発現がな

かった。一方で、胚やアリューロン層に蓄積する種子貯蔵性脂質関連の遺伝子発現が ABAによ

り高められていた。これらに加え、胚特異的に発現し、イネの種子登熟のマスター因子の発現が

胚と同等に高発現であった。これらマスター因子の高発現が培養細胞に胚との共通性を付与して

いることが考えられる。
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本研究では培養細胞を用いた研究により、ABAによりフィチン酸合成が制御されることを示し、

その制御が種子でも働くことが考えられた。共発現解析により ITPK4を制御するだろう転写因子

を見出した。同方法でフィチン酸合成系全体を制御する転写因子を見出せると期待できる。培養

細胞ではマスター因子の発現が胚と同レベルに高く、種子貯蔵性脂質の点でも胚との共通性が見

出せた。これら制御が葉では生じないフィチン酸蓄積を可能にしていることが予想される。マス

ター因子が脂質合成を制御する報告は数多くあるが、フィチン酸合成に関しては報告がない。マ

スター因子との関連と共発現解析の進展がフィチン酸合成制御機構に新たな知見をもたらすだろ

う。
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