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第4章 イネ魅乳澱粉中の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率と

澱粉粒結合型タ ン パク質含量と の関係

一般に， 格性品種は ア ミ ロ ー スを欠き， ア ミ ロ ペク チ

ン のみか らなる佐乳澱粉を有すると い われ てきた. し か

し， 前章で述べた よ うに， 嬬性品種とし て分類され て き

たものの中に， ヨ ウ素反応 で見かけ上ア ミ ロ ー スを有す

ると考え られる品種の存在が示され た. し かも， それ ら

の見かけのア ミ ロ ー ス含有率の変異幅は， 0------ 7.8% と 大

きしに この ことは， 嬬性品種が少量ながらア ミ ロ ー スを

含むか， もし くは ア ミ ロ ペクチ ン が ヨ ウ素原子と結合し

得る よ うな長鎖のア ミ ロ ペクチ ン 分校をも つかの何れか

である. この ことを明らかにするた めには， 真の ア ミ ロ

スの量と ア ミ ロ ペクチ ン由来の見かけのア ミ ロ ー スの

量を正確に分別定量する必要がある. 澱粉中のア さ ロ ー

スの有無、 を調べる手段とし ては， ペー パー ク ロ マト グ ラ

フ ィ ー (滝 19 59) やゲル滅過法 (Ikawa et 31. 1978， 

1 9 8 1 ) などが知られ てい るが， い ず れの 手 法 も， 直鎖の

ア ミ ロ スと， ア ミ ロ ペクチ ンの長鎖分枝を区別する こ

と は困難であ.る. 従 っ て， �乳中に存在する真の ア ミ ロ
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スの量を測定す る た め の手法を開発し な ければな らな

1;\ 

イ ネ限乳中の ア ミ ロ ー ス生合成は ， 第 6 染色体上に

座乗する ν I  遺伝子座の 1/ � 遺伝子 に よ っ て 支 配 さ れ

( Ikeno 1914， Nagao and Takahashi 1963， 岩田 ・ 大村

1971) ， こ の νk 遺伝子座の遺伝子産物は澱粉粒に 結合

して存在する分子量約 60 . 000 (60 kDa) のポリペプチ

ド ( 以下 1/ 
� タ ン パク質と略する) で， ア ミ ロ ー スを生

合 成す る 澱 粉 粒結合 型 の DPG-glucosyl transferase 

と推定されてい る (Sano 1984). 

い タ ン パク質含量は， 日 ， 印品種間 で差異があ る こ

とが報告されてい る S a n 0 1 9 8 4 ) また S a n 0 θf ;1 / . 

198 5 a ) は， 1/ �. タ ン パク質含量と ア ミ ロ ー ス含有率と

の関係を調査し た結果， それ らに は正 の相関関係があ る

ことを報告し てい る. さ らに， ア ミ ロ ー ス含有率を低下

させる du 遺伝子が， νk タ ン パク質の生成量を低下さ

せる ことも明らかに され Sano θt ;1 / . 1985b) ， I/.� タ

ン パク質含量と ア ミ ロ ー ス含有率 の聞 の密接な関係が示

唆された. これら の こ とから， 1/ J タ ン パ ク 質含量と ア

\ ロ ー ス・含有率 の問に 高い 相関があ る な ら ば， 1/ r タ ン
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パク質含量の差異を調べる こ と は， ア ミ ロ ー ス含有率に

関する 変異探索の有力な手段に なる .

IIx タ ン パク質の定量は， SDS-PAGE で分離し た後， 6 0 

kDa の タ ン パク質とし て デ ン シ ト メ ト リーに よ っ て行わ

れる が， 分 析 に 至 る ま でに 時 間 がかかり， 多数の試料の

分 析 は 困 難 で あ る ( EchL and Schwartz 1981， Sano 

1984) . これに 対し 6 0 k 0 a タ ン パ ク質に 対する 抗体

を用い た免疫反応に よる 分析 で は， 特異的かつ高感度 で

その濃度を決め る ことが でき， 脹乳中に 存在する 60kDa 

タ ン パク質を定量する ことが可能となる . 免疫反応は，

特異的に 行われる ため， 目的とする 測定 対象物を分離す

る 前処理が不要となる など測定の短縮化， 簡便化が促進

され， 多数の検体を扱う遺伝 育種学の分野 で は. 変異

分類の有効な手段の i つに なり つつあ る .

こ の よ う な 観 点 か ら ， 本 章 で は 免疫化 学的手 法 に よ っ

て 1/ ..r タ ン パク質を検 出し ， 見かけの ア ミ ロ ス含有率

の異なる嬬性お よ び慢性品種を用い て， I/.� タ ン パク質

含量と見かけの ア ミ ロ ー ス含有率との関係を調査し た.
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第1 節 IIx タ ン パク質の精製

1/ .\' タ ン パク質を免疫化学的手法を用い て検出する た

めに は， 1/ .\' タ ン パク質を 精製 し， 1/ x タ ン パク質に 対す

る特異的抗体を調製す る必要がある.

種子怪乳中に は， 1/ .\' タ ン パク質以外に も 多く の タ ン

パク質が存在する . こ の ため ， 的 タ ン パク質の精製に

は， これら 1/ .\' タ ン パク質以外の タ ン パク質を除去せね

ばならない. さら に ， 1/ .� タ ン パク質 は 澱粉粒に 強 固

に結合し て い る こ と か ら 1/ .�・ タ ン パク 質 を精製す る た

めに は， こ の 結 合 を は ず す 必 要が あ る 1/ x タ ン パ ク 質

以 外 の タ ン パ ク質を除去するため ， ドデシ ル硫酸ナト リ

ウム や n ドデシ ル ベ ン ゼ ン スル ホ ン酸ナト リ

ウム o 0 B S ) のような界面活性斉lJと 還元剤 ( 2-メル カ プ

トエタ ノ-ル で澱粉粒を処理し， その後， 精製し た澱

粉粒を糊化する こと で 1/ .\" タ ン パク質を澱粉粒から分離

する手法が報告されてい る Echt and Schwartz 1981， 

Sano 1984， Villareal and Ju1iano 1986) . し か し

界面活性剤や還元斉lJを用い た 強 力な変性条件下で澱粉粒

を処理す'ると， 他のタ ン パク質の混入 は 避け られ る が ，
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1I:r タ ン パク質の一部も 同時に 除去 さ れ ， 最終的に 得ら

れる ん':1;' タ ン パク質の収量が低下す る こ と が考えられ る.

他のタ ン パク質の混入を避け， 目的と する 1/ � タ ン パ

ク質のみを効率的に 得る た め に は， まず最初に プロ テ ア

ー ゼ処理を行い， 表面タ ン パク質を消化 ・ 除去し， そ の

後， 澱粉粒に 結合し た 1/ .t タ ン パク質を分離する手法が

望まし い. 本節では， プ ロ テ アー ゼの 一種であ る ペプシ

ン で澱粉を処理す る こ と で ， い タ ン パク質の効率的な

精製法の確立を試みた.

1 . 材料および方法

供試材料

1/ .� タ ン パ ク質の 精製に は ， 「金南風」 の 白米粉砕試

料を用い た. なお， 本試料の見かけ の ア ミ ロ ー ス含有率

は 17 . 1 % であ っ た.

酵 素

Sigma 社製 ペプシ ン (EC3. 4. 23 . 1 . ，  2.500 units/昭，

P-7012) を用い た.

SDSーポリア クリル ア ミ ドゲル電気泳動 ( SDS-PAGE) 

S D S - P kG E は Laemmli ( 1 970) の不連続緩 衝液系を用

- 68 -



い て行 っ た. 分離ゲルのサイズは 9 0 x 6 0 x mm に ，

また ア クリル ア ミド およびビ スア クリル ア ミ ド の濃度は

14% および o .4 % に それぞれ設定し た. 泳動は， 1 2 0 V 

の定電圧 で行い， 泳動後 コ マ ジ ー プ リ リ ア ン ト ブルー

(CBB) R-250 を用い て タ ン パク質を染色し た 量子分

マー カー は， B i 0 - R a d 社製の S 0 S - P A G E スタン ダー ド

L 0 W ) を使用し た

タ ン パク質の電気溶出

澱粉とS 0 S -ポリア クリル ア ミ ド ゲルか ら の タ ン パク質

の溶出は . K 0 b a y a s h i e t の手法に 従 っ て行

っ た.

タ ン パク質の定量

タ ン パク質の定量は， Lowry θt 3 I . 1 9 5 1 ) の方法に

従 っ て行 っ た. 標準タン パク質とし て， 牛血清ア ル ブ \

ン ( Sigma ネ土， No . A-7888) を用い た.

猿粉粒の精製

IIx タ ン パ ク 質 の 精製 手 順 を ， Fig. 4-1 に 示し た.

「金南風」 の白米粉砕試料 1 kgを出発材料 と し た ペプ

シ ン処理を効率的に行うために， 白米粉を精製水に懸、 濁

し， 1 分-間超音波処理し た後， 5.000 x g で 1 0 分間遠
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心分離し ， 上清を除去し た . こ の操作を 2 回繰返した.

こ の処理に よ っ て微細な澱粉粒子を得る こ と が できた.

遠心分離残j査を Walpole の 緩 衝 液( O. 2 M 酢酸ナト リ

ウム - O. 2 M 塩酸 PH 1.7) に 懸濁し ペ プシ ン を

% (W / v ) に なる よ うに 加え， 2 時間， 3 7 oc で振湿し た.

ペプシ ン 処理後， 5.000 x g で 1 0 分間遠心分離し 上清

を除去し た. 遠心分離残j査に 精製水を加え て よく撹梓し，

5.000 x g で 1 0 分間遠心分離し 上清を除去し た. こ の

操作を 3 回繰返し， 精製澱粉粒を得た.

澱粉粒からの んI.t タ ン パク質の溶出

精製澱粉粒に L a e m m 1 i ( 1  970 の抽出用緩衝液

(0.125 M ト リ ス 一 塩酸， 4% SDS， 8 M 尿素， 20% グ

リセリ ン， 5 % 2- メ ル カ プトエタ ノール ; 凶6 . 8 ) を加

え， 澱粉を糊化し た. こ の澱粉溶液か ら 1/ .� タ ン パク質

を電気溶出し た.

SDS-PAGE に よ る IIx タ ン パク質の精製

さらに精製を進めるため ， S D S - P A G E に よるタン パク

質の分離を行 っ た. 泳動終了後， C B B で染色し， 分子量

6 0 k D a 付近の濃く染色 さ れ る 1 本のバ ン ドを ゲルから

切出した; 切、出した ゲルか ら タン パク質を電気溶出し た
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Po1ished rice f10ur 

Sup Ppt 

Sup Ppt 

Sup Ppt 

Suspended in H20 

Sonicated for 1 min 

Centrifuged at 5.000 x g for 10 min 

一一-- repeated the process 2 times 一一一

Suspended in Wa1po1e bu行er (pH 1. 7) 

Treated by pepsin [ 1% ( w/v ) pepsin 

concentration. 370C. 2hr ] 

Centrifuged at 5.000 x g for 10 min 

Suspended in H20 

Centrifuged at 5.000 x g for 10 min 

一一- repeated the process 3 times 

Disso1ved in Laemm1i' s samp1e buffer 

E1uted by electro e1ution apparatus 

Crude protein 

I/r protein 

Seperated by SDS-PAGE 

Cutted separated profiles 

Eluted by electro elution apparatus 

Dialyzed against H20 

Fig. 4-1. Flow chart for purification of I/r protein in starchy endosperm 
of rice. 
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後， 精製水に 対し て 透析し， 精製 /;I� タ ン パク質を得た.

2. 結 果

澱粉粒から分離し た タ ン パク質

ペプシ ン処理し た澱粉粒に Laemmli ( 1970) の抽出用

緩衝液を加え て糊化し た澱粉溶液の SDS-PAGE では， 分

子量 57 k 0 a のポリペプチドより僅かに 分子量の大きい

ポリペプチドと分子量 1 3 k 0 a に 相当す る ポリペプチド

が検出され， それ以外の ポリペプチ ド は検出されなか っ

た (Fig. 4-2). 

SDS-PAGE で精製し た 1/ f タ ン パク質

精製タ ン パク質は， SDS-PAGE の結果 l 本のポリペプ

チドとし て検出され た (Fig. 4-2) . 精製タ ン パク質の

溶液の一部をと っ て 凍結乾燥し， ア セト ン ー ト リエチ ル

アミ ン ー酢酸 一水(85:5:5:5)混液で S 0 S 除去お よび

脱色を行 っ た. これを再度凍結乾燥し， タ ン パク質を計

量し た . 本実験操作に よ っ て ， 白米粉砕試料 1 kgから

1 0 mgの精製タ ン パク質が得られた.

分子量の推定

分子量マーカーを用い て， 精製 1/ x タ ン パク 質 の 分子
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22-23 

13 -

10 -
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Fig. 4-2. SDS-PAGE profiles of proteins present in samples 

obtained from each purification step. 

Detailed steps for purification were described 

in the text. Lane 1. total proteins in po1ished 

rice f10ur ; Lane 2. proteins e1ectro-e1uted from 

the purified starch granules after digesting 

by pepsin ; Lane 3. purified Ilr protein. 
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量を推定し た (Fig. 4-3) マー カ ー タ ン パク質の分子

量の対数値を縦軸に， また ゲ ル上の相対移動度を横軸に

とり， 同時に 泳動し た精製 J/ t タ ン パク質の相対移動度

から分子量を求めた. 今回精製し た んf .t タ ン パク質の分

子量は 6 0 k 0 a である こ と が確認され た.

以上の精製手順に より， ペプシ ン 処理を行 っ た澱粉粒

から抗体調製に 十分な量の精製 1/ .� タ ン パク質を得る こ

とが できた.

第2節 ウエ スタ ン プロ ッ ティ ン グ法に よる んf .t タン パ

ク質の検出

�l� タ ン パク質を特異的に検出するために は. I/J タ ン

パク質に 対する抗体を調製し， 免疫反応を利用し た実験

系を確立する必要がある. し かし. J/.� タ ン パク質がゲ

ル中に留ま っ てい る限り， 抗体の結合は容易ではない.

一方， タ ン パク質はニト ロ セル ロ ー ス膜の表面に静電気

的な結合で吸着するの で， 抗体の吸着が容易となり， 測

定対象 の タ ン パク質の 高感度の検出 が 可能 と なる.

Towbin et aメ. ( 1979) は， ゲル内の タ ン パ ク質をニト
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4.4・-
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• 1 

長噌ー

3・

5 

0.2 0.4 0.6 0.8 1 .0 

Relative Mobility 

Fig. 4-3. Estimation of molecular weight of 的. protein 

by SDS-PAGE. 

I/r protein obtained by the purification method 

as shown in Fig. 4-4 and marker proteins were 

subjected to SDS-PAGE. 

Marker proteins ; 1. Phosphorylぉe . 

2. Bovin serum albumin ; 3. Ovalbumin 

4. Carbonic anhydrase ; 5. Soybean tripsin 

inhibitor. 

Closed square indicates purified Ilr protein. 
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ロ セル ロ ー ス膜上に 電気泳動的に 短時間で効率良く移行

する こ とに 成功し てい る

以上の手法は . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法と呼ばれ，

測定対象の タ ン パク質を定性的に 検出する手法とし て利

用され てい る

ウエ ス タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法に よる 配I タ ン パク質の

定量は困難であ るが， 嬬性品種の ア ミ ロ ー スの存在の有

無は肉眼で確認でき る. また， 酵素結合免疫吸着測定法

に よ っ て ん， .t タ ン パク質を定量する に は， 調製し た抗体

の ん'y タ ン パク質に 対する力価を把握し て おく必要があ

る.

本節では， 前節で精製し た ん'..\ タ ン パク質に 対する抗

体を調製し， 見かけの ア ミ ロ ー ス含有率の異なる嬬性お

よび横性品種を用い て， ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法に

よる レ.r タ ン パク質の検出を試みた.

1 . 材料および方法

供試試料

�' .. \ タ ン パク質の検出に は ， 第 3章で供試し た多数の

品種の中'から選ん だ見かけの ア ミ ロ ー ス含有率の異なる
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嬬性および慢性の 75 品種と 「金南風J 由来の amylose

extender 変異 2 系統， 橋↑生変異 i 系統 お よ び 原品種

「金南風」 を供試し た.

抗血清の作成

精製し た んI t タ ン パク質を抗原と し て. 家兎に 免疫し .

抗血清を作成し た. すなわ ち， 精製 1/ .t タ ン パク質 o . 5 

mg を含む o . 5 mQ， の 20 m M り ん 酸緩衝液 PH 7.0) に

等量の D i f C 0 社製 フ ロ イ ン ト完全ア ジ ュ バ ン トを混ぜ，

家兎(ニ ュ ー ジー ラ ン ド ホ ワ イ卜) に 2 週間間隔で 3

回筋肉注射 し ， 最後 の筋肉注 射か ら 1 週間後に総量

o . 2 mg の 1/ � タ ン パ ク 質 を 含む 1 . 0 mQの 20 m M りん

酸緩衝液(凶7 . 0 ) を， 耳下に 静脈注射し た. 静脈注射

1 週間後に採血を行い， 抗血清を得た. なお， 標準血清

とし て は注射前に 採血し た ものを用い， 得られた抗血清

は - 4 OoC で保存し た.

y ー グロ プリ ン ( 1 g G ) の精製

γ ー グ ロ プリ ン ( 1 g G ) の精製は， Clark and Adams 

197 7) の方法に 従 っ て 行 っ た. まず， 抗血清 2 n&に

精製水 1 8 n& ‘を加え， さ らに 20 I叫 の飽和硫酸 ア ン モ ー
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ウム を加え て塩析し， 3 0 . 0 0 0 x g ， 4 oc で 1 0 分間遠心

分離を行 っ た後， 残j査を集め， 1 / 2 濃 度 の りん酸緩 衝 生

理食塩水 ( P B S )中に 再懸濁し た 1 / 2 濃 度 の P B S に 対

し て， 一夜透析を行 っ た後， Aquacide (Ca1biochem 社)

で 2 . 5 n�まで濃縮し PD-l0 (Pharmacia 社) で脱塩し

た. 脱塩し た試料を DE52 (Whatman 社)の カ ラ ム( 1 . 6 x 

5 cm ) に 通し， 1 / 2 濃度の P B S で溶出し た. 溶 出 部分

を 2 叫画分で回収し， ベ ッ ク マ ン o U - 7 分光光度計を

用い て， 各画分の A 278/ A 250を測定し た 2 . 5 以 上 の

値を示す画分を回収混合し た後， A 2 8 0を測定し， A 2 8 0 

1 . 4 を 1.5 mg IgG/，叫 とし て， 含まれ る 1 g G を定

量した. 精製し た 1 g G は， - 4 0 oc で冷凍保存し た.

SDS-PAGE 

SDS-PAGE は Laemmli (1970) の不連続緩衝液系を用

い て行 っ た. 分離ゲル のサイ ズは， 90 x 60 x 1 mmに，

また ア クリル ア ミドの濃度は 14% に それぞれ設定し た.

泳動用試料は， 玄米 l 粒に Laemmli ( 1970) の 抽 出用

緩衝液(0.125 M ト リ ス 一 塩酸， 4% SDS， 8 M 尿素，

20 % グ リ セ リ ン ， 5 % 2ー メル カ プトエタ ノール ; 凶

6 . 8 )を加え て ， 乳鉢 で磨砕し ， 5.000 x g で 10 分間
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遠心分離し た 上清を用い た. 電気泳動は 1 2 0 V 定電圧 で

行 っ た.

ウエ スタ ン ブ ロ ッ ティン グ法

ウエ ス タ ン プ ロ ッ テ イン グj去は， Towbin et a/. ( 1979) 

の方法に従 っ て行い， 手順は F i g. 4 - 4 に 示し た. まず

試料を SDS-PAGE で泳動 ・ 分離さ せた後， 分離 ゲルをニ

ト ロ セ ル ロ ス膜(Bio-rad， 0.45μ m ) と重ね， 平板芥IJ

転写装置 (日本エ イドー， NA-1512型) を用い て 1 5 0 m A 

定電流で 30 分間泳動転写し た. 次に， ニト ロ セル ロ

ス膜を 6% の ス キ ム ミル ク (雪印乳業社) を含む TBST

ト リ ス 3 . 0 3 g， 塩化ナ ト リ ウ ム 4.5 g， Tw e en 2 0  

o . 2 5 mQを精製水に 溶かし， 塩酸で 凶8 . 0に 調整し た後，

5 0 0 1叫に定容)中で 5 分 間振還し た後， T B S T 中で 5

分間振還する洗浄操作を 3 回行 っ た. 洗浄後一次抗体

溶液(抗 1/ � タ ン パク質 IgG/ TBST 希釈溶液)中で 30 

分間振渥し， TBST 中で 5 分間の振還洗浄操作を 3 回

行 っ た. さ らに， ペル オ キ シ ダー ゼ標識抗 ウ サ ギ ・ ヤ

ギ IgG (TAGO 社， No. 6430) の TBST 希釈二次抗体溶

液 中で30 分間振歯し た後， TBST に よる 5 分間の振湿

洗浄操作-を 三 回行 っ た. 最後 に 基質溶液 (ジ ア ミ ノ べ
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SDS-PAGE (14% po1yacry1amide gel) 

E1ectro-b1otting (150 mA : 30 min) 

B10cking (6% skim milk - TBST : 5 min) 

W筒hing (TBST 5 min x 3 times) 

Treating with first antibody (anti-的protein， x 4，000 

dilution 30 min) 

Washing (TBST 5 min x 3 times) 

Treating with second antibody (Peroxidase-conjugated anti-rabit 

IgG goat， x 2，000 dilution 

: 30 min) 

Wぉhing (TBST 5 min x 3 times) 

Coloring (diaminobenzidine) 

Wぉhing

Drying 

Fig. 4-4. Flow chart for detecting I/r protein by immuno-blotting. 

All procedures were done at room temperature. 
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ン チ ジ ン 5 mg， 30% 過酸化水素水 1 6μ Q / 5 0 m M ト リ

ス 一 塩酸緩衝 液 1 0 叫 PH 7.2) を添加し， 発色 させた.

発色を確認し た後， 直ちに 精製水 で洗浄し て反応を停止

させ， 自然乾燥後保存し た. 転写後の タ ン パク質の染色

は， CBB-R250 に よ っ て行 っ た.

ア ミ ロ ー ス含有率の測定

ア ミ ロ ー ス含有率は， 第2章第 2節の λ 附法に よ っ て

測定し た

2. 結 果

1 ) 調製し た IgG の反応性

ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法に より 1/ .� タ ン パク質に

対する ウサギ 1 g G の反応性を検討し た 1/ � タ ン パク質

の精製に 供試し た 「 金 南 風 」 の 白 米粉 砕 試 料 から，

L a e m m 1 i ( 1 9 70) の抽出緩衝液で抽出し た粗 タ ン パク画

分を SDS-PAGE で分離し， ニト ロ セル ロ ー ス膜に転写し

た (Fig.4-5) . レーン 1 (Lan e 1)は ， C B B - R 2 5 0 で タ

ン パク染色し た もので， レ ー ン 2 は酵素免疫染色し た

も の で あ る . 一次抗 体を 4 • 000 倍希釈， 二次抗体を

2 . 000 倍希釈に それぞれ設定し た 場合に， 最も良好な検
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Mol. w七.

( k D a ) 

勺ーにJ

37-39 

22-23 

ミJ1ム

1 2 

Fig. 4-5. Western-blotting of rice proteins. 

Proteins were seperated by SDS-PAGE and then 

b10tted into the ce11ulose nitrate membrane. 

Lane 1: the membrane stained with amido b1ack 10B. 

Lane 2; the membrane treated wi th rabbi t anti -Ilr 

protein IgG. 
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出感度が得られた. レ ー ン 2 では. 分子 6 0 k 0 a に

相当する 単一のバ ン ド が検 出さ れた こ の こ と か ら， メ与、
つ

回作成し た ウサギ I g G が特異的に ん.� タ ン パ ク 質 に 反

応する こ とが確認された. なお， 免疫前に採血し て得 ら

れた標準血清で は， バ ン ド は検出さ れなか っ た.

( 2 ) 供試品種および系統からの IIx タ ン パク質の検出

供試品種に つい て， ウエ ス タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法に よ

っ て かt タ ン パク質を検 出し ， その結果を Table 4 -l 

に 示し た. 嬬性品種に は， 見か けの ア ミ ロ ー ス含有率が

o '"'-' 7 . 8 % のものを供試し た が， い ず れの品種も 1/ .t タ ン

パク質は， 全く検出されなか っ た. こ の こ と は， 供試し

た嬬性品種で は， ア ミ ロ ー スが生合成さ れ てい ない こ と

を示し てい る .

慢性品種は， い ず れも l 本の バ ン ド が検 出で き た .

また， 品種間で染色程度に 差異が認め ら れ， 「金南風」

と同程度に染色さ れた 1 本の バ ン ド が検 出 さ れた もの

w x - M 型) と， 「金南風」 より は る か に 濃く染色 さ れ

た 1 本のバ ン ドが検出さ れた も の ( w x - H 型) と， 染色

濃度の異なる 2 群に 分類する こ と ができ た.

Wx-M 型品種群の見か け の ア ミ ロ ー ス含有率は 1 1 . 0 "'-' 
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Origin. relative amount of I/r protein. apparent amylose content anct 
the λ附of iodine complexes in starchy endosperm of rice varieties. 

Table 4-1. 

λ附 (nm)
Apparent訓ylose

content (% ) �) 

Amount of 

I/r protein 1) 
Origin Variety 

Japan 
Japan 

Japan 

Japan 

Japan 

North China 

South China 

South Korea 

South Korea 

Japan 

Japan 

North China 

South Korea 

South Korea 

South China 

South Korea 

South Korea 

North China 

South Korea 

Japan 

South Korea 

Japan 

South Korea 

Japan 

North China 

Japan 

Japan 

Japan 

523.7 

523.7 

524.9 

526.2 

529.2 

529.2 

530.5 

530.5 

530.7 

531. 0 

531. 4 

531. 6 

531. 6 

531. 6 

531. 8 

532.3 

532.3 

532.9 

533.5 

533.6 

533.6 

534.4 

535.9 

536.8 

537.2 

537.6 

539.3 

539.3 

nu

nu

nu

nAU

duτ

A性

Ti

--

44

Aq

pO

つl

ワI

ワl

oo

ti

--

Aq

勺1

00

00

qノu

nU

「ひ

っl

n3

nO

QO

nHu

nHu

nHu

nHu

qノ臼

円ノ』

円〈d

qぺu

qぺU

丹、U

司、u

qぺU

円〈リ

丹、u

丹、U

A斗&

4凡T

a凡可

必UA

凋斗A

a凡T

phiu

phU

FhU

にU

FhU

可tf

円tt

G1utinous 

LO 942 

LO 1137 

LO 1244 

LO 1164 

LO 187 

HO 861 

HO 812 

HO 885 

HO 869 

LO 1050 

LO 96 

HO 1268 

HO 878 

HO 829 

HO 639 

HO 831 

HO 888 

HO 1292 

HO 827 

LO 575 

HO 952 

LO 491 

HO 875 

LO 639 

HO 125 2 

LO 516 

LO 110 

LO 551 

545.2 

545.6 

546.5 

547.1 

547.1 

547.3 

547.5 

547.5 

547.9 

548.1 

548.2 

548.8 

549.2 

549.7 

nu

q乙

7E

nu

nu

--

つム

内/M

A1

「円u

po

n『υ

1ム

aq

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

•

 

1i

11

1i

qL

nL

つ』

?u

qL

n乙

qL

qL

qL

円。

qd

'tム

唱ti

'Ei

--

'Ei

'Ei

1i

'tL

-ai

Ti

唱Ei

''A

1i

''i

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
 

Non-g1utinous 

HO 376 North Korea 

HO 1348 South Korea 

LO 1299 Japan 

LO 97 Japan 

LO 1302 Japan 

LO 155 Japan 

HO 1324 South Korea 

HO 1351 South Korea 

LO 1291 Japan 

HO 38 0 North Korea 

HO 383 North Korea 

HO 1273 North China 

HO 1347 South Korea 

LO 125 Japan 

(to be continued ) 
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Tab1e 4-1. (continued) 

Variety λmax (nm l 

LO 226 
LO 138 
LO 577 
LO 1147 
LO 216 
LO 329 
LO 502 
LO 34 
LO 637 
LO 947 
LO 839 
LO 331 
LO 344 
HO 1346 
LO 906 
HO 1251 
LO 65 
LO 281 
LO 143 
HO 1341 
HO 1356 
LO 1142 
HO 1250 
LO 306 
HO 422 
HO 1378 
HO 508 
HO 414 
HO 415 
HO 1150 
HO 1144 
HO 1262 
HO 1109 

Origin 

Japan 

Jap加

Japan 
Japan 

Japan 

Japan 

Japan 

Japan 

Japan 

Japan 

Japan 

Japan 

Japan 

South Korea 

Japan 

North China 

Japan 

Japan 

Japan 

South Korea 

South Korea 

Japan 

North China 

Japan 

South China 

South Korea 

Taiwan 

North China 

South China 

South China 

South China 

North China 

South China 

Endosperm mutant 
EM 21 wx mutant 

EM 72 ae mutant 

EM 129 aθmutant 

Amount of Apparent訓y10se
1/1; protein 1) content (%) 2) 

rD

「O

F0

3i

qL

q乙

円ノ臼

no

nδ

っl

nコ

qJ

つi

nAU

nu

qJ

phd

?u

dq

』uz

nhu

hhU

74

Qu

qJ

qJ

刈uτ

Fhd

Fhd

Fhd

Fhd

「D

nコ

円、u

qtu

q《iU

4川可

a川1

4斗z

d斗A

phd

nhU

司tt

司It

nAU

nku

nAU

門司u

n同d

nu.u

nHu

nHu

nHU

nHu

nHu

nHu

nHu

n同d

n刈u

n斗υ

円可u

n叫u

n同d

nud

nHd

nud

1A

1i

11

1i

1i

II

I-

1I

1i

1i

1i

11

1i

11

1ム

1i

1i

n/】

つム

つム

つ乙

内/M

内/臼

qL

q乙

つ乙

つ山

内ノu

qノu

n/臼

内乙

円ノ臼

qL

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
 

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

 

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
 

549.9 
550. 1 
550. 1 
551. 1 
551. 2 
551. 2 
551. 2 
554.2 
556. 1 
557.8 
558. 1 
558.9 
559.6 
559.8 
560.2 
560.7 
561. 1 
562.4 
562.8 
562.8 
563.2 
563.2 
563.4 
563.7 
579.4 
579.4 
579.6 
579.8 
579.8 
579.8 
579.9 
579.9 
580.6 

+ 

+ 

0.0 
18.3 
20.4 

523.4 
558.9 
562.8 

Kinmaze (Origina1 cu1tivarl + 18.3 558.9 

1 ) 的. protein was assayed by the w estern-blotting method. 
ー : not stained. + : stained as well as ' Kinmaze' t ++ : strongly stained 

2) Apparent amylose content was estimated from the λ(llêÐ( value. 

phu
 

no
 



20. 9 % の範囲内に あ っ た . こ れに 対し w x - H 型品種群

の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率は， 29%程度のものと朝鮮

半島南部と 中 国 北 部 の 品 種 に み ら れる 18.8"-' 20.7% 

の 2 群に 分類された.

「 金 南風J に 由来する amylose extender 変異 2 系

統か ら は， い ずれも 「金南風」 と同程度の濃さの バ ン ド

が検出された 従 っ て， amylose extender 変異 2 系統

は 「金南風」 と同じ Wx - M 型品 種 群 に 属するものと 推察

された

以上のよ うに， ウエ ス タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法に より，

1/ .k タ ン パ ク 質 を 襖 性 品種 か ら 一 本 の パ ン ドと し て 特異

的に 検出し， バ ン ドが全く検出されない嬬性品種と半IJ月IJ

する こ とが で き た. また， 慢性品種は， 検出された パ ン

ドの濃淡に 基 づい て， 薄く染色される Wx-M 型品種群と

濃く染色される Wx-H 型品種群に 分類する ことを可能に

し た.
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第3節 酵素結合免疫吸着測定に よ る Vx タ ン パク質の

定量

第2節でも明らかな よ うに， ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン

グ法では 1/ .t タ ン パク質の有無は明瞭に 区別でき るが，

検出し た バ ン ド の濃淡から 1/ .t タ ン パク質含量を推定す

る こと は 困難であ る. 従 っ て， 品種中の 1/ � タ ン パク質

含量の変異を調査する た めに は， ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ

ン グj去に 代わ る定量法が必要である.

酵素結合免疫吸着測定(Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay ELISA) は ， 測定対象を特異的か つ高感度で定量

できる こ とから， タ ン パク質を は じ めと し て ウ イ ル ス や

食品中の微量成分の定量に広く利用され てい る Voller 

θf a / . 1979) . 

本節では， E L 1 S A に よ る I/.r タ ン パク質の定量j去を確

立し， ウエ ス タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法に よ っ て バン ドが検

出された慢性品種の見かけのア ミ ロ ー ス含有率と νx タ

ン パク質含量の関係に つい て検討し た.
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1 . 材料および方法

供試試料

第2節 で 1/ .t タ ン パク質が検出された慢性 4 7 品種と

「金南風j 由来の a m y 1 0 S e e x t e n d e r 変異体 2 系統，

嬬性変異体 l 系統およ び原品種「金南風」 を供試した.

日tJ-E周回!てっ従法方の門叶υ司，tn同d，r''
 

巧d，rt
 

ρL
 

r
 

ρU
 

1i
 

sai
 

nu
 

HV
 

法接

は

ロ「』:
 

口ド1

Aハ円\U

AA

Ti

 

ed

-L
 

Ti

cL

 

IL
 

FE
 

接法で行い， 手順を Fig. 4-6 に 示した まず， 抗原を

被覆用緩衝液 (炭酸ナト リウ ム 1 . 5 9 g， 炭酸水素ナト

リウ ム 2 . 9 3 g を精製水で 1 0 0 mQ に 定容. pH 9. 6 ) に

よ っ て希釈し， こ れをイ ム ノ プレ ート ( N u n c社， 9 6 穴，

N 0 . 4 - 4 2 404 ) の各穴に o . 1 mQ ずつ分注し， 4 oc 一夜静

置し 抗原を吸着さ せた . 次に ， 穴の液を除去し ， P B S T 

リ ン 酸二水素カ リウ ム o . 2 g， 塩化ナト リウ ム 8 . 0 g， 

塩化カ リウ ム 0.2 g， Tween20 0.5 r叫 を精製水に 溶し，

1 ， 0 0 0 叫に定容 PH 7. 4 ) で 3 分間静置す る 洗浄操作

を 4 回行 っ た後， 1% BSA-PBST を各穴に 十分満たし，

室温で 1 時間静置後， ブ ロ ッ キ ン グ操作を行 っ た. ブ

ロ ッ キング操、作終了後 BSA 溶液を除去し， P B S Tで 3 分
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間静置する洗浄操作を 4 回繰返し， 一次抗体溶液 (抗

1/ ，t タ ン パク質 1 g G � P B S T希釈溶液) を各穴に o . 1叫 ず

つ分注し， 室温で 2 時間静置し た. 一次抗体溶液を除

去し， PRST で 3 分間静置の 洗浄操作を 4 回行い， ア

ル カ リホ ス フ ァ ター ゼ標識抗ウサギ ・ ヤギ IgG ( TAGO社，

o . 6 5 3 0 ) の PBST 希釈二次抗体溶液を各穴に o . 1 I叫ず

つ分注し， 室温で 2 時間静置し た . 酵素反応は二次抗

体溶液を除去し， P B S T で3 分間静置する洗浄操作を 4

回繰返し た後， 1. 0 mg�mQ 濃度の pー ニト ロ フ ェ ニル リ

ン 酸二ナ ト リウ ム を含む 1 0 % ジエ タ ノール ア ミ ン 緩衝

液(ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン 1 0 0 mQ . ア ジ化ナト リウ ム

o . 2 g， 塩化マグネシ ウ ム ・ 6水和物 1 0 0 mgを 精製水に

溶し， 塩酸で PH 9. 8 に 調製し た後， 1. 0 0 0  mQ に 定容)

を各穴に O. 1 r叫ず つ分注し 室温で 1，-.__， 2 時間反応させ

た. 発色を確認し た後， 3 M 水酸化ナト リウ ム を各穴に

o . 0 5 mQ ずつ分注し て反応を停止さ せ， 各穴の 405 nm 

に おける吸光度をイ ム ノ リー ダー イ ン ター メ ッ ド， NJ 

- 2 000 ) で測定し た. なお， PBST に よ る洗浄はすべて イ

ム ノ ウオ ッ シ ャー (イ ン ター メ ッ ド， NK- 300) に よる自

動洗浄で行 っ.た.
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Coating (diluted antigen 0.1 mQ/well : 40 C overnight) 

Wぉhing (PBST : 3 min x 4 times) 

Blocking (1% BSA-PBST : 0.1 mQ/well : room temperature : 1 hr) 

Washing (PBST : 3 min x 4 times) 

Adding of first antibody (anti一的 protein， x 3，000 dilution 

O. 1 叫/well: room temperature， 2 hr) 

Washing (PBST : 3 min x 4 times) 

Adding of second antibody (Alkaline phosphatase-conjugated 

anti-rabbit IgG goat IgG. x 2.000 

dilution : 0.1 [J叫/well : 2 hr) 

Washing (PBST : 3 min x 4 times) 

Coloring (p-nitrophenyl phosphate : 0.1 [J叫/well : 1"'-'2 hr) 

Stopping (3 M NaOH : 0.05 mQ/well) 

Measuring (Absorbance at 405 nm) 

Fig. 4-6. Indirect-ELISA method used for �� protein assay. All procedures 

were done at room temperature except for coating. 
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2. 結 果

( 1 )抗原の濃度と E L 1 S A 値と の関係

E L 1 S A に よ っ て抗原を定量する に は， 抗原の 絶 対 量 と

酵素の反応量が比例する こ と を確認し た うえ で， 同じ 匁

件 で測定を行 う必要がある. そ こ で精製 1/ � タ ン パク質

を抗原と し て ， 抗 原の濃度と E L 1 S A に よ っ て最終的に

測定され る 405 n m に おけ る吸光度と の関係を検討し た

(Fig. 4-7) . 一次抗体 の希釈 を 3 . 000 倍， 二次抗体

の希釈を 2 . 0 0 0 倍に それ ぞれ設定し た 場合に 最良の検

出感度が得られた. 抗原の濃度と 4 0 5 n m に おけ る吸光

度と の関係は ， 抗原の濃度が 0""'-' 300 ng/ mQ の範囲で

一次回帰式 Y 0.1704 + O. 0053X (Y : 405 nm に おけ

る吸光度， X : 抗原濃度) に よく適合し た. 両者の聞に

高い 正の相関関係 (r = 0.992) が認め られ た こ と から，

本条件に よる ELISA 間接法に よ る抗原の定量性が確認

された.

( 2 )供試品種および系統の IIx タ ン パク質含量と見か

けの ア ミ ロー ス含有率の関係

E L 1 S A の抗原坑体反応および酵素反応は， 保温時間に
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影響を受け， 同じ検体でも各回の吸光度の測定値は異な

る. 従 っ て， プレ ート毎に 対照を おく こ と が必要であ る.

そ こ で， ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法に より 1/ .\' タ ン パ

ク質が検出され なか っ た嬬性変異体の E M 2 1 の反応量

を o ， 慢性品種 「金南風J の反応量を ! とし て ， そ の

相対比か ら んI t タ ン パク質含量を算出し た.

まず， 品種全体に つい て んI.\' タ ン パク質含量と見かけ

の ア ミ ロ ー ス含有率と の関係をみた が， 両者の聞の相関

は 低 か っ た. 次に， 第2節で ウエ ス タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ

法の染色程度で分類し た Wx-H 型品種群と w x - M 型品種

群に 分け， 1/ .\' タ ン パク質含量と見かけの ア ミ ロ ー ス含

有率と の関係を調査し た (Fig. 4-8) . ウエ ス タ ン プ ロ

ッ テ ィ ン グで濃く染色された Wx-H 型の 1 4 品種では，

見かけの ア ミ ロ ー ス含有率の高い 品種ほど んl.\' タ ン パク

質含量が多く 一次回帰式 Y = 8.79 + 1.82 X(Y 見

かけの ア ミ ロ ー ス含有率. X :  I/..\' タ ン パク質含量. r = 

o . 8 6， 1 �水準で有意) に よく適合し た . しかし， Wx

H 型品種群の 1/ ..\' タ ン パク質の含量の変異幅は， 比較品

種と し て示した 「金南風」 の約 5 "'-' 1 2 倍の 広 い 範囲

内に ありi 見‘かけの ア ミ ロ ー ス含有率が 2 9 �程度の高

93 -



amylose 9xtender 
A 

Kinmau 

• 

Wx四M
口

Wx-H 
O 

UVAハ内川''』

。

nMU

 

r

0

・

ゑ〉

+

hw，
J

刊

，

内unu

o

'

=

 

，，

MVIE

 
，

O
 

JJ
ψ

 

〆
O

F「
/

-ゐ1+キ
ハhU内U門unHHV

 

=

 

v'E『・
。

。
Y=9. 35+8. 23X 

企孟T+A甲
守，ta内unv《川川u'

-一，EE・

30 

25 

20 

1 5 

1 0 

(
渓)

ー・_，
c= 

CD 

H・・4

c= 

《コ

ζ::> 

ω
ω
o
一
E
E
伺

-・・4

広三

CD 

‘ー
c'o 

� 

c.. 

c::x:: 

ι￡コ
，よ』

1 4 1 2 1 0 

o f Wx 阿川川内HMSAマa1・《HUM-'E'E

 

RHH・』-lLH川川HHU

 

《Hvm川内MM内HVuu'

 

'ムvlt‘内MM内HMnMM

 
The relationship between relative訓ount of的. protein and apparent Fig. 4-8. 

Wx-H and Wx-M. amylose content. Varieties were classified into two groups， 

料: Significant at the 1% level. 



い集団と18.8-----20.7% の低い集団に 分け られ る可能性が

考え られ た. これ に 対し， ウエ ス タ ン プロ ッ テ ィ ン グ法

で薄く 染色 さ れた w x - M 型の 33 品種は， w x - H 型品種

群と異な る 一次回帰式 Y = 9.35 +8.23 X (Y 見 か け

の ア ミ ロ ー ス含有率， X : I/.� タ ン パク質， r = 0.87， 

% 水 準 で 有 意) に よ く 適 合 し た. また， amylose 

extender 変異 2 系統の I/x タ ン パク質含量は， 原品種

の 「金南風J と ほぼ同程度であ っ た ( F i g 

amylose extender 変異の ヨ ウ素複合体の λ mは， 原品

種の 「金南風」 と同程度で見かけの ア ミ ロ ー ス含有率に

差がない こ と も併せ て 考慮すると， amylose extender 

変異系統の ア ミ ロ ー スの生成量は， 原品種「金南風J と

差がない と考えられ る.

以上 ， 本節 では E L 1 S A 間接法に よ る んI � タ ン パク質

の定量法を確立し， 慢性品種の見かけの ア ミ ロ ー ス含有

率との関係を調査し た. その結果， ウエ スタ ン プロ ッ テ

ィ ン グ法のバ ン ドの濃淡で分類され た w x - H 型品種群と

Wx-M 型品種群のそれぞれに つい て ， 1/ x タ ン パク質含量

と見かけの ア ミ ロ ス含有率と の間に 直線的な比例関係

が 認 め ら れ ， I/x タ ン パク質含量か ら見かけの ア ミ ロ ー

Fhd
 

n司U



ス含有率を推定する こ とができる こ と を明らかに し た.

第4節 考 察

本章で は， イネ怪乳中に含まれ る んI.\' タ ン パク質含

と見かけ の ア ミ ロ ー ス含有率との関係を明確に する こ と

を目的に， 1/ .\' タ ン パク質を免疫化学的手法 に よ っ て特

異的に 定量する方法の開発を試みた.

最初に， ペプシ ン処理に よる澱粉粒の表面タ ン パク質

の除去を試みた Fig. 4-1). ペ プ シ ン 処 理の 結 果 ，

Fig. 4-2 の SDS-PAGE 像に 示し た よ うに， 処 理 し た 澱

粉試料からは， 分子量 6 0 k 0 a に 相当するポリペプチド

の他に， 分子量 1 3 k 0 a のポリペプチドが得られた. 両

ポリ ペプチ ド の移動度の差が大き い こ と から ， 分 子量

6 0 k 0 a の 1/ .\' タン パク質は ， ゲル切出し法に よ っ て容易

に 精製する こ とができた.

と こ ろ で， 分子量 1 3 kDa のポリペプチドは， イネ隆

乳中に存在するタン パク質頼粒i型 ( P B - 1 ) の構成ポ リ

ペプチドで， アル コ ール可溶性のプ ロ ラ ミ ン を主成分と

する と と'が知られ てい る ( Tanaka e t a / . 1980) . ま た
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P B - 1 が ペプシ ン に 対し て難分解性 である こ とも報告さ

れ てい る ( Ogawa θt al. 1987). ペ プシ ン 処理し た澱

粉粒か ら効率的に んI � タ ン パク質を分離す るために は，

分子量 1 3 k D a の ポリペプチドを ア ル コ ル 画 分と し て

除去す る方法を検討す る必要がある ものと 考え る.

本精製手順では， 白米粉砕試料 1 kgか ら 1 0 mg の精

製 1/ .t タ ン パク質が得られた V i 1 1 a r e a 1 a n d j u 1 i a n 0 

1989) は， 白米の澱粉粒に プロ テ アー ゼ処理を施す 守

と に よ っ て， 本実験で 供試し た 「金南風」 と ほぼ同じ見

かけの ア ミ ロ ー ス含有率をも っ品種の脹乳中に 含まれ る

1/ � タ ン パク質の含有率が， 約 O. Ol，..._， 0 . 0 2% である こ と

を報告し てい る. 本精製に 供試し た最初の白米試料の重

量は i 同 である こ とか ら， 約 200 mgの 1/ � タ ン パク質

が含ま れ て い る ものと推定される. 従 っ て， 1/ �' タ ン パ

ク質 の 回収率は ， 約 5 % (10 mg/200 mg) と計算され

る. 本精製手順では， 澱粉粒 を 尿素 に よ っ て糊化す る こ

とに よ っ て， I/x タ ン パク 質を分離し ， 電気溶出に よ っ

てI/x タ ン パク質を 回収し た 1 0 mgとい う精製タ ン パク

質の量は， 抗体を調製するに は充 分 な 量 で あ るが， さ

らに 回収'率を・向上させるために は， 澱粉粒か らの んI � 夕
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ン パク質 の効率的 な分離j去を開発す る こ と が必要と 考え

ら れる. そ の解決方法とし て， 尿素以外 の澱粉糊化剤j の

採用や澱粉 の熱処理 など が考え ら れる.

一方， ペプシ ン処理で 1/ 
.t タ ン パク質が消化されずに

残 っ た こ と は， 1/ � タ ン パク質 の脹乳組織中 の存在形態、

を知る うえ で重要 な示唆を与え るも のと 考え る. こ れ ま

で， イネで は， 1/ � タ ン パ ク 質 に 対応 す る 頼粒 性酵素

NDPG-glucosyl transferase の可溶化に 成功し てい ない

こと から (Tanaka and Akazawa 1971)， I/� タ ン パク質

は， 澱粉粒に 強固に結合し た形で存在すると 考え られて

きた (Sano 1984) . し かし ながら ， 本実験 で は ， ぺプ

シ ン処理を施し た 澱粉から は最終的に 多く の精製 1/ � タ

ン パク質が得られた. こ の こ と は， I/x タ ン パ ク質が，

極めて難溶解性 のタ ン パク質である のか， もし く は プ ロ

テ アー ゼが作用し に くい 内在性 の膜タ ン パク質である こ

とを示 し て い る V i 1 1 a r e a 1 a n d J u 1 i a n 0 ( 198 6 )も類

似 の結果を得てい る. 今後澱粉 の生合成経路を解明する

た めに， 脹乳組織内で の 1/ r タ ン パク質 の存在形態、 を明

らかに する ご と は重要である こ とか ら， 免疫電顕 など の

手法を用い て‘ 1/ r タ ン パク質 の局在性を早急に 明らかに
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する こ とが必要と考え る.

前章で， 見かけの ア ミ ロ ー ス含有率に 関し て幅広い変

異がみられ た嬬性品種(Table 3- 1 ) に つい ては， んI.\' タ

ン パク質は全く検出されず， 1/ .\' タ ン パ ク 質が検出され

た慢性品種と明確に区別された ( T a b 1 e 4 - 1 ) 守 の 守

とは， 供試し た嬬性品種では ア ミ ロ ー スの生合成が行わ

れ てい ない こ とを強く示唆するものであ る. これ ら の変

異が ア ミ ロ ペクチ ン の鎖長変化など ア ミ ロ ペクチ ン の何

らかの構造変化に起因する可能性も十分考え られる

守 の よ うに ウエ ス タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法では ， 1/ ，� タ

ン パク質を特異的に検出でき， し かも免疫反応を肉眼で

簡易に 判定できる ことから， 今後澱粉の嬬性と慢性を半IJ

別する うえ で有用な手法となるものと考え られる.

一方， *-更性品種は， ウエスタ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法に よ

っ て検出される バン ドの濃淡から， 濃く染色される Wx 

- H 型品種群と薄く染色される Wx-M 型品種群の 2 群に

分類できた Table 4-1). ELISA 間接法 に よ っ て 慢性

品種の IIx タ ン パク質を定量し た結果， W x - H 型品種群

に 属する品種の 1/ ..r タン パク質含量は， Wx-M 型 品 種 群

に 属する-品種.のそれに比べて， 5，.._， 1 0 倍とはるかに 多か
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っ た (Fig. 4-8). S a n o  (1 9 84) は ， イネの ν k  座に

1/ r タ ン パク質の生成量を異にする複対立遺 伝 子が存在

する こ とを明らかに し. ft.' ，t タ ン パ ク質 含 量の多い印度

型品種の ft.' X'.i 遺伝子が. I/..\' タ ン パク質含量の少ない 日

本型品種の IIrb 遺伝子に比べ， 佐乳澱粉中の 見か けの

ア ミ ロ ー ス含有率を高め る こ とを報告し た. 実験の ウ

エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ法に よ っ て 分類し た W x -H 芥ニヒリ 口ロ口

種群と W x - M 型 品 種 群は， それぞれ Sano ( 1984) が報

告し た 川 座の複対立遺伝子 w'x .i と 1/ r b をそれぞれに

も つ品種群に 対応するも のと考え られる.

と こ ろ で， ft.'，\" タ ン パク質含量と見かけの ア ミ ロ ー ス

含有率との間に は， 直接的な比例関係のある こ とが報告

され てい る Sano et al. 1985a. 植松ら 1 9 9 1) . 本実

験で は. ELISA 間接法に よ っ て定量し た慢性品種の W'..\' 

タ ン パク質含量と見かけの ア ミ ロ ー ス含有率との間に は

直線的な比例関係はみられなか っ た. し かし. W x - H 型

品種群 ( ft.' x.i ) と Wx-M 型品種群 ( I/xb) に 分け る こ とで，

それ ぞれの品種群に つい て， 一次回帰直線を引く こ とが

できた (Fig. 4-8). Villareal and Juliano ( 1989) は，

ft.' x タ ン パク質を SDS-PAGE 分析後， デ ン シ ト メ ー タ
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で染色程度を測定し， 1/ � タ ン パク質含量と見か け の ア

ミ ロ ー ス含有率との聞に �I f占 群と �I r b 群それぞれに 直

線的な比例関係がある こ とを報告し て い る. こ の よ うに

1/ .� タ ン パク質含量と見かけの ア ミ ロ ー ス 含有率と の間

2 つの品種群に 分け て比例関係が み ら れ た こ とは，

ア ミ ロ ー ス生合成を行う頼粒性酵素の活性の強さが， 両

品種群でかなり差があると考えられ る. さ らに， 両品種

群内にも 1/ � タ ン パク質含量に変異がみられた. こ の こ

とは. �/.tタ ン パク質含量の差が νt 遺伝子座の単一の遺

伝子の作用に よ っ て決定されるばかり でなく， 調節遺伝

子の ような様 々 な遺伝子の相互作用 の結果に よる こ とを

示唆するものと考えられ る ( S a n 0 θf a/. 1985b) 

一方. amylose extender 変異系統の い タ ン パ ク質

含量は， 原品種の 「金南風」 と ほ と ん ど 差 が な か っ た

Fig.4-8) . 第2章で. amylose extender 変異系統が

ア ミ ロ ペクチ ン の構造変異体である 可能性が示唆された

が， 本実験の結果は， amylose extender 変異 系 統 では

ア ミ ロ ー スの増加はなく， ヨ ウ素呈色度の増加が， ア ミ

ロ ペクチ ン の構造変化に よる こ とを明示し てい る。

こ のよ，うに，. E L 1 S A 間接法は ウエ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン
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グ法に比べて 1/ .r タ ン パク質の定量が容易で， かなり微

量の試料 で 1/ � タ ン パク質を検出で き る また. イ ム ノ

プレ ート と イ ム ノ リ ダー の併用に よ っ て， 多数の検体

の同時分析が可能と なる. 従 っ て， 今後見かけの ア ミ ロ

ス含有率の変異を調べる うえ で， E L 1 S A 間接法は有効

な手段の i つに なる も のと 考え る.
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第5 章 登熱温度がイネ匪乳澱粉の諸特性に 及ぼす影響

遺伝資源を有効に 活用する ために は， それ らの特性を

正し く評価する必要がある. 形質は 遺伝子と 環境との相

互作用に よ っ て発現する. 従 っ て， 遺伝子と環境の関係

を正確に把握する こ とは， 遺伝資源の評価， 活用に と っ

て最も重要である.

気象や土壌施肥などの栽培条件の違い は， イネ怪乳の

成分や品質に 大きな影響を及ぼす. 特に 出穂後の登熟温

度は脹乳中の澱粉特性と密接な関係がある こ とが指摘さ

れ て い る (木戸 ・ 梁取 19 68， 平ら 1979， Tamaki θf 

a/. 1989a， 1989b など)

本章で は， I/.� タ ン パク質含量の差に よ っ て分類し た

3 品種群を用い ， 制御温度環境下お よび自然環境下での

種子lJf乳澱粉に 関する諸特性の変動に つい て調査し，
-恒，

、ー・

れら品種群の登熟温度に 対する発現の差異に つい て検討

し た.
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第 1 節 登熱温度が澱粉特性に 与え る影響

登熱温度が澱粉特性に 与え る影響を正確に把握するた

めに は， 市IJ御環境下で諸形質の発現を調べる必要があ る.

本節 で は， 1/ r タ ン パク質含量に よ っ て分類し た 3 品

種群に属する数品種を， 人工的に温度を制御し た環境下

で登熟さ せ， 脹乳澱粉の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率， 1/ x 

タ ン パク質含量， 糊化温度， ア ル カ リ崩壊度， 水溶性全

糖含有率の各項目に 関し て， 登熟温度の影響を検討し た.

供試材料

1 . 材料および方法

嬬↑生 3 品種お よ び慢性 3 品種( w x - H 型 : 2 • Wx-M 

型 : 1)計 6 品種を供試し た . 対照と し て ， 綬性品種

「金南風J (Wx-M 型) と 「金南風J 由来の際性突然変異

系統EM 21 ( wx) を用い た (Tab1e 5-1) . 

温度処理

各品種および系統は， 1 988 年に九州大学農学部附属農

場 に お い て栽培し， 出穂直後， 株をポ ッ ト に 移植し， 九

州大学生，物環境調節研究セ ン ター内の特殊 環 境調節実験
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Tab1e 5-1. Materia1s grown at different 

temperatures during ripening. 

Variety Origin Amy10se type 

HO 639 South China none (似)

HO 829 South Korea none (i;lX) 

HO 842 Japan none (州)

HO 508 Taiwan high (Wx-H) 

HO 1144 South China high (Wx-H) 

LO 22 6 Japan medium (Wx-M) 

ー ー ー ー ー ー ー ー ー - - - ー ー ー ー ー ー 『 ー - ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー 『 ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー

EM 21 i;lX mutant none (州)

Kinmaze Origina1 variety medium (Wx-M) 
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室に おい て登熟さ せた. 環境条件は， 自然光下で 2 0 oc， 

2 5 oc お よ び 3 0 OC の 3 段階の温度を設定し， 相対湿度は

70% とし た.

λ maxおよびア ミ ロ ー ス含有率の測定

各温度処理区の完熟種子を収穫し， 第2章第l節の方

法に 準じ て掲精， 粉砕を行い， 白米の粉砕試料を得た.

さ らに， 第2章第2節の方法に準じ て試料を ア ル カ リ糊

化し， ヨ ウ素 - ヨ ウ化カ リ ウ ム溶液を加え た後， 吸収 ス

ペクトルをと り， その λ 闘を測定し た. ア ミ ロ ー ス含有

率は， 第2章第2節に従 っ て λ mか ら算出し た.

IIx タ ン パク質の定量

第4章の方法に準じ て， I/x タ ン パク質を ウ エ ス タ ン

プ ロ ッ テ ィ ン グ法と E L 1 S A 間接法に よ っ て 定量し た.

2 0 OC で登熟し た 綬性の 「金南風」 の反応量を 1 ， 嬬性

の E M 2 1 の反応量を 0 とし， その相対比から各品種の

II� タ ン パク質含量を求めた.

糊化開始温度の測定

糊化開始温度の測定は， 佐藤ら ( 1988) の方法に従 っ

て行 っ た. すなわち， 白米の粉砕試料約 3 mg を石英の

1 cm 角セルに 入れ， 精製水約 3 mQ を加え， 島津製作所
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製電子冷熱式セル温度 コ ン ト ロ ー ラ ー で加熱し た. 糊化

の過程の測定波長は， 最も変化を認め やすい 372 n m を

用い た (貝沼ら 1968) . 測定 は ， 島津製作所製自記分

光光度計 UV-260 を用い て行 っ た. なお糊化開始温度は，

加熱後溶液の白濁化に よ っ て 372 n m の吸収が最高点に

達し た温度とし た

アル カ リ崩壊度の判定

白米を 1 . 7 %水酸化カ リウ ム 溶液 に 浸漬し， 一夜放置

し た後， 肉眼に よ っ て 崩壊 度を 調査し た. 崩壊度は，

Little et al. (1958) の 方法に 準じ て 1 � 7 階級に

分類し た. 階級値が大きい もの ほ ど崩壊し 易い もの であ

る こ とを示し てい る.

水 溶 性 全 糖 の定量

精白米粉 200 mgに 精製水 20 叫を加え て混合し た後，

上清を鴻過 ， 採取し た . こ の操作を 2 回行 っ た後， 抽

出液を 1 0 0 叫 に定容し た. こ の抽出液の一定希釈液を

試料液とし， フ ェ ノール硫酸法 (Dubois et al. 1956) 

を用い て， グル コ ー ス量とし て水溶性全糖を定量し た.

- 107 -



2. 結 果

( 1 ) 縮性品種群に 対する登熟温度の影響

異なる 温度条 件下で登熟し た 嬬性品種の澱粉特性を

T a b 1 e 5 - 2 に 示 し た . HO 639 の λ rnax は t 2 0 oc 区 で

5 2 2 . 4 n m t 2 5 oc区 で 5 2 6 . 7 n m .  3 0 oc区では 533 . 6 n m 

と高温条件下で登熟したもの ほ ど高い値を示し t 2 0 oc区

と 3 0 OC区との λ mの差は 約 1 0 n m で あ っ た E M 2 1 

を含む他の供試品種も H 0 6 3 9 と同様の傾向を示し た.

しかし， 配r タ ン パク質は， 各温度処理区に ついて， 全

品種， 系統とも検出されなか っ た 1/ �タ ン パク質は， ア

\ ロ ー ス合成酵素で あ る こ と か ら (Sano 1984) t 供試

し た嬬性品種では ア ミ ロ ー スは温度条件に 関係なく生合

成されてい ない と推察された. こ の こ と は登熟温度の差

異に よ る脹乳澱粉の λ 脚の変化が， ア ミ ロ ー スの増減で

はなく， ア ミ ロ ペクチ ン の鎖長の変化など ア ミ ロ ペクチ

ン の構造が温度の影響を受ける こ とを示し てい る.

澱粉の糊化特性に つい ては， 全品種， 系統とも高温条

件下で登熟したもの ほど糊化開始温度は高くな っ た. ま

た， アルカリ崩壊性も高温条件下で登熟したものほど崩

壊度の階'級値は小さくなり， 崩壊は難と判定された. 糊
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Tab1e 5-2. Some properties of endosperm starches of g1utinous rice varieties grown at different 

Var iety 

HO 639 

HO 829 

HO 842 

間 21 

temperature during ripening. 

Temperature Apparent λlTßX 

('C) 

20 

25 

30 

20 

25 

30 

20 

25 

30 

20 

25 

30 

a町'10se

content 1) (%) (nm) 

0.0 522.4 

1.1 526.7 

4.8 533.6 

0.0 524.6 

2.5 529.3 

4. 7 533. 5 

0.0 522.8 

1.8 528.0 

3.-7 531. 6 

0.0 518.8 

0.0 524. 7 

3.5 531.2 

If'f protein 2) 

。

。

。

。

。

。

。

。

。

。

。

。

1) Apparent amy10se content was estirr陪ted rrom the λlTßX va1ue. 

2) I/r protein was assayed by the western-b10tting. 

3) T佃�rature at initiation of gelatinization 

4) S∞red by the method of Li tt1e et a /. (1958) 

- 1 0 9 -

T. 1. G. 3) 

(.C) 

43 

47 

59 

42 

47 

57 

39 

45 

59 

41 

45 

55 

A1kali 

spreading 

score4) 

4 

4 

5 

4 

2 

5 

4 

4 

2 

Water s01ub1e 

tota1 sugars 

(%) 

12. 1 

9.8 

7.7 

15.2 

12.3 

12. 7 

14.0 

9.3 

10.8 

25.8 

18.8 

17.0 



化開始温度は， どの温度処理区に お い て も品種間差は な

か っ た. ア ル カリ崩壊性に つい て も 同様の傾向がみられ

た.

水溶性全糖の含有率は ， ど の品種も 7 %以上の高い

含 有 率を 示 し ， 低 温 条 件 下 で 登 熟 し た品種 ほ ど 高 い 含有

率を示す傾向に あ っ た.

( 2 )寝性品種に 対する登熟温度の影響

異な る温度条件下 で登熟し た横性品種の澱粉特性を

Table 5-3 に 示した.

① Wx-H 型品種群

H 0 508 と HO 1144 の各温度処理区の λ 脳 値は， 5 7 6 

5 8 1 n mの範囲内に あ っ て， 温度処理区間の差は ほ と

ん どみられなか っ た. また， // � タ ン パク質含量は 9 前

後で， 温度処理区間の差はみられなか っ た. この こ と か

ら， w x - H 型品種群に 属する HO 508 と HO 1144 の λ I酬

は， 登熱温度の影響を受けない と考え られる. 一方， ア

ル カ リ崩壊度は 2 と両品 種と も崩 壊し 難く， か つ各温

度処理区間で差はみられなか っ た. これに 対し， 糊化開

始温度は嬬性品種と同様 Wx-H 型慢性品種に おい て も高

温条件下' で高.くなる傾向に あ っ た.
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Tab1e 5-3. Some properties of endosperm starches of non-g1utinous rice varieties grown at 

Variety 

HO 508 

HO 1144 

different temperatures during ripening. 

Temperature 

(・C)

20 

25 

30 

20 

25 

30 

Apparent 

amy10se 

content 1) (%) 

28.6 

27.6 

27.6 

30.0 

27.6 

27.9 

λ脚

(nm) 

578.1 

576.3 

576.3 

580.7 

576.4 

576.8 

lir protein 2) 

9.5 

9.7 

8.7 

9.6 

8.2 

9.7 

T. 1. G. 3> 

(. C) 

58 

60 

65 

60 

65 

67 

A1ka1i 

spreading 

score4) 

2 

Water solub1e 

total sug訂S

(%) 

1.7 

2.0 

2.0 

1.8 

1.7 

2.1 

ー - - ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー 苧 』 ー ー ー + 卓 司 』 ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー - - - - - ー 『 申 ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー 世 ー ー ー ーー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー 』 ー ー ー ー lー ー ー ー ー ー ー

20 17.0 556.4 1.1 47 6 4.4 

LO 226 25 16.2 555.0 O. 7 51 4 3.3 

30 11. 3 545.8 0.6 55 2 7.2 

20 19.1 560.4 1.0 48 7 3.1 

Kinmaze 25 15.0 552.7 0.6 52 4 3.7 

30 12.8 548.6 0.3 55 2 5.3 

See the footnotes in Tab1e 5-2. 
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水溶性糖含有率は， 1.7......_，2.1% と 嬬性品種群 の も の よ

りかなり低下し， 登熱温度差に よ る糖含有率 の 変動幅も

小さか っ た. また， 高温条件下 で 登熟し た もの ほ ど高い

糖含有率を示す傾向に あ っ た.

② Wx-M 型品種群

L 0 226 の え 附 値 は ， 2 0 oc区 で 55 6 . 4 n m ， 2 5 oc区 で

5 5 0 . 0 n m， 3 0 oc区 で 545. 8 n m と高温条件下 で 登熟し た

もの ほ ど低下し. 見かけの ア ミ ロ ー ス含有率は低く評価

され た. また， 1/ � タ ン パク質含量は ， 高温条件下で登

熟し た も の ほと少なくな る傾向に あ っ た. 対照品種 「金

南風」 も同様 の 傾向を示し た. ルI r タ ン パ ク質 の 高 温条

件下で の 減少は， ア ミ ロ ー ス生成量 の 減少を示すも の と

考え られ る. 従 っ て ， λ rnaxの高温条件下 で の低下は， 真

の ア ミ ロ ー ス含有率の低下を示し て い ると考え られ る.

L 0 226 と 「金南風」 の 糊化開始温度は 4 7 "-' 5 5 oc の 範

囲内に あり， Wx-H 品種群の HO 508 と HO 11 4 4 でみ ら

れ た糊化開始温度 の それ ぞれ の 最低温度 の 5 8 ocと 6 0 OC 

より低か っ た. 糊化開始温度は， 高温区 で登熟し た も の

ほ ど高くなり， 橋性品種群や Wx-H 品種群でみられた結

果と一致し た. 加え て ， ア ル カリ崩壊度は高温条件下で
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登熟し た もの ほ ど， 難と な る傾向がみ られ た.

水溶性糖含有率は， 3.1'"'-'7.2% の範囲内に あり w x -

H 型j品種群の 2 倍以上の含有率を示し た. 登 熟 温 度に

対する影響は， w x - H 型品種群と同様に， 高温条件 下で

登熟し た もの ほ ど高い値を示す傾向に あ っ た.

以上， I/..\' タ ン パクの含量の差に よ っ て分類し た 3 品

種群に 属する数品種を出穂後人工的に 制御し た温度条件

下 ( 2 0 oC ， 2 5 oC お よび3 0 oC ) で登熟させ， 登熟温度に 対

する各品種群の反応の違い を調査し た結果， 樗性品種群

と Wx-M 型品種群の諸特性が， 登熟温度の変化に応じ て

大きく変動する ことが明らかに な っ た. これに 対し， w x 

- H 型品種群の諸特性は ， 登熟温度の変化に 対し て変動

が小さく， 比較的安定し た反応を示す ことが判明し た .

第2節 出穂後の登熟温度と見かけの ア ミ ロ ー ス含有率

との関係

前節では， 怪乳中の んl.\'， タ ン パク質含量の違い に よ っ

て分類し た品種群問で登熱温度に 対する反応が， 異なる

こ とを明，らか‘に し た.
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し かし ながら， 既存の品種群の出穂期の幅は広く， 登

熟温度に 対する反応は品種群内で も 異なる こ とが考え ら

れ る. そ こ で本節 では， 第3章で供試し た保存品種の出

穂、 後の登熟温度と見かけの ア ミ ロ ー ス含有率との関係を

調査し た.

供試品種

1 . 材料および方法

第3章で供試し た品種の うち ， 1 9 8 4 年 に 収 穫し た

1 . 298 品種に つい て出穂期と見かけ の ア ミ ロ ー ス含有率

の関係を調査し た. 品種毎の出穂後の登熱温度は， 1 9 8 4 

年福岡県気象月報の平均気温のデー タから得た.

Vx タ ン パク質の検出

第4章第2節の方法に従 っ て， 1/ r タ ン パク質をウエ ス

タ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法に よ っ て検出し た.

2. 結 果

( 1 )供試品種の 1/ ..\" タ ン パク質の含量の差に よ る分類

{共試品種の 1/ .� タ ン パク質をウエ ス タ ン プ ロ ッ テ イ ン

グ法に よ っ て検出し た結果を地域別に Table 5-4 に 示
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し た.

1/ � タ ン パク質が全く検出されなか っ た 210 品種は，

嬬性品種と判定された. また， これ ら 210 品 種 は ， 肉

眼観察に よ っ て もすべて嬬性であ る ことが確認された.

1/ .� タ ン パク質が検出された傾性品種は， バ ン ド の染

色程度に 基づき， 濃く染色される w x - H 型品種群 ( 3 1 2 

品種) と薄く染色される w x -M 型品種群 ( 7 7 6 品種) に

分類し た. また， 地域別に 品種数を比較すると， 南ア ジ

ア， 東南ア ジ ア， 台湾および中国南部で は w x - H 型の占

め る割合が高か っ た. これに 対し， 中国北部， 朝鮮半島

および ロ シ アでは， w x - M 型品 種 群 が占め る割合が高く，

日本では. w x - M 型品種群の占め る割合が高か っ た.

( 2 ) 出穏期と登熟温度と の関係

澱粉中の ア ミ ロ ー ス は ， 開花 5 日目以降から徐 々 に

増 加 を 始 め 開 花 後 19 2 3 日 で 最 大 量 と な る

( Asaoka θt al. 1985b). そ こ で， 出穂、 期以後 20日間

の温度の平均を登熟期間の温度 (登熱温度) とし た. 供

試し た品種の 出穂、 期の幅は， 7 月 1 8 日� 9 月 2 7 日

の範囲内に あ っ た. 供試品種の出穂期と登熱温度との関

係を Fig. 5-1 に 示し た. 登熱温度は 7 月下旬から 8
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Tab1e 5-4. Materia1s examined in re1ationships between 

average temperature after heading date and 

apparent amy10se content. 

Number of varieties 

G1utinous Non-glutinous 

Area gruop Wx-H group Wx-L group 

South Asia & 

Southeast Aisa 

Taiwan 

3 

0 

78 

21 

3 

4 

South China 

North China 

South & North Korea 

nxU

FhJV

司Itphu
 

円、υ

勺ts

nHU

にJ

円〈U

「hu

内ノ'M

1i

っ、U

1』A

円ノ臼

nAU

Russia 6 53 35 

Japan 121 20 618 
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月 3 半旬ま では ほぼ 2 8 '""'-' 2 9 oc で ほと ん ど 変化し な

か っ たが， それ以降温 度 は低下し ， 9 月 に は 2 0 OCと

なり， 約 1 0 OCの差がみ られた. こ の こ と か ら ， 出穂期

の早い 品種は登熟温度が高く， 出穂期が遅い 品種ほ ど登

熱温度 は低い ことが確認された.

( 3 ) 嬬性品種群の登熟温度と見かけの ア ミ ロ ー ス含有

率と の関係

嬬性品種群に おけ る登熟温度と見かけの ア ミ ロ ー ス含

有率との関係を Fig. 5-2 に 示し た. 見かけの ア ミ ロ ー

ス含有 率 の変異幅は o '""'-' 6. 7 % であ っ た. 登熟温度と

見かけの ア ミ ロ ー ス含 有率聞 の 相 関 係数 は r = O. 5 7 

( 1 %水準で有意) で， 両者は正 の相関関 係に あ っ た.

高温条件下で登熟し た品種は見かけの ア ミ ロ ー ス含有率

が高い ものが多く， 低温で登熟し た品種に は， 見かけの

ア ミ ロ ー ス含有率の低い ものが多くみられた. こ の結果

は， 高温で登熟し た橘性品種の見かけの ア ミ ロ ー ス含有

率が上昇し た前節の実験結果と よく一致し た (Table 5 

- 2) . 

一方， 供試.品種の中で日本の品種の見かけの ア ミ ロ ー
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ス含有率の幅が， 最も広か っ た. ま た， 日本の品種では，

同じ 温度で登熟し た に もかかわ ら ず， 見かけの ア ミ ロ

ス含有率は品種間 で差がみられた. こ の こ とは， 登熱温

度に 対し 異なる反応を示す品種が日本の品種の中に 多数

存在す る こ とを示し てい る 円本を除く他の地域で は，

橋性品種の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率は， 2 %以上のも

のが多くみられた. 高温で登熟し た 南 ア ジ ア， 東南 ア ジ

ア， 中国北部， 朝鮮半島および ロ シ ア の品種に， 見かけ

の ア ミ ロ ー ス含有率の高い品種がみ られた.

( 4 )額性品種群の登熟混度と見かけの ア ミ ロ ー ス含有

率との関係

綬性品種に おける登熟温度と見かけの ア ミ ロ ー ス含有

率との関係を W x -H 型品種群と Wx-M 型品種群に 分け，

それぞれ F i g. 5 - 3 と F i g . 5 - 4 に 示し た.

①Wx-H 型品種群 : W x - H 型品種群の登熟温度の差は， 約

8 oc であ っ た. 見かけの ア ミ ロ ー ス含有率の幅は， 1 4 . 6 

33. 3 % で， 大部分の品種群は 25%以上の高い も の で

あ っ た. 特に， 登熟温 度 の 低 い 品 種 の 中 に ， 見かけの ア

\ ロ ー ス含有率が 25% 以上の も の も 多か っ た . これに

対し， 登- 熱 温度の 高 い品種群の見かけ の ア ミ ロ ー ス含 有
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率は南ア ジ ア や東南ア ジ ア の品種 で は高い が， 中国北部，

朝鮮半島お よ び ロ シ ア の品種に 2 5 % 以下の低い ものが

み られた. そ のため， 登熟温度と見かけの ア ミ ロ ー ス含

有率と の 間の 相関係数は r = -0. 41 (1% 水準 で有意)

とな り， 両者の問に は負の相関関係が認め られ た. 高温

で登熟し た品種の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率の差は大き

く， こ の ご とは， 登熟温度に 対する反応が品種間で異な

る こ とを示唆し てい る.

②Wx-M 型品種群 : W x -M 型品種群の登熟温度に は， 約 6

℃ の差があ っ た. また， 見かけの ア ミ ロ ー ス含有率に つ

い ては 9.6'"'-' 29.6% の変異幅を示し た. 概し て， 高温 で

登熟し た品種の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率は低く， 登熟

温度と見かけ の ア ミ ロ ー ス含有率の間の相関係数は r = 

一0.52 (1%水準 で有意) で， 負の相関関係が認め られた.

こ の結果は， Wx-M 型品種群の見かけの ア ミ ロ ー ス含有

率が高温 で登熟し たものほど低くな っ た前節の実験結果

( T a b 1 e 5 - 2 ) と 一 致 し た . ま た， Wx-H 型品種群と同様

に 登熱温度が同じ でも見かけの ア ミ ロ ー ス含有率は， 口
口口

種間 でかな り の差異が認められた. こ の こ と は， 登熱温

度に 対す'る反、応に 品種間差異がある こ とを示し てい る.
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以上の結果から， 嬬性品種群の見かけの ア ミ ロ ー ス含

有率は， 高温で登熟したものは高く， 低温で登熟し たも

のは低い 傾向に ある こ とが明 ら かとな っ た. こ れに 対し，

襖性の Wx-M 型品種群の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率は，

高温で登熟し たものは低く， 低温で登熟したもの は高い

傾向が認め られ， 慢性品種群と登熱温度に 対する反応、 は

異な っ た. ま た， W x - H 型品種群 の登熟温 度に 対する反

応は， 概ね第 1節の結果と 同様に 登熟温度が異な っ ても

安定し てい る こ とが確認されたが， 高温で登熟した Wx

- H 型品種群の 部に は， 見かけの ア ミ ロ ー ス含有率が

低いものもみられた. こ の こ とは， Wx-H 型 品 種 に つい

て， ア ミ ロ ー ス含有率に 関する幅広い変異が存在する 守

とを示し てい る. 前節では， W x -H 型 品種 は 登 熟 温度の

影響を受けない と考えられた. しかし， こ の Wx-H 型品

種でみられる 見かけの ア ミ ロ ー ス含有率の低い 品種が，

見かけの ア ミ ロ ー ス含有率が高い品種同様登熱温度の影

響を受けに くいか， あるい は， Wx-M 型同 様 登熱温度の

影響を受けるか， 今後の検討事項である.
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第3節 考 察

登熟温度が イネ匹乳中の諸特↑生に 及ぼす影響に つい て

は多くの報告がある. なかでも登熟温度が見か けの ア \

ロ ー ス含有率や糊化特性に 対し て及ぼす影響つい ては こ

れま で詳しく調べられ てい る

イネ腔乳澱粉の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率に つい ては，

高温下で低下し (鈴木ら 1966， Heu et al. 1976)， ま

た イネ経乳澱粉の糊化温度は， 高温下で上昇する (槍作

1977， Asaoka θt al. 1984) など， 登熟温度と ア ミ ロ ー

ス含有率や糊化温度と の聞に は， 相関が認め られ てい る.

一方， 佐野 ・ 勝又( 1985) は， νk 遺伝子座 の 複対立遺

伝子 1/ド と 1/ ;い をも っ系統の登熟温度に 対する ア ミ ロ

ー ス含有率の変動が互い に 異なる こ とから， 登熱温度に

対する反応が遺伝子問で異なる こ とを報告し てい る. ま

た ， dθ la Cruz et al. (1989 ) も ， 登熟温度に 対する

ア ミ ロ ー ス含有率や糊化温度の変動が品種間で異なる こ

とを明らかに し てい る. こ のよ うに， 登熱温度と見かけ

の ア ミ ロ ス含有率や糊化特性との関係に つい ては，

定の傾向はみ られない.
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本章では， 1/ � タ ン パク質含量 の 差に よ っ て分類し た

縮性品種群， W x - H 型品種群お よび Wx-M 型 品 種群 に つ

い て， 見か け の ア ミ ロ ー ス含有率， 糊化特性お よび水溶

性全糖含有率の変動に つい て登熱温度に 対する反応を明

らかに し た

嬬性品種群の見かけの ア ミ ロ ー ス含有率 (λ rw:) は，

高 温条件下 で高くなる傾向に あ っ た (Table 5-2) 

れ らの嬬性品種からは /1:( タ ン パク質が検出されなか っ

た こ とから， ア ミ ロ ー ス は生合成され てい ない と考えら

れる. 従 っ て， t需性品種群に みられる見かけの ア ミ ロ ー

ス含有率 (λ 附) の差異は， ア ミ ロ ペクチ ン の構造変異

に よ っ て生じ た 可能性が高い Asaoka et a/. ( 1984， 

198 5 a. 1 9 8 5 b ) は， ア ミ ロ ペクチ ン の鎖長に つい て低温

で登熟し たものは短鎖が多く， 高温条件下で登熟し たも

のに 長鎖が多く含まれる こ とを報告し た. 高温条件下で

は長鎖が多くなる こ とに よ っ て， ヨ ウ素と澱粉の結合量

が増加し， そ の結果λ 聞も高くなる と考えられる. こ の

こ とは， 橋 性 品 種 群 の 見 か け の ア ミ ロ ー ス 含 有率

λ rw:) が， 高温条件下の登熟で上昇し た本実験の結果

を支持す・るも の である.
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慢性品種でも ア ミ ロ ペクチ ン の長鎖は高温条件下の登

熟で多くなると考え られ る. 本実験 では， 「金南風」 由

来の嬬性変異系統 E M 2 1 の λ mは， 高 温条件 下で 高く

な っ たのに 対し， 慢性の 「金南風」 の λ mは， 高温下の

登熟で減少し た. また， ア ミ ロ ー ス合成酵素である んl.\

タ ン パク質の発現量は低下し た. こ の こ とは， 高温条件

下では， 実際に ア ミ ロ ー スの生成量が低下し た こ と示し

ている. 従 っ て， 慢性の Wx-M 型品種群 でみ られた高温

条件下の登熟での見かけ のア ミ ロ ー ス含有率の低下は，

ア ミ ロ ペクチ ン の長鎖の増加を伴い， 実際のア ミ ロ ー ス

含有率はさ らに 低くな っ ていると推察される.

? のよ うな見かけのア ミ ロ ー ス含有率が登熟温度の違

いに よ っ て変動する原因とし て， ①ア ミ ロ ー スとア ミ ロ

ペクチ ン の生合成能， 例えば， 生合成速度の温度依存性

が両者で異なる， ② 1/ .� タ ン パク質のア ミ ロ ー ス生合成

能の温度依存性が， W x - H 型とWx-M 型で異なる， ③集積

部位であるア ミ ロ プラ スト内のア ミ ロ ー スとア ミ ロ ペク

チ ン 集積速度が異なるの 3点が考え られよ う. ①と②に

つい ては酵素レ ベル での詳細な解析が必要に なるものと

考え られ-る. ③に つい て は， Asaoka et al. ( 1985b) が

- 127 -



報告し た ア ミ ロ ー スと ア ミ ロ ペクチ ン の集積パター ン の

遣い に よ っ て説明され る. すなわち， 慢性品種の登熟期

に おけ る佐乳中の ア ミ ロ ー ス と ア ミ ロ ペクチ ン の集積 の

経時的変化に つい て は ， ア ミ ロ ペクチ ン が開花後 5 日

頃か ら直線的に 増加し， 開花 2 0 日後最大量に 達するの

に 対し， ア ミ ロ ー スが開花 5 日以降徐 々 に 増加を始め，

開花 2 0 日後 頃に 最大量に 達する. 従 っ て， 高温条件下

では， 登熟初期に ア ミ ロ ペクチ ン が急激に 蓄積され るた

め， 蓄積速度の遅い ア ミ ロ ー スの含有率は， 結果的に低

くなると 考え られ る.

方， w x - H 型品種群に 多くが属すると 考え られ る印

度型品種群の登熟速度は， 日本型品種群 ( w x - M 型品種

群) よ り 速 い こ と が 報 告 さ れ て い る Nagato and 

Chaudhry 1969， 長戸 ら 197 5 ， Yoshida 1981， 笹原 ら

1982). Wx-H 型品種群では登熟速 度が速い た め に ， ア

ミ ロ プラ スト内の両成分の集積速度に差がない ごと が考

え られ る. ご の点、 に つい て は今後の検討が必要であろ う.

ア ル カ リ崩壊性や熱糊化性など澱粉の糊化特性に 対し，

登熱温度は， 米の炊飯特性や加工特性に 強く影響する こ

と が知 ら・れ て い る (Juliano 1982) . 本実験では， 嬬性
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品種群， F更性品種群と も低温で登黙し た腔乳澱粉に比べ

て ， 高温で登熟し た ものの ほ うが ア ル カ リ崩壊性は難と

判定され， ま た糊化温度は高くな っ た Tab1e 5 - 2， 5-

3) . こ の こ と は， 高温 で登熟し た阻乳澱粉 が糊化し 難

くなる こ とを 示し て い る . 江幡( 1968) や Asaoka et 

al. ( 1984) も類似の結果を得てい る . 一方， ア ル カ リ

崩壊性と糊化温度に つい て は ， 樗性品種， Wx-H 型品種

および Wx-M 型品種の各群内で， 品種間差は みられなか

っ た が， 各品種群問には品種間差が認め られ た. こ の こ

と は， ア ル カ リ崩壊性と熱糊化性に 関わ る何らかの遺伝

変異の存在を示すものと考え られる

穀粒中に含まれる糖の含量も澱粉の構造的変化とと も

に食味や調理 ・ 加工特性に 大きく影響する こ とが知られ

てい る (柳瀬ら 1 9 8 2， 大坪ら 1988) . 嬬性品種群の水

溶性全糖の含有率は， 積性品種群の それに較べて著し く

高か っ た (Tab1e 5-3) . また， 登熟温度の違い に よ る

水溶性全糖の含有率の変化は， 澱粉の生合成経路を考え

るうえ で注目される. 澱粉生合成の原料は転流で運ばれ

てくる シ ョ 糖と されてい る (Murata et al. 1966). ま

た、 シ ョ-糖は， シ ョ 糖合成酵素を介し て澱粉生合成の基
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質 と し て 利 用される (M ur a t a θt al. 1964， Murata and 

Akazawa 1 9 6 6 ) 嬬 性品種 群 の水溶性 全糖 の含有率が 積

性品種群に 比べて 高 か っ た こ と は ， ア ミ ロ ー スが生合成

されて い ない ために転流された シ ョ 糖が利用されずに 多

く残 っ て い る こ とが考え られる. 慢性品種に つい て は，

W x - H 型 品種群の水 溶 性 全糖 の含有 率 は ，
Wx-M 型群のそ

れ に 比 べ て 低か っ た (Table 5-3) 供試 し た w x - H 型

品種群の見かけの ア ミ ロ ー ス 含有率は， w x -M 型品種群

のそれに 比べ て低い こ とか ら， W x - H 型 品 種 群が シ ョ 糖

を効率的に 利用し た こ と が 考え られる. また， Wx-M 型

品種群では， 高温下で I/.r タ ン パク質含量が減少すると

澱粉中の水 溶 性 全 糖の含有率は 増 加 し た. こ の こ とは，

澱粉中の ア ミ ロ ー ス生合成量が減少するのに伴 っ て， 未

利用基質の シ ョ 糖が増加 し た こ とを示唆 し てい る.

嬬性品種群に つい て， 低温条件下の登熟で水溶性全糖

の含有率が増加し た こ と は， ア ミ ロ ペクチ ン の生合成に

あた っ て低温条件下の登熟では， 基質が有効に利用され

なか っ た こ と が原因と考え られ る. 一方， f.更性品種群で

は Wx-M 型品種群の水溶性全糖の含有率が， 高温で登熟

し たもの' ほ ど.高く， 樗性品種群と逆の傾向に あ っ た. し
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かし， W x - H 型 品 種群 の水溶性全糖の含有率 は登熟温度

の影響を 受け な か っ た Wx-M 型品種群の場合， 高温下

では見かけの ア ミ ロ ー ス含有率が低下するために 澱粉生

合成基質の利用が減り， 水溶性全糖の含有率が高くな っ

た こ と が 考 え ら れ る. こ れに 対し， W x - H 型品種群で は

見かけの ア ミ ロ ー ス含有率に 変化がなく， 澱粉生合成基

質の供給に 登熟温 度 が影響し なか っ たため， 水溶性全糖

の含有率に 差がみられなか っ た と 考え られ る.

以上の よ うに ， 登熟温度の違い に よ る澱粉特性の変化

に 関し て ， 橋性品種群 ， W x - H 型品種群お よ び Wx-M 型

品種群で異な る こ とが明らかと な っ た. すなわ ち， 登熟

温 度 を 制 御 し た 条 件 下で は ， W x - H 型品種群の諸特性の

変動が， W x -M 型品種 群の そ れ に 比 べ て 小さ か っ た.
ーヲ'

」ー

の こと は， 供試し た Wx-M 型品種で は， 見かけの ア ミ ロ

ー ス含有率に 関し て， 温度の影響を受け易い のに 対し ，

Wx-H 型品種群 の登熟温度に 対する反応が安定し たもの

である ご と を示し てい る (Table 5-3). Wx-M 型品種の

穀粒品質に 地域間差がみ られ， また ， 年次変動も大き い

こ と など 知 ら れ てい る が ， Wx-M 型品種の品質不安定性

は， 配r b .遺伝子の発現の温度依存性に起因すると考え ら
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れ る w x - H 型品種群 で は ， 中国北部 ， 朝鮮半島お よ び

ロ シ ア の品種に ， 見かけの ア ミ ロ ー ス含有率の低い もの

が多数み られ た (Fig. 5-3). I/�� 遺伝子の発現の温度

依存性は低い こ とか ら こ れ らの品種 が見かけの ア ミ ロ

ー ス含有率に 関し て登熟温度に 安定し た 反応を示せば，

育種上有用な素材に な ると考え られ る.
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