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緒言 

 

世界各国で生産・販売されている遺伝子組換え作物の総耕地面積は

2009年度には 1億 3400万 haと、世界の総耕地面積の 9%に達している

(ISAAA 2009)。2009年11月には我が国でも遺伝子組換えバラの商業栽培

が始まったが、現在国内で食品・飼料向け遺伝子組換え作物の商業栽培

は行われていない。しかしながら、年間約2600万トンもの穀物を海外か

ら輸入する我が国において、遺伝子組換え作物は既に身近な存在となっ

ている。例えば消費量の95%を輸入するダイズは、2009年度世界全体の

栽培面積の75%以上が遺伝子組換えダイズとなっている (ISAAA 2009)。

また消費量の全量を輸入に頼る採油用ナタネ及び飼料用トウモロコシ

については、2009年度はナタネについては93%をカナダから、トウモロ

コシについては96%を米国から輸入しているが(財務省 2009)、2009年度

にカナダで栽培されたナタネの93%、米国で栽培されたトウモロコシの

86%が遺伝子組換え品種であった (ISAAA 2009; USDA 2010)。これらの

統計資料から、2009年度に我が国に輸入・消費されたダイズの70%以上、

採油用ナタネ及び飼料用トウモロコシのそれぞれ 80%以上が遺伝子組

換え品種であると概算される。このように、我が国には既に相当量の遺

伝子組換え作物が輸入・消費されていると推定される。  

このような現状にもかかわらず、我が国の消費者の遺伝子組換え作物

への懸念は根強い。例えば、農水省が一般消費者約1万2000人を対象と

して2007年に行った「遺伝子組換え農作物等に関する意識調査」(農林水

産省 2007)では、71%が「遺伝子組換え農作物は不安である」と回答して

いる。我が国は大量の遺伝子組換え作物を輸入・消費しつつも、遺伝子組
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換え作物に対する消費者の拒否感が強い、という奇妙な状態となってい

る。上記の農水省の調査では、遺伝子組換え技術に対する「理解度」が高

い回答者は遺伝子組換え技術や農作物に対する「受容度」が高いという傾

向がみられた。また同調査において、「遺伝子組換え技術（農作物）に関

する行政機関からの情報提供満足度」について尋ねたところ42.6%が「不

満である」と回答している。遺伝子組換え作物に関する正確な情報の不

足が、消費者の拒否感の一因となっていると推察できる。  

消費者が拒否感を抱く別な要因として、遺伝子組換え作物が消費者に

もたらすメリットがわかりにくいことが挙げられる。現在までに開発さ

れた遺伝子組換え作物の大部分は病害虫抵抗性や除草剤耐性能力を付

与した作物であり、主に生産者にメリットをもたらす作物であった。こ

れに対し近年では、機能性成分や医薬成分を含む農作物など、消費者が

メリットを感じやすいと考えられる遺伝子組換え作物が開発されてき

ている。コレステロール低下に役立つ高オレイン酸ダイズやβ-カロチン

を多く含みビタミンA欠乏症を防ぐゴールデンライス等がその例であり、

我が国でもアレルギー症状の緩和効果を持つスギ花粉症緩和米等が開

発されつつある。  

遺伝子組換え作物への懸念が強い一方、現在我が国では食品の健康機

能性への関心が高まっており、農作物についてもその健康機能性が改め

て見直されてきている。抗アレルギー作用を持つメチル化カテキンを含

むべにふうき緑茶、抗酸化作用を持つアントシアニンを多く含む紫サツ

マイモ、発芽処理により血圧降下等の作用を持つギャバ（γ-アミノ酪酸）

をより多く含むようになった発芽玄米など、特定の機能性成分を含む品

種や栽培法が開発され、人気を集めている。健康機能増進に役立つ遺伝
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子組換え作物のように、生産者・消費者双方がメリットを感じられるよ

うな遺伝子組換え作物が開発されれば、消費者の遺伝子組換え作物に対

する理解や受容も進むと考えられる。実際、民間会社が2007年に花粉症

の家族を持つ主婦400人を対象に行った「花粉症緩和米」についてのニー

ズ調査では、約半数が「スギ花粉症緩和米が販売されたら購入してみた

い」と回答している (ネットエイジアリサーチ  2007)。  

このような社会情勢を踏まえ、本研究では、健康機能成分を増強した

遺伝子組換え作物の開発を行った。候補者の所属する研究グループでは、

イネのミトコンドリア全ゲノムの決定や、ミトコンドリア標的化配列の

機能解析等、ミトコンドリアを対象とした一連の研究を進めていたこと

から、ミトコンドリアに含まれる健康機能成分であるコエンザイムQ10 

(CoQ10)に注目した。また宿主には、我が国における主食であり、遺伝子

組換え技術や分子生物学的知見の豊富な蓄積があるイネを用いることと

し、CoQ10を高含有するイネ（米）の開発を目指した。  

CoQ10は植物由来の原料を用いた化学合成法、または微生物を用いた

発酵法のいずれかにより生産されているが、本研究ではこれらとは異な

り、CoQ合成酵素遺伝子をイネに導入することにより、米でのCoQ10高

生産を試みた。当時我が国において、CoQ10は医薬品として使用されて

いた。そこで本研究でも、当初は開発したイネをCoQ10抽出原料として

利用することを想定していた。その後2001年にCoQ10の食品としての利

用が認められたことから、CoQ10強化イネ（米）を直接食べる利用法も

視野に入れ、研究を進めた。第1章ではCoQ10強化イネの作出と導入コン

ストラクトの改変によるCoQ10含量増加の可能性を検討した。第2章では

作出したCoQ10強化イネについて各部のCoQ含量測定等の詳細解析を
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行った。第3章では巨大胚系統やデンプン合成変異体など、様々なイネ

系統を利用したCoQ10強化イネの改良を行った。 
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第 1 章 CoQ10 強化イネの作出 

 

ユビキノンとも呼ばれるコエンザイムQ(CoQ)は、微生物から高等動

植物に至るまで生物に普遍的に存在する物質である。CoQはミトコンド

リア内の電子伝達系においてエネルギー産生に関わる必須成分であり、

またその還元型は生体内で抗酸化機能を担っている。CoQはベンゾキノ

ン骨格とイソプレノイド側鎖から構成されるが、イソプレノイド側鎖の

長さは生物種によって異なり、例えばヒトは主に側鎖長10単位のCoQ10、

イネは主に側鎖長9単位のCoQ9を持つ。  

ヒト型のCoQ10は、日本では1970年代から虚血性心筋症の治療薬とし

て使用されてきたが、厚生労働省が2001年に食品、2004年に化粧品とし

てのCoQ10の利用を認めたことから、近年CoQ10を含むサプリメントや

飲料、化粧品など多数の商品が開発され、疲労回復や美肌等の効果があ

ると人気を集めている。海外においても同様で、各国でサプリメントや

化粧品として幅広く利用されている。CoQ10はヒトの体内で合成できる

が、加齢や疲労、ストレスによって細胞内濃度が減尐するため (Kalen et 

al. 1989)、健常者であっても補給することが望ましい。CoQ10は肉や青

魚、野菜ではダイズなどの食品に比較的多く含まれるが、その含量は限

られている。そのため現在ではサプリメントによる摂取が主流となって

いる。  

現在CoQ10は植物由来の原料を用いた化学合成法、または微生物を用

いた発酵法、のいずれかの方法により生産されている。本研究では、こ

れらの方法とは異なり、遺伝子組換え技術を用いてCoQ10を高蓄積する

イネ（米）を作出し、そのまま食品として、あるいはCoQ10の抽出原料と
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して用いることを目指した。まず、第1節でグルコン酸菌由来のCoQ合成

酵素遺伝子であるデカプレニル２リン酸合成酵素遺伝子（ddsA）の導入

によるCoQ10強化イネの作出を行い、第2節ではCoQ定量法の改良、第3節

及び第4節では導入コンストラクトの改変による形質転換イネ種子の

CoQ10含量増加を試みた。 

 

第 1 節 デカプレニル２リン酸合成酵素遺伝子（ddsA）発現イネの作出 

 

CoQの生合成経路に関しては、大腸菌  (Escherichia coli)と出芽酵母

(Saccharomyces cerevisiae)で最も研究が進んでいる (Kawamukai 2002; 

Meganathan 2001; Szkopinska 2000)。CoQ生合成の主要部分は、ベンゾキノ

ン骨格へのイソプレノイド側鎖となるプレニル2リン酸の転移反応で始ま

る（Fig. 1-1A）。最終的に合成されるCoQのイソプレノイド側鎖長は、転移

反応に用いられるプレニル2リン酸の長さと同じになる。プレニル２リン酸

は、ジメチルアリル2リン酸にイソペンテニル2リン酸が次々に重合するこ

とによって合成される（Fig. 1-1B）。3イソプレン単位のファルネシル2リン

酸はステロイドやコレステロールの前駆体、4イソプレン単位のゲラニルゲ

ラニル2リン酸はカロテノイドやクロロフィルの前駆体としても用いられ、

このような短鎖のプレニル2リン酸は幅広い生物種に存在する。一方CoQ

の側鎖に用いられる長鎖のプレニル2リン酸については、生物種により固有

の長さのプレニル2リン酸のみが合成される。長鎖のプレニル2リン酸は、2

～4イソプレン単位の短鎖のプレニル２リン酸を初発物質とした一連の重

合反応により、ポリプレニル２リン酸合成酵素により合成され、その長さ

は酵素の特性により決定される。つまり、ポリプレニル２リン酸合成酵素
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が生物種に固有の長さのプレニル2リン酸を合成することにより、結果とし

て生物種に固有の CoQ種を決定している。例えば、グルコン酸菌 

(Gluconobactor suboxydans) のデカプレニル２リン酸合成酵素 (DdsA)は10

イソプレンユニットを合成し、最終産物としてのCoQ10の合成を規定して

いる（Fig. 1-1B）。グルコン酸菌由来のddsA遺伝子を大腸菌で発現させると、

内生のCoQ8に加え、ある程度の量のCoQ10が生産される (Okada et al. 

1998b)。 

植物においては、1～4イソプレンユニットから成る短鎖のプレニル２リ

ン酸の代謝については研究が進んでいる(McGarvey and Croteau 1995)。しか

しながら、CoQの構成要素でもある、5～10イソプレンユニットから成る長

鎖のプレニル２リン酸の生合成経路については、あまりよくわかっていな

い。また、植物におけるCoQ生合成経路の大部分は未解明である。シロイ

ヌナズナ(Arabidopsis thariana)において、出芽酵母のCoQ合成に関わる

酵素の遺伝子とよく似た遺伝子が複数単離されたことから (Kawamukai 

2002)、植物にも出芽酵母と似たCoQ合成経路が存在すると考えられて

いる。出芽酵母から単離されたCoQ生合成関連酵素の遺伝子は、全てミ

トコンドリア移行シグナルと推定される配列をコードしており

(Turunen et al. 2004)、酵母においてはミトコンドリアがCoQ生合成の場

であることが推察された。一方ホウレンソウを用いた生化学的な解析か

らは、CoQ生合成が小胞体 (ER)/ゴルジ体で起こることが示唆されてい

る (Swiezewska et al. 1993)。  

本節では、ddsA遺伝子の発現によりイネのCoQ側鎖長を9から10へ改

変することにより、CoQ10を高生産するイネの作出を目指した。  
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材料及び方法 

 

プラスミド構築 

グルコン酸菌由来のddsA遺伝子を植物で発現させるため、ddsAの開始コ

ドンと推定されるGTG(Okada et al. 1998b)をATGに置換した。本研究ではこ

れ以降、改変配列をddsA遺伝子として用いた。DdsAを目的部位へ局在させ

るため、イネミトコンドリア型rps14遺伝子のミトコンドリア標的化配列

(S14配列:アミノ酸 1-48)(Kubo et al. 1999b)のコード領域、またはタバコ

GnT1遺伝子のゴルジ体標的化配列（CTS配列:アミノ酸 1-77）(Essl et al. 

1999)のコード領域を改変ddsA配列のATG開始コドンの上流にイン-フレー

ムで連結した。また遺伝子発現にはCaMV35Sプロモーター(35S-Ω)(Sheen et 

al. 1995)と NOSターミネーターを用いた。構築したプラスミドの

HindIII-EcoRI断片をバイナリーベクターpCAMBIA1301 (アクセッション

No. AF234297)のマルチクローニング部位に挿入した。 

 

植物の形質転換と栽培 

構築したプラスミドをエレクトロポレーション法によりアグロバクテリ

ウム(Agrobacterium tumefaciens) EHA105株に導入した。アグロバクテリウ

ムを介したイネ（Oryza sativa L., 品種：日本晴）の形質転換を、Tokiら(1997)

の方法に従い行った。形質転換植物をハイグロマイシン(50 mg/L)を含む

N6D寒天培地上で選抜し、ゲノムへのddsA遺伝子の挿入をPCR増幅により

確 認 し た 。 PCR 反 応 に は プ ラ イ マ ー セ ッ ト DDSA-D 

(5’-GGTGCAGGAGTCGACAGCGCGCTAT-3’) と  DDSA-G 

(5’-CAGTGTGGCGGTATGAATGAAC-3’)、及び0.5 UのrTaqポリメラーゼ（東
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洋紡、東京、日本）を用いた。PCR増幅は94℃30秒、55℃1分、72℃1分、

を30サイクル行った。形質転換初代（T0個体）の幼植物を培養土を充填し

たポットに移植し、自然光の温室(27℃)で栽培した。T0個体及び自殖後代

をその後の実験に用いた。 

 

ウェスタンブロット解析 

形質転換イネの成葉を新鮮重10 mg当たり80 μlの抽出バッファー（50 mM 

トリス-HCl [pH 6.8]; 2% SDS; 6% 2-メルカプトエタノール; 10%グリセロー

ル）中で十分に粉砕した。サンプルを13,000 g、4℃で5分遠心し、上清を

回収した。タンパク質を12.5%アクリルアミドゲルで分離し、イモビロン

ポリビニリデンジフルオリド膜（ミリポア、Billerica、米国）に転写した。

タンパク質の検出にはECLプラスウェスタンブロッティング検出システム

（アマシャムバイオサイエンス、東京、日本）を用いた。DdsAタンパク質

に対する抗血清は以下の通りに調製した。ddsA遺伝子のタンパク質コード

領域全体をPCRにより増幅し、pGEX 4T-3ベクター（アマシャムバイオサ

イエンス）に挿入後、大腸菌JM109株に導入した。1 mM イソプロピル-β-D 

(-)-チオガラクトピラノシドの添加によりGST-DdsA融合タンパク質を誘導

し、Ausubelら(1995)の方法により精製した。ポリクローナル抗体を作成す

るため、精製済み融合タンパク質をウサギに2週間間隔で6回注射し、その

後全採血を行った。 

 

CoQ 測定 

CoQ抽出は、Okadaら(1998)の方法を一部改変して行った。サンプルには

葉、玄米、または白米を用い、白米の測定には玄米を精米器（パーレスト、
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ケット科学研究所、東京、日本）で40秒精米して使用した。0.1-0.2 g のサ

ンプルを乳鉢と乳棒を用いて（葉は液体窒素中で）細かく粉砕し、2 mlの

3% H2Sと20 μlの250 μg/ml CoQ6（内部標準）を加えて120℃、1気圧で30分、

その後4 mlの14% NaOHを加えて120℃、1気圧で15分前処理を行った。前処

理後、3 mlのn-ヘキサン/イソプロパノール (5:1, v/v)でCoQを抽出し、2.5 ml

のn-ヘキサン層のうち1.5 mlを回収した。粗CoQ抽出液をベンゼンを溶媒に

用いてKiesel gel 60 F254 TLCプレート（メルク、東京、日本）に展開し、

ヘキサン/イソプロパノール（1:1, v/v）でTLCプレートからCoQを溶出した。

抽出したCoQは以下の条件で、高速液体クロマトグラフィー(HPLC)により

分析した。カラム：C18 逆相カラム(150 mm  60 mm、YMCパック ODS-A、

YMC、京都、日本) 、移動相：エタノール、流速：1 ml/分。測定波長： 275 

nm (SPD-20A UV/VIS検出器、島津製作所、京都、日本)。CoQの分子量を確

認するため、大気圧イオン化イオン源を装備したLCT LC/MSシステム(マイ

クロマス、Milford、米国)を用いたLC/MS解析を行った。カラムは，Inertsil 

ODS3  カラム (3 μm; 4.6 mm x 150 mm、GLサイエンス、東京、日本)を用

い、流速1 ml/分で使用した。移動相であるメタノール/イソプロパノール

（3：1, v/v）で平衡化したカラムに注入後、イソクラティック条件で30分

間分析した。 
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Figure 1-1.コエンザイムQの合成経路 

(A) コエンザイムQ特異的な経路。 

(B) コエンザイムQの側鎖部分となるプレニル2リン酸の合成経路。 

A B 
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結果 

 

DdsA タンパク質をミトコンドリア、ゴルジ体、または細胞質に局在さ

せるため、3 種類の遺伝子コンストラクト S14:ddsA、CTS:ddsA、及び ddsA

（Fig. 1-2A）をデザインし、これらのコンストラクトをアグロバクテリウ

ムを介した方法によりイネに導入した。各コンストラクトについて、それ

ぞれ 30 個体以上の形質転換初代（T0 個体）で遺伝子の導入が認められた

（PCR 増幅により確認、データ不掲載）。抗 DdsA 抗体を用いた T0個体の

ウェスタンブロット解析により、S14:ddsA イネ及び CTS:ddsA イネにおけ

る DdsA タンパク質の蓄積が確認された。一方、ddsA イネでは DdsA タン

パク質は検出されなかった（Fig. 1-2B）。ノザン解析により、ddsA イネで

は ddsA mRNA もごくわずかしか存在しないことが確認された（データ不

掲載）。ウェスタンブロット解析における、S14:DdsA と CTS:DdsA タンパ

ク質の見かけの大きさはそれぞれ 41 kDa 及び 45 kDa であった（Fig. 1-2B）。

Okada ら(1998)が報告した His
6
-DdsA の見かけの大きさから、本研究で用い

た DdsA の見かけの大きさは 41 kDa、S14 配列あるいは CTS 配列が付加し

た未切断の S14:DdsA 及び CTS:DdsA タンパク質の見かけの大きさはそれ

ぞれ 45.7 kDa 及び 50 kDa と推定された。ウェスタンブロット解析で得ら

れた S14:DdsA 及び CTS:DdsA タンパク質の見かけの大きさが推定分子量

より小さいサイズであったことから、両タンパク質について、N-端のシグ

ナル配列の切断が起こっていると推察された。 

S14:ddsA イネは稔性があり、野性型同様の表現形を示した（詳細な解析

については第 2 章第 2 節参照）。一方、中から高レベルに DdsA タンパク質

を蓄積する CTS:ddsA イネでは、明らかな生育不良が観察された。DdsA タ
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ンパク質を蓄積しない CTS:ddsA イネ 7 個体の出穂期の草丈は 81.6±2.4 cm

であり、同時期に同条件で栽培した野性型イネ(1 個体)の草丈(77.5 cm)と同

程度であった。これに対し、DdsA タンパク質を中程度に蓄積する CTS:ddsA

イネ 3 個体及び高度に蓄積する CTS:ddsA イネ 10 個体の草丈はそれぞれ

51.8±5.9 cm、54.6±2.7 cm であり、ゴルジ体標的化シグナルをもつ DdsA の

蓄積が形質転換イネの生育に抑制的な効果を持つことが示唆された。 

S14:ddsA イネ及び CTS:ddsA イネの葉について、HPLC により CoQ 側鎖

長を解析した（Fig. 1-3A-C）。CTS:ddsA イネは野性型である日本晴と同じ

く主に CoQ9 を生産した（Fig. 1-3A, B）。対照的に、S14:ddsA イネでは CoQ9

はごく尐量しか含まれず、主に CoQ10 が生産された（Fig. 1-3C）。野性型

（Fig. 1-3D）及び S14:ddsA イネ（Fig. 1-3E）で生産された CoQ 分子の分

子量を LC-MS により分析したところ、それぞれ CoQ9 及び CoQ10 である

ことが確認され、S14:ddsA イネにおいて CoQ 側鎖長をうまく改変できた

ことが明らかとなった。 

S14:ddsA イネの後代を用いて CoQ 含量を測定した。サザン解析により

それぞれ 1、2、1 コピーの ddsA 遺伝子をゲノムに保持することが確認され

た 3 つの独立な S14:ddsA イネ T0個体（S14:ddsA 3, 81 及び 91；データ不掲

載）を自家受粉させ、得られた T1 個体からホモ接合体を選抜し、これらを

自家受粉して得られた種子（T2 世代)の CoQ 含量を測定した（Fig. 1-4）。

S14:ddsA イネ種子は、非形質転換体の 10 倍以上に相当する約 18 μg/g の

CoQ10 を蓄積していた(Fig. 1-4；ただし次節で述べる通り、実際は 10 μg/g

程度)。このように、CoQ10 を種子に高蓄積するイネの作出に成功した。驚

いたことに、この値は非形質転換体の総 CoQ 含量（CoQ9 と CoQ10 の合計

量）より 2-3 倍多く、ddsA 遺伝子のミトコンドリアでの発現により種子の
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総 CoQ 含量が大幅に増加することが示された。 
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Figure 1-2. 形質転換イネにおけるDdsA発現 

(A) 形質転換に用いたコンストラクト。  

(B) 形質転換イネのウェスタンブロット解析。ddsA, S14:ddsA, CTS:ddsAをそれぞれ導

入したT0個体及び非形質転換体(NT)の葉由来の可溶性タンパク質を抗DdsA抗体を用い

て解析した。矢頭はCTS:DdsAとS14:DdsAタンパク質の位置を示す。PC(ポジティブコ

ントロール)はGST–DdsAを発現するE. coli由来の全タンパク質。 
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Figure 1-3. CoQ側鎖長の解析 

(A)-(C) HPLCによる各種イネのCoQ側鎖長の解析。各形質転換体（T0個体）及び非形質

転換体の葉よりCoQを抽出し、HPLCにより側鎖長を解析した。CoQ6（内部標準として

測定時に添加）、CoQ9、及びCoQ10を矢印で示した。 

(D), (E) LC-MS解析。(A)で8分、(C)で9.7分に溶出したCoQの分子量をそれぞれ(D), (E)

に示した。(D)のピークはCoQ9 [m/z 818 (M + Na)
+
] 、(E)のピークはCoQ10 [m/z 886 (M + 

Na)
+
]であることを示している。 
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Figure 1-4. S14:ddsAイネ種子のCoQ含量 

種子10粒よりCoQを抽出し3回の測定の平均値と標準偏差を示した。グレーと黒のバー

はそれぞれCoQ9含量及びCoQ10含量を表している。NTは非形質転換体。 
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第 2 節 新たな CoQ 抽出法の開発 

 

第 1節で用いた CoQ抽出法では、最尐でも種子 5-10粒に相当する 100 mg

のサンプルが必要であった。そのため、個々の S14:ddsA イネの種子 CoQ

含量を評価するには、ddsA ホモ接合体の T1 個体を選抜し、その自殖種子

（T2種子)で測定を行う必要があった。そこで本節では、ホモ、ヘミ、ヌル

個体が混在する T1 種子での正確な CoQ 含量評価を可能にするために、種

子 1 粒に相当する微量（10-20 mg）サンプルからの抽出が可能な新しい CoQ

抽出法を開発し、旧法との比較を行った。 

 

材料及び方法  

 

植物材料 

イネ（品種：日本晴）及び第１節において作出・選抜した S14:ddsA イネ

ホモ系統（91-1）の自殖後代（T2 種子）を用いた。植物は芽出し後培養土

を充填したポットに移植し、自然光の温室(27℃)で栽培した。 

 

CoQ 測定 

旧法による CoQ 抽出は、第 1 節の材料及び方法に記載した方法から TLC

展開による精製を省略して行った。前処理ありの旧法による CoQ 抽出では、

マルチビーズショッカー（安井器械、大阪、日本）を用いて 100 mg の種

子（玄米）を 2000 rpm、7 秒で 5 回粉砕し、2 ml の 3% H2S と内部標準の

20 μl の 250 μg/ml CoQ6 を加えて 120℃、1 気圧で 30 分、その後 4 ml の 14% 

NaOH による前処理を加えて 120℃、1 気圧で 15 分前処理を行った。その
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後、3 ml の n-ヘキサン/イソプロパノール (5:1, v/v)で CoQ を 1 回抽出し、

2.5 ml の n-ヘキサン層のうち 1.5 ml を回収した。また、前処理なしの旧法

による CoQ 抽出では、100 mg の粉砕済み種子を 6 ml の H2O と 20 μl の 250 

μg/ml CoQ6 に懸濁した。CoQ を 3 ml の n-ヘキサン/イソプロパノール (5:1, 

v/v)で 1 回抽出し、2.5 ml の n-ヘキサン層のうち 1.5 ml を回収した。 

新法による CoQ 抽出では、10-20 mg のサンプルから CoQ を以下のよう

に抽出した；粉砕済み種子を 1 ml の 20-100 U のセルラーゼ（Aspergillus 

niger 由来、シグマ-アルドリッチ、St. Louis、米国）を含む 0.1 M 酢酸緩衝

液（pH 5.0）中で 37℃、16-18 時間種子を消化した。その後、内部標準と

して 20 μl の 250 μg/ml CoQ6 または 50 μl の 0.22 mM ビタミン k1 (Vk1)を添

加し、CoQ を 3 ml の n-ヘキサンで 3 回抽出した。 

全ての方法において、抽出物を蒸発乾固後に 1 ml のメタノール/アセト

ニトリル(1:1, v/v)に溶解した。抽出した CoQは HPLC  (LC-20Aシステム、

島津製作所; カラム、カプセルパック C8 UG120、4.6 mm i.d.  250 mm、資

生堂ファインケミカルズ、東京、日本; 移動相、メタノール/アセトニトリ

ル(4:1, v/v); 温度 40℃; 流速：1 ml/分; 検出、275 nm、SPD-20A UV/VIS

検出器、島津製作所)により分析した。 
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結果 

 

新旧の CoQ 抽出法の比較を Table 1-1 に示した。旧法による 100 mg の日

本晴種子からの CoQ 抽出においては、内部標準の CoQ6 の回収率は 61.9%

（２回測定の平均値）であった（Table 1-1, 実験 1）。対照実験として、同

じサンプルから前処理なしの旧法により CoQ を抽出した場合は、CoQ6 の

回収率はほぼ 100%であったことから（Table 1-1, 実験 2）、前処理中の CoQ6

分解が示唆された。実験 1で CoQ6の回収率が 100%であったと仮定すると、

CoQ9 含量は 5.2±0.0 μg/g と算出されるが、この値は前処理なしの旧法で得

られる CoQ9 含量値よりずっと高い（Table 1-1, 実験 1 カッコ内 vs. 2）。こ

の結果は、旧法においてサンプルに含まれる CoQ9 は前処理中にほとんど

分解されず、むしろ前処理により抽出効率が高まること、また実験 1 で得

られた CoQ9 含量（おそらくは CoQ10 含量も）の値が過大に見積もられて

いることを示唆している。第１節では旧法（前処理あり）により CoQ 抽出

を行っているため、得られた CoQ 含量値は過大に見積もられていると推定

される。 

旧法による 100 mg の S14:ddsA イネ（ホモ系統 91-1）種子からの CoQ 抽

出においては、内部標準の CoQ6 の回収率は 97.7%（２回測定の平均値）

であり（Table 1-1, 実験 5）、旧法による抽出において CoQ6 回収率がサン

プルにより大きく(30%以上)変動することを示している。旧法により 10 mg

の日本晴種子から CoQ を抽出した場合、CoQ6 の回収率は 10%以下で、得

られたCoQ9含量値は同じ方法による 100 mgスケールの抽出から得られた

値よりずっと高く（データ不掲載）、旧法が尐量スケールでの CoQ 抽出に

不向きであることが示された。一方、10 mg の日本晴または S14:ddsA イネ
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（91-1）の種子から新法により CoQ を抽出した場合は、CoQ6 の回収率は

約 90-100%であった。また算出された CoQ9 及び CoQ10 の含量値は、旧法

による 100 mg スケールの抽出で CoQ6 の回収率が 100%であったと仮定し

た場合と近い値であり（Table 1-1, 実験 3 vs. 1 カッコ内及び実験 6 vs. 5）、

新法の尐量スケールの CoQ 抽出における有用性が示された。新法による尐

量スケールの CoQ 抽出においてビタミン K1 (Vk1)を内部標準として用いた

場合、ほぼ 100%の Vk1 が回収され、また算出された CoQ9 及び CoQ10 の

含量値は、新法で CoQ6 を内部標準として用いた場合と非常に近い値であ

った（Table 1-1, 実験 4 vs. 3 及び実験 7 vs. 6）。HPLC チャート上において、

CoQ6 ピークよりも Vk1 ピークの方がノイズピークからの分離がよいこと

から、以後の解析には全て Vk1 を内部標準として用いた新法による尐量ス

ケールの CoQ 抽出を用いた。第１節においては、S14:ddsA 91-1 T2 種子の

CoQ10 含量を約 18 μg/g としたが、同じサンプルの CoQ10 含量は新抽出法

を用いた分析では約 9 μg/g であった(Table 1-1, 実験 7)。この差は、おそら

くは第１節において CoQ 含量値が過大に見積もられたことより生じてい

る。 

このように、種子 1 粒に相当する微量サンプルを用いた新しい CoQ 抽出

法を開発した。種子１粒を用いた新法による分析で、ホモ、ヘミ、ヌル個

体が混在する T1 種子での正確な CoQ 含量評価が可能になった。なお新法

により抽出した CoQ の分析では、HPLC チャート上に CoQ9 ピークにオー

バーラップするノイズピークが存在し、その大きさは CoQ9 約 0.2 μg/g 相

当であった（データ不掲載）。そこで種子における CoQ9 の検出限界をノイ

ズピークの 10 倍相当の 2 μg/g と設定し、次節以降の分析に適用した。 
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Table 1-1. 新旧のCoQ抽出法の比較 

実験 

番号 

試料 

抽出法 

内部標準  CoQ 含量 (μg/g)
a
 

タイプ 
量 

(mg) 
タイプ 

回収率 

(%)
a
 

 CoQ9 CoQ10 

1 日本晴 100 旧 CoQ6 61.9 (56.8, 67.0)
b
  8.4 (9.2, 7.7) 1.7 (2.0, 1.4) 

1’ 日本晴 100 旧 CoQ6 100  5.2 (5.2, 5.1)
c
 1.0 (1.1, 0.9)

c
 

2 日本晴 100 
旧(前処理

なし) 
CoQ6 105.7 (105.0, 106.3)

b
  1.3 (1.4, 1.2) 0.0 (0.0, 0.0) 

3 日本晴 10 新 CoQ6 89.6 (72.8, 106.4)  4.6 (4.4, 4.7) 1.5 (1.5, 1.5 

4 日本晴 10 新 Vk1 101.9 (101.5,102.2)  3.7 (3.6, 3.8) 0.4 (0.4, 0.4) 

5 S14:ddsA 100 旧 CoQ6 97.7 (99.1, 96.3)
b
  4.6 (4.8, 4.4) 8.6 (8.7, 8.5) 

6 S14:ddsA 10 新 CoQ6 98.3 (105.4, 91.3)  1.2 (1.2, 1.2) 12.2 (11.2, 13.3) 

7 S14:ddsA 10 新 Vk1 107.6 (106.0, 109.2)  0.9 (0.9, 0.9) 9.4 (9.7, 9.2) 

a
 2回の試験結果の平均値及び実測値（カッコ内）。 

b
n-ヘキサン層の回収率（60%）により補正。 

c内部標準の回収率を100%と仮定して算出。 
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第 3 節 ddsA発現の増強と種子 CoQ10 含量への影響 

 

第１節で述べたように、S14:ddsA イネ種子では ddsA 遺伝子の発現によ

り CoQ9 と CoQ10 の量比が転換するだけでなく、CoQ の総量（CoQ9 と

CoQ10 の合計量）が非形質転換イネの 2-3 倍に増加していた。上記の結果

から、イネ種子においては DdsA が行うプレニル 2 リン酸合成反応が CoQ

生合成の律速ステップとなっていることが示唆された。言い換えれば、ddsA

遺伝子発現の増強により、形質転換イネ種子の CoQ10 含量をさらに高めら

れる可能性が示された。 

S14:ddsA コンストラクトにおいては ddsA 遺伝子の発現に構成的な

CaMV35S プロモーター(35S-Ω)を用いている。本節では、これを種子でよ

り強く発現するプロモーターに置き換えることにより、種子での ddsA 遺伝

子の発現増強を目指した。具体的には、種子特異的に強く発現するプロモ

ーターとしてイネ 18kDaオレオシンプロモーター(Ole18プロモーター) (Qu 

and Takaiwa 2004)を、構成的に強く発現するプロモーターとしてイネユビ

キチンプロモーターを利用した。第１節で述べたように、CoQ はイネ種子

の胚芽を含めたぬか部分に多く含まれるが、Ole18 プロモーターは未熟種

子の胚芽（＝胚）及びぬか（＝アリューロン層）で強く発現することが Ole18

プロモーター::GUS 遺伝子コンストラクトを導入した形質転換イネの解析

により明らかにされている(Qu and Takaiwa 2004)。またイネユビキチンプロ

モーターは、代表的な構成プロモーターであるトウモロコシユビキチンプ

ロモーター(Christensen et al. 1992)と同様、未熟種子を含むイネの各組織で

強い発現を示すことが確認されている（M. Kuroda 私信）。 
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材料及び方法 

 

植物材料 

イネ（品種：日本晴）及び第１節において作出した S14:ddsA イネの T0

個体と自殖後代（T1 種子）を用いた。植物は芽出し後培養土を充填したポ

ットに移植し、自然光の温室(27℃)で栽培した。 

 

プラスミド構築 

Ole18-S14:ddsAは、第１節において作成したS14:ddsAコンストラクトか

ら、ddsA遺伝子の上流のCaMV35Sプロモーターを1.3kbのイネ18kDaオレオ

シンプロモーター(Ole18プロモーター)へ置き換えることにより構築した。

一方Ubi-S14:ddsAの構築は、Gatewayシステム（インビトロジェン、Carlsbad、

米国）を利用して行った。S14:ddsAコンストラクトから制限酵素処理によ

りS14配列とddsA遺伝子を含む断片を切り出してイネユビキチンプロモー

ター（OsmUbiP）と10 kDaプロラミンターミネーター(アクセッションNo. 

X17074)の間に配置し、エントリーベクターpKS221MCS(Wakasa et al. 2006)

のマルチクローニング部位に挿入した。構築したUbi-S14:ddsA発現カセッ

トを含むエントリーベクターを、LRクロナーゼ反応によりmALS発現カセ

ッ ト を 含 む デ ス テ ィ ネ ー シ ョ ン バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー

(CSP:mALS-GW)(Wakasa et al. 2009)に導入し、Ubi-S14:ddsAを構築した。 

 

植物の形質転換と栽培 

アグロバクテリウムを介したイネ（品種：日本晴）の形質転換を、第１

節の材料及び方法に記述した方法で行った。形質転換植物を50 mg/l のハ
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イグロマイシンまたは1-3 mMのピリミノバックを含む培地上で選抜し、ゲ

ノムへのddsA遺伝子の挿入をPCR増幅により確認した。PCR反応にはプラ

イマーセットDDSA-E2 (5’-GACATGCTGGCCTGCAAC-3’) 及びDDSA-H 

(5’-GCCTTGTTGCCGAACAC-3’)と0.5 UのExTaqポリメラーゼ（タカラバイ

オ、大津、日本）を用いた。PCR増幅は94℃30秒、55℃1分、72℃1分、を

30サイクル行った。形質転換初代（T0個体）を培養土に移植し、自然光の

温室(27℃)で栽培した。T0個体及び自家受粉後代をその後の実験に用いた。 

 

ウェスタンブロット解析 

形質転換イネの葉または未熟種子から、1 g（新鮮重）当たり8 mlの抽出

バッファーを用いて第１節の材料及び方法に記載した方法により可溶タン

パク質を抽出し、12.5%アクリルアミドゲルで分離後、イモビロンポリビ

ニリデンジフルオリド膜（ミリポア）に転写した。タンパク質の検出には

ECLプラスウェスタンブロッティング検出システム（アマシャムバイオサ

イエンス）を用いた。DdsAタンパク質に対する抗血清調製については第１

節の材料及び方法に記載している。 

CoQ 測定 

CoQ 抽出は、第 2 節の材料及び方法に記載した新法で行った。内部標準

には 50 ml の 0.22 mM ビタミン k1 を用いた。抽出した CoQ は第 2 節の材

料及び方法に記載した条件で HPLC により分析した。なお第 2 節で述べた

とおり、CoQ9 は 2 μg/g を検出限界とした。 
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結果 

 

種子特異的に強い発現を示すイネ Ole18 プロモーター、または構成的に

強い発現を示すイネユビキチンプロモーターを用いて S14:ddsA 遺伝子を

発現する 2 種のコンストラクト、Ole18-S14:ddsA 及び Ubi-S14:ddsA を作成

し（Fig. 1-5A）、アグロバクテリウムを介した方法によりイネに導入した。

双方のコンストラクトについて、それぞれ 20 個体以上の形質転換初代（T0

個体）で遺伝子の導入が認められた（PCR増幅により確認、データ不掲載）。

Ubi-S14:ddsA イネについては T0個体の葉、Ole18-S14:ddsA イネについては

T1未熟種子からタンパク質を抽出し抗 DdsA 抗体を用いたウェスタンブロ

ット解析を行った。その結果、Ubi-S14:ddsA イネ及び Ole18-S14:ddsA イネ

双方で DdsA タンパク質を蓄積する個体が複数得られた（Fig. 1-5B）。ただ

し Ole18-S14:ddsA イネでは ddsA 遺伝子導入個体の半数以上で DdsA タン

パク質が蓄積していたのに対し、Ubi-S14:ddsA イネにおいては、50 以上の

ddsA 遺伝子導入個体中、DdsA タンパク質の蓄積が確認されたのは 4 個体

のみであった。Ole18-S14:ddsA イネは稔性があり、野性型同様の表現形を

示した。一方 Ubi-S14:ddsA イネのうち、最も高レベルに DdsA タンパク質

を蓄積する Ubi-S14:ddsA 129 は半不稔の形質を示した。 

第 2 節で開発した CoQ 抽出法を用いて、DdsA タンパク質を蓄積する全

ての S14:ddsA イネ、Ole18-S14:ddsA イネ及び Ubi-S14:ddsA イネの自家受

粉種子(T1 種子)について、CoQ 含量を測定した(Fig. 1-5C)。S14:ddsA イネ

及び Ole18-S14:ddsA イネについては、CoQ10 の高含有を示した上位各 10

個体のデータを示した。T1 種子には、CoQ10 を優先的に蓄積する種子と、

野性型同様 CoQ9 を優先的に蓄積する種子が混在していた。S14:ddsA イネ
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の一部（S14:ddsA 50, 72, 73, 83）について、PCR 解析により種子 1 粒毎に

ddsA 遺伝子の有無を確認したところ、ddsA 遺伝子を保持する T1種子では

CoQ10 が優先的に蓄積し、ddsA 遺伝子を保持しないヌルの T1 種子では

CoQ9 が優先的に蓄積していた(データ不掲載）。そこで、ヌルと推定される

（CoQ9 を優先的に蓄積する）種子のデータを除き、平均的な種子 CoQ9

含量及び CoQ10 含量を個々の形質転換イネ毎に計算した。全ての形質転換

イネにおいて、平均 CoQ9 含量は検出限界(2 μg/g)以下であったことから、

以下は平均CoQ10含量についてのみ述べる。S14:ddsAイネでは S14:ddsA 73

が最も高い種子 CoQ10 含量を示し、その値は 12.2±0.3 μg/g であった。

S14:ddsA イネにおいては、1 から 3 コピーの ddsA 遺伝子が挿入した個体が

得られているが、ddsA 遺伝子挿入コピー数、葉の DdsA タンパク質蓄積量、

及び種子の CoQ10 含量の間に明確な関連は見いだされなかった（データ不

掲載）。Ole18-S14:ddsA イネの種子 CoQ10 含量は最大で Ole18-S14:ddsA 57

の 10.9±2.4  μg/g であり、S14:ddsA イネの値と同程度であった。一方

Ubi-S14:ddsA イネについては、Ubi-S14:ddsA 129 が最も高い種子 CoQ10 含

量を示し、その値は 15.8±1.1  μg/g と、S14:ddsA イネの値の 1.3 倍であっ

た(Fig. 1-5)。このように、イネユビキチンプロモーターを用いた ddsA 遺伝

子発現の増強により、種子 CoQ10 含量（≒CoQ 総量）をさらに増加させる

ことが出来た。 
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Figure 1-5. 異なるプロモーターを用いたCoQ10強化イネの解析 

(A) 形質転換に用いたコンストラクト。  

(B)形質転換イネのウェスタンブロット解析。各形質転換イネのT0個体の葉またはT1未

熟種子（受粉16-18日後）及び野性型である日本晴の葉または未熟種子（受粉16-18日後）

より抽出した可溶タンパク質を抗DdsA抗体を用いて解析した。S14:ddsA 91はポジティ

ブコントロール。 

(C) 形質転換イネT1種子のCoQ含量。種子1粒よりCoQを抽出した。各個体3～8粒の種

子を解析し、平均値と標準偏差を示した。グレーと黒のバーはそれぞれCoQ9含量及び

CoQ10含量を表している。 
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第 4 節 coq2発現イネの作出 

 

第１節や前節の結果からは、イネ種子において、DdsA が行うプレニル 2

リン酸の合成反応が CoQ 生合成の律速ステップであることが示唆された。

一方、タバコにおいては、その次のステップを触媒する PHB: ポリプレニ

ルトランスフェラーゼ（PPT）の活性を遺伝子導入により増強したところ、

葉の CoQ 含量が最大 6 倍に増加したことから(Ohara et al. 2004)、PPT によ

る転移反応（Fig. 1-1A）が CoQ 生合成の律速ステップであることが示唆さ

れた。そこで本節では、PPT 活性の増強により、ddsA 発現イネの種子の

CoQ10 含量をさらに増加することを目指し、酵母の PPT 遺伝子である coq2

と ddsA を同時に発現するイネの作出を行った。また PPT 活性増強が単独

でイネの CoQ 生合成に与える影響について調べるため、coq2 を単独で発

現するイネの作出も行った。 

PPT はアラビドプシスから遺伝子(AtPPT1)が単離されており、AtPPT1 タ

ンパク質がミトコンドリアに局在することが報告されている(Okada et al. 

2004)。一方、上述の coq2 遺伝子発現タバコについては、ER 局在型 COQ2

とミトコンドリア局在型 COQ を発現する 2 種類を作出し比較したところ、

ミトコンドリア局在型COQ2を発現するタバコがより高いCoQ含量を示す

ことが報告されている(Ohara et al. 2004)。そこで本節では、ER 局在型 COQ2

またはミトコンドリア局在型 COQ2 の遺伝子を発現するイネを作出し、双

方の比較を行った。 
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材料及び方法 

 

植物材料 

イネ（品種：日本晴）及び第 3 節において作出した Ubi-S14:ddsA イネの

T0個体と自殖後代（T1種子）を用いた。植物は芽出し後培養土を充填した

ポットに移植し、自然光の温室(27℃)で栽培した。 

 

プラスミド構築 

形質転換に用いるバイナリーベクターの構築は、全てGatewayシステム

またはMultiSite Gatewayシステム（インビトロジェン）を利用して行った。

coq2遺伝子を単独に発現するコンストラクト（ER:coq2及びS14:coq2）の構

築は次のように行った。酵母のcoq2遺伝子 (Ashby et al. 1992)の遺伝子産

物は、N末端にミトコンドリア標的化配列と推定される配列を持つ（アミ

ノ酸 1-23)。COQ2をERに局在させるため、推定ミトコンドリア標的化配

列のコード領域を欠失させた coq2遺伝子の 5’側にインゲン (Phaseolus 

vulgaris)のα-アミラーゼインヒビター遺伝子のER輸送シグナル（ER配列: 

アミノ酸 3-23）(Moreno and Chrispeels 1989)のコード領域をイン-フレーム

で連結し、また3’側にER係留シグナルである ‘KDEL’のコード配列を付加

した。またCOQ2をミトコンドリアへ局在させるために、推定ミトコンド

リア標的化配列のコード領域を欠失させたcoq2遺伝子の5’側にイネミト

コンドリア標的化配列(S14配列:アミノ酸 1-48)(Kubo et al. 1999b)のコード

領域をイン-フレームで連結した。改変した2種類のcoq2遺伝子を35SCaMV

プロモーターと10 kDaプロラミンターミネーターの間に配置してER:coq2

発現カセットまたはS14:coq2発現カセットとし、エントリーベクター



31 

pKS221MCS(Wakasa et al. 2006)のマルチクローニング部位に挿入した。構

築したER:coq2発現カセットまたはS14:coq2発現カセットを含むエントリ

ーベクターを、LR クロナーゼ反応によりmALS発現カセットを含むデステ

ィネーションバイナリーベクター（CSP:mALS-GW）(Wakasa et al. 2009)に

導入した。 coq2遺伝子とddsA遺伝子を同時に発現するコンストラクト

(ER:coq2-ddsA及びS14:coq2-ddsA)の構築は以下の通りに行った。イネユビ

キチンプロモーター、S14:ddsA遺伝子、10 kDaプロラミンターミネーター

から成るUbi-S14:ddsA発現カセット（第3節で作成）を、エントリーベクタ

ーpKS4-1MCS(Wakasa et al. 2006)のマルチクローニング部位に挿入した。構

築したS14:ddsA発現カセットを含むエントリーベクターと、ER:coq2発現カ

セットまたは S14:coq2発現カセットを含むエントリーベクターをLR 

clonase Plusを用いたLRクロナーゼ反応によりmALS発現カセットを含むデ

スティネーションバイナリーベクターCSP:mALS-24GW (Wakasa et al. 2009)

に導入した。 

 

植物の形質転換と栽培 

アグロバクテリウムを介したイネ（品種：日本晴）の形質転換を、第1

節の材料及び方法に記述した方法で行った。形質転換植物を1-3 μMのピリ

ミノバックを含む培地上で選抜し、ゲノムへのcoq2遺伝子及びddsA遺伝子

の挿入をPCR増幅により確認した。ddsA遺伝子については第3節の材料及び

方法に記載した条件で増幅を行い、coq2遺伝子についてはPCR反応にプラ

イ マ ー セ ッ ト coq2-BamHI 

(5’-ACCATCGGATCCTTTTTGGATAGAAAGTTGG-3’) 及 び coq2-860R 

(5’-TGTAGGCCAGCTCATTAC-3’)と0.5 UのExTaqポリメラーゼ（タカラバ
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イオ）を用い、PCR増幅は94℃30秒、52℃1分、72℃1分、を30サイクル行

った。形質転換初代（T0個体）を培養土に移植し、自然光の温室(27℃)で

栽培した。T0個体及び自家受粉後代をその後の実験に用いた。 

 

ノザン解析 

形質転換イネの葉から、RNeasy Plant Mini Kit (キアゲン、Valencia、米国)

を用いてトータルRNAを抽出した。5 μgのトータルRNAを1%(w/v)のアガロ

ースを含むフォルムアミドゲルで分離後、HybondN
+ナイロンメンブレン

(アマシャムバイオサイエンス)に転写した。ジゴキシゲニン(DIG)標識され

た600 ntのcoq2アンチセンスプローブを用いてハイブリダイゼーションを

行い、DIG 発酵検出キット（ロシュアプライドサイエンス、東京、日本）

を用いてノザンハイブリダイゼーションを行った。 

 

ウェスタンブロット解析 

DdsAタンパク質の検出には、形質転換イネの葉から1 g（新鮮重）当た

り8 mlの抽出バッファーを用いて第１節に記載した方法により可溶タンパ

ク質を抽出した。ミトコンドリアマーカーであるCOXIIタンパク質及びER

マーカーであるBiPタンパク質の検出には、次項に記載の方法で調製したミ

トコンドリア画分タンパク質及びミクロソーム画分タンパク質を用いた。

抽出したタンパク質を12.5%アクリルアミドゲルで分離後イモビロンポリ

ビニリデンジフルオリド膜（ミリポア）に転写した。抗体は抗DdsA抗血清

（調製については第1節の材料及び方法に記載）、抗COXII抗体(Agrisera、

Vännäs、スウェーデン)及び抗イネBiP抗体(Yasuda et al. 2009)を用い、検出

はECLプラスウェスタンブロッティング検出システム（アマシャムバイオ
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サイエンス）により行った。 

 

イネカルスからの膜画分の調製  

イネ種子からTokiらの方法(1997)に従いN6D培地上でカルスを誘導した。

継代後、1週間から10日経過したカルスを採取し、液体窒素にて凍結後-80˚C

にて保存したものを膜画分調製の材料に用いた。一回の膜画分調製には、

新鮮重3 g程度のイネカルスを用いた。イネカルスを氷冷した乳鉢中に移し、

1 gのカルスに対し3 mlの100 mM マグネシウムリン酸緩衝液 (pH 6.5; 0.1 

g/ml ポリビニルポリピロリドン, 10 mM DTTを含む)を加え、乳鉢を用いて

細胞を破砕した。破砕液を氷冷した15 ml容遠沈管に移し、5,200 rpm、4℃

にて5分間遠心し、細胞残査を沈澱させた。上清を氷冷した15 ml容のポリ

プロピレン遠沈管に移し、10,100 rpm、4℃にて5分間遠心し、得られたペ

レットをミトコンドリア画分とした。この時の上清を、さらに50,000 rpm、

4℃にて30分間超遠心して得られたペレットをミクロソーム画分とした。ミ

トコンドリア画分、及びミクロソーム画分は氷冷した1 ml容ダウンス型ホ

モジナイザーを用いて300 μlの100 mM Tris-HCl (pH7.6; 10 mM DTTを含む)

に懸濁した。このうち85 μlを粗酵素とし、次項に記載の方法にてCOQ2の

酵素活性測定を行った。 

 

COQ2 酵素活性測定 

COQ2 の酵素活性測定には、一反応当り 85 µl の粗酵素液を用い、各 5 µl

の 200 mM MgCl2, 8 mM p-ヒドロキシベンゾエート(PHB), 8 mM ゲラニル

2 リン酸(GPP)を加え 100 µl とし (終濃度 10 mM MgCl2、0.4 mM PHB、0.4 

mM GPP)、30˚C にて 60 分間反応させた。5 µl のギ酸を加えて反応を停止
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し、内部標準として 10 µl (0.5 nmol)の 50 µM プロピオン酸テストステロン

を添加した。更に 150 µl の酢酸エチルを加え、激しく撹拌後、6,000 rpm に

て 5 分間遠心分離し、上層の酢酸エチル層を回収した。酢酸エチル層を濃

縮乾固後、200 µl のメタノールに溶解し HPLC 用のサンプルとした。反応

生成物である m-geranyl-p-hydroxybenzoate 及び内部標準であるプロピオン

酸テストステロンを、HPLC  (SPD-M10A ダイオードアレイ、島津製作所; 

カラム、LiChrospher 100 RP-18、4 mm i.d.  250 mm、メルク; 移動相、メ

タノール/水/酢酸 (80 : 20 : 0.3, v/v); 温度： 40℃; 流速：1 ml/分; 検出、254 

nm)により分析した。m-geranyl-p-hydroxybenzoate の保持時間は 5.3 分、テ

ストステロンプロピオン酸は 9.2 分であった。 

 

CoQ 測定 

種子はマルチビーズショッカー（安井器械）で 2000 rpm、7 秒で 5 回粉

砕し、第１章第 2 節の材料及び方法に記載した新法により CoQ 抽出を行っ

た。内部標準には 50 μl の 0.22 mM ビタミン k1 を用いた。カルスについて

は、20-30 mg のカルスを 0.1 M 酢酸緩衝液（pH 5.0）中で粉砕後、50 μl の

0.22 mMVk1 を添加し、CoQ を 3 ml の n-ヘキサンで 3 回抽出した。種子、

カルスいずれについても、抽出物を蒸発乾固後に 1 ml のメタノール/アセ

トニトリル(1:1, v/v)に溶解し、抽出した CoQ を第１章第 2 節の材料及び方

法に記載した条件で HPLC により分析した。第 2 節で述べたとおり、種子

の分析では HPLC チャート上で CoQ9 ピークにオーバーラップするノイズ

ピーク（CoQ9 約 0.2 μg/g 相当）が存在したことから、ノイズピークの 10

倍相当の 2 μg/g を CoQ9 の検出限界とした。カルスの分析ではノイズピー

クが見られなかったため、検出限界は設定しなかった。 
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結果 

 

coq2 遺伝子を単独、または ddsA 遺伝子と同時に発現するコンストラク

トを作成した。coq2 単独型、同時発現型それぞれについて、COQ2 を ER

に蓄積するようデザインした ER:coq2 発現カセットまたはミトコンドリア

に蓄積するようデザインした S14:coq2発現カセットを含む各 2種類のコン

ストラクトを作成した(Fig. 1-6A)。構築したコンストラクトをアグロバク

テリウムを介した方法でイネに導入したところ、各コンストラクトについ

て 20 個体以上の coq2 遺伝子（同時発現型については coq2 遺伝子及び ddsA

遺伝子の両方）が導入された形質転換イネが得られた（PCR 増幅により確

認、データ不掲載）。得られた各種の形質転換イネについて coq2 遺伝子発

現をノザンブロットで解析し、さらに同時発現型については ddsA 遺伝子発

現を抗 DdsA 抗体を用いたウェスタンブロットにより解析した(Fig. 1-6B)。

coq2 単独型の形質転換イネについては、ER:coq2 イネでは 1.4 kb、S14:coq2

イネでは 1.5 kb の coq2 mRNA の蓄積が確認された。また同時発現型の形

質転換イネ（ER:coq2-ddsA イネ及び S14:coq2-ddsA イネ）については、coq2

単独型同様 ER:coq2 遺伝子を発現する場合は 1.4 kb、S14:coq2 遺伝子を発

現する場合は 1.5 kb の coq2 mRNA の蓄積が確認され、さらに DdsA タンパ

ク質の蓄積が確認された(Fig. 1-6B)。第 3 節で作出した Ubi-S14:ddsA イネ

においては、ddsA 遺伝子導入個体中 10%以下の個体でしか DdsA タンパク

質の蓄積が見られなかった。同時発現型の形質転換イネには同じ

Ubi-S14:ddsA 発現カセットが含まれるが、ER:coq2-ddsA イネ及び

S14:coq2-ddsA イネのいずれにおいても、coq2、ddsA 両遺伝子が導入され

た個体のうち半数以上で DdsA タンパク質の蓄積が確認された。得られた
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各種の形質転換イネはいずれも稔性があり、野性型同様の表現形を示した。 

各種形質転換イネについて T1種子からカルスを誘導し、COQ2 の酵素活

性を測定した(Fig. 1-7A, B)。各カルスについて coq2 遺伝子（同時発現型に

ついては coq2 遺伝子及び ddsA 遺伝子）の有無を PCR 増幅により確認し（デ

ータ不掲載）、導入遺伝子を含むカルスを解析に用いた。COQ2 の酵素活性

が狙い通りの細胞内局在を示すか確認するため、ミトコンドリア画分及び

ERが含まれるミクロゾーム画分の酵素活性を測定した。coq2単独型では、

野生型である日本晴のカルス、ER:coq2 カルス、S14:coq2 カルスのいずれ

も、ミトコンドリア画分でミクロゾーム画分より高いプレニルトランスフ

ェラーゼ活性（COQ2 酵素活性）が示された。ミトコンドリア画分の COQ2

酵素活性は、日本晴カルスが 0.21±0.03 nmol/h/mg protein であったのに対

し ER:coq2 カルスでは 1-1.2 nmol/h/mg protein、S14:coq2 カルスでは 43-46 

nmol/h/mg protein であり、それぞれ日本晴カルスの値の約 5 倍及び 200 倍

以上であった(Fig. 1-7A)。同時導入型においても、全てミトコンドリア画

分でミクロゾーム画分より高い COQ2 酵素活性が観察された。ミトコンド

リア画分の COQ2 酵素活性は、ddsA 遺伝子のみを導入した Ubi-S14:ddsA

カルスが 0.1-0.2 nmol/h/mg protein であったのに対し、ER:coq2-ddsA カルス

では 0.9-2.4 nmol/h/mg protein、S14:coq2-ddsA カルスでは 13-21 nmol/h/mg 

protein であり、Ubi-S14:ddsA カルスの値を最大値の 0.2 nmol/h/mg protein 

とすると、ER:coq2-ddsA カルス及び S14:coq2-ddsA の値はそれぞれその、

4-12 倍及び 65-105 倍であった。 (Fig. 1-7B)。ミトコンドリアマーカー

(COXII)及び ER マーカー(BiP)タンパク質に対する抗体を用いたウェスタ

ンブロット解析から、各サンプルのミクロゾーム画分へのミトコンドリア

画分の混入は尐ない一方、ミトコンドリア画分にはミクロゾーム画分が相
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当量混入していることが示されている(Fig. 1-7C,D)。ER:coq2 カルス及び

ER:coq2-ddsAカルスのミトコンドリア画分における高い COQ2酵素活性は、

ミクロゾーム画分の混入によるものかもしれない。このように、COQ2 酵

素活性の細胞内局在については明瞭な結果が得られなかったものの、coq2

単独型、同時導入型いずれの形質転換イネカルスにおいても、COQ2 酵素

活性の明らかな増加が確認された。 

COQ2 酵素活性測定に用いたカルス（各コンストラクトにつき 2 ライン）

について、CoQ 含量を測定した(Fig. 1-7E, F)。coq2 単独型の ER:coq2 カル

ス及び S14:coq2 カルスでは、どちらも野生型の日本晴同様、主に CoQ9 が

蓄積していた。日本晴カルスの CoQ9 含量が 13.0±2.0 μg/g であったのに対

し、ER:coq2 カルス及び S14:coq2 カルスの CoQ9 含量は、それぞれ高い方

で 24.7±0.8 μg/g 及び 23.0±0.8 μg/g であり、どちらも日本晴カルスの 1.8-1.9

倍の値に増加していた (Fig. 1-7E)。一方、同時導入型の ER:coq2-ddsA カル

ス及び S14:coq2-ddsA カルスではどちらも、ddsA 遺伝子のみを発現する

Ubi-S14:ddsA カルスと同じく、主に CoQ10 が蓄積していた。Ubi-S14:ddsA

カルスの CoQ10 含量が高い方で 36.7±6.9 μg/g であったのに対し、

ER:coq2-ddsA カルスの CoQ10 含量は高い方で 39.2±6.5 μg/g（ER:coq2-ddsA 

40）と、ほぼ Ubi-S14:ddsA カルスと同程度であった。S14:coq2-ddsA カル

スの CoQ10 含量は高い方で 51.6±17.5 μg/g （S14:coq2-ddsA 39）であり、

Ubi-S14:ddsA カルスの 1.4 倍の値に増加していた(Fig. 1-7F)。予備的な実験

において、日本晴カルスの CoQ9 含量が同様の培養条件においても実験間

で 10-30 μg/g と大きく変動することが確認されている。そのため、カルス

で見られた CoQ9 及び CoQ10 含量の差の有意性については、液体培養カル

ス等のより均一な条件下での比較検討が必要と考えられる。 
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次に、coq2 単独型及び同時導入型の各種形質転換イネの T1 種子におい

て、CoQ 含量測定を行った。coq2 単独型の ER:coq2 イネ及び S14:coq2 イ

ネの T1 種子は、どちらも主に CoQ9 を蓄積しており、また CoQ9 含量も野

生型である日本晴と同程度だった(Fig. 1-8)。同時導入型の ER:coq2-ddsA イ

ネ及び S14:coq2-ddsA イネの T1種子は、どちらも主に CoQ10 を蓄積してい

た。これらのイネ種子の CoQ10 含量は、ER:coq2-ddsA イネで最大 15.1±3.3 

μg/g （ ER:coq2-ddsA 112）、 S14:coq2-ddsA イネで最大 11.7±1.4 μg/g 

（S14:coq2-ddsA 39）であり、Ubi-S14:ddsA イネ(15.8±1.1 μg/g; Ubi-S14:ddsA 

129)と同程度か、それ以下であった(Fig. 1-8)。このように、coq2 遺伝子を

単独、あるいは ddsA 遺伝子と同時に発現させた形質転換イネにおける種子

の CoQ9 含量及び CoQ10 含量は、それぞれの対照である日本晴、あるいは

Ubi-S14:ddsA イネと同程度であった。 



39 

 

 

 

Figure 1-6. coq2導入イネの解析 

(A) 形質転換に用いたコンストラクト。 

(B) 形質転換イネにおけるcoq2 mRNA及びDdsAタンパク質の検出。各形質転換イネ

(S14:coq2 8, 24及びER:coq2-ddsA 112についてはT1個体、他はT0個体)及び野性型である

日本晴の葉よりRNA及び可溶タンパク質を抽出した。coq2 mRNAについてはcoq2アン

チセンスプローブを用いたノザンブロットにより、またDdsAタンパク質については抗

DdsA抗体を用いたウェスタンブロットにより解析を行った。Ubi-S14:ddsA 129はDdsA

蓄積のポジティブコントロール。 
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Figure 1-7. coq2導入イネカルスの解析 

coq2導入イネ（ER:coq2, S14:coq2, ER:coq2-ddsA, 及びS14:coq2-ddsA）とUbi-S14:ddsA

のT1種子及び野性型である日本晴の種子からカルスを誘導し、COQ2の酵素活性とCoQ

含量について解析した。日本晴及びUbi-S14:ddsAはネガティブコントロールとして用い

ている。 

(A, B) COQ2の酵素活性。各系統について2個の独立な種子由来のカルスについて測定

し、平均値を示した。グレーと黒のバーはそれぞれミトコンドリア画分及びミクロゾ

ーム画分の活性を表している。A及びDの挿入図はそれぞれ日本晴とER:coq2 (A)及び

Ubi-S14:ddsAとER:coq2-ddsA (B)の拡大図を示している。 

(C, D) 酵素活性測定に用いた画分の、マーカータンパク質に対する抗体を用いたウェ

スタン解析。ミトコンドリアマーカーとしてCOXII、ERマーカーとしてBiPを用いた。

Mt, Msはそれぞれミトコンドリア画分及びミクロゾーム画分を表している。  

(E, F) CoQ含量。各系統について2個の独立な種子由来のカルスについて測定し、平均

値を示した。グレーと黒のバーはそれぞれCoQ9含量及びCoQ10含量を表している。 

COXII

BiP

A

E

C
o
Q

 c
o
n
te

n
ts

(m
g
/g

)

E
n
z
y
m

e
 a

c
ti
v
it
y

(n
m

o
l/
h
/m

g
 p

ro
te

in
)

B

D
C

o
Q

 c
o
n
te

n
ts

(m
g
/g

)

E
n
z
y
m

e
 a

c
ti
v
it
y

(n
m

o
l/
h
/m

g
 p

ro
te

in
)

F

Nippon

-bare

1 21 24 39

ER:coq2 S14:coq2

5 40 34 39

ER:coq2

-ddsA

S14:coq2

-ddsA

101 107

Ubi-

S14:ddsA

5 40 34 39

ER:coq2

-ddsA

S14:coq2

-ddsA

101 107

Ubi-

S14:ddsA

Nippon

-bare

1 21 24 39

ER:coq2 S14:coq2

Mt MsMt MsMt MsMt MsMt Ms

Nippon

-bare 1 21 24 39

ER:coq2 S14:coq2C

COXII

BiP

Mt MsMt MsMt MsMt MsMt Ms

5 40 34 39

Mt Ms

101 107

ER:coq2

-ddsA

S14:coq2

-ddsA

Ubi-

S14:ddsA



41 

 

 

Figure 1-8. coq2導入イネT1種子のCoQ含量 

種子1粒よりCoQを抽出した。各個体3～8粒の種子を解析し、平均値と標準偏差を示し

た。グレーと黒のバーはそれぞれCoQ9含量及びCoQ10含量を表している。Ubi-S14:ddsA

については、Fig. 1-5から高CoQ10含量を示す2個体のデータを引用した。 
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考察 

 

本章第 1 節では、デカプレニル 2 リン酸合成酵素遺伝子（ddsA）の発

現によりイネの CoQ 側鎖長を 9 から 10 へ改変し、CoQ10 を高生産する

イネの作出を試みた。DdsA タンパク質をそれぞれミトコンドリア、ゴ

ルジ体、または細胞質に局在させるようデザインした 3 種類の遺伝子コン

ストラクト S14:ddsA、CTS:ddsA 及び ddsA をイネに導入した結果、ミトコ

ンドリア局在型の S14:ddsA イネにおいて、CoQ 側鎖長の改変に成功した

(Fig. 1-3)。S14:ddsA イネ種子には、非形質転換体の 10 倍以上の CoQ10 が

蓄積しており(Fig. 1-4)、CoQ10 を種子に高蓄積するイネの作出に成功した。 

出芽酵母において、ポリプレニル 2 リン酸合成酵素遺伝子 (COQ1)の

欠損株に ddsA 遺伝子を導入すると、形質転換酵母は本来の CoQ6 に代わ

ってほぼ CoQ10 のみを蓄積する (Okada et al. 1998a)。一方、大腸菌におい

て内生のポリプレニル 2 リン酸合成酵素遺伝子 (ispB)には改変を加えず

に、ddsA 遺伝子を導入すると、形質転換大腸菌は内生の CoQ8 に加え、尐

量の CoQ10（と CoQ9）を生産する(Okada et al. 1998b)。本研究で作出した

S14:ddsA イネにおいては、内生のポリプレニル 2 リン酸合成酵素遺伝子

には改変を加えず、ddsA 遺伝子のみを導入していることから、大腸菌の

例のように、CoQ10 に加え内生の CoQ9 も相当程度生産されると予想した。

しかし大腸菌の結果とは対照的に、S14:ddsA イネは CoQ10 を優先的に生

産し、CoQ9 はごくわずかしか含まなかった(Fig. 1-3)。このような結果が

得られた原因としては、CoQ 合成の細胞内局在の影響があげられる。最近

シロイヌナズナにおいて、2 種のポリプレニル２リン酸合成酵素のうち、

CoQ 生合成に関わると推定される酵素が ER に局在し（もう一方は葉緑体
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に局在）、またプレニル 2 リン酸のベンゾキノン骨格への転移反応を行う

PPT はミトコンドリアに局在することが報告された(Jun et al. 2004; Okada 

et al. 2004)。そのため、プレニル 2 リン酸は ER で合成され、その後 CoQ

合成のためにミトコンドリアへ運ばれると考えられる。S14:ddsA イネで得

られた結果は、プレニル 2 リン酸の合成が、本来の部位である ER よりも、

ミトコンドリアで行われる方が CoQ 生合成にとってはより効率的である

ことを示唆している。一方 DdsA をゴルジ体に局在するようデザインした

CTS:ddsA イネにおいては、DdsA タンパク質が蓄積したにも関わらず CoQ

側鎖長の変化が見られなかった。その原因についてはさらなる解析が必要

であるが、デカプレニル 2 リン酸が CoQ 合成以外に用いられた可能性があ

る。CoQ 生合成に用いられる長鎖のプレニル 2 リン酸は、プラストキノン

生合成にも用いられる。シロイヌナズナにおける知見からは、プラストキ

ノン生合成に用いられるプレニル 2 リン酸は葉緑体で合成されると推定さ

れるが(Jun et al. 2004)、CTS:ddsA イネでは DdsA によりゴルジ体で合成さ

れたデカプレニル 2 リン酸が、CoQ 生合成ではなくプラストキノン生合成

に用いられたのかもしれない。 

第 2節では、種子 1粒相当の微量サンプルからの抽出が可能な新しいCoQ

抽出法を開発した。新法の導入により種子１粒を用いた分析が可能になり、

以後の分析においてホモ、ヘミ、ヌル個体が混在する T1 種子での正確な

CoQ 含量評価が可能となった。また新旧の抽出法の比較過程において、旧

抽出法による CoQ 含量測定では、CoQ 含量値が過大に見積もられている可

能性が示された。そこで第 3 節で新法を用いて S14:ddsA イネ種子の CoQ10

含量を再評価し、最大 12 μg/g であることを明らかにした（Fig. 1-5C）。 

S14:ddsA イネ種子においては、総 CoQ 含量が非形質転換体の値の 2-3
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倍に増加していた（Fig. 1-4）。ddsA 遺伝子発現によるデカプレニル２リン

酸合成能の付与はプレニル 2 リン酸合成能の増強でもあり、上記の結果か

ら、イネにおいては DdsA が行うプレニル 2 リン酸の合成反応が CoQ 合成

の律速ステップとなっていることが示唆された。そこで第 3 節では ddsA

遺伝子発現の増強により、形質転換イネ種子の CoQ10 含量の一層の増加を

試みた。S14:ddsA コンストラクトで ddsA 遺伝子の発現に用いている

CaMV35S プロモーター(35S-Ω)を、Ole18 プロモーターまたはイネユビキチ

ンプロモーターに改変したコンストラクト（ Ole18-S14:ddsA 及び

Ubi-S14:ddsA）を作成し、イネに導入した。各種形質転換イネ種子の CoQ9

含量はいずれも検出限界以下で、種子に蓄積する CoQ の大部分が CoQ10

であった。形質転換イネ種子の CoQ10 含量は、Ole18-S14:ddsA イネは最大

でも S14:ddsA イネと同程度であったが、Ubi-S14:ddsA イネでは最大で

S14:ddsA イネの値の 1.3 倍に増加していた(Fig. 1-5C)。このように、イネ

ユビキチンプロモーターを用いた ddsA 遺伝子発現の増強により、種子

CoQ10 含量（≒CoQ 総量）をさらに増加させることが出来た。 

DdsA を蓄積する Ubi-S14:ddsA イネは 4 個体が得られたが、そのうち最

も CoQ10含量が高い Ubi-S14:ddsA 129は半不稔の形質を示した。一般的に、

培養過程を経る形質転換体作出においては、培養変異に起因する稔生低下

や矮化等の表現形変化を示す個体が一定数得られる事が知られており

(Phillips et al. 1994)、実際、本章で作出した各種の形質転換イネにおいても、

全種類で不稔・半不稔個体が一定数得られている（データ不掲載）。第 4

節で作出した ER:coq2-ddsAイネ及び S14:coq2-ddsAイネは Ubi-S14:ddsAイ

ネと同じ ddsA 発現カセットを含むが、これらのイネでは DdsA 及び CoQ10

を高蓄積し、かつ正常な稔性を示す個体が複数得られていることから、
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Ubi-S14:ddsA 129 が示す半不稔の形質は、導入遺伝子の影響ではなく培養

変異に起因していると推定される。 

Ole18 プロモーターはイネ未熟種子においてトウモロコシユビキチンプ

ロモーターと同等以上の強い活性を持ち、また CoQ が多く蓄積するアリュ

ーロン層（＝ぬか）で強い活性を示す(Qu and Takaiwa 2004)。それにも関わ

らず、Ole18-S14:ddsA イネ種子の CoQ10 含量値が S14:ddsA イネ種子の値

と同程度に留まった原因としては、Ole18-S14:ddsA イネ未熟種子における

ddsA 遺伝子の発現時期が挙げられるかも知れない。この点については 2 章

でさらに考察する。 

第 4 節では、PPT をコードする coq2 遺伝子と ddsA 遺伝子との同時発現

により、ddsA 発現イネの種子の CoQ10 含量のさらなる増加を目指した。

しかしながら、同時発現型の形質転換イネはコントロールの Ubi-S14:ddsA

と同様の種子 CoQ10 含量を示し（Fig. 1-8）、coq2 遺伝子発現による CoQ10

含量の増加は見られなかった。また coq2 遺伝子の単独での発現がイネの

CoQ 生合成に与える影響についても調べたが、coq2(単独）発現イネと野性

型の日本晴間で種子 CoQ9 含量に差違は見られなかった（Fig. 1-8）。これ

らの結果は、PPT(=COQ2)活性増強により CoQ含量が増加するタバコ(Ohara 

et al. 2004)とは異なり、イネにおいては PPTが行うプレニル 2リン酸の PHB

への転移反応が CoQ 合成の律速ステップではないことを示唆している。 
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第 2 章 CoQ10 量の増加等がイネの生理・生態的特性に及ぼす影響  

 

第 1 章で作出した CoQ10 強化イネは、CoQ10 強化米としての種子の利用

の他、CoQ10 抽出原料としてのイネ各器官の利用が期待される。また、

CoQ10 強化イネでは主な CoQ 種が CoQ9 から CoQ10 に改変され、種子に

おいては総 CoQ 含量の増加も確認されていることから、人為的に CoQ 種

や CoQ 含量を変化させたことがイネの生理・生育特性にどのような影響を

与えるかに興味がもたれる。例えば、CoQ は強い抗酸化作用を持つことか

ら、CoQ 含量が増加した植物において環境ストレス耐性の向上が期待され

る。そこで本章では、第 1 節で CoQ10 強化イネの各器官における CoQ10

含量について解析し、第 2 節で CoQ10 強化イネの生育及び収量特性、第 3

節では CoQ10 強化イネのストレス耐性について調べ、ddsA 遺伝子の発現

及び CoQ 種や CoQ 含量の改変がイネの生理・生態的特性に与える影響に

ついて検討した。 

第 1 章では S14:ddsA イネ, Ole18-S14:ddA イネ, Ubi-S14:ddsA イネの 3 種

類の ddsA 遺伝子を発現する CoQ10 強化イネを作出したが、本章では、構

成的に ddsA 遺伝子を発現するイネとして S14:ddsA イネ、種子特異的に

ddsA 遺伝子を発現するイネとして Ole18-S14:ddsA イネを解析に用いた。 

 

第 1 節 イネ各器官における ddsA発現と CoQ10 含量との関係 

 

CoQ は全ての組織や細胞に含まれるが、ヒトやラットにおいては、臓器

によって重量当たりの CoQ 含量が異なる(Turunen et al. 2004)。植物の各部

位における CoQ 含量については、食品としての観点からイネの玄米（=種
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子全体）、白米とぬか、及びコムギの種子全体、小麦粉（=胚乳部分）と胚

芽を比較した例がある(Kamei et al. 1986)。さらにイネについては、葉、茎、

根、種子の CoQ 含量についての報告があるものの(Ohara et al. 2006)、情報

が非常に限られている。 

そこで本節では、野性型である日本晴と CoQ10 強化イネを用いてイネ各

器官における CoQ 含量について解析し、野性型のイネにおける CoQ 含量

の基本プロフィルを得るとともに、ddsA 遺伝子発現がイネの CoQ 含量等

に与える影響について解析した。 

 

材料及び方法 

 

植物材料 

イネ（品種：日本晴）及び第 1 章第 1 節において作出、選抜した S14:ddsA

イネホモ系統（3-12 及び 91-1）の自殖後代（T2 及び T3 個体）を用いた。

また第 1 章第 3 節において作出した Ole18-S14:ddsA イネの自殖後代（T1

個体）からホモ接合体（Ole18-S14:ddsA 62-3）を選抜し、その自殖後代（T2

個体）を用いた。植物は芽出し後培養土を充填したポットに移植し、自然

光の温室(27℃)で栽培した。完熟種子、受粉 20, 30, 40 日後の未熟種子、発

芽 14 日後の根、及び茎葉を実験に用いた。葉及び茎のサンプリングは以下

のように行った。上位葉：発芽 14, 30, 60 日後及び出穂期（発芽 80 日後）

にそれぞれ最上位展開葉である第 3, 6, 10 葉及び止葉(第 12 葉)の葉身を採

取、下位葉：出穂期に第 9 葉の葉身を採取、茎：出穂期の葉身および穂を

除いた地上部全体（=稈及び葉鞘）を採取。 
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CoQ 測定 

種子全体（＝完熟玄米）及び受粉 20, 30, 40 日後の未熟種子はマルチビ

ーズショッカー（安井器械）で 2000 rpm、7 秒で 5 回粉砕した。ぬか及び

胚芽の測定には玄米を精米器（パーレスト、ケット科学研究所）で 40 秒精

米し、回収したぬかと胚芽をふるいで分離後、ぬかはそのまま、胚芽は乳

鉢と乳棒で粉砕して抽出に用いた。受精 5 及び 10 日後の未熟種子、根、葉、

茎は乳鉢と乳棒を用いて液体窒素中で粉砕した。茎、発芽後 30, 60, 80 日

後の上位葉、及び下位葉サンプルについては、サンプル全体を粉砕して均

一化し一部(20-30 mg)を抽出に用いた。玄米、白米、ぬか、胚芽及び開花

20, 30, 40 日後の未熟種子の粉砕済みサンプルから、第 1 章第 2 節の材料及

び方法に記載した新法により CoQ 抽出を行った。内部標準には 50 μl の

0.22 mM ビタミン k1(Vk1)を用いた。開花 5 及び 10 日後の未熟種子、根、

葉、及び茎については、粉砕したサンプルを 0.1 M 酢酸緩衝液（pH 5.0）

で懸濁後、50 μl の 0.22 mM Vk1 を添加し、CoQ を 3 ml の n-ヘキサンで 3

回抽出した。全てのサンプルについて、抽出物を蒸発乾固後に 1 ml のメタ

ノール/アセトニトリル(1:1, v/v)に溶解し、抽出した CoQ を第 1 章第 2 節の

材料及び方法に記載した条件で HPLC により分析した。種子（玄米）及び

白米の分析においては、HPLC チャート上で CoQ9 ピークにオーバーラッ

プするノイズピーク（CoQ9 約 0.2 μg/g 相当）が存在した。そこで未熟種

子を含む種子（玄米）及び白米の分析については、2 μg/g を CoQ9 の検出

限界とした。他のサンプルの分析ではノイズピークが見られなかったため、

検出限界は設定しなかった。 
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ウェスタンブロット解析 

形質転換イネの未熟種子（開花 5-30 日後）または根、茎、葉（葉身）を

液体窒素中で乳鉢を用いて粉砕した。開花 40 日後の未熟種子は、マルチビ

ーズショッカー（安井器械）を用いて 2000 rpm、7 秒で 5 回粉砕した。粉

砕済みサンプルに未熟種子及び根は新鮮重 10 mg 当たり 80 μl、茎及び葉は

新鮮重 10 mg 当たり 160 μl の抽出バッファーを加え、第 1 章第 1 節の材料

及び方法に記載した方法で可溶性タンパク質を抽出した。抽出したタンパ

ク質を 12.5%アクリルアミドゲルで分離後、イモビロンポリビニリデンジ

フルオリド膜（ミリポア）に転写した。タンパク質の検出には ECL プラス

ウェスタンブロッティング検出システム（アマシャムバイオサイエンス）

を用いた。DdsA タンパク質に対する抗血清調製については第 1 章第 1 節

の材料及び方法に記載している。 
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結果 

 

イネ種子中の CoQ 分布について調べるため、CoQ9 と CoQ10 の含量を野

性型である日本晴の玄米（種子全体）、ぬか、胚芽で測定した(Fig. 2-1A)。

白米での CoQ9 及び CoQ10 の含量測定も行ったが、どちらも検出感度以下

であった。日本晴種子では CoQ9 が主に蓄積しており、玄米の CoQ9 含量

は 3.6±0.5 μg/g であった。ぬか及び胚芽の CoQ9 含量はそれぞれ 19.0±1.3 

μg/g 及び 57.9±6.4μg/g であり、これらの値は玄米の値のそれぞれ 5 倍及び

16 倍であった(Fig. 2-1A)。白米の低い CoQ9 含量については第 1 節で記載

しており、また、ぬかの高い CoQ9 含量については Kamei らにより報告さ

れている(Kamei et al. 1986)。今回得られた結果から、ぬかに加え胚芽も高

い CoQ9 含量を持つことが示された。次に 1g の玄米当たりのぬか及び胚芽

に分布する CoQ9 量を推計した。一般的に、日本で食用として販売されて

いる白米の白米/玄米重量比は 90-91%であり(Hagiwara 2001)、ここで分析

したサンプルでは 90%であった。また日本晴の胚芽（＝胚）/玄米重量比は

約 3%であり(Matsushita et al. 2008)、今回分析したサンプルでは 2.9%であ

ったことから、ぬか/玄米重量比は 7.1%と算出された。この重量比（白米：

ぬか：胚芽= 90:7.1:2.9）を適用すると、1g の玄米当たりのぬか及び胚芽に

分布する CoQ9 量は 1.3±0.1 μg 及び 1.7±0.2 μg と推計され(Fig. 2-1B)、その

値は 1gの玄米に含まれる CoQ9総含量のそれぞれ 37%及び 48%であった。

このように、日本晴種子において、CoQ9 の 85%がぬか及び胚芽に蓄積す

ることが明らかになった。 

CoQ10 強化イネである S14:ddsA イネでも種子中の CoQ 分布について解

析した。CoQ9 と CoQ10 の含量を 2 つのホモ系統(3-12 及び 91-1)の玄米、



51 

ぬか及び胚芽で測定した(Fig. 2-1A)。どちらのホモ系統の種子でも CoQ10

が主に蓄積しており、これらのホモ系統の玄米の CoQ10 含量は S14:ddsA 

3-12 で 11.0±0.4 μg/g、S14:ddsA 91-1 で 7.7±0.9 μg/g であった。S14:ddsA 3-12

の場合、ぬか及び胚芽の CoQ10含量はそれぞれ 63.3±3.6 μg/g及び 180.2±8.1 

μg/g であり(Fig. 2-1A)、これらの値は当該系統の玄米の値のそれぞれ 6 倍

及び 16 倍であった。また、S14:ddsA 91-1 のぬか及び胚芽の CoQ10 含量は

当該系統の玄米の値のそれぞれ 7 倍及び 17 倍であった(Fig. 2-1A)。これら

の結果は S14:ddsA イネのぬか及び胚芽が CoQ10 を高含有することを示し

ている。次に S14:ddsA 系統の 1g の玄米中のぬか及び胚芽に分布する

CoQ10 量を、日本晴と同じ方法で算出した。S14:ddsA 3-12 では、1g の玄

米に含有される 11.0 μg の CoQ10 のうち、 4.5±0.3 μg/g(41%)及び

5.2±0.2μg/g(48%)の CoQ10 がそれぞれぬか及び胚芽に分布すると推定され

(Fig. 2-1B)、また S14:ddsA 91-1では、1gの玄米に含有される 7.7 μgの CoQ10

のうち、4.0±0.4 μg/g (52%)及び 3.7±0.2μg/g (48%)の CoQ10 がそれぞれぬか

及び胚芽に分布すると推定された(Fig. 2-1B)。このように、S14:ddsA では

CoQ9 に代わって CoQ10 が主に蓄積するものの、日本晴と同様 CoQ がぬか

及び胚芽に優先的に蓄積することが明らかになった。 

次に種子における CoQ の蓄積パターンと ddsA 遺伝子発現との関係につ

いて調べるため、日本晴、S14:ddsA イネ及び Ole18-S14:ddsA イネの未熟種

子において DdsA 蓄積量と CoQ 含量を経時的に解析した。S14:ddsA イネホ

モ系統(S14:ddsA 91-1)及び Ole18-S14:ddsA イネホモ系統(Ole18-S14:ddsA 

62-3)の受粉後 5, 10, 20, 30, 40 日後の未熟種子からタンパク質を抽出し、ウ

ェスタンブロットにより DdsA 蓄積量を調べた(Fig. 2-2A)。S14:ddsA イネ

の未熟種子においては受粉 5 日後で中程度の DdsA 蓄積が確認され、10 日
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後には蓄積量が増加し、その後 40 日後まで同程度の蓄積がみられた。一方

Ole18-S14:ddsA イネの未熟種子においては、受粉 5 日後はごく尐量しか

DdsA の蓄積がみられず、受粉 10 日後以降は S14:ddsA の受粉 10 日後以降

と同レベルの蓄積が確認された。次に日本晴及び S1 4 : dds A イネ、

Ole18-S14:ddsA イネの受粉後 5, 10, 20, 30, 40 日後の未熟種子において CoQ

含量を測定した(Fig. 2-2B)。日本晴の未熟種子では、どの時期においても

CoQ9 が優先的に蓄積していた。新鮮重当たりの CoQ9 含量は、受粉 5-20

日後までは 8-9 μg/g程度でほぼ一定で、その後半減していた(Fig. 2-2B左側)。

一方種子 1 粒当たりの CoQ9 含量は、受粉 5 日後は 52.0±11.0 ng/seed であ

るのに対し、受粉 20 日後には約 4 倍の 212.7±7.0 ng/seed となり、その後半

減していた(Fig. 2-2B 右側)。この結果から、イネ未熟種子においては、尐

なくとも受粉 20 日後頃まで CoQ 合成が行われていること、また種子に含

まれる CoQ 量は受粉 20 日後頃に最大となることが明らかになった。前述

した種子中の CoQ 分布の解析において、日本晴の（完熟）玄米 1 粒当たり

の CoQ9 含量は 80.3±12.7 ng/seed であり、受粉 20 日後の種子にはその 2.6

倍の CoQ9 が含まれていた。一方 S14:ddsA イネの未熟種子では、どの時期

においても CoQ10 が優先的に蓄積していた。S14:ddsA イネ未熟種子の新

鮮重当たりの CoQ10 含量は、受粉 5 日後は 7.3±0.4 μg/g で、受粉 10 日後

には 14.2±0.6 μg/g と倍増し、その後受粉 30 日後まではほぼ一定で受粉 40

日後に減尐した(Fig. 2-2B 左側)。種子 1 粒当たりの CoQ10 含量は、日本晴

の CoQ9 含量と同様に、受粉 20 日後に最大（342.3±39.2 ng/seed）となり、

その後減尐していた(Fig. 2-2B 右側)。この結果から、S14:ddsA イネ未熟種

子においても、野性型と同様に尐なくとも受粉 20 日後頃まで CoQ 合成が

行われており、また種子に含まれる CoQ10 量が受粉 20 日後頃に最大とな
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ることが明らかになった。種子中の CoQ 分布の解析において、S14:ddsA

イネの（完熟）玄米 1 粒当たりの CoQ10 含量は 146.4±52.9 ng/seed であり、

受粉 2 0 日後の種子にはその 2 . 3 倍の C o Q 1 0 が含まれていた。

Ole18-S14:ddsA イネの未熟種子では、S14:ddsA イネとは異なるパターンが

得られた。Ole18-S14:ddsA イネ未熟種子では、受粉 5 日後には CoQ10 がほ

とんど蓄積しておらず、受粉 10日後から CoQ10の高蓄積が始まっていた。

Ole18-S14:ddsA イネ未熟種子の新鮮重当たりの CoQ10 含量は、受粉 5 日後

から 20 日後まで増加し、その後は 8-9 μg/g でほぼ一定であった。一方新鮮

重当たりの CoQ9 含量は、全期間を通じて減尐した(Fig. 2-2B 左側)。種子 1

粒当たりの CoQ10 含量は、受粉 5 日後から 30 日後（201.9±16.2 ng/seed）

ま で 増 加 を 続 け 、 そ の 後 一 定 で あ っ た ( F i g .  2 - 2 B 右 側 ) 。 

種子以外の器官での CoQ 蓄積と ddsA 遺伝子発現の関係について調べる

ため、日本晴と S14:ddsA イネ (ホモ系統 S14:ddsA 91-1) の根、茎、葉にお

ける DdsA 蓄積量と CoQ 含量について解析した。S14:ddsA イネの根、茎、

葉（上位葉及び下位葉）では、解析した全ての器官で DdsA タンパク質が

蓄積していた (Fig. 2-3A)。日本晴の根、茎、葉における CoQ 含量を測定し

たところ、どの器官でも CoQ9 が主に蓄積しており、その CoQ9 含量は解

析を行ったサンプル間では 5-6 μg/g とほぼ一定であった(Fig. 2-3C)。一方

S14:ddsA イネにおいては、根、茎、葉全ての器官で CoQ10 が主に蓄積し

ており、その CoQ10 含量は 7-9 μg/g の範囲であった。S14:ddsA イネの根、

茎、上位葉及び下位葉における CoQ9 含量と CoQ10 含量の合計値（総 CoQ

量）は、日本晴の同じ器官のそれぞれ 1.7 倍、1.5 倍、1.3 倍及び 1.6 倍で

あった。第 1 章第 1 節で述べたとおり、S14:ddsA イネの種子では日本晴の

種子と比べ総 CoQ 量が 2 倍以上に増加しているが、今回の解析から、
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S14:ddsA イネでは根、茎、葉など種子以外の器官でも総 CoQ 量が増加し

ていることが確認された。次に各生育時期の葉における CoQ 含量と ddsA

遺伝子発現の関係について調べるため、同じイネ系統を用いて発芽後 14

日後から 80 日後（=出穂期）の最上位展葉における DdsA 蓄積量と CoQ 含

量について解析した。S14:ddsA イネでは解析した全ての時期の葉で DdsA

タンパク質が蓄積していた(Fig. 2-3B)。日本晴の各時期の葉における CoQ

含量を測定したところ、どの時期でも CoQ9 が主に蓄積しており、その含

量は発芽 14 日後には 6.5±0.3 μg/g であったが発芽 30 日後には半減し、そ

の後増加して発芽 80 日後には 14 日後と同じレベル（6.4±0.5 μg/g）に戻っ

た(Fig. 2-3D)。S14:ddsA イネの葉ではどの時期にも CoQ10 が主に蓄積して

いた。日本晴の CoQ9 含量と同様、S14:ddsA イネ葉の CoQ10 含量は、発芽

14 日後に最大値(9.6±0.4 μg/g)を示して発芽 30 日後に半減し、その後増加

して発芽 80 日後には 14 日後と同レベルに戻った。 
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Figure 2-1. 種子中のCoQ分布 

(A) 種子各部のCoQ含量。種子全体(W)、ぬか(B)及び胚芽(G)のCoQ9とCoQ10の含量を、

野生型（日本晴）の種子及びS14:ddsA ホモ系統の種子 (3-12系統T3種子及び91-1系統

T2種子)で測定した。種子全体（＝玄米）については種子１粒からCoQを抽出し、ぬか

及び胚芽については10-20 mgのサンプルからCoQを抽出した。８回（種子全体）または

４回（ぬか及び胚芽）の測定の平均値と標準偏差を示す。グレーと黒のバーはそれぞ

れCoQ9含量及びCoQ10含量を表している。 

(B) 玄米1g中の各部位に含まれるCoQ量。1 gの玄米当たりの、種子全体(W)、ぬか(B)

及び胚芽(G)に含まれるCoQ9及びCoQ10 の量を各部位のCoQ含量より算出した。グレ

ーと黒のバーはそれぞれCoQ9量及びCoQ10量を表している。 
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Figure 2-2. 未熟種子のDdsA蓄積量とCoQ含量 

野性型（日本晴）及びS14:ddsAとOle18-S14:ddsAのホモ系統(S14:ddsA 91-1及び

Ole18-S14:ddsA 62-3) の未熟種子を受粉5-40日後に採取し、DdsAタンパク質の蓄積量

とCoQ含量について解析した。(A) ウェスタンブロットによるDdsAタンパク質の蓄積

量の解析。未熟種子より抽出した可溶性タンパク質を、抗DdsA抗体を用いて解析した。

各レーンには未熟種子0.2 mg（新鮮重）相当量のタンパク質をロードした。DAF；受粉

後日数。 

(B) 種子1g当たり（左列）及び種子1粒当たり（右列）のCoQ含量。種子1粒よりCoQを

抽出した。各サンプル3粒の種子を解析し、平均値と標準偏差を示した。グレーと黒の

バーはそれぞれCoQ9含量及びCoQ10含量を表している。 
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Figure 2-3. 根、茎、葉におけるDdsA蓄積量とCoQ含量 

野性型（日本晴）及びS14:ddsAのホモ系統(S14:ddsA 91-1)から、発芽後14日後の根(R)、

及び出穂期の茎(St)、上位葉(UL)、下位葉 (LL) または発芽後14-80日後の上位葉を採取

し、DdsA蓄積量とCoQ含量について解析した。(A, B) ウェスタンブロットによるDdsA

タンパク質の蓄積量の解析。各サンプルより抽出した可溶性タンパク質を、抗DdsA抗

体を用いて解析した。各レーンにはサンプル0.2 mg（新鮮重）相当量のタンパク質をロ

ードした。N；日本晴、S；S14:ddsA、DAG；発芽後日数。(C, D) CoQ含量の解析。サ

ンプル全体を粉砕により均一化後、20-50 mgを分取しCoQを抽出した。各部位3個体か

ら採取したサンプルを解析し、平均値と標準偏差を示した。グレーと黒のバーはそれ

ぞれCoQ9含量及びCoQ10含量を表している。 
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第 2 節 CoQ10 量の増加がイネの生育及び収量に及ぼす影響  

 

植物で有用物質を生産する最大の利点として、大量生産の容易さとコス

トの低さがあげられるが、効率的な栽培には植物の生育特性及び収量特性

の把握が必要となる。構成的に ddsA 遺伝子を発現する S14:ddsA イネは稔

性があり、予備的な観察では野性型である日本晴と同様の表現形を示して

いた。本章第 1 節で示したとおり、S14:ddsA イネでは種子に加え根、茎、

葉を含む各器官で CoQ10 が高蓄積しており、また、野生型と比べ総 CoQ

量も増加している。本節では、CoQ 種や CoQ 含量の変化がイネの生育に与

える影響を評価するため、S14:ddsA イネの生育特性及び収量特性について

日本晴と詳細な比較を行った。調査は 2008 年と 2010 年の 2 回行った。 

 

材料及び方法 

 

植物材料 

イネ（品種：日本晴）、及び第 1 章第 1 節において作出、選抜した S14:ddsA

イネホモ系統（3-12 及び 91-1）の自殖後代（T3個体）を用いた。 

 

栽培条件 

植物は催芽後 1/5000a ワグネルポットに 1 本植えし、自然光の網室で栽

培した。圃場の土に、2008 年はチッソ(N)、リン酸(P)、カリウム(K)各 0.28 

g/ポット、2010 年は 2008 年の 5 倍量の N, P, K 各 1.4 g/ポットの化成肥料

を施用した。2008 年は当該地の晩植期（6 月下旬）より遅い 7 月中旬、2010

年は普通栽培期である 5 月下旬に移植を行い、常時湛水条件で栽培した。
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2008 年は追肥を行わなかった。2010 年は 7 月下旬に N, P, K 各 0.57 g/ポッ

トの追肥を行った。 
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結果 

 

生育調査結果を Table 2-1 に示す。2008 年は 2010 年より 7 週間遅く移植

を行ったため、出穂日が全体的に約 3 週間遅くなった。また各調査年ごと

で比較すると、S14:ddsA イネの出穂日は日本晴より 2008 年で 1-3 日、2010

年で 7-9 日遅かった。S14:ddsA イネの稈長は日本晴より 10 cm 程短い傾向

があり、穂長及び穂重は日本晴と同程度だった。ただし 2010 年は S14:ddsA

イネ、日本晴共に後述の稔実・登熟不良により穂重が軽くなった。S14:ddsA

イネの穂数は 2008 年の調査では日本晴の 50-60%、2010 年の調査では日本

晴の 75-85%であった。次に収量調査結果を Table 2-2 に示す。2010 年は、

おそらくは高温障害により、全サンプルで稔実率が 15-40%と著しく低下し

完熟種子がほとんど得られなかった。そこで 2008 年の結果のみを示した。

1 穂籾数、登熟歩合及び玄米重については、S14:ddsA イネと日本晴で有意

な差はみられなかった。S14:ddsA イネの玄米収量は日本晴の 40-50%であ

り、日本晴より有意に低かった。 
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Table 2-1. 生育調査結果 

調査年 品種・系統 出穂日 
稈長 

（cm） 
穂数 

穂長 

（cm） 

穂重 

（g） 

2008年 
S14:ddsA  

3-12 9/6±0.0** 65.0±5.8** 5.5±2.1 16.7±1.1 0.9±0.2 

91-1 9/4±0.6* 66.5±4.8** 4.3±1.3** 17.8±1.1* 1.2±0.2 

日本晴  9/3±0.6 77.5±8.3 8.8±0.5 15.5±1.5 1.1±0.1 

2010年 
S14:ddsA  

3-12 8/19±2.9** 57.0±6.7* 9.0±2.2 15.8±1.3 0.3±0.1** 

91-1 8/17±1.9** 61.0±6.3 10.0±2.9 17.2±0.3 0.4±0.0** 

日本晴  8/10±1.0 69.3±3.3 11.8±3.9 15.6±1.3 0.5±0.1 

稈長、穂数は株あたりの値、穂長及び穂重は1穗当たりの値である。 

*及び**はそれぞれ日本晴に対する有意差P<0.05及びP<0.01（スチューデントのt検定）

を示す。 
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Table 2-2. 収量調査結果 

品種・系統 １穗籾数 
登熟歩合 

(%) 

玄米千粒重 

(g) 

玄米収量 

(g/株) 

S14:ddsA  

3-12 34.3±10.0 82.3±7.9 20.3±1.3* 3.0±1.8* 

91-1 41.6±8.1 79.8±4.5* 21.4±0.8 2.8±0.9** 

日本晴  39.3±3.1 88.9±0.7 22.4±0.6 6.3±0.5 

*及び**はそれぞれ日本晴に対する有意差P<0.05及びP<0.01（スチューデントのt検定）

を示す。 
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第 3 節 CoQ10 量の増加がイネの耐塩性に及ぼす影響 

 

植物が様々な環境ストレスで損傷を受ける際、ストレスにより過剰の活

性酸素種が生じ、損傷の主要な原因となっていると考えられており、グル

タチオンペルオキシダーゼやスーパーオキシドジスムターゼ等の抗酸化酵

素の遺伝子を過剰発現する植物では、低温や塩等の環境ストレスへの耐性

が向上することが知られている(Zhu 2001)。CoQ は強い抗酸化作用を持つ

ことから、CoQ 含量が増加した植物においても環境ストレス耐性の向つこ

とから、CoQ 含量が増加した植物においても環境ストレス耐性の向上が期

待される。例えば、coq2 遺伝子の発現により葉の CoQ 含量が野性型の 3-6

倍に増加した形質転換タバコにおいて、酸化ストレスに加え塩ストレス耐

性が向上することが報告されている(Ohara et al. 2004)。本章第 1 節で述べ

たとおり、構成的に ddsA 遺伝子を発現する CoQ10 強化イネ(S14:ddsA イネ)

では、種子に加え根、茎、葉を含む各器官で総 CoQ 量が日本晴に対し 1.3

～1.7 倍に増加していた。そこで本節では、S14:ddsA イネの塩ストレス耐

性について野性型である日本晴との比較を行った。 

 

材料及び方法 

 

植物材料 

イネ（品種：日本晴）、及び第 1 章第 1 節において作出、選抜した S14:ddsA

イネホモ系統（3-12 及び 91-1）の自殖後代（T2個体）を用いた。 
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塩処理 

発芽後蒸留水中で１週間育苗したイネ幼植物を、1/4 濃度の吉田氏液

(Yoshida et al. 1976)中で 3 日間、その後 1/2 濃度の吉田氏液で 4 日間水耕栽

培した。その後、0mM または 50 mM の NaCl を含む 1/2 濃度の吉田氏液

で 2 週間処理（0mM 及び 50 mM NaCl 処理）、あるいは 100mM NaCl を含

む 1/2 濃度の吉田氏液で 1 週間処理した後に NaCl を含まない 1/2 濃度の吉

田氏液に移し 1 週間回復処理（100mM NaCl 処理）した。育苗及び NaCl

処理は自然光の網室で行った。 

 

CoQ 測定 

イネ幼植物の地上部を乳鉢と乳棒を用いて液体窒素中で粉砕し、0.1 M 

酢酸緩衝液（pH 5.0）で懸濁後 50 μl の 0.22 mM のビタミン k1 を添加した。

CoQ を 3 ml の n-ヘキサンで 3 回抽出し、抽出物を蒸発乾固後に 1 ml のメ

タノール/アセトニトリル(1:1, v/v)に溶解した。抽出した CoQ は第 1 章第 2

節の材料及び方法に記載した条件で HPLC により分析した。 
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結果 

 

野性型である日本晴と S14:ddsAイネのホモ系統(3-12及び 91-1)について、

0 mM, 50 mM または 100m NaCl 処理を行った幼植物の地上部乾物重、根乾

物重及び枯葉数を比較した(Fig. 2-4A-C)。日本晴では、NaCl 濃度に依存し

て地上部乾物重及び根乾物重の減尐及び枯葉数の増加がみられた。100mM 

NaCl 処理区では、地上部乾物重及び根乾物重はそれぞれ 0mM NaCl 処理区

の値の 45.9%及び 48.1%に減尐し、一方枯葉数は 0mM NaCl 処理区の 0 枚

に対し 100mM NaCl 処理区では 3±0.5 枚に増加した(Fig. 2-4A-C)。S14:ddsA

イネにおいても日本晴と同様の結果が得られた。100mM NaCl 処理区にお

いては、地上部乾物重及び根乾物重は 0mM NaCl 処理区の値のそれぞれ

41.7-49.4%及び 45.4-47.3%に減尐し、また枯葉数は 0mM NaCl 理区の 0.1-0.4

枚に対し 100mM NaCl 処理区では 3.3-3.5 枚に増加した(Fig. 2-4A-C)。また

新鮮重と乾物重より各サンプルの水分含量を算出したところ、全処理区、

全系統で地上部では 81.3-84.4%、根では 89.6-90.3%とほぼ一定の値を示し

た。このように、日本晴と S14:ddsA イネで塩ストレス耐性に差はみられな

かった。 

塩処理終了後の地上部について、新鮮重当たりの CoQ 含量を測定した。

全処理区において日本晴では CoQ9、2 つの S14:ddsA イネ系統では CoQ10

が主に蓄積していた。また全処理区を通じて、日本晴地上部の CoQ9 含量

は 5-6μg/g でほぼ一定、S14:ddsA 3-12 イネ地上部の CoQ10 含量は 8 μg/g で

ほぼ一定であった(Fig. 2-4D)。S14:ddsA 91-1 イネ地上部については、50 mM 

NaCl 処理区で他の処理区（7-8 μg/g）の値の 1.7 倍の CoQ10 含量（12.2±1.3 

μg/g）を示した。0mM, 50 mM 及び 100mM の NaCl 処理区における S14:ddsA



66 

イネ地上部の総 CoQ 量は、同じ処理を行った日本晴イネ地上部のそれぞれ

1.4-1.5 倍、1.4-2.0 倍、及び 1.5 倍であった。 
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Figure 2-4. S14:ddsAイネの耐塩性の解析 

野性型である日本晴とS14:ddsAイネのホモ系統 (S14:ddsA 3-12及びS14:ddsA 91-1)につ

いて、塩処理終了時の地上部乾物重(A)、根乾物重(B)、枯葉数(C)、及び地上部のCoQ

含量(新鮮重当たり；D)を測定した。(A)-(C)において、白いバーは日本晴、グレーと黒

のバーはそれぞれS14:ddsA 3-12及びS14:ddsA91-1のデータを表している。(A)と(B)は4

個体、(C)は8個体の平均値と標準偏差を示している。(D)においては、グレーと黒のバ

ーはそれぞれCoQ9含量及びCoQ10含量を表し、またN、S3、S91はそれぞれ日本晴、

S14:ddsA 3-12、及びS14:ddsA 91-1を表す。4個体の平均値と標準偏差を示している。  



68 

考察 

 

本章第 1 節では、野性型である日本晴及び CoQ10 強化イネ(S14:ddsA イ

ネ)について、各器官における CoQ 含量を解析した。その結果、以下の点

が明らかになった。1)日本晴及び CoQ10 強化イネどちらでも、CoQ は種子

中のぬか及び胚芽に主に蓄積する(Fig. 2-1)、2) 日本晴及び CoQ10 強化イ

ネどちらでも、未熟種子 1 粒当たりに含まれる CoQ 量は受粉 20 日後頃に

最大となり、その後減尐する(Fig. 2-2B)、3) CoQ10 強化イネでは根、茎、

葉においても CoQ10 が蓄積しており、これらの器官における総 CoQ 量は

日本晴の対応する器官の値の 1.3-1.7 倍に増加している(Fig. 2-3C)。これら

の結果から、S14:ddsA イネは ddsA を構成的に発現するにもかかわらず、

野性型とほぼ同じ CoQ 分布および CoQ 増減パターンを持つことが示され

た。第 1 章では、イネにおいて DdsA が行うプレニル 2 リン酸の合成反応

が CoQ 合成の律速ステップとなっていると考察したが、ここで得られた結

果からは、イネにおける CoQ 合成の律速ステップは他にもあることが強く

示唆された。また上記 1)-3)の情報は、CoQ10 強化イネの改良や、食用及び

CoQ10 の抽出用素材としての CoQ10 強化イネの最適な利用法を検討する

際の基礎データとして非常に有用である。例えば、2)の結果からは CoQ10

の抽出材料とする場合、受粉 20 日後頃が収穫適期であることが示され、1)

の結果からは種子 CoQ10 含量のさらなる増加には胚乳での生産の必要性

が示唆された。 

本章第 1 節では、Ole18-S14:ddsA イネ未熟種子の CoQ 含量についても解

析した。Ole18-S14:ddsA イネで ddsA 遺伝子発現に用いている Ole18 プロモ

ーターは、受粉 12-17 日後のイネ未熟種子において胚及びアリューロン層
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に限定的な強い活性を持つことが確認されているが(Qu and Takaiwa 2004)、

Ole18-S14:ddsA イネの受粉 20 日後の未熟種子では CoQ10 が CoQ9 の 2 倍

以上蓄積し、この時点で蓄積する主な CoQ 種となっていた(Fig. 2-2B)。こ

の結果から、受粉 20 日後の未熟種子における CoQ 合成が、完熟種子での

CoQ 蓄積部位と同じ胚及びアリューロン層（=ぬか）で主に行われている

ことが示唆された。Ole18 プロモーターはまた、受粉 7 日後のイネ未熟種

子においては活性が弱いことが確認されており (Qu and Takaiwa 2004)、

Ole18-S14:ddsA イネにおいても受粉 5 日後では DdsA タンパク質の蓄積が

ほとんどみられず、CoQ10 の蓄積も日本晴並みのレベルであった  (Fig. 

2-2A, B)。Ole18-S14:ddsA イネ各個体の完熟種子の CoQ10 含量が、最大で

も S14:ddsA イネ完熟種子の CoQ10 含量と同等以下であったことは第 1 章

で述べたが、未熟種子における ddsA 遺伝子発現が Ole18-S14:ddsA イネで

は S14:ddsA イネより遅れて始まることがその一因と考えられた。 

本章第 2 節では、CoQ10 強化イネ(S14:ddsA イネ)と日本晴について生育

調査及び収量調査を行った。S14:ddsA イネは野生型である日本晴より出穂

が遅く、短稈の傾向が見られた。また S14:ddsA イネの穂数は、2008 年の

調査では日本晴の 50%程度であり、2010 年の調査では日本晴の 80%程度で

あった(Table 2-1)。2010 年は普通期、2008 年は晩稙期より 1 ヶ月遅い時期

に栽培を行った。2008 年は CoQ10 強化イネ、日本晴共に 2010 年より穂数

が減尐しており、両調査年の生育時期の差が S14:ddsA イネで穂数により強

く影響したと考えられる。2008 年に行った収量調査において、S14:ddsA イ

ネの株当たりの玄米収量は日本晴の約 1/2 であった (Table 2-2)。収量構成

要素である穂数、1 穂籾数、登熟歩合、玄米千粒重のうち、穂数以外は

S14:ddsA イネと日本晴で有意な差がみられなかったことから(Table 2-2)、
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穂数減尐が S14:ddsA イネの低収の主な原因であると考えられた。2008 年

の生育調査で行った普通期の栽培では S14:ddsA イネでも日本晴の 80%程

度の穂数が得られていることから、適期の栽培を行えば S14:ddsA イネでも

日本晴の 80%程度の収量が得られると推定された。出芽酵母において、ジ

ーンターゲティングにより CoQ5-CoQ10 を主に生産する形質転換酵母株

を作出し増殖速度を比較したところ、各株間に大きな差はないものの、内

生の CoQ6 を生産する株が最も速い増殖を示すことが報告されている

(Okada et al. 1998a)。S14:ddsA イネも上記の形質転換酵母株と同様、イネ本

来の CoQ9 がほとんど蓄積せずほぼ CoQ10 のみが蓄積している。そのため

に S14:ddsA イネは穂数減尐等、野生型より生育がやや悪くなったと推定さ

れる。 

2010 年の収量調査においては、S14:ddsA イネ、日本晴共に稔実率が著し

く低下した。2010 年の開花期（8/13-9/2）における当該地の平均最高気温

は 35℃と、2008 年及び 2009 年の同時期の平均最高気温より 6℃高く(農業

環 境 技 術 研 究 所  気 象 デ ー タ よ り ；

http://niaesaws.ac.affrc.go.jp/weatherdata.htm)、また 2010 年の開花期には、

網室内の最高気温は 39℃に達した。Matsui らは、日本晴に対し開花期 5 日

間の昼温（8 時間）について 37.5℃または 40℃の処理を行うと、稔実率が

それぞれ 85.3%または 35.0%に低下することを報告しており(Matsui 2009)、

2010 年の調査においては高温により稔実率が低下したと考えられる。 

coq2 遺伝子を発現するタバコにおいては、葉の CoQ 含量が野性型の 3-6

倍に増加すると共に塩ストレス耐性が向上していた(Ohara et al. 2004)。そ

こで本章第 2 節では、構成的に ddsA 遺伝子を発現する CoQ10 強化イネで

ある S14:ddsA イネの塩ストレス耐性について解析した。その結果、coq2

http://niaesaws.ac.affrc.go.jp/weatherdata.htm
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発現タバコとは異なり、CoQ10 強化イネの塩ストレス耐性は野性型と同程

度であった。その理由の一つとして、処理を行った CoQ10 強化イネ地上部

の総 CoQ 量は、同じ処理を行った日本晴イネ地上部の 1.5 倍程度と coq2

発現タバコに比べて低かったため、CoQ 量増加による耐塩性増強効果が得

られなかったと推定された。また蓄積する CoQ 種の違いによる影響も考え

られる。coq2 発現タバコでは内生と同じ CoQ10 の蓄積量が増加していた

のに対し、CoQ10 強化イネでは内生（CoQ9）とは異なる CoQ10 が主に蓄

積し、CoQ9 の蓄積量は野性型の数分の 1 量に減尐していた(Fig. 2-4D)。生

育調査についての考察でも述べたが、出芽酵母において、本来の CoQ6 以

外を生産する形質転換酵母株は CoQ6 生産株よりも増殖速度が低下するこ

とが報告されている(Okada et al. 1998a)。CoQ10 強化イネでは CoQ 総量は

野生型より増加しているものの、大部分が内生と異なる CoQ 種であったた

めに耐塩性増強効果が得られなかったと考えられる。 
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第 3 章 さまざまなイネ品種･系統を利用した CoQ10 強化イネの作出 

 

第 1 章第 3 節及び第 4 節では、日本晴を宿主品種として用い、これに導

入する遺伝子コンストラクトを改良することにより、CoQ10 強化イネの

CoQ10 含量増加の可能性を探った。これに対し本章では、巨大胚品種やデ

ンプン合成変異系統といった、日本晴より種子の CoQ 含量が高いと想定さ

れる品種や系統を用いて CoQ10 強化イネを作出することにより、形質転換

イネ種子のさらなる CoQ10 含量増加を試みた。 

 

第 1 節巨大胚系統を利用した CoQ10 強化イネの作出 

 

第 2 章第 1 節で述べたように、イネ種子の CoQ は野生型及び CoQ10 強

化イネ（S14:ddsA イネ）いずれにおいても主にぬか及び胚芽部分に蓄積す

る。この結果から、大きな胚芽を持つイネ系統を用いて CoQ10 強化イネを

作出することにより、形質転換イネ種子の CoQ10 含量が増加することが示

唆された。そこで本節では、通常の 2-3 倍の大きさの胚芽を持つ巨大胚系

統を用いて CoQ10 強化イネを作出し、種子 CoQ10 含量の増加を目指した。 

 

材料及び方法 

 

植物材料 

材料として、イネ品種はいいぶき(Matsushita et al. 2008)及び育成系統（中

系特 70 号、以下特 70）の２種類のイネ巨大胚系統を用いた。特 70 は巨大

胚品種であるはいみのり(Maeda et al. 2001)と小粒を特徴とする育成系統で
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ある中国 152 の交配により育成された（S. Iida、私信）。また、通常サイズ

の胚を持つ品種である日本晴を対照として用いた。日本晴型の S14:ddsA イ

ネ（N-S14:ddsA イネ）の作出については第 1 章第 1 節で記述しており（第

1 章では S14:ddsA イネと表記）、本節では T0個体及び T1 種子を用いた。植

物は催芽後培養土を充填したポットに移植し、自然光の温室(27℃)で栽培

した。胚芽重量の測定は、玄米を精米器（パーレスト、ケット科学研究所）

で 40 秒精米し、回収したぬかと胚芽の混合物より胚芽をふるいで分離して

行った。 

 

プラスミド構築 

第 1 章第 3 節で作出した Ubi-S14:ddsA イネにおいては、種子の CoQ10

含量値が S14:ddsA イネの値の最大 1.3 倍に増加したが、ddsA 遺伝子導入個

体中 10%以下でしか DdsA タンパク質が蓄積しないという問題があった。

一方、第 1 章第 4 節で構築した ER:coq2-ddsA コンストラクトは

Ubi-S14:ddsA 発現カセットを含み、日本晴に導入した際に DdsA 蓄積個体

が問題なく得られ、また形質転換イネ種子の CoQ10 含量は Ubi-S14:ddsA

イネと同程度に増加した。そこで本節におけるはいいぶきの形質転換には、

ER:coq2-ddsA コンストラクトをベースに、選抜マーカーを mALS 遺伝子か

らより選抜効率の良い HPT 遺伝子に変更した ER:coq2-ddsA-HPT を用いた。

ER:coq2-ddsA-HPT の構築は、Multisite Gateway システム（インビトロジェ

ン）を利用して行った。第 1 章第 4 節で作成したイネユビキチンプロモー

ター、S14:ddsA 遺伝子、10 kDa プロラミンターミネーターから成る

Ubi-S14:ddsA 発現カセットを含むエントリーベクターと、35SCaMV プロ

モーター、ER:coq2 遺伝子、10 kDa プロラミンターミネーターから成る
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ER:coq2 発現カセットを含むエントリーベクターを、LR clonase Plus を用

いた LR クロナーゼ反応により HPT 発現カセットを含むデスティネーショ

ンバイナリーベクター35S:HPT-24GW (Wakasa et al. 2006)に導入した。 

 

植物の形質転換と栽培 

第 1 章第 1 節において構築した S14:ddsA コンストラクト及び

ER:coq2-ddsA-HPT コンストラクトをエレクトロポレーションによりアグ

ロバクテリウム(Agrobacterium tumefaciens) EHA105 株に導入した。アグロ

バクテリウムを介したイネの形質転換を、Toki ら(1997)の方法に次の改変

を加えて行った; 選抜と再分化のステップに使用する培地を、Fukuoka ら

の報告(2000)に記載されているものに変更した。はいいぶきには S14:ddsA

コンストラクト及び ER:coq2-ddsA-HPT コンストラクトを、特 70 には

S14:ddsA コンストラクトを導入した。形質転換植物を 50 mg/l のハイグロ

マイシンを含む培地上で選抜した。S14:ddsA コンストラクトの導入の際は、

450 個のはいいぶきカルス、1400 個の特 70 カルスを選抜し、はいいぶき 6

個、特 70 については 5 個の再分化個体を得た。また ER:coq2-ddsA-HPT コ

ンストラクトの導入の際は、600 個のはいいぶきカルスを選抜し、3 個の

再分化個体を得た。再分化個体について第 1 章第 3 節の材料及び方法に記

載した条件で PCR 増幅によりゲノムへの ddsA 遺伝子の挿入を確認したと

ころ、S14:ddsA コンストラクトについては、はいいぶき 5 個体及び特 70

各 5 個体、ER:coq2-ddsA-HPT コンストラクトについては、はいいぶき 3

個体の ddsA 遺伝子挿入個体が得られた（データ不掲載）。形質転換初代（T0

個体）を培養土を充填したポットに移植し、自然光の温室(27℃)で栽培し

た。T0個体及び自殖種子（T1）を実験に用いた。 
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ウェスタンブロット解析 

形質転換イネの葉または完熟種子から、葉は10 mg当たり80 μl、完熟種

子は10 mg当たり50 μlの抽出バッファーを用いて第1章第1節の材料及び方

法に記載した方法により可溶性タンパク質を抽出し、12.5%アクリルアミ

ドゲルで分離後、イモビロンポリビニリデンジフルオリド膜（ミリポア）

に転写した。タンパク質の検出にはECLプラスウェスタンブロッティング

検出システム（アマシャムバイオサイエンス）を用いた。DdsAタンパク質

に対する抗血清調製については第1章第1節の材料及び方法で記載している。 

 

CoQ 測定 

CoQ 抽出は、第 1 章第 2 節の材料及び方法に記載した新法で行い、また

抽出した CoQ は第 1 章第 2 節の材料及び方法に記載した条件で HPLC によ

り分析した。CoQ9 は 2 μg/g を検出限界とした。 
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結果 

 

2 種の巨大胚系統であるはいいぶきと中系特 70 号(特 70)及び日本晴の玄

米を Fig. 3-1A に示す。はいいぶき及び特 70 の胚芽/玄米重量比はそれぞれ

6.9%及び 9.5%で、その値は日本晴(2.9%)の 2～3 倍であった。特 70 ははい

いぶきと同程度の巨大な胚を持つが（Fig. 3-1A）、玄米重は日本晴やはいい

ぶきの 55-57%である（Fig. 3-1B）ため、胚芽/玄米重量比がはいいぶきの

それより大きくなっている。はいいぶきと特 70 の種子 CoQ9 含量は日本晴

のそれぞれ 1.9 倍及び 2.8 倍であり(Fig. 3-1C)、これら巨大胚系統の種子に

CoQ9 が高含有されていることが確認された。 

アグロバクテリウムを介した形質転換により、S14:ddsA コンストラクト

（Fig. 3-2A; 第 1 章第 1 節で構築）をはいいぶき及び特 70 へ導入した。そ

の結果、5 個体のはいいぶき型の S14:ddsA (Hi-S14:ddsA)形質転換初代（T0）

植物及び 5 個体の特 70 型の S14:ddsA (T70-S14:ddsA) T0植物が得られた。

両系統の形質転換効率（ddsA 遺伝子が導入された再分化個体数/選抜カル

ス数）は、はいいぶきで 1.3%、特 70 で 0.4%であった。S14:ddsA コンスト

ラクトにおいては、ddsA 遺伝子発現に構成的な CaMV35S プロモーターを

用いていることから、葉における DdsA タンパク質の蓄積を調査した。そ

の結果、Hi-S14:ddsA イネ 2 個体及び T70-S14:ddsA イネ 2 個体において、

DdsA タンパク質の蓄積が確認された(Fig. 3-2B)。Hi-S14:ddsA イネ及び

T70-S14:ddsA イネはいずれも稔性があり、野性型同様の表現型を示した。 

DdsA タンパク質を蓄積する Hi-S14:ddsA イネ及び T70-S14:ddsA イネ全

個体について、自家受粉種子（T1 種子）の CoQ 含量測定を行い、第 1 章 1

節で作出した日本晴型の N-S14:ddsA イネの T1種子における CoQ 含量と比
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較した（Fig. 3-2C）。N-S14:ddsA イネについては、第 1 章第 3 節の Fig. 1-5

から、CoQ10 を高含有する上位 2 個体のデータを引用した。PCR 解析によ

り種子 1 粒毎に ddsA 遺伝子の有無を確認し(データ不掲載）、ddsA 遺伝子

を保持する種子を CoQ 含量測定に用いた。全ての ddsA ポジティブの T1 種

子において、CoQ10 が優先的に蓄積していた。第 1 章第 3 節で述べた通り、

N-S14:ddsA イネでは、N-S14:ddsA 73 が最も高い種子 CoQ10 含量を示し、

その値は 12.2±0.3 μg/g であった。これに対し Hi-S14:ddsA イネでは

Hi-S14:ddsA 5、T70-S14:ddsA イネでは T70-S14:ddsA 1 が最も高い種子

CoQ10 含量を示し、それぞれ 16.8±4.5 μg/g 及び 22.1±8.3 μg/g であった(Fig. 

3-2C)。このように、Hi-S14:ddsA イネ及び T70-S14:ddsA イネの種子 CoQ10

含量は、最大で N-S14:ddsAイネの値のそれぞれ 1.4倍または 1.8倍であり、

巨大胚系統の利用により、種子 CoQ10 含量の増加が可能であることが示さ

れた。 

はいいぶきについては、Ubi-S14:ddsA 発現カセットの導入により種子

CoQ10 含量のさらなる増加を試みた。第 1 章第 4 節で構築した

ER:coq2-ddsA コンストラクトをベースに、選抜マーカーを mALS 遺伝子か

らより選抜効率の良い HPT 遺伝子に変更した ER:coq2-ddsA-HPT を構築し

(Fig. 3-2A)、アグロバクテリウムを介した形質転換を行った。その結果、3

個体の ddsA 遺伝子導入個体（Hi-ER:coq2-ddsA イネ、T0 個体）が得られた。

これらの形質転換イネには全て coq2 遺伝子も導入されていた（PCR 増幅

により確認、データ不掲載）。ウェスタンブロットにより Hi-ER:coq2-ddsA

イネの自家受粉種子(T1 種子)における DdsA タンパク質蓄積について解析

した。PCR 解析により種子 1 粒毎に ddsA 遺伝子の有無を確認し(データ不

掲載）、ddsA 遺伝子を保持する種子からタンパク質を抽出し解析に用いた。
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その結果、全ての T0個体由来の種子で DdsA タンパク質の蓄積が確認され

た(Fig. 3-2B)。Hi-ER:coq2-ddsA イネは稔性があり、野性型同様の表現型を

示した。 

Hi-ER:coq2-ddsA イネの T1種子について CoQ含量を測定し、Hi-S14:ddsA 

及び N-ER:coq2-ddsA イネの T1種子の CoQ 含量と比較した（Fig. 3-2C）。

N-ER:coq2-ddsA イネについては、第 1 章第 4 節の Fig. 1-8 から、CoQ10 を

高含有する上位 2 個体のデータを引用した。PCR 解析により種子 1 粒毎に

ddsA 遺伝子の有無を確認し(データ不掲載）、ddsA 遺伝子を保持する種子を

CoQ 含量測定に用いた。全ての ddsA ポジティブの T1種子において、CoQ10

が優先的に蓄積していた。Hi-ER:coq2-ddsA イネでは Hi-ER:coq2-ddsA 3 が

最も高い種子 CoQ10 含量を示したが、その値は 15.9±3.8 μg/g であり(Fig. 

3-2C）、Hi-S14:ddsA イネ及び N-ER:coq2-ddsA イネ種子の最大値と同程度

であった。このように、今回得られた 3 個体の Hi-ER:coq2-ddsA イネの解

析からは、改良型 S14:ddsA コンストラクトの導入による種子 CoQ10 含量

の増加は確認されなかった。 
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Figure 3-1. 本章で用いた巨大胚イネ系統 

(A) 種子(玄米)の写真。バーは1 mm。 

(B) 種子1粒重。 

(C) 種子のCoQ含量。種子１粒よりCoQを抽出し、4回の測定の平均値と標準偏差を示

した。グレーと黒のバーはそれぞれCoQ9含量及びCoQ10含量を表している。 



80 

 
 

Figure 3-2. 巨大胚系統型のCoQ10強化イネの解析 

(A) 形質転換に用いたコンストラクト。  

(B) 形質転換イネのウェスタンブロット解析。各形質転換イネのT0個体の葉またはT1

種子、及び対応する宿主系統の葉または種子より抽出した可溶タンパク質を、抗DdsA

抗体を用いて解析した。N-S14:ddsA 91はポジティブコントロール。 

(C) 形質転換イネT1種子のCoQ含量。種子1粒よりCoQを抽出した。各個体4～5粒の種

子を解析し、平均値と標準偏差を示した。グレーと黒のバーはそれぞれCoQ9含量及び

CoQ10含量を表している。N-S14:ddsA及びN-S14:ddsA,ER:coq2については、それぞれFig. 

1-5及び1-6から高CoQ10含量を示す2個体のデータを引用した。 
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第 2 節 sugary及び shrunken 変異体を利用した CoQ10 強化イネの作出 

 

前章第１節で示したように、イネ種子の CoQ は主にぬか及び胚芽部分に

蓄積する。本章第 1 節では、巨大胚系統を利用して CoQ10 強化イネを作出

し、通常サイズの胚を持つ日本晴型の CoQ10 強化イネと比べ、巨大胚系統

型の CoQ10強化イネでは種子の CoQ10含量が最大 1.8倍に増加することを

示した。この結果から、巨大胚系統以外でも胚乳部分が小さく、相対的に

種子重量中に占めるぬか及び胚の比率が大きいイネ系統は、CoQ10 強化イ

ネの種子 CoQ10 含量増加に利用できるのではないかと考えた。本節ではこ

の作業仮説に基づき、デンプン生合成の欠陥により種子の乾物重が大きく

減尐する sugary 変異体及び shrunken 変異体を用いて CoQ10 強化イネの作

出を行った。 

 

材料及び方法 

 

植物材料 

材料として N-メチル-N-ニトロソウレア処理されたイネ（品種：金南風）

(Yano et al. 1984)から分離された sugary 変異体（変異系統  EM5）及び

shrunken 変異体（変異系統 EM22）を用いた。これらはデンプン生合成に

欠陥があり、sugary 変異体ではデンプン枝切り酵素である ISA1、shrunken

変異体では ADP-グルコースピロフォスフォリラーゼの活性が低下してい

る(Kawagoe et al. 2005; Kubo et al. 1999a)。その結果どちらの変異体でも乾

物重当たりの種子デンプン含量及び種子の乾物重の双方が野性型と比べ大

きく減尐し、種子にはしわがよっている(Matsuo et al. 1987)。対照としては
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N- S14:ddsA イネの宿主系統である日本晴を用いた。N- S14:ddsA イネの作

出については第 1 章第 1 節で記述しており（第 1 章では S14:ddsA イネと表

記）、本節では自殖後代の種子（T1）を解析に用いた。 

 

植物の形質転換と栽培 

アグロバクテリウムを介したイネsugary変異体及びshrunken変異体の形

質転換を、第1章第1節の材料及び方法に記述した方法で行った。形質転換

植物を50 mg/l のハイグロマイシンを含む培地上で選抜し、ゲノムへの

ddsA遺伝子の挿入を第1章第3節の材料及び方法に記載した条件のPCR増幅

により確認した。形質転換初代（T0個体）を培養土を充填したポットに移

植し、自然光の温室(27℃)で栽培した。T0個体及び自殖後代を実験に用い

た。 

 

ウェスタンブロット解析 

形質転換イネの完熟種子から、1 mg当たり20μlの抽出バッファーを用い

て第1章第1節の材料及び方法に記載した方法により可溶性タンパク質を抽

出し、12.5%アクリルアミドゲルで分離後、イモビロンポリビニリデンジ

フルオリド膜（ミリポア）に転写した。タンパク質の検出にはECLプラス

ウェスタンブロッティング検出システム（アマシャムバイオサイエンス）

を用いた。DdsAタンパク質に対する抗血清調製については第1章第1節の材

料及び方法に記載している。 

 

CoQ 測定 

CoQ 抽出は第 1 章第 2 節の材料及び方法に記載した新法で行い、また抽
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出した CoQ は第 1 章第 2 節の材料及び方法に記載した条件で HPLC により

分析した。CoQ9 は 2 μg/g を検出限界とした。 
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結果 

 

日本晴、sugary 及び shrunken の種子（玄米）を Fig. 3-3A に示す。2 種の

変異系統の玄米は野性型である日本晴と比べ扁平でしわがよっている(Fig. 

3-3A)。また sugary 及び shrunken の種子重量は日本晴のそれぞれ 2/3 及び

1/2 であった(Fig. 3-3B)。日本晴、sugary 及び shrunken の種子について CoQ9

及び CoQ10 の含量を測定したところ、3 種全てのイネ種子で CoQ9 が主に

蓄積していた。sugary 及び shrunken の種子 CoQ9 含量の値は日本晴種子の

CoQ9 含量値のそれぞれ 3.4 倍及び 3.2 倍であった(Fig. 3-3C)。第 3 章第 1

節で用いた２つの巨大胚系統（はいいぶきおよび中系特 70）では、種子の

CoQ9 含量はそれぞれ 6.6±0.4 μg/g 及び 9.5±2.3 μg/g であり（Fig. 3-1C）、

sugary 及び shrunken の種子 CoQ9 含量の値は中系特 70 の当該値のそれぞ

れ 1.2 倍及び 1.1 倍であった。このように、両変異系統の種子が高い CoQ9

含量を示すことが確認された。 

アグロバクテリウム法により、sugary 及び shrunken へ S14:ddsA コンス

トラクト（第 1 章第 1 節で構築）を導入した。14 個体の sugary 型 S14:ddsA 

イネ (Sug-S14:ddsA イネ )及び  18 個体の shrunken 型 S14:ddsA イネ

(Shr-S14:ddsA イネ)の形質転換初代（T0）植物が得られた。これらのうち、

十分な稔性を示した 10個体の Sug-S14:ddsAイネ及び 4個体の Shr-S14:ddsA

イネを以後の解析に用いた。自家受粉種子(T1 種子)における DdsA タンパ

ク質の蓄積を解析した。PCR 解析により種子 1 粒毎に ddsA 遺伝子の有無

を確認し(データ不掲載）、ddsA 遺伝子を保持する種子からタンパク質を抽

出し解析に用いた。解析した全ての ddsA ポジティブの Sug-S14:ddsA イネ

及び Shr-S14:ddsA イネの T1 種子において、DdsA タンパク質が検出された
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(Fig. 3-4A)。また、Sug-S14:ddsA イネ及び Shr-S14:ddsA イネはいずれも、

野性型同様の表現型を示した。 

5 個体の Sug-S14:ddsA イネ(10 個体の内、予備的な実験において高い

CoQ10 含量を示した個体)及び 4 個体の Shr-S14:ddsA イネについて T1種子

の CoQ 含量を測定し、日本晴型の N-S14:ddsA イネ T1 種子の CoQ 含量と

比較した（Fig. 3-4C）。N-S14:ddsA イネについては、第 1 章第 3 節の Fig. 1-5

から、CoQ10 を高含有する上位 2 個体のデータを引用した。種子 1 粒毎に

ddsA 遺伝子の有無を確認し(PCR 解析により確認、データ不掲載）、ddsA

遺伝子を保持する種子を CoQ 含量測定に用いた。全ての ddsA ポジティブ

の T1 種子において、CoQ10 の高蓄積が確認された。第 1 章第 3 節で述べた

通り、N-S14:ddsA イネの種子 CoQ10 含量は最大で 12.2±0.3 μg/g であった。

これに対し、Sug-S14:ddsA イネでは、Sug-S14:ddsA 17、また Shr-S14:ddsA

イネでは Shr-S14:ddsA 6 が最も高い種子 CoQ10 含量を示し、その値はそれ

ぞれ 34.5±15.3 μg/g、及び 28.1±14.3 μg/g であった(Fig. 3-4B)。このように、

Sug-S14:ddsA イネ及び Shr-S14:ddsA イネの種子 CoQ10 含量は最大で

N-S14:ddsA イネの値のそれぞれ 2.9 倍または 2.3 倍であった。本章第 1 節

で得られた巨大胚系統型の CoQ10 強化イネの種子 CoQ10 含量は、

Hi-S14:ddsA で最大 16.8±4.5 μg/g、T70-S14:ddsA で最大 22.1±8.3 μg/g であ

った(Fig. 3-2C)。このように、Sug-S14:ddsA イネ及び Shr-S14:ddsA イネの

種子 CoQ10 含量値は、最も高い個体で T70-S14:ddsA イネの値のそれぞれ

1.6 及び 1.3 倍であった。Sug-S14:ddsA イネ及び Shr-S14:ddsA イネの正確

な評価には ddsA ホモ接合体の T1個体の選抜とホモ個体由来の T2種子の分

析が必要であるものの、ここで得られた結果から、sugary 及び shrunken 変

異体の利用が、重量当たりの種子 CoQ10 含量増加に有効であることが示さ
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れた。 
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Figure 3-3. 本章で用いたイネ変異体系統 

(A) 種子(玄米)の写真。バーは1 mm。 

(B) 種子1粒重。 

(C) 種子のCoQ含量。種子１粒よりCoQを抽出し、4回の測定の平均値と標準偏差を示

した。グレーと黒のバーはそれぞれCoQ9含量及びCoQ10含量を表している。 
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Figure 3-4. Sug-S14:ddsAイネ及びShr-S14:ddsAイネの解析 

(A) 形質転換イネのウェスタンブロット解析。N-S14:ddsA 73（ポジティブコントロー

ル）、Sug-S14:ddsAイネ及びShr-S14:ddsAイネのT1種子及び対応する宿主系統（日本晴、

sugary及びshrunken）の種子由来の可溶性タンパク質を抗DdsA抗体を用いて解析した。 

(B) 形質転換イネT1種子のCoQ含量。種子1粒よりCoQを抽出した。各個体4または5粒

の種子を解析し、平均値と標準偏差を示した。グレーと黒のバーはそれぞれCoQ9含量

及びCoQ10含量を表している。N-S14:ddsAについては、Fig. 1-5から高CoQ10含量を示

す2個体のデータを引用した。 
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考察 

 

第 2 章で述べたように、イネ種子の CoQ は野生型及び CoQ10 強化イネ

（S14:ddsA イネ）いずれにおいても主にぬか及び胚芽部分に蓄積する。そ

こで本章では、巨大胚系統やデンプン生合成の欠陥により胚乳部分の重量

が大きく減尐した変異体（デンプン合成変異体）といった、種子重量中に

占めるぬか及び胚芽の比率が大きい品種・系統を用いて CoQ10 強化イネを

作出し、種子 CoQ10 含量の増加を目指した。巨大胚系統型及びデンプン合

成変異体型の CoQ10 強化イネの種子 CoQ10 含量は、最も多い個体で日本

晴型の CoQ10 強化イネの値のそれぞれ 1.8 倍及び 2.9 倍に増加した。この

ように、種子の外観や食味が通常品種より务ることから、混米での利用等、

用途が限られる可能性はあるものの、これらの系統の利用が種子 CoQ10 含

量の増加に有効であることが示された。 

はいいぶきと特 70の種子に含まれる内在性の CoQ9含量はそれぞれ日本

晴の 1.9 倍及び 2.8 倍であった(Fig. 3-1C)。しかしながら、巨大胚系統型（は

いいぶき型及び特 70 型）と日本晴型の CoQ10 強化イネ種子の CoQ10 含量

の差は CoQ9 含量の差に比べると小さいものだった（1.4 倍及び 1.8 倍、Fig. 

3-2C）。同様に、デンプン合成変異体である sugary 及び shrunken 変異体の

種子 CoQ9 含量はそれぞれ日本晴の値の 3.4 倍及び 3.2 倍である(Fig. 3-3C)

のに対し、sugary 型及び shrunken 型の CoQ10 強化イネ種子の CoQ10 含量

の差は日本晴型の値のそれぞれ 2.9 倍及び 2.3 倍 (Fig. 3-4B) と、宿主系統

間の CoQ9 含量の差より小さかった。日本晴型の CoQ10 強化イネ

(N-S14:ddsA イネ)においては、その種子 CoQ10 含量（T1種子）は T0個体

間の差が大きく、予備的な測定において 24 の N-S14:ddsA イネ T0個体のう
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ち 5個体のみが比較的高い(>10 μg/g) T1種子 CoQ10含量(T1種子)を示した。

巨大胚系統型やデンプン合成変異体型の CoQ10 強化イネについても、より

多く形質転換イネを作出することにより、より高濃度に CoQ10 を蓄積する

個体が得られる可能性が考えられた。 

第 1 章第 3 節で述べたように、日本晴型の CoQ10 強化イネにおいては

ddsA 遺伝子発現の増強により種子 CoQ10 含量のさらなる増加に成功して

いる。そこで本章第 1 節では、巨大胚系統型（はいいぶき型）の CoQ10 強

化イネについて、同様の戦略による種子 CoQ10 含量のさらなる増加を試み

た。日本晴においては、イネユビキチンプロモーターを用いて ddsA 遺伝子

を発現する N-Ubi-S14:ddsAイネの種子 CoQ10含量は CaMV35Sプロモータ

ーを用いる従来型の N-S14:ddsA イネの値の最大 1.3 倍に増加した(第 1 章

第 3 節; Fig. 1-5）。また Ubi-S14:ddsA 発現カセットを含む ER:coq2-ddsA コ

ンストラクトを導入したイネ(N-ER:coq2-ddsAイネ)でも種子 CoQ10含量が

N-S14:ddsA イネの値の 1.2 倍に増加した(Fig. 3-2C）。しかし、はいいぶき

に お い て は 、 ER:coq2-ddsA コ ン ス ト ラ ク ト を 導 入 し た イ ネ

（Hi-ER:coq2-ddsA イネ）と従来型コンストラクトを導入した Hi-S14:ddsA

イネの間で、種子 CoQ10 含量の最大値は同程度であり(Fig. 3-2C）、ddsA 遺

伝子発現の増強による種子 CoQ10 含量の増加は確認されなかった。日本晴

型の N-ER:coq2-ddsA イネでは、DdsA タンパク質を蓄積する 19 の T0個体

のうち、T1 種子で N-S14:ddsA イネの値より 10%以上高い 13 μg/g 以上の種

子 CoQ10 含量を示したのは 2 個体であった。一方、Hi-ER:coq2-ddsA イネ

は 3 個体しか DdsA タンパク質を蓄積する T0 個体が得られていない。その

ため、はいいぶきにおける ddsA 遺伝子発現の増強による CoQ10 含量増加

効果について評価するには、より多くの Hi-ER:coq2-ddsA イネの作出及び
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解析が必要と考えられた。 

本章で用いたイネ品種・系統のうち、はいいぶきは胚芽米用の品種とし

て既に市場で流通している。そのため他の系統より種子 CoQ 含量が低めで

はあるものの、実用的な CoQ10 強化米開発の宿主としてはいいぶきが有望

であると考えられた。 
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総合考察 

 

本研究では健康機能性の増進に資する遺伝子組換え作物として、

CoQ10 を高含有する米の開発を目指した研究を行った。その結果、デ

カプレニル２リン酸合成酵素遺伝子(ddsA)の導入によりイネの CoQ 側鎖

長を 9 から 10 へ改変し、非形質転換体の 10 倍以上の CoQ10 を蓄積する

イネの作出に成功した。 

本研究第 1 章で作出した CoQ10強化イネ(N-S14:ddsAイネ)の結果から、

DdsA 酵素をミトコンドリアに局在させることにより CoQ10 合成系路が強

化されることが強く示唆された。N-S14:ddsA イネでは、内生の CoQ9 合成

経路も同様に機能していると考えられる。にもかかわらず、N-S14:ddsA イ

ネでは CoQ10 が優先的に蓄積され、CoQ9 含量は減尐していた。シロイヌ

ナズナとの類似性から、イネの CoQ 生合成に関わるポリプレニル２リン酸

合成酵素は ER に局在すると推定されている。本研究の結果は、DdsA 酵素

を内生酵素とは異なる細胞内器官に配置することにより、CoQ 代謝を目的

とする方向により効率的に改変できることを示している。第 1 章の考察

で述べたように、植物においてプレニル 2 リン酸は ER で合成され、その

後 CoQ 合成のためにミトコンドリアへ運ばれると考えられており、

N-S14:ddsA イネでは、プレニル 2 リン酸が本来の部位である ER ではなく

ミトコンドリアで合成されることにより、より効率的に CoQ 合成に用いら

れたと推定された。 

また N-S14:ddsA イネ種子においては、総 CoQ 含量が野性型である日本

晴の値の 2 倍以上に増加していることから、イネにおいては DdsA が触媒

するプレニル 2リン酸の合成反応が CoQ合成の律速ステップになり得るこ
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とが示唆された。一方、タバコにおいてはプレニル 2 リン酸の PHB への転

移反応を行う PPT が CoQ 合成の律束酵素だと考えられているが、PPT を

コードする coq2 遺伝子をイネで発現しても CoQ 含量の増加は確認されな

かった。 

第 2 章では主に N-S14:ddsA イネを用いて CoQ10 強化イネの各部位・各

生育時期における CoQ10 含量を測定した。その結果、N-S14:ddsA イネは

各部位に CoQ10 が高蓄積し、また各部位で野生型より総 CoQ 量が増加し

ていること、N-S14:ddsAイネは ddsAを構成的に発現するにもかかわらず、

CoQ総量としては野性型とほぼ同じ分布および増減パターンを持つことが

示され、イネにおいて DdsA が触媒するプレニル 2 リン酸の合成反応以外

にも CoQ 合成の律速ステップがあることが強く示唆された。 

また第 2 章では、N-S14:ddsA イネを用いて CoQ10 強化イネの生育及び

収量特性について解析した。CoQ10 強化イネは野生型と比べ出穂が遅く、

短稈の傾向が見られた。また CoQ10 強化イネの穂数は、調査年により異な

るが野生型の 50-80%程度に低下し、その結果 CoQ10 強化イネでは収量が

野生型と比べ低下していた。さらにストレス耐性の一例として CoQ10 強化

イネ（N-S14:ddsA イネ）の耐塩性について解析したところ、CoQ10 強化イ

ネの耐塩性は野生型と同程度であることが明らかとなった。CoQ10 強化イ

ネの各器官における総 CoQ 量が野生型の 2 倍以内程度であったことが、大

きな相違がみられなかった主な原因と考えられる。 

CoQ10 強化イネの種子である CoQ10 強化米は食品として利用すること

が出来る。第 2 章で述べたように、CoQ は米のぬかおよび胚芽に主に蓄積

する。そのため CoQ10 強化米は玄米または胚芽を残した分つき米として食

べる必要がある。日本においては、CoQ10を心臓病の薬として用いる場合、
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30 mg/日の摂取が規定されている。食品サプリメントとして使用する場合

の CoQ10 の最適摂取量は未だ決定されていないが、原則的には 30 mg/日以

下の CoQ10 摂取が推奨されており、これを超えるレベルの CoQ10 摂取の

安全性については、現在食品安全委員会で検討されている。そこで、CoQ10

強化米からの CoQ10 摂取の目標値を 20-30 mg/日と設定した。日本人の日

常食における米（種子）の平均摂取量は 162 g/日(2008 年)であることから(農

林水産省 2010)、種子 CoQ10 含量の目標値を 120-190 μg/g と算出した。本

研究で開発した CoQ10 強化米の CoQ10 含量は、3 章で作出した CoQ10 含

量を増強したタイプでも、巨大胚系統型で最大 22.1 μg/g（T70-S14:ddsA 1）、

デンプン合成変異体型で最大 34.5 μg/g（Sug-S14:ddsA 17）と、望ましい値

のそれぞれ 12-18%及び 18-29%であった。しかしながら、162 g の巨大胚系

統型またはデンプン合成変異体型の CoQ10 強化イネの種子には、それぞれ

3.6 mg 及び 5.6 mg の CoQ10 が含まれ、この値は日本人の食事からの平均

CoQ10 摂取量（4.5 mg/日）(Kubo et al. 2008)のそれぞれ 80%及び 124%に相

当する。この観点から見れば、本研究で開発した CoQ10 強化米は実用上十

分意義のあるレベルの CoQ10 を含むと言える。 

CoQ10 は肉や青魚、野菜ではダイズなどの食品に比較的多く含まれ

るが、30 mg の CoQ10 を摂取するには 950 g の牛肉, 6 匹のイワシまたは

1.5 kg のダイズを食べる必要があり (Kamei et al. 1986 を元に算出)、通常

の食事から十分量を摂取するのは不可能である。CoQ10 強化米の開発は、

サプリメントに頼らない食品からの十分量の CoQ10 摂取に道を開くもの

である。3 章で用いたイネ品種・系統のうち、はいいぶきは胚芽米用の品

種として既に市場で流通しており、実用的な CoQ10 強化米開発の宿主とし

て有望と考えられる。 
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CoQ10 強化イネは CoQ10 の抽出用素材としても用いることができる。

工業的な CoQ10 生産においては、光合成細菌や酵母を用いた CoQ10 の発

酵法による生産が広く行われており(Kawamukai 2009)、アグロバクテリウ

ムを用いたプラントスケールの培養で最大 458 mg/l 培養液（=458 μg/ml , ≈ 

1 g 培養液）の CoQ10 含量が達成されている(Ha et al. 2007)。その結果、2009

年時点の原料としての CoQ10 の価格は 130,000 円/kg（=0.13 円/mg）程度、

また最終製品であるサプリメントの価格は CoQ10 含量 1mg 当たり 1-2 円

程度となっている。CoQ10 強化イネ各部位の CoQ10 含量はアグロバクテリ

ウ培養液のそれよりずっと低いが、イネを用いた CoQ10 生産は 1) 公的な

承認が得られた後には、植物体は通常のイネと同じ方法で栽培することが

出来るため、大量生産の費用を非常に低く抑えられる、2) 種子を抽出材料

として用いる場合は、元来食品であることから高度な精製を必要とせず、

抽出コストを抑える事が出来る、等の複数の潜在的な利点を持っている。

CoQ10 強化イネを用いた CoQ10 生産のコストを以下のように試算した。ま

ず種子を利用する場合について検討した。食用ではなく抽出用途であるこ

とから、飼料米の生産費を参考とした。第 2 章で行った収量調査の結果を

基に各種 CoQ10 強化米の収量を飼料米の一律 80%と仮定し、平均飼料米の

kg あたり平均生産費(調査情報部  2009)から、CoQ10 強化米の生産費を

156.3 円/kg と算出した。CoQ10 強化米の CoQ10 含量は、それぞれ最大で

日本晴型で 12.2 μg/g（=12.2 mg/kg, N-S14:ddsA 73）、巨大胚系統型で 22.1 

μg/g（=22.1mg/kg）、デンプン合成変異体型で 34.5 μg/g（=34.5mg/kg）であ

ることから、各種 CoQ10 強化米を用いた CoQ10 の生産コストは 1 mg 当た

り日本晴型で 12.8 円、巨大胚系統型で 7.1 円、デンプン合成変異体型で 4.5

円と推定された。ただし第 2 章で示したように、日本晴型 CoQ10 強化米
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(N-S14:ddsA)では種子 1 粒あたりの CoQ10 含量は受粉 20 日後に最大とな

り、この時期の種子には完熟種子の 2 倍以上の CoQ10 が含まれる。各種

CoQ10 強化米において、収穫時期の最適化により CoQ10 収量の増加及び生

産コストの低下が可能と考えられる。 

次に日本晴型の CoQ10 強化イネについて、稲発酵粗飼料の生産と同様、

黄熟期に種子と茎葉を含む地上部全てを収穫し利用する場合の CoQ10 生

産コストについて試算した。CoQ10 強化イネの生産費を、食用品種を利用

した場合の稲発酵粗飼料の生産費と同じ乾物 1 kg 当たり 100 円(農業・食

品産業技術総合研究機構 2009)とした。日本晴型の CoQ10 強化米の CoQ10

含量は、12.2 mg/kgである。また第 2章で示したとおり、出穂期茎葉のCoQ10

含量は新鮮重当たり約 8 μg/g であるが、含水率 80%程度(農業・食品産業技

術総合研究機構 2004)のため乾物換算では約 40 μg/g（=40mg/kg）となる。

日本晴では全重の 34%を玄米重、57%をわら（＝茎葉）重が占める（クサ

ノホシ収量調査結果； http://ineweb.narcc.affrc.go.jp/index.html 中の日本晴

収量より算出）ことから、CoQ10 強化イネの地上部に含まれる CoQ10 含量

は、乾物 1 kg 当たり玄米分 4.1 mg とわら分 22.8 mg の合計 26.9 mg と見積

もられた。これに基づき、地上部を利用する場合の CoQ10 の生産コストは

1 mg 当たり 3.7 円と試算された。上記に加え、種子と地上部のいずれを利

用する場合も原材料からの CoQ10 抽出コストがかかる。このようにイネを

用いた CoQ10 生産は、微生物発酵による生産より高コストとなる。実際に

生産に用いるためには、CoQ10 含有量の増加や、イネに含まれる CoQ10

以外の有用成分との同時抽出・利用等の工夫が必要と考えられる。 

トウモロコシ、コムギといった主要穀物はイネ科に属し、イネ同様主に

CoQ9 を生産している(Kamei et al. 1986)。そのため CoQ10 強化イネ作出に

http://ineweb.narcc.affrc.go.jp/index.html
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用いた方法はこれらの植物にそのまま応用可能である。実際、飼料の高付

加価値化やバイオマス植物での CoQ10 生産を目的として、CoQ10 を強化し

たイネ科牧草ギニアグラス近縁のパニカム属植物(Panicum meyerianum)が

本研究と同じ手法により作出されており（Takamizo 私信）、本研究で開発

した「植物における CoQ10 高生産法」の有効性を示している。  

今後、CoQ10 強化イネの CoQ10 含量をさらに増加させるためには、ddsA

に加え他の CoQ 合成酵素の利用が有効であると考えられる。大腸菌では

CoQ の合成経路がほぼ解明されており (Meganathan 2001)、複数の CoQ

合成酵素遺伝子の過剰発現による大規模な代謝改変が行われている。大

腸菌においては、PPT による転移反応と、PHB 合成反応の増強が CoQ 含

量増加に効果的であることが報告されている (Cluis et al. 2007)。PPT に

ついては、本研究でイネでは効果がないことが明らかにされたことから、

次に試みるべき代謝改変は PHB 合成反応の増強であると考えられる。植物

における PHB の合成経路は未解明であるが、大腸菌では PHB はコリスミ

酸リアーゼである UbiCによりコリスミ酸から直接合成される(Meganathan 

2001)。コリスミ酸はトリプトファン等のアミノ酸合成の前駆物質であり、

植物にも含まれている。実際、UbiC 遺伝子の導入により、コリスミ酸を基

質として PHB を高生産するタバコが作出されている(Viitanen et al. 2004)。 

一方種子の含量増加については、胚乳での生産も視野に入れる必要が

ある。本研究ではイネの内生の CoQ(9)合成経路を利用し、イネに CoQ9

の代わりに CoQ10 を合成させた。種子重量の 90%を占める胚乳部分に

は CoQ9 が蓄積せず、CoQ10 強化イネにおいても胚乳には CoQ10 が蓄

積していなかった。胚乳には DdsA が行うプレニル 2 リン酸の合成反応

の初発基質となるゲラニルゲラニル 2 リン酸 (GGPP)及びコリスミ酸が
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蓄積することが確認され、GGPP は組換えイネ胚乳におけるカロテノイ

ド生産、コリスミ酸は葉酸生産の基質として利用されている (Burkhardt 

et al. 1997; Storozhenko et al. 2007; Ye et al. 2000)。前述の通り、大腸菌で

は CoQ 合成経路がほぼ解明され PHB から CoQ に至る 9 ステップ、8 種

類の合成酵素の遺伝子が特定されており (Meganathan 2001)、また PHB

は UbiC によりコリスミ酸から合成できる。Multisite Gateway システムを利

用したイネの形質転換用ベクターの開発等によりイネへの複数遺伝子の導

入も容易になってきており(Wakasa et al. 2006)、技術的にはイネ胚乳におけ

る CoQ 合成経路の構築が可能になりつつある。 

我が国では、消費者の遺伝子組換え食品への懸念が根強く、また遺伝

子組換え作物の商業栽培の承認に際して厳しい安全性評価及び環境影

響性評価が科される。そのため遺伝子組換え作物の商業化のハードルは

非常に高く、現在までに食用の遺伝子組換え作物の商業栽培が行われた

例はない。ただし尐しずつではあるが、状況は変わりつつある。ビタミ

ン A 欠乏症を防ぐゴールデンライスは 2008 年からフィリピンでの野外

試験が行われており、遺伝子組換えイネとしては世界で初めて、2012

年にも同国での一般栽培が実現する予定である (ISAAA 2009)。またハワ

イではウィルス耐性を付与した組換えパパイヤが生産され流通してい

るが、2009 年に日本の食品安全委員会がこの組換えパパイヤの食品と

しての安全性を認めたことから、数年内にも我が国への組換えパパイヤ

の輸入が始まると予想される。また緒言でも遺伝子組換え作物に関する

情報不足が消費者の不安の一因となっていると述べたが、この点への対

応も研究者や行政によって始まっている。近年では、消費者が新しい技

術を受容するには、単に不足している情報を供給するだけでなく、参加
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体験型のイベントやコミュニケーションを伴う対話の場を通じて新し

い技術に「なじむ」プロセスが必要と考えられるようになってきている

(Sassa and Watanabe 2006)。こうした考えに基づき、2003 年から農業生

物資源研究所が隔離圃場の見学会を行ったり、また 2007 年から農水省

が参加者との意見交換も含む遺伝子組換え農作物に関するコミュニケ

ーション活動を行うなど、参加型、双方向型の情報提供の取り組みが尐

しずつ進んでいる。遺伝子組換え米の実用化や、パパイヤのように生食

する遺伝子組換え作物の国内での流通、また対話を通じた情報発信の取

り組みにより、消費者が遺伝子組換え技術や遺伝子組換え食品に抱く印

象が変化していくと予想される。  

本研究では、ミトコンドリアに局在するよう設計した S14:DdsA タンパ

ク質を作らせることにより、植物で初めてイネの CoQ 鎖長改変に成功し、

非形質転換体の 10 倍以上の CoQ10 を蓄積するイネの作出に成功した。本

研究の結果は、DdsA 酵素を内生酵素とは異なる細胞内器官に配置するこ

とにより、CoQ 代謝を目的とする方向により効率的に改変できることを

示している。また本研究で開発した CoQ10 強化イネは、CoQ10 強化米と

して利用することで消費者がメリットを感じられ、またイネ（米）の付

加価値を高めるため生産者もメリットを感じられる遺伝子組換え作物

である。CoQ10 強化イネは現在すぐに実用化のための安全性評価及び環

境影響性評価に着手できる状況ではないが、CoQ10 含量の増加等の改良

により CoQ10 強化イネの価値を高め、将来的に新たな機能性米として実用

化できるよう、開発を進めたい。  
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摘要 

 

本論文は、遺伝子組換え技術による健康機能成分であるコエンザイム

Q10 (CoQ10) を高含有するイネの開発について記述したものである。得

られた結果の概要は以下の通りである。  

 

第 1 章  

CoQ10強化イネを作出し、導入コンストラクトの改変によるCoQ10含量

の増加を試みた。 

第 1 節  

グルコン酸菌由来の CoQ合成酵素遺伝子であるデカプレニル 2リン酸

合成酵素遺伝子（ddsA）の導入により、CoQ10 を高蓄積するイネを作出

した。DdsA タンパク質をミトコンドリアに局在させるようデザインした

コンストラクト S14:ddsA をイネ（品種：日本晴）に導入した結果、イネの

CoQ 側鎖長を 9 から 10 に改変することに成功した。N-S14:ddsA イネ種

子には、非形質転換体の 10 倍以上の CoQ10 が蓄積していた。さらに

N-S14:ddsA イネ種子では、総 CoQ 含量が非形質転換体の値の 2-3 倍に増加

していた。これらの結果から、プレニル 2 リン酸の合成が、本来の部位で

ある ER よりもミトコンドリアで行われる方が CoQ 生合成にとってはより

効率的であること、またイネにおいてプレニル 2 リン酸の合成反応が CoQ

合成の律速ステップとなっていることが示唆された。 

第 2 節  

種子 1粒相当の微量サンプルからの抽出が可能な新しい CoQ抽出法を開
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発した。新法の導入により種子１粒を用いた分析が可能になり、以後の分

析においてホモ、ヘミ、ヌル個体が混在する T1 種子での正確な CoQ 含量

評価が可能となった。 

第 3 節  

第 1 章第 1 節の結果よりイネにおいて DdsA が行うプレニル 2 リン酸の

合成反応が CoQ 合成の律速ステップとなっていることが示唆された。そこ

で第 3 節では、ddsA 遺伝子発現の増強により種子 CoQ10 含量の一層の増

加を試みた。S14:ddsA コンストラクトで ddsA 遺伝子の発現に用いている

CaMV35S プロモーターを、Ole18 プロモーターまたはイネユビキチンプロ

モーターに改変したコンストラクト（Ole18-S14:ddsA 及び Ubi-S14:ddsA）

をイネ（品種：日本晴）に導入した。形質転換イネ種子の CoQ10 含量は、

N-Ole18-S14:ddsA イネは最大でも N-S14:ddsA イネと同程度であったが、

N-Ubi-S14:ddsA イネでは最大で N-S14:ddsA イネの値の 1.3 倍に増加した。

このように、ddsA 遺伝子発現の増強により種子 CoQ10 含量を増加させる

ことが出来た。 

第 4 節  

DdsA が行うプレニル 2 リン酸の合成反応の次のステップを触媒する

PHB: ポリプレニルトランスフェラーゼ（PPT）をコードする coq2 遺伝子

と ddsA 遺伝子との同時発現により、CoQ10 含量のさらなる増加を目指し

た。しかしながら、同時発現型の形質転換イネはコントロールの

N-Ubi-S14:ddsA と同様の種子 CoQ10 含量を示し、coq2 遺伝子発現による

CoQ10 含量の増加は見られなかった。また coq2 遺伝子単独での発現がイ

ネの CoQ 生合成に与える影響についても調べたが、coq2(単独）発現イネ
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と野性型の日本晴間で種子 CoQ9 含量に差違は見られなかった。これらの

結果から、PPT(=COQ2)活性増強により CoQ 含量が増加するタバコとは異

なり、イネにおいては PPT が触媒するプレニル 2 リン酸の PHB への転移

反応が CoQ 合成の律速ステップではないことが示唆された。 

 

第 2 章  

CoQ10 強化イネの各器官における CoQ10 含量について解析すると共に、

CoQ10 強化イネの生育及び収量特性、さらに CoQ10 強化イネの塩ストレス

耐性について調べ、ddsA 遺伝子の発現及び CoQ 種や CoQ 含量の改変がイ

ネの生理・生態的特性に与える影響について解析した。 

第 1 節  

CoQ10強化イネ(N-S14:ddsAイネ)の各器官におけるCoQ10含量を解析し、

以下の結果を得た。 

1. 日本晴及び CoQ10 強化イネどちらでも、CoQ は種子中のぬか及び胚芽

に主に蓄積する。 

2. 日本晴及び CoQ10 強化イネどちらでも、未熟種子 1 粒当たりに含まれる

CoQ 量は受粉 20 日後頃に最大となり、その後減尐する。 

3. CoQ10 強化イネでは根、茎、葉においても CoQ10 が蓄積しており、こ

れらの器官における総 CoQ 量は日本晴の対応する器官の値の 1.3-1.7 倍

に増加している。 

これらの結果から、N-S14:ddsA イネは ddsA を構成的に発現するにもか

かわらず、野性型とほぼ同じ CoQ 分布および CoQ 増減パターンを持つこ

とが示され、イネにおいて DdsA が行うプレニル 2 リン酸の合成反応以外

にも CoQ 合成の律速ステップが存在することが強く示唆され、また CoQ10
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強化イネの改良や、最適な利用法を検討する際に有用な基礎データが得ら

れた。 

第 2 節  

CoQ10 強化イネ（N-S14:ddsA イネ）と日本晴について生育調査及び収量

調査を行い、以下の結果を得た。調査は 2008 年と 2010 年に行ったが、2010

年は稔実率が著しく低下したことから、収量調査は 2008 年のみ行った。 

1. N-S14:ddsA イネは野生型である日本晴より出穂が遅く、短稈の傾向が見

られた。 

2. N-S14:ddsA イネの穂数は、晩稙期より 1 ヶ月遅い時期に栽培を行った

2008 年の調査では日本晴の 50%程度、普通期に栽培した 2010 年の調査

では日本晴の 80%程度であった。 

3. N-S14:ddsA イネの株当たりの玄米収量は日本晴の約 1/2 であった。収量

構成要素である穂数、1 穂籾数、登熟歩合、玄米千粒重のうち、穂数以

外は N-S14:ddsA イネと日本晴で有意な差がみられないことから、穂数

減尐が 2008 年の調査における N-S14:ddsA イネの低収の主な原因である

と考えられた。 

第 3 節  

抗酸化酵素の遺伝子を過剰発現する植物では、低温や塩等の環境ストレ

スへの耐性が向上することが知られているが、CoQ もまた強い抗酸化作用

を持つ。第 2 章第 1 節の結果から、CoQ10 強化イネ(S14:ddsA イネ)では、

各器官の総CoQ量が野生型に対し 1.3～1.7倍に増加していることが確認さ

れたことから、第 2 節では CoQ10 強化イネの塩ストレス耐性について解析

した。その結果、CoQ10 強化イネの塩ストレス耐性は野性型と同程度であ
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ることが明らかとなった。 

 

第 3 章  

第 2 章第 1 節で述べたように、イネ種子の CoQ は主にぬか及び胚芽部分

に蓄積する。そこで第 3 章では、巨大胚系統や、デンプン生合成の欠陥に

より胚乳部分の重量が大きく減尐した変異体（デンプン合成変異体）とい

った、種子重量中に占めるぬか及び胚芽の比率が大きい品種・系統を用い

て CoQ10 強化イネを作出し、種子 CoQ10 含量の増加を試みた。第 1 節で

は巨大胚系統、第 2 節ではデンプン合成変異体を用いて CoQ10 強化イネを

作出した。巨大胚系統型及びデンプン合成変異体型の CoQ10 強化イネの種

子 CoQ10 含量は、最も多い個体で日本晴型の CoQ10 強化イネの値のそれ

ぞれ 1.8 倍及び 2.9 倍に増加し、これらの系統の利用が種子 CoQ10 含量の

増加に有効であることが示された。 
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