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Abstract  
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OtherwilluslngtOPlantcellcultunng，atgOal．Andwecomparetoamylosecontentbythiswayandgeneral  

method．  

緒論   

米は世界中で栽培されている重要な作物であり、その起原は熱帯アジアの湿地に分布する野生の植  

物である。最近では品種改良により低アミロース含有米のような食味改善された品種や、栄養強化の  

ための高タンパク質米、また腎臓病患者の食事療法の用途に用いる低タンパク質米や米アレルギー患  

者のための低アレルゲン米のように様々な品種改良が行われている。   

自然交配による品種改良は、様々な品種を交配し、栽培、収穫して得るため手間と時間がかかり、  

得られた種子は様々な遺伝形質を有すので、栽培し再度収穫するまで特性を明らかにできない。そこ  

で、遺伝形質を素早く解析でき、さらに米そのものの特性を測定できる手法が必要となる。   

米の特性を表す代表的成分の一つであるデンプンの分子構造の分析は、これまで除タンパク・脱脂  

処理した米粉を用いてきた。しかし、これらの処理は最低でも20gの米を必要とし、米を破砕する時  

に物理的な力や熱による影響を受け、デンプン粒を調製する時に長時間アルカリ溶液で処理するな  

ど、デンプンの分子構造を損傷する可能性がある。   

本研究では米粒をそのまま溶解して分析に用いることにより、少量のサンプルでデンプンの分子構  

造を明らかにすることを目的とし、究極の目的として米粒を半分に分け、胚のない方でデンプンの分  

子構造を解析し、胚のある方を組織培養に用いるという効率の良い品種改良系を確立することであ  

る。また、この方法で調製したデンプン溶液はタンパク質と脂質を含み、これらがデンプンの分子構  

造の分析結果に影響する可能性があるため、アミロース含量の測定で最も正確とされるヨウ素電流滴  

定の測定結果とこれらの分析結果を比較し、その関係を調べる。  

材料と方法  

材料 彩の国籾種生産組合から入手した収量の多いウルチ種のフクヒビキ、東北農業試験場から分与  

していただいた紫黒米モチ種の東北樗149号、フクヒビキを父とし東北精149号を母とする三重大学  

附属農場で収穫された紫黒米ウルチ種の奥羽368号、フクヒビキを父とし紫黒米モチ種の東精396を  

母とする彩の国籾種生産組合から入手した紫黒米モチ種の朝紫を用いた。また、対照として2000ん  

年および2001年9月に三重大学附属農場で収穫されたコシヒカリを用いた。系統樹を図1に示した。  
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米の大きさと重さの比較 米粒の長さ、幅、厚さをノギスを使って測定し、重さを精密天秤で測定  

した。この値から次式によって米粒の体積と密度を計算した。  

体積（m3）＝×（長さ（m）÷2）×（幅（m）÷2）×（厚さ（m）÷2）×方  
3  

密度（mg／mm3）＝重さ（mg）÷体積（mm3）   

各品種で10粒ずつ測定し、平均及び標準誤差を計算した。  

米粒からのデンプン溶液の調製 コシヒカリ2粒を、屈曲蓋付試験管に入れ、0．2～1．2N水酸化ナ  

トリウム1．25mlを加え、4℃で10時間、12時間、15時間、18時間、48時間と処理時間を変え、ス  

ターラーで撹拝しながら又は撹拝無しでインキュベー卜した。これに蒸留水を3回に分けて加え、  

1N塩酸を加えて中和した。蒸留水と1N塩酸は合計で6．1mlになるようにした。中和後3％アジ化ナト  

リウム0．15mlと0．1M酢酸緩衝液（pH5．5）7．5mlを加え、遠心分離（3，000rpm，10min．）した。上清を  

とりフェノール硫酸法1）で全糖量を、改良ParkJohnson法2）で還元糖量を測定した。  

米デンプンの分子構造の比較 米2粒を溶解しやすいように2つに割って蓋付きの試験管に入れ、  

0．8N水酸化ナトリウム1．25mlを加えて4℃で12時間スターラーを用いて撹拝した。これに蒸留水  

5．1mlを3回に分けて加え、1N塩酸1mlを加えて中和した。3％アジ化ナトリウム0．15mlと0．1M酢酸  

緩衝液（pH5．5）7．5mlを加え、遠心分離（3000rpm．10min．）して不溶物を除去した。除去後、上清をと  

り、これをデンプン溶液とした。これを10mlとり、ToyopearlHW－65F充填カラム（4）26×  

100mm）に供し、50mM塩化ナトリウムと0．02％アジ化ナトリウムを含む溶離液で溶出させた。・各  

フラクションの全糖量をフェノール硫酸法で、還元糖量を改良ParkJohnson法で測定した。また、  

各フラクションの青価3）を測定した。   

デンプン分子に含まれるA鎖、B鎖の分子量分布を調べるため、イソアミラーゼ（IsoamiraseP  

（1，250，000u／g）I．otNo．21001林原製）200mgを50mM酢酸緩衝液（pH5．5，0．03％アジ化ナトリウ  

ム）15mlに懸濁し、遠心分離（4℃，5，000rpm，10min．）した。上浦をとり、同様の操作で2回沈澱を懸  

濁し、遠心分離して上清をとった。この上清をイソアミラーゼ溶液とした。   

上記のデンプン溶液13mlにイソアミラーゼ溶液0．1ml（約600mU）を加えて37℃に設定したウオー  

ターバスで反応させた。24時間後、48時間後、72時間後に0．5mlサンプリングして全糖量と還元糖量  

を測定し、重合度の低下が見られなくなったところで100％枝切り処理が完了したとみなした。100％  

枝切り処理が完了したデンプン溶液を沸騰浴中で5分間加熱して酵素を失活させ、遠心分離  

（3，000rpm，10min．）し、上清10mlをToyopearlHW－50S充填カラムに供した。各フラクションの全  

糖量、還元糖量を、青価を測定した。  

青価の測定 試料溶液2．5mlより定法3）を用いて測定を行った。青価は次式によって計算した。  

680nmでの吸光度  
× 120   青価 ＝   

全糖量（〟g）  
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米デンプンの調整 米2〔短よりアルカリ沈澱法4）を用いて調整した。うち2gをジメチルスルフォキシ  

ドを用いて脂質を抽出し、エタノール、ジエチルエーテルを用いて溶媒を取り除いた。これを乾燥さ  

せ、実験に用いた。  

アミロース含量の測定 ウルチ種では100mg、モチ種では250mgの脱脂デンプンを50mlメスフラ  

スコに入れ、99％エタノールで十分に湿らせてから1N水酸化カリウム25mlを加えて溶かし、蒸留水  

を加えて50mlにメスアップし、ヨウ素電流滴定法を用いて測定した。試料100mgに結合したヨウ素  

分子の量をヨウ素親和力とし、以下のように計算した。   

100  0．00157N  
× 0．2 ×   ヨウ素親和力  

（mgI2／試料100mg）   
ヨウ素酸カリウム（ml）  試料の全糖量（mg／10ml）  

アミロースのヨウ素親和力を20としアミロース含量を以下のように計算した。  

試料のヨウ素親和力  
× 100  アミロース含量（％）＝  

アミロースのヨウ素親和力  

結果と考察  

米の形態の差異 米粒の長さ、幅、厚さ、体積、重さ、密度とその標準誤差を表1に示した。コシヒ  

カリと比較すると、フクヒビキは体積と重さにおいて少し大きかった。東北梓149号は長さが長く、  

幅、体積、重さが小さかった。奥羽368号は長さ、体積、重さ、密度が大きかった。朝紫は密度が小  

さかった。奥羽368号及び親であるフクヒビキ、東北稀149号と比較したところ、奥羽368号は親の  

品種のどちらかに似た形質または両親の中間の形質になると推測したが、奥羽368号は長さ、体積、  

重さ、密度においてフクヒビキと東北精149号より大きくなり、親子間での関係は見られなかった。  

また、モチ種とウルチ種の差異も見られなかった。  

TablelComparisonofsizeandweightofeachricegrains  

Lengthof Widthof nicknessofVolumeof weightof Densityof  
Cultivar agrain（mm）agrain（mm）agrain（mm）agrain（mm3）agmin（mg）agrain（mg／mmヨ）  

（±S・E・）（±S且）（士S・E・）（±S且）（±S．E．）（±S．E．）  

4．91  2．92  2．05  

（±0．Ol）（±0．02）（±0．Ol）  

15．4  22．4  1．45  

（±0．1） （±0．2） （±0．01）  

12．5  17．8  1．42  

（±0．1） （±0．3） （±0．01）  

17．3  27．0  1．56  

（±0．1） （±0．2） （±0．01）  

15．1  20．4  1．35  

（±0．2） （±0．3） （士0．01）  

14．4  20．4  1．42  

（±0．2） （±0．2） （±0．Ol）  

Fukuhibiki  

Touhokumochi 5．27  2．58   1．75  
149gou   

Ouu368gou  

Asamurasaki  

Koshihikari  

（±0，02）（±0．01）（±0．01）  

5．63  2．89  2．02  

（±0．03）（±0．01）（±0．01）  

5．08  2．75  2．06  

（士0．03）（±0．01）（±0．01）  

4．96  2．85  1．95  

（±0．02）（±0．01）（±0．01）  

米粒からのデンプン溶液調製時の最適条件検討 様々なアルカリ処理条件での全糖量と還元糖量  

を図2に示した。0．6N水酸化ナトリウムを用い、撹拝の有無と時間を変えてアルカリ処理したとこ  

ろ、撹拝したものは撹拝しなかったものより全糖量が多かったため、撹拝した方がデンプンの溶出量  

が多いと推察された。アルカリ処理時間は12時間のものは18時間のものより全糖量が多く、12時間  

以上アルカリ処理を行うとデンプンの分解が多くなると推察された。よって0．6N水酸化ナトリウムを  

用いてのアルカリ処理は12時間が最適であると推察された。   

水酸化ナトリウム濃度を変えて、撹拝しながら12時間アルカリ処理したところ、全糖量は1N水酸  

化ナトリウムを用いたものが最も多かったが、還元糖量が0．8N水酸化ナトリウムを用いたものより少  
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なかった。これは、アルカリ溶液中ではデンプン分子の還元末端がフリーのアルデヒド基として比較  

的多く存在しており、それがデンプンの分子を攻撃することによりデンプン分子が壊れたためと推測  

した。よって2番目に全糖量が多い0．8N水酸化ナトリウムを用いたものが最適であると考えた。   

0．8N水酸化ナトリウムを用いて撹拝しながら時間を変えてアルカリ処理を行ったところ、12時間  

処理したものが最も全糖量が多いため、これが最適であると推察された。よって、米粒からデンプン  

を溶解する最適条件を0．8N水酸化ナトリウム1．25mlを加えて4℃で12時間スターラーを用いて撹拝  

させると定めた。  
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米デンプンの分子構造の比較 米デンプン溶液のToyopearlHW－65F充填カラムでの溶出パター  

ンを図3に示した。溶出パターンには大きく3つのピークが見られた。ピークに従ってフラクション  

ナンバー21～60をfr．1、フラクションナンバー61～70をfr．2、フラクションナンバー71～100をfr．3  

とした。fr．1は全ての米の品種に存在し、全体の糖量に対する糖量の割合が大きく、高分子側に存在  

し、青価が低いことからアミロペクチン画分であると考えた。fr．2は青価が高く、モチ種でピークが  

見られなかったことからアミロース画分であると考えた。fr．3は低分子側に存在し、精米度合の高い  

コシヒカリでピークが見られなかったことから米粒表面に含まれる少糖類を含む画分であると考え  

た。これらのフラクションの全体の糖量に対する糖量の比率（TSR）、フラクションの青価、全体の青  

価の合計に対するフラクションの青価の合計（比青価）を表2に示した。ウルチ種のフクヒビキ、奥羽  

368号、コシヒカリのTSRを比較すると、奥羽368号のfr．1が小さく、fr．2、fr．3が大きかった。ま  

た、奥羽368号のfr．2の青価は他のものより小さかった。モチ種の東北精149号と朝紫は全体的に近い  

値になった。奥羽368号とその親の品種のフクヒビキ、東北精149号を比較すると、奥羽368号のfr．2  

の青価においてフクヒビキと東北精149号の間の値となった。   

イソアミラーゼで枝切り処理した米デンプン溶液のToyopearlHW－50S充填カラムでの溶出パター  

ンを図4に示した。溶出パターンには大きく4つのピークが見られた。ピークに従ってフラクション  

ナンバー21～29をfr．1、フラクションナンバー30～40をfr．2、フラクションナンバー41～60をfr．3、  

フラクションナンバー61～70を虹4とした。fr．1は青価が高く、モチ種でピークが見られなかったこ  

とからアミロース画分であると考えた。fr．2は全ての米の品種に存在し、重合度が30以上であり、青  

価がfr．1の次に高かったことから、アミロペクチン長鎖の画分であると考えた。fr．3は全ての米の品  

種に存在し、重合度が30以下であり、青価が低かったことからアミロペクチン短鎖の画分であると考  

えた。fr．4は低分子側に存在し、精米度合の高い±シヒカリでピークが見られなかうたことから米粒  
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Table2ComposisionofeachffactionofricestarchonToyopearlHW－65F  

放．1  fr．2  丘．3  

岬．N21～60）（F．N．61～70）（F．N．71～100   

96  2  2   

0．2  1．0  0．4   

23  48  29  

Totalsaccharideratio（％）  

Bluevaluel）  
Relativebluevalue（％）ユ）  

Fuku山biki  
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149gou  Blu¢Value  

Relativebluevalue（％）  

Ouu368gou Totalsaccharideratio（％）  

Bluevalue  

Relativebluevalue（％）  

Asamurasaki Totalsaccharideratio（％）  

Bluevalue  
Relativebluevalue（％）  

Koshihikari  Totalsaccharideratio（％）  

Bluevalue  
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97  1  

0．1  0．1  
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表面に含まれる少糖類を含む画分であると考えた。これらのフラクションのTSR、フラクションの青  

価、比青価を表3に示した。ウルチ種であるフクヒビキ、奥羽368号、コシヒカリを比較すると、フ  

クヒビキと奥羽368号は全体的に近い値であったが、コシヒカリはTSRにおいてフクヒビキ、奥羽  

368号に対してfr．2が小さく、fr．3が大きく、モチ種の東北掃149号に近い値であった。モチ種である  

東北精149号と朝紫を比較すると、TSRにおいて朝紫の方がfr．2が大きくfr．3が小さかった。奥羽368  

号とその親の品種のフクヒビキ、東北精149号を比較すると、奥羽368号はフクヒピキと全体的に近  

い値であり、東北精149号とは近い値でなかった。  

ヨウ素電流滴定によるアミロース含量の測定 アミロース含量は米の食味に大きく影響する因子  

の1つである。本研究ではヨウ素電流滑走によって測定されたアミロース含量と、GPCのアミロース  

画分であると考えられるデンプン溶液のToyopearlHW－65F充填カラムのfr．2と枝切りしたデンプン  

溶液のToyopearlHW－50S充填カラムでのfr．1のTSR、青価、比青価を比較し、その関係を調べた。   

ウルチ米におけるヨウ素電流滴定でのアミロース含量は13～17％であったのに対し、GPCのアミ  

ロース画分であると考えられるフラクションのTSRは全体の2～4％であった。ヨウ素電流滴定でのア  

ミロース含量は次の式で計算した。  
試料のヨウ素親和力  

×100   アミロース含量（％）＝  
アミロースのヨウ素親和力  
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アミロースのヨウ素親和力はほぼ20であるためこの値を20と定めて計算した。この計算方法では  

アミロペクチンのヨウ素親和力を考慮せずに計算している。実際バレイショのアミロペクチンのヨウ  

素親和力は0．4と低い。しかし、インディカ米はアミロペクチンのヨウ素親和力が1．3～2．5と高く、  

アミロース含量に大きく影響するという報告がある亜。アミロペクチンのヨウ素親和力を考慮すると  

アミロース含量は以下のように計算される。  

試料のヨウ素親和力ーアミロペクチンのヨウ素親和力  
アミロース含量（％）＝   

アミロースのヨウ素親和力ーアミロペクチンのヨウ素親和力   

アミロペクチンのヨウ素親和力を考慮せずに計算すると、ウルチ米のアミロース含量はジャポニカ  

米で18～22％、インディカ米では30～32％であるが、アミロペクチンのヨウ素親和力を考慮して計  

算すると、ウルチ米のアミロース含量はジャポニカ米、インディカ米ともに15．5～18．5％であるとさ  

れている。このようにインディカ米においてはアミロペクチンのヨウ素親和力を考慮せずに計算した  

ときに対し、アミロペクチンのヨウ素親和力を考慮して計算したときではアミロース含量が6．9～  

10．9％減少する。また、ジャポニカ米でも同様に1．8～3．8％減少するが、インディカ米ほど大きな差  

はない。   

一方、本研究のGPCでのアミロース画分であると考えられるフラクションのTSRは2～4％となり、  
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ヨウ素電流滴定でのアミロース含量よりはるかに低い値となった。この原因として、GPCに供したデ  

ンプン溶液に含まれる脂質が影響したと考えられる。高級脂肪酸はアミロースと複合体をつくり、遠  

心分離によって沈澱することが知られている5）。よってデンプン溶液中のアミロースは脂肪酸と複合  

体をつくって沈澱したためこのフラクションのTSRが低い値となったと考えられる。また、アミロー  

スが何らかの力でToyopearlHW－65FおよびHW－50Sに吸着された可能性も考えられる。   

本研究ではヨウ素電流滑走によって測定されたアミロース含量と、GPCのアミロース画分であると  

考えられるデンプン溶液のToyopearlHW－65F充填カラムでのfr．2と枝切りしたデンプン溶液の  

ToyopearlHW－50S充填カラムでのfr．1のTSR、青価、比青価を比較し、その関係を調べた。ヨウ素  

電流滴定のアミロース含量は、ToyopearlHW－50S充填カラムでのfr．1の青価、比青価と同じ傾向が  

見られた。また、ToyopearlHW－50S充填カラムでのfr．1とfr．2のTSRの合計がヨウ素電流滑走のア  

ミロース含量と同じ傾向であった。それに対し、ToyopearlHW－65F充填カラムでのfr．2はアミロー  

ス含量と相関性が見られなかった。このフラクションはモチ種においてもある程度の比青価を示した  

ため、アミロペクチンがこのフラクションに含まれると考えた。   

本研究では1つの品種につき米粒4粒という少量のサンプル量でアミロース含量に関する情報を得  

る系を確立するための基礎的なデータを得ることができた。今後、米粒半分というさらに少量のサン  

プル量でデンプン分子の構造が解析できるように実験系の改良を行うことが課題である。  

摘要   

本研究では、東北精149号、フクヒビキ、奥羽368号、朝紫、コシヒカリを用いて米粒の形態的特  

性および米粒2粒からのデンプン分子構造の解明を試みた。形態的特性やデンプン分子量分布には、  

親間の中間の形質を示すものが見られた。アミロースに関しては、定法と比較してGPC法では低い値  

を示すが、似た傾向を示した。  
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