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研究成果の概要（和文）：ダイズは出芽期の梅雨による湿害に起因する収量低下が問題となって、生産拡大が進
んでいない。そこで、出芽期の冠水抵抗性および除水後の回復過程をオミクス技術で解析し、シミュレイション
法で絞り込んだ遺伝子について分子生物学的に検証する。冠水抵抗性突然変異ダイズやアブシジン酸を添加して
冠水抵抗性を付加したダイズを用いて、プロテオミクス、トランスクリプトミクス、メタボロミクス解析を行っ
た。その結果、解糖系とクエン酸回路周辺の代謝系の調節による、エネルギー供給制御の重要性を示唆した。さ
らに、ヘキソキナーゼの抑制によるフルクトースの蓄積が冠水耐性に関与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Soybean is sensitive to flooding stress, which markedly reduces its growth. 
To identify the mechanism of flooding tolerance at initial stage in early-stage soybean, omics 
techniques and simulation analysis were used. Flooding tolerant mutant line and abscisic acid (ABA)
-treated soybean, which exhibited flooding tolerant phenotype, were used as materials. Soybean roots
 were collected for proteomic as well as metabolomic and transcriptomic analyses. Commonly changed 
metabolites, proteins, and genes between mutant and ABA-treated soybeans were considered as 
flooding-tolerance related candidate factors. Finally, omics results were integrated to analyze the 
flooding tolerant mechanism in soybean at initial stage. Integrated omics suggests that fructose 
might be the critical metabolite through regulation of hexokinase/phosphofructokinase and the 
regulation of energy metabolism might be crucial step to confer initial-flooding tolerance in 
early-stage soybean.

研究分野：分子生物学

キーワード： オミクス　シミュレイション　ダイズ　湿害
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 日本においてダイズの播種は梅雨期に重
なっているため、生育初期の湿害が問題であ
り、出芽不良による欠株、雑草との生育競合、
および土壌病原菌の感染につながり、最終的
に収穫量の低下を招く。この生育初期の湿害
を３期に分けると、「発芽前」の湿害に関し
ては栽培学的に種子含水率の調節等により
実用的に回避でき、「生育１週間」以降の湿
害に関しては遺伝学的に活発に研究されて
いる。しかし「出芽期」の湿害に関しては表
現型の解析や一部の遺伝子の解析にとどま
り、分子生物学的・生化学的な解析による湿
害の発生機構は未解明であった。一方でダイ
ズのゲノム塩基配列情報が公開され、湿害研
究をゲノムサイエンス規模で加速させる材
料が整った。 
 
(2) ダイズ出芽期の湿害には多数の因子が相
互作用しており、ダイズに耐湿性を付与する
には複数の関連因子を改変する必要があり、
膨大な労力を要する。したがって、冠水抵抗
性および回復応答機構を支配している転写
調節因子を解析し、これを改変することによ
り多数の関連因子を一斉に制御するアプロ
ーチで、耐湿性研究を加速化することが可能
となる。転写調節因子の解析は、電気泳動を
介さないプロテオミクス技術であるゲルフ
リープロテオミクス解析技術が微量タンパ
ク質を同定できる手法として期待される。得
られた膨大なデータ群を情報科学的に処理
することは有用である。 
 
２．研究の目的 
(1) ダイズ出芽期の耐湿性のメカニズムを
解析し、耐湿性を制御する遺伝子を同定する。
そのために、冠水抵抗性を示すダイズ素材を
用いて、冠水抵抗時および回復時に変動する
タンパク質群および遺伝子群を包括的に同
定する。 
 
(2) 検出されたタンパク質群と遺伝子群に
ついては、オミクス統合シミュレィション法
により抽出された鍵となる耐湿性遺伝子群
を絞り込み、その有用性を検証する。 
 
(3) バイオインフォマティクス的にドライ
な実験において候補遺伝子を絞り込み、分子
生物学的なウエットな実験で検証する。本研
究は科学的基盤研究を目指すのみならず、過
湿土壌条件下でも栽培可能なダイズの素材
を提供し、水田転換畑でのダイズの安定多収
栽培を可能とすることに貢献する。 
 
３．研究の方法 
(1) ダイズ出芽期の耐湿性を制御する遺伝
子の同定と耐湿性を付与する技術の開発 
① ダイズ冠水抵抗時および回復時における
オミクス解析：冠水下および冠水除去時の核
内における転写制御機構、および細胞質にお

ける代謝調節機構を解明する。冠水処理後、
核タンパク質を精製しあるいは可溶性タン
パク質を抽出しゲルフリープロテオミクス
解析を行うことにより、核内における転写制
御機構、および細胞質における代謝調節機構
を包括的に解明する。得られた実験データに
ついて、クラスター解析およびタンパク質間
相互作用解析等により、耐湿性候補遺伝子を
絞り込む。ダイズ出芽期の冠水抵抗性および
回復時に変動するタンパク質群・遺伝子群の
うち、鍵となる酵素等に対しては活性を経時
的に解析する。さらに、リン酸化プロテオミ
クス解析を行い、翻訳後修飾による調節機構
を明らかにする。 
② ダイズ出芽期の耐湿性を制御する機構の
同定：冠水時にアブシジン酸処理を行うこと
により生存率の向上を図ることができるの
で、冠水処理時にアブシジン酸添加あるいは
無添加時および水除去後の回復時に試料を
経時的に採取する。さらに冠水抵抗性γ線照
射突然変異ダイズは冠水下に生育を抑制し
水除去時に生存率を向上することができる
ので、戻し交雑した突然変異体と野生型を用
いて、冠水時および水除去後の回復時に試料
を経時的に採取する。タンパク質を抽出しゲ
ルフリープロテオミクス法を行うと同時に、
RNA を抽出し RNA シーケンス法にて変動する
遺伝子群を包括的に解析し、タンパク質レベ
ルでの変動と比較検討する。さらに、代謝産
物を包括的に解析し、ダイズの耐湿性機構の
シミュレイションに供する。 
 
(2) ダイズ出芽期のオミクスネットワーク
解析と耐湿性遺伝子群の抽出技術の開発 
①ダイズ湿害オミクス統合シミュレィタの
開発および利用：ダイズ出芽期の冠水時およ
び冠水解除時におけるタンパク質、遺伝子、
代謝産物の変動について、情報解析する。冠
水時のダイズ解糖系およびクエン酸回路周
辺の代謝系について、ダイズ湿害オミクス統
合シミュレイタ装置を用いて、冠水時および
冠水解除時におけるシミュレイション解析
を実施し、耐湿性遺伝子群の候補を抽出する。 
②ダイズ冠水抵抗時と回復時のバイオイン
フォマティクス解析：遺伝子相互作用推定ソ
フトウエア Minos を用いて、タンパク質間ネ
ットワークの解析を実施し、ダイズ湿害およ
び湿害からの回復機構の解明に必要なデー
タを収集する。代謝系シミュレイタとタンパ
ク質間ネットワーク解析結果を統合したオ
ミクス統合シミュレイタを構築し、耐湿性候
補遺伝子群を与えたシミュレィションを行
う。 
 
４．研究成果 
(1) 冠水ストレス早期のダイズの情報伝達
機構を明らかにするために、リン酸化プロテ
オミクス解析を行った。結果として、顕著に
リン酸化されるタンパク質 22 個に対してタ
ンパク質間相互作用解析を行い、eukaryotic 



translational initiation factor 4G が冠
水ストレスにより、ネットワークの中心で作
動することが明らかになった（図１）。この
タンパク質はエチレン情報伝達に関与して
いるため、冠水下でエチレン濃度を上昇させ
た場合の影響を解析した。その結果、対照と
比較して、ダイズの生長の亢進が認められた。 

図１ 冠水下のダイズの 22 個のリン酸化タンパク質群
の相互作用解析：赤矢印は活性化、青 T字線は抑制に作
用することを示す。図中の番号はタンパク質IDを示す。
赤の星印（22 番タンパク質）は eukaryotic 
translational initiation factor 4G を指す。 

 
(2) 冠水下で変動するダイズタンパク質群
の上流で制御するタンパク質群を明らかに
する目的で核プロテオミクス解析を行った。
結果として、プレ mRNA プロセッシングおよ
びプレリボソーム構築が抑制され翻訳が阻
害され（図２）、ヒストンＨ３を中心とする
クロマチン構造が変化することが証明され
た。 

図２ 冠水下のダイズの核タンパク質群のプロテオミ
クス解析：核内で変動するタンパク質群について、KEGG
パスウエイデータベースを用いて解析した。図はプレ
mRNA プロセッシングおよびプレリボソーム構築に関与
するタンパク質のマップを示す。播種後 48 時間と比較
して、無処理あるいは冠水処理で、赤は増加するタンパ
ク質、緑は減少するタンパク質を示す。 

 
(3) ダイズの冠水耐性機構を解明するため
に、冠水耐性を示すアブシジン酸処理および
冠水抵抗性γ線照射突然変異体を用いて、オ
ミクス解析を行った。まず、タンパク質を抽
出しゲルフリー・ラベルフリープロテオミク
ス解析にて変動するタンパク質群を包括的
に解析した。結果として、タンパク質合成お

よびRNA発現調節に関与するタンパク質群が
耐湿性ダイズ素材の間で、共通に顕著に変動
していた。これらタンパク質遺伝子群に対し
て遺伝子発現レベルでの変動を解析し、タン
パク質レベルと同様に増加することを明ら
かにした（図３）。 

図３ 耐湿性ダイズ素材において変動するタンパク質
遺伝子の発現解析：冠水耐性を示すアブシジン酸処理お
よび冠水抵抗性γ線照射突然変異体を冠水処理し根を
採取した。各遺伝子の発現量を定量PCRにより解析した。
星印はStudent’s t testにより顕著であることを示す。 
 
(4) さらに、RNA を抽出し RNA シーケンス法
にて変動する遺伝子群を包括的に解析した。
結果として、耐湿性ダイズ素材の間で共通に
変動した遺伝子群は31個であった。そこで、
全ての遺伝子に対して、器官特異的、時期特
異的、ストレス特異的に試料を採取し、定量
PCR により解析した。cytochrome P450 77A1
は、冠水ストレス特異的にストレス早期に根
端部分で発現することが明らかになった（図
４）。その阻害剤であるウニコナゾールを用
いた結果、冠水ストレスで増加する
cytochrome P450 77A1 の発現は抑制され、冠
水による生存率の低下は回復した。 

図４ cytochrome P450 77A1 の遺伝子発現解析：冠水耐
性を示すアブシジン酸処理および冠水抵抗性γ線照射
突然変異体を冠水処理した（左）。播種 48 時間後のダイ
ズを冠水、乾燥、低温処理した（左から２番目）。ダイ
ズ試料を採取し、cytochrome P450 77A1 の発現量を定量
PCR により解析した。異なるアルファベットは ANOVA 解
析により顕著であることを示す。 

 
(5) さらに、代謝物を抽出し質量分析計を用
いて代謝産物を包括的に解析した。耐湿性ダ
イズ素材の間で共通に変動した207代謝物に
対して、KEGG パスウエイマップを利用して解
析した。特に、糖代謝に関与する経路が、耐
湿性に関与していることが明らかになった
（図５）。そこで、これら代謝産物に生成お
よび分解に関与する 10 個の酵素遺伝子の発
現量を解析した。結果として、ヘキソキナー



ゼが、ダイズ早期の冠水耐性機構において、
中心的な役割を果たしていることが明らか
になった。 

図５ 耐湿性ダイズ素材において変動する代謝物の
KEGG パスウエイマップ：冠水耐性を示すアブシジン酸処
理および冠水抵抗性γ線照射突然変異体を冠水処理し
た。播種 48 時間後と比較して、耐湿性ダイズ素材にお
いて、増加（赤）および減少（青）する代謝産物を示す。 

 
(6) 冠水耐性を示すアブシジン酸処理およ
び冠水抵抗性γ線照射突然変異体を用いて
得られたオミクス（プロテオミクス、トラン
スクリプトミクス、メタボロミクス）データ
を、KEGG パスウエイマップを利用して統合し
た。ヘキソキナーゼの抑制によるフルクトー
スの蓄積が冠水耐性に関与していることが
明らかになった（図６左）。さらに、ダイズ
の冠水時にフルクトースを添加することに
より、冠水による一過的な重量増加を、対照
レベルまで回復できることが証明された（図
６右）。 

図６ ダイズ冠水耐性に関与するオミクスデータの統
合とその証明：冠水耐性を示すアブシジン酸処理および
冠水抵抗性γ線照射突然変異体を冠水処理後、プロテオ
ミクス、トランスクリプトミクス、メタボロミクス解析
を行った。得られたデータを KEGG パスウエイマップを
利用して統合した（左）。ダイズ冠水時（F）にフルクト
ース添加（F+Fru）し、ダイズの湿重量を測定した（右）。
異なるアルファベットはANOVA解析により顕著であるこ
とを示す。 

 
(7) シミュレイションモデル構築と検証に
より、解糖系とクエン酸回路周辺の代謝系を
対象にした好気・嫌気呼吸を切換えるモデル
で再現でき、冠水ストレス時に濃度が差分的
に変化する複数の酵素の存在が新たに示唆
された。特に冠水ストレス応答には、ピルビ
ン酸脱炭酸酵素の遮断に加え、アラニンアミ
ノ基転移酵素の抑制とグルタミン酸脱水素
酵素の亢進も重要であることが明らかとな
った（図７）。従来説では、冠水時にピルビ

ン酸脱炭酸酵素を遮断するとされてきたが、
アラニンアミノ基転移酵素を介する酵素反
応を抑制したモデルの方が高い決定係数が
得られることを示唆した。 

図７ 冠水下のダイズにおける解糖系とクエン酸回路
周辺のシミュレイションモデル：黄色は実験値があった
代謝物で、それらがフィッティングターゲット代謝物で
ある。赤矢印は抑制あるいは亢進、青Ｘは遮断を示す。
RXX は酵素名を示し、特に R16 はアラニンアミノ基転移
酵素、R19 はグルタミン酸脱水素酵素、R13 はピルビン
酸脱炭酸酵素を示す。 
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