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研究成果の概要（和文）：① I/I 遺伝子型を有する黄ダイズについて、種皮着色突然変異による着色粒発生率
は低いことが示唆された。② I/I 遺伝子型と Ic/Ic 遺伝子型をそれぞれ有する黄ダイズ間で、全面着色粒の混
入率を比較調査したところ、Ic/Ic 遺伝子型の黄ダイズでは混入が見られず、I/I 遺伝子型の黄ダイズより着色
粒発生率が低い可能性が示唆された。③ 種皮着色突然変異による着色粒で頻繁に見られる裂皮がリグニン沈着
によって起こる可能性が示唆された。④ 種皮着色突然変異により生じ、全面着色粒を生産する i/i 遺伝子型の
ダイズ植物体を識別するDNAマーカーを開発した。

研究成果の概要（英文）：1. In yellow soybean cultivar with the I/I genotype, the occurrence rate of 
pigmented seeds by the pigmented mutation was very low. 2. In yellow soybeans with the Ic/Ic 
genotype, the occurrence rate of pigmented seeds by the pigmented mutation may be lower than that in
 yellow soybeans with the I/I genotype. 3. Defective cracking frequently observed in the pigmented 
seed coats of the pigmented mutant was suggested to be due to lignin deposition. 4. A DNA marker to 
distinguish between the I/I genotype and the i/i genotype was developed.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： 黄ダイズ　種子生産　種皮着色突然変異　着色粒　裂皮　リグニン　I 遺伝子　DNAマーカー
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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)	黄ダイズ生産現場において、種皮が全面
に着色した全面着色粒（以下、着色粒と省略）
が見出されることがある。黄ダイズにおいて
黄色い外観は重要な形質であり、黄ダイズと
は異なる着色粒の混入は黄ダイズ品質を低
下させるだけでなく、黄ダイズ品種の遺伝的
均一性を損なう問題となる。したがって、黄
ダイズ生産現場において、着色粒の発生を低
減し、防止する技術が望まれる。白目の黄ダ
イズ（以下、黄ダイズと省略）は I/I 遺伝子
型を有するのに対し、着色粒は i/i 遺伝子型
である。これらの着色粒の発生は主に I遺伝
子から i 遺伝子への突然変異、すなわち種皮
着色突然変異に起因する可能性が高い。	

	(2)	黄ダイズの種皮着色抑制はアントシア
ニンやプロアントシアニジン（PA）生合成に
重要なカルコンシンターゼ（CHS）をコード
する遺伝子の RNA サイレンシング（CHS サイ
レンシング）による（Senda	et	al.	2004）。
我々は I遺伝子の候補領域を単離し、GmIRCHS
（ Glycine	 max	 inverted	 repeat	 of	 CHS	
pseudogene）と命名した（Kasai	et	al.	2007）。
GmIRCHS は pseudoCHS 遺伝子（∆CHS3）のイン
バーテッドリピート（IR）構造を有しており、
その転写産物は CHS 遺伝子の２本鎖 RNA を形
成する（Kasai	et	al.	2007;	Kurauchi	et	al.	
2011）。このことから、GmIRCHS が CHS サイレ
ンシングを誘導することによって、種皮着色
が抑制され、黄ダイズになる可能性が示唆さ
れた。	

(3)	GmIRCHS の下流には CHS 遺伝子である
ICHS1 遺伝子が存在し、クラスターを形成し
ている（GmIRCHS–ICHS1 領域）。北海道や東北
の黄ダイズ生産圃場から単離された着色粒
について、発芽植物体から DNA を抽出し、
GmIRCHS–ICHS1 領域について調査を行った。
その結果、いずれも CHS サイレンシング誘導
に重要と考えられる∆CHS3	IR構造の消失が見
出された（Kasai	et	al.	2007;	Senda	et	al.	
2013）。GmIRCHS–ICHS1 領域に起こる構造変異
パターンは様々であったが、そのうち、∆CHS3
と ICHS1 間の直列反復配列を介した相同組換
えによる欠失変異が最も多くを占めた
（Kasai	et	al.	2007;	Senda	et	al.	2013）。	

(4)	低温着色抵抗性を有する黄ダイズ品種
「トヨハルカ」では I遺伝子の候補領域であ
る GmIRCHS に構造多型が見られる。つまり、
通常のGmIRCHSでは∆CHS3が IR構造であるの
に対し、トヨハルカでは∆CHS3 が相補領域し
か存在しない（Kasai	et	al.	2009）。トヨ
ハルカが有する I遺伝子を「Ic 遺伝子」と命
名した。	

２．研究の目的 

	 本研究では、黄ダイズ種子生産過程で見出
される着色粒について、①黄ダイズ生産現場

における着色粒の混入率、②全面着色に至る
までの着色過程、③褐色種皮で頻繁に起こる
裂皮の発生機構等を解明するとともに、我々
が今まで明らかにしてきた研究成果も応用
して、着色粒発生の低減・防止に役立てるこ
とが目的である。	

３．研究の方法 

(1)黄ダイズ生産現場における着色粒混入率
の調査	

	 大規模・中規模の黄ダイズ生産現場では、
着色粒の発生が普遍的に見られるが、実際に
どれくらいの割合で着色粒が発生するかは
明らかになっていない。本研究では青森県の
原種生産現場に協力を依頼し、着色粒の発生
割合を調査する。青森県産業技術センター農
林総合研究所内の原種生産圃場（85m×
85m）で生産された黄ダイズ品種（青森県奨
励品種おおすず）に生じた着色粒を色彩選別
機で選別した後、褐斑粒等の部分的な着色粒
を取り除き、全面着色粒を選別する。全面着
色粒数をカウントし、百粒重より換算した全
生産粒数に占める全面着色粒数の割合を算
出することにより着色粒混入率を調査する。	

(2)	I/I および Ic/Ic 遺伝子型を有する黄ダ
イズ間における着色粒混入率の比較調査	

	 Ic/Ic 遺伝子型を有する黄ダイズでは、通
常の黄ダイズ（I/I 遺伝子型）に比べて
GmIRCHS–ICHS1 領域に構造差異が存在する。
つまり∆CHS3 と ICHS1 の直列反復配列が存在
せず、GmIRCHS の欠失パターンの最も多くを
占めた「直列反復配列を介した相同組換え」
を起こさない可能性が考えられた。そのため、
トヨハルカでは種皮着色突然変異が起きに
くいことが期待される。本研究では Ic/Ic 遺
伝子型を有する黄ダイズ（トヨハルカ、十育
260 号）において、着色粒混入率を調査して、
I/I 遺伝子型を有する黄ダイズ品種（ユキホ
マレ、とよみづき、トヨムスメ）と比較する。	

(3)着色粒における着色過程の組織学的観察	

	 日本の黄ダイズ品種の多くはアントシア
ニン合成に必須な R遺伝子を有していないた
め、発生する着色粒の種皮着色物質は PA で
あると考えられる。 PA 染色剤である
4-dimethylaminocinnamaldehyde（DMACA）を
用いて、着色粒の生育段階における PA 蓄積
過程を観察することにより、着色粒の着色過
程を組織化学的に調査する。さらに in	situ	
ハイブリダイゼーション法を用いて、着色粒
種皮における CHS 転写産物を種子形成過程で
解析する。得られたデータを基に着色粒の種
皮着色過程と CHS 転写産物との関連を種皮組
織レベルで明らかにする。これにより着色粒
がどのような過程を経て全面着色に至るか
を解明する。用いる材料は申請者が長年研究
に用いてきた黄ダイズ刈系 557 号（K557）と



その種皮着色突然変異体（K557M）である。	

(4)	褐色粒種皮におけるリグニン沈着につ
いての組織学的観察	

	 日本の黄ダイズ品種の多くは rrtt 遺伝子
型を有するため、種皮着色突然変異によって
出現する着色粒は褐色粒である可能性が高
い。褐色粒は裂皮が生じやすい易裂皮性であ
り、この易裂皮性が着色粒の更なる品質低下
をもたらす。しかしながら、褐色種皮におけ
る易裂皮性のメカニズムは明らかになって
いない。近年、リグニン沈着が細胞壁に影響
を及ぼし、植物組織の物性を変化させること
が報告されている。本研究では黄ダイズ種皮
と褐色粒種皮間でフロログルシノール染色
法による組織学的観察を行い、リグニン沈着
について比較解析を行う。	

４．研究成果	

(1)	青森県の黄ダイズ品種である「おおす
ず」の原種生産圃場において、全生産粒に対
する着色粒の混入率を調査した。その結果、
平成27年度は濃い褐色の着色粒が0.0088％、
薄い褐色の着色粒が 0.003％であった。平成
28 年度、同様に調査したところ、濃い褐色の
着色粒が 0.0006％、薄い褐色の着色粒が
0.0021％であった。いずれの年度においても
着色粒の混入率は非常に低く、種皮着色突然
変異率の小さいことが示唆された。	

(2)	I 遺伝子を有する黄ダイズ群（ユキホマ
レ、とよみづき、トヨムスメ）と Ic 遺伝子
を有する黄ダイズ群（トヨハルカ、十育 260
号）間で着色粒の混入率について比較調査を
行った。その結果、前者は 0.04％であったの
に対して、後者では着色粒の混入が見出され
なかった。このことから、Ic 遺伝子を有する
黄ダイズでは、種皮着色突然変異が起こりに
くい可能性が示唆された。	

(3)	黄ダイズ刈系 557 号（K557）栽培集団か
ら見出された種皮着色突然変異体（K557M）
を用いて、全面着色に至るまでの着色過程に
ついて、PA を青く染色する DMACA 染色により
組織化学的な調査を行った。その結果、開花
6日後には臍およびその周辺からPAの蓄積が
始まり、開花 15〜18 日後にはすでに種皮全
面に PA 蓄積することが明らかとなった。ま
た、in	situ	ハイブリダイゼーション法を用
いて CHS 転写産物を調査した結果、開花 3日
後にはすでに種皮全面にわたって CHS 転写産
物が確認された。	

(4)	K557M の褐色種皮切片について DMACA 染
色を行う過程で、リグニン沈着を検出するフ
ロログルシノール染色を予備実験で行った
ところ、予期せぬ結果が得られた。すなわち、
DMACA 染色で黄ダイズ種皮と褐色ダイズ種皮
で PA 蓄積に差が見られることは予測してい
たが、リグニン沈着にも明らかな差が観察さ

れた。実際、北海道の黄ダイズ品種トヨホマ
レ（TH）とその種皮着色突然変異体（THM）
間で細胞壁組成成分を定量比較したところ、
THMでは THの約 3倍のリグニン含有量が検出
された（図１）。褐色種皮における易裂皮性
は 1930 年から報告されてきたものの、その
原因は未だ明らかになっていなかった。細胞
壁におけるリグニン沈着と植物組織の物性
変化との関連が報告されており、易裂皮性と
の関連が示唆される。	

	 つぎに種皮におけるリグニンの沈着部位
について調査を行ったところ、柵状層と砂時
計細胞層の境界部にリグニンが特異的に沈
着していた（図２）。	

	 また、開花後に長期間低温に曝されると種
子背側が裂皮し、中身の子葉が剥き出し、裂
開する「低温裂開粒」の発生についても種皮
背側でのリグニン沈着の関与が示唆された。	

	(5)	黄ダイズ栽培集団において、I遺伝子か
ら i 遺伝子への突然変異が起き、I/i 遺伝子
型を有する植物体が自殖することにより、
i/i 遺伝子型のダイズ種子がつくられる。そ
して、その発芽植物体（i/i 遺伝子型）が着
色粒を産出する。種皮は親の組織由来である
ため、種皮色は親の遺伝子型で決まる。つま
りこの i/i 遺伝子型のダイズ種子は親の遺伝
子型が I/i 遺伝子型であり、着色種子ではな
く、黄ダイズ種子となる。そのため、種子色
で除外することができない。これが黄ダイズ
栽培集団で着色粒が混入する大きな原因で
あると考えられる。したがって、i/i 遺伝子
型を有するダイズ植物体を検出する DNA マー
カーが開発できれば、その植物体を除外する
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図１ 黄ダイズ（TH）および褐色ダイズ（THM）の種皮における
細胞壁組成成分の定量比較
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ことによって着色粒発生の低減・防止に役立
つ。本研究計画では、当初 i遺伝子領域を検
出する DNA マーカーの作製を目指したが、I
からiへの突然変異、すなわちGmIRCHS–ICHS1
領域での構造変異パターンが様々であるた
め、i 遺伝子領域を共通して検出できる DNA
マーカーの作製は困難であった。背景(3)に
前述したように、種皮着色突然変異体ではい
ずれも GmIRCHS 中の∆CHS3	IR 構造の消失が起
きている。これを利用して、GmIRCHS 領域を
特異的に増幅するプライマーセットを設計
することにより、I/I 遺伝子型と i/i 遺伝子
型のダイズ植物体を識別する DNA マーカーに
ついて検討を行った。GmIRCHS には∆CHS3	IR
が存在するため、GmIRCHS 領域全体を PCR 増
幅することは難しい。そのため、図３A のよ
うに GmIRCHS 領域を２つに分割してそれぞれ
増幅するプライマーセット L（フォワードプ
ライマー1＆リバーズプライマー2）とプライ
マーセット R（フォワードプライマー3＆リバ
ースプライマー4）を設計した。I遺伝子領域
を有する黄ダイズではプライマーセット Lで
1.2kb、プライマーセット R で 1.3kb の DNA
断片がそれぞれ増幅する（図３A）。本プライ
マーセットを用いて、I/I 遺伝子型を有する
黄ダイズ品種エンレイ（En）およびその栽培
集団から見出された i/i 遺伝子型を有する複
数の種皮着色突然変異体（EnM1-EnM7）で、
PCR を行った。結果を図３B に示す。プライ
マーセット R について、エンレイでは 1.3kb
断片が検出されたのに対して、EnM2 から EnM6
ではバンドが検出されなかった。しかしなが
ら、EnM1 および EnM7 でエンレイと同じサイ
ズのバンドが検出された。一方、プライマー
セット Lでは、エンレイで 1.2kb 断片が検出
されたのに対し、変異体についてはいずれも
バンドが増幅しない、もしくは EnM1 のよう

に異なるサイズのバンドがわずかに増幅さ
れるのみであった。以上のことから、プライ
マーセット Lは I/I 遺伝子型と i/i 遺伝子型
のダイズ植物体を識別する DNA マーカーとし
て有効である可能性が高い。今後はさらに多
くの種皮着色突然変異体を供試し、プライマ
ーセット Lの有効性について調査する必要が
ある。	
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