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研究成果の概要（和文）：開花数日後に黄ダイズ植物体が低温に遭遇した場合、生産種子の臍周

辺が着色してしまう現象がある。これを低温着色といい、種子品質を大きく低下させる。その

ため、低温着色抵抗性品種の作出が重要であり、選抜のための分子マーカーが必要であるが、

低温着色がなぜ起こるかさえわかっていなかった。本研究では、低温着色及びその抵抗性の分

子機構を明らかにした。さらに得られた知見を基に低温着色抵抗性識別に有効な DNA マーカー

の開発も行った。	 

 
研究成果の概要（英文）：In	 yellow	 soybean,	 seed	 coat	 discoloration	 occurs	 when	 plants	 are	 
exposed	 to	 low	 temperature	 after	 the	 onset	 of	 flowering,	 a	 phenomenon	 named	 cold-induced	 
discoloration	 abbreviated	 as	 CD.	 CD	 reduces	 the	 commercial	 value	 of	 yellow	 soybean,	 and	 
therefore	 DNA	 markers	 are	 required	 to	 create	 CD-tolerant	 cultivars.	 However,	 it	 was	 not	 
even	 known	 how	 low	 temperature	 causes	 discoloration	 in	 the	 seed	 coat.	 In	 this	 study,	 we	 
investigated	 the	 occurrence	 and	 tolerance	 mechanisms	 of	 CD.	 Furthermore,	 based	 on	 the	 
findings,	 we	 developed	 a	 DNA	 marker	 being	 effective	 in	 selecting	 the	 CD-tolerant	 plants.	 
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 黄ダイズにおいて、種子の黄色い外観は
その品質を左右する最も重要な形質の１つ
である。もし、黄ダイズ種子に予期せぬ着色
が起きた場合、大幅な品質低下を招く。黄ダ
イズ生産の主要産地である北海道において、
開花数日後に低温に遭遇した場合、生産種子

の臍周辺が着色してしまう現象が見られる。
この現象を低温着色といい、生産農家には深
刻な被害をもたらすため、低温着色に抵抗性
の黄ダイズ品種の育成が求められている。	 
	 
(2)	 低温着色程度には品種間差があり、トヨ
ムスメのような感受性品種ではその程度が
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大きいのに対して、トヨハルカのような抵抗
性品種では着色がほとんど見られない。	 
	 
(3)	 黄ダイズの種皮着色抑制はフラボノイ
ド生合成の第一反応を触媒するカルコンシ
ンターゼ（CHS）をコードする遺伝子の RNA
干渉（RNAi）によることが明らかになった。
黄ダイズゲノムに座乗する種皮着色抑制遺
伝子である I（Inhibitor）遺伝子候補領域の
構造が解析され、内在性遺伝子のプロモータ
ー配列と、pseudoCHS遺伝子のインバ-テッド
リピート（IR）配列を含むことが明らかにな
った。この領域は GmIRCHSと命名され、転写
産物が CHS遺伝子の二本鎖 RNA（dsRNA）を形
成するため、CHS遺伝子の RNAi を誘導すると
考えられている。	 
	 
２．研究の目的 
(1)	 低温着色及びその抵抗性の仕組みは明
らかになっていない。本研究ではこれらの仕
組みを解明し、低温着色防止に役立てること
が目的である。	 
	 
(2)	 低温着色抵抗性の黄ダイズ品種を育成
する場合、大型人工気象器を用いた低温着色
抵抗性検定による個体選抜が必要となる。し
かしながら、このような選抜の実施には多く
の費用がかかるだけでなく、検定処理個体数
も制限される。もし、低温着色抵抗性を識別
できる分子マーカーが開発できれば低温着
色抵抗性選抜育種の大幅なコスト削減や時
間短縮が見込まれる。本研究ではトヨムスメ
及びトヨハルカ間で低温着色に関与する遺
伝子領域について構造多型を調査し、それに
基づき低温着色抵抗性識別マーカーを開発
することが目的である。	 
 
３．研究の方法 
(1)	 低温着色感受性品種トヨムスメ（TM と
表記）を材料に低温着色の仕組みを明らかに
するとともに、低温着色抵抗性品種トヨハル
カ（TR と表記）を材料に低温着色抵抗性の
仕組みを明らかにする。	 

	 
(2)	 トヨムスメ及びトヨハルカにおいて、
GmIRCHS 領域の構造を比較し、両者を識別で
きる DNA マーカーを開発する。トヨハルカと

トヨムスメ間の RILs において、本 DNA マー
カーを用いたタイプ同定と低温着色抵抗性
検定を同時に行うことにより、本 DNA マーカ
ーが低温着色抵抗性識別に有効かどうかを
調査する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 低温処理したトヨムスメ及びトヨハ
ルカの植物体より種皮を単離し、RNAを
抽出した。CHS転写産物量を非処理区と
比較調査した結果、低温処理後５日目（
５と表記）に両品種で明らかな差が見出
された。すなわち、低温着色感受性のト
ヨムスメでは転写産物量が非処理区（Ｃ
と表記）に比べ明らかに上昇していた。
それに対して、低温着色抵抗性のトヨハ
ルカでは非処理区に比べ大きな差は見
出されなかった。このことから低温処理
後のCHS転写産物量の上昇が低温着色に
関与し、低温処理後のCHS転写産物量の
上昇防止が低温着色抵抗性に関与して
いる可能性が示唆された。	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

(2)	 低温処理後５日目に両品種で明ら
かな差が見出された原因について調査
するため、CHS	 遺伝子のRNAiに関与して
いる 	 CHS	 遺伝子のsiRNA量を比較した。
その結果、トヨハルカでは低温処理最終
日（Ｅと表記）にsiRNAがある程度蓄積
しているのに対して、トヨムスメでは
siRNAが検出されない位まで大きく減少
していることが明らかになった。	 
	 



 

 

(3)	 (1)及び(2)の結果から、低温着色
（Ａ）及びその抵抗性（Ｂ）について、
以下の分子モデルを構築した。  
 

 
 
(4)	 CHS	 遺伝子の RNAi が GmIRCHSによっ
て誘導されることが示唆されている。
GmIRCHSは5'領域の欠損した CHS3	 遺伝子（以
降、pseudoCHS3と表記）の逆位反復配列を含
んでいる。本研究ではトヨムスメ及びトヨハ
ルカよりゲノム DNA を抽出し、CHS	 及び	 CHS1
遺伝子プローブをそれぞれ用いたサザンブ
ロット分析により GmIRCHS領域の構造につい
て比較調査を行った。その結果、EcoRI ブロ
ットにおいてトヨハルカで多型断片が検出
された。次にトヨハルカにおける多型断片を
インバース PCR	 により増幅し、その塩基配列
を特定したところ、トヨハルカで	 GmIRCHS領
域内に明らかな構造差異を確認した。すなわ
ち、トヨハルカゲノムの GmIRCHS 領域には	 
pseudoCHS3	 が逆位反復配列ではなく、相補
配列しか存在しないことが明らかとなった
（トヨハルカ型の GmIRCHS を GmASCHS と命
名）。したがって、この構造差異を利用して、
低温着色抵抗性であるトヨハルカ型を特異
的に検出できる DNA マーカー作出の可能性が
考えられた。	 
	 
	 

	 
(5)トヨハルカに見出された構造差異を利用
して、トヨムスメ型及びトヨハルカ型
GmIRCHS	 をそれぞれ検出できるプライマー
セットをデザインした（a）。実際、本プライ
マーセットを用いた PCR を行うことによって
トヨムスメ型及びトヨハルカ型 GmIRCHSを特
異的に識別できることを確認した（ｂ）。	 
	 

	 
(6)	 トヨハルカ×トヨムスメ RILs の植物体
について低温着色抵抗性検定を行い、生産種
子の低温着色程度を０から５までの数値
（seed	 discoloration	 index）で示し、各植
物 体 毎 に そ の 平 均 値 （ mean	 seed	 
discoloration	 index）を算出した。次に本
DNA マーカーを用いて、各植物体がトヨハル
カ型かトヨムスメ型かについて多型解析を
行った。その結果、トヨハルカ型ホモの植物
体のほとんどが低温着色抵抗性を示すこと
が判明し、本 DNA マーカーが低温着色抵抗性
識別マーカーとして有効である可能性が示



 

 

唆された（a）。しかしながら、トヨハルカ
型ホモであっても低温着色感受性を示す植
物体（a	 矢頭で示す）もわずかに存在する。
このことから、本マーカーのみでは完全な識
別が不可能であり、マーカー選抜精度をさら
に向上させるために、今後は第二の識別マー
カー開発が必要であると考えられた。	 
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