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研究成果の概要（和文）：これまでの研究から、ダイズF3’H遺伝子は毛茸色を支配する遺伝子Tであり、低温ストレス
耐性に関与することが推察される。本研究では、組換えダイズを用いたF3’Hの低温ストレス耐性に対する効果の検証
と形態学的解析やフラボノイド分析による低温ストレス耐性メカニズムの解明を目的とした。現在までに組換えダイズ
が１系統得られ、RT-PCRやフラボノイドのHPLC分析等により、導入されたF3’H遺伝子が機能していることが示唆され
た。形態学的解析と抗酸化能測定等から、F3’H遺伝子は未熟種皮のへそや胎座等の柔細胞の液胞膜で発現し、フラボ
ノイド合成および組織の抗酸化活性に関わることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our studies and others have suggested that soybean F3`H gene corresponding to the 
T locus, which controls pubescence color, is related to chilling stress in soybean. The aim of this study 
was to clarify the relationship between F3`H and chilling stress using transformed soybean, and its mechan
ism by morphological study and analyzing flavonoids. A transformant was obtained and gene expression was c
onfirmed by RT-PCR and HPLC analyses of flavonoids. Morphological study and scavenging activity of the DPP
H radical indicated that F3`H is localized to the tonoplast in the hilum and funiculus of the immature see
d coat, affecting biosynthesis of flavonoid and antioxidant properties in those tissues.
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１．研究開始当初の背景 
 ダイズの主産地である北海道では、約４年
に一度、低温（およそ１５℃）により収量や
種子の品質が低下することが深刻な問題と
なっている。ダイズには毛茸が褐色の品種と
白色の品種があるが、前者の方が低温ストレ
スに対する耐性が高い。申請者や共同研究者
らの研究から、毛茸色を支配する遺伝子Ｔは
フラボノイド 3’-水酸化酵素（F3’H）であ
ることが示唆され（文献１〜４）、さらに近
年、ウィルスを用いた RNA 干渉により F3’H
遺伝子発現が抑制された褐毛系統が白毛の
形質を示すことが報告された（文献５）。こ
れらのことから F3’H遺伝子は毛茸色を支配
する遺伝子 Tであり、フラボノイドがダイズ
の低温ストレス耐性に関与することが推察
される。 
 
２．研究の目的 
 これまで遺伝学的手法により毛茸色と低
温ストレス耐性との関係が解析されてきた
ため、F3’H 遺伝子が直接ダイズの低温スト
レス耐性に寄与するのか、それとも近傍の遺
伝子が関与するのか、きちんとした証明はな
されていない。また、フラボノイドが植物の
ストレス耐性に関与する可能性が示唆され
ているが（文献６）、そのメカニズムはまだ
明らかにされていない。そこで本研究では 
 
１） F3’H遺伝子を導入した組換えダイズを

用いた、遺伝子の低温ストレス耐性に対
する効果の検証 
 

２） 低温障害の症状が顕著な未熟種皮の形
態学的解析やフラボノイド分析による
低温ストレス耐性メカニズムの解明 

 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
１）材料 
 フラボノイド分析や形態解析には毛茸色
に関する準同質遺伝子系統 To7B(褐毛)、To7G
（白毛）を用いた。植物体は、ほ場もしくは
植物インキュベータで下記条件で育成した。 
 
植物インキュベータの条件：25℃、光量 250
から 300 µmol m–2 s–1、16 時間明期。 
 
 形質転換にはダイズ白毛系統 To7G もしく
はカリユタカを用いた。 
 
２）ダイズ形質転換 
 ダイズの形質転換は既報（文献７）に準じ、
不定芽にアグロバクテリウム EHA105 を感染
させる方法で行った。 
 
３）フラボノイド分析 
 フラボノイドはメタノールで抽出し、DPPH
ラジカル消去活性試験による抗酸化活性の

評価および HPLC 分析によるフラボノイド分
子種の解析を行った。 
 
４）RNA 抽出および cDNA 調製 
 組換えダイズの葉から RNeasy Plant Mini 
kit（キアゲン）を用いて RNA を抽出し、DNase
処理を行った後、SuperScript Vilo cDNA 
Synthesis kit (インビトロジェン)を用いて
cDNA を調製し、RT-PCR に供試した。 
 
５）形態学的解析 
 未熟種皮の生切片はマイクロスライサー
（堂阪イーエム、DTK-1000）を用いて調製し
た。また、組織を 1%グルタールアルデハイド
で固定し、テクノビット 7100 による包埋切
片を調製した。組織のフラボノイドはジフェ
ニルホウ酸 2-アミノエチルエステル（DPBA）
もしくはトルイジンブルーにより染色した。
また、テクノビット包埋切片の抗体染色によ
り F3’Hタンパク質の局在解析を行った。 
 
４．研究成果 
１）ダイズ形質転換および組換え個体の解析 
 白毛系統「カリユタカ」について合計 159
の子葉片を用いてアグロ法により形質転換
を行い、マーカーである蛍光タンパク質
Ds-Red の発現とグルホシネート耐性により
選抜した結果、３個体が得られたがいずれも
T1 種子を得ることが出来ず、組換え体は途中
で枯死した。一方、白毛系統「To7G」につい
ては合計 172 の子葉片を用い、１個体の組換
えダイズを選抜して T1 種子を得た。「カリユ
タカ」で T1 種子を得ることができなかった
原因は不明であるが、一つの可能性として、
導入遺伝子である F3’H遺伝子の機能により
蓄積するケルセチンがオーキシン輸送の負
の制御因子であることから（文献８）、導入
遺伝子が植物ホルモンの機能に影響を及ぼ
し、何らかの生育阻害に関わったことが考え
られる。 

図１．毛茸のフラボノイド HPLC 分析。縦軸はフラ
ボノイドが持つ 350 nm の吸光、横軸は保持時間を
示す。ルテオリン、アピゲニンは標品。 



 得られた組換えダイズの毛茸のフラボノ
イドを HPLC により分析した結果、褐毛に特
異的なルテオリンが検出された（図１）。 
 また、RT-PCR により、導入遺伝子特異的な 
cDNA 断片が組換え体から検出された。これら
の結果から、組換えダイズにおいて導入され
た F3’H遺伝子により F3’H活性が付与され
たことが示唆された。今後は組換えダイズの
系統数を増やすとともに、T1、T2 世代を用い
て開花期の低温ストレス耐性の評価を行う
予定である。 
 
２）F3’H タンパク質およびフラボノイドに
関する形態学的解析 
 開花約１週間後の未熟種皮を用いて DPBA
染色を行った結果、フラボノイドがへそおよ
び胎座に蓄積することが明らかとなった（図
１）。同様の結果はテクノビット包埋切片の
トルイジンブルー染色像からも得られた。ま
た、DPBA の蛍光色の違いから、To7B と To7G
ではへそに蓄積するフラボノイドが異なる
ことが示唆された（図２）。 
 

 
図２．DPBA 染色により検出された組織のフラボノ
イド。H、Fはそれぞれへそ、胎座を示す。バーは
500 m。 
 
 抗体染色の結果、F3’H タンパク質はフラ
ボノイドが検出されたへそおよび胎座の柔
組織細胞で顕著に蓄積する事が示唆された。
また、F3’H タンパク質は細胞の液胞膜に蓄
積することが明らかとなった（図３）。 

 
図３．F3’H の抗体染色像。緑色の蛍光は２次抗
体に結合した Alexa Fluor 488 の蛍光。赤は液胞
の自家蛍光。バーは 10m。 
 
３） 組織の抗酸化活性 
 組織重あたりの DPPH ラジカル消去活性は
To7B のほうが To7G より高く、へそと胎座で

顕著であった（図４）。ポリフェノール含量
ではそのような傾向が見られなかったこと
から、抗酸化活性の違いはフラボノイド量の
違いによるものではないと考えられ、F3’H
の機能により抗酸化活性の高いフラボノイ
ドが生合成されたことが推察される。 
 F3’H により B 環の３’位を水酸化された
フラボノイドは高い抗酸化活性を示すこと
が報告されている（文献９）。このことと本
研究結果から、ダイズ F3’H遺伝子は珠皮の
へそおよび胎座の液胞膜で発現し、蓄積する
フラボノイドおよび組織の抗酸化活性に寄
与することが推察された。近年、シロイヌナ
ズナにおいてフラボノイドの過剰な蓄積に
より抗酸化活性と乾燥ストレス耐性が向上
したとの報告がなされており（文献１０）、
フラボノイドを利用したストレス耐性に関
して、植物が共通のメカニズムを持つ可能性
がある。今後、準同質遺伝子系統や得られた
組換え体を用いてさらに解析を行う予定で
ある。 
 

図４．To7B、To7G のへそ、珠皮（へそを除く）、
胎座のポリフェノール含量（上）と抗酸化活性（下）。
＊は Tukey の HSD テストにより系統間で値に有意
な差があることを示す（p<0.05）。 
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