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研究成果の概要（和文）：　黄ダイズは種皮着色が抑制されるために、黄色を呈する。ウイルス感染や低温により、本
来は種皮着色されない黄ダイズが着色する現象があり、それぞれ「褐斑」や「低温着色」とよばれている。このような
着色現象は黄ダイズ品質を大きく低下させる。本研究では低温着色抵抗性品種「トヨハルカ」が褐斑形成にも抵抗性を
示すかどうかについて研究を行った。その結果、トヨハルカでは低温着色だけではなく、SMV褐斑形成程度にも明らか
な軽減が見られ、重要な育種材料になりうる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Yellow soybean shows yellow color due to suppression of seed coat pigmentation. 
Sometimes in the seed production of yellow soybean cultivars, seeds are pigmented by virus infections or 
low temperatures. These seed coat pigmentation phenomena, which reduce seed commodity value, are called 
"seed mottling" and "cold-induced discoloration (CD)", respectively. In this study, we investigated 
whether a highly CD-tolerant cultivar Toyoharuka is also tolerant to the seed mottling. As a result, 
cv.Toyoharuka was shown to diminish the extent of SMV seed mottling as well as CD, suggesting that 
cv.Toyoharuka can be a useful breeding material.

研究分野： 植物分子遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
(1) ダイズ種子色は種皮の色に起因する。黒
ダイズのような着色種子は種皮が黒く着色
されて黒色を呈しているが中身の子葉は着
色されず黄色のままである。それに対して栽
培ダイズの大部分を占める黄ダイズは種皮
着色が抑制されるため、黄色い子葉がうすく
透けて黄色く見える。申請者らは黄ダイズが
黄色い仕組み、すなわち種皮の着色抑制が色
素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）によることを明らかにした
（Senda et al. Plant Cell 2004）。RNAi と
は転写後に mRNA が分解されることにより、
標的遺伝子の発現が抑制される現象で標的
遺伝子の二本鎖 RNA（dsRNA）が引き金になる。
申請者らはさらに黄ダイズの種皮着色抑制
遺伝子（I 遺伝子）の候補領域を特定し、
GmIRCHS（Glycine max inverted repeat of CHS 
pseudogene）と命名した（Kasai et al. Plant 
Mol. Biol. 2007）。GmIRCHS の構造的特徴と
して、内在性遺伝子プロモーター配列下流に
CHS 遺伝子の一部とその相補配列が逆位反復
配列を形成している。つまり GmIRCHSが転写
された場合、CHS遺伝子のdsRNAが形成され、
CHS遺伝子の RNAi（CHS RNAi）を誘導するこ
とにより種皮着色を抑制する可能性が高い。 
 
(2) 黄ダイズにおいて黄色い外観は重要な
農業形質であり、もし黄ダイズが何らかの原
因で全面もしくは部分的に着色されるよう
な種皮着色が起きてしまった場合、黄ダイズ
の品質を大きく低下させ、農家に収入減をも
たらす。このような黄ダイズの種皮着色粒は
その原因により ①突然変異粒 ②褐斑粒 ③
低温着色粒、の３つに大別される。申請者ら
の研究により、①は GmIRCHS領域の欠失によ
る CHS RNAi の誘導阻害（Kasai et al. Plant 
Mol. Biol. 2007）、②はウイルスが作り出す
サプレッサーによる CHS RNAi の作用阻害
（Senda et al. Plant Cell 2004）、③は低
温による CHS RNAi の作用阻害（Kasai et al. 
Plant Cell Physiol. 2009）であることが明
らかになった。つまりこれらの要因で CHS 
RNAi が阻害された結果、CHS転写産物量が種
皮着色される閾値（着色閾値）を超え、種皮
着色が起こる。 
 
(3) 低温着色とは開花数日後に低温にさら
されると黄ダイズのヘソ周辺が着色される
現象で、その抵抗性品種である「トヨハルカ」
が低温着色抵抗性検定により育成された。申
請者らはトヨハルカの低温着色抵抗性のし
くみを解明した。すなわち、トヨハルカでは
低温着色の原因となる、低温による CHS RNAi
の作用阻害が起きにくいためであった
（Kasai et al. Plant Cell Physiol. 2009）。 
 
２．研究の目的 
(1) トヨハルカは低温による CHS RNAi の作

用阻害、すなわち低温着色が起きにくい。こ
こで１つの可能性が考えられた。「トヨハル
カは、ウイルスによる CHS RNAi 阻害、すな
わち褐斑形成も起きにくいのではないか？」
もしそうであればトヨハルカのような低温
着色抵抗性ダイズは褐斑粒の発生を防止す
る上でも有効な育種材料になる。本研究では、
低温着色抵抗性品種であるトヨハルカが褐
斑抵抗性も有するかどうかを調査するとと
もに、その分子メカニズムを解明するのが目
的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 低温着色抵抗性が褐斑粒率及び褐斑程
度にも影響を与えるかどうかを調査する。本
研究では低温着色程度が大きく異なる品種、
低温着色感受性のトヨムスメ及び低温着色
抵抗性のトヨハルカを供試する。接種するウ
イルスはダイズモザイクウイルス（SMV）を
用いる。その理由として、①トヨムスメ、ト
ヨハルカともに SMVに感染する ②抗体を用
いて感染が確認できる ③ダイズ種子に褐
斑がはっきり現れるため、効果を比較しやす
い等があげられる。 
 
(2) 発芽後、本葉に SMV を接種し、病徴及び
SMV 抗体を用いた ELISA により、感染を確認
する。感染植物体を圃場に移植し、収穫種子
について褐斑粒の発生頻度（褐斑粒率）をカ
ウントするとともに褐斑程度について比較
調査を行う。褐斑程度の分類方法は高橋ら
（1980）に従い、甚：斑紋が粒面の 1/2 以上、
中：斑紋が粒面の 1/4 から 1/2、軽：斑紋が
粒面の 1/4 以下、微：ヘソ周辺がわずかに着
色の４段階に分類する。 
 
(3) トヨムスメとトヨハルカの健全植物体
及び SMV 感染植物体のそれぞれから種皮 RNA
を抽出する。CHS遺伝子プローブを用いた RNA
ゲルブロット分析により、CHS 転写産物量を
それぞれ定量し比較する。SMV が作り出すサ
プレッサーにより CHS RNAi が阻害されるた
め、トヨムスメとトヨハルカの SMV 感染植物
体はいずれも健全植物体に比べ、CHS 転写産
物量が増加する。もし、SMV 感染トヨハルカ
が SMV 感染トヨムスメに比べ、増加する CHS
転写産物量が抑制されるならば、CHS 転写産
物量について、SMV 感染トヨハルカは SMV 感
染トヨムスメよりも少ないはずである。本実
験結果から、トヨハルカにおける褐斑形成抑
制が CHS 転写産物量の増加抑制によるもの
かどうかを明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1) トヨムスメ（TM）およびトヨハルカ（TR）
においてSMVによる褐斑粒率及び褐斑程度を
比較した。その結果、低温着色抵抗性のトヨ
ハルカでは明らかに褐斑粒率の低下が見ら
れた。さらに褐斑程度についてもトヨムスメ
に比べ、明らかな軽減が見られた。次年度も



同様に調査したところ、類似した結果が得ら
れた。以上のことから、トヨハルカは SMV に
よる褐斑症状を緩和することが示唆された。 
 
(2) 低温着色抵抗性品種トヨハルカでなぜ
SMV 褐斑症状が緩和されるのかについて、そ
の分子機構を明らかにするための研究を行
った。RNA ゲルブロット分析によって CHS 転
写産物量を定量比較した結果、SMV 感染トヨ
ハルカ（TR SMV）は SMV 感染トヨムスメ（TM 
SMV）に比較して CHS 転写産物量が少ないこ
とが明らかになった。このことから、トヨハ
ルカにおける SMV褐斑症状の緩和は CHS転写
産物量の増加抑制による可能性が高い。つま
り、トヨハルカでは SMV に感染しても CHS転
写産物量が着色閾値を超えるまで上昇しに
くいために褐斑症状が現れにくい可能性が
示唆された。 
 
(3) トヨハルカにおける CHS転写産物量の増
加抑制について、以下の可能性が考えられた。
すなわち「TR SMV では TM SMV よりも SMV 量
が少ないために、CHS RNAi 阻害がトヨムスメ
ほど起こらない」という可能性である。この
可能性を検証するため、TM SMV 及び TR SMV
において、SMV コートタンパク質遺伝子（CP
遺伝子）の転写産物量に基づき、SMV 量を定
量比較した。その結果、両者に有意な差は見
られず、むしろ TR SMV の方に SMV 量の多い
傾向が見られた。したがって、SMV 感染トヨ
ハルカではSMV量が少ないために褐斑症状が
緩和される可能性は低いことが示唆された。 
 
(4) トヨハルカにおける CHS転写産物量の増
加抑制について、別の可能性も考えられた。
すなわち「トヨハルカでは SMV サプレッサー
による作用がトヨムスメより小さいために、
CHS RNAi 阻害がトヨムスメほど起こらない」
という可能性である。この可能性を検証する
ため、CHS 転写産物量を TM SMV/TM 及び TR 
SMV/TR で算出して、上昇率を算出した。その
結果、トヨムスメ及びトヨハルカでは上昇率
に大きな違いはなく、SMV サプレッサーによ
る CHS RNAi 阻害効果は両品種間で変わらな
いことが示唆された。 
 
(5) トヨハルカにおける CHS転写産物量の増
加抑制について、最後の可能性として「トヨ
ハルカではもともと CHS転写産物量がトヨム
スメよりも少ない」という可能性である。実
際、トヨハルカでは CHS転写産物量がトヨム
スメより少ないことが明らかになった。以上
のことから、トヨハルカで SMV 褐斑症状が軽
減される分子機構は次のように考えられた。
すなわち、トヨハルカがSMVに感染した場合、
もともと CHS 転写産物量が少ないために CHS 
RNAi 阻害を受けても、CHS転写産物量がトヨ
ムスメほど増加しない。そのため、CHS 転写
産物量が着色閾値を超えるまで上昇しにく
いために SMV 褐斑症状が現れにくい、つまり

SMV 褐斑症状が緩和される。なぜトヨハルカ
はトヨムスメよりも CHS転写産物量が少ない
のか？興味あることに、トヨハルカはトヨム
スメのような黄ダイズ品種に比べ、GmIRCHS
領域に構造多型が存在する（Kasai et al. 
Plant Cell Physiol. 2009; Ohnishi et al. 
2011 Theor. Appl. Genet.）。今後は GmIRCHS
領域に見られたトヨハルカの構造多型がど
のようにして CHS RNAi の作用を増強してい
るのか、すなわち「どのようにして CHS転写
産物量をより低下させているのか？」につい
てさらに詳細な解析が必要である。 
 
(6) 本研究により、トヨハルカは低温着色抵
抗性を有するだけではなく、SMV による褐斑
症状も緩和することが明らかとなり、ダイズ
育種にとって重要な遺伝資源である。 
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