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研究成果の概要（和文）：ソバ13Sグロブリンの多様性を明らかにするために、約14万種のクローンからなるゲノムラ
イブラリーをスクリーニングして26種のBACクローンを単離した。その中から17種の13Sグロブリン遺伝子を同定して、
塩基配列を日本DNAデータバンクに登録した。13Sグロブリンのα鎖に挿入された反復配列の多くは45bpを基本単位とし
ていたのに対し、一部の反復配列はCGGまたはAGAの3bpを余分に有しており、それらが二次構造の変化に与える影響を
明らかにした。一方、自殖性の近縁種ダッタンソバを用いて、13Sグロブリンのサブユニット組成が環境条件にどのよ
うに応答するのかを解析する実験系構築を試みた。

研究成果の概要（英文）：Buckwheat genomic DNA library, consisting of 142,005 clones, was screened to eluci
date the diversity of 13S globulin genes. Twenty-six BAC clones were isolated and 17 genes of 13S globulin
 were identified, the sequences of which were deposited into DNA Data Bank of Japan. The unit length of nu
cleotides for most tandem repeat sequences, which are specifically inserted into alpha polypeptides of 13S
 globulin, was 45 bp while that of some repeats had extra three nucleotides like CGG or AGA, resulting in 
different secondary structure formation. On the other hand, preliminary experimental system was developed 
to analyze the effect of environmental factors on 13S globulin composition using autogamous tartary buckwh
eat.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ソバは、虫媒による他殖性、無限伸育性、

脱粒・倒伏しやすい性質や湿害を受け易い性
質をもつために、主要穀類に比べ生産性（収
量）が極めて低く、日本での生産量は漸増し
ているものの低い水準にとどまる。しかしな
がら、栽培生育期間が短く、中山間地域の傾
斜地・やせ地・乾燥地などの不良環境下でも
育ち、病害虫・雑草の害を受けにくい。一方、
ソバは血圧上昇を抑える作用のあるルチンを
多く含み、種子タンパク質はバランスの取れ
たアミノ酸組成を有することから、健康を維
持増進させる食材として認められ、その生産
が改めて見直されている。 
ソバには健康を維持増進する作用がある一

方で、深刻なアレルギーを引き起こす場合が
あり、その原因物質（アレルゲン）を同定し
取り除く研究が求められている。これまでに、
13Sグロブリンのβ鎖(24kDa)および2Sアルブ
ミン(16kDa)が主要アレルゲンとして同定さ
れている。 
ソバ13Sグロブリンは、ダイズやイネ種子に

最も多く含まれる主要貯蔵タンパク質グリシ
ニン、グルテリンと同じ11Sグロブリンスーパ
ーファミリーに属している。また、グリシニ
ンやグルテリンと同様に多重遺伝子族を形成
し、性質の異なる複数のサブユニットから構
成されている。グリシニンとグルテリンにつ
いては、タンパク質レベル・DNAレベルでサブ
ユニットごとの解析が進んでいるにも関わら
ず、ソバ13Sグロブリンについての情報は国内
外を問わず極めて少ない。 
研究代表者らはこれまでに、イネグルテリ

ンのサブユニットを詳細に分析し、栄養性の
異 な る 主 要 な サ ブ ユ ニ ッ ト
(GluA1,A2,A3,B1,B2,B4)をタンパク質レベル
で分類するとともに、特異的抗体、キャピラ
リー電気泳動法やゲノム情報を利用して、組
成変化量を正確に定量・評価できる系を構築
した。そして、サブユニット組成を、突然変
異を組み合わせることで、または窒素・硫黄
代謝を制御することで改変し、イネ科作物に
共通する課題であった低い栄養性（必須アミ
ノ酸の一つリジンの含有率が低いこと）を改
善できることを示した。すなわち、多重遺伝
子族を構成するタンパク質のサブユニット組
成を変えることで、他の優れた特性に影響を
与えることなく品質改善が可能であることを
明らかにした（Katsube-Tanaka et al 2011）。 
一方、藤野ら(2000)は、ソバ 13S グロブリ

ンのサブユニットの一つを大腸菌で発現さ
せ、アレルギー患者 IgE 抗体との結合能を調
べたところ、ソバ種子抽出タンパク質に比べ
結合能が低いことを報告した。そして、IgE
抗体との反応性がサブユニットの種類によ
って異なることを示唆している。また 2 種の
サブユニットに関し異なるエピトープ配列
の存在が報告されている。これらのことは、
ソバにおいてもサブユニット組成を変える

ことで、品質（アレルゲン性）を改善できる
可能性を強く示している。 
研究代表者らは、これまでにソバ13Sグロブ

リンと同族のイネグルテリンとダイズグリ
シニンに対する抗体を用いることで、ソバ
13Sグロブリンα鎖を4タイプに分類できる
ことを明らかにした。さらにメチオニン含有
率の低い(Met-poor)サブユニットと高い
(Met-rich)サブユニットを識別でき、そのサ
ブユニット組成が窒素・硫黄代謝により変化
する可能性を示した（Khan et al 2012）。
一方、Met-poorサブユニットに特徴的な反復
挿入配列の存在を見出し、その配列の前後に
設計したPCRプライマーを用いることで、既
知のサブユニット（1回、3回、5回反復サブ
ユニット）の他に少なくとも4種類の新規サ
ブユニット（0回、2回、4回、6回反復サブユ
ニット）が存在することを明らかにした
（Khan et al 2012）。また、13Sグロブリン
のα鎖に挿入された反復配列は親水性でア
ルギニン残基を多く有することから、反復配
列の有無により、アレルゲン性との関連が指
摘されているトリプシン消化性が異なるこ
とを明らかにした（Khan et al 2012）。し
かしながら、ソバ13Sグロブリンにはどれだ
けの遺伝子があるのか、またその組成がどの
ように変動するのか、十分な知見はない。そ
こで本研究では、13Sグロブリンの構造・組
成変動を詳細に解析することにより、ソバ種
子の優れた特性を損なうことなくアレルゲ
ン性を低下させるための基礎的知見を得る
ことを目的とした。 
 

２．研究の目的 
ダイズグリシニンやイネグルテリンと異

なり、ソバ 13S グロブリンサブユニットに関
する知見は限られる。そこで、研究の方法に
示す通り、研究代表者らが開発した抗体・PCR
プライマーを利用して、そのサブユニット組
成（種類、蓄積量）と構造（アミノ酸配列、
サイズ、その他物理化学的性質）を詳細に明
らかにすることを目的とした。その際、まず
は Yasui et al (2008)により調製されたゲノ
ムライブラリーをスクリーニングすること
で網羅的な解析を行うこととした。また世界
各地の在来系統を分析することで、13S グロ
ブリンサブユニットの多様性を明らかにし、
低アレルゲン性を示す系統の探索を試みる
こととした。一方、ソバ 13S グロブリンサブ
ユニット組成の施肥条件による変化を調べ
る実験系を構築することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ゲノムライブラリーのスクリーニング 
Yasui et al (2008)により調製された約 14

万種のクローンからなるソバゲノムライブ
ラリーをスクリーニングして、13S グロブリ
ン遺伝子を有する BAC クローンを同定した。
反復挿入配列の前後に設計したPCRプライマ



ーを用い、まず全部で 384 枚ある 284 穴プレ
ートを 48 グループに分けたスーパープール
を１次スクリーニングした。次に、8 枚分の
プレートから成るスーパープールの中から
プレートナンバーを特定する2次スクリーニ
ングをし、さらに特定されたプレートの縦横
方向にそれぞれ混合したPCR(3次スクリーニ
ング)により 13S グロブリン遺伝子を有する
BAC クローンを単離した。得られた BAC クロ
ーンはコピー数が少なかったため、アラビノ
ースでコピー数を増やせる大腸菌宿主に変
えてDNAを大量調製し、塩基配列を解読した。 
 
(2) 13S グロブリン遺伝子の同定と解析 
Met-poorサブユニット遺伝子を有するBAC

クローンが 22 クローン、Met-rich サブユニ
ット遺伝子を有する BACクローンが 4クロー
ン同定された。そこで、これらのクローンに
ついて、必要に応じ遺伝子部分をショットガ
ン法等によってサブクローニングし、13S グ
ロブリン遺伝子の全塩基配列を解読した。塩
基配列（アミノ酸配列）をもとに MEGA によ
り系統樹を作製するとともに、反復配列部分
の一本鎖 DNA の二次構造を CentroidFold に
よって予測した。また、λエキソヌクレアー
ゼを用いてセンス鎖・アンチセンス鎖の一本
鎖 DNA を調製し、40℃または 25℃のポリアク
リルアミド電気泳動により、二次構造の変化
を解析した。 
 
(3) 多様性に関する品種間比較 
在来/育成/外国産の普通ソバ品種から無

作為に選んだ 5種類の普通ソバ（みやざきお
おつぶ，出雲在来，MANKAN，牡丹そば，鹿屋
在来）の種子各 30 粒を用い、DNA 解析を行っ
た。また一部の種子については同時にタンパ
ク質も抽出して分析を行った。 
 
(4) 環境条件による組成変動 
自殖性である近縁種ダッタンソバを用い

て様々な窒素・硫黄レベルの施肥条件でポッ
ト栽培した。代表的な葉身について SPAD を
測定することで葉色を比較した。また登熟中
の種子より RNA を、成熟種子よりタンパク質
を抽出し、定量的 PCR または SDS-PAGE によ
り、Met-poor サブユニットと Met-rich サブ
ユニットの割合を比較することを試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 約 14 万種のクローンからなる平均イン
サート長76kbpのソバゲノムライブラリーを
スクリーニングすることで、Met-poor サブユ
ニット、Met-rich サブユニットをコードする
13S グロブリン遺伝子を有する BAC クローン
をそれぞれ 22 クローン、4クローン単離した
（表 1）。Met-poor サブユニットのうち 1回
反復遺伝子を有するBACクローンは多数あり
（22 クローンのうち 13 種）、これらの遺伝
子がゲノム上に多く散在していると考えら
れた。また、2-4 回の複数回反復遺伝子は異

なる組合せで同一BACクローン内に複数存在
していたことから、それらの遺伝子が互いに
隣接して存在している可能性が示唆された。 
 
表 1 単離された BAC クローンと 13S グロブリン遺伝子 

 
(2) 0回反復、1回反復、Met-richサブユニッ
ト遺伝子については、BACクローンDNAを鋳型
とし、複数回反復遺伝子を含むBACクローンに
ついてはショットガンクローンを作製して、
13Sグロブリン遺伝子の塩基配列を解読した。
その結果、合計17種の遺伝子を同定した（表1）。
0回反復遺伝子は2種類、1回反復遺伝子は4種
類、2回反復遺伝子は2種類、3回反復遺伝子は
4種類、4回反復遺伝子は1種類、偽遺伝子は1
種類、Met-rich遺伝子は3種類あり、それらの
塩基配列は日本DNAデータバンクに登録した。 
MEGA というソフトウェアにより、アミノ酸

配 列 全 長 に 対 す る 分 子 系 統 樹 を
Neighbor-joining 法(近隣結合法)で作製し
たところ、0回反復遺伝子、1回反復遺伝子、
2-5 回反復遺伝子、Met-rich 遺伝子の 4グル
ープに分類できた。2-4 回反復遺伝子はゲノ
ム上で互いに近接して存在すると推察され
ていたが、系統樹を用いた解析からも、これ
らがごく近年に分化したことが示唆された。 
多くの反復配列は 45 塩基を反復単位とし

ていたが、2 回反復遺伝子の Glb2B と全ての
1回反復遺伝子では3塩基の挿入が見られた。
そこで、この 3塩基を除去した変異体を二種
類作成し（Glb2B-3, Glb1A-3）、二次構造の
解析を行った。新たに作製した変異体も含め、
反復配列のセンス鎖、アンチセンス鎖が取り
うる二次構造を、CentroidFold というソフト
ウェアで予測した。その結果、二次構造の形
状やその安定性は、個々の反復配列で異なる
と予測された。特に Glb2Aのセンス鎖は他と
比べてヘアピン構造を形成しやすいこと、
Glb2B のセンス鎖も余分な 3 塩基を取り除く
こと（Glb2B-3）でより安定したヘアピン構

BACクローンID 遺伝子名 反復回数
Met-poor

269I19 GlbNA なし
336B7 GlbNB なし
102A7 Glb1A 1
160L5 Glb1A 1

187N20 Glb1A 1
260C13 Glb1A 1
298D13 Glb1A 1
299D13 Glb1A 1
304B9 Glb1A 1
159F22 Glb1B 1
20L18 Glb1C 1
69E14 Glb1C 1

237N15 Glb1C 1
161E24 Glb1D 1
261F24 Glb1D 1

7J5 Glb3A, Glb2B 3, 2

70M10 Glb3A, Glb3D, Glb2B, GlbXA(pseudo) 3, 2, 偽遺伝子

75L24 Glb4A, Glb3A, Glb3B, Glb3C 4, 3

83J12 Glb4A, Glb3A, Glb3C 4, 3

15P2 Glb4A, Glb3B, Glb2A 4, 3, 2

148G9 Glb4A, Glb3A, Glb3B, Glb3C, Glb2A 4, 3, 2

342C11 Glb4A, Glb3A, Glb2A 4, 3, 2

Met-rich
250F5 GlbRA なし
350A6 GlbRB なし
38P20 GlbRC なし

365H11 GlbRC なし



造を形成することが予測された。このことは、
調製した一本鎖DNAをポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動にて解析した際に、Glb2A と
Glb2B-3 のセンス鎖の泳動が抑制されたこと
からも支持された。ヒトや酵母の実験系では
ヘアピン構造などのDNA二次構造が複製エラ
ーを誘発する可能性が指摘されている。ソバ
13S グロブリンの場合も、挿入された反復配
列の二次構造形成が反復回数の多様性を生
じた原因の一つであることが推察された。 
 
(3) 5 種類の普通ソバの種子各 30粒について
1 粒ずつ別々に DNA を抽出し、反復挿入配列
の前後に設計したプライマーを用いてPCRを
行ったところ、いずれの品種も種子ごとに複
雑なバンドパターンを示した。特に、どの品
種においても挿入配列の反復回数が多いバ
ンドで、多型性が高いことが判明した。また、
品種「出雲在来」において、7 回反復という
新規サブユニット遺伝子の存在を示唆する
種子が認められ、品種「牡丹そば」では 0回
反復遺伝子を欠失した可能性のある種子が
確認された。反復挿入配列を持たないサブユ
ニット（0 回反復サブユニット）のα鎖はト
リプシン難消化性でありアレルゲンになり
やすい可能性があることから、これを欠失し
た種子は低アレルゲンソバ育成にむけ有用
である可能性があると考えられた。 
 
(4) 普通ソバは一般に他殖性であり、種子ご
とに13Sグロブリンのサブユニット組成が異
なる。従って、普通ソバにおいて窒素・硫黄
施肥などの環境条件がサブユニット組成の変
動に及ぼす影響を調べることは困難であった。
そこで、自殖性の近縁種ダッタンソバを様々
な窒素・硫黄施肥条件で栽培し、窒素栄養状
態を反映する葉色の変化を観察したところ、
対照区（無施肥区）ならびにカリウム処理区
で早期にSPAD値が低下することが認められた。
現在、タンパク質組成ならびにRNA量の比較を
進めており、これにより、遺伝的な組成改変
のみならず、栽培環境条件に基づく組成改変
も可能となるかが明らかになると期待される。 
 
以上のように、本研究では、13Sグロブリン

の構造・組成変動を解析するにあたり、最も
基礎的かつ有益な情報である遺伝子塩基配列
の網羅的解析（品種内多型の解析）を進める
ことができた。今後は、品種間多型の解析を
更に進める一方で、栽培環境による組成変動
も精密に評価していく必要がある。これらの
知見を踏まえて、特定のサブユニットの蓄積
量を制御することでソバの低アレルゲン化を
達成できると考えられる。一方、本研究で得
られた塩基配列情報は、重篤なアレルギー反
応を起こす「特定原材料」を識別する技術の
改善にも有用である。これにより、アレルギ
ー事故を未然に防ぎ、安全安心なソバ製品の
流通を保証し、消費・生産の拡大につながる
ことを期待したい。 
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