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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、ゲノム情報に基づいた新たな植物改良法として近年注目を集めている逆遺
伝学的なスクリーニング法の一つである TILLING 法を用いて、ダイズの貯蔵脂質の脂肪
酸代謝に関与すると考えられる標的遺伝子を破壊した新規突然変異系統の単離と、得られ
た突然変異系統を組み合わせて、ダイズ貯蔵脂質中の脂肪酸組成を代謝工学的に改良する
ことを目的とした。その結果、アシル-ACP チオエステラーゼやステアロイル-ACP 不飽和
化酵素、小胞体型ω-3 不飽和化酵素をコードする遺伝子に変異を生じた新たなダイズ突然
変異系統の単離に成功した他、複数の突然変異系統間での交雑により、遺伝子組換え技術
を利用することなく 80％以上の超高オレイン酸含量や１.5％の超低リノレン酸含量の油
脂を生産するダイズ系統の作出が可能であることを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 TILLING is one of the most attractive methods for screening novel mutant lines with 
reverse genetics approach in recent years.In this study aimed at improving fatty acid 
composition of soybean oil by metabolic engineering, I have tried to isolate novel 
mutant lines and to combine their mutant alleles. As a result, I have isolated several 
mutant lines corresponding to acyl-ACP thioesterase, stearoyl-ACP desaturase and 
microsomal omega-3 fatty acid desaturase genes, and successfully developed novel 
fatty acid mutant lines with more than 80% oleic acid or less than 1.5% linolenic acid 
in seed oil. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ダイズを含む様々な作物種のゲノム

塩基配列情報の蓄積と解析が進んでいるが、
この様なゲノム研究によって得られた有用
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遺伝子の情報を作物の育種に直接活用する
ためには、ゲノム情報に基づいた新たな植物
改良技術が不可欠であると考えられた。これ
まで、この様な局面では、遺伝子組換え技術
や分子マーカーを利用した選抜技術等の活
用が想定されて来たが、遺伝子組換えを行っ
た作物に対する日本国内の消費者の抵抗感
は依然として強く、遺伝子組換え作物の普及
には未だ大きな障壁が残っている。これに対
して、分子マーカーを利用した選抜技術は育
種の効率化のために非常に重要な技術では
あるが、この手法での改良には、利用可能な
遺伝子資源の存在が前提となっており、新た
な変異遺伝子を持つ遺伝資源開発のための
技術開発が待たれていた。そこで本研究では、
任意の標的塩基配列に変異を生じた個体を、
逆遺伝学的手法を用いてスクリーニングす
るための手法を確立することと。この手法に
よって新たに得られたダイズ遺伝資源を活
用して、画期的な育種を実現することを目指
した。特に本研究では、これまでの研究成果
を踏まえて、脂肪酸代謝に関与する主要な酵
素遺伝子を標的として、この新たなアプロー
チについての実証を試みた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、逆遺伝学的なスクリーニング
法の一つである TILLING 法を用いて、脂質
代謝に関与する標的遺伝子を破壊した新規
のダイズ突然変異体を単離し、ダイズ油脂中
の脂肪酸組成の代謝工学的改良に利用でき
る画期的な遺伝資源を開発する。更に最終的
には、我々が既に保有する脂肪酸合成突然変
異体と本研究で得られた新たな突然変異体
との交雑により、80％以上の超高オレイン酸
含量や１％以下の超低リノレン酸含量ある
いは 30％以上の高ステアリン酸含量といっ
た、これまで遺伝子組換え技術を利用するこ
となしには実現することが不可能であると
考えられていた付加価値の高い油脂を生産
するダイズ品種の作出を目指す。 

 
３．研究の方法 
 アシル-ACP チオエステラーゼおよびステ
アロイル-ACP 不飽和化酵素については、ダイ
ズゲノム中に存在する遺伝子ファミリーの
うち、改良の標的となる種子中での発現が高
い遺伝子を RT-PCR 法を用いて絞り込んだ。
その後、先に絞り込みを行った標的遺伝子に
ついて、我々が作製したダイズ突然変異体ラ
イブラリーより、ハイスループット型に改良
した TILLING法による変異系統のスクリーニ
ングを行った。こうして得られた突然変異体
候補系統について、シークエンスにより変異
部位の確定を行った。更に、アミノ酸配列に
変化を生じていたステアロイル-ACP 不飽和
化酵素の変異系統については、この変異遺伝

子を発現する組換え大腸菌株を作製して、野
生型の遺伝子を発現させた大腸菌株ととも
に菌体の総脂質を抽出し、ガスクロマトグラ
フィーを用いて脂肪酸組成を分析した。これ
に加えて、本研究で得られた高ステアリン酸
突然変異系統と以前に単離した高オレイン
酸突然変異系統、低リノレン酸突然変異系統
について分子マーカーを作製して、これらの
変異系統間の交雑よりマーカー選抜を行い、
得られた多重変異の効果について検証を行
った。 
 
４．研究成果 
TILLING 法を用いたスクリーニングの結果、
アシル -ACP チオエステラーゼ遺伝子
（Glyma05g08060 および Glyma17g12940）お
よびステアロイル-ACP 不飽和化酵素遺伝子
（Glyma14g27990）について、複数の突然変
異系統が得られた。しかしながら、ダイズ種
子中の脂肪酸含量に対するこれらの変異遺
伝子の効果はそれほど大きいものではなく、
効果的なアリルを得るためには更なる変異
体の探索が必要であると考えられた。これに
対して、小胞体型ω-3 不飽和化酵素遺伝子
（Glyma18g06950）突然変異体である A9 系統
については、組換え酵素の活性および種子中
のリノレン酸含量を測定することにより、変
異遺伝子の効果を評価したところ、酵素活性
の消失と顕著な種子リノレン酸含量の低下
が認められた。更に、我々が以前に単離して
いた2種類の小胞体型ω-3不飽和化酵素遺伝
子に変異を持つ LOLL 系統と交配を行い、3種
類の小胞体型ω-3 不飽和化酵素遺伝子に変
異を持つ系統を作出したところ、種子中のリ
ノレン酸含量が総脂肪酸含量の約 1.5％程度
まで低下することが明らかになった。また、
小 胞 体 型 ω -6 不 飽 和 化 酵 素 遺 伝 子
（Glyma10g42520 および Glyma20g24580）の 2
重変異体では、種子中のオレイン酸含量が総
脂肪酸含量の 80％以上に増加することも明
らかになった。 
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