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   ダ イ ズ は シ ョ 糖 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 ス タ キ オ ー ス を 主 要 な オ リ ゴ 糖 と し て 種 ⼦ に 貯
蔵 す る （ 図 １ ）。 こ れ ら ３ 種 類 の オ リ ゴ 糖 は ⽢ 味 に 影 響 を 及 ぼ す 他 、 ラ フ ィ ノ ー ス と
ス タ キ オ ー ス （ ラ フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖 ） は ビ フ ィ ズ ス 菌 な ど 善 ⽟ 菌 に 資 化 性 を ⽰ し 整
腸 作 ⽤ 等 の 機 能 性 が あ る 1)。 ま た ラ フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖 は 納 ⾖ 加 ⼯ 適 性 に 関 与 す る と
い う 指 摘 も あ り 2)、 様 々 な ⼤ ⾖ ⾷ 品 の 品 質 に 影 響 を 及 ぼ す と 考 え ら れ る 。 ⽤ 途 や ⽬ 的
に よ り 、 求 め ら れ る オ リ ゴ 糖 組 成 は 異 な る の で 、 各 オ リ ゴ 糖 含 量 を 制 御 す る 遺 伝 ⼦ を
品 種 開 発 に 活 ⽤ す る こ と に よ り 、 ダ イ ズ の 機 能 性 や ⾷ 品 加 ⼯ 品 質 を ⾼ め る こ と が 期 待
で き る が 、 関 連 遺 伝 ⼦ に つ い て の 知 ⾒ は ま だ 少 な い 。  
 そ こ で 本 研 究 課 題 で は 当 研 究 セ ン タ ー 保 有 の 全 ゲ ノ ム 解 析 済 の ダ イ ズ ミ ニ コ ア レ ク
シ ョ ン 3)の オ リ ゴ 糖 含 量 を 分 析 し 、 ゲ ノ ム ワ イ ド 関 連 解 析 （ GWAS） に よ り オ リ ゴ 糖
含 量 を 制 御 す る 遺 伝 ⼦ 、 も し く は 染 ⾊ 体 領 域 を 検 出 す る こ と を ⽬ 的 と し た 。  
 ま た 著 者 ら は こ れ ま で の 研 究 に お い て 、 AlphaFold2 を ⽤ い て ラ フ ィ ノ ー ス 合 成 酵 素
（ RS） の ⽴ 体 構 造 を 予 測 し 、 推 定 さ れ た 基 質 ポ ケ ッ ト に 影 響 す る ア ミ ノ 酸 変 異 が ラ フ
ィ ノ ー ス ・ ス タ キ オ ー ス 含 量 の 低 下 を 説 明 で き る こ と を 報 告 し た 4)。 さ ら に ⽴ 体 構 造
予 測 に よ り ス タ キ オ ー ス 合 成 酵 素 （ STS)活 性 の 上 昇 と 関 連 す る 可 能 性 の あ る ア ミ ノ 酸
変 異 （ M632K） を 検 出 し た の で 本 研 究 に お い て 遺 伝 学 的 ⼿ 法 で 検 証 す る 。  
 
【 実 験 ⽅ 法 】  
  
１ ） 材 料  
 2021 年 と 2022 年 に 茨城県つ くば市に あ る農研 機 構 の 実 験圃場に お い て農研 機 構ジ
ー ンバン ク の ダ イ ズ ミ ニ コ ア コ レ ク シ ョ ン を 175 系統栽培し 、収穫で き た 170 系統ほ
ど を供試し た 。 ま た 、 STS 変 異 の効果の 検 証 の た め 、 632 番⽬ のメチオ ニ ン が リジン
に 変 異 し て い る （ M632K）系統とエン レ イ を交配し た雑種第２代（ F2） を 2023 年 に
栽培し 、 種 ⼦ を個体別に収穫し た 。  
 
２） オ リ ゴ 糖 含 量 分 析サンプルの調製  
 ダ イ ズ 種 ⼦ 15 g を超遠⼼粉砕機 （ZM200, Retsch） を ⽤ い て 、 ス ク リ ー ン  梯形孔  
0.50mm、 14,000 rpm で粉砕し た 。 オ リ ゴ 糖 は ⼤ ⾖粉 1.5g から 80%エタ ノ ール存在
下 でマルチビ ー ズ シ ョ ッカー （安井器械） を ⽤ い て抽出 し 、45 mL に 定容し た 。調製
し た抽出液は -30℃で 保存し た 。  
 
３ ） オ リ ゴ 糖 含 量 の HPLC 分 析  
 オ リ ゴ 糖 の 分 析 は増⽥ら の ⽅ 法 5)に準じた 。２） で調製し た抽出液をディスポーザブ
ル・メンブランフィルター（⽔系、0.45um）で濾過し、５倍に希釈し た 。HPLC 分 析 で
は 分 析カラ ム に よ る 分離後塩酸グア ニジン と過ヨウ素 酸 を ⽤ い た ポ ス トカラ ム反応を
⾏い 、蛍光検 出器で 検 出 し た 。 分 析条件は以下 の通り で あ る 。  
分 析カラ ム：Shodex Asahipak NH2P-50 4E, 移動相：ア セ ト ニ ト リル/⽔  (100/53), 
流量：1.0 mL/min, 反応液の流量：0.3 mL/min, カラ ム温度:30℃, ポ ス トカラ ム の反
応温度：148℃  



 
４） オ リ ゴ 糖 含 量 の GWAS 
 GWAS は R のパッ ケ ージ  rMVP を ⽤ い て  FarmCPU 法 で⾏った 。統計学 的 有意⽔
準に は Bonferroni 法 に よ る補正（ p<1.48×10-6） を ⽤ い た 。  
 
５） F2（ F3 種 ⼦ ） の 遺 伝 解 析  
 開花期前の F2個体 よ り展開前の葉をサンプリ ングし 、⾃動核酸精製装置（ Maxwell 
RSC Instrument, プロメガ） と専⽤ キ ッ ト （Plant DNA kit, プロメガ） を ⽤ い て
DNA を抽出 し た 。 STS 遺 伝 ⼦ の 遺 伝 ⼦型は PCR-RFLP 法 に よ り 分 析 し た 。 STS 遺 伝
⼦ の M632K に該当 す る塩基配列を 含む DNA をプラ イマー
（ GGTAAGCGTATTATTCTATTCACATAGATG, 
CTGTTACATGAACAAATTTGTTGTTAACC） を ⽤ い て ポ リメラ ーゼ連鎖反応
（PCR） に よ り増幅し 、増幅し た DNA 断⽚は 変 異型 DNA 配列を認識す る 制限酵 素
Hind Ⅲで処理し た 。処理し た DNA を アガロー ス電気泳動に よ り 分 析 し た 。  
 
６）統計処理  
 統計処理に は SPSS Statistics バージョ ン 29（ IBM） を ⽤ い た 。  
 
 
【 実 験結果及び考察】  
 
１ ） オ リ ゴ 糖２か年 の結果と 年次相関 と GWAS 
 シ ョ 糖 ・ ラ フ ィ ノ ー ス ・ ス タ キ オ ー ス 含 量 及びシ ョ 糖/ラ フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖⽐は
年次で 有意な相関 （ p<0.001） が あった （ 図２）。 GWAS の結果、 シ ョ 糖 含 量 、 及びス
タ キ オ ー ス 含 量 に 関 し て２か年 に共通す る 染 ⾊ 体 領 域 を そ れぞれ２、 及び１ 領 域 検 出
し た 。 そ れ ら の 領 域 に は候補遺 伝 ⼦ が １から ３ 含 ま れ た 。 ま た 、 含 量 を 低 下 す る 領 域
のみで は な く 、 シ ョ 糖 含 量 を 0.４％上 昇 させる効果が ⽰唆さ れ た 領 域 も あった 。今後
遺 伝 ⼦ を同定 す る た め 、 変 異 体 を ⽤ い た 解 析 等 を 検討し て い る 。  
 
２） F2 の 遺 伝 解 析 に よ る M632K の効果の 検 証  
 STS の 活 性 が 上 が る と 図 １ に お い て ス タ キ オ ー ス 含 量 が 上 昇 し 、 シ ョ 糖/ラ フ ィ ノ
ー ス オ リ ゴ 糖⽐が 低 下 す る こ と が 予 測 さ れ る 。 実際、 ス タ キ オ ー ス 含 量 と シ ョ 糖/ラ
フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖⽐は２か年 に お い て 0.1%⽔準で 有意な負の相関 を ⽰ し た （ r=-
0.7, -0.6）。  

STS の M632K 変 異 に よ り 酵 素 と 基 質 と の結合親和性 が ⾼ ま る こ と が ⽴ 体 構 造 予 測
で ⽰唆さ れ た た め 、 M632K 変 異 に 関 す る 遺 伝 解 析 を 実施し た 。 2023 年 に収穫し た 、
M632K 変 異系統とエン レ イ を交配し た雑種第２代（ F2） 種 ⼦ の シ ョ 糖/ラ フ ィ ノ ー ス
オ リ ゴ 糖⽐は 1.1 から 2.5 ま で 変動し た （ 図 ３ ）。 そ こ で 、 M632K に 関 す る STS 遺 伝
⼦型を PCR-RFLP 法 に よ り 分 析 し た結果、 当該変 異 と シ ョ 糖/ラ フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖
⽐と の間に 明確な相関 は ⾒ 出せなかった （ 図４）。 こ の理由と し て 、  



 
１．M632K 変 異 は STS 活 性 に 影 響 し な い 。  
２．ラ フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖 含 量 に 関わる 遺 伝 的 な 要因が 他 に あ り 、 M632K 変 異 の効
果が顕在化 し な い 。  
 
等 が 考 え ら れ る 。引き続き次世代シ ー ケ ン ス 解 析 等 で 関 連 す る 染 ⾊ 体 領 域 の 検 出 を試
み、 上記 1、２に つ い て 検討す る 。  
 
【 要約】  
 
 ダ イ ズ は シ ョ 糖 、 ラ フ ィ ノ ー ス 、 ス タ キ オ ー ス を 主 要 な オ リ ゴ 糖 と し て 種 ⼦ に 貯 蔵
す る 。 こ れ ら オ リ ゴ 糖 含 量 を 制 御 す る 遺 伝 ⼦ を 品 種 開 発 に 活 ⽤ す る こ と に よ り 、 ダ イ
ズ の 機 能 性 や ⾷ 品 加 ⼯ 品 質 を ⾼ め る こ と が 期 待 で き る が 、 関 連 遺 伝 ⼦ に つ い て の 知 ⾒
は ま だ 少 な い 。 本 研 究 で は 、 お よ そ 170 系統の ダ イ ズ ミ ニ コ ア コ レ ク シ ョ ン を ⽤ い て
オ リ ゴ 糖 含 量 に 関 す る GWAS を 実施し 、 シ ョ 糖 含 量 、 及びス タ キ オ ー ス 含 量 に 関 し て
２か年 に共通す る 染 ⾊ 体 領 域 を そ れぞれ 2、 及び 1 領 域 検 出 し た 。 こ れ ら 領 域 に おけ
る候補遺 伝 ⼦ は １から ３ に絞ら れ て お り 、今後変 異 体 等 を ⽤ い て 解 析 を⾏う 。 ま た 、
著 者 ら は ⽴ 体 構 造 予 測 に よ り ⽰唆さ れ た 、 STS の M632K 変 異 の効果に つ い て 遺 伝 学
的 ⼿ 法 で 検 証 し た が 、 こ の 変 異 と オ リ ゴ 糖 含 量 ・ 組 成 と の 関係は ⾒ 出せなかった 。引
き続き次世代シ ー ケ ン ス 解 析 等 で 関 連 す る 染 ⾊ 体 領 域 の 検 出 を試み、 M632K 変 異 の
効果や 他 の 要因に つ い て 検討す る 。  
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【 図 】  

 
図 １．植物に おける シ ョ 糖から ス タ キ オ ー ス の代謝経路。 ス タ キ オ ー スから さ ら に５
糖 のベルバス コ ー ス が 合 成 さ れ る経路が あ る が 、ベルバス コ ー ス は ダ イ ズ で は微量 で
あ る こ と が 知 ら れ て お り 、 本 研 究 の ⼿ 法 で は 検 出 さ れ なかった 。  
 
 
 
 

 
図２．シ ョ 糖 ・ ラ フ ィ ノ ー ス ・ ス タ キ オ ー ス 含 量 と シ ョ 糖/ラ フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖⽐
の 年次間相関 。 含 量 の単位は g/100 g dw。  
 
 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 ３．2023 年 に M632K 変 異系統とエン レ イ を交配し た雑種第２代（ F2）から収穫し
た 種 ⼦ の シ ョ 糖/ラ フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖⽐ヒス トグラ ム 。⽮印は同じ年次、圃場で栽
培・収穫し た親系統の値。  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図４．2023 年 に M632K 変 異系統とエン レ イ を交配し た雑種第２代（ F2） の M632K
変 異 に 関 す る PCR-RFLP。 レ ー ン番号の M はマーカー （ Marker 4, ニ ッ ポ ンジー
ン ）。 レ ー ン の 下 に 、DNA と同じ個体 の 種 ⼦ に おける シ ョ 糖/ラ フ ィ ノ ー ス オ リ ゴ 糖
⽐をグラ フ で ⽰ す 。  
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