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第 1章 緒論  

第 1 節 低温がダイズに与える影響 

 ダイズ（Glycine max L. Merr.）は日本を含む熱帯から

亜寒帯まで様々な地域で作付けされている作物である

が，冷涼な地域ではその収量はしばしば低温の影響を

受ける．これはダイズが比較的温暖な気候を好み，低温

により生育遅延，莢数の減少，子実の充実・登熟不良な

どを生じることによる（斎藤・高沢 1962，三分一 1979，

後藤・山本 1972，佐々木・紙谷 1984，角田ら 1993，

松川ら 1993，Hashimoto and Yamamoto 1976，Hume and 

Jackson 1981，Musser et al 1986，Kurosaki and Yumoto 

2002，Funatsuki et al 2004，Ikeda et al 2009）．このため，

冷涼な地域ではダイズの耐冷性育種は重要であり，日

本，ヨーロッパを含む各地でダイズの耐冷性に関する

様々な研究が行われてきた．三分一（1979）は，冷害年

および冷涼地における減収程度の解析から，低温下での

着莢能力の重要性を見出した．黒崎・松川（1994）は人

工気象室を用いた試験で，低温下での着莢能力の重要性

を確認するとともに低温処理期間終了後の開花数・着莢

数の回復程度に品種間差異があることを明らかにした．

スイスの研究グループによって，中心花房と側状花房の

開花のずれが大きく開花期間が長い方が補償効果の点

で有利であるとする説が提唱されており（Schori et al 

1993， Gass et al 1996），北海道でも同形質の導入が図ら

れている（大西ら 2004）．毛茸色を決定する T 遺伝子座

において T アリル（褐毛）をもつ品種はｔアリル（白毛）

の品種より耐冷性が強いが（Takahashi and Asanuma 

1996 ），これは T アリルがコードする Flavonoid 

3‘ hydroxylase（Toda et al 2002，Zabala and Vodkin 2003）

によって合成されるフラボノイドの抗酸化力によると

考えられている（Toda et al 2011）．また，機作は不明で

あるが栄養生長量を決定する熟性遺伝子座 E1 において，

野生型である E1 アリルをもつ品種の方が耐冷性が優れ

る（Funatsuki et al 2005，Takahashi et al 2005）．低温条件

での登熟能力も耐冷性の品種間差において重要な役割

を果たしていることが知られており，臍色を決定してい

る I遺伝子座近傍に寄与率の高いQTLが見出されている

（Ikeda et al 2009）． 

低温による著しい収量の低下は冷害と呼ばれ，ダイ

ズでは受精率・着莢率の低下により莢数が減少する障害

型冷害，生育の遅延により秋期の低温に遭遇し登熟が不

良となる生育遅延型冷害，生育初期の低温により生育量

が小さくなり莢数が減少する生育不良型冷害の 3つに分

類されている（佐々木・紙谷 1984）．この中で，障害

型冷害は最も被害が大きくなることが多い．1993 年の大

冷害は障害型冷害であり，十勝管内では子実重が平年の

8～23％となる圃場が見られた（角田ら 1993，松川ら 

1993）． 

 

第 2 節 ダイズの低温感受性期 

ダイズでは開花前から長期の低温処理をすることに

より，花粉側の原因で受精率低下と着莢率低下が起こ

ることが観察されている（後藤・山本 1972，Saito et al 

1970，Hashimoto and Yamamoto 1976，Kurosaki et al 2003）．

また，低温に遭遇したときの着莢率の低下が少ない品

種の方が低温遭遇時の収量低下が小さい（三分一 1979， 

Lawn and Hume 1985，黒崎・松川 1994，Gass et al 1996，

Kurosaki et al 2003）．しかし，低温に対する感受性を詳

細に検討する場合，ダイズにおいてはいくつかの問題

がある．ダイズは蕾が非常に小さいため外観から花の

生育ステージを定義するのが難しく（Lauxen et al 2003），

さらに同一個体の中で花の生長ステージが同調してい

ない．また，莢間の栄養競合による落莢と低温による

着莢障害の区別がつけにくい．こういった理由から，

ダイズにおける低温感受性期の詳細については必ずし

も十分に解明されていない． 

北海道では 24,400 ha のダイズ作付けがあり，ダイズ

は輪作体系を維持する上で欠かせない作物である．ま

た，10 アールあたりの収量は北海道では 240kg 前後と府

県の 1.5 倍を超えており生産性が高く，北海道のダイズ

生産量は国内生産量の 25％を占める（平成 22 年農林水

産省大豆都道府県別生産状況）．また，粒大が大きく糖

含量が多いなど府県産にはない特徴から，煮豆用途を中

心に品質面での評価も高い．一方で北海道は世界的にみ

ても最も低温の影響を受けやすいダイズ栽培地域の 1つ

であり，精力的に耐冷性育種に取り組んできた．現在

の耐冷性育種では，人工気象室で開花期から 4週間の低

温処理を行い，子実重の低下程度を調査し耐冷性を評価

しており，この検定法では耐冷性の強い「キタムスメ」
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と弱い「トヨムスメ」の品種間差を安定的に再現できる

（北海道立十勝農業試験場 1998）．この検定法は，低

温処理期間に開花前の花から子実の肥大盛期までの

様々なステージを含み，総合的な耐冷性の評価方法と言

える．その反面，耐冷性の要素を受精不良，登熟不良

など個別の要素に分解して，より深く追求する目的に

は適さない．さらにこの検定法では，イネで重要視さ

れる花粉形成時期の低温感受性がほとんど考慮されて

いない．ダイズにおいて効率的に耐冷性育種を進める

ためには，低温感受性期を特定し，そのステージを対

象とした選抜技術を開発することが重要である．また，

生殖生長における低温の影響は，イネ （丹野 2004，

Hayase et al 1969，Mamun et al 2006），アズキ（島田 

1997，島田・村田 1994），トマト（Patterson et al 1987），

オオムギ（Koike et al 2003），ヒヨコマメ（Srinivasan et 

al 1998，Srinivasan et al 1999，Clarke and Siddique 2004，

Nayyar et al 2005）など様々な作物で研究されており，低

温感受性期を作物間で比較することによって新たな知

見が得られる可能性がある． 

本論文の第 2 章では，障害型冷害の原因である低温

による着莢障害について，これまで着莢障害の指標と

して用いられることが多かった着莢率ではなく，開花

直後の莢の伸長の有無の観察により求めた受精莢率を

指標として用いることによって，生殖成長期間におけ

る低温感受性期を正確に決定した．また，決定された低

温感受性期について品種間差異があるかどうか，およ

びその品種間差異がダイズ品種耐冷性の向上に寄与す

るかどうか検討した．併せて，柱頭上の花粉数と葯か

ら採取した花粉粒の形態を観察することにより，生殖

成長期間の着莢障害の機作を明らかにした． 

 

第 3 節 低温による種皮の着色 

低温がダイズに与えるもう 1 つの影響は，低温によ

る種皮の着色である．北海道を含む冷涼地のダイズ栽

培では，開花後の低温により子実の臍と，臍の周辺の種

皮が褐色に着色し，子実の外観品質が著しく低下する

（岡ら 1989，Srinivasan and Arihara 1994，Morrison et al 

1998，Funatsuki and Ohnishi 2009）．褐色を呈する色素は

カテコールメラミンであることが報告されているが

（Takahashi and Akiyama 1993），加熱に対して安定であ

り，乾燥子実のみならず煮豆などに加工した後も着色

が消えず，煮豆用途として評価の高い北海道産ダイズ

においては非常に大きな問題である．種皮の低温着色

は，開花 5～10 日後の極若い莢が日平均気温 15℃前後

の低温に曝されることにより生じ（湯本・佐々木 1990，

岡ら 1989，Takahashi and Abe 1994，Takahashi 1997），

明瞭な品種間差があることが知られている（湯本・佐々

木 1990，Srinivasan and Arihara 1994）．このため，種皮

の低温着色に対する抵抗性（以下低温着色抵抗性）は，

北海道のダイズ育種において最も重要な育種目標の 1つ

である．低温着色抵抗性は，開花始 1 週間後からの 14

日間の人工気象室を使った低温処理（昼 18℃/夜 13℃）

によって評価できることが報告されており（湯本・佐々

木 1990），この評価法を活用して「トヨコマチ」（佐々

木ら 1990），「ユキホマレ」（田中ら 2003），「ユキ

シズカ」（山崎ら 2004），「トヨハルカ」（北海道立十

勝農業試験場 2004）といった低温着色抵抗性の強い品

種が育成されてきた．しかし，人工気象室で年間に評

価できる品種数は限られており，DNA マーカーによる

選抜など，多くの材料を評価できる選抜手法が求めら

れている．その中で E1 などの熟性遺伝子や，いくつか

の QTL が低温着色抵抗性に関与することが報告されて

いるのは特筆すべきであるが（Takahashi and Abe 1994，

Takahashi and Abe 1999，Benitez et al 2004，Githiri et al 

2007）育種プログラムの中で活用するには，これらによ

る低温着色抵抗性の強さは不十分である． 

 

第 4 節 種皮の低温着色のメカニズム 

低温で種皮に着色が生じる根本的な原因は，黄大豆

の種皮色の決定メカニズムにある．ダイズの野生種で

あるツルマメに見られるようにダイズの種皮色は本来

黒色であるが，現在栽培されている多くの品種の種皮

色は黄色である．この種皮色の黄色は，種皮における

色素合成系のキーエンザイムであるカルコンシンター

ゼ（CHS）をコードする CHS7，CHS8 など複数の遺伝子

（以下 CHS 遺伝子と表記）の mRNA が RNAi により分

解されることにより維持されている（Todd and Vodokin 

1996，Kasai et al 2004，Senda et al 2004，Kasai et al 2009，
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Kurauchi et al 2009，Tuteja et al 2009）．この種皮におけ

る RNAi は I 遺伝子座における I アレル（種皮，臍とも

に黄白色），i i アレル（種皮は黄白色で臍は黒または褐

色）により引き起こされていると考えられ，いずれも複

数コピーの CHS 遺伝子が複雑に配置されたものである

（Senda et al 2002a，Senda et al 2002b，Tuteja et al 2004，

Kasai et al 2007，Kurauchi et al 2009，Tuteja et al 2009）．

このうちの I アレルは CHS をコードする CHS3 の逆位

反復配列を含む構造であることが証明され，GmIRCHS

（Glycine max inverted-repeat CHS pseudogene）と命名さ

れた（Kasai et al 2007）．また，i i アレルについては，

全ゲノム配列が報告されている Williams 82 の解析結果

から，CHS 遺伝子の複雑な高度反復配列であるとされ

ている（Clough et al 2004）．種皮が黄白色のダイズ種皮

（I アレルおよび i i アレル）においては，上述の RNAi 

により，CHS 遺伝子に対する siRNA（Kasai et al 2009）

が検出される．種皮の低温着色は，低温により I アレ

ルによる RNAi が一時的に抑制され CHS 遺伝子の発現

が回復することが原因であるとされており（Kasai et al 

2009），低温着色抵抗性が弱い「トヨムスメ」では低温

処理によって siRNA の蓄積量が減少し CHS 遺伝子の

mRNA の蓄積量が上昇するが，低温着色抵抗性が非常

に強い「トヨハルカ」（北海道立十勝農業試験場 2004）

ではこういった変化が小さく，これが低温着色抵抗性

の差となって現れていると推測されている（Kasai et al 

2009）．非常に興味深いことに，「トヨハルカ」におい

ては上述の GmIRCHS の構造が「トヨムスメ」などその

他の品種と大きく異なる（Kasai et al 2009）．「トヨハ

ルカ」では，GmIRCHS がもつ逆位反復配列を構成して

いる 2つのCHS3 配列のうちの 1つが欠損し，逆位反復

配列が解消されているとともに，DnaJ 様タンパク質を

コードしている GmJ1 の 5’側の配列が挿入されている

（Kasai et al 2009）．この「トヨハルカ」型の GmIRCHS

の構造は，CHS のアンチセンス RNA が検出されること

か ら ， GmASCHS （ Glycine max antisense CHS 

pseudogene）と名づけられている（Kasai et al 2009）．

CHS 遺伝子の siRNA の蓄積量が低温着色および低温着

色抵抗性の品種間差と深く関連すること，ダイズ種皮

においてGmIRCHSがCHS遺伝子に対する唯一の siRNA

の供給源であること（Senda et al 2004，Kasai et al 2007，

Kurauchi et al 2009）を併せて考えると，この GmIRCHS

遺伝子座の多型（GmASCHS）が低温着色抵抗性の原因

であるという仮説が考えられるが，Kasai ら（2009）の

研究では，この仮説を検証するまでにはいたらなかった．

本論文の第 3 章ではこの仮説を検証するために，「トヨ

ハルカ」を片親にもつ組換え自殖系統（RILs：Ricombinatn 

inbred lines）について GmIRCHS の遺伝子型と低温着色

抵抗性の強弱を評価し，GmIRCHS が低温着色抵抗性の

原因遺伝子かどうかを明らかにするとともに，QTL 解

析を用いて GmIRCHS 以外に低温着色抵抗性に影響を与

えるゲノム領域があるかどうかを検証した．また，異

なる遺伝的背景をもつ品種・育成系統を使って，

GmIRCHS が低温着色抵抗性選抜のための DNA マーカ

ーとして利用可能か検討した． 

 

第 5 節 ウイルスの感染による種皮の褐斑 

ダイズ種皮の低温着色と類似の現象として，植物ウ

イルス感染により生じる褐斑粒が知られている．CMV

（キュウリモザイクウイルス），SMV（ダイズモザイク

ウイルス），あるいは PSV（ピーナッツわい化ウイルス）

などに感染した場合，低温着色と同様に種皮に褐斑を

生じる（Kennedy and Kampmeier 1967）．北海道におい

ては，上記ウイルスのダイズへの感染頻度が低く大き

な問題になることはないが，東北以南においては褐斑

粒が多発するとダイズの商品価値が低くなるため大き

な問題となっている．近年，栽培ダイズの一般的な種皮

色である黄色は RNAi によって保たれていること（Todd 

and Vodokin 1996，Kasai et al 2004，Senda et al 2004， 

Kasai et al 2009，Kurauchi et al 2009，Tuteja et al 2009）お

よびCMV，SMVなど褐斑を誘導するウイルスは，宿主

の RNAi を抑制するサプレッサーをコードしているこ

とが明らかになってきた（Kasschau and Carrington 1998，

Lucy et al 2000，Li and Ding 2001，Guo and Ding 2002）．

これらの知見を併せると，SMV，CMV などのウイルス

が CHS 遺伝子の RNAi を抑制することによって，褐斑

を生じている可能性が考えられる．もしそうであれば，

RNAi とウイルスの RNAi サプレッサーの交互作用が，

実際の農業において問題となっている非常に興味深い
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事例であるが，これまでウイルス RNAi サプレッサーと

褐斑の関係が検証されたことはなかった．本論文の第 4

章では，ウイルスの RNAi サプレッサーがダイズ種皮の

RNAi を抑制すことにより種皮に褐斑が生じるという仮

説を検証するため，感染により褐斑を生じる CMV ダイ

ズ系統と褐斑を生じないシュードリコンビナント CMV

の間でキメラウイルスを作成し，CMV の褐斑誘導に

RNAiサプレッサーである2b遺伝子が関わっているかど

うかを明らかにした．また，2b遺伝子のもつRNAiサプ

レッサー以外の機能を解明するために，2b 遺伝子が特

定のダイズ品種に全身感染するかどうかに関与してい

るか検証した． 
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第2章 ダイズにおける低温着莢障害の機作および低温感受性の品種間変異の解析 

 
第 1 節 生殖生長期間における低温感受性期の特定 

1）目的 

ダイズは北海道のような冷涼な地域においては，しばし

ば低温により収量が低下する．これは，開花前後の低温に

より莢数が減少すること，子実の充実・登熟が阻害される

ことがその大きな要因である（斎藤・高沢 1962，三分一 

1979，後藤・山本 1972，佐々木・紙谷 1984，角田ら 1993，

松川ら 1993，Hashimoto and Yamamoto 1976，Hume and 

Jackson 1981，Musser et al 1986，Kurosaki and Yumoto 2002，

Funatsuki et al 2004，Ikeda et al 2009）．低温による著しい収

量の低下は冷害と呼ばれ，ダイズにおいては障害型，生育

遅延型，生育不良型の 3 つに分類されている（佐々木・紙

谷 1984）．この中で，障害型冷害は，開花期前後の低温に

よる着莢率の低下や登熟期間中の低温による子実肥大の不

良により生じ（後藤・山本 1972，三分一 1979，佐々木・

紙谷 1984，角田ら 1993，松川ら 1993，Hashimoto and 

Yamamoto 1976，Ikeda et al 2009），冷害の中で最も被害が

大きくなる（角田ら 1993，松川ら 1993）．耐冷性の強い

系統を選抜するため，育種プログラムでは，開花始から 28

日間低温処理を行う耐冷性検定方法が用いられてきた（北

海道立十勝農業試験場 1998）．この検定方法は実用上非常

に優れるが，イネで重要視される花粉形成時期の低温感受

性がほとんど考慮されていない．このため，ダイズの生殖

生長期間における低温感受性について感受性期を明らかに

した上で，既存の検定法に加えて別途評価する必要がある．

低温に対する感受性期を詳細に検討する場合，ダイズでは

蕾が小さいため外観から花の生育ステージを定義するのが

難しく（Lauxen et al 2003），また莢間の栄養競合による落

莢と低温による着莢障害の区別がつけにくいなどの問題が

ある．こういった理由から，ダイズにおける低温感受期の

詳細については必ずしも十分に解明されていない．本節で

は，障害型冷害の原因となる低温による着莢障害について，

着莢障害の指標として用いられることの多い着莢率ではな

く，開花直後の莢の伸長の有無の観察により求めた受精莢

率を指標として用いて，生殖成長期間における低温感受性

期を正確に決定する．併せて，柱頭上の花粉数と葯から採

取した花粉粒の形態を観察することにより，生殖成長期間

の低温感受性の機作を明らかにする． 

 

2）材料および方法 

ダイズの生育条件と低温処理 

本研究では，開花期耐冷性の評価が“中”のダイズ品

種「トヨムスメ」（Kurosaki and Yumoto 2002）を材料として

用いた．植物は 2005 年に十勝農試場内（芽室町，42°54’N, 

143°2’E）の無加温ガラス室および場内の人工気象室におい

てポット栽培した．高さ 30cm，直径 25cm のワグネルポッ

トに場内の乾性火山性土（前作えん麦）を充填し，化成肥

料（N：0.12 g， P2O4：1 g， K2O：0.52 g/ポット）を混和

した．10 粒の種子を播き，出芽後にポットあたり 2 個体と

なるように間引いた．また，様々なステージの植物体と花

を得るために，播種時期をずらして複数回播種した（表 

II-1）．それぞれの処理区は 4 ポット（8 個体）×3 反復であ

り，4 ポットのうちの 2 ポットを受精莢率および見かけの

受精率の調査用とし，残りの 2 ポットを柱頭上の花粉数お

よび花粉の形態の調査用として用いた．播種後のポットは

ガラス室で管理し，低温処理開始の 30 日前以降は人工気象

室で管理した．低温処理の前後は昼間は 25℃（7:00-19:00），

夜間は 20 °C  （19:00- 7:00）で自然光のみで管理した．低

温処理は 7 日間行い，昼間 15 °C （7:00 -19:00） および夜

間 10 ℃ （19:00 -7:00）で，加えて日射による温度上昇を

避けるために，低温処理中は 55％の遮光を行った．対照区

は，低温処理+遮光処理を省略した他は全て同一条件である．

人工気象室内では，条件の局所的な偏りを避けるために，

低温処理中は 2 日に 1 回，その他は 5 日に 1 回ポットの位

置のローテーションを行った． 

 
 
 

表 II-1. 各試験区における試験条件 

播種日 試験区 低温処理† 開花始 

5 月 23 日 1C 無 7 月 6 日 
 1T 有 7 月 6 日 

5 月 30 日 2C 無 7 月 13 日 
 2T 有 7 月 13 日 

6 月 7 日 3C 無 7 月 19 日 
 3T 有 7 月 24 日 

6 月 13 日 4C 無 7 月 24 日 
 4T 有 7 月 28 日 

†低温処理は 7 月 13 日～7 月 20 日に行った． 
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莢の伸長，受精率，柱頭上の花粉数および花粉粒 

の形態の観察 

 各ポットのダイズに開花した花に日付ごとに異なる色の

刺繍糸で目印をつけ，開花後 7-12 日後前後に莢の伸長の有

無を調査した．若莢が少しでも花弁からはみ出ていれば，

受精があったとみなし，開花日ごとに受精莢率（percentage 

of fertilized pod）を（伸長のあった莢数）/（調査花数）×100

で算出した（表 II-2）．成熟後，刺繍糸の色ごとに莢を収穫

し，開花日ごとのみかけの受精率（apparent fertilization rate）

を算出した（表 II-2）．芥子粒大の茶色の胚珠の痕跡は，受

精していない胚珠とし，それ以外の正常肥大粒，中途生育

停止粒，少しでも子葉もしくは種皮の分化が観察される粒

を受精した胚珠とし，（成熟期における受精した胚珠数）/

（成熟期の総胚珠数）×100 をみかけの受精率とした．ダイ

ズの場合，胚珠が 1 つも受精しなかった花は落花すること，

全胚珠が受精した花でも，栄養競合により途中で脱落する

莢が多いことから，真の受精率を調査することは非常に困

難である．ただし，この見かけの受精率と真の受精率の相

関は高いと考えられるため，低温の影響を評価する 1 つの

指標となり得る．また，成熟期に開花日ごとに莢数を調査

し，着莢率を（成熟期における莢数）/（開花数）×100 で

算出した（表 II-2）．各反復あたり 4～12 花から，開花日の

15:00 - 19:00 の間に葯を集めた．葯は 10μl の 50％グリセロ

ール溶液（v/v）をあらかじめ分注した 2ml のマイクロチュ

ーブに集め，10μl のラクトフェノール・アニリンブルー染

色液（Hauser and Morrison 1964）を加えた後，花粉粒を分

散させる目的で超音波洗浄器（Bransonic 5510, Branson 

Ultrasonics co USA）を使って室温で 15 分間超音波処理した．

30秒間ボルテックミキサーにかけた後，1μlの液滴をとり，

顕微鏡下で花粉粒の形態を観察した．異常花粉率は，（異常

花粉粒数）/（観察花粉粒数）×100 で算出し，4 個の花粉粒

が結合する異常花粉粒は，花粉粒 4 個分に相当するものと

して計算した． 

また，葯を集めるのと同時に 4～12 花から柱頭の先端部

を採取した．柱頭は 10μl の 50％グリセロール溶液（v/v）

をあらかじめ分注した 2ml のマイクロチューブに集め，ラ

クトフェノール・アニリンブルー染色液を，溶液の最終体

積が 1 柱頭あたり 10μl となるように加えた．花粉粒を柱頭

から引き剥がし，溶液中に分散させるために，上述のとお

り 15 分間室温で超音波処理した．各反復あたり 6μl（1μl ×

6 滴）について顕微鏡下で花粉粒数をカウントし，1 柱頭あ

たりの平均花粉粒数を算出した．柱頭から回収した花粉粒

においては，形態が異常な花粉粒はほとんど存在しなかっ

た．花粉管の発芽により染色されなくなっている花粉粒が

多いことから，形態や染色の異常の有無に関わらず柱頭上

の花粉数として計算した． 

 

統計解析 

受精莢率，みかけの受精率，異常花粉率および柱頭上

花粉数について，各開花日ごとに低温処理区（表 II-1，1T，

2T，3T および 4T）の平均値と対照区（1C，2C，3C およ

び 4C）の平均値の間でウェルチの t 検定（異なる分散を仮

定）により検定した．P 値の算出には JMP v. 8.02 （SAS 

institute Inc USA）を使った．

 

表 II-2. 着莢障害に関する判定基準 

項目 英訳 定義 備考 

受精莢率 
percentage of  
fertilized pod 

[受精が生じた莢数] 
/ [開花数]×100 
※本研究で定義 

本研究では，[受精が生じた莢数]とし

て[開花 7～12 日後時点で少しでも莢

の伸長が見られた莢数]を用いた． 

着莢率 
pod set  
percentage 

[成熟期における莢数] 
/ [開花数] ×100 

低温の影響以外に栄養競合の影響など

を含む 

受精率 fertilization rate 
[受精した胚珠数] 
/ [総胚珠数] ×100 

（本研究では調査せず） 

みかけの 
受精率 

apparent 
fertilization rate 

[成熟期における受精した胚珠数]
/ [成熟期における総胚珠数] ×100

※本研究で定義 
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3）結果 

低温感受性期の特定 

障害型冷害の主な原因は，着莢障害（受精不良）である．

生殖生長期間中の低温に感受性が最も高いステージを明ら

かにするために，様々なステージの花（蕾，莢の状態も含

む）が混在する状態で，昼 15/夜 10℃で 7 日間低温処理を

実施した（表 II-1）．個々の花は開花日ごとに識別し，低温

処理の中心日から開花日までの日数を低温処理時の花のス

テージの指標とした（Fig. II-1 ｘ軸）．着莢障害の指標とし

て莢の伸長を調査し，受精莢率（pod elongation percentage）

を算出した．莢が伸長したか，落花したかを 7-12 日後に調

査することにより，栄養競合による落莢の影響を排除した．

様々なステージで低温に遭遇した花と，対照区の花の受精

莢率を Fig. II-1A および B に示す．低温処理していないこ

とを除いて条件が同じ対照区では，受精莢率は 70～90%と

大きな変動は見られなかった（Fig. II-1A）．低温処理区では，

低温処理開始 3 日後に開花した花において受精莢率の低下

が観察され，低温処理開始 4 日後に開花した花では 40％程

度まで低下した．低温処理の後半では開花そのものが抑制

され，低温処理開始 6 日後および 7 日後では受精莢率は評

価できなかった．低温処理終了後も受精莢率は 40％前後と

低かったが，低温処理終了 4 日後に元の水準に回復した

（Fig. II-1B）．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. II-1. Percentage of fertilization and apparent fertilization rate with or without low temperature treatment at 
various flower developmental stages. Time after treatment is shown in two ways. Upper: start from the end of low 
temperature treatment. Lower: measurement midway through the 7 day treatment. (A) Percentage of fertilization 
without low temperature treatment. (B) Percentage of fertilization of low temperature treated flowers. (C) Apparent 
fertilization rate without low temperature treatment. (D) Apparent fertilization rate of low temperature treated 
flowers. Doted zones indicate low temperature treated period. The dashed lines in (B) and (D) indicate the values of 
the control group shown in (A) and (C). The open arrows represent the differences between the mean values of the 
low temperature-treated (1T, 2T, 3T, and 4T) and control (1C, 2C, 3C, and 4C) group; these differences are 
statistically significant at the level of 0.05 with Welch’s corrected t test. The horizontal bars above the plot areas 
indicate the period in which the observations were made at each plot corresponding to Table II-1. The left end of the 
bar represents the beginning of anthesis. Standard error of the mean is represented by the bars (n = 3–6). 
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低温処理終了 9～10 日後に急激な受精莢率の落ち込みが観

察され，低温処理終了 11～12 日後に再度急激な回復がみら

れた．この結果から，着莢障害からみた低温感受性期は，2

つのステージに明瞭に分けられることが明らかになった．1

つめのステージは個々の花の開花 3～4 日前である．この 3

日前という数字は，低温処理開始から受精莢率の落ち込み

開始が 3 日後であることから，また 4 日前という数字は，

低温処理終了 4 日後には受精莢率が回復しており 4 日より

前には低温感受性が観察されないことから導き出される

（Fig. II-1B）．2 つめの低温感受性が高まるステージは，開

花の 12.5～13.5 日前を中心としたステージであり，低温処

理終了 9～10 日後の受精莢率の落ち込みに対応する．これ

は，低温処理終了 9～10 日後に開花した花は，7 日間の低

温処理の中心日において開花 12.5～13.5 日前であったこと

より導き出される．成熟期に調査した“見かけの受精率”を

用いても，受精莢率と同様の時期に 2 つの低温感受性のピ

ークが観察できた（Fig. II-1C および D）． 

 

着莢障害が生じる原因 

過去の研究から低温着莢障害の原因は花粉側にあるとさ

れている（後藤・山本 1972）．着莢障害が生じる原因を解

明するために，柱頭上の花粉数および葯から採集した花粉

粒の形態を調査した．低温処理区においては，低温処理開

始 2 日後から柱頭上花粉数の減少が見られ，低温処理終了

後 3～4 日後に一旦回復し，さらに低温処理終了 8～10 日後

に再び減少が見られた（Fig. II-2）．これは，上述の受精莢

率の低下と完全に一致した．このことから，2 つの感受性

期のいずれにおいても，柱頭上の花粉数の減少が着莢障害

の原因の 1 つと考えられた． 

次に，開花当日に葯から採取した花粉粒の形態を観察

したところ，低温処理区において 2 種類の形態異常が観察

された（Fig. II-3）．1 つはアニリンブルーによる細胞の染

色が不均一または染色されないタイプ（不染色型異常）で

（Fig. II-3B），もう 1 つは四分子期以降の四分子の分離が起

こらず，四分子が結合したままになったと考えられるタイ

プ（四分子型異常）である（Fig. II-3C～F）．また，開花日

ごとに異常花粉率の発生を示したのが Fig. II-4 であるが，

いずれのタイプの形態異常も対照区ではほとんど観察され

なかった（Fig. II-3A，C）．それぞれのタイプの形態異常別

に異常花粉粒率を開花日ごとにみていくと，不染色型異常

では異常粒率のピークは低温処理終了 10～11 日後であり

（Fig. II-4B），四分子型異常では異常粒率のピークは低温処

理終了 9 日後であった（Fig. II-4D）．2 つのタイプの異常を

合計すると 70～55％に及んだ．また，異常花粉粒が観察さ

れたのは 2 つの低温感受性のステージのうちの開花 12.5～

13.5 日前のステージに低温に遭遇した花のみであった（Fig. 

II-4B および D）．このことから，開花 12.5～13.5 日前の低

温感受性期においては花粉の発達異常が着莢障害の原因と

考えられた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Fig. II-2. Fluctuations of pollen grain number on stigma with low temperature treatment at various flower 
developmental stages. (A) Flowers without low temperature treatment. (B) Flowers low temperature treated 
at various flower developmental stages. Dotted area, symbols and bars are the same as in Fig. II-1 
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Fig. II-3. Morphologically abnormal pollen grains with or without low temperature treatment. (A) A normal 
pollen grain collected from a dehiscent anther on the day of anthesis. (B) to (F) Abnormal pollen grains 
collected on the day of anthesis from flowers that were low temperature treated about 12.5 days before anthesis. 
(B) Smaller and unstained. (C), (D), and (E) tetrad-like in shape and two of the four cells are unstained and 
smaller. (F) tetrad-shaped and all grains are smaller and unstained.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. II-4. Percentage of abnormal pollen grains collected from anthers on the day of anthesis with or without low 
temperature treatment at various flower developmental stages. (A) Percentage of unstained abnormal pollen grains 
without low temperature treatment. (B) Percentage of unstained abnormal pollen grains. (C) Percentage of 
tetrad-type abnormal pollen grains without low temperature treatment. (D) Percentage of tetrad-type abnormal 
pollen grains. Dotted area, symbols and bars are the same as in Fig. II-1. 
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低温以外の影響による落莢 

ダイズにおいて，光合成産物などの競合が花と莢の落

下に関係していることが知られている（Heitholt et al 1986a，

1986b）．本研究においては，成熟期の莢ではなく開花後す

ぐの莢の伸長の有無を調査することによって栄養競合によ

る落莢の影響を排除したが，成熟期に調査した場合，栄養

競合による落莢の影響が大きかった．対照区において，成

熟期に調査した着莢率は個体の開花始においては 80％程

度を有していたが，開花始以降日数が経過するにつれて着

莢率が低下し，開花の終盤ではほぼ 0％となった（Fig. 

II-5A）．さらに低温処理区では，上述の中途での落莢（Fig. 

II-5A）と本来の低温による着莢障害（Fig. II-1B）を合成し

たようなパターンを示し，低温感受性期は不明瞭になった

（Fig. II-5B）． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. II-5. Pod set percentages at maturity with or without low temperature treatment at various flower 
developmental stages. (A) Pod set percentage without low temperature treatment. (B) Pod set percentage of 
low temperature treated flowers. Doted zones indicate low temperature treated period. The open squares, 
triangles, diamonds and circles refer to flowers of plot 1C, 2C, 3C and 4C in Table II-1. The closed squares, 
triangles, diamonds and circles refer to flowers of plot 1T, 2T, 3T and 4T in Table II-1. Standard error of means 
is showed by the bars (n=3). 

 

0

20

40

60

80

100

0

20

40

60

80

100

P
od

 s
et

 p
er

ce
nt

ag
e 

(%
)

A B

Time after/before treatment (days)

1T

2T

3T

4T

1T

2T

3T

4T

1C

2C

3C

4C

1C

2C

3C

4C

7 140-7

3.50 10.5 17.5

7 140-7 7 140-7

3.50 10.5 17.5

7 140-7 7 140-7

Low-temperature
treated period



ダイズの生殖生長期間における低温並びにウイルス感染による障害発生機作の解析              11 

 

第 2 節 低温感受性の品種間変異 

1）目的 

前節において，生殖生長期間における低温感受性期は，

開花12.5～13.5日前と開花3～4日前であることが明らかに

なった．本節では，過去の障害型冷害年に子実重の低下の

程度が小さかった育成系統「十系 978 号」および「十系 952

号」と子実重の低下の程度が大きかった「トヨムスメ」お

よび「十育 240 号」などを用いて，既存の耐冷性評価法で

ほとんど評価の対象になっていない開花 12.5～13.5 日前の

低温感受性の高低について品種間差異があるかどうかを人

工気象室を用いた試験および圃場での低温遭遇事例の調査

により検証する．また，既存の耐冷性の評価結果，障害型

冷害年における子実重の低下の程度および開花 12.5～13.5

日前の低温感受性の高低を比較することによって，ダイズ

品種の耐冷性向上における開花 12.5～13.5 日前の低温感受

性の重要性を検討する． 

 
表 II-3. 試験に用いた品種・系統の耐冷性の既往の評価 

品種・系統名 
人工気象室による 
開花期耐冷性検定 

2003 年の上士幌町耐冷

性現地選抜圃における

子実重(kg/10a) 

トヨムスメ 中 18－52† 
トヨコマチ やや強 22－62† 
十系 978 号 やや強 141 
トヨハルカ 強 60 
十育 240 号 強 20 
十系 952 号 強 122 

†試験により異なる 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. II-6. Fluctuations of daily mean temperature in 
Kamishihoro-cho in 2003. Daily mean temperature are 
smoothed by the moving average with a 7 days window 
size. Thirty years average of daily mean temperature in 
Memuro-cho, where Tokachi Agricultural Experiment 
Station is stand, is shown by doted line. Horizontal arrows 
represent a estimated period in which most cultivars and 
lines would reached to the first flower opening. 

2）材料および方法 

現在の耐冷性の評価法（開花期から 28 日間の昼 18℃/夜

15℃の低温処理）において評価が定まっており，かつ近年

の障害型冷害年であった 2003 年の冷涼地（上士幌町）にお

ける評価データの存在する品種・系統を用いた（表 II-3）．

2003 年の上士幌町における日平均気温の推移と品種・系統

の開花期が分布すると推測される期間は Fig. II-6 のとおり

である． 

人工気象室を使った受精莢率の低下の品種間差の評価は，

前節の方法に準じて 2006 年に行った．1 品種あたり 1 区 3

ポット×3 反復で，低温処理は中位節の蕾が 2-3mm 程度の

長さに達した段階で開始した． 

圃場における評価は，7 月下旬が日平均気温 15℃前後の

低温で推移した 2006 年の十勝農試圃場において行った．交

配用に時期をずらして播種した試験区（5/18，6/1，6/9 に

播種）において，品種「トヨコマチ」については当日開花

した花を異なる色の刺繍糸で毎日ラベルし，開花日ごとに

受精莢率を調査した．また，「トヨムスメ」，「トヨハルカ」，

「十育 240 号」，「十系 952 号」，「十系 978 号」については

6/1 に播種した試験区について同様に調査した．日平均気温

データはアメダスの芽室町の観測値を用いた． 

 

3）結果 

 前節では，着莢障害から見た低温感受性期は花の開花の

3～4 日前と開花 12.5～13.5 日前のステージに存在すること

を明らかにした．現在の耐冷性の評価法（開花始より 28

日間の低温処理）においては，ダイズの開花数は開花始か

ら 3～4 日後にピークに達する（大西ら 2004）ことを考慮

すると，これらの 2 つのステージのうち開花 3～4 日前に低

温に遭遇している花は多いと推測される．しかし，開花 12.5

～13.5 日前のステージに低温に遭遇している花はほとんど

ないと考えられる．このことから，本節では開花 12.5～13.5

日前のステージに焦点を絞り，まず前節同様に人工気象室

を用いて，このステージにおける低温感受性の品種間変異

を調査した．試験に用いた「トヨムスメ」および「十系 978

号」は，いずれも低温処理の中心日から 12.5 日後に受精莢

率が最も低下した（Fig. II-7）．また 2003 年の試験結果（表

II-3）から障害型冷害に強いと推測された「十系 978 号」の

方が，受精莢率の低下が有意に低かった（Fig.II-7）．この

ように，開花 12.5 日前における低温感受性に品種間変異が

10
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認められた． 

 2006 年は長期的な低温傾向はなく低温による減収はな

かったことから，いわゆる冷害年ではないが，十勝地方に

おいては 7 月下旬の 5 日間前後が低温（日平均気温 15℃）

に経過し，低温による着莢障害が観察された．播種時期が

異なる「トヨコマチ」において，人工気象室での試験に準

じて受精莢率（％）を調査したところ，5 日間の低温期間

の中心日から数えて 13.5日後に受精莢率の低下のピークが

確認された（Fig. II-8）．さらに，調査したその他の品種・

系統全てにおいて，同じく 13.5 日後に受精莢率低下のピー

クが観察された（Fig. II-9）．しかし，受精莢率低下の程度

は，品種・系統によって大きく異なり，「トヨコマチ」と「十

育 240 号」は「トヨムスメ」よりも受精莢率低下の程度が

大きく，「トヨハルカ」は「トヨムスメ」と同等で，「十系

978 号」と「十系 952 号」は受精莢率低下の程度が小さか

った（Fig. II-9）．この結果は，上述の人工気象室における

品種間差（Fig. II-7）および 2003 年の障害型冷害年におけ

る試験結果（表 II-3）と一致した． 
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Fig. II-7. Difference of low temperature 
sensitivity at pollen developmental stages 
between low temperature tolerant or sensitive 
cultivars. Time after treatment is shown in 
two ways. Upper: start from the end of low 
temperature treatment. Lower: measurement 
midway through the 7 day treatment. The 
open arrows represent the differences 
between the mean values of the pod set 
percentage between two cultivars; these 
differences are statistically significant at the 
level of 0.05 with Welch’s corrected t test. 
Standard error of the mean is represented by 
the bars (n = 3). 

Fig. II-8. Fluctuations of the percentage of fertilized pod of cv. 
Toyokomachi in the filed in 2006. Doted rectangle represent 
exposure to low temperature around 15°C in the filed. 
Horizontal arrows show that the interval between the midway 
of low temperature period and the bottom of the percentage of 
fertilized pod is approximately 13.5 days. 
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第 3 節 考察 

着莢障害からみた低温感受性期 

ダイズの生殖生長期間における低温による着莢障害を

受精莢率を用いて解析することで，2 つの低温感受性期が

存在することが明らかになった．1 つは開花 3～4 日前で，

もう 1 つは開花 12.5～13.5 日前である．これよりさらに前

のステージにおいては，調査した開花 20 日前までの範囲で

低温感受性期は見出されなかった．低温による受精率と着

莢率の低下は，低温処理区と対照区の花粉および除雄した

花を使った人工授粉試験によって花粉側の原因であること

が報告されているが（後藤・山本 1972），本研究でも低温

による受精莢率の低下は花粉の形成異常と柱頭上の花粉数

の減少によることが示唆されており，過去の報告と矛盾し

なかった． 

本研究では開花 12.5～13.5 日前に明瞭な低温感受性期が

あることを明らかにしたが，開花より以前に低温感受性期

があることはすでにいくつか報告がある（Saito et al 1970，

Hashimoto and Yamamoto 1976）．Saito et al（1970）は開花の

15 日前から開花までの継続的な低温処理により，着莢率と

受精率が低下することを報告している．しかし，Saito et al

（1970）の実験では 5 日刻みで低温処理をずらした処理区

を設けるものであり，正確に感受性の高い時期を特定した

り感受性の高い 2 つのステージを分離するにはいたらなか

った．また，Hashimoto and Yamamoto（1976）は，開花数

を制限し，短い低温処理期間（6-9 日間）を用いたアプロ

ーチで，低温感受性が高い時期を開花 9～13 日前であると

推測したが，ある程度の幅をもった推測にとどまった．ま

た低温処理と同時に培養液に窒素源を加えることにより着

莢障害を促進するという特殊な方法であった．本研究では，

短期間の低温処理後，開花日ごとに花をマークして追跡し，

かつ受精莢率を調査することにより栄養競合による落莢の

影響を排除した．これにより，開花 12.5～13.5 日前が低温

感受性のピークであることを明らかにした．ただし，これ

は低温処理期間（昼 15℃/夜 10℃）と無処理期間（昼 25℃/

夜 20℃）が混在する条件である．Hashimoto and Yamamoto

（1976）は低温処理期間の蕾の成長速度は通常の半分と見

積もっていることから，これに従って無処理条件における

生育日数に補正すると，開花 12.5～13.5 日前は 9～10 日前

に換算され Hashimoto and Yamamoto（1976）らの結果と矛

盾なく，さらに正確に低温感受性期を推定していることに

なる． 

この時期の低温処理により，四分子が分離せず一部の

花粉粒が成熟を継続している異常花粉（四分子型異常花粉）

が観察された．これは，四分子期に続いて起こる四分子の

分離が正常に起こっていないため生じたものと考えられ，

このことから開花 12.5～13.5 日前の低温感受性が高いステ

ージは四分子期か，少なくともそれ以前のステージである

と推定できる．タペートから分泌されるカロース分解酵素

カラーゼによって四分子のカロース壁が分解され，四分子

が分離することが知られており（McCormick 1993），低温

によりタペート組織が影響を受けている可能性が考えられ

る．後藤・山本（1972）は，開花の 15 日前から開花まで連
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続低温処理した場合，対照区と比較して四分子期で停滞す

る期間が長くなることを報告している．また，イネにおい

ても，四分子期とそれに続く小胞子前期が低温に対する感

受性が最も高く，開花の 11～13 日前であることが知られて

おり（Hayase et al 1969，Satake and Hayase 1970），本試験の

結果とこれらの報告を総合すると，ダイズにおいて低温感

受性が高い開花 12.5～13.5 日前は四分子期であると推測さ

れる．また，後藤・山本（1972）は四分子期から花粉成熟

までを，15 °C 低温処理の条件では 15 日間，非低温処理条

件では 9 日間と見積もっている．本試験における開花 12.5

～13.5 日前は，10～15℃の低温処理と 20～25℃が混在する

条件下であり，開花 12.5～13.5 日前を四分子期と仮定して

も矛盾しない．花粉形成時期における低温感受性は，イネ

だけでなく，ヒヨコマメ（減数分裂～四分子期，Clarke and 

Siddique 2004），トマト（開花 9～15日前，Patterson et al 1987）

やその他の様々な作物（Thakur et al 2009）で報告されてい

る．花粉形成時期における低温感受性は，亜熱帯～熱帯を

起源とする作物に共通の現象であると考えられる．興味深

いのは，花粉形成時期における低温感受性のピークが，本

研究におけるダイズ（開花 12.5 日前），イネ（11 日前，Hayase 

et al 1969）では鋭い 1 つのピークをもつのに対して，ヒヨ

コマメ（10.5 日前と 6.5 日前，Clarke and Siddique 2004）

とトマト（14.7 日前と 9.1 日前，Patterson et al 1987）では

2 つのピークがあることである． 

本研究では，開花 12.5 日前の低温への遭遇で，花粉の

形態異常に加えて，柱頭上の花粉数の減少も観察された．

正常に発達できなかった花粉を含む葯の裂開の不良または

花粉の飛散の不良が生じている可能性が考えられる． 

開花の直前である開花 3～4 日前の低温に遭遇した花に

おいても受精莢率の低下が観察された．柱頭上の花粉数か

ら判断すると，低温処理開始 2 日後から既に低温の影響が

出始めており，総合的に判断すると低温感受性期は開花 2

～4 日前であると結論できる．この開花直前の低温感受性

については，これまでのダイズを用いた試験では見出され

ず（Saito et al 1970，Hashimoto and Yamamoto 1976）本研究

が最初の報告である． 

四分子期前後の低温障害と異なり，開花 2~4 日前の低温

による花粉粒の形態的な変化は観察されなかった．その一

方で，柱頭上の花粉数は低温への遭遇で劇的に減少してい

た．このことから，この時期に低温に遭遇することにより

花粉の飛散や葯の裂開が阻害されて，受精率に影響してい

ると推測される．同様の機作による受精障害は，イネの高

温障害において報告されている（Satake and Yoshida 1978，

Matsui et al 2000）．上述のとおり，減数分裂から四分子期に

かけての花粉形成時期における低温感受性は多くの作物で

共通の現象であるが，開花直前の低温感受性は作物間で共

通性がない．本研究では，開花 2～4 日前に低温感受性が検

出されたが，同様の試験を行ったヒヨコマメの事例では観

察されていない（Clarke and Siddique 2004）．また，イネに

おいては，ダイズ同様に開花直前に低温に対する感受性が

知られているが（丹野 2004，Satake and Koike 1983），イネ

の場合柱頭上の花粉数は減少しないなど機作の違いが見ら

れ，本質的には別の現象である可能性もある． 

 

低温による着莢障害を評価する指標 

低温による着莢障害は受精不良が原因であるが（後藤・

山本 1972），ダイズでは胚珠が 1 つも受精しなかった莢は

落莢すること，胚珠が受精しても栄養競合で落莢すること

から，受精率（表 II-2）を調査するためには受精直後の莢

を顕微鏡下で観察する必要がある．しかし着莢障害を評価

するために受精率を調査することは，多くの材料を扱う上

で実用的でない．そのため，低温による着莢障害を評価す

るためには別の判定基準を用いる必要がある．本研究では，

受精莢率，見かけの受精率および着莢率を調査した（表

II-2）．このうち，着莢率については栄養競合による落莢の

影響が非常に大きく，低温による着莢障害を評価するのに

は適さなかった（Fig. II-5）．一方，受精莢率は開花直後に

観察するため栄養競合による落莢の影響を排除でき，着莢

障害の評価のための指標として有用であると考えられた

（Fig. II-1）．見かけの受精率も低温による着莢障害の指標

となりうるが（Fig. II-1），少なくとも 1 つの胚珠が受精し

ていないと成熟期まで莢が残らないため最小値が 50％と

なりレンジが狭いこと，また重要視されるべき 1 つの胚珠

も受精していない莢が中途の落莢により調査の対象になら

ないことから，受精莢率より検出力が劣る可能性が高い．

ただし，見かけの受精率は成熟期になってからも調査可能

であり，成熟期に開花前の低温の影響を遡って調査できる

という利点がある．また，柱頭上の花粉数や異常花粉率（Fig. 

II-2 および II-4）は間接的な指標ではあるが比較的簡便に調

査でき，予備的な選抜などに利用できる可能性がある． 
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生殖生長期間における低温感受性と高温感受性の関係 

花粉形成時期においては，低温だけでなく高温によっ

ても受精障害が生じることが，イネ，インゲンマメ，ピー

マン，大麦，および様々な作物で知られている（Sakata et al 

2000，Suzuki et al 2001，Erickson and Markhart 2002，Kitano 

et al 2006）．花粉形成時期における高温感受性の高いステー

ジは，低温感受性の高いステージと同一であると考えられ，

花粉形成時期は低温・高温いずれにおいても温度感受性が

高いステージであるといえる．また，加えて開花直前～直

後にも高温に対する感受性が高いステージが知られている．

具体的には，ピーマンでは受精 2 日後  （Erickson and 

Markhart 2002），イネとインゲンマメでは開花当日（Satake 

and Yoshida 1978，Suzuki et al 2001），ダイズでは開花 4～5

日前 （Kitano et al 2006）である．本研究ではダイズの開花

直前（開花 2～4 日前）に低温感受性を見出したが，低温お

よび高温に感受性となるステージが共通である可能性があ

り興味深い． 

 

花粉形成期耐冷性の評価の必要性 

現在，北海道のダイズ育種では耐冷性を開花始から 4

週間の低温処理による減収率を主な指標として評価してい

る（北海道立十勝農業試験場 1998）．この評価法は，低温

による着莢障害や登熟不良を含めた生殖生長期間における

耐冷性を総合的に評価できる優れた手法であり，多くの材

料を再現性よく低温処理する上で開花始を低温処理開始の

基準日とするのは理にかなっている．しかし，北海道のダ

イズ品種は開花始から 5 日程度で開花数のピークを迎えて

しまうこと（大西ら 2004）を考えると，開花の 1 週間以上

前になる花粉形成期の低温感受性は耐冷性の評価にほとん

ど考慮されていない．本研究の実験条件（低温処理期間：

昼 15/夜 10℃，それ以外の期間：昼 25/夜 20℃）では，花粉

形成期の低温感受性は開花 12.5 日前で最も高くなり，この

時期の低温感受性に品種間変異が認められた．既存の開花

期耐冷性の評価法に加えて，本研究で明らかにした花粉形

成期の耐冷性の評価法を確立する必要がある． 

ダイズの花粉形成期の耐冷性はイネの穂ばらみ期耐冷

性と対応すると考えられるが，イネでは穂ばらみ期と開花

期前後の耐冷性は必ずしも一致しないことが報告されてい

る（丹野 2004）．ダイズにおいても花粉形成期の耐冷性と

開花期以降の耐冷性は必ずしも一致しないことが本研究の

結果から示された（表 II-3，Fig. II-9）．2003 年は十勝地方

の冷涼地（山麓と沿海部）を中心に障害型冷害年であった

（萩原ら 2003）．この年の耐冷性現地選抜圃場（上士幌町）

では，開花前からの低温（Fig. II-6）による著しい着莢障害

で減収が観察された（表 II-3）．しかし，「十育 240 号」は

耐冷性の評価が“強”であったにも関わらず 2003 年の耐冷

性現地選抜圃場における子実重の低下が大きく，一方で「十

系 978 号」は耐冷性の評価が“やや強”であったにも関わら

ず子実重の低下はその他の“強”の品種より小さかった．こ

れは花粉形成期の耐冷性を考慮すると説明可能である．す

なわち，「十育 240 号」は花粉形成期の耐冷性が弱いため

（Fig. II-9），2003 年の耐冷性現地選抜圃場で大きく減収し，

一方「十系 978 号」は花粉形成期の耐冷性が強いため（Fig. 

II-9）耐冷性現地選抜圃場での減収程度が小さかったと推測

できる．また，花粉形成期の耐冷性と開花期耐冷性の両方

が優れる「十系 952 号」は，耐冷性現地選抜圃場での減収

程度は小さかった（表 II-3）．2003 年のように開花前に激し

い低温に遭遇するような典型的な障害型冷害においては，

花粉形成期の耐冷性の向上が被害回避に効果的であると考

えられる． 

上述のとおり，花粉形成期の耐冷性の評価が重要である

が，本研究で使った個々の花を糸で毎日マークして受精莢

率を調査する手法は，育種プログラムの中でルーチンに用

いるには労力がかかりすぎる．花粉形成期の耐冷性につい

ては簡易な評価法の開発することが最も重要であり，加え

て遺伝解析を進め DNA マーカーを開発するなどのアプロ

ーチも検討する必要がある． 
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第 3章 ダイズ種皮における低温着色抵抗性の原因遺伝子の解明 

 

第 1 節 種皮における低温着色抵抗性と GmIRCHS の逆位

反復構造との関係の解明 
 

1）目的 

前章ではダイズにおける低温による収量低下について

取り上げたが，北海道のダイズ栽培においてそれに次いで

重要な低温の影響は，種皮の低温による着色である．種皮

の低温着色は開花後の低温により子実の臍と臍の周辺が褐

色に着色する現象で，子実の外観品質を著しく低下させる

（岡ら 1989，Srinivasan and Arihara 1994，Morrison et al 

1998，Funatsuki and Ohnishi 2009）．ダイズの種皮色は野生

種では黒色であるが，現在栽培されている多くの品種は種

皮色は黄色である．この種皮色の黄色は，種皮における色

素合成系のキーエンザイムであるカルコンシンターゼ

（CHS）をコードする CHS7，CHS8 など複数の遺伝子（以

下 CHS 遺伝子と表記）が RNAi により抑制されることによ

り維持されている（Todd and Vodokin 1996，Kasai et al 2004，

Senda et al 2004，Kasai et al 2009，Kurauchi et al 2009，

Tuteja et al 2009）．北海道の黄色の種皮をもつダイズ品種

では，種皮における CHS 遺伝子の RNAi は I アレルによ

り引き起こされており，この I アレルは CHS3 の逆位反復

配列を含む構造をもつことから，GmIRCHS（Glycine max 

inverted-repeat CHS pseudogene）と命名されている（Kasai et 

al 2007）．種皮の低温着色は，低温により I アレルによる

RNAi が一時的に抑制されCHS遺伝子の発現が回復するこ

とが原因である（Kasai et al 2009）．低温着色の発生には明

瞭な品種間差異があり，近年この低温着色抵抗性が優れた

品種「トヨハルカ」が育成された．興味深いことに「トヨ

ハルカ」では，上述の GmIRCHS の構造が「トヨムスメ」

などその他の品種と大きく異なる（Kasai et al 2009）．「ト

ヨハルカ」では GmIRCHS がもつ逆位反復配列を構成して

いる 2 つの CHS2 配列のうちの 1 つが欠損し，逆位反復配

列が解消されている（Kasai et al 2009）．種皮における CHS

遺伝子に対する siRNAの蓄積量が低温着色および低温着色

抵抗性の品種間差と深く関連すること，GmIRCHS が CHS

遺伝子に対する siRNA の唯一の供給源であること（Senda et 

al 2004，Kasai et al 2007，Kurauchi et al 2009）を併せて考え

ると，「トヨハルカ」のもつ GmIRCHS の構造の違いが低

温着色抵抗性の原因であるという仮説が立てられるが，

Kasai ら（2009）の研究ではこの仮説の検証までにはいた

らなかった．本節では，この仮説を検証するために「トヨ

ハルカ」を片親とする組換え自殖系統について GmIRCHS

の遺伝子型と低温着色抵抗性の強弱を評価し，GmIRCHS

が低温着色抵抗性の原因遺伝子かどうかを明らかにする．

さらに，QTL 解析を用いて GmIRCHS 以外に低温着色抵抗

性に影響を与えるゲノム領域があるかどうか検討する． 

 
2）材料及び方法 

本研究では，解析材料として低温着色抵抗性が強い「ト

ヨハルカ」（北海道立十勝農業試験場 2004）と低温着色抵

抗性が弱い「トヨムスメ」（佐々木ら 1998）および中程度

の「十系 924 号」を用いた．いずれも臍色，種皮色は黄白

色で，毛茸色は白（I，t）であり，北海道の気象条件に向

くよう選抜された品種・系統である．解析用の組換え自殖

系統（以下 RILs：Ricombinant inbred lines）として，TR-TM

および TR-924 を用いた．TR-TM は，「トヨハルカ」×「ト

ヨムスメ」，TR-924 は「トヨハルカ」×「十系 924 号」の交

配組み合わせから養成した RILs である．いずれの RILs も

F4世代まで単粒系統法で世代を進め，TR-TM は 144 系統，

TR-924 は 118 系統養成した．低温着色抵抗性の表現型の評

価と遺伝子型の評価は F5世代で行った．ゲノム全体の QTL

解析については，TR-TM の F4 世代から派生した姉妹系統

の遺伝子型を用いた．これは，姉妹系統については既に遺

伝子型が決定されていたためである（Ikeda et al 2009）． 

 
RILs における GmIRCHS の遺伝子型の決定 

GmIRCHS は，ダイズ種皮色を決定する I 遺伝子座の I ア

リル（臍・種皮が黄白色）と考えられているが，GmIRCHS

の構造は，「トヨハルカ」と「トヨムスメ」で異なる（Kasai 

et al 2009）．「トヨハルカ」型 GmIRCHS （GenBank accession 

no. AB480069）を特異的に増幅するプライマーとして，

5’-GAG TTT GAA AAA TGT ATT CTT TCT CTT CC -3’ およ

び 5’-GTA TCG CAG ATT CCT CCT GC -3’を，「トヨムスメ」

型 GmIRCHS（AB480070）を特異的に増幅するプライマー

として 5’-GCA AAC CAA ATC AAG TAA GAG CG -3’ およ

び 5’-CCC ATT CCT TGA TTG CCT TA -3’を用いた．また，
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「十系 924 号」はサザンブロッティングの結果により「ト

ヨムスメ」型の GmIRCHS を持っていることが明らかにな

っている（千田私信）． 

 
低温着色抵抗性の評価 

湯本・佐々木（1990）によって，低温着色抵抗性の評価

方法として開花期の 7 日後から 21 日後までの低温処理（昼

18℃/夜 13℃）が有効であることが報告されており，北海道

の育種プログラムではこの方法によって低温着色抵抗性を

評価している．本研究でも品種・系統の低温着色抵抗性の

評価法として本手法を用いた．5 月に直径 30cm のワグネル

ポットに湿性火山性土（十勝農試圃場の土，前作えん麦）

を詰め，硫酸アンモニウム 5.7g および硫酸カリウム 10.8g

を混和した後，各品種・系統を播種した．ポットは，十勝

農試（芽室町，42°54’N, 143°2’E）において屋外で雨よけ管

理した．開花期の 7 日後に人工気象室に移し，低温処理を

開始した．低温処理は昼間 18 °C （7:00 -19:00） および夜

間 15 °C （19:00 -7:00）で，日射による温度上昇を避ける

ために低温処理中は 55％の遮光を行った．低温処理終了時

点で未開花の蕾を切除し，人工気象室で昼間 25 °C （7:00 

-19:00） および夜間 20 °C （19:00 -7:00）で 7 日間管理し

た後，成熟期まで屋外の雨よけ栽培とした．成熟期に収穫

した種子は，臍周辺の着色 （Fig. III-1a インデックス 2～5

に相当）と臍の着色（同インデックス 1）に分けて調査し

た．また，人工気象室の中での温度分布の偏りの影響を最

小限にするため，低温処理期間中は 3 日ごとにポットの場

所のローテーションを行った．各品種・系統あたり 2 ポッ

トで試験を実施し，平均した値を後の解析に用いた． 

Takahashi（1997）は，低温着色においてその程度が最も

顕著になるのは，個々の花において開花 3-8 日後に低温処

理が開始された場合であることを報告している．そこで，

本研究では，RILs の低温着色抵抗性の評価に Takahashi

（1997）の知見を元に改良した方法を用いた．具体的には，

RILs である TR-TM と TR-924 について，F5世代において 1

個体/ポットで低温着色抵抗性の評価を行った．4 粒/ポット

で播種し，1 個体/ポットとなるように間引いた．ポットは

直径 19cm のワグネルポットで，土は上述の品種・系統の

評価と同じものを使った．肥料はポットあたり硫酸アンモ

ニウムを 2.3g，硫酸カリウムを 4.3g を施肥した．各 RILs

ともに 1 個体/系統を供試し，RILs の親については 5～7 個

体を供試した．TR-TM については 144 系統を，TR-924 に

ついては 118 系統を評価した．屋外で雨よけ栽培したダイ

ズは，開花期以降は低温処理の期間を除いて昼間 25 °C 

（7:00 -19:00） および夜間 20 °C （19:00 -7:00）の人工気

象室で栽培した．TR-TM RILs については開花期 10 日後か

ら昼 15℃/夜 10℃で 12 日間の低温処理を行った．低温処理

を開始する日に，その日開花した花とその時点でまだ蕾で

ある花を切除し低温処理に遭遇していない花が生じないよ

うにした．成熟期後に子実を収穫し，低温着色指数

（Takahashi and Abe 1994 を改変して作成，Fig. III- 1a）に基

づいて個々の種子を評価し，その平均値（低温着色指数，

Mean seed discoloration index）を系統の低温着色抵抗性の表

現型とし，QTL 解析などに用いた．各系統あたり 7～20 粒

の種子が収穫できた．この評価手法では，開花 1～10 日後

（Takahashi 1997 の定義する 1～10 DAO；days after opening 

of individual flowers）に低温への遭遇が開始した花が評価の

対象になっていることになる．TR-924 RILs については「十

系 924 号」が中程度の低温着色抵抗性をもっていることか

ら，よりシビアな低温処理を行った．具体的には，開花 8

日後から 14 日間昼 15℃/夜 10℃の低温処理を行った．この

場合，開花 1～8 日後（DAO1～8）から低温に遭遇した花

を評価の対象にしていることになる． 

 
連鎖地図の構築 

連鎖地図は，TR-TM RILs の F4世代から派生した姉妹系統

のRILsのF5世代を使って作成されたものを用いた（Ikeda et al 

2009）．また，TR-924 RILs については連鎖群 A2 の GmIRCHS 

周辺について Song et al（2004）の SSR マーカーを用いて連鎖

地図を作成した． 

 
GmIRCHS 近傍の QTL 解析 

TR-924 RILs について GmIRCHS 周辺における QTL のイ

ンターバルマッピングを行った．Map Manager QTX 

Windows 版 （Manly et al 2001）を使い，低温着色抵抗性

に 関 す る 形 質 値 と し て 低 温 着 色 指 数 （ Mean seed 

discoloration index）を用いた． 

 
ゲノム全体の QTL 解析 

低温着色抵抗性について，ゲノム全体を対象としたコン

ポジットインターバルマッピングによる QTL 解析を行っ

た．この解析には上述の TR-TM RILs の姉妹系統を用いて
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作成した連鎖地図と姉妹系統の遺伝子型を用いた．コンポ

ジットインターバルマッピングには，QTL Cartographer ver. 

2.5 （Wang et al 2005） を用いた． 

 
連鎖群 B2 の QTL 解析 

TM-TR RILs および TR-924 RILs 用いて，単マーカー解析

を上述の全ゲノムに対するコンポジットインターバルマッ

ピングで LOD 値が 2.0 以上を示した連鎖群 B2 領域に対し

て行った．また，解析は Map Manager QTX を用いて行った． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. III-1. Example of CD tolerant phenotype. (a) 
Indices for CD for single seeds. (b) Example of CD in 
field-grown soybeans. Toyomusume (TM) is CD 
sensitive, Toyoharuka (TR) is CD tolerant. (c) 
Evaluations of CD tolerance by 14-day low-temperature 
treatment applied from 7 days after anthesis. Open circle 
and diamond indicate TR; halftone circle and diamond 
indicate Tokei-924 (moderately CD tolerant breeding 
line); solid circle and diamond indicate TM. Circles and 
diamonds represent evaluations carried out in 2000 and 
2001, respectively. Hilum-pigmented seed corresponds 
to 1 in (a) and seed pigmented outside corresponds to 
2–5 in (a). 

3）結果 

品種の低温着色抵抗性 

「トヨハルカ」は，種皮の低温着色に対して強い抵抗性

を示す品種であり，「トヨムスメ」で種皮に低温着色が生じ

るような気象条件であっても着色がほとんど生じなかった

（Fig. III-1b）．また，開花期 7～21 日後の低温処理（昼 18℃/

夜 13℃）によって，「トヨムスメ」では 40％以上の種子で

臍の周辺に着色を生じるが，「トヨハルカ」ではほとんど生

じない（Fig. III-1c）．また，「十系 924 号」は十勝農試で選

抜された育成系統であるが，低温着色抵抗性は「トヨムス

メ」と「トヨハルカ」の中間的な表現型を示した（Fig. III-1c）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. III-2. Structure of GmIRCHS in TR and TM, and 
specifically amplified fragments obtained using specific 
primer sets. (a) Structure of GmIRCHS in TM and TR 
(GmASCHS) as reported by Kasai (2009). Positions and 
orientations of CHS pseudogenes shown by black arrows. 
Inserted partial sequence of GmJ1 (Glycine max DnaJ like 
protein) exon 1 and intron (Je1 and J intron, respectively) 
shown in white boxes. Dotted frame shows region that 
differs between TM and TR. Regions specifically 
amplified from TM or TR using specific primers shown 
by hatched bars. Predicted nucleotide lengths shown 
below bars. (b) Fragments amplified by PCR using 
mixture of TM and TR specific primer sets. F1; F1 plant 
derived from TM × TR cross. 
 
GmIRCHS 座の遺伝子型判別マーカーの作成 

GmIRCHS は連鎖群 A2 に座上しており，ダイズの種皮色

と臍色を決定する I 遺伝子座の I アリルだと考えられてい

る（Kasai et al 2009）．「トヨハルカ」と「トヨムスメ」はい

ずれも種皮および臍色が黄白色で，I アリルをもっている

5’-ΔCHS3

3’-ΔCHS3

3’-ΔCHS3

Je1 J intron

Je1TM

TR

1 kb

(a)

(b)

710

489

404

328

229

710

489

404

328

229

710

489

404

328

229

710

489

404

328

229

TM TR F1

532 

330 
（GmASCHS)

0

20

40

60

80

0 20 40 60 80 1000 20 40 60 80 100

P
er

ce
nt

ag
e 

of
 s

ee
ds

 p
ig

m
en

te
d 

ou
ts

id
e 

of
 h

ilu
m

 (
%

)

Percentage of hilum-pigmented seeds (%)

Toyomusume (TM) Toyoharuka (TR)

(b)

(c)

0           1           2            3           4            5

(a)

TM

TR
Tokei-924



ダイズの生殖生長期間における低温並びにウイルス感染による障害発生機作の解析              19 

 

ことになるが，塩基配列レベルでみると GmIRCHS の構造

が異なることが明らかにされ，「トヨハルカ」型 GmIRCHS

は GmASCHS と名づけられている（Kasai et al 2009）．両者

の構造の違いを PCR ベースの DNA マーカーとするために

プライマーを設計した（Fig. III-2a）．これらのプライマー

セットを用いて，GmIRCHS の「トヨムスメ」型，「トヨハ

ルカ」型およびヘテロ型を断片長によって識別できた（Fig. 

III-2b）． 

 

GmIRCHS と低温着色抵抗性との関係 

 Kasai et al（2009）は，ダイズ種皮の低温着色が種皮に

おけるCHS遺伝子のRNAi によるものであること及び

GmIRCHSの逆位反復構造と関連のあることを示唆した．本

研究では，「トヨハルカ」と「トヨムスメ」のRILsである

TR-TMと，「トヨハルカ」と「十系924号」のRILsである

TR-924を用いて，種皮の低温着色抵抗性とGmIRCHSとの関

連を調べた．GmIRCHSの遺伝子型は上述のPCRベースの

DNAマーカーで評価し，低温着色抵抗性は低温処理により

生じた着色の程度を低温着色指数によって評価した．昼

15℃/夜10℃の低温処理は，TR-TMについては12日間とし，

中程度の低温着色抵抗性をもつ「十系924号」を親とする

RILsのTR-924については14日間とした．GmIRCHS の遺伝

子型と低温着色抵抗性の関係をFig. III-3に示した．図に示

されているとおり，GmIRCHS の遺伝子型（「トヨハルカ」

型および「トヨムスメ」型）は低温着色抵抗性の表現型に

強く影響を及ぼした．GmIRCHSがトヨハルカ型の系統の多

くは，TR-TMでは低温着色指数0.6以下に，TR-924では1.5

以下に分布した．また，低温着色指数が「トヨハルカ」並

の系統（Fig. III-3aおよびbで低温着色指数 0.0 ，Fig. III-3d

およびe で 0.0～0.9 ）は，大部分の系統はGmIRCHSが「ト

ヨハルカ」型であった．しかし，GmIRCHSの遺伝子型だけ

で低温着色抵抗性の全てを説明できるわけではなかった．

例えば，Fig. III-3aの低温着色指数0.6～3.3およびFig. III-3c

の1.2～5.0でGmIRCHSが「トヨハルカ」型の系統であった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. III-3. Effect of GmIRCHS genotype on frequency distribution for seed discoloration indices in F5 
RILs derived from TR × TM (a, b, c) or TR × Tokei-924 (d, e, f). (a, d) Lines with TR GmIRCHS 
(GmASCHS), (b, e) TM GmIRCHS, and (c, f) heterozygous. Triangles represent lines poorly explained 
by GmIRCHS genotype. Horizontal arrows and values beside them indicate ranges (max–min) and 
averages of parents (n=7 for TR-TM, n=5 for TR-924). 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0

5

10

15

20

25

30

35

0

5

0
-

0
.3

-
0

.6
-

0
.9

-
1

.2
-

1
.5

-
1

.8
-

2
.1

-
2

.4
-

2
.7

-
3

.0
-

3
.3

-
3

.6
-

3
.9

-
4

.2
-

4
.5

-
4

.8
-

5
.00

-
0

.3
-

0
.6

-
0

.9
-

1
.2

-
1

.5
-

1
.8

-
2

.1
-

2
.4

-
2

.7
-

3
.0

-
3

.3
-

3
.6

-
3

.9
-

4
.2

-
4

.5
-

4
.8

-
5

.0

Mean seed discoloration index

Heterozygous

0.00

3.47
(b)

(c)

(a)

0
-

0
.3

-
0

.6
-

0
.9

-
1

.2
-

1
.5

-
1

.8
-

2
.1

-
2

.4
-

2
.7

-
3

.0
-

3
.3

-
3

.6
-

3
.9

-
4

.2
-

4
.5

-
4

.8
-

5
.0

1.841.84

0.380.38

(d)

(e)

0

2

4

6

8

10

12

0

2

4

6

8

10

12

0

2

4

6

8

10

12

0

2

4

6

8

10

12

0

2 Heterozygous(f)

N
um

be
r 

of
 R

IL
s

T
M

G
m

IR
C

H
S

T
R

G
m

IR
C

H
S

（G
m

A
S

C
H

S
)

RILs  TR-TM RILs  TR -924



北海道立総合研究機構農業試験場報告 第 133 号               20 

GmIRCHS 周辺領域のインターバルマッピング 

前述の結果から，低温着色抵抗性を支配する原因遺伝子は

GmIRCHS と別に存在する可能性が出てきたため，

GmIRCHS 周辺領域のインターバルマッピングを行った．

TR-TM RILs ではこの領域にはほとんど多型がないため，材

料として TR-924 RILs を使った．低温着色指数を形質値と

して用いたインターバルマッピングでは，GmIRCHS の位置

に LOD カーブのピークが現れた（Fig. III-4）．以上の結果

から，GmIRCHS そのものが低温着色抵抗性の原因遺伝子で

あるか，別の原因遺伝子が GmIRCHS に連鎖しているので

あれば非常に強く連鎖しているものと考えられた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Fig. III-4. Interval analysis of QTL for CD tolerance 
around GmIRCHS in TR-924 RILs. CD tolerance was 
evaluated by determining mean CD indices after low 
temperature treatment.  

低温着色抵抗性 QTL の検出 

次に，GmIRCHS 領域の QTL 以外にも低温着色抵抗性に

関する QTL が存在するかどうか調べるため，TR-TM RILs

を用いた全ゲノムを対象とする QTL の検出を行った．この

QTLの検出においては，TR-TM RILsの遺伝子型ではなく，

TR-TM RILs の姉妹系統の遺伝子型を用いた．全ゲノムをカ

バーする 105 マーカーを用いたコンポジットインターバル

マッピングの結果，GmIRCHS 領域にLOD値 14程度のQTL

が検出された他に，LOD 値が 2.0 を超える QTL が連鎖群

A2 と B2 に見出された（Fig. III-5）．この 2 つの QTL の存

在を確かめるために改めて TR-TM RILs の遺伝子型を調べ，

単マーカー解析を行った．その結果を Table III-1 に，さら

に GmIRCHS をバックグランドに指定して同様に解析した

結果を Table III-2 に示した．連鎖群 A2 の Sat_383 周辺に検

出された QTL の LOD 値は 0.8 であったことから（Table 

III-2），この QTL は擬陽性であると判断された．しかし，

連鎖群 B2 の Sat_342 から Sct_034 の領域に存在する QTL

は LOD 値 2.1～4.0 を示し（Table III-2），正確な位置は明ら

かではないものの，この領域に低温着色抵抗性に関係する

QTL の存在が確認された．上述の RILs について，この連

鎖群 B2 に見つかった 2 つめの QTL の遺伝子型（候補領域

の中央に存在する Sat_287 の遺伝子型を使用），GmIRCHS

の遺伝子型および低温着色指数の関係を解析したのが Fig. 

III-6 である．両方の RILs において，2 つめの QTL の遺伝

子型は低温着色抵抗性の表現型に大きく影響していた．

GmIRCHS が「トヨハルカ」型であるにも関わらず低温着色

指数が小さかった（低温着色抵抗性が弱かった）系統（Fig. 

III-3a と d で三角形で示された系統）が存在したが，これら

の系統では 2 つめの QTL の遺伝子型は「トヨムスメ」型で

あった（Fig. III-6a と c の三角で示した系統）．また，

GmIRCHS が「トヨムスメ」型であっても，2 つめの QTL

の遺伝子型が「トヨハルカ」型である系統は低温着色指数

が小さかったことから，GmIRCHS の遺伝子型に関わらず 2

つめの QTL は効果があると考えられた（Fig. III-6b と d）．

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. III- 5. Composite interval 
analysis of CD tolerance QTL for 
whole genome using a set of TR-TM 
RILs. CD tolerances were evaluated 
by determining mean CD index. 
Regions partitioned by two vertical 
lines represent each linkage group. 
Dotted vertical lines show regions 
with LOD scores >2.0. Additive 
effect indicates effect of TR alleles 
in comparison to TM.. 
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Fig. III-6. Effect of second QTL (Sat_287) on frequency distributions of CD indices in different GmIRCHS genotype 
backgrounds. (a) Relationship between CD indices and Sat_287 genotype in TR-TM RILs with TR GmIRCHS. (b) 
TR-TM RILs with TM GmIRCHS. (c) TR-924 RILs with TR GmIRCHS. (d) TR-924 RILs with Tokei-924 (= TM) 
GmIRCHS. Open bars represent lines with TR genotype at second QTL. Solid bars represent RILs with TM or 
Tokei-924 genotype at second QTL. Triangles represent the same lines indicated with triangles in Fig. III-3 (i.e., those 
poorly explained by GmIRCHS genotype). Vertical arrows indicate lines poorly explained by both GmIRCHS 
genotype and second QTL. Horizontal arrows and values are the same as in Fig. III-3 except for number of replicates 
of the parents (n=7 for TR-TM, n=5 for TR-924). 

 

 

Table III-1. Results of single marker regression for mean seed discoloration index. 

  TR-TM RILs TR-924 RILs 

LGa Marker LOD Variance (%) Additive effectb LOD Variance (%) Additive effectb 

A2 GmIRCHS 16.6  41 0.91 20.2 56 1.19  

 Sat_383 1.5  5 0.31 n.d. n.d. n.d. 

B2 Sat_342 1.1  3 0.26 0.6 2 0.24  

 Sat_287 1.4  4 0.29 0.4 2 0.19  

 Sct_034 1.8  6 0.36 1.8 7 0.44  
a Linkage groups designated according to Song et al (2004). 
b Effect of Toyoharuka (TR) allele.  
c n.d.; not determined. 

 

 
Table III-2. Results of single marker regression for mean seed discoloration index with GmIRCHS background. 

  TR-TM RILs TR-924 RILs 

LGa Marker LOD Variance (%) Additive effectb LOD Variance (%) Additive effectb 

A2 Sat_383 0.8  1 0.17 n.d. n.d. n.d. 

B2 Sat_342 4.0  7 0.38 1.4 2 0.24  

 Sat_287 3.0  6 0.32 1.4 2 0.23  

 Sct_034 2.7  5 0.33 2.1 4 0.32  
a Linkage groups designated according to Song et al (2004). 
b Effect of Toyoharuka (TR) allele.  
c n.d.; not determined. 
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第2節 GmIRCHSのDNAマーカーとしての利用の可能性 

 

1）目的 

種皮の低温着色は，開花 5～10 日後の極若い莢が日平均

気温 15℃程度の低温に曝されることにより生じ（湯本・

佐々木 1990，岡ら 1989，Takahashi and Abe 1994，Takahashi 

1997），明瞭な品種間差がある（湯本・佐々木 1990，

Srinivasan and Arihara 1994）．このため，種皮の低温着色に

対する抵抗性（低温着色抵抗性）は北海道のダイズ育種に

おいて最も重要な育種目標の 1 つである．低温着色抵抗性

は，開花 1 週間後からの 14 日間の人工気象室を使った低

温処理（昼 18℃/夜 13℃）によって評価できるが，人工気

象室で年間に評価できる品種数は限られており，DNA マ

ーカーによる選抜など多くの材料を評価できる選抜手法

が求められている．前節において，「トヨハルカ」の低温

着色抵抗性を決定しているのはGmIRCHまたはGmIRCHS

に強く連鎖している遺伝子であることが示された．しかし，

特定の交雑集団で見出された QTL は遺伝的背景が変わっ

た場合効果が消失する場合がある．このため，本節では異

なる遺伝的背景をもつ品種・育成系統を使って，GmIRCHS

による効果の安定性を見るとともに低温着色抵抗性選抜

のための DNA マーカーとして利用可能か検証する． 

 

2）材料及び方法 

 北海道の育種プログラムにおける低温着色抵抗性特性

検定（2008 年）に供試した北海道立十勝農試および中央

農試（現北海道総合研究機構十勝農試および中央農試）で

育成された 7 品種（「トヨムスメ」と「トヨハルカ」を含

む）と 33 の有望系統を用いた．低温着色抵抗性は特性検

定の結果を用い，臍周辺の着色粒率と臍そのものの着色粒

率を指標とした．低温着色抵抗性特性検定の方法は，前節

に記述されている 18℃昼/13℃夜の 14 日間処理と同一で

ある．GmIRCHS の遺伝子型は，上述の PCR による DNA

マーカーで識別した． 

 

3）結果 

前述の結果により，GmIRCHS は低温着色抵抗性の原因

遺伝子であるか，低温着色抵抗性遺伝子に強く連鎖してい

ることが明らかになった．そこで，GmIRCHS の遺伝子型

が，低温着色抵抗性系統の選抜のための DNA マーカーと

して有効かどうか明らかにするために，由来の異なる品

種・育成系統（7 品種 33 系統）を用いて GmIRCHS の遺伝

子型と低温着色抵抗性の表現型との関係を調査した．

GmIRCHS の遺伝子型と低温着色抵抗性の表現型の関係は

Fig. III-7 のとおりで，低温処理条件において臍および臍の

周辺着色粒率が低い系統では，GmIRCHS が「トヨハルカ」

型の系統が多かった．特に，臍周辺着色粒率が 20％以下

かつ臍着色粒率が 0％の低温着色抵抗性が極めて強い品

種・系統は全て GmIRCHS が「トヨハルカ」型であった．

これらのことから，GmIRCHS は低温着色抵抗性の DNA

マーカーとして十分利用可能であることが示された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. III-7. Effects of GmIRCHS genotype on CD 
tolerance among elite breeding lines. Low temperature 
treatment and axis labels are the same as in Fig. III-1c. 
Open circles and crosses represent breeding lines with 
TM and TR genotype, respectively, at GmIRCHS. Plots 
of Toyomusume (TM) and Toyoharuka (TR) are 
indicated with arrows. 

 
 
 
第 3 節 考察 

GmIRCHS と種皮の低温着色抵抗性 

低温着色抵抗性の品種間差と，低温処理時の CHS 遺伝

子に対する siRNA の蓄積量の品種間差に関連があること

が報告されている（Kasai et al 2009）．また，GmIRCHS 構

造を失うような突然変異体では CHS 遺伝子に対する

siRNA が種皮で蓄積されなくなることから（Senda et al 

2004，Kasai et al 2007，Kurauchi et al 2009）GmIRCHS また

は GmIRCHS を含む領域は，種皮における CHS 遺伝子に

対する siRNA の唯一の供給源であると考えられる．これ
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らの報告と本研究の結果から，GmIRCHS の構造の違いが

「トヨハルカ」と「トヨムスメ」の間の低温着色抵抗性の

差の原因である可能性が高い．また，本研究では GmIRCHS

が「トヨハルカ」型であっても，ある程度種皮の低温着色

を生じる系統が出現したが（Fig. III-6 および III-7），これ

は「トヨハルカ」型 GmIRCHS による低温着色抵抗性が量

的なものであるためと考えられた．実際に，2003 年の大

樹町における試験栽培においては「トヨハルカ」で明瞭な

低温着色が確認されており，さらに「トヨハルカ」を開花

1 週間後から昼 15℃/夜 10℃で 4 週間低温処理した場合，

昼 18℃/夜 13℃で 2 週間低温処理した「トヨムスメ」と同

程度の低温着色が観察されている．低温により RNAi が阻

害されることは一般的に知られており（Kalantidis et al 

2002，Szittya et al 2003），種皮の低温着色も低温により CHS

遺伝子の RNAi が阻害されることにより生じると推測さ

れている（Kasai et al 2009）．本研究において，GmIRCHS の

構造が異なると低温による RNAi の阻害の程度が異なる

可能性が示唆されたが，「トヨハルカ」型 GmIRCHS と「ト

ヨムスメ」型 GmIRCHS の構造上の違いは，逆位反復配列

の有無並びに GmJ1（Glycine max DnaJ like protein）のエク

ソンおよびイントロンの挿入の有無であった（Fig. III-2）．

これらの構造上の違いがどのように低温着色抵抗性の品

種間差に結びついているのか非常に興味深いが，トランス

ジーンによる RNAi において低温感受性の高低が存在す

る事例が報告されており（Sós-Hegedus，2005），共通のサ

イレンシングを制御するメカニズムを有する可能性も考

えられる． 

ダイズの成熟期や開花期を支配する熟性遺伝子が，低温

着色抵抗性に影響を与えることが知られている（Takahashi 

and Abe 1999，Benitez et al 2004）．本研究で用いた材料で

は，既存の熟性遺伝子の近傍に低温着色抵抗性の QTL は

見出されなかった．これは，RILs の親は全て北海道に高

度に適応した品種・育成系統であるため，同じ熟性遺伝子

のセットをもっていたからであると考えられる．Githiri et 

al（2007）は低温着色抵抗性の QTL を本研究で見出され

た QTL とは異なる領域に見出している．これは，低温着

色抵抗性の母本が異なるからであると思われるが，「トヨ

ハルカ」の低温着色抵抗性は Githiri et al（2007）が用いた

「コガネジロ」より強いため，本研究で見出された

GmIRCHS は Githiri et al（2007）の発見した QTL よりさら

に実用性が高い． 

 

GmIRCHS 以外の QTL 

GmIRCHS の遺伝子型で低温着色抵抗性の全てを説明で

きるわけではなかった（Fig. III-3a で低温着色指数＞0.3，

Fig. III-3d で >0.9 の系統）．これらのことから GmIRCHS

以外の低温着色抵抗性の QTL の存在が予想されたが，本

研究では連鎖群 B2 の Sat_342 から Sct_034 の近傍領域に

2 つめの QTL が検出された．この QTL の寄与率はそれほ

ど高くはないが，この 2 つめ QTL を考慮すると，GmIRCHS

の遺伝子型のみで十分な説明がつかなかった系統の表現

型がうまく説明できる（Fig. III-7a および c）．ただし 2 の

QTL を用いても説明がつかない系統も残されている（Fig. 

III-7 の矢印の系統）．この原因として環境変異の他，今回

のQTL解析では見つけることができなかったQTLが存在

している可能性が考えられた．連鎖群 B2 に見出された

QTL は，RNAi に関する遺伝子，低温生理に関する遺伝子

および色素合成系に関する遺伝子などの可能性が考えら

れ，今後のファインマッピングとコードされている遺伝子

の機能の解明が望まれる． 

 

GmIRCHSの低温着色抵抗性選抜マーカーとしての利用 

本研究の結果から，GmIRCHS は種皮の低温着色抵抗性

の DNA マーカーとして有用であるとが示された．現在の

低温着色検定法では人工気象室を使うため，年間に評価で

きる系統数は 50 系統程度であり，初中期世代における低

温着色抵抗性の選抜は偶発する低温着色多発年の圃場で

の選抜に頼らざるをえない．しかし，GmIRCHS を DNA

マーカーとして利用することによって，より早い世代から

多くの系統を確実に選抜できる．また，「トヨハルカ」の

もつ耐冷性のうち，低温条件での種子の肥大性についても

GmIRCHS の近傍に大きな QTL が見出されており（Ikeda 

et al 2009），GmIRCHS による選抜は種皮の低温着色と低温

下での種子の肥大性の両方を同時に付与できる可能性が

ある． 

 

GmIRCHS の由来 

「トヨハルカ」型の GmIRCHS が低温着色抵抗性の原因遺

伝子であると示唆されたが，上述の GmIRCHS に関する

DNA マーカーを用いると，「トヨハルカ」の両親である「十
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系 793 号」および「十交 6225F6」のいずれも「トヨムス

メ」型の GmIRCHS を持つと推測される（Fig. III-8）．また

Fig. III-7 に用いた品種系統の「トヨハルカ」型 GmIRCHS

の由来は，系譜をたどると，ほぼ例外なく「トヨハルカ」

または「十育 225 号」に行き当たる．しかし「十育 225

号」の両親のいずれも「トヨムスメ」型 GmIRCHS を持つ

と推測される（Fig. III-8）．「トヨハルカ」および「十育 225

号」の持つ「トヨハルカ」型 GmIRCHS は，突然変異また

はアウトクロスによってもたらされたと考えられるが，育

種プログラムにおいてアウトクロスの頻度はそれほど高

くないことから，少なくとも 1 回の突然変異を経て「トヨ

ハルカ」型 GmIRCHS が生じた可能性が考えられる．商業

的な採種および育種プログラムの中で，「トヨムスメ」型

GmIRCHS から i アレル（種皮全面が茶色に着色する）へ

の突然変異が非常に高率で生じるのが観察されており，

「トヨムスメ」型GmIRCHSから「トヨハルカ」型GmIRCHS

への突然変異が生じる可能性は十分あると考えられる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. III-8. Parental lines of Toyoharuka and Toiku225. 
Sign in the parenthesis indicates the genotype for the 
GmIRCHS locus (R: Toyoharuka-type; T: 
Toyomusume-type). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Toyoharuka (R)
Tokei793 (T)

Tokou6225F6 (T)

Tsurukogane(T)
Toiku225 (R)

Toyomusume(T)



ダイズの生殖生長期間における低温並びにウイルス感染による障害発生機作の解析              25 

 

第 4章 キュウリモザイクウイルスの感染による種皮異常着色の原因解明 

 

第 1 節 皮異常着色の原因となる CMV 遺伝子の同定 

1）目的 

前章ではダイズ種皮の低温着色を研究の対象としたが，

これと類似する現象としてウイルス感染により生じる種皮

の褐斑が知られている．CMV（キュウリモザイクウイル

ス），SMV（ダイズモザイクウイルス）などに感染した場

合，低温着色と同様に種皮に褐斑を生じる（Kennedy and 

Kampmeier1967）．ウイルス感染による褐斑の発生はダイ

ズ特有の現象であり，その機作については不明な点が多い．

しかし，前章で述べたとおり栽培ダイズの一般的な種皮色

である黄色は種皮においてカルコンシンターゼ（CHS）の

mRNAがRNAi によって分解されることにより保たれてい

ることが明らかになっている（Todd and Vodokin 1996，

Kasai et al 2004，Senda et al 2004， Kasai et al 2009，

Kurauchi et al 2009，Tuteja et al 2009）．一方，CMV，SMV

など褐斑を誘導するウイルスは，宿主のRNAi を抑制する

サプレッサーをコードしていることも明らかになってきた

（Kasschau and Carrington 1998，Lucy et al 2000，Li and 

Ding 2001，Guo and Ding 2002）．これらの知見を併せると，

SMV，CMV などがコードする RNAi サプレッサーが CHS

遺伝子のRNAi を抑制することによって褐斑を生じている

という仮説が考えられるが，これまでウイルスの RNAi サ

プレッサーと褐斑の関係に注目した研究は行われてこなか

った．本章では，この仮説を検証するために，感染により

褐斑を生じるCMVと生じないシュードリコンビナンCMV

の間でキメラウイルスを作成し，CMV の褐斑誘導に CMV

のRNAiサプレッサーである 2b遺伝子が関わっているかど

うかを明らかにする． 

 

2）材料及び方法 

CMV ダイズ系統の感染性 RNA の構築 

キュウリモザイクウイルス（Cucumber mosaic virus，

CMV）のゲノムを再構成して組換えウイルスを作成するた

め，ウイルスゲノム全長をカバーする cDNA を用いた．

CMV の Y 系統（CMV-Y）については cDNA を挿入した既

存のプラスミド pCY1，pCY2，および  pCY3 を用いた

（Suzuki et al 1991）．CMV ダイズ C 系統（CMV-SC）につ

いては，CMV-Y の例（Suzuki et al 1991）に基づいて cDNA

クローンを作成した．方法を簡単に述べると，Nicotiana 

benthamiana に CMV-SC を接種し，全身病徴が現れた葉を

収穫し，定法によりウイルス粒子を純化した．純化ウイル

スよりクロロホルム/フェノール法によりタンパク質を除

去し，得られた RNA を RT-PCR のテンプレートとした．5’

のプライマーには RNA 転写用の T7 プロモーター配列であ

る GATTAATACGACTCACTTATA を余分に付加し，Takara 

RNA LA PCR kit （Takara, Japan）により RT-PCR を行って

cDNAを得た．cDNAはプラスミドベクターである pUC119，

pGEM-T Easy または pBluescript KS（-）のいずれかに，あ

らかじめ 5‘および 3’のプライマーに付加した制限酵素サイ

トとベクターのマルチクローニングサイトを使って挿入し

た．ただし，RNA2 および RNA1 については一度のライゲ

ーションでは全長 cDNA を挿入できなかったため，ウイル

ス cDNA 内部に存在する制限酵素サイトを使って断片化し，

サブクローニングした後，再度つなぎ合わせて全長 cDNA

とした．完成した感染性全長 cDNA を Fig. IV-1 に示した．

感染性全長 cDNA からの転写は，Ahlquist and Janda（1984）

の方法を元に，キャップアナログ（Invitrogen life technology, 

Tokyo, Japan）を使った手法（Suzuki et al 1991）で行った．

キメラウイルスは，CMV-Y および CMV-SC の cDNA が共

通してもつ制限酵素サイトを使って制限酵素サイト間の断

片を入れ替えることによって作成した．RNA2 に関するキ

メラウイルスの作成に使った制限酵素サイトは Fig. IV-1 に

示した．キメラウイルスになっていることの確認は，作成

したクローンをシークエンスすることによって行った．

RNA1，RNA2，RNA3 に対応する cDNA から転写した RNA

を混合して N. benthamiana に接種し，全身感染が確認され

た個体の葉を収穫し，純化したものをダイズへの接種源と

した． 

 

接種試験 

植物は温室で 24～26℃で 16 時間日長で育成した．ダイ

ズの初生葉に傷をつけるためのカーボランダムを振りかけ

た後，0.1 M リン酸バッファー（pH 7.0）中に 10μg/ml に調

整した純化ウイルスを滴下し，薄手のラテックス製指サッ
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クで擦り接種した．ダイズへの全身感染は，モザイク病徴

および抗 CMV 抗体を使った ELISA（double antibody 

sandwich-enzyme-linked immunosorbent assay）により確認し

た．ダイズ品種「白豆」（褐毛，種皮色緑，臍色黒，子葉色

黄）を用いた． 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Fig. IV-1. Schematic representation of infectious cDNA 
clone of CMV-SC. T7 represent T7 promoter for RNA 
transcription in vitro. Hatched rectangles are cDNAs from 
virus genome. Open rectangles show ORFs of virus coded 
genes. The restriction sites used to generic chimeric 
viruses are shown by vertical bars in RNA2. 
 

種皮からのウイルスの検出 

若いダイズ種子を臍の長辺方向と直角に剃刀をいれて断

面をむき出しにし，ニトロセルロースメンブレン（Hybond 

C pure, Amersham, UK）に強く押し付けてブロットした．ブ

ロットしたメンブレンを IgG-APコンジュゲート抗CMV抗

体を含むブロッティング溶液中でインキュベーション後，

PBS-tween で 3 回洗浄し，nitro blue tetrazolium chloride 

（NBT）によりアルカリフォスファターゼ活性を可視化し

フラットヘッドスキャナーで画像を取り込んだ． 

 

種皮の褐斑の評価 

上述の条件で，CMV-SC，CMV-Y，シュードリコンビナ

ントウイルスまたはキメラウイルスをダイズに接種し，病

徴および ELISA によりウイルスの全身感染を確認した．そ

の後成熟したダイズの種子を収穫し，褐斑を調査した．[（褐

斑が認められた粒数）/（調査粒数）×100]により褐斑粒率

（％）を算出した． 

 

3）結果 

褐斑粒の発生を決定しているウイルスゲノム RNA 

CMV-Y はダイズに感染することはできないが，その

RNA3 を CMV-SC 由来に交換するとダイズに全身感染でき

るようになる（Hong et al 2007）．RNA3 を CMV-SC 由来に

固定し，RNA1 および RNA2 を CMV-Y または CMV-SC 由

来としたシュードリコンビナントウイルスを作成し，ダイ

ズ品種「白豆」に接種した．ダイズが成熟後，種子に発生

した褐斑を調査したところ，RNA2 が CMV-SC 由来であっ

た場合のみ，種皮に褐斑が発生した（Fig. IV-2 Virus C と

CMV-SC）． 

ウイルスが種皮に移行できずに褐斑粒が発生しない可能

性が考えられたため，ウイルスの種皮からの CMV の検出

を試みた．Mock 接種したダイズの種皮からは CMV は検出

されなかったが，全てのシュードリコンビナントウイルス

で種皮から CMV が検出された（Fig. IV-2）．また，いずれ

のシュードリコンビナントウイルスでも種皮において一様

に存在しているわけではなく，ウイルス量の多い部分と，

ほとんど検出されない部分が見られた．さらに，CMV-SC

では次世代の組織である子葉からウイルスが検出された．

これは，CMV-SC が高頻度で種子伝染するウイルスである

ことと関係があると思われた． 

 

褐斑粒の発生を決定しているウイルス遺伝子 

CMV の 2b 遺伝子が，ダイズ種皮における CHS 遺伝子の

RNAi を抑制し，褐斑粒を生じている可能性が考えられた

ことから，2 つの制限酵素サイト Bcl I および Bln I に挟ま

れた 2b 遺伝子を含む領域を，CMV-Y と CMV-SC の間で交

換したキメラウイルスを作成し，ダイズに接種した場合の

褐斑粒の発生を調査した．2b 遺伝子を含む領域が CMV-Y

由来であった場合，その他の領域が CMV-SC 由来であって

も褐斑は全く生じなかった（Fig. IV-3 SC-Y2b）．その一方

で，2b 遺伝子を含む領域が CMV-SC 由来であれば，RNA1

と RNA2 のそのほかの領域が CMV-Y 由来であっても褐斑

を生じた（Fig. IV-3 Y-SC2b）．このことから，CMV-SC がダ

イズ種皮に褐斑を生じる上で 2b 遺伝子を含む領域が重要

な働きをしていることが明らかになった． 
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Fig. IV-2. Seed mottling caused by CMV-SC or pseudricombinant viruses between CMV-SC and CMV-Y. A schematic 
representation of virus genome represented in the left column. RNA1, RNA2 and RNA3 are shown from top to bottom. 
Broader parts represent ORFs 1a, 2a, 2b, 3a and CP gene. Virus genome derived from CMV-Y is shown by open rectangle 
and from CMV-SC is shown by solid rectangle. Virus coat protein detected in seed coat with tissue immunoblotting is 
represented in the next column. Seed mottling symptoms caused by pseudoricombinant viruses are shown in the right 
columns. Seed mottling symptom were shown in three categories; no mottling, faint mottling and severe mottling from left 
to right. The number at the corner of the pictures shows the number of the seeds in observed symptom. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
Fig. IV-3. Seed mottling caused by CMV-SC or chimeric 
recombinants between CMV-SC and CMV-Y. A schematic 
representation of virus genome structures are represented in the 
left column. Restriction sites used for developing chimeric viruses 
are shown in Fig. IV-1. Genomic representations are same as in 
Fig. IV-2. Seed mottling percentages caused by the chimeric 
viruses are shown in the right column. 
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8 76 53
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第 2 節 ダイズへの全身感染を決定している CMV 遺伝子

の同定 
 

1）目的 

CMV のダイズ系統は，特定の品種に全身感染できるかど

うかの違いにより CMV-SC，CMV-SD などいくつかの系統

に分類されている（高橋ら 1987）．CMV-SD はダイズ品種

「Harosoy」に全身感染できるのに対して，CMV-SC は全身

感染できない．前節において，RNAi サプレッサーである

2b 遺伝子がダイズ種皮における褐斑の誘導に重要な役割

を果たしていることが示唆されたが，2b 遺伝子には宿主の

抵抗性反応を抑制するなど RNAi サプレッサー以外の機能

も知られている（Ji and Ding 2001）．本節では 2b 遺伝子の

RNAiサプレッサー以外の機能に対する理解を深めるため，

CMV-SCとCMV-SDの間でシュードリコンビナントウイル

スおよびキメラウイルスを作成し，それらが「Harosoy」に

全身感染するかどうかを調査することによって 2b 遺伝子

が特定のダイズ品種に全身感染するかどうかの決定因子で

あるかどうかを検証する． 

 

2）材料及び方法 

シュードリコンビナントウイルスおよびキメラウイルスの作成 

 前節と同様の方法を使って CMV のダイズ D 系統

（CMV-SD）の感染性 cDNA クローンを構築し，さらに，

CMV-SCとCMV-SDの間でシュードリコンビナントウイル

スおよびキメラウイルスを作成した．ただし，RNA2 の 2b

遺伝子領域の組換えに使った制限酵素サイトは FbaI と 

BlnI である． 

 
ウイルスの接種 

前節と同様の方法で行った．CMV-SD は全身感染するが，

CMV-SC が全身感染しないダイズ品種として「Harosoy」を，

いずれの系統も全身感染するダイズ品種として「出来過」

を用いた． 

 
3）結果 

「Harosoy」への全身感染を決定しているウイルスゲノム

RNA 

 CMV のダイズ系統が特定の品種に全身感染するかどう

かを決定しているウイルス側の遺伝子を明らかにするため，

CMV-SCとCMV-SDの間で構築したシュードリコンビナン

トウイルスをダイズ品種「Harosoy」および「出来過」に接

種した．「出来過」は CMV-SC および CMV-SD のいずれの

ウイルス系統も全身感染できる品種で，「Harosoy」は

CMV-SCは全身感染できないのに対してCMV-SDは全身感

染できる品種である（Fig. IV-4）．両ウイルス間のシュード

リコンビナントウイルスである CD1～CD6 は全て，「出来

過」に全身感染した（Fig. IV-4）．しかし，「Haarosoy」には

RNA2 および RNA3 の両方が CMV-D 由来である CD2 のみ

が全身感染した．このことから，「Harosoy」へ全身感染す

るかしないかは RNA2 と RNA3 の両方が関与しているとこ

とが明らかになった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. IV-4. Schematic representation of the genome structure and infectivity of the pseudorecombinants constructed 
between CMV-SC and CMV-SD. Sequences corresponding to CMV-SC and CMV-SD are indicated with hatched and 
black boxes, respectively. Soybean cultivars tested are Harosoy and Dekisugi. Infectivity is indicated as number of 
systemically-infected plants/number of plants inoculated. The purified virus was inoculated at 100 μg/ml and systemic 
infection was confirmed by ELIS 

CMV-SD 14/14 3/3

CD1 0/12 2/2

CD3 0/12 2/2

Virus name RNA1 RNA2 RNA3

Genome composition Soybean cv.

DekisugiHarosoy

Systemic infection at

Nicotiana
benthamiana

2/2

2/2

2/2

CD2 11/12 2/2 2/2

CMV-SC 0/14 1/1 1/2

CD4 0/4 2/2

CD5 0/4 2/2

CD6 0/4 2/2

2/2

2/2

2/2
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Fig. IV-5. Schematic representation of the genome 
structure and infectivity of the chimeric recombinants 
constructed between CMV-SC and CMV-SD. A, Chimeric 
RNA2 transcripts were inoculated with RNAs 1 and 3 of 
CMV-SD. B, Schematic map of the genome structure of 
RNA2. Restriction sites used are B (BlnI) and F (FbaI). 
Vertical bars above the ORFs are positions of different 
amino acids between CMV-SC and CMV-SD. For other 
details, see the legend to Fig. IV-4.  
 
「Harosoy」への全身感染を決定しているウイルス 
遺伝子 
 
 シュードリコンビナントウイルスを使った実験で，

「Harosoy」へ全身感染するかしないかは CMV ダイズ系統

の RNA2 と RNA3 の両方が関与しているとことが明らかに

なった．本研究では，RNA2 に注目し，RNA2 にコードさ

れている 2 つの遺伝子 2a および 2b のうち，2b 遺伝子を含

む領域を交換したキメラウイルスを作成し，「Harosoy」に

接種した．このとき，RNA1 と RNA3 は CMV-SD 由来に固

定した．CMV-SD の 2b 遺伝子を含む領域のみを CMV-SC

に入れ替えたキメラウイルス 2DX は CMV-SD と異なり

「Harosoy」に全身感染できなかった（Fig. IV-5）．一方で，

RNA2 の大部分が CMV-SC であるにも関わらず，2b 遺伝子

周辺を CMV-SD としたウイルス 2DZ は，CMV-SD と同じ

ように「Harosoy」に全身感染できた（Fig. IV-5）．これらの

ことから，「Harosoy」に全身感染できるかどうかを決定し

ている RNA2 上の遺伝子領域は 2b 遺伝子を含む領域であ

ることが明らかになった． 

 
第 3 節 考察 

CMV の感染がダイズ種皮に褐斑を生じる機作 

RNA3 を CMV-SC 由来に固定し，RNA1 および RNA2 の

由来が異なる様々なシュードリコンビナントウイルスとキ

メラウイルスをダイズに接種した結果，2b 遺伝子を含む領

域が種皮に褐斑を生じるか生じないかを決定していた．つ

まり，CMV-SC の 2b 遺伝子を含む領域はダイズ種皮に褐斑

を生じる能力を有し，CMV-Y 由来の同領域は褐斑を誘導す

る能力を持たないということが明らかになった．CMV の

2b 遺伝子は 2a 遺伝子とオーバーラップしており，今回キ

メラウイルスの作成に用いた領域では，CMV-Y と CMV-SC

間で 2b 遺伝子と 2a 遺伝子の両方に多くのアミノ酸配列に

差異があった．このことから，褐斑の原因が 2b 遺伝子なの

か 2a 遺伝子なのか断定できない．また，RNA レベルでこ

の領域が何らかの働きをしている可能性も考えられる．し

かし，ダイズ種皮の黄色は RNAi によって CHS 遺伝子が抑

制されることにより保たれていること（Todd and Vodokin 

1996， Kasai et al 2004， Senda et al 2004，Kasai et al 2009，

Kurauchi et al 2009，Tuteja et al 2009），CMV の 2b 遺伝子は

宿主の RNAi に対する強力なサプレッサーであること

（Lucy et al 2000，Li and Ding 2001），及び本研究の結果を

合わせると，CMV の感染によるダイズ種皮の褐斑は，CMV

の 2b 遺伝子によりダイズ種皮での RNAi が抑制され，サイ

レンスしていた CHS 遺伝子の発現が部分的に回復するこ

とにより生じているのではないかと推測できる．また，こ

の場合，ダイズ種皮において CMV-SC と CMV-Y では 2b

遺伝子の RNAi を抑制する能力に差があることになる．

RNAi およびウイルスの RNAi サプレッサーとダイズ種皮

の褐斑関係については，今後別の角度からの検証すること

が必要である．猿田ら（2010）は，SMV による褐斑が発生

しない品種を使って，褐斑の発生に必要なダイズ側の QTL

を連鎖群 K に見出しており，ダイズ側の関与遺伝子が明ら

かにされることによって RNAi およびウイルスの RNAi サ

プレッサーとダイズ種皮の褐斑関係が明らかにできる可能

性がある． 

シュードリコンビナントを使った実験では，CMV-SC で

種皮だけでなく子葉からウイルスが検出された（Fig. IV-2）．

その他のシュードリコンビナントでは子葉から検出されず，

非常に興味深い現象である．CMV-SC は高頻度で種子伝染

することが知られており，このように子葉から高い濃度で

ウイルスが検出されるのは種子伝染性と関係が深いと考え

られる．また，この子葉へのウイルスの移行には，Virus B，

Virus C および CMV-SC の比較から，RNA1 と RNA2 の両方

が関与していると考えられる（Fig. IV-2）． 

A

CMV-SC

4/7 15/21CMV-SD

0/4 0/20

2DX 0/11 0/20

6/11 7/21

Virus
Name RNA1 RNA2 RNA3

Genome Composition
Soybean cv.

Harosoy

2DZ

Exp1 Exp2

2a
2bF

RNA2B
B
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CMV の 2b 遺伝子の果たす役割 

ダイズ品種「Harosoy」に全身感染するかどうかにも CMV

の 2b 遺伝子の関与が示唆された．CMV の 2b 遺伝子は植物

の RNAi のサプレッサーであり，宿主の RNAi によるウイ

ルスに対する防御反応に干渉することによって全身感染を

容易にしていると考えられている（Lucy et al 2000，Li and 

Ding 2001）．また，宿主側には 2b 遺伝子産物のターゲット

となるタンパク質が存在すると考えられることから

（Hamera et al 2011），CMV の 2b 遺伝子産物のウイルス系

統間での変異と 2b 遺伝子産物のターゲットとなる宿主遺

伝子産物の品種間での変異とのマッチングによって全身感

染するかしないかが決定されていても不思議ではない．2b

遺伝子はいわゆる R 遺伝子による動的抵抗性に対するサプ

レッサーの機能を持つことが知られており（Ji and Ding 

2001），RNAi を介さずに宿主の動的抵抗性に干渉すること

で CMV のダイズにおける全身感染に関わっている可能性

もある． 

このように CMV の 2b 遺伝子は，褐斑の誘導や全身感染

成立など育種的にみても興味深い現象に関わっている可能

性が示唆された．育種的な観点から見ると，2b 遺伝子産物

のターゲットとなる宿主の遺伝子産物（または 2b 遺伝子産

物と相互作用のある宿主遺伝子産物）は褐斑の誘導および

ウイルス抵抗性という観点から興味深い．実際，猿田ら

（2010）によって，SMV に感染しても褐斑を生じないとい

う表現型の原因遺伝子がファインマッピングされているが，

こういった遺伝子は 2b 遺伝子産物のターゲットまたは相

互作用を有する遺伝子の可能性がある．また，CMV の全身

感染に関しても QTL が見つかっている（Ohnishi et al 2011）． 
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第 5章 総合考察 

 

本研究は，まずダイズの低温着莢障害の解析からスター

トした．着莢障害に加えて，低温によって顕著に現れる障

害として種皮の斑紋（種皮の低温着色）があり，次にこの

メカニズムの解明と抵抗性品種の選抜手法の確立を目指し

た．種皮の斑紋はウイルスの感染によっても誘導されるた

め，低温およびウイルス感染による斑紋の形成に共通する

メカニズムが存在すると考え，後半部ではウイルス遺伝子

と斑紋の形成の関係を解析している．最後にこれらを総合

した考察を以下に述べる． 

 

ダイズ耐冷性のさらなる向上の可能性 

世界的に見ても，北海道は最も低温の影響を受けるリス

クが高いダイズ栽培地域の 1 つであるが，その中で冷害に

よる収量の低下と種皮の低温着色による外観品質の低下が

最も重要な低温による障害である．これまで，北海道にお

けるダイズ育種プログラムの中では耐冷性の検定法の開発

および耐冷性による選抜を中心に取り組みがなされ，「ユキ

ホマレ」，「トヨハルカ」，「ゆきぴりか」の育成など大きな

成果を上げてきた．一方 2003 年の十勝地方において，開花

前からの低温への遭遇により山麓地帯や沿海部では着莢障

害が見られ，上士幌町に設置した耐冷性現地選抜圃場でも，

激しい着莢障害と収量の低下が観察されたが，その収量低

下の品種間差にはこれまでの耐冷性の評価では説明できな

いものもあった．本研究では，低温による着莢障害からみ

た低温感受性期を明らかにするとともに，これまであまり

評価されてこなかった四分子期前後における低温感受性に

ついても品種間変異があることを明らかにした．この四分

子期前後の耐冷性（“花粉形成期の耐冷性”と定義）を考慮

することによって，2003 年の上士幌町での収量低下程度の

品種間差をよりよく説明できた．このことから，これまで

の開花期の耐冷性の評価に加えて花粉形成期の耐冷性を評

価することで，より耐冷性の優れた品種を育成することが

可能になると考えられる．本研究で実施した受精莢率を指

標とした評価方法は，育種プログラムの中でルーチンで利

用するにはやや煩雑であり，今後さらに簡便な花粉形成期

耐冷性の評価法の開発が必要である． 

種皮の低温着色については，湯本・佐々木（1990）の開

発した評価法を用いることで，「ユキホマレ」，「トヨハルカ」，

「ゆきぴりか」など低温着色抵抗性の品種が育成されてき

た．しかし，低温着色抵抗性による初中期世代における選

抜は圃場で偶然低温に遭遇した場合に限定され，それ以外

の方法がなかった．また，「ユキホマレ」や「ゆきぴりか」

の低温着色抵抗性はポリジーンにより支配されていると考

えられ，必ずしも選抜効率が良い形質ではなかった．本研

究では，「トヨハルカ」の低温着色抵抗性が主に 1 遺伝子に

よって支配される形質で，GmIRCHS を DNA マーカーとし

て使うことによって選抜できることを明らかにした．また，

ほぼ同じ領域には「トヨハルカ」の耐冷性（低温下での子

実の登熟不良に対する耐冷性）QTL が存在することが明ら

かになっており（Ikeda et al 2009），GmIRCHS は低温着色抵

抗性と耐冷性の両方を付加できる DNA マーカーとして期

待できる．ただし，Ikeda et al（2009）は同じ領域に，「ト

ヨハルカ」型でポット試験の収量が低下する QTL を見出し

ており注意を要する． 

 このように，本研究で見出された花粉形成期の耐冷性と

種皮の低温着色抵抗性に関する新たな知見は，今後のダイ

ズ品種育成にフィードバックすることによって冷害による

収量の低下と種皮の低温着色による外観品質の低下を防ぎ，

北海道におけるダイズの安定生産に貢献できると考えられ

る． 

 

種皮の低温着色とウイルス感染による褐斑の共通点と相違点 

 ダイズの野生種では種皮は着色し黒色であるが，栽培ダ

イズの多くは色素が蓄積しない黄色であり，これは CHS 遺

伝子の mRNA が発現していないことによる（Senda et al 

2002）．ダイズの種皮では CHS7 および CHS8 など複数の

CHS 遺伝子が発現しており（Tuteja et al 2004），通常の“Loss 

of function”による変異体が出現しにくいものと考えられる．

このため，複数の遺伝子座から発現した CHS 遺伝子の

mRNAをRNAi により配列特異的に全て分解できるように

なった変異体が，種皮色が黄色の栽培種として利用されて

いると考えられる．このことから，RNAi に影響を与える

低温や植物ウイルスのコードする RNAi サプレッサーが，

種皮における色素合成の回復を引き起こし，農業的な被害
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に結びついていると考えられる． 

Kasai et al （2009）は，種皮における CHS 遺伝子に対す

る siRNA を調査することによって，低温着色が RNAi の一

時的抑制によるものであると証明した．本研究では，CHS

遺伝子に対する siRNA の供給源である GmIRCHS が着色抵

抗性の原因遺伝子であることを示唆し，低温着色が RNAi

の一時的抑制であるという説をより強固にした．加えて，

本研究では CMV の感染による種皮の褐斑には RNAi のサ

プレッサーである CMV の 2b 遺伝子が強く関わっているこ

とを明らかにした．これらのことを合わせると，種皮の低

温着色とウイルス感染による褐斑の発生は RNAi を抑制す

るのが低温なのかウイルスのコードする RNAi サプレッサ

ーなのかの違いを除くと極めて類似した現象であると推測

される（表 V-1）．本研究では GmIRCHS が「トヨハルカ」

型の場合，低温による着色が抑制されることを示したが，

GmIRCHS が「トヨハルカ」型の場合 SMV による褐斑の発

生も抑制されることが明らかにされている（千田私信，千

田ら 2009）．さらに「トヨムスメ」型 GmIRCHS を持つ「鶴

の子」で CMV の感染による種皮の褐斑粒が 100％発生する

条件において，「トヨハルカ」では褐斑粒の発生率が 40％

と低く（北農研 2011），GmIRCHS が「トヨハルカ」型の場

合 CMV による褐斑の発生も抑制される可能性がある．こ

れらの報告は，種皮の低温着色とウイルス感染による褐斑

の発生が共通のメカニズムによることを強く示唆している． 

 

表 V-1. 種皮の低温着色とウイルス感染による褐斑の比較 

現象 
RNAi の抑制 

の原因 
着色抵抗性を 

もたらす遺伝子座 

種皮の低温着色 
低温 

（Kasai et al 2009 
および本研究） 

・GmIRCHS 
（本研究） 

ウイルス感染 
による褐斑 

ウイルスのコー

ドする RNAi サ
プレッサー 
（本研究） 

・GmIRCHS 
（千田ら 2009） 
・連鎖群 K に存在 
（猿田ら 2010） 

 

本研究では，低温着色抵抗性遺伝子として GmIRCHS を

明らかにした．一方，猿田ら（2010）はウイルス感染によ

る褐斑発生に対する抵抗性 QTL を GmIRCHS と異なる連鎖

群 K に検出している（表 V-1）．「トヨハルカ」型の GmIRCHS

の存在は北海道の極限られた品種・系統に限定されており，

猿田らが解析に用いた実験材料は「トヨハルカ」型の

GmIRCHS を持たないと推測される．このため，猿田らの実

験材料では GmIRCHS に QTL が検出されなかったと考えら

れる．また，猿田らが見出した QTL は，ウイルス感染によ

る褐斑だけでなくウイルスの種子伝染にも関わっているこ

とから（近畿中国四国農業研究センター年報，2010），CHS

等の色素合成系に関与する遺伝子ではなく，RNAi に関与

する遺伝子またはウイルスの増殖・移行に関する遺伝子の

可能性が考えられる．連鎖群 K の褐斑抵抗性の QTL が，

種皮の低温着色に効果があるかどうかを検証することによ

って，種皮の低温着色とウイルス感染による褐斑の間で何

が共通で何が異なるかを，より詳細に解析できる可能性が

ある． 

ダイズの種皮色に関係する遺伝子座として，I 遺伝子座

（GmIRCHS）および毛茸色決定遺伝子座である T 遺伝子座

（GmF3‘H，Zabala and Vodkin 2003）が知られている．今回

試験に用いた「トヨムスメ」は種皮と臍の色が黄となる[I，

t]（I 遺伝子座アリル，T 遺伝子座アリルで表記，以下同様）

であり，低温によって臍の着色および臍を中心とした茶色

の色素斑が生じ，CMV の感染によっても類似した色素斑が

生じる（北農研 2011）．しかし，「Williams82」や「キタム

スメ」のような種皮が黄色で臍に色素を有し毛茸色が褐の

品種[ii ，T]では，ウイルスの感染による褐斑は[I，t]の品

種と同様に生じるが，種皮の低温着色は生じず臍の色素の

存在範囲が広くなるのみである（Takahashi 1997）．さらに，

[I，T]の品種では低温への遭遇による色素斑は生じず

（Takahashi 1997），元々くすんだ黄色である種皮が低温へ

の遭遇によりさらに強いくすみとなる．これらの報告と過

去の十勝農試における観察結果を表 V-2 にまとめた．種皮

の低温着色は I 遺伝子座または T 遺伝子座の遺伝子型の影

響を受けているのがわかる（表 V-2）．T 遺伝子は酵素

Flavonoid 3‘ hydroxylase（F3‘H）をコードしているが，F3‘H

は色素合成系路で CHS の下流に位置し，アントシアニンの

修飾に関与する酵素である（Toda et al 2002，Zabala and 

Vodkin 2003）．このことから，[I，T]のダイズで低温着色が

起こらないのは，T 遺伝子が RNAi に影響を与えているの

ではなく，低温により部分的に回復した色素の最終産物の

性質（可溶性や輸送性）が T アリルとｔアリルで異なるこ

とにより，種皮における色素の分布が異なっている可能性

が考えられる． [ii ，T]のダイズにおいて低温着色が起こ
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らないことを説明できる仮説としては，上述のとおり T 遺

伝子座の遺伝子型の影響が考えられ，この仮説の検証のた

めには， [ii ，t]のダイズが低温着色抵抗性を示すかどうか

を確認することが必要である（表 V-2）．一方，[ii ，T]のダ

イズで低温着色が起こらないことに ii アレルが関与して

いるかは現時点で不明であるが，ii アリルは複雑で巨大な

CHS 遺伝子のクラスターとされており（Tuteja et al 2008，

2009），どのような経路で RNAi を誘導しているの非常に

興味深い． 

 
表 V-2. I 遺伝子座および T 遺伝子座の遺伝子型とウイルス感染・低温による着色の関係 

遺伝子型 
(I 遺伝子座，T 遺伝子座） 

種皮色の表現型 ウイルスによる褐斑 種皮の低温着色 

I（GmIRCHS）*1, t 黄色 種皮に色素斑 種皮に色素斑 

I（GmAsCHS）*2, t 黄色 
種皮に色素斑 

（頻度・程度は小さい）

種皮に色素斑 
（頻度・程度は小さい） 

ii, t 黄色，臍は褐色 - - 

ii, T 黄色，臍は褐色 種皮に色素斑 
種皮に色素斑を生じない 

（臍の着色範囲の拡大が生じる）

I（GmIRCHS）, T 
種皮全体と臍が 
くすんだ黄色 

- 
種皮全体のくすみ 

が強くなる 

I（GmAsCHS）, T 
種皮全体と臍がくすん

だ黄色（GmIRCHS より

くすみが少ない） 
- 

種皮全体のくすみが強くなるが

GmIRCHS よりくすみが少ない 

*1：「トヨムスメ」型，*2：「トヨハルカ」型．“-”は観察事例がないことを示す． 
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要約

１）低温による着莢障害を解析するため，播種時期をず

らして得た様々な生育ステージの植物体を 7 日間 15℃

（昼）/10℃（夜）で低温処理し，開花 7～12 日後の莢

の伸長により判定して算出した“受精莢率”を用いて

個々の花における低温の影響を評価する手法を確立し

た． 

２）１）の方法を用いて，生殖成長期間における低温感

受性期は四分子期前後（開花 12.5～13.5 日前）と開花

直前（開花 2～4 日前）に存在することを明らかにした．

さらに，低温による受精莢率の低下は，開花直前の低

温では葯の裂開不良または花粉の飛散不良が，四分子

期前後の低温については花粉の発達異常とこれに伴う

葯の裂開不良または花粉の飛散不良が受精莢率低下の

原因であると推定した． 

３）障害型冷害年に子実重の低下が小さかった「十系 978

号」と子実重の低下が大きかった「トヨムスメ」につ

いて，１）の方法を用いて四分子期前後の低温による

受精莢率の低下程度を調査し，「十系 978 号」の受精莢

率の低下程度は「トヨムスメ」より小さく，四分子期

の低温感受性が低いことが示された．また，圃場での

低温遭遇事例において受精莢率を調査することでも同

様の結果を得た． 

４）３）における四分子期の低温に対する抵抗性の評価，

障害型冷害年の子実重の低下程度および従来の耐冷性

検定法による評価の 3 者を比較した結果，従来の耐冷

性検定方法に四分子期前後の抵抗性の評価を加えるこ

とにより，これまでより障害型冷害に強い品種の育成

が可能になることを明らかにした． 

５）CHS 遺伝子の逆位反復配列である GmIRCHS を有し

低温着色抵抗性が弱い「トヨムスメ」と，GmIRCHS の

対立遺伝子で逆位反復構造をとらない GmASCHS を有

し低温着色抵抗性が強い「トヨハルカ」との間で作成

した組換え自殖系統（RILs）について，GmIRCHS 座の

遺伝子型と低温着色抵抗性との関連を調査した．その

結果低温着色抵抗性の品種間差は GmIRCHS の遺伝子

型によるものであることが示唆された． 

６）由来の異なるダイズ 40 品種・育成系統を使って

GmIRCHS の遺伝子型と低温着色抵抗性の強弱との関連

を調査し，GmIRCHS の遺伝子型が「トヨハルカ」型の

品種・系統は全て一定のレベル以上の低温着色抵抗性

を示すことから，GmIRCHS は低温着色抵抗性の選抜

DNA マーカーとして利用できることを明らかにした． 

７）ウイルス感染によるダイズ種皮の褐斑の発生メカニ

ズムを明らかにするため，感染により褐斑を生じる

CMV ダイズ系統と，褐斑を生じない CMV シュードリ

コンビナントの間でキメラウイルスを作成し，それら

の感染による褐斑の発生を調査した結果，褐斑が生じ

るかどうかは 2b 遺伝子を含む領域によって決定されて

いることを明らかにした．CMV の 2b タンパクは RNAi

のサプレッサーであることから，これによりダイズ種

皮における CHS 遺伝子の RNAi が阻害された結果，種

皮における色素合成が部分的に活性化されて種皮に褐

斑が生じている可能性が示唆された． 

８）ダイズ品種「Harosoy」において，全身感染する

CMV-SD と全身感染しない CMV-SC の間でキメラウイ

ルスを作成し，それらの「Harosoy」におけるの全身感

染能力を調査した結果，2b 遺伝子を含む領域が

「Harosoy」における全身感染決定因子の一つであるこ

とを明らかにした． 
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Summary 

Analysis of the pod abortion caused by low temperature and of the seed coat 

discoloration induced by low temperature or virus infection in soybean. 

 

OHNISHI Shizen 

 

1) This study has shown that there are two stages during flower development in soybean that are 

sensitive to low temperature by investigateing ‘percentage of fertilized pod’ of low temperature treated 

flowers. 

2) The first sensitive stage is during early flower development, 12.5 days before anthesis, and might 

include the tetrad stage or the stage prior to the tetrad. Low temperature stress at this stage reduces 

pod set by interfering with normal pollen development and pollination. The second is during late 

flower development, 3 to 4 days before anthesis. Low temperature stress at the second stage interrupts 

pollen diffusion and reduces the number of pollen grains on stigma. 

3) The difference in cold tolerance among soybean cultivars is in part explained by the difference of low 

temperature sensitivity at the early flower developmental stage. 

4) This study has demonstrated that a CHS gene cluster named GmIRCHS genotype is related to the 

tolerance to low temperature-induced seed discoloration in soybean by using RILs between seed coat 

discoloration tolerant cultivar Toyoharuka and sensitive cultivar Toyomusume. 

5) This study conculuded that the variation in GmIRCHS can serve as a useful DNA marker for 

marker-assisted selection for breeding seed coat discoloration tolerance by investigating the genotype 

and seed coat discoloration tolerance phenotype of 40 elite soybean lines and cultivars. 

6) The seed coat discoloration induced by cucumber mosaic virus infection is deduced to be caused with 

the 2b gene of cucumber mosaic virus.  
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