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大豆種子貯蔵たん白質に関する遺伝的変異の生成機構の解明
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ABSTRACT

The 7S globulin (β-conglycinin), a major component of seed storage proteins in
soybean, comprises three subunits,α, α’ and β.  In order to clarify the molecular
mechanisms of gene expression of seed storage proteins, changes in the pattern of
DNA-protein interaction during the process of seed maturation were analyzed.  We
examined the protein-binding on the Box I element, which is located in the upstream
of the gene encoding α subunit and is considered to be involved in the transcriptional
regulation of the α subunit gene.  An increase in the amount of DNA-protein complex
was detected using nuclear proteins isolated from seeds with increasing period of
seed-maturation (27, 34, and 42 days after flowering) by a gel-shift assay.  Since the
transcriptional activity of the α subunit gene increased with an increasing period of
seed-maturation, these Box I binding proteins were considered to be involved in
positive regulation of transcription.  Box I-binding proteins that were different from
those exist in the seeds were detected in the nuclear extracts from leaves.  In addition,
CG-2, a gene located in the vicinity of the α subunit gene in a soybean cultivar
‘Forrest’, was found to share high sequence-homology with the α subunit gene.
Deletion of the CG-2 was detected in the genome of a cultivar ‘Keburi’ in addition to
the deletion of α’ subunit gene.  Soy Protein Research, Japan 5, 10-16, 2002.
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大豆種子貯蔵たん白質の主要な成分である7Sグロブ

リン（β-コングリシニン）は，α，α’およびβとい

う３種のサブユニットによって構成される．β-コン

グリシニン遺伝子は少なくとも15個の非常によく似た

遺伝子（CG-1～CG-15と名付けられている）からなる

遺伝子族を構成しており，これらの遺伝子の一部は同

じ染色体領域に並列して存在していることが判明して

いる1)．ノーザン解析における転写産物のサイズから，

Region Cとよばれる染色体領域内のCG-1，および

Region A内のCG-2およびCG-3の３つの遺伝子が，α

もしくはα’サブユニットの遺伝子であると考えられた1)．

このうちCG-1は，α’サブユニットをコードすること

が明らかになっている2)．

３種のサブユニットの遺伝子の発現は，種子の登熟

過程において制御を受けている．転写制御に関わる因

子に関しては，α’およびβサブユニット遺伝子に関し

て詳細に解析されている3-6)．しかしながら，αサブユ

ニット遺伝子のゲノムDNAが単離されていなかったた

め，αサブユニットの発現制御に関わる因子は未解明

であった．そこで，最近，我々は，CG-3を含む7.6 kb

のゲノムDNA断片の塩基配列を解析し，CG-3がαサブ

ユニットをコードすることを明らかにした7)．また，

プライマー伸長法によって，主要な転写開始点が翻訳

開始コドンの56塩基上流に存在することを明らかにし

た7)．さらに，DNaseIフットプリント法により，転写

開始点に対して－163から+７の領域内で４つの領域に

たん白質が結合することを見いだした．これらの中

で，－123から－85の領域において種子貯蔵たん白質

遺伝子の間で高度に保存された39 bpの配列を見いだ

し，BoxⅠと名付けた．このBoxⅠ配列に対するたん白

質の結合をゲルシフト法によって解析し，たん白質の

結合に関してBoxⅠ配列はさらに３つの領域に分けら

れること，また，この配列には少なくとも３種類のた

ん白質が結合することを明らかにした8)（Fig. 1参照）．

種子貯蔵たん白質遺伝子に関して，遺伝子の構造お

よびその変異を明らかにすること，ならびに，種子登

熟過程における遺伝子発現制御機構を解明すること

は，大豆の種子貯蔵たん白質の育種を進める上で必須

の課題であると考えられる．本研究では，これまでに

行った研究を推し進め，第一に，BoxⅠ配列に結合す

る核たん白質の種子登熟過程における変化に関する解

析を行った．また，大豆品種「Forrest」においてα

サブユニット遺伝子の下流に存在するCG-2と名付け

られた遺伝子が，αサブユニット遺伝子と高い相同性

を有している新たなαサブユニット遺伝子の候補であ

ることを見いだした．さらに，品種「毛振」では，こ

のCG-2遺伝子がゲノムから欠失していることを明ら

かにした．

方　　　　法

材　料

核たん白質の抽出には，大豆品種「Forrest」の登

熟中の種子，および，成葉を用いた．ゲノムDNAの

抽出には，「Forrest」および「毛振」の成葉を用い

た．

ゲル移動度シフト法によるDNAに対する核たん白質の

結合の解析

核たん白質の調製は，ダイズ種子 5 gから Allenら

（1989）の方法5)に従って行った．ゲル移動度シフト法

では，15μLの反応液［10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 50

mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 100 mg/mL poly

（dI-dC）・poly（dI-dC），5’末端ラベルしたプローブ

DNA，3～10μgの核たん白質］を氷中で20～30分反応

させたのち，10％グリセロールを含む５%ポリアクリル

アミドゲル電気泳動で分離し，オートラジオグラフィ

ーを行って，DNA-たん白質複合体の形成を解析した．

Fig. 1. DNA-protein interactions on the Box I element
located in the upstream region of the α-subunit
gene.  Within the Box I sequence, three different
factors, designated as SNF-A, SNF-B and SNF-
C bind to three distinct elements.  SNF-A binds
to TT, TCA and CA.  SNF-B binds to TCA and
CA.  SNF-C binds to CA.  Footprints 1-4 indicate
regions that showed binding to nuclear proteins
in a DNaseI footprint analysis.
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葉からの全DNAの調製とサザン解析

全DNAの調製は，大豆の新鮮葉１gから，塩化ベン

ジルを用いる方法9)による粗DNAの抽出，RNAの分解

とプロテアーゼ処理およびフェノール/クロロフォル

ム抽出による除たん白処理，および，塩化セシウム密

度勾配遠心法による精製により行った．DNAは制限

酵素による分解の後，1%アガロースゲル電気泳動に

より分画し，ナイロンフィルターにブロットした．ハ

イブリダイゼーションは，32Pでラベルしたプローブを

用いて，ハイブリダイゼーション溶液（7％ SDS，1

mM EDTA，0.25 Mリン酸ナトリウム，pH 7.4）中で

65℃，約18時間行い，その後，洗浄液（1％ SDS，1

mM EDTA，25 mMリン酸ナトリウム，pH 7.5）で

65℃，30分，３回洗浄し，－80℃でオートラジオグラ

フィーを行った．プローブには，CG-31）遺伝子を含む

7.6 kbのEcoRI断片中に存在し，αサブユニット遺伝

子CG-3のコード領域のC末端側820 bpおよび3’非翻訳

領域を含む1.3 kbのHindIII-EcoRI断片，および，αサ

ブユニット遺伝子の3’側下流に位置する1.7 kbのEcoRI

断片を用いた．

結　　　　果

BoxⅠDNA配列に対する核たん白質の結合の解析

本研究では，第一に，種子登熟過程におけるαサブ

ユニット遺伝子の転写制御を明らかにする目的から，

３つの異なる登熟段階にある種子から調製した核たん

白質のBoxⅠ配列への結合を解析した．「Forrest」の

開花後27日目，34日目，および42日目の種子から調製

した核たん白質を用いてゲルシフトアッセイを行った

ところ，B o xⅠの３つの領域それぞれに関して，

DNA-たん白質複合体が登熟の進行に従って増加する

ことが検出された（Fig. 2）．αサブユニット遺伝子の

転写は開花後25日目から増加することが報告されてい

る1)．従って，DNA-たん白質複合体の形成が転写の活

性化と並行して起こっているという結果が得られた．

次に，αサブユニットが発現していない組織におい

て，BoxⅠ配列に結合する核たん白質が存在するかを

検証するため，成熟したダイズ本葉から核たん白質を

調製し，BoxⅠDNAとの結合を上記と同様に解析した．

その結果，葉の核抽出物にもBoxⅠに特異的に結合す

Fig. 2. Gel shift analysis of nuclear extract from seeds
using three probes of Box I, TCA, CA and TT.
Lanes 1-3 in each panel indicate gel shift
analysis using nuclear extracts from seeds
harvested 27-, 34- and 42-days after flowering.
Arrows indicate DNA-protein complexes whose
amount increased with increasing period of
seed maturation (from lane 1 to lane 3).
Asterisks indicate DNA-protein complexes that
were detected only in lane 1.  Nucleotide
sequences of the Box I, CA, TT and TCA were
shown below.

Fig. 3. Gel shift analysis of nuclear extract from leaves
using Box I sequence as a probe.  0× (lanes 1, 5
and 9), 10× (lanes 2, 6 and 10), 50× (lanes 3, 7
and 11) or 100× (lanes 4, 8 and 12) excess
amounts of competitors were added in each
reaction mixture.  The competitor DNAs were
Box I (lanes 2-4), TT (lanes 6-8) and CA (lanes
10-12).  Clear competition was detected when
the Box I sequence was used as a competitor,
while no competition was detected when TT
and CA were used as competitors, suggesting
that both the TT and CA sequences were not
sufficient for protein-binding on the Box I
sequence.  A sequence of Box I that contains
the 5’ upstream of CA and 3’ downstream of TT,
such as TCA, would be needed for the binding.

CA
Box1

TT
TCA
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る核たん白質が存在すること，さらに，競合実験によ

り，これらのたん白質がBoxⅠ配列内のTTおよびCA

配列を認識しないがTCA配列には結合することが明ら

かになった（Fig. 3）．この点，および複合体の移動度

が異なる点を考慮すると，葉には種子とは異なるBox

Ⅰ結合たん白質が存在すると考えられた．

αサブユニット遺伝子領域の構造変異の解析

αサブユニット遺伝子のゲノムDNA配列に関する

構造変異の解析を大豆品種「Forrest」および「毛振」

を用いて行った．Fig. 4Aに「Forrest」のαサブユニ

ット遺伝子領域の制限酵素地図を示した．便宜上，制

限酵素断片を略して記載する．例えば，EcoRI分解に

よって生じる7.6 kbの断片，およびEcoRIとPvuIIの分

解によって生じる4.3 kbの断片は，それぞれ，E7.6，

EP4.3と表記する．

「F o r r e s t」のD N AをE c o R Iで消化し，H E 1 . 3

（HindIII-EcoRI 1.3 kb断片）をプローブとしてサザン

解析を行うと，E8.8およびE7.6が検出された（Fig. 4B）．

このことはE8.8断片中にもHE1.3と高い相同性を持つ

領域が存在することを示している．同じプローブで

HindIII分解したDNAとハイブリダイズさせると，

H5.0が検出された．EcoRIおよびHindIIIで分解すると，

HE1.3に加えて，HE2.0が検出された（Fig. 4B）．これ

らのことから，H5.0中にはHE1.3と高い相同性を持つ

領域がそれ自身の他にもう１箇所存在することが明ら

かとなった．

Fig. 4. Southern blot analysis of DNA isolated from ‘Forrest’ and ‘Keburi’ using the 3’ portion of CG-3 and a DNA
fragment located between CG-3 (α subunit gene) and CG-2 in ‘Forrest’ as probes.  (A) Restriction map of
chromosomal region that includes CG-3 and CG-2 in ‘Forrest’.  (B) Southern blot analysis of EcoRI- and
HindIII-digested DNA using HE1.3 as a probe.  (C) Southern blot analysis of EcoRI- and PvuII-digested
DNA using HE1.3 as a probe.  (D) Southern blot analysis of EcoRI- and HindIII-digested DNA using E1.7 as
a probe.  E, H and P indicate restriction sites of EcoRI, HindIII and PvuII, respectively.



14 大豆たん白質研究　Vol. 5（2002）

Fig. 5. Southern blot analysis of DNA isolated from ‘Forrest’ and ‘Keburi’ using the 3’ portion of CG-3 and a
fragment located between CG-3 (α subunit gene) and CG-2 in ‘Forrest’ as probes.  (A) Restriction map of
chromosomal region that includes CG-3 and CG-2 in ‘Forrest’.  (B) Southern blot analysis of BglII- and
HindIII-digested DNA using HE1.3 as a probe.  (C) Southern blot analysis of BglII- and HindIII-digested
DNA using E1.7 as a probe.  (D) Southern blot analysis of BglII- and EcoRI-digested DNA using E1.7 as a
probe.  B, E, H and P indicate restriction sites of BglII, EcoRI, HindIII and PvuII, respectively.

同様の解析を「毛振」から調製したDNAを用いて

行ったところ，「Forrest」のDNAとの相違が検出され

た．HE1.3をプローブに用いたとき，「Forrest」にお

いてEcoRI，EcoRIとHindIII，EcoRIとPvuIIによる分

解を行ったDNAにおいて検出された，それぞれ２本

のバンドのうち，E8.8，HE2.0，およびEP5.3は「毛振」

では検出されなかった（Fig. 4B-C）．一方，H5.0は

「毛振」ではH5.1として検出された．E1.7をプローブ

とすると，「Forrest」のH5.0は「毛振」ではH5.1とし

て，E1.7はE3.0としてそれぞれ検出された（Fig. 4D）．

これらの結果は，「Forrest」のE8.8断片中に存在した

HE1.3と高い相同性を持つ領域が「毛振」では存在し

ないこと，および，E7.6内にあるαサブユニット遺伝

子の下流側の構造が，「Forrest」と「毛振」の間で大

きく異なっていることを示唆している．

このことをさらに確認するために，BglII，HindIII，

およびEcoRIで分解したDNAを用いて解析を行った

（Fig. 5）．その結果，E1.7領域の下流側にあるBglIIサ

イトが「Forrest」と「毛振」で異なること，さらに

E1.7の下流側のEcoRIサイトが「毛振」では消失し，

1.4 kbさらに下流の位置に新たなEcoRIサイトが存在

することが明らかになった．

以上の結果を全て考慮して作製した制限酵素地図が

Fig. 6である．このように，「毛振」ではE8.8の領域が

欠失していることが明らかとなった．E7.6より下流の

領域で両品種に共通する領域は，「Forrest」のE1.7中
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Fig. 6. Comparison of chromosomal region around CG-3 (α subunit gene) between ‘Forrest’ and ‘Keburi’.  Note
that a common sequence ranging from the 5’ upstream to the 3’ downstream of CG-3 is present in both
‘Forrest’ and ‘Keburi’, while different sequences are present in the 3’ downstream of CG-3 due to the
deletion of CG-2 in ‘Keburi’.  Bg, E, H and Pv indicate restriction sites of BglII, EcoRI, HindIII and PvuII,
respectively.

にあるBglIIサイトとその下流のEcoRIサイトの間まで

と考えられた．

考　　　　察

本研究では，第一に，αサブユニット遺伝子の上流

に位置するBoxⅠ配列の３つの部分に結合する核たん

白質因子に関して，種子登熟過程における結合様式の

変化を解析した．BoxⅠ配列とたん白質因子の複合体

は，種子登熟過程において増加し，これらの因子が転

写活性に関わっていることを示唆した．一方，αサブ

ユニット遺伝子が発現していない葉では，種子とは異

なる核たん白質がBoxⅠに結合することが明らかにな

った．また，この遺伝子の発現が十分なレベルに達し

ていない時期（開花後27日目）の種子には異なる

DNA結合因子の存在が見られた（Fig. 2）．これらの

結果から，BoxⅠがαサブユニット遺伝子の転写に関

し，促進的および抑制的な制御の両者に関与している

可能性が考えられた．

本研究では，また，品種「Forrest」と「毛振」の

間でαサブユニット遺伝子の周辺領域の構造変異を見

いだした．「Forrest」ではE7.6およびE8.8の２つの遺

伝子領域内にαサブユニット遺伝子（あるいはそれと

相同性の非常に高い遺伝子）が存在するが，「毛振」

ではE8.8に相当する遺伝子が欠失していることが明ら

かになった．「毛振」ではこれまでに，α’サブユニッ

ト遺伝子をコードするCG-1の大部分が欠失している

ことが報告されている2)が，本研究によって新たな欠

失の存在が明らかとなった．こうした進化過程での大

規模なゲノムの構造変異がβ-コングリシニンの遺伝

的変異の多様性にどのように寄与してきたかというこ

とは，遺伝子発現機構を明らかにしていくことと並び，

今後取り組むべき研究課題であると我々は考えてい

る．

本研究で得られた更なる成果は，CG-2がCG-3と同

様にαサブユニットをコードする新たな遺伝子である

ことが示唆されたことである．我々が行ったゲノム

DNAの塩基配列の解析から，CG-3がαサブユニット

遺伝子をコードすることが明らかになり，さらにプラ

イマー伸長法による解析から，この遺伝子が活性のあ

るものであることが明らかになっている7)．本研究で

行った高いストリンジェンシー条件でのサザン解析の

結果，CG-2がCG-3と非常に相同性の高いDNA配列を

もつことが示され，新たなαサブユニット遺伝子の候

補であることが示唆された．CG-2がαサブユニット

をコードする遺伝子であることは，サザン解析の結果

に加えて，以下の結果からも示唆された．すなわち，

αサブユニットは発現するがα’サブユニットの発現が

ない大豆系統に関してサザン解析を行ったところ，

CG-1（α’サブユニット遺伝子）とCG-3（αサブユニ

ット遺伝子）が欠失していたが，CG-2は存在した

（未発表）．従って，CG-3同様，CG-2はαサブユニッ

トをコードするDNA配列であり，この大豆系統では

αサブユニットはCG-2の発現によって作られている

という可能性が高い．これらのことから，CG-2とCG-

3は，両者とも少なくとも潜在的には活性のあるαサ

ブユニット遺伝子であると考えられた．
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要　　　　約

ダイズ種子貯蔵たん白質の主要な成分である7Sグロブリン（β-コングリシニン）のαサブユニ

ットの遺伝子に関して，発現制御に関する分子機構を明らかにすること，ならびに遺伝的変異の生

成機構を明らかにすることを目的として研究を行った．本研究では，第一に，αサブユニット遺伝

子上流に存在して転写制御に関わると考えられるBoxⅠ配列に対する種子登熟の過程でのたん白質

の結合様式に関する知見を得た．開花後27，34，42日後の種子より調製した核たん白質を用いてゲ

ルシフト法による解析を行ったところ，Box I配列内の３つの領域それぞれに関して，登熟が進行
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