
 

 

 

 

 

 

学位論文 

 

ダイズにおける juvenile-adult相転換に 

関与する因子の解析 

(Analysis of juvenile-adult phase change in soybean) 

 

小澤 傑 



 

目次 

 

緒言         -1 

 

第 1章 ダイズにおける JA相転換に関する形態変化の一般性           

 

序論         -8 

材料及び方法  -9 

結果         -17 

考察         -52 

 

第 2章 日長は JA相転換のステージを制御している                 

 

序論         -61 

材料及び方法   -62 

結果         -66 

考察         -77 

 

第 3章 日長に反応する JA相転換の因子の解析                 

 

序論         -83 



 

材料及び方法   -85 

結果         -92 

考察         -111 

 

総合考察      -118 

 

摘要         -128 

 

謝辞         -131 

 

引用文献      -132 



 

緒言 

 

植物の栄養生長相は、幼若栄養生長相 (juvenile phase) と成熟栄養生長相

(adult phase) に分類されている。発芽後、植物は個体を成長させるための基本と

なる juvenile phaseから adult phaseへ相転換 (JA相転換) し、環境条件に反応

し、花を咲かせ種子を作る生殖生長相 (reproductive phase) へとライフサイクルを

進めていく (Poethig, 2003)。juvenile phase と adult phaseでは、植物種によって

形態が変化することが知られており、この形態の変化を指標に juvenile phase と

adult phaseを分類できることが報告されている (Poethig, 2003)。形態変化は植物

種によって、共通するもの、種特異的なものが存在する。木本類では、古くから

juvenile phase と adult phaseの特徴について研究されており、明瞭な形態的変化

を JA相転換時に観察することができる (Poethig, 2010; Wang et al., 2011)。例え

ば、Akacia koaの若木において、juvenile phaseでは羽状の複葉を展開し、わき芽

の形成が抑制されているが、adult phase になると、仮葉といわれる葉柄または葉軸

が葉身と同じ形態と機能を持つことで単葉化した葉を形成し、葉腋にわき芽が分化し

て分枝が盛んに生長する (Poethig, 2010)。草本類においても、シロイヌナズナ 

(Arabidopsis thaliana) やイネ (Oryza sativa)、トウモロコシ (Zea mays) を中心

に JA 相転換に関する研究がされてきた。シロイヌナズナでは、葉の裏におけるトライ

コームの有無が相転換の指標の代表的な形質であり、juvenile phase ではトラコー

ムが形成されず、adult phaseではトラコームが形成される (Telfer et al., 1997)。そ

の他に、葉柄が長くなる、葉形が丸形から楕円形になる、葉縁に切れ込みが形成さ
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れる、葉柄と葉身間の角度が大きくなる、葉面積が増加する、葉身長と葉身幅の比率

が変化するといった形態変化がシロイヌナズナの JA 相転換によって起こることが報

告されている (Wu et al., 2009; Jung et al., 2011; Li et al., 2012; Lièvre et al., 

2016)。トウモロコシでは、葉の表面のワックス形質と epidermal hairs (トライコーム) 

が生長相によって異なり、juvenile phase では葉表面にワックスが存在するが、

epidermal hairsは存在しない。adult phaseでは葉の表面にワックスが存在せず、

epidermal hairsが形成される (Evans et al., 1994)。その他、トルイジンブルーに

よる葉表皮の染色、葉表皮細胞の形、節間長、アントシアニンの蓄積量、不定根の形

成といった形態が juvenile phase と adult phase では異なることが報告されている 

(Evans et al., 1994; Lawson and Poethig, 1995)。イネにおいても相転換に関わ

る形態的特徴が知られ、juvenile phase では、葉が小さく、中肋が短い、shoot 

apical meristem (SAM) が小さく、葉間期が短い、節間がない、光合成能力が低

いという特徴がみられ、adult phaseになると、juvenile phase とは逆の形質を示し、

葉が大きく、中肋が長い、SAM が大きい、葉間期が長い、節間がある、光合成能力

が高くなるという特徴がみられる (Asai et al., 2002)。 

JA 相転換によって、形態変化だけではなく、遺伝子発現などの分子生物学的な

変化も起こる。JA 相転換によって発現パターンが変化する遺伝子の中で、micro 

RNA (miR) 156 と miR172 がシロイヌナズナ (Wu et al., 2009)、トウモロコシ 

(Lauter et al., 2005)、イネ (Tanaka et al., 2011)、木本類 (Wang et al., 2011) 

に共通して JA相転換に重要な役割を持つことが報告されている。これらの植物にお

いて、juvenile phase では、miR156 の発現量が高く、miR172 の発現量は低い。
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一方、adult phaseでは、miR156の発現量が低くなり、miR172の発現量が高くな

る。このように、この 2つの遺伝子は、juvenile phase と adult phaseで逆の発現パ

ターンを示すことが知られている。また、シロイヌナズナの miR156 過剰発現体では

juvenile phaseが延長し、miR172過剰発現体では juvenile phaseが短縮される

ことが報告されている (Wu et al., 2009)。miR156の遺伝子発現制御の経路上には

Squamosa promoter binding protein-like (SPL) sが存在し、SPLs のmRNA 

に miR156 が直接結合することで、SPLs の発現が抑制されている (Huijser and 

Schmid, 2011; Teotia and Tang, 2015)。シロイヌナズナにおいて、JA相転換に関

与する SPLsは、配列の類似性などによって、SPL3/4/5、SPL9/15、SPL2/10/11の

3つのグループに分類され、グループごとに働きは異なる (Wu, 2006; Wang et al., 

2008; Shikata et al., 2009)。SPL3/4/5はトライコームの発生、SPL2/10/11は葉の

形に関与し、SPL9、SPL10、SPL15はmiR172の発現を促進することが報告されて

いる (Wang et al., 2008; Wu, 2006; Shikata et al., 2009; Wu et al., 2009; 

Chen et al., 2010)。 

シロイヌナズナでは、さまざまな環境要因や遺伝的な要因が JA 相転換に影響を

与え、日長や系統によって JA 相転換が起こる生育段階が異なる (Telfer et al., 

1997)。シロイヌナズナの野生型である Columbia (Col) と Landsberg erecta (Ler)、

Wassilewskja (Ws) の中で、Colは、他の 2系統に比べ、最も早い生育段階で葉

の裏側にトライコームが形成される (Telfer et al., 1997)。一方、これらの 3系

統を異なった日長条件で生育させると、長日条件に比べ、短日条件において葉

の裏側にトライコームが形成される葉位が早くなる (Telfer et al., 1997)。また、
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光受容体であるフィトクロムやクリプトクロム、概日時計に関する GIGANTIA (GI) な

どが miR172 の発現に影響を与えることが報告されている (Jung et al., 2007)。

miR172 の発現量は、特定のフィトクロムの変異体では増加し、クリプトクロムの変異

体では減少する (Jung et al., 2007)。gi変異体では、miR172の生合成に関与す

る DICLER-LIKE 1  (DCL1) や SERRATE (SE) の発現量が減少することで、

pri-miR172 や pre-miR172 から mature-miR172 への生合成が進まず、

mature-miR172の発現量が減少する (Jung et al., 2007)。 

近年、ハクサイでは、生育段階における形態変化や、Brp-miR156 と Brp-SPL9

が JA 相転換に関与することが明らかにされた (Wang et al., 2014)。また、トマト 

(Zhang et al., 2011)、ジャガイモ (Bhogale et al., 2014)、タバコ (Feng et al., 

2016)、アルファルファ (Aung et al., 2014)、ミヤコグサ (Wang et al., 2015) にお

いて、miR156 を過剰発現した場合、葉の形質 (大きさや枚数、表皮)や分枝数、草

丈などの形態が野生型と異なることが報告されている。このように、草本類のさまざま

な植物種においても JA相転換に関する報告が増えてきている。 

ダイズ (Glycine max) は世界的に重要な作物であるが、シロイヌナズナやイネに

比べると JA相転換に関する報告は少ない。Yoshikawa et al. (2013) は、日本のダ

イズ栽培品種である「エンレイ」を用い、葉序、葉形、葉の大きさ、葉のトライコーム数、

托葉、光合成能力、shoot apical meristem (SAM) の形、miR156とmiR172の発

現量について解析した。その結果、「エンレイ」の juvenile phaseでは、対生の葉序

で単葉を形成し、葉が小さい、葉のトライコーム数が少ない、托葉が細長い、SAM の

形が扁平、miR156 の発現量が高い、miR172 の発現量は低いという特徴を持ち、
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一方、adult phase では、互生の葉序で複葉を形成し、葉が大きい、葉のトライコー

ム数が多い、托葉が三角形、SAM の形がドーム状、miR156 の発現量が低い、

miR172の発現量は高いことを報告した。また、juvenile phaseと adult phaseの中

間の表現型を示す時期が存在し、この時期を intermediate と定義づけた 

(Yoshikawa et al., 2013)。しかし、このように JA相転換における多くの形態変化が

報告されているものの、このように多くの形態を解析したが、用いたダイズ品種は「エ

ンレイ」のみであり、これらの形態変化がダイズの JA 相転換の一般的な形態変化で

あるかどうか不明である。また、ダイズの花芽形成時の miR156 の発現量は、短日条

件より長日条件で高く、ダイズの感光性に関与する E1、E2、E3、E4 遺伝子座の遺

伝子型によって異なることが報告されている (Cao et al., 2015)。さらに、miR172の

発現量も、日長や E3、E4 の遺伝子型によって、変化することが報告されている 

(Zhao et al., 2015)。しかし、E 遺伝子座の遺伝子型や日長によって miR156 や

miR172 の発現が変化することと栄養生長期 (vegetative phase) における JA 相

転換の関連は分かっていない。 

本研究は、ダイズにおける JA 相転換の知見を集積することを目的とした。第一章

では、多数の系統を用いて、「エンレイ」で報告されている JA相転換に関する形態変

化がダイズに共通して起こる一般的な現象であるのかどうかを調査した。また、第2章

では、シロイヌナズナと同様にダイズにおいても系統や日長条件によって JA 相転換

が異なる時期に起こるのかを明らかにするため、異なる日長条件で「エンレイ」と

「Peking」を栽培し、形態変化やmiR156やmiR172の発現量を調査した。さらに、

第3章において、日長条件や品種による感光性の違いがSPLsの発現量やmiR172
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の生合成経路に与える影響を調査し、E2 と E3 遺伝子座のそれぞれの遺伝子型に

よって JA相転換が異なるのか解析した。
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第 1章  

ダイズにおける JA相転換に関する 

形態変化の一般性
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序論 

 

シロイヌナズナやイネ、トウモロコシについて juvenile-adult (JA) 相転換によっ

て変化する形態等が報告されている (Evans et al., 1994; Telfer et al., 1997; 

Asai et al., 2002)。一方、ダイズでは、日本のダイズ栽培品種「エンレイ」を用いて、

葉序、葉形、葉の大きさ、葉のトライコーム数、托葉、光合成能力、shoot apical 

meristem (SAM) の形について JA 相転換による変化が解析されている 

(Yoshikawa et al., 2013)。しかし、現在まで解析に用いたダイズは「エンレイ」のみ

であり、報告されている形態変化がダイズにおける一般的な形質なのかは未解明で

ある。 

世界のダイズコアコレクションは、国立研究開発法人農業生物資源研究所

(National Institute of Agrobiological Sciences、NIAS、現 国立研究開発法人 

農業・食品産業技術総合研究機構) で配布されているコアコレクションの1つであり、

同研究所のジーンバンクに保存されている外国産のダイズ品種約4000点の中から、

来歴情報、一塩基多型 (Single Nucleotide Polymorphism、SNP) による遺伝的

変異と形質変異によって選ばれた、少ない系統で遺伝的変異を幅広くカバーする研

究用セットである (Kaga et al., 2012)。本章では、これらダイズのコアコレクションを

利用することによって、Yoshikawa et al. (2013) において報告されている「エンレイ」

の JA 相転換に関係する形態変化が、ダイズに共通する一般的な現象かどうかを明

らかにすることを目的とした。 
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材料及び方法 

 

植物材料と栽培条件 

 

本章では、農業生物資源研究所ジーンバンク：現 農業・食品産業技術総合研究

機構遺伝資源センターより分譲を受けた世界のダイズコアコレクション 80 系統 

(Kaga et al., 2012)、岩手県で主に栽培されている日本ダイズ品種「ミスズダイス」、

「ナンブシロメ」、「リュウホウ」、「スズカリ」の4系統および基準品種としてJA相転換が

報告されている「エンレイ」 (Yoshikawa et al., 2013) を用いた (Table 1-1）。 

2014年の栽培は、5月 27日に 9 cmポリポットに播種し、岩手大学農学部下台圃

場のビニールハウス内で栽培を行い、各系統 1 個体以上を供試して葉序、葉形、葉

の大きさ、葉のトライコーム数を調査した。 

2015年は、6月24日に播種を行った。世界のダイズコアコレクションから前年度の

調査結果から選抜した 15系統と「エンレイ」 (Table 1-2) を 2014年と同様に各系統

7 個体以上をビニールハウス内で栽培し、葉序、葉形、葉の大きさ、托葉の大きさを

調査した。また、世界のダイズコアコレクション 66 系統、岩手県で栽培されている日

本ダイズ品種4系統と「エンレイ」を各系統6個体以上用い、下台圃場にて、株間 15 

cm、畝間 70 cmで栽培し、葉序と葉形を調査した。 

9



Table 1-1 第1章で用いたダイズ系統
ID 品種名 品種和名 来歴区分 原産地

世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション

GmWMC001 FISKEBY V 育成 スウェーデン

GmWMC006 KS 1034 在来 マレーシア

GmWMC011 SEITA 青太 在来 韓国

GmWMC012 MANSHUU 満州 在来 中華人民共和国

GmWMC014 KLS 203 在来 韓国

GmWMC015 CHUUHOKU 2 忠北２ 在来 韓国

GmWMC018 RIGAI SEITOU 裏外青豆 在来 中華人民共和国

GmWMC019 CHOUSENSHU(CHA) 朝鮮種（茶） 在来 朝鮮半島

GmWMC020 POCHAL 在来 台湾

GmWMC022 NEZUMI META 鼠目太 在来 朝鮮半島

GmWMC024 CHIENEUM KONG 在来 韓国

GmWMC027 KONGNAMUL KONG モヤシマメ 在来 韓国

GmWMC029 SHIROSOTA 白蔬太 在来 朝鮮半島

GmWMC035 PEKIN DAI OUTOU 北京大黄豆 在来 中華人民共和国

GmWMC036 MASSHOKUTOU(KOU 502) 秣食豆（公５０２号） 在来 中華人民共和国

GmWMC038 ICHIGUUHOU 一寓峰 在来 中華人民共和国

GmWMC042 MASSHOKUTOU(KOU 503) 秣食豆（公５０３号） 在来 中華人民共和国

GmWMC045 OKJO 玉租 在来 韓国

GmWMC046 KE 32 在来 フィリピン

GmWMC048 HEAMNAM 咸南 在来 韓国

GmWMC066 HEUKDAELIP 黒大豆 在来 韓国

GmWMC070 CHOYOUTOU 猪腰豆 在来 中華人民共和国

GmWMC071 PK 73-54 在来 インド

GmWMC072 M 581 在来 インド

GmWMC073 URONKON ウロンコン 在来 朝鮮半島

GmWMC075 CHEONGYE MYONGTAE 在来 韓国

GmWMC083 KEUMDU 在来 韓国

GmWMC084 PEKING 在来 中華人民共和国

GmWMC086 ANTO SHOUKOKUTOU 安図小黒豆 在来 中華人民共和国

GmWMC089 BONGCHUNBAEKJAM 奉天白蚕 在来 中華人民共和国

GmWMC094 JEOKGAK 赤殻 在来 韓国

GmWMC103 SENYOUTOU 尖葉豆 在来 中華人民共和国

GmWMC107 HAKKA ZASHI 白花蹤子 在来 中華人民共和国

GmWMC108 KARASUMAME 烏豆 在来 中華人民共和国

GmWMC113 BARITOU 3 A バリ島３Ａ 在来 インドネシア

GmWMC115 WILLIAMS 82 育成 アメリカ合衆国

GmWMC118 OUDU 呉豆 在来 韓国

GmWMC119 HAKUBI 白眉 在来 中華人民共和国

GmWMC120 U 1416 在来 ネパール

GmWMC122 GAPSANJAELAE(I) 甲山在来（Ｉ） 在来 韓国

GmWMC123 N 2295 在来 ネパール

GmWMC125 BHATMAS 在来 ネパール

GmWMC129 AOKI MAME 青黄豆 在来 中華人民共和国

GmWMC132 L 2A 在来 フィリピン

GmWMC136 LOCAL VAR(SEPUTIH RAMAN) 在来 インドネシア

GmWMC138 COL/PAK/1989/IBPGR/2326(1) 在来 パキスタン

GmWMC141 PETEK 在来 インドネシア

GmWMC142 JAVA 5 在来 インドネシア

GmWMC143 M 44 在来 インド
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Table 1-1 続き： 第1章で用いたダイズ系統
ID 品種名 品種和名 来歴区分 原産地

世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション

GmWMC144 M 918 在来 インド

GmWMC146 HM 39 在来 インド

GmWMC147 COL/THAI/1986/THAI-78 在来 タイ

GmWMC148 M 42 在来 インド

GmWMC150 U 1042-1 在来 ネパール

GmWMC151 JAVA 7 在来 インドネシア

GmWMC152 U 1290-1 在来 ネパール

GmWMC154 MANSHUU MASSHOKUTOU 満州秣食豆 在来 中華人民共和国

GmWMC156 U 8006-3 在来 ネパール

GmWMC159 COL/PAK/1989/IBPGR/2323(2) 在来 パキスタン

GmWMC160 N 2392 在来 ネパール

GmWMC162 COL/THAI/1986/THAI-80 在来 タイ

GmWMC163 N 2491 在来 ネパール

GmWMC165 KARASUMAME(SHINCHIKU) 烏豆（新竹） 在来 台湾

GmWMC166 MERAPI 育成 インドネシア

GmWMC168 L 317 在来 インド

GmWMC169 HAKUCHIKOU 薄地高 在来 中華人民共和国

GmWMC170 M 652 在来 インド

GmWMC171 U-1741-2-2 NO.3 在来 ネパール

GmWMC173 KARASUMAME(NAIHOU) 烏豆（内捕） 在来 台湾

GmWMC175 BISHUU DAIZU 微州大豆 在来 中華人民共和国

GmWMC176 SANDEK SIENG 在来 カンボジア

GmWMC181 CHIENGMAI PALMETTO 在来 タイ

GmWMC182 LOCAL VAR.(TEGINENENG) 在来 インドネシア

GmWMC183 KARASUMAME(HEITOU) 烏豆（屏東） 在来 台湾

GmWMC186 RINGGIT 育成 インドネシア

GmWMC187 KADI BHATTO 在来 ネパール

GmWMC188 E C 112828 在来 インド

GmWMC190 SAN SAI 在来 タイ

GmWMC191 MISS 33 DIXI 在来 フィリピン

GmWMC192 U 1155-4 在来 ネパール

岩手県で栽培されているダイズ品種岩手県で栽培されているダイズ品種岩手県で栽培されているダイズ品種岩手県で栽培されているダイズ品種

Mis Misuzudaizu ミスズダイズ 育成 日本

Nun Nanbushirome ナンブシロメ 育成 日本

Ryu Ryuhou リュウホウ 育成 日本

Suz Suzukari スズカリ 育成 日本

基準品種基準品種基準品種基準品種

En Enrei エンレイ 育成 日本
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Table 1-2 2015年に用いたダイズ16系統
ID 品種名 品種和名 来歴区分 原産地

世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション世界のダイズコアコレクション

GmWMC001 FISKEBY V 育成 スウェーデン

GmWMC019 CHOUSENSHU(CHA) 朝鮮種（茶） 在来 朝鮮半島

GmWMC048 HEAMNAM 咸南 在来 韓国

GmWMC084 PEKING 在来 中華人民共和国

GmWMC094 JEOKGAK 赤殻 在来 韓国

GmWMC108 KARASUMAME 烏豆 在来 中華人民共和国

GmWMC115 WILLIAMS 82 育成 アメリカ合衆国

GmWMC138 COL/PAK/1989/IBPGR/2326(1) 在来 パキスタン

GmWMC146 HM 39 在来 インド

GmWMC159 COL/PAK/1989/IBPGR/2323(2) 在来 パキスタン

GmWMC165 KARASUMAME(SHINCHIKU) 烏豆（新竹） 在来 台湾

GmWMC171 U-1741-2-2 NO.3 在来 ネパール

GmWMC176 SANDEK SIENG 在来 カンボジア

GmWMC182 LOCAL VAR.(TEGINENENG) 在来 インドネシア

GmWMC188 E C 112828 在来 インド

基準品種基準品種基準品種基準品種

En Enrei エンレイ 育成 日本
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形態の調査 

 

葉序、葉形は、Yoshikawa et al. (2013) に準じて調査した。葉序は、各葉位間に

節間が存在する場合を互生とし、節間が存在しない場合を対生とした。葉形は、各葉

位について調査し、単葉、あるいは、小葉の枚数 (複葉の場合) によって表記した。

2014 年に各系統 3 個体程度で調査を行ったが、個体数が少なかったために 2015

年は各系統 10 個体以上を目標に調査を行った。2014 年の調査のうち 5 系統 

(GmWMC020、GmWMC066、GmWMC073、GmWMC075、GmWMC138)、

2015 年の調査では 2 系統 (GmWMC046、GmWMC120)が、低発芽率や虫害に

よって調査個体数が少なくなった。 

葉の大きさ (葉身長と葉身幅) は、2014年に84系統、2015年に16系統を用い、

各葉位の葉の伸長が停止したと思われる時期の葉を採取し、15 cm 定規を用い、葉

の大きさ (葉身長と葉身幅) を測定した。ダイズは第 3葉以降 (初生葉を第 1葉、第

2 葉とする) に複葉を形成する個体が多く、複葉を展開した葉位は、葉の調査を複葉

の中央にある小葉で行った。葉の大きさの生長率は以下の式で算出した。また、葉身

長、もしくは、葉身幅がそれぞれ急激に大きくなった葉位の平均値を「葉のサイズ」と

した。 

葉の大きさの生長率＝n葉位の葉の大きさ/n-1葉位の葉の大きさ 

各葉位のトライコーム数は、葉の伸長が停止した後に計測を行った。計測には実

体顕微鏡 (SZX10,OLYMPUS) を用い、それぞれの葉において表面と裏面をそれ

ぞれ 5 mm × 5 mmの方形をランダムに 3か所選択した。この方形内に存在するトラ
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イコーム数を機械式数取機 (ライン精機) によってカウントした。トライコーム数の増

加率は以下の式によって算出した。 

トライコーム数増加率＝n葉位の葉のトライコーム数/n-1葉位の葉のトライコーム数 

托葉の大きさは、2015年に 12系統を用い調査した。開花後に各葉位の托葉につ

いて、葉身長と葉身幅を計測し、葉身長と葉身幅の比率、生長率、変化率を算出し

た。生長率と変化率の算出方法は以下のとおりである。 

托葉の葉身長と葉身幅の生長率＝n葉位の托葉の葉身長、葉身幅/n-1葉位の托

葉の葉身長、葉身幅 

葉身長/葉身幅 (比率) の変化率＝n葉位の托葉の比率/n-1葉位の托葉の比率 

 

E遺伝子座の遺伝子型の解析 

 

E1、E2、E3、E4の遺伝子型の決定は、Tsubokura et al. (2014) によって報告

されているDNAマーカーを用いて行った。2015年栽培の世界のダイズコアコレクシ

ョン 15系統と「エンレイ」を用いた (Table 1-2)。16系統の葉より CTAB法(Murray 

and Thompson, 1980)によって DNA 抽出を行った。PCR 反応液として、全量 20 

µL となるように抽出した DNAを 3 µL、10 pmol / µLのプライマー (Table 1-3) を

0.4 µl、Quick Taq® HS DyeMix (TOYOBO、大阪、日本) を 10 µL、滅菌水を

6.2 µL混合した溶液を用いた。PCR反応は、初期変性 (94℃、2分)、変性(94℃、

20秒)、アニーリング (58℃、30秒)、伸長反応 (68℃、1分) を 30サイクル繰り返し

た。E1_TaqaI/HinfI、E2_DraI、E3_MseIのマーカーでは制限酵素処理が必要で 
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Table 1-3 E遺伝子座の遺伝子型決定に用いたプライマー (Tsubokura et al., 2014)

E 遺伝子座 マーカー プライマー 配列 (5'-3')

E1 E1_TaqaI/HinfI G33snpTaqcutF TCAGATGAAAGGGAGCAGTGTCAAAAGAAGT
G33snpTaqcutR1 TCCGATCTCATCACCTTTCC

e1-re_STS E1M0535_FW CCGTTTGATTGGTTTTTGGT
E1P0305_RV CCCTTCAGTTTCTGCAGCTC
e1re_0188RV GAGAAGACAAACAATTCGAG

E2 E2_DraI SoyGI_dCAPaMs19300FW GAAGCCCATCAGAGGCATGTCTTATT
SoyGI_dCAPa19440RV GAGGCAGAGCCAAAGCCTAT

E2_InDel E2_15345FW TGTTGATATTACATGCACATGCAT
E2_15856RV GGCAGTTTCACCTTCTTAGC

E3 E3_Mix E3_08557FW TGGAGGGTATTGGATGATGC
E3_09908RV CTAAGTCCGCCTCTGGTTTCAG
E3Ha_1000RV CGGTCAAGAGCCAACATGAG
e3tr_0716RV GTCCTATACAATTCTTTACGACG

E3_MseI E3_08094FW TTGCATGAAGTTTTGGTTGC
E3_08417RV CAACTGAACTGAAGACCCACAA

E3, E4 E3E4_Mix E3_08420FW TGGGTCTTCAGTTCAGTTGG
E3_09908RV CTAAGTCCGCCTCTGGTTTCAG
E3Ha_1000RV CGGTCAAGAGCCAACATGAG
e3tr_0716RV GTCCTATACAATTCTTTACGACG
PhyA2-for AGACGTAGTGCTAGGGCTAT
PhyA2-Rev/E4 GCATCTCGCATCACCAGATCA
PhyA2-Rev/e4 GCTCATCCCTTCGAATTCAG
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あり、各制限酵素の使用方法に従い PCR 産物を処理した。PCR 産物は Agarose 

XP (ニッポン・ジーン、東京、日本) を用いた 2%アガロースゲルで分画し、各系統の

遺伝子型を決定した。
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結果 

 

葉序と葉形 

 

世界のダイズコアコレクション 80 系統、日本の栽培品種 4 系統、および基準品種

の「エンレイ」を用いて、葉序と葉形を 2014 年と 2015 年に調査を行った。2014 年と

2015年の第 3葉と第 4葉の葉序における対生、もしくは互生の出現頻度について、

各系統で比較した (Table 1-4)。調査した 85系統の内、42系統は、2年間ともすべ

ての個体は互生葉序であった。また、17系統では、2年間の両年で対生の個体が存

在した。残りの 26系統は、2014年と 2015年のどちらか一方で第 3葉と第 4葉の葉

序が対生である個体が存在した。 

第 5 葉と第 6 葉の葉序について調査すると、69 系統は両年とも互生であったが、

対生を示す系統もあった (Table 1-4)。GmWMC089では、2014年と 2015年の両

方で対生葉序である個体が 2 割程度の頻度で存在した。また、10 系統 

(GmWMC035、GmWMC046、GmWMC125、GmWMC138、GmWMC147、

GmWMC154、GmWMC160、GmWMC171、Nan、Suz) は、どちらか一方の年

に対生葉序となる個体が出現した。これらの個体は、第 3葉と第 4葉の葉序も対生で

あった。一方、両年のうちどちらかの年において、第 3 葉と第 4 葉の葉序が互生であ

ったにもかかわらず、第 5葉と第 6葉の葉序で対生葉序となる個体が見られたものが

9 系 統  (GmWMC029 、 GmWMC075 、 GmWMC089 、 GmWMC118 、

GmWMC144、GmWMC156、GmWMC162、Nan、Suz) 存在した。 
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Table 1-4 世界のダイズコアコレクションにおける対生葉序の出現率

第3葉と第4葉 第5葉と第6葉 第7葉と第8葉

2014 2015 2014 2015 2014 2015

ID 対生 出現率 対生 出現率 対生 出現率 対生 出現率 対生 出現率 対生 出現率

GmWMC001 * 0/3 0% 0/14 0% 0/3 0% 0/14 0% 0/1 0% 0/4 0%
GmWMC006 ** 0/3 0% 4/30 13% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC011 ** 1/3 33% 0/24 0% 0/3 0% 0/24 0% 0/3 0% 0/15 0%
GmWMC012 ** 1/3 33% 3/30 10% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC014 ** 3/3 100% 8/30 27% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC015 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC018 ** 3/3 100% 6/30 20% 0/4 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC019 * 0/3 0% 0/13 0% 0/3 0% 0/14 0% 0/3 0% 0/11 0%
GmWMC020 ** 0/2 0% 0/22 0% 0/3 0% 0/22 0% 0/2 0% 0/22 0%
GmWMC022 ** 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC024 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC027 ** 2/3 67% 1/30 3% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC029 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 1/30 3% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC035 ** 1/3 33% 27/30 90% 0/3 0% 1/30 3% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC036 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC038 ** 1/3 33% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC042 ** 0/3 0% 0/25 0% 0/3 0% 0/25 0% 0/3 0% 0/25 0%
GmWMC045 ** 0/3 0% 1/24 4% 0/3 0% 0/20 0% 0/3 0% 0/20 0%
GmWMC046 ** 1/3 33% 0/6 0% 1/3 33% 0/6 0% 0/2 0% 0/6 0%
GmWMC048 * 1/3 33% 4/35 11% 0/3 0% 0/30 0% 0/1 0% 0/25 0%
GmWMC066 ** - - 10/29 34% - - 0/29 0% - - 0/29 0%
GmWMC070 ** 2/4 50% 0/27 0% 0/4 0% 0/27 0% 0/4 0% 0/27 0%
GmWMC071 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC072 ** 2/3 67% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC073 ** 0/2 0% 4/29 14% 0/2 0% 0/29 0% 0/2 0% 0/29 0%
GmWMC075 ** 0/2 0% 2/30 7% 1/2 50% 0/30 0% 0/1 0% 0/30 0%
GmWMC083 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC084 * 2/3 67% 8/44 18% 0/3 0% 0/35 0% 0/3 0% 0/14 0%
GmWMC086 ** 0/3 0% 0/17 0% 0/3 0% 0/16 0% 0/2 0% 0/16 0%
GmWMC089 ** 3/4 75% 13/30 43% 1/4 25% 6/30 20% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC094 * 0/3 0% 0/45 0% 0/3 0% 0/32 0% 0/3 0% 0/18 0%
GmWMC103 ** - - 11/26 42% 0/1 0% 0/26 0% 0/1 0% 0/26 0%
GmWMC107 ** 1/3 33% 9/30 30% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC108 * 0/3 0% 0/45 0% 0/3 0% 0/35 0% 0/3 0% 0/21 0%
GmWMC113 ** 1/3 33% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC115 * 0/3 0% 0/40 0% 0/3 0% 0/32 0% 0/3 0% 0/20 0%
GmWMC118 ** 0/3 0% 1/29 3% 1/3 33% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC119 ** 1/3 33% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC120 ** 0/3 0% 0/9 0% 0/3 0% 0/9 0% 0/3 0% 0/9 0%
GmWMC122 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC123 ** 1/3 33% 1/30 3% 0/3 0% 0/30 0% 0/2 0% 0/30 0%
GmWMC125 ** 1/3 33% 1/30 3% 1/3 33% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC129 ** 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC132 ** 0/5 0% 0/30 0% 0/5 0% 0/30 0% 0/4 0% 0/30 0%
GmWMC136 ** 0/3 0% 0/15 0% 0/3 0% 0/14 0% 0/3 0% 0/14 0%
GmWMC138 * 3/3 100% 14/45 31% 3/3 100% 0/34 0% 0/3 0% 0/17 0%
2015年において*はハウス内にて栽培、**は圃場にて栽培した
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Table 1-4 続き：世界のダイズコアコレクションにおける対生葉序の出現率

第3葉と第4葉 第5葉と第6葉 第7葉と第8葉

2014 2015 2014 2015 2014 2015

系統 対生 出現率 対生 出現率 対生 出現率 対生 出現率 対生 出現率 対生 出現率

GmWMC141 ** 0/3 0% 1/29 3% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC142 ** 0/3 0% 0/27 0% 0/3 0% 0/26 0% 0/3 0% 0/26 0%
GmWMC143 ** 0/3 0% 1/29 3% 0/3 0% 0/28 0% 0/3 0% 0/28 0%
GmWMC144 ** 0/3 0% 0/30 0% 2/3 67% 0/30 0% 1/3 33% 0/30 0%
GmWMC146 * 0/3 0% 0/44 0% 0/3 0% 0/32 0% 0/3 0% 0/22 0%
GmWMC147 ** 1/3 33% 0/22 0% 1/3 33% 0/22 0% 0/3 0% 0/22 0%
GmWMC148 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC150 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC151 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC152 ** 0/3 0% 0/24 0% 0/3 0% 0/24 0% 0/3 0% 0/24 0%
GmWMC154 ** 1/3 33% 0/30 0% 1/3 33% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC156 ** 0/3 0% 0/29 0% 1/3 33% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC159 * 1/3 33% 1/45 2% 0/3 0% 0/35 0% 0/3 0% 0/23 0%
GmWMC160 ** 0/3 0% 1/30 3% 0/3 0% 1/30 3% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC162 ** 0/3 0% 0/30 0% 1/3 33% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC163 ** 0/3 0% 0/20 0% 0/3 0% 0/20 0% 0/3 0% 0/20 0%
GmWMC165 * 0/3 0% 0/45 0% 0/3 0% 0/35 0% 0/3 0% 0/23 0%
GmWMC166 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC168 ** 0/3 0% 0/28 0% 0/3 0% 0/28 0% 0/3 0% 0/28 0%
GmWMC169 ** 1/3 33% 1/29 3% 0/3 0% 0/28 0% 0/3 0% 0/28 0%
GmWMC170 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC171 * 1/3 33% 0/45 0% 1/3 33% 0/34 0% 0/3 0% 0/18 0%
GmWMC173 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC175 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC176 * 0/3 0% 0/44 0% 0/3 0% 0/35 0% 0/3 0% 0/21 0%
GmWMC181 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC182 * 0/3 0% 1/35 3% 0/3 0% 0/35 0% 0/3 0% 0/20 0%
GmWMC183 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC186 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/30 0%
GmWMC187 ** 0/3 0% 4/29 14% 0/3 0% 0/28 0% 0/3 0% 0/28 0%
GmWMC188 * 0/3 0% 2/45 4% 0/3 0% 0/35 0% 0/3 0% 0/25 0%
GmWMC190 ** 0/3 0% 0/30 0% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
GmWMC191 ** 0/3 0% 0/25 0% 0/3 0% 0/22 0% 0/3 0% 0/22 0%
GmWMC192 ** 1/3 33% 0/27 0% 0/3 0% 0/26 0% 0/3 0% 0/26 0%
En ** - - 19/30 63% - - 0/30 0% - - 0/30 0%
En * 1/3 33% 6/45 13% 0/3 0% 0/35 0% 0/3 0% 0/25 0%
Mis ** 0/3 0% 1/29 3% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
Nan ** 1/3 33% 1/30 3% 2/3 67% 0/28 0% 0/3 0% 0/28 0%
Ryu ** 2/3 67% 11/29 38% 0/3 0% 0/29 0% 0/3 0% 0/29 0%
Suz ** 0/3 0% 5/30 17% 0/3 0% 1/29 3% 0/3 0% 0/29 0%
2015年において*はハウス内にて栽培、**は圃場にて栽培した
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第 7葉と第 8葉の葉序では、2014年に GmWMC144で対生葉序を示す個体が

みられた (Table 1-4)。残りの系統は、2014 年と 2015 年の両方ですべての個体が

互生葉序を示した。 

葉形についてみると、第 3葉の葉形では、2014年と 2015年の両方で単葉を形成

する系統は見られなかった (Table 1-5)。しかし、11系統は、2014年か 2015年のど

ちらかで単葉を形成する個体が低い頻度で出現した。また、2015 年に 12 系統で、

第 3葉が 2枚の小葉からなる複葉の個体が 1～6個体見られた (Table 1-5)。4葉以

降の葉形は、2015年のSuzにおいて小葉を 2枚形成する複葉のものが 1個体存在

した (Table 1-6)。他の系統では、2014年と 2015年の両方ですべての個体は複葉

であり小葉を 3枚以上形成した。 

 

 

葉の大きさの変化 

 

2014 年の調査では、世界のダイズコアコレクション 79 系統、ダイズ栽培品種 5 系

統を用い、各葉位の葉の大きさ(葉身長と葉身幅)を測定した。「エンレイ」では、葉身

長が第 4 葉から第 5 葉にかけて急激に大きくなり、葉身長の生長率も第 5 葉で

1.32±0.05 と高い値を示した (Fig. 1-1A, B)。葉身幅でも、第 4葉から第 5葉にかけ

て急激に大きくなり、葉身幅の生長率も第 5葉で 1.38±0.11 と高い値を示した (Fig. 

1-1C, D)。また、「エンレイ」についての葉身長と葉身幅の生長率を個体ごとに比較

すると、第 5葉、第 4.5葉 (第 4葉と第 5葉の生長率の値が同じ場合があり、第 4.5
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Table 1-5 世界のダイズコアコレクションにおける第3葉の葉形態

2014 2015

単葉

複葉

単葉

複葉

ID 2枚 3枚 4枚 5枚 2枚 3枚 4枚 5枚

GmWMC001 * 0 0 3 0 0 0 0 14 0 0
GmWMC006 ** 0 0 3 0 0 0 2 28 0 0
GmWMC011 ** 0 0 3 0 0 0 0 24 0 0
GmWMC012 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC014 ** 1 0 2 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC015 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC018 ** 1 0 2 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC019 * 0 0 3 0 0 0 0 12 1 0
GmWMC020 ** 0 0 3 0 0 0 0 22 0 0
GmWMC022 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC024 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC027 ** 0 0 3 0 0 0 2 28 0 0
GmWMC029 ** 0 0 3 0 0 0 1 29 0 0
GmWMC035 ** 0 0 3 0 0 0 1 29 0 0
GmWMC036 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC038 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC042 ** 0 0 3 0 0 0 0 25 0 0
GmWMC045 ** 0 0 3 0 0 0 0 24 0 0
GmWMC046 ** 0 0 3 0 0 0 0 6 0 0
GmWMC048 * 1 0 2 0 0 0 1 33 1 0
GmWMC066 ** - - - - - 0 1 28 0 0
GmWMC070 ** 0 0 4 0 0 0 0 27 0 0
GmWMC071 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC072 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 1 0
GmWMC073 ** 0 0 2 0 0 1 0 27 0 1
GmWMC075 ** 0 0 2 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC083 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC084 * 0 0 3 0 0 0 1 47 1 0
GmWMC086 ** 0 0 3 0 0 0 0 17 0 0
GmWMC089 ** 0 0 4 0 0 1 0 29 0 0
GmWMC094 * 0 0 3 0 0 0 0 41 5 2
GmWMC103 ** 0 0 0 0 0 0 1 23 2 0
GmWMC107 ** 0 0 3 0 0 2 1 27 0 0
GmWMC108 * 0 0 3 0 0 0 0 50 0 0
GmWMC113 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC115 * 0 0 3 0 0 0 0 38 2 0
GmWMC118 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC119 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC120 ** 0 0 3 0 0 0 0 9 0 0
GmWMC122 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC123 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC125 ** 0 0 3 0 0 0 0 28 2 0
GmWMC129 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC132 ** 0 0 5 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC136 ** 0 0 3 0 0 0 0 15 0 0
GmWMC138 * 2 1 0 0 0 0 0 43 6 1
2015年において、*はハウス内にて栽培、**は圃場にて栽培した

21



Table 1-5 続き：世界のダイズコアコレクションにおける第3葉の葉形態

2014 2015

単葉

複葉

単葉

複葉

ID 2枚 3枚 4枚 5枚 2枚 3枚 4枚 5枚

GmWMC141 ** 0 0 3 0 0 0 0 28 1 0
GmWMC142 ** 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0
GmWMC143 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC144 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC146 * 0 0 3 0 0 0 0 44 0 0
GmWMC147 ** 0 0 3 0 0 0 0 22 0 0
GmWMC148 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 1 0
GmWMC150 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC151 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC152 ** 0 0 3 0 0 0 0 24 0 0
GmWMC154 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC156 ** 0 0 3 0 0 0 0 24 5 0
GmWMC159 * 0 0 3 0 0 0 0 47 3 0
GmWMC160 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC162 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 1
GmWMC163 ** 0 0 3 0 0 0 0 17 3 0
GmWMC165 * 0 0 3 0 0 0 0 44 1 0
GmWMC166 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC168 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC169 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC170 ** 1 0 2 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC171 * 0 0 3 0 0 0 0 49 1 0
GmWMC173 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC175 ** 0 0 3 0 0 0 1 27 1 1
GmWMC176 * 0 0 3 0 0 0 0 43 0 0
GmWMC181 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC182 * 0 0 3 0 0 1 0 29 3 2
GmWMC183 ** 0 0 3 0 0 0 0 28 2 0
GmWMC186 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC187 ** 0 0 3 0 0 0 1 27 1 0
GmWMC188 * 0 0 3 0 0 0 0 49 1 0
GmWMC190 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 1 0
GmWMC191 ** 0 0 3 0 0 0 0 25 0 0
GmWMC192 ** 0 0 3 0 0 0 0 27 0 0
En ** 0 0 3 0 0 5 1 24 0 0
En * - - - - - 1 0 47 1 0
Mis ** 0 0 3 0 0 0 1 25 3 0
Nan ** 0 0 3 0 0 0 6 24 0 0
Ryu ** 0 0 3 0 0 1 1 26 0 0
Suz ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
2015年において、*はハウス内にて栽培、**は圃場にて栽培した
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Table 1-6 世界のダイズコアコレクションにおける第4葉の葉形態

2014 2015

単葉

複葉

単葉

複葉

ID 2枚 3枚 4枚 5枚 2枚 3枚 4枚 5枚

GmWMC001 * 0 0 3 0 0 0 0 14 0 0
GmWMC006 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC011 ** 0 0 3 0 0 0 0 24 0 0
GmWMC012 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC014 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC015 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC018 ** 0 0 4 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC019 * 0 0 3 0 0 0 0 13 0 0
GmWMC020 ** 0 0 3 0 0 0 0 22 0 0
GmWMC022 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC024 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC027 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC029 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC035 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC036 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC038 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC042 ** 0 0 3 0 0 0 0 25 0 0
GmWMC045 ** 0 0 3 0 0 0 0 24 0 0
GmWMC046 ** 0 0 3 0 0 0 0 6 0 0
GmWMC048 * 0 0 3 0 0 0 0 35 0 0
GmWMC066 ** - - - - - 0 0 29 0 0
GmWMC070 ** 0 0 4 0 0 0 0 27 0 0
GmWMC071 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC072 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC073 ** 0 0 2 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC075 ** 0 0 2 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC083 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC084 * 0 0 3 0 0 0 0 42 2 0
GmWMC086 ** 0 0 3 0 0 0 0 17 0 0
GmWMC089 ** 0 0 4 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC094 * 0 0 3 0 0 0 0 45 0 0
GmWMC103 ** 0 0 1 0 0 0 0 26 0 0
GmWMC107 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC108 * 0 0 3 0 0 0 0 45 0 0
GmWMC113 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC115 * 0 0 3 0 0 0 0 40 0 0
GmWMC118 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC119 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC120 ** 0 0 3 0 0 0 0 9 0 0
GmWMC122 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC123 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC125 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC129 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC132 ** 0 0 5 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC136 ** 0 0 3 0 0 0 0 15 0 0
GmWMC138 * 0 0 3 0 0 0 0 44 1 0
2015年において*はハウス内にて栽培、**は圃場にて栽培した
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Table 1-6 続き：世界のダイズコアコレクションにおける第4葉の葉形態

2014 2015

単葉

複葉

単葉

複葉

ID 2枚 3枚 4枚 5枚 2枚 3枚 4枚 5枚

GmWMC141 ** 0 0 3 0 0 0 0 28 0 0
GmWMC142 ** 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0
GmWMC143 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC144 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC146 * 0 0 3 0 0 0 0 44 0 0
GmWMC147 ** 0 0 3 0 0 0 0 22 0 0
GmWMC148 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC150 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC151 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC152 ** 0 0 3 0 0 0 0 23 1 0
GmWMC154 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC156 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC159 * 0 0 3 0 0 0 0 45 0 0
GmWMC160 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC162 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC163 ** 0 0 3 0 0 0 0 20 0 0
GmWMC165 * 0 0 3 0 0 0 0 45 0 0
GmWMC166 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC168 ** 0 0 3 0 0 0 0 2 0 0
GmWMC169 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC170 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC171 * 0 0 3 0 0 0 0 45 0 0
GmWMC173 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC175 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC176 * 0 0 3 0 0 0 0 44 0 0
GmWMC181 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC182 * 0 0 3 0 0 0 0 35 0 0
GmWMC183 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC186 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC187 ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
GmWMC188 * 0 0 3 0 0 0 0 45 0 0
GmWMC190 ** 0 0 3 0 0 0 0 30 0 0
GmWMC191 ** 0 0 3 0 0 0 0 25 0 0
GmWMC192 ** 0 0 3 0 0 0 0 27 0 0
En ** - - - - - 0 0 30 0 0
En * 0 0 3 0 0 0 0 45 0 0
Mis ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
Nan ** 0 0 3 0 0 0 0 29 1 0
Ryu ** 0 0 3 0 0 0 0 29 0 0
Suz ** 0 0 3 0 0 0 1 28 0 0
2015年において*はハウス内にて栽培、**は圃場にて栽培した
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Fig. 1-1 特徴的な変化を見せた系統における葉の大きさの推移(2014年調査)
(A) エンレイとグループ1～5に分類された系統の各葉位の葉身長。
(B) エンレイとグループ1～5に分類された系統における葉身長の生長率。
(C) エンレイとグループ1～5に分類された系統の各葉位の葉身幅。
(D) エンレイとグループ1～5に分類された系統における葉身幅の生長率。
計測には各系統3個体を用い、エラーバーは標準誤差を示す。（）内は各系統が分類され
たグループ番号を示す。
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葉と表記した) で高い値になり、個体間でばらつきが小さいことが示された (Table 

1-7)。「エンレイ」の第 3 葉の葉身長の生長率も高い値であったが、これは葉の形態

が単葉である第 1/2 葉 (初生葉) から複葉である第 3 葉へと大きく変化したためと考

えられる (Fig. 1-1B)。また、他の系統においても第 3葉の生長率に関しては「エンレ

イ」と同様に扱ったが、例外として、第 3 葉以降で葉の大きさが急激に変化しない場

合は生長率が高い葉位を第 3葉とした。 

世界のダイズコアコレクション 79系統とダイズ栽培品種 4系統に関して調査を行っ

たところ、葉のサイズの生長率が高い値を示す葉位によって 6 つのグループに分類

することができた (Table 1-7)。以下に 6つのグループについて詳細に記す。 

第 1 のグループは、第 3 葉付近で高い生長率を示す系統で、2 系統 

(GmWMC001、GmWMC170) が含まれた (Table 1-7)。このグループの特徴とし

て、葉身長と葉身幅が第 1/2葉から第 3葉へかけて大きく変化し、その後の葉位では

大きな変化が見られない傾向を示し (Fig. 1-1A, C)、葉身長と葉身幅の生長率も第

3葉で大きな値を示した (Fig. 1-1B, D)。 

第 2 のグループは、第 4 葉付近で高い生長率を示す系統で、16 系統 

(GmWMC115、Mis等) が含まれた (Table 1-7)。このグループの特徴として、葉身

長と葉身幅が第 3 葉から第 4 葉へかけて大きく変化し、葉身長と葉身幅の生長率も

第 4葉で大きな値を示した (Table 1-7, Fig. 1-1)。 

第 3のグループは、「エンレイ」と同様に第 5葉付近で高い生長率を示す系統で、

24 系統 (GmWMC146 等) が含まれる (Table 1-7)。このグループの特徴として、

葉身長と葉身幅が第 4葉から第 5葉へかけて大きく変化し、葉身長と葉身幅の生長
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Table 1-7 2014年の各系統における葉の大きさの生長率が高い葉位

葉身長 葉身幅 葉のサイズ

系統/個体番号 No.1 No.2 No.3 No.4 No.1 No.2 No.3 No.4 Ave1
±SE2

第第第第3葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い系統系統系統系統 (第第第第1グループグループグループグループ)
GmWMC001 4 3 3 4 3 3 3.3 0.19
GmWMC170 3 3 4 3 3 3 3.2 0.15

第第第第4葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い系統系統系統系統 (第第第第2グループグループグループグループ)
GmWMC019 5 4 4 4 4.3 0.22
GmWMC024 4 4 4.0 0.00
GmWMC029 4.5 4 4 5 4 5 4.4 0.18
GmWMC036 5 4 4 4 4 4 4.2 0.15
GmWMC042 4 4 5 4 4 5 4.3 0.19
GmWMC046 5 4 5 5 4 4 4.5 0.20
GmWMC071 5 4 4 5 4 4 4.3 0.19
GmWMC113 4 5 4 5 4.5 0.25
GmWMC115 4 5 4 4 4 4 4.2 0.15
GmWMC141 5 4 4 5 4 4 4.3 0.19
GmWMC143 4.5 5 4 4 5 4 4.4 0.18
GmWMC150 4 5 4 4 5 4 4.3 0.19
GmWMC159 4 4 4 4 4.0 0.00
GmWMC162 5 5 4 4 5 4 4.5 0.20
GmWMC192 4 4 5 4 4 5 4.3 0.19
Mis 4 4 4 4 4 4 4.0 0.00

第第第第5葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い系統系統系統系統 (第第第第3グループグループグループグループ)
GmWMC014 7 5 5 7 5 5 5.7 0.38
GmWMC020 6 5 5 5 5 5 5.2 0.15
GmWMC027 5 5 6 5 5 6 5.3 0.19
GmWMC038 5 5 5.0 0.00
GmWMC045 6 5 5 6 5 5 5.3 0.19
GmWMC084 5 4 5 5 4 5 4.7 0.19
GmWMC089 5 7 5 5 5 5 5 5 5.3 0.23
GmWMC103 5 5 5.0 0.00
GmWMC107 6 5 5 5 5 5 5.2 0.15
GmWMC119 5 5 5 5 5 4 4.8 0.15
GmWMC123 6 5 5 6 5 5 5.3 0.19
GmWMC144 5 5 5 5 5 8 5.5 0.46
GmWMC146 5 5 5 5 5 5 5.0 0.00
GmWMC147 4 5 5.5 4 5 5 4.8 0.23
GmWMC148 5 4 5 5 5 5 4.8 0.15
GmWMC151 5 5 5 5 5 4 4.8 0.15
GmWMC160 5 5 5 5 5 5 5.0 0.00
GmWMC163 5 5 5 6 5 5 5.2 0.15
GmWMC169 5 5 5 5 5 5 5.0 0.00
GmWMC183 7 5 5 7 5 5 5.7 0.38
GmWMC187 5 5 5 7 5 5 5.3 0.30
En 5 4.5 5 5 5 5 4.9 0.08
Nan 5 5 5 5 5 5 5.0 0.00
Ryu 5 5 5 5 5 5 5.0 0.00
1:平均値 2:標準誤差
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Table 1-7 続き：2014年の各系統における葉の大きさの生長率が高い葉位

葉身長 葉身幅 葉のサイズ

系統/個体番号 No.1 No.2 No.3 No.4 No.1 No.2 No.3 No.4 Ave1
±SE2

第第第第6葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い系統系統系統系統 (第第第第4グループグループグループグループ)
GmWMC006 6 6 5 6 5.8 0.22
GmWMC015 6 6 6 5 5 6 5.7 0.19
GmWMC035 6 6 5 5 6 5 5.5 0.20
GmWMC075 6 6 6.0 0.00
GmWMC108 5 6 6 4 6 6 5.5 0.31
GmWMC118 6 5 6 5 5.5 0.25
GmWMC165 6 6 6 6 6 6 6.0 0.00
GmWMC190 6 6 5 6 6 5 5.7 0.19
GmWMC191 6 6 5 6 6 5 5.7 0.19

第第第第7葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い葉付近で生長率が高い系統系統系統系統 (第第第第5グループグループグループグループ)
GmWMC138 7 7 7 7 7 7 7.0 0.00

個体間で生長率が高い葉位が大きく異なる個体間で生長率が高い葉位が大きく異なる個体間で生長率が高い葉位が大きく異なる個体間で生長率が高い葉位が大きく異なる系統系統系統系統 (その他のグループその他のグループその他のグループその他のグループ)
GmWMC011 4 5 7 5 5 7 5.5 0.46
GmWMC012 5 6 4 5 6 4 5.0 0.33
GmWMC018 5 6 7 5 5 7 5.8 0.37
GmWMC022 6 4 4 6 4 5 4.8 0.37
GmWMC048 6 4 8 7 5 8 6.3 0.61
GmWMC070 4 6 5 5 4 6 5 5 5.0 0.25
GmWMC072 4 6 7 8 5 4 5.7 0.61
GmWMC073 5 8 5 7 6.3 0.65
GmWMC083 4.5 6 5 4 5 5 4.9 0.25
GmWMC086 6 5 4 6 5 4 5.0 0.33
GmWMC094 7 5 4 7 5 4 5.3 0.51
GmWMC120 4 6 5 6 6 6 5.5 0.31
GmWMC122 5 6 5 5 6 7 5.7 0.30
GmWMC125 5 7 4 5 5 4 5.0 0.41
GmWMC129 5 7 7 5 8 6 6.3 0.45
GmWMC132 6 4 6 4 5 4 5 5 4.9 0.28
GmWMC136 5 4 6 4 4 5 4.7 0.30
GmWMC142 6 4 4 6 4 8 5.3 0.61
GmWMC152 5 7 8 5 5 5 5.8 0.50
GmWMC154 6 5 5 4 4 5 4.8 0.28
GmWMC156 7 5 4 7 5 4 5.3 0.51
GmWMC166 6 4 5 6 4 4 4.8 0.37
GmWMC168 5 7 7.5 5 7 4 5.9 0.53
GmWMC171 5 7 4 5 7 4 5.3 0.51
GmWMC173 6 5 4 5 5 4 4.8 0.28
GmWMC175 6 5 5 6 4 5 5.2 0.28
GmWMC176 5 5 4 8 8 8 6.3 0.69
GmWMC181 6 6 4 6 5 4 5.2 0.37
GmWMC182 7 4 5 7 4 5 5.3 0.51
GmWMC186 6 5 5 7 4.5 4 5.3 0.40
GmWMC188 6 4.5 4 6 5 4 4.9 0.34
Suz 5 4 8 5 4 8 5.7 0.69
1:平均値 2:標準誤差

28



 

率も第 5葉で大きな値を示した (Table 1-7, Fig. 1-1)。 

第 4 のグループは、第 6 葉付近で高い生長率を示す系統で、9 系統 

(GmWMC165 等) が含まれる (Table 1-7)。このグループの特徴として、葉身長と

葉身幅が第 5 葉から第 6 葉へかけて大きく変化し、葉身長と葉身幅の生長率も第 6

葉で大きな値を示した (Table 1-7, Fig. 1-1)。 

第 5 のグループには、第 7 葉付近で高い生長率示す GmWMC138 1 系統のみ

含まれた (Table 1-7)。GmWMC138 は、葉身長と葉身幅が第 6 葉から第 7 葉へ

かけて大きく変化し、葉身長と葉身幅の生長率も第 7葉で大きな値を示した (Table 

1-7, Fig. 1-1)。 

第 6 のグループは、個体間で生長率が高い値を示す葉位が大きく異なる系統で、

32系統が含まれた (Table 1-7)。 

以上の結果をまとめると、2014年の調査では、世界のダイズコアコレクション 79系

統とダイズ栽培品種 3系統においても、「エンレイ」と同様に葉の大きさが急激に変化

する葉位が存在した。しかし、葉の大きさの生長率が高い値を示す葉位は系統によ

って異なり、6つのグループに分類することができた。そのうち第1～5のグループは、

個体間のばらつきが小さく、それぞれ 3～7葉位の決められた葉位で生長率が高くな

る系統群であり、第 6 のグループは、個体間変異が大きく、生長率の高い葉位が明

瞭でない系統であった (Table 1-7)。 

2015年には、世界のダイズコアコレクション 80系統から 15系統を選抜し、「エンレ

イ」を加えた 16系統において (Table 1-2)、2014年よりも個体数を増やし、各系統 6

個体以上について各葉位の葉身長と葉身幅を測定した。「エンレイ」は、2014 年と同
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様に葉身長が第 4葉から第 5葉にかけて急激に大きくなり、葉身長の生長率の平均

値も第 5葉で 1.31±0.04 と高い値を示した (Fig. 1-2C, D)。葉身幅も、第 4葉から

第 5 葉にかけて急激に大きくなり、葉身幅の生長率の平均値も第 5 葉で 1.18±0.04

と高い値を示した (Fig. 1-3C, D)。調査した 20個体について、生長率が高い値を示

した葉位を比較すると、第 5葉が最大で、第 4葉から第 5葉に集中して分布し、標準

偏差の値も低く、個体間のばらつきの程度が小さいことが示され、その平均値は葉身

長で 4.6、葉身幅で 4.5、葉のサイズで 4.6 となった (Table 1-8, Fig. 1-4B)。以上の

ように、「エンレイ」では、2015年においても 2014年と同様に、生長率が第 5葉付近

で高い値を示し、個体間でのばらつきも小さかった。 

ダイズコアコレクション 15 系統では、葉身長と葉身幅の生長率が高い値を示す葉

位によって、3つのグループに分類した (Table 1-8)。 

第 1 のグループは、第 4 葉付近で高い生長率を示す系統であり、10 系統が含ま

れた (Table 1-8)。このグループの特徴は、葉身長と葉身幅が第3葉から第4葉にか

けて急激に変化し、生長率も第 4葉で高い値となった (Figs. 1-2A, B, 3A, B)。しか

し、GmWMC159の葉身幅では、第 4葉と第 5葉の生長率がほぼ同等の値であった 

(Fig. 1-3A, B)。個体間変異を見てみると、GmWMC176 とWMC188を除く 8系統

では、葉身長と葉身幅の生長率が高い値を示した葉位は、6割以上の個体が第 4葉

であり、第 5 葉および第 3 葉が高い値を示す個体もそれぞれ 2 割程度みられた 

(Table 1-8, Fig. 1-4A)。GmWMC176とGmWMC188においても個体間変異はみ

られるが、葉身長と葉身幅の生長率が高い値を示した葉位は、多くの個体で第 4 葉

を中心に第 3葉や第 5葉となり、低い頻度で第 7葉、もしくは、第 8葉となった個体も
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Table 1-8 2015年の各系統における葉の大きさの生長率が高い葉位

葉身長 葉身幅 葉のサイズ

系統 n1 Ave2
±SE3

最大最小 Ave2
±SE3

最大最小 Ave2
±SE3

最大最小

第第第第4葉付近で生長率が高い値を示す系統葉付近で生長率が高い値を示す系統葉付近で生長率が高い値を示す系統葉付近で生長率が高い値を示す系統

GmWMC001 15 4.1 0.11 5 3 3.9 0.15 5 3 4.0 0.09 5 3
GmWMC019 16 4.3 0.11 5 4 4.2 0.10 5 4 4.3 0.07 5 4
GmWMC084 10 4.3 0.14 5 4 4.3 0.13 5 4 4.3 0.10 5 4
GmWMC094 16 3.8 0.11 4 3 4.1 0.16 6 3 3.9 0.10 6 3
GmWMC108 16 3.9 0.11 5 3 3.9 0.11 5 3 3.9 0.08 5 3
GmWMC159 16 4.1 0.08 5 4 4.3 0.17 5 3 4.2 0.09 5 3
GmWMC165 18 4.1 0.07 5 4 4.2 0.10 5 4 4.2 0.06 5 4
GmWMC171 20 4.0 0.00 4 4 4.1 0.05 5 4 4.0 0.02 5 4
GmWMC176 15 4.1 0.06 5 4 4.5 0.26 7 3 4.3 0.14 7 3
GmWMC182 20 4.1 0.05 5 4 4.1 0.07 5 4 4.1 0.04 5 4
GmWMC188 20 4.2 0.09 5 4 4.3 0.20 8 4 4.2 0.11 8 4

第第第第5葉付近で生長率が高い値を示す系統葉付近で生長率が高い値を示す系統葉付近で生長率が高い値を示す系統葉付近で生長率が高い値を示す系統

GmWMC138 7 4.7 0.17 5 4 4.7 0.17 5 4 4.7 0.12 5 4
En 20 4.6 0.11 5 4 4.5 0.11 5 4 4.6 0.08 5 4

個体によって生長率が高い値を示す葉位が異なる系統個体によって生長率が高い値を示す葉位が異なる系統個体によって生長率が高い値を示す葉位が異なる系統個体によって生長率が高い値を示す葉位が異なる系統

GmWMC048 20 4.7 0.19 6 4 5.0 0.19 6 4 4.8 0.14 6 4
GmWMC115 19 5.0 0.29 8 4 4.9 0.25 8 4 5.0 0.19 8 4
GmWMC146 20 5.7 0.22 7 4 5.7 0.17 7 4 5.7 0.14 7 4
1:個体数 2:平均値 3:標準誤差
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Fig. 1-2 16系統における葉身長の変化(2015年調査)
(A) 第4葉付近で葉の大きさが急激に変化する10系統の各葉位の葉身長。
(B) 第4葉付近で葉の大きさが急激に変化する10系統の葉身長の生長率。
(C) 第5葉付近で葉の大きさが急激に変化する2系統の各葉位の葉身長。
(D) 第5葉付近で葉の大きさが急激に変化する2系統の葉身長の生長率。
(E) 個体によって異なる葉位で葉の大きさが急激に変化する3系統の各葉位の葉身長。
(F) 個体によって異なる葉位で葉の大きさが急激に変化する3系統の葉身長の生長率。
計測には各系統7個体以上を用い、エラーバーは標準誤差を示す。
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Fig. 1-3 16系統における葉身幅の変化(2015年調査)
(A) 第4葉付近で葉の大きさが急激に変化する10系統の各葉位の葉身幅。
(B) 第4葉付近で葉の大きさが急激に変化する10系統の葉身幅の生長率。
(C) 第5葉付近で葉の大きさが急激に変化する2系統の各葉位の葉身幅。
(D) 第5葉付近で葉の大きさが急激に変化する2系統の葉身幅の生長率。
(E) 個体によって異なる葉位で葉の大きさが急激に変化する3系統の各葉位の葉身幅。
(F) 個体によって異なる葉位で葉の大きさが急激に変化する3系統の葉身幅の生長率。
計測には各系統7個体以上を用い、エラーバーは標準誤差を示す。
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Fig. 1-4 16系統における葉の生長率が高い値を示した葉位の分布
(A) 第4葉付近で葉の生長率が高い値になる10系統において、個体ごとに葉の生長率が高い値を示した葉位
の分布を示した。

(B) 第5葉付近で葉の生長率が高い値になる2系統において、個体ごとに葉の生長率が高い値を示した葉位
の分布を示した。

(C) 個体によって異なる葉位で葉の生長率が高い値になる3系統において、個体ごとの葉の生長率が高い値
を示した葉位の分布を示した。
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存在した (Table 1-8, Fig. 1-4A)。これら 10系統では、第 4葉で葉の大きさが急激

に変化する傾向があり、個体間のばらつきが小さいことが認められた。 

第 2のグループは、「エンレイ」と同様に第 5葉付近で高い生長率を示す系統であ

り、GmWMC138が含まれた (Table 1-8)。GmWMC138は、葉身長と葉身幅が第

4 葉から第 5 葉にかけて急激に変化し、生長率も第 5 葉で高い値となった (Fig. 

1-2C, D, 3C,D)。葉身長と葉身幅の生長率が高い値を示した葉位を個体ごとに比較

すると、最大葉位は第5葉、最小葉位は第4葉であり、その葉位の平均値は、葉身長

で 4.7、葉身幅で 4.7、葉のサイズで 4.7 となった  (Table 1-8, Fig. 1-4B)。

GmWMC138 は、第 5 葉で葉の大きさが急激に変化する傾向があり、個体間のばら

つきが小さいことが認められた。 

第 3のグループは、系統内の個体によって、高い生長率を示す葉位が異なる系統

であり、3 系統が含まれた (Table 1-8)。このグループの特徴は、葉身長と葉身幅の

平均値が徐々に大きくなっていく傾向があり、葉身長と葉身幅の生長率の平均値は、

上記の 12 系統の様に一定の葉位で高い値を示すことは認められなかった (Fig. 

1-2F, 1-3F)。各系統において、個体ごとに葉身長、葉身幅、葉の大きさの生長率が

高い値を示した葉位を比較すると、最少葉位はいずれの系統も第 4 葉であったが、

最大葉位は第 6葉から第 8葉と系統によって異なった (Table 1-8, Fig.1-4C)。葉の

大きさが急激に変化する葉位は個体によって異なる葉位に広く分布する傾向があり、

個体間のばらつきが大きいことが認められた (Fig. 1-4C)。 

以上の 2015 年の結果をまとめると、調査した 16 系統で葉の大きさが急激に変化

する葉位が存在し、個体間のばらつきが小さく、第 4葉か第 5葉のある葉位で葉の大
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きさが急激に変化する系統と個体によって葉位が異なる系統に分けられた (Table 

1-8)。 

2014 年と 2015 年の結果より、調査した多数の品種においても、「エンレイ」と同様

に葉の大きさが急激に変化する葉位が存在し、葉の大きさの急激な変化はダイズに

共通した形態変化であることが明らかとなった。しかし、変化する葉位は系統によって

異なり、系統によっては個体間差異が大きく、系統として明瞭な葉位が決定できない

ものも存在した。 

 

2014年と 2015年の比較 

 

2014年と2015年の両年とも調査した16系統について、葉の大きさの生長率が高

い値を示す葉位によって、分類したグループを比較したところ、4 系統は一致し、12

系統は年によって異なった (Fig. 1-5)。両年とも GmWMC019 、GmWMC159 は

第 4 葉付近で生長率が高く、「エンレイ」は第 5 葉付近で生長率が高かった。また、

GmWMC048 も両年ともに個体間差が大きく、生長率の高い葉位が異なっていた。

一 方 、 GmWMC001 、 GmWMC094 、 GmWMC108 、 GmWMC115 、

GmWMC138 、GmWMC146 、GmWMC165 、GmWMC171 、GmWMC176 、

GmWMC182は、両年で異なるグループに分類された。 

生長率が高い値を示す葉位の平均値に着目すると、年によって、ほぼ同じ葉位と

なる系統(GmWMC001、GmWMC019、GmWMC159、「エンレイ」)と異なる葉位と

なる系統(GmWMC048、GmWMC084、GmWMC094、GmWMC108、GmWMC
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Fig. 1-5 各系統における2014年と2015年の葉の生長率が高くなる葉位の比較
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115、GmWMC138、GmWMC146、GmWMC165、GmWMC171、GmWMC176、

GmWMC182、 GmWMC188)が存在した。GmWMC019 は両年間で有意差が見

られず、第 4葉付近で葉の大きさが急激に変化していた (Fig. 1-5, Table 1-7, 8)。

「エンレイ」および GmWMC159 は、それぞれ第 5 葉、第 4 葉付近で急激に変化し

ていると判断したが、両年間で有意差があった (Fig. 1-5, Table 1-7, 8)。しかし、そ

の差はそれぞれ 0.4葉および 0.2葉と小さく、年度間で差が出た要因として、「エンレ

イ」は、2015 年に個体数を増やして調査したため、若干のばらつきが生じ、

GmWMC159 は 2014 年の調査が 2 個体であったため、有意差が出たと考えられ

る。 

GmWMC048、GmWMC094、GmWMC108、GmWMC138、GmWMC165、

GmWMC171、GmWMC176、GmWMC182 では、2014 年に比べて、2015 年の

方が有意に下位の葉位で葉の大きさが急激に変化しており (生長率が高く)、1 葉位

分以上の差が認められた (Fig. 1-5, Table 1-7, 8)。また、有意差はなかったが、

GmWMC084、 GmWMC188においても、2015年は多くの個体の葉の大きさは第

4葉で急激に変化しており、2014年と比較して、2015年方が下位葉で変化する傾向

があった。一方、GmWMC001、GmWMC115、GmWMC146 では、2014 年に比

べて、有意に 2015年の方が上位葉で葉の大きさが変化していた。 

これらの系統は、2014年と 2015年ともにビニールハウス内で栽培したが、播種時

期が 1 ヵ月程度異なるため、初期生育が 2014年は 14.7 h日長から 15.0 h日長へ

と徐々に日長が長くなる環境での栽培、2015年は 15.0 hから徐々に日長が短くなる

環境での栽培となった。葉の大きさが急激に変化する葉位は、日長条件や日長反応
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に関する E 遺伝子座 (E1～E4) の遺伝子型によって左右されると推測した。そこで、

16系統のE1からE4の遺伝子型を調査し、その結果をTable 1-9に示した。その結

果、2014年と 2015年における葉の生長率が高い値を示した葉位に年間差が認めら

れた系統と認められなかった系統に特異的な遺伝子型は存在しなかった (Table 

1-9)。しかし、年度によって大きな差がない 3 系統 (GmWMC019、GmWMC159、

「エンレイ」) では、GmWMC159 を除き、E3 遺伝子座が機能欠損型の e3-Mo、

e3-tr であった。年度で葉の大きさが急激に変化する葉位が異なった 13 系統 

(GmWMC001、GmWMC048、GmWMC094、GmWMC108、GmWMC115、

GmWMC138 、GmWMC146 、GmWMC165 、GmWMC171 、GmWMC176 、

GmWMC182) では、GmWMC001 を除き、E3 遺伝子座が機能型の E3-Mi、

E3-Haであった。 

 

トライコーム数の変化 

 

「エンレイ」では、葉の表側のトライコーム数が第 1/2葉から第 5葉まで緩やかに増

加したが、第6葉で急激に増加し、その後の第8葉までほぼ一定の値を示した (Fig. 

1-6A, Table 1-10)。葉の裏側のトライコーム数も表側と同様の結果であった (Fig. 

1-6B, Table 1-10)。個体ごとにトライコーム数が増加する葉位を比較すると、全個体

で第 6 葉において急激に増加し、その後の葉位ではほぼ一定の値を示した (Table 

1-10)。 

ダイズコアコレクション 74系統とダイズ栽培品種 3系統の各葉位におけるトライコ
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Table 1-9 世界のダイズコアコレクションにおけるE遺伝子型

系統 E1 E2 E3 E4 引用

年度によって葉の生長率が高い葉位がほぼ一定である系統群年度によって葉の生長率が高い葉位がほぼ一定である系統群年度によって葉の生長率が高い葉位がほぼ一定である系統群年度によって葉の生長率が高い葉位がほぼ一定である系統群

GmWMC019 e1-as E2-in e3-Mo E4 本研究

GmWMC159 e1-as E2-dl E3-Ha E4 本研究

En E1 e2-ns e3-tr E4 Tsubokura et al. (2014)

年度によって葉の生長率が高い葉位が異なる系統群年度によって葉の生長率が高い葉位が異なる系統群年度によって葉の生長率が高い葉位が異なる系統群年度によって葉の生長率が高い葉位が異なる系統群

GmWMC001 e1-nl e2-ns e3-tr e4-SORE-1 本研究

GmWMC048 E1 e2-ns E3-Mi E4 本研究

GmWMC084 e1-p* E2-in E3-Ha E4 Tsubokura et al. (2014)

GmWMC094 E1 E2-dl E3-Mi E4 本研究

GmWMC108 E1 e2-ns E3-Ha E4 本研究

GmWMC115 e1-as E2-in E3-Ha E4 本研究

GmWMC138 e1-as E2-dl E3-Ha E4 本研究

GmWMC146 E1 E2-dl E3-Mi E4 本研究

GmWMC165 E1 e2-ns E3-Mi E4 本研究

GmWMC171 e1-as E2-dl E3-Ha E4 本研究

GmWMC176 E1 E2-dl E3-Ha E4 本研究

GmWMC182 E1 E2-dl E3-Mi E4 本研究

GmWMC188 E1 E2-dl E3-Mi E4 本研究
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Fig. 1-6 世界のダイズコアコレクションにおけるトライコーム数の変化
(A) ある一定の葉位でトライコーム数が急激に増加する系統について、葉の表面におけるトライコー
ム数の変化を示した。

(B) ある一定の葉位でトライコーム数が急激に増加する系統について、葉の裏面におけるトライコー
ム数の変化を示した。

(C) トライコーム数が一定の葉位で急激に増加し、その後も増加し続ける系統や2つの葉位で急激に
増加する系統、徐々に増加する系統について、葉表面のトライコーム数の変化を示した。

(D) トライコーム数が一定の葉位で急激に増加し、その後も増加し続ける系統や2つの葉位で急激に
増加する系統、徐々に増加する系統について、葉裏面のトライコーム数の変化を示した。

計測には各系統3個体以上を用い、エラーバーは標準誤差を示す。（）内は各系統が分類されたグ
ループ番号を示す。
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Table 1-10 2014年の各系統における葉の裏表のトライコーム数が急激に変化した葉位

表面 裏面

平均値が大きく

増加する葉位

平均値の増加

が止まる葉位

系統/個体番号 No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 表面 裏面 表面 裏面

葉の表裏で同時にある葉位でトライコーム数が急激に増加する系統葉の表裏で同時にある葉位でトライコーム数が急激に増加する系統葉の表裏で同時にある葉位でトライコーム数が急激に増加する系統葉の表裏で同時にある葉位でトライコーム数が急激に増加する系統 (第第第第1グループグループグループグループ)

1. 第3葉でトライコーム数が急激に増加した系統

GmWMC072 3 3 3, 6 3 3 5 3 3 3 3
GmWMC073 4, 6 5 4, 8 3 3 3 5 3
GmWMC113 4 3 4 3 3 3 4 4
GmWMC136 5 3 3 4 5 3 3 3 5 6
GmWMC147 3 4 3 3 4 5 3 3 5 5
GmWMC148 7 3 3 4 3 3 3 3 7 4

2.第4葉でトライコーム数が急激に増加した系統

GmWMC156 5 4 5 5 4 5 4.5 4 5 5
GmWMC165 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
GmWMC176 4, 8 4 4 4 5 4 4 4 5 4

3.第5葉でトライコーム数が急激に増加した系統

GmWMC045 4, 7 4 5, 7 4, 8 4 4 5 5 5 5
GmWMC086 5 3 6 5 G 6 5 5 7 6
GmWMC094 6 6 5 4 5 5 5 5 5 5
GmWMC132 7 6 4 5 5 7 6 4 5 5 5 5 7
GmWMC142 5 4 5 5 5 5 5 5 5 6
GmWMC150 5 3 5 4 5 5 5 5 5 5
GmWMC159 5 5 5 5 5 5 5 5
GmWMC162 5 5 5 5 4 5 5 5 5 5
GmWMC169 5, 7 5 4 G 5 4 5 5 7 5
GmWMC170 5 5, 8 5 5 5 5 5 5 5 5
GmWMC181 5 6 6 4 5 5 5 5 5 5
GmWMC183 5 6 4 5 5 5 5 5 5 5
GmWMC186 5 5 5 5 6 7 5 5 5 5
GmWMC187 4 5 5 4 5 5 5 5 5 5
GmWMC188 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
GmWMC190 4 4 5 5 4 4 5 5 5 5
GmWMC192 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

4.第6葉でトライコーム数が急激に増加した系統

GmWMC027 6 6 6 3 6 6 6 6 8a 8a

GmWMC029 6 6 6 6 6 6 6 6 7 7
GmWMC035 6 6 6 6 5 6 6 6 8a 8a

GmWMC048 6 7 6 5 7 6 6 6 6 6
GmWMC123 6 6 6 7 5 6 6 6 6 6
GmWMC125 6 4 5 6 4, 8 6 6 6 6 6
GmWMC175 6 6 6 7 6 3, 6 6 6 6 6
GmWMC182 5 6 6 4 6 6 6 6 6 6
En 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Ryu 5 6 4, 6 6 5, 7 6 6 6 6 6

5.第7葉でトライコーム数が急激に増加した系統

GmWMC022 8 7 7 6 7 7 7 7 7 7
GmWMC042 4, 8 6 5, 7 4, 8 7 7 7 7 8a 8a

GmWMC118 7 7 8 8 7 8 7 7 8a 8a

C: 変化が見られずほぼ一定の値 G: 徐々に増加するような変化 N: 3つの葉位で急激に増加
a: 調査を行った第8葉までトライコーム数が増加した
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Table 1-10 続き：2014年の各系統におけるトライコーム数が急激に変化した葉位

表面 裏面

平均値が大きく

増加する葉位

平均値の増加

が止まる葉位

系統/個体番号 No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 表面 裏面 表面 裏面

葉の表と裏でトライコーム数が急激に増加する葉位が異なる葉の表と裏でトライコーム数が急激に増加する葉位が異なる葉の表と裏でトライコーム数が急激に増加する葉位が異なる葉の表と裏でトライコーム数が急激に増加する葉位が異なる系統系統系統系統 (第第第第2グループグループグループグループ)
GmWMC070 4, 6 3 3 5 5 4 3 5 5 6
GmWMC083 G 6 7 G 6 5, 7 6 5 7 7
GmWMC129 5 5 5 5 5 4 5 4 5 5
GmWMC146 6 5 5 6 6 6 5 6 7 6
GmWMC151 6 6 5 5 6 5 6 5 6 6
GmWMC152 5 5 4 6 6 6 5 6 5 6
GmWMC191 5 5 4 4 4 3 5 3 5 5

2つのつのつのつの葉位でトライコーム数が急激に増加した葉位でトライコーム数が急激に増加した葉位でトライコーム数が急激に増加した葉位でトライコーム数が急激に増加した系統系統系統系統 (第第第第3グループグループグループグループ)
GmWMC006 4, 6 4, 6 4, 7 4, 6 4, 6 4, 6 7 7
GmWMC014 G 6 7 4 4, 8 4, 7 6 4, 6 7 8a

GmWMC015 5, 7 5, 8 5, 7 7 5, 7 5, 7 5, 7 5, 7 7 7
GmWMC036 5, 8 7 5, 7 C 7 8 5, 7 G 7 8a

GmWMC038 4, 8 4, 8 7 8 7 5, 7 4. 7 7 8a 8a

GmWMC089 5 4 7 6 5 4 7 6 4, 7 4, 7 7 7
GmWMC107 4, 7 4, 6 4, 7 4, 6 4, 7 4 4, 7 4, 7 7 7
GmWMC115 G 4, 7 7 6 7 7 4, 7 7 7 7
GmWMC119 5, 7 5, 7 7 5, 7 5, 7 5, 7 5, 7 5, 7 7 7
GmWMC120 4 4 4 N 4 4, 7 4 4, 7 4 7
GmWMC122 N 4, 7 5 7 N 7 5, 7 7 7 7
GmWMC141 4, 6 6 5 7 G 5, 7 6 5, 7 8a 8a

GmWMC143 5, 7 4 6 4 4, 6 6 4, 6 4, 6 7 7
GmWMC154 5, 8 4 4, 8 5, 8 4, 7 5 5, 8 5, 8 8a 8a

GmWMC171 3, 8 3, 8 3, 6 3 3, 8 6 3, 8 3 8a 7
GmWMC173 5, 7 5 8 5, 7 7 3 5, 7 3, 7 8a 7
Nun 3, 7 4, 6 3, 6 3, 8 3, 6 3, 6 3, 6 3, 6 8a 8a

Suz 3, 6 4, 7 5 3, 6 3, 7 3 4 3, 7 7 7

トライコーム数の推移が一定トライコーム数の推移が一定トライコーム数の推移が一定トライコーム数の推移が一定、あるいは徐々、あるいは徐々、あるいは徐々、あるいは徐々に増加するに増加するに増加するに増加する系統系統系統系統 (第第第第4グループグループグループグループ)
GmWMC001 4, 7 3, 7 4, 7 3, 6 7 5 7 G 7 8a

GmWMC011 5, 7 G 5 5 4 5 5 G 7 8a

GmWMC012 8 4, 7 5 5, 8 5, 7 5 G 5, 8 8a 8a

GmWMC018 6 6 5 4, 6 6, 8 6 5 4 6 G 6 8a

GmWMC019 3, 7 N N 6 7 8 N 7 8a 8a

GmWMC020 5 4, 7 5 G 4, 7 G 5 G 7 8a

GmWMC046 G G 5 4 G 5 G G 8a 8a

GmWMC071 6 6 6 7 6 6 6 G 6 8a

GmWMC084 7 5 6 4 5 5 G 5 - 5
GmWMC108 4, 6 5 7 6 6 5 G G - -
GmWMC138 5 6, 8 5 4 C 4, 7 5 C 5 8a

GmWMC144 G 5 G G 8 5 G G 8a 8a

GmWMC160 6 5 C 4 5 C 5 -
GmWMC168 G 7 7 G N G G G 8a 8a

Mis 4, 8 4, 8 G G 4, 8 5 G G 8a 8a

C: 変化が見られずほぼ一定の値 G: 徐々に増加するような変化 N: 3つの葉位で急激に増加
a: 調査を行った第8葉までトライコーム数が増加した
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ーム数についてみると、各葉位におけるトライコーム数の増減の推移は、4 つのグル

ープに分類された (Table 1-10)。すなわち、トライコーム数が ‘‘葉の表裏で同時にあ

る葉位で急激に増加する’’ (グループ 1)、 ‘‘葉の表裏が異なる葉位で急激に増加す

る’’ (グループ 2)、‘‘2つの葉位で急激に増加する’’ (グループ 3)、‘‘トライコーム数の推

移が一定、あるいは徐々に増加する’’ (グループ 4) である。4つのグループに分類さ

れた代表的な系統について Fig. 1-6に示す。 

‘‘葉の表裏で同時にある葉位で急激に増加する’’グループ 1 に含まれるものは 39

系統あった。トライコーム数が急激に増加する葉位は第 3 葉から第 7 葉と系統によっ

て異なっていた。第 3葉で増加するものは 6系統あったが (Table 1-10)、第 3葉以

降の変化で 2 つに分かれた。GmWMC072 は、第 3 葉で急激に増加した後、第 3

葉以降はほぼ一定の値を示した (Fig. 1-6A, B)。個体ごとに比較しても、トライコー

ム数が急激に変化する葉位は第 3葉が中心であった。一方、GmWMC147を含む5

系統は、葉の表裏のトライコーム数の平均値は第 3 葉で急激に増加したが、第 3 葉

以降は一定の値を示さず、増加する傾向を示し、トライコーム数が一定となる葉位は

系統によって異なった (Fig. 1-6C, D,  Table 1-11)。 

第 4葉で増加するものは、3系統で認められた (Table 1-10)。GmWMC165は、

トライコーム数の平均値が第 4葉で急激に増加し、個体変異もなく、第 4葉以降はほ

ぼ一定の値を示した  (Fig. 1-6A, B, Table 1-10)。また、GmWMC156、

GmWMC176 もトライコーム数の平均値が第 4 葉で急激に増加したが、個体によっ

ては第 5葉で急激に変化するものもあり、第 5葉までトライコーム数が増加し、その後

は一定の値を示した。 
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第 5 葉で増加する系統は 17 系統あり、そのうち GmWMC170 を含めた 13 系統

では、トライコーム数の平均値が第 5 葉で急激に増加し、第 5 葉以降はほぼ一定の

値を示した (Fig. 1-6A, B, Table 1-10)。個体ごとに比較すると、トライコーム数が急

激に変化する葉位は第 5 葉が中心となった (Table 1-10)。また、その他の 4 系統 

(GmWMC086、GmWMC132、GmWMC142、GmWMC169) でも、トライコーム

数は第 5葉で急激に増加したが、その後の葉位においてもトライコームが増加する傾

向が示された。 

第 6 葉で増加するパターンは、「エンレイ」も含めて 10 系統で認められた(Table 

1-10)。GmWMC182 を含めた 6 系統では、「エンレイ」と同様にトライコーム数の平

均値が第 6 葉で急激に増加し、第 6 葉以降はほぼ一定の値を示した (Fig. 1-6A, 

B)。その他の 3 系統 (GmWMC027、GmWMC029、GmWMC035) は、第 6 葉

以降の葉位でも増加する傾向を示した (Fig. 1-6C, D)。 

第 7葉で増加する系統は 3系統あり (Table 1-10)、GmWMC022は、トライコー

ム数が第 7 葉で急激に増加し、それ以降はほぼ一定の値を示した (Fig. 1-6A, B, 

Table 1-10)。一方、GmWMC042、GmWMC118は、第 7葉以降の葉位において

もトライコーム数が増加する傾向がみられた。 

トライコーム数が‘‘葉の表裏が異なる葉位で急激に増加する’’グループ 2 には 7 系

統が含まれた (Table 1-10)。これらは、葉の表と裏で異なる葉位でトライコーム数が

急激に増加したが、その違いはおよそ 1 葉位であった。GmWMC146 では、葉の表

のトライコーム数は第 5 葉、葉の裏のトライコーム数は第 6 葉で急激に増加し(Fig. 

1-6A, B)、個体別に比較しても、表では第 5葉、裏では第 6葉を中心にトライコーム
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数が急激に増加する傾向が認められた (Table 1-10)。 

‘‘2 つの葉位で急激に増加する’’グループ 3 には 18 系統が含まれた。系統によっ

て葉の表裏両方で、もしくは片方だけでこのような変化を示す系統も存在した 

(Table 1-10)。一例として、GmWMC015とNunについて変化のパターンを述べる。

GmWMC015 は、トライコーム数が第 5 葉で急激に増加し、第 6 葉のトライコーム数

は第 5葉とほぼ同じ値であり、第 7葉で再度、急激にトライコーム数が増加した (Fig. 

1-6C, D, Table 1-10,)。個体ごとにトライコーム数の推移を比較しても、2つの葉位で

トライコーム数が急激に増加していた。Nun は、トライコーム数が第 3 葉で急激に増

加し、第 4葉まで増加する。しかし、第 5葉でのトライコーム数は減少し、第 6葉で再

び急激にトライコーム数が増加し、8葉まで増加する傾向が示された (Fig. 1-6C, D, 

Table 1-10)。個体間差異はみられず、いずれの個体も同様のパターンを示した。 

‘‘トライコーム数の推移が一定、あるいは徐々に増加する’’ グループ 4には 15系統

が含まれた。一例として GmWMC108 とMis があげられ、この 2 系統では、第 3葉

から第 8 葉まで徐々にトライコーム数が増加していく傾向があった (Fig. 1-6C, D, 

Table 1-10)。これら 15系統では、同系統内でトライコーム数が急激に増加する葉位

に個体間変異があったり、徐々に増加するなどの変化が認められたために平均値で

はトライコーム数の急激に増加する葉位が見られない系統が存在した。 (Table 

1-10)。 

以上の結果をまとめると、一部の系統でのみ一定の葉位で急激にトライコームが増

加したが、トライコームの急激な増加が 2 回起こる系統や徐々に増加する系統なども

存在した。これらのことより、「エンレイ」で起きる一定の葉位でトライコームが急激に増
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加する現象は、ダイズ種内に共通した形態変化ではなく、系統特異的な変化である

ことが明らかとなった。 

  

托葉の変化 

 

2015 年に用いたダイズコアコレクション 15 系統の内、11 系統 (GmWMC019、

GmWMC048 、GmWMC084 、GmWMC094 、GmWMC108 、GmWMC115 、

GmWMC146、GmWMC159、GmWMC165、GmWMC171、GmWMC188) と

「エンレイ」を用い、各葉位の托葉の変化を調査した。「エンレイ」において、托葉の葉

身長は、後半の葉位になるほど大きくなる傾向が見られた (Fig. 1-7A)。各葉位の生

長率は、0.97から 1.14の間とほぼ 1.00に近い値で、生長率の値は小さく、大きな変

化が起きないことを示していた (Fig. 1-7B)。それに比べ、葉身幅は第 1/2 葉から第

3 葉にかけて大きくなり、生長率は 1.68±0.07 と高かった (Fig. 1-7C, D)。その後、

生長率が第 4 葉で 1.16±0.02、第 5 葉は 1.30±0.04 となり、葉身幅は徐々に大きく

なるが、第 6 葉以降の葉身幅はほぼ一定の値で生長率が 1.00 に近い値を示した 

(Fig. 1-7C, D)。托葉の葉身長と葉身幅の比率は、第 3 葉から第 5 葉まで値が

2.98±0.06から 2.04±0.04と徐々に小さくなっていたが、第 5葉以降は一定の値を示

した (Fig. 1-8A)。 

11 系統の托葉の葉身長と葉身幅は、系統によって異なる値を示した  (Fig. 

1-7A,C)。葉位ごとに托葉を比較すると、GmWMC094 を除く 10系統の托葉の葉身

長は、第 1/2葉から第 3葉にかけて生長率が 1.00以下になり、葉身長は小さくなっ
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Fig. 1-7 ダイズコアコレクション12系統における托葉の葉身長と葉身幅の変化
(A) 12系統の各葉位における托葉の葉身長。
(B) 托葉の葉身長の生長率を各葉位ごとに示した。
(C) 12系統の各葉位における托葉の葉身幅。
(D) 托葉の葉身幅の生長率を各葉位ごとに示した。
計測には各系統10個体以上を用い、エラーバーは標準誤差を示す。
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Fig. 1-8 ダイズコアコレクションにおける托葉の葉身長と葉身幅の比率の変化
(A) 托葉の葉身長と葉身幅の比率が第5葉で一定の値となる傾向があった9系統の各葉位の比率を示した。
(B) 9系統の托葉の葉身長と葉身幅の比率の変化率。
(C) 托葉の葉身長と葉身幅の比率が第4葉、または、第5葉で一定の値となる傾向があった3系統の各葉位
の比率を示した。

(D) 3系統の托葉の葉身長と葉身幅の比率の変化率。
計測には各系統10個体以上を用い、エラーバーは標準誤差を示す。
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たが、GmWMC094の葉身長は、生長率が 1.03 となった (Fig. 1-7A,B)。これら 11

系統の第 3 葉以降の葉身長の生長率は、0.93 から 1.19 で、「エンレイ」と同様に葉

身幅と比べると大きな変化は示さなかった  (Fig. 1-7B, D)。葉身幅において、

GmWMC019 は第 4 葉まで、GmWMC048、GmWMC084、GmWMC094、

GmWMC108、GmWMC115、GmWMC159、GmWMC171、GmWMC188 は第

5葉まで、GmWMC146、GmWMC165は第 6葉まで、葉身幅の増大が続き、生長

率の値も 1.10 以上と高い値を示したが、その後はほぼ一定の値となり、生長率の値

も 1.00に近い値を示した (Fig. 1-7C, D)。葉身長と葉身幅の比率は、系統によって

異なる値を示し、異なる葉位から一定の比率になった。 GmWMC048 、

GmWMC084 、GmWMC094 、GmWMC108 、GmWMC115 、GmWMC159 、

GmWMC171、GmWMC188は「エンレイ」と同様に、第 3葉から第 5葉まで比率が

小さく、変化率も 1.00以下となるが、第 6葉以降は比率が一定の値になり、変化率は

1.00に近い値を示すようになった (Fig. 1-8A, B)。GmWMC019は第 3葉から第 4

葉にかけて比率が小さくなったが、第5葉以降は一定の値を示した (Fig. 1-8C, D)。

GmWMC146、GmWMC165 は、第 3 葉から第 6 葉にかけて値が小さくなったが、

第 7葉以降は一定の値を示した (Fig. 1-8C, D)。 

托葉の葉身長と葉身幅の比率が一定になる葉位と葉の大きさが急激に変化する

葉位を系統ごとに比較すると、同じ葉位で変化が起こる系統と異なる葉位で起こる系

統が存在した (Table1-8, Fig. 1-8)。「エンレイ」、GmWMC048、 GmWMC115は

第 5葉、GmWMC019は第 4葉、GmWMC146は第 6葉で托葉の葉身長と葉身幅

の比率が一定となる葉位と葉の大きさが急激に変化する葉位がほぼ一致していた 
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(Table 1-8, Fig. 1-8)。残りの 7系統では、葉の大きさが急激に変化した葉位よりも托

葉の葉身長と葉身幅の比率が一定となる葉位が遅れていた (Table 1-8, Fig. 1-8)。 

以上の結果より、調査した多くの系統においても、「エンレイ」と同様に托葉の葉身

長と葉身幅が葉位によって変化しており、托葉の葉身長と葉身幅の比率が一定にな

る葉位が存在することが明らかとなった。また、葉の大きさの変化する葉位と托葉の変

化する葉位が一致しない系統が多数存在し、葉の大きさと托葉では、形態変化が起

こる時期は同調せず、異なることが示唆された。 
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考察 

 

葉序、葉の形態変化の系統間差異 

 

「エンレイ」の葉序は、第 1/2 葉は対生であり、第 3 葉以降は互生である頻度が多

いが、第 3葉と第 4葉の葉序は 30％の頻度で第 1/2葉と同じ対生になることが報告

されている (Yoshikawa et al., 2013)。彼らは、「エンレイ」の第 1/2葉の葉形が単葉

であり、第 3葉以降は小葉を 3枚持つ複葉へと変化するが、稀に第 3葉が単葉であ

る個体が出現することを観察し、第 3葉は、個体によって葉形が異なり、第 1/2葉と同

様の単葉、もしくは後半の葉位と同様の複葉を形成する表現型を示すことから、

juvenile phase と adult phaseの中間であると考えた (Yoshikawa et al., 2013)。

「エンレイ」以外のダイズ品種の初期生育における葉序や葉形の研究は少なく、

(Yoshikawa et al., 2013) は、日本のダイズ数品種において、低頻度で第 3葉と第

4 葉の葉序が対生である個体が出現することを見ているが、第 3 葉が単葉の個体を

含む品種は、「エンレイ」以外で現在までに報告されていない。本章では葉序や葉の

形態の変化がダイズに共通する形質であるかどうかを明らかにするために調査を行

った。 

世界のダイズコアコレクション 80 系統、栽培品種 4 系統、「エンレイ」について、

2014 年と 2015 年の 2 年間調査した結果、第 3 葉と第 4 葉の葉序は、すべての個

体が互生であった系統や対生個体が出現する系統が認められ、出現頻度は年度や

系統で異なった (Table 1-4)。第 5葉以降も系統によって対生個体は見られたが、そ
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の出現頻度は異なった。第 3葉の葉形では、「エンレイ」以外にも単葉や 2枚の小葉

といった通常みられる三出複葉よりも少ない小葉を低頻度で展開する系統が存在し

たが、多数の系統 (67/85) の第 3葉は、小葉を 3枚以上形成した (Table 1-5)。こ

のことから、生育初期の対生葉序の出現や第 3 葉で単葉が出現する現象は、ダイズ

に共通した形態ではないことが明らかとなった。また、本章で供試したダイズコアコレ

クションや栽培品種は遺伝的に固定された系統にもかかわらず、一部の系統では、

対生葉序と単葉の出現頻度が年度間で異なり、同系統内の個体間でも異なっていた。

また、第 3 葉と第 4 葉が互生葉序であったにも関わらず、第 5 葉と第 6 葉が対生葉

序で出現する個体も存在した。これらの結果は、梅崎ら (1987) の、同系統でも年度

によって第 3葉と第 4葉における対生葉序の出現率が異なるという結果と一致してい

る。以上のことより、第 3葉と第 4葉が互生葉序のみ出現する系統では遺伝的に葉序

が決定されていることが考えられるが、年度によって出現頻度が変化する系統が存在

することは、遺伝的な支配だけではなく、環境などの他の要因がかかわっていること

が推察される。 

 

葉の大きさはダイズに共通した形態変化である 

  

 Yoshikawa et al. (2013) は、「エンレイ」の葉身長と葉身幅を調査し、第 4葉から

第 5 葉にかけてその大きさが急激に変化し、JA 相転換に関与していると報告した。

本研究で 2年間調査した「エンレイ」においても、第 5葉付近で葉身長と葉身幅の大

きさが急激に変化し、Yoshikawa et al. (2013)の結果 と一致し、「エンレイ」におい
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て本形質が環境条件に影響されにくいことが明らかとなった。しかし、この現象の一

般性については知られておらず多数の系統を用い、2 年に渡り調査した。2014 年で

は 84 系統を用い、葉身長と葉身幅の調査を行った結果、葉の大きさが急激に大きく

なる葉位が存在したが、系統によって葉位は異なった (Table 1-7, Fig. 1-1)。2015

年には「エンレイ」を含む 16 系統を選抜し、個体数を増やすことでさらに詳細に葉の

大きさの変化について調査を行った。その結果、2014 年と同様に葉の大きさが急激

に大きくなる葉位が存在した (Table 1-8, Fig. 1-2, 3)。以上の結果は、ある葉位で

葉の大きさが急激に変化するという現象はダイズに共通して起こる現象であることを

示している。シロイヌナズナにおいても、juvenile phase では葉が小さく、adult 

phase になると葉が大きくなることが知られており、生長相によって変化率が異なるこ

とが報告されている (Wu et al., 2009; Li et al., 2012; Lièvre et al., 2016)。イネに

おいても、juvenile phaseが延長するmori1変異体では、野生型の第 2葉と同じよ

うな小さい葉を展開し続けることが報告されている (Asai et al., 2002)。このことから、

ダイズのある葉位で葉の大きさが急激に変化することは JA 相転換によって起こる形

態変化であると考えられる。一方、変化する葉位は系統によって異なったことから、ダ

イズ内に JA 相転換の時期に多様性があることが示唆された。2014 年の調査では、

個体別に葉の大きさが急激に変化する葉位について、系統内の個体間で差異が認

められた (Table 1-7)。また、葉の大きさが急激に変化する葉位と開花日の早晩性を

みたところ、両者間には相関がみられなかった (データ未掲載)。2015年の調査では、

「エンレイ」を含む 13 系統において、葉の大きさが急激に変化する葉位は第 4 葉か

第5葉が中心となり、その前後の葉位で葉の大きさが急激に変化した個体も存在した
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が、ばらつきの程度は小さかった  (Table 1-8, Fig. 1-4A, B)。しかし、3 系統 

(GmWMC048、GmWMC115、GmWMC146) では、葉の大きさが急激に変化す

る葉位が第 4 葉から第 8 葉まで個体間差異がみられ、ばらつきの程度が大きかった 

(Table 1-8, Fig. 1-4C)。シロイヌナズナにおいても、同系統内の個体によって、JA

相転換の指標 (葉の裏にトライコームが形成される葉位) は、多少のばらつきが存在

することが報告されている (Telfer et al., 1997; Lièvre et al., 2016)。これらのことよ

り、同一系統であっても個体間で JA 相転換はばらつくことが推測される。JA 相転換

には、遺伝子発現だけではなく、糖やジベレリンといった代謝産物や植物ホルモンも

関与しており(Telfer et al., 1997; Yang et al., 2013; Yu et al., 2013; Teotia and 

Tang, 2015) 、これらの内在性の要因は個体ごとに内容量が異なる。このことが同一

系統内でも JA相転換がばらつく原因ではないかと考えられる。 

 

葉の大きさが変化する葉位の年度間差異 

 

「エンレイ」を含む 16 系統において、2014 年と 2015 年の葉の大きさが急激に変

化した葉位を比較した と ころ 、 13 系統  (GmWMC001 、 GmWMC048 、

GmWMC094 、GmWMC108 、GmWMC115 、GmWMC138 、GmWMC146 、

GmWMC165、GmWMC171、GmWMC176、GmWMC182) で年度によって葉

の大きさが急激に変化する葉位が異なっていた  (Fig. 1-5)。一方、3 系統 

(WMC019、WMC159、「エンレイ」) では年度によって大きな差が見られなかった。

2014年と 2015年では、播種時期が 1ヶ月程異なり、初期生育時の日長に違いがあ
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ることから、年度によって葉の大きさが急激に変化する葉位が異なった原因の一つと

して日長条件が考えられた。長日植物であるシロイヌナズナにおいても、短日条件で

生育すると juvenile phaseが延長し、長日条件で生育すると juvenile phaseが短

縮されることや一部の開花に関する遺伝子がJA相転換に関与することが報告されて

いる (Telfer et al., 1997)。ダイズは短日植物であり、日長が短くなることに反応して

開花することが知られている。この日長による開花に関連する遺伝子座として、ダイズ

では E1、E2、E3、E4遺伝子座が同定されている (Liu et al., 2008; Watanabe et 

al., 2009, 2011; Xia et al., 2012)。E2遺伝子座はシロイヌナズナの GIGANTIA 

(GI)のホモログである GmGIa を、E3 と E4遺伝子座は phytochrome A遺伝子で

あるGmPhyA3とGmPhyA2をコードしている (Liu et al., 2008; Watanabe et al., 

2009, 2011)。また、E1遺伝子座はダイズ特異的な遺伝子であることが報告されてい

る (Xia et al., 2012)。これらの遺伝子の機能が失われていると、長日条件で開花が

抑制されず、早期に開花する (Liu et al., 2008; Watanabe et al., 2009, 2011)。

E1から E4の遺伝子型は、ダイズ 63系統で遺伝子配列や DNAマーカーによって

解析されており、数種類の遺伝子型が存在することが報告されている (Tsubokura 

et al., 2014)。本章では、用いた 16系統の E1から E4遺伝子座の遺伝子型を決定

し (Table 1-9)、これらの遺伝子型が 2014年と 2015年の葉位の差異に関連するか

調査した。その結果、年度間で差がない系統と年度間で葉の大きさが急激に変化す

る葉位が異なった系統のそれぞれに特異的な遺伝子型は見いだせなかったが、年

度間で差がない 3 系統では、GmWMC159 を除き、E3 遺伝子座が機能欠損型の

e3-Mo、e3-tr であった。また、年度間で葉の大きさが急激に変化する葉位が異なっ
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た 13系統では、GmWMC001を除き、E3遺伝子座が機能型の E3-Mi、E3-Haで

あった。このことより、E3 遺伝子座の遺伝子型が JA 相転換に関連し、E3 遺伝子座

が機能型である場合、日長条件に対して、葉の大きさが急激に変化する葉位が変動

する可能性が考えられた。一方、機能欠損型であると、日長に対する反応が鈍くなり、

葉の大きさが急激に変化する葉位が一定となる傾向が示唆された。しかし、

GmWMC001、GmWMC159 といった E3遺伝子座で説明できない系統も存在した。

E遺伝子座はE1～E4の他にE5～E10まで存在し、E5～E10が関与している可能

性があるかもしれない。シロイヌナズナでは、JA 相転換にかかわる複数の遺伝子が

同定されており、ダイズにおいても E 遺伝子座以外の要因が考えられる。本章では、

自然日長で実験を行っており、今後は日長と温度を制御できる環境条件下で栽培し

たダイズで比較することでさらに詳しく解析できると考えられる。

 

葉のトライコームの変化は共通した形態変化ではない 

 

 Yoshikawa et al. (2013) は、「エンレイ」の葉の表裏のトライコーム数は、第 1/2葉

から第 5葉まで徐々に増加、もしくは一定の値であるが、第 6葉から急に増加し始め

ることを報告した。本章においても、「エンレイ」は第 6 葉で葉の表裏のトライコームが

急に増加し (Table 1-10, Fig. 1-6A, B)、(Yoshikawa et al., 2013) の結果と一致

した。世界のダイズコアコレクションと栽培品種 77系統のトラコーム数の変化を調査し

たところ、39 系統は「エンレイ」のように“葉の表裏で同時にある葉位で急激に増加す

る’’、 7系統は“葉の表裏が異なる葉位で急激に増加する’’、 18系統は“2つの葉位
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で急激に増加する’’、 15 系統は‘‘トライコーム数の推移が一定、あるいは徐々に増加

する’’の 4 種類に分類された (Table 1-10)。ダイズにおけるトライコームが急激に増

加する現象は、「エンレイ」を含め多数のダイズ系統でみられるが、それ以外の現象を

示す系統も多くみられた。シロイヌナズナでは、多数の系統で葉の裏にトライコームが

初めて形成される葉位と JA相転換の時期が関連付けられており、葉の表は初期より

トライコームが形成されていることが報告されている (Telfer et al., 1997)。トウモロコ

シにおいても、葉の表皮に初めてトライコームが形成される葉位が JA 相転換の指標

の１つとなっている (Evans et al., 1994)。一方、本章で用いた系統において、第

1/2 葉から葉の表で最少 4.9、最大 103.8 のトライコーム、葉の裏で最少 12.7、最大

134.4のトライコームがみられ、初期の葉よりトライコームが発生していた (データ未掲

載)。また、第1/2葉から葉の表よりも裏でのトライコーム数が多いことが明らかとなった。

ダイズのトライコームの発生様式は、初期の葉から裏表にトライコームが見られ、トライ

コーム数は葉の表側に比べ、裏側の方で多くなるが、シロイヌナズナやトウモロコシで

は、初期の葉の裏側にはトライコームが発生しておらず、ダイズとは大きく異なる。ま

た、トライコーム数の急激な変化は「エンレイ」を含む多数の系統で認められたが、そ

れとは異なる系統も多数存在した。これらのことより、トライコームの急激な増加は、ダ

イズに共通する JA相転換による形態変化ではないこと、さらには植物種間で共通す

る形態変化ではないことが示唆された。 

 

托葉の変化 
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世界のダイズコアコレクション 11 系統と「エンレイ」の托葉を調査した結果、托葉の

葉身長はあまり大きな変化がなく、葉身幅が大きく変化した (Fig. 1-7)。葉身長と葉

身幅の比率を各系統で比べると、「エンレイ」は Yoshikawa et al. (2013) と同様に

第 5葉以降は一定の値を示した (Fig. 1-8)。同様に、8系統の托葉の葉身長と葉身

幅の比率も第 5 葉以降は一定の値を示した (Fig. 1-8)。その他の 1 系統では第 4

葉以降、2系統では第 6葉以降で葉身長と葉身幅の比率が一定の値を示した (Fig. 

1-8)。以上の結果より、Yoshikawa et al. (2013) が報告した托葉の葉身長と葉身幅

の比率がある葉位から一定になるという現象は、ダイズに共通する形態変化であるこ

とが示唆された。ダイズの托葉は、茎頂や葉原基、発達中の葉を保護する役割があ

るとされている。托葉は葉原基から分化して形成され、托葉自身は同じ葉原基から発

達する葉よりも生長が早く、葉の小葉が形成される頃に托葉は生育停止をすることが

報告されている (Boerma and Specht, 2014)。托葉は、葉の大きさが急激に変化す

る葉位よりも早期、もしくは同じ葉位で変化しているはずであると予想した。「エンレイ」

のように葉の大きさが変化する葉位と托葉が変化する葉位が一致する系統が存在し

たが、葉の大きさが急激に変化する葉位よりも、托葉が変化する葉位が遅れる系統も

存在した。このことから、托葉は JA相転換によって葉の大きさが急激に変化するのと

同時、もしくは、遅れて変化することが示唆された。 
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第 2章 

日長は JA相転換のステージを制御している 
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序論 

 

植物の JA 相転換に深く関与していると認識されている遺伝子として、

microRNA (miR) 156とmiR172が存在する。前述したようにシロイヌナズナ

やイネ、トウモロコシにおいて、miR156 と miR172 は、生育の初期と後期に

おいて相対する発現パターンを示すことが知られている (Lauter et al., 2005; 

Wu et al., 2009; Tanaka et al., 2011)。ダイズにおいても、同様の遺伝子発現

パターンを示すことが報告されている (Yoshikawa et al., 2013)。また、シロ

イヌナズナでは、日長や系統によって JA 相転換が異なること、光受容体であ

るフィトクロムやクリプトクロム、概日時計に関する GI などが miR172 の発

現に影響を与えることが報告されている (Telfer et al., 1997; Jung et al., 

2007)。ダイズの花芽形成時の miR156 の発現量は、短日条件よりも長日条件

で発現量が高く、その発現量は、E1、E2、E3、E4遺伝子座の遺伝子型によっ

て異なる (Cao et al., 2015)。また、miR172の発現量は、日長や E3、E4遺伝

子座によって影響されることも報告されている (Zhao et al., 2015)。しかし、

miR156 と miR172 の発現パターンが初期の栄養生長期において、E 遺伝子座

の遺伝子型や日長によって、影響されるのかは報告されていない。本章では、

感光性の弱い品種である「エンレイ」と感光性の強い品種である「Peking」を

異なった日長条件で生育させ、葉の形態、およびmiR156とmiR172 の発現量

について発達段階を追って調査することによって、感光性と日長条件が JA 相

転換に与える影響を明らかにすることを目的とした。
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材料及び方法 

 

植物材料と栽培条件とサンプリング 

 

植物材料には、ダイズ品種の「エンレイ」と「Peking」を用いた。人工気

象器 (日本医化機械製作所、大阪、日本) にて、光強度を 495.8µmol m-²s-¹に

設定し、短日条件 (明期 10h／暗期 14h、25℃)、及び長日条件 (明期 16h／

暗期 8h、25℃) で栽培した。播種は長日条件で行い、子葉展開時 (Coty 区)、

第 1，2葉展開時 (1/2区)、第 3葉展開時 (3rd区)、第 4葉展開時 (4th区)、第

5葉展開時 (5th区)、第 6葉展開時 (6th区)、第 7葉展開時 (7th区)に短日条件

へ移行する処理区と長日条件のみで生育する処理区 (LD 区)を設定した。

microRNA の発現解析に用いる葉の試料は、Coty 区と LD 区の各葉位の葉が

展開した日の明期開始時に採取した。 

 

開花日と葉の形態調査 

 

短日条件へ移行した「エンレイ」と「Peking」では、花芽が形成されても花

弁が開かない閉鎖花となる場合があったため、各処理区と LD 区の開花を比較

する際に、最初に花芽が形成された日を開花日とした。開花日数は、子葉が展

開した日から開花日までの日数 (Days After Cotyledon : DAC) とし、開花時

葉数は、開花時までに主茎で展開した葉数を計測した。また、短日条件へ移行
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してから開花するまでの日数も計測した。 

葉の大きさ (葉身長と葉身幅) と葉柄長は、「Peking」の LD区以外の全ての

処理区で開花後に計測を行った。「Peking」の LD 区は開花が遅かったため、

播種後 60日目に第 1/2葉から第 9葉まで計測し、第 10葉以降の葉位は開花後

に計測を行った。葉の大きさは、単葉、および、複葉の中央の小葉における葉

身長と葉身幅を葉位ごとに測定した。葉柄の長さは各葉位の葉柄長を測定した。

開花日、及び、葉の形態調査は、各処理区 (Coty～7th、LD) で 4 個体以上を

用いた。葉の大きさの生長率は第 1 章と同様の式で算出し、葉のサイズ (葉身

長と葉身幅) の生長率が最も高い値となる葉位を Maximum Leaf Growth 

Ratio (MLR) とした。最も葉柄長が長い葉位を Largest Petioles Size (LPS) と

した。 

 

RNA のポリアデニル化と Real-time qPCR 

 

全 RNAは、サンプリングした葉から RNAiso (TaKaRa Bio, 滋賀, 日本) を

用いて抽出した。Poly(A) Tailing Kit (Invitrogen, California, U.S.A) を用い、

マニュアルに従って RNAのポリアデニル化を行った (Shi and Chiang, 2005)。

20 µLの反応液となるように2 µgのRNAにATP、poly(A) polymerase (PAP)、

MnCl₂、PAP buffer を調整し、37℃で 1 時間インキュベートした。ポリアデ

ニル化した RNA は、フェノール・クロロホルム抽出とエタノール沈殿で精製

した。逆転写反応には、精製した300 ngのRNAに10 mMのdNTP (TOYOBO)、
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50 mM Poly (T) adapterを加え、65℃で 5分間インキュベートした。その後、

氷上で 1 分間以上インキュベートし、10 x RT buffer (TOYOBO)、25 mM 

MgCl2 (TOYOBO)、0.1 mM DTT、40 U RNase Inhibitor Recombinant-type 

(TOYOBO)を反応液が 20 µLとなるように加え、50℃で 50分間、85℃で 5分

間の順でインキュベートした。さらに、12 U ribonuclease H (TaKaRa Bio)を

添加し、37℃で 20分間インキュベートした。Real-time qPCRに用いる反応液

は、100倍希釈した cDNA 8 µLに 10 µLの THUNDERBIRD® SYBR® qPCR 

Mix (TOYOBO)とそれぞれの遺伝子に対応する 6 pmol のフォワードプライマ

ー (GmmiR156 primer_F, GmmiR172 primer_F) と 6 pmol のリバースプラ

イマー (reverse primer) を加え、最終的に 20 µLの反応液となるようにした。

実験に用いたプライマーは、Table 2-1に示した。PCRは Thermal Cycler Dice 

Real Time System Single (TaKaRa Bio) を用い、初期変性 (95℃、30秒)、変

性 (95℃、15秒)、アニーリング (遺伝子によって 58℃、もしくは、60℃、15

秒)、伸長反応 (72℃、30秒) を 40サイクル行った。miRNAの発現レベルは、

Yoshikawa et al. (2013) に従って、同じ cDNAより測定した ACT2/7 で標準化

した。 
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Table 2-1第2章で用いたプライマー

プライマー 配列 (5' - 3') a
引用

Poly (T) adapter GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGG(T)12VN Shi and chiang 2005

GmmiR156 primer_F TGACAGAAGAGAGTGAGCAC

GmmiR172 primer_F AGAATCTTGATGATGCTGCAT

reverse primer GCGAGCACAGAATTAATACGAC Shi and chiang 2005

GmACT2/7 primer_F CTTCCCTCAGCACCTTCCAA Jian et al. 2008

GmACT2/7 primer_R GGTCCAGCTTTCACACTCCAT Jian et al. 2008
a: V=A, G, C N=A, T, G, C
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結果 

 

日長に対する反応 

 

「エンレイ」の各処理区の開花日数 (±標準誤差) を比較すると、Coty区は

21.1 (± 0.2) DAC、1/2区は 22.2 (± 0.6) DAC、3rd区は 24.0 (± 0.3) DAC、4th

区は 24.1 (± 0.3) DAC、5th区は 24.5 (± 0.4) DAC、6th区は 25.2 (± 0.3) DAC、

7th区は 24.1 (± 0.4) DAC、LD区は 26.6 (± 0.3) DACとなり、3rd～7th区では、

約 24 DACで開花した (Fig. 2-1A)。3rd～7th区に対し、Coty区と 1/2区では開

花日数が 2～3日程度短くなり、LD区では開花日数が 2日程度増加した。各処

理区の開花時葉数についてみると、Coty区は 7.6 (± 0.2)枚、1/2 区は 7.8 (± 0.2)

枚、3rd区は 8.8 (± 0.2)枚、4th区は 9.1 (± 0.1)枚、5th区は 8.7 (± 0.5)枚、6th区

は 9.0 (± 0.3)枚、7th区は 8.8 ± (0.2)枚、LD区は 8.7 (± 0.1)枚であった (Fig. 

2-1B)。また、Coty 区と 1/2 区の開花時葉数は、3rd区～7th区や LD 区よりも

若干少なかった。短日条件へ移行してから開花までの日数についてみると、

Coty区は 21.6 (± 0.2)日、1/2 区は 20.8 ± (0.4)日、3rd区は 18.8 (± 0.2)日、4th

区は 17.1 (± 0.4)日、5th区は 13.1 (± 0.2)日、6th区は 9.9 (± 0.9)日、7th区は 4.6 

(± 0.5)日であった (Fig. 2-1C)。 

「Peking」における各処理区の開花日数は、Coty区で 20.8 (± 0.2) DAC、

1/2区で 21.7 (± 0.4) DAC、3rd区で 25.3 (± 0.2) DAC、4th区で 28.2 (± 0.8) DAC、

5th区で 33.3 (± 0.3) DAC、6th区で 38.0 (± 0.4) DAC、7th区で 42.3 (± 1.6) DAC
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Fig. 2-1 エンレイの各処理区とLDの開花形質
(A) エンレイにおける各処理区とLDの開花日数を示した。開花日数は子葉が展開してから開花までの
日数(DAC)によって評価した。

(B) エンレイにおける各処理区とLDの開花時葉数を示した。
(C) エンレイにおける各処理区とLDの短日条件へ移行してから開花するまでの日数を示した。
グラフ内の異なるアルファベットは、Tukey-Kramer HSD検定によって1%水準で有意に差が認められ
たことを表す。エラーバーは標準誤差を示す。
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LD区で 67.4 (± 1.1) DACとなり、生育が進んだ葉位で短日条件へ移す処理区

ほど、開花日数が有意に増加した (Fig. 2-2A)。また、LD区では、各処理区に

比べ、開花日が大きく遅れた。開花時葉数を各処理区で比較すると、Coty区は

5.8 (± 0.1)枚、1/2 区は 6.2 (± 0.2)枚、3rd区は 7.8 (± 0.2)枚、4th区は 8.5 (± 0.3)

枚、5th区は 9.8 (± 0.2)枚、6th区は 10.1 (± 0.2)枚、7th区は 10.3 (± 0.4)枚、LD

区は 17.1 (± 0.2)枚であり、開花時葉数は Coty～6th区で 1枚程度ずつ異なった

が、6th区と 7th区では同様の葉数であった (Fig. 2-2B)。LD区では、各処理区

よりも開花時葉数が最も大きかった。短日条件へ移行してから開花までの日数

を各処理区で比較すると、Coty区は 20.2 (± 0.2)日、1/2区は 20.4 (± 0.5)日、

3rd区は 19.7 (± 0.2)日、4th区は 19.6 (± 0.2)日、5th区は 20.7 (± 0.2)日、6th区

は 20.8 (± 0.1)日、7th区は 20.0 (± 1.2)日であり、全処理区とも、短日条件へ移

行してから 20日程度で開花した (Fig. 2-2C)。 

 

「エンレイ」における葉の表現型 

 

前述したように自然日長条件下の「エンレイ」では、第 5葉の葉身長と葉身

幅が急激に大きくなり、この現象が JA 相転換の指標になると報告されている 

(Yoshikawa et al., 2013)。しかし、異なった日長条件において、「エンレイ」

の葉の大きさを調査した報告はなく、日長条件が JA 相転換にどのような影響

を与えるのかわかっていない。そこで、短日処理区と LD区の葉身長と葉身幅、

葉柄長について計測し、日長条件によって葉の大きさが急激に変化する葉位が 

68



A

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

Coty 1/2 3rd 4th 5th 6th 7th LD

P
ek

in
gの
開
花
日
数

(D
A

C
)

処理区

FG
EF

E

D
C

B

A

G

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

14.0

16.0

18.0

20.0

Coty 1/2 3rd 4th 5th 6th 7th LD

P
ek

in
gの
開
花
時
葉
数

処理区

D

C
C

B B B

A

D

B

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

Coty 1/2 3rd 4th 5th 6th 7th

P
ek

in
gの
短
日
処
理
か
ら
開
花
ま
で
の
日
数

処理区

A
AAA

AA
A

C

Fig. 2-2 Pekingの各処理区とLDの開花形質
(A) Pekingにおける各処理区とLDの開花日数を示した。開花日数はDACによって評価した。
(B) Pekingにおける各処理区とLDの開花時葉数を示した。
(C) Pekingにおける各処理区とLDの短日条件へ移行してから開花するまでの日数を示した。
グラフ内の異なるアルファベットは、Tukey-Kramer HSD検定によって1%水準で有意に差が認め
られたことを表す。エラーバーは標準誤差を示す。
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異なるのかを調査した。各短日処理区の葉身長は、第 5葉で大きさが急激に変

化していた (Fig. 2-3A)。LD区では、葉身長は第 5葉あるいは第 6葉で大きく

変化していた (Fig. 2-3A)。すべての区において、第 3葉においても葉身長が急

激に大きくなったが、葉の形態が単葉である第 1/2 葉から複葉である第 3 葉へ

と大きく変化したためと考えられる (Fig. 2-3A)。葉身幅においても、葉身長の

結果と同様に、短日処理区では第 5 葉で、LD 区では第 5 葉あるいは第 6 葉で

急激に葉身幅が変化した (Fig. 2-3B)。MLR (葉の生長率が最も高くなる葉位)

を各短日処理区で比較すると、どの処理区においても MLR はおよそ第 5 葉で

あった (Fig. 2-5A)。一方、LD区のMLRは、それより少し遅れた葉位であっ

た (Fig. 2-5A)。 

葉柄は葉と茎の間に存在する部分であり、葉と同じ原基より分化する器官で

ある。葉柄長を測定したところ、各短日処理区ではおよそ第 5 葉まで、LD で

は第 6葉まで葉柄長が増加している傾向が見られた (Fig. 2-3C)。LPS (葉柄長

が最大になる葉位) は、各短日処理区ではおよそ第 5 葉であり、LD では第 6

葉であった (Fig. 2-5A)。すべての処理区で、MLRと LPSが同一の葉位であっ

たことから、葉柄長は葉の大きさと同様に JA 相転換の指標となることが示唆

された。 

 

「Peking」における葉の表現型 

 

「Peking」に関しても同様の調査を行った。各短日処理区の葉身長を比較す 
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Fig. 2-3 エンレイの葉の表現型
(A) エンレイの各処理区とLDにおける各葉位の葉身長。
(B) エンレイの各処理区とLDにおける各葉位の葉身幅。
(C) エンレイの各処理区とLDにおける各葉位の葉柄長。
エラーバーは、標準誤差である。
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ると、処理区によって異なる葉位で葉身長が急激に大きくなることが示された 

(Fig. 2-4A)。Coty区、1/2 区では、第 4葉付近で葉身長が急激に増加した。3rd

区、4th区、5th区では、第 5葉付近で葉身長が急激に増加した (Fig. 2-4A)。6th

区では第 6葉付近、7th区では第 7葉付近で葉身長が急激に増加した (Fig. 2-4A)。

各処理区の葉身幅は、葉身長の結果と同様であった (Fig. 2-4B)。各処理区の

MLR は、後半の葉位で短日条件へ移行する処理区ほど葉位が後半にずれてい

た (Fig. 2-5B)。一方、LD区において、葉身長と葉身幅は、第 5葉と第 10葉

で急激に大きくなった (Fig. 2-4A, E, 2-5B)。葉柄長を計測すると、LPSは各

短日処理区や LD 区によって異なる葉位に位置し、この結果は MLR と類似し

ていた (Fig. 2-4A, C, 2-5B)。感光性の強い「Peking」では、処理区によって、

葉の大きさと葉柄長が著しく増加する葉位が異なった。 

 

miR156とmiR172 の発現量に及ぼす感光性と日長の影響 

 

ダイズ品種の「エンレイ」においても、栄養生長期の前半ではmiR156の発

現量が高く、栄養生長期の後半になるとmiR172の発現量が高くなることが知

られている (Yoshikawa et al., 2013)。また、開花期を制御する遺伝子座 E1、

E2、E3、E4が花芽形成時のmiR156の発現量に影響を与えることが報告され

ている (Cao et al., 2015) が、4 つの E 遺伝子座が栄養生長期の miR156 と

miR172 の発現量に及ぼす影響については明らかになっていない。E 遺伝子座

が異なる「エンレイ」 (E1e2e3E4) と「Peking」 (e1-pE2E3E4) を用いて、 
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Fig. 2-4 Pekingの葉の表現型
(A) Pekingの各処理区とLDにおける各葉位の葉身長。
(B) Pekingの各処理区とLDにおける各葉位の葉身幅。
(C) Pekingの各処理区とLDにおける各葉位の葉柄長。
エラーバーは、標準誤差である。
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Fig. 2-5 エンレイとPekingのMLRとLPSが位置する葉位
(A) エンレイの各短日処理区とLDにおいて、MLRとLPSが位置する葉位を示した。
(B) Pekingの各短日処理区とLDにおいて、MLRとLPSが位置する葉位を示した。
MLR：葉の生長率が最も大きい葉位を表す。 LPS：葉柄長が最も大きい葉位を表す。
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初期生育の各葉位展開時の miR156 と miR172 の発現について解析を行った。

また、栄養生長期のmiR156とmiR172の発現に及ぼす日長の影響を調査した。 

「エンレイ」において、Coty区では、miR156の発現が第 4葉まで増加する

が、第 5 葉以降は発現量が減少した (Fig. 2-6A)。Coty 区に対し、LD 区の

miR156は、第 6葉展開時まで高い発現量を維持していた(Fig. 2-6A)。miR172

は、Coty区と LD区の両方で後半の葉位になるにつれて発現量が徐々に増加し

たが、LD区では第 6葉以降はmiR172の発現量が急激に減少した (Fig. 2-6B)。

「Peking」の miR156 の発現は、Coty 区ではどの葉位においても非常に低か

ったが (Fig. 2-6C)、LD区においては、第 4葉までCoty区より 15倍程度高く、

第 5 葉以降は減少した (Fig. 2-6C)。一方、「エンレイ」の Coty 区と LD 区を

比較すると「Peking」ほどの大きな差が見られなかった (Fig. 2-6A, C)。また、

「エンレイ」の Coty 区と LD 区に比べ、「Peking」は、Coty 区では miR156

の発現量が低く、LD 区では miR156 の発現量が高かった (Fig. 2-6A, C)。

「Peking」の Coty 区では、後半の葉位展開時になると、miR172 の発現量が

増加した (Fig. 2-6D)。LD区では、第 4葉展開時までmiR172の発現量が増加

したが、第 5 葉展開時以降は減少した (Fig. 2-6D)。「エンレイ」の Coty 区と

「Peking」の Coty 区において、miR172 は同じ発現パターンを示し、後半の

葉位が展開する時期ほど増加した (Fig. 2-6B, D)。「エンレイ」の LD 区と

「Peking」のLD区ともmiR172の発現量は後半の葉位で減少するが、「Peking」

の方が早い葉位で発現量が減少した (Fig. 2-6B, D)。
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Fig. 2-6 エンレイ(A and B)とPeking(C and D)におけるmiR156とmiR172の発現量
(A) エンレイのCotyとLDにおける各葉位展開時のmiR156の発現量。
(B) エンレイのCotyとLDにおける各葉位展開時のmiR172の発現量。
(C) PekingのCotyとLDにおける各葉位展開時のmiR156の発現量。
(D) PekingのCotyとLDにおける各葉位展開時のmiR172の発現量を示した。内部のグラフは、Cotyにお
ける1/2～5th展開時のmiR172の発現量を表す。
miR156とmiR172の発現量は、ACT2/7の発現量によって、ノーマライズした。発現量の測定には3個体
以上を用いた。エラーバーは標準誤差を示す。
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考察 

 

「エンレイ」と「Peking」の感光性の違い 

 

本章では、異なる日長条件区を設け、「エンレイ」と「Peking」の感光性に

ついて比較した。「エンレイ」の各短日処理区 (Coty～7th) や LD区では、開花

日数 (DAC) が 2～3日程度、開花時葉数も 1～2枚程度異なり、処理区間で大

きな差がないことが示された (Fig. 2-2A, B)。また、多くの葉を展開した後に

短日条件へ移行した処理区ほど、短日条件へ移行してから開花までの日数が短

縮された (Fig. 2-2C)。「エンレイ」では、各処理区の開花日数が短日による影

響をあまり受けず、おおよそ同じ日数で開花したため、多くの葉数が展開して

から短日条件へ移行する処理区ほど移行後から開花までの日数が短くなってい

た。一方、「Peking」において、各短日処理区と LD 区は、開花日数や開花時

葉数が日長の影響を大きく受けていた (Fig. 2-3A, B)。以上のことより、「エン

レイ」は開花に対する日長の影響が小さく、感光性が弱いこと、「Peking」は

日長の影響を大きく受け、感光性が強いことが認められた。ダイズにおいて、

E1、E2、E3、E4 の 4 つの E 遺伝子座は開花期と成熟期をコントロールして

いることが知られている (Liu et al., 2008; Watanabe et al., 2009, 2011; Xia 

et al., 2012)。E1遺伝子座より同定された遺伝子は転写因子であるとわかって

いるが、シロイヌナズナなどでホモログが見つかっておらず、ダイズ特異的な

遺伝子であり、長日条件において開花を抑制していることが報告されている 
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(Xia et al., 2012)。E2遺伝子座は、シロイヌナズナの GIのオーソログである

GmGIa をコードしており、この遺伝子座が機能型であると、自然日長条件下

で開花が遅れることが報告されている (Watanabe et al., 2011)。また、E3遺

伝子座は phytochrome A 遺伝子である GmPhyA3 をコードしており、

GmPhyA3の機能を失っている突然変異体では、長日条件において野生型より

開花が早くなることが報告されている (Watanabe et al., 2009)。「エンレイ」

の E 遺伝子座は E1e2e3E4 であり、「Peking」の E 遺伝子座は e1-pE2E3E4

であり、自然条件下で「Peking」は「エンレイ」よりも開花期が遅くなる 

(Tsubokura et al., 2014)。「Peking」では、E1の上流で 1塩基の置換があり、

「エンレイ」との F2集団を用いた解析から、「Peking」の e1-p は劣性の遺伝

子であると推測されている (Tsubokura et al., 2014)。また、「エンレイ」は、

劣性の e2 と e3 によって開花が早まっていることが報告されている (Yamada 

et al., 2012)。以上のことより、本研究における「エンレイ」は感光性が弱く、

「Peking」は感光性が強いという 2品種間の開花に関する感光性の違いは、上

記の先行研究の報告と一致する。さらに、「Peking」は、どの処理区において

も短日条件へ移行してから開花に至るまでに 20 日程度の日数を要することを

明らかにした。 

 

感光性に違いによる葉の表現型の変化 

 

「エンレイ」では JA 相転換によって第 5 葉の大きさが急激に変化すること
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が報告されているが、日長条件に影響を受けるのかは明らかにされていなかっ

た (Yoshikawa et al., 2013、本論文第 1章)。本章において、「エンレイ」では、

日長条件に依存せずに第 5葉付近で葉の大きさが急激に変化することが示され

た (Fig. 2-3A, B)。この結果より、「エンレイ」の JA相転換は日長の影響を受

けず、一定の時期に起きることが推察された。一方、「Peking」では短日条件

に反応して、各短日処理区や LD 区によって異なる葉位で葉の大きさが急激に

変化した (Fig. 2-4A, B)。シロイヌナズナの ecotypeである Col、Ler、Wsを

長日条件で生育すると、短日条件で生育するよりも早い生育段階で葉の裏面に

トライコームが形成されることが報告されている (Telfer et al., 1997)。これら

のことより、「Peking」は、日長によって JA相転換がコントロールされている

ことが示唆され、短日条件は JA 相転換を促進し、長日条件は JA 相転換を遅

延させることが考えられた。 

「Peking」の LD 区において、葉身長と葉身幅は、第 5 葉と第 10 葉で急激

に変化することが示された (Fig. 2-4D, E)。LD区では、開花まで日数がかかり、

前半に展開した葉位の葉が黄化し、枯死しそうになったため、第 1/2 葉～第 9

葉までを播種後 60 日目に植物体から除去・採取し、他の葉位を開花後に採取

した。第 1/2 葉～第 9 葉を植物体から除去したことがその後の葉位の葉の生長

に影響を与え、第 10 葉で葉身長と葉身幅が急激に変化した原因になったと推

測し、再度「Peking」を LD条件にて、黄化した下位葉を除去・採取せずに生

育し、開花後に葉身長と葉身幅を計測した結果、第 10 葉で葉の大きさが急激

に変化することを確認した (データ未掲載)。以上のことより、LD 区で第 10
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葉の葉の大きさが急激に変化した原因としては、LD 区の「Peking」でこれま

でに知られていない何かしらの生長相の転換が起きたことが考えられる。 

「エンレイ」と「Peking」の葉柄長の LPS は、葉の大きさの MLR と近い

葉位に位置していた (Fig. 2-5A, B)。葉と葉柄は、shoot apical meristemの周

辺から形成される葉原基から同じく分化する (Ichihashi and Tsukaya, 2015)。

シロイヌナズナにおいて、葉の裏面にトライコームが形成される葉位と葉柄長

が長くなる葉位は一致していることが報告されている (Jung et al., 2011)。こ

れらのことより、ダイズにおいても葉柄長は JA 相転換によって起こる形質の

1つになりうることが考えられる。 

 

miR156とmiR172 の発現量に対する日長の影響 

 

「エンレイ」と「Peking」の Coty 区と LD区におけるmiR156とmiR172

の発現量を解析した。「Peking」において、Coty区はmiR156の発現量が常に

低く、LD区は Coty区よりも顕著にmiR156の発現量が高かった (Fig. 2-6C)。

「エンレイ」においては、Coty区と LD区のmiR156の発現量に大きな差は見

られなかったが、LD区が Coty区よりも若干miR156の発現量が高い傾向にあ

った。花芽形成時の miR156 の発現量は、4 つの E 遺伝子座 (E1、E2、E3、

E4) と生育条件 (長日条件、短日条件) によって左右されることが報告されて

いる (Cao et al., 2015)。これらの結果より、miR156の発現量は、栄養成長期

においても感光性と日長によって変化することが示唆された。感光性の強い
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「Peking」では、短日条件によってmiR156の発現が抑制され、長日条件によ

ってmiR156の発現が促進されていると予想される。そのため、葉の大きさが

急激に変化する葉位が処理区によって異なったと考えられる。一方、「エンレイ」

では、感光性が弱いために日長条件がmiR156 の発現にあまり大きな影響を与

えず、一定の葉位で葉の大きさが急激に変化することが考えられる。「エンレイ」

と「Peking」の Coty区では、miR172の発現量が生育とともに増加し(Fig. 2-6B, 

D)、Yoshikawa et al. (2013)と同様の結果であった。一方、「エンレイ」と「Peking」

の LD 区では、生育に伴って miR156 の発現は減少するが、途中から miR172

の発現も減少した (Fig. 2-6B, D)。シロイヌナズナにおいては、miR172の発

現は SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (SPL) 9、SPL10

によって促進されており、SPL9、SPL10 は miR156 によって発現が抑制され

ていることが報告されている (Wu et al., 2009; Zhu and Helliwell, 2011)。ま

た、GI が日長に反応して miR172 生合成に影響を与えることも報告されてい

る (Jung et al., 2007; Zhu and Helliwell, 2011)。本研究の LD 区における

miR172の発現量の減少は、長日条件に反応した SPL9、SPL10、GIによる影

響の可能性が考えられる。また、「エンレイ」における LD 区の miR172 の発

現が「Peking」における LD区のmiR172 の発現より高い傾向があるのは、感

光性の違いによるものだと推察される。 
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第 3章 

日長に反応する JA相転換の因子の解析 
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序論 

 

シロイヌナズナでは、miR156 によって Squamosa promoter binding protein 

like (SPL)s の発現が抑制されており、SPLsは miR172の発現や葉形、トライコー

ムの分布に関与することが知られている (Wu, 2006; Wu et al., 2009; Shikata et 

al., 2009)。また、miR172は、SPL9がmiR172の転写開始位置の上流に結合する

ことで転写が促進され、DICLER-LIKE 1 (DCL1) や SERRATE (SE) といったタ

ンパク質によってmRNAから pri-miR172、pre-miR172、mature-miR172の順に

生合成が進み、mature-miR172はターゲット遺伝子のmRNAを分解する (Wu et 

al., 2009; Teotia and Tang, 2015; Zhang et al., 2015)。シロイヌナズナでは、GI

が DCL1や SEを介し、miR172の発現量を調節することが知られている (Jung et 

al., 2007)。シロイヌナズナと同様にダイズにおいても、開花時にGmSPL3, 9の発現

が高いことや、GmSPLs の塩基配列によって miR156a/b の発現抑制を受けるもの

と受けないものが存在することが報告されている (Cao et al., 2015; Tripathi et al., 

2017)。しかし、ダイズの生育に伴う GmSPLs、DCL1、SEの発現量の変化、日長に

対する反応は不明である。本章では、品種による感光性の違いや日長によってダイ

ズの SPLsや DCL1、SEの発現量がどのように変化するのか解析した。 

また、第 2 章では、異なる日長条件下で「エンレイ」と「Peking」の葉の大きさや

miR156 と miR172 の発現レベルなどの JA 相転換に関する形質を解析し、E2 と

E3 遺伝子座が JA 相転換に関与する可能性を示唆した。しかし、E2、E3 遺伝子座

それぞれの JA相転換への効果については、不明であった。そこで、本章では、感光
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性に関与している E2、E3遺伝子座の JA相転換における効果について解析した。
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材料及び方法 

 

植物材料と生育条件 

 

植物材料には、ダイズ品種の「エンレイ」、「Peking」、E遺伝子座の準同質遺伝子

系統 (near isogenic lines、NILs)として、「エンレイ」に「Peking」の E2、あるいは、

E3遺伝子を導入した En_E2 と En_E3を用いた (Table 3-1)。なお、NILsは国立

研究開発法人 農業・食品産業技術総合研究機構より分譲を受けた。栽培は、人工

気象器 (日本医化機械製作所、大阪、日本) にて、光強度を 495.8µmol mˉ² sˉ¹

程度に設定し、明期 10h ／暗期 14h、25℃の短日 (SD) 条件、もしくは、明期 16h

／暗期 8h、25℃の長日 (LD) 条件で行った。発現解析に用いる試料は、SD と LD

条件で生育した系統の各葉位の葉が展開した日の明期開始時に採取した。 

 

RNA抽出と逆転写 

 

RNAは、RNAiso (TaKaRa Bio) を用い、サンプリングした葉より抽出した。抽出

した RNAの逆転写には、ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA 

Remover (TOYOBO) を用い、取扱説明書に従い行った。 

miR172の解析には、第 2章と同様の方法を用い、抽出した RNAをポリアデニル

化し、精製、逆転写を行った。 
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Table 3-1 本章で用いた系統とE遺伝子型

ID 系統 E遺伝子座

En エンレイ E1e2e3E4
En_E2 E2遺伝子のNIL E1e2e3E4
En_E3 E3遺伝子のNIL E1e2E3E4
Pe Peking e1-pE2E3E4
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GmSPLs、GmDCL1、GmSE、miR172の発現解析 

 

発現解析には、semi-quantitative RT-PCR、または real-time qPCRで行った。

本章で用いたプライマーを Table 3-2に示す。semi-quantitative RT-PCRには、

10倍希釈した cDNAを 3 µL、Quick Taq® HS DyeMix (TOYOBO) を 10 µL、

解析対象の遺伝子に特異的な 10 pmol プライマーを 0.4 µL、滅菌水を 6.2 µLと全

量が 20 µL となるように混合した。PCR反応は、GeneAmp® PCR System 2700 

(Applied Biosystems、California、U.S.A) を用い、初期変性 (94℃、2分)、変性 

(94℃、30 秒)、アニーリング (遺伝子によって 55℃、もしくは 60℃、30 秒)、伸長反

応 (68℃、30 秒) を 30 サイクル繰り返した。PCR 産物は 2%アガロースゲル 

(Agarose XP、ニッポン・ジーン)で電気泳動し、確認した。遺伝子発現量の内部標

準として、GmACTIN (ACT) 2/7 を用いた。real-time qPCR に用いる反応液は、

100 倍希釈した cDNA 8 µL 、 THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix 

(TOYOBO) を 10 µL、SPL9c と SPL9dに対応する 6 pmolプライマーを 0.6 µL、

滅菌水を 1.88 µL 加えて、全量が 20 µL となるように混合した。PCR 反応は

Thermal Cycler Dice Real Time System Single (TaKaRa Bio) を用い、初期変

性 (95℃、30 秒)、変性 (95℃、15 秒)、アニーリング (55℃、15 秒)、伸長反応 

(72℃、30 秒) を 40 サイクル行った。miRNA の発現は、同じ cDNA より測定した

GmACT2/7で標準化した。 

miR172の RT-PCRには、10倍希釈した cDNAを 5 µL、Quick Taq® HS  
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Table 3-2 第3章において用いたプライマー

プライマー 配列(5'-3')* 参考文献

GmSPL3a_F GTATCACGGACTTTGATGAGA  Cao et al., 2015
GmSPL3a_R TACCCCACAGCAATTTTAGC  Cao et al., 2015
GmSPL3b_F GTAGGAAAAAGAAGGTGGTG Cao et al., 2015
GmSPL3b_R CGTTGGTGCTGGTCTCCAAT Cao et al., 2015
GmSPL3c_F TCCTTCCGTACACATGGCAG Cao et al., 2015
GmSPL3c_R GAAATCATTGTCCATGGTAGC Cao et al., 2015
GmSPL3d_F TGGACACAAGCAGGTATGAG Cao et al., 2015
GmSPL3d_R GACCCTGATCTCTTTCCATGGA Cao et al., 2015
GmSPL9a_F AATTTGCTGTGGCGTCTTTG Cao et al., 2015
GmSPL9a_R AGGCACAGATTCCCCTCATA Cao et al., 2015
GmSPL9b_F GTGTCCCCGATCTTGGTCTA Cao et al., 2015
GmSPL9b_R GTAACAGATAGCATAGAAGTG  Cao et al., 2015
GmSPL9c_F GAGCTAGCGCCTGGAAATCA Cao et al., 2015
GmSPL9c_R GGTGGTGACCCCAGTGTAACTT Cao et al., 2015
GmSPL9d_F CATTTGTGGAACTTTCAGGC Cao et al., 2015
GmSPL9d_R AGAGGCTGTCCTCCCAATC Cao et al., 2015
GmSPL2a_F ACTGGGAGCACTTATTCTTCTTC
GmSPL2a_R AACATTCCAACGTTGATTTCCC
GmSPL2b_F GACTGGGAGCACTTATTCTTCAA
GmSPL2b_R ACAACAGTCCAACATTGATTTCTG
GmDCL1_F GTGCTAGAAAGCCTGGATCTG
GmDCL1_R GTCTGTTCTCTCTATTGCTTCTTTG
GmSE_F GTTGTGGAGCTAAGGGCTG
GmSE_R CTTCTGAGGTTGCTGCATGA
Poly (T) adapter GCGAGCACAGAATTAATACGACTCACTATAGG(T)12VN Shi and Chiang 2005
GmmiR172 primer_F AGAATCTTGATGATGCTGCAT
reverse primer GCGAGCACAGAATTAATACGAC Shi and Chiang 2005
GmACT2/7 primer_F CTTCCCTCAGCACCTTCCAA Jian et al., 2008
GmACT2/7 primer_R GGTCCAGCTTTCACACTCCAT Jian et al., 2008
*: V=A, G, C N=A, T, G, C
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DyeMix (TOYOBO) を 10 µL、10 pmol プライマー (GmmiR172 primer_F と

reverse primer) を 0.4 µL、滅菌水を 6.2 µL とし、全量が 20 µLの反応液を用い

た。PCR 反応は、初期変性を 94℃で 2 分間行い、変性：94℃で 30 秒、アニーリン

グ：60℃で 30秒、伸長反応：68℃で 30秒を 40サイクル繰り返した。PCR産物は前

述した 2%アガロースゲルで電気泳動した。 

 

シークエンス解析 

 

GmmiR172 primer_F と reverse primer用いて PCRによって増幅した断片を

Mighty TA-cloning Kit (TaKaRa) の手順に従って TA クローニングを行い、環状

プラスミドを作成した。作成したプラスミドは、大腸菌 (DH-5α) へ形質転換を行い、

100 µL LB 液体培地 (Tripton pepton:5.0 g、Bact yeast Ex Tract:2.5 g、

NaCl2:2.5 g、蒸留水:450 mL ) へ植菌し、200 µL アンピシリン、300 µL x-gal、50 

µL ITPGを加えた 200 mLの 1.5%アガーLB培地に散布し、32℃・暗黒化で 16時

間程度培養した。大腸菌を選抜するためにブルーホワイトセレクションとコロニーPCR

を行った。コロニーPCR は、Quick Taq® HS DyeMix (TOYOBO) を 10µL、10 

pmol M13プライマーを 0.4 µL、滅菌水を 9.2 µL と全量が 20 µL となるように混合

し、初期変性 (94℃、2分)、変性 (94℃、30秒)、アニーリング (60℃、30秒)、伸長

反応 (68℃、30秒) を 40サイクル繰り返した。コロニーPCRによる増副産物は、2%

アガロースゲルで電気泳動し、目的の断片と同じ長さの配列が挿入されている大腸

菌を選抜し、その大腸菌を16時間程度、液体LB培地で振盪培養した。振盪培養後、
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QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen、Hilden、Germany) によって、プラスミドを

抽出した。抽出したプラスミドを用い、目的断片の配列決定を行った。シークエンス反

応には 、M13 forward プラ イマー と BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems) を用い、変性：96℃で 10 秒、アニーリン

グ：50℃で 5秒、伸長反応：60℃で 4分を 25サイクル繰り返し、シークエンス反応産

物は、エタノール沈殿で精製した。その後、ホルムアルデヒドを加え、95℃で 2 分間

の加熱後、氷上で急冷し、Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems) で塩基配列を決定した。 

 

開花日と葉の形態調査 

 

SD 条件下で生育した「エンレイ」、En_E2、En_E3、「Peking」は、第 2 章と同様

に閉花受粉したため、各系統の開花を比較する際に、最初に花芽が形成された日を

開花日とした。LD 条件下で生育した系統では、花弁が開いた日を開花日とした。開

花日数の調査は、各系統で 3個体以上を用い、子葉が展開した日から開花日までの

日数 (Days After Cotyledon : DAC) を計測した。開花時葉数は、開花日までに

主茎で展開した葉数を計測した。 

葉の大きさ (葉身長と葉身幅) の調査は、LD 条件下で生育した En_E3 と

「Peking」を除き、開花後に各葉位の葉を採取し、計測を行った。LD 条件下の

En_E3 と「Peking」については、開花が遅いため開花前に葉を採取せずに計測し、

開花後に再度葉の大きさを計測した。各系統で 3 個体以上を用い、単葉、もしくは、
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複葉の中央の小葉における葉身長と葉身幅を葉位ごとに測定した。葉の大きさが急

激に変化する葉位は、葉の大きさの生長率を以下のように算出し、値が高い葉位を

個体ごとに決定し、系統、処理区ごとに平均値を示した。 

葉の大きさの生長率＝nth葉位の葉の大きさ/(n-1)th葉位の葉の大きさ 
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結果 

 

GmSPLsの発現解析 

 

シロイヌナズナの SPL3 と SPL9 のホモログとして、ダイズでは GmSPL3a~d と

GmSPL9a～dが報告されている (Cao et al., 2015)。SPL2/10/11のダイズにおけ

るホモログに関しては報告がないため、本章において phytozome v12.0  

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html#!info?alias=Org_Gmax) を 用

い、TBLASTN によってダイズにおけるホモログを検索した。SPL2/10/11 は、

Glyma.11G251500 および Glyma.18G005600 と相同性を示し、それぞれを

GmSPL2a、GmSPL2b とした。 

SD、LD 条件で生育した「エンレイ」と「Peking」において、semi-quantitative 

RT-PCR によって GmSPL3a~d、GmSPL9a～d、GmSPL2a,b の発現量を調査し

た。GmSPL3a は、SD 条件において、「エンレイ」では後半の葉位で発現量が上昇

する傾向を示したが、「Peking」では、検出限界以下で発現を確認することはできな

かった (Fig. 3-1)。SD 条件での GmSPL9b は、「エンレイ」において後半の葉位で

発現が増加し、「Peking」においても、発現量が非常に低いが、後半の葉位で発現

が増加する傾向が見られた  (Fig. 3-1)。また、LD 条件下では、「エンレイ」と

「Peking」の両系統で GmSPL3a は第 6 葉と第 9 葉でのみ発現しており、

GmSPL9bは連続した葉位で発現が検出できなかった (Fig. 3-2)。GmSPL3bは、

日長条件に関わらず、両品種とも発現が検出できなかった (Figs. 3-1, 2)。SD条件
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Fig. 3-1 SD条件下で生育した「エンレイ」と「Peking」おけるRT-PCRによるGmSPLsの発現解析
(A) 「エンレイ」におけるGmSPLsの発現の解析。
(B) 「Peking」におけるGmSPLsの発現の解析。
インナーコントロールとしてGmACT2/7を用いた。
En:エンレイ Pe:Peking

A

En

GmSPL3a

GmSPL3b

GmSPL3c

GmSPL3d

GmSPL9a
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GmSPL2a
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Fig. 3-2 LD条件下で生育した「エンレイ」と「Peking」おけるRT-PCRによるGmSPLsの発現解析
(A) 「エンレイ」におけるGmSPLsの発現の解析。
(B) 「Peking」におけるGmSPLsの発現の解析。
インナーコントロールとしてGmACT2/7を用いた。
En:エンレイ Pe:Peking

GmSPL3a

GmSPL3b

GmSPL3c

GmSPL3d

GmSPL9a
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GmACT2/7

Pe
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下の「エンレイ」と「Peking」において、GmSPL3c,d、GmSPL9a,c,d、GmSPL2a,b

は、後半の葉位にかけて徐々に発現量が増加する傾向があった (Fig. 3-1)。一方、

LD 条件下では、両品種とも GmSPL3c、GmSPL9d の発現量は一定、もしくは、

上昇する傾向があったが、GmSPL3d、GmSPL9a、GmSPL2a,b は後半の葉位

で発現量が減少した (Fig. 3-2)。また、後半の葉位においてGmSPL9cの発現量は、

「エンレイ」で一定となる傾向が認められたが、「Peking」では減少した (Fig. 3-2)。 

GmSPL9c,dの発現を real-time PCRによって詳細に解析した。GmSPL9cの発

現量は、SD、LD 条件の「エンレイ」と SD 条件の「Peking」において、生育が進むと

発現量が上昇する傾向があった (Fig. 3-3A)。一方、LD 条件の「Peking」では、第

7葉展開時からGmSPL9cの発現量が減少した (Fig. 3-3A)。GmSPL9dの発現量

は、SD、LD 条件の「エンレイ」と「Peking」で後半の葉位が展開するとともに発現量

が上昇することが認められた (Fig. 3-3B, C)。以上のように、real-time PCRによっ

て示されたGmSPL9c,dの発現パターンは、前述の semi-quantitative RT-PCRに

よる発現解析とほぼ同様の結果であった。 

 

mature-miR172の生合成 

 

LD 条件で生育した「Peking」において、RT-RCR によって mature-miR172 の

検出を試みた結果、第 1/2 葉から第 5 葉までは、Positive control と同様に 60 bp

から 80 bp の間に PCR 産物が検出でき、mature-miR172 の発現が認められた 

(Fig. 3-4)。また、第 6葉では、微量のmature-miR172が発現していた。一方、第 7 
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Fig. 3-3 「エンレイ」と「Peking」おける各葉位のGmSPL9cとGmSPL9dの発現解析
(A) 各葉位におけるGmSPL9cの発現パターン
(B) 各葉位におけるGmSPL9dの発現パターン
(C) （B)の第1/2葉～第7葉におけるGmSPL9dの発現パターンの拡大図
発現解析には各葉位で3個体以上を供試し、エラーバーは標準誤差を示す。
En:エンレイ Pe:Peking
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Fig. 3-4 LD条件下で生育した「Peking」おけるRT-PCRによる各葉位のmiR172のバンドパターン
Markerは20bp markerを使用し、Positive controlとしてmature-miR172を挿入したプラスミドを用
いた。
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control 第3葉 第4葉 第5葉 第6葉 第7葉 第8葉 第9葉Marker

200bp

140bp

80bp

100bp

160bp

40bp

60bp

Mature-miR172

Fragment_1

Fragment_2
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葉から第9葉において、mature-miR172の発現は認められなかったが、第 6葉から

第 9 葉において 100 bp から 200 bp の間に 2 つの断片を検出し、長い断片を

Fragment_1、短い断片を Fragment_2 とした (Fig. 3-4)。 

miRbase (http://www.mirbase.org/) において、ダイズゲノムにはmiR172が12

遺伝子座 (miR172a~miR172l)存在するとされている。また、miRNAは、各遺伝子

座より転写され、pri-miRNA、pre-miRNA、mature-miRNA の順に塩基配列が短

くなり、生成される  (Zhang et al., 2015)。mature-miR172f の前駆体である

pre-miR172fの配列情報をmiRbaseより取得し、phytozome v12.0を用い、ダイズ

ゲノムにおいて BLASTN 検索を行った。その結果、 pre-miR172f は、

Glyma.11G195600 の第 1 イントロンと 5’ UTR、第 1 エクソンにかけて塩基配列が

相同であり、miR172fがGlyma.11G195600に存在することが明らかとなった (Fig. 

3-5A)。Fragment_1 の塩基配列を決定したところ、3‘側に存在する逆転写時に用

いた Poly (T) adapter の配列を除くと、110 bp の長さとなった (Fig. 3-5A)。この

Flagment_1の 5’側の塩基配列は、mature-miR172fを含む pre-miR172f  の 3’

側の 25 bp と完全に一致した (Fig. 3-5A)。また、Glyma.11G195600 とは 110 bp

のうち 108bpの領域と相同であったが、2bpの塩基配列の違いがあることが認められ

た (Fig. 3-5A)。これらのことより、Fragment_1 は、miR172f に関する配列であり、

pre-miR172f より3‘側に長い配列持つことから、pri-miR172fであるとした。上記の

手 法 と 同 様 に 、 miR172a に つ い て 解 析 す る と 、 pre-miR172a は 、

Glyma.12G078700の5’ UTRと相同であり、miR172aはGlyma.12G078700の5’ 

UTR上に存在した (Fig. 3-5B)。また、Fragment_2の塩基配列を決定したところ、 
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Glyma.12G078700 _5'UTR 625 T T A A C A G T C G T T A T T T G C G G A T G T A G C A T C A T C A A G A T T C A C A T G C A A G C G C A G G T

pre-miR172a 1 T T A A C A G T C G T T A T T T G C G G A T G T A G C A T C A T C A A G A T T C A C A T G C A A G C G C A G G T

Fragment_2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Glyma.12G078700 _5'UTR 682 G G T G G G T G G G A C T T G A T G C A A T C T A A G T G C T G T G C C A G C C A A G C C A T A G G T C T T T T

pre-miR172a 57 G G T G G G T G G G A C T T G A T G C A A T C T A A G T G C T G T G C C A G C C A A G C C A T A G G T C T T T T

Fragment_2 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

mature-miR172a
Glyma.12G078700 _5'UTR 736 G G A A C T G A G A A T C T T G A T G A T G C T G C A T C A G C C A T A A A C G A C T T C A C T T T A A A A A G

pre-miR172a 112 G G A A C T G A G A A T C T T G A T G A T G C T G C A T C A G C C A T A A A C G A C T T C A C - - - - - - - - -

Fragment_2 -7 - - - - - - - A G A A T C T T G A T G A T G C T G C A T C A G C C A T A A A C G A C T T C A C T T T A A A A A G

Glyma.12G078700 _5'UTR 791 T T A G A T A A G G A C T A T T C T A A C C T C A A C A A G T G G G C A A A A A A A A A A A A C A T A

pre-miR172a - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Fragment_2 50 T T A G A T A A G G A C T A T T C T A A C C T C A A C A A G T G G G C - - - - - - - - - - - - - - - -

A

B

Fig. 3-5 Fragment_1とFragment_2の塩基配列
(A) Fragment_1とpre-miR172fの塩基配列の比較。
(B) Fragment_2とpre-miR172aの塩基配列の比較。
灰色の背景は、2つの間で塩基配列が異なることを示す。黄色の背景は、3つで相同の配列を
示す。赤線のボックスは、mature –miR172f, aの配列を示す。

1st intron 5' UTR 1st exon→

Glyma.11G195600 971 G C G G A T G T A G C A T C A T C A A G A T T C A C A T G C A A A C G C A G G T G G T G G G T G G G A C

pre-miR172f 1 G C G G A T G T A G C A T C A T C A A G A T T C A C A T G C A A A C G C A G G T G G T G G G T G G G A C

Fragment_1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Glyma.11G195600 1023 T G T G A T G C A A T C T A A G T G C T A C T G T G C C A A C C A A A G C C A T A G G T C T T T T G G A

pre-miR172f 53 T G T G A T G C A A T C T A A G T G C T A C T G T G C C A A C C A A A G C C A T A G G T C T T T T G G A

Fragment_1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

mature-miR172f
Glyma.11G195600 1055 A G T G A G A A T C T T G A T G A T G C T G C A T C A G C C A T A A A C G A C T T C A A C T T T A A A A

pre-miR172f 55 A G T G A G A A T C T T G A T G A T G C T G C A T C A G C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Fragment_1 -4 - - - - A G A A T C T T G A T G A T G C T G C A T C A G C C A T A A A C G A C T T C A A C T T T A A A A

Glyma.11G195600 1157 A G T T G G A T A A G G A C T A T T C T A A C C T C A A C A A G T G G G C A A G A A A A A A A T A T A A

pre-miR172f - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Fragment_1 49 A G T T G G A T A A G G A C T A T T C T A A C C T C A A C A A G T G G G C A A G A A A A A A A T A T A A

Glyma.11G195600 1209 A A A A G A A T T G A A A A A C C A A A A A A A C T G T T G T T G G G G G A T A C A C A C A T G A

pre-miR172f - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Fragment_1 101 A A A A G A A T G C - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
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3‘側に存在する逆転写時に用いた Poly (T) adaptorを除くと 84 bpの長さであり、

mature-miR172a を含む pre-miR172a の 3’側の 40 bp、Glyma.12G078700 の

領域と完全に一致した (Fig. 3-5B)。このことより、Fragment_2 は、miR172a に関

する配列であり、 pre-miR172a より 3 ‘側に長い配列であったことから、

pri-miR172a とした。 

SDおよびLD条件で生育した「エンレイ」と「Peking」おいて、mature-miR172の

発現を調査した。SD 条件下では、両品種ともすべての葉位で発現が見られた(Fig. 

3-6)。また、個体によって、前半の葉位 (第 1/2 葉～第 4 葉) で pri-miR172f の断

片がみられたが、pri-miR172a は、いずれの個体でも検出されなかった (Fig. 3-6)。

LD 条件下での発現は両品種で差が見られた。「エンレイ」では、すべての葉位で

mature-miR172 の発現を確認したが、個体によっては後半の葉位 (第 7 葉～第 9

葉 ) で発現量が低下し、pri-miR172f の発現が認められた  (Fig. 3-7A)。

pri-miR172aは、LD条件の「エンレイ」では検出されなかった (Fig. 3-7A)。一方、

「Peking」では、第 5 葉から mature-miR172 の発現量が急激に減少し、発現量は

SD 条件の「エンレイ」と「Peking」、LD 条件の「エンレイ」よりも低い傾向にあった 

(Fig. 3-7A,B)。mature-miR172の発現量が減少した葉位では、pri-miR172fの発

現量が多く、pri-miR172aの発現もみられた (Fig. 3-7B)。 

mature-miR172 は、DCL1 や SE といったタンパク質によって、mRNA から切り

出されていくことが報告されている (Zhang et al., 2015)。ダイズでは、GmDCL1a

と GmDCL1bが相加的に働くことが知られている (Curtin et al., 2015)。また、SE

のホモログは、ダイズに 3つ存在している。SD、LD条件で生育させた「エンレイ」と 
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「Peking」において、GmDCL1 (GmDCL1a と GmDCL1b)、GmSE (GmSEa、

GmSEb、GmSEb) の発現量を比較した。「エンレイ」では、両生育条件とも

GmDCL1 の発現量に各葉位で大きな差は認められなかった (Fig. 3-8A)。また、

GmSE は、LD 条件で各葉位の発現量が高かったが、発現量の変化の推移は LD

条件と SD 条件で同様の傾向を示した (Fig. 3-8B)。SD 条件で生育した「Peking」

は、他のものに比べGmDCL1とGmSEの発現量が常に高かった (Fig. 3-8)。一方、

LD条件では、GmDCL1 とGmSEの発現量は第 1/2葉から第 6葉までほぼ一定の

値であったが、第 7葉以降から発現量が減少することが認められた (Fig. 3-8)。以上

の結果より、「Peking」では、後半の葉位において、LD によって GmDCL1、GmSE

の発現量が抑制されることによって、miR172 の生合成経路が強く阻害され、

mature-miR172の発現量が減少することが示唆された。 

 

 

E2、E3遺伝子の NILsにおける表現型 

 

「エンレイ」を背景に「Peking」のE2、E3遺伝子を導入したNILsを用い、E2、E3

遺伝子座が JA相転換位にかかわっているのかを明らかにするために SD条件、LD

条件での表現型を調査した。 

SD条件で生育した「エンレイ」と「Peking」の開花日数 (±標準誤差) は、「エンレ

イ」が 21.3 (±0.3) DAE、「Peking」が 18.8 (±0.2) DAEであり、「Peking」の開花

日数が「エンレイ」よりも有意に 3日程度早くなった (Fig. 3-9A)。置換系統の開花日 
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Fig. 3-8 「エンレイ」と「Peking」おける各葉位のGmDCL1とGmSEの発現解析
(A) 各葉位におけるGmDCL1の発現パターン。
(B) 各葉位におけるGmSEの発現パターン。
発現解析には各葉位で3個体以上を供試し、エラーバーは標準誤差を示す。

104



0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

En En_E2 En_E3 Pe

S
D
条
件
下
の
開
花
日
数

(D
A

C
)

系統

A A A

B

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

En En_E2 En_E3 Pe

S
D
条
件
下
の
開
花
時
葉
数

系統

A
A A

B

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

70.0

80.0

90.0

100.0

En En_E2 En_E3 Pe

LD
条
件
下
の
開
花
日
数

(D
A

C
)

系統

A A

C

B

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

14.0

16.0

18.0

20.0

En En_E2 En_E3 Pe

LD
条
件
下
の
開
花
時
葉
数

系統

A A

C

B

Fig. 3-9 E遺伝子型が異なる4系統の開花形質
(A) SD条件下の子葉展開から開花まで日数 （DAC)。
(B) SD条件下の開花時に主茎で展開した葉数。
(C) LD条件下の子葉展開から開花まで日数 （DAC)。
(D) LD条件下の開花時に主茎で展開した葉数。
各系統で3個体以上を供試し、エラーバーは標準誤差を示す。グラフ内の異なるアルファベット
は、Tukey-Kramer HSD検定によって1%水準で有意に差が認められたことを表す。
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数は、En_E2が 21.1 (±0.2) DAE、En_E3が 21.3 (±0.2) DAEであり、「エンレ

イ」、En_E2、En_E3 間の開花日数に有意な差はなかった (Fig. 3-9A)。主茎の開

花時葉数 (±標準誤差)においても、「エンレイ」は 6.9 (±0.1)枚、「Peking」は 5.0 

(±0.4)枚となり、「Peking」は「エンレイ」よりも有意に 2 葉早い生育段階で開花した 

(Fig. 3-9B)。また、En_E2は 6.5 (±0.2)枚、En_E3は 6.7 (±0.1)枚であり、「エン

レイ」と有意な差が認められなかった (Fig. 3-9B)。LD 条件下で生育した各系統の

開花日数は、「エンレイ」は 28.3 (±0.2) DAE、En_E2は 27.9 (±0.4) DAEであり、

2 系統間に有意な差はみられなかった (Fig. 3-9C)。一方、「Peking」は 73.2 (±

1.0) DAE、En_E3は 89.9 (±3.3) DAE となり、開花日数が有意に遅延していること

が認められた (Fig. 3-9C)。また、主茎の開花時葉数においても、「エンレイ」は 8.8 

(±0.2)枚、En_E2は8.4 (±0.5)枚と葉数は有意な差が見られなかったが、「Peking」

は 15.6 (±0.3)枚、En_E3 は 17.9 (±0.6)枚と前者 2 系統よりも有意に多かった 

(Fig. 3-9D)。以上の結果より、「Peking」では、E2、E3 遺伝子座とは異なる要因が

SD によって開花促進に働くことが考えられた。LD 条件において、En_E2 は、本研

究の環境条件(明期 16h／暗期 8h、25℃)では、「エンレイ」と同等の開花日数、開花

時葉数であり、E2 遺伝子座は LD による開花抑制へ効果が小さいことが示唆された。

一方、En_E3と「Peking」は、LD条件で開花が大幅に遅れたことから、E3遺伝子座

の開花抑制の効果が大きいことが認められた。 

「エンレイ」において、個体ごとに JA 相転換に関する形質である‟葉の大きさが急

激に変化する葉位’’を比較すると、SD 条件では第 5 葉に 70%程度と第 4 葉に 3 割

程度、LD条件では第 5葉が 50%程度と第 4.5葉が 40%程度となり、両条件とも第 5
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葉を中心に分布した (Fig. 3-10A)。葉の大きさが急激に変化する葉位の平均値 

(±標準誤差) においても、SD 条件では 4.6 (±0.2) 葉位、LD 条件では 4.9 (±

0.1) 葉位であり、SD 条件と LD 条件の間に有意な差は認められなかった (Fig. 

3-11)。 

一方、「Peking」、En_E2、En_E3 において、LD 条件で栽培した個体は、SD 条

件よりも遅れた葉位で葉の大きさが急激に変化することが認められた (Fig. 3-11)。

「Peking」の葉の大きさが急激に変化する葉位を比較すると、SD 条件では、4 個体

中、第3葉が3個体 (75%) と第4葉が1個体 (25%)、LD条件では、第5葉が70%

程度となり、SD 条件よりも LD 条件の個体は後半の葉位で葉の大きさが急激に変化

した (Fig. 3-10D)。葉の大きさが急激に変化する葉位の平均値についてみると、SD

条件は 3.3 (±0.2) 葉位であったのに対し、LD条件は 4.8 (±0.1) 葉位となり、LD

条件では、SD 条件と比較して有意に後半の葉位で葉の大きさが急激に変化する個

体の割合が多く認められた (Fig. 3-11)。En_E2では、葉の大きさが急激に変化する

葉位が SD 条件は第 5 葉が 40%程度であり、残りの個体は第 4.5 葉～第 3 葉の間

であったが、LD条件は第 5葉で 80%程度の個体の葉の大きさが変化していた (Fig. 

3-10B)。平均値についてみると、SD条件では、第 4.4 (±0.2) 葉であったが、LD条

件では、5.3 (±0.2) 葉と 1 枚多い葉位で変化することが認められた (Fig. 3-11)。

En_E3 においても、葉の大きさが急激に変化する葉位が SD 条件は第 5 葉に 40%

程度、残りの個体は第 4.5葉～第 3葉の間に存在し、LD条件は第 5葉に 60%程度

となり、残りの個体は 5.5葉以降に分布した (Fig. 3-10C)。その平均値についてみる

と、SD条件では、第 4.4 (±0.2) 葉、LD条件では、5.5 (±0.2) 葉と 1枚多い葉位 
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Fig. 3-10 各系統の個体ごとにおいて葉が急激に変化する葉位の分布
(A) 「エンレイ」におけるSD条件 (n=6) とLD条件 (n=8) で生育した個体の分布。
(B) En_E2におけるSD条件 (n=9) とLD条件 (n=13) で生育した個体の分布。
(C) En_E3におけるSD条件 (n=14) とLD条件 (n=14) で生育した個体の分布。
(D) 「Peking」におけるSD条件 (n=4) とLD条件 (n=9) で生育した個体の分布。
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Fig. 3-11 SD条件とLD条件下における4系統の葉の大きさが急激に変化する葉位の比較
各系統で4個体以上を供試し、エラーバーは標準誤差。
t-testによって、**は1%、*は5%水準で各系統のSDとLDの値が有意に異なる。
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で変化することが認められた (Fig. 3-11)。また、SD条件で生育した 4系統の葉の大

きさが急激に変化する葉位を比較すると「Peking」は、他の 3 系統よりも 1 葉位分早

い成長段階で葉の大きさが急激に変化していたが、LD 条件では系統間で有意な差

は認められなかった (Fig. 3-11)。E2、もしくは、E3 遺伝子を機能型にした NILs 

(En_E2、En_E3) は、葉の大きさが急激に変化する葉位が早期に起こらなかった。

このことより、SD 条件において、E2 と E3 遺伝子が両方機能型であること、もしくは、

SD に反応して他の要因が働くことによって、「Peking」は「エンレイ」よりも葉の大きさ

が急激に大きくなる葉位が早くなり、JA相転換も早期に起こることが示唆された。また、

「Peking」において、LD条件によって JA相転換が遅れる現象に E2、E3遺伝子座

が関与していることが考えられた。
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考察 

 

生育段階における SPLの発現の変化 

 

シロイヌナズナの SPLs は、JA 相転換に関与し、SPL3/4/5、SPL9/15、

SPL2/10/11 の 3 つに分類されており、グループごとに働きは異なる (Wu, 2006; 

Wang et al., 2008; Shikata et al., 2009)。また、SPLsは、miR156によって発現

が抑制されるが (Rhoades et al., 2002)、SPL9や SPL10は、miR172の発現を促

進することが報告されている (Wu et al., 2009)。ダイズにおいても、GmmiR156b

過剰発現体で GmSPL3a~d、GmSPL9a~d の発現量が減少することから、

GmmiR156がGmSPLの発現量を抑制すると考えられているが (Cao et al., 2015)、

通常のダイズの生育段階での GmSPLsの発現量の変化に関しては報告されていな

い。本章では、GmSPL3a~d、GmSPL9a~d、GmSPL2a, bについて、「エンレイ」と

「Peking」を用い、生育段階による発現量の変化を解析した。 

SD条件において、両品種で GmSPL3aは発現パターンが異なり、GmSPL9bは

後半の葉位で増加する傾向を示したが、LD 条件において、GmSPL3a 、

GmSPL9b は連続した葉位で発現が認められなかった (Figs. 3-1, 2)。GmSPL3b

は、日長条件に関わらず、両品種とも発現が認められなかった (Figs. 3-1, 2)。

GmSPL3c, d、GmSPL9a~d、GmSPL2a, bのmRNAにはmiR156 と結合する配

列が存在するが、GmSPL3a, bでは見つかっていない (Tripathi et al., 2017)。第

2章において、生育の後半でmiR156の発現量は、日長条件に関わらず減少したが、
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本章では miR156 の発現量の減少に伴って、GmSPL3a, b、GmSPL9bの発現量

は増加しなかった。以上のことより、GmSPL3a, bがmiR156との結合領域が見つか

っていないというTripathi et al., (2017) の結果を支持した。また、GmSPL9b につ

いては、miR156による制御を受けていない、もしくは、転写が相転換と異なる経路に

調節されているのかもしれない。両品種において、GmSPL3c, d、GmSPL9a, c, d、

GmSPL2a, b は、日長条件に関わらず第 6 葉付近まで発現量が徐々に増加した 

(Figs. 3-1, 2)。GmSPL3c、GmSPL9dは、SD条件とLD条件の後半の葉位でも発

現量が増加した (Figs. 3-1, 2, 3)。GmSPL3d、GmSPL9a、GmSPL2a, bは、SD

条件では後半の葉位においても発現量が増加したが、LD条件ではmiR156の発現

が低いにも関わらず、GmSPL3d、GmSPL9a、GmSPL2a, bの発現量の減少が認

められた (Figs. 3-1, 2)。以上の結果より、前半の葉位では、日長条件に依らずに

miR156がGmSPL3c, d、GmSPL9a, c, d、GmSPL2a, bの発現を抑制するが、後

半の葉位おいては、miR156 の発現の減少に伴って、GmSPL3c、GmSPL9d の発

現量が増加することが明らかとなった。生育後期に SPL3d、SPL9a、SPL2a, bの発

現量が減少することは、これまでに報告されておらず、ダイズにおいて開花が抑制さ

れる LD条件では、miR156 とは異なる経路によって SPLsが制御、転写調節される

ことが示唆された。また、GmSPL9cはSD条件の「エンレイ」と「Peking」、LD条件の

「エンレイ」では発現量が増加したが、LD 条件の「Peking」でのみ後半の葉位で発

現量が減少した (Figs. 3-1, 2, 3)。感光性の強い「Peking」でのみ GmSPL9cの発

現が減少したことから、生育後期における GmSPL9c の発現は、日長条件によって

左右されることが示唆された。 
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ダイズにおけるmiR172の生合成経路の解析 

 

miR172 は、植物に共通して、生育が進むにつれて発現量が増加する (Lauter 

et al., 2005; Wang et al., 2011; Tanaka et al., 2011; Wu et al., 2009; 

Yoshikawa et al., 2013; Teotia and Tang, 2015)。miR172による遺伝子発現の

抑制は、ターゲット遺伝子の mRNA に miR172 と相同な塩基配列が存在する時、

miR172 が結合し、mRNA を切断、分解することでおこる。ターゲット遺伝子として、

開花関連遺伝子の発現を抑制する AP2 様の遺伝子などが存在する (Teotia and 

Tang, 2015)。本研究では、LD 条件で生育した「Peking」において、後半の葉位で

miR172の発現量が減少し、異なった長さの増幅断片が 2つ検出された (Fig. 3-4)。

ダイズのmiR172は、miRBaseにおいてmiR172a~miR172lの 12遺伝子が登録

されている。12遺伝子のmiR172は、mature-miR172の塩基配列の長さや違いに

よって、miR172a/b/h、miR172c、miR172d/e、miR172f、miR172g、miR172i/j、

miR172k、miR172lと 8つのグループに分類される。LD条件で生育した「Peking」

において、mature-miR172 と異なる長さの断片が 2 つ  (Fragment_1 、

Fragment_2) 得られ 、塩基配列を解析 した結果 、 それ ら の断片には

mature-miR172a/b/f/h の配列が存在し、3’側の配列によって、Fragment_1 は

pri-miR172f、Fragment_2 は pri-miR172a であることを明らかにした(Figs. 3-4, 

5)。Fragment_1とGlyma.11G195600における 2塩基の差異は、Fragment_1は

「Peking」に由来するが、Glyma.11G195600はWilliams 82に由来するものである
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ことから、系統による違いによるものであると考えられる。 

SD 条件で生育した「エンレイ」と「Peking」において、mature-miR172 の発現が

低い前半の葉位では、pri-miR172f の発現が認められ (Fig. 3-5)、生育初期に

miR172 の生合成は阻害されていることが示唆された。LD 条件の時、両品種は、後

半の葉位において miR156 の発現量が減少するが (Fig. 2-6)、miR172 の発現量

は、「Peking」が「エンレイ」よりも低かった  (Fig. 3-6)。また、「Peking」では、

mature-miR172 の前駆体となる pri-miR172f の発現量が多くなり、pri-miR172a

の発現も認められた (Fig. 3-6)。このことより、感光性の強い「Peking」は、生育の後

半において LDによりmiR172の生合成が強く阻害されていることが示唆された。 

miR172は、DNA より転写された pri-miR172が DCL1や SE といったタンパ

ク質の働きによって、pre-miR172 (stem loop構造)、miR172/miR172* duplexへ

と変化し、最終的に一本鎖であるmature-miR172 となる (Zhang et al., 2015)。シ

ロイヌナズナの gi変異体では、DCL1、SEの発現量が減少するため、miR172の発

現量も低下することが報告されている (Jung et al., 2007)。本研究においても、各

葉位の GmDCL1 と GmSE の発現量を解析した結果、SD 条件と LD 条件の「エン

レイ」を比較すると大きな差が認められなかった  (Fig. 3-8)。一方、SD 条件の

「Peking」では、GmDCL1 とGmSEは常に高い発現量を示し、LD条件では、後半

の葉位より発現量が減少した。以上のことより、日長条件と品種の感光性の違いによ

ってGmDCL1 とGmSEの発現量が変化することが考えられた。また、LD条件下で

生育した「Peking」は、GmDCL1とGmSEの発現量が減少したために、miR172の

生合成が阻害され、mature-miR172の発現量も減少したことが示唆された。 
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E2、E3遺伝子の NILsにおける開花の表現型 

 

「エンレイ」と「Peking」では、感光性に関する E1～E4 遺伝子座の遺伝子型が異

なり、「エンレイ」では E1e2e3E4、「Peking」では e1-pE2E3E4である (Tsubokura 

et al., 2014)。E2はGmGIaであり、E3はGmPhyA3であり、E2もしくは、E3の機

能欠損型は自然日長で開花が早くなることが報告されている (Watanabe et al., 

2009, 2011)。本章では、「エンレイ」に「Peking」の E2、E3 をそれぞれ導入した

NILs (En_E2、En_E3)を用い、日長の違い反応する開花に関連する表現型につい

て調査した。 

SD 条件下において、「Peking」は、「エンレイ」よりも有意に開花日数が早くなるこ

とが認められ、短日に反応し、開花を促進する因子が存在すると考えられた。

「Peking」のように E2 または E3遺伝子座が機能型であると短日条件で開花が促進

されると考え、SD 条件下で「エンレイ」、En_E2、En_E3 の開花日数を比較したが、

有意差は認められなかった。開花時葉数も有意差はなく、開花までの生育速度は同

等であった。以上のことより、「Peking」において、E2、E3遺伝子座はSD条件による

開花促進に関与しないことが明らかとなり、他の要因によって開花が促進されている

ことが示唆された。 

自然条件下で、「エンレイ」にサチユタカの E2 遺伝子を導入した NIL を栽培する

と開花が「エンレイ」よりも遅れることが報告されている (Yamada et al., 2012)。しか

し、本章において LD条件下で調査したところ、「エンレイ」と En_E2の開花日数、開
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花時葉数に差はなかった (Fig. 3-9C)。本実験では植物体を一定の日長や温度条

件で栽培しているが、自然条件下では日長や温度が変化しており、E2遺伝子座は、

日長や温度が変化することによって開花抑制の効果を発揮する可能性が示唆された。

一方、「Peking」と En_E3は、LD条件下で開花日数と開花時葉数が他の 2系統よ

りも有意に多くなることが認められ、特に En_E3 は大幅に開花が遅延した。光周性

開花経路において、E3 と E4 遺伝子の下流に存在する E1 遺伝子は、長日条件で

開花を抑制することが知られている (Xia et al., 2012)。「Peking」は機能欠損型の

e1-pであり、「エンレイ」は機能型のE1を持つ (Xia et al., 2012; Tsubokura et al., 

2014)。En_E3の遺伝子型は、E1e2E3E4となり、E1遺伝子により e1-pの遺伝子を

もつ「Peking」よりも開花が大きく遅延したと考えられる。また、LD条件での開花抑制

には、E1 と E3遺伝子座の効果が大きいことが明らかとなった。 

 

E2、E3遺伝子の NILsにおける JA相転換に関する形質の表現型 

 

第2章において、感光性の強い「Peking」は、感光性の弱い「エンレイ」に比べ、葉

の大きさやmiR156 とmiR172の発現量といった JA相転換に関する形質が日長条

件の影響を大きく受けることを明らかにしたが、原因となった遺伝子の特定までは至

らなかった。シロイヌナズナでは、日長条件やPhyAなどの光受容体に関する遺伝子

は、JA 相転換に関する形質 (トライコーム形成、miR172 発現量) の制御に関わっ

ていることが報告されている (Telfer et al., 1997; Jung et al., 2007)。また、ダイズ

においても、miR156およびmiR172の発現量が E1～E4遺伝子座および E3、E4
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遺伝子座の遺伝子型によって異なることが報告されている (Cao et al., 2015; Zhao 

et al., 2015)。以上のことより、「エンレイ」と「Peking」で異なる E2、E3遺伝子が JA

相転換に関与していると予想し、SD条件、LD条件で生育した「エンレイ」、En_E2、

En_E3、「Peking」の葉の大きさが急激に変化する葉位を比較することで、E2、E3

遺伝子が JA 相転換に関与するのかを調査した。SD 条件の「エンレイ」、En_E2、

En_E3 の間では、葉位に有意な差が認められなかったが、En_E2、En_E3 は第 3

葉～第 4.5 葉位に分布する個体が「エンレイ」よりも若干多かった (Fig. 3-10)。

「Peking」は、他の系統と比べ、1葉位分早い生育段階で葉の大きさが急激に変化し

た(Fig. 3-9B)。また、「Peking」の開花時葉数も、他の系統よりも 1 葉分少なかった 

(Figs. 3-9B, 11)。これらのことより、「Peking」のように SD条件で JA相転換が早くな

る原因として、2つの要因が考えられる。1つ目は、E2 と E3遺伝子座の両方が機能

的でないと、葉の大きさが急激に変化する現象が早い段階の葉位でおこらないこと、

2つ目は、開花を促進する SD条件においても E2、E3遺伝子単独での関与が見ら

れなかったことから E2、E3遺伝子とは異なる要因が開花経路と JA相転換を促進す

ることである。一方、LD条件では、「エンレイ」よりもEn_E2、En_E3が遅い葉位で葉

の大きさが急激に変化する傾向があった (Fig. 3-11)。また、LD 条件の En_E2、

En_E3、「Peking」は、SD 条件よりも遅い葉位で葉の大きさが急激に変化することが

認められた (Fig. 3-11)。これらのことより、E2、E3遺伝子が LDに反応して JA相転

換の時期を遅らせていることが示唆された。 
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総合考察 

 

juvenile-adult相転換 (JA相転換) は、juvenile phaseから adult phaseへの

相転換のことを示し、古くから木本類において、JA相転換によって形態変化が起こる

のは有名である (Poethig, 2003, 2010; Wang et al., 2011)。シロイヌナズナやトウ

モロコシ、イネといった草本類においても精力的に JA 相転換に関する形態学的、分

子生物学的解析が行われている (Evans et al., 1994; Lawson and Poethig, 

1995; Telfer et al., 1997; Asai et al., 2002; Wu et al., 2009; Jung et al., 2011; 

Li et al., 2012; Lièvre et al., 2016)。また、最近では、他の植物種においても

juvenile phaseや adult phaseについての研究が報告されている (Zhang et al., 

2011; Aung et al., 2014; Bhogale et al., 2014; Wang et al., 2014, 2015; Feng 

et al., 2016)。一方、ダイズでは、栽培品種である「エンレイ」を用いて、葉序、葉形、

葉の大きさ、葉のトライコーム数、托葉の大きさ、光合成能力、SAM、miR156 と

miR172 の発現量、などが JA 相転換によって変化すると報告されているが 

(Yoshikawa et al., 2013)、ダイズの JA相転換に関する知見は、シロイヌナズナやト

ウモロコシ、イネと比べて、圧倒的に少ない。本研究では、ダイズにおける JA 相転換

の知見を集積することを目的とした。 

ダイズコアコレクションや栽培品種を用い、Yoshikawa et al. (2013) が「エンレイ」

で報告した形態変化 (葉序、葉形、トライコーム数、托葉、葉の大きさ) がダイズで一

般的であるのか調査を行った。葉序、葉形、トライコーム数の変化は、ダイズに共通し

た形態変化ではなかったが、托葉や葉の大きさは、ダイズコアコレクションや栽培品
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種において、「エンレイ」と同様にある葉位で変化する傾向が認められ、ダイズに共通

した形態変化であることが示唆された。 

特に葉の大きさは、シロイヌナズナやイネにおいても、生長相によって異なることが

報告されており (Asai et al., 2002; Wu et al., 2009; Li et al., 2012; Lièvre et al., 

2016)、JA 相転換によって葉の大きさが変化する現象は、ダイズでも一致し、植物種

に共通した形態変化であることが示唆された。また、葉の大きさが急激に変化する葉

位は系統によって異なり、ダイズ内で JA 相転換の時期の多様性の存在が示唆され

た。以上のことより、ダイズにおいて、葉の大きさが急激に変化する葉位は、JA 相転

換の指標となることが考えられる。 

また、シロイヌナズナにおいて、JA 相転換の指標として知られている葉の裏にトラ

イコームが形成される葉位は、同一系統内の個体によって多少のばらつきが存在す

ることが報告されている (Telfer et al., 1997)。本研究においても、同じ系統であって

も、個体によって JA相転換の時期のばらつきが認められた。この現象は、JA相転換

を制御する遺伝子発現の変化と代謝産物 (糖、ジベレリン) や植物ホルモンの内生

量が個体ごとに異なるためであると考えられる(Telfer et al., 1997; Yang et al., 

2013; Yu et al., 2013; Teotia and Tang, 2015)。 

2014年と 2015年に異なる自然日長条件下で栽培したダイズ 16系統は、葉の大

きさが急激に変化する葉位が年度間で異なる系統群と大きな差がない系統群の 2つ

に分類された。シロイヌナズナの野生型は、日長条件によって、葉の裏側にトライコー

ムが形成される葉位が異なることが報告されている (Telfer et al., 1997)。このことか

ら、年度間で葉の大きさが急激に変化する葉位が異なる系統群は、日長に対する反
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応が強く、年度間で大きな差がない系統群は、日長に対する反応が弱いと考えられ

る。ダイズの感光性に関与する遺伝子として E1~E4 遺伝子座が同定されており 

(Liu et al., 2008; Watanabe et al., 2011, 2009; Tsubokura et al., 2014)、供試

した 16 系統において E1~E4 遺伝子座について解析を行った。それぞれの系統群

に特異的な遺伝子型は明瞭に見られなかったが、年度間で大きな差がない系統群

では E3遺伝子座が機能欠損型であり、年度間で異なる系統群では E3遺伝子座は

機能型である傾向があった。また、シロイヌナズナでは、感光性に関与する遺伝子以

外にも miR156 や miR172、SPLs などの JA 相転換を制御する遺伝子が報告され

ており (Teotia and Tang, 2015)、本研究においても E3遺伝子座のみでは説明で

きない系統も存在したことから、他の E遺伝子やシロイヌナズナで報告されている JA

相転換に関係する遺伝子の関与が示唆された。これらの実験は、野外の自然日長条

件下で行っており、2014年と 2015年で栽培時期が異なったため日長条件が異って

いた。また、温度も異なっており、温度条件によって、JA 相転換の起こる葉位が異な

ることがシロイヌナズナで報告されていることから (Kim et al., 2012)、さまざまな環

境要因が JA 相転換に影響を与えている可能性が考えられた。そのため、人工気象

器などを用い、日長などの環境条件を制御した条件下でさらに詳しく感光性と JA 相

転換の関連を解析する必要があると考えられた。 

感光性と JA 相転換の関連性を詳細に解析するために感光性が弱い「エンレイ」 

(E1e2e3E4) と感光性が強い「Peking」 (e1-pE2E3E4) を日長条件のみが異なる

環境制御下で栽培し、葉の形態、およびmiR156とmiR172の発現量について発達

段階を追って調査した。「エンレイ」では、感光性が弱いために日長条件が異なって
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も、miR156 の発現にあまり大きな差がみられず、そのため日長条件に関わらず一定

の葉位で葉の大きさが急激に変化することが考えられた (Fig. 4-1)。一方、「Peking」

では、SD条件によってmiR156の発現が抑制され、LD条件によってmiR156の発

現が促進されていたために葉の大きさが急激に変化する葉位が日長条件によって異

なったと考えられた。前述の結果において推察されたE3遺伝子だけではなく、E2遺

伝子も日長に反応し、JA相転換に影響を与えることが示唆された。 

次にE2、E3遺伝子それぞれのJA相転換に対する影響を調査するために、「エン

レイ」に「Peking」のE2、またはE3遺伝子を導入したNILs (En_E2、En_E3) を用

い、解析した。その結果、LD条件下でEn_E2 とEn_E3は、「エンレイ」よりも遅い葉

位で葉の大きさが急激に変化した。このことから、LD 条件下の「Peking」では、E2 と

E3 遺伝子がそれぞれ LD 条件に反応し、生育初期より miR156 の発現量を増加さ

せているため、JA 相転換が起こる生育ステージが SD 条件下で生育するよりも遅延

すると考えられた (Fig. 4-1)。一方、SD 条件下では、「エンレイ」、En_E2、En_E3

の 3系統間では、有意な差が認められず、「Peking」は他の 3系統よりも JA相転換

が下位の葉位で認められた。この原因として、以下の2つが考えられた。第1としては、

E2 とE3遺伝子座の両方が機能的でないと、miR156の発現を抑制できず JA相転

換が早い段階の葉位でおこらない (Fig. 4-1)。第 2としては、SD条件においてもE2、

E3 遺伝子単独での関与が見られなかったことから、E2、E3 遺伝子とは異なる要因

によって miR156 の発現を抑制することで、「Peking」は「エンレイ」よりも早期に JA

相転換が起こることが考えられた(Fig. 4-1)。 

miR172は、生育段階が進むにつれ発現量が増加し、開花を促進する働きがある  
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E2   E3

miR156

Peking
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エンレイエンレイエンレイエンレイ

JA相転換相転換相転換相転換

SD条件

JA相転換相転換相転換相転換

？ E2E3

miR156

Peking

e2e3

miR156

エンレイエンレイエンレイエンレイ

Fig. 4-1 日長条件による「エンレイ」と「Peking」のJA相転換の経路
「エンレイ」では、機能欠損型のe2、e3遺伝子が日長条件に反応せず、内在的な要因によって徐々に

miR156の発現量が減少するため、日長条件に関わらず、ほぼ一定の生育ステージでJA相転換が起こる。
一方、「Peking」では、機能型のE2、E3遺伝子が日長条件に反応し、日長条件によってJA相転換が起
こる生育ステージが異なる。LD条件下では、E2、E3遺伝子がそれぞれLDに反応し、生育初期より
miR156の発現量を増加させるため、JA相転換が起こる生育ステージが遅れる。SD条件下では、E2とE3
遺伝子の相加効果、または他の要因によって、生育初期よりmiR156の発現量が低く、早期の生育ステー
ジでJA相転換が起こる。
矢印は促進、T字は抑制を示し、線の太さはその効果の強さを表す。また、実線は本研究で明らかになっ
たことを、波線は本研究より推察されたことを意味する。
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(Lauter et al., 2005; Wang et al., 2011; Tanaka et al., 2011; Wu et al., 2009; 

Yoshikawa et al., 2013; Teotia and Tang, 2015)。また、シロイヌナズナでは、

miR172 は、SPL9, 10 によって発現が促進されることや DCL1 や SE といったタン

パク質の働きによって生合成されることが報告されている (Wu et al., 2009; Zhang 

et al., 2015)。本研究において、LD条件下の「エンレイ」と「Peking」では、生育後期

において、miR172 の発現量が減少した。また、その発現量は、「エンレイ」よりも

「Peking」で大きく減少していた。この現象の要因を明らかにするため、ダイズにおけ

る GmSPLsや GmDCL1、GmSEの発現を調査した。 

SPLs の発現は、miR156 によって抑制され、生育後期にはその発現量が増加す

ることが報告されているが (Rhoades et al., 2002)、本研究において、LD条件下の

「エンレイ」と「Peking」では、生育後期での SPL3d、SPL9a、SPL2a, bの発現量が

減少していた。これらの SPLsは、生育後期において LD条件によって制御、転写調

節されることが考えられた。また、GmSPL9cはLD条件の「Peking」でのみ後半の葉

位で発現量が減少したことから、生育後期における GmSPL9c の発現は、品種の感

光性に関わる E2、E3遺伝子に左右されることが示唆された。 

LD 条件下の「Peking」では、GmDCL1、GmSE の発現量が減少し、miR172 の

前駆体である pri-miR172f の発現量が多くなり、pri-miR172a の発現も認められた。

一方、「エンレイ」においても、pri-miR172f の発現がみられたが、pri-miR172a は

検出されなかった。このことより、LD 条件は、「エンレイ」と「Peking」の miR172 の生

合成経路を阻害し、「エンレイ」と比べ、「Peking」はその阻害の程度が強く、E2E3

遺伝子も関与することが示唆された。 
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以上のことより、ダイズの開花抑制に働くLD条件下で生育すると、生育後期にいく

つかのGmSPLsの発現が抑制され、pri-miR172の発現が促進されず、miR172の

生合成も阻害されるために Pri-miR172fの状態で生合成が止まることが明らかとなり、

結果的にMature miR172の発現量が減少することが考えられた (Fig. 4-2)。また、

E2E3遺伝子が機能型であると、前述の SPLの発現の抑制や生合成経路の阻害に

加え、SPL9cの発現が抑制され、GmDCL1 と GmSEの発現量も抑制されるために

生合成経路の阻害が強くなり、さらにMature miR172の発現量が減少することが示

唆された (Fig. 4-2)。 

本研究では、ダイズにおいて、葉の大きさが急激に変化する葉位が JA 相転換の

指標となる可能性を見出した。また、日長条件や感光性の違いによって miR156 の

発現が変化するなどの現象が起こり、JA 相転換に影響を与えることが明らかとなった

が、他の植物に比べるとその知見はまだ少ない。現在までにシロイヌナズナでは、葉

の裏にトライコームが形成される葉位を JA 相転換の形質マーカーとして利用し、温

度などの環境要因 (Kim et al., 2012) や糖 (Yang et al., 2013; Yu et al., 2013)、

ジベレリン(Telfer et al., 1997)といった内在的要因が JA相転換に関わっていること、

SPLs (Huijser and Schmid, 2011) や JA 相転換に影響を与える HASTY、

HYPONASTIC LEAVES1、TEMPRANILLO といった遺伝子  (Telfer and 

Poethig, 1998; Li et al., 2012; Sgamma et al., 2014) などが同定されている。ダ

イズにおいても、葉の大きさの変化を JA相転換形質マーカーとして利用できることが

本研究で明らかとなったことから、今後 JA 相転換に関する研究が進み、基礎的な知

見が集積されることが期待される。さらに、トウモロコシにおいて、adult phaseは、 
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Fig. 4-2 LD条件下における「エンレイ」と「Peking」のmiR172の発現経路
「エンレイ」と「Peking」において、生育が進むにつれ、miR156の発現量が下がり、 GmSPL3c, d、

GmSPL9a, c, d、GmSPL2a, bの発現は増加していく。しかし、LD条件下では、生育後期において
GmSPL3d、GmSPL9a, c、GmSPL2a, bの発現量が減少することで、miR172の転写量も減少する。ま
た、Pri-miR172fからPre-miR172fへの生合成も阻害されるためにLD条件下では生育後期にMature 
miR172の発現量が減少することが示唆された。さらに、E2E3遺伝子が機能型の「Peking」は、
GmSPL9cの発現量も減少し、GmDCL1、GmSEの発現量が減少することでPri-miR172a, fからPre-
miR172a, fへの生合成が阻害される。このことにより、「Peking」は、「エンレイ」よりもMature-miR172の
発現量が低いと考えられた。

矢印は促進、T字は抑制を示し、線の太さはその効果の強さを表す。

Pri-miR172a Pri-miR172f

Pre-miR172a Pre-miR172f

Pri-miR172a Pri-miR172f
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juvenile phase に比べ、病害虫へ対する抵抗性が強くなることが報告されている 

(Riedeman et al. 2008)。この現象の詳細な機構はよくわかっていないが、JA相転

換によって植物体内の遺伝子発現が変化することで、病害虫抵抗性に関する遺伝子

の発現や二次代謝産物の合成量も変化していることが推測される。このように JA 相

転換の理解は、生産現場へ応用可能であり、ダイズにおいても、JA 相転換の知見を

蓄積、応用することで栽培方法の開発や新品種の育成などを行い、ダイズ生産へ貢

献できると考えられる。例として、JA 相転換と耐病性の関係性を解明することで、初

期生育時の病害抵抗性を強めた健全な苗の栽培技術や品種育成が可能となる。ま

た、juvenile phaseは、花芽形成を行わない性質を持っており、juvenile phaseが

通常よりも長い期間続く新品種を開発することで、ダイズ栽培に適さない日長が短い

地域や時期においてもダイズ生産を行える可能性がある。この新品種は、一般の品

種にとって開花を促進する環境条件であっても、延長した juvenile phase によって

栄養生長を続け、茎葉を増加させることで収穫、出荷可能な種子を生産するのに必

要な生育量を確保させ、十分に植物体が生育した頃に JA相転換を行い、環境条件

に反応することで開花することができる。 

草本植物における JA相転換の研究は、比較的歴史が浅く、様々な研究に使われ

るモデル植物のシロイヌナズナであっても JA 相転換は未知の部分が多く存在し、さ

らにダイズの JA相転換の知見は Yoshikawa et al. (2013) と本研究のみである。

シロイヌナズナに比べ、ダイズの生態に関する報告数は少ないが、最近ではダイズの

開花に関する報告が徐々に増えている。今後は、開花だけではなく、開花前の栄養

生長相に関する研究も盛んに行われることが予想される。そのような中で、本研究が
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ダイズの栄養生長相の解明の一助になることを期待する。 
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摘要 

 

植物の栄養生長相では、幼若栄養生長相 (juvenile phase) から成熟栄養生長

相 (adult phase) へ相転換 (JA相転換) が起こる。シロイヌナズナやイネ、トウモロ

コシを中心にこの JA 相転換に関する研究が進められており、juvenile phase と

adult phase では、形態が異なることが報告されている。また、分子生物学的な解析

も精力的に行われており、micro RNA (miR) 156やmiR172の発現の変化が重要

であることや JA 相転換の制御に関わる遺伝子が同定されている。さらに、日長や温

度などの外的要因、ジベレリンや糖などの内的要因なども JA相転換に影響を与える

ことが報告されている。近年では、上記の 3 種以外の植物種においても、juvenile 

phaseや adult phase に関する報告は増加している。しかし、世界的に重要な作物

であるダイズの JA 相転換に関する知見は少ない。本研究は、ダイズにおける JA 相

転換の知見を集積することを目的とした。 

第 1 章では、ダイズ 85 系統用いて「エンレイ」で報告された JA 相転換に

関連する形態変化がダイズで一般的であるのか否かを調査した。その結果、

葉序、葉形、トライコームは、ダイズに共通した形態変化ではないことが明ら

かとなった。一方、葉の大きさと托葉は、ダイズに共通する形態変化であり、

特に葉の大きさはダイズの JA 相転換の指標となることが示唆された。葉の

大きさが変化する葉位は系統によって異なり、JA 相転換が起こる時期には

多様性が認められた。日長条件が異なる 2 ヶ年の調査を行ったが、葉の大

きさが急激に変化する葉位が年度間で異なる系統群と大きな差がない系
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統群の 2 つに分類された。分類した系統群では、感光性に関する E3 遺伝

子座の遺伝子型が異なる傾向が認められ、E3 遺伝子座の遺伝子型と日

長が JA 相転換の制御に関わることが示唆された。  

第 2 章では、感光性の弱い「エンレイ」 (E1e2e3E4) と感光性の強い

「Peking」  (e1-pE2E3E4) を異なる日長条件で生育し、日長条件と感

光性が JA 相転換に与える影響について詳細に解析した。「エンレイ」は、

日長条件にかかわらず一定の葉位で葉の大きさが変化しており、miR156

の発現量に大きな差が認められなかった。一方、「Peking」は、日長条件

によって、葉の大きさが変化する葉位が異なり、miR156 の発現量も異なっ

ていた。これらのことより、JA 相転換は日長の影響を受けるが、その程度は

品種の感光性によって異なることが考えられた。また、「エンレイ」と「Peking」

は感光性に関する E2 と E3 遺伝子の遺伝子型が異なることから、E2、E3

が JA相転換の制御に関与することが示唆された。ダイズの生育後期では、

長日条件下において miR172 の発現量が減少し、品種によってその程度

が異っており、発現パターンがシロイヌナズナと異なるという新たな知見も得

られた。  

第 3 章では、長日条件下の生育後期に miR172 の発現量が減少する

原 因 を明 らかにするため 、 miR172 の転 写 を促 進 する Squamosa 

promoter binding protein-like (SPL)s や miR172 の生合成経路に関

わる遺伝子の発現パターンを調査した。一部の GmSPLs は、長日条件で

生育後期の発現量が減少し、特に、GmSPL9c は「Peking」でのみ発現量
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が減少した。また、「Peking」では、miR172 の前駆体の発現が認められる

ものの、生合成に関わる Dicer-Like 1 と SERRATE の発現量が減少して

いた。これらのことより、ダイズにとって開花が抑制される長日条件では、生

育後期に一部の GmSPLs の発現が抑制されることに加え、miR172 の生

合成経路が阻害されるために miR172 の発現量が減少していると考えられ

た。また、これらの減少の程度は、品種の感光性によって異なることが示唆

された。さらに、「エンレイ」に「Peking」の E2 と E3 遺伝子をそれぞれ導入

した準同質遺伝子系統  (NILs) を用い、E2 と E3 遺伝子の JA 相転換

への影響を調査した。長日条件下の NILsは「エンレイ」よりも JA相転換が

遅延し、それぞれ E2 と E3 遺伝子は長日条件下で JA 相転換を遅延させ

ることが示唆された。一方、短日条件下の NILsは、「Peking」よりも後期の

生育段階で JA 相転換が起きており、「エンレイ」とほぼ同等の生育段階で

あった。E2 と E3 遺伝子の両方が機能型になると、短日条件下で「Peking」

のように早期に JA 相転換が起きる可能性が示唆された。本研究では、

「Peking」の E2、E3 遺伝子の両方を導入した NIL を扱っておらず、今後、

この材料を用い、解析を進めることによって短日条件における JA 相転換と

E2、E3 遺伝子の関係性が明らかになると考えられる。  
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