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ABSTRACT

Soybeansaponinsaredividedintotwogroups:GroupAsaponinswhicharethe

primarycauseofundesirabletastes,andDDMPsaponinswhichpossesshealth
beneficialcharacteristics.Thedegreeofthetastecharacteristicsandfunctional

propertiesofsaponincomponents'dependon也eirchemicalstructuresanddensity

intheseeds.Geneticimprovementofthesaponincompositionanddensityoffood-

usesoybeansisexpectedtospreadrapidlyworldwide;however,therelationship

betweengeneticmodi丘cationofsaponincompositionandaccompanyingchanges

insaponincontentsisnotyetclearlyunderstood.Therefわre,inthisstudy,some

mutantsdiscoveredinG.maxcollectionsandwildG.SojaaccessionsinJapan

whichcarrydifferentsaponincompositionswereusedtopreparehybridFI

seeds,progenyF2andF3Seeds,andrecombinantinbredlines(RILs).Saponin
compositionsandcontentshavingdi鮎rentcombinationsofgenescontrolling也e

sugarchainsequencesattheC-3andC-22positionsofsoyasapogenolglycosides

weredetermi.nedbyLC/PDA/MS/MSanalysisandwereevaluatedbystatistical
analysis.Differentcombinationsofthegenes(phenotypes)didnotChangeseed
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〉ヽ
saponincontentseventhough theirsap?nincompositionwaschangedaccordingto
thecombinationsofthegenes.Theseresultssuggestthatthesupplyofcommon

precursors(soyasapogenolsAandB)insaponinbiosynthesisisnotchangedbythe

combinationofthesegenes,andthatsaponinprecursors(soyasapogenolglycosiaes)

arecompetitivelyusedasthesubstratesofsomeglycosyltransferasesaccording′
totherecombinAtionofthegenes.Productionofexpected,speciBc,orsolesaponin

componentinsoybean seedsbyusingsoybean-andwildsoybean-naturalvariants

wouldbepossible.SoyProteinResearch,Japan13,43-50,2010.

Keywords:GIycnemax,Glychesoja,saponinpolymorphism,sugarchainsequence,

Non-GMOsoybeans

大豆サポニンはオレアナントリテルペン (アグリコ

ン基本骨格)配糖体の総称であり,50種類にも及ぶ多

種多様な分子種が存在する1). ソヤサボゲノールAを

アグリコンーとするグループAサポニン類は不快味原因

成分であると報告されている2)が,ソヤサボゲノールB

をアグリコンとするDDMPサポニンとその分解産物類

では,日常的な大豆摂取量レベルにおいて抗高脂血症

作用3), ヒト大腸がん細胞増殖抑制作用4･5). 甲状腺ホ

ルモン分泌促進作用6等,人々の健康維持に有用と示

唆される生理活性が報告されている.これらの特性は,

サポニンの化学構造の差異と摂取量とに依存している

ため,大豆種子中のサポニン組成と含量を人為的に制

御することができれば,大豆の食品機能性と味もまた

人為的に改変できると考えられる.これまでに,種子

サポニン組成変異大豆とツルマメとの交配実験から,

サポニンの化学構造決定に関わるいくつかの遺伝子座

が報告され7),種子サポニン組成の改変は遺伝育種的

手法での制御がある程度可能となっている.しかしな

がら,これらの遺伝子座に座乗すえ遺伝子の組み合わ

せの違いが種子サポニン量に影響を与えるかどうかは

不明■であった.そこで本研究では,これら遺伝因子の

組み合わせの違いが種子サポニン含量に及ぼす影響を

明らかにすることを目的とした.

サポニン組成が異なる交配後代および組換え自殖系統

(RIL)の育成

アグリコンC-3位糖鎖へのグルコースとアラビノー

ス付加にそれぞれ関与するSg-3,SgA遺伝子座 と,

C-22位糖鎖末端糖の多型性に関与するSg-1遺伝子座の

遺伝子型が異なる品種系統 (おおすず,御厨青,col/
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熊本/1983/芹口-1,茨城豆7号,きぬさやか)間の

交配から,これらの遺伝子型を種 L々の組み合せで有す

る後代系統 (Fl,F2,F3種子)あるいは組換え自殖
I

系統 (RIL)を東北農研センターで育成し,種子を得た.

サポニン成分の定性 ･定量分析

サポニン成分は,種子を子葉と肱軸に分け80%メタ

ノールを加え室温 (20℃)にて24時間,時々授拝 し

ながら抽出した.アセ トニ トリルー水系溶媒を用い

たODSカラム装着LC/PDA/MS/MS(ESI+)分析装

置を用い,溶出時間と各サポニン成分が示す特徴的な

MSとMS/MSフラグメントのパターン(プロファイル)

から各サポニン成分を同定した.グループAサポニン

類は精製サポニンAbあるいは脱アセチルAbを,また

DDMPサポニン類は精製サポニンBbを標準物質とし,

UV205mmの吸収で得られる検量線のピーク面積から

定量し,乾物100g当りの〟mol数で示した.

種子涯軸サポニンアグリコンの定量分析
′･

種子肱軸 (個体別)に50倍量 (W/v)の80%メタノー

ルを加えてサポニン成分を抽出した.抽出液44pLに

濃塩酸4iLLを加え,pcRサーマ)I,サイクラ-を用い,

85℃,3時間,塩酸加水分解してアグリコンを得た.

また,精製したAb,脱アセチルAbならびにBbを用い

て同一条件で加水分解し,アグリコン回収率を求めた.

アグリコンの定量は,ODSカラム装着HPLC/UV分

析装置を用い,精製ソヤサボゲノールAとBのUV205

nmの吸収による検量線を用いて加水分解液中のアグ

リコン量を求めた後,精製サポニン類のアグリコン回

収率を考慮して種子肱軸アグリコン量を算出し,乾物

100g当りの〃mol数で示した.

大豆たん白質研究 VoL13(2010)



OH OH

OAc

SaponinAf･

(Rha)

OH

(GIc)

OAc

SaponinAb

Fig.1.BiosyntheticpathwayofgroupAsaponinsAcandAbfromsaponinAfandtheirrelatedgenes
(estimation).Genotypesg3/sg-3attheSg-3locusaccumul左tesaponinsAfandAcintheseedhypocotyls.
GenotypeSg-3/-accumulatessaponinAbinadditiontosaponinsAfandAcsynthesis.｢)

続計解析

二集団の平均値の差は,両者の分散が等しいと仮定

してt一検定し,有意水準5%で判別した.

結果 と考察

C-3位結合糖頚の多型性とサポニン量の関係

Sgl3遺伝子座にはアグリコンC-3位結合糖鎖末端グー＼
ルコースの付加に関与する遺伝子が座乗しており,倭
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性遺伝子 (Sg-3:表現型はAb型.Ac,Afを合成LAb

を蓄積)と劣性遺伝子 (sg-3:表現型はAcAf型.Ab

を合成できず,その前駆体であるAfに加え,末端糖

がラムノースのAcを蓄積)が座乗する (Fig.i).劣

性AcAf型 ｢御厨青｣に優勢Ab型 ｢おおすず｣を交配

して得られたFl種子を播種し着生した自家交雑F2種子

191粒の肱軸サポニン組成と含量を分析 した.F2種子

の表現型はAb型とAcAf型が150:41に分離 した.こ

れら2集団の肱軸中の給グループAサポニン量 (Ab,
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Table1.GroupAsaponincontentsofphenotypesAbandAcAfin也eF2SeedhypocotylsderivedfromFl
hybridseedobtainedbythecrossbetweenMikuriyaao(AcAftype)andOsuzu(Abtype).

SaponincontentsinthehypocotylslJLmOl/100g]
Af Ac Ab Total '

2.5 8.3 239 250±56.9
111 121 232±50.8

Seed

Phenotype Genotypes number
Ab Sg-3/- 150
AcAf sg-3/sg-3 4I

'Nosignificantdifference(p<0,05)
-.Notdetected.

OH

HO

Sgl1b
lll.･.･･-

AO-αg

OH

OAc

(Acetylglucose)

SaponinAb

Fig,2.BiosyntheticpathwayofgroupAsaponinAbfromsaponinAO-aganditsrelatedgene(estimation).

Genotypes9-10/sglloattheSg-1locusaccumulatesaponinAO-agandgenotypesSg-1b/sg-lbandSgllb/
sg-loaccumulatesaboninAbintheseedhypocotyls.

Ac.Afの総和量)を定量 した結果,Ab型 とAcAf型

の平均値はそれぞれ250±56.9,232--+50.8(iLmOl/100g)

となり,両者に差は見られなかった (Tablel).

アグリコンC-3位結合糖鎖の多型性発現に関与する

もう一つの遺伝子座SgA (アグリコンC13位結合糖鎖

へのアラビノース付加に関与)について調べた先行研

究8)でも,種子サポニン組成の変化はサポニン含量に

影響を与えなかった これらの結果を総合するとC-3

位結合糖鎖配列の遺伝的変化は種子サポニン含量に影

響を与えないものと考えられる.

C-22位結合糖銭の多型性とサポニン量の関係

Sg-1遺伝子座にはアグリコンC-22位結合糖鎖末端へ

のアセチル化糖の付加に関与する遺伝子が座乗してお

り,優勢遺伝子 (Sg-1b;表現型はAb型で,サポニン

Abを蓄積)や劣勢遺伝子 (sg-1O,･表現型はAO型で,
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Abを合成できず,Abの前駆物質であるAO-αgを蓄積)

などが座乗する (Fig.2).優勢Ab型 ｢おおすず｣と

劣勢AO型 ｢きぬさやか｣のRIL-F4植物40系統に着生

したF5種子5粒づつを分析 した結果 F4植物40系統の

表現型はAb型 :AO型-22:18に,またF5種子192粒の

表現型はAb型 :AO型-105:87に分離した.

肱軸のDDMPサポニン量はAb型300±69,AO型264

±43(〟mol/100g)で両者に有意差はなかったが.

グループAサポニン量はAb型248±69,AO型436±69

(〟mol/100ど)と差が見られた(Table2).この結果は,

茨木豆7号×野生種ツルマメ(col/熊本/1983/芹口-1)

の交配F2,F3種子による実験でも同様であった.

これらの結果は,Sg-1座に座乗する遺伝子の違いが:

種子肱軸サポニン含量に影響を与えることを示唆する

ため,子葉のサポニン量にも差があるかどうか調べた.
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Table2.GroupAsapo血 contentsofphenotypesAbandAOinthehypocotylsofRILF5SeedsderivedfromFl

hybridseedobtainedbythecrossbetweenOsuzu(Abtype)andKinusayaka(AOtype),F2andF3Seeds

fromIbarakimameNo.7(Abtype)andwildsoybean G.soja(col/Kumamoto/1983/Seriguchill;AOtype).

SaponincontelntsinthehypocotylslFLmOl/100g]

GroupAsaponins+DDMPsaponins Total'Phenotype---
RIL-F5 Ab

(OsxKi) AO

F2Seeds Ab

(Ib7xsoja) AO

F3Seeds Ab

(Ib7Ⅹsoja) AO

Genotypes

Sg-1b/-

sg-10/sg-10

Sg-ib/sg-1b
sg-10/sgll0

Sg-ib/sg-ib

sgll0/sgll0

血｡
I且

-

300±69

264±43

596±90

626±129

408±86

514±160

548±135

700±81

1060±319

1216±232

532±115

920±235

248±69

436±69

385±64

591±127

124±33

406±89
9

9

4

4

'Signi丘cantlydifferent(p<0.05)betweenAbandAOphenotypes.

Table3.DDMPsaponincontentsofphenotypesAbandAOinthecotyledonsofRILIF5SeedsderivedfromFl
hybridseedobtainedbythecrossbetweenOsuzu(Abtype)andKinusayaka(AOtype).

SaponincontentsinthecotyledonslJLmOl/100g]
βa γg γa Total`
81.5 6.30 5.31 284±55.1
89.6 7.43 6.51 299±56.0

舶
一19l

l

Seed

Phenotype Genotypes number

Ab Sgllb/- 105

AO sgll0/sg-i0 89
RILF5

(OsxKi)

'Nosigni丘cantdifference(p<0.05)

Table4.AglyconecontentsofphenotypesAbandAOinthehypocotylsofRIL-F5SeedsderivedfromFlhybrid

seedobtainedby･thecros;betweenOsuzu(Abtype)andKinusayaka(AOtype).
/

Seed SaponincontentsinthehypocotylslJJmOl/loog]

Phenotype Genotypes number soyasapogenoIA soyasapogenoIB Total'

RILIF5 Ab Sg-1b/- 88 186±30.5 143±19.2 329±37.3

(osxKi) AO sg-10/sg-10 88 182±31.5 135±20.7 318±41.4

■Nosignificantdifference(p<0.05)

その結果,子葉ではサポニン組成多型性は見られず,

4種類のDDMPサポニン (βg,βa,γg,ya)と微

量の分解産物 (グループBサポニン成分)が一様に検

出され,総和の平均値はAb型284±55.1,AO型299±

56.0(〃mol/100g)で両者に差は見られなかった(Table

3).また,肱軸と子葉のサポニン含量の相関関係も観

察されなかった.加えて,Ab型とAO型の肱軸アグリ

コン総量はそれぞれ329±37.3,318±41.4(〟molノ100g)

となり,両者にも差は観察され′なかった (Table4).

従って,C-3位と同様にC-22位結合糖鎖配列の遺伝的

変化も種子サポニン含量に影響を与えないものと考え

られる (Fig.3).

MS分析によるサポニン合成中間産物の検出

子葉サポニン量と肱軸アグリコン量に差がないにも

かかわらず腫軸グループAサポニン量に差が出たこと

から,全てのAO-αgがAbに生合成されるわけではな

く,これまで定量されていない別のサポニン成分とし
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て種子肱軸中に蓄積している可能性が考えられた.そ

こで,AO-αgからAbに至るまでの中間代謝産物の蓄

積の有無を,LC/PDA/MS,MS分析データのプロファ

イル解析で検索した.Ab型の分析データを脱アセチ

)I,Abの分子イオン[M+H]+-m/Z1269.6でスクリー

ング (SEI-MS)しても17.6分に脱アセチルAbが検出

されるだけであるが,AO-αgの分子イオン[M+H]+-

m/z1107.5でスクリーニングすると,溶出時間15-

35分にかけて,1107.5に加えてソヤサボゲノールAの

C-22位糖鎖の脱離で見られるm/Z-975.5のフラグメン

トイオンを伴うピークが107のオーダーで多数検出さ

れた (Fig.4).この結果は,Ab型の抽出液にはAO-αg

と同じ骨格を持ちながらAbや脱アセチルAbとは糖鎖

構造の異なる分子種 (サポニンAbの前駆物質)が多

種類,しかもかなりの量で蓄積していることを示唆し

ているが,詳細については今後の検討が必要である.
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sg-10 sg-10 sg-3 Sg-3

Fig.3.Aconceptualdiagramoftherelationshipbetweengeneticmodificationofsaponincomposition･and

accompanyingchangesofsaponincontents.Supplyofcommonprecursors(soyasapogenolsAandB)
insaponinbiosynthesisisnotchangedbythecombinationofthegenesontheSg-1.Sg13andSg4loci,
andsapominprecursors(soyasapogenolglycosides)arecompetitivelyusedasthesubstratesofso印.e

glycosyltransfer卑SeSaccordingtotherecombinationofthegenes.Totalsaponincontentsintheseed
hypocotylsandcotyledonsareindependentlycontrolled.
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Fig.4.LC/PDA/MS/MSanalysisdataofsaponinextractfromthehypocotylofanF3Seedwhichshows
phenotypeAb.(A)UVchromatographyat205nm.(B)and(C)Screeningbyselectedion(SEI)modeat

m/Z-1107.5and1269.6,respectively.(D)and(E)MS/MSspectrumsofdetectedcomponentsXandY,

respectively,bySET.(F)FragmentationofsaponinsAO-aganddeacetylAb.
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要 約

大豆種子サポニン糖鎖組成の遺伝的多型に関与する遺伝子座に座乗する共優性 ･優勢 ･劣勢遺伝

子の組合わせを遺伝育種的手法で変化させた場合,遺伝子の組み合わせに依存したサポニン合成基

質分子の奪い合いが起こり,その結果として,個々のサポニン成分は品種特異的かつ種子の部位特

異的に変化する (サポニン組成多型性を宗す)が,アグ17)コン合成量は影響を受けないため種子総

サポニン量 (モル数)は変化しないと考えられる.単一の有用サポニン成分のみを合成 ･蓄積する

ような大豆育種は十分に可能であることが示唆された.
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