
作物研究所研究報告 6, 1－18（2004.6）
（作物研報） 1

柳沢貴司*

澱粉粘度安定性に優れるもち性小麦の突然変異に関わる遺伝子の
変異特定と機能解明ならびに遺伝子マーカーの開発

抄 録
もち性突然変異系統谷系A6599-4（小麦中間母本農 8号）とその原系統谷系6099（小麦

中間母本農 7号）のWx-D1タンパク質（GBSSI）をSDS-PAGE、ペプチドマッピングで解

析し、 それを基に遺伝子配列を決定した。成熟タンパク質のＮ末端から258番目のアミノ

酸残基は原系統がアラニンなのに対して変異系統ではスレオニンに変化していた。倍加半

数体系統やF5系統を用いてこの 1塩基置換を検出するdCAPSマーカーを作製した。この

マーカーで野生型、変異型、ヘテロを検出することが可能であり、変異型を示した後代系

統はすべてもち性の個体であった。これらの結果により 1塩基置換がもち性の原因である

ことが明らかとなった。このdCAPSマーカーはこの変異型アレルを選抜するのに有効であ

る。

この変異系統を畑および温室（15℃および20℃）で栽培して比較したところ、温室で栽

培すると、見かけのアミロース含量が上昇した。Wx-D1タンパク質の発現量の増加が見ら

れたことからWx-D1遺伝子がこのことに関わっていることが示唆された。またRVA（ラピッ

ドビスコアナライザー）による粘度特性では最高粘度に達する時間が遅くなり、最高粘度

を保持する時間が短くなるという特徴が見られた。また倍加半数体を用いた解析によりこ

の特性が遺伝することを示した。

キーワード：小麦、もち性、点突然変異、dCAPSマーカー、アミロース含量、低温での成

熟、澱粉粘度特性、ラピッドビスコアナライザー
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はじめに

穀物種子の胚乳澱粉はアミロースとアミロペ

クチンから構成され、アミロースを欠くか、量

が著しく低減するとそれを「もち性」と称する。

もち性は胚乳をヨウ素ヨードカリウム溶液で染

色すると赤褐色に染色されて、青紫色で染色さ

れるうるち性と表現型で容易に判別可能なた

め、穀物ではもち性に関する系統およびそれを

用いた研究が盛んに行われている。

作物研究所小麦育種研究室では農業研究セン

ター時代より麺の食感改良を育種目標として取

り組む中で、もち性を含むアミロース含量の低

い系統を選抜してきた。小麦系統谷系A6599-4

（小麦中間母本農 8号）は谷系A6099（小麦中

間母本農 7号）から突然変異で選抜されたもち

性系統で、谷系A6599-4の胚乳や花粉の澱粉を

ヨウ素ヨードカリウム溶液で染色すると、アミ

ロースフリーのもち性とは異なり、濃茶色を呈

するという特徴がある（Kiribuchi-Otobe et al.

1998）。

アミロース合成に関与するWxタンパク質は

GBSSI（granule bound starch synthase I）という

酵素であり（Nelson and Rines 1962, Echt and

Schwarz 1981）、Wx遺伝子がこれをコードして

おり、多くの作物で遺伝子配列が解析されてい

る。小麦はA,B,Dの 3ゲノムから構成される 6

倍体であり、W x遺伝子を 3 セット（W x -

A1,B1,D1）有し、それぞれがWx-A1,B1,D1タン

パク質をコードする（ Chao et al . 1989,

Nakamura et al. 1993）。谷系A6599-4の原系統で

ある谷系A6099は関東107号（Wx-A1b,B1b,D1a）

に由来する突然変異系統である。関東107号は

Dゲノム由来のWx-D1遺伝子のみが発現して、
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Abstract

The Wx-D1 protein (granule-bound starch synthase) of Tanikei A6599-4 was analyzed by

SDS-PAGE, peptide mapping, and DNA sequencing. Amino acid substitution (alanine substituted

for threonine) caused by single nucleotide polymorphism (SNP) in the Wx-D1 gene occurrs at

position 258 in the the mature protein in Tanikei A6599-4. We developed a PCR-based (dCAPS)

marker to detect and select this SNP. All progeny lines having SNP of the mutant allele were waxy.

Taken together, results for dCAPS analysis, immunoblot analysis, and assays of starch synthase

activity of granule-bound proteins indicate that SNP in the Wx-D1 gene is responsible for its waxy

character. This mutant wheat line was grown in a field and in a greenhouse (at 15℃) to compare the

apparent amylose content and starch pasting properties. The apparent amylose content of flour and

starch increased and starch pasting parameters (RVA) (measured using a Rapid Visco-Analyzer

(RVA) changed during seed maturation in Tanikei A6599-4 grown in the greenhouse due to the cool

growth temperature.

Key Words: wheat, waxy, single nucleotide polymorphism, dCAPS marker, amylose content,

cool growth temperature, starch pasting property, Rapid Visco Analyzer



3種類のWxタンパク質のうちWx-D1タンパク

質が産出している。それが原因でWx遺伝子が

3セット発現している系統と比べるとアミロー

ス含量が低くなっている。

したがって谷系A6599-4のもち性にはWx-D1

遺伝子が関わることが示唆され、これを解析す

ることはアミロース合成機構を解明する手段の

一つとなると考えられた。さらに遺伝子の変異

が特定されれば、その塩基配列の情報を基に選

抜ができる遺伝子マーカーの開発が可能と考え

られた。

一方、種子が登熟する期間の低温により澱粉

中のアミロース含量が変動する現象はイネ

（Asaoka et al. 1984）やトウモロコシ（Ferguson

and Zuber 1962）で観察され、アミロースを合

成するWx遺伝子の発現が温度により変動する

ことが指摘されている。コムギでは低温での成

熟によりアミロース含量が若干増加するという

報告（Tester et al. 1995）があるが、これらは通

常のアミロース含量の系統での解析であり、そ

の要因について言及されていない。アミロース

含量が低下した系統、中でも谷系A6599-4のよ

うにアミロース含量が極めて低下した系統では

解析した例はない。また谷系A6599-4はRVA

（ラピッドビスコアナライザー）を用いて澱粉

の粘度特性を調べるとアミロースフリーのもち

性に比べて、最高粘度を保持する時間が長く、

粘度安定性に優れる特性を有する（Kiribuchi-

Otobe et al. 1998）。アミログラフで計測された

パラメータはアミロース含量と相関関係があ

り、麺の品質にも関わることが報告されており

（Toyokawa et al. 1989）、低温で成熟させた系統

ではRVAによる澱粉の粘度特性も解析した。

なお本総説の内容の中でWx-D1遺伝子上の変

異特定についてはYanagisawa et al. （2001）に

報告した。この変異がもち性に関わることを示

し、さらに遺伝子マーカー（dCAPSマーカー）

を開発したことについてはYanagisawa et al.

（2003）に報告した。低温で登熟した際にアミ

ロース含量および澱粉の粘度特性が変動するこ

とについては Yanagisawa et al.（2004）に報告

した。本総説は上記に報告した内容により詳細

な議論を付け加えた。特に育種の過程で選抜す

るための遺伝子マーカーについて議論を深め

た。また今後の研究課題について議論した。

１ 実験材料

谷系A6599-4と原系統である谷系A6099およ

びA6099の原系統である関東107号を用いた。

Wx-D1遺伝子上で見い出したSNP（一塩基遺伝

子多型）ともち性との関係を調べるために、谷

系A6599-4と関東118号との交配組み合わせに

よる倍加半数体22系統ならびに谷系A6599-4と

関東119号（あやひかり）との交配組み合わせ

による172系統（F5）を用いた。倍加半数体の

作出はトウモロコシ花粉を用いて未成熟の胚培

養を行う方法である（Inagaki et al. 1997）。谷系

A6599-4、関東118号、関東119号ともにWx-D1

遺伝子のみ発現する。倍加半数体の系統は低温

によるアミロース含量やRVA特性解析の際にも

使用した。

また低温によるアミロース含量の変動の解析

では谷系A6599-4の兄弟系統である谷系A6598

を使用した。またWxタンパク質を欠くアミロー

スフリー系統の谷系H1881（あけぼのもち）を

種々の実験のコントロールとして用いた。

２ もち性遺伝子（Wx-D1遺伝子）上の
変異特定

アミロース合成酵素であるWxタンパク質は

澱粉に強固に結合しているので、澱粉をSDS

バッファー (10% グリセリン、62.5 mM Tris-

HCl (pH 6.8)、 2.5% SDS および 5 %メルカプト

エタノール）で懸濁し、沸騰して膨潤させて初

めて可溶化する。このサンプルを用いてSDSポ

リアクリルアミド電気泳動を行ったところ、図

1にあるようにアミロースフリーのもち性系統

谷系H1881（あけぼのもち）がこのタンパク質

を欠くのに対し、谷系A6599-4では原系統（谷

系A6099）と同様の濃度でタンパク質が発現す

ることが明らかとなった。 イネのWxタンパク

質を抗体として用いたイムノブロット解析にお
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いても同様の結果を得た。谷系A6599-4および

原系統谷系A6099は関東107号に由来する突然

変異系統であるのでこのタンパク質がWx-D1タ

ンパク質であることは明らかである。谷系

A6599-4のアミロース含量は谷系A6099に比べ

て激減しており（Kiribuchi-Otobe et al.1997)、谷

系A6599-4のWx-D1タンパク質の構造遺伝子も

しくはそれを制御する遺伝子に変異があること

が強く示唆された。

この研究結果を得た時点では、小麦のWx

遺伝子の配列は発表されていたものの

（Ainsworth et al. 1993）、どのゲノム由来か特定

されていなかった（後になりこれはAゲノム由

来と特定されたMurai et al. 1999a）。一方、Dゲ

ノム由来のWxタンパク質の配列は報告があ

ったので（Fujita et al. 1996）、Dゲノム特異

的な配列の特定を目的としてタンパク質のN

末端および内部配列のペプチドマッピングを

行ったところ、原系統谷系A6099と突然変

異系統谷系A6599-4との間で異なるアミノ酸

残基が見いだされた（図2）。また小麦の 3

ゲノム間の遺伝子配列の相同性は高いと考え

て、上記の遺伝子配列情報を基に、RT-PCR

を行った。プライマーはペプチドマッピング

で特定されたアミノ酸置換を挟む領域で

5’-ACTTCATCGACGGCTACGAC -3’と

3’- TGCAGCGCCTCCTTGTTCAG-5’という

配列を設計した。テンプレートには開花後、15日

目の胚乳からBio-Mag mRNA separationキ

ット（PerSeptive Biosystems）でpoly A+ RNA

を抽出した後に、Marathon cDNAキット (Clontech

Lab., Inc.）を用いてアダプターの結合したcDNA

を用いた。 増幅した295bpのPCR産物をTAクロ

ーニングキット（Invitrogen Corporation）でク

ローン化し、塩基配列を解析するとWx-D1遺伝

子特異的な配列を得ることができた。これらの

配列を基にしてMarathon cDNA キットのアダプ

タープライマーとWx-D1遺伝子特異的なプライ

マーを用いて5’RACE および3’ RACEを実行

した。これにより原系統である谷系A6099およ

び谷系A6599-4のDゲノム由来のWx-D1遺伝子

をDNAシークエンサー（Applied Biosystems 377）

により塩基配列を決定した。この結果、アミノ

酸置換が特定された遺伝子配列以外の変異は見

られずこの遺伝子をWx-D1eと命名した。決定

した塩基配列はEMBL genebank AF250137に登

録している。タンパク質はAAL41028に登録し

ている。図2に成熟タンパク質のアミノ酸配列

を示す。
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図１ Wx-D1タンパク質のSDSポリアクリルアミド電気泳動像（デジタル写真)
レーン 1 , 関東107号、レーン 2 , 谷系A6099、レーン 3 , 谷系A6599-4; 

レーン 4 , 谷系H1881. 矢印で示すのがWx-D1タンパク質である。

分離ゲル10%、銀染色（銀染色キットII 和光純薬）を行った。



３ Wx-D1e遺伝子が発現するWx-D1タ
ンパク質の機能と構造

谷系A6599-4のWx-D1タンパク質の成熟タン

パク質のＮ末端から258番目のアミノ酸残基は

原系統の谷系A6099がアラニン残基なのに対し

スレオニン残基に変化することでタンパク質の

立体構造が変化をして、アミロース合成酵素と

しての機能がなくなるか、著しく低下すること

が示唆されたため、澱粉に結合しているタンパ

ク質の澱粉合成酵素活性を測定した。その結果、

原系統よりも得られた数値が低く、アミロース

フリーの系統に近い値をとった（表 1）。この

方法は目的の酵素であるGBSSIのアミロース合
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図２ 谷系A6599-4の成熟したWx-D1タンパク質のアミノ酸配列
アンダーラインが引かれている箇所はペプチドマッピングで解析した配列、また白抜き太字で記載したのがアミノ酸置換が見出された箇

所である。原系統ではここはA（アラニン残基）である。タンパク質のN末端の解析の際には、SDSポリアクリルアミド電気泳動したゲル

をPVDF膜にエレクトロブロットした後にクマシーブリリアントブルー染色して、目的のタンパク質に相当する部分を切り出して、プロ

テインシークエンサー（BeckmanLF3000）で解析した。内部配列の解析の際には、泳動後にクマシーブリリアントブルー染色して、目的

のタンパク質に相当する部分を切り出し、このゲルをウエルに挿入し、Tris-SDS buffer（125 mM Tris-HCI（pH6.8）、0.1%SDS および5％

グリセリン）で懸濁した 1μg（0.023 units）のStaphylococcus aureus V 8 proteaseを挿入したゲルに重層して再度電気泳動した後に上記と

同様にエレクトロブロットして解析した。

谷系A6099

谷系A6599-4

谷系H1881

0.0718±0.0086(nmol min-1 grain-1)

0.0286±0.0020

0.0324±0.0030

表１ 成熟中の澱粉結合タンパク質の澱粉合成の酵素活性平均
値±標準誤差 (３回の反復による)

谷系A6099

谷系A6599-4

谷系H1881

0.0718±0.0086(nmol min-1 grain-1)

0.0286±0.0020

0.0324±0.0030

表１ 成熟中の澱粉結合タンパク質の澱粉合成の酵素活性平均
値±標準誤差 (３回の反復による)

注）開花後、15日目の未成熟種子の穂を－80℃の冷凍庫に使用するま
で保存した。澱粉に結合したタンパク質の澱粉合成酵素の活性は
Nakamura et al.（1989）の方法に従った。この方法は磨砕した胚乳
にADPグルコースとアミロペクチンを添加して、GBSSの働きで
ADPグルコースをADPに変換し、次にADPをピルビン酸キナーゼ
でATPに変換し、最後にATPにNADPとグルコースを添加して、ヘ
キソキナーゼとグルコース 6リン酸デヒドロゲナーゼによる反応
でNADPHに変換してNADPHの増加量を340nmの吸光度で求めるも
のである。



成活性を直接測定するのではなく、澱粉に結合

しているすべての酵素の澱粉合成活性を測定し

ている。コムギでは成熟中の胚乳に 3つの澱粉

結合型の合成酵素が同定されているので

（Denyar et al. 1995）、GBSSI以外の澱粉合成酵

素の活性の差を検出している可能性も否定でき

ないが、以下の理由によりその可能性は極めて

低く、得られた数値の差はGBSSI活性の差を反

映していると考えられる。

第一に 3つのWxタンパク質をすべて欠くも

ちコムギを本実験とは別の手法で解析した

GBSSI活性の値がWxタンパク質を有するうる

ち性の活性の値に比べて極めて低いこと

（Nakamura et al. 1998）、第二に 2倍体の一粒系

コムギTriticum monococcumでWxタンパク質を

欠くもち変異体では、GBSSI活性が得られない

という報告があること（Fujita et al. 1998）、第

三に谷系A6599-4は原系統谷系A6099からの化

学変異原を用いた突然変異系統で、遺伝的な背

景が同一でWx-D1タンパク質のアミノ酸置換が

起きていることである。

単子葉植物特にイネ科作物ではWx遺伝子の

塩基配列解析が進んでおり、アラインメントを

行うと、本結果で得られたアミノ酸置換の起き

た箇所と相同のアミノ酸配列はアラニンで保存

されている（コムギMurai et al. 1999a, 1999b, 野

生コムギYan et al. 2000, イネHirano and Sano

1991, Wang et al. 1990,野生イネUmeda et al.

1991, オオムギRohde et al. 1988, ソルガムHsieh

et al. 1996,トウモロコシKlosgen et al. 1986, アワ

Fukunaga et al. 2002）。タンパク質の 1つのアミ

ノ酸が置換するだけでその機能が劇的に変わる

ことは普遍的な知見となっている。Web上のタ

ンパク質の二次構造のサイト（http://www.embl-

heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html）

で解析したところ、Wx-D1タンパク質のへリッ

クス構造とコイル構造の位置が変わる可能性が

示唆された（図 3 ）。タンパク質の三次構造

（立体構造）がアミノ酸置換によりどのように

変わるかという詳しい解析はX線回折を用いる

等のタンパク質の立体構造の解析手法に委ねる

必要がある。これについては今後の研究課題で

ある。また酵素の活性についてもWxタンパク

質を単離してアミロース合成活性を直接測定す

る手法の開発が待たれる。
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図３ Wx-D1 タンパク質の予想される二次構造（一部）
上列：アミノ酸配列
下列：予想される二次構造
H：ヘリックス構造 C：コイル構造



４ もち性変異の選抜のための遺伝子マー
カーの開発

谷系A6599-4のWx-D1遺伝子上で特定された

点突然変異がもち性の原因であると断定するた

めには一塩基多型（SNP）のある系統は必ずも

ち性であることを示す必要があり、その解析を

行った。

この研究を始めた時点では小麦のWx遺伝子

はA,B,Dゲノム由来の 3つとも発表されており

（Murai et al. 1999a）、Wx-D1遺伝子特異的なプ

ライマー設計が可能であったのでSNPの解析に

PCRをベースとしたdCAPS（derived cleaved

amplified polymorphic sequence）マーカーを用

いた（Michaels and Amasino 1998; Neff et al.

1998）。dCAPSマーカーとはSNP近傍の塩基配

列に適当な制限酵素サイトがない場合に、PCR

のプライマー側にテンプレートと数塩基のミス

マッチが起こるように設計する。こうすること

で得られた増幅産物に適当な制限酵素の切断サ

イトが生み出される。すなわちSNPの有無を制

限酵素切断部位の有無に変えることで、この制

限酵素で切断されるかどうかでSNPの有無を解

析するものである。この方法を図示した（図

4 ）。解析用のプライマーは変異型（谷系

A6599-4タイプ:Wx-D1e）の増幅産物をAgeIで切

断するものと、野生型（関東118号, 関東119号

タイプ:Wx-D1a）の増幅産物をDdeIで切断する

2種類を用いた。

またプライマーとテンプレートとがミスマッ

チを起こしている部位に制限酵素サイトが生ま

れるためPCR増幅産物を制限酵素処理した後で

得られる野生型と変異型の分子量の差はプライ

マーの長さ程度となる。プライマーは通常約

20bpであるのでこの20bpの分子量の差をアガ

ロースゲル上で簡便に検出するには、PCR増幅

産物の大きさは約200-300bpが適当である。な

ぜならそれより得られる産物の分子量が大きい

と電気泳動した際に、アガロースゲル上で差が

区別しにくくなるからである。

谷系A6599-4の変異付近の塩基配列は 3つの

ゲノムの間で共通の配列が多いために 1 回の

PCRで約200bpが得られるようなWx-D1遺伝子

特異的な配列をプライマーを設計することが難

しかったのでnested PCRを行った。

これは 1回目にWx-D1遺伝子特異的なプライ

マーで増幅、 2回目にdCAPSを利用したプラ

イマーで増幅するという方法である。表 2にプ

ライマーの配列を示す。PCRのテンプレートに

は幼葉からISOPLANT（ニッポンジーン）で抽

出したゲノム由来の DNAを使用した。

倍加半数体22系統ならびにF5世代172系統を

用いて、dCAPSマーカーを使って解析を行った

一部の結果を図 5に示す。
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図４ dCAPSプライマーを用いてＳＮＰを判別する方法



AgeIを用いるプライマーセットではPCRの増

幅産物のサイズは208bpであり、これをAgeI処

理すると、野生型由来の産物は切断されないが、

変異型由来の産物は切断される。AgeIでPCR産

物が切断された個体すなわち変異型を示した個

体はすべてヨウ素ヨードカリウム染色の結果、

谷系A6599-4タイプのもち性であり、野生型を

示した個体はすべてうるち性であった。また、

DdeIを使ったプライマーでは、PCR産物のサイ

ズは274bpであり、野生型が切断されて256bpと

なり、変異型は切断されない。

このマーカーは共優性であり、制限酵素処理

して野生型、変異型の両方のバンドが出現する

個体はヘテロであると考えられる。F5系統の中

にはそのような個体があった。倍加半数体22系

統についてはcDNA塩基配列の解析も行い、上

記の結果と一致することを確認した。したがっ

てこの解析結果よりWx-D1遺伝子上に見出され

たSNPがもち性の原因であることは明らかで

ある。

なお倍加半数体系統では、もち :うるち＝

11:11であった。F5系統の材料では、もち:うる

作物研究所研究報告 第 6号（2004.6）8

AgeI

切断用

1st primer
Forward 1 

Reverse 1

CAATGGCATCTACAGGGCCGCA

GACGGCGAGGAACTTGTCCTTGG

nested primer
dCAPS

Forward 2 

Reverse 2

CTTCTCCTTCGACGACTTCG

GTCGAGCTCGCAGCCACCGG

DdeI

切断用

1st primer
Forward 3

Reverse 3

GCTGACGGTGAGCCCCTACTAC

CCCTCACCTTGCTCGGGAAT

nested primer
dCAPS Forward 4

Reverse 4

CGGAGGAGCTCATCTCTGGCTAA

TGCAGCGCCTCCTTGTTCAG

表２ d CAPS 解析で使用したPCRのプライマー

下線はテンプレートに対するミスマッチ箇所である。

図５A,B dCAPS 産物の電気泳動像
PCR反応液中には50μl中にEx Taq buffer, 2.5mM dNTP mixtureおよび0.4μM primer を含む。PCRの条件は
最初に95℃で 5分間加熱し、ついで95℃、30秒、60℃、30秒、72℃ 1分間で30サイクル加熱、冷却を繰
り返した。

A,関東118号（Wx-Dla）×谷系A6599-4（Wx-Dle）由来の倍加半数体第 2世代の系統；PCR産物はF2と
R2プライマーとで増幅し、制限酵素 Age1 5 unitsで処理した。 4％Nusieve GTG agarose gel(FMC)in
0.5×TBEで 1時間電気泳動し、エチジウムブロマイドで染色して蛍光トランスイルミネーター下で観察、
写真撮影を行った。P1,谷系A6599-4(Wx-Dle),P2,関東118号(Wx-Dla),e,もち個体,a,うるち個体 DNA断片の
分子量はそれぞれ192bp(P1 and e)と208bp(P2 and a)である。

B,関東119号（Wx-Dla）×谷系A6599-4（Wx-Dle）由来のF5系統；PCR産物はF4とR4プライマーとで増
幅し、制限酵素Ddel.でAと同様の条件で処理した後、電気泳動をした。M,分子量マーカーφX-Hinc2
digest, P1,谷系A6599-4(Wx-Dle)(274bp), P2,関東119号(Wx-Dla)(256bp), h,ヘテロ個体, e,もち個体, a,うるち個体



ち:ヘテロ＝83:79:10であり、この分離比をχ2

検定すると（χ2=0.16; P=0.925）となり、期待

比（15:15: 2）とよく適合した。

５ dCAPSマーカーの有効性

遺伝子マーカーとしてdCAPSプライマーを

用いる 1塩基置換の選抜には変異型が切断され

るプライマーを使う方が良いと考えられる。な

ぜなら、制限酵素処理した時に何らかの原因で

切断されないことがあった場合に変異型が切断

されず野生型が切断されるプライマーの組み合

わせを用いると変異型と野生型の区別を誤る可

能性があるからである。

解析に用いた材料は表現型（もち・うるち）

とSNPとの関連を明らかにするためにWx-D1遺

伝子のみ発現する系統を用いたが、この

dCAPSマーカーは 3つのWx遺伝子が発現する

系統でも利用可能である。片親に谷系A6599-4、

もう片親に 3つのWx遺伝子が発現する系統の

交配組合せの後代系統のWx-D1座を決めるには

このdCAPSマーカーの利用が最も有効である

（Kiribuchi-Otobe et al. 2004）。またコムギのよ

うに高次倍数性の作物ではゲノムが大きく、

Wx遺伝子以外でも遺伝子を複数セット持ち、

しかもその遺伝子間の相同性が極めて高い可能

性がある。さらに前述したようにdCAPSマー

カーは共優性であるので、育種の選抜過程で使

用するのに有用なマーカーと考えられる。もち

性は劣性形質であり、ヨウ素ヨードカリウム染

色で判定しやすいので、効率良く選抜するため

には表現型で選抜した方が有効である。しかし

ながら 6倍体であるコムギの場合、Wx遺伝子が

3つ働いているうるち性ともち性を交配して得

られたF2ではもち性は1/64の確率でしか得られ

ないので、初期世代から劣性形質であるもち性

を選ぶためには系統数を大きくとらなくてはい

けない。うるち性ともち性に関してヘテロであ

る個体を選抜すれば後代でもち性が分離してく

る可能性がある。初期世代では圃場選抜をして

有用な農業形質の固定を図り、中期世代でもち

個体を表現型で選抜する場合には、初期世代で

共優性マーカーを用いれば、うるちホモとヘテ

ロとは区別がつくので、うるちホモを外しても

ちホモとヘテロを残すといった選抜が可能であ

る。育種の現場でこのようなDNAマーカーを

継続的に選抜に用いるには、さらなる手法の改

善、迅速化も必要である。例えば、プライマー

の工夫によりPCRのみで野生型、変異型を区別

するとか、複数形質を同時に行うことを可能に

するなどである。なおこのプライマーに関して

は平成14年 3 月に特許出願を行った（特願

2002-66746）。

６ 低温で登熟させた時のアミロース含
量の変化

小麦育種研究室の育種事業の慣行法で栽培さ

れた系統と比較して低温で登熟させた時にアミ

ロース含量がどのように変動するかを調べるた

めに、登熟時期に温度制御できる自然光の日長

制御型温室（ 8時間日長）を用いて15℃もしく

は20℃の設定でポット栽培した。収穫した種子

を粉砕して得た粉およびこれから抽出した澱粉

の見かけのアミロース含量を測定した（表 3）。

関東107号では有意な差がなかったが、谷系

A6099,谷系A6598および谷系A6599-4では15℃

の温室内で登熟したものは畑で栽培したものと

比べて見かけのアミロース含量が高く、統計的

にも有意な差が見られた。実験に使用した系統

は畑栽培においてオートアナライザーで計測し

た見かけのアミロース含量の数年間のデータで

は著しい年次間の変動は見られない(Yamaguchi

et al. 1998, Kiribuchi-Otobe et al. 2001b)。

谷系A6599-4については、20℃での温室栽培

も行ったところ、15℃での結果ほどの増加はし

なかったが、やや含量が増加するという結果が

得られた（表 3）。関東118号と谷系A6599-4の交

配組合せによる倍加半数体の後代系統のうち、

Wx-D1e遺伝子を持つことをdCAPSマーカーで確

認した系統は15℃の栽培ですべて見かけのアミ

ロース含量が上昇していた。澱粉を顕微鏡下で

観察すると低温で成熟させた系統由来の澱粉の

方がやや青みの程度が増加していた（図 6 ）。
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SDSポリアクリルアミド電気泳動による解析よ

り15℃で栽培すると畑栽培よりも谷系A6099,谷

系A6598および谷系A6599-4ともにWx-D1タン

パク質の発現量がやや増加している（表 4）こ

とから、この現象にWx-D1遺伝子が関与してい

ると考えられた。

低温で成熟させた時に統計的に有意にアミロ

ース含量の上昇が見られた系統は関東107号由

来の突然変異系統（谷系A6099）か谷系A6099に

由来する突然変異系統（谷系A6598、谷系
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畑 温室 (15℃) 温室 (20℃)

小麦粉 関東107号

谷系A6099

谷系A6598

谷系A6599-4

23.22±1.09

17.61±1.16

14.68±0.94

05.88±0.74

22.62±2.32ns

18.61±1.08**

17.86±2.16**

08.85±0.99**

ND

ND

ND

6.71±0.27**

澱粉 谷系A6099

谷系A6598

谷系A6599-4

24.47±0.88

21.31±1.41

05.56±0.13

26.67±0.52**

24.45±0.99**

09.34±0.30**

ND

ND

6.95±0.16**

DH-975

DH-977

DH-980

DH-982

DH-985

DH-987

DH-988

DH-989

DH-990

DH-991

04.53±0.35

05.83±0.34

05.18±0.55

05.82±0.38

06.25±0.58

05.79±0.11

05.20±0.26

06.18±0.27

05.03±0.32

06.27±0.12

09.20±0.39**

09.24±0.15**

07.99±0.11**

08.33±0.26**

10.65±0.05**

07.84±0.14**

06.60±0.58**

09.91±0.27**

07.45±0.20**

08.67±0.15**

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

表３ 小麦粉および澱粉の見かけのアミロース含量（平均値±標準偏差 % ５回の反復による）

表４ 畑栽培と温室栽培（15℃）におけるWx-D1タンパ
ク質の発現量

畑栽培での発現量を100とした（ 3反復の平均）。
SDS-PAGEして銀染色した後、Scion image Beta 4.02 プログラムで発
現量を解析した。
このプログラムは http://www.scioncorp.comから得ることができる。

ns：有意差なし; ND（データなし）
**：0.01%で有意
小麦粉のアミロース含量はオートアナライザー（Technicon）を用いて測定した。 小麦粉100mgの

ヨウ素呈色度がポテトアミロースαmg と一致した場合に、その小麦粉の見かけのアミロース含量を
α%とした。小麦粉中のタンパク質含量、水分含量およびアミロペクチンの呈色への寄与は考慮し
ていない。また澱粉のアミロース含量はアミロースフリーのもち性の澱粉とアミロース含量既知の
澱粉の610nmの吸光度の値を基にして作成した検量線を用いて算出した。

A B

図６ ヨウ素ヨードカリウム溶液にて染色した澱粉粒（デジタル写真）
A：畑栽培、B：温室栽培（15℃）

畑 温室 (15℃)

谷系A6099

谷系A6598

谷系A6599-4

100

100

100

119

130

107



A6599-4）なので、関東107号のWx-D1遺伝子に

誘起された突然変異が低温成熟において遺伝子

発現を制御するという可能性が示唆される。な

お関東107号と谷系A6099との間では成熟タン

パク質をコードするWx-D1遺伝子領域には変異

はない（Yanagisawa et al. 2001）ので、この遺

伝子を制御する領域の変異であることが考えら

れるが、上述した仮説の実証は今後の課題であ

る。イネにおいてはWxaの対立遺伝子ではWxbの

対立遺伝子に比べてWxタンパク質の発現量が

10倍以上あり、アミロース含量も多いことが知

られている（Isshiki et al. 1998, Sano 1984）。ま

たWxbの対立遺伝子を有する場合、低温で成熟

させるとWxタンパク質の発現量が上昇し、ア

ミロース含量が増加することが知られている

（Hirano and Sano 1998）。この現象は、Wxb遺伝

子では第 1イントロンのスプライシングサイト

に点突然変異があり、種子成熟中の温度が高い

場合にはスプライシングの効率が低下するのに

対して、低温で成熟させた場合には効率が比較

的高く、Wx遺伝子への転写が維持されるため

ではないかと考えられている（Larkin and Park

1999）。

また今回の実験方法では、アミロース含量算

出の基準となるのがヨウ素ヨードカリウム呈色

反応によるため、アミロースの増加ではなくア

ミロペクチンの長鎖が増加したことを検出した

可能性も残されている。また、ヨウ素ヨードカ

リウムは脂質と結合しているアミロース中には

取り込まれないので、脂質の増加によって見か

けのアミロース含量が低くなる。しかしコムギ

では脂質と結合しているアミロースの含量は温

度の影響を受けないという報告（Tester et al.

1995）や、オオムギやコムギでは温度を上げて

栽培しても脂質の含量は微増するだけであると

いう報告（Tester and Karkalas 2001）もある。

こうしたことから本研究において脂質に結合し

ているアミロースは、見かけの含有量にはほと

んど影響していないと考えられる。

７ 低温で登熟させた時の澱粉粘度特性
の変化

ラピッドビスコアナライザー（RVA）により

澱粉の粘度特性を調べると、低温（15℃）で登

熟させた谷系A6599-4の通常で栽培した場合に

比べて粘度の上昇が遅く、最高粘度に達する時

間が遅れた。また、最高粘度を保持する時間が

やや減少するという特徴を示した（図 7）。こ

れについて関東118号と谷系A6599-4の交配組
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図７ 谷系A6599-4の澱粉のRVAパターン a：畑栽培 b：温室栽培（15℃）
RVAの条件は34℃で 2分間保持し、次に毎分 5℃の割合で94℃まで加熱し、94℃で 5分間保持、次に毎分 5℃の割合で34℃に冷却し、

34℃で 4分間保持して終了した。また澱粉濃度は澱粉 3 gに蒸留水25pを加えたものとした。攪拌速度は最初の10秒間が960rpmであり、
その後は160rpm一定速度である。これによりPV（peak viscosity;最高粘度）、MV（minimum viscosity,最高粘度）およびFV（final viscosity 最
終粘度）が記録される。



合せによる倍加半数体の中で後代系統について

調べたところ、W x - D 1 e遺伝子をもつ谷系

A6599-4タイプの系統のRVAパターンはやはり

同様の傾向を示した。この粘度特性を示す指標

として最高粘度の80%以上を保持する時間と最

高粘度に達する時間との関係について図 8で示

した。このことよりWx-D1e遺伝子がこの現象

にも関わることが示唆された。

RVAで計測された各パラメータの数字を表 5

に示した。最終粘度とトータルセットバックの

値も15℃での栽培の方が畑栽培よりも高い値を

示した。

Yamamori et al. （2000）やZeng et al. （1997）

の報告にあるようにRVAのパラメータとアミ
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谷系A6599-4

図８ 谷系A6599-4（●■）ともち性の倍加半数体系統（○□）における粘度安定性の変化
○●畑栽培；□■温室栽培（15℃）

表５ 畑栽培と温室栽培におけるRVAパラメーターの比較（反復なし)

谷系A6099

谷系A6598

谷系A6599-4

PV (SNU) MV (SNU) FV (SNU) BD (SNU) TSV (SNU) SV (SNU)

畑
温室

(15℃)
畑

温室

(15℃)
畑

温室

(15℃)
畑

温室

(15℃)
畑

温室

(15℃)
畑

温室

(15℃)

336.7

353.0

365.2

376.5

140.9

131.9

150.8

148.7

273.4

280.8

355.0

340.4

195.8

221.1

214.3

227.8

132.5

148.9

204.2

191.8

063.3

072.2

010.2

036.1

502.5 545.6 111.4 111.2 195.8 205.4 391.1 434.4 084.3 094.3 306.8 340.2

DH-975

DH-977

DH-980

DH-982

DH-985

DH-987

DH-988

DH-989

DH-990

DH-991

543.0

526.8

543.0

497.0

573.6

569.9

494.3

532.1

551.1

504.8

484.6

566.2

547.0

544.8

546.0

568.3

503.0

593.3

570.6

548.1

115.5

118.8

115.5

114.9

117.3

118.8

108.3

131.4

131.9

124.6

108.2

124.7

104.8

114.8

122.3

112.2

101.0

137.3

125.3

119.3

198.3

194.9

198.3

198.0

198.0

191.3

188.1

196.4

197.8

193.4

198.6

207.0

201.3

203.5

217.8

201.6

191.0

218.9

209.0

201.2

427.5

407.9

427.5

382.1

456.3

451.1

385.9

400.7

419.2

380.2

376.4

441.5

442.2

430.1

423.8

456.1

402.0

456.0

445.3

428.8

082.8

076.1

082.8

083.1

080.7

072.5

079.8

065.0

065.9

068.8

090.4

082.3

096.4

088.8

095.6

089.4

090.0

081.7

083.7

081.8

344.8

331.8

344.8

299.0

375.6

378.6

306.2

335.7

353.3

311.3

286.0

359.2

345.8

341.3

328.2

366.7

312.0

374.3

361.6

346.9

PV: Peak Viscosity（最高粘度）, MV: Minimum Viscosity（最低粘度）, FV: Final Viscosity（最終粘度）, BD: Breakdown（ブレークダウン）, TSV: Total Set

back（トータルセットバック）, SV: Set back（セットバック）なおBD（breakdown ブレークダウン）はPV－MVで求められる。TSV（total set back トー
タルセットバック）はFV－MVで求められる。SV（setback セットバック）はPV－FVで求められる。



ロース含量とは関係があるので、最終粘度や

トータルセットバックの値は種子成熟中の微妙

なアミロース含量の変化をモニターする指標と

なる可能性が示唆される。ジャガイモ澱粉は谷

系A6599-4のように粘度安定性があるが、これ

はリン酸モノエステルが粘度特性に影響を与え

て熱や力に対して抵抗力を持つためと考えられ

ている。また、リン酸モノエステルと結合した

カリウムが他のカチオンと置き換わると粘度が

失われるという報告がある (Hofstee and de

Willigen 1956)。 Kiribuchi-Otobe (2001a)らは、

塩化ナトリウムを添加するとジャガイモ澱粉の

最高粘度は下がるが、谷系A6599-4の澱粉は下

がらないことを報告している。15℃で栽培した

谷系A6599-4の澱粉もやはり下がることはな

く、谷系A6599-4を低温で成熟させた際にRVA

の粘度特性が変動することにはリン酸モノエス

テルの影響はないと考えられる。登熟中の温度

が上昇すると澱粉粒の数や大きさが減少し、ゲ

ル化温度が上昇するとの報告（Tester et al. 1995）

があり、畑栽培と15℃の温室栽培の間では澱粉

の粒の大きさの違いやアミロペクチンの結晶性

の違いが澱粉粘度特性の差となって現れている

可能性がある。

おわりに

今まで述べてきたように、谷系A6599-4は

Wx-D1e遺伝子を有し、アミノ酸の置換した

Wx-D1タンパク質を発現している。アミロース

合成酵素としての機能は低下している可能性が

示唆されたが、Wx遺伝子の生産物すなわち

GBSSIがアミロースの合成だけでなくアミロペ

クチンの合成にも関与するという報告（Denyer

et al. 1996）もあり、Wx-D1e遺伝子の作用でア

ミロペクチンの構造に変化を来たすことも考え

られる。

また澱粉のRAVパターンにおいても、アミロ

ースフリーのもち性小麦系統では最高粘度に達

した後で、速やかに粘度が低下するが、谷系

A6599-4では図 7で示したように最高粘度に達

してからその粘度を比較的長く保持するという

特徴をもつ。粘度安定性を有する澱粉の性質と

Wx-D1e遺伝子の形質とが分離せず、Wx-D1e遺

伝子の作用で粘度安定性を示す澱粉が生産され

る可能性が示されている（Kiribuchi-Otobe et al.

2001a）。このように、Wx-D1e遺伝子によって

発現するアミノ酸の置換したWx-D1タンパク質

の機能解析をすることにより澱粉の生合成や澱

粉の構造に関して新たな知見が得られる可能性

があり興味深い。アミノ酸の変異したWxタン

パク質が生体内でどのような働きをしているか

を実証するには、谷系A6599-4のWx-D1e遺伝子

をクローン化し、それを遺伝子組換え技術を用

いて別の生物（例えばモチ性イネ）に導入して

変異型のWxタンパク質を発現させ、その澱粉

特性を解析するという研究方法が考えられる。

またその実験系が働けばクローン化した遺伝子

にsite directed mutagenesisを起こして多様な変

異を起こして、それを基に生産されるアミノ酸

置換したタンパク質の構造と機能の解析が可能

と考えられる。

低温で成熟するとアミロース含量の上昇に伴

い粘度特性が変動するので、RVAの粘度曲線の

変化はアミロースが影響していると考えられる

が、アミロペクチンも低温で成熟する際の粘度

特性にも影響を与えているのかもしれない。澱

粉の物理化学的性質は分子サイズや鎖長の分

布、枝分かれのパターン等、様々な要因から構

成される（Blennow et al. 2001）ので成熟温度

が異なると粘度特性の変動する要因を解明する

には谷系A6599-4の澱粉構造を詳細に解析する

必要があると思われる。

この総説では谷系A6599-4が有するWx-D1e遺

伝子を中心に論じたが、原系統谷系A6099や谷

系A6598のWx遺伝子もイネのWxb遺伝子のよう

に発現が温度によって変化する。これらの系統

は通常栽培してもアミロース含量の低い、低ア

ミロース系統であるので、その変異と温度変化

による遺伝子発現の変化について解析すれば新

たな知見が得られる。

澱粉は太陽エネルギーを小さな種子に効率よ

く詰め込むためにとられた形態である。人間の

食生活には不可欠な存在であるだけでなく、こ
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れを加工して様々な食品産業や工業の場面で利

用されている。本総説で得られた研究結果が新

たな特性をもつ澱粉を産出する作物の育種に寄

与することを願ってやまない。
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Summary

The Wx-D1 protein (granule-bound starch synthase) of "Tanikei A6099" (original line)

and "Tanikei A6599-4" (mutant waxy line) was analyzed by SDS-PAGE, peptide mapping,

and DNA sequencing. Amino acid substitution (alanine to threonine) occurs at position 258

in the mature protein in Tanikei A6599-4. 

Using 22 doubled-haploid (DH) lines and 172 F5 lines derived from cross the wild type

× the mutant, we detected SNP via a PCR-based (dCAPS) marker. Amplified PCR products

from Wx-D1 gene specific primers, followed by mismatched primers designed for dCAPS

analysis, were digested with the appropriate restriction enzyme. The 2 alleles and the

heterozygote genotype were easily and rapidly discriminated by gel electrophoresis

resolution, which showed single nucleotide polymorphism (SNP). All progeny lines that have

SNP of the mutant allele were waxy. Taken together, the results of dCAPS analysis,

immunoblot analysis, and assays of starch synthase activity of granule-bound proteins

indicate that SNP in the Wx-D1 gene was responsible for its waxy character. This dCAPS

marker is therefore useful for introducing the mutant allele into elite breeding lines. Mutant

wheat lines with low amylose content were grown in a field and in a greenhouse to compare

the apparent amylose content and starch pasting properties. The apparent amylose content of

flour and starch increased and starch pasting parameters measured by a Rapid Visco-

Analyzer (RVA) changed in the greenhouse under cool temperatures during seed maturation.

Densitometric analysis of the protein band separated by electrophoresis suggests that the

increase in amylose content caused by cool temperature is related to the amount of Wx-D1

protein, i.e., the Wx-D1 gene is responsible for these changes. In the starch of "Tanikei

A6599-4" (waxy mutant with stable hot paste viscosity), the peak viscosity temperature was

higher and the time maintained above 80% of the peak was shorter at 15℃ than in that from

the field. Genetic analysis using DH lines from the combination "Tanikei A6599-4" and
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"Kanto 118" (low-amylose line) showed that apparent amylose content increased and the

starch pasting curve and properties changed in waxy progenies similar to "Tanikei A6599-4".




