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研究要旨 

  発芽ダイズは、発芽前を上回る栄養価が注目されており、菓子や健康食品などの加

工食品に利用されている。種子は、発芽に伴って休眠状態にある遺伝子の発現を活発化

させるため、発芽前後ではタンパク質をはじめとする代謝産物の構成が大きく異なるこ

とが予想される。食品加工への発芽ステップの導入といった食品科学技術の著しい進展

に伴い、遺伝子組換え（GM）ダイズの構成成分の変化等に関する検討を進める必要が出

てきた。そこで本研究では、ダイズの全ゲノム上の遺伝子を網羅した、発芽により誘導

される遺伝子（発芽遺伝子）の RNA-Seq 解析を実施した。また、発芽時の外的環境因子

や組換え技術による遺伝子発現プロファイルへの影響について解析した。こうして、ダ

イズの発芽遺伝子について、転写、及び、翻訳レベルで全ゲノム上の遺伝子を網羅し解

析する方法を開発し、GM と非 GM ダイズを比較する際の有用性について検証を行った。 

協力研究者  

石垣拓実（国立医薬品食品衛生研究所）、 

明石良、権藤崇裕、田中秀典、橋口正嗣（宮

崎大学）、 

菅野陽平（北海道立衛生研究所） 

 

A. 研究目的 

  本研究では、ダイズが発芽する際に発

現誘導される遺伝子（発芽遺伝子）につい

て、転写、及び、翻訳レベルで全ゲノム上

の遺伝子を網羅し解析する手法を開発し、

遺伝子組換え（GM）型と非 GM ダイズの

構成成分の変化等を比較する際の有用性

について検証を行うことを目的とする。 

 

B. 研究方法 

1. 試料と発芽条件 

  試験には、非 GM ダイズ 2 品種（国内

で流通しているアメリカ産 GL3494 品種

とカナダ産 OAC Kent 品種）、Jack 品種、

Williams 品種、及び、Green Fluorescent 

Protein（GFP）とダイズ由来 SYNC1 を発

現するよう組換えた Williams 品種（GM ダ

イズ）の 5 品種を供した。種子は、発芽前

に滅菌処理を行った。10 cm シャーレ一枚



 
 

あたり、20 粒の種子を準備し、それをデシ

ケーター内にフタをあけて入れ、次亜塩素

酸ナトリウム（有効塩素 6%）100 mL に濃

塩酸 3.5 mL を加え、デシケーターの蓋を

閉じて、発生する塩素ガスでガス滅菌した。

種子の発芽は、滅菌処理を行った種子をそ

れぞれ上下2枚のキムタオルで挟み込み滅

菌水で湿らせた後、48 時間 40℃で発芽さ

せた。種子の滅菌処理は以下のように行っ

た。シャーレ一枚あたり、20 粒の種子を準

備し、それをデシケーター内にフタをあけ

て入れて、次亜塩素酸ナトリウム（有効塩

素 6%）100 mL に濃塩酸 3.5 mL を入れ、

デシケーターの蓋を閉じて、発生する塩素

ガスでガス滅菌を行った。 

 

2. RNA-Seq 解析 

2.1 試料の調製 

  発芽ダイズ生産の発芽条件（40℃）下

で 48 時間培養し発芽させた 1.のダイズ 5

品種より、粒単位でトータル RNA の抽

出・精製を行った。1 粒を試料に、乳鉢・

乳棒を用いて液体窒素を加えながら粉状

になるまで粉砕し、Qiagen RNeasy Plant 

Mini Kit の 2 カラム分を 1 試料に使用して

トータル RNA を精製した。ゲノム DNA

は、RNase-free DNase を使用して、完全に

分解させた。得られた RNA の品質は、

Agilent Bioanalyzer 2100 system（アジレン

トテクノロジーズ社）を使用し、RNA 

Integrity Number（RIN）値を測定すること

により評価した。RNAの濃度と精製度は、

NanoDrop 2100 spectrophotometer（サーモサ

イエンティフィック社）を使用して推定し

た。得られたトータル RNA 1.5 µg を試料

に次世代シークエンシング用のライブラ

リの調製に供した。ライブラリの調製には、

NEBNext® UltraTM RNA Library Prep Kit 

for Illumina（NEB 社）を使用し、各試料に

はタグ配列を付加した。以下にその概要を

記す。mRNA 精製は、poly-T oligo を付加

した磁石ビーズで行った。得られた mRNA

は、NEBNext First Strand Synthesis Reaction 

Buffer（5X）中で加熱し、二価カチオン存

在下で断片化させた。断片化させた mRNA

は、ランダムヘキサマープライマーを使用

し、M-MuLV Reverse Transcriptase（RNaseH-）

により逆転写させた。cDNA の相補鎖は、

dTTP の代わりに dUTP を含む dNTP を使

用して DNA Polymerase I により合成し

RNase H を使用して mRNA を分解させて

行った。3’末をアデニル化した後、NEBNext 

Adaptor を付加した。合成した cDNA は、

150～200 bp の鎖長を AMPure XP system

（ベックマンコルター社）を使用して単離

した。USER Enzyme（NEB 社）を使用し

て、ウラシルを含む DNA 鎖を断片化した。

次に、Phusion High-Fidelity DNA polymerase、

Universal PCR プライマー、Index タグプラ

イマーを使用して PCR を行った。得られ



 
 

た PCR 産物は、AMPure XP system を使用

して精製を行い、Agilent Bioanalyzer 2100 

system を使用してクオリティチェックを

行った。Index タグを付加したサンプルは、

cBot Cluster Generation System（イルミナ社）

を 使 用 し て 、 TruSeq PE Cluster Kit 

v3-cBot-HS キット（イルミナ社）によるフ

ローセルへのクラスター化を行った。シー

クエンシングは、100-base paired-end でフ

ローセルの5 plex /1レーンを用いてイルミ

ナ HiSeq2500 により行った。 

 

2.2.データの解析 

  シークエンサーより得られた Fastq フ

ァイルは、Genomic Workbench ver.9.0.1 を

使用して、リード配列のトリミングを行っ

た。トリミングは、アダプター配列の除去

すること、10%以上の未解読塩基配列を含

むリードであること、50%以上の塩基配列

でクオリティースコア（Q 値≦5）を有す

るリードの除去することを条件に行った。

本試験に使用したアダプター配列は、以下

の通りである。 

5’アダプター： 

5’-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTA

CACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG

ATCT-3’、 

3’アダプター： 

5’-GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACT

CCAGTCACATCACGATCTCGTATGCCGT

CTTCTGCTTG-3’ （アンダーラインした

6 塩基は、タグ配列） 

 

  トリミングを行ったリードは、ダイズ

ゲノム解析（Nature, 463, 178-183, 2010）よ

り得られた配列データベース（V1.0.29, 

ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/release-29/p

lants/fasta/glycine_max/dna/）をリファレン

ス配列に使用し、最も高いアラインメント

スコアを示す場所にマッピングすると同

時に、マッピング後のデータを local 

realignment（リマッピング）した。各サン

プルに関して、RNA-Seq を行いサンプル間

の遺伝子発現差解析を行った。発現差解析

の条件は、各品種のデータを Two-group 

comparison（paired）で解析した。発現差解

析では、カウントデータを使用し、データ

が負の二項分布に従うと仮定して平均値

と Dispersion を推定し、検定を行った。

Empirical Analysis of Digital Gene 

Expression （ edgeR ソ フ ト ウ ェ ア , 

Biostatistics, 9, 321-332, 2008; Bioinformatics, 

26, 139-140, 2010）を使用して 2 群の比較

検定を行った。条件の設定は、発現量があ

るとするための最初のカウント数を5リー

ド数とした。リファレンス配列と比較し、



 
 

遺伝子発現量が 2 倍量以上の差（p<0.05）

のある遺伝子を選抜した。 

 

3. リアルタイム PCR による遺伝子発現の

定量 

  2.の RNA-Seq 解析より得られたデー

タを基に、個々の遺伝子発現については

ABI7900HT リアルタイム PCR システムを

使用し定量した。2.の方法で発芽ダイズよ

り調製した 500 ng の精製 RNA を、逆転写

酵 素 SuperScript II reverse transcriptase

（Invitrogen）と oligo dT20 のプライマーを

使用して 20 µLの反応液中で逆転写反応を

行い、cDNA を合成した。2 µl の cDNA を

鋳型に、exon-intron 間でスプライシング標

的境界領域に設定したプライマー対と

QuantiTect SYBR® Green PCR（QIAGEN）

を使用したリアルタイム PCR により遺伝

子発現の定量を行った。PCR 反応液は、20 

µL/well として、以下のとおり調製した。

2×QuantiTect SYBR® Green PCR master mix 

10 µL、対象プライマー対溶液（各プライ

マー、50 µmol/L）各 0.2 µL を混合し、cDNA

試料液 0.5 µL を添加し滅菌蒸留水で全量 

20 µL に調製した。反応条件は、50℃で 2

分間、95℃で 10 分間加温し、その後、95℃

で 15 秒間、60℃で 1 分間を 1 サイクルと

して、50 サイクルの増幅反応を行った。リ

ファレンス遺伝子の発現解析には、ダイズ

由来内在性遺伝子 Actin の発現を検知する

プライマー対を使用した（Table 12）。選定

したターゲットフラグメントの参照元配

列を参考にプライマー設計を行った。

Feature ID を、The Samuel Roberts Noble 

Foundation の HP 内のマメ科ゲノムデータ

ベース LegumeIP で検索し、ヒットした参

照配列より CDS とゲノム中の遺伝子構造

の 情 報 を 得 た （ URL 

http://plantgrn.noble.org/LegumeIPv 

2/index.jsp）。次に、RT-PCR プライマーの

設計元の配列を得るため、イントロンを含

む 500～3,000 bp をターゲットとしたプラ

イマーを作成した。プライマーの設計は、

primer3 プログラムを用いた。なお、遺伝

子構造に関してはデータベースのものと

次世代シーケンスより得られたコンティ

グをもとにした遺伝子構造と食い違って

いるものもみられるため、両者で構造が一

致している部分を検知した。種子の品種別

において、発現量の異なる遺伝子の発現量

を検証するために使用した RT-PCR 用プラ

イマー対の配列は、Table 12 に示した。各

プライマーセットの特異性は、PCR 後、2%

（w/v）アガロースを使用した電気泳動に

より検証した。 

 

4. PCR を使用したゲノム DNA配列の検出 

  ダイズのゲノム DNA は、アメリカ産

GL3494 品種とカナダ産 OAC Kent 品種の

発芽ダイズ 10 粒程度をボールミル



 
 

（MM200 Retch）で粉砕し、粉末状試料 20 

mg をとり、QIAGEN  DNeasy plant mini kit

を用いて DNA の抽出精製を行った。標的

配列の増幅断片長によって 2 種類の PCR

反応を使用した。標的アンプリコンの長さ

が 500～1,500 bp の場合、PCR 反応液は、

25 µL/well として、以下の組成のとおり調

製した。10xExTaqBuffer（Mg2+）10 µL、対

象プライマー対溶液（各プライマー、50 

µmol/L）各 3 µL、2.5 mM dNTP 5 µL、DNA

試料液 50 ng を添加し、ExTaq 1U を加え、

滅菌蒸留水で全量 25 µL となるよう調製

した。反応条件は、50℃で 2 分間、95℃で

10 分間加温し、その後、95℃で 15 秒間、

60℃で 1 分間を 1 サイクルとして、50 サイ

クルの増幅反応を行った。標的アンプリコ

ンの長さが 2,000～3,000 bp の場合、PCR

反応液は、25 µL /well として、以下の組成

のとおり調製した。10xLATaqBuffer（Mg2+）

2.5 µL、対象プライマー対溶液（各プライ

マー、50 µmol/L）各 3 µL、2.5 mM dNTP 4 

µL、DNA 試料液 50 ng を添加し、LAtaq HS 

1U を加え、滅菌蒸留水で全量 25 µL とな

るよう調製した。反応条件は、94℃で 1 分

間加温後、98℃で 10秒間、50℃で 30 秒間、

72℃で 1 分間/kb を 1 サイクルとして、40

サイクルの増幅反応を行った。 

 

5. プロテオーム解析用の試料調製 

5.1. 分析試料 

  発芽ダイズ（Williams 品種、Jack 品種、

及び、GM Williams 品種）は、解析するま

での間、-80℃で保存した。 

 

5.2. 試料粉砕と沈殿処理 

  ダイズの各品種より1粒ずつを液体窒

素中で凍結し、乳鉢を用いて別々に粉砕し

た。粉砕物を、10%トリクロロ酢酸と 0.07% 

2-メルカプトエタノールを含むアセトン

溶液 8 mL に懸濁した。懸濁液を 10-mL 遠

沈管に回収し、-20℃で 45 分間静置した。

遠心分離（35,000×g、0℃、15 分間）して

から上清を除いた。沈殿は 0.07% 2-メルカ

プトエタノールを含むアセトン溶液で3回

洗浄した。洗浄後の沈殿を凍結乾燥して粉

末試料を得た。 

 

5.3. 粉末試料からのタンパク質抽出 

  粉末試料から 3 mgを 1.5-mLマイクロ

容器に分取した。分取した粉末に抽出溶液

［6 M 尿素、2 M チオ尿素、60 mM ジチオ

トレイトール（DTT）、100 mM 重炭酸ア

ンモニウム、pH 8.8］を 100 µL 加え、撹拌

しながら 37℃で 1 時間保温した。その後、

遠心分離（15,000×g、20℃、15 分間）し、

タンパク質を含む上清を回収した。 

 

5.4.タンパク質濃度測定 

  回収した上清の一部を、Bradford 法に

よる総タンパク質定量に供した。定量用の



 
 

検量線は、ウシ血清アルブミンの溶液を段

階希釈して作成した。 

 

5.5. トリプシンによる試料タンパク質の

加水分解 

  試料溶解液から総タンパク質 50 µg 分

を 1.5-mL マイクロ容器に分取した。分取

液に DTT を加え 37℃で 30 分間保温し、続

いてヨードアセトアミドを加えてから室

温で1時間静置した（還元アルキル化処理）。

処理後の溶液に 100 mM重炭酸アンモニウ

ムを加え、溶液の尿素濃度を 2 M まで下げ

た。最後にトリプシン 2.5 µg を加え、37℃

で16時間保温して加水分解反応を行った。

反応後のペプチド溶液にはC18 STAGE Tip

による脱塩処理を施した（Anal. Chem., 75, 

663-70, 2003）。脱塩後の試料を減圧下で乾

燥した。 

 

5.6. LC-MS/MS 

  乾燥状態のペプチド試料を、水、アセ

トニトリル、及び、トリフルオロ酢酸から

なる溶媒（体積比 98:2:0.1）に溶解した。

出発総タンパク質量に換算して 200 ng 相

当量を LC-MS/MS に供した。LC-MS/MS

システムの仕様と設定条件は、下記に示す。 

 

LC：Ultimate3000 液体クロマトグラフ（ダ

イオネクス社） 

・分析用 C18 カラム（Tip column）：Nano 

HPLC Capillary Column（粒径 3 µm、内径

75 µm、長さ 15 cm、日京テクノス株式会

社） 

・移動相 A の組成：[水]：[アセトニトリ

ル]：[ギ酸] = 98:2:0.1（体積比） 

・移動相 B の組成：[水]：[アセトニトリル]：

[ギ酸] = 5:95:0.1（体積比） 

・アセトニトリル送液勾配（分, %B, %ア

セトニトリル）：（0, 2, 3.86）→（5, 2, 3.86） 

→（120, 33, 32.69）→（120.01, 95, 90.35）

→（130, 95, 90.35）→（130.01, 2, 3.86）→

（145, 2, 3.86） 

・流速：毎分 350 nL 

 

MS/MS：Q Exactive 質量分析計（サーモフ

ィッシャーサイエンティフィック） 

・イオンモード：陽イオンモード 

・イオントランスファーキャピラリーの設

定温度：250℃ 

・FullScan の m/z 走査範囲（Scan range）：

300～1,500 

・質量分解能（Resolution）：70000（MS）, 

17500（MS/MS） 

・Lock Mass： On（Reference m/z = 391.28429, 

445.12003） 

・測定条件ファイル： 「Top 10 Method」

を用いた。すなわち、FullScan（m/z 300～

1500）の質量スペクトルの上で、検出強度

の高いピークから順に 10個のMS/MSデー



 
 

タを取得した。この FullScan と MS/MS デ

ータの取得を交互に実施するよう測定変

数を設定した。前の試料由来のペプチドの

検出（キャリーオーバー）を抑えるため、

各試料の測定の間にそれぞれ3回分の空測

定を挿入した。 

 

5.7. 配列データベース検索によるペプチ

ド/タンパク質の同定 

  MS/MS データを配列データベース検

索に供した。検索ソフトウェアとして

Matrix Science 社 の Mascot （ ver. 2.5; 

http://www.matrixscience.com/）を用いた。

検索用配列データセットは下記のとおり 4

種類作成し、アノテーションに用いた。 

 

①CDS（Glycine max）： ダイズ CDS の配

列データセット（計 73,319 件）に、3 種類

の配列［Bialaphos resistant gene（bar）、

Enhanced green-fluorescent protein（eGFP）、

及び、lysyl-tRNA synthetase（SYNC1）］を

加えて構築した。 

 

②Uniprot（Glycine max）： Uniprot

（http://www.uniprot.org/）から出力したダ

イズ（Glycine max）のアミノ酸配列データ

ベース（reference proteome set）計 66,206

件 

（http://www.uniprot.org/proteomes/UP00000

8827）に、上記と同様 3 種類の配列（bar、

eGFP、および SYNC1）を加えて構築した。 

 

③Uniprot/SwissProt（Green Plants）： 

Uniprot/SwissProt（http://ftp.ebi.ac.uk/pub/ 

databases/uniprot/current_release/knowledgeb

ase/）2016_01 版（計 550,299 件）から Green 

Plants に分類されるタンパク質配列を抜粋

した（計 37,228 件）。 

 

④NCBI/Genome（Glycine max）： NCBI 

Genome データベース

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/）か

ら出力したダイズ（Glycine max）のアミノ

酸配列データベース（計 71,526 件）に、上

記と同様 3 種類の配列（bar、eGFP、及び、

SYNC1）を加えて構築した。 

 

データベース検索の条件は次の通り：  

Enzyme, Semi Trypsin 

Maximum missed cleavage, 2 

Peptide tolerance, ± 5 ppm 

MS/MS tolerance, ± 0.02 Da 

Mass, monoisotopic mass 

Fixed Modification, Carbamidomethyl (C, 

+57.021) 

Variable Modification, Oxidation (M, 

+15.995)  

 

  有意なペプチド同定は、False discovery 

rate（FDR）を指標にして選定した。すな



 
 

わち、FDR が 1%になるようにペプチド同

定のスコア閾値を調整した。 

 

5.8. ペプチドの同定情報と検出強度値の

連結 

  各試料から得られた LC-MS/MS のデ

ータを Nonlinear Dynamics 社の Progenesis 

QI for proteomics （ ver. 2.0; 

http://www.nonlinear.com）に入力し、各検

出ピークの強度値を取得した。続いて、ペ

プチドの同定情報を各検出ピークに連結

し、連結された検出ピークの強度を当該ペ

プチドの検出強度とした。また、タンパク

質の計量値は、各タンパク質に帰属するユ

ニークペプチドの検出強度の積算値とし

た。 

 

C. 研究結果  

1. 発芽ダイズと RNA-Seq 用サンプルの調

製 

  本研究で使用した発芽ダイズを Table 

1 に示す。Scheme 1 に従って、5 品種（カ

ナダ産、アメリカ産、Jack 品種、Williams

品種、GM Williams 品種）を発芽させ、発

芽させた各品種 2 粒ずつを選択し、それぞ

れ 1粒からトータルRNAを抽出精製した。

その結果、2.29～37.69 µg のトータル RNA

を得た（Table 2）。得られたトータル RNA

の吸光度比は、A260/A280 2.06～ 2.24 と

A260/A230 0.37～2.06、及び、RNA Integrity 

Number（RIN 値）は、7.1～8.4 であった。

この結果より、トータル RNA は、非常に

高い回収量と精製度で、得られたことが判

った。 

 

２．RNA-Seq 解析 

  得られたトータル RNA を用いて、

RNA-Seq 用サンプルの調製を行った

（Scheme 2）。Oligo（dT）を使用して、ト

ータル RNA より mRNA を単離後、逆転写

させ cDNA を合成し、両末端側にアダプタ

ー配列とインデックスタグを付加した後、

Illumina HiSeq2500 を使用してシークエン

シング解析を行った。その結果、Raw read

のクオリティー値の閾値を Q20 として設

定した結果、全リード中の塩基数として

97.64～98.38%、又は、全リード中のリー

ド数として 98.62～98.89%（44,034,849～

60,574,989 リード）使用することが可能で

あった（Table 3）。この結果から、Scheme 

1、及び、Scheme 2 に従って調製したサン

プルは、RNA-Seq へ十分に実用可能である

ことが示唆された。 

 

3. サンプル間における遺伝子発現差の解

析 

3.1. 非 GMと GMの発現差解析 

  GM ダイズは、ダイズ由来 Lys-tRNA

遺伝子（Sync1）、ビアラホス耐性遺伝子



 
 

（BAR）、及び、ever green fluorescent protein

遺伝子（EGFP）を高発現させるよう構築

したトランスジェニックベクターを非GM 

Williams 品種（非 GM ダイズ）へトランス

フェクションしたものである（Figure 1 A, 

B）。GM ダイズのトランスジェニック構造

配列は、ホモ型でゲノム中に 1 か所のみ導

入されたことを確認した（データ示さず）。

このように開発したGMダイズと非GMダ

イズに発現する発芽遺伝子を比較するた

め、RNA-Seq は、それぞれ 2 粒ずつを試料

に供した。その結果、トリミング後に得ら

れたリード数は、非 GM ダイズで（種子

G, 43,843,369リード、種子H, 53,372,808）、

GM ダイズで（種子 I, 56,974,554 リード、

種子 J, 49,153,651 リード）であった。それ

ぞれのリードは、ダイズリファレンスゲノ

ム v.1.01 にマッピングし、リアラインメン

ト後のデータを得た。そのデータより、品

種間で 2 倍以上の差（p<0.05）のある発芽

遺伝子を選抜した（Figure 1 C, D）。Table 4

と Table 5 は、非 GM ダイズの種子間で発

現量の差の高い上位 20 位の遺伝子と、非

GMダイズとGMダイズの種子間で発現量

差の高い上位 20 位の遺伝子をそれぞれ示

す。その結果、染色体 6 番（配列番号

47071378～47075313）に存在する遺伝子

GLYMA06G44091.1 は、非 GM ダイズ間で

最も発現量の差が高く 613.48 倍（p 値

=1.76×10-46）の差を検出した。また、非 GM

ダイズと GM ダイズを比較して最も発現

量の差が高かった染色体 11 番（10078670

～ 10082298 ） に 存 在 す る 遺 伝 子

GLYMA11G14040.2 は、519.19 倍（p 値

=9.72×10-12）の差を検出した。Figure 2 は、

発現量差上位3位までの遺伝子をダイズゲ

ノムリファレンス配列にマッピングした

結果を示す。これらの遺伝子は、種子間の

発現量差として最も高い（最大 613.48 倍）

ものであった。以上の結果より、種子間で

変動が見られる発芽遺伝子の発現量差は、

edgeR ソフトウェアで算出した場合、約

600 倍以下で検出されることが判った。 

 

3.2. 非 GM 品種間における発芽遺伝子の

発現量差の解析 

  非 GM 品種間における発芽遺伝子の

発現量の差を解析するため、アメリカ品種、

カナダ品種、Williams 品種、及び、Jack 品

種の非 GM4 品種を試料に供した（Figure 

3）。その結果、アメリカ産をリファレンス

にした場合、発現量の差 600 倍以上（p<0.05）

ある遺伝子は、アメリカ産 vs カナダ産の

場合、 32 遺伝子（発現量差の最高値



 
 

=15,220.93 倍、p 値 9.58×10-23, Table 6, 

Figure 4A）、アメリカ産 vs Williams 品種の

場合、14 遺伝子（発現量差の最高値= 

6,920.15 倍、p 値 3.72×10-27, Table 7, Figure 

4B）、アメリカ産 vs Jack 品種の場合、24

遺伝子（発現量差の最高値= 8,765.89 倍、p

値 5.24×10-25, Table 8, Figure 4C）検出され

た。また、Williams品種をリファレンスに、

発現量差 600 倍以上（p<0.05）ある遺伝子

は、Williams 品種 vs アメリカ産の場合、11

遺伝子（発現量差の最高値= 9,818.73 倍、p

値 2.93×10-30, Table 9, Figure 4D）、Williams

品種 vs カナダ産の場合、15 遺伝子（発現

量差の最高値= 12,060.30倍、p値 1.68×10-32, 

Table 10, Figure 4E）、Williams 品種 vs Jack

品種の場合、16 遺伝子（発現量差の最高値

= 21,151.66 倍、p 値 7.7210-32, Table 11, 

Figure 4F）検出された。Figure 5,6 は、品

種間で発現量の差のある遺伝子を例に、

RNA-Seq 解析により得られたリード配列

のマッピング結果を示す。Figure 5 は、ア

メリカ産以外の品種では、発現している遺

伝子 GLYMA17G18930.1（品種 No5 遺伝

子）、Figure 6 は、Williams 品種以外の品種

で は 、 発 現 し て い る 遺 伝 子

GLYMA12G09400.1 の結果を示す。以上の

結果から、転写レベルにおける発芽遺伝子

発現パターンは、品種間で異なることが示

唆された。 

 

４．RT-PCR を用いた発現量の差の確認 

  発芽遺伝子は、RT-PCR を用いて確認

した（Table 12, Figure 7A）。RT-PCR 用の

プライマー対は、アノテーション情報を基

にスプライシングサイトを同定し、イント

ロン配列を挟んだエキソン領域の塩基配

列を標的とした。発芽ダイズより調製した

cDNA を鋳型に、PCR を行いダイレクトシ

ークエンシングしたところ、アノテーショ

ン情報通りのスプライシング位置と成熟

mRNA 配列を確認した（データ示さず）。

各品種より調製した cDNA サンプルは、設

計したプライマー対を使用して RT-PCR 試

験に供した。すべての cDNA サンプルは、

リファレンス陽性コントロールとして

Act1 遺伝子の発現を検出した（Figure 7C）。

遺伝子 GLYMA17G18930.1（品種 No5）の

発現量は、アメリカ産のみ定性的に確認さ

れなかった（Figure 7B）。また、この結果

は、RNA-Seq のリード配列をゲノム上にマ

ッピングし、トラッキングで示した Figure 

5 の結果と合致した。 

  また、RNA-Seq の結果より、遺伝子

GLYMA12G09400.1 は、Williams 品種をリ

ファレンスとした場合、アメリカ産は

1403.12 倍、カナダ産は 3565.85 倍、Jack

品種は 2070.67 倍の差を検出した（Table 9



 
 

～11）。遺伝子 GLYMA12G09400.1 の発現

を特異的に検知する RT-PCR 用プライマー

対を使用して、RT-PCR 試験に供したとこ

ろ、Williams 品種のみ発現が確認されなか

った（Figure 7C）。この結果は、RNA-Seq

で得られた結果（Figure 6）と合致した。 

 

５．LC-MS/MS を使用したプロテオームデ

ータとの比較  

5.1. LC-MS/MS    

  各試料の LC-MS/MS データから抜き

出した Total ion current（TIC）クロマトグ

ラムを Figure 8 に示す。各試料ともに類似

の TIC クロマトグラムが得られた。この結

果から、試料調製から LC-MS/MS までの各

工程が一様に行われたと判断した。 

 

5.2. ペプチドおよびタンパク質の同定 

  「B. 研究方法 5.6. LC-MS/MS」の手順

に従って、各試料から取得した MS/MS デ

ータを4種類の配列データベースと照合し

た。照合以降の解析は、配列データセット

ごとにまとめて行った。Table 13 には、ペ

プチドの同定情報に連結されたピークの

数、同定タンパク質の数および計量値を算

出したタンパク質の数をデータベース毎

に列挙した。同定数は、CDS（Glycine max）、

Uniprot（Glycine max）、及び、NCBI（Glycine 

max）の間に大差はなかったが、Uniprot

（Green plants）では他の 2 つよりも少なか

った。そこで、以降の解析には、各タンパ

ク質名の情報が含まれる Uniprot（Glycine 

max）のデータベースセットを用いた。ま

た、GM ダイズに過剰発現していることが

わかっている 3 種類のタンパク質

［Bialaphos resistant gene （Bar）, Enhanced 

green-fluorescent protein（ eGFP）および

lysyl-tRNA synthetase （SYNC1）］のうち、

今回の分析では eGFP、及び、SYNC1 が同

定された。また、Table 11 に列挙した、

RNAseq 解析で変動を示した 16 種類の遺

伝子 （GLYMA_02G03250.1,  

GLYMA_0892S50.1,  

GLYMA_03G07121.1,  

GLYMA_02_G10320.1,  

GLYMA_12G13090.1,  

GLYMA_01G30060.1,  

GLYMA_11G15310.1,  

GLYMA_12G09400.1,  

GLYMA_02G03230.1,  

GLYMA_18G08015.1,  

GLYMA_03G05730.2,  

GLYMA_13G37101.1,   

GLYMA_16G24590.1,  

GLYMA_08G03381.2,  

GLYMA_20G27410.1,  

GLYMA_03G06976.1 ） の う ち 、

GLYMA_02G10320.1 のみが同定された。 

 

5.3. タンパク質の計量値の比較 

  「B. 研究方法 5.8. ペプチドの同定情

報と検出強度値の連結」の手順に従って、



 
 

帰属ユニークペプチドの検出強度を足し

合わせて各タンパク質の計量値を算出し

た。同定されたタンパク質のうち、ユニー

クペプチドが同定されなかったタンパク

質については、計量値を算出しなかった。

こ の 計 量 値 情 報 を も と に し て 、

Jack/Williams 間、及び、 Jack/GM 間のお

けるタンパク質倍数値（Fold）-計量値の散

布図を作成した（Figure 9）。両グラフを比

較すると Jack/Williams 間の変動は、より小

さい傾向にあった。 

  Jack/Williams と GM/Williams の各々

について、倍数値が 4 倍以上、1/4 以下の

タンパク質をそれぞれ Table 14～17 に抜

粋した。このうち、GM/Williams における

SYNK1 の倍数値は 300.11 倍、eGFP の倍数

値は 54.61 倍であった（Table 16）。RNA-Seq 

解析で変動を示した 16 種類の遺伝子のひ

とつ、GLYMA02G10320.1 にタンパク質レ

ベルで有意な差は認められなかった（倍数

値 1.06 倍）。 

 

D. 考察 

  本研究では、GM ダイズの発芽遺伝子

を解析する方法の確立を目的に、RNA-Seq、

並びに、LC-MS/MS 解析を行った。その過

程で、非 GM ダイズと比較する際の基盤と

なる、非 GM ダイズの発芽遺伝子に関する

データを構築した。まず、発芽条件の検討

を行った。発芽条件を一定に保つよう設定

したが、ダイズ品種間、又は、粒間におけ

る遺伝子発現量の差（edgeR 算出値 600 倍

程度）を検出した。これは、発芽ダイズの

解析には、品種を揃え、複数粒の発芽ダイ

ズを試料に供する必要性を示唆した。

edgeR 算出値 600 倍以下の発現差のある遺

伝子については、非 GM と GM 種子間の遺

伝子発現差を解析した際にも検出された。

よって、非 GM ダイズと GM ダイズの

RNA-Seq 解析による比較には、同一品種を

用いる必要が示された。 

  本研究で得られた発芽遺伝子に関す

る RNA-Seq データと RT-PCR のデータは、

合致した。GM ダイズと非 GM ダイズの発

芽遺伝子を定量的に比較する場合、遺伝子

発現量差の閾値（edgeR 算出値>600 倍）を

設定し、それ以上の差のある遺伝子につい

ては、個々に RT-PCR 法等を用いて精査す

る必要があった。 

  RNA-Seq については、スプライシング

バリアントや、ダイズのアノテーション情

報の不完全性から、RNA-Seq を使用し全ゲ

ノムを網羅した遺伝子の発現量の定量は、

現時点では不可能であると考えられた。よ

って、RNA-Seq は、発芽遺伝子の「スクリ

ーニング」目的の用途として適している方

法と考えられた。また、RNA-Seq より得ら

れるデータは、遺伝子のスプライシング位

置を、ゲノム配列上で特定することが可能

であったことから、RNA-Seq は、発芽遺伝



 
 

子を定量的に解析する際の RT-PCR 用プラ

イマーを設計する有効なツールであるこ

とが示唆された。 

  本研究では、LC-MS/MS 解析用の発芽

ダイズサンプルを計 2 回調製し、

LC-MS/MS 分析を実施した。eGFP は GM

ダイズ品種のみ組換えタンパク質として

発現させているが、他の非 GM ダイズ 2 品

種でも GMの 100 分の 1 程度の検出強度が

得られていた。これは、タンパク質分離に

使用した HPLC カラムに吸着したタンパ

クの洗浄が足らず「キャリーオーバー」と

して検出されていたと考えられた。よって、

LC-MS/MS 分析を行う場合、測定試料の

「キャリーオーバー」が無視できる程度で

あることを確かめる必要があった（データ

非開示）。また、1 回目の試料は各系統とも

複数の発芽ダイズ粒を一つの容器内で凍

結保存したため、保存・輸送中に根または

芽がダイズ本体から脱落する可能性があ

った。そのため、発芽ダイズは、1 粒ずつ

容器に入れて、試料調製の際には脱落した

芽と根をともに破砕できるようにした。

LC-MS/MS を使用したプロテオーム解析

の結果、GM ダイズは、非 GM ダイズの

Williams品種の遺伝子を改変して作成され

た系統なので、両者のタンパク質発現が類

似していることが予想されたが、倍数値-

検出強度の分布図（Figure 9）は、むしろ

Jack と Williams との類似を示していた。

また、RNA-Seq と LC-MS/MS にて検出さ

れた発現量差のある発芽遺伝子群の相関

性は確認されなかった（データ示さず）。

これは、転写レベルと翻訳レベルでの発芽

遺伝子のプロセッシングの違い、又は、発

芽ダイズ中に存在するタンパク質を検出

する機器等の性能の違いを示唆した。 

 

E. 結論 

  RNA-Seq は、各発芽遺伝子の発現量や

発芽遺伝子の特定をスクリーニングする

ための有効なツールであることが示唆さ

れた。しかし、発芽ダイズの RNA-Seq を

行う場合は、同じ品種間で発芽時の環境を

揃える必要があり、発現量の再現性比較の

ため、1 サンプルにつき 2 粒以上からトー

タル RNA を抽出精製し分析する必要があ

った。Scheme 3 は、発芽ダイズの RNA-Seq

解析を行う際の工程を示す。発現量の確実

な定量値の算出に関しては、各遺伝子に特

異的な RT-PCR を行う必要があった。

RNA-Seq を用いたトランスクリプトーム

データと LC-MS/MS を用いたプロテオー

ムデータの、定性・定量的な相関性は確認

されなかった。これは、転写レベルと翻訳

レベルの発芽遺伝子のプロセッシングの

違い、又は、発芽ダイズ中に存在するタン

パク質を検出する機器等の性能の違いを

示唆した。 
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Table 2. Evaluation of total RNA purified 

Table 1. Samples used in this study 



 
 

Table 3. Evaluation of RNA-Seq reads 



 
 

Table 5. List of differential genes between non-GM- and GM-type Williams cultivar* 

Table 4. List of differential genes between Non-GM-type and Williams cultivar* 

*Twentieth most different expression level genes are listed 

*Twentieth most different expression level genes are listed 



 
 

Table 6. Gene lists having >600 times differential gene expression level between US 
and Canada cultivar using US cultivar as a reference 



 
 

Table 7. Gene lists having >600 times differential gene expression level between US 
and Williams cultivar using US cultivar as a reference 

Table 8. Gene lists having >600 times differential gene expression level 
between US and Jack cultivar using US cultivar as a reference 



 
 

Table 9. Gene lists having >600 times differential gene expression level 
between Williams and US cultivars using Williams cultivar as a reference 

Table 10. Gene lists having >600 times differential gene expression level 
between Williams and Canada cultivars using Williams cultivar as a reference 

Table 11. Gene lists having >600 times differential gene expression level 
between Williams and Jack cultivars using Williams cultivar as a reference 



 
 

Table 12. RT PCR primer sets used to analyze gene GLYMA17G18930.1 and gene 
GLYMA12G09400.1 

Table 13. Number of identified peptides and proteins  



 
 

Table 14. Protein fold change of more than 4 between Jack and Williams 

Table 15. Protein fold change of less than 0.25 between Jack and Williams 

Table16. Protein fold change of more than 4 between GM and WT Williams 



 
 

  

Table 17. Protein fold change of less than 0.25 between GM and WT Williams 



 
 

 

Figure 1. Identification of genes having differential gene expression between Non-GM 
and GM type soybean seedlings 
（A）Transgenic construct in GM type (LB, left-border sequences; TNOS, nos terminator; 
BAR, bialaphos resistance; PNOS, nos promoter; T35S, 35S RNA terminator; attR2, 
recombination site; SYNC1, G. max SYNC1; attR1, recombination site, P35S, 35S RNA 
promoter; EGFP, ever green fluorescent protein; prolD, rolD promoter; RB, right-border 
sequences) 
（B）Non-GM and GM type soybean seedlings under the UV light 
Differential gene expression level between (C) Non-GM vs Non-GM type, (D) Non-GM 
vs GM type 

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Mapped reads to the reference genome 

Top three genes identified having gene expression difference among (A) 
non-GM-type Williams cultivars and (B) non-GM- and GM-type Williams 
cultivars 
  



 
 

 

 

Figure 3. Differential genes expression among different varieties 
Using US variety as a reference (A-C), (A) US vs Canada cultivar, (B) US vs Williams 
cultivar, (C) US vs Jack cultivar  

Using Williams cultivar as a reference (D-F), (D) Williams vs US cultivar, (B) Williams  vs 
Canada cultivar, (C) Williams vs Jack cultivar 
 

 



 
 

 

 

Figure 4. Identification of genes having differential gene expression >600 times using 
Empirical Analysis of DGE 

Using US cultivar as a reference (A-C), (A) US vs Canada cultivar, (B) US vs Williams 
cultivar, (C) US vs Jack cultivar  

Using Williams cultivar as a reference (D-F), (D) Williams vs US cultivar, (E) Williams vs 
Canada cultivar, (F) Williams vs Jack cultivar 
 



 
 

 

 
Figure 5. Gene GLYMA17G18930.1 expression among soybean varieties 
  



 
 

 

 

Figure 6. Gene GLYMA12G09400.1 expression among soybean varieties 
 

  



 
 

 

 
Figure 7. 1% (w/v) agarose gel electrophoresis of the RT-PCR samples 
（A）Gene structure of gene GLYMA17G18930.1 and gene GLYMA12G09400.1 in the 
soybean genome, （ B ） gene GLYMA17G18930.1 expression analysis, （ C ） gene 
GLYMA12G09400.1 expression analysis 
C, Canada; A, US; J, Jack; W, Non-GM-type Williams; G, GM-type Williams: M, 100 bp 
marker 
  



 
 

 

Figure 8. Comparison of TIC chromatography (0-130 min) 
  



 
 

 

 

 

Figure 9．Scatter plots of normalized abundance and fold change of the 

proteins 

eGFP and SYNC1 are marked with red and green points, respectively. 
 

 

  



 
 

 

Scheme1. Purification scheme for the total RNAs 
  



 
 

 
 

Scheme 2. RNA-Seq sample preparation 

(A)Experimental steps for double strand cDNA library preparation  

(B)Schematic diagram for the double strand DNA preparation 
 

  



 
 

 

 

Scheme 3. The flow of the gene expression analysis using RNA-Seq data  

for germinated non-GM and GM soybeans 
 

 


