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3. ダイズリポキシゲナ ー ゼアイソザイムの改良簡易迅速検出法

〔要約〕青臭み因子であるダイズリポキシゲナ ー ゼアイソザイムの脱色反応利用選抜法を改良するこ
とによって、 徴量の同 一検定試料と微量の検出溶液を用い、L-3検定後、L-1検定を続けて行い、 全有、

L-3欠失、L-1·L-2二重欠失および完全 欠失個体を簡易、 迅速に検出することが可能となる。
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［背景・ ねらい］

ダイズリポキシゲナ ー ゼは、 3つのアイソザイム(L-1、L-2、L-3) からなり、 大豆製品の豆臭や青臭

み発生の原因となっている。この不快臭は、 南米諸国における食用としての消費を制限している大きな

要因の 一 つであることから、同地域での需要拡大にとって本酵素欠失大豆品種の育成が望まれている。本

酵素欠失育種において、 多検体を効率的に選抜する必要があるが、 これまでに報告されてきた検出手法

は煩雑な操作や時間を要する問題を抱えている。ここでは、Sudaら(1995) の脱色反応利用選抜法を改

良し、 本酵素の簡易迅速選抜法を開発する。

［成果の内容• 特徴］
1. Sudaらの方法で用いられているL-3検出溶液の緩衝液濠度を半分にし、 緩衝能を弱めることによっ

て、Sudaらの方法とは違い、 同 一試料を使用して L-3検定後、L-L検定を続けて行うことが可能とな

り、 準備する検定試料の量も半分となる（表l、 図j)。

2. Sudaらによる試験管を利用する方法とは違い、 血液検査用などに用いられる白色トレ ーを使用する

ことによって、 呈色度合いが明確に判別され、各検出溶液の適用が微量(I試料当たり250µL) となる

（表l、 図])。

3. 本改良法によって、 リポキシゲナ ー ゼ完全欠失大豆と普通大豆との交雑後代を検定する際、 全有、L-3

欠失、しI·L-2二重欠失および完全欠失個休を無色、 黄色、 青色および緑色の呈色で各々簡易、 迅速に

検出することが可能となる（図］、 図2 )。

［成果の活用面・留意点］

l. 本改良法は、 リポキシゲナ ー ゼ完全欠失大豆を用いた交配育種を効率的に進めるための選抜法とな

る。

2. L-1 およびL-2生産支配遺伝子座間には非常に強い連鎖関係が存在するため、本交雑後代の検定の際、

Sudaらの方法で用いられているL-2 検定を省略することができる。

表1 ダイズリポキシゲナ ー ゼアイソザイム検定のための
須田ら(1995)の脱色反応利用選抜法と本改良法の比較

須田らの方法 改良法

L-3検定用(1試料当たり）：
検定試料
L-2抽出液
L-3検出溶液
紐成） 0.2Mリン醗油緩衝液(pH6.6)

10mMリノ ール酸溶液
蒸留水
8ーカロチン飽和溶液

L-1検定用(1試料当たり）：
検定試料
蒸留水
L-1検出溶液
紺成） 0.2Mホウ醐a緩衝液(pH9.0)

10mMリノ ール酸溶液
蒸留水
100叫メチレンプルー溶液

2.5mg 
0.5ml 
2.0ml 

25.0ml 
5.0ml 
5.0ml 
5.0ml 

2.5mg 
0.5ml 
2.0ml 

25.0ml 
5.0ml 
5.0ml 
5.0ml 
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A: L-3検定溶液添刃直後

8: 同上｀ 約2分後
(B-カロチン脱色）

C: L-1検定溶液連続添1J0直後

0: 同上 、 約3分後（合計5分後）
（メチレンブル ー脱色）

図1 ダイズリポキシゲナ ー ゼアイ‘ノザイムの4表
現型の検定試料を用いた本改良法による脱色
反応経過
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図2 本改良法によるリポキシゲナ ー ゼ全欠失大豆と
普通大豆の交雑F2種子分析結果

A: 分析結果（無色：全有， 黄色： L-3欠失， 晋色：L-1·L-2欠、 緑色：全欠）

s: 分析トレ ー に対応して並べられた検定種子（印を付けて選抜）
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