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RNA機能を利用した遺伝子発現制御による大豆の成分改変
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ABSTRACT

In view of the present circumstances in which considerable amount of the
information of soybean genomics has been accumulated, there is an increasing need
for developing a system suitable for analyzing gene function in soybean.  RNA
silencing is a high-throughput tool for suppressing gene expression in a sequence-
specific manner, either through RNA degradation or transcriptional repression.
Here we developed a system of RNA silencing in soybean, which allows rapid
analysis of gene function.  We have established an RNA silencing system using a
virus vector in plants.  In order to determine whether our vector system mediates
RNA silencing in soybean, a portion of the sf3'h1 gene, a putative gene encoding
flavonoid 3'-hydroxylase (F3'H), was inserted into the cloning site of the vector, and
the resulting construct was used for infection of young soybean plants.  After
infection with the recombinant virus, the sf3'h1 mRNA level markedly decreased and
short interfering RNA accumulated in the upper leaves, which indicate that
sequence-specific degradation of sf3'h1 mRNA was induced. In the flavonoid
synthesis pathway, F3'H catalyzes several steps including kaempferol to quercetin.
This experiment also resulted in a decrease in the content of quercetin relative to
kaempferol, which indicates that downregulation of the sf3'h1 gene affects the
production of quercetin from kaempferol.  These results provide successful
demonstration of the application of the vector system for induction of RNA silencing
in soybean and indicate that the sf3'h1 gene encodes the F3'H protein.  Soy Protein
Research, Japan 11, 26-31, 2008.
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遺伝子機能の解明は，ポストゲノム時代における最

も重要な生物学の研究分野の一つに挙げられる．大豆

の遺伝学・育種学の研究においては，ゲノム情報が集

積する一方，効率よく遺伝子の機能解析を行う方法が

存在しないのが現状である．植物における遺伝子機能

を明らかにする目的から，遺伝子ターゲティング1)，

T-DNAタギング2)，トランスポゾンタギング3)等の逆遺

伝学的な手法が発展してきた．しかしながら，遺伝子

ターゲティングの場合は，高等植物で相同組換えの頻

度が極めて低いために，その効率が低いという問題が

ある．また，T-DNAターゲティングやトランスポゾ

ンタギングの場合，変異の生じ方がランダムであるた

め，意図した変異体を作出できない可能性がある．そ

れに対し，近年開発された遺伝子機能を解析する有効

な手法として，RNAサイレンシングを用いた遺伝子

の発現制御が挙げられる4)．

RNAが機能することにより，転写後のRNA分解あ

るいは転写抑制が塩基配列の相同性に基づいて特異的

に誘導される現象が知られている．これらの現象には

低分子の二本鎖RNAが関与し，その反応経路は多岐

にわたることが明らかになっている．このような

RNAが関わる遺伝子のサイレンシング現象は総称し

てRNAサイレンシングと呼ばれている5, 6)．細胞内に二

本鎖RNAが存在すると，そのRNAはDicerたん白質に

よって21～26ヌクレオチド長の低分子のRNA（short

interfering RNA; siRNA）に分解される．siRNAは，

RNAを切断する活性を持つArgonauteたん白質を含む

複合体（RNA-induced silencing complex；RISC）に

取り込まれ，塩基配列の相同性に基づいてRISCを標

的RNAへと導き，その結果，標的RNAが切断される．

また，核内において，siRNAに対応する塩基配列から

なるゲノムDNA領域のシトシンのメチル化ならびに

クロマチンを構成するヒストンたん白質の修飾状態の

変化を誘導し，それらを介して転写抑制が誘導される．

これらの機構を介して，二本鎖RNAは配列特異的に

遺伝子発現の抑制を行うことが知られている．

植物において，RNAサイレンシングにより効率よ

く標的遺伝子の発現を抑制する方法として，標的遺伝

子の転写される領域の一部を，転写された際に二本鎖

RNAを形成するように逆向きの反復配列として含む

DNA構築物を植物に対して導入する方法7)，ならびに，

RNAウイルスをベクターとして用い，標的遺伝子の

一部を持つウイルスを植物に感染させる方法（virus-

induced gene silencing；VIGS）8)が挙げられる．大豆の

形質転換には，形質転換に適した品種や系統が限られ

る，操作が煩雑である，形質転換体の作出までに数ヶ

月を有するといった制約がある．一方，大豆に対して

VIGSの系を適用することができれば，ウイルスの接

種から２～３週間ほどで遺伝子の発現を抑制すること

が可能になるため，VIGSは大豆における極めて有用

な遺伝子機能の解析方法となりうる．本研究では，大

豆における遺伝子機能解析の手段を与えるVIGS系を

確立することを目的として，我々が最近開発した植物

における広宿主範囲を持つウイルスベクターを大豆に

適用することが可能であるか検討を行った．

本研究では，flavonoid 3'-hydroxylase（F3'H）たん

白質をコードしていると推測されていたsf3'h1遺伝子
（DDBJ/GenBank/EMBL accession number AB061212）9)

をサイレンシングを誘導する標的とした．sf3'h1遺伝
子は，遺伝学的な解析からF3'Hたん白質をコードして

いると推測されていたが9)，実際にsf3'h1遺伝子がコー
ドするたん白質の活性については解析がなされていな

かった．したがって，VIGSによってその遺伝子機能

を明らかにすることができるものと考えた．本研究で

は，以下に記述する実験結果から，大豆において

VIGSの誘導が可能であることが証明され，さらに，

sf3'h1遺伝子がF3'Hたん白質をコードしていることが

証明された．

方　　　　法

材　料

大豆のT遺伝子座に関する準同質遺伝子系統である

To7B（遺伝子型；TT）およびTo7G（遺伝子型；tt）10)

を用いた．ウイルスベクターとして，キュウリモザイ

クウイルス（CMV）に由来するベクターCMV2-A111)

を用いた．sf3'h1遺伝子のVIGSの誘導のため，この遺

伝子の第３エクソンの3'側の300 bpをPCRにより増幅

し，このベクターにクローン化した．

ウイルス接種

既報の方法11)により，ウイルスゲノム配列を含む感

染性クローンを制限酵素処理により線状化し，試験管

内転写により得たRNAを含む溶液を植物体の葉に対

して塗布した．ウイルス感染は上葉より抽出した

Key words : flavonoid biosynthesis, gene expression control, reverse genetics, RNA
silencing, soybean
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RNAを用いたRT-PCRにより確認した．

RNA抽出

約1 gの大豆の葉に液体窒素を加えて磨砕して粉末

状にした．その後，サンプルの10倍量のRNA抽出緩

衝液［100 mM Tris-HCl（pH8.8），20 mM EDTA

（pH8.0），200 mM NaCl，4% N-lauryl sarcosine］と

RNA抽出バッファー1 mLあたり16μlの1 Mジチオトレ

イトール（DTT）を加え，さらに磨砕した．その後50

mLチューブに移し，フェノール・クロロホルム・イ

ソアミルアルコール（PCI）による抽出を二回行い，

1/3量の8 M塩化リチウムを加えて氷上に一晩静置し

た後，遠心分離を行った．沈殿を滅菌水に溶解し，

DNase I 処理によるDNAの分解を37℃にて30分間行っ

た．PCI処理，エタノール沈殿を行った後，沈殿を滅

菌水に溶解し，以後の解析に用いた．

定量RT-PCR

定量RT-PCRはKosekiらの方法12)により行った．定

量RT-PCRのため，以下のプライマーを使用した．

sf3'h1遺伝子，5'-GCAGGAACTGACACATCATC-3'お

よび5'-GCCAAGTCCTCTTCTTTGAC-3'；β-チューブ

リン遺伝子，5'-GAGAAGAGTATCCGGATAGG-3'およ

び5'-GAGCTTGAGTGTTCGGAAAC-3'．

siRNAの検出

Gotoらの方法13)により低分子RNAを抽出し，ポリア

クリルアミドゲル電気泳動による分離を行った後，

DIGで標識したRNAプローブにより，siRNAを検出し

た．

LC-MS-MSによるフラボノイド含量の定量

大豆の葉よりPorterらの方法14)によりフラボノイド

を抽出・調製した．分析には， LCQDO liquid

chromatograph-mass spectrometer (Thermo

Finnigan)，および，Cadenza CD-18 column (150×2

mm) with 3.0-mm particles (Imtakt)を用いた．

結　　　　果

sf3'h1 mRNA蓄積量の減少

大豆においては，種皮色および毛茸色を特徴付ける

T遺伝子座がF3'Hたん白質をコードしていると推測さ

れていることから，T遺伝子座に関する準同質遺伝子

系統であるTo7BとTo7Gを解析に用いた．前者の幼植

物体に対し，推定F3'Hであるsf3'h1遺伝子の部分配列

を持つウイルスを接種した．接種後３週間経過した植

物体の上葉からRNAを抽出し，定量RT-PCRにより

sf3'h1 mRNA蓄積量を比較した．定量RT-PCRは各処

理３個体ずつ，１個体あたり３反復の実験を行った．

sf3'h1遺伝子の配列を含むCMV（CMV-A1:F3'H）が感

染したTo7Bでは，健全なTo7Bや挿入配列を含まない

CMV（空ベクター）が感染したTo7Bと比較して，

sf3'h1 mRNA蓄積量が減少していた（Fig. 1）．CMV-

A1:F3'Hが感染したTo7Bのsf3'h1 mRNA蓄積量は，挿

入配列を含まないCMVが感染したTo7Bの平均31.3%

であった．To7Gにおいてsf3'h1 mRNA蓄積量が少ない

理由は，コード領域における１塩基の欠失とそれに伴

うナンセンス変異，もしくは3'-untranslated regionに

おいて生じている１塩基の置換9)によるsf3'h1 mRNA

の不安定化によるものと推察された．

sf3'h1 siRNAの検出

siRNAが配列特異的なRNA分解反応に関与すること

から，その産生は配列特異的なRNA分解が起きてい

ることの指標になる15)．そこでCMV-A1:F3'Hが感染し

たTo7Bにおける，sf3'h1 mRNAの配列と相同なsiRNA

の蓄積を解析した．接種後３週間経過した植物体の上
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Fig. 1. Changes in the levels of sf3'h1 mRNA as a
consequence of infection with virus that
contains the sf3'h1 insert.  The sf3'h1 mRNA
level relative to theβ-tubulin mRNA level was
assessed by quantitative RT-PCR for the
following plants: mock-inoculated To7B plants;
empty vector-infected To7B plants; To7B plants
infected with the virus that contains the sf3'h1
insert; and To7G plants.  The sf3'h1 mRNA level
relative to theβ-tubulin mRNA level in one of
three mock-inoculated To7B plants was
assigned a value of 1.  The data are means with
standard errors obtained from three replicates
of the analysis.  The data for three individuals
for each treatment are shown.
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葉から低分子RNAを抽出し，ノーザンブロット解析

を行った．sf3'h1遺伝子の配列に特異的なRNAプロー

ブを用いた結果，CMV-A1:F3'Hが感染したTo7Bから

挿入配列と相同な配列を持つsiRNAが検出された

（Fig. 2）．この結果と定量RT-PCRの結果から，sf3'h1

mRNAの分解が生じていると考えられた．

sf3'h1遺伝子のVIGSによるフラボノール蓄積量の変化

大豆の葉に蓄積しているフラボノイドの多くは，ケ

ンフェロールとケルセチンの配糖体である16, 17)．F3'H

たん白質はケンフェロールからケルセチンを合成する

経路を触媒し（Fig. 3A），To7Bはケンフェロールとケ

ルセチンの両方を葉に蓄積するが，To7Gはケンフェ

ロールしか葉に蓄積しない．sf3'h1のVIGSによるフラ

ボノイド合成の変化を明らかにする目的から，CMV-

A1:F3'Hの感染によるケンフェロールとケルセチンの

蓄積量の変化を解析した．ケンフェロールとケルセチ

ンはCMV接種後３週間経過した植物体の上葉から抽

出し，LC-MS-MSで分析した．CMV-A1:F3'Hが感染し

たTo7Bでは，健全なTo7Bや空ベクターが感染した

To7Bと比較して，ケンフェロールに対するケルセチ

ンの相対量が減少していた（Fig. 3B）．この結果から，

sf3'h1遺伝子が実際にF3'Hたん白質をコードしている

ことが示された．一方，To7Gの葉におけるケルセチ

ンの蓄積量はLC-MS-MSの検出限界以下であり，これ

はTo7Gのsf3'h1遺伝子のコード領域にナンセンス変異

が生じていること9)と矛盾しない結果であった．
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Fig. 2. Accumulation of the sf3'h1 siRNAs.  Northern
blot analysis was performed on low-molecular-
weight RNA from the leaves of mock-inoculated
To7B plants, empty vector-infected To7B
plants, and To7B plants infected with the virus
that contains the sf3'h1 insert.  A DNA
oligonucleotide served as a size control; the size
is indicated to the left.  Ethidium bromide-
stained 5S RNA and tRNA bands below the
panel demonstrate that an equal amount of the
small RNA fraction was loaded.

Fig. 3. Changes in flavonoid content as a consequence
of sf3'h1 VIGS.  (A) The step of flavonoid
biosynthesis catalyzed by F3'H.  (B) VIGS-
mediated changes in the content of quercetin
relative to that of kaempferol.  The levels of
quercetin relative to those of kaempferol were
quantified by LC-MS-MS using leaves of mock-
inoculated To7B plants, empty vector-infected
To7B plants, To7B plants infected with the
virus that contains the sf3'h1 insert, and To7G
plants.  The data are means with standard
deviations obtained from three replicates of the
analysis.  The data for three individuals for each
treatment are shown.
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考　　　　察

本研究の結果から，大豆においてウイルスベクター

を用いてRNAサイレンシングが誘導可能であること

が明らかとなった．CMV-A1:F3'Hの感染により，葉

におけるケンフェロールとケルセチンの蓄積量の比が

変化した．この結果は，CMV2-A1ベクターを用いて

大豆におけるフラボノイド生合成の改変が可能である

ことを示しており，このことは実用的な意義がある．

例えば，このVIGS系を用いて同定された大豆F3'H遺
伝子を強いプロモーターを用いて過剰発現させること

により，高い抗酸化作用を持つケルセチンの蓄積量を

増加させることができるものと推察される．また，大

豆のT遺伝子座は耐冷性への関与が示唆されているこ
とから，大豆の耐冷性の向上に役立つかもしれない．

これまでに作出されたVIGS系の多くは，VIGSを適

用しやすい植物であることから，植物ウイルス研究の

モデル植物であるNicotiana benthamianaを用いて確
立されている．より実用的な利用のために，その他の

植物についてもVIGSを適用することが試みられてき

た（Kanazawa 印刷中）．しかしながら，現在までの

ところ，VIGS系を利用した代謝経路に関わる内在性

遺伝子の発現抑制は，フォトブリーチング（白色化）

や極端な形態異常など，視覚的に分かりやすい変化を

伴うものがほとんどであった．本研究におけるsf3'h1
遺伝子のVIGSによる発現抑制の結果から，可視的な

変化を伴わなくとも，フラボノイド生合成経路が改変

されていることが示された．

我々は，これまでに異なるウイルス株に由来するゲ

ノム構成成分を用いたpseudorecombinant virusを使用

することで，病徴を軽減させてVIGSを行うことに成

功している11)．本研究においても，同様な方法により

病徴を軽減した上でVIGSを実施した．現在までに，

大豆においてVIGSに利用できるウイルスベクターと

してBPMVベクターが報告されている18)．この報告で

はB P M Vベクターを利用して，大豆 p h y t o e n e
desaturase（PDS）遺伝子のサイレンシングにより，

フォトブリーチングが観察されているが，RNAに関

する解析は行われていない18)．また，ウイルス感染に

伴う病徴は植物の遺伝子発現が変化した結果として生

じると推察され，VIGSによる遺伝子機能解析の妨げ

になる恐れがあるが，BPMVベクターを用いた場合，

接種葉，上葉の両者で退緑斑が生じている18)．それに

対し，本研究で使用したベクター系は，感染初期に弱

い病徴が見られるものの，それ以降は目立った形態的

な変化や病徴が見られないことから，大豆における

VIGS系として最適化されたものであると考えている．

我々は，本研究の成果に加え，カルコーン合成酵素

遺伝子を標的としてVIGSの誘導を行い，種皮色の改

変および種子中のフラボノイド成分の改変が可能であ

ることを明らかにしている．したがって，本研究で確

立したVIGSは，大豆における遺伝子の機能解析に有

用であることに加え，特定の遺伝変異を持つ大豆系統

を育種に利用した場合に得られる種子成分の変化の予

測が短期間に行えるなどの有用性に直結するものと期

待できる．

なお，本研究の成果ならびにそれと関連する内容は，

文献19において公表した．その実施においては，増田

税，千田峰生，松浦英幸，葛西厚史，洪 鎮成，喜多

村啓介，阿部 純の各博士より，ご指導・ご協力をい

ただいた．ここに謝意を表する．

要　　　　約

大豆の遺伝学・育種学の研究を推進する上で，集積するゲノム情報を利用して遺伝子の機能解析

を行う系が存在することが望ましい．本研究では，大豆において迅速な遺伝子機能の解析を可能に

するRNAサイレンシング系を開発した．RNAサイレンシングの標的とした大豆の推定flavonoid 3'-

hydroxylase (F3'H) 遺伝子であるsf3'h1遺伝子の部分配列を挿入したウイルスを大豆の幼植物体に接
種した．接種後の植物体の上葉において，標的遺伝子のmRNAレベルの減少とshort interfering

RNAの蓄積が確認され，配列特異的なmRNAの分解が生じていると考えられた．また，F3'Hたん

白質が触媒する経路の下流の物質であるケルセチンの蓄積量が，上流の物質であるケンフェロール

の蓄積量と比較して減少していた．これらの結果から，大豆においてウイルスベクターを用いた

RNAサイレンシングの誘導が可能であること，ならびに，sf3'h1遺伝子がF3'Hたん白質をコードし

ていることが示された．
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