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大豆フラボノイドの分子育種に向けた生合成関連遺伝子の発現制御
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ABSTRACT

Flavonoid content and composition in soybean seeds are sensitive to a change in 
the growth environment. In breeding soybeans, it is important to maintain stable 
high fl avonoid content in soybean seeds, because fl avonoids are known to possess 
various pharmaceutical eff ects for human health. Some transcriptional factors that 
control the expression of the enzymatic genes involved in the biosynthetic pathway 
of fl avonoids have been used to improve the fl avonoid components in higher plants 
by a transgenic technology. We produced transgenic plants over-expressing a Myb-
like transcriptional factor gene, LjMyb12, from Lotus japonicus to improve fl avonoid 
composition in soybean. We generated transgenic soybean lines by repeating self-
fertilization to fi x transgenes in the genome of transgenic plants. Quantitative RT-
PCR analysis of fl avonoid biosynthesis-related genes was conducted in a soybean 
transgenic line, indicating that expression of 4-Coumarate:CoA ligase, Chalcone 
isomerase, Flavanone 3-hydroxylase (F3H), and Flavonol synthase (FLS) genes were 
increased in young leaves of the transgenic line. The expression of F3H and FLS 
genes was also enhanced in developing seeds. LC-MS/MS analysis revealed that 
glycosides of kaempferol, which is one of the fl avonols, were markedly increased 
in mature seeds of transgenic soybean. On the other hand, changes of isofl avone 
content were not detected. Thus, we demonstrated that over-expression of the 
LjMyb12 gene could be useful for molecular breeding of soybean flavonoids. Soy 
Protein Research, Japan 13, 37-42, 2010.
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大豆種子におけるフラボノイド化合物は，その生育
環境の変動によって含量や組成が変化する1)．フラボ
ノイドには様々な薬理効果が報告されており，これら
のフラボノイドを高位安定に維持することは，大豆に
おける成分育種の観点からも重要な課題と考えられ
る．高等植物におけるフラボノイドは，各酵素の触媒
作用によっていくつもの過程を経て生合成されるが，
これらの過程にかかわる酵素遺伝子の発現様式は環境
の変動に伴い変化する．これらの遺伝子発現は主とし
て少数の転写因子によって制御されていることが多
く，転写因子遺伝子を過剰に発現させ酵素遺伝子群の
発現を人為的に制御することで特定の生合成経路を活
性化することが可能となる．
フラボノイドの生合成にかかわる転写因子はMyb

（myeloblastosis）様のものが多く，シロイヌナズナ2, 3)

やトウモロコシ4)を用いた研究を通して，その制御対
象となる酵素遺伝子と生合成される化合物との関係が
明らかにされている．これらのMyb様転写因子を過
剰発現することで大豆5)やトマト6)においてフラボノイ
ド組成を改良した応用研究も行われている．これらの
Myb様転写因子は，フラボノイドの中でも特にアント
シアニンの生合成経路を活性化するものがほとんどで
ある．近年，シロイヌナズナ3)とトマト7)においてフラ
ボノールの生合成経路を特異的に活性化するMyb様転
写因子（Myb12）の存在が報告されている．これらの
転写因子を人為的に制御することで，アントシアニン
とは異なる別のフラボノイド化合物の生合成経路を特
異的に活性化することが期待できる．我々は，先行研
究においてマメ科のモデル植物であるミヤコグサから
Myb12遺伝子のオルソログLjMyb12を単離した．この
オルソログを過剰発現した形質転換ミヤコグサの解析
から，本転写因子もMyb12と同様にフラボノールの生
合成経路を活性化することが明らかとなっている（未
発表データ）．
本研究は，ミヤコグサに由来するLjMyb12遺伝子を

過剰発現する大豆形質転換体を作出し，その形質転換
体の解析を通して大豆フラボノイド生合成経路におけ
る制御機序の理解とフラボノイド組成の改変に向けた
大豆分子育種の可能性について検討した．

方 法

材料
形質転換に用いた材料は北海道産の大豆品種カリユ

タカ（JP86520）を用いた．本品種はアグロバクテリ
ウムを介した形質転換が可能かつ，その培養特性とし
て形質転換当代（T0個体）から極めて早期にT1種子を
得ることができる特徴をもつことが明らかにされてい
る8)．
発現ベクターの構築と大豆の形質転換
Satoら（2007）8)のベクターをもとに，カリフラワー

モザイクウイルス35S（CaMV 35S）プロモーターの
下流にLjMyb12遺伝子を繋ぎ大豆形質転換用の発現ベ
クターを構築した（Fig. 1）．また，対照個体は野生型
カリユタカの他，sGFP遺伝子を挿入した発現ベクター
（Fig. 1）の形質転換実験から得た系統8)を用いた．大
豆への形質転換方法はSatoら（2007）8)およびYamada
ら（2010）9)の方法に従い行った．
形質転換系統の作出
T0個体から得たT1種子を播種し，実生個体の展開

葉に希釈したバスタを塗布し，その耐性程度から選抜
マーカー遺伝子の有無を判断した．バスタ耐性を示す
T1個体においてサザンブロット分析を行うとともに導
入遺伝子の発現をRT-PCRによって確認した．加えて，
T2個体以降も同様にバスタの耐性試験を行い，最終的
に導入遺伝子を１コピーだけ持つ形質転換系統を作出
した．本系統を以後の解析に供試した．

Key words : transgenic technology, transcriptional factor, flavonoid biosynthesis, 
soybean, molecular breeding
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Fig. 1. Expression vectors for soybean transformation 
mediated by Agrobacterium. P35S, caulifl ower 
mosaic virus (CaMV) 35S promoter; Tnos, 
terminator of nopaline synthase; T35S,  
polyA signal of CaMV; Bar, phosphinothricin 
acetyltransferase gene; RB, right border; LB, 
left border.
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フラボノイド生合成関連遺伝子の発現解析
LjMyb12遺伝子過剰発現系統（以下35S:LjMyb12），
対照系統（以下35S:GFP）および野生型カリユタカの
葉組織と開花20日後の未熟種子からそれぞれ抽出した
全RNAを用い，定量RT-PCRによりフラボノイド生合
成関連遺伝子の発現解析を行った．
完熟種子におけるLC-MS/MS解析
完熟種子を乳鉢内ですり潰した粉末を１サンプルに
つき40 mgを５倍量の80%メタノール水溶液で抽出し，
遠心分離後にフィルター濾過したものを分析に用い
た．なお，種子のLC-MS/MS解析は独立行政法人理化
学研究所植物科学研究センターの斉藤和季博士ならび
に松田史生博士に依頼した．なお，ピークのアノテー
ションは標準物質のクロマトグラムデータとの比較お
よび，MS/MSスペクトラムの解釈によって行った．

結 果

形質転換体の作出
発現プラスミドを持つアグロバクテリウムを外植
片へ感染してから約３ヶ月でT0個体を得た．これら
の個体をポットへ移植し，培養室で養成した．養成約
３ヶ月後にT1種子を得た．バスタ耐性を示すT1個体
のみを養成し，PCR分析による導入遺伝子の確認に加
え，サザンブロット分析により導入遺伝子が１コピー
のものを選抜し，自殖を繰り返すことで導入遺伝子の
固定化を図った．35S:LjMyb12系統は対照個体である
35S:GFPと同様の形態を示し，種子の形状についても
正常であった（Fig. 2）．
形質転換系統におけるフラボノイド生合成に関連する
酵素遺伝子の発現解析
35S:LjMyb12系統および対照個体において，葉組
織と未熟種子のフラボノイド生合成に関連する酵素
遺伝子の発現解析を行った．各酵素遺伝子が触媒す
る反応をFig. 3に示した．これら酵素遺伝子は大豆ゲ
ノム内において遺伝子のコピーが存在するため，一
つの酵素に関して複数の遺伝子を対象にしたものも
あり，結果的に4CL1，4CL2，CHS1，CHS2，CHS3，
CHR，CHI1A，CHI1B，CHI2，F3H，F3'H，DFR1，
DFR2，FLS，IFS1，およびIFS2の計16遺伝子に関し
て定量RT-PCRを用いて発現量を比較した（Fig. 3）．
35S:LjMyb12系統は葉と未熟種子の両組織において
LjMyb12遺伝子の発現を認めた（Fig. 4a，4g）．加えて，
葉組織では4CL1，CHIA1，CHI2，F3HおよびFLS遺
伝子において発現量の増加を認めた（Fig. 4b-f）．一方，
未熟種子組織では，F3HとFLS遺伝子に発現の増加を

認めた（Fig. 4h, 4i）．これらのことから，両組織にお
いてフラボノイド生合成にかかわる複数の酵素遺伝子
の発現が35S:LjMyb12系統において増加していること
が明らかとなった．

Fig. 2. Transgenic soybean lines. (a) Transgenic 
plantlets of 35S:GFP (left) and 35S:LjMyb12 
(right) grown in culture room. (b) Mature 
seeds obtained from Kariyutaka (left), 35S:GFP 
(middle), and 35S:LjMyb12 lines.
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Fig. 3. A partial diagram of the synthetic pathway 
of fl avonoids. Enzymes involved  in each step 
are indicated as follows: 4CL , 4-coumarate: 
CoA ligase; CHS , chalcone synthase; CHR , 
chalcone reductase; CHI , chalcone isomerase; 
F3H, fl avanone 3-hydroxylase; F3'H , fl avonoid 
3 ' -hydroxy lase ;  DFR ,  dehydro f lavono l 
reductase; FLS , f lavonol synthase; IFS , 
isoflavone synthase. Each sequence of genes 
used in the quantitative RT-PCR analysis 
is referred to as follows: β-tubulin , M21296 
(accession number); LjMyb12, AB334529; 4CL1, 
AF29267; 4CL2 , AF002259; CHS1 , AI855764; 
CHS2 , X65636; CHS3 , X53958; CHR, X55730; 
CHI1A, AY595413; CHI1B , AY595414; CHI2 , 
AY595415; F3H, AY595420; F3'H , AB061212; 
DFR1 , AF167556; DFR2 , EF187612; FLS , 
AB246668; IFS1, AF195798; IFS2, AF195799.
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Fig. 4. Quantitative RT-PCR analysis of LjMyb12 , 4CL1 , CHI1A, CHI2 , F3H, and FLS genes in leaves (a-f) 
and developing seeds (g-i) of Kariyutaka (WT) and transgenic lines (35S:GFP and 35S:Myb12). Relative 
expression level was determined by normalizing the PCR threshold cycle number of each gene with 
that of the β-tubulin reference gene. Data are means ±SD from the three independent experiments. 
Superscript letters (a and b) indicate signifi cant diff erences at the 5% level as judged using the Tukey-
Kramer test.

完熟種子における代謝物の分析
完熟種子における成分組成の変化を確認するために
LC-MS/MS分析を通して，代謝物のプロファイリン
グを行った．その結果，35S:LjMyb12系統は，一部の
遊離アミノ酸およびイソフラボンに関して変動はほと
んどなかったものの，フラボノールの一つであるケン
フェロールの配糖体が対照個体と比べ有意に増大して
いることが明らかとなった（Fig. 5）．

考 察

LjMyb12遺伝子を過剰発現することによって，大豆
植物体においてフラボノール生合成経路が活性化され
ることが明らかとなった．フラボノイドの生合成にか
かわるMyb様転写因子の多くは，アントシアニン生合
成経路を活性化する．一方，本研究ではアントシアニ
ン生合成経路へ分岐する反応を触媒するDFRの遺伝子
発現に変化は認められなかった．このことから，大豆

種子においてフラボノイドの中でも特定の生合成経路
を活性化させることが可能であることがわかった．す
なわち，大豆種子を有色にすることなくフラボノイド
組成が制御できることが示唆された．
35S:LjMyb12系統の葉と未熟組織において各遺伝子
の発現程度が異なったのは，CaMV 35Sプロモーター
の特性が関与しているものと考えられた．現在，種子
においてLjMyb12遺伝子をより強く発現させるため，
種子特異的プロモーター制御下にある形質転換体の作
出に着手している．これらは，フラボノイド生合成に
関連する遺伝子の発現がより強く活性化されることが
期待される．
当初，LjMyb12遺伝子はマメ科植物のミヤコグサに
由来するため，イソフラボンの生合成経路の活性化も
期待したが結果として大きな変動は認められなかっ
た．本研究の発現解析から，LjMyb12により4CL遺伝
子からCHI遺伝子まで活性化されることから，IFS遺
伝子は別の転写制御を受けることが明らかとなった．
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Fig. 5. Relative content of amino acids, isofl avones, and fl avonols in mature seeds of 35S:LjMyb12 and 35S:GFP 
lines. Relative content is expressed on the value of 35S:LjMyb12 per the value of 35S:GFP based on 
the metabolic profi ling by LC-MS/MS analysis. Hex and deoxyHex indicate hexose and deoxyhexose, 
respectively. Data are means from the three independent experiments. ＊＊ indicates signifi cant diff erence 
at the 1% level as judged using the Student t test.

IFSはイソフラボンの生合成に関して鍵酵素として働
くものと考えられている10)．そのため，LjMyb12に加
え，IFSを単独で発現制御したものと組み合わせるこ
とによって，イソフラボン生合成経路を強く活性化す
ることが可能であると考えられる．

本研究により，転写因子遺伝子を利用することで大
豆種子成分における分子育種が可能であることが示唆
された．今後は，導入遺伝子の組織特異的制御によっ
て，さらに飛躍的な種子成分改変への展開が期待され
る．

要　　　　約

大豆種子におけるフラボノイドの含量やその組成は，植物体が生育する環境条件の変動に影響を
受ける．フラボノイドには様々な薬理効果が知られているため，種子におけるフラボノイドを高位
安定に保つことは成分育種の観点からも重要である．高等植物において，フラボノイドの生合成に
関連する酵素遺伝子群を一括制御する転写因子を利用して，フラボノイドの含量や組成比を改変
した報告がある．我々は，大豆のフラボノイド組成を改変するためにミヤコグサに由来するMyb
様転写因子遺伝子の一つLjMyb12を過剰発現する形質転換大豆個体を作出した．さらに，これら形
質転換個体の自殖を繰り返し，導入遺伝子を固定化することで形質転換系統を作出した．この形
質転換系統において，フラボノイドの生合成に関連する酵素遺伝子の発現を定量RT-PCRによって
確認した．その結果，葉組織において，4-Coumarate:CoA ligase, Chalcone isomerase, Flavanone 
3-hydroxylase（F3H）およびFlavonol synthase（FLS）遺伝子の発現が上昇していることが分かっ
た．加えて，登熟中の種子おいてもF3HおよびFLS遺伝子の発現が高くなっていることが明らかと
なった．完熟種子において，LC-MS/MS解析を行ったところ，形質転換系統の種子においてフラボ
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ノール一つであるケンフェロールの配糖体が顕著に増加していた．一方，イソフラボンに関して変
化は認められなかった．本研究において，我々はLjMyb12遺伝子の過剰発現が大豆フラボノイドの
分子育種に有効であることを示した．
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