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研究成果の概要（和文）：新規な RNA ウイルスベクターを用いて、植物において遺伝子サイレン

シングを誘導する系を確立するとともに、その効率的な誘導のために必須な要素を明らかにし

た。この系を用いて植物の持つ成分の生合成系に含まれる酵素の遺伝子発現制御を行い、有用

成分量を改変することが可能であることを実証した。本研究の成果より、この方法により迅速

に誘導される遺伝子のサイレンシングが、植物成分の生合成系に含まれる遺伝子の機能解析や

それに関する分子育種を行う上で有用であることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：A system for the induction of gene silencing in plants was 

established using a novel RNA viral vector, and elements necessary for its efficient 

induction were identified. This system was used to control the expression of genes that 

were involved in the biosynthesis of plant components, which was found to be useful for 

modifying the contents of useful components. Results of this study suggested that gene 

silencing induced rapidly by this method was useful for functional analysis of genes 

involved in the biosynthesis of plant components and molecular breeding of the pathways. 
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１．研究開始当初の背景 

本研究の研究代表者は、遺伝情報と遺伝子

発現制御機構が相互に関連しながら生物進

化がなされていると考え、この仮説を元にし

て生物の多様性を理解していくこと、ならび

に、そこから得られる知見を有用生物資源の

開発に資することをテーマとして研究を行

ってきた。特に、植物における遺伝子のサイ

レンシングに焦点を当てて基礎と応用の両

面から遺伝子発現制御機構に関する研究を

行っていた。ジーンサイレンシングは、これ

まで言われてきたような、生物がウイルスか

ら遺伝情報を守る防御機構であるという考

え方に加えて、交配や倍数化といった植物の

進化の過程で頻繁におきるゲノムの変化に

よって不都合が生じた際に、それを補う手段

として進化した機構であると研究代表者は

考え、主としてこのような観点からその機構

に関する研究を行ってきた(Koseki et al., 

2005)。 

植物細胞においては、転写段階のジーンサ

イ レ ン シ ン グ (transcriptional gene 

silencing; TGS)および転写後段階のジーン

サ イ レ ン シ ン グ (post-transcriptional 

gene silencing; PTGS)が起きることが知ら

れていた。TGS においては、ゲノム DNA の特

に遺伝子のプロモーター領域のメチル化に

より、直接的あるいはクロマチン構造の変化

を介した間接的な機構により、転写因子のプ

ロモーターへの結合が妨げられ、遺伝子の転

写が阻害される。PTGS においては、配列特

的な RNA 分解がおきる。これらは、細胞内に

二本鎖 RNA 分子が存在することにより誘導

され、その塩基配列に相同な核内のゲノム

DNAに対して配列特異的なメチル化ならびに

転写不活性化が誘導されること、また、その

配列が転写されている場合、その RNA を分解

することが示されていた。 

研究代表者らは、これらの機構を利用し、

新規な RNA ウイルスベクターを用いて植物

細胞で転写不活性化を誘導することに成功

した。遺伝子サイレンシングをウイルスベク

ターを用いて行うことには、アグロバクテリ

ウムを介した遺伝子導入によって行う場合

に比べ、その誘導が短期間で行うことが可能

であるという利点がある。研究開始当初、

PTGS の誘導に関する研究が進展していたの

に対し、TGS の誘導に影響を与える要素は特

定されていなかった。また、ウイルスベクタ

ーを用いた遺伝子サイレンシングには上記

の優位性があったが、それを植物成分の含有

量の改変に利用した研究は行われていなか

った。 

 

２．研究の目的 

(1) 研究代表者らが遺伝子のサイレンシン

グを誘導することに成功していた RNA ウイ

ルスベクターを用いた系により、エピジェネ

ティックな遺伝子発現の制御機構の解析を

詳細にわたり行うことで、遺伝子特異的なサ

イレンシングの誘導と維持に必須の条件を

明らかにし、その誘導を高効率で可能にする

要因を突き止めることを第一の目的とした。 

 

(2) 遺伝子サイレンシングの誘導のために

最適化された方法を植物ゲノムに存在する

遺伝子の発現抑制に適用し、植物の産生する

有用成分の量的制御に応用することを目指

した。 

 

３．研究の方法 

(1) 本研究の研究代表者は新規なウイルス

ベクターを用いて、DNA 配列特異的にメチル

化を誘導すること、ならびに、その配列をプ

ロモーターとすることで、転写不活性化を誘

導する系を開発していた。この系では、ベク

ターのクローニングサイトに CaMV 35S プロ

モーターの配列を挿入し、その核酸をもつウ

イルスを、CaMV 35S プロモーターの制御下で

転写される GFP遺伝子をゲノムに組み込んで



ある Nicotiana benthamiana 植物体に対して

接種することで、GFP 遺伝子の発現を抑える

ことが可能である。本研究では、第一に、サ

イレンシングが誘導されやすい条件を明ら

かにする目的から、標的とするプロモーター

のさまざまな部分を持つウイルスを作成し、

その感染による転写不活性化誘導の有無、そ

れに伴う DNA のメチル化の程度の変化、ウイ

ルス RNA の安定性、short interfering RNA 

(siRNA)の産生等を解析した。 

 

(2) 上記の方法による遺伝子のサイレンシ

ングを植物の持つ遺伝子プロモーターに適

用することを考えた。その目的、ならびに、

重要な植物成分をコードする遺伝子として、

研究代表者がそれまでに研究の対象として

きた遺伝子の一つであるダイズ種子貯蔵タ

ンパク質のβコングリシニンαサブユニッ

ト遺伝子を選定し、そのプロモーター機能の

詳細な解析を行うとともに、プロモーター配

列を標的とした遺伝子サイレンシングを行

った。 

 

(3) ウイルスベクターを用いた遺伝子サイ

レンシングにより、植物の持つ成分含有量を

改変することを行った。その目的から、ダイ

ズのフラボノイド合成系の遺伝子であるフ

ラボノイド 3′水酸化酵素遺伝子を標的とし

てサイレンシングの誘導を試みた。サイレン

シングの誘導ならびに、成分組成の変化に関

する解析を行った。 

 

(4) 遺伝子特異的な改変に加え、植物のゲノ

ム中の DNAメチル化の状態をランダムに改変

することで形質を変化させることを試みた。

この目的から、植物体を DNA メチル化阻害剤

で処理し、その影響を解析した。同様に、変

異原処理によるダイズ成分の改変を行った。 

 

４．研究成果 

(1) 植物ゲノムに導入されている GFPレポー

ター遺伝子を制御するプロモーターの部分

配列を持つウイルスベクターを作成し、この

ウイルスを植物体に接種することにより、レ

ポーター遺伝子の転写抑制(TGS)を行った。

転写抑制の程度の評価を、GFP 蛍光の消失の

程度、ならびに定量 RT-PCR による GFP mRNA

の減少程度を解析することによって行った。

その結果、ベクターに挿入するプロモーター

配列の領域とその長さが、転写抑制の効率に

影響を与える要因であることが明らかにな

った。さらに、この方法による転写抑制の最

適化に必要な条件を見出すため、10 bp おき

の異なる長さのプロモーター部分配列を挿

入したベクターを用いて、転写抑制の程度を

評価した。その結果、特にウイルス接種後の

早期では、挿入配列の長さ 100 bp 前後に、

転写抑制を効率よく誘導するための閾値が

存在することが示唆された。また、一続きで

はない配列であっても、それらの長さを合わ

せたものが長い場合には高い効率で転写不

活性化が起きることを見出した。 

 

(2) エピジェネティック変異を利用した植

物の遺伝子の発現抑制を行うため、ダイズ種

子貯蔵タンパク質のβコングリシニンαサ

ブユニット遺伝子のプロモーターを標的と

して実験を行った。第一に、そのプロモータ

ー活性の解析を、遺伝子上流域を連結した

GUS レポーター遺伝子を導入した形質転換シ

ロイヌナズナを用いて行った。その結果、転

写開始点の 245 bp 上流までに転写の時間

的・空間的パターンを制御するのに十分な配

列が存在し、そのさらに上流には転写の程度

に影響する配列が存在することが明らかに

なった。このプロモーター配列を挿入したウ

イルスを感染させることで転写抑制の誘導

を試みた。その結果、低頻度ながら GUS 活性

が見られない植物体が得られ、転写抑制がお

きているものと推察された。 

 

(3) ウイルスベクターを用いた配列特異的

RNA 分解によるサイレンシング(PTGS)をダイ

ズのフラボノイド合成系の内在性遺伝子に

対して行い、フラボノイド成分量の改変が可

能であるか否かを検討した。フラボノイド



3′水酸化酵素遺伝子を標的としてサイレン

シングの誘導を試みたところ、mRNA 量の減少、

siRNA の産生、フラボノイド量の変化が検出

され、この方法がダイズにおける成分組成の

改変に利用可能であることが証明された。こ

の研究の過程で、植物組織の着色に必要なフ

ラボノイド合成系遺伝子の mRNA 量の閾値が

存在することを見出し、RNA サイレンシング

が mRNA 量の違いに起因する生命現象を理解

するための手段として有効であることが示

唆された。 

 

(4) 植物体をエピジェネティックな発現変

化に関わる薬剤によって処理することによ

り、顕著な植物体の形態変化を誘導すること

に成功し、この方法が新たな形質改変の手段

として利用できることが示唆された。以上の

研究を通して、エピジェネティックな特定の

遺伝子を標的とした遺伝子発現変化を誘導

すること、ならびに、ランダムに遺伝子発現

変化を誘導することの双方が、有用成分が変

化した植物を作出するための方策として有

効であるものと考えられた。また、変異原処

理によるダイズの成分変化を検出し、変化し

た形質の遺伝性を確認した。 
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