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研究成果の概要（和文）：ダイズの遺伝子を効率的に抑制するためダイズに内在するマイクロRNA(miRNA)を利用して人
工miRNA(amiRNA)の遺伝子制御系を確立した。最初に，ダイズの貯蔵タンパク質遺伝子を標的にamiRNAを発現するダイ
ズ形質転換体を作出した。これらの形質転換体では，標的遺伝子の発現が強く抑制され，貯蔵タンパク質の蓄積も減少
していた。次に，ダイズ種子の機能性成分の一つであるDDMPサポニンの配糖化酵素遺伝子の機能解析を行った。その結
果，対象とした遺伝子が目的とする機能を持つことが検証できた。これら一連の研究を通して，本遺伝子制御系がダイ
ズ遺伝子の機能解析に利用できることを実証した。

研究成果の概要（英文）：Artificial mircoRNA (amiRNA) was designed using the precursor sequence of the endo
genous soybean miRNA to suppress the expression of target gene efficiently in soybean plants. The construc
ted amiRNA precursor contains a complementary sequence to the transcript of target gene. Transgenic soybea
n plants expressing the amiRNA were generated to suppress the gene expression of seed storage protein. The
 expression of these genes and accumulation of storage protein were significantly decreased in seeds of tr
ansgenic soybean. In addition, the function of glycosyltransferase gene for DDMP saponin, which is known t
o be one of functional chemical compounds in soybean seeds, was characterized by the amiRNA expression sys
tem. I demonstrated that the knock-down system established in this study was useful for the functional ana
lysis of genes in soybean plant.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 現在，国内外でダイズゲノムに関する基
盤研究が精力的に行われている。このゲノム
研究の進展に伴い，マップベースクローニン
グや逆遺伝学的手法を用い，農業形質やダイ
ズ種子の品質に関連する遺伝子の単離が加
速化している。 
 
(2) 基盤研究の進展に伴い遺伝子の効率的
な機能解析手法が求められている。形質転換
を利用した遺伝子の過剰発現や発現抑制も
その有効な手段の一つといえる。ダイズの形
質転換は，主としてアグロバクテリウムを介
する場合もしくは，パーティクルボンバード
メント法で行われる。両方法とも煩雑な操作
を必要とし，形質転換体作出には多大な時間
を要するが，多数の研究報告があることから
もそれらが主要な機能解析方法であること
は明らかである。 
 
(3)当初，我々は特定の国内ダイズ品種が優
れた培養特性をもつことを利用して，アグロ
バクテリウムを介した簡便かつ迅速な形質
転換系を確立していた。さらに，本法を利用
し多くの対象とする遺伝子を過剰発現させ
ることでその機能を明らかにしてきた。その
一方，対象とする遺伝子は本形質転換系で用
いる品種の遺伝的背景では遺伝子の発現抑
制を必要とする場合もあった。その際，より
簡便かつ高効率に発現抑制を行う系の確立
が必要であった。 
 
２．研究の目的 
(1)効率的に対象とする遺伝子の発現を抑制
するための手法としてダイズゲノムに内在
するマイクロ RNAs (miRNAs)を加工した人工
miRNAs(amiRNAs)による極めて特異性の高い
遺伝子制御系を構築する。 
 
(2)加えて，本法を用いてダイズ機能性成分
の一つであるサポニンの配糖化にかかわる
遺伝子の制御を図る。これら一連の研究を通
して，ダイズにおける高度な遺伝子制御系の
確立とその実用性を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)ダイズに内在する miRNA の中で amiRNA の
フレームとして利用するものの選定を行っ
た。その結果，gma-miR159a をその候補とし
て選定した。 
 
(2)選定した miRNA のフレームをもとに標的
遺伝子を抑制するための発現ベクターを構
築した。最初に，貯蔵タンパク質遺伝子を標
的に抑制を試み，本研究で作製した amiRNA
の系の検証を行った。 
 
(3)作製したベクターをアグロバクテリウム
へ形質転換を行い，さらにその菌体を介して
ダイズの形質転換を行った。 

(4)作出したダイズ形質転換体における導入
遺伝子をサザンブロットにより解析した。登
熟種子における標的遺伝子の発現を定量
RT-PCR により解析した。加えて，完熟種子に
おける貯蔵タンパク質の構成を SDS-PAGE と
ウエスタンブロットによって確認した。 
 
(5)貯蔵タンパク質遺伝子を対象にした場合
と同様に，DDMP サポニンの配糖化に関すると
考えられる遺伝子を標的とした amiRNA ベク
ターを構築した。 
 
(6)貯蔵タンパク質遺伝子の場合と同様にダ
イズ形質転換体を作出した。 
 
(7)作出した形質転換体の未熟種子における
標的遺伝子の発現量を定量 RT-PCR で解析す
るとともに，完熟種子における DDMP サポニ
ンを HPLC によって分離・定量し組成の変化
を確認した。 
 
４．研究成果 
(1)ダイズ由来の miRNA のフレームを利用し
た amiRNA 発現系の構築 
ダイズゲノムに内在するgma-miR159aのフ

レームを利用してダイズの主要な貯蔵タン
パク質の一つである 7S グロブリンのサブユ
ニット遺伝子を標的とする発現ベクターを
構築した(図 1)。なお，標的配列は 7S グロブ
リンサブユニットを全て抑制することを目
指 し , 各 遺 伝 子 の 共 通 配 列 (21 nt) と
miRNA159aの配列を入れ換えることでamiRNA
発現ベクターを構築した(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) ダイズ形質転換体の作出 
この amiRNA 発現ベクターをアグロバクテ

リウム EHA105 株に形質転換した。さらに，
その菌株を用いてダイズの形質転換を行っ
た。本研究で得た T0 個体は導入遺伝子をキ
メラに持つものが多いためこれらの個体を
自殖させ，次世代を養成するとともに導入遺
伝子を持つ個体の選抜を行った。さらに，導



入遺伝子を持つ T1個体から得た T2種子のタ
ンパク質を抽出し，SDS-PAGE およびウエスタ
ンブロットによってタンパク質の質的およ
び量的な変化を調べた。その結果，7S グロブ
リンを構成するα，α'およびβサブユニッ
ト全てのタンパク質が形質転換体において
低下していることを明らかにした(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また，これらの形質転換体において 7S グ
ロブリンサブユニットタンパク質の蓄積量
の低下が標的遺伝子の発現抑制によるもの
であることを確認するために標的遺伝子の
定量 RT-PCR を行った。その結果，標的遺伝
子はコントロール個体と比べ有意にその発
現が低下していた(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに，7S グロブリンサブユニット遺伝子

を標的にした amiRNA の産生をノザンブロッ
トで確認したところ形質転換体において
amiRNA の産生を確認した(図 4)。 
以上のことから，本研究において構築した

ダイズ amiRNA の系は標的とする配列に相補
的な amiRNA を十分に産生させることができ
ることが明らかとなった。また， 対象とす
る遺伝子の発現は高効率で抑制されること
も明らかとなった。 
 
(3)本研究で構築したamiRNA系を用いたDDMP
サポニンの配糖化関連遺伝子の機能解析 
DDMP サポニンにラムノースを転移する酵

素をコードすると考えらえる Glyma08g19290
遺伝子の特異的な配列を選定し，その配列を
標的とした amiRNA を設計した。さらに，そ
の amiRNA を発現するベクターを構築しアグ
ロバクテリウムへ形質転換をした。このアグ
ロバクテリウムを介してダイズの形質転換
体を作出した。作出した形質転換体において
自殖を繰り返すことで導入遺伝子の固定化
を図った。これらの固定系統において，登熟
種子における標的遺伝子の発現解析を行っ
たところ全ての形質転換体において有意に
標的遺伝子の発現抑制が認められた(図 5)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



また，作出した形質転換体の完熟種子にお
ける DDMP サポニンについて HPLC を用いて定
量解析したところ，コントロール個体と形質
転換体との間に有意な差異は認められなか
った(図 6)。このことから，amiRNA を発現さ
せ標的遺伝子の発現を強く抑制しても DDMP
サポニンの総含量へ及ぼす影響はないこと
が明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方，全 DDMP サポニンの含量に対してラ
ムノースを糖鎖に持つ DDMP サポニンの割合
を算出したところ，標的遺伝子の発現が抑制
されたほとんど形質転換体においてその割
合がコントロール個体と比べ有意に低下し
ていることが明らかとなった(図 7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このことから， Glyma08g19290 遺伝子の発
現を抑制することでラムノースを糖鎖に持
つ DDMP サポニンの含有率が低下することか
ら当該遺伝子が DDMP サポニンのラムノース
転移に関与していることが明らかとなった。 
 
 これらの一連の研究を通して，本研究にお
いて確立した amiRNA を介したダイズの高度
な遺伝子発現制御系が遺伝子の機能解析に
利用できることを実証した。 
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