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研究成果の概要（和文）：ダイズの黄色い品種の種皮ではアントシアニンが蓄積していない。これはフラボノイ
ド合成の鍵酵素Chalcone synthase遺伝子が、自然発生したRNA干渉によって抑制されているからである。しかし
このRNA干渉は植物体全体で起きているのではなく種皮特異的に起きている。この特異性について、RNA干渉にお
いてsiRNA生成に関与するダイサータンパク質DCL4に着目して解析したところ、RNA干渉が起きているダイズの種
皮ではDCL4の活性が検出される一方、葉では検出されないことが明らかになった。フラボノイド自身がin vitro
においてダイサータンパク質を阻害する活性を持っていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Anthocyanin is not accumulated in seed coat of yellow  soybean cultivar. It 
was resulted from natural-occurring RNAi against chalcone synthase gene, the key enzyme of flavonoid
 synthesis. However,  RNAi occurs systematically, only occurs in seed coat. Focusing on DCL4 which 
produces siRNA, this organ-specific manner was investigated. DCL4 enzymatic activity could be 
detected from seed coats,  not from leaves. in vitro assay system showed that flavonoid has an 
inhibit activity against DCL4.

研究分野： 植物RNA生物学

キーワード： ダイズ　RNA干渉　アントシアニン　フラボノイド　生化学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は古くから現象としては報告のあるフラボノイドに対する自然発生型RNA干渉に対して、RNA干渉の生化学
的解析から切り込んだ初めての研究である。この現象はダイズだけでなく花の色といった重要形質を決定づける
ものであり、重要形質の安定化に資する情報を提供する。フラボノイドとRNA干渉は草食生物に対する抵抗性や
ウイルス抵抗性に関与することから本研究はさまざまな生物間相互作用にも影響することが示唆される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

世界的な重要作物であるダイズは黄色い

種皮を持つ品種が多く生産消費されてい

る。この品種は、黒い種皮を持つ野生型

品種が、栽培化の過程で色素アントシア

ニン合成の鍵酵素であるカルコン合成酵

素(CHS)遺伝子の重複による自然発生型

RNA 干渉が原因である。これによりダイ

ズの豆では種皮全体あるいは一部が黄色

になる『色抜け』が起こっている(図 1)。このためダイズの種皮では CHS の mRNA は検出され

ず、RNA 干渉を誘導する小分子 RNA (siRNA)が検出される。このように種皮の『色抜け』が

CHS 遺伝子の RNA 干渉によることは明らかになっているが、『色抜け』品種でも植物体全身で

RNA 干渉が起こるわけではなく、葉等の他の器官では CHS 遺伝子が発現し、アントシアニン

やイソフラボンが合成・蓄積される。このように同じゲノムを持つ葉では RNA 干渉が誘導され

ないが『なぜ種皮のみで(器官特異的に)RNA 干渉が起こるのか』という「問い」の答えは得ら

れていない。 

 

２．研究の目的 

【目的】ダイズの器官特異的な RNA 干渉がダイサータンパク質 DCL3, DCL4 の生化学的制御

に起因するとの仮説を立てた(図 1)。自然発生型 RNA 干渉の器官特異性決定メカニズムを明ら

かにする。 

 

３．研究の方法 

申請者独自の手法である DCL3, DCL4活性(小分子 RNA 生成活性)検定法を用いる。ダイズの葉、

種皮を磨砕しタンパク質粗抽出液を調製する。これに基質となる放射性ラベルした dsRNA を添

加し反応させ、活性を定量する(図 2)。 

 シロイヌナズナの幼苗およびダイズ種皮からそれぞれ活性型 DCL3, DCL4 を抽出し、ダイズ葉

の抽出物を添加することによって阻害物同定実験を行う。ダイズの葉の抽出物を(a)分子量に基

づいたカラム精製(b)熱処理(c)化学処理を行うことによって抽出物を変化させ、阻害物の性質

を解析する。 

 

４．研究成果 

 RNA 干渉が起きている黄色い種皮をもつ品種「エンレイ」、RNA 干渉が起こっていない黒い種皮

を持つ品種「丹波黒」を用いて解析を行ったところ、エンレイの種皮では DCL4 の活性が検出さ

れるにも関わらず、葉や丹波黒の種皮では活性が検出されなかった。CHS に対する RNA 干渉が起

きている器官と DCL4 による siRNA の生成活性の検出に相関があった。 

さらにダイズ葉の抽出液について解析を行ったところ、葉には DCL3, DCL4 両方を阻害するタ

ンパク質と、DCL4 のみを阻害する熱安定性の低分子化合物が存在していることが示唆された。 



特に低分子化合物について、今回のRNA干

渉によって制御されているフラボノイド

の関与しているのではないかと仮説を立

てた。シロイヌナズナから抽出した活性型

DCL3, DCL4 にフラボノイドを添加したと

ころ、いくつかのフラボノイドが DCL3, 

DCL4 の活性を阻害することが示唆された。

特に7,4’-dihydroxyflavoneは DCL4を特

異的に阻害した(図 2)。 

このことからダイズの RNA 干渉の器官特異性には DCL4 の活性が関与していることが示唆され、

RNA 干渉によって制御されるフラボノイドが RNA 干渉活性に影響し、新たな遺伝子調節機構の存

在を示唆した。 

 

【本研究の位置付け・インパクト】 

自然発生型 RNA 干渉についての研究は RNA の定量を主とした分子生物学的解析のみにとどまっ

ていた。本課題はこの現象に生化学的に切り込む初めての研究であり、この謎に対してフラボノ

イドと DCL4 の生化学的相互作用を示唆するこれまでの先行研究とは一線を画した新しい知見を

提供した。 

種皮特異的な自然発生型 RNA 干渉はダイズのみの報告であるが、ペチュニアやダリアの 2色咲

きも同様の器官(花弁)特異的 RNA 干渉が花弁の一部領域特異的に誘導された例であり園芸品種

として重要な形質を決定づけている。本研究の研究成果は、有用な農業形質を生み出す RNA 干渉

の器官・組織特異的発生機構の解明結果としてダイズのみならず花卉の育種に資する情報を提

供する。 

これまでの自然発生型 RNA 干渉の報告は全てアントシアニン合成に関与する遺伝子のみだが、

これは単に表現型として見いだしやすいことが一因と予想される。しかしゲノムサイズが増大

した植物では表現型として我々が認識できずとも RNA 干渉によって制御されている遺伝子が潜

在的に多く存在している可能性がある。一方で本研究成果はフラボノイド自身の性質から RNA 干

渉の標的となりやすい可能性を示唆する結果でもある。本研究がゲノム増大の中で発生した RNA

干渉解析のモデルとなり、栽培化や進化の過程での遺伝子重複とその発現調節機構の全貌の解

明へと展開することが期待される。 
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