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研究成果の概要（和文）：植物成分の持つ未知の機能を探索する観点から、エピジェネティック

な機構による転写不活性化を受けている状態にあるレポーター遺伝子を持つ形質転換植物を利

用して、物質の持つ DNA メチル化の抑制効果および転写不活性化状態を解除する効果を検出

する系を開発した。この系を利用することで、イソフラボンの一種であるゲニステインが、植

物細胞でこの活性を持つ植物由来の物質として初めて同定された。 

 

研究成果の概要（英文）：In terms of finding novel functions of plant-derived compounds, assay 

systems for inhibitory activity of DNA methylation and transcriptional repression were developed using 

transgenic plants that carry an epigenetically silenced transgene. Through these assays, genistein, an 

isoflavonoid, was identified as the first plant-derived compound that had such an activity in plant cells. 
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１．研究開始当初の背景 

植物には、抗酸化活性、免疫系の亢進効果、

抗ウイルス活性、ホルモン様活性などを持つ

さまざまな機能性成分が存在し、それらは摂

取されることを通して人間の健康維持に役

立っている。植物成分に含まれる物質の持つ

未知の機能を明らかにするには、それを検出

する新たなアッセイ系の開発が求められる。

本研究の研究代表者は、以下に述べる経緯か

ら、DNA メチル化を抑制することを介して、

がん抑制等の効果を持つ機能性植物成分を

同定する新規なアッセイ系を着想するに至
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った。 

 近年、低分子 RNA の機能を介した DNA の

メチル化やヒストンタンパク質の修飾を含

むエピジェネティックな機構による遺伝子

発現制御に関して、さまざまな真核生物にお

いて研究が進展している。研究代表者は、

1990 年代後半より植物のジーンサイレンシ

ングに関する研究に着手し、外来遺伝子がエ

ピジェネティックな機構により転写不活性

化される現象を見出すとともに(Kanazawa et 

al. 2007)、新規な RNA ウイルスベクターを作

出して(Otagaki et al. 2006; Nagamatsu et al. 

2007)、配列特異的な DNA のメチル化ならび

に、それを介した遺伝子の転写不活性化を、

既存のベクターを用いた場合よりも早く誘

導することに成功している (Otagaki et al. 

2006)。これらの研究成果に基づき、研究代表

者は、外来遺伝子の転写不活性化が起きてい

る植物を DNA のメチル化を抑制する活性を

もつ物質の存在下で育成することにより、

DNA メチル化、および転写抑制の状態をモニ

ターすることが可能であることを見出した。

研究代表者は、この原理を利用することによ

り、植物成分中における DNA メチル化酵素

の抑制効果をもつ物質の同定を可能にする

アッセイ系を開発することを着想した。 

 エピジェネティックな遺伝子発現制御の

機構に関しては、さまざまな真核生物を対象

として研究が進展している。しかしながら、

エピジェネティックな転写不活性化を人為

的に誘導し、それを農学・医学等の研究に利

用するという試みは、研究代表者の知る限り

存在しなかった。本研究は、植物のエピジェ

ネティックな現象を積極的に利用するとい

う点において、農学ならではの学術的な特色

を発揮できるものと考えた。 

 ヒトにおいて DNA のメチル化は、がん抑

制遺伝子の正常な発現を妨げることを介し

て、がん化を誘導することが知られている。

また、老化の一因にもなっていると考えられ

る。したがって、本研究における DNA メチ

ル化抑制物質のスクリーニングは、植物成分

中に含まれる新規ながん抑制物質、ならびに、

老化抑制物質を同定することにつながると

期待できる。これまでに、植物におけるエピ

ジェネティックな変化の誘導活性を指標に

した植物成分の分析は行われていないため、

新規な機能性成分を同定する手段として有

効であると研究代表者は考えた。 

 上記のことに加え、近年、エピジェネティ

ックな変化を遺伝子特異的あるいはゲノム

上にランダムに誘導することを介して、有用

な植物系統を作出する試みがなされている。

本研究で植物においてエピジェネティック

な変化を誘導する新規な成分が同定された

場合、そのような物質は既存の同様な活性を

持つ物質と異なる変異スペクトルを持つエ

ピ変異原として利用可能であると期待され

た。 

 

２．研究の目的 

 エピジェネティックな機構による転写不

活性化を受けている状態にあるレポーター

遺伝子を持つ形質転換植物を利用して、その

不活性化状態を解除する効果を持つ植物成

分のスクリーニング系を開発する。この系を

利用することにより、がんの発症や老化を抑

制してヒトの健康維持に役立つ植物成分や、

植物に対する新規なエピ変異原として利用

可能な植物成分など、植物成分の持つ新規な

機能を明らかにすることが可能になるもの

と期待される。 

 

３．研究の方法 

(1) プロモーター配列中のシトシンのメチル

化を介して転写不活性化されたレポーター

遺伝子を持つ植物系統の作出 

 RNA ウイルス (Cucumber mosaic virus) を

元にして作成されたベクター(Otagaki et al. 

2006)のクローニングサイトに Cauliflower 

mosaic virus (CaMV) 35S プロモーターの配列

を挿入し、その核酸を持つウイルスを、CaMV 

35S プロモーターの制御下で転写される

green fluorescent protein (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により、このプロ



 

 

モーターのメチル化および GFP 遺伝子の転

写不活性化を誘導した。この植物体を自殖さ

せて得た次世代種子をメチル化抑制効果の

検出実験に用いた。 

 同様に、研究代表者が保持していた、CaMV 

35S プロモーターにエピジェネティックな変

化が起きることで、転写不活性化された外来

遺伝子を持つペチュニア系統 (Kanazawa et al. 

2007)の種子を実験に用いた。 

 

(2) メチル化抑制効果の検出 

種子をシトシンメチル化を抑制する効果

を持つ物質を含む培地に無菌的に播種した。

GFP タンパク質の蛍光観察、GFP 遺伝子の

mRNA 量の定量による転写不活性化からの

解除効果の解析、ならびに bisulfite sequencing 

法によるプロモーター中のシトシンメチル

化頻度の解析により、培地に添加した物質の

持つメチル化抑制効果を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) 物質の持つメチル化抑制効果の検出系の

開発 

植物に含まれる新規機能性成分を同定す

ることを目的とし、エピジェネティックな機

構による転写不活性化を受けている状態に

あるレポーター遺伝子を持つ形質転換植物

を利用して、その不活性化状態を解除する効

果を持つ植物成分のスクリーニング系の開

発を行った。それは、以下の二つの段階を含

む方法による。1) 低分子二本鎖 RNA の持つ

機能を利用して、植物に導入されているレポ

ーター遺伝子の転写制御を行うプロモータ

ー配列中のシトシンメチル化を誘導し、レポ

ーター遺伝子を転写不活性化状態にする。2) 

自殖により得た次世代の植物に対して、シト

シンメチル化を抑制する効果を持つ物質を

与えた場合に起きるレポーター遺伝子発現

の復帰を指標にして、物質をスクリーニング

する系を確立する。この方法を確立するため

の第一段階として、新規な RNA ウイルスの

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、その核酸を持

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

対して接種した。これにより、このプロモー

ターのメチル化および GFP 遺伝子の転写不

活性化が誘導された。また、次世代の植物に

おいてもシトシンのメチル化および転写不

活性化の状態が維持されていることを確認

した。植物体を多数育成し、スクリーニング

に使用する自殖種子を得た。この種子を無菌

培地に播種し、植物体を育成した。その際、

培地中に 5-azacytidine、および、trichostatin A

を正の対照として加え、植物体においてメチ

ル化抑制および GFP 遺伝子の転写抑制解除

が起きることを確認した。 

 

(2) メチル化抑制効果を持つ植物成分の探索 

 メチル化抑制効果を持つ可能性がある植

物成分を検討し、ダイズ種子に多く含まれる

イソフラボンの一種、ゲニステインがこの効

果を持つことを見出した。上記のアッセイ系

に加え、自然に起きたエピジェネティッ

クな変化により、より安定に転写不活性

化された、CaMV 35S プロモーターに制

御される外来のカルコン合成酵素遺伝

子を持つペチュニアを用いて、同様の実

験を行った。その結果、上記の GFP 遺

伝子を用いた時と同様に、メチル化抑制

効果を持つと想定される物質の作用に

より、外来遺伝子の mRNA 量の増加な

らびにプロモーターのメチル化頻度の

低下が検出された。これらの効果は、既

知のメチル化抑制物質に加え、上記の系

で新たにその効果を見出したゲニステ

インに関しても検出された。  

以上の研究により、転写が不活性化さ

れた状態にある外来遺伝子を持つ植物

を利用して、物質の持つ DNA のメチル

化抑制効果を検出する二つの系を開発

するとともに、植物においてその活性を

持つ新規の物質を同定した。  
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