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研究成果の概要（和文）：イソフラボノイド生合成経路に関与する転写因子の単離を目的として、イソフラボノイドを
蓄積するアヤメ科植物であるジャーマンアイリス（Iris germanica）を対象に、次世代シークエンサーデータ（RNA-Se
q）を用いてEST解析の整備を行った。また、ジャーマンアイリスの不定根培養細胞の時系列実験において、カスタムDN
Aアレイ解析を行った。さらに、ネットワークの描画トポロジーに注目して相関係数の閾値を自動的に決定する金平糖
アルゴリズムによる遺伝子共発現ネットワーク解析ソフトを開発した。この解析ソフトを用いて、公開シロイヌナズナ
DNAアレイデータを用いて、ネットワーク解析の検証を行った。

研究成果の概要（英文）：  In order to isolate transcription factors involved in isoflavonoid biosynthesis,
 we established an EST (expressed sequence tag) data in Iris germanica root cultures, accumulating isoflav
onoid, using next-generation sequencing instrument illumina HiSeq 1000 with 100 bp paired-end reads. Furth
ermore, we carrying out transcript expression analysis (using a custom Iris DNA array) in subculturing tim
e-course experiment of Iris germanica root cultured cells for gene discovery in gene co-expression network
 analysis.
  We established standalone Confeito Java-GUI (gene co-expression network analysis) software that extracte
d highly-interconnected gene modules. Using the public Arabidopsis DNA array resource data (more than 9 th
ousands), we have shown an application of our developed Confeito Java-GUI software to isolate gene co-expr
ession network module in Arabidopsis aliphatic glucosinolate biosynthesis.
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１．研究開始当初の背景 

 

（１）統合オミクス的研究（メタボロミクス
とトランスクリプトミクスの融合研究）にネ
ットワーク解析を活用した報告例として、シ
ロイヌナズナを材料に、アントシアニン生合
成の転写因子(MYB75)の機能解析やアブラナ
科特有のグルコシノレート生合成の転写因
子(MYB28, 29)の機能解析を行った例などが
挙げられる(図 1)。植物の二次代謝生合成遺
伝子の機能解析研究において、遺伝子共発現
解析を利用することが強力なツールと成り
得ることが実証された。 
 

 
図 1 シロイヌナズナの共発現解析(ネット
ワーク解析より得られたモジュールと二次
代謝産物) 赤丸(大):転写因子;赤丸(小):
生合成酵素遺伝子 
 
（２）申請者の所属研究機関では、植物にお
ける大量の公開 DNAマイクロアレイを活用し
た、独自の解析アルゴリズム(金平糖)による
植物遺伝子共発現解析データベース CoP  
（ http://webs2.kazusa.or.jp/kagiana/cop
/index0.html）を公開している。既存のネッ
トワーク解析では利用者が相関係数の閾値
を任意で設定する必要があるが、我々の開発
した金平糖解析では、クラスターの外側と内
側の関係を特徴づけたアルゴリズムでネッ
トワークのトポロジーを考慮しながら閾値
を自動で設定するため、恣意的でないモジュ
ール（共発現遺伝子グループ)が抽出できる。 
 
（３）シロイヌナズナについて上述の CoP デ
ータベースを精査すると、いくつかの特徴的
なモジュールが抽出された。特に、シロイヌ
ナズナに蓄積している二次代謝産物の生合
成経路は、少数の転写因子により多くの生合
成酵素遺伝子が制御を受けることが示され、
結果として特徴的なモジュールとして抽出
しやすいことが明らかとなった(図 1)。この
ようなモジュールの特徴が、植物二次代謝産
物に共通する制御システムをとらえている
と仮定すると、実用植物が含有する二次代謝
経路でも、関連する遺伝子群が同一のモジュ
ールに抽出されると推測できる。 

 
（４）以上のことより、実用植物における二
次代謝産物の遺伝子機能解明にネットワー
ク解析を取り入れることの有益性を予見し、
これを取り入れた新しい研究手法の道筋を
示すため、本申請の着想に至った。 
 
（５）現在、250 種類以上の植物由来の
EST(expressed sequence tag)情報が Plant 
Genomes Central  
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/PL
ANTS/PlantList.html) に公開されている。
これら EST情報を基に DNAマイクロアレイ用
のプローブ設計ができるため、多くの植物で
マイクロアレイ作製が進められている。現時
点においても 20種類以上の植物について EST
情報を基にした DNAマイクロアレイが設計さ
れ、1 万実験以上の DNA マイクロアレイデー
タ が Gene Expression Omnibus 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) にて
公開されている。今後、次世代シークエンサ
ーの活用により、植物の EST 情報及びそこか
ら得られる遺伝子発現情報は飛躍的に増大
すると予想される。 
 
（６）植物二次代謝に関与する生合成遺伝子
の機能解析は、昔から酵素活性を指標に蛋白
質のアミノ酸情報を用いる Bottom-up型の研
究が行われてきた。しかし、activation ｔ
ag ラインの解析により pap1 転写因子がアン
トシアニンの生合成の制御因子として単離
されて以来、Top-down 型(リソースを用いた
スクリーニンング)研究も有効な手法として
注目されてきた。また、大腸菌発現型ライブ
ラリーを作製し、酵素活性のみを指標として
酵素遺伝子の単離を行う新たな方法も行わ
れている。 
 
（７）本申請では、EST 情報の有効活用及び
モデル植物以外の植物に含まれている固有
の二次代謝産物（イソフラボノイド）に注目
して、新しい二次代謝研究の実験手法を提唱
する。特に、二次代謝産物の制御に関与する
転写因子の候補の絞り込みには、DNA マイク
ロアレイから得られる遺伝子共発現情報が
有益であり、ネットワーク手法を融合して、
二次代謝産物制御の転写因子の遺伝子選抜
を行う新しい解析手法を提唱する。 
 
（８）イソフラボノイドは多くのマメ科植物
に含まれており、窒素固定に必要な根粒形成
における重要なシグナル物質として考えら
れているため、マメ科モデル植物を用いて、
その生合成が研究されている。一方、進化上、
双子葉植物のマメ科と離れた関係にある単
子葉植物のアヤメ科にもイソフラボノイド
は含まれているが、その役割と生合成遺伝子
は全く解明されていない。 
 

 



２．研究の目的 

 

申請者はアヤメ科植物ジャーマンアイリス
(Iris germanica)の EST整備を開始し、現在、
約 9,000 個の EST解析が終了した。イソフラ
ボノイド生合成酵素遺伝子の候補 ESTについ
ては想定される経路の大半を単離すること
に成功したが、制御因子の候補となり得る
Myb様転写因子は 14種類しか確認されなかっ
た。 
 
本研究では、未だ単離されていない可能性
の高いイソフラボノイドの転写因子を単離
することを目的として、今後の EST 解読の主
流となる次世代シークエンスによる EST整備
～DNA マイクロアレイ解析～金平糖ネットワ
ーク解析～イソフラボノイド転写因子の機
能解析の戦略を立案して実証する。 
 
また、本研究では、ネットワークの描画ト
ポロジーに注目して相関係数の閾値を自動
的に決定する金平糖アルゴリズムによる遺
伝子共発現ネットワーク解析ソフト（JAVAプ
ログラム）をユーザーフレンドリーなソフト
（JAVA-GUIプログラム）に改良する事を目的
とした。 
 

３．研究の方法 

 

（１）次世代シークエンサーによる EST 解
読 

ジャーマンアイリス(Iris germanica)の不定
根培養に塩化銅処理することにより、イソフ
ラボン（配糖体；図 2）が蓄積することを連
携研究者(明石)が報告しているので、より多
くの関連転写因子の配列情報を得ることを
目的として、塩化銅処理区と無処理区の不定
根培養由来の cDNA について次世代シーク
エンサー(イルミナ社 Hiseq1000）による 100 

bp paired-end (PE) reads（RNA-Seq）を
行った。9,000 個の大腸菌クローンライブ
ラリーの EST 配列と Hiseq1000 より得ら
れた EST 配列の全配列を CLC Genomics 

Workbench ソフトでアッセンブル解析を
行った。得られた contig 配列を GO(Gene 

Ontology)解析と Blast 検索により遺伝子
の機能アノテーション作業を行った。 

図 2 ジャーマンアイリス不定根のイソフラ

ボン(Iridin) 

（２）DNAマイクロアレイ設計 

上記で得られた処理・無処理区それぞれの
ジャーマンアイリス由来の RNA-Seq データ
から得られた contig 配列を用いて、Agilent

社 の フ リ ー ソ フ ト eArray7

（https://earray.chem.agilent.com/earray/）
を用いて 60mer のプローブセットを設計し、
8×60K カスタムオリゴマイクロアレイを作
製した（１スライド当たり 8 アレイを搭載）。
上記で得られた遺伝子の機能アノテーショ
ンを基に、転写因子及びフェニルプロパノイ
ド、イソフラボノイド生合成の関連酵素遺伝
子を網羅できるよう優先的に選抜し、最終的
に１アレイ当たりで 61,656 種類のプローブ
を掲載した DNA アレイを構築した。 

 

（３）マイクロアレイ実験  

ジャーマンアイリス不定根は固体培地か
ら液体培地に移植するとイソフラボノイド
生合成が活性化し、イソフラボノイド配糖体
(図 2, iridin)を蓄積する事が知られている。
イソフラボノイド生合成に関与する転写因
子を単離する目的で、移植後の時系列培養細
胞（0 日、1 日、2 日、3 日、4 日、5 日、6

日、7 日、14 日、21 日、28 日）から、それ
ぞれ全 RNA を調整した。上述で構築した
DNA マイクロアレイを用いて、3 反復による 

ジャーマンアイリスの培養細胞で時系列遺
伝子共発現解析を実施した。 

 

（４）金平糖アルゴリズムによるネットワー
ク解析(金平糖解析)のソフト開発 
 金平糖解析とは、相関係数を用いたネット
ワーク解析の一つで、ネットワークのトポロ
ジーに注目して、クラスターの外側と内側の
関係を特徴づけた独自のネットワーク解析
である(図 3)。ネットワークの密度と特異率
を自動計算して、関連性のある遺伝子群のモ
ジュールを抽出することが可能である(図 3)。 

 

図 3 金平糖解析の概略(ネットワーク指標
の導入) 

 

現在、金平糖ネットワーク解析は、各機能が 

JAVA プログラムによって実行可能であるが、 

コマンド入力を必要としないユーザーフレ
ンドリーなソフト JAVA-GUI に改良する。 
 



（５）金平糖 JAVA-GUIソフトの検証 
 開発した金平糖 JAVA-GUI ソフトの動作検
証を行うために、シロイヌナズナ由来の公開
DNA マイクロアレイ解析データセット「遺伝
子数（行）：22746 X サンプル数（列）：9442」 
を用いて、金平糖ネットワーク解析を実行し
た。 

 

（６）イソフラボノイド生合成遺伝子群のモ
ジュール候補選抜 

上記のジャーマンアイリス由来の DNAマイ
クロアレイ解析データセットを用いて、金平
糖ネットワーク解析を実行した。現在、転写
因子を中心として、イソフラボノイド生合成
酵素遺伝子で形成されると予想されるモジ
ュール解析を行っている。 
 
４．研究成果 
 
（１）ジャーマンアイリス(Iris germanica)

由来の RNA-Seq 解析データ 

 本研究では、9,000 個の大腸菌クローンラ
イブラリーの EST 配列と Hiseq1000 より得
られた contig 配列の全配列（表１）を CLC 

Genomics Workbench ソフトでアッセンブ
ル解析を行い、データを下記の表にまとめた
(表１)。また、構築された contig の統計情報
を表 2 に示した。 
 

表１. ジャーマンアイリス由来の RNA-Seq

データ 

  ジャーマンアイリス 

不定根 

Reads 557,761,458 

Bases 54,755,658,904 

Contig 237,259 

Singleton 2,439 

Unigene 2,39,698 

 
表 2. 9,000 個の EST データと次世代
RNA-Seq データから得られた contig の統
計情報 

   ジャーマンアイリス 

不定根 

N75 357 

N50 655 

N25 1,372 

Minimum 131 

Maximum 14,327 

Average 544 

Count 252,144 

Total 137,120,564 

 
（２）ジャーマンアイリス由来の RNA-Seq デ
ータの Gene Ontology（GO）解析 

TAIR10 のペプチドデータに対する GO
解析をジャーマンアイリス不定根の未重複
配列で行った。ジャーマンアイリス contig
が最も多い GO term は、other metabolic 
processes で全体の約 9.6%であった。続い
て other cellular processes（9.4%）、protein 
binding（4.6%）となっていた。図 4 には
ジャーマンアイリスの biological process、
cellular component、molecular function 全て
の階層を含めた contig の分布（%）を示し
た。 

図 4 ジャーマンアイリス不定根 GO
解析: TAIR10 
 
（３）金平糖アルゴリズムによるネットワー
ク解析(金平糖解析)のソフト開発 
本研究期間では、イソフラボノイド生合成

酵素遺伝子の単離と機能解析には成功して
いないが、今後の共発現遺伝子ネットワーク
解析の強力な解析ツールと成り得る金平糖
JAVA-GUI ソフトの開発に成功した(図５)。 
 
 
 



図 5  金平糖ネットワーク解析ソフト
(JAVA-GUI) 
 
（４）金平糖 JAVA-GUIソフトの検証 
 シロイヌナズナ由来の公開 DNAマイクロア
レイ解析データセット「遺伝子数（行）：22746 
X サンプル数（列）：9442」を用いて、金平
糖ネットワーク解析を実行した。その結果、 
シロイヌナズナ由来のグルコシノレート生
合成の転写因子(MYB28, 29)の機能解析を行
った論文結果の図と同等な遺伝子ネットワ
ークモジュールが抽出された(図６)。 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
図 6 金平糖 JAVA-GUIソフトによって得られ
たシロイヌナズナ由来のグルコシノレート
生合成の転写因子(MYB28, 29)に関与するネ
ットワークモジュール 
 
以上、本研究では、有用二次代謝生産植物の
物質生産に関与する転写因子候補を効率的
に見つけ出す有用な解析ソフトの開発に成
功した。今後、RNA-Seq 解析データにも適用
可能なように、ソフトの更なる改良を行って
いる。 
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