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研究成果の概要（和文）：カロテノイド代謝酵素遺伝子の発現制御には多数の転写因子が関与し、転写因子の関
係性の統一的な理解が、代謝制御のキーとなる遺伝子の同定と成分育種に向けた代謝デザインにとって重要と考
えられた。そこで、カロテノイド生合成系をモデルとして、カロテノイド代謝酵素遺伝子と転写因子遺伝子から
構成される有向の遺伝子ネットワークを推定するソフトウエアSiGN-BNを用いて、遺伝子ネットワークを構成し
た。そして、構成された遺伝子ネットワークの最上流域に位置する遺伝子が代謝制御のキーとなる遺伝子として
推定することができた。

研究成果の概要（英文）：A number of transcription factors are involved in the expression control of 
carotenoid metabolism enzyme genes. Understanding of the relationship of the transcription factor is
 important to identify key genes of control of metabolism and metabolism design toward component 
breeding. Using carotenoid metabolism as a model, gene network was configured. The gene network was 
comprised of carotenoid metabolism genes and transcription factors by SiGN-BN software that estimate
 directed gene network. The genes located in the uppermost stream were estimated as the key genes of
 metabolism control.

研究分野： バイオインフォマティクス

キーワード： 遺伝子ネットワーク　代謝制御　転写因子　マイクロアレイ　カロテノイド　カンキツ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）申請者は、カンキツのカロテノイド代
謝系の制御機構の解明に向けて、発現遺伝子
を対象に、ゲノム解析基盤として、マイクロ
アレイ（Fujii et al. 2007, 2008）や、転
写制御因子遺伝子領域の多型を対象とする
DNA マーカー(Fujii et al. 2013)、連鎖地図
(Shimada et al. 2014)を開発してきた。そ
して、これらを用いて、7 種類のカロテノイ
ド代謝酵素遺伝子の発現量を量的形質とし
た expression QTL 解析（eQTL 解析）を行っ
た。その結果、カロテノイド代謝酵素遺伝子
の発現制御について、シス因子とトランス因
子が複合して関与していることが明らかに
なった（Sugiyama et al. 2013）。トランス
因子については、カンキツの交配集団[興津
46 号（スイートスプリング×トロビタオレン
ジ）×かんきつ中間母本農 6号（キングマン
ダリン×無核紀州）]（AG 集団）の第８連鎖
群下部に eQTL 座が集中していた（図 1）。こ
の領域には、公開ゲノム情報の解析から、植
物ホルモン、光、糖により発現が誘導される
30 個の転写制御因子遺伝子ホモログが集中
して存在していた。 
 
（２）以上のことから、カロテノイド代謝酵
素遺伝子の発現制御には多数の転写制御因
子遺伝子が関与し、転写制御因子遺伝子の関
係性の統一的な理解が、代謝制御のキーとな
る遺伝子の同定と成分育種に向けた代謝デ
ザインにとって重要と考えられた。 

 
２．研究の目的 
（１）本研究では、マイクロアレイデータを
用いて、カロテノイド代謝酵素遺伝子をモデ
ルとして、発現制御における転写制御因子候
補群を包含する遺伝子ネットワークを推定

し、最上流に位置する転写因子を特定する新
たなインフォマティクス手法の確立をめざ
す。遺伝子ネットワークの解析は果実の二次
代謝制御を含めた生命現象の分子生物学
的・生理学的な理解のために重要である。申
請者は、果樹の二次代謝系のひとつであるカ
ロテノイド代謝系の遺伝子発現制御機構に
関する研究において、既存の遺伝統計学的手
法を用いて代謝系内の各代謝酵素遺伝子の
転写因子候補として 30 個の遺伝子の推定を
行ってきた。しかし、遺伝統計学的手法では、
転写因子候補の推定は可能であるが、転写因
子間の転写制御の因果関係に関する情報を
得られず、キーとなる転写因子を特定できな
い。 
 
（２）カロテノイド代謝は植物ホルモン、光、
糖、低温など、さまざまな要因に影響を受け、
シグナルネットワークのクロストークが行
われていると想定される。したがって、上記
で特定した 30 個の転写因子候補は相互に制
御関係にあると考えられるが、eQTL 解析では
転写因子間の上位性などの関係を知ること
ができない。そこで、マイクロアレイ解析で
得た遺伝子発現データを入力データとし、数
理モデルのベイジアンネットワークモデル
（図２）を用いた遺伝子ネットワーク推定ソ
フトウエア SiGN-BN を用いて、上記の 30 個
の転写因子候補を対象に含む遺伝子ネット
ワークを推定し、最上位に位置する転写因子
を特定することにより、代謝系を制御するキ
ー転写因子を特定する。ベイジアンネットワ
ークモデルでは、ノード間の方向性も情報と
して含むので、ノード間の因果関係が推定で
きる（図２）。本研究の場合、ベイジアンネ
ットワークにおけるノードは遺伝子相当す
るので、遺伝子間の因果関係が推定できる． 
 

 
（３）本研究により、インフォマティクス手
法による果樹の二次代謝系の遺伝子ネット
ワークの推定法が確立され、カロテノイド代
謝に関わる転写因子間の転写制御の因果関
係が明らかになる。果樹における転写制御因
子遺伝子研究は、シロイヌナズナやイネのよ
うなモデル植物における転写因子のホモロ
グを対象遺伝子と仮定して研究を進められ
ることが多い。しかし、木本性の果樹などの
場合、モデル植物と転写制御のバックグラン
ドが大きく異なることが想定される。本研究

図 1 カロテノイド代謝系と eQTL 解析結果 
PSY、Hyb、ZEP 各遺伝子（イタリックで示す）は
シス因子によって、PDS、ZDS、LCYb、NCED 各遺伝
子（下線で示す）はトランス因子によって制御さ
れる 

A→B→C 

A←B→C 

図２ ベイジアンネットワークモデル 
ベイジアンネットワークモデルでは、A が起こっ
てから Bが起こり Cになるのか（上）、Bが起こっ
てから、A と C が起こるのか（下）わかる．どち
らのモデルかわかれば、因果関係が推定できる。 



表 1 既存アレイの培養さじょうに対する処理と
培養期間（単位は週） 

で確立される手法を用いることにより、これ
まで想定されなかった果樹特有の転写制御
ネットワークや転写制御因子遺伝子を提示
可能となる。 
 
３．研究の方法 
（１）遺伝子ネットワーク解析の入力データ
取得に用いたマイクロアレイプラットフォ
ーム 
 遺伝子ネットワーク解析ソフトウエ
SiGN-BN の入力データとして、マイクロアレ
イ遺伝子発現データが必要である。対象とす
るマイクロアレイプラットフォームとして、
申請者が独自に開発したカンキツ全遺伝子
マイクロアレイを用いた。このマイクロアレ
イは、カンキツ国際ゲノムコンソーシアムに
より公表されたクレメンティのドラフトゲ
ノムデータ（https://www.citrusgenomedb. 
org）を利用して、アジレント社のマイクロ
アレイ設計システム eArray（https://earray. 
chem.agilent.com/earray/）を用いて設計し
た約3万の遺伝子を搭載するカンキツの全遺
伝子アレイである。 
 
（２）遺伝子ネットワーク解析の入力データ
としての既存のマイクロアレイデータ 

 
 上記のプラットフォームを用いた既存の
マイクロアレイデータとして、3シリーズ 80
サンプルのデータがある。このうち、56サン
プルはカロテノイド含有量が分離する AG 集
団 56 個体の成熟果実の果肉を対象とした遺
伝子発現データである。16サンプルは、宮川
早生(Citrus unshiu Marc.)とバレンシアオ
レンジ(C. sinensis Osbeck)の培養さじょう
を対象に、暗黒条件と LED 照射の光条件処理
および植物ホルモン処理によるさじょうの
遺伝子発現データである（表１）。また、8サ
ンプルは、農研機構果樹茶業研究部門カンキ
ツ研究興津拠点圃場に植栽されている宮川
早生とβ-シトラウリンが蓄積するために果
皮が赤くなる品種である山下紅を 9月 8日と、
10 月 14 日、12 月 9日に収穫して得たさじょ
うと、12月 9日に収穫して得た果皮から抽出
したトータル RNA を対象に、マイクロアレイ
を用いて遺伝子発現データを取得した。 
 
（３）遺伝子ネットワーク解析の入力デー
タ：新規のマイクロアレイデータ 
 上記のプラットフォームを用いて、新たに
32 サンプルのマイクロアレイ解析を行った。
これは、SiGN-BN で遺伝子ネットワーク解析
を行うためには、少なくとも 100 サンプルの

マイクロアレイデータが必要とされている
ためである。マイクロアレイ解析には、宮川
早生とポンカン(C. reticulata Blanco)の培
養さじょうを用いた。培養さじょうを用いた
のは、遺伝子発現における環境要因を排除す
るためである。さじょうは、寒天培地で培養
し、定温槽の中で温度管理をした。宮川早生
さじょうに、植物ホルモンであるジベレリン、
オーキシン、エチレン、ブラシノライド、サ
リチル酸、ジャスモン酸、サイトカイニン処
理をした。また低温と高温の処理区を設けた。
これらを、24時間、48 時間、72 時間静置し、
トータルRNAと抽出してマイクロアレイによ
る遺伝子発現解析を行った（表２）。 
 
（４）マイクロアレイデータを入力データと
するSiGN-BNプログラムによる遺伝子ネット
ワーク推定 
 遺伝子ネットワークの推定には、遺伝子ネ
ットワーク解析ソフトウエアSiGN-BNを用い
た。入力データには、（２）および（３）で
示した合計112サンプルのマイクロアレイデ
ータを用いた。SiGN-BN は計算時間とメモリ
の消費量の関係から、同時に投入できる遺伝
子数が1000個程度に限度される。このため、
入力する遺伝子数を絞り込む必要がある。そ
こで、クレメンティンのドラフトゲノムデー
タにおいてカロテノイド生合成に関連する
とアノテーションされている 218 遺伝子（A
群）と eQTL 解析によってカロテノイド代謝
酵素遺伝子のトランス因子とされている 30
個の転写制御因子遺伝子候補（B群）、および
クレメンティンのドラフトゲノムデータに
おいて転写制御因子遺伝子とアノテーショ
ンされている 2023 個の転写制御因子遺伝子
候補（C群）の合計 2271 個の遺伝子を解析対
象とした。そして、A 群と B 群の 248 遺伝子
を必須遺伝子群として、合計が 1000 個にな
るように C群から遺伝子を補完して、解析計
算用遺伝子サブセットを作成した。遺伝子サ
ブセットの作成にあたり、すべての遺伝子が
有向グラフにおいて総当たりとなるように

表２ 新規アレイの培養さじょうに対する処理
と培養期間 

品種／処理 暗黒 LED照射 AS6処理 ABZ処理 ABA処理

宮川早生 2,4,6 2,4 2,4 2,4 2,4

バレンシア 2,4,6 2,4

品種 処理
処理時間
（時間）

ポンカン 無処理（20℃） 0

宮川早生 無処理（20℃） 0,24,48,72

宮川早生 ジベレリン（20℃） 24,48,72

宮川早生 オーキシン（20℃） 24,48,72

宮川早生 エチレン（20℃） 24,48,72

宮川早生 ブラシノライド（20℃）24,48,72

宮川早生 サリチル酸（20℃） 24,48,72

宮川早生 ジャスモン酸（20℃） 24,48,72

宮川早生 サイトカイニン（20℃）24,48,72

宮川早生 低温（10℃） 24,48,72

宮川早生 高温（30℃） 24,48,72



図４ Cell Illustrator Player による遺伝子
ネットワークの可視化と各遺伝子の上流・下流
関係および遺伝子ネットワークの解析 

複数の遺伝子サブセットを作成し、SiGN-BN
に入力して遺伝子ネットワーク解析を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）ホルモン処理をおこなったカンキツ培
養さじょうを対象としたマイクロアレイデ
ータ解析 
 宮川早生培養さじょうに、植物ホルモンで
あるジベレリン、オーキシン、エチレン、ブ
ラシノライド、サリチル酸、ジャスモン酸、
サイトカイニン処理および低温と高温の処
理を行い、24 時間、48 時間、72 時間後のさ
じょうから取り出したトータルRNAを対象に
マイクロアレイ解析を行い、32 サンプルの遺
伝子発現データを得た。80サンプルの既存の
マイクロアレイデータとともに、合計 112 サ
ンプルのマイクロアレイ発現データを遺伝
子ネットワーク解析ソフトウエアSiGN-BNへ
の入力データとして準備することができた。 
 
（２）ベイジアンネットワークモデルを利用
したSiGN-BNによる遺伝子ネットワーク解析 
 カロテノイド生合成と関連するとアノテ
ーションされている 218 遺伝子と eQTL 解析
によってカロテノイド代謝酵素遺伝子のト
ランス因子とされている 30 個の転写制御因
子遺伝子の 248 個を遺伝子として、2023 個の
転写制御因子遺伝子から構成をずらしなが
ら 800 個を選び、計 4 個の 1048 個からなる
サブセットを作成した。これらのサブセット
を順に、SiGN-BN に投入して遺伝子ネットワ
ーク解析を行った。 
 その結果、それぞれの 1048 個の遺伝子か
ら構成される遺伝子ネットワークを得るこ
とができた。４つのサブセットで構成された
遺伝子ネットワークの中に、子のノードを持
たない遺伝子が 300 個存在した。この 300 個
を排除して、同様のサブセットを再構成し、
SiGN-BN による計算を繰返した。こうした計
算を繰返し、子のノードを持たない遺伝子の

排除を進めた結果、4 回目に 804 個の遺伝子
からなる遺伝子ネットワークを得ることが
できた（図３）。このネットワークはカロテ
ノイド代謝系を制御する転写因子のネット
ワークを現していると推定された。 
 
（３）推定された遺伝子ネットワークの評価
と最上流に位置する転写因子の特定 
 上記の（２）で構成された遺伝子ネットワ
ークを遺伝子ネットワーク可視化ソフトウ
エアである Cell Illustrator Player 5.0
（ https://cionline.hgc.jp/cionlineserve
r/apps/usersman/main）で可視化して解析を
行った。その結果、4 回目の計算で得られた
804 の遺伝子から構成される遺伝子ネットワ
ークの最上流に位置する遺伝子は C18750 で
あることが判明した（図４）。この遺伝子は、
カロテノイド生合成系を制御するキー遺伝
子である可能性がある。今後、米国の国立生
物工学情報センター（NCBI）が提供している
マイクロアレイやRNA-Seqの遺伝子発現デー
タ を 蓄 積 し て い る Genome Expression 
Omnibus（GEO）データベースを利用した機能
解析を行うとともに、実験研究者と協力して
実験的に機能解析を進める 
 
（４）各カロテノイド代謝酵素遺伝子の上流
に位置する転写制御因子遺伝子候補の特定 
 推定された遺伝子ネットワークにおいて、
カロテノイド代謝系の各酵素遺伝子である
フィトエン・シンテース遺伝子、フィトエ
ン・デサチュレース遺伝子、ζ-カロテン・
デサチュレース遺伝子、リコペン β-サイク
ラーゼ遺伝子、β-リング・ハイドラーゼ遺

図３ カロテノイド代謝関連遺伝子と転写制
御因子遺伝子の合計 804 遺伝子から構成され
る遺伝子ネットワーク 



伝子、ゼアキサンチン・エポキシダーゼ遺伝
子、9-シス-エポキシカロテノイド・ジオキ
シダーゼ遺伝子の上流に位置する転写制御
因子遺伝子候補を特定することができた。 
 このうち、カロテノイドの含有量と遺伝子
発現量が最も相関するフィトエン・シンテー
ス遺伝子については、アップ・レギュレート
に関連する 4 転写制御因子遺伝子候補
（C13517, C28443, C14693, C28189）とダウ
ン・レギュレートに関連する 3転写制御因子
遺伝子候補（C28456, C11177, C00506）、何
らかの関係がある 3遺伝子（C28369, C32746, 
C11726）が得られた。これらの中には、カロ
テノイド代謝酵素遺伝子のひとつであるリ
コペン・サイクラーゼのホモログやアブシジ
ン酸に関連する遺伝子ホモログが含まれて
いた。カロテノイド代謝系の下流は、アブシ
ジン酸の合成と関係しており、この結果は、
SiGN-BN の遺伝子ネットワーク推定の妥当性
を示唆していると考えられた。 
 また、カロテノイド代謝系の下流に位置し、
カロテノイドの分解に関わることで、総カロ
テノイド含有量に関係する 9-シス-エポキシ
カロテノイド・ジオキシダーゼ遺伝子につい
ては、アップ・レギュレートに関連する 3転
写制御因子遺伝子候補（C19782, C15684, 
C11288）とダウン・レギュレートに関連する
4転写制御因子遺伝子候補（C25033, C07161, 
C30718, C15845）、何らかの関係がある 3 遺
伝子（C11532, C20210, C25925）が得られた。
この中には、カロテノイド代謝酵素遺伝子の
ひとつであるゼアキサンチン・エポキシダー
ゼ遺伝子ホモログが含まれていた。 
 カロテノイド代謝酵素遺伝子とは別に、す
でにカロテノイド代謝系の上流域における
カロテノイド代謝酵素遺伝子の制御に関連
することが知られている転写制御因子遺伝
子 Tf0271 遺伝子についても、遺伝子ネット
ワークにおける上流と下流の遺伝子につい
て調査した。その結果、Tf0271 遺伝子のアッ
プ・レギュレートに関連する 1転写制御因子
遺伝子候補（C25178）と、何らかの関係があ
る 1遺伝子（C18750）が得られた。 
 また、Tf0271 遺伝子の下流に位置して、
Tf0271 遺伝子がアップ・レギュレートする遺
伝子として 14 遺伝子（C30832, C04461, 
C08617, C18747, C06943, C27613, C14807, 
C15951, C27619, C28603, C01530, C25577, 
C11134, C11312）が検出された。さらに、
Tf0271 遺伝子がダウン・レギュレートする転
写制御因子遺伝子候補として 14 遺伝子
（C26387, C20139, C13910, C13908, C26675, 
C18402, C31390, C00742, C28775, C27181, 
C20064, C29007, C09824, C28391）、何らか
の関係がある遺伝子として3遺伝子（C16473, 
C15449, C02305）が得られた。Tf0271 遺伝子
がアップ・レギュレートする遺伝子の中には、
カロテノイド代謝酵素遺伝子のひとつとし
て、カロテン・イソメラーゼ遺伝子ホモログ
が含まれていた。また、何らかの関係がある

遺伝子の中には、同じくカロテノイド代謝酵
素遺伝子の一つであるフィトエン・デサチュ
レース遺伝子ホモログが含まれていた。この
結果からも、本解析方法の妥当性の一端が示
された。 
 これらの遺伝子についても、NCBI が提供し
ているマイクロアレイやRNA-Seqの遺伝子発
現データを蓄積しているGEOデータベースを
利用した機能解析を行うとともに、実験研究
者と協力して実験的に機能解析を進める。 
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