
ダイズ栽培集団における着色粒発生の

分子メカニズムの解明
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<はしがき>

ダイズといえば､黄ダイズを連想する｡ なぜ､黄ダイズは黄色いか?それは種皮の

着色が抑制されて､中身の黄色い子葉部分が透けて見えるからである｡ 黄ダイズの品

質において最も重要なものの一つは "黄色い"外観である｡しかしながら､黄ダイズ

の栽培集団において､本来は着色しない種皮が着色されることがある｡ このような種

皮着色変異による着色粒の発生は黄ダイズの品質を著しく低下させることから､ダイ

ズ育種上､深刻な問題である｡ したがって､着色粒発生の分子機構の解明はダイズ育

種において極めて重要な課題である｡着色粒発生の原因として ①ウイルス感染 ②

種皮着色抑制遺伝子 (J遺伝子)の突然変異 ③低温が挙げられ､いずれも種皮着色

抑制の阻害によると考えられる｡ 我々は以前､黄ダイズの種皮着色抑制がカルコンシ

ンターゼ (CHS)をコー ドする遺伝子の転写後型ジーンサイレンシング (PTGS)で

あることを明らかにした (Sendaetal.2004)｡ PTGSとは､ある遺伝子の転写産物量

が特異的に減少する現象で､新たな遺伝子発現抑制機構として脚光を浴びている｡ つ

まり､CHSは着色色素であるアントシアニン生合成のキーエンザイムであり､黄ダイ

ズ種皮では､PTGSによって､CHS遺伝子の発現抑制が起こり､色素生産がス トップ

することで着色が抑制されるのである｡ この事実に基づき､我々は以前､ウイルス感

染による着色粒発生についてその分子機構を明らかにした｡すなわち､ウイルス着色

粒は種皮着色抑制の原因であるCHS遺伝子のPTGSがウイルス由来のPTGSサプレッ

サーで解除され､着色細胞が部分的に出現した結果である (Sendaetal.2004)｡

本課題研究では､種皮着色抑制遺伝子 (∫遺伝子)の突然変異に由来する着色粒発生

の分子メカニズムを明らかにすることを目的として実験を行い､その分子機構を明らか

にしたので､その研究成果を報告する｡
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第 1章 種皮着色抑制遺伝子 (GmIRCHS)の単離および解析

1-1 はじめに

ダイズ種子には黒ダイズや茶ダイズ等に代表される着色ダイズや黄ダイズが

存在する｡ その中でも黄ダイズは生産ダイズの大部分を占めており､黄色い外

観が黄ダイズの晶質を考える上で重要な要因になっている｡黄ダイズが黄色い

理由は､種皮着色が抑制されて､中身の黄色い子葉部分が透けて見えるからで

ある｡種皮を着色する色素はアントシアニンやプロアントシアニジンであり､

その生合成には多くの酵素が関与している (図 1)｡ダイズの種皮着色には3つ

の遺伝子座 (I.R､I)の関与が遺伝学的に示唆されてきた (BernardandWeiss

1973)｡まず､RとTの両遺伝子座によって種皮色が決定される｡RとTの両

遺伝子座は種皮で合成されるアントシアニンやプロアントシアニジンの種類を

決めることにより種皮色を決定する｡すなわち〔Rn(黒色)､lrTl(茶色)､〔Rt]

(不完全黒色)､lrt](褐色)である｡T遺伝子はシアニジン3･グルコシドやプ

ロアントシアニジン合成の鍵となるフラボノイ ド3'水酸化酵素 (F3'H)をコー

ドすることが明らかになった (Todaetal.2002;ZabalaandVodkin2003)(図

1-1)｡R遺伝子については未だわかっていないが 〔rTlや lrt]の種皮ではプロ

アントシアニジンは検出されるものの､アントシアニンが検出されないことか

ら､R遺伝子はロイコアントシアニジンからアントシアニンに至る過程のいず

れかに関わっている酵素をコー ドしているのではと考えられている (¶)ddand

Vbdkin1993)(図 1)｡一方､∫遺伝子座は4つの複対立遺伝子からなり全面も

しくは部分的に種皮着色を抑制することにより種皮における色素分布域を決定

している｡すなわち､I (全面無着色)､ i,I(贋のみ着色)､ik(鞍掛)および ゴ

(全面着色)であり､優劣関係は Z>1,'>ik>i となる｡贋のみ着色の黄ダイ

ズは贋の色により ｢黒目｣や ｢褐目｣などと呼ばれ､ 鞍掛は着色部分が馬の

鞍を掛けたように見えることからそう呼ばれる｡Z遺伝子を有している場合､R

と Tの両遺伝子座に関わりなく､種皮着色が全面にわたって完全に抑制され､

｢白目｣の黄ダイズとなる｡つまり､Z遺伝子はRとTの両遺伝子の上位に位

置し､種皮着色を完全に抑制する｡

それでは ∫遺伝子はどのようにして種皮着色が抑制するのか? 黄ダイズ

(遺伝子型 77.i,'1,')および着色ダイズ (遺伝子型 Ji)の種皮においてアント

シアニンやプロアントシアニジンの合成に関与するいくつかの酵素の遺伝子に
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ついて転写産物量が比較された｡ その結果､カルコンシンターゼ (CHS)をコ

ー ドする遺伝子の転写産物量が黄ダイズ種皮で極端に減少していることが明ら

かになった (Wangetal.1994;ToddandVodkin1996;Sendaetal.2002b)｡

またそれに伴い､CHSの活性も黄ダイズ種皮では減少することが判明した

(Wangetal.1994)｡ CHSはアントシアニンやプロアントシアニジンの生合

成経路の第一段階を触媒する重要な酵素である (図1)｡ つまり黄ダイズの種皮

ではCHS遺伝子転写産物量の減少によって着色が抑制されると考えられた｡さ

らに近年､CHS遺伝子転写産物量の減少がPTGS(Post-TranscriptionalGene

Silencing)によることがRunl0naSSayにより示された (Sendaetal.2004)｡

PTGS とは､ある遺伝子において転写後その転写産物が特異的分解されること

により､遺伝子発現が抑制される現象である｡したがって､Z遺伝子がCHS遺

伝子のPTGS(以後､CHSPTGSと省略)を誘導することによって種皮の着色

を抑制するらしい｡しかしながら､CHSPTGSを誘導する機構について､その

分子機構は全く明らかになっていない｡

本研究では､黄ダイズゲノムよりZ遺伝子の候補遺伝子であるGmZRCHSを

特定した｡さらにその構造的特徴を解析することによって CHSPTGSを誘導す

る分子機構を明らかにした｡

1-2 実験材料および方法

1.供試材料

本実験に供試したダイズは､∫/Jの遺伝子型を有する北海道の黄ダイズ品種 ト

ヨホマレ (THと表記)および栽培集団中から見出されたZ-1'に由来する種皮

着色突然変異体 (THM と表記)である｡これらの材料は､北海道立十勝農業試

験場より分譲していただいた｡ダイズゲノムDNA抽出およびRNA抽出に用い

た若葉は､温室にて生育したダイズの第3葉までのものを用いた｡またRNA抽

出に用いた種皮は､新鮮重50mg以下の未熟種子から採集した｡

2.ダイズゲノムDNA抽出

ダイズゲノムDNA抽出の方法は､Richards(1987)の方法を改良したものを

用いた｡ダイズの若葉 1gを液体窒素を用いて乳鉢中で破砕し､完全に粉末状に

した｡50ml容チューブに抽出液 (100mMTris-HClpH8.0､ 100mMEDTA

pH8.0､250mMNaCl)20m1､10%Sarkosy12ml､ProteinaseK(20mg/ml)100

〃1を入れておき､これに粉末試料を加え､55℃で 1.5時間処理した｡等量の
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Phenol/Chloroform/Isoamylalchol(25:24:1)を加え転倒混和し､高速冷却

遠心機 (CP65E､ HITACHI)で 3,000rpm､ 4℃で 10分間遠心分離した｡

上清を新しい50ml容チューブに移し0.6倍量のイソプロパノールを加え､-

30℃にて1時間以上静置した｡3,000rpm､ 4℃で20分間遠心分離LDNAを

沈殿させた後､このDNAをTE緩衝液 (10mMTris･HCIpH8.0､1mMEDTA

pH8.0)に溶解し､CsClとEtBrを加えよく混合した後､超遠心機 (CP65β､

HITACHI)で45､000rpm､ 20℃で24時間遠心した｡精製DNAバンドを回

収し､20×SSC飽和イソプロパノールでEtBrを除去後､TE緩衝液中で透析を

行うことによりCsC12を除いた｡以上の平衡密度勾配遠心操作を2回行いDNA

を精製した｡分光光度計 (DU640､ BECKM N)を用いて濃度を測定し､精

製DNA標晶とした｡

3.PCR解析

pcRは､AmpliTaqGold⑧DNApolymerase(AppliedBiosystems)を用い

て行った｡PCR増幅産物は､0.8% もしくは2% アガロースゲルで電気泳動し､

DNAサイズマーカ一 九/Styldigest､PSK(+)/Mspldigestを基準に目的の

サイズが増幅されていることを確認した｡なお､伸長時間は､増幅産物のサイ

ズ1kbあたり1分として計算した｡

4.InversePCR

ゲノムDNAl〃gを適当な制限酵素 (50units)で5-6時間制限酵素処理反

応を行った｡反応後Phenol/Chloroform/Isoamylalchol処理し､エタノール

沈殿を行い滅菌水20〃1に溶解した｡制限酵素処理断片に1〃1(400U)のT4

DNALigase(NEB)を加え全量500〃1の反応液中で､16℃ウオーターバスに

て一晩セルフライゲ-ション反応を行った｡Phenol/Chloroform/Isoamyl

alchol処理後エタノール沈殿を行い､環状化した制限酵素処理断片を滅菌水 20

〟1に溶解した｡環状化制限酵素処理断片溶液を95℃､10分間熱変性処理後PCR

混合溶液 (TaKaRaLATaq⑧､TaKaRa)を30〃1加え1stPCR反応を行った｡

次に1stPCR増幅産物2〃1を鋳型として1stPCRと同様の条件で2ndPCR反

応を行った｡

5.ゲノムDNAのブロッティング

ゲノムDNAIO〃gに各制限酵素を100Uになるように加え､全量150〃1の

反応液中で完全消化し､1% アガロースゲル (13.5cmX13.5cm)で25V､ 16

時間電気泳動した｡ゲルをデンシトグラフで写真撮影後､変性液 (1.5MNaCl､
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0.5MNaOH)に浸し､室温で20分間の振とうを2回行った｡次に中和液 (1M

γris-HClpH7.4､ 1.5M NaCl)に浸し､室温で20分間の振とうを2回行っ

た｡ゲルをブロッティング台にのせ､10×SSCをトランスファー液として変性

DNAをナイロンメンブレンに移し､UV固定した｡

6.サザンブロット分析

(1)プレハイブリダイゼーション

メンブレンをあらかじめハイブリダイゼーションバッファー (6×SSC､ 2

mMEDTA､10mMγris-HClpH7.5､5×Denhardts､20mMNaphosphate

buffer､ 1%Sarkosyl､ 0.2mg/ml変性サケ精子DNA)で65℃､ 4-5時

間保温し､プレハイブリダイゼーションを行った｡

(2)DNAプローブの標識

DNA プローブの標識は､Prime･ItII⑧ Random PrimerLabelingkit

(STRATAGENE)を用いて行った｡DNA溶液をTE緩衝液で24〃1にし､100℃

で5分間熱変性させ急冷後､5×dCTPbufferlO〃1､Random9merprimer(27

0Dunit/ml) 10〃1､[α･32P]dCTP5〃1､Exo(-)Klenow(5U/〃1)1〃1加え全

量 50〃1として 37℃､3時間標識反応を行った｡その後､カラムに反応液を通

し､フリーの[α･32P]dCTPを除去した後､100℃で5分間熱変性させ､DNA

プローブとしてハイブリダイゼーションに用いた｡

(3)サザンハイブリダイゼーション

32P標識したDNAプローブを加え､さらに一晩保温しハイブリダイゼーショ

ンを行った｡メンブレンを2×SSCで室温､10分間洗浄後､2×SSC/0.1% SOS

混合液で65℃､ 20分間の振とうを2回行い､さらに0.2×SSC/0.1%SDS混

合液で同様に2回行った｡洗浄後､メンブレンをIPプレー ト(FUJIFILM)に

あてBASIOOO(FUJIX)を用いてシグナルを検出した｡

7.クローニングおよび形質転換

(1)ライゲ-ション反応 (制限酵素サイ トを用いた方法)

PCR増幅産物および pBluescriptIISK(+)を適当な制限酵素で完全消化し､

Phenol/Chloroform/Isoamylalchol処理後エタノール沈殿を行いTE緩衝液に

溶解した｡制限酵素処理したPCR増幅産物についてはさらに 1%アガロースゲ

ルで電気泳動 し､目的の DNAバンドをカミソリで切 り出した｡QIAEXII

AgaroseGelExtractionkit (QIAGEN)を用いてゲルからDNAを抽出した｡
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PCR増幅産物およびベクターと等量のsolutionI(DNAligationkitver.2.1､

TaKaRa)を加 え､16℃で一晩ライゲ-シ ョン反応を行った｡Phenol/

ChloroformHsoamylalchol処理後エタノール沈殿を行い､TE緩衝液に溶解し

ライゲ-ション反応液とした｡

(2)ライゲ-ション反応 (PCR産物を直接挿入する方法)

pBluescriptIISK(+)をEcoRVで完全消化し､Phenol/ChloroformHsoam

ylalchol処理後エタノール沈殿を行い滅菌水に溶解した｡プラスミド溶液にTaq

DNApolymerase(Promega)を用い､下記の組成でTnucleotideの付加反応

を37℃､2時間行うことによりTベクターを調整した｡PCR増幅産物およびT

ベクターと等量のsolutionIを加え､一晩ライゲ-ション反応を行った｡Phenol

/ChloroformHsoamylalchol処理後エタノール沈殿を行い､TE緩衝液に溶解

しライゲ-ション反応液とした｡

プラスミド溶液 20.5 〟1

10XPCRbuffer 3 ILI

25mMMgC12 3 〟1

20mMdTTP 3 〟l

TaqDNApolymerase 0.5 〃l

tota1 30 〃l

(3)コンビテントセルの調製

大腸菌JM109を250mlのLB液体培地 (1%BactoTrypton､ 0.5%Yeast

extract､0.17MNaCl)､37℃でOD㈱ ≒0.5-0.7になるまで培養し､4,000×g､4℃
で15分間遠心し､集菌を行った｡沈殿を培養液の1/2量の10%グリセロール

で懸濁､集菌した｡次に沈殿を培養液の1/4量の10%グリセロールで懸濁､集

菌し､沈殿を10%グリセロール 2mlに懸濁した｡40〟1ずつ分注し､これをコ

ンビテントセルとして形質転換に用いた｡

(4)形質転換

エレクトロポレーション法を用いて行った｡大腸菌JM109株のコンビテント

セル 40〃1とライゲ-ション反応液 1〟1を混合し､キュベット (BIO-RAD)

に移した後､E.coliPulser(BIO-RAD)にセットし､2.5kvの設定で電気パ

ルスを加えた｡直ちにSOC(2%Bactotrypton､ 0.5%yeastextract､ 10mM

NaCl､ 10mMMgC12､ 2.5mMKCl､ 10mMMgSO4､ 20mM glucose)

を1ml加え､37℃で1時間培養した｡培養液とⅩ･gal(20mg/ml)およびIPTG
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(20mg/ml)を40〃1ずつ加え混和した後､アンピシリン (50〃g/ml)含む

LB寒天培地上に滴下し､火炎滅菌したガラスロットでスプレットした｡15分

放置後､プレー トを37℃で一晩培養し､コロニー形成を行った｡

8.プラスミド抽出

形質転換したプレー トから白コロニーを選び､アンピシリン (50〃g/ml)を

含む TB液体培地中で､37℃一晩振とう培養した｡卓上遠心機 (MC-150､

TOMY)で培養液を8,000rpm､5分間遠心し集菌した｡沈殿を100〃1のTEG

(25mMTris･HClpH8.0､ 10mMEDTA､ 50mMGlucose)で撹拝､懸濁

した｡これに200〃1のアルカリtSDS液 (0.2M NaOH､ 1%SDS)を加え転

倒混和した後､150〃1の5M 酢酸カリウム溶液を加え転倒混和し､10,000rpm､

10分間遠心した｡上清を別のチューブに移し､等量のイソプロパノールを加え

混和し､･30℃で20分間以上静置した｡14,000rpm､5分間してプラスミドを

沈殿させ､99〃1のTE緩衝液に溶解後､1mg/mlRNaseA(最終濃度10〃g/ml)

を1Jll加え37℃で30分間処理したoPhenol/Chloroform/Isoamylalchol処

理後エタノール沈殿を行いTE緩衝液30〃1に溶解した｡目的のインサー トを確

認するため､1/10量(3〃1)のプラスミド溶液に適当な制限酵素 1〃1加え全量

30〃1で3時間以上反応した｡電気泳動により､目的のインサー トを確認した｡

残りのプラスミド溶液に､1/2量のPEG (20%PEG/2.5MNaCl)を加え､1

時間氷上に静置した｡12,000rpm､5分間遠心し､エタノールリンス後､沈殿

を20〃1のTE緩衝液に溶解し分光光度計にて濃度を測定し､プラスミド溶液と

した｡

9.塩基配列決定法

AppliedBiosystems社のBigDye⑧ Terminatorv3.1CycleSequencingkit

のプロトコールに従って反応を行った｡プラスミド溶液 (200-500mg)および

PCR産物 (サイズによりト100mg)を鋳型にし､M13フォワー ドプライマー､

M13リバースプライマーもしくは遺伝子特異的プライマー (3.2pmol)を用い

て全量 20〃1でシークエンス反応を行った｡反応後､余分な蛍光を除去するた

めにエタノール沈殿を行い精製した｡サンプルをHiDi-formamide20Jllに溶解

し､ABIPRISM310GeneticAnalyzer(AppliedBiosystems)を用いて塩基配

列を同定した｡なお､塩基配列は､DNASIS(HITACHIソフト)を用いて解析

した｡

10.全RNAの抽出

10



全RNAの抽出法は､WangandⅥ)dkin(1994)の方法に従った｡すなわち､

ダイズの種皮250-500mgあるいは若葉約 1gを液体窒素を用いて乳鉢中で磨

砕し､完全な粉末状態にした｡RNA抽出液 (10mMTris･HClpH8.8､20mM

EDTA･Na2､ 200mMNaCl､ 4%Sarkosyl)5mlと1MDithiothreito180〃

1を加え､さらに磨砕 した後に､15ml容チューブに移す｡等量の Phenol/

Chloroform/Isoamylalchol(25:24:1) を加え､2分間激しく混ぜ合わせた｡

高速冷却遠心機 (CR21E､ HITACHI)で､4℃､ 8,000gで 10分間遠心し､

水層を新しい 15ml容チューブに移し､再び等量の Phenol/Chloroform /

Isoamylalcholを加え同様の操作を行った｡遠心後､水層を新しい 15ml容チ

ューブに移し､1/3量の8M 塩化リチウム (最終濃度2M)を加え激しく混ぜ

合わせた後､氷上にて一晩静置した｡4℃､ 8,000gで20分間遠心し､上清を

完全に取り除き､風乾後RNA沈殿をDEPC水 (Diethylpyrocarbonate処理水)

300〃1に溶かし､1.5mlチューブ-移す｡2.5倍量の100%ェタノール､ 1/10

量の3MNaOAcを加え混ぜ合わせ､80℃で20分間静置した｡4℃､14,000rpm

で15分間遠心し上清を取り除き､70%ェタノールを適量加え､風乾後DEPC

水 100〃1に溶解し､RNA標品とした｡

ll.ノーザンブロット分析

(1)ノーザンブロッティング

ー80℃で保存してある30〃gのRNA溶液と3倍量の 100%エタノールの混合

液に､RNA溶液の1/3量の3MNaOAcを加え､エタノール沈殿を行った｡DEPC

水5.5〃1に溶解し､分光光度計を用いて濃度を測定し､適量 (15-30〃g)の

RNA溶液を2.2M ホルムアルデヒドと20mM3-(〟-morpholino)propanesu

lphonicacid(MOPS)を含む 1.2% アガロースゲルで60V､ 6時間電気泳動

した｡ゲルをデンシトグラフ (ATTO)で撮影後､画像データを保存した｡ゲル

をブロッティング台にのせ､20×SSCをトランスファー液として RNAをナイ

ロンメンブレン(OSMONICS)上に移し､UVクロスリンカーでUV固定した｡
(2)ノーザンハイブリダイゼーション

メンブレンをあらかじめハイブリダイゼーションバッファー (5×SSPE (50

mMNaH2PO4､0.75MNaCl､5mMEDTApH7.4)､50% ホルムアミド､

5×Denhardts(0.1%Ficom､0.1%polyvinylpyrrolidone､0.1%bovineserum

albumin)､ 50〃g/ml変性サケ精子DNA)に浸し､42℃で2-3時間プレ-

イブリダイゼ-ションを行った｡その後､32P 標識した DNAプローブを加え､

一晩ハイブリダイゼーションを行った｡メンブレンを2×SSCで室温､ 10分間
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洗浄後､2×SSC/0.1% SDS混合液で65℃､ 20分間の振とうを2回行い､さ

らに0.2×SSC/0.1%SDS混合液で同様に2回行った｡洗浄後､メンブレンを

IPプレー トにあてBASIOOOを用いてシグナルを検出した｡

12.逆転写反応

全RNAにDNase (RQIRNase-FreeDNase､ Promega)を加え､37℃､

30分反応を行 うことによりゲノム DNA の混入を完全に除去した｡Phenol/

Chloroform/Isoamylalchol処理後､エタノール沈殿を行った｡エタノールリン

ス後､沈殿をDEPC水に溶解し1〃g/〃1に調整し､逆転写反応に用いた｡逆

転写反応は､SuperScriptTMIIIFirstStrandSynthesisSystem (Invitrogen)
を用いた｡逆転写反応に用いたプライマーを表1に示す｡逆転写反応後､Phenol

/ChloroformHsoamylalchol処理､エタノール沈殿､エタノールリンスを行い

適当量のTE緩衝液に溶解した｡

13.リー ドスルー産物の検出

逆転写反応用のプライマーを作成し (表 1)､これらのプライマーを用いて逆

転写反応を行った｡得られたcDNA溶液を鋳型として､インバーテッドリピー

ト (IR)構造をとっていない領域 を増幅す るように設計 した primer5

(5'-CAGTW TAAGAACATGTTATATTACTATTAATGC-3')およびPrimer7

(5'-GAGTTTGAAAAATGTATTCTTTCTCTTCC-3')を用いて1stPCRを

行った｡さらに､1stPCR産物を鋳型としてPrimer5のnestedprimer6(5'･

CTATTAATGCAATTAAGTTTTCACAM TCATC-3')とPrimer7を用い

て2ndPCRを行い､リー ドスルー産物の検出を行った｡

1-3 実験結果

(1)∫遺伝子領域の単離および構造解析

1.Z遺伝子領域と5.51kbEcoRI領域との関連に関する解析

THおよびTHMのゲノムDNAをEcoRIで完全消化しCHSプローブを用い

たサザンブロット分析を行ったところ､THの 5.5kb断片に対し､THM では

2.2kb多型断片が見出される (図112A)｡これまでの解析から､5.5-kbEcoRI

領域には 5'領域の欠損した CHS3(ACHSBと表記)および7CHSlがクラス

ターを形成している (以後､ACHSSlZCHSlクラスターと表記)ことがすで

に報告されている (Sendaetal.2002a,b)｡まず､THMの2.2･kbEcoRI多型
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断片をprimerlおよび 2(表 1,図 1･2B)を用いたインバースPCRによって

増幅した (図1-2C)｡構造解析の結果､ZCHSlの第 2エキソンの始めから上流

にかけて構造変異が生じており(AZCHSlと表記)､その上流にはDnaJtypeIII

遺伝子 (GmJlと命名)のプロモーター領域および第 1エキソン (Jと表記)の

存在が明らかになった (図 1-2B)｡次にTHM におけるZCHSの 3'下流域につ

いて､すでに明らかになっている TH と同一であるかどうかを調査した｡すな

わち､THM特異的領域に primer3､AZCHSlの3'下流にprimer4を設計し

(表 1, 図1･2B)､ PCR反応を行った｡その結果､THM特異的に予想される

2.4kbの増幅断片が得られた (図1･2D)｡この2.4･kb増幅断片の塩基配列を決

定し､THの場合と比較したところ0.8kbのEcoRI領域を含むZCHSl下流域

は､THおよび THM ともに同一の配列であり､∫-∫-の突然変異によっても

変化していないことが明らかとなった｡

THおよびTHM においてZCHSl内および 3-下流域に存在する4つの制限

酵素 (BclI,EcoRI,EcoRV,Hl'ndIII)についてプロットを作製し､CHSプロ

ーブ (図114,2本線で示す)､CHSlプローブ (図1-4,四角)およびDnaJプ

ローブ (図1-6A,2本線)を用いたサザン-イブリダイゼ-ションを行った (図

1･2,1･3)｡ THおよびTHM間で多型の見られるバンドサイズに基づいて5'上流

域に存在する制限酵素サイ トをプロットした (図 1-4)｡その結果､THM は､

THと比べZCHSlの一部および5'上流域を含む3.3kbの欠失しか起きていない

ことが示唆され､I-→1-の突然変異と欠失変異との関連が強く示唆された (図

1-4)｡

2. ACHS3-ZCHSlクラスター領域の5'上流域の分析

THにおいてACHS3-ZCHSlクラスター領域の上流域を調査するため､4つ

の制限酵素 (AvaII,KpnI,StyI,TaqI)を用いてサザンブロット分析を行っ

た｡すなわちTHおよび THM についてそれぞれの制限酵素のプロットを作製

し､プローブ 1(図 1-5A,2本線)を用いたサザンハイブリダイゼーションを

行 うことにより､TH特異的に検出される断片のサイズを特定した (図 1-5C)｡

このサイズに基づいて上流域に制限酵素サイ トをプロットしたところ､興味あ

ることに多くの CHS遺伝子メンバーに共通して見られる一連の制限酵素サイ

ト群 (KTSA)が上流域に存在し､5'上流域にもう1つ CHS遺伝子メンバーが

ACHSBと逆向きに存在する可能性が示唆された (図 1･5A)｡このことから､

各 CHS遺伝子メンバーの 3'近接領域にそれぞれ特異的なリバースプライマー

を設計し (表 1,図1-5A)､ZCHSl下流に存在するprimer5とInversePCRを
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行った｡その結果､CHSB特異的リバースプライマーを用いた場合､THのみに

予想されたサイズの増幅産物が得られ､ACHSBlZCHSlクラスター領域の 5'

上流に CHSBがさらに存在することが示唆された (図 115B)O実際､TH の

InversePCR増幅産物をクローニングし､塩基配列を同定した｡その結果､GmJl

のプロモーター領域および第 1エキソンの一部がACHS3のインバーテッドリ

ピー ト (以後､IRと表記)領域と融合した構造が同定された (図1-6A)｡

しかしながら､5'側のACHSB(以後､5'-ACHSBと表記)と3'側のACHSB

(以後､3'-ACHSBと表記)間のスペーサー領域は､未同定であるため下記の

方法で単離を試みた｡まず､Cだββの3'下流域の塩基配列 (Akadaetal.1990)

に基づいて､図 1･6A に示すように CHSBの 3'下流域に 2つのプライマー

(primerAおよびB)を設計し(表 1)､primer3もしくはprimer6との間 (プ

ライマー組合せ :3+A､ 3+B､ A+6､ B+6)でそれぞれPCRを行うことによ

り､5'･ACHSBおよび3'･ACHSBの増幅を試みた｡その結果､primerAを用い

た場合､5'-ACHSBおよび3'-ACHSBがいずれも増幅したのに対して､primer

Bを用いた場合､5'-ACHSBLか増幅しなかった｡このことから､primerB対

合領域は､5'-ACHSB側にしか存在せず､3'･ACHSB側には存在しない可能性

が高い｡そこでprimerBに相補的なprimerCを作成し､primer6との間で

PCRを行ったところ､1.3kbの断片がTHのみに増幅された (図1-6B)｡増幅

断片の塩基配列を同定した結果､5'･ACHSB側の3'下流域が3'･ACHSB側 に

比べ､62bp長く存在していた (図 117B)｡ さらに､5'-ACHSBと3'･ACHSB

の間には 16bpの新規配列が存在した (図1-7B)｡ つまり､図 1-7Aに示すよう

に78bpの間を挟んでdCHSBがIR構造をとっていることが判明した｡実際に

新規配列が存在するかを確認するため､新規配列に基づいてprimerDを設計し､

Primer3との組合わせ (3+D)でPCR増幅を行ったところ､TH特異的に目

的のサイズの増幅断片が検出された (図1･6B)｡

以上の解析から､THゲノムには､GmJlプロモーターおよび第 1エキソンの

一部とACHSBのIRが融合したキメラ遺伝子の存在が明らかになった｡このキ

メラ遺伝子をGmZRCHSと命名した (図1･7A)｡

(2)GmZRCHSの転写発現および2本鎖RNA領域の検出

1.GmZRCHSの転写発現解析

まず､THおよびTHMの種皮 RNAにおいて GmZRCHSおよび GmJlに共

通な領域であるGmJl第 1エキソンの一部をプローブ (図1･6A)としてノーザ
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ンプロット分析を行った｡その結果､GmZRCHSの転写産物と思われるバンド

は検出できなかったものの､THおよび THM ともに GmJl転写産物に相当す

るサイズである約 750bpの位置に強いシグナルが検出され､種皮において

GmJlプロモーターから転写の起きている可能性が示唆された (図 118A)｡実

際､primer7および8を用いたRT-PCRではGmZRCHS転写産物由来と考え

られるバンドが増幅されたことから､種皮においてGmZRCHS転写産物の存在

が示唆された (図1-8C)｡なお､本実験ではTHMからも増幅断片が得られた (図

1･8C)｡これは THM において､A GmJl-AZCHSl(図 2･1)由来の転写産物

もわずかながら存在することを示唆している｡

2.リー ドスルー産物の検出

種皮において∫遺伝子の転写産物が､5'-ACHSSから3'･ACHS3-リー ドス

ルーしているかどうか調査するために､3'-ACHS3領域上に 8つのリバースプ

ライマー (primera～h,表 1,図1-8B)を設計し､それぞれのプライマーを用

いて種皮RNAからの逆転写反応を行った｡得られたcDNA溶液を鋳型にprimer

5および7を用いた1stPCR､さらにprimer5のネス トプライマーであるprimer

6を用いてprimer7との間で2ndPCRを行うことにより増幅産物を調査した｡

すなわち､増幅産物が得られるということは､少なくとも逆転写反応に用いた

リバースプライマーのアニーリング領域まで転写産物がリー ドスルーしている

こと示す｡RT-PCRの結果､primercをリバースプライマーに用いたものまで

増幅産物が得られた (図 1･8B,D)｡したがって､3'-ACHSBにおいて少なくと

も231bp(3'近接領域は132bp､コー ド領域については99bp)まではリー ド

スルーの起きていることが明らかとなった｡以上のことから､GmJlプロモー

ターによりGmZRCHSが転写され 3'･ACHS3までリー ドスルーし､部分的では

あるが2本鎖RNA (dsRNAと表記)を形成する可能性が示唆された｡

1-4 考 察

∫遺伝子の候補領域を黄ダイズ (TH)ゲノムから特定し､その構造を解析し

た｡その結果､候補領域であるGmZRCHSは ① GmJl遺伝子のプロモーター

領域を有している ② 5'領域の欠損したCHSS遺伝子 (ACHS3)がIRを形成

している ③ IRを形成する反復配列 (5'-ACHS3および 3'･ACHS3)はわず

か78bpLか離れていないという特徴を有していた｡この構造によりGmZRCHS

が種皮において転写された場合､5'-ACHSSから3'-ACHS3-のリー ドスルー

によりCHS3dsRNAの形成されうる可能性が示された｡事実､RT･PCRにより
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3'-ACHSBの途中まではリー ドスルーが起きている､すなわち､CHSBの3'コ

ー ド域から隣接域にかけて 231bpのdsRNAを形成しうることが示唆された｡

以上､PTGSの分子機構もふまえて GmZRCHSが CHSPTGSを誘導するモデ

ルを図1･9に示した｡すなわち､本モデルは､種皮において GmZRCHSが転写

され､リー ドスルー産物が形成される - CHSBの部分的な dsRNA領域が

DICER によって切断され CHSBsiRNA が作出される -→ CHSBsiRNA が

CHS7/8mRNAもしくはCHS2/3/4mRNAの対合領域にRISCを導き､CHS

mRNAを切断する - 切断mRNAが分解される､というものである｡さらに､

RNA依存型RNAポリメラーゼ (RDR)がsiRNAをプライマーにしてmRNA

を鋳型にdsRNAを形成することが報告されており (Sijenetal.2001)､この

dsRNAがDICERで分解され､siRNA量が増幅する｡もしこの反応が黄ダイズ

種皮でも起きていれば､もともと CHS転写産物の大部分を占める CHS7y8

mRNAを鋳型に CHS7:/8のsiRNA量が新たに作られ､さらに増幅することに

よって CHS7y8mRNAはますます切断されていくことになろう｡今後､このモ

デルについて更なる検証を行っていく予定である｡これまで､GmZRCHSが Z

遺伝子である可能性を述べてきたが､∫遺伝子の重要な特徴として種皮特異的な

作用がある｡実際､黄ダイズおよびその変異体において､各組織での CHS転写

産物量を比較調査 したところ､黄ダイズ種皮のみに大幅な減少が見られた

(Tutejaetal.2004)｡今後はGmZRCHSの転写発現を支配すると考えられる

GmJlプロモーター領域の発現も含め､GmZRCHSの種皮特異的な作用につい

て更に詳細な解析が必要である｡
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leucocyanidin Leucopelargonidin leucodelphinidin
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Cyanidin Pelargonidin Delphinidin
JUFGT J UFGT ↓UFGT

図1-1種皮着色色素の生合成経路
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表 1. 本研究のPCRおよびRT-PCR実験に用いたプライマーの塩基配列

Name Length RESite Sequence
Addition
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1
2
S
S
H
H

t
2
3
4

5
6

7
8

A
a
C
D

E
F

a
b

C
d

e
∫

g
h

C

C
CHS3
CHS4/5

CHS6
CHS7
CHS8

2
7
0ノ
0ノ
00
1
0
0
0

5
5
0ノ
n7
4
7
0

0
2
1
0
0
0
1
00
9
4
0ノ
3

2

4
3
2
2
2

3
2
2
2

3
3

2
2
3
2
2

2
2
2
2
2
2
3
2

2
2
2
2
2

EcoRI
EcoRJ
BamHI

PstI
None

None
None
None
None
None
None

None
None

None
None
None
None

N｡n｡
N｡n｡
N｡n｡
N｡ne
N｡n｡
慧

N｡n｡
N｡ne
N｡ne
N｡ne
N｡

5'-GCCGAATTCGAAACACAATACGTTTm CAAACCGGCCAGCC-3'
5I-GCCGAATTCCCTGCAAATGCTTCTTTTTGTATACCAG-3I

5'-GCGGATCCGGGTCGGGTCGAGGAGTACAC-3'
5'-GCCTGCAGTCTGTTCTTGGATCGATGAGG-3'
5'-TTGTGTATGAGTTATCTGGGTGTGTGAG-3'
5'-GCCAAATTTTATTCCAACTTTAAGTTTTTGC-3'
5'-GGTTCGGTAACGGAGATCAA-3'
5'-TGCCTTAGTTGCAGCCTCTT-3'

5'-AGCATGTGAGGGAAGCAGGG-3'
5'-GCATTAATAGTAATATAACATGTTCTTATTTACTG-3'
5'-CAGTAAATAAGAACATGTTATATTACTATTAATGC-3I
5'-TTATACCAGTAAACATGTTCTTATTTACA-3'
5'-GAGm GAAAAATGTATTCTTTCTCTTCC-3'
5'-CTATTAATGCAATTAAGTm CACAAAATTCATC-3'

5'一ccATATATCTTGTGCAAGACCAAGTCC-3'
5'-CACTGTTGAGACTGTTGTGC-3'
5'-CITGGCACAACAGGTGAAGG-3'
5'-GCATGTGTGCTATTCATCTTGG-3'
5'-TGGAAGCTACTAGGCATGGTG-3'
5'-TTCCAACCCTTGGGAATCTC-3'
5'-CTATTGATGGACACCTTCGC-3'
5'-CGTCAGGTGATAAGTCGATG-3I
5'-GCCGAATTCACAATACGm m CAAACCGG-3I

5チ-CAAAAGACAGAATAAGCCTTGATCAGCC-3ラ
5チ-CATGTGAGGGAAGCAGGGAAAAAAAGGAA-3'
5'-GTGTTCTCGTTTAGTGTTTACTGG-3'
5'-GCATATAGAAAGACGGGAAAAAAGCAACG-3'

5'-CGCTAGCAAACAAGGTTACATGC-3'
5'一ccAGGGAGGTAAATCATGTATC-3チ


