
博士論文番号：    

 

 

 

 

 

 

 

 

オーロン生合成経路の解明、および黄色花の分子育種 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2006 年 

 

小埜 栄一郎 

 

奈良先端科学技術大学院大学 バイオサイエンス研究科 植物分子遺伝学講座 

サントリー株式会社 先進コア技術研究所 

 

 

 

平成 18 年 10 月 30 日提出 

 

 



 2

目次 

 

第 1 章 緒言 

1-1 花の色素                                              ・・・3 

1-2 フラボノイド生合成経路と分子育                                ・・・7 

1-3 オーロンとオーロンを蓄積する植物                              ・・・10 

1-4 キンギョソウの花色における遺伝学研究                           ・・・13 

1-5 オーロン合成酵素遺伝子の解析                               ・・・17 

1-6 本研究の目的                                          ・・・18 

 

 

第 2 章 オーロン合成酵素を発現するトランスジェニック植物の機能解析 

2-1  序論                                               ・・・20 

2-2  材料および方法                                        ・・・21 

2-2-1 植物試料 

2-2-2 AmAS1 発現カセットの構築 （ｐSFP211） 

2-2-3 トレニア形質転換 

2-2-4 発現解析 

2-3  結果および考察                                        ・・・23 

 

 

第 3 章 オーロン合成酵素の細胞内局在性解析 

3-1  序論                                               ・・・24 

3-2  材料および方法                                        ・・・27 

3-2-1 ショ糖密度勾配遠心 

3-2-2 ディファレンシャル遠心分離 

3-2-3 SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング解析 

3-2-4 遺伝子材料 

3-2-5 一過的発現ベクターの構築 

3-2-6 共発現ベクターの構築 

3-2-7 パーティクルボンバードメント 

3-3  結果                                               ・・・32 

3-3-1 細胞分画による AmAS1 の細胞内局在性解析 



 3

3-3-2 蛍光タンパク質を用いた AmAS1 の細胞内局在性解析 

3-3-3 AmAS1 液胞輸送に関わる NTPP の解析 

3-3-4 AmAS1 の液胞輸送経路の解析 

3-4  考察                                               ・・・39 

3-4-1 AmAS1 タンパク質のプロセシングと液胞局在性 

3-4-2 AmAS1 の液胞輸送経路と液胞輸送シグナル解析 

 

 

第 4 章 カルコン 4‘位配糖化酵素遺伝子のクローニングと機能解析 

4-1  序論                                               ・・・41 

4-2  材料および方法                                        ・・・44 

4-2-1 cＤＮＡライブラリースクリーニング 

4-2-2 遺伝子発現解析 

4-2-3 サザンブロット解析 

4-2-4 大腸菌による組み換え AmGT タンパク質の発現、および酵素反応 

4-2-5 HPLC によるカルコン分析 

4-2-6 UGT88D3 -sGFP 融合キメラ遺伝子の構築 

4-3  結果                                               ・・・50 

4-3-1 キンギョソウ配糖化酵素様遺伝子の単離および構造解析 

4-3-2 カルコン 4‘位配糖化活性測定 

4-3-3 キンギョソウ由来カルコン 4‘位配糖化酵素の細胞内局在性解析 

4-4  考察                                               ・・・56 

4-4-1 UGT88D サブファミリーの機能分化 

4-4-2 UGT88D3 遺伝子の発現制御機構 

4-4-3 AmGT 遺伝子群の機能推定 

 

 

 

 

 

 

 



 4

 

第 5 章 オーロン生合成経路の解明および黄色花の分子育種 

5-1  序論                                               ・・・59 

5-2  材料および方法                                        ・・・61 

5-2-1 Am4’CGT 発現カセットの構築 （ｐSFP209） 

5-2-2 AmAS1 発現カセットの構築 （ｐSFP211） 

5-2-3 Am4’CGT と AmAS1 の共発現コンストラクトの作製 （ｐSFP201） 

5-2-4   Am4’CGT と AmAS1 の共発現ならびに ThDFR の抑制コンストラクトの作製（pSFL307） 

5-2-5   Am4’CGT と AmAS1 の共発現ならびに ThF3H の抑制コンストラクトの作製（pSFL308） 

5-2-6 ThF3H の抑制コンストラクトの作製（pSFL210） 

5-2-7 遺伝子発現解析 

5-2-8 顕微鏡観察 

5-2-9 色素分析 

5-3  結果                                               ・・・64 

5-3-1 キンギョソウ由来カルコン 4‘位配糖化酵素の in vivo 機能解析。 

5-3-2 Am4’CGT および AmAS1 の共発現解析 

5-3-3 黄色花の分子育種 

5-4  考察                                               ・・・68 

5-4-1 カルコン 4‘位配糖化酵素の生理的役割 

5-4-2 オーロンとアントシアニンの関係 

5-4-3 コスモスのオーロンによる黄色発現機構 

5-4-4  キンギョソウにおけるオーロン生合成の再考 

 

第6章 総括                                              ・・・74 

謝辞                                                    ・・・78 

 

参考文献                                                 ・・・79 

 

出版物                                                  ・・・96 

 

参考資料                                                 ・・・98 

 

原著論文                                                ・・・103 



 5

第１章 序論 

1-1 花の色素 

 高等植物は栄養生長期を経た後に生殖生長期に入り、花を形成する。一般的に高等植物の

花は両性花であり、内側に雌雄生殖器官を、外側に花弁およびガク片を分化させる (Coen 

and Meyerowitz, 1991)。アジサイなどのようにガク片が色づく種もあるが、一般的に花色という

場合は花弁の色を指す。花色は受粉媒介者である昆虫や鳥類を誘引するための主要な視覚

シグナルであり、とりわけ受粉に媒介者を必要とする植物にとって花色発現は安定に子孫を残

すための重要な形質である (バルト, 1997; Gandia-Herrero, et al., 2005)。ゴマノハグサ科ミゾ

ホオズキ (Mimulus lewisii、 和名：モンキーフラワー)において、YELLOW UPPER (YUP)遺伝子

座は花色発現を司っており、YUP 遺伝子座における遺伝子型の違いによってハチドリ 

(Hummingbird) からマルハナバチ(Bumblebee)へと花粉媒介者がシフトすることが明らかとなっ

た(Bradshaw, et al., 2003)。このような花粉媒介者のシフトは植物自身の花の形態、開花時期、

および生息地域に大きな影響を与え、種分化を促すと考えられている (Zufall and Rausher, 

2004)。従って花色はごく少数の変異により適応進化を推進させる大きな原動力になりえる重

要な形質と言える。一般的に自家受粉をする花に比べて受粉に媒介者を必要とする植物種

は多様な花色発現する。この多様な花色発現は花弁表皮細胞において生成される植物色素

と総称される二次代謝産物によって決定される。また花色発現は色素を合成および蓄積する

花弁表皮細胞の形によっても影響を受ける (Noda, et al., 1994)。 

 花の色素は水溶性フラボノイド色素、ベタレイン色素と脂溶性カロテノイド色素、クロロフィル

色素に大きく４つに分類される (Grotewold, 2006)。これらの植物色素のいずれかまたは共存

によって多様な色調が花弁に付与される。フラボノイドとは、二つのベンゼン環が三つの炭素

を隔てて結合した C6-C3-C6 という共通の基本構造を有する化合物（カルコン、オーロン、ア

ントシアニン、フラボン、フラボノール）の総称である (Harborne and Baxter, 1999)。フラボノイド

系色素は高等植物に最も広く分布しており、これまでに 5000 種を超える分子種が同定されて

いる (Harborne and Baxter, 1999)。その分布は植物進化や環境に非常に関係が深く、化学的

分類 (Chemotaxonomy) の指標になっている。 

 アントシアニンは赤／桃／橙／紫／青色までの幅広い色相を呈する主要なフラボノイド色素

であり、これまで 300 種以上が同定されている。アントシアニンの色調は pH 環境、アグリコン修

飾、分子会合、金属錯体形成によって大きく変化する。アントシアニンは溶液の pH の影響を

受けやすく、酸性条件で安定な赤色のフラビウムイオンは弱酸性から中性付近で素早く脱プ

ロトン化し、紫色の不安定なキノイド塩基になる。これによりアントシアニンは連続的に色相が

変化する（山村と長谷川、2005）。最近単離されたヒルガオ科アサガオの Purple 遺伝子

(Fukuda-Tanaka, et al., 2000)やナス科ペチュニアの Anthocyanin1 遺伝子(Spelt, et al., 2002; 
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Quattrocchio, et al., 2006) はそれぞれ液胞膜局在型 Na/H アンチポーターおよび bHLH 型

の転写因子をコードしており、花弁表皮細胞における液胞 pH の上昇に関与している。これら

の機能欠損株では液胞 pH が低くなって花色が青／紫系色から赤/マゼンダ系色へシフトする。

最終的にアントシアニンは植物種特異的に配糖化およびアシル化などの修飾を受けて後、最

終的に液胞に蓄積するため、液胞の pH は花色の重要な決定因子である。 

 また、アントシアニンの多様な色調は B 環（ベンゼン環）の水酸基またはメトキシ基の位置や

数によっても大きく影響を受ける。B 環の水酸基が一つのペラルゴニジンは橙色、二つのシア

ニジンは赤色、三つのデルフィニジンは紫色を呈する（図 1-1）。フラボノイド 3’位水酸化酵素

（F3’H）は B 環を 1 箇所水酸化し、シアニジン骨格のフラボノイドを形成することで花色を赤色

へシフトさせる。また、フラボノイド 3’,5’水酸化酵素（F3’,5’H）は B 環を 2 箇所水酸化し、デ

ルフィニジン骨格のフラボノイドを形成し、花色を紫色へシフトさせる。さらに、アントシアニン骨

格合成後も、配糖化やアシル化により高度に修飾されることによって色調変化を伴う。これは

アントシアニンのアグリコンと糖やアシル基との分子内および分子間会合による複合体化によ

って説明される。さらに、フラボンなどの補助色素（コピグメント）との異分子間会合（コピグメン

テーション）は花色の青色効果 (Bluing effect) に影響を与える。ツユクサ科ツユクサ、ユキノシ

タ科アジサイやキク科ヤグルマギクの花弁やガク片は空色（青色）を呈するが、これらのアント

シアニン色素は金属イオンとキレートを形成しており、メタロアントシアニンと呼ばれる (安田、

1993；山村と長谷川、2005)。この金属錯体形成は一般的に色調を青色方向へシフトさせること

が古くから知られており、近年、結晶解析によっていくつかの複雑なメタロアントシアニンの構

造が解かれている (Kondo, et al., 1992; Shiono, et al., 2005)。このようにアントシアニンは幅広

い範囲の色調を花弁に付与するため、花卉産業において極めて重要な形質である。 

カルコンとオーロンは共に黄色フラボノイドとして知られている (Bohm, 1989)。キク科ベニバ

ナやナデシコ科カーネーションに代表される薄い黄色花はカルコンが主要色素である。カルコ

ンは非常に不安定な色素であり、中性付近の pH で無色のフラバノンに非酵素的に代謝され

る。この反応はカルコン異性化酵素 (Chalcone isomerase; CHI) によっても触媒される。一方、

オーロンは鮮やかな黄色を呈するフラボノイドであり、ゴマノハグサ科キンギョソウやキク科ダリ

アの黄色花弁の主要色素である (Bate-Smith and Geissman, 1951)。 

 フラボンやフラボノールは無色〜非常に薄い黄色を呈するフラボノイドであり、植物界に広く

存在している。白〜クリーム（象牙）色の花弁に含まれることが多く、主に花弁細胞に共存する

アントシアニンやオーロンのコピグメントとして花色発現に関与していることが知られている。フ

ラボノイドは植物組織内においては糖や有機酸などの修飾を受けて安定化し、最終的には液

胞に蓄積する。 

フラボノイドは花色発現による受粉媒介者の誘因以外にも、紫外線によ DNA 損傷の保護や、
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防御反応時のファイトアレキシン作用、オーキシン輸送制御、根粒菌相互作用、種子休眠お

よび種子安定化などの生理機能があり、発現する領域やアグリコンの修飾によりその役割は多

様である(Buchanan, et al., 2000)。また、フラボノイド化合物には生体内酸化ストレスに体する

抗酸化性、抗がん性、抗変異性、血圧降下作用、肝機能障害軽減効果、視覚改善、抗糖尿

病効果、女性ホルモン様活性などの人類にとって有用な生理活性が見いだされており （大庭

ら、2000）、例えばブドウやブルーベリーなどのアントシアニン、ダイズのイソフラボン、タマネギ

のケルセチン、ソバのルチン、アシタバのカルコン、チャのカテキンは天然の食用色素、化粧

品素材や健康食品素材としても注目されており、一部は既に商品化されている。 

 

1-2 フラボノイド生合成経路と分子育種 

 これまでの遺伝学的および生化学的研究によりフラボノイド骨格の基本代謝経路およびその

生合成に関わる酵素遺伝子についてはほとんど同定済みである（Holton and Cornish, 1995; 

Koes, et al., 2005）。その結果、高等植物において基本代謝経路は概ね保存されていることが

明らかとなっている（図 1-1）（足立と吉玉、2004）。 

 フラボノイド生合成経路はフェニルアラニンから派生し、フェニルアラニンアンモニアリアーゼ 

(Phenylalanin ammonia lyase; PAL)、桂皮酸４位水酸化酵素   (cinnamate 4-hydroxylase; 

C4H) 、４−クマル酸 CoA リガーゼ (4-coumarate: CoA ligase; 4CL)の酵素によって与えられる

４−クマロイル CoA にカルコン合成酵素 Chalcone synthase; CHS)が３分子のマロニル CoA を

縮合して最初のプラボノイド(C6-C3-C6)であるカルコノナリンゲン（カルコン）が生成される。４

−クマロイル CoA まではフェニルプロパノイド生合成経路と呼ばれ、フラボノイドに限らずリグニ

ン、リグナンおよびクロロゲン酸経路へと代謝される植物の主要な二次代謝経路である。 

カルコンは薄い黄色を帯びたフラボノイドであるが、CHS と相互作用するカルコン異性化酵

素 (Chalcone isomerase; CHI) によってナリンゲニンに代表される無色のフラバノンに代謝され

る。ナリンゲニンはチトクローム P450 酵素であるフラボン合成酵素 (Flavone synthase; 

FNS/CYP93B) やイソフラボン合成酵素 (Isoflavone synthase; IFS/CYP93C) によってそれぞ

れフラボンとイソフラボンに代謝される。それとは別にフラバノン 3 位水酸化酵素 (Flavanone 

3-hydroxylase; F3H) によってジヒドロフラボノールであるジヒドロケンフェロールに代謝される。

ジヒドロケンフェロールはフラボノール合成酵素 (Flavonol synthase; FLS) によってケンフェノ

ールと呼ばれるフラボノールへ代謝される。また、ジヒドロケンフェロールは P450 酵素であるフ

ラボノイド３‘位水酸化酵素 (Flavonoid 3’-hydroxylase; F3’H/CYP75B) またはフラボノイド３‘,

５’位水酸化酵素 (Flavonoid 3’, 5’-hydroxylase; F3’,5’H/CYP75A) によって B 環が水酸化

され、ジヒドロケルセチンまたはジヒドロミリセチンへ代謝される。次に、ジヒドロケンフェロール、

ジヒドロケルセチンおよびジヒドロミリセチンはジヒドロフラボノール４位還元酵素  
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(Dihydroflavonol 4-reductase; DFR) によってロイコアントシアニジンであるロイコペラルゴニジ

ン、ロイコシアニジンおよびロイコデルフィニジンに還元される。この還元反応においては、種

特異的にDFRの基質特異性が異なることが知られている。引き続いてアントシアニジン合成酵

素 (Anthocyanidin synthase; ANS) によってペラルゴニジン（橙）、シアニジン（赤）およびデル

フィニジン（紫）に代謝される。これらのアントシアニジンは３位の水酸基がフラボノイド３位配糖

化酵素 (UDP-glucose:  Flavonoid 3-glucosyltransferase; UF3GT) によって配糖化されることで

アントシアニン色素となる。一方、シロイヌナズナの banyuls 変異体の原因遺伝子として単離さ

れたアントシアニジン還元酵素 (Anthocyanidin reductase; ANR) によってアントシアニジンは

図1-1 フラボノイド生合成経路
フェニルアラニンから始まるフラボノイド生合成経路。赤、橙、青紫色のアントシアニンに至る経路、
および代謝を触媒する酵素については単離されている。黄色フラボノイドのであるオーロンの生合成
経路と赤・橙・青紫色のアントシアニン生合成経路は初期フラボノイドであるカルコンから分岐する。
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重合タンニン合成経路に分岐する ことも知られている(Xie, et al., 2003)。3 位を配糖化された

アントシアニン色素までの経路は高等植物に高く保存されていることが知られている。現在で

はアントシニン骨格形成以降の種特異的な修飾に関わる酵素遺伝子の単離が精力的に進め

られている(Fukuchi-Mizutani, et al., 2003; Morita, et al., 2005; Ogata, et al., 2005)。 

単一の種で多様な花色をもつ種は稀であるが、これは花色として発現する色素の生合成が

遺伝的に規定されていることによる。例えばバラ科バラ (Rosa hybrida) やナデシコ科カーネー

ション（Dianthus caryophyllus）においては青いアントシアニン色素であるデルフィニジンを作る

F3’,5’H を遺伝的に欠損しているためアントシアニンによる花色発現はシアニジン系による赤

色に限られる。交配育種では、利用できる遺伝子資源が交配可能な近縁種に限定されている

ため、交配によってこれらの植物種においてデルフィニジンを作らせることは不可能であった。

近年の遺伝子工学技術の発展により、目的の色素を合成する酵素遺伝子をある植物から単

離し、別の種で発現させることにより、花色を改変する分子育種が可能となった。分子育種は

植物種の遺伝的背景に依存しない点と、目的の形質のみを改変する点において従来育種法

とは決定的に異なる (Winkel-Shirley, 2001; Ray, et al., 2003; Deavours and Dixon, 2005; Xie, 

et al., 2006)。スミレ科パンジー (Viola tricolor)由来の F3’5’H 遺伝子を異所発現することでデ

ルフィニジンを生産し、花弁が赤色から青紫色に変化した遺伝子組換えカーネーション（商品

名：ムーンダスト、サントリー（株））は既に国内外の市場に流通している (Tanaka, et al. 1998) 

（図 1-2）。また、同様に F3’5’H 遺伝子を導入した青いバラの報告もある。さらにアントシアニ

ン生合成経路の転写調節因子を構成的に発現させることで、色素合成量を強化することも可

能であり、遺伝子工学技術が花色改変に非常に強力な育種ツールであることは認知されつつ

ある (Lloyd, et al., 1992)。花色ではないが、カロテノイド系色素であるβカロテン（プロビタミン

A）を遺伝子組換え技術で生産させたゴールデンライスと呼ばれる遺伝子組み換えイネが作出

されており、その種子は黄色を呈する (Ye, et al., 2000; Paine, et al., 2005)。 

 

図1-2 青い花の分子育種
ナデシコ科カーネーションやバラ科バラは遺伝的にF3’,5’Hを持たないため、B環に三つの水酸基を持つ
デルフィニジンタイプのアントシアニンを合成できない。スミレ科パンジーはデルフィニジンタイプのアントシ
アニンを持つ。パンジーのF3’,5’H遺伝子を単離し、カーネーションやバラで構成発現させた。その結果、
本来持っていないデルフィニジン骨格のアントシアニンを合成し、青紫の花色を呈した（注： 赤色カーネー
ション、赤色バラおよび青色パンジーは実際に実験に使われた品種とは異なる）。
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1-3 オーロンとオーロンを蓄積する植物 

 自然界で最も多い花色は白色(32.0%)で、次に黄色(30.2%)が多い。青／紫色(23.2%)が続き、

赤／ピンク系はさらに少ない。従って、我々が日常見かける赤系の花の多くは交配育種によっ

て人為的に生み出された花色である。黄色を呈する植物色素としてはヒマワリやトマトの花弁

に含まれるカロテノイド系色素と、フラボノイド系のカルコンおよびオーロンに分類される。カロ

テノイドの吸収極大はλmax450〜490nm であり、概して黄色〜橙色を呈する。カルコンとオー

ロンはそれぞれλmax365〜385nm とλmax390〜430nm 吸収極大を持っている。オーロン 

(Aurone) はラテン語の黄金という意味の aurum に由来しており、非常に明るい黄色を呈するフ

ラボノイド色素である (Bate-Smith and Geissman, 1951)。最初のオーロンは 1942 年にキク科コ

レオプシス (Coreopsis grandiflora) から単離された (Bohm, 1989)。オーロンは UV 光に励起さ

れ、535nm 付近の光を発する蛍光特性を有しており、昆虫などの花粉媒介者の誘引に大きく

影響を与えていると考えられる (Bohm, 1989)。このオーロンに由来する黄緑色の蛍光は蛍光

顕微鏡下で容易に観察することができ、オーロンを蓄積する花が持つ特有の鮮やかなレモン

色の発現に寄与している （図 1-3）。また、オーロンはフラボンの一種であるアピゲニン 

(Apigenin)とのコピグメント効果により 300-500nm の幅広い吸収波長を示す (Asen, et al., 

1972)。 

 オーロンは A 環と B 環の間に五員環を含む 2-benzylidenecoumaranone (C15H10O2)と呼ばれ

る特徴的な構造を持つフラボノイド色素である (図 1-4)。水酸基、メトキシル基の数および位置

に よ る ア グ リ コ ン 構 造 の 違 い に よ っ て オ ー レ ウ シ ジ ン  (aureusidin: 4,6,3’, 

4’-tetrahydroxyaurone)、ブラクテアチン (bracteatin: 4,6,3’,4’,5’-pentahydroxyaurone)、ス

ル フ レ チ ン (sulfretin: 6,3’,4’-trihydroxyaurone) 、 ト リ ヒ ド ロ キ シ オ ー ロ ン 

(4,6,4’-trihydroxyaurone)、マリチメチン(maritimetin: 6,7,3’,4’-tetrahydroxyaurone)、レンガ

シ ン  (rengasin: 6,3’,4’-trihydroxy-4-methoxyaurone) 、 ヒ ス ピ ド ー ル (hispidol: 

6,4’-dihydroaurone)、およびレプトシジン(leptosidin:  6,3’,4’-trihydroxy-7-methoxyaurone)

などに分類される(Harborne and Baxter, 1999)。この他にもメチレンジオキシブリッジ構造を持

つものや、プレニル基を持つ特殊なオーロンも見いだされている（図 1-4）。 
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  オーロンを蓄積する植物としては鮮明な黄色い花を形成するゴマノハグサ科キンギョソウ

(Antirrhinum majus)がよく知られているが、その主たる色素はオーレウシジン6位配糖体である

（図 1-5）。キンギョソウ以外にもゴマノハグサ科リナリア(Linaria bipartite)、キク科ダリア(Dahlia 

variabilis)、キク科コレオプシス(Coreopsis grandiflora)、キク科コスモス(Cosmos sulphureus)、キ

ク科ビデンス(Bidens pilosa)、マメ科ダイズ(Glycine max)、カタバミ科オキザリス（Oxalis cernua）、

イソマツ科スターチス(Limonium sinuatum)などがオーロンを蓄積する植物として知られている 

(図 1-5) (Harborne and Baxter, 1999)。キク科コスモス(Cosmos bippinnatus)の野生種はアント

シアニン系色素によりピンク色を呈するが、玉川大学で３０年間かけて育種された黄色コスモス

（品種名：イエローガーデン; 農林水産省品種登録 第 1281 号、販売 サカタのタネ）はカルコ

ンの一種であるブテイン配糖体とオーロンの一種であるスルフレチン配糖体が蓄積しており、

鮮やかな黄色を呈する (Shimokoriyama and Hattori, 1953; 斉藤、1990； 稲津、1993)。興味深

い こ と に 、 ゼ ニ ゴ ケ  (Marchantia berteroana) や ヒ メ ジ ャ ゴ ケ  (Conocephalum 

図1-3 オーロンによる蛍光特性
(A)オーロン蓄積する黄色キンギョソウ (左、スナップイエロー品種)とアントシアニン色素によるピンク
系キンギョソウ（右、メリーランドピンク品種)。（B）スナップイエロー 品種、および（C）メリーランドピンク
品種の花弁表皮細胞。（D） スナップイエロー 品種、および（E）メリーランドピンク品種の花弁表皮細胞
の蛍光観察像。（F）スナップイエロー品種の花弁断面図の明視野像、および（G）蛍光観察像。スナップ
イエロー品種ではオーロンとその蛍光は花弁表皮細胞の向軸側に見られる。サイズバー：100μm。
(H)キンギョソウ花弁構造。（左）正面から見て縦方向の中心線に対して対称形構造を有する。
唇形花冠（Lobe）は上唇二枚の背側花弁(Dorsal: d)と下唇の二枚の側方花弁(Lateral:l)とそれに挟
まれる一枚の腹側花弁(ventral:v)の計5枚の花弁で構成される (Coen, 1999)。生殖器官である雄蕊
および雌蕊は上下唇に挟まれた空間の内部に形成される。(p)パレイトと呼ばれる中央の突出した部分。
（右）側面から見た図。呈色するのは花冠が最も顕著で、花筒(tube)は一般に色が薄い。(s)ガク片。
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supradecompositum) などの蘚苔類においてもオーロンは蓄積しており (Harborne and Baxter, 

1999)、オーロンは植物進化の過程で花が出現する以前に存在していたことが示唆されるが、

花色以外の生理的な役割は定かでない。オーロンやカルコンなどのフラボノイドは UV 光を吸

収する特徴を有するため、植物が陸上に進出した際に UV による DNA 損傷を防ぐ役割を果た

していたのではないかと推測されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ほとんどのアントシアニン色素はその 3 位の水酸基が配糖化されていることが知られている

が、オーロンの場合はアグリコン構造に関わらず 6 位の水酸基が配糖化されているものが極め

て多い (Harborne and Baxter, 1999; Zhang, et al., 2003)。例えば黄色花で知られるコレオプシ

Cosmos
(Cosmos bipinnatus)

cv. yellow garden

Dahlia
(Dahlia variablis)

Snapdragon
(Antirrhinum majus)

sulfurea (-/-)

図1-5 オーロンによる黄色花
（A）オーロンによる黄色花の代表であるゴマノハグサ科キンギョソウ。 花弁におけるオーロン発現に
は劣性sulf 変異が必要であることが知られている。 （B）玉川大学で３０年間にも渡る交配育種により
開発された黄色コスモスのイエローガーデン品種。一般的に知られている橙～山吹色を呈する黄花
コスモス（C. sulphureus)とは別種である。 （C）キク科の黄色ダリア。
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図1-4 オーロンの化学構造
オーロンはC6-C3-C6構造を持つ鮮やかな黄色フラボノイド色素である。中央に特徴的な５因環を持つ。
水酸基の位置および数によりアグリコンに名前が付けれられている（A）。 3’、4’および6位は水酸基
を持ち、一般的に、アグリコン構造を問わず６位の水酸基が配糖化されて蓄積している。（B,C)メチレン
ジオキシブリッジ構造（橙）や（D)プレニル基を持つユニークな構造のオーロンも見つかっている。
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スはその花弁にレプトシン(leptosin: maritimetin 7-methyl ether (leptosidin)  6-O-glucoside)と

呼ばれるオーロン 6 位配糖体が蓄積している。またダイズにおいては、ヒスピドール６位配糖体

(6,4’-dihydroxyaurone (hispidol) 6-O-glucoside)と呼ばれるオーロン 6 位配糖体が存在する。

さらに、コスモスにおいては、スルフレイン(sulfurein: 6,3’,4’-trihydroxyaurone (sulfuretin)  

6-O-glucoside)と呼ばれるオーロン６位配糖体が存在する (稲津、1993)。ほとんどのオーロン

はグルコースの６位配糖体(Glucoside)であるが、苔類のオーロンはグルクロン酸の６位配糖体

(Glucuronoside)であり、また一部の高等植物においては６位ラムノース配糖体(Rhamnoside)が

存在することが知られている(Harborne and Baxter)。この６位配糖化はオーロンの水溶性およ

び安定性に寄与していると考えられるが、その配糖化機構については不明である。 

 スレフレチンは元々キク科コスモスから単離されたオーロンであるが、近年アルドースレダクタ

ーゼの阻害活性が見いだされた(Martin-Calero, et al., 1996)。アルドースレダクターゼ阻害剤

は組織内のソルビトール蓄積を抑制することから糖尿病性の神経症、網膜症、腎症などの糖

尿病合併症の予防に有効とされており、合成品が販売されている。B 環にメトキシル基を持つ

オーロンはハスモヨトウ幼虫を用いた実験により昆虫の摂食阻害活性があることが知られてい

る。また、抗がん作用やラジカル消去活性についても確認されている (Lawrence, et al., 2003; 

Venkateswarlu, et al., 2004)。 

 

1-4 キンギョソウの花色における遺伝学研究 

キンギョソウ (Antirrhinum majus、 ２n＝16)は南ヨーロッパおよび北アフリカの地中海沿岸地

方原産のゴマノハグサ科植物であり、ポルトガル、スペイン、フランス、イタリアにかけて 20 種も

の野生種が分布している (Sutton, 1988)。野生種の花色はアントシアニンによるマゼンダ色と

オーロンによる黄色に大別される (Whibley, et al., 2006)。園芸品種のキンギョソウの花色は白、

クリーム、黄、赤、桃、橙、紫色と多岐に渡るが、バラやカーネーションと同様に遺伝的にデル

フィニジンタイプのアントシアニンがなく、青紫系の花色は存在しない (土岐、1990)。しかし、近

縁種であるA. cornutum やA. nuttalianumにデルフィニジンタイプのアントシアニンが蓄積する

ことが知られており、交配育種による青色品種の開発が進められている。 

キンギョソウの花序は総状花序（無限花序）であり、その花は5枚の花弁から構成される線対

称形の合弁花であり、背側の２枚（上唇: Dorsals）と腹側の３枚（下唇: Laterals & Ventral）に分

かれた唇形花冠になる（図 1-3） (小林、2001; Luo, et al., 1999)。下唇の上部はパレイト（また

はフェイス）と呼ばれる前方に突出した部分がある。その多様な花色発現から伺えるように虫媒

（主にマルハナバチ）により受精が行われる (Niovi-Jones and Reithel, 2001)。下唇の 3 枚の花

弁の真ん中の花弁(Ventral)は媒介者であるハチに着地する場を与える (Coen, 1999)。花の姿

が金魚に見えることから和名が付けられたが、英名はスナップドラゴン（竜）と呼ばれる。日本に
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おいては半耐寒生一年草に分類されるが、園芸品種は宿根して年を越すことも多い。 

キンギョソウは育成が容易であることに加え、低温誘導性の自立性トランスポゾン Tam3 によ

る突然変異体および回復体が得られることから遺伝学研究のモデル植物としての一面を持つ 

(Coen, et al., 1986; Luo, et al., 1991; Kishima, et al., 1999; Schwarz-Sommer, et al., 2003)。

Tam3 は低温（15℃）で著しく活性化し，高温（２5℃）では殆ど転移しないという特徴を有してい

る。1980 年代後半から 1990 年代初頭にかけて精力的に行われた花器官形態形成の分子機

構の研究においてはアブラナ科シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana) と共に ABC 遺伝モデル

の確立に大きく貢献した (Coen and Meyerowitz, 1991; Bradley, et al., 1993; Egea-Cortines, 

et al., 1999; Coen, 1999; Keck, et al., 2003)。 しかしながらキンギョソウは現在においても形質

転換系が確立されておらず、Agrobacterium rhizogenes を用いた毛状根による形質転換の報

告があるものの(Minlong, et al., 2000)、シロイヌナズナやイネなどのモデル植物と比べ、汎用

的な技術まで至っていない。しかしながら花弁が白色のシロイヌナズナや穎花を形成するイネ

では解析が困難だった花色突然変異体によるフラボノイド生合成経路に関する研究について

キンギョソウは先駆的な役割を果たしてきた(Almeida, et al., 1989; Martin, et al., 1991; Martin 

and Gerats, 1993)。 

これまでの遺伝学研究によりアントシアニンおよびオーロン生合成に関わる遺伝子および遺

伝子座がいくつか同定されている(Schwinn, et al., 2006)（図 1-6）。アントシアニン色素の発現

が減少または欠失する表現型を示す劣性突然変異体として単離された nivea (niv)、incolorata 

(inc)、pallida (pal)、candica (candi)の原因遺伝子はそれぞれ CHS, F3H, DFR, ANS をコードし

ていた (Martin, et al., 1985)。また、花弁の色調が変化する突然変異体 enosinea (eos)の原因

遺伝子は F3’H をコードしていた。またフラボノイド生合成経路の構造遺伝子の発現を調節す

る転写因子についても同定されており、Delilla(Del)遺伝子はアントシアニン生合成経路を正に

制御する bHLH 型の転写因子をコードしており、その欠損変異体 del では花冠の花色発現に

は影響を与えないが、花筒が白くなる (Goodrich, et al., 1992)。del 変異体は F3H、DFR、ANS

および UF3GT 遺伝子の発現が誘導できないためにアントシアニンが合成できず、その結果、

花筒が白色化することが明らかとなった (Goodrich, et al., 1992)。もう一つのアントシアニン生

合成経路を正に制御する bHLH 型の転写因子としては Mutabilis (Mut)が知られている。アント

シアニン生合成経路を正に制御する Myb 型の転写因子として Rosea1 (Ros1), Rosea2 (Ros2)

および Venosa (Ve)が同定されている (Schwinn, et al., 2006)。Ros1 遺伝子と Ros2 遺伝子はゲ

ノム上にタンデムに配置されおり、属あるいは種特異的な遺伝子重複により生じたと考えられ

る。両遺伝子は発現領域や標的遺伝子へ活性化の程度の差はあれ、基本的には F３H、F

３’H、DFR、ANS、UF3GT 遺伝子の発現誘導を介してアントシアニン生合成を調節している。

また、Ve は花弁の葉脈上部の表皮細胞においてのみアントシアニン生合成を調節するユニ
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ークな myb 型転写因子である。Ros1, Ros2 および Ve はペチュニアの Anthocyanin2 (An2)、シ

ロイヌナズナの Production of anthocyanin pigment1 (PAP1)および PAP2 あるいは Transparent 

Testa2 (TT2)のカウンターパートにあたる (Quattrocchio, et al., 1999; Borevitz, et al., 2000; 

Nesi, et al., 2001)。また、アントシアニン生合成を負に制御する Eluta (El)遺伝子座が同定され

ているが原因遺伝子の単離には至ってない。 

オーロン生合成および黄色発現においては sulfurea (sulf)遺伝子座が重要な役割を果たす

ことが知られている (Spribille and Forkmann, 1982; 土岐、1990; Whibley, et al., 2006)。優性

Sulf 遺伝子座を持つ場合、オーロンの蓄積がパレイト部分にのみに限られるが、劣性 sulf の場

合にのみオーロンが花弁全体に蓄積することが知られている。従って優性 Sulf 遺伝子座はオ

ーロン生合成を負に制御していると考えられるが、原因遺伝子は単離されていない。単色の

黄色を呈するためには劣性ホモの sulf によるオーロン生合成の脱抑制に加え、劣性 inc や劣

性 ros のようなアントシアニン生合成が欠損した変異が必要であることが知られている。劣性

niv / sulf の花はオーロンができず、花弁は白色を呈する。また、劣性 inc /sulf ではオーロン

が生成することから、オーロンがカルコンまたはその代謝物から生成されることが示唆されてい

た。さらに、優性 Inc 劣性ホモ sulf の場合はアントシアニンとオーロンが同じ細胞で合成され、

その結果、橙色の花色となる (Spribille and Forkmann, 1982; Forkmann and Stotz, 1981)。興

味深いことに市場に出回っている橙色の品種は意図的に交配育種によって開発されたもので、

橙色の形質は自然界に存在するキンギョソウ野生種は存在しない。これは自然界において黄

色や赤色の個体に比べ、橙色の個体が受粉媒介者の誘因などの環境適応力において劣っ

ていると推察されている (Whibley, et al., 2006)。 

また劣性 violacea 変異体はパレイト部分のオーロンによる黄色発現が認められないため、こ

の領域でのオーロン生合成を正に制御すると考えられている (Stubbe, 1974)。近年、劣性ホモ

sulf /inc の遺伝背景の黄色花弁を形成する JI57 純系系統に ethylmethanesulfonate (EMS)に

よる突然変異誘発処理が施され、その結果、花色がクリーム色を呈する CFR1011 系統が単離

された(Davies, et al., 2006)。CFR1011 系統は劣性一遺伝子変異であり、オーロンがほとんど

蓄積せずフラボンが主色素になった為にクリーム色を呈することが示された(Davies, et al., 

2006)。上記の violacea および CFR1011 系統の原因遺伝子はいずれもオーロン生合成に正に

関わる因子であると考えられるが、両原因遺伝子ともに未同定である。以上のように、オーロン

による黄色発現は極めて重要な形質であるにも関わらずオーロン生合成に司る構造遺伝子つ

いての知見は得られていなかった。 
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図1-6 キンギョソウのフラボノイド生合成経路
遺伝学的に同定された花色に関わる遺伝子座の多くはフラボノイド代謝経路に関わる構造遺伝子ま
たは正の調節因子であった（括弧内は遺伝子産物）。アントシアニンおよびオーロン生合成経路を不
に制御するElutaおよびSulfurea遺伝子座は未同定である。シアニジンタイプのアントシアニンにより
マゼンダ色を呈する系統（左）やオーロンによる黄色の系統（右）の他に中間的な表現型示す橙色の
系統がある。この系統ではオーロンとアントシアニンの両色素が花弁で蓄積している。従って、黄色単
色発現には劣性sulfの他に劣性incのようなアントシアニン生合成を抑制する変異が必要である。
また、オーロンおよびアントシアニンの蓄積にはNivea (AmCHS1) が必要であり、劣性nivea変異体
においては初期フラボノイドであるカルコンが生成できず、白色の花弁を呈する（上）。

Violacea
(?)

CFR1011
(?)
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1-5 オーロン合成酵素遺伝子の解析 

オーロン生合成に関しては３０年以上前にダイズの芽生えを用いた実験により H2O2 依存的

な Two-step 経路が提唱されていた (Rathmell and Bendall, 1972)。カルコンが H2O2 依存型ペ

ルオキシダーゼによって酸化され、2-(α-ヒドロキシベンジル)-クマラノンになり、引き続いて酵

素的または非酵素的は脱水によりオーロンが生成するという経路である。しかしながらその後、

本経路によるオーロン生合成についての研究は報告されなかった。 

 近年、黄色キンギョソウの花弁 32kg からカルコンを基質にオーレウシジンを生成する活性有

するオーロン合成酵素(Antirrhinum majus Aureusidin synthase1: AmAS1)が単一タンパク質と

して精製された (Nakayama, et al., 2000)。興味深いことに AmAS1 は単独でカルコンの水酸化

と酸化的な五員環形成反応を触媒することでオーロンを生成する活性を有していた。AmAS1

は以下の式で表される反応を触媒し、過去に提唱されていた two-step 経路とは異なる反応を

経てオーロン合成が行われていることが明らかとなった。 

 

（式 1）                              THC + O2 = Aureusidin + H2O 

（式 2）                              PHC + 1/2O2 = Aureusidin + H2O 

 

花弁から精製された AmAS1 は 39kDa の単量体の糖タンパク質であり、その部分アミノ酸配

列を基に AmAS1 をコードする遺伝子が同定された。AmAS1 遺伝子は 1686bp からなるポリフ

ェノール酸化酵素(PPO)ホモログをコードしており、その推定分子量は 64kDa であった。植物

の PPO は通常、前駆タンパク質として発現し、トランジットシグナル配列を含む約 10kDa の N

末と機能未知の約 15kDa の C 末のプロセシングを受けて成熟タンパク質となることが知られて

いる。従って精製された AmAS1 タンパク質は N 末および C 末がプロセシングされた成熟型

AmAS1 タンパク質であった。AmAS1 内には 2 カ所の推定 Cu 結合領域が見つかっており、原

子吸光度計により精製 AmAS1 タンパク質から Cu が検出された。AmAS1は花弁特異的に発現

し、その花弁生長に伴う遺伝子発現パターンは花弁内のオーロン合成活性およびオーロン蓄

積量と一致した (Sato, et al., 2001)。従って、生長段階でのオーロン合成は AmAS1 遺伝子の

転写レベルで調節されていると考えられる。AmAS1 の遺伝子発現はオーロン生合成の負の調

節因子である優性 Sulf や劣性 violacea および CFR1011 変異によって影響を受けないことから、

少なくともこれらの遺伝子座は AmAS1 の遺伝子発現を介してオーロン合成を制御していない

ことが示唆された (Davies, et al., 2006)。 

 一般的に H2O2 は PPO による酸化反応を活性化することが知られているが、AmAS1 によるテ

トラヒドロキシカルコン（THC）からオーレウシジンを生成する反応においても同様に H2O2 によ

って活性化されることが分かった (Nakayama, et al., 2000; 2001)。興味深いことに、AmAS1 は
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ペンタヒドロキシカルコン（PHC）をも基質とし、オーレウシジンおよびブラクテアチン

(Bracteatin)を 6：1 の割合で生成する活性を有していた。この反応は THC と比較して 22 倍も

の比活性を示し、H2O2 により阻害されることが分かった。また、AmAS1 の THC に体する至適

pH は 5.4 と顕著に低かった。 

さらに以下の式で示すように、AmAS1 は THC4’位配糖体(THC 4’-β-D-glucoside)および

PHC4’位配糖体(PHC 4’-β-D-glucoside)を基質として、THC と比べてそれぞれ 2.2 倍およ

び 25 倍の比活性でオーロン 6 位配糖体を生成する活性を有することが明らかとなった。PHC

４‘位配糖体を基質にした場合は PHC を基質にした場合と同様に 6：1 の割合でオーレウシジ

ン６位配糖体とブラクテアチン６位配糖体が生成された。 

 

（式 3）             THC 4’-O-glucoside + O2 = Aureusidin 6-O-glucoside + H2O 

（式 4）             PHC 4’-O-glucoside + 1/2O2 =  Aureusidin 6-O-glucoside + H2O 

 

以上のように AmAS1 の同定は花色発現という PPO の生理的役割を初めて明らかにした画

期的なものであると同時に、オーロンによる黄色花の分子育種の為の重要な分子ツールを提

供した。 

 

１−６ 本研究の目的 

 先述のようにアントシアニンの生合成経路はよく研究されており、赤、橙、紫色を決定するアン

トシアニン色素の生成経路および代謝酵素については同定されている (Mol, et al., 1999; 

Rausher, 2005)。今日では、これらの酵素遺伝子を利用して花色を人為的に制御することが可

能となっている (Meyer, et al., 1987; Tanaka, et al., 2005)。 

 黄色は重要な花卉形質であるにも関わらずフクロウソウ科ゼラニウム(Pelargonium graveolens)、

サクラソウ科シクラメン(Cyclamen persicum)、イワタバコ科セントポーリア(Saintpaulia ionantha)、

マメ科スイートピー(Lathyrus odoratus)、ヒルガオ科アサガオ(Ipomoea nil) などの主要な園芸

植物には黄色花がないために黄色品種の開発が切望されている （図 1-7）。セントポーリア（ア

フリカスミレ）において黄色花は夢の色として種苗会社はもとより熱心な個人育種家によって長

年交配育種による開発が進められているが未だ夢の色である。ツバキ科ツバキも長年黄色花

がなかったが、中国および東南アジアにおいて見いだされた黄色の原種(Camellia chrysantha, 

Camellia flava)との交配育種によって待望の黄色品種が開発された (足立、2004)。しかしなが

ら交配育種による品種開発は目的形質を持つ遺伝資源が交配可能な場合に限られる。これ

までに遺伝子組換え技術によってナス科ペチュニア(Petunia hybrida)にカルコンを蓄積させた

例があるが、それは蕾みにおいて薄い黄色を呈したが開花した花弁はほとんど白色に終わっ
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ている (Davies, et al., 1998)。 

 

本研究では、オーロン生合成経路を分子レベルで解明し、さらに遺伝子工学的手法により

オーロンによる黄色花を作出することを目的とする。まず第２章においてオーロン合成酵素を

過剰発現するトレニアの解析を通じてオーロン合成酵素以外にオーロン生合成経路に必要な

酵素を示した。第３章においてオーロン合成酵素の細胞内局在性解析を通じてオーロン生合

成経路が液胞内腔にて行われることを示すと同時に、カルコン４‘位配糖体こそが真のオーロ

ン合成酵素の基質であると作業仮説を立てた。第４章においてカルコン４‘位配糖化酵素遺伝

子を単離し、その組み換えタンパク質の生化学的解析を行った。第５章において、カルコン 4’

位配糖化酵素とオーロン合成酵素を共発現させることによりオーロンを生成する遺伝子組換

え植物を作出し、作業仮説を証明した。さらに内在性のアントシアニン生合成経路を RNA 干

渉（RNAi）法により阻害することで一層オーロン蓄積量の高い黄色い花の分子育種に成功し

た。この黄色花の分子育種法は基質が初期フラボノイドのカルコンであるために非常に汎用

的な方法であり、黄色花が切望されている主要園芸植物に黄色品種を導入することができる

ために花卉園芸産業に大きく貢献できるものと考える。 

 

Geranium Cyclamen

Saintpaulia Morning glory

図1-7 黄色品種のない主要な園芸植物
（A）フクロウソウ科ゼラニウム(Pelargonium graveolens) 、 （B）サクラソウ科シクラメン(Cyclamen 
persicum) 、 （C）イワタバコ科セントポーリア(Saintpaulia ionantha) 、（D）ヒルガオ科アサガオ
(Ipomoea nil) 。

A B

C D
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第２章 オーロン合成酵素を発現するトランスジェニック植物の機能解析 

 

2-1 序論 

 カルコン（THC）は可溶性タンパク質であるカルコン合成酵素(CHS)によって 1 分子の p-クマ

ロイル CoA と 3 分子の p-マロニル CoA の重合反応により生成される（図 1-1）。CHS はタイプ

III の Polyketide synthase (PKS) ファミリーに属しする。近年、マメ科アルファルファ (Medicago 

sativa)の CHS2 の 結晶構造が解かれ、CHS の活性中心構造および反応機構の理解が深まっ

た(Ferrer, et al., 1999; Jez, et al., 2002)。 

これまでにキンギョソウからは二種類の CHS がクローニングされており、ひとつは花弁の色

が白色になる劣性 nivea (niv)変異体の原因遺伝子として単離された AmCHS1 であり、もう一方

は cDNA ライブラリースクリーニングによって単離された AmCHS2 である（Hatayama, et al., 

2006）。AmCHS2 は AmCHS に対してアミノ酸レベルで 72％の配列同一性を示すが、葉、茎、

ガク片、および花弁において非常に弱く発現するためその生理機能はついては不明である。

一方、Nivea とはスペイン語で雪という意味で、その劣性変異体の表現型から示唆されるように、

花弁では主に AmCHS1/NIVEA がカルコンの合成を担っている （図 1-5）(Bonas, et al., 1984; 

Sommer and Saedler, 1986; Lister, et al., 1993)。これまでフラボノイドの３‘位への水酸化は

Eosinea (Eos / F3’H)が司どるとされていたが、AmCHS1 組換えタンパク質は THC 生成反応

だけでなく、p－カフェロイル CoA と 3 分子の p-マロニル CoA の重合反応をも触媒し、PHC を

生成する活性を有していた為、カルコン生成の時点で、水酸化されている可能性が浮上して

いる(Hatayama, et al.,  2006)。 

カルコンは花色主要色素であるオーロンやアントシアニンだけでなく、フラボン、イソフラボン、

フラボノールなどの多様なフラボノイド化合物へ代謝される初期フラボノイドであり、蘚苔類から

高等植物までのほとんどの植物において合成されている。カルコン自体は薄い黄色を帯びて

いるが、花弁細胞内においてカルコン異性化酵素(CHI)によりナリンゲニンに代表される無色

のフラバノンに速やかに代謝される。また、中性付近の pH では非酵素的自動閉環によっても

異性化する不安定なフラボノイドである。従って安定的な黄色発現にはカルコンをオーロンに

変換することが有効であると考えられる。オーロン合成酵素の基質はカルコンおよびカルコン

配糖体であるため、アントシアニン／フラボン生合成経路の CHI と拮抗関係にある。AmAS1 遺

伝子の過剰発現によって優先的にカルコンをオーロンへ変換し、黄色花が形成されるかどうか

について検討した。前述のようにキンギョソウにおいては未だに一般的な形質転換系は確立さ

れていない。そこで、キンギョソウと同じゴマノハグサ科 (Scrophulariaceae) に属し、形質転換

系が確立されているトレニア(Torenia hybrida：和名 ナツスミレ)を用いて AmAS1 遺伝子の構成

発現系統を作製した。 



 21

2-2 材料および方法 

2-2-1 植物試料 

本研究にはマルビジン型のアントシアニンを蓄積し、青紫色の花弁を形成するトレニア

（Torenia hybrida, サマーウェーブブルー（SWB）品種, サントリーフラワーズ株式会社）を形質

転換ホストおよびコントロール植物とした。また、SWB 品種の花弁にはカルコン配糖体および

オーロン類は蓄積していない。 

 

2-2-2 AmAS1 発現カセットの構築 （ｐSFP211）  

cDNA ライブラリー（Nakayama, et al., 2000）から切り出した AmAS1 cDNA (Accession 

number: AB044884)を含む pBluescript II SK-ベクター (Stratagene)をｐSPB251 とした。一方、

pUCAP (van Engelen, et al, 1995)を PacI で消化し、平滑末端化後、AscI リンカーを挿入した

プラスミドを pUCAA とした。pCGP1364 (Tanaka, et al., 1995)を HindIII と SacII で消化して得ら

れる約 1.3kb の DNA 断片と、pCGP1364 を PstI で消化し、平滑末端化した後 SacII で消化し

て得られる約 2.9kb の DNA 断片と、pUCAA を SacI で消化し、平滑末端化した後 HindIII で消

化して得られる約 2.7kb の DNA 断片を連結することにより、pSPB184 を得た。このｐSPB184 を、

MacI プロモーター下流に存在する BamHI と mas ターミネータ－上流に隣接する KpnI で切断

し得られるプロモーター～ベクタ－～ターミネータ－からなる DNA 断片と、前述の pSPB251 か

ら BamHI と KpnI 切断によって切り出した AmAS1 ｃDNA 断片を連結した。得られたプラスミドを

AscI で切断し、MacI プロモーター～AmAS1 cDNA～mas ターミネータ－からなる断片を回収し、

これをｐBINPLUS (van Engelen, et al., 1995）の AscI サイトに挿入した。得られた AmAS1 発現

コンストラクトを pSFL211 とした。 

 

2-2-3 トレニア形質転換 

ｐSFL211 コンストラクトを常法に従ってアグロバクテリウム Agl0 株(Lazo, et al., 1991)に形質

転換し、形質転換アグロバクテリウムをトレニア無菌苗の節間および葉に感染させた。形質転

換および再分化の方法は Aida, et al., 2000 に記載の方法にしたがった従った。選択マーカー

であるカナマイシンに耐性を示した個体を選抜し、閉鎖系温室で馴化した。 

 

2-2-4 発現解析 

選抜により得られた形質転換トレニアにおいて AmAS1 遺伝子が構成的に発現しているかを確

認する為に RT−PCR 解析を行った。花弁から 0.1ｇから RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用

いて RNA を抽出した。得られたトータル RNA 1μg を鋳型として逆転写反応を行い、cDNA を

得た。ｃDNA 合成には SuperScript First-Strand Synthesis System for RT-PCR(GIBCO BRL)
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を利用し、合成条件は本システム製造業者が推奨する条件に従った。AmAS1 遺伝子の発現

を検出するために、形質転換トレニア cＤＮＡを鋳型に AmAS1-Fw (5’-AAT TAT TTC CCA 

ATG TTC AAA AAT-3’)および AmAS1-Rv (5’-TGG AGC TTT AGG TTT GTG AAA-3’)

プライマーを用いて PCR 反応を行った。PCR 反応液（25μｌ）は、cDNA 1μl, 1x Ex-Taq buffer 

(TakaRa), 0.2mM dNTPs, プライマー各 0.2 pmol/μl, Ex-Taq polymerase 1.25 U からなる 。

反応は、94℃で 3 分反応させた後、94℃、1 分、55℃、1 分、72℃、2 分の反応を 30 サイクル

行い、最後に 72℃で 5 分間処理した。PCR 産物を 1％アガロースゲル内で電気泳動により分

離し、エチジウムブロマイド染色によって増幅産物を検出した。また、内部標準遺伝子としてト

レニアのグリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素酵素(GAPDH)遺伝子（Accession number: 

AB106523）を用い、本遺伝子増幅のために ThGAPDH-F(5’-GAT GAG AAG ACC CTT 

CTG TTT-3’ )、ThGAPDH-R(5’-CGA CAC AAG CTT CAC AAA  CGT CTT-3’)のプライ

マ－を合成し用いた。 

 

2-2-5 色素分析 

  非形質転換体 SWB および各形質転換体の花弁を 0.1％トリフルオロ酢酸（TFA）を含む 50％

アセト二トリルに浸潤し、フラボノイドを抽出後、高速液体クロマトグラﾌｨｰ（HPLC）によりオーレ

オシジン 6 位配糖化物およびアントシアニジンの分析を行った。アントシアニジン分析につい

ては花弁より抽出したフラボノイドを 6NHCl にて沸騰水中、20 分間で加水分解後、アミルアル

コールにてフラボノイドを再抽出したものを分析に供した。HPLC 条件はそれぞれ以下のとおり

である。まずオーレウシジン 6 位配糖化物の検出には、shim-pack FC-ODS カラム(50×4.6mm、

島津製作所)を用い、移動相には A 液として 0.05％TFA を含む H2O、B 液として 0.05％TFA

を含むアセト二トリルを用いた。B 液 10％から 23％の直線濃度勾配 3 分間の溶出後、B 液

23％で 17 分間維持し、さらに B 液 23％から 80％の直線濃度勾配 2 分間の溶出後、B 液 80％

で 3 分間維持した。さらに B 液 80％から 10％の直線濃度勾配 2 分間で溶出した。流速は

0.8ml/min で行った。検出は 360、400nm における吸光度、および PDA 検出器 SPD-M10AVP

（島津製作所）による 250-500nm の吸収スペクトルにより行った。本条件下で、THC 4 位’配

糖化物、オーレウシジン 6 位配糖化物標品はそれぞれ保持時間 14.17 分および 6.19 分に溶

出される。 

 アントシアニジン分析用のカラムは YMC-ODS-A  A312(6×150mm、株式会社ワイエムシー)

を用いた。移動相には酢酸、メタノール、蒸溜水をそれぞれ60:70:270に混合したものを用い、

11 分間維持した。検出は 520nm における吸光度、および PDA 検出器 SPD-M10AVP（島津製

作所）による 400-600nm の吸収スペクトルにより行った。本条件下で、マルビジンは保持時間

9.12 分に溶出される。 
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2-3 結果および考察 

独立した 48 個体の形質転換体（SFL211 系統）を取得した。これらのゲノミック DNA を鋳型

に PCR によって AmAS1 遺伝子を検出し、形質転換体であることを確認した（データ不示）。ま

た、導入遺伝子の発現を RT−PCR により解析したところ、発現量の差はあれ、ほとんどの形質

転換体において AmAS1 遺伝子が高発現していることを確認した（図 2-1）。しかしながら、いず

れの個体も花弁が黄色に変化したものはなく、ホストである SWB 同様に青色花弁を呈した（図

2-1）。 

 

 

次に、高発現系統の花弁から色素を抽出し、HPLC による色素分析に供した。その結果、い

ずれの系統もオーロンの生成は認められず、色素組成は非形質転換体と比較して差異は認

められなかった（図 5-3）。 

 AmAS1 遺伝子が高発現しているにも関わらずオーロンの生成が認められなかったことから、

AmAS1 が生体内においてオーロン生合成の必要条件ではあるが十分条件でないことが示唆

された。形質転換トレニアの花弁には非形質転換体と同等のアントシアニン色素が蓄積してお

り（図 5-3）、AmAS1 の基質であるカルコンは正常に生成していると考えられる。従って、オーロ

ンが生成されなかった理由としては、トレニア内在性の CHI タンパク質によりカルコンが速やか

にフラバノンに異性化されている為、AmAS1 が基質と反応できないことが考えられる。しかしな

がら、キンギョソウ品種の中にはオーロンとアントシアニンやフラボンが共存している品種もあり

（Spribille and Forkmann, 1982; 土岐、1990）、CHIの機能欠損は必ずしもオーロン合成に必須

でないと考えられる。したがって、同一細胞に基質であるカルコンとオーロン合成酵素が発現

しているが。両者の細胞内コンパートメントが異なるためオーロンが合成されない可能性が示

唆される。あるいは、トレニア花弁細胞内において AmAS1 タンパク質のプロセシングや活性化

機構に問題があり、AmAS1 が機能していない可能性がされた。 

A SFL211#17NT (SWB)

AmAS1
ThGAPDH

SFL211

NT    17   20  24   26  44
AmAS1

ThGAPDH

SFL211

NT    17   20  24   26  44

B

図2-1 AmAS1遺伝子構成発現トレニア(SFL211)の作出
（A)SFL211の表現型。非形質転換体（サマーウェーブブルー品種（SWB）、サントリーフラワーズ株式

会社）の青紫色の花弁と比べ、花色に変化は認められなかった。
（B)RT-PCRによる遺伝子発現解析。MacIプロモーターによりAmAS1遺伝子は構成的に発現している

ことを確認した。内部標準遺伝子としてトレニアglyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
遺伝子(ThGAPDH) を用いた。
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第 3 章 オーロン合成酵素の細胞内局在性解析 

3-1 序論 

 CHS、CHI および DFR は可溶性タンパク質であり、酵母 Two-Hybrid 法を用いた研究によっ

て両者は相互作用していることが明らかにされている (Burbulis and Winkel-Shirley, 1999)。さ

らにシロイヌナズナの芽生えを用いた免疫沈降実験により、CHS、CHIおよびF3Hは物理的に

相互作用していることが知られている(Burbulis and Winkel-Shirley, 1999)。これらのフラボノイ

ド生合成酵素は細胞質内に点在するのではなく、小胞体膜に局在する P450 タンパク質である

F3’H(CYP75B)、F3’5’H(CYP75A) あるいはC4H(CYP73A) を足場に小胞体膜上の細胞質側

において酵素複合体(Metabolon)を形成することで効率的に代謝を行っていると考えられてい

る (Jorgensen, et al., 2005)。 

 AmAS1 はカルコン類を基質とするが、カルコンは細胞質タンパク質である CHS によって細胞

質で合成される。また、これまでに知られている PPO はすべてプラスチド局在性であり、N 末ペ

プチド (N-terminal polypeptide sequence; NTPP)にプラスチド輸送の為のトランジット配列を有

する。この領域には負電荷のアミノ酸が少なく、水酸化アミノ酸が多いのが特徴である (Joy, et 

al., 1995; Emannelsson and von heijne, 2001)。このプラスチドへのトランジットシグナルの下流

にはチラコイドトランスファー領域と呼ばれるチラコイドタンパク質で高く保存されている配列が

存在している。PPO タンパク質のアミノ酸配列のアライメントからわかるように、AmAS1 の NTPP

はプラスチドへのトランジット配列と顕著な相同性を示さない（図 3-1）。また、AmAS1 は糖タン

パク質であることが明らかになっているが (Nakayama, et al., 2000)、これまでにプラスチド局在

タンパク質で糖タンパク質のものは見つかっていない。従って、AmAS1 がプラスチドに局在し

てオーロンを生成していると考えるのは不自然である。AmAS1 の THC に対する至適 pH は 5.4

と低いことに加え、カルコンが酸性条件下では異性化せずに安定して存在できるため、酸性

細胞小器官においてオーロン生合成が行われる可能性が高い。  

 任意のタンパク質の細胞内局在性を解析するために、オワンクラゲ (Aequorea victoria) 由来

の Green Fluorescent Protein (GFP)あるいは Anthozoa 属の造礁サンゴ由来の momomeric 

Red Fluorescent Protein (mRFP)と任意タンパク質とを融合し、その融合キメラタンパク質の局

在性を蛍光顕微鏡を用いて解析する方法が一般的である (Niwa, et al., 1999; Campbell, et al., 

2002; Tamura, et al., 2003)。GFP はそれ自身で長波長 UV もしくは青色光を吸収し、緑色の

蛍光を発するタンパク質である。植物研究用に開発された sGFP は、高等植物の最適コドンが

使用され、さらに S65T 点変異により野生型に比べて発色団形成が 4 倍早く、蛍光が 6 倍増加

した変異型 GFP である。この蛍光タンパク質の検出には試料の固定あるいは基質の添加は必

要としないため、リアルタイムでの生体観察が可能となり、タンパク質の輸送や細胞小器官の

動的な活動を観察することが可能となった。 
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 植物細胞への遺伝子導入方法の代表としては土壌細菌を用いたアグロバクテリウム法、プロ

トプラストを用いたエレクトロポレーション法、パーティクルガンによるボンバードメント法などが

ある。ボンバードメントは金粒子に導入する遺伝子またはプラスミドをコーティングし、細胞に物

理的に撃ち込む方法である。偶然、核に入った遺伝子が一過的に転写され、導入遺伝子産

物が発現する。この方法は他の方法に比べ操作が簡便であり、動物細胞の形質転換にも利

用されている (福田ら、1997, Noji, et al., 1998)。 

 植物の栄養生長細胞での液胞タンパク質は、リボゾームで合成された後、または合成と同時

に小胞体内腔へ輸送される。その後、酵母の液胞や動物のリソソームへタンパク質の輸送経

路と同様に、ゴルジ体に輸送され、ここで液胞輸送シグナルによって分泌性タンパク質として

仕分けられ、特異的な小胞に取り込まれた後に出芽し、液胞へ輸送される。これとは異なり、

植物種子の登熟細胞内の貯蔵タンパク質の液胞への輸送経路は種特異的であり、ゴルジ体

を経由する経路とゴルジ体を介さずに小胞体から直接液胞へ向かう経路が存在する。一般的

に液胞タンパク質の多くはゴルジ体に輸送され、そこで液胞への選抜を受けており、この機構

は真核生物において保存されていると考えられている (Neuhaus and Rogers, 1998)。種子発芽

期の液胞貯蔵タンパク質の分解に際して大量のプロテアーゼが液胞へ輸送されることが知ら

れているが、その場合はゴルジ体を経由しない経路で輸送される。 

 

A

B

図3-1 PPOのN-terminal polypeptide（NTPP)の構造解析
（A)典型的なPPOの一次構造模式図。N末（黄色）とC末（灰色）がプロセシングを受けて成熟タンパク質
になる（中央白抜き部分） 。
（B)PPOタンパク質のアライメント。赤字；AmAS1と同一アミノ酸残基、青字；N末30アミノ酸配列内に見
られる水酸化アミノ酸、黄色ボックス；色素体局在性PPOに見られるチラコイドトランスファー領域、二重
下線；推定ssVSD配列、下線；精製AmAS1成熟タンパク質で同定されたアミノ酸配列部分。
Grape PPO (Vitis vinifera, accession S52629); Pokeweed PPO (Phytolacca americana, 
PAP1, accession BAA08234); Tomato PPO (Lycopersicon esculentum, accession JQ1672); 
Potato PPO (Solanum tuberosum, accession AAA85122)。
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  タンパク質がゴルジ体を経由して輸送されているかについては小胞体からゴルジ体への輸

送に必須な分子スイッチを利用した実験によって調べることができる (Takeuchi, et al., 2000)。

酵母において小胞体から小胞の出芽に必須の因子として単離された小胞体膜上に局在する

GTPase である Sar1 は、シロイヌナズナ（AtSar1）やタバコ（NtSar1）においても保存されており、

小胞体膜状の COPII コート複合体をリクルートし、小胞形成を促進することで小胞体からゴル

ジ体へのタンパク質輸送を制御している。Sar1-GTPase はアミノ酸配列 47 位の His 残基を Leu

へ置換した点変異体はドミナントネガティブ変異であり、小胞体からゴルジ体への輸送を阻害

できる。このドミナントネガティブ型 Sar1 と、蛍光タンパク質を融合させた目的の遺伝子を共発

現させることで、目的の遺伝子産物がゴルジ体を経由しているかどうかを解析することが可能

である (Takeuchi, et al., 2000)。 

植物細胞を用いたこれまでの液胞輸送に関わるシグナルの研究から、液胞輸送の情報が

①タンパク質の N 末ペプチド(sequence specific vacuolar sorting determinants; ssVSD)、②C

末端ペプチド (C-terminal vacuolar sorting determinants; ctVSD)、および③成熟タンパク質の

アミノ酸配列中に存在するケースが知られている (Neuhaus and Rogers, 1998)。これ以外にも

立体構造が重要で成熟型ペプチド中に液胞輸送因子(Physical structure vacuolar sorting 

determinants, psVSD)が存在するタンパク質もある。 

 オーロンが生成される細胞内小器官を明らかにするために、①ショ糖密度勾配遠心分離によ

る細胞小器官の分画後のウエスタンブロット解析、および ②AmAS1 と蛍光タンパク質とのキメ

ラタンパク質の一過的発現解析を行い、AmAS1 タンパク質の細胞内局在性を検討した。 
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3-2 材料および方法 

 

3-2-1 ショ糖密度勾配遠心 

オーレウシジン６位配糖体を主要色素とする黄色キンギョソウ（スナップイエロー品種）のステ

ージ３から５に対応する花弁(Sato et al., 2001) を氷冷した buffer A （150 mM Tris-HCl pH 7.5, 

1 mM EDTA, 1 mM MgCl2, 13% (w/v) sucrose、サンプル 1 g あたり 2 ml の buffer の割合）の

中でメスにより小さくした。引き続き、テフロン-ガラス製の ホモジナイザーを用いて４℃で 10 分

間粉砕した。粉砕したサンプルを 500 x g で遠心し、得られた上清を 180μm filter (Millipore)

でフィルター濾過し、さらに 100μm filter (Millipore)で濾過したサンプルをショ糖密度勾配遠

心に供した。 

1 mM EDTA を含む 9.0 ml のショ糖勾配液（55～6％(w/v) scrose）を超遠心チューブ(14 x 

89 mm, Beckman)に入れ、その上に調整したサンプル(0.5 ml)を重層し、Beckman SW41Ti ロ

ーターで 31,000 rpm、4°C で 4 時間 遠心した。チューブの底に穴をあけて、ぺリスタポンプ

で 0.5ml ずつに分画した。ショ糖濃度の最も低い最上層の分画をフラクション 1 とした。色素体、

ミトコンドリア、ゴルジ体、小胞体および液胞はそれぞれクロロフィルおよびカロテノイドを含む

分画 (Hurkman, et al., 1979)、 cytochrome c oxidase 活性、 nucleoside diphosphatase 活性 

(Ray, et al., 1969)、 NADPH-cytochrome c reductase 活性 (Lord, et al., 1973; Saunders, et al., 

1977)、 およびフラボノイド色素を指標にした。 AmAS1 の活性は Sato et al., 2001 に記載の方

法に従い PHC を基質に酵素反応を行い、逆層ＨＰＬＣで分析した。 

 

3-2-2 ディファレンシャル遠心分離 

黄色キンギョソウ（スナップイエロー品種）の花弁を氷冷した buffer B （150 mM Tris-HCl pH7.5, 

0.5 M sucrose, 1 mM DTT, and 1 mM MgCl2, and 13% (w/v) sucrose、サンプル 1 g あたり 2 ml 

の buffer の割合）の中で粉砕した (Lord, et al., 1973; Saunders, et al., 1977)。 また、MgCl2 を

含まない buffer B には代わりに 1mM の EDTA を加えた。粉砕サンプルは 500 x g で遠心し、

得られた上清を 180μm フィルター (Millipore)でフィルター濾過し、さらに 100μm フィルター 

(Millipore)で濾過した。このサンプルを順に 5000 x g で 10 分間、20,000 x g で 30 分間、

100,000 x g で 2 時間遠心した。  

 

 

3-2-3 SDS-PAGE およびウエスタンブロッティング解析 

成熟 AmAS1 抗原(G61～K415 残基)に対するウサギ由来抗 AmAS1 抗血清 300μl をアフィ

ニティアズラクトンカラム(Empore)に 10μl/分の流速でアプライした後、500μl の PBS (0.1M リ
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ン酸バッファー, 0.15M NaCl, pH7.2)で 2 回洗浄した（400 x g で 2 分間）。カラムを 500μl のク

エンチング溶液(3M エタノールアミン, pH 9.5)で 10μl/分の流速でクエンチングし、再度 PBS

で 4 回洗浄した。500μl のブロッキング剤(Empore)を流速 10μl/分で加えた後に再度 PBS で

5 回洗浄した。最後に溶出液(0.1M グリシン, 2％酢酸, pH 2.0)で抗 AmAS1 抗体を溶出し、

300mM リン酸バッファーで中和した。 

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) は Laemmli, 1970

の方法に従った。 タンパク質は Coomassie Brilliant Blue (PAGE Blue 83、第一化学薬品) で

染色し、可視化した。PAGE ゲルを Immobilon-P membrane (Millipore) に転写し、 ブロッキング

リージェント (Amersham Bioscience) を用いて室温で二時間ブロッキングした。 AmAS1 タンパ

ク質は  1/1000 希釈した一次抗体(成熟 AmAS1 IgG (ウサギ))、および 1/5000 希釈した二次抗

体 (donkey anti-rabbit IgG-horseradish peroxidase conjugate)と反応させ、ECL Western 

blotting キット(Amersham Bioscience)を用いて ペルオキシダーゼによる化学蛍光を検出した。 

 

3-2-4 遺伝子材料 

オワンクラゲ由来の Green Fluorescent Protein (sGFP/S65T) (Niwa, et al., 1999)を含む

CaM35S-sGFP(S65T)-NOS3 は静岡県質大学の丹羽康夫博士から分与していただいた。野

生 型 (WT)AtSar1 お よ び ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ 型 (DN)AtSar1  (plasmid 1, 

P35S-sporamin-GFP-Tnos-P35S-(WT)AtSar1-Tnos in pUC18; plasmid 2, 

P35S-sporamin-GFP-Tnos-P35S-(DN)AtSar1-Tnos in pUC18; Takeuchi et al., 2000)につい

ては東京大学大学院理学研究科の中野明彦教授に分与していただいた。mRFP (Campbell, 

et al., 2002) はカリフォルニア大学の R. Y. Tsien 教授に分与していただいた。AVP2-mRFP 

(Mitsuda, et al., 2001) は京都大学人間・環境学研究科の佐藤博士に分与していただいた。

液 胞 染 色 マ ー カ ー で あ る BCECF-AM (2',7'-bis-(carboxyethyl)-5-carboxyfluorescein 

acetoxymethyl ester) は市販のものを用いた（Molecular Probes)。 

 

3-2-5 一過的発現ベクターの構築 

図 3-2 に示すエントリー番号２～6 の GFP-AmAS1 キメラ遺伝子は PCR によって増幅した

AmAS1 の NTPP 断片を sGFP/pUC18 ベクター（エントリー1）の sＧＦＰの 5‘側上流の Sal1 と

Nco1 サイトに挿入することで作製した。具体的には、AmAS1 の cDNA を鋳型に Fsal1 プライマ

ー (5’-GGG TCG ACC ATG TTC AAA AAT CCT AAT ATC-3’) とそれぞれのエントリーに

対応するリバースプライマー (RncoA92-ENTRY2 （5’-TAG GAC CAT GG TAG CGG GGA 

TTG GGG-3’）, RncoA60-ENTRY3 （5’-ATA GCC ATG GTT GAG GTC GAG GC-3’）, 

RncoA53-ENTRY4 （5’-GG ACC CAT GGC ATA GGC GAG AGA G-3’）, Rnco47-ENTRY5
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（5’-GGA CCC ATG GCG ATG TAC AGG CCA AC-3’）, Rnco36-ENTRY6（5’-GGA CCC 

ATG GTT ATT ATA AAT AAT AGA ATG-3’）, R160-L53F(5’-GGA CCC ATG GCA TAG 

GCG AAA GAG-3’),  または R160-Y52S (5’-GGA CCC ATG GCA TAG GCG AGG 

GAG-3’)) を用いて PCR を行い、増幅した断片を Sal1 と Nco1 で制限酵素消化した。 消化し

た PCR 断片を sGFP/pUC18 ベクターの Sal1 と Nco1 サイトにライゲーションした。PCR 産物は

変異が導入されていないことをシークエンス解析により確認した(Beckman Coulter)。エントリー

8 の P109-GFP は、PAP1 cDNA (Joy, et al., 1995)を鋳型に Npf1 プライマー（5’-GGG TCG 

ACG ATG GCT TCT CTT TCT TCT C-3’） と Npr1（5’-GGG AAT TCC ATG GCT GCC AAG GTG 

G-3’）プライマーを用いて PAP1 の NTPP を増幅した。 

エントリー7 の pGFP-AC は、AmAS1 の CTPP 領域を Fbsrg1 プライマー（5’-GTC TCT GTA 

CAA GAA ATT TCA TAG AAC-3’） と Rgcrg1 プライマー（5’-TCA ATG TAC AAG CCA TCA AGC 

TCA ATC-3’）によって増幅し、BsrGI により消化した。得られた断片を sGFP/pUC18 ベクター

の の BsrGI サイトに挿入し、シークエンスによって挿入方向と PCR によるエラーがないことを確

認した。エントリー10 の GFP-A60 についても Fnco1 プライマー（5’- AAG CCC ATG GTC AAA 

AAT CCT AAT ATC-3’） と Rnco1 プライマー（5’- ATA GCC ATG GTT GAG GTC GAG GC-3’）

を用いて同様の方法で構築した。 

エントリー９の A60-mRFP は AmAS1 を SalI-AmAS1-FW プライマー（5’- TTT GTC ATG TTC 

AAA AAT CCT AAT ATC CGC TAT-3’）と BglII-AmAS1-RV プライマー（5’- TTT AGA TCT GGT 

TGA GGT CGA GGC AAA CCG GGC ATA-3’）で増幅した NTPP 断片（1-60 残基)を Sal1 と BglII

で 消 化 し 、 ま た  mRFP1/pRSETB ベ ク タ ー  (Invitorogen; Campbell, et al., 2002) を

BamHI-mRFP-FW プライマー（5’- GTT GAA TTC GCC TCC TCC GAG GAC GTC ATC AAG 

GAG TTC AT-3’）と NotI-mRFP-RV プライマー（5’- TGC GGC CGC TCA AGC TTC GAA TTC 

TTA GGC GCC GGT-3’）で増幅した mＲＦＰ断片を BamHI と NotI で消化し、両断片を

sGFP/pUC18 ベクターの Sal1 と Nco1 サイトに 3 点ライゲーションして得た。以上のコンストラク

トは全てカリフラワーモザイクウイルスの 35S プロモーター(CaMV 35S promoter) に制御されて

おり、植物細胞内で構成的に発現するようデザインされている。 

 

3-2-6 共発現ベクターの構築 

A60-GFP/pUC18（エントリー3）または P109-GFP/pUC18 ベクター（エントリー8）を HindIII と 

NotI で消化して CaMV35S プロモーターとキメラ遺伝子を含む断片を得た。一方、上記の

AtSar1 plasmid 1 （Takeuchi et al., 2000）の CaMV35S promoter-sporamin-GFP 領域を HindIII

と NotI で切り出し、先ほどのエントリー3 またはエントリー8 由来の CaMV35S プロモーターとキ

メラ遺伝子を含む断片を挿入し、AtSar1 と A60-GFP、および AtSar1 と P109-GFP の共発現ベ
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クターを得た。ドミナントネガティブ型 AtSar1 との共発現ベクターは AtSar1 plasmid 2 を用いて

同様の手順で作製した。 

 

 

3-2-7 パーティクルボンバードメント 

市販のタマネギ(Allium cepa)と園芸種のキンギョソウ(A. majus)の花弁を実験に供した。蛍光顕

微鏡観察の際に、オーロン由来の蛍光が蛍光タンパク質の観察を阻害するのを回避するため

に花弁が白い品種を実験に用いた。 

パーティクルガンは Helios Gene Gun System (Bio-Rad)を用いた。基本的な操作は Noji, et 

al., 1998 に従った。25 mg 金粒子 (直径 1.0 μm)あたりにそれぞれのエントリーのプラスミド 50 

μg をコーティングし、120 p.s.i./shot で植物組織に撃ち込んだ。AmAS1-GFP キメラタンパク

質と AVP2-mRFP キメラタンパク質の共発現に際しては、エントリー3 と AVP2-mRFP のプラスミ

ドを等量混ぜ合わせ、金粒子にコーティングした。 

シロイヌナズナを用いた細胞生物学的研究によって光誘導性のパパイン(Papain)タイプの液胞

システインプロテアーゼが酸性条件下で GFP を容易に分解する機構が明らかとなっている

(Tamura, et al., 2003)。さらに、液胞性 GFP は観察時の励起青色光によって著しく分解するこ

とから、励起されコンフォメーション変化した GFP に対してこのシステインプロテアーゼが働くこ

とが明らかとなっている。したがって、液胞局在性 GFP の光条件化でのタンパク質分解を避け

るため、遺伝子導入後、表皮細胞を滅菌シャーレ(90 mm)に入れて 22℃の暗黒下条件で 48

図3-2 トランジェントアッセイ用コンストラクト
左から右にN末からC末方向を示す。緑色矢印；sGFP(S65変異)、黄色矢印；AmAS1のNTPP、
灰色矢印；AmAS1のCTPP、紫色矢印；ヨウシュヤマゴボウのPPO（PAP1)、赤色矢印；mRFP。
各エントリーの細胞内局在性の結果をコンストラクトの名称右部に示す。C/N; 細胞質および核、
V; 液胞、P; 色素体。
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時間培養した。培養後のタマネギからピンセットで表皮細胞をはがしてスライドグラス(Micro 

slide glass SUPERFROST, 76 x 26mm, thickness 0.9-1.2mm, Matsunami)に乗せた。花弁表皮

細胞はそのままスライドグラスに乗せた。乾燥を防ぐために蒸留水を滴下し、その上にカバー

グラス (NEO microcover glass, 50 x 24mm, Thickness 0.12-0.17mm, Matsunami) をかぶせた。

遺伝子導入細胞は共焦点蛍光顕微鏡(LSM510, Carl Zeiss,)を用いて観察した(Matsushima, 

et al., 2004)。 
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3-3 結果 

 

3-3-1 細胞分画による AmAS1 の細胞内局在性解析 

AmAS1 の細胞内局在を明らかにするためにキンギョウソウ花弁細胞をショ糖密度勾配遠心

法により分画し、ウエスタンブロットによる AmAS1 の検出を試みた。その結果、67kDa と 39kDa

の二つ種類のバンドが検出され、それぞれプロセシングを受ける前の前駆タンパク質とプロセ

シングを受けた成熟 AmAS1 タンパク質と考えられた （図 3-3）。AmAS1 活性は概ね 39kDa の

バンドと一致しており、このサイズはキンギョソウ花弁から精製されたＡｍＡＳ1 と一致したため、

このバンドが活性型 AmAS1 と結論付けた。AmAS1 活性および 39kDa のバンドは液胞マーカ

ーであるフラボノイドとよく一致した。したがって、活性型 AmAS1 は液胞に局在することが強く

示唆された。 

ミトコンドリアおよび色素体マーカーであるクロロフィル/カロチノイドおよびチトクローム C 酸

化酵素活性はいずれも単一ピークとして得られた （図 3-3）。しかしながら、両マーカーとも

AmAS1 活性および 39kDa のバンドと一致しなかったため、活性型 AmAS1 はミトコンドリアおよ

び色素体には局在しないと考えられた。一方、小胞体およびゴルジ体マーカーであるヌクレオ

シド脱リン酸化酵素活性および NADPH/チトクローム C 還元酵素活性は類似した分画パター

ンを示し、大小二つのピークに分かれた。そのうち大きなピークは AmAS1 活性および 39kDa

のバンドと一致した。一方、小さなピークは 67kDa のバンドと一致した。 

さらに詳細に解析するためにディファレンシャル遠心分離を行った。バッファーに Mg イオン

を添加する膜とリボゾームの解離を抑制し、ミクロソームに局在する酵素タンパク質を安定化さ

せる効果があることが知られている (Lord, et al., 1973; Saunders, et al., 1977)。その結果、Mg

イオン存在下では NADPH/チトクローム C 還元酵素活性は 5000 および 20,000 x ｇの沈殿に

のみ見られるの対して、Mg を添加しない場合は全体の 1/3 が 100,000 x ｇの沈殿に見られた。

一方、AmAS1 活性は Mg の添加に関わらず、その全体の活性の 95％は 100,000 x ｇの沈殿に

見られた（データ不示）。以上の結果から、活性型 AmAS1 と思われる 39ｋDa のバンドは ER、ミ

トコンドリア、色素体ではなく、主に液胞に存在することが示された。 
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図3-3 ショ糖密度勾配遠心分離による細胞小器官分画とAmAS1の挙動
(A) 細胞分画サンプルに対するウエスタンブロット解析。AmAS1抗体によって39ｋDaと67ｋDaの二種
類のサイズにバンドが検出された。＊は擬似シグナル。（B)AmAS1活性と液胞マーカーのフラボノイド
の分画パターン。（C）色素体マーカーのクロロフィルおよびカロチノイドの分画パターン。（D)小胞体
（ER)マーカーであるNADH/cytochrome c reductase (NADH/cyt c-red) 活性と、ゴルジ体マーカー
のnucleoside disphosphatase (IDPase)活性の分画パターン。両オルガネラマーカー共に大小二つ
のピークに分かれた。（E)ミトコンドリアマーカーであるcytochrome c oxidase活性。いずれのマー
カーもその活性または含量が最大値の値を100％とした。AmAS1の活性とプロセシングを受けた39ｋ
Daのバンドおよび液胞マーカーは同様のパターンに分画された。

A

B

C

D

E
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3-3-2 蛍光タンパク質を用いた AmAS1 の細胞内局在性解析 

 視覚的に AmAS1 の細胞内輸送経路を明らかにする為に、AmAS1 と蛍光タンパク質である

sGFP またはサンゴ由来 mRFP との融合したキメラタンパク質を用いた解析を検討した。AmAS1

前駆タンパク質の細胞内輸送に関わる領域を決定するために、AmAS1 前駆タンパク質の推定

NTPP(1-92 残基、エントリー2)および推定 CTPP(400-562 残基、エントリー7)の C 末および N

末に GFP をインフレームで繋いだコンストラクトをタマネギ表皮細胞に発現させた （図 3-4）。 

 

共焦点蛍光顕微鏡による観察の結果、表皮細胞の液胞内腔においてエントリー2 由来の蛍光

シグナルが観察された。これは液胞マーカーである BCECF-AM によるタマネギ表皮細胞の染

色パターンと類似していた。さらに GFP 部分を mRFP タンパク質に置換したコンストラクト（エン

トリー9）においても液胞局在性が確認された。また、比較実験として典型的な色素体輸送シグ

ナルを持つヤマゴボウ科ヨウシュヤマゴボウ (Phytolacca americana) 由来プラスチド局在性

図3-4 AmAS1-sGFPキメラタンパク質の細胞内局在性解析
パーティクルボンバードメントによる遺伝子導入後、暗黒化で48時間培養した後に蛍光顕微鏡で細胞観
察を行った。(A) エントリー3 (A1-60-GFP)は液胞内腔に局在した。（B）エントリー5 (A1-47-GFP)は液胞で
はなく細胞質および核に局在した。（C）エントリー7（GFP-AC401-562）は（D）エントリー1(sGFP)と同じ細
胞質および核に局在した。（E）エントリー8(P1-109-GFP) は色素体に局在する。（F)タマネギ表皮細胞の
BCECF-AM(2’,7’-bis-(carboxylethyl)-5-carboxyfluorescence)による液胞染色。表皮細胞の多く
の部分を液胞が占める。（G）キンギョソウ花弁表皮細胞におけるエントリー9(A1-60-mRFP)とエントリー
1(sGFP)の共発現パターン。エントリー9はエントリー3同様に液胞内腔へ輸送される。（H)タマネギ表皮
細胞におけるエントリー9(A1-60-mRFP)とエントリー1(sGFP)の共発現パターン。キンギョソウ花弁表皮
細胞と同様の局在パターンが観察された。（I）タマネギ表皮細胞の模式図。液胞は中央緑色で表される
最も大きなオルガネラである。細胞質（水色）および核（青色）は液胞により細胞の外側に押し付けられ
て存在する。パネルGのサイズバーは20μm、それ以外のパネルは全てサイズバーは100μmである。
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PPO（PAP1）の NTPP(1-109 残基、エントリー8)を作製した。エントリー8 は細胞質内の顆粒状

細胞小器官に局在を示した。このエントリー2 の GFP 部分を mRFP に置き換えたエントリー9 を

キンギョソウ花弁に一過的発現させたところ、タマネギ表皮細胞で見られるように液胞内腔に

局在した。従ってタマネギ表皮細胞を用いた細胞内局在性はキンギョソウ花弁内の細胞内局

在性を反映していることを確認した。細胞観察の利便性から以後、タマネギ表皮細胞を用いて

実験を行った。GFP の C 末にＡｍＡＳ1 の推定 CTPP を融合したエントリー7 は細胞質に局在

し、コントロールの GFP タンパク質（エントリー1）を単独で発現させた局在性と非常に類似して

いた 。以上の結果から、AmAS1 は液胞に輸送される PPO タンパク質であり、その輸送シグナ

ルは NTPP に存在することが示された。 

さらに AmAS1 の液胞輸送に関わる NTPP 内領域を同定する為に、AmAS1 NTPP の 1-60

残基（エントリー3）、 1-53残基（エントリー4）、1-47残基（エントリー5）、1-36残基（エントリー6）

の段階的欠失コンストラクトを作成し、それらの細胞内局在性を検討した。その結果、エントリ

ー3 および 4 はエントリー2 同様に液胞局在性を示すのに対してエントリー5 および 6 について

は細胞質に局在した。従って、AmAS1 の液胞輸送には NTPP 内の 48-53 残基にわたる領域

が必要であることが明らかとなった。 

 

3-3-3 AmAS1 液胞輸送に関わる NTPP の解析 

一般的に液胞輸送に関与する N 末ぺプチドには、疎水性アミノ酸 12～30 残基からなる ER

内腔に入るためのシグナルが存在することが知られている。貯蔵タンパク質であるサツマイモ

由来スポラミンやオオムギ由来のプロテアーゼであるアリューレインなどといった液胞に局在す

るタンパク質の N 末端に液胞輸送に重要な役割を果たす保存配列が見つかっている。この配

列は、NPIRL、NPIVL、NPIRP、NPIDL などのように五つのアミノ酸から構成されており、アミノ

酸置換解析を通じて、液胞輸送に重要な X1-X2-I/L-X3-X4 からなる特異的液胞輸送決定

領域（ssVSD）の存在が提唱されている（Matsuoka and Nakamura, 1999; Matsuoka and 

Neuhaus, 1999; Koide, et al., 1999）。ここで X1 は Asn の場合が多く、X2 は Glu もしくは Asp

以外のアミノ酸、X3 は全てのアミノ酸、X4 は側鎖が大きく疎水性のアミノ酸である。最も重要な

点は中央に配置されるアミノ酸が Ile または Leu であることである。興味深いことに、AmAS1 の

NTPP には N48-S-L-A-Y52 という ssVSD と弱い相同性を示す配列が存在する。さらに、この

配列の N 末側には 30-47 位には ER に入る際に重要と考えられる疎水性アミノ酸残基が連続

する領域が存在する。この NSLAY 配列と AmAS1 の液胞局在性との関連性を明らかにする為

にエントリー3 の L50F および Y52S 点変異を導入したコンストラクトを構築し、一過発現解析を

行った。フェニルアラニンおよびセリン残基への置換はサツマイモ由来液胞タンパク質である

スポラミンの実験に倣った。 
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その結果、両点変異タンパク質は液胞へ輸送されず、細胞質および核に局在した（図 3-5）。

また、ssVSD は輸送されるカーゴタンパク質の N 末または C 末いずれに配置した場合でも機

能することが知られている。これに倣って、AmAS1NTPP(1-60 残基)の N 末側に GFP を配置し

たエントリー10 を構築し、その発現タンパク質の細胞内局在を観察した。その結果、エントリー

3 同様に液胞内腔に局在を確認した。以上の結果から、AmAS1 の NTPP に存在する NSLAY

配列は ssVSD として機能することが強く支持された。 

 

 

3-3-4 AmAS1 の液胞輸送経路の解析 

 次に AmAS1 が液胞に輸送されるまでの経路について詳細に検討した。エントリー3 およびエ

ントリー10 を導入後 24 時間後においては、小さな顆粒状のオルガネラに蛍光シグナルが得ら

れた。このオルガネラは形態、細胞あたりの個数、動きの全てにおいて、先ほどの PAP1(エント

リー8)の局在した色素体と思われるオルガネラとは異なっていた （図 3-6）。48 時間後には完

全に液胞内腔にシグナルが得られたことから、AmAS1 はこのオルガネラを経由して液胞へ輸

送されることが示された。 

  こ の オ ル ガ ネ ラ を 同 定 す る 為 に ゴ ル ジ 体 マ ー カ ー で あ る シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由 来

H+-translocating inorganic pyrophosphatase（AVP2）と mRFP 融合タンパク質をエントリー3 また

はエントリー10 と同時にボンバードメントし、同一細胞において共発現させ、導入 24 時間後に

蛍光観察をした。AVP2-mRFP 由来の赤色蛍光はエントリー3 またはエントリー10 由来の緑色

蛍光と重なった(図 3-6)。従って、この顆粒状細胞小器官はゴルジ体であることが示された。 

次に、シロイヌナズナ Sar1(AtSar1)に H74L のドミナントネガティブ変異を導入した

DN-AtSar1 と AmAS1(エントリー3)を共発現させたところ、遺伝子導入後 24 時間に観察される

顆粒状ののシグナルが消失し、小胞体と思われる網の目状の蛍光パターンが観察された（図

3-7）。野生型の Sar1 を共発現させた場合は AmAS1 のシグナルは液胞内腔に観察された。一

方、PAP1（エントリー8）のプラスチド輸送は DN-Sar1 によって阻害されなかった。以上の共発

図3-5 AｍAS1のsequence specific-vacuolar sorting determinant (ssVSD)様配列の解析
パーティクルボンバードメントによる遺伝子導入後、暗黒化で48時間培養した後に蛍光顕微鏡で細胞観
察を行った。(A) エントリー4（A1-54-GFP)は液胞内腔に輸送される。（B) A1-53（L50F）-GFP点変異エン
トリーは液胞へ輸送されない。（C) A1-53（Y52S）-GFP点変異エントリーは液胞へ輸送されない。（D）エ
ントリー10（GFP-A1-60)は液胞内腔に輸送される。サイズバーは50μmである。
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現解析の結果から、AmAS1 は小胞体からゴルジ体を経て、最終的に液胞に輸送される液胞タ

ンパク質であることが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3-6 AｍAS1の液胞輸送経路の解析（1）
パーティクルボンバードメントによる遺伝子導入後、暗黒化で24時間または48時間培養した後に蛍光
顕微鏡で細胞観察を行った。（左） エントリー3（A1-60-GFP)は遺伝子導入後4時間後では小さなオルガ
ネラに局在し、導入後48時間で液胞内腔に輸送される。このオルガネラはAVP2-mRFPの局在するオ
ルガネラと一致したためゴルジ体と示された。（右) エントリー10(GFP-A1-53)とAVP2-mRFP の共発現
パターン。エントリー3と同様に液胞に輸送される前にゴルジ体を経由することが示された。
サイズバーは50μmである。

N(AmAS11-60)-sGFP + AVP2-mRFP sGFP-N(AmAS11-60) + AVP2-mRFP
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図3-7 AｍAS1の液胞輸送経路の解析（2）
パーティクルボンバードメントによる遺伝子導入後、暗黒化で48時間培養した後に蛍光顕微鏡で細胞
観察を行った。（A）エントリー3（A1-60-GFP)は液胞内腔に局在する。（B）エントリー3（A1-60-GFP)と
野生型AtSarIの共発現によってエントリー3の液胞局在に影響は認められなかったが、（C）ドミナントネ
ガティブ型AtSarIとの共発現により液胞局在が阻害され、（D）その結果、小胞体と思われるネットワーク
状のシグナルが得られた。（E） エントリー8(P1-109-GFP)の色素体局在は、（F）野生型、および（G）ドミ
ナントネガティブ型AtSarIの共発現により影響を受けなかった。（H）エントリー8の発現により得られる色
素体の鞭毛状構造。パネル（D）および）（H）のサイズバーは20μm、それ以外のパネルは100μm。
(I)AmAS1の輸送経路の模式図。AmAS1は小胞体（ER)からゴルジ体を経て、最終的に液胞内腔へ
輸送される新規なポリフェノール酸化酵素（PPO)である。

I

N

ER

Golgi
cis

trans

vesicle

vesicle

Vacuole
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3-4 考察 

3-4-1 AmAS1 タンパク質のプロセシングと液胞局在性 

ウエスタンブロットにより検出された AmAS1 タンパク質および AmAS1 活性はいずれもキンギ

ョソウ花弁細胞由来の液胞分画中に検出された。活性型AmAS1である39kDaのバンドは液胞

マーカーであるフラボノイドと共存したため、AmAS1 はプロセシングを受けて成熟タンパク質

（39kDa）として液胞に局在し、液胞内で機能すると考えられる。AmAS1 の液胞局在性は

AmAS の NTPP と GFP のキメラタンパク質の一過的発現解析によっても支持された。液胞は典

型的な酸性細胞小器官であるために、低い至適ｐH（5.4）を持つ AmAS1 の酵素活性に適切な

環境だと言える。さらに、AmAS1 の基質であるカルコンは非常に不安定なフラボノイドであり、

細胞質のような中性付近では非酵素的に異性化してしまう。あるいは細胞質タンパク質の CHI

によって容易に異性化され無色のフラバノンに代謝される。したがってカルコンにとって液胞

は CHI が存在せず、また安定して存在できる環境であることからも、液胞内腔がオーロン合成

の場と考えるのが妥当である。 

AmAS1活性は、プロセシング前の前駆タンパク質と思われる67kＤａのバンドとは共存しなか

った。したがって 67kＤａの前駆タンパク質は活性がなく、プロセシングが AmAS1 の酵素活性

に関与していることが考えられる。AmAS1 の CTPP には AmAS1 の液胞局在性には関与してな

かったが、AmAS1 の活性化機構に関与しているかについては今後明らかにされるべき興味深

い点である。小胞体およびゴルジ体はともに大小二つのピークとして検出され、それぞれ 39k

Ｄａおよび 67kＤａの両バンドと一致していた。ディファレンシャル遠心分離の結果、小胞体と

AmAS1 活性が分離したことから少なくとも AmAS1 は、分泌小胞を含む小胞体～ゴルジ体間で

プロセシングを受け、ゴルジ体以降で活性のあるタンパク質になると示唆される。また、AmAS1

は銅を含む糖タンパク質として精製されているが、これらのタンパク質修飾の AmAS1 活性に与

える影響については今後の課題である。 

 

3-4-2 AmAS1 の液胞輸送経路と液胞輸送シグナル解析 

AmAS1 の液胞輸送シグナルはその NTPP に存在することが明らかとなった。さらにエントリ

ー2 の段階的欠失コンストラクト（エントリー3 から 6）の解析結果から AmAS1 の液胞輸送には

NTPP 内の 48-53 残基にわたる領域が必要であることが明らかとなった。この領域は NSLAY と

いうアミノ酸配列を含み、既知の ssＶＳＤと弱い相同性を示した。これまでの ssＶＳＤシグナル

解析により重要とされている 50 位の Leu 残基を Phe に置換した点変異体と、側差が大きく疎

水性のアミノ酸である Tyr 残基を親水性アミノ酸である Ser に置換した点変異体は液胞へ輸送

されず、細胞質および核に局在したことから、この NSLAY が NTPP としての機能を有しており、

液胞輸送において重要な働きをしていることが明らかとなった。また、AmAS1 の NTPP を GFP
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の C 末に配置したコンストラクト 10 においても液胞局在が確認された。したがって、AmAS1 の

NTPP は位置に依存しない配列特異的なシグナルであることが示された。 

AmAS1 の液胞局在は DN 型 AtSar1 との共発現により阻害された。その結果得られたネット

ワーク上の GFP シグナルはおそらく小胞体に局在する AmAS1-GFP キメラタンパク質であると

考えられる。したがって、AmAS1 タンパク質は小胞体からゴルジ体へ輸送されている。また、

AmAS1は液胞へ輸送される前に、多数の小さな細胞小器官において観察されたが、この細胞

小器官がゴルジ体であることが AVP2-mＲＦＰとの共発現解析により明らかとなった。AmAS1 は

糖タンパク質として精製されたが、小胞体からゴルジ体を経由する間に糖修飾を受けているも

のと考えられる。 

一方、DN 型 AtSar1 は PAP1 の色素体への輸送には影響を与えなかった。したがってタマ

ネギ表皮細胞においても Sar1-GTPase は小胞体からゴルジ体へのタンパク質輸送を特異的

に制御している。PAP1 の局在したタマネギ表皮細胞の色素体はゴルジ体と比べ大きな細胞

小器官であった。興味深いことにこの小器官は鞭毛のような細い部分を有していた（図 3-7）。

しばしばこの鞭毛用部分の中にも小さな蛍光の強い球状部分が認められた。タマネギの地下

組織部分での色素体の構造および機能は不明な部分が多いが、この鞭毛が特徴的な色素体

の構造は興味深く、今後の色素体研究の進展が待たれる。 

  以上の結果は初めて PPO タンパク質が小胞体、ゴルジ体を経て液胞に輸送されることを明

らかにした。それと同時に、AmAS1 によるオーロン生合成は液胞で行われることを強く支持す

る。これまで一般的なフラボノイド色素は細胞質で合成された後、液胞に運ばれて貯蔵される

と考えられてきたが、ここで得られた結果は、液胞内腔においてもフラボノイド骨格の合成が行

われているという極めて新しい知見である。また、AmAS1 過剰発現トレニアにおいてオーロン

が生成されなかった理由は、基質であるカルコンと酵素である AmAS1 の細胞内コンパートメン

トが異なることに起因する考えられる。 
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第 4 章 カルコン 4‘位配糖化酵素遺伝子のクローニングと機能解析 

 

4-1 序論 

フラボノイド色素は最終的に配糖体として液胞に蓄積しており、配糖化はフラボノイド色素の

易溶化に関わっていると考えられている。また、配糖化は膜局在性の輸送体タンパク質の認

識部位やアシル基の転移部位を色素に提供し、また、分子内およびコピグメントとの分子間複

合体形成にも必要とされるため、花色発現に直接関わる重要なフラボノイド修飾である。実際

に、多くのアントシアニン色素はその 3 位の水酸基が配糖化されており、一方でオーロンは 6

位の水酸基が配糖化された形で液胞内に蓄積していることが知られている。オーロンの 6 位は

カルコンの 4‘位およびアントシアニンの 7 位に対応する （Harborne and Baxter, 1999）。 

 一般に配糖化反応は配糖化酵素（Uridine diphospate(UDP)-glucuronosyltransferases；

UGATs) と呼ばれるヒトから植物まで幅広く保存されている酵素に触媒される (Ross, et al., 

2001; Sawada et al, 2005)。ヒトゲノム解析により、27 種の UGAT が見つかっている。UGAT は

以下の反応式で表されるように、UDP-グルクロン酸 (UDP-GlcA)を糖供与体として基質分子

にグルクロン酸(GlcA)を転移し、GlcA との複合体 (glucuronoside) を形成する反応（グルクロン

酸抱合）を触媒する。植物細胞においては多くの場合、UDP-グルコースが糖供与体として利

用されることが多く、それらは UDP-glycosyltransferases (UGTs)と呼ばれる。 

 

式 5：               UDP-GlcA + 基質 → 基質-GlcA + UDP 

 

植物は、基質、糖供与体、および転移する部位に対応した多種多様な UGT 遺伝子を備え

ている(Lim and Bowles, 2003)。これまでにフラボノイドの配糖化に関わる UGT 遺伝子も数多く

報告されている 。二次代謝産物に限らず、内因性植物ホルモンや外来毒性化合物に対して

働く配糖化酵素遺伝子についても同定されており、配糖化酵素は二次代謝経路のみならず

生長制御や生体防御に関わっていることが明らかになっている(Lim and Bowles, 2003)。ゲノム

が解読されたシロイヌナズナには 107 個の配糖化酵素様遺伝子が同定されているが、それら

のほとんどの基質特異性および生理機能は不明である （Ross, et al., 2001; Li, et al., 2001）。

このように大きなファミリーを形成し、生物界に幅広く分布する UGT 遺伝子を管理するために

国際チームが発足し、個々の UGT に対して、それが由来する種や生化学的な機能に関わら

ず、遺伝子の一次配列を元に UGT 番号が割り振られる(Ross, et al., 2001)。 

F3’H および F3’,5’H,IFS, FNS、C4H などのフラボノイド生合成経路の酵素が属するチトク

ローム P450 スーパーファミリーと同様に UGT 遺伝子もにスーパーファミリーを形成しているこ

とが知られている。一般的に UGT の方が P450 よりも幅広い基質特異性を持ち、同じ基質に対
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して複数の UGT 分子種が作用することが知られているため、真の基質を同定することは容易

ではない。しかしながら、これまでに蓄積された配糖化酵素の生化学的な知見と系統解析から、

基質特異性と一次配列の保存性の間に種を超えて一定の相関があることが知られている 

(Tukey and Strassburg, 2000)。例えばアントシアニジンの 3 位に配糖化する 3GT と呼ばれる

UGT とアントシアニンの 5 位に配糖化する 5GT と呼ばれる UGT は種を超えて保存されている。

すなわち、UGT スーパーファミリーにおいては基質特異性と一次構造の間に相関がある。この

ことは配糖化酵素遺伝子の基質特異性は種分化の前に獲得され、保存されていると考えられ

る。従って、機能既知の配糖化酵素遺伝子のホモロジーを利用して目的の種から単離するこ

とは現在の分子生物学の技術水準を持ってすれば困難ではない。 

哺乳類の配糖化酵素には膜貫通ドメインおよび粗面小胞体局在シグナルが存在するのに対

して、植物の配糖化酵素には膜結合や膜貫通ドメインは見つかっていない。従って植物の配

糖化酵素は細胞質に局在する可溶化タンパク質であると考えられている (Lim and Bowles, 

2004)。UGT 遺伝子構造は大きく N 末と C 末のユニットに分けられる。ブドウ科ブドウ由来フラ

ボ ノ イ ド 3 位 配 糖 化 酵 素 (Vitis vinifera L., cv. Shiraz, UDP-glucose: flavonoid 

3-O-glucosyltransferase; VvGT1)の結晶構造解析から、VvGT1 構造は GT-B フォールドと呼

ばれる N 末ユニット(7-250 残基)および C 末ユニット(260-437 残基)の二つの Rossmann-like 

(β/α/β)ドメイン構造から構成されることが知られている(Offen, et al., 2006)。糖供与体であ

る UDP-グルコースおよび糖受容体であるフラボノイドは、この二つの Rossmann-like ドメインの

間に形成される基質ポケット内に取り込まれる。これまでに知られている植物二次代謝経路に

関わる配糖化酵素の C 末付近には Plant Secondary Product GT consensus sequence 

(PSPG)-box と呼ばれる高く保存された約 45 アミノ酸残基からなるドメインがある (Vogt and 

Jones, 2000) 。 PSPG-box の コ ン セ ン サ ス 配 列 は [WF]-2X-Q-2X- [LIVMYA]- [LIMV] 

-6X-[LVGAC]-[LVFYA]-[LIVMF]-[STAGCM]-[HNQ]-[STAGC]-G-2X-[STAG]-3X-[STA

GL]-[LIVMFA]-4X-[PQR]-[LIVMT]-3X-[PA]-3X-[DES]-[QEHN]で表される。VvGT1 の結

晶構造解析から、PSPG-boxを構成するほとんどのアミノ酸残基はC末の構造の保持に関与し

ているだけだが、PSPG の C 末側の D374 や Q375 など一部のアミノ酸が糖供与体の認識に関

わる重要な残基であり、D374A 点変異体はその配糖化活性を失う(Offen, et al., 2006)。 

黄色キンギョソウ花弁の主要黄色色素はオーレウシジンの 6 位配糖体である。AmAS1 が液

胞タンパク質であることからオーロン合成は液胞内で行われると考えられる (磯野 2002； 渡辺 

2006)、。したがって、オーロン合成には細胞質で合成されたカルコンを液胞へ輸送する機構

が関与しているはずである。AmAS1 はカルコンのアグリコンのみならず、その 4‘位配糖体を基

質にオーロン 6 位配糖体を生成する活性を有している (佐藤 2000； Nakayama, et al., 2000) 。

また、そのオーロン合成活性はアグリコンを基質にした場合と比べ二倍以上高い。さらに、オ
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ーロン 6 位配糖体の蓄積に先立って、キンギョソウ花弁内ではカルコン 4’位配糖体の蓄積が

確認されている (Sato, et al., 2001; Nakayama, et al., 2001)。以上の状況証拠から、①生体内

における AmAS1 の基質はカルコンのアグリコンではなく、4’位配糖体である、また、②カルコ

ンの配糖化はカルコンの安定化および液胞への輸送に関与し、オーロン合成に必要であると

いう作業仮説を立てた（図 4-1）。しかしながら、これまでにカルコン 4‘位配糖化酵素

（4’-O-chalcone glucosyltransferase; 4’CGT） の活性が確認されたり、4’CGT をコードする遺

伝子が単離されたりした報告はないため、その一次配列を類推することはできない。 

そこで、植物のフラボノイド配糖化酵素遺伝子の PSPG-box ドメインを含む高い保存配列を

プローブとして黄色キンギョソウ花弁由来 cDNA ライブラリーからキンギョソウ配糖化酵素様遺

伝子(Antirrhinum majus UGT; AmGT)を網羅的に取得した。UGT タンパク質の発現系には大

腸菌、酵母、リンパ芽球、バキュロウイルス系などが利用されるが、植物 UGT の場合は可溶性

タンパク質であるため、簡便で大量の組み換えタンパク質が得られる大腸菌発現系を用いて

発現させた。カルコン中性付近の pＨの水溶液中では容易に異性化してしまうため、樹脂に固

定化する反応系を新たに開発した。樹脂に固定化したカルコンと組換え AmGT タンパク質とを

反応させ、その反応物を HPLC 分析することで Am4’CGT 遺伝子の同定を試みた。 
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4-2 材料および方法 

4-2-1 cＤＮＡライブラリースクリーニング 

 市販の黄色キンギョソウ品種であるバタフライイエローの新鮮な花弁由来から RNeasy for 

Plant kit (QIAGEN)を用いて製造業者が推薦する方法でトータル RNA を抽出し、引き続き、

Oligotex dT-Mag kit (TaKaRa Bio) を用いて mＲＮＡを精製した。この mＲＮＡ 5μｇを用いて、

λZAP Express-cDNA synthesis kit(Stratagene)を用いて製造業者が推薦する方法で cDNA ラ

イブラリーを構築した。得られた cDNA ライブラリーは、1.6 x 105 plaque forming unit (pfu) から

なっていた。既知の UGT のアミノ酸配列を比較し、これらのアミノ酸配列の保存領域に相当す

る塩基配列を増幅し、これをプローブとしてキンギョソウ cDNA ライブラリーを用いてスクリーニ

ングした。フラボノイド生合成経路に AmGT をより網羅的に取得するため、異なるサブファミリ

ーに属する 5 種の UGT をプローブとして採用した。プローブに用いた UGT はヒルガオ科アサ

ガオ(Ipomoea nil)由来の UDP-グルコース：アントシアニジン 3－グルコシド糖転移酵素

（3GGT）（Accession No. AB192314, Morita, et al., 2005）、ナス科ペチュニア(Petunia hybrida)

由来フラボノイド 3GT （Accession No. AB027454）、クマツヅラ科バーベナ(Verbena hybrida)

図4-1 オーロン生合成経路の作業仮説
①AmAS1の至適pHは5.4と低い。②カルコンは中性付近のpHで非酵素的に異性化される。
③AmAS1-GFPキメラタンパク質は液胞内腔へ輸送される。④液胞にはCHIは存在しない。⑤AmAS1
はカルコン4’位配糖体を基質にオーロン6位配糖体を生成し、その活性はアグリコンよりもむしろ高い。
以上の結果から、オーロン合成は液胞内腔で行われ、AmAS1の真の基質はカルコン4’位配糖体であ
るという作業仮説を立てた。

4’CGT

4’CGT
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由来フラボノイド 5GT (Accession No. AB013598)、シソ科コガネバナ(Scutellaria baicalensis)由

来 7GT (Accession No. AB031274)、リンドウ科リンドウ（Gentiana triflora）由来の UDP-グルコ

ース：アントシアニン 3’－糖転移酵素（3’GT）(Accession No. AB 076697, Fukuchi-Misutani, 

et al., 2003) の 5 種である。それぞれ UGT について、PSPG-box を含む C 末の保存された領

域の配列を増幅できるように以下に示す一組のオリゴヌクレオチドを合成した。 

アサガオ 3GGT（In3GGT-Fw: 5’-GAA ATG GTC GGA TTG GCT GGG-3’； In3GGT-Rv: 

5’-ACC TCC ACC CCA ACT TTC AGG-3’）、ペチュニア 3GT（Ph3GT-Fw：: 5’-GAT GCA 

TAA TTT GGC TAG AAA AGC-3’；Ph3GT-Rv: 5’-CCA ATT TGC CAA ACA CTT 

TCC-3’）、バーベナ 5GT（Vh5GT-Fw: 5’-TGC CTC GAA TGG TTG AGC ACG-3’； 

Vh5GT-Rv: 5’-CTC TCA CTC TCA CAC CCG-3’）、コガネバナ GT（Sb7GT-Fw: 5’-CAC 

GAA TGC TTA GCA TGG CTC-3’； Sb7GT-Rｖ: 5’-CTT ATT GCC CAC TGA AAC 

CCC-3’）、リンドウ 3’GT （Gt3’GT-Fw：5’-TGT CTG AAT TGG CTT GAT TCC-3’； 

Gt3’GT-Rv：5’-AAC CCA CAG AAA CCC CTG TTC-3’） 

プローブはノンラジオアイソトープ DIG-核酸検出システム（Roｃhe）を用いて、製造者が推奨

する条件に従い PCR によりラベルした。PCR 反応液（25μｌ）は、それぞれの UGT のｃDNA を

含むプラスミド 1ng, 1x ExTaq buffer (TaKaRa Bio), 0.2mM dNTPs, 上記の UGT 特異的プライ

マー各 0.2 pmol/μl, ExTaq polymerase 1.25 U からなる 。95℃1 分、55℃1 分、72℃２分から

なる反応を 1 サイクルとし、これを 25 サイクル行った。各遺伝子の PCR 増幅産物は、Sephadex 

G-50 Quick Spin Columns for radiolabeled DNA Purification（Roｃhe）を用いて未反応の DIG

およびプライマーを除去した後、これら 5 種の PCR 産物を 等量ずつ混合したものをハイブリダ

イゼーションのプローブとして、前述のｃDNA ライブラリーをスクリーニングした。 

ハイブリダイゼーションは、30％ホルムアミドを含む 5XSSC 中、37℃で一晩行い、フィルター

の洗浄は5x SSC, 1%SDSを用いて55℃で30分間行った。約30万プラークをスクリーニングし、

一次スクリーニングで少なくとも計 500 個以上の陽性プラークを単離した。これらのクローンに

対して二次スクリーニングを行い、陽性のシングルプラークとして単離した。これらシングルプラ

ークを鋳型にＰＣＲ反応を行い、増幅されたインサートをダイレクトシークエンスすることで部分

塩基配列を得た。得られた塩基配列をAssembly LIGNxプログラム(Accelrys)でアライメントした

結果、18 種類の AmGT に集約された。DNA Sequencer model 3100 (Applied Biosystems) を用

い、合成オリゴヌクレオチドプライマーによるプライマーウォーキング法によってこれら 18 種の

cDNA の全塩基配列を決定した。なお、クラスター解析に使用したソフトフェアは MacVector 

ver.7.2.2 (Accelrys)に含まれる ClustalW で、条件は、Matrix Blosum 30、ketuple:1、Gap 

penalty:3、Topdiagonals :5、Windows Size:5 で行った。 
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4-2-2 遺伝子発現解析 

黄色キンギョソウ花弁および後に述べる形質転換トレニアにおける遺伝子発現を Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction  (RT-PCR)法 によって解析した。オーロンを蓄積す

る黄色キンギョソウ（バタフライイエロー品種）の花弁を成長段階に沿って 6 ステージに分離し

た (Sato, et al., 2001)。分離した各花弁 1ｇから RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いて RNA

を抽出した。得られた RNA 1μg を鋳型として逆転写反応を行い、cDNA を得た。ｃDNA 合成

にはＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒ ＲＴ－ＰＣＲ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

社）を製造業者が推奨する条件に従って使用して、総ＲＮＡ １μｇからｃＤＮＡを合成した。ＰＣ

Ｒ反応液（５０μｌ）は、各ｃＤＮＡ １μｌ、１×Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ（ＴａＫａＲａ）、０．２ｍＭ ｄＮＴＰｓ、下記

の遺伝子特異的プライマー各０．４ｐｍｏｌ／μｌ、ｒＴａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ２．５Ｕからなる。ＰＣＲ反

応は９４℃で５分間反応させた後、９４℃で１分間、５３℃で１分間、７２℃で２分間の反応を 30

サイクル行った。PCR 産物を 0.8％アガロースゲルで電気泳動した後、エチジウムブロマイドで

染色し増幅断片を検出した。キンギョソウおよびトレニアのグリセルアルデヒド-3-リン酸脱水素

酵素(GAPDH)遺伝子を内部標準遺伝子として用いた。以下に本研究に用いた遺伝子発現解

析に合成したプライマーを示す。 

キンギョソウ由来 GAPDH(Accession No. X58517)（AmGAPDH-F: 5’- TGT TGC TGT TAA 

CGA TCC AT-3’；AmGAPDH-R： 5’-AGC TCT TCC ACC TCT CCA-3’）、キンギョ

ソウ由来オーレウシジン合成酵素(Accession No.AB044884)（AmAS-F：5’-AAT TAT TTC 

CCA ATG TTC AAA AAT-3’； AmAS-R：5’-TGG AGC TTT AGG TTT GTG AAA-3’）、

キンギョソウ由来カルコン合成酵素(Accession No.CAA27338) (AmCHS-Fw: 5’-GGC GGA 

AAA CAA TGC C-3’; AmCHS-Rv: 5’-CCA ATA TGA CTC ACA T-3’)、キンギョソウ由来カ

ルコン異性化酵素(Accession No.M68326) (AmCHI-Fw: 5’-GGG GGA TCC ATG GCT GAG 

ATC ACC CAA ATT CAG GTC GAA T-3’; AmCHI-Rv: 5’-GAA AGG TAC CTC GAG 

TCA CAT CCT AGT TGT GTT CTC TAC TTT ACA TGG TTT-3’)、キンギョソウ由来カルコ

ン 4‘位配糖化酵素 (Accession No.AB198665) (AmGTcg12-Fw: 5’-ATG GGA GAA GAA 

TAC AAG AAA AC-3’; AmGTcg12-Rv: 5’-TCT TAC GAT AAA ACA AAC TCA-3’)、キン

ギョソウ由来ジハイドロフラボノール還元酵素(Accession No.P14721) (AmDFR-Fw: 5’-ACT 

CTA ATT ATG AGT CCC ACT TCA-3’; AmDFR-Rv: 5’-ACT CTA ATT ATG AGT CCC 

ACT TCA-3’)、キンギョソウ由来フラボノイド 3 位配糖化酵素(Martin, et al., 1991) 

(Am3GT-Fw: 5’-GTT CCT AAT CCT TAA TCT AAC-3’; Am3GT-Rv: 5’-CCG AGT TCC 

ACC CGC AGT GCG-3’)。 
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4-2-3 サザンブロット解析 

半定量的な RT-PCR 解析に際しては、前述の PCR のサイクルを 12 サイクルとし、PCR 産物

を0.8％アガロースゲルで電気泳動し、メンブレンに転写してハイブリダイゼーションによる検出

を行った。また、ゲノミックサザン解析においては、キンギョソウおよび形質転換トレニアの葉、

約 1g から Phytopure Plant DNA Extraction kit(Amersham)を用い、製造業者推奨の方法によ

ってゲノム DNA を抽出した。得られたゲノム DNA 各 20 μg を制限酵素 EcoRI, XbaI, HindIII, 

KpnI あるいは NcoI(TOYOBO)で 37℃で一晩完全消化した後、0.7% アガロースゲル電気泳動

にて分離し、メンブレンに転写してハイブリダイゼーションによって検出した。 

PCR 産物または制限酵素処理済みのゲノミック DNA を電気泳動したアガロースゲルを

0.25M HCl を用いて１５分間加水分解した後、１．５Ｍ ＮａＣｌ／０．５Ｍ ＮａＯＨの溶液を用い

て３０分間変性させ、１．５Ｍ ＮａＣｌを含むＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）によって２０分間中和した。次

いで、アガロースゲル内のＤＮＡを、２０×ＳＳＣ溶液中にてＨｙｂｒｉｂｏｎｄ－Ｎ メンブレン

（Amersham）に転写した。メンブレンに転写したゲノムＤＮＡをＵＶ照射によりメンブレンに結合

させ、７％ＳＤＳ、５０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ、２％ブロッキング試薬、０．１％ラウロイルサルコ

シン、５０ｍＭリン酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ７．０）からなる高ＳＤＳハイブリダイゼーション緩衝液

（Roche）を用いて、４２℃で１時間プレハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション

に用いるプローブは上記の遺伝子特異的プライマーを用いて PCR によるＤＩＧ標識化した

PCR 産物を用いた。Am4’CGT および AmAS1 遺伝子のゲノミックサザン解析にはそれぞれ

Am4’CGT-probe-Fw (5’-ATG  GGA  GAA  GAA  TAC  AAG  AAA  AC-3’) と

Am4’CGT-probe-Rv (5’-TCT TAC GAT AAA ACA AAC TCA-3’)のプライマーの組み

合わせと、AmAS1-probe-Fw (5’-AAT TAT TTC CCA ATG TTC AAA AAT-3’)と

AmAS1-probe-Rv (5’-TGG AGC TTT AGG TTT GTG AAA- 3’)のプライマー組み合わ

せをプローブのラベリングに用いた。 

DIG ラベルのためのＰＣＲ反応液は、目的遺伝子を含むプラスミド１ｎｇ、１×ＰＣＲ緩衝液

（TaKaRa Bio）、２．５ｍＭ ＤＩＧ－ｄＮＴＰ ｍｉｘｔｕｒｅ（ＰＣＲ ＤＩＧ ｌａｂｅｌｉｎｇ Ｍｉｘ、Roche）、０．

２ｐｍｏｌの各プライマー、１Ｕ ｒＴａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（TaKaRa Bio）からなる。ＰＣＲ反応を、９５℃

で３０秒間、５３℃で３０秒間、７２℃で２分間の反応を３０サイクル行った。Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ－５０カ

ラム－Ｆｉｎｅ（Roche）を用いて精製したＰＣＲ産物をハイブリダイゼーションプローブとして用い

た。このプローブを熱変性した後、プレハイブリダイゼーション液に１５μｌ添加して、４２℃で一

晩インキュベートした。メンブレンの洗浄は高ストリンジェントな条件（０．２×ＳＳＣおよび０．１％

ＳＤＳを含む溶液を用いて６５℃で３０分間を２回）によってメンブレンを洗浄した。ＤＩＧラベリン

グ＆デテクションキット（Roche）を製造業者の推奨する方法で、ハイブリダイズしたシグナルを

検出した。 
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4-2-4 大腸菌による組み換え AmGT タンパク質の発現、および酵素反応 

スクリーニングによって得られた AmGT 遺伝子は、大腸菌発現系を用い各ｃDNA にコードされ

るタンパク質の酵素活性の測定を調べた。まず、各ｃDNA の推定開始メチオニンコドンに重な

る様に NcoI(CCATGG)サイトを PCR で導入し、開始メチオニンから終止コドンに至る領域を大

腸菌発現ベクターpQE61(QIAGEN)の NcoI および KpnI サイトに連結した。開始メチオニンに

重なる NcoI サイト導入のための PCR 反応液（25μｌ）は、各 AmGTｃDNA を含むプラスミド

(pBluescript SK-)を鋳型とし、開始メチオニン部位に重なる NcoI 認識配列を導入したプライマ

－、及び逆向きの KpnI サイトを付加したプライマー各 0.2 pmol/μl , 1x ExTaq buffer (TaKaRa 

Bio), 0.2mM dNTPs,, ExTaq polymerase 1.25 U からなる 。反応は、94℃で 5 分反応させた後、

94℃、1 分、55℃、1 分、72℃、2 分の反応を 28 サイクル行い、最後に 72℃で5 分間保持した。

AmGTcg12(UGT88D3)にコードされる cDNA については NcoI-AmUGT12-Fw (5’-TCC ATG 

GGA GAA GAA TAC AAG AAA ACA-3’) ならびに KpnI-AmUGT12-Rv (5’-TGG TAC CTA 

AAA TTT GGT AGT TAA ACC GAT GTA-3’)の二種のプライマーを用いて PCR を行い、開

始メチオニン部位に重なる Nco1 サイトと、終始コドンの 3‘側下流に Kpn1 サイトを導入した。

増幅された DNA 断片（約 1.5Kb）を pCR2.1 TOPO vector (INVITROGEN)にサブクローニング

し、PCR 反応によるエラーがないことをシークエンス解析により確認した。その後サブクローニ

ングした cDNA を NcoI と KpnI で切り出し、ｐQE61 の NcoI および KpnI サイトに挿入し、大腸

菌発現ベクターを構築した。 

大腸菌発現ベクターを大腸菌 JM109 株(TOYOBO)に常法に従って形質転換し、組換え大

腸菌を 37℃で終濃度 20ug/ml のアンピシリンを含むＬB 培地で一晩前培養した。 前培養液

の一部をアンピシリン 50μg/ml, カザミノ酸 0.5%を含む M9 培地、10ml に加え A600＝0.6-1.0

に達するまで培養した後、IPTG（Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside）を終濃度 0.1mM に

なるよう加え、さらに 27℃で一晩振とう培養し、3000rpm,10 分間、4 で遠心し、集菌した。菌体

を 10ml の緩衝液（30mM Tris-HCl pH7.5、30mM NaCl）に懸濁し、超音波処理により大腸菌を

破砕した後、15,000rpm, 10 分、4℃で遠心分離を行い、得られた上清を粗酵素液とし、以下の

活性測定に用いた。 

基質であるカルコンは中性付近の pＨの溶液中では非常に不安定であり、速やかに異性化

してしまい。そこでカルコンを樹脂に固定化することで異性化防ぐアッセイ系を構築した。蒸溜

水で平衡化済みの逆相樹脂、TOYOPEARL HW-40F(TOSOH) 1ml に THC（500μg/ml エタ

ノール溶液）を蒸溜水で希釈しながら負荷した後、水洗することにより、樹脂固定された基質

THC を得た。この樹脂固定された THC 100μl に大腸菌由来の粗酵素液 200μl および 5mM 

糖供与体である UDP-glucose 10μl を加え、30℃で 30 分間反応させた。 
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4-2-5 HPLC によるカルコン分析 

酵素反応液を遠心して上清を除去後、反応済みの樹脂を水洗し、0.1％Trifluoroacetic acid  

(TFA)を含む 50％アセトニトリル 300μｌを加え反応停止させ、超音波処理によりフラボノイドを

樹脂より遊離した。15,000 rpm、5 分、4℃で遠心分離し、得られた上清を Millex-LH フィルター

（ポアサイズ 0.45mm、４mm、Millipore）を用いて不溶物を除去して、上清を逆相液体高速クロ

マトグラフィー(HPLC)分析に供した。カラムは YMC-ODS-A312(6mmφx150mm、株式会社ワ

イエムシー)を用いて、移動相には A 液として 2％酢酸を含む H2O,B 液としてメタノールを用い、

B 液 15%から B 液 40%の直線濃度勾配 22 分間の溶出後、B 液 40%で 5 分間維持し、さらに B

液 40%から B 液 62%の直線濃度勾配 14 分間の溶出の後、B 液 62%で 2 分間維持した。流速

は 1.0 ml/min.で行った。検出はカルコンの吸収極大である 360 nm における吸光度、及び

PDA 検出器 SPD-M10A VP（島津製作所）による 250-600nm の吸収スペクトルにより行った。

この条件で、標品である THC は保持時間 38.2 分、PHC は 32.4 分、THC 4’ 位配糖体は 30.0

分、THC2’位配糖体は 27.7 分、PHC4’ 位配糖体は 24.3 分に溶出される。 

 

4-2-6 UGT88D3 -sGFP 融合キメラ遺伝子の構築 

 UGT88D3 の cＤＮＡを鋳型に SalI-Am4’CGT-Fw (5’- TTT GTC GAC ATG GGA GAA GAA 

TAC AAG AAA-3’)と、NcoI-Am4’CGT-Rv (5’- CAC CAT GGA CAG AGT GAC CGA GTT 

GAT GAA CTT CTC CAA AGA-3’)を用いて PCR 増幅し、5‘および 3’末端にそれぞれ SalI

と NcoI のサイトを導入した。プライマー各 0.2 pmol/μl , 1x KOD buffer (TOYOBO), 0.2mM 

dNTPs,, KOD plus polymerase 1.0 U からなる 。反応は、95℃で 3 分反応させた後、95℃、30

秒、54℃、30 秒、68℃、1 分 30 秒の反応を 28 サイクル行った。増幅された DNA 断片（約

1.5Kb）を pCR-Zero Blunt II TOPO vector (INVITROGEN)にサブクローニングし、PCR 反応に

よるエラーがないことをシークエンス解析により確認した。その後サブクローニングしたcDNAを

SalI と NcoI で切り出し、sGFP/pUC18 ベクター（エントリー1）の SalI および NcoI サイトに挿入し、

N-Am4'CGT-sGFP-C キメラ遺伝子を得た。第三章の 3-2-6 および 3-2-7 の方法に倣って本

キメラ遺伝子とエントリー9 をキンギョソウ花弁表皮細胞に一過的に共発現させた。 
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4-3 結果 

 

4-3-1 キンギョソウ配糖化酵素様遺伝子の単離および構造解析 

 500 超の陽性プラークの二次スクリーニングの結果、最終的に 18 種類のキンギョソウ由来配

糖化酵素遺伝子ホモログ(AmGT)を取得した（図 4-2）。各クローンの完全長塩基配列を決定し

た結果、このうちの一つは既知のアントシアニジン 3 位配糖化酵素遺伝子(Am3GT / 

UGT78B2)であったが (Martin, et al., 1991)、それ以外は新規配糖化酵素遺伝子であった。 

 

これらの AmGT 遺伝子群のキンギョソウ花弁における発現パターンを半定量的 RT−PCR／

サザンブロット法により解析を行った。その結果、AmAS1 と非常に類似した遺伝子発現パター

ンを示す AmGTcg12 を同定した。AmGTcg12 および AmAS1 は花弁生長に伴って徐々に発現

量が上昇し、花弁ステージ 5 においてピークを迎え、成熟した花であるステージ 6 においては

発現がやや減少した （図 4-3）。この遺伝子発現パターンはキンギョソウ花弁生長に伴うカルコ

ン 4‘位配糖体およびオーロン 6 位配糖体の蓄積パターンと一致した (Sato, et al., 2001)。一

方、フラボノイド生合成初期の酵素遺伝子である AmCHS/Nivea は花弁成長初期（ステージ 1）

において既に高い発現を示し、花弁形態形成時において構成的に発現していた。AmCHI は

花弁スージ 3 には既に発現のピークを迎え、その後減少していた。一方、アントシアニン生合

成酵素遺伝子である AmDFR/Pallida や 3GT 遺伝子は成熟花弁であるステージ 6 において強

く発現した。また AmANS/Candica についても同様の発現パターンを示した（データ不示）。 

 

 

 

図4-2 キンギョソウ由来配糖化酵素遺伝子(AmGT)の系統樹
cDNAライブラリースクリーニングにより18種の新規AmGT遺伝子を単離し、Clustal-Wプログラムによ
り系統樹を構築した (Thompson, et al., 1994)。Am4’CGT/UGT88D3を含むUGT88ファミリーを黄色
で示す。各枝に示される数値はアミノ酸配列の違いを表す（例えば0.05は5％のアミノ酸の違い）。

ClustalW (v1.4) Multiple Alignment Parameters:
Open Gap Penalty = 10.0; Extend Gap Penalty = 0.1; Delay Divergent = 40%
Gap Distance = 8; Similarity Matrix = blosum

ClustalW (v1.4) Multiple Alignment Parameters:
Open Gap Penalty = 10.0; Extend Gap Penalty = 0.1; Delay Divergent = 40%
Gap Distance = 8; Similarity Matrix = blosum
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図4-3 キンギョソウ花弁生長におけるフラボノイド構造遺伝子の発現解析
各組織から調整したRNAを用いて半定量的なRT-PCR/サザンブロット解析によりキンギョソウ フラボノ
イド生合成酵素遺伝子の発現量を検出した。L；成熟葉、花弁ステージはSato, et al., 2001において規
定されている。キンギョソウ配糖化酵素遺伝子ホモログAmGTcg12 / UGT88D3 はAmAS1遺伝子と
協調的な発現パターンを示した。
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図4-4 UGT88Dサブファミリー遺伝子の構造解析
キンギョソウ由来配糖化酵素遺伝子であるUGT88D3/AmGTcg12、およびUGT88D4/AmGTcg10に
加え、リナリアUGT88D3ホモログとして単離したUGT88D2、シロイヌナズナにおいてUGT88D3と最も
高い相同性を示す機能未知のUGT88A1の4種のＵＧＴをアライメントした。Plant Secondary Product 
GT Consensus Sequence (PSPG-box)は黄色で示す（ [WF]-2X-Q-2X-[LIVMYA]-[LIMV]-6X-
[LVGAC]-[LVFYA]-[LIVMF]-[STAGCM]-[HNQ]-[STAGC]-G-2X-[STAG]-3X-[STAGL]-[LIVMFA]-
4X-[PQR]-[LIVMT]-3X-[PA]-3X-[DES]-[QEHN]）。Xは全てのアミノ酸が当てはまる。下線部は
UGT88D3におけるアミノ酸を示す。Ｎ末付近の赤色アステリスクは基質の標的水酸基の脱プロトン化を
触媒すると考えられているHis残基 (Offen, et al., 2006)。PSPG-boxのC末側に位置する青色アステ
リスクはUDP-glucoseと結合し、配糖化活性に必須と考えられているGlu残基(Offen, et al., 2006) 。

*

*
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Blastlx 解析の結果、AmGTcg12 はこれまでに知られているフラボノイド配糖化酵素遺伝子と

は顕著な相同性を示さず、シロイヌナズナの機能未知の配糖化酵素遺伝子 UGT88A1 と最も

高い 40％の配列同一性を示し、UGT88D3 と分類された。UGT88D3 は植物二次代謝に関わ

る UGT において保存されている PSPG ドメインを有していた （図 4-4）(Vogt and Jones, 2000)。

cＤＮＡから推定された UGT88D3 タンパク質は 457 アミノ酸から構成され、推定ｐI は 6.82 とこ

れまで知られている植物 UGT の中では顕著に高かった。ヒト UGT 遺伝子は複数のエクソンか

ら構成されているが、シロイヌナズナ UGT の半数以上はイントロンを持たない。キンギョソウの

ゲノム DNA から PCR によって単離した UGT88D3 のゲノミッククローンはイントロンを有してい

なかった。一方、シロイヌナズナ由来 UGT88A1 はイントロンを一つ有していた。サザンブロット

解析により UGT88D3 は複数のバンドとして検出されたため、キンギョソウゲノムにおいて

UGT88D3 と相同性の高い複数の遺伝子の存在が示唆された（図 4-5）。一方、AmAS1 はシン

グルコピーの遺伝子であった。 

 これまでに黄色キンギョソウ花弁から抽出した粗酵素内にカルコン 4‘位配糖化活性を検出し

ている。この活性が 25mM リン酸カリウム緩衝液中(pH7.0)において、通常の UGT が吸着する

Hi-Trap Q カラムに吸着しないことから、カルコン 4’位配糖化酵素が比較的高い等電点 

(isoelectric point：pI)を有していることを予想していた （データ不示）。クローン化した他の

AmGT は全て 4.73 から 5.89 の範囲の推定 pI を示すのに対して、UGT88D3 の推定 pI は 6.8

と顕著に高く、吸着カラム内での挙動と一致する。このことから UGT88D3 遺伝子がカルコン 4

‘位配糖化酵素をコードしていると期待された。 
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図4-5 UGT88D3およびAmAS1のゲノミックサザン解析
キンギョソウゲノミックDNA20μｇを制限酵素消化し、PCRでDIGラベルしたプローブ（青色下線部；Cお
よびD ）を用いてサザンハイブリダイゼーションを行った。 (A) UGT88D3は少なくとも4本のバンドとして
検出された。 (B) 一方、AmAS1はいずれの制限酵素で消化した場合においても単一バンドとして検出
された。(C) ゲノミックUGT88D3遺伝子の制限酵素マップ。(D) ゲノミックAmAS1遺伝子のの制限酵素
マップ。青△、赤△および緑△はPlant Cis-acting Regulatory DNA Elements(PLACE)プログラム
により予測されたmyc(bHLH)型、myb型、およびMADS box型転写因子の推定結合ドメインを示す。
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4-3-2 カルコン 4‘位配糖化活性測定 

  次に UGT88D3 の酵素活性について検討した。UGT88D3 をコードする cＤＮＡを大腸菌に

おいて発現させた。組み換えタンパク質を発現した大腸菌を破砕し、その粗酵素液を樹脂に

固定化した THC と反応させた。反応生成物を樹脂から溶出し、HPLC 分析に供した。その結

果、反応液中に保持時間 38.2 分の THC の他に保持時間 30.0 分の 360nm のカルコンの吸

収スペクトルを持つ生成物が得られた（図 4-6）。本生成物は反応液中の糖供与体である

UDP-グルコースを除くと得られなかったためにカルコン配糖体であることが示された。THC4

‘位配糖体および THC2’位配糖体の標品はそれぞれ保持時間 30.0 および保持時間 27.7 分

に溶出されたため、生成物は THC4‘位配糖体であった。従って、in vitro において UGT88D3

はカルコン 4’位配糖化酵素(4’CGT)活性を有することが示された。 
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図4-6 組換えUGT88D3タンパク質の生化学的解析
大腸菌において発現させたUGT88D3組換えタンパク質とカルコンとの反応液中のクロマトグラム
（A:360nm)。（A)UGT88D3とTHCと反応液中にはTHC（保持時間38.2分）が検出される。
（B)UGT88D3とTHCおよびUDPグルコースとの反応液中に保持時間30.0分の360nmに吸収を持つカ
ルコン配糖体が検出された（赤矢印）。（C)30.0分に溶出されたカルコン配糖体はTHC4’位配糖体の標
品と保持時間が一致した。THC2’位配糖体は保持時間27.7分に検出された。（D） UGT88D3とPHCと
反応液中にはPHC（保持時間32.4分）が検出される。（E) UGT88D3とPHCおよびUDPグルコースとの
反応液中に保持時間24.3分の360nmに吸収を持つカルコン配糖体が検出された（青矢印）。 （C)24.3
分に溶出されたカルコン配糖体はPHC4’位配糖体の標品と保持時間が一致したため、UGT88D3は
THCおよびPHCの4位に配糖化する活性を有するキンギョソウ由来カルコン4’位配糖化酵素
(Antirrhinum majus chalcone 4’-O-glucosyltransferase; Am4’CGT)であることが示された。
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黄色キンギョソウ花弁において THC4‘位配糖体以外に、PHC4‘位配糖体が存在することが

知られている (Sato, et al., 2001)。AmAS1 にとって PHC4’位配糖体はブラクテアチン 6 位配糖

体を生成する為の基質であるため、THC4‘配糖体同様に花弁の黄色発現に重要なフラボノイ

ドと言える。UGT88D3 タンパク質と PHC と反応させたところ、保持時間 32.4 分の PHC 以外に

保持時間 24.3 分の 360nm のカルコンの吸収スペクトルを持つ生成物が得られ、保持時間から

PHC4’位配糖体と同定された。また、この反応は反応液中の UDP-グルコースに依存した。こ

のように UGT88D3 は THC だけでなく PHC を基質とし、THC4‘位配糖体および PHC4’位配

糖体を生成する活性を有するキンギョソウ由来 4’CGT であることが明らかとなった。 

姫金魚草の名で知られているゴマノハグサ科リナリア(Linaria bipartite)の黄色花はカルコン

4‘位配糖体およびオーロン 6 位配糖体が蓄積していることが知られている (Harborne and 

Baxter, 1999)。従って、リナリアにおいてもカルコン 4’位配糖化酵素が存在していることが示

唆される。Am4’CGTの配列を基に単離したリナリア4‘CGTホモログはUGT88D2と分類され、

その配列はUGT88D3/Am4’CGTとアミノ酸レベルで65％の配列同一性を示し、そのpIは6.2

と高かった （図 4-3）。リナリア由来 UGT88D2 の組換えタンパク質を大腸菌において発現させ、

その組換えタンパク質カルコン配糖化活性を分析したところ、PHC および THC に対する 4’位

配糖化活性を有していたため（データ不示）、UGT88D2 は Am4’CGT のカウンターパート遺伝

子であることが明らかとなった。 

 

4-3-3 キンギョソウ由来カルコン 4‘位配糖化酵素の細胞内局在性解析 

 一般的に植物の配糖化酵素は膜貫通領域や膜局在シグナルがなく、可溶性細胞質性タンパ

ク質とされている。同じく可溶性タンパク質である CHS によってカルコンは細胞質で生成される

と考えられているが、カルコンが配糖化される細胞内領域およびカルコン配糖体が蓄積する細

胞 内 小 器 官 に つ い て の 知 見 は な い 。 細 胞 内 局 在 予 測 プ ロ グ ラ ム WoLF PSORT

（http://wolfpsort.seq.cbrc.jp/）により Am4’CGT タンパク質のアミノ酸配列を基に細胞内局在

を予測した結果、細胞質局在性の可能性が最も高いと予想された（データ不示）。 

実験的にカルコン配糖化が行われる細胞内領域を同定する為に、完全長 Am4’CGT の C

末に GFP を融合した Am4’CGT-sGFP キメラ遺伝子を構築し、AmAS1(1-60)-mRFP(エントリ

ー9)と一過的にキンギョソウ花弁表皮細胞へ共発現させた。48 時間の暗所培養後、両キメラタ

ンパク質を蛍光顕微鏡で観察した結果、Am4’CGT-GFP は細胞質に局在し、一方の

AmAS1-mRFP は液胞内腔に局在した (図 4-7)。Am4’CGT-GFP の細胞質局在は GFP 単独

発現細胞の蛍光パターンと比較して確認した。以上より、Am4’CGT は細胞質タンパク質であ

り、カルコンは細胞質で配糖化されることが示された。 
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4-4 考察 

4-4-1 UGT88D サブファミリーの機能分化 

キンギョソウからカルコンの 4‘位を配糖化酵素をコードする新規な UGT88Ｄ3 遺伝子の単離

に成功した。キンギョソウ UGT88D3 は THC の 4‘位のみならず PHC の 4’位を配糖化する活

性を有していたため、キンギョソウ花弁においても THC4‘位配糖体および PHC4’位配糖体の

生成に関与していることが示唆される。また、リナリア属から単離した UGT88D2 においても

4’CGT 活性が確認できた為、カルコン配糖化酵素の構造および機能が進化的に保存されて

いることが示された。 

Am4’CGT 遺伝子はゲノミックサザン解析により複数のバンドとして検出されたことから、キン

ギョソウゲノム中において Am4’CGT と相同性の高い UGT 遺伝子が存在する可能性が示唆さ

れた。Clustal-W 系統分析の結果(Thompson, et al., 1994)、スクリーニングで得られた AmGT

の中に UGT88D3/Am4’CGT と相同性の高い AmGTcg10 が同定された。AmGTcg10 は

UGT88D3 とアミノ酸配列レベルで 60％の配列同一性を示し、UGT88D4 と命名された（図

4-3）。この高い相同性から、UGT88D4 タンパク質も 4‘CGT 活性を有していると期待されたが、

UGT88D4 の推定ｐI は 5.8 と一般的なフラボノイド UGT と変わらない。また、UGT88D4 遺伝子

は花弁特異的な遺伝子発現をするものの、キンギョソウ花弁生長に伴って AmAS1 および

GFP Am4’ CGT- GFP

AmAS1(N1-60)- mRFP merge

A B

C D

図4-7 Am4’CGT-sGFPとAmAS1(N1-60-mRFP)の細胞内局在性解析
完全長Am4’CGTのC末にsGFPを融合したキメラ遺伝子と、前述のAmAS1(N1-60-mRFP)をキンギョソ
ウ花弁表皮細胞に一過的に共発現させ、共焦点蛍光顕微鏡にて観察を行った。（A)エントリー1（sGFP)
は細胞質と核に局在した。（B) Am4’CGT-sGFPは細胞質に局在した。(C) エントリー9 AmAS1(N1-60-
mRFP)は液胞内腔に局在した 。（D）は（B）と（C）を重ねた像。サイズバーは20μm。
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Am4’CGT/UGT88D3と強調的な遺伝子発現パターンを示さず、むしろAmCHSと同様に花弁

成長初期から強く発現する（データ不示）。これまでのところ大腸菌の発現系では本クローンか

ら 4’CGT 活性を確認できておらず、UGT88D4 がカルコン 4‘CGT である可能性は低いものと

考えられる。また、シロイヌナズナにおいてはこれまでカルコン 4‘位配糖体の蓄積に関する報

告はなく、最も UGT88D3/Am4‘CGT と高い相同性を示す機能未知の UGT88A1 は pＩが 5.5

と平均的な値を示す。従って今のところ、高い等電点は UGT88D サブファミリーの中でもカル

コン 4’位配糖化酵素に見られるユニークな特徴である。 

カルコンの 4‘位の水酸基はフラボノール/アントシアニンの 7 位の水酸基と化学的には等価

である。しかしながら UGT88D3/Am4’CGT はシロイヌナズナから単離された UDP-グルコー

ス・フラボノール7位配糖化酵素 (UGT73C6) とはアミノ酸レベルで25％の配列同一性しかなく、

構造的類似性を示さない(Jones, et al., 2003)。従って UGT88D サブファミリーと UGT76C サブ

ファミリーはカルコンの 4‘位とフラボノールの７位の配糖化酵素として独立して進化してきたと

考えられる。 

 

4-4-2 UGT88D3 遺伝子の発現制御機構 

花弁生長伴って Am4’CGT と AmAS1 は協調的な遺伝子発現パターンを示した。一般的に

共通した上流トランス因子によって発現制御を受ける遺伝子群の発現プロファイルは類似する。

フラボノイドやアントシアニン生合成経路に関わる酵素遺伝子群は共通の MYB 型のマスター

転写因子により転写誘導を受けるため、標的の構造遺伝子群は協調的な遺伝子発現パター

ンを示すことが知られている(Harmer, S. L., et al, 2000)。 

キンギョソウ花弁においてフラボノイド生合成酵素遺伝子の発現は以下の 3 つに大別できる

（図 4-3）。① 花弁形態形成初期から高発現するフラボノイド生合成上流に位置する CHS や

CHI、そしてAmGTｃｇ10に見られるタイプ、②オーロン合成に沿ったAmAS1およびAm4‘CGT

に見られるように花弁形態形成初期から中期にかけて発現が上昇し、成熟花弁において発現

が減少するタイプ、③フラボノイド生合成経路の下流（アントシアニン生合成）に関わる AmDFR、

AmANS,および Am3GT に見られる花弁形成後期に最も強く発現するタイプ。この Am４‘CGT

および AmAS1 の協調的な発現パターンは、両遺伝子発現を調節する共通のトランス因子の

存在が示唆される。Am4’CGT および AmAS1 の開始メチオニン上流約 1Kb の領域を Plant 

Cis-acting Regulatory DNA Elements （http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/）プログラムを用

いてシスエレメント解析を行った結果、両遺伝子の上流に複数の MYB および MYC 結合配列

が同定された（図 4-5）。これらのシスエレメントの両遺伝子の発現に与える影響については今

後検討する必要があるが、協調的な遺伝子発現は Am4’CGT のオーロン生合成への関与を

示唆する。 
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4-4-3 AmGT 遺伝子群の機能推定 

cDNA ライブラリースクリーニングで得られたクローンの中で機能が同定済みの UGT はアン

トシアニジン 3 位配糖化酵素であるＵＧＴ78Ｂ2 だけであった (Martin, et al., 1991)。興味深い

ことに UGT85 ファミリーに属する AmGT が最多の 5 種同定された。イネ科ソルガム(Sorghum 

bicolor)の UGT85B1 はシアノジェニック グルコシド生合成の最終ステップを触媒し (Jones, et 

al., 1999)、キク科ステビア (Stevia rebaudiana) の UGT85Ｃ2 は甘味料としてしられるステビオー

ルの配糖化に関与していることが知られている(Richiman, et al., 2005)。さらにシロイヌナズナ

の UGT85A1 はサイトカイニン (trans-zeatin, hydrozeatin)を配糖化する活性を有していること

が知られている (Hou, et al., 2004)。このように UGT85 ファミリーの配糖化酵素の機能は多岐

に分化している。少なくともこれまでキンギョソウ花弁においてシアノジェニックグルコシドやス

テビオール配糖体の蓄積に関する報告はない。キンギョソウ UGT85 ファミリーの酵素もおそら

く低分子化合物の配糖化に関わっていると類推されるが、これらの機能解明は今後の課題で

ある。 

また、ＵＧＴ73 ファミリーに属する AmGT が 3 種同定された。シロイヌナズナＵＧＴ73Ｃ5 がフ

ラシノステロイドの配糖化による不活性化に関与しているという報告がある一方で、シロイヌナ

ズナＵＧＴ73Ｃ1 およびＵＧＴ73Ｃ5 がサイトカイニン (trans-zeatin, hydrozeatin)を配糖化する

活性を有していることが知られている (Hou, et al., 2004; Poppenberger, et al., 2005)。またシロ

イヌナズナ UGT73C6 (At2g36790)および UGT73B1(At4g34138)はフラボノールの７位配糖化

活性を有することが知られており、UGT85 同様に UGT73 ファミリーの構造と機能性の相関に

ついては不確定な部分が多い(Jones, et al., 2003; Bowles, et al., 2005; Kim, et al., 2006)。ま

た、シソ科コガネバナ(Scutellaria baicalensis)の UGT73C6 ホモログである UDP-glucuronate: 

baicalein 7-O-glucuronosyltransferase (UBGAT)もバイカレインと呼ばれるフラボンの７位を配

糖化する活性を有していることが知られている (Hirotani, et al., 2000; Nagashima, et al., 2000)。

黄色キンギョソウ花弁においてもフラボン７位配糖体が蓄積していることが知られている(Asen, 

et al., 1972)。従って、花弁で発現するキンギョソウＵＧＴ73 遺伝子（群）はフラボノイド、特にフ

ラボンの７位配糖化に関わっている可能性が高い。今後、キンギョソウ UGT73 ファミリーの組換

え酵素の活性測定を通じて、生理的機能を解明していこうと考えている。 
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第 5 章 オーロン生合成経路の解明および黄色花の分子育種 

 

5-1 序論 

 花卉園芸産業において黄色は重要な形質である。フクロウソウ科ゼラニウム、サクラソウ科シク

ラメン、イワタバコ科セントポーリア、マメ科スイートピー、ヒルガオ科アサガオなどの主要な園

芸植物には黄色花がないために黄色品種の開発が切望されている。これまでに遺伝子工学

的に黄色花を作成する試みがなされてきたが(Davies, et al 1998)、実質的に花弁が黄色くなっ

たものはない。水溶性色素であるフラボノイドによる黄色発現を担うオーロンの生合成経路は

長い間不明であった。オーロンはカルコンと呼ばれるほとんど植物で生成される初期フラボノ

イドから派生することから、その生合成経路の解明は、幅広い黄色品種の開発に貢献できると

期待されている。 

キンギョソウ花弁からオーロン合成酵素が精製され、その遺伝子が単離されたにより

(Nakayama, et al., 2002)、オーロンによる黄色花の分子育種は実現間近と思われた。しかしな

がら第２章で記載したように AmAS1 遺伝子を過剰発現するトレニアはオーロンを生成せず、花

色に変化は認められなかった。この結果はオーロン生合成に AmAS1 は必要条件ではあるが

十分条件得ないことを示唆した。 

その後、オーロンによる黄色発現の分子機構を解明する為に、（1）細胞質タンパク質

Am4’CGT がカルコンの 4’位を配糖化することと、（2）AmAS1 が液胞タンパク質であること、

（3）AmAS1 がカルコン 4‘配糖体を基質にオーロン 6 位配糖体を生成することを明らかにしてき

た (Nakayama, et al., 2000; 佐藤, 2000; 磯野, 2002; 渡辺, 2006)。以上の結果から、オーロン

合成酵素の真の基質がカルコン 4’位配糖体であるという作業仮説を立てた。この仮説を検証

するため、キンギョソウ花弁 cＤＮＡライブラリーからカルコンの４‘位を配糖化する酵素, 

Am4’CGT/UGT88D3 を単離した。 

過去のキンギョソウの遺伝学実験からオーロンによる黄色発現にはアントシアニン欠損変異

が必要であることが示唆されていた(Forkmann and Stotz, 1981; Spribille and Forkmann, 1982; 

土岐、1990)。そこで、オーロンによる黄色い花を作出する為に、遺伝子組換えトレニアにおい

て Am4’CGT と AmAS1 遺伝子の共発現する形質転換用コンストラクト, pSFL210 を構築した

（図 5-1）。さらに共発現に加え、内在性のアントシアニン生合成酵素を RNA 干渉（RNA 

interference; RNAi）法により抑制する三重形質転換用コンストラクト, pSFL307 および pSFL308

を構築した。カルコンをよりオーロン生合成へ利用するためには、カルコンを無色のフラバノン

に異性化する CHI を RNAi の標的とすることが適切だと思われるが、この反応は細胞質などの

中性付近の pＨでは非酵素的に反応が進む。従って、CHI の RNAi によってアントシアニン生

合成を完全には抑制することができない可能性が高い。CHI の下流に位置する F3H および
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DFR が触媒する反応は非酵素的には進まないため、トレニア F3H(pSFL308)および

DFR(pSFL307)を RNAiの標的とした。RNAiによるこれらの酵素遺伝子機能の抑制は、キンギョ

ソウの劣性 incolorata 変異体(AmF3H 機能欠損)および pallida 変異体(AmDFR 機能欠損)と同

等の効果をもたらすと期待される (Forkmann and Stotz, 1981;土岐、1990)。 

導入遺伝子はトレニアにおいて構成的に発現するように El2-CaMV35S プロモーターまたは

MacI プロモーターにドライブした (Mitsuhara, et al., 1996)。pＳＦl211 は第 2 章で記載したコン

ストラクトである。下記のコンストラクト（図 5-1）を青紫色の花弁を呈するゴマノハグサ科トレニア

（SWB 品種）にアグロバクテリウム法により形質転換を行い（Aida, et al., 2000）、形質転換体の

表現型およ色素組成について検討した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

pSFL201

pSFL307

pSFL308

pSFL209

pSFL211

pSFL210

Am4’CGTpEl2-35S tNOS5’ AmAS1pMacI tMAS 3’

5’ 3’pEl2-35S tNOSThDFR ThDFR

pEl2-35S tNOSThF3H ThF3H

Am4’CGTpEl2-35S tNOS 3’

AmAS1pMacI tMAS5’ 3’

pEl2-35S tNOS5’ 3’ThF3H ThF3H

図5-1 トレニア形質転換用バイナリーベクター
全てのコンストラクトはpBIN plusバイナリーベクター(van Engelen, et al., 1995)上に構築した。
AmAS1はMacIプロモーター、それ以外の遺伝子はEl2-CaMV35Sプロモーターにより植物細胞内にお
いて構成的に発現するようデザインした。
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5-2 材料および方法 

5-2-1 Am4’CGT 発現カセットの構築 （ｐSFP209） 

pBE2113-GUS ベクター（Mitsuhara, et al., 1996)を SnaBI で消化し、プロモーター下流に存

在する omega 配列から GUS 遺伝子の 5’ 側に相当する部分を除去し、ここに BamHI リンカー

（TakaRa Bio）を挿入した。得られたプラスミドを pUE6 とした。一方、pUCAP (van Engelen, et 

al., 1995)をAscIで消化し、平滑末端化後、PacIリンカーを挿入したプラスミドをpUCPPとした。

pUE6 を HindIII と EcoRI で消化して得られる DNA 断片のうち、El2-35S プロモーターから NOS

ターミネータ-までを有する断片を、pUCPPのHindIIIとEcoRIサイトに挿入しpSPB540を得た。

よってｐSPB540 は、El2-35S プロモーターと NOS ターミネーターの間に、BamHI と SacI で連結

された GUS 遺伝子(5’側一部欠く)を有する。このｐSPB540 を BamHI と SacI で切断し GUS 遺

伝子部分を除き、そこに、ペチュニア由来のラムノース転移酵素 (3RT)の cDNA (Brugliera, et 

al.,  1994) に由来する BamHI－EcoRV 断片と SacI-SnaBI 断片の 2 断片を EcoRV と SnaBI サ

イトが連結する向きに挿入し、ｐSPB542 を得た。EcoRV および SnaBI はともに平滑末端を生じ

る制限酵素である。ｐSPB542 を El2-35S プロモーター下流に存在する KpnI と、NOS ターミネ

ータ-に隣接する BamHI サイトで切断することで得られるベクターと、cDNA ライブラリーから切

り出した Am4’CGT cDNA を含む pBluescriptII SK-ベクター (Stratagene；ｐSPB1725)を KpnI

と BamHI で消化し得られる約 1.6kb の 4’CGT cDNA 断片を連結し、得られたプラスミドをｐ

SFL203 とした。ｐSFL203 は pUCPP をベクターとし、El2-35S プロモーターと NOS ターミネータ

－で制御される 4’CGT 発現カセットを有する。pSFL203 を PacI で切断し、得られる El2-35S

プロモーター～Am4’CGT～NOS ターミネーターからなる断片をｐBINPLUS (van Engelen, et 

al., 1995）の PacI サイトに挿入したものをｐSFL209 とした。 

 

5-2-2 AmAS1 発現カセットの構築 （ｐSFP211） 

2-2-2 に記載のコンストラクトと同一。 

 

5-2-3 Am4’CGT と AmAS1 の共発現コンストラクトの作製 （ｐSFP201） 

pSFL203 を PacI で切断し、Am4’CGT 発現カセットを切り出し、これを pSFL211 の PacI サイ

トに挿入した。得られたコンストラクトを pSFL201 とした。従って pSFL201 は植物細胞に導入さ

れた場合、Aｍ4’CGT 遺伝子と AmAS1 遺伝子をともに構成的に転写されるよう設計されてい

る。 
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5-2-4 Am4’CGT と AmAS1 の共発現ならびに ThDFR の抑制コンストラクトの作製（pSFL307） 

pUE6 を HindIII と EcoRI で切断し、GUS 発現カセットを有するフラグメントを回収した。これを

pUCAA の HindIII と EcoRI サイトに挿入し、得られたプラスミドをｐSPB541 とした。トレニアのジ

ヒドロフラボノール還元酵素（ThDFR）cDNA については（Aida, et al., 2000)に従って取得した。

ThDFR cDNA を含む pBluescript II SK－ベクター（ｐTDFR10）を鋳型とし、ベクター配列に由

来する M13RV プライマ－（5’-AAC AGC TAT GAC CAT G-3’）と ThDFRｃDNA 配列に塩基

置換で NcoI 認識部位を導入した ThDFR-NcoI プライマ－(5’-GCT TTA CCA TGG AGT 

AAT GAG CTT-3’)を用いて、4-2-4 に記載の方法に従って PCR を行った。得られた約

0.75kb の断片を pCR2.1-TOPO（Invitrogen）にサブクローニングし、塩基配列を確認した。こ

れを SacI と NcoI で切断し、0.75kb の ThDFR 配列を有するフラグメントを回収した。 また

pTDF10 を BamHI と NcoI で切断し、ThDFR cDNA の 5‘末端から 1.1kb を含む断片を回収し

た。ｐSPB541 を BamHI と SacI で切断し、GUS 遺伝子部分を除き、ここに、前述の 0.75kb の断

片と、pTDFR10 から切り出した 1.1kb の断片を、両断片の NcoI 部位が連結する方向に挿入し

た。このようにして得られたプラスミドｐSFL314 は、植物体内の導入された場合、El2-35S プロ

モーターの制御下、ThDFR 遺伝子配列に由来する二本鎖 RNA を発現し、RNAi 法によって

ThDFR 遺伝子発現を抑制することができる。 

pUE6 を、NOS ターミネータ－上流に位置する SacI サイトで切断し、末端平滑化したのち、

XhoI リンカーを挿入した。このプラスミドを BamHI と XhoI で消化して得られる El2-35S プロモ

ーター～ベクター～NOS ターミネータ－からなる断片と pSPB251 を BamHI と XhoI で切断して

得られる AmAS1 ｃDNA 断片を連結しｐSPB211 を得た。ｐSPB211 から HindIII と EcoRI で

AmAS1 発現カセットを切り出し、これを pBINPLUS の HindIII と EcoRI サイトに挿入した。このよ

うにして得られたプラスミドの PacI サイトに、ｐSFL203 を PacI 切断して得られる Am4’CGT 発

現カセットを挿入し、Am4’CGT と AmAS1 の発現カセットがタンデムに連結した pSFL304 を得

た。さらに pSFL314 を AscI で切断して得られる ThDFR 二本鎖 RNA 発現カセットをｐSFL304

の AscI サイトに挿入し、pSFL307 を得た。このように pSFL307 は Am4’CGT と AmAS1 の発現

ならびに ThDFR 抑制のための３つのカセットを有するバイナリーベクターである。 

 

5-2-5 Am4’CGT と AmAS1 の共発現ならびに ThF3H の抑制コンストラクトの作製（pSFL308） 

シソから得られた F3H cDNA（Gong, et al., 1997）をプローブとして、トレニアの同酵素をコー

ドする cDNA を取得した。トレニアｃDNA ライブラリー（Aida, et al.,  2000）約 20 万のファージを

4-2-1 の方法に倣ってスクリーニングした結果、ThF3H cDNA を得た (Accession No. 

AB211958)。cDNA ライブラリー由来の ThF3H ｃDNA を含む pBluescriptII SK－ベクターを

pSPB266 とした。これを鋳型とし、ベクター配列に由来する前述の M13RV プライマーと ThF3H
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ｃDNA 配列に塩基置換で SalI 認識部位を挿入した ThF3H-SalI-1 プライマ－(5’-ttc tct gtc 

gac gcc cat tgc c-3’)を用いて、4-2-4 と同様に PCR を行った。得られた約 0.9kb のフラグメン

トを pCR2.1-TOPO（Invitrogen）にサブクローニングし、塩基配列を確認した。同様にして、

ThF3H cDNA 配列に塩基置換で SalI 認識部位を挿入した ThF3H－SalI-2 プライマー(5’-cgc 

cgt gtc gac tcg ctt gaa g-3’)と M13 リバースプライマ－を用いて、約 0.75kb の DNA 断片を調

整し、ｐCR2.1-TOPO にクローニングし、塩基配列を確認した。ｐSPB541 を BamHI と SacI で切

断し、GUS 遺伝子部分を除き、ここに pCR2.1-TOPO から BamHI と SalI 切断で切り出した

0.9kbの断片と、pCR2.1-TOPOからSacIとSalI切断で切り出した0.7kbの断片を両断片のSalI

部位が連結するように挿入した。このようにして得られたプラスミドｐSFL313 は、植物体内に導

入された場合、El2-35S プロモーターの制御下、ThF3H 遺伝子配列に由来する二本鎖 RNA

を発現し、RNAi 法によって ThF3H 遺伝子発現を抑制するものである。 

前述の pSFL313 を AscI で切断して得られる ThF3H RNAi 抑制カセットをｐSFL304 の AscI

サイトに挿入し、pSFL308 を得た。pSFL308 は Am４‘CGT と AmAS1 の発現ならびに ThF3H

抑制のための３つのカセットを有する。 

 

5-2-6  ThF3H の抑制コンストラクトの作製（pSFL210） 

pSFL313 を AscI で切断して得られる ThF3H RNAi 抑制カセットをｐBINPLUS (van Engelen, 

et al., 1995）の AscI サイトに挿入した。得られた ThF3H 抑制コンストラクトを pSFL210 とした。 

 

5-2-7 遺伝子発現解析 

トレニア由来フラバノン 3 位水酸化酵素(Accession No.AB211958) (ThF3H-Fw: 5’-TAT GGC 

ACG AGC AGG ACC ACT AAC-3’; ThF3H-Rv: 5’-CGC CGT GTC GAC TCG-3’)、トレニ

ア由来ジハイドロフラボノール還元酵素(Accession No.AB012924) (ThDFR-Fw: TAA GTA 

TGA GCA TGG AAG TA-3’; ThDFR-Rv: 5’-GGT ATG TCC TTG TCA ATT-3’)、トレニア

由来 GAPDH(Accession No.AB106523) (ThGAPDH-Fw: 5’-GAT GAG AAG ACC CTT CTG 

TTT-3’; ThGAPDH-Rv: 5’-CGA CAC AAG CTT CAC AAA CGT CTT-3’)のプライマーセ

ットを用いて 2-2-3、4-2-2、および 4-2-3 の方法と同様に RT-PCR を行った。 

 

5-2-8 顕微鏡観察 

 非形質転換体および形質転換体の花弁表皮細胞は、スライドグラス (Micro slide glass 

SUPERFROST, 76 x 26mm, thickness 0.9-1.2mm, Matsunami)に乗せ、その上から蒸留水を滴

下した。その上にカバーグラス (NEO microcover glass, 50 x 24mm, Thickness 0.12-0.17mm, 

Matsunami) をかぶせ、蛍光顕微鏡(Eclipse E600 system, Nikon)で観察した。オーロンによる
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蛍光の検出には GFP 観察に用いられる B-2A フィルター(Ex450-490nm, DM505, BA520)を用

いた観察を行った。 

 

5-2-9 色素分析 

pSFL209, pSFL210, ｐSFL201、ｐSFL307 およびｐSFL308 を Aida, et al., 2000 の方法に倣っ

てでトレニア（SWB 品種（サントリーフラワーズ株式会社））に導入した。選択マーカーであるカ

ナマイシンに耐性を示した個体を選抜し、それぞれの花色を観察した。花色変化が比較的顕

著であったものについて色素分析を行った。HPLC 条件は 2-2-4 の方法と同様である。 

 

5-3 結果 

5-3-1 キンギョソウ由来カルコン 4‘位配糖化酵素の in vivo 機能解析。 

Am4’CGT を構成発現させるコンストラクト pSFL209 を導入したトランスジェニック SFL209 系統

を最終的に 40 個体取得した。本系統の花弁は青紫色を呈し、非形質転換体と顕著な花色の

違いは認められなかった （図 5-2）。本形質転換体系統から調製した cDNA を用いて RT−PCR

を行った結果、導入遺伝子である Am4’CGT 遺伝子の構成的な発現が確認された（図 5-2）。

次に、形質転換体の花弁から色素を抽出し、HPLC 分析に供した。その結果、非形質転換体

である SWB においては検出されない THC4‘位配糖体の蓄積が確認された（図 5-3）。以上の

結果から Am4’CGT は in vivo においてカルコン 4’位配糖化活性を有することが示された。 

 

A

B

C SFL210

NT    1    11   27   31  36
ThF3H

ThGAPDH

SFL210

NT    1    11   27   31  36
ThF3H

ThGAPDH

SFL210#11SFL209#31

SFL209

Am4’CGT
NT   30   31   34    38   40

ThGAPDH

SFL209

Am4’CGT
NT   30   31   34    38   40

ThGAPDH

NT(SWB)

図5-2 形質転換トレニアの表現型解析（1）
(A)形質転換系統SFL209の花弁は非形質転換体（NT: Nontransformant)のSWBと同様に青紫色を
呈した。一方、形質転換系統SFL210は色素合成が抑制されてた結果、白色を呈した。（B）RT-PCRに
よってSFL209系統におけるAm4’CGT遺伝子の構成発現を確認した。（C) RT-PCRによりSFL210系
統における内在性F3H遺伝子の発現抑制を確認した。F3Hのノックダウンによりアントシアニン生合成
経路を効率よく抑制できることが示された。
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5-3-2 Am4’CGT および AmAS1 の共発現解析 

Am4’CGT および AmAS1 を共発現させるコンストラクトであるｐSFL201 を導入したトランスジ

ェニック SFL201 系統においては、得られた 35 系統の形質転換体のうち、22 系統において宿

主と比べて花色変化が見られ、黄色味を帯びた青、もしくは薄いグレーを示した （図 5-4）。特

に生殖器官である雄蕊および雌蕊、そして花冠と花筒の境界部分の組織において黄色を呈

した。しかし、花全体としてはアントシアニンによる青紫色が優勢であり、完全に黄色になった

ものはなかった。しかしながら、本系統の花弁を蛍光顕微鏡下で観察したところ、非形質転換

体および SFL209 系統においては見られなかった黄緑色の蛍光が観察された。この蛍光は黄

色を呈した部分にかきらず、花弁全体から観察された。蛍光を発した形質転換体において、

導入した Am4’CGT および AmAS1 遺伝子の共発現を RT-PCR によって確認した（図 5-4）。 

 

Line (n) Genotype
THC 

4’-O-glucoside
Aureusidin

6-O-glucoside Anthocyanidins Flavones

Flavonoid content (mg/g fresh petal weight)

NT (3) cv. Summer Wave Blue

SFL211 (5) AmAS1OX

SFL209 (3) Am4’CGTOX

SFL210 (5) ThF3HRNAi

Am4’CGTOX + AmAS1OXSFL201 (3)

Am4’CGTOX + AmAS1OX +ThDFRRNAiSFL307 (3)

n.d.

n.d.cv. Snap Yellow 
(Endogenous Am4’CGT and  AmAS1)

A.majus (4)

n.d.

n.d. n.d.

n.d.

n.d. n.d.

0.030±0.001 0.411±0.003

0.656±0.178 4.416±1.687

0.639±0.030 5.051±0.175

0.467±0.261 0.727±0.112 4.999±0.174

0.014±0.008 5.194±0.475

0.200±0.129 0.422±0.161 0.581±0.330 3.007±0.869

n.d. 0.749±0.157 0.065±0.021 2.287±0.625

Phenotype

Blue

Blue

Blue

White

Blue / Yellow

Yellow

Yellow6.767±0.101

Am4’CGTOX + AmAS1OX +ThF3HRNAiSFL308 (10) n.d. 0.757±0.157 0.032±0.010 3.172±0.453 Yellow

図5-3 形質転換トレニアの色素分析
トレニアおよびキンギョソウ花弁からフラボノイド色素を抽出し、HPLC分析に供した。n.d.は検出限界以
下、OXは過剰発現系統、RNAiはRNA干渉によるトレニア内在性フラボノイド生合成酵素遺伝子のノック
ダウン系統、NTは非形質転換体 (Nontransformant) を示す。キンギョソウはスナップイエロー品種の
成熟花弁（ステージ6）を用いた。アントシアニジン色素(Anthocyanidins)はデルフィニジン
(delphinidin)、シアニジン(cyanidin)、ペチュニジン(petunidin)、ペオニジン(peonidin)、および
マルビジン(malvidin)で構成され、その総計として示した。フラボン(Flavones)はアピゲニン
(apigenin)とルテオリン(luteolin)で構成され、その総計を示した。
SFL211系統に見られるように、AmAS1の構成発現によりフラボノイド構成に影響は認められなかった。
一方、SFL209系統に見られるようにAm4’CGTの構成発現によりカルコン4’位配糖体の蓄積が確認さ
れた。SFL201系統で示されるようにAm4’CGTとAmAS1の共発現はオーロン6位配糖体の生成に必
要十分であったが、花弁は完全な黄色を呈さなかった。SFL307およびSFL308により示されるように、
花弁が黄色単色発現するためには内在性アントシアニン生合成経路を抑制する必要があった。
SFL210系統に見られるように内在性アントシアニン生合成経路の抑制により花は白色を呈した。
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形質転換体の花弁を色素分析に供した結果、THC 4‘位配糖化体ならびにオーレウシジン

6 位配糖化体と保持時間および吸収スペクトルが一致する生成物が、それぞれ花弁中に

0.02%および0.04% (花弁新鮮重量中のw/w)生成していることが確認された（図5-3）。また宿主

が本来含有するアントシアニジン類も検出された。従って SFL201 形質転換体系統で観察され

た黄味がかった青または薄いグレーの花色は、THC 4‘位配糖化体ならびにオーレウシジン 6

位配糖化体と、マルビジンタイプのアントシアニン類が混在した花色であった。以上のように、

Am4’CGT および AmAS1 を花弁細胞内で共発現させることでオーレウシジン６位配糖体が生

成したため、作業仮説は証明された。 

 

5-3-3 黄色花の分子育種 

 トランスジェニック系統ＳＦＬ201 ではオーロンができているにも関わらず共存するアントシアニ

ン色素により単色の黄色を呈さなかったが、この結果は過去のキンギョソウの遺伝学実験から

想定されていた(Forkmann and Stotz, 1981; Spribille and Forkmann, 1982; 土岐、1990)。そこ

でアントシアニンによる青紫色を花弁から除くために、Am4’CGT と AmAS1 の共発現に加え、

内在性アントシアニン生合成経路を RNA i 法により抑制した三重形質転換体を作出した。 

まず、内在性の ThF3H のみ RNAi 法により抑制した形質転換系統 SFL210 を作成した。

BA
SFL201#14 SFL308#6NT (SWB)

Am4’CGT

AmAS1

ThDFR

ThF3H

ThGAPDH

NT 201
#14

307
#2

308
#6

図5-4 形質転換トレニアの表現型解析（2）
(A)トレニアの花はキンギョソウと同様の線対称形の合弁花であり、２枚の背側花弁(d: dorsals)、2枚
の側方花弁(l: laterals)および1枚の腹側花弁(v: ventral)の計5枚の花弁で構成される。stは雄蕊
(stamen)、caは雌蕊(carpels)、pはパレイト、NTは非形質転換体、サイズバーは100μmを示す。
非形質転換体（左上）と比べ、形質転換系統SFL201の花は雄蕊および雌蕊、花冠の基部において黄
色を呈した。背側花弁およびパレイト部分においてアントシアニンによる紫色が退色した(中央上）。花弁
全体からオーロンと思われる黄緑色の蛍光が観察された（中央下と左下）。形質転換系統SFL308の花
は鮮やかな黄色を呈し（右上）、その花弁からは強い蛍光が観察された（右下）。
（B)半定量的RT-PCR/サザンブロット解析による遺伝子発現解析。SFL201系統ではNTに見られない
Am4’CGTとAmAS1遺伝子が共発現し、SFL307およびSFL307系統においてはそれぞれトレニア内
在性のDFRおよびF3H遺伝子の発現が著しく抑制されていた。
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RT-PCR により、ほとんどの形質転換体において内在性 ThF3H の発現が抑制されていた（図

5-2）。その結果、アントシアニンが特異的に激減し、フラボン量が微増し、花弁は劣性 inc 変

異体の表現型と同様の白色を呈した（図 5-2 および図 5-3）。従って、F3H の RNAi によって効

率よくアントシアニン生合成を阻害できることを確認した。 

次に SFL307 三重形質転換体を作出した。得られた 36 系統の形質転換体のうち、19 系統

において宿主と比べて花色変化が見られた。さらに、花色が変化した 19 系統のうち 6 系統に

ついては宿主本来の青い色がほとんど混在せず、ほぼ完全な黄色花色を呈していた（図 5-4

および図 5-5）。また SFL308 三重形質転換体では、39 系統の形質転換体のうち、24 系統に

おいて宿主と比べて花色変化が見られた。さらに、花色が変化した 24 系統のうち 17 系統につ

いては宿主本来の青い色がほとんど混在せず、ほぼ完全な黄色花色を呈していた（図 5-4 お

よび図 5-5）。両三重形質転換体系統の花弁からは強い蛍光が観察された（図 5-4）。また、

RT-PCR により導入遺伝子発現および内在性アントシアニン生合成酵素遺伝子の発現抑制を

確認した（図 5-4 および図 5-5）。いずれのアントシアニン生合成酵素遺伝子を抑制した場合

にも表現型に顕著な違いはなく、黄色花が形成された。 

色素分析の結果、pSFL307 および pSFL308 を導入した形質転換体の黄色花弁内には、オ

ーレウシジン 6 位配糖体が、ともに花弁中に 0.08% (花弁新鮮重量中の w/w)程度生成している

ことが確認された（図 5-3）。また pSFL201 を導入した系統と比較して、ｐSFL307 またはｐ

SFL308 が導入された系統では、宿主が本来有するアントシアニジン類が宿主花弁に含まれる

量の 10％程度にまで激減し、フラボンに関しても微減していることが確認された。また、

SFL308 三重形質転換系統 26 番の個体は AmAS1 の発現および内在性 F3H の遺伝子発現

抑制は行われているが Am4’CGT の遺伝子発現がほとんど認められず、その花弁は白色を呈

した（図 5-5）。これにより、Am4’CGT がオーロン生合成による黄色単色発現に必須であること

が再確認された。 

以上のトランスジェニック解析により Am4’CGT と AmAS1 の共発現に加え、アントシアニン生

合成阻害によって黄色花を分子育種できることを証明した。内在性アントシアニン経路の抑制

は単に、花弁からアントシアニン色素に由来する色を除くのみならず、オーロン合成酵素へ基

質をより多く供給するという効果をもたらした。 
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5-4 考察 

5-4-1 カルコン 4‘位配糖化酵素の生理的役割 

Am4’CGT を発現させた SFL209 形質転換系統において THC4’位配糖体の蓄積を確認し

た。従って、内在性 CHI の存在に関わらず Am4’CGT は in vivo においてカルコンの 4‘位を

配糖化することが証明された。シロイヌナズナの CHI は CHS と相互作用していることが知られ

ている (Burbulis and Winkel-Shirley, 1999)。したがって、効率よくカルコンと反応するために細

胞質酵素である Am4’CGT は CHS-CHI 複合体に含まれているか、あるいは非常に近い場所

で機能していると考えられる。また、キンギョソウ花弁において観察される PHC4‘位配糖体は

いずれの形質転換トレニアにおいても検出されなかったが、これはトレニア SWB 品種が遺伝

的に PHC を生成しないことに起因する思われる。組換え AmCHS1/Niv タンパク質はカフェオ

A

B

図5-5 形質転換トレニアの表現型解析（3）
(A) SFL201系統の花は背側花弁およびパレイト部分においてアントシアニンによる紫色が退色したが、
側方花弁は非形質転換体と同様に青紫色を呈した。SFL307系統＃2に見られるように不完全な黄色
花においても特に側方花弁のアントシアニンによる青紫色が顕著であった。従って側方花弁は背側およ
び腹側花弁と比べてアントシアニンの形質が強く発現する領域であると言える。また、SFL308系統＃
26は白色花弁を呈した。（B)半定量的RT-PCR/サザンブロット解析による遺伝子発現解析の結果、
SFL308系統＃26においては内在性F3Hの発現抑制およびAmAS1の構成発現は確認されたが、
Am4’CGTの発現がほとんど認められなかった。
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イル CoA と 3 分子のマロニル CoA を基質に PHC を生成する活性を有することが知られてい

るが(Hatayama, et al., 2006)、トレニア CHS はカフェオイル CoA を基質として利用できないの

かもしれない。カルコン配糖体は薄黄色を呈するフラボノイド色素であるが、SFL201 系統の花

弁は非形質転換体と同様の青紫色を呈した。これはカルコン４‘位配糖体とアントシアニンが

共存した場合、アントシアニンが視覚的に優勢であることを意味している。このことはカルコン

２’位配糖体が蓄積する薄黄色のカーネーションの花弁において、その黄色発現に CHI の機

能欠損が必要であることと矛盾しない（Forkmann and Dangelmayr, 1980; Ogata, et al., 

2004）。 

Am4’CGT および AmAS1 の共発現により植物細胞内でオーロン６位配糖体を生成させるこ

とができた。黄色フラボノイドであるオーロン生合成はカルコンからこの二つの細胞内機能領

域の異なる UGT 酵素と PPO 酵素によって触媒されることが明らかとなった。自然界に見られる

多くのオーロンを生産する植物種において、オーロンは 6 位配糖体として同定されているが、

同時にそのオーロン６位配糖体に対応するアグリコン構造を有するカルコンの４‘位配糖体も

同定されている(Harborne and Baxter, 1999)。キンギョソウの場合はオーレウシジン６位配糖体

であるオウレウシン(Aureusin)対して、THC4’位配糖体がオーロン合成酵素の基質であるが、

コスモスにはスルフレチン(Sulfuretin: 6,3’,4’-trihydroxyaurone)の６位配糖体であるスルフレ

イン(Sulfurein)に対してブテイン(Butein: 3,4,2’,4’-tetrahydroxychalcone)の４’位配糖体のコ

レオプシン(Coreopsin）と呼ばれるカルコン４’位配糖体が存在する(Shimokoriyama and 

Hattori, 1952; 稲 津 , 1993) 。 ビ デ ン ス に は マ リ チ メ チ ン (Maritimetin: 

6,7,3’,4’-tetrahydroxyaurone)の６位配糖体であるマリチメイン（Maritimein）に対してオカニン

(Okanin: 3,4,2’,3’,4’-pentahydroxychalcone)の 4’位配糖体であるマレイン（Marein）と呼ばれ

るカルコン 4’位配糖体が存在する。さらにコレオプシスにはレプトシジン(Leptosidin: 

maritimetin 7-methyl ether) の 6 位配糖体であるレプトシン (Leptosin)に対してランセオレチン

(lanceoletin: 3,4,2’,4’-tetrahydroxy-3’-methoxychalcone)の 4‘位配糖体であるランセオリン

(Lanceolin)と呼ばれるカルコン 4‘位配糖体が存在する。また、ダイズにおいては、ヒスピドール

(Hispidol: 6,4’-dihydroxyaurone)の６位配糖体(Hispidol 6-O-glucoside)に対してイソリクイリチ

ゲニン(Isoliquiritigenin: 4,2’,4’-trihydroxychalcone)の 4’位配糖体であるネオイソリキリチン

(Neoisoliquiritin)と呼ばれるカルコン 4‘位配糖体が存在する（図 5-6）。以上に見られるカルコ

ン４’位配糖体とオーロン６位配糖体の構造的相関は、カルコンの 4’位配糖化と、それに引き

続く酸化的な環形成反応は自然界に普遍的に存在する一般的なオーロン生合成機構である

ことを強く支持する。 
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Am4’CGT が細胞質局在であることと、AmAS1 が液胞局在であることから、カルコンの配糖

化はカルコンの液胞輸送に関わっていることが示唆される。オーロンやアントシアニンの配糖

体が液胞に蓄積していることから考えて、フラボノイドの配糖化は普遍的に液胞輸送に関与し

ていると推察される。また、カルコンは配糖化の有無に関わらず、中性付近の pＨにおいて非

酵素的に異性化し、無色のフラバノンに変換されるが、酸性の液胞内腔に輸送されることによ

って安定して蓄積できるものと考えられる。マメ科アルファルファ(Medicago sativa)由来の CHI

結晶構造解析から、CHI の基質ポケット内においてナリンゲニン（フラバノン）の 7 位、すなわち

カルコンの 4‘位の水酸基はアルファルファ CHI の 190 番目のスレオニン残基と水素結合して
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図5-6 カルコン４‘配糖体とオーロン６位配糖体の構造相関
カルコンの4’位はオーロンの6位に対応し、カルコンの2’位の水酸基はオーロンの骨格に取り込まれる。
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キシ型であり、それらの生合成にはカルコン還元酵素が関与している。いずれのカルコンおよびオーロ
ンも4’位配糖体および６位配糖体が報告されている(Harborne and Baxter, 1999)。
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いることが明らかとなっている (Jez, et al., 2000)。したがって、カルコンの 4’位の配糖化は CHI

とカルコンとの相互作用を物理的に阻害すると推察することができる。これにより 4‘CGT は細

胞質内での CHI による異性化からカルコンを保護し、安定的にオーロン合成酵素の存在する

液胞に基質を供給しているのだろう。 

液胞膜上には多種多様な輸送体タンパク質が存在している。花色または種皮色に異常を

示す突然変異体の原因遺伝子として Multidrug and toxic compound extrusion (MATE)型トラ

ン ス ポ ー タ ー 、 Multidrug resistance-associated proteins (MRP) 型 ト ラ ン ス ポ ー タ ー や

Glutathion S-transferase(GST)が単離されており、これらは特定のフラボノイドの液胞輸送に関

わっていることが示されている (Marrs, et al., 1995; Alfenito, et al., 1998; Debeaujon, et al., 

2001; Kitamura, et al., 2004; Goodman, et al., 2004)。カルコン配糖体がどんな輸送体を介し

て液胞内腔へ取り込まれるかについては今後の重要な課題である。 

 

5-4-2 オーロンとアントシアニンの関係 

 自然界ではキンギョソウの花色はアントシアニンによるマゼンダ色とオーロンによる黄色に大

別される (Whinbley, et al., 2006)。この花色の二極化からオーロン合成経路とアントシアニン経

路は排他的な関係であるかのように見える。しかしながら、交配育種で作られたキンギョソウや

コスモスの中にはオーロンとアントシアニン両色素を生産し、橙色を呈する品種が存在する 

(Forkmann and Stotz, 1981; 稲津, 1993)。また、トレニア形質転換体 SFL201 系統においても

オーロンとアントシアニンが共に蓄積した。これらの結果は、4‘CGT と CHI はお互いに基質を

共有する拮抗関係であるが、両経路が生化学的に排他的でないことを示している。従って、こ

の自然界に見られるキンギョソウの花色の二極化は自然淘汰によるものであろう。 

オシロイバナ科オシロイバナ(Mirabilis jalapa)の黄色色素であるベタレイン色素の一種であ

るベタキサンチンも 450nm 付近の光に励起されて 500nm 付近の蛍光を発する蛍光特性がある

ことが知られているが、その蛍光は同じベタレイン色素である紫色のベタシアニンが共存する

ことによって吸収されることが知られている (Gandia-Herrero, et al., 2005)。また、フラボノール

3 位または７位配糖体は紫外線吸収によって蜜標（ネクターガイド）と呼ばれる紋様を形成する

ことで花粉媒介者を誘引していることが知られている(Thompson and Meinwald, 1972)。オーロ

ンとアントシアニンが共存した SFL201 系統の花弁ではヒトの視覚的にはアントシアニンによる

花色が優性であったが、蛍光顕微鏡下ではオーロンに由来する強い蛍光が観察された。従っ

てオーロンを生産する花はアントシアニンの有無に関わらず蛍光を発することで花粉媒介者に

何らかの影響を与えていると思われる。 

SFL201 系統においてオーロンの生成に伴って、フラボンおよびアントシアニンの量が減少

する傾向が認められた。また、SFL307 および SFL308 系統において RNAi によるアントシアニ
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ンの減少に伴ってオーロン蓄積量が増加した。この色素量の相対変化はフラボノイド代謝に

おけるアントシアニン、フラボン、およびオーロン生合成経路が共通のカルコンの基質プール

から由来していることを意味している。従って、効率良くカルコンをオーロン合成酵素経路に利

用するためには、アントシアニン経路を抑制することで、①花弁からアントシアニンによる色を

除くことに加え、②オーロン色素量を増加させる効果がある。おそらく自然界に存在するオー

ロンによる黄色花においてもアントシアニン生合成経路のどこかに欠損があると類推される。ま

た、CHS の活性を増強することでカルコンのプールを大きくすることはオーロンの基質の供給

量を増やす効果が期待され、黄色花の分子育種に効果的かもしれない。フラボンに関しては、

それ自身の色による花色への影響は弱いが、キンギョソウの主要フラボンであるアピゲニン７

位配糖体はオーロンのコピグメントととして機能することが知られている (Asen, et al., 1972)。し

たがって、フラボン類は黄色の色幅に何らかの影響を与えるものと考えられる。黄色花の分子

育種においては少なくともアントシアニン生合成経路の抑制が重要であると言える。 

 

5-4-3 コスモスのオーロンによる黄色発現機構 

キク科コスモス(Cosmos bipinnatus)の花色に関する生化学的および遺伝解析から、コスモス

の黄色発現はカルコンの一種であるブテイン 4‘位配糖体（コレオプシン）とオーロンの一種で

あるスルフレチン６位配糖体（スルフレイン）の蓄積によるものであることが知られている

(Shimokoriyama and Hattori, 1952; 稲津、1993)。コスモスの舌状周辺花におけるこれらの両黄

色フラボノイドの生合成は野生型 Y 遺伝子群によって抑制されており、ｙ遺伝子群により脱抑

制を受け、筒状中心花で見られるような黄色を呈する(稲津、1993)。この野生型Ｙ遺伝子群に

よるオーロン合成の領域的な抑制機構はキンギョソウの優性 Sulf 遺伝子座の作用機構に類似

しており、オーロン生合成の抑制機構は植物種に幅広く存在する機構なのかもしれない。 

コレオプシンおよびスルフレインはそれぞれアントシアニンの５位に相当する 6’位および 4

位の水酸基がないデオキシ型のカルコンおよびオーロンである（図 5-6）。ダイズにおいて見出

されたカルコン還元酵素(Chalcone reductase; CHR)は、ケシ科ケシ(Papaver somniferum)のモ

ルヒネ系アルカロイド生合成に関わるコデイン還元酵素(Codeinone reductase; COR)と相同性

が高く、Aldo-Keto Reductase (AKR)スーパーファミリーに属する (船山、1998；Bomati., et al., 

2005)。CHRは6‘位の水酸基のないイソリキリチゲニンやブテインに代表されるデオキシカルコ

ンの生成に関わっており、デオキシ型のカルコンはダイゼイン(Daidzein)に代表されるデオキシ

型イソフラボンやヒスピドールに代表されるデオキシ型オーロンに供給されると考えられる

（Bomati., et al., 2005)。従って、コスモスにおいても CHS と 4’CGT を媒介する CHR がオーロ

ンによる黄色発現に重要な役割を果たしていると予想される。 

また、舌状周辺花における黄色発現に関しては、ANS に対応する C 遺伝子座の劣性ホモｃ
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対立遺伝子座が必要であり、Ｃ/(y)の遺伝子型を持つコスモスはデオキシオーロンとアントシ

アニンを共に蓄積するものの表現型としてはアントシアニンの効果が強く出たピンク色の花色

を呈する(稲津、1993)。さらにコスモスにおいても劣性ホモｃ遺伝子座がオーロン量を増強する

効果が認められ、キンギョソウやトランスジェニックトレニアと同様にアントシアニン生合成の抑

制がオーロンによる黄色発現に重要であると言える。 

 

5-4-4 キンギョソウにおけるオーロン生合成の再考 

遺伝学のモデル植物であるゴマノハグサ科キンギョソウは未だに汎用的な形質転換系が確

立されてない (Minlong, 2000)。そこで本研究では同じゴマノハグサ科の形質転換の容易なト

レニア (Aida, 2000) を用いて遺伝子機能獲得型の表現型解析を行った。それにより、オーロン

生合成が細胞質タンパク質であるカルコン 4‘位配糖化酵素と液胞タンパク質であるオーロン

合成酵素の二つの酵素によって触媒されることを示してきた。一方、キンギョソウにおけるこれ

らの二つの遺伝子の機能欠損型の表現型については不明である。第4章で示したように、ゲノ

ミックサザンブロット解析の結果、AmAS1 遺伝子はシングルコピーの遺伝子であった。従って、

AmAS1 遺伝子の機能欠損はすなわちオーロン合成欠損を伴い、花色が変化するはずである。

一方の Aｍ4’CGT/UGT88D3 についてはゲノミックサザン解析によりマルチコピー遺伝子であ

ることが示されたが、スクリーニングによって得られた AmGT の中で最も Am4’CGT/UGT88D3

と相同性が高かった AmGTcg10/UGT88D4 の大腸菌発現タンパク質については 4’CGT 活性

を示さなかった。このことから両者は機能的に重複関係になく、従って AmAS1 と同様に

Am4’CGT の遺伝子機能欠損はオーロン合成欠損を引き起こし、花色に変化を与える可能性

は否定できない。 

これまでにオーロン合成を正に制御する遺伝子座としてViolacea および CFR1011が同定さ

れている。これらの遺伝子座が AmAS1 の遺伝子発現に影響を与えないことが示されている 

(Davies, et al., 2006)。Violacea 遺伝子座に関してはパレイト部分に限られたオーロン発現に

関わっているため、その原因遺伝子は酵素本体ではなく、オーロン合成酵素遺伝子の発現調

節や発現領域を調節する因子であると考えられる。一方の CFR1011 についてはその表現型

はリーキーではあるものの、花弁全体のオーロン合成に関わっている。従って、その原因遺伝

子が Am4’CGT である可能性は否定できない。また、オーロン生合成を負に制御する Sulfurea

はこれまで AmAS1 遺伝子の発現に影響を与えないことが示されている (Davies, et al., 2006)。

しかしながら第 3 章で述べたように AmAS1 が液胞タンパク質であることから、Sulfurea は

AmAS1 の液胞輸送を含む酵素活性化機構に関与しているか、あるいは Am4’CGT の機能を

抑制することでオーロン合成を抑制しているのかもしれない。オーロン生合成の全貌を明らか

にするためにはこれらの遺伝子座の原因遺伝子の同定が不可欠である。 
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第６章 総括 

 オーロンは古くから知られている黄色フラボノイドであるが、その鮮やかな黄色は昆虫や鳥な

どの花粉媒介者だけでなく、多くの人をも魅了してきた。ゴマノハグサ科キンギョソウは代表的

なオーロンによる黄色花であり、これまで多様な品種が開発されてきた。長い間、オーロンの

生合成経路は不明であったが、近年黄色キンギョソウから PPO ホモログであるオーレウシジン

合成酵素（AmAS1）が単離され、分子レベルでのオーロン生合成の理解は飛躍的に進んだ。 

 本研究ではオーロン合成酵素は ER、ゴルジを経て液胞内腔に輸送される液胞型 PPO であ

ることを明らかにした。酸性の細胞小器官である液胞はオーロン合成酵素の触媒活性だけで

なく、カルコンが安定化する環境を提供する。これまでに知られていた PPO ファミリーの酵素の

研究から PPO は色素体に局在する酵素であると考えられていたため、オーロン合成酵素は液

胞で働く PPO の初めての例である。今後、少なくとも植物 PPO はその機能する細胞小器官に

よって二つに区分されるべきである。これまでに配糖化やアシル化を含めたフラボノイド代謝

経路は小胞体膜上の細胞質で完了し、液胞は代謝物を蓄積するための細胞内小器官と位置

づけられていたが、この従来の定説を覆しフラボノイド骨格形成が液胞内で行われているとい

う極めて新しい知見をもたらした。また、AmAS1 の液胞局在性と AmAS1 遺伝子の構成発現ト

レニア（pSFL211系統）の表現型は酵素と基質が同一細胞に存在しても、両者の細胞内コンパ

ートメントが異なるとその酵素機能は発現しないという事を改めて認識させてくれた。 

オーロン生合成経路は、細胞質で CHS により生成されたカルコンが、カルコン 4‘位配糖化

酵素によってカルコン４’位配糖体になり、それが液胞へ運ばれて、オーロン合成酵素によっ

てオーロン６位配糖体に変換されるという領域が異なる二つの触媒反応から構成される。カル

コンの４’位配糖化は酵素的および非酵素的なカルコンの異性化を防ぎ、液胞輸送を介して

カルコンの安定化に大きく寄与していると考えられる。カルコン 4‘位配糖化酵素とオーロン合

成酵素は構造や細胞内局在性は異なるものの、非常に同調した遺伝子発現パターンを示す。

このことから、花弁形態形成の後期に効率よくオーロン生合成を行うために、両遺伝子の上流

に共通の転写調節因子が存在すると考えられる。両酵素も黄色花形成という共通の形質発現

に関わるため、同じ自然選択圧下の中、共に進化してきたのであろう。 

オーロンが６位配糖体を有する植物種の多くには、オーロン６位配糖体に対応するカルコン

4’位配糖体が同定されている (Harborne and Baxter, 1999)。この構造的な相関から、自然界

のオーロン６位配糖体による黄色花を形成する植物種においても UGT88D サブファミリーのカ

ルコン 4’位配糖化酵素と液胞型 PPO であるオーロン合成酵素は共に保存されていると考えら

れる。すなわち、このカルコンの 4’位配糖化はアントシアニジンの 3 位配糖化に対応する一般

的な配糖化とみなすことができる。実際にリナリアからカルコンの 4’位配糖化活性を有する

UGT88D2 遺伝子を単離し、種を超えてその構造および機能が保存されていることを確認する
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ことができた。 

マメ科ビルマカリン（Pterocarpus macrocarpus）において、オーロンは 6 位ラムノース配糖体

として存在していることが知られている (Harborne and Baxter, 1999)。シロイヌナズナのフラボノ

ール７位配糖化酵素は糖供与体の違いによってサブファミリーが異なる UGT73C6 と

UGT78D1 がそれぞれ７位へのグルコース転移とラムノース転移反応を触媒する。従って、ビル

マカリンのカルコン４’位配糖化が UGT88D サブファミリーに触媒されているかどうかについて

は UGT の基質特異性という点で非常に興味深い。また例外的ではあるが、稀にオーロンは４

位配糖体として存在している。例えばイソマツ科スターチス(Limonium bonduellii)、キク科ムギ

ワラギク (Helichrysum bracteatum)、マメ科ビルマカリン（Pterocarpus macrocarpus）はそれぞれ

オーレウシジン４位配糖体（Cernuoside）、ブラクテアチンの４位配糖体（Bractein）、ジヒドロキ

シオーロン４位ルチノシドが含まれていることが知られている (Harborne and Baxter, 1999; 

Kesari, et al., 2004)。これらのオーロン４位配糖体は、これらの種においてカルコン 6‘位配糖

化酵素と、それを基質として利用できるオーロン合成酵素が存在することを示唆すると同時に、

配糖化される水酸基の位置よりも、配糖体という構造自体がカルコンの液胞輸送にとって重要

であることを暗にほのめかしている。 

 

 

 

キンギョソウやコスモスの遺伝学研究から、黄色の単色発現はアントシアニン生合成欠損変

異と強く関係していることが古くから知られていた (Spribille and Forkmann, 1982, 土岐、1990; 

稲津、1993)。本研究で行われたトランスジェニック解析においても黄色単色発現を実現する

ためにはオーロン生合成に加え、内在性アントシアニン生合成経路を RNAi 法で抑制する必

要があった（図 6-1）。アントシアニン生合成阻害は、①花弁からアントシアニン系の色を除く効

果と、②オーロン色素量を増加させるという二つの重要な効果があり、従って自然界のオーロ

ンによる黄色花においてもアントシアニン生合成のどこかに欠損があると考えられる。またキン

ギョソウの Sulf 遺伝子座およびコスモスの(Y)遺伝子座群は共に領域的なオーロン合成の負の

制御因子であり、高等植物における共通したオーロン調節機構の存在を示唆する。 
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遺伝子組換え技術に基づいた分子育種は、交配による従来育種と異なり、導入したい遺伝

資源が交配可能な種かどうかは問題としない。その点で非常に汎用性が高い。しかし問題とな

るのは形質を導入したい植物に汎用的な形質転換法が開発されているかどうかである。シロイ

ヌナズナやイネのようなモデル植物には簡便な形質転換法が開発されているが、多くの園芸

植物には未だ汎用的な形質転換が確立されておらず、分子育種の律速となっている場合が

少なくない。従って、有用な形質を植物に付与する為には、有用形質を司る遺伝子の単離に

平行して標的植物種の形質転換系を開発していくことが不可欠である。 

近年、遺伝子組換え植物の利用に関して世界的な関心が寄せられている。その原因のひと

つは人為的に組み込んだ遺伝子が自然界へ拡散することに対する懸念である (Ortiz-Garcia, 

et al., 2005)。事実、今日の科学技術をもってしても一度自然界に拡散した遺伝子の回収はほ

ぼ不可能であろう。本研究により分子育種されたオーロンを生産する黄色のトレニアのホスト植

物であるサマーウェーブブルー(SWB；サントリーフラワーズ株式会社)品種は雄性不稔系統で

あり花粉の拡散の危険性はないが、雌蕊側の稔性が残っており、開放系に出すにはまだ課題

が残されている。しかしながら遺伝子組換え技術自体は地球レベルの食糧問題、人口問題、

ひいては環境問題を解決できる可能性を秘めたテクノロジーであることは間違いない。従って

遺伝子組換え技術は種々の懸念を真摯に受け止めながらも、今後も改良され、将来に渡って

応用されてゆくべきであると考える（参考資料）。 

以上のようにカルコン 4’位配糖化酵素とオーロン合成酵素遺伝子の共発現に加え、アント

シアニン生合成の抑制することでオーロンによる黄色花の分子育種に成功した。黄色フラボノ

イドであるオーロンの生合成経路は長い間不明であったが、本研究により紫/青～赤/橙～黄

色に渡るフラボノイド生合成による花色発現は基本的に理解されたと言える。カルコンはフラボ

ノイド初期化合物であるため、この方法はフラボノイドを生産する全ての植物種において応用

可能な非常に汎用的な分子育種法と思われる。主要な園芸植物であるゼラニウム、シクラメン、

セントポーリア、インパチェンス、スイートピー、アサガオなどには黄色品種がないため花卉産

業において黄色は待望の形質であった。本研究により得られた知見を利用し、将来的にこれ

らの園芸植物に黄色品種が導入され、花卉園芸産業が活性化することを期待して止まない。 

 

 

 

 

 

 

2006 年 10 月 29 日   小埜栄一郎 



 77

 

 

 

図6-1 オーロン生合成経路のまとめ
本研究においてフラボノイド系色素の最後の謎であった黄色発現を司るオーロン生合成経路が明らか
となった。オーロン経路は初期フラボノイドであるカルコンからアントシアニンおよびフラボン経路と分岐
する。カルコンはカルコン4’位配糖化酵素（4’CGT）によって配糖化されて液胞へ輸送されることで、
CHIによる異性化および中性付近での非酵素的異性化を逃れることができると考えられる。カルコン4
位配糖体は液胞タンパク質であるオーロン合成酵素（AS）によって酸化的環形成反応を受けてオーロ
ン6位配糖体となる。ほとんどのオーロンが6位配糖体として存在していることから、この経路はアントシ
アニンの3位配糖体同様に非常に一般的な生合成経路であると考えられる。さらに黄色花を形成するた
めにはinc変異のような内在性アントシアニン生合成を抑制する必要があり、それにより黄色の単色発
現に加え、黄色色素量を増加させることができる。

Niv / Inc / Sulf Niv / inc / sulf
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1 0 0
A TG G G A G A A G A A TA C A A G A A A A C A C A C A C A A TA G T C T T T C A C A C T T C A G A A G A A C A C C TC A A C TC TTC A A TA G C C C TTG C A A AG TTC A TA A C CA AA CA C C

M   G   E   E   Y   K   K   T   H   T   I   V   F   H   T   S   E   E   H   L   N   S S   I   A   L   A   K   F   I   T   K   H >

2 0 0
A C TC T T C A A TC TC C A T C A C TA T C A TC A G C A C T G C C C C C G C C G A A T C T T C TG A A G T G G C C A A AA TTA TTA A TA A TC C G TC A A TAA C TTA C C G C G G C C TC A C

H   S   S   I   S   I   T   I   I   S   T   A   P   A   E   S   S   E   V   A   K   I I   N   N   P   S   I   T   Y   R   G   L   T >

3 0 0
C G C G G TA G C G C T C C C TG A A A A TC T C A C C A G TA A C A T TA A TA AAAA C C C C G TC G AA C TTT TC T TC G A A A TC C C TC G TC TA C A AA AC G C CA A C C TTC G A G A G

A   V   A   L   P   E   N   L   T   S   N   I   N   K   N   P   V   E   L   F   F   E I   P   R   L   Q   N   A   N   L   R   E >

4 0 0
G C T TT A C TA G A TA T T T C G C G A A A A TC C G A TA T C A A A G C A T TA A T C A TC G A T T T C TT C T G C A A T G C G G C A TT T G A A G TA TC C A C C A G C A TG AAC A TA C C C A

A   L   L   D   I   S   R   K   S   D   I   K   A   L   I   I   D   F   F   C   N   A A   F   E   V   S   T   S   M   N   I   P >

5 0 0
C T TA C T T C G A C G T C A G T G G C G G C G C T T TTC TC C TC TG C A C G T TT C TC C A C C A C CC G AC A C TA CA C CAA AC TG T TC G TG G A G A C A TTG C G G A TT TG A A C G A

T   Y   F   D   V   S   G   G   A   F   L   L   C   T   F   L   H   H   P   T   L   H Q   T   V   R   G   D   I   A   D   L   N   D >

6 0 0
T TC T G T T G A G A TG C C C G G G T TC C C A T TG A T TC A C T C C T C T G A TT TA C C A A TG A G T T T G T T TT A TC G TA A G A C T A A TG T T TA C A A A C A C T TT C T A G A C A C T

S   V   E   M   P   G   F   P   L   I   H   S   S   D   L   P   M   S   L   F   Y   R K   T   N   V   Y   K   H   F   L   D   T >

7 0 0
TC C TT A A A C A TG C G C A A A T C G A G T G G G A TA C TC G TG A A C A C G TTTG T TG C G C TC G A G TT TC G A G C TA A G GA AG C TT TG TC C A A C G G TT TG TA C G G TC C A A

S   L   N   M   R   K   S   S   G   I   L   V   N   T   F   V   A   L   E   F   R   A K   E   A   L   S   N   G   L   Y   G   P >

8 0 0
C TC C G C C T C T T TA TT T A C T T TC A C A TA C A A T TG C C G A A C C C C A C G A C A C TA A A G T G T T G G TA A A C CA A CA C GAA TG C C TA TC A TG G C T TG A T T TG C A G C C

T   P   P   L   Y   L   L   S   H   T   I   A   E   P   H   D   T   K   V   L   V   N Q   H   E   C   L   S   W   L   D   L   Q   P >

9 0 0
TA G TA A A A G C G TG A TT T T C C T T TG T T T C G G A A G AA GA G GA G C G TTC TC A G C A C AA CA G TTG A A A GAAA TTG C G A TA G G G TTG G A G A A GA G TG G A TG TC G A

S   K   S   V   I   F   L   C   F   G   R   R   G   A   F   S   A   Q   Q   L   K   E I   A   I   G   L   E   K   S   G   C   R >

1 0 0 0
T TTC T T T G G T TG G C C C G C A T T T C A C C G G A G A T G G A C T TA AA TG C G C TTC TG C C G G A G G G TT TTC TA TC G A G A A C TAAA G G AG TA G G G TT TG TG A CA AA C A

F   L   W   L   A   R   I   S   P   E   M   D   L   N   A   L   L   P   E   G   F   L S   R   T   K   G   V   G   F   V   T   N >

1 1 0 0
CA TG G G TG C C G C A AAA A GA G G TG TTG A G TC A TG A TG C A G TG G G G G G G TT TG TG A C TC A TTG C G G G TG G A G TTC G G TTC T TG AAGCG C TG TCG TTCG G TG T
T   W   V   P   Q   K   E   V   L   S   H   D   A   V   G   G   F   V   T   H   C   G W   S   S   V   L   E   A   L   S   F   G   V >

1 2 0 0
C C C GA TG A TTG G T TG G C C G T TG TA C G C A GA G CA GA G G A TC AA TAG G G TG T TC A TG G TG G A G G A AA TA AA G G TG GCGC TGCCA TTGGA TGAGG AAGATG GA

P   M   I   G   W   P   L   Y   A   E   Q   R   I   N   R   V   F   M   V   E   E   I K   V   A   L   P   L   D   E   E   D   G >

1 3 0 0
TTTG TG A C G G C G A TG G A G TTG G A G AA G C G C G TC A GG G A G TTG A TG G A G TC G G TA AA G G G GA AA GAA GTGAAG CGC CG TG TG GC GGAA TTGAA AATC TC TA

F   V   T   A   M   E   L   E   K   R   V   R   E   L   M   E   S   V   K   G   K   E V   K   R   R   V   A   E   L   K   I   S >

CAAAGGCAGCCGTGAGTAAAGGTGGATCGTCCTTGGCTTCTTTGGAGAAGTTCATCAACTCGGTCACTCGTTAA
T     K     A    A      V     S    K     G     G     S    S     L      A    S    L     E     K     F     I     N     S     V     T   R     *

UGT88D3: 1374bp
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NAIST 駐車場に咲く姫金魚草（Linaria spp.）。 

 

 

 


