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研究成果の概要（和文）：　花の模様のひとつにバイカラーがある。バイカラー発生のしくみをユリで解析し
た。ユリの花でアントシアニン生合成を調節しているMYB12の蓄積量は白い部分で有意に減少していた。一方で
microRNAの一つmiR828が花弁の白い部分で優先的に蓄積していた。このmiR828はMYB12のmRNAを選択的に切断す
ること、その後さらにMYB12 mRNAを細かく分解していることが分かった。白い部分で特異的に蓄積したmiR828
が、MYB12の発現を抑制してアントシアニン生合成を阻害したと考えられた。microRNAが花の模様形成に関わっ
ていることを示すのは本研究が初めてである。

研究成果の概要（英文）：Some Asiatic hybrid lily cultivars develop bicolor tepals, which consist of 
anthocyanin-pigmented upper halves and un-pigmented lower halves. MYB12 positively regulating 
anthocyanin biosynthesis is downregulated in the lower halves. Since the lily MYB12 mRNA harbored a 
binding site for microRNA828 (miR828), the involvement of miR828 in variable spatial accumulation of
 MYB12 transcripts was evaluated. In the bicolor tepals, mature miR828 was more highly accumulated 
in the lower halves than in the upper halves, and miR828-directed cleavage of MYB12 transcripts was 
observed predominantly in the lower halves. Moreover, the cleavage triggered the production of 
secondary siRNA from MYB12 transcripts, and the siRNAs were accumulated predominantly in the lower 
halves. Consequently, miR828 suppressed MYB12 transcript accumulation in the white region, and the 
miR828/MYB12 module participated in the development of bicolor patterns in lily flowers. 

研究分野：園芸科学

キーワード： 花の模様 　microRNA 　アントシアニン 　遺伝子発現制御 　R2R3-MYB 　PTGS

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
(1) 花に模様ができるしくみとしてこれまでに主に、転写因子による空間特異的な転写調節、トランスポゾンの
転移、CHS遺伝子のPost-Transcriptional Gene Silencingの3つが知られているが、microRNAによる模様形成は
全く新しいしくみである（このしくみは花のモデル植物でも報告されていない）。(2) バイカラー形成の遺伝的
な背景が明らかになり、今後のユリ育種の効率化に寄与する。(3) microRNAが関与する現象は環境の影響を受け
やすいとされており、温度などにたいするmicroRNA蓄積量の変化を明らかにすれば、模様の大きさを一定にする
栽培条件の改良につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 花に現れるさまざまな模様は消費者を魅了する重要な形質のひとつである。模様ができる遺
伝的なしくみが明らかになれば、花の品種改良や、模様の形や大きさを均一にする栽培技術の
確立に役立つと期待され、花き園芸に大きく貢献できる。模様ができるしくみとしてこれまで
に、(1)トランスポゾンの転移による斑入り（アサガオなど）、(2)アントシアニン生合成遺伝子
のひとつ CHSの、転写後遺伝子サイレンシング (PTGS) によっておこるバイカラー（2色の
染め分け）、(3)アントシアニンを生合成する遺伝子の発現を調節している転写因子による花弁
内の部位特異的な色素合成、が明らかにされてきた。最後のしくみは、アントシアニン生合成
は R2R3-MYB転写因子によって制御されているが、植物はこの R2R3-MYBを複数持ってお
り、複数ある R2R3-MYBは発現する場所やタイミングが異なるために、これらの転写因子の
組合せによって色素が貯まる場所や濃さが異なり、その結果模様となるもので、ペチュニア、
ミゾホオズキなどのモデル植物で明らかにされている。いまのところ模様をつくる最も普遍的
なしくみであろうと考えられている。 
 申請者はこれまでユリ (Lilium spp.) を用いて模様ができるしくみを解析してきた。ユリは
アントシアニン生合成を促進する R2R3-MYB転写因子を複数持ち、このうちMYB12は花弁
全体で色素を合成し、MYBSPLはしぶき状の斑点を誘導し、MYB15は蕾の光のあたる部位だ
けに着色を誘導し、MYB18を持つと花弁の基部に大きな斑点が現れることを明らかにした。 
 ユリ花弁に認められる模様のひとつに、花弁の上部にアントシアニン色素が溜り（赤くな
る）下部には溜まらない（白くなる）バイカラーがある。申請者は先行する科研費研究におい
て、ユリでバイカラーが発生する原因を検討した。次世代シークエンスを用いる RNA-seq
で、花弁の赤い部分と白い部分で発現している遺伝子を網羅的に解析したところ、白い部分で
は全てのアントシアニン生合成遺伝子の発現が赤い部分の 1/10程度にまで低下していたことよ
り、ユリのバイカラーは生合成遺伝子の転写調節によると考えた。その一方でアントシアニン
生合成遺伝子の発現を調節している R2R3-MYB転写因子は、MYB12のみが強く発現してお
り、それ以外で発現の強いものはなかった。一方、MYB12は白い部分で赤い部分の 1/2程度
にしか発現が低下しておらず、MYB12の発現差だけで生合成遺伝子の発現レベルの違いは説
明できなかった（Suzuki K, Suzuki T, Nakatsuka T, Dohra H, Yamagishi M Matsuyama K, 
Matsuura H (2016) RNA-seq-based evaluation of bicolor tepal pigmentation in Asiatic 
hybrid lilies (Lilium spp.). BMC Genomics, 17: 611.）。これまでにユリや他の植物で明らかに
された模様を作るしくみではユリのバイカラーは説明できない。よって、生合成遺伝子の発現
に影響する R2R3-MYB転写因子以外の要因について検討をおこない新たな仕組みを明らかに
する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 
  microRNAは non-coding RNAのひとつで、おもに転写因子の働きを抑制する。本研究で
は、ユリをはじめとした複数の花き園芸植物を用いて、microRNAが花弁でバイカラーの模様
をつくる原因となっていることを明らかにする。 
(1) ユリのバイカラー品種を用いてmicroRNAを網羅的に解析し、着色部分と非着色部分で蓄
積量に違いのあるmicroRNA（候補microRNA）をすべてリストアップする。 
(2) 次に一過性遺伝子発現系を用いた解析などにより、これらの候補microRNAの機能をユリ
花弁で解析し、バイカラーの原因となっていることを証明する。 
(3) 他のユリや他の花き園芸植物でも同様の解析を行い、その結果を比較することによって、
バイカラー形成におけるmicroRNAの役割の普遍性と多様性を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
 スカシユリ（Asiatic hybrid lilies, Lilium spp.）のバイカラー品種とフルカラー品種を主に
用いた。他のユリや他の園芸植物を用いた解析では、エゾスカシユリ、マツバユリ、オリエン
タルハイブリッドユリ、サルビア（チェリーセージ）、チューリップ、アルストロメリアを用い
た。 
 small RNAを網羅的に解析するために、バイカラー品種ロリポップの花弁を用いて
microRNA seqを行った。 
 定量的 RT-PCR法で遺伝子の発現量を比較した。microRNAの蓄積量は Stem-Loop PCR法



で評価した。 
 5'RACE PCR法を改良した RNA ligase-mediated amplification of cDNA ends (RLM-
RACE) 法を用いてMYB12 mRNAの 5'末端を決め、切断部位を特定した。 
 pre-MIR828やMYB12を発現するコンストラクトを、アグロインフィルトレーション法で
タバコに導入し（一過性発現）、matureなmiR828の蓄積やMYB12の発現を評価した。 
 
４．研究成果 
 
 ユリの花弁に蓄積しているmicroRNAで、MYB12の抑制に関わっているものをスクリーニ
ングしたところ、microRNAの一つであるmicroRNA828（miR828）が候補として浮かび上が
った。miR828の前駆体は花弁で発現していた。matureなmiR828の蓄積量は、調査した全
てのバイカラー品種で花弁基部の白い部位で十分に多かったが、花弁全体が赤い full-pinkの品
種ではmiR828の蓄積は少なく、花弁の部位による差も無いことが分かった。またMYB12転
写因子の塩基配列にmiR828と 2本鎖 RNAをつくる領域が見つかり、2本鎖をつくるときの
自由エネルギーは-32 kcal/molと十分に低かったことより（2本鎖をつくる可能性が高い）、
MYB12はmiR828の標的であると考えられた。 
 miR828がMYB12の働きを直接抑制することを、タバコを用いた一過性発現で検討した。
その結果、miR828はMYB12と結合する部位でMYB12を切断することがわかった。さらに
このサイトでのMYB12の切断は、ユリの花弁でも起こっていること、切断の頻度は花弁の白
い部分で高いことを確認した。 
 miR828によるMYB12の抑制をさらに確認するために、バイカラーの花弁を用いて
microRNA seqを行った。その結果、MYB12は結合部位で切断された後、その 3'側がさらに
細かく切断されること、この切断は花弁の白い部分で活発に起こることがわかった。 
 以上のことより、ユリ花弁の白い部分ではmiR828がMYB12 mRNAと結合してその機能を
転写後に抑制し、その結果アントシアニン生合成遺伝子の発現を誘導できず、色素が合成され
ないと結論した。 
 花に模様をつくるメカニズムとして、転写因子による空間特異的な転写調節、トランスポゾ
ンの転移、CHS遺伝子の Post-Transcriptional Gene Silencingなどが知られているが、
microRNAが花の模様形成に関わっていることを示すのは本研究が初めてである。 
  次に、miR828が関与する模様が他のユリや他の植物でも認められるかどうか検討した。原
種のユリであるエゾスカシユリの花弁では（園芸種の）スカシユリ品種と同じように花弁の上
半分にアントシアニン色素が溜まりバイカラーとなっていることが分かった。そこでmiR828
とMYB12転写因子を調査したところ、miR828の蓄積とMYB12の発現が負に相関している
ことがわかった。エゾスカシユリでもスカシユリ品種と同様なメカニズムで模様が発生してい
ることがわかった。北海道に自生するエゾスカシユリはスカシユリの成立に関わった原種のユ
リの一つで、花弁におけるアントシアニン着色を制御するMYB12遺伝子もエゾスカシユリに
由来することがわかっている。今回の結果より、バイカラーの形質もエゾスカシユリに由来す
る可能性が出てきた。 
 一方で、他のユリ（マツバユリとオリエンタルハイブリッドユリ）やチューリップ、アルス
トロメリア、サルビアでは、miR828の蓄積量が概して少なく（バイカラー品種ほど高くな
く）、バイカラーの発生にmiR828が関与している手がかりは得られなかった。このことは
miR828が関与する花の模様形成はユリに特異的であることを示している。 
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