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研究成果の概要（和文）：　花被に無秩序に斑点を形成するホトトギス属植物から、花被の地色形成に関与する
と予想される転写因子の遺伝子 (TrMYB1) と、花被の斑点形成に関与すると予想される転写因子の遺伝子 
(TrMYB2) を単離した。異所発現実験から、両遺伝子が転写因子R2R3-MYBの遺伝子として機能することが明らか
となった。さらに、RNAi法によるノックダウン実験から、TrMYB1が実際に花被の地色形成に関与していることが
示された。現在、ゲノム編集を用いたノックアウト実験によるTrMYB2の機能解析、GUSレポーター遺伝子を用い
た両遺伝子のプロモータ解析、およびWISH法による両遺伝子の発現解析を検討中である。

研究成果の概要（英文）：The following two transcription factor genes were isolated from Tricyrtis 
sp., whose tepals show random spot formation: TrMYB1 which may be involved in tepal background color
 formation; and TrMYB2 which may be involved in tepal spot formation. Ectopic expression analysis 
using some plant species indicated that both genes function as R2R3-MYB genes. In addition, 
RNAi-mediated knockdown analysis in Tricyrtis sp. indicated that TrMYB1 is actually involved in 
tepal background color formation. Genome editing-mediated knockout analysis of TrMYB2, promoter 
analysis of both genes by using GUS reporter gene, and expression analysis of both genes by WISH are
 now in progress.

研究分野：農学

キーワード： 花被の斑点形成　ホトトギス属植物　アントシアニン生合成　転写因子　R2R3-MYB遺伝子　遺伝子発現
　プロモーター解析　形質転換

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ホトトギス属植物の花被には、赤紫色の斑点が無秩序に形成される。本研究では、花被の地色形成に関与する
転写因子の遺伝子を単離した。また、花被の斑点形成に関与すると予想される転写因子の遺伝子を単離し、現
在、ノックアウト実験等によりその機能を解析中である。ホトトギス属植物の花被模様は、これまで他の植物種
で報告されている花被模様とは明らかに異なっているため、学術的独自性が高く、花被の模様形成に関する新知
見が得られると考えられる。また、様々な花き園芸植物における遺伝子組換えやゲノム編集等の手法による有斑
点・無斑点花新品種の育成等、応用分野への展開も期待される。

※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。



様 式 Ｆ－１９－１ 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 花き園芸植物においては、花の色および花の模様は最も重要な形質のひとつである。アントシ
アニン類など花色を決定する色素については、これまでに様々な植物種で研究が行われており、
生合成酵素や遺伝子に関する知見が多数蓄積されている。一方、覆輪・セクター・絞り・斑点な
ど花の模様の形成、すなわち花弁 (花被) における色素生合成・蓄積の位置的なパターン (着色
パターン) 形成に関する研究は、一部の植物種で行われているに過ぎない。 
 本研究で用いるホトトギス属植物 (Tricyrtis spp.) は、ユリ科に
属する花き園芸植物である。ホトトギス属植物の花被の向軸側に
は、シアニジン系アントシアニン類の蓄積による赤紫色の斑点が
無秩序に形成される (図 1)。これは本属植物に基本的な花被模様
であり、斑点の数や大きさに差異はあるものの、ほとんどの種・
品種の花被で同様の斑点がみられる。ホトトギス属植物の花被模
様は、これまで他の植物種で研究報告のある模様 (アサガオ等に
おけるトランスポゾンによるセクターや絞り形成、ペチュニア等
における siRNAの関与による覆輪形成、ユリ類における維管束や
突起等の特定の組織の着色など) とは明らかに異なっており、未
知の分子メカニズムが関与している可能性が高い。したがって、
この分子メカニズムの解明により、花被の模様形成に関する基礎
的な新知見が得られると期待される。 
 我々は、本研究の前段階として、通常栽培したホトトギス属植物からアントシアニン生合成関
連遺伝子 (生合成反応を触媒する酵素の遺伝子および転写因子の遺伝子) を網羅的に単離した 
(Otani et al. 2018)。斑点形成については、一部のアントシアニン生合成関連遺伝子の発現が不安
定で、その遺伝子が偶発的に発現した領域でのみアン
トシアニン類が生合成・蓄積されることで生ずると予
想した。そこで、斑点特異的な発現を示す遺伝子 ( ＝ 
斑点形成の鍵となる遺伝子) を特定するため、花被を
斑点領域とその他の領域に分けて発現解析を試みた。
しかしながら、花被向軸側の斑点以外の領域や花被背
軸側にも多少のアントシアニン類の蓄積 (花被の地色) 
がみられるため、斑点領域のみを厳密に分離すること
が技術的に困難であった。 
 一方、本研究とは無関係の種間交雑実験において、ホ
トトギス属植物の未熟花蕾に袋がけを行ったところ、
開花時の花被色が薄くなる現象が見出された。これを
もとに、予備実験としてホトトギス‘東雲’においてア
ルミホイルによる未熟花蕾の遮光処理を行ったとこ
ろ、開花時の花被では地色がほとんど消失して斑点の
みが形成されるという驚くべき結果が得られた (図2)。
すなわち、花蕾の遮光処理により地色の色素形成のみ
を抑制させることができ、斑点形成特異的な遺伝子を
スクリーニングできる見通しが立った。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ホトトギス属植物の花被における無秩序な斑点形成に関する分子メカニズ
ムの解明である。前述のように、この花被模様はこれまで他の植物種で報告されている花被模様
とは明らかに異なっているため、学術的独自性が高く、花被の模様形成に関する基礎的な新知見
が得られると期待される。また、ホトトギス属植物と同様に花被における斑点形成メカニズムが
未だ明らかにされていない他の植物種 (カルセオラリアやラン類等) への研究展開も期待され
る。さらには、様々な花き園芸植物における遺伝子組換えやゲノム編集等の手法による有斑点・
無斑点花新品種の育成など、応用分野への展開も期待される。 
 本研究では、予備実験において確立された花蕾の遮光処理を利用して、非遮光・遮光条件下の
花被におけるアントシアニン生合成関連遺伝子の網羅的な発現解析を行うとともに、花被の地
色および斑点形成に関与する遺伝子の単離、機能解析、プロモーター解析等を検討する。通常、
アントシアニン類の生合成は光照射下で促進されることから、非光照射下でのアントシアニン
生合成 (光によるアントシアニン生合成制御) に関する新知見も得られると期待している。 
 
 
３．研究の方法 
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図 2 花蕾の遮光処理が花被の地色 
 および斑点形成に及ぼす影響 

遮光条件 
斑点のみ形成 
斑点形成特異的 
遺伝子が発現？ 

アルミ 
ホイル等 
で覆う 

図 1 ホトトギス‘東雲’の花 



① 遮光条件下の花被からの新たなアントシアニン生合成関連遺伝子の単離 
 ホトトギス‘東雲’の遮光条件下の花被から RNAを抽出し、RACE法により、遮光条件下で
発現する新たなアントシアニン生合成関連遺伝子の単離を試みた。 
 
② 斑点形成に関与するアントシアニン生合成関連遺伝子のスクリーニング 
 ホトトギス‘東雲’の非遮光・遮光条件下の花被において、RT-PCR法により、これまでに単
離されたアントシアニン生合成関連遺伝子 (Otani et al. 2018) および上記①で新たに単離された
アントシアニン生合成関連遺伝子の発現解析を行った。これにより、斑点形成に関与する候補遺
伝子のスクリーニングを試みた。 
 
③ RNA-seq法による斑点形成に関与する遺伝子のスクリーニング 
 RNA-seq法により、非遮光・遮光条件下におけるホトトギス‘東雲’花被の遺伝子発現プロフ
ァイルを作成した。これらのプロファイルを比較解析することによって候補遺伝子群をスクリ
ーニングし、さらに GO 解析による機能類推を行って斑点形成に関与する候補遺伝子の絞り込
みを試みた。 
 
④ 斑点形成に関与する遺伝子の機能解析およびプロモーター解析 
 上記①〜③においてスクリーニングされた遺伝子について、過剰発現または発現が抑制され
た形質転換体を作出し、機能解析を試みた。また、プロモーターを単離して塩基配列を調査する
とともに、GUSレポーター遺伝子を用いた発現解析を検討した。 
 
⑤ whole mount in situ hybridization (WISH) 法プロトコルの確立 
 WISH法とは、組織切片等を作製せずに器官・組織で直接 in situ hybridizationを行い、遺伝子
発現領域を可視化する手法である。従来、WISH法は動物実験において広く用いられてきた研究
手法であり、植物の成熟器官・組織を材料に用いた研究はこれまで報告されていない。本研究で
は、WISH法による斑点形成に関与する遺伝子の特定に向けて、まず、ホトトギス‘東雲’の花
蕾および花被を材料に用いたWISH法プロトコルの確立を検討した。 
 
 
４．研究成果 
 
① 遮光条件下の花被からの新たなアントシアニン生
合成関連遺伝子の単離 
 遮光条件下の花被でも発現が低下しない新規の
R2R3-MYB遺伝子 (TrMYB2) の完全長 cDNAを単離し
た。TrMYB2 は、非遮光条件下の花被から単離した
R2R3-MYB遺伝子 (TrMYB1；Otani et al。 2018) と比較
して、推定アミノ酸配列レベルで 89 % の相同性を示
した。 
 
② 斑点形成に関与するアントシアニン生合成関連遺
伝子のスクリーニング 
 非遮光・遮光条件下の花被におけるアントシアニン
生合成関連遺伝子の発現解析を網羅的に行ったとこ
ろ、TrMYB2が斑点形成に関与していることが示唆され
た。一方、花被の地色形成には、別の転写因子 (TrMYB1
および TrbHLH) が関与していることも示唆された (図
3)。 
 
③ RNA-seq法による斑点形成に関与する遺伝子のスクリーニング 
 数年度にわたり、非遮光・遮光条件下の花蕾から RNAを抽出し、各条件下における遺伝子発
現プロファイルを作成した。しかしながら、ウイルス様の遺伝子や植物の遺伝子とは相同性が非
常に低い遺伝子が多数スクリーニングされ、アントシアニン生合成に関与するような遺伝子は
みられなかった．これは、遮光処理により病原体の増殖等の予期せぬ状況が誘導された結果であ
ると考えている。今後は、遮光処理した花蕾ではなく、TrMYB1の RNAiコンストラクトを導入
した形質転換体の花蕾 (花被の地色形成が抑制されている；下記④参照) をサンプルに用いる予
定である。 
 
④ 斑点形成に関与する遺伝子の機能解析およびプロモーター解析 
 TrMYB1および TrMYB2について過剰発現コンストラクトを構築し、それらを用いて様々な植
物の形質転換を行なった。その結果、形質転換体の栄養器官は赤紫色に変化し、アントシアニン
類の蓄積もみられた。また、栄養器官の色の変化の程度と導入遺伝子の発現レベルには相関がみ
られ、さらに形質転換体では内生のアントシアニン生合成経路遺伝子の発現上昇も確認された。

図 3 非遮光・遮光条件下の花被におけ
る TrMYB1および TrMYB2の発現
解析 



これらの結果から、TrMYB1 (図 4) および TrMYB2 (図 5) がいずれも R2R3-MYB遺伝子として機
能することが示された。また、TrMYB1 の RNAi コンストラクトを導入したホトトギス‘東雲’
形質転換体を作出したところ、花被における地色形成が大きく抑制され、一方で斑点形成にはほ
とんど変化がみられなかった (図 6)。形質転換体における内生遺伝子の発現解析を行ったとこ
ろ、TrMYB1 およびアントシアニン生合成酵素遺伝子の発現は低下していたが、TrMYB2 の遺伝
子発現には大きな変化はみられなかった。これらの結果から、花被の地色形成と斑点形成が異な
る R2R3-MYB 遺伝子により制御されていること、および地色形成が TrMYB1 により制御されて
いることが明らかとなった。今後は、TrMYB2の RNAiコンストラクトを導入した形質転換体の
開花を待って、花被の地色および斑点形成に関する調査を行う予定である。また、現在、ゲノム
編集による機能解析を行うために、両遺伝子の CRISPR/Cas9 コンストラクトを導入した形質転
換体を育成中である。 
 プロモーター解析に関しては、TAIL-PCR法により、TrMYB1および TrMYB2の ORF上流域を
単離した。これらの上流域に GUSレポーター遺伝子を連結したコンストラクトを構築し、それ
らそれらが導入された形質転換体を育成中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤ WISH法プロトコルの確立 
 数年度にわたり、ホトトギス‘東雲’の花蕾および花被を用いて検討したが、現在までのとこ
ろ再現性のあるプロトコルは確立されていない。今後は、ホトトギス‘東雲’の葉や、他の植物
の花蕾・花被等を用いた検討を行う予定である。 
 

図 4 TrMYB1を過剰発現するカランコエ形質転
換体 (右) およびベクターコントロール 

図 5 TrMYB2を過剰発現するタバコ形質転換
体 (右) およびベクターコントロール 

図 6 TrMYB1 RNAi コンストラクト導入したホトトギス‘東
雲’(右) およびベクターコントロール 
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