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研究成果の概要（和文）：キンギョソウの花色発現に関わるフラボノイド（アントシアニン・フ

ラボン・オーロン）生合成関連酵素間の相互作用を酵母ツーハイブリッド法や Bimolecular 

fluorescence complementation 法などの各種の方法で解析した．その結果，キンギョソウ花弁

細胞内でフラボンとアントシアニンの生合成酵素群が代謝酵素複合体を形成し，オーロン生合

成関連酵素と空間的かつ機能的に仕分けられていることが強く示唆された． 

 

研究成果の概要（英文）：I have clarified that, in snapdragon petal cell, enzymes that are related to 

biosynthesis of flavones and anthocyanins form multi-enzyme complexes, which are spatially and 

functionally separated from enzymes related to aurone biosynthesis. 
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１．研究開始当初の背景 

 
 モデル植物シロイヌナズナが白い花しか
つけないのとは対照的に，キンギョソウはク
リムゾン，マゼンタ，ピンク，オレンジ，黄
色,アイボリー，白，あるいはそれらの複合
といった多彩な花色を示す．キンギョソウの
こうした多彩な花色はフラボノイドに起因

し，このうち赤系統の色はアントシアニンに，
白系統の色はフラボンやフラボノールに，ま
た黄色はオーロンやカルコンに起因する．す
なわち，キンギョソウ花弁は多種多様なフラ
ボノイドを生成するポテンシャルをもち，そ
れが遺伝的に制御されることによって，上述
の多彩な花色を発現するといえる．こうした
ことからキンギョソウのフラボノイド生合
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成経路は，古くから，遺伝学者，花卉園芸学
者，植物生化学者の注目を集め，その遺伝生
化学的な研究の成果は，植物フラボノイド生
合成全体の研究の中でも特に重要な位置を
占めてきた． 
 植物フラボノイド生合成経路のなかで，フ
ラボン・フラボノール・アントシアニン生合
成に関わる酵素遺伝子群は，キンギョソウの
遺伝子を中心に 1990 年代の終わり頃までに
取得され，フラボノイド生合成経路の植物界
における共通性も明らかになった．さらに
1999年になると，シロイヌナズナのフラボノ
イドの生合成酵素群が細胞内の小胞体上で
代謝複合体（メタボロン）を形成しているこ
とが示された．それ以来，植物フラボノイド
生合成では一般にメタボロンの形成によっ
て代謝の円滑化が図られていると信じられ
るようになった．この仮説は非常に興味深い
ものであるが，代謝複合体形成の普遍性やそ
の意義についてはほとんど検証されていな
い． 
 一方，黄色フラボノイド オーロンは，キ
ンギョソウを含むごく限られた植物種にし
か含まれないため，その生成機構は長い間謎
のままであった．われわれは世界で初めて黄
色キンギョソウのオーロン合成酵素（AS）を
同定し（Science 290, 1163-1166 (2000)），
オーロン生合成における前駆体（カルコン）
のグルコシル化酵素（C4’GT）の重要性も示
すことにより，オーロン生合成経路を確立し
た（PNAS 103, 11075-11080 (2006); Plant J. 
45, 133-143 (2006)）． 
 キンギョソウの花弁のフラボノイド代謝
には，niv 劣性白色花を除き，品種を問わず
共通した特徴が認められる．すなわち，花弁
細胞中では，例外なく，ごく小さなつぼみの
段階からフラボン生成系遺伝子群が強く発
現し，フラボン配糖体が高蓄積しており，ま
た完全に開花した花にはオーロンも必ず含
まれる．黄色い品種（イエローバタフライ）
において，オーロンを効率よく蓄積させて花
を黄色にするためには，フラボン生合成の代
謝の太い流れに逆らって，前駆体カルコンを
横取りしてオーロン生成系に仕向けなけれ
ばならないように見える．赤色系の花弁でも
このことは同様であり，デフォルトのフラボ
ン生合成系から代謝経路をアントシアニン
生合成に横流しするような仕組みが存在す
ることが強く示唆される．しかしながら，こ
うした花色発現のメカニズムを，フラボノイ
ド生合成における代謝酵素のダイナミクス
の観点から，タンパク質レベルで合理的に説
明しようとする試みはなかった． 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では，上述のような示唆に富んだ

数々の観察結果を足がかりにして，キンギョ
ソウのフラボノイド生合成酵素間の相互作
用の詳細な解析を通じて，花色の発現・制御
機構としての代謝複合体形成の重要性を立
証することを目的とする．これまで花色発現
の戦略は，もっぱら生合成酵素や転写制御因
子の遺伝子発現の変化により議論されてき
たが，「代謝複合体形成」というポストトラ
ンスレーショナルな仕組みも花色発現に重
要な役割を果たしていることを実証する． 
 
３．研究の方法 

 

（１）オーロン前駆体提供経路の検討 
 オーロンの生合成の前駆体として作用する
ペンタヒドロキシカルコン（PHC）について，
PHCがカフェオイルCoAとマロニルCoAからde 
novoに合成される可能性が考えられた．オー
ロン生合成にメタボロンの形成が関わる可能
性を考慮する場合には，カフェオイルCoA生合
成系の酵素がその構成要素となる可能性も考
える必要がある．この点を最初に検証してお
くことは，今後の本研究課題全体の基盤を構
築する上でも重要であると考えられた． 
 そこでカフェオイルCoAの生合成に必須で
あると考えられるヒドロキシシンナモイルト
ランスフェラーゼ（HCT）とシンナメート3-
ヒドロキシラーゼ（C3H）のcDNAをキンギョソ
ウ花弁から単離した．HCTについては，キンギ
ョソウ花弁のESTデータベースからタバコの
HCTと配列類似性の高いESTを検索した．この
EST配列をプローブにして黄色キンギョソウ
花弁のcDNAライブラリーからプラークハイブ
リダイゼーションにより候補遺伝子を取得し
た．一方，C3HについてはゴマのCYP98A20 cDNA
をプローブにして黄色キンギョソウ花弁の
cDNAライブラリーからプラークハイブリダイ
ゼーションにより候補遺伝子を取得した． 
 HCT 遺伝子を大腸菌の菌体内に異種発現さ
せ，形質転換体の細胞抽出液を調製して酵素
活性を高速液体クロマトグラフィーによっ
て評価した．一方，C3H遺伝子についてはメ
タノール酵母のゲノムに組み込んでメタノ
ール添加により誘導発現させた．酵母組換え
体のミクロソーム画分を調製して酵素活性
を調べた． 
 活性が確認できた HCTと C3H遺伝子につい
て，キンギョソウにおける組織別発現を逆転
写リアルタイム定量 PCRにより調べた． 
 
（２）生合成酵素の小胞体局在性 
  これまでの知見によれば，メタボロンは，
膜タンパク質であるシトクロム P450を核に
してこれに可溶性酵素や膜酵素が会合する
ことにより，小胞体の細胞質側表面に形成さ
れることが多いと考えられる．そこで，可溶
性の酵素であるカルコン合成酵素（CHS），カ



 

 

ルコンイソメラーゼ（CHI），カルコン 4’グ
ルコシルトランスフェラーゼ（C4’GT）およ
びオーロン合成酵素（AS）の小胞体局在性を
調べた．それぞれのタンパク質を用いてウサ
ギを免疫し， それぞれに特異的なポリクロ
ーナル抗体を含む抗血清を調製した．抗血清
から IgG 画分を調製した． 
 キンギョソウ花弁の細胞破砕液から超遠
心によって可溶性画分とミクロソーム画分
を調製した．各画分について，各酵素に対す
る IgG抗体を用いてウエスタンブロッティン
グを行い，各酵素の存在を検出した． 
 
（３）酵母ツーハイブリッドシステム 
 CHSと C4’GT，CHSと CHI，および C4’GT
と CHIとの間の相互作用について，市販のキ
ット（Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid 
System）をもちいて検索した． 
 
（４）スプリットユビキチンシステムを用い
たタンパク質間相互作用解析 
 前述のように，メタボロンは，膜タンパク
質であるシトクロム P450 を核にしてこれに
可溶性酵素や膜酵素が会合することにより，
小胞体の細胞質側表面に形成されることが
多い．そこで，フラボノイド生合成経路にお
けるシトクロム P450としてフラボン合成酵
素（FNS）およびフラボノイド 3’-水酸化酵
素（F3’H）を取り上げ，これらと他のフラ
ボノイド生合成酵素および関連タンパク質
（CHS, CHI, C4’GT, F3H, DFR, C3H, HCT）
との相互作用を，スプリットユビキチンシス
テムを用いて検索した．この検索は市販のキ
ット（DUALmembrane システム）用いて行った．
興味ある可溶性タンパク質どうしの相互作
用についても同キットを用いて検索した． 
 
（５）Bimolecular fluorescence 
complementation（BiFC） 
 上述のタンパク質間相互作用解析におい
て相互作用が示唆された酵素タンパク質の
ペアについて，さらに植物細胞内環境での相
互作用の存在を確認するため，BiFC法による
相互作用解析を行った．この方法の実施に必
要な発現コンストラクトは，島根大学の中川 
強博士のご厚意により分与いただいた．宿主
としてはタマネギの表皮細胞およびタバコ
の葉の細胞を用いた． 
 
４．研究成果 
 
（１）オーロン前駆体提供経路の検討 
 カフェオイルCoAの生合成に必須であると
考えられるヒドロキシシンナモイルトランス
フェラーゼ（HCT）とシンナメート3-ヒドロキ
シラーゼ（C3H）のcDNAをキンギョソウ花弁か
ら単離した．これらの酵素は，キンギョソウ

におけるオーロンの主要な前駆体ペンタヒド
ロキシカルコンの前駆体の一つカフェオイル
CoAを供給する重要酵素である可能性があり，
AmC4’GTとともにオーロン生合成に特化した
代謝複合体を形成する可能性が考えられる．  
 HCTについて，キンギョソウ花弁のESTデー
タベースからタバコのHCTと配列類似性の高
いESTを検索した．このEST配列をプローブに
して黄色キンギョソウ花弁のcDNAライブラリ
ーからプラークハイブリダイゼーションによ
り２種類の候補遺伝子を取得した．一方，C3H
についてはゴマのCYP98A20 cDNAをプローブ
にして黄色キンギョソウ花弁のcDNAライブラ
リーからプラークハイブリダイゼーションに
より8種類の候補遺伝子を取得した． 
 HCT遺伝子を大腸菌の菌体内に異種発現さ
せ，形質転換体の細胞抽出液を調製して酵素
活性を高速液体クロマトグラフィーによって
評価した．活性評価の結果，HCTはp-クマロイ
ルCoAをアシル基供与体，シキミ酸をアシル基
受容体としてp-クマロイル基の転移を触媒し
，p-クマロイルシキメートを生成した．キナ
酸もアシル基受容体として作用したが，シキ
ミ酸の方がより良好な受容体であった．同酵
素はまたp-クマロイルシキメートをアシル基
供与体，CoAをアシル基受容体とし，p-クマロ
イルCoAを生成する能力も持っていた．AmHCT1
について速度論パラメータを求めた． p-クマ
ロイルCoAアシル基供与体としたときの両方
向の反応の速度論量を比較したところ，この
酵素はシキミ酸をより良好なアシル基受容体
として利用することがわかった． 
 一方，C3H遺伝子についてはメタノール酵母
のゲノムに組み込んでメタノール添加により
誘導発現させた．酵母組換え体のミクロソー
ム画分を調製して酵素活性を調べたところ，
ひとつに酵素活性が認められ，p-クマロイル
シキミ酸を基質とした場合にNADPH依存的に
反応生成物を与え，この分子量はカフェオイ
ルシキミ酸のものと一致した． 
 以上の結果から，キンギョソウにおけるカ
フェオイルCoAの供給系が次のように推定さ
れた．p-クマロイルCoAをアシル基供与体，シ
キミ酸をアシル基受容体としてHCTの作用に
よりp-クマロイルシキメートが生成し，これ
にC3Hが作用してカフェオイルシキメートを
生成する．次いでカフェオイルシキメートを
アシル基供与体，CoAをアシル基受容体として
HCTの作用によりカフェオイルCoAが生成する
．当初のわれわれの仮説によれば，カフェオ
イルCoAはマロニルCoAとともにカルコン合成
酵素（CHS）の基質となってペンタヒドロキシ
カルコンを生成する．ペンタヒドロキシカル
コンはAmC4’GTの作用により配糖体となり液
胞に運ばれ，そこでオーロン配糖体に変換さ
れる． 
 活性が確認できたHCTとC3H遺伝子について



 

 

，キンギョソウの組織別発現を調べた．その
結果，両遺伝子は花弁の分化の初期から発現
し，分化とともに漸減するが，完全に開花し
た花で最大となった．また根・茎・葉にも発
現が認められた．一般にこれらの遺伝子は，
これまで多くの植物においてリグニン生合成
との関連で発現解析がなされ，茎や根での発
現が高く，花弁での発現はほとんど検出され
ない場合がほとんどである．キンギョソウで
はこれらの遺伝子が花弁でも有意に発現して
おり，リグニン生合成とPHC合成の両方に寄与
している可能性も示唆されたが，花色発現へ
の寄与に関し，今後さらに別の証拠を探す必
要がある．  
  
（２）生合成酵素の小胞体局在性 
 キンギョソウ花弁細胞中でのフラボノイド
生合成酵素間の相互作用をさまざまな角度か
ら詳細に解析するための第１歩として，フラ
ボノイド生合成における基幹的役割を果たす
カルコン合成酵素（CHS），カルコンイソメラ
ーゼ（CHI），カルコン4’グルコシルトランス
フェラーゼ（C4’GT）およびオーロン合成酵
素（AS）について，その小胞体局在性を解析
した．キンギョソウ花弁の細胞破砕液からミ
クロソーム画分と可溶性画分を調製し，ウエ
スタンブロッティングにて各画分における酵
素の存在を解析した．その結果，CHS，CHI，
C4’GTは両画分に存在するが，ASは可溶性（
液胞）にのみ存在することがわかった． 
 
（３）酵母ツーハイブリッドシステム 
 オーロンが効率よく生成するためにはオ
ーロン生成系の初発酵素である C4’GTが CHS
と相互作用する必要があると考えられたた
め，CHS との相互作用を酵母ツーハイブリッ
ドシステムにより検索した．CHS と CHI，お
よび C4’GT と CHI との間の相互作用につい
ても同様に調べた．その結果，CHSは C4’GT
と相互作用できないことがわかった．CHS と
CHI，および C4’GT と CHIとの間にも相互作
用は認められなかった． 
 
（４）スプリットユビキチンシステムを用い
たタンパク質間相互作用解析 
 スプリットユビキチンシステムを用いて，
FNSおよび F3’H に対して，他のフラボノイ
ド生合成酵素および関連タンパク質が会合
するか否かを検索したところ，FNSには CHS, 
CHI, DFR が，また F3’H には CHIが相互作用
することがわかった．また，CHIと DFR の間
にも相互作用があることがわかった（図１）．
また，フラボノイド代謝をオーロン生合成へ
と仕向ける C4’GT は，今回調べたいかなる
酵素タンパク質とも相互作用しなかった． 
 
 

 

図１：スプリットユビキチン法の結果から強
く示唆された酵素間相互作用 

 

（５）BiFC法による相互作用解析 
 植物細胞内環境での相互作用の存在を確
認するため BiFC法による相互作用解析を実
施した．その結果，FNS と CHI, FNS と DFR，
CHIと DFRの間に，明らかな相互作用が確認
された． 
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