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研究成果の概要（和文）：ダッチアイリスのアントシアニン生合成機構を解明し、その成果を育

種に利用するために本研究を実施した。その結果、まずアヤメ属では新規のマロニル化アント

シアニンやアセチル化フラボンの存在を推定した。次に、アントシアニン生合成に関与してい

る DFR および 3RT 遺伝子などを単離・解析し、CHS および 5GT 遺伝子のペチュニアへの導入に

も成功した。さらに、DFR 遺伝子のプロモーター領域へのレトロトランスポゾンの挿入が外花

被の白色化を誘導する可能性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, to promote flower color breeding of the Iris garden 
species, anthocyanins, flavones and anthocyanin biosynthetic genes of Dutch iris (Iris 
x hollandica) cultivars were characterized. Malonate anthocyanins of delphinidin3pCRG5G, 
petunidin 3pCRG5G, malvidin3pCRG5G and acetylated C-glycosyl flavones were pre- sumed 
as novel pigments in the genus Iris. As anthocyanin biosynthetic genes, full length of 
DFR genes (gDNA) and cDNA homologues of 3RT、F3’5’H, CHI genes were isolated. In addition, 
transgenic petunia lines with CHS or 5GT genes isolated from the cultivar, ‘Blue 
Diamond’ were obtained by Agrobacterium methods and were characterized. Finally, the 
defect or reduction of DFR gene expression in outer perianths of the cultivars ‘White 
Wedgewood’ and ‘Surprise’ were presumed to be caused by insertions LTR-like 
retrotransposons into promoter regions of their DFR genes. 
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１．研究開始当初の背景 
 花卉類における最も重要な育種目標は新
規花色の開発であり、その代表的な色素がア

ントシアニンである。双子葉類におけるアン
トシアニンの生合成遺伝子に関する報告は
数多くあるにもかかわらず、単子葉類のもの
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は極めて少ない。また、単子葉類の代表的な
園芸種であるダッチアイリスでは、新規アン
トシアニンやフラボンの存在が示唆されて
いる。そこで、本種におけるアントシアニン
生合成遺伝子の単離・解析によるアントシア
ニン生合成機構の解明とその育種的利用に
向けて、今が絶好の機会と捉え、本研究を実
施した。 
 
２．研究の目的 

(1) ダッチアイリスにおける新規のアント

シアニンおよびフラボンを探索する。 

(2) ダッチアイリスにおける新たなアント

シアニン生合成遺伝子を単離・解析する。 

(3) 既に単離したダッチアイリスのカルコ

ン合成酵素遺伝子(IhCHS)およびアントシア

ニン 5-O-グルコシル基転移酵素遺伝子 

(5GT)をアグロバクテリウム法によりペチュ

ニア品種「ブリエッタ・バイオレット」に導

入し、形質転換体を獲得する。 

(4) ダッチアイリスの白色花品種「ホワイ

ト・ウエッジウッド」および複色花品種「サ

プライズ」における外花被の白色化はジヒド

ロフラボノール 4-還元酵素遺伝子(DFR) 発

現の欠損または顕著な低下が関係している

ことが既に明らかにされている。そこで、こ

のような遺伝子発現の原因を解明するため

に、青紫花品種「ブルーダイヤモンド」を加

えた 3 品種の DFR 遺伝子(gDNA)およびその

５’上流領域を単離・解析する。 

 
３．研究の方法 

(1) ダッチアイリス品種「ブルーダイヤモン

ド」および「照紫」における外花被含有アン

トシアニンの HPLC 分析を行い、その特性を

比較検討する。アントシアニンの同定は、両

品種の外花被より得られた粗色素液を HP-20

カラムに吸着後水洗し、酢酸で溶出する。そ

の溶出液を PC で分離し、各アントシアニン

成分を減圧・乾固させる。これらを酢酸に溶

解し、分取 HPLC で精製する。精製された未

同定の各アントシアニン成分は、LC-MS によ

り同定した。また、上記の方法に準じて、フ

ラボンの新規成分も探索した。 

(2) アントシアニン生合成遺伝子のうち、カ

ルコン異性化酵素(CHI)およびフラボノイド

3’5’’水酸化酵素遺伝子(F3’5’H)の単

離は、キンギョソウから得られた既知遺伝子

のプローブなどを用いたダッチアイリス品

種「ブルーダイヤモンド」花蕾由来の cDNA

ライブラリーからのプラークハイブリダイ

ゼーション法によりスクリーニングした。ま

た、UDP ラムノース：アントシアニジン 3-O-

グルコシドラムノシルトランスフェラーゼ

(3RT)およびアントシアニンマロニルトラン

スフェラーゼ (AaT)遺伝子の単離は「ブルー

ダイヤモンド」の花蕾から全 RNA を抽出し、

ペチュニアの 3RT塩基配列から作成したプラ

イマーを用いた RT-PCR 分析により、スクリ

ーニングした。 

(3) 植物材料として、ペチュニア品種「ブリ

エッタ・バイオレット」を供試した。ダッチ

アイリス IhCHS または Ih5GT 遺伝子のペチュ

ニアへの形質転換実験では、アグロバクテリ

ウム菌系 EHA105/pBCHS または EHA 105/pB5GT

を用いた葉片培養を行い、得られた再生植物

体における IhCHS または Ih5GT 遺伝子および

アグロバクテリウムの virG 遺伝子の特異的

プライマーを用いた PCR 分析により、形質転

換体の確認を行った。さらに、獲得したペチ

ュニア形各質転換体と非形質転換体の「ブリ

エッタ・バイオレット」における花色を色差

計により測定するとともに、花弁含有アント

シアニンおよびフラボノールを HPLC で分析

した。 

(4) 白色品種「ホワイト・ウエッジウッド」、

複色品種「サプライズ」およびの青紫品種「ブ

ルーダイヤモンド」の３品種を用いて、既に

単離されている IhDFR cDNA を鋳型として

nested PCR および inverse PCR 分析を行い、



 

 

DFR 構造遺伝子とその５’上流領域配列を単

離し、各配列の比較解析を行った。 

 
４．研究成果 

 ダッチアイリスにおけるアントシアニン

生合成機構の解明とその育種的利用に向け

て本研究を実施した。得られた研究成果は以

下の通りである。 

(1) 色素分析により、デルフィニジン 3-(p-

クマロイルルチノシド)-5-グルコシド

(Dp3pCRG5G)、ペチュニジン(Pt)3pCRG5G およ

びマルビジン(Mv)3pCRG5G が同定された。ま

た、分子量からデルフィニジン 3-(カフェオ

イルルチノシド)-5-グルコシド(Dp3CRG5G)、

マロニル Dp3CRG5G およびマロニル Dp3pCRG 

5G が推定された。このように、p-クマル酸と

マロン酸の 2種類の有機酸によるポリアシル

化アントシアニンが推定されたのはアヤメ

属では最初である。さらに、4 種の新規のア

セチル化 C-グリコシルフラボンの存在が推

定された。このような新規の色素は、花色の

多彩化育種に有用である。 

(2) 本実験では、IhF3’5’H、IhCHI1、2 お

よび Ih3RT の cDNA クローンを単離した。

IhF3’5’H は他植物種の F3’5’H と高い相

同性を有するほぼ全長の cDNA クローンであ

り、1,347bp で構成され、350 のアミノ酸を

コードしていた。そこで、IhF3’5’Hと他植

物種 F3’5’H との間で推定アミノ酸配列を

比較したところ、IhF3’5’H はシトクロム

P450 に特異的なヘム結合領域及び F3’5’H

の C 末端側に 5’位の水酸化に重要なセリン

残基を保存しており、花蕾や花での遺伝子発

現も確認されたので、F3’5’H遺伝子である

ことが推定された。また、IhCHI1（411 bp）

および IhCHI2（306 bp）の 2 つの cDNA クロ

ーン断片は、既知遺伝子との推定アミノ酸配

列の比較によりナリンゲニン結合残基を有

していたので、両 cDNA クローン断片は CHI

ホモログであると推定した。さらに、Ih3RT

（1,297 bp）は機能が確認されている既知の

3RT 遺伝子と 99％の極めて高い相同性を有

することから、3RT cDNA ホモログ断片とみな

した。これに対して、ポリアシル化遺伝子の

MaT に関してもクローニングを試みたが、単

離するまでには至らなかった。現在、単離さ

れた各cDNAホモログ断片については5’RACE

および 3’RACE 法などにより全長 cDNA クロ

ーンの獲得を試みている。 

(3) IhCHS のペチュニアへの形質転換実験で

は、形質転換体と確認した 14 系統(T-CHS-1

～14)と「ブリエッタ・バイオレット」(非形

質転換体)との間で花色(紫)に関して比較観

察を行ったが、両者の間に顕著な差異は認め

られなかった。また、花色の明度および色度

についてみると、各形質転換体系統の L*値は

非形質転換体と比較して特定の傾向が見ら

れなかったが、いずれの形質転換体系統も非

転換植物体よりa*値およびb*値とも低下する

傾向があった。次に、アントシアニンの分析

結果についてみると、形質転換体系統と非形

質転換体の間で特定のアントシアニン成分

に関して顕著な差異はなく、また T-CHS-13

を除いたすべての形質転換体系統のアント

シアニン量は、非形質転換体よりも低下して

いたが、系統間の分散分析では有意差が認め

られなかった。一方、各形質転換体系統のフ

ラボノール量は、非形質転換体よりも有意に

低下した。さらに、すべての形質転換体系統

では IhCHS1 遺伝子の発現が確認されたもの

の、その発現程度は低いことが明らかになっ

た。以上のことから、本形質転換体系統では

ダッチアイリス由来の IhCHS1 の発現力が弱

いために、花色やアントシアニン量に明らか

な変化が生じなかったものと考えられる。 

一方、Ih5GT 遺伝子のペチュニアへの形質

転換実験では、形質転換体 14 系統(T-5GT1～



 

 

14)と「ブリエッタ・バイオレット」との間

で花色について比較したところ、両者とも紫

を発現し、顕著な差異は確認できなかった

(図 1)。そこで、両者の花色についてより詳

細に比較するために、色差計を用いた花弁色

彩の分析を行ったところ、すべての形質転換

体系統において、非形質転換体と比較し、b*

値の増加傾向、すなわち青味の減少が見られ

たものの、明度および色度の分散分析では、

各系統 (全形質転換系統およびコントロー

ル品種「ブリエッタ・バイオレット」) 間に

有意差が認められなかった。 
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図 1. ペチュニア形質転換体 

A: コントロール品種 「ブリエッタ・バイオ

レット」、B: ダッチアイリス 5GT 遺伝子を導

入した形質転換系統 「T-5GT-13」、バーは1 cm

を示す。 

 

ペチュニアの 5GT がアントシアニジン 3RG 

ではなくアントシアニジン 3pCRGを基質とし

て利用するが、ハナショウブの 5GT はアント

シアニジン 3pCRG ではなく、アントシアニジ

ン 3RGを基質として利用することが既に明ら

かにされている。従って、ダッチアイリスの

Ih5GT 遺伝子を導入したペチュニア形質転換

系統では、ペチュニア品種では生産できない

アントシアニジン 3RG5Gの発現が期待できる。

そこで、アントシアニンの HPLC 分析結果に

ついてみると、各形質転換体系統におけるア

ントシアニン組成は、非形質転換体と比較し

て明らかな差異が認められず、また形質転換

体系統でのみ生成が期待されるアントシア

ニン、Mv3RG5G および Pt3RG5G のピークは検

出されなかった。さらに、アントシアニン量

およびフラボノール量に関しても分散分析

を実施したが、各系統 (全形質転換系統およ

び「ブリエッタ・バイオレット」) 間に有意

差は認められなかった。このように、本実験

の各形質転換体系統では、非形質転換体と比

較して花色、アントシアニン組成、アントシ

アニン総量およびフラボノール総量とも明

白な差異が認められなかった。そこで、

RT-PCR を用いて、各形質転換系統におけるダ

ッチアイリスの Ih5GT遺伝子の転写確認を行

った。その結果、各系統における発現程度に

は差異があるものの、T-5GT-3 を除いた全て

の形質転換系統の葉および花蕾において

Ih5GT 遺伝子の発現を確認した(図 2)。 
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図 2. ペチュニア形質転換系統の花におけ

るダッチアイリスの Ih5GT 遺伝子の発現。 

N: ネガティブコントロール、2-6, 10-12:ペ
チュニア形質転換系統、 PhUBQ1: ローディ
ングコントロールとして用いたペチュニア
のユビキチン遺伝子 
 

先に述べたように、ハナショウブの 5GT は

アントシアニジン 3pCRG ではなく、アントシ

アニジン 3RG を基質として利用するが、ペチ

ュニアでは 3AT がアントシアニジン 3RG を基

質として利用するので、ペチュニア形質転換

体系統では同一の基質に対して 5GT と 3AT の

間で競合している可能性が高い。それ故、ダ

ッチアイリス 5GTの発現がペチュニア形質転

換体系統で確認されているにもかかわらず、



 

 

Mv3RG5G および Pt3RG5G が検出されなかった

原因として、ダッチアイリス 5GT よりもペチ

ュニアの 3AT の方が Mv3RG および Pt3RG に対

して優位に触媒したものと推察される。以上

のことから、本研究のペチュニア形質転換体

系統ではダッチアイリス由来の Ih5GTが発現

したものの、アントシアニンの生産に関与で

きなかったので、花色やアントシアニン成分

や量に明らかな変化が生じなかったものと

考えられる。従って、今後はペチュニアの 3AT

遺伝子の劣性突然変異系統の利用や Ih5GT 

と 3AT RNAi を導入した二重形質転換系統を

獲得することにより、ペチュニアが有してい

ない Mv3RG5G および Pt3RG5G を生産すること

が期待される。 

(4) 青紫花品種「ブルーダイヤモンド」で単

離されている DFR 遺伝子(IhDFR cDNA)を鋳型

として nested PCR を行い、「ブルーダイヤモ

ンド」、白色花品種「ホワイト・ウエッジウ

ッド」および複色花品種「サプライズ」にお

ける DFR ゲノム遺伝子(IhDFR gDNA)を単離し

た。その結果、単離された各品種の DFR ゲノ

ム遺伝子が５つのエキソンからなる1,086 bp

の ORF と、4つのイントロンから構成されて

おり、そのエキソン数は植物種間で 4～6 に

変異していた(表 1)。また、ダッチアイリス

の各 DFR ゲノム遺伝子は DFR 遺伝子発現の欠

損につながるナンセンス変異やフレームシ

フト変異を有していなかった。従って、「ホ

ワイト・ウエッジウッド」および「サプライ

ズ」における DFR 遺伝子の発現が欠損または

著しく低下することに、DFR 遺伝子自体の構

造変異は関与していないことが確認された。 

そこで、両品種における DFR 遺伝子の発現

が異常な原因を解明するために、その 5’上

流領域の単離・解析した。その結果、「ブル

ーダイヤモンド」はプロモーター領域にレト

ロトランスポゾンが挿入した DFR遺伝子と未

挿入の DFR遺伝子の両方を有していたが、「ホ

ワイト・ウエッジウッド」や「サプライズ」

ではレトロトランスポゾンが挿入した DFR遺

伝子のみが検出された。このことから、両品

種における DFR遺伝子発現の欠損または低下

による外花被の白色化はレトロトランスポ

ゾンの挿入によるものと推察された。 

 

 表 1. DFR 遺伝子(gDNA)に関する 

ダッチアイリスと他植物種との比較 
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