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研究成果の概要（和文）：花弁のカロテノイドはキサントフィルと脂肪酸が結合したエステル体という形で存在
していることが知られているが、エステル化を触媒する酵素については未知であった。そこで、トウガラシ果実
から検出されたタンパク部分配列を基に様々な花き類の花弁から候補遺伝子を単離した。これらのうち、β-ク
リプトキサンチンが主成分である黄花イポメア属植物花弁由来の遺伝子を導入した淡黄花ペチュニアの花弁のカ
ロテノイド組成を分析したところ、ペチュニアにないβ-クリプトキサンチンが蓄積し、総蓄積量が上昇したこ
とから、この遺伝子がエステル化の働きをもち、カロテノイド組成及び蓄積量の決定に重要な働きを持つことが
明らかになった。

研究成果の概要（英文）：It is known that carotenoids in petals are mainly esterified xanthophylls, 
but the enzyme that catalyze the reaction of xanthophyll to xanthophyll fatty acid ester had been 
unknown. We identified putative genes which encode the xanthophyll esterase from petals of several 
species containing characteristic xanthophylls using the partial protein sequence of putative 
esterase-lipase like enzyme isolated from proteome analysis of fruits of red pepper. Then we 
introduced the genes into pale yellow-flowered petunia. The transformants which contains the gene 
from Ipomoea sp. showed accumulation of esterified β-cryptoxanthin and increase in the total amount
 of carotenoids. It was clarified that the putative genes encode xanthophyll esterase and that the 
gene play an important role in quality and quantity of carotenoid accumulation in petals.

研究分野：園芸農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
カロテノイドは黄色から赤を示し、花弁に
おいて重要な働きをしている色素の一つで
ある。 
 植物に蓄積するカロテノイドは組織や器
官によってその組成が異なっていることが
知られている。花弁においてはβ-カロテンを
主に蓄積するキンモクセイやリコペンを主
に蓄積するキンセンカ橙花品種といったご
く一部の例外を除き、ほとんどが水酸基を持
つキサントフィル類を主に蓄積する
（Kishimoto et al., 2005; Ohmiya, 2011）。
これらキサントフィル類の大部分は水酸基
の部分で脂肪酸と結合したエステル体とし
て存在している（Maoka et al., 2011）。カロ
テノイドは有色体中の plastoglobule という
小器官内部の脂質中に蓄積されることが明
らかになっているが（Austin et al., 2006）、
Zhongら(2011)はアスタキサンチン生合成酵
素遺伝子を導入したシロイヌナズナにおい
て plastoglobule にアスタキサンチンを蓄積
させるにはエステル体である必要があると
いう結果を示している。このことから、カロ
テノイドエステル化酵素は plastoglobule の
脂質中に親水性が高く脂質溶解性の低いキ
サントフィルを蓄積させるための重要な鍵
酵素であることが推測される。 
しかしながら、研究開始当初はカロテノイ
ドエステル化酵素に関しては植物だけでな
く動物においても現在までほとんど報告が
なく、唯一トウガラシのプロテオーム解析に
よって plastoglobule からエステラーゼ－リ
パーゼ様タンパクが検出されたとの報告が
あるのみであった（Ytterberg et al., 2006）。 
 
２．研究の目的 
(1) 花弁におけるエステル化に関与する遺伝
子の同定およびその酵素的特性の解析 
カロテノイドエステル化酵素遺伝子であ
ると予想されるトウガラシ由来リパーゼ－
エステラーゼ様遺伝子配列を元に、様々な種
の花弁からオルソログを単離する。また、単
離したエステル化酵素をコードする候補遺
伝子を大腸菌等に導入し、得られた組換えタ
ンパク質の酵素活性を検証する。 
(2) エステル化酵素遺伝子の導入による花弁
中のカロテノイド蓄積量および組成への影
響の解析 
 候補カロテノイドエステル化酵素遺伝子
を花き類に遺伝子組換えし、花弁におけるカ
ロテノイドの蓄積量、エステル化率、組成等
に与える影響を調査し、カロテノイドのエス
テル化がカロテノイド蓄積に与える影響を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 花き類の花弁に蓄積するカロテノイド
エステル体の解析 
 材料として様々なキサントフィル類を蓄
積する花き類を選び出し（例:ジニア：ゼア

キサンチン、マリーゴールド：ルテイン、キ
ク：エポキシ化ルテイン）、これらに含まれ
るキサントフィル類のエステル化の状態に
ついて HPLC で解析を行う。また、アルカリ
加水分解処理（ケン化）を行ってエステル体
から脂肪酸を除去したサンプルを同時に解
析することによって花弁内でエステル化さ
れているキサントフィルとされていないも
のを明らかにし、それぞれの植物種における
エステル化酵素の基質特異性の推測を行う。 
 
(2) カロテノイドエステル化酵素遺伝子の
単離 
材料として上記のカロテノイドエステル
体の解析を行った植物種を用いる。カロテノ
イドエステル化酵素はリパーゼと相同性の
あるタンパクであることが推測される。プロ
テオーム解析においてパプリカ色素体中か
らエステラーゼ-リパーゼ様タンパクが検出
されていることから(Ytterberg et al., 
2006)、これらの情報を元に遺伝子を単離し、
塩基配列および推定アミノ酸配列の解析を
行う。いくつかのカロテノイドエステル体を
蓄積する花きにおいて単離したオルソログ
の組織特異的発現様式を解析する。 
 
(3) カロテノイドエステル化酵素の酵素活
性の解析 
 様々な植物由来のカロテノイドエステル
化酵素遺伝子を発現ベクターに組み込み、得
られたタンパクのエステル化酵素としての
機能を解析する。リパーゼを用いてキサント
フィルの一種であるアスタキサンチンをエ
ステル化する方法はすでに報告があるため
(Nakao et al., 2008; 田中・日比野, 1999)、
これらの知見を元にキサントフィル類と脂
肪酸とのエステル結合実験を in vitro 中で
行う。反応生成物は HPLC を用いてエステル
化の有無について解析を行う。 
 
(4) 植物へのカロテノイドエステル化酵素
遺伝子の導入が花弁中のカロテノイド量お
よび組成に及ぼす影響の解析 
 複数の種から単離したカロテノイドエス
テル化酵素遺伝子の過剰発現コンストラク
トの構築を行う。これらをアグロバクテリウ
ム法を用いてエステル化カロテノイドをご
くわずかにしか蓄積しない淡黄花品種のペ
チュニア等への導入を試みる。得られた形質
転換個体は①カロテノイド量、②カロテノイ
ド成分およびエステル化の有無、③導入遺伝
子および既知のカロテノイド蓄積関連遺伝
子の発現、の３点について調査を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 花き類の花弁に蓄積するカロテノイド
エステル体の解析 
 黄花イポメア属の花弁に含まれるキサン
トフィル類のエステル化状態についてはす
でに Yamamizo et al.(2009)が報告しており、



主成分が β-クリプトキサンチンであり、な
おかつほとんど全てがエステル体であるこ
とが明らかになっている。本研究においては、
さらに、ジニア、マリーゴールド、キク近縁
野生種であるキクタニギク、ペチュニア、ペ
チュニア近縁の園芸植物であるカリブラコ
アのカロテノイドについてエステル化の割
合を調査した。 
 ジニア（図１）、マリーゴールド、キクタ
ニギク、カリブラコアについてはケン化サン
プルにおいて検出されるフリー体のキサン
トフィルのピークが未ケン化のサンプルで
は検出されず、代わりにリテンションタイム
の大きな位置に同じスペクトルを持つエス
テル体のピークが検出されることが明らか
になった。ジニア、マリーゴールド、キクタ
ニギク、カリブラコアの主成分はそれぞれゼ
アキサンチン、ルテイン、エポキシ化ルテイ
ン、ネオキサンチン・ビオラキサンチンであ
るが、非ケン化サンプルにおいてはこれらの
フリー体はごくわずかにしか検出されなか
ったことから、これら各種の花弁において発
現しているカロテノイドエステル化酵素は、
少なくともそれぞれの主要キサントフィル
をエステル化する能力があると推測された。 

図１．ジニア花弁由来のケン化処理を行った
カロテノイド抽出物及びケン化処理を行っ
ていないカロテノイド抽出物のＨＰＬＣ解
析 
 
 一方、ペチュニア花弁由来のカロテノイド
についても、上記花き類の花弁同様に抽出を
行い、ケン化したもの及びケン化を行わなか
ったサンプルの HPLC 解析を行った（図２）。
ペチュニアにおいては、ビオラキサンチン、
ネオキサンチンはほぼエステル化されてい
るものの、ゼアキサンチン、ルテインはほと
んどピークに変化がなく、ペチュニア花弁に
発現するカロテノイドエステル化酵素はゼ
アキサンチン・ルテインをエステル化する能
力が低く、基質特異性を持つことが明らかに
なった。 
 
(2) カロテノイドエステル化酵素遺伝子の
単離 
 Zhong ら (2011) によってトウガラシ

plastoglobule から検出されたリパーゼ-エ
ステラーゼ様タンパク質の配列と相同性の 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．ペチュニア花弁由来のケン化処理を行
ったカロテノイド抽出物及びケン化処理を
行っていないカロテノイド抽出物のＨＰＬ
Ｃ解析 
V: violaxanthin, 9Z-V: (9Z)-violaxanthin, N: 
neoxanthin, 9Z-N: (9Z)-neoxanthin, L: lutein, Z: 
zeaxanthin, β: β-carotene 
 
高いアミノ酸配列をデータベース（NCBI）よ
り検索した。そのうち、相同性の高い領域の
配列を用いて縮合プライマーを作製し、ジニ
ア、マリーゴールド、黄花イポメア属植物、
ペチュニア、カリブラコア、トマト、キクタ
ニギクからエステル化酵素遺伝子候補とな
る配列を単離した。うち、トマトから単離し
た配列は Ariizumi et al.(2014)が報告した
カロテノイドのエステル化に関与する遺伝
子 PYP1 と同一であった。 
 これらをアミノ酸配列に翻訳した際の分
子系統樹をデータベース上に存在したシロ
イヌナズナ、ブドウ、ポプラ、イネ、トウゴ
マのオルソログを加えて作成したところ、図
３のとおり、花弁にカロテノイドを蓄積する
植物としない植物とでは異なったクレード
に分類されることが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3．本研究において単離したカロテノイド
エステル化酵素遺伝子がコードするアミノ
酸配列の分子系統樹 
 
 



(3) カロテノイドエステル化酵素の酵素活
性の解析 
 前項において単離したカロテノイドエス
テル化酵素遺伝子の in vitro における活性
を確認するため、大腸菌内での酵素タンパク
の発現を試みた。大腸菌発現用ベクターとし
ては pMAL-c2x, pCOLD-TF の２種を用いた。
また、ホストの大腸菌系統には BL21、
Rosetta2、Rosetta-Gami2 を用い、導入タン
パク質の発現に適した組み合わせを調査し
た。しかしながら、いずれの組み合わせにお
いても目的の長さのタンパク質は得られず、
大腸菌内においてはエステル化酵素タンパ
クは分解されているらしいことが明らかに
なった。そこで、大腸菌ではなく、カイコ培
養細胞系（カイコ胚由来 BmN4 細胞）をホス
トとして、エステル化酵素遺伝子を導入した
バキュロウイルスベクター(BmNPV)３系統を
感染することによって組換え酵素タンパク
を発現させることを試みた。その結果、N 末
に昆虫細胞用分泌シグナルを追加したベク
ターにおいて、明瞭な単一バンドが確認され
たことから、今後、カイコ生体等への感染を
行えば一定量の精製タンパク質が得られる
可能性が示された（図４）。 
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図４．カロテノイドエステル化酵素遺伝子を
発現させたカイコ培養細胞抽出タンパク質
のウエスタンブロッティング解析 
レーン１～４：ペチュニア由来遺伝子導入細
胞系統 
５～８：黄花イポメア由来遺伝子導入細胞系
統 
 
 一方、カロテノイド産生大腸菌系統にエス
テル化酵素遺伝子を含むベクターを導入し、
大腸菌内におけるエステル体の産生の有無
について調査した。ゼアキサンチンを産生す
る pACCAR25ΔcrtX 系統及びルテイン及びゼ
アキサンチンを産生する pACCRT-EIB 系統を
ホストとし、それぞれエステル化酵素遺伝子
の導入を行った。しかしながら、ゼアキサン
チン及びルテインのエステル体は検出され
なかった。 

 
(4) 植物へのカロテノイドエステル化酵素
遺伝子の導入が花弁中のカロテノイド量お
よび組成に及ぼす影響の解析 
 ペチュニアの花弁にエステル体カロテノ
イドの割合が低いことは前述の通りである。
これに黄花イポメア属植物、ジニア、カリブ
ラコア由来のエステル化酵素遺伝子を導入
し、その機能を分析することを試みた。導入
コンストラクトは F3H プロモーター（花弁特
異的発現）及び NOS ターミネーターを持つも
の及び 35S プロモーター（全身発現）及び NOS
ターミネーターを持つものの2種類を用いた。
ジニア、カリブラコア由来のエステル化酵素
については導入を行ったものの組成及び蓄
積量に変化はなかった。一方、黄花イポメア
属植物由来のものを導入した個体の中から、
通常ペチュニア花弁からは検出されない β
クリプトキサンチンを含む個体がF3Hプロモ
ーターを用いた系統が 5 個体、３５S プロモ
ーターを用いた系統が 2個体得られた。これ
らにおいて導入した酵素遺伝子の発現の有
無について調査を行ったが、いずれも発現が
確認された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの系統のカロテノイド量及びクリプ
トキサンチンとエステル化率との関係を見
ると、いずれも正の相関が見られたことから、
①カロテノイドのエステル化はカロテノイ
ド蓄積量の増加をもたらす、②カロテノイド
エステル化酵素には基質特異性があり、エス
テル化されることによって以降のカロテノ
イド生合成が進まなくなる、という 2点の結
論が得られた（図６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



また、開花から 5日後の花弁を比較したとこ
ろ、いずれの系統においても形質転換体のほ
うが色素の減少率が低いことから、③カロテ
ノイドのエステル化はカロテノイドの安定
化に寄与していることが示された（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) まとめ 
 以上の結果より、本研究において単離した
遺伝子はカロテノイドエステル化酵素遺伝
子であり、花弁においてカロテノイド蓄積量
及びその組成を制御する重要な鍵遺伝子で
あることが明らかになった。カロテノイドの
生合成経路を操作し、組成や量を変えるため
には非常に多くの生合成系酵素遺伝子が関
わっていることから困難であったが、本研究
により1遺伝子の操作によって改変できるよ
うになる可能性があることを示すことがで
きた。今後さらにペチュニア個体に導入する
遺伝子種を追加し、データを蓄積した上で早
急な論文化を予定している。 
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