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研究成果の概要（和文）： チューリップおよびユリにおいて、花弁特異的な遺伝子発現に関わるシスエレメン
ト配列の解析を行った。解析は、MYB遺伝子プロモーター領域への変異導入と液胞型鉄イオン輸送体（VIT）遺伝
子を活用した独自の方法による。その結果、チューリップでは3つのTCATモチーフ、ユリではAAACTTTモチーフが
花弁特異性に関わるシスエレメントであることが示唆された。また、ルシフェラーゼ（Luc）を活用して定量解
析を行った結果、モチーフ数の増加に比例したLuc活性の増加が認められた。
　これらのモチーフとVIT遺伝子を活用して、アグロバクテリウム法により「青いチューリップ」作出のための
形質転換体を得ることができた。

研究成果の概要（英文）： Flower petal-specific cis-elements of MYB genes, which are expressing only 
at the petals, were identified in tulip and lily plants. Analysis was done by original method using 
a combination with introducing mutations in MYB promoter regions and vacuolar iron transporter (VIT)
 as a reporter gene. After bombardment to purple or red petal cells, we could decide the cis-element
 sequences by altering the color or not. If mutation is not introduced in cis-element region, the 
color will change to blue. But, if mutation is introduce in its region, the color will never change.
 As the results, three TCAT motifs in tulip and AAACTTT motif in lily were suggested as 
cis-elements. Quantitative analysis of motifs using luciferase (Luc) as a reporter gene was also 
supported these sequences.
 In this study, we could obtain the transgenic plants from tulip by super agrobacterium method using
 a vector harboring these promoters and VIT gene for produce a novel 'blue tulip'.

研究分野：植物分子生物学
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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 
(1) 高等植物の多くは花の色素としてアン
トシアニンを持っている。アントシアニンは、
その母核にアントシアニジンを持ち配糖化
された化合物の総称である。アントシアニジ
ンはその構造的違いからペラルゴニジン(Pg)、
シアニジン(Cy)、デルフィニジン(Dp)に大別
され、一般的な植物細胞内の pHである弱酸
性下ではそれぞれ橙色、赤色、紫色を呈する
(Brouillard and Dangles, 1994)。植物の種類
によりアントシアニンの組成や含有量が異
なるため多彩な花色が存在している。 
 近年、青色花はその希少性と学術的意義か
ら様々な植物において青色化機構の解明が
進められている(Yoshida et al., 2009）。また、
青色花の多くが Dpを母核とするアントシア
ニンを持つことからDp合成のKey酵素であ
るフラボノイド 3’, 5’-水酸化酵素（F3'5'H）
遺伝子を活用した花弁の青色化が、F3'5'H遺
伝子を持たないバラやキク等で試みられて
いる（Katsumoto et al., 2007; Noda et al., 
2013）。しかし、その花色は未だ紫色で真の
青色までには至っていない。 
(2) チューリップの花色は多彩であり、花弁
色素として Pg, Cy, Dpを持つアントシアニ
ンが見出されている。しかしながら、花弁全
体が青くなる「青いチューリップ」は存在し
ない。品種「紫水晶」は花弁上部が紫色で花
底部だけが青色を呈している（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 我々は色素分析の結果、花弁上部と花底部
はどちらも Dp 3-rutinosideであり、花底部
の青色発現は鉄イオンとの錯体形成が原因
であることを明らかにした。また、その青色
化には液胞型鉄イオントランスポーター
(VIT)遺伝子が関わっていることを明らかに
し、紫色の花弁細胞において VIT遺伝子を発
現させると青色化することを実証している
(Shoji et al., 2007, Momonoi et al., 2009, 
Shoji et al., 2010)。 

２．研究の目的 
(1) チューリップの花底部で特異的に見ら
れる青色発現は、デルフィニジン色素と鉄イ
オンによる錯体形成が主な原因であり、花底
部特異的な液胞型鉄イオントランスポータ
ー遺伝子(VIT)の発現が関与している。この
VIT遺伝子を花弁全体で発現誘導することに
より「青いチューリップ」を実現できると考
えられる。しかし、これまで他の植物を含め、
花弁特異的に遺伝子発現を誘導するプロモ
ーターの研究例は殆ど無く、チューリップで
の存在も知られていない。そこで、我々はチ
ューリップとユリを材料に花弁特異的に発
現している遺伝子を解析し、それぞれ転写因
子の一種である MYB遺伝子が花弁特異的に
発現していることを明らかにした。RT-PCR
法により各々MYB遺伝子の cDNAを単離し
た後、その遺伝子情報を基に各プロモーター
領域をクローン化した。 
 本研究では、VIT遺伝子を活用した新たな
解析手法（青色化の有無）により、これらプ
ロモーターにおける花弁特異性を決定する
シスエレメント配列を特定し、その特性を明
らかにすることを目指している。 
(2)また、これらプロモーターを活用した組
換えチューリップの作出を図るため、チュー
リップの培養系を活用した効率的な形質転
換体の作出技術を開発する。 
 
３．研究の方法 
(1) シスエレメント配列の解析  
 MYBプロモーター領域の 5'側より順次欠
失を行い、VIT遺伝子を繋いだ遺伝子導入用
ベクターを構築する。そのベクターを紫色花
弁細胞にパーティクルガン法で遺伝子導入
を行い細胞の青色化の有無によりプロモー
ター活性を評価する。プロモーター活性があ
れば VIT 遺伝子の発現が誘導され細胞は青
色化し、プロモーター活性が無ければ青色化
しない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、シスエレメント領域がある程度特定で
きた段階において、次に inverse PCR（iPCR） 
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図１ チューリップ「紫水晶」と花底部青色発現  
および花弁色素 

図２ VIT 遺伝子導入による紫色花弁細胞の青色化 
チューリップ花弁細胞（上段）およびユリ花弁細胞
（下段）．遺伝子導入の目印として GFP（緑色蛍光タ
ンパク質）遺伝子も同時に導入している． 
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法にてシスエレメント領域に任意の欠失変
異を導入する。花弁細胞への遺伝子導入によ
り同様の評価手法でシスエレメント配列を
特定できる。この方法は細胞の色の変化で評
価できる新たな解析手法である。 
(2) プロモーター活性の定量化  
 シスエレメント配列およびその改良型配
列をルシフェラーゼ(Luc)遺伝子に繋いだベ
クターを構築する。そのベクターを花弁細胞
または葉の細胞への遺伝子導入を行い、粗タ
ンパク質を抽出後に Luc活性を測定する。 
(3) 形質転換体の作出 
 MYB プロモーターのシスエレメント（お
よび改良型配列）を活用した VIT遺伝子発現
ベクターを構築し、アグロバクテリウム法に
よりチューリップ培養細胞に遺伝子導入す
る。ビアラホス耐性による細胞選抜と再分化
誘導を行い形質転換体の作出を試みる。 
 
４．研究成果 
(1) シスエレメント配列の解析 
 チューリップ MYBプロモーター領域(1.2 
kb)およびユリ MYB プロモーター領域(2.8 
kb)の中で、末端からの欠失解析によりシス
エレメントが存在すると推定された領域は
各々200 bpと 150 bpである。この結果を基
に、inverse PCR法により各シスエレメント
領域において任意の部位に 40 bpの欠失変異
を、次に 20 bpの欠失変異を導入し、花弁細
胞における青色化の有無により更なる絞り
込みを試みた（図３）。その結果、チューリ
ップでは異なる 2 カ所の 20 bp 欠失部位に、
ユリでは隣接する 2カ所の 20 bp欠失部位に
それぞれシスエレメント配列が存在するこ
とが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで更に配列を特定するため、これらの部
位に 4 bp、次に 1 bpずつの欠失変異を導入
した結果、チューリップではこの領域内に存
在する3つのTCAT配列に変異が導入される
とプロモーター活性が低下することが判明

した。同様にユリでは AAACTTT配列に変異
が導入されるとプロモーター活性が低下す
ることから、これらの塩基配列が各々の
MYB プロモーターにおける花弁特異性に関
わるモチーフである可能性が示唆された。ま
た、ユリの場合、AAACTTTモチーフ（LTSE1
モチーフと命名）とは別に弱いながらもプロ
モーター活性に影響を及ぼす2つのモチーフ
の存在も示唆された。尚、これらのモチーフ
では 4 bp の欠失を導入した際には導入細胞
の青色化は認められず、プロモーター活性は
完全に失われるが、1 bpの欠失導入では青色
化する場合と青色化しない場合がありプロ
モーター活性の消失ではなく、活性の低下が
生じていると考えられる。 
(2) プロモーター活性の定量化 
 プロモーター活性を定量化するため、(1)
で明らかになったモチーフとルシフェラー
ゼ（Luc)遺伝子をレポーターとするベクター
を構築し、花弁組織および葉組織に遺伝子導
入を行った。粗タンパク質を抽出し、Luc 活
性を測定した結果、LTSE1モチーフを繋いだ
ベクターは花弁のみで発現が認められ、葉組
織での発現は認められなかった。さらに、
LTSE1モチーフを 3個、6個とタンデムに連
結したベクターを構築し Luc 活性を測定し
たところ、モチーフの数に比例した Luc活性
の増加が認められた（図４）。これらのこと
から、LTSE1モチーフはユリにおける花弁特
異的シスエレメントであることが強く示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 同様に、チューリップの 3つの TCATモチ
ーフにおいても Luc 活性が認められている。
また、ユリの LTSE1 モチーフはチューリッ
プの花弁組織でも発現誘導するのに対し、チ
ューリップの TCAT モチーフはユリの花弁
組織では発現誘導しないことが判明した。こ
のことから TCAT モチーフはチューリップ
の花弁に特異的なシスエレメントである可
能性が示唆された。 
(3)形質転換体の作出 
 チューリップは組織培養による増殖が可
能であり、主に球根のりん片または花茎が出
発材料になる。共にカルスからの再分化が可
能であるが、再分化率は花茎を材料とした方 
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図３ チューリップ MYB プロモーター領域における
シスエレメント配列の解析法 
iPCR 法によりプロモーター領域に欠失変異を導入
し、遺伝子導入細胞の青色化の有無により塩基配列
を特定する． 
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図４ LTSE1 モチーフ数と転写活性の関係 



が高く安定しているため形質転換は主に花
茎由来のカルスを使って進めてきた。培養に
用いた品種は比較的再分化率の高い「夢の
紫」で花弁は「紫水晶」と同様に Dp 
3-rutinoside により紫色を呈する。花茎は球
根から葉先が 3～5 cm 伸びた時期（11 月～
12 月）に球根内部にある約 1 cmほどのもの
を輪切りにして使い 1/2MS 基本培地にショ
糖 3%、2,4-D 1 ppm、BA (ベンジルアデニン) 
1 ppm、ゲランガム 2%の寒天培地上に置床し
た。培養は 20℃、暗培養で行いカルス形成を
誘導した。約 1ヶ月後、誘導されたカルスに
アグロバクテリウム法で遺伝子導入を行う
ため、アセトシリンゴン 10 ppmを含む共存
培地で 20℃、4日間共存培養を行った。ベク
ターは pRI201（タカラバイオ）を基本とし
チューリップまたはユリの MYBプロモータ
ーと VIT遺伝子を繋いだものを構築した。ま
た、対照として GUS 遺伝子を持つベクター
も構築した。アグロバクテリウムは EHA101
株を用いた。近年、アグロバクテリウムの感
染時にエチレンが生成され感染効率が低下
することが報告されている。これを防ぐため、
エチレンを分解する能力をもつスーパーア
グロバクテリウム法が開発された(Nonaka 
et al., 2008)。本研究においてもスーパーア
グロバクテリウム法による遺伝子導入を行
い従来法との比較を行った結果、従来法に比
べスーパーアグロバクテリウム法は約 5％遺
伝子導入効率が高いことが明らかになった
（図５，６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
共存培養後に除菌した後、ビアラホス10 ppm
で細胞選抜を行い、再分化誘導培地（2,4-D 
0.1 ppm、BA 1.0 ppm）でシュート形成を   

誘導した（図７）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
チューリップでは、得られた再分化個体（シ
ュート）は発根機能を持っていないため、直
接土で順化育成することはできない。発根は
球根の根盤からのみ行われるため、シュート
形成後は球根形成を誘導する必要がある。そ
のためには再分化した個体をそのまま低温
（7℃）で 2～3ヶ月処理する必要がある。低
温処理後、20℃に戻して培養を続けることで
球根形成が促進される（図８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
得られた球根は非常に小さく直径が 1～5 mm
程度である。これを培土で栽培することでよ
うやく次世代へと繋げることが可能となる。
この間、球根育成を続けるとともに形質転換
体における導入遺伝子（ビアラホス耐性遺伝
子 Barを指標とする）の確認を行った（図９）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
初開花までには直径約 3 cm の球根にまで育
てなければならず、そのためにはさらに長い
年月を要する。 
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