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研究成果の概要（和文）：赤白複色花ダリア‘結納’では、栄養繁殖後代の個体間において花弁色や葉のフラボ
ノイド蓄積の有無に形質の不均一性が見られる。siRNAのマッピング解析などから、この不均一性にはDvCHS2の
転写後遺伝子サイレンシングの有無が重要であることを明らかにした。また、ゲノムの解析から複色花品種では
単色花品種と比較して約2倍のDvCHS2ゲノムを有することが示唆された。さらに、葉に蓄積しているフラボノイ
ドの同定からもこの不均一性におけるCHSの重要性が確認された。そして、葉のフラボノイドの有無を指標とす
ることにより、安定的に品種本来の複色花のみをつける個体を選抜できる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Petal color lability is a prominent feature of bicolor dahlia cultivars, 
that causes plants to produce not only original bicolor petals with colored bases and pure white 
tips, but also frequently single-colored petals without white tips. In this study, we analyzed the 
molecular mechanisms that are associated with petal color lability using the red-white bicolor 
cultivar ‘Yuino’. Molecular biological analyses such as qRT-PCR and small RNA mapping analysis, 
suggest that post-transcriptional gene silencing of DvCHS2 plays a key role in phenotypic lability 
in this bicolor dahlia. Genomic analysis also suggested that DvCHS2 is the key gene involved in 
bicolor formation. Identification of flavonoids in leaves also confirms the importance of chalcone 
synthase for phenotypic lability in ‘Yuino’. And, by using the presence or absence of leaf 
flavonoid as an indicator, it was suggested that plants producing only original bicolor petals could
 be selected.

研究分野： 園芸学
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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 
 
ダリア（Dahlia variabilis）の複色花品種の

栄養繁殖後代は個体間で不均一な花弁色を
示すことが知られている。本来の花弁色は着
色部と白色部を合わせ持つ複色であるが（第
1 図 A）、長年の繁殖を繰り返していると単色
の花序（第 1 図 B）あるいは花序においてセ
クター状に単色花弁をつける花序（第 1 図 C）
を頻繁に生じるようになると言われている。 

 
‘結納’は申請者が 20 以上の複色花品種

の中から選び出した、単色花弁の発生頻度が
高かった品種である。‘結納’の品種本来の
花弁色は赤白複色花であるが、栽培すると頻
繁に赤色花弁を生じた（第 1 図 D）。赤色花
弁は、複色花弁の白色部が縮小して赤くなっ
たものとは違って、白色部を一切生じないた
め、複色花弁とは完全に異なる。‘結納’の
赤色花弁のみを生じたシュートから挿し木
苗を繁殖したところ、赤色花弁を高頻度で生
じた一方で、頻度は高くないが複色花弁も生
じたことから、赤色花弁と複色花弁の発生は
可逆的な反応であることが示唆された（大野
ら、2014、園芸学会）。よって、複色花ダリ
アの繁殖後代において赤色花弁を生じた原
因には、遺伝子の突然変異ではなくエピジェ
ネティックな変異が関与していると考えら
れた。 
シュートにも違いがあるかを調査するた

めに、葉におけるフラボノイド蓄積を比較し
たところ、赤色花序個体ではフラボノイドを
蓄積していたが、複色花序個体ではフラボノ
イドを蓄積していない傾向が見られた。した
がって、花弁色だけでなく個体そのもの、す
なわち茎頂分裂組織がエピジェネティック
に変化していることが示唆された。さらに、
赤色花弁の発生には夏季に多く冬季に少な

いという明白な季節的偏りが見られたこと
から、エピジェネティックな変化に環境因子
が関与することが示唆された。 
 以上より、‘結納’に見られた現象をまと
めると第 2 図のようになると考えた。すなわ
ち、栄養繁殖後代に環境因子が作用すること
で遺伝子のエピジェネティックな変化が誘
起され、形質の不均一化が引き起こされる、
ということである。‘結納’では形質の不均
一化は花色の違いや葉におけるフラボノイ
ド蓄積の有無として生じていると考えられ
る。 

第 2 図 本研究の概念図 
 
 
２．研究の目的 
  
本研究では、‘結納’を用いて栄養繁殖後

代の形質の不均一性を引き起こすエピジェ
ネティックなメカニズムを明らかにするこ
とを目的とする。 
 
（１）形質の不安定化現象の詳細な解析と品
種本来の形質安定化技術の開発 
 ‘結納’における形質の不安定化は花弁色
だけでなく、葉におけるフラボノイド蓄積に
おいても観察される。その関係性に関して詳
細を明らかにするとともに、品種本来の複色
花弁のみを安定的に形成させる技術開発の
可能性を探る。 
 
（２）形質を不安定化させる遺伝子の特定 
 ＜複色花弁・フラボノイド無しの葉＞と＜
赤色花弁・フラボノイド有りの葉＞間におい
て、表現型の違いを生み出す原因遺伝子を特
定・単離する。 
 
（３）エピジェネティックに変異している遺
伝子領域の決定 
 ＜複色花弁・フラボノイド無しの葉＞と＜
赤色花弁・フラボノイド有りの葉＞間におい
て、2 で特定した遺伝子のエピジェネティッ
クな変異を生じている遺伝子領域を決定す
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）花弁色とシュートにおけるフラボノイ
ド合成能との関係性 
 
 天花仕立てに仕立てた個体の花序の花弁
色と植物体全体の葉のフラボノイド蓄積の
関連を解析した。また、そこで赤色花弁を生



じた花序と複色花弁のみを生じた花序を比
較した際に、下から第 4 葉で最もフラボノイ
ド蓄積に差があるというデータが得られた
ため、下から第 4 葉のフラボノイド蓄積と開
花した花序の花弁色の関係を調査した。葉の
フラボノイド蓄積の有無は、葉 100-200 mg
を酢酸メタノールバッファー（酢酸：メタノ
ール：水＝1：4：5）中で磨砕し、遠心後の
上清を回収し、分光光度計で ABS400/ABS370

を測定することで調査した。 
 
（２）‘結納の’葉に蓄積しているフラボノ
イドの同定 
 
 赤色花弁を生じやすいR系統の凍結乾燥葉
80 g から、50％メタノールを用いて蓄積して
いるフラボノイド・有機酸エステルなどを抽
出した。その後、ペーパークロマトグラフィ
ーおよび Sephadex LH-20 カラムを用いたカ
ラムクロマトグラフィーで 13 の物質を分
離・回収した。JEOL AL–400 NMR spectrometer
を用いて 1H (400 MHz) および 13C (100 MHz) 
NMR スペクトルを測定することで、葉に蓄
積しているフラボノイド・有機酸エステルを
同定した。 
 
（３）‘結納’の不安定性にかかわる分子メ
カニズム 
 
 同一花序から得られた複色花弁と赤色花
弁を、花弁外側と花弁内側に分けてフラボノ
イド生合成関連遺伝子の発現解析を行った。
また、GmCHS7 抗体を用いたウエスタンブロ
ット解析を行った。さらに、フラボノイドを
蓄積している葉と蓄積していない葉に関し
て、フラボノイド生合成関連遺伝子の発現解
析、RNA ゲルブロット分析による siRNA の
検出、NGS による small RNA のマッピング解
析および GmCHS7 抗体を用いたウエスタン
ブロット解析を行った。 
 PTGS を生じる遺伝子構造として反復配列
が知られているため、花弁と葉で共通して
PTGS を生じる DvCHS2 に関して、Inverse 
PCR により 5’および 3’近傍配列を単離した。
また、他の複色花品種および単色花品種を供
試して、DNA ゲルブロット分析および qPCR
によるゲノム量の比較を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）花弁色とシュートにおけるフラボノイ
ド合成能との関係 
 
花弁色とシュートにおけるフラボノイド

蓄積の関係を詳細に明らかにするために、天
花仕立てに仕立てた個体の花序の花弁色と
植物体全体の葉のフラボノイド蓄積の関連
を解析した。その結果、花序に一枚でも赤色
花弁を生じた個体は植物体全体にフラボノ

イドを蓄積しやすく、逆に植物体にフラボノ
イドを蓄積しにくい個体はすべて複色花弁
のみの花序を生じた。 
挿し木苗の下から第 4 葉のフラボノイド蓄

積と開花した花序の花弁色の関係を調査す
ると、第 4 葉でフラボノイド蓄積が見られな
かった個体は必ず複色花弁のみの花序を着
生した。一方で、第 4 葉でフラボノイド蓄積
が見られた個体の中には、赤色花弁のみの個
体や複色花弁と赤色花弁の両方をつけた個
体、あるいは複色花弁のみの個体が混在した。
したがって、‘結納’における形質の不安定性
には方向性があり、フラボノイドを蓄積する
状態からフラボノイドを蓄積しない状態、あ
るいは赤色花弁をつける状態から複色花弁
をつける状態に変化していくと考えられた。 
 
（２）‘結納’の葉に蓄積しているフラボノ
イドの同定 

 
NMR 解析により‘結納’の葉のフラボノイ

ドの同定を行った。フラボノイドを蓄積する
葉からは 30 以上のピークが検出され、その
うち 6 種のカフェ酸エステル、4 種のフラボ
ノール、3 種の新規ブテイン化合物（butein 
4′,4-O-di-[2-O-(β-glucopyranosyl)- 
β-glucopyranoside] （ 第 3 図 ）、 butein 
4′-O-[2-O-(β-glucopyranosyl)- 
β-glucopyranoside]-4-O-β-glucopyranoside およ
び butein 4′-[6-O-(3-hydroxy-3-methylglutaryl)- 
β-glucopyranoside]-4-O-β-glucopyranoside ）を
同定した。一方で、フラボノイドを蓄積しな
い葉からはカフェ酸エステル 6 種のみが検出
された．よって，‘結納’の葉に蓄積するフラ
ボノイドはフラボノールとカルコン類のブ
テインであることが示され、ブテインとフラ
ボノールの合成に共通するのはカルコン合
成酵素であることから、‘結納’に見られる葉
のフラボノイド蓄積の不安定性におけるカ
ルコン合成酵素の重要性が確認された． 

 

第 3 図 同定した butein 4′,4-O-di-[2-O- 
(β-glucopyranosyl)- β-glucopyranoside]の構造 

 
（３）‘結納’の不安定性にかかわる分子メ
カニズム 
 



複色花弁と赤色花弁、あるいはフラボノイ
ド蓄積の有無に差異のある葉におけるフラ
ボノイド合成に関わる遺伝子の発現比較を
行ったところ、複色花弁の純白部では複色花
弁の赤色部と比較して DvCHS1 および
DvCHS2、フラボノイドを蓄積していない葉
ではフラボノイドを蓄積している葉と比較
して DvCHS2 の発現量の減少が見られた。
RNA ゲルブロット分析よりフラボノイドを
蓄積しない葉からは CHS の siRNA が検出さ
れ、NGS による small RNA のマッピング解析
では、フラボノイドを蓄積しない葉からのみ
DvCHS2 にマッピングされる small RNA が検
出された（第 4 図）。よって、フラボノイド
を蓄積しない葉において DvCHS2 の PTGS を
生じていることが示された。ダイズの
GmCHS7 抗体を用いたウエスタンブロット
解析から、遺伝子発現の結果と同様に、花弁
赤色部と比較して花弁純白部で、また、フラ
ボノイド蓄積する葉と比較してフラボノイ
ドを蓄積しない葉で DvCHS タンパク質量が
少ないことが示唆された。 

第 4 図 DvCHS1 および DvCHS2 への small 
RNA のマッピング解析 

A：フラボノイドを蓄積している葉 
B：フラボノイドを蓄積しない葉 

 
 以上の結果から、花弁と葉で共通して変動
している DvCHS2 の PTGS を引き起こす遺伝
子が、表現型に違いを生み出す原因遺伝子で
あると考えられた。これまでの研究より、
PTGS を誘導する遺伝子構造として、ゲノム
における遺伝子のタンデムあるいは逆位リ
ピート構造が知られている（Kusaba ら、2003
など）。そこで、複色花品種と単色花品種に

ついて DvCHS1 および DvCHS2 のゲノム量を
qPCR により解析すると、複色花品種で
DvCHS2 のコード領域および 3´近傍領域でゲ
ノム量が単色花品種の 2 倍以上あることが示
唆された（第 5 図）。また、DvCHS2 をプロー
ブに用いてDNAゲルブロット分析を行うと、
複色花品種特異的に濃いバンドが検出され
た。このアレルを単離し、Inverse PCR によっ
て 3´近傍領域下流約 3kb まで解析したところ、
反復配列は見当たらなかった。よって、
DvCHS2 の PTGS を生じる原因遺伝子は単純
な反復配列ではなく、DvCHS2 の比較的長い
配列の重複であると考えられた。 

第 5 図 品種別の DvCHS1 および DvCHS2 の
ゲノム量の比較 

丸囲み数字はプライマーの位置を、バーは標
準偏差を示す。 

 
以上より、‘結納’における形質の不安定性

は、植物体全体での DvCHS2 の PTGS の ON
（複色花弁・フラボノイド無しの葉）/OFF（赤
色花弁・フラボノイド有りの葉）の切り替わ
りによる現象として理解できると考えられ
た（第 6 図）。 

第 6 図 ‘結納’における形質の不安定性の
モデル図 



DvCHS2 の PTGS は OFF から ON の方向に
切り替わり、その切り替わりのタイミングが
栄養繁殖後代間で一定しないことから不安
定性として観察されると考えられる。一旦
ON の状態になるとその状態は維持されたこ
とから、ON の状態の苗、すなわち葉にフラ
ボノイドを蓄積していない苗を選抜するこ
とにより、安定的な複色花開花株を選抜でき
ると考えられた。 
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