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研究成果の概要（和文）：ユリは最も重要な花き園芸作物の１つである。逆遺伝学的手法が無いことや単離されている
遺伝子の数の少ないことが、ユリにおける有用形質の解析を妨げている。本研究ではユリでvirus-induced gene silen
cingの手法を確立し、RNA-seqによってユリ花弁で発現している配列を網羅的に解析した。さらに、ユリにおいて花色
を決定している遺伝子の特定に至った：LhMYB12-Latは花弁に発生するしぶき斑点を制御しており、LhMYB15は光に応答
して蕾の外側が強く発色する現象、bud-blushに強く関わっており、さらにカノコユリの白花の発生には2つの異なる経
路があることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Lilies (Lilium spp.) are one of the most important floricultural crops worldwide. 
The lack of reverse genetics tools and gene-sequence information has made it challenging to evaluate the 
genetic backgrounds of useful traits such as flower colours. In this study, virus-induced gene silencing 
technique was established using Cucumber mosaic virus as a viral vector, and the sequences expressed in 
flower tepals were categorized using an RNA-seq technique. In addition, useful genes that determined 
flower colours in lilies were clarified: LhMYB12-Lat determined splatter-type flower spots in Asiatic 
hybrid lilies, LhMYB15 was responsible for the light-responsive bud-blush phenotype in Lilium regale, and 
two independent genes respectively generated white flowers in Lilium speciosum.

研究分野： 園芸科学

キーワード： ウイルスベクター　アントシアニン　VIGS　花の模様　転写因子　R2R3-MYB　DFR　RNA-seq
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景  
 ユリ（Lilium spp.）は花き園芸において重
要な品目である。ユリは形質転換が難しく、
加えてゲノムサイズが大きい（イネの数百
倍）、遺伝子のホモロジーが低い（同じ単子
葉のイネと比べても低い）などの理由より、
育種において有用な形質の遺伝的解析は余
り進んでいない。遺伝子ノックアウトの手法
がまだ確立されておらず、汎用性の高いマイ
クロサテライトマーカーの報告も無いこと
から、有用形質の解析を推進させるためにこ
れら研究基盤の整備が急がれる。 
 ユリの最大の特徴は花色の豊富さ（白、ピ
ンク、赤、黄色、オレンジ）にある。研究代
表者はこれまでにこれらの花色がどのよう
に制御されているのか研究してきた。花弁の
ピンク色はアントシアニン色素で、花弁がピ
ンクに染まるか染まらないかは１個の遺伝
子（転写因子の LhMYB12）によって制御され
ている（この遺伝子が花弁で発現すると色素
が生合成される）。しかしこれ以外の花色に
ついては、制御のメカニズムはまだ具体的で
ない。なぜならば、他の花色は複数の遺伝子
によって制御されている量的形質であり、ピ
ンクの場合と比べてかなり複雑だからであ
る。本研究ではこのような量的形質を支配し
ている複数の遺伝子の解析をすすめる。 
 有用形質を支配している遺伝子を解析す
るための重要なポイントは、候補遺伝子をノ
ックアウトしてその遺伝子の機能をユリで
解析することである。遺伝子ノックアウトの
方法にウイルスを用いた遺伝子サイレンシ
ングがある。ユリはアグロバクテリウムを用
いた形質転換がまだまだ難しく、かつ再分化
から開花までに長い時間を要するので、遺伝
子の機能解析にはウイルスを用いた遺伝子
サイレンシングが断然有利である。これまで
にコオニユリからキュウリモザイクウイル
ス（CMV）を単離し、これから CMV ベクタ
ーを開発した。この CMV ベクターをユリの
葉に接種すると全身感染することを確認し
ており、すなわちこの実験系の開発はあと少
しで完成する。 
 
２．研究の目的 
(1) VIGS システムによるコオニユリの葉およ
び花の色の改変 
 近年，Virus-induced gene silencing（VIGS）
システムによる簡便・迅速な遺伝子機能解析
がモデル植物以外の花卉園芸植物において
も実現している．ユリは観賞価値を決定する
花色や香りなどの生成に関与する遺伝子の
解析が進められているが，効率的な遺伝子機
能解析法は確立されておらず，これにより解
析の進捗が制限されている．我々はこの問題
を解決するために，ユリ属における VIGS シ
ステムの開発に着手し，これまでに Cucumber 
mosaic virus（CMV）にクローニングサイトを
導入したプロトタイプウイルスベクターが
コオニユリ（Lilium leichtlinii）に感染するこ

とを報告した．そこで次に，我々はこのベク
ターを用いてカロテノイド生合成経路で働
く酵素をコードする Phytoene desaturase
（PDS）の VIGS を試みた．この遺伝子のサ
イレンシングはカロテノイド生合成阻害と，
それに起因するクロロフィルの分解を誘導
し，葉などの組織に白色化を引き起こす．こ
こでは，コオニユリの PDS 断片を導入した
CMV ベクターをコオニユリに感染させた結
果について報告する． 
 
(2) 新規MYB遺伝子がスカシユリにおけるし
ぶき斑点の形成に関わっている 
  スカシユリ（Lilium spp.）の特徴は花色の
豊富さにある．さらにスカシユリの花被片に
は突起を伴う斑点（以下，突起斑点とする）
と突起を伴わない斑点（以下，しぶき斑点と
する）があり，花色にアクセントを付けてい
る．これまでに突起斑点としぶき斑点は，い
ずれも蓄積する色素はアントシアニンであ
るにもかかわらず，遺伝的に異なる制御を受
ける別の現象であることを明らかにした．ス
カシユリの花被片におけるアントシアニン
色素の生合成は LhbHLH2 と R2R3-MYB 遺伝
子の一つである LhMYB12 によって協調的に
制御されている．しぶき斑点を持つ品種‘ラト
ビア ’を用いてしぶきの部分における
LhbHLH2 と LhMYB12 の発現を調査したとこ
ろ，LhbHLH2 は発現していたが LhMYB12 は
発 現 し て い な か っ た ． そ こ で 第 三 の
R2R3-MYB 遺伝子がしぶき斑点の着色に関わ
っていると予測してその単離を試みたとこ
ろ，新規の遺伝子 LhMYB15 が見つかった． 
 
(3) ２つの異なる変異がシロカノコユリの成
立に関わっている 
 アントシアニンの生合成は生合成遺伝子
の転写のレベルで調節されており，生合成遺
伝子の転写は転写因子の MYB と bHLH が協
調して制御している．オリエンタルハイブリ
ッドユリやスカシユリでは MYB12 と bHLH2
が花被片特異的な発現制御に預かっている．
カノコユリ (Lilium speciosum) はオリエンタ
ルハイブリッドユリの成立に関わった原種
のユリの一つである．多くの個体はアントシ
アニンの蓄積により花被片が赤く葯も赤い
が，中には花被片が白く葯が黄色いもの，花
被片は白いが葯は赤いものが存在する（シロ
カノコユリ）．本研究ではこれら２種類のシ
ロカノコユリを用いて花被片が白くなる要
因を調査した．仮説として, 花被片が白く葯
が黄色いものは，植物体全体でアントシアニ
ンが生合成されていないことより，生合成遺
伝子の一つが機能していないと予測され，一
方で花被片が白く葯が赤いものは，花被片以
外の器官ではアントシアニンの生合成が起
こっていることより，花被片特異的なアント
シアニン生合成が抑制されていることが予
測された． 
 



(4) 新規R2R3-MYBがリーガルユリの葉や花
におけるアントシアニン生合成を制御して
いる 
 中国原産のリーガルユリ（Lilium regale）は
強健で良い香りを持ち，Trumpet hybrid lilies
や OT hybrid lilies の交雑親としてよく使用さ
れる原種のユリである．花被片にアントシア
ニンを蓄積して赤くなるが，この着色パター
ンは Oriental hybrid lilies や Asiatic hybrid lilies
などの他のユリと異なっている．Oriental 
hybrid lilies や Asiatic hybrid lilies では蕾の発
達段階の初期ではアントシアニンの着色は
認められず，後期に着色が始まる．一方でリ
ーガルユリはかなり早い段階で着色が始ま
り，開花前には逆に色は薄くなる．また外花
被の背軸側でおもに着色し，内花被・外花被
とも向軸面は着色しない．リーガルユリの着
色パターンとその制御機構を明らかにする
ことは，この原種のユリを交雑親に用いたユ
リの育種を進める上で重要であり，また OT 
hybrid liliesなどの栽培管理にも役立つと考え
られる．一般にアントシアニンの生合成は生
合成遺伝子の転写のレベルで制御され，生合
成遺伝子の転写は転写因子の R2R3-MYB と
bHLH によって制御されている．中でも
R2R3-MYB 転写因子は時間的・組織特異的な
色素蓄積パターンを決める主要因になって
いることがユリを含め多くの植物種で明ら
かにされている．そこでリーガルユリの花被
片よりアントシアニン生合成を制御してい
る転写因子を単離したところ，新規の
R2R3-MYB遺伝子であるLrMYBが見つかった．
本研究ではこの LrMYB の発現様式と機能を
示す． 
 
(5) RNA-Seq を用いたアジアティックハイブ
リッドユリの花被片着色におけるトランス
クリプトーム解析 
  アントシアニンはアジアティックハイブ
リッドユリ（Lilium spp.）の花器官に蓄積す
る主要な色素である．一般にアントシアニン
生合成は生合成遺伝子の転写レベルにより
制御されており，生合成遺伝子の転写を制御
する転写因子として R2R3-MYB，bHLH，
WDR が知られている．アジアティックハイ
ブリッドユリではペチュニアの AN1，AN2
と高いホモロジーを持つ LhbHLH2，
LhMYB12 がそれぞれ単離され，この遺伝子
がアジアティックハイブリッドユリの花被
片におけるアントシアニン生合成を制御し
ていることがわかっている．アジアティック
ハイブリッドユリの花被片には様々な着色
パターンを示す品種が存在し，‘ロリポップ’
では花被片の先端部でアントシアニンが蓄
積する一方で，基部は白いバイカラーの形質
を有している．本研究では‘ロリポップ’の花
被片の先端部と基部の間で発現の変動して
いる遺伝子を RNA-Seq を用いたトランスク
リプトーム解析により検出し，発現差異のあ
る遺伝子が関わる生物学的経路を明らかに

した． 
 
３．研究の方法 
(1) VIGS システムによるコオニユリの葉およ
び花の色の改変 
 植物材料 ベンタミアーナ（Nicotiana 
benthamiana）およびコオニユリ（L. leichtlinii）
を用いた．栽培条件 ベンタミアーナは人工
気象器内（気温 22℃，日照時間 16 時間）で
栽培した．播種から 2～3 週間後の葉の表面
にウイルスを接種した．コオニユリは栽培用
土にウイルスフリーの球根を植え，人工気象
室（気温 28℃，日照時間 16 時間）で栽培し
た．球根の移植から約 2～4 週間後に葉表面
にウイルスを接種した．ベクター作製 ウイ
ルスはコオニユリから単離した CMV-HL 株
を用いた．CMV は 3 分節ゲノム（RNA1/2/3）
から構成される．コオニユリから単離した
LlPDS の断片を作成し，RNA3 の遺伝子間領
域に設置したクローニングサイト（StuI-BglII）
に導入した．接種 接種源には in vitro 転写し
た RNA，あるいはウイルス病徴が認められる
植物体の葉（感染葉）の粗汁液を用いた．ウ
イルス接種用粗汁液は，感染葉 0.1g をリン酸
緩衝液および DIECA（Wako）とともに乳鉢
で磨砕して調製した．接種する葉全体に，ベ
ンタミアーナにはカーボランダム（Nacalai）
を，コオニユリには Celite（Celite Co.）を薄
くふりかけ，リン酸緩衝液と混合した RNA
あるいは粗汁液を葉表面に塗布した．接種し
た葉はすぐに水で洗い流した．解析 接種後，
病徴あるいは表現型の変化が認められた組
織は，クローニングサイトを挟むように設計
したウイルス特異的プライマーを用いて
RT-PCR を行い，クローニングサイトにおけ
る LlPDS 断片の残存を確認した．また，増幅
した断片はクローニングを行い，シークエン
ス解析に用いた．コオニユリの花被片におけ
る LlPDS の発現レベル，ならびに CMV ベク
ターの存在は RT-qPCR で解析した． 
 
(2) 新規MYB遺伝子がスカシユリにおけるし
ぶき斑点の形成に関わっている 
  しぶき斑点と突起斑点の両方を持つ品種
‘ラトビア’，斑点を持たない品種‘コネチカッ
トキング’，ならびに両者の交雑に由来する
F1集団を材料に用いた．花の発達ステージは
1（突起斑点が現れる前），2（突起斑点で着
色が始まる時期），3（花弁の地の部分で着色
が始まる時期），4（着色が最大となる時期）
とした．LhMYB15 は，LhMYB12 の配列から
デザインされたプライマーを用いて一部分
を増幅し，その後RACE法で全長を決定した．
機能を確認するために 35S プロモーターにつ
ないだコンストラクトをタバコ（Nicotiana 
tabacum）に形質転換した．発現解析はRT-PCR
法と real-time RT-PCR 法で行った． 
 
(3) ２つの異なる変異がシロカノコユリの成
立に関わっている 



 アカカノコユリ（‘氷見 2 号’）と２種類の
シロカノコユリを用いた．これらのカノコユ
リより MYB12，CHS，CHI，F3H，F3’H，DFR，
ANS 遺伝子の cDNA 配列を PCR で増幅し，
塩基配列を比較した．また開花直前の花被片
を用いてこれらの遺伝子の発現量を比較し
た． 
 
(4) 新規R2R3-MYBがリーガルユリの葉や花
におけるアントシアニン生合成を制御して
いる 
 1, 4, 7, 11 cm の長さのリーガルユリの蕾を
用いた．アントシアニン色素は 5%ギ酸で抽
出し，吸光度より濃度を求めた．外花被由来
の cDNA を鋳型にして，degenerate primer を
用いて遺伝子の断片を増幅し，その後 RACE 
PCR で全長の配列を決定した．LrMYB の全長
をバイナリーベクターの 35S promoter の下流
に挿入し，Agrobacterium を用いてタバコ
（Nicotiana tabacum）に形質転換した．遺伝
子特異的な primer を用いて real-time RT-PCR
を行い遺伝子の転写量を求めた．このとき内
部標準として LrActin を使用した．  
 
(5) RNA-Seq を用いたアジアティックハイブ
リッドユリの花被片着色におけるトランス
クリプトーム解析 
  アジアティックハイブリッド品種‘ロリポ
ップ’の着色開始期の花被片サンプルを着色
のある先端部と着色のない基部に分けて
Total RNA を抽出し，SureSelect Strand-specific 
RNA Library 調整キット（アジレント社）を
用いて cDNA ライブラリを作成して，次世代
シーケンサー（MiSeq，Illumina 社）による網
羅的なシーケンス解析を行った．シーケンス
で得られたサンプルの断片的な塩基配列（リ
ード）を de novo アセンブラ（Trinity）を用い
て cDNA 塩基配列を再構築（アセンブル）し
た．アセンブルで得られた配列群（コンティ
グ）について，Swiss-Prot，Pfam，COGs，GO
をデータベースとした相同性検索（BLASTX，
BLASTP）を行い，遺伝子機能の情報を付加
（アノテーション）した．また，リードマッ
ピングプログラム（RSEM）を用い，先端部
と基部の各サンプルのリードをコンティグ
にはりつけ，各コンティグの RPKM 値を求め
た．それらの値から‘ロリポップ’の着色開始
期の花被片の先端部と基部における遺伝子
の発現変動を評価した．さらに，パスウェイ
解析ツール（KEGG）を用いたパスウェイ解
析を行い，花被片の先端部と基部で発現変動
に差異が示された遺伝子の係る生物学的経
路を特定した． 
 
４．研究成果 
 
(1) VIGS システムによるコオニユリの葉およ
び花の色の改変 
 ベンタミアーナで増殖させた CMV ベクタ
ーは，RT-PCR およびシークエンス解析を行

い，クローニングサイトにおける LlPDS 断片
の残存を確認した．正常に CMV ベクターを
感染・増殖したベンタミアーナの感染葉をコ
オニユリへの接種に用いた．コオニユリへの
接種から約 4 週間後，接種葉の上葉に白色化
が認められた．この上葉を用いて RT-PCR お
よびシークエンス解析を行ったところ，クロ
ーニングサイトにおけるLlPDS断片の残存が
確認された．このコオニユリ個体は葉の白色
化を確認してから約 4 週間後に開花し，花被
片の一部に白色化が認められた．この花被片
組織を用いて RT-qPCR 解析を行ったところ，
白色化した組織は白色化していない組織と
比較して CMV ベクターが多く蓄積し，内在
性 LlPDS の発現レベルが減少していた．以上
の結果は，LlPDS 断片を導入した CMV ベク
ターの感染がコオニユリの内在性 LlPDS の
VIGS を誘導し，葉組織はカロテノイドとク
ロロフィルの，花被片組織はカロテノイドの
蓄積が減少することでそれぞれ白色化した
と考えられた．このように，我々が開発した
CMVベクターはユリ属において初めてVIGS
を誘導し，葉および花組織において表現型の
改変に成功した． 
 
(2) 新規MYB遺伝子がスカシユリにおけるし
ぶき斑点の形成に関わっている 
  単離された LhMYB15 のアミノ酸配列は
LhMYB12 のそれと高いホモロジーを示した
が，R2 repeat の N 末側の一部が triplicate して
いた．またストップコドンの下流に (TA)n の
マイクロサテライトが認められた．この
LhMYB15 が機能していることを証明するた
めにタバコに形質転換したところ，タバコは
赤く発色し，アントシアニン生合成を誘導で
きることが確認できた．‘ラトビア’花被片に
おける LhMYB15 の転写は，すべての花の発
達ステージにおいて，しぶき斑点のある部分
で検出されたが無い部分では検出できなか
った．さらに‘コネチカットキング’x‘ラトビ
ア’の交雑に由来する F1個体を用いて発現を
解析したところ，しぶき斑点をもつ F1個体で
のみ LhMYB15 の転写が花被片で認められ，
斑点を持たない個体と突起斑点のみを持つ
個体では LhMYB15 の発現は認められなかっ
た．以上の結果はしぶき部分におけるアント
シアニンの生合成は LhMYB15 が制御してい
ることを示す．ペチュニアやキンギョソウで
は複数の R2R3-MYB が働いて，花弁における
複雑なアントシアニンの発色パターンを制
御していることが明らかにされているが，ス
カシユリの花被片においても複数の
R2R3-MYB 遺伝子が働いて発色パターンを決
めていることが分かった． 
 
(3) ２つの異なる変異がシロカノコユリの成
立に関わっている 
 花被片が白く葯は赤いシロカノコユリで
は，MYB12 遺伝子のアミノ酸配列にある高度
に保存された領域内にアミノ酸置換が認め



られた．このシロカノコユリでは調査したす
べての生合成遺伝子の発現が花被片で認め
られなかったことより，MYB12 遺伝子に起こ
った変異が原因で花被片特異的なアントシ
アニン生合成が阻害されていると考えられ
た．この変異した MYB12 遺伝子の配列は，
以前に白花のオリエンタルハイブリッドユ
リ品種‘リアルト’で見つかった配列と同じで
あったことより，このシロカノコユリの変異
は白花のオリエンタルハイブリッドユリの
育成に利用されてきたと考えられた． 
 葯が黄色で花被片が白いシロカノコユリ
では，DFR 遺伝子に一塩基の置換があり，そ
の結果ストップコドンが生じていた．他の生
合成遺伝子と MYB12 遺伝子の配列には大き
な変異は認められず，またこれらの遺伝子は
すべて花被片で発現していた．このことより，
このシロカノコユリでは DFR 遺伝子の変異
によりアントシアニンが植物体全体で生合
成できないと考えられた．この DFR 遺伝子の
変異は，これまでのところオリエンタルハイ
ブリッドユリ品種からは見つかっていない． 
 
(4) 新規R2R3-MYBがリーガルユリの葉や花
におけるアントシアニン生合成を制御して
いる 
 蕾の着色：1 cm の花被片ではアントシアニ
ンの蓄積は認められなかったが，4 cm, 7 cm
の外花被の背軸面で多く蓄積し，11 cm では
低下した．内花被は中肋以外では着色しなか
った。花器官以外では茎や葉・苞葉で蓄積が
認められた．転写因子の単離：R2R3-MYB 遺
伝子を単離したところユリの LhMYB12 や
LhMYB6 と同じ sub-group に属する新規の配
列が得られ，LrMYB と命名した．35S promoter
につないでタバコに形質転換したところタ
バコは赤く着色し，アントシアニン生合成を
正に制御する機能を持つことが確かめられ
た．発現様式：LrMYB の転写量は 4 cm, 7 cm
の外花被で高く，11 cm の外花被では低下し，
色素の蓄積パターンと一致した．また葉でも
LrMYB の転写が認められ，葉における生合成
も制御していると考えられた．光による影
響：リーガルユリを遮光すると LrMYB の転写
量は低下し，着色も抑制された．以上のよう
にリーガルユリの LrMYB は蕾の発達の初期
で強く発現し，外花被で発現が強く内花被で
弱く，花被片全体で発現している LhMYB12
の発現パターンと大きく異なっていること
が分かった．この LrMYB のユニークな発現パ
ターンがリーガルユリにおける他のユリと
は異なる着色パターンを決めていることが
示唆された．また光の影響を強く受け，遮光
すると着色が悪くなることも分かった． 
 
(5) RNA-Seq を用いたアジアティックハイブ
リッドユリの花被片着色におけるトランス
クリプトーム解析 
  クリーンデータとして合計 48.90 Mb の塩
基配列を決定した．このリードをアセンブル

し，49,239 のコンティグを得た．得られたコ
ンティグについて相同性検索を実施したと
ころ，24,836（50.4％）のコンティグが 4 つ
のデータベースのうち 1 つ以上にアノテーシ
ョンされた．この中からユリではまだ単離さ
れていない Arabidopsis のアントシアニン生
合成に関与する WDR 転写因子の TTG1 と相
同性のあるコンティグ（LhWDR1）を見つけ
た．また，各コンティグに各サンプルのリー
ドを貼り付けて得た RPKM 値に基づき，花被
片の先端部と基部において 2 倍以上の発現変
動を示すコンティグを検出した．その結果，
805 のコンティグが先端部で，604 のコンテ
ィグが基部で高い発現を示した．さらに 2 つ
の部位の間に発現の差異がみられた遺伝子
についてパスウェイ解析をしたところ，フラ
ボノイド生合成関連遺伝子である CHS，F3H，
F3’H，DFR，ANS 遺伝子の発現に大きな差異
が見られた．これらの生合成経路を経た最終
産物がアントシアニンであることからアン
トシアニン生合成に関連する遺伝子の発現
によって‘ロリポップ’の着色の有無が生じて
いることが示唆された．しかし，ユリの花被
片におけるアントシアニン生合成遺伝子の
転写を制御している LhMYB12，LhbHLH2，
LhWDR1 遺伝子は発現量に変動のあったコン
ティグに含まれておらず，このことは‘ロリポ
ップ’の花被片においてまだ明らかになって
いない転写因子がアントシアニン蓄積の有
無を制御していることを示唆している．今後
は，発現変動のあったコンティグに含まれて
いた MYB，bHLH，WDR 遺伝子について，発
現パターンをリアルタイム RT-PCR 法でより
詳細に調査することや，非相同発現による機
能解析を行い，花被片の色の違いを生み出す
のに鍵となる遺伝子の探索をさらに進める． 
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