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研究成果の概要（和文）：リンドウの花色発色機構の解明を目指して、花弁におけるフラボノイド生合成遺伝子の制御
に関わる転写制御因子遺伝子の単離を行い、4種類の新規MYB遺伝子(GtMYBP3,GtMYBP4,GtMYBR1R1,GtMYB1R9)の機能を解
明した。GtMYBP3とGtMYBP4は生合成経路の初期を正に制御し、GtMYBR1R1とGtMYB1R9は後半を負に制御する転写因子と
同定された。また、フラボン色素の構造決定を行い、配糖化酵素遺伝子(GtUF6CGT1)を単離し、酵素諸特性を決定した
。花色変異体においてトランスポゾン配列を複数決定した。これらのことよりリンドウの花色発色に関与する新たな知
見が得られた。

研究成果の概要（英文）：We attempted to elucidate the molecular mechanisms that control flower 
pigmentation in Japanese cultivated gentians (Gentiana triflora, G. scabra and their hybrids). Four novel 
MYB transcription factor genes (GtMYBP3,GtMYBP4, GtMYBR1R1 and GtMYB1R9) were newly identified and their 
functions on the transcriptional regulation of flavonoid biosynthesis in flowers were investigated. 
Furthermore, we determined the structures of flavone pigments accumulated in gentian leaves and flower 
petals and also first identified a novel glucosyltransferase gene (GtUF6CGT1) involved in 
C-glucosylflavone formation. We also determined several transposon-like sequences inserted into the 
flavonoid biosynthesis-related genes that might cause flower color mutation such as pink and white. These 
data provide basic information to understand flower pigmentation in gentian plants.

研究分野： 植物分子育種学
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１．研究開始当初の背景 
 日本で花き園芸作物として用いられてい
るリンドウは、フラボノイド色素であるゲン
チオデルフィン(デルフィニジン 3-グルコ
シド 5,3′-ビス-カフェオイルグルコシド)
を花弁に蓄積することにより鮮青色を呈す
る。ゲンチオデルフィンはデルフィニジンが
高次に修飾されたポリアシルアントシアニ
ンであり、その生合成については構造遺伝子
のほとんどが特定されている。他方、リンド
ウ花弁には無色のフラボノイド色素として
フラボン類も存在するが、その構造・生合成
経路は明らかとなっておらず、補助色素とし
ての花色発色への関与や存在意義は不明で
ある。また、花色の生合成を制御する機構に
ついても一部の転写因子遺伝子が同定され
ているのみで、その全容は明らかとなってい
なかった。さらに、ピンクや白花色の花色突
然変異体の原因解明が進められ、トランスポ
ゾンの関与等が報告されているが、未だ、原
因不明の花色変異も多く残されている。  
 
２．研究の目的 
 ゲンチオデルフィンの生合成経路は明ら
かである一方、その生合成関連遺伝子の発現
制御については未だ未解明である。また、ア
ントシアニン色素と共存するフラボン色素
の構造、生合成に関わる酵素遺伝子も明らか
となっていない。そこで、本研究ではリンド
ウで未同定のフラボノイド生合成経路につ
いて解明を進めるために、次世代シークエン
スと網羅的発現解析手法を用いて遺伝子情
報を獲得する。特に、花色発色に関わる転写
制御因子遺伝子を探索し、機能解析を進める。
また、フラボンの構造決定を行い、その生合
成に関わる新規酵素遺伝子を同定する。花色
変異を示すリンドウ系統を用いて、その変異
原因の解明を進めることにより、新規転移因
子(トランスポゾン)を探索する。これらのこ
とにより、リンドウにおける花色発色機構の
分子レベルでの統合的理解を深めることを
目的とする。 
 
３．研究の方法 
 (1) 花弁で発現する遺伝子配列の獲得と
転写制御因子遺伝子の解析  
 リンドウ花弁で発現する遺伝子を網羅的
に探索するためにリンドウ花弁の均一化
cDNA ライブラリーを構築し、次世代シークエ
ンスによる解析を行った。さらに、葉、茎、
根等の器官の混合 RNA より完全長 cDNA ライ
ブラリーを構築し解析に供試した。それらの
中から、相同遺伝子解析等のバイオインフォ
マティックス解析により、MYB,bHLH,WDR等の
フラボノイド生合成制御に関与することが
知られている転写因子遺伝子の探索を行い、
系統解析により、候補遺伝子を同定した。ま
た、酵母 2ハイブリッド解析やレポーター遺
伝子を用いたプロモーターの活性化解析を
行った。さらに、タバコ、シロイヌナズナの

形質転換体を作出し、植物体でのフラボノイ
ド生合成への影響を調査することにより、転
写因子遺伝子の機能同定を行った。 
 
(2) フラボン生合成経路の解明 
  リンドウが持つフラボンを同定するた
めに、リンドウ葉からの抽出液を液体クロマ
トグラフ装置を用いて精製を行った。精製さ
れたフラボン類について質量分析ならびに 1H, 
13C NMR, H-HCOSY,HMQC, HMBC, NOESY 解析を
行なって分子構造を決定した。これらの化合
物の C-配糖化に関わる遺伝子を同定するた
めに、上記 EST ライブラリー情報から、配糖
化酵素候補遺伝子を探索し、大腸菌発現ベク
ターを用いて組換え酵素により配糖化活性
を評価した。 
 さらに得られた配糖化酵素遺伝子をトレ
ニアに導入し、LC-MS 解析によるメタボロー
ム解析に供試し、花弁におけるフラボン組成
を調査した。 
 
(3) 花色変異体の解析   
 リンドウの新規トランスポゾンの単離を
目指して、ピンク及び白系統の変異原因の解
明を試みた。ピンク花色変異については、フ
ラボノイド 3’5’水酸化酵素遺伝子(F3′
5′H)を PCR により増幅し、シークエンスに
よりゲノム構造の解析を実施した。白色変異
体については、フラボノイド生合成遺伝子の
発現解析を行い、変化が見られた遺伝子のゲ
ノム構造の解析をピンク花と同様に行った。
3GT 遺伝子については、インバース PCR によ
り、プロモーター領域のシークエンス解析も
実施した。 
   
４．研究成果 
  (1) 花弁で発現する遺伝子配列の獲得と
新規遺伝子の探索、機能解析 
 次世代シークエンサーにより、得られた配
列情報を用いて、これまで未同定であった
PAL,C4H,4CL 等のフラボノイド生合成の上流
遺伝子を特定した。さらに、P450,GT,MYB 等
の花色発色に関わると推定される遺伝子群
の情報を取得した。 
 特に、花弁で特異的に発現している MYB遺
伝子に着目し、詳細な解析を行った結果、本
研究により、4 種類の新規遺伝子（GtMYBP3, 
GtMYBP4, GtMYB1R1, GtMYB1R9）が同定され
た。系統樹解析の結果を図１に示す。 
 GtMYBP3及び GtMYBP4はトウモロコシの P1
オルソログである R2R3-MYB 転写因子遺伝子
であり、アラビドプシスのフラボノールの生
合成を制御する MYB12遺伝子とも高い相同性
が認められた。P1 や MYB12 は bHLH タンパク
質とは相互作用せずに働くことが知られて
いる。そこで、一過的発現系によるプロモー
ター活性化能を解析した結果、フラボン合成
酵素（FNSII）やフラボノイド 3′水酸化酵素
（F3′H）等のフラボン生合成に関与する遺
伝子プロモーターの活性化が認められたが、



アントシアニン生合成関連酵素遺伝子のプ
ロモーターには影響しなかった。また、タバ
コ及びシロイヌナズナでこれら遺伝子を過
剰発現させた組換え植物を用いた解析を進
めた結果、GtMYBP3あるいは GtMYBP4遺伝子 
を過剰発現したシロイヌナズナの実生にお
いてフラボノールの増加が確認された。これ
ら形質転換体では PAL、4CL、CHS、FLS 等の
転写が活性化されていたが、両遺伝子では影
響する遺伝子が若干異なっていた。タバコ形
質転換体ではアントシアニンの減少による
花弁の薄色化が観察され（図 2）、シロイヌ
ナズナと同様に CHS、F3′H、FLS等の転写の
活性化が認められた。これらのことより、
GtMYBP3及び GtMYBP4遺伝子はリンドウ花弁
におけるフラボノイド生合成の初期段階の
制御に関与することが示唆された。 
 

 
また、GtMYB1R1 及び GtMYB1R9 遺伝子は 
Single repeat R3 MYB転写因子遺伝子であり、
シロイヌナズナのアントシアニン生合成の
抑制転写因子遺伝子（AtMYBL2）と高い相同
性が認められた。酵母 2-ハイブリッド解析の
結果、両タンパク質は GtbHLH1 とタンパク質

間相互作用を示したが、その強さは GtMYB3 > 
GtMYB1R1 > GtMYB1R9 の順であった（図 2）。 
 

 
 

 
 また、一過的発現解析により、両遺伝子は 
 GtMYB3とGtbHLH1の共導入によるリンドウ
のジヒドロフラボノール 4-還元酵素遺伝子
(DFR)プロモーターの活性化を顕著に抑制す
ることが示された。さらに、両遺伝子を過剰
発現するタバコを作出した結果、花弁におい
てアントシアニンの減少が認められ、花弁着
色の抑制（白花化）が観察された（図 2）。こ
れら形質転換体の花弁ではカルコン異性化
酵素（CHI）、DFR、アントシアニジン合成酵
素（ANS）遺伝子の有意な発現抑制が認めら
れた。以上の結果から、 GtMYB1R1 及び 
GtMYB1R9 遺伝子はリンドウ花弁においてア
ントシアニン生合成を負に制御する転写因
子遺伝子であり、花弁の着色程度や色調を制
御している可能性が示された。  
 本研究により得られた結果とこれまでの
解析結果のまとめを図 4示す。  

 
(2) フラボン生合成経路の解明 
 リンドウの葉や花に含まれるフラボンの
構造を解析した結果、C-配糖体フラボンであ
る isoorientin（luteolin 6-C-glucoside）
とその4′-O-glucosideが主要フラボンとし

Wild Type GtMYB1R1  GtMYBP3  
    
図２　代表的な形質転換タバコの花の写真   
　　過剰発現により薄色化、白色化が認められる。   
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て含まれることが判明した。EST データベー
スの情報からフラボノイド配糖化酵素相同
遺伝子を探索し、開始コドンを含んでいた 
cDNA 配列 8 種類について大腸菌組換え酵素
を用いて配糖化酵素活性を検討したところ、
フラボンに対する配糖化酵素活性を有する
遺伝子(GtUF6CGT1)が単離された。大腸菌組
換えタンパク質を用いて酵素特性の詳細な
解析を行ったところ、本酵素はフラボン
（apigenin と luteolin）に対する特異的な
活性を有しており、その他のフラボノイド類
（フラバノン、アントシアニン、フラボノー
ル等）に対する活性は認められなかった。さ
らに、本酵素遺伝子をで過剰発現させたトレ
ニアを作出し、LC-MS 解析により、花弁にお
けるフラボン組成を調査した結果、花弁で
isoorientin の蓄積が認められ、GtUF6CGT1
は生体内においても活性を有することが示
された。このことからリンドウのフラボン生
合成においては、フラボン骨格が直接配糖化
される経路(図 5 Route 2)を有することが示
唆された。コピグメント効果については検証
中である。  

    
図 5 isoorientin (luteolin 6-C-glucoside) 
と isoorientin 4′-O-glucosideの構造と推
定生合成経路 
 
 (3) 花色変異体の解析  
 ピンク花リンドウを用いて花色変異の解析
を行った結果、新規のトランスポゾン様配列
が複数同定された。1つはF3′5′H遺伝子の
exon1に挿入されたTy1-copiaタイプのレトロ
トランスポゾンであった。本配列は両端に
160bpのLTR配列を有し、Gag-polタンパク質を
コードしていた。また別系等では同様にF3′5
′H遺伝子のexon1に7kbpの挿入配列が同定さ
れた。構造からEn/Spmタイプのトランスポゾ
ンと推定された。白花系統についても解析を
進め、GtMYB3遺伝子のコーディング領域、3GT
遺伝子のプロモーター領域にそれぞれトラン
ポゾン様配列(リピートを多数含む)の挿入が
認められた。これらが転移活性を有する自立
型トランスポゾンであるかどうかについては
解明には至らなかった。 
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