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研究成果の概要（和文）：デルフィニウムおよびアントシアニン合成変異ニンジン培養細胞において、アントシ
アニンを修飾している糖に糖を結合させる液胞内アシルグルコース依存型糖転移酵素の存在を明らかにした。デ
ルフィニウムの様々な変異花色品種に含まれるアントシアニン分子種を解析した結果、アントシアニンの 7 位
のグルコースに分岐する形でグルコースが結合している変異品種が存在することを見出し、この品種においては
グルコースの後にグルコースを逐次的に結合させる酵素活性が欠損していると推定された。アントシアニン合成
変異ニンジン培養細胞からその酵素を SDS-ポリアクリルアミド電気泳動上で単一バンドにまで精製した。

研究成果の概要（英文）：Modification mechanism of glycosyl moieties of anthocyanins with glucose was
 studied in sepals of delphinium mutants and anthocyanin-synthesizing carrot cultured cells. The 
analysis of structures of anthocyanin molecules in sepals of delphinium varieties suggested that 
glucosylation might occur step-by-step reaction to the glucosyl residue at the 7 position of 
anthocyanin by acyl-glucose dependent anthocyanin-acylglucoside glucosyltransferases (AAGT) in 
vacuole. The AAGT enzyme activity attaching a glucose to galactosyl residue of anthocyanin using 
acyl-glucose as a donor detected in the crude extract prepared from the anthocyanin-synthesizing 
carrot cultured cells. The enzyme protein for AAGT was purified from the crude extract of the carrot
 cells using column chromatography to be a single band on SDS-polyacrylamide electrophoresis.

研究分野：植物細胞分子生物学

キーワード： アントシアニン　アシルグルコース依存糖転移酵素　液胞　デルフィニウム　ニンジン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
液胞はこれまで二次代謝産物や老廃物を蓄積している静的な場であるとされてきたが、当研究者はアントシアニ
ンへの糖修飾反応が液胞内で行われることを示し、液胞は糖修飾反応が起こる動的な場であることを示してき
た。本研究においてアントシアニンに結合している糖にさらに糖を付加する反応もアシルグルコースを糖供与体
とする液胞内酵素が機能していることを示した点において学術的意義がある。また医薬品の糖付加による親水性
化において当酵素反応が利用できれば、天然に大量に含まれるアシルグルコースを糖供与体として用いることが
できることから、医薬品製造の酵素合成法の 1 ステップとして産業的に利用できることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
アントシアニン分子は疎水性のアグリコンに対し、糖および有機酸が結合して水溶性になり、弱
酸性から中性の液胞内に蓄積されて多種多様な花色として安定して発色している。その修飾は
アグリコンもしくは有機酸の水酸基に糖が結合している場合と、糖の水酸基に糖が結合してい
る場合がある。これまで糖に糖を修飾する酵素は細胞質内 UDP-glucose (Glc) 依存型糖転移酵素
であるとされてきた。これに対し、当研究者は UDP-Glc を糖供与体とせず、acyl-Glc を糖供与
体とし、それまで未知であったカーネーションにおけるアントシアニンのアグリコンの 5 位の 
OH 基に Glc を結合する新規修飾酵素として液胞内アントシアニン アシルグルコース依存型
糖転移酵素 (acyl-Glc-dependent anthocyanin 5-O-glucosyltransferase; AA5GT) を発見した 1)。この 
AA5GT は、glycosyl hydrolase family 1 (GH1) に属するものであった。さらにデルフィニウム、
アガパンサスなどの青色花に特徴的に含まれ、その青色発色に重要な役割を果たしていると古
くから知られていたアントシアニンの 7 位に glucose を結合させる酵素も GH1 に属する液胞
型の acyl-Glc-dependent anthocyanin 7-O-glucosyltransferase (AA7GT) であることを世界で初めて
発見した 1)。デルフィニウムなどの青色花において、その青色を呈するのはアントシアニンのア
グリコンに他のベンゼン環化合物がスタッキングすることによることが知られている 2)。これは 
1 つのアントシアニン分子の中において結合しているアシル基のベンゼン環とアグリコンとの
間に生じる分子内スタッキングと、アントシアニンとは別の液胞内のベンゼン環化合物とアン
トシアニンのアグリコンの間で生じる分子間スタッキングによる場合が知られている。デルフ
ィニウムにおいては、アグリコンである  delphinidin (Del) の  7 位の  Glc の先に  p-
hydroxybenzyl (pHB) 基が結合し、さらにその先にもう 1 つ Glc と pHB が結合した直鎖状に
結合した violdelphin (Viol) 3) を合成蓄積している花があり、これは青紫色を呈している。さらに
真青色のデルフィニウム花においては、Viol の 7 位の Glc に分枝する形で Glc が 2 つ結合
し、その先に pHB基と Glc、さらにもう 1 つ pHB基が結合した cyanodelphin (Cyano) 4) とな
り、これにより分子内スタッキングが完成して鮮やかな真青色を呈している。このことから、7 
位の Glc の先に Glc を結合させる酵素が真青色花を生み出す Cyano の合成の上で重要な役割
を果たしていると考えられた。この酵素は 7 位の Glc が AA7GT により液胞内で結合した後
に結合すると考えられることから、やはり液胞内酵素により Glc の転移反応が起きていると考
えられた。また、その他の植物種における青色から紫色を発色する植物種におけるアントシアニ
ンにおいても糖に糖が結合したアントシアニンが知られておあり、その多くは UDP-sugar を糖
供与体とする細胞質糖転移酵素によるものとされていたが、これまでのアントシアニン合成変
異ニンジン培養細胞における当研究者の研究により、ニンジンにおいてはアグリコンの cyanidin 
(Cya) の 3 位に galactose (Gal) が結合し、これにさらに xylose (Xyl) が転移する反応は各々の 
UDP-sugar を糖供与体とする細胞質内糖転移酵素であることを見出していた 5)。しかし、そこで
合成された Cya 3-Xyl-Gal の Gal に Glc を結合させる酵素活性は UDP-Glc では検出されな
かった。これまでの当研究室の研究により、ニンジンおよびその近縁種であるハマボウフウにお
いて蓄積しているアントシアニンは、ニンジンでは Glc の先に sinapoyl 基、ハマボウフウでは 
feruloyl 基を結合した Cya 3-Xyl-sinapoyl-Glc-Gal もしくは Cya 3-Xyl-feruloyl-Glc-Gal であり、
この acyl 基を転移する酵素は液胞内に存在する sinapoyl-Glc および feruloyl-Glc を acyl 基供
与体とする serine carboxypeptidase-like (SCPL) 酵素であることが見出している 5) ことから、こ
の Gal に Glc を結合する酵素も UDP-Glc を糖供与体とする細胞質内糖転移酵素ではなく、
acyl-Glc を糖供与体とする液胞内糖転移酵素である可能性が考えられた。 
これらのことから、アントシアニンに結合した Glc に Glc を付加する液胞内 AAGT が存在
すると推定されてきたが、それについては未解明のままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究において、アントシアニンの Glc に Glc を結合する液胞内糖転移酵素を明らかにするた
め、デルフィニウムにおける花色変異体において蓄積されているアントシアニン分子種の構造
解析からの Glc 転移反応のステップの推定と、その糖転移反応を司る酵素活性の検出を粗酵素
抽出液において試み、さらに RNA-seq により変異体の発現遺伝子解析からその糖転移酵素候補
の探索を試みた。またアントシアニン合成変異ニンジン細胞において蓄積されているアントシ
アニンの構造から sinapoyl 基の結合における acyl 基供与体として sinapoyl-Glc が蓄積してい
ることから、これが Cya 3-Xyl-Gal に Glc を結合する糖供与体となっているのか、その酵素活
性を検出するとともに、その酵素タンパク質を精製することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
デルフィニウムの赤色花色を示す野生種、紫色から青色の花色を示す育種中間母本群の萼片か
らアントシアニンを抽出し、そこに含まれるアントシアニン分子種を高速液体クロマトグラフ
ィー (HPLC) により分離しその分子構造を質量分析機により推定した。さらにデルフィニウム
花弁より粗酵素抽出液を得て、Viol を糖受容体とし acyl-Glc を糖供与体として糖転移酵素活性



の検出を試みた。アントシアニンを常に合成蓄積する変異ニンジン培養細胞より、そこに蓄積し
ている Cya 3-Xyl-sinapoyl-Glc-Gal を精製した。これを部分加水分解することにより、この合成
の中間体でありまた酵素活性測定の際の糖受容体である Cya 3-Xyl および Cya 3-Xyl-Gal を調
製した。また糖供与体として市販の UDP-Xyl とともにアマランサス (Gomphrena globosa) より
単離した sinapate glucosyltransferase cDNA (GsSGT) を大腸菌タンパク質発現系により合成させ
た組換え GsGT1 タンパク質にシロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) より得た sucrose synthase 
1 (AtSUS1) cDNA 由来の組換えタンパク質による UDP-Glc 再生系をカップルさせた系 5)  によ
り sinapoyl-Glc を合成した。これら糖受容体と糖供与体を用いて、アントシアニン合成変異ニン
ジン培養細胞から得た粗タンパク質抽出液における糖転移活性を測定した。さらに大量の粗タ
ンパク質抽出液から硫酸アンモニウム沈殿によりタンパク質を沈殿させ、これを Butyl-650 C、
ハイドロキシアパタイト・ゲルクロマトグラフィー、HiTrap Q、さらに HiTrap Butyl を通し、活
性画分を集めて酵素タンパク質の精製を行った。 
 
４．研究成果 
(1) デルフィニウム花色変異体におけるアント
シアニン変異体の構造決定 
さまざまな花色を示す商業品種、中間母本および
野生種の花からアントシアニンを抽出し、その構
造を決定したところ、紫色花においては Viol、青
色花においては Cyano が主要色素として蓄積し
ているのに対し、青紫色を示す中間母本において 
Viol の 7 位の Glc に分岐する形で Glc が 2 
分子結合し、その先に pHB が結合していないア
ントシアニンを主要色素として蓄積している品
種が見出された（図 Viol + 2Glc）。さらにマイナ
ー成分として、分岐した形で Glc を 1 分子のみ
有するアントシアニンを蓄積している中間母本
もあることが明らかになった。このことは、おそ
らく Viol の 7 位の Glc に Glc を一分子分岐
するように結合し、さらにもう一分子の Glc が
逐次的に結合されていくこと、すなわち Viol + 
1Glc、Viol + 2Glc のように順々に Glc を結合し
ていることが示唆された。Viol を含む品種は商
業品種として主力品種であるが、このような配糖
化中間体を合成・蓄積している品種が存在してい
ることは、Viol を含む商業品種においては Viol 
に分岐した形で Glc を結合する acyl-Glc 依存
型糖転移酵素が欠失していると考えられた。そこ
で Cyano を蓄積している花の萼片から粗酵素抽
出液を得て、Viol を糖受容体とし pHBG を糖供
与体として反応させたが Glc が 1 分子結合し
た Viol +1Glc の生成は見られなかった。このた
めこの反応においては pHBG が Glc 供与体で
はなく、未知の Glc 供与体がある可能性が考え
られた。そこで Viol 合成蓄積花においては Viol 
に Glc を分岐させる形で転移させる酵素活性が
欠損し、その Glc 転移に関わる未知の Glc 供与
体が蓄積している可能性が考えられたので、Viol 
を蓄積している花から低分子画分を抽出し、この
転移の糖受容体となる候補化合物を HPLC で探
索したが見出せなかった。そこで、Viol 蓄積品種
においてはこの Glc に分岐させる形で Glc を
転移する酵素に対する遺伝子発現が欠失してい
ると考えられたため、Viol を蓄積している萼片
と Cyano を蓄積している萼片との間で RNA-
seq による遺伝子発現解析を行なったが、GH1 
ファミリーに属する遺伝子発現において有意に差異のある遺伝子は発見できなかった。 
一方で、さまざまな花色のデルフィニウムに含まれるアントシアニンの構造を決定していった
時、白色花品種のアリエルホワイトにおいて、白色であるにもかかわらず、酸を含む溶媒で抽出
すると赤紫色になり、そこには delphinidin 3-rutinoside-7-glucoside (Del 3-Rut-7-Glc) が多量に含
まれていることが明らかになった。このことから、この品種においてはスイートピーにあるよう
な何らかの消色化合物が液胞内に共存する可能性が考えられたため、その消色化合物候補をア
リエルホワイト萼片から探索したが得られなかった。一方で、酸を含む有機溶媒で抽出してカラ

 
図. 様々な花色のデルフィニウム品種の萼片に含ま
れるアントシアニンの構造 
Del 3-Rut-7-Glc, delphinidin 3-O-rutinoside-7-glucoside; 
Viol, delphinidin 3-O-rutinoside-7-O-(6-O-(4-O-(6-O-(p-
hydroxybenzoyl)-glucosyl)-oxybenzoyl)-glucoside 
(violdelphin); Viol + 2Glc, delphinidin 3-O-rutinoside-7-
O-[3-O-(3-O-(6-O-glucosyl)-glucosyl)-6-O-(4-O-(6-O-(p-
hydroxybenzoyl)-glucosyl)-oxybenzoyl)-glucoside]; 
Cyano, delphinidin 3-O-rutinoside-7-O-[3-O-(3-O-(6-O-
(4-O-(6-O-(p-hydroxybenzoyl)-glucosyl)-oxybenzoyl)-
glucosyl)-glucosyl)-6-O-(4-O-(6-O-(p-hydroxybenzoyl)-
glucosyl)-oxybenzoyl)-glucoside] (cyanodelphin). 



ムクロマトグラフィーおよび HPLC により精製した Del 3-Rut-7-Glc を弱酸性から中性の水溶
性緩衝液に溶解したところ、色が消失して無色となった。これは中性条件で Del の構造がアン
ヒドロベースになって分解したと推定されたが、この中性水溶液で 5 日間室温に放置した後に、
これに酸を加えたところ赤紫色に変化し、さらにこれを HPLC 解析したところ、Del 3-Rut-7-Glc 
は分解していないことが明らかになった。このことは Del 3-Rut-7-Glc は中性水溶液で安定であ
り、かつ発色しなくなることを示したものであり、アリエルホワイトの白色（無色）萼片という 
in vivo のみならず、in vitro でも Del 3-Rut-7-Glc は弱酸性から中性の水溶液中において無色で
あることが示された。またデルフィニウム野生種において濃赤色を呈している花が見られ、そこ
に含まれているのはアグリコンとして pelargonidin であるとともに 3 位が rutinoside ではな
く glucoside になっていることから、アントシアニンの発色にはポリアシル化とともに 3 位に 
Glc とともにその先に rhamnose (Rham) が結合していることが重要であることが示唆された。
これらのことからデルフィニウムにおけるアントシアニンによる花色発色において、この 3 位
の Rham を結合させる酵素遺伝子が重要な役割を果たしていると考えられ、今後、この Rham 
転移酵素の同定と遺伝子の塩基配列の決定を行い、さらにすでにデルフィニウムにおいては遺
伝子導入と個体再生系が本研究の分担研究者の廣瀬らにより確立されている 6) ことから、これ
を利用してその塩基配列をもとに作成した CRISPR/cas9 コンストラクトを導入して、この遺伝
子を破壊することにより、基礎科学面からは Rham がアントシアニンの発色と構造の安定性に
関わる役割を明らかにするとともに、応用面からは新たな赤紫色のデルフィニウムの作出が期
待される。 
 

(2) アントシアニン合成変異ニンジン培養細胞からの液胞内糖-糖転移酵素の精製 
アントシアニン合成変異ニンジン培養細胞において蓄積されているアントシアニンは Cya 3-
Xyl-sinapoyl-Glc-Gal である 7)。この修飾において、まず Cya の 3 位に Gal を結合する酵素 
UDP-Gal 依存型糖転移酵素については中国の研究グループにより同定されていた 8)。そこでア
ントシアニン合成変異ニンジン培養細胞から粗酵素抽出液を調製し、これに UDP-Xyl を糖供与
体、Cya 3-Gal を糖受容体として反応させたところ Cya 3-Xyl-Gal の生成が見られたことから、
この糖転移反応は細胞質内 UDP-Xyl 依存型糖転移酵素 (XylT) であることが示された。そこで
アントシアニン合成変異ニンジン培養細胞における RNA-seq 解析と系統樹解析を行い、XylT 
をコードしていると推定される遺伝子 DcXylT1 を特定した。この cDNA をアントシアニン合
成変異ニンジン培養細胞から単離し、これを大腸菌タンパク質発現系に導入して組換え酵素タ
ンパク質を作製し酵素活性を確認したところ、XylT 酵素活性が検出されたことから、DcXylT1 
が XylT 活性をコードしていることが示された。この大腸菌組換えタンパク質 DcXylT 粗抽出
液を用いて諸性質を調べたところ、その活性の至適 pH は 7.5, 至適温度は 45˚C であることが
明らかになった。また、DcXylT は糖供与体への特異性は高いのに対し、糖受容体への特異性は
低いことが示された。 

Cya 3-Xyl-Gal の Gal に Glc を結合させる酵素活性を検出するために、Cya 3-Xyl-Gal を Glc 
受容体として、UDP-Glc を Glc 供与体としてアントシアニン合成変異ニンジン培養細胞由来の
粗酵素抽出液に加えて反応させたが Cya 3-Xyl-Glc-Gal の生成は見られなかった。そこで次に 
Glc 供与体として sinapoyl-Glc を加えたところ、Cya 3-Xyl-Glc-Gal の生成が見られ、このこと
から、この糖転移は細胞質型ではなく液胞型の acyl-Glc 依存型 Cya 3-Xyl-Gal Glc 転移酵素 
(AXGalGT) であることがわかった。そこで、大量のアントシアニン合成変異ニンジン培養細胞
からタンパク質を抽出し、この酵素活性をもつタンパク質の精製を行った。まず粗タンパク質抽
出液に硫酸アンモニウムを加え 20 - 35% の条件で沈殿してくるタンパク質を分画した。これを 
Butyl-650 C カラムクロマトグラフィー、ハイドロキシアパタイト・カラムクロマトグラフィー、 
HiTrap Q、さらに HiTrap Butyl にて順次活性のある画分を回収して精製を行なった。最終的に
得られた活性画分を SDS-ポリアクリルアミド電気泳動によって調べたところ単一バンドであ
ることが確認され、AXGalGT を精製することに成功した。精製 AXGalGT を使用して諸性質を
調べたところ、その活性の至適 pH は 5.5, 至適温度は 30˚C であることが明らかになった。ま
た、幅広い acyl-Glc 分子種を Glc 供与体として反応する一方で、受容体に対する基質特異性は
厳密に決定されていることが示された。この酵素は sinapoyl-Glc よりも feruloyl-Glc の方が酵
素に対する親和性が高いことが明らかとなったが、ニンジン変異培養細胞内では feruloyl-Glc は
蓄積しておらず sinapoyl-Glc が蓄積されている。このことから in vivo での反応は酵素の親和性
に関わらず細胞内に合成蓄積されている Glc 供与体分子種によって決定されると示唆された。
これは、アントシアニン合成変異ニンジン培養細胞に蓄積されている最終産物は Cya 3-Xyl-
sinapoyl-Glc-Gal であるのに対し、この最後のステップを司る SCPL 型酵素においても、その酵
素の親和性は sinapoyl-Glc よりも feruloyl-Glc の方が高いのにもかかわらず、最終産物として
は Cya 3-Xyl- feruloyl -Glc-Gal ではなく Cya 3-Xyl-sinapoyl-Glc-Gal であるのは、その酵素の親
和性が決定しているのではなく、液胞内に蓄積されている acyl 基供与体の分子種により決定し
ていることと合致している。 
今後、ここで AXGalGT 精製条件を決定できたので、このタンパク質のアミノ酸配列を決定し、
このアミノ酸配列に合致するタンパク質および遺伝子をデータベースから同定し、その遺伝子 
cDNA をクローニングして組換えタンパク質を合成してそこにおける酵素活性を明らかにする
とともに、ニンジン植物体における遺伝子発現プロファイルを明らかにしていく必要がある。 
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