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研究成果の概要：ダッチアイリスにおけるアントシアニンとフラボンのコピグメンテーション
分子機構を解明するために本研究を実施した。その結果、アントシアニン生合成遺伝子として、
CHS、CHI(断片)、F3H、DFR、ANS 及び 3GT 遺伝子を単離し、花蕾の発育時期別のこれら
遺伝子の発現レベルとアントシアニンやフラボンの蓄積量との関係も明らかにした。さらに、
コピグメンテーション発現の鍵酵素、F3H の基質特異性を解明するともに、F3H 遺伝子のペ
チュニアへの導入にも成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

花卉類の育種において最も重要なターゲ
ットは花色であり、その代表的な色素がアン
トシアニンである。園芸種では、これまでに
多数の品種が育成されているにもかかわら
ず、ハナショウブ、バラ、ユリ、チューリッ
プなどでは青色花品種がなく、その育成が強
く望まれている。アントシアニンは、フラボ
ンやフラボノールなどとのコピグメンテー
ションにより花色の青色化をもたらすこと
がダッチアイリス、ハナショウブなどの多く
の植物種で報告されている。しかしながら、

コピグメンテーションの分子機構に関する
知見は全く得られていないのが現状である。
さらに、双子葉類におけるアントシアニン及
びその関連色素の生合成遺伝子に関する報
告は数多くあるにもかかわらず、単子葉類の
ものは極めて限定されている。そこで、単子
葉の代表的な園芸種であるダッチアイリス
におけるアントシアニンとフラボン生合成
遺伝子の単離・解析、及び両色素によるコピ
グメンテーション分子機構の解明とその育
種的利用に向けて、今が絶好の機会と捉え、
本研究を実施した。 
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２．研究の目的 

(1) ダッチアイリスにおけるアントシアニン、

フラボン生合成遺伝子及びこれら生合成遺

伝子の制御遺伝子の単離・解析を試みる。 

(2) 単離された生合成遺伝子及びその制御遺

伝子の発現がアントシアニン及びフラボン

の蓄積量に及ぼす影響を調べるために、ダッ

チアイリスの花の発達におけるアントシア

ニン、フラボン蓄積量の経時的変化や器官間

差異を分析するとともに、各遺伝子の時期・

器官特異的発現を解析する。 

(3) ダッチアイリスの青紫花品種「Blue 

Diamond」、複色花品種「Surprise」及び白

色花品種「White Wedgewood」の間でアン

トシアニン生合成遺伝子の発現を比較解析

し、「Surprise」及び「White Wedgewood」

における花器官白色化の原因を究明する。 

(4) コピグメンテーション発現の鍵遺伝子、

F3H の大腸菌での異種発現により、F3H の

機能を確認するとともに、その基質特異性を

明らかにする。 
(5) ダッチアイリスの F3H 遺伝子を導入し
たペチュニア形質転換体を獲得し、その特性
を調査する。 
 
３．研究の方法 

(1)アントシアニン、フラボン生合成遺伝子そ

の制御遺伝子に関する RT-PCR (reverse 

transcription- polymerase chain reaction) 

用のプライマーを作製し、その発現解析をす

るために、先ずダッチアイリス花蕾より構築

した cDNA ライブラリーから各遺伝子の単

離・解析を試みた。各遺伝子の単離は、キン

ギョソウから得られた既知遺伝子のプロー

ブなどを用いたダッチアイリス品種「Blue 

Diamond」花蕾由来の cDNA ライブラリー

からのプラークハイブリダイゼーション法

によるスクリーニング、ダッチアイリス EST

情報を基礎とした PCR 及びライブラリーの

ランダムスクリーニングにより行った。 

(2) 植物材料として、ダッチアイリスの青紫

色花品種、「Blue Diamond」(内、外両花被

及び雌蕊とも青紫)、複色花品種「Surprise」

(外花被及び雌蕊は白、内花被は淡紫)及び白

色花品種「White Wedgewood」(内・外両花

被及び雌蕊とも白) を供試した。花の発育段

階におけるアントシアニン及びフラボンの

蓄積パターン、及びアントシアニン生合成遺

伝子の時期特異的発現を調査するために、

「Blue Diamond」の花蕾を５つの発育段階

分けて採取し、それぞれの段階の外花被を試

料として用いた。また、アントシアニン及び

フラボンの器官特異的蓄積の調査には、3 品

種における開花当日の内・外両花被および雌

蕊の各器官を用いた。さらに、アントシアニ

ン生合成遺伝子の部位特異的発現解析には、

各品種の葉、内・外両花被、雄蕊及び雌蕊を

用いた。アントシアニン生合成遺伝子、

IhCHI、IhF3H、IhDFR、IhANS、Ih3GT、

Ih5GT 及び Ih3AT 遺伝子の発現解析は

RT-PCR 法で、またアントシアニンおよびフ

ラボンの分析は高速液体クロマトグラフィ

ー(HPLC)で行った。 

(3) ダッチアイリスのF3Hをコードする3つ

の cDNAクローン(IhF3H1～3)を大腸菌に組

込み、6 × His-Tag との融合タンパク質とし

て発現させ、それを基質に反応させて得られ

た生成物を HPLC で確認することにより、基

質特異性を調査した。IhF3H 組換えタンパク

質の異種発現用のフラバノン基質としてナ

リンゲニン (naringenin)、エリオジクチオー

ル (eriodictyol)、ホモエリオジクチオール

(homoeriodictyol) 、 サ ク ラ ネ チ ン

(sakuranetin) 、 イ ソ サ ク ラ ネ チ ン 

(isosakuranetin) 、 ヘ ス ペ レ チ ン 

(hesperetin) 、 リ キ リ チ ゲ ニ ン 

(liquilitigenin) 、 ピ ノ セ ン ブ リ ン 

(pinocembrin)及び２,３-ジヒドロフラボン 



 

 

(2, 3-dihydroflavone) を供試した。 

(4) 植物材料として、ペチュニア品種「ブリ

エッタ・バイオレット」を供試した。ダッチ

アイリス F3H 遺伝子のペチュニアへの形質

転換実験では、アグロバクテリウム菌系

EHA105/ pBIF3Hを用いたLeaf-disk培養に

より得られた再生植物体における F3H 遺伝

子及びアグロバクテリウムの virG 遺伝子の

特異的プライマーを用いたPCR分析により、

形質転換体の確認を行った。また、獲得した

ペチュニア形質転換体の花色を調査すると

ともに、花弁含有アントシアニンを HPLC で

分析した。 
 
４．研究成果 

 アントシアニンはフラボン、フラボノール

等とのコピグメンテーションにより花色の

青色化を発現することがよく知られている。

そこで、本研究では Iris 属の代表的な園芸種

であるダッチアイリスにおけるアントシア

ニン及びフラボン生合成に関与する遺伝子

やその制御遺伝子の分子遺伝学的研究を進

めることにより、アントシアニンとフラボン

によるコピグメンテーションの分子機構の

解明を目指した。得られた研究成果は以下の

通りである。 

(1) キンギョソウの CHS、F3H、UFGT 

cDNA の全長、及びダッチアイリスの DFR 

cDNA断片をプローブとして用いたダッチア

イリス cDNA ライブラリーのスクリーニン

グにより、CHS、F3H1～3(3 クローン)、DFR

及び 3GT をコードする cDNA を獲得した。

また、ダッチアイリス EST 情報を基礎とし

た PCR 及びライブラリーのランダムスクリ

ーニングにより、CHI cDNA 断片及び ANS 

cDNA のクローニングに成功した。これに対

して、F3H と同様、コピグメンテーション発

現に重要で、かつフラボン生合成の鍵酵素で

あるフラボンシンターゼ (FNS)をコードす

る遺伝子及びアントシアニン生合成遺伝子

を制御する MYB 転写因子についてもクロー

ニングを試みたが、両遺伝子の cDNA クロー

ンを単離するまでには至らなかった。 

(2) 青紫品種「Blue Diamond」花蕾の発育段

階を５ステージに分けて行った調査では、ア

ントシアニン生合成遺伝子(IhCHI、IhF3H、

IhDFR、IhANS、Ih3GT、Ih5GT 及び Ih3AT)

はステージ１から４にかけて高い発現レベ

ルを維持しており(図 1)、それに付随してア

ントシアニンの蓄積は花弁の発達が進むに

つれて増加、開花直前のステージ４において

最大となることが明らかになった。このよう

に、花の時期および器官においてアントシア 

 

      花蕾の発育ステージ 

 

図 1. ダッチアイリス青紫品種「 Blue 

Diamond」の外花被各発育ステージ(1～5)に

おけるアントシアニン生合成遺伝子の発現。

括弧内の数値：PCR 反応の回数、IhAQP：

ダッチアイリスのアクアポリン遺伝子(ボジ

ティブコントロール)、外花被の発育ステージ

1：20 - 29 mm(蕾の長さ) 、2：30 - 39mm、

3：(C: 40 -44mm、D: 45-49mm、E: 50-54mm、

F: 55-59mm)、4：60 - 75mm、5：開花期。 

 



 

 

ニンの蓄積量と生合成遺伝子の発現レベル

はよく対応しており、アントシアニン生合成

がそれぞれの反応を触媒する酵素遺伝子の

転写レベルで制御されていることが示唆さ

れた。これに対して、フラボン蓄積量はアン

トシアニン蓄積量が増加するとともに減少

した。また、「Blue Diamond」の葉では、

IhCHI および IhF3H を除くアントシアニン

生合成遺伝子の発現が確認されなかった。さ

らに、複色品種「Surprise」の外花被及び雌

蕊の白色化は DFR 遺伝子発現の顕著な減少

に、一方白色品種「White Wedgewood」の

内、外両花被及び雌蕊の白色化は DFR 遺伝

子発現の欠損または顕著な減少に起因する

ことが明らかにされた。 

(3) F3H の主要な基質であるナリンゲニンを

用いた酵素アッセイにより、IhF3H1、Ih3H2

及び IhF3H3のすべてがフラバノンからジヒ

ドロフラボノールへの反応を触媒する活性

を持つことが示された。また、活性が高かっ

た IhF3H1及び IhF3H2を用いて種々のフラ

バノンに対する基質特異性を分析したとこ

ろ、これらの酵素は分析したフラバノンのほ

ぼすべてに活性を示したが、その A 環 7 位の

O-メチル化が F3H 活性を大幅に減少させる

傾向が認められた(表 1)。さらに、IhF3H は

ペチュニア F3H の機能と非常に類似してい

ることが指摘された。筆者の知る限り、これ

まで F3H の基質特異性に関する報告はペチ

ュニア F3H のみであり、他種植物での報告

は見当たらない。本研究は、F3H の基質特異

性を植物種間で比較した最初の報告である。 

(4) ダッチアイリスの F3H cDNA をペチュ

ニア品種「ブリエッタ・バイオレット」への

導入を試みたところ、EHA105/pBIF3H を使

用した処理区において Leaf-disk 培養により

9 個体の再生植物体を獲得した。次に、9 個

体の BV-EHA105/pBIF3H のうち、形質転換 

表 1. 種々のフラバノンに対する組換え 

IhF3H1 及び Ih3H2 の基質特異性 

 基質 F3H1   F3H2 

ナリンゲニン 1001      1001 

サクラネチン <1 <1 

イソサクラネチン 100  81 

エリオジクチオール 98  95 

ホモエリオジクチオール 194  133 

ヘスペレチン 22  28 

ピノセンブリン 39  27 

リキリチゲニン 282  183 

2,3-ジハイドロフラボン n.d2. n.d.2 

1ナリンゲニンで測定された F3Hの活性値を 

100%とした。 

2活性が検出されなかった。 

 

 

 

図2. ペチュニア形質転換体。
左: コントロール品種「ブリエッタ・バイオレット」。
右: ダッチアイリスF3H遺伝子を導入した形質転換体。

 
 

体を同定するために、F3H 及び virG 遺伝子

のプライマーを使用して PCR による導入遺

伝子の確認をしたところ、全ての個体におい

て virG 遺伝子のプライマーの増幅により期

待されるバンドではなく、F3H プライマーの

増幅により期待されるバンドが認められた。

従って、F3H プライマーにより検出されたバ

ンドは残存アグロバクテリウムによるもの

ではなく、導入遺伝子によるものと判定され

た。以上の結果、本研究ではペチュニア形質

転換体の獲得に成功した(図 2)。このような



 

 

形質転換体の獲得は本研究が最初である。次

に、得られたペチュニア形質転換体における

花の形態や色について調査したところ、F3H

形質転換体の花弁の一部に濃紫のにじみや

白い斑点が出現したことを除けば、花の形態

や色に関してコントロール(非形質転換体)と

顕著な差異は認められなかった。また、花弁

含有アントシアニンの HPLC 分析を行った

が、形質転換体はコントロールばかりでなく、

その個体間の比較においてもアントシアニ

ン量及びその成分に関して明白な差異が認

められなかった。今後、更に多くの形質転換

体を獲得し、その特性を詳細に調査すること

が重要である。 

 最後に、本研究で得られたアントシアニン

生合成に関する知見は、コピグメンテーショ

ンの分子機構の解明を促進するものであり、

さらに単離されたコピグメンテーション発

現の鍵遺伝子、F3H は花卉類の青色花育種の

遺伝子ツールとしての利用が大いに期待さ

れる。また、もう１つの鍵遺伝子、FNS の単

離・解析に向けて、現在、実験中である。 
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