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研究成果の概要（和文）：キク属植物において舌状花弁で特異的に働くカロテノイド酸化開裂酵素遺伝子の多様
性について解析した．キク属栽培種および野生種ともにCCD4遺伝子は微少な塩基配列の変異を含むものの，全体
としては90％以上の高い配列類似性をもつ多様性を示した．キク属栽培種では98％以上の配列類似性で分類する
と，ゲノム中に少なくとも8種類のホモログが存在し，舌状花弁では6種類が発現していた．二倍体のキク属野生
種リュウノウギクでは栽培種‘神馬’のCmCCD4a-5に類似した種類のホモログが発現していた．これまで存在し
ないとされてきたCCD4遺伝子断片が黄色系栽培種および野生種のゲノム中にも見いだされた．

研究成果の概要（英文）：The diversity of carotenoid cleavage dioxygenase genes (CCD4s)
which operates specifically in ray florets of Chrysanthemum was analyzed. Although the CCD4 genes 
contain minor nucleotide sequence mutations, having high sequence similarlities of more than 90% in 
both Chrysanthemum cultivars and wild species, overall, they showed diversity. In Chrysanthemum 
cultivars at least 8 kinds of CCD4 homologs existed in their genome when classified by sequence 
similarity of 98% or more, 6 of which were expressed in ray florets. In the diploid Chrysanthemum 
wild species, Chrysanthemum makinoi, CCD4 homologs similar to CmCCD4a-5 of the cultivar‘Jimba’ 
were expressed. CCD4 gene fragments, which have been thought not to exist in the genomes of yellow 
flowered cultivars and wild species, have also been found.

研究分野：園芸科学

キーワード： 遺伝子　カロテノイド　キク　バイオインフォマティクス
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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 
(1) 栽培ギク(Chrysanthemum morifolium)
では古くから交雑育種とともに突然変異育
種が盛んに行われてきている．多くの植物で
有色花が白色花に対して優性であることが
一般的であるが，栽培ギクではカロテノイド
色素を発現していない白色が同色素を発現
する黄色に対して優性を示すことおよび突
然変異による枝変わりにおいては白色から
黄色への変異のみが起こることが知られて
おり，そのメカニズムは謎とされていた．
2006 年 Ohmiya らがキク花弁においては白色
花弁においてもカロテノイド生合成系遺伝
子が発現していることを明らかにするとと
もに，シロイヌナズナのカロテノイド酸化開
裂酵素（Carotenoid cleavage dioxygenase）
遺伝子に相同性のある CmCCD4（以下，単に
CCD4 と略す）がキクの花弁において白色花色
の発現を担っていることを明らかにした．こ
れらの研究により，これまでキクの育種の上
で理解しにくかった白色が黄色に対して優
性遺伝することおよび突然変異において白
色から黄色への変異しか起こらない現象が
一挙に明らかになった．その後，栽培ギクで
は CCD4 が多義遺伝子群を構成しており，花
色変異した枝変わり間で CCD4 遺伝子群の一
部に変異が認められたこと（Yoshioka ら，
2012），遺伝子組換え技術を利用した CCD4 遺
伝子の発現抑制により白色品種‘神馬’から
黄色花色変異が得られたこと（Ohmiya ら，
2009），同品種‘神馬’への段階的なイオン
ビーム照射によって得られた黄色花色変異
の濃淡と保有している CCD4 遺伝子の数の間
に関連が認められたこと（Ohmiya ら，2012）
などが次々に明らかにされてきている．以上
より，栽培ギクが保有する CCD4 遺伝子の種
類や数と，栽培ギクの白色度や易変性の品種
間差との関連が推測される．しかし，CCD4 遺
伝子の多様性については品種‘神馬’で 6種
類（うち１種類は偽遺伝子）が単離されてい
る程度で，広く栽培ギク品種における多様性
を調べた知見はない． 
 
(2) 栽培ギクは六倍体を中心とした染色体
構成をもっており，その成立には複数のキク
属野生種が関わっていると推定されている．
一方，栽培ギクとキク属野生種は比較的容易
に交雑可能であり，柴田ら(1988）は育種的
に未利用と考えられてきた舌状花（花弁）を
もたないイソギク（C.pacificum）と栽培ギ
クとの種間交雑により新しい小輪のスプレ
ーギク品種群を作出し，わが国のキク生産に
貢献した．Yoshioka ら（2009）は花弁をも
たないイソギクと黄色の園芸品種との交雑
後代における花色と CCD4 遺伝子の存在につ
いて解析し，舌状花をもたないイソギクの中
に CCD4 遺伝子を有するものとそうでないも
のがある可能性を示した．さらに，栽培ギク
の含まれるキク属植物は，中国や日本を中心
とする東アジアにのみ自生しており，わが国

にも 20 種類近いキク属野生種が分布する．
その形態的特性および倍数性から，黄色舌状
花弁グループ，白色舌状花弁グループ，そし
て無舌状花弁グループの３つに大別され（図
１），これら３つのグループ内で高次倍数性
の系統進化が図られてきたと考えられてい
る．しかしながら，キク属野生種の CCD4 遺
伝子の変異についてはまったく知見がない． 

 
２．研究の目的 
 キクの舌状花弁で特異的に働く CCD4 はキ
クの花色発現においてきわめて重要な役割
を果たしている．そこで本研究では，栽培ギ
クにおける CCD4 遺伝子の種類や数に関して
の品種間差を解析する．また，日本に広く自
生する花弁をもたず育種素材として有用な
キク属野生種イソギクとその近縁種シオギ
ク（C.shiwogiku）について，CCD4 遺伝子の
保有状況を明らかにし，キクの種間交雑育種
に活用する．さらに，キク属野生種における
CCD4 遺伝子の多様性を解析することにより，
キク属植物の系統進化の過程の解明に役立
てる．以上のように，本研究は，多角的にキ
ク属植物の CCD4 遺伝子の多様性を解析し，
キクの育種のための基礎的知見を得ようと
するものである． 
 
３．研究の方法 
(1) 供試する栽培ギク品種とキク属野生種
としては，連携研究者が所属する独立行政法
人 農業・食品産業技術総合研究機構 花き
研究所（現 国立研究開発法人 農業・食品
産業技術総合研究機構 野菜花き研究領域）
に保存されているキク遺伝資源の中から主
に選定した．栽培ギク品種に関しては，枝変
わり品種には周縁キメラ構造を有すること
が想定されることから，交雑による実生由来
の品種に限定するとともに，さまざまな花色
の品種を選定し，白色系品種については特に
異なる白色度の品種を複数選定した．なお，
当初は栽培ギクとして白色系およびピンク
色系品種を用いたが，その後，黄，橙，赤と
いった黄色系品種についても追加で供試し
た．また，野生種についても広島大学植物遺
伝子保管実験施設で保存されているキク属
野生種を追加で供試した． 
 
(2) 選定した栽培ギク品種およびキク属野



生種を材料としてゲノム DNA 由来の CCD４部
分断片のクローニングを行った．具体的には
茎頂部から抽出キットを用いてDNAを抽出し，
栽培ギク品種‘神馬’で報告されている CCD4
遺伝子配列を基に設計したプライマーで PCR
法により約 500bp の部分断片を増幅した．な
お，キクでは CCD4 遺伝子ホモログとして機
能不明のCCD4b遺伝子についても報告されて
いるが，本研究ではキクの舌状花弁で特異的
にカロテノイドを分解する働きをもつと考
えられる CCD4a を対象とした．PCR 精製産物
をベクターに組み込んで大腸菌に形質転換
した．コロニーPCR による選抜の後，液体培
養で増殖し，プラスミドを抽出した．品種・
系統あたり基本的に 24 クローンずつシーケ
ンスを得て，配列を解析した．得られた部分
配列には微少な変異が多数含まれていたこ
とから，98％の類似性を基準に分類を行った．
また，白色系およびピンク系栽培ギク品種に
ついては，開花時の舌状花由来のcDNAとCCD4
の各ホモログ特異的プライマーを用いて定
量PCRを行い花弁で実際に発現しているCCD4
ホモログの構成を調べた．さらに，白色二倍
体野生種リュウノウギク（C.makinoi）につ
いては，開花時の舌状花由来の cDNA と品種
‘神馬’で報告されている CmCCD4a-5 遺伝子
配列を基に設計したプライマーでPCRを行い，
約1,800bpの完全長の配列断片を増幅し完全
長配列を解析した． 
 
(3) 花弁をもたないキク属野生種２種につ
いては，農研機構 花き研究所に保存されて
いる系統を供試し，Yoshioka ら（2009）の用
いたプライマーによって CCD4 遺伝子の保有
状況について予備的な分析を行ったところ，
安定的な電気泳動の結果が得られなかった
ことから，栽培ギク品種‘神馬’で報告され
ている 6 種類の CCD4 遺伝子において
Yoshioka ら(2009)の報告に近接の後半部分 
（+1144～+1929）を増幅するプライマーを設
計し，(2)に記載した前半部分と併せて CCD4
遺伝子の保有状況を調べた． 
 
４．研究成果 
(1) 栽培ギクではまずCCD4遺伝子が発現し
ていると考えられる白色系およびピンク系
の58品種について，ゲノムDNAにおけるCCD4
の部分配列の多様性について解析した．１品
種あたり最大 24クローンについて CCD4 遺伝
子の部分配列が得られたが，品種ごとに微少
な変異を含む1～19種類の配列が認められた．
そこで，品種‘神馬’で報告されている
CmCCD4a-1,2,3,4,5 および 6の 6種類との 98
以上の配列類似性を基準として，58 品種全体
で単離された 37 種類のホモログについて分
類したところ，‘神馬’で報告されている 6
種類に加えて新たに2種類のホモログが見い
だされた．すなわち，栽培ギクのゲノムには
多くの品種間で認められる主要な CCD4 配列
が 8 種類（CmCCD4a-1,2,3,4,5，6，New-1 お

よび New-2）あることが明らかにできた．こ
れら8種類のホモログのそれぞれの品種にお
ける構成をみると，品種間差が認められ，大
まかに CmCCD4a-5 のみ，CmCCD4a-1,4 の組み
合わせ，CmCCD4a-2,3,6 の組み合わせといっ
た比較的単純な構成と，多くの種類の組み合
わせによる複雑な構成に分類できた． 
 
(2) 配列の途中に終止コドンを含むために
偽遺伝子と推定された CmCCD4a-4 と New-2 を
除いた6種類について判別可能なプライマー
を設計し，満開時の花弁における発現を，白
色系およびピンク色系の 20 品種で解析した
結果，これら 6種類がどれも花弁で発現して
いることが確認された．しかし，発現が比較
的 高 い 主 要 な 発 現 ホ モ ロ グ は
CmCCD4a-1,2,3,5 の 4 種類であること，花弁
で発現しているホモログについても，
CmCCD4a-5 のみ，CmCCD4a-1 のみといった単
純 な 構 成 の も の と ，
CmCCD4a-1,2,3,5,6,New-1 のほとんどが発現
した複雑な構成のものが認められた．白色系
品種における白色度や枝変わりの易変性と
CCD4 遺伝子の種類や数との間には明確な関
連は認められなかったが，白色度の高い品種
ではCmCCD4a-1が発現しているものが多い傾
向があった． 
 
(3) 一方，無舌状花のキク属野生種イソギ
ク 32 系統およびシオギク 21 系統の CCD4 遺
伝子の保有について，Yoshioka らの報告によ
るプライマーでは判別できなかったことか
ら，プライマーを変えて解析したところ，予
想外に全ての系統で部分断片が増幅された．
これらの実験結果により，当初予定していた
イソギクやシオギクの地理的な分布などに
よるCCD遺伝子の有無の解析は断念せざるを
得なかった． 
 
(4) キク属野生種 15 種 29 系統について，
品種‘神馬’の 6 種類の CCD4 ホモログにお
いて保存されている領域をPCRのプライマー
として CCD4 の部分配列を単離し解析したと
ころ，栽培ギク品種同様に野生種の種・系統
ごとに微少な変異を含む多様な配列が認め
られた．98％以上の配列類似性をもとに CCD4
遺伝子ホモログを分類したところ，白色系お
よびピンク色系の栽培種で認められた
CmCCD4a-New1,2 以外に，多くの野生種で認め
ら れ る 主 要 な CCD4 配 列 が 3 種 類
（CCD4-New3,4,5）見いだされた．なお，供
試した全ての野生種で‘神馬’の CmCCD4a-5
に類似した配列の保有が認められた．さらに
これまでの報告で CCD4 ホモログを欠くとさ
れてきた黄色の野生種についても部分配列
の存在が認められた． 
 
(5) 白色舌状花をもつ二倍体野生種リュウ
ノウギク 3 系統の花弁で発現している CCD4
遺伝子の全長配列について解析した結果，3



系統のリュウノウギクの白色舌状花からそ
れぞれ異なる 7～13 種類の CCD4 遺伝子の完
全長ホモログが単離された．これらはすべて
アミノ酸配列からカロテノイドを分解する
機能を有するものと考えられた．すなわち，
CCD4 遺伝子については二倍体のリュウノウ
ギクにおいても，複数座で存在し，かつ種内
変異および個体内変異が存在することが明
らかになった．一方，単離された完全長の
CCD4 遺伝子は，品種‘神馬’の CmCCD4a-5 に
類似の配列であった． 
 
(6) 当初 CCD4遺伝子をもたないとされてい
た黄色舌状花をもつ二倍体野生種キクタニ
ギク 2系統と黄，オレンジ，赤といった黄色
系栽培種 12品種のゲノムにおける CCD4 遺伝
子の部分配列について解析した結果，黄色二
倍体野生種のキクタニギクおよび黄色系栽
培種のゲノムには，すべて開始コドンを含む
約 500bp 以上の CCD4 遺伝子断片配列が存在
することが確認された．なお，キクタニギク
では主に CmCCD4a-1 および 5に類似の配列が
見いだされ，黄色系栽培種ではきわめて多様
性に富むもののCmCCD4a-5に類似の配列が共
通して見いだされた． 
 
(7)Kishimoto ら（2004）はオレンジ色の栽培
ギク品種‘サニーオレンジ’の花弁に含まれ
るカロテノイドを分析し，新規のカロテノイ
ドを含む 16 種類のカロテノイドを同定して
いるが，そのほとんどがルテインの誘導体お
よび異性体であったとしている．キクの花弁
特異的に働いている CCD4 はこのような多様
なカロテノイドを分解することから，その種
類は一様でなく多様性に富んでいるのでは
ないかと考えられた．一方，多様ではあるも
のの CCD4 遺伝子については種類および数に
おいて品種間差があることも明らかになっ
た．さらに，キク属野生種では CmCCD4a-5 に
類似の CCD4 が広く認められること，また当
初 CCD4 遺伝子は黄色系品種や野生種では存
在しないと考えられていたが，少なくとも本
研究の結果から開始コドンを含む CCD4 遺伝
子の前半部分は，すべてのキク品種および野
生種に存在するのではないかと考えられた．
無舌状花野生種で発現している CCD4 遺伝子
については検出技術も含めて再考する必要
性があるものと考えられた． 
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