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多様な花色発現は主としてｱﾝﾄｼｱﾆﾝと呼ばれる水溶性のﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞ色素によって決定される｡ｱﾝﾄｼ

ｱﾆﾝは樺一赤-紫色までの幅広い色相を呈する主要なﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞ色素であり､生合成酵素遺伝子について

は概ね明らかとなっている｡一般的にｱﾝﾄｼｱﾆﾝは3位の水酸基が配糖化されており,色素の安定性や分

子会合に寄与しているとされている｡ｱﾝﾄｼｱﾆﾝ色素は骨格形成後に配糖化やｱｼﾙ化などの修飾受け､

液胞に輸送されて蓄積するo黄色のﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞ色素であるｵ-ﾛﾝは蛍光特性を有する鮮やかな黄色を呈す

るﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞであり､ｵｰﾛﾝの一種であるｵ-ﾚｳｼｼﾞﾝの6位配糖体はｺﾞﾏﾉﾊｸﾞｻ科ｷﾝｷﾞｮｿｳの黄

色花弁の主要色素であるoこれ以外にもﾘﾅﾘｱ,ﾀﾞﾘｱ､ﾀﾞｲｽﾞ､ｵｷｻﾞﾘｽ､ｽﾀ-ﾁｽなど埴物界に幅広く

存在するﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞ色素である｡また､ｾﾞﾆｺﾞｹなどの苔類においてもｵｰﾛﾝめ蓄積が報告されている｡ｵ

ｰﾛﾝの多くは6位が配糖化されている｡花井産業では花色は重要な形質であるが主要な園芸櫨物であるｾﾞ

ﾗﾆｳﾑ,ｼｸﾗﾒﾝ,ｾﾝﾄﾎﾟｰ｣Jｱ､ｱｻｶﾞｵなどには黄色がないため黄色晶種の開発が切望されている｡

黄色ｷﾝｷﾞｮｿｳ花弁から､ｶﾙｺﾝからｵｰﾚｳｼｼﾞﾝを生成する活性を指標にｵ-ﾛﾝ合成酵素

(AmASl)が精製された｡単離されたAmASlは銅を含む39kDaの糖ﾀﾝﾊﾟｸ質であった｡ｱﾐﾉ酸配列を基に単

離されたAmASl遺伝子は推定64kDaのﾎﾟﾘﾌｴﾉｰﾙ酸化酵素ﾎﾓﾛｸﾞであった｡しかしながらAmASlを

過剰発現する形質転換ﾄﾚﾆｱはｵｰﾛﾝの蓄積は認められず､花色は変化しなかった｡

本研究ではAmASlﾀﾝﾊﾟｸ質の細胞内局在性を細胞小器官分画ｻﾝﾌﾟﾙのｳｪｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾄ解析と､

AmASlとGFPとを融合したｷﾒﾗﾀﾝﾊﾟｸ質を用いた一過的発現解析によって検討した｡活性型と思われる

39KDaのﾊﾞﾝﾄﾞとAmASl活性は液胞ﾏ-ｶｰと共存したo AmASlのN末60ｱﾐﾉ酸とGFPを融合した遠伝

子をﾀﾏﾈｷﾞおよびｷﾝｷﾞｮｿｳ花弁に発現させた結果,いずれも遺伝子導入48時間後に液胞に局在した｡こ

の液胞局在性は小胞体からｺﾞﾙｼﾞ体-の小胞輸送を抑制するﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型のAtSar[との共発現によ

り阻害されたため, AmASlは小胞体からｺﾞﾙｼﾞ体を経て液胞へ輸送されると考えられたo

ｶﾙｺﾝは中性付近のpHで自動閉環する不安定なﾌﾗﾎﾟﾉｲﾄﾞであるが､酸性条件下では安定である｡

AmASlはｶﾙｺﾝ4 `位配糖体を基質にｵｰﾛﾝ6位配糖体を生成できることから,ｵｰﾛﾝ合成の場は液胞

で, AmASlの真の基質はｶﾙｺﾝ4'位配糖体であると考え,ｷﾝｷﾞｮｿｳ花弁由来cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-からｶ

ﾙｺﾝ4 `位配糖化酵素遺伝子の単離を試みた｡二次代謝に関わる配糖化酵素(uGT)に高く保存されている

PSPGﾎﾞｯｸｽを含む領域をﾌﾟﾛｰﾌﾞにｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞした結果､ 1 8種のｷﾝｷﾞｮｿｳ由来uGT遺伝子を同定し

た占この中でAmASlと協調的な遺伝子発現ﾊﾟﾀｰﾝを示すuGT88D3を同定した｡ Blast解析の結果､

UGT88D3はｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの機能未知のUGT88Alと弱い相同性を示し,その一次配列から機能は推定でき

なかった｡大腸菌において発現させたuGT88D3をｶﾙｺﾝと反応させたところ4'位に特異的に配糖化活性を

有していた｡ uGT88D3を過剰発現させたﾄﾚﾆｱにおいてｶﾙｺﾝ4`位配糖体の蓄積を確認した｡さらに

UGT88D3とAmASlとを畢発現したﾄﾚﾆｱにおいてｵｰﾛﾝ6位配糖体の蓄積を確認した｡共発現に加え,

内在性ｱﾝﾄｼｱﾆﾝ経路を抑制したﾄﾚﾆｱにおいて黄色い花弁が形成された｡以上のようにｶﾙｺﾝの4'

位配糖化と､それに引き続く酸化的な環形成反応がｵｰﾛﾝ6位配糖体に至る分子機構であることを明らかに

した｡本研究での黄色花の分子育種法は初期ﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞであるｶﾙｺﾝを基質とするため､極めて汎用的な

方法であり､将来的に花斉園芸産業に大きく貢献できるものと期待される｡
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本研究は､これまで明らかにされていなかった黄色のﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞ色素であるｵｰﾛﾝの生合成機構を明ら

かにするとともに､分子育種的な手法により黄色花を作ることに成功した｡

黄色ｷﾝｷﾞｮｿｳ花弁から,ｶﾙｺﾝからｵｰﾚｳｼｼﾞﾝを生成する活性を指標にｵｰﾛﾝ合成酵素

(AmASl)の遺伝子が単離された｡しかしながらAmASlを過剰発現する形質転換ﾄﾚﾆｱはｵｰﾛﾝの蓄積は

認められず､花色は変化しなかった｡そこで､本研究ではAmASlﾀﾝﾊﾟｸ質の細胞内局在性を細胞小器官分

画ｻﾝﾌﾟﾙのｳｪｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾄ解析により解析したところ､ AmASlは液胞に局在することが明らかになったoこ

の液胞局在性は小胞体からｺﾞﾙｼﾞ体への小胞輸送を抑制するﾄﾞﾐﾅﾝﾄﾈｶﾞﾃｲﾌﾞ型のAtSarlとの共発現によ

り阻害されたため, AmASlは小胞体からｺﾞﾙｼﾞ体を経て液胞へ輸送されると考えられた｡

ｶﾙｺﾝは中性付近のpHで自動閉環する不安定なﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞであるが,酸性条件下では安定であるo

AmASlはｶﾙｺﾝ4`位配糖体を基質にｵｰﾛﾝ6位配糖体を生成できることから,ｵｰﾛﾝ合成の場は液胞

で､ AmASlの真の基質はｶﾙｺﾝ4'位配糖体であると考え､ｷﾝｷﾞｮｿｳ花弁由来cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘｰからｶ

ﾙｺﾝ4 `位配糖化酵素遺伝子の単離を試みた｡ﾆ次代謝に関わる配糖化酵素(uGT)に高く保存されている

pspGﾎﾞｯｸｽを含む領域をﾌﾟﾛｰﾌﾞにｽｸﾘｰﾆﾝｸﾞした結果､ 18種のｷﾝｷﾞｮｿｳ由来uGT遺伝子を同定し

た｡この中でAmASlと協調的な遺伝子発現ﾊﾟﾀｰﾝを示すUGT88D3を同定した｡ Blast解析の結果,

uGT88D3はｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの機能未知のUGT88Alと弱い相同性を示し､その一次配列から機能は推定でき

なかったo大腸菌において発現させたUGT88D3をｶﾙｺﾝと反応させたところ4'位に特異的に配糖化活性を

有していた｡ UGT88D3を過剰発現させたﾄﾚﾆｱにおいてｶﾙｺﾝ4 `位配糖体の蓄積を確認したoさらに

uGT88D3とAmASlとを共発現したﾄﾚﾆｱにおいてｵｰﾛﾝ6位配糖体の蓄積を確認した｡共発現に加え､

内在性ｱﾝﾄｼｱﾆﾝ経路を抑制したﾄﾚﾆｱにおいて黄色い花弁が形成された｡以上のようにｶﾙｺﾝの4'

位配糖化と,それに引き続く酸化的な環形成反応がｵｰﾛﾝ6位配糖体に至る分子機構であることを明らかに

した｡本研究での黄色花の分子育種法は初期ﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞであるｶﾙｺﾝを基質とするため,極めて汎用的な

方法であり､将来的に花弄圃芸産業に大きく貢献できるものと期待される｡

以上のように､本論文は黄色のﾌﾗﾎﾞﾉｲﾄﾞ色素であるｵｰﾛﾝの生合成機構を初めて明らかにし､その機構

を利用した分子育種により黄色花弁をもたない園芸埴物に黄色花を付与することに成功したもので､学術上､

応用上貢献するところが少なくない｡よって審査委員一同は,本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文と

して価値あるものと認めた｡


