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藤本ら：ユリ形質転換体の形質調査

　花色や葉色は花き園芸植物において重要な形質であり、新た
な花色や葉色をもつ新品種の作出は、花き園芸植物の育種目標
の１つとなっている。アントシアニン類は花色や葉色を決定す
る主要な色素であり、それらはフラボノイド生合成経路により
合成される。この経路はすでに多くの植物種において詳細に解
明されており（Forkmann、1991；Koes ら、2005）、フラボノ
イド生合成酵素の遺伝子も様々な植物種から単離されている。
また、一部の花き園芸植物では、フラボノイド生合成酵素遺伝
子を単独で用いた形質転換による花色の改変が成功している

（Kamiishi ら、2012；Noda ら、2013）。
　一方、近年、黄葉・銅葉・赤葉などカラフルな色彩の葉をも
つ花き園芸植物がカラーリーフプランツと呼ばれるようにな
り、その人気が高まっている。多くのカラーリーフプランツで
は、アントシアニン類が葉の細胞で多量に生合成および蓄積さ
れていることから、葉におけるアントシアニン類の生合成誘導
により、新たなカラーリーフプランツの作出を行うことができ
ると考えられる。しかしながら、一般的な植物の葉においては
複数のフラボノイド生合成酵素遺伝子の発現が欠如しており、
単独のフラボノイド生合成酵素遺伝子を用いた形質転換ではア
ントシアニン類の生合成は生じない。したがって、複数のフラ
ボノイド生合成酵素遺伝子を同時に導入するか、発現を同時に
活性化させる必要がある（Kanemaki ら、2018）。
　R2R3-MYB タンパク質、塩基性ヘリックスループヘリック
ス（basic helix-loop-helix；bHLH）タンパク質および WD40リ
ピート（WD40 repeat；WDR）タンパク質は、複合体（MBW
複合体）を形成し、複数のフラボノイド生合成酵素遺伝子の発
現を同時に活性化することでアントシアニン類の生合成を誘導
する（Koes ら、2005）。これらのタンパク質をコードする遺伝
子のうち、R2R3-MYB 遺伝子は様々な植物から単離されてお

り、その異所発現により植物体全体におけるアントシアニン類
の顕著な生合成および蓄積が誘導されている（Bradley ら、
1998；Laitinen ら、2008）。したがって、R2R3-MYB 遺伝子を
用いた形質転換は、花色および葉色の改変に有効であると考え
られる。
　ユリ（Lilium spp.）は、ユリ科に属する重要な花き園芸植
物である。一部の品種ではアグロバクテリウム法による形質転
換 シ ス テ ム が 確 立 さ れ て い る が（Hoshi ら、2004、2005；
Wang ら、2012）、MBW 複合体関連遺伝子を用いた形質転換
は行われていない。本研究では、MBW 複合体関連遺伝子を用
いた形質転換によるユリの花色および葉色の改変を目的とし
て、シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）由来 MBW 複合
体関連遺伝子が単独または複数組み合わせて導入された形質転
換体の形質調査を行った。

材料および方法

植物材料
　植物材料には、ユリ ‘ アカプルコ ’ の形質転換体を用いた。
これらの形質転換体には、カリフラワーモザイクウイルス

（CaMV）35S プロモーター制御下のシロイヌナズナ由来 R2R3-
MYB 遺 伝 子 PAP1（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AF325123；
GenBank/EMBL/DDBJ データベース）、bHLH 遺伝子 GL3（ア
クセッション番号 AF246291；GenBank/EMBL/DDBJ データ
ベース）および WDR 遺伝子 TTG1（アクセッション番号
AK227211；GenBank/EMBL/DDBJ データベース）が単独ま
たは複数組み合わせて導入されている（P1、PAP1が単独で導
入された系統；G1、GL3が単独で導入された系統；T1、
TTG1が単独で導入された系統；PG、PAP1および GL3が導
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要　約
　花き園芸植物において、花色や葉色は重要な形質である。アントシアニン類は花色や葉色を決定する主要な色素であり、そ
れらはフラボノイド生合成経路により合成される。R2R3-MYB タンパク質、bHLH タンパク質および WDR タンパク質は、複
合体（MBW 複合体）を形成し、フラボノイド生合成酵素遺伝子の転写を活性化することが知られている。本研究では、MBW
複合体関連遺伝子を用いた形質転換によるユリ ‘ アカプルコ ’ の花色および葉色の改変を目的として、シロイヌナズナ由来
MBW 複合体関連遺伝子が単独または複数組み合わせて導入された形質転換体の形質調査を行った。一部の形質転換系統では、
小植物体の栄養器官が薄赤紫色または濃赤紫色に変化していた。これまでに４系統の形質転換体が開花に至ったが、bHLH 遺
伝子が単独で導入された２系統の形質転換体においては、非形質転換体と比較して花被色が濃くなっていた。形質転換体の花
被におけるアントシアニン類の定量分析を行ったところ、色が濃く変化した花被の総アントシアニン含量は非形質転換体と比
較して有意に増加していた。これらの結果から、外来 MBW 複合体遺伝子の異所発現により、小植物体の栄養器官や花被にお
ける内生フラボノイド生合成酵素遺伝子の転写が活性化され、アントシアニン類の生合成および蓄積が促進されたと考えられ
る。本研究により、MBW 複合体関連遺伝子を用いた形質転換によるユリの花色および葉色の改変の可能性が示された。
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入された系統；PT、PAP1および TTG1が導入された系統；
GT、GL3および TTG1が導入された系統；PGT、PAP1、
GL3および TTG1が導入された系統）。なお、これらの遺伝子
に加えて、いずれの形質転換体にも、ノパリン合成酵素遺伝子

（NOS）プロモーター制御下のカナマイシン耐性遺伝子
（NPTII）遺伝子および CaMV35S プロモーター制御下のハイ
グロマイシン耐性遺伝子（HPT）が導入されている。形質転
換小植物体は、鉢に定植して明るい室内（20〜28℃；日長調節
なし）で栽培した。

形質転換体の形質調査
　定植時に、形質転換小植物体の新鮮重を調査した。また、定
植時における形質転換小植物体の栄養器官（鱗片、鱗片葉およ
び根）の色の変化、および開花期（定植して約36カ月後）にお
ける形質転換体の葉および花被の色の変化を肉眼で評価した。
コントロールとしては、形質転換体と同様の環境下で栽培した
非形質転換体を用いた。

アントシアニン定量分析
　開花個体における葉および花被のアントシアニン含量は、
Kanemaki ら（2018）の報告に従って分析した。新鮮重300 mg
の葉および100 mg の花被から総アントシアニンを抽出し、抽
出液の530 nm および657 nm における吸光度を分光光度計

（Ultrospec 3000；GE healthcare）により測定し、総アントシ
アニン含量は、計算式（A530 - 0.25 × A657）× M-1で算出した

（A530、530 nm における吸光度；A657、657 nm における吸光度；
M、新鮮重）。コントロールとしては、形質転換体と同様の環
境下で栽培した非形質転換体を用いた。

結果

定植時における形質転換小植物体の形質調査
　一部の形質転換小植物体においては、栄養器官（鱗片、鱗片
葉または根）に色の変化（薄赤紫色～濃赤紫色）が観察された

（図１）。栄養器官の色の変化を肉眼により３段階で評価し（-、

色の変化なし；+、薄赤紫色に変化；++、濃赤紫色に変化）、
各器官においてそれぞれの色の変化を示す系統の割合を算出し
た（表１）。形質転換小植物体の鱗片に関しては、導入遺伝子
の種類や組み合わせにかかわらず、薄赤紫色に変化（+）した
系統が観察された。また、P1、G1、PG、GT および PGT 系統
においては、鱗片が濃赤紫色に変化（++）した個体も観察さ
れた。形質転換小植物体の鱗片葉に関しては、P1、G1、PG、
PT および PGT 系統において薄赤紫色に変化（+）した個体が
観察された。また、G1、PG および PGT 系統においては、鱗
片葉が濃赤紫色に変化（++）した個体も観察された。形質転
換小植物体の根に関しては、G1、PG、GT および PGT 系統に

表１　シロイヌナズナ由来 MBW 複合体遺伝子が導入されたユリ ‘ アカプルコ ’ 形質転換小植物体の各器官における色の変化
形質転換系統 a P1 G1 T1 PG PT GT PGT
全個体数 100 46 100 50 30 60 66
色が変化した個体数 b

鱗片 - 61 （61.0%） 29 （63.0%） 85 （85.0%） 15 （30.0%） 16 （53.3%） 46 （76.7%） 45 （68.1%）
+ 35 （35.0%） 15 （32.6%） 15 （15.0%） 27 （54.0%） 14 （46.7%） 12 （20.0%） 17 （25.8%）
++ 4 （4.0%） 2 （4.3%） 0 （0%） 8 （16.0%） 0 （0%） 2 （3.3%） 4 （6.1%）

鱗片葉 - 81 （81.0%） 40 （86.9%） 100 （100%） 27 （54.0%） 23 （76.7%） 51 （85.0%） 53 （80.3%）
+ 19 （19.0%） 5 （10.9%） 0 （0%） 17 （34.0%） 7 （23.3%） 9 （15.0%） 7 （10.6%）
++ 0 （0%） 1 （2.2%） 0 （0%） 6 （12.0%） 0 （0%） 0 （0%） 6 （9.1%）

根 - 100 （100%） 42 （91.3%） 100 （100%） 31 （62.0%） 30 （100%） 57 （95.0%） 56 （84.8%）
+ 0 （0%） 3 （6.5%） 0 （0%） 16 （32.0%） 0 （0%） 3 （5.0%） 6 （9.1%）
++ 0 （0%） 1 （2.2%） 0 （0%） 3 （6.0%） 0 （0%） 0 （0%） 4 （6.1%）

a �P1、PAP1（R2R3-MYB 遺伝子）が単独で導入された系統；G1、GL3（bHLH 遺伝子）が単独で導入された系統；T1、TTG1（WDR
遺伝子）が単独で導入された系統；PG、PAP1および GL3が導入された系統；PT、PAP1および TTG1が導入された系統；GT、
GL3および TTG1が導入された系統；PGT、PAP1、GL3および TTG1が導入された系統。

b �各形質転換系統における鱗片、鱗片葉および根の色が変化した小植物体数およびその割合（-、色の変化なし；+、薄赤紫色に変化；
++、濃赤紫色に変化）。

図１　シロイヌナズナ由来 PAP1（R2R3-MYB 遺伝子）およ
び GL3（bHLH 遺伝子）が導入されたユリ ‘ アカプルコ ’ 形質
転換小植物体。濃赤紫色に変化した部分が黒く示されている。
スケールバー = 1 cm。
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おいて薄赤紫色に変化（+）した個体が観察された。また、
G1、PG および PGT 系統においては、根が濃赤紫色に変化（++）
した個体も観察された。なお、器官の種類にかかわらず、薄赤
紫色に変化（+）した個体の割合は PG 系統で最も高かった。
また、濃赤紫色に変化（++）した個体の割合は、鱗片および
鱗片葉については PG 系統で最も高く、根については PGT 系
統で最も高かった。

開花期における形質転換体の形質調査
　形質転換体を鉢に定植し、室内で36カ月間栽培した。小植物
体の栄養器官に顕著な色の変化を示した形質転換体の多くは、
定植後にも赤紫色の葉や茎を形成した。しかしながら、このよ
うな葉や茎の色が変化した形質転換系統の成長は、非形質転換
体と比較して劣っていた。現在のところ、４個体（P1-3、
G1-4、G1-5および PG-2）の形質転換体が開花に至っている。
これら全ての形質転系統において、肉眼による葉色の変化は観
察されなかった。一方、GL3が単独で導入された２個体（G1-4
および G1-5）においては、花被色が非形質転換体と比較して
濃く変化していた。さらに、G1-4においては、花糸および花柱
の一部が薄赤紫色に変化していた（図２；図３）。

開花個体の葉および花被におけるアントシアニン定量分析
　開花した４個体の形質転換体における葉および花被における
総アントシアニン含量を分析したところ、葉における総アント
シアニン含量に関しては、いずれの形質転換系統においても、
非形質転換体と比較して有意差がみられなかった（図４）。一方、
花被色が濃く変化した形質転換体（G1-4および G1-5）の外花
被および内花被における総アントシアニン含量は、非形質転換
体と比較して約４倍と有意に高かった（図４）。この結果から、
G1-4および G1-5における花被色の変化は、総アントシアニン
含量の増加によるものであることが示された。

考察

　本研究で調査した形質転換小植物体の一部では、栄養器官（鱗
片、鱗片葉または根）が薄赤紫色または濃赤紫色に変化してい
た。分光光度計による分析は行なっていないが、これはアント
シアニン類の生合成および蓄積によるものと思われる。形質転
換小植物体の鱗片に関しては、導入遺伝子の種類や組み合わせ
にかかわらず色の変化した個体が観察された一方で，根の色が
変化した形質転換体は GL3が導入された系統（G1、PG、GT
および PGT 系統）でのみ観察された。この結果から、ユリ ‘ ア
カプルコ ’ における内生 MBW 複合体関連遺伝子は栄養器官の
種類により異なる発現パターンを示すと考えられ、ユリの根に
おいては内生bHLH遺伝子が発現していないことが示唆された。
　小植物体の栄養器官の色が変化した形質転換体の割合が PG
系統で高かったことから、ユリ栄養器官の色の改変には R2R3-
MYB 遺伝子と bHLH 遺伝子を組み合わせて導入することが効
果的であると考えられた。小植物体における栄養器官の色の変
化は、鉢植え栽培後に形成された栄養器官にも維持されていた
が、このような葉や茎の色が変化した形質転換体の成長は、非
形質転換体と比較して明らかに劣っていた。また、開花に至っ
た４個体の形質転換体の全てにおいて、肉眼による葉色の変化
は観察されなかった。これらの結果は、栄養器官におけるアン
トシアニン類の過剰な蓄積により、形質転換体の成長が抑制さ
れることを示唆している。同様の現象は、R2R3-MYB 遺伝子
の異所発現により、栄養器官における顕著なアントシアニン類
の蓄積が誘導されたペチュニア（Bradley ら、1998）、タバコ（An
ら、2015）および宿根トレニア（藤本ら、2018）の形質転換体
においても観察されている。
　本研究では、４個体の形質転換体が得られ、うち２個体の
G1系統において花被色が濃く変化していた。また、これらの
花被においては、総アントシアニン含量が非形質転換体と比較

図２　シロイヌナズナ由来 WDR 複合体関連遺伝子が導入され
たユリ ‘ アカプルコ ’ 形質転換体の開花個体。WT、非形質転
換体；P1、PAP1（R2R3-MYB 遺伝子）が単独で導入された
系統；G1、GL3（bHLH 遺伝子）が単独で導入された系統；
PG、PAP1および GL3が導入された系統。スケールバー = 10 
cm。

図３　シロイヌナズナ由来 WDR 複合体関連遺伝子が導入され
たユリ ‘ アカプルコ ’ 形質転換体の花器官。WT、非形質転換体；
P1、PAP1（R2R3-MYB 遺伝子）が単独で導入された系統；
G1、GL3（bHLH 遺伝子）が単独で導入された系統；PG、
PAP1および GL3が導入された系統。スケールバー = 5 cm。



4

新潟大学農学部研究報告　第 72 巻（2020）

して有意に高かった。これらの結果は、ユリの花被におけるア
ントシアニン類の生合成が、R2R3-MYB 遺伝子の発現量より
も bHLH 遺伝子の発現量に影響を受けることを示しており、
ユリにおけるフラボノイド生合成酵素遺伝子の発現制御におい
てbHLH遺伝子が重要な役割を果たしていることが示唆された。
　本研究では、シロイヌナズナ由来 MBW 複合体関連遺伝子
の導入により、ユリ ‘ アカプルコ ’ の栄養器官および花器官の
色の改変に成功した。花色が濃く変化した形質転換体の花被で
は総アンシアニン含量が有意に増加していたことから、外来
MBW 複合体遺伝子の異所発現により、小植物体の栄養器官や
花被における内生フラボノイド生合成酵素遺伝子の発現が活性
化され、アントシアニン類の生合成および蓄積が促進されたと
考えられる。今後は、ユリの各器官における内生 MBW 複合
体関連遺伝子の発現解析および形質転換体における外来 MBW
複合体関連遺伝子の発現解析を行う予定である。また、シロイ
ヌナズナ由来 MBW 複合体関連遺伝子を用いた形質転換が他
品種のユリにおける花色および葉色改変に有効かどうかを検討
する予定である。
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Characterization of transgenic Lilium ‘Acapulco’ plants containing 
MBW-complex-related genes of Arabidopsis thaliana
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(Received December 24, 2019)

Summary
Flower and foliage colors are very important traits in ornamental plants. In most cases, anthocyanins are synthesized 

and accumulated in tepal or leaf cells, resulting in red, purple or violet flowers or leaves. MYB-bHLH-WDR (MBW)-complex, 
a ternary transcriptional complex, is known to induce anthocyanin accumulation through transcriptional upregulation of 
multiple genes for the flavonoid biosynthetic pathway. In the present study, we characterized transgenic Lilium ‘Acapulco’ 
plants containing the MBW-complex genes of Arabidopsis thaliana in various combination in order to modify its flower and 
leaf colors. Some transgenic plantlets had red-purple to deep red-purple vegetative organs (bulb scales, scaly leaves and/or 
roots). Transgenic plants with colored vegetative organs generally showed poor growth compared with non-transgenic 
plants, which may be due to an excessive accumulation of anthocyanins. Only four transgenic plants have so far reached the 
flowering stage, and all of them had green leaves as non-transgenic plants. Among four transgenic plants, two containing 
only the bHLH gene had deeper red tepals compared with non-transgenic plants. Spectrophotometer analysis showed that 
the total anthocyanin contents in deeper red tepals was significantly higher than non-transgenic plants. Our results indicate 
that ectopic expression of the heterogeneous MBW-complex genes in Lilium ‘Acapulco’ may activate the flavonoid 
biosynthetic pathway leading to anthocyanin synthesis and accumulation in vegetative and floral organs.
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