
ツツジの異なる花色の花冠における差次的発現解析

目 的

常緑性ツツジにおいて新花色領域の創出は長年の目標

であり，これまで遠縁交雑等の様々な試みが行われてい

るが，いまだ十分な成果は得られていない．また，常緑

性ツツジの花色に関して，分子生物学的知見はわずかし

か得られていない（水田ら，２００７，２００８；小林ら，２００７；

Nakatsuka at al．，２００８）．

そこで本研究では，常緑性ツツジの着色機構を DNA

レベルで解析し花色改変につなげるため，異なる花色の

花冠由来 cDNAライブラリーを構築し，サブトラクショ

ン法による差次的に発現する遺伝子の単離を試みた．ま

た，突然変異により花色が変化したツツジを用いて，ア

ントシアニジン分析と遺伝子発現解析を行った．

材料と方法

１．サブトラクション法による新規の着色関連遺伝子の単離

植物材料として，開花直前のピンク色と白色のキシツ

ツジ（Rhododendron ripense Makino）の花冠を用いた．２

つの異なる花色の花冠由来 cDNAライブラリー

（Stratagene）を構築し，DsDD cDNA Subtraction Kit

（Wako）を用いてサブトラクションを行った．その後，

pGEM－Easy vecter（Promega）にサブクローニングし，Big

Dye terminator cycle sequencing kit （Applied Biosystems）

を用いて塩基配列決定を行った．得られた配列は BLAST

プログラムを用いて相同性解析を行った．

２．突然変異による花色変化の原因遺伝子探索

植物材料として，開花直前のオオキリシマ‘大紫’（紫

色）（R.×pulchrum Sweet）と赤色変異花の花冠を用いた．

花冠はアントシアニジン分析と遺伝子発現解析を行った．

アントシアニジン分析のため，１００℃５秒でポリフェノー

ル酸化酵素を失活させた花弁を乾燥させ，５０％酢酸を加

え，一晩室温で色素を抽出した．その後，塩酸を加えて

加水分解し HPLCで分析した．またフラボノイド３’水酸

化酵素（F３’H）とフラボノイド３’５’水酸化酵素（F３’５’H）

を花色変化に関連する候補として，それらの遺伝子発現

解析を行った．F３’H と F３’５’H 遺伝子特異的なプライ

マーと SYBR－GreenⅠを用いて，Thermal Cycler Dice Real

Time System（TaKaRa）によるリアルタイム PCRを行っ

た．内部標準には，ツツジのアクチン遺伝子を用いた．

結果と考察

１．サブトラクション法による新規の着色関連遺伝子の単離

白色花冠で発現している cDNAをドライバー，ピンク

色花冠で発現している cDNAをテスターとしてサブトラ

クションを行い，得られた PCR産物の塩基配列を決定し

た．BLAST解析を行った結果，ツツジの花冠から新規の

着色関連遺伝子配列は単離できていないことが分かった．

この結果より，キシツツジ花冠のアントシアニン着色の

有無は，遺伝子発現量の差よりもむしろDNA配列構造の

差である可能性が示唆された．

２．突然変異による花色変化の原因遺伝子探索

‘大紫’の花冠は赤色のシアニジン系色素（シアニジン・

ペオニジン）と青色のデルフィニジン系色素（デルフィ

ニジン・ペチュニジン・マルビジン）をそれぞれ４９．３％

と５０．７％の割合で含んでいたが，赤色変異花はシアニジ

ン系色素のみを含んでいた．また，‘大紫’と比較して赤

色変異花では，F３’H と F３’５’H 遺伝子の発現量が１／３

と１／７程度であった．これらの結果から，花色の変化は

主に F３’５’H 遺伝子発現が開花直前に増加せず，デルフィ

ニジン系色素が合成されないために起こったと考えられ

た．今後は突然変異による F３’５’H 遺伝子の転写量が変

化した原因解明のために，F３’５’H 遺伝子のプロモーター

配列やイントロン配列などのDNA配列を詳細に解析する

必要があると思われる．
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