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第 1章 緒論

我が国の代表的な園芸種であるハナシ ョウブ(ZzlseDSataThumb.vat.

ensata(Makino)Nakai)は､ノハナショウブ(I.ensataThumb.vat.spoDtaDea

(Makino)Nakai)から改良されたもので､庭園､鉢植えおよび切 り花にと幅広く

栽培されている｡ その花色は､紫を基本として青､白､赤などの方向に変化が

広がり､絞 り､編み 目､覆輪､濃淡および無地といった模様も多様である｡こ

のような多様性にもかかわらず､本種の花色には赤､青､黄､オレンジなどを

欠き､一層の多彩化が望まれている｡ -ナショウブの花色の多彩化育種を促進

するためには､花色素､特にアン トシアニンの有用変異の探索が必要である｡

また､このような変異型の発見は本種のアン トシアニン生合成の遺伝分析を進

める上でも重要なことである｡

ハナショウブにおける花色素の研究は､その最も主要なアン トシアニンである

ensatin (malvidin3-(ヶ a)umarOyl)-rutinosidol5-glucoside)(malvidin3RGac

5G)の単離 ･同定に関する林(1940a､b､1941)の研究により開始された｡その

後､林ら(1978)は 200以上の品種を用いて､アン トシアニンの種内変異を明ら

かにし､またIshikuraandYamamoto(1978)も肥後(熊本)系ハナショウブにお

けるアン トシアニンの特性を報告 している｡ 更に薮谷 ら(1983)は､アン トシア

ニンの有用変異を探索するために高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)による

分析を開始し､これまでにハナショウブの品種やその野生系統(ノハナショウブ)

を主要アン トシアニンの構成により､(1)malvidin3RGac5GIPetunidin3-(A

coumaroyl)-rutinosid0-5-glucoside (petunidin 3RGac5G)､ (2)petunidin

3RGac5G -malvidin 3RGac5G､ (3)malvidin 3-rutinosid0-5-glucoside

(malvidin3RG5G)-petunidin3-rutinosid0-5-glucoside(petunidin3RG5G)､

(4) malvidin 3RGac5G､(5)petunidin 3RGac5G､(6)delphimidin 3-(ヶ

Coumaroyl)-rutinosido-5-glucoside (delphimidin3RGac5G)､(7)peomidin31

(グCOumarOyl)-rutinosid0-5-glucoside(peonidin3RGac5G)および(8)cyanidin

3-hcoumaroyl)-rutinosid0-5-glucoside(cyamidin3RGac5G)の8種類の型に分

類 している(薮谷 1988､Yabuya1991､Yabuyaeta1.1994a).
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これ らの主要アン トシアニンの うち､delpbinidin3RGac5G は青色花を

(払buya1991)､一方 cyanidin3RGac5Gまたはpeonidin3RGac5Gは赤色花

やマゼンタ花を育成するのに重要な色素 として注 目されているqabuyaetal.

1994a)｡また､先に述べた型のうち､malvidin3RGac5G-petu血din3RGac5G

は-ナショウブにおける主要アン トシアニンの基本(野生)型 とみなされてお り

(払buya1991)､しかも両アン トシアニンとも芳香族有機酸のp-クマール酸でア

シル化 されている｡ この型の変異型(非アシル)として､malvidin3RG5G -

petunidin3RG5G型品種群も発見されぐ払buya1991)､これ らの品種はアシル

型(malvidin3RGac5G-petunidin3RGac5G)品種 と比較 して､退色 しやすい特

徴を有 していたo更に､アン トシアニンは p-クマール酸､カフェ酸などの芳香

族有機酸のアシル化によって安定性が増 し､しかもその効果はポ リアシル化に

より顕著になるばか りでなく､花色に青色化をもたらすことが報告 されている

(武田 1994)｡これに対 して､ハナショウブのアシル化アン トシアニンはFクマ

ール酸による単独のアシル型であるので､これを遺伝子導入によりポ リアシル

化型に改良すれば､青色花品種の育成やアン トシアニン安定性の著 しい増大が

期待できる｡

そこで､アン トシアニンのポ リアシル化により､花色の青色化および安定化を

達成 してハナショウブの鑑賞価値を高めるために､本研究ではハナショウブに

おける有用アン トシアニンの探索およびアン トシアニンアシル基転移酵素の特

性解明を行 うとともに､)'DVIvoおよび )'DTT'tz10でのアシル化および非アシル化

アン トシアニンの安定性を比較検討 した｡

本研究を遂行するに当た り､宮崎大学農学部育種学研究室専攻生各位､特に

今山輝之氏および斎藤みずえ氏に多くのご協力をいただいた｡また､植物材料

を加茂花菖蒲園の一江豊-氏および 日本花菖蒲協会の清水 弘氏か ら､フラボ

ンおよびアン トシアニンの標晶を国立科学博物館 ･筑波実験植物園の岩科 司

博士および南九州大学園芸学部教授山口雅篤博士から快 く分譲 していただいた｡

更に､アン トシアニンアシル基転移酵素のアッセイでは宮崎大学教育文化学部

教授井野郁男博士に多大なご協力をいただいた｡ここに各氏に対 して心より感

謝の意を表する｡
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第 2章 アン トシアニンの有用変異の探索

緒言

先に述べたように､ハナショウブでは 8種類の主要アン トシアニンの型が存

在するが(払buya1991､Yabuyaeta1.1994a)､オレンジ赤の花を育成するのに

重要な色素であるperalgonidin型アン トシアニンについては全く報告されてい

ない. また､delphinidin3RGac5G､cyamidin 3RGac5G お よび peonidin

3RGac5Gは主要アン トシアニンとして確認されているにもかかわらず､これら

の非アシル化アン トシアニンもこれまでのところ､発見されていない0

そこで､本章では-ナショウブおよびその野生型(ノ-ナショウブ)における有

用アン トシアニンの探索を行った｡

材料および方法

植物材料としてハナショウブ 130品種､13系統およびその野生型 3系統を供

試 し(第 1表参照)､外花被含有アン トシアニンの HPLC分析を以下の方法によ

り行った｡

(1)アン トシアニンの抽出:Yabuya(1991)の方法に従って新鮮花弁からアン

トシアニンを抽出した｡

(2)分析システム:島津 HPLC分析用走液ユニット(LC-9A)､サンプルインジ

ェクター(9L)､逆相カラム(STRODS-Ⅱ)､カラムオーブン(cワo -10A)(35℃)､

紫外可視分光光度計検出器(SPD-10A)およびクロマ トパ ック(C-R6A)を分析

装置として用いた｡溶出システムは､移動相(流量 1m〟min)のA波に水:酢酸:

燐酸=89.9:10:0.1(Ⅴ/V)混合液､B液に 50%アセ トニ トリル水溶液を用い､A

液から2%/minの直線勾配で40%B液まで20分間のグラジェン ト溶出を行い､

その後は40%B液を20分間保持した｡アン トシアニンの検出は､紫外可視分

光光度計検出器により540nmで測定し､各アン トシアニン成分の保持時間お
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よび面積の算出はクロマ トパ ックによった｡

(3)同定:本実験で検出されたアン トシアニンの同定は Yabuyaetal.(1994a)

の方法に従い､既知のアン トシアニンとの九maxの比較およびコクロマ トグ

ラフィーにより行った｡ 既知の malvidin3RG5G､malvidin3RGac5G､

petunidin3RG5G､petunidin3RGac5G､delphinidin3RGac5G､cyanidin

3RGac5Gおよびpeonidin3RGac5GはYabuya(1991)やYabuyaetal.(1994a)

の方法により得 られた｡また､既知の cyanidin3RG､delpbinidin3RG､

delpbinidin3RGacおよびpeonidin3RGはkeracyanin(フナコシ株式会社)､

tulipanin(国立科学博物館､筑波実験植物園の岩科 司博士より分譲 された｡)､

パンジー(Ootani1973)および-ビイチゴ(IshikuraandSugawara1979)から

準備 された｡cyanidin3RGac5Gおよび peonidin3RGac5Gの脱アシル化は

Yabuya(1987)の方法に従った｡

結果および考察

ハナショウブおよびその野生型の外花被含有アン トシアニンの HPLC分析を

行った結果､20%以上の相対量を有する主要アン トシア土ンはいずれの品種(系

読)も 1または2の成分で構成 され､その結果を第 1表に示 した｡16の主要アン

トシアニ ンの型 の うち､petunidin 3RGac5G - delphinidin 3RGac5G､

delphinidin3RGac5G-petunidin3RGac5G､cyanidin3RGac5G-peo血din

3RGac5G､delphinidin3RG-delphinidin3RGac(第 1図A)､petumidin3RG5G

-malvidin3RG5G､malvidin3RG5G-peomidin3RG5G(第 1図 B)､peomidin

3RG5G-cyanidin3RG5G(第 1図 C)および peonidin3RG-cya山din3RG(第

1図 D)の 8種類が本実験により新たに発見された型である(第 1表)0

これ らの新 しい型の うち､peonidin3RG5G-cya山din3RG5G(第 1図 C)お

よびpeonidin3RG-cyanidin3RG(第 1図D)の両型は赤色花を育種する上で非

常に注目された｡何故ならば､ペチュニアの赤色花は cyanidin3Gおよび 3RG

に発現されてお り(WieringanddeVlaming1984)､cyanidin3RG5Gおよび

cyanidin3RG は赤色花を発現するのに重要なアン トシアニンであるからであ

る｡更に､cyanidin3RG5Gはcyanidin型アン トシアニンの中で最も低いAmax
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Table1. Classi丘CationbasedonmajoranthocyaninsinJapanesegarden

irisanditsforms(*)

I. Malvidin 3RGac5G - petunidin 3RGac5G: Geishoui, Benitsubaki, Maisennyo,
Dewanoakebono, Kosennyo,Ageha, Kyomai, Beninoito, Benirenge, Kaguragishi,
Goshozakura,Enkaishu,Beniwashi,Shojyo,Hagoromo,Isonoasakaze,Mizuhonokuni,
Gosannotakara,H12-21a,Dwarf2★,H5A-60,Ginnokoto,Soho★,Ooyodo,Kamogawa,Meiji5,
Matsubagasane, Chitose, Yoroimusha, Venetian Velvet, Yamataikoku, Hanakngo,
Shiinohomare, Ryoka, Toyoashihara, Hanakoqyo, Fujiyakko, Oshokun, Enrai,

Miyamamurasaki,Kokuryunotsume,Shin-uchu,Tsukinotamagawa,Gun-en,Maikonohama,
Minokotobuki,Atsumori,MiyakonotatSumi ,Hanakotobuki,Asatobiraki,Nue,Sennenno-
tomo,Aoshibagaki,Hekiho,Uchu,Hekigyoku,Koromonokasumi ,Fujibakama,Shin-ariake,
Ge-kkyuden,Aogadakejyo, KongoJyo, Suido, Mikawayatsuhashi, GunJyou, Meiji 3,
Kokuryujishi,Shorai,Kasumlgaura,Shoryu,Gokonoasobi,IfSemOnOgatari,Shiunnomine,
Goshoasobi,Sai ozakura

2.Petunidin3RGac5G -malvidin 3RGac5G:Meiji2,Benlgata,Jyunihitoe,Orihine,
Aoinoue, Tennyonokanmuri, Hananoame, Kakkoudori, Yoakemae, Nam血oribune,
Nemurijishi,Zamanobi,Hoshizora,Kamiyonomukashi,Senrinoknsumi ,Tamanokasumi,
Ryofu,Hoonokanmuri,Ryunohige,Usuzuki,Hamahagi,Ishikarigawa
3. Petunidin 3RGac5G - delphinidin 3RGac5G: Asahi2mra, Hanamonogatari,
Ch止ubushima,Isobe
4.Delhinidin3RGac5G- etunidin3RGac5G:H12-lla,H12-17a
5.Cvanidin3RGac5G-DeOnidin3RGac5G:YavoikaEtami
6.Delbinidin3RG-delhinidin3RGac:Shibukake

7.Malvidin 3RG5G - petunidin 3RG5G:Shoyosei, Ya皿atOhime, RenJyonotama,
Mitsuzakura,Yuhi
8.Petunidin3RG5G一malvidin3RG5G:∫anOmeasa,Kokonoenosakura
9,Malvidin3RG5G- eonidin3RG5G:
10.Peonidin3RG5G-cvanidin3RG5G:Mivakei2
ll.Peonidin3RG-Canidh3RG:Giondaiko

12.Malvidin3RGac5G:Nijinotomoe,H9A-18,Yumenokuni,Miyoshino,Shuzenji,Yoshino-

13.Petunidin3RGac5G:K omaiko,Dewabanri,Murasame
14.Delhinidin3RGac5G:H5A-53,H5A-62,H12-2C,H12-6b,H12-7a

15.Peonidin3RGac5G:Otomekagami,Komatsunagi,Kitanotenshi*,Usugesho,Fujinogaki,
Hin0-mai, Saganoharu, Hinosei, Hiwatari, H91-15, Sakurajishi, Senbonzakura,
Momonatsuri,AnonO-otome,Benizakura,H92-107

anidin3RGac5G:Midareito
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Fig.1.TherepresentativeHPLCchromatogTamSOfdelphinidin3RG(peak

No.2)-delphinidin3Rgac(peakNo.7)(A:Shbukake),malvidin3RG5G

beakNo.4)-peonidin3RG5G(peakNo.3)田:Momojido),peonidin3RG5G

-cyanidin3RG5G(peakNo.1)(C:Miyakei2)andpeonidin3RG(peakNo.6)

-cyanidin3RG(peakNo.5)(D:Giondaiko)typesinZz:L'seDSata.
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Table2. 人ma,ofcyanidinandpeonidintype

anthocyaninsinZn'sensata

An thocyanins 九mal(nm)

Cyanidin3RG

Cyanidin3RG5G

Cyanidin3RGac5G

Peonidin3RG

Peonidin3RG5G

Peonidin3Rac5G

519.7

516.7

523.8

519.7

517.8

523.6

′-J



を示 したことから(第 2表)､このアン トシアニンが-ナショウブに赤色花を育成

する上で最も適 した色素である｡ 従って､peonidin3RG5G-cyanidin3RG5G

型の系統 ｢宮系 2｣(第 2図A)はピンクの花色を呈していたが､赤色花を育種す

るための重要な遺伝資源である｡

malvidin3RG5G-peonidin3RG5G型(第 1図B)の発見も花色育種を展開す

る上で興味深いことである｡ このような delphinidin型とcya血din型のアン ト

シアニンの混在型は本実験が最初の報告である｡この型に属する ｢桃児童｣(第

2図 B)は､ピンクの花色であったが､malvidin3RG5G による紫と peo山din

3RG5G によるマゼンタの混在 した新たな花色の育種に遺伝資源 として貢献す

るものである｡

Yabuya(1991)は､ハナショウブおよびその野生型における主要アン トシアニ

ンの基本(野生)型はmalvidin3RGac5G-petunidin3RGac5Gであることを報

告した｡このような報告は､林ら(1978)および IshikuraandYamamoto(1978)

の知見とも一致 し､しかも本実験結果からも支持された｡従って､第 1表に示

したように､malvidin3RGac5G-petunidin3RGac5Gを除いた 15の主要ア

ン トシアニンの型はいずれも変異型 と見なせる｡例えば､malvidin3RG5G -

petunidin3RG5G およびpetunidin3RG5G-malvidin3RG5Gの両型はアン

トシアニンのアシル化 (Ac)､また delphinidin3RG-delphinidin3RGac型は

アン トシアニンの配糖化(5qおよび methylation(Mt)の劣性突然変異体である

と考えられる｡ そこで､次章においてハナショウブにおけるアン トシアニンの

アシル化に関する遺伝分析を行った｡
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Fig･2･ Flowersofpeonidin 3RG5G - cyanidin 3RG5G typecJtivar

M̀iyakei2'(A)and malvidin 3RG5G - peonldin 3RG5G typec山tivar

'Momojido'(B)ofZz･1'sensata･
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第 3章 アン トシアニンのアシル化に関する遺伝分析

緒言

先に述べたように､-ナショウブの主要アン トシアニンに関する基本(野生)型

は malvidin3RGac5G -petunidin3RGac5Gであり､この非アシル型である

malvidin3RG5G-petunidin3RG5Gはアン トシアニンのアシル化に関する劣

性突然変異体と見なされている｡ しかしながら､本種ではアン トシアニンのア

シル化に関する遺伝学的知見は全く蓄積されていないのが現状である｡ そこで､

本章では-ナショウブの malvidin3RGac5G-petunidin3RGac5G型品種 ｢花

鳥｣ とmalvidin3RG5G-petunidin3RG5G型品種 ｢大江戸｣との Flおよび F2

植物を用いて､アン トシアニンのアシル化に関する遺伝分析を行った0

材料および方法

-ナショウブの品種間交雑､｢大江戸｣Ⅹ ｢花鳥｣の F.植物 5個体および F2

植物 47個体を植物材料として供試 した｡両親品種のうち､｢大江戸｣は非アシ

ル化アン トシアニン(その主要アン トシアニンの型は malvidin 3RG5G -

petunidin3RG5Gである｡ )を､一方 ｢花鳥｣はアシル化アン トシアニン(その

主要アン トシアニンの型はmalvidin3RGac5G-petunidin3RGac5Gである｡)

を有 している (Yabuya1991)｡

上記の Flおよび F2植物における外花被含有アン トシアニンの HPLC分析は

前章の方法に従って行い､これ らの個体がアシル化および非アシル化のいずれ

のアン トシアニンを有するのかを判定した｡

結果および考察

ハナショウブの品種間交雑､｢大江戸｣Ⅹ ｢花鳥｣の F2植物におけるアシル化

アン トシアニンおよび非アシル化アン トシアニンの分離に関するx2検定の結
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黒を第 3表に､またその代表的なアン トシアニンの HPLCクロマ トグラムを第

3図に示した｡これ らの図表から明らかなように､アシル化アン トシアニンと非

アシル化アン トシアニンの分離比を 1遺伝子雑種におけるF2の分離比(3:1)と仮

定してx2検定を行ったところ､この仮定は極めて適合 していた.また､Fl植物

の 5個体はすべてアシル化アン トシアニン(その主要成分はmalvidin3RGac5G

-petunidin3RGac5Gである｡ )を有していた｡以上のことから､-ナショウブ

におけるアン トシアニンアシル基の転移は単一遺伝子の関与によるものであり､

アシル化は非アシル化に対 して優性であった｡そこで､アン トシアニンアシル

基転移遺伝子をAcと表すならば､両親品種の ｢大江戸｣および ｢花鳥｣におけ

るアシル化の遺伝子型は acacおよびAcAcと推定される.

-ナショウブではアン トシアニンのメチル化遺伝子も分析 され､メチル化

(Mt)は非メチル化(mt)に対 して優性であった(薮谷 1998).このようなアン トシ

アニンの生合成に関する遺伝学的知見が蓄積することは､本種の花色の多彩化

育種を進める上で極めて重要なことである｡
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Table3. SegregationforacylationofanthocyaninsinF2plants

No.ofF lants Expectea

Acylated Non-acylated ratio
anthocvaninsl) anthocvanins2)

x2

35 12 3:1 0.007 0.90<P

1)Petunidin 3RGac5G andnalvidin 3RGac5G weredetectedasmajor

anthocyanins.

2)Delphinidin 3RG5G,petunidin 3RG5G and malvidin 3RG5G were

detectedasamajoranthocyanin.
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40 0

Retentiontime(min)

Fig.3.TherepresentativeHPLCchromatogramsofacylatedanthocyanin

type(A)andnon-acylatedone(B) in F2Plants. PeakNo.1:petunidin

3RG5G;No.2:malvidin3RG5G;No.3:petunidin3RGac5G;No.4:malvidin

3RGac5G.
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第 4章 アン トシアニンの安定性に及ぼすアシル化およびコピグメ

ンテ-ションの影響

緒言

-ナショウブのmalvidin3RGac5G-petunidin3RGac5G型における青紫品

種では､両アン トシアニンとフラボンの isovitexin とのコピグメンテ-ション

により花色の青色化ばかりでなく､安定化も促進することが明らかにされてい

る(払buyaetal.1994b､1997､2000).これに対して､本種にはその非アシル

型であるmalvidin3RG5G-petunidin3RG5G型の品種も存在 しているにもか

かわらず､花色やアン トシアニンの安定性に及ぼすアシル化の影響に関しては

ほとんど検討されていない｡

そこで､本章ではアシル化アン トシアニン(malvidin3RGac5G､petunidin

3RGac5G)と非アシル化アン トシアニン(malvidin3RG5G､petunidin3RG5G)

を用いて､Mcllvaine緩衝液中でのアン トシアニンの安定性に及ぼす pH､アシ

ル化およびに isovitexin とのコピグメンテ-ションの影響について明らかにし

た｡また､-ナショウブの malvidin3RGac5G-petunidin3RGac5G 型 と

malvidin3RG5G-petunidin3RG5G型の品種における花色の安定性も比較検

討 した｡

材料および方法

(1))'nw'voでの安定性試験

ハナショウブの外花被における花色の安定性試験のために､植物材料として

malvidin3RGac5G-petunidin3RGac5G型の 2品種､｢花蘇 ｣､｢邪馬台国｣

およびその非アシル型であるmalvidin3RG5G-petu血din3RG5G型の2品種､

｢大江戸｣､｢水の光｣を供試 した｡これ らの品種の花を開花当日に採取して水

の入った容器に差して 20℃で保存し､3枚の外花被をそれぞれ開花当日､1日

および 2 日後の試料として用いた｡各試料は､島津マルチパーパス自記分光光
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度計(MPS-2000)によりその吸光度を測定した｡

(2))'DTq'tz10での安定性試験

Mcllvaine緩衝液中におけるアン トシアニンの安定性試験のために､アン トシ

アニンとしてmalvidin3RGac5G､3RG5G､petunidin3RGac5G､3RG5G､

フラボンとして isovitexinの標品を供試 した｡-ナショウブのシアニック品種

から単離されたアン トシアニンの標晶は､Yamaguchietal.(1990､1996)の方

法により精製 した｡アン トシアニンの精製に際して､山口雅篤博士(南九州大学

園芸学部)に多大のご協力をしていただいた｡また､isovitexinは岩科司博士(国

立科学博物館筑波実験植物園)より分譲されたものである｡この場で両氏に厚く

お礼を申し上げたい｡

まず､アン トシアニンの単独区ではその標晶を微量のEGME(Ethyleneglycol

monomethylether)で溶解後､各pH(3.2､4.2､5.2､6.2)のMcllvaine緩衝液を

加え0.1mM になるように調整 した｡次に､アン トシアニン+isovitexin区では､

先に述べた方法により各アン トシアニンを McIIvaine緩衝液bH5.2)で 0.1mM

になるように､また isovitexinは微量の 0.02mMNaOH で溶解後､Mcllvaine

緩衝液bH5.2)を加え､malvidin3RGac5G､3RG5Gでは 1.OmM に､petumidin

3RGac5G､3RG5Gでは 1.4mM になるように調整 した｡各試料について溶解直

後､2分､4分､6分､8分､10分､30分､1時間､3時間､6時間､1日､2

日および3日後に島津マルチパーパス自記分光光度計(Mrs-2000)によりその吸

光度を測定した｡

結果および考察

まず､malvidin3RGac5G､petunidin3RGac5G とその非アシル化型の

malvidin3RG5G､petunidin3RG5G を用いて､Mcllvaine緩衝液中におけるア

ントシアニンの安定性に及ぼす pH およびアシル化の影響を比較検討 した(第 4

-7図)Oその結果､pH3.2の水溶液中ではアシル化と非アシル化の malvidin型

および petunidin型アン トシアニン間の安定性に顕著な差異は認められなく､

しかも両者ともかなりの安定性を示した (第 4図)｡これは､アン トシアニンが
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pH3.2の酸性水溶液中ではフラビリウムイオンの安定な構造を取るからである｡

これに対 して､pH4.2-6.2の弱酸性水溶液中ではアシル化､非アシル化の

malvidin型およびpetunidin型アン トシアニンともかなりの不安定性を示した

が､前者は後者よりも安定性が幾分高かった(第 5-7図)｡このようなアシル化

アン トシアニンの安定性は､アン トシアニジンの C環と芳香族アシル基のベン

ゼン環との分子内スタッキングによるものと推測される｡

次に､Mcllvaine緩衝液中におけるアン トシアニンの安定性に及ぼすアシル化

および isovitexinとのコピグメンテ-ションの影響を調べ､その結果を第 8お

よび 9図に示 した｡malvidin型アン トシアニン(第 8図)についてみると､

malvidin3RGac5G区では溶解 30分後までかなりの退色が進んだのに対して､

malvidin3RGac5G+isovitexin区では溶解後あまり退色が認められず､かなり

の安定性を示した｡一方､非アシル化型のmalvidin3RG5G区では溶解直後に

著しい退色が見られ､2分後にはほぼ完全に退色した｡これに対して､malvidin

3RG5G +isovitexin区では溶解 30分後までかなりの退色が進んだが､その後

の退色はほぼ停止 した｡また､先の実験結果 と同様､malvidin3RGac5G は

malvidin3RG5Gよりも幾分安定性を示した｡

このように､malvidin型アン トシアニンの安定性はF クマール酸によるアシ

ル化およびisovitexinとのコピグメンテ-ションより促進されるが､その効果

は前者よりも後者の方がはるかに優れていた｡更に､同様のことが petunidin

型アン トシアニンの)'nTq'tTOでの安定性の実験結果からも認められた(第9図).

このようなコピグメンテ-ションによるmalvidin型およびpetunidin型アン ト

シアニンの安定性は､isovitexin との共存による分子間スタッキング(Hoshino

eta1.1980､後藤 ･近藤 1989､GotoandKondo1991)に由来するものと考えら

れるo Yabuyaetal.(2000)は､pH4.2-6.2の弱酸性水溶液中での malvidin

3RGac5Gおよびpetunidin3RGac5Gの不安定性は､isovitexinとのコピグメ

ンテ-ションにより顕著に克服されることを既に明らかにしているが､その非

アシル化アン トシアニンのmalvidin3RG5Gおよびpetunidin3RG5Gがコピ

グメンテ-ションにより安定化が促進されることを報告 したのは本研究が最初

である｡

第 10図は､malvidin3RGac5G-petunidin3RGac5G型品種､｢花蘇｣､｢邪
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馬台国｣および malvidin3RG5G-petumidin3RG5G型品種､｢大江戸｣､｢水

の光｣における開花後の花色の変化を示 したものである｡この図から明らかな

ように､非アシル型品種はアシル型品種よりも花色の退色が進んでいた｡先に

述べたアン トシアニンの )'n vJ'tzTOでの安定性に関する実験結果より､このよう

なアシル型品種における花色の安定性には､コピグメンテ-ションやアン トシ

アニンのアシル化が関与しているものとみなされるが､前者に較べて後者の花

色安定性-の貢献は小さいものと思われる｡ また､非アシル型品種における花

色の安定化はフラボン(isovitexin)とのコピグメンテ-ションを利用することで

可能である｡
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第 5章 アン トシアニンアシル基転移酵素の特性解明

緒言

最も重要な花色素であるアン トシアニンは､アン トシアニジンに糖が結合 し

た配糖体のことであり､時にはこの配糖体が芳香族または脂肪族の有機酸によ

りアシル化 された構造をとることもある｡芳香族有機酸によるアン トシアニン

のアシル化において､p-クマロイル CoA とカフェオイル CoAからp クマール

酸とカフェ酸をアン トシアニジン3RGおよび 3RG5G-転移する酵素がS)'1ene

dl'ojcaで最初に報告された(Kamsteegetal.1980)｡その後､他の植物種でも

CoA-エステルを経由して芳香族有機酸をアン トシアニジン 3G に転移する酵素

の特性が明らかにされてきた(Teuscheta1.1987､Callebauteta1.1996)0

酢酸､コハク酸などの脂肪族有機酸によるアン トシアニジン 3G5G(3,5-

diglucoside)のアシル化アン トシアニンを有する花弁から抽出したアシル基転

移酵素の分析では､アン トシアニジン3Gのアシル化は､アン トシアニンの生合

成での 5-配糖化の前提となることがZl'DD)'aelegaDS(InoandYamaguchi1993)､

CeDtauZlea CyaDuS (払maguchieta1.1995)お よび Dahll'a Tran'abl'll'S

(払maguchieta1.1999)で報告されている.これに対 して､芳香族有機酸によ

るアシル化と 5-配糖化の順序は植物種により異なることが指摘されている｡す

なわち､アン トシアニジン3Gのアシル化は､SHened)'ojca(Ka皿Steegeta1.

1980)では最終ステップであり､一方 PetuD)'ahybrJ'da(Jonssoneta1.1984)､

Matth)lolaL'DCaDa(Teuscheta1.1987)およびAjugareptans(Callebauteta1.

1996)では 3Gのアシル化は 5-配糖化に先行 している. 更に､Pen'llaEz･utesceDS

(払mazakietal.1999)ではアン トシアニジン 3-(サCOum arOyl)-glucosidol51

glucosideを生産するために､3G-アシル化-5-配糖化および 5-配糖化-3G-ア

シル化の両方とも機能 している｡

ハナシ ョウブ(止血 eDSataThunb.)の花では､アン トシアニジン 3RG や

3RG5GがFクマール酸でアシル化されたdelphinidin3RGac､malvidin3RGac､

delphinidin3RGac5G､petunidin3RGac5Gおよび malvidin3RGac5Gが発見
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されている(IshikuraandYamamoto1978､Yabuya1991､Yabuyaetal.1997､

2001a)｡そこで本研究では､-ナショウブの花膏から抽出した タ クマール酸転

移酵素の特性やシアニックおよびアシアニック品種における同酵素の活性を明

らかにするとともに､アン トシアニン生合成におけるアン トシアニジン3RGの

アシル化と5-配糖化の順序についても検討 した｡

材料および方法

(1)植物材料

ハナショウブのシアニック系として､｢花離｣､｢水天一色｣､｢紫式部｣､｢艶

小町｣､｢紫岳殿｣､｢座間の美｣の 6品種を､またアシアニック系として ｢浮寝

鳥｣､｢雪燕｣､｢磯打波｣､｢鶴の毛衣｣の 4品種を植物材料として供試 した｡

(2)アン トシアニンおよびp-クマロイル CoAの精製

ハナショウブのシアニック系品種および他の植物種から単離されたアン トシ

アニンの標品は､Yamaguchietal.(1990'11996)の方法により精製 し､またp-

クマロイル CoAはSt6ckigtandZenk(1975)の方法により調製 した｡なお､ア

ン トシアニンの精製では山口雅篤博士(南九州大学園芸学部)､一方Fクマロイル

CoAの調製では加藤研治氏(塩野義製薬)にご協力をいただいたので､両氏に厚く

お礼申し上げる｡

(3)アン トシアニン試料の作製

ハナショウブの品種当たり3-5花を供試 し､前章で述べた方法によりアン ト

シアニンのHPLC分析用の試料を作製 した｡

(4)酵素調製

酵素抽出物は､2-4個の花膏からYamaguchietal.(1999)の方法により調製

した｡また､アシル基転移酵素は､-20℃で 2､3週間その活性をほとんど低下

させずに保存することができた｡
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(5)タンパク質濃度の決定および酵素アッセイ

タンパク質濃度は､Bradford(1976)の方法により決定 したO酵素アッセイに

用いた標準反応液は､100〃1当たり20〃1酵素抽出物(約 15-20〃gタンパク質)､

500FLMmalvidin3RG5Gまたはdelphinidin3RG､300JIMp-クマロイル CoA

および 10mML-cysteineを含む 70FLIKPi緩衝液bH6.5)の組成であったO酵素

反応が 35℃､20分間で行われた後､Folchetal.(1957)の方法によりその反応

を停止した｡最終産物のアン トシアニンはHPLCで確認 した｡

(6)酵素の特性

ハナシ ョウブ品種 ｢花蘇｣の花菅か ら抽出 した酵素の特性は､Inoand

Yamaguchi(1993)および Inoetal.(1993)の方法により明らかにした.アシル基

受容体としてmalvidin3RG5Gまたはdelphinidin3RGを､アシル基供与体と

してFクマロイル CoAを用いて､至適 pH､二価イオン(lmM)および酵素阻害

剤(1mM)の効果が調べられた｡基質の飽和テス トは､各基質の濃度以外は標準

の酵素アッセイ法に従った｡基質の飽和テス トを除いて､基質特異性を含むす

べての測定は､各基質の飽和濃度中の反応液で行った｡

(7)分析法

HPLC(島津 LC-10)は､InertsilODS-Ⅱカラム(6Ⅹ100mm)と移動層(流量

lml/凪in)のA波に 1.5%H3PO｡(水溶液)を､B液に 1.5%H3PO ｡､20%HOAc､

25%MeCN(水溶液)を用い､35℃で 25%B波から85%B液までの直線勾配のグ

ラジェン ト溶出により行った｡また､FAB-MSスペク トルはJOEL-SX102Aに

より分析 した｡FAB-MSスペク トルの分析では福井祐子氏(サン トリー ･基礎研

究所)にご協力をいただいたので､厚くお礼申し上げる｡

結果および考察

アン トシアニンアシル基転移酵素のアッセイのために､種々のアン トシアニ

ン標晶が必要であった｡これ らのアン トシアニンは数種の植物種から単離 ･精

製LHPLCで分析され､また一部は FAB-MSでも測定され､その結果を第 4
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表に示した｡

malvidin3RG5G､♪ クマロイル CoAおよび品種 ｢花蘇｣の花膏からの粗酵

素抽出物の反応は､基質(malvidin3RG5G､9.8分)よりも長いHPLC保持時間

(23.1分)の反応産物を形成 し､後者の値はmalvidin3RGac5Gに対応するもの

であった(第 4表).p-クマロイル CoAが反応液から除外された時､この産物は

検出されなかった｡また､malvidin3RGがアシル基受容体として用いられた時

も､同様の方法により反応産物はmalvidin3RGacと同定された｡

Fクマロイル転移酵素の活性特性は､malvidin3RG5G または delphinidin

3RG および ♪クマロイル CoA を用いて明らかにされた｡malvidin3RG5G

(delphinidin3RG)に対する3-ATの活性はpH6.5(6.5)で至適となり､1/2max活

性はpH5.4(5.0)と7.7(7.6)であった｡また､アシル化は種々の 2価イオン(Mg2+､

Mn2+､co2+､ca2+､cu2+､Fe2+､zn2+､Hg2+)および EDTAのいずれにも影響さ

れなかった｡ また､diethylpyrocarbonate､diethyldithiocarbamateおよび

N-ethylmaleimideによっても､アシル化の阻害は認められなかった.300JIMp-

クマロイル CoAの条件下で､petunidin3RG5Gは 700〃M､またdelphinidin

3RG､delphinidin3RG5Gおよび malvidin3RG5Gは 500〃M でアシル化率が

最高に達した｡

第 5表は､ハナショウブの品種から抽出したアン トシアニンをHPLCで分析

した結果を示 している｡ シアニック品種におけるアシル化アン トシアニンの相

対量は､花色に関係なく非アシル化アン トシアニンよりもかなり高かった｡こ

れらのアン トシアニンに加えて､すべての品種は微量で未同定のアン トシアニ

ン成分も有していた｡

アン トシアニン量を分析 したのと同じ品種から調製された粗酵素抽出物は､

花弁新鮮重 1g当たり3.1-4.2mgのタンパク質を含んでいた｡この抽出物､ア

シル基受容体としてmalvidin3RG5Gまたはmalvidin3RGおよびアシル基供

与体としてFクマロイル CoAを用いて､アシル基転移酵素の特異性が調べられ

た(第 5表)｡花弁新鮮重(g)当たりの総 Fクマロイル転移酵素の値は､特異的活

性の値 とよく比例 していた｡シアニック品種間の特異的活性は約 1.7Ⅹ10~2-

1.9Ⅹ10~lpkat〃g~1の広いレンジで変異が見られ､これを主要アン トシアニン量と

関係づけることは困難であった｡一方､アシアニック5品種のうち､｢浮寝鳥｣
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Table4.HPLCandFAB-MSanalysesofanthocyaninsusedinthisstudy

An thocyanin Rt 【M】+ Plantsource【Reference]

15.5 NTA

16.6 639

27.6 785

9.8 NT

23.1 947

ll.3 NT

7.2 NT

20.5 933

7.9 NT

8.6 611

21.1 757

4.8 NT

18.2 919

Malvidin3G

Malvidin3RG

Malvidin3RGac

Malvidin3RG5G

Malvidin3RGac5G

Petunidin3G

Petunidin3RG5G

Petunidin3RGac5G

Delphinidin3G

Delphinidin3RG

Delphinidin3RGac

Delphinidin3RG5G

Delphinidin3RGac5G

aNottested.

LagezTStTOemJ'a)'Ddical261

Zn'seDSatal14]

I.eDSatal141

I.ensatal30]

I.ensatal35]

L.)'Ddical26]

I.ensatal30]

I.eDSatal35]

L.)'DdJ'cal26]

I.eDSatal14]

I.ensatal37]

SolaDummelongenal201

I.eDSatBr301
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Table5.ContentofmajoranthocyaninsandspecificactivityofpICOum arOyltransferaseinflowersof/zjs
ensatacultivars

Flowercolor Cultivars Contentofmajoranthocyanin(%)

Speci丘cactivity

(10~2×pkntpg-1)
Substrate

Malvidin Petunidin Malvidin Petunidin Malvidin Malvidin
3RGac5G 3RGac5G 3RG5G 3RG5G 3RG5G 3RG

Purple

Bluishpurple

Reddishpurple

Hanamagaki 47.6

Suiten-isshoku 53.7

Murasakishikibu 50.5

Tsuyakomachi 46.6

Shishinden 44.2

Purplewithwhitevein Zamanobi 23.4

White Ukinedori ND-

Yukitsubame ND

Isoutsunami ND
Asahinomine

Tsumnokegoromo

24.4 13.1 4.6

30.9

31.5

39.1

31.0

39.9

ND

ND

ND

6.5 3.6

7.6 2.6

4.0 2.4

9.8 5.6

1.2 3.1

ND ND

ND ND

ND ND

18.97 4.02

13.31 3.03

12.30 2.45

5.97 1.22

4.77 1.08

1.74 0.30

0.79 0.19

0.59 >0.01

ANotdetected.



および ｢雪燕｣の 2品種では､後者が malvidin3RGを基質に用いた時に極め

て低い活性を示した以外､両者ともかなりの特異的活性を有していた (第 5表)0

従って､芳香族有機酸のアシル基転移酵素をコー ドしている遺伝子は､アン ト

シアニンの生合成遺伝子と独立に発現しているものと考えられる｡このような

考えは､脂肪族有機酸のアシル基転移酵素に関する報告からも支持される(Ino

andYamaguchi1993､Inoetal.1993､Yamaguchietal.1996､Yamaguchiet

al.1999).

典型的なアン トシアニジン3G､3RGおよび 3RG5Gのアシル基受容体として

の能力を品種 ｢花蘇 ｣ の酵素抽出液を用いた酵素アッセイにより検定した(第 6

秦)｡検定されたすべてのアン トシアニジン 3RG5Gはどれも受容体として等し

く機能し､一方アン トシアニジン3RGの両者(delphinidin3RG､malvidin3RG)

は3RG5Gの活性と比較して約 1/5の活性を有していた｡これに対して､すべて

のアン トシアニジン3Gはアシル基受容体として機能していなかった｡また､ア

ン トシアニジン3RGは-ナショウブの花曹からの酵素抽出液を用いた5-配糖化

反応に基質として利用されたが､アン トシアニジン3Gおよび 3RGacは基質と

して利用できなかったqabuyaetal.2002)｡これ らの結果は､アン トシアニジ

ン3RGまたは3RG5Gのアシル化はハナショウブのアン トシアニン生合成にお

いて最終ステップであることを指摘 している(第 11図)0

アントシアニンの生合成における 3-アシル化と5-配糖化の順序は､これまで

の報告により 4種類の型に分類された(第 7表)0-ナショウプは､S.dJ'ou'ca

(Kamsteegeta1.1980)とは少し異なるが､第 4の型に属 したO何故ならば､

Sl'1eneの 5-配糖化酵素はアン トシアニジン 3G を基質として利用できるが

(Kamsteegetal.1978､1980)､ハナショウブのものは利用できなかったからで

ある(払buyaeta1.2002).著者の知る限りでは､ハナショウブにおける3-アシ

ル化と 5-配糖化の順序およびアシル基転移酵素の特性に関する知見は単子葉植

物で最初のものである｡

最近､リンドウ(GentJ'aDatZ:iHwa)やシソ(PET:1'11afmtesceDs)では､アン トシ

アニンアシル基転移酵素の特性ばかりでなく､この酵素をコー ドするcDNAが

単離され､その特性まで解明されつつある(Fujiwaraeta1.1998､Yonekura-

Sakakibaraeta1.2000)｡一方､Zn'S属植物ではハナショウブ品種 ｢紫式部｣の
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Table6. Substratespecificityofp-coumaroyltransferase

forvariousanthocyanins

Anthocyanin

Relative

Reactionproduct activitya

(%)

Malvidin3RG5G

Petunidin3RG5G

Delphinidin3RG5G

Malvidin3RG

Delphinidin3RG

Malvidin3G

Petunidin3G

Delphinidin3G

Malvidin3RGac5G 100

Petunidin3RGac5G 107

Delphinidin3RGac5G 105

Malvidin3RGac 18

Delphinidin3RGac 26

Notdetected

Notdetected

Notdetected

aTheacyltransferaseactivityobtainedwithMv3RG5G

wasexpressedaslO0%.
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OH

AnthocyanLdin3RG

OH

Anthocyanrdln3RGac

O-GIc

Anthocyanldln3FtG5G

〇一GIc

Anthocyanldin3RGac5G

Fig.ll.Theproposedpathwayofthelastpartinanthocyaninbiosynthesis

inflowersofZn'sensata.
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Table7.Thesequencetypesof3-acylationand5-glucosylationin

anthocyaninbioSynthesisofplants

′Ⅳpe Description and proposed main Plantsource
sequence 【Reference】

3-acylationpriorto5-glucosylation

3RG - 3RGac- 3RGac5G

3ⅩGl)- 3ⅩGac→ 3ⅩGac5G

3S2)- 3Sac- 3Sac5G

3G - 3Gac- 3Gac5G

3-acylationpriorto5-glucosylation
oronly5-glucosylation
3G - 3Gac- 3Gac5G

Or
3G - 3G5G

Simultaneously3-acylationand5-

glucosylation,followingviceversa

3G - 3Gac- 3Gac5G

and
3G - 3G5G - 3Gac5G

3-acylationa洗er5-glucosylationor
only3-acylationof3-sugars

3G - 3G5G - 3Gac5G

3RG -→ 3RG5G - 3RGac5G

Or
3G- 3Gac
3RG- 3RGac

3RG - 3RG5G - 3RGac5G
Or

3RG ->3RGac

PetuDL'aLybn'dal16】
MatthJ'ola)'DCanal25】

AjugfreptaDSl2]
Z)'DnLaelegaDSl131
CeDtaureaCyaDuSl41]

Dah11'a 帽n'abilJ'sl21,
43]

Pen'118hutescensl44】

SL'1enedioL'cal18]

Zn'sensata l38,39]

1)Anthocyanidin3-Ⅹylosylglucoside.

2)Anthocyanidin3-sophoroside.
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膏から得 られた cDNAを鋳型として､ATプライマー､AT2プライマーおよび

オリゴdTプライマーを用いて PCRbolymerasechainreaction)を行い､その

産物からプローブを作成 した｡現在､このプローブを用いたダッチアイ リス花

弁の cDNAライブラリーからのスクリーニングにより､アン トシアニンアシル

基転移酵素をコー ドするcDNAの単離を試みている｡
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摘要

アン トシアニンは pクマール酸､カフェ酸などの芳香族有機酸のアシル化に

よって安定性が増 し､しかもその効果はポ リアシル化により顕著になるばかり

でなく､花色に青色化をもたらすことが知 られている｡-ナショウブの外花被

含有アシル化アン トシアニンは Jrクマール酸による単独のアシル型であるので､

これを遺伝子導入によりポ リアシル化型に改良すれば､青色花品種の育成やア

ン トシアニン安定性の増大が期待できる｡そこで､アン トシアニンのポリアシ

ル化によりハナショウブの花色発現の安定化を促進 し､その観賞価値を高める

ために､本研究ではアン トシアニンの有用変異の探索､アン トシアニンのアシ

ル化に関する遺伝分析､アン トシアニンの安定性に及ぼすアシル化およびコピ

グメンテ-ションの影響およびアン トシアニンアシル基転移酵素の特性解明を

実施 してきた｡

まず､ハナショウブ 130品種､13系統およびその野生型(ノハナショウブ)3

系統における外花被含有アン トシアニンが HPLCにより分析され､これ らの品

種(系統)は 16種類の主要アン トシアニンの型に分類された｡これ らの型 うち､

基本(野生)型であるmalvidin3RGac5G-petunidin3RGac5Gを除いた15種類

は変異型 とみなされた｡これ らの変異型は今後､本種のアン トシアニン生合成

の遺伝分析を進める上で貴重な材料 となるものである｡また､16種類の型のう

ち､petunidin3RGac5G- delphinidin3RGac5G､delphinidin3RGac5G-

petunidin3RGac5G､cyanidin3RGac5G-peo山din3RGac5G､delphinidin

3RG-delphinidin3RGac､petunidin3RG5G一malvidin3RG5G､malvidin

3RG5G -peonidin3RG5G､peonidin3RG5G -cya山din3RG5G および

peonidin3RG-cyanidin3RGの 8種類の型は本研究で最初に発見されたもの

であり､しかもpeonidin3RG5G-cyanidin3RG5G型に属する系統 ｢宮系 2｣

は赤色花を育種する上で重要な遺伝資源 として注目された｡

次に､アン トシアニンの安定性に及ぼす pH およびアシル化の影響について

みると､pH3.2の水溶液中ではmalvidin型およびpetunidin型のアシル化と非

アシル化アン トシアニン間の安定性に顕著な差異はなく､しかも両者 ともかな
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りの安定性を示した｡これに対して､pH4.2-6.2の弱酸性水溶液中ではアシル

化､非アシル化のmalvidin型およびpetunidin型アン トシアニンともかなりの

不安定性を示したが､前者は後者よりも安定性が幾分高かった｡また､Mcllvaine

緩衝液中におけるアン トシアニンの安定性に及ぼすアシル化および isovitexin

とのコピグメンテ-ションの影響についてみると､malvidin型およびpetu血din

型アン トシアニンともその安定性は p-クマール酸によるアシル化お よび

isovitexinとのコピグメンテ-ションにより促進されるが､その効果は前者より

も後者の方がはるかに優れていた｡このようなコピグメンテ-ションによる両

型アン トシアニンの安定性は､isovitexinとの共存による分子間スタッキングに

由来するものと考察した｡

また､花色の安定性についてハナショウブのアシル(malvidin3RGac5G -

petunidin3RGac5G)型品種と非アシル(malvidin3RG5G-petunidin3RG5G)

型品種を比較すると､非アシル型品種はアシル型品種よりも花色の退色が進ん

でいた.従って､先に述べた )'nt77'tTOの結果より､アシル型品種における花色

の安定性には､コピグメンテ-ションやアン トシアニンのアシル化が関与して

いるものとみなされるが､前者に較べて後者の花色安定性-の貢献は小さいも

のと思われる｡

ハナショウブのシアニック系アシル型品種 ｢花蘇｣の花菅に含まれるアン ト

シアニンアシル基転移酵素はpクマロイルCoAを介してp-クマール酸をアン ト

シアニジン 3RGおよび 3RG5Gの両方-転移 し､その比率(前者:後者)は約 1:4

であった.これに対して､アン トシアニンアシル基転移酵素は F クマール酸を

アン トシアニジン 3G-転移 しなかった｡また､｢花蘇｣以外のシアニック系ア

シル型品種における酵素活性もmalvidin3RG よりもmalvidin3RG5Gの方が

高かったが､その活性度は品種により異なっていた｡一方､アシアニック系の

品種では､｢磯打波｣および ｢鶴の毛衣｣の酵素活性が認められなかったが､｢浮

寝鳥｣および ｢雪燕｣では弱い酵素活性を示 した｡このように､アシアニック

系ではアン トシアニンの生合成系が機能 していないにもかかわらず､アン トシ

アニンアシル基転移酵素活性を有する品種の存在は極めて興味深い｡

最後に､ハナショウブにおけるアン トシアニンアシル基転移酵素は単一遺伝

子に支配されてお り､アシル化は非アシル化に対して優性であった｡現在､ハ
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ナショウプに cDNAライブラリーを作製 し､アン トシアニンアシル基転移酵素

をコー ドする遺伝子の単離を試みている｡
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Characterizationofacylatedanthocyaninsandanthocyaninp-
■●

coumarOyltransferaseinJapanesegarednms,Zn'seDSataThumb.

TsutomuYabuya

Summary

Anthocyaninsproduceawiderangeof且owercolorssuchaspink,red,

orange,scarlet,purple,blueandsoon. Theyconsistofanaglycon(an

anthocyanidin)linkedwithoneormoresugarmoietiesandoccasionallywith

oneormoreacidmoieties.Themainanthocyanidinsconsistofpelargonidin,

cyanidin,peonidin,delphinidin,petunidinandmalvidin,andtheydifferon

inthedegreeofhydroxylationandmethylationoftheB-ring. Allthe

anthocyanidinsexceptpelargonidinhavebeendetectedinthenowersof

Japanesegardeniris,Zn'sensataThunb.(Table1).

Modification oftheanthocyanidinswith glycosylation and acylation

producesa wide variety ofanthocyanins. The glycosylation ofthe

anthocyanidinsisimportantinstabilizingthemoleculeandincreasingits

watersolubility. Ontheotherband,anthocyaninswereacylatedwith

aromaticacidsand/oralyphaticacids,andthearomaticacylationstabilizes

anthocyaninsandmakestheircolorbluer. Also,theeffectsofbluingand

stabilizationenhancebyincreasingnumberofaromaticmoieties.Asshown

inTable1,alltheacylatedanthocyaninsdetectedinI.ensatawereacylated

withonearomaticacid,pcoumaricacid.Therefore,geneticengineeringfor

highlyacylatedanthocyaninsinthisspeciescanpromotetomakeblue

flowersandtostabilizetheanthocyanins. Themainobjectiveofthe

presentstudywastocharacterizeacylatedanthOcyaninsandanthocyanin

FCOumarOyltransferaseofI.ensata.
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Theanthocyaninsof130cultivars,13linesand3wildformsofI.emuta

wereanalyzedbyHPLC,andtheseplantswereclassifiedinto16typesof

majoranthocyanins(Table1).Fi氏eentypesexceptthebasic(wild)type,

malvidin3RGac5G-petunidin3RGac5Gtype,Wereregardedasvariantsfor

thistypeandtheseareusefulmaterialsforgeneticanalystsOfanthocyanin

biosynthesisinthisspecies. Among16types,8typessuchaspetunidin

3RGac5G- delphinidin3RGac5G,delphinidin3RGac5G-petunidin3RGac

5G,cyanidin3RGac5G-peonidin3RGac5G,delphinidin3RG-delphinidin

3RGac,petunidin3RG5G-malvidin3RG5G,malvidin3RG5G-peonidin

3RG5G,peonidin3RG5G-cyanidin3RG5Gandpeonidin3RG-cyanidin

3RGwereobtainedasnew types. Inthesenew types,peonidin3RG-

cyanidin3RG andpeonidin3RG5G ICyanidin3RG5G werenoteworthy

becausecyanidin3RGand3RG5Gareusefulforthebreedingofredflowers

inI.ensata.

Thefadingofflowercolorinacylatedanthocyanin(malvidin3RGac5G-

petunidin3RGac5G)typecultivarsandnon-acylatedanthocyanin(malvidin

3RG5G-petunidin3RG5G)onesofI.ensataandthejnvl'tz10Stabilityof

malvidin3RGac5G,3RG5G,petunidin3RGac5Gand3RG5Gduetodifferent

pH conditionsandcopigmentationwithisovitexinwereexamined. The

acylatedanthocyanincultivarsexhibitedhigher皿owercolorstabilitythan

the non-acylated anthocyanin ones2 daysafteranthesis. Malvidin

3RGac5G,3RG5G,petunidin3RGac5Gand3RG5Gwerenotstableexceptat

thelowestpH3.2,althoughtheacylatedanthocyaninsshowedslightlymore

stablethanthenon-acylatedones. Onthecontrary,thestabilityofthese

anthocyaninswasincreasedbycoplgmentationwithisovitexin. Therefore,

itmaybeconcludedthatthestabilityof皿owercolorinthecdtivarswiththe

acylatedanthocyaninsiscausedbythecoplgmentationandacylationof

anthocyanins.

Enzymeextractsfrom flowerbudsofacylatedanthocyanin (malvidin

3RGac5G -petunidin3RGac5G)typecultivarsofI.ensatacatalyzedin
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transferofthe〟-coumaroylmoietyfrom p-coumaroy1-CoA toboth the

anthocyanidins3RGand3RG5G,ataratioca.1to4,respectively. Speci丘c

activitiesofp-coumaroyltransferaseamongthecyaniccultivarswerefound

inthewiderangeofca.1.7Ⅹ10-2- 1.9Ⅹlo llp上at〟g･1. 0mtheotherband,

twoamong5acyaniccultivarsshowedconsiderablespeci丘cactivities,

though thatincv.Yukitsubamewithmalvidin3RG asaSubstratewas

extremelylow. Itismuchinterestthatthegeneencodinganaromatic

acyltransferase is expressed independently ofgenes for anthocyanin

biosynthesis.Moreover,typicalanthocyanidin3G,3RGand3RG5Gwere

examinedfortheirabilitytoserveasacylacceptorsbythestandardenzyme

assaymethodusingenzymeextractsfromcv.HanamagakiofZ.eDJSata.All

the3RG5Gofanthocyanidinstestedfunctionedequallywellasacceptors,

whileanthocyanidin3RGwasroughlyonefi氏haseffectiveasthe3RG5G.

Incontrast,anthocyanidin3Gdidnotserveasacylacceptorsatall. The

sequenceof3-acylationand5-glucosylationintheanthocya山nbiosynthesis

ofthisplantwasdiscussed.

Finally,geneticanalysiswascarriedoutforacylationofmalvidin3RG5G

I Petunidin 3RG5G in I.ensata. The F2 Plantsderived fron non-

acylated(malvidin 3RG5G - petunidin 3RG5G)cv. Ohedo x acylated

(malvidin 3RGac5G - petunidin 3RGac5G)cv.Kacho segregated into

acylatedanthocyanintypeandnon-acylatedone,glVingagood丘ttoa3:1

ratio(Table3).Thisresultshowsthatanthocyaninp-coum aroyltransferase

iscontrolledbyadominantgene,whichissymbolizedasAc. Further

studiesonthemolecularcharacterizationofthisgeneinI.ensataarenow

underway.
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