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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　トルコギキョウ[Eustoma grandiflorum (Raf.) Shinn.]のDNAサンプルから、アントシ
アニン合成酵素(ANS)遺伝子中の有色花関連マーカーを検出することを含む、白色花を生
じるトルコギキョウを選別する方法であって、前記有色花関連マーカーは、配列番号１の
ヌクレオチド2366～2459若しくは配列番号１９のヌクレオチド2379～2472、又は配列番号
１のヌクレオチド2366～2459若しくは配列番号１９のヌクレオチド2379～2472において、
1～数個のヌクレオチドの置換、付加、欠失若しくは挿入を含むポリヌクレオチドである
、前記方法。
【請求項２】
　配列番号１のヌクレオチド2366～2459又は配列番号１９のヌクレオチド2379～2472に隣
接する5'側配列及び3'側配列に特異的にアニーリングすることができる正方向プライマー
及び逆方向プライマーから成るプライマーセットによるDNAサンプルのPCR増幅と、その後
の電気泳動によって、ANS遺伝子の遺伝子型の決定を行うことを特徴とする、請求項１記
載の方法。
【請求項３】
　前記プライマーセットは、配列番号３に示す正方向プライマー及び配列番号４に示す逆
方向プライマーから成ることを特徴とする、請求項２記載の方法。
【請求項４】
　配列番号１のヌクレオチド2366～2459又は配列番号１９のヌクレオチド2379～2472に隣
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接する5'側配列と3'側配列に特異的にアニーリングすることができる正方向プライマー及
び逆方向プライマーから成るプライマーセットを含む、白色花を生じるトルコギキョウを
選別するためのキット。
【請求項５】
　前記プライマーセットは、配列番号３に示す正方向プライマー及び配列番号４に示す逆
方向プライマーから成ることを特徴とする、請求項４記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、トルコギキョウ［Ｅｕｓｔｏｍａ　ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ（Ｒａｆ．）
Ｓｈｉｎｎ．］のアントシアニン合成酵素（ＡＮＳ）遺伝子中の白色花関連マーカーを利
用した、白色化を生じるトルコギキョウの選別方法、及び白色化を生じるトルコギキョウ
を選別するためのキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　トルコギキョウ［Ｅｕｓｔｏｍａ　ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ（Ｒａｆ．）Ｓｈｉｎｎ
．］は、リンドウ科に属し、アメリカ南西部を原産とする一年性の草本である。本種は、
その大きな花と長い茎、そして花持ちのよさの点で、日本で最も人気の高い切花の一つと
なっている。典型的なトルコギキョウの野生種の花色は紫色であり、その主要色素はデル
フィニジン系のアントシアニンである。主に日本における商業育種によって、ピンク、白
、クリーム色、藤色、赤などの多様な花色の系統が作出されているが、更なる花色の多彩
化、効率的な花色育種法が望まれている。
　例えば、花色の複対立遺伝子が提唱されているが、白色花の形成機構はまだＤＮＡレベ
ルでは詳しく証明されていない（特許文献１）。
　一方、野田らは、トルコギキョウでアントシアニン合成に関わるフラボノール合成酵素
（ＦＬＳ）、ジヒドロフラボノール４還元酵素（ＤＦＲ）、カルコン合成酵素（ＣＨＳ）
、アントシアニン合成酵素（ＡＮＳ）などの発現を詳しく解析しているが、これらの遺伝
子と白色花との関係は不明である（非特許文献１）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００３】
【特許文献１】国際公開ＷＯ２００４／１０３０６５号パンフレット
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｎ．Ｎｏｄａ　ｅｔ　ａｌ．、「Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｇｅｎ
ｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎｖｏｌｖｅｄ　ｉｎ　ｆｌａｖｏｎｏｌ　ａｎｄ　ａｎ
ｔｈｏｃｙａｎｉｎ　ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｄｕｒｉｎｇ　ｐｅｔａｌ　ｄｅｖｅ
ｌｏｐｍｅｎｔ　ｉｎ　ｌｉｓｉａｎｔｈｕｓ（Ｅｕｓｔｏｍａ　ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒ
ｕｍ）」Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉａ　Ｐｌａｎｔａｒｕｍ　２００４年、第１２２巻、３０
５－３１３．
【発明の概要】
【０００５】
　上記のような状況下、現在までは、個々のトルコギキョウが白色花か否かは、生育の後
期に花が形成されるまで栽培を行わないと判別することができなかった。また、有色花系
統が白色花遺伝子をヘテロでもっている場合には、子孫を作って花が咲くまで調査を行わ
ないと白色花を生じるか判別できないため、白色花を生じる可能性を試験当代で判定する
ことはできなかった。
　したがって、トルコギキョウの白色花発現に関係する特定の遺伝子マーカーを見出し、
該遺伝子マーカーに基づいて、開花前に又は有色品種から、白色花を生じるトルコギキョ
ウを選別することができれば、白色花を有するトルコギキョウを効率的に育種できると考
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えられる。
　そこで本発明は、トルコギキョウの白色花に関連する遺伝子マーカーの開発、及び当該
マーカーを利用した、開花前に又は有色品種から、白色花を生じるトルコギキョウを選別
する方法を提供することを目的とする。
　本発明者らは、白色花及び有色花のトルコギキョウにおいて、アントシアニン生合成に
関与する遺伝子群を調査する過程で、各遺伝子の配列情報に基づいて設計したプライマー
を用いてＲＴ－ＰＣＲ分析を行ったところ、白色花の系統ではアントシアニン合成酵素（
ＡＮＳ）の増幅が認められないことを確認した（図１）。
　そこで白色花系統と有色花系統との間でＡＮＳ遺伝子の塩基配列を調査し、両者を比較
したところ、エクソンの配列は特定の連続した９４ヌクレオチドの欠失を除いて約９８％
同一であり、イントロンの配列においては顕著な違いがあることを見出した（図２及び８
）。
　本発明は、上記塩基配列の差異に基づく白色花のトルコギキョウの選別方法であり、以
下の特徴を包含する。
　（１）トルコギキョウ［Ｅｕｓｔｏｍａ　ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕｍ（Ｒａｆ．）Ｓｈ
ｉｎｎ．］のＤＮＡサンプルから、アントシアニン合成酵素（ＡＮＳ）遺伝子中の白色花
関連マーカー又は有色花関連マーカーのいずれかを検出することを含む、白色花を生じる
トルコギキョウを選別する方法。
　（２）白色花関連マーカーは、配列番号２若しくは２０に示すポリヌクレオチド、又は
それらのポリヌクレオチドにおいて１～複数個のヌクレオチドの置換、付加、欠失若しく
は挿入を含むポリヌクレオチドである、上記（１）記載の方法。
　（３）有色花関連マーカーは、配列番号１若しくは１９に示すポリヌクレオチド、又は
それらのポリヌクレオチドにおいて１～複数個のヌクレオチドの置換、付加、欠失若しく
は挿入を含むポリヌクレオチドである、上記（１）記載の方法。
　（４）有色花関連マーカーは、配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９若しくは
配列番号１９のヌクレオチド２３７９～２４７２、又は配列番号１のヌクレオチド２３６
６～２４５９若しくは配列番号１９のヌクレオチド２３７９～２４７２において、１～数
個のヌクレオチドの置換、付加、欠失若しくは挿入を含むポリヌクレオチドである、上記
（１）記載の方法。
　（５）白色花関連マーカー及び有色花関連マーカーの双方を検出することにより、ＡＮ
Ｓ遺伝子の遺伝子型を決定することをさらに含む、上記（１）記載の方法。
　（６）配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９又は配列番号１９のヌクレオチド
２３７９～２４７２に隣接する５’側配列及び３’側配列に特異的にアニーリングするこ
とができる正方向プライマー及び逆方向プライマーからなるプライマーセットによるＤＮ
ＡサンプルのＰＣＲ増幅と、その後の電気泳動によって前記決定を行うことを特徴とする
、上記（５）記載の方法。
　（７）前記プライマーセットは、配列番号３に示す正方向プライマー及び配列番号４に
示す逆方向プライマーからなることを特徴とする、上記（６）記載の方法。
　（８）白色花関連マーカーがホモ型で存在する場合に、トルコギキョウの花色を白色と
判定することをさらに含む、上記（５）記載の方法。
　（９）白色花関連マーカーがヘテロ型で存在する場合に、試験当代は有色花であるが、
自殖により白色花を生じるものであると判定することをさらに含む、上記（５）記載の方
法。
　（１０）以下の（ｉ）又は（ｉｉ）のいずれか１つ以上を含む、白色花を生じるトルコ
ギキョウを選別するためのキット。
　（ｉ）配列番号２若しくは２０に示すヌクレオチド配列又はその相補的配列を有する核
酸プローブ；及びストリンジェントな条件下で配列番号２若しくは２０に示すヌクレオチ
ド配列又はその相補的配列とハイブリダイズするが配列番号１及び１９に示すヌクレオチ
ド配列並びにその相補的配列とハイブリダイズしない、１５塩基以上の長さを有する核酸
プローブ、よりなる群から選択される少なくとも１つの白色花関連マーカーを検出するた
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めの核酸プローブ
　（ｉｉ）配列番号１若しくは１９に示すヌクレオチド配列又はその相補的配列を有する
核酸プローブ；ストリンジェントな条件下で配列番号１若しくは１９に示すヌクレオチド
配列又はその相補的配列とハイブリダイズするが配列番号２及び２０に示すヌクレオチド
配列並びにその相補的配列とハイブリダイズしない、１５塩基以上の長さを有する核酸プ
ローブ；及び配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９又は配列番号１９のヌクレオ
チド２３７９～２４７２の少なくとも一部に特異的にハイブリダイズ可能であり、かつ１
５塩基以上の長さを有する核酸プローブ、よりなる群から選択される少なくとも１つの有
色花関連マーカーを検出するための核酸プローブ
　（１１）前記核酸プローブは標識化されている、上記（１０）記載のキット。
　（１２）前記（ｉ）及び（ｉｉ）を含むことを特徴とする、上記（１０）記載のキット
。
　（１３）前記（ｉ）の核酸プローブと、前記（ｉｉ）の核酸プローブとが異なる標識を
有する、上記（１２）記載のキット。
　（１４）配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９又は配列番号１９のヌクレオチ
ド２３７９～２４７２に隣接する５’側配列と３’側配列に特異的にアニーリングするこ
とができる正方向プライマー及び逆方向プライマーからなるプライマーセットを含む、白
色花を生じるトルコギキョウを選別するためのキット。
　（１５）前記プライマーセットは、配列番号３に示す正方向プライマー及び配列番号４
に示す逆方向プライマーからなることを特徴とする、上記（１４）記載のキット。
　本明細書は本願の優先権の基礎である日本国特許出願２００９－１３９４７７号の明細
書及び／又は図面に記載される内容を包含する。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
　図１は、アントシアニン生合成に関与する様々な遺伝子の、有色花系統ＡＭ及び白色花
系統ＫＳ間での発現差を示す電気泳動図を示す。なお図中の略記は次の通りである：ＣＨ
Ｓ、カルコン合成酵素；ＣＨＩ、カルコンイソメラーゼ；Ｆ３Ｈ、フラバノン３－水酸化
酵素；ＦＬＳ、フラボノール合成酵素；ＤＦＲ、ジヒドロフラボノール４－還元酵素；Ａ
ＮＳ、アントシアニン合成酵素；７ＧＴ、アントシアニジン７－糖転移酵素；Ｍ、ＤＮＡ
サイズマーカー。
　図２は、有色花系統ＡＭ（配列番号１）及び白色花系統ＫＳ（配列番号２）間でのＡＮ
Ｓ遺伝子の配列比較を示す。下線部は、白色系花系統で特徴的な連続した９４ヌクレオチ
ドの欠失部位を示す。
　図３は、トルコギキョウの有色花系統ＡＭの花を示す。
　図４は、トルコギキョウの白色花系統ＫＳの花を示す。
　図５は、トルコギキョウの有色花系統ＡＭとトルコギキョウの白色花系統ＫＳの交雑個
体の花を示す。
　図６は、トルコギキョウの有色花系統ＡＭとトルコギキョウの白色花系統ＫＳの交雑個
体の自殖後代の分離した集団のＡＮＳ遺伝子のＰＣＲの結果を示す。
　図７は、トルコギキョウの栽培品種のＡＮＳ遺伝子のＰＣＲの結果を示す。各レーンの
サンプルは次の通りである：Ｍ、ＤＮＡサイズマーカー；１、ＡＭ（有色花）；２、ＫＳ
；３、ＡＷ；４、ロジーナグリーン；５、キュートグリーン；６、キングオブイエロー；
７、あすかタイプホワイト；８、スピカホワイト；９、つくしの新雪（以上白色花）。
　図８は、有色花系統ＡＭ（配列番号１９）及び白色花系統ＫＳ（配列番号２０）間での
ＡＮＳ遺伝子の配列比較を示す。下線部は、白色系花系統で特徴的な連続した９４ヌクレ
オチドの欠失部位を示す。
【発明を実施するための形態】
【０００７】
　本発明は、白色花を生じるトルコギキョウ［Ｅｕｓｔｏｍａ　ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒｕ
ｍ（Ｒａｆ．）Ｓｈｉｎｎ．］を選別する方法（以下、本発明の方法という）に関する。



(5) JP 5709140 B2 2015.4.30

10

20

30

40

50

　本発明でいう「白色花」とは、植物の花の主要色素の一つであるアントシアニンを全く
生合成しないか、又はその生合成量が非常に少ないため、肉眼で色素の発現を識別できず
白く見える花をいい、レモン色、黄色、緑色の花を含む。これに対して「有色花」とは、
アントシアニンが肉眼で観察可能な程度に発現している、赤、青、紫、オレンジ、ピンク
、黒色の花をいう。また本発明で使用する「白色花を生じる」とは、試験当代が白色花で
あること、及び試験当代は有色花であるが、自殖により潜在的に白色花を生じること、の
両者を指す。
　本発明の方法は、トルコギキョウのＤＮＡサンプルから、アントシアニン合成酵素（Ａ
ＮＳ）遺伝子中の白色花関連マーカーを検出することを含んでいる。
　本発明に使用されるトルコギキョウのＤＮＡは、花形成前のトルコギキョウの組織、例
えば種子、葉、根、茎から、又は、あらゆる時点での有色品種の組織（花を含む）から、
抽出することにより取得することができる。ＤＮＡの抽出は、当業者に一般的な手法に従
って行えばよい。すなわち、トルコギキョウの組織を微塵切りにし、これを適当なバッフ
ァー中でホモジナイズした後、フェノール抽出などの公知のＤＮＡ抽出法にて、全ＤＮＡ
を抽出する。またその際に使用するＤＮＡ抽出キットは市販のものであってよく、例えば
Ｐｌａｎｔ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　ＤＮＡ　Ｍｉｎｉキット（バイオジーン社）などを使用
することができる。
　本発明でいう白色花関連マーカーとは、花組織で正常にＡＮＳを発現するＡＮＳ遺伝子
にはない、花組織で正常に発現されないＡＮＳ遺伝子に特徴的なヌクレオチド配列をいう
。そのようなヌクレオチド配列として、配列番号２若しくは２０に示す白色花品種のＡＮ
Ｓ遺伝子（以下、白色花遺伝子と称する）又はその変異体、あるいは配列番号２又は２０
に示す白色花遺伝子において、それぞれ配列番号１又は１９に示す有色花品種のＡＮＳ遺
伝子（以下、有色花遺伝子と称する）の対応領域と、塩基配列が顕著に異なる領域（以下
、白色花領域と称する）を挙げることができる。
　本発明でいう白色花遺伝子の変異体としては、配列番号２又は２０に示すポリヌクレオ
チドにおいて１～複数個のヌクレオチドの置換、付加、欠失若しくは挿入を含むポリヌク
レオチドが挙げられる。ここで「複数個」とは、１００個以下、好ましくは５０個以下、
４０個以下、３０個以下、２０個以下、そして最も好ましくは１０個以下の整数をいう。
　また、本発明でいう白色花遺伝子の変異体としては、配列番号２又は２０に示すポリヌ
クレオチドに対して８０％以上、好ましくは９０％以上、特に好ましくは９５％、９６％
、９７％、９８％、９９％以上のヌクレオチド同一性を有するポリヌクレオチドが挙げら
れる。
　さらに、本発明でいう白色花遺伝子の変異体としては、配列番号２又は２０に示すポリ
ヌクレオチドと相補的なポリヌクレオチドから成るＤＮＡとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズするポリヌクレオチドが挙げられる。ここで、「ストリンジェントな条件
」は、当業者が適宜設定でき、例えば３０～５０℃で、３～５ｘＳＳＣ、０．１～１％Ｓ
ＤＳ中で１～１５時間のハイブリダイゼーション、その後の、例えば０．１～２ｘＳＳＣ
、０．１～１％ＳＤＳ中、室温～７０℃での洗浄を含んでいる。ストリンジェント条件の
例は、例えばＳａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８９に開示されている。
　上記白色花遺伝子の変異体には、配列番号２若しくは２０に示す塩基配列又はその相補
的配列の突然変異体、及び異なるトルコギキョウ白色花品種のホモログが含まれる。
　白色花領域は、例えば本願明細書の図２及び８に示される有色花遺伝子と白色花遺伝子
の配列アライメントから、両配列間で顕著に異なる配列領域を選択することによって特定
することができる。
　本発明の方法において、白色花関連マーカーの検出は、当業者に公知の任意の手法に従
って行うことができる。そのような手法として、ＡＮＳ遺伝子領域のＰＣＲ増幅と、その
後の塩基配列決定による検出；白色花関連マーカーの少なくとも一部に特異的にハイブリ
ダイズする標識化プローブを用いた検出（例えばサザンハイブリダイゼーション、マイク
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ロアレイなどの手法による）などを挙げることができる。上記手法による白色花関連マー
カーの検出に際し、当業者は適宜最適な条件を設定することができる。
　具体的に、上記目的で使用されるＰＣＲプライマーの長さは、１５～５０塩基、好まし
くは１７～２５塩基の範囲で設定することができる。ＰＣＲ条件は、目的のＡＮＳ遺伝子
領域が増幅可能な限り限定されないが、例えば９４～９５℃で１０秒～１分の変性、５０
～６５℃で１０秒～１分間のアニーリング、７２℃で３０秒～１０分の伸長反応を１サイ
クルとし、２０～５０サイクル反応を行うことを含む。
　目的の白色花関連マーカーを該白色花関連マーカーの一部に特異的にハイブリダイズす
る標識化プローブを用いて検出する場合、使用されるプローブの長さは、１５塩基以上、
例えば２０～２００塩基、２５～１００塩基、２５～５０塩基であり、サンプルとプロー
ブとの接触はストリンジェントなハイブリダイゼーション条件下にて行うものとする。こ
こでストリンジェントな条件は、プローブの長さ、目的の白色花関連マーカーの塩基配列
に基づいて当業者が適宜設定でき、例えば３０～５０℃で、３～５ｘＳＳＣ、０．１～１
％ＳＤＳ中で１～１５時間のハイブリダイゼーション、その後の、例えば０．１～２ｘＳ
ＳＣ、０．１～１％ＳＤＳ中、室温～７０℃での洗浄を含んでいる。ストリンジェント条
件の例は、例えばＳａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８９に開示されている。プローブの標識化は当業者に公
知であり、例えば蛍光ラベル化剤、放射性同位元素を使用することによって行うことがで
きる。
　上記のようにしてトルコギキョウのＤＮＡサンプルから目的とする白色花関連マーカー
が検出された場合には、白色花を生じるトルコギキョウとして試験当代を選別することが
できる。
　本発明の方法は、遺伝子マーカーを利用するため、花形成前を含むあらゆる時点で白色
花を生じる系統の選別が可能であり、選別に要する時間を大幅に短縮することができる。
また所望でない花色品種を育成する不都合を回避することができるため、育成に必要な畑
面積はより少なくて済み、農薬、肥料などの農業資材の節約にも資する。
　一方、上記白色花関連マーカーの検出は、試験当代が白色花であることを保証するもの
ではない。なぜなら、白色形質は劣性であるため、ＡＮＳ遺伝子が有色花遺伝子と白色花
遺伝子とをヘテロ型で有している場合には、上記白色花関連マーカーが検出できたとして
も試験当代は有色花となるからである。
　したがって本発明の方法は、上記白色花関連マーカーの検出に代えて又はこれに加えて
、ＡＮＳ遺伝子中の有色花関連マーカーを検出することを含むことができる。
　本発明において、有色花関連マーカーとして、配列番号１若しくは１９に示す有色花遺
伝子又はその変異体、あるいは配列番号１又は１９に示す有色花遺伝子において、それぞ
れ配列番号２又は２０に示す白色花遺伝子の対応領域と、塩基配列が顕著に異なる領域（
以下、有色花領域と称する）を挙げることができる。
　本発明でいう有色花遺伝子の変異体としては、配列番号１又は１９に示すポリヌクレオ
チドにおいて１～複数個のヌクレオチドの置換、付加、欠失若しくは挿入を含むポリヌク
レオチドが挙げられる。ここで「複数個」とは、２００個以下、好ましくは１００個以下
、より好ましくは５０個以下、４０個以下、３０個以下、２０個以下、そして最も好まし
くは１０個以下の整数をいう。
　また、本発明でいう有色花遺伝子の変異体としては、配列番号１又は１９に示すポリヌ
クレオチドに対して８０％以上、好ましくは９０％以上、特に好ましくは９５％、９６％
、９７％、９８％、９９％以上のヌクレオチド同一性を有するポリヌクレオチドが挙げら
れる。
　さらに、本発明でいう有色花遺伝子の変異体としては、配列番号１又は１９に示すポリ
ヌクレオチドと相補的なポリヌクレオチドから成るＤＮＡとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズするポリヌクレオチドが挙げられる。ここで、「ストリンジェントな条件
」は、当業者が適宜設定でき、例えば３０～５０℃で、３～５ｘＳＳＣ、０．１～１％Ｓ
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ＤＳ中で１～１５時間のハイブリダイゼーション、その後の、例えば０．１～２ｘＳＳＣ
、０．１～１％ＳＤＳ中、室温～７０℃での洗浄を含んでいる。ストリンジェント条件の
例は、例えばＳａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８９に開示されている。
　上記有色花遺伝子の変異体には、配列番号１若しくは１９に示す塩基配列又はその相補
的配列の突然変異体、及び異なるトルコギキョウ有色花品種のホモログが含まれる。
　有色花領域は、例えば本願明細書の図２及び８に示される有色花遺伝子と白色花遺伝子
の配列アライメントから、両配列間で顕著に異なる配列領域を選択することによって特定
することができる。本発明において好ましい有色花領域として、有色花遺伝子（配列番号
１）のヌクレオチド２３６６～２４５９若しくは有色花遺伝子（配列番号１９）のヌクレ
オチド２３７９～２４７２又はその変異体を挙げることができる。
　ここで「配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９又は配列番号１９のヌクレオチ
ド２３７９～２４７２の変異体」としては、配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５
９又は配列番号１９のヌクレオチド２３７９～２４７２において、１～数個のヌクレオチ
ドの置換、付加、欠失若しくは挿入を含むポリヌクレオチドが挙げられる。ここで「数個
」とは、１０以下の整数、好ましくは５以下の整数をいう。
　また、「配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９又は配列番号１９のヌクレオチ
ド２３７９～２４７２の変異体」としては、配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５
９又は配列番号１９のヌクレオチド２３７９～２４７２に対して８０％以上、好ましくは
９０％以上、特に好ましくは９５％、９６％、９７％、９８％、９９％以上のヌクレオチ
ド同一性を有するポリヌクレオチドが挙げられる。
　さらに、「配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９又は配列番号１９のヌクレオ
チド２３７９～２４７２の変異体」としては、配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４
５９又は配列番号１９のヌクレオチド２３７９～２４７２と相補的なポリヌクレオチドか
ら成るＤＮＡとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドが挙げ
られる。ここで、「ストリンジェントな条件」は、当業者が適宜設定でき、例えば３０～
５０℃で、３～５ｘＳＳＣ、０．１～１％ＳＤＳ中で１～１５時間のハイブリダイゼーシ
ョン、その後の、例えば０．１～２ｘＳＳＣ、０．１～１％ＳＤＳ中、室温～７０℃での
洗浄を含んでいる。ストリンジェント条件の例は、例えばＳａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ、Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９８９に開示され
ている。
　有色花関連マーカーの検出は、上記白色花関連マーカーの検出と同様にして行うことが
できるが、例えば有色花関連マーカーの少なくとも一部に特異的にハイブリダイズ可能な
プローブは、有色花関連マーカーを検出することができるだけでなく、該プローブによる
検出が認められない場合には、白色花関連マーカーの検出を行うことなく試験当代は白色
花であると判定することができるため、好ましい。具体的に、トルコギキョウのＤＮＡサ
ンプルへの上記プローブの結合が検出されなかった場合には、白色遺伝子をホモ型で有し
ているため、試験当代は白色花であると判定することができる。
　一方、トルコギキョウのＤＮＡサンプルへの上記プローブの結合が検出された場合には
、有色花遺伝子をホモ型又はヘテロ型で有しているため、試験当代は有色花であると判定
することができる。なおこの場合には、上述した白色花関連マーカーの検出と組合せてＡ
ＮＳ遺伝子の遺伝子型を決定することにより、自殖により白色花を生じるトルコギキョウ
を選別することができる。
　上記遺伝子型の決定は、上記の通り白色花関連マーカー及び有色花関連マーカーを個々
に検出することによって行ってもよいが、配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９
又は配列番号１９のヌクレオチド２３７９～２４７２（９４ヌクレオチド）を挟む領域を
増幅することができるプライマーセットを用いたＰＣＲ増幅と、その後の電気泳動により
、簡便に行うことができる。上記の通り、有色花遺伝子と白色花遺伝子のエクソン配列は
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、前記９４ヌクレオチドの有無を除いて約９８％の配列同一性を有するため、配列番号１
のヌクレオチド２３６６～２４５９に隣接する５’側配列と３’側配列に特異的にアニー
リングすることができる正方向プライマーと逆方向プライマーの多くは、配列番号２のこ
れに相当する領域とも特異的にアニーリングすることができる。同様に、配列番号１９の
ヌクレオチド２３７９～２４７２に隣接する５’側配列と３’側配列に特異的にアニーリ
ングすることができる正方向プライマーと逆方向プライマーの多くは、配列番号２０のこ
れに相当する領域とも特異的にアニーリングすることができる。したがって、上記正方向
プライマーと逆方向プライマーからなるプライマーセットを用いたトルコギキョウのＤＮ
ＡサンプルのＰＣＲ増幅は、ＡＮＳ遺伝子がヘテロ型である場合に、前記９４ヌクレオチ
ドだけ長さの異なる２種類の増幅産物を生じさせることができる。この２種類の増幅産物
は、電気泳動（例えばアガロースゲル）によって視覚的に識別可能であるため、白色花関
連マーカーの検出と、それに基づく遺伝子型の決定とを同時に行うことができる。すなわ
ち、上記電気泳動によって長さの異なる２本のバンドが検出された場合には、白色花関連
マーカーをヘテロで有しているため、試験当代は有色花であるが、自殖により白色花を生
じるものであると判定することができる。一方、１本のバンドが検出された場合には、白
色花関連マーカーをホモ型で有するものであるか増幅産物の長さに基づいて判定し、試験
当代が有色花であるか又は白色花であるかを判定することができる。
　上記プライマーセットの例として、配列番号３に示す正方向プライマーと配列番号４に
示す逆方向プライマーとからなるプライマーセットを挙げることができるが、これに限定
されるものではなく、例えば本願明細書に添付の図２及び８の配列アライメントに基づい
て、当業者は適宜適切なプライマーセットを構築することができる。
　上記本発明の方法により、従来は試験当代で選別することができなかった、潜在的に白
色花系統を生じる有色花系統の選別も、当代個体の花形成前に簡便に行うことができ、育
種規模のコンパクト化のみならず育種年限の短縮も可能になる。
　本発明はさらに、白色花を生じるトルコギキョウを選別するためのキットを包含する。
本発明に係るキットは、少なくとも白色花関連マーカー又は有色花関連マーカーのいずれ
かを特異的に検出するための構成を含んでいる。そのような構成の例として、これに限定
されるものではないが、以下に示す核酸プローブを挙げることができる：
　（ｉ）配列番号２若しくは２０に示すヌクレオチド配列又はその相補的配列を有する核
酸プローブ；及びストリンジェントな条件下で配列番号２若しくは２０に示すヌクレオチ
ド配列又はその相補的配列とハイブリダイズするが配列番号１及び１９に示すヌクレオチ
ド配列並びにその相補的配列とハイブリダイズしない、１５塩基以上の長さを有する核酸
プローブ、からなる群より選択される少なくとも１つの白色花関連マーカーを検出するた
めの核酸プローブ
　（ｉｉ）配列番号１若しくは１９に示すヌクレオチド配列又はその相補的配列を有する
核酸プローブ；ストリンジェントな条件下で配列番号１若しくは１９に示すヌクレオチド
配列又はその相補的配列とハイブリダイズするが配列番号２及び２０に示すヌクレオチド
配列並びにその相補的配列とハイブリダイズしない、１５塩基以上の長さを有する核酸プ
ローブ；及び配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９又は配列番号１９のヌクレオ
チド２３７９～２４７２の少なくとも一部に特異的にハイブリダイズ可能であり、かつ１
５塩基以上の長さを有する核酸プローブ、からなる群より選択される少なくとも１つの有
色花関連マーカーを検出するための核酸プローブ。
　上記核酸プローブのサイズは、２０～９０塩基、好ましくは３０～７０塩基、例えば４
０～６０塩基の長さである。また上記核酸プローブは、蛍光ラベル化剤、放射性同位元素
などのラベル化剤によって標識されていることが好ましい。そのような蛍光ラベル化剤、
放射性同位元素として、これに限定されるものではないが、ローダミン、フルオレセイン
、ダンシル、及びそれらの誘導体、Ｃｙダイ、３２Ｐ並びに３５Ｓなどが挙げられる。
　本発明に係るキットは、好ましくは、白色花関連マーカー及び有色花関連マーカーの双
方を特異的に検出するための構成を含んでいる。この場合、有色花関連マーカーの検出と
白色花関連マーカーの検出とを区別できるように、白色花関連マーカー用の核酸プローブ
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の標識と有色花関連マーカー用の核酸プローブの標識とが異なることが好ましい。
　本発明に係るキットは、最も好ましくは、トルコギキョウのＡＮＳ遺伝子の遺伝子型を
判定することができる構成を含むものであり、そのような構成の例として、これに限定さ
れるものではないが、配列番号１のヌクレオチド２３６６～２４５９又は配列番号１９の
ヌクレオチド２３７９～２４７２に隣接する５’側配列と３’側配列に特異的にアニーリ
ングすることができる正方向プライマー及び逆方向プライマーからなるプライマーセット
が挙げられる。
　また上記プライマーセットの具体例として、配列番号３に示す正方向プライマーと配列
番号４に示す逆方向プライマーとからなるプライマーセットを挙げることができる。
　以下、本発明の一例を実施例として詳細に説明するが、本発明はこの実施例のみに限定
されるものではない。
【実施例１】
【０００８】
アントシアニン生合成に関与する遺伝子群の有色花品種及び白色花品種間での発現の比較
　ＲＮＡ抽出は、Ｐｌａｎｔ　Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　Ｍｉｎｉｐ
ｒｅｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＶＩＯＧＥＮＥ）を使用し、１００ｍｇの花弁から行った。抽出
後のＤＮＡ除去のために、ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ、ａｍｐｌｉｆｉｃａｔ
ｉｏｎ　ｇｒａｄｅ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用した。ｃＤＮＡ合成にはＳｕｐｅｒ
ＳｃｒｉｐｔＴＭ　ＩＩ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅ
ｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を使用した。いずれも製品に添付されたプロトコールに従っ
て実験を行った。
　ＲＴ－ＰＣＲのプライマーは非特許文献１に報告されている各遺伝子の配列を参考に設
計した以下のようなものである：ＣＨＳ用プライマー、５’－ＡＧＡＧＧＴＧＡＧＡＡＧ
ＧＧＣＴＣＡＡＡＧ－３’（配列番号５）及び５’－ＣＧＡＧＡＣＡＣＴＧＴＧＴＡＧＡ
ＡＣＣＡＣＴＧ－３’（配列番号６）；ＣＨＩ用プライマー、５’－ＴＴＣＣＴＣＣＡＣ
ＴＣＣＴＴＣＣＣＴＴＴ－３’（配列番号７）及び５’－ＡＴＴＣＧＧＧＴＴＧＣＣＡＡ
ＡＣＴＣＴＴ－３’（配列番号８）；Ｆ３Ｈ用プライマー、５’－ＴＧＧＣＴＣＣＡＴＣ
ＴＡＣＡＣＴＡＡＣＡＧＣ－３’（配列番号９）及び５’－ＧＡＴＣＴＣＣＴＣＡＡＴＡ
ＧＧＣＴＴＧＣＴＣ－３’（配列番号１０）；ＤＦＲ用プライマー、５’－ＣＣＣＴＧＡ
ＡＡＧＣＣＴＧＴＡＡＧＡＧＣ－３’（配列番号１１）及び５’－ＴＡＣＧＴＧＴＣＣＴ
ＴＧＣＣＡＴＧＴＴＣ－３’（配列番号１２）；ＡＮＳ用プライマー、５’－ＣＣＣＣＡ
ＧＡＧＴＡＧＡＡＡＧＣＴＴＧＧ－３’（配列番号１３）及び５’－ＴＣＣＴＧＡＡＧＡ
ＧＣＴＴＧＴＧＣＴＴＧ－３’（配列番号１４）；７ＧＴ用プライマー、５’－ＡＡＡＣ
ＣＴＴＧＳＴＣＣＡＴＧＧＧＴＣＡＡ－３’（配列番号１５）及び５’－ＴＧＣＴＣＡＧ
ＣＡＡＡＣＡＴＡＧＧＣＣＡＣＧＴＣ－３’（配列番号１６）。
　ＲＴ－ＰＣＲ反応は以下の条件で行った。先ず反応液は合計を２０μｌ［１×Ｅｘ　Ｔ
ａｑ　Ｂｕｆｆｅｒ、０．２ｍＭ　ｄＮＴＰｓ、０．５ｕｎｉｔｓ　ＴａＫａＲａ　Ｅｘ
　ＴａｑＴＭ　ＨＳ、０．５μＭ　ｆｏｒｗａｒｄ、ｒｅｖｅｒｓｅ各プライマー（各１
０μＭ）、約２５ｎｇの一本鎖ｃＤＮＡ］とし、９４℃で１分間熱変性させた後、さらに
熱変性後（９４℃３０秒）、アニーリング（６０℃３０秒）、伸長反応（７２℃１．５分
）を２５サイクルおよび３０サイクルで繰り返し行い、７２℃で７分間反応させた後、最
後に４℃まで冷却させた。ＰＣＲ増幅産物は０．８％アガロースゲル（ＡＭＲＥＳＣＯ）
で電気泳動（５０Ｖ、１×ＴＡＥ、６０分）し、エチジウムブロマイド（ＥｔＢｒ）溶液
（１００倍ＥｔＢｒ　４μｌ、ＴＡＥ　Ｂｕｆｆｅｒ　４００ｍｌ）で３０分間染色した
後、ゲルをＵＶ照射下で観察した。
　図１から分かるとおり、白色花品種ＫＳではアントシアニン合成酵素（ＡＮＳ）遺伝子
の増幅が認められないことが分かった。
【実施例２】
【０００９】
アントシアニン合成酵素（ＡＮＳ）遺伝子配列の有色花品種及び白色花品種間での比較
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　ゲノムＤＮＡ抽出は、Ｐｌａｎｔ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　
Ｍｉｎｉｐｒｅｐ　Ｓｙｓｔｅｍに添付されているプロトコールに従って使用し、１００
ｍｇの若い葉から行った。抽出したゲノムＤＮＡを対象に、ＡＮＳ遺伝子の全長ＯＲＦを
含むプライマー（５’－ＡＴＴＣＡＧＣＡＡＡＡＧＴＡＡＡＧＡＴＣＡＡＡＧＣＡ－３’
（配列番号１７）及び５’－ＣＡＴＧＣＡＴＡＴＴＡＣＡＴＧＧＴＴＧＡＡＴＣＣ－３’
（配列番号１８））を用いてゲノミックＰＣＲを行った。反応液の合計を５０μｌ［１×
Ｂｕｆｆｅｒ　ｆｏｒ　ＫＯＤ－ｐｌｕｓ－ｖｅｒ．２、０．２ｍＭ　ｄＮＴＰｓ、１．
５ｍＭ　ＭｇＳＯ４、１．０ｕｎｉｔｓ　ＫＯＤ－ｐｌｕｓ－、０．３ｍＭ　ｅａｃｈ　
ｆｏｒｗａｒｄ、ｒｅｖｅｒｓｅ各プライマー（各１０μＭ）、約２５ｎｇ鋳型ＤＮＡ］
とし、９４℃で２分間熱変性させた後、さらに熱変性後（９４℃１５秒）、アニーリング
（６３℃３０秒）、伸長反応（６８℃３分）を３５サイクル繰り返し行い、６８℃で４分
間反応させた後、最後に４℃まで冷却させた。ＰＣＲ増幅産物は１％アガロースゲルで電
気泳動（５０Ｖ　１×ＴＡＥ、６０分）し、エチジウムブロマイド（ＥｔＢｒ）溶液（１
００倍ＥｔＢｒ　４μｌ、ＴＡＥ　Ｂｕｆｆｅｒ　４００ｍｌ）で３０分間染色した後、
ゲルをＵＶ照射下で観察し、目的の遺伝子が増えていることを確認した。
　その後、泳動に使用しなかった残りのＰＣＲ増幅産物からＤＮＡを精製した。精製はＰ
ＣＲ－Ｍ　Ｃｌｅａｎ　Ｕｐ　Ｓｙｓｔｅｍ（ＶＩＯＧＥＮＥ）を用い、添付されている
プロトコールに従って行った。シークエンス解析は鹿児島大学学内共同研究施設である遺
伝子実験施設のシークエンスサービスを利用し、施設の推奨する方法に従って行った。塩
基配列およびアミノ酸配列のマルチプルアライメントにはＧＥＮＥＴＹＸ　ｖｅｒｓｉｏ
ｎ　８　ｐｒｏｇｒａｍ（ＧＥＮＥＴＹＸ　Ｃｏ．）を用いた。
【実施例３】
【００１０】
白色花品種アントシアニン合成酵素（ＡＮＳ）遺伝子中の９４ヌクレオチドの欠失を利用
した、白色花品種と有色花品種の識別
　トルコギキョウの有色花系統ＡＭ（図３）と白色花系統ＫＳ（図４）を交配し、有色花
の後代を得た（図５）。この後代を自殖させ種子を収穫し、その種子を播種して植物体に
なるまで育成したところ有色花２３個体、白色花８個体が得られた。これは、メンデルの
法則の３：１に分離比に適合している。
　これらの後代のうち有色花１０個体、白色花６個体からＤＮＡを抽出した。ＤＮＡ抽出
は、バイオジーン社のプラントゲノムミニプレップシステムを用いてマニュアルに従って
行った。
　次に図２及び８に示すＡＮＳ遺伝子の配列アライメントに基づいて、９４塩基欠失部分
を挟み込む形で増幅可能なプライマー（５’－ＴＧＧＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＡＡＴＧＴＧ
Ｔ－３’（配列番号３）及び５’－ＴＧＧＴＴＧＡＡＴＣＣＡＴＧＴＣＴＴＴＴＧ－３’
（配列番号４）のＤＮＡ配列を有するオリゴヌクレオチド）を設計した。
　ＰＣＲ反応はＧｅｎｅＡｍｐ９７００システム（ＡＢＩ社）を使用して行った。反応液
２０μｌ中には１０ｎｇ　ＤＮＡ、０．５ｕｎｉｔｓ　ＴＡＫＡＲＡ　ＥＸＴａｑ（タカ
ラバイオ社）、０．２ｍＭ　ｄＮＴＰ、０．５μＭ、２μｌ　１０ｘＥＸＴａｑバッファ
ーが含まれる。ＰＣＲ条件は、９５℃で１０秒間のディネーチャー、６２℃で３０秒間の
アニール、７２℃で３０秒間の伸長反応を１サイクルとし、３０サイクル反応させた。
　反応後、２％アガロースゲル（バイオジーン社）上の電気泳動によりバンドの確認を行
った。
　その結果を図６に示す。図６からわかるように、有色花のトルコギキョウでは、４９１
ｂｐのバンドが必ずあり、白色花のトルコギキョウでは３９７ｂｐの短いバンドしか検出
できない。
　また、トルコギキョウの他の白色花品種６種（ロジーナグリーン、キュートグリーン、
キングオブイエロー、あすかタイプホワイト、スピカホワイト、つくしの新雪）について
も上記と同様の検出を行った（図７）。図７に示すように、他のトルコギキョウの白色花
の品種でも３９７ｂｐの短いバンドしか検出できなかった。また、有色花の品種は必ず４
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９１ｂｐのバンドを有していた。
　以上の結果、本発明では白色花遺伝子を持つトルコギキョウを完全に識別できる方法が
確立された。
【産業上の利用可能性】
【００１１】
　本発明によれば、白色花のトルコギキョウに関連する新規な遺伝子マーカー、及び該マ
ーカーを利用した白色花を生じるトルコギキョウの選別方法が提供される。遺伝子マーカ
ーを利用することにより、開花前若しくは花形成前を含むあらゆる時点で白色花を生じる
系統の選別が可能であるため、選別に要する時間を大幅に短縮することができる。また所
望でない花色品種を育成する不都合を回避することができるため、育成に必要な畑面積は
より少なくて済み、農薬、肥料などの農業資材の節約にもなる。
　本明細書で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願をそのまま参考として本明細書に
とり入れるものとする。
［配列表］
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