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日本型イネに導入した紫米における着色色素の同定
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(1997年 1月22日受理)

緒 ー百

植物が合成するアントシアニンは，葉の表皮細

胞に蓄積し有害な紫外線の防御機構として働くば

かりでなくIL抗酸化作用やファイトアレキシン
として作用することも知られている。さらに，利

用面においても安全で、鮮やかな食品着色料とし

て，あるいは生体調節機能をもっ色素としての価

値があり，最近では，コレステロールの低下作用

もあることが明らかとなった 2)。一方，アントシア

ニンは可視的形質として古くから二次代謝経路の

研究対象となり，天然物化学・生物化学の進展も

あってその生合成経路が解明された。さらに最近

では，分子生物学的手法の展開で，色素着色の組

織特異性や発現時期といった転写制御系の解明が

盛んになり， トウモロコシでは色素着色の転写制

御ネットワークが構築されようとしている。イネ

でもトウモロコシと同様にアントシアニン着色は

古くから遺伝分析の対象となってきたがヘ トウ

モロコシとは異り生合成経路も未だ明らかとなっ

ておらず，また分子的転写制御系も不明で、ある o

最近，インド型の紫米から関与するアントシアニ

ンが特定された4)。また 1993年にイネとトウモロ

コシのシンテニーが明らかになったことからめ，

イネのアントシアニン合成に係わる転写制御遺伝

子Rα がとられベイネでも転写制御遺伝子系のネ

ットワークが解明されようとしている。

イネにおける着色形態は茎・穎から玄米にいた

るまで種々多岐にわたっている。茎・葉において

は，アントシアニンによる紫色のみであるが，玄

米においては色調・模様に多様な変異が認められ

る。イネの粒色に関する遺伝子系については木下

が詳しく述べているがへ大別して 2種の遺伝子

系に分かれ，アントシアニン生成に関与する 3遺

伝子の補足作用によって紫米となる系と 7)，種皮

着色の 2遺伝子の補足作用により赤米となる系で

ある 8)。これら粒色に関しては，既に，紫米に関し

ては Nagaiらによりアントシアニンが91赤米に
関しては Nagaoらによりカテキン，カテコール

タンニンが関与することが報告されている 10)。一

般に有色米は赤米もしくは黒米と称されるが，着

色色素の化学的成分を考慮すると用語はかならず

しも統ーされている分けではなく，前述のごとし

玄米における着色・形態は多岐にわたり，色調と

構成色素が一致しない場合もある。本論文では，

粒色の呈色の主成分としてアントシアニンが考え

られる場合に紫米と記載した。

紫米のアントシアニンについてはインド型イネ

紫米について，特に色素利用を背景に，酒類醸造

の原料として，インド型の紫米11)，および臭い紫米

のアントシアニン色素の同定がおこなわれ12)，

cyanidinふgIucosideを主成分とする 3種以上の

アントシアニンが紫米構成色素として存在するこ

とが報告されている。

日本型イネの在来種には葉身のみ紫色する紫イ

ネは存在するが，玄米がアントシアニンにより紫

色もしくは黒色に着色するインド型イネに見られ

る紫米は存在しない。しかしイネにおける着色形
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Fig.1. Structures of Pigment 1， 2， and 3 from purple pigmented 
nce. 

態は遺伝子形質として古くから注目され，遺伝子

分析の結果各種の色調あるいは模様に関する遺伝

子が確立され，インド型イネの紫米系と日本型イ

ネとの交雑後代で、紫米に固定された日本型イネが

研究室規模で存在する。インド型イネの紫米と B

本稲との交雑後代で紫米に固定された日本型イネ

の紫米のアントシアニンについての研究報告は，

著者の一人である前川らの報告があるのみであ

る同。紫米は，栽培上，耐病性，耐雑草性にすぐれ

ており，この特性は紫米のアントシアニン色素生

成との関連が推定される。また，農産加工原料と

して日本型イネの紫米はインド型イネの紫米で問

題となる物理的特性や臭いなどの問題もなく，形

質導入は多くの利点が考えられる。

本報告は，インド型イネの紫米系質を日本型イ

ネに導入した系統と，茎葉部のみ紫色を示す Pl

遺伝子を導入した，準同質遺伝子型系統を用い，

種子や葉からアントシアニンを分離し， 日本型イ

ネに導入された紫米におけるアントシアニン色素

を同定し，紫米の加工食品への利用および分子生

物学的基礎知見を得ることを目的とした。

方法と結果

1.供試紫米

茎葉部の色素抽出には，北海道品種しおかりに

日本稲A-77(紫イネ)の Pl遺伝子を導入した準

同質遺伝子型系統しおかり PIBCF2を，着色粒の

色素抽出には，フィリッピン原産の紫米系統Pir-

urutongにA-5 (赤室)および北海道在来種A-

13 (茶穂)を交雑して紫米を導入した系統H406を

用いた 13)。

2.色素の抽出

i )しおかり PIBCF2茎葉部からの色素の抽

出・分離，紫色の茎葉部(l.5kg)をエタノール:

酢酸・水. 10: 0.5: 5 (V /V)に浸漬し，室温に

一夜放置して色素を抽出した(2回)。ロ別した色

素抽出液を濃縮後，少量の4%酢酸メタノール溶

液に溶解し，不溶物を遠心分離で除いた後，上清

部をシリカゲルODS-Q3(富工ゲ、ル)のカラムに

サンプリングした。カラムは4%酢酸を含む水，

30 %メタノール，メタノールで順次溶出した。
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Table 1. Rf values and spectral properties of anthocyanin from leaves and grains of purple 

pigmented rice 

Antho- Rf values* 

cyanm BAW AH l%HCl BHA 

Cy-3-g1u 0.39 0.58 004 0.23 
1 0.39 0.59 o 04 0.23 
2 041 0.73 011 0.28 

3 046 0.83 o 18 0.34 
4 o 39 0.58 005 0.24 
5 041 0.73 0.10 0.28 

*BAW n-BuOH: AcOH: H，O 4 : 1 : 2 (v Iv) 
AH AcOH : HCl : H，O 5: 1・5
l%HCl HCl: H，O 2: 71 
BHA n-BuOH : 4NHCl : AcOH : H，O 7: 2 : 1・5

鮮明な赤色を示した 30%メタノール(4%酢酸

含有)溶出区分を濃縮して粗色素を得た。粗色素

区分を TLC(フナセルSF20X20 cm， AcOH: 

HCl : H20 5 1 5 v/v)で展開した結果Rf

値 0.59，0.73， 0.83に少くとも 3つのスポットが

確認された，それぞれRf値の低い方から順に

Pigment 1， 2および3と仮称した。

粗色素区分は調製用 TLC(フナセルSF20x20 

cm， AcOH: HCl : H20 5 1 5 )，で精製

を繰り返えして， Pigment 1 (13.8 mg乾因物)， 

Pigment 2 (2，7 mg)， Pigment 3 (1 mg) を得

た。

ii) H -406着色粒から色素の抽出・精製

H -406 (玄米)を軽〈粉砕後， 1 %塩酸・メタ

ノールに浸漬して抽出を行った。抽出液を濃縮後，

セファデックス LH-20カラムを通して，色素区

分を集めた。組色素区分は TLCの結果主成分の

強いスポットとマイナ一成分の 2スポットのみが

確認された。組色素区分を調製用 TLCで精製し

て， Pigment 4と5を単離した。

3.色素の同定

i) Pigment 1 FAB-MSスペクトルから

M+はm/z449に， m/z 287 (M+ -glucose)のピ

ークが認められた。 Pigmeot1を少量とり， 3N 

塩酸メタノール溶液中で、1000C，30分聞の加水分

解を行った。放冷後，メタノールを留去し，水で

希釈した後， 0 ブタノール抽出を行ってアグリコ

spectral data in 0.01% HCI-MeOH FAB-MS 

λmax(nm) E"o/E.nax (%) A1Cl3 [M+J 

449 

279，570 35 + 449 

280，530 29 十 595 

279，530 35 609 
449 

595 

ン部 (nブタノール層)と糖部(水層部)に分け

た。糖部は炭酸銀で中和後PPCおよびTLC(0-

BuOH : Pyridioe : H20 6 4 3 v/v)で標

品と共に展開し，グルコースを同定した。またア

グリコン部は標品とともに TLC(AcOH : HCl : 

H20 5 1 5 v/v)で展開して cyanidioを同

定した。 lH-NMR(CF3C02D-DMSO-d6 1 

9) (図-2)では，アグリコン部のシアニジン由

来の o8.95(S， H-4)， 8.26 (dd， J= 2， 9Hz， H 

-6')， 8.03 (d， J=2Hz， H-2')， 7.03 (d， J=9Hz， 

H-5')， 6.90 (d， J=2Hz， H-8)， 6.68 (d， J=2Hz， 

H-4)の6個のプロトンおよび糖部グルコース由

来のアノメリックプロトンが o5，44 (d， J=6.8) 

に，その他の6個分のプロトンが o3.20-4.52に

認められた事から Pigment1をcyanidin3-0 β 

D-glucopyranosideと同定した。 UV-VISスベ

クトル(0.01% HCI-MeOH)では λmax279， 570 

nmでAIC13添加では深色移動を示しアントシア

ニジン骨格のB環に隣接するフェノ-)レ性の水酸

基を有する事，また， E440/Emax値が35%であ

ることから Pigment1はモノグルコシドであり，

糖の結合位置がcyanidinの3位であることを裏

付けている。最終的には標品のcyanidin 3-

glucosideとlH-NMR，FAR-MSのスベクトル

データーと TLCのRf値(表 1)を比較するこ

とにより決定した。

ii) Pigment 2 : F AB-MSスペクトルから M+

はm/z595およびm/z449 (MLrhamnose)のピ
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ークが認められた。 Pigment2の塩酸による加水

分解ではアグリコン部としては cyanidinを，糖部

としてグルコースとラムノースを同定した。 lH

NMRスペクトル(図-3)では，アグリコン部

のシグナルは Pigment1のシアニジンと同一ケ

ミカルシフトカップリングで認められ，糖部グル

コースのアノメリックプロトンが q5.34 (lH， d， 

]=7.0Hz)に，ラムノースのアノメリックプロト

ンが O4.49 (lH， brs)に認められる他グルコース，

ラムノースに由来の各プロトンがδ3.1-3.9に

認められた事から Pigment2をcyanidin 3-0-

(6 "-0-(α一L-rhamnopyranosyI)一β-D-gluco

pyranoside， rutinoside)と同定した。 UV-VISス

ペクトラムでは λmax280， 530 nm， AIC13添加で

深色移動を示し，E440/Emax は29%であり，

Pigment 2の構造を裏付けた。

iii) Pigment 3 FAB-MSから M+はm/z

609，また m/z463 (ML rhamnose)， 

..i 

H 

J~I 

5.0 '.0 
T 

Z.O 

7 

1.0 

301 (peonidin)のピークを認めた。 Pigment3の

酸加水分解物から，アグリコンとして peonidin

を，構成糖としてグルコースとラムノースを TLC

上で確認した。 lH-NMR-スベクトルでは o3.93

(3H， s)にペオニジン 3'位の-OCH3基のジグナ

ルが認められる以外は Pigment2のNMRスペ

クトルはほぼ同ーのケミカルシフトパターンを示

した。 Pigment3をpeonidin3-0-(6" -0-(α-L-

rhamnopyransylβD-glucopyranoside) )と同定

した。 UV-US-スベクトルでは λmax279， 530 

nmでALC13添加では λmaxは移動を示さず，シ

アニジンのB環に存在した隣接するフェノール性

水酸基が存在しない事を示している。E440/Emax

35%であり， Pigment 3の構造を裏付けた。

iv) H -406着色粒からの色素の同定

H-406着色粒から抽出・精製した Pigment4 

および5は表-1に示すごとく TLC上のRf値

およびFAB-MSのM+ピークを比較しそれぞ、
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Fig. 3. lH-NMR spectrum of Pigment 2 (cyanidin 3-0-(ザ'-0-(αL-rhamnopyranosyl)一βーD-
glucopyranoside) isolated from leaves of purple pigmented rIce. 

れPigment1， 2と同ーであり， Pigment 4を

cyanidin 3-g1ucoside Pigment 5をcyanidin3-

rutinosideと同定した。

考察

紫米は C(花青素色原素)， A (アクチベータ)

とPl却(紫葉)の3遺伝子の補足作用によることが

遺伝子分析から明らカか冶にされているη

しおかり P刊lBCF2はしおかりに日本稲A一

7η7 (紫イネ)のP円f遺伝子を導入し，葉身・葉鞘の

み紫色となり玄米部は着色しない。しおがり

PIBCF 2の紫葉部から抽出したアントシアニン

はcyanidin 3 -glucosideを主成分とする

cyanidin 3 -rutinosideおよびpeonidin 3← 

rutinosideの3種類であった。正確な定量は行な

わなかったが， TLCに展開後の粗色素区の各スポ

ットをかき取り，単純に比色した結果では

cyanidin 3-g1ucosideのアントシアニン中の存在

比は 70%以上と測定された。P1W遺伝子を有し紫

葉・紫米であるH-406の玄米部の色素抽出の結果

も，粗色素区分は， TLC上でcyanidin 3-

glucosideが大半であり，少量の cyanidine 3-

rhutinosideを認めたにすぎない。インド型イネの

紫米のアントシアニンの構成比においても

cyanidin 3 -glucosideが大半であり，少量の

cyanidine 3-rutinosideを認められてるにすぎな

い。インド型イネの紫米のアントシアニンの構成

比においても cyanidin3-g1ucosideが60%以上

を占めるとの報告もあり IM2)，これらの結果を考

慮、すると紫米の呈色主要成分は cyanidin 3-

glucosideである。又，アントシアニンのアグリコ

ン部はインド型イネ，日本型イネの紫米とも

cyanidinとpeonidinの2種のみであり，他のア

ントシアニジンの存在については今の所報告例が

ない。インド型イネの紫米から比較的多種類のア

ントシアニンが同定されているに比べ，Plw遺伝
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子導入で発現される日本型イネの紫米のアントシ

アニンは cyanidin3-g1ucosideを圧倒的多量な主

成分とし，他のアントシアニンは質的にも量的に

も微量であり，アントシアニンの構成は非常に単

純化されている 1ぺPl卸遺伝子導入による紫米ア
ントシアニンの発現制御は輿味ある問題である。

天然色素の直接的利用という観点から，紫米ア

ントシアニン(主構成分cyanidin3-g1ucoside)の

食品加工における有効利用は今後の課題である。

既にインド型イネの紫米を原料として用いた， 日

本酒醸造やリキュールへの利用報告があるが，今

後は日本型イネに Pl山遺伝子を導入した紫米に

よる加工食品への原料として研究が多くなる事が

予想される。利点は日本型イネを直接利用できる

点であり，問題点は紫米における着色層は種皮部

であり，清酒等への利用の場合精白で大部分の色

素は「ヌカJ部に移行してしまう事である。紫米
色素を「ヌカ」から抽出利用する場合はその原料

的利点は大半は失なわれる。育種的改良が望まれ

る。
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Summary 

The chemical structure of anthocyanin in purple pigmented rice were studied. The chemical 
structure of three anthocyanins in purpul leaves of Shiokari PIBCF2 have been identified as cyanidin 3 

glucoside， cyanidin 3-rutinoside， and peonidin 3-rutinoside by NMR and F ABMS spectroscopy. The 

major anthocyanin of purpul pigmented brown rice (H406) has been identified as cyanidin 3-g1ucoside. 
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