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研究成果の概要（和文）：鉢物カーネーション'Cherie'の正常花系統（WT）および奇形花系統(mlf) を異なる温
度条件で栽培したところ、WT株は正常花のみを咲かせ、mlf 株は15℃で 92.2%の奇形花を形成し、20℃および
25/20℃では有意に低い奇形花率を示した。WT と mlf における差異は花芽発達のがく片形成期以降に認められ
た。RNA-seqによりHSC70， WushcelおよびLOG3などはmlf 株花芽で発現が高かった。HSC70およびWushchelにお
いてSNIPが検出された。異常花発生機構について考察した。

研究成果の概要（英文）：Temperature regimes that cause malformed flowers were examined by using 
mutants of the potted carnation ‘Cherie’. Plants of normal (WT) and malformed (mlf) lines were 
grown under several temperature regimes. This flower malformation was reversible depending on the 
temperature regime. mlf plants produced 92.2% of malformed flowers under constant 15°C, whereas 
flower malformation was significantly lower under 20°C and 25/20°C. Morphological differences 
between WT and mlf after sepal formation. RNA-seq revealed that HSC70，Wushcel and LOG3 genes were 
upregulated in flower buds of mlf plants at 15°C. Mechanism of this malformation was discussed.

研究分野： 園芸学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 生産現場においてポットカーネーション
に雌ずいの増加、花弁の葉化または発育不全、
多花弁や多雌ずいなどの形態異常花（第 1 図）
が発生し、商品価値を損なう事例がみられた。
この形態異常は春季に頻発し、夏秋期には減
少したことから、花芽分化期の温度などの環
境要因が影響することが推察された。 

 
第 1 図	 正常花（上）多花弁花（中）多雌ずい花（下） 
 
	 バラにおいては、奇形花の一つとしてブル
ヘッドが知られており、花の発達初期の温度
の低下によって誘発されることが報告され
ている(Zieslin ら, 1969；Moe, 1971)。しか
し、カーネーションにおける花の形態異常の
報告は少ない。 
	 カーネーションにおける花芽分化ステー
ジについては古里ら(1967)の報告があるが、
花芽発育と形態異常の報告についてはほと
んどない。 
	 さらに，このような奇形花の発生に関する
分子生物学的メカニズムについても報告が
ない。 
 
２．研究の目的 
	 以上のような現状を踏まえて、第１章では
異なる温度条件が異常花発生に及ぼす影響
について検討した。 
	 第２章ではカーネーションの花芽分化を
光学顕微鏡および走査型電子顕微鏡で観察
するとともに、本異常花発生時の花芽分化ス
テージの特定を試みた。 
	 さらに、第３章では、本異常花の原因が何
らかの突然変異によるものと仮定し、
RNA-seq およびゲノムシーケンスなど分子
生物学的な調査を行った。 
 
３．研究の方法 
第 1章	 カーネーションにおける温度依存性

の異常花発生	

	 鉢物用カーネーション	‘Cherie’を供試
した。	
（実験１）正常花系統（WT）および奇形花系

統(mlf)を温室または人工気象室で各区 15株
ずつ栽培し、小花の異常発生率を調査した。
温度区として T1：26℃、	
T2:	14～16/12℃（昼/夜温）、	
T3：14～16/12℃（1/10-2/10 は 17/5℃）、		
T4：14～16/12℃（2/10-3/10 は 17/5℃）、	
T5：17/5℃、T6：17/12℃を設けた。	
（実験２）WT および mlf 株を挿し芽し、5 月
に移植し、6 月より	T7:15℃、T8:20℃、T9：
25/20℃の温度条件下で各区 12株ずつ栽培し、
8から10月にかけて異常花の発生を調査した。
異常花発生率は角変換して分散分析および
Tukey 多重検定を行った。	
	
第 2章	 カーネーションにおける奇形花発生

と花芽分化ステージ	

	 鉢物用カーネーション	‘Cherie’を供試
した。WT および mlf 株を挿し芽し、5 月に移
植し、6 月より	15℃、20℃または 25/20℃の
温度条件下で各区 12 株ずつ栽培し、8 から
10 月にかけて異常花の発生を調査するとと
もに、花芽の発育を観察した。	
（実験１）光学顕微鏡による観察：正常およ
び異常区の直径約 2～10mm の花芽を 280 個採
取し、パラフィン切片法、三重染色法
(Sharman ら、	1943)を用い、顕微観察に供試
した。	
	 各花芽の縦断切片を顕微観察した。花芽分
化ステージは古里ら(1967)の図を参考にⅠ
未分化、Ⅱ膨大期、Ⅲガク片形成期、Ⅳ花弁
形成期、Ⅴ雄雌ずい形成期、Ⅵ胚珠花粉形成
期、Ⅶ花芽完成期として判別した。I 未分化
（栄養成長期）：茎頂部は半球型をしており、
その周辺に一対の葉原基があり、葉原基は直
角方向に順次現れ、次第に半球型の成長点が
平たくなり膨大する（II 膨大期）。III がく
片形成期：先端が 5 裂したがくの形成がみら
れる。やがてがく片が伸長し始め、茎頂の頂
端分裂組織が更に肥大する。IV 花弁形成期：
がく片の内側に円周状に花弁が隆起し始め、
花弁の原基は丸く肥大しているが、外周より
横に薄く広がり始め、花弁の形態を整えてく
る。中心部には子房が形成されてくる。V 雄
雌ずい形成期：子房が発達し，その基部に葯
の形成がみられるようになる。VI 胚珠花粉形
成期：子房の中に胚珠が，葯内には花粉が形
成される。柱頭も 2～4 に分かれ発蕾の段階
となり、VII 花芽完成期となる。（実験２）SEM
による観察：WT 株と 15℃の mlf 株で花芽が
形成されたのち，走査型電子顕微鏡(TM3030)
と蛍光実体顕微鏡(M205FA，LASX)を用い、
様々なステージの花芽の観察および写真撮
影を行った。	
	
第 3章	 温度依存性の異常花についての分子

生物学的解析	

	 ‘Cherie’の WT および mlf 株を 15℃また
は 20℃の温度条件下で各区 10 株栽培した。	
RNA-seq：正常区(15 または 20℃)および異常
区（15℃）の直径約 2～3mm の花芽を 5〜7 個



ずつ5反復として全RNAをCTAB法で抽出し、
HiSeq	(150PE)で RNA-seq 解析を行った。各
サンプル 3G 以上のデータとし、合計 41.28G
であった。	
	 発現遺伝子をカーネーションゲノム
(ftp://ftp.kazusa.or.jp/pub/carnation/)	
に HISAT2	 (V.	 2.0.5)	 と StringTie	 (V.	
1.3.1c)	を用いてマッピングした。発現変動
遺伝子（DEG）を FDR 閾値	<	0.05	と最低２
倍の変化の条件としてballgownおよびEdgeR	
で同定し、FPKM で表示した。	
ゲノムシークエンス：正常および異常花系統
株の葉身から DNA を CTAB 法で抽出し、HiSeq
で解析した。データ量はそれぞれ 24.4G およ
び24.0Gで、coverageは 38〜39倍であった。
Fsatx	Toolkit でトリミングし、BWA でマッ
ピングし。Samtools で SNP を検出した。	
	
４．研究成果	
第 1章	 カーネーションにおける温度依存性

の異常花発生	

（実験 1）全ての栽培温度条件下において、
正常花系統では異常花の発生は認められな
かった（データ省略）。異常花系統区では処
理 T2、3、4、5 および 6 区において異常花が
発生したが、高温条件の T1 では発生しなか
った（第２図）。T2（14～16/12℃）区に対し
て、1 ヶ月間夜温を 5℃とした T3 および T4
区や夜温を5℃一定としたT5区では異常花発
生率が低下する傾向が認められた。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
第２図	 栽培温度が異常花発生に及ぼす影響.	

実験 1 の異常花発生系統のみ．平均±SE(n=15).	

同一文字間には、Tukey 検定により 5%水準で有意差なし.			

	
（実験 2）T7 区では小花の 90%以上が異常花
となったのに対して、T8 および T9 区では異
常花はわずかであった（第３図）。	 	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	

第３図	 栽培温度が異常花発生に及ぼす影響.	

実験 2 の異常花発生系統のみ．平均±SE(n=12).	

同一文字間には、Tukey 検定により 5%水準で有意差なし.	

	
	 Garrod	and	Harris	(1974)	らは 5℃の低温
条件下で栽培したとき、カーネーションに多
花弁花や貫生花などの奇形が発生すること
を報告している。しかし、本研究ではカーネ
ーションに好適な 15℃前後で最も奇形率が
高かったことから、低温とは異なる機構で奇
形が誘導されたと考えられる。また、17/5℃
で栽培した	mlf 株	を	23/18℃に移したとこ
ろ、正常花が発育した。反対に、26℃で正常
であった	mlf	株を 17/12℃に移したところ、
奇形花が発生したことから、この奇形は温度
帯に可逆的に反応することが示された。	カ
ーネーションにおいて栽培適温付近での温
度依存性の奇形花発生についてはこれまで
報告が無く、新規な現象と考えられた。	
	 以上の結果から、本異常花の発生は 12〜
17℃の温度下で誘導され、20℃以上で抑制さ
れることが示された。特に 15℃前後の好適な
温度で発生する、温度依存性の形態異常であ
ることが確認された。PCR 法（Namba ら,	1993）
により検出されなかった（データ省略）こと
から、ファイトプラズマは本奇形の要因では
ないと考えられた。	
	 異常花発生系統株の花芽における異常発
生のステージの特定や遺伝的変異などの要
因について、さらに検討する必要がある。	
	
第 2章	 カーネーションにおける奇形花発生

と花芽分化ステージ	

（実験１）カーネーションにおいて、栄養成
長期に尖っていた成長点が扁平になるとこ
ろから花芽の分化が始まる。ガク片形成期ま
では、WT と mlf 系統間に差異は認められなか
った(データ省略)。Blake	(1962)	はカーネ
ーションの奇形花の形態について報告し、が
く片は基本的に 5 枚で、花の器官の中で最も
安定していることを報告している。花弁形成
期において、異常花では花弁形成が認められ
なかった。雄雌ずい形成期において、異常花
では花弁が形成されておらず、複数の雌ずい
が形成されているものがあった	(第４図)。	
	 異常花では、花弁形成期から形態的異常が
生じ、花弁形成が遅れ、	雄雌ずい形成期に
は雌ずいの連続的な形成および花器官の重
複が始まることが明らかとなった。	



	

第４図	 正常および異常花系統の花芽発達．	

（実験２）SEM による観察例を第 5 図に示し
た。正常花ではこの時期に雌ずいとなる器官
が確認されるようになり(第 5 図 C)、その周
囲で花弁と雄ずいが明瞭に分化・発達し(第 5
図 D,	E)、完成した花芽（第 5 図 F）となり、
正常に開花した（第 5 図 G）。それに対し多花
弁花では雌ずい原基周辺の分化・発達が不明
瞭で、器官数が増加していくことが観察され
た(第 6 図 C)。	
	

第 5 図	 正常花の花芽発育ステージ.	

A:栄養成長，B:がく片形成，C:花弁形成，D:雄雌ずい形成，

E:胚珠花粉形成，F:花芽完成，G:	開花.	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	

	

	

第 6 図	 異常花の花芽形態の例.	

A:	がく片形成期，B:	不明瞭，C:多花弁花，D：貫生花.	

	
	 貫生花においては花芽の周囲に 1つから複
数のこぶのような器官が確認されるように
なり，こぶのような器官から二次的花器官へ
と分化・発達した（第 6 図 D）．多雌ずい花は
がく片形成期から花弁形成期にかけて異常
が発生すると考えられる。正常花の花芽では
この時期に雌ずいや花弁の原基の分化・発達
が進むが，多雌ずい花の花芽では器官の分化
が進まないまま花芽が肥大し、その後に起こ
る分化・発達も不明瞭であった（第 6 図 B）。	

第 3章	 温度依存性の異常花についての分子

生物学的解析	

	 RNA-seq により，有意な変動を示した 179
個の DEG の中で，ストレスや低温反応に関わ
る Heat	 shock	 cognate	 70	 kDa	 protein	
(HSC70)，茎頂における幹細胞の密度を支配
する Wushcel およびサイトカイニンの活性化
に 関 わ る Cytokinin	 riboside	
5'-monophosphate	 phosphoribohydrolase	
(LOG3,4および5;3のみ表示)などは異常花芽
で発現が高かった（第 7 図）。	
	 一方、GLABRA2	expression	modulator（第
7 図）、Protodermal	factor	1（データ省略）
および Transcription	factor	TCP2（データ
省略）など、花芽の頂端分裂組織の維持に関
わる遺伝子は異常花で発現が低下した。	
	

第７図	 正常および異常花発生系統における４種の	

遺伝子発現.	

	
	 特に、HSC70 および Wushchel において SNP
が検出された（データ省略）。異常花株では
HSC70	および Wuschel に何らかの変異があり、
両者が 15℃で過剰に発現し、サイトカイニン
の活性が高まっていることが示唆された。	
その結果、花芽の安定性が低下し，花芽の分
裂組織が拡大し，花の扁平化や器官の異常な
増加につながった可能性が推察された。さら
に、変異箇所との関係や変異の後代への遺伝
なども含めて検討する必要がある。	
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