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研究成果の概要（和文）： 

 ラン科植物特有の花器官（唇弁，ずい柱，花粉塊など）の形成機構を明らかにするため，デ

ンドロビウム，サギソウ，コチョウランを用いて花器官形成関連の遺伝子を単離し，その発現

解析を行った．その結果，花弁形成に関与するクラス B 遺伝子の発現パターンがデンドロビウ

ムの花被形態の多様性に関連していることが示唆された．またこれらの遺伝子の機能を明らか

にするため，コチョウランに遺伝子導入を行い，形質転換植物を得た． 

 

研究成果の概要（英文）： 

In order to understand the molecular mechanism of the orchid-specific floral organs such as 

lip, column, pollinium, we isolated floral organ identity genes from Dendrobium, Habenaria 

and Phalaenopsis orchids. The results indicated that expression pattern of class B genes 

were related to the various morphology of the tepals. Also, to understand the function of the 

floral organ identity genes, we constructed the transgenic Phalaenopsis.  
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１．研究開始当初の背景 

 

 ラン科植物は単子葉植物の中で最も進化し，

2 万を超える種が含まれる最大の科である．

ラン科植物の花は左右相称であり，花弁の 1

枚は他の花弁に比べて著しく形態を異にし，

唇弁と呼ばれている．また雄ずいと雌ずいは

合着してずい柱と呼ばれる 1 本の柱となって
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おり，その先端部の葯室には花粉が集まって

できた花粉塊がある．これらの花の特殊な形

態は，ラン科植物の特徴となっている．しか

しながら，唇弁，ずい柱，花粉塊などのラン

科植物特有の花器官がどのようにして形成さ

れるのか，その遺伝的背景は全く分かってい

ない． 

 これまで花の器官形成に関しては，シロイ

ヌナズナなどのモデル植物を中心とした研

究が精力的に進められ，花器官のアイデンテ

ィティーを決定する機構としてABCモデルが

提唱されている．双子葉植物の花は基本的に

4つのwhorlから構成され，最も外側のwhorl 1

ではがく片が，whorl 2では花弁が，whorl 3

では雄ずいが，whorl 4では心皮が分化する．

ABCモデルによれば，whorl 1ではクラスA遺

伝子が働いてがく片が形成され，whorl 2で

はクラスA遺伝子とクラスB遺伝子が働いて

花弁が，whorl 3ではクラスB遺伝子とクラス

C遺伝子が働いて雄ずいが，whorl 4ではクラ

スC遺伝子が働いて心皮が形成される．その

後，胚珠形成に関わるクラスD遺伝子，ABC

モデル遺伝子群と高次複合体を形成するク

ラスE遺伝子がみつかり，現在ではこれらを

含めて ABCDEモデルと呼ばれている．ABCDE

モデルに関与する遺伝子の多くはMADS-box

遺伝子と呼ばれる遺伝子の一群に含まれる．

最近の研究から，MADS-box遺伝子は双子葉植

物のみならず，ユリ科植物やラン科植物にお

いても存在し，その中には花器官のアイデン

ティティーを決定する役割をもつものがあ

ることもわかってきた．さらに，コチョウラ

ンの野生型と唇弁形成変異体とで発現パタ

ーンが異なるMADS-box遺伝子が発見され

（Tsai et al. 2004），MADS-box遺伝子がwhorl 

ごとの花器官のアイデンティティーだけで

なく，その形態形成にも関与することが示唆

されている． 

 形態形成に関与する遺伝子を解析する上

で，形質転換技術を用いた遺伝子機能解析と

突然変異体を用いた研究は非常に効果的で

ある．ラン科植物においては，近年の精力的

な研究により，形質転換技術が大きく進歩し

ている．またラン科植物には６枚の花被片が

同色同形のセッコク‘六歌仙’，ずい柱が花

弁化して八重花となった蝶咲きシュンラン

や，コチョウランの「トリプルリップ」（内

花被片すべてが唇弁になる）やサギソウの

‘飛翔’（唇弁のすぐ脇に位置する2枚の外

花被片が唇弁様になる）のような唇弁形成の

変異体が知られており，これら奇形花はラン

科植物特有の花器官形成機構を解析する上

で非常に良い研究材料だと考えられる． 

 ラン科植物は被子植物の中でも非常に特徴

的な形態の花を有している．本研究ではラン

科植物特有の形態（唇弁，ずい柱，花粉塊）

がどのような遺伝子によって支配されている

のかを明らかにし，ラン科植物の花器官形成

の分子メカニズムを解明するとともに，形質

転換技術を用いてラン科植物の花形の改変を

試みるものである． 

 

２．研究の目的 

 このような背景から，本研究においてはラ

ン科植物に特有な花器官形成に関与すると考

えられる遺伝子の単離および発現解析を行い，

ラン科植物に特有な花器官形成の分子メカニ

ズムを明らかにすることを目的として，下記

の３点に絞って研究を遂行する． 

    

(1)ラン科植物における花器官形成に関わる

遺伝子単離と発現解析 

 申請者らはこれまで３種のラン科植物（コ

チョウラン，サギソウ，デンドロビウム）か

ら花器官形成遺伝子の単離を進めており，す

でに花の ABCDE モデルに関わる MADS-box 遺

伝子群をいくつか単離している（Song et al. 

2006，Kim et al. 2007）．そこで本研究にお

いても引き続き，これら３種のラン科植物か

ら ABCDE モデルに関わる MADS-box 遺伝子群

の単離・発現解析を行う．また，花の左右相

称性に関わる cycloidea 遺伝子についても

単離・発現解析を行う．またディファレンシ

ャ ル ス ク リ ー ニ ン グ 法 あ る い は

cDNA-AFLP-DD 法（Bowman et al. 1989）など

により，ラン科植物特有の器官（唇弁・ずい

柱・花粉塊）形成に関わる遺伝子の単離を試

みる． 

 

(2)ラン科植物の花器官変異体を用いた遺伝

子解析 

 ラン科植物にはさまざまな奇形花が知ら

れている．そこで野生型，変異体のラン科植

物を用いて①で単離された花器官形成関連

遺伝子群の発現を比較解析するとともに，発

現の異なる遺伝子についてはゲノム構造を

調べ，変異の原因遺伝子の特定を試みる． 

 

(3)形質転換技術を用いた花器官形成関連遺

伝子群の機能解析 

 ①で単離された花器官形成関連遺伝子群

の機能解析を行うために，これらの遺伝子を

発現ベクターにクローニングし，モデル植物

であるシロイヌナズナとタバコ，ラン科植物

のコチョウランとデンドロビウムにそれぞ

れ形質転換する． 



 

 

 

３．研究の方法 

 

(1)ラン科植物における花器官形成に関わる

遺伝子単離と発現解析 

 ３種のラン科植物（コチョウラン，サギソ

ウ，デンドロビウム）を用い，花芽から全

RNA を抽出し，cDNA プールを作成した．こ

のcDNAプールを鋳型にしてMADS領域特異的

なプライマーを用いた RACE 法を行い，ABCDE

モデルに関わる MADS-box 遺伝子群の cDNA

断片を単離した．さらに 5’RACE 法，PCR 法

により遺伝子の cDNA 全長クローンの単離を

行った． 

 単離した cDNA 断片のうち，保存性の比較

的低い C 領域と 3’UTR 領域を用いてプライ

マーを作成し，RT-PCR 法を用いて発現解析

を行った．発現解析に用いた RNA は分取した

花の各器官から抽出した RNA を用いた． 

 

(2)ラン科植物の花器官変異体の選抜・収集

と形態観察 

 さまざまなラン科植物の中から，花器官形

態形成遺伝子の変異が原因と考えられる奇

形花や原種を選抜し，それらの花の形態を実

体顕微鏡を用いて詳細に観察した．特にサギ

ソウに関してはがく片が花弁化（一部唇弁

化）した品種‘飛翔’を収集した．またサギ

ソウと同属ではあるが，がく片が花弁状花被

であるダイサギソウについても収集を行っ

た．さらにセッコクについてはさまざまな花

器官変異品種の収集を行った． 

 

(3)コチョウランの花器官形成遺伝子を用い

た形質転換実験 

 コチョウランから単離された３つの 

MADS-box 遺伝子，PhalGLOA, PhalDEFA（以

上クラス B 遺伝子），PhalAG2A（クラス C 遺

伝子）を用い，これらのアンチセンスを過剰

発現させるよう発現ベクターを構築した．こ

れらをコチョウランおよびナス科植物の 

Solanum fiebrigii にアグロバクテリウム法

により形質転換した．遺伝子導入植物は抗生

物質の入った培地で選抜し，再分化個体につ

いては PCR法を用いて導入された遺伝子の確

認を行った． 

 

４．研究成果 

 

 デンドロビウム属セッコク（Dendrobium 

moniliforme）の野生型ならびにこれら花物

の花器官形成関連遺伝子群の発現解析を行う

ため，MADSボックス遺伝子群のクラスB（

AP3/DEFおよびPI/GLO）遺伝子とクラスC（

AGAMOUS）遺伝子を単離し，それぞれDMMADS4, 

DMAP3A, DMAP3B, DMPI, DMAG1と名付けた（

図１，図２）．RT-PCRの結果，DMAP3Aは外

花被，内花被，唇弁，ずい柱の全てで，

DMAP3Bは内花被，唇弁，ずい柱のみで発

現していた．またDMMADS4は内花被，唇弁

，ずい柱で発現し，DMPIは外花被，内花

被，唇弁，ずい柱の全てで発現していた

．またDMMADS4，DMPI両遺伝子は共に，子

房発達時に発現していた（図３）．次に，

２つのクラスＢ遺伝子（DMMADS4，DMPI

）のタンパク質間相互作用を明らかにす

るために酵母ツーハイブリッド解析を行

った結果，これら2つの遺伝子産物はヘテ

ロダイマーを形成することがわかった．

シロイヌナズナを使用した形質転換実験

では，DMMADS4の強発現個体の花は野生型

と変わらなかったが，DMPIの強発現個体

の花は外花被が花弁様に変化した．また

，開花期間は野生型よりも長くなった．

以上の結果から，セッコクから単離した

２つのクラスＢ遺伝子DMMADS4，DMPIは花

弁の発達と開花期間に関係すると考えら

れた．DMAP3B の強発現個体の花は野生

型と変わらなかったが，DMPIの強発現形

質転換体と交配した後代において，外花

被が花弁様に変化し，心皮の発達が阻害

されていた．これは，やはりDMMADS4形質

転換体とDMPI形質転換体との交配後代で

観察された表現型と同じであり，これら3

つの遺伝子（DMAP3B, DMMADS4, DMPI）が

セッコクの花器官決定にとって重要な役

割を担っていることが示唆された（図４

）． 

 サギソウからはHrDEF遺伝子の他に新

規DEF-like遺伝子２種類（HrDEF2, 

HrDEF3）のcDNAクローン断片を単離した

．コチョウランでは４つのクレードに属

するDEF-like遺伝子４つが単離されてい

るが，サギソウからはこのうちの３つの

クレードに属するDEF-like遺伝子が単離

できた． 

 コチョウランから単離された３つの 

MADS-box 遺伝子，PhalGLOA, PhalDEFA（以

上クラス B 遺伝子），PhalAG2A（クラス C 遺

伝子）の各アンチセンスを過剰発現させた形

質転換コチョウランをそれぞれ約 30 個体ず

つ作出した．これらのうち約 16 個体の発根

したハイグロマイシン耐性植物を順化し，

PCR 法 を用いて遺伝子が導入されているこ

とを確認した．順化した形質転換コチョウラ

ンのうち，PhalAG2A を導入したものが１株開



 

 

花した．この株はリップ化した花弁（ペロリ

ック）の形態を示したが，組織培養によって

もこのような変異が生じることが報告され

ている．従って，今後他のまだ開花していな

い個体の花の確認及び分子レベルでの解析

を行い，培養で生じた変異なのか導入遺伝子

の働きなのかを明らかにする必要がある．ま

たコチョウランの３つの遺伝子については

ナス科植物である Solanum fiebrigii にお

いても遺伝子導入を行い，形質転換体が得ら

れた．Solanum fiebrigii において３つの遺

伝子それぞれ約 25 個体の異なる形質転換ラ

インを順化し，3 種類の形質転換個体はそれ

ぞれ 10 個体以上開花した．しかし，非形質

転換体に比べて，花の形態の変化がみられな

かった．この結果から導入したコチョウラン

の各 MADS-box 遺伝子は Solanum fiebrigii

がもっている標的遺伝子の配列と大きく異

なり，二本鎖 RNA 分子の形成ができなかった

ものと考えられた． 

これ以外に，サギソウの野生型およびがく

片が花弁化した変異体‘飛翔’を交配し，そ

の後代を作出した．‘飛翔’にみられるがく

片の花弁化および側がく片の唇弁化はとも

に後代に遺伝したので，この形質を他のサギ

ソウ品種に導入することが可能であると考

えられた．セッコクおよび同属の複数種の多

様な花変異個体を収集・育成した．花芽分化

させた後のさまざまなステージの花をサン

プリングした．ダイサギソウの花変異個体を

育成し，交配・採種した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．クラス B 遺伝子（DEF-like および

GLO-like 遺伝子）の遺伝子系統樹． 

 

図１．クラス B 遺伝子（DEF-like 遺伝子）

C 末端領域のアミノ酸配列比較解析． 

 

 
図３．RT-PCR 法によるセッコククラス B遺

伝子（DEF-like 遺伝子）の発現解析． 

 

図４．セッコククラス B遺伝子のシロイヌ

ナズナ形質転換体．A．野生型．B, C．

35S::DMPI の 花 ． D,E,F ．

35S::DMAP3B/35S::DMPIの花． 
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