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研究成果の概要（和文）：開花ホルモン（フロリゲン）の分子機能を解明するために、フロリゲ
ンの総合的な解析を進めた。そして、イネフロリゲン Hd3a の茎頂メリステムへの蓄積、フロリ
ゲン複合体の構造の詳細、フロリゲンと拮抗する花成リプレッサーRCN の複合体形成とその構
造、茎頂メリステムにおける転写物やゲノムメチル化の変化、ジャガイモ形成におけるフロリ
ゲン複合体形成による制御、などを明らかにした。また、フロリゲン改変による、バイオマス
増加や収量向上の可能性について検討した。  
 
研究成果の概要（英文）：Comprehensive analyses of florigen, a flowering hormone, were 
performed to elucidate the molecular function of florigen. Accumulation of rice florigen 
Hd3a at shoot apical meristem (SAM), details of the structure of florigen activation 
complex (FAC), complex formation and its structure of rice antiflorigen RCN, 
transcriptome and methylome of SAM, potato tuberization control by FAC, were revealed. 
The potential for improvement of biomass and crop yield by manipulation of florigen was 
examined. 
 
研究分野： 生物学 
 
科研費の分科・細目：基礎生物学  植物分子生物・生理学 
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１．研究開始当初の背景 
花成ホルモン・フロリゲンは、植物の花芽分
化を開始させるスイッチとして 75 年前にそ
の存在が提唱され、その分子実体は 2007 年
になって我々のグループがイネで、ドイツの
グループがシロイヌナズナで同時に明らか
にした。フロリゲンは Hd3a/FT 遺伝子がコー
ドする分子量約 22 kD の球状タンパク質であ
り、花成に適した日長条件下において葉で
Hd3a/FT 遺伝子の転写が活性化され、合成さ
れたタンパク質が維管束を通り、茎の先端に
位置する幹細胞集団（茎頂メリステム）へと
輸送される。茎頂メリステムに到達すると、
フロリゲンは花芽形成の誘導に必要な遺伝
子の転写を促進し、花芽分化を開始させる。
さらに我々はフロリゲンが茎頂細胞の核内
で「フロリゲン活性化複合体(FAC)」と呼ば
れる転写複合体を形成することを明らかに
し、その結晶構造も解明した。フロリゲンは
花成以外の器官誘導能を持つことを明らか

にしつつあり、最近スペインの研究グループ
との共同研究によってイネのフロリゲンが
ジャガイモにおいてイモの形成を促進する
ことを報告した。またイネにおいて、短日条
件下でフロリゲン遺伝子を活性化する遺伝
子制御機構を我々は 2003 年に明らかにして
いる。フロリゲンの重要な特徴の一つは、初
めて発見されたタンパク質による植物ホル
モンである点にある。これまで低分子化合物
のホルモンやペプチドホルモンのみが報告
されていた。タンパク質が葉から維管束を通
り茎頂まで長距離輸送され、器官の間の長距
離コミュニケーションと発生制御を担って
おり、フロリゲンの分子機能には未知のメカ
ニズムが多数存在していると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究においては、フロリゲンの分子機能
の解明、及びフロリゲンの植物改良への展
開、の２点に集中して研究を行う。これに
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よって、世界に先駆けてフロリゲンの機能
と応用可能性に関する新しい重要な知見を
得ることを目的としている。また、タンパ
ク質の構造解析、イメージング技術、ジー
ンターゲティング技術など、これまでの植
物科学研究においてあまり取り入れられな
かった新しい研究方法を用いることで、新
規なメカニズムを明らかにすることを目指
している。 
フロリゲンの分子機能の解明について、以
下の課題（１）から（３）に取り組む。ま
ず、課題（１）フロリゲンによる花成誘導
の分子機構の解明に関しては、以下の６つ
の小課題に取り組む。①フロリゲンの茎頂
メリステムへの到達時期の解析、②フロリ
ゲン活性化複合体 (FAC)による花成遺伝子
活性化の分子機構、③標的 DNA を含んだ FAC
の構造解析、④茎頂メリステムにおける花
成遺伝子の発現の視覚化、⑤フロリゲン長
距離輸送の変異体の探索と解析、⑥花成リ
プレッサーTFL1/RCN の構造と機能の解析、
を行う。また、（２）フロリゲンによる茎頂
メリステムの相転換の解析に関して以下の
３小課題に取り組む。①次世代シークエン
サーを用いた遺伝子発現解析、②次世代シ
ークエンサーを用いた網羅的 DNA メチル化
解析、③質量分析計によるタンパク質の網
羅的解析、を行う。そして（３）フロリゲ
ンの花成以外の器官誘導機能の解析につい
て、以下の２つの小課題に取り組む。①ジ
ャガイモにおける塊茎誘導の分子機構、②
イネにおける茎の分枝促進機能の解析、を
行う。 
フロリゲンの植物改良への展開について

は、必要な植物の作成と栽培実験など３－４
年の実験が必要となることから最終的な答
えは４年度以降に出すことを目標とし以下
の３課題に取り組む。（１）フロリゲン機能
の制御によるイネ収量の向上の試み、（２）
フロリゲン機能の抑制によるイネバイオマ
ス増産の試み、（３）フロリゲン機能の制御
によるジャガイモ増産の試み、に取り組む。 
 

３．研究の方法 
課題（１）①Hd3a プロモーターの制御下で
Hd3a-GFP を発現するイネを用い、実体顕微鏡
下でメリステムを単離して共焦点レーザー
走査顕微鏡で観察した。 
課題（１）② イネ培養細胞プロトプラスト
に Hd3a および OsFD1 発現ベクターを導入し、
共免疫沈降法で FACを含むタンパク質複合体
を精製し、質量分析法により FAC 相互作用因
子を網羅的に同定した。また、Hd3a-GFP 発現
イネの葉を用いて共免疫沈降と質量分析を
行い、Hd3a 相互作用タンパク質を同定した。
イネ培養細胞プロトプラストに Hd3a および
OsFD1 発現ベクターを導入し、ChIP 法により

OsMADS15プロモーター上でのFAC結合領域の
同定を行なった。 
課題（１）③標的 DNA を含んだ FAC の構造
解析：全長の OsFD1 と標的 DNA を含んだ完
全な FAC の構造決定を行った。 
課題（１）④相同性組み換えによるゲノム編
集により、OsMADS15 遺伝子末端に mOrange あ
るいは luciferase レポーター遺伝子を連結
した可視化改変体イネ、Hd3a 遺伝子末端に
sGFP 遺伝子を連結したノックイン改変体イ
ネを作出し、その茎頂メリステムを（１）①
と同じ方法で観察した。 
課題（１）⑤14-3-3 結合部位、アニオン結合
ポケット、および FT に長距離移動欠損をひ
きおこすと報告されている VSR変異などを導
入した Hd3a を GFP と融合させ、維管束特異
的 rolC プロモーターで発現させる形質転換
イネを作出した。また、FTの長距離移動に関
わる FTIP1 のイネホモログを同定し、Y2H に
よる相互作用解析や、半定量的 RT-PCR 法よ
る組織特異的発現解析を行った。 
課題（１）⑥イネ花成リプレッサーRCN、フ
ロリゲン受容体 14-3-3、および転写因子
OsFD1 発現ベクターをイネ培養細胞プロトプ
ラストに導入し、BiFC 法による相互作用解析
を行った。また、同位体標識した組み換え RCN
および Hd3a タンパク質を用いて、14-3-3 に
対する競合的な結合を NMR滴定実験によって
解析した。半定量的 RT-PCR、promoter-GUS
およびpromoter-GFP形質転換イネによるRCN
の組織特異的発現や長距離移動の解析を行
った。RCN の過剰発現体を作出し、出穂時期
や穂形態の観察を行った。 
花成リプレッサーRCN と 14-3-3 タンパク質
及び OsFD1 で構成される花成リプレッサー
複合体の結晶構造解析、結合アッセイを行っ
た。 
課題（２）①野生型及び Hd3a RNAi イネのメ
リステムを用いて RNA-seq を実施した。 
課題（２）②野生型イネのメリステムを用い
て実施したメチローム解析の結果を Circos
プログラム等で解析した。 
課題（２）③野生型イネのメリステムからタ
ンパク質を抽出して質量分析を実施した。 
課題（３）①ジャガイモの FT,FD、14-3-3 ホ
モログをクローニングし、半定量的 RT-PCR
法による組織および時期特異的発現解析や
Y2H による相互作用解析を行った。変異
StSP6A を発現させる形質転換ジャガイモを
作製し、塊茎形成誘導を調べた。 
課題（３）②ストリゴラクトンの合成と情報
伝達の変異体において Hd3a を発現させ、両
者の相互作用を調査した。 
植物改良課題（１）Hd3a の過剰発現イネ及び
発現抑制イネを材料に、収量に直結する穂構
造を詳細に調査した。 
（２）上述の材料を用いてバイオマスに直結



する葉数の推移を調査した。 
（３）35S プロモーターや維管束特異的 rolC
および AtSUC2 プロモーターを用いて Hd3a や
StSP6A を発現させる形質転換ジャガイモを
作製し、塊茎形成誘導を調べた。 
 
４．研究成果 
課題（１）①Hd3a は花成開始と同時に茎頂メ
リステムに蓄積し、その後も蓄積し続けるこ
とが分かった。 
課題（１）②転写制御に関わると予想される
Hd3a 相互作用候補因子をプロトプラストか
ら５つ、葉から１つ同定した。その中の一つ
はプロトプラストを用いた一過的発現解析
から、FAC の活性を増強できることが分かっ
た。また、ChIP 法により OsMADS15 プロモー
ター上の上流 2kb 付近の領域に特異的 FAC 結
合を検出した。 
課題（１）③ OsFD1 と標的 DNA 複合体の構
造決定に成功し、結合様式の詳細が判明した。
課題（１）④作出した OsMADS15::mOrange イ
ネを用いて茎頂メリステムを観察した結果、
OsMADS15 は花成直後にメリステムで発現を
開始することが分かった。 
課題（１）⑤Y2H により Hd3a と特異的に相互
作用するイネ FTIP1の機能的ホモログを３つ
同定した。発現解析から、そのうちの２つは、
維管束師部や茎頂での発現が観察された。 
課題（１）⑥BiFC 相互作用解析から、花成リ
プレッサーRCN1 および RCN3 が、Hd3a と同様
に 14-3-3 や OsFD1 と FAC 様の複合体 FRC を
形成できることを明らかにした。NMR 滴定実
験から、Hd3a と RCN は同程度の結合強度で受
容体 14-3-3 と競合的に結合することが分か
った。また、RCN1 と RCN3 の発現解析から、
RCN1 と RCN3 は茎の維管束で発現し、茎頂に
運ばれてフロリゲン活性を抑制することを
明らかにした。RCN を含む花成リプレッサー
複合体（FRC）の立体構造の解明に成功し、
Hd3aとRCNは受容体上で同一部位に結合して
いる事を明らかにした。また、標的 DNA 配列
を使ったゲルシフトアッセイから FRC も FAC
同様に DNA上で安定な複合体を形成出来るこ
とを明らかにした。 
課題（２）①花成誘導遺伝子としてオーキシ
ン関連遺伝子等を同定した。花成抑制遺伝子
としてトランスポゾン遺伝子などを同定し
た。 
課題（２）②メリステムにおいて CHH 配列の
シトシンが選択的に高メチル化を受けるこ
とを発見した。 
課題（２）③メリステムにおいてフロリゲン
受容体としても機能する 14-3-3 が大量に蓄
積していることが分かった。 
課題（３）①ジャガイモのFT、FDおよび14-3-3
ホモログの Y2H 解析から、それらが FAC 様の
複合体を形成できることが示された。また、

ジャガイモ FTホモログ StSP6A を発現させる
形質転換ジャガイモは塊茎形成が促進され、
その促進能は 14-3-3 との相互作用に依存す
ることが示された。 
課題（３）②フロリゲンとストリゴラクトン
は独立に分枝を制御することが分かった。 
植物改良課題（１）Hd3a の過剰発現は一次枝
こう数の減少を通して種子数を減少させる
が、発現抑制は顕著な表現型を示さなかった。
植物改良課題（２）Hd3a の発現抑制は到穂日
数を２週間遅延させるにも関わらず葉数増
加は１枚にとどまった。この原因は生育後期
の葉間期延長にあった。 
植物改良課題（３）Hd3a 形質転換イモはいず
れも強力な塊茎形成能を示したが、形質転換
株が安定して生育せず長期の解析が困難で
あった。StSP6A 発現イモでも塊茎形成の促進
がみられ、形質転換株も安定に維持できた。 
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