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研究成果の概要（和文）：　冬生一年草は越年生と一越年生の生活史型に分化している。オオアレチノギク（越
年生）とヒメムカシヨモギ（一越年生）の開花に対する種子低温要求性の比較から、種子春化が一越年生型生活
史の成立を決定する形質であることが判明した。
　ヒメムカシヨモギから種子春化候補遺伝子PSVの全鎖長を単離した。既知の開花関連遺伝子にはPSVの類似遺伝
子は見出されなかった。これらの研究結果から、PSVは冬生一年草生活史の鍵となる新奇花成制御遺伝子である
可能性が高い。
　PSVを導入したシロイヌナズナ形質転換体を作成し,現在、T2種子を採取している。T3種子が得られ次第、種子
春化検定を実施して、PSV遺伝子の機能を確定する。

研究成果の概要（英文）：Winter annuals have differentiated into two life history types; obligate and
 facultative. The aims of this study are to identify key traits for the differentiation and to 
decide responsible genes for the traits. Obligate annuals flower after overwintering with rosette 
forms. Whereas in facultative annuals, spring-germinating plants flower quickly without having the 
rosette stage. When non-germinating imbibed-seed of Conyza canadensis, a facultative annual, had 
been exposed to low temperature, an early flowering trait of the resultant plant was induced. This 
trait is called seed vernalization. Thus the seed vernalization is the key trait for the life 
history differentiation between two winter annuals.  
  We isolated a candidate gene of seed vernalization, PSV, in C. canadensis. The expression pattern 
of PSV coincided with that of seed vernalization. No PSV homolog was found in known flowering genes.
 We conclude PSV should be the novel gene that regulates seed vernalization.

研究分野： 植物生態生理学、植物保護科学
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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 
 冬生一年草は越年草と一越年草に分化し
ている。一越年草の一年生型生活史は、長命
から短命へと進化してきた植物が到達した
究極的短生活史だと言える。一年生型と越年
生型の生活史を併せ持つ一越年草は、顕著な
生活史可塑性を獲得したことで代表的攪乱
依存種となっている。しかし、一年生型生活
史が進化した遺伝的プログラムは未知であ
る。 
 また、冬生一年草の種子春化は、現象自体
は以前から知られていたものの、近年解明が
進んだ緑体春化に対して、その分子機構は不
明のままである。 
 
２．研究の目的 
 一年生植物は生活史から夏生一年草と冬
生一年草に分けられる。さらに冬生一年草は
越年草と一越年草に分化している（図１上）。
越年草と一越年草の生活史分化を成立させ
た形質とその遺伝子を解明することが本研
究の最終的目的である。 
 さて、越年草、一越年草ともに秋発芽個体
はロゼットで越冬し、緑体春化が誘導されて
翌年に抽苔・開花する。ところが春発芽個体
は、越年草では栄養生長を続けて越冬後の翌
年に開花するが、一越年草では栄養生長相を
経ることなく当年内に開花に至る（図１下）。
そこで、本研究の具体的目標は、一越年草の
種子が冬季の低温に遭遇することで、なぜ春
発芽個体が速やかに開花するのかを知るこ
とである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 越年草と一越年草の生活史パターン 
 
３．研究の方法 
（1）生活史分化の鍵となる形質を調べる上
で適切な植物材料の選択するために、103 種
の冬生一年草の種子を埋土して越冬させ、翌
年の春に掘り上げて発芽と発芽後の生長を
調査した。その結果、①低温で種子 2次休眠
が遭遇されて春発芽が起きない種が 28、②春

発芽しても速やかな開花が認められない種
が 17、③春発芽個体が速やかに開花する種が
21、④種子の越冬の有無に関わらず速やかに
開花する種が 37 となった。 
 ①は秋発芽のみの越年草、②は春と秋に発
芽する越年草のパターンであり、③は春と秋
に発芽する一越年草のパターンである。した
がって②と③の 2種を比較することで、生活
史分化の鍵形質を明らかにできると考えら
れる。モデル植物のシロイヌナズナは系統に
よって①または④のパターンとなり、本実験
に供試するには不適であった。そこで、越年
草型パターン②のオオアレチノギク（Conyza 
sumatrensis）と一越年草型パターン③のヒ
メムカシヨモギ（C. canadensis）のキク科
同属近縁 2種を実験材料とした。 
 
（2）冬生一年草種子を数℃の低温条件で置
床すると発芽して、緑体春化が誘導されてし
まう。そこで、種子をアブシジン酸溶液中に
置き、未発芽の吸水状態に保ったまま低温遭
遇させる実験系を確立した。ヒメムカシヨモ
ギおよびオオアレチノギクの種子はアブシ
ジン酸を洗い流せば正常に発芽するので、発
芽個体の栄養生長相の長さを抽苔・開花時の
ロゼット葉数で評価することができる（図
２）。本実験系によって未発芽種子段階の春
化（真の種子春化）と発芽後種子段階の春化
（緑体春化の一現象）を分離して検定するこ
とが可能になった。以後、未発芽種子段階の
春 化 を 種 子 春 化 (PRE-GERMINATION SEED 
VERNALIZATION, PSV)と定義する。 

図２ 種子の低温遭遇による花成誘導効果
の検定系 
 
（3）ヒメムカシヨモギ種子中で温度に応答
して発現変動する遺伝子をマイクロビーズ
アレイ（TAKARA, Megasort®）によって網羅
的に解析した。ここでクローニングされた遺
伝子の 3’末端を含む部分鎖長を 5’RACE
（Clontech, SMARTer® RACE）で伸長し、全
鎖長の塩基配列を解読した。 
 
（4）シロイヌナズナ 100 系統を調べたとこ
ろ、Ws は Col や Ler と異なって、種子の低温
遭遇による花成誘導効果を検出できること
が判明した。そこで、ヒメムカシヨモギから
単離した遺伝子の機能を解析するために、



CMV35S プロモーターでドライブする遺伝子
高発現コンストラクトを Gateway®ベクター
システムによって組込んだアグロバクテリ
ウムを構築し、フローラル・ディップ法でシ
ロイヌナズナ Ws に遺伝子導入した（図３） 

図３ Gateway®システムによるシロイヌナ
ズナへのヒメムカシヨモギ遺伝子導入系 
 
４．研究成果 
（1）一越年草のヒメムカシヨモギは種子を
未発芽の状態で低温（4℃）に 15 日間以上遭
遇させると、発芽個体は栄養生長相を経るこ
となく生殖成長相へ移行した（図２）。また、
低温非遭遇の場合には栄養生長を継続して
生殖成長に至らなかった。一方、越年草のオ
オアレチノギクは種子の低温遭遇の有無に
よらず栄養生長を継続した。 
 これは、ヒメムカシヨモギは種子春化の形
質を有するが、オオアレチノギクは有してい
ないことを意味する。つまり、越年草と一越
年草の生活史分化の鍵となる形質は種子春
化だと結論される。 
 
（2）ヒメムカシヨモギ種子を 10 月に野外に
埋土し、経時的に掘上げて回収後、風乾して
冷凍保存した。その種子を温室中で播種し、
発芽個体の栄養生長相の長さを開花時のロ
ゼット葉数を指標に調べた。11 月～4月に土
壌中から回収した種子からの個体は栄養生
長相を経ずに抽苔・開花した（図４）。5月～
10 月に回収した種子から発芽した植物体は、
長期間の栄養生長（ロゼット葉数で 60～70）
を経た後に抽苔・開花した。 

図４ 野外に埋土したヒメムカシヨモギ種
子の温度遭遇による花成誘導効果 
 
 この結果から、ヒメムカシヨモギ種子では

野外の土壌中において種子春化の低温によ
る誘導、高温による解除、低温による再誘導
が繰り返し生じることが明らかとなった。 
 
（3）ヒメムカシヨモギでは種子春化の未誘
導、誘導、解除、再誘導の実験系が成立する
ことから、これらの移行時に発現が変動する
遺伝子をマイクロビーズアレイによって網
羅的に解析した。種子春化の未誘導から誘導
時に発現上昇した遺伝子および発現低下し
た遺伝子、誘導から解除時に発現上昇した遺
伝子および発現低下した遺伝子が、それぞれ
16、29、31、19 クローン得られた（図５）。
それらの中で、未誘導から誘導時に発現が上
昇または低下し、かつ誘導から解除時ではそ
の逆の発現パターンになる遺伝子は1クロー
ンであった。これを種子春化の候補遺伝子
（PSV）とした。 
 ここで得られた PSV は 3’末端を含む 267 
bp の部分鎖長であったので、5’RACE で伸長
し、全鎖長の塩基配列を読んだ。PSVは 723 bp
（241 aa)の翻訳領域からなり、グリシン・
リッチ・ドメインの繰返しを有する特徴的遺
伝子構造であった。 
 PSV を Blast 検索したところ、緑体春化系
はもとより開花関連遺伝子の中に類似する
遺伝子は見出されなかった。したがって、PSV
が種子春化関わるとすれば、新奇な花成遺伝
子の発見となる。 

図５ ヒメムカシヨモギの種子春化の未誘
導、誘導、解除時に発現変動する遺伝子のマ
イクロビーズアレイによる網羅的解析 
 
（4）オオアレチノギクの PSV 遺伝子をクロ
ーニングして塩基配列を解析した。当初は翻
訳開始点後にナンセンス・コドンが生じると
予想していたが、翻訳領域を通じてヒメムカ
シヨモギ PSVと高度に一致する結果となった。 
 そこで、種子春化が未誘導、誘導、解除、
再誘導状態にあるヒメムカシヨモギとオオ
アレチノギクの種子における PSV遺伝子発現
をリアルタイムPCRによって定量解析したと
ころ、ヒメムカシヨモギでは PSV遺伝子発現
パターンは種子春化のパターンとよく一致
した。一方、オオアレチノギクでは PSV発現
量がほとんど変化しなかった（図６）。 
 以上の結果から、ヒメムカシヨモギとオオ
アレチノギクの種子春化の有無および誘導、
解除、再誘導のパターンは、PSV の遺伝子発
現調節によって制御されている可能性が高
いものと考えられる。 



図６ 種子春化の未誘導、誘導、解除、再誘
導にともなうヒメムカシヨモギとオオアレ
チノギクの PSV遺伝子発現変動パターン 
 
（5）ヒメムカシヨモギ PSV をシロイヌナズ
Ws に導入した。このシロイヌナズナ形質転換
体では PSV遺伝子が 35Sプロモーターでドラ
イブされ、恒常的に高発現している。現在、
形質転換体の T2 種子が得られている。T3 種
子を採取でき次第、導入遺伝子が種子低温遭
遇を代替するかどうかを検定し、PSV の種子
春化機能を確定する予定である。 
 
（6）PSVの種子春化機能を確定する別手段と
して、PSV の相同遺伝子がノックアウトある
いはノックダウンされたシロイヌナズナ変
異型株の表現型を調べるアプローチを進め
ている。 
 Blast 検索されたシロイヌナズナの PSV ホ
モログはそのショートアイソフォーム遺伝
子と相補的に機能すると考えられる遺伝子
であった。また、シロイヌナズナ Ws のマイ
クロアレイ解析を行ったところ、種子春化の
未誘導、誘導、解除、再誘導と一致したパタ
ーンの発現変動が最大であったのは、上記の
2 遺伝子であった。Blast 検索とマイクロア
レイ解析の結果から、これらの遺伝子が PSV
ホモログである可能性が高いと考えられる。 
 そこで、それら2遺伝子のそれぞれのT-DNA
挿入変異型株を交配して、2 重突然変異型株
を取得しようとした。しかし、両遺伝子が同
一染色体上の近距離に座上しているために
組換価が低く、現在のところ 2重突然変異型
株を得られていない。 
 そのため当初計画を変更し、片方の遺伝子
ノックアウト型株のもう一方の遺伝子を
RNAi によってノックダウンさせて、種子春化
の表現型を調べる予定である。 
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