
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２１１１

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

トランスクリプトームを用いたカーネーション変異体の解析

Transcriptome analysis of flower life mutant in carnation

３０３５５７１３研究者番号：

棚瀬　幸司（Tanase, Koji）

国立研究開発法人農業・食品産業技術総合研究機構・野菜花き研究部門・花き連携調整役

研究期間：

２６４５００４８

平成 年 月 日現在２９   ６ ２６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：カーネーションは通常の品種では品質保持剤を処理しない場合、花持ち日数が約７日
である。我々は花持ち性に優れる品種と系統を作出している。花持ち形質に関与する遺伝子の網羅的な情報を得
るためこれらを材料に用いてトランスクリプトーム解析を行った。マイクロアレイ解析により、対照品種と日持
ち性の優れる品種の老化時に発現が異なる遺伝子1253個を抽出した。その中で花の老化に伴って発現が上昇する
遺伝子群の中にいくつかの興味深い遺伝子が含まれていた。さらに、リアルタイムPCRにより解析したところ、
日持ち性の優れる品種と通常品種で発現の差が見られた遺伝子を複数獲得した。

研究成果の概要（英文）：In carnation, flower life of normal cultivars is 7days without using flower 
preservatives. Our research grope develops several long-life flower lines and cultivars “Miracle 
Rouge” and “Miracle Symphony”. To achieve comprehensive information regarding the long-life 
flower, we conducted a transcriptome analysis of long-life flower in these carnation lines. We 
obtained a total of 1253 genes which differentially expressed among normal life and long life 
flowers. These genes contained some ethylene production related genes as up-regulated genes. And 
they also contained some interesting genes which function is unknown. A further expression pattern 
analysis of these genes using quantitative real-time PCR revealed that the expression pattern 
differed among normal life and long life flowers. Further functional analysis of these genes help us
 to elucidate the mechanism of long flower life in carnation and may facilitate the breeding 
practices.

研究分野：園芸学
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１．研究開始当初の背景 
花きの消費需要が低迷する中、ホームユー
ス需要の拡大が望まれている。さらには、高
品質の花を海外に輸出することも試みられ
ている。花の購入を習慣化するためのひとつ
の方法として、日持ち保証販売が有効とされ
ている。また、近年急増している輸入花きに
対抗するには、高品質化を目標とした育種を
行う必要があり、花持ち性もその有力な目標
の一つである。 
カーネーションは花きの消費需要が低迷
する中でもその流通量は横ばい～微増して
おり、主要品目の中では健闘している。しか
し、輸入カーネーションが急増しており、流
通量のほぼ半数が輸入カーネーションであ
る。輸入カーネーションに対抗するため、高
品質化を目標とした育種を行う必要があり、
花持ち性は重要な目標の一つである。カーネ
ーションは代表的なエチレン感受性花きで
あり、収穫後や受粉後に老化ホルモンのエチ
レンが自己触媒的に上昇し、花弁が萎れ、開
花後約７日には老化する。そのため、エチレ
ン作用阻害剤のチオ硫酸銀錯塩（STS）を含
む薬剤処理が不可欠である。しかし、これは
農家の労働負担を増し、不十分な STS 処理に
よるクレームやロスの発生、STS に含まれる
重金属による環境汚染をまねく恐れがある。
研究代表者の所属機関では花持ち性向上を
目的としたカーネーションの交配育種が行
われている。 
 
２．研究の目的 
研究代表者の所属機関では 1992 年から花
持ち性向上を目的としたカーネーションの
交配育種が行われている(Onozaki ら，2001，
Sci. Hort.)。この過程で、自然老化時にエ
チレンがほとんど生成しない花持ちの長い
品種‘ミラクルルージュ’・‘ミラクルシンフ
ォニー’（ミラクルシリーズ）が２００５年
に作出された。これらの品種は薬剤処理なし
で花持ちが約２０日と長く、今後、薬剤処理
を必要としない、もしくは薬剤を軽減できる
品種作出の親となる可能性を秘めており、大
変魅力のある育種素材でもある。実際、いく
つかの公立試験場や種苗会社で育種素材と
して利用されており、愛知県との共同研究で
は花持ちに優れる新品種‘ドリーミーブロッ
サム’（愛農 1号）が品種登録された。 
これまでに、ミラクルシリーズの遺伝子解
析を行い、開花後からエチレン生合成遺伝子
(DcACS1,DcACO1)の花における発現が極めて
低く、特に DcACO1 の発現が低いことが花持
ちに重要であることを明らかにした(Tanase
ら,2007 Postharvest Biol. Technol.)。さ
らに交配育種を進めた結果、花持ち日数が約
３０日というこれまでには存在しなかった
極めて花持ちに優れる超長命系統を作出し
た（Onozaki ら，2011,J. Japan. Soc. Hort. 
Sci.）。 
ミラクルシリーズは20日程度から花弁外縁

部の褐変が生じるが、超長命系統では見られ
ない（図1）。これまでに明らかになっている
カーネーション老化関連遺伝子の発現解析を
行ったところ、超長命系統とミラクルシリー
ズではシステインプロテアーゼインヒビター
遺伝子(DcCPIn)の発現に差が見られた(棚瀬
ら 2011,園芸学研究 別冊)。市販薬品のシス
テインプロテアーゼ阻害剤をミラクルシリー
ズに投与したところ、若干花持ち日数が延長
されるが、超長命系統と同等にはならず、
DcCPIn以外にも超長命形質に関連する要因が
存在することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまでに我々は、基盤整備としていち早
く次世代シークエンサーを利用し、カーネー
ションの EST（expressed sequence tag：遺
伝子転写産物配列）情報の整備を行い、現在
までに約３万７千の新たなEST情報を得てい
る（Tanase ら,2012,BMC genomics）。これを
基に、マイクロアレイを作成し、超長命系統
や低感受性系統で特異的に働く遺伝子を特
定できると考えられる。そして、花の品質保
持技術や花持ち性育種の基盤情報を獲得す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）材料 
対照品種（標準的な花持ちの品種）として
‘フランセスコ’、花持ちに優れるカーネー
ション品種として‘ミラクルルージュ’・‘ミ
ラクルシンフォニー’、超長命系統として
532-6 を材料として供試した。RNA 抽出には
花の老化過程およびエチレン処理を行った
花から花弁およびしずいを分離し、液体窒素
で冷凍し-80 度で保存し用いた。 
 
（２）マイクロアレイ 
 カーネーションのEST情報をもとにアジレ
ント社製の 44ｋカスタムマイクロアレイを
作成した。冷凍保存した材料をシェイクマス
ターを用いて磨砕し、キアゲン社の RNeasy 
Plant Mini kit を用いて RNA を抽出した。RNA
を元にラベリングを行い、カスタムマイクロ

図 1 超長命系統(左)、‘ミラクルルー
ジュ’(右：花弁の端が茶色く褐変)の収
穫２５日後の写真 
超長命系統はミラクルシリーズよりもさ
らに花持ちが長い 



アレイにハイブリを行った。得られた結果は、
アジレント社製の GeneSpring を用いて解析
した。 
 
（３）リアルタイム PCR 
 リアルタイム PCRは抽出した RNAからタカ
ラバイオ社製の PrimeScript II 1st strand 
cDNA Synthesis Kit を用いて 1stcDNA を合成
し、タカラバイオ社製のリアルタイム PCR 装
置（Thermal Cycler Dice Real Time System 
II）を用いて解析を行った。解析方法はイン
ターカレーター法を SYBR Premix Ex Taq II 
を用いて行った。検量線にはあらかじめクロ
ーニングした目的遺伝子を組み込んだプラ
スミドを希釈して用いた。 
 
４．研究成果 
  
（１）マイクロアレイ解析 
EST データを整備した結果、３７，９３７
個のコンティグと２７６，５６１個のシング
レットを得た。コンティグ配列の全てとシグ
レット配列のうち本研究目的に沿うような
遺伝子配列を抽出し、マイクロアレイ用のプ
ローブ設計を行った。数個の遺伝子配列はプ
ローブ設計が困難であったが、ほぼ全ての遺
伝子配列についてプローブ設計が可能であ
った。最終的に３８，１０１個の遺伝子が搭
載されたアジレント社製の４４ｋカスタム
マイクロアレイを作成した。 
 開花０日および３日、８日(老化時)、エチ
レン処理後の花からしずいと花弁を分離し、
それぞれから RNA を抽出した。結果はアジレ
ント社製の GeneSpring を用いて解析し、フ
ィルタリングの結果から３４，４３１個の遺
伝子を解析対照となった(図２)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ マイクロアレイ解析を行った遺伝子
の発現変動 
 
解析対照の遺伝子のうち、対照品種‘フラン
セスコ’の老化過程で発現が上昇する遺伝子、
エチレン処理によって増加する遺伝子、花持
ちに優れるカーネーション品種‘ミラクルル
ージュ’と比較し差がある遺伝子を抽出した。
その結果、１２５３個の遺伝子が老化過程で
発現に変動がある遺伝子として抽出できた

(図３)。これらの遺伝子の中には DcACS、
DcACO、EIL3、CARSR12（b-Gal）、DcGST 等こ
れまでに老化や老化時のエチレン生合成に
関与する遺伝子が含まれていたため、マイク
ロアレイによる解析は順調に進めることが
できたと判断した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３ マイクロアレイ解析による遺伝子の
抽出 
 
（２）リアルタイム PCR による解析 
 マイクロアレイ解析から抽出した遺伝子
のうち、AP2/EREBP(ERF)転写因子、NAC 転写
因子、MYB 転写因子、トランスポーターなど
老化に関連する報告がある遺伝子を選択し、
クローニングを行った。クローニングできた
遺伝子についてリアルタイムPCRによる解析
を行った。その結果、通常品種と日持ち性の
優れる品種、老化時、エチレン処理時で発現
の差が見られた遺伝子を複数獲得できた。今
後はこれらの遺伝子について遺伝子組換え
等を用いて機能解析を行い、花持ち性のメカ
ニズムを明らかにする。 
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