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研究成果の概要（和文）：これまでの研究で制御機構の詳細が不明であったFragaria属TFL1について，上流遺伝
子SOC1の組み換えタンパク質を用いた結合配列の探索，および薬剤処理による花成制御遺伝子の発現変動解析を
通じて，SOC1とTFL1は直接的な制御関係では無く，未知の遺伝子が関与している可能性を得た．また，次世代シ
ーケンサのデータ解析手法の比較を通じて，全ゲノム配列が公開されているFragaria属の解析においても，モデ
ル植物において通常用いられている手法ではなく，ゲノム配列が不明である生物種と同様の解析手法を用いるこ
と有効であることを明らかとした．

研究成果の概要（英文）：Global analysis of binding site of SOC1, which is thought to control TFL1 in
 Fragaria, as well as chemical applications, revealed that the control of TFL1 by SOC1 may not be 
direct manner. In addition, the comparison of NGS data analysis strategies indicates that the 
analysis of Fragaria data should be done by de novo assembly method rather than mapping based 
method, even though whole genome is publicly available. 

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 

バラ科果樹は数年に渡る幼若期があり，こ
の間は低温/短日条件に遭遇しても花成しな
いことから，この間生産者は未収益となり，
新品種導入の妨げになっているうえ，新品種
の開発にも時間がかかる原因となっている．
また，早晩性の制御は市場における商品単価
を決定する要因となるが，その制御や，それ
に適した品種の開発はさらに改良の余地が
ある． 

バラ(Rosa spp.)およびイチゴ(Fragaria spp.)
には四季咲き，四季成りと呼ばれる，成長相
の切り替えに低温/短日を必要としない系統
が存在する．近年これらの形質はシロイヌナ
ズ ナ (Arabidopsis thaliana) TERMINAL 
FLOWER1 (TFL1)相同遺伝子の機能欠損によ
るものであること，バラ科 TFL1 の発現は日
長および温度によって制御されており，低温
/短日に遭遇した植物体では TFL1 の発現が
抑制されることが示された．すなわちイチゴ
をはじめとするバラ科植物の成長相の切り
替えは共通の抑制遺伝子 TFL1 の発現量の季
節変動によって制御されている． 

現在用いられているイチゴ促成技術は，夏
季に低温/短日処理を与えることで市場価格
の高い年内の果実生産を可能としているが，
この手法は冷蔵設備の使用や，高冷地での育
苗をするためエネルギー効率が悪い．一方，
端境期である夏季の果実生産のために四季
成り性系統が導入されているが，栽培種イチ
ゴにおける四季成り性の制御機構は不明な
ため育種が効率化されていない．また果樹の
場合，植物体の移動や果樹園の日長および温
度を安価な方法で制御することは不可能で
ある．そこで日長・温度による成長相切り替
えの機構を分子レベルで解明することによ
り，効率良く TFL1 を発現制御し，成長相を
制御出来れば，任意の時期に収穫可能な作型
の開発や，それに適した新品種の育種が可能
になると考えた． 

これまでの研究で，F. vesca（2 倍体野生種
イチゴ）において，成長相制御経路の一部を
明らかとした（研究業績 1）．すなわち，F. vesca 
において，FT は MADS-box 遺伝子である
SOC1 を日長依存的に制御し，その発現量変
化は TFL1 の発現量変化と正の相関が見られ
ることから，シロイヌナズナとは異なる，バ
ラ科特有の成長相切り替え制御経路の存在
が示された（図 1）．しかし，SOC1 がどのよ
うに TFL1 を制御しているか，SOC1 と TFL1 
の間に別の因子が介在しているかは不明で
ある．また，バラ科 TFL1 の低温による制御
機構は明らかとなっていない． 
 
 
２．研究の目的 

F. vesca SOC1 によるTFL1の制御機構の解
明，TFL1 の発現制御領域，および温度依存
的な TFL1 の発現抑制を解析することで
TFL1 を制御している機構を解明する． 
 これにより，早晩性・四季成り性のマーカ
ーや環境負荷の少ない開花調節技術の開発
にもつなげる． 

 
 
３．研究の方法 

(1) SOC1 タンパク質の TFL1 プロモーター
配列への結合検出 
   F. vesca において，MADS-box 遺伝子であ
るSOC1 の過剰発現はTFL1 を発現上昇させ
る．一方，TFL1 の上流にはMADS-box 転写
因子の結合配列に類似した配列が存在する
こと,TFL1 の抑制がみられない‘Alta’ではこ
の配列に変異がみられることから，この配列
に SOC1 タンパク質が結合している可能性
がある．そこで SOC1 強発現ベクターと，
‘Alta’または通常系統の TFL1 上流配列を組
み込んだルシフェラーゼレポーターベクタ
ーでシロイヌナズナを二重に形質転換し，ル
シフェラーゼアッセイにより SOC1 タンパ
ク質の TFL1 上流配列への結合を検出する． 
 
(2) SOC1 結合配列の網羅的探索に向けたク
ロマチン免疫沈降法の開発 
   F. vesca SOC1 による TFL1 の間接的な制

 

図１ シロイヌナズナ(左)、F. 

vesca (右)の花成経路モデル 

矢印は正の制御、|—は抑制を表す。 
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御の可能性を考慮し，また，計画 1 の補完と
して糖質コルチコイド受容体(GR)融合 SOC1 
タンパク質(GR::SOC1)を組み込んだ F. vesca 
形質転換体（ヘルシンキ大学において申請者
が作成済み）と抗 GR 抗体を用いたクロマチ
ン免疫沈降(ChIP)を行い，SOC1 タンパク質
が結合する DNA 配列を直接的に検出する．
結合配列は次世代シーケンサで網羅的に探
索する． 
 
(3)薬剤処理による花成誘導遺伝子の発現調
節 
   DNAおよびヒストンのメチル化による花
成誘導遺伝子の発現制御の可能性を明らか
にするため，DNAメチル化阻害剤を直接散布
することにより花成誘導遺伝子の発現が変
動するかを解析する．また，果樹において落
葉剤・休眠打破剤として用いられているシア
ナミド剤を同様に散布することで花成誘導
遺伝子および休眠関連遺伝子の発現変動を
解析する． 
 
(4)F. vesca における RNA-seqデータ解析手法
の比較 

   一般的に RNA-seq 解析手法として用いら
れている，公開全ゲノムデータに対する
TopHat-Cufflinks を用いたリファレンスマッ
ピングによる手法と，Trinityを用いた de novo
アセンブルと，得られたデータベースに対す
る再マッピングによる手法について，検出さ
れた DEG の数を指標としてそれぞれの手法
の評価を行う． 
 
(5)SELEX-seq法による SOC1結合 DNA配列
の探索 
   ChIP による SOC1 結合に困難を生じたた
め，合成ＤＮＡと in vitro翻訳SOC1を用いた，
in vitro系での SELEX-seq法を行った． 
 
 
４．研究成果 

(1) SOC1 タンパク質の TFL1 プロモーター
配列への結合検出 

SOC1をはじめとするMADS-boxタンパク質
は CArG-box と呼ばれる結合配列を持つこと
が知られており，現在公開されている F. vesca
全ゲノム配列データベース探索の結果，
FvTFL1の上流にも CArG－boxに類似した配
列が存在することが明らかとなったため，
SOC1 による TFL1 の直接的制御を検出する
系の構築を試みた．ルシフェラーゼをレポー
ターとして組み込んだコンストラクトを作
成し，シロイヌナズナを用いた系を構築した．
また，研究協力者のグループが同じコンスト
ラクトを F.vesca に導入することにより，より
直接的にF. vescaにおけるTFL1の制御機構を
明らかにすることが可能となった． 

(2) SOC1 結合配列の網羅的探索に向けたク
ロマチン免疫沈降法の開発 

SOC1 タンパク質の結合配列を生体内でグロ
ーバルに解析するため，クロマチン免疫沈降
法の開発を試みた．シロイヌナズナにおいて
開発された Kaufuman et al． (2010; Nature 
Protocols 5, 457-472)の手法を参照し，F. vesca
における ChIP－seq系の構築を行おうとした
が，F.vesca 特有の２次代謝物によると思われ
る DNA 抽出効率の悪さおよびホルムアルデ
ヒド浸透効率がサンプル毎に異なることな
どが原因と思われるサンプル間のばらつき
が大きすぎるため，同手法によるタンパク質
結合配列の網羅的解析は困難であると思わ
れた．その後，同様に F. vesca における同手
法の開発に携わっていたスペイン マラガ
大学の Dr. D. Poseとの意見交換からも，早期
に ChIP-seq の手法を開発することは困難で
あることが予想されたため，SOC1 の結合配
列の探索は別の手法を用いることとした． 

(3) 薬剤処理による花成誘導遺伝子の発現調
節 

   F. vesca における花成誘導機構に DNAお
よびヒストンのメチル化が関与している可
能性を検証するため，数種のメチル化阻害剤
（コーヒー酸，ゲニステイン），メチル化剤
（プロカイン）および休眠打破剤（萌芽促進
剤）として用いられているシアナミド剤を葉
面に散布し，茎頂において発現している開花
関連遺伝子の解析を行った． 

そのうち，図２および図３に示されるよう
に，シアナミド剤を散布した試験区では，
SOC1 の発現量減少を伴わずにその下流遺伝
子である TFL1 の発現量が有意に低下するこ
とが明らかとなった．また，図４に示される
ように’Alta’系統においても同様の傾向がみ
られたことから,SOC1 による TFL1 の制御は
未知の因子を介した間接的な制御である可
能性，また，SOC1 以外の因子による TFL1
の制御の可能性が示唆された．また，この薬
剤処理系は温度非依存的であるため，この系
により，温度依存的な TFL1 の発現制御機構

 
図 2 プロカインおよびシアナミド剤

処理による野生型 F. vesca SOC1の

発現量の変化 



 

図 3 プロカインおよびシアナミド剤

処理による野生型 F. vesca TFL1 の

発現量の変化 

 
図 4 プロカインおよびシアナミド剤

処理によるF. vesca ‘Alta’ TFL1の発

現量の変化 

 

図 5 RNA-seq解析手法の比較 

の解明が可能となった． 

(4) F. vescaにおけるRNA-seqデータ解析手法
の比較 

ChIP-seqや RNA-seq等，次世代シーケンサを
利用した大量解析を行う手法は，モデル植物
においてはスタンダードとなる解析手法が
確立されつつあるが，必ずしも Fragaria 属に
おいて確立した手法があるとは言い難い状
況である．そこで公開されているゲノム情報
を利用した，TopHat-Cufflinksによるリファレ
ンスマッピングによる手法（一般的手法）と，
Trinityを利用した de novoアセンブルを行い，
それに対して TopHat-Cufflinks を使用し，リ
ードカウントを取得する手法の比較を行っ
た． 

 その結果，Trinityを使用した解析手法の方
が，マッピングの効率と，発現変動遺伝子
(DEG)の検出力に優れることが明らかとなっ
た．一方で，コントロール実験として行った
モデルコケ植物ヒメツリガネゴケ(P. patens)
の解析においては，TopHatを用いた手法でも
十分なマッピング効率が得られていること
から，今後，ゲノム情報の整備が進むことに
より，F. vesca においても TopHat(Bowtie)を使
用した一般的な解析手法が有効となること
も考えられるが，それまでは得られたシーケ
ンスデータ毎に Trinity を用いた系で解析を
行う事が必要であると考えられた．また，リ
ードカウントの統計処理に用いるプログラ
ムパッケージについても，その種類により検
出される DEG の数に大きな差が見られたこ
とから，マッピング手法だけではなく，その
後の解析手法においても，適切な手法を選択
する必要がある事が示唆された． 
 
(5)SELEX-seq法による SOC1結合 DNA配列
の探索 

ChIP-seq 法による，SOC1 タンパク質の結合
配列の網羅的解析が困難であることが予想
されたため，in vitro系である SELEX-seq法の
系の構築を行った． 
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