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研究成果の概要（和文）：多年生植物の自発休眠期と他発休眠期の2つの成長相の転換機構の解明を目的として、リン
ドウ（Gentiana triflora）の越冬芽を用いて研究を行った。これまでに明らかにされている休眠期の相転換期に発現
するGtFT2と、GtFT2との相互作用が予想される2種類の機能未知のタンパクについて相互作用解析を行った。さらに、
これまでに未知であった休眠期および萌芽期における遺伝子の網羅的な発現情報を得るために、越冬芽サンプルを用い
てRNA-seq解析を行った。これらのデータ解析により、自発休眠期から他発休眠期、および他発休眠期から萌芽期にか
けて特徴的な発現を示す複数の遺伝子を見いだした。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the control mechanism of phase transition from endodormancy 
to ecodormancy in perennial plant, we investigated overwintering buds (OWBs) of Gentiana triflora. In our 
previous study, it was shown that GtFT2 is transcribed in turning point between two kinds of dormancy 
period. In addition, two protein of unknown function expecting the interaction with GtFT2 was found. In 
this study, we clarified the protein-protein interaction between GtFT2 and two proteins. Then, we 
selected several genes, which shows characteristic expression pattern during dormancy period in OWBs, by 
RNA-seq analysis.

研究分野： 園芸学

キーワード： 休眠
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発休眠から他発休眠へ相転換を誘導する因

tFT2 と
ともに相転換の誘導への関与が予想される

の相互作用の有無を
つのタンパク質は複合体を形成

し、細胞核に局在して転写を促進していると
予想されることから、本実験ではベンサミア
ーナタバコを用いた植物細胞内における結

molecular 
り解析

また、偽陽性の可能性を排除するため
に、共免疫沈降法を用いてタンパク質間の結

つのタンパク質間
の結合能を確実に調べるために、酵母ツーハ
イブリッド法を用いた結合能も確認する。上

GtCCCH お
間の相互作用の有無を明らかに

において休眠調節に
働く制御因子の探索を行う。具体的には、自
発休眠期から他発休眠期および萌芽期にお

網羅低な遺伝子発現情報を、次世代シー
する。得られた

データを用いて休眠制御への関与が予想さ

GtKH
、下流制御因子の候補遺伝子につい

、休眠期における成長相転換における転写
そして、

、休眠期における
を介した新規休眠調節機構モデルを

年度は、リンドウの越冬芽で発
オルソログとの相互作用が予想

された２種類の機能未知のタンパク質につ
いて解析を行った。これらタンパク質は

法、共免疫沈殿法、および酵母ツー



ハイブリッド法によるタンパク質間相互作
用解析を行い、BiFC 法の結果においては、
in vivo において GtKH は GtFT2 と結合し、
核に局在する可能性が示唆された。これら
タンパク質の機能についてさらに詳細に調
べるために、リンドウのノックダウン系統
を作出した。現在はこれら系統を生育して
おり、今後、解析に用いる予定である。 
 次に、越冬芽において自発休眠期から他
発休眠期、および萌芽期にかけて発現する
遺伝子の網羅的な情報を得るために、次世
代シークエンサーを用いた RNA-seq 解析
を行った。解析の材料を得るために、平成
26 年度秋期（10 月）に越冬芽を形成した
露地栽培のリンドウを用いて、自発休眠か
ら他発休眠への移行を誘導するための低温
処理を行い、さらにその後、萌芽を誘導す
るための加温処理を行った。そして、処理
したリンドウの越冬芽の、経時的なサンプ
リングを行った。 
 平成 26 年度から平成 27 年度にかけて、
越冬芽サンプルから抽出した RNA を用い
て、Miseq および NextSeq によるシークエ
ンスを行った。Miseq ではおよそ 5806 万
リードが、NextSeq ではおよそ 8747 万リ
ードが得られた。リンドウはリファレンス
ゲ ノ ム 情 報 が な い こ と か ら 、
Trinity(v2.0.6)による de novo assemblyを
行い、およそ 10 万 contig のリファレンス
を作成した。さらに eXpress(v1.5.1)を用い
て発現プロファイルを作成した。得られた
contig 情報を、すでにクローニングされて
いる GtFT2 などの既知遺伝子配列と照ら
し合わせたところ、高い相同性を有してい
た。また、作成した遺伝子発現プロファイ
ルをリアルタイム PCR による発現解析の
結果と比較したところ、発現のパターンは
概ね一致する結果が得られた。 
 そこで、これらの発現プロファイルを用い
て、自発休眠期から他発休眠期、そして萌芽
期にかけて発現変動する遺伝子の探索を行
った。自発休眠期から他発休眠期にかけて発
現変動する contig を調べたところ、特徴的な
発現を示す、転写因子を含む 4 種類の機能未
知の遺伝子を選抜した。また、他発休眠期か
ら萌芽期にかけて変動する contig を調べた
ところ、特徴的な発現変動を示す、種子休眠
に関与する 9 遺伝子、アブシジン酸応答に関
連する 7 遺伝子、ジベレリン応答に関連する
5 遺伝子、エチレン応答に関連する 2 遺伝子
を選抜した。今後は、これら遺伝子について
機能解析を行うとともに GtFT2 との関連性
を詳細に調べる予定である。 
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