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研究成果の概要（和文）：キク科のノボロギクで舌状花形成への関与が報告されているCYC2遺伝子を二倍体キク
属キクタニギクから7種類単離した。頭状花で発現レベルが高かった3種類について時空間的な発現を解析した結
果、舌状花の花弁で発現が認められたのに加えて、筒状花の雄蕊および雌蕊においても発現が認められた。CYC2
遺伝子をターゲットとしたCRISPR/Cas9システムによる遺伝子破壊を試みた結果、数塩基が欠失した形質転換体
が複数得られ、その表現型変異には舌状花が筒状花化する傾向が認められた。ゲノム編集による遺伝子破壊の結
果からも、CYC2遺伝子は舌状花のみならず筒状花における小花形成に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Seven CYC2 genes, which had been reported to be involved in ray floret 
formation in Senecio vulgaris, were isolated from a diploid wild species of Chrysanthemum, 
Chrysanthemum seticuspe. Spatiotemporal expression analyses of three CYC2 genes with high expression
 levels in the early stage of capitulum development showed that CYC2 genes were expressed in stamens
 and pistils of disc florets, as well as petals of ray florets. Gene knock-out by CRISPR/Cas9 genome
 editing system targeting CYC2 gene resulted in multiple transformants lacking several bases within 
the target site of CYC2 gene, and phenotypic analysis of these transformants showed a tendency for 
ray florets to be converted to disc florets. The results of gene disruption by genome editing also 
suggested that the CYC2 gene is involved in florets formation not only in ray florets but also in 
disc florets.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
花きでは一般に一重咲きに比べて八重咲きの観賞価値が高い。八重咲きはABCクラス遺伝子の変異によるとの報
告があるが、キク科の花は舌状花と筒状花からなる頭状花序を形成していることから、八重咲きのメカニズムは
異なると推定される。近年、キク科における筒状花から舌状花への分化を制御する候補遺伝子としてCYC2が注目
されてきたが、本研究では、キク科花きで最も重要なキク属のキクタニギクで初めて内在遺伝子破壊に成功し、
CYC2遺伝子が舌状花アイデンティティの獲得のみならず筒状花形成にも関与することを明らかにできた。今後の
栽培ギクの品種改良にとっても有用な成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) キク科植物は被子植物の中で真正双子葉植物に分類され、単子葉植物のラン科植物と並ん
で最も進化した植物分類群とされている。今から
3,000～4,000 万年前に南アメリカで最初に生ま
れたとされ、現在は世界に約 1000 属２万を超え
る種が分布している。周囲の舌状花と中心部の筒
状花からなる頭状花序を構成している点がキク
科植物の大きな特徴である（第 1 図）。栽培ギク
（Chrysanthemum morifolium）が含まれるキク
属には筒状花だけからなる種も存在する一方、栽
培ギクには舌状花と筒状花の数と割合が異なる
さまざまな花型の品種が存在し、舌状花や筒状花
の形も船底状、樋状、管弁、さじ状、丁字咲きな
どきわめて多様である。 
 
(2) 舌状花や筒状花への分化を制御する遺伝子の存在は百年近くも前にノボロギク（Senecio 
vulgaris）で予言され RAY と名付けられていたが、その分子実体がキンギョソウの花弁形状を
制御する遺伝子として発見された TCP 転写制御遺伝子ファミリーの一つである CYCLOIDEA
（CYC）遺伝子であることが近年明らかにされている（Kim ら、2008）．ヒマワリ（Helianthus 
annuus）では CYC2 クレードに属する遺伝子の一部に変異が入ることにより八重咲き性を生じ
ていることが示唆されており（Chapman ら、2008,2012）、ガーベラでは CYC2 クレードに属
する遺伝子の過剰発現体の形態観察により同遺伝子の八重咲き化への関与が示唆されている
（Broholm ら 2008、Juntheikki ら 2014）が、決定的な証明には至っていない。これらの報告
では、主に 35Sプロモーターによる過剰発現体およびコサプレッション変異体を作出してCYC2
遺伝子の機能を推定しているが、これら形質転換体で著しい生育遅延が観察されていることか
ら、過剰発現の副次的な効果である可能性が否定できないことなどが挙げられる。 
 
(3) 近年、マレーシアやベトナムなどからの栽培ギクのスプレーギクの輸入が急増し、花型変
異に乏しいわが国独自の夏秋ギク型スプレーギクにおける花型変異の拡大を求める声が高まっ
ている。栽培ギクにおける花型形成機構が明らかになれば、キクの品種改良に直接貢献できる可
能性が高い。栽培ギクは六倍体であり、しかもゲノムサイズが大きく、ゲノム解析研究が遅れて
いる。キク属における二倍体野生種であるキクタニギク（C. seticuspe）から、世界で初となる
花成抑制ホルモン（アンチフロリゲン）をコードする遺伝子 Anti-florigenic FT/TFL1 family 
protein (AFT)が発見される（Higuchi ら 2013）など、キクの花成誘導・抑制機構の大筋が明ら
かにされ、キクの開花調節の高度化への貢献が期待されている。これまでキクタニギクにおける
遺伝子機能解析には主に１）35S プロモーターによる過剰発現、２）転写抑制ドメイン (SRDX)
融合タンパク質の過剰発現、３）RNAi 法による発現抑制が用いられてきた。1)の手法は簡便か
つ安定的であるが、遺伝子機能が必要かつ十分であることを示すものではない点、２）の手法は
冗長的な複数の転写因子を同時に機能抑制できるが、予期せぬターゲット (off-target)への影響
の問題、３）の手法は表現型の解釈について最も信頼性が高いが、完全に発現抑制することが困
難であり、期待される表現型が得られる確率も低いという問題点があった。そこで、近年開発さ
れたゲノム編集技術、中でも CRISPR/Cas9 系を用い、機能欠損変異体を安定的に作出・解析す
ることにより、より高い精度での遺伝子機能推定が可能となるものと考えられる。 
 
２．研究の目的 
花きでは一重咲きに比べて八重咲きの観賞価値が高く、多くの花きで育種の進展に伴い八重

咲き品種が生み出されてきている。一般に八重咲きは ABCE クラス遺伝子の変異によって形成
されると理解されているが、キク科の花は集合花で舌状花と筒状花からなる頭状花序を形成し
ていることから、八重咲きが生まれるメカニズムは異なるものと推定される。近年、筒状花から
舌状花への分化を制御する候補遺伝子として CYCLOIDEA（CYC）が報告されているが、決定
的な証明には至っておらず、何よりもキク科花きとして最も重要であるキクにおける研究が未
着手であった。そこで本研究では、キク科植物に特徴的な頭状花序における花型形成機構をキク
属で解明し、被子植物の花型進化の基礎的知見を得ることを目的とする。得られた研究成果は、
栽培ギクにおける花型変異拡大に有用である。 
 
３．研究の方法 
(1) 栽培ギクが含まれるキク属の二倍体野生種で、キク属のモデル植物として位置づけられて
いるキクタニギク（第 1 図）の系統（NIFS-3）の 1～5 mm の花蕾の舌状花および筒状花から
抽出した RNA について RNA-seq 解析を行い、頭状花序発達に伴って発現が変動する遺伝子を
網羅的に発現解析し、それぞれに特徴的な発現パターンを示す遺伝子群を抽出した。 



 
(2) 同じくキクタニギクの系統（NIFS-3）の 1～5 mmの花蕾を材料として、CYC2およびABCE
クラス遺伝子について頭状花発達初期における in situ ハイブリダイゼーション解析を行い、筒
状花および舌状花の予定形成領域における発現パターンを明らかにした。 
 
(3) キクタニギクで最も形質転換効率の高い NIFS-3 系統を材料として、ゲノム編集による機
能欠損変異体を安定的に作出する技術の開発に取り組んだ。ゲノム編集の手法としては、双子葉
植物で汎用されている CRISPR/Cas9 ベクター (pDeCas9_Kan)を用い、導入コンストラクトお
よびカルス培養期間等の培養条件の最適化を検討した。まずアグロバクテリウムとしては
LBA4404 系統とし、AtU6 プロモーター用いたコンストラクトで実験を開始した。ターゲット
遺伝子としてはキクタニギクから単離できた CYC2 遺伝子の中で発現が高かった 3 種類
（CsCYC2c/d/e）とした。得られた形質転換体についてターゲットとした CYC2 遺伝子の塩基
配列を解析し、ゲノム編集の成否について判定した。数塩基の遺伝子欠失が確認された形質転換
体については、人工気象器内で開花させ、表現型変異について解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 二倍体キク属野生種キクタニギクにおける網羅
的な遺伝子発現解析により、キク科のノボロギクで
舌状花形成への関与が報告されている CYC2 遺伝子
が 7 種類単離できた（第 2 図）。また、頭状花序発達
に伴って発現が増加する遺伝子群、頭状花序発達に
伴って発現が減少する遺伝子群、3 mm の花蕾で一過
的に高発現する遺伝子群など、頭状花序発達に伴っ
て変動する遺伝子を多数特定することができた． 
 
(2) 単離された CYC2 遺伝子のうち、発現レベルが
高かった 3 種類の CYC2 遺伝子（CsCYC2 c/d/e）に
ついて時空間的な発現解析を行った結果、ノボロギ
ク同様に舌状花の花弁における発現が認められたの
に加えて、筒状花の雄蕊および雌蕊においても発現が
認められた（第 3 図）。CYC2 遺伝子はキクタニギク
の舌状花のみならず筒状花形成にも関与することが
示唆された。 
 
(3) キクタニギクの小花形成に関与すると考えられ
た CsCYC2c および CsCYC2e をターゲットとした
CRISPR/Cas9システムによる遺伝子破壊を試みた結
果、CYC2c/e 遺伝子の数塩基欠失が確認された形質
転換個体が複数得られた．ターゲット遺伝子配列の解
析の結果、塩基欠失パターンは単純でなく、得られた
形質転換個体はキメラとみなされた。得られた形質転換体を開花させ、野生型との表現型変異を
解析したところ、野生型に比べて、舌状花、筒状花ともに花弁、雌蕊が短くなる変異が確認され
た．加えて、舌状花弁では花弁先端の切れ込みや雄蕊様の構造が生じるなど、舌状花が筒状花化
する傾向が認められた(第 4 図)。ゲノム編集による遺伝子破壊の結果からも、CYC2 遺伝子は舌
状花のみならず筒状花における小花形成に関与することが示唆された．これはキク科植物にお
ける世界初のゲノム編集による内在遺伝子破
壊の成果であるが、得られた遺伝子破壊株の
ターゲット遺伝子配列における塩基欠失パタ
ーンは単純でなく、かつ得られた形質転換個
体はキメラと考えられた．研究期間中に、ア
グロバクテリウム系統の変更、翻訳エンハン
サ ー や HSP タ ー ミ ネ ー タ ー の
pDeCas9_Kan ベクターへの導入、AtU6 プ
ロモーターのキクタニギク内在性の CsU6 プ
ロモーターへの変更などについて検討した
が、研究期間内にこれらの改変の有効性を確
認することができなかった。今後、ゲノム編
集による遺伝子破壊での遺伝子の高度な機能
解析を行うためには更なる形質転換技術の改
良が必要と考えられた． 



  
(4) 本研究では、CYC2 遺伝子と ABCE クラス遺伝子のタンパク質間相互作用について BiFC
法により解析したが、当初期待していた相互作用を確認することはできなかった。また、当初、
六倍体である栽培ギクについても同様の研究を実施する計画であったが、キクタニギクでの安
定した遺伝子破壊実験系に至らなかったこと、併行して進められていたキクタニギクにおける
高精度ゲノム解析研究の進捗が遅れ、栽培ギクゲノムの解析を進めることが困難であったこと
から、栽培ギクでの遺伝子解析に着手することができなかった。但し、栽培ギクの一重咲き品種
と八重咲き品種の舌状花および筒状花の分化・発達について調べた結果，舌状花の分化・発達が
まず観察されたあと、筒状花の分化・発達が進み、再び舌状花の発達が起こること，多様な舌状
花の形態変化は開花直前に起こることが観察された．また、八重咲き品種における舌状花に相当
する管弁内に雄蕊様の器官を有する品種の存在が明らかになったほか，丁字咲きの小花にも雄
蕊様の器官が存在する品種があることがわかった．なお、本研究の期間中に、自家和合性キクタ
ニギク系統を材料としたキクタニギクのドラフトゲノムの解析結果が報告された（Hirakawa ら
2019）ほか、まもなくより高精度なキクタニギクのゲノム解析の結果が報告される予定となっ
ている。本研究におけるキク属で初めての内在遺伝子のゲノム編集成功の成果、およびキクタニ
ギクにおける高精度ゲノム解析の研究成果により、今後、複雑であった栽培ギクにおける遺伝子
解析が加速されることが期待される。 
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