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研究成果の概要（和文）：本研究では、ナショナルバイオリソースプロジェクトで収集されたアサガオ遺伝資源
に対してRAD-Seq法による一塩基多型の検出を行い、対立遺伝子の多様性が維持された160系統のコアコレクショ
ンを選出した。また、このコアコレクションを用いたゲノムワイド関連解析により、花の寿命の決定要因である
開花時刻や花弁老化時刻の系統間差異に関わる可能性の高い対立遺伝子や染色体領域を特定した。さらに、コア
コレクションを用いた形質調査より、花の寿命と種子数との間に有意な負の相関が検出されたことから、エテホ
ン処理でアサガオの花弁老化を促進したところ、種子数が有意に増加することを確認した。

研究成果の概要（英文）：In this study, single nucleotide polymorphisms in genetic resources of 
Japanese morning glory collected by the National BioResource Project were detected by the RAD-Seq 
method, and selected core collections in which allelic diversity was maintained. Genome-wide 
association studies using this core collection identified alleles and chromosomal regions that are 
likely to be involved in varietal differences in time of flower opening time and petal senescence, 
which are determinants of flower lifespan. In addition, a significant negative correlation was 
detected between flower lifespan and the number of seeds in a trait survey using the core 
collection. Furthermore, it was confirmed that the number of seeds increased when petal senescence 
was promoted by ethylene treatment.

研究分野： 植物遺伝育種学

キーワード： 花の寿命　花弁老化　アサガオ　ナショナルバイオリソースプロジェクト　RAD-seq　ゲノムワイド関連
解析　コアコレクション　種子生産性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で特定した対立遺伝子や染色体領域は、植物の系統間で花の寿命に差異が生じる機構を解明し、花持ち性
を改善した花き品種を育成する技術を開発するための基盤的な知見となる。また、コアコレクションの一塩基多
型情報は、ナショナルバイオリソースプロジェクトのゲノム情報整備プログラムで全ゲノムリシーケンス解析を
行うアサガオ系統の選出に利用された。さらに、エチレン処理による花弁老化の促進によって種子数が増加する
ことが分かり、花きの種子生産性を向上する技術を開発するための研究が開始された。以上の成果は、鉢花や切
り花の消費拡大および生産コストの軽減に繋がることが期待される。

※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 
 植物の中には特定の時刻に開花する種が存在する。開花の時刻は植物種によって様々であり、
これに基づきリンネは花時計を考案した。特定の時期に開花する性質は、虫媒受粉植物では花粉
媒介昆虫の訪花を制限し、受粉を効率化するうえで重要な役割を果たしていると考えられる。開
花時刻は花弁展開の誘導期間と実行期間で決定される。誘導期間は花蕾が形成されてから花弁
展開が開始するまでの時間であり、実行期間は花弁展開の開始から終了までの時間である。花弁
展開は、花弁細胞の肥大によって生じる。細胞肥大に関わる遺伝子は数多く同定されており、花
弁展開の実行プロセスは解明されつつある。一方、細胞肥大の開始や進行を制御し、花弁展開の
誘導期間や実行期間の長短に影響を及ぼす要因には、光や温度などの外的要因と植物ホルモン
などの内的要因がある。しかし、それらの要因によって細胞肥大が制御される仕組みに関わる遺
伝子は同定されておらず、開花時刻が決定されるメカニズムは未解明のままである。 
 アサガオの開花時刻は開花前日に花弁が受ける暗期の長さで決定されている。これまでの研
究で、暗期によるアサガオの開花誘導プロセスに概日時計関連遺伝子（PRR7 および RVE1）が
関与することが明らかにされている。また、開花時の花弁で新規に合成されるメラトニンが暗期
により誘導されるアサガオの開花（花弁展開）の実行プロセスの制御には関与するが、誘導プロ
セスには関与しないことや、開花に必要な暗期の長さにはアサガオの複数の系統間で差異があ
り、一定期間以上の暗期を与えないと開花しない系統が存在することも確認されている。そのよ
うな開花の暗期要求性に見られる系統間差異の原因遺伝子を特定することが出来れば、開花時
刻の決定機構を分子レベルで解明する端緒が得られたことを世界に発信できるとともに、開花
時刻の調節により受粉効率を向上する新技術の提案も可能になる。 
 花弁では、開花後あるいは受粉後、一定の期間が過ぎると、変色や萎れなどの変化（花弁老化）
が起こる。花弁老化の時刻も植物種によって様々であり、開花と同様に花粉媒介昆虫の訪花を制
限し、受粉を効率化するうえで重要な役割を果たしていると考えられる。花弁老化の時刻は花弁
老化の誘導期間と実行期間で決定される。誘導期間は開花あるいは受粉してから花弁老化が開
始するまでの時間であり、実行期間は花弁老化の開始から終了までの時間である。花弁老化は花
弁細胞のプログラム細胞死（PCD）によって生じる。花弁 PCD の実行に関わる遺伝子は数多く
同定されており、花弁老化の実行プロセスは解明されつつある。一方、花弁 PCD の開始や進行
を制御し、花弁老化の誘導期間や実行期間の長短に影響を及ぼす要因には、光や温度などの外的
要因や植物ホルモンなどの内的要因のほかに、遺伝的な要因も含まれる。しかし、それらの要因
によって花弁 PCD が制御される仕組みに関与する遺伝子は同定されておらず、花弁老化の時刻
が決定されるメカニズムは未解明のままである。 
 これまでの研究で、アサガオ、フリージア、グラジオラスなどの花弁老化が PCD により生じ
ていることが明らかにされている。また、アサガオやグラジオラスの花弁 PCD に関わる遺伝子
（DAD1、InPSR29、InNAP など）を特定し、それらが上偏成長やプログラム細胞死に関わる複数
の遺伝子の転写調節を介して花弁老化を制御する役割を果たしていることも明らかにされてい
る。さらに、アサガオの花弁老化の誘導期間や実行期間には複数の系統間で差異があり、誘導期
間の差異には内生エチレンが関与することも確認されている。そのような花弁老化の誘導期間
や実行期間に見られる系統間差異の原因遺伝子を特定することが出来れば、花弁老化時刻の決
定機構を分子レベルで解明する端緒が得られたことを世界に発信できるとともに、花弁老化時
刻の調節により花持ち性を向上する新技術の提案も可能になる。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では申請時に 5 つの実験が計画されていた。各実験の目的と内容は次の通りであ
った。「実験 1」では、アサガオの標準型である東京古型のゲノム配列を参照配列とし、ナショ
ナルバイオリソースプロジェクト（NBRP）で収集されているアサガオ遺伝資源について、
Restriction Associated DNA Sequencing（RAD-Seq）法による一塩基多型（SNP）の検出を行い、
対立遺伝子の多様性が高いレベルで維持されている系統を「コアコレクション」として選出する
ことを目的とした。「実験 2」では、実験 1 で選出したコアコレクションについて、開花・花弁
老化の時刻（花の寿命）、花弁展開・花弁老化の誘導・実行期間、開花の暗期要求性などを調査
し、得られた形質データと RAD-Seq 法で得た SNP データに基づきゲノムワイド関連解析（GWAS）
を行い、花の寿命の決定要因となっている各形質の系統間差異に関わる対立遺伝子を明らかに
することを目的とした。「実験 3」では、実験 2 で花の寿命と開花の暗期要求性のそれぞれに顕
著な差異が検出された 2 組の系統間で F2集団を育成し、各 F2個体について、RAD-Seq 法による
SNP 検出、形質調査および QTL 解析を行い、花の寿命と開花の暗期要求性の系統間差異に関わ
る対立遺伝子を明らかにすることを目的とした。「実験 4」では、実験 3 で用いた 4 系統につい
て、RNA-Seq 法により花蕾形成の終了から花弁老化の終了までの 5 ステージで花弁のトランス
クリプトームデータを得て、相関ネットワーク解析等を行い、実験 2 や実験 3 で同定した遺伝子
と共発現している遺伝子を検出して、当該遺伝子と関連のある遺伝子を特定することで、花の寿
命の決定に果たす役割を明らかにすることを目的とした。「実験 5」では、実験 2 と実験 3 で同
定した遺伝子と、実験 4 で検出した共発現遺伝子のうち、実験 3 で QTL 解析に用いた系統間で
転写量に有意な差異が認められた遺伝子について、RNA interference（RNAi）法による発現抑制
を行い、開花時刻や花弁老化時刻等に及ぼす影響を評価することで、花の寿命の制御における当
該遺伝子の機能を明らかにすることを目的とした。 



３．研究の方法 
(1) NBRP「アサガオ」で保存されているアサガオの遺伝資源から系統情報に基づき対立遺伝子
の多様性が高いと予想される系統を選定し、それらの種子を入手した。選定したアサガオ系統の
実生を 24℃・12 時間日長の恒温室内で栽培し、発芽後 2 週間目に本葉の一部（100 mg）を採取
して total DNA を抽出し、RAD-Seq 法による SNP 検出を実施した。アサガオの標準型である東
京古型のゲノム配列を参照配列として RAD-Seq 法により検出された各系統の SNP 情報に基づ
き分子系統樹を作成し、対立遺伝子の多様性が比較的高いレベルで維持されていると判断され
る系統を「コアコレクション」として選出した。 
 
(2) コアコレクションの実生を網室および 24℃・12 時間日長に設定した恒温室内で栽培し、開
花させた。各系統の個体から、開花前日の花蕾を採取し、蒸留水を入れた 2 mL のプラスチック
チューブに挿して、25℃・相対湿度 70％・12 時間日長に設定したインキュベーター内に静置し
た。切り花の花冠を 5 分間隔で連続撮影し、画像解析により花冠面積の時系列データを得た。花
冠面積の変化に基づき、花の寿命に関わる形質である開花時刻、花弁老化時刻、花弁展開誘導期
間、花弁展開実行期間、花弁老化誘導期間および花弁老化実行期間を GWAS 用の数値データと
して求めた。また、種子生産性に関わる形質である個体あたり種子数や種子重量も測定した。
RAD-Seq 法で得た SNP データと花の寿命に関わる 6 つの形質データを用いて GWAS を行い、各
形質の系統間差異と関連のある対立遺伝子および染色体領域の検出を試みた。 
 
(3) アサガオ品種「紫」の野生型と 14-3-3 タンパク質をコードした花弁老化関連遺伝子 InPSR42
の発現を RNAi 法で抑制した 42r 系統の実生を 24℃・12 時間日長の恒温室内で栽培し、開花さ
せた。開花当日の明期開始時刻（9：00）を開花の基点（t = 0 h）とし、開花 12 時間前の花蕾を
蒸留水を入れた 2 mL のプラスチックチューブに挿して、25℃・相対湿度 70％・12 時間日長に
設定したインキュベーター内に静置し、任意の時間に花弁を採取した。t = 0、3、6 および 9 h の
花弁細胞をプロトプラスト化し、BCECF-AM で染色後、蛍光顕微鏡により液胞崩壊した割合を
調査した。また、オートファジーやプロテアソーム阻害剤を処理した野生型の切り花について、
t = 0、14 および 18 h の花弁に含まれる可溶性タンパク質量を RCDC プロテインアッセイにより
測定した。さらに、t = 0、18 および 24 h の花弁から total DNA を抽出し、アガロースゲルで電気
泳動後、画像解析により DNA の断片化率を求めた。 
 
(4) 花の寿命が比較的長いアサガオ品種「紫」を 24℃、相対湿度 70％、12 時間日長に設定した
インキュベーター内で栽培した。第 1 花が開花した個体について次の操作を行った。開花した全
ての花について、花弁が完全に展開した直後に蒸留水（対照区）または 100 ppm エテホン液剤を
花弁の向軸面に向けて 5 cm 上方からスプレーで 1 回ずつ噴霧した（エテホン処理区 1）。また、
第 1 花〜第 6 花までの花弁には蒸留水、それ以降に開花した全ての花にエテホンを噴霧した（エ
テホン処理区 2）。第 1 花の開花後 80 日目までに成熟した全ての種子を採種し、個体および果実
あたりの平均種子数と平均種子重量を求め、その積から種子生産量を算出した。さらに、老化前
後の花弁について、窒素再転流に関わるグルタミン合成酵素遺伝子の転写産物量やグルタミン
およびアスパラギン含量の変化等を調査した。 
 
４．研究成果 
(1) NBRP アサガオ遺伝資源 1195 系統から、次の a)〜g)に基準に従い、RAD-Seq 法による
SNP 検出に供試する 400 系統を選出した。a) Ipomoea nil のみを対象とする（近縁種は除く）、
b) 曜白やヘデラセア葉は除く、c) ヘテロの遺伝子型が表記されている系統は除く、d) 枝番つき
の系統および表現型が表記されていない系統は除く、e) 表現型、品種名および遺伝子型の表記
が重複している系統は除く、f) 品種・系統名が表記されているものはなるべく残す、g) 表現型
と遺伝子型の表記を参考に変異が少ないと推測される系統を除く。RAD-Seq 法で検出した 400
系統間の SNP 情報を用いて系統樹解析を行い、遺伝的重複の少ない 160 系統をコアコレクショ
ンとして選定した。SNP 情報を用いた主成分分析による集団構造解析から、コアコレクションに
は分集団化が見られないことを確認した。コアコレクションにおける草丈の系統間差異につい
て GWAS を実施したところ、草丈の違いと高い関連性を示す３つの候補 SNP 座を検出した。こ
れらの座位の近傍には、他の植物で茎の伸長などへの関与が報告されている既知の草丈関連遺
伝子のホモログが存在することを確認した。以上から、コアコレクションとして選定した 160 系
統のアサガオが GWAS による花の寿命決定遺伝子の同定にも適用することが可能であることが
示唆された。また、花きのコアコレクションは国内外でも希少であり、本研究で選定したアサガ
オのコアコレクションは、花や葉の形態、色、模様など、花きの育種上重要な形質の変異も含む
ため、それらの形質の改変につながる新規有用遺伝子の同定に貢献する可能性がある。 
 
(2) コアコレクション 160 系統を栽培し、花の寿命に関わる諸形質および種子数や種子重量な
ど種子生産性に関わる形質を測定して、形質間の相関性を調査した。その結果、花弁老化と種子
生産性との間に負の相関が認められた。花の寿命に関わる諸形質について GWAS を実施した結
果、開花時刻に関連した 21 個の SNP が検出され、それらの近傍に時計関連遺伝子などが存在す
ることを確認した。また、花弁老化に関連した 10 個の SNP が検出され、それらの近傍にユビキ



チンやシグナル伝達関連の遺伝子などが存在することを確認した。そこで、開花時刻や花弁老化
に顕著な差異が認められた 12 系統のアサガオについて、全ゲノムリシーケンスを実施し、系統
間 SNP 情報を得た。この情報に基づき、GWAS で検出された SNP 付近に存在する候補遺伝子に
ついて、各形質の系統間差異との関わりが深い SNP の有無を調査した。今後は、この調査で得
た SNP 情報に基づき、CRISPR/Cas9 法による当該候補遺伝子のゲノム編集を行い、花の寿命を
人為的に改変できることを確認する予定である。 
 
(3) GWAS や QTL 解析により花の寿命決定遺伝子を同定する過程では、多数の候補遺伝子が検
出される事が予想される。それらの中から花の寿命決定遺伝子を効率的に同定するためには、開
花や花弁老化が誘導される分子機構についてあらかじめ十分な情報を得ておくことが重要であ
る。そこで、先行研究でアサガオの花弁老
化への関与が示唆されていた 14-3-3 タンパ
ク質をコードする遺伝子（InPSR42）につい
て RNAi 法による機能解析を行った。その
結果、42r 系統の花弁では野生型に比べて液
胞崩壊したプロトプラストの割合が有意に
低く（図 1）、タンパク質や核酸の分解が抑
制されていることを確認した。以上から、
当該遺伝子が老化花弁で生じる PCD にお
いて液胞崩壊を正に制御する役割を果たし
ていることを明らかにした。また、オート
ファジーやプロテアソーム阻害剤を用いた
実験より、アサガオの老化花弁におけるタ
ンパク質の分解にはオートファジーが主に
関与していることを示唆する結果も得た。 
 
(4) コアコレクションを用いた形質調査より、花の寿命と種子数との間に有意な負の相関が検
出されたことから、花の寿命が長いアサガオ系統でも、花弁老化を促進することで種子数が増加
するという仮説を立て、その証明を試みた。エテホンを噴霧した「紫」の切り花では、他の処理
に比べ、花弁が展開してから、萎れ始めるまでの時間が有意に短かった。エテホン処理区 1 と 2
では、対照区に比べ、果実あたりの平均種子重量が有意に高い値を示した（表 1）。また、エテホ
ン処理区 2 では、果実あたりの平均種子数も、対照区に比べ有意に高い値を示した。さらに、老
化後の花弁では、グルタミンおよびアスパラギン含量とグルタミン合成酵素遺伝子の発現量が
増加することを確認した。以上から、アサガオ展開花弁へのエテホン処理により花弁老化を促進
すると、オートファジーによる窒素再転流が促進され、果実あたりの種子数が増加することが示
された。この結果は、エテホンの処理により特定の個体で一過的に花弁老化を促進することで、
種子生産性の向上が可能であることを示唆する。エテホンは市販の植物成長調節剤であり、果樹
の着色・熟期促進や摘果・落葉促進など、多面的に利用されている。そこで、現在は、消費者に
販売する個体や切り花の花の寿命は長く維持したまま、採種用の個体でのみエテホンを展開花
弁に噴霧し、花弁老化を促進することで、種子生産性を高めることのできる技術を開発している。
また、本実験の結果から、花の寿命に関わる遺伝子の中には種子生産性に関わる遺伝子も含まれ
ているという新たな仮説も得られた。今後は、この仮説を証明するとともに、種子生産性の低下
を伴わずに花の寿命を延長することが可能な有用遺伝子の探索を試みていく予定である。 
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図 1 InPSR42 の発現抑制が花弁細胞の液胞崩壊に
及ぼす影響 
* は p < 0.05（t 検定）、垂線は標準誤差（n = 3）を
示す。 

表1 アサガオ花弁へのエテホン処理が開花および種子生産性に及ぼす影響

対照区a エテホン
処理区1a

エテホン
処理区2b

果実あたりの

平均種子数（粒） 2.3±0.1 2.7±0.2 2.9±0.2*

平均種子重量（mg） 189.7±5.4 215.2±8.3* 233.5±9.3*

個体あたりの

平均種子数（粒） 77.8±8.6 66.0±3.0 53.5±11.7

平均1粒重（mg） 76.6±0.8 80.2±2.1 81.1±2.8

種子生産量（粒×mg） 5960.7±0647.1 5272.3±191.8 4324.6±920.9

±以降の各値は標準誤差を示す（a：n=5、b：n=4）
*はDunnett検定により対照区との間に5%水準で有意差あり
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