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研究成果の概要（和文）： 本研究では，RNAi法による花弁老化関連遺伝子（InVPE，InPSR26，
InPSR29，InPSR42）の不活性化がアサガオの花弁老化に及ぼす影響を評価し，2 種類の遺伝子
（InPSR26，InPSR29）が花弁老化を抑制する機能を果たしていることを明らかにした．他の 2
種類の遺伝子（InVPE，InPSR42）の機能は解明できなかったが，相同性検索により，これらの
遺伝子が花弁のプログラム細胞死に深く関与することが示唆された．  
 
 
研究成果の概要（英文）： In this study, we evaluated effects of knockout of petal senescence-related 
genes, InVPE, InPSR26, InPSR29 and InPSR42, using RNAi method on petal senescence and showed 
that two genes of them, InPSR26 and InPSR29, are carrying out a function to suppress senescence in the 
petals of Japanese morning glory. The function of the other two genes, InVPE and InPSR42, could not 
be clarified, but homology search of these genes suggested that they are deeply related to the 
programmed cell death in the petals of morning glory. 
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１．研究開始当初の背景 
 花弁の老化に関する研究は国内外で様々
な観点から行われ，花持ち性の改良に結びつ
く幾つかの成果が挙げられていた．例えば，
生理・生化学的な研究により，1) 花弁の老化

がエチレンにより促進・誘導されること，2) 
花弁が老化する過程で花弁内の糖やタンパ
ク質，核酸が減少すること，3) 老化した花弁
の細胞では生体膜が変化していることなど
が明らかにされ，エチレン阻害剤や糖類など
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を混合した薬剤（鮮度保持剤）を切り花の生
け水に添加することで，花持ち性を改善する
技術などが開発されていた． 
 また，細胞生物学的な研究により，老化し
た花弁細胞では，1) 液胞による細胞質の取り
込みと消化が行われ，2) DNA のヌクレオソ
ーム単位での断片化が生じ，3) 核やクロマチ
ンが断片化することから，花弁の老化が遺伝
的に制御された能動的な細胞死（プログラム
細胞死）により誘導されていることが明らか
となり，その細胞死の誘導を分子レベルで人
為的に抑制できれば，分子育種等による花持
ち性の改良が可能であることが示唆されて
いた． 
 さらに，分子生物学的な研究として，1) サ
ブトラクション法やディファレンシャルス
クリーニング法により，老化した花弁で発現
量が著しく変化する遺伝子（花弁老化関連遺
伝子）が確認されたり，2) マイクロアレイ法
により，花弁が老化する過程で生じる遺伝子
の発現量の変化（遺伝子発現プロファイル）
が網羅的に解析されたりして，花弁の老化メ
カニズムが分子レベルで明らかにされつつ
あった． 
 しかし，1) 花弁の老化にエチレンが関与す
る植物種は限定され，既存の鮮度保持剤では
花持ち性が改善されない植物種が多く存在
する．2) 植物ではプログラム細胞死に関与す
る分子種がほとんど同定されておらず，分子
育種等により花弁の細胞死を抑制して花持
ち性を改良することは現時点で困難である．
3) これまでに確認されている花弁老化関連
遺伝子は，発現量の変化が確認されただけで，
老化への関与は証明されていない．4) 遺伝子
発現プロファイルから花弁の老化誘導に関
わる重要な遺伝子は同定されていない． 
 以上から，多くの植物種で花持ち性を改善
することができる新たな技術を開発するた
め，花弁が老化する分子メカニズムをより詳
細に明らかにする必要があった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，RNAi 法を用いて花弁の老化
に関与することが示唆されている遺伝子の
機能を証明し，花弁が老化する分子メカニズ
ムの一部を明らかにするとともに，同定した
老化遺伝子の発現を抑制することで，花弁の
老化が阻害されることを確認し，分子育種等
による花持ち性の改良が可能であることを
明らかにすることを目的とした． 
 これまでの研究で，1) アサガオの花に
RNA合成阻害剤を処理し，遺伝子の発現を非
特異的に阻害すると，通常は 1日で萎れる花
が 3日以上は萎れないままとなり，花弁の老
化が著しく抑制されることを確認した．2) サ
ブトラクション法を用い，開花後のアサガオ
の花弁で発現量が変化する 20 種類の花弁老

化関連遺伝子を単離した．3) 単離した老化関
連遺伝子について，Real-time RT-PCR法によ
り発現解析を行い，器官特異性や花弁での発
現プロファイルを明らかにした． 
 そこで，本研究では，1) これまでに単離し
たアサガオの花弁老化関連遺伝子群のうち，
老化直前の花弁で発現量が著しく増加し，推
定されるタンパク質の機能が不明な遺伝子
（3 種類）およびプログラム細胞死関連遺伝
子のアサガオホモログの中から新たに単離
した花弁老化関連遺伝子（1種類）について，
RNAi による発現抑制型トランスジェニック
植物をそれぞれ作出することを試みた．2) 1
で作出した各トランスジェニック植物につ
いて，各遺伝子の発現抑制が花弁の老化に及
ぼす影響を評価し，花弁の老化に関わる各遺
伝子の機能を証明することを試みた．3) アサ
ガオと他の植物種との間で花弁老化に関わ
る細胞死の特徴を比較し，本研究で機能を明
らかにした遺伝子が他の植物種の花弁老化
にも関与している可能性を探った． 
 これらの研究の実施により，花弁が老化す
る分子メカニズムの一部を明らかし，花持ち
性を改良する分子育種技術を確立するため
の基礎的な知見を得ることを試みた． 
 
３．研究の方法 
(1) RNAi法による花弁老化関連遺伝子の機能
解析 
① 花弁老化関連遺伝子の新規探索： アサガ
オ EST データベースを用いた相同性検索に
より，他の生物種でプログラム細胞死への関
与が示唆あるいは明らかにされている複数
の遺伝子のホモログを探索した．探索により
同定されたホモログについて，アサガオ花弁
における転写産物量の変化を Real-time 
RT-PCR 法により調査した．老化前後の花弁
で発現が大きく変化する遺伝子を確認し，ア
サガオの花弁老化に関与することが示唆さ
れる新たな候補遺伝子（花弁老化関連遺伝
子）を得た． 
② RNAi ベクターの構築： ①で新たに得た
花弁老化関連遺伝子（InVPE），過去の研究で
サブトラクション法およびディファレンシ
ャルスクリーニング法により単離した花弁
老化関連遺伝子（InPSR26, InPSR29, InPSR42），
および花弁の色素合成に関わるアントシア
ニジン合成酵素遺伝子（InANS）について，
各標的遺伝子に特異的なプライマーを用い
た PCR増幅を行い，cDNA断片を得た．得ら
れた cDNA断片をGATEWAY法により市販の
ベクター（pH7GWIWG2(II)；プロモーターと
して CaMV 由来の p35S，選抜マーカーとし
てハイグロマイシン耐性遺伝子を含む）に導
入し，5種類の RNAiベクターを構築した． 
③ トランスジェニック植物の作出： ②で構
築した 5種類の RNAiベクターをアグロバク



 

 

テリウム法によりアサガオの不定胚形成カ
ルスへ導入し，ハイグロマイシンを含む選抜
培地上で培養して，ハイグロマイシン耐性の
再分化個体を選抜した．選抜した植物体から
抽出した Total DNAを用い，ハイグロマイシ
ン耐性遺伝子の PCR 増幅を行うことで，
RNAiベクターの T-DNA領域が導入されたト
ランスジェニック植物（T0系統）を選抜した
（各遺伝子につき少なくとも 3系統以上）． 
④ トランスジェニック植物の評価： ③で作
出したトランスジェニック植物の各 T0 系統
について，自殖後代（T1系統）を育成し，PCR
増幅によりハイグロマイシン耐性遺伝子の
有無を確認した．ハイグロマイシン耐性遺伝
子が確認された T1 系統および野生型の個体
について，花弁から Total RNA を抽出し，
cDNA を合成して，各標的遺伝子に特異的な
プライマーを用いて Real-time RT-PCRを行い，
花弁における標的遺伝子の転写産物量を調
査した．標的遺伝子の転写産物量が野生型に
比べ有意に少ない個体を選抜し，InANS の発
現を抑制した個体については，花弁における
アントシアニン含量を調査した．花弁老化関
連遺伝子（InVPE，InPSR26, InPSR29, InPSR42）
の発現を抑制した個体については，本研究の
過程で新たに開発した画像解析ソフトウエ
アを用い，花弁の老化が開始する時間や老化
が進行する早さを調査し，野生型と比較する
ことで，標的遺伝子の発現抑制による花弁老
化への影響を評価した． 
 
(2) アサガオ以外の植物種の花弁老化に関わ
る細胞死の特徴づけ 
① 実験材料の採取： 脱離型の花弁老化を示
すサクラおよびデルフィニウムの小花を開
花前日に採取し，水の入ったマイクロチュー
ブに挿し，25℃，相対湿度 70％に設定したイ
ンキュベーター内に保持した．開花後，老化
して脱離した直後の花弁，脱離後に乾燥して
萎れ始めた花弁，完全に乾燥した花弁をそれ
ぞれ採取し，以後の実験に供試した． 
② 核の形態観察： パルテック社の試薬キッ
トを用い，①で採取した花弁より核を単離し
た．単離した核を DAPI で蛍光染色し，蛍光
顕微鏡で観察して，クロマチンの凝縮や断片
化といった形態的変化の有無を確認した． 
③ DNA断片化の検出： CTAB法を用い，①
で採取した花弁から Total DNA を抽出した．
抽出した DNA をアガロースゲルで電気泳動
し，EtBr で染色したのち，UV イルミネータ
ーを用いて泳動像を観察した． 
 
４．研究成果 
(1) RNAi法による花弁老化関連遺伝子の機能
解析 
① InANS の結果： アントシアニジン合成酵
素遺伝子（InANS）を標的とした RNAi ベク

ター（pH7-ANS）を導入した形質転換体につ
いて，花弁における InANSの発現抑制やアン
トシアニン含量の減少，花弁の白色化を確認
し，アサガオ花弁でも RNAiによる遺伝子発
現の抑制が可能であることを確認した．その
結果，pH7-ANS を導入した T0植物の花弁で
は，野生型植物（青色）とは異なり白色に変
化することを確認した．また，その T0植物の
自殖後代である T1植物では，花弁が青色と白
色の個体が分離し，PCR法により花弁が白色
の個体では導入遺伝子の存在を確認した．花
弁が白色の T1植物では，花弁における InANS
の発現が野生型植物に比べて著しく抑制さ
れ，アントシアニン含量も減少していること
を確認した．以上の結果から，アサガオの花
弁でも RNAi法による遺伝子発現の抑制が可
能であることを明らかにした． 
② InPSR26 の結果： 機能未知の膜タンパク
質遺伝子（InPSR26）を標的とした RNAiベク
ター（pH7-LR4）を導入した T1植物を 3系統
（LR4-A, K, V系統）得た．野生種（非形質
転換体）の花は，午前 6 時頃に満開となり，
午後 5時ころから花弁先端部に萎れが認めら
れ，インローリングが開始した．これに対し，
LR4系統ではいずれも，野生種とほぼ同じ時
間帯に開花したが，開花後 2時間ほどで中肋
間の花弁先端部に萎れが認められ，午前 10
時には，花弁全体に萎れが広がった（図 1）．
インキュベーター内で栽培した T2 植物にお
いても，同様の特性が認められた．LR4系統
ではいずれも，花弁における InPSR26の発現
量が野生種に比べ低下していた．LR4系統で
は，アサガオ花弁の老化の指標である水ポテ
ンシャルの低下および色相角度の上昇は，野
生種に比べ早まっていた．また，プログラム
細胞死の指標である核の断片化および核サ
イズの減少は，野生種よりも開花後早い時間
に始まっていた．プログラム細胞死関連遺伝
子である InATG4，InATG8および InBIの花弁
老化時の発現量は，野生種に比べ低下してい
た．以上の結果から，InPSR26 がアサガオ花
弁の老化を抑制する機能を持つことを明ら
かにした． 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 午前 10時におけるアサガオ野生種（左）と 

 LR4-A5（右）の花の様子 
 
③ InPSR29 の結果： 機能未知の膜タンパク
質遺伝子（InPSR29）を標的とした RNAiベク



 

 

ター（pH7-LR3）を導入した T1植物を 2系統
（LR3-A，C）得た．全ての LR3 系統でハイ
グロマイシン耐性遺伝子の増幅断片が検出
され，アグロバクテリウム法による pH7-LR3
の導入を確認した．LR3-A系統では，野生型
に比べ，花弁老化の開始時間が有意に短いこ
とを確認し，この系統では花弁老化が促進さ
れていることを明らかにした．LR3-C系統も
野生型に比べ，花弁老化が促進されている傾
向が示された．また，LR3-A系統は，野生型
に比べ，花弁における InPSR29の発現量が有
意に少ないことを確認し，これらの個体では，
InPSR29 の発現が抑制されていることを明ら
かにした． LR3-C 系統も野生型に比べ
InPSR29 の発現が抑制されている傾向が示さ
れた．さらに，野生型と LR3系統の花弁にお
ける老化の開始時間と InPSR29の発現量には
有意な正の相関が認められ，アサガオの花弁
では In29 の発現抑制により老化が促進され
ることが示された（図 2）．以上から，RNAi
法により InPSR29の発現を抑制したアサガオ
花弁では老化が促進されることを確認し，
InPSR29 がアサガオ花弁の老化を抑制する機
能を持つことを明らかにした．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 アサガオ花弁における老化の開始時間（IPPS）と 

InPSR29の発現量との関係 
 
④ InPSR42 の結果： BLAST 検索により，
InPSR42がコードするタンパク質は 14-3-3タ
ンパク質のホモログであることが分かった．
また，14-3-3タンパク質はファミリーを形成
しており，様々な生命現象に関与することが
報告されているが，InPSR42 がコードするタ
ンパク質はプログラム細胞死のプロセスで
あるアポトーシスに関与するヒトやラット
の 14-3-3εタンパク質と高い相同性を示すこ
とを明らかにした．一方，InPSR42 を標的と
した RNAiベクター（pH7-LR14）をアサガオ
に導入し，T1植物を 3系統（LR14-2，4，6）
得た．全ての LR14 系統で pH7-LR14 の導入
および花弁における InPSR42の発現抑制を確
認した（図 3）．しかし，LR14 系統と野生型
との間で，開花からインローリングが開始す
るまでの時間に有意な差は認められなかっ
た（図 4）．以上から，InPSR42はアサガオの

老化花弁に生じるプログラム細胞死のアポ
トーシスプロセスに関与している可能性が
示唆されたが，老化花弁に生じるインローリ
ングには関与していないことが示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 LR14系統の開花 18時間後の花弁における 

    InPRS42の転写産物量 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4 LR14系統の開花から花弁老化が 
       開始するまでの時間 
 
⑤ InVPEの結果： InVPEがコードする InVPE
は他の生物種で単離・同定された既知の VPE
で確認されている切断部位や活性部位など
をすべて含むことを確認した．また，生物学
的な機能が明らかにされている既知の VPE
との相同性から，InVPEはプログラム細胞死
に関与する可能性の高いタンパク質である
ことが推察された．一方，InVPEを標的とし
た RNAi ベクター（pH7-VPE）を導入した形
質転換体の T2および T3植物では，約 67％お
よび 43％の個体で導入遺伝子が確認された．
しかし，野生型と比較し，花弁における InVPE
の発現量および花弁老化の開始時期に有意
な差異は検出されなかった．以上から，調査
した T2および T3植物には，InVPE の発現抑
制系統が含まれていないことが示唆された． 
 
(2) アサガオ以外の植物種の花弁老化に関わ
る細胞死の特徴づけ 
 サクラとデルフィニウムの脱離後の老化
花弁から単離した核を蛍光顕微鏡で観察し
た結果，プログラム細胞死の形態学的特徴で
あるクロマチンの凝縮や断片化は検出され
なかった．また，その老化花弁でこれまでに
報告のない新たな形態的変化を示す核の崩
壊現象を確認した．一方，老化花弁から抽出
した DNA をアガロースゲルで電気泳動した
結果，プログラム細胞死の生化学的特徴であ
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る DNA のヌクレオソーム単位での断片化を
示唆する電気泳動像は観察されなかった．以
上から，サクラやデルフィニウムのように花
弁が脱離するタイプの老化にはプログラム
細胞死が関与しないことを明らかにした．ま
た，そのようにプログラム細胞死が関与して
いない植物種の花弁老化には，本研究で機能
を明らかにした遺伝子が関与している可能
性は低く，分子育種による花持ち性の改良に
は利用できない可能性が示唆された．  
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