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研究成果の概要（和文）：リンドウ花弁で発現している６個の B-class MADS box（GsDEF1～3、
GsGLO1～3）遺伝子を単離した。GsGLO2 は、GsDEF1 または GsDEF2 とタンパク質間相互作用し、
その強度が低温条件において 10 倍以上に増加することが明らかになった。GsGLO2 と GsDEF1 ま
たは GsGLO2 と GsDEF2 を共発現した形質転換タバコやシロイヌナズナでは、萼が花弁様組織に
変換した。しかし生体内における相互作用と温度の関係について明らかにすることはできなか
った。今後は、リンドウ形質転換体を作出し、詳細に解析を行う。 
 
研究成果の概要（英文）：Six B-class MADS-box genes (GsDEF1-3, GsGLO1-3) were isolated from 
the petals of Japanese gentian. Yeast two-hybrid analysis showed that GsGLO2 interacted 
with both GsDEF1 and GsDEF2. In low-temperature condition, the interaction intensities 
between GsGLO2 and GsDEF1/2 were increased. The transgenic Arabidopsis and tobacco plants 
co-overexpressing GsGLO2 and GsDEF1/2 induced the conversion of sepal into petal-like 
organs, but the relationships between in vivo protein-to-protein interaction and 
temperature could not be elucidated. Now, I am producing transgenic gentian plants, and 
further studies will make clear these problems. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、温暖化に伴い農業生産において高温
障害が新たな問題になってきている。花き
園芸においても同様で、それぞれの花き産
地において従来の栽培適温よりも温暖にな
ってきている。そのため高温障害による奇
形花の発生や着色不良などは、花の品質に
直接的に影響する障害であるため、今後ま
すます問題となってくる可能性がある。し

かし、なぜ高温が花の発達に影響を及ぼす
かについてはほとんど理解されていない。
花器官の高温障害の原因となる遺伝子を同
定し、解析することで、栽培上の問題を回
避する手がかりがつかめることが期待され
る。花器官の形成には、MADS box ドメイン
を有するタンパク質が重要であることが、
シロイヌナズナやキンギョソウなどのモデ
ル植物で明らかになっている。それらのう
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ち花弁形成には、B-class MADS box 遺伝子
が関与している。B-class MADS box は、
AP3/DEFとPI/GLOの２つのサブファミリー
で存在し、それらがヘテロダイマーを形成
することで機能すると考えられている。私
は、B-class MADS box タンパク質のヘテロ
ダイマー形成が、温度の影響するのではな
いかと仮説を立て以下に示すような解析を
行った。 
 
２．研究の目的 
 リンドウにおいて、高温障害の一つとし
て「ハチマキ」と呼ばれる花弁の中央部の
着色が抑制される現象が発生している。着
色が抑制されている花弁領域は、花弁の発
達が部分的に抑制されているが、詳しい解
析はなされていない。本研究では、花器官
形成や発達に重要な B－class MADS box 遺伝
子に注目し 温度とMADS box遺伝子機能と
の関係性について明らかにし、高温障害の
回避に向けた手がかりを見つけることを目
的としている。 
 
３．研究の方法 
(1)リンドウ MADS box 遺伝子の単離 
リンドウ品種「アルタ」の花冠から total RNA
を抽出し、cDNA を合成した。B-class MADS box
特異的な縮重プライマーを用いて、増幅を行
った。増幅断片は、サブクローニング後、シ
ークエンス解析および分子系統解析を行う
ことで、B-class MADS box 遺伝子を分類した。 
 
(2)B-class MADS box タンパク質の相互作用 
① 酵母２ハイブリッドシステム 
リンドウ B-class MADS-box 間のタンパク質
間相互作用を調査するために、MatchMaker 酵
母２ハイブリッドシステム（Clonetech 社製）
を用いた。GsGLO1～3および GsDEF1～3の ORF
を、常法に従い pGADT7 および pGBKT7 に導入
した。酵母ストレイン AH107 に様々なプラス
ミド組み合わせで形質転換を行い、Leuと Trp
欠損培地で選抜を行った。タンパク質間相互
作用は、Ade、His、Leu、Trp 欠損培地で培養
することで評価を行った。相互作用強度は、
β-グルコシダーゼ活性に基づいて定量を行
った。 
② Split-YFP システム 
植物体内でのタンパク質間相互作用を調査
するために、Split-YFP 法を用いた。プラス
ミドは、金粒子にコーティングし、パーティ
クルボンバードメント（PS-100, Bio-Rad）
でタマネギ表皮細胞に導入した。24 時間後、
共焦点蛍光顕微鏡で YFP 蛍光を観察した。 
(3)タバコ形質転換体の作出 
酵母２ハイブリッド解析で相互作用が確認
された GsDEF1、GsDEF2、GsGLO2 について過
剰発現タバコを作出した。T2 個体を獲得後、

さまざまな組み合わせで交雑することで、共
発現体を獲得した。 
 
(4)シロイヌナズナ形質転換の作出 
タバコ形質転換体同様のバイナリーベクタ
ーを用いて形質転換体を作出した。 
 
４．研究成果 
(1)リンドウ B-class MADS box 遺伝子の単離 
 リンドウ品種「アルタ」花冠をテンプレー
トに縮重 PCR を行った結果、14 種類の
MADS-box 遺伝子が単離された。これらの得ら
れた配列から、RACE-法において全長配列を
決定した。系統解析の結果、6 つの B-class 
MADS box遺伝子が得られた。B-class MADS box
は、AP3/DEF と PI/GLO の２タイプが存在し、
リンドウから単離したものは、それぞれ３個
ずつであり、GsDEF1～3、GsGLO1～3 と名付け
た。 
 
(2)酵母２ハイブリッドによるタンパク質相
互作用 
 アラビドプシスやキンギョソウでは、
AP3/DEFとPI/GLOはヘテロダイマーを形成し
て機能することが知られている。そこで、リ
ンドウから単離した GsDEF と GsGLO 間のタン
パク質間相互作用を酵母２ハイブリッド法
を用いて調査した。通常のスクリーニング条
件である 30℃で培養した場合、GsGLO2 と
GsDEF1、または GsGLO2 と GsDEF2 間でわずか
な相互作用が観察されるだけであった（図１
A）。しかし、20℃で培養した場合はその相互
作用強度が 10 倍以上になることが示された
（図１B）。このことは、リンドウの栽培適温
においてヘテロダイマー形成が促進される
ことが推定される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 酵母２ハイブリッドβ-Gal 活性解析 
A) 30℃培養、B) 20℃培養 
 
(3)BiFC によるタンパク質間相互作用 
 酵母２ハイブリッド法で示されたヘテロ
ダイマー形成が植物細胞内でも同様の結果
であるかを調査するために、タマネギ表皮細
胞を用いた Split-YFP 法を行った。GsDEF1 と
GsGLO2 または GsDEF2 と GsGLO2 間では、相互
作用を示す YFP 蛍光が核局在で観察された
（図２）。その蛍光強度は、30℃の高温では
消失する傾向が示されたが、定量的に測定す
ることができなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ Split-YFP 法 
タマネギ表皮細胞を用いて、パーティクルガ
ンで遺伝子導入を行った。上写真が可視光、
下写真が青色光のもとで撮影した。 
A) GsGLO2-YC/GsDEF1-YN 
B) GsGLO2-YC/GsDEF2-YN 
C) YFP 
 
(4)リンドウ B-class MADS box 遺伝子過剰発
現タバコの解析 
 GsGLO2、GsDEF1、GsDEF2 を CaMV35S プロモ
ーターでドライブしたバイナリーベクター

を構築し、形質転換体を作出した。GsGLO2 過
剰発現タバコでは、萼の伸張が見られた。一
方、GsDEF1 と GsDEF2 過剰発現タバコは、野
生型と有意な差は観察されなかった。これら
の T2形質転換体同士を交雑して、共発現して
い る 個 体 を 獲 得 し た 。 そ の 結 果 、
GsGLO2/GsDEF2 共発現体では、GsGLO2 単独よ
りシビアな表現型になり、萼が花弁様組織に
変換されていた（図３）。GsGLO2/DEF1 共発現
体についても同様の結果ではあったが、
GsGLO2/GsDEF2 共発現体よりマイルドな表現
型であった。 
 通常タバコを栽培する 25℃以外に、20℃と
30℃でも栽培したが、生育速度には差は見ら
れたが花冠の表現型は 25℃生育と比較して
変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ タバコ形質転換体の表現型 
左 か ら GsGLO2 単 独 、 GsDEF2 単 独 、
GsDFF2/GsGLO2 共発現形質転換体の花器官。 
 
(5)リンドウ B-class MADS box 遺伝子過剰発
現シロイヌナズナの解析 
 タバコ形質転換体を作出した同様のコン
ストラクトで形質転換体を作出した結果、
GsGLO2 過剰発現体では、萼が緩んだ表現型を
示した（図４D）。一方、GsDEF1 または GsDEF2
過剰発現体では、野生型と有意な差は観察さ
れなかった（図 4B,C）。GsGLO2/GsDEF2 共発
現体は、萼の花弁化が観察されたが（図 4F）、
GsGLO2/GsDEF1共発現体はGsGLO2単独と同じ
であり、相乗効果は認められなかった（図 4E）。
GsGLO2/GsDEF2 共発現体の表現型は、エイジ
が進むに連れてシビアになる傾向が示され
た。 
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図４ シロイヌナズナ形質転換体 
A) 野生型、B) GsDEF1、C) GsDEF2、D) GsGLO2、
E) GsDEF1/GsGLO2、F) GsDEF2/GsGLO2 過剰発
現体 
 
(6)考察 
 今回リンドウから単離した B-class MADS 
box 遺伝子のうち、GsGLO2 と GsDEF1/2 間で
タンパク質間相互作用し、その相互作用強度
は温度によって変化することを酵母２ハイ
ブリッド法によって確認することができた。
タバコおよびシロイヌナズナ形質転換体を
用いた解析により、GsGLO2 と GsDEF1/2 が共
存することで花弁器官形成を決定すること
が明らかになった。ヘテロダイマーによる機
能獲得については明らかになったが、植物生
体内でのリンドウ B-class MADS 間のタンパ
ク質間相互作用と温度の影響は明らかにで
きなかった。それは、異種モデル植物を用い
た解析によるためで、内在の花器官形成に関
わる遺伝子の影響が拭いきれなかったため
だと思われる。現在、リンドウにおいて形質
転換を作出中であり、リンドウ自身を用いる
ことで、今回明らかになった問題点が克服さ
れ、高温障害の影響の解明につながると考え
られる。 
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