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研究成果の概要（和文）：花弁の老化はプログラム細胞死の一種である。アサガオの老化花弁に

おいて、液胞による細胞質構成成分の分解機構であるオートファジーの関連遺伝子が誘導され

ることを示した。蛍光マーカータンパク質である GFP を用いてオートファジー構造物を可視化

し、アサガオ花弁の老化時にオートファジーが誘導されることを確認した。また、アサガオに

おいては、オートファジーは花弁老化時のプログラム細胞死の進行を遅らせる働きがあること

を示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）：Petal senescence is a type of programmed cell death. We showed 
that expressions of autophagy-associated genes are induced in senescing petals of 
Japanese morning glory. The induction of autophagy during petal senescence was confirmed 
by visualizing autophagic structures with the green fluorescent protein (GFP). Our data 
also suggest that autophagy delays programmed cell death in petal senescence of Japanese 
morning glory. 
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１．研究開始当初の背景 
オートファジーは、液胞による細胞質構成

成分の分解プロセスである。オートファジー
は、主に栄養飢餓時のサバイバル機構と考え
られているが、逆説的に、細胞死の引き金と
しての機能も注目されている。花弁の老化に
おいては、アサガオ花弁細胞における電子顕
微鏡観察により、老化時にオートファジーが

起きていることが示唆されている。本研究で
は、アサガオをモデル植物として用い、花弁
老化時のオートファジーの誘導様式を解析
する。さらに、オートファジーに必須な遺伝
子の発現を抑制した形質転換体を作出する
ことにより、オートファジーの花弁老化にお
ける役割を明らかにする。 
 

機関番号：８２１１１ 

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2009～2010 

課題番号：２１７８００３４ 

研究課題名（和文） 花弁老化におけるオートファジーの役割 

                     

研究課題名（英文） Role of autophagy in petal senescence 

 

研究代表者 

渋谷 健市（SHIBUYA KENICHI） 

独立行政法人農業･食品産業技術総合研究機構・花き研究所花き品質解析研究チーム・主任

研究員 

 研究者番号：10462532 



 

 

２．研究の目的 
花弁の老化はプログラム細胞死の一種で

あり、その開始と進行は厳密に制御されてい
る。近年、酵母や動物における分子生物学的
な解析から、オートファジーがプログラム細
胞死において重要な役割を果たしているこ
とが明らかになってきている。花弁老化時に
おいても、形態学的な観察からオートファジ
ーが起こることが古くから知られていたが、
オートファジーが花弁の老化にどのように
関与しているかはわかっていない。本研究で
は、まず、GFP タンパク質をマーカーとして
用い、花弁老化時のオートファジーの誘導を
解析する。さらに、オートファジー関連遺伝
子の発現を抑制した形質転換体を作出し、オ
ートファジーが花弁老化にどのように関与
しているか明らかにする。本研究により、花
弁老化におけるオートファジーの役割が解
明されれば、花の老化機構に関する理解が前
進すると期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）アサガオ ATG8 ホモログの単離と発現
解析 
 オートファジーの誘導に必須なユビキチ
ン様タンパク質をコードする Autophagy8
（ATG8）のアサガオホモログを、EST データ
ベースの検索により単離し、全長配列を決定
した。花弁の老化過程における ATG8 ホモロ
グの発現様式をリアルタイム RT-PCR により
解析した。 
 
（２）GFP-InATG8 融合タンパク質発現形質転
換アサガオの作出と解析 
 InATG8 遺伝子のプロモーターまたはカリ
フラワーモザイクウイルスの 35Sプロモータ
ー制御化で GFP と InATG8 の融合タンパク質
を発現するコンストラクトを作製し、アサガ
オに導入した。得られた形質転換体を用いて、
花弁老化におけるオートファジーの誘導に
ついて解析した。 
 
（３）InATG8 発現抑制形質転換体の作出と解
析 

35Sプロモーターの下流にInATG8の遺伝子
断片を、アンチセンスおよびセンス方向に結
合した RNAi コンストラクトを作製した。得
られた形質転換体において、オートファジー
の誘導と花弁の老化について解析した。 
 
４．研究成果 
（１）アサガオ ATG8 ホモログの単離と発現
解析 

アサガオ EST データベースの解析により、
アサガオには少なくとも６種の ATG8 ホモロ
グが存在することが明らかになり、InATG8a, 
b, c, d, e, f と名付けた。これらのうち

InATG8a, b, d, e, f は花弁で主に発現して
おり、発現量は花弁の老化に伴って増加し、
花弁の可視的な老化が始まる開花後８時間
前後に最大値に達した（図１）。これらの結
果は、アサガオ花弁の老化時にオートファジ
ーが誘導されることを、遺伝子レベルで確認
するものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）GFP-InATG8 融合タンパク質発現形質転
換アサガオの作出と解析 
 GFP-InATG8 融合タンパク質発現コンスト
ラクトには、我々が以前に一つだけ単離し、
老化花弁で発現が誘導されることを示して
いた InATG8f を用いた。35S プロモーター制
御化で GFP-InATG8f融合タンパク質を発現す
る形質転換アサガオを作出した。形質転換ア
サガオの老化花弁から調製したプロトプラ
ストを蛍光顕微鏡下で観察した結果、GFP シ
グナルが細胞質と液胞において検出された。
この結果は、アサガオの老化花弁細胞におい
て、オートファジーが誘導されていることを
確認するものである。さらに、形質転換体の
花弁由来のプロトプラストを、オートファジ
ー構造物を染色することが知られている蛍
光色素モノダンシルカダベリン（MDC）で染
色した結果、GFP シグナルと MDC の染色パタ
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図１ InATG8 ホモログの野生型アサガオ花

弁における発現 
花弁は開花 12 時間前のつぼみ（-12）と、

開花後０時間から12時間まで４時間毎に採

取した 

平均値±標準誤差（n=３） 



 

 

ーンが一致した。よって、MDC 染色が、花弁
細胞におけるオートファジーの解析にも有
効であることが示された。 
 
（３）InATG8 発現抑制形質転換体の作出と解
析 
 InATG8f の発現抑制形質転換体（ATG8fR 系
統）を作出した。形質転換体の花弁では、老
化時にオートファジーが野生型と同様に誘
導され（図２）、花弁の老化の進行に変化は
認められなかった。ATG8fR 系統において、
InATG8f以外のInATG8ホモログの発現を解析
した結果、野生型と同様に誘導されていた
（図３）。InATG8f の発現のみを抑制してもオ
ートファジーが抑制されず、野生型と同様な
老化が起こるのは、花弁の老化時には複数の
InATG8 ホモログの発現が誘導され、これらの
いくつかは同様の機能を持っているからと
推察された。複数の ATG8 ホモログの発現を
抑制すれば、オートファジー活性を抑制する
ことができると推測される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

InATG8f の発現抑制形質転換体では、オー
トファジー活性が抑制されなかった。そこで、
オートファジーと花弁老化の関連を解析す
るために、オートファジー阻害剤であるコン
カナマイシン Aを開花前日のアサガオのつぼ
みに処理した。その結果、処理花弁では無処
理区に比べて有意に花弁の老化が促進され
た。同様に、オートファジー阻害剤である３
－メチルアデニン処理がアサガオ花弁の老
化を促進することが最近報告されている。さ
らに我々は、花弁老化が促進される形質を示
した老化関連遺伝子 InPSR26の発現抑制形質
転換体では、オートファジーが抑制されてい
ることを見出している。これらの結果は、オ
ートファジーが花弁の老化制御に関与して
いること、さらに、オートファジーは花弁老
化時のプログラム細胞死の進行を遅らせる
働きがあることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 

野生型

ATG8fR-1

明視野 MDC

図２ ATG8fR 形質転換体の花弁における
オートファジーの誘導 
野生型と ATG8fR 形質転換体（ATG8fR-1）
の開花８時間後の花弁からプロトプラス
トを調製し、モノダンシルカダベリン
（MDC）で染色後、蛍光顕微鏡で観察した
MDC で染色されているのがオートファジ
ー構造物 
スケールバーは 10 μm 
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図３ ATG8fR系統の花弁におけるInATG8
ホモログの発現 
花弁は野生型（WT）および ATG8fR 形質転
換体（R1、R2、R3）から開花後８時間に
採取した 
平均値±標準誤差（n=３） 
**１％水準で有意差あり（Tukey-Kramer
多重検定） 
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