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研究成果の概要（和文）： 

 エチレン主導型老化花きであるカーネーションの開花と老化の分子機構を明らかにする 

研究を行い，主に以下の３点の成果を得た． 

（１）開花花弁細胞において発現が特異的に変化する遺伝子の解析を行い，花弁の伸長と展開時

に特異的に発現する遺伝子群を明らかにした.これらの遺伝子群には,転写,シグナル伝達,細胞

壁代謝,脂質代謝，輸送に関わる遺伝子が含まれていた.さらに,４種類のｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝｸﾞﾙｺｼﾙ転移酵

素/加水分解酵素（XTH）遺伝子，3種類のエクスパンシン(EXP)遺伝子，1 種のスクロース合成酵

素遺伝子(DcSUS1)を単離し，花弁の伸長成長と展開成長時における発現特性を明らかにした． 

（２）カーネーションの ACC 合成酵素遺伝子(DcACS1)に,イントロンの構造(塩基配列)が異なる

2 つの遺伝子（genomic DNA,DcACS1a と DcACS1b)が存在することを明らかにした．DcACS1a と

DcACS1bのプロモーター領域を含むゲノムDNAを Agrobacterium法によって導入した遺伝子組み

換えタバコを作出した．この遺伝子組み換えタバコの解析は, クリマクテリック型エチレン生成

の成立を解明する手掛かりを与えることが期待される． 

（３）花弁老化時に発現が低下する遺伝子として glycine-rich RNA binding protein 遺伝子

（DcGRP1）を取得し,この遺伝子のプロモーター領域にエチレン応答配列（ERE）が存在すること

を明らかにした．これによって，プロモーター領域に ERE をもち発現が増加するｼｽﾃｲﾝﾌﾟﾛﾃﾅｰｾﾞ

1 遺伝子(CPase1)との比較解析が可能になった． 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this research project, we have investigated the molecular mechanism of flowering and senescence of 

carnation flower, which is a typical ornamental showing ethylene-dependent senescence, and obtained the 

following results. 

(1) We revealed several groups of genes which are up- or down-regulated in petal cells during flower 

opening by a suppressive subtractive hybridization technique. The putative functions of the translational 

products were classified into several categories including transcription, signaling, cell wall modification, 

lipid metabolism, and transport. Furthermore, four cDNAs encoding xyloclucantransglucosylase/hy- 

drolase, three cDNAs encoding expansin and a cDNA encoding sucrose synthase were cloned from petals 

of opening carnation flowers. Real-time RT-PCR analyses revealed that respective genes are differently 

expressed during petal development (elongation, expansion and outward-bending), indicating regulated 

expression of these genes during this process. 

(2) We revealed the presence of two genes of an ACC synthase (DcACS1), designated as DcACS1a and 

DcACS1b in the genome of ‘Light Pink Barbara’ carnation for the first time. They differ mainly in the 

nucleotide sequences of introns. Moreover, we cloned genomic DNAs of these genes, including their 

promoter region, and introduced them into tobacco plants. In the near future, it will be possible to see 

whether these genes will induce climacteric ethylene production in tobacco flowers undergoing 

senescence. 

(3) We discovered a gene encoding glycine-rich RNA binding protein (DgGRP1), which has an ethlylene 
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response element (ERE) in its promoter and is down-regulated during carnation flower senescence. This 

gene will be analyzed in the near future by comparing with cysteine proteinase 1(DcCP1) gene, which has 

an ERE in its promoter but up-regulated during flower senescence. 
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１．研究開始当初の背景 

 園芸花きのなかで重要なグループを構成

する「老化にエチレンが主導的な役割を果

たす花き（以下，エチレン主導型老化花き）」

について，クリマクテリック型エチレン生

成の成立，およびエチレンに誘導される老

化，観賞期間の延長に関わる開花の分子機

構の解明が求められていた．これらの解明

によって，花きの開花と老化の基礎研究の

進展，および高品質花きの作出と鮮度保持

技術開発の応用研究の発展が期待されてい

た． 

 

２．研究の目的 

 エチレン主導型老化花きであるカーネー

ションを用いて，以下の３項目に焦点を当

てた研究を行う． 

（１）開花花弁細胞において発現が特異的に

変化する遺伝子の解析を行って，花弁の伸長

と展開時に特異的に発現する遺伝子を明らか

にする．この結果から，次世代型高品質花き

「ゆっくり咲く花」の作出の標的遺伝子を提

案する． 

（２）カーネーションの ACC 合成酵素ゲノム

DNA をタバコに導入する実験を行い，クリマ

クテリック型エチレン生成の成立を解明する． 

（３）花弁のエチレン依存性老化（萎れ，

wilting）と非依存老化(萎縮，fading)の過

程で発現する遺伝子を比較し，エチレン主

導型老化（萎れ）の花弁細胞崩壊に特異的

に機能する分子機構を解明する． 
 
３．研究の方法 
（１）「ゆっくり咲く花の作出」を目指し

た，花弁の伸長と展開時に特異的に発現す

る遺伝子の研究 

・花弁の伸長成長と展開成長時に，特異的

に発現が変化する遺伝子群の網羅的解析を

行う．サブトラクション法によって，開花ステ

ージ１（花弁伸長初期）およびステージ５

（花弁展開期）で発現が増加する遺伝子断

片を取得する．得られた遺伝子群について 

塩基配列の決定とデータベースとの照合を

行い，遺伝子の特定を行う．その後，花弁

の伸張・展開と関連する可能性がある遺伝

子について発現解析を行う．発現解析は，

ノザンブロット法とreal-time RT-PCR法を併

用して行う． 
・ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝｸﾞﾙｺｼﾙ転移酵素/加水分解酵素（X

TH）遺伝子(DcXTHs)，およびスクロース合

成酵素遺伝子(DcSUS1)をクローニングして

構造を明らかにする．さらに，花弁の伸長

成長と展開成長時における発現解析を

行い，発現特性を明らかにする． 

 



（２）クリマクテリック型エチレン生成・ク

リマクテリック型花きの成立の研究 

・ACC 合成酵素遺伝子(DcACS1)の獲得と機能

化が，クリマクテリック型エチレン生成・花

き成立の第一義的要因であることを明らかに

するため，カーネーションからこの遺伝子の

プロモーターを単離し構造解析する． 

・本酵素のゲノム(genomic)DcACS1 遺伝子を

タバコに導入するためのコンストラクトを作

成する．Agrobacterium 法によってコンストラ

クトをタバコに導入し育成・開花させて花の

エチレン生成と老化の性質を解析する．得ら

れた遺伝子組み換えタバコのエチレン生成を

調査する． 

 

（３）花弁のエチレン依存性老化（萎れ，

wilting）と非依存老化(萎縮，fading)の比較

研究 

・花弁のエチレン依存性老化（萎れ，萎凋，

wilting）と非依存老化(萎縮，fading)を比

較して，花弁細胞の分解・崩壊過程におけ

る加水分解酵素群遺伝子の特異的発現を解

析する．今までに，β－ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞｰｾﾞ，β－

ｸﾞﾙｺｼﾀﾞｰｾﾞ，ｼｽﾃｲﾝﾌﾟﾛﾃｱｰｾﾞ1(CPase1)，遺

伝子の両過程における発現の際を見出して

いるのでさらに確証する． 

・老化時に発現が増加する遺伝子，発現が変

化しない遺伝子，発現が変化する遺伝子の発

現を，これら遺伝子のプロモーター領域に含

まれるエチレン応答配列（ERE）の機能と関連

させて解析する．そのために，ｼｽﾃｲﾝﾌﾟﾛﾃﾅｰｾﾞ

1(CPase1)遺伝子，同 2遺伝子，および 

glycine-rich RNA binding protein 遺伝子を

比較解析する．これから 花弁老化関連遺伝子

群の発現調節における EREの関与の違いとエチ

レンシグナル伝達の違いを考察する手がかりを

得る． 
 
４．研究成果 
（１）花弁の伸長と展開時に特異的に発現

する遺伝子の研究  

・開花花弁細胞で発現が変化する遺伝子を，

サブトラクション法によって多数取得した．こ

のうちの1000個について，塩基配列の決定

を行った．この遺伝子群の中から，開花ステ

ージ１（花弁伸長初期）およびステージ５（花弁

展開期）で発現が増加する遺伝子断片をそれ

ぞれ43, 44種単離し, 相同性検索により機能

を推定した．さらに，花弁伸長期と花弁展開期

に特に発現量の変化が大きい遺伝子を，そ

れぞれ６個ずつ選び，real-time PCRにより

発現を解析した．これらの解析では，転写,シ

グナル伝達,細胞壁合成,脂質代謝,輸送に関

わる遺伝子が明らかにされた．特に新規性のあ

る遺伝子群としてとして脂質合成（長鎖脂肪

酸）に関わる遺伝子群が明らかにされた．この

知見は,開花時の花弁成長におけるクチクラ合

成の重要性を推定させた． 本研究をとおし

て，花弁細胞の展開伸長に密接に関与する

遺伝子群を明らかにした． 
・ｷｼﾛｸﾞﾙｶﾝｸﾞﾙｺｼﾙ転移酵素/加水分解酵素
（XTH）遺伝子を 4 種 (DcXTH1,2,3,4)，エク
スパンシン遺伝子を 3 種(DcEXP1,2,3),さら
に 1 種類のスクロース合成酵素遺伝子
(DcSUS1)をクローニングして，構造を明らか
にした．これらの遺伝子について，花弁の伸
長成長と展開成長時における発現特性を明ら
かにした．XTH については DcXTH2,3 が，エク
スパンシンは DcEXP2 が花弁成長に主に関わ
ることが示唆された．また DcSUS1 は花弁成長
の全時期を通じて高い発現をしていた．これ
らの結果から，XTH 遺伝子と SUS 遺伝子を「ゆ
っくり咲く花」作出のための技術開発の標的
にできることを明らかにした． 
 
（２）クリマクテリック型エチレン生成・ク

リマクテリック型花きの成立の研究 

・カーネーション花弁からクリマクテリック

型エチレン生成に関与する ACC 合成酵素遺

伝子(DcACS1)のゲノム DNA をクローニング

し構造を解析した．構造遺伝子は５つのエク

ソンと４つのイントロンからなること，1000 

bp のプロモーター領域の中にエチレン応答

配列(ERE)が存在することを明らかにした． 

・この過程で, DcACS1にはイントロンの構造(塩

基配列)が異なる 2 つの遺伝子(genomic DNA)， 

DcACS1a と DcACS1ｂが存在することを明らかにし
た．さらに,カーネーション品種は DcACS1a と
DcACS1ｂの両方を持つものと DcACS1a しかもた
ないものがあること，および 2 つの遺伝子の起源
をカーネーション以外の Dianthus 属植物の ACC
合成酵素遺伝子と関連づけて推定できることを
明らかにした．カーネーションの ACC合成酵素遺
伝子の研究に新しい視点を提供し,今後の興味
深い研究の展開を示唆した． 

・取得したACC合成酵素遺伝子(DcACS1aと 

DcACS1b)のプロモーター領域を含むゲノム 

DNAを元にしてコンストラクトを作成し，  

Agrobacterium法によってタバコに導入し，

遺伝子組み換えタバコを作出し，現在育成

中である．今後,T1種子を大量に取得して,

個体を栽培・開花させ，花のエチレン生成

がクリマクテリック型に形質転換するか否

かを検討する． 
 
（３）花弁のエチレン依存性老化（萎れ，
wilting）と非依存老化(萎縮，fading)の比較
研究 



・エチレン誘導性老化時の，花弁細胞の分解・
崩壊の制御に関与する転写因子glycine-rich 
RNA binding protein 遺伝子（DcGRP1）をク
ローニングし構造を解析した．DcGRP1 遺伝子
のプロモーター領域に エチレン応答性因子
(ERE)が存在することを見いだした．DcGRP1 
は花弁老化時に発現が減尐する．これによっ
て,ERE を持ち花弁老化時に発現が増加する
DcCP1 遺伝子,および EREをもたず発現が変化
しない DcCP2 遺伝子との比較発現解析を行う
準備が整った． 
・花弁のエチレン依存性・非依存老化花弁に
おける，β-ｶﾞﾗｸﾄｼﾀﾞｰｾﾞ，β-ｸﾞﾙｺｼﾀﾞｰｾﾞ，ｼ
ｽﾃｲﾝﾌﾟﾛﾃｱｰｾﾞ (CPase1)，ヌクレアーゼ遺伝子
の発現の違いを再確認した．  
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ム DNA 構造の解析．平成 21 年度園芸学会春季

大会．平成 20 年３月 20 日．明治大学（東京

都千代田区）． 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www2.kpu.ac.jp/life_environ/genet
ic_eng/index.html 
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