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研究成果の概要（和文）：クローナル植物イチゴの栄養繁殖と環境応答のクロストークを明らかにするために、
CRISPR/Cas9により二倍体イチゴFragaria vescaのストリゴラクトン（SL）受容体DWARF14（D14）変異体を作製
し解析した。fvd14変異体は器官サイズと数の間で成長におけるトレードオフが見られ、気孔開口度が増大し高
いCO2吸収能とバイオマス生産量を示した。一方、fvD14 の表現型は水分ストレス耐性に重要なアブシジン酸非
依存的な経路を制御されていることが示唆された。変異体のトランスクリプトーム解析から、FvD14 は種々の植
物ホルモン応答や代謝経路など多くの下流遺伝子を制御することが示された。

研究成果の概要（英文）：Strigolactone (SL) regulates plant development and environmental responses, 
however, how SLs activate the downstream crosstalk pathway between growth and environmental 
adaptation in clonal plants remains unknown. We focus on SL function in Fragaria as model for clonal
 plants and generated the F. vesca mutants for DWARF14 (D14), a SL receptor, by CRISPR/Cas9. The 
fvd14 knockout exhibited trade-off in growth responses between organ sizes and numbers during 
vegetative growth. The mutants also exhibited the increased stomatal aperture, however, it was 
regulated by the abscisic acid (ABA)-independent pathway. Transcriptome analysis indicated FvD14 
controls many downstream genes including plant hormone responses and several metabolic pathways. 
These findings reveal a comprehensive cross-talks of plant development and environmental responses, 
in which SL perception acts a central role in the clonal plant, Fragaria.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： ストリゴラクトン　栄養繁殖　ゲノム編集　イチゴ　環境応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、植物の繁殖様式と環境因子との関わりを分子レベルで解明するため、クローナル植物のモデルとして
のイチゴ属において、植物ホルモンストリゴラクトン(SL)受容体D14の欠損変異体をゲノム編集で作製し、その
表現型を解析した。本研究により、クローナル植物であるイチゴ属の栄養繁殖と環境適応に関わる様々なプロセ
スにおいてSLが中心的な役割を持つということと、そのクロストークの詳細が初めて明らかにされた。環境に対
する植物の適応メカニズムの解明だけでなく育種や生態学に重要な知見をもたらすと期待できる。さらにイチゴ
における新しい品種改良を目指したゲノム編集基盤として応用技術への波及効果が期待できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
植物の永続的かつ旺盛な器官成長は多様な環境変化に応答し制御されている。進化の過程で植

物が環境に適応しつつどのように形態形成を調節することで繁栄できるかについて、その詳細な機構
の解明は重要である。植物の生長は環境ストレスにより負に制御されるが、発達段階やストレスに応じた
複雑なシグナル伝達が存在すると考えられる。顕花植物の多くは有性生殖と無性生殖の 2 つの生殖
様式を持っており、生産様式としてトレードオフあるいは拮抗するの関係として制御されてい
る。栄養成長は最も一般的な無性生殖の一つとして利用され、クローナル生長とも呼ばれている。
2 つの生殖様式の制御は植物種において適切に保存され、植物体内において植物ホルモンを介し
た制御だけでなく環境因子によって影響を受けることも示されている。栄養繁殖植物の繁殖様
式と環境因子との関わりを分子レベルで明らかにすることでで、植物の環境に対する適応メカ
ニズムの重要な機構の一つ解明が期待できるだけでなく、育種や生態学にとって重要な知見を
もたらすと期待できる。 

本研究は、過酷な環境下での植物の環境適応と生態を明らかにするために、これまで未解明
であったバラ科植物イチゴ (Fragaria) 属の生態に着目した。Fragaria 属は二倍体 (2n=14) 
から八倍体 (2n=56) まで、倍数性の異なる多様な野生種系統が北半球に広く分布しており、独
自の生態をもつ多様な野生種の存在や様々な栽培品種が開発されている。Fragaria 属の主要な
繁殖器官として、親株の腋芽から分化した細長いシュートである匍匐枝 (ランナー)がある。ラ
ンナーが伸長し着床した新しい土壌では新規に子株 (ラメット＝栄養繁殖体)が形成され、新し
い環境に適応する固有のメカニズムが発達していると考えられる。Fragaria vesca は二倍体で
あり全ゲノムが解読された。その一方で、Fragaria 属の環境応答や生長分化における分子レベ
ルでの解明は遅延しており、固有の環境適応戦略や生態の解明や、環境応答制御に関わる因子は
いまだ未解明である。さらに、Fragaria が属するバラ科は地球上で最も繁栄する植物の科で一
つである一方で、リンゴやモモなどその多くが木本植物であるため、実験材料としての利用が難
しく、バラ科植物の基礎的な知見は少なかった。 

ストリゴラクトン(SL)は植物の枝分かれと寄生植物との相互作用を制御する植物ホルモンで
ある。SL は植物の分枝に重要な役割を果たし、SL 生合成変異体やシグナル伝達変異体では、分
枝の表現型が増強されることが示されている (Umehara et al., 2008; Gomez-Roldan et al., 
2008)。SL 受容体 DWARF14 (D14)は枝分かれ抑制因子であり、SL存在下で下流の制御因子 D53 に
結合することで、D53 のプロテアソーム系による分解を誘導し、SLの応答反応(枝分かれ抑制)が
引き起こされる。植物の成長や環境応答における SL の分子機構は、主にシロイヌナズナ、イネ
など主要なモデル植物で解明されてきた。様々な植物種の固有の環境適応における SL の役割は
未解明であった。さらに、SL がクローナル生長においてどのように下流の経路を活性化するか
などの詳細は明らかにされていなかった。 

 
２．研究の目的 

近年、シロイヌナズナの水分ストレス応答に SLが正の制御因子として機能することが明らか
にされた（Ha et al. 2014）。植物ホルモン、アブシジン酸(ABA)シグナル伝達経路は、水分スト
レス応答と耐性に重要な役割を持つ（Osakabe et al., 2014）が、栄養繁殖性の植物における SL
と ABA の協調的な役割や、SL が制御する水分ストレス応答と形態形成との関わりを明らかにす
ることで、以上のような環境適応とクローナル生長の制御に関わる分子制御機構の解明が期待
できると考えられた。本研究は、二倍体イチゴである F. vesca において SL の初期シグナル伝
達機構とその環境適応における機能を明らかにすることを試みた。CRISPR/Cas9 を用いて F. 
vesca d14 変異体を作成し、変異体の表現型と水不足ストレスに対する応答を解析することで、
環境ストレス下における植物の生存戦略に関わる新規シグナル伝達機構の解明を目指し、環境
応答と生長分化の分子メカニズムを明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 

データベースに公開されている FvD14 の遺伝子配列より、FvD14 のゲノム上の２箇所を標的
として gRNA(gRNA1 および gRNA2)を設計し、それぞれの標的配列をすでに構築済みの双子葉植物
に最適化させた高効率 CRISPR-Cas9 ベクターへ導入した。F. vesca のリーフディスクを用いア
グロバクテリウムを介して CRISPR-Cas9 を形質転換し、組織培養系において植物体を再生させ
た。それぞれ形質転換当代 (T0 世代) において、体細胞レベルでバイアレリック変異(100%変異
体)を示すノックアウト体を複数得てランナーによる株分けを行い、これらの変異系統において
栄養繁殖性および水分環境に対する応答性に関わる表現型を解析した。次に、F. vesca におけ
る FvD14 遺伝子欠損の影響を分子レベルで明らかにするために、通常生育条件および水分損失
環境条件で、野生型および fvd14 変異体の RNA シーケンスを行い、発現する遺伝子について網羅
的に解析し、栄養繁殖と環境適応に関わるトランスクリプトームを明らかにした。 

 
４．研究成果 
①F. vesca SL シグナル伝達因子の同定および高効率ゲノム編集技術による変異体作製 

二倍体イチゴ F. vesca ゲノムに対し、データベースより SL受容体 DWARF14 (D14)および、



D14 の相同性遺伝子である発芽誘導物質カリキン受容体 KARRIKIN-INSENSITIVE2 (KAI2)を検索
した結果、F. vesca ゲノムにそれぞれ 1種の遺伝子を同定した。 

FvD14 の第 1エクソン上の２箇所を標的として gRNA (gRNA1 および gRNA2)を設計し、それぞ
れの標的配列導入した高効率 CRISPR-Cas9 ベクター (Ueta et al., 2017)をリーフディスク法
により無菌的に培養したF. vesca Hawaii４へ形質転換した。長期培養期間を経て得られたgRNA1
および gRNA2 のそれぞれの CRISPR-Cas9 ベクターを導入して得られた再生シュート系統におい
て変異解析を行ったところ、形質転換当代にてターゲットゲノムに 100%の効率で変異を導入す
る系統が複数系統得られたことが明らかになった (図１)。FvD14 遺伝子上の標的として形質転
換当代において bi-allelic 変異が検出され、FvD14 欠損変異系統が単離された。 
②SLシグナル伝達機能欠損株における形態形成および水分ストレス応答の解析 

ゲノム編集により作製した Fvd14 欠損変異体
系統の表現型の詳細解析を行った。fvd14 は、ロゼ
ット葉、ランナー、および腋芽数などの栄養繁殖
に関わる形態形成について、野生型に比べいずれ
も大きく増大していることが示された。特に、生
殖器官である花芽の数よりも、ロゼット葉・ラン
ナー・腋芽数の増大率が非常に大きく、Fragaria 
属の SL により栄養繁殖性が強く制御されること
が明らかになった。一方、器官の大きさは野生型
より小さく、fvd14 では極端に増大した栄養成長
器官の数を相殺するように器官生長が制御される
ことが示唆された。 

次に、環境要因に対する応答を明らかにするた
めに、fvd14 の気孔閉口に関する表現型を解析し
た。遠赤外線カメラによる葉面温度は気孔開度を
非破壊で計測することが可能である(図 2)。遠赤外線カ
メラにより fvd14 の葉面温度を計測した結果、野生型よ
り低い温度が示され、気孔開度が通常条件で増大してい
ることが示唆された。そこで、次に、fvd14 の気孔閉口度
の低下における ABA・水分ストレスシグナル伝達の関わ
りを明らかにするために、ABA 誘導性の気孔閉鎖に対す
る表現型を解析した(図 2)。その結果、fvd14 の気孔開度
は通常の育成条件下で野生型よりも 1.5 倍程度大きく
(図 3)、より高い CO2 吸収能を示すことが明らかになっ
た。fvd14 はこれらのことから、通常の環境条件では、栄
養繁殖の増大により、より高い CO2 吸収能とバイオマス
生産量を示すことが明らかになった。一方で、アブシジ
ン酸(ABA)による気孔閉口は野生型と同程度の応答性を
示し、葉の水分損失速度は変異体がより高い傾向があっ
たが、水分ストレス耐性には大きな差がみられなかった。 
③ SL シグナル伝達機能欠損株における形態形成および水分スト
レス応答に関わるトランスクリプトームの解明 

Fragaria 属における D14遺伝子欠損の影響を分子レベルで明ら
かにするために、通常生育条件および水分損失環境条件で、野生型
および fvd14 変異体の RNA シーケンスを行い、それぞれの条件で
特異的に発現変動する遺伝子群を網羅的に解析した。その結果、
fvd14 変異体の通常生育条件下では、野生型よりも多くの遺伝子群
の発現変動が生じており、特に、様々な植物ホルモン関連遺伝子群
の発現変動が生じており、SL 受容体シグナル伝達経路の下流で植
物ホルモンのクロストークが制御されていることが明らかになっ
た。特にジベレリンやオーキシン応答に関わる遺伝子群の変動が見
られた一方で、ABA 応答性遺伝子の発現には大きな差は見られなか
った。また様々な代謝経路やストレス応答に関わる因子の発現変動
が生じており、野生型で水分損失ストレス時に変動する遺伝子群と
大きく重複性が見られた。Fragaria 属において SL シグナルにより
様々な遺伝子発現が制御されることが明らかになった。 

今後は、D14 制御下で Fragaria 属における高い栄養繁殖性を制御する重要因子群および、環
境応答のクロストークに関わる因子群の制御機構について詳細解析し、栄養繁殖性植物におけ
る環境適応の分子機構を解明する予定である。 
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