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研究成果の概要（和文）：　イチゴ促成栽培では、早期の果実収穫のために花芽分化時期の特定が重要である。
本研究では、栽培イチゴに普遍的な、花芽分化促進に関わるFaFT3、FaAP1、GID1など、抑制に関わるFaTFL1、
PHYAなどを見出し、特に、中心的に働くFaFT3について詳細な構造・機能解析を行なった。花芽分化組織である
クラウン茎頂部と連動して葉にて発現変動する遺伝子群の中から、花芽分化時を特定できるバイオマーカーを選
定した。また、低温プラズマ処理による花芽分化時期の促進ならびに収穫期の前倒しの可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：　In strawberry forcing cultivation, it is important to identify the flower 
bud differentiation time for early fruit harvesting. In this study, we found FaFT3, FaAP1, GID1 and 
so on related to floral meristem induction, FaTFL1-1, PHYA and so on related to floral meristem 
suppression, which are universal to cultivated strawberries. We performed detailed structural and 
functional analysis of FaFT3, which works centrally. Biomarkers that can identify the time of flower
 bud differentiation were selected from a group of genes whose expression fluctuates in leaves in 
conjunction with the flower bud differentiation tissue; the crown shoot apex. In addition, it was 
shown that low-temperature plasma treatment may promote the flower bud differentiation time and 
advance the harvest time.

研究分野： 園芸学、分子生物学

キーワード： 園芸学　野菜　イチゴ　花芽分化　促成栽培　バイオマーカー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　複数の食用栽培イチゴを用い、栄養成長から生殖成長への転換時に普遍的に働く遺伝子群を特定して構造、発
現、機能解析を行い、転換機構の一端を明らかにした。クラウン茎頂部位の花芽分化時期を特定できるバイオマ
ーカーを葉組織にて特定し、苗を損ねることなく花芽分化時期を特定できる道を開いた。低温プラズマ処理によ
る花芽分化時期の促進ならびに収穫期の前倒しの可能性についても示された。

※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 
国内で栽培されている一季なり栽培イチゴ（Fragaria×anannasa）は、短日低温・低窒

素条件下で花芽分化する。従って慣行（露地）栽培では、秋に花芽分化し冬期休眠を経た翌
年の春から果実収穫期を迎えることとなる。日本では、夏場に短日低温もしくは間欠冷蔵処
理を施して人為的に花芽分化を誘導して果実収穫期を早める超促成栽培を行なっており、
これによりイチゴ需要期の高まる晩秋から冬場の収穫を可能にしている。超促成栽培では
花芽分化誘導直後に定植し、果実形成を促すために長日・高温、高窒素条件下で育成する。
そのため、花芽分化時期の正確な特定や花芽分化を自在に制御することは、イチゴ周年栽培
に向けての最重要課題であった。 
これまでに、モデル植物シロイヌナズナやイネを中心に花芽分化機構、すなわち、栄養成

長から生殖成長への転換機構の解明が進んでいた。例えば、シロイヌナズナでは、
phosphatidylethanolamine binding protein (PEBP)ファミリーに属する TERMINAL 
FLOWER 1（TFL1）と FLOWERING LOCUS T (FT)が、それぞれ、花芽分化抑制遺伝子、
花芽分化誘導（促進）遺伝子として知られていた。一般的に葉で合成された FT タンパク質
は、師管を通り茎頂に輸送され、AP1 の発現を促進することで花芽分化を誘導する。一方、
栽培イチゴの花芽分化機構には不明な点が多く残されており、特に、イチゴはクラウン茎頂
部位が環境要因を受け取るセンサーとして働き、複合的な環境制御下で栄養成長から生殖
成長への転換が行われている点で、シロイヌナズナと大きく異なっている。 
我々は、当初、栽培イチゴ苗‘とちおとめ’クラウン部位での FaTFL2 の発現低下が花

芽分化に先行して起こることを見出したが（Nakajima et al., 2014）、その後、花芽分化誘
導のために短日低温処理を施したクラウン茎頂部位において、FaTFL1-1 が花芽分化と連動
して発現低下することを見出した。また、カリフラワーモザイクウイルス 35S RNA プロモ
ーターに連結した 35S::FaTFL1-1 をシロイヌナズナの tfl1 変異体に導入したところ個体の
表現型に花成遅延が見られたことから、FaTFL1-1 が栽培イチゴの花芽分化抑制因子である
ことを示唆するデータを得ていた。さらに、‘とちおとめ’クラウン茎頂部より、花芽分化
誘導（促進）機能に必須とされるアミノ酸（87 番目のチロシン残基と 142 番目のグルタミ
ン残基）を有する花芽分化誘導（促進）候補遺伝子 FaFT3 を単離し、シロイヌナズナに
35S::FaFT3 を導入した FaFT3 過剰発現体が早期開花性を示す知見も得ていた。ただ、前
述の FaTFL1-1,2 と FaTFL3 が、栽培イチゴに普遍的な花芽分化抑制と誘導（促進）遺伝
子であるのかは不明であった。また、葉での FaFT3 遺伝子を含む花芽分化関連遺伝子群の
発現の有無やクラウン茎頂部位における花芽分化誘導機構の詳細についても不明であった。
さらに、花芽分化の確認については、これまで実体顕微鏡を用いた花芽検鏡によるクラウン
先端の茎頂部のわずかな膨らみの有無から判断しており、労力と熟練を要していた。我々は、
FaFT3 のクラウン茎頂部位での発現レベルを指標とする、より簡便な方法確立の可能性を
示したが、検鏡による方法と同様、花芽分化時期特定のために用いた株を消失してしまう問
題があった。 
 
２．研究の目的 
 栽培イチゴの苗増殖に関わる栄養成長期と果実生産に関わる生殖成長期の転換機構、す
なわち花芽分化機構を分子レベルで解明し、超促成栽培に応用することを本研究の目的と
した。目的達成のために、①前述の栽培イチゴ‘とちおとめ’で得られた FaTFL1, 2 ならび
に FaFT3 の解析結果が他の栽培イチゴにも当てはまるのか、すなわち栽培イチゴに普遍的
かを明らかにする。②次に、RNA-seq による栽培イチゴクラウンと葉組織のトランスクリプ
トーム解析により、栄養・生殖成長転換期に発現変動する遺伝子群を同定して発現、機能解
析を行い、①と合わせて栄養・生殖成長転換の分子機構を解明する。③プラズマ照射による
栄養・生殖成長転換を試み、短日低温や間欠冷蔵に変わる新たな栽培イチゴの周年栽培系の
可能性を探る。④クラウン茎頂部位での栄養・生殖成長転換、すなわち花芽分化誘導と連動
して発現変動する葉組織の遺伝子を特定し、これを指標とした超促成栽培技術を確立する。 
 
３．研究の方法 
 栽培イチゴ‘章姫’、‘紅ほっぺ’、‘とちおとめ’を用い、上記４項目（①から④）につい
て後述の方法を用いて実施した。 
①栽培イチゴ‘とちおとめ’で得られた FaTFL1, 2 ならびに FaFT3 の解析結果が他の栽培
イチゴにも当てはまるのか；栽培イチゴ‘章姫’、‘紅ほっぺ’苗を 15 日間の間、３日毎に
大型冷蔵庫（暗黒低温 15℃条件）と野外（長日高温条件）にポット苗を出し入れする間欠
冷蔵処理（3 回冷蔵庫に入れる）を行った。それぞれについて、処理前の 7 株、間欠冷蔵処
理（花芽分化誘導処理）後の 7 株、対照として野外で 15 日間育成した 7 株を実験に供した。
花芽分化状態について、クラウン茎頂部位の組織形態観察により調べるとともにレーザー
キャプチャーマイクロダイセクション（LCM）法を用いて茎頂部位を取り出し、花芽分化
抑制および誘導（促進）遺伝子群の発現解析をリアルタイム PCR 法により行った。また
FaFT3 の機能解析については、比較対象としてこれまでの花芽分化に関与しない FaFT1



に、新たに、野生種イチゴの花芽分化誘導（促進）遺伝子 FvFT1 を加え、それぞれについ
てシロイヌナズナの過剰発現体を作出して行った。 
 
②RNA-seq による栽培イチゴクラウン茎頂部位と葉組織のトランスクリプトーム解析；栽
培イチゴ‘章姫’、‘紅ほっぺ’、‘とちおとめ’の花芽未分化状態と花芽分化初期もしくは後
期状態の葉組織もしくはクラウン茎頂部位（LCM 法にて取り出した）について、RNA-seq
によるトランスクリプトーム解析を行った。RNA-seq により得られた配列を前処理後にア
センブルし、unigene をクエリーに米国国立生物工学情報センター（NCBI）の非冗長タン
パク質データベース（nr）ならびにシロイヌナズナのタンパク質データベース（TAIR10）
に対して BLASTX 検索を行った。その後、デジタル発現解析によりクラウン茎頂部位で花
芽分化初期特異的に発現変動する遺伝子群を見出した。また、葉組織で発現変動する遺伝子
群に花芽分化関連遺伝子群が存在するかについても確認した。 
 
③プラズマ照射による栄養・生殖成長転換の試み；栽培イチゴ‘紅ほっぺ’クラウン部位に
低温プラズマを直接照射した。具体的には、ペン型の低温プラズマ照射装置を用いて、長日
高温（自然日長外気温）条件下で栽培されている‘紅ほっぺ’クラウン部位に対して 2.5cm
の距離から 120 秒間の低温プラズマ照射を約 30 分間の間隔を開けて 2 回実施した。この操
作をプラズマ直接照射 A 試験区では 5 - 6 日毎に 3 回、プラズマ直接照射 B 試験区では 2
日連続照射を 4 – 5 日毎に 3 回行った。対照区となる無処理区は 13 株、A, B 処理区と前述
の間欠冷蔵処理区は、それぞれ、10 株ずつを実験に供し、試験終了後に各処理区の苗のう
ち 5 株を採取し、残りは高設棚に定植した。 
 
④クラウン茎頂部位での栄養・生殖成長転換、すなわち花芽分化誘導と連動して発現変動す
る葉組織の遺伝子の特定；栽培イチゴ‘紅ほっぺ’と‘章姫’のクラウン茎頂部位における花芽分
化誘導（促進）遺伝子 FaFT3、抑制遺伝子 FaTFL1 の発現レベルや茎頂部位の形態を指標
として、苗毎の花芽分化状態を特定し、花芽分化前、分化初期、分化後期に該当する株のそ
れぞれにおける新たに展開した葉で発現する遺伝子群を RNA-seq により網羅的に解析し
た。解析に用いたサンプルは、間欠冷蔵処理（促成栽培）前の組織切片観察においてクラウ
ン茎頂部が Flat 型（花芽未分化状態）であり、かつ、花芽分化抑制因子 FaTFL1-1 の発現
が認められた花芽未分化（ステージ０）株３株由来の葉組織、間欠冷蔵処理後にクラウン茎
頂部が dome 型（花芽分化初期もしくは後期）であり、かつ、花芽分化誘導（促進）因子
FaTFL3 の発現が認められた花芽分化初期（ステージ A）株３株、後期（ステージ B）株１
株由来の葉組織、間欠冷蔵未処理（コントロール）下で花芽分化後期（ステージ B）まで栽
培した２株由来の葉組織、計９サンプルである。RNA seq 解析については、葉組織から抽
出した全 RNA から Truseq Stranded mRNA Library Prep Kit (illumina)を用いて
Sequence libraries を作製し、NextSeq 500（illumina）により実施した。得られた read は
low-puality read を除去後、HISAT2 を用いてイチゴゲノム HANhybrid_r1.2 上にマップ
した。R の TCC パッケージにてクラスタリング解析を行い、その後 GO エンリッチメント
解析を実施した。 
 
４．研究成果 
 ①栽培イチゴ‘とちおとめ’で得られた FaTFL1, 2 ならびに FaFT3 の解析結果が他の栽
培イチゴにも当てはまるのか；間欠冷蔵処理前の各 7 株では‘章姫’,‘紅ほっぺ’ともに、
特定できた全ての株が花芽未分化状態すなわち栄養成長期にあることが確認された。また、
比較対象とした未処理 15 日目 7 株では花芽分化状態、すなわち、生殖成長期にある株が、
‘章姫’,‘紅ほっぺ’でそれぞれ 3 株ずつであったのに対し、間欠冷蔵処理 15 日目（15d-
F）の 7 株ではそれぞれ６株ずつと倍増していたことから、間欠冷蔵法による花芽分化促進
効果が示された。次に、レーザーキャプチャーマイクロダイセクション法を用いて茎頂部位
を取り出し、‘とちおとめ’で特定された花芽分化誘導（促進）遺伝子 FaFT3 と花芽分化抑
制遺伝子 FaTFL1-1 の発現解析をリアルタイム PCR 法により行なった。その結果、生殖成
長期の株の 67%で FaFT3 の高発現が確認され、これらの株では FaTFL1-1 の発現は確認
されなかった。一方、栄養成長期の株の 89%では FaTFL1-1 の発現が確認された。これら
の結果より、FaFT3 と FaTFL1-1 が、栽培イチゴに普遍的な花芽分化誘導（促進）と花芽
分化抑制遺伝子であることが強く示唆された。また、‘とちおとめ’から単離した FaFT3、
FaFT1と野生種イチゴの花芽分化誘導遺伝子FvFT1をカリフラワーモザイクウイルス35S
プロモーター制御下でシロイヌナズナに導入し、過剰発現体を作出して FaFT3 の機能解析
を行った。35S::FvFT1 が短日条件下でのみ早期開花したのに対し、35S::FaFT3 は短日・
長日両条件下で早期開花した。一方、FvFT1 と 1 アミノ酸のみ異なる FaFT1 （FaFT3 ホ
モログ）を導入した 35S::FaFT1 では短日条件下で開花遅延が認められたことから、このア
ミノ酸置換部位が FaFT1 と FvFT１との機能分化に重要であると考えられた。 
 
②RNA-seq による栽培イチゴクラウン茎頂部位と葉組織のトランスクリプトーム解析； 
クラウン茎頂部位；レーザーマイクロダイセクション法により得られた‘とちおとめ’ク



ラウン茎頂部位６サンプル（花芽分化非誘導条件である長日高温下で 25 日もしくは 41 日
育成した花芽未分化状態のサンプル A と B、花芽分化誘導条件である短日低温下で 25 日育
成した花芽未分化状態のサンプル C と D、同じ短日低温下で 41 日育成し、花芽分化状態と
なったサンプル E と F）から全 RNA を抽出し RNA seq 解析に供した。十分な解析結果の
得られなかったサンプル B を除く５サンプルの解析結果として、栄養成長から生殖成長へ
の転換期に有意に発現上昇する 702 遺伝子が得られた。得られた遺伝子についてアノテー
ション付けを行った後に GO 解析を行ったところ、生物学的プロセスの“非生物的、刺激、
内生刺激への応答”、“花器官分化”、“生殖器官発生”に関わる遺伝子が優先的に含まれてお
り、具体的には、FaFT3 に加えて花器官分化に関わる FaAP1、LEAFY、GID1 などが見出
された。GID1 は、ジベレリン受容体としてジベレリン（GA）-GID1-DELLA 複合体形成
を通して花芽分化制御に関わっており、シロイヌナズナでは、外生ジベレリン処理により花
芽分化が促進される。なお、Kurokura ら(2006)により報告された花芽分化条件で育成した
茎頂部位特異的な Histone H4 遺伝子の発現については、本解析では、３つの Histone H4
遺伝子いずれも発現が認められなかった。 
一方、花芽分化時に発現低下する 449 遺伝子からは、核酸塩基化合物代謝プロセス、窒

素化合物代謝プロセスに加え、生殖器官発達プロセス関連遺伝子群がエンリッチメントさ
れており、具体的には、FaTFL1、FaFD、AP2、PhyA が含まれていた。シロイヌナズナで
は、AP2 は、花芽分化抑制因子である AGAMOUS-LIKE15 の転写を誘導し、花芽分化誘導
（促進）を抑える。PhyA は赤色・遠赤色光に応答するフィトクロムであり、Pr(赤色光吸
収型)は、赤色光により活性型の Pfr(遠赤色光吸収型)へ変換される。栽培イチゴ‘Strawberry 
Festival’ではクラウンへの赤色光照射により花芽数が減少する。一方、‘Carmine’では、栄
養成長期に高密植栽培すると長日高温（花芽分化非誘導条件）下であるにも関わらず花芽分
化する。植物のクロロフィルは赤色光（R）を吸収し、遠赤色光（FR）を吸収しないので、
栽培イチゴでは R:FR 比、すなわち Pr:Pfr 比の変動が花芽分化に有効かもしれない。なお、
FaTFL2 が検出されなかったことから、①の結果と合わせて栽培イチゴに普遍的な花芽分
化抑制因子は FaTFL1-1 であることが強く示唆された。 
 葉組織；シロイヌナズナでは葉で転写翻訳された FT タンパク質が茎頂分裂組織に輸送さ
れ花芽誘導因子として働くことが明らかにされている。方法④に示した解析により、‘紅ほ
っぺ’と‘章姫’のいずれにおいても、イチゴの葉組織からは FT ホモログを含め花芽分化誘導
に関わる遺伝子は検出されなかった。 
 
③栽培イチゴ‘紅ほっぺ’の花芽分化誘導処理（間欠冷蔵処理）前のクラウン部位に低温プ
ラズマを３回もしくは６回経時的に照射したところ、３回処理で、６回処理や無処理に比べ、
花芽分化誘導（促進）遺伝子 FaFT3 の発現上昇が認められた。３回処理では、花器官形成
遺伝子である FaAP1 の発現上昇も、個体間にばらつきは見られたが確認された。ただし、
間欠冷蔵処理個体よりは低いレベルであった。また、３回処理では間欠冷蔵処理と同じ時期
に果実収穫のピークが見られ、無処理や６回処理より収穫時期が早まることが示唆された。 
 
④クラウン茎頂部位での栄養・生殖成長転換、すなわち花芽分化誘導と連動して発現変動す
る葉組織遺伝子の特定；RNA-seq 後のクラスタリング解析から、ステージ 0 サンプルはス
テージ A, B と異なるクラスターを形成しており、ステージ０と A 間、ステージ 0 と B 間
で発現レベルが有意に異なる遺伝子は、それぞれ、4,337、3,015 個検出された。一方、ステ
ージ A と B で異なる遺伝子は 37 個であった。生物学プロセスの GO 解析結果から、キチ
ン応答、有機窒素化合物応答、窒素化合物応答、傷害応答がエンリッチメントされているこ
とが明らかにされた。ステージ０に比べステージ A および B で発現レベルの有意に上昇し
ている遺伝子、すなわち葉組織で栄養成長から生殖成長への転換時に発現上昇する遺伝子
群をバイオマーカー候補とした。アスパラギン生合成、受容体キナーゼ、ペルオキシダーゼ
44 などにアノテーションされた９遺伝子が得られ、最終的に、4 遺伝子について、花芽分
化時期を特定できる候補遺伝子（バイオマーカー1,2,3,4）として選定した。特にバイオマー
カー2 はすべてのサンプルで安定的に高発現していた。また、次年度に間欠冷蔵処理を施し
た栽培イチゴについてこれらバイオマーカーの発現解析を行なったところ、1 から 4 のいず
れも、間欠冷蔵処理苗特異的に高発現しておりバイオマーカーの有用性が示された。なお、
それぞれ、バイオマーカー１は、鉄欠乏に応答して発現上昇するシロイヌナズナのグルタチ
オン還元酵素遺伝子 ROXY10 ホモログ、バイオマーカー２は、葉緑体のストロマに局在す
るシロイヌナズナのシャペロン DJC23(At J11)ホモログ、バイオマーカー３は、シロイヌ
ナズナのアスパラギン合成遺伝子 ANS1 ホモログ、バイオマーカー４は不明であった。い
ずれも花芽分化との関連性については今のところ不明であるが、前述のように、全てイチゴ
花芽分化の指標となる可能性があることから、今後、促成栽培時の苗の定植時期を特定する
上で有用であると考えられる。 
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