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研究成果の概要（和文）：フロリゲンは長距離移動性の花成誘導刺激としてその存在が提唱され、２０

０７年にその分子実体がHd3a/FTタンパク質であることが明らかとなった。Hd3aは葉で発現した後、茎頂

まで長距離移動し、花芽形成を開始させる。しかしHd3aが茎頂において花成を開始させる分子メカニズム

はほとんど分かっていない。本研究ではHd3aと相互作用するタンパク質としてTCP型転写因子OsTCP8 及び

OsTCP14 を見いだし、その機能解析と相互作用の詳細な解析を行った。その結果、TCP型転写因子がHd3a

との相互作用を介して花成等へ影響する可能性が示唆された。 
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研究成果の概要（英文）：Florigen was proposed about 70 years ago that produced in the 
leaves and moves up to shoot apex to induce flowering. In 2007 the molecular nature of 
florigen was revealed to be a family of FT/Hd3a protein. Hd3a protein itself does not 
possess any biochemically defined functional motifs thus Hd3a should interact with 
functional effectors to exert its function. Here, we found TCP transcription factors interact 
with Hd3a, and functional analysis of these proteins revealed their contribution to 
flowering. 
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１．研究開始当初の背景 
フロリゲンは植物の花芽形成時期を決定す
る分子として１９３０年代にその存在が提
唱された。その後フロリゲンの正体を明らか
にするための研究が数多く行われたが、その
分子実体は謎のままであった。２００７年に
私たちはフロリゲンの実体がHd3aタンパク
質であることを明らかにした。Hd3aタンパ
ク質は真確生物に広く保存されたフォスフ

ァチジルエタノールアミン結合タンパク質
ファミリーに属するが、Hd3a自身がフォス
ファチジルエタノールアミンに結合するか
どうかも含めて生化学的な機能については
未知である。Hd3aの分子量は約２２kDとそ
れほど大きくなく、またコンパクトな球状の
立体構造を取ることが予想されている。
Hd3aタンパク質は花成誘導条件の葉におい
て、篩部伴細胞特異的に転写活性化され、そ



の発現をRNAi法によって抑制すると花成が
遅延する。光周性花成を制御する重要な３つ
の遺伝子GI/OsGI, CO/Hd1, FT/Hd3aのうち、
花成誘導条件において特異的に転写活性化
する遺伝子はFT/Hd3aのみであり、またその
発現組織が維管束に接することやコンパク
トな立体構造から、移動性花成刺激（フロリ
ゲン）の分子実体はFT/Hd3aではないかと考
えられるようになっていた。 
Hd3a遺伝子にGFP遺伝子を連結した融合遺
伝子をHd3a自身のプロモーターで発現させ
ると、Hd3a自身のプロモーターは葉の維管
束篩部伴細胞だけで活性を持たず、また
Hd3a mRNAは葉では検出されるが茎頂では
ほとんど検出できない。にもかかわらず、
Hd3a-GFPタンパク質に由来すると考えら
れるGFP蛍光は茎頂において明瞭に観察す
ることができた。この植物は早生となること
から、長距離移動性の花成刺激の分子的実態
はHd3a/FTタンパク質であると考えられる
ようになった。 
さらにHd3a相互作用因子の詳細な解析から、
Hd3aの受容と機能のメカニズムが明らかに
なった。Hd3aは茎頂分裂組織の細胞に到達
した後、細胞質で 14-3-3 タンパク質と相互作
用する。Hd3a-14-3-3 複合体は核へ移動し、
核内で転写因子OsFD1 とさらに高次の転写
複合体を形成することが明らかとなった。こ
のことから、14-3-3 タンパク質はフロリゲン
の細胞内受容体と考えることができ、
Hd3a-14-3-3-転写因子からなる3分子複合体
がフロリゲン機能の実体であると言える。
14-3-3 はOsFD1 以外の転写因子とも相互作
用可能であり、従ってフロリゲンは 14-3-3
を介して複数の転写因子の機能を制御し花
成を決定づけると考えられる。そこで、Hd3a
と相互作用する転写因子のなかにOsFD1 以
外の花成促進因子が見つかると考えた。 
 
 
２．研究の目的 
Hd3aと相互作用する転写因子OsTCP8 及び
OsTCP14 の詳細な相互作用メカニズムおよ
び花成における機能を明らかにする。 
本研究のための予備的な実験として、イネ
TCP型転写因子のうちCINグループに属す
る転写因子をほぼすべてクローニングし、
Hd3aとの相互作用を解析した。その結果、
多数のOsTCPタンパク質の中からOsTCP8
及びOsTCP14 をHd3aとの相互作用因子と
して同定した。しかしOsTCP8及びOsTCP14
には明瞭な 14-3-3 結合部位が見つからない
ため、14-3-3 を介した相互作用があるのかが
不明である。そこでまず 14-3-3 との相互作用
能を失わせた変異型Hd3aとOsTCPとの相互
作用を解析した。 
また、OsTCP8 及びOsTCP14 の機能を解析

するために、OsTCP8 及びOsTCP14 の各々
単独のRNAi植物及び両者の発現を同時に抑
制するRNAi植物を作成し、花成時期に変化
が見られるかどうかを調査することを目的
とした。 
 
 
３．研究の方法 
Hd3aに 14-3-3 との相互作用能を失わせるよ
うな変異としてF103Aを導入し、OsTCP8 もし
くはOsTCP14 の発現ベクターと共に酵母へ形
質転換してtwo-hybridアッセイを行った。ま
た、OsTCP8 及びOsTCP14 が 14-3-3 と相互作
用するかどうかを直接調査するための
two-hybridアッセイも同時に行った。 
OsTCP8 及びOsTCP14 の 3’-UTRを単独もしく
は連結して植物用のRNAiベクターへ導入し、
イネに形質転換した。形質転換イネのT0 世代
について各個体の遺伝型を決定し、採種した
T1 世代を栽培して試験に用いた。栽培条件は
明期 10時間、暗期 14時間の短日条件とした。
OsTCP8 及びOsTCP14 の発現を調査した。
OsTCP8、OsTCP14 及び両者の発現がRNAiによ
って抑制されている個体を選別し、各々の開
花までの日数を測定した。また、OsTCP8 及び
OsTCP14 の発現を増強した植物を作成するた
めに、トウモロコシのユビキチンプロモータ
ーによってOsTCP8もしくはOsTCP14を発現す
るベクターを構築してイネに形質転換した
形質転換後再分化してきたイネについて、T0
世代における開花時期を調査した。 

。

sTCP14が花成に与える影響を調

 
 
４．研究成果 
先行研究の成果から、14-3-3 タンパク質がフ
ロリゲンHd3aの細胞内受容体として機能す
ることが示されている。すなわち、Hd3aはは
じめ 14-3-3 タンパク質と相互作用し、
Hd3a-14-3-3 の形で核移行してbZIP型転写因
子OsFD1 と複合体形成することが示されてい
る。そこでHd3aとTCPの相互作用も 14-3-3 タ
ンパク質を介在しているかどうかを調べる
ために、14-3-3 タンパク質との相互作用能を
失った変異型Hd3a(Hd3a F103A)とOsTCP8及び
OsTCP14 の相互作用を調査した。その結果、
14-3-3 と相互作用できないHd3aはOsTCP8 及
びOsTCP14 とも相互作用できないことが分か
った。従って、Hd3a-OsTCPの相互作用も
14-3-3 を介していると考えられる。OsTCP8
及びOsTCP14が14-3-3と相互作用するかどう
かを直接調査するためのtwo-hybridアッセ
イを行ったところ、14-3-3 によるバックグラ
ウンドシグナルが非常に高くなり本実験で
は相互作用を検証することができなかった。
Baitとprayを入れ替えてtwo-hybridアッセ
イを行った場合も同様であった。 
OsTCP8及びO



査するために、各々の発現をRNAiによって抑
制する形質転換イネを作出した。形質転換当
代から採種したT1 世代を栽培した。明期 10
時間、暗期 14時間の短日条件下で栽培した。
播種後 30 日目の時点で葉身をサンプリング
し、RNAを抽出してRT-PCR法によって遺伝子
発現を解析した。その結果、OsTCP8 及び
OsTCP14 の発現が抑制された個体を特定でき
た。これらの個体の開花時期を調査したとこ
ろ、OsTCP14 の発現抑制個体でわずかに花成
が遅延する結果を得られた。このことを確認
するために再度T1 種子を播種し、上記と同様
の明期 10 時間、暗期 14時間の短日条件下で
栽培した。OsTCP8 及びOsTCP14 の発現が抑制
された個体を特定し、それらの開花時期を調
査したところ、やはりOsTCP14 の発現抑制個
体でわずかに花成が遅延していた。 
 
Hd3aの重要なターゲット遺伝子として、私た

らに、OsTCP8 及びOsTCP14 を過剰発現させ

 
な発表論文等 
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ちはOsMADS14及びOsMADS15を特定している。
Hd3a は 茎 頂 の 細 胞 へ 到 達 し た あ と 、
Hd3a-14-3-3-OsFD1 からなる複合体を核内で
形成する。この複合体はOsMADS15 のプロモー
ター上で転写活性可能を発揮し、OsMADS15 が
強力に転写される。OsMADS15 はイネの茎頂に
おいて、花成の 初期に発現開始する遺伝子
である。さらに、イネでは栄養器官である葉
においても、Hd3aに依存してOsMADS15 が発現
する。Hd3aを高発現させたイネではOsMADS15
の発現が増加し、Hd3aの発現をRNAiで抑制し
たイネではOsMADS15 の発現は抑制される。そ
こで、OsTCP8 及びOsTCP14 がOsFD1 同様に
OsMADS15 の発現を調節して花成に関与する
可能性を検討するために、OsTCP8 及び
OsTCP14 のRNAiによる発現抑制イネにおいて
OsMADS15 及びそのホモログのOsMADS14 の発
現が変化しているかどうかを調査した。その
結果、OsTCP8 及びOsTCP14 の発現抑制によっ
ても葉におけるOsMADS15 及びOsMADS14 の発
現にはほとんど変化がないことが明らかと
なった。このことから、OsTCP8 及びOsTCP14
はOsFD1とは異なりOsMADS14及びOsMADS15を
介さない経路で花成に関与する可能性が考
えられた。ただ、今回得られたRNAi植物では
OsTCP8及びOsTCP14のRNA量が1%-5%ほど残存
していたため、OsMADS14 及びOsMADS15 の発
現を変化させるためにはOsTCPの発現抑制が
不十分であった可能性も考えられる。また、
そもそも葉では茎頂と異なりOsMADS14 およ
びOsMADS15 がOsTCPとは無関係な発現制御を
受けている可能性も考えられるので、今後は
茎頂等を利用して遺伝子発現の詳細な調査
を行う必要がある。 
 
さ
るベクターも構築してイネに形質転換した。
形質転換当代のイネについて花成の変化等

を確認していったが、コントロールと比較し
て優位な変化は見いだせなかった。この理由
として、OsTCP8 及びOsTCP14 がmiRNAの制御
下にあことが原因となった可能性が考えら
れる。すなわちTCP型転写因子の一部のグル
ープがコードされるRNAはmicroRNAのひとつ
miR319 によって分解へと導かれることが示
されており、一般的にmicroRNAによってその
RNA産物が分解を受ける遺伝子は過剰発現し
ても効果が薄いことが知られている。OsTCP8
及びOsTCP14 は TCP型転写因子の中でも
miR319 のターゲット配列を保持していたた
め、過剰発現した分のRNAもmiR319 によって
機能を発揮する限界以下まで分解を受けた
可能性が考えられる。このことから、OsTCP8
及びOsTCP14のmiR319のターゲット配列につ
いて、コードするアミノ酸配列は変化させず
に塩基配列のみをmiR319 が認識不能になる
まで変化させた変異型遺伝子を作成してイ
ネに発現させることで機能解析がより進む
ことが考えられる。 
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