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研究成果の概要（和文）：開花のコントロールは農家の夢である。特に果樹では、幼若期（発芽から開花までの期間）
が長い。カンキツでは、8年以上必要である。そのため、この期間を短くすることが重要である。FLOWERING LOCUS T (
FT)タンパク質は開花ホルモン「フロリゲン」の最有力候補である。そこで、カンキツの幼若期を短くするために、細
菌で生産したFTタンパク質の直接注入を行った。時々、開花誘導に成功するものの、常には成功しなかった。また、開
花阻害タンパク質TFL1の阻害化合物の探索を行ったが、この試みは失敗した。

研究成果の概要（英文）：Control of Flowering is a dream of farmers. Especially in fruit trees, juvenile ph
ase (the time between sowing and first flowering) is generally long. In the case of Citrus species, this p
eriod is more than 8 years. Therefore, to shorten this period is important for the cultivation of these tr
ees. FLOWERING LOCUS T (FT) protein is the most potent candidate of flowering hormone "florigen". To reduc
e the juvenile phase of Citrus species, we directly injected bacterially-expressed FT protein into these p
lants. Although we sometimes seceeded to induce the flowering, we did not always do it. Alternatively, we 
searched the chemical inhibitors against the flowering inhibitor TFL1 protein. However, these attempts wer
e failed
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 カンキツなどの果樹は、発芽後一定の年数
を経過しないと花を着けない。この期間のこ
とを幼若期という。カンキツでは、幼若期は
8～12年に及ぶ。幼若期間を短くすることは、
育種上、農業上重要である。なぜなら、選抜
個体を早期に得ることで、幼若期間が長い果
樹の品種改良の効率化につながるからであ
る。その結果、新しい品種を農業現場へ早期
に投入できる。 
 花芽形成において、シロイヌナズナの「開
花遺伝子座Ｔ（Flowering Locus T）」の遺伝
子（以下、「FT」という）がコードしている
FTタンパク質が重要な役割をしている。FT
タンパク質は、日長などの環境の変化に応じ
て葉で合成された後、芽に移行し、花芽形成
を誘導する（Science (2007) 316, 1030 – 
1033など）。このように、葉で合成された後、
芽に移行し、花芽形成を誘導する物質のこと
をフロリゲンというが、FT タンパク質はこ
のフロリゲンの本体であると考えられてい
る。 
 私たちは、大腸菌で生産させたウンシュウ
ミカン由来 FT タンパク質を、カラタチ台木
として成熟相のウンシュウミカンを穂木と
して接いだものに注入して、花芽形成が誘導
されるかどうかを検討した。なお、この状態
の穂木は、栄養的成熟期と呼ばれ、花芽形成
能を潜在的に持つけれども、栄養生長（栄養
器官のみを茂らせる生長）を続ける。注入実
験の結果、花芽形成が劇的に誘導されること
がわかった（特願 2009-260847）。一方、カ
ラタチを台木として成熟期のウンシュウミ
カンを穂木として接いだものに更にウンシ
ュウミカンの実生樹を高接ぎしたもの、ある
いは、いくつかの品種のカンキツ実生に、FT
タンパク質の直接注入を行った場合、花芽形
成には至らなかった。 
 このように、研究開始当初、「フロリゲン
直接注入法」によって、栄養的成熟期のカン
キツで花芽形成を誘導することに成功して
いたけれども、幼若期のカンキツでは成功し
ていなかった。 
 
２． 研究の目的 
上述の「研究開始当初の背景」を踏まえて、
私たちは果樹の幼若期を短くする方法を開
発することにした。その際、幼若期のカンキ
ツで花芽形成を誘導することに成功しなか
った理由として、次の三つの可能性を考えた。 
(1)  FTタンパク質の投与量・投与回数が十
分でなかった。あるいは、FTタンパク質
が不安定であったため生体内で十分な量
が存在しなかった。 

(2)  実生樹が FT タンパク質の活性を阻害
する物質を分泌している。 

(3)  FT タンパク質とは独立の開花誘導経
路の活性化も同時に重要である。 
私たちの開発した「フロリゲン直接注入
法」を育種及び農業に応用するためには、実

生樹の開花までの期間の短縮、すなわち、幼
若期の短縮を行うことが重要である。そこで、
本研究では、これら三つの可能性を念頭に置
いて、ウンシュウミカンに代表されるカンキ
ツを研究材料に、フロリゲン直接注入法の更
なる改善を試み、更にフロリゲン直接注入法
と他の手法を組み合わせることで、幼若期短
縮方法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 「研究の目的」で記した三つの可能性につ
いて、以下の方法で検討した。 
(1) フロリゲン直接注入法の更なる改善 
研究目的の(1)で示した課題は、「フロ
リゲン直接注入法の更なる改善」として
捉えることが出来る。そこで、フロリゲ
ン直接注入法について、様々な検討を行
うことにした。具体的には、品種間差異
の検討、および、注入を行った年による
結果の変動の検討を行った。なお、カン
キツでは表年・裏年という現象が知られ
ているため、後者の実験は重要である。 
また、FTタンパク質の自体の研究が重
要である。具体的には、まず、安定且つ
大量に高品質のものを供給できる技術の
確立が重要である。また、FTタンパク質
にはいくつか種類があるので、それら同
士の差異の検討が重要である。そこで、
それらの検討も合わせて行った。 

(2) 開花阻害タンパク質の阻害剤の開発 
研究目的の(2)で示した「FT タンパク
質の活性を阻害する物質」の最有力候補
は TFL1と呼ばれる開花阻害タンパク質
である。実際、TFL1 遺伝子をノックダ
ウンすることで、果樹の実生で開花誘導
されることが知られている。したがって、
TFL1 タンパク質の機能を阻害すること
ができれば、すなわち、TFL1 タンパク
質阻害剤を開発することができれば、そ
れは有望な開花誘導方法となる。そこで、
その開発を行うことにした。 
具体的には、①コンピュータによるシ
ミュレーションによる、TFL1 タンパク質
の機能的に重要なポケットに結合する低
分子化合物の探索、②コンピュータによ
るシミュレーションによる、TFL1 タンパ
ク質が他の蛋白質と相互作用する可能性
がある領域に結合する低分子化合物の探
索、③化合物アレイを用いたハイスルー
プットスクリーニング法による TFL1 タ
ンパク質と結合する低分子化合物の探索、
である。これら探索の結果みつかった低
分子化合物については、表面プラズモン
共鳴法によって、TFL1 タンパク質と直接
結合するかどうかを検討する。 

(3) FT タンパク質とは独立の開花誘導経路
の活性化 
 FT タンパク質とは独立している可能
性がある開花誘導経路に関わる miRNA
を注入して、その効果を検討した。 



 
 
４．研究成果 
(1) フロリゲン直接注入法の更なる改善 
まず、フロリゲン直接注入法の更なる
改善のために、品種間差異の検討を行っ
た。栄養的成熟相の長さには品種間差異
が見られる。まず、栄養的成熟相が長い
「せとか」、「佐世保温州」、中位の「紀州
ミカン」、きわめて短い「麗紅」の 4品種
を供試し、FTタンパク質を導入して、着
花数を調査した。栄養的成熟相の短い「麗
紅」では、無処理対照樹ではすでに過剰
な着花があり、FTタンパク質導入の効果
は認められなかった。また栄養的成熟相
の長い「せとか」、「佐世保温州」でも、
FT タンパク質導入による着花の増加は
認められなかった。一方、中位の「紀州
ミカン」では、着花が増加した。この結
果から、フロリゲン直接注入法には、品
種間差異があることが判明した。実験結
果を以下に示した。 

 
ところで、開花現象における品種間差
異、あるいは、種間差異を検討するため
には、あらかじめ品種間あるいは種間の
遺伝的差異の情報をもっておくことが重
要である。そのための研究を実施し、発
表論文②と発表論文③を発表した。発表
論文②は、カンキツおよびその近縁属100
系統以上の遺伝的分化を葉緑体遺伝子
matK の DNA 配列を推定したものである。
また、発表論文③は、ライムの種内分化
を次世代 DNA シークエンサーを用いて明
らかにしたものである。特に、後者の研
究は、開花の研究のみならず、クローン
で増殖するカンキツの品種内分化を明ら
かにするためにも有効であり、農業条の
応用範囲が広い。 
また、併行して、栄養的成熟相が長い
「タンカン垂水 1号」、「今村温州」、中位
の「原口早生」、「吉田ポンカン」の 4品
種を供試し、栄養成長を左右する植物ホ
ルモン、ジベレリン（GA）および、内生
GA 代謝を阻害するパクロブトラゾール
（PBZ）の散布を加味した FT タンパク

質の導入試験を行った。その結果、４品
種すべて、FTタンパク質単独処理樹では、
無処理対照樹との間に、着花数の差異は
認められなかった。また、４品種すべて、 
FT＋PBZ 処理により大幅な着花数の増
加が認められた。一方、FT＋GA 処理で
は、「吉田ポンカン」を除き、ほぼ完全に
着花を抑制した。実験結果を以下に示し
た。フロリゲン直接注入法よりも、以前
から知られていた、内生 GA 代謝の阻害
剤パクロブトラゾール（PBZ）の散布が
最も効果的であるという結果であった。
GA はカンキツでは開花阻害に働くが、
植物種によっては GA はフロリゲンとし
て働く。したがって、GA 代謝経路を操
作することで劇的な効果が現れることは
驚くべき事ではない。 

カンキツでは表年・裏年という現象が
知られているので、フロリゲン直接注入
を行った年による結果の変動の検討を行
った。「特願 2009-260847」で用いた青島
温州を用いて、2012年度に、この実験を
行ったが、フロリゲン直接注入法による
花芽形成は観察されなかった。ネガティ
ブデータなので、実験結果は示さない。 
以上のように、フロリゲン直接注入法
は極めて不安定な技術である可能性が高
い。そのため、FTタンパク質を高品質且
つ大量に供給できる技術の確立が重要で
ある。そこで、その技術開発を併行して
行った。 
この技術開発の過程で盛んに組換えタ
ンパク質を使うけれども、そのために有
効な研究手法を開発し、発表論文①とし
て発表した。また、大腸菌のシステムよ
り、大量にタンパク質を調製できるされ
るブレビバチルス分泌発現システムで、
FTタンパク質の生産を試みた。実際、こ
のシステムで生産が出来るようになった
が、生産量は大腸菌システムより劣った。
また、FTタンパク質にはいくつか種類が
あるため、それら同士の差異の検討が重
要であることから、その検討も合わせて
行った。その結果、ウンシュウミカンの
FT 遺伝子のアレルの一つを発現に用い
れば、大量精製が可能なことがわかった。



なお、この技術の確立が、2013年度であ
ったため、このタンパク質を直接注入し
た場合の効果をみることは出来ていない。 
 
(2) 開花阻害タンパク質の阻害剤の開発 
上記のように、フロリゲン直接注入法
は極めて不安定な技術である可能性が高
いことが徐々にわかってきたため、「開花
阻害タンパク質の阻害剤の開発」が最も
力を入れて行った研究である。フロリゲ
ン直接注入法とは独立して効果もある可
能性があるので、有望な方法である。 
コンピュータによるシミュレーション
により、TFL1 の機能的に重要なポケット
に結合する低分子化合物候補 7 種類を見
いだした。また、TFL1 タンパク質が他の
蛋白質と相互作用する可能性がある領域
に結合する低分子化合物の探索を行い、
約 20 種類の候補化合物を見いだした。併
行して化合物アレイを用いたハイスルー
プットスクリーニング法を行い、TFL1 タ
ンパク質と結合する化合物 1 種類を見い
だした。この化合物アレイで見つかった
化合物については、そのアナログも入手
した。 
 これら化合物が TFL1 タンパク質と結
合するかどうかを表面プラズモン共鳴法
により調べた。しかし、全ての化合物に
おいて結合を観察することが出来なかっ
た。 
 また、これら化合物のうち大量に入手
できるものについては、植物への投与実
験を行ったが、効果がなかった。特に、
表面プラズモン共鳴法では結合が見られ
なかったけれども、化合物アレイによっ
て結合が見いだされている化合物 1 種類、
およびそのアナログについては植物を枯
死させたことは残念な結果であった。 
 
(3) FTタンパク質とは独立の開花誘導経路の
活性化 
 FT タンパク質とは独立している可能
性がある開花誘導経路に関わる miRNA
を注入して、その効果を検討したが、効
果が見られなかった。 
 
 以上をまとめると、少なく我々の研究グル
ープにおいては、フロリゲン直接注入法が現
実的方法ではないことがわかってきた。また、
他の方法による試みも概ね失敗したが、内生
GA代謝の阻害剤パクロブトラゾール（PBZ）
の散布が有効である可能性を示した。このよ
うに、研究計画は概ね成功しなかったけれど
も、この研究を遂行する過程で、特に園芸学
分野ではハイインパクトな論文を 3件発表す
ることが出来た。 
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