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研究成果の概要（和文）：キュウリの性分化機構解明のために、雄花、雌花の蕾において、プログラム細胞死（PCD）
に関与するMMP遺伝子と7種類の細胞周期関連遺伝子群（CsCycA, CsCycB, CsCYD3:1, CsCYD3:2, CsCDKA, CsCDKB, CsCY
R）の発現を解析した。その結果、MMP遺伝子は雄花の蕾では雌しべの退化領域で、雌花の蕾では雄しべの退化領域で強
い発現を示した。CsCYR、CsCycA、CsCycB、CsCYD3:2遺伝子は、雌花の蕾において雄しべの退化領域で強い発現を示し
た。以上から、雌花の蕾における雄しべの発育抑制には細胞周期の促進とPCDが密接に関与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of sex differentiation of cucumber (Cucumis sativus L.)
 plants, expression of programmed cell death (PCD) related gene, MMP gene, and seven cell-cycle-related ge
nes (CsCycA, CsCycB, CsCYD3:1, CsCYD3:2, CsCDKA, CsCDKB, CsCYR) was analyzed in both male and female flowe
r buds. MMP gene expressed at the region where pistil primorida arrested in male flower buds and at the re
gion where stamen primordia arrested in female flower buds. CsCYR, CsCycA, CsCycB, CsCYD3:2 genes expresse
d at the region where stamen primordia arrested in female flower buds. It is possible that acceleration of
 cell cycle and PCD are involved in the inhibition of stamen development in female flower buds of cucumber
. 
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１．研究開始当初の背景 
安全かつ効率的な農業の確立のためには、

低農薬で多収となることが実証されている
「雑種強勢」の利用が効果的である。雑種強
勢は、両親が遠縁の時に顕著であるため、雑
種強勢を農作物の品種開発に利用するには、
自殖を避け、他殖を促進させる必要がある。
そのためには、植物の生殖器官である雄蕊
（雄しべ）と雌蕊（雌しべ）の発育を人為的
に制御する技術の確立が不可欠である。この
ような背景から、本研究では、雄しべと雌し
べの発育を分子レベルで人為的に制御する
技術の開発を究極の目標として、植物の性分
化の分子メカニズムを解明する。そのために、
最も多様な性表現型を示す品種が存在する
キュウリ（Cucumis sativus L.）を実験材料に
用いて研究を行う。 
 
２．研究の目的 
（1）雌雄同株植物であるキュウリの雄花ま
たは雌花への分化は、がく、花弁、雄しべ、
雌しべの各原基を形成する両性花的な発育
段階の花芽を経た後、雄しべ原基または雌し
べ原基のいずれか一方の選択的な発育抑制
によって起こる。そのため、雌花には雄しべ
原基の痕跡が、また、雄花には雌しべ原基の
痕跡が認められる。しかしながら、このメカ
ニズムの詳細は不明である。本研究では、こ
のメカニズムにアプローチするための第一
歩として、キュウリの雄花および雌花の蕾に
おける以下の遺伝子の発現を明らかにする。 
 
（2）マトリックス・メタロプロテアーゼ
（Matrix Metalloproteinase；MMP）は、プロ
グラム細胞死（Programmed Cell Death；PCD）、
細胞の増殖、細胞の分化、組織の三次元構築
な ど に関与 す る細胞 外 マトリ ッ ク ス
（Extracellular Matrix；ECM）の主要な分解酵
素である。Delorme ら（2000）は、キュウリ
子葉の老化期から PCD 期の遷移時において
強い発現を示す遺伝子として MMP 遺伝子を
単離した。そこで、キュウリの性分化に伴う
生殖器官の発育抑制（停止）における PCD
の関与を調べるために、MMP 遺伝子の発現
解析を行う。 
 
（3）近年、短日処理を行った混性型キュウ
リ品種‘Winter Long’の茎頂において強い発
現を示す遺伝子として、Cucumis sativus 
cyclin-related（CsCYR）、C. sativus cyclophilin
（CsCYP）の 2 つの遺伝子が単離された（Cho 
et al. 2005）。‘Winter Long’は短日処理で雄花
形成が促進される品種であるため、Cho ら
（2005）は CsCYR，CsCYP の両遺伝子は、雄
花形成に関与すると結論づけた。しかしなが
ら、雄花の蕾におけるこれらの遺伝子の発現

場所や機能は不明である。そこで、キュウリ
の雄花形成におけるこれらの遺伝子の機能
推定を目的として、これらの遺伝子の発現解
析を行う。 
 
（4）前述の CsCYR 遺伝子は、細胞周期関連
遺伝子である。そこで、これまでキュウリか
ら単離されている 6 種類の細胞周期関連遺伝
子群（CsCycA, CsCycB, CsCYD3:1, CsCYD3:2, 
CsCDKA, CsCDKB）についても合わせて発現
解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）植物材料には、混性型キュウリ品種‘山
東四葉 2 号’（中原採種場、福岡）を使用し
た。まず、吸水させた種子を水で湿らせたろ
紙の上に並べた後、シャーレに入れてアルミ
ホイルで遮光した。その後、シャーレを人工
気象器（LH-200RDS、日本医化器械製作所、
大阪）に入れて 26℃で発芽させた。2 日後、
発芽した種子を、くみあい園芸培土（0.4g N, 
1.9g P，0.6g K /kg，清新産業、北九州）とバ
ーミキュライトを等量混ぜた土を入れたプ
ラスチックポット（φ8cm）に移し替えた。
このプラスチックポットを大学構内にある
ガラス温室内に静置し、自然光の下でキュウ
リ個体の第四葉の葉身が 2.0cm 展開する（第
四葉展開期の初期）まで育成した後、植物体
を素焼きの鉢（φ25cm）に移し替えて、さら
に大きく育成し（1〜2 ヶ月）、花芽（蕾）を
分化させた。 
 
（2）蕾のサンプリングの際、雄花の蕾につ
いては、蕾長に応じてステージ I（3.0〜
6.9mm）、ステージ II（7.0〜11.9mm）、ステー
ジ III（12mm〜）に、雌花の蕾については、
蕾長に応じてステージ I（5.0〜15.9mm）、ス
テージ II（16.0〜30.9mm）、ステージ III（31mm
〜）に分けてサンプリングを行った。 
 
（3）上記サンプルについて、実体顕微鏡の
下で、片刃のカミソリとピンセットを用いて、
雄花の蕾では「がく、花弁、雄しべ、雌しべ
の退化領域」に、雌花の蕾では「がく、花弁、
雄しべの退化領域、雌しべ」に切り分けた後、
直ちに−80℃のディープフリーザー（マイバ
イオ VT-78、日本フリーザー、東京）に保存
した。 
 
（4）上記のサンプルから、RNA 抽出試薬（Tri 
Reagent、コスモ・バイオ、東京）を用いて
Total RNA を抽出し、逆転写反応により cDNA
を合成した。この cDNA を鋳型として、前述
の遺伝子群の塩基配列をもとに設計した各
プライマーセットを用いて PCR 反応を行い、
遺伝子の発現解析を行った（半定量的



RT-PCR 法）。 
 
４．研究成果 
（1）MMP 遺伝子は、雄花の蕾（ステージ I, II, 
III）では「雌しべの退化領域」で、また、雌
花の蕾（ステージ I, II, III）では「雄しべの退
化領域」で強い発現を示した。このことから、
雄花・雌花ともに、発育が抑制される方の生
殖器官は、PCD によって退化することが示唆
された。 
 
（2）CsCYP 遺伝子の発現は、雄花と雌花の
蕾で同程度であった。一方で、CsCYR 遺伝子
は、雄花に比べて雌花の蕾で強い発現を示し
た。そこで、雌花の蕾（ステージ I）におい
て CsCYR 遺伝子の発現場所をさらに詳細に
解析した結果、強く発現している場所は「雄
しべの退化領域」であった。これらの結果は、
CsCYR，CsCYP の両遺伝子は雄花形成に関与
すると結論づけた Cho ら（2005）の主張を支
持しない結果となった。 
 
（3）6 種類の細胞周期関連遺伝子群（CsCycA, 
CsCycB, CsCYD3:1, CsCYD3:2, CsCDKA, 
CsCDKB）の中で、CsCycA, CsCycB, CsCYD3:2
遺伝子は、雄花に比べて雌花の蕾で発現が強
く、かつ、雌花の蕾（ステージ I）において、
「雄しべの退化領域」で強い発現を示した。 
 
（4）CsCYR，CsCYP の両遺伝子と 6 種類の
細胞周期関連遺伝子群（CsCycA, CsCycB, 
CsCYD3:1, CsCYD3:2, CsCDKA, CsCDKB）の
発現解析の結果から、雌花の蕾において、雄
しべの発育抑制には、細胞周期関連遺伝子で
ある、CsCYR, CsCycA, CsCycB, CsCYD3:2 遺伝
子が関与する可能性が示唆された。 
 
（5）以上の発現解析の結果から、キュウリ
の花の性分化時において、雌花の蕾における
雄しべの発育抑制（停止）には、細胞周期の
促進と PCD が密接に関連すると考えられる。
キュウリの性分化に伴う、発育が停止した生
殖器官における、細胞周期の促進と PCD の関
係について今後さらに調査する必要がある。 
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