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研究成果の概要（和文）：花の色は、色素による色彩に加え、花弁表皮細胞の形態によっても決定されている。
本研究では、キンギョソウで報告されている花弁表皮細胞関連遺伝子と相同の遺伝子をトレニアから単離し
（TfMYBML1～3）、局在解析などの遺伝子機能解析を行った。その結果、TfMYBML1は影響は与えず、TfMYBML2と
TfMYBML3は唇弁部の表皮細胞の形態にわずかに影響を及ぼす転写因子であることが示された。特に、TfMYBML3
は、ブロッチ部の表皮細胞の形態を主に制御する転写因子であることが示された。以上のことから、TfMYBML1と
2はトレニアの花弁表皮細胞の形態を制御する主因子ではないことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Flower color is determined by the components of pigment and the shapes of 
the petal epidermal cells. The shape of petal epidermal cells influences the tone and texture of 
petals. Three types of petal epidermal cell-related transcription factor genes (TfMYBML1～3) were 
isolated from Torenia fournieri L., which were homologous with genes reported in Antirrhinum majus 
L. in a previous study. The localization of gene expression and gene function by production of 
transgenic torenias of these genes was analyzed. The results indicated that TfMYBML1 is a 
transcription factor which does not affect the shape of petal epidermal cell, and TfMYBML2 and 
TfMYBML3 are transcription factors which partially affect the shape of the epidermal cell of the 
petal lips. Most importantly, TfMYBML3 was found to  mainly regulate the shape of epidermal cell of 
the distinctive yellow blotch existing at the abaxial petal of torenia. TfMYBML1 and TfMYBML2 can be
 ruled out as main factors.
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１．研究開始当初の背景 
花き園芸植物の最大の特徴は、多彩な花色、

花形を持つ品種が多数存在していることで
ある。花の観賞性を多様に表現している花色
は、色素による色彩に加え質感（花弁表皮細
胞の形態）によっても決定されている。花色
に関して、色素成分の分析や花色関連遺伝子
の機能解析が精力的に行われているが、花弁
表皮細胞の形態によって制御されている質
感については、光の反射や屈折などの光学的
観点からの解析が主であり、その形態制御機
構についての報告は少ない。 
研究代表者はこれまで、花弁表皮細胞の形

態や位置が変化することで質感および花色
パターンが劇的に変化することを明らかに
した。従来の育種技術では、色彩や花形の改
変は可能であるが、花弁表皮細胞の形態変化
によって質感および花色パターンが変化し
た花きは作出されていない。従って、花弁表
皮細胞の形態制御技術を開発することによ
り従来の育種では実現できない新たな質
感・花色パターンを、花き園芸植物に付与す
ることができると考えられる。 

 
２．研究の目的 
 平成 22年度から平成 24年度まで科学研究
補助金若手研究（B）により、5 種類の花弁
表皮細胞を有するトレニアを材料に、3 種類
の花弁表皮細胞関連遺伝子(TfMYBML1～3)
の単離および解析を行った。3 種類の花弁表
皮細胞関連転写因子遺伝子は、花弁発達過程
で遺伝子発現動態が異なることを明らかに
している。3 種類の遺伝子の機能を解析する
ために、過剰発現体および機能抑制形質転換
体を作出し、表現型を調査する。さらに、特
徴的な表現型を示した系統について、その遺
伝子が野生型においてどこで発現している
のか局在解析を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）CaMV35S プロモーターを用いた
TfMYBML1～3 の過剰発現および機能抑制
形質転換体の表現型の調査 
 平成 22年度から平成 24年度まで科学研究
補助金若手研究（B）で作出した形質転換個
体について、走査型電子顕微鏡（JEOL）を
用いて花弁表皮細胞の観察を行った。特徴的
な表現型を示したTfMYBML3-SRDX形質転
換体を用いて in situ ハイブリダイゼーショ
ンを行った。 
 
（２）TfMYBML3 のプロモーター::GUS 遺
伝子の構築と遺伝子導入 
 TfMYBML3 のプロモーター領域を単離し、
GUS をコードするデスティネーションベク
ターpGWB3 へ組み換えた。その後、アグロ
バクテリウム法によりトレニアの葉切片へ
遺伝導入操作を行った。その後、GUS 染色
を行った。 
 

（３）TfMYBML3 の局在解析 
 TfMYBML3 が花弁特異的か調査するため、
葉、老化葉、茎、根を用いて qRT-PCR によ
る遺伝子発現解析を行った。 
 
（４）新規花弁表皮細胞関連遺伝子の探索 
 花弁表皮細胞が変化した TCP3-SRDX 形
質転換体あるいは野生型の様々な発達ステ
ージの花弁を混ぜ total RNA 抽出を行い、
RNA-seq 解析を行い、バイオインフォマティ
クス処理により TCP3-SRDX 形質転換体で
発現量が上昇および減少している TCP 転写
因子を抽出し、遺伝子単離および予備的な遺
伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）CaMV35S プロモーターを用いた
TfMYBML1～3 の過剰発現および機能抑制
形質転換体の花弁表皮細胞の形態調査 
 TfMYBML1～3 過剰発現体は、野生型と同
様の表現型を示したため、TfMYBML1～
3-SRDX 導入に個体である機能抑制形質転換
体（図 1）について花弁表皮細胞の形態を
SEM を用いて調査した（図２）。その結果、
TfMYBML1-SRDX 形質転換体では、外観上
は野生型と同じ表現型を示しているにも関
わらず、下側の花弁（Lower lip）において細
胞の形態変化および細胞配列の変化が認め
られた。ブロッチ部（Blotch）では野生型と
同じ細胞型を示した。TfMYBML2-SRDX 形
質転換体では、下側の花弁およびブロッチ部
では野生型と同じ表現型を示した。なお、
TfMYBML2-SRDX 形質転換体の上側の花弁
の白色部は、平面状の細胞を示した。
TfMYBML3-SRDX 形質転換体では、下側の
花弁は野生型と同じ細胞型を示したが、ブロ
ッチ部の白色部は平面状細胞に変化してい
た。上側および側部花弁などの調査も行った
が、TfMYBML1-SRDX 形質転換体では下側
の花弁以外は野生型と同じ細胞型であり、ま
たTfMYBML2-SRDX形室転換体では白色部
以外は野生型と同じ、細胞型を示したことか
ら、これら 2 遺伝子は花弁表皮細胞の形態を
制御する主因子ではないことが考えられた。
TfMYBML3-SRDX 形室転換体では花弁の白
色部以外は野生型と同じ表現型であったも
のの、ブロッチ部で白色化する個体が多く、
さらに白色部の細胞が平面状に変化してい
たことから、TfMYBML3 はトレニアのブロ
ッチ部の細胞の形態を制御する転写因子で
あることが考えられた。なお、in situ ハイ
ブリダイゼーションにより TfMYBML3 はブ
ロッチ部で主に発現することが観察された。 
 
 
 
 
 
 
 

図 １ ． TfMYBML1 ～
3-SRDX 機能抑制形質転
換体の表現型 
（A）野生型、 
（B）TfMYBML1-SRDX、
（C）TfMYBML2-SRDX、
（D）TfMYBML３-SRDX 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．花弁表皮細胞の形態観察 
（A）は SEM 観察を行った花弁の部位を示
している。（B）は SEM 観察結果を示してい
る。 
 
（２）TfMYBML3 のプロモーター::GUS 形
質転換体の作出 
 遺伝子導入操作を 2 回行った。遺伝子導入
操作後、カルス形成期の葉片で GUS 活性を
有するのか調査を行った。#114 の個体では
20 個体中 2 個体でブルースポットが確認さ
れた。#115 個体では 30 個体中 3 個体でブル
ースポットが確認された（図 3）。これよりに
再分化シュートで TfMYBML3 プロモーター
は活性を有することが示唆された。この結果
から、TfMYBML3 は花弁特異的ではないこ
とが推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
図３．トレニア再分化シュートの GUS 染色
の様子 
 
（３）TfMYBML3 の局在解析 
 TfMYBML3 が花弁特異的か調査するため、
葉、老化葉、茎、根を用いて qRT-PCR によ
る遺伝子発現解析を行ったところ、葉で発現
量が多く、老化葉、茎および根においても遺

伝子発現していることが示された（図３）。
TfMYBML3-SRDX 形質転換体において葉、
茎および根の形態に変化は認められないが、
TfMYBML3-SRDX 形質転換体の無菌培養時
に若い葉にトルイジンブルーを処理した際
に青色に染まることから、ワックス層の形成
に関与していることが考えられている。その
ため、若い葉での TfMYBML3 の発現は、ワ
ックス層の形成あるいは維持に関与してい
る と 考 え ら れ た 。 以 上 の こ と か ら 、
TfMYBML3 は花弁以外でも発現しており、
葉においてはワックス層の形成あるいは維
持、花弁においてはブロッチ部の花弁表皮細
胞の形態に関与する転写因子であることが
明らかになった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
図３．組織別の TfMYBML3 発現解析 
n=3 標準偏差を示した．TfACT2 との相対値
で示した。 
 
（４）新規花弁表皮細胞関連転写因子遺伝子
の探索 
 RNA-seq 解析により花弁表皮細胞の形態
が変化した TCP3-SRDX 形質転換体で発現
上昇あるいは発現減少している TCP 転写因
子を抽出し、3 種類の遺伝子について遺伝子
単離を行った。2 種類（TfTCP7、TfTCP8）
は Class I TCP ファミリー特有のアミノ酸残
基を有していた。1 つ（TfTCP10）は、Class 
II TCP ファミリー特有のアミノ酸残基を有
しており、このファミリーが形態形成に関わ
る TCP 転写因子を構成していることから、
TfTCP10 も形態形成に関与する転写因子で
あることが推察された。TCP3-SRDX 形質転
換体と野生型の花弁を用いて予備的な遺伝
子発現解析を行った結果、TfTCP7、TfTCP8
の遺伝子発現は野生型と同等であったが、
TfTCP10 は TCP3-SRDX 形質転換体におい
て発現量が野生型に比べ 3倍多いことが認め
られた。TfTCP10 が花弁表皮細胞の形態に関
与しているのか機能解析を行う必要がある。 
 
 

 
 
 
 
 
 
図４．野生型および TCP3SRDX 形質転換体の
花弁における TfTCP10の遺伝子発現解析 
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