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Molecular mechanisms underlying cytokinin-induced ornamental flower 
morphology and its application in breeding

- Using torenia as a model floricultural plant -

Tomoya Niki

Summary

For floricultural plants, flower morphology is one of the most important traits determining attractiveness and 

commercial value. Improvement of flower morphology toward more ornamental flowers is a major objective of breeding 

programs, but conventional breeding programs can be time-consuming, and the development of efficient breeding 

methods is desired. In recent studies, treatment with forchlorfenuron (CPPU), an inhibitor of the cytokinin degradation 

enzyme cytokinin oxidase/dehydrogenase (CKX), induces morphological changes in flowers of torenia (Torenia 

fournieri L.) depending on the floral stage of CPPU treatment. 

In this study, we aimed to elucidate the molecular mechanism responsible for CPPU-induced morphological changes 

in torenia flowers. Furthermore, we employed floral organ-specific promotion of cytokinin biosynthesis using transgenic 

technologies to produce torenia with ornamental flower morphologies.

In the work described in Chapter 2, we investigated the temporal and spatial distributions of cytokinin signals in 

CPPU-treated flower buds as indicated by type-A response regulator (RR) and CKX gene expression. Quantitative real-

time PCR analysis showed that the expression of both TfRR1 and TfCKX5 was induced from 1 day after CPPU treatment 

in sepals, petals, stamens, and pistils and maintained at a high level until 5 days after treatment when the earliest 

morphological changes due to CPPU treatment were observed. In situ hybridization analysis showed weak expression of 

both genes in stamens and pistils through all floral stages of untreated flower buds. However, when CPPU was applied at 

the sepal development stage, expression of both genes was strongly induced at the abaxial side of the stamen primordia, 

which are sites of initiation of the wide paracorolla. When CPPU was applied during the early stage of corolla 

development, high expression of these genes was observed in the stamen and in the basal and middle parts of the petal, 

which are the sites of initiation of the narrow paracorolla. When CPPU was applied during the middle corolla 
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development stage, strong expression of these genes was detected in the middle to apical parts of the petal, which is the 

site of changes in the distribution pattern of vascular bundles and the resulting serrated margins．

In the work described in Chapter 3, we investigated the morphological properties and the role of floral homeotic genes 

in the formation of two CPPU-induced types of paracorolla, wide and narrow paracorolla. The morphology of epidermal 

cells and distribution pattern of vascular bundles were the same in wide paracorolla as in petals; however, in the narrow 

paracorolla, the morphology of epidermal cells was either petal-like or stamen-like, and the distribution pattern of 

vascular bundles was stamen-like. In situ hybridization analysis of floral homeotic genes showed that a class A gene, T．

fournieri SQUAMOSA (TfSQUA), and the class B genes, TfDEFICIENS (TfDEF) and TfGLOBOSA (TfGLO), were 

expressed in the broad region of the primordia of the wide paracorolla, as in petals. Class C genes, TfPLENA1 (TfPLE1) 

and TfFARINELLI (TfFAR), were only expressed at margins of the paracorolla primordia. However, in primordia of the 

narrow paracorolla, TfSQUA and one of the class C genes (TfPLE1) was expressed only at the margin of the primordia, 

whereas the class B genes were expressed in a broad region of the primordia, similar to the case of the primordia of the 

wide paracorolla. Thus, this expression pattern in the narrow paracorolla was intermediate between that of petals and 

stamens. Furthermore, these expression patterns were similar to those at the paracorolla initiation sites．

In the work described in Chapter 4, we introduced Arabidopsis isopentenyltransferase 4 (AtIPT4) into torenia under the 

control of the APETALA1 (AP1) or APETALA3 (AP3) promoter to characterize the relationship between organ-specific 

promotion of cytokinin biosynthesis within flower buds and flower morphology. AP1::AtIPT4 plants had an increased 

number of petals, whereas AP3::AtIPT4 plants had expanded corolla, paracorolla, and serrated petal margins along with 

an increased number of petals. In AP3::AtIPT4 plants, marked receptacle enlargement was observed when flower buds 

were in the early corolla development stage in which the paracorolla primordia differentiate. As expected, AtIPT4 was 

expressed in the sepals and petals of AP1::AtIPT4 plants and in the petals and stamens of AP3::AtIPT4 plants. Cytokinin 

signals as revealed by TfRR1 and TfCKX5 expression were elevated in the floral organs in which the transgene was 

expressed. 

The results described above suggest that the paracorolla and serrated petal margins are induced by high localized 

levels of cytokinin signals at the site of those morphological changes (Chapter 2). The expression patterns of floral 

homeotic genes at the early stage of paracorolla development determine paracorolla morphology, and the expression 

pattern is determined by the site within flower buds where the paracorolla is formed (Chapter 3).  Localized cytokinin 

signals in sepals and petals increase in the petal number, whereas those signals in petals and stamens are necessary to 

induce corolla expansion, paracorollas and serrated petal margins (Chapters 4 and 5). Furthermore, both receptacle 

enlargement and localization of elevated cytokinin signals to the paracorolla initiation site are necessary for stable 

induction of the paracorollas (Chapter 5). These findings may aid in the development of efficient breeding methods for 

improvement of flower morphology.

Key Words: cytokinin, flower morphology, genetic modification, MADS-box genes, paracorolla, spatial distribution, 

torenia
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第 1 章　序　論

　花の形は，花色や香りと同様，花きの観賞価値を左右

する重要な形質の 1つである．野生種で目にするのは一

重で小輪の花である場合が多いのに対し，日本の主要切

り花であるキク，カーネーション，バラ等を見ると，八

重などの装飾的な花形を持つ大輪品種が主に流通してい

る．例えば，カーネーションの起源の 1つと考えられて

いる原種（Dianthus caryophyllus L.）の直径1-2cmの一

重の花と，流通品種の直径8cmにもなる八重の花を比

べれば，同じ品目でもその印象が全く異なるほど，花の

形はインパクトを与える形質であると言える（西島，

2007; Nishijima, 2012）．また，消費者も多様な花形を求

める傾向にあり，八重，大輪，副花冠など，育種によっ

て装飾性の高い花形を付与することにより，同じ品目で

も経済的価値が向上する例が多い．例えば，現在わが国

での切り花生産額が 5位となっているトルコギキョウ

は，50年前にはほとんど生産がなかったが，原種に近い

一重で中輪の花形から，八重，花弁周縁の鋸歯，大輪な

ど，様々な花形が育種されるとともに，花色が多様化し

たことにより，主要な花きに成長した（八代，1994）．

従って，花の形の改良は重要な育種目標である．

　これらの多様な花形の獲得は，これまで突然変異育種

ならびに交雑育種に依存して行われてきたが，交雑可能

な遺伝資源に無い新たな花形は偶然に発生した場合が多

く，また，それらの変異は程度が弱い，あるいは不安定

であるのが普通である．さらに，育種現場で選抜したこ

のような変異から，安定した装飾的な花形を得るには長

い年月を要するのが一般的である（西島，2007）．例え

ば，カーネーションでは，小輪で一重の原種の花形から

大輪で八重の品種を育種するのに，少なくとも1000年を

要している（武田，1996; Nishijima, 2012）．また，人工

的な突然変異誘発法や受精胚培養法などの効率的な育種

法が確立された時期に育種が開始されたトルコギキョウ

においてさえも，多様な花形の品種を育種するのに40年

程度の年月を要し，現在でも変異が拡大中である（八代，

1994）．従って，花形を改良するための育種に要する時

間を短縮することは，重要な課題である．装飾的な花形

を短期間で計画的に得ることが出来れば，原種に近い花

形しか存在せず，観賞価値が注目されていない品目から

魅力的な花形を作り出し，新たな需要を開拓することが

可能になると考えられる．そのためには，DNAマーカー

による有用形質の選抜や，遺伝子組換えなどの分子生物

学的な手法の利用も有効な手段の 1つであると考えられ

る．近年では，遺伝子解析技術が飛躍的に進歩し，これ

までゲノム解析が遅れていた花きでも，キクやカーネー

ションなどのゲノム解析が進行し，ゲノム情報に基づく

育種手法の開発も可能になろうとしている（Tanase et 

al., 2012; Wang et al., 2013）．また，花きにおける組換え

体の作出あるいは遺伝子発現用のプロモーターの開発な
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ども進歩している（Chandler and Sanchez, 2012; Potenza 

et al., 2004; Shibata, 2008）．しかしながら，これらの技

術を花形の改変に応用するためには，装飾的な花形が発

生するメカニズムの解明が不可欠となる．

　装飾的な花形のうち，雄蕊ならびに雌ずいの花弁化に

よる八重化については，花器官の形態形成に関わるホメ

オティック遺伝子の変異によって出現することが知られ

ている．基本的な花器官である萼片，花弁，雄蕊および

雌ずいの形態形成については，シロイヌナズナおよびキ

ンギョソウを中心として遺伝子レベルでの解析が進み，

転写因子をコードしている 3つのクラスの花器官ホメオ

ティック遺伝子による ABCモデルにより花器官のアイ

デンティティーの決定が説明されている（Fig. 1; 

Bowman et al., 1991; Coen and Meyerowitz, 1991; 

Rijpkema et al., 2007）．花器官を 4つの花輪（whorl）と

見た場合，一番外側の whorl 1では class A遺伝子が単独

で発現することにより萼片が，whorl 2では class Aと B

遺伝子が重複して発現することにより花弁が，whorl 3

では class Bと C遺伝子が重複して発現することにより

雄蕊が，最も内側の whorl 4では class C遺伝子が単独で

発現することにより雌ずいが形成される．また，class A

と C遺伝子は互いに発現を抑制することにより，発現

が重複しないように制御されている（Drews et al., 1991; 

Gustafson-Brown et al., 1994）．シロイヌナズナの class 

C遺伝子（AGAMOUS; AG）の突然変異体では雄蕊が花

弁に，また雌ずいが新たな花に変化することが示されて

いるが（Yanofsky et al., 1990），この花形変化は，whorl 

3および whorl 4において class C遺伝子の発現が失われ

たことにより，class A遺伝子が whorl 3および whorl 4

でも発現し，これらの whorlにおける花器官ホメオ

ティック遺伝子の組合せが，花弁を誘導する class Aと

B遺伝子の組み合わせに変化することにより引き起こさ

れている（Drews et al., 1991）．キンギョソウでは 2種

類の class C 遺伝子（PLENA; PLE, FARINELLI; FAR）

が単離されているが，ple突然変異体では雄蕊および雌

ずいが花弁あるいは花弁様の花器官に変化し（Bradley 

et al., 1993），さらに，ple/far二重変異体では，雌ずい

が完全に花弁化することが示されている（Davies et al., 

1999）．また，遺伝子組換えにより，これらの遺伝子の

発現を制御することによって花の形を変化させることも

可能であり，シロイヌナズナの ag突然変異体において，

すべての whorlで 2つの class B遺伝子（APETALA3; 

AP3, PISTILLATA; PI）を発現させることにより，全て

の花器官が花弁化した花も作り出されている（Krizek 

and Meyerowitz, 1996）．現在では，雌ずいを細分化し，

最も内側を whorl 5として，whorl 5において発現して胚

珠の形成に関わる class D遺伝子，さらには whorl 2か

ら whorl 5にかけて発現し，class A, B, C遺伝子と相互

作用することで，これらの遺伝子が機能するのに必要な

class E遺伝子が追加されたモデルも提唱されている

（Fig. 1; Ferrario et al., 2004）．

　一方，近年，花の形の制御には，植物ホルモンのサイ

トカイニンが関与することが明らかにされている．シロ

イヌナズナでは，花芽に Benzylaminopurine（BA）を投

与することにより，花弁，雄蕊，雌ずいの各花器官数の

増加が認められている（Lindsay et al., 2006; Venglat and 

Sawhney, 1996）．これらの花形変化は，サイトカイニン

により茎頂分裂組織の活性に関わる遺伝子の発現が上昇

することにより引き起こされていると考えられている

（Lindsay et al., 2006; Rupp et al., 1999）．ペチュニアでは，

サイトカイニン処理により花冠の細胞数が増加し，花冠

が拡大することが示されている（Nishijima, 2012; 

Fig. 1. The ABCDE model determining floral organ identity．
Former model, i．e., ABC model, did not include class D and E genes, and both of carpel and ovule belong to whorl 
4．
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Nishijima et al., 2006）．さらに，大輪化の原因遺伝子で

ある Grandiflora遺伝子の遺伝子型が大輪化に重要であ

ることが知られているが（Ewart, 1984），サイトカイニ

ンの生合成経路および初期情報伝達経路に関わる遺伝子

の発現も，この遺伝子型により影響を受けることが示さ

れている（Nishijima, 2012; Nishijima et al., 2011a, b）．

　サイトカイニン生合成経路についてはすでに研究が進

み，サイトカイニン生合成に関わる遺伝子も明らかにさ

れ て い る（Fig. 2; Frébort et al., 2011; Werner and 

Schmülling, 2009）．植物におけるサイトカイニンの生合

成 は，isopentenyltransferase（IPT） が 触 媒 す る

dimethylallyl diphosphateを基質とした ATPおよび ADP

のイソペンテニル化から始まり（Kakimoto, 2001; Takei 

et al., 2001），ヌクレオチド型の前駆体を経て，cytokinin 

nucleoside 5＇-monophosphate phosphoribohydrolase

（LOG）による 1ステップの反応により活性型のサイト

カ イ ニ ン で あ る N6-(Δ2-isopentenyl) adenine (iP) や

trans-zeatin (tZ)が合成される（Kurakawa et al., 2007）．

一方，触媒する酵素の遺伝子は単離されていないもの

の，nucleotidationと nucleosidationの 2ステップの反

応により活性型サイトカイニンが合成されるとする説も

ある（Auer, 2002; Chen and Kristpeit, 1981）．これらの

活性型サイトカイニンは，サイトカイニンの分解を司る

サ イ ト カ イ ニ ン 酸 化 酵 素（Cytokinin oxidase/

dehydrogenase; CKX）により，イソプレノイド側鎖の

酸 化 分 解（Schmüllung et al., 2003）， あ る い は

glycosyltransferaseによる配糖化によって不活性化され

る（Hou et al., 2004）．

　また，サイトカイニンシグナル伝達経路については，

シロイヌナズナによる研究から，二成分制御系を介して

伝達されることが明らかになっている（Fig. 2; Mizuno, 

2005; Müller, 2011）．サイトカイニンが受容体である

Histidine kinaseに結合することにより，受容体が自身

の Histidine kinaseにより自己リン酸化された後，リン

酸がリン酸転移因子に受け渡され，核内に移行後に転写

因子である type-B response regulator（RR）をリン酸化

する．これによって type-B RRが活性化され，標的遺伝

子の転写が調節されることでサイトカイニンシグナルが

Fig. 2. Cytokinin biosynthesis and early signal transduction pathways．
Bold letters indicate catalytic enzymes. Biologically active cytokinins are boxed by red line. Broken lines indicate 
inactivation of biologically active cytokinins by CKX (blue line) or GT (green line). CPPU inhibits CKX activity. ADP, 
adenosine 5′-diphosphate; AMP, adenosine 5′-monophosphate; ATP, adenosine 5′-triphosphate; DMAPP, 
dimethylallyl diphosphate; CKX, cytokinin oxidase/dehydrogenase; CPPU, forchlorfenuron; DZ, dihydrozeatin; GT, 
glycosyltransferase; HK, receptor histidine protein kinase; HPt, histidine phosphotransfer protein; iP, N6-(Δ2- 
isopentenyl)adenine; iPR, iP riboside; iPRDP, iPR 5′-diphosphate; iPRMP, iPR 5′-monophosphate; iPRTP, iPR 5′- 
triphosphate; IPT, isopentenyltransferase; phosphoribohydrolase; RR, response regulator; tZ, trans-zeatin; tZR, tZ 
riboside; tZRDP, tZR 5′-diphosphate; tZRMP, tZR 5′-monophosphate; tZRTP, tZR 5′-triphosphate．
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伝達される．一方，type-A RR遺伝子は type-B RRの標

的遺伝子の 1つとしてサイトカイニンにより発現が誘導

され，その翻訳産物は，type-B RRのリン酸化と競合す

ることにより，サイトカイニンシグナルの負のフィード

バック調節に関与していると考えられている（Müller, 

2011; Rashotte et al., 2003）．

　トレニア（Torenia fournieri L.）では，花芽に CKXの

阻害剤であるホルクロルフェニュロン（CPPU）を処理

することにより（Bilyeu et al., 2001），花弁数の増加，花

弁周縁の鋸歯，副花冠の発生など，様々な装飾的な花形

が誘導される（Nishijima and Shima, 2006）．この場合，

CPPU処理を行う花芽の発達ステージに依存して特定の

花形が誘導される．つまり，花芽が未分化のステージ 0

から，花芽の原基発生期であるステージ 1および萼片形

成期であるステージ 2において CPPU処理した場合に

は花弁数の増加が，萼片伸長期であるステージ 3から花

弁，雄蕊および雌ずい形成期であるステージ 4の処理で

は幅広い副花冠が，花弁伸長初期であるステージ 5の処

理では細長い副花冠が，花弁伸長中期であるステージ 6

および花弁伸長後期であるステージ 7の処理では花弁周

縁に鋸歯が，それぞれ誘導される（Nishijima and 

Shima, 2006）．CPPUは CKXの阻害剤であることから

（Bilyeu et al., 2001），花芽内の部位特異的にサイトカイ

ニンが蓄積し，そのために様々な花形変化が引き起こさ

れていると考えられる . CPPU処理を行ったトレニアで

誘導される花形のうち，特に副花冠については，植物全

体を見てもスイセン，トウワタ，キンギョソウ，トケイ

ソウなど，ごく限られた種に特異的な花器官で，これら

の種の観賞価値の形成に大きく貢献している（Troll, 

1957）．

　トレニアは，アゼトウガラシ科の 1年生草本植物で

（Huxley et al., 1992; Rahmanzadeh et al., 2005），耐暑性

に優れ，花壇苗として生産・利用されている．ゲノムサ

イズは約171 Mbp程度と（Kikuchi et al., 2006），シロイ

ヌナズナ（157 Mbp）と同程度に小さく（Bennett et al., 

2003），現在全ゲノム解析が進行しつつある（東山，私

信）．トレニアは形質転換効率が高く（Aida, 2008），ま

た，交配による後代の取得だけでなく，挿し芽で維持・

増殖できることから，遺伝子組換えによる研究用花きと

しても扱いやすい．これまでに，花の老化遅延（Aida et 

al., 1998; Tanase et al., 2010），花色の改変（Aida et al., 

2000; Ono et al., 2006），わい化などの形質の付与が報告

されている（Niki et al., 2006a）．トレニアは，播種から

開花までの期間が 3ヶ月程度と短いことから，短期間に

花形変化の有無を確認でき，また，花茎が2-3cm程度

と大きいため，花形の変化が目で見てわかりやすい．さ

らに，花形のバラエティーが少ないことから，サイトカ

イニン生合成遺伝子を利用した遺伝子組換えによる花形

改変のモデルとしても適していると考えられる．

　そこで本研究では，まず第 2章において，CPPU処理

によってトレニアに装飾的な花形が誘導される実験系を

用いて，特定の花形変化が誘導される際の，花芽内にお

けるサイトカイニンシグナルの空間的，時間的な分布パ

ターンを解析することにより，装飾的な花形が誘導され

る分子機構を明らかにしようとした．次に，第 3章では，

CPPU処理により誘導される副花冠の形態と花器官ホメ

オティック遺伝子の発現を解析することにより，副花冠

の形態の制御機構を解析した．第 4章では，これらの結

果に基づいて，サイトカイニン生合成遺伝子を用いたト

レニアの遺伝子組換えにより，サイトカイニンの蓄積を

花芽の部位特異的に制御することによる，花形改良技術

の開発の可能性について検討を行った . 最後に第 5章に

おいて，各章の結果を横断的に俯瞰し，装飾的な花形変

化に関する，より普遍的な分子機構について考察すると

ともに，今後の基礎研究ならびに実用化を目指した応用

研究の展開方向について考察した．

第 2 章　CPPU 処理により誘導される装飾的な花形と

サイトカイニンシグナルの局在性の関係の解析

1 ．緒　言

　CPPUは，ジフェニルウレア系サイトカイニンに分類

される合成サイトカイニンであり（Mok and Mok, 

2001），メロンの着果・肥大促進（池田ら，1990；早田

ら，1990），スイカの単為結果誘導（早田ら，1991），ト

マトの空洞果抑制（片岡ら，1994），ヤマブドウの単為

結果誘導（小岩井ら，2012）などの効果が報告され，植

物生長調節剤として利用されている．トレニアでは，花

芽への CPPU処理により，花芽発達ステージに依存し

て特定の花形が誘導される（Nishijima and Shima, 

2006）．萼片伸長期（ステージ 3）から花弁，雄蕊およ

び雌ずい形成期（ステージ 4）の花芽に CPPU処理し

た場合には，ステージ 4後期に，発達初期の花弁の基部

から幅広い副花冠の原基が発生し，花弁伸長初期（ス

テージ 5）の花芽に CPPU処理した場合には，花弁伸

長中期（ステージ 6）後半のやや発達した花弁の中央部

から細長い副花冠の原基が発生する．また，ステージ 6

および花弁伸長後期（ステージ 7）の処理では，ステー
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ジ 7後期に花弁周縁に鋸歯が発生する．CPPUは活性型

サイトカイニンを分解する CKXの阻害剤であることか

ら（Bilyeu et al., 2001），CPPU処理したトレニアでは，

処理を行う花芽発達ステージによって花芽内におけるサ

イトカイニン濃度の高い部位の分布が異なり，そのため

に処理時の花芽発達ステージに依存して特定の花形が誘

導されると予想される．しかしながら，微小な花芽内の

サイトカイニン濃度の分布を解析することは非常に困難

である．そこで，サイトカイニン応答性遺伝子を解析す

ることにより，サイトカイニンシグナルの分布を明らか

にしようとした．

　サイトカイニン応答性遺伝子として，type-A RR遺伝

子が挙げられる（Rashotte et al., 2003; Müller, 2011）．

type-A RR遺伝子の発現は，サイトカイニン処理により

短時間に，かつサイトカイニンシグナルの強さに応じて

誘導されることから，サイトカイニンシグナルの強さの

指標になると考えられる（Brandstatter and Kieber, 1998; 

D＇Agostino et al., 2000; Nishijima et al., 2011b; Taniguchi 

et al., 1998）．また，他の候補として，CKX遺伝子が挙

げられる . CKX遺伝子もサイトカイニンにより著しく発

現が誘導されるとともに，活性型サイトカイニンを不活

性化することにより，サイトカイニン濃度のフィード

バック制御に関与すると考えられている（Brugière et 

al., 2003; Kiba et al., 2005; Nishijima et al., 2011a）．従っ

て，CKX遺伝子の発現も，サイトカイニンシグナルの

強さの指標になり得ると考えられる．

　一方，トレニアに BAを処理した場合には，CPPU処

理のような花形変化は誘導されない（Nishijima and 

Shima, 2006）. CPPUと BAの活性を比較した場合，タ

バコのカルスの増殖に対しては，BAに比べて，CPPU

は1/10の濃度で効果を示す（Takahashi et al., 1978）．ペ

チュニアの花冠拡大作用においても，BAに比べて，

CPPUは1/30の低い濃度で効果を示す（Nishijima et al., 

2006）．トレニアの場合には，1000μMの BA処理でも

花形変化は誘導されないが，CPPUでは，0.3 μMの処

理でも花形変化が誘導される（Nishijima and Shima, 

2006）．従って，花形変化に対する CPPU処理と BA処

理には，単に活性の違いだけでなく，質的な作用の違い

があると考えられる．その違いには，花芽内におけるサ

イトカイニンシグナルの挙動が関与すると予想される．

　そこで，まずトレニアから，type-A RR遺伝子および

CKX遺伝子をクローニングした . type-A RR遺伝子，

CKX遺伝子とも，サイトカイニンにより誘導されるこ

とが知られているが，いずれも複数の遺伝子によるファ

ミリーを形成するとともに，遺伝子ごとにサイトカイニ

ンに対する応答性が異なることも示されていることから

（D＇Agostino et al., 2000; Kiba et al., 2005），サイトカイニ

ン応答性が高く，サイトカイニンシグナルの指標として

適したクローンを選定した．その上で，CPPU処理に

よって花形変化，特に形態の異なる副花冠および花弁周

縁の鋸歯が誘導される際，これらの遺伝子の発現が花芽

内で空間的，時間的にどのように変化するかを明らかに

することにより，副花冠ならびに花弁周縁の鋸歯の誘導

に必要なサイトカイニンシグナルの局在パターンを明ら

かにしようとした．

2 ．材料および方法

1 ）植物材料

　Torenia fournieri ＇Dwarf White’（サカタのタネ）を供

試 し た． 種 子 を 園 芸 培 土（Metro-Mix 350; Sun Gro 

Horticulture Canada）中で発芽させた後，幼苗をプラス

チックポットの園芸培土（クレハ）に定植し，25℃ /20℃

（昼／夜）に調節した蛍光灯下（180 μmol·m－2·s－1 PPFD（12

時間明期／12時間暗期））のインキュベータ内で栽培し

た．

2 ）CPPU および BA 処理

　CPPU（Sigma-Aldrich）および BA（和光純薬工業）

溶液は20％（v/v）アセトン溶液として調整し（Nishijima 

and Shima, 2006），8 μL の3 μM CPPU あ る い は100  

μM BA溶液を，マイクロピペットにより花房の先端部

に点滴した．本研究で用いた CPPUの濃度は，トレニ

アの花形変化を誘導するのに十分な濃度であり

（Nishijima and Shima, 2006），BAの濃度については，ペ

チュニアの花冠拡大作用において CPPUと同等の効果

を示す濃度比とした（Nishijima et al., 2006）．なお，花

形変化が誘導されない10 mm以上のつぼみは切除した．

3 ）type-A RR およびCKX 遺伝子のクローニングと系

統樹解析

　若い花芽を液体窒素で凍結後，ジルコニアビーズを用

いて破砕し，RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen Sciences）

および RNase-Free DNase Set（Qiagen Sciences）を用

いて total RNAを抽出した後，CapFishing Full-length 

cDNA Premix Kit（Seegene）を用いて cDNA合成を行っ

た．type-A RRおよび CKX遺伝子について，それぞれア

ミノ酸配列の保存性の高い領域においてディジェネレー

トプライマーを設計した（Table 1）．これらのディジェ

ネレートプライマーを用いた PCRにより得られた

cDNA断片を pGEM-T Easy vector（Promega）に挿入し，
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BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied 

Biosystems） を 用 い て，ABI PRISM 3100 Genetic 

Analyzer（Applied Biosystems）により塩基配列を解析

した．これらの塩基配列を基に，それぞれの遺伝子特異

的なプライマーを設計し， 5＇ および 3＇ RACE法により

上流および下流の塩基配列を解析した後，KOD Plus 

DNA polymerase（東洋紡）を用いて完全長の cDNAを

増幅した（Table 2）．これらの完全長 cDNAの塩基配列

を解析し，DDBJ（http://www.ddbj.nig.ac.jp）に登録し

た．アクセッション番号は Fig. 3と Fig. 4の脚注に記載

した．

　遺伝子の系統樹解析には CLUSTAL W（http://

clustalw.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）を用い，クローニング

した type-A RRおよび CKX遺伝子の配列から推定され

る全長のアミノ酸配列とシロイヌナズナの遺伝子とを比

較した．また，系統樹は neighbor-joining法により，

NJplot（http://pbil.univ-lyon1.fr/software/njplot.html）

を用いて作成した．

4 ）定量 PCR 解析

　無処理および CPPUまたは BA処理した花芽を用い，

萼片，花弁，雄蕊，雌ずいのそれぞれの花器官から，前

項と同様の方法で total RNAを抽出した後，Transcriptor 

First Strand cDNA Synthesis Kit（ロシュ・ダイアグノス

ティックス）を用いて cDNA合成を行った．トレニア

の各 TfRRおよび TfCKX遺伝子ならびに内部標準として

Actin遺伝子（TfACT3; AB330989）について，オープン

リーディングフレームの 3’末端部および 3＇-非翻訳領域

に各遺伝子特異的なプライマーを設計した（Table 3）．

各遺伝子の発現量は，SYBR Premix Ex Taq（タカラバ

イオ）を用いて，LightCycler 350S（ロシュ・ダイアグ

ノスティックス）による PCRにより定量した．PCR反

応は，95℃ /10秒の前処理の後，95℃ /5秒，60℃ /10秒，

72℃ /5-7秒の反応を50サイクル繰り返し，非特異的な

増幅産物の混入を防ぐために，各サイクルの伸長期の最

後 に，TfCKX1お よ び TfCKX2は73℃，TfCKX3は74℃，

TfRR2は75℃，TfRR1は76℃，TfACT3は77℃，TfCKX4

Table 1. Degenerate primers used for isolation of cDNAs of TfRR and TfCKX genes.

Target gene Direction Primer sequence
TfRRs forward 5＇-CAYGTIYTIGCIGTIGAYGA-3＇

reverse 5＇-YTSIGCICCYTCYTCIARRCA-3＇
TfCKXs forward 5＇-GTIKCIGCIMGIGGICAIGGICA-3＇

forward 5＇-TGGACIGAYTAYYTIYAYYTIACIGTIGG-3＇
forward 5＇-GGIGGIYTIGGICARTTYGGIRTIATHAC-3＇
forward 5＇-TGGGAIGTICCICAYCCITGGYTIAA-3＇
forward 5＇-CCIGTITCITGGACIGAYTAYTTRTA-3＇
reverse 5＇-TGICCIGGIGMIARIAKIGYYHKIGGRTC-3＇
reverse 5＇-TTIARCCAIGGRTGIGGIACITCCCA-3＇
reverse 5＇-GTDATIAYICCRAAYTGICCIARICCICC-3＇
reverse 5＇-TGICCIGGIGAYAAIAGIITYTTIGGRTCRAA-3＇

Table 2. Primers used for isolation of full-length cDNAs of TfRR and TfCKX genes.

Target gene Direction Primer sequence
TfRR1 forward 5＇-TTACCTCTCATCACTGTAACGCA-3＇

reverse 5＇-AATGAAACAACTGACTTGGAAATTC-3＇
TfRR2 forward 5＇-TACTATGATTCTGTAGGTTGGCGT-3＇

reverse 5＇-GCAGCGCACCTCAATTATAAG-3＇
TfCKX1 forward 5＇-TTCCCCTCCTCATCTTACACC-3＇

reverse 5＇-TTGCCATAAAGCGTCGAAAT-3＇
TfCKX2 forward 5＇-CACAAAATCACGCACTGACACA-3＇

reverse 5＇-CAGAATAATTAACAATTACCATTGCG-3＇
TfCKX3 forward 5＇-CTTTCCTTCCTACGGTCAAATC-3＇

reverse 5＇-TGAAGCAAAGGCAGGACTAAC-3＇
TfCKX4 forward 5＇-ACTTTCAAGAATCTCGACAGCA-3＇

reverse 5＇-AATTCGATAGTAAAAGCGCATA-3＇
TfCKX5 forward 5＇-ACCACACTAAAATCATACTCTCCTC-3＇

reverse 5＇-CCACTAATATTAAAAATGTAAACTCCAC-3＇
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および TfCKX5は78℃において，蛍光量を測定した．

データは LightCycler software version 3.5（ロシュ・ダ

イアグノスティックス）により解析した．TfRRおよび

TfCKX遺伝子の全長 cDNAあるいは TfACT3遺伝子の部

分 cDNAを持つプラスミドを用いて検量線を作成し，

各遺伝子の発現量は，TfACT3に対する相対的な発現量

で示した．これらの解析は，独立した 3回の実験結果に

基づく．

5 ）in situ ハイブリダイゼーション解析

　無処理および CPPU処理後 3日目および CPPUによ

る形態変化が現れる 7日目の花芽を解析に用いた．花芽

は， 氷 冷 し た FAA（50％（v/v）ethanol, 10％（v/v）

formaldehyde, 5％（v/v）acetic acid）中で減圧処理し，

さらに 4℃で 4時間以上固定後，2-methyl-2-propanol

（2M2P）を含むエタノールシリーズ（ 0：30％， 0：

50％， 10：50％，20：50％，35：50％，50：40％，75：

25％（v/v））で脱水し，2M2Pに置換後，パラフィンで

包埋した．ミクロトーム（RM2145，Leica biosystems）

を用いて8μm厚の切片を作製し，42℃のスライドガラ

ス上で一晩乾燥させた．in situハイブリダイゼーション

は Hiraiら（2007）の方法に基づいて行った．切片は

xylene中で脱パラフィンし，エタノールシリーズ

（100％，90％，80％，70％，50％（v/v））中で水和後，

PBSバッファー（0.1 M NaCl, 10 mM NaH2PO4, 10 mM 

Na2HPO4, pH 7.4）中で洗浄し，PBSバッファー中で

37℃，30分間，1 μg·mL－1 proteinase K（ロシュ・ダイ

アグノスティックス）処理を行った．0.2％ glycineを含

む PBSバッファー中で proteinase Kの反応を停止し，

PBSバッファー中で洗浄後，0.1 M triethanolamine HCl

（pH 8.0）および0.25％ acetic anhydride中で20分間アセ

チル化した． 1％ Triton X-100を含む PBSバッファー中

でアセチル化の反応を停止し，PBSバッファー中で洗

浄後，スライドガラス当たり150 μLのハイブリダイ

ゼーションバッファー（50％ formamide, 4× saline-

sodium citrate (SSC), 1× Denhardt＇s solution, 1 mg·mL－1 

Escherichia coli tRNA, 0.5 mg·mL－1 salmon sperm DNA）

を乗せ，室温で 2時間プレハイブリダイゼーションを

行った．その後，digoxigenin（DIG）ラベルした TfRR1

または TfCKX5遺伝子特異的な antisense鎖または対照

区として sense鎖の RNAプローブを用いてハイブリダ

イゼーションを行った．RNAプローブは，クローニン

グした cDNAを鋳型とし，T7または SP6プロモーター

配列を持ち， 3＇-非翻訳領域を中心とした各遺伝子特異

的なプライマー（Table 4）を用いた PCR断片から，

DIG RNA Labeling Kit（ロシュ・ダイアグノスティック

ス）を用いて作製した．これらの PCR断片から，T7

（senseプローブ用）または SP6（anti-senseプローブ用）

RNA polymeraseにより DIGラベルした RNAを作製し，

エタノール沈殿による精製後，各 RNAプローブとして

用いた．スライドガラス当たりのプローブ濃度を800 

ng·mL－1 に調整した150 μLのハイブリダイゼーション

バッファー中で，62℃で一晩，ハイブリダイゼーション

を行った．ハイブリダイゼーション後，0.2× SSC中，

65℃で 2時間洗浄し，続いて室温の NTバッファー（0.15 

M NaCl, 0.1 M Tris-HCl, pH 7.5）中で洗浄した．さらに

1％ blocking reagent（ロシュ・ダイアグノスティック

Table 3. Primers used for qPCR analysis of TfRR and TfCKX genes.

Target gene Product length Direction Primer sequence
TfRR1 155 bp forward 5＇-AGATTATTAGTTGTTCTCCTCTGT-3＇

reverse 5＇-CTTGGAAATTCAACCACATCA-3＇
TfRR2 155 bp forward 5＇-GCTGCAATGTTGAAGAACATG-3＇

reverse 5＇-CAGCGCACCTCAATTATAAG-3＇
TfCKX1 124 bp forward 5＇-CCCATATCAGTTTTGTGACACA-3＇

reverse 5＇-CATACTTACAGTTGTTGAGGAGGA-3＇
TfCKX2 158 bp forward 5＇-CCGTTGATTAATCCTAGTG-3＇

reverse 5＇-AGAGAGACAATCACGATACATC-3＇
TfCKX3 169 bp forward 5＇-TCAAGAAATTGGAAGAAGGCC-3＇

reverse 5＇-CCAATATATAATTCATTTCCCCACT-3＇
TfCKX4 146 bp forward 5＇-CCAAAGACTTGGAACAACAGTG-3＇

reverse 5＇-GATTGCTCTACATCTGAGAGACC-3＇
TfCKX5 117 bp forward 5＇-AGAAAGTTGAAGTTCGATCCCG-3＇

reverse 5＇-TTACATTCCACAGACCACAACTG-3＇
TfACT3 145 bp forward 5＇-TGCAGTAAAGTGTATTGTGGAAG-3＇

reverse 5＇-GGAACTATCTGGGTAGGATC-3＇
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ス）中で室温で 1時間の処理後，1:500に希釈した anti-

DIG-AP抗体（ロシュ・ダイアグノスティックス）で 1

時間反応させ，NBT/BCIP溶液（ロシュ・ダイアグノ

スティックス）による化学染色により，各遺伝子の発現

を検出した．これらの解析は，独立に CPPU処理した

花芽を用いた 3回の実験結果に基づく．

3 ．結　果

1 ）トレニアの type-A RR およびCKX 遺伝子のクロー

ニングと系統樹解析

　トレニアから， 2種類の type-A RR遺伝子，および 5

種類の CKX遺伝子の全長 cDNAがクローニングされた．

これらの遺伝子の塩基配列から推定されるアミノ酸配列

を BLAST検索により相同性検索したところ，いずれも

シロイヌナズナの type-A RR遺伝子および CKX遺伝子

と相同性が高かったことから，クローニングしたトレニ

アの遺伝子を，それぞれ TfRR1, 2および TfCKX1, 2, 3, 4, 

5と名付けた．RR遺伝子について推定されたアミノ酸

配列には，サイトカイニンシグナル伝達の際の His-Asp

リン酸リレーに必要な Aspと Lys 残基が保存されると

ともに（Fig. 3），C末端側に type-B RRに見られる DNA

結合ドメイン（GARPドメイン）を持たなかったことか

ら（D＇Agostino et al., 2000; Mizuno, 2005），クローニン

グした遺伝子はいずれも type-A RR遺伝子であると考え

られた．また，TfRR1の C末端側には，シロイヌナズナ

の type-A RR遺伝子の ARR7, ARR15に見られる Asp, Ser, 

Thr 残基に富む配列も見られた（D＇Agostino et al., 

2000）．また，CKX遺伝子についても，いずれの推定さ

れたアミノ酸配列において，FADおよびサイトカイニ

ン結合ドメインが保存されていたことから（Schmülling 

et al., 2003），いずれも CKXをコードしている遺伝子で

あると考えられた．

　これらの遺伝子のアミノ酸配列を用いてシロイヌナズ

ナの type-A RRおよび CKXとの間で系統樹を作成した

ところ，TfRR1はサイトカイニンで発現が誘導され，茎

頂部においてWUSCHEL （WUS）遺伝子により発現が抑

制されることが示されているグループと（ARR5, ARR6, 

ARR7, ARR15; D＇Agostino et al., 2000; Leibfried et al., 

2005），また TfRR2は ARR16および ARR17と相同性が高

いことがわかった（Fig. 4A）．一方，TfCKX1はシロイヌ

ナズナの AtCKX6と，TfCKX2は AtCKX5と，TfCKX3は

AtCKX7と，TfCKX4は AtCKX1と，TfCKX5は AtCKX3と，

それぞれ高い相同性を示した（Fig. 4B）．

2 ）TfRR およびTfCKX 遺伝子のサイトカイニン応答

性

　リアルタイム定量 PCRによる解析の結果，TfRR1は，

無処理の場合は，萼片，花弁，雄蕊，雌ずいのいずれの

花器官においても同程度に発現していたが，CPPU処理

により雄蕊および雌ずいでは 4倍以上に，萼片でも 8倍

に，花弁では10倍以上に，大きく発現が誘導された（Fig. 

5A）．これに対して，TfRR2の発現は，TfRR1に比べて

無処理，CPPU処理後の花器官とも非常に低く，CPPU

処理による発現変化も不明瞭であった（Fig. 5A）．

TfCKX遺伝子については，TfCKX1, 2, 3, 4に比べて，無

処理のいずれの花器官においても TfCKX5の発現がはる

かに高かったことから，トレニアの花器官においては

TfCKX5が中心的な役割を果たしていると考えられた

（Fig. 5B）．さらに，TfCKX5については，CPPU処理に

より，いずれの花器官でも 3倍以上に発現が誘導された

が，TfCKX1, 2, 4では，いずれの花器官でも CPPU処理

による発現の誘導は見られなかった．また，TfCKX3に

ついても，萼片および花弁においてのみ，CPPU処理に

よる発現の誘導が見られたが，TfCKX5に比べて，その

発現量は非常に低いものであった（Fig. 5B）．

　以上の結果から，TfRR1および TfCKX5の発現は，

CPPU処理によりすべての花器官において強く誘導され

ることが明らかとなり，両遺伝子を CPPU処理後の各

花器官におけるサイトカイニンシグナルの変動を示す指

Table 4. Primers used to synthesize probes for in situ hybridization analysis of TfRR1 and TfCKX5 genes.

Target gene Product length Direction Primer sequence
TfRR1 180 bp forward 5＇-GAATAATACGACTCACTATAGGGTCAGAG

　ATTTCGTTATCAAAGGC-3＇
reverse 5＇-TGCATTTAGGTGACACTATAGAAATGAAA

　CAACTGACTTGGAAATTC-3＇
TfCKX5 154 bp forward 5＇-GAATAATACGACTCACTATAGGGCTGCTG

　TTGTACCAGATGAAGAC-3＇
reverse 5＇-TGCATTTAGGTGACACTATAGAACCACTA

　ATATTAAAAATGTAAACTCCAC-3＇
T7 and SP6 promoter sequences were underlined.
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Fig. 3. Amino acid sequence of receiver domain of torenia type-A response regulator (RR) and the sequence homology 
with Arabidopsis type-A RR．
Asterisks represent conserved amino acid sequences in RRs for phosphorelay. Accession numbers were as follows: 
torenia type-A RR genes, TfRR1, AB740033; TfRR2, AB740034; Arabidopsis type-A RR genes, ARR3, At1g59940; 
ARR4, At1g10470; ARR5, At3g48100; ARR6, At5g62920; ARR7, At1g19050; ARR8, At2g41310; ARR9, At3g57040; 
ARR15, At1g74890; ARR16, At2g40670; ARR17, At3g56380. Identical and homologous amino acid was indicated by 
light blue and blue letters, respectively．

Fig. 4. Phylogenetic tree of type-A RR and CKX in torenia and Arabidopsis．
Bootstrap values from 1000 replicates are indicated near the branching points. Accession numbers of CKX genes 
were as follows: torenia CKX genes, TfCKX1, AB740035; TfCKX2, AB740036; TfCKX3, AB740037; TfCKX4, 
AB740038; TfCKX5, AB740039; Arabidopsis CKX genes, AtCKX1, At2g41510; AtCKX2, At2g19500; AtCKX3, 
At5g56970; AtCKX4, At4g29740; AtCKX5, At1g75450; AtCKX6, At3g63440; AtCKX7, At5g21482. Accession numbers 
of type-A RR genes were the same as described in legend of Fig. 3．
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標として用いることとした．

3 ）CPPU および BA 処理による花形の変化と TfRR1

およびTfCKX5遺伝子の花芽内での発現変動の解析

　CPPUあるいは BA処理した各花器官における TfRR1

および TfCKX5の発現変動を解析したところ，TfRR1は，

萼片，花弁，雄蕊，雌ずいのいずれの花器官においても，

CPPU処理後 1日目から発現が大きく上昇した（Fig. 

6A）．この高い発現量は，花器官に CPPU処理による初

期の形態変化が認められる 5日目まで維持され，処理後

7日目には低下した（Fig. 6A）．また，TfCKX5について

も同様の傾向で，萼片では 2日目，花弁では12時間目，

雄蕊と雌ずいでは 1日目から発現が大きく上昇し，高い

発現量が維持された後，処理後 7日目には低下した

（Fig. 6B）．これに対して，BAを処理した場合には，

TfRR1および TfCKX5とも，萼片では処理後1-3時間にか

けて一過的に発現が上昇したが，処理後 6時間後には無

処理と同程度の発現量に低下した（Fig. 6A, B）．また，

花弁，雄蕊，雌ずいにおいては，両遺伝子とも BA処理

による発現上昇は見られなかった（Fig. 6A, B）．

4 ）TfRR1およびTfCKX5遺伝子のin situ ハイブリダイ

ゼーション解析

　CPPU処理により幅広い副花冠（Fig. 7A-k），細長い

副花冠（Fig. 7B-k）および花弁周縁の鋸歯（Fig. 7C-k）

が誘導される際の花芽内のサイトカイニンシグナルの分

布を明らかにするために，幅広い副花冠が誘導される萼

片伸長期（ステージ 3），細長い副花冠が誘導される花

弁伸長初期（ステージ 5）および花弁周縁に鋸歯が発生

する花弁伸長中期（ステージ 6）の花芽に CPPU処理

を行い，in situハイブリダイゼーションにより TfRR1お

よび TfCKX5の発現部位を解析した．

　無処理のステージ 3および 4の花芽では，TfRR1およ

び TfCKX5とも，雄蕊および雌ずいの原基で弱い発現が

見られた（Fig. 7A-a, b, d, f, g, i）．これに対して，ステー

ジ 3の花芽に CPPU処理を行った場合，処理後 3日目

Fig. 5. Quantitative real-time PCR analyses of TfRR and TfCKX in floral organs 2 days after CPPU treatment．
The expression levels of TfRRs (A) and TfCKXs (B) are shown as values relative to that of TfACT3, which was used 
as an internal standard. Open and gray columns indicate non-treated and CPPU-treated floral organs, respectively. 
Vertical bars indicate SE (n = 3)．
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では，TfRR1および TfCKX5とも，同じステージの無処

理の花芽に比べて，雄蕊および雌ずいの原基での発現が

強まるだけでなく，萼片の向軸側にまで発現領域が広

がっていた（Fig. 7A-c, h）．特に，TfCKX5については，

幅広い副花冠の発生位置である雄蕊の原基の背軸側で非

常に強い発現が見られた（Fig. 7A-h）．さらに，幅広い

副花冠の原基が発生する処理後 7日目でも，両遺伝子と

も，無処理の花芽に比べて，雄蕊および雌ずいの原基に

おける発現が強まるだけでなく，副花冠の原基でも強い

発現が見られた（Fig. 7A-e, j）．

　無処理のステージ 5の花芽でも，TfRR1および

TfCKX5とも，雄蕊および雌ずいの原基で弱い発現が見

られるが，ステージ 7までの花芽の発達の過程で，これ

らの発現は葯および胚珠に限られていった（Fig. 7B-a, b, 

d, f, g, i）．これに対して，ステージ 5の花芽に CPPU処

理を行った場合，処理後 3日目では，TfRR1および

TfCKX5とも，同じステージの無処理の花芽に比べて，

雄蕊および雌ずい全体での発現が強まるだけでなく，

TfRR1は花弁全体で発現が見られ，また TfCKX5は，細

長い副花冠の発生位置である花弁の中央部に加えて，花

弁の基部で強い発現が見られた（Fig. 7B-c, h）．また処

理後 7日目では，両遺伝子とも，無処理の花芽に比べて，

雄蕊および雌ずいでは強い発現が見られるものの，その

発現部位は無処理と同様に葯および胚珠に限られていっ

た（Fig. 7B-d, e, i, j）．また花弁における発現も，副花

冠の発生位置である花弁の中央部に加えて，花弁の先端

部で強い発現が見られたが，花弁の基部ではほとんど発

現が見られなかった（Fig. 7B-e, j）．

　一方，ステージ 6の花芽に CPPU処理を行った場合，

処理後 3日目では，両遺伝子とも，無処理の花芽では葯

および胚珠で弱い発現が見られるのに比べ（Fig. 7C-a, b, 

d, f, g, i），葯，雌ずいおよび花弁の中央部から先端部に

かけて強い発現が見られたが，雄蕊の基部および花弁の基

部ではほとんど発現が見られなかった（Fig. 7C-c, h）．さ

らに，処理後 7日目では，無処理の花芽に比べて，主に花

弁の先端部で発現が強まっていたが，花弁の中央部から基

部ではほとんど発現が見られなかった（Fig. 7C-e, j）．

4 ．考　察

　本研究の結果から，花形変化が誘導される CPPU処

理において，いずれの花器官でも TfRR1および TfCKX5

の発現が大きく誘導されたことから，両遺伝子の発現が

サイトカイニンシグナルの指標として利用できることが

示された．両遺伝子の発現は，CPPU処理後，花芽内で

初期の形態変化が現れる処理後 5日目まで高い発現が持

続されていたことから（Nishijima and Shima, 2006）， 花

芽内でサイトカイニンシグナルが持続的に上昇すること

が花形変化に必要であると考えられた．一方，本研究に

Fig. 6. Quantitative real-time PCR analyses of TfRR1 and TfCKX5 in CPPU or BA-treated floral organs．
The expression levels of TfRR1 (A) and TfCKX5 (B) are shown as values relative to that of TfACT3, which was used 
as an internal standard. Open circles, closed circles, and gray squares indicate non-treated control, CPPU or BA-
treated flower buds, respectively. Vertical bars indicate SE (n = 3)．
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Fig. 7. In situ hybridization of TfRR1 and TfCKX5 in flower buds treated with CPPU．
CPPU treatment induces formation of a wide paracorolla in (A), a narrow paracorolla in (B), and a serrated petal 
margin in (C). CPPU-treated flower buds were collected at 3 (c, h) or 7 days (e, j) after the treatment, whereas non-
treated flower buds were collected at the corresponding stage (a, b, d, f, g, i). The representative data at each floral 
stage inducing each flower morphology are shown. Panel k shows flower morphology induced by CPPU treatment 
at each floral stage. Panel b, d, g, and i in (B) are the same as a, b, f, and g in (C), respectively, because each shows 
the same stage of non-treated flower buds. Floral stages were defined as described in Nishijima and Shima (2006): 
Stage 3, development of sepals; Stage 4, initiation of sex organs and petals; Stage 5, early corolla development; Stage 
6, middle corolla development; Stage 7, late corolla development. Triangles represent the initiation site of 
paracorollas. Scale bars = 200 μm．
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おいて，萼片以外では BA処理によるサイトカイニンシ

グナルの上昇が見られなかったことは（Fig. 6A, B），

BA処理したトレニアでは花形変化が誘導されないとい

う報告とも一致する（Nishijima and Shima, 2006）．トレ

ニアの花芽は，ステージ 4以降は萼片に完全に覆われて

いる状態になり，また，ステージ 3以降の若いつぼみは，

発達した毛じに取り囲まれているため，処理液は萼片に

付着したままで，花芽内には到達しにくい状態にあると

考えられる．そのため，BA処理液は付着した萼片だけ

に留まり，他の花器官には移行せず，サイトカイニンシ

グナルが上昇しなかったものと考えられた（Fig. 6A, B）．

一方，CPPUについては，萼片から各花器官に移行し，

その後，持続的にサイトカイニンシグナルを上昇させた

と考えられた（Fig. 6A, B）．BAと CPPUでは化学的な

構造が異なり（Mok and Mok, 2001），イソプレノイド

側鎖を持つ BAの場合，植物の組織内に浸透しても，上

昇した CKXにより分解されてしまうと考えられる．こ

れに対して，ジフェニルウレア化合物であり，CKXに

よって分解されない CPPUについては（Bilyeu et al., 

2001）， CKX遺伝子の発現が高まっても分解が促進され

ず，持続的にサイトカイニンシグナルが上昇した可能性

がある．

　さらに，CPPU処理により副花冠が発生する場合に

は，その発生位置でサイトカイニンシグナルが上昇して

いることも明らかになった．つまり，ステージ 3の花芽

に CPPU処理を行った場合は，花弁の基部から幅広い

副花冠の発生が誘導されるが，この場合，副花冠および

花弁の発生位置である雄蕊の原基の背軸側でサイトカイ

ニンシグナルが上昇していた（Fig. 7A-c, e, h, i, Fig. 8）．

また，ステージ 5の花芽に CPPU処理を行った場合は，

花弁の中央部から細長い副花冠の発生が誘導されるが，

この場合は，まず雄蕊および副花冠の発生位置を含めた

花弁全体でサイトカイニンシグナルが上昇し，その後，

サイトカイニンシグナルの高い部位は花弁の中央部に局

在化した（Fig. 7B-c, e, h, i, Fig. 8）．CPPU処理したト

レニアで誘導される副花冠のうち，幅広い副花冠は，雄

蕊の基部の背軸側の側方から発生することが観察されて

いる（Nishijima and Shima, 2006）．一方，細長い副花冠

Fig. 8. Hypothetical model accounting for the effect of CPPU-induced localization of enhanced cytokinin signal in flower 
buds to flower morphology in torenia．
Floral organ with enhanced cytokinin signal is colored with blue in the petal and orange in the stamen. Triangles 
and red circles indicate the site of paracorolla initiation and serrated petal margin. Pe, Petal; Pi, Pistil; Se, Sepal; St, 
Stamen．
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は，花冠の縁辺と筒部の境界において，雄蕊の側方から

発生するが，トレニアの場合，雄蕊の基部と花弁の筒部

は合着しているため，副花冠の基部も花弁の筒部と合着

していると考えられる．従って，細長い副花冠も，雄蕊

の基部の側方から発生するものと考えられる．本研究の

結果から，CPPU処理後に副花冠が誘導される際，サイ

トカイニンシグナルが上昇する部位は，幅広い副花冠が

発生する場合は，雄蕊基部の背軸側で，また，細長い副

花冠が発生する場合には，花弁の中央部から雄蕊の基部

にかけてであったことから（Fig. 7A, B, Fig. 8），CPPU

処理後の花芽内においてサイトカイニンシグナルの高い

部位は，副花冠が発生すると考えられる位置と合致して

いる．

　分裂組織からの器官分化には，器官分化の部位におい

て‘auxin maxima’と呼ばれるオーキシンシグナルの局

所的な上昇が重要であることが知られている（Benková 

et al., 2003; Reinhardt et al., 2000）．一方，サイトカイニ

ンが，オーキシンの流出の制御を通してオーキシンシグ

ナルの分布パターンに影響を及ぼし，局所的なサイトカ

イニンの分布がオーキシンシグナルの局所的な上昇に必

要であることも示されている（Pernisová et al., 2009）．

本研究において，CPPU処理により，トレニアの花芽内

においてサイトカイニンシグナルの局在化が見られたこ

とから（Fig. 7），CPPU処理によって，異所的にオーキ

シンシグナルの局所的な上昇が生じ，そのことによっ

て，新たな花器官である副花冠が誘導された可能性が考

えられた．

　一方，花弁周縁に鋸歯が誘導される場合のサイトカイ

ニンシグナルの上昇部位は，副花冠が誘導される場合と

は異なり（Fig. 7A-c, h, 7B-c, h, Fig. 8），花弁の中央部

から先端部に限られていた（Fig. 7C-c, h, Fig. 8）．

CPPU処理により発生する鋸歯は，花弁の縁辺における

維管束の配列パターンの変化により生じていることから

（Nishijima and Shima, 2006），鋸歯の発生をもたらして

いる形態変化は縁辺部全体で起こっているものと考えら

れる．これらの部位は，CPPU処理によりサイトカイニ

ンシグナルが上昇する部位と一致している（Fig. 7C, 

Fig. 8）．

　本研究の結果から，CPPU処理による花形の変化に

は，持続的なサイトカイニンシグナルの上昇が必要であ

ることが示された．さらに，CPPU処理を行う花芽発達

ステージに依存した花形変化は，その処理時期によっ

て，花芽内においてサイトカイニンシグナルが上昇する

部位が異なり，花形の変化が誘導される位置でサイトカ

イニンシグナルが高まることが重要であることが示され

た．従って，花芽発達時期に応じて，サイトカイニンを

特定の部分に蓄積させることができれば，特定の花形を

誘導できる可能性がある．つまり，サイトカイニンを，

萼片伸長期に雄蕊の原基の背軸側に蓄積させれば幅広い

副花冠を，花弁伸長初期に雄蕊の基部から花弁の中央部

にかけて蓄積させれば細長い副花冠を，花弁伸長中期に

花弁の先端に蓄積させれば鋸歯を，それぞれ誘導できる

と考えられる．

第 3 章　CPPU 処理により誘導される副花冠の形態制

御に対する花器官ホメオティック遺伝子の役割

の解析

1 ．緒　言

　副花冠は，ごく限られた植物種に特異的な花器官であ

るが，それぞれの植物種によって，その形態は様々であ

る．スイセンのようにラッパ状のもの，キンギョソウの

ように花弁状のもの，トケイソウのように細長いものな

どがあり，その形態の違いがそれぞれの植物種を特徴付

けるとともに，魅力を高めている．これらの副花冠は，

形態的には花弁と類似しているが，その形態学的な由来

は種によって異なり，スイセン，トウワタ，キンギョソ

ウでは雄蕊の托葉が花弁状に変化したもの，トケイソウ

では花托が花弁状に変化したものと考えられている

（Troll, 1957; Yamaguchi et al., 2010）．キンギョソウの副

花冠は，その由来が雄蕊の托葉であることから whorl 3

に属するが，組織学的特徴および花器官ホメオティック

遺伝子の発現パターンは花弁様であった．従って，副花

冠の形態は，他の花器官と同様，花器官ホメオティック

遺伝子の発現パターンにより規定されることが示されて

いる（Yamaguchi et al., 2010）．

　CPPU処理したトレニアの場合，誘導される副花冠は

雄蕊の基部の側方から発生してくることから，キンギョ

ソウと同様に雄蕊の托葉に由来すると考えられるが，そ

の形態には CPPUを処理する花芽発達ステージによっ

て幅広いものと細長いものの 2種類が存在する

（Nishijima and Shima, 2006）．このうち，幅広い副花冠

は，花弁と同様に幅広い形態で，着色も認められる．一

方，細長い副花冠は，花弁と同様に着色が認められるも

のが多いものの，着色の薄いものも存在し，その形は細

長く，雄蕊の形態に近い特徴も備えていることが観察さ

れる．従って，これらの 2種類の副花冠の形態の違いに

は，花器官ホメオティック遺伝子が関与していることが
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予想される．

　そこで，CPPU処理により誘導されるトレニアの 2種

類の形態の副花冠に着目し，これらの副花冠が花器官と

してはどのような特徴を持つのかを検証するために，詳

細な形態観察を行った．さらに，これらの副花冠の形態

の違いの原因を明らかにするために，トレニアから各ク

ラスの花器官ホメオティック遺伝子を単離して，CPPU

処理した各花器官における発現パターンを解析し，花器

官ホメオティック遺伝子が副花冠の形態形成に果たす役

割について検討を行った．

2 ．材料および方法

1 ）植物材料

　第 2章2-1）と同様の材料，栽培方法を用いた．

2 ）CPPU 処理

　第 2章2-2）と同様の調整，処理を行った．なお，確

実に副花冠を誘導するために，8 mm以上のつぼみは切

除した．

3 ）形態の観察

　副花冠の誘導の有無の花芽を供試し，表皮の構造を観

察するために，生の花器官を走査型電子顕微鏡（SEM; 

VE-7800，キーエンス）で観察した．

　組織観察については，第 2章2-5）と同様の方法で，

花弁，副花冠，雄蕊の各花器官を固定，脱水後にパラ

フィン包埋し，ミクロトーム（Leica biosystems）を用

いて10μm厚の切片を作製し，42℃のスライドガラス上

で一晩乾燥させた．切片は第 2章2-5）と同様の方法で

脱パラフィン，エタノールシリーズで水和後，蒸留水中

で洗浄し，0.5％（w/v）toluidine blueで染色したサン

プルを実体顕微鏡で観察した．

　維管束の観察については，組織観察と同様の方法で固

定後，70％（v/v）ethanol中で 1時間， 2回処理し，抱

水クロラール溶液（chloral hydrate, 8 g; glycerol, 1 ml; 

distilled water, 4 ml）中で 1時間処理することにより組織

を透明化したサンプルを，暗視野実体顕微鏡で観察した．

4 ）トレニアの花器官ホメオティック遺伝子のクローニ

ングと系統樹解析

　若い花芽から，第 2章2-3）と同様の方法で total RNA

を抽出し，cDNA合成を行った．各クラスの花器官ホメ

オティック遺伝子について，それぞれアミノ酸配列の保

存性の高い領域においてディジェネレートプライマーを

設計した（Table 5）．PCRにより得られた cDNA断片の

塩基配列は，第 2章2-3）と同様の方法で解析した．こ

れらの塩基配列を基に，それぞれの遺伝子特異的なプラ

イマーを設計し，第 2章2-3）と同様の方法で， 5’およ

び 3＇ RACE法により上流および下流の塩基配列を解析

Table 5. Degenerate primers used for isolation of cDNAs of floral homeotic genes.

Target gene Direction Primer sequence
Class A genes forward 5＇-ATGGGIAGRGGIARRGTISARYTRA-3＇

reverse 5＇-CATIAGRTTYTTYCTIGWICGDAT-3＇
Class B genes forward 5＇-ATGGCIMGWGGIAARATYCARATYAA-3＇

reverse 5＇-TCITCICCYTTYARRTGYCTIAG-3＇
reverse 5＇-TTYTTYYTRDWIGTITCRRTYTGRKT-3＇

Class C genes forward 5＇-ATGGGIMGIGGIAARATYGARATHAA-3＇
reverse 5＇-ARBAIYTCRTTYTTYTTIGMYCKDA-3＇
reverse 5＇-TCYCTYYTYTGCATRWRITCDAYYTC-3＇

Table 6. Primers used for isolation of full-length cDNAs of floral homeotic genes.

Target gene Direction Primer sequence
TfSQUA forward 5＇-CCATTTTTAGGGATAACATCT-3＇

reverse 5＇-CATAGGCATCTCATGTTCGAT-3＇
TfDEF forward 5＇-TCTCTATACCTCACCTCGAGAGT-3＇

reverse 5＇-AACAAAGCAACATTGCACC-3＇
TfGLO forward 5＇-TTCCTTGGAGGGGTTTCTAGT-3＇

reverse 5＇-GAAAACATGGGAACAAACTCGT-3＇
TfPLE1 forward 5＇-CTGCAACTCTCCTGTCCACAA-3＇

reverse 5＇-GAACAAAAGCCATGCAATGA-3＇
TfFAR forward 5＇-CTTTCTGCATCAACCATCCC-3＇

reverse 5＇-GTAAATAATTGTCCCTTGACTTC-3＇
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した後，完全長の cDNAを増幅した（Table 6）．これら

の完全長 cDNAの塩基配列を解析し，DDBJに登録した．

アクセッション番号は Fig. 11の脚注に記載した．

　第 2章2-3）と同様の方法で遺伝子の系統樹解析およ

び系統樹の作成を行い，クローニングした各花器官ホメ

オティック遺伝子の配列から推定される全長のアミノ酸

配列と高等植物の遺伝子とを比較した．

5 ）in situ ハイブリダイゼーション解析

　無処理および CPPUによる形態変化が現れる CPPU

処理後 7日目の花芽を解析に用いた．第 2章2-5）と同

様の方法で，花芽を固定後にパラフィン包埋し，ミクロ

トーム（Leica biosystems）を用いて8μm厚の切片を作

製し，DIGラベルした各花器官ホメオティック遺伝子

特異的な RNAプローブを用いてハイブリダイゼーショ

ンを行った．RNAプローブは，クローニングした

cDNAを鋳型とし，オープンリーディングフレームの 3’

末端部および 3＇-非翻訳領域に設計した各遺伝子特異的

なプライマー（Table 7）を用いた PCR断片を pGEM-T 

Easy vector（Promega）に挿入し，DIG RNA Labeling 

Kit（ロシュ・ダイアグノスティックス）を用いて作製

した．ベクターを Nae Iおよび Spe Iまたは Nco Iおよ

び Pvu IIで切断後，前者は T7 RNA polymerase により，

後者は SP6 RNA polymeraseにより DIGラベルした

RNAを作製し，エタノール沈殿による精製後，各 RNA

プローブとして用いた．スライドガラス当たりのプロー

ブ濃度を800 ng·mL－1 に調整し，65℃で一晩，ハイブリ

ダイゼーションを行った．ハイブリダイゼーション後の

洗浄から検出は，第 2章2-5）と同様の方法で行った．

これらの解析は，独立に CPPU処理した花芽を用いた

3回の実験結果に基づく．

6 ）定量 PCR 解析

　無処理およびCPPU処理した花芽を用い，萼片，花弁，

雄蕊，雌ずいのそれぞれの花器官から，第 2章2-4）と

同様の方法で total RNAを抽出し，cDNA合成を行った．

トレニアの各花器官ホメオティック遺伝子について，

オープンリーディングフレームの 3’末端部および 3＇-非

翻訳領域に各遺伝子特異的なプライマーを設計した

（Table 8）．また，内部標準として第 2章2-4）と同様に

Actin遺伝子（TfACT3）を用いた．定量 PCRは第 2章

2-4）と同様の方法で行った．蛍光量の測定温度は，

TfSQUA および TfFAR は75℃，TfDEF は76℃，TfGLO

および TfACT3は77℃，TfPLE1は79℃とし，データ解析

Table 7. Primers used to synthesize probes for in situ hybridization analysis of floral homeotic genes.

Target gene Product length Direction Primer sequence
TfSQUA 481 bp forward 5＇-AACCAGCTCATACAGGATTCA-3＇

reverse 5＇-GCGTTGTTTTGTTGCATCT-3＇
TfDEF 499 bp forward 5＇-ACAGGAATCTGAAGAGGGA-3＇

reverse 5＇-GCCCTACGAAATTAGTAGTACC-3＇
TfGLO 479 bp forward 5＇-GCAGATTGAGCTCAGGCA-3＇

reverse 5＇-AAGGTTTTGGCTTAACGAGAG-3＇
TfPLE1 498 bp forward 5＇-GGAACTCAAGAACATGGAGTCA-3＇

reverse 5＇-ACAAGTACGAGGAGAAATTGAGG-3＇
TfFAR 481 bp forward 5＇-CATAACAAGAACATGCTCGGTG-3＇

reverse 5＇-GAACAAACATAATCAGCAGAGGATC-3＇

Table 8. Primers used for qPCR analysis of floral homeotic genes.

Target gene Product length Direction Primer sequence
TfSQUA 151 bp forward 5＇-GCTTTGCTGCATGATGATATA-3＇

reverse 5＇-GCGTTGTTTTGTTGCATCT-3＇
TfDEF 103 bp forward 5＇-GGTACTACTAATTTCGTAGGG-3＇

reverse 5＇-TAATATGGATCGAAATCATC-3＇
TfGLO 111 bp forward 5＇-CGAATCTTCAGGAACGTTTC-3＇

reverse 5＇-AAGGTTTTGGCTTAACGAGAG-3＇
TfPLE1 172 bp forward 5＇-CCTTTGGCTGTTAGGATG-3＇

reverse 5＇-GACACAGCCCGAGTCGATGAG-3＇
TfFAR 129 bp forward 5＇-ATGGGATCCTCTGCTGATTAT-3＇

reverse 5＇-TTCAAATTGAACAACACATGG-3＇
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は第 2章2-4）と同様の方法で行った．各花器官ホメオ

ティック遺伝子の全長 cDNAあるいは TfACT3遺伝子の

部分 cDNAを持つプラスミドを用いて検量線を作成し，

各遺伝子の発現量は，TfACT3に対する相対的な発現量

で示した．これらの解析は，独立した 3回の実験結果に

基づく．

3 ．結　果

1 ）副花冠の形態的，組織学的特徴の解析

　幅広い副花冠は花弁と類似した形態であり，アントシ

アニンによる着色も認められた（Fig. 9a, b）．一方，細

長い副花冠については，アントシアニンによる着色が認

められるものと認められないものが存在し，また，その

形態については平板状のもの，基部が筒状で先端部がさ

じ弁状になるもの，先端部が棒状で 2つの裂片を生じる

ものが混在していた（Fig. 9a, c-e）．これらの副花冠は，

雄蕊と同様，概ね細長い形であった．また，先端部の 2

つの裂片は，雄蕊において花糸の先端部に形成される 2

つの葯と形態的な共通性が認められた（Fig. 9e, f）．従っ

て，これらの副花冠は，雄蕊の形態に近い特徴も備えて

いると考えられた．

　これらの副花冠，花弁および雄蕊の表皮細胞について

Fig. 9. Morphology of a CPPU-induced paracorolla compared with a petal and stamen．
The wide and colored paracorollas resembling the petal were grouped as ＇wide paracorollas＇, while the narrow 
paracorollas resembling the filament were grouped as ＇narrow paracorollas＇. Samples are as follows: Petal (a); wide 
paracorolla (b); narrow paracorolla (c, d, e); stamen (f). Petals and stamens were collected from flowers not treated 
with CPPU. Scale bars = 1 mm．

Fig. 10. Microscopic analyses of CPPU-induced paracorollas．
(upper row) Scanning electron micrographs of the adaxial face; (middle row) Photomicrographs of transverse 
sections; (lower row) Photo of vascular bundles. Samples are as follows: Petal (a, f, j); the wide paracorolla (b, g, k); 
the narrow paracorolla (c, d, h, l, m, n); stamen (e, i, o). Photo of c and g represents the narrow paracorolla of Fig. 
9c, and photo of d and h represents the narrow paracorolla of Fig. 9d and e. Petals and stamens were collected from 
flowers not treated with CPPU. Scale bars = 100 μm (a-i) and 1 mm (j-o)．
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SEMによる観察を行ったところ，花弁の表皮では円錐

状の細胞が並んでいたのに対し（Fig. 10a），雄蕊の花糸

では細長い細胞が並び，表面に凹凸のないなめらかな構

造を呈していた（Fig. 10e）．これに対して，CPPU処理

により発生する副花冠のうち，幅広い副花冠では，花弁

と同様に円錐状の細胞が並んでいた（Fig. 10b）．一方，

細長い副花冠では，花弁と同様に円錐状の細胞が並んで

いるものから花糸同様に細長い細胞が並んでいるものま

で見られた（Fig. 10c, d）．また，細長い副花冠の中でも，

Fig. 9cのような幅が広めのものでは円錐状の細胞が見

られ，Fig. 9dや9eのような細めものでは細長い細胞が

並んでいる傾向にあった．これらの結果は，細長い副花

冠の表皮は，花弁様のものから花糸様のものまで混在し

ていることを示している．

　これらの花器官の縦断切片を観察したところ，花弁で

は柔組織が粗な状態で，その中に丸みを帯びた細胞が存

在していた（Fig. 10f）．一方，雄蕊の花糸の部分では柔

組織に細長い細胞が密に存在していた（Fig. 10i）．これ

に対し，幅広い副花冠では柔組織に丸みを帯びた細胞が

粗く存在し，花弁と同様の特徴を示していた（Fig. 

10g）．一方，細長い副花冠でも柔組織に細胞が粗に分

布していたが，その細胞の形は花糸で見られたように細

長いものもあった（Fig. 10h）．また，細長い副花冠の中

でも，Fig. 9cのような幅が広めのものでは幅広の副花

冠と同様の特徴が見られ，Fig. 9dや9eのような細めの

ものでは花糸と同様の特徴が見られる傾向にあった．

　さらに，組織を透明化して維管束の特徴を調べたとこ

ろ，花弁では細い維管束が網目状に分岐していたのに対

し（Fig. 10j），雄蕊の花糸では中心部に太く分岐の見ら

れない維管束が観察された（Fig. 10o）．これに対して，

幅広い副花冠では維管束は花弁同様に網目状に分岐して

いたが（Fig. 10k），細長い副花冠では，花弁に近い丸み

を帯びたものでも分岐はあまり見られず，中心部に太め

の維管束が見られた（Fig. 10l）．さらに雄蕊の形態に近

い円筒形あるいは先端部に欠刻の入る副花冠では，花糸

と同様にほぼ中心部の維管束のみが観察された（Fig. 

10m, n）．

　以上の結果から，CPPU処理により誘導されるトレニ

アの副花冠のうち，花弁に近い形態を持つ幅広い副花冠

は，組織も花弁に近い特徴を持つことが示された（Fig. 

9b, Fig. 10b, g, k）．一方，雄蕊に近い形態を持つ細長い

副花冠の組織は，花弁に近い特徴を持つものから雄蕊に

近いものまで存在していることが示された（Fig. 9c-e, 

Fig. 10c, d, h, l-n）．

2 ）トレニアの花器官ホメオティック遺伝子のクローニ

ングと系統樹解析

　花器官ホメオティック遺伝子の発現が，CPPU処理に

より誘導される副花冠の形態の違いに果たす役割を明ら

かにするために，トレニアから A, B, C各クラスの花器

官ホメオティック遺伝子を単離した．その結果， 1種類

の class A遺伝子， 2種類の class B遺伝子， 2種類の

class C遺伝子が単離された．それぞれの推定されたア

ミノ酸配列を他の花器官ホメオティック遺伝子のアミノ

酸配列と比較したところ，いずれもMADS-box遺伝子

で保存性の高いMADS-domain および K-domainを持っ

ていた（Fig. 11）. これらの遺伝子の塩基配列から推定

されるアミノ酸配列に基づいて他の高等植物の花器官ホ

メオティック遺伝子との間で系統樹を作成したところ，

それぞれ予想される classに分けられた（Fig. 12）．

class A遺伝子は同じシソ目に属するキンギョソウの

SQUAMOSA と，class B 遺伝子はキンギョソウの

DEFICIENSおよび GLOBOSAと，class C遺伝子はキ

ンギョソウの PLENAおよび FARINELLIと相同性が非

常に高かったことから，トレニアの遺伝子をそれぞれ

TfSQUA, TfDEF, TfGLO, TfPLE1および TfFARと名付け

た（Fig. 11, Fig. 12）．class A遺伝子の TfSQUAについ

ては，C末端に euAP1タイプの class A遺伝子で保存さ

れている euAP1 motifおよび farnesylation motifが見ら

れた（Fig. 11A; Litt and Irish, 2003）．class C遺伝子の

TfPLE1および TfFARについては，C末端に class C遺伝

子で保存されているAG motif Iおよび IIが見られた（Fig. 

11C; Kramer et al., 2004）．また，class B遺伝子につい

ては，TfGLOの C末端に PI motifが，TfDEFの C末端

には PI motif-derived sequenceと euAP3 motifが保存さ

れていることが示されている（Fig. 11B; Sasaki et al., 

2010）．

　以上の結果から，トレニアから単離したこれらの遺伝

子は，それぞれのクラスのMADS-boxタンパク質をコー

ドしている花器官ホメオティック遺伝子であると考えら

れた．

3 ）CPPU 処理により誘導される副花冠における花器

官ホメオティック遺伝子の発現解析

　副花冠形成初期の蕾における各花器官ホメオティック

遺伝子の発現パターンを，in situハイブリダイゼーショ

ンにより解析したところ，解析した全ての遺伝子で，幅

広い副花冠の原基が形成される花弁，雄蕊および雌ずい

形成期（ステージ 4）の後期では，局在性の明瞭な強い

シグナルが認められたが，細長い副花冠の原基が形成さ
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れる花弁伸長中期（ステージ 6）の後期では，シグナル

が弱くなり，その局在性もややあいまいになった（Fig. 

13）．幅広い副花冠では，class A遺伝子の TfSQUAは副

花冠の原基の基部で強い発現が見られ（Fig. 13A），

class B遺伝子の TfDEFおよび TfGLOは副花冠の原基

全体で強い発現が見られた（Fig. 13B）．これらの発現

パターンは無処理の花弁と同様であった（Fig. 13A，B）．

さらに，幅広い副花冠の原基では先端部で class C遺伝

子の TfPLE1および TfFARの弱い発現が見られた（Fig. 

13C）．一方，細長い副花冠では，class B遺伝子の

TfDEFおよび TfGLOは副花冠の原基全体で発現が見ら

れたが（Fig. 13B），class A遺伝子の TfSQUAは副花冠

原基の周縁部のみで弱い発現が見られ（Fig. 13A），

class C遺伝子も TfPLE1のみ副花冠原基の周縁部で弱い

発現が見られた（Fig. 13C）．なお，in situハイブリダイ

ゼーションの切片における各遺伝子の発現部位と各花器

官および副花冠の発生位置が確かに一致していること

を，同じ発達ステージの花芽を SEM観察することによ

り確認している（Fig. 13D）．

　さらに，発達したつぼみの各花器官における花器官ホ

メオティック遺伝子の発現をリアルタイム定量 PCRに

より解析したところ，CPPU処理により発生する副花冠

のうち，幅広い副花冠では class A遺伝子の TfSQUAお

よび class B遺伝子の TfDEFおよび TfGLOは花弁並み

に高い発現量が見られたが（Fig. 14A, B），雄蕊および

雌ずいで発現量が高い class C遺伝子の TfPLE1および

TfFARは発現量が低く，萼片および花弁並みであった

（Fig. 14C）．一方，細長い副花冠では，class B遺伝子の

TfDEFおよび TfGLOは，幅広い副花冠と同様に花弁並

みに高い発現量が見られたが（Fig. 14B），class A遺伝

Fig. 11. Alignment of amino acid sequences of floral homeotic genes in torenia, A. majus, and Arabidopsis．
(A) Class A, (B) class B, (C) class C genes. Accession numbers were as follows: Class A genes; AmSQUA 
(Antirrhinum majus), X63701; AP1 (Arabidopsis thaliana), Z16421; TfSQUA (Torenia fournieri), AB359949: Class B 
genes; AmDEF (Antirrhinum majus), X52023; AmGLO (Antirrhinum majus), X68831; AP3 (Arabidopsis thaliana), 
M86357; PI (Arabidopsis thaliana), D30807; TfDEF (Torenia fournieri), AB359951; TfGLO (Torenia fournieri), 
AB359952: Class C genes; AG (Arabidopsis thaliana), NM_118013; AmFAR (Antirrhinum majus), AJ239057; AmPLE 
(Antirrhinum majus), S53900; TfFAR (Torenia fournieri), AB359953; TfPLE1 (Torenia fournieri), AB359954. Motifs 
conserved in each class of floral homeotic genes were boxed. Identical and homologous amino acid was indicated 
by light blue and blue letters, respectively．
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子の TfSQUAの発現量は低く，雄蕊に近い発現量を示

した（Fig. 14A）．また，class C遺伝子の TfPLE1および

TfFARの発現量も幅広い副花冠と同様に低く，萼片およ

び花弁並みであった（Fig. 14C）．

4 ．考　察

　本研究の結果，CPPU処理により発生するトレニアの

副花冠の場合，副花冠の形成初期では，その形態が発達

後に幅広になるか細長くなるかに関わらず，class A, B, 

C遺伝子とも発現が見られるものの，幅広い副花冠では

class Aと B遺伝子の発現が中心であった（Fig. 13A-

C）．従って，class Aと B遺伝子が中心の発現パターン

となっていることが，幅広い副花冠が，形態的にも組織

的にも花弁に近い状態に発達している原因であると考え

られた（Fig. 15）．これに対し，細長い副花冠の場合に

は，副花冠の形成初期では，class B遺伝子の発現が中

心となっている傾向が見られた（Fig. 13A-C）．さらに，

より発達の進んだ副花冠においては，この発現パターン

がより明確になり，class B遺伝子の発現は花弁や幅広

い副花冠と同様に高いものの，class A遺伝子の発現は

雄蕊と同様に，また class C遺伝子の発現は花弁と同様

に，ともに低くなっていた（Fig. 14）．つまり，花器官

ホメオティック遺伝子の発現パターンが，花弁パターン

でも雄蕊パターンでもないため，副花冠のアイデンティ

ティーが花弁になるか雄蕊になるかが不安定な状態に

なっていると考えられる（Fig. 15）．そのために，細長

い副花冠では，形態的にも組織的にも花弁に近いものか

ら雄蕊に近いものまで様々なものが存在すると考えられ

た（Fig. 9c-e, Fig. 13A-C）．従って，副花冠の形態の決

定には，原基形成からやや発達したステージにかけての

花器官ホメオティック遺伝子の発現パターンが重要な役

割を果たしていると考えられた（Fig. 15）．

　CPPUは内生サイトカイニンを蓄積させることから，

CPPU処理したトレニアでは，内生サイトカイニンが蓄

積することにより副花冠が誘導されると考えられる

（Nishijima and Shima, 2006）．花器官ホメオティック遺

伝子の発現は，サイトカイニンにより直接制御を受けて

いる可能性がある（Estruch et al., 1993; Li et al., 2002）．

しかし，無処理のトレニアには副花冠が存在せず，比較

実験ができないため，副花冠におけるサイトカイニンシ

Fig. 12. Phylogenetic tree of homeotic genes in torenia and other plant species．
The neighbor-joining tree was generated based on amino acid sequences using CLUSTAL W, and was drawn with 
NJplot. Bootstrap values from 100 replicates are indicated near the branching points. Accession numbers were the 
same as described in legend of Fig. 11 and follows: Class A genes; CAL (Arabidopsis thaliana), L36925; FUL 
(Arabidopsis thaliana), U33473; NtAP1-1 (Nicotiana tabacum), AF009126; ZmAP1 (Zea mays), L46400: Class B 
genes; PhDEF (Petunia hybrida), DQ539416; PhGLO1 (Petunia hybrida), M91190; PhTM6 (Petunia hybrida), 
DQ539417; pMADS2 (Petunia hybrida), X69947; ZmMADS29 (Zea mays), AJ292961; ZmSILKY1 (Zea mays), 
AF181479: Class C genes; PhFBP6 (Petunia hybrida), X68675; pMADS3 (Petunia hybrida), X72912; SHP1 
(Arabidopsis thaliana), NM_001084842; ZAG1 (Zea mays), L18924; ZMM2 (Zea mays), AF112149．
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グナルの上昇が，花器官ホメオティック遺伝子の発現を

直接制御しているか否かは不明である．しかしながら，

本研究で副花冠以外の各花器官における花器官ホメオ

ティック遺伝子の発現を CPPU処理の有無で比較した

場合，いずれの遺伝子においても発現パターンに差は見

られなかった（Fig. 13, Fig. 14）．従って，形態の異なる

副花冠における花器官ホメオティック遺伝子の発現パ

ターンが，サイトカイニン処理によって制御されている

とは考えにくい．

　CPPU処理したトレニアで誘導される副花冠は，雄蕊

の基部の側方から発生してくることから，雄蕊の托葉，

すなわち whorl 3に由来すると考えられる（Nishijima 

and Shima, 2006; Yamaguchi et al., 2010）．キンギョソウ

の場合，葯では class Bおよび C遺伝子が，花糸では雄

蕊と花弁の中間的な class A, Bおよび C遺伝子が，花弁

状の副花冠では花弁同様 class Aおよび B遺伝子が発現

していることから，同じ whorl内での花器官ホメオ

ティック遺伝子の発現パターンの勾配が，花の形態の変

化に重要な役割を果たしていることが報告されている

（Yamaguchi et al., 2010）．また，CPPU処理したトレニ

アにおいても，花弁の基部と先端部で花器官ホメオ

ティック遺伝子の発現パターンが変化している（Niki et 

al., 2006b）．これらのことから，幅広い副花冠と細長い

副花冠における花器官ホメオティック遺伝子の発現パ

Fig. 13. In situ hybridization of homeotic genes in flower buds at paracorolla initiation．
Gene-specific antisense RNA probes of a class A gene (A), class B genes (B), and class C genes (C) were used. 
Spatial distributions of floral organs at the paracorolla initiation stage are shown by scanning electron micrographs 
(D). CPPU-treated flower buds were collected at paracorolla initiation, while untreated buds were collected at the 
corresponding stage. N1, untreated flower buds at the same stage as C1; C1, CPPU-treated flower buds at wide 
paracorolla initiation; N2, untreated flower buds at the same stage as C2; C2, CPPU-treated flower buds at narrow 
paracorolla initiation. Triangles represent wide paracorollas (△ ) and narrow paracorollas (▲ ). Scale bars = 100 
μm. Pe, Petal; St, Stamen．
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ターンの違いは，むしろ副花冠の発生する花弁上の位置

の違いによる発現パターンの違いを反映しているものと

考えられる．幅広い副花冠の発生位置は発達初期の花弁

の基部であり（Fig. 13D），副花冠の原基が形成される

際，この部位における花器官ホメオティック遺伝子の発

現は class Aおよび B遺伝子が中心となっている（Fig. 

13A-C）．一方，細長い副花冠の発生位置はやや発達し

た花弁の中央部であり（Fig. 13D），副花冠の原基が形

成される際，この部位における花器官ホメオティック遺

伝子の発現は class B遺伝子が中心となり，class A遺伝

子の発現は雄蕊と同程度に，class C遺伝子の発現は花

弁と同程度に，ともに低くなっている（Fig. 13A-C）．

これらの発現パターンは，その後の花芽の発達過程でも

維持されている（Fig. 14; Niki and Nishijima, 2008）．従っ

て，副花冠における花器官ホメオティック遺伝子の発現

パターンは，その発生位置の器官における発現パターン

を反映し，副花冠の発達初期における発現パターンが副

花冠の形態を決定していると考えられた．

　本研究の結果は，副花冠における花器官ホメオティッ

ク遺伝子の発現が，その形態に重要な役割を果たすとと

もに，副花冠における花器官ホメオティック遺伝子の発

現パターンは，その発生位置により決定されていること

を示している．変異原処理あるいは遺伝子組換え技術に

より，それぞれの発生位置において花器官ホメオティッ

ク遺伝子の発現が変化した変異体が得られれば，これま

でとは異なった形態の副花冠を持った花が得られる可能

性がある．

第 4 章　花芽におけるサイトカイニン生合成遺伝子の局

所的な発現による装飾的な花形の誘導

1 ．緒　言

　第 2章において，CPPU処理により誘導されるトレニ

アの花形の違いは，処理時の花芽発達ステージによっ

て，花芽内におけるサイトカイニンシグナルが蓄積する

部位の分布が異なるためであることを明らかにした．さ

らに，第 3章において，副花冠の形態は，その発生位置

の花器官ホメオティック遺伝子の発現パターンにより決

定付けられていることを明らかにした．従って，これら

Fig. 15. Hypothetical role of floral homeotic genes in the 
identification of floral organs and the regulation 
of paracorolla morphology．
The darkness of the belts indicates the extent of 
expression．

Fig. 14. Quantitative real-time PCR analyses of homeotic 
genes in CPPU-treated floral organs．
The relative expression levels of class A (A), 
class B (B), and class C (C) genes are shown as 
values relative to that of TfACT3, which was used 
as an internal standard. Vertical bars indicate SE 
(n = 3)．
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の結果を応用し，サイトカイニンを，萼片伸長期（ス

テージ 3）から花弁，雄蕊および雌ずい形成期（ステー

ジ 4）に花弁および雄蕊原基の基部に蓄積させれば，

class Aおよび B遺伝子の発現の組み合わせによる幅広

い副花冠を，花弁伸長初期（ステージ 5）から花弁伸長

中期（ステージ 6）に花弁の基部から中央部に蓄積させ

れば，class B遺伝子の発現が中心となった細長い副花

冠を誘導でき，またサイトカイニンを花弁の中央部から

先端部に蓄積させれば，鋸歯を誘導できると考えられ

る．

　しかしながら，これらの知見の花き育種および生産へ

の応用を目指す場合，突然変異を中心とした個々の遺伝

子の変異の集積によるこれまでの育種法では，花芽内の

特定の器官にサイトカイニンを蓄積する個体を得ること

は困難である．また，CPPU処理によって特定の花形を

得ようとする場合，特定の花芽発達ステージに処理する

ことが必要であり，経済栽培に応用することは困難であ

る．そこで，花器官特異的なプロモーターを用いてサイ

トカイニン生合成に関わる遺伝子を発現させる組換え体

の利用が有効な手段として考えられる．

　植物におけるサイトカイニンの生合成は，IPTが触媒

する ATPおよび ADPのイソペンテニル化から始まるが

（Fig. 2），このステップは生合成全体の律速段階と考え

られている（Kakimoto, 2001; Takei et al., 2001）．シロイ

ヌナズナでは 9つの IPT遺伝子がクローニングされて

いるが，これらを導入した組換え体では内生サイトカイ

ニン濃度が上昇することが示されている（Sakakibara et 

al., 2005）．また，これらの遺伝子を特定の花器官で発現

させるためには，花器官ホメオティック遺伝子のプロ

モーターの利用が考えられる．シロイヌナズナの花器官

ホメオティック遺伝子である APETALA1（AP1）は

whorl 1および whorl 2で，APETALA3（AP3）は whorl 2

および whorl 3で特異的に発現する遺伝子であることか

ら（Jack et al., 1992; Mandel et al., 1992），これらの遺伝

子のプロモーターで IPT遺伝子の発現を制御した組換

え体を作出することにより，萼片および花弁あるいは花

弁および雄蕊特異的にサイトカイニンおよびサイトカイ

ニンシグナルを蓄積させることが可能になると考えられ

る（Fig. 16）．

　そこで，シロイヌナズナの AP1および AP3遺伝子の

プロモーターを用いてシロイヌナズナの IPT遺伝子

（AtIPT4）をトレニアの花器官で発現させることにより，

花芽内の器官特異的なサイトカイニンの上昇が，花の形

態にどのような影響を及ぼすかを明らかにし，遺伝子組

換えを利用した花形改良技術開発の可能性について検討

を行った．

2 ．材料および方法

1 ）植物材料

　Torenia fournieri ＇Crown Violet’（タキイ）を供試した．

組換え体の作出には， 3％スクロースを含む1/2 

Murashige and Skoog培地を入れたプラントボックス内

で，無菌的に継代した培養植物を用いた（Aida et al., 

2000）．

　遺伝子のクローニングには Arabidopsis thalianaを供

試した．第 2章2-1）のトレニアと同様の方法で育苗，

定植し，20℃一定に調節した蛍光灯下（70 μmol·m－2·s－1  

PPFD（16時間明期 /8時間暗期））のインキュベータ内

で栽培した．

2 ）プラスミドの構築とトレニアの形質転換

　シロイヌナズナの AtIPT4遺伝子（AB061402）のクロー

ニングには，若い花芽を用い（Miyawaki et al., 2004），

第 2章2-3）と同様の方法で total RNAを抽出し，cDNA

合 成 を 行 っ た． シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の AP1遺 伝 子

（At1g69120）および AP3遺伝子（At3g54340）のプロモー

ターのクローニングには，若い葉から ISOPLANT II

（ニッポンジーン）を用いて抽出したゲノム DNAを用

いた．各遺伝子に特異的な配列に Eco RIサイトを付加

したプライマーを設計し（Table 9），KOD Plus DNA 

Fig. 16. Transgene construct for floral organ-specific 
expression of cytokinin biosynthesis gene．
(A) T-DNA region of introduced vector (pGWB1). 
Hygromycin phosphotransferase (HPT) and 
neomycin phosphotransferase (NPT) II were 
used for transformant selection. (B) Predicted 
effect of the transgene. Floral organs expected to 
have elevated cytokinin production were colored 
with green in sepal, blue in petal, and orange in 
stamen. AP1, APETALA1; AP3, APETALA3; 
AtIPT4, Arabidopsis thaliana isopentenyltransferase4; 
LB, Left border; Pe, Petal; RB, Right border; Se, 
Sepal; St, Stamen．
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polymerase（東洋紡）を用いて AtIPT4遺伝子のオープ

ンリーディングフレームおよび AP1および AP3遺伝子

の 5’上流領域を増幅した．増幅した PCR断片を Eco RI

で切断し，AtIPT4断片を AP1あるいは AP3 断片と連結

した．さらに，上述の AP1用または AP3用の forwardプ

ライマーと，AtIPT4用の reverseプライマーの組み合わ

せにより（Table 9），KOD Plus DNA polymerase（東洋

紡）を用いて各連結した各断片全体を増幅した．増幅し

た PCR断片を pENTR/D-TOPO vector（Invitrogen）に

挿入後，Gateway LR clonase（Invitrogen）の反応により，

植物の形質転換用ベクターpBI101に由来するdestination 

vector pGWB1（Fig. 16, Nakagawa et al., 2007）に挿入し

た．

　トレニアの形質転換は，Aida and Shibata（1995, 

2001）の方法に基づいて行った．25℃一定に調節した蛍

光灯下（85 μmol·m－2·s－1 PPFD（16時間明期 /8時間暗

期））のインキュベータ内で，挿し芽で増殖し，栄養生

長状態を維持した培養植物の葉切片に，上述のように構

築したベクターを導入したアグロバクテリウムを感染さ

せ，カナマイシンおよびハイグロマイシンによる選抜を

行い，形質転換体を得た．形質転換体は，プラスチック

ポットの園芸培土（クレハ）に定植し，25℃ /20℃（昼

/夜）に調節した自然光下の温室内で栽培した．花形変

化の見られた個体については自殖種子を採取し，T2世代

を得た．これらの種子は，第 2章2-1）と同様の方法で

育苗，定植し，上述温室内で栽培した．

3 ）花芽発達期の形態観察

　ステージ 3， 4， 5および 6の各ステージごとの花芽

を，第 2章2-5）と同様の方法で固定，脱水後，2M2P

中で，減圧下で凍結乾燥し，SEMで観察した．

4 ）定量 PCR 解析

　ステージ 6の非形質転換体および形質転換体の萼片，

花弁，雄蕊，雌ずいのそれぞれの花器官から，第 2章

2-4）と同様の方法で total RNAを抽出し，cDNA合成

を行った．AtIPT4遺伝子について，オープンリーディ

ングフレームの 3’末端部および 3＇-非翻訳領域に遺伝子

特異的なプライマーを設計した（Table 10）．また，サ

イトカイニンシグナルとして第 2章2-4）と同様に

TfRR1および TfCKX5を，また内部標準として Actin遺

伝子（TfACT3）を用いた．定量 PCRは第 2章2-4）と

同様の方法で行った．蛍光量の測定温度は，TfRR1は

76℃，TfACT3は77℃，TfCKX5は78℃，AtIPT4は80℃と

し，データ解析は第 2章2-4）と同様の方法で行った．

各遺伝子の全長 cDNAあるいは TfACT3遺伝子の部分

cDNAを持つプラスミドを用いて検量線を作成し，各遺

伝子の発現量は，TfACT3に対する相対的な発現量で示

した．これらの解析は，独立した 3回の実験結果に基づ

く．

5 ）内生サイトカイニンの分析

　トレニアの内生サイトカイニンは，花弁伸長後期（ス

テージ 7）の萼片，花弁，雄蕊，雌ずいの各花器官に分

けて抽出した．抽出は Dobrev and Kaminek（2002）の

Table 9. Primers used for transgene construction.

Target gene Product length Direction Primer sequence
AtIPT4 970 bp forward 5＇-CTCAGAATTCGACATGAAGTGT-3＇

reverse 5＇-CTAGTTAAGACTTAAAAATCT-3＇
AP1 1729 bp forward 5＇-TGTATCGTTTCAAAACTCAGG-3＇

reverse 5＇-TACTGAATTCGAACCAAACAAAAC-3＇
AP3 1197 bp forward 5＇-GACCAGATCAAGAGTGCGTG-3＇

reverse 5＇-GTTTGAATTCTTTGTTGAAG-3＇
AP1::AtIPT4 2689 bp forward 5＇-CACCTGTATCGTTTCAAAACTC-3＇

reverse 5＇-CTAGTTAAGACTTAAAAATCT-3＇ ＊

AP3::AtIPT4 2157 bp forward 5＇-CACCGACCAGATCAAGAGTGC-3＇
reverse 5＇-CTAGTTAAGACTTAAAAATCT-3＇ ＊

Sequences of Eco RI site were underlined.
＊Same primer used for isolation of AtIPT4 gene.

Table 10. Primers used for qPCR analysis of AtIPT4 gene.

Target gene Product length Direction Primer sequence
AtIPT4 120 bp forward 5＇-ACAGCATCGTTTCGAGAGG-3＇

reverse 5＇-GTGGCTCCTGACAATCTTCAC-3＇
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方法，定量はNishijimaら（2011a）の方法に基づいて行っ

た．液体窒素で凍結した各花器官（0.2-0.6 gFW）を乳鉢，

乳棒を用いて液体窒素中で破砕し，各1 ngの重水ラベ

ルした内部標準物質を加えた氷冷抽出液（MeOH/

water/formic acid（15/4/1, v/v/v）） 中 に 溶 解 後， 

－20℃で一晩抽出した．加えた内部標準物質は，[2H6] 

N6- (Δ2-isopentenyl) adenine (iP), [2H5] trans-zeatin (tZ), 

[2H6] iP riboside (iPR), [2H5] tZ riboside (tZR) で あ る

（OlChemim）．遠心により上清を得た後，Sep-Pak tC18 

cartridge（Waters）により精製し，乾燥させた．残渣を

1 M formic acidで溶解し，Oasis MCX column（Waters）

に 通 し て 吸 着 さ せ，MeOH, 0.35 M NH4OH, 0.35 M 

NH4OHを含む60％（v/v）MeOHの順に溶出した．各

溶 出 液 の う ち，cytokinin nucleobases, cytokinin 

nucleosides, cytokinin glucosidesの溶出画分である0.35 

M NH4OHを含む60％（v/v）MeOHをエバポレーター

で乾固した．続いて，0.05％ acetic acid を含む10％ 

MeOHで溶解し，含まれるサイトカイニンを liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry system（LC/

MS/MS，model 2695/TSQ7000, Waters/Thermo Fisher 

Scientific）により解析した．各サイトカイニンは，35℃

に保持した ODS column （MD，5 μm, 2.5 mm × 250 

mm, 資生堂）を用い，流速0.2 mL·min－1の solvent A

（0.05％ acetic acidを含むMeOH）と solvent B（0.05％ 

acetic acidを含む水）の濃度勾配により分離した．両溶

媒の勾配は，0 min, 10％ A + 90％ B; 45 min, 80％ A + 

20％ B; 55 min, 100％ で あ る． 定 量 は selected ion 

recording mode（ionization voltage; 4.7 kV，キャピラリー

温度 ; 200℃ , collision energy; サイトカイニン種により

－22から－34 V）で行った．データは Xcaliber software

（Thermo Fisher Scientific）により解析し，内生サイト

カイニン量は，内部標準との量比により定量した．これ

らの解析は，独立した 3回の実験結果に基づく．

3 ．結　果

1 ）花形の変化した組換え体の形態的特徴の解析

　AP1および AP3プロモーターのいずれを使用して

AtIPT4を 発 現 さ せ た 組 換 え 体（AP1::AtIPT4, 

AP3::AtIPT4）においても，正常型と比べて花形に変化

が見られる個体が得られ，これらの自殖後代について，

遺伝した花形の形質を調査した．正常型では花弁数が 5

枚であるのに対し（Fig. 17a），AP1::AtIPT4を導入した

組換え体では花弁数が6-7枚へと増加した（Fig. 17b）．

また，萼片は正常型では 5枚であるのに対して5-7枚と

増加傾向にあったが，雄蕊および雌ずいの数に変化は見

られなかった．これに対して，AP3::AtIPT4を導入した

組換え体では，花弁数が5-6枚と増加傾向にあったが

（Fig. 17c, d），AP1::AtIPT4を導入した組換え体に比べる

と増加の程度は小さかった（Fig. 17b）．さらに，

AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，花弁数の増加だ

けでなく，花弁の大型化により花冠が拡大し，花弁周縁

に鋸歯の発生が見られた（Fig. 17c, d）．さらに，花弁に

細長い付属弁の発生も見られた（Fig. 17d）．また，雄蕊

は正常型では 4本であるのに対して4-5本であったが，

萼片および雌ずいの数に変化は見られなかった．

　これらの組換え体について，花芽の発達過程を観察し

たところ，ステージ 3において，正常型および

AP3::AtIPT4を導入した組換え体では萼片が 5枚である

のに対し（Fig. 18a, o），AP1::AtIPT4を導入した組換え

体では萼片の数が 6枚以上に増加し（Fig. 18h），ステー

ジ 4においては，いずれの組換え体においても正常型と

比べて花托が拡大していた（Fig. 18b, i, p）．さらに，

AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，ステージ 5にお

いて，正常型（Fig. 18c），さらには AP1::AtIPT4を導入

した組換え体と比べても（Fig. 18j），花托の拡大がより

顕著になっていた（Fig. 18q）．AP1::AtIPT4を導入した

組換え体では，ステージ 5からステージ 6に，花弁原基

の数が増加していた（Fig. 18c, d, g, j, k, n）．また，

AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，ステージ 6の初

Fig. 17. Morphological changes in the flowers of torenia．
a, Normal type (NT); b, AP1::AtIPT4; c and d, AP3::AtIPT4. Pc, Paracorolla; Sp, Serrated petal．
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期において，正常型および AP1::AtIPT4を導入した組換

え体に比べて雄蕊様の器官が大きく発達していただけで

なく（Fig. 18d ，k, r），ステージ 6の後期において，花

芽全体が拡大するとともに，付属弁の原基および花弁周

縁に鋸歯の発生が見られた（Fig. 18s）．この付属弁は，

雄蕊の基部の背軸側の側方から発生し（Fig. 18t），開花

時は花弁の中央部に位置していた（Fig. 18u）．

2 ）組換え体のサイトカイニンおよびサイトカイニンシ

グナルの解析

　これらの組換え体における花形の変化と花芽内におけ

るサイトカイニンシグナルの分布の関係を解析するため

に，まず定量 PCRにより各花器官における導入遺伝子

の発現を解析した．予想されたように，導入した

AtIPT4遺伝子は，AP1::AtIPT4を導入した組換え体では

萼片および花弁において，また AP3::AtIPT4を導入した

組換え体では花弁および雄蕊で主に発現していた（Fig. 

19）．

　各花器官における内生サイトカイニン濃度について

は，正常型では，雄蕊において活性型の iPが多く蓄積

していたが，萼片，花弁，雌ずいにおいては，iP およ

び iPの前駆体である iPRとも蓄積量は少なく，特に，

萼片および花弁では，iPおよび iPRは検出されなかっ

た（Fig. 20A, B）．これに対して，AP1::AtIPT4を導入し

た組換え体では，iPおよび iPRとも，萼片および花弁

に蓄積が認められ，雄蕊および雌ずいでは正常型と同程

度であった（Fig. 20A, B）．一方，AP3::AtIPT4を導入し

た組換え体では，iP および iPR とも，花弁では

AP1::AtIPT4を導入した組換え体と同程度に蓄積が認め

られたものの，萼片では正常型と同様に検出されず，雄

蕊および雌ずいでは正常型と同程度であった（Fig. 20A, 

B）．もう一方のサイトカイニンの分子種である tZおよ

びその前駆体である tZRについては，正常型では，主に

雄蕊に蓄積していたが，萼片，花弁，雌ずいにおいても

蓄積が見られた（Fig. 20C, D）．また，正常型に比べて，

AP1::AtIPT4を導入した組換え体の萼片では tZRの増加

が見られたものの，それ以外の各花器官における tZお

よび tZRの蓄積パターンは，正常型と両組換え体で同様

であった（Fig. 20C, D）．

　AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，雄蕊における

サイトカイニン濃度が正常型と同程度であったことか

Fig. 19. AtIPT4  expression in the floral organs of 
transgenic torenia．
The expression levels are shown as a value 
relative to that of TfACT3, which was used as an 
internal standard. Vertical bars represent ± SE 
(n = 3)．

Fig. 18. Floral development of transgenic torenia．
a-g, Normal type (NT); h-n, AP1::AtIPT4; o-u, AP3::AtIPT4. Floral stages were defined as described by Nishijima 
and Shima (2006). Closed and open triangles represent lobes from a petal primordium and the site of paracorolla 
initiation, respectively. Pe, Petal; Pi, Pistil; Sn, Staminoid; Sp, Serrated petal; St, Stamen. Scale bars = 100 μm．
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ら，サイトカイニンシグナル強度の指標となる type-A 

RRの TfRR1および TfCKX5遺伝子の発現を解析したと

ころ，正常型では，いずれの花器官でも低いか検出され

なかった（Fig. 21）．AP1::AtIPT4を導入した組換え体で

は，TfRR1および TfCKX5遺伝子とも，正常型に比べて

萼片および花弁において10倍以上へと，大きく上昇して

いた（Fig. 21）．これに対して，AP3::AtIPT4を導入した

組換え体では，両遺伝子とも，正常型に比べて花弁およ

び雄蕊において10倍以上へと，発現が大きく上昇してい

た（Fig. 21）．両組換え体の各花器官におけるこれらの

発現パターンは，導入した AtIPT4の発現部位と一致し

ていた．

4 ．考　察

　本研究により，活性型サイトカイニンである iPの蓄

積により，AP1::AtIPT4を導入した組換え体では萼片お

よび花弁において，AP3::AtIPT4を導入した組換え体で

は花弁および雄蕊においてサイトカイニンシグナルが上

昇することにより，花形が変化したものと考えられた

（Fig. 19, Fig. 20A, B, Fig. 21）．また，もう一方の活性型

サイトカイニン分子種であり，組換え体の各花器官にお

ける蓄積パターンに変化の見られなかった tZは，花形

の変化に関与していないと考えられた（Fig. 20C, D）．

　AP3::AtIPT4を導入した組換え体において増加が予想

された雄蕊の内生サイトカイニン濃度は，予想に反して

正常型と同程度であった（Fig. 20A, B）．サイトカイニ

ンは葯および花粉の発達に必要であり，雄蕊がその生合

成の場となっていると考えられる（Huang et al., 2003; 

Sawhney and Shukla, 1994）．トレニアの正常型の花にお

いて，雄蕊のサイトカイニン濃度が著しく高かったこと

は，このことを反映していると考えられる（Fig. 20A, 

C）．その一方で，葯特異的にアグロバクテリウムの IPT

遺伝子を発現させたタバコでは，葯の形態異常，花粉の

量の減少および稔性の低下が報告されていることから

（Geng et al., 2002），葯における過剰なサイトカイニン

シグナルは，雄蕊の正常な発達を阻害すると考えられ

る．従って，AP3::AtIPT4を導入したトレニアにおいて

も，雄蕊におけるサイトカイニンシグナルの上昇が，雄

蕊の正常な発達に対して阻害的に働き，それがサイトカ

イニンの生合成に抑制的に作用した可能性がある．

　AP3::AtIPT4を導入した組換え体では付属弁の発生が

見られ，その形態は CPPU処理したトレニアで誘導さ

れる細長い副花冠と類似していた（Fig. 17d, Fig. 18u; 

Niki et al., 2012; Nishijima and Shima, 2006）．この付属

弁の発生位置は雄蕊基部の背軸側の側方であり，さらに

その発生時期はステージ 6であり，いずれも CPPU処

理により誘導される細長い副花冠と一致していた（Fig. 

18s, t）．従って，AP3::AtIPT4を導入した組換え体で発

生した付属弁は，雄蕊の托葉に由来する副花冠であると

考えられた（Nishijima and Shima, 2006）．

Fig. 20. Concentration of endogenous cytokinins in the floral organs of normal type (NT) and transgenic torenia．
iP, isopentenyladenine; iPR, isopentenyladenine riboside; tZ, trans-zeatin; tZR, trans-zeatin riboside. Vertical bars 
represent ± SE (n = 3)．
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　シロイヌナズナでは，AP1プロモーターの制御下で

AtIPT4を発現させることにより，萼片，花弁，雄蕊の

数が増加することが示されている（Li et al., 2010）．ま

た，葯特異的にアグロバクテリウムの IPT遺伝子を発

現させることにより，花糸の先端の花弁化，花弁におけ

る欠刻の発生，萼片と花弁の間に花糸あるいは突起状の

花弁様器官が形成されることが示されている（Geng et 

al., 2002）．さらに，ペチュニアでは，AP3プロモーター

の制御下でアグロバクテリウムの IPT遺伝子を発現さ

せることにより，花冠が拡大することが示されている

（Verdonk et al., 2008）．しかしながら，これまでに花器

官におけるサイトカイニンシグナルの上昇部位の違い

が，花の形態に与える影響を，同じ植物種で同時に比較

した研究はない．本研究では，AtIPT4を花弁および雄

蕊で過剰発現させることにより，花弁数の増加，花冠の

拡大だけでなく，副花冠および花弁周縁の鋸歯が誘導さ

れ，AtIPT4を萼片および花弁で過剰発現させることに

より，花弁数の増加だけが誘導されたことから（Fig. 

17, Fig. 18），花冠の拡大，副花冠および鋸歯の誘導には，

雄蕊におけるサイトカイニンシグナルの上昇が重要であ

ると考えられた（Fig. 22）．

　シロイヌナズナでは，サイトカイニンによる花器官数

の増加は，花芽分裂組織ひいては花托が拡大することに

より生じることが示されている（Bartrina et al., 2011; 

Lindsay et al., 2006）．さらに，AP1::AtIPT4を導入した

シロイヌナズナ（Li et al., 2010），さらには CPPU処理

したトレニアにおいて花器官数が増加する際にも花托が

拡大することが示されている（Nishijima et al., 2007）．

これは，器官原基は一定の間隔で分化する傾向があるた

め，花托が拡大すれば，その分，分化できる器官数が増

えるためである．本研究におけるトレニアにおいても，

AP1::AtIPT4および AP3::AtIPT4のいずれを導入した組換

え体においても，ステージ 4において花托の拡大が見ら

れたことから（Fig. 18i, p），whorl 2におけるサイトカイ

ニンシグナルの上昇が花托の拡大を引き起こし，花弁数

が増加したものと考えられた（Fig. 22）．一方，細長い

副花冠が誘導される AP3::AtIPT4を導入した組換え体で

は，花托の拡大がステージ 5まで続いたが（Fig. 18q），

whorl 3の拡大が顕著であった．whorl 3における花托の

拡大がステージ 5まで続いた場合，雄蕊同士の間隔が広

Fig. 21. Expression of TfRR1 and TfCKX5 in the floral 
organs of normal type (NT) and transgenic 
torenia．
The expression levels of TfRR1 (A) and TfCKX5 
(B) are shown as values relative to that of 
TfACT3, which was used as an internal standard. 
Vertical bars represent ± SE (n = 3)．

Fig. 22. Model accounting for the ef fect of localized 
elevation of cytokinin signal in flower buds on 
flower morphology．
AP1::AtIPT4 and AP3::AtIPT4 indicate the 
transgenic plants promoted floral organ specific 
cytokinin biosynthesis described in Fig. 16. 
Whorls with elevated cytokinin levels are colored 
with green in whorl 1, blue in whorl 2, and orange 
in whorl 3. Pc, Paracorolla; Pe, Petal; Pi, Pistil; Se, 
Sepal; Sn, Staminoid; Sp, Serrated petal; St, 
Stamen．
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がる（Fig. 22）．潜在的な雄蕊の托葉は雄蕊の側方に位

置し，whorl 3に含まれると考えられることから，雄蕊

同士の間隔が広がることにより，雄蕊の側部に器官分化

に必要な空間を供給し，副花冠の発達を促した可能性が

ある．同様の現象は，CPPU処理によって細長い副花冠

が誘導される場合にも認められている（Nishijima and 

Shima, 2006）．つまり，ステージ 5の花芽に CPPU処理

を行った場合，花托が拡大するとともに，細長い副花冠

が発生する．シロイヌナズナでは，サイトカイニンによ

る花托の拡大は，分裂組織の活性に関わるWUSおよび

CLAVATA （CLV）遺伝子の発現調節を通じて引き起こさ

れると考えられている （Bartrina et al., 2011; Clark et al., 

1993; Lindsay et al., 2006）．両遺伝子による分裂組織の

制御メカニズムについては，茎頂分裂組織において詳細

に解析されている（Schoof et al., 2000）．すなわち，

WUSは茎頂分裂組織の中心部で発現し，分裂活性の維

持に働いているが，WUSの発現は，器官分化に関わる

CLVにより，茎頂分裂組織の中心部に限定されている．

サイトカイニンは，CLVの発現を抑制することにより，

WUSの発現部位を拡大し，そのことにより分裂組織の

サイズが拡大する（Bartrina et al., 2011; Lindsay et al., 

2006）．同様のメカニズムが，花托の大きさに関わる花

芽分裂組織でも機能していると考えられる（Bartrina et 

al., 2011; Lindsay et al., 2006）．本研究の組換えトレニア

においても，サイトカイニンシグナルが上昇した部位で

CLVの発現が抑制されていると考えられる．その場合，

whorl 3は，whorl 2と比較して，WUSの発現領域である

花芽分裂組織の中心部に近いことから，whorl 3におけ

るサイトカイニンシグナルの上昇，ひいては CLVの発

現抑制が，whorl 2におけるそれと比較して，花托の拡

大により効果的であると予想された．しかし，サイトカ

イニンシグナルの上昇は，その部位における器官の分

化・発達を促進する作用を持つことから（Dewitte et al., 

1999; Mok and Mok, 2001; Pernisová et al., 2009），

AP3::AtIPT4を導入した組換え体の whorl 3におけるサイ

トカイニンシグナルの上昇が，花托の拡大を通じてでは

なく，別のメカニズムで雄蕊の托葉の発達を促進し，副

花冠を発生させた可能性も排除できない．

　花弁周縁の鋸歯については，花弁の縁辺部においてサ

イトカイニンシグナルが上昇し，維管束の配列パターン

を変化させることにより誘導されることが示されている

が（Niki et al., 2013; Nishijima and Shima, 2006），本研

究の結果では，雄蕊におけるサイトカイニンシグナルの

上昇が鋸歯の発生に重要であることが示唆された．シロ

イヌナズナの whorl 3および whorl 4で発現・機能する

AG遺伝子に転写因子抑制ドメインをつなげたコンスト

ラクト（AG-SRDX）をトレニアに導入し，class Cホメ

オティック遺伝子の機能を抑制した場合にも花弁に鋸歯

の発生が報告されていることから（Narumi et al., 2008），

whorl 3および whorl 4において発現する遺伝子の機能の

変化が，whorl 2の花弁の維管束の配列パターンに影響

を与えている可能性が考えられる．従って，whorl 3 に

おけるサイトカイニンシグナルの上昇が，whorl 3 にお

ける遺伝子発現や遺伝子機能の変化を通じて花弁の維管

束の配列パターンに影響を及ぼす可能性がある（Fig. 

22）．

　一方，過剰なサイトカイニン生合成により，サイトカ

イニンが whorl 3から whorl 2へ転流した可能性も考えら

れる．しかしながら，発達したステージ 7の花器官を用

いて行った本研究におけるサイトカイニン濃度の測定で

は，導入した AtIPT4遺伝子によるサイトカイニン濃度

の上昇が，隣接した花器官，すなわち AP1::AtIPT4を導

入した組換え体の雄蕊あるいは AP3::AtIPT4を導入した

組換え体の萼片および雌ずいのサイトカイニン濃度を上

昇させる現象は認められなかった（Fig. 20A, B）．しか

し，花器官の分化初期における微小な花芽においては，

whorl 3で上昇したサイトカイニンが，ごく近接した

whorl 2に転流することにより，花弁の維管束の配列パ

ターンに影響を与え，鋸歯が発生した可能性も排除でき

ない．

第 5 章　総合考察

　本研究の結果から，花芽内におけるサイトカイニンシ

グナルの空間的，時間的分布が，トレニアに副花冠，花

弁周縁の鋸歯などの装飾的な花形変化を誘導することが

明らかとなった．それぞれの花形の変化について，前章

までは CPPU処理ならびに遺伝子組換えの結果に関し

て個々に考察したが，第 5章では，各章の結果を横断的

に俯瞰し，より普遍的な分子機構について考察するとと

もに，今後の基礎研究ならびに実用化を目指した応用研

究の展開方向について考察したい．

　まず，サイトカイニンにより誘導されるトレニアの装

飾的な花形のうち，副花冠の発生については，第 2章に

おいて，CPPU処理した花芽内のサイトカイニンシグナ

ルの分布を解析した結果から，副花冠の発生位置，すな

わち幅広い副花冠の場合には雄蕊基部の背軸側で，細長

い副花冠の場合には花弁の中央部でサイトカイニンシグ
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ナルが上昇することが重要であることが示された．一

方，第 4章における AP3::AtIPT4を導入した組換え体の

解析結果からは，雄蕊の原基が分化した後の花托の著し

い拡大が，花芽内に副花冠の原基が分化するのに必要な

空間を供給することにより，副花冠の発生が促されたと

考察した．それぞれの結果を個別に考察する限りでは，

CPPU 処 理 で は 花 托 の 拡 大 は 起 こ ら ず， ま た

AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，副花冠の発生位

置におけるサイトカイニンシグナルの局所的な上昇は起

こらないように理解される．しかしながら，CPPU処理

したトレニアにおいて副花冠が誘導される際には，花托

が拡大することが示されている（Nishijima et al., 2007）．

一方，AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，花芽内の

サイトカイニンシグナルの詳細な分布の解析は行ってい

ないが，第 3章において，AP3のオーソログである

TfDEFの花芽内における発現部位から（Fig. 13B），導

入した AtIPT4遺伝子は，AP3プロモーターにより花弁

および雄蕊全体で発現し（Krizek and Meyerowitz, 

1996），副花冠の発生位置に局在化した発現状態には

なっていないと考えられる．

　以上の結果から，副花冠の発生には，（ 1）雄蕊の原

基が分化した後の花托の拡大，ならびに，（ 2）副花冠

の発生位置におけるサイトカイニンシグナルの局所的な

上昇，の 2つの要因が同時に関与しているという仮説が

導き出される．この仮説は，CPPU処理によって副花冠

が安定的に発生し，その発生程度も著しいのに対して

（Nishijima and Shima, 2006），AP3::AtIPT4を導入した組

換え体では，副花冠の発生は不安定で，その発生程度も

低かったことと合致する．つまり，CPPU処理では（ 1）

と（ 2）の両者が同時に起きるため，副花冠が安定して

強く誘導されるのに対し，AP3::AtIPT4を導入した組換

え体では（ 1）は起きているもの，（ 2）が不十分であっ

たため，副花冠の誘導が不安定で弱かったと考えること

ができる（Fig. 23）．

　この仮説を検証するためには，今後，花托の拡大だけ，

ならびに副花冠の発生位置におけるサイトカイニンシグ

ナルの上昇だけ，そしてその両者を選択的に誘導できる

実験系を開発する必要がある．花托の拡大については，

第 4章でも述べたように，花芽分裂組織の拡大によって

引き起こされ，その過程には分裂組織の活性に関わる遺

伝子であるWUSおよび CLVが関与していると考えられ

ることから（Bartrina et al., 2011; Lindsay et al., 2006），

花芽分裂組織においてWUSの発現を過剰発現させる，

あるいは CLVの発現を抑制する組換え体を作出するこ

とにより誘導できる可能性がある．一方，副花冠の発生

位置におけるサイトカイニンシグナルの上昇について

Fig. 23. Dual-factor hypothesis on paracorolla induction in torenia．
In this hypothesis, both cytokinin signal precisely localized to the site of paracorolla initiation and receptacle 
enlargement are necessary for stable and strong paracorolla induction. The floral organs and whorls with high level 
of cytokinin signal are indicated by gray. The darkness of shade gray area represents extent of cytokinin signal. 
Paracorolla initiation sites are indicated by red circle. Pc, Paracorolla; Pe, Petal; Pi, Pistil; Se, Sepal; St, Stamen．
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は，副花冠の発生位置に特異的に発現するプロモーター

を用いて IPT遺伝子を発現する手法が考えられるが，

現在のところそのようなプロモーターは利用できず，今

後の研究が必要である．

　一方，遺伝形質として副花冠を有する植物において

は，副花冠が発生する分子機構の研究は全く進んでいな

い．この分子機構を解明する糸口として，本研究の結果

から直接的に考えられる研究方法としては，（ 1）トレ

ニアと同様に雄蕊の托葉が副花冠として発達する場合，

雄蕊の分化後に花托の著しい拡大が起こるか否かを解析

する，（ 2）副花冠の発生位置において，サイトカイニ

ンシグナルが局所的に上昇するか否かを解析することが

考えられる．このどちらか一方，あるいは両方が起きて

いれば，トレニアと同様の分子機構により，副花冠の分

化・発達が制御されている可能性がある．（ 1）に関し

ては，唯一，キンギョソウにおいて副花冠の分化・発達

の過程を詳細に解析した結果が報告されているが，副花

冠の発生する系統と発生しない系統における，雄蕊分化

後の花托の拡大程度の差異は不明瞭であった

（Yamaguchi et al., 2010）．今後，遺伝形質として副花冠

を有する他の植物種においても，このような観点からの

研究が期待される．

　遺伝形質としての副花冠の形態については，第 3章の

緒言で述べたように，植物種によって様々なものが存在

する．これらの形態の違いについて，トレニアで認めら

れたような花器官ホメオティック遺伝子の発現状態が関

与しているか否かについても，今後の課題である．ただ

し，第 3章における研究結果から，副花冠における花器

官ホメオティック遺伝子の発現は，副花冠原基の発生位

置の花器官ホメオティック遺伝子の発現パターンによっ

て制御されることが明らかになったことから，植物種に

よって異なる副花冠の発生位置が，副花冠の形態に影響

を及ぼしていることは十分に考えられる．副花冠の発生

位置は，キンギョソウではトレニアと同様に雄蕊基部の

背軸側の側方である（Yamaguchi et al., 2010）．それ以

外の植物種における副花冠の発生過程の詳細な解析につ

いては，今後の課題である．

　CPPU処理による花弁周縁の鋸歯の発生は，花弁の縁

辺部における維管束の配列パターンの変化により生じて

いることが示されているが（Nishijima and Shima, 

2006），この部位は，第 2章において示された CPPU処

理によるサイトカイニンシグナルの蓄積部位と一致して

いる（Fig. 7C）．そのため，第 2章では，花弁の縁辺部

におけるサイトカイニンシグナルの蓄積が鋸歯を誘導し

たと考察した．一方，第 4章におけるプロモーターの異

なる組換え体の花形の違いからは，雄蕊におけるサイト

カイニンシグナルの上昇が鋸歯の発生に重要であること

が示された．これは一見矛盾する解釈である．しかしな

がら，第 2章では，CPPU処理によって花弁の縁辺部と

ともに，雄蕊でもサイトカイニンシグナルが高まる結果

が得られている（Fig. 6）．また，第 4章で鋸歯が誘導さ

れた AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，雄蕊ととも

に，花弁でもサイトカイニンシグナルが上昇していた

（Fig. 21）．従って，鋸歯の発生には，花弁と雄蕊の両者

でサイトカイニンシグナルが上昇することが必要である

という仮説が導き出される（Fig. 24）．この仮説につい

ては，第 4章において，萼片および花弁でサイトカイニ

ンシグナルを上昇させる AP1::AtIPT4を導入した組換え

体で鋸歯の誘導は見られなかったことから，花弁のみの

サイトカイニンシグナルの上昇では鋸歯の発生は誘導で

Fig. 24. Hypothesis on induction of serrated petal margin 
in torenia．
In this hypothesis, cytokinin signal localized to 
both petal and stamen is necessar y for the 
induction of serrated petal margin. The floral 
organs with high level of cytokinin signal are 
indicated by gray. Pe, Petal; Pi, Pistil; Se, Sepal; 
St, Stamen．



42 花き研究所研究報告　第14号

きないことがすでに示されている．今後さらに，雄蕊の

みでサイトカイニンシグナルを上昇させる組換え体を作

出し，鋸歯が誘導されるか否かを解析することにより，

この仮説を検証できる可能性がある．また，サイトカイ

ニンが維管束の配列パターンに及ぼす影響については，

シロイヌナズナの突然変異体を用いた研究により，茎お

よび根における維管束の配列パターンの変化にサイトカ

イニンが関与することが報告されている（Cui et al., 

2011; Pineau et al., 2005）．しかしながら，これまでのと

ころ，サイトカイニンが花器官の維管束の配列に及ぼす

分子機構を解析した報告はなく，この点については今後

の課題である．

　本研究では，遺伝子組換え技術を用いて花器官特異的

なプロモーターで，花芽内の部位特異的にサイトカイニ

ン生合成を促進することにより，花弁におけるサイトカ

イニンシグナルの上昇が花弁数の増加を，雄蕊における

サイトカイニンシグナルの上昇が花冠の拡大，副花冠お

よび鋸歯を誘導できることが示された．これらの花形変

化のうち，AP3::AtIPT4を導入した組換え体における花

冠の拡大および鋸歯の誘導については安定した形質で

あった．花冠の拡大については，同様のコンストラクト

を導入したペチュニアでも認められていることから

（Verdonk et al., 2008），種を超えて普遍的な現象である

と考えられ，他の品目への応用可能な技術として実用化

が可能であると考えられる．一方，鋸歯の誘導について

は，今後，種を超えて普遍的な現象であるか否かを検証

する必要がある．

　副花冠は観賞価値への貢献度が高いものの，これまで

に遺伝子組換えにより副花冠が誘導された報告はなく，

本研究において，AP3::AtIPT4を導入したトレニアが，

遺伝子組換えにより副花冠を誘導した初めての例であ

る．さらに，ペチュニアにおいても，トレニアと同じ

AP3::AtIPT4を導入した組換え体で，雄蕊基部の側方に，

雄蕊の托葉が発達したと考えられる新たな花器官の発生

が認められている（西島，未発表）．このことは，サイ

トカイニンシグナルの上昇による副花冠の誘導が，種を

超えて普遍的な現象であることを示している．従って，

花弁および雄蕊においてサイトカイニンシグナルを上昇

させることにより，他の園芸植物でも副花冠を誘導でき

る可能性がある．しかしながら，AP3::AtIPT4を導入し

た組換え体では細長い副花冠が誘導されたものの，発生

頻度は不安定であった．また，CPPU処理では幅広い副

花冠も誘導されるが（Niki et al., 2012; Nishijima and 

Shima, 2006），本研究における組換え体では誘導されな

かった．遺伝子組換えによる副花冠の誘導を実用化する

ためには，これらの副花冠を安定的に発生させる必要が

ある．上述の通り，副花冠を安定的に誘導するためには，

花托の拡大と花芽内の部位特異的なサイトカイニンシグ

ナルの上昇を同時に起こす必要があると考えられる．

AP3::AtIPT4を導入した組換え体では，花托の拡大は見

られたものの，AP3プロモーターは whorl 2および whorl 

3全体で，また花芽発達過程を通じて発現するため

（Krizek and Meyerowitz, 1996），第 2章における研究結

果で見られたような，萼片伸長期の雄蕊原基の背軸側あ

るいは花弁伸長初期の雄蕊の基部から花弁の中央部に，

特異的にサイトカイニンシグナルを蓄積することはでき

ない．従って，花芽発達ステージに特異的で，なおかつ

花芽内の部位特異的なプロモーターを組み合わせて，サ

イトカイニンの蓄積時期および部位をさらに調節するこ

とができれば，副花冠が安定的に誘導される組換え体の

作出も可能になると予想される．

　以上の結果を総合すると，花芽発達ステージに依存し

た装飾的な花形誘導と，花芽内におけるサイトカイニン

シグナルの局所的な上昇の関係は次のようにまとめられ

る（Fig. 25）．花弁，雄蕊および雌ずい形成期（ステー

ジ 4）に雄蕊基部の側方においてサイトカイニンシグナ

ルが蓄積するとともに，花弁伸長初期（ステージ 5）ま

での花托の拡大が同時に起きると，雄蕊基部の側方から

副花冠の原基が発生し，この部位では花器官ホメオ

ティック遺伝子の発現が class Aおよび B遺伝子が中心

であるために幅広い副花冠へと発達する．また，ステー

ジ 5において，花弁中央部のサイトカイニンシグナルの

蓄積と花托の拡大が同時に起きると，花弁の中央部から

副花冠の原基が発生し，この部位の花器官ホメオティッ

ク遺伝子の発現は class B遺伝子が中心であるものの，

class Aおよび C遺伝子は非常に低いために細長い副花

冠となる．一方，花弁および雄蕊にサイトカイニンシグ

ナルが蓄積すると，ステージ 6以降に花弁周縁部に鋸歯

が誘導されると考えられる．

　現在までに，花色を改変したカーネーションやバラを

始めとして，遺伝子組換え技術の利用により，様々な花

きの形質改変が試みられている（Chandler and Sanchez, 

2012）．しかしながら，花形については，主要花きでは，

大輪，八重等の観賞価値の高い花形が，突然変異育種や

交雑育種等によってすでに作出されているため，実用化

を目指した遺伝子組換え技術の利用例は少なく，シクラ

メンで花弁数の増加の例が報告されているだけである

（Terakawa et al., 2010）．従って，本研究の実用化の主要



43仁木：サイトカイニンによる装飾的な花形の誘導機構の解明と育種への応用に関する研究 

な対象としては，花形のバリエーションに乏しい品目が

あげられる．このような品目として，よく利用されてい

る花きとしては，リンドウ，グロリオサ，ニチニチソウ，

ブーゲンビリア，サルビア，キキョウ，マンデビラなど

があげられるが，他にも枚挙にいとまがない．ただし，

このような品目は，花形改変によって，経済的価値が確

実に，かつ大幅に増大する見込みがない限り，遺伝子組

換え植物の実用化に必要な多大なコストに見合うだけの

利益を得られない．今後，遺伝子組換え植物の普及を阻

んでいる，生物多様性への影響評価にかかるコストの削

減，ならびに特許の許諾料の低価格化が望まれる．この

うち，生物多様性影響評価については，近縁野生種との

交雑性が最も大きな問題となり，交雑可能な近縁野生種

が存在すると，それらの特定と交雑の程度の調査に多大

な労力とコストが必要となる（吉倉，2006）．従って，

そのような品目の場合には，不稔化も同時に付与する必

要がある．これまでに不稔化手法として，雄蕊および雌

ずい特異的に発現する遺伝子のプロモーターを利用し，

これらの花器官で細胞死を誘導する手法が開発されてい

る（Koltunow et al., 1990; Mariani et al., 1990; Xu et al., 

1995）．このような不稔化の手法が様々な植物種で利用

できるようになれば，遺伝子組換え植物の実用化のため

のコストの削減につながると考えられる．一方，特許の

許諾料の低価格化は，組換え体の普及・量産化による相

Fig. 25. Mechanism responsible for floral stage-dependent induction of paracorollas and serrated petal margins by elevated 
cytokinin signal．
Illustrations shown in the top row indicate normal type flower buds at the corresponding floral stage. The floral 
organ with high level of cytokinin signal is indicated by dotted pattern. Expression pattern of floral homeotic genes 
is indicated by coloring; class A alone (green), class A and B (blue), class B alone (light blue), class B and C (pink), 
and class C alone (orange). Pc, Paracorolla; Pe, Petal; Pi, Pistil; Se, Sepal; St, Stamen．
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対的な低価格化が考えられる．さらに，これまでのとこ

ろ，植物の形質転換に必要なベクター構築の際，植物で

機能するプロモーター，薬剤耐性マーカーは種類が限ら

れ，さらには形質転換についてもアグロバクテリウムの

感染による遺伝子導入が主流であり，いずれも一部の海

外の企業により基本特許が押さえられてきた．近年，こ

れらの基本特許権は切れつつあるが，今後，これらの手

法について国際的な技術開発競争が進むことにより，特

許の許諾料の低価格化が進むことが期待される．

摘　要

　花の形は花きの観賞価値を左右する重要な形質の 1つ

であり，装飾的な花形を作出することにより，同じ品目

でも観賞価値が向上する例が多い．しかしながら，これ

までの突然変異ならびに交雑育種では，装飾的な花形を

得るには長い年月を要することから，花形を効率的に改

良する手法の開発が望まれている．一方，サイトカイニ

ンの分解を司るサイトカイニン酸化酵素（CKX）の阻害

剤であるホルクロルフェニュロン（CPPU）処理により，

トレニアにおいて鋸歯，副花冠の発生など，装飾的な花

形が誘導されるが，誘導される花形は CPPU処理を行

う花芽の発達ステージに依存して規則的に発生すること

が示されている．そこで本研究では，CPPU処理したト

レニアにおいて装飾的な花形が発生する分子生物学的な

メカニズムを解明し，サイトカイニン生合成遺伝子を利

用した遺伝子組換えによる効率的な花形改良技術に関す

る研究を行った．

　CPPU処理により花形の変化が誘導される際，サイト

カイニンが必要とされる時期および部位と花形変化の関

係を解析するために，サイトカイニンのシグナル強度の

指標として，サイトカイニンの初期情報伝達に関わる

type-A response regulator （RR）遺伝子およびサイトカ

イニン量の調節に関わる CKX遺伝子の発現解析を行っ

た．定量 PCRによる解析の結果，TfRR1および TfCKX5

遺伝子とも，いずれの花器官においても，CPPU処理後

1日目から発現が大きく上昇し，花芽に CPPU処理に

よる初期の形態変化が認められる 5日目まで高い発現が

維持された．in situ ハイブリダイゼーションによる解析

の結果，両遺伝子とも，幅広い副花冠が誘導される萼片

伸長期の花芽に CPPU処理した場合は，副花冠の発生

位置である雄蕊原基の背軸側で強い発現が見られ，細長

い副花冠が誘導される花弁伸長初期の花芽に CPPU処

理した場合には，雄蕊の基部ならびに副花冠の発生位置

である花弁の基部から中央部にかけて強い発現が見られ

た．一方，花弁の鋸歯が誘導される花弁伸長中期の花芽

に CPPU処理した場合には，鋸歯が形成される花弁の

中央部から先端部にかけて強い発現が見られた．

　CPPU処理したトレニアで誘導される副花冠の形態の

違いの原因を明らかにするために，これらの副花冠につ

いて，組織の特徴の解析および花器官ホメオティック遺

伝子の発現解析を行った．花弁と類似した形態の幅広い

副花冠では，表皮細胞の形および維管束の分布パターン

とも花弁に近い特徴を持っていたが，雄蕊に近い形態の

細長い副花冠では，表皮細胞は花弁に近い形のものから

雄蕊に近い形を持つものまで存在した．in situ ハイブリ

ダイゼーションによる解析の結果，花器官ホメオティッ

ク遺伝子の発現パターンは，幅広い副花冠では花弁と同

様に class Aおよび B遺伝子の発現が中心で，class C遺

伝子の発現は花弁の周縁部のみであったのに対し，細長

い副花冠では class B遺伝子の発現は見られたが，class 

Aおよび C遺伝子の発現は花弁の周縁部のみで見られ，

花弁と雄蕊の中間的な発現パターンを示した．また，こ

れらの発現パターンは，副花冠の発生位置の発現パター

ンと一致していた．

　サイトカイニンを花芽内の部位特異的に蓄積させるこ

とによる，装飾的な花形誘導の可能性を検証するため

に，シロイヌナズナでサイトカイニン生合成の律速段階

を触媒する酵素である isopentenyltransferaseをコード

する AtIPT4を，シロイヌナズナの AP1および AP3のプ

ロモーターの制御下でトレニアに導入した．導入遺伝子

が萼片および花弁で発現する AP1::AtIPT4を導入した組

換え体では，花弁数の増加が見られたのに対し，導入遺

伝子が花弁および雄蕊で発現する AP3::AtIPT4を導入し

た組換え体では，花冠が拡大し，副花冠および花弁の周

縁部に鋸歯が発生する個体が得られるとともに，副花冠

の発生時期に，花托の顕著な拡大が見られた．サイトカ

イニンシグナル強度の指標となる TfRR1および TfCKX5

の発現を解析したところ，AP1::AtIPT4を導入した組換

え体では，萼片および花弁で，AP3::AtIPT4を導入した

組換え体では，花弁および雄蕊で発現が上昇していた．

これらの発現部位は，導入遺伝子の発現部位と一致して

いた．

　以上の結果から，CPPU処理による副花冠および花弁

の鋸歯は，それらが形成される花芽内の特定の部位でサ

イトカイニンシグナルが持続的に高まることによって誘

導されることが明らかとなった．また，副花冠の形態の

違いは，副花冠形成初期において原基の発生位置の花器
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官ホメオティック遺伝子の発現パターンによって制御さ

れていることが明らかとなった．さらに，萼片および花

弁におけるサイトカイニンシグナルの上昇は花弁数の増

加を，花弁および雄蕊におけるサイトカイニンシグナル

の上昇は花冠の拡大，副花冠，鋸歯の誘導が可能である

とともに，副花冠の安定的な誘導には，花托の拡大と副

花冠の発生位置におけるサイトカイニンシグナルの局所

的な上昇の両者が必要であることが示され，花きの花形

改良のための育種技術の開発に役立つ知見が得られた．
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