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研究成果の概要（和文）：シンビジウムを 25 -30℃の高温ストレス下で生育すると花芽が壊死

する。これを避けるために、シンビジウム生産者は植物体を標高 1,000 メートル程度の高い山

に避暑させる。これを山上げ栽培といい、生産者にとっては重労働である。高温ストレス下で

CyNAC1 遺伝子の発現レベルが顕著に高まった。CyNAC1 遺伝子を過剰発現させたトマトと

シロイヌナズナでは顕著な生育障害が見られたことから、CyNAC1 遺伝子は高温ストレス下で、

他の遺伝子群の発現を制御しつつ、シンビジウム花芽の壊死を促進する役割を担っていると考

えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：Flower bud blasting caused by high temperatures during the summer 
season is one of the most severe problems for Japanese growers of Cymbidium. All of the 
cultivars of Cymbidium are sensitive to high temperatures and growers must therefore 
transfer Cymbidium plants to rhe cool highlands to avoid the heat of lower elevations 
in Japanese summer. The expression of CyNAC1 was significantly enhanced under the high 
temperatures. Overexpression of CyNAC1 in tomato and Arabidopsis caused growth impediment 
and the failure of flowering. These results suggest that CyNAC1 protein may be involved 
in the regulatory mechanisms of genes that are regulated during blasting. 
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１．研究開始当初の背景 
 シンビジウム生産者にとって、高温によっ
て花芽が枯死する「花飛び」と呼ばれる現象

の存在が営利栽培上、 大のネックとなって
いる。花飛びとは、２５℃以上の高温条件で、
花茎長３．５〜４．０cm の花芽が黄変し、
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枯死してしまう現象を言う。シンビジウムは、
９月や１０月に開花しても需要が少ない上、
高温期であるため花持ちが悪く、一番の需要
期が年末であることから、生産者は花飛びを
避けるため６月〜９月の高温期にシンビジ
ウムを標高１，０００m 前後の高冷地に避暑
させる「山上げ栽培」を余儀なくされている。
山上げ栽培には生育の促進や品質の向上な
どの利点もあげられているが、山への上げ下
ろし、日常の栽培管理などに多大な労力・時
間・経費がかかる。しかし、これに替わる低
コストの花飛び回避法が知られていないた
め、大部分のシンビジウムが山上げされてい
るのが現状である。花飛び現象は今のところ
山上げなどの栽培技術によって克服されて
いるが、栽培技術以外に花飛びを回復する方
法として、花飛びを起こさない品種の育成が
考えられる。しかし、これまでの育種は主と
して花の形や色、草姿等、見た目の良さを追
求したもので、花飛びを起こさない栽培の容
易な品種の育成といった観点からは行われ
ていない。 
  
 
２．研究の目的 
 これまで、ディファレンシャルディスプレ
イ法により野生型株のシンビジウムの花芽
において高温ストレスに応答して発現が誘
導される遺伝子として CyNAC1 遺伝子を単
離した。CyNAC1 遺伝子は NAC ドメインタ
ンパク質をコードしており、その構造から、
遺伝子発現を制御する転写因子をコードす
ると考えられる。すなわち高温ストレスによ
るシンビジウム花芽の枯死の過程における
種々の遺伝子発現を CyNAC1 遺伝子が制御
するものと考えられた。また、シンビジウム
の高温耐性変異株（nhn）においては、高温
ストレスによる CyNAC1 遺伝子の発現の誘
導が認められない。一方、CyNAC1 タンパク
質とアミノ酸レベルで４４．３％の相同性を
示すシロイヌナズナの AtNAP は葉の老化過
程で発現レベルの顕著な上昇が見られる。
AtNAP 遺伝子の発現を抑制した形質転換シ
ロイヌナズナでは葉の老化が遅延し、逆に、
AtNAP 遺伝子を過剰発現させた形質転換シ
ロイヌナズナでは葉の老化が促進される。こ
うしたことから、シンビジウム CyNAC1 遺
伝子は高温ストレスによるシンビジウム花
芽の枯死を促進する形で制御しているので
はないかと考えられる。 
 そこで本研究では、CyNAC1 を過剰発現さ
せた形質転換植物（トマト・シロイヌナズナ）
を作成し、形質転換植物の花や葉の高温スト
レスに対する応答や老化を観察することを
目的とした。申請者はこれまでに、ディファ
レンシャルディスプレイ法により野生株の
シンビジウム花芽の高温ストレスによる枯

死の過程で種々の遺伝子発現レベルが増減
し、また、高温耐性変異株（nhn）とは異な
る発現様式を示すことを確認しており、それ
らの遺伝子断片を単離した。それらの遺伝子
断片の塩基配列を明らかにし、データベース
検索をすることで高温ストレスによるシン
ビジウム花芽の枯死を制御している鍵遺伝
子の候補をリストアップすることを目的と
した。一方、これまで、野生株のシンビジウ
ムの花芽をジベレリンで処理すると、未処理
のシンビジウム花芽とは異なり、２５℃以上
の高温ストレスによる花芽の枯死が抑制さ
れることが明らかになっている。よって、も
しかするとシンビジウム高温耐性変異株
（nhn）は花芽におけるジベレリン活性が野
生株とは異なり高まっている変異株かも知
れない。そこで、本研究では、ジベレリンの
生合成や不活性化、受容に関わる遺伝子を単
離して構造や発現を解析することにより、ジ
ベレリン活性とシンビジウム花芽の高温に
よる枯死との関わりについて調べることを
目的とする。 
  
３．研究の方法 
平成１９年度の実験方法 
(実験１) シンビジウムの CyNAC1 遺伝子
(NAC ドメインタンパク質をコードする)の
機能解析 
 野生型株シンビジウムの高温ストレスに
よる花芽の枯死の過程で CyNAC1 遺伝子の
発現が顕著に高まるのに対し、高温耐性変異
株（nhn）においては 25℃〜30℃の高温にさ
らされても野生型株とは異なりこの遺伝子
の発現は高まらない。NAC ドメインタンパ
ク質は他の遺伝子の発現の発現を制御する
転写因子であるので、おそらく高温ストレス
にさらされるとことで CyNAC1 遺伝子の発
現が高まり、他の遺伝子群の発現を制御する
ことで、シンビジウム花芽の高温ストレスに
よる枯死を促進するのではないかと推察さ
れる。CyNAC1 遺伝子は花芽の高温による枯
死を制御する鍵遺伝子ではないだろうか？
一方、CyNAC1 タンパク質とアミノ酸レベル
で 44.3％の相同性を示すシロイヌナズナの
AtNAP は葉の老化過程で発現が高まり、こ
の AtNAP 遺伝子を過剰発現させた形質転換
シロイヌナズナにおいては葉の老化が促進
され、この遺伝子の発現を抑制した形質転換
シロイヌナズナにおいては葉の老化が遅延
することから、AtNAP 遺伝子は葉の老化を
促進すると考えられている。 
 本研究では、シンビジウムの CyNAC1 遺
伝子を実験植物であるシロイヌナズナやト
マト、タバコ等に導入して過剰発現させた形
質転換植物を作成する。その花や葉の老化や
高温ストレスによる枯死の様子を非形質転
換植物と比べることで、植物の高温ストレス



 

 

に対する応答に、CyNAC1 遺伝子がどのよう
な機能を有し関わっているのかを調べる。ま
た、AtNAP 遺伝子の発現を抑制した形質転
換シロイヌナズナに CyNAC1 遺伝子を導入
することで葉の老化の速さが野生型株と同
じになるかどうかを調べることで、CyNAC1
遺伝子と AtNAP 遺伝子が機能的に相同なの
かどうかを調べる。 
 また、これまで同定されてきた種々の NAC
ドメインタンパク質をコードする遺伝子の
中で、エチレンにより発現が制御されている
ものは見つかっていない。そこで、本研究で
はシンビジウム花序へのエチレン処理を２
４時間内という短い時間にわたり行い、その
時の CyNAC1 の発現を調べることで、
CyNAC1 遺伝子がエチレンにより発現が制
御される遺伝子であるのかどうかを調べる。 
 
（実験２）シンビジウム花芽の高温ストレス
による枯死過程で発現が増減する遺伝子群
の同定 
 申請までに、ディファレンシャル・ディス
プレイ法により、シンビジウム花芽の高温ス
トレスによる枯死の過程で発現が増減する
遺伝子断片を約３０種類単離した。それら遺
伝子のほとんどが野生型株と高温耐性変異
株（nhn）の間で発現様式が異なると思われ
るのであるが、これらの遺伝子の中には高温
ストレスによる花芽の枯死を促進的に制御
するもの、もしくは抑制的に制御するものが
含まれると考えられる。平成１９年度はこれ
らの遺伝子断片の塩基配列を決定した。デー
タベース検索することで、花芽の枯死を制御
すると考えられる遺伝子の候補を絞り込む。
また、ディファレンシャル・ディスプレイ法
により、高温ストレスによる枯死の過程で発
現が増減する遺伝子をさらに多く単離する
ことを試みた。CyNAC1 遺伝子をディファレ
ンシャルディスプレイ法により単離するき
おとができたのど同様に、こうした実験を進
めることで、シンビジウム花芽の高温による
枯死を制御する鍵遺伝子の候補が得られる。 
 
平成 20 年度以降の実験方法 
（実験１）シンビジウムの CyNAC1 遺伝子
の機能解析 
 平成２０年度中に植物組織のストレスに
よる枯死における CyNAC1 の役割を考察す
る。CyNAC1 遺伝子のエチレンによる発現制
御に関しては、再現性を確かめる実験を行う。 
 
（実験２）シンビジウム花芽の高温ストレス
による枯死過程で発現が増減する遺伝子群
の同定 
 平成１９年度に塩基配列を決定した遺伝
子断片の中で、データベース検索により、植
物種や組織の違いを超えて、枯死や老化を制

御している共通的な分子機構に関わるもの
と推定されるものについては cDNA の全鎖
長を単離する。これらの遺伝子を過剰発現さ
せた形質転換植物を作成し、高温ストレスに
対する応答や老化の様子を観察することで、
個々の遺伝子の機能を考察する。また、平成
１９年度中にディファレンシャル・ディスプ
レイ法により単離した、高温ストレスによる
枯死の過程で発現が増減する遺伝子につい
ては、やはり同様に塩基配列を決定し、デー
タベース検索を行う。そして、枯死や老化に
何らかの形で関わっていると推定されるも
のについては全鎖長 cDNA の単離と、過剰発
現させた形質転換植物の作成へと実験を進
めてゆく。 
 
（実験３）高温ストレスによる花芽の枯死と
ジベレリンの関係性についての解析 
 平成２０年度から２１年度にかけて高温
ストレスによるシンビジウム花芽の枯死の
進行や nhn の高温耐性とジベレリン活性の
関係性について調べる。申請時までに、共同
研究者の大野により、シンビジウムの若い花
序にジベレリンを与えると、２５℃〜３０℃
の高温にさらされても花芽の枯死が抑制さ
れ、生存率が高まることが高まることが明ら
かにされている。こうしたことから、もしか
したら高温耐性変異株（nhn）では、野生型
株とは異なり花序におけるジベレリン活性
が高まっていることによって、高温に対して
耐性を有し、枯死しないのかも知れない。 
 そこで、本実験では、ジベレリンの生合
成・不活性化・受容・情報伝達に関わる遺伝
子を野生型株と高温耐性変異株（nhn）にお
けるこれらジベレリン活性に関わる遺伝子
群の発現様式を比較する。以上の実験を行う
ことで、なぜ、nhn が高温耐性であるのか、
そのメカニズムについて分子的な知見が得
られ、将来的に高温耐性植物の開発に必要な
何らかの有意義な情報が得られると期待さ
れる。 
 
 
４．研究成果 
夏においてシンビジウム花芽は高温により枯
死するため、シンビジウムの生産者は標高
1000メートル程度の涼しい場所へ植物を移す
ことにより枯死を避ける。これを山上げ栽培
といい、生産者にとっては重労働である。シ
ンビジウム花芽が枯死する時にCyNAC1遺伝子
の発現レベルが顕著に高まり、この遺伝子を
過剰発現させたトマトは著しい生育障害を示
し、またこの遺伝子を過剰発現させたやシロ
イヌナズナの葉は枯死することから、CyNAC1
遺伝子は高温ストレスによるシンビジウム花
芽の枯死を促進する遺伝子だと考えられる。
平成１９年度は上記したCyNAC1を過剰発現さ



 

 

せたトマトの葉を用い、暗下での老化の葉の
老化の様子や光合成活性について調べようと
したが、葉の葉柄を浸した水が腐敗してしま
い成功しなかった。平成２０年度はディファ
レンシャル・ディスプレイ法によりシンビジ
ウムの高温ストレス下で花芽が枯死する時に
発現レベルが変化する遺伝子を単離しようと
したが、アッププライマー同士で増幅したPCR
断片しか得られず失敗に終わった。そこで、
cDNA-PCRサブトラクション法により、高温ス
トレスでシンビジウム花芽が枯死する過程で
発現レベルが増減する遺伝子をそれぞれひと
つずつ単離した。これらは機能未知なタンパ
ク質をコードしていた。平成２１年度はシロ
イヌナズナ野生型株の葉と、CyNAC1を過剰発
現させたシロイヌナズナの枯死しつつある葉
のそれぞれから抽出した全RNAを用いてマイ
クロアレイ解析を行った。その結果、枯死し
つつあるシロイヌナズナの葉で発現レベルが
上昇するものとして、endopeptidase(8.8倍)
、ALPHA-DOX1(8.9倍)、ORG2(7.5倍)、
Transcription factor (6.1倍)、CYP71A18（
8.7倍）、peroxidas(8.8倍)、hydrolase(5.6
倍)、ATTI1(5.5倍)、SYN1.1(4倍)、ATOSM34
（5.4倍）、CYP82C4(4.3倍)、GLP9(4.4倍)、
NIT2(4.9倍)、AGL26(4.3倍)、transferase(4.8
倍)、DIN2 (4.3倍)、electron carrier (4.2
倍)等を同定することが出来た。一方、発現レ
ベルが落ちるものとしてはPCC1(0.15倍)、
FSD1（0.17倍）、LHCB1(0.18倍)、lipid binding 
protein (0.18倍)、HEMA1（0.18倍）、
transcription factor(0.22倍)、calcium ion 
binding protein (0.18倍)、PSI-N(0.19倍)
等を同定した。さらに、CyNAC1がエチレンの
作用がなくても高温だけによっても発現が誘
導されることを明らかにした。また、CyNAC1
遺伝子の発現がエチレン処理により３倍程度
上昇することを明らかにした。本研究により
、将来的にCyNAC1を植物バイオテクノロジー
により抑制することで、高温ストレスにより
花芽の枯死する現象を抑え、山上げ栽培を必
要としない、つまりは生産コストが低く生産
者にとってやさしい遺伝子組み換えシンビジ
ウムの分子育種を作出する基盤が整備された
。 
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