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研究成果の概要（和文）：少低温ニホンナシ品種（LC）を選抜するための分子マーカーの開発を目的として、タ
イワンナシ（LC）、ニホンナシ（HC）、およびそれらのF1とF2後代を用いて次世代シーケンサーによるRAD-seq
解析を行った。得られた多型中の120個は、F2後代のLCとHC間で0.8を超えるSNPインデックスを示した。BLASTn
を用いた解析により、これらの多型において、NACドメインタンパク質やFボックスタンパク質をコードする遺伝
子との相同性が高い領域が確認された。これらの同定された多型遺伝子座は、ナシ属植物の自発休眠打破に要す
る低温要求性を推定する分子マーカーとしての役割を果たす可能性があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Aiming to develop a molecular marker for selecting a low-chilling (LC) 
Japanese pear cultivar, we performed RAD-seq analysis by next-generation sequencing of the Taiwanese
 pear (LC), Japanese pear (HC) and their F1 and F2 progenies. Among these polymorphic loci, 120 
showed an SNP-index of over 0.8 in LC and HC seedlings of the F2 progenies. The analysis using the 
BLASTn revealed highly homologous regions to a gene that codes for NAC-domain protein or F-box 
protein in polymorphic loci with a high SNP-index. Thus, the polymorphic loci identified in this 
study may play a role as molecular markers to estimate chilling requirements for breaking 
endodormancy in Pyrus plants.

研究分野： 園芸
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年の暖冬による影響でナシの休眠打破に必要な低温積算量が不足し、世界各地の低緯度地域、並びに日本の西
南暖地でも春の開花遅延や発芽不良が散見されており、少低温要求性ニホンナシ品種の育成は急務とされてい
る。果樹類の新品種育成には多大な労力と時間を要するため、有用形質を示す個体を早期に選抜するための分子
マーカーの開発が求められており本研究はこれの一助になると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 落葉果樹の芽は秋季から自発休眠に入り、冬季に一定量の低温量を遭遇させることで自発休
眠から覚醒し、翌春に萌芽することが可能となる。しかしながら、近年の暖冬による影響で休眠
打破に必要な低温積算量が不足し、世界各地の低緯度地域、並びに日本の九州でもニホンナシの
春の開花遅延や発芽不良が問題視され、持続的安定生産を脅かしている。自発休眠打破に必要な
低温要求量（チルユニット：CU）は樹種や品種ごとで異なっており、リンゴやブドウ、モモな
どでは低温要求量の少ない品種が既に育成されているが、少低温要求性を示すナシ品種につい
ては確認されていないため、低温要求量の少ない品種の育成と自発休眠機構の解明が急務とさ
れている。 
 
２．研究の目的 
 落葉果樹の芽の自発休眠打破に必要とされる低温要求量は、樹種や品種ごとで固有のもので
あるが、近年の暖冬による影響で、休眠打破に必要な低温積算量の不足によるニホンナシの開花
遅延や発芽不良が発生している。これまでに申請者らは、低温要求量の少ないタイワンナシとニ
ホンナシ系統の交配により得られた F1 系統を用いての少低温要求性ニホンナシ品種の育成を行
ってきた。さらに、F1 系統の自殖による F2 系統群の作出にも成功しており、その中からは低温
要求性の多少が異なる個体を選抜している。課題申請する研究では、F2 系統群を用いての『低
温要求性の多少を判別する DNA マーカーの選抜』を行うとともに、『少低温要求性ニホンナシ
品種の候補選抜』を行う。 
 
３．研究の方法 
（1）低温要求性の多少を判別する DNA マーカーの選抜 
 ‘おさ二十世紀’の自殖後代であるニホンナシ系統 TH3 と少低温要求性タイワンナシ横山、TH3×
横山の F1 系統の自殖後代である F2 系統群を供試した。CU600 時における横山、TH3、F1 系統
および F2 系統群の発育指数（Fig.1）をもとに F2 個体の分布を調べた。また、F2 系統群の幼葉
からゲノム DNA の抽出し次世代シーケンサを用いての RAD-seq 解析を行い、低温要求量の多
少に関与する遺伝子の網羅的解析を行った。 
 
（2）少低温要求性ニホンナシ品種の候補選抜 
 F1 系統から選抜した個体とニホンナシの交配により得られた AF1 系統群 18 系統について
CU600 時に葉芽が 5 節連続着生した枝を 5 本程度採取して水挿し加温処理を行い、葉芽の発育
指数を調査した。また、AF1 系統を中間母本として品種登録を行うため一年枝・幼葉・花器・本
葉の形・大きさ・色などの形質について調査を行った。さらに、低温要求量の多少を評価する
DNA マーカーの探索 SSR マーカーを用いて TH3・横山間で異なる増幅断片長を示すマーカー
を選抜し、増幅断片長と数塩基の反復の回数を調査した。これらのマーカーを F2 系統群中で低
温要求量の多い系統と少ない系統各 5 系統ずつの計 10 系統においても同様の調査を行った。用
いたマーカーはリンゴにおいて低温要求性に関与する遺伝子座の存在が示唆されている第 9 染
色体上に焦点を置き、ニホンナシに加え、セイヨウナシ、リンゴ由来のものを 54 マーカー供試
した。 
 
４．研究成果 
（1）低温要求性の多少を判別する DNA マーカーの選抜 
発育指数の平均値は、横山（‘Hengshanli’）が 4.4、TH3 が 1.5、F1 系統 No.72 は 3.6 となった。

また、F2 系統群の平均値をもとにヒストグラムを作成した結果、F1 系統 No.72 と同程度の発育
指数 3.6～4.0 の値を示す個体が最も多く確認された（Fig.2）。また、F2 系統群の多くは横山と
TH3 の間に広く分布しており、低温要求量の多少の決定には QTL が関与していると示唆された。
さらに、F2 系統群の中には、横山と同程度の値を示す個体もみられ、これらの系統群は少低温
要求性に関与する遺伝子を保有していると推測された。F2 系統群を用いての RAD-seq 解析を行
った結果、56,719 個の変異が検出され、得られた 17,162 個の多型中の 120 個は、F2 後代間で 0.8
を超える SNP インデックスを示した。BLASTn を用いた解析により、高い SNP インデックスを
持つ多型において、NAC ドメインタンパク質や F ボックスタンパク質をコードする遺伝子との
相同性が高い領域が確認された。これらの同定された多型遺伝子座は、ナシ属植物の自発休眠打
破に要する低温要求性を推定する分子マーカーとしての役割を果たす可能性があると考えられ
た。 
 
（2）少低温要求性ニホンナシ品種の候補選抜 
 栽培品種で最も低い低温要求量を示すニホンナシ品種‘豊水’では CU600 の不十分な低温積算
では発育指数が平成 29 年度では 2.0、平成 30 年度では 2.7 と低い値であった。AF1 系統では‘豊
水’よりも有意に高い発育指数を示す系統が平成 29 年度では 9 系統、平成 30 年度では 6 系統で
確認でき、2 ヵ年を通して‘豊水’より有意に発育指数の高い AF１No.17、38、39、42、43、45 が
少低温要求性を有していると考えられた。また全ての AF1 系統の発育指数が親の‘秋栄’と
F1No.74 の発育指数の間に広く分布した。低温要求量の多少の決定には QTL が関与することが
報告されており、今回の実験においても QTL の関与が示唆される結果となった。幼葉、成葉、



花器についてはその程度にばらつきのあるの形質が多かったが、一年枝の皮目の大きさ、毛じの
粗密、葉芽の着き方については種子親の‘秋栄’の形質に似る傾向があった。今後は果実に関する
項目についても調査を行い、AF1 系統を中間母本として品種登録する予定である。54 マーカー
中 14 マーカーにおいて横山、TH3 の両方で増幅断片が検出され、その中で数塩基の反復が確認
できたのは 11 マーカーであった。数塩基の反復の回数は横山、TH3 間では差が確認されたが、
低温要求量の異なる F2 系統群 10 系統の間では差が確認されず、今回用いたマーカーでは低温
要求性に関与する遺伝子座の同定には至らなかった。今後は F1 系統群での検討や、未だ供試し
ていない 9 番染色体上のマーカーに加え、他の染色体においても調査を行っていく必要がある。 
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