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研究成果の概要（和文）：　永年生温帯落葉果樹の1年のライフサイクルを制御する重要な生理現象のひとつが休眠で
ある。本研究では、サクラ属果樹の自発休眠に関わる主導遺伝子の単離を目的とし、ウメを材料に454-pyrosequencing
法を利用したEST解析をおこなった。その結果、先行研究で単離したPmDAM6遺伝子に加えて、PmDAM4, PmDAM5遺伝子が
自発休眠芽で多く発現する遺伝子として単離された。DAM遺伝子は低温に遭遇しなければ発現が低下しないこと、特にP
mDAM4,5,6は品種特異的な低温要求量に遭遇することで発現が低下することが明らかとなり、ウメの低温要求性制御に
重要な役割を担っていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）： Bud dormancy of temperate fruit trees is one of the important agronomic traits 
that affects next season’s annual growth. In this study, we used 454-pyrosequencing technique to gather 
sequence information of dormant bud ESTs in Prunus mume and to search for the candidate genes that are 
involved in endodormancy regulation. As a result, PmDAM4 and PmDAM5 were found to be up-regulated in 
endodormant buds as is the case with PmDAM6 which has already been identified as endodormancy-related 
gene in our previous studies. All six PmDAM genes were up-regulated when chilling exposure was avoided 
and down-regulated during cold treatment. Among them, PmDAM4, PmDAM5, and PmDAM6 were down-regulated by 
cold treatment in chilling requirement-dependent manner. These results suggested that PmDAMs play roles 
in genetic control of chilling requirement of Prunus mume.

研究分野： 園芸学

キーワード： 果樹　休眠　転写因子
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１． 研究開始当初の背景 
 

永年性温帯落葉果樹の１年のライフサイ
クルを制御する重要な生理現象のひとつに
休眠がある。温帯落葉果樹類は分化した芽が
生長を停止し“休眠”した状態で越冬し、そ
ののち一定期間の低温に遭遇してはじめて
発芽可能となる。これは植物が冬季の厳寒に
適応するために進化させた生体防御機構で
あり、温帯地域に分布する越冬性二年生草本
類や多年生植物に特有の現象である。休眠現
象は果樹栽培において果実収量に直接影響
を及ぼす重要な性質である。たとえば、休眠
から早く覚醒する樹体では、春の霜害に遭遇
する危険性が増大し、結果として収量が低下
する。逆に休眠が深く低温要求性が強い樹体
は、暖冬によって休眠の覚醒が不十分となり
発芽が揃わず開花不良樹となる危険がある。
また、休眠性を有しない一部の熱帯果樹や常
緑果樹は、熱帯地域での栽培や温室での促成
栽培によって年に 2 回の収穫が可能である。
一方、休眠性を有する落葉果樹の二期作はほ
とんど例がない。そのため収穫は年に１回の
きわめて限られた期間に集中する。さらには
近年の気候温暖化の進行に伴い、九州南部な
ど一部の地域では低温要求量が満たされな
いため、休眠覚醒の攪乱による発芽の不揃い
や開花不良樹の発生、開花遅延による収量低
下が生じて問題となってきている（杉浦 , 
2009）。 
以上に挙げた課題を克服し、落葉果樹栽培

の安定化を図るには、休眠の制御メカニズム
を解明し、得られた知見を利用して環境変化
に適応しうる休眠性をもつ品種を育成する
ことが急務である。しかしながら、落葉果樹
の越冬芽の休眠に関するこれまでの研究は、
休眠覚醒時の生理的変動を概略的にとらえ
るにとどまっており、もっぱら休眠覚醒の人
為的制御を目指した応用研究が主流であっ
た。申請者の研究グループはこれまでに、
様々な低温要求量を有する核果類とくにウ 
メを材料として、落葉果樹の休眠を制御する
機構を解明することを目標に、形態形成を制
御する転写因子に着目して研究を進めてき
た。永年性作物の休眠現象解明という難題に
対するブレークスルーをはかるため、申請者
はかねてより低温応答を示す転写因子の探
索に的をしぼって解析を続けてきた。植物が
環境シグナルを形態形成につなげるには、受
容した環境シグナルをなんらかのかたちで
核に伝え、遺伝子のオンオフを制御している
はずであり、それには転写因子が関与してい
る可能性が高いと考えたからである。申請者
らは 2008 年に、低温応答性を示し休眠芽特
異的に発現している転写因子（PmDAM6）
を発見した（Yamane ら, 2008）。 
本申請課題は、以上の研究から得た基礎的

知見をさらに深めるとともに、園芸学的な応
用をめざして研究を進展させるために計画
されたものである。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、自発休眠に関わる主導遺伝子
の単離を目的とし、より網羅性を高めた手法
である 454-pyrosequencing 法を利用した
EST 解析を進める。また、先行研究で単離さ
れた SVP/AGL24-like MADS-box 遺伝子の
機能推定を目的としている。 
 
（１）454-pyrosequencing 法を利用したウメ
休眠芽の EST 解析および発現解析 
 ウメ休眠芽で発現する遺伝子を網羅的に
探索し、自発休眠期と非自発休眠期で比較す
ることで、自発休眠に関与する遺伝子情報を
得る。 
 
（２）SVP/AGL24-like MADS-box 遺伝子の
機能解明 
 申 請 者 が ウ メ よ り 単 離 し た
SVP/AGL24-like MADS-box 遺伝子（DAM
遺伝子）について、ウメおよびモモの長休眠
および短休眠性品種を用いた発現解析など
から機能を推定する。またウメを用いた遺伝
子組換え実験により、DAM 遺伝子の機能を
明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）454-pyrosequencing 法を利用したウメ
休眠芽の EST 解析および発現解析 
（詳しくは Habu ら, 2012 参照） 
 京都大学農学研究科附属京都農場植栽の
ウメ‘南高’を供試した。時期の異なる 10
サンプルの芽（相関休眠期：2 サンプル、自
発休眠期：5 サンプル、他発休眠期：3 サン
プル）からトータル RNA を抽出し、3’EST ラ
イブラリーを作製した。GS FLX(Roche)によ
る 454-pyrosequencing 法により配列を決定
した。得られたリードについては、アダプタ
ー配列によりソートしたのち、SeqClean によ
り ク リ ー ン 配 列 の み を 選 抜 し た 。
RepeatMasker によりリピート配列をマスク
したのち、CAP3 あるいは MIRA によりアッセ
ンブルをおこなった。DESeq（Rパッケージ）
により発現変動遺伝子を抽出した。各コンテ
ィグのアノテーションおよび gene ontology
付加は TAIR の BLASTP あるいは BLASTn によ
りおこなった。 
 
（２）ウメ DAM遺伝子の発現解析および発現
抑制体の作出 
（詳しくは Sasaki ら, 2011; Yamane ら, 2013
参照） 
（実験１） 
 和歌山県暖地園芸センターあるいは京都
大学農学研究科附属京都農場植栽のウメ
‘南高’（長休眠品種）と‘二青梅’（短休
眠品種）を供試した。10 月に採取した中長果



枝あるいは鉢植え苗を、低温処理区（7℃）
あるいは非低温処理区（25℃）で最大 64 日
間処理した。適温下での萌芽速度により休眠
深度を評価した。 
 
（実験２） 
 Gao ら(2010)の方法に則り、ウメ‘豊後’
および‘薬師梅’の未熟子葉に対してアグ
ロバクテリウム法により形質転換をおこな
った。バイナリーベクターは、過剰発現を誘
導する 35S:PmDAM6 バイナリーベクターと発
現抑制を誘導する 35S:PmDAMs-RNAiバイナリ
ーベクターの 2種類を用いた。どちらもマー
カー遺伝子としてカナマイシン耐性遺伝子
と GFP 遺伝子を用いた。アグロバクテリウム
は EHA105 株を用いた。アグロバクテリウム
感染後、GFP 蛍光発色カルスのみを切り出し、
不定胚を誘導した。得られた不定胚より不定
芽を誘導し、適宜増殖培地や発根培地に移植
し、形質転換体を得た。ゲノム DNA ブロット
分析ならびに定量 PCRにより PmDAM遺伝子の
発現変動を確認した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）454-pyrosequencing 法を利用したウメ
休眠芽の EST 解析および発現解析 
 
 454-pyrosequencing により 485376 リード
を得た。アッセンブリの結果、28382 コンテ
ィグと 85247 シングルトンが得られた。相関
休眠期および他発休眠期と比較して自発休
眠期で多く発現しているユニジーンは葉芽
で 21 種類、花芽で 25 種類得られた。このう
ち、先行研究で自発休眠期の葉芽で特異的に
発現が上昇する転写因子として単離してい
た PmDAM6（Yamane ら，2008）が葉芽および
花芽の両方に含まれていた。ウメゲノムには、
PmDAM1, PmDAM2, PmDAM3, PmDAM4, PmDAM5の
５つのPmDAM6パラログが存在する(Sasakiら，
2011)。自発休眠芽で多く発現しているユニ
ジーンのなかには、PmDAM6 以外に葉芽では
PmDAM4, PmDAM5 が含まれていた。花芽では
PmDAM6のみであった。一方、花芽と葉芽の両
方の自発休眠芽で発現が多かったユニジー
ンは 3 種類に絞られ、１つは PmDAM6 であり
もう 2つは機能未知の遺伝子であった。 
 以上の結果より、先行研究で RNA サブトラ
クション法により単離された自発休眠特異
的発現を示す PmDAM6 は、より網羅性の高い
454-pyrosequencing法によるEST解析によっ
ても、自発休眠芽で発現が有意に多い遺伝子
として同定された。一方、葉芽では PmDAM4
および PmDAM5 も自発休眠芽で発現が多い遺
伝子として同定されたが、これは定量 PCR に
よる解析（Sasaki ら，2011）によっても確認
された。 
 
（２）ウメ DAM遺伝子の発現解析および発現

抑制体の作出 
（実験１） 
 非低温処理区と比較して、低温処理区では
すべての PmDAM遺伝子群の発現が低下してい
た。‘南高’では 64 日目に、‘二青梅’で
は32日目に、休眠からの覚醒が観察された。
PmDAM4,5,6 の発現低下は両遺伝子型の休眠
覚醒とよく同調していた。すなわち、発現量
が約 10 分の１に低下したのは、‘南高’で
は 64 日目、‘二青梅’では 32 日目であった
（第 1図）。 
 

第1図 PmDAM6遺伝子の低温処理による発現
低下 
 
 以上の結果より、PmDAM4, PmDAM5, PmDAM6
遺伝子はウメにおいて、遺伝子型特異的な低
温要求量の制御において重要な役割を担っ
ている可能性が示された。 
 
（実験２） 
 ‘豊後’および‘薬師梅’の未熟子葉にア
グロバクテリウムを感染させたのち、不定胚
誘導培地に置床したところ、不定胚形成率は
40%程度と比較的高かった。GFP はそのうち約
20%の不定胚で観察されたが、不定芽形成率
は低かった。結果として、35S:PmDAM6が‘豊
後 ’ か ら 1 系 統 （ MG 系 統 ） の み 、
35S:PmDAMs-RNAi は‘薬師梅’から 1 系統
（DN-G45）のみ得られた。 
 MG4の葉におけるPmDAM6の発現量はコント
ロール（‘豊後’由来の実生）と比較して高
かった（第 2図）。 
 

  第 2図 PmDAM6の RT-PCR 結果 
     Con； コントロール 
    DNG； 35S:PmDAMs-RNAi 
       MG； 35S:PmDAM6 
 
 35S:PmDAMs-RNAi 個体では、コントロール
と比較して、PmDAM3,4,5,6の発現は 2分の１
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から 5 分の１程度に発現が低下していたが、
PmDAM1 と PmDAM2 では発現に変化はみられな
かった。35S:PmDAMs-RNAi は落葉が極端に遅
くなり、かつ腋芽の萌芽が早いという特徴が
みられた（第 3 図）。これは、モモの evg 変
異体の特徴（Rodriguez ら，1994）と類似し
たものだった。ウメでは、前年枝の下位節に
おいて落葉せずに腋芽が発芽することはな
い。ただし、この表現型が PmDAMs の発現低
下によるものかどうかは、形質転換個体数を
増やして評価する必要がある。 

 第3図 35S:PmDAM-RNAiでみられる落葉前
の腋芽の発芽 

 
 以上より、ウメの自発休眠芽で発現が多い
PmDAM4, PmDAM5, PmDAM6遺伝子は、ウメの低
温要求量制御に対して重要な役割を担って
いる可能性が示された。ウメにおける機能評
価のため、形質転換実験をおこなったが、得
られた系統数が少なかったため機能を評価
することはできなかった。現在、モデル植物
であるポプラやリンゴで形質転換実験を続
けており、今後これらの個体の機能評価によ
り生物学的機能が明らかになることが期待
される。 
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