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研究成果の概要（和文）：本研究では，DAM遺伝子のバラ科果樹の休眠制御への関与を，形質転換体を用いた機
能評価，遺伝解析，ならびに複数のバラ科果樹種における相同遺伝子の発現解析によって解明した．その結果，
サクラ属果樹においてDAM遺伝子は休眠制御の主要遺伝因子として働き，休眠を正に制御することを形質転換実
験により明らかにした．リンゴではFLCなど他の因子も重要な働きを担っている可能性を示し，休眠制御機構の
一端を解明できた．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to characterize the function of DAM, candidate 
master regulator of dormancy regulation in Prunus, by transformation studies, QTL analysis, and 
expression analysis using various fruit tree species belonging to Rosaceae. We demonstrated that 
Prunus DAM6 controls chilling requirement for dormancy release and delayed bud break using 
transgenic studies. In addition, eQTL of Prunus DAM6 colocalized with QTLs controlling chilling 
requirement, heat requirement and bud break date of Prunus mume, suggesting that Prunus DAM6 acts as
 a main causal factor controlling dormancy. On the other hand, DAMs in apple appeared not to have 
crucial roles in the regulation of chilling requirement. Alternatively, we identified putative 
candidates of master regulators for dormancy release in apple, such as FLC. Collectively, our study 
provided important knowledge about the role of DAM and molecular regulation of dormancy in fruit 
tree species in Rosaceae. 

研究分野： 果樹園芸学

キーワード： 果樹　休眠　成長制御　転写因子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 温帯域で栽培される落葉果樹の多くは，秋
に落葉し，翌年の栄養成長の起点となる成長
点を含む芽をのこして越冬し，春に一斉に萌
芽・開花し結実する. 休眠は，樹体の成長リ
ズムを四季の環境変化にあわせるための成
長制御機構のひとつであり，春の一斉開花・
萌芽の同時性や冬季の凍害回避を可能とし
ている．さらに休眠は，翌年の開花結実や栄
養成長に影響を及ぼす重要な農業形質のひ
とつである。芽が休眠から覚醒し，開花・萌
芽の準備段階にはいるのはほとんどのバラ
科果樹において 12-1 月である．芽が自発的
に成長を抑制している状態である自発休眠
（endodormancy あるいは rest）から，成長
に不適な外的要因により成長が抑制されて
いる状態である他発休眠（ecodormancy）を
経て,開花・萌芽にいたる．自発休眠からの覚
醒を誘導するもっとも重要な要因は一定期
間の低温遭遇であり（Erez ら., 2000）,近年
の気候変動による休眠覚醒の攪乱が問題視
されている．すなわち，休眠の機構解明は安
定した果実生産をめざすうえで重要な課題
のひとつである． 
 申請者らは,バラ科サクラ属果樹であるウ
メを材料に,休眠覚醒に必要な低温要求性の
制御機構を理解し,休眠の人為的制御につな
がる知見を得ることを目的に,トランスクリ
プトーム解析手法による研究をすすめてき
た．454-pyrosequencing により得られた
EST 配列（Habu ら , 2012）を元に , 約 
60000 の異なるEST に相当するプローブを
搭載したアレイを構築した．休眠中あるいは
低温遭遇により休眠から覚醒した芽サンプ
ルを用いてマイクロアレイ解析をおこなっ
た（Habu ら,2014）．その結果，休眠芽で高
発現し，低温遭遇に伴って休眠から覚醒する
につれて発現が低下する遺伝子を同定した．
この遺伝子は，植物に広く存在し形態形成に
関与する MADS-box 転写因子のひとつであ
り，ウメには少なくとも 6 つの相同遺伝子が
ゲノム上にタンデムで存在しており，Prunus 
mume DORMANCY-ASSOCIATED 
MADS-box1-6 （PmDAM1-6）と命名した
（Yamane ら, 2008）．なかでも PmDAM6 遺
伝子は，非休眠覚醒誘導条件下では発現が低
下せず，休眠が維持されている期間の芽で発
現が維持されていた．また，低温要求量の少
ないウメ品種では短期間の低温遭遇で発現
が低下していた．ポプラ過剰発現体では休眠
導入の早期化が観察された．以上の結果
は,PmDAM6 遺伝子が休眠を正に制御し,低
温要求性制御の一端を担っている可能性を
示唆している． 
 以上に述べたように，DAM 遺伝子がウメ
の休眠や低温要求性に関与することが発現
解析より示されていたが，形質転換実験によ
る機能証明や QTL 解析などの遺伝解析に関
する報告は限られていた．さらに，他のサク
ラ属果樹やサクラ属に近縁なバラ科果樹で

は DAM 遺伝子に関する知見が得られていな
かった．よって，DAM 遺伝子がバラ科果樹
の休眠制御に対してどの程度重要な役割を
担っているかは不明であった． 
 
２．研究の目的 
  これまでに申請者らは，PmDAM6 遺伝子
の生化学的機能を探るため，形質転換が容易
なモデル樹木であるポプラあるいは温帯果
樹であるリンゴ[果樹研究所リンゴ研究領域
（盛岡市）との共同研究]を用いて形質転換体
の作出と解析をすすめてきた． 
 研究開始当初までに得られた結果を総合
すると，PmDAM6 がウメにおいても何らか
の成長抑制作用をもつのではないかと考え
られ，得られた過剰発現体の表現型からは，
求頂的成長に関わるオーキシンや細胞分裂
に関わるサイトカイニン，休眠を促進するア
ブシジン酸と DAM 遺伝子との関連が示唆
された． 
 本研究の目的は，DAM 遺伝子の生理学的
機能を植物ホルモンの動態変化と絡めなが
ら探索していくことで，バラ科果樹の休眠や
季節的成長制御におよぼす DAM 遺伝子の
影響を詳細に明らかにすることである． 
 本研究ではウメ DAM 遺伝子の機能評価
を進展させるとともに QTL 解析により低温
要求性遺伝子座の同定を目指した．ウメやモ
モ以外のサクラ属果樹における DAM 遺伝子
の役割を解明するため，オウトウを供試して
DAM 遺伝子の発現解析をおこなった．サク
ラ属に近縁なバラ科果樹であり，形質転換が
比較的容易なリンゴを用いて，リンゴの低温
要求性制御に関わる遺伝因子候補として
DAM 遺伝子に関する発現解析をおこなった．
さらにリンゴの新規休眠制御候補遺伝子の
同定を目指した。本研究によりバラ科果樹に
おける DAM 遺伝子の機能における普遍性
や多様性について新たな知見を得られると
考えた．（なお，形質転換体を用いたウメ
PmDAM6 遺伝子の機能評価試験について現
在論文投稿中であるためここでは割愛し
た．） 
 
３．研究の方法 
（１）ウメ休眠芽における植物ホルモン内生
量の季節変動調査 
（詳しくは Kitamura ら, Acta Hort.印刷中
を参照） 
 京都大学附属京都農場に植栽されている
休眠性の異なるウメ２品種を供試して，休眠
期から休眠覚醒期の花芽における，オーキシ
ン・サイトカイニン・ABA・ABA の代謝物であ
るファゼイン酸（PA）・ABA の代謝物であるデ
ヒドロファゼイン酸（DPA）内生量の季節変
動を調査した．また，低温処理がこれらの内
生量に与える影響についても調査した． 
 
（２）ウメ低温要求性ならびに萌芽日に関す
る QTL 解析 



（ 詳 し く は Kitamura ら ， Tree Genet. 
Genom.2018 を参照） 
 京都大学附属高槻農場に植栽されている
低温要求量や萌芽日が分離した２つの異な
る F1シュードテストクロス集団において，各
個体の低温要求量・高温要求量・萌芽日・1
月における PmDAM6 遺伝子の発現量を調査し
た．一方，各個体より抽出した DNA より
Genotyping-by-sequencing ライブラリーを
作製し，Illumina HiSeq2500 (PE=150)でシ
ークエンスデータを獲得した．Stacks プログ
ラムで SNPs データを得た．JoinMap4.1 なら
びに MapQTL6.0(van Ooijen, 2009)を用いて
連鎖地図の構築と QTL 解析をおこなった． 
 
（３）オウトウ DAM遺伝子の同定ならびに発
現解析 
（詳しくは Masuda ら，Acta Hort.印刷中を
参照） 
 カンカオウトウ‘佐藤錦’を低温蓄積量の
異なる３つの地点（宮崎・京都・山形）で栽
培し，休眠期の芽を採取した．また，休眠期
前に人工気象室に移動させた鉢植え‘佐藤
錦’を用いて，低温処理期間の異なる樹より
休眠芽を採取した．採取した芽より抽出した
RNA を用いて，RNA-Seq ならびに定量 PCR に
より DAM遺伝子配列の同定と発現変動解析を
おこなった． 
 
（４）リンゴに DAM遺伝子の発現解析 
（詳しくは Yamane ら，Acta Hort.印刷中を
参照） 
 信州大学に植栽されているリンゴ‘ふ
じ’の休眠芽より休眠期から萌芽期まで，短
果枝ならびに中果枝上の頂芽（花芽）を経時
的に採取した．採取した頂芽より RNA を抽出
した．Porto ら（2016）が同定した MdDAM1,2
について定量PCRにより発現変動解析をおこ
なった． 
 
（５）RNA-Seq 解析によるリンゴ休眠覚醒制
御候補遺伝子の同定 
（詳しくは Takeuchi ら，J.Amer.Soc.Hort. 
Sci.2018 を参照） 
 信州大学に植栽されているリンゴ‘ふじ’
より 11 月に中果枝を採取し，低温に一定期
間遭遇させ，頂芽を採取した．採取した頂芽
から RNA を抽出した．（４）の RNA も加えて，
RNA-Seq ライブラリーを作製し,Illumina 
HiSeq2000(PE100)で RNA-Seq データを得た．
好適条件での発芽率を元に各サンプル採取
時の枝の休眠深度を推定し，サンプルを自発
休眠期・休眠移行期・他発休眠期の３つのス
テージに分けた．各サンプル採取時のチルユ
ニット積算量を算出した．自発休眠期と他発
休眠期で有意に発現が異なり，かつチルユニ
ットの発現変動に相関がある遺伝子群を抽
出し，休眠制御候補遺伝子とした．得られた
遺伝子群の特徴を GO あるいは BLAST 解析に
より調査した． 

 
４．研究成果 
（１）ウメ休眠芽における植物ホルモン内生
量の季節変動調査 
（詳しくは Kitamura ら, Acta Hort.印刷中
を参照） 
 休眠性の異なるウメ２品種の休眠芽にお
ける季節変動を調査した．その結果，どちら
も休眠覚醒に伴い ABA 内生量が低下し，その
代謝物である PA や DPA 内生量が増加するこ
とがわかった．またオーキシンやサイトカイ
ニンは開花直前に急激な増加がみられたこ
とから，これらの植物ホルモンは休眠覚醒と
いうよりは開花現象と関連があると考えら
れた． 
 また，多低温要求性品種である‘南高’で
は，低温蓄積にともない ABA が減少し，DPA
が増加した一方，少低温要求性品種である
‘二青梅’では，低温遭遇初期より ABA，PA，
DPA ともに内生量が少量で推移した．両品種
ともABA内生量がある一定以下になる時期と
休眠覚醒時期がよく同調していた．以上より，
多低温要求性品種では低温遭遇にともない
徐々に ABA 代謝が活発化し，ABA 内生量が減
少した一方で，少低温要求性品種では低温遭
遇直後に ABA 生合成経路全体が抑制され ABA
内生量が減少したことが示唆された．すなわ
ち，ABA 生合成量や代謝活性の違いがウメの
低温要求性の大小に関与していることが示
唆された． 
 ABA内生量の低下とDAM6遺伝子の発現低下
（kitamura ら, 2016）は同調しており，DAM6
遺伝子とABAとは何らかの関係をもつことが
示唆された． 
 
（２）ウメ低温要求性ならびに萌芽日に関す
る QTL 解析 
（ 詳 し く は Kitamura ら ， Tree Genet. 
Genom.2018 を参照） 
 休眠芽の萌芽に要する低温要求性・高温要
求性の大小は遺伝的要因に加えて環境要因
の影響を受けるが，2カ年の表現型調査より，
有意な正の年次相関が得られたことから，こ
の集団を用いたQTL解析の有効性が示唆され
た． 
 得られた SNPs データより，JoinMap4.1 を
用いて最尤マッピング法で連鎖地図を作成
したところ，両集団それぞれで約 730cM をカ
バーする８つの連鎖群からなる連鎖地図を
構築できた． 
 MapQTL6.0 を用いた QTL 解析の結果，低温
要求性・高温要求性・萌芽日・PmDAM6 転写物
量を制御する作用力の高いQTLが第４染色体
に共局在することがわかった．この領域はモ
モの低温要求性 QTL（Bielenberg ら，2016）
と同じ領域であった．すなわちこの領域に存
在する遺伝子（群）がウメ葉芽の低温要求性
や高温要求性を遺伝的に制御し，萌芽日の決
定に寄与していることが示された．また，こ
の領域は PmDAM6 遺伝子の転写を制御してい



ることも示されたため，PmDAM6遺伝子発現を
トランスに制御する上流遺伝子が局在して
いる可能性がある．今後，多型解析や遺伝子
発現解析をおこなうことで，候補遺伝子を同
定できるのではないかと考えられる．一方，
本解析からは花芽の低温要求性を制御する
QTL は検出されず，開花日 QTL が第１染色体
に検出された．花芽の休眠制御 QTL に関して
は，より詳細な検討が必要である． 
 
（３）オウトウ DAM遺伝子の同定ならびに発
現解析 
（詳しくは Masuda ら，Acta Hort.印刷中を
参照） 
 他のサクラ属果樹と同様，オウトウにも 6
つの DAM 遺伝子群（DAM1-DAM6）が保存され
ていた．RNA-Seq による予備的調査の結果，
６つの DAM遺伝子群のうち，休眠期に発現が
多く休眠覚醒期に顕著な発現変動を示した
のは DAM4-DAM6(PavDAM4-6)のみだったため，
これらの遺伝子に特異的なプライマーを作
製して発現解析をおこなった．その結果，
PavDAM4 は低温蓄積に伴い発現が増加し，低
温要求量満了時より発現が低下した．
PavDAM5やDAM6は低温蓄積初期より発現が低
下した．萌芽直前期にはいずれも低い発現量
であった．低温蓄積速度や蓄積量が多い山形
では，特に PavDAM4でその発現量が多かった
が，特定の時期の発現量の多少と休眠との関
連は不明であった． 
 以上より，オウトウ DAM遺伝子の発現パタ
ーンはウメ（Kitamura ら，2016）やモモ
（Yamane ら，2011）と同様であり，DAM4-6
では低温蓄積に対する発現応答は多少異な
ることが明らかとなった．このことは，各 DAM
遺伝子の分化が種分化前に発生し，種分化後
も各遺伝子の発現変動パターンが維持され
ていることを示唆するものと思われた． 
 
（４）リンゴ DAM遺伝子の発現解析 
（詳しくは Yamane ら，Acta Hort.印刷中を
参照） 
 MdDAM1は休眠期から休眠覚醒期に発現が 
増加し，その後低下した．一方 MdDAM2 は休
眠期から休眠覚醒期にかけて発現が低下し，
休眠覚醒との関連が示唆された．このような
発現変動の傾向は，Kumar ら（2016），Mimida
ら（2015），Porto ら（2016），Wisniewski ら
（2015）の報告を支持するものであった．ウ
メやモモと異なり，リンゴ DAM遺伝子の発現
は休眠覚醒後期まで高く発現が維持されて
いた．一方これまでの報告より，ウメやモモ
では休眠覚醒に伴って DAM遺伝子の発現が低
下することがわかっている（Jimenez ら，
2010）．他にも DAM 遺伝子の休眠への関与に
関して，ウメやモモなどのサクラ属果樹とリ
ンゴでは異なる知見が得られている．ウメや
モモでは DAM 遺伝子座領域あるいは DAM6 
eQTL が低温要求性 QTL と共局在するが
（Bielenbergら, 2016；Kitamuraら, 2018），

リンゴの DAM 遺伝子座領域と低温要求性 QTL
は異なる位置に局在すると報告されている
（Celton ら，2011）．他方形質転換実験では
サクラ属の DAMとリンゴの DAMで同様な知見
が得られており機能は保存されている可能
性が高い．すなわち，ウメ PmDAM6 を過剰発
現するリンゴ形質転換体は萌芽遅延と低温
要求量の増大が観察されている（Yamane ら，
論文投稿中）．そして，リンゴ DAM-like
（MdDAM1-4とは異なる）を過剰発現する形質
転換リンゴでは萌芽時期の遅延が報告され
ている（Wu ら，2017）．以上の結果を総合す
ると，DAM 遺伝子はウメやモモなどのサクラ
属果樹とリンゴを含むバラ科果樹において，
春の萌芽に対して抑制作用をもつと考えら
れる．しかしながら，休眠覚醒や低温要求性
制御に関しては，サクラ属果樹においてのみ
DAM が主要制御因子として関わっている可能
性が考えられた．リンゴでは DAM遺伝子では
よりも大きな作用力をもって関わる主要制
御因子が存在する可能性が考えられた． 
 
（５）RNA-Seq 解析によるリンゴ休眠覚醒制
御候補遺伝子の同定 
（詳しくは Takeuchi ら，J.Amer.Soc.Hort. 
Sci.2018 を参照） 
 異なる環境下にある休眠芽のうち，自発休
眠期と判定されたサンプル4種類と他発休眠
期と判定されたサンプル 3種類について，そ
れぞれの発現遺伝子について 12 通りのペア
ワイズ比較を行い，発現が有意に変動する遺
伝子を抽出した．そして，12 通りのペアすべ
てに共通して抽出される遺伝子を同定した．
その結果、184 遺伝子が同定された．次に，
チルユニット蓄積量と有意な相関をもって
変動を示す遺伝子をピアソン相関係数で評
価した結果，5522 遺伝子が抽出された．184
遺伝子と 5522 遺伝子のうち，共通遺伝子は
44 遺伝子であった． 
 44 遺伝子のなかには４つの転写因子遺伝
子，PIF4, FLC-like, AP2/ERF113, MYC2が含
まれていた．これら転写因子はリンゴの低温
要求性や休眠覚醒制御に重要な役割を担う
マスターレギュレーター候補であり，今後機
能評価試験の実施が望まれる． 
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