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研究成果の概要（和文）：セイヨウナタネの49系統の春化特性を調査し，イスズナタネ(春化要求性，低い)×合
成ナプス(春化要求性，強)のF2集団育成した。また，ハクサイの第２染色体の上端にキャベツ由来の開花抑制遺
伝子BoFLC2領域を導入した系統(以降，育成ハクサイ系統という)を育成したほか，キャベツ，ハクサイにおけ
る, BrFLC1/2/3の発現量の多様性が春化要求量の多様性と関連性がある可能性を示した。また，RNA-seq解析で
は，BoFLC2座において低温処理によってlncRNAの発現が誘導されることを示した。育成ハクサイ系統は元品種の
ハクサイ品種比べ高い晩抽性を示し，育種母本として利用できることが示された。

研究成果の概要（英文）：We characterized vernalization requirement of 49 strains of oilseed rape, 
and developed the F2 population of Isuzu-natane (low vernalization requirement) × synthetic B. 
napus (strong vernalization requirement ). In addition, we developed  a line that was introduced the
 region containing BoFLC 2 region derived from cabbage into the top of chromosome 2 of Chinese 
cabbage. We showed that the differences of expression level of BrFLC 1/2/3 in cabbage and Chinese 
cabbage may be related to the diversity of vernalization requirement in cabbage and Chinese cabbage 
cultivars. The RNA-seq analysis revealed that long non coding RNA was expressed on BoFLC2 locus by 
low temperature treatment. Our developed Chinese cabbage line showed delay of flowering in the 
winter cropping pattern, compared with ordinary Chinese cabbage cultivars, indicating that it can be
 used as a breeding material.

研究分野：植物育種学

キーワード： 春化　キャベツ　ハクサイ　遺伝子発現　エピゲノム解析
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１．研究開始当初の背景 
シロイヌナズナの花成形成では，春化に関わる

開花抑制遺伝子 FLCの発現レベルは一定期間の低
温を経たのちほぼゼロで維持され，その後，FT遺
伝子の発現が上昇し開花に至る。生殖細胞系を経
ると FLCの発現抑制はリセットされ次世代で再び
発現する。この制御は，FLC 座のクロマチンがエ
ピジェネティックに化学修飾されることによると
考えられているが，ブラシカ属作物の春化機構が，
同様な機構で行われているのかどうか不明である。
また，ブラシカ属作物で知られる緑体春化と種子
春化がどのように制御されているかまったく分か
っていない。 
	 そこで，本研究グループでは申請時の段階まで
にブラシカ作物の種子春化・緑体春化機構を解明
すべく研究材料を整備した。まず，低温遭遇時期の
植物体サイズを５段階設け，翌春の開花率を調査
する実験を，キャベツ 90系統(遺伝資源系統と F1
品種)で実施し，低温感応性に移行する生育ステー
ジの品種間差を明らかにした。また，Aゲノム種の
ハクサイ(種子春化)とＣゲノム種のキャベツ(緑体
春化)との人為交雑から合成ナプスを育成した。こ
の合成ナプスは緑体春化型であったが，Aゲノム種
とＣゲノム種の自然交雑種であるセイヨウナタネ
は種子春化型であることが知られている。さらに，
Ｃゲノムが持つ緑体春化型を A ゲノム種のハクサ
イに導入するためハクサイ(AA)×キャベツ(CC)の
交雑により育成した合成ナプスの F1 にハクサイ
を戻し交雑し，その後，BC3を育成した(図１)。BC3
ではハクサイのＡゲノムバックグラウンドをもち，
Ｃゲノム染色体が添加された個体が育成された。
この後代植物への予備な低温処理試験の結果，春
化要求性が高まったハクサイが選抜できた。 
 
２．研究の目的 
	 前述した材料を
用いて，ブラシカ作
物の種子春化・緑体
春化機構の解明と
緑体春化型ハクサ
イの育成を行うた
め，以下の実験を行
う。（１）研究当初の
予定にはなかった
が，セイヨウナタネ
品種の春化特性を
明らかにするため，
春播き，秋播きなど
の播性を調査する。
（２）種子春化型ハ
クサイ×緑体春化
型ハクサイおよび
栽培ナタネ(種子春化)×合成ナプス(緑体春化)後代
を用い，当該形質を決定する QTLを同定する。 
（３）緑体春化型ハクサイ(AA)の全ゲノムを次世
代シーケンサーで解析し，どのＣゲノムの染色体
断片が緑色春化に関与するか明らかにする。 
（４）ハクサイおよびキャベツが持つ FLCオルソ
ログ(BrFLC1/2/3, BoFLC1/2/3 )や調節因子(FLC
座の sRNA，non-coding RNA)の発現解析や染色体

クロマチンのエピゲノム解析を行い，種子春化・緑
体春化機構との関連を考察する。 
（５）これらの実験と平行してＣゲノム染色体が
導入されたハクサイの現地圃場栽培試験を行う。 
 
３．研究の方法 
	 （１）セイヨウナタネ品種の春化特性を明らかに
するため，春播き，秋播きなどの播性が異なるセイ
ヨウナタネ品種を 49 品種収集し，各品種の子葉ス
テージの植物体 3 個体を４週および８週間，４℃
で低温処理し，春化特性を調査した。また，葉齢（子
葉，2-3 葉，7-8 葉，10 葉以上）別に植物体を 8週
間低温処理し，その後，20℃/日長 16 時間条件下で
栽培して，開花習性を調査した。（２）栽培ナタネ
(種子春化)と合成ナプス(緑体春化)を交雑した F2
世代を用いて，種子および緑体春化型を決定する
ため，連鎖地図作成を試みた。（３）ゲノムに異種
染色体断片が導入されているか検討するための次
世代シークエンスデータ解析ツールを開発した。
これを用いて，BC3 個体にＣゲノム領域が移入さ
れているか分析した。（４）①育成されたハクサイ
とその両親種の FLCブラシカホモログの発現解析
を行った。（４）②春化感応が可能になる前後のキ
ャベツ系統（13 葉齢で 8 週間の低温処理により開
花）における低温応答の違いを明らかにするため,	
4-6 葉齢,	13-14 葉齢個体を材料に,	リアルタイム
RT-PCR および RNA-seq による遺伝子発現解析を行
った。また，BoFLC 座由来の non-coding	 RNA の
発現解析を行った。（４）③ハクサイでは, FLCの
機能解析や RNA-seq により低温処理により発現が
変動する遺伝子及び non-coding	RNA の網羅的な解
析を行った。また，低温処理前後の植物体のヒスト
ントリメチル化(H3K27me3，H3K4me3，H3K36me3)を
分析するため ChIP-seq を行った。（５）Ｃゲノム染
色体が導入された BC3S２の種子を冬期間に播種
して春期に開花させ，特性を調査した。	
	
４．研究成果	
（１）セイヨウナタネ品種の春化特性：セイヨウナ
タネの Spring type，Semi-winter type(アジア原
産系統),	Winter typeを含む 49系統の春化特性を
調査した。各系統とも低温処理がない場合には開
花せず，春化要求性であることがわかった。子葉ス
テージの植物を 4℃で低温処理すると Spring type
系統は 4週間の処理で開花した。Semi-winter type
は 4週間処理では 12 系統中 11 系統が開花せず，8
週間処理では 1 系統を除き全て開花した(図２)。
Winter typeの多くの系統は8週間処理でも開花が
見られなかった。これらの結果から，Spring type
＜Semi-winter type＜Winter typeの順で長期間の
春化要求性を持っていることがわかった。葉齢（子
葉，2-3 葉，7-8 葉，10 葉以上）別に植物体を 8週
間低温処理しところ，Semi-winter type のイスズ
ナタネは，全てのステージで開花し種子春化型と
判定された。また，Winter typeのキザキノナタネ，
きらりぼし，東北 18 号は，子葉ステージの低温処
理では開花しないが，2-3 葉ステージで 8 週間低温
すると開花し B. rapaと B. oleraceaの中間型と考
えられた。ルタバガの Wilhelmsburger は B. 

図１．キャベツ染色体添加型ハ

クサイ系統の育成及び緑体春

化型ハクサイの育成 
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oleraceaに近い緑植物春化型であった。これまで，
B. napusは種子春化型であるとされていたが，今
回の試験で，その春化の程度に種子春化から緑体
春化型まで変異があることがわかった。	
	
（２）セイヨウナタ
ネ品種の春化特性の
遺伝解析：	セイヨウ
ナタネの春化要求性
の遺伝機構を解析す
るため，春化要求性
が低いイスズナタネ
×合成ナプス(春化
要求性，強)の F2 集
団育成した。その F2
集団(134 個体)を低
温処理し，各個体の
開花の有無を調査し
たところ，開花個体
が 40 個体，不開花個
体が 92 個体となっ
た。現在，この集団を
使い，開花/不開花の
グループに特異的な
連鎖 DNA マーカーを
RAD-seq により検索
中であり，当初予定
していた QTL 解析を
今後実施する予定で
ある。DNA マーカーの
うち，セイヨウナタ
ネの C ゲノムに含ま
れる春化関連遺伝子 BoFLC2 について，イスズナ
タネと合成ナプスの BoFLC2 を識別するマーカー
を作成したが，本マーカーのジェノタイピングと
F2 集団における春化要求性に関するグルーピング
には関連性はなかった。	
	
（３）育成ハクサイ系統におけるイントログレッ
ション領域の同定：種間交雑後代の異種ゲノム置
換領域を同定するため，ゲノム de novo シークセ
ンスデータから置換領域を明らかにできるコンピ
ューターソフト“Intromap”を開発した。これを
用いてハクサイの A ゲノムバックグラウンドへ導
入されたキャベツ由来Ｃゲノム染色体部分を同定
できた。この系統は，第２染色体(A02)の上端にキ
ャベツ由来の開花抑制遺伝子 BoFLC2 領域を含む
Ｃ2領域約 6.5Mbp が置換されていた(以降，育成ハ
クサイ系統という)。従来法によって異種置換ゲノ
ム領域を同定するには，受容親と供与親より得た
ゲノム NGS データ間のアライメント解析に基づき
variant	 call を行い，リファレンスに対して相同
性の低い領域を置換ゲノムとして決定する手間と
時間がかかる方法が必要であったが，我々が開発
した新規アルゴリズムを用いた“Intromap”では
コンピューターで自動計算ができる極めて有用な
ゲノム解析ツールである。	
	
（４）①育成ハクサイ系統および両親種における
FLC2 の発現解析： 市販ハクサイ品種の子葉展開

実生は 4 週お
よび 8 週間の
低温処理で開
花に至るが，
育成ハクサイ
系統の実生は，
4 週間の処理
では開花せず
8 週間の処理
で開花した。
RT-qPCRの結
果，ハクサイ
の BrFLC2 は
4−8 週間の低
温処理で下方
制御されたが，
育成ハクサイ
系 統 の

BoFLC2 
(introgression
で置換された
もの)は，4 週
間では下方制
御されたもの
の低温処理後
の常温生育条
件で，再び発
現が上昇した
(図 3)。一方，

8週間の低温処理では下方制御され，常温生育に戻
した後も発現は上昇しなかった。この結果は，育成
ハクサイ系統が 4週間の低温処理で開花に至らず，
開花には 8 週間の低温処理が必要であったことと
符合した。4−8週間の低温処理で開花しないキャベ
ツの BoFLC2 は，両方で再び発現が上昇した。一
方，育成ハクサイ系統の生育ステージと低温処理
の関係を調査するため，播種後 2～12 週齢へ生育
ステージが進んだ植物を 4 週間定温処理すると(こ
の処理ではハクサイは開花，キャベツは不開花)，
週齢毎の試験区で 16.7～50.0％の個体が開花した。
したがって，育成ハクサイ系統の春化特性はハク
サイとキャベツの中間型であることが示唆された。
これらの結果から，ハクサイへキャベツの緑体春
化機構を付与するには，BoFLC2に加え，協働して
作用する他の分子メカニズムが必要であることが
示唆された。	
	
（４）②キャベツ系統の低温感応試験における遺
伝子発現解析：	8 週間の低温処理前，処理期間中，
処理後の葉における遺伝子発現を比較した結果，
BoFLC1/2/3は各々異なる低温応答を示した。特に，
BoFLC2 の低温処理による安定した下方制御は生
育ステージ依存的であることが示唆された。また，
BoFLC2 座において，低温処理による lncRNA の
発現誘導が確認されたが，生育ステージ依存性は
見られなかった。RNA-seq 解析の結果，低温処理
による発現変動遺伝子の中で,主にストレス応答,
植物ホルモン応答,	 遺伝子発現制御，花成に関与
するものの変動が生育ステージ依存的であること
が示唆された。	

図２ セイヨウナタネ 49 品
種の⼦葉ステージでの春化
処理効果。図中の数字は個体
数を⽰す。 
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図 3 FLC2 遺伝⼦の RT-qPCR 実験。４
週，8 週間低温処理(4w，8w)および
その後 2 週間常温で栽培 (→２W)。 
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（４）③ハクサイの低温感応試験における遺伝子
発現解析およびエピゲノム解析：ハクサイでは,	
BrFLC1,	BrFLC2,	BrFLC3が開花抑制因子とし
て働き,低温処理によりどれも同程度に発現が抑
制されることを明らかにした。また,春化処理前の
BrFLC1/2/3 の発現量や ,	 春 化処理による
BrFLC1/2/3 の発現量の低下率には系統間差があ
ることを明らかにし,この多様性が春化要求量の
多様性と関連性がある可能性を示唆された。さら

に,	RNA-seqにより春化処理によって発現が変動
する mRNA や Non-coding RNA を網羅的に解析
し,	 BrFLC2 や MAF1 では,低温によって誘導さ
れる NATs が存在していた(図 4)。	
また,春化処理前後での H3K27me3 を網羅的に

解析し,低温によって H3K27me3 蓄積量が変化す
る遺伝子を明らかにした。そして,BrFLCパラログ
や BrMAF パラログでは低温により第一エキソン
近傍に H3K27me3 が蓄積し,低温から通常状態に
戻すと H3K27me3 が遺伝子全体に広がることを
明らかにした	(図 5).	

	
（５）育成ハクサイ系統の現地栽培試験：冬期植え

付けハクサイトンネル栽培では，不時抽台しない
晩抽性品種の開発が強く求められているため，育
成ハクサイ系統の実証試験栽培を行った。茨城県
のハクサイ産地での試験栽培では，育成ハクサイ
系統は元品種のハクサイ品種比べ高い晩抽性を示
し，育種母本として利用できることが示された。	
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