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緒緒緒緒論論論論    

 

ニホンナシ（Pyrus pyrifolia（Burm.f.）Nakai）は中国揚子江流域原産の砂梨（Sa-Li）

を基に改良されたものであり，我が国をはじめ東アジアで栽培が行われてきた

（菊池，1948；梶浦，1983；Bell，1991）．我が国においては，すでに 700 年代

に栽培記録がある（梶浦，2008；田村，2009）ことから，古来より重要な果樹

の一つであったといえる．近年では，ニホンナシが有する歯切れが良く（Crisp 

texture）極めて多くの果汁を含む（梶浦，1994；Rathore，1991）といった特性

が好まれ，ブラジル（Faoro, 2002），オーストラリア，ニュージランド（White，

2002）等，アジア以外の諸地域でも本植物の栽培が盛んになっている（Bell，

1991；中央果実基金，1994）．しかしながら，栽培地域の拡大に伴い，生産地

での栽培上の問題が多発しており，その代表例として，低緯度地域における芽

の自発休眠打破に必要な低温量の不足があげられる（Westwood，1978；Saure，

1985；Faoro, 2002）． 

ニホンナシをはじめとする落葉果樹は芽の自発休眠打破に低温要求量と呼ば

れる一定時間の低温遭遇を必要とするが，その量は樹種あるいは品種に固有の

ものである（Westwood，1978；Saure，1985）．近年，地球温暖化により暖冬傾

向にみまわれているが，自発休眠時の低温要求量が満たされない状態で春季を

迎えた場合や加温栽培を行った場合には，厳しい発芽の遅延や生長途中に新梢

や花器が枯死するなどの現象がみられる（Chandler ら，1937）．実際に，ニュー

ジーランドやブラジルでは低温要求量の不足による‘豊水’の発芽不良が報告

されており（Kingston ら，1990；Klinac・Geddes，1995；Petri・Herter，2002；

Yamamoto ら，2010），日本でも温暖化による落葉果樹の休眠問題が散見されて

いる． 
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これらの対策としては，低温要求性の低い品種・系統の選抜や栽培技術の確

立が求められる．これまでに，‘幸水’，‘豊水’，‘二十世紀’および‘新高’

などの主要品種を含む多くのニホンナシ品種，チュウゴクナシおよびナシ属野

生種などの低温要求量が明らかになっている（Tamura ら，2001）．また，近年

では食味が良好で病気に対する抵抗性を有する多くの新品種が育成されている

が（梶浦・佐藤，1990），これらの新品種の果実品質や栽培上の注意点，収穫期

などについては調査されているものの，低温要求量については調査されていな

いものが多い．今後，温暖化を考慮して栽培するためには栽培種および品種の

低温要求量を把握したうえで気象条件の適当な地域において栽培することが必

要不可欠となってくる． 

 また，低温積算量の不足を人為的に補う自発休眠打破剤についても研究が行

われており，石灰窒素やシアナミド処理による休眠打破効果が確認されている

（黒井ら，1963；Iwasaki・Weaver，1977；Shulmanら，1983）．さらに，ニ

ホンナシの自発休眠打破前に増加した芽の過酸化水素含量が，シアナミド処理

後は減少したという報告もある（Kurodaら，2002）．これに加え，自発休眠打

破時における呼吸量の変化（Hatch・Walker, 1969）と，エチレン（Wang ら，1985），

ジベレリン（Erez ら，1979），オーキシン（Nakano ら，1980），サイトカイニン

（Broom・Zimmerman ら，1976；Sterrett・Hipkins，1980）およびアブシジン酸

（ABA）（Corgan・Peyton，1970；Emmweson・Powell，1978；Seeley・Powell，

1981；堀内ら，1981；田村ら，1992，1993；望岡ら，1996）等，植物ホルモン

含量の変化が自発休眠打破と深い関連性を示すことが示唆されている． 

一方，これらの知見に比べて自発休眠導入に関する知見は限られており，導

入に及ぼす気候条件については，日長であろうとする見解（Kawase，1961）と

低温によるものとする報告（東部ら，1998）があるものの，ニホンナシの自発



3 
 

休眠の導入条件については不明確である．現在，自発休眠打破期を予測するモ

デルとして，Chill unit モデルと（浅野・奥野，1990；Tamura ら，1997）DVI

（Developmental Index：発育指数）モデルが（Sugiura・Honjo，1997）活用され

ているが，両モデルの低温積算開始日は，1 日の積算値が正となった日から（浅

野・奥野，1990；Tamura ら，1997），あるいは暦日（Sugiura・Honjo，1997）で

ある．今後，気候変動にともない自発休眠導入期の気候条件が不安定になり，

導入期を的確に判断することが難しくなることも予想されるため，これらモデ

ルの精度を維持するためには，ニホンナシが自発休眠に導入する気候要因を明

確にすることが必要不可欠であるといえる． 

 また，導入および打破の機構解明を目的とした研究においては，近年，分子

レベルでの研究も進んでいる．自発休眠に関与する遺伝子の解析事例の中では，

MIKC-type dormancy-associated MADS-box（DAM）遺伝子が自発休眠の推移に関

連する遺伝子として着目されており，モモ（Prunus persica）の DAM 遺伝子の発

現量は，自発休眠最深期から打破期にかけて低下すると報告されている

（Bielenberg ら，2004，2008；Jimenez ら，2009）．類似した結果はニホンナシで

も示されているが（Ubi ら，2010），自発休眠の導入や打破の詳しい機構につい

てはやはり不明な点が多い． 

一方，実際に発現しているタンパク質を解析した研究は少ないが，Tamura ら

（1998）は秋季から冬季におけるニホンナシの花芽中のタンパク質を二次元電

気泳動により分離し比較した結果，19 kDa のタンパク質は 11 月下旬から 12 月

上旬にかけて消失し，同時にやや塩基性側に同一分子量のタンパク質を検出し

ている．現在，このタンパク質の同定には至っていないが，近年では多数のタ

ンパク質を網羅的に解析するプロテオーム解析も進んでいるため，このような

タンパク質を解析することで，自発休眠打破の機構解明に繋がると期待される． 
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このような機構解明を目的とした研究に加え，急務とされているのは，低温

要求量の少ない新たなニホンナシ品種の育成である．ニホンナシの主要品種の

中で最も低温要求量が少ないとされている‘豊水’は，低温要求量（Chill unit : 

CU）CU. 800 であるため，これより少ない低温要求量の品種を育成するために

は，これまでに用いられていない新たな育種素材が必要とされる．そして，そ

の候補として期待されるのは熱帯地域の台湾に在来するナシである横山である．

横山は自発休眠に導入せず，自発休眠打破に必要な低温要求量を保有していた

としても，その量は著しく少ないと考えられる．そこで，横山を花粉親，‘おさ

二十世紀’の自殖により育成され自家和合性遺伝子 S4
sm をホモでもつと考えら

れるニホンナシ系統 TH3 を種子親として，現在はその F1 系統群を少低温要求性

ニホンナシ品種の作出のために育成している．これら F1 系統群が少低温要求性

ニホンナシ品種を育成するための中間母本になるのか否かを判断するためは，

横山の有する少低温要求性の形質が F1 系統群にどのように遺伝するかを明確に

しておく必要がある． 

以上のように，低温積算量の不足が懸念される地域において，今後より安定

したニホンナシの栽培が行われるためには，自発休眠機構の解明と新たな少低

温要求性ニホンナシ品種の育成は必須の条件である．そこで本研究では，第 1

章として，実際に発芽不良が報告されている地域におけるニホンナシの自発休

眠の推移について調査を行い，現在栽培されている品種の打破時期を確認した．

そのうえで，これまでに調査されていないニホンナシ品種およびナシ属野生種

の自発休眠打破に必要な低温要求量を明確にした．また，第 2 章では，ニホン

ナシが自発休眠に導入する気候要因として，日長，気温または両方の関与を明

らかにし，休眠導入に有効な温度域についても調査を行った．さらに，第 3 章

では自発休眠機構の解明を目的とし，導入および打破時に特異的に発現してい
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る遺伝子の単離と発現解析を行った．第 4 章では，実際に自発休眠最深期と打

破期で発現しているタンパク質を同定し，単離された遺伝子との関連性を基に，

自発休眠打破期の芽における生理的変化から休眠機構の解明に迫った．そして，

第 5 章では，少低温要求性ニホンナシ品種の育成にあたり，ニホンナシ系統 TH3

とタイワンナシ横山の F1 系統の休眠特性について調査を行い，少低温要求性品

種の中間母本としての利用可能性についても検討した． 
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第１章第１章第１章第１章    ナシの芽の自発休眠打破に要するナシの芽の自発休眠打破に要するナシの芽の自発休眠打破に要するナシの芽の自発休眠打破に要する    

低温要求量低温要求量低温要求量低温要求量    

    

第１節第１節第１節第１節    緒緒緒緒言言言言    

    

    現在，ニホンナシの自発休眠打破期を予測するモデルとして，Chill unit モデ

ルと（浅野・奥野，1990；Tamura ら，1997）DVI モデルが（Sugiura・Honjo，1997）

活用されている．ニホンナシの自発休眠打破に必要な低温要求量は，品種ごと

に異なっており（浅野・奥野，1990；Tamura ら，1995，2001），Tamura ら（2001）

は低温要求量を Chill unit として評価したところ，その多少には 800－1800 のレ

ンジがあることを確認している．  

近年では食味が良好で病気に対する抵抗性を有する多くの新品種が育成され

ているが（梶浦・佐藤，1990），これらの新品種の果実品質や栽培上の注意点，

収穫期などについては調査されているものの，低温要求量については調査され

ていないものが多い．今後，温暖化を考慮して栽培するためには栽培種および

品種の低温要求量を把握したうえで気象条件の適当な地域において栽培するこ

とが必要不可欠となってくる． 

本研究では、近年育成された新品種に加え，これまでに低温要求量が調査さ

れていない品種や野生種の低温要求量を決定するため，萌芽率の季節的変化を

調査した．さらに，花芽と葉芽の自発休眠の推移の違いについても検討し，日

本の異なった地域におけるニホンナシの自発休眠の推移についても調査を行っ

た．    
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第第第第 2222 節節節節    ニホンナシ品種における芽の自発休眠特性ニホンナシ品種における芽の自発休眠特性ニホンナシ品種における芽の自発休眠特性ニホンナシ品種における芽の自発休眠特性    

 

ニホンナシをはじめとする落葉果樹は樹種あるいは品種によって固有の低

温要求量をもち，それが満たされることで芽の自発休眠は打破される 

（Westwood，1978；Saure，1985）．また，同じ品種内でも芽の種類の違いによ

って低温要求量が異なっていることが，いくつかの樹種で報告されている（久

保田・楠原，1997；Gariglio ら，2006；Chavarria ら，2009）．Tamura ら（1995）は，

ニホンナシ‘二十世紀’の葉芽と腋花芽の萌芽率を比較し，葉芽に比べ腋花芽

の自発休眠の深度が浅いことを示している．しかしながら，他の主要品種につ

いての知見はみられず，この点を明確にすることは，品種ごとの低温要求量を

評価するためには不可欠である． 

本節では，ニホンナシの低温要求量が芽の種類によってどのように異なるか

を検討するため，経時的に腋花芽および葉芽を採取し，萌芽率の調査を行った． 

 

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

鳥取大学農学部附属農場に栽植されているニホンナシ品種‘豊水’，‘幸水’，

‘ゴールド二十世紀’および‘新高’を供試した．2008 年 11 月下旬から 2009

年 1 月下旬にかけて腋花芽および葉芽がそれぞれ連続して着生している発育枝

を採取した．落葉以前の発育枝は摘葉した後，頂芽を切除して芽が 7 節着生し

た枝をそれぞれ 5 本調製した．その後，0.03%硫酸アルミニウムおよび 0.3% 8-

ヒドロキシキノリンを添加した水溶液中においた吸水性スポンジに水挿しした．

水挿し後は，23 ± 0.5°C，100 µmol・m
−2・s

−1 の照明下の恒温室内に静置し，水

挿し後 28 日目の萌芽率を調査した．腐敗防止のため 7 日ごとに水替えを行い，

同時に水切りによって正常な部分まで切り戻しを行った．花芽および葉芽の発
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育程度を第 1.1 図と第 1.2 図にそれぞれ示すように 7 段階に分けて記録した．本

実験では発育段階 3 以上に達した芽を萌芽したとみなし，上位 5 節の萌芽の有

無から 5 本の平均値を萌芽率として算出した．また，Chill Unit （CU） の算出に

は Tamura ら （1997） が作成した温度係数を用いた．  

 

 

第 1.1 図 花芽の発育段階 

 

 

第 1.2 図 葉芽の発育段階 
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結果結果結果結果    

 ‘豊水’の葉芽の萌芽率は 11 月下旬の時点で 8%であった（第 1.1 表）．その

後，12月中旬から 1月上旬まで 0%で推移し 1月中旬には 72%に上昇した．一方，

花芽の萌芽率は全調査日とも 50%以上と葉芽に比べて高く，1 月上旬には 100% 

に達した．‘幸水’の葉芽は‘豊水’の葉芽とほぼ同様の推移を示し，1 月中旬

には 72%に上昇した．また，11 月下旬の時点での‘幸水’の花芽の萌芽率は 52% 

と葉芽に比べて高かった．その後，12 月中旬には 0%に低下し，1 月中旬には 100%

に達した．‘ゴールド二十世紀’の花芽と葉芽の萌芽率は，ほぼ同じ値で推移し

たが，全調査日において花芽の方が高かった．‘新高’の葉芽の萌芽率は，12

月中旬から1月上旬まで0%であったが，同時期における花芽の萌芽率は60，24，

24%と推移した． 
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第 1.1 表 花芽と葉芽の萌芽率の比較    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

品種 

 萌芽率 (%) 
z
 

採取日 (月/日) 11 / 26 12 / 15 12 / 25 1 / 5 1 / 15 1 / 27 

(CU
y
) (237) (541) (702) (922) (1159) (1438) 

   

豊水 
葉芽 8 b

x
 0 b 0 b 0 b 72 a  

花芽 88 ab 52 b 72 b 100 a 100 a  

   

幸水 
葉芽 8 b 4 b 8 b 0 b 72 a  

花芽 52 b 0 d 20 c 24 bc 100 a  

   

ゴールド二十世紀 
葉芽 36 b 0 c 8 c 12 bc - 72 a 

花芽 48 b 0 d 20 c 24 bc - 100 a 

   

新高 
葉芽 - 0 b 0 b 0 b - 68 a 

花芽 - 60 b 24 c 24 c - 100 a 

   

z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

y
10 月 31 日を積算開始日とした CU 

x同列内の異なる英文字はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第第第第 3333 節節節節    自発休眠打破に要する低温要求量の地域間差異自発休眠打破に要する低温要求量の地域間差異自発休眠打破に要する低温要求量の地域間差異自発休眠打破に要する低温要求量の地域間差異    

 

前節の結果から，葉芽は花芽に比べて自発休眠の深度が深く，自発休眠打破

に必要な低温要求量も花芽に比べて多いと考えられた．そのため，葉芽の萌芽

率を調査することで，それぞれの品種の自発休眠打破に十分な低温要求量を評

価することが可能であると考えられた．すなわち，低温要求量が不十分である

と開花には至るものの，正常な枝葉の成長が得られず，次年度以降の花芽が確

保できないことになるからである． 

近年，ニホンナシの栽培エリアは拡大しており，南北アメリカ大陸，オセア

ニアなど海外の諸地域においても栽培が盛んになっている (Bell，1991)．しかし

ながら，ニュージーランドやブラジルでは低温積算量の不足による，春季の発

芽不良が発生している(Kingston ら，1990；Klinac・Geddes，1995；Petri・Herter，

2002；Petri ら，2002）．日本でも温暖化による落葉果樹の休眠問題が散見されて

おり，特に九州地区を中心に同様の発育不良が報告されている（黒田，2004）．

今後は，各地域の気象に適応しうる低温要求量をもつ品種を栽培していくこと

が必要になると考えられる． 

本節では，そのための基礎的知見を得るため，経緯度の異なる地域において

低温要求量の異なる 2 品種の自発休眠打破期を観察し，低温不足の実態につい

て調査を行った． 

 

 

 

 

 



12 
 

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

鳥取大学農学部附属大塚農場（鳥取：35.5°N, 134.2°E），佐賀県果樹試験場（佐

賀：33.3°N, 130.2°E），熊本県農業研究センター（熊本：32.6°N, 130.7°E）に栽植

されているニホンナシを供試材料とした．全 3 地域とも‘豊水’および‘新高’

を調査品種とし，2009 年 11 月上旬から 2010 年 2 月中旬にかけて定期的に 1 年

枝を採取した．採取した枝は前節と同様の方法で葉芽を観察し，萌芽率および

CU を算出した． 

 

結果結果結果結果    

 鳥取における‘豊水’の萌芽率は 11 月下旬から 1 月上旬まで 20%以下の値で

推移し，その後，1 月中旬には 80%に上昇した（第 1.2 表）．一方，1 月中旬に

おける‘新高’の萌芽率は 44%であり，2 月上旬には 88%に上昇した．佐賀にお

ける‘豊水’の萌芽率は，同時期における鳥取の‘豊水’に比べ低かったもの

の 1 月中旬には 60%に達した．一方，佐賀で‘新高’の萌芽率が 60%以上に達

したのは 2 月中旬であった．熊本における両品種の萌芽率は，11 月上旬から 1

月上旬まで 20%以下であった．その後は両品種とも 1 月中旬に 24%に上昇し，2

月中旬には 100%に達した． 

 また，2 月 15 日の鳥取，佐賀，熊本の CU はそれぞれ，1909，1745，1566 で

あった． 
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第 1.2 表 3 地域における‘豊水’および‘新高’の葉芽の萌芽率の推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

調査地域 

( 経緯度 ) 

  萌芽率 (%) z 

品種 
採取日 

(月/日) 
11 / 10 11 / 24 12 / 8 12 / 22 1 / 6 1 / 18 2 / 2 2 / 15 

           

鳥取 

( 35.5°N, 134.2°E ) 

 (CUy) (0) (190) (391) (654) (994) (1298) (1597) (1909) 

豊水 28 bx 12 bc 16 bc 4 c 8 c 80 a － － 

新高 12 c 0 c 8 c 24 bc 28 bc 44 b 88 a － 

           

佐賀 

( 33.3°N, 130.2°E ) 

 (CU) (0) (178) (350) (578) (928) (1226) (1503) (1745) 

豊水 0 c 20 b 0 c 0 c 28 b 60 a － － 

新高 4 c 4 c 0 c 0 c 4 c 32 b 44 b 84 a 

           

熊本 

( 32.6°N, 130.7°E ) 

 (CU) (0) (168) (297) (534) (833) (1122) (1361) (1566) 

豊水 20 b 16 bc 12 bc 0 c 16 bc 24 b 32 b 100 a 

新高 12 bc 16 bc 0 c － 20 b 24 b 40 b 100 a 

           

z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

y
10 月 31 日を積算開始日とした CU 

x同列内の異なる英文字はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第第第第 4444 節節節節    ニホンナシ品種における低温要求量の品種間差異ニホンナシ品種における低温要求量の品種間差異ニホンナシ品種における低温要求量の品種間差異ニホンナシ品種における低温要求量の品種間差異    

 

前節の結果から，経緯度の異なる地域では同時期における CU の積算値が異な

り，同じ品種であっても自発休眠打破期が異なることが明らかであった．CU の

値が積算しにくい地域でニホンナシを栽培するためには，低温要求量の少ない

品種を選択する必要がある．近年，食味が良好で自家和合性を示す多くのニホ

ンナシが新品種として登録されている（田辺ら，2001）．しかしながら，品種登

録には低温要求量を調査する必要はなく，多くの新品種については低温要求量

が不明なままである． 

これまでに，Tamura ら（2001）は‘幸水’，‘豊水’，‘二十世紀’および‘新

高’などの主要品種に加え，多くのニホンナシの低温要求量を評価している．

その結果から，最も低温要求量の少ない品種では CU. 800 程度であり，多い品種

では CU. 1800 とそれぞれの品種間で低温要求量の違いが大きいことを示してい

る．本節では，近年に品種登録された新品種に加え，これまでに低温要求量が

評価されていない品種の自発休眠の推移について調査を行った． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

鳥取大学農学部附属大塚農場および鳥取県園芸試験場に栽植されている 17 品

種（第 1.3 表）を供試材料とした．全品種とも，2008 年 10 月中旬から 2009 年 2

月下旬にかけて定期的に 1 年枝を採取した．採取した枝は前節と同様の方法で

葉芽を観察し，萌芽率および CU を算出した．  

 

結果結果結果結果    

 全品種とも，11 月中旬から 12 月中旬の萌芽率が最も低くかった（第 1.3 表）．

その後，全品種の萌芽率は 1 月上旬から 2 月上旬の間に最も高い値を示した．‘あ

きづき’，‘夏そよか’，‘涼月’および‘新甘泉’の萌芽率は，1 月上旬に 70%以

上に達した．調査品種の中で最も遅くに萌芽率が 70%以上に達したのは‘秀玉’

であった． 
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第 1.3 表 調査品種の葉芽の萌芽率の推移 

品種 

(Origin, species, parent) 

 萌芽率 (%) 
z
 

採取日 10 / 15 10 / 31 11 / 18 12 / 3 12 / 16 12 / 26 1 / 7 1 / 16 1 / 26 2 / 6  

(CU
y
)  (0) (91) (408) (586) (778) (1054) (1267) (1504) (1741)  

あきづき (162-29×幸水) － 28 b 0 c 0 c 4 c 24 bc 88 a     

秋甘泉 (おさ二十世紀×豊水) 32 bc 20 c 0 d 0 d 0 d 28 bc 60 b 100 a    

夏そよか (おさ二十世紀×秀玉) 24 c 4 cd 12 cd 4 cd 0 d 8 cd 72 ab      

涼月 (おさ二十世紀×鳥幸) 56 b 16 c 12 c 0 c 8 c 44 bc 92 a     

えみり (八里×おさ二十世紀) 36 bc 8 c 16 c 0 c 0 c 40 bc 52 b 88 a    

夏さやか (八雲×おさ二十世紀) 56 b 4 cd 24 bc 4 cd 0 d 16 c 52 b 72 ab 92 a   

なつひめ (筑水×おさ二十世紀) 44 bc 16 c 20 c 4 cd 0 d 48 bc 68 b 96 a    

新甘泉 (筑水×おさ二十世紀) 36 b 4 c 12 bc 16 bc 4 c 36 b 88 a     

なつしずく (平塚 No.25×筑水) － － － － 4 c 44 b 64 b 100 a    

王秋 (C-2×新雪) 24 c 0 d 0 d 0 d 0 d 4 cd 24 c 28 c 68 b 100 a  

品種 

(Origin, species, parent) 

採取日 10 / 17 11 / 4 11 / 19 12 / 1 12 / 15 12 / 26 1 / 7 1 / 16 1 / 26 2 / 6 2 / 24 

(CU)  (0) (83) (392) (560) (744) (1018) (1231) (1462) (1660) (2010) 

ピンゴーリー (P. bretschneideri Rehder) 24 bc 0 c 0 c 0 c 12 c 4 c 36 bc 52 b 48 b 88 a  

独逸 (神奈川県) － － 0 c 0 c 0 c 0 c 16 bc 44 b 32 b 84 a  

類産梨 (新潟県) 20 b 16 bc 0 c 4 bc 12 bc 12 bc 12 bc 92 a    

にっこり (新高×豊水) 16 bc 12 bc 0 c 4 c 8 c 12 bc 16 bc 36 bc 40 b 84 a  

新星 (翠星×新興) 32 c 16 cd 0 d 0 d 0 d － 32 c 68 b － 100 a  

翠星 (菊水×八雲) 0 c 0 c 0 c 0 c 0 c 0 c 0 c － 40 b 84 a  

秀玉 (菊水×幸水) 28 bc 24 bc 4 c 4 c 0 c 0 c 24 bc 0 c 48 b 32 b 100 a 

z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

y
10 月 31 日を積算開始日とした CU 

x同列内の異なる英文字はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第第第第 5555 節節節節    野生種における低温要求量の差異野生種における低温要求量の差異野生種における低温要求量の差異野生種における低温要求量の差異    

 

前節の結果から，低温要求量の少ない品種は CU. 1000，多い品種では CU. 2000

と個々の品種間で低温要求量の違いが大きいことが明らかとなった．これまで

に，Tamura ら（2001）はチュウゴクナシやニホンナシ品種に加え，野生種につ

いても低温要求量の評価を行っている．その中には，品種登録されているナシ

よりも低温要求量の少ない種や系統が確認されている．近年の研究からは，低

温要求量を決める遺伝要因が量的形質遺伝子座（Quantitative trait locus : QTL）で

あると考えられているため（van Dyk ら，2010；Campoy ら，2011），そのよう

な種や系統は低温要求量の少ない品種を育成するための育種素材としても期待

される．本節では，これまでに低温要求量が評価されていない野生種や系統に

ついても萌芽率の調査を行い，低温要求量の評価を行った． 

 

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

鳥取大学農学部附属大塚農場に栽植されている 16 種（第 1.4 表）を供試材料

とした．2009 年 11 月上旬から 2010 年 2 月上旬にかけて定期的に 1 年枝を採取

した．採取した枝は前節と同様の方法で葉芽を観察し，萌芽率および CU を算出

した．  
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結果結果結果結果    

 調査を行った野生種および系統のうち 10種の萌芽率は，1月上旬の時点で 70%

以上に達した（第 1.4 表）．そのうち，P. calleryana（No. 12）の萌芽率は調査期

間内で常に 30%以上の値を示した．P. amygdaliformis，P. communis，P. elaeagrifolia

および P. lindleyiの 4 種の萌芽率が 60%以上に達したのは 2 月上旬であった．さ

らに，P. dimorphophylla（No. 5），P. michauxiiは 2 月上旬の時点でも萌芽率が 60%

以下であった． 
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第 1.4 表 野生種および各系統の葉芽の萌芽率の推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

種および系統名 

(系統番号，系統名) 

 萌芽率 (%) z 

採取日 11 / 8 12 / 6 12 / 22 1 / 7 1 / 21 2 / 4 

(CUy) (35) (363) (674) (1048) (1384) (1717) 

P. amygdaliformis 24 b 48 ab 0 c 56 a 40 ab 68 a 

P. betulaefolia 24 b 40 b 20 b 92 a   

P. calleryana ( No.12 ) 36 b 48 b 44 b 88 a   

P. communis 20 b 28 b 0 c 28 b 12 bc 68 a 

P. dimorphophylla ( No.4 ) 20 b 16 b 12 b 100 a   

P. dimorphophylla ( No.5 ) 12 b 20 b 12 b 48 ab 48 ab 52 a 

P. dimorphophylla ( No.6 ) 32 b 80 a 28 b 72 a   

P. elaeagrifolia 72 a 32 b 16 b 48 ab 28 b 60 ab 

P. fascicularis 68 a 80 a 16 b 88 a   

P. hondoensis ( アオナシ ) 56 b 76 ab 28 b 88 a   

P. lindleyi  20 bc 28 b 0 c 56 ab 24 b 80 a 

P. michauxii 16 ab 40 a 8 b 8 b 28 ab 24 ab 

P. pyrifolia ( サワイリヤマナシ ) 20 b 24 b 0 c 76 a   

P. serotina 40 b 76 a 16 b 88 a   

P. uyematsuana ( アイナシ ) 0 c 44 b 12 c 96 a   

P. yohrohensis ( 養老ナシ ) 32 b 44 b 8 c 100 a   

z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

y
10 月 31 日を積算開始日とした CU 

x同列内の異なる英文字はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第 1.5 表 野生種および各品種の低温要求量 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

低温要求量 (CU) 種および品種名 

  

400-800 *P. fauriei 

  

800-1000 

P. betulaefolia, P. calleryana (No.12), P. dimorphophylla (No.4, 6),  

P. fascicularis, P. hondoensis (アオナシ), P. pyriforia (サワイリヤマナシ),  

P. serotina, P. uyematsuana (アイナシ), P. yohrohensis (養老ナシ), 

*Ci Li, あきづき, *豊水, 夏そよか, *二宮, 涼月, 新甘泉 

  

1000-1200 *Qui Bai Li, *ヤーリー, 秋甘泉, *長十郎, えみり, *幸水, 

なつひめ, 夏さやか, 夏しずく, 類産梨, *早生幸蔵 

  

1200-1400 ゴールド二十世紀, *八幸, 新高, *二十世紀, *太白, *八雲 

  

1400-1600 
P. lindleyi, *P. longipes, Ping Gou Li, *長寿, 独逸, *八達,  

*今村秋, *菊水, *雲井, にっこり, 新星, *新雪, 翠星  

  

1600-1800 

P. amygdaliformis, *P. aromatic, *P. communis, P. dimorphophylla (No.5),  

P. elaeagrifolia, *Bai Li, *Bei Jing Bai Li, *赤穂, *天の川, 

*君塚早生, *晩三吉, 王秋, *新雪, *新水 

  

1800 < P. michauxii, 秀玉 

  

* は Tamura（2001）を引用 
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第第第第 6666 節節節節    考察考察考察考察    

 

近年，自発休眠打破に必要な低温積算量の不足による春季の発芽不良が懸念

されており，地域ごとに適した低温要求量の品種を栽培していくことが重要で

ある．さまざまな品種や系統の低温要求量を調査するための基礎的知見を得る

ため，まず 4 品種のニホンナシを用い花芽と葉芽の自発休眠の推移を比較した． 

‘豊水’および‘幸水’の葉芽は調査開始日の 11 月 26 日の時点で，すでに

自発休眠に導入していた．一方，同時期における両品種の花芽の萌芽率は葉芽

に比べて高く，自発休眠導入期は花芽の方が遅かったが，打破期は葉芽に比べ

て早かった．これまでの研究からも，‘二十世紀’の葉芽は腋花芽に比べて多く

の低温要求量が必要であると報告されている（Tamura ら，1995）．葉芽の自発休

眠の深度は花芽に比べて深く，自発休眠打破に必要な低温要求量も花芽に比べ

て多いと考えられたため，葉芽の萌芽率を調査することで自発休眠打破に十分

な低温要求量を評価することが可能であると考えられた． 

この結果を踏まえ，実際に発芽不良が散見されている九州の 2 県について葉

芽の自発休眠の推移を鳥取県と比較した．鳥取での‘豊水’の打破期は 1 月中

旬，‘新高’は 2月の上旬であった．一方，佐賀における‘豊水’の自発休眠打

破期は鳥取とほぼ同じ時期であったものの，‘新高’の打破期は鳥取より約 1 ヵ

月遅い 2 月の中旬であった．熊本における‘豊水’の打破期も鳥取より約 1 ヵ

月遅く，‘新高’の打破期は佐賀とほぼ同じ時期であった．CU の積算値に着目

すると，鳥取で‘豊水’が休眠打破した 1月 18日の時点で，鳥取でのCU は 1298，

佐賀は 1226，熊本は 1122 であり，CU の積算が遅い地域は自発休眠の打破期も

遅いという結果になった．また，2 月 15 日の時点でも熊本の CU は 1566 であっ

た．熊本地方の気象の数値をみると，2 月上旬以降は急速に気温が上昇するため，
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熊本では CU．1500 以上の低温要求量を必要とする品種の栽培は困難であると考

えられた． 

以上のように，経緯度の異なる地域では低温積算の推移が異なるため，各地

域に適した低温要求量のニホンナシを選び栽培する必要があるため，Tamura ら

（2001）は多くのニホンナシについて低温要求量の評価を行っているが，近年，

品種登録された新品種については調査が行われていない．本研究で新たに調査

したニホンナシ品種の中では‘あきづき’，‘夏そよか’，‘涼月’および‘新甘

泉’の 4 品種の CU が約 1000 で最も低かった（第 1.5 表）．一方，最も多かった

のは‘秀玉’の CU 約 2000 であり，品種間で大きな CU の差がみられた．近年，

数種の落葉果樹において低温要求量に関与する QTL が確認されており，アンズ

（Prunus armeniaca L.）では第 5 染色体上に（Campoy ら，2011），リンゴ（Malus 

domestica Borkh）では第 9 染色体上に（van Dyk ら，2010）QTL が存在すると考

えられている．さらに，リンゴでは低温量の少ない‘Anna’を育種素材とした

少低温要求性品種の育成が行われている（van Dyk ら，2010）．また，ナシ属と

リンゴ属のゲノム配列には高い相同性がみられるため，低温要求量の少ないナ

シは少低温要求性ニホンナシ品種を育成するための育種素材としても期待され

る． 

本研究で調査を行った野生種および系統のうち 10 種の低温要求量は，CU．800

－1000 であった．さらに， P. calleryana（No. 12）の萌芽率は調査期間内で常に

30%以上の値を示した．P. calleryana は台木として広く利用されており，その中

の系統 No. 6 と No. 8 は耐水性が強いことも知られている（Tamura ら，1996）．

Westwood・Chestnut（1964）は低温積算が不十分な状態の‘Bartlett’を低温要求量

の多い P. communisと少ない P. calleryanaに接ぎ木し自発休眠打破に及ぼす台木

の役割を調査した結果から，台木に少低温要求性系統を用いることで穂木の自
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発休眠打破を促進させる効果があると報告している．そのため，P. calleryana（No. 

12）は低温積算量が蓄積しにくい地域における少低温要求性台木として期待さ

れる． 

 

第第第第７７７７節節節節    摘要摘要摘要摘要    

 

 ニホンナシ品種およびナシ属野生種の萌芽率を調査し，自発休眠打破に必要

な低温要求量を明らかにした．‘豊水’,‘幸水’,‘ゴールド二十世紀’および

‘新高’の葉芽は，花芽に比べ低温要求量が多かった．3 地域における‘豊水’

と‘新高’の自発休眠は，低温積算量の蓄積の早さに伴い，鳥取，佐賀，熊本

の順で打破した．熊本における両品種の打破期である 2 月中旬の低温積算量は

1566 であった．この結果から，熊本においては CU. 1500 以下の低温要求量を有

する品種を選択する必要があると示唆された．調査を行ったニホンナシ品種の

中では，‘あきづき’，‘夏そよか’，‘涼月’および‘新甘泉’の低温要求量が

最も少なかった．一方，最も多かったのは‘秀玉’であり，ニホンナシ品種の

低温要求量には，800－1800 のレンジが確認された．調査を行ったナシ属野生種

のうち 14 種は，1 月 7 日から 2 月 4 日の間に萌芽率が 60%に達した．その中の

P. calleryana（No. 12）は低温要求量が最も少なく，低温積算量が蓄積しにくい

地域における少低温要求性台木として期待された． 
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第２第２第２第２章章章章    ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠導入の導入の導入の導入の    

気象要因とその機構気象要因とその機構気象要因とその機構気象要因とその機構    

    

第１第１第１第１節節節節    緒緒緒緒言言言言    

    

前章の結果から，ナシの自発休眠打破に必要な低温要求量には系統および品

種間で大きな差があることが明らかとなった．前章で使用した Chill unit モデル

（Tamura ら，1997）と，休眠打破期と開花期の予測に活用されている DVI モデ

ル（Sugiura・Honjo，1997）の低温積算開始日は，1 日の積算値が正となった日

から（浅野・奥野，1990；Tamura ら，1997），あるいは暦日（Sugiura・Honjo，

1997）とそれぞれ設定されているが，いずれも基本的には休眠導入された時点

から積算を開始しているといえる．落葉果樹の自発休眠導入に関する知見は限

られており（Dennis, 1994），わずかに日長であろうとする見解（Kawase, 1961）

と低温によるものとする報告（東部ら，1998）がある．また，ブドウを用いた

研究（During・Alleweldt，1973）では，休眠開始期から中期に枝梢中に蓄積され

るアブシジン酸（ABA）が休眠の導入および深度と関連があると指摘されてい

る．ニホンナシに関して Gemma（1995）は，‘幸水’の自発休眠の打破が前年

露地栽培した樹に比べ，前年加温ハウス栽培した樹で早いことを指摘している

ことから，枝あるいは芽の生理的な齢も休眠の導入に関与するものと考えられ

る．さらに Tamura ら（1997）は，自発休眠導入期が栽培年によって約 10 日程

度異なると報告している．一方，近年は秋季の気温が高く，以前に比べニホン

ナシの落葉期が遅くなる傾向がみられる．しかしながら，この点と自発休眠導

入との関連性については不明確である．従って，現在使用されているモデルの
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精度を今後も維持していくためには，低温積算の起算条件すなわち自発休眠導

入の要因を明かにすることが必要不可欠である． 

以上の点を踏まえて，本章ではニホンナシの自発休眠導入の誘導要因と機構

を解明するために，ハウス栽培，日長ならびに低温がニホンナシの自発休眠導

入に及ぼす影響について調査を行った．さらに，ニホンナシの自発休眠導入と

ABA との関係に関しても検討を行った． 
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第２第２第２第２節節節節    ハウス栽培ハウス栽培ハウス栽培ハウス栽培がががが自発休眠の導入に及ぼす影響自発休眠の導入に及ぼす影響自発休眠の導入に及ぼす影響自発休眠の導入に及ぼす影響    

 

前章の結果から，ナシの自発休眠打破に必要な低温要求量には系統および品

種間で大きな差があることが明らかとなった．この様な自発休眠打破に関する

研究に比べ，休眠導入に関する知見は少ない．その中で，ニホンナシに関して

Tamura ら（1997）は自発休眠導入期が栽培年によって約 10 日程度異なるという

報告をしている．また Gemma（1995）は，‘幸水’の自発休眠の打破が前年に

露地栽培した樹に比べ，前年加温ハウス栽培した樹で早いことを指摘している

ことから，枝あるいは芽の生理的な齢も休眠の導入に関与するものと考えられ

る． 

 本節では，ニホンナシの自発休眠導入の要因を解明するため，ハウス栽培区

と露地栽培区における自発休眠の推移について調査を行った． 

 

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

実験は 2004 年の春より，鳥取県農林総合研究所園芸試験場の露地圃場および

ハウスに栽植されている‘ゴールド二十世紀’成木（高接ぎ樹：接ぎ木後 17 年，

中間台‘二十世紀’33 年生）各 5 樹を用いて行った． 

 自発休眠の深度を調査するため，導入期である 9 月中旬～10 月下旬までは 10

日間隔で，その後は 11 月 18 日，12 月 9 日，1 月 20 日，2 月 9 日および 2 月 18

日に枝を採取した．各区より短果枝および 10 節程度の発育枝を採取し，採取し

た枝は前章と同様の方法で花芽および葉芽を観察した． 
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結果結果結果結果 

ハウス区，露地区ともに，花芽および葉芽の萌芽率は 9 月下旬以降に低下し，

花芽は 10 月 21 日に，葉芽は 10 月 31 日に萌芽率が 0%に達した．この間，両区

の萌芽率に差異はみられなかった．両区とも，花芽は 11 月 18 日以降に，葉芽

は 12 月 9 日以降に萌芽率が上昇し始めた．その後，花芽はハウス区で，葉芽は

露地区で萌芽率の上昇がやや早く進行する傾向がみられた（第 2.1 図）． 
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第 2.1 図 ハウス栽培がニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の芽の自発休眠の推移に

及ぼす影響  

z
 23

o
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第３節第３節第３節第３節    長長長長日日日日およびおよびおよびおよび加温処理加温処理加温処理加温処理が自発休眠の導入が自発休眠の導入が自発休眠の導入が自発休眠の導入ならならならならびにびにびにびに    

ABA含量含量含量含量にににに及ぼす影響及ぼす影響及ぼす影響及ぼす影響    

 

前節の結果より，花芽分化の完了から自発休眠期までの経過時間が長いハウ

ス栽培樹と，経過時間が短い露地栽培樹の自発休眠導入期には明確な差がみら

れなかった．このため，芽の自発休眠導入には秋季の気象要因が関与している

と推測される．ブドウを用いた研究では，‘デラウェア’の芽に長日処理を行っ

たところ，自然条件下に比べ自発休眠導入がやや遅くなったと報告されている

（堀内ら，1981）．そのうえで堀内ら（1981）は，ブドウの芽の自発休眠導入を

促す要因は日長条件よりも気温の低下と密接に関連があるとしている．一方，

植物ホルモン含量の変化に着目した研究では，休眠開始期から中期のブドウの

枝梢中に蓄積される ABA が休眠導入へ関連していると指摘されている

（During・Alleweldt，1973）． 

本節では，ニホンナシの自発休眠導入への気候的要因を調査するため，長日

および加温処理を行い，露地区との自発休眠導入期の比較を行った．また，各

処理区における芽の ABA 含量を測定し，自発休眠導入との関連性についても調

査を行った． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

 実験には鳥取大学農学部で育成し，9 L 容の駄温鉢に植栽した‘ゴールド二

十世紀’樹（3 年生）を用いた．2004 年 9 月 1 日から全 28 個体のうち半数の 14

個体に長日処理を施し，他の半数は自然日長下で栽培した．さらに，10 月 15 日

から加温処理を行うため，各日長処理区からそれぞれ半数の 7 個体を最低気温

18
o
C に設定したガラス温室内に移動し，他の半数は露地で栽培した．また，温

室，露地ともに移動後も日長処理は継続した． 

長日処理は照度 10 µmol･m
-2･s

-1 の電照を用いて行い，16 時間日長とするため

日の出前および日の入り後に補光を行った．日長および加温処理は，ともに調

査が終了する 12 月 10 日まで継続した．これら計 4 処理区より 10 月 24 日およ

び 12 月 10 日の計 2 回，1 年生枝を採取した．採取した枝は頂芽を切除し，落葉

していなかった葉は摘葉後，葉芽 5 芽が着生している状態で 5 節ずつに切り分

けた．5 本の枝について，前節と同様の方法で葉芽の萌芽率を調査した． 

葉芽中の ABA 含量を測定するため，日長処理直前の 9 月 1 日，加温処理前の

10 月 14 日と処理中の 11 月 12 日に，各処理区より葉芽 1 g を採取した．試料は

採取後ただちに液体窒素で凍結させた後，80%メタノールで抽出し，溶媒による

分画化と C18 カラムによって精製した．さらに，精製試料を HPLC によって分

画した．HPLC の条件は，移動相：アセトニトリル/水 = 20/80～70/30 の濃度勾

配，カラム：SISEIDO（CAPCELLPAKC18 , 6 × 250 mm），カラム温度 : 45
o
C と

した．ABA の含まれる分画を回収した後，Kit ELISA ABA（Phytodetek Kits，

AGDIA，USA）を用いて ABA 含量を測定した． 
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結果結果結果結果    

加温の有無が萌芽率に与える影響についてみると，両採取日とも日長にかか

わらず，露地区に比べ加温区で萌芽率が高かった．また，採取後の萌芽率の推

移は，日長にかかわらず，露地区では 10 月 24 日に比べ 12 月 10 日に萌芽率が

低下したのに対し加温区では上昇した．10 月 24 日に採取した試料の水挿し 28

日後の加温区の萌芽率を除き，いずれの温度区においても日長は萌芽率に影響

を及ぼさなかった（第 2.1 表）． 

葉芽中の ABA 含量を分析した結果を第 2.2 図に示した．処理前の 9 月 1 日と

加温処理前の 10 月 14 日の両日長区間において，ABA 含量の明確な差異はみら

れなかった． 11 月 12 日の露地区の ABA 含量をみると，日長にかかわらずそれ

以前に比べ含量が著しく増加した．一方，加温区では日長にかかわらず，明確

な増加は確認できなかった（第 2.2 図）． 

 

第 2.1 表 温度および日長処理がニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の 

休眠導入に及ぼす影響 

 

 

 

 

 

温度 日長ｚ 

萌芽率 (%) 
枝採取日および促成処理日数 

10月 24日  12月 10日 
14日後 21日後 28日後  14日後 21日後 28日後 

加温 
長日 18.0 aｙ 40.0 a 60.0 a  36.0 a  50.0 a  60.0 a  
自然 18.0 a 34.0 a 44.0 b  22.0 a  50.0 a  64.0 a  

露地 
長日 0.0 b 14.0 b 16.0 c  0.0 b  8.0 b  8.0 b  
自然 0.0 b 18.0 b 18.0 c  0.0 b  6.0 b  16.0 b  

ｚ日長処理は 9 月 1 日から，温度処理は 10 月 15 日から行った  

加温：最低気温 18
o
C， 自然：自然日長， 長日：16 時間日長 

ｙ同列内の異なる英文字は Tukey-Kramer’s HSD tests において 5%水準で

有意差あり 



32 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A
B

A
含
量
 
(
µ

g
･
g

-1
 F

W
) 

0.0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

1.2 

自然 長日 自然 長日 自然 長日

露地 加温

9/1

採取

10/14
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第 2.2 図 温度および日長処理がニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の葉

芽中の ABA 含量に及ぼす影響 

日長処理は 9 月 1 日から，温度処理は 10 月 15 日から行った  

自然：自然日長，長日：16 時間日長，加温：最低気温 18
o
C，  

図中の縦線は標準誤差を示す（n=5） 
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第４第４第４第４節節節節    低温処理が自発休眠の導入に及ぼす影響低温処理が自発休眠の導入に及ぼす影響低温処理が自発休眠の導入に及ぼす影響低温処理が自発休眠の導入に及ぼす影響    

 

前節の結果から，ニホンナシの芽が自発休眠に導入するためには秋季の低温

が必要であると考えられ，自発休眠導入後の芽では ABA 含量が増加していた．

ブドウでは，12～18°C までの温度が休眠導入に有効な温度域とされているが

（Nigond，1967），ニホンナシをはじめとする多くの落葉果樹では調査されてい

ない． 

 本節では，ニホンナシの自発休眠導入に有効な温度域と，その遭遇時間につ

いて調査を行った． 

 

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

実験には，鳥取大学農学部附属大塚農場に栽植されている‘ゴールド二十世

紀’樹（10 年生）5 本を用いた．2005 年度は，自発休眠への導入温度を調査す

るため以下の実験を行った．9 月 30 日に発育枝 30 本を採取し，前節と同様の方

法で水挿しした．水挿しした枝は，5 または 15
o
C に設定した恒温室内に 5， 7

または 14 日間静置した．その後，落葉していなかった葉は摘葉して枝の頂芽を

切除し，葉芽 5 芽が着生している状態で 5 節ずつに切り分けた．その後，23 ± 

0.5
o
C の恒温室内に搬入し，5 本の枝について前節と同様の方法で 28 日後の葉芽

の萌芽率を調査した．対照区は採取した枝に温度処理を行わず，直ちに23 ± 0.5
o
C

の恒温室内に移し，28 日後の萌芽率を求めた． 

2007 年度は，自発休眠導入時の温度変化が自発休眠の導入に及ぼす影響を調

査するため，以下の実験を行った．10 月 14 日に採取した発育枝 30 本を前述の

とおり 5 または 15
o
C の恒温室内に入れ，15 日間静置した．各処理区のうち 1/3
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の枝は 23 ± 0.5
o
C の恒温室内に移し，前述の方法で葉芽の萌芽率を求めた．残り

の枝のうち 15
o
C 処理区の枝は 5

o
C の恒温室へ，5

o
C 処理区の枝は 15

o
C の恒温室

へそれぞれ移動し，5 または 15 日間静置した後，23 ± 0.5
o
C の恒温室内に移して

葉芽の萌芽率を求めた．対照区は採取した枝に温度処理を行わず，直ちに

23±0.5
o
C の恒温室内に移して 28 日後の葉芽の萌芽率を求めた． 

 

結果結果結果結果    

2005 年 9 月 30 日に採取し，直ちに水挿し加温処理した場合の萌芽率は 48%で

あった．採取後 5
o
C に 5 日間置いた後，水挿し加温処理を行った場合の萌芽率

は著しく低下し，その後の低温遭遇時間が増加しても萌芽率は低いままであっ

た．一方，採取後 15
o
C に置くと，5 日後に一旦萌芽率が低下するものの，7 日

目以降に再び上昇し，14 日目には処理開始前と同様の値まで上昇した（第 2.3

図）． 

2007 年 10 月 14 日に採取し，直ちに水挿し加温処理した場合の萌芽率は 34%で

あった（第 2.4 図，無処理区）．採取後 15
o
C に 15 日間置いた後，水挿し加温処

理を行った場合（2 回目 5
 o

C，0 日）の萌芽率は，10 月 14 日に採取した処理区

より高かった．しかし，15
o
C に遭遇後 5

o
C 処理を行うと処理期間の延長ととも

に萌芽率が徐々に低下し， 15 日目には萌芽率 4%と著しく低い値を示した（2

回目 5
 o

C，15 日）．一方，採取後 5
o
C に 15 日置くと萌芽率は著しく低下するも

のの（2 回目 15
 o

C，0 日），その枝に 15
o
C 処理を行うと萌芽率は 20%以上に上

昇した（2 回目 15
 o
C，5 および 15 日）． 
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第 2.3 図  温度処理がニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の 

自発休眠導入に及ぼす影響 
z 

9 月 30 日に採取し，各温度で処理後 23oC 水挿し

加温処理 28 日後に調査  

* Student の t 検定により「15
o
C 処理区」と「5

o
C

処理区」間において 5%水準で有意差あり 
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第 2.4 図  気温の変化がニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の自発休眠

導入に及ぼす影響 
z 
10 月 14 日に発育枝を採取し，15 日間の温度処理（5 また

は 15
o
C）後，5 または 15

o
C 処理遭遇 0，5 および 15 日後

に 23
o
C で水挿し加温処理して 28 日後に調査 

図中の異なる英文字は Tukey-Kramer’s HSD tests において

5%水準で有意差あり 
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第５第５第５第５節節節節    考察考察考察考察    

 

ニホンナシの自発休眠の導入要因およびその機構を明らかにするため，‘ゴー

ルド二十世紀’のハウス栽培樹と露地栽培樹の自発休眠の推移を比較した．そ

の結果，花芽の自発休眠打破期はハウス区で早かったものの，葉芽の自発休眠

打破期は露地区で早かった．また，前章の結果と同様に花芽の自発休眠打破期

は葉芽に比べて早く，芽の種類によっても自発休眠打破に必要な低温要求量が

異なると考えられた．Gemma（1995）はニホンナシ‘幸水’において，加温栽

培した直後の休眠の深度を調査し，加温栽培後の樹の休眠打破が露地状態にあ

った樹に比べて早い場合があることを示している．また谷口ら（2006）はニホ

ンナシ‘幸水’において，低温および施設加温栽培がニホンナシの自発休眠導

入に及ぼす影響を調査しており，加温栽培は露地栽培に比べ自発休眠への導入

および自発休眠からの覚醒を早めること，自発休眠への導入は加温栽培による

作型の前進化に比べ 5
o
C の低温による影響が大きいことを報告している．この

ような品種間の反応の違いの原因は明確ではないが，ニホンナシの場合，品種

により休眠打破に有効な温度域も異なる（Tamura ら，2001）ことから，導入に

有効な温度にも差異があるものと予測される．さらに，‘幸水’は‘二十世紀’

に比べ自発休眠への導入が早いことが示されており（Tamura ら，2001），これら

の差異が品種間の反応の違いに関連しているのかもしれない． 

一般に落葉果樹の芽の休眠導入は，短日と低温によって誘導されると言われ

ているものの，これを明確にした報告は極めて少なく（Dennis，1994），日長で

あろうとする見解（Kawase，1961）と低温によるものとする報告（東部ら，1998）

とに分かれている．本実験を行った鳥取における 9～12 月期の月別平均日長時

間は，それぞれ 12.4，11.4，10.5 および 9.9 時間であり，長日処理を行った 16
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時間に比べ明らかに短く，仮に短日が休眠導入に関与しているとすれば，長日

処理は休眠導入を阻害するものと考えられる．しかし，本実験ではニホンナシ

‘ゴールド二十世紀’の休眠導入は長日条件では阻止できず，日長に関係なく

加温により阻害されることは明らかであった（第 2.1 表）．また，短日化と低温

遭遇との相乗効果もみられなかった．つまり，ニホンナシ‘ゴールド二十世紀’

の場合，日長に比べ低温が休眠導入に関与していると考えられた．そこで，休

眠導入に必要な温度の検討を行ったところ，5
o
C 条件下では自発休眠状態に入っ

たと考えられるものの，15
o
C 条件下では一旦萌芽率は低下したが，遭遇する時

間が長くなるとともに休眠の深さが再び浅くなるものと推測された（第 2.3 図）．

この温度反応特性は，15
o
C 条件下に置いた花芽を 5

o
C 条件下に移動すると，休

眠に導入されるものの，5
o
C 条件下に置いたものを 15

o
C 条件下に移動すると導

入されつつあった休眠が解除されてしまうという結果からも強く示唆されるも

のである（第 2.4 図）． 

近年，秋季の温度が高く推移するため，様々な落葉果樹類において，落葉の

遅延や低温順化が十分に行われないままに厳しい低温に遭遇することによる低

温障害の発生（松本ら，2010）などの影響が指摘されている．Tamura ら（1997）

は，同緯度である鳥取地区と佐治地区の休眠導入時期を比較した場合，高冷地

である佐治地区のほうが約 10～15 日早いことを指摘している．この点と本実験

での 15
o
C 処理による休眠導入阻害とを考え合わせると，今後，自発休眠の導入

が大きく遅延することも予想される．また，現在でも寒冷地であれば，暖地よ

り早い時期に自発休眠に導入されていると考えられる． 

現在用いられているニホンナシの休眠打破予測法として，Chill unit モデル

（Richardson ら，1974；浅野・奥野，1990；Tamura ら，1997）ならびに生育予

測モデル（DVI）（Sugiura・Honjo，1997）があげられる．両モデルとも，休眠導
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入された時点から積算を始めることが基本的な前提といえる．しかし，起算の

開始条件は不明瞭なままであるので，先に指摘した気候変動にともなう導入期

の変化があった場合，低温積算の起算条件の再考が必要といえる．この点は現

在における休眠打破や開花の予測精度をあげることのみならず，温暖化の予測

に基づく品種毎の栽培南限のシミュレーションにも不可欠な知見となる．従っ

て，導入期の温度反応に関するより詳細な実験が必要であろう． 

植物の芽の休眠と密接な関連があると考えられている植物ホルモンの一つに

ABA があげられる．本研究では，自発休眠導入されなかった区の ABA 含量は

休眠導入された区と比べ明らかに低く，明確な関連がみられた（第 2.2 図）．Seely･

Powell（1981）は，リンゴの葉芽において ABA 含量は落葉期に最も高く，自発

休眠終了時に低くなることから，芽の休眠と ABA 含量の密接な関連を指摘して

いる．一方，Mielke･Dennis（1978）は酸果オウトウにおいて休眠深度と ABA 含

量との関連を否定しており，低温積算に関係なく ABA 含量は低下したことを報

告している．このように，落葉果樹においては休眠および低温と ABA 含量との

関連は明確になっていない．しかし，本研究をみる限り，ニホンナシの休眠導

入と ABA 含量との間には一定の関連性があるものと思われる． 
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第６第６第６第６節節節節    摘要摘要摘要摘要    

 

ハウス栽培，気温および日長がニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の芽の自発

休眠の導入に及ぼす影響を調査した．ハウス栽培区は露地栽培区に比べて 20 日

程度花芽分化を促進したが，花芽および葉芽の自発休眠導入期には影響を与え

ず，自発休眠打破期への影響もわずかであった．ポット樹を用いて長日処理お

よび温度処理の影響を調査したところ，自発休眠導入期の加温は導入を阻止し

たが，16 時間日長は導入を阻害しなかった．そこで，自発休眠導入に有効な温

度の調査を行ったところ，5
o
C は自発休眠の導入に有効であったが，15

o
C は自

発休眠の導入を阻害した．11 月中旬の露地区における葉芽の ABA 含量は，低温

による自発休眠の導入に伴い上昇したが，加温区では低い値を示した．このよ

うに，ニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の葉の自発休眠は，主として秋季の低

温によって誘導されるものと考えられた． 
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第３章第３章第３章第３章    ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠導入および導入および導入および導入および 

打破に関与する遺伝子の解析打破に関与する遺伝子の解析打破に関与する遺伝子の解析打破に関与する遺伝子の解析 

 

第１節第１節第１節第１節    緒緒緒緒言言言言 

 

前章の結果から，ニホンナシの芽が自発休眠に導入するためには秋季の低温

が必要であり，5
 o
C の低温が導入に有効な温度であると考えられた．また，自発

休眠導入後の芽は導入前に比べ ABA 含量が増加しており，多くの指摘のように

休眠導入との関連が示唆された．これまでにも，落葉果樹の自発休眠期におけ

る植物ホルモンの変化については多くの研究が行われており，エチレン（Wang

ら，1985），ジベレリン（Donoho ら，1957；Erez ら，1979），サイトカイニン（Chandler

ら，1937；Broom・Zimmerman，1976；Sterrett・Hipkins，1980）および ABA（Corgan・

Peyton，1970；Emmerson・Powell，1978；Seeley・Powell，1981；堀内ら，1981；

田村ら，1992，1993；望岡ら，1996）と自発休眠打破との関連性が示唆されて

いる． 

一方，近年では分子レベルでの研究も盛んに行われており，MIKC-type 

dormancy-associated MADS-box（DAM）遺伝子が自発休眠の推移に関連する遺伝

子として着目されている．モモ（Prunus persica）の DAM 遺伝子の発現量は，自

発休眠最深期から打破期にかけて低下すると報告されている（Bielenberg ら，

2004, 2008；Jimenez ら，2009）．また，メキシコ南部で休眠に導入しないモモと

して確認されている evergrowing（evergreen，USDA PI442380）は，休眠に導入

するモモに比べ DAM 遺伝子の発現量が著しく低いことも確認されている

（Thompson ら，1985；Rodriguez ら，1994；Werner・Okie，1998）．類似した結
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果はニホンナシでも示されているが（Ubi ら，2010），自発休眠の導入や打破の

詳しい機構についてはいまだ不明な点が多い． 

本研究では，ニホンナシの自発休眠機構の解明を目的として，ディファレン

シャルディスプレー（DD）法により自発休眠関連遺伝子を単離した．さらに，

単離した遺伝子については，リアルタイム PCR 法により発現解析を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

第２節第２節第２節第２節    自発休眠導入および打破に関与する自発休眠導入および打破に関与する自発休眠導入および打破に関与する自発休眠導入および打破に関与する 

候補遺伝子の単離候補遺伝子の単離候補遺伝子の単離候補遺伝子の単離 

 

近年，自発休眠機構の解明を目的とした分子レベルでの研究が広く行われて

いる．しかしながら，これまでの研究では自発休眠打破に着目した研究が多く，

導入に関与する候補遺伝子は少ない． 

サブトラクション法は，2 種類の mRNA 間で発現レベルの異なる遺伝子を単

離するのに有効な手法であり，自発休眠打破に関連した候補遺伝子の単離も行

われている（Yamane ら，2008）．一方，DD 法は一度に複数の mRNA 間を比較

することが可能であるが，PCR による非特異的な増幅が頻繁に起こるという欠

点が指摘されている．この問題を解消するため，近年開発された GeneFishing
TM

 

DEG Premix Kit（Seegene，Korea）には Anealing Control Primer（ACP）が使用さ

れており，非特異的なアニーリングを防ぎ擬陽性産物の合成を抑制することに

成功している（Kim ら，2004）．本節では，自発休眠導入期，最深期，打破期の

3 ステージ間で発現レベルが異なる遺伝子を GeneFishing 法で単離し，相同性検

索の結果から自発休眠に関与する候補遺伝子を決定した． 

 

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法 

実験には，鳥取大学農学部附属大塚農場に栽植されている‘ゴールド二十世

紀’樹（21 年生）を用いた．2009 年 11 月 12 日から 2010 年 2 月 18 日まで定期

的に 1 年枝と葉芽を採取し，前章と同様の方法で葉芽の萌芽率を観察した．ま

た，採取した葉芽は液体窒素で凍結させた後，－80
 o
C で保存した． 
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< total RNA の抽出および cDNA の合成 > 

自発休眠導入期（11 月 12 日），自発休眠最深期（1 月 15 日）および自発休眠

打破期（2 月 18 日）に採取した葉芽 0.5 g から Hot Borate 法（Wan・Wilkins，

1994）により total RNA を抽出した．抽出後は，GeneFishing
TM

 DEG Premix Kit

（Seegene, Korea）を用いて，cDNA を合成した．合成には 5 µg の total RNA を

用い，4 µL の Reaction buffer（TaKaRa，Tokyo，Japan），5 µL の 2 mM dNTPs，

2 µL の 10 µM dT-ACP1（5′-CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIIIIT（18）-3′），

0.5 µL の RNase Inhibitor（40U/µL，TaKaRa）および 1 µL の MMLV reverse 

transcriptase（200U/µL，TaKaRa）を加えた全 20 µL で 42
o
C（1 時間半）の合成反

応を行った．合成後の cDNA は 22 µL の滅菌水で希釈し，GeneFishing PCR を行

うまで－20
 o
C で保存した． 

 

< GeneFishing PCR およびクローニング > 

 GeneFishing
TM

 DEG Premix Kit（Seegene, Korea）の全 120 セットのプライマー

を用いて GeneFishing PCR を行った．7 µL の cDNA に 1 µL の dT-ACP2（10 µM）, 

2 µL の 5 µM arbitrary ACP，10 µL の 2 × Master Mix を加えた全 20 µL を反応液と

した．PCR は 94°C で 5 分，50°C で 3 分，72°C で 1 分の反応を 1 サイクル行っ

た後，94°C で 40 秒，65°C で 40 秒，72°C で 40 秒の反応を 40 サイクル，最後

に 72°C で 5 分の反応を行った． 

PCR 後の反応溶液は 2%のアガロースゲルを用いて泳動を行い，3ステージ間

でバンド強度に差がみられたバンドを切り出した．切り出したゲルを  gel 

extraction kit（Qiagen, Tokyo, Japan）により精製した後，pGEM-T Easy Vector

（Promega）を用いてサブクローニングを行った． 
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< DNA シークエンスおよび配列の相同性検索 > 

 シークエンス反応溶液の調節には BigDye
®

Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

（Applied Biosystems）を使用し，Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer

（Applied Biosystems）により塩基配列を決定した．各クローンの相同性検索に

は，GenBank/EMBL/NCBI の Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）X を使

用した． 

 

結果結果結果結果 

‘ゴールド二十世紀’の 11 月 12 日の萌芽率は 56%であった．その後，萌芽

率は徐々に低下し，1 月 15 日には 0%になった（第 3.1 表）．2 月 18 日には 68%

に上昇したため，自発休眠導入期（11 月 12 日），自発休眠最深期（1 月 15 日）

および自発休眠打破期（2 月 18 日）の 3 ステージを決定した． 

全 120 セットのプライマーを使用し，3 ステージ間でバンド強度の異なる 124

個の cDNA を単離した．そのうち，導入期，最深期および打破期でバンド強度

が強かったクローンは，それぞれ 30，54，19 クローンであった．また，導入期

と打破期の両ステージでバンド強度が強かったクローンは 21 クローンであった． 

また，BLASTX による相同性検索の結果，12 個の遺伝子が機能性遺伝子とし

て確認された（第 3.2 表）． 
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第 3.1 表 2009 年から 2010 年における‘ゴールド二十世紀’の葉芽の萌芽率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

採取日（月/日） 萌芽率 (%)
z
 

11/12 56.0 a
Y 

 
12/ 4 20.0 b 
1/15 0.0 b 
1/31 8.0 b 
2/18 68.0 a 

Z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

Y同列内の異なる英文字はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第 3.2 表 BLASTX による相同性検索の結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ステージ 
クロ－ン
（No.） 

cDNA 
(bp) 

相同性遺伝子 E 値 
Accession 

number 

導入期 

8 470 
40S ribosomal protein S4  
(Prunus armeniaca ; 081363) 

1e
-30

 AB721409 

53 561 
PREDICTED: hypothetical protein  
(Vitis vinifera ; XP_2285166) 

4e
-31

 AB721410 

115 369 
Caffeoyl-CoA O-methyltransferase  
(Plantago major ; CAJ43712) 

5e
-08

 AB721411 

最深期 

11 484 
Dormancy-associated protein  
(Codonopsis lanceolata ; AAW02792) 

3e
-18

 AB721412 

15 662 
Tonoplast intrinsic protein 1  
(Mimosa pudica ; BAD90703) 

2e
-73

 AB721408 

205 407 
Thaumatin-like protein  
(Pyrus pyriforia ; ACN97419) 

2e
-32

 AB721416 

224 397 
Fructose-bisphosphate aldolase, putative  
(Ricinus communis ; XP_002533605) 

2e
-28

 AB721417 

打破期 245 307 
Auxin influx carrier component  
(Populus trichocarpa ; XP_002309128) 

3e
-14

 AB721419 

導入期 
 

打破期 

19 567 
Auxin-responsive family protein  
(Brassica rapa ; ABV89626) 

8e
-19

 AB721413 

24 633 
Protein CYPRO4, putative  
(Ricinus communis ; XP_002518769) 

4e
-43

 AB721414 

40 481 
E3 ubiquitin ligase PUB14, putative  
(Ricinus communis ; XP_002510099) 

1e
-40

 AB721415 

236 364 
Glucose-1-phosphate adenylyltransferase, putative  
(Ricinus communis ; XP_002524583) 

8e
-13

 AB721418 
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第３節第３節第３節第３節    自発休眠期における候補遺伝子の発現量の変化自発休眠期における候補遺伝子の発現量の変化自発休眠期における候補遺伝子の発現量の変化自発休眠期における候補遺伝子の発現量の変化 

（発現解析１）（発現解析１）（発現解析１）（発現解析１） 

 

前節で行った DD 法により，自発休眠の導入期，最深期および打破期の 3 ス

テージ間で増幅バンド強度の異なる 124 個の cDNA を単離することに成功し，

そのうち 12 個の機能性遺伝子が確認された．GeneFishing PCR による各ステー

ジ間のバンド強度の差は，発現量の違いを反映していると推測される．しかし

ながら，単離された遺伝子と自発休眠の推移との関係性を調査するためには，

さらに詳しい発現解析を行う必要がある． 

本節では，12 個の機能性遺伝子について自発休眠の 3 ステージ間における発

現量の違いをリアルタイム PCR 法で解析した．その後，ステージ間で発現量に

有意な差が確認された遺伝子については，自発休眠の導入期から打破期まで定

期的に採取した葉芽内における発現量の変化について調査を行った． 

 

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法 

前節で 2009 年 11 月 12 日から 2010 年 2 月 18 日まで定期的に採取した葉芽の

発現量をリアルタイム PCR 法で解析した．前節と同様の方法で total RNA の抽

出および cDNA の合成を行った後，希釈溶液をさらに滅菌水で 100 倍希釈した

ものを解析用のサンプルとした． 

 

< リアルタイム PCR> 

リアルタイム PCR には LightCycler（Roche Diagnostics，Tokyo，Japan）を使用

した．3 µL の SYBR Green Mastermix（Roche Diagnostics，Tokyo，Japan）に各遺
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伝子に特異的な 1 µM のプライマーセット（第 3.3 表）と滅菌水を加え，15 µL

の reaction mix を調製した．reaction mix に希釈後の cDNA 5 µL を加え，リアル

タイム PCR は 95°C で 10 分の反応を 1 サイクル行った後，95°C で 10 秒，60°C

で 5 秒，72°C で 12 秒の反応を 40 サイクル行った．その後，65°C から 95°C ま

で 0.2°C·s
-1 の反応を行い，プライマーの特異性を確認した．なお，各プライマ

ーの設計には Primer3（version 0.4.0）を使用し，Actin の発現量から相対発現量

を算出した．  

 

結果結果結果結果 

12 個の機能性遺伝子について自発休眠の 3 ステージ間における発現量の違い

をリアルタイム PCR 法で解析した．その結果，GeneFishing PCR のバンド強度と

同様の発現パターンを示し，3 ステージ間で有意な発現量の差が確認された 8 ク

ローンを自発休眠の導入および打破に関与する候補遺伝子とした（第 3.1 図）． 

候補遺伝子について，自発休眠の導入期から打破期まで定期的に採取した葉

芽内における発現量の変化について調査を行った結果，発現パターンの違いか

ら候補遺伝子は 4 つのタイプに分類された（第 3.1 図）． 

タイプ 1：導入期で発現量が高く，その後は発現量が低下する遺伝子 

（No. 53） 

タイプ 2：最深期で発現量が高く，導入期と打破期では発現量が低い遺伝子 

（No. 15，205，224） 

タイプ 3：導入期と最深期では発現量が低く，打破期で発現量が高い遺伝子 

（No. 245） 

タイプ 4：導入期と打破期で発現量が高く，最深期では発現量が低い遺伝子 

（No. 19，24，40） 
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第 3.3 表 リアルタイム PCR に使用したプライマー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

クローン 
( No. ) プライマー プライマーの配列 ( 5’→3’ ) 増幅断片長 

(bp) 

53 
Forward GGGCATTACAGGGCGTTTG 

120 
Reverse TCATCAAACCTTACCATCCTACC 

15 
Forward CCAGAGCGTTCCATACACTGAC 

93 
Reverse TCGTTGCTTGCTTGCTCCT 

205 
Forward CGAATAATACGCCGGAGACA 

124 
Reverse GGTCCACCACTGCAGGTAAA 

224 
Forward TTCTCCTTCGGACGTGCTCT 

116 
Reverse GCTTCTGAGTTGGCCTTGGT 

245 
Forward CTACCAGTGCCCTCCCAAAG 

100 
Reverse GAAAGGCAAAATGCAGGACA 

19 
Forward GGTCACCACCATCGTTCACA 

126 
Reverse CACAAACCTCTCTGCTTCATTCC 

24 
Forward ACGCAAAGAACAAATCCCAGA 

126 
Reverse GCAACCCGATGAAAGTGAG 

40 
Forward GACGTGGCGGCGAATTA 

103 
Reverse CCAAGCAAAAGGCGGAGA 

Actin 
Forward CAGGCATTCACGAGACCACA 

112 
Reverse TGCCAGGGAACATGGTAGAA 
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第 3.1 図 自発休眠の推移に伴う候補遺伝子の発現量の変化 
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第第第第４４４４節節節節    導入期のニホンナシとタイワンナシの芽における導入期のニホンナシとタイワンナシの芽における導入期のニホンナシとタイワンナシの芽における導入期のニホンナシとタイワンナシの芽における

候補遺伝子の発現量の比較候補遺伝子の発現量の比較候補遺伝子の発現量の比較候補遺伝子の発現量の比較    ((((発現解析２発現解析２発現解析２発現解析２))))    

 

前節で行った発現解析の結果，8 クローンを自発休眠の導入および打破に関与

する候補遺伝子として選抜し，発現パターンの違いから候補遺伝子は 4 つのタ

イプに分類された． 

その中には，導入期から最深期にかけて発現量が低下する遺伝子や増加する

遺伝子が確認された．しかしながら導入期と最深期とでは，外気温が大きく異

なっており，候補遺伝子の中には低温により発現量が変化した遺伝子もあると

考えられる．そのため，候補遺伝子と自発休眠導入との関係について詳しく調

査するためには，自発休眠導入期が異なる種間における発現パターンを比較す

る必要がある． 

現在，モモ（Prunus persica L. Batsch）では自発休眠に導入しない‘Evergreen’ 

peach が確認されており，自発休眠の機構解明を目的とした研究を行ううえで研

究対象として注目されている（Rodriguez ら，1994）．一方，ナシでも熱帯地域

の台湾在来ナシである横山は自発休眠に導入しないと考えられている． 

そこで本節では，ニホンナシの自発休眠導入期にあたる 11 月中旬と 12 月中

旬におけるタイワンナシの萌芽率を調査するとともに，同時期の両種間におけ

る候補遺伝子の発現量の比較を行い，候補遺伝子と自発休眠導入との関連性に

ついて調査を行った． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法 

実験には，鳥取大学農学部附属大塚農場に栽植されているニホンナシ‘ゴー

ルド二十世紀’（21 年生）とタイワンナシ横山（8 年生）を用いた．2010 年 11

月 15 日および 12 月 15 日に 1 年枝と葉芽を採取し，前章と同様の方法で葉芽の

萌芽率を観察した．また，採取した葉芽は前節と同様の方法で cDNA を合成し，

リアルタイム PCR 法により発現解析を行った． 

 

結果結果結果結果 

ニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の萌芽率は，11 月 15 日から 12 月 15 日にか

けて 36%から 8%に低下した（第 3.4 表）．一方，タイワンナシ横山の萌芽率は

11 月 15 日および 12 月 15 日の両日ともに 76%と‘ゴールド二十世紀’に比べて

高く，11 月中旬から 12 月中旬にかけて低下することはなかった． 

 リアルタイム PCR による発現解析の結果，No. 53（タイプ 1）および No. 15（タ

イプ 2）の発現量は，ニホンナシおよびタイワンナシの両種で導入期から最深期

にかけて低下した（第 3.2 図）．また，No. 205（タイプ 2）の発現量は，両種と

も導入期から最深期にかけて増加した．一方，No. 224（タイプ 2）および No. 245

（タイプ 3）はニホンナシにおいて導入期から最深期にかけて低下したが，対照

的にタイワンナシでは増加し，両種間で発現パターンが異なった． 

 タイプ 4 の No. 19，24 および 40 は，3 クローンともニホンナシにおいて導入

期から最深期にかけて発現量が低下した．No. 24 はタイワンナシでも同様の発

現パターンを示したが，No. 19 と 40 は最深期に発現量が増加した．さらに，タ

イワンナシの最深期における No. 19 は，同時期のニホンナシに比べ高い発現量

を示した． 
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第 3.4 表 2010 年の‘ゴールド二十世紀’と横山の萌芽率 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 3.2 図 ニホンナシとタイワンナシにおける候補遺伝子の発現量の変化 

 

 

 

品種 
萌芽率 (%)

z
 

11 月 15 日 12 月 15 日 
ゴールド二十世紀 
（ニホンナシ） 

36.0 b
Y
 8.0 b 

横山 
（タイワンナシ） 

76.0 a 76.0 a 

相
対
発
現
量
（
/
A

ct
in
）
 

No.53 

No.24 No.19 No.40 No.245 

No.15 No.224 No.205 

採取日 

Z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

Y同列内の異なる英文字はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第５節第５節第５節第５節    シアナミド処理による候補遺伝子の発現量の変化シアナミド処理による候補遺伝子の発現量の変化シアナミド処理による候補遺伝子の発現量の変化シアナミド処理による候補遺伝子の発現量の変化    

((((発現解析３発現解析３発現解析３発現解析３))))    

 

前節で行った萌芽率の調査の結果，11 月中旬から 12 月中旬にかけてもタイワ

ンナシの萌芽率は高く自発休眠には導入しなかった．また，候補遺伝子の中に

はニホンナシとタイワンナシで異なった発現パターンを示す遺伝子も確認され，

そのような遺伝子は気温の変化のみによって発現量が変化するのではなく，自

発休眠導入と何らかの関係があると推測された．このような発現解析を行うこ

とで，候補遺伝子をより絞り込むことが可能であると考えられる． 

 これまで，自発休眠打破に関しては多くの研究が行われており，休眠打破剤

についても多くの報告がある．有効性が確認されている休眠打破剤としては，

シアナミド（黒井ら，1963；Iwasaki・Weaver，1977；森元・能代，1978；Shulman

ら，1983），ニンニク精油（Kubota・Miyamuki，1992）および過酸化水素（Kuroda

ら，2005）などが挙げられ，ブドウ等ですでに実用化されている．また，シア

ナミド処理による休眠打破効果は，ニホンナシでも確認されている（黒木ら，

2009）． 

そこで本節では，自発休眠最深期にシアナミド処理を行った芽と処理を行っ

ていない芽における候補遺伝子の発現量を比較し，候補遺伝子と自発休眠打破

との関連性について調査を行った． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法 

実験には，鳥取大学農学部附属大塚農場に栽植されているニホンナシ‘ゴー

ルド二十世紀’（21 年生）を用いた．2011 年 1 月 15 日に 1 年枝を採取し，採取

した半分の枝にはシアナミド処理を行った．シアナミド処理は 0.01%の Tween 20 

を含む 1%（v/v）シアナミド溶液に 5 秒間浸して行い，残りの半分の枝は 0.01% 

の Tween 20 を含む滅菌水に浸し対照区として設けた．両処理区の枝については，

前章と同様の方法で葉芽の萌芽率を観察した．また，処理前および処理後 24，

72時間後に両処理区の葉芽を採取し，採取した葉芽は前節と同様の方法で cDNA

を合成し，リアルタイム PCR 法により発現解析を行った． 

 

結果結果結果結果 

ニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の 1 月 15 日の対照区の萌芽率は 16%であっ

た（第 3.5 表）．一方，シアナミド処理区の萌芽率は 60%であった． 

 発現解析の結果，タイプ 1，2，3 の 5 クローンの対照区では，シアナミド処

理区に比べ 24 時間後および 72 時間後の発現量の変化が小さかった（第 3.3 図）．

No. 53（タイプ 1）のシアナミド処理区では，発現量が 24 時間後に低下し，72

時間後は対照区より高い値を示した．一方，No. 15 と No. 224（タイプ 2）では

24 時間後に発現量が増加し，72 時間後には対照区と同程度の値まで低下した．

また，No. 205（タイプ 2）のシアナミド処理区は時間の経過に伴い発現量が低

下した．対照的に，No. 245（タイプ 3）のシアナミド処理区では処理後，徐々

に発現量が増加した．タイプ 4 の No. 19，24，40 の対照区では 24 時間後に発現

量が増加し，72 時間後には低下した．No. 19 と 40 のシアナミド処理区では，処

理後，わずかに発現量が低下したが，No. 24 は徐々に増加した． 



57 
 

0

2

4

6

8

10

0 24 48 72

0

50

100

150

0 24 48 72

0

10

20

30

0 24 48 72

Control

HC treated

0

50

100

150

200

250

0 24 48 72

0

5

10

15

20

25

0 24 48 72

0

1

2

3

4

5

6

7

0 24 48 72

0

5

10

15

0 24 48 72

0

10

20

30

40

0 24 48 72

 

第 3.5 表 シアナミド処理による‘ゴールド二十世紀’の萌芽率の変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 3.3 図 シアナミド処理による候補遺伝子の発現量の変化 

 

 

 

処理区 萌芽率 (%)
z
 

対照区 16.0 * 

シアナミド処理区   60.0  

相
対
発
現
量
（
/
A

ct
in
）
 

No.53 

No.24 No.19 No.40 No.245 

No.15 No.224 No.205 

処理後の経過時間（時間） 

Z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

*はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第６第６第６第６節節節節    考察考察考察考察    

 

これまでに，自発休眠期における植物ホルモン含量や代謝の変化について多

くの研究が行われている（Powell，1987；Dennis，1994）．近年では，自発休眠

の推移によって発現量が変化する遺伝子として DAM 遺伝子が自発休眠を制御

する遺伝子として着目されており，キイチゴ（Rubus idaeus），ウメ（Euphorbia 

esula）, モモやナシで研究されている（Li ら，2009；Mazzitelli ら，2007；Ubi

ら，2010；Yamane ら，2008）．しかしながら，落葉果樹の芽の自発休眠につい

ては不明な点が多く，生理的な機構の解明には至っていない． 

本章では，ニホンナシの自発休眠機構の解明を目的とし，‘ゴールド二十世紀’

の自発休眠導入および打破に関与する遺伝子を単離し発現解析を行った．全 120

セットのプライマーを使用し，自発休眠の導入期（11 月 12 日），最深期（1 月

15 日），打破期（2 月 18 日）の 3 つのステージ間で増幅バンド強度を比較した

結果，124 個の cDNA クローンの単離に成功した．そのうちの機能性遺伝子と高

い相同性が確認された 12 クローンについて 3 ステージ間で発現解析を行い，候

補遺伝子を 8 クローンに絞った後，季節的な変化に伴う発現量の変化を調査し

た．その結果，発現量の変化から候補遺伝子を 4 パターンにグループ分けする

ことが出来た．しかしながら，自発休眠の導入および打破に関与する遺伝子を

同定するためには，さらに詳しく解析を行う必要がある． 

これまでの研究では，自発休眠に導入しないモモが‘Evergreen’peach として

確認されているが，ナシでは知見が乏しい(Rodriguez ら，1994）．Tamura ら（2001）

は，鳥取におけるナシの自発休眠の推移について調査を行い，ニホンナシの‘二

十世紀’に比べ野生種や中国ナシの自発休眠導入期が遅かったことを報告して

いる （Tamura ら，2001）．さらに，本研究に用いた熱帯に生育するタイワンナ
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シは，調査時において自発休眠には導入しなかった．一方，最深期に行ったシ

アナミド処理では打破効果がみられ，発現解析 2 と 3 では，これらの葉芽を用

いての解析を行った． 

ニホンナシとタイワンナシの秋季における候補遺伝子の発現量の変化を調査

した結果，発現解析 1 で導入期から最深期にかけて発現量が低下した No. 53，

No. 15 および No. 24 は，発現解析 2 でもニホンナシおよびタイワンナシの両種

において 11 月から 12 月にかけての発現量の低下がみられた．そのため，これ

らの遺伝子の発現レベルの低下は休眠の導入によって起こるのではなく，低温

積算が引き金になっていると考えられた． 

一方，No. 19 と No. 40 も発現解析 1 および 2 でニホンナシにおいては 11 月か

ら 12 月にかけての発現量の低下がみられたが，タイワンナシでは逆に発現量が

増加した．No. 19 は Auxin-responsive family protein をコードする遺伝子と高い相

同性を示した．また，発現解析 1 で最深期から打破期にかけて発現量が増加し，

発現解析 3 でもシアナミド処理により発現量が徐々に増加した No. 245 は Auxin 

influx carrier component と高い相同性を示した． 

これまでの研究では，内生 IAA 含量が自発休眠導入期に低下し打破期に増加

することが確認されている（田村ら，1992）．また，No. 40 は E3 ubiqutin ligase 

PUB14 をコードする遺伝子と高い相同性を示した．E3 ユビキチンリガーゼはタ

ンパク質にユビキチンを結合させるタンパク質の一種であり，オーキシンと E3

ユビキチンリガーゼが結合し，AUX / IAA タンパク質をユビキチン化すること

が報告されている(Pan ら，2009）．近年の研究では，ヤマナラシ（Populus tremula 

×P.tremuloides）の自発休眠導入後にオーキシン処理を行っても AUX / IAA 遺伝

子の発現誘導されないことが確認されている（Baba ら，2011）．さらに，自発

休眠に関与する転写調節因子として知られている MADS box protein family は，
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ユビキチンリガーゼとオーキシンの複合体によって誘導されている（Chao ら，

2007）．これらの研究から，ユビキチンリガーゼとオーキシンの複合体は自発休

眠の導入や打破を制御する因子であると考えられ，本研究での結果もこれを支

持するものといえる． 

一方，No. 15 と No. 205 は水の輸送や脱水反応に関わる機能性遺伝子として確

認された．自発休眠導入時には細胞内で脱水反応が起こっており，対照的に打

破期では水分含量の増加が報告されている（望岡ら，1996）．No. 205 は不凍タ

ンパク質の一つとして知られている Thaumatin-like protein をコードする遺伝子

と高い相同性を示しており（Ferullo・Griffith，2001；Griffith ら，2005），この

遺伝子は発現解析 1 では最深期から打破期にかけて発現量が低下している．さ

らに，この遺伝子の発現量はシアナミド処理後も徐々に低下した．また，発現

解析 1 で導入期から最深期にかけて発現量が増加し打破期には低下した No. 15

は膜タンパク質であるアクアポリンの一種である Tonoplast intrinsic protein（TIP）

1 をコードする遺伝子と高い相同性を示した．低温に対する反応や適応に関す

る機構には多くのアクアポリンが関与しており(Mauel，2007），Yooyongwech ら

（2009）は，モモの自発休眠期における Pp-γTIP1 遺伝子の発現レベルが少低温

要求性品種に比べ多低温要求性品種で高いことを示している．これらの研究か

らも，自発休眠期における芽の水分含量の調節を担う遺伝子が自発休眠の導入

や打破を調節している可能性があるものと考えられる． 

また，本研究で解析した No. 19 と No. 40 の発現レベルの低下は自発休眠導入

期，No. 15 と No. 224 の自発休眠打破前における発現量の一時的な増加と自発休

眠打破前の No. 205 の発現量の低下や No. 245 の発現量の増加は打破期を指標す

る発現マーカーになると期待される． 
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第７第７第７第７節節節節    摘要摘要摘要摘要    

 

ニホンナシの自発休眠機構の解明を目的として，DD 法により自発休眠の導入

および打破に関与する候補遺伝子を単離した．GeneFishing
TM

 DEG Premix Kit の

全 120 プライマーセットを使用し，導入期，最深期および打破期でバンド強度

の異なる 124 個の cDNA クローンを単離した．そのうち，導入期，最深期およ

び打破期でバンド強度が強かったクローンは，それぞれ 30，54，19 クローン，

導入期と打破期の両ステージでバンド強度が強かったクローンは 21 クローンで

あった．BLASTX による相同性検索の結果，12 個の遺伝子が機能性遺伝子とし

て確認され，ステージ間で有意な発現量の差がみられた 8 クローンについてリ

アルタイム PCR 法で発現解析を行った．ニホンナシの自発休眠導入期から最深

期にかけて発現量が低下した No. 19 と No. 40 の 2 つの遺伝子は，同時期のタイ

ワンナシの芽において発現量が増加した．この 2 つの遺伝子は，それぞれ

Auxin-responsive family protein と E3 ubiqutin ligase をコードする遺伝子と高い相

同性を示すことが確認された．No. 15 は Tonoplast intrinsic protein（TIP）1，No. 205

は Thaumatin-like protein をコードする遺伝子と高い相同性を示し，これらの遺伝

子は最深期から打破期にかけて発現量が低下した．また No. 15 はシアナミド処

理 24 時間後に発現量が増加した後，72 時間後には低下し，No. 205 はシアナミ

ド処理後，徐々に発現量が低下した． 

これらの遺伝子は，自発休眠の導入および打破の調節に関与していると考え

られた． 
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第４章第４章第４章第４章    ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠打破に関与する打破に関与する打破に関与する打破に関与する

タンパク質の解析タンパク質の解析タンパク質の解析タンパク質の解析 

 

第１節第１節第１節第１節    緒緒緒緒言言言言 

 

前章の研究によって，ニホンナシの自発休眠導入および打破に関与するいく

つかの遺伝子の単離に成功し，その中には水の輸送や脱水反応に関わる機能性

遺伝子も確認された． 

一般に，温帯性の植物は低温に遭遇することによりハードニング（低温順化）

され耐凍性を獲得するが，この際に様々な遺伝子の発現がみられる．近年，耐

凍性増大の過程で発現するタンパク質の存在が明らかにされてきた（Guy，1990）．

これまでの研究では，ウメの芽を用いたタンパク質の二次元電気泳動により，

休眠期あるいは休眠覚醒期において発現の消長がみられた dehydrin 様タンパク

質が確認されている（山根ら，2003）．また Arora ら（1996）は，落葉性のモモ

と自発休眠に導入しない‘Evergreen’peach における 19 kDa の樹皮貯蔵タンパ

ク質（BSP）について研究を行っており，落葉性のモモでは低温馴化により BSP

が減少するが，‘Evergreen’peach では発現量の変化が確認されなかったと報告

している．さらに，Tamura ら（1998）は秋季から冬季におけるニホンナシの花

芽中のタンパク質を二次元電気泳動により分離し比較した結果，19 kDa のタン

パク質は 11 月下旬から 12 月上旬にかけて消失し，同時にやや塩基性側に同一

分子量のタンパク質を検出している． 

 これに加え近年では，多数のタンパク質を網羅的に解析するプロテオーム解

析法を用いた研究も増えている．モモでは，花芽と葉芽の萌芽期の差に着目し，
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同時期における両芽のプロテオーム解析の結果から，萌芽期には過酸化水素含

量を調節する多くの酵素が確認されている（Prassions ら，2011）．オウシュウア

カマツ（Pinus sylvestris）では，萌芽期における休眠頂芽内のタンパク質の解析

から，膜タンパク質や Caffeoyl - CoA - O - methyltransferase の発現量が休眠打破

期で高いと報告されており（Bi ら，2011），本研究の前章で単離された遺伝子の

中にも，これらをコードする遺伝子が確認されている．自発休眠機構の詳細に

ついて解明するためには，遺伝子の発現解析のみでは不十分であり，翻訳産物

であるタンパク質の有無についての知見を得ることが必要不可欠である． 

 本章では，自発休眠最深期と打破期の芽で発現しているタンパク質を比較し，

質量分析法によりタンパク質の同定を行った． 
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第２節第２節第２節第２節    自発休眠打破に関与するタンパク質の自発休眠打破に関与するタンパク質の自発休眠打破に関与するタンパク質の自発休眠打破に関与するタンパク質の    

二次元電気泳動二次元電気泳動二次元電気泳動二次元電気泳動    

 

前章で単離された遺伝子をはじめ，自発休眠の打破期では多くの遺伝子の発

現量が増減していると考えられる．しかしながら，それらの翻訳産物であるタ

ンパク質の発現に着目した研究は少ない． 

Tamura ら（1998）は秋季から冬季におけるニホンナシの花芽中の全タンパク

質含量が 10 月上旬から 12 月上旬にかけて約 2 倍に増加し，その後も自発休眠

から他発休眠へ移行する際の芽中の代謝の活性化を示すように，タンパク質含

量の増加が確認されている．さらに，ニホンナシの花芽中のタンパク質を二次

元電気泳動により分離し比較した結果，19 kDa のタンパク質は 11 月下旬から 12

月上旬にかけて消失し，同時にやや塩基性側に同一分子量のタンパク質が検出

されている（Tamura ら，1998）．二次元電気泳動は分離能が非常に高く，近年は

プロテオーム解析においても中心的な役割を担っており，再現性と解像度に優

れた固定化 pH 勾配（Immobilized pH Gradient，IPG）法を一次元目の泳動に用い

ることが一般的になっている． 

本節では，自発休眠最深期，打破期およびシアナミド処理後の葉芽から抽出

したタンパク質を二次元電気泳動で比較し，自発休眠打破に関与するタンパク

質の解析を行った． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法 

実験には，鳥取大学農学部附属大塚農場に栽植されている‘ゴールド二十世

紀’樹（21 年生）を用いた．2009 年 12 月 24 日および 2010 年 2 月 16 日に 1 年

枝を採取し，半分の枝は前章と同様の方法でシアナミド処理を行った．残りの

半分の枝は 0.01%の Tween 20 を含む滅菌水に浸し対照区として設け，両処理区

の枝については，前章と同様の方法で葉芽の萌芽率を観察した．処理 24 時間後

に両処理区の葉芽を採取し，液体窒素で凍結させた後，－80
 o
C で保存した． 

 

< タンパク質の抽出および定量 > 

 タンパク質の抽出は Damerval ら（1986）の方法に従い行った．まず，試料 0.2g

を液体窒素中で磨砕後，0.07%（v/v） 2 -メルカプトエタノールを含む 10%（w/v）

TCA - アセトン溶液に懸濁した．懸濁後，－18
o
C 下で 45 分間静置した後，遠心

分離（11,000 rpm，15 分間，－9
o
C）を行った．再び，ペレットにアセトン（0.07% 

2 -メルカプトエタノールを含む）を加えて懸濁し，－18
o
C 下で 1 時間静置した．

その後，遠心分離（11,000 rpm，15 分間，－9
o
C）を行い，ペレットを減圧下で

乾燥させ，サンプル緩衝液〔9M 尿素，2%（v/v）2-メルカプトエタノール，8 mM

フェニルメチルスルフォニルフルオリド（PMSF）〕を加え懸濁した．懸濁後は

エッペンチューブに移し，遠心分離（11,000 rpm，20
o
C の条件で 10 分間）した

後の上清を泳動用試料とした．なお，上清はエッペンチューブに分注し，分析

まで－80
o
C で保存した． 

タンパク質の定量は Ramagli ら（1985）の方法に従い，Bio-Rad Bradford reagent

（Bio-Rad 社）を用い，分光光度計により 595nm の吸光度からタンパク質量を算

出した． 
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< タンパク質の二次元電気泳動 > 

泳動用試料に DeStreak Rehydration Solution（GE ヘルスケア）および IPG Buffer 

pH 4-7（GE ヘルスケア）を加え，Immobiline DryStrip pH 4-7（GE ヘルスケア）

を一晩静置し膨潤させ 1-D ゲルとした．その後，1-D ゲルを水平式電気泳動装置

（Multiphor Ⅱ，GE ヘルスケア）上に置き，第 4.1 表に示した条件で一次元電気

泳動を行った． 

一次元電気泳動終了後，1-D ゲルを取り出し，SDS 平衡化バッファーA〔50mM 

Tris-HCl（pH 6.8），6M 尿素，30%（v/v）グリセロール，1%（w/v）SDS，0.25%

（w/v）DTT〕で 15 分間，SDS 平衡化バッファーB〔50 mM Tris-HCl（pH 6.8），

6M 尿素，30%（v/v）グリセロール，1%（w/v）SDS，4.5%（w/v）ヨードアセ

トアミド，0.002%（w/v）ブロモフェノルブルー〕で 15 分間平衡化した．その

後，1-D ゲルを ExcelGel SDS XL Gradient 12-14（GE ヘルスケア）上に置き，水

平式電気泳動装置により，第 4.2 表に示した条件で二次元電気泳動を行った．ま

た，泳動終了後のゲルは銀染色法で染色した． 

 

第 4.1 表 IEF-PAGE（一次元目）の条件 

Step Voltage mA W Vh 

1  500 1 5    8 

2 3500 1 5  3000 

3 3500 1 5 57000 

 

第 4.2表 SDS-PAGE（二次元目）の条件 

 

Step Voltage mA W h 

1 1000 20 40 0:45 

2 1000 40 40 0:05 

3 1000 40 40 2:40 
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結果結果結果結果 

ニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の 12 月 24 日の対照区の萌芽率は 0％であっ

た（第 4.3 表）．一方，同日のシアナミド処理区の萌芽率は 80%であった．2 月 16 日に

おける対照区の萌芽率は 54%，シアナミド処理区の萌芽率は 84%であった． 

二次元電気泳動後のゲルを銀染色法で染色した結果，2009 年 12 月 24 日およ

び 2010 年 2 月 16 日の対照区とシアナミド処理区の泳動パターンは類似してお

り，それぞれのゲルで約 300 個のスポットが確認された（第 4.1 図）．4 区を比

較したところ，pI 約 4.9・M.W. 約 32 kDa，pI 約 5.0・M.W. 約 30 kDa，pI 約 5.2・

M.W. 約 30 kDa の 3 つのスポットは，4 区間で形状および濃さに違いがみられた

（第 4.2 図）．また，12 月 24 日の対照区では確認されなかった pI 約 5.4・M.W. 約

24 kDa のスポットが 12 月 24 日のシアナミド処理区および 2月 16日の両処理区

で確認された（第 4.3 図）． 

 

第 4.3 表 シアナミド処理による‘ゴールド二十世紀’の萌芽率の変化 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

処理区 
萌芽率 (%)

z
 

12 月 24 日 2 月 16 日 

対照区 0.0 b
Y
 54.0 b 

シアナミド処理区 80.0 a 84.0 a 

Z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

Y同列内の異なる英文字はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第 4.1 図 ‘ゴールド二十世紀’葉芽のタンパク質の二次元電気泳動像 

（1）：12 月 24 日の対照区，（2）：2 月 16 日の対照区 

（3）：12 月 24 日のシアナミド処理区，（4）：2 月 16 日のシアナミド処理区 

 

 

 

 

 

 

 

 

(1) (2) 

(3) (4) 
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第 4.2 図 タンパク質の二次元電気泳動像：スポット A，B，C 

（pI 約 4.9～5.2・M.W. 約 30～32 kDa） 

（1）：12 月 24 日の対照区，（2）：2 月 16 日の対照区 

（3）：12 月 24 日のシアナミド処理区，（4）：2 月 16 日のシアナミド処理区 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 4.3 図 タンパク質の二次元電気泳動像：スポット D 

（pI 約 5.4・M.W. 約 24 kDa） 

（1）：12 月 24 日の対照区，（2）：2 月 16 日の対照区 

（3）：12 月 24 日のシアナミド処理区，（4）：2 月 16 日のシアナミド処理区 

(1) (2) 

(3) (4) 

(1) (2) 

(3) (4) 

A B C 
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第３第３第３第３節節節節    MALDI-TOF-MSによる質量分析による質量分析による質量分析による質量分析    

 

前節の二次元電気泳動により，低温積算およびシアナミド処理に伴い葉芽中

のタンパク質に変化が生じることが確認された．その中でも，4 区間で形状およ

び濃さに違いがみられた 4 つのスポットは，自発休眠打破に関与するタンパク

質であると考えられた．これらのスポットのアミノ酸配列を決定することで，

各スポットのタンパク質を同定することが可能となる． 

アミノ酸配列を決めるプロテインシーケンサーは，アミノ酸を N 末端から一

つずつ切り出すエドマン分解法によって解析されるが，修飾された N 末端では

反応が起きないという欠点があり同定には困難を極める．一方，同定されたタ

ンパク質のデータベース化が進んでいるモデル植物等では，二次元電気泳動の

pI 値および分子量からタンパク質を推定することも可能となっている．しかし

ながら，様々な修飾をうけるタンパク質をスポットの位置から決定することは

難しい． 

近年，タンパク質を同定する方法として主流となっているのは，質量分析装

置を用いた解析法である．この方法では，タンパク質をプロテアーゼで消化し，

質量分析装置で得られたペプチドマスフィンガープリント（PMF）等の情報を

データベースで検索し同定するボトムアップ方式で解析する．この手法は，ほ

とんどのタンパク質に適用でき，汎用性という点で現在のプロテオーム解析法

の中心となっている． 

本節では，前節で注目した 4 つのスポットについて MALDI-TOF-MS 質量分析

装置で解析し，PMF 法よるタンパク質の同定を試みた． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法 

実験には，前節で抽出した 2009 年 12 月 24 日のシアナミド処理区の葉芽のタ

ンパク質を用いた．前節と同様の方法で二次元電気泳動を行った後，Shevchenko

ら（1996）の方法に従い，グルタルアルデヒド処理を行わない質量分析用の銀

染色法でゲルを染色した． 

 

< ゲルの脱色 > 

染色後のゲルから，前節でシアナミド処理後に変化の確認された 4 つのスポ

ットを切り出し，ゲル片をエッペンチューブに移した．その後，100 µL の脱色

液（15 mM フェリシアン化カリウム，50 mM チオ硫酸ナトリウム）を加え，室

温で 10 分間振とうした．脱色液を取り除いた後，滅菌水を 500 µL 加えて室温で

15 分振とうするゲル片の洗浄を 3 回行った．  

 

< ゲル内消化 > 

ゲル内消化は，Gharahdaghi ら（1999）の方法に従い行った．アセトニトリル

を 100 µL 加え室温で 5 分間振とうした後，ゲル片を乾燥させた．乾燥後のゲル

に還元液（10 mM DTT，25 mM 重炭酸アンモニウム）を 100 µL 加えて 56
o
C で 1

時間振とうした後，還元液を取り除き洗浄バッファー（25 mM 重炭酸アンモニ

ウム）を 100 µL 加え 10 分間振とうした．振とう後，アルキル化液（55 mM ヨ

ードアセトアミド，25 mM 重炭酸アンモニウム）を 100 µL 加え，遮光して室温

で 45 分間振とうした．反応後のアルキル化液を取り除き，洗浄バッファーを 100 

µL 加え，10 分間振とうした後，脱水液（50% アセトニトリル，25 mM 重炭酸

アンモニウム）を 200 µL 加え，室温で 10 分間振とうした．脱水操作を 3 回行い，

ゲルを乾燥させた後，トリプシン溶液（10 µg / ml，50 mM 重炭酸アンモニウム）
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を加え，30 分間氷上で放置した．その後，余分なトリプシン溶液を取り除き，

37
o
C で一晩反応させた．トリプシン処理後のゲルに抽出液（50%アセトニトリ

ル，5%トリフルオロ酢酸）を 50 µL 加えて室温で 30 分間振とうした後，抽出液

を回収した．さらに 25 µL の抽出液を加え，室温で 30 分間振とうした後の抽出

液も回収し，2 回の抽出液を合わせた．抽出液は減圧遠心機で約 10 µL まで濃縮

した．濃縮液は ZipTip（Millipore）で脱塩した後，マトリックス溶液（5 mg / ml 

CHCA （a-シア-4-ヒドロキシケイヒ酸）in 50% アセトニトリル，0.1% トリフ

ロロ酢酸）で溶出し，MALDI-TOF MS 用の試料台上で乾燥・結晶化した． 

 

< プロテインシーケンサーによるアミノ酸配列の決定 > 

ゲル内消化の過程で，トリプシン処理を行わず抽出液によりゲルから抽出し

た溶液を分析サンプルとし，プロテインシーケンサーPPSQ-31A（SHIMADZU）

を用いアミノ酸配列の決定を行った． 

 

< MALDI-TOF-MS による質量分析 > 

質量分析には，MALDI-TOF-MS 装置 AutoFLEX-2（BRUKER）を用い，測定

はリフレクトモードで行った．また，得られたスペクトルは Mascot で解析し，

検索には Swiss-Prot のデータベースを使用した． 
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結果結果結果結果 

前節で注目した A，B，C，D の 4 つのスポットをプロテインシーケンサーで

解析したが，4 スポットとも N 末端の修飾が確認され同定には至らなかった． 

トリプシン処理後の MALDI-TOF MS による質量分析の結果，各スポットにお

けるスペクトルが第 4.4 図のように示された．これらのスペクトルを Mascot で

解析し相同性検索を行った結果，第 4.4 表に示されるタンパク質との部分的な相

同性が推測された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第 4.4 図 MALDI-TOF MS により得られたスペクトル 

 

 

 

A 

C D 

B 
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第 4.4 表 Swiss-Prot による相同性検索の結果 

※各スポットとも，E 値の高い順に 3 番目までを示す． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

スポット pI 値 M.W. 
（kDa） 相同性タンパク質 E 値 

A 4.9 32 

20 kDa chaperonin 
（Pisum sativum）  1.5e

+02
 

GTP-binding protein yptV2 
（Volvox carteri） 1.3e

+03
 

Lactose-binding lectin-2 
（Cymbosema roseum） 1.5e

+03
 

B 5.0 30 

Peptide methionine sulfoxide reductase 
（Solanum lycopersicum） 79 

Violaxanthin de-epoxidase 
（Nicotiana tabacum） 3.9e

+02
 

Chaperonin CPN60 
（Brassica napus） 5.6e

+02
 

C 5.2 30 

NAD(P)H-quinone oxidoreductase 
（Cycas taitungensis） 2.0e

+02
 

Protein PR-L1 
（Lupinus luteus） 3.1e

+02
 

Non-specific lipid-transfer protein P1 
（Vitis sp.） 5.0e

+02
 

D 5.4 24 

60S ribosomal protein L12 
（Prunus armeniaca） 42 

50S ribosomal protein L2 
（Anthoceros formosae） 6.9e

+02
 

Non-specific lipid-transfer protein 
（Musa acuminata） 8.7e

+02
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第４節第４節第４節第４節    nLC-ESI-MS/MSによる質量分析による質量分析による質量分析による質量分析    

 

前節では，MALDI-TOF-MS を用いた PMS 法により二次元電気泳動で分離し

たスポットのタンパク質の同定を試みた．しかしながら E 値の低さからも，こ

れらの相同性検索の結果のみでは，タンパク質を同定することが不十分である

と考えられた． 

 質量分析法を利用したタンパク質の同定法には，PMS 法と配列タグ法がある．

PMF 法は，トリプシンなどのプロテアーゼで配列特異的に断片化して生じたペ

プチドの質量セットに基づいてタンパク質を同定する方法で，ゲル電気泳動法

や LC 法で分離精製した比較的均一なタンパク質の同定に用いられる．一方，配

列タグ法は，タンパク質のプロテアーゼ消化で生じた特定のペプチドの質量（プ

ロテアーゼの基質特異性を考慮して解釈される）と衝突誘起解離法などで生じ

た断片イオンの質量セットからタンパク質を同定する方法である．この方法は，

タンパク質複合体を混合物のままプロテアーゼで消化し，生成したペプチド混

合物を LC で分離しながらオンラインで質量分析計に導入して，配列タグ法でタ

ンパク質を同定する方法で，「ショットガン法」とも呼ばれる LC-MS 法である．

この方法では，等電点や水溶性などの物理化学的な性質に関わらず，試料中の

多くのタンパク質を一度に同定することが可能である． 

本節では，前節で採取した 4 区間の葉芽を SDS-PAGE で分離した後，各区で

発現しているタンパク質を同定し，自発休眠期に発現しているタンパク質を網

羅的に同定した．さらに，各区で同定されたタンパク質を比較することで，自

発休眠の最深期および打破時に特異的に発現するタンパク質が存在するかを調

査した． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法 

実験には，前節で抽出した 2009 年 12 月 24 日および 2010 年 2 月 16 日の対照

区とシアナミド処理区の葉芽のタンパク質を用いた．  

 

< タンパク質の一次元電気泳動 > 

Laemmli（1970）の方法に従い，14%ポリアクリルアミドゲルによる SDS-PAGE

を行った．抽出後のタンパク質試料に，等量の 2×サンプルバッファー（0.125M 

Tris-HCl（pH 6.8），10% 2 -メルカプトエタノール，4% SDS，10%スクロース，

0.004% ブロモフェノルブルー）を加えて撹拌し，沸騰した水浴中で 3分間ボイ

ルしたものを泳動用サンプルとした．ゲルを作成後，スラブ型電気泳動装置

（AE-6200，アトー社）を用い，30 mA で 4 時間の電気泳動を行った．その後，

泳動終了後のゲルは CBB（Coomassie brilliant blue）で染色した．  

 

< ゲルの脱色およびゲル内消化 > 

染色後のゲルはレーンごとに切り分け，さらにそれぞれのレーンを分子量マ

ーカーのサイズに合わせて細分した．細分したゲルをエッペンチューブに移し

た後，100 µL の脱色液（50%アセトニトリル，25 mM 重炭酸アンモニウム）を

加え，室温で 10 分間振とうし脱色液を取り除いた．ゲル片から青い色が完全に

抜けるまで脱色を繰り返し，前節と同様の方法でゲル内消化を行った． 

 

< nLC-ESI-MS/MS による質量分析 > 

質量分析は，nLC-ESI-MS/MS 型質量分析装置（Triple Quad
TM

 5500 System，AB 

SCIEX）を用いて行った．その後，ProteinPilot
TM

 Software（AB SCIEX）を用い

てタンパク質の相同性検索を行った． 
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結果結果結果結果 

CBB 染色後の泳動像を第 4.5 図に示した．一次元 SDS-PAGE の結果，全処理区

において類似したバンドパターンが得られたが，12 月 24 日の両処理区に比べ 2

月 16 日の両処理区でバンドの濃さが薄くなる M.W. 約 60 kDa のバンドが確認され

た． 

 一次元 SDS-PAGE 後のゲルから 12 月 24 日における M.W. 約 20～79 kDa の範

囲を切り出し，タンパク質の質量分析を行ったところ，対照区とシアナミド処

理区の間で共通して同定されたタンパク質は 78 個であった（第 4.5 表，第 4.6

表）．その中の 38 個は酵素として確認され，酸化還元酵素の割合が 41%と最も

多かった（第 4.6 図）．一方，対照区でのみ同定されたタンパク質は 4 個，シア

ナミド処理区のみで同定されたタンパク質は 9 個であった（第 4.7 表）． 

また，12 月 24 日および 2 月 16 日の M.W. 約 42～79 kDa のタンパク質につい

て比較した結果，両日で共通して同定されたタンパク質が 34個あり（第 4.8表），

そのうちの 24 個が酵素として確認された．同定されたタンパク質のうち，12 月

24 日のみで同定されたタンパク質は 2 個あり（第 4.9 表），そのなかの L-ascorbate 

peroxidase 1 は対照区のみで確認された．一方，2 月 16 日のみで同定されたタン

パク質は 0 個であった． 
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第 4.5 図 ‘ゴールド二十世紀’葉芽のタンパク質の一次元電気泳動像 

Cont：対照区 CN：シアナミド処理区 M：分子量マーカー 
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第 4.5 表 12月 24日の両処理区間で共通して同定された構造タンパク質 

（M.W. 約 20～79 kDa） 

 

 

 

 

 

タンパク質 学名

14-3-3-like protein Lilium longiflorum
17.6 kDa class I heat shock protein Helianthus annuus
18.1 kDa class I heat shock protein Pisum sativum
20 kDa chaperonin, chloroplastic Spinacia oleracea
40S ribosomal protein S3-3 Arabidopsis thaliana
60 kDa chaperonin Bacteroides forsythus
60S acidic ribosomal protein P0-3 Arabidopsis thaliana
60S ribosomal protein L12 Prunus armeniaca
Actin-7 Arabidopsis thaliana
ADP,ATP carrier protein 1, mitochondrial Triticum aestivum
Calreticulin Prunus armeniaca
CBS domain-containing protein CBSX3, mitochondrial Arabidopsis thaliana
Chlorophyll a-b binding protein CP26, chloroplastic Arabidopsis thaliana
Cysteine proteinase inhibitor 12 Oryza sativa subsp. Japonica
Dehydrin ERD14 Arabidopsis thaliana
Dicer-like protein 4 Arabidopsis thaliana
Elongation factor 1-alpha Puccinia graminis
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 Medicago sativa
Expansin-A7 Oryza sativa subsp. Japonica
Glutathione S-transferase DHAR2 Arabidopsis thaliana
GTP-binding nuclear protein Ran-3 Arabidopsis thaliana
Heat shock 70 kDa protein Zea mays
Histone H2B.3 Arabidopsis thaliana
Luminal-binding protein 5 Nicotiana tabacum
Major allergen Mal d 1 Malus domestica
Nascent polypeptide-associated complex subunit alpha-like protein 1 Arabidopsis thaliana
Polyubiquitin 12 Arabidopsis thaliana
Polyubiquitin 8 Arabidopsis thaliana
Proteasome subunit alpha type-7 Solanum lycopersicum
Proteasome subunit beta type-6 Nicotiana tabacum
Putative tail sheath protein Haemophilus phage
Ras-related protein RABD2c Arabidopsis thaliana
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment) Geranium grandiflorum
RuBisCO large subunit-binding protein subunit alpha, chloroplastic Pisum sativum
Thaumatin-like protein 1b (Fragment) Malus domestica
Translationally-controlled tumor protein homolog Pseudotsuga menziesii
Tubulin beta-1 chain Glycine max
Uncharacterized protein At2g37660, chloroplastic Arabidopsis thaliana
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第 4.6 表 12月 24日の両処理区間で共通して同定された機能性タンパク質 

（M.W. 約 20～79 kDa） 

 

 

タンパク質 学名

2-Cys peroxiredoxin BAS1, chloroplastic Arabidopsis thaliana
Adenosylhomocysteinase 2 Arabidopsis thaliana
Adenylate kinase A Oryza sativa subsp. Japonica
Aldehyde dehydrogenase family 2 member B4, mitochondrial Arabidopsis thaliana
Alpha-1,4-glucan-protein synthase [UDP-forming] Pisum sativum
Aspartate aminotransferase, chloroplastic Arabidopsis thaliana
ATP synthase subunit beta, chloroplastic Arabidopsis thaliana
Cytochrome c oxidase subunit 2 Arabidopsis thaliana
DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 56 Arabidopsis thaliana
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial Pisum sativum
Enolase Petunia hybrida
Fructose-bisphosphate aldolase cytoplasmic isozyme Oryza sativa subsp. Japonica
GDSL esterase/lipase APG Arabidopsis thaliana
Glutamine synthetase root isozyme 5 Zea mays
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic Petunia hybrida
Isoflavone reductase homolog Solanum tuberosum
Malate dehydrogenase, cytoplasmic Zea mays
Malate dehydrogenase, mitochondrial Citrullus lanatus
NADH dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein 2, mitochondrial Arabidopsis thaliana
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CYP19-2 Arabidopsis thaliana
Peroxidase 7 (Fragment) Cycas revoluta
Peroxiredoxin-2B Arabidopsis thaliana
Phosphoglucomutase, cytoplasmic Pisum sativum
Phosphoglycerate kinase, chloroplastic Triticum aestivum
Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase 1, chloroplastic Arabidopsis thaliana
Polyphenol oxidase, chloroplastic Vitis vinifera
Probable fructose-bisphosphate aldolase 1, chloroplastic Arabidopsis thaliana
Probable protein phosphatase 2C 59 Arabidopsis thaliana
Protein disulfide isomerase-like 2-1 Oryza sativa subsp. Japonica
Protein disulfide-isomerase Datisca glomerata
Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit beta, mitochondrial Arabidopsis thaliana
S-adenosylmethionine synthase 2 Elaeagnus umbellata
Superoxide dismutase [Cu-Zn], chloroplastic Medicago sativa
Transaldolase (Fragments) Capsicum annuum var. annuum
Triosephosphate isomerase, chloroplastic Fragaria ananassa
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase Pyrus pyrifolia
V-type ATP synthase beta chain Dictyoglomus turgidum
V-type proton ATPase subunit E Citrus limon
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第 4.6 図 12月 24日の両処理区間で共通して同定された酵素の種類別割合 

（M.W. 約 20～79 kDa） 

 

 

 

第 4.7 表 12月 24日の対照区およびシアナミド処理区で特異的に同定されたタ

ンパク質（M.W. 約 20～79 kDa） 

 

処理区 タンパク質 学名

L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic Arabidopsis thaliana
Neutral ceramidase Arabidopsis thaliana
Methionine import ATP-binding protein MetN Nocardia farcinica
T-box-containing protein 2 Halocynthia roretzi
3-ketoacyl-CoA thiolase 1, peroxisomal Arabidopsis thaliana
Alcohol dehydrogenase 2 Solanum lycopersicum
Chloroplast envelope membrane 70 kDa heat shock-related protein Spinacia oleracea
Isocitrate dehydrogenase [NADP], chloroplastic (Fragment) Medicago sativa
Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 1, chloroplastic Oryza sativa subsp. Japonica
Probable fructokinase-4 Arabidopsis thaliana
Pup--protein ligase Micrococcus luteus
Pyruvate decarboxylase isozyme 2 Oryza sativa subsp. Japonica
Succinate dehydrogenase [ubiquinone] flavoprotein subunit 2, mitochondrialArabidopsis thaliana

対照区

シアナミド処理区

41%

18%

18%

8%

13%

2%

酸化還元酵素

転移酵素

加水分解酵素

付加脱離酵素

異性化酵素

合成酵素
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第 4.8 表 12月 24日および 2月 16日で共通して同定されたタンパク質 

（M.W. 約 42～79 kDa） 

 

※表中の上記は構造タンパク質，下記は機能性タンパク質を示す 

 

 

 

 

タンパク質 学名

Actin-2 Oryza sativa subsp. Indica
Calreticulin Prunus armeniaca
Chloroplast envelope membrane 70 kDa heat shock-related protein Spinacia oleracea
Dehydrin ERD14 Arabidopsis thaliana
Elongation factor 1-alpha Spinacia oleracea
Heat shock 70 kDa protein Zea mays
Luminal-binding protein 5 Nicotiana tabacum
RuBisCO large subunit-binding protein subunit alpha, chloroplastic Pisum sativum
Tubulin beta-1 chain Glycine max
2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase Ricinus communis
3-ketoacyl-CoA thiolase 1, peroxisomal Arabidopsis thaliana
26S protease regulatory subunit 7 homolog A Arabidopsis thaliana
Adenosylhomocysteinase 2 Arabidopsis thaliana
Alcohol dehydrogenase class-P Arabidopsis thaliana
Aldehyde dehydrogenase family 2 member B4, mitochondrial Arabidopsis thaliana
ATP synthase subunit beta, mitochondrial Oryza sativa subsp. Japonica
DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 56 Arabidopsis thaliana
Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial Pisum sativum
Enolase Ricinus communis
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, cytosolic Taxus baccata
Isocitrate dehydrogenase [NADP], chloroplastic (Fragment) Medicago sativa
Leucine aminopeptidase 3, chloroplastic Arabidopsis thaliana
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase Catharanthus roseus
Peroxidase 15 Ipomoea batatas
Phosphoglucomutase, cytoplasmic Solanum tuberosum
Phosphoglycerate kinase, chloroplastic Triticum aestivum
Polyphenol oxidase, chloroplastic Vitis vinifera
Protein disulfide-isomerase Medicago sativa
Pyruvate decarboxylase isozyme 2 Oryza sativa subsp. Japonica
Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (Fragment) Averrhoa carambola
S-adenosylmethionine synthase 2 Elaeagnus umbellata
Transaldolase (Fragments) Capsicum annuum  var. annuum
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase Pyrus pyrifolia 
V-type proton ATPase catalytic subunit A Arabidopsis thaliana



83 
 

 

 

第 4.7 図 12月 24日および 2月 16日で共通して同定された酵素の種類別割合 

（M.W. 約 42～79 kDa） 

 

 

 

 

 

第 4.9 表 12月 24日のみで特異的に同定されたタンパク質 

（M.W. 約 42～79 kDa） 

 

 

 

 

29%

21%
25%

8%

17%

0%

酸化還元酵素

転移酵素

加水分解酵素

付加脱離酵素

異性化酵素

合成酵素

タンパク質 学名

L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic Arabidopsis thaliana
Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 1, chloroplastic Oryza sativa subsp. Japonica
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第５第５第５第５節節節節    考察考察考察考察    

 

これまでの研究では，落葉果樹の芽の自発休眠の機構解明を目的とし，自発

休眠の推移によって発現量が変化する遺伝子についての発現解析が行われてき

た（Li ら，2009；Mazzitelli ら，2007；Ubi ら，2010；Yamane ら，2008）．タン

パク質の合成は遺伝子の転写によって起こっているが，分解が早かった場合や

翻訳が効率的に行われない場合は，細胞内のタンパク質含量としては少なくな

るため，遺伝子の発現レベルとタンパク質の含量とは比例していない．そのた

め，近年では，タンパク質を網羅的に解析するプロテオーム解析が広く行われ

ているが，果樹を用いた解析や自発休眠期における解析については研究事例が

非常に少ない． 

本章では，自発休眠最深期と打破期の対照区とシアナミド処理区の芽で発現

しているタンパク質を比較し，質量分析法によりタンパク質の同定を行った．

二次元電気泳動法で 4 区間を比較した結果，低温積算およびシアナミド処理に

伴い葉芽中のタンパク質に変化が生じることが確認された．スポット A，B，C

は 12 月 24 日および 2 月 16 日の両日において，対照区よりシアナミド処理区で

スポットの濃さが濃くなり，これらのタンパク質はシアナミド処理により発現

が誘導されたタンパク質であると推測された．さらに，各スポットを両処理日

のシアナミド処理区間で比較したところ，スポット A および D は自発休眠打破

期の 2 月 16 日に比べ最深期である 12 月 24 日の処理区でスポットが濃く，スポ

ット B，C の形状は処理日によって異なっていた．黒木ら（2009）は，ニホンナ

シの芽の自発休眠打破に及ぼすシアナミド処理の影響を調査しており，対照区

の萌芽率が高くなる打破期にシアナミド処理を行った際，萌芽を抑制する場合

もあり，処理時期によりシアナミドの処理効果も異なると報告している．その
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ため，これらのタンパク質の発現がシアナミド処理によって誘導され始める時

間やその蓄積量は，自発休眠のステージによっても異なると考えられ，自発休

眠の深度によってもシアナミドに対する感受性や生体反応もやや異なると推測

された．これらのスポットは，自発休眠打破前に誘導されるタンパク質である

と考えられたため，各スポットについて MALDI-TOF MS を用いた PMS 法によ

るタンパク質の同定を試みたが，高い相同性をもつタンパク質とは一致せず同

定には至らなかった． 

この要因としては，二次元電気泳動により分離されたスポットのタンパク質

含量の少なさ等があげられるが，二次元電気泳動で確認されたタンパク質は酸

性側に帯電する一部のタンパク質のみである．質量分析法を利用したタンパク

質の同定法には PMS 法と配列タグ法があり，後者の方法では，等電点や水溶性

などの物理化学的な性質に関わらず，試料中の多くのタンパク質を一度に同定

することが可能である．本研究では 4 区間の葉芽を SDS-PAGE で分離し，各区

で発現しているタンパク質を同定し，自発休眠期に発現しているタンパク質を

網羅的に同定する配列タグ法での解析を行った． 

 その結果，約 20～79 kDa における 12 月 24 日の対照区とシアナミド処理区の

両区間で 78 個の共通するタンパク質が同定され，M.W. 約 42～79 kDa における

12 月 24 日と 2 月 16 日の両日で 34 個の共通するタンパク質が同定された．その

中には，ストレスで誘導される Dehydrin や Heat shock protein（HSP）が確認さ

れた．dehydrin 様タンパク質は，ウメの芽を用いたタンパク質の二次元電気泳動

により，休眠期あるいは休眠覚醒期において発現の消長が確認されており（山

根ら，2003），いくつかの HSP は低温によって誘導されることが知られている

（Krishina ら，1995）．さらに，前節で不凍性タンパク質である Thaumatin-like 

protein が自発休眠最深期から打破期にかけて発現量が低下する遺伝子として単
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離されたが，本節ではタンパク質としても休眠芽内で同定された． 

 また，12月 24日の両処理区間および 12月 24日と 2月 16日で共通して同定

された酵素の種類別割合を算出した結果，どちらも酸化還元酵素の割合が最も

高かった．自発休眠打破との関連性が示唆されている過酸化水素（Kuroda ら， 

2002）の消去系の酵素である Peroxidase は酸化還元酵素に分類され，自発休眠打

破の生理的機構の解明を目的とした多くの研究が報告されている（Noriega ら，

2007：Ben ら，2012）．さらに，アスコルビン酸を基質として過酸化水素を無毒

化する L-ascorbate peroxidase 1 が，12 月 24 日の対照区で特異的に同定された．

Kuroda ら（2002）は，ニホンナシの芽の過酸化水素含量が自発休眠の打破直前

まで増加することを確認している．自発休眠の最深期では過酸化水素が多く存

在すると考えられ，それを分解する L-ascorbate peroxidase の含量が多くなったた

め，このタンパク質が特異的に単離されたと推測される． 

本研究では，自発休眠期に実際に発現しているタンパク質を同定することに

成功したが，芽の中での個々のタンパク質の含量については不明確である．今

後はこれらの相対発現量を比較することで自発休眠打破の生理的機構の解明に

つながると考えられる． 
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第６第６第６第６節節節節    摘要摘要摘要摘要    

 

ニホンナシの自発休眠打破機構の解明を目的として，自発休眠最深期と打破

期の芽で発現しているタンパク質を比較し，質量分析法によりタンパク質の同

定を行った．二次元電気泳動後のゲルを銀染色法で染色した結果，それぞれの

ゲルで約 300 個のスポットが確認され，4 区を比較したところ，pI 約 4.9・M.W. 

約 32 kDa，pI 約 5.0・M.W. 約 30 kDa，pI 約 5.2・M.W. 約 30 kDa の 3 つのスポ

ットは，4 区間で形状および濃さに違いがみられた．また，12 月 24 日の対照区

では確認されなかった pI 約 5.4・M.W. 約 24 kDa のスポットが 12 月 24 日のシ

アナミド処理区および 2月 16日の両処理区で確認された． 

一次元 SDS-PAGE 後のゲルを用いた質量分析の結果，78 個のタンパク質が 12

月 24 日の両処理区間で共通して同定された．その中の 38 個は酵素として確認

され，酸化還元酵素の割合が 41%と最も多かった．また，12 月 24 日と 2 月 16

日の両日で共通して同定されたタンパク質は 34 個であった．一方，L-ascorbate 

peroxidase 1 は 4 処理区中の 12 月 24 日の対照区のみで同定された． 
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第５第５第５第５章章章章    ニホンナシ系統ニホンナシ系統ニホンナシ系統ニホンナシ系統 TH3と少低温要求性と少低温要求性と少低温要求性と少低温要求性    

タイワンナシ横山のタイワンナシ横山のタイワンナシ横山のタイワンナシ横山の F1における自発休眠特性における自発休眠特性における自発休眠特性における自発休眠特性    

    

第１第１第１第１節節節節    緒緒緒緒言言言言    

    

前章までの実験を通し，ニホンナシの自発休眠導入機構の解明，導入と打破

に関与する遺伝子の解析，自発休眠期で実際に発現するタンパク質の同定を行

ってきた．また，多くのニホンナシ品種の低温要求量についても明らかにする

ことが出来た．さらに，この低温要求量に関する実験結果は，今後，ニホンナ

シ栽培を行ううえで現在より少ない低温要求性の品種を育成することも急務で

あることを示している． 

 第 1 章の調査により，野生種の中にはニホンナシより低温要求量の少ないナ

シがあると考えられたが，Tamura ら（2001）の調査では，チョウセンマメナシ

（P. fauriei Schneid）の低温要求量が最も少なく，Chill Unite（CU）400 であると

報告されている．また，ニホンナシの主要品種の中で最も低温要求量が少ない

とされている‘豊水’は，低温要求量が CU. 800 であるため，少低温要求性品種

を育成するためには，これまでに用いられていない新たな育種素材が必要とさ

れる．その候補として，第 3 章の実験でも用いた台湾の在来ナシである横山に

着目し研究を進めている．横山は自発休眠に導入せず，自発休眠打破に必要な

低温要求性を有していないと考えられている．しかし，横山は肉質が荒いこと

からこれまでニホンナシの育種素材として使用されておらず，自発休眠に導入

するか否かについても確認されていない． 

一方，モモ（Prunus persica L. Batsch）では自発休眠に導入しない‘Evergreen’
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peachを用いての研究が進んでいる．Rodriguezら（1994）は，‘Evergreen’peach

と自発休眠に導入する品種間における後代の形質分離から，自発休眠導入に関

与する遺伝子は劣性遺伝子であると結論付けている．その調査にはF1およびF2

系統群を用いているが，多くのバラ科落葉果樹は自家不和合性であるため自家

結実により後代を得ることが困難である．そのような中でニホンナシでは，‘お

さ二十世紀’において自家和合性遺伝子S4
smの存在が確認されており，S4

sm遺伝子

を保有することで自家和合性の形質を示すことが確認されている（佐藤ら，

1988）． 

これまでの自発休眠導入に着目した研究に加え，近年は固有の低温要求量を

決定する量的遺伝形質についても研究が行われている．アンズ（Prunus armeniaca 

L.）では多低温要求性品種と少低温要求性品種の後代を少低温要求性品種に戻し

交雑し，QTL解析を行った結果，低温要求量に関与する量的形質遺伝子座（QTL）

が存在すると考えられている（Campoyら，2011）．類似した研究はリンゴ（Malus 

domestica Borkh）でも行われているが（van Dykら，2010），ナシではQTL解析

を行うための基礎となるF1系統の自発休眠特性についても知見がない． 

本研究では，少低温性品種育成のための基礎的知見を得るため，横山の自発

休眠特性について調査した．同時に，我々がこれまでに横山を花粉親，ニホン

ナシ系統 TH3 を種子親として育成した F1系統群の自発休眠期の萌芽率の分離に

ついても調査を行い，本 F1 系統群が少低温性ニホンナシ品種育成のための中間

母本として利用できるか否かについても調査を行った．また，TH3 は ‘おさ二十

世紀’の自殖により育成された系統であり，自家和合性遺伝子 S4
smをホモでもつ

ことが確認されている．そこで，これら F1個体の自家和合性遺伝子 S4
sm保有に

ついても判定を行った． 
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第２第２第２第２節節節節    台湾在来ナシ台湾在来ナシ台湾在来ナシ台湾在来ナシ横山横山横山横山のののの自発休眠特性の調査自発休眠特性の調査自発休眠特性の調査自発休眠特性の調査およびおよびおよびおよび    

ニホンナシ系統ニホンナシ系統ニホンナシ系統ニホンナシ系統TH3とととと横山横山横山横山ののののF1系統の育成系統の育成系統の育成系統の育成    

 

第 3 章の結果から，タイワンナシ横山はニホンナシ品種の自発休眠導入期で

ある鳥取の 11 月中旬から 12 月中旬にかけても萌芽率の低下が確認されなかっ

た．また，第 1 章で行った萌芽率の調査の結果からも，同時期にこのような高

い萌芽率を示すニホンナシ品種はみられず，野生種について同様に確認されて

いない．そのため，横山は自発休眠に導入しない，もしくは低温要求量が著し

く少ないナシであると推測され，少低温要求性ニホンナシ品種を育種するうえ

で重要な育種素材になると期待される．しかしながら，横山の萌芽率の調査は，

ニホンナシの自発休眠導入期である 11 月から 12 月までしか行っていないため，

横山の導入期が著しく遅いのではないかという推測を否定することは出来ない． 

そこで本節では，11 月下旬から 1 月上旬までに採取した 1 年枝の萌芽率の調

査を通し，横山の自発休眠特性について明らかにした．同時に，少低温要求性

ニホンナシ品種を育成するためのニホンナシ系統 TH3 と横山の F1の育成につい

ても述べる． 

 

材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

実験には鳥取大学農学部附属農場に栽植されている 10 年生台湾在来ナシ横山

と，対照となるニホンナシとして 12 年生‘ゴールド二十世紀’および 33 年生

‘幸水’各 1 樹を供試した．自発休眠の深度を調査するため，2007 年 11 月 22

日，12 月 1 日,12 月 22 日および 2008 年 1 月 5 日に各品種の発育枝を採取した．

その後は，前章と同様の方法で萌芽率の調査を行った． 
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結果結果結果結果 

全 4 回の調査日において横山の萌芽率は 60%以上であった（第 5.1 表）．一方，

‘ゴールド二十世紀’の 11 月 22 日の萌芽率は 36%であり，12 月 1 日には 8%に低

下した．その後は 12 月 22 日に 8%，1 月 5 日には 12%となり，11 月下旬以降の

調査日においては横山の萌芽率に比べ低い値を示した．また‘幸水’の萌芽率も，

全 4 回の調査日とも横山の萌芽率より低く，11 月 22 日は 12%，12 月 1 日には

4%，12 月 22 日と 1 月 5 日は 0%であった． 

 

< ニホンナシ系統TH3と台湾在来ナシ横山のF1系統の育成 >    

鳥取大学においては，1979年に行った‘おさ二十世紀’（S2S4
sm）の自家授粉

により自殖後代TH3を得ている．TH3の花粉を‘二十世紀’（S2S4）および‘新

水’（S4S5）に交雑し結実率と完全種子含有率を調査した結果，TH3のS因子型

はS4
sm
S4

smであると推定された．2003年にTH3を種子親，台湾在来ナシ横山を花

粉親として交雑を行い，41個体のF1系統を得た． 

 

第 5.1 表 台湾在来ナシ横山，ニホンナシ‘ゴールド二十世紀’および 

‘幸水’の萌芽率の季節的変化 

 

 

 

品 種 
萌芽率 (%)

z
 

11月 22日 12 月 1 日 12 月 22 日 1 月 5 日 

横 山 64.0 a
y
 60.0 a 64.0 a 72.0 a 

ゴールド二十世紀 36.0 a  8.0 b  8.0 b 12.0 b 

幸 水 12.0 b  4.0 b  0.0 b  0.0 b 

Z
23°C で水挿し加温処理し 28 日後に調査 

Y同列内の異なる英文字はχ2 検定において 5%水準で有意差あり 
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第３節第３節第３節第３節    F1系統群系統群系統群系統群のののの倍数性，親子鑑定，倍数性，親子鑑定，倍数性，親子鑑定，倍数性，親子鑑定，    

S遺伝子の判定および遺伝子の判定および遺伝子の判定および遺伝子の判定および自発休眠特性の調査自発休眠特性の調査自発休眠特性の調査自発休眠特性の調査    

 

前節の結果からタイワンナシ横山は 11 月下旬～1 月上旬までの調査期間内に

は自発休眠に導入しないことが明らかとなった．また，仮に調査期間前までに

自発休眠に導入していたとしても，横山の低温要求量は既知のナシ属植物，品

種に比べても著しく少なく，少低温要求性ニホンナシ品種を育成するうえでの

貴重な育種素材になるものと考えられた． 

現在，少低温要求性ニホンナシ品種の育成を目的とし，ニホンナシ系統 TH3

を種子親，タイワンナシ横山を花粉親とした F1 系統の育成についても並行して

行っている．種子親として用いたニホンナシ系統 TH3 は前節で述べたように‘お

さ二十世紀’の自家受粉によって得られた後代であり，自家和合性遺伝子 S4
sm

遺伝子をホモにもつと推測される．そのため，全 F1 系統は S4
sm遺伝子を保有し，

その対立遺伝子に S1 および S4 遺伝子のいずれかを保有しなければ，これら F1

系統が自家和合性であると証明される．一方，これら F1 系統群が少低温要求性

ニホンナシ品種を育成するための中間母本になるのか否かを判断するためは，

横山の有する少低温要求性の形質が F1 系統群にどのように遺伝するかを明確に

しておく必要がある． 

本節では，F1 系統群とその両親にあたる横山および TH3 の倍異数性を確認し，

SSR マーカーを用いた F1 系統群の親子鑑定を行った．その後，F1系統群とその

両親にあたる横山および TH3 の萌芽率を 3 年間にわたり調査し，F1系統群の自

発休眠特性を明らかにした．同時に，F1 系統群と横山および TH3 の S遺伝子型

についても判定を行った． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

実験には鳥取大学農学部附属農場に栽植されている前節の台湾在来ナシ横山，

19 年生 TH3 樹および 7 年生 TH3 ×横山の F1 系統 41 樹を供試した． 

 

< 倍数性の確認 >    

横山，TH3 および F1 個体の倍数性はフローサイトメーター（プロイディーア

ナライザーPA 型，Partec）を用いて，以下の方法で調査した．二倍体の対照品

種として‘幸水’を用い，各系統の幼葉を測定に用いた．まず，幼葉を核抽出

液（Cystain UV Precise P, Partec）中でカミソリを用いて裁断した後，20 µm のナ

イロンメンブレンでろ過した．ろ液に 4’-6-dimido-2-phenylinodole(DAPI)を加え

た後，前述のフローサイトメーターで相対蛍光強度を測定し，倍数性を判別し

た． 

 

< SSRマーカーを用いた親子鑑定 >    

F1 個体の両親を確認するため，SSR マーカーによる親子鑑定を行った．幼葉か

ら改変 CTAB 法により抽出した全 DNA を鋳型として，Yamamoto ら（2002 a, b, c）

および Sawamura ら（2004）が開発した 40 種類のプライマー対を用いて PCR 反

応を行った．PCR 反応条件は，94°C・5 分，次いで 94°C・1 分，55°C・1 分，

72°C・2 分のサイクルを 35 回行った後，最後に 72°C・10 分の伸長反応を行った．

得られた増幅産物は QIAxcel（Qiagen）を用いて電気泳動を行い，増幅断片長を

比較した．ゲルカートリッジ，DNA サイズマーカーおよびアライメントマーカ

ーには，それぞれ QIAxcel DNA Screening Kit（Qiagen），QX DNA Size Marker 50 

bp - 800 bp（Qiagen），Alignment Marker 15 bp / 1 kb（Qiagen）を用いた． 

 



94 
 

< 自発休眠特性の調査 >    

F1 個体の自発休眠の深度を調査するため 2008，2009 および 2010 年度の計 3

年間 12 月 1 日,12 月 22 日および 1 月 5 日に各樹の枝を採取した．その後は，前

節と同様の方法で萌芽率の調査を行った． 

また，横山の萌芽率とTH3の萌芽率との平均値を閾値とし，F1系統を閾値以下

の個体と閾値以上の個体に分け，分離比が単一遺伝子支配の期待値と合致する

か否かをχ
2検定により検定した． 

 

< S遺伝子型の判定 >    

さらに F1個体の S4
sm遺伝子および S4遺伝子の有無を PCRによって確認した．

S4
sm遺伝子の有無を確認するため，S遺伝子型が明らかになっている‘おさ二十

世紀’（S2S4
sm）をポジティブコントロールとし，Okada ら（2008）の報告を基

に SM-F（5
’
- TCGTCTTAGGGATTTCCAATGC-3

’）プライマーおよび SM-R 

(5
’
-GCCTTAAGGGTTCATTGGGC-3

’） プライマーを用い PCR 反応を行った．

また S1 および S4 遺伝子の有無を確認するため，EMBL/GenBank の DQ515793（S1 

RNase gene）および AB009385（S4 RNase gene）の配列を基に PF-1.4（5
’
- 

GTTGTTTACGGTTCACGGTTTG-3
’ ） プ ラ イ マ ー と PR-1.4

（5
’
-TGGGCTGTCATATTTCCTATCTG-3

’） プライマーを作製した．ポジティブ

コントロールには‘今村秋’（S1S6）および‘二十世紀’（S2S4），ネガティブ

コントロールには‘長十郎’（S2S3）および‘新雪’（S5S6）を用いた．PCR 反

応条件は，94°C・2 分，次いで 94°C・30 秒，55°C・30 秒，72°C・1 分のサイ

クルを 35 回行った後，最後に 72°C・10 分の伸長反応を行った．また，得られ

た増幅産物の配列は ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer（Applied Biosystems）

により確認した． 
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結果結果結果結果 

< 倍数性の確認 >    

倍数性はフローサイトメーターによる 2C ピーク値の比較から推定した．相対

蛍光強度を測定した結果，‘幸水’では明確な一つのピークが確認された(データ

略)．横山，TH3 および全 F1 個体においても‘幸水’とほぼ同じ位置に明確な一

つのピークがみられ，本実験で調査した個体は全て二倍体であることが確認さ

れた。 

 

< SSRマーカーを用いた親子鑑定 >    

40 種類の SSR マーカーを用いて PCR 反応を行い，横山および TH3 の両者で増

幅断片長の異なる 4 種類の SSR マーカーを選抜した．選抜した SSR マーカーを用い

た PCR 反応の結果，F1個体からは横山および TH3 で確認された両方のバンドが

検出された（第 5.1 図）． 

 

< 自発休眠特性の調査 >    

F1 系統群の萌芽率の度数分布を第 5.2 図に示した．2008，2009 および 2010 年

度の全調査日において横山の萌芽率は 60%以上であり，常に TH3 の萌芽率より

高かった．2008 年度の TH3 の萌芽率は CU の積算に伴い 4，27，40%と徐々に

上昇し，F1 系統群の萌芽率の平均値も上昇した．一方，2009 年 12 月 1～22 日に

かけて TH3 の萌芽率は 20～8%に低下したが，F1 系統群の萌芽率の平均値は 20

～43%に上昇した．その後の 1 月 5 日の TH3 の萌芽率は 10%と 2008 年度に比べ

て低く，F1 系統群の萌芽率の平均値は 24%であった．2010 年度の TH3 の萌芽率

は CU の積算に伴い 23，13，46%と推移した．また 12 月 1 と 22 日における F1
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系統群の萌芽率の平均値はそれぞれ 33，30%であったが，1 月 5 日には 43%に上

昇した． 

3 か年にわたる調査結果から F1 系統群の萌芽率の平均値は，TH3 の萌芽率上

昇に伴い上昇する傾向が見受けられた．そこで，TH3 が自発休眠の深度に関与

する優性遺伝子をホモでもつと仮定し χ
2 検定を行ったが，2009 年度の 12 月 22

日と 2010 年度の 1 月 5 日の分離比は期待値と合致しなかった（第 5.2 表）．さ

らに「閾値以下の個体と閾値以上の個体の分離比が 3：1 になる」という仮定で

は期待値と合致する調査日が 2008 年度の 12 月 22 日，2008 年度の 1 月 5 日およ

び 2010 年度の 1 月 5 日のみであった． 

 

< S遺伝子型の判定 >    

S遺伝子型の判定を行うため，PCR 反応液をアガロースゲル電気泳動により確

認した．約 670 bp の位置にある S4
sm遺伝子のバンドは，横山では確認出来なか

ったものの，TH3 および全 F1 個体では確認された（第 5.3 図）．S1，S4 遺伝子

の判定を行った結果，S1 遺伝子を有する‘今村秋’と S4 遺伝子を有する‘二十

世紀’からは約 300 bp の位置にバンドが確認された．また，これらの増幅断片

の塩基配列を確認したところ，それぞれ S1 および S4 遺伝子であることが確認さ

れ，増幅断片長は 275 bp および 276 bp であった．一方，S1，S4 遺伝子のいずれ

も保有しない‘長十郎’および‘新雪’からは両バンドが検出されなかった．

さらに，横山，TH3 および全 F1 個体からもバンドは確認されなかった． 
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225 bp 

220 bp 

241 bp 

237 bp 

141 bp 

234 bp 
258 bp 

SSR marker 

BGT23b 

168 bp 

Y 

NH039a 

NH037a 

NH201a 

1 2 3 4 5 T 

    TH3 × 横山横山横山横山     

第 5.1 図 SSR マーカーを用いた TH3×横山の F1 個体の親子鑑定 

（QIAxcel による PCR 反応液の電気泳動） 

Y：横山，1~5：F1 個体，T：TH3 
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z
 

12 月 1 日 12 月 22 日 1 月 5 日 

2008 年度 

2009 年度 

2010 年度 

 13  100 83 72 

CU.309 CU.674 CU.1000 
43 33 30 

23
46

27 4  67 64  

CU.320
y
 CU.653 CU.922 

19 36 44 

40

  10 60 71 78 

CU.280 CU.653

 CU.280 

CU.970 

20 43 24 

20
8 

75 

第 5.2 図 TH3×横山の F1 個体の萌芽率の度数分布 
z水挿し加温処理し 28 日後に調査 
y調査日の低温積算量 

図中の縦棒は F1 個体の萌芽率の平均値 

  ， はそれぞれ TH3 と横山の萌芽率 
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第 5.2 表 TH3×横山の F1 個体の（萌芽率分布）多低温要求性遺伝子の 

遺伝様式に関する χ
2 検定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

調査日 
多低温要求性 

個体数 z
 

少低温要求性 

個体数 y
 

χ
2 値 x

 χ
2 値 w

 

 12 月 1 日 38 3 0.220 13.124** 

2008 年度 12 月 22 日 31 10 2.439 1.735 

 1 月 5 日 31 10 2.439 1.735 

 12 月 1 日 41 0 0.000 21.259** 

2009 年度 12 月 22 日 16 25 15.243** 13.124** 

 1 月 5 日 37 4 0.390 10.847** 

 12 月 1 日 33 8 1.561 3.905* 

2010 年度 12 月 22 日 34 7 1.195 5.314* 

 1 月 5 日 28 13 4.122* 0.108 

z 
TH3 および‘横山’の萌芽率の平均を閾値とし，萌芽率が閾値以下の個体 

y 
TH3 および‘横山’の萌芽率の平均を閾値とし，萌芽率が閾値以上の個体 

x
TH3 が多低温要求性に関する優性遺伝子をホモでもつ場合の期待値

（TH3:横山= 1:0）に対する χ
2 値 

w期待値（TH3:横山= 3:1）に対する χ
2 値 

*，** はそれぞれ 5%または 1%水準で有意 
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1,000 

500

bp M  Y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 T I N C S

TH3×横山横山横山横山

S1:275 bp   

S4:276 bp 

1,000

500

bp M  Y 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 T O

TH3× 横山横山横山横山

S4
sm
:670 bp 

第 5.3 図 TH3×横山の F1 個体の S4
smおよび S1,S4 遺伝子有無の判定 

(A) S4
sm遺伝子有無の判定（SM-F および SM-R プライマーを用いた PCR） 

(B) S1,S4 遺伝子有無の判定（PF-1.4 および PR-1.4 プライマーを用いた PCR） 

Y：横山，1~10：F1 個体，T：TH3， 

O：‘おさ二十世紀’（S2S4
sm）， 

I ：‘今村秋’（S1S6），N：‘二十世紀’（S2S4）， 

C：‘長十郎’（S2S3)，S：‘新雪’（S5S6）， 

M：DNA マーカー 
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第４第４第４第４節節節節    F1系統群の落葉期および展葉期の調査系統群の落葉期および展葉期の調査系統群の落葉期および展葉期の調査系統群の落葉期および展葉期の調査    

 

前節の結果から，横山，TH3 および全 F1 個体は全て二倍体であり，F1 個体の

両親が横山と TH3 であること，全 F1個体が自家和合性であることも確認された．

また，F1 個体が示す萌芽率は横山と TH3 の萌芽率の間に広く分布し，F1 系統群

の萌芽率の平均値は TH3 の萌芽率上昇に伴い上昇する傾向が見受けられた．そ

こで，TH3 が自発休眠の深度に関与する優性遺伝子をホモでもつと仮定し χ
2 検

定を行ったが，この仮定は棄却され，低温要求量を決める遺伝要因には QTL が

存在すると考えられた． 

一方，自発休眠導入前の落葉と打破後の展葉については，F1 個体が両親のど

ちらの形質をどのように受け継いでいるかは不明である．また，ニホンナシの

落葉と自発休眠への導入との関連についても不明確であるが，ブドウサンショ

ウでは落葉後の発芽所要日数が急激に増加し自発休眠の深度が深くなると報告

されている（前田ら，2007）．そのため，個体ごとに自発休眠の深度が異なっ

た F1 個体の展葉期を調査することで，自発休眠打破とその後の展葉との関係に

ついても明確になると考えられる．そこで本節では，横山，TH3 および F1系統

群の落葉期と展葉期の調査を行った． 
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材料および方法材料および方法材料および方法材料および方法    

F1 個体の落葉期を調査するため，2010 年 11 月上旬～12 月下旬まで 3 日毎に

横山，TH3 および F1 系統 41 個体の葉数を調査した．落葉期は樹の 70～80％の

葉が落葉した時期（農林水産省果樹試験場，1994）とした． 

また F1 個体の展葉期を調査するため，2011 年 3 月中旬～4 月下旬まで 3 日お

きに横山，TH3 および F1 系統 41 個体の発芽した葉を調査した．展葉期は最初に

発芽した葉の巻き込みが認められなくなった日とした．  

 

結果結果結果結果 

TH3 の落葉日は 11 月 20 日，横山は 12 月 11 日であった（第 5.4 図）．また，

F1 系統群の落葉日は最も早い個体で 11 月 29 日，最も遅い個体で 12 月 17 日で

あったが，12 月 5 日に落葉日を迎える個体が最も多かった． 

翌春の展葉日は横山が 3 月 22 日，TH3 は約 1 か月後の 4 月 24 日であった．

また，F1 系統群の展葉日は 4 月 6 日に展葉する個体が最も早く，最も遅い個体

は 4 月 15 日であったが，4 月 9 日に展葉日を迎える個体が最も多かった． 
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第 5.4 図 TH3×横山の F1 個体の落葉期および展葉期 

(A) TH3×横山の F1 個体の落葉期 

   ， はそれぞれ TH3 と横山の落葉日 

(B) TH3×横山の F1 個体の展葉期 

   ， はそれぞれ TH3 と横山の展葉日 



104 
 

第５第５第５第５節節節節    考察考察考察考察    

 

本章では，少低温要求性品種を育成するための基礎的知見を得る目的で，台

湾在来ナシである横山，ニホンナシ系統 TH3 およびそれらの交雑により得られ

た F1 個体の自発休眠特性を明らかにした． 

まず，横山が 11 月下旬～1 月上旬までの調査期間内には自発休眠に導入しな

いことを明らかにした（第 5.1 表）．一方，本調査のみでは，横山が調査開始日

の 11 月 22 日までに自発休眠に導入され，少量の低温積算により自発休眠打破

に至った可能性を完全に否定することはできない．しかし，その場合であって

も横山の自発休眠打破に必要な低温要求量は CU. 200 以下であるということに

なる．一方，既知のナシ属植物，品種の低温要求量をみると，ニホンナシの主

要品種の中で最も少ないとされる‘豊水’で CU. 800，台木種のチョウセンマメ

ナシで CU. 400 程度である（Tamura ら，2001）．従って，横山の低温要求量を

最も多く見積もった場合であっても既知のナシ属植物，品種に比べて著しく少

なく，今後，少低温要求性ニホンナシ品種を育成するうえでの貴重な育種素材

になるものと考えられた． 

次に本研究の倍数性の調査結果から，横山，TH3 およびその F1 系統群が二倍

体であること，並びに SSR マーカーを用いた親子鑑定の結果から，育成中の F1

系統群の両親は全て横山と TH3 であることが確認された（第 5.1 図）．これら

F1 系統群が少低温要求性ニホンナシ品種を育成するための中間母本になるのか

否かを判断するためは，横山の有する少低温要求性の形質が F1 系統群にどのよ

うに遺伝するかを明確にしておく必要がある．そこで，F1 系統群とその両親に

あたる横山および TH3 の萌芽率を 3 年間にわたり調査した結果，いずれの調査

日においても TH3 の萌芽率は横山の萌芽率に比べて低かったものの，TH3 の萌
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芽率および F1 個体の萌芽率の平均値は年度毎で異なる推移を示した（第 5.2 図）．

これは年度ごとに自発休眠の導入期が異なったことが影響したものと考えられ

た．F1 個体の萌芽率の平均値をみると，2008 および 2010 年度の調査では，12

月 22日～1月 5日にかけて値は上昇したが，2009年度の調査では値は低下した．

このように一部の例外はあるものの全調査日の結果を俯瞰してみると，F1 個体

の萌芽率の平均値は横山に比べ TH3 の萌芽率に近い値を示した．このように，

TH3 が自発休眠の深度に関する優性遺伝子をホモでもつ可能性が示唆されたこ

とから χ
2 検定により検証を行ったところこの仮説は棄却された（第 5.2 表）．

近年，数種の落葉果樹において低温要求量に関与する QTL が確認されており，

アンズ （Prunus armeniaca L.）では第 5 染色体上に（Campoy ら，2011），リン

ゴ（Malus domestica Borkh）では第 9 染色体上に（van Dyk ら，2010）QTL が存

在すると考えられている．ナシにおいても低温要求量に関与する QTL が存在す

るのであれば，交配に用いる両親よりも低温要求量が少ない F1 個体は作出され

ない．Tamura ら（2001）が述べる様に現存するニホンナシ品種間での交配では

低温要求量の少ない品種を得ることが難しく，横山のような育種素材は必要不

可欠といえる．しかしながら，果肉硬度の高い横山を育種親に用いた場合，肉

質の良好な後代品種の育成は非常に困難となる．肉質の指標となる果肉硬度は

遺伝力の強い形質であるため（町田・小崎，1976），現在栽培されているニホ

ンナシと同程度の肉質をもつ少低温要求性品種を育成するためには，横山とニ

ホンナシの F1 個体に再度ニホンナシを掛け合わせる必要がある．その際，F1系

統群の中から選抜する個体は，果肉硬度の低い肉質の密な個体が望ましく，既

存のニホンナシより低温要求量が少ない個体でなければならない．F1 系統群の

中では，系統番号 No. 74 が肉質の良好な個体であり育種素材として期待される．

本研究で用いた F1 系統群の各調査日における萌芽率は，萌芽率の高い個体から
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低い個体まで度数分布が幅広く分散したことから，自発休眠の深度が F1 個体ご

とに大きく異なっていたことが予想される．この要因としては F1 系統群の両親

にあたる横山と TH3 の低温要求量の差が非常に大きかったことが考えられる．

一方で F1 系統群の中には横山と同等の萌芽率を示す個体も存在し，早期に自発

休眠が打破した個体も確認された．一例を示すと，F1系統群中の系統番号No. 7，

No. 76 および No. 170 は，2010 年度の全調査日において 50%以上の萌芽率を示

し，自発休眠の打破に必要な低温要求量は CU. 300 以下であると推定された．こ

のように， F1 系統群の中には高品質な少低温要求性ニホンナシ品種を育成する

ための中間母本となりうる個体が存在するものと考えられた． 

また本研究では，横山，TH3 および F1 系統群の落葉期についても調査を行っ

た．ニホンナシの落葉と自発休眠への導入との関連については不明確であるが，

ブドウサンショウでは落葉後の発芽所要日数が急激に増加し自発休眠の深度が

深くなると報告されている（前田ら，2007）．横山は，落葉日の前後で萌芽率

の顕著な変化が見られなかったことから，落葉が発生しても自発休眠に導入し

ないとも考えられる．また F1 系統群の落葉日は TH3 の落葉日に比べ横山の落葉

日に近かったことから，F1 系統群は落葉性に関して横山の特性を強く受け継い

でおり，系統番号 No. 7 の落葉日は 12 月 19 日と TH3 より約 1 か月も遅かった． 

一方，個体ごとに自発休眠の深度が異なることが示唆された F1 系統群であっ

たが，展葉日に関しては個体間差が小さいという結果が得られた．自発休眠が

打破され，他発休眠期に入った個体は，生育に適した気温に遭遇することで展

葉するが，この展葉を促す温度への反応は個体間であまり差がなかったと考え

られた．また横山と TH3 の展葉日には約 1 か月の差があり，F1 系統群の展葉日

はその中間日付近の 4 月 9 日に集中していた．このような結果から，展葉期は

ポリジーンが関与する量的形質であるが，関与する遺伝子の数は少なく，低温
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積算量の差異は展葉期に影響しないものと考えられた． 

本研究により横山の育種素材としての重要性は確認された．その一方で，横

山が自発休眠に導入するか否かという形質とその遺伝様式については不明確な

ままである．モモ（Prunus persica L. Batsch）では自発休眠に導入しない‘Evergreen’ 

peach が確認されている．Rodriguez ら（1994）は‘Evergreen’peach と自発休眠

に導入する品種間の交雑で得られた F1 個体が自発休眠に導入し，さらにその F2

個体のうちの約 1/4 にあたる個体が自発休眠に導入しなかったことから，自発休

眠導入に関与する遺伝子は劣性遺伝子であると結論付けている．このような後

代の形質分離を調査するためには，自殖による F2 系統群を育成しなければなら

ないが，そのためには F1 個体が自家和合性である必要がある．モモは種全体が

自家和合性であるため，問題なく調査を行えるが，他の多くの落葉果樹は自家

不和合性であるため自家結実により後代を得ることが困難である．そのような

中でニホンナシでは，‘二十世紀’の自家不和合性遺伝子である S4 遺伝子が変

異し，自家和合性遺伝子 S4
sm となった自家和合性品種‘おさ二十世紀’が実用

化されている（佐藤ら，1988）．S4
sm遺伝子は一つでも保有すれば自家和合性と

なるが，対立遺伝子に S1 または S4 遺伝子をもつ場合は自家不和合性になること

が報告されている（齋藤ら，2002）．本研究で F1 系統群の種子親としたニホン

ナシ系統 TH3 は‘おさ二十世紀’の自家授粉によって得られた後代であり，自

家和合性遺伝子 S4
sm遺伝子をホモにもつ．さらに，本研究で用いた F1 系統群の

全ての個体が自家和合性遺伝子 S4
smを保有することも確認された（第 5.3 図）．

これら F1系統群のいずれの個体も S1および S4遺伝子を保有しないことが明らか

になったことから，本研究に用いた F1 系統群は全て自家和合性であり，現在は

これら F1 系統群の自家授粉によって得られた F2 個体を育成している．今後，本

F2 系統群の自発休眠導入個体と非導入個体の分離比を調査することで，横山が
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自発休眠に導入するか否かとそれに関与する遺伝子が‘Evergreen’peach と同様

に劣性遺伝子であるか否かが明確になると考えられる． 

 

第６第６第６第６節節節節    摘要摘要摘要摘要    

 

‘おさ二十世紀’の自殖後代で S4
sm遺伝子をホモでもつニホンナシ系統 TH3，

台湾在来ナシ横山，およびそれらの交雑によって得られた F1 系統群の萌芽率を

3 年間にわたり調査した．F1 個体は S 遺伝子の判定と SSR マーカーによる親子

鑑定の結果から，全個体がこの両親に由来する後代であると同定された．全調

査日において横山の萌芽率は 60%以上であり，11 月下旬～1 月上旬までの間に

自発休眠に導入しなかった．一方，TH3 の萌芽率は常に横山に比べて低く，そ

の値は 12 月上旬から 1 月上旬にかけて徐々に上昇した．いずれの調査日ともに，

F1 個体が示す萌芽率は横山と TH3 の萌芽率の間に広く分布した．全 9 回の調査

日のうち 8 回の調査日において，F1 個体の萌芽率の平均値は横山より TH3 の萌

芽率に近い値を示した．そこで TH3 が自発休眠の深度に関する優性遺伝子をホ

モでもつと仮定し χ
2 検定を行ったが，この仮定は棄却された．これらの結果か

ら，低温要求量を決める遺伝要因には QTL が存在すると考えられた．多くの F1

個体の落葉期は TH3 の落葉日に比べ横山の落葉日に近かった．一方，F1個体の

展葉期は横山と TH3 の展葉日のほぼ間にあたる 4 月 9 日に集中していた． 
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第第第第 6666 章章章章    総括総括総括総括    

    

総合考察総合考察総合考察総合考察    

 

近年，海外の諸地域においてもニホンナシの栽培は盛んになっているが (Bell, 

1991)，ニュージーランドやブラジルでは低温積算量の不足による，春季の発芽

不良が発生している(Kingston ら，1990；Klinac・Geddes，1995；Petri・Herter，

2002；Petri ら，2002）．日本でも温暖化による落葉果樹の休眠問題が散見されて

おり，本研究では，実際に発芽不良が懸念されている九州の 2 県におけるニホ

ンナシの自発休眠の推移について調査を行った．その結果，熊本における‘豊

水’の自発休眠打破期は鳥取よりも約 1 ヵ月遅く，熊本では CU. 1500 以上の低

温要求量を必要とする品種の栽培は困難であると結論付けられた．各地域に適

した低温要求量の品種を選択し栽培することは必要不可欠であり，本研究で新

たに調査したニホンナシ品種の中では‘あきづき’，‘夏そよか’，‘涼月’およ

び‘新甘泉’の 4品種の CU が約 1000 と最も低かった．一方，最も低温要求量

が多かった‘秀玉’は CU 約 2000 であり，ニホンナシの低温要求量には品種間

に大きな差があることも確認された．このような低温要求量としての形質は，

両親の優劣性を必ずしも反映しているわけではなく，低温要求量の多い‘秀玉’

を花粉親に用いた場合でも CU 約 1000 の‘夏そよか’が作出されている．また，

‘秋甘泉’は両親である‘おさ二十世紀’と‘豊水’のほぼ間の値をとった低

温積算量を保有しており，低温要求量の決定には複数の遺伝子が関与している

と推測される． 

近年，数種の落葉果樹において低温要求量に関与する QTL が確認されており，
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アンズ（Prunus armeniaca L.）では第 5 染色体上に（Campoy ら，2011），リン

ゴ（Malus domestica Borkh）では第 9 染色体上に（van Dyk ら，2010）それぞれ

QTL が存在すると考えられている．ナシにおいても低温要求量に関与する QTL

が存在するのであれば，少低温要求性品種を育成するためには，既知のニホン

ナシ品種に比べて著しく少ない低温要求量をもつナシ属植物が育種素材として

必要となる．既知のナシ属植物，品種の低温要求量をみると，ニホンナシの主

要品種の中で最も少ないとされる‘豊水’では CU. 800，台木種のチョウセンマ

メナシでも CU. 400 程度であるが（Tamura ら，2001），台湾ナシ横山の低温要

求量は最も多く見積もった場合であっても既知のナシ属植物，品種に比べて著

しく少なく，少低温要求性ニホンナシ品種を育成するうえでの貴重な育種素材

になるものと考えられた．一方， TH3 と横山の交雑により得られた F1 系統群と

その両親の萌芽率を 3 年間にわたり調査した結果，いずれの調査日においても

TH3 は横山に比べて低く，F1 系統群はそれらの平均値の間に広く分布し，F1 個

体の萌芽率の平均値は横山に比べ TH3 の萌芽率に近い値を示した．TH3 が自発

休眠の深度に関する優性遺伝子をホモでもつ可能性が示唆されたことから χ
2 検

定により検証を行ったが，この仮説は棄却され，ナシにおいても低温要求量に

関与する QTL が存在すると考えられた．これに加え，F1 系統群の中の系統番号

No. 74 は肉質が良好な個体であり低温要求量も少なかったことから育種素材と

して期待される． 

一方，低温積算量が蓄積しにくい地域では少低温要求性系統を台木として利

用する方法も栽培技術の一つとして注目される．Westwood・Chestnut（1964）は

低温積算が不十分な状態の‘Bartlett’を低温要求量の多い P. communisと少ない

P. calleryanaに接ぎ木し，自発休眠打破に及ぼす台木の役割を調査した．その結

果，台木に少低温要求性系統を用いることで穂木の自発休眠打破を促進させる



111 
 

効果があると報告している。本研究において，台木として広く利用されている P. 

calleryana（No. 12）の冬期における萌芽率は，調査期間内で常に 30%以上の値

を示しており，少低温要求性台木としても期待された． 

このような低温要求量に着目した研究の一方で，横山が自発休眠に導入する

か否かという形質とその遺伝様式については不明確なままである．モモ（Prunus 

persica L. Batsch）では自発休眠に導入しない‘Evergreen’peach が確認されてお

り，Rodriguez ら（1994）は‘Evergreen’peach と自発休眠に導入する品種間の

交雑で得られた F1および F2個体の調査から自発休眠導入は劣性形質であると結

論付けている．このような後代の形質分離を調査するためには，自殖による F2

系統群を育成しなければならないが，そのためには F1 個体が自家和合性である

必要がある．本研究で用いた F1 系統群の全ての個体が自家和合性遺伝子 S4
smを

保有し，いずれの個体も S1 および S4 遺伝子を保有しないことが明らかとなり，

現在はこれら F1 系統群の自家授粉によって得られた F2 個体を育成している．今

後，本 F2 系統群の自発休眠導入個体と非導入個体の分離比を調査することで，

横山の自発休眠導入性とその遺伝様式が明確になると考えられた． 

これに加え，本研究ではニホンナシが自発休眠に導入する気候条件について

も検討を行った．一般に落葉果樹の芽の休眠導入は，短日と低温によって誘導

されると言われているものの（Kawase, 1961；東部ら，1998），これを明確にし

た報告は極めて少ない．本実験ではニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の自発休

眠導入が長日条件では阻止されず，低温が休眠導入に関与していると考えられ

た．さらに，自発休眠導入に必要な温度の検討を行ったところ，5
o
C 条件下では

自発休眠状態に入ったと考えられるものの，15
o
C 条件下では一旦萌芽率は低下

したが，遭遇する時間が長くなるとともに休眠の深さが再び浅くなるものと推

測された．また，植物の芽の休眠と密接な関連があると考えられている植物ホ
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ルモンの ABA 含量は，加温区に比べ自発休眠に導入した露地区で高い値を示し

た．これまでにも，自発休眠期における植物ホルモン含量の変化については多

くの研究が行われており（Chandler ら，1937；Donoho ら，1957；Erez ら，1979；

Wang ら，1985；Powell，1987；Dennis，1994），ブドウを用いた研究（During・

Alleweldt，1973）では，休眠開始期から中期の枝梢中に蓄積される ABA が休眠

の導入および深度と関連があると指摘されている．ニホンナシについては，自

発休眠導入後から打破期にかけて低温積算に伴う花芽原基中のABA含量の低下

が報告されており（田村ら，1992），本研究の結果として示された導入期におけ

る ABA 含量の増加は，ニホンナシの自発休眠導入時に必要な条件であると考え

られた． 

これまでの多くの研究から，低温馴化の過程でABA含量が増加すること（Lang

ら，1994），細胞膜の脂質組成が変化すること（Uemura・Steponkus，1994；Uemura

ら，1995），糖などの細胞内適合溶質が蓄積すること（Koster・Lynch，1992；

Wanner・Junttila，1999；Kamata・Uemura，2004）および多くの低温誘導性遺伝

子が発現することが明らかにされている（Thomashow，1999）．本研究では，ニ

ホンナシの自発休眠機構の解明を目的とし，自発休眠の導入期，最深期，打破

期の 3 つのステージ間で増幅バンド強度の異なる 124 個の cDNA クローンの単

離に成功した． 

その中の No. 15 と No. 205 は水の輸送や脱水反応に関わる機能性遺伝子とし

て確認された．自発休眠導入時には細胞内で脱水反応が起こっており，対照的

に打破期では水分含量の増加が報告されている（望岡ら，1996）．導入期から最

深期にかけて発現量が増加し，打破期には低下した No. 15 は，膜タンパク質と

して知られているアクアポリンの一種である Tonoplast intrinsic protein（TIP）1 を

コードする遺伝子と高い相同性を示した．低温に対する反応や適応に関する機
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構には多くのアクアポリンが関与しており(Mauel ら，2008），モモの自発休眠

期における Pp-γTIP1 遺伝子の発現レベルが少低温要求性品種に比べ，多低温要

求性品種で高いことも示されている（Yooyongwech ら，2009）．また，ニホンナ

シおよびナシ属植物において，種間および季節間で膜の脂肪酸組成や耐寒性に

差異があることも報告されている（Liao ら，1996，1997；松本ら，2010）．これ

らの研究からも，自発休眠期における芽の水分含量の調節を担う遺伝子が自発

休眠の導入や打破を調節していると考えられる． 

また，No. 205 は不凍タンパク質の一つとして知られている Thaumatin-like 

protein をコードする遺伝子と高い相同性を示しており（Ferullo・Griffith，2001; 

Griffith ら，2005），この遺伝子は最深期から打破期にかけて発現量が低下し，

プロテオーム解析の結果からも自発休眠最深期において実際に発現しているタ

ンパク質として同定された．植物は耐凍性を高めるため，冬季にこのようなタ

ンパク質を合成していると考えられるが，このタンパク質をコードする遺伝子

の発現量はシアナミド処理によっても徐々に低下したため，自発休眠の深度の

調節にも関与していると推測された． 

 さらに，解糖系に関与する Fructose-bisphosphate aldolase も自発休眠最深期で

発現量が高まる遺伝子として単離され，タンパク質レベルでも確認された．こ

の他にも，Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，Phosphoglycerate kinase，

Triosephosphate isomerase などいくつかの解糖系で働く酵素が自発休眠最深期で

同定され，自発休眠の深度が深い時期でも解糖系での反応は活発に行われてい

るものと考えられる．また，アスコルビン酸を基質として過酸化水素を無毒化

する L-ascorbate peroxidase は最深期の中でも，シアナミド処理区では確認されず

対照区のみで同定された．自発休眠打破との関連性が示唆されている過酸化水

素（Kuroda ら，2002）の消去系の酵素である Peroxidase は酸化還元酵素に分類
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され，自発休眠打破の生理的機構の解明を目的とした多くの研究が報告されて

いる（Noriega ら，2007；Ben ら，2012）．Kuroda ら（2002）は，ニホンナシの

芽の過酸化水素含量が自発休眠の打破直前まで増加することを確認しており，

自発休眠の最深期では増加した過酸化水素を分解する L-ascorbate peroxidase の

含量が多くなったため，このタンパク質が特異的に単離されたと推測される． 

このような自発休眠最深期で発現レベルが高まるタンパク質やそれをコード

する遺伝子に加え，本研究では導入期から最深期にかけて発現量が低下する遺

伝子も単離された．その中の No. 19 と No. 40 の 2 つの遺伝子は，ニホンナシで

は 11 月から 12 月にかけての発現量の低下がみられたが，タイワンナシでは逆

に発現量が増加した．この No. 19 と No. 40 は，それぞれ Auxin-responsive family 

protein，E3 ubiqutin ligase PUB14 をコードする遺伝子と高い相同性を示した．ま

た，最深期から打破期にかけて発現量が増加し，シアナミド処理により発現量

が徐々に増加したNo. 245はAuxin influx carrier componentと高い相同性を示した．

オーキシンと自発休眠との関係について研究された事例は多く，ブドウでは秋

から冬にかけての茎内のオーキシン活性の低下と，春季における増加が確認さ

れている（Nakano ら，1980）．ニホンナシでも内生 IAA 含量が自発休眠導入期

に低下し打破期に増加することが確認されている（田村ら，1992）．このよう

な自発休眠期におけるオーキシン含量の変化とオーキシン関連遺伝子である No. 

19 と No. 245 の発現量の変化は一致しており，これら 2 つの遺伝子は自発休眠

の導入や打破と密接に関係していると考えられる．一方，本研究で単離された

遺伝子の翻訳産物である E3 ubiqutin ligase はタンパク質にユビキチンを結合さ

せるタンパク質の一種であり，オーキシンと E3 ユビキチンリガーゼが結合し，

AUX / IAA タンパク質をユビキチン化することが報告されている(Pan ら，2009）．

近年の研究では，ヤマナラシ（Populus tremula ×P.tremuloides）の自発休眠導入
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後にオーキシン処理を行っても AUX / IAA 遺伝子の発現誘導されないことも確

認されている（Baba ら，2011）．さらに，ユビキチンリガーゼとオーキシンの

複合体は，自発休眠に関与する転写調節因子として知られている MADS box 

protein family を誘導する（Chao ら，2007）．自発休眠の推移によって発現量が変

化する遺伝子として着目されている MIKC-type dormancy-associated MADS-box

遺伝子は，ニホンナシに加え，キイチゴ（Rubus idaeus L.），ラズベリー（Euphorbia 

esula L.）, モモでも自発休眠関連遺伝子として報告されており（Mazzitelli ら，

2007；Horvath ら，2008；Yamane ら，2008；Li ら，2009；Ubi ら，2010），この

ような遺伝子の発現を調節するユビキチンリガーゼとオーキシンの複合体は自

発休眠の導入や打破を制御する因子であると考えられた． 

本研究により単離されたこのような遺伝子は，ニホンナシの自発休眠導入期

と打破期を予測する発現マーカーとしても有用性があり，ニホンナシの自発休

眠導入に関わる気候条件も明らかとなったことから，既存の打破期を予測する

モデルの起算開始日とそれに伴う打破日の予測もより正確になると考えられた．

さらに，明確となってきた自発休眠機構と実際に発現が確認されたタンパク質

は，今後のシアナミドに代わるより安全で打破効果が顕著な休眠打破剤の開発

にも結び付くものと思われる．また，TH3 と横山の F1 個体である系統番号 No. 74

は，少低温要求性ニホンナシ品種を育成するための中間母本に成りうると考え

られ，本研究の成果が様々な環境下でのより安定したニホンナシ栽培に繋がる

ものと期待される． 

 

 

 

 



116 
 

要旨要旨要旨要旨    

 

近年，ニホンナシ栽培は，ブラジル，ニュージーランド，オーストラリアで

も盛んになっている．このような栽培地域の拡大に伴い，低緯度地域での芽の

自発休眠打破に必要な低温要求量の不足が問題のひとつとして挙げられるよう

になってきた．本研究では，自発休眠機構の解明と少低温要求性ニホンナシ品

種の育成の可能性について検討した． 

 

1. . . . ナシの芽の自発休眠打破に要する低温要求量ナシの芽の自発休眠打破に要する低温要求量ナシの芽の自発休眠打破に要する低温要求量ナシの芽の自発休眠打破に要する低温要求量    

    ニホンナシ品種およびナシ属野生種の萌芽率を調査し，自発休眠打破に必要

な低温要求量を明らかにした．‘豊水’，‘幸水’，‘ゴールド二十世紀’お

よび‘新高’の葉芽は，花芽に比べ低温要求量が多かった．3 地域における‘豊

水’と‘新高’の自発休眠は，低温積算量の蓄積の早さに伴い，鳥取，佐賀，

熊本の順で打破した．熊本における両品種の打破期である 2 月中旬の低温積算

量は 1566 であった．この結果から，熊本においては CU. 1500 以下の低温要求量

を有する品種を選択する必要があると示唆された．調査を行ったニホンナシ品

種の中では，‘あきづき’，‘夏そよか’，‘涼月’および‘新甘泉’の低温要求

量が最も少なかった．一方，最も多かったのは‘秀玉’であり，ニホンナシ品

種の低温要求量には，800－1800 のレンジが確認された．調査を行ったナシ属野

生種のうち 14 種は，1 月 7 日から 2 月 4 日の間に萌芽率が 60%に達した．その

中の P. calleryana（No.12）は低温要求量が最も少なく，低温積算量が蓄積しに

くい地域における少低温要求性台木として期待された． 

 

 



117 
 

2. . . . ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠導入の気象要因とその機構導入の気象要因とその機構導入の気象要因とその機構導入の気象要因とその機構 

ハウス栽培，気温および日長がニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の芽の自発

休眠の導入に及ぼす影響を調査した．ハウス栽培区は露地栽培区に比べて 20 日

程度花芽分化を促進したが，花芽および葉芽の自発休眠導入期には影響を与え

ず，自発休眠打破期への影響もわずかであった．ポット樹を用いて長日処理お

よび温度処理の影響を調査したところ，自発休眠導入期の加温は導入を阻止し

たが，16 時間日長は導入を阻害しなかった．そこで，自発休眠導入に有効な温

度の調査を行ったところ，5
o
C は自発休眠の導入に有効であったが，15

o
C は自

発休眠の導入を阻害した．11 月中旬の露地区における葉芽の ABA 含量は，低温

による自発休眠の導入に伴い上昇したが，加温区では低い値を示した．このよ

うに，ニホンナシ‘ゴールド二十世紀’の葉の自発休眠は，主として秋季の低

温によって誘導されるものと考えられた． 

 

3. . . . ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠導入および打破に関与する遺伝子の解析導入および打破に関与する遺伝子の解析導入および打破に関与する遺伝子の解析導入および打破に関与する遺伝子の解析    

 ニホンナシの自発休眠機構の解明を目的として，DD 法により自発休眠の導

入および打破に関与する候補遺伝子を単離した．GeneFishing
TM

 DEG Premix Kit

の全 120 プライマーセットを使用し，導入期，最深期および打破期でバンド強

度の異なる 124 個の cDNA クローンを単離した．そのうち，導入期，最深期お

よび打破期でバンド強度が強かったクローンは，それぞれ 30，54，19 クローン，

導入期と打破期の両ステージでバンド強度が強かったクローンは 21 クローンで

あった．BLASTX による相同性検索の結果，12 個の遺伝子が機能性遺伝子とし

て確認され，ステージ間で有意な発現量の差がみられた 8 クローンについてリ

アルタイム PCR 法で発現解析を行った．ニホンナシの自発休眠導入期から最深

期にかけて発現量が低下した No. 19 と No. 40 の 2 つの遺伝子は，同時期のタイ
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ワンナシの芽において発現量が増加した．この 2 つの遺伝子は，それぞれ

Auxin-responsive family protein と E3 ubiqutin ligase をコードする遺伝子と高い相

同性を示すことが確認された．No. 15 は Tonoplast intrinsic protein（TIP）1，No. 205

は Thaumatin-like protein をコードする遺伝子と高い相同性を示し，これらの遺伝

子は最深期から打破期にかけて発現量が低下した．また No. 15 はシアナミド処

理 24 時間後に発現量が増加した後，72 時間後には低下し，No. 205 はシアナミ

ド処理後，徐々に発現量が低下した． 

これらの遺伝子は，自発休眠の導入および打破の調節に関与していると考え

られた． 

 

4. . . . ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠ニホンナシの芽の自発休眠打破に関与するタンパク質の解析打破に関与するタンパク質の解析打破に関与するタンパク質の解析打破に関与するタンパク質の解析    

 ニホンナシの自発休眠打破機構の解明を目的として，自発休眠最深期と打

破期の芽で発現しているタンパク質を比較し，質量分析法によりタンパク質の

同定を行った．二次元電気泳動後のゲルを銀染色法で染色した結果，それぞれ

のゲルで約 300 個のスポットが確認され，4 区を比較したところ，pI 約 4.9・M.W. 

約 32 kDa，pI 約 5.0・M.W. 約 30 kDa，pI 約 5.2・M.W. 約 30 kDa の 3 つのスポ

ットは，4 区間で形状および濃さに違いがみられた．また，12 月 24 日の対照区

では確認されなかった pI 約 5.4・M.W. 約 24 kDa のスポットが 12 月 24 日のシ

アナミド処理区および 2月 16日の両処理区で確認された． 

一次元 SDS-PAGE 後のゲルを用いた質量分析の結果，78 個のタンパク質が 12

月 24 日の両処理区間で共通して同定された．その中の 38 個は酵素として確認

され，酸化還元酵素の割合が 41%と最も多かった．また，12 月 24 日と 2 月 16

日の両日で共通して同定されたタンパク質は 34 個であった．一方，L-ascorbate 

peroxidase 1 は 4 処理区中の 12 月 24 日の対照区のみで同定された． 
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5. . . . ニホンナシ系統ニホンナシ系統ニホンナシ系統ニホンナシ系統 TH3と少低温要求性タイワンナシ横山のと少低温要求性タイワンナシ横山のと少低温要求性タイワンナシ横山のと少低温要求性タイワンナシ横山の F1における自発休における自発休における自発休における自発休    

眠特性眠特性眠特性眠特性 

‘おさ二十世紀’の自殖後代で S4
sm遺伝子をホモでもつニホンナシ系統 TH3，

台湾在来ナシ横山，およびそれらの交雑によって得られた F1 系統群の萌芽率を

3 年間にわたり調査した．F1 個体は S 遺伝子の判定と SSR マーカーによる親子

鑑定の結果から，全個体がこの両親に由来する後代であると同定された．全調

査日において横山の萌芽率は 60%以上であり，11 月下旬～1 月上旬までの間に

自発休眠に導入しなかった．一方，TH3 の萌芽率は常に横山に比べて低く，そ

の値は 12 月上旬から 1 月上旬にかけて徐々に上昇した．いずれの調査日ともに，

F1 個体が示す萌芽率は横山と TH3 の萌芽率の間に広く分布した．全 9 回の調査

日のうち 8 回の調査日において，F1 個体の萌芽率の平均値は横山より TH3 の萌

芽率に近い値を示した．そこで TH3 が自発休眠の深度に関する優性遺伝子をホ

モでもつと仮定し χ
2 検定を行ったが，この仮定は棄却された．これらの結果か

ら，低温要求量を決める遺伝要因には QTL が存在すると考えられた．多くの F1

個体の落葉期は TH3 の落葉日に比べ横山の落葉日に近かった．一方，F1個体の

展葉期は横山と TH3 の展葉日のほぼ間にあたる 4 月 9 日に集中していた． 
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Summary    

 

The cultivation area of Japanese pear has been extending in Brazil, New Zealand and 

Australia in recent year. However, a lack of winter chilling for breaking bud 

endodormancy has been occurring in the low-latitude regions. We studied the 

mechanism of endodormancy and breaking system of Japanese pear cultivar that has 

low chilling requirements in the present paper. 

 

1. The chilling requirement for breaking bud endodormancy in pear plants 

    We investigated the occurrence of bud break in Japanese pear cultivars and wild pear 

species to estimate the chilling requirement for breaking bud endodormancy. The leaf 

buds of the ‘Hosui’ and ‘Kosui’ showed a higher chilling requirement than their lateral 

floral buds. The dormancy breaking periods for the ‘Hosui’ and ‘Niitaka’ cultivars in 

three areas, namely Tottori, Saga, and Kumamoto, were completely dependent on the 

chilling accumulation in each cultivar and area. Among these areas, a CU value of 1,566 

was observed in Kumamoto in mid- or late February. This result suggest that pear 

cultivars having less than 1,500 CU should be selected for commercial production in 

that specific area. Among the observed Japanese pear cultivars, ‘Akizuki,’ 

‘Natsusoyoka,’ ‘Ryougetsu,’ and ‘Shinkansen’ showed the lowest chilling requirement, 

whereas ‘Syuugyoku’ showed the highest. The chilling requirements of Japanese pears 

ranged from 800 to 1800 CU. Among the examined wild pear plants, a bud break 

incidence of at least 60% was observed in 14 plants during the period from January 7 to 

February 4. Among these, P. calleryana (No. 12) showed the lowest chilling 

requirement and was thus identified as a useful rootstock for warm-winter regions. 
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2. The mechanism and weather factor on bud endodormancy induction in 

Japanese pear 

We investigated the effects of plastic house cultivation, temperature and day length 

during late autumn on induction of endodormancy in the Japanese pear ‘Gold Nijisseiki’. 

The plastic house cultivation advanced the initiation and development of flower bud by 

about 20 days compared with that under open-field cultivation. However, the plastic 

house cultivation was hardly effective in the induction and development of 

endodormancy of either flower or leaf buds. The potting experiment demonstrated that 

the lack of chilling inhibited the induction of bud dormancy, but the 16 hours 

photoperiod did not prevent dormancy induction. Temperature of 5
o
C was effective for 

inducing leaf bud endodormancy in the cuttings, whereas a temperature of 15
o
C was 

in effective. Leaf bud ABA concentrations in open-field cultivated ‘Gold Nijisseiki’ 

were increased with the induction of endodormancy by chilling in mid-November. 

However, the ABA concentrations in un-chilled plants were lower. In conclusion, the 

endodormancy of the Japanese pear ‘Gold Nijisseiki’ was mainly induced by low 

temperatures in autumn. 

 

3. Expression analysis of candidate genes related to endodormancy induction and 

breaking in Japanese pear 

To identify functional genes related to endodormancy in pear plants, we isolated 124 

clones that exhibited differential expression between the 3 periods of bud 

endodormancy in Japanese pear by using the GeneFishing polymerase chain reaction 

(PCR) method. Among them, 30, 54, and 19 clones were highly expressed during the 
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induction period (IP), deepest period (DP), and breaking period (BP) of endodormancy, 

respectively. In addition, 21 clones were overexpressed at IP and BP. Basic Local 

Alignment Search Tool searches revealed 13 of these clones to be known genes. Using 

the results of real-time PCR analysis, we focused on a subset of 8 clones as potential 

candidate genes related to bud endodormancy. The expression of 2 genes decreased 

from IP to DP during endodormancy in Japanese pear, but increased in Taiwanese pear, 

a plant that does not enter endodormancy during the same period. These genes were 

highly homologous to those encoding auxin-responsive family protein and E3 ubiquitin 

ligase PUB14. Expression of tonoplast intrinsic protein 1 increased briefly before BP 

and after 24 h of hydrogen cyanamide (HC) treatment. During BP, genes highly 

homologous to those encoding thaumatin-like protein and auxin influx carrier 

component showed decreased and increased expressions, respectively. This was also 

observed following HC treatment. We suggest that the genes identified in this study 

play a role in the regulated induction or breaking of endodormancy in the vegetative 

buds of Japanese pear. 

 

4. Analysis of proteins related to bud endodormancy breaking in Japanese pear 

To identify proteins related to breaking of endodormancy in pear plants, we compared 

protein spots that exhibited differential expression between Hydrogen Cyanamid (HC) 

treated and untreated Japanese pear on deepest and breaking periods of endodormancy 

by using the two-dimensional electrophoretic method (2D). Approximately 300 spots 

were exhibited in each gel after silver staining, we focused 3 spots that were differential 

density or figure among the 4 gels. pI value and molecular weight of these spots were pI 

4.9・M.W. 32 kDa，pI 5.0・M.W. 30 kDa and pI 5.2・M.W. 30 kDa, respectively. In 
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addition, the spot of pI 5.4・M.W. 24 kDa was specifically shown in HC treatment on 

24th December and both treatment on 16th February. 

From the result of mass spectrometry using gel after SDS-PAGE, 78 proteins were 

identified as protein common to both HC treatment and untreatment on 24th December. 

Among them, 38 proteins were classified as enzyme, and oxidoreductase was the largest, 

accounting for 41% of the total. L-ascorbate peroxidase 1 was specifically identified 

only untreatment on 24th December among 4 treatment. 

 

5. Characteristics of endodormancy on F1 fybrids between Japanese pear TH3 and 

Taiwanese pear Yokoyama 

We investigated the budbreak percent in Taiwanese pear Yokoyama, Japanese pear 

strain TH3 which S1 of ‘Osa-Nijisseiki’ having homozygote of S4
sm

 gene and their F1 for 

3 years. All F1 plants were identified as the offspring from a cross of TH3×Yokoyama 

by S-allele genotypes and SSR marker analysis. The percentage of budbreak in 

Yokoyama was higher than 60% on all observational days, thus Yokoyama did not 

induce endodormancy from late November to early January for the 3 years. The 

percentage of budbreak in TH3 was lower than Yokoyama on any observational days 

and it gradually increased from early December to early January. The percentage of 

budbreak in F1 plants was widely distributed between that of Yokoyama and TH3 on all 

observational days. On 8 times among the all observational days of 9 times, the average 

value of the budbreak percent in F1 plants was near to that of TH3 rather than Yokoyama. 

We formulated hypothesis that TH3 has homozygote of a dominant gene involved depth 

of endodormancy, but the hypothesis was rejected by chi-square test. From these results, 

it was suggested that pear plant had quantitative trait loci to decide chilling 
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requirements as the genetic factor. The defoliation period in many F1 plants was close to 

that in Yokoyama rather than TH3. Most F1 plants foliated in April 9th when the day of 

foliation between that of Yokoyama and TH3. 
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