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１．はじめに

　キハダはミカン科の落葉高木で、国内では北海

道から九州までの山地の林内に生え、朝鮮半島、中

国の北部および東北部、及びロシア連邦アムール

州にも分布します。鮮やかな黄色の内樹皮は生薬

であるオウバクの原料になります。主要な薬効成

分はベルベリンというアルカロイドの一種で、健

胃剤、整腸剤として古くから利用されてきました。

林木育種センターでは、国産キハダの造林需要に

備えるため、遺伝資源の収集保存、国内の遺伝的多

様性の調査、種子や苗の移動可能範囲について調

べるための産地試験地の造成といった基礎データ

の蓄積を進めています。

　フェノロジーは「生物季節（学）」と訳されます。季

節の移り変わりにともなう生物の状態や行動の変

化（およびそれについて研究する学問）のことで、サ

クラの開花やセミの初鳴きなどが有名です。なか

でもキハダなどの落葉樹にとって、春の開葉タイ

ミングと秋の落葉（休眠）タイミングは成長や生存

に直結した重要な形質です。落葉樹は、春はなるべ

く早く芽吹き、秋はなるべく遅くまで葉をつけ続

けることで、光合成をしている期間を長くしたい

はずです。一方で、春の遅霜に芽吹いたばかりの若

葉が傷害を受けたり、秋の初霜で休眠が完了して

いない冬芽が凍ったりしないように、対策する必

要もあります。こういったジレンマに、落葉樹はど

のように対処しているのでしょうか。

　本稿では、キハダ実生において観察された開

葉・落葉フェノロジーの産地間変異について紹介

します。

２．材料と方法 

　国内５ヶ所の産地（北海道、東北地方、中部地方、

中国地方、九州）からキハダの種子を採取し、育種セ

ンター（日立市）構内の苗畑で育苗しました（図１）。

　開葉フェノロジーについては、2019年秋に播種

した当年生実生の開葉のタイミングを翌2020年２

月から５月にかけて観察しました。産地ごとに２

～３系統、１系統あたり３個体を観察に使用しま

した。開葉指数は冬芽の状態である０から、完全に

開葉した状態である４までの５段階で評価しまし

た（図２）。

　落葉フェノロジーについては、2020年春に播種

１. ゲノム編集樹木

　ゲノム編集技術はゲノムDNAの狙った場所を

改変する技術として、近年樹木での応用例が増加

しています。森林バイオ研究センターでは、ゲノム

編集技術の一つであるCRISPR/Cas9システムの

樹木への応用を進めており、これまでに無花粉ス

ギなどのゲノム編集樹木の作製に成功しています

（林木育種情報No.39）。

２. ゲノム編集樹木の作製過程の課題

　現在主流となっているゲノム編集技術では狙っ

た場所で生じる変異のパターンはランダムである

ため、当初意図していなかったパターンの変異が

生じることがあります。また、再生した個体が体細

胞キメラ（変異パターンの異なる複数の細胞が混

ざっている個体）を示すこともあります。そのた

め、最終的に作製したゲノム編集樹木では意図し

た変異パターンを有し、体細胞キメラではない変

異体を選抜しなければならないという課題があり

ます。

３. 小型の次世代シーケンサー

　上記の課題を解決するために、ゲノム編集によ

り改変されたゲノムDNAの塩基配列を効率的に

決定する手法の開発が急務となっています。解決

方法の一つとして、次世代シークエンサーを用い

てゲノム編集を行った領域の塩基配列を決定する

手法があります。森林バイオ研究センターでは、

Oxford Nanopore Technologies社が販売して

いるナノポアシークエンサー（以降、ナノポア）を

用いた手法の開発をここ数年行ってきました。ナ

ノポアは非常に小型で持ち運び可能でありなが

ら、数10キロ塩基以上の超長鎖DNAから数100塩

基の短鎖DNAまで幅広く塩基配列の解読が可能

です。当センターでは、ナノポアで最も小型の解析

用セル（フロングル）を使用しています（図１）。フ

ロングルは20サンプル程度の小規模な解析に適

しており、１セルあたり67ドル（およそ１万円）と

格安であるため、手軽に利用できます。

４. ナノポアを用いたゲノム編集樹木の選抜

　ナノポアを用いてゲノム編集樹木を選抜するた

めに、まず、ゲノム編集を行ったゲノム領域を

PCR法により増幅しました。その後、増幅した

PCR産物をナノポアにより塩基配列を決定し、

データ解析を行うことで変異パターン及びキメラ

性を正確に決定しました。これらの成果から、今回

開発した手法が目的とするゲノム編集樹木を選抜

する手法として有用であることが実証できまし

た。本手法は１サンプル2,000～5,000円で解析が

可能であり、500メガ塩基以上の情報を１日で取

得することができることから、効率的かつ安価な

手法であると言えます。

５. おわりに

　ナノポアは日進月歩で改良が進んでおり、販売

当初欠点と考えられていたエラー率の高さも改善

が進んでいます。今後は、デバイスの改善に合わせ

解析手法の最適化を行い、さらに効率的な手法へ

と改善していく予定です。

（森林バイオ研究センター　佐藤　良介）

掌サイズのシークエンサーを用いたゲノム編集樹木の選抜

した当年生実生の落葉のタイミングを同年９月か

ら12月にかけて観察しました。落葉指数は全く落葉

していない１から、完全に落葉した状態である５ま

での５段階で評価しました。産地ごとに３～５系

統、１系統あたり３個体を観察に使用しました。観

察対象の個体ごとに開葉・落葉指数を記録し、各記

録日における指数を産地ごとに平均しました。

３．キハダ実生のフェノロジー

　開葉フェノロジーでは、３月下旬から九州産が

最も早く開葉を開始しました（図３）。５月１日には

九州産の全個体の開葉が完了しました。続いて中

部産、関西産、北海道産と続き、最も開葉が遅かった

のは東北産でした。

　落葉フェノロジーでは、おおむね北海道産、東北

産、中部産、関西産、九州産の順で落葉が進みまし

た。北海道産は急激に落葉したため指数２を示さ

ず、10月に入ると一気に指数３まで進行しました

（図４）。一方、九州産はゆっくりと落葉し、完全に落

葉した状態の指数５となったのは12月に入ってか

らでした。このように、北海道や東北といった緯度

が高い産地出身の系統では落葉が早くなる傾向が

見られました。

４．葉をつけている期間と気候

　開葉フェノロジーの結果では、産地の緯度が高

いほど遅く開葉する傾向が見られました。一方、落

葉フェノロジーでは、産地の緯度が高いほど早く

落葉する傾向が見られました。これは、高緯度地域

（北海道・東北）では葉をつけている期間が短くなる

ということを示唆しています。キハダの当年生実

生では、高緯度地域では芽吹きを遅く、落葉を早く

することで、春先と秋口の霜を避ける適応が起

こっている可能性があります。また、低緯度で霜に

あたる可能性が低い地域では、葉をつけ光合成で

きる期間を延ばすように地域の気候に適応してき

たのかもしれません。今後は産地試験地を活用し、

開葉・落葉フェノロジーの適応が成木でも見られ

るか観察していく予定です。

（遺伝資源部　探索収集課　稲永　路子）
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図3　開葉指数の産地間差

図４　落葉指数の産地間差
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図１　ナノポアシークエンサー


