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研究成果の概要（和文）：B(b)遺伝子座は第10染色体上に座乗していると考えられた．また,A(a)遺伝子座は第7
染色体上にあることがわかった．これらの結果を踏まえ，2遺伝子座A(a)およびB(b)において両方が優性遺伝子
を保有した場合には座止が起こる，という仮説が検証された．また,CAPsマーカーによって,B(b)遺伝子座の推定
座乗位置まで2,445,537塩基まで狭めることができた.リシークエンスの結果得られた第10染色体上に座乗するB
(b)候補遺伝子168個のうち，座止個体の茎頂分裂組織において遺伝子発現が上昇していた遺伝子は12個で，ほと
んどが病害抵抗性に関与する遺伝子であった．

研究成果の概要（英文）：The B (b) locus was thought to be located on chromosome 10. The A (a) locus 
was found to be on chromosome 7. Based on these results, the hypothesis that a plant has two loci A 
(a) and B (b) both carrying dominant genes grows abnormally. In addition, using CAPs markers 
candidate gene for B gene was supposed to locate within 2,445,537 bases. Among them, 12 genes highly
 expressed in shoot apical meristems of abnormal individuals, and most of which were involved in 
disease resistance. 

研究分野： 園芸学

キーワード： トウガラシ　種間交雑障壁　エピスタシス　NGS　CAPsマーカー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
園芸学は品種の拡大を通じて、食の多様化に貢献してきた。一方で品種育成の目指すべきポイントは徐々に細か
な形質改変に向けられており、大きな変革は起こしにくくなっている。これを打破するための一つの手段として
種間交雑が挙げられる。種間交雑を行うためにはその遺伝的障壁を打破する必要がある。この研究では、トウガ
ラシの種間交雑障壁が２遺伝子で決まっていることを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
交雑育種は現在の品種改良の主流であり，両親の優れた形質を併せ持つ新品種を得ることを目

的に行われる．交雑育種を行うためには生殖隔離が生じていない両親を選択する必要がある．交
雑不親和性は育種の幅を狭める要因であり，様々な植物において多様なフェーズでの交雑不親
和性が確認されている(Futuyma，2005)．接合前にみられる交雑不親和性の例としては花粉伸長
阻害および受精阻害が挙げられ，接合後にみられる交雑不親和性の例としては胚崩壊および発
芽後の生長阻害が挙げられる．1 種類の交雑不親和のみが起こっているか，あるいは，複数の交
雑不親和が起こっているか，ということも，植物種あるいは品種により様々である． 
ピーマンやトウガラシが属する Capsicum 属の育種は，欧米を中心に 150 年以上の歴史があり，

日本においては，洋風料理や中華料理の普及に伴って，1960 年代より独自の品種改良が進めら
れてきた．日本において栽培されるほとんどの品種は Capsicum annuum であるが，世界には野生
種を含め，十数種が存在する．広瀬ら(1960)は，C. annuum 以外の種がもつ辛味性や耐暑性に着
目し，品種交雑を試みている．その報告では，複数の親の組み合わせにおいて結実し稔実種子を
得ることができるものの，発芽不良が起こることが明らかとなっている．矢澤ら(1989，1990)お
よび Inai ら(1991)の報告においても同様の傾向が観察されており，交雑による生育不良現象は種
子親に一部の C. annuum を用いた場合には生じない．なお，矢澤らは，この生育不良現象を座止
と呼んでいる． 
これらの報告を鑑みると，座止は２つの核遺伝子のエピスタシスが関与することが予想された．

また，Bateson ら(1909)，Dobzhansky ら(1937)および Muller ら(1942)の報告も参考にし，我々は第
2 図のような仮説を立て，エピスタシス現象に関わると予想される 2 遺伝子を A(a)遺伝子および
B(b)遺伝子と名付けた．つまり，A(a)遺伝子および B(b)遺伝子が共に劣勢であった場合および
A(a)遺伝子および B(b)遺伝子の片方のみが優勢であった場合には発芽および植物体の成長が正
常に起こるが，A(a)遺伝子および B(b)遺伝子が共に優性であった場合には座止が発現する，とい
う仮説である． 

Bateson ら(1909)，Dobzhansky ら(1937)および Muller ら(1942)の報告を参考にし，エピスタシス
現象に関わると予想される 2 遺伝子を A(a)遺伝子および B(b)遺伝子と名付けたトウガラシで特
定することを目的とした．つまり，A(a)遺伝子および B(b)遺伝子が共に劣勢であった場合および
A(a)遺伝子および B(b)遺伝子の片方のみが優勢であった場合には発芽および植物体の成長が正
常に起こるが，A(a)遺伝子および B(b)遺伝子が共に優性であった場合には座止が発現する，とい
う仮説である． 
 
２．研究の目的 
本研究ではA(a)遺伝子座の調査で用いた品種の交雑順を変更してB(b)遺伝子探索用の集団を作

出し，交雑実験，発芽試験および遺伝子解析を行った．さらに，B(b)遺伝子特定に向け，交雑集
団作成，ジェノタイピング，リシークエンスおよび RNA-seq から B(b)遺伝子の候補領域を調査
した． 
また，座止症状を表す個体において茎頂分裂組織が存在するのかという疑問を解決するため，

正常個体および座止個体の茎頂部分の観察を行った．  
 
３．研究の方法 
植物材料および交雑実験 

C. annuum ‘紫 MS’， ‘タカノツメ’および C. chinense ‘Charapita’を供試した．矢澤ら（1989）の
研究結果から ‘紫’および ‘紫 MS’は aabb 型， ‘タカノツメ’は aaBB 型， ‘Charapita’は AAbb 型
と予想することができた．交雑を行い， (‘紫’× ‘タカノツメ’) × ‘Charapita’，(‘タカノツメ’× ‘紫’) 
× ‘Charapita’および{(‘紫 MS’× ‘Charapita’) × ‘タカノツメ’}× ‘Charapita’の種子を多数得た．なお，
緒言において述べた仮説に従うと，これらの種子を発芽させた植物体の形質の個体数の比率は，
いずれも Aabb(正常)：AaBb(座止)＝1：1 に分離すると予想できる． 
 
RAD-seq 
（‘タカノツメ’×’紫’）× ‘Charapita’の正常個体および座止個体を供試した．DNA を抽出した後，
制限酵素で切断した DNA 断片をシークエンスして得た RAD リードを C. annuum のリファレン
ス配列（Pepper.v.1.55，Zunla-1_v2.0 および Capsicum_annuum_UCD10X_v1.0）を取得し，これに
RAD リードをマッピングして SNP を検出した．さらに，R を用いて遺伝子型と表現型の相関解
析を行った． 
 
CAPS マーカーによるジェノタイピングおよび組み換え系統のリシークエンス 
（‘タカノツメ’×‘紫’）× ‘Charapita’および {(‘紫’× ‘Charapita’)× ‘タカノツメ’}× ‘Charapita’の種子
を用意した.ジェノタイピングによって見出された組み換え系統のうち，形質が正常・ジェノタ
イプが座止と判定された 2 系統については，DNeasy(Qiagen)を用いて DNA 抽出し，リシークエ
ンスに供試した，リファレンス配列は Capsicum_annuum_UCD10X_v1.0 を用いた．また，‘タカ
ノツメ’の 10X ライブラリーを構築し，シークエンスを行い，本研究で用いることができる精
密なリファレンスを作成した．組み換え系統のリシークエンスデータ，梅林(2018)で行った親系
統( ‘紫’および ‘Charapita’)のリシークエンスデータ，およびタカノツメ 10X リファレンスデータ
を比較し，候補領域を推定した． 
 
茎頂部のレジン切片作成および茎頂分裂組織の観察 
（‘タカノツメ’× ‘紫’）× ‘Charapita’の正常個体および座止個体を供試した．サンプルをプラスチ
ック型に向きに注意して入れ，置換用レジン液：Hardner II＝6：1〜9：1 に調整した包埋用レジ



ン液を素早く流し込んだ．その後，サンプルの向きを再調整し，包埋用レジン液が表面まで完全
に固まった後，全自動回転式ミクロトーム(Leica RM2155)を用いて厚さ 5μm の切片を作成した．
これをスライドグラスに貼り付け，0.05%(w/v)トルイジンブルーで 1 分染色し，その後流水で 10
分間洗い流し，乾燥後にカバーグラスで覆った．これをデジタルマイクロスコープ(BX53, 
OLYMPUS)で観察した． 
 
発芽温度および生育温度を変化させた雑種後代の生育の観察 
{(‘紫’× ‘Charapita’)× ‘タカノツメ’}× ‘Charapita’の種子を用意した. 35℃あるいは 30℃のインキュ
ベーター(CCFL ライト)において発芽させた（35℃処理，30℃処理）．子葉展開後に正常個体と座
止個体を判別し，フェノタイプ正常：フェノタイプ座止の割合を調査した．播種から 1 ヶ月後，
正常個体の一部を 25℃のインキュベーター(LED ライト)に移動させた.その他の個体については，
継続して 35℃で栽培した .なお，最高最低温度計で計測した温度条件は以下の通りであった. 
 ・35℃インキュベーター(日本医科器械製作所，TG-280CCFL-5LD-SZ)：最高温度 36.5℃，最低
温度 35℃ 
 ・30℃インキュベーター(日本医科器械製作所，，TG-280CCFL-5LD-SZ)：最高温度 32℃，最低
温度 29.5℃ 
 ・25℃インキュベーター(日立製作所，CRB-32L)：最高温度 26℃，最低温度 26℃ 
また，発芽した個体の葉から DNA を抽出し，プライマー8 および制限酵素を用いてジェノタイ

ピングを行い，ジェノタイプ正常：ジェノタイプ座止の割合を調査した． 
 
茎頂部分の RNA-seq 
 {(‘紫’× ‘Charapita’)× ‘タカノツメ’}× ‘Charapita’種子を用意し，発芽させた．実生の分離比が概ね
1：1 になったことを確認したのち，正常個体と座止個体にサンプリングした．フェザー剃刀を
用いて，正常個体および座止個体の実生から茎頂分裂組織を切断した．なお，正常個体は既に本
葉が展開しているため，本葉部分は丁寧に取り除き茎頂部分のみを摘出した．正常個体から切断
した茎頂部分 20 個および座止個体から切断した茎頂部分 41 個をそれぞれチューブにまとめて
入れ，RNeasy(QIAGEN)を用いてバルク RNA を抽出した．これを RNA-seq に供試し，シーケン
スデータを取得した．  
 
４．研究成果 
交雑実験および発芽試験による後代の形質判別およびその分離比 

(‘タカノツメ’ × ‘紫’) × ‘Charapita’の種子において，正常個体数は 102 個体，座止個体数は 97 個
体であった．また，(‘紫’× ‘タカノツメ’) × ‘Charapita’の種子において，正常個体数は 33 個体，座
止個体数は 38 個体であった．これらの P 値は，それぞれ，0.43 および 0.51 であり，後代の分離
比は期待値と有意に異ならなかったことから，第 3 図のような遺伝様式である可能性は高いと
考えられた．よって，以降，‘紫 MS’は aabb 型， ‘タカノツメ’は aaBB 型， ‘Charapita’は AAbb
型と想定して解析を行った． 
正常個体と座止個体を比較すると，子葉の形状，大きさおよび色の違いの他にも，根の量およ

び主茎の長さが異なることが観察できた．正常個体と比較して，座止個体は，子葉のサイズが小
さく波打っている様子がみられ，濃緑色であった．また，主茎の長さは短く，根は本数が少なく
短かった．  
 
SNPs と形質の相関解析による B(b)遺伝子の座乗染色体特定および仮説の検証 
 SNPs および形質の相関解析をあらわすマンハッタンプロット図において，第 10 染色体の一部
分において-logP 値のピークがみられた．第 1 から第 12 染色体上のいずれの染色体にも当ては
めることができなかった SNPs を第 0 染色体上の SNPs として分類しており，この一部において
もピークが検出された．-logP 値は，概ね，5 以上であれば相関があるとされており，第 10 染色
体上のピーク部分はいずれのも 5 以上を示すことから，このピーク部分は形質と SNPs が有意に
相関があると考えられた．よって，B(b)遺伝子座は第 10 染色体上に座乗していると考えられた．
また，梅林(2018)の交雑実験および遺伝子解析より，A(a)遺伝子座は第 7 染色体上にあることが
わかっている．これらの結果を踏まえ，2 遺伝子座 A(a)および B(b)において両方が優性遺伝子を
保有した場合には座止が起こる，という仮説が検証された． 
 
ジェノタイピングおよびリシークエンスによる B(b)遺伝子候補領域の推定 
正常個体および座止個体 177 個体について，7 種類の

CAPS マーカーを用いてマーカー選抜を行ったところ，
作成したマーカーのリファレンス配列における位置が
第 10 染色体の端に近いほど組換え価が小さく，目的遺
伝子と距離が近いことが示唆された（第１表）.これら
の結果から，QTL-seq による予測範囲の外側，つまり，
UCD219223145 からテロメア側に遺伝子の位置を予測
することができた．さらに，プライマー7 よりも外側
で作成したプライマー8を用い 1091個体についてマー
カー選抜を行ったところ，組換え系統が 5 個体確認で 
きた．また，プライマー8 における組換え価は 0.46%

であり，プライマー1 から 7 の組換え価と比較して小
さかった.よって，B(b)遺伝子はリファレンス配列にお
けるプライマー8 の位置よりも外側にあることが示唆

1 177 22 12.4

2 177 22 12.4

3 177 17 9.6

4 177 16 9.0

5 177 16 9.0

6 177 1 0.6

7 177 1 0.6

8 1091 5 0.5

プライマー番号 調査個体数 組み換え系統数
組み換え価

(%)

第１表 ジェノタイピングに用いたプライマー，調査個体
数，組み換え系統数および組み換え価 
 



された．26 プライマーはすでにテロメア付近であるが，テロメアまでは 2,445,537 塩基(約 2Mb)
あることが予想された． 
さらに，形質が正常・ジェノタイプが座止と判定された 2 系統のリシークエンスから，さらに，

候補領域は約 1.3Mb に狭められた．また，リファレンス配列 Zunla-1_v2.0 における候補領域内
遺伝子は 168 個存在しており，これらのうちのいずれかの遺伝子が B(b)遺伝子の候補遺伝子で
あると考えられた． 
 
茎頂分裂組織の観察 
正常個体および座止個体は，いずれも茎頂分裂組織が存在していた．よって，座止個体におい

ては，茎頂分裂組織がないというわけではなく，成長が停止していることが示唆された．また，
座止個体において，CLV3 の発現量が変動していない可能性が示唆され，茎頂分裂組織形成後の
細胞分裂および伸長に異常があると考えられた．トルイジンブルー染色は，特に核，粗面小胞体
およびリボゾームを濃く染色する方法であり，茎頂分裂組織のような分裂能が高い組織の染色
性が高いことが知られている．正常個体において，茎頂分裂組織および葉原基の先端において特
に濃く染色されているが，これと比較すると，座止個体においては，茎頂分裂組織および葉原基
の染色性が低いことが観察された．よって，座止個体の茎頂分裂組織および葉原基における細胞
分裂活性が低く，その結果本葉が形成されないことが示唆された． 
 
発芽温度および生育温度を変化させた雑種後代の生育の観察 

35℃処理においてはフェノタイプ正常：フェノタイプ不明＝7：1，ジェノタイプ正常：ジェノ
タイプ座止＝2：5 であった．30℃処理においてはフェノタイプ正常：フェノタイプ不明＝15：
2，ジェノタイプ正常：ジェノタイプ座止＝7：10 であった．全ての個体の実生について，子葉展
開時にはそのサイズおよび色が正常個体のように見え，うねりも観察されなかった．フェノタイ
ピングでは正常生育を示したがジェノタイピングでは座止と判定された個体は，35℃処理にお
いて 10 個体，30℃処理において 8 個体みられた．よって，25℃条件では座止症状を示す個体
(AaBb 型)を高温条件で発芽させると，座止症状が打破されたと考えられた．これは，タバコに
おける Marubashi・Kobayashi(2002)の報告と類似していた．30℃条件でさらに栽培を続けたとこ
ろ，播種 47 日後の測定において，フェノタイプ正常・ジェノタイプ座止個体の草丈および葉の
枚数はフェノタイプ正常・ジェノタイプ正常個体と比べ低く，明らかな生育遅延がみられた．そ
の後も，30℃条件でフェノタイプ正常・ジェノタイプ座止個体の観察を続けたところ，播種約 180
日時点において，草丈は約 5-7 cm 程度であり，開花および結実は起こらなかった．よって，30℃
条件での栽培は生育初期における実生の茎頂分裂組織の活性化には有効であるものの，その後
の生育への効果は薄いことが考えられた． 
播種 1 か月後に，フェノタイプ正常・ジェノタイプ座止個体を 35℃条件および 30℃条件から

25℃条件へ移動させ，47 日後に観察を行ったところ，高温条件で栽培を続けたフェノタイプ正
常・ジェノタイプ座止個体と比較して本葉の大きさおよび葉柄の長さが短かった．よって，高温
処理した実生を 25℃条件で栽培すると，生育が遅延あるいは停止した可能性が考えられた． 
高温発芽および栽培実験では，座止の完全な打破には至らなかったものの，25℃条件における

ジェノタイピング座止個体では起き得ない本葉の出現を観察することができた．これは，高温と
いう外部要因が茎頂分裂組織の遺伝子発現に影響を与えているものと示唆され，それによって
茎頂部での分裂伸長，葉原基発生および本葉の成長が起こったと考えられた． 
 
茎頂分裂組織の RNA-seq 
 リシークエンスの結果得られた第 10 染色体上に座乗する B(b)候補遺伝子 168 個のうち，logFC
が 2 以上のものを遺伝子発現に変動がある遺伝子としてピックアップした．座止個体の茎頂分
裂組織において遺伝子発現が上昇していた遺伝子は 12 個，正常個体の茎頂分裂組織において遺
伝子発現が上昇していた遺伝子は 14 個存在した(第２表および第３表)．座止個体の茎頂分裂組
織において遺伝子発現が上昇していた遺伝子に関しては，病害抵抗性に関与する遺伝子が多く
見られた．  
 
 

 

 
 

Gene ID Description logFC

Capana10g002355 probable disease resistance protein At1g12280 3.10Capana10g002397 disease resistance protein RPS2-like 1.84

Capana10g002398 disease resistance protein At4g27190-like 2.40

Capana10g002404 probable disease resistance protein At4g27220 4.60

Capana10g002413 U-box domain-containing protein 4-like 5.57

Capana10g002424 thioredoxin-like 3-1, chloroplastic isoform X1 2.00

Capana10g002439 Jacalin-related lectin 3 3.77

Capana10g002442 glutamate dehydrogenase 2.23

Capana10g002468 Sigma factor binding protein 1, chloroplastic 3.00

Capana10g002474 glucan endo-1,3-beta-glucosidase 8-like isoform X1 2.43

Capana10g002483 cytochrome P450 98A2-like 9.21

Capana10g002485 cytochrome P450 98A2-like 5.40

Capana10g002491 calmodulin-binding protein 25-like 1.82

第２表 座止個体の茎頂分裂組織において発現が上
昇していた遺伝子 
 

第３表 正常個体の茎頂分裂組織において発現が上昇してい
た遺伝子 
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