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研究成果の概要（和文）：果樹の品種改良では，交配後に優れた果実をつける個体を選び出すのに長い年月，費用およ
び労力を必要とする．近年，DNAマーカー（DNAの目印のこと）を用いて良い個体を効率よく選び出す方法が開発されて
いる．しかし，ニホングリ（栗）では，その技術を使うための知識基盤が整備されていない．そこで本課題では，ニホ
ングリと野生のチュウゴクグリ（甘栗）の雑種を材料として，DNAマーカーを開発し，果実の品質，樹の生育速度，そ
して開花に関する性質などの重要な形質との関係を調査研究した．この研究結果を礎として，将来，優良なクリの個体
を選ぶためのDNAマーカーの実用化が期待できる．

研究成果の概要（英文）：In the fruit breeding, shortening the selection period is very important because l
ong years, considerable costs, and labor are needed for the selection.  
Nowadays, the breeding efficiency could be improved by using the marker-assisted selection (MAS) according
 to the genomic information.  However we had no enough genomic information about chestnuts.  In this resea
rch we constructed genomic basis for realizing MAS in Japanese chestnut. 
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１．研究開始当初の背景 
果樹の育種では，果実形質等の有用形質の

選抜に長い年月と費用および労力を要する．
したがって，その効率化が重要な課題となっ
ている．近年，DNA 解析技術の発達により DNA
マーカーを指標として有用形質の早期選抜
を行う DNA Marker Assisted Selection（MAS）
が脚光を浴びている．落葉果樹においては，
バラ科のリンゴやナシ等において詳細な DNA
マーカーの連鎖地図が作製され，耐病性等の
有用形質について早期選抜が可能となって
きている（林，2005）．一方，本研究で材料
としたブナ科落葉果樹のクリ（Castanea）に
おいては，欧米の研究者によって，ヨーロッ
パグリ（C. sativa）等の遺伝学的連鎖地図
が 作 製 さ れ （ Kubisiak et al., 1997; 
Barreneche et al., 2004），ブナ科樹木との
間での比較ゲノム研究が行われてはいるが
（Casasoli et al., 2006），日本における
主要な栽培種であるニホングリ（C. crenata）
においては，詳細な遺伝学的連鎖地図の報告
は無く，ゲノム研究もほとんど進展していな
い．また，ニホングリに限らず，クリ属栽培
種については国内外において多数の育種プ
ロジェクトが遂行されているにもかかわら
ず，いまだに有用形質を選抜するための有効
な DNA マーカー開発の報告はない．したがっ
て，クリにおいて詳細な遺伝学的連鎖地図を
構築し，DNA マーカーを利用した早期選抜の
実用化に向けた研究や，発現遺伝子情報を蓄
積し，有用遺伝子の同定や単離のための研究
基盤を構築することは，国内外を問わず緊急
の課題であり，極めて独自性の高い研究であ
る．また，応用面においても，有用な選抜マ
ーカーの開発や有用遺伝子の単離の礎とし
て，将来的にも有効利用が期待できる． 
研究代表者らは，既にニホンナシやニホン

グリにおいて，種々の遺伝子マーカーを開発
し，選抜マーカーや遺伝資源の詳細な分類に
応用している(Inoue et al., 2006; Ning et 
al., 2006; Inoue et al., 2007；井上ら，
2008)．さらに，本課題の主要な植物材料で
あるニホングリ（C. crenata）とモーパング
リ（C. seguinii）の種間交雑由来の F1 分離
集団の作出には平成17年から着手しており，
既に必要とされる個体数の作出を完了し（寧
ら，2006），野生種モーパングリの持つ灌木
状樹形，連続着果性および早期開花性などの
特徴的な形質がニホングリとの種間 F1 世代
において分離することも確認している．した
がって，クリのゲノム研究を効率的に推進す
るための，基本技術および植物材料の準備が
整っている． 

２．研究の目的 
本研究では，我々が育成したニホングリと

クリ野生種モーパングリの種間交雑由来のF1

集団を用いて，共優性マーカーである SSR マ
ーカーを随所に配置した詳細な遺伝学的連
鎖地図を作製した．同時に新規の各種 DNA マ
ーカーを開発し，順次連鎖地図上に配置する
ことにより，マーカー密度を飽和させた基準
連鎖地図の開発した．さらに，F1集団におい
て，遺伝分離を確認した諸形質についての詳
細な評価と数値化し，形質値を制御する量的
形質遺伝子座（QTL）の連鎖地図での位置を
推定した．さらに，詳細なマッピングを行う
ことで，それらの形質を選抜するための DNA
マーカーの開発を実証した．一方，発現遺伝
子の解析では，片親であるチュウゴクグリ野
生種モーパングリに特徴的な，早期開花形質
に関わると推察される花成関連遺伝子につ
いて，ニホングリからの単離を試みるととも
に，その発現の変動と開花との関わりを詳細
に検討した． 
 
３．研究の方法 
(1) DNA マーカーの開発と利用 
クリにおけるDNAマーカーの充実と高度利

用を目指して，核および葉緑体の SSR マーカ
ーを用いて，クリ遺伝資源の遺伝学的分類お
よびマーカー連鎖地図の作製を行った． 

① 核 SSR マーカーの新規開発 
チュウゴクグリ‘浅刺’の SSR 濃縮

ゲノムライブラリーを用いて，SSR 領
域を増幅するプライマー対を設計した．
遺伝子座の検出は，蛍光ラベルしたプ
ライマーを用いて Genetic analyzer
で行った．  

② 葉緑体 SSR マーカーの応用 
Sebastiani ら（2003）がヨーロッパ

グリの葉緑体ゲノム情報を利用して開
発した葉緑体SSRマーカー（以降cpSSR
マーカーと表記）を用いて，クリ属 9
種を用いて詳細に遺伝子座の変異を解
析した． 

③ ヨーロッパグリ SSR マーカーの応用 
Marinoni ら（2003）による 12 種類

のCsCATマーカーおよびBuckら（2003）
による8種類のEMCsマーカーを用いた．  

 
(2)種間 F1 集団を用いた遺伝形質評価および
量的形質の数値化 
 有用形質の連鎖解析とマッピングおよび
QTL 解析を行うための準備として，圃場で育
成した F1 世代における遺伝形質の詳細な評
価および量的形質の数値化を行った． 
ニホングリ‘石鎚’×モーパングリの種間



F1世代を用いて，樹高，樹勢，萌芽期，開花
期，収穫期などの形質を調査し，量的形質に
ついては数値化することで精密に評価した．  
 
(3) 種間 F1集団における連鎖地図の構築 
 ニホングリ‘石鎚’およびモーパングリの
種間 F1集団を用いて，DNA マーカー連鎖地図
を作製した．使用するDNAマーカーとしては，
核 SSR マーカーに加えて，AFLP マーカーを
用いる．JoinMap3.0 ソフトウエアを用いてダ
ブルシュードテストクロス法（LOD=5.0）に
より遺伝学的連鎖地図を構築した． 
 
(4)種間 F1 集団の連鎖地図を用いた遺伝形質
の連鎖解析とマッピング 
本研究で構築したクリの連鎖地図を用い

て，種間 F1分離集団において 3 年間に渡り，
1 年生から 3 年生樹の表現型を調査した．遺
伝解析と QTL 解析は，萌芽時期，葉脈数，葉
面積，樹高，花粉稔性，果実重，収穫期およ
び樹皮色についてそれぞれ評価したデータ
を用いて，MapQTL5.0 ソフトウエアで行った． 
 

(5)花成関連遺伝子の単離と解析 
クリにおける開花制御に関わる遺伝的機

構についての基礎的知見を得るため，花成関
連遺伝子の単離と解析を行った． 
シロイヌナズナにおいて花成誘導に関わ

っていることが報告されている FLOWERING 
LOCUS T（FT）および APETALA1（AP1），そし
てイネなどにおいて FT タンパク質の受容体
とされる 14-3-3 の遺伝子ホモログの部分配
列をニホングリで単離した．さらに，ﾘｱﾙﾀｲﾑ
PCR 法により，これら 3 種類の遺伝子ホモロ
グについて，ニホングリとモーパングリにお
ける発現パターンを明らかにした． 
 
４．研究成果 
(1)クリにおける DNA マーカーの開発 

① 核 SSR マーカーの新規開発 
濃縮ゲノムライブラリーから SSR 領

域を含む多数のクローンの塩基配列を
得た．それらの内 25 座に関しては，ニ
ホングリ 42 品種およびチュウゴクグ
リ 22 品種を用いて，有用性を詳細に検
討した．チュウゴクグリ 22 品種におい
ては，座あたり 2～13（平均 7.96）の
対立遺伝子が検出された．ヘテロ接合
性の期待値は 0.00～0.87（平均 0.71），
同観察値は 0.00～0.91（平均 0.69），
そして PI 値は 0.05～1.00（平均 0.22）
だった．一方，ニホングリ 42 品種にお
いては，座あたり 2～21（平均 7.48）
の対立遺伝子が検出された．ヘテロ接

合性の期待値は 0.05～0.93（平均
0.59），同観察値は 0.00～0.93（平均
0.57），そして PI 値は 0.02～0.71（平
均 0.33）だった．これらのマーカー情
報を用いることで，用いた全ての品種
を識別することが可能であった． 

② 葉緑体 SSR マーカーの応用 
増幅された10種類のcpSSR遺伝子座

においては座あたり 2～7 種類の増幅
断片長の変異が確認された．これら 10
遺伝子座における各断片長の組み合わ
せから，新たに 8 種類のハプロタイプ
が発見され，全遺伝子型が 16 のハプロ
タイプに分属された．種ごとにみると，
今回用いたクリ属 9 種はそれぞれ別の
ハプロタイプに分属し，なかでもチュ
ウゴクグリ他 4 種には種内に複数のハ
プロタイプが存在した．このようにク
リ属の cpSSR 座は種および亜種レベル
での変異に富んでおり，クリの遺伝資
源の分類，種の同定に極めて有効に利
用できることが明らかとなった．cpSSR
遺伝子座のアリル情報に基づいて各ハ
プロタイプから 32 遺伝子型を選んで
樹形図を作成したところ，ニホングリ
のみが含まれる 2 種類のハプロタイプ
が最も離れたクレードに単独でクラス
ターを形成した．このことは，ニホン
グリの種分化の過程を推察するうえで
の新規の情報であると考えられる．今
後，ニホングリ野生種の遺伝子型を追
加してより詳細に検討を加える必要が
ある． 

③ ヨーロッパグリ SSR マーカーの応用 
ヨーロッパグリ由来 SSR マーカー20

座を用いた結果，15 座が明瞭な対立遺
伝子を示した．そのうち，CsCAT 17 お
よびEMCs15の2座は多型を検出しなか
った．また，CsCAT41 と EMCs4 の 2 座
はマルチローカスを検出し，CsCAT1 と
CsCAT14の 2座が Null対立遺伝子を検
出した．残りの 11 座について，1遺伝
子座の分離を示した．今回，遺伝子座
が位置付けられたことから，これらは
連鎖群の対応関係を評価する上で有用
であると考えられた． 

 
(2)種間 F1 集団を用いた遺伝形質評価および
量的形質の数値化 
 QTL 解析のために，1年生から 3年生樹に
至る期間において種間 F1 分離集団の様々
な表現型を調査し遺伝様式を推定した．そ
の結果，樹皮色においては，赤褐色および
黄緑色の個体が 1:1 に分離していたが，そ
れ以外のほとんどの表現形質では連続的な
変異が観察された．  



 
(3) 種間 F1集団における連鎖地図の構築 
DNA マーカーの連鎖解析とマッピングの結

果，ニホングリ‘石鎚’では 139 座のマーカ
ー（7 SSR および 132 AFLP）が座乗し，2 つ
のマイナーな連鎖群を含む合計 13 の連鎖群
からなる全長629cMの連鎖地図が構築された．
一方，モーパングリでは133座のマーカー（10 
SSR および 123 AFLP）が座乗し，3 つのマイ
ナーな連鎖群を含む合計 13 の連鎖群からな
る 764cM の連鎖地図が構築された．さらに，
双方の地図に座乗した4座の共優性インター
クロスSSRマーカーに着目して連鎖群を整列
した結果，‘石鎚’の連鎖群 I-6 および I-12
とモーパングリの連鎖群 M-12，I-8 と M-8，
および I-2と M-2 の対応関係が明らかとなっ
た． 
 
(4)種間 F1 集団の連鎖地図を用いた遺伝形質
の連鎖解析とマッピング 
QTL 解析を行った結果，ニホングリ‘石鎚’

においては，果実重に関する寄与率の大きい
QTL が検出された．一方，モーパングリにお
いては，樹高，葉面積，葉脈数，果実重，花
粉稔性，萌芽期に関する 8つの効果の大きい
QTL が検出された．そのうち，複数年の樹高，
萌芽期，葉脈数および葉面積の 5つの QTL が
連鎖群 M-12 のほぼ同じ位置に検出された．
この QTL クラスターの近傍の AFLP マーカー
は AT/CTG-202 であった．なかでも 2 年生時
に測定した樹高では LOD値が 37.69 と非常に
高い値であった．このことから，AT/CTG-202
は若木における初期生育の選抜マーカーと
して利用出来る可能性が示唆された．一方，
萌芽時期に関するQTLは年次間で異なる連鎖
群 M-8 と M-12 に各々検出された．同じブナ
科のヤナギ属においても，同様に 4つの萌芽
に関するQTLが全て異なる連鎖群に検出され
ていることから（Tsarouhas et al.，2003），
萌芽時期を制御する要因は複数あり，それら
の寄与率については年次変動が激しいと推
察された．また，双方の地図において果実重
に関する QTL が各々検出されたが，近傍に適
切なSSRマーカーが存在しないことから連鎖
群の対応関係は評価出来なかった． 
 
(5)花成関連遺伝子の単離と解析 
ニホングリの葉由来の cDNA をテンプレー

トとして用いた RT-PCR の結果，ニホングリ
における FT 様遺伝子の 245bp の部分配列お
よび AP1様遺伝子の 493bp の部分配列を取得
した．これら両遺伝子配列を BLAST 解析した
ところ，シロイヌナズナや木本植物における

両遺伝子ホモログとの高い相同性が確認さ
れた．このことから，ニホングリより新規に
単離した 2つの遺伝子配列は，クリにおける
FT および AP1 様遺伝子であると推定された．
さらに，これらの部分配列を用いてクリ FT
様遺伝子と AP1様遺伝子の発現解析を行った
結果，FT 様遺伝子は， 3 月の萌芽直前の茎
部と7月の結果枝および発育枝において発現
量が増加していた．高発現がみられた直後の
8 月には‘石鎚’において初めて花芽分化が
観察されたことから，FT様遺伝子の開花誘導
への関与が示唆された．一方，AP1 様遺伝子
は，‘石鎚’において 3月，5月よりも 9月の
結果枝および発育枝で発現が高かった．この
ことから，FT様遺伝子による 7月頃の開花誘
導によって，9 月の AP1 様遺伝子の高発現が
誘導されたと推察された．一方，四季咲き性
のモーパングリでは，FTおよび AP1様遺伝子
の発現量に極端な季節変動はみられなかっ
た．FT様遺伝子は，部位に関係なく常に高発
現しており，AP1 様遺伝子は，茎部や花芽に
おいて常に高発現であった． 
 一方，14-3-3では，368bp の部分配列が得
られた．このクリ 14-3-3 ホモログはヨーロ
ッパブナやバラ科のナシおよびリンゴの同
遺伝子との相同性が高かった．また，発現解
析を行ったところ，‘石鎚’では， 発育枝と
比べて結果枝の茎頂において 14-3-3 の強い
発現がみられ，また 3 月における発現量が 5
月における発現量よりも大きかった．一方，
モーパングリでは，5 月においては発育枝と
結果枝の間で発現量に大きな差はみられず，
‘石鎚’の発育枝と比較しても全ての部位で
発現量は極めて低かった．しかし 3月の発育
枝茎頂において強く発現していることが分
かった． 
以上の結果より，今回新規にニホングリよ

り単離した FT および AP1 様遺伝子は，クリ
における開花誘導に関わっていることが示
唆された．今後は，単離した FT および AP1
様遺伝子の発現解析をより詳細に行ってい
くとともに，種間雑種における多様な表現型
と FT および AP1 様遺伝子発現との関係を明
らかにすることによって，クリにおける開花
の分子機構の解明が期待される． 
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