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研究成果の概要（和文）：キャベツの根こぶ病抵抗性遺伝子の単離を目的とする。これを達成するため，抵抗性と罹病
性親の間で多型が検出できる30マーカーを抵抗性遺伝子領域にマップできた。これらのマーカーを用い，抵抗性と罹病
性親後代のF2分離集団から抵抗性遺伝子領域内に組み換えを起こしている個体を選抜しグラフイカルジェノタイプを作
成し，抵抗性遺伝子が座乗する領域をある程度絞り込んだほか，抵抗性と罹病性親の次世代シーケンサー解析から抵抗
性遺伝子が座乗する領域のシークエンスを決定した。今後，本研究で単離したPbBoAnju1領域に対応するBACおよびコス
ミドから，候補遺伝子を含むサブクローンを育成し相補性検定を実施する予定である。

研究成果の概要（英文）：In order to isolate clubroot resistance gene (CR-gene) in cabbage, we mapped 30 ma
rkers that can detected polymorphism in CR-gene regions of the susceptible and resistance parents. The rec
ombinant plants, which had crossovers in the CR-gene region, were genotyped using our designed markers to 
obtain graph genotypes. The inoculation to the graph genotypes revealed that the CR-gene region is located
 around the KBr marker. We determined the DNA sequence of the CR-gene region from next-generation sequenci
ng analysis of the susceptible parent resistance. The candidate gene region will be sub-cloned from BAC an
d cosmid clones, already cloned and contained the target region.
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１．研究開始当初の背景 
 アブラナ科作物をおかす根こぶ病は，土壌
伝染性病害で休眠胞子が長年に渡り土壌中
の残存するため，薬剤での防除が極めて困難
であり，生産の現場では本病害に対する病害
抵抗性品種が切望されている。しかしながら，
Brassica rapa を除き、根こぶ病抵抗性遺伝
子の遺伝様式等はわかっておらず，計画的に
本病害の抵抗性育種を行うことはできない
状況である。また，根こぶ病抵抗性遺伝子の
実態も未だ明らかでない。そこで，本研究で
は，野菜として重要な B. oleracea の根こぶ
病抵抗性遺伝子をクローニングし，その特徴
を明らかにすることを目的とする。  
２．研究の目的 
 根こぶ病抵抗性遺伝子をクローニングし，
その特徴を明らかにするため，以下のことを
行う。 
（１）病害抵抗性遺伝子の位置を絞り込むた
め，極めて多数の F2 個体を用いて，根こぶ
病抵抗性 QTL 領域に組み換えをもつ
congenic 個体を選抜， 
（２）congenic 個体の接種試験による候補遺
伝子座乗領域の絞り込み， 
（３）根こぶ抵抗性品種のゲノム DNA 断片
を導入した BAC ライブラリーの作成と，目
的 DNA を含む BAC クローンの選抜， 
（４）候補遺伝子の発現解析， 
（５）候補遺伝子クローンを罹病性個体へ導
入し，形質転換実験による候補遺伝子が真の
病害抵抗性遺伝子であることの確定試験 
 これらによって，根こぶ病抵抗性遺伝子を
同定することが最終目的である。 
 
３．研究の方法 
 花粉培養で育成した倍加半数体(DH)系統
の GC P0 4(罹病性ブロッコリー系統)を花粉
親，DH 系統の AnjuP01(抵抗性キャベツ系統)
を種子親とした F1 雑種を自家受粉し，得ら
れた F2 分離集団を組み換え系統の育成に用
いた。また，BAC のスクリーニングには，B. 
oleracea var. alboglabraより作成された市
販の BAC ライブラリー(JBo library)を用い，
コスミドのスクリーニングにはAnjuP01から
育成したものを用いた。                    
 根こぶ病抵抗性遺伝子が座乗する領域に
DNA マーカーを作成するため，本研究では，
B. oleracea の近縁種である B. rapa と A. 
thaliana のゲノム情報を利用して新規マー
カーを開発した。前者は，AnjuP01 の座乗す
る領域と第 2染色体が，後者は第 5染色体が
相同性を持つ。現在，B. rapaと A. thaliana
の全ゲノムの塩基配列はウェブ上にて公開
されており，それぞれ，Brassica Database  
(http://brassicadb.org/brad/index.php) 
と TAIR (The Arabidopsis Information 
Resource)で閲覧が可能である。B. oleracea
に関しては遺伝子の CDS の情報のみ
Bolbase(http://www.ocri-genomics.org/bo
lbase/) に公開されている。マーカー作製に

あたり，高い多型率が得られるよう変異を蓄
積しているイントロン領域を挟むようにエ
キソンにプライマーを設計した。AnjuP01 の
座乗する領域に設計するプライマーは，抵抗
性遺伝子と関連する遺伝子を GO により優先
的に選択して作成した。遺伝子のアノテーシ
ョンは Swiss–Prot を参考にした。設計した
プライマーセットで複数のバンドが見られ
る も の に つ い て は SCAR (Sequence 
characterized amplified region) 化を試み
た。増幅した両親系統のバンドサイズに差が
ない場合は，4 塩基認識制限酵素「AfaⅠ」
「AluⅠ」「MboⅠ」「MspⅠ」を用いた CAPS 
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) 
法によるアガロース電気泳動による多型検
出が可能か検証した。 
 作成したマーカーは，まず，両親である GC 
P04，AnjuP01 のゲノム DNA でスクリーニング
を行い，その内，多型の見られたものについ
て，Nagaoka et al. (2010)が連鎖地図の作
成に用いた F2 集団(46 個体)にマップし
PbBo(Anju)1 領域に座上していることを確
かめた。 
 マーカーの作成とファインマッピングと
平行して，B. oleracea var. alboglabra A12
系統から作成された BAC ライブラリーから，
ファインマッピングから絞り込まれた
PbBo(Anju)1 領域 を含むクローンの選抜を
行った。 
 
４．研究成果 
（1）マーカーの開発 
 根こぶ病抵抗性 QTL（PbBo(Anju)1 ）が座
乗する BRMS228 と pW176 のマーカーで挟まれ
た領域には，Bolbase の検索結果では，約 260
個の遺伝子が座乗している。これらの遺伝子
と B. rapaのオルソローグ遺伝子と相同性を
もつ 84個の遺伝子から 48マーカーをデザイ
ンした。両親間で PCR による増幅が見られた
ものは，42 マーカーあり，Nagaoka et al. 
(2010)の F2分離集団 75個体を用いて連鎖を
確認したところ PbBo(Anju)1 領域に 20 の新
規マーカーを座上させることができた（図 1）。 
 これらに加えて，PbBo(Anju)1 領域とシン
テニーがあるシロイヌナズナの染色体領域
の EST情報を利用して作成した 9個のマーカ
ーのうち，6個が PbBo(Anju)1 領域にマップ
できた（図 1）。 
（2）グラフィカルジェノタイプの作成と接
種試験 
 抵抗性 AnjuP01 と罹病性 GC P04 の交雑か
ら得たF2分離集団の中からBRMS228とpW176
マーカー間で染色体組み換えが起こってい
る個体を 20 個体選抜し，本研究で作成した
マーカーを用い組み換え個体群のグラフィ
カルジェノタイプを作成した。次に，これら
の組み換え個体へ接種試験を行い各個体の
罹病度とマーカーの遺伝子型（Anju 型か GC
型 か ） を 調 べ ， 根 こ ぶ 病 抵 抗 性
QTL(PbBo(Anju)1 )が座乗する領域を推定し



た。その結果，特に No.12，No.43，No44 個
体の結果からはEST-At5g-----と KBr----間，
あるいは KBr-----より下位に抵抗性遺伝子
が存在する可能性が示唆された。この実験で
は，接種試験データにばらつきが見られた。
その理由として，Nagaoka et al. (2010)が
同 定 し た PbBo(Anju)1 の 発 現 に は ，
PbBo(Anju)1 に 加 え PbBo(Anju)2 ，
PbBo(Anju)4，PbBo(GC)1 のマイナー抵抗性
QTL を同時に持たせる必要(Tomita et al. 
2012)が挙げられ，今回，グラフィカルジェ
ノタイプを作成に用いた材料では，そのマイ
ナー抵抗性QTL遺伝子座がそろっていなかっ
たことによると思われた。 
 そこで，PbBo(Anju)1 はヘテロ接合型であ
るが，PbBo(Anju)2，PbBo(Anju)4，PbBo(GC)1
のマイナーQTL遺伝子座が抵抗性Anju型であ
る系統を育成して，それを自家受粉すること
により BRMS228 と pW176 マーカー間で染色体
組み換えが起こっている個体を新たに選抜
した（図２）。現在，これらの個体の接種試
験を実施中である。 
 
（３）BAC およびコスミドライブラリーのス
クリーング 
 次に，ファインマップから得られた情報を
元に，PbBo(Anju)1 領域を単離するため，東
北大学から分譲を受けたBACライブラリーか
ら根こぶ病抵抗性遺伝子を含むと思われる
BAC クローン#38 クローンを選抜した，さら
に，PbBo(Anju)1 領域の単離のため，AnjuP01
のゲノム DNA を単離し，その DNA 断片をコス
ミドへ導入し，その後大腸菌に導入した。作
成したコスミドライブラリーから抵抗性遺
伝子近傍マーカーを用い複数個のクローン

を選抜した。 
 
（ ４ ） 次 世 代 シ ー ク エ ンサ ー に よ る
PbBo(Anju)1 領域のシークエンスの決定 
 これまでの方法では，PbBo(Anju)1 領域を
含むBACやコスミドクローンから候補遺伝子
のシークエンスを取得することが定法であ
ったが，今回，抵抗性 AnjuP01 と罹病性 GCP04
の全ゲノムシークエンスを取得した。得られ
たコンティグの中から，Bolbase で発表され
ている PbBo(Anju)1 領域に含まれる約 260個
の遺伝子に対応するコンティグを選抜し，位
置する遺伝子の順序で整列化した。なお， 
AnjuP01とGCから本領域の部分的なシークエ
ンスの決定をした理由は，Bolbase に用いら
れている系統は根こぶ罹病性であると推察
され，Anju と大方の遺伝子は共通しているが，
PbBo(Anju)1 にあたる抵抗性遺伝子は欠落し
ていると想定されるためである。今後は，2
回目のグラフィカルジェノタイプの実験結
果を待ちPbBo(Anju)1の座乗領域を確定する
ほか，取得した抵抗性AnjuP01と罹病性GCP04
の 本 領 域 の シ ー ク エ ン ス を 参 考 に ，
PbBo(Anju)1 の候補遺伝子を絞り込む予定で
ある。また，取得した BAC およびコスミドク
ローンから，候補遺伝子領域をサブクローン
ニングし，形質転換による候補遺伝子の相補
性検定に用いる予定である。 
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