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研究成果の概要（和文）：‘茂木’と78-51を交雑して得られた96個体のBC1集団を供試し，RAD-Seqにより得ら
れたSNPマーカーを基に高密度連鎖地図を作成した．作成した連鎖地図は793個のSNPマーカー，166個のSSRマー
カーおよびがんしゅ病抵抗性遺伝子Pse-aが座乗し，17連鎖群に収束する全長1707.4cM，遺伝子座間の平均距離
1.78cMのものであった．ほとんどの連鎖群において，座乗する多くのSNPマーカーの塩基配列はリンゴのドラフ
トゲノムと対応関係にあることが明らかとなった．この情報は有用形質の選抜マーカーの開発など，ゲノム情報
を利用したDNAマーカー育種やシンテニ―解析への利用が期待される．

研究成果の概要（英文）：We constructed a high-density genetic linkage map of bronze loquat for a 
three-way cross of loquat × 78-51by using single nucleotide polymorphism  markers generated by 
RAD-Seq, with the combination of simple sequence repeat  markers, which have been used in the 
previous study. The map of bronze loquat consisted of 960 loci including 793 SNPs, 166 SSRs (98 
apple, 8 loquat and 60 pear SSRs), and the loquat canker resistance gene Pse-a. This map covered 17 
linkage groups over a total length of 1707.4 cM with an average distance of 1.78 cM between markers.
 The number of linkage groups corresponded to the basic chromosome number. The analysis of the 
markers that can be anchored to apple draft genome showed that almost all loquat linkage groups were
 aligned to the apple draft genome. The constructed map will enable us to determine the location of 
quantitative trait loci and genes of interest, and to analyze genome synteny in the tribe Pyreae, 
subfamily Spiraeoideae of the family Rosaceae.

研究分野： 果樹園芸

キーワード： ビワ　連鎖地図　QTL解析　育種　DNAマーカー
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１．研究開始当初の背景 
ビワ(Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.)は、農
林水産省政令指定品目の中で、生産量が少な
い品目の 1 つである。その原因として、早生
品種～晩生品種までの熟期の幅が狭いこと
や現在の経済栽培品種は、全てがんしゅ病
(Pseudomonas syringae pv. eriobotryae)に罹病
性で、感染による樹勢の低下により単位面積
当たりの収量が少ないことが挙げられる。し
たがって、生産量を増やすには、熟期の拡大
や抵抗性品種の育成が喫緊の課題である。熟
期の早進化については、施設栽培で可能だが、
晩生化は既存の遺伝資源では限界がある。そ
こで、タイワンビワ(E.deflexa)の晩熟性を利用
する必要がある(この特性を活かした育種を
試みるのは、世界初である)。しかしながら、
タイワンビワの果実には不良形質が多い。ま
た、がんしゅ病については日本に 3 グループ
菌が存在し、全てのグループ菌に対しての抵
抗性検定には数年を要するなど問題点も多
い。ビワは播種から結実まで最低でも 7 年の
期間を要するために、新品種の育成には長期
間と広大な圃場が必要なことから DNA マー
カーによって、様々な遺伝形質を予測し、育
種選抜する Marker Assisted Selection (MAS)法
が注目されている。 
研究代表者の福田伸二はビワの育種家で

あり、これまでに我々のグループは、ビワの
主要病害であるがんしゅ病抵抗性の遺伝様
式の解明(Hiehata et al., 2002:2012:2014)や抵
抗性個体等を選抜する DNA マーカー
(Fukuda et al., 2005:2009:2014)を開発してきた。
これらの技術は、現在、長崎県農林技術開発
センターのビワ育種事業に実用化され、年間
2,000 本ほどの選抜に活かされ、新品種の育
成(稗圃ら、2008:2010)にも貢献してきた。我々
はビワと近縁のリンゴゲノム情報(Velasco et 
al.,2010)をもとにビワに適応する SSR マー
カーを選抜し連鎖地図の作成を進めている
が(投稿準備中)、実用的な選抜マーカーはが
んしゅ病 A グループ菌に対する抵抗性選抜
マーカー(Fukuda et al.,2014)のみである。また、
SSR マーカーを用いる手法では、まずマーカ
ーの開発を行い、次にこのマーカーを用いて
連鎖地図を構築するため、研究開発の効率が
悪い。これらのことから、高密度の連鎖地図
作成には、SSR マーカーに代わる多型性の高
い共優性のマーカーが必要であり、その開発
を切望している状態にあった。一方、研究分
担者の永野幸生の専門は分子生物学で、果樹
園芸の面白さに魅せられ、研究対象をモデル
生物から果樹に変更した。特に次世代シーケ
ンサーを活用した RAD-Seq 法 (Restriction 
Site Associated DNA Sequence)による解析に精
力的に取り組んでおり、ライム (Citrus 
aurantifolia)の種内分化などを明らかにした
(Penjor et al.,2014)。私たちの知る限り、本論
文は RAD-seq 法を果樹に適用した最初のも
のである。この手法は次世代シーケンサーを
活用して制限酵素認識サイト近隣領域の

DNA 配列を全ゲノムにわたって繰り返し解
読する方法であり、前述のライムにおいては、
個体間で数万か所の DNA の相違を同定する
ことができた。かつ解析コストも全ゲノム解 
析に比べて安価であるという利点がある。こ
の手法では、マーカー開発と同時に連鎖地図
を構築することが可能なため、研究開発の効
率が極めて良い。また、カンキツ数 100 個体
を既にこの方法で解析しており(投稿準備中)、
本研究が目的とする多検体の交雑個体を取
り扱うための研究準備を既に終えている。 
このように、本研究に参画する研究者の考え
が一致したことから本研究を構想した。 
 
２．研究の目的 
供試材料には、ビワ属のタイワンビワとビワ
(‘白茂木’)を交雑し、その F1 にビワを戻し交
雑した BC1 集団を活用する。この集団は、
ビワの主要病害であるがんしゅ病 A グルー
プ菌の抵抗性遺伝子座を Genome scanning 
approach(GSA)法により同定 (Fukuda et al., 
2014)した時の供試集団であり、近年、果実形
質の解析が可能となったものである。果実の
大きさ、糖度、酸度、熟期、果肉色、がんし
ゅ病抵抗性(B および C グループ菌)、開花時
期などの形質が分離し、諸形質の遺伝解析に
適した集団となっている。 
本研究では、この集団の各個体から DNA 

を抽出し、次世代シーケンサーを活用した
RAD-Seq 法により、各個体から全ゲノムの
0.1～1％に相当するビッグデータを獲得し、
SNPs 情報から高密度連鎖地図の作成を行う。
さらに、BC1 集団における果実形質の調査お
よび QTL 解析を行い、果実の大きさ、糖度、
酸度、熟期などの果実諸形質およびがんしゅ
病抵抗性を制御する連鎖地図の領域決定を
行い、有用形質と連鎖する DNA マーカーを
開発し実際の育種実生集団において適応性
を評価する。特に、現在の経済栽培品種の収
穫期間は、非常に短いので別種であるタイワ
ンビワの熟期(8 月～9 月)を導入し、タイワ
ンビワの不良形質である果実の大きさや食
味などの特性を排除したいと考えている。 
 
３．研究の方法 
１． 次世代シーケンサーによるマーカー開
発：DNA 精製、次世代 DNA シークエンサ
ーによる DNA 配列解読、コンピューター解
析を効率的に行い、そのビッグデータから
SNPs マーカーや RFLP マーカーをできる限
り取得し、高密度連鎖地図を作成する。 
２． 果実形質に関する遺伝解析：BC1 集団
における果実形質(果実の大きさ、糖度、酸度、
熟期、果肉色)や開花時期の調査を行い、QTL 
解析を行う。 
３． 病害抵抗性の遺伝解析：がんしゅ病に
は 3 グループ菌があり、連鎖マーカーが取得
されていない2 グループ菌(B およびC グル
ープ菌)の抵抗性検定を行い、遺伝解析を行う
とともにビワの高密度連鎖地図にマッピン



グし、連鎖マーカーを獲得する。 
 
４．研究成果 
RAD-seq 分析の結果、1427 個の SNP 多型マ
ーカーを得た。この SNP マーカーと SSR マ
ーカーの遺伝子型データを供試して解析し
た結果、合計 966 個（SNP:795、SSR:170、そ
の他:1）のマーカーが座乗する 17 連鎖群の全
長 1724.8 cM の連鎖地図を構築することが出
来た。各連鎖群の長さは 63.7～156.0（cM／
本）の範囲にあり、平均のマーカー密度は 1.80
（cM/loci）の高密度であった。 
 作製した連鎖地図の各マーカーの位置情
報に基づき、SNP マーカーの塩基配列とリン
ゴゲノムとを比較した結果、大部分の SNP マ
ーカーはリンゴゲノムの位置情報と対応し
ていることが明らかとなり、タイワンビワに
はリンゴゲノムとの共通配列が高度に保存
されていることが示唆された。さらに、一部
分の連鎖群については、リンゴ－ナシ間の関
係と異なり、ビワ独自の関係性を示した。 
今後、構築した連鎖地図は、高密度かつビワ
ゲノムの大部分をカバーしていると考えら
れることから、有用形質の選抜マーカーの開
発など、ゲノム情報を利用した DNA マーカ
ー育種への利用が期待される。 
 表現型評価の結果、出蕾期、開花盛期及び
収穫期は、いずれも正規分布を示すデータで
あり、この 3 つの形質は、QTL に支配される
ことが示唆された。QTL 解析の結果、出蕾期
の QTL は Lo12 において検出された（LOD 値
3.83-5.05寄与率19.6-25.0）。近傍マーカーは、
SNPEde6538（LOD 値 4.93 寄与率 24.5）であ
った。また、開花盛期の QTL は Lo12 及び LoC
において検出された（Lo12:LOD 値 5.93-7.71
寄与率 26.7-33.0、LoC:LOD 値 2.94-3.49 寄与
率 12.1-14.2）。近傍マーカーは、Lo12 におい
ては SNPEde6538（LOD 値 6.39 寄与率 28.4）
であり、LoC においては SNPEde12773（LOD
値 3.49 寄与率 14.2）であった。収穫日の QTL
は LoA+LoD 及び LoB において検出された
（LoA+LoD:LOD値 3.28-3.80寄与率 14.9-16.9、
LoB: LOD値 2.08-4.14寄与率 9.5-17.5）（図 2）。
近傍マーカーは、LoA+LoD においては
SNPEde15065（LOD 値 3.66 寄与率 16.4）であ
り、LoB においては SNPEde2349（LOD 値 3.16 
寄与率 13.8）であった。ビワ連鎖群の LoC 中
部から下部はリンゴの第 15 染色体と高い相
同性を示し、その第 15 連鎖群下部にはリン
ゴ‘あかね’の開花期の QTL が存在する。同様
に、LoB 中部から下部はナシの第 15 連鎖群
上部と高い相同性を示し、その連鎖群にはナ
シ‘太白’の収穫期の QTL が存在する。 
 次に果実形質の QTL の解析の結果、糖度の
QTL は 2016 年に Lo9 及び LoC において検出
された。近傍マーカーは、Lo9 は SNPEde4858
で、LoC は SNPEde497 であった。酸度の QTL
は 2015年にLo10及びLoBにおいて検出され
た。近傍マーカーは、Lo10はSNPEde8104で、
LoB は SNPEde13906 であった。硬度の QTL

は、2015 年及び 2016 年に Lo6 において検出
された。近傍マーカーは、両年において
SNPEde3230 であった。果実重の QTL は、2017
年に Lo7 及び Lo10 において検出された。近
傍マーカーは、Lo7 は SNPEde12216 で、Lo10
はSNPEde12195であった。収穫期のQTLは、
2016 年及び 2017 年の 2 年間において検出さ
れた。2016年は、Lo4及びLoBに検出された。
近傍マーカーは、Lo4 は SNPEde6102 で、LoB
は SNPEde2394 であった。また、2017 年は、
Lo1及び LoBに検出された。近傍マーカーは、
Lo1 は SNPEde1858 で、LoB は SNPEde2394
であった。以上の結果から本研究において、
世界で初めてビワの果実形質に関する QTL
を検出した。また、バラ科果樹のリンゴやナ
シにおいても同領域に上記形質の QTL が検
出されていることから、バラ科果樹間の属を
超えた関連性が示唆された。 
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