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研究成果の概要（和文）： 

果樹においては結実までに時間を要し、このことが、育種のもっとも大きな問題点となってい
る。Marker Assisted Selection（MAS）は、DNA マーカーによって、育種選抜する方法で、世
代交代に長い年月を必要とする果樹においては、ＭＡＳの利用価値が特に高い。申請者らはナ
シ果実の品質の重要な決定因子である味の因子のひとつである糖組成について MAS が利用でき
る状態になり、さらには重要病害である黒星病、黒斑病に関する MAS の開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A long juvenile phase and high level of heterozygosity due to a strict gametophytic 
incompatibility have limited the parental combinations in pear breeding programs. 
Marker-assisted selection (MAS) is considered to be a powerful tool for increasing 
selection efficiency by identifying favorable genetic combinations. In this research, 
we have developed DNA markers for sucrose content responsible for taste improvement. 
Moreover, DNA markers linked to black spot and scab resistance were developed. These 
markers should be useful for the selection of seedlings with good taste and disease 
resistance.  
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１．研究開始当初の背景 
果樹においては結実までに時間を要し、この

ことが、育種のもっとも大きな問題点となっ

ている。ナシにおいても最低 5年以上結実ま

で に 時 間 を 要 す る 。 Marker Assisted 

Selection（MAS）は、DNAマーカーによって、

様々な遺伝形質を予測し、育種選抜する方法

で、世代交代に長い年月を必要とする果樹に

おいては、ＭＡＳの利用価値が特に高い。し

かしながら、ナシにおいて利用できるマーカ

ーは、申請者らが開発したエチレン生合成経

路の ACC 合成酵素遺伝子の多型に基づく貯
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蔵性に関するマーカーと自家和合性のみで

あり、特においしさなどの果実の有用形質に

ついては全く開発されていない。このため、

ナシ育種の効率化のためには果実の有用形

質についてのＭＡＳの開発が望まれている。 

２．研究の目的 
本研究では、自殖 F2集団（‘おさ二十世紀’

Ｘ‘慈梨’Ｆ１の自殖交配集団）や様々な遺

伝集団を利用して、果実有用形質の分離の調

査や病害抵抗性の調査および連鎖解析析を

行い、果実の糖組成、糖度、大きさ、肉質、

追熟性などの有用形質と黒斑病、黒星病など

の病害抵抗性を制御する連鎖地図の領域決

定を行い、さらに有用形質に連鎖した DNA マ

ーカーを開発し、最終的には複合病害抵抗性

および高食味を有する高機能性新品種開発

を行うことを目的とする。 

３．研究の方法 
(1)ナシのシュクロース含量に関する DNA マ
ーカーの開発 
収穫果実の食味を構成する甘味は, 糖の種
類と量によって影響され, 果実の品質を決
める重要な要因のひとつである. ナシ果実
の主な糖成分はフルクトース, ソルビトー
ル, グルコース, シュクロースの 4種類であ
り, 糖組成に品種間で大きな差がみられ, 
中でも食味の良好さとシュクロース含量と
の関連が示唆されている. シュクロース高
蓄積型品種の‘おさ二十世紀’および低蓄積
型品種の‘慈梨’の果実を成長中期より経時
的に採取し, 各糖含量を HPLCにて定量した. 
また, それぞれの果実から RNAを抽出して, 
PpSPS1, PpSUS1, PpAIV1, 2 cDNAをプローブ
に用いてノーザン解析を行った. シュクロ
ース蓄積の異なる品種をそれぞれ低・中・高
蓄積型の 3グループに分け, それぞれのグル
ープから数品種を実験に供試した. 各品種
の幼葉から DNAを抽出し, いくつかの制限酵
素で消化した後, PpAIV2cDNAをプローブに用
いてサザン解析を行った. またサザン解析
で用いた品種を中心に, 成熟期の果肉から
全 RNAを抽出し, PpAIV2cDNAをプローブに用
いてノーザン解析をおこなうとともにリア
ルタイム PCRを用いた定量解析も行った。 
 
(2)ナシ高密度連鎖地図開発のためのマーカ
ーの開発 
セイヨウナシとニホンナシの F1 雑種集団を
用いて、各個体から抽出した DNA を用いた。
AFLP分析および SSR分析を行った。SSR マー
カーは、ナシ由来、リンゴ由来、Prunus属由
来の計 400プライマーを用いた。またナシ果
実、葉、枝などの各組織、様々なステージ由
来の EST 解析を行い、その配列情報中に存在
する SSRモチーフを有する配列からプライマ
ーを設計した。さらに次世代シーケンサー

GS-FLXを用いて、ニホンナシおよびセイヨウ
ナシゲノム配列を得て、得られた配列から
2-15塩基モチーフの反復配列を得た。それよ
り約 180 種類のプライマーを作成し、マッピ
ングに供した。 
 
(3)ナシ病害抵抗性 DNAマーカーの開発 
ニホンナシにおいて、黒星病および黒斑病が
２大病害であるが、これまでにそれらの病気
に連鎖したマーカーが同定されている。用い
た病害抵抗性マーカーは、黒星病について
3SSRマーカーであり、黒斑病について、二十
世紀など罹病性に連鎖した 2SSRマーカーで
ある。これらのマーカーで、ニホンナシ交配
集団 1000個体以上用いて、病害抵抗性 DNA
マーカーの選抜を行った。 
 
４．研究成果 
（１）ナシのシュクロース含量に関する DNA
マーカーの開発 
‘おさ二十世紀’では成熟に近づくにつれて
シュクロース含量が増加したが, ‘慈梨’で
は成熟期になってもシュクロースの蓄積が
ほとんどみられなかった. ノーザン解析の
結果, PpSUS1の発現は両品種で常に高い発現
を示した. PpAIV1は両品種で発現がほとんど
みられなかったが, PpAIV2の発現は, 2 品種
で大きな差が見られ,‘おさ二十世紀’では
ほとんど発現が見られなかったのに対し,
‘慈梨’で高い発現がみられた. シュクロー
ス含量の品種間差異に PpAIV2 の発現の関与
が考えられたため, シュクロース蓄積の異
なる品種を用いサザン解析を行った. 結果, 
品種間で極めて多くの多型が見られ, さら
に各グループ間のバンドパターンに差異が
見られた. 中でも EcoRⅠで消化した場合, 
4kb および 3kb 付近に位置するバンドは中・
低蓄積型の品種に特異的に検出され（第 1図）, 
高蓄積型の品種には全く見られず, シュク
ロース低蓄積型判別マーカーとして利用で
きる可能性が示唆された. また発現解析を
行ったところ, PpAIV2はシュクロース低蓄積
型のほとんどの品種において高い発現を示
し, 中・高蓄積型での発現は見られない, も
しくはその発現が非常に低かった. このこ
とから中・低蓄積型では, PpAIV2 の発現が鍵
となることにより, シュクロースが分解さ
れ, その含有量が少なくなるということが
示唆された. また, 高い発現が見られた品
種は, サザン解析で 4kbおよび 3kb付近に特
異的なバンドが検出された品種とほぼ一致
しており, PpAIV2における高い発現と特異的
なバンドの間に関連が見られた. 
 
(2)ナシ高密度連鎖地図開発のためのマーカ
ーの開発 
AFLPおよび SSR 分析により、セイヨウナシお



 

 

よびニホンナシでそれぞれ 1100ｃM、平均 2
ｃM をカバーする連鎖地図が作成された。リ
ンゴ由来のマーカーも効率よくマッピング
された。次世代シーケンサーによるゲノムの
シーケンスにより新たに 100以上 SSRマーカ
ーを開発することに成功した。これらのマー
カーは、これまで疎であった領域にもマッピ
ングされ、より連鎖地図が高密度化された。
今後はより SSRマーカーを増やすと同時に次
世代シーケンサーを用いた SNPマーカーを加
えていくことにより高密度化を計り、ゲノム
育種に利用する必要がある。 
 
(3)ナシ病害抵抗性 DNAマーカーの開発 
利用したマーカーは、巾着由来の黒星病抵抗
性個体およびおさ二十世紀由来の黒斑病罹
病性個体を効率よく選抜することができた。
また同時にリンゴのゲノム情報を用いて、両
病気に対するより連鎖したマーカーの開発
に成功し、今後さらに高確率で、両病害抵抗
性個体の選抜が可能になることが期待され
る。 
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