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研究成果の概要（和文）：本研究は、ナシ自殖F2集団を材料にして、リンゴゲノム情報および次世代シーケンサ
ーにより取得したニホンナシおよびセイヨウナシのＥＳＴおよびゲノム配列の大規模ゲノム情報を統合し、病害
抵抗性、単為結果性、などの有用形質に関するマーカー開発を行い、育種現場で実際に適用し、新品種開発に役
立てることを目的として実験を行った。 ‘おさ二十世紀’Ｘ‘マックスレッドバートレット’のＦ２集団にお
いては、連鎖地図を作成し、ブラウンスポット病罹病性に関するQTL解析を行い、近傍のマーカーを得た。これ
らは育種に利用可能である。また単為結果性に関してはRNA-seq解析を駆使し、単為結果性に関連する転写因子
群を同定した。

研究成果の概要（英文）：Using an F2 population from a self cross of F1 between European pear ‘ Max 
Red Bartlett’ and Japanese pear ‘Osa Nijisseiki’, we constructed integrated genetic linkage map 
consisted of SSR markers derived from largescale information of apple, European pear and Japanese 
pear. We also performed quantitative trait locus (QTL) analysis of brown spot disease susceptibility
 and resulted in making SSR markers linked to its susceptibility. The molecular mechanism of 
parthenocarpy has not understood yet. Here, we have searched genes related to parthenocarpic fruit 
in pear by RNA-seq analysis. Expression of several trans factors genes showed strongly correlated to
 the development of parthenocarpic fruit. These candidate genes were selected for further transgenic
 experiment to clarify the role of parthenocarpy.

研究分野：果樹園芸学
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１．研究開始当初の背景 

 近年、ゲノム解析技術の進歩は早く、昨年

度近縁のリンゴドラフトゲノムが明らかに

なり、利用できる状態にある。またナシにお

いては、研究代表者と研究者分担者との共同

で、ＥＳＴを用いた約 3000 個の cＤＮＡアレ

イの開発を始め、次世代シーケンサーにより、

二十世紀、豊水、ラフランスの大規模ゲノム

情報を得て今後の育種に利用できる状態に

ある。 さらに、ナシは、自家不和合性を有

するため、遺伝解析が自殖性の植物に比べ困

難を極めてきた。申請者らは、遺伝解析用の

F2 集団の育成に、自家和合性突然変異体‘お

さ二十世紀’を利用し、セイヨウナシ‘Max Red 

Bartlett’を交配した F1 集団の中から自殖

交配した F2 集団の系統の育成を開始し、よ

うやく果実形質の解析が可能になった。 

２．研究の目的 

 本研究では、まずこれら大規模ゲノム情

報から、ＳＮＰ，ＳＳＲ，ＡＦＬＰからな

るマーカー開発を行う。次に、自殖 F2 集団

を利用して、連鎖地図の作成を試みる。そ

の後さらに、F2 集団における病害罹病性の

分離の調査および QTL 解析を行い、有用形

質に連鎖した DNA マーカーを開発すること

を目的として実験を行った。 

３．研究の方法 

（1）F2 集団を用いた連鎖地図の作成 

自家和合性のニホンナシ栽培品種‘おさ二

十世紀’（P.pyrifolia Nakai）と、中度の罹

病性を示すセイヨウナシ栽培品種‘マックス

レッド・バートレット’（P.communis L.）、

それらの種間交雑によるF1集団（8個体）と、

F1 集団内で中度罹病性、自家和合性の 1系統

（OMB38）の自家授粉による F2 集団（93 個体）

を遺伝子連鎖地図の作成に用いた。これら材

料からを DNA を抽出した。 

 遺伝子連鎖地図の作成に用いたのは単純

反復配列（SSR）マーカーで、ナシ、リンゴ

由来のゲノム配列とEST配列に基づいている。

‘おさ二十世紀’と‘マックスレッド・バー

トレット’、OMB38 および F2 集団（93 個体）

において SSRマーカーを用い PCR法を用いて

DNA 断片の増幅を行った。増幅した PCR 産物

は PRISM 3100 DNA sequencer（Biosystems、

USA）を用いて分離・検出を行った。 

 遺伝子連鎖地図の作成には JoinMap 

version 4.0（van Ooijen）を用いた。 

（2）ブラウンスポット病罹病性遺伝子座の

QTL 解析 

植物材料は（１）と同様の F2 集団を用いた。 

○1 Sv 毒素の抽出 

菌株は、新潟県で発生したセイヨウナシ罹

病葉から単胞子分離されたブラウンスポッ

ト病菌（Stemphylium sp.）を使用した。こ

れらの分離菌株は PDA 培地上で保存し、実験

に使用した。  

○2 AK 毒素の抽出 

AK毒素の抽出は、Tanakaら （Tanaka et al. 

1999）の方法に従った。菌株は、ナシ黒斑病

菌 （Alternaria alternata Japanese pear 

pathotype）を使用した。 

 上記の 2毒素を葉に溶液として植物材料の

幼葉に接種、 2～3 日後の病斑の様子を観察

した。評価は全て 2年にわたり 2度以上行っ

た。 

○3 QTL 解析 

 ブラウンスポット病と黒斑病への罹病

性・抵抗性に基づいた表現型マーカー、Svb

と Ani（Terakami et al., 2007）を作成した。

Multiple QTL model mapping（MQM）、Interval 

mapping のために MapQTL ver. 6.0 を使用し

た。ゲノムワイドな LOD 値は 5000 反復の

Permutation test に基づいて決定し、QTL は

p ＜ 0.05 で有意な結果とした。また罹病

性・抵抗性の評価は、高度罹病性、中度罹病

性、抵抗性の 3段階で評価した。 

（３）単為結実性に関わる因子の探索 

 ニホンナシ品種‘豊水’の開花時に花柱を

完全に取り除き、未受粉区（未 Cont.）、未受



粉＋GA ペースト処理区（未 G4P）、未受粉＋GA

＋サイトカイニンペースト処理区（未G4PBC）、

未受粉＋サイトカイニンペースト処理区（未

BC）、そして X 線照射花粉受粉区（X 線）、通

常花粉受粉区（受 Cont.）の計 6 処理区を設

け、ナシ果実の着果率を調査するとともに、

収穫した果実の品質調査および幼果の細胞

観察を行った。上記処理区開花 1週後果肉の

RNA を抽出後、ライブラリを作成し RNA-seq

解析を行った。その結果をもとに、未受粉区

の果肉と比べ受粉区の果肉において3倍以上

または1/3倍以下に発現が変動した遺伝子を

選抜した。 

４．研究成果 

（1）F2 集団を用いた連鎖地図の作成 

 145 種の SSR マーカーのうち、9 種のマー

カーが複数の座を示し、全 147 座と Svb、Ani

を 21 連鎖群に分類した。連鎖地図は全長

842.638 cM、マーカー間の平均距離は 5.655 

cMだった。LGの大きさは最大がLG 11の130.6 

cM で最小は LG 8 の 13.5cM であった。 

（2）ブラウンスポット病罹病性遺伝子座の

QTL 解析 

‘おさ二十世紀’と‘マックスレッド・バ

ートレット’、その F1 集団 8 個体、F2 集団

91 個体について、ブラウンスポット病への感

受性（抵抗性、高度・中度罹病性）を評価し

た。Sv 毒素の接種から 2～3日後に評価し、2

反復以上行った。‘おさ二十世紀’は接種か

ら3日後も病斑の拡大のない抵抗性だった一

方で、‘マックスレッド・バートレット’は

壊死性の病斑の拡大が認められるものの、拡

大の停止する中度の罹病性だった。F1 集団は

5個体が中度罹病性、3個体が抵抗性を示し、

F1における罹病性と抵抗性の期待頻度1:1と

ほとんど一致した。 

 F2 集団では 74 個体が罹病性、17個体が抵

抗性を示し、期待頻度 3:1 とわずかに歪を示

した。また罹病性個体 74 個体のうち、27 個

体は高度罹病性、47 個体は中度罹病性で期待

頻度（高度罹病性：中度罹病性：抵抗性

=1:2:1）と一致した。表現型マーカーの Svb

および Ani を除いた 147 座からなる連鎖地図

を用いて、ブラウンスポット病罹病性座と黒斑

病罹病性遺伝子座の QTL 解析を行った。ブ

ラウンスポット病は LG 11（LOD 値 7.29）、黒

斑病は LG 10（LOD値 2.90）と LG 11（LOD

値 11.66）に有意な QTL が認められた。その

他の連鎖群では最大LOD値が、ブラウンスポ

ット病と黒斑病ともに有意な QTL は認められ

なかった。 

（３）単為結実性に関わる因子の探索 

 未受粉対照区（未 Cont.）に比べ受 Cont.

区で 3倍以上に発現が増大した 7,396 遺伝子

および、1/3 倍以下に発現が減少した 5,094

遺伝子の存在が明らかとなった。その中から、

bHLH、MYB、NAC、zinc finger などの転写因

子と相同性を示し、かつ受粉で増大した 162

遺伝子、減少した 152 遺伝子を選抜した。さ

らにその中で 1/11 倍以下に減少した

comp60345 は、未 Cont.区において開花約 2

週後で果実成長が停止し、落果が誘発される

現象に関与している可能性が考えられた。 
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