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研究成果の概要（和文）：リンゴ品種‘McIntosh’の枝変わりとして発見された‘Wijcik’は，節間が短く，側枝がほ
とんど発生しないため，細長い円柱状の樹形に生長する．この性質はカラムナー性と呼ばれ，単一の優性遺伝子Coに制
御される．本研究では，高精度マッピングによりCo遺伝子と完全連鎖する3つのDNAマーカー（Mdo.chr10.12, 10.13, 1
0.14）を見出し，Mdo.chr10.12と10.14が信頼性の高いカラムナー性選抜マーカーとして利用できることを示した．ま
た，Co遺伝子座乗領域をDNAマーカー11-1と14-3の間に絞り込み，Co遺伝子座乗領域に挿入変異が生じていることを明
らかにした．

研究成果の概要（英文）：Apple cultivar 'Wijcik' is a columnar mutant of 'McIntosh'. Columnar growth habit 
of 'Wijcik' is characterized by compaction of the internodes and reduced lateral shoot growth, and control
led by a single dominant gene, Co, on linkage group 10. In this study, we identified three SSR markers (Md
o.chr10.12, 10.13 and 10.14) that co-segregated with Co by fine mapping. Mdo.chr10.12 and 10.14 are well s
uited for marker-assisted selection because the sizes of the alleles linked to Co are different from those
 found in common ancestors of current apple breeding germplasm. We delimited the Co region between SSR mar
kers 11-1 and 14-3, and identified an insertion mutation in the Co region.
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 リンゴ品種‘McIntosh’の枝変わりとして発

見された‘Wijcik’は，節間が短く，側枝がほと

んど発生しないため，細長い円柱状の樹形に

生長する．この性質はカラムナー性と呼ばれ，

樹形が単純でコンパクトになるので，せん定

や収穫作業の省力化が可能になると期待され

ている．	
 

	
 カラムナー性は単一の優性遺伝子Coに制御

されることから，果樹研究所では1987年より

カラムナー性を備えた良食味リンゴの育種を

開始し，有望系統を選抜中である．一方，カ

ラムナー性の表現型の評価には播種後3年程

度を要することが問題となっており，育種を

効率化するためにはカラムナー性の選抜マー

カーを開発する必要がある．	
 

	
 我々はこれまでに，	
 Co遺伝子を第10連鎖群

上部のSSRマーカーCH03d11とHi01a03の間に

マッピングするとともに，これらのSSRマーカ

ーを用いたカラムナー個体の幼苗選抜法を開

発している（Moriya	
 et	
 al.	
 2009）．しかし，

これらのSSRマーカーは「Co遺伝子と離れてい

て選抜の精度が低い」，「‘McIntosh’と‘Wijcik’
の染色体を識別できないので，祖先や親に

‘McIntosh’を用いた集団には適用できない」こ

とが問題となっており，より密接に連鎖した

マーカーの開発並びに原因遺伝子の同定が求

められている．	
 
	
 
２．研究の目的	
 

	
 リンゴ生産の省力化を可能にすると期待さ

れるカラムナー性を有したリンゴを効率的に

選抜・育成するため，Co遺伝子のファインマ

ッピングを行い，Co遺伝子を探索・同定する

ことにより，精度の高いカラムナー個体の選

抜マーカーを開発することを目的とする．	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)	
 Co遺伝子のファインマッピング	
 

	
 カラムナー品種・系統（Co/co）と普通樹形

品種・系統（co/co）の交雑により得られた実

生集団を供試した．表現型（カラムナー樹形	
 

or	
 普通樹形）は，接ぎ木2年生以上または自

根5年生以上に達したところで判定した．	
 

	
 リンゴの公開ゲノム配列からCo遺伝子近傍

にSSRマーカーを設計し，‘ふじ’（co/co）×	
 

5-12786（Co/co）のF1集団68個体を用いてマ

ッピングを行った．連鎖解析にはJoinMap	
 

v4.0を使用し，シュードテストクロス法によ

って連鎖地図を作製した．	
 

	
 SSRマーカーCH03d11とHi01a03の間で，Co

遺伝子と相引に連鎖する染色体が組換えを起

こした個体（組換え個体）を，実生集団の中

からスクリーニングした．SSRマーカー

Mdo.chr10.7と10.26の間に位置するSSRマー

カーを用いて，これら組換え個体の遺伝子型

を解析し，表現型と対応させた．	
 

	
 

(2)	
 Co遺伝子座乗領域のクローニング	
 

	
 カラムナー品種‘Telamon’（Co/co）の葉から

粗核画分を調製後，高分子量DNAを抽出し，

HindIIIで部分消化した後，パルスフィールド

電気泳動で分離した．2種類の分画のDNAをゲ

ルから切り出し，それぞれ	
 pIndigoBAC-5	
 

vector	
 (Epicentre)	
 にライゲーションした

後，大腸菌株DH10Bに形質転換し，384穴プレ

ートにグリセロールストックした．平均イン

サートサイズは，BACプラスミドをNotIで切断

後，パルスフィールド電気泳動を行い，算出

した．	
 

	
 BACライブラリーのスクリーニングには，	
 

SSRマーカー11-1を使用した．	
 

	
 

(3)	
 Coとco遺伝子座乗領域のゲノム構造の比

較	
 

	
 SSRマーカーCH03d11とHi01a03を用いて，

5-12786	
 (Co/co)	
 ×	
 ‘Wijcik’	
 (Co/co)	
 のF1

集団からCo遺伝子座乗領域がホモ型になった

個体（Coホモ個体）と，‘McIntosh’	
 (co/co)	
 ×	
 
‘きたかみ’	
 (co/co)	
 のF1集団から‘McIntosh’
由来のco遺伝子座乗領域がホモ型になった個

体（coホモ個体）を選抜した．SSRマーカーと

BAC末端配列からプライマーを設計し，Coとco

ホモ個体のゲノムDNAを鋳型にLong	
 PCRを行

った．Long	
 PCR断片をクローニング後，プラ

イマーウォーキングにより塩基配列を決定し

た．	
 	
 
	
 
４．研究成果	
 

(1)	
 Co遺伝子のファインマッピング	
 
	
 SSR マーカーCH03d11 と Hi01a03 の間に位
置するリンゴの公開ゲノム配列から新たに
28 個の SSR マーカー（Mdo.chr10.1～10.27,	
 
10.34）を設計し，‘ふじ’×	
 5-12786 の F1

集団の連鎖解析を行った．その結果，13 個の
SSRマーカーを第10連鎖群に位置付けること
ができ，Co遺伝子はSSRマーカーMdo.chr10.7
と 10.26 の間に座乗することが明らかになっ
た（図１）．	
 

	
 Co遺伝子のファインマッピングを行うため，

SSRマーカーCH03d11とHi01a03の間で，Co遺伝

子と相引に連鎖する染色体が組換えを起こし

た個体（組換え個体）を探し，58個体を見出

した．Mdo.chr10.7と10.26の間に位置するSSR

マーカーを用いて，これら組換え個体の遺伝

子型を解析し，表現型と対応させたところ，3

つの組換え個体（9,	
 7-4121,	
 7-4189）の情報

から，Co遺伝子はSSRマーカーMdo.chr10.11

と10.15の間に座乗することが明らかになっ

た．	
 Co遺伝子の座乗領域をさらに絞り込むた

め，新たに設計したSSRマーカー11-1と14-3



を用いて，3つの組換え個体（9,	
 7-4121,	
 

7-4189）の遺伝子型を解析し，表現型と対応

させたところ，Co遺伝子はSSRマーカー11-1

と14-3の間（リンゴの公開ゲノム配列に換算

して約180	
 kb）に座乗することが明らかにな

った（図2）．	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
	
 
図１‘ふじ’×	
 
5-12786 の F1 集
団から作成した
5-12786 第 10 連
鎖群の連鎖地図	
 
	
 

	
 
	
 表現型と完全連鎖する 3 つの SSR マーカー
（Mdo.chr10.12,	
 10.13,	
 10.14）のうち，
Mdo.chr10.12 と 10.14 において検出される
Co と相引に連鎖するアリルは，日本のリンゴ
品種の祖先である‘Golden	
 Delicious’，
‘Delicious’，‘Jonathan’，‘Ralls	
 Janet’，
‘Worcester	
 Pearmain’，‘Cox’s	
 Orange	
 
Pippin’	
 ‘McIntosh’のうち，‘McIntosh’
以外の品種において出現しないため，単独で
使用しても信頼性の高いカラムナー性選抜

マーカーとして利用できる．	
 
	
 
(2)	
 Co 遺伝子座乗領域のクローニング	
 
	
 ファインマッピングで絞り込んだ領域を
クローニングするため，カラムナー品種	
 
‘Telamon’	
 からBACライブラリーを作製した．
分画 1 の DNA から作製したライブラリーは
49,152 クローン，分画 2 の DNA から作製した
ライブラリーは 3,840 クローンから構成され
ており，平均インサートサイズは分画 1 のラ
イブラリーが 166	
 kb，分画 2 のライブラリー
が 153	
 kb であった．リンゴのゲノムサイズ
は約 750	
 Mb であることから，作成した分画 1
及び分画 2 のライブラリーはそれぞれ 10.9
ゲノムと 0.8 ゲノムに相当し，リンゴゲノム
の 99%以上をカバーしていると考えられた．	
 
	
 SSR マーカー11-1 を用いて BAC ライブラリ
ーをスクリーニングした結果，Co と相引に連
鎖する領域を含むクローンが 7個単離された．	
 

	
 

(3)	
 Coとco遺伝子座乗領域のゲノム構造の比

較	
 

	
 SSRマーカーとBAC末端配列からプライマー

を設計することができたCo遺伝子座乗領域内

の5つの領域	
 (R1~R5)	
 に対し，Coホモ個体と

coホモ個体のゲノムDNAを鋳型にして	
 Long	
 

PCRを行った．R1，R3~R5領域ではCoホモ個体

とcoホモ個体から増幅された断片長に大きな

違いは見られなかったが，R2領域ではCoホモ

個体から約16	
 kbの断片が，coホモ個体から約

8	
 kbの断片が増幅された．16	
 kbと8	
 kb断片の

塩基配列を決定し比較したところ，Coホモ個

体にはLTR型レトロポゾンと考えられる約8	
 

kbの配列が挿入されていることが明らかにな

り，この挿入変異がカラムナー性変異の原因

である可能性が高いと考えられた．この挿入

変異を利用することにより，カラムナー個体

を効率的に選抜できるDNAマーカーを開発す

ることができる．	
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