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序 章

トウガラシ､ピーマンおよびパプリカ (Capsicumannuumvar.angulosumMiller

orvar.grossumBailey)に代表されるカブシカム属は (Fig.1)､ナスや トマ ト､タ

バコ等と同じ2倍体のナス科植物である｡カブシカム属には､約25種が存在す

るが､その内､C.annuum､C.putescens,C.baccatum､C.pubescensおよびCchinense

の5種類が特にアメリカ先住民によって栽培化されてきた｡

トウガラシは､中南米の熱帯から温帯地域を原産とし､コロンブスによる新

大陸発見以降､ヨーロッパを中心に世界中に香辛料として広がってきた(Bosland

とvotava1999)｡1493年､コロンブスはスペイン帰還により初めてヨーロッパ

にトウガラシを持ち込み､1548年にイギリス､1500年代後半に中央ヨーロッパ､

1585年にインド､そして1700年後半には中国にまで拡がった(Lippertら1966)0

トウガラシは環境に対する適応性が高く､世界中のほとんどの国において栽培

が可能であり､このことが世界的な共通作物になった要因と考えられる(Bosland

とVotava1999､Bosland2003)｡なかでもC.annuumは､トウガラシやピーマン､

パプリカとして知られており､経済的にも重要で､世界中で最も多く栽培され

ている (Bosland2003)｡ピーマンは､英語でスイー トペッパー (Sweetpepper)

と呼ばれ､辛みのあるトウガラシに対して辛みのない種類につけられたもので

ある｡

国連食糧農業機関統計 (2006)によると､2005年の全世界におけるカブシカ

ムの生産量は24,997,498tで､アジア地域で多く生産されている傾向があり､特
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に中国においては全世界生産量のほぼ50%が生産されている｡

また､日本国内におけるカブシカムの生産量については､1965年には52,600t､

2005年現在で 155,000tであり､この40年間で約3倍に拡大している｡しかし

ながら､1965年から1980年頃までは年間平均約15%で生産量が増加しているが､

それ以降は同等もしくは減少傾向にある｡2003年の国内ピーマン生産量は､1

位が宮崎県で､2位が茨城県､3位が高知県と続いている｡宮崎県においては､

1978年の栽培面積が300haを超え､高知県を抜き全国 1位の生産量となった｡

その後､宮崎県のピーマン生産量は､1986年の45,000tをピークに減少に転じ､

現在は30,000t前後で推移しており2位の茨城県が接近してきている｡

宮崎県は､冬期温暖多照な気象条件や標高差等を活用し､沿海平坦地域の施

設野菜､高台畑地域の露地野菜､中山間地域の夏秋野菜を中心に全国有数の野

菜産地となっている｡その内訳は､ピーマン (全国 1位)が21.5%と最も高く､

次いでサ トイモ (全国2位)､キュウリ (全国2位)､ダイコン (全国4位)の

順である (宮崎県農政水産部 2005)｡なかでもピーマンは､30年近くにわたり

生産量全国 1位を維持してきており､宮崎県の農業にとって非常に重要な品目

として位置づけられている｡

宮崎県におけるピーマン栽培の歴史は､昭和の始め頃に高知県からの移住者

が､｢カリフォルニアワンダー｣系の在来種を持ち込み､自家用に栽培したのが

始まりだと言われている (宮崎の野菜史編集委員会2006)｡その後､一部の人に

よって作付けされていたが､栽培環境が整わず単収が少ないことから､経済作

物として普及しなかった｡しかしながら､1960年頃からハウスの大型化や加温
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機の普及､新品種の導入により､本格的なピーマンの栽培が始まり､ハウス促

成ピーマンとして急速に栽培面積が拡大した (川越 1998)0

近年､宮崎県におけるピーマン栽培は､輸入量の急増や産地間競争､消費の

伸び悩みにより価格が低迷し､減少した｡さらに､ピーマン栽培において､様々

な病害虫による被害が生じてきており､農家経営を圧迫している｡なかでも､

ペッパーマイル ドモットルウイルス (peppermildmottlevims;PMMoV)､

phytophthoracapsiciによるピーマン疫病およびRalstoniasolanacearumによる青

枯病は､宮崎県を始めとするピーマン産地に大きな被害を及ぼしている(Fig.2)0

これらの土壌病害を抑制する手法として､土壌消毒剤の臭化メチルが最も効果

が高く世界的に使用されきた｡しかしながら､1992年にオゾン層を破壊する物

質に関する国際会議 (モントリオール議定書)によりオゾン層破壊物質に指定

され､その使用が規制されることとなり､今後これらの病害によるなお一層の

被害拡大が懸念される｡臭化メチルに代わるこれらの病害に対する防除技術と

して､抵抗性品種の導入が考えられるが､従来の接種検定による選抜方法では､

多大な労力と時間を必要とする上､接種時の温度や植物の生育ステージ等の

様々な環境要因に左右されるため､優良品種-の安定的な抵抗性の導入は困難

である｡さらに､接種時における病原菌の飛散により周囲の作物に対する危険

性も伴うため､DNAマーカーによる選抜育種の適用 (Marker-assistedselection;

MAS)(McCouchとTanksley1991)が望まれる｡

DNAマーカーは､系統間における塩基配列の違いを利用した DNAの目印で

あり､医療および農業等の様々な分野で活用されてきている｡農業分野におい
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Fig.2.Thedamageandsymptomsofpeppercausedbysoilbornediseases,peppermildm)ttlevirus,phytophtbra
blightandbacterialwilt.Mosaicandleafdktortk)n(AandB),andmosaicandmisshapen丘uit(C)causedby
peppermi1dmottlevirus.Fieldsymptoms(D),stemrot(E),blackstemlesion(F)andquitrot(G)Causedby
PhylophthoracapsicF'.FieldsymptorrB(H),rootrot(I)andmi]kywhiteoozeofbacterhlcellsinClearwater
斤omthestemofaphntinfectedwithJね/stonE'asolanacearum.
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ては､系統および品種特異的なDNAマーカーが開発され､品種保護や農産物検

査を目的とした品種判別も積極的に行われてきている (杉田ら 2003､中村ら

2006)｡一方､育種分野においては､各種病害抵抗性や農業上有用な形質に連鎖

するDNAマーカーを利用し､育種の効率化が図られてきている(Sugitaら2004､

杉浦ら2004)0

近年､シロイヌナズナ (Arabidopsisthaliana),イネ (oTyZaSativa)を始めと

する多くの植物において､分子遺伝学研究の手段として､DNAマーカーが用い

られるようになった (Juengerら2000､Yamamotoら2001)｡イネを始めとする

主要農作物においては､農業上有用な形質に連鎖した数多くのDNAマーカーが

既に開発されており､それらを用いたマーカー選抜育種も精力的に進められて

いる｡マーカー選抜育種は､周囲の環境条件等に左右されることなく､また､

作業する人の熟練を必要としないことから､常に安定した結果が得られるとい

う利点がある (McCouchとTanksley1991)｡ しかしながら､ピーマンでは､イネ

や トマ ト等の他の主要作物に比べると､DNAマーカーの開発は遅れている｡し

たがって､ピーマンにおいても栽培特性､病害抵抗性､機能性成分および果実

形質等の諸形質に連鎖したDNAマーカーを開発し､それを用いた積極的なマー

カー選抜育種技術の活用が望まれる｡

本研究は､ピーマンにおけるDNAマーカーを用いた選抜育種技術の開発に資

することを目的に､分子遺伝学的手法を用い､有用形質に連鎖するDNAマーカ

ーの開発､遺伝様式の解明およびその育種的利用法について論ずる｡そのため､

第 1に薪培養技術を用いた種内交雑由来倍加半数体系統の実用的育成技術の開

6



発と育成した系統の形態特性について､第 2に質的有用形質に連鎖した分子マ

ーカーの開発とピーマンにおける高能率連鎖地図作製技術の開発について､第3

に疫病に対する抵抗性の遺伝的評価と量的形質遺伝子座 (Quantitativetraitloci;

qTL)解析によるDNAマーカーの開発について述べ､第4に未熟果実色に関す

る遺伝的評価とqTL解析によるDNAマーカーの開発について論述する｡
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第 1章 capsicuma〃〃〟umにおける薪培養技術を用いた種内

交雑由来倍加半数体系統の育成と形態的特性の調査

農業上有用な栽培特性等の多くは､QTLによって支配されている｡ピーマン

における疫病や青枯病等に対する抵抗性､果実形や未熟果実色等の果実形質は､

qTLが関与していることが明らかとなっている(Benら200la､Thabuisら2003､

Lafortuneら2005)｡ しかしながら､QTLによって支配されている形質について

は､温度､日照および湿度等の栽培条件や植物の生育ステージ等の様々な周囲

環境による影響を受けやすく､安定的な形質の評価を得ることが困難である｡

このことがqTL解析を正確に行う上での大きな障壁となっている｡

現在､多くの農作物における育種では､分子マーカーを利用 した MAS

(McCouchとTanksley1991)が積極的に進められているOピーマンにおいてマ

ーカー選抜育種を適用するためには､目的とする形質に連鎖したDNAマーカー

の開発が必要であり､そのためには､正確なqTLの評価を行うための適切な遺

伝解析用分離集団の育成が不可欠である｡一般的に､自殖性植物における遺伝

解析用分離集団は､雑種第2代 (F2)や戻し交雑 (Backcross;BC)､倍加半数体

(DoubledHaploid;DH)､組換え自殖 (RecombinantInbredLine;RIL)世代が用

いられている (鵜飼 2000)｡ F2およびBC世代は実質的な分離世代であり､育成

までに要する労力や期間も短いが､全表現型分散に占めるQTLの寄与率が異な

ることから､qTLの検出感度が低くなるという欠点がある (鵜飼 2000)｡ 正確

なqTL解析を行うためには､目的の特性に明確な差がある両親の組み合わせに
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よる完全ホモ接合化した DHまたはRILを用いて､厳密な形質の評価を行うこ

とが望まれる｡これらの系統群は､F2およびBC世代等の-テロ接合性の分離集

団と比較して､繰り返し安定的な評価ができるという点において優れているが､

RILの育成には､8世代以上の自殖が必要であり､多くの時間と労力を要する｡

一方､DHの育成は､薪培養技術を用いるが､育成までの年限が短い点でRILよ

りも優れている｡

そこで､本章は､第 1節で､効率的な薪培養技術確立のための諸条件の検討

を行い､第 2節で､薪培養による遺伝解析用分離集団の育成とそこで育成した

DH系統の形態的特性について述べる｡

第 1節 効率的な薪培養法の確立

1.緒言

現在､いくつかの作物においては､薪培養による DH を利用した育種法を用

いることで､短期間に完全ホモ接合の個体を得ることが可能となってきた｡薪

培養による半数体の作出は､GuhaとMaheshwari(1964)がDaturainnoxiaで成

功して以来､多くの農作物で試みられている｡ トウガラシ類においては､Wang

ら (1973)によって初めて半数体の作出に成功し､その後､効率的に再生植物

体を得るために､小胞子の発育ステージ､培地組成および花菅の前処理等につ

いて検討されてきた (Sibiら1979､Dumasら1981)｡国内においても､ピーマ

ン育種の効率化を目的として薪培養が試みられてきており､矢ノロら (1990)
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や山口ら (1995)によって､薪培養に関する諸条件の検討が行われ､薪から腫

様体を経て植物体の再分化が報告されている｡しかし､この報告における再分

化個体の獲得率は約 1.5% (薪当たり)と低く､また､培養途中で再分化培地-

の移植も必要とすることから､育種素材および遺伝解析用分離集団として用い

るためには､より簡便でさらに再分化効率の良い手法-の改善が必要である｡

そこで､本節ではピーマン育種における薪培養技術の実用化と再生植物体を

得るための一段階培養法について検討した｡

2.材料および方法

1)供試材料

ピーマン薪培養における条件の検討には､長野県中信農業試験場で育成され

たベルタイプのピーマン ｢K-9｣(C.annuum)を供試した｡薪培養適性の系統間

比較には､｢K-9｣､南国育種研究農場育成の栽培品種 ｢土佐ひかり D｣､タキイ

種苗育成の栽培品種 ｢京ゆたか｣､宮崎県総合農業試験場において薪培養により

得られた系統 ｢No.5｣および地方在来品種 ｢昌介｣のピーマン 5系統と中央ア

メリカ原産のトウガラシ野生種 pI201234由来の自殖選抜系統 ｢AC2258｣のト

ウガラシ1系統を供試した｡

2)薪培養条件の検討

薪培養は､Dumasら (1981)の方法を改変したものを用いた｡すなわち､4-

6m の花菅を採取し､4℃暗黒下で4日間低温処理した｡その後､クリーンベン
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チ内で70% (Ⅴ/v)ェタノールで20秒間､Tween20を2から3滴添加した200ml

の 0.5% (Ⅴ/v)次亜塩素酸ナ トリウム溶液中で 20分間滅菌し､滅菌した蒸留水

で3回洗浄した｡実体顕微鏡下で花曹中の薪を取り出し､0.05mg/1インドール

酢酸 (IAA)､50g/1ショ糖および8g/1寒天を含む､CP培地 (Table1)(Dumas

ら1981)で35℃､暗黒下で 8日間培養した｡その後､25℃､暗黒下で20日間

培養した後､25℃､明条件下で培養した｡

これらの方法を基準として､25℃での暗培養期間､培地中のIAA濃度の影響

および培地中のショ糖濃度の影響について検討した｡また､培養 2から4ケ月

後に､腔様体および植物体発生数を調査した｡

3)薪培養適性の系統間比較

薪培養適性の系統間比較に用いた薪培養条件については､本節の材料および

方法の2)に準じた｡培地組成は､0.005mg/1IAA､50g/1ショ糖および 8g/1寒

天を含むCP培地 (Tablel)を用いた｡培養2から4ケ月後に､腫様体および植

物体発生数を調査した｡

3.結果

1)薪培養条件の検討

Table2は､25℃の培養期間が腔様体および植物体発生に及ぼす影響について

調査した結果である｡腫様体発生率は 10日区で最も高い値であったが､40日区

で低い値であった｡一方､植物体発生率は､20日区で最も高く､10日区と40

ll



Table1.TheCPl托diumconstituentusedinthisstudy

Concentrationinculturemedium(mg/1)
Constituent

CPmedium

Majorsalt KNO3

NH4NO3

(NH4)2S04

CaC12･2H20

Ca(NO3)2･4H20

MgSO4･7H20

KH2PO4

NaH2PO4･2H20
KCI

Na2-EDTA

FeSO4･7H20

vtr)
引

3

2

2

6

9

1

2

4

1

0

1

4

00

00
3

2

1

3

3

5

4

1

3

7
1

1

0

00

5

Minorsalt MnSO4･4-5H20

ZnSO4･7H20

H3BO3
KI

Na2MoO4.2H20

CuSO4･5H20

CoC12･6H20

22.13

3.625

3.15

0.695
0.188

0.016

0.016

Vitamine myo-Inositol

pyridoxineHCl
acidnicotine

thiamineHCl

pantothenateCa
vitamineB12
biotine

glycin°

5

5

0

0

0
0

0
0

5

3

0

7

′LU
5
0

0
1
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Table2.Effectsofdurationofdarkcultureat25℃ inCPmediumontheformationof

embryoidandtheregenerationofplant

Zu7Lat,1:an.02f5egrk Tuo.;uo,fe3uds ;eoieo,:.ee;b"oids Rate(%, Teogt:ef,pal.aendtS Rate(%)

111 92.5 10 8.3

94 78.3 16 13.3

78 65 10 8.3
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日区で低い値であった｡

Table3は､IAA濃度が腫様体および植物体発生に及ぼす影響について調査し

た結果である｡無添加区でも腫様体および植物体の発生がみられるものの､IAA

添加濃度が高くなるほど植物体発生率は高くなる傾向であった｡最も植物体発

生率の高い0.5mg/1添加区では､植物体発生率は無添加区の約2倍であった｡

Table4は､ショ糖濃度が腫様体および植物体発生に及ぼす影響について調査

した結果である｡腫様体発生率は､ショ糖濃度 60g/1区で最も高く､15g/l区で

低い値であった｡植物体発生率は､30g/1区で最も高く､15g/l区で低い値であ

った｡

2)薪培養適性の系統間比較

Table5は､薪培養における腔様体および植物体発生の系統間比較を行った結果で

ある｡腫様体発生率は､｢No.5｣が 47.5%で最も高く､次いで｢K-9｣の 44.0%､｢土佐ひ

かりD｣の 32.1%の順であった｡ 一方､｢京ゆたか｣で 3.3%､｢昌介｣で 0.4%および

｢AC2258｣で2.9%と低かった｡ また､植物体発生率は､｢No.5｣が25.3%で最も高く､

次いで ｢土佐ひかりD｣の24.3%であり､｢京ゆたか｣で2.0%および ｢昌介｣で

0.4%とほとんど発生がみられず､｢AC2258｣では全く発生がみられなかった｡

4.考察

ピーマンの薪培養の体系的な手法については､Dumasら (1981)によって最

初に報告された｡しかしながら､植物体獲得率はきわめて低く､実際の育種に
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Table3･EffectsofIAAconcentrationsinCPI稚diumonthe丘)rlmtk)nofembryokland

theregenerationofplaI止

IAAco(nmc;nlt)rations 慧Lo,fe3uds ;eoie::teeTbqoids Rate(%, Teog'e::,pal.aendtS Rate(%,

77 67 12 10.4

63 58.9 20 18.7

147 125.6 24 20.5
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Table4.EffectsofsucroseconcentrationsinCPITCdiumontheformationofembryoidaTXl

theregprx:rationofplarA

sucrosec(os?,entrations 慧iuo,fedbuds ;eoieo,:teeTb"oids Rate(%, Teog'e:ef,pal.aendtS Rate(%,

1 0.8 3 2.5

33 27.5 12 10.0

99 82.5 4 3.3
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Table5.Compar由onofe血bryokIfornutk)narklphntregeneratbnwithsixaccessions

Accessions Tuo.Lo,fe3uds ;eoieor:.eeTbqoids Rate(%) Teog:efrpal.TdtS Rate(%)

K-9

Tosahikari-D

Kyouyutaka

No.5

Shousuke

AC2258

118 44.0

70 32.1

5 3.3

126 47.5

1 0.4

3 2.9

31 11.6

53 24.3

3 2.0

67 25.3

1 0.4

0 0.0
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用いるためには植物体再生率の向上や省力化等の多くの改良を必要とした｡そ

こで本節では､効率的な薪培養法を確立するための､一段階培養法について検

討した｡その結果､25℃での暗培養期間は､20日区で植物体発生率が最も高く

なり､13.3%であった｡培地中のIAA濃度については､0.5mg/1添加区で最も高

くなり､20.5%であった｡培地中のショ糖濃度については､ヨog/1区で最も高く

なり､10.0%であった｡さらに､3つの最適条件を組み合わせることによって､

更なる植物体発生率の向上が期待される｡これらの植物体発生率は､矢ノロら

(1990)が中型ピーマンで行った結果に比べても､ほぼ同程度であるが､一段

階培養法では培養途中での再分化培地-の移植や培地作成作業を必要としない

ため､大幅な省力化が図られる｡また､薪培養における腫様体および植物体発

生の系統間差については､供試した系統間において顕著な差が認められた｡薪

培養による植物体発生効率に系統間差があることは､既に他の トウガラシ類や

コムギ､オオムギ等でも報告されている (Dumasら 1981､Mo汀isonら 1986､

Andersonら1987､Powell1988)｡本研究により､一段階培養法による6系統の植

物体発生効率が明らかとなり､植物体発生率には､系統間で大きな差が生じる

ことが判明した｡｢No.5｣と ｢土佐ひかりD｣で植物体発生率が高く､本手法の

適用性が高いことが示された｡また､｢No.5｣は､もともと薪培養により得られ

た系統であり､高い薪培養適性を引き継いでいるものと考えられる｡様々な系

統において､薪培養による植物体発生効率を明らかにすることは､薪培養技術

を実用化する上で非常に重要であり､薪培養に利用する系統の選定には十分に

留意する必要がある｡本研究の結果から､ピーマン薪培養における一段階培養
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法の適用は､従来の手法に比べ省力的であり､ピーマン育種および遺伝解析用

分離集団の育成に大きく貢献するものと考えられた｡

5.摘要

ピーマン薪培養における植物体獲得率はきわめて低く､実際の育種に用いる

ためには植物体再生率の向上や省力化等の多くの課題を残している｡そこで､

効率的な薪培養技術の確立を目的に､一段階培養法による諸条件について検討

した｡その結果､暗培養を25℃で20日間行い､0.5mg/lIAAおよび30g/1ショ

糖を添加した培地において最も植物体再生率が高くなった｡また､一段階培養

法による6系統の植物体発生効率が明らかとなり､｢No.5｣と ｢土佐ひかりD｣

で植物体発生率が高く､これらに対して本手法の適用性が高いことが示された｡

植物体発生率には､系統間で大きな差が生じることが判明し､薪培養に利用す

る系統の選定には十分に留意しなければならないことが示された｡本研究の結

果から､ピーマン薪培養における一段階培養法の適用は､従来の手法に比べ省

力的であり､ピーマン育種および遺伝解析用分離集団の育成に大きく貢献する

ものと考えられた｡
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第2節 倍加半数体系統の育成と形態的特性の調査

1.緒言

遺伝解析のための DH集団の育成は､通常 Flの薪培養によって行われる｡薪

培養による分離集団の育成は､純系を得るまでの数世代を必要とせず､育成ま

での年限を短縮できるという点において､他の育成手法に比べ優れている｡ま

た､各遺伝子座が分離した完全ホモ接合の系統のみによって構成されているた

め､-テロ接合系統の混在による表現形質の乱れがない｡さらに､自殖による

次世代以降においても全く同じ遺伝子型の系統が得られることから､形質の分

離が常に安定しており､その結果､繰 り返し各種形質の調査を行 うことが可能

である｡このことから､薪培養によって育成された DH集団は､周囲の環境要

因によって影響を受けやすい量的形質を解析するための最も適 した分離集団で

あると考えられる｡同時に､遺伝解析用として育成された系統は全て固定系統

であるため､育種素材として利用することもできる｡その反面､DHを育成する

過程で特定の遺伝子型が淘汰され､ある領域において特定の遺伝子型が偏る等

の弊害を生じる可能性もある｡

農作物は､多くの遺伝的形質によって成 り立っているが､中でも収量や果実

品質などの栽培的特性および病害抵抗性等は､農業上非常に重要な形質であり､

現在でも育種目標の大部分を占める｡しかし､これらの形質は量的な遺伝子座

によって支配され､複雑な遺伝を示すため､遺伝様式の解明や育種-の利用が

難しく､分子マーカーを利用したqTL解析によって研究が進められている｡
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そこで､本節では､遺伝解析およびDNAマーカーの開発を行うための薪培養

によるDH分離集団の育成と､そこで育成した DH系統の形態的特性について述べ

る｡

2.材料および方法

1)供試材料

供試材料として､｢K9-11｣(Cα〝〃〟〟∽)を母親に､前節で示されている｢AC2258｣

を父親として交配し､そのFlおよびFlの薪培養由来個体である176系統のDH

集団を用いた (Fig.3､Table6)0

｢K9-11｣は､長野県中信農業試験場で育成された ｢K-9｣の薪培養由来系統

で､PI159236由来のPMMoV抵抗性L3を持ち､辛みが無く､疫病雁病性､未熟

果実色濃緑色のベルタイプのピーマンで､宮崎県総合農業試験場で育成された

(矢ノロら1993､Sugitaら2004)｡｢AC2258｣は､中央アメリカ原産のPI201234

由来の自殖選抜系統であり､PMMoV雁病性で辛みを有し､未熟果実色が黄白色

で､疫病に対して強度の抵抗性を示す トウガラシ野生種である (Smithら1967､

山川ら1979)｡

また､pMMoV抵抗性評価においては､上述の DH集団に加え､｢K9-11｣と

｢AC2258｣のFlを ｢AC2258｣に戻し交配して得られた 190個体のBCl系統を

供試した｡

2)薪培養条件および培地組成
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Fig･3･AandBshowedtl℃6.uitsarKlthef一owersoftheparentsandFl.
Cshowedtrx:fruitsofDHlinesobtainedfromantl℃rcultureof

anFIhybridbetweentwoaccessk)nsofrK9111JandrAC2258J･
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Table6.ThecharacteristicsoftheparenbandFluSedinthisstudy

Resistant

Accessions 0rigin Species genotypesfor Pungency Phytophthorarot
PMMoV

Immature Mature

丘uitscolor 斤uitscolor

K9111 Japan C.annuum L3/L3 non-ptmgent susceptibility cedergreen red

AC2258 Mexico C･annuum LI/L+ pungentl) resistance sulphurywhite red

F(読 ..xAC2258, C･annuum L3/L･ pugent in,teesTtellfete lightyeen red

1)Afrecthgtheorgansortasteorsrrcllwithashape,acridsensation.
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薪培養法については､前節 2- 2)に準 じた｡ 培地組成は､0.01mg/1

2,4-dichlorophenoxyaceticacid(2,4-D)と0.01mg/1カイネチン､30g/1ショ糖お

よび 10g/l寒天を含むCP培地 (Tablel)を用いた｡

3)順化方法

得られた再分化個体は､ホルモンフリーの MS培地に移植後､バーミキュラ

イ トに鉢上げし､その際に透明なプラスチックコップを被せ､十分に湿度を保

ちながら順化室で栽培した｡1週間後､1cm角の穴あきコップに換えた後､さ

らに 1週間後にコップを外し､栽培を継続した｡1週間後に培養土に植え換え､

さらに1週間後にガラス温室-と移動させた｡

4)栽培条件および果実特性の調査方法

特性調査には､両親系統の ｢K9111｣と ｢AC2258｣およびFlと,DH176系統

の各系統から3株ずつを用いた｡ガラス温室内で 8月下旬に育苗 トレイに播種

し､10月上旬に野菜用培土 (MK5号 :N:P:K-200:2000:200mg/1)の入った 18cm

ポリポット黒 (1.3L)に移植し､10月中旬に1回目の追肥 (オール 8 20g/I.3L)

を行った｡温室内温度管理は､日中30℃以下､夜温 18℃以上で管理した｡病害

虫防除およびその後の追肥については､状況を確認しながら適宜行った｡

開花後約 30日の果実を､1系統当たり3果実を用いて測定した｡縦径および

横径については､ノギスを用いて果実の最も長い部分を測定した｡縦横比は､

平均果実縦径/平均果実横径で計算した｡果実重については､収穫直後の生鮮果
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実重を電子天秤で測定した｡

5)pMMoVの純化および抵抗性評価法

pMMoV抵抗性接種検定には､宮崎県内で採取されたウイルス株 p1.2を用いた

(sugitaら2004)0 PMMoV感染葉 100gに 200mlの抽出用緩衝液 (0.05M

Na2HPO4･12H20､ 0.05MKH2PO4､0.1% チオグリコール酸､pH7.0)を加え､

ホモジナイザーで粉砕し､ろ液を6,000叩m､4℃で 10分間遠心後､上清を10,000

rpm､4℃で 10分間遠心した｡さらに､上清 100ml当たり0.64gのNaCl､3.14g

のポリエチレングリコールを添加し､30分間氷上で擾拝した｡その後､10,000rpm､

4℃で 10分間遠心し､上清を捨て､6ml/チューブの再懸濁用緩衝液 (0.05M

Na2HPO4･12H20､0.05MKH2PO4､ 0.1%､0.02MEDTA､pH7.0)で再懸濁し

た｡この懸濁液を8,000rpm､4℃で 10分間遠心し､さらに､上清を30,000rpm､

4℃で60分間遠心後､上清を捨て4mlの滅菌蒸留水を添加して再懸濁した｡12

時間､4℃で静置後に懸濁液をショ糖密度勾配用溶液 (20%､30%､40%､50%シ

ョ糖)に重層し､24,000rpm､4℃で 120分間遠心後､注射器を用いてウイルス

由来のバンドを分取した｡分取した溶液を35,000rpm､4℃で 120分間遠心し､

上清を捨て､1mlの滅菌蒸留水でペレットを 12時間､4℃で再懸濁後､分光光

度計 (ShimadzuUV2550)を用い260nmの波長でウイルス濃度を測定した｡

pMMoV 接種検定は､切り取った若い展開葉を用い､純化したウイルス (20

mg/ml)を#500のカーボランダムで接種した｡湿室条件下､25℃､24時間照明下

でグロースチャンバー内に静置した｡抵抗性の有無は､接種 3から6日後に壊
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死症状の有無により判定した｡

6)辛み評価法

辛みの評価は､Blumら (2002)の方法に従い調査した｡すなわち､開花後30

から40日目の果実を1系統当たり3果実用いて､切断後､胎座部分を舌の先で

舐める官能検査により辛みを判断した｡

3.結果

1)DH系統の育成

7,835個の菅中の薪を培養し､2から4ケ月後に 177の花粉粒由来の再分化系

統が得られた (Fig.4)｡その後､176個体から自殖種子が得られた｡

2)果実形質評価

Fig.5は､DH 集団における平均果実縦径の度数分布を示す｡両親である

｢K9-11｣は55.1m ､｢AC2258｣は60.0m であった｡Flは76.7m を示し､

両親を上回る値であった｡また､DH系統については､平均60.2m であり､32.2

m から114.5mmまでの範囲に全系統が分布し､連続的に分離した｡両親間の

差は4.9mmで､DH全体の分離幅の約 6%であった｡

Fig.6は､DH集団における平均果実横径の度数分布を示す｡｢K9-11｣で55.4mm､

｢AC2258｣で32.4mmであった｡Flは45.0m を示し､両親のほぼ中間の値で

あった｡また､DH系統については､平均41.5mmであり､27.1mmから60.3m

26



Fig･4･AnthercultureofanFlhybridbetweentwoaccessionsofCannuum,｢K9-11｣and
rAC2258｣.Antl℃rsintl℃sterilizedbudswereinocuTatedonCPmedium(A):Plaralets
wereregeneratedaRertwotofourmonthsWithouttransplantingtoanothermedium(B):
PhntLetwastransplantedintoanothern℃dium(C):Antherculturedplantswere

acclimatiZedunderamist(D).
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までの範囲に全系統が分布し､連続的に分離した｡｢K9-11｣は､DH系統の上か

ら5番目に位置し､また､｢AC2258｣は下から12番目に位置した｡両親間の差

は､DH全体の分離幅の約 69%であり､比較的大きな差が認められた｡

Fig.7は､DH集団における果実縦横比の度数分布を示す｡｢K9-11｣が0.99で､

｢AC2258｣が 1.86であった｡Flは 1.71を示し､両親の中間値より ｢AC2258｣

側に近い値であった｡また､DH系統については､平均 1.50であり､0.67から

2.81までの範囲に全系統が分布し､連続的に分離した｡両親間の差は､DH全体

の分離幅の約41%であった｡

Fig.8は､DH 集団における果実重の度数分布を示す｡｢K9-11｣が 38.5g､

｢AC2258｣が 11.0gであった｡Flは31.8gであり､両親の中間値より ｢K9-11｣

側に近い値であった｡また､DH系統については､平均23.8gであり､9.6gか

ら50.3gまでの範囲に全系統が分布し､連続的に分離した｡｢K9-11｣は､DH系

統の上から9番目に位置し､また､｢AC2258｣は下から3番目に位置し､両親間

の差は､DH全体の分離幅の約 68%であり､比較的大きな差が認められた｡

3)pMMoV抵抗性評価結果

pMMoV抵抗性遺伝子 (L3) を持つ系統は､ウイルス接種後3から6日で過敏

感反応による壊死症状を呈し､抵抗性遺伝子を持たない篠病性の系統は接種後6

日経過しても形態的変化はみられなかった (Fig.9)｡ 両親である ｢K9-11｣は抵

抗性､｢AC2258｣は雁病性であった｡Flは ｢K9-11｣と同じ抵抗性であり､優性

形質であることが確認された｡また､DH系統については､176系統中99系統
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Fig.9.Necrotklocalksionscausedbypeppermildnmttlevirusoninocuhtedleavesofthe
resktantline(1e丑)andthesusceptibleline(right).
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が抵抗性､77系統が雁病性であり､BCl系統については､190系統中100系統が

抵抗性､90系統が篠病性であった (Table7)O それぞれの集団における抵抗性の

分離比は､DHおよびBCl世代における単一主働遺伝子の期待される分離比 1:1

に適合した (Table7)｡

3)辛み評価結果

開花後 30から40日目の果実の胎座部分を用いて官能検査を行った結果､両

親である ｢K9-11｣において辛みは確認されなかったが､｢AC2258｣においては

辛みの発現が認められた｡Flは ｢AC2258｣と同じく辛みの発現があり､優性形

質であることが確認された｡また､DH系統については､173系統中100系統で

辛みが確認され､73系統で辛みの発現が無かった｡DH集団における辛み発現

の分離比は､DH世代における単一主働遺伝子の期待される分離比 1:1に適合(x

2-4.21､p値-0.04)した｡

4.考察

ピーマン果実形質における縦径､横径および果実形に関して､扇円形の果実形質

をコントロールする 0遺伝子が関与している場合には､主働因子による完全優性また

は不完全優性の遺伝を示すことが報告されているが(Khambanonda1950､Peterson

1959)､その他の場合についての遺伝的な評価に関する報告は少ない｡また､果実

重に関しても､量的な遺伝を示すことも報告されている (K血ambanonda1950､

Miyazawa1953)｡本研究の結果から､縦径､横径､果実形および果実重のDH系
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Table7･Segregationdataforpl℃mtypesofPMMoVresistanceinDHaidBCI
population

population "u;I.beesrof Resistant Susceptib.e x2(.:.) pvalue

DH 176 99 77 2.75 0.097

BCl l90 100 90 0.52 0.468
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統における頻度分布は､いずれも連続的に分離したことから､それらの形質発

現に関しては複数の量的な因子が関与していると推測された｡複数の遺伝子が

関与する形質については､従来までの交雑分離集団を用いた統計遺伝学的手法

ではその遺伝様式の解明は困難である｡今後､分子マーカーを用いたqTLマッ

ピングにより､これらqTLの蓄積を図っていかなければならない｡

PMMoV抵抗性評価結果および辛み評価結果に関しては､本研究で用いた手法

によりそれぞれの形質が明瞭に判断することができた｡各形質については､現

在までに単一主働遺伝子支配による質的な遺伝形質であることが報告されてい

るが (Holmes1937､Boukema1982)､本研究の結果からもこのことが伺われた｡

しかし､各形質のDHでの分離については､x2検定の結果からDH世代におけ

る単一主働遺伝子の期待される分離比 1:1に適合しているものの､PMMoV抵抗

性検定については抵抗性側 (｢K9-11｣型)に､又は辛み検定結果についても辛

みの無い系統(｢K9-11｣型)の頻度が期待されるよりやや高かった｡また､pMMoV

抵抗性検定については､BCl世代の分離比と比較してもその頻度がやや高い傾向

にあった｡ トウモロコシやオオムギの薪培養由来 DH集団においては､再分化

能が低い親の方の持つ対立遺伝子が淘汰されることにより分離比の歪みを生じ

るという報告がある (Granerら 1991､Murigneuxら 1993)｡本研究で供試した

｢K9111｣は､｢K-9｣の薪培養によって育成された系統であり､本研究の結果か

らも ｢K-9｣と ｢AC2258｣では､薪培養再分化能に大きな差があることから､

再分化能が低い｢AC2258｣の持つ対立遺伝子が薪培養の過程において淘汰され､

分離比の歪みを生じている可能性が示唆された｡現在､日本国内および宮崎県
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内において､最も広く発生し大きな被害を及ぼしているPMMoVの病原型はP12

である｡｢K9-11｣は､PI159236由来の抵抗性因子 上Jを有しており､P12に対し

抵抗性を示すことから､本研究で得られた抵抗性評価結果を基にL3に連鎖した

DNAマーカーを開発し､マーカー選抜育種によるL3抵抗性新品種の早期育成を

図らなければならない｡

本研究で得られた遺伝解析用分離集団であるDH176系統およびそれらの形態

的特性調査結果は､今後のピーマン育種におけるDNAマーカー利用技術の開発

に大きく寄与することが期待される｡

5.摘要

一段階培養法を用いて､7,835個の菅中の薪を培養し､176個体から自殖種子

が得られた｡これらの種内交雑由来DH176系統を用い､各種形態的特性の調査

を行った｡縦径､横径､果実形および果実重の遺伝様式については､DH集団で

の分離においていずれも連続的な分離を示したことから､それらの形質発現に

関しては複数の量的な因子が関与していることが示唆された｡PMMoV抵抗性お

よび辛みの遺伝様式に関しては､DHおよびBCl世代における分離比により､単

一主働遺伝子支配による質的な遺伝形質であることが確認された｡また､供試

した DH集団については､それぞれの遺伝子座において､｢K9-11｣型の頻度が

やや高い傾向にあることから､分離比の歪みを生じている可能性が示唆された｡

本研究で得られた遺伝解析用分離集団であるDH176系統およびそれらの形態

的特性調査結果は､今後のピーマン育種におけるDNAマーカー利用技術の開発
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に大きく寄与することが期待される｡
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第2章 capsicumannu〟mの種内交雑由来倍加半数体集団を用いた

分子マーカーの開発と連鎖地図の作製

DNA マーカーを開発する手法としては､一般的に制限酵素断片長多型

(Restrictionfragmentlengthpolym orphism;RFLP)法､ランダム増幅断片長多型

(RandomamplifiedpolymorphicDNA;RAPD)法 (William Sら1990)､マイクロ

サテライ ト(Microsatellites)､または単純反復配列 (Simplesequencerepeat;SSR)

演 (Tautz1989､WeberとMay1989)および増幅断片長多型 (Am plifiedfragment

lengthpolymorphism;AFLP)法 (Ⅵ)Sら1995)等がその目的に応じて用いられ

ている｡これらのDNAマーカーを用いて､多くの作物で連鎖地図の作製が進め

られており､それに伴って多くの有用な形質に関する遺伝様式の解明やそれに

連鎖したDNAマーカーが見出されるようになってきた (Carantaら1999､Mouけ

ら2000､Sunら2005､Ferdousら2006)｡ さらに､農業上の有用な形質は､qTL

が関与していることが多く､正確なqTL解析を行うためには､広域ゲノム領域

を網羅した連鎖地図を作製することが必要不可欠である｡ また､目的とする形

質によっては､別の分離集団で新しく連鎖地図を作製しなければならないため､

少ない予算と労力で､迅速に作製する技術が必要である｡

そこで､本章においては､第 1章で育成したピーマン種内交雑由来 DH集団

を用いて､第 1節で質的形質であるPMMoV (P12)に対する抵抗性遺伝子座 L3

および辛み発現に関する遺伝子座 Cに連鎖した分子マーカーの開発を､第 2節

でHEGS/AFLPおよびRAPD法を用いた迅速な連鎖地図の作製について述べる｡
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第 1節 pMMoV(P12)抵抗性遺伝子座 L3ぉよび辛み発現に関する遺伝子座 Cに

連鎖した分子マーカーの開発

1.緒言

PMMoVは､Po､Pl､P12およびp123の4つの病原型に分類され､Capsicum属

においては､Table8に示すように､病原型に対して4つの対立抵抗性遺伝子Ll､

L2､L3ぉよび上4があることが知られている｡C.chinense(PI159236)由来のL3

因子はP12型に対して､C.chacoense(PI260429)由来のL4因子はP12およびP123

型に対して抵抗性を示すが､Llぉよび L2因子については､それらに対し抵抗性

を示さないなど明確な遺伝子対遺伝子の反応を示すことが報告 されている

(Boukema1982)0

また､ピーマンと同じC.annuumに属するトウガラシは､独特な辛みを有して

おり､香辛料として利用され､世界中で広く栽培されている｡辛みの主成分は

カブサイシンで､果実の生育とともにその胎座部分に蓄積される｡ピーマンに

おける耐病性等の有用形質は､辛みのある様々な トウガラシ野生種が有するこ

とから､辛みに関するDNAマーカーはピーマン育種において非常に有用である｡

近年､ピーマンにおいては､キュウリモザイクウイルス (Cucumbermosaic

virus;CMV)(Benら2001b)､トマ トスポテッドウイル トウイルス(Tomatospotted

wiltviruS;TSWV)(Mouryら2000)およびポテ トウイルスY(PotatovirusY;

PVY)(carantaら1999)等の各種病害抵抗性､辛み (Blumら2002)および完熟

果実色 (popovskyとParan2000､H血 ら2001)等の各種形質に連鎖したDNAマ
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Table8･Rehtionshわbetweentheresistantgenotypesand
PMMoVpathotypes(Botke打払1982)

Resistant Tobamoviruspathotypes

genotypes p o pI P 12 P 123

/

っ∠

っJ

JT

▼⊥

r
山

▼ム

▼ム

Rl) s

良 良

良

良

S S

S S

良 S

良 良

1)R:resistant,S:susceptible･
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-カーが作出されてきている｡しかし､一部形質に対応したDNAマーカーしか

開発されておらず､今後さらに多くの形質に対応した実用的なDNAマーカーの

開発と蓄積を図っていかなければならない｡

そこで､本節では､質的形質である PMMoV (P12) に対する抵抗性遺伝子座

L3ぉよび辛み発現に関する遺伝子座 Cに連鎖した分子マーカーの開発について

述べる｡

2.材料および方法

1)供試材料

供試材料として､｢K9-11｣､｢AC2258｣および前章の第2節で育成した薪培養

由来DH176系統を用いた｡

なお､PMMoV抵抗性に連鎖した DNA マーカーを開発するためのバルク紘

(Bulkedsegregantanalysis)(Michelmoreら1991)においては､｢K9｣の薪培養

由来DH系統のうち､抵抗性系統 10系統､雁病性 10系統の計20系統を供試し

た｡

2)DNAの抽出

ピーマンからの DNA 抽出は､若い上位葉を用いて､CTAB法 (Murrayと

Thompson1980)および NucleonPHYTOPURE (Amersham LIFESCIENCE､

Buckinghamshire)により行った｡
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3)バルク法を用いたRAPD解析

pMMoV抵抗性に連鎖した DNAマーカーを開発するため､バルク法による

RAPD解析を行った｡｢K9｣の薪培養由来DH系統のうち､抵抗性系統 10系統

のDNAをバルク化したものを ｢抵抗性バルクDNA｣として､篠病性 10系統の

DNAをバルク化したものを ｢雁病性バルクDNA｣として供試した02種類の10

塩基プライマー (OperonTeclmologies､Alameda､CA)を混合した809の組み合

わせで､プライマーの選定を行った｡

4)RAPD解析の条件

PCR反応液組成は､鋳型DNA20ng､1xreactionbuffer(10mMTrisHCl､pH8.3､

1.5mMMgC12､50mMKCl)､200pMdNTPs､0.2pM ランダムプライマー､2unit

rTaqDNA ポリメラーゼ (TakaraBiomedicals､Otsu)､合計20plの反応液量で行

った｡pCR反応については､Perkin-ElmerGeneAmpPCRSystem9600および9700

を用いて行った｡初めに､95℃で2分間の熱変性を行い､次いで熱変性を94℃

で 1分間､アニーリングを35℃で2分間､伸長反応を72℃で3分間､合計45

サイクルで増幅し､最後に72℃で7分間の処理をした｡PCR増幅産物は､0.5X

TBEbuffer(44.5mMTris侶orate､1mMEDTA/disodium)の2%アガロースゲル

(SeaKemGTGagarose､FMCBioProducts､Rockland)で電気泳動後､エチジウ

ムブロマイ ド溶液で染色した｡

5)L3遺伝子座近傍に位置するDNAマーカーのSCARマーカー化
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L3に連鎖している RAPD増幅産物をアガロースゲルで分離し､目的とする

DNA断片を切り出した後､グラスパウダー法 (Geneclean､BIOIOl､LaJolla)

により精製した｡これをDNALigationKitVer.1(TakaraBiomedicals､Otsu)を用

いてpT7BlueT-vector(Stratagene､LaJolla)に連結し､大腸菌JM109系統(Toyobo､

Osaka)に形質転換後､増殖させた｡大腸菌JM109からQIAprepSpinMiniprepKit

(qIAGEN､Hilden)を用いてプラスミドを分離精製後､塩基配列の決定を行っ

た｡pCR反応液組成は､鋳型DNA20ng､1Ⅹreactionbuffer (10mMTrisHCl､

pH8.3､1.5mMMgC12､50mMKCl)､200pMdNTPs､0.2pMPCRプライマーお

よび 1unitrTaqDNAポリメラーゼ (TakaraBiomedicals､Otsu)とし､反応総液

量20LLlとした｡PCR反応条件は､初めに95℃で 1分間の熱変成を行い､次い

で熱変性を94℃で30秒間､アニーリングを55℃で20秒間､伸長反応を72℃で

40秒間､合計 35サイクルで増幅し､最後に 72℃で 7分間の処理を行った｡反

応終了後､PCR増幅産物を0.5×TBEバッファーを用いた 13%ポリアクリルアミ

ドゲルおよび2%アガロースゲルで電気泳動後､エチジウムブロマイ ド溶液で染

色 した｡また､Sequence-characterizedampli丘edregion (SCAR)マーカーは､

｢AC2258｣×Fl(｢K9-11｣× ｢AC2258｣)由来BC1190系統およびCapsicum属4

種 19系統を用いてPCRを行い､また､Capsicum属 3種 6系統を用いダイレク

トシーケンシング法により塩基配列を決定し､有効性を確認した｡

6)C遺伝子座近傍に位置するSSRマーカーの開発とフラグメント解析

Blumら (2002)の報告をもとに､データベース上の丘bdllin遺伝子 (GenBank
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accessionNo.X77290)と丘brillin遺伝子改名後の Plastid-lipid-associatedprotein

(p九p)遮伝子 (GenBankaccessionNo.AJ131456､Pozueta-Romeroら1997)情報

をもとにプライマーを設計し､PCR産物は､ダイレクトシーケンシング法によ

り塩基配列を決定した｡得られた塩基配列データをもとに新たに6-FAMで蛍光

標識したプライマーPAP-SSR を合成し､ABI310および GeneScanTM (Applied

Biosystems､FosterCity)を用いてフラグメント解析を行った｡また､DNAマー

カーの有効性を確認するため､Capsicum属3種 28系統を用いフラグメント解析

を行い､Capsicum属3種23系統を用いダイレクトシーケンシング法により塩基

配列を決定した｡得られたデータをもとに以下の公式により多型情報含有

(polymorphicinfbmationco仙ent;Plc)値を求めた｡

PIC-1-∑iPlj2(pljはiマーカーにおけるjアレルの頻度を示す)｡

7)データ解析

L3ぉよびC遺伝子座近傍に位置するDNAマーカーと各遺伝子座の連鎖解析は､

MAPMAKER偲ⅩP3.Ob(Landerら1987)で行った｡

3.結果

1)バルク法によるL3因子に連鎖したRAPDマーカーの開発

バルク法により､809の組み合わせで､プライマーのスクリーニングを行った

結果､バルク間で多型を示す 1つのプライマーE18が得られた｡E18プライマー

によって増幅された抵抗性バルク由来断片 E18272と雁病性バルク由来断片
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E18286は､バルク間で再現性のある多型を示した｡さらに､これらのマーカーを

用いてDH集団における分離について確認したところ(Fig.10A､Table9)､E18272

とE18286の2つのRAPDマーカーは､各 DH系統では同時に存在せず､共分離

を示した｡そこで､連鎖解析を行った結果､これらのRAPDマーカーはL3因子

から2.8cMに位置していた｡

｢K9-11｣と ｢AC2258｣を用いて､E18272とE18286の2つの… Dマーカーに

ついて塩基配列を解析したところ､｢K9-11｣において272bp､｢AC2258｣におい

て286bpの断片長を示し､｢K9-11｣において14bpの欠失が認められた(Fig.ll)｡

両断片には､欠失以外の相違は認められず､その相同性は95%であった｡

得られた塩基配列データをもとに､それぞれ3つのプライマー､PMFl､PMF2

およびPMRlを設計した(Fig.ll)｡PMFlとpMRlのプライマーを用いた場合､

抵抗性を示す ｢K9-11｣型アレルの 269bpの断片 pMFRl1269と､篠病性を示す

｢AC2258｣型アレルの283bpの断片pMFR11283が増幅された (Fig.10B)｡ PMF2

とPMRlのプライマーを用いた場合､抵抗性を示す ｢K9-11｣型アレルの200bp

の断片 pMFR21200のみが増幅された (Fig.10C)｡従って､これらの PMFRl1269

とPMFRl1283は共優性マーカーであり､特に PMFR21200は抵抗性型特異的な優

性マーカーであることが示された｡また､DH 集団における PCR の結果､

PMFRl1283､PMFR11269および PMFR21200はRAPDマーカーと同じ分離を示し､

上j因子から2.8cMに位置した｡

開発したマーカーの有効性確認のため､｢AC2258｣×Fl(｢K9-11｣×｢AC2258｣)

から得られた 190のBCl集団を用いて､SCARマーカーと接種検定による抵抗
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10 1112 13
良 S 良 S

Fig.10.DNAaI叩lificationpatternswithprimers,E18(A),PMFl
andPMRl(B),PMF2arkIPMRl(C).M:Molecularlmrker
(¢Ⅹ174/HaeIIIdigest);K:｢K9-11｣,A:｢AC2258｣,ト13:
SegregatlngDHirklividuals.AtTOWh:adsindk:atethe
RAPD(A)arkltheSCARmarkers(BandC)linkedtothe
L3gene･R:resistantindividuaJsIS:susceptlbleindividuals･
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Table9･SegregationofRAPDandSCARmarkersinDHl)ardBC12)populations

DNAmarkers Resista山 Susceptible

+

Resista山 Susceptible

E18272

E18286

PMFR11269

PMFRl1283

PMFR21200

95

2

88

2

88

0
00010

3

73

3

70

3

0
000
72

′ヽ
正

山

96

4

nt

山

山

oo山

nt

nt

3

87

nt

山

山

oo山
I)onehundredseventy-three,163and173individualsofDHpopulationwereexaminedfortheE18272andE18286,PMFRl1269and

PMFRl1283,andPMFR21200rrmrkers･

2)onehundredninetyindividualsoftheBCIpopulationweree温minedforthePMFR11269andPMFR11283rrnrkers･

3)+and-:presenceandabsenceoftheDNArrnrkers･

4)Nottested.



E182721:

E182861:

61:

CTGCAGAACAACAATGGCAC
CTGCAGAACAACAATGGCAC

TAAGGTCTTAAACATTGTCATGTATAAAGCTAG60
TAAGGTCTTAAACATTGTCATGTATAAAGCTAG60
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

PMF2
GCCAAAATGGTAATTG---I-ll-------AAA AAAAAGGAATAAA106

61:GAでTAAAGAGTTGCCAAAATGGTAATTGGACATTTTTAACACAAACTAAAAAGGAATAAA120
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★ ★★★★★★★★★★★★★★★★★★

107:CAAATTGAAACAACGGGAGTAATACCTTTAACAGCAACCTCACGGAAGTTGGTCTTGGTG166
121:CAAATTGAAACAACGGGAGTAATACCTTTAACAGCAACCTCACGGAAGTTGGTCTTGGTG180
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

167:TTGGAGTAAAGCCTCTTCCAATCATCCAu TCATCGGACTTGGAGGCAAGAGATCAAGA 226
181:TTGGAGTAAAGCCTCTTCCAATCATCCAGAATCATCGGACTTGGAGGCAAGAGATCAAGA 240
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

PMRl

227:GGATTCTTTGGCTTAGGCTTGGGTGCT
241:GGATTCTTTGGCでTAGGCTTGGGTGCT
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

CTTCCTCCTCTGCAGTC
CTTCCTCCTCTGCAGTC
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

Fig･11･NucleotidesequencesofE18272andE18286丘agments･
UnderlinedpartsindicatethesequenceoftheE18prlmer
forRAPD.BhckbordersindicatethepositionsofSCAR

pl･lmerS･Thetq)persequeI芯eindicatesthe｢K9111｣allele,
andthelowerindicatestherAC2258Jallele.Asterisk
indicatesanareawithcoincidentalparts.Hyphenindicates
anareawithinsertionpartsintherAC2258Jallele･
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性との関係を調査した結果､DH集団を用いた場合とほぼ同じ分離比を示し､L3

に連鎖していることが確認された (Table9)0

TablelOは､共優性のSCARマーカーPMFR11283およびPMFRl1269とCapsicum

属 4種 19系統における抵抗性遺伝子型について示したものである｡その結果､

pMMoV抵抗性の遺伝子型がL二 Ll､L2ぉよびL4の系統ではPMFRl1269は検出

されなかった.遺伝子型がL3である11系統のうち7系統ではPMFR11269が検出

されたが､それ以外の 4系統では検出されなかった｡ L3遺伝子をホモで有する

pI159236および ｢ベルマサリ｣では､ PMFR11269のみが検出されたが､L3遺伝

子を-テロで有するF1品種 ｢ひむかみどり｣､｢TJ143｣､｢トサヒメR｣および ｢ス

ピリット｣ではPMFRl1283とPMFRl1269の両方が検出された｡また､Matsunaga

ら (2003)によって開発された WA-1500SはL4遺伝子を有する系統のみで検出

され､L3遺伝子を有する品種では検出されなかった｡

Fig.12は､SCARマーカーPMFRl1283およびPMFR11269を用いて､L3抵抗性遺

伝資源のPI159236とL4抵抗性遺伝資源のPI260429を含む3種6系統において､

塩基配列を解析した結果を示す｡pMMoV 雁病性の ｢AC2258｣と ｢カリフォル

ニアワンダー｣は同じ塩基配列を示し､また､抵抗性遺伝子型 L3を有する PI

159236､｢K9-11｣および ｢ベルマサリ｣が同じ塩基配列を示した｡さらに､抵

抗性遺伝子型 エ4を有するPI260429に比べて､｢AC2258｣と ｢カリフォルニアワ

ンダー｣では7塩基対､｢K9-11｣､PI159236および ｢ベルマサリ｣では7塩基対

および 14塩基対の欠失が認められた｡また､pI260429では､他の5系統に比べ

4カ所で一塩基多型 (singlenucleotidepolymorphism ;SNP)が確認された｡
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Table10.Resistantgelt)typestOPMMoVarKlamplificationwithSCAR

markers,WA31-1500Sl),pMFRl1269arKIPMFRl1283in18
accessk)nsofCapsICumSPP

Accessions Species WA31-1500SPMFRll
269283

Resistant Reaction2)to

genotypes P1 2 Pl.2.3

AC2258 C.annuum

PapriGold C.annuum

Kyouyutaka C.annuum

TosahikariD C.annuum

Tabasco4) C.frutescens

pI1592364) C.chinense

K9-I1 C.annuum

Berumasari C.annuum

Himukamidori C.annuum

T-143 C.annuum

TosahimeR C.annuum

Spirit C.annuum

MihataI C.annuum

Sarara C.annuum

Miogl C.annuum

Fiesta C.annuum

pI2604294) C.chacoense

Leira C.annuum

Special C.annuum

3) _+

_+

_+

_+

_+

+ _

+ _

+ _

十 十

+ +

十 十

十 +

_+

_+

_+

_+

+ _+

+ _+

+ _+

十

十

/
▲

′

7
-

'J

へJ

}J

コJ

へJ

才｣

才J

rJ

'J

rYJ

才J

JT

4

4

･⊥

上

.ム

ーム

▼⊥

上

,上

,ム

ー上

,上

,ム

ー⊥

･ん

,⊥

エ

ム

,ム

▼ム

･⊥

s

s

良

良

良

R

R

R

良

良

良

良

良

良

R

良

良

良

良

s

s

s

s

良

良

良

R

良

良

良

良

良

R

良

良

良

良

良

1)ThisdominantSCARrrnrkerwasdevelopedbyMatsLnagaetal.(2003).

2)R̀'and'S':̀resistant;locallesions'andS̀usceptible;nosynlPtOnlS'oninoculatedleaves,
respectively.

3)i+'andi-':presenceandabsenceoftheDNAnⅥrkers･

4)TheseresistancegenotypeswereindicatedbyBoukema(1982).
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AC2258

CalifomialⅥ)nder

K9-ll
Berum asari

PI159236

PI260429

AC2258

Califbmial椛)nder
K9-ll

Berumafari

PI159236

PI260429

AC2258

CalifTomiaWonder
K9-11

Berumaslri

PI159236

PI260429

AC2258

CalifbmiaWonder
K9-ll

Berumafari

PI159236

PI260429

AC2258

Califomiaw)nder
K9-ll

Berum aSari

PI159236

PI260429

1

1

1

1

1

1

CTGCAGAACAACAATGGCACCTGCAGAACAACAATGGCACCTGCAGAACAACAATGGCAC

CTGCAGAACAACAATGGCACCTGCAGAACAACAATGGCACCTGCAGAACAACAATGGCAC GG
★ ★

TAAGGTCTTAAACATTGTCATGTATAAAGCTAGGAT

TAAGGTCTTAAACATTGTCATGTATAAAGCTAGGAT

TAAGGTCTTAAACATTGTCATGTATAAAGCTAGGAで

TAAGGTCTTAAACATTGTCATGTATAAAGCTAGGAT

TAAGGTCTTAAACATTGTCATGTATAAAGCTAGGAT

TGAGGTCTTAAACATTGTCATGTCTAAAGCTAGGAT
★★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

61:TAAAGAGTTGCCAAAATGGTAATTGGACATTTTTAACACAAACTAAAAAGGAA--I-I--
61:TAAAGAGTTGCCAAAATGGTAATTGGACATTTTTAACACAAACTAAAAAGGAA一一一一一一一
61:TAAAGAGTTGCCAAAATGGTAATTG1-------------AAACTAAAAAGGAA1------
61:TAAAGAGTTGCCAAAATGGTAATTG一一1-----------AAACTAAAAAGGAA一一一一一一一
61:TAAAGAGTTGCCAAM GGTAATTG一一一一一一一一一一一一一-AAACTAAAAAGGAA-一一一一一1
61:TAAAGAGTTGCCAAM GGTAATTGGACATTTTTAACACAAACTAAZnAGGA礼AGTCAGA

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

114:TAAACAAATTGAAACAACGGGAGTAATACCTTTAACAGCAACCTCACGGAAGTTGGTCTT

114:TAAACAAATTGAAACAACGGGAGTA ATACCTTTAACAGCAACCTCACGGAAGTTGGTCTT

100:TAAACAAATTGAAACAACGGGAGTAATACCTTTAACAGCAACCTCACGGAAGTTGGTCTT

100:TAAACAAATTGAAACAACGGGAGTAATACCTTTAACAGCAACCTCACGGAAGTTGGTCTT

100:TAAACAAATTGAAACAACGGGAGTAATACCTTTAACAGCAACCTCACGGAAGTTGGTCTT

121:TAAACAAATTGAAACAACGGGAGTAATACCTTTAACAGCAACCTCACGGAAGTTGGTCTT
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

174:GGTGTTGGAGTAAAGCCTCTTCCAATCATCCAGAATCATCGGACTTGGAGGCAAGAGATC

174:GGTGTTGGAGTAAAGCCTCTTCCAATCATCCAGAATCATCGGACTTGGAGGCAAGAGATC

160:GGTGTTGGAGTAAAGCCTCTTCCAATCATCCAGAATCATCGGACTTGGAGGCAAGAGATC

160:GGTGTTGGAGTAAAGCCTCTTCCAATCATCCAGAATCATCGGACTTGGAGGCAAGAGATC

160:GGTGTTGGAGTAAAGCCTCTTCCAATCATCCAGAATCATCGGACTTGGAGGCAAGAGATC

181:GGTGTTGGAGTAAAGCCTCTTCCAATCATCCAGGATCATCGGACTTGGAGGCAAGAGATC
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

PMRl

234:AAGAGGATTCTTTGGCTでAGGCTTGGGTGC

234:AAGAGGATTCTTTGGCでTAGGCTTGGGTGC

220:AAGAGGATTCTTTGGCTTAGGCTTGGGTGC

220:AAGAGGATTCTTTGGCTTAGGCTTGGGTGC

220:AAGAGGATTCTTTGGCでTAGGCTTGGGTGC

241:AAGAGGATTCTTTGGCTTAGGCTTGGGTGC
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

TTCCTCCTCTGCAGTCC

TTCCTCCTCTGCAGTCC

TTCCTCCTCTGCAGTCC

TTCCTCCTCTGCAGTCC

TTCCTCCTCTGCAGでCC

TTCCTCCTCTGCAGでCC

0

0

0

0

0

0

6

6

6

6

6

6

3

3

0

1

⊥

9

9

9

2

1

1

9

9

9

1

3

3

9

9

9

0

7

7

5

5

5

(U

1

1

1

1

1

1

3

3

9

9

9

0

3

3

1

1

1

4

2

2

2

2

2

2

3

3

9

9

9

0

8

8

6

6

6

9

2

2

2

2

2

2

Fig.12.NucleotidesequencesofPMFRllfragmenbonsixaccessioI芯OftlTee
speciesinCapsICum.BlackbordersindicatethepositionsofSCAR
prlm:rS,PMFlandPMRl.Hyphnindicatesareawithhckingparts.
Asteriskindicatesareawithcoincidentalparts.
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2)C遺伝子座に連鎖したDNAマーカーの開発

丘brillin遺伝子上に設計されたC遺伝子座に連鎖したCAPSマーカー(Blumら

2002)の利用を試みたが､本章で分離集団の親として用いている ｢K9-11｣およ

び ｢AC2258｣上の丘bdllin遺伝子本体にはSNPは認められなかった｡そこで､

fibri11in遺伝子改名後のPAP遺伝子周辺領域の塩基配列を比較したところ､翻訳

開始地点から約900bp上流地点でマイクロサテライ トが見出された｡辛みの無

い ｢K9-11｣ではTAの25回繰り返しに対し､辛みのある ｢AC2258｣では23回

であった｡そこで､マイクロサテライ ト領域を挟んで蛍光標識したプライマー

を設計し､そこで得られたSSRマーカーPAP-SSRと辛みの評価結果をもとにC

遺伝子座との連鎖解析を行ったところ､0.6cM の距離にあることが示された｡

さらに､PAP-SSRを用いたフラグメント解析により､Capsicum属3種28系統に

おける有効性の検定では､このマイクロサテライ ト領域においてホモ接合型お

よび-テロ接合型の系統が確認でき､10のアレルが認められた (Tablell)0

Fig.13は､Capsicum属3種23系統において､PAPISSR断片を用いて塩基配

列を決定した結果を示す｡23系統中10系統でTAが25回繰り返しのマイクロ

サテライ トを有していた｡その10系統は､全て辛みの無いピーマンおよびパプ

リカ系統で､｢カリフォルニアワンダー｣､｢スピリット｣､｢スペシャル｣､｢フィ

エスタ｣､｢スーザン｣､｢レイラ｣のパプリカ系統全てが含まれていた｡辛みを

有する系統は､最長の36回繰り返しを有する ｢ヤラペノ｣と23回繰り返しを

有する ｢AC2258｣を除き､全て 11回以下の繰り返し配列であった｡また､｢三

重みどり｣､｢シシトウ｣､｢ハバネロ｣およびPI159236では､塩基の挿入および
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Tablell.GenotypesofPAp-SSRlociin28accessionsoftheespecies
in Capsicum,uslngtheprlmerShbeledwithfluorescent
chemicals

Accessions Species 慧u.:i?n pungency 0?se;ORB:cei

K9-11

AC2258

Fl(K9-llxAC2258)

Kyouyutaka

Kyousuzu
Tosahikari-D

Shousuke

Miogl
Himukamidori

Kyounami
Berumasari

Miemidori

Takanotsume

Fushimiamanaga

NanZenJ1
Shishitou

Wonderbell

CalifbmiaWonder

Leila

Special

Spirit
Suizan

Habanero

CriollodeMorelos334

∫alapeno
LS2341

PI159236

PI260429

C.annuum
C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.chinense

C.annuum

C.annuum

C.annuum

C.chinense

C.chacoense

Japan non-pungent

Mexico pungent

Japan pungent

Japan non-pungent

Japan non-pungent

Japan non-pungent

Japan non-pungent

Japan non-pungent

Japan non-pungent

Japan non-pungent

Japan non-pungent

Japan non-pungent

Japan pungent

∫apan non-punge山

∫apan pungent

∫apan pungent

∫apan non-pungent

USA non-pungent

EU non-pungent

EU non-pungent

EU non-pungent

EU non-pungent

Mexico pungent

Mexico pungent

Guatemalapungent

Malaysla pungent

Peru pungent

Argentina pungent

151/151

147/147

147/151

149/155

155/155

121/151

151/151

151/151

121/151

122/122

151/151

115/115

121/121

121/121

121/151

115/115

151/151

151/151

151/151

151/151

151/151

151/151

120/120

121/121

176/176

120/120

116/116

120/120
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K9-ll

AC2258

Kyousuzu
Shousuke

Miogl

Kyounami
Berumasari

Miemidori

Takanotsume

Fushimiamanaga
Shlshltou

California Wonder

Leila

Special

Spirit
Sul∑an

Flesta

Habanero

Criollo de morelos 334

Jalapeno
LS2341

PI159236

PI260429

K9-ll)

AC2258)

Kyousuzu
Shousuke

Miogl

Kyounami
Berumasar1

Miemidori

Takanotsume

Fushimiamanaga
Shlshltou

California Wonder

Leila

Special

Spirit
Sul∑an

Fiesta

Habanero

Criollo de morelos 334

Jalapeno
LS2341

PI159236

PI260429

K9-ll

AC2258

Kyousuzu
Shousuke

Miogl

Kyounami
Berumasar1

Miemidori

Takanotsume

Fushimiamanaga
Shishltou

Callfornla Wonder

Leila

Special

Spirit
Sul∑an

Flesta

Habanero

Crlo110 de morelos 334

Jalapeno
LS2341

PI159236

PI260429

TCCAAACTACCCCTGGAでTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACm CCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGAでTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTで

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTでT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACm CCCCTGGATTTTで

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCでGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTで

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

TCCAAACTACCCCTGGATTTTT

AATCTTTAATTAAGGATTAで一一一一ATATATATATA
AATCTTTAATTAAGGATTAT--I-ATATATATATA

AATCTTTAATTAAGGATTAT1-I-ATATATATATA

AATCTTTAATTAAGGATTAT-I--ATATATATATA
AATCTTTAATTAAGGATTAT一一一一ATATATATATA
AATCTTTAATTAAGGATTAT--一一ATATATATATA

AATCTTでAATTAAGGATTAT一一一一ATATATATATA
AATCTTTAATTAAGGATTATTTTTATATATATATA

AATCTTTAATTAAGGATTAT--IlATATATATATA
AATCTTTAATTAAGGATTAT1---ATATATATATA

AATCTTTAATTAAGGATTATTTTTATATATATATA

AATCTTTAATTAAGGATTAT一一一一ATATATATAm
AATCTTT久ATTAAGGATTAT--I-ATATATATATA

AATCTTTAATTAAGGATTAT--一一ATATATATATA

AATCTTTAATTAAGGATTAT-I--ATATATATATA
AATCTTTAATTAAGGATTAT一一一一ATATATATATA
AATCTTTAATTAAGGATTAT一一1-ATATATATATA

AATCTTTAATTAAGGATTAT----ATATATATATA

AATCTTT久ATTAAGGATTAT一一1-ATATATATATA
AATCTTT久ATTAAGGATTAT--一一ATATATATATA
AATCTTTARTTAAGGATTAT--IlATATATATATA
AATCTTTAATTAAGGATTATATTTATATATATA-I

AATCTTTAATTAAGGATTAT-I--ATATATATATA
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★ ★★★★★★★★★

57:TATATATATATATATATATATATATATATATATATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TATATATATATATATATATATATATATATATA-I---I-----Ill-----llI----ll
57:TATATATATATATAでATATATATATATATATATATATATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TATATATATATAでATATATATATAでATATATATATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TATATATATATATATATATATATATATATATATATA-----------------------I
57:TATATATA一一111-I--111111111-Ill----I-------I-----------------
57:TATATATATATATATATATATATATATATATATATA--I---1111I-I--llllI-1-I
61:TAm 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TAm TATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一-
57:TATATATA--一一一一---一一一一一一一一一一一一一一一--一一一一一一一一一1一一一一一一一一一一一一一一一一
61:TATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TATATATATATATATATATATATATATATATATATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TATATATATATATATATATATATATATATATATATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TAm TATATATATAm でATATATATATATATATATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TATATATATATATATATATATATATATATATATATA-I------------I---------
57:TAm TATATATATAでATATATATAn TATATAm m 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
57:TATATATATATATATATATATATATATATATATATA---I-I---I---I-llllll--I
57:TA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一でG
57:TATATATA-------I--ll--------------一一一一一一一一一--------一一一一一一一一一
57:TATATATATAでATATATATATATATATATATAm TAm TATATATATATATATATAm -

57:TATATA一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

93:一一TTATGATAATTAATAATTAAATTATT
89:一一TTATGATAATTAATAATTAAATTATT
97:-ITTATGATAATTAATAATTAAATTATT

93:一一TTATGATAATTAATAATTAAATTATT
93:--TTATGATAATTAATAATTAAATTATT

65:一一TTATGATAATTAATAATTAAATTATT
93:--TTATGATAATTAATAATTAAATTATT

65:--TTATGATAATT---I---AAATTATT
65:--TTATGATAATTAATAATTAAATTATT

65:-1TTATGATAATTAATAATTAZnTTATT

65:--TTATGATAATT-一一一一一一AAATTATT
93:I-TTATGATAATTAATAATTAZnTTATT

93:--TTATGATAATTn TAATTAAATTATT

93:--TTATGATAATTAATAATTAAATTATT

93:一一TTATGATAATTAATAATTAAATTATT
93:一一TTATGATAATTn TAATTAAATTATT

93:一一TTATGATAATTAATAATTAAATTATT
61:TTTTATGATAATTn TAATTAAATTATT

65:--TTATGATAATTAATAATTAAATTATT

115:一一TTATGATAATTAATA TTAAATTATT
63:一一でTATGATAATTAATAATTAAATTATT

59:一一でTATGATAATTAATAATTAAAGTATT
63:I-TTATGATAATTAATAATTTAATTATT
★★★★★★★★★★★ ★★ ★★★★

CATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA
CATでTAAAAGTCTAγTTGGATTGA
CATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA
ACATTTAA九九GTCTATTTGGATTGA
ACATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA
ACATTTAAAAGTCTAγTTGGATでGA
ACATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

CATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

ACATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

ACATTでAAAAGTCTATTでGGATTGA

CATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

CATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

ACATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

ACATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

CATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

CATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

ACATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

ACATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA

ACATでTAAAAGTCTATTTGGATTGA
Am TTTAAAAGTCTATTTGGATTGA
ACATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA
ACAでTTAAAAGTCTATTTGGATTGA
CATTTAAAAGTCTATTTGGATTGA
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Fig･13･NucleotidesequencesofPAPISSRfragmentson23
accessionsofthreespeciesinCapsICum.Themicrosatellite
reg10nlocated900bpupstreamfromthestartcodonofthe
fibriuingene(AccessionNo.X77290).Blackborders
indicatethepositionsofSSRprlrrK:rSuSedinthisstudy.
Hyphenindicatesareawithlackingparts.Asteriskindicates
areawithcoincidentalparts.
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欠失部位が､pI159236およびPI260429では､それぞれ 1ヶ所でSNPが認めら

れた｡このマイクロサテライ ト領域においては､PIC値 0.76を示し､多くのア

レルが確認できた｡

4.考察

PMMoV抵抗性に関するDNAマーカーとして､Lefebvreら (1995)は､種間

交雑DH集団を用いてL3遺伝子座から4.OcMに位置するRFLPマーカーを開発

しているが､ トマ トプローブを用いているためその検出が煩雑で､より簡易且

つ迅速に検出できるPCRマーカーが必要とされる｡また､Matsunagaら (2003)

は､種内交雑F2集団を用いてL4遺伝子座から1.5cM以内に位置するSCARマ

ーカーを開発しているが､L4抵抗性系統特異的なマーカーであり､L3抵抗性系

統の選抜に利用可能なpcRマーカーはまだ開発されていない｡宮崎県や日本国

内のピーマン産地において､最も広く発生し大きな被害を及ぼしているPMMoV

の病原型は､P12であり､それに対応する上j抵抗性因子に連鎖したDNAマーカ

ーの開発､およびL3抵抗性品種の早期育成が強く求められている｡

本研究で得られたE18272とE18286の2つのRAPDマーカーは､塩基配列の相

同性が高く､共分離を示すことから､対立遺伝子座であると推定される｡L3抵

抗性を持つ 11系統のうち7系統ではPMFR11269が検出された｡このことからL3

抵抗性遺伝資源であるPI159236を除く6系統については､PI159236由来のL3

遺伝子を持つことが推定される (矢ノロら1993､ 松本ら1999)｡一方､4系統

ではL3遺伝子を有しながらpMFRl1269が検出されなかったが､これは抵抗性遺
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伝資源がPI159236とは異なる､または選抜過程においてPMFR11269とL3遺伝

子間で組換えが生じたためと推察される.L3抵抗性遺伝資源としてはPI159236

が有名であるが､pI159236と同じC.chinenseであるPI22225もL3抵抗性を有

する｡PMFRl1269が検出されなかったこれらの4系統については､いずれも市販

品種のためその育成過程の詳細は明らかにされていないが､PI22225由来の上j

抵抗性を有する可能性がある｡本研究で開発した SCARマーカーPMFRllおよ

びpMFR21は､ピーマン育種におけるPI159236由来のL3遺伝子導入のための

DNAマーカーとして有効なことが示された｡さらに､塩基配列解析結果から､

L4抵抗性遺伝資源のPI260429に対しても多型を示すことから､L4抵抗性系統選

抜のためのDNAマーカーとしても使用できることが示唆された｡

Blum ら(2002)によって､辛み発現に関する C遺伝子座から0.4cM に位置する

Cleavedamplifiedpolymorphicsequence(CAPS)マーカーが既に開発されているが､

本研究で用いている｢K9-11｣および｢AC2258｣間で多型を示さないことから､汎用性の

高い新たなDNAマーカーの開発が望まれる｡

C遺伝子座については第2染色体上の中央部分に位置している(Benら2001b)0

Blum ら (2002)は､C.annuumとC.Putescensの種間交雑 F2集団を用いて､C

遺伝子座から0.4cMに位置するCAPSマーカーを開発している｡そのCAPSマ

ーカーは､cDNAサブ トラクションによって得られ､データベース上の 丘bdllin

遺伝子と完全に一致していたと報告している (Blum ら2002)｡ しかし､本章で

分離集団の親として用いている ｢K9111｣と ｢AC2258｣間では､fibrillin遺伝子

本体での塩基配列の違いを確認することは出来なかった｡そこで､翻訳開始地
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点から約 900bp上流地点でのマイクロサテライ ト領域を利用し､C遺伝子座か

ら0.6cM に位置するSSRマーカーPAP-SSRを開発した｡この領域については､

Capsicum属 3種を用いたフラグメント解析および塩基配列解析結果により､多

くのアレルが存在し､選抜マーカーとしての有効性を確認できた｡耐病性等の

有用形質は､辛みのある様々な野生種が保有していることが多い｡よって､こ

の研究により得られた辛みに関するSSRマーカーは､ピーマン育種において非

常に重要なDNAマーカーであり､今後の分子育種学的研究およびマーカー選抜

育種に貢献するものと考えられる｡

5.摘要

ピーマン (C.annuum)種内交雑による176系統の薪培養由来半数体倍加 (DH)

集団を用い､バルク法によりL3遺伝子に連鎖したRAPDマーカーの開発を行っ

た｡そこで得られた共優性の RAPDマーカーE18272および E18286について､ク

ローニング後､塩基配列を決定し､SCARマーカーに変換した｡DH集団および

戻し交配集団を用いた pCR分析の結果､全ての SCARマーカー､PMFRl1269､

pMFRl1283および PMFR21200は RAPDマーカーと同じ分離を示し､L3遺伝子か

ら2.8cM の距離に位置づけられた｡さらに､共優性のSCARマーカーPMFRl1269

および PMFR11283を用いて Capsicum属 4種 19系統における有効性の検定を行

った結果､本章で開発したSCARマーカーは､ピーマン育種におけるPI159236

由来 L3遺伝子導入のためのマーカー選抜育種に有効なことが示唆された.さら

に､塩基配列解析結果から､L4抵抗性遺伝資源のPI260429に対しても多型を示
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すことから､L4抵抗性系統選抜のためのDNAマーカーとしても使用できること

が示唆された｡

さらに C遺伝子座近傍のマーカーを得るため､Plastid-lipid-associatedprotein

(p九p)遺伝子上流のマイクロサテライ ト領域を利用し､C遺伝子座から0.6cM

に位置するSSRマーカーPAP-SSRを開発したOこの領域については､Capsicum

属 3種を用いたフラグメント解析および塩基配列解析結果により､多くのアレ

ルが存在し､選抜マーカーとしての有効性を確認できた｡

以上のことから､本章で得られた上jぉよびCに連鎖したDNAマーカーは､

ピーマン育種において非常に有益なDNAマーカーであり､今後の分子育種学的

研究およびマーカー選抜育種に貢献するものと考えられる｡
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第2節 連鎖地図の作製

1.緒言

連鎖地図の作製には､RFLPマーカー､RAPDマーカー､SSRマーカーおよび

AFLPマーカー等が一般的に用いられている｡Table12は､それぞれの手法につ

いての特性をまとめたものである｡RfLPは､得られるマーカーは基本的に共優

性マーカーであるが､PCRを基本とした … D､SSRおよび AFLPに比べ多量

のDNAを必要とし､多くの時間や労力､コス トを必要とする｡また､他の手法

に比べ､一度に得られるバンドの数も少なく､マッピング効率は非常に低い｡

RAPDは､他の手法に比べ熟練を必要とせず､簡易に行えるため､最も一般的に

行われている手法である｡しかし､得られるマーカーは基本的に優性マーカー

であり､PCRの機種や温度､バッファー濃度等の変化により再現性が見られな

い場合がある｡また､AFLPに比べ多くのDNAを必要とし､一度に得られるバ

ンドの数は､RFLPに比べて多いが､AFLPに比べると少ない｡一方､AFLPは､

一度に多くのバンドが得られ､マッピングの効率は非常に高いが､作業が繁雑

で熟練を要する上､アイソトープや蛍光標識 したプライマーによるシーケンサ

を用いて検出する技術が一般的であり､高価な機器と施設を必要とする｡近年､

Kawasakiら (2000)によって開発された小型電気泳動装置を用いたシステム

(HEGS:HigheWICiencygenomescanning)とAFLPを組み合わせて用いることで､

アイソトープや特殊な施設を使わずに簡易に効率よく連鎖地図を作製すること

が可能となった｡
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Table12.CoZTParisonofRFLP,RAPD,AFLP,SSRarKIHEGS/N I.Pforgerx:ticarnlysis

Methods

RFLP RAPD AFLP SSR HEGS/AFLP

AmountofDNAs Many

Numberofbandsatonce Little

Expenses

Reproduction

Experience

Equipments

Markertypes

Expensive Expensive

High Low

Necessary Unnecessary

Necessary Unnecessary

Codoninant Dom加ant

Little

Many

lnexpensive

High

Necessary

Necessary

Domha血t

(codominatinpart)

Middle

Single

Expensiveinhitial

High

Unnecessary

Urmecessary

Codominant

Little

Many

lnexpensive

High

Middle

Unnecessary

Dominant

(codominatinpart)



トウガラシ類においては､これまで トマ ト由来の RFLPプローブを用いて

Tanksleyら (1988)､Princeら (1993)､Lefebvreら (1995)および Livingstone

ら (1999)が連鎖地図の作製を行っている｡また､Kangら (2001)は､種間交

雑のF2集団を用い 150のRFLPおよび430のAFLPマーカーによる連鎖地図の

作製を行っている｡しかし､これらの手法は､多くの労力を要する上､アイソ

トープや高価な機器と施設を必要とするため､一般的に行うことは困難である｡

そこで､本節では､HEGS/AFLPおよびRAPD法を用いた迅速な連鎖地図の作

製について述べる｡

2.材料および方法

1)供試材料

供試材料として､｢K9-11｣､｢AC2258｣および前章の第2節で育成した薪培養

由来DH176系統を用いた｡

2)DNA抽出

DNAの抽出は､本章第1節で述べた方法に準じた｡

3)RAPD解析の条件

10塩基および 12塩基 (OperonTeclmologies､Alameda､CA;BEX､Tokyo)の

2,397ランダムプライマー組み合わせを用いて行った｡pcR反応条件および反応

液組成は､本章の第1節で述べた方法に準じた｡
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4)AFLP解析の条件

AFLPのバンド増幅条件については､Ⅵ)Sら (1995) の方法を用い､電気泳動

とバンドの検出についてはKawasakiら (2000､2003)によるHEGS法を用いて

行った｡すなわち､鋳型 DNA250ngをMseI5unitとEcoRI5unit､MseI5unit

とpstI5unitおよびMseI5unitとXbaI5unitで切断し､アダプター (Table13)

を結合した後､1回目の増幅プライマー (Table13)を用いPCR反応を行った｡

pcR産物を1/10TE(TrisEDTA)バッファーで 1/100に希釈したものを鋳型 DNA

とし､セレクティブプライマー (Table13)を用いて 10111総量で2回目のPCR

反応を行った｡pCR産物を 13%ポリアクリルアミドゲルで4連の電気泳動装置

(日本エイ ド一､Tokyo)を用いて､250Vで30分､420Vで3時間電気泳動し､

sYBRGreenⅠ(BMA､Rockland)で30分染色後､フルオロイメージアナライザ

ー (FLA-3000G､Fujifilm､Tokyo)を用い励起波長473nmで検出した｡

5)RFLP､SCAR､CAPSおよびSSR解析の条件

RFLP解析は､コ-ネル大学より分譲された トマ ト由来の3クローンをプロー

ブにGeneImage(AmershamLIFESCIENCE､Buckinghamshire)を用いて行った｡

SCARマーカーについては､既に報告のあるプライマー情報を利用した (Table

14)0CAPSマーカーについては､データベース上の既知遺伝子の塩基配列情戟

をもとにプライマーを設計した (Table14)｡SSRマーカーについては､データ

ベースより取得したExpressedsequencetag(EST)情報をもとに､SSR領域を含

むプライマーを設計した (Table14)Oまた､既に報告されている連鎖地図と関
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Table13.Nuckotklesequencesofthepl･lmerSandadaptersusedinAFLPanalysts

Primers/Adapters Nucleotidesequences

MseIadapter1

MseIadapter2

EcoRIadapter1

EcoRIadapter2

PstIadapterI

PstIadapter2

XbaIadapter1

XbaIadapter2

MseIprimer(+1)

EcoRIprimer(+1)

PstIprimer(+1)

XbaIprimer(+1)

MseIprimer(+3)

EcoRIprimer(+3)

PstIprimer(+3)

XbaIprimer(+3)

5'-gacgatgagtcctgag-3'

5'-tacteaggactcat-3'

5'-ctcgtagactgcgtacc-3'

5'-aattggtacgcagtctac-3'

5'-ctcgtagactgcgtacatgca-3'

5'-tgtacgGagtctac-3'

5'-ctcgtagactgcgtaccl3'

5'-ctagggtacgcagtctac-3'

5'-gatgtgtcctgagtaac-3'

5'-gactgcgtaccaattca-3'

5'-gactgcgtacatgcagg-3'

5'一gactgcgtaccctagac-3'

5'-gatgtgtcctgagtaac+aa(Ml),ac(M2),ag(M3),at(M4),

ca(M5),cc(M6),cg(M7),ct(M8),ga(M9),gc(MIO),gg(Ml1),
gt(M12),ta(M13),tc(M14),tg(M15),tt(M16)-3'

5'-gactgcgtacca-attca+aa(El),ac(E2),ag(E3),at(E4),

ca(E5),cc(E6),cg(E7),ct(E8),ga(E9),gc(EIO),gg(Ell),
gt(E12),ta(E13),tc(E14),tg(E15),tt(E16)-3'

5'-gactgcgtacatgcagg+ga,gt,ta,tc,tg,tt-3'

5'一gactgcgtaccctagac+cc(Ⅹ6),cg(Ⅹ7),ct(Ⅹ8),ga(Ⅹ9),
gc(Ⅹ10),gg(Xl1)-3'
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Table14.Nlにkotklesequerx;esandinforrrntbnoftI℃prmersusedinthbstudy

MarkersI) primers Descnpt10n Forwardprimer Reversepnmer Reference
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CAPS CCS C･annuumcapsan thin/capsorubinsynthasegene

CAPS Sn-2 C.annuumSn-2gene

CAPS LCYB C.annuumlycopeneBeta-cyclase

CAPS N4F6R6 Nicotianaglutinosavirusresistance(N)gene

SCAR ASCOO2 CAPSmaqkerlinkedtoPvr4inpepper2)

SCAR H64 SCARmarkerlinkedtoBs3inpepper

SCAR H17152 SCARmarkerlinkedtoBs3inpepper

SCAR S19 CAPSmarkerlinkedtoBs2inpepper2)

ScAR PMFRl1 SCARmarkerlinkedtoL3inpepper

SCAR PMFR21 SCARmarkerlinkedtoL3inpepper

SCAR Dl1Scar650 SCARmarkerdeveloped舟omRAPDmarkerD11842

SCAR Bs2 C.chacoeWediseaseresistanceproteinBs2niRNA

SSR PAp-SSR Microsatellite丘omC･annuumPAPgene

SSR Hpms1-41 PeppermicrosatellitefrommndIIIlibrary

SSR HpmsI-43 Peppermicrosatellite&omHL.ndIIIlibrary

SSR Hpms2-24 PeppermicrosatellitefromPstI/W oIlibrary

SSR HpmshpMADS Microsate11ite丘omCannuumMADSgene

SSR AF242731 MicrosatelliterrwkerdesignedfromESTofpepper

SSR SSR6 Microsatellitemarkerdesigned&omSSRsequence

SSR PM12 MicrosatellitemarkerdesignedBomESTofpepper

5I-gggtacatggtggctcgtag-3I

5I-tgaagtgtggaggaagcctg-3I

5I-gcaccttgttgggaBLaatatggataCgC-3'

5I-aggctctgggataagggaBd:taCCa-4I

5I-cgaagagagaaggtc-3I

5I-aagcttaacacatctttc-3I

5I-cttatataataacagaggcg-3I

5I-ctgaccagccaaacatgg-3'

5I-ctgcagaacaacaatggcacgl3I

5●-gccaaBLatggtaattgaBtaC-3I

5I-aatcacactgggttgttgac-3I

5I-tgcctgggctaccatatctc-3I

5I-ctccaaactacccctggatttttc13I

5I-gggtatcatccgttgaaagttagg-3I

5I-aaccagcaatcccatgaaBLaCC-3I

5I-tcgtattggcttgtgatttaccgl3'

5I-tgctttcaaaacaatttgcatgg-41

5--gggctgacggccaaaaga弧13I

5--tgggaagagaaattgtgaBLagCl3I

5l-gcagaagccataattggctg-3I

SSR PM18 Microsate11itemarkerdesignedfromESTofpepper 5l-cgacagtctttcaagaactagal3'

SSR PM37 Microsate11itemarkerdesigned斤omESTofpepper 5--cggaBLaCtaaaCaCaCtttCtCl3'

SSR PM53 MicrosatellitemarkerdesignedfromESTofpepper 5'-cgcgccagttcaacttccgal31

5p-gagggacaagagtggagcag13I

5p-gcgtcgattgatggggccaa-3'

5I-gatcccagataagtcgaattcattc-3I

5p-tgatggtggaaccaactcgggatc-3I

5I-tcagggtaggttatt-3I

5I-ttaaacggtggctgttacI3I

5■一gtaatgagCCaCaCtaBLCl3I
5-1CtgaCCagCCCtttCaaCttaCl3'

5I-ggactgcagaggaggaagcl3I
5p-ggactgcagaggaggaagcl3I

5I-ctggataagatggaagagga-3'

5I-acagatccacttgggcaatc13-

5--gtcaatccaaatagacttttaaatgtgc-3I

5■一CaagaggtatCaCaaCatgagagg-3I

5p-gggctttggggagaatagtgtg-3I

5I-ttgaatcgaatacccgcaggagl3I

5.1gCgtCtaatgCaaaBLCaCaCattaC-3.

5I-cagacagctagaBLagagaggaattCtg-3I

5I-agacccaatgtggtccaatc-3I

5I-ggagttaactcaaaggttgc-3'

5I-agtggagc狙aCaCagCaga13I

5I-cggttccggcaacggctatt-3'

5I-gcagcaaagtctacaacctcagl3'

Ⅹ77289

Ⅹ79231

X86221

U15605

Carantaetal.1999

PierreeEal.2000

PierreetaZ.2000

Taietal.1999

Sugitaetal.2004

Sugitaetal.2004

0gundiwinetal.2005

AF202179,0gundiwinetal.2005

X77290,AJ131456,Sugitaetal,2005

LeeetaZ.2004

Leeetal.2004

LeeeEal.2004

Leeetal.2004

Leeetal.2004

0gundiwinetal.2005

BMO67867,Sugitaetal.2006

CA516439,Sugitaetal.2006

CA525390,Sugitaetal.2006

CA847557,SugitaeEal.2006

1)cleavedamplifiedpolym)rphicsequencerrRrkersandsimplesequencerepeatrrnrkerswereusedtodesigngenesequencewith previouslyestablisheddatabase･

Sequence-characterizedamplifiedreglOnrrnrkerswerebmpublishedliterature.

2)TheseCAPSrrnrkerswereavailableasdomhantSCARITnrkersonourDHpopuhtion･



連づけさせるため､Leeら (2004)およびOgundiwinら (2005)によって報告さ

れている76のSSRマーカーおよび7のSCARマーカーを供試した (Table14)0

7)データ解析

DNAマーカーおよび L3ぉよび C の 2つ表現形質データを用いて､

MAPMAKER侶ⅩP3.Ob(Landerら1987)により､最大組換え価25cM､LODス

コア3.0以上の条件で連鎖解析を行った｡

3.結果

1)RAPDマーカーおよびAFLPマーカーの開発

RAPD法による2,397プライマー組み合わせを用いた総多型数/総バンド数(多

型率)は 1,305/10,941(ll.9%)となり､1プライマー当たりの平均多型数/平均

バンド数は0.5/4.6であった｡また､HEGS/AFLP(Fig.14)を用いたEcoRI/MseI､

PstI/MseIおよびXbaI/MseIの各 184､95および94プライマー組み合わせによる

総多型数/総バンド数 (多型率)では､1,349/ll,074 (12.2%)､418/3,150(13.3%)

および642/4,445(14.4%)となり､それぞれの 1プライマー当たりの平均多型数

/平均バンド数は7.3/60.2､4.4/33.2および 6.8/47.3であった｡ピーマンにおける

RAPDとAFLPによる多型率に大きな差は認められなかったが､1プライマー当

たりの平均多型数については､RAPDと比較してAFLPでEcoRI/MseI､PstI/MseI,

xbaI/MseIを用いた場合にそれぞれ 13.6､8.2および 12.7倍の差があった｡また､

AFLPについてはEcoRI/MseIの組み合わせにおいて1プライマー当たりの平均
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ontherightsidesh)wpolym orphicbarxls･
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多型数および平均バンド数が最も多く (EcoRI/MseI>BaI/MseI>PstI/MseI)､

xbaI/MseIで 1プライマー当たりの多型率が最も高かった (XbaI/MseI>PstI/MseI

>EcoRI/MseI) ｡ しかし､EcoRI/MseIを用いた場合は､プライマーの種類にもよ

るが,xbaI/MseL PstI/MseIを用いた場合に比べ､バンドが密集しすぎて判別が

困難な場合が生じた｡また､マッピングされた382のAFLPマーカーのうち42

で共優性を示した｡

2)連鎖地図の作製

382のAFLPマーカー､122のRAPDマーカ一､3のRFLPマーカ一､8のSCAR

マーカ一､4のCAPSマーカーおよび 11のSSRマーカーからなる計530のDNA

マーカーとL3ぉよびCの2形質を用いた連鎖解析の結果､224のフレームワー

クマーカーによる 11の大きな連鎖群 (56.8-118.3cM)と 5の小さな連鎖群

(1.8-26.6cM)の計 16の連鎖群から構成された､総連鎖群長 1,100.5cM､平均

マーカ一間距離4.6cMの連鎖地図が得られた (Fig.15)｡しかし､多くのAFLP

マーカーおよびRAPDマーカーは､LGlからLGIO､LG12およびLG16の密集

した領域に位置づけられた｡マーカーの分離比の歪みが p<0.01を超えていたも

のは52あり､その領域はLG3､LG9およびLGllに集中した｡

3)L3ぉよびC遺伝子座に連鎖したDNAマーカーの開発

DH系統におけるPMMoV抵抗性 (L3)検定結果に基づき､作製した連鎖地図

を用い連鎖解析を行った結果､L3遺伝子座はLG6の末端部分に位置づけられ
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(Fig.15)､OcMの位置にMIOE6-4(250bp)､1.1cMの位置にMIX9-2(320bp)

および AA6096(680bp)､さらに上j遺伝子座を挟んで反対側 2.9cM の位置に

MllE512(1.2kbp)の多くの近傍のマーカーが得られていた (Fig.16､Table15).

また､DH系統における辛み評価に基づき､作製した連鎖地図を用い連鎖解析

を行った結果､辛み発現に関するC遺伝子座は､LG3の末端部分に位置づけら

れ (Fig.15)､4cM に位置するAFLPマーカーM12E2-6(720bp)が得られた｡

4.考察

多くの農業上有用な形質については､QTLが関与していることが多く､様々

な遺伝解析用集団を用いて､多くのqTLの蓄積を行うためには､広域ゲノム領

域を網羅した連鎖地図を迅速に作製する技術が必要不可欠である｡DNAマーカ

ーの作製効率について､RAPDとAFLPによる多型率に大きな差は認められなか

ったが､1プライマー当たりの平均多型数は､AFLPの方が RAPDよりも約 10

倍多く認められた｡また､530のDNAマーカーとL3ぉよびCの2形質マーカー

を用い連鎖解析を行った結果､16の連鎖群からなる､総連鎖群長 1,100.5cMの

連鎖地図が得られた｡一般的に種間交雑集団に比べ多型の検出頻度が低い種内

交雑由来DH集団においても､HEGS/AFLPを用いることで迅速な連鎖地図の作

製が可能であった｡本研究で得られた多くのAFLPマーカーおよび RAPDマー

カーは､LGlからLGIO､LG12およびLG16上の一部領域に密集した｡これ

らは､セントロメアに近い領域に位置づけられた｡このような結果は､オオム

ギ (Horiら2003)やイネ (Kawasakiら2003)でも認められているが､その程度
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Table 15.Frequencyd近b.ibdionofPMMoVresistancedependenton

markersinDHl)populatioI芯

Resistant

DN A markers
Susceptible

pM FR212003)

PM FRl1269

PMFRl1283

AA6096680

M IX9-2320

M IOE6-4250

M llE5-21200

88 10

88 0

2 0

86 1

98 1

97 0

92 5

3 72

3 0

70 0

1 71

1 71

0 75

0 74

1)onehundredsixty-threeindividualswereexaminedforPMFR11269and

PMFRl1283,159forAA6096680,171forMIX9-2320,172forMIOE614250and

171forMllE5-21200rrnrkers･

2)+and-:presenceandabsenceoftheDNArmrkers･

3)pMFR21200,PMFRl1269andPMFR11283areSCARImrkersdescribedbySugita

etal.(2004).
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はピーマンの方が高かった (Livingstonら1999､Kangら2001)｡このことは､

ピーマンゲノムの特性であり､セントロメア付近での遺伝的組換え頻度が他の

領域に比べ低いものと考えられる｡また､マーカ一間距離が長い領域が認めら

れることや小さな連鎖グループが認められることなどから､マーカーの位置づ

けが困難な領域があることが推定された｡

L3遺伝子座は､第11染色体上の末端部分に位置している (Livingstoneら1999､

Lefebvreら2002)｡C遺伝子座については第2染色体上の中央部分に位置してい

る (Benら2001b)｡L3ぉよびCの2形質マーカーと既報の連鎖地図に共通する

アンカーマーカーにより､幾つかの連鎖群は トウガラシ染色体に割り当てるこ

とが可能であった｡LGlは､Hpmsll43およびCCSが位置しているので トウガラ

シ第1染色体に､LG2は､TG523により第 12染色体に､LG3は､Cにより第2

染色体に､LG6は､上jにより第 11染色体に相当すると考えられた｡また､LG7

は､LCYBにより第5染色体に､LG9は､DllScar650により第9染色体に､LGll

は､HpmskpMADSにより第8染色体に相当すると考えられた｡LG14は､TG510

およびHpms1141により､LGllと同じ第 8染色体に相当すると考えられ､今後

供試するマーカーを増やすことで､LGllと融合することが示唆された｡残りの

LGについては､トウガラシ染色体に割り当てることが出来なかったが､今後ア

ンカーマーカーを追加していくことで既報の連鎖地図との共有を図ることが可

能と考えられる｡さらに､本研究で作製した連鎖地図を利用し､qTL解析を行

うことで､各種量的形質の遺伝様式の解明および qTL近傍のDNAマーカーの

開発に大きく貢献すると思われる｡
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5.摘要

ピーマン (C.annuum)種内交雑による薪培養由来 176系統の倍加半数体系統

(DH)集団を用いて､HEGS/AFLPおよび RAPD等による連鎖地図の作製を行

った｡RAPD に比べAFLPの方が lプライマー当たりの平均多型数は､約 lo悟

多く認められた｡382のAFLPマーカー､122のRAPDマーカ一､3のRFLPマ

ーカ一､8のSCARマーカ一､4のCAPSマーカーおよび 11のSSRマーカーか

らなる計530のDNAマーカーと上jぉよびCの2形質を用いた連鎖解析の結果､

224のフレームワークマーカーによる 11の大きな連鎖群 (56.8-118.3cM)と5

の小さな連鎖群 (1.8-26.6cM)の計 16の連鎖群から構成された､総連鎖群長

1,100.5cM､平均マーカ一間距離4.6cMの連鎖地図が得られた｡一般的に種間交

雑集団に比べ多型の検出頻度が低い種内交雑由来 DH 集団においても､

HEGS/AFLPを用いることで迅速な連鎖地図の作製が可能であった｡また､連鎖

解析の結果からL3に連鎖した3のAFLPマーカーおよび 1のRAPDマーカーと

Cに連鎖した 1のAFLPマーカーが得られた｡

本研究において作製した連鎖地図は､各種量的形質の遺伝様式の解明および

qTL近傍のDNAマーカーの開発に大きく貢献すると思われる｡
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第3章 capsL'C〟mann〟〟mの種内交雑由来倍加半数体を用いた疫病

(phytophthoracapsici)抵抗性に関するQTL解析

ピーマン疫病は､病原糸状菌であるPhytophthoracapsiciによって引き起こさ

れ､宮崎県を始めとするピーマン産地に大きな被害を及ぼしている｡本病は､

地際部､根､葉および茎において発病し､立枯れ症状を呈する｡感染部位では､

初めに水浸状の暗緑色に変色後､しだいに軟化し､萎凋枯死する｡また､病原

菌は汚染された圃場において長期間生存し､次作の伝染源になることから､一

度発生した圃場で作付けを行わないことや､土壌消毒剤の臭化メチルを施用す

ることにより発生を抑制している｡しかしながら､臭化メチルはオゾン層破壊

物質に指定され､全廃されることにより､なお一層の被害拡大が懸念される｡

そこで効果的な防除対策として､抵抗性品種の導入が有効であると考えられる

が､現在市販されているほとんどのピーマン品種は､この病原に対して抵抗性

を持たない｡疫病に対し強度の抵抗性を示す幾つかのトウガラシ野生種も存在

し､これらを用いた抵抗性品種の育成が試みられているが､強い疫病抵抗性を

有する栽培品種は育成されていない (Ogundiwinら2005)｡このことは､従来の

接種検定による選抜では抵抗性品種の育成が難しいことを示している0

通常､抵抗性品種の育成過程における抵抗性系統の選抜は､病原菌を植物体

-直接接種し､接種後の症状の有無により行っている｡このような抵抗性系統

の選抜は､温湿度､潅水条件､接種条件および植物の生育ステージ等の様々な

環境要因によって左右され､誤差が生じる｡特に､QTLが関与している形質に
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ついては､安定した抵抗性の評価および選抜が非常に困難である｡

近年､分子マーカー用いた連鎖地図の作製と､区間マッピング法 (Landerと

Botstein1989)等の統計手法を用いた効率的な理論の確立により､それらを利用

したQTL解析が様々な作物で行われるようになってきた｡一般的に､QTLが関

与する形質は､集団において連続的な分離を示し､作用力の異なる複数の因子

によって支配されている｡量的形質による表現型は､相加効果､優性効果およ

び非対立遺伝子間相互作用によるエビスタシスなどの遺伝的な効果と環境によ

る影響の和として表され (鵜飼ら2000)､従来の古典的な遺伝学では難しかった

量的形質に関与する遺伝子数や染色体上の位置､遺伝効果等の多くの遺伝的情

報が､qTL解析によって得られるようになった｡ピーマン疫病抵抗性について

も､従来の手法では遺伝様式の解明が困難であり､これらの手法を用いた遺伝

解析によって､QTL近傍のDNAマーカーを取得し､それを利用した抵抗性品種

の早期育成が望まれる｡

そこで､本章においては､第 1章で育成したピーマン種内交雑由来 DH集団

および第 2章で作製した連鎖地図を利用して､第 1節で､分離集団における疫

病抵抗性の評価､第2節で､疫病抵抗性に関するQTL解析について論述する｡
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第1節 疫病抵抗性の評価

1.緒言

現在までに､疫病菌に対し抵抗性を示す幾つかの トウガラシ野生種が報告さ

れている(Smithら1967､Palloixら1990､Bartualら1991､Reifsclmeiderら1992)0

特に､中央アメリカ原産の トウガラシ野生種 pI201234由来の自殖選抜系統

｢AC2258｣(C.annuum)およびメキシコ原産の トウガラシ野生種 ｢Criollode

Morelos334;CM334｣(C α〃〃〟〟∽)の2つの野生種は､疫病に対し強度の抵抗

性を示すことが知られている｡しかし､｢AC2258｣の持つ疫病抵抗性の遺伝様式

について､古典的な交配実験による幾つかの報告があるが (Smithら1967､山川

ら 1979)､統一した見解に至っていない｡そこで､qTL解析により､抵抗性に

関与する遺伝子数､染色体上の位置および遺伝様式について明らかにする必要

があるが､そのためには､分離集団内の各系統が有する抵抗性について正確な

評価を行わなければならない｡

そこで､本節では､ピーマン種内交雑由来 DH集団を用いた疫病抵抗性の評

価結果について述べる｡

2.材料および方法

1)供試材料

供試材料として､｢K9-11｣､｢AC2258｣､Flおよび第 1章の第 2節で育成した

薪培養由来DH176系統を用いた｡
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2)疫病菌の調製

疫病菌接種検定には､京都府立大学より分譲された ｢京北｣菌株を用いた｡

接種検定は､BoslandとLindsey(1991)の方法を改変したものを用いた (Sugita

ら 2006)｡ すなわち､疫病菌を90mmシャーレ中のV8ジュース培地に置床し､

パラフイルムで封をして25℃で 10日間の暗培養を行った｡その後パラフイルム

を除去し､25℃の連続照明下で 3日間培養を行い､遊走子のうの形成を促進さ

せた｡遊走子のうは､1シャーレ当たり10mlの蒸留水をシャーレに注ぎ､優し

く毛筆で掻き集めた｡さらに､4℃で 30分間の低温処理を行い､25℃で 3時間

培養した後､遊走子濃度を測定した｡遊走子濃度を2.0×104個/mlに調製したも

のを接種液として用いた｡

3)疫病菌の接種

菌の接種は､ガラス温室で行い､苗の株元に接種液を5株当たり約 10ml濯注

した｡接種後は､疫病菌の感染を促進させるため､3時間間隔で上部から水を噴

霧した｡

4)疫病抵抗性の評価法

育苗目数が生存株率に及ぼす影響の調査に関しては､接種後 7日間隔で生存

株率の調査を行った｡また､DH集団を用いた5回の接種検定に関しては､2週

間後に生存株数を調査し､生存株率の平均を抵抗性の指標とした｡
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3.結果

1)育苗目数が生存株率に及ぼす影響

Table16は､｢K9-11｣､｢AC2258｣およびそれらのFlを用いて､育苗目数が生

存株率に及ぼす影響について調査したものである｡雁病性の ｢K9-11｣は､接種

までの育苗目数が27日以下では､1週間後に全ての個体が枯死したが､34日以

上育苗すると､枯死までに3週間を要した｡抵抗性の ｢AC2258｣は､育苗日数

が20日以下では枯死する株が見られるが､27日以上では枯死する株が見られな

かった｡Flは､育苗目数 13日以下では70%が枯死したが､20日以上では 10%

程度の枯死率であった｡

2)DH集団における疫病抵抗性の評価結果

Fig.17は､疫病菌接種後の様子である｡抵抗性系統はそのまま生育を続ける

が､篠病性系統は､葉が萎凋し､株元が腐食後に枯死した｡Fig.18は､DH集団

における全5回の接種検定による平均生存株率の度数分布を示したものである｡

両親における平均生存株率は､それぞれ ｢K9-11｣で 0%､｢AC2258｣で 85%で

あった｡DH集団の平均生存株率は連続的な分布を示したものの､ほとんどの系

統は生存株率が高い系統と低い系統の 2つのグループに分かれ､密集した｡さ

らに30%の区間に小さなピークが認められた｡Table17は､｢K9-11｣､｢AC2258｣

およびDH系統を用いた全 5回の各疫病接種検定結果を示したものである｡各

接種検定における生存株率の度数分布は､全 5回の平均生存株率と同じく､生

存株率が高い系統と低い系統の2つのグループに密集して分布する傾向を示し
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Fig.17.Symptomsofphytophthorarot.Theresistantlines(right)continued
togrow,whilethesusceptiblelines(le氏)devek)pedwilting
symptomson山eleaves.Later,thestemsbegantorot,andthenthe
plantsdied.
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Table17.Freql尤nCydistribtAionofthest∬vivalrateinthefiveirk)CulationtestsuslngaDHpopulationofsweetpepper

Durationof Survivalrate(%) No.ofDHlines No.of Mean

Tests seedling DHlines survival

period(days) K9-11 AC2258 Sumivalrate(%) 0-20 21-40 41-60 61-80 81-100 examined rate(%)
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た｡また､播種から接種検定までの日数が短くなるほど､DH系統における平均

生存株率が低くなる傾向が認められた｡

4.考察

育苗目数が生存株率に及ぼす影響について調査した結果､抵抗性を有する

｢AC2258｣でも育苗日数が20日以下の場合には疫病に感染し枯死する｡このこ

とから､｢AC2258｣の有する抵抗性は､発芽当初から保有しているのではなく､

本葉が展開し始める時期に､獲得されていくものと考えられる｡｢AC2258｣の持

つ疫病抵抗性の遺伝様式について､Smithら (1967)は､F2およびBCl世代を用

いた分離比により､相加作用のない 2つの独立した優性遺伝子によって支配さ

れていると報告している｡一方､山川ら (1979)は､F2および BCl世代を用い

た分離比により､｢AC2258｣の持つ抵抗性は不完全優性の単一遺伝子に支配され

ていると報告している｡本研究において､DH集団の平均生存株率は連続的な分

布を示したことから､疫病抵抗性は量的な形質が関与していることが示された｡

また､ほとんどの DH系統は生存株率が高い系統と低い系統の 2つのグループ

に分かれ､さらに30%の区間に小さなピークが認められたことから､｢AC2258｣

の持つ抵抗性には､寄与率の高い 1つの主働因子および複数の寄与率の低い微

働因子が関与していることが推測された｡

本研究で､DH世代での疫病接種検定による分離情報と各DH系統の有する安

定的な抵抗性評価結果が得られた｡これらの結果は､疫病抵抗性に関する qTL

解析に大きく貢献すると思われる｡
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5.摘要

抵抗性を有する ｢AC2258｣でも育苗日数が20日以下の場合には疫病に感染し

枯死することから､｢AC2258｣の有する疫病抵抗性は､発芽当初から保有してい

るのではなく､本葉が展開し始める時期に､獲得されていくものと考えられる｡

疫病抵抗性の遺伝について､DH集団での平均生存株率は連続的に分布したこと

から､疫病抵抗性は量的な形質であることが示された｡しかし､DH集団におけ

る生存株率の度数分布が､生存株率の高い系統と低い系統の 2つのグループに

分かれ､さらに 30%の区間に小さなピークが認められたことから､｢AC2258｣

の有する疫病抵抗性には､寄与率の大きい 1つの主働因子および複数の寄与率

の低い微働因子が関与していることが示唆された｡

87



第2節 疫病抵抗性に関するqTL解析

1.緒言

近年､多くの植物においてDNAマーカーが用いられるようになり､それを用

いた分子遺伝学の研究が盛んに行われている｡また､DNAマーカーによって作

製した連鎖地図を用いて､量的な形質に関する遺伝様式の解明や遺伝子座の正

確な情報も得られるようになってきた｡さらに､それらの情報とゲノム解析に

よる全ゲノム塩基配列情報を利用したマップベースクローニング法により､イ

ネや トマ ト等で幾つかのQTLが単離されている (AIpertとTanksley1996､Yan°

ら2000)0

ピーマンにおいても､うどん粉病抵抗性 (Lefebvreら2003)や CMV抵抗性

(carantaら2002)等の病害抵抗性について､QTL解析が行われている｡疫病抵

抗性に関しても､近年､様々な分離集団を用いた報告があり(Lefebvreとpalloix

1996､Thabuisら2003､Thabuisら2004､Quirinら2005､0gundiwinら2005､Sugita

ら2006)､多くのQTLが検出されてきている｡Thabuisら (2003)は､抵抗性系

統 ｢Ⅵmia｣､｢Peremial｣および ｢CM334｣由来の種内交雑由来 3集団を用いて

QTL解析を行い､3集団に共通して存在する寄与率の大きなQTLを第5染色体

上に確認している｡また､Ogundiwinら (2005)は､抵抗性系統pI201234およ

び｢CM334｣由来の94のRIL世代および94のF2世代種内交雑2集団を用いて､

それぞれ 16および5つのqTLを検出している｡

近年､AFLPの検出システムを改変した高能率ゲノムスキャニング法が開発さ
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れた (HEGS/AFLP;Kawasakiら2000､2003)｡ このシステムは非標識のプライ

マーを用い､低コストで簡易に連鎖地図を作製することが可能である｡さらに､

ピーマンにおいては､Sugitaら (2005)によって､主にHEGS/AFLPを利用し､

｢K9-11｣および ｢AC2258｣の種内交雑由来DH集団を用いた連鎖地図が短期間

で作製されている｡このような迅速な連鎖地図の作製は､qTL解析の高能率化

に貢献することが期待される｡

そこで､本節では､ピーマン種内交雑由来 DH集団を用いた疫病抵抗性の評

価結果とHEGS/AFLPを主体に作製した連鎖地図を用いて､QTL解析を行い､

さらにqTL近傍に得られたDNAマーカーを用い､有効性の確認を行ったので､

そのことについて論述する｡

2.材料および方法

1)供試材料

供試材料として､｢K9-11｣､｢AC2258｣および第 1章の第2節で育成した薪培

養由来DH176系統を用いた｡

2)DNA抽出

DNAの抽出は､第2章の第 1節で述べた方法に準じた｡

2)連鎖地図の作製

第2章の第2節で作製した連鎖地図を用いてQTL解析を行った｡つまり､382
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のAFLPマーカー､122のRAPDマーカ一､3のRFLPマーカ一､8のSCARマ

ーカ一､4のCAPSマーカーおよび 11のSSRマーカーからなる計530の分子マ

ーカーにPMMoV抵抗性遺伝子座 L3､辛み発現に関する遺伝子座 Cの2形質マ

ーカーを用いて連鎖解析を行い､そこで得られた224のDNAマーカーをフレー

ムワークマーカーとする11の大きな連鎖群 (56.8-118.3cM)と5の小さな連鎖

群 (1.8-26.6cM)の計 16の連鎖群から構成された､総連鎖グループ長 1,100.5cM

の連鎖地図をqTL解析に用いた (Sugitaら2005)｡

3)疫病菌接種検定

本章第 1節で得られた疫病抵抗性評価結果に基づく生存株率の平均を､抵抗性

の指標としてQTL解析に用いた｡

4)データ解析

連鎖解析は､第 2 章の第 2節で述べた方法 に準じた｡ qTL 解析 は

MAPMAKER/qTL1.1(Lincolnら1993)を用い､LODスコア2.0以上の条件で解析を

行った｡

3.結果

1)疫病抵抗性に関するQTL解析

疫病抵抗性検定結果および連鎖地図を用い qTL解析を行った結果､3連鎖群

に3つのQTLが検出された (Fig.19､Table18)0LG7(トウガラシ第5染色体)
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Table18･EffectofQTLforresistancetoP.capsicidetectedintheDHpopulatbnderived丘omacross
between'AC2258'and'K9-11'

LG Plankingmarkerl)
Survivalrateofthelines

K̀9-11'alleles(n)ÀC2258'alleles(n)
LOD var.Exp.(%)2)Direction3)

9
3

l
′0
7

RP13-1
M9E3-11
MIOE3-6

60.6(91) 41.2(83) 2.54 6.4 AC2258
61.7(76) 44.2(100) 2.20 5.6 AC2258
83.9(89) 17.0(85) 67.02 82.7 AC2258

1)Theck)sestmarkertotheQTL.

2)percentageofphenotypICVarianceexphined･

3)Irdkatesti℃parentthatcontributestoincreasedresistance･



上で検出されたQTL､すなわちphyt-1は､寄与率 82.7% ､LODスコア67.02を

示した｡最も近傍のマーカーは､MIOE3-6であり､優性の AFLPマーカーとし

て ｢AC2258｣において検出された.2番目のQTL､すなわちPhyt-2は､LGl(ト

ウガラシ第 1染色体)上で検出され､寄与率6.4%､LODスコア2.54を示した｡

最も近傍のマーカーは､RP13-1であり､｢AC2258｣型アレルの優性 RAPDマー

カーであった｡さらに､3番目の QTL､すなわちphyt-3は､LG6(トウガラシ

第 11染色体)上で検出され､寄与率 5.6%､LODスコア2.20を示した｡最も近

傍のマーカーは､M9E3-11であり､｢AC2258｣型アレルの優性 AFLPマーカー

であった｡また､それぞれのQTL近傍のマーカー座における平均生存株率につ

いて､MIOE3-6マーカー座において ｢K9-11｣型アレルの系統では､17.0%であ

ったのに対し､｢AC2258｣型アレルの系統では､83.9%と高い生存株率を示した

(Table18)｡ また､RP13-1マーカー座において ｢K9-11｣型アレルの系統では

41.2%であったのに対し､｢AC2258｣型アレルの系統では60.6%､M9E3-11マー

カー座において｢K9-11｣型アレルの系統では44.2%であったのに対し､｢AC2258｣

型アレルの系統では61.7%を示した (Table18)0

2)疫病抵抗性 QTL近傍マーカーによる有効性の確認

疫病抵抗性 QTL近傍マーカーのMASに対する有効性を調査した03つのマー

カー座において ｢AC2258｣型アレルで持つ DH系統は､疫病に対し強い抵抗性

を示した (Fig.20-A)｡ また､2つの遺伝子座､すなわちMIOE3-6およびRP13-1

を ｢AC2258｣型アレルで持ち､かつM9E3-11を ｢K9-11｣型アレルで持つ系統
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についても､同様に強い抵抗性を示した (Fig.20-B)｡一方､MIOE3-6および

M9E3-11を ｢AC2258｣型アレルで持ち､かつRP13-1を ｢K9-11｣型アレルで持

つ系統は､80%区間においてピークを示す分布を示した (Fig.20-C)｡その他の3

遺伝子座におけるマーカーアレルの組み合わせでは､雁病性または中程度の抵

抗性を示した (Fig.20-DからFig.20-H)｡ また､phyt-3はM9E3111近傍で検出

されたが､このqTLが疫病抵抗性に及ぼす影響は小さいと考えられることから

(Fig.20)､MIOE3-6およびRP13-1の2つのqTL近傍マーカーに限定し､さら

に解析を行った｡MIOE3-6を ｢AC2258｣型アレルで持つ系統は､100%区間をピ

ークとし､全ての系統が50%以上の抵抗性を示した (Fig.21-A)｡ 一方､RP13-1

を ｢AC2258｣型アレルで持つ系統は､30%および 100%の2つの区間をピークと

する連続的かつ二峰性の分布を示した (Fig.21-B)｡ MIOE3-6およびRP13-1の2

つの遺伝子座を ｢AC2258｣型アレルで持つ系統は､100%区間をピークとし､全

ての系統が70%以上の抵抗性を示す強い抵抗性を示した (Fig.21-C)｡ MIOE3-6

を ｢AC2258｣型アレルで持ち､かつRP13-1を ｢K9-11｣型アレルで持つ系統は､

80%区間でピークが認められた (Fig.21-D)｡ 反対に､RP13-1を ｢AC2258｣型ア

レルで持ち､かつMIOE3-6を ｢K9111｣型アレルで持つ系統は､30%区間でピー

クが認められた (Fig.21-E)｡2つのマーカー座において ｢K9-11｣型アレルで持

つ系統は､ほとんどの系統で篠病性を示した (Fig.21-F)｡ Fig.22は､Phyt-1の

連鎖地図上の正確な位置を把握するために､Phyt11近傍で組み換えの起こってい

る DH 系統を用いて､各マーカー座における遺伝子型と疫病抵抗性について調

査した結果を示す｡CF1407は､Phytl1近傍のマーカーMIOE3-6から2.OcMの距
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Fig･22･GraphicalgenotypeoftheDHlinesaroundPhyt-1･Thetpperfigureindicates
thegraphicalgenotypesandthesurvivalratesoftenDHlinesthatexhibited
recoI血inationbetweenCF1407arKIMl1E5-9.Thelowerfigureindicatesthe
LODscorearoundPhyt-1.
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離に位置し､また､MllE5-9はMIOE3-6から5.3cMの距離に位置するマーカー

である｡MIOE3-6を ｢AC2258｣型アレルで持つ系統は､CF1407およびMllE5-9

座における遺伝子型にかかわらず抵抗性を示した｡

4.考察

従来､｢AC2258｣の持つ疫病抵抗性の遺伝様式については､2つの独立した優

性遺伝子または不完全優性の単一遺伝子によって制御されていると報告されて

いる (Smithら 1967､山川ら 1979)｡近年の分子マーカーを用いた研究では､

Ogundiwinら(2005)は､本研究で用いたものと同じ抵抗性素材であるPI201234

由来の94のRIL世代を用いて､Phyto.Aからpまでの 16のQTLを検出してい

る｡また､Thabuisら (2003)は､種内交雑由来 3集団を用いて､3集団に共通

して存在する寄与率の大きなqTLを第5染色体上に検出している｡本研究にお

いて､LG7上で検出したphyt-1は､トウガラシ第 5染色体上に位置することか

ら､Ogundiwinら(2005)が検出したphyto.Pに相当すると考えられる.さらに､

｢CM334｣由来F2マップ上のPhyto.U(Ogundiwinら2005)およびPhyt.5(Phyt.5.1

およびPhyt.5.2)(Thabuisら2003､Thabuisら2004､Quirinら2005)についても

同じ因子であると思われる｡Phyt.5は､それぞれ関連性のない抵抗性親を用いた

種内交雑由来3集団に共通して､第5染色体上に存在している(Thabuisら2003)｡

この第5染色体上のqTLは､疫病抵抗性素材に共通して存在している可能性が

あり､異なる菌株でも安定的に強い抵抗性を示すことから､ピーマン疫病抵抗

性品種育成のための育種素材として非常に有効であると考えられる｡ 近年､
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Quirinら (2005)は､Phyt.5.2に連鎖したSCARマーカー､OpD04を開発してい

る｡この SCARマーカーを連鎖地図上に位置づけようと試みたが､本研究で供

試した両親においてPCRによる増幅が認められなかったため､連鎖地図上に位

置づけることが出来なかった｡｢AC2258｣と ｢CM334｣の持つ疫病抵抗性 qTL

が､同一のqTLであるか否かについては非常に興味のある課題であり､今後調

査を行っていく必要がある｡LGl(トウガラシ第 1染色体)上で検出されたPhyt-2

は､RILsマップ上のPhyto.D､Phyto.EおよびPhyto.Fに相当すると考えられる｡

しかしながら､ogundiwinら (2005)によって作製された ｢CM334｣由来の F2

マップ上および Thabuisら (2003)によって作製されたマップ上においては､

Phyt-2に相当するQTLが認められなかった｡このことから､この抵抗性QTLは､

｢AC2258｣に特異的な qTLであることが示唆された｡LG6(トウガラシ第 11

染色体)上で検出された phyt-3は､L遺伝子座に連鎖しており､Ogundiwinら

(2005)によって報告されたRILsおよびF2マップ上のPhyto.N､Phyto.0および

Phyto.Tに相当すると考えられる｡Thabuisら (2003)のマップ上では､雁病性親

由来のQTLであるPhyt.ll.日こ相当すると思われる｡本研究により､疫病抵抗性

に関して､3遺伝子座に､Phyt-1､Phyt-2およびPhyt-3を検出した｡しかし､そ

れらの近傍に位置するマーカーによる有効性確認の結果､M9E3-11近傍で検出

されたPhyt-3は､疫病抵抗性に及ぼす影響は低いと考えられた(Fig.19､Fig.20)｡

さらに､Phyt11近傍マーカーMIOE316およびPhyt-2近傍マーカーRP13-1の2つ

の遺伝子座を ｢AC2258｣型アレルで併せ持つ系統は､それぞれのqTLを単独で

持つ系統よりも強い抵抗性を有した｡このことから､これら 2つの遺伝子庫
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Phytl1および Phyt12には､疫病抵抗性に関して相加的な効果があり､マーカー

選抜育種によるピーマン疫病抵抗性品種の育成のためには､Phyt-1とphyt-2を

ホモで持つことで､効果的な抵抗性を付与できるものと考えられた｡また､最

も寄与率の高いQTLPhyt11は､CF1407とMllE519の間､7.3cMの区間に存在

すると推定されることから､Phyt11の両側に位置するこれら2つのマーカーを用

いることで､Phytllを確実に導入していくことが可能である｡さらに､本研究に

おいて､Phyt-1近傍のマーカー間で組み換えの起こっているDH系統が得られた｡

今後､こられの抵抗性 DH 系統を用いてマーカー選抜育種による抵抗性品種の

育成を進めていきたい｡

5.摘要

疫病雁病性 ｢K9-11｣(C.annuum)と疫病抵抗性 ｢AC2258｣(C.annuum)の

Flの薪培養由来倍加半数体集団 (n-176)を用いた疫病抵抗性評価結果および

224のフレームワークマーカーによる総連鎖グループ長 1,100.5cMの計 16の連

鎖群 (LGs)からなる連鎖地図を用いて､疫病抵抗性に関するqTL解析を行っ

た｡その結果､LGl(トウガラシ第 1染色体)､LG6(トウガラシ第 11染色体)

およびLG7(トウガラシ第5染色体)の3連鎖群に3つのqTLが検出された｡

最もLOD値の高いQTLPhyt-1はLG7上で検出され､LOD値67.02､寄与率82.7%

を示した｡最も近傍のマーカーはAFLPマーカーMIOE3-6であった｡LGl上で

検出されたQTLPhyt-2は､LOD値2.54､寄与率6.4%を示した｡最も近傍のマ

ーカーはRAPDマーカーRP13-1であった｡QTLPhyt-3はLG6上で検出され､
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LOD値 2.20､寄与率 5.6%を示した｡最も近傍のマーカーは AFLPマーカー

M9E3-11であった｡2つの遺伝子座 phyt-1およびPhyt-2には､疫病抵抗性に関

して相加的な効果があることが示され､ホモ接合のPhyt-1とphyt12を同時に有

することで､強度な疫病抵抗性を有するピーマンの育成が可能であると思われ

る｡
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第4章 capsic〟mannuumの種内交雑由来倍加半数体集団を用いた

未熟果実色に関するQTLの検出とCAPSマーカーの開発

ピーマン､パプリカおよび トウガラシ等のCα〃〃〟〟刑の果実色は､収穫時期の

違いにより､未熟果実色と完熟果実色に分けることができる｡ピーマンは､日

本国内において､主に妙め物やサラダとして供され､その大部分は緑色の未熟

果実で収穫して出荷される｡また､パプリカや トウガラシは､主に完熟果実で

収穫され､妙め物やサラダ､香辛料､着色料として用いられている｡未熟果実

色と完実果実色には､黄白､緑､紫､茶､赤､黄およびオレンジ色等の様々な

色の種類があり､それぞれの色に濃淡が加わることで､さらに多くの色の変化

を生じる｡完熟果実色の遺伝に関する研究としては､パプリカおよび トウガラ

シが完熟果実として収穫されるため世界的に大きな需要があり､またその遺伝

様式が比較的単純なこと等から､多くの研究が行われている (Lippertら 1966､

HemandezとSmith1985､Lefebvreら1998､Huhら2001).完熟果実色の遺伝様

式については､y､C1およびC2の3つの独立した遺伝子によって支配されてお

り､それらの組み合わせによって赤､オレンジおよび黄色の果実を生 じる

(Lippertら1966､HemandezとSmi.th1985)｡さらに､劣性のクロロフィル維持

遺伝子 (cJ)が加わることで､茶色の果実を生じる (Smith1950)｡近年では､分

子マーカーを用いた研究も盛んに行われており､その遺伝様式および関与する

遺伝子も明らかになりつつある (Lefebvreら1998､Ht血ら2001)O-方､未熟果

実色については､一般的に黄白色､薄緑色､緑色および濃緑色がある｡また､
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緑色に対して不完全優性のアントシアニン発現に関するA遺伝子が加わること

で､紫色の果実になる｡しかし､紫色を除く未熟果実色の遺伝様式については､

古典的な交配実験による幾つかの報告があるが (Odlandとporter1938､Odland

1948､Jeswaniら1956､Lippertら1966)､複雑な遺伝様式を示すことから､現在

まで統一した結論に至っていない｡

そこで､本章においては､第 1章で育成したピーマン種内交雑由来 DH集団

を利用して､第 1節で､分離集団における未熟果実色の評価､第 2節で､未熟

果実色に関するqTLの検出と緑色発現に関与すると思われるqTLの近傍に位置

するCleavedamplifiedpolymorphicsequence(CAPS)マーカーの開発を行ったの

で､その結果について論述する｡

第1節 未熟果実色の評価

1.緒言

ピーマン市販品種の未熟果実色は､薄緑色､緑色および濃緑色が一般的であ

る｡しかし､消費者には､薄緑色の果実より濃緑色ピーマンの方が好まれる傾

向にある｡日本国内におけるピーマン生産の大部分は､緑色の未熟果実で収穫

して出荷されるため､ピーマンにおいて未熟果実色の遺伝様式を解明すること

は､育種学的にも非常に重要である (杉田ら2006)｡ また､多彩な色合いで消費

者の購買力を促す未熟果実色は､商業的にも大きな価値がある｡ピーマンの未

熟果実色の遺伝について､緑色果実に関しての連続する形質の分離は､未熟果
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実色でのクロロフィル含量に原因があり､遺伝子発現の累積または重複機構に

よるもので､複数の因子が関与していると報告されている(Odlandとporter1938､

Odland1948､Jeswaniら1956､Lippertら 1966)｡ その因子数について､Odland

(1948)は､未熟果実色の異なる5系統の F2および戻し交雑集団を用い､2つ

またはそれ以上としており､Gl,G2,…Gnで表している｡Jeswaniら (1956)は､

濃緑色と黄緑色の系統のF2および戻し交雑集団を用い､重複遺伝子による4つ

の因子が関与しており､濃緑色の果実色をGIGIG2G2G3G3G4G4で表している｡

また､Endo(1953)は､クロロフィル特性について､｢Goshiki｣と ｢Takanotsume｣

のF2および戻し交雑集団を用い､1つまたは2つの部分的な優性遺伝子によっ

て支配されていると報告している｡しかし､ピーマン未熟果実色に関する遺伝

様式については､統一した結論には至っておらず､今後の研究で遺伝的な状況

をさらに詳しく調査する必要がある｡

そこで､本節では､分離集団を用いて､色彩色差計と分光光度計による未熟

果実色の評価について論述する｡

2.材料および方法

1)供試材料

供試材料として､｢K9-11｣､｢AC2258｣､Flおよび第 1章の第 2節で育成した

薪培養由来DH176系統を用いた｡

2)栽培条件

105



栽培条件は､第 1章第2節で述べた方法に準じた｡

3)色彩色差計による未熟果実色の評価法

未熟果実色の測定には､開花後約 30日の果実を1系統当たり3果実用い､果

実横径の最も大きい部分を1果実当たり3カ所､色彩色差計 (MinoltaCR-200)

で非破壊的に測定した｡得られたデータは､(L+b)/2+a(下川ら 1994)に代入

し､未熟果実色の指標とした｡

4)分光光度計による未熟果実色の評価法

全クロロフィル量の測定については､色彩色差計の測定箇所をコルクボーラ

ー (5号)で打ち抜き､InskeepとBloom (1985)らの方法に従いN,ルジメチル

ホルムアミド (DMF)で完全に色素が無くなるまで 2回の抽出を行った｡抽出

した色素は分光光度計 (島津Uv2200A)により664.5mm､647mmの波長でクロ

ロフィルaおよびbを測定した｡なお､全クロロフィル量は､17.90×Abs.647+8.08

×Abs.664.5で求めた｡

3.結果

1)色彩色差計による未熟果実色の評価

Fig.23は､未熟果実色指標のDH集団における分離結果を示す｡未熟果実色

指標は､｢K9-11｣で 11.94､｢AC2258｣で33.83であった｡Flは､21.47であり､

両親の中間の値を示した｡また､DH系統においては7.9から36.2までの範囲で
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連続的な分布を示した｡

2)分光光度計による未熟果実色の評価

ピーマンの未熟果実色の変化について､全クロロフィル色素含量の変化によ

るものかどうかを検証するために､ピーマン未熟果実からDMFにより抽出した

色素の分光スペクトルによる全クロロフィル含量の調査を行った｡Fig.24は､

全クロロフィル含量の DH集団における分離結果を示す｡全クロロフィル含量

は､｢K9-11｣で90.5pg/g生鮮重､｢AC2258｣で4.8pg/g生鮮重であった｡Flは､

44.3pg/g生鮮重であり､両親の中間の値を示した｡DH集団においては､10pg/g

生鮮重の区間に43系統が集中して存在したのに対し､20pg/g生鮮重の区間では

1系統のみであった｡さらに､30から150pg/g生鮮重までの範囲で連続的な分

布を示した｡long/g生鮮重の区間に分布する43系統については､全て黄白色の

果実であった｡

3)未熟果実色指標と全クロロフィル含量との相関

Fig.25は､系統毎の未熟果実色指標と全クロロフィル含量の相関を調査した

結果を示す｡未熟果実色指標と全クロロフィル含量には負の相関yニ ー0.1621x+

29.885(R2-0.8107)があった｡

4.考察

未熟果実色の遺伝様式については､OdlandとPorter(1938)は､黄白色はあら
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ゆる濃淡の緑色に対し､劣性であると報告している｡本研究においても､Flに

おける未熟果実色指標と全クロロフィル含量は､両親の中間の値を示したこと

から､ピーマン未熟果実色の黄白色は劣性形質で､緑色は黄白色に対し不完全

優性であった｡また､DH集団における未熟果実色指標と全クロロフィル含量に

ついては､連続的な分離を示したことから､緑色果実の連続的な色の変化につ

いては､複数の量的な因子が関与していることが示唆された｡しかし､劣性形

質である黄白色果実の出現に関しては､全クロロフィル含量データの 10pg/g生

鮮重の区間においてDH169系統中43系統が集中したことから､2つの遺伝子座

が関与していると思われた｡さらに､未熟果実色指標と全クロロフィル含量デ

ータには負の相関があることから､ピーマン未熟果実色における緑色の連続的

な変化は､全クロロフィル色素含量の変化によるものであり､ピーマン未熟果

実色の測定は､色素抽出を行わずに､色彩色差計による簡易な方法により測定

が可能であることが示された｡

本研究により､DH集団を用いた未熟果実色の分離を確認するとともに､それ

ぞれの分離系統の未熟果実色を数値に置き換えることが出来た｡今後､本研究

で得られた未熟果実色に関する評価結果と分子マーカーを用いて､qTL解析を

行うことにより､遺伝様式の解明およびQTL近傍マーカーの取得に繋がること

が期待される｡

5.摘要

ピーマン未熟果実色に関する遺伝様式の解明とQTL解析を行うため､DH176
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系統を用い､色彩色差計と分光光度計による未熟果実色の評価を行った｡その

結果､Flにおける未熟果実色指標と全クロロフィル含量は､両親の中間の値を

示したことから､ピーマン未熟果実色の緑色は黄白色に対し不完全優性である

ことが確認された｡また､緑色果実の連続的な色の変化については､DH集団に

おける未熟果実色指標と全クロロフィル含量について連続的な分離を示したこ

とから､複数の量的な因子が関与していることが示唆された｡しかし､劣性の

黄白色果実の出現に関しては､DH169系統中43系統が黄白色であることから､

2つの遺伝子が関与していると思われた｡さらに､未熟果実色指標と全クロロフ

ィル含量には負の相関があることから､ピーマン未熟果実色における緑色の連

続的な変化は､全クロロフィル色素含量によるものであり､ピーマン未熟果実

色の測定は､色素抽出を行わずに､色彩色差計による簡易な方法により測定が

可能であった｡
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第2節 QTLの検出とCAPSマーカーの開発

1.緒言

近年の分子マーカーの発達に伴い､ピーマンにおいても､様々な農業上の重

要な形質についてqTL解析が行われており､遺伝様式の解明やqTL近傍のDNA

マーカーが次々に開発されている｡qTLの検出感度は､供試する世代によって

全表現型分散に占めるQTLの寄与率が異なることから､DH>RIL>F2>BCの順と

なる (鵜飼2000)｡ また､個体単位ではなく集団で繰 り返し試験を行 うことによ

り､表現形質に及ぼす環境変動を減らすことが出来る｡このことは､広義の遺

伝率を高め､QTLの検出感度および位置や遺伝効果の推定精度を上げる｡

ピーマンの未熟果実色は､多くの遺伝的な表現型を有する｡その遺伝様式に

ついては､統計的手法を用いた交配実験による幾つかの報告があるが､統一し

た結論に至っていない｡近年､分子マーカーを用いた研究では､Benら (2001a)

が F2および F3世代を用いて QTL解析を行い､果実形質および栽培特性に関す

る14のqTLを検出している｡その中で未熟果実色については､LGIOに寄与率

33%の1つのQTLを検出している.しかし､未熟果実色のQTL解析については､

これ以外に報告されておらず､未熟果実色に関与する因子数およびその影響力､

位置等については､ほとんど明らかになっていない｡

そこで､本節では､未熟果実色に関するqTL解析を行 うとともに､緑色発現

に関与すると思われるQTLの近傍に位置するCAPSマーカーの開発を行ったの

で､その結果について論述する｡
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2.材料および方法

1)供試材料

供試材料として､｢K9-11｣､｢AC2258｣および第 1章の第2節で育成した薪培

養由来DH176系統を用いた｡

2)DNA抽出 .

DNAの抽出は､第2章第 1節で述べた方法に準じた｡

3)連鎖地図の作製

第2章で作製した連鎖地図を用いてqTL解析を行った｡

4)未熟果実色の評価

本章第 1節で得られた色彩色差計による未熟果実色指標 (Colorindex;CI)と

分光光度計による全クロロフィル含量 (Totalchlorophyll;TC)データを､それ

ぞれ未熟果実色の指標としてqTL解析に用いた｡

また､検出されたQTLが未熟果実色発現に関して､どのような影響を与えて

いるのかをさらに詳しく調査するため､未熟果実色が黄白色の43系統を除外し

た緑色系統のみの未熟果実色指標 (Colorindexofgreellfruit;CIG)と全クロロ

フィル含量 (Totalchlorophyllofgreenfruit;TCG)データを用いて､QTL解析を

行った｡
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5)データ解析

連鎖解析は､第2章の第2節で述べた方法に準じた｡qTL解析は､第 3章の

第2節で述べた方法に準じた｡

6)未熟果実色QTL近傍マーカーのCAPSマーカー化

QTL解析に基づき得られた未熟果実における緑色発現に関与すると思われる

2つのqTL近傍のマーカーについて､安定的かつ簡易に検出できるCAPSマー

カー化を試みた｡

始めに､QTL近傍マーカーであるRAPDマーカーのバンドを2%アガロース

ゲルで分離し､第 2章第 1節で述べた方法に準じて､クローニング後､塩基配

列を決定した｡得られた塩基配列情報を用いて､プライマーを設計し､PCR を

行った｡pcR反応条件は､初めに熱変成を96℃で10秒間､95℃で1分間行った

後､熱変性を94℃で30秒間､アニーリングを62℃で30秒間､伸長反応を72℃

で1分間の10サイクル行い､次に､熱変性を94℃で30秒間､アニーリングを

60℃で30秒間､伸長反応を72℃で1分間の30サイクルを行い､最後に72℃で

5分間の処理をした｡反応終了後､pCR増幅産物を制限酵素sphIによって､37℃

で2時間消化し､0.5×TBEバッファーを用いた 3%アガロースゲルで電気泳動

後､エチジウムブロマイ ド溶液で染色した｡

次に､トマ トゲノム由来RFLPマーカーのCAPSマーカー化については､デー

タベースを利用して､その配列下流領域に存在するトマ トmRNA配列情報を取

得し､イントロンを挟んだェクソン領域でプライマーを設計した｡PCR反応後､
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増幅産物を制限酵素RsaIによって､37℃で2時間消化した｡

3.結果

1)未熟果実色指標データを用いたQTL解析

未熟果実色指標を用いたQTL解析では､3連鎖群に4つのQTLが検出された

(Fig.26､Table19)oLG4上では､Ifc4.1およびIjTc4.2の2つのQTLが検出され､

それぞれ寄与率31.9%､LODスコア14.1および寄与率39.1%､LODスコア18.22

を示した｡それぞれのQTLに対し最も近傍のマーカーは､優性のAFLPマーカ

ー M8Ⅹ10-3および優性のRAPDマーカー RO10-3であり､｢K9-11｣において検

出された｡LGIO上で検出されたQTL､Iju0.1は､寄与率8.8%､LODスコア3.38

を示した｡最も近傍のマーカーは､共優性のRAPDマーカー AA3086-1であっ

た｡LG14上で検出されたQTL､Iju4.1は､寄与率7.8%､LODスコア2.98を示

した｡最も近傍のマーカーは､ トマ トプローブ由来の共優性 RFLPマーカー､

TG510であった｡

2)全クロロフィル含量データを用いたqTL解析

全クロロフィル含量データを用いたQTL解析では､2連鎖群に3つのQTLが

検出された (Fig.26､Table19)0 LG4上では､IjTc4.1および昨4.2の2つのQTL

が検出され､それぞれ寄与率26.8%､LODスコア11.38および寄与率43.5%､LOD

スコア20.8を示した｡それぞれのqTLに対し最も近傍のマーカーは､M8Ⅹ10-3

およびROIO-3であり､未熟果実色指標を用いたqTL解析によって検出された
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QTLと同一である考えられる｡また､LGll上で検出されたQTL､Ifcl1.1は､寄

与率5.4%､LODスコア2.03を示した｡最も近傍のマーカーは､優性のAFLPマ

ーカー MllE4-1であった｡

3)未熟果実色が緑色の系統のみを用いたQTL解析

緑色の系統のみの未熟果実色指標データを用いたqTL解析では､3連鎖群に

4つのQTLが検出された (Fig.26､Table19)｡ LGl上で検出されたQTL､Iju.1

は､寄与率 8.1%､LODスコア2.28を示した｡最も近傍のマーカーは､優性の

AFLPマーカー M6X6-1であった｡LG4上では､IjTc4.1およびIjTc4.2の2つのQTL

が検出され､それぞれ寄与率47.4%､LODスコア17.43および寄与率18.7%､LOD

スコア5.61を示した｡LGIO上で検出されたQTL､Iju0.1は､寄与率 16.7%､

LODスコア4.94を示した｡

また､緑色の系統のみの全クロロフィル含量データを用いた QTL解析では､

2連鎖群に3つのQTLが検出された (Fig.26､Table19)｡ LG3上で検出された

QTL､Iju.1は､寄与率7.7%､LODスコア2.15を示した｡最も近傍のマーカー

は､優性のAFLPマーカー MllX7-3であった｡LG4上では､IjTc4.1およびIfc4.2

の2つのqTLが検出され､それぞれ寄与率43.6%､LODスコア15.44および寄

与率23.3%､LODスコア7.13を示した｡

それぞれのqTL近傍のマーカー座において､その遺伝子型と未熟果実色の関

係について調査した結果､Iju.1､Ifc3.1､IjTc4.1およびIju0.1の4つのQTLでは､

全DH系統を用いてQTL解析を行った場合に比べ､寄与率が増加し､IjTc4.2､Iju1.1
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および昨14.1の3つのQTLでは､寄与率が減少した (Table19)｡

4)未熟果実色QTL近傍マーカーによる有効性の確認

Fig.27は､全DH系統を用いてqTL解析を行った場合に比べ､寄与率が減少

した3つのQTL(ljTc4.2､Iju1.1およびIju4.1)の未熟果実色形質に及ぼす影響

について､それぞれのQTL近傍に位置するDNAマーカーを用いて調査した結

果である｡黄白色の系統のほとんどは､3つのマーカー座において ｢AC2258｣

型アレルである｡また､3マーカー座において､｢AC2258｣型アレルで持つ系統

のほぼ半分は､黄白色の系統であった｡

また､Iju1.1および Ifc14.1は､座乗する染色体が同じであることから同一の

QTLと考えられ､また､Fig.27における分離によりIju4.1の方がそのQTLに

近いと推測できるので､IjTc4.2近傍のマーカーRO10-3とIfc14.1近傍のマーカー

TG510の2つのDNAマーカーを用いて､未熟果実色に与える影響について調査

した｡両マーカー座において ｢K9-11｣型アレルで持つ系統は､全て緑色の系統

であった (Fig.28-A､E)｡その他のマーカーアレルの組み合わせについても､

マーカーと遺伝子座間で組み換えが起こっていると思われる数個体を除き､全

てが緑色であった (Fig.28-B､C､F､G)｡両マーカー座において ｢AC2258｣ア

レルで持つ系統は､3個体を除き全てが黄白色の系統であった (Fig.28-D､H)｡

このことから､RO10-3およびTG510は､緑色か黄白色かを決定づける2つの遺

伝子座､すなわちwlおよび W2に連鎖していることが確認された｡
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5)W遺伝子座に連鎖したDNAマーカーのCAPSマーカー-の変換

QTL解析により明らかになった緑色か黄白色かを決定づける2つの遺伝子座

Wlおよび W2近傍のRAPDマーカーROIO-3(Fig.29-A)およびRFLPマーカー

TG510(Fig.29-C)についてCAPSマーカー-と変換した｡まず､ROIO-3断片

の塩基配列を解析した結果､｢K9-11｣アレルで660bp､｢AC2258｣アレルで661bp

の塩基配列情報が得られた｡両配列にて相同性を確認したところ､3の Single

nucleotidepolymorphisms(SNPs)と1の1塩基欠失が認められた (Fig.30)｡ 断

片内部で設計したプライマーを用いてPCRを行い､増幅断片を制限酵素sphIで

切断したところ､｢K9-11｣アレルでは切断されないが､｢AC2258｣アレルでは

343bpの位置で切断される共優性のマーカーCAPS-ROIOが得られた(Fig.29-B)0

次に､トマ トプローブTG510についてCAPSマーカー化を図るため､TG510

の配列についてデータベースを用いて比較したところ､Lycopersiconcheesmaniae

peroxisomalacyl-CoA oxidaselA (AcxIA)遮伝子 (GenBankaccessionNo.

AY817111)の翻訳開始地点から3,897bpから1,809bp上流域の配列と一致した｡

CapsicumにおけるAcxIA遺伝子ホモログの情報は得られていないため､イント

ロンを挟んだェクソン領域でプライマーを設計し､ピーマンゲノムDNAを用い

PCRを行ったところ､第 5イントロンを挟む領域で223bpの明瞭なシングルバ

ンドが得られた｡この増幅産物の塩基配列を決定したところ､1つのSNPが確

認できた (Fig.31)｡ 増幅断片を制限酵素RsaIで切断したところ､｢K9111｣アレ

ルでは切断されないが､｢AC2258｣アレルでは45bpの位置で切断される共優性

のマーカーCAPS-TG510が得られた (Fig.29-D)0

125



M4 K A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 )0 11 12 )3 14 】5 16 L7 18 19 20
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Fig.29.MolecularmarkerslinkedtoWlandW2locus.
RandomamplifiedpolymolphicDNAmarkerRO10-
3(A)linkedtotheWllocusandtheRFLPn狙rker
TG510(B)linkedtotheW2locuswereconverted
intoCAPSrTnrkersCAPSIROIOandCAPS-TG510.

M4:a)X174/HaeIIIdigest,M:100bpladder,K:
'K9-11',A:'AC2258',1-20:SegregatingDH
illdividuals.
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K9-11 1:TCAGAGCGCCTAAATTCAGCAAATAGAGATGでAAGAGACCTGCTAATTAAAAAATTTCTA 60

AC2258 1:TCAGAGCGCCTAAATTCAGCAAATAGAGAでGTAAGAGACCTGCTAAでTAAAAAATTTCTA 60
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

ROIOs2

61:GAATTTATGATGGATCTAGTCATGAGATGGAATAATGAACATAGACAACATTCAGAAGCA 120

61:GAATTTATGATGGATCTAGTCATGAGATGGAATAATGAACATAGCCAGCATTCAGAAGCA 120

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

121:ATATTTATAGAACTGGGAAACAAATACAAT-ATAATAATGAGAGAAAATTTCATTTTGTC 179

121:ATATTTATAGAACでGGGAAACAAATACAATCATAATAATGAGAGAAAATTTCATTTTGTC 180

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

180:AGATAAAATGAAGGTATTACTTCTTAでTTCTACTTCACAGACACTTACATATTCTAATAT 239

181:AGATAAAATGAAGGTATTACTTCTTAでTTCTACTTCACAGACACTTACATATTCTAATAT 240
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

240:GCACACTATTTACTAATATATTTGTACATTACAGGTGATGGGTTCTACTCACTATTCTTA 299

241:GCACACTATTTACでAATATATTTGTACAでTACAGGTGATGGGTTCTACTCACTATTCTTA 300
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

300:TATAGTCATTGATGAAACTGAAAAACGAAACATTGTTTGCATACGTGAAAAAAATGCTCC 359

301:TATAGTCATTGATGAAACTGAAAAACGAAACATTGTTTGCATGCGTGAAAAAAATGCTCC 360
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

SphI

360:TGCCTACAATTTTAAGTAGATGGCATACCTTGTCCACATGCTATGGCGGTGCTAAATTAC 419

361:TGCCTACAATTTでAAGTAGATGGCATACCでTGTCCACATGCTATGGCGGTGCTAACTTAC 420
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

420:ACGCATATGGACTでACAAAGCTATTGTTCTCCATATTACACAAGAGAAAACTTCTTGAAA 479

421:ACGCATATGGACTTACAAAGCTATTGTTCTCCATATTACACAAGAGAAAACTTCTTGAAA 480

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

480:TCATATGAACTTCTAGTTATACCACTTでTTGATGAAACAATTTGGCACATTCTACCAGAG 539

481:TCATATGAACTTCTAGTTATACCACTTTTTGATGAAACAATTTGGCACATTCTACCAGAG 540

★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

540:ATATCAGCTAATAでAGTACTGCCACCAATCTGAAAATCAAACCAGGAAGACCAAAAAAGA 599

541:ATATCAGCTAATATAGでACTGCCACCAATCTGAAAATCAAACCAGGAAGACCAAAAAAGA 600
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★★★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

ROIOas2
600:ACAATTGGGGAAAGGGCATTATGAACTACでTTAAGCAATAAATTTCATGTGGGCGCTCTGA 660

601:ACAATTGGGGAAAGGGCATTATGAACTACTでTAAGCAATAAATTTCATGTGGGCGCTCTGA 661
★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★

Fig.30.NucleotidesequencesofRO1013丘agmerAs.Underlined
partsindicatethesequencesofPCRprlmerS.Thetpper
sequenceindicatesthe'K9-11'alkle,andthek)wer

sequenceindicatesthe'AC2258'allele.Theasterkk
indicatesanareawithcoincidentalparts.Underlinedparts
initalicsindicatetherestrictionsite.
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Le-AcxIA-S2
K9-11 1:GGTGGCCTGGTGGATTGGGTAAAGTGTCCACCCATGCTGTTGTGTATGCTCGTCTTATAA 60

AC2258 1:GGTGGCCTGGTGGATTGGGTAAAGTGTCCACCCATGCTGTTGTGTACGCTCGTCTTATAA 60
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★ ★★★★★★★★★★★★★

RsaI

61:CAGATGGでAAAGATTATGGGATTAATGGTAAGTCAATGAでTTTTCATGTCACAAGCTGGT 120

61:CAGATGGTAAAGATTATGGGATTAATGGTAAGTCAATGAでTTTTCATGTCACAAGCTGGT 120
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

121:GCAAAGCATGCCGATTTTCAGGGAAGCGCTTAでGGTTTATTGACTTCACATATTTAGGTT 180

121:GCAAAGCATGCCGATTTTCAGGGAAGCGCでTATGGTTTATでGACTTCACATATTTAGGTで 180
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

Le-Acx1A-as2
181:TTATTGTTCAATTACGGAGCTTGGAGGACCACAAACCTCTTCC 223

181:TTATTGTTCAATでACGGAGCTTGGAGGACCACAAACCTCTTCC 223
★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

Fig.31.PartialsequencesofaputativeAcxIAgeneinpepper.Underlinedparts
indicatethesequencesofPCRprlmerS.Thetppersequenceindicates
the'K9-11'alkle,andthek)wersequenceindicatesthe'AC2258'
alkle.Theasteriskindicatesanareawithcoincidentalparts.Underlined
partsinitalicsindicatetherestrictionsite.
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ここで得られたCAPS-ROIOおよびCAPS-TG510の両マーカーともDHにおける

分離を調査したところ､改変前のマーカー､ROIO-3およびTG510と同じ分離を

示した｡

4.考察

緑色の系統のみを用いた解析によって検出されたQTLのうち､Iju.1､Lju.1､

IjTc4.1およびIju0.1の4つのQTLは､全DH系統を用いてQTL解析を行った場

合に比べ､寄与率が増加していることから､緑色の増加に関与するQTLである

と推定される｡なかでも､LG4上のIjTc4.1は､全てのQTL解析で安定的に検出

されていることから､未熟果実色の緑色強度の増加に関して､最も強い影響力

を持つと考えられる｡Benら (2001b)は､qTL解析によってLGIO(第 10染色

体)上に緑色強度を増加させる寄与率33%の1つのqTLを検出している｡彼ら

の検出したQTLは､本研究におけるIjTc4.1に相当すると思われる｡また､IjTc4.2､

Iju1.1およびIju4.1の3つのQTLは､緑色の系統のみを用いたQTL解析では､

寄与率が減少している｡これらのQTLは､QTL近傍マーカー座における遺伝子

型と表現形質との関係から､黄白色果実に関連した遺伝子座であると思われた｡

しかし､3つのQTLのうち､Iju1.1とIju4.1は､同じ第 8染色体上に座乗して

おり､同一の因子によるものと考えられる｡よって､Ifc4.2とIju4.1の2つの近

傍マーカー座における遺伝子型と未熟果実色形質について調査した結果､緑色

と黄白色の色の分離に関しては､第8および第 10染色体上の2つの質的な重複

する遺伝子座が関与していることが明らかとなった｡つまり､これらの重複遺
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伝子を劣性ホモ wlwlw2W2で持つことにより､未熟果実色が黄白色になると思

われる｡このことは､全 DH集団における 2遺伝子座関与による黄白色系統の

分離比と一致する｡

あらゆる強度の緑色に対し劣性である黄白色の果実を有する系統を育成する

ことは､多くの労力と時間を必要とする｡本研究により得られた CAPSマーカ

ーは､黄白色果実の選抜に有効であると同時に､今後の未熟果実色の更なる研

究に寄与すると思われる｡

5.摘要

未熟果実色濃緑色の ｢K9111｣(C.annuum)と黄白色の ｢AC2258｣(C.annuum)

のFlの薪培養由来倍加半数体集団 (n-176)を用いた未熟果実色評価結果および

224のフレームワークマーカーによる総連鎖グループ長 1,100.5cMの計 16の連

鎖群 (LGs)からなる連鎖地図を用いて､ピーマン未熟果実色に関するqTL解

析を行った｡その結果､緑色強度を増加させる4つのQTLと黄白色果実に関連

した3つのqTLを検出した｡緑色強度を増加させる4つのqTLのうち､ピーマ

ン第10染色体に相当するLG4上のIfc4.1は､未熟果実色の緑色強度の増加に関

して､最も強い影響力を持つと考えられる｡また､黄白色果実に関連する 3つ

のQTLljTc4.2､Iju1.1およびIju4.1は､ピーマン第8および第 10染色体上の2

つの質的な遺伝子座 (wlおよび W2)に対応し､これらの重複遺伝子を劣性ホ

モ wlwlw2W2で持つことにより､未熟果実色が黄白色になることが明らかとな

った｡さらに､Wlおよび W2に連鎖したCAPSマーカーを開発した｡
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あらゆる強度の緑色に対し劣性である黄白色の果実を育成することは,多く

の労力と時間を必要とする.この研究によって開発された CAPSマーカーは黄

白色果実品種の育成と未熟果実色に関する今後の研究に寄与するものと考えら

れる.
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第5章 総合考察

ピーマンの生産においては､その栽培過程で様々な病害が発生し､大きな被

害を生じている｡現在のところ､これらの病害に対しては農薬による防除が一

般的であるが､平成 18年 5月からポジティブリス ト制度が導入され､食品に残

留する農薬等に関する規制が強化され始めた｡農薬を使わない防除法として抵

抗性品種の導入が考えられるが､抵抗性品種の育成には多くの遺伝的な要素が

関係し､従来の育種法では選抜が困難であるため､積極的に行われていない｡

McCouchとTanksley(1991)によってDNAマーカーを用いた選抜育種法が提唱

されたが､ピーマンの育種においては現在においても利用されていない｡これ

は､SCARマーカー等の使い易いDNAマーカーがほとんど開発されていないこ

とと､様々な抵抗性形質に対応した数多くのDNAマーカーが作出されていない

ことが原因と考えられる｡

本研究ではこのような点を踏まえ､ピーマンの各種有用形質に連鎖したDNA

マーカーの開発とQTL解析に関する基礎的な成果について述べてきた｡これら

の成果については､ピーマン育種の新しい展開が期待されているだけに､今後

一層の努力が図られなければならない｡そこで本章では､本分野のいくつかの

点について触れ､これらの育種的利用に関する問題点を指摘し､さらに今後の

展開について述べることととする｡

ピーマンにおける薪培養技術は､Wangら (1973)によって初めて成功し､そ

の後､Dumasら (1981)によって改良され一般的になった｡しかしながら､そ
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れらの手法では､植物体再生効率が低く､腫様体誘導培地から再分化培地-の

移植作業を行うため､作業が煩雑で多くの時間と労力が必要とされた｡そこで､

本研究によりピーマン薪培養における諸条件の検討および改良を行い､一段階

培養法を開発した｡この手法を用いることにより､培養途中での再分化培地-

の移植や培地作成の作業を省くことができ､大幅な省力化が図られた｡ピーマ

ンや トマ ト等における野菜の自殖性作物は､通常F1品種として市販されており､

その親となる純系を育成するためには少なくとも 8世代以上の自殖を必要とす

ることから､多くの時間と労力を要する｡本研究で開発した一段階培養法によ

る薪培養技術は､簡易に純系を作出できる手法としてピーマン育種および遺伝

解析用分離集団の育成に大きく貢献するものと考えられた｡

また､ピーマン育種において､DNAマーカーによる選抜技術を導入するため

には､遺伝解析に適した材料の早期育成と迅速なDNAマーカーの開発および蓄

積が必要である｡薪培養によって作出された系統は､その育成にかかる年限が

短いことに加え､-テロ接合系統の混在による表現形質の乱れがなく､量的形

質を解析するための最も適した分離集団である｡そこで､本研究により開発し

た一段階培養法を用い､短期間でDH176系統を育成した｡それらを用いて特性

調査を行った結果､果実の縦径､横径､果実形および果実重に関しては､連続

的に分離したことから､量的な形質が関与していると考えられた｡また､PMMoV

抵抗性および辛み形質に関しては､単一主働遺伝子支配による分離比1:1に適合

したが､母親として供試した ｢K9-11｣型の頻度が期待されるよりやや高い傾向

にあった｡薪培養の弊害として､再分化能が低い親の方の持つ対立遺伝子が淘
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汰されることにより分離比の歪みを生じるという報告があり (Granerら 1991､

Murigneuxら 1993)､再分化能が低い父親として供試した ｢AC2258｣の持つ対

立遺伝子が淘汰され､分離比の歪みを生じている可能性が示唆された｡

ピーマンでは､イネ等の他の主要作物に比べ､まだ一部の形質に連鎖するDNA

マーカーしか開発されておらず､多くの有用形質に連鎖したDNAマーカーの蓄

積と迅速なDNAマーカーの開発技術いわゆる高速マッピング技術の開発が必要

とされる｡特に､宮崎県を始めとする全国のピーマン産地では､PMMoV (P12)

による被害が深刻であり､それに対応するL3抵抗性を有する新品種の育成と､

L3連鎖したDNAマーカーの開発が望まれている｡本研究では､DH176系統での

形質調査結果をもとに､PMMoV抵抗性遺伝子座 L3と辛み発現に関する遺伝子

座 Cに連鎖したDNAマーカーを開発した｡L3に連鎖したDNAマーカーは､L3

因子から2.8cMに位置し､バルク法を用いて開発した｡その後､安定的に検出

できる共優性 SCARマーカーPMFRllと優性のPMFR21に変換した｡これらの

マーカーは､抵抗性遺伝資源のPI159236由来 L3遺伝子導入のためのマーカー

選抜育種に有効であることが確認された｡さらに､L3ァレルのL4抵抗性遺伝資

源のPI260429に対しても多型を示すことから､L4抵抗性系統選抜のためのDNA

マーカーとしても併用できることが示唆された｡DH集団における L3遺伝子座

での分離の歪みが､DNAマーカー開発に悪影響を与えることが心配されたが､

これらのSCARマーカーはBCl集団においてもDH集団とほぼ同じ組換え価を

示したことから､実用的に使用できることが証明された｡Cに連鎖したDNAマ

ーカーは､C因子から0.6cMに位置するSSRマーカーPAP-SSRで､PAP遺伝子
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上流のマイクロサテライ ト領域を利用して開発した｡この領域では､多くのア

レルが存在し､選抜マーカーとしての有効性を確認できた｡本研究によって開

発された上jぉよびCに連鎖したDNAマーカーは､MASによるピーマン育種に

おいて大きく貢献するものと考えられる｡

ピーマンにおける高速マッピング技術の開発については､DNAマーカーを短

期間で開発し､連銭地図の充実を図るために必要な技術である｡目的とする形

質の異なる様々な分離集団でqTL解析を行うためには､広域ゲノム領域を網羅

した連鎖地図を迅速に作製する技術が必要である｡従来､ピーマンでは RFLP､

RAPDおよびAFLPによるマッピングが行われているが､多くの労力を要し､高

価な施設や機器を必要とするため､それらの条件を満たせない研究機関では､

RAPD等により小規模なマッピングを行うしかなかった｡そこで､本研究では､

Kawasakiら (2000)によって開発された HEGS/AFLPをピーマンのマッピング

において適用し､簡易に効率よく連鎖地図を作製することが可能となった｡こ

の手法は､アクリルアミドゲルの取り扱いが容易で､バンドの検出にアイソト

ープや銀染色､シーケンサを使用しないため安価で省力的にマッピングが可能

である｡作業性としては､1人で 1日当たり768サンプルの取り扱いが容易にで

きる｡ 今後は､この手法をさらに改良 し､AFLPと一本鎖高次構造多型

(single-strandconformationpolymorphism;SSCP)の組み合わせや､sscpとゲ

ノムおよびEST由来ssRと組み合わせることにより､マッピングの高能率化を

図って行く予定である｡

本研究によって得られた530の分子マーカーを用いて連鎖解析を行い､224の
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フレームワークマーカーによる16の連鎖群からなる連鎖地図を作製した｡また､

連鎖解析の結果から､バルク法を用いて得られたL3に連鎖したSCARマーカー

(pMFRllおよび PMFR21)よりも､さらに近傍に位置するL3を挟んだ4つの

DNAマーカーが得られた｡現在までに､L3を挟んで両側にマーカーが得られた

という報告はない｡1回の減数分裂において短い距離間での2重組換えは､ほと

んど起こらないと考えられるため､これらのDNAマーカーは､抵抗性接種検定

を行わず抵抗性個体が確実に選抜できるマーカーとしてその利用が期待される｡

今後､これらのマーカーを SCAR化することで､育種現場での利用が促進され

るものと思われる｡

また､有用な形質に連鎖したDNAマーカーの蓄積とMASによるピーマン育

種の効率化を図るため､DH176系統を用い､疫病抵抗性および未熟果実色のqTL

解析を行った｡疫病抵抗性の遺伝については､DH集団での平均生存株率が連続

的に分布したことから､量的な形質が関与していることが示された｡また､そ

こで得られた抵抗性評価結果を用いて､qTL解析を行い､3連鎖群に3つのqTL

phyt-1､Phyt-2および Phyt13を検出したOしかし､3つの QTL近傍マーカーを

用いた有効性の確認により､2つの QTL､Phyt-1およびPhyt12には､疫病抵抗

性に関して相加的な効果があり､MASによるピーマン疫病抵抗性品種の育成の

ためには､Phyt11とphyt-2をホモで持つことで､効果的な抵抗性を付与できる

ものと考えられた｡今後は､羅病性の ｢K9-11｣を遺伝的なバックグラウンドに

したphyt-1とPhyt12をそれぞれ別々に有する準同質系統を育成し､エビスタシ

スや詳細な抵抗性QTLの位置について調査を行う予定である｡今回開発した抵
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抗性 qTL近傍に位置するマーカーは､現在のところ優性のAFLPおよびRAPD

マーカーであることから､これらのDNAマーカーをMASLで活用し易くするた

めには､SCARおよびCAPSマーカー等に改変する必要がある｡

未熟果実色の評価は､目視での判定が困難であるため､色彩色差計と分光光

度計を用いて数値化した｡疫病抵抗性と同じく量的形質が関与しているため､

連続的な分離を示したが､劣性の黄白色果実の出現に関しては､黄白色の分離

比により､2つの遺伝子が関与していると思われた｡それらの未熟果実色データ

を用いQTL解析を行った結果､6連鎖群にピーマン未熟果実色に関する7つの

QTLを検出した｡緑色と黄白色の色の分離に関しては､QTL､IjTc4.2と Iju4.1

に対応する2つの質的な重複する遺伝子座 wlおよび W2によって支配され､第

8および第 10染色体に座乗していることを明らかにした｡つまり､本研究で供

試している DH 集団における W 遺伝子座では､WIWIW2W2､WIWIw2W2､

wlwIW2W2およびwlwlw2W2の遺伝子型に分離し､wlwlw2W2のみが黄白色を

示 し､それ以外は緑色 となる. さらに､WIWIW2W2､WIWIw2W2および

wlwIW2W2の緑色系統は､IjTc4.1のような未熟果実色の緑色強度を増加させる因

子が加わることにより､薄緑色から濃緑色の連続的な緑色の分布を示すものと

考えられる｡本研究は､Capsicum未熟果実色における緑色または黄白色を決定

する遺伝子座､wlおよび W2に関する初めての報告である｡さらに､Wlおよ

び W2に連鎖した2つのRAPDおよびRFLPマーカーを､MASに利用するため

に CAPSマーカー-と変換した｡また､緑色の増加に関与するqTLとして､4

つのQTLが検出されたが､そのうちLG4上のIjTc4.1は､全てのQTL解析で検
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出されており､また寄与率も高いことから､未熟果実色の緑色強度の増加に関

して安定的に働き､最も強い影響力を持つと考えられる｡また､wlに対応した

IjTc4.2は､全DH系統を用いてQTL解析を行った場合に比べ､寄与率は減少して

いるが､緑色の系統のみを用いた解析によってqTLピークが検出された｡同一

染色体上にあるIjTc4.1との距離は約40cM離れているためIjTc4.1の影響ではない

と考えられ､Wl近傍に緑色強度の増加に関する別の QTLが存在するのか､ま

たは Wlそものもが緑色強度の増加に関して影響力を持っているということが

示唆された｡各qTLの持つ効果をさらに詳細に調査するため､それぞれのqTL

座を別々に有し､遺伝的なバックグラウンドをそろえた準同質系統を育成して

いく予定である｡この研究によって開発されたCAPSマーカーは､MASによる

黄白色果実品種の育成と未熟果実色に関する今後の遺伝学的研究に寄与するも

のと考えられる｡

本研究では､各座位がホモ化した遺伝解析に適した DH 系統を材料として用

いた｡このことが､正確な形質評価を行うことを可能とし､さらに実用的な数

多くのDNAマーカーを開発できた最も重要かつ基本的な要因であると考えられ

る｡農業上有用な質的および量的形質を連鎖地図上に蓄積し､地図上の連鎖す

るDNAマーカーを用いて総合的なMASを行うことで､育種作業の効率化が図

られる｡しかしながら､本研究で作製した連鎖地図上には､青枯病抵抗性､う

どん粉病抵抗性､収量および晶質等の農業上有益な形質は､まだマッピングさ

れていない｡今後は､本研究で得た技術をもとに､さらに多くの形質を連鎖地

図上に蓄積し､ピーマン育種技術の進展に貢献していきたい｡
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要 約

本研究は､ピーマンにおけるDNAマーカーを用いた選抜育種技術の開発に資

することを目的に､分子遺伝学的手法を用い､有用形質に連鎖するDNAマーカ

ーの開発､遺伝様式の解明およびその育種的利用法について論ずる｡そのため､

第 1に薪培養技術を用いた種内交雑由来倍加半数体系統の実用的育成技術の開

発と育成した系統の形態特性について､第 2に質的有用形質に連鎖した分子マ

ーカーの開発とピーマンにおける高能率連鎖地図作製技術の開発について､第3

に疫病に対する抵抗性の遺伝的評価とqTL解析によるDNAマーカーの開発に

ついて述べ､第 4に未熟果実色に関する遺伝的評価とqTL解析によるDNAマ

ーカーの開発について論述する｡

1. 効率的な薪培養技術の確立を目的に､一段階培養法による条件につい

て検討した結果､6系統の植物体再分化効率が明らかとなり､｢No.5｣と ｢土佐

ひかりD｣で再分化率が高く､本手法の適用性が高いことが示された｡植物体

再分化率には､系統間で大きな差が生じることが判明し､薪培養に利用する系

統の選定には十分に留意しなければならないことが示された｡

2. 一段階培養法を用いて､7,835個の菅中の薪を培養し､176個体から自

殖種子が得られた｡これらの種内交雑由来DH176系統を用い､各種形態的特性

の調査を行った結果､果実縦径､横径､果実形および果実重の遺伝様式につい
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ては､DH集団での分離においていずれも連続的な分離を示したことから､それ

らの形質発現に関しては複数の量的な因子が関与していることが示唆された｡

PMMoV抵抗性および辛みの遺伝様式に関しては､DHおよびBCl世代における

分離比により､単一主働遺伝子支配による質的な遺伝形質であることが確認さ

れた｡また､供試したDH集団については､それぞれの遺伝子座において､｢K9-11｣

型の頻度がやや高い傾向にあることから､分離比の歪みを生じている可能性が

示唆された｡

3. ピーマン (C.annuum)種内交雑による176系統の薪培養由来半数体倍

加 (DH)集団を用い､バルク法により上j遺伝子に連鎖したRAPDマーカーの開

発を行った｡そこで得られた共優性の RAPDマーカーE18272および E18286につ

いて､クローニング後､塩基配列を決定し､SCARマーカーに変換した｡DH集

団および戻し交配集団を用いた pCR分析の結果､全ての SCAR マーカー､

PMFRl1269､PMFRl1283および PMFR21200はRAPDマーカーと同じ分離を示し､

L3遺伝子から2.8cMの距離に位置づけられた｡さらに､共優性のSCARマーカ

ーPMFRl1269およびPMFRl1283を用いてCapsicum属4種 19系統における有効性

の検定を行った結果､本章で開発した SCARマーカーは､ピーマン育種におけ

るPI159236由来L3遺伝子導入のためのマーカー選抜育種に有効であることが

明らかとなった.また､塩基配列解析結果から､L4抵抗性遺伝資源のPI260429

に対しても多型を示すことから､L4抵抗性系統選抜のためのDNAマーカーとし

ても使用できることが明らかとなった｡
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C遺伝子座近傍のマーカーを得るため､Plastid-lipid-associatedprotein(PAP)

遺伝子上流のマイクロサテライ ト領域を利用し､C遺伝子座から0.6cMに位置

するSSRマーカーPAP-SSRを開発した｡この領域については､Capsicum属3種

を用いたフラグメント解析および塩基配列解析結果により､多くのアレルが存

在し､選抜マーカーとしての有効性を確認できた｡

4. ピーマン (C.α〃〝〟〟∽)種内交雑による薪培養由来 176系統の倍加半数

体系統 (DH)集団を用いて､HEGS/AFLPおよび RAPD等による連鎖地図の作

製を行った｡382のAFLPマーカー､122のRAPDマーカ一､3のRFLPマーカ

一､8のSCARマーカ一､4のCAPSマーカーおよび 11のSSRマーカーからな

る計530のDNAマーカーとL3ぉよびCの2形質を用いた連鎖解析の結果､224

のフレームワークマーカーによる11の大きな連鎖群 (56.8-118.3cM)と5の小

さな連鎖群 (1.8-26.6cM)の計 16の連鎖群から構成された､総連鎖群長 1,100.5

cM､平均マーカ一間距離4.6cMの連鎖地図が得られた｡一般的に種間交雑集団

に比べ多型の検出頻度が低い種内交雑由来DH集団においても､HEGS/AFLPを

用いることで迅速な連鎖地図の作製が可能であった｡また､連鎖解析の結果か

らL3に連鎖した3のAFLPマーカーおよび 1のRAPDマーカーとCに連鎖した

1のAFLPマーカーが得られた｡

5. ピーマン種内交雑由来DH集団を用いて､疫病抵抗性の評価を行った｡

抵抗性を有する ｢AC2258｣でも育苗日数が20日以下の場合には疫病に感染し枯
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死することから､｢AC2258｣の有する疫病抵抗性は､発芽当初から保有している

のではなく､本葉が展開し始める時期に発現していくものと考えられる｡また､

疫病抵抗性の遺伝について､DH集団での平均生存株率は連続的に分布したこと

から､疫病抵抗性は量的な形質であることが示された｡しかし､DH集団におけ

る生存株率の度数分布が､生存株率の高い系統と低い系統の2つのグループに分

かれ､さらに30%の区間に小さなピークが認められたことから､｢AC2258｣の有

する疫病抵抗性には､寄与率の大きい1つの主働因子および複数の寄与率の低い

微働因子が関与していることが示唆された｡

6. 疫病篠病性 ｢K9-11｣(C.annuum)と疫病抵抗性 ｢AC2258｣(C.annuum)

のFlの薪培養由来倍加半数体集団 (n-176)を用いた疫病抵抗性評価結果およ

び224のフレームワークマーカーによる総連鎖グループ長1,100.5cMの計16の連

鎖群(LGs)からなる連鎖地図を用いて､疫病抵抗性に関するqTL解析を行った｡

その結果､LGl(トウガラシ第1染色体)､LG6(トウガラシ第11染色体)および

LG7(トウガラシ第5染色体)の3連鎖群に3つのqTLが検出された｡最もLOD値

の高いQTLPhyt-1はLG7上で検出され､LOD値67.02､寄与率82.7%を示した｡最

も近傍のマーカーはAFLPマーカーMIOE3-6であった｡LGl上で検出されたqTL

Phyt-2は､LOD値2.54､寄与率6.4%を示した｡最も近傍のマーカーはRAPDマー

カーRP13-1であった｡QTLPhyt-3はLG6上で検出され､LOD値2.20､寄与率5.6%

を示した｡最も近傍のマーカーはAFLPマーカーM9E3-11であった｡2つのマーカ

ーMIOE3-6とRP13-1を同時に用いることで､強い抵抗性を持った系統を効率よく
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選抜できることが確認された.2つの遺伝子座phyt-1およびPhyt-2には､疫病抵抗

性に関して相加的な効果があることが示され､ホモ接合のPhyt11とphyt-2を同時

に有することで､強度な疫病抵抗性を有するピーマンの育成が可能であると思

われる｡

7. ピーマン未熟果実色に関する遺伝様式の解明と QTL解析を行うため､

DH176系統を用い､色彩色差計と分光光度計による未熟果実色の評価を行った｡

その結果､Flにおける未熟果実色指標と全クロロフィル含量は､両親の中間の

値を示したことから､ピーマン未熟果実色の緑色は黄白色に対し不完全優性で

あることが確認された｡また､緑色果実の連続的な色の変化については､DH集

団における未熟果実色指標と全クロロフィル含量について連続的な分離を示し

たことから､複数の量的な因子が関与していることが示唆された｡しかし､劣

性の黄白色果実の出現に関しては､DH169系統中43系統が黄白色であることか

ら､2つの遺伝子が関与していると考えられた｡さらに､未熟果実色指標と全ク

ロロフィル含量には負の相関があることから､ピーマン未熟果実色における緑

色の連続的な変化は､全クロロフィル色素含量によるものであり､ピーマン未

熟果実色の測定は､色素抽出を行わずに､色彩色差計による簡易な方法により

測定が可能であった｡

8. 未熟果実色濃緑色の ｢K9-11｣(C.annuum)と黄白色の ｢AC2258｣(C.

α〃〃〟〟∽)の Flの薪培養由来倍加半数体集団 (n-176)を用いた未熟果実色評価
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結果および 224のフレームワークマーカーによる総連鎖グループ長 1,100.5cM

の計 16の連鎖群 (LGs)からなる連鎖地図を用いて､ピーマン未熟果実色に関

するQTL解析を行った｡その結果､緑色強度を増加させる4つのQTLと黄白色

果実に関連した3つのQTLを検出した｡緑色強度を増加させる4つのQTLのう

ち､ピーマン第 10染色体に相当するLG4上のIjTc4.1は､未熟果実色の緑色強度

の増加に関して､最も強い影響力を持つと考えられる｡また､黄白色果実に関

連する3つのQTLlfc4.2､Ifcl1.1および昨14.1は､ピーマン第8および第 10染

色体上の2つの質的な遺伝子座 (wlおよび W2)に対応し､これらの重複遺伝

子を劣性ホモ wlwlw2W2で持つことにより､未熟果実色が黄白色になることが

明らかとなった｡さらに､Wlおよび W2に連鎖したCAPSマーカーを開発した｡

以上により､本研究においては､ピーマンにおけるDNAマーカーを用いた選

抜育種技術の開発に資することを目的に､遺伝解析用分離集団の育成､形質評

価､有用形質に連鎖するDNAマーカーの開発､QTL解析､開発したDNAマー

カーの育種的利用について論述してきた｡本研究の成果は､ピーマンにおける

有用形質の遺伝解析およびマーカー選抜育種技術の開発に大きく貢献するもの

と思われる｡
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Fundamentalbreedingstudiesonthedevelopmentofthemolecularmarkersand

QTLanalysesinCapsicumantluum

ToruSugita

Summary

ThisstudystatesasfordevelopmetofDNAmarkerslinkedtousefultraits,

elucidationofthemodeofinheritanceandapplicationofDNAmarkersforbreeding

withtheobjectofcontributingforsweetpepper(Capsicumannuum)breedingusing

DNAmarkers.Istateasto,first,developmentofapracticalantherculturemethodfor

developmentofintraspecificdoubled-haploid(DH)populationandinvestigationof

morphologicalcharacteristics,second,developme山 ofDNA markerslinkedto

qualitativetraitsandhigh-eWICiencyconstructionteclmiqueofthelinkagemaponsweet

pepper,third,geneticevaluationf♭rresistancetophytophthorablightanddevelopment

ofDNAmarkersbasedonQTLanalysis,andfourth,geneticevaluationforimmature

fruitcoloranddevelopmentofDNAmarkersbasedonQTLanalysis.

1. CultureconditionsuslngOne-StepCulturemethodwereexaminedinorderto

developtheefrlCientantherculturemethod.Consequently,regenerationefrlCiencyuslng

theone-Stepculturemethodwasevidentinsixaccessionsandhighregenerationrates
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wereobseⅣedinǸo.5'and̀Tbsahik∬ i-D',anditwasshownthatthismethodhasthe

highapplicabilityfわrtheseaccessions.However,itwassuggestedthattherewasagreat

differencebetweenaccessionsonrateofregeneration,anditwasshown thatselection

oftheaccessionusedforanantherculturemustbecaredsufrlCiently.

2. 0mehundredseventy-sixDHlineswereobtainedbyone-stepculturemethodto

cultivateanthersin7,835buds.Asaresultofinvestigationofseveralmorphological

characteristicsoffruitlength,diameter,ratioof丘uitlengthtodiameterandfruitweight

uslngtheseDHlines,itwassuggestedthattheseveralquantitativetraitlociwere

involvedinthesephenotypicexpression,sinceDH linesrevealedacontinuous

distribution.ItwasverifiedthatthemodeofinheritanceofresistancetoPMMoVand

pungencywerequalitativeinhedtedcharacterowlngtOSegregatingratioinDHandBC1

generations.Itwassuggestedthatthereispossibilityofcauslngthesegregation

distortioninusedDHpopulationbecauseitwasinclinedto'K9-ll'genotypeateach

locus.

3. Applyingthebulkedsegregantanalysismethoduslng176DHlinesin

CapsicumdevelopedrandomamplifledpolymorphicDNA(RAPD)markerslinkedto

theL3locus.ThecodominantRAPDmarkers,E18272andE18286,Wereconvertedinto

sequence-characterizedamplifiedregion(SCAR)markersbymolecularcloningand

nucleotidesequencing.APCRanalysisusingDH(n-176)andbackcross(n-190)
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populationsrevealedthatalltheSCAR markers,PMFRl1269,PMFR11283 and

PMFR21200,CO-SegregatedwiththeoriginalRAPDmarkers,andweremappedata

distanceof2.8CMfromtheL3locus･Furthermore,afterconflrmationoftheirvalidityin

19accessionsoffourSpeciesinCapsicumuslngthecodominantSCARmarkerpalr,

PMFRl1269andPMFRl1283,itwassuggestedthattheSCARmarkersdevelopedhere

couldbecomeeffectivein marker-assisted selection (MAS)programsforthe

introductionoftheL3genederivedfromPI159236(C.chinense)tosweetpepperfor

breedingpurposes.Moreover,asaresultofnucleotidesequences,itwassuggestedthat

thesemarkerscouldbeusefulforselectionofL4resistantlinesbecausethesemarkers

hadsomepolymorphismstoPI260429whichwasresistanceresourcespossesslngL4･A

closermarkerlinkedtoC,plastid-lipid-associatedprotein-simplesequencerepeat

(PAPISSR),amicrosatellitemarkerlinkedtoC,wasfoundatadistanceof0.6cM.It

wasexaminedtheusefulnessofPAPISSRwiththreespeciesinCapsicum uSlng

kagmentanalysisandnucleotidesequences,manyalleleswerefoundatthislocus.The

resultssuggestedthatthesemarkerscouldbeeffectiveinMASprogramsforsweet

pepperbreedingpurposes.

4. Ageneticlinkagemapofthesweetpepper(C.annuum)usinganintraspeciflC

DHpopulationwasprimarilyconstructedbyamplifiedfragment-lengthpolymorphism

(AFLP)usingthehighefficiencygenomescanning(HEGS)systemandRAPD.Linkage

analysiswasdoneuslngatotalof518molecularm∬kersthatconsistedof382AFLP,
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122RAPD,3restrictionfragmentlengthpolymorphism(RFLP),8SCAR,4cleaved

amplifiedpolymorphicsequence(CAPS)and11SSRmarkers.Thelinkagegroups

consistedof11largelinkagegroups(56.8to118.3cM)and5smalllinkagegroups(1.8

to26.6cM),coveringatotaldistanceof1,100.5cMwithanaveragedistancebetween

224frameworkmarkersof4.6cM.AFLPmarkerscouldbedevelopedquicklyuslng

HEGS,eveninan intraspeciflCDHpopulationinwhichitwasgenerallydifficultto

detectpolymorphismsincomparisonwithinterspecificcrosslngPOPulations.Linkage

analysisalsoprovidedthreeAFLPmarkersandanRAPDmarkerlinkedtoL3,andan

AFLPmarkerlinkedtoC.

5. InoculationofP勿′tophthoracapsIClandevaluationofresistancewere

performeduslnganinterspecificDHpopulationofsweetpepper.Itwasthoughtthatthe

resistancedidn'thavefromthestartofgerminationbutitwasacquiredasplantgrowlng,

becauseeven'AC2258'possesslngresistancetoPcapsiciwasinfectedanddiedin

seedlingperiodwithin20days.AcontinuousdistributionwasobseⅣedfわrthesuⅣival

rate,indicatingthattheresistancetoP.capsiciwaspolygenic.However,thesurvival

ratetendedtobedistributedtowardbothends,andasmallpeakwasidentifiedinthe

rangeof30%.Itwassuggestedthattheresistancewascontrolledbyaslnglemajorgene

withalargeeffect,andsomeminorgenes.

6. AnalysisofquantitativetraitlocifortheresistancetoP.capsiciwasperfomed
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usingthelinkagemapconsistingof16linkagegroups(LGs),covedngatotaldistance

of1,100.5cMandtheinoculationresultsofPcapsicitoanintraspecificDHpopulation

(n-176)Obtainedbyanthercultureofan FlhybridbetweenalinesusceptibletoP.

capsici'K9-ll'(C.annuum)andalineresistanttoPcapsici'AC2258'(C.annuum).

ThreeqTLsweredetectedonLGl,LG6andLG7.The(〕TLwiththehighestLOD

score,detectedonLG7,explained82.7%ofthephenotypicvariancewithaLODscore

of67.02.ThisQTLwasdesignatedasPhyt-1.ThenearestmarkerwasanAFLPmarker,

M10E3-6.ThesecondQTL,designatedasPhyt-2,wasfoundonLGl.Itexplained6.4%

ofthephenotypicvariancewithaLODscoreof2.54.ThenearestRAPDmarkerwas

RP13-1.TheotherQTL,designatedasPhyt-3,whichwasfoundonLG6,explained

5.6%ofthephenotypicvariancewithaLODscoreof2.20.ThenearestAFLPmarker

wasM9E3-11.ItwasconfirmedthatthelineswithahighresistancecouldbeefrlCiently

selectedbyuslngtwomarkers,MIOE3-6andRP13-1,simultaneously.Thepresenceof

bothPhyt-landPhyt-2underhomozygousconditionsmightenabletobreedresistant

cultiv∬sofsweetpepper.

7. InordertoelucidatingthemodeofinheritanceandperformingtheQTL

analysiswiththeimm aturefruitcolorofsweetpepper,itwasinvestigatedtheindexof

imm aturefruitcolormeasuredwithaHuntercolorimeterandthetotalchlorophyll

contentmeasuredwithaspectrophotometerusingaDHpopulation(n-176).Asthe

result,thegreencolorofimmature丘uitinsweetpepperwasincompletelydominant
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OversulphurywhitebecauseFleXhibitedan intermediatevalueof'K9-ll'and

'AC2258'withtheindexofimmaturefruitcolorandthetotalchlorophyllcontent.It

wassuggestedthattheseveralquantitativetraitlociwereinvolvedinvariousshadesof

greenforimmaturefruitcolor,becauseDH linesrevealedacontinuouscolor

distributionwiththeindexofim ature丘uitcolorandthetotalchlorophyllcontent.

However,itwassuggestedthattwogenesmightbeinvolvedintheappearanceofgreen,

since43ofthe169DHlinesweresulphurywhite.Furthermore,itwasconflrmedthat

thevariousshadesofgreenforimmaturefruitcolorwerecausedbythechangeof

chlorophyllcontent,andtheimmaturefruitcolorofpeppercouldbemeasuredbya

simplemethoduslngaHu仙ercolorimeter,Withouttheextractionofchlorophyll

plgment,becauseslgnificantnegativecorrelationswereevidentbetweentheindexof

immaturefruitcolorandthetotalchlorophyllcontent.

8. Analysisofquantitativetraitlociforimmature丘uitcolorwasperformeduslng

aphenotypicdataofimmaturefruitcolorwithaDHpopulationobtainedbyanther

cultureofan FlhybridbetweentwoaccessionsofC.annuum,'K9-ll'withimmature

fruitcolorofcedargreenand'AC2258'withsulphurywhiteandalinkagemap

consistingof16linkagegroups(LGs),coveringatotaldistanceof1,100.5cM.Four

QTLforincreasinggreencolorintensityandthreeQTLforthedeterminationofthe

immaturefruitcolorgreenorsulphurywhite,viz.forchlorophyllbiosynthesis,were

detected.SpeciflCally,itwaspresumedthatljTC4.1onLG4,assignedtothetenth
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chromosomeofpepper,hadthestrongesteffectfortheincreaslnggreenCOlorintensity.

Moreover,itwassuggestedtllatthreeQTL,ljTc4.2,lju1.1andlju4.1,forthe

determinationoftheimmaturefruitcolorgreenorsulphurywhite,arecorresponding

withqualitativetwoloci,labeledWlandW2,asslgnedtotheeightandtenth

chromosomeofpepper,andtheimmaturefruitcolorofgreenorsulphurywhitewas

determinedtwoduplicatedgenes,WlandW2.Thelineshavingthegenotypes

wlwlw2W2theoreticallyshowedsulphurywhite.Moreover,CAPSmarkerslinkedto

WlandW2weredeveloped.Raisingcultivarswithsulphurywhitewaslabor-intensive

andtime-consumlngbecausesulphurywhitewasrecessivetoeveryshadeofgreen.

Inconclusion,Ihavestatedthefollowlng,theralSlngOfsegregating

populationforgeneticanalysis,phenotypicevaluation,developmentofDNAmarkers

linkedtousefultraits,QTLanalysesandapplicationthedevelopedDNAmarkersfor

breedingforthepurposeofbeingappliedDNAmarkersonsweetpepperbreeding

systems.ItthoughtthattheseresultscontributethegeneticresearchandMÅsonsweet

pepperinfuture.
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