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序 鎗

自家不和合性およびS遺伝子型の研究の背景

植物の自家不和合性は,自殖を回避して他殖を促すことから,種の遺伝的な多様性を維持す

るしくみであると理解されている (deNettancourt2001).日本における自家不和合性の研究は

遺伝育種分野を中心に進み,近年,機構解明に関する分子生物学的研究が進展している (日向

ら 2001).育種では,自家不和合性を示す植物は自殖による形質の分離や遺伝的な固定が困難

であるので,集団選抜育種や組み合わせ能力に基づく一代雑種育種が行なわれる (日向ら

2000).また,果樹生産では,自家不和合性は結実を支配する要因であり,結実の安定および生

産性,さらには果実の品質に大きく関わっている.果樹の中で,バラ科果樹の大部分,すなわち

ナシ亜科のリンゴ,ナシ類,サクラ亜科のオウトウ,ウメ,アンズ,スモモ,アーモンドなどは,

ほとんどの品種が自家不和合性を有し,栽培における結実管理が必須である (杉浦ら 1991).

リンゴやセイヨウナシにおいては,結実不良の原因究明が行なわれ,古くから自家不和合性

の存在が知られていた (Knight1917;Dorsey1923).菊池 (1929)は,わが国の在来果樹であるニ

ホンナシについて,黒斑病抵抗性などを目的とした交雑育種に取り組み,自家不和合性ととも

に品種間の交雑不和合性を見出している.また,自家不和合性の遺伝様式について,雑種後代

の遺伝分析から偏父不和合性を明らかにしている.偏父不和合性は,East(1925)がタバコの自家

不和合性の遺伝解析において雌ずいと花粉の S(Sterile)遺伝子の作用について提起した離反因

子説に基づくもので,交雑親が∫遺伝子を1つ共有する場合,後代の半数が花粉親と不和合とな

る性質である.菊池はニホンナシで明らかにした偏父不和合性をこの離反因子説で説明した.

その後,ニホンナシでは,交雑不和合性と偏父不和合性に基づいて,Sl′J7の対立遺伝子が同定

され,23品種が10種類のS遺伝子型に分類された (寺見ら 1946).また,これらS遺伝子型が明

らかな品種群との交雑不和合 ･和合の関係に基づいて品種のS遺伝子型を決定する方法が確立

され,栽培における受粉樹の選定や育種における交配関係の指標として用いられてきた.

リンゴでは,ドイツのKobeletal.(1939)が,花柱内での花粉管伸長の観察に基づいて品種間

に11個のS対立遺伝子を同定するとともに,24品種を21種類のS遺伝子型に分類した.しかし,

S遺伝子型が推定された品種は当時のヨーロッパにおける栽培品種に限られていたので,その

後の改良品種やアメリカで育成された品種,さらにそれらを導入した日本の栽培品種の ∫遺伝

子型の推定には適用できなかった.また,セイヨウナシにおいても,品種の自家不和合性およ



び品種間の交雑不和合性が調査されたが,交雑不和合を示す組み合わせが少なかったことから,

S遺伝子型の決定には至らなかった (Kobeletal.1939;CraneandLewis1942;αiggsandIwakiri

1954;LewisandModlibowska1942;Modlibowska1945;Rawes1933).交配によってS遺伝子型を

決定する場合には,交雑後代におけるS対立遺伝子の分離比や広範な品種の交雑不和合 ･和合

関係に基づいて対立遺伝子を同定し,S遺伝子型の種類ごとにテスター品種を選定する必要が

ある.しかしながら,果樹では,交雑後代の実生樹の養成および開花に年数を要すること,交配

実験においては受粉の労力や品種間における開花時期の不一致が問題となること,品種 ･系統

の維持管理に多大な労力および広大な土地などが必要となることから,生産や育種計画におけ

る重要性にも関わらず,S遺伝子の同定と品種のS遺伝子型の決定は極めて困難であった.

S遺伝子型研究の展開

自家不和合性の研究は,遺伝様式の解析からメカニズムの解明へと発展し,花粉管の伸長の

生理学的研究 (Linskens,1967)から雌しべ側および花粉側 S遺伝子産物の同定へと進歩してき

た.アブラナ科,ナス科,バラ科,ゴマノハグサ科の自家不和合性では,S遺伝子座に雌しべ側

および花粉側のS遺伝子が座乗し,S対立遺伝子として配偶子に遺伝する.近年では,S遺伝子を

雌しべ側と花粉側S遺伝子の組として捉え,S対立遺伝子の代わりにSハプロタイプという用語

を使用するようになってきている (McCubbin肌dKao2000).胞子体型自家不和合性では,花粉

の表現型は親植物 (胞子体)のハプロタイプにより決定され,花粉側および雌しべ側の両方に優

悼,劣性,共優性が存在する.遺伝子型 SIS2の親個体に由来する花粉が共優性の場合,花粉は

SlとS2の両方の表現型を示すが,slが S2に対して優性である場合,花粉の表現型は全て Sl

となり,どちらも花粉の表現型と同じハプロタイプを持つ雌しべに拒絶される (図 0-1).一方,

配偶体型では,花粉の表現型は花粉 (配偶体)のハプロタイプにより決定され,雌しべ側は共優

性である.遺伝子型 SIS2の親個体に由来する花粉の表現型はslまたはS2のどちらかであり,

花粉と同じハプロタイプを持つ雌しべに拒絶される (図0-1).

対立遺伝子特異的な∫遺伝子産物の探索により,1977年に胞子体型自家不和合性を示すアブ

ラナ科植物の雌しべから,S複対立遺伝子に特異的な S糖タンパク質が初めて見出された

PishioandHinata1977).一方,配偶体型自家不和合性では,1986年になってナス科のタバコの

雌しべから,∫遺伝子に特異的な塩基性糖タンパク質が見出されるとともに (Andersonetal.

1986),RNase活性を有することが明らかにされ,S-RNaseと呼ばれるようになった (McClureet

al.1989).ニホンナシでも,2D-PAGEによりSl～S7遺伝子に対応するSl～S7-RNaseが同定された
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胞子体型自家不和合性

花粉側の優劣 花粉側の優劣
Sl>S2,S3>S4 Sl-S2,S3-S4

花粉の表現型
SI S3

雌しべ側
S2S3

花粉の表現型
Sl,S2 S3,S4

雌しべ側
S2S3

配偶体型自家不和合僧

花粉の表現型
SI S2

雌しべ側
S2S3

図0-1 胞子体型および配偶体型自家不和合性の模式図.
(雌しべ側に優劣がない場合)
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(Sassaetal.1993,1994,1996;Ishimizuetal.1996).ニホンナシにおいて,これらのS-RNaseは自家

不和合性が発現し始める開花3-1日前から急増する (Ishimizuetal.1996).また,自家和合性品

種の お̀さ二十世紀'(S2S45m)では,花柱タンパク質中にS4-RNaseが検出されず (Ishimizuetal.

1996),その原因はS4-RNase遺伝子の欠失によることが示され (Sassaetal.1997),ニホンナシに

おける自家不和合性の雌しべ側の S遺伝子産物が明らかになるとともに,その分子的な研究が

開始された.

Noriokaetal.(1996)はニホンナシの花柱からS-RNaseをコードするcDNAをクローニングし,

それらの塩基配列を決定している.各 S-RNaseの推定アミノ酸配列にはN末端に22-27残基

のシグナルペプチドが認められ,RNase活性に必須な2つのヒスチジン残基,立体構造に関わる

8つのシステイン残基が保存されている.推定アミノ酸配列の比較から,SIRNaseには5つの保

存領域 (C1,C2,C3,RC4,C5)とアミノ酸配列の変化に富んだ 1つの超可変領域 (HV領域)が同

定されている (図0-2).HV街域の推定アミノ酸配列はS対立遺伝子特異的であり,花粉との自

他認識に関与すると推測されている Poriokaetal.1996;Sassaetal.1996;Ishimizuetal.1998).

ニホンナシでは,このS-RNaseの塩基配列情報に基づいて,ゲノミックPCRを利用したS遺

伝子型の推定方法が検討された.S-RNase特異的なコンセンサスプライマーを用いたゲノミッ

クPCRにより約350-1300bpの断片 (HV領域とイントロンを含む)を増幅し,6種類の制限酵

素でS対立遺伝子特異的に切断する方法が考案された (Ishimizuetal.1999).Casdlloetal.(2002)

は,このS-RNaseの塩基配列に基づくCAPSマーカーシステムによりニホンナシ品種の既知 S

遺伝子型を再検討するとともに,未確定の品種のS遺伝子型を推定した.̀赤穂'など既知のS遺

伝子型との不一致が見出された4品種のS遺伝子型については,交配実験の帝果に基づきS遺

伝子型を修正するとともに,新たに推定された 早̀生幸蔵'と実̀録'のS遺伝子型についても,交

配による検証を行ない,S-RNaseに基づくCAPSマーカーシステムによる推定方法の信頼性を確

認した.また,近年の育成品種にはSl～S7-RNase以外の新規のS遺伝子が存在したことから,節

たにS8-およびS9-RNaseがクローニングされ,Sl～S9-RNaseを増幅できるコンセンサスプライマ

-を用いたゲノミックPCRと9種類の制限酵素処理からなるCAPSマーカーシステムが確立さ

れた (Castilloetal.2002;Takasakietal.2004). このCAPSマーカーシステムと交配により,ニホ

ンナシの栽培品種全体のS遺伝子型推定が可能になっている.

ニホンナシにおける S-RNaseに基づいた遺伝子型推定システムの開発に続いて,リンゴにお

いてもS遺伝子型の推定方法が開発された.小森ら (1998a,b)は,わが国で栽培されているリン

ゴ品種で知られてきた交雑不和合･和合関係から6種類のS対立遺伝子を同定するとともに,主
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図0-2 ニホンナシ O'p)S-RNaseとリンゴ (MdyS-RN aseの推定アミノ酸配列の比較.
青色は保存領域 (C1～C5)杏,赤色は超可変 肘Ⅵ商域を示す.17種類の S-RN aseは下記の acccssionnumbterで DDBJに登録されている:PpSl,S2,S3,S4,S5,S6,S7,SS,S9-RNase
(ABO14073,ABOO2139,ABO25421,ABOO9385,ABO45711,ABOO2142,ABOO2143,AB104908,ABIO4909).MdS),S2,S3,S4,S5,S7,S9,SIO,S16,S19,S20,S24,S25,S26lRNaseの50837,U12199,
U12200,AF327223,U19791,ABO32246,D50836,ABO52683,AFO16919,ABO35273,ABO19184,ABO32247,AB(施2100,AFO16918).



要 11品種を7種類のS遺伝子型に分類した.また,S-RNaseに基づくS遺伝子型推定がヨーロッ

パ,アメリカ,日本で進められた (Janssensetal.1995;Matsum otoetal.1999a,b;Sakuraietal.

2000;Broothaerts2003).これらの研究から,S-M ase対立遺伝子に特異的なプライマーセットを

用いたゲノミックPCRにより約200-920bpのS-RNase断片 (これら断片は必ずしもHV債域

およびイントロンを含まない)を増幅し,その後の追加的な制限酵素処理と併せて,S-RNase対

立遺伝子を識別し,品種の遺伝子型推定を可能にするシステムが構築された.したがって,リ

ンゴではS遺伝子型が未確定な品種の推定には,すべてのS遺伝子特異的プライマーセットを

用いたゲノミックPCRが必要である.

これらシステムにより推定された品種の S遺伝子型は交配により確認される必要がある.ニ

ホンナシにおいては,交配により決定された S遺伝子型を持つテスター品種が存在し,交雑不

和合 ･和合の判定により確認できる.また,新規S遺伝子の同定には,S-RNaseの雌しべにおけ

る特異的発現,および,対立性検定としての後代検定が必須とされ,交配による不和合･和合の

機能性の確認を行なってシステムに対する信頼性を確認する必要が指摘されている (Castilloet

al.2002;Takasakietal.2004).しかしながら,必ずしも同じS遺伝子型を持つ品種が存在すると

は限らず,交配により全ての S遺伝子型を確認できないことから,推定システム自体の信頼性

を高める必要がある.

セイヨウナシの栽培品種群

セイヨウナシ (PyruscommunisL)はリンゴ (MalusXdomesticaBorkh.)やニホンナシ (PynJS

pynfoliaNakai)と同じバラ科ナシ亜科の落葉果樹である.ナシ亜科植物の原生地はヒマラヤ山

脈北側から天山山脈にわたる地域とされ,各樹種の祖先種はそこから東西に伝播しつつ種分化

を遂げている.ナシ属 (pyrus)のうち,東へ伝播したグループは,チュウゴクナシ (Pyrus

ussuriensisMaxim)やニホンナシ (PynLSPynfoliaNakai)を含むアジア種群を形成している.また

西部ユーラシアから中央アジア方面で種分化したグループからは,種間交雑により現在のセイ

ヨウナシ (Pyruscommunis)の祖先種が成立し,栽培種として中央アジア,小アジア,アフリカ

さらにヨーロッパへと広まったと推測されている (JanickFruitBreeding1996).

セイヨウナシの栽培の歴史は極めて古く,約3000年前の古代ギリシャ時代には既に栽培が始

まり,ローマ時代の文献には41品種が紹介されている (JanickFruitBreeding1996).16-17世紀

にはベルギー,フランス,イギリスなどの王侯貴族の下で栽培が盛んになり,1750-1850年代

はセイヨウナシ育種の黄金期として,現在に伝わる多くの品種が育成された.̀FlemishBeauty',
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'winterNelis','Beurrid'Anjou','BeurreBosc'などはベルギーの育種家達が育成した品種で,

Butteryと呼ばれるセイヨウナシ特有の優れた肉質が選抜されている.イギリスにはセイヨウナ

シは自生していなかったが,ローマ人の遠征以前には持ち込まれており,1770年に野生のナシ

から発見された ẁilliams(Bartlett)'や 1860年頃に育成された c̀onference'は,現在,世界的な経

済品種となっている.ThePearsofNewYork(Hedrick1921)には2927品種が掲載されており,そ

の後もヨーロッパや北米を中心に活発な育種が行なわれていることから,品種数は3000を超え

ると予想される.

現在,落葉果樹の中でブドウ,リンゴに次ぐ生産量を持つナシ類は,世界 82ヶ国で生産され

ており,そのうちセイヨウナシは,ヨーロッパと南北アメリカ,南アフリカ,オセアニアでの生

産が多い (岩堀 2002).生産の多くは自国消費であるが,アルゼンチンとチリではそれぞれ生

産量の75%および50%が輸出されている (Sanchez2002).ヨーロッパ諸国における栽培は長い

歴史を持ち,国内消費を主体としていることから,品種構成に地域的な特色が認められる (義

0-I).'Williams(Bardett)'はフランス,オーストリア,ルクセンブルクで,̀Conference'はイギリス,

オランダ,ベルギー,ドイツでそれぞれ首位を占めている.また,イタリアでは Àbbifital',ス

ペインは B̀lanquila',ポル トガルは R̀ocha'がそれぞれ主要品種であり,さらにイタリアの

'coscia',フランスの D̀octeurjulesGuyot(Precoce)'および D̀oyenneduComice',ベルギーの

D̀urondeau',スウェーデンおよびデンマークの C̀1araFrijs'なども栽培品種として取り上げられ

ている.アメリカなどヨーロッパ以外の地域においては,̀Bartlett(WilliamS)'が国内向けとして,

'Beurrid'Anjou','BeuTiBosc','Packam 'sTriumph'などが輸出用として栽培されている.世界的

にみると,セイヨウナシの生産は増加傾向にあり,新品種の導入による栽培適地の拡大が図ら

れている.病害虫抵抗性や栽培特性などの重要な育種目標は,広範な品種を基盤とする交配･選

抜により育成されようとしているが (岩堀 2002),一方で,果実特性や生産性の改良に関しては,

主要品種同士や主要品種の後代を用いて交配が行なわれる場合が多く,新品種に占める特定品

種の後代の割合が増加している (Sanzoleta1.2002).

日本では,在来果樹のニホンナシがナシ類栽培の主体となってきた.セイヨウナシは,リン

ゴやブドウなど同様,明治のはじめにアメリカやフランスから導入されて栽培が始まった (梶

浦 農業技術体系 1983).導入品種の多くは,わが国の高温多湿の気候条件に適応しなかったが,

開花期に雨の少ない東北地方や長野県などの一部地域には定着し,′ト規模の栽培で推移した.

昭和40年代には,園芸振興策に沿って バートレットが缶詰用として奨励され,栽培面積も1,

900haまでに増加したが,その後は加工産業の衰退により約700ha程度に減少した (果実日本
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表0-1 セイヨウナシ主要栽培国における生産量と主要品種

生産量 (げ 主要栽培品種y
イタリア 844,551

アメリカ 773,810

スペイン 679,400

アルゼンチン 509,749

ドイツ 400,000

南アフリカ 342,928

トルコ 340,000
フランス 279,000

ベルギ- 231,000

チリ 212,000

オランダ 208,000

インド 200,000

ポルトガル 131,000
オ-ストラリア 130,000
オーストリア 125,000

AbateFetel,Wtllianl'S(Barllell),eollrerelCe,thyenneduComicc,BeurriBosc,Cosci&

W llianl'S(Barllell),Doy研u一eduComicc,IkurTiAnjou,RedAnjou,RedCl叩p′S,S∝kel,Forelle

BlaJlquiJh,Cosci一,ConreretlC亡,ETCOlini,DocteurJulesGuyoI
Ⅵ●川ianl'srBarlletl),PackhLm'sTriumdl,BeuJTiAnjou

Alexandr&Luc鮎,Vul)血11●S(Barl)ell),C川lleTenLe,1_瓜Iliselk)nnedlAvraJIChes

P&ckh山n′S廿iumph.Beurritbsc,Wi川a111●S(Barl)eH),Forelle

Akca,Ank町&,SAnt&Maria,W川iam-S(BarlLell)

Vnll]am●S(Bartletl),DocteurJulesGuyol,Lonrcrt･11cc,DoycnneduComicc,P&sseCrass&ne

eonrerellCe,Doy研lneduComice,Jhronde8u,TriomphedeVi即le,BeuTTeHudy,Concorde

PAckhm'sTriumph,BeurriBosc,WiHialllls(Bartlell)

CollrerenCC,DoyenJICduComice,TriomphedeⅥenJle,Alexamdr&Lucas

WiJlianl'S(Barlletl),Conler亡nLJ,E∬lyChiJlもM&xRedBarTlett,S18枚rimson,Flemishぬ uty

Roch&,C)叩p'Sfavourite,PasseCrkSSWe

PAckham'sTriumph,鮎 IlrriBosc,WiHtanl'S(Barllelt),JosephinedeMalines
WiHialll●s∫BartlellI.BaIrriBosc.LouiseBonJled'AvmJIChcs

生産量の多い国のうち,品種に関する文献がみられた国を掲載した.品種は概ね生産量の多い順に記載した.

I:国連食糧農業税関2005年統計.

y:Eurost&t統計 2006,岩堀 2002,USDAJFAS2006,AustralianBureauofStatislics2006,Sh… aelal.2002,KzLradeniz1997.
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1999).

近年の予冷･追熟技術の進歩や,山形,新潟,長野などを中心とした産地における栽培技術の

向上努力により,セイヨウナシの果実晶質は著しく向上している.特に芳香,食感,食味に優れ

た ラ̀･フランス'は評価の高まりとともに生食用果実としての需要が増加している.また,̀ラ･

フランス'の消費拡大に伴い,セイヨウナシ自体の認知度 ･評価も高まり,多様な品種が市場に

流通するようになっている.その結果,セイヨウナシ全体の栽培面積 (約 1,750ha)および生産

量 (32,200t)はともに回復してきている (農林水産統計 2006).栽培品種は,̀ラ･フランス'が栽

培面積の 62.4%を占め,以下'バートレット'(7.6%),̀ル ･レクチェ'(6.5%),'シルバー ･ベル'

(̀ラ･フランス'の自然交雑実生)(4.0%),ゼ ネラル ･レクラーク'(3.7%)と続く.早生優良品種と

LT'オーロ9'(3.0%),中生優良品種としで マルゲリット･マリーラ'(2.8%)も栽培面積が増加

している (表0-2,図0-3).この他に,生産量は少量であるが,18品種が栽培品種として取り上げ

られており,古くからの品種として,̀アレクサンドリン･デュイヤール',̀ウインター･ネリス',

'コンファレンス',̀グランド･チャンピオン,̀セニョール ･デスペラン',̀ドワイエネ ･デュ ･

コミス',̀プレコース',̀フレミッシュ･ビューティJ ,̀マックス ･レッド･バートレット',̀パ

ス･クラサン',新品種あるいは新規の導入品種として,̀エル ･ドラド',̀カリフォルニア',̀スタ

ークリムソニ/,̀デポJ ,'ボートヌ',̀ミクルマス ･ネリス',̀越さやか',̀バラード'が挙げられ,

総計は25品種に及んでいる.これらの中には,新潟県のリレ･レクチェ',青森県の ゼ̀ネラル ･

レクラーク',山形県の シ̀ルバー･ベル'など各地域の特産品種となっている品種もある.したが

って,セイヨウナシは日本においても,他の樹種に比べて品種構成に地域性があり,世界にお

ける生産の状況と同様の傾向にある.

日本のセイヨウナシ栽培は,導入の経緯や栽培適地に関して,同様に北部温帯果樹として定

着したオウトウとの類似点が多い.オウトウは,導入品種である ナ̀ポレオン'の晶質向上が優

先的に行なわれ,市場に定着した. 佐̀藤錦'が育成された1912年以降は,品質的に優れた新品種

が育成され,アメリカからの輸入チェリーと競合しつつも需要と生産を活性化させてきた.

ラ̀･フランス'によって生食用果樹としての定着を成し遂げたセイヨウナシについても,今後の

需要と生産の規模拡大の観点から̀ ラ･フランス'中心の品種構成の見直しが検討されてきた.特

に,出荷量の71%を占める ラ̀･フランス'が晩生品種であることから,早生および中生品種の出

荷量を増やすことにより需要拡大と宣伝効果がもたらされると期待されている.そのため,

'ラ･フランス'より早い時期に収穫できる優良品種の育成が最も重視され,'バートレット'と

'ラ･フランス'の雑種後代から中生品種の 越̀さやか と'バラード'が選抜 ･育成されている.
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表0-2 日本におけるセイヨウナシ品種別栽培割合(2004年)

品種 品種別割合(%)王 栽培面 積(ha)y

ラ･フランス

バートレット
ル･レクチェ
シルバー･ベル

ゼネラル･レクラーク
オーロラ
マルグリットマリーラ

62.4 1196.8
7.6
6.5
4.0
3.7

3.0

2.8
フレミッシュ･ビューティー 2.0
セニョール･デスぺラン 1.7

プレコース 1.3
マックス･レッド･バートレット 1.0
バラード 1.0

その他 2.9

146.5
124.9
76.9
70.2
57.6
54,1
38.8
33.5
24.2
19.8
18.7
55.3

乙:耕地及び作付面積統計2005に基づき,2004年の栽培総面積を
1917.3haとして算出した.

y:栽培面積は特産果樹生産動態等調査2004に基づいた.
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図0-3 日本におけるセイヨウナシ品種別栽培割合

平成16年の作付総面積を1917.3haとし,各品種の栽培面積は
｢平成16年産特産果樹生産動態等調査 西洋なし｣に基づいた,
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他の果樹に比べて生産国や地域ごとの栽培品種の構成に差があるセイヨウナシにおいては,

結実に関する研究にはその地域で主に栽培されている特定品種を供試する場合が多く,この状

況はセイヨウナシの結実管理に大きく影響する自家不和合性や単為結果性についての研究でも

同様である (BrownandChilds1929;Griggsandlwakiri1954;Westwoodandαiml962;Ruiz1977;

MarcucciandVisser1983).しかしながら,これら研究は,気象および土壌条件,栽培方法などの

環境条件が異なる上,実験方法が統一されていないことから,結果を比較して議論することが

できない場合が多い.それぞれの結果は,その地域の栽培現場への応用など農学的側面では非

常に有益であるが,セイヨウナシの結実に関与する自家不和合性や単為結果性の理解という生

物学的側面では,品種と地域が限定された知見にとどまっている.したがって,セイヨウナシ

の祐実安定性を議論する上では,同じ環境条件下で多数の品種を扱った実験による知見,およ

び,異なる環境下における実験結果の比較を可能にする方法が必要である.

本研究では,セイヨウナシの生産と育種の両方に関連する自家不和合性を取り上げ,セイヨ

ウナシ品種の交雑不和合･和合関係を明らかにすることを目的とした.交配実験においては,セ

イヨウナシの単為結果性を考慮した交配による不和合 ･和合の判定方法を確立し,異なる調査

地 ･調査年における自家不和合性の評価を可能にした (第 1章).一方で,セイヨウナシにおい

ても雌しべ側S遺伝子産物はS-RNaseであるという仮定に基づき,S-RNaseの同定により日本お

よび世界的な栽培品種の S遺伝子型を推定した.対立遺伝子特異性の認識の分子的機構が未解

明である点を考慮に入れて,SIRNase対立遺伝子のクローニングにおいては完全長塩基配列を

決定するとともに,S-RNaseの多型性に基づくS遺伝子型の推定システムを構築した (第2,3,4

辛).さらに,自家不和合性を有するバラ科果樹の生産および育種や学問的研究において重要な

自家和合性について,SIRNaseを基にした解析を行なった (第5章).
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第 1章

交配による不和合 ･和合の判定方法の確立

<摘要>

セイヨウナシの自家および交雑不和合性は結実率や種子数により判定されてきたが,それら

の評価は明確ではない.本章では交配による不和合･和合の判定方法を確立するため,セイヨウ

ナシ 10品種を用いて 1花そう1花の除雄無受粉,自家受粉,他家受粉を行ない,各品種の単為

結果性,自家不和合性,品種間の交雑不和合性を調査した.供試したすべての品種が単為結果

性を有していたことから,結実率では不和合･和合を識別できなかった.しかし,新たに提案し

たSI(Self-Incompatibility)indexl(評価対象の交配における交配花数当たりの充実種子数)/(和合

交配における交配花数当たりの充実種子数)×1001により不和合 ･和合の判定が可能になった.

その結果,̀グランド･チャンピオン'は部分的自家和合であり,他の品種は自家不和合であると

判定された.有種子果実の品質は単為結果果実よりも優れており,単為結果性を有するセイヨ

ウナシでも安定的な良質果実の生産には和合花粉の受粉が必要であることが明らかになった.

'フレミッシュ･ビューティー'と ス̀タークリムソン'および バ̀ートレット'と セ̀ニョール ･デス

ペラン'の2つの組み合わせが交雑不和合を示した.

<緒青>

セイヨウナシにおける品種の自家不和合性および品種間の交雑不和合性は,和合受粉に対す

る不和合受粉の結実率や種子数を指標として調査されている (CraneandLewis1942;Gdggsand

Iwakiri1954;LewisandModlibowska1942;Modlibowska1945;Rawes1933).二倍体の F̀ertility'は

部分的自家不和合,四倍体の F̀ertility'および バ̀ー トレット'は完全な自家和合であるが,その

他のほとんどのセイヨウナシ二倍体品種および三倍体品種は自家不和合と報告されている

(CraneandThomas1939).自家不和合品種において結実を確保するには,ニホンナシやリンゴと

同様にS遺伝子型に基づいた受粉樹の混槙が必要とされる.しかし,Modlibowska(1945)が挙げ

た7種類の品種組み合わせ,'BelleLucrative(セニョール ･デスぺラン)'× L̀ouiseBorLnedeJersey

(LoiseBonned'Avranches)ラ,'BelleLucrative'× S̀eckel',̀LouiseBonnedeJersey'× S̀eckel','Louise
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BonnedeJersey'× Ẁilliam'sBonChretien(バートレット)ラ,̀william 'sBonChritien'× S̀eckel',

'Beurrid'Amanlis(3x)'×C̀onference(2Ⅹ)',̀Fertility(4x)'×F̀ertility(2x)'以外に,交雑不和合の組

み合わせを見出せなかったことから,セイヨウナシのS遺伝子型は決定されていない.

セイヨウナシには,種子が形成されなくても結実する単為結果性を持つ品種が多いが

Pyikietal.1994),上記の初期報告では,結実率に対する単為結果性の影響が考慮されていな

い.単為結果性能力の高い品種を交配親とした場合,不和合受粉でも多くの果実を結実するこ

とから,不和合を和合と誤って判定している可能性も考えられる.また,和合受粉は不和合･和

合の判定においてコントロールとして用いられるため,100%に近い安定した結実率が求められ

るが,結実率4.0%以上を和合と判定しているRawes(1933)の実験など,低い結実率ながら和合

とされている交配も数多く記載されている.その要因として,生理落果による結実数の減少が

考えられるが,果実数に影響すると予想される 1花そうあたりの交配花数や糖実数の調査時期

は言及されていない.

セイヨウナシにおいて,結実率に基づく不和合 ･和合の判定には課題が多く存在したことか

ら,SanzolandHerrero(2002)は花粉管伸長試験を行ない,腔珠に到達した花粉管数から不和合 ･

和合を判定する方法を開発し,̀バートレット',̀coscia',および,̀バートレット'× c̀oscia'の交

雑後代に4種類のS対立遺伝子を見出し,6品種のS遺伝子型を推定している.この方法は不和

合 ･和合を明確に判定できるが,花器官を必要とするため交雑後代の ∫遺伝子型を早期に推定

することができない.一方,ニホンナシとリンゴでは結実率や種子数を指標とする不和合･和合

の判定方法が取り入れられている.ニホンナシでは 1花そう2花で交配を行ない,結実率 30%

以上を和合,30%未満を不和合とみなしている (佐藤ら 1992).リンゴでは1花そう1花で交配

し,結実率 30%以上を和合,15%以上 30%未満を混合債域,15%未満を不和合とし,果実当たり

種子数3.0個以上を和合,1.5個以上3.0個未満を混合商域,1.5個未満を不和合とし,2年間の交

配結果から判定している (小森ら 1998a).また,どちらにおいても和合受粉の結実率と充実種

子数により花粉および雌性組織の稔性が確認されている.したがって,セイヨウナシでも結実

率や種子数を指標とする不和合 ･和合の判定方法を確立することが望まれる.

そこで,本章では,結実率や種子数を指標とするセイヨウナシの不和合･和合の判定方法を検

討するために,日本の栽培品種 10品種に対して除雄無受粉,自家受粉,他家受粉を行ない,着

果率,結実率,果実中の充実種子数を調査した.その結果から,品種の単為結果性と自家不和合

性,および,品種間の交雑不和合性を評価し,交配によるセイヨウナシの不和合･和合の判定方

法を考案した.また,無種子果実 (単為結果果実)と有種子果実の形質を比較し,セイヨウナシ
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においても和合他家受粉が必要であるかを検証した.

<材料および方法>

材料

弘前大学農学生命科学部生物共生教育研究センター藤崎農場 (青森県藤崎町)および長野県

果樹試験場 (長野県須坂市)に栽植されているセイヨウナシ10品種,̀ラ･フランス',̀グランド･

チャンピオン',̀バートレット',̀プレコース',̀フレミッシュ･ビューティJ ,'コンファレンス',

'スタークリムソン',̀セニョール ･デスペラン',̀パス ･クラサン',')レ･レクチェ'を実験に供し

た.供試した樹はいずれも変則主幹形もしくは遅延開心形仕立ての成木 (樹齢不明)で,樹冠下

を清机 樹間を草生とする部分草生により圃場管理がなされ,慣行法により栽培されている.

方法

交寵実験

2000年5月7-12日,2001年5月 1-7日,2002年4月21-26日にかけて弘前大学藤崎農場

において,2001年4月21-26日,2002年4月13-17日にかけて長野県果樹試験場において交配

を行なった.交配前日にバルーンステージの膏から採新し,白熱灯下で開蔚させて花粉を採取

した.短果枝に着花したバルーンステージの3-5番花の膏を除雄した後,リップブラシを用い

て柱頭に受粉した.交配後に他の花粉が混入するのを防ぐため,パラフィン紙で作製した小袋

を被せた.自家受粉と他家受粉はl花そう1花または2花で行なった.除雄無受粉はバルーンス

テージの膏をl花そうl花に調整して除雄した後,パラフィン紙製の小袋を被せた.

着果 ･括実政綱査

交配約4週間後 (Junedrop前)に着果数を調査して着果率を算出するとともに,パラフィン紙

製の小袋をニホンナシ用果実袋 (大袋)に付け替えた.また,交配約 10週間後 (Junedrop後)に

果実を収穫して結実数から結実率を算出するとともに,これらの果実に含まれる充実種子数,

未熟種子数,種子総数を調査した.

果実形質の比故

2002年に行なった除雄無受粉および和合他家受粉により結実した無種子果実および有種子
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果実を適期に収穫した.̀バートレット'9月4E](弘前),̀コンファレンス'9月9E](長野),̀フレ

ミッシュ ･ビューティJ ,および,̀グランド･チャンピオン'10月lE](弘前),'ラ･フランス'

10月16日 (長野),̀ル･レクチェ',および,̀パス･クラサン'10月19日 (長野)に収穫を行ない,

果実重量,縦径,横径を測定した.4℃で7-10日間予冷した後,室温で追熟させ,可溶性固形成

分含量 (糖含量)と有機酸含量を測定した.糖含量は屈折糖度計 (㈱ヱルマ)により測定した.育

機酸含量は滴定により測定した.測定の前に,1gのフェノールフタレインを100mlの50%エタ

ノールに溶解し (50mlの100%エタノールに溶解後,50mlの蒸留水で定量),フェノールフタレ

イン指示薬を作製した.また,0.1NのNaOH(4gの特級NaOHを脱塩水に溶かして 1000mlに

定量)10mlをO.lN(0.05M)のシュウ酸で滴定し,滴定量 (ml)/10mlをfactorとした.果実の赤

道部の果肉をガーゼによって絞り,フェノールフタレイン指示薬を2,3滴添加し,標定済みの

0.lNのNaOHで滴定した.セイヨウナシの主要な有機酸はリンゴ酸であるので,果実の有機酸

含量 (リンゴ酸 g/100ml)-0.0067gX (滴定量 ml)×100/(果汁量 ml)×factorの計算式で算出

した.

<藩果および考察>

花そう当たりの交配花数が冶実に与える影響

国内でも日本の栽培品種を用いた交配実験が行なわれ,結実率や種子数を指標としたセイヨ

ウナシの自家および交雑不和合 ･和合性の調査が行なわれている.小野田ら (1987)は 1花そう

2花で交配し,交配後2ケ月後に結実調査を,久保ら (1989)は l花そう3花で交配し,交配後 1

ケ月後に結実調査を行なっている.和合と判定された交配では,果実当たり平均4-9個の充実

種子が含まれているにもかかわらず,̀バートレット',̀フレミッシュ･ビューティJ ,')レ･レク

チェ'の結実率は50%以下を示している.

2000年に弘前大学藤崎農場において,セイヨウナシ5品種に対して 1花そう2花で他家受粉

を行ない,着果率と結実率を調査した (表 1-I).'フレミッシュ･ビューティー'の着果率は71.7%

と低く,̀グランド･チャンピオン'と ラ̀･フランス'は90.0%と86.7%の着果率を示したものの,結

実率は 75%以下になった.セイヨウナシの和合受粉における結実率の低さは幼果間の養分競合

による生理落果に起因すると考え,2001年に弘前大学藤崎農場および長野県果樹試験場に栽植

されている日本の栽培品種 10品種に対して1花そう1花または2花で他家受粉を行ない,着果

率と結実率を調査した (表 1-I,12).2000年の結果をふまえて,̀グランド･チャンピオン',̀フレ
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表1-1 1花そう1花または2花の自家および他家受粉による結実数と充実種子数 (弘前大学藤崎農場)
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IsIindexの算出に用いた和合受粉のSeedsulower.
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表1-2 1花そう1花または2花の自家および他家受粉による枯実数と充実種子数 (長野県果樹試験場)
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ミッシュ･ビュ-ティJ ,'ラ･フランス'の3品種に対しては1花そう1花で,それ以外の品種

は1花そう2花で交配した.1花そう2花で受粉した品種のうち,̀プレコース',̀コンファレンス',

')レ･レクチェ','Jloス･クラサン',̀セニョール･デスぺラン',̀スタークリムソン'の着果率は43.3

-92.9%であったが,6-7月の著しい生理落果により結実率は25.0-56.7%となった.̀バートレ

ット'は着果率が36.7%と低かったが,その後の生理落果はなく,結実率も36.7%となった.一方,

l花そうl花で受粉した グ̀ランド･チャンピオン',̀フレミッシュ･ビューティJ ,'ラ･フラン

ス'の着果率と結実率はともに80%以上となり,生理落果はほとんど観察されなかった.

2002年には弘前大学藤崎農場および長野県果樹試験場で,1花そう1花と2花で他家受粉を行

ない,着果率と結実率を調査し,比較した (表 1-1,-2),1花そう2花の交配により,̀パス ･クラ

サン'と'7レミツシュ･ビューティー'以外の8品種は80%以上の高い結実率を示した.̀パス ･

クラサこ/と フ̀レミッシュ･ビューティー'は着果率こそ 100.0%と高かったが,6-7月の生理落

果によりそれぞれ69.2%と75.0%の結実率になった.これら2品種では幼果間の養分競合による

とみられる生理落果が起こりやすいと考えられた.一方,1花そう1花交配は パ̀ス ･クラサン'

と'7レミッシュ･ビューティJ においても86.2%と96.4%の結実率を与え,すべての品種に安

定した結実率をもたらした.

1花そう1花で交配することにより,和合受粉における幼果の生理落果を防ぐことができた.

交配による不和合性の評価においては,和合受粉における結実率や種子数をコントロールとし

て用いることにより,評価対象の受粉の不和合･和合が判定されることから,和合受粉には安定

した高い結実率が要求される.よって,セイヨウナシの不和合･和合の判定は1花そう1花での

交配により行なうことが適当である.

単為括兼任の評価

2000年に弘前大学藤崎農場で行なった自家受粉において,̀グランド･チャンピオン'から充実

種子を含む果実が得られたが,̀バートレット',̀フレミッシュ ･ビューティJ ,'プレコース',

'ラ･フランス'からは無種子果実が得られた.小野田ら (1987)は ラ･フランス'と シ̀ルバー ･

ベル'の,久保ら (1989)は フ̀レミッシュ ･ビューティJ の除雄無受粉によりそれぞれ 92.2%,

38.9%,25.8%の割合で無種子果実 (単為結果果実)が得られたことを報告している.

結実率を左右すると考えられる単為結果性の影響を調査するため,2001年と2002年に弘前大

学藤崎農場と長野県果樹試験場のセイヨウナシ10品種,'バートレット,̀フレミツシュ･ビュー

ティJ,ザ ランド･チャンピオン ,̀プレコース',̀ラ･フランス',')レ･レクチェ',̀セニョール ･
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デスぺラン',̀コンファレンス','パス ･クラサン','スタークリムソニ/に対して l花そう1花で

除雄無受粉を行ない,着果率と結実率を調査した (表 1-3).̀スタークリムソン'以外の9品種は

単為結果果実を結実した.̀フレミツシュ ･ビューティJ と グ̀ランド･チャンピオン は,2001

年にそれぞれ43.3%と6.7%の低い結実率を示したが,2002年には90.0%と71.4%の高い蘇実率

を示した.2年間の ラ̀･フランス'の結実率は,弘前では46.7%(2001年),24.1%(2002年)であっ

たのに対し,長野では86.2%(2001年),96.7%(2002年)と弘前の2倍以上を示した.これらの結

果から,自動的単為結果性の程度は品種により異なるとともに,各樹の生育状態や年次や場所

といった環境要因に強く左右されることが明らかになった.

2001年と2002年の自家受粉により̀スタークリムソン'を含むすべての品種が結実したが, グ̀

ランド･チャンピオン'以外の果実はほとんど無種子結実であった.̀グランド･チャンビオニ/

以外の9品種について除雄無授粉と自家受粉の結実率を比較したところ,2001年のワ レミッシ

ュ･ビューティJ ,̀ラ･フランス'(弘前),2002年の ラ̀･フランス'(弘前),̀プレコース',')レ･

レクチェ',̀パス ･クラサン',̀スタークリムソン'は自家受粉における結実率が除雄無受粉時よ

り高くなる傾向があり,これら品種では受粉刺激により単為結果性が強まる可能性が示唆され

た (表 1-1,-2,13).

自動的および受粉刺激による他動的単為結果性の程度は品種により異なるとともに,各樹の

生育状態や年次や場所といった環境要因に強く左右された.よって,各品種の単為結果性の程

度を品種特性としてとらえることは難しく,単為結果性に影響されない不和合 ･和合の判定拷

標が必要であることが示された.

また,6月から7月 (JuneDrop期)にかけて,ザ ランド･チャンピオン',̀プレコース','=ンフ

アレンス',̀ル･レクチェ',̀パス･クラサン'の単為結果した幼果が数多く落果したことから (義

I-I,-2,-3),セイヨウナシの不和合 ･和合を判定する時期はJuneDrop期を過ぎた交配約 10週間

後が適当であると考えられた,

自家不和合 ･和合の判定基準

多くのセイヨウナシ品種が単為結果性を有することから,結実率を指標とした不和合 ･和合

の判定は容易ではない.2002年の1花そう1花交配における結実率を比較してみると,̀ラ･フ

ランス','フレミッシュ･ビューティJ,'グランド･チャンピオン,̀セニョール ･デスペラン',

パ̀ス･クラサン'の自家受粉と他家受粉の結実率はほぼ同じであり,結実率だけでセイヨウナシ

の不和合 ･和合を区別することは困難であることが分かった,
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表1-3セイヨウナシ10品種の単為結果性の評価
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配偶体型自家不和合性のセイヨウナシでは,不和合花粉の花粉管は花柱の途中で伸長を停止

するのに対し,和合花粉の花粉管は腫珠に到達して受精 し,種子を形成する (Samzoland

He汀erO2002).充実種子数を利用した指標は不和合 ･和合の判定に適していると考えられ,1果

実当たりの充実種子数を表すseedsnruitを指標にした判定がセイヨウナシでも行なわれている

(CraneandThomas1939;CraneandLewis1942;Modlibowska1945;GriggsandIwakiri1954;小野田

ら 1987;Nyikietal.1994;NyekiandSoltsz1998).そこで,1花そうl花交配の自家受粉と他家受

粉におけるSeeds仔mitを算出し,比較した (表 1-1,-2).'フレミッシュ･ビューティJ ,̀ラ･フ

ランス',リレ･レクチェ',̀セニョール ･デスペラン',̀コンファレンス',̀パス ･クラサン',̀スタ

ークリムソン'の7品種では自家受粉により得られた果実に充実種子は含まれておらず,自家受

粉のSeeds作ruitはOと算出された.'グランド･チャンピオン'の自家受粉によるすべての果実は

複数の充実種子数を含んでいたが,̀バートレット't'プレコース'の種子を含む果実はわずかで

あり,ほとんどは無種子果実であった.これら3品種の自家受粉におけるSeeds/Fruit杖,̀グラン

ド･チャンピオン'で 1.2(2001年)および4.I(2002年),̀バートレット'で0.4,̀プレコース'で0.3

と算出された.他家受粉のSeeds/Fmitは,̀グランド･チャンピオン'を含む 10品種において3.2

-8.8となった.一見すると,Seeds作ruitはセイヨウナシの不和合 ･和合の判定に適した指標と

思われるが,(1)2000年の バ̀ートレット'の自家受粉のように,生理落果した幼果の数が含まれ

ないために結実率が低い品種のSeeds作ruitが過大評価されてしまう,(2)単為結果により生じた

無種子果実が含まれるために単為結果性の強い品種の Seeds/Fruitが過小評価されてしまう,と

いう2つの問題が生じる.

zuccherellietal.(2002)は交配した花数に対してどれだけの充実種子が得られたかを示す

Seeds/Flowerを指標として,セイヨウナシの和合 ･不和合の判定している.SeedsrFlowerは交配

する花数を固定することで充実種子数を直接その値に反映させる指標であるので,生理落果や

単為結果性による結実数の変動を排除でき,上記の問題を解決できる.̀グランド･チャンピオ

ン'以外の9品種の自家受粉のSeeds/Flowerは0-0.2,他家受粉のSeeds/Flowerは3.0-S.5と算

出された (表 1-1,-2).よって,自家受粉と他家受粉における Seeds/Flowerを比較することでセ

イヨウナシの不和合 ･和合の判定が可能であると考えられた.

しかし,2002年の グ̀ランド･チャンピオン',̀バートレット',̀プレコース'における自家受粉

のSeeds/Flowerはそれぞれ 1.0,0,2,0.1と算出された.これら品種の他家受粉のSeeds/Flowerは

6.1,6.5,4.0であり,種子形成の難易にも品種間差があることが分かった.そのため,自家受粉

のSeeds/Flowerの単純な比較から,'グランド･チャンピオン'が部分的和合か不和合であるのか
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を判定できなかった.そこで,自家受粉の Seeds/Flowerを他家受粉の Seeds/Flowerで割り,100

をかけて算出したSI(Self-Incomp血bility)indexを新たな判定基準として導入した.他家受粉の

SeedsnTlowerは ラ･フランス'で3.8(2001年長野),8.1(2002年長野),3.8(2001年弘前),6.6(2002

年弘前)と算出されたことから,他家受粉における種子形成数は場所および年次により変化す

ることが明らかになった,そとで,同じ調査年の同じ調査地における Seedsnlowerを用いて SI

indexを算出することで,年次や場所による結実率および種子形成数の変動を補正できると考

えた.̀コンファレンス','7レミッシュ･ビューティJ ,'ラ･フランス',̀ル ･レクチェ',̀パス ･

クラサン',̀セニョール ･デスぺラン'はSIindexがOであったことから,自家不和合と判定され

た.自家受粉により充実種子を含む果実が得られた3品種のSIindexは,̀グランド･チャンピオ

ン'で59.4(2001年)と16.4(2002年),̀バートレット'で3.1(2002年),̀プレコース'(2002年)で2.5

と算出された.この値の比故から,'グランド･チャンピオン'は自家受粉によっても充実種子が

形成されるが,他家受粉の種子数に比べて十分ではないと判断し,部分的自家和合性に分類し

た.一方,̀バートレット'と プ̀レコース'の自家受粉による種子形成は他家受粉に比べ十分少な

いことから,両品種を自家不和合性に分類した.したがって,供試 10品種中,̀グランド･チャ

ンピオン'以外は自家不和合性を持つことが示された.

以上のことから,1花そう1花で調査対象の交配および和合他家受粉の交配を行ない,交配約

10週間後 (JuneDrop終了後)に果実に含まれる充実種子数を調査し,両交配のSeeds作lowerから

算出した slindexを用いることで,セイヨウナシの不和合 ･和合を判定することができると結

論づけた.slindexを用いた判定方法により,他にも部分的自家和合性に分類される品種が見つ

かるかもしれない.

無我子果実と有種子果実間における果実形質の比較

多くの品種が自家不和合性を有するとともに,単為結果性を持つことが示された.そこで,

除雄無受粉処理により単為結果した無種子果実と和合他家受粉により結実した有種子果実の果

実形質を比較した (表 1-4).̀ラ･フランス'とパ̀ス ･クラサン'の無種子果実と有種子果実の大

きさには有意な差は認められなかったが,'バートレット','7レミッシュ･ビューティJ ,̀コン

ファレンス',リレ･レクチェ'の有種子果実は無種子果実より大きかった (図 日 ).また,有種子

果実でも,充実種子が多いほど果実重量が重くなる傾向がみられた (図 1･2).無種子果実の多

くは有種子果実より縦長で,果形に歪みがみられた.

追熟後の糖度と酸度は適切に追熱できた果実のみを用いた.他家受粉果実の糖度は,̀フレミ
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表1-4 無種子果実と有種子果実の追熟前の形質比較

果実 果実 果実 果実 追熟後

果実数Z あたり 重量 縦径 横径 縦径 糖度 酸度(リンゴ酸)

種子数 (g) (_cm) (cm) 傾 径 (Brix) (g/100ml)
7(7) 0.0 178.4ay 9.1a 6.2a I.45 10.3a 0.23a

12(12) 8.2土0.3 251.5b 9.8a 7.5b 1.31 ll.1a 0.24b

9(9) 0.4 188.9a 9.7a 6.6a I.48 16.Oa 0.17a

lS(14) 2.1士0.5 237.lb 10.4a 7.4b 1.42 15.8a 0.12b

8(8) 0.0 306.la 9.4a 8.2a 1.15 10.4a 0.lla

12(12) 7.3士0.4 443.7b 10.5b 9.2b 1.28 11.2b 0.13b

28(4) 0.0 468.9a 97.8a 99.3a 0.98 16.5 0.26

26(6) 7.9土0.5 500.2a 95.3a101.7a 0.94 17.5 0.30

8(8) 0.0 334.3a ll.3a 8.3a 1.36 17.5a 0.23a

24(22) 7.4土0.3 436.3b ll.Oa 9.5b 1.16 17.9a 0.22a

10(3) 0.0 441.2a 9.6a 9.5a 1.01 15.9 0.41

1S(13)6.6士0.4 480.2a 9.9a 9.9a 1.00 12.7 0.26

品種 交配処理

バ-トtpyト 除雄無受粉

他家受粉

(×グランド･チャンピオン)

コンファレンス 除雄無受粉

他家受粉

(×スタ-クリムソン)

フレミッシュ･ビューティー 除雄無受粉

他家受粉

(×ラ･フランス)

ラ･フランス 除雄無受粉

他家受粉

(×パス･クラサン)

ル･レクチェ 除雄無受粉

他家受粉

(×パス･クラサン)

パス･クラサン 除雄無受粉

他家受粉

(×ラ･フランス)

Z:()内は追熟後の糖度および酸度の計池に用いた果実の数.追熱中に輪紋病や内部褐変などのため適正に追熟できなかった果実は

除外して計池を行なった.̀ラ･フランス'とパス･クラサンについては,除雄無受粉果実が少なかったので統計処理を行なっていない.

y異なる文字は単為結果果実と他家受粉果実間でおこなったt検定 (5%水準,両側検定)において有意差ありを示す.
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無種子果実 有種 子果実

図1-1 種子の有無による果実サイズの違い
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ツシュ･ビューティJ で有意に高く,̀バートレット',̀ラ･フランス',̀ル ･レクチェ'でも高く

なる傾向にあった.他家受粉果実の酸度は,'バートレット'と フ̀レミッシュ･ビューティJ で

有意に高く,反対に コ̀ンファレンス'は有意に低かった.甘味と酸味は,含有量だけでなく両者

のバランスもセイヨウナシの食味の決定に関与するため,他家受粉果実と自家受粉果実におけ

る酸度の違いを一概に品質と結びつけることは難しい.しかしながら,果樹全体として糖度の

高い果実が求められる傾向があることから,糖度の高い有種子果実は無種子果実よりも晶質が

優れていると考えられる.また,他家受粉により果形の整った大玉果実が得られることも生産

上の利点になると考えられる.

グ̀ランド･チャンピオン'については,除雄無受粉による無種子果実,開花自家受粉による有

種子果実,他家受粉による有種子果実の間で果実形質に有意差は見られなかった (表 1-5).種

子の有無は果実晶質に影響しなかったが,単為結果性の弱い グ̀ランド･チャンピオン'では結実

に種子形成が必要である.和合花粉の受粉による種子形成は当然であるが,開花自家受粉にお

ける部分的自家和合性による種子形成によっても十分結実が安定し,良質な果実が生産できる

と考えられる.

日本では,セイヨウナシ- ラ̀･フランス'と思われるほど生産 ･消費に占める ラ̀･フランスラ

の割合が高い.山形県でぽ ラ･フランス'の単権化が進み,単為結果果実が市場に流通すること

も多い.本実験では ラ̀･フランス'の無種子果実と有種子果実の大きさ･糖度には有意な差は認

められなかったが,山形県農業総合研究センターにおける2002年の調査では,充実種子が多い

ほど糖度が高くなる傾向があり,10個の充実種子が含まれる果実でもっとも食味が良いことが

報告されている.また,リヤー トレット'でも無種子果実は品質が劣ることが報告されている

(JanickFruitBreeding1996).本章では,この2品種以外の フ̀レミッシュ･ビューティJ,'コン

ファレンス',̀ル ･レクチェ',̀パス ･クラサン'について充実種子と果実晶質の関係をはじめて

調査し,いずれも有種子果実の品質が無種子果実よりも優れる傾向があることを明らかにした.

したがって,単為結果性を有するセイヨウナシにおいても,良質果実の安定的な生産のために

和合花粉の受粉による種子形成が必要である.

交雑不和合性

セイヨウナシ品種間で交雑不和合を示す組み合わせはほとんど見出されていなかったが

(CraneandLewis1942;Gdggsandlwakiri1954;LewisandModlibowska1942;Modlibowska1945;

Rawes1933),供試した 10品種間の交雑不和合性を2001年に各組み合わせに対して5花を用い

26



表1-5 グランド･チャンピオンーの除雄無受粉,開花自家受粉,他家受粉による果実の形質比較

果実 果実 果実

交配処理 果実数 あたり 重量 縦径

(価) 種子数 (g) (cm)

グランド･チャンピオン 除雄無受粉 10 0.0 228.Oaz

開花自家受粉 15 2.0土0.3

他家受粉 7 5.7土0.4

(×バ-トレット)

a

a

7

2

1

5

4

9

2

2

a

a

a

2

】7

4

'J
2

tJ

1

l

1

5

2

00

5

5

4

1

1

1

a

a

a

Oノ
O

l7

′LU
7

7

a

a

a

7

7

4

o

o

L

1

1

1

Z同じ文字は除雄無受粉,開花自家受粉,他家受粉による果実間の分散分析 (5%水準)において有意差なしを示す
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て調査した (データ省略).この結果に基づいた2002年の再調査の結果,'バートレット'×セ̀ニ

ョール ･デスペラン'と フ̀レミッシュ ･ビューティー'× ス̀タークリムソン'の他家受粉の

SeedsrFlowerおよびsIindexはoとなった (表 1-I).'セニョール ･デスぺラン'と ス̀タークリム

ソン'の花粉は フ̀レミッシュ･ビューティー'とり†-トレット'に対して多くの充実種子を形成

したことから (表 1-1),両品種の花粉稔性が確認された.したがって,リヤートレット'とセ̀ニョ

ール ･デスぺラン',および,̀フレミッシュ･ビューティJ と ス̀タークリムソン'が交雑不和合

の関係にあることが明らかになった.

近年,新品種の育成に伴い,新品種が花粉親品種と交雑不和合を示すことが報告されている

(阿部ら 1996;SanzolandHerrero2002).̀バラード'は山形県園芸試験場で バ̀ートレット'× ラ̀･

フランス'の交雑後代から選抜･育成された品種で,̀ラ･フランス'と交雑不和合性を示す.一方,

'バートレット'とセ̀ニョール ･デスペラン',̀フレミッシュ･ビューティJ とス̀タークリムソ

ン'の間には親子関係は存在しない.これら品種のように親子関係にない品種間でも交雑不和

合となる品種組み合わせが多く存在する可能性があり,本章で確立した交配による不和合 ･和

合の判定方法を用いることにより見出されるかもしれない.

Tomimotoetal.(1996)はセイヨウナシの花柱タンパク質を二次元電気泳動 (2D-PAGE)により

解析し,検出されたS-RNaseのスポットから̀バートレット'と フ̀レミッシュ･ビューティJ の

遺伝子型をS5S6と推定している.しかしながら,2000年と2001年に,̀バートレット'×̀ フレミ

ツシュ･ビューティJ の交配を行なったところ,1花そう2花の交配ではあったが結実率90%

以上,Seeds/Flowerは4.0および5.7となり(表 1-1),̀フレミッシュ･ビューティJ とバ̀ートレ

ット'は交雑和合と判定された.推定S遺伝子型と交配結果が一致しなかった原因は,おそらく,

類似の移動度を示す異なるS-RNaseを同一のS-RNaseと混同したことによると推測される.し

たがって,交配実験により裏付けられる方法を用いたS遺伝子型の推定が必要と考えられる.

本章では,多くのセイヨウナシ品種が単為結果性を有するため､結実率や果実当たりの種子

数を指標とした不和合･和合の識別がセイヨウナシには適応できないことを示した.そこで,単

為結果性と種子形成能力の品種差異の要因を排除した新たな判定基準としてSIindexを考案し,

ザ ランド･チャンピオン'を部分的自家和合性,他9品種を自家不和合性と判定し,セイヨウナ

シでも交雑不和合の関係があることを見出した.また,和合花粉受粉により結実した有種子果

実は単為結果による無種子果実より優れた晶質を持っていたことから,セイヨウナシでも安定

的な良質果実の生産には和合花粉の受粉が必要であることを指摘した.和合受粉を効率よく行

なうためには,ニホンナシやリンゴと同様に品種の∫遺伝子型情報が必要であろう.
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集 2章

cAPSマーカーシステムを用いた日本の栽培品尊のS遺伝子型推定

<擁妻>

日本の栽培品種25品種のS遺伝子型を推定するため,セイヨウナシの雌しべ側S遺伝子産物

もS･RNaseであると仮定し,自家不和合性の 10品種の花柱から10種類のS-RNasecDNAをク

ローニングした.10種類のcDNAの推定アミノ酸配列はナシ亜科のS-RNaseに特徴的な 1次構

造および異なるアミノ酸配列で構成される HV領域を有していたことから,これらcDNA は

S-RNaseをコードすると考えられた.本研究の進行中にゲノミック PCRにより増幅された 13

種類の推定 S-RNase対立遺伝子の部分配列がデータベースに登録された (Zuccherellietal.

2002a,b;Zisovichetal.2004a).それらの配列と照合した結果,7種類のcDNAは推定Sa-,Sb-,Sd-,

Se-,Sh-,Sk-,SL-RNase対立遭伝子に対応し,残り3種類は新規 S-RNase対立遺伝子 (Sg-,Sq-,

Sr-RNase)と同定された.

S遺伝子型を迅速に推定するため,CAPSマーカーシステムの開発を試みた.ゲノムDNAか

らプライマーセット̀FTQQYQ'と̀EP-anti-ⅠIWPNV2'を用いたpcRにより10種類のS-RNase断

汁 (HV額域とイントロンを含む)を増幅した.増幅断片を cDNA の塩基配列と照合し,各

S-RNase対立遺伝子と対応付けた,Sg,SI,Se,Sbは1,906,I,414,998,440bpの断片として,Sqと

Skは約1.3kb断片,Sa,Sd,Sh,Srは約350bp断片として検出された.断片長による識別が困難な

約 1.3kbと約 350bp断片はそれぞれ,6種類の制限酵素,BgmI(Sk),HindIII(Sq),SphI(Sb),

EcoO109Ⅰ(S4),BssHII(Sh),BaeI(Sr)で切断されることで識別し,10種類のS対立遺伝子を識別す

るCAPSマーカーシステムを開発した.

このシステムを用いてS遺伝子型を推定したところ,日本の栽培品種25品種は 17種類のS

遺伝子型に分類された.そのうち,6種掛 こは複数の品種が分類され,同じS遺伝子型に推定さ

れた品種間の交配は全て交雑不和合性を示した.

以上の結果から,セイヨウナシにおいても雌しべ側S遺伝子産物はS-RNaseであることが証

明された.また,日本の栽培品種25品種間の交雑和合･不和合関係が明らかになり,6種類の交

雑不和合グループの存在が示された.
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<緒音>

日本の栽培品種は計25品種により構成されている (表 2-1).22品種は海外からの導入品種で,

'ラ･フランス',̀バー トレット',̀ル ･レクチェ','ドワイエネ ･デュ･コミス',̀コンファレンス',

セ ニヨ-ル ･デスぺラン',̀プレコース',̀フレミッシュ ･ビューティJ ,̀アレクサンドリン･

デュイヤール',̀ウインター･ネリス',̀パス･クラサン'の導入は古く,明治･大正時代に遡る.戟

後,̀マックス ･レッド･バー トレット'(̀バー トレット'の赤色系枝変わり),̀エル ･ドラド'(̀バ

ー トレット'の自然交雑実生),̀マルゲリット･マリー5',̀グランド･チャンピオン'(̀Gorham'

の鋳系枝変わり)が,1970年以降には ゼネラル ･レクラーク'(1977年導入),̀オーロデ (̀マルゲ

リット･マリ-ラ'× バ̀ー トレット'の交雑実生,1983年導入),,̀ミクルマス ･ネリス'(̀ウイン

ター ･ネリス'の自然交雑実生),̀カリフォルニア'(̀マックス ･レッド･バートレット'× ド̀ワイ

エネ･デュ･コミス'の交雑実生),̀スタークリムソン'(̀Clapp'sFavourite'の赤色系枝変わり),̀デ

ポJ (̀Clapp'sFavourite'の自然交雑実生),̀ボートヌ'(̀コンファレンス'×D̀oyennidbiver'の交

雑実生)が導入されている.残り3品種,̀シルバー ･ベル'(̀ラ ･フランス'の自然交雑実生,1990

年育成)t'バラード'(̀バー トレット'× ラ̀ ･フランス',1999年登録),および,̀越さやか'(̀バー

トレット'× ラ̀ ･フランスの交雑実生,1998年登録)'は山形県および新潟県の育成品種である.

晩生品種の ラ̀ ･フランス'によって多くの消費者に認知されるようになったセイヨウナシで

あるが,消費者に対する宣伝効果およびその結果として期待される消費の拡大,さらに生産者

側における労働力の分散などの点から,'ラ･フランス'中心の品種構成の見直しが検討されてい

る.早生優良品種では,果実晶質のよい オ̀ーロラ'や果皮が暗赤色で美しい ス̀タークリムソン'

が挙げられる.中生品種では,大果品種で栽培しやすい マ̀ルゲリット･マリーラ',比較的大果

で食味良好な ゼ̀ネラル ･レクラーク',果面が鮮紅色で美しい カ̀リフォルニア',肉質の良い ド̀

ワイエネ ･デュ ･コミス'などがあるが,特に近年は,わが国で育成された バ̀ラード'および 越̀

さやか'が晶質の良い中生品種として期待されている.晩生品種では,果実品質が非常に優れて

いる')レ･レクチェ'や貯蔵性のよい シ̀ルバー ･ベル'が有望品種である.今後の日本におけるセ

イヨウナシ栽培では,̀ラ ･フランス'よりも収穫期が早く食味の優れる品種,もしくは外観の/莱

しい赤果皮性の品種が増加し,品種構成は多様化すると予想される.

第 1章において,他家受粉により結実した有種子果実は単為結果による無種子果実より優れ

た品質を持っていたことから,良質なセイヨウナシ果実の安定的な生産には和合花粉の受粉が

必要であることを指摘した.また,10品種間の相互交配により,̀フレミッシュ ･ビューティJ

t'スタークリムソニ/および バ̀ー トレット'と セ̀ニョール ･デスペラン'の2つの組み合わせが
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表2-1 日本の栽培品種の由来および諸特性

その他

果面の紅色が美t̂1,
甘味少

淡泊
,
果肉軟

量産性
,
栽培易
,
甘味少

果面の紅色が芙ul,
甘味少

淡泊

肉質良
,
甘味多
,
多汁
,
芳香

酸味少
,
繊維質少

大束
,
多汁
,
栽培易
,
繊維質多

肉質良甘味多
,
酸味少

陽光面着色食味淡泊

果肉淡桃色
,
酸味少

陽光面着色
,
食味淡泊

多汁
,
芳香･肉質よい

多汁
,
糖度高く良食味

肉質やや良
,
甘酸適和

多汁
,
食味爽やかで良好

食味濃厚

肉質良
,
芳香やや多
,
貯蔵良

多汁
,
食味やや淡白

食味芳香極めて優良

量産性
,
多汁
.
肉質軟

量産性
,
貯蔵性よい

肉質良酸味少
,
微かに渋味

多汁
,
芳香･肉質よい
量産
,
貯蔵性極めて良

開花期
収種 追熟日数 果皮色

盛期 (日) (追熟荊-後)
肉質原産国 親品種

アメリカ Clapp■sFavork着色系突然変異

アメリカ Chpp'sFavorhe自然交雑実生

イギリス 不明

アメリカ バートVtyト枝変わり

フランス 不明

アメリカ マルクりットマリーラ×バートVyト

ベルギー 不明

フランス 不明

イギリス ウインター･ネリス自然交雑実生

ベルギー 不明

イギリス 不明

品種

スターグ)ムソン

デボー

バートレット

マックス･レッド･バートレット

プレコース

オーロラ

セ二㌢ ル･デスぺラン

マルゲリット･マリーラ

ミクルマス･ネリス

フレミッシュ･ビューティー

コンファレンス

カリフォルニア

ゼネラル･レクラーク

バラード

アレクサンドリン･デュイヤール

越さやか

ドワイエネ･デュ･コミス

グランド･チャンピオン

エル･ドラド

ラ･フランス

ボートヌ

シルバー･ベル

ウインター･ネリス

ル･レクチェ

パス･クラサン

+2 8.06 10 全面暗赤色

+1 8.11 14 黄色,陽光面赤色

+3 8.27 11 黄緑色-黄色

+3 8.27 11 僻だ亡食

+3 8.28 8 緑色-黄色

+2 9.03 8 褐色,薄い錬

+3 9.03 11 緑黄色-黄色

+3 9.06 12 淡黄色-黄金色

+2 9.10 11 緑色-緑黄色

+1 9.13 12 陽光面赤色

+1 9.13 15 黄緑色-緑黄色

アメリカ マックス･レッド･バートレット×ドワイエネ･デュ･コミス +4 9.17 11 黄色,陽光面紅色

+1 9.25 14 黄緑色,錬

+3 9.25 14 黄緑色-黄色

+4 9.25 17 黄緑色-黄色

+2 9.25 11 黄緑色-黄色

+4 10.01 13 黄緑色-黄色

+4 10.04 8 全面錬

+2 10.04 11 緑色-緑黄色

0 10.11 14 線色-緑黄色,錬

+3 10.17 24 緑黄色,錬

+3 10.22 21 緑黄色 錬

+4 10.25 14 緑色-→黄色,錬

+2 10.29 29 緑色-黄色

+1 10.29 21 黄緑色-黄色

粗粗粗粗密密密

中や中.や密中や密やや中中中や密や密中密密密密密密

ややややややや

フランス不明(ドワイエネ･デュ･コミス自然交雑実生)

E]本バートLnyト×ラ･フランス

フランス不明

日本バートレット×ラ･フランス

フランス不明

アメリカゴーラム枝変わり

アメリカバートレット自然交雑実生

フランス不明

フランスコンファレンス×Doyem丘dⅦver
日本ラ･フランス自然交雑実生

ベルギー不明

フランスバートレットXBe喝amOtteFortunee
フランス不明

品種:収穫盛期の鳳

開花期:ラ･フランス'の開花日を0とした場合の開花日.｢酉洋ナシの作業便利帳｣の満開日,｢バラエティー西洋なし｣の開花日および農研機構果樹研究所リンゴ研究拠点(盛岡)での開花日を参考に修正した.長野

県果樹試験場平成16年果樹生態調査における■ラ･フランス■の平年の開花日は4月25B.(-)は記載およびデータなし.

収穫盛期:山形県農業冶合研究センター2001年度調査による.一越さやか'は新潟県園芸研究センターの調査を修正.プレコース■は1992年の,デポJは1998年の山形県農業総合研究センター調査,lボートヌ'は2002

年農研機構果樹研究所リンゴ研究拠点(盛岡)における調査に基づく.

過熱日数:予冷後の日数.山形県農業総合研究センター2001年度調査による.

果皮色:｢西洋ナシの作業便利帳｣および｢バラエティー西洋なし｣による.

果実重量,糖度,酸度,肉質,その他特性:山形県農業総合研究センター2001年度調査による.マックス･いyド･バートレット'は記載がないがバートレットとほぼ同じと考えられる.'越さやか■は新潟県園芸研究センター調

査による(酸度はラ･フランス'pH4.1に対し̀越さやか'pH3.8).プレコースーは1992年の,■デポJは1998年の山形県農業総合研究センター調査,'ボートヌ■は2002年農研機構果樹研究所リンゴ研究拠点(盛岡)におけ

る調査に基づく.



交雑不和合であることを見出した.さらに,'バートレット'× ラ̀･フランス'の交雑後代から育

成されたり†ラード'は ラ̀ ･フランス'と交雑不和合性を示すことが確認されている (阿部ら

1996).

効率の良い混植を実現するには,日本の栽培品種25品種間の交雑不和合･和合関係を明らか

にし,各品種のS遣伝子型を決定することが望まれる.しかし,現在までのところ,セイヨウナ

シでは4種類のS対立遣伝子が'̂'-トレット'と C̀oscia'の交雑後代から同定され,5つのS連伝

子型が決定されているにすぎない (SanzolandHcrrero2002),第 l章において確立した方法によ

り交配実巌の結果から不和合 ･和合の判定は可能になったが,交配によるS遺伝子型の決定に

紘,交配に対する労力,品種間における開花時期の不一致,交雑後代の実生樹の養成に要する

期間や土地など多くの困難がある.

日本のセイヨウナシ栽培品種のうちS品種は,二次元電気泳動 (2D･PAGE)を用いた花柱タン

パク質の解析からS遺伝子型の推定が試みられている (Tomimotoetal.1996).しかし,同じS遺

伝子嬰 (S5S6)に推定された バ̀ートレット'と フ̀レミッシュ･ビューティJ は交雑和合であり,

異なるS遺伝子型を持つことが示唆されたことから (第 1草),これら2DIPAGEによる推定遺

伝子型には疑問が生じている.2D-PAGEにおける移動度によるS-RNaseの識別は困難であると

推測されので,信頼できる推定システムの構築が必要である.

ニホンナシにおいては,雌しべ側S遺伝子産物をコードするSIRNaseを約350-1300bpの断

片 (C2簡域とHV領域,イントロンを含む)として増幅し,これを制限酵素によりS対立遺伝子

特量的に切断することで増幅断片を識別する PCRIRFLP法,別名 CAPS(cleavedamplified

polymorphicsequences)マーカーシステムが開発されている.このシステムにより迅速かつ確実

なS対立遺伝子の識別,そして品種のS遺伝子型推定が可能になっている (Ishimizuetal.1999;

Takasakietal.2004;Janssensetal.1995;Broothaerts2003).ニホンナシやリンゴのS･RNaseにはN

末端に22-27残基のシグナルペプチドが存在し,RNase活性に必須な2つのヒスチジン残基,

立体構造に関わる 8つのシステイン残基が保存されている.推定アミノ酸配列の比較から,

S-RNaseに5つの保存領域 (Cl,C2,C3,RC4,C5)とアミノ酸配列の変化に富んだ1つの超可変恵

域 (HV領域)が同定されている (図0-2).このHV領域の推定アミノ酸配列は∫対立遺伝子特異

的であり,花粉と花柱間の自他認識に関与すると推測されている Poriokaetal.1996;Sassaetal.

1996;Ishimizuetal.1998).

本章では,セイヨウナシの雌しべ側 ∫遺伝子産物もS-RNaseであるという仮定に基づき,日

本の栽培品種から10種類のS-RNasecDNAをクロ-ニングした.また,S-RNase断片をゲノム
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DNAから増幅して識別するCAPSマーカーシステムを開発した.このシステムを用いて,日本

の栽培品種のS遺伝子型を推定し,交配実験により日本の栽培品種25品種間の交雑不和合･和

合関係を明らかにした.

<材料および方法>

材料

弘前大学生物共生教育研究センター藤崎農場 (青森県藤崎町),長野県果樹試験場 (長野県須

坂市),独立行政法人農業 ･食品産業技術総合研究機構果樹研究所リンゴ研究拠点 (岩手県盛岡

育)に栽培されているセイヨウナシ25品種 (表2-1)から未展開葉を採取した.'ラ･フランス',リヤ

ートレット',̀ル ･レクチェ',̀ゼネラル ･レクラーク',̀オーロラ',̀コンファレンス',̀ドワイエ

ネ ･デュ･コミス',̀フレミッシュ ･ビューティJ ,'ウインター ･ネリス','パス ･クラサン'の

whitestagePoriokaetal.1996)の花から花柱を採取した.未展開葉および花柱は液体窒素で急速

冷封後,-80℃で保存した.

方法

交寵実験

交配および調査は第1章で確立した方法により行なった.交配約10週間後に結実数と充実種

子数を調査した.結実率,Seeds/Flower,SIindexを算出し,不和合 ･和合を判定した.

TotalRNAの抽出

TotalRNAの抽出にはRNeasyPlantMiniKit(QIAGEN)を用いた.凍結保存しておいたwhite

stageの花柱約 250本 (新鮮重約 150mg)を液体窒素下で十分に粉砕した.粉砕物に450pLの

RLCbufferと4.5pLのβ-メルカプトエタノールを加え,室温で3分間回転振塗した.抽出液を

QIAshreddercolumnに移し,室温,15,000rpmで2分間遠心した.流出液を新しいチューブに移

し,225pLの 100%エタノールを加えて良く混和した.混和液を RNeasyspincolumnに移し,

10,000rpmで15秒間遠心した.流出棟を捨てた後,colum nに700pLのBuqerRWlを加え,10,000

q)mで15秒間遠心した.Columnを付属のcollectiontubeに移し,500pLのBufferRPEをcolumn

に加えた後,室温,10,000rpmで15秒間遠心した.再度500pLのBufferRPEをcolurrnに加えて,

室温,10,000rpm で 15秒間遠心した.室温,15,000rpm で 1分間遠心してメンプランを乾かした
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後,colum nを新しいチューブに移し,30pLのRNasefreewaterを加えて 15分間放置した.室温,

10,000rpmで 1分間遠心してtotalRNAを抽出し,分光光度計で濃度を測定した後,-80℃に保

存した.

mRNAの単離

mRNAの単離にはMicro-FastTrackTM2.OKit(InvibTOgen)を用いた.抽出したtotalRNAをLysis

Buffer(1mLのStockBufferにRNase〝roteinDegraderを20pL添加)に加え,45℃,20分間回転振

過した.63pLの5MNaClを加えて懸濁した後,懸濁液を01igo(dT)Celluloseパウダーが入った

チューブに移し,十分に混和してから室温で20分間回転振塗した.室温,7000rpmで8分遠心

した後 上清を取り除き,I.3mLBindingBufferを加えて再懸濁した,この操作をBufferが透明

になるまで3回以上繰り返した後,spin-Columnに懸濁液を移し,室温,7800rpmで 10秒遠心し

た.Spin-columnに700pLのBindingBufferを加え,室温,7800rpmで10秒遠心した.この操作を

さらに2回繰り返した.200pLのLewSaltWashBufferをSpin-colummに加え,室温,7800rpmで

10秒遠心した後,この操作をもう一度繰り返した.spin-colurrn を新しいチューブに移し,100

pLのElutionBufferを加えてCelluloseを懸濁し,10分放置した後,室温,7800rpmで1分遠心し

た.この操作をもう一度繰り返し,200pLの溶出液を回収した.溶出按に10pLのGlycogen(2

mg/mL)と 30pLの NaOAc,600pLの 100%エタノールを加えて-80℃に一晩放置した.4℃,

14,000rpm で 20分間遠心した後,上清を完全に取り除き,沈殿を乾燥させた.I-10pLの

EludonBufferを加えて 15分間放置し再懸濁した後,分光光度計でmRNAの濃度を測定した,

プライマーの設計

本章のRACEクローニングおよびゲノミックPCRやプライマーウオーキングに用いたプラ

イマーの塩基配列を表2-2,-3および図211にまとめた.

RTIPCR

Titan TMoneTubeRT-PCRsystem(RocheDiagnostics)を用いてRT･PCRを行なった.約Ipgの花

柱totalRNAを鋳型にし,0.4pM フォワードプライマー F̀TQQYQ',0.4pM リバースプライマー

'anti-(Ⅰ/T)IWPNV',5mMDTT,10pL5×RT-PCRBuffer,0.2mMdNTPmix,IpLEnzymemix(Taq

DNApolymerase,PwoDNApolymerase,AMVreversetranscriptase)と滅菌水を加えた50pLの反応

液を作成した.̀FTQQYQ'と ànti-(Ⅰ/T)IWPNV'プライマーは,ニホンナシS-RNaseのCl嶺域およ
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表212 本章のRACEクローニングおよびゲノミックpCRに用いたS-RNase特異的プライマー,

プライマーの位置

C1

C2上流

C2
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV下流

HV下流

配列(5'-3')

TTTACGCAGCAATATCAG

TCTAATCCTACTCm GT

GATCCTCCTGACAAGT

GGGCTGTCAGATTTGCT

GGGGTTCGAGTATm C

m GCCATATTTCCTATCT

GGm GAGTGATGGATCTA

CTTGGAGATTTCCTATCTTGG

GGGGTTCGAGTTTTTTTGC

GGCTTTAAGATCTGTTATCG

GGGGm GAGTGATGTATCTA

m ATCGTTCGAGGm C

GCTTGGATATTTGTTATCC

AC(A/G)TTCGGCCAAATAATT

ACGTTCGGCCAAATAATG

AC(A/G)TTCGGCCAAATA(A/G)TT HV下流

AC(A/G)TT(C/T)GGCCAAATAATT HV下流

ACGTTTGGCCAAATAATT HV下流

G(A/G)HAATTATTTGGCCG HV下流

ATTATTTGGCCAAACGTA HV下流

表2-3 本章のイントロンウオーキングで設計したプライマー.

プライマー

Se-INTF1

Sg-INTF1

Sg-rNTR1

Sg-INTFzero

Sg-INTF2

Sg-INTR2
Sk-INTF1

Sk-INTF2

Sk-INTR1

Sl-INTF1

Si-INTF2

SI-INTF2a

Sl-INTR1

Sl-INTR2

SI-INTR3

Sq-INTF1

Sq-INTF2

Sq-INTR1
S(】-1NTR2

配列(5′13′)

GCAAGGTm GTAGCC

CATm AACGAAAACC

CAAATATTTTCACACGTGC

GGGAATm AACGAAAAAC

GGAATATCACTAGACTGGAG

GAATCAAATGGCTAAAAAC

CAATTCCAAACATTTCC

m ATATGGGGACATTC

GATTTTGAATAAAATCCAC

GGGTm AATACTCACAC

GATTm CAAATTCTTAATC

CAAATTm AATCCTAAATG

CTGAAACTTTGTTGGTG

CACACACACACACATGG

m ACATATAACAAATTGATAC

GTAATTGAAGCTTACACCC

CCAm Am AAGmATCC

GAAAAATTAAAATTTGTGG

CTAAACAAAGCTATTGTACC

プライマーの位直

seイントロン

Sgイントロン

Sgイントロン

Sgイントロン

Sgイントロン

Sgイントロン
skイントロン

skイントロン

skイントロン

slイントロン

Slイントロン

Slイントロン

Slイントロン

slイントロン

slイントロン

Sqイントロン

Sqイントロン

Sqイントロン
sqイントロン
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<RNAを鋳型にしたcDNAクローニングと半定量的RT-PCR>

HVSa,HVSb,HVSc,HVSd,HVSe,HVSg,
HVSh,HVSiSn,HVSk,HVSl(HVSt),HVSm,

HVSp,HVSq,HVSr,HVSs,HVSu,HVSx.

<gDNAを鋳型にしたpCR>

SxUTRfl

F響 YQ EIiHVf-Sb

anti-IIWPNV,

arlti<Irr)IWPNV,

EPSq-aI山一ⅠIWPNV,

イントロンウオーキング用プライマー

Sq-INTFl,2,Sq-INrIRl,2,
SI-INTFl,2,2a,Sl-INTRl,2,3

Se-INTFl,Sg-Im l,zero,2,Sg-INTRl,2,
Sk-INrITl,2,Sk-INTRl,St-INTFl,2,St-INTRl

EP-aJlti-IIWPNV,

EPSg-anti-ⅠIWPNV,
EP-anti-IIWPNV2

作p-anti-ⅠIWPNV+EPSg-and-1IWPNV)

図211本論文で用いたプライマーの位置.矢印(赤):3'RACE,矢印(育):5'RACE,

矢印(緑):半定量的RT-PCR,矢印(栄):CAPSマーカーシステムにおけるゲノミックPCR,

矢印(檀):sb-RNaseの解析,矢印(莱):sv-RNaseの解析,矢印(黒):sx-RNaseの解析
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びHV領域下流の保存領域の塩基配列からそれぞれ設計されている (Takasakietal.2004).50℃

30分で逆転写反応を行なった後,JPCRは始めに94℃ 2分の熱変性,続いて94℃ 30秒の熱変性,

55℃ 30秒のアニーリング,68℃ 45秒の伸長反応を30サイクル行ない,最後に68℃ 7分で伸

長反応を行なった.

3'RapidAmplificationofCDNAEnds(3'RACE)

3'RACEは花柱 totalRNA を鋳型にして行なった.始めに Titan OneTubeRT-PCRSystem

(RocheDiagnostics)を用いてRT-PCRを行なった.100ngのmRNAを鋳型にし,フォワードプラ

イマ-に F̀TQQYQ',リバースプライマーにǸotI-(dT)1S'(5'-ATTCGCGGCCGCAGGAAT18-3')を

用いた.反応液の組成と反応サイクルはRT-PCRの項と同じである.

RT-PCR産物を鋳型にし,セイヨウナシSd-およびse-RNaseのCl髄域直後の塩基配列に基づ

き設計した C̀2Fl',または,リンゴS-RNaseのC2債域直前の塩基配列に基づき設計した C̀2F2'

をフォワードプライマーに,̀NotT'(5'-ATTCGCGGCCGCAGGAAT-3')をリバースプライマーに

用いたNestedPCRを行なった.NestedPCRにはGeneAm pHighFidelity PCRSystem (Applied

Biosystems)を用いた.2pLのRT-PCR産物に0.2mMdNTPmix,0.3pMのフォワードプライマ

JC2F2'または'C2Fl',0.3pMのリバースプライマJNotI',3pL10×Buffer,0.2pLEnzymemix

と滅菌水を加えた30pLの反応液を作成した.pCRは始めに94℃ 2分の熱変性を行なった.舵

いて,94℃ 15秒の熱変性,48℃ 30秒のアニーリング,72℃ 2分の伸長反応を10サイクル行な

い,94℃ 15秒の熱変性,48℃ 30秒のアニーリング,72℃ 2分30秒の伸長反応を20サイクル行

ない,最後に72℃ 7分で伸長反応を行なった.反応終7後,PCR産物を1%アガロースゲルで電

気泳動し,エチジウムブロマイドで染色して増幅断片を確認した.

3'RACEでクローニングしたSq-RNase断片はプライマーセット̀C2F2'および È-IIWPNV-Fを,

Sd-,Se-RNase断片はプライマーセット̀C2Fl'および ÌIWPN-F'を,その他のS-RNase断片はプラ

イマーセットC2F2'およびIIWPNIF'を用いて塩基配列を決定した.

5'RapidAmplirlCationofCDNAEnds(5'RACE)

5'RACESystemforRapidAm pli丘cationofCDNAEnds,version2.0(Invitrogen)を用いて5'RACE

を行なった.始めに,100ngの花柱 mRNAに2.5pM リバースプライマー ÈPSq-anti-IIWPNV'

(Sq-RNase増幅用)またはanti-IIWPNV'(Sq-RNase以外のS-RNase増幅用)とDEPC処理水を加え

て作成した15.5pLの反応液を70℃で10分間加温した後,氷上に1分放置した.反応液に2.5pL
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の10×PCRbuffer,2.5mMMgC12,10mMDTT,0.4mMdNTPmixを加えた反応液24pLを穏やか

に混和した後,42℃で 1分加温した.反応液にSuperScriptIIRTをlpL加えて穏やかに混和し

た後,42℃で50分間反応させた.superScriptIIRTを70℃15分間で失活させた.反応液を5000

rpmで 10-20秒遠心した後,37℃に加温した.反応液にlpLRNasemixを加えて穏やかに混和

した後,37℃で30分間加温して,一本鎖cDNAを作成した.

一本銭 cDNA溶掛 こ120pLのbindingsolution(6MNaI)を加えた後,S.N.A.P.Columnに移し,

ll,500rpmで20秒遠心した.流出液を除いた後,4℃に冷やしておいた1×WashBuffer400pLを

columnに加え,ll,500rpmで20秒遠心した.この操作をさらに3回繰り返した後,4℃の70%エ

タノール 400pLを加えてcolurrnを洗浄した,この洗浄をもう一度繰り返した.ll,500rpmで1

分間遠心して,columnから完全にエタノールを除去した後,columnを新しいチューブに移し,予

め 65℃に温めておいた滅菌水 50pLを加えて 3分間放置した.ll,500rpm で20秒遠心して,

columnから一本鎖cDNAを溶出させた.

溶出した一本鎖cDNA10pLに5pLの5×tailingbuffer,200pMdCTP,6.5pLのDEPC処理水

を加えた反応液を作成した.94℃で2-3分加温後,氷上 1分に放置した.反応掛 こIpLのTdT

(terminaldeoxynucleotidyltransferase)を加えて穏やかに混和した後,37℃で 10分間加温して,一

本鎖cDNAの3'末端にポリdC-tai1を付加した.65℃で 10分間加熱してTdTを不活化させた.

dC-tailedcDNAを鋳型にし,High FidelityPCRSystem(RocheDiagnostics)を用いてFirstPCRを

行なった.5pLのdC-tailedcDNAに5pLの10×buffer,200pMdNTP,0.4pM のフォワードプラ

イマー ÀAP'(AbridgedAnchorPrimer:5I-GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG

-3'),0.4pM のリバースプライマー ànti-IIWPNV'または ÈPSq-anti･ⅠIWPNV',0.5pLenzymeと滅

菌水を加えた50pLの反応液を作成した.pCRは94℃ 2分の熱変性に続き,94℃ 1分の熱変性,

48℃ 1分のアニーリング,72℃2分の伸長厚応を35サイクル行ない,最後に72℃ 7分で伸長

反応を行なった.

NestedPCRにはHighFidelityPCRSystem(RocheDiagnostics)を用いた.5pLのFirstPCR産物

に5pLの 10×buffer,200pMdNTP,0.4pM のフォワ-ドプライマJ AUAP'(AbridgedUniversal

AnchorPrimer.･5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACl3I),0.4pM の各S-RNaseのHV蘭域に特異的

なリバースプライマー (̀HVSa',̀HVSb',̀HVSd','HVSe',̀HVSg','HVSh','HVSk','HVSl',

H̀VSq','HVSr'),0.5pLenzymeと滅菌水を加えて50pLの反応液を作成した.pCRは94℃ 2分

の熱変性に続いて,94℃ 1分の熱変性,48℃ 1分のアニーリング,72℃ 2分の伸長反応を30サ

イクル行ない,最後に72℃ 7分で伸長反応を行なった.反応終了後,pCR産物を1%アガロース
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ゲルで電気泳動し,エチジウムブロマイドで染色して増幅断片を確認した.

ゲノム DNAの抽出

ゲノムDNAの抽出にはCTAB法 (Castilloet81.2001)を用いた.各品種の未展開葉約 100mg

を液体窒素で冷却しながら粉砕棒で十分に磨砕した.70℃に温めておいた 2-メルカプトエタノ

ールを5%含む2×CTAB溶接 (2%Cety1-trimethylammoniumbromide(CTAB),0.1M廿is-HCl(pH

8.0),20mMEDTA(pH8.0),1.4MNaCl)を400pL加えて懸濁した後,60℃ 40rpmで 10分振塗

した.懸濁液にクロロホルム/イソアミルアルコール (24:l)を400pL加えて,室温,40rpmで30

分振塗した後,室温 10,000rpm で 5分遠心した.上清をクロロホルム/イソアミルアルコール

(24:1)400pLを分注しておいた新しいチューブに移し,再度同じ条件で振塗して遠心した.イ

ソプロパノールを分注しておいた別の新しいチューブに上清を移し,室温 40rpmで 10分振塗

した.4℃ 10,000rpmで5分遠心してDNAを析出させた.上清を捨て,70%エタノールを500pL

加えて析出したDNAの沈澱を洗浄した後,沈殿を風乾させた.1mLにRNaseA(long/mL)をl

pL含む 1×TE溶液 (10mMTriS-HCl(pH8.0),1mMEDTA(pH8.0))を50pL加えて5分放置し

た後,上清を新しいチューブに移して37℃ 10分加温した.

抽出したDNA溶液にはDNAとともに糖が多く含まれているため,フェノール/クロロホルム

/イソアミルアルコール (PCI)処理を行ない,ゲノムDNAを精製した.新たに1×TE溶液を加え

て 200pLにした DNA溶枚に,等量の飽和フェノール/(クロロホルム/イソアミルアルコール

(24:1))(1:1)を加えて,10分間回転振返させた.室温 12,000叩mで5分遠心した後,上清を新し

いチューブに移した.この上清に0.1倍量の3M酢酸ナトリウム (pH5.2)と2,5倍量の100%エ

タノールを加え,室温で10分放置した後,室温 12,000rpmで10分遠心した.上清を捨て,沈澱

を70%エタノールで洗浄した後,沈殿を風乾させた.適当な量の 1×TE溶液を加えて5分放置

した後,上清を回収してゲノムDNA溶液とした.

ゲノミック pcR

ゲノミック PCR はフォワードプライマーとして F̀TQQYQ'を,リバースプライマーとして

'EP-anti-1IWPNV', 'EPSg-anti-IIWPNV', 'EP-anti-IIWPNV2' ('EP-anti-IIWPNV' t

'EPSg-anti-IIWPNV'の混合プライマー)を用いて行なった.ゲノムDNA溶液2pLに,3pLの10

×pcRBuffer,3pL の dNTP(2pM),各プライマー (3pM)をそれぞれ 3pL,0.2pLrTaq

polymerase(TOYOBO),滅菌水を加えた30pLの反応液を作成した.pCRは94℃ 2分の熱変性
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に続いて,94℃ 15秒の熱変性,48℃ 30秒のアニーリング,72℃ 3分の伸長反応を10サイクル

行ない,さらに,94℃ 15秒の熱変性,48℃ 30秒のアニーリング,72℃ 3分30秒の伸長反応を

20サイクル行ない,最後に70℃ 7分で伸長反応を行なった.pCR産物を1%アガロースゲルで

電気泳動し,エチジウムブロマイドでゲルを染色して増幅断片を確認した.

ゲノミックPCR産物の塩基配列決定のためのゲノミックPCRには,rTaqpolymeraseの代わ

りにproofreading活性を有するKOD-Plus-(TOYOBO)を用いた.3.3pLのゲノムDNA溶液に0.2

mM dNTPmix,0.3pMのフォワードプライマー,0.3pMのリバースプライマー,5pLの10×

Buffer,ImMMgSO4,1pLKOD-Plus-DNApolymeraseと滅菌水を加えて50pLの反応液を作成

した.pCRは94℃ 2分の熱変性に続いて,94℃ 15秒の熱変性,48℃ 30秒のアニーリング,68℃

2分の伸長反応を30サイクル行ない,最後に68℃ 7分で伸長反応を行なった.

ゲルからのPCR増頼断片の抽出

アガロースゲルからのPCR増幅断片の抽出には,GENECLEAN⑧ⅠⅠIKit(BIO101)を使用した.

pcR産物を1.5%アガロースゲルで電気泳動し,エチジウムブロマイドで染色した後,目的の増

幅断片を切り出した.切り出したゲル重の3倍量の飽和NaI溶液を加え,50℃でゲルを融解させ

た.ゲル溶液に5pLのEZ-GLASSMILKを加えて混和して5分間放置した後,4℃ 14,000gで5

秒速心して上清を捨てた.500pLのNewWashBufferPaC1-EtOH-Water)を加えてグラスミルク

を再懸濁した後,4℃ 14,000gで5秒遠心して上清を捨てた.この操作を再度行なった後,最後

にNEW液を完全に取り除き,5pLの1×TE溶液を加えて再懸濁し,14,000gで30秒遠心して上

清 (増幅断片を含む)を回収した.抽出液を 1%アガロースゲルで電気泳動し,エチジウムブロ

マイドで染色して抽出断片の濃度を決定した.

増頼断片の TAクローニング

pcR産物のクローニングには,TA Cloning⑧ Kit(Invitrogen)を用いた.滅菌水,1pLの10×

LigationBuffer,2pLのpCR2.1vector,IpLのT4DNALigaseにvectorとのモル比が1:1になるよ

うに調整したpCR産物を加え,10pLの反応液を作成し,14℃で 16時間ライゲ-ション反応を

行なった.50pLのコンピテント細胞 (oneshotTOPIOF'ChemicallyCompetentE.colt)を氷上で

融解し,2pLのライゲ-ション反応液を加えて,氷上で30分間放置した.42℃ 30秒のヒートシ

ョックを与え,氷上にl分置いた後,250pLのSOC培地 (2%Tryptone,0.5%YeastExtract,10mM

NaCl,2.5mMKCl,10mMMgC12,10mMMgS0.,20mMglucose(dextrose))を加え,37℃ 60rpmで
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1時間振返培養した.50mg/mLカナマイシン,20pL/mLX-Gal(5-Bromol41Chloro-3-Indory1-β

-D-Galactoside)と0.1mM IPTG(Isopropy1-β-D-thiogalactopyranoside)を加えたLB培地 (10g凡

Tryptone,5g/LYeastExtract,5gn.NaCl,1.5%Agar)に植菌し,37℃で一晩培養した.Blue/White

選抜により区別される白色コロニーをLB培地 (50mg血Lカナマイシン)に楊枝で移してマス

タープレートを作成するとともに,20pLの20T-2E-1%ThtonX(20mMTriS-HCl(pH8.0),2mM

EDTA,1%TritonX-100)に懸濁した.懸濁液を94℃で 15分加温した後,4℃,15,000rpmで 1分遠

心し,上清をpcRに用いた.インサートチェックのPCRにはrTaqDNApolymerase(TOYOBO)

を用いた.懸濁液 1pLに0.2mMdNTPmix,0.3pMのフォワードプライマ-,0.3pMのリバー

スプライマー,1pLIOXBuffer,0.07pLrTaqDNApolymeraseと滅菌水を加えて 10pLの反応液

を作成した.pcRは始めに94℃ 2分の熱変性を行なった.続いて,94℃ 30秒の熱変性,48℃ 30

秒のアニーリング,72℃ 2分の伸長反応を25サイクル行ない,最後に70℃ 7分で伸長反応を行

なった.反応終了後,pCR産物を1%アガロースゲルで電気泳動し,エチジウムブロマイドで染

色してインサートの有無を確認した,

目的の断片を含むコロニーの懸濁液を鋳型にし,ROD-Plus-(TOYOBO)を用いて断片を増幅

した.I.5pL の懸濁液に 0.2mM dNTPmix,0.3pM のフォワー ドプライマJ M13(-20)ラ

(5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'),0.3 pM の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー M̀13RV' (5'-

CAGGAAACAGCTATGAC-3'),5llLの 10×Buffer,ImM MgSO4,IpLの KOD-Plus･DNA

polymeraseと滅菌水を加えて50pLの反応液を作成した.PCRは始めに94℃ 2分の熟変性を行

なった.続いて,94℃ 15秒の熱変性,48℃ 30秒のアニーリング,68℃ 1分の伸長反応を30サイ

クル行ない,最後に68℃ 7分で伸長反応を行なった.反応終了後,pcR産物を1.5%アガロース

ゲルで電気泳動し,エチジウムブロマイドで染色して目的の増幅断片を切り出し,前述の方法

でゲルから抽出した.抽出した増幅断片を入DNA/HindIIIdigestマーカーとともに 1%アガロー

スゲルで電気泳動し,DNAの濃度を測定した.

塩基配列の決定

シークエンス反応にはBigDyeTerminatorv3.ICycleSequencingKit(AppliedBiosystems)を用い

た.抽出したpcR増幅断片10-20ngに1.6pM プライマー,3pLの5×SequenceBuffer,2pLの

BigDyeTerminatorReadyReactionMixと滅菌水を加えて20pLの反応液を作成した.シークエン

ス反応は始めに96℃ l分の熱変性を行なった後,96℃ 10秒の熱変性 50℃ 5秒のアニーリング,

60℃ 4分の伸長反応を25サイクル行なった.反応終了後,反応液に2pLの3M酢酸ナトリウ
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ム (pH5.2),2llLの125PMEDTA,50pLの100%エタノールを加えて4回転倒で混和した後,塞

温で15分間放置した.4℃ 15,000rpmで20分間遠心し,上清を取り除いた後,70pLの70%エタ

ノールを加えて沈殿を洗浄し,4℃ 15,000rpmで5分間遠心して上清を完全に取り除いた.室温

で 15分風乾させた後,シークエンスを行なうまで-20℃に遮光保存した.

シークエンスには373SDNASequencingSystem(AppliedBiosystems)またはABIPRISMTM310

DNAcapiuarysequencer(AppliedBiosystems)を用いた.前者を用いた場合,25gの尿素,6.75mL

の50%LongRangerstock,5mLの10×TBEと滅菌MiliQ水で6.75%のゲル溶液を作成し,重合

促進剤として250pLの過硫酸アンモニウム (APS)と25pLのTEMED(N,N,N',N',テトラメチル

エチレンジアミン)を加えた後,きれいに洗浄して組み立てたガラス板の間にゲル溶液を流し

込み4-5時間放置して十分重合させた.シ-クエンス用サンプルに3pLの50mMEDTA(ブル

ーデキストランを含む):脱イオン化ホルムアミド-1:5を加えて混和した.373Sにゲル板を

セットし,泳動条件を設定した後,サンプルを奇数レーンにロードした.5分間泳動したところ

で一時停止してサンプルを偶数レーンにもロードし,再開後 16時間泳動した.後者を用いた場

令,シークエンス用サンプルにHiDiTMFormamide25pLを加え,サンプルをシークエンスチュ

ーブに移した.96℃ 2分加熱後,急冷して解析に用いた.

シークエンスのデータはGENETYX-MAC13.0(Genetyx)を用いて解析した.シグナルペプチ

ドの推定はSignalPver.2.0により行なった Pielsenetal.1999)

甘限酵素処理

PCR産物5pLを用いて,BaeI,BgnI,BssHII,HindIII,EcoO109Ⅰ,SphIによる制限酵素処理を行な

った.BaeIは25℃で4時間,BssHIIは50℃で4時間,それ以外の制限酵素は37℃で4時間反応

させた.制限酵素処理前後の PCR産物は 2%アガロースゲルで電気泳動し,エチジウムブロマ

イドで染色した.

<籍果>

自家不和合性の評価

日本の栽培品種のうち第 l章で供試していない15品種,'アレクサンドリン･デュイヤール',

'ウインター ･ネリス',̀セニョール ･デスペラン',̀デボー','ドワイエネ ･デュ･コミス',̀マル

ゲリット･マリーラ',̀ミクルマス･ネリス',̀マックス･レッド･バートレット,̀ェル･ドラド',
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'オーロブ,̀カリフォルニア',̀越さやか ,̀シルバー･ベル',̀バラード,̀ボートヌ'の自家不和合

性を第 1章の方法により評価したところ,̀マルゲリット･マリーラ'は雄性不稔であったが,そ

の他の 14品種は自家不和合と判定された (データ省略).したがって,日本の栽培品種 25品種

においては,̀マルグリット･マリーラ'が雄性不稔性 グ̀ランド･チャンピオン'が部分的自家和

合性,その他の23品種は自家不和合性を有することが明らかになった.

S-RNaseをコー ドするcDNA断片のクローニング

セイヨウナシの雌しべ側S遺伝子産物もS-RNaseであると仮定し,cDNAのクローニングを試

みた.まず,自家不和合性品種のうち10品種,̀ラ･フランス',̀バートレット',̀ル ･レクチェ',

ゼ ネラル ･レクラーク',̀オーロラ',̀コンファレンス',̀ドワイエネ ･デュ･コミス',̀フレミッ

シュ･ビューティJ ,̀ウインター ･ネリス',̀パス･クラサン'の花柱から抽出したtotalRNAを

鋳型にして,プライマーセット̀FTQQYQ'と ànti-(Irr)IWPNV'を用いてRT-PCRを行ない,C2髄

域とHV領域を含むと予想されるcDNA断片を増幅した.RT-PCR産物をTAクローニングした

後,各品種に対して約 10個のコロニーを採取し,インサートDNA配列を解析した.その結果,

'パス･クラサン'以外の9品種から2種類ずつのcDNA断片が増幅されたが,'パス ･クラサン'

からは1種類の断片しか増幅されなかった.

そこで,各品種の totalRNA を鋳型に 3'RACEを行なった.プライマーセット̀FTQQYQ'と

Ǹotl-(dT)18'を用いたRT-PCRでは,ニホンナシS-RNasecDNAの塩基配列から予想される約800

bpの断片の他にいくつかの断片が増幅されたので,RTIPCR産物を鋳型に,推定SIRNase断片の

配列から設計したフォワードプライマー C̀2Fl'およびC2F2'と,リバースプライマー Ǹott'を用

いてNcstedPCRを行なった.その結果,各品種からSIRNase断片と期待される約800bpの断片

と若干の付随断片が増幅された.約 800bpの増幅断片をゲル抽出し,TAクローニングした後,

各コロニーのインサートDNA配列を決定した.その結果,'パス ･クラサン'を含むすべての品

種から2種類ずつの3'末端側cDNA断片がクローニングされ,これらは配列の比較から10種類

に分類された.

本研究の進行中に,ゲノミックPCRにより増幅された13種類の推定S-RNase対立遺伝子 (Sa-,

Sb-,Sc-,Sd-,Se-(-Sj-),Sh-,Si-,Sk-,SI-,Sm-,Sn-,So-,Sp-RNase(SeとSjは同一の配列を持つので以

降Seで表記))の部分配列がデータベースに登録された (zuccherellietal.2002a,b;Zisovichetal.

2004a).Zuccherellietal.(2002a,b)は6種類の推定S-RNase対立遺伝子,Sa(accessionno,AJ458181),

Sb(accessionno.AJ458182),Sc(accessionno.AJ459774),Sd(accessionno.AJ759775),Se(accession
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no.AJ457053),Sh(accessionno.AJ459776)をクローニングし,増幅された推定S-RNase対立遺伝

子の種類から,10品種のS遺伝子型を Àbbifital'(SaSb),'ドワイエネ ･デュ･コミス'(Sash),

'Cascade'(SbSe),'マックス ･レッド･バートレット'(ses-),̀バートレット'(SeS-),̀Beurr6Hardy'

(Sc5切,̀ElettaMoretdmi'(SaSc),̀パス ･クラサン'(ShS-),̀コンファレンス'(SdSh),̀BeurriBosc'

(scs-)と推定した.また,SaSbの Àbbifhal't'ドワイエネ･デュ･コミス'が交雑不和合であるこ

とを交配実験で確認している.Zisovichetal.(2004a)は8種類のS-RNase対立遺伝子;Si(accession

no.AF518319),冴 (accessionno.AF457594),Sk(accessionno.AYIO3048),Sl(accessionno.

AY103409),Sm (accessionno.AY159323),Sn (accessionno.AY195840),Sb(accessionno.

AY261994),Sp(accessionno.AY421968)をクローニングし,9品種のS遺伝子型を B̀onRouge'

(sesD,̀Coscia'(SbSk),'DocteurjulesGuyot(プレコース)'(SbSe),̀Forelle'(SeSn),'Gentile'(SeSi),

'Lawson'(SmSo),'RedClapp'S(スタークリムソン)'(SdSe),̀Spadona'(SeSk),̀Spadochina'(SkSDと

推定している.推定S対立遺伝子の配列とクローニングした10種類の3'末端側cDNA断片を照

合させた結果,7種類のcDNA断片は推定Sa-,Sb-,Sd-,Se-,Sh-,Sk-,Sl-RNase対立遺伝子に対応し

ていた.残り3種類は 13種類の推定 S-RNase対立遺伝子と異なる配列を持っていたことから,

新規のS-RNase対立遺伝子と見なし,Sg,鞄,Srと名付けた.

クローニングした断片の種類から10品種のS遺伝子型を,̀ラ･フランス'(SeSr),'バートレッ

ト'(sesD,'ル ･レクチェ'(SbSq),̀ゼネラル ･レクラーク'(SISq),̀オーロラ'(SaSe),̀コンファレ

ンス'(SdSTr),̀ドワイエネ ･デュ ･コミス'(Sash),'7レミッシュ ･ビューティー'(SdSe),̀ウイン

ター ･ネリス'(ShSk),'パス ･タラサン'(SgSr)と推定した.

S-RNase尭全長 cDNA塩基寵列の決定

推定 S-RNasecDNA完全長塩基配列を決定するため,セイヨウナシ6品種,̀ ドワイエネ ･デ

ユ ･コミス'(SbSb),'フレミッシュ ･ビューティJ (SdSTe),̀ゼネラル ･レクラーク'(SISq),'ラ･

フランス'(SeSr),'ウインター ･ネリス'(ShSk),'パス ･クラサン'(SgSr)の花柱mRNAを鋳型に

5'RACEを行なった.各推定SIRNaseのHV領域特異的リバースプライマーを用いたNestedPCR

により増幅されたcDNA断片をゲルから抽出し,塩基配列を決定した.3'末端側cDNA断片の配

列と照合したところ,10種類の推定S-RNasecDNAに対応する5'末端側断片をクローニングす

ることができた.

5'および3′末端側断片配列を重複させ,cDNA完全長塩基配列を決定した:Sa-RNase(accession

no.AB236430),Sb-RNase(accessionno.AB236429),Sd-RNase(accessionno.AB236427),Se-RNase
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(accessionno.AB236428),Sg-RNase(accessionno.AB258360),Sh-RNase(accessionno.AB236431),

Sk-RNase(accessionno.AB236432),Sl-RNase(accessionno.AB236425),Sq-RNase(accessionno.

AB236424),Sr-W ase(accessionno.AB236426).10種類の完全長cDNA配列は678-696bpから

構成され,226-232アミノ酸をコードしていた.推定アミノ酸配列はニホンナシとリンゴの

S-RNaseに典型的なl次構造を有しており,25または27アミノ酸残基のシグナルペプチド,T2L(S

型RNaseの活性に必須な2つのヒスチジン残基 (Kawataetal.1989),高次構造形成に関わる8

つのシステイン残基 (Ishimizuetal.1996b)が確認された.10種類の推定アミノ酸配列の比較か

ら,ニホンナシやリンゴと同じ位置に5つの保存恵域 (Cl,C2,C3,RC4,C5)と対立遺伝子特異

性に関与する1つのHV憤域が特定された (図2-2)(Ishimizuetal.19998;Ushijimaetal.1998).ク

ローニングした10種類のcDNAはナシ亜科のS-RNaseに共通の特徴を有していることから,セ

イヨウナシのS-RNase(Sa-,Sb-,Sd-,Se-,Sh-,Sk-,Sl･,Sq-,Sr-RNase)をコードすると考えられた.

また,これらS-RNaseの推定アミノ酸配列の相同性は61.8%(Sb-とSl-RNase間)～89.5%(Sk-と

Sq-RNase間)であり,ニホンナシ (56.7-94.6%)やリンゴ (60.7-93.9%)と同程度であった.

10種類のS-RNase対立遺伝子を識別する CAPSマーカーシステムの開発

日本の栽培品種の S遺伝子型を迅速に推定できる CAPSマーカーシステムを開発するため,

10種類の SLRNase断片 (C2領域と HV 簡域,イントロンを含む)を増幅できるプライマーを

cDNA の塩基配列から検討した.上述のように,ニホンナシのプライマーセット̀FTQQYQ'と

ànti-G/T)IWPNV'を用いたRT･PCRにより,Sg-RNase以外の9種類のS-RNaseは増幅されたが,

Sg-RNaseは増幅されなかった.一方,Sg-RNaseを含む 10種類のS-RNase3'末端側cDNA断片は

プライマーセット̀FTQQYQ't'NotI-(dT)18'を用いた 3'RACEにより増幅されている.このこと

から,10種類のS-RNase対立遺伝子のPCR増幅にフォワードプライマJ FTQQYQ'はそのまま

使用できると判断した.SIRNaseCDNAt'anti-(Ⅰ/T)IWPNV'プライマーの配列の比較から,新た

な 2つのリバースプライマJ EPSg-anti-IIWPNV'(Sg-RNase特異的)と ÈP-anti-IIWPNV'

(Sg-RNase以外のS-RNase)を設計した (図2-3).Sa-,Sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Sk-,Sl-,Sq-,Sr-RNase対

立遺伝子を有するセイヨウナシ6品種,̀ドワイエネ ･デュ･コミス'(SaSb),̀フレミッシュ･ビ

ューティ←'(SdSe),̀ゼネラル ･レクラーク'(SISq),'ラ･フランス'(SeSr),'ウインター ･ネリス'

(ShSk),̀パス ･クラサン'(SgSr)のゲノム DNAを鋳型にPCRを行なったところ,̀FTQQYQ'と

'EP-anti-ⅠIWPNV'のプライマーセットにより Sg-RNase以外の S-RNaseの断片が (図 2-4a),

'FTQQYQ'とÈPSg-anti-IIWPNV'のプライマーセットによりSg-RNaseの断片のみが増幅された
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Sa-RNase
sb-RNase

sd-RNase
Se-RNase

Sg-RNase
Sh-RNase
Sk-RNase
s1-R封ase

Sq-RNase
Sr-RNase

Sa-RNase
Sb-RNase
sd-RNase
Se-RNase

Sg-RNase
Sh-RNase
Sk-RNase

s1-RNase

Sq-RNase
Sr-RNase

MGZTGIZY74m ZVLZLPSPW G
HG-TGJ4ZYm ⅣTSLZVLZLSSSTVS

HGNTG比工Ⅵ4FTMVFSL=VLZLSSST∀G
HGZでRHJYm SLZVLZLSSSTZ4G

加G工ZG比工YMW SLZVLZLSSSTVG
Z4GITGHZYm SLLVSm ssST∀G
HGZTGHZYHVm SLZVLZLSSSA
HGZTGHZYHVW SLZVLZLSSSA
Z4GZTGHZYm SLZVL=LSSSA
Z4GZTG比工HZVTHVFSLZVL=LSSSTVG

Slgnal peptide

★ ★ # ★ ▼

YDYFQFTQQYQLAVCHFNPtPCKZWPDm GIjWPSNSTGNtWLW Cm NSTR---ZAN-LTAQLEIm DRTDHITFm Q
FDYYQFTQQYQPAVCNSm PPDm GLWPSDSt7m Z)KYCW PIY■∋T--1Z4KI-工丘P皿 VTm m DHEVm XQ

YDYFQFTK氾yQPAVCtTSm Cm RPEm GLWPSttZqQSPDPEXCm ZQZqNSQR-IIZGN-J4AAQLEIm NRTDHVGm

YDYFQFTQQYQPAACtTSm Cm PでEm GLW SNSPGPm CKPXTm AQQPIDPSm LEIm NESm XQ
FDYFQFTHQYQPm SNRT CKW PDm GLW S制 帽pDPEYCXm m -A-ェGN-LQAQLDエm TNNVGm SXQ
FDYFQFTQQYQPAACySm CXZXPTDm W SttKェGGDPEY∝ I--RNPRR---Rm PQLEIm DR¶汀H℡6才WSRQ

W DYFQFTQQyQPAVCNSNPD CKDPPDm GLW SyⅧ GSDPFXm TⅡ｣mPQT---ITD-岬 Zm NRm Q
AKYDn QFtQQYQPAACXFHH℡PCm LDm GLW SNn7GPDPENCm TASQTl-IIDTSLXPQLEIm HESm QKQ
VXFDYFQFTQQYQPm SNPD CKDPPDm WPSt7Vt7GSDPXXCXTTZLXPRT---ZRN-LKAQLEIW SYSKGSⅥm Q

YDYFQFTQQYQPAVでYFNPTPCRDPPDm GLW SNLt7GPHpENCntAm SQR---ITN-=QAQLRZm DRTWEVGm XQ

C1 C2 HV

# ★ ★ ★ ★ ★
WNKZIGSCGRPA工QNDZ4HYLQm KKYITQRQW SEZLSKAKZEPVGRFWTQKEZEK良工RXGTm Pm CQRNTp --m 工CSDRⅣLKQFZm N ILNGSRYYCPm 工LY
WDKZIGSGASSPェQNQTm Dm KHYTTQ和 W SEZLSKAN工RPGRRSRRLVDZE札m VZtVNm CQKNPRTSLTELW GIJ:aDStnTQFェyCPHPFPP RYFCPTN-IQY
WLRHG℡CGYPTZRDDJ4frYu m KKYITQXQyVSAZもSKhJ4ZQPNGQNRSLVDZEttALm Gで相打¶m CQKm T-TTZSLm SDfDLm ZN叩 -00 GSRYIJCPA-DVQY
WDKEGTCGYPTZXDKNHYLQm KKYITQZqQW SQm ZW エNPDGェGRn KLZE輔Mコ∬GⅦ EPm CQKN GT一一m W SIJCSm GKHFm CPt7RZ叩 SRYFCpェRD工QY
WAK月GZCGSPTZQDDm m HHY=エXRQm EZLS札EKェEPEGX打RTRKD訂乃く九ェRSGTpGm CQKm T--TELm aD肌 TRL工NCPNLZXPXSPY刑コ〉LRSIHY
WXREGACGYPTZQNENDYFEm m ITERQW SRZIByAKェEPDGKSRALⅥ)ZER 工RNGTm RCQm V一一TELq 工TLI=SDm FZm FLPGSPYLCPt7NSIHY
WRKEGACGYPTZADDHHYFSTV工EJ4YZて口(RQW SE工工占W エKPEGRm Dm ェSPSIDY7CKPFu CXItWQqI--¶Ⅱ〃m LL:SD汎 TQFⅣ CPNPFp2GSPYFQ INNIQY

WDKEGTCGSPTZIDKNHYFQm RKYITERQW SYm RANZNPD3KGRTRKDZQ工AコWSm KEZqu CQm GZ--Tn W SLCSm GXyFZNCPNXTpGKTRYSCPTWDIHY
Ⅷ GTCGYPTZADDHHYFSm EXYTTKRQW SEZW KPEGRFRm DTⅥ汲ェSQSIDDKEPm m Z--TELW GZCSD肌 TQFェ甘CPZIPFPCPSPYIJCPm IQY
WZKHGSCGNPPIHNDTHYFQm ttZ4YIZKRQm EZLSNAKZEpEGXyRでRKDm m GTNGm CQKtWRTI-帆 SDRNLm ZNCPNLZKPXSPYm LKSIQY
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図2-2 10種類のセイヨウナシS-RNaseの推定アミノ酸配列の比較.
10種類のS-RNase問で保存されているアミノ酸残基を網掛けで示す.高次構造形成に関与する8つのシステイン残基 およ拭 RNase活性に必須の2つ
のヒスチジン残基をそれぞれ*と井で記す.シグナルペプチド,超可変 (HV)街現 保存簡域 (Cl.C2,C3,RC4,C5)は下線により示す.イントロンの挿入
部位は▼で示す.10種類のS-RNaseは下記のaccessionnumberでDDBJに登録されている二Sd-RNafe(AB236430),Sb-RNase(AB236429),Sd-RNase(AB236427),
SerRNase(AB236428).Sg-RNase(AB258360),Sh-RNase(AB236431),SR:-RNase(AB236432),S1-RNafe(AB236425),鞄IRNase(AB236424),Sr-RNase(AB236426).



FTOqYq
一一A⊂GCAG⊂AATAT⊂AG

So-RNcIse TTTACGCAGCAATATCAGCTGGCTGTCTGCCACTTTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACGGTTCACGGTTTGTGGCCTTC
Sb-RNose TTTA〔GCAGCAATATCAGC〔GG〔TGTCTGCAA〔TCTAATCCAACT〔(TTGTAAGGAT〔〔T〔CTGA〔AAGTTGTTTACTGTTCACGGTTTGTGGCCTTC
Sd-RNose TTTA〔G〔AG〔AATATCAG〔(GGCCGTATGCAACTCTAAT〔CTA〔TCCTTGTAACGAT〔GT〔〔TGAAAAATTGTTTACGGTTCACGGTTTGTGGCCTT〔
Se-RNctse TTTACGCAGCAATATCAGCCGGCTGCCTGCAATTCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTACTGAGAAATTGTTTACGGTTCACGGTTTGTGGCCTTC
Sg-RNose TTCA〔GCATCAATAT(AGCCGGCTGTCTGCAACT(TAAT(GTA〔TCCTTGTAAGGAT〔CTC〔TGACAAATTGTTTACGGTTCACGGTTTGTGG〔(TTC
Sh-RNcLSe TTTACGCAGCAATATCAGCCGGCTGCCTGCAACTCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTACTGACAAGTTGTTTACGGTTCACGGTTTGTGGCCTTC
Sk-RNQSe TTTA(G〔AGCAATAT(AG(CGGCTGT(TGCAACTCTAATC(TACTCCTTGTAAGGATCCT〔CTGA〔AAGTTGTTTACGGTT(ATGGTTTGTGGCCTTC
Sl-RNcLSe TTTACACAG〔AATAT(AG〔CGGCTG〔〔TG(AAGTTTCA〔〔ATACT〔⊂TTGTAAGGATCCT(TTGA〔AAGTTGTTTA〔GGTT〔ACGGATTATGG⊂CTTC
Sq-RNQSe TTTACGCAGCAATATCAGC〔GG〔TGT(TGCAACT〔TAAT〔〔TACT〔〔TTGTAAGGATCCTCCTGA〔AAGTTGTTTA〔GGTT〔ATGGT〔TGTGGC〔TTC
Sr-RNcLSe TTTACGCAGCAATATCAGCCAGCTGTCTGCTACTTTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACGGTTCACGGTTTGTGGCCTTC

So-RNose AAACAG〔ACAGGAAATGACCCAATGTA〔TGCAAGAATACAA〔〔TTGAATT(TACTAAGgtQqtOttOttC旧tQOttOgCLtg9--...-.
Sb-RNose AGACTCGAATGGAAATGA〔⊂〔AAAATATTG〔AAGGCGCCG〔〔ATAT〔AGACGgtodtdttdttCIgCCttOqtCCLgOtCLgtCQQ‥‥...‥.
Sd-RNcISe AAA〔AAGAAGGGAC〔TGACCCAGAAAAATG〔AAGAATATA〔AAATGAATT(TCAGAAGgtodtdtt(コttqOtQCLtgOgCIt(コ9---.-.
Se-RNcIse AAA〔T〔TAATGGACCTGA⊂⊂CAGTAAA〔TG〔AAGC〔GAAAAC〔AAGGTGC(TCAGGCGCAGCAGC〔Ggt(】8tttCLtCtgQOd‥‥...‥.
Sg-RNcISe AAACAGGAATGGA(〔TGAC⊂(AGAGTATTGCAAGAA⊂ACAACCTTGGATGTTACCAAGgtootdttOttCLgtCLdttOgCtC00‥.....‥.
Sh-RNqse AAACAAAATAGGAGG〔GAC〔(AGAATATTG〔AAGATAAGGAATC〔T〔GGAAGgtocLtOttqttCLgtOCItCggQtdgtCdCLtd.‥‥‥‥.
Sk-RNcISe AAATGTTAATGGAAGTGACCCCAAGAAATG〔AAAGCTACAATCTTAAATCCTCAAACGgt(】qtottqttccLggOOOddttdd‥‥.‥".
Sl-RNose AAA(TTTAATGGA〔CTGA(CCAGAAAACTGCAAGGT(AAACCCACGGCGT(TCAAACGgtd8t｡ttQttgCttOQtadgQtO9.--.-..
Sq-RNose AAATGTTAATGGAAGTGAC〔⊂(AAGAAATGCAAAA〔TACAAT〔TTGAAACCT⊂GAACGgtodt(】ttCLttCCIggOddddttQO‥‥‥..‥
らr-RNcISe AAACTTGAATGGACCTCA〔〔〔AGAAAATTGCA〔GAACGCAACCGTGAATTCTCAGAGGgtdQtQttCLttgOtCIOtCCtgOtag-----

ScI-RNose ‥‥.‥‥.t⊂OtQCIOtttttttttOttQtQttOtOttCtCOgCLtOgCOCICItCtgQCCIgCCCqgttggaAATTATTTGGC〔CAA(GT
Sb-RNose ‥.‥‥...qqQttOtttCtattqtOtqttqttOtdttgt⊂QgqtgCLOOCLtd⊂tCgCLQ⊂CCCdCttggtAATTATTTGG〔⊂GAACGT
Sd-RNose ‥.....‥.otgQqttgtttCtqttCLt(】tCLdttdtqttgtCOgCLtOggqOqtCttggCdgCCCQgttggqAATTATTTGG〔⊂GAACGT
Se-RNose ‥.‥‥‥.ocLtttttttClttgt(コtQttttQttttgtCOgQtdgOtCCCLtCqCtCdOdCCCCOgttggQAATTATTTGG〔〔GAACGT
Sg-RNose .......‥.cttttttttttCtttctootgCqtqotdttttCOgOt(1ggqCLCttCtCCdQgCqCOgttggCL〔ATTATTTGG〔⊂GAACGT
Sh-RNQSe ‥.‥‥...QttttttCLaQttgtCLCQtQttCtQttgtCdgQgQgCCtQQddQQCtCgQQCCCCdgttggQAATTATTTGGCCGAACGT
Sk-RNose ‥..‥..‥gtQCItttttttCt(コttQtCIOt(コttOtCLttgtCagdtCLCLCCLgCItCttCLddgCCCdgCtggQAATTATTTGGCCGAA〔GT
Sl-RNcISe ‥.‥..‥.tOtttttCt(lttgt(ltQtCIttgtCLttttCCtgQtOgdtdCCItCCICtCdOdCCCCdgttggqAATTATTTGGCCGAA〔GT
Sq-RNcISe ‥‥.‥‥.qtQCttttttttCtdttCttOqt(】ttCttCtttgtCdgOtQdgCICtqtCttddOgCCCCLgCtggClAATTATTTGGCCAAA〔GT
～r-RNose -･--･-ottt(】CCtogCtcLtdtt｡tQt(コttOtOttgtCCtgOtOqCQOCItOt⊂CQCLgCCCOgttgQQAATTATTTGGCCGAA〔IGJ

TTAATAAAC〔GGYTTRrA
Ep-Qnti-ⅠIWPNV

GTAATAAACCGGYTT紅A
EPSg-onti-IIWPNV

図2-3 プライマー F̀TQQYQ'と ÈP-anti-IIWPNV2'により増幅されるS-RNase,対立遺伝子の部分塩基配列.
樺色 プライマJ FTQQYQ'と ÈP-anti-ⅠIWPNV'およびEPSg-anti-HWPNV2'( がプライマーの5'側)を表す.赤字は,他の9
種類のS-RNase対立遺伝子と異なる塩基を示す.イントロンは小文字で示し,途中の配列は点線で省略している.
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図24ゲノミックPCRによる10種類のS-RNase対立遺伝子の増幅(a-C)および6種類の制限酵素による識別切断(d-1)
(a)プライマJFTQQYQ'と̀EP-antiJWPNV'を用いたpcR,(b)プライマ-'FTQQYQ'と̀EPSg-anti-IWPNV'を
用いたpcR,(C)プライマJ FTQQYQ'と̀EP-anti-IWPNV2'を用いたpcR.
(d)βgmによる切断,(epindIIIによる切断,(lVphIによる切断,
(gpcoOIO9Iによる切断,(h)βsSHIlによる切断,(i)βaeIによる切断.
lane1,ゼ ネラル･レクラーグ (SLSq),lane2,'ウィンター･ネリス'(ShSk);lane3,フレミッシュ･ビュ-ティJ (SdSe);

lane4,ラ･フランス'(SeSr),lane5,宰ワイエネ･デュ･コミス'(SaSb)･,lane6,'パス･クラサン (SgSr).
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(図2-4b).そこで,この2種類のリバースプライマーの混合プライマーを ÈP-anti-IIWPNV2'とし,

'FTQQYQ'ともに用いてゲノミックpCRを行なったところ,10種類のS-RNaseの断片を増幅す

ることができた (図2-4C).̀ゼネラル ･レクラーク'(SISq)から約 1,400bpと約 1,300bpの断片が,

'ウインター ･ネリス'(ShSk)から約 l,300bpと約 350bpの断片が,̀フレミッシュ ･ビューティ

J (SdSe)から約 1,000bpと約350bpの断片が,̀ラ･フランス'(SeSr)から約 1,000bpと約350bp

の断片が,̀ドワイエネ ･デュ･コミス'(SbSb)から約450bpと約 350bpの断片が,̀パス ･クラサ

ン'(SgSr)から約2,000bpと約350bpの断片が増幅された.

これらの増幅断片をゲル抽出した後,プライマー F̀TQQYQ',および,̀EP-anti-IIWPNV'また

は ÈPSg-anti-IIWPNV'を用いて両端からDNA配列を決定した.配列を 10種類のS-RNaseCDNA

と比較した結果,各増幅断片は10種類のS-RNasecDNAに対応付けられ,HV簡域に対立遺伝子

特異的な配列および長さを有する 1つのイントロンが挿入されていることが明らかになった.

約1.Okb以上のSe-,Sg-,Sk-,SI-,Sq-RNase増幅断片に含まれるイントロン配列をプライマーウオ

ーキングにより完全に決定した.10種類のS-RNase対立遺伝子のゲノミックPCR断片長とイン

トロン長は以下の通りに決定された (図2-5-14);Sa345bp(イントロン 145bp),Sb440bp(同

246bp),Sd369bp(同169bp),Se998bp(同786bp),Sgl,906bp(同 1,706bp),Sh345bp(同148bp),

Sk1,274bp(同 1,074bp),SI1,414bp(同 1,211bp),SqI,283bp(同 1,083bp),Sr353bp(同 153bp).

ゲノミックPCR後のアガロースゲル電気泳動により,Sg-,SI-,Se-,Sb-RNase対立遺伝子は断片

長から識別できた.sk-およびsq-RNase対立遺伝子は約 1.3kb断片として,Sa-,Sd-,Sh-,Sr-RNase

対立遺伝子は約 350bp断片としてほぼ同じ断片長に検出されたので,断片長による識別が困難

であった.そこで,これらの断片を特異的に切断できる制限静索を探索した.クローニングし

た10種類のS-RNaseだけでなく,データベースに登録されているSc-,Si一,Sm-,Sn-,So-,SpIRNase

のゲノミックDNA塩基配列も含めて検討し,6種類の制限酵素,BgnI,HindIII,SphI,EcoO109Ⅰ,

BssHII,BaeIを選択した.約 1.3kb断片はBgnIとHindIII処理における切断の有無により栽別可

能となった:BglIIはSk-RNase断片のみを l,022bpと214bpの断片に切断した (図2-4d,lane2);

HindIIIはSq-RNase断片のみを960bpと323bpの断片に切断した (図2-4e,laneI),約350bp断

片については,SphI,EcoOIO9Ⅰ,BssHII,BaeI処理における切断の有無により識別可能になった:

SphIはSa-RNase断片のみを233bpと112bpの断片に切断した (図2-4f,lane5);EcoOIO9Iは

Sd-RNase断片を260bpと109bpの断片に切断するだけでなく (図2-4g,lane3),Sl-RNase断片も

1149bpと265bpに切断した (図214g,lanel);BssHIIはsh-RNase断片のみを210bpと135bpの

断片に切断した (図214h,lane2);BaeIはSr-RNase断片を 195bpと125bpの断片に切断するだ
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ATGGGGATTACGGGGATTATATATATGGTTACGATGGTATTTTTATTAATTGTATTAATA
M G I T G I I Y M V T M V F L L i V L I

TEGCgTTECCgTASGG古AGEAT章cG畠TTSTTETC組 .早 良G(紺 ｢̀､6°cIGG宝T

GTCTGCCACTTTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
VC H F N P T P C K D P P D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACAGCACAGGAAATGACCCAATGTACTGCAAGAATACAACCTTG
G L W P S N S T G N D P M Y C K N T T L

AATTCTACTAAG-gtaatattattaataattagatggtcaatattgtttatttcatatat
N S T K

acatatactcaacatagattttcatgcatgcgtgtgcaaatattacaattaatttaaaat

ttaatcataaatttttttttattatattatattctcag-ATAGCAAATCTGACAGCCCAG
I A N L T A Q

TEGG会uTT雪1TGG(ScA銅 ACETG去TC旨AA宇cG去TCBTA‡AA門 cT旨GAANTA針

CAGTGGAACAAACATGGCAGCTGTGGGCGTCCCGCAATACAGAACGACATGCATTACTTG
Q W N K H G S C G 氏 P A I Q N D M H Y L

CAGACAGTAATCAAAATGTACATAACCCAGAAACAAAACGTCTCTGAAATCCTCTCAAAG
Q T V I K M Y I T Q K Q N V S E I L S K

GCGAAGATTGAACCGGTGGGGAGATTCTGGACACAGAAGGAAATTGAAAAGGCCATACGC
A K I E P V G R F W T Q K E I E K A I R

AAAGGTACCAACAATAAGGAACCAAAACTCAAGTGCCAAAGGAATACTCAGGGGACTGAA
K G T N N K E P K L K C Q R N T Q G T E

TTGGTTGAGGTCACTATTTGTAGCGATCGCAACTTAAAGCAGTTCATAGATTGCCCCCGC
L V E V T I C S D R N L K Q F I D C P 氏

CCTATTTTAAATGGATCACGATACTACTGCCCCACCAATAATATTCTGTATTAA
P I L N G S R Y Y C P T N N I L Y *
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図2-5 Sa-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236430).
赤色:HV領域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
千,#K.･シグナルペプチ ド,小文字 イントロン,
樺色.･CAPSマ一一カーシステムのプライマー一一の位置 ( がプライマ一一の5'側)を表す.
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ATGGGGACGGGGATGATATATATGGTTATGATGGTATTTTCCCTAATTGTATTAATATTG
M G T G M I Y M V M M V F S L I V L I L

TCTTCGTCCACGGTGGGATTCGATTATTATCAA ＼((1,(1㌔(,(HHI(1(,CCGGCTGTC
S S S T V G F D Y Y Q F T Q Q Y Q P A V

TGCAACTCTAATCCAACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACTGTTCACGGT
C N S N P T P C K D P P D K L F T V H G

TTGTGGCCTTCAGACTCGAATGGAAATGACCCAAAATATTGCAAGGCGCCGCCATATCAG
L W P S D S N G N D P K Y C K A ド I) Y Q

ACGgtaatattattagcataatcagatagtcaatattgtttatctcatttatgtacttgt
T

gtgtgtatatatatatttttggataatgctagagcctccaaatttttaaaccaaatgatg
tgtcacaataagatataagaaatttagtctttctaacattactctatatttttttgatat
atacaaatattacacttaatttaaaattttatcataaattatttctattatatattatta

tattgtcagATGAAAATACTCGAACCCCACTTGGTl＼H＼1日 (I(7日 (,H ACTCAAT
MK ] L E P H L V I I W P NJv L N

CGAAACGATCATGAAGTCTTCTGGCGTAAACAGTGGGATAAACATGGCTCCTGTGCGTCT
R N D H E V F W 冗 K Q W D K H G S C A S

TCCCCGATTCAGAACCAGACGCATTACTTTGATACAGTAATCAAAATGTACACAACCCAG
S P I Q N Q T H Y F D T V I K M Y T T Q

AM CAAAACGTTTCTGAAATCCTCTCAAAGGCGAATATTAAACCGGGTAGGAAAAGCAGG
K Q N V S E I L S 冗 A N I K P G 氏 K S R

AGGCTGGTGGATATTGAAAATGCCATACGCAAAGTTATCAACAATATGACACCAAAATTC
R L V D I E N A I R K V I N N M T P 冗 F

AAGTGCCAAAAGAATCCTAGGACATCATTGACTGAATTGGTTGAGGTCGGTCTTTGCAGC
K C Q K N P R T S L T E L V E V G L C S

GATAGCAACTTAACGCAGTTCATAAATTGTCCCCACCCATTTCCACAAGGATCACGGTAT
D S N L T Q F I N C P H P F P Q G S R Y

TTCTGCCCCACCAATATTCAGTATTAA
F r P T N I Q Y *
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図216 Sb-RNaseゲノムDNAの部分塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236429).
赤色:HV領域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
樺色:CAPSマーカーシステムのプライマ--の位置 ( がプライマー一一の5'側)を表す
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ATGGGAAATACGGGGATGATATATATGTTTACAATGGTATTTTCATTAATAGTATTAATA
M G N T G M I Y M F T M V F S L i V L I

TTGTCTTCGTCAACGGTGGGATACGATTATTTTCAA ＼(日 日 lI1((CCGGCC
L S S S T V G Y D Y F Q F T Q Q Y Q P A

GTATGCAACTCTAATCCTACTCCTTGTAACGATCGTCCTGAAAAATTGTTTACGGTTCAC
V C N S N P T P C N D R P E K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACAAGAAGGGACCTGACCCAGAAAAATGCAAGAATATACAAATG
G L W P S N K K G P D P E K C K N I Q M

AATTCTCAGAAG-gtaatattattaataatgagatagtcaatattgtttatttcatttat
N S Q K

gcacttgtgtataaaatatattacatatactcaacatagattttcatgcacacctgtgca
aatattagaattaatttaaaatttaatcatgaattgtttctattatataattatattgtc

ag-ATAGGAAATATGGCAGCCCAGTTGGA＼=11十日 ('日 日 H ACTCAATCGAACC
I G N M A A Q L E I I W P N V L N 氏 T

GATCATGTAGGCTTCTGGGAAAGAGAGTGGCTCAAACATGGCACCTGCGGGTATCCCACA
DH V G F W E R E W L K H G T C G Y P T

ATAAGGGACGACATGCATTACTTAAAAACAGTAATCAAAATGTACATAACCCAGAAACAA
I R D D M H Y L K T V I K M Y I T Q K Q

AACGTCTCTGCAATTCTCTCGAAGGCGATGATTCAACCGAACGGGCAAAACAGGTCATTG
N V S A I L S K A M I Q P N G Q N 冗 S L

GTGGATATTGAAAATGCCATACGCAGTGGTACCAACAATACGAAACCAAAATTCAAGTGC
V D I E N A I R S G T N N T K P K F K C

CAAAAGAATACTAGGACGACGACTGAATTAGTTGAGGTCACTCTTTGCAGTGATAGAGAC
Q K N T R T T T E L V E V T L C S D R D

TTAACGAAGTTCATAAATTGCCCCCAACCACAACAAGGATCACGATATCTCTGCCCCGCC
L T K F i N C P Q P Q Q G S R Y L C P A

GATGTTCAGTATTAA
DV Q Y *
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図2-7 Sd-W aseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236427).
赤色:HV領域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イントロン,
樺色:CAPSマ一一カーーシステムのプライマーの位置 (l■がプライマ一一の5′側)を表す
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ATGGGGATTACGAGGATGATATATATGGTTACGATGGCATTTTCATTAATTGTATTAATA
M G I T R M I Y M V T M A F S L i V L I

TTGTCTTCGTCCACGATGGGGTACGATTATTTTCAAt1 ～((.(㌔(,(日日1(1(,CCGGCT
L S S S T M G Y D Y F Q F T Q Q Y Q P A

GCCTGCAATTCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTACTGAGAAATTGTTTACGGTTCAC
A C N S N P T P C K D P T E K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACTCTAATGGACCTGACCCAGTAAACTGCAAGCCGAAAACCAAG
G L W P S N S N G P D P V N C K P 冗 T K

GTGCCTCAGGCGCAGCAGCCGgtaatttatctgaaagtttaactttccctctctaaacac
Vド Q ∧ Q Q P

attttttctagcctataacccatcgtatcgtatttatcacaataaaacccaataatcaga
atccaactaaacaacttaccaaattattttgtgtgtcatttttttatattttttaaatct
ctaatatgccctcat′'十っっL'ハハつLT十っ十汀∩つつagCtCttgtaattaCgttttaattgatga
catgcatccaatttggcaaggttttgtagccaagaaatctagttcaaaatgtaggattta
atttggaaatatttttcatttcaacaataaatttcgatttgaatatacctaattttaggg
tttaatttcaacaatatatattgtttaattttataaaaataacatagctactatgaaact
tacctacggtttattttcttatgaaaattatgcacctacctttgaattttgacaaagtta
atgtatctgctttttttaatttttaacaaaactaagttacctacttctttttatagtatt
agtatacataatatgtagaacatatgttcgtatgtatttgatctaatttagttttggatt
ggggaagttcacacaaaattaaatgtctgaaaaaatgaataagagatatggtggcctgat
tttatatataaacacaaattcatggacatcttttgttcaacatgacatcttattcaaatt
ttgagttttacttagaagtcatcatacatgtgggcttttgtctagaagttatcataaatt

tttttattgtatattttattttgtcagATAGATCCATCACTCAAACCCCAGTTGGA目口
l D P S I. K P Q L E I

H H (.(日 (,H t■r ATTCAATCGAGCCGATAATGAAAGCTTCTGGAATAAACAGTGGGAC
I W P N V F N R A D N E S F W N K Q W D

… CATGGCACCTGTGGGTATCCCACAATAAAAGACAAGAACCATTACCTTCAAACAGTA
K H G T C G Y P T I K D K N H Y L Q T V

ATCAAAATGTACATAACCCAGAAACAAAACGTCTCTCAAATCCTATCCAAAGCCAACATC
I K M Y I T Q K Q N V S Q I L S K A N I

AATCCAGACGGTATAGGCAGGACACGGAAGCTAATTGAAAATGCCATACGCAATGGTACC
N P D G I G R T R K L I E N A I R N G T

AACGATAAGGAACCAAAACTCAAGTGCCAAAAGAATAATGGGACTATTGAATTGGTCGAG
N D K E P K L K C Q K N N G T I E L V E

GTCAGTCTTTGCAGCAATTACCTCGGAAAACATTTCATAAATTGCCCCAACAAAATTCCA
V S L C S N Y L G 冗 H F I N C P N K i P

CAAGGATCACGATATTTCTGCCCCATCAAAGATATCCAGTATTAA
Q G S 氏 Y F C P I K D I Q Y *
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図2-8 Se-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236428).
赤色 HV領域,青色 高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イン トロン,
樺色 CAPSマーカ-システムのプライマ一一の位置 (⊂コがプライマー--の5,側)を表す
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ATGGGGATCATTGGGATGATATATATGGTTATGATGGTATTTTCATTAATTGTATTAATA
M G I I G M I Y M V M M V F S L I V L I

TTGTCTTCGTCCACGGTGGGATTCGATTATTTTCAA A H ( T( ナH LCCGGCT
L S S S T V G F D Y F Q F T H Q Y Q P A

GTCTGCAACTCTAATCGTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAATTGTTTACGGTTCAC
V C N S N R T P C 冗 D P P D 冗 L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACAGGAATGGACCTGACCCAGAGTATTGCAAGAACACAACCTTG
G L W P S N R N G P D P E Y C ド N T T L

GATGTTACCAAGgtaatattattagtaattagacaatattgtttatttcatgtatacata
D V T K

tactcaacatagattttcatacacgcgtgtgagcattttccaataaatttaaaatttagt
cataatttttttctattgaaaatatgagtataccctttgaaattcaattagttttaatta
agggaattttaacgaaaaactcccggtactattcattttaacgaaaaaccatatttttac
actaaaaaatcaatcctgatactatttactttaccctttattttatcttttttgttaaaa
ctcaaagttttcaagctcttttcattagttttcttcttaattaaaccccactatgataga
tttacctgacaaataccaaatgactaggctccaactaagcaatatccataattaagtttg
acatggcaaaatttgttggatgtctaaattaccccccccagtacattgaccttgggtcta
ttacttgttttatctacaataaaggagagggagtagacttagcctcataatgcgctagca
ataatatggttcaaatttgccatttgcgagaaccgaacctaagcctctctcttacaagtg
aaaaggaatatcactagactcaaatttgccttttgcgagatccgaacctaagcctctctc
ttacaagtgacaaggaatatcactagactggagtactaagtgatgcgttgttacttgtta
tctacatttcttttacattatttcaatcaattaaatgttttcaaacagcttatgaggatt
tggaataaaaattacatgatattagagttttgttcctcatatagttgttttcacatttgc
gtcaacttgagcattttttgttccttttcagatgatggtaacaggtaaattagtatattc
taaaaatataaaaatgttattttattcaaaataccaatattttacatataaatatagata
aattatcttgcacaacatatatatatatatatataacaatataaattcctagtaaattat
gtaataatacatgccaaaataatttacatactatttaaataaaaattgttttattcaaaa
taattaagcacctatattttgaaaaaaaaggggtaaattatttgcacaagcatatataca
tatatattaataatattaaaacgtgcctaacatatgtaataatacatgcaaaataaataa
gtgttaattgattccacaaacaccatattataacaattaaatgagcctggtatatgtaat
aatacatgcaaaacaatttacctataaaataaagaatgtttttagccatttgattcaaaa
aataattatttagctatataataataacaaaatgtgcataatatgtacatacaaaataat
ttatctccaatggttgtcaaacaaataaaagaaatggaacatatgatggtaagacgaata
gacacttgtgtaatagtagggcacttattttccataattatggtgggtaagtaaattcat
taacataattgttgcacgtgtgaaaatattttgtaaataagaggtactactttgtttaca
tggcaatctatttcaaattttggttctatttggatgtttaaaatcatgcgggtttttgtc
aagaaaataattgttgtatgggcttacatctaaagatttttctgaatattttgttcaaaa
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aaagatttttttttctttctaatgcataatattttcag-ATAGGG増 TCTcc8AĜCAC8G 197991

TTGGAhTTllT(.日 日 ＼＼t ATATGATCGCACTAATAATGTAGGCTTTTGGAGTAAA 2039
L D I ∫ W P N V Y D R T N N V G F W S K 111

CAGTGGGCAAAACATGGCATCTGTGGGTCTCCCACAATACAGGACGACGTGAATTACCTT 2099
Q W A K H G I C G S P T I Q D D V N Y L 13l

GAAACAGTAATCAACATGTACATAATCAAGAAACAAAACGTTTTTGAAATCCTCTCAAAT 2159
E T V I N M Y I I K K Q N V F E I L S N 151

GCGAAGATTGAGCCGGAGGGAAAAAACAGGACACGAAAGGACATTGTAAAAGCCATACGC 2219
A 冗 i E P E G 冗 N R T R K D I V 冗 A I R 171

AGTGGTACCAACGGTAAGAGACCAAAACTTAAGTGCCAAAAGAATAATAGGACGACTGAA 227g
S G T N G 冗 R P 冗 L 冗 C Q K N N R T T E 191

TTGGTTGAGGTCACTCTTTGCAGCGATAGAAACTTAACGCGGTTAATAAATTGCCCCAAC 2339
L V E V T L C S D R N L T R L i N C P N 211

CTAATTAAGCCAAAATCACCATATTTCTGTCCCTTGAAAAGTATTCATTATTAA 2393
L I K P 冗 S P Y F (' P L 冗 S I H Y * 228

図219 Sg-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB258360).
赤色:HV領域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチド,小文字:イントロン,
樺色:CAPSマーカ一一システムのプライマ←の位置 (｢ がプライマーの5'側)を表す.
RT-PCRで Sg-RNaseが増幅されなかった原因と推測された塩基を水色で示す.
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ATGGGGATTACGGGGATGATATACATGGTTACGATGGTATTTTCATTACTTGTATCAATA
M G I T G M I Y M V T M V F S L L V S I

TEGTETTEGTEcAfGG古GGEATEcG畠TTSTTETC合輿 望 ;̀̀､占｡̀'8AriT'18｡'CEGGACT

GCCTGCAACTCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTACTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
A C N S N P T P C K D P T D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACAAAATAGGAGGCGACCCAGAATATTGCAAGATAAGGAATCCT
G L W P S N K I G G D P E Y C K I R N P

CGGAAGgtaatattattagtaatcggatagtcaatattgtttatttcatttatatacttg
R K

tgtgtgcgcgcgagtgtgtgtataatttttcttaataccaattaatttaaattttaatca

taaattttttaaattgtacatattctattgtcag-1AGAGCAAAAAAACTCGAACCCCAG
R A K K L E P Q

TIGGEへ̂'Ir''Al'iTr紺 l･̂51iACIcG去TCBAA;CAANTCATA門 cT吉cTGwGAETA岳A

CAGTGGAAAAAACATGGCGCCTGTGGGTATCCCACAATACAGAACGAGAATGATTACTTT
Q W K K H G A C G Y P T I Q N E N D Y F

GAAACAGTAATCAAAATGTACATAACCGAGAAACAAAACGTCTCTCGAATCCTCTCAAAT
E T V I K M Y I T E K Q N V S 氏 I L S N

GCAAAGATTGAACCGGACGGGAAAAGCAGAGCGCTGGTGGACATTGAAAATGCCATACGC
A K I E P D G K S R A L V D I E N A i R

AACGGTACCAACAATAAGTTACCAAAATTGAAGTGCCAAAAGAAGACTAGGGTGACTGAA
N G T N N K L P K L K C Q K K T R V T E

TTGGTTGAGATCACTCTTTGCAGCGATAAAAATAGAGCACATTTCATTGATTGCCCCAAC
L V E I T L C S D K N R A H F I D C P N

CCCTTTCTACCAGGATCACCATATTTATGCCCCAACAACAGTATCCACTATTAA
P F L P G S P Y L C P N N S I H Y *
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図2-10 Sh-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236431).

赤色:HV蘭域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色 RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イントロン,
樺色 CAPSマ-カーシステムのプライマーの位置 (d がプライマーの5･側)を表す
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ATGGGGATTACAGGGATGATATATATGGTTACAATGGTATTTTCATTAATTGTATTAATA
M G I T G M I Y M V T M V F S L I V L I

TTGTCTTCGTCCGCGGTGAAATTCGATTATTTTCAA打T!t(.(;(I:～(;(.＼廿1TH(iCCGGCT
L S S S A V K F D Y F Q F T Q Q Y Q P A

GTCTGCAACTCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACGGTTCAT
V C N S N P T P C K D P P D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAATGTTAATGGAAGTGACCCCAAGAAATGCAAAGCTACAATCTTA
G L W P S N V N G S D P K K C K A T 1 L

AATCCTCAAACGgtaatattattcaggaaaaattaatatttggtccttagttataatgtt
N P Q T

cattaattgagatcttattagttttcaaattttgatcgaagtctctaacattattgtata
aatgaattcaaatgtcagttacataatttttcaaataaaaattagtaattgaaacttaca
accttattaaactcctaactaattttcaattccaaacatttccaaaaaaaaataaaaatt
agaataagtttgtacccattaatttttataaaaatattttcaatttttaaattttaaatg
cagccattcatataattttttaattttttctaatcttacatttacccattctttaatata
ccattttgttacgtaaaatgtacctttttttaaaataacaaatccgttgaatttttttct
aaaccatttattttaaattatccatttaatgtaaccattttttttatattaaatccattc
aattttttttttttctaatccattttttaaacttatatggggacattctattttgttgac
ttgagagtgtatcgatgccaagtttaatggaagaaatttaataatgtaattaagcctaat
acctctcttttttttctttcaaaaatgtaccgatgtttgatacaataaccttttgttagt
tttaatgaacgtacccatgttttcatacacacacacacacacacatatatgtatgtatgt
atgcatgtaagtatgtatgtataaataatatattggagaacataatttattcattaattt
ttttaatcccataagtggattttattcaaaatctcattaatataaacaaccacaaatttt
aatttttcatttaaaattataataacctacataaaaatacattattatatgatgtcagag
gtttcgatcaaaaacagaaaatcaataatatttcaattaaagaacattgataattaggac
cgtatccaaaatctccgtattattaataattagatagtcaatattgttcatcttttcata
tatacatattactattaatttaaaatttaatcgtaatttttttctattataatattatat

tgtcagATAACAGATCTTAAAGCCCAGCTGGA.廿lT=Tr(17(''(I(.(17uf(7rrACTCAATCGA
I T D L K A Q L E I I W P 〟 V L N R

AAGGCCCATGTACGCTTCTGGCGTAAACAGTGGCGTAAACATGGCGCCTGTGGGTACCCC
K A H V R F W R K Q W R K H G A C G Y P

ACAATAGCGGACGACATGCATTACTTTAGCACAGTAATCGAAATGTACATAACCAAGAAA
T I A D D M H Y F S T V I E M Y I T K K

CAAAACGTCTCTGAAATCCTCTCAAAGGCGAACATTAAACCGGAGGGGAGATTCAGGACA
Q N V S E I L S K A N I K P E G R F R T

CGGGACGACATTGTAAATGCCATAAGCCCAAGTATCGACTATAAGAAACCAAAACTCAAG
R D D I V N A I S P S I D Y K K P K L K

TGCAAGATCAATAATCAGACAACTGAATTGGTTGAGGTCGGTCTTTGTAGCGATAACAAC
C K I N N Q T T E L V E V G L C S D N N

TTAACGCAGTTCATAAATTGCCCAAACCCATTTCCTCAAGGATCACCATATTTCTGCCCC
L T Q F I N C P N P F P Q G S P Y F C P

ACCAATAATATTCAGTATTAA
T N N I Q Y *
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図2-ll Sk-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236432).
赤色:HV街域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチド,小文字:イントロン,
樺色:CAPSマーカーシステムのプライマ-の位置 (- がプライマーの5'側)を表す
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ATGGGGATTACGGGGATGATATATATGGTTACGATGGTATTTTCATTAATTGTATTAATT
M G I T G M I Y M V T M V F S L I V L I

TIGTETTEGTETG宝GG宝GAkAT寺cG会TTSTTEGC蹄 凱㌢'ta'r8･JrrS｡la''CBGGET

GCCTGCAAGTTTCACCATACTCCTTGTAAGGATCCTCTTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
A C K F H H T P C K D P L D K L F T V H

GGATTATGGCCTTCAAACTTTAATGGACCTGACCCAGAAAACTGCAAGGTCAAACCCACG
G L W P S N F N G P D P E N C K V K P T

GCGTCTCAAACGgtaatattattgataataagatagtcaatgtttaggaaaattaatatc
A S Q T

atgttcttatttattaatgttcattaaccgagaccttaatagtttttagattttaattga
ggtccctatttttactatattaatgagtcagttccttaatttcttaaaaaaaaaattaat
aaattgatttagggttttaatactcacactttactaaacttctaattaattttggattca
aaacatttccaaaataaaaaataaaataaaataaaaataagtttgtacttattaattttt
tataataagatttttcaaattcttaatcctaaatgtacccattcatattttttttttttt
tttgtcaaacaatagattttgttagattagatgtttgattagtcaccgacaagctcgaac
ccacactgtcatgcaagggctcaacaccttttcactactgtgataaagggccacttgcta
aatgtacccattcatatagtattgtatttcaaatttataatcttaaatacattcttaaat
gtatcaatttgttatatgtaaaatccatattttttttaatataaaatatacccatttttt
tgtacaaaatccattcaatttttttaaatccattttaaaacttatatgggtacattcttt
ttcgttgatttgaaaatatatccatgtcaagtttaatcgaagaagttactaatgctatta
agactagtatctattattttggttttgaagaatgtacccatgtgttgatataacaacttt
tcggttaatgttgatgaatagtacccatgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgtacatacacac
acaaatatattggagaatataattcttttcatattttcattcccacaaattatgggtttt
atttaaaatctcattaatatataccaccccaaattttaatttttgatttaaaattctaat
aatctacatagaaatacattgttacattaatttctgagattttgaaaaaaataaaaaaaa
aaataaaaaaaacaccaacaaagtttcagttaaagaacatttctaatagggacaggatcc
aaagtctattatttatttcatttatttacttgtgtatatatacatatacgcaacatagat
tttcaggtacgcttgtgcaaatattacaatcaatttaaaatttaatcataaatatttttc

tattgtatatattgtattttcag-ATAGATACATCACTCAAACCCCAGTTGGA川 11日T
T D T S L K P Q L E I I

■~
'r(,(,(1(1(1.･u(て',TATTCAATCGAGCCGATCATGAAAGCTTCTGGCAAAAACAGTGGGACAAA
W P N V F N R A D H E S F W Q K Q W D K

CATGGCACCTGTGGGTCTCCCACAATAATAGACAAGAACCATTACTTTCAAACAGTAATC
H G T C G S P T I I D K N H Y F Q T V I

AGAATGTACATAACCGAGAAGCAAAACGTCTCTTATATCCTATCCAAAGCCAATATCAAT
R M Y I T E K Q N V S Y I L S K A N I N

CCGGATGGTAAGGGCAGGACACGGAAGGATATTCAAATTGCCATACGCAATAGTACCAAC
P D G K G 冗 T R K D I Q I A I 冗 N S T N

GACAAGGAACCAAAACTCAAGTGCCAAACGAAGAATGGGATAACCGAATTGGTTGAGGTC
D冗 E P K L K C Q T K N G I T E L V E V

TCACTTTGCAGCAATTACTTAGGAAAAAATTTCATAAATTGCCCCAACAAAACTCCAGGA
S L C S N Y L G K N F I N C P N K T P G

AAAACACGATATTCCTGTCCTACCAATGATATCCATTATTAA
K T R Y S C P T N D I H Y *
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図2-12 S1-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236425).
赤色:HV領域,青色 高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチド,小文字:イントロン,

樺色‥CAPSマーカーシステムのプライマ-の位置 (I がプライマーの5'側)を表す
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ATGGGGATTACAGGGATGATATATATGGTTACAGTGGTATTTTCATTAATTGTATTAATA
M G I T G M I Y M V T V V F S L I V L I

TTGTCTTCGTCCGCCGTGAAATTCGATTATTTTC
L S S S A V K F D Y F 昌:tlEニ

A(:(;(､〈(;(､̂〈'｢〈T(､〈(;CCGGCT
T Q Q Y Q P A

GTCTGCAACTCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACGGTTCAT
V C N S N P T P C K D P P D K L F T V H

GGTCTGTGGCCTTCAAATGTTAATGGAAGTGACCCCAAGAAATGCAAAACTACAATCTTG
G L W P S N V N G S D P K K C K T T I L

250 260 270 280 290 291
AAACCTCGAACGgtaatattattcaggaaaaattaatatccggtccttagttataacgtt
K P R T

tattaatttagaccttattagttttcagattttgattgaagtccctagcat十ウ十tgtata
aatgaattcaaatgtcagctacataatttttttttttaataaataaaattagtaattgaa
gcttacacccttattaaactcctaactaattttcaattcaaaacatttccaaaaaattaa
aattaaaataagtttgtacccgttaatttttcataaaaagattttcaattgtttaatctt
aaatgcagccattcatataatttttcaattttttctaatcttacatttacccattcttaa
atatatcattttgttatgtaaaatataccc十十十ttaaaatataaatgtaaaccttgttta
tataaaatccatttattttttttttctaaaccatttattttaagttatccatttttaata
taaaatgtaaccatttttatattaaatctattcaatttttttttctaatccattttgtaa
acttatatgggtacattctatttcgttgatttaagagtgtatccatgccaagtttaatgg
aagaaatttaataatgtaattaa√''I'ttaataCCtCtttttttttttgCaaaaatgtaCCC
atgtttggtacaatagctttgtttagttttaatgaaacgtacccatgctttcatttttag
tttttggagagcataatttattctttaatatttttaq十ハハCataaatggattttatttaa
aatctcattaatataaacaaccacaaattttaatttttcatttaaaattataataatcta
cataaaaatataatattacattagtgtcaaagacttcgattaaaaattaaaaatcagtaa
gatttcaagtcaaataacattgataattaggactgcatccaaaatctctctattattaat
aattagatagtcaatattgttaatcctttcatataaacttatgctcaacatagattttca
tgcactagtgaaaaatattactattaatttaaaatttaatcataatttttttctattata

atattatattgtcagATAAGAAATCTTAAAGCCCAGCTGGAÂ rrT.JYr,r･｢(;(;(I(,̂̂ F̂(熟
I R N L K A Q L E I I W P N ー -V

TCTTACTCGAAGGGCTCAGTACGCTTCTGGCGTAAACAGTGGCGTAAACATGGCACCTGT
S Y S K G S V R F W R K Q W 氏 K H G T C

GGGTACCCCACAATAGCGGACGACATGCATTACTTTAGCACAGTAATCGAAATGTACACA
G Y P T I A D D M H Y F S T V I E M Y T

ACCAAGAAACAAAACGTCTCTGAAATCCTCTTAAAGGCGAAGATTAAACCGGAGGGGAGA
T K K Q N V S E I L L K A K I 冗 P E G R

TTCAGGACACGGGACGACATTGTAAATGCCATAAGCCAGAGTATCGACGATAAGGAACCA
F R T R D D I V N A I S Q S I D D K E P

AAACTCAAGTGCAAGAACAATAATAATATAACTGAATTGGTTGAGGTCGGTATTTGCAGC
K L K C K N N N N I T E L V E V G I C S

GATAACAACTTAACGCAGTTCATAAATTGCCCTCACCCATTTCCACAAGGATCACCATAT
D N N L T Q F I N C P H P ド P Q G S P Y

TTATGCCCCACCAATAATATTCAGTATTAA
L C P T N N I Q Y *
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図2-13 Sq-肋 seゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236424).
赤色:HV飯域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチド,小文字:イントロン,
樫色:CAPSマーカ-システムのプライヤーの位置 (- がプライマーの5'側)を表す.
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ATGGGGATTACGGGGATGATACATATAGTTACGATGGTATTTTCATTAATTGTATTAATA
M G I T G M I H I V T M V F S L I V L I

TEGTETTECTgTA;GG;GGEATSCGgTTSTTETC押 i(1(､8'"'̂&∧1､sT'tlaccEA篭T

GTCTGCTACTTTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
V C Y F N P T P C K D P P D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACTTGAATGGACCTCACCCAGAAAATTGCACGAACGCAACCGTG
G L W P S N L 〟 G P H P E N C T N A T V

ABTTETC8GABGgtaatattattgataatcagatagtcactattgtttatttcatttagg

tacttgtgtttatatacatatactcaacatagattttcatgcacttacaataaatttaaa

tctaatcataaatttacctagctatattatatattatattgtcagATAACAAATATCCAA
I T N I Q

GCCCAGTTGAAÂTT̂'rT'r(;(;('〔'(;A
A Q L K I I W P 演

(舟 cTCGATCGAACCAATCATGTAGGCTTCTGG
JV L D R T N H V G F W

AATAAACAGTGGATAAAACATGGCAGCTGTGGGAATCCCCCAATAATGAACGACACGCAT
N K Q W I K H G S C G N P P I M N D T H

TACTTTCAAACAGTAATCAACATGTACATAATCAAGAAACAAAACGTTTTTGAAATCCTC
Y F Q T V I N M Y I I K K Q N V F E I L

TCAAATGCGAAGATTGAGCCGGAGGGAAAAAACAGGACACGAAAGGACATTGTAAAAGCC
S N A K I E P E G 冗 N R T R K D I V K A

ATACGCAGTGGTACCAACGGTAAGAGACCAAAACTTAAGTGCCAAAAGAATAATAGGACG
I R S G T N G K R P K L K C Q K N N R T

ACTGAATTGGTTGAGGTCACTCTTTGCAGCGATAGAAACTTAACGCGGTTAATAAATTGC
T E L V E V T L C S D R N L T R L I N C

CCCAACCTAATTAAGCCAAAATCACCATATTTCTGTCCCTTGAAAAGTATTCAGTATTAA
P N L I K P K S P Y F C P L K S I Q Y *
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図2114 Sr-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB236426).
赤色:HV領域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチド,小文字:イントロン,
樺色 CAPSマーカーシステムのプライマーの位置 (l■がプライマーの5･側)を表す.
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けでなく (図214i,lane4),SI-RNase断片も1,282bpの断片に切断した (図2-4i,laneI).以上より,

約1.3kb断片として増幅されるSk-および鞄,RNase対立遺伝子はBglIIおよびHindIIIによる,約

350bp断片として増幅されるSa-,Sd-,Sh-,Sr-RNase対立遺伝子はSphI,EcoOIO9IBssHII,BaeIに

よる切断で識別できた.

以上の結果から,プライマ-セット̀FTQQYQ't'EP-anti-IWPNV2'を用いたゲノミック PCR

および6種類の制限酵素,BaeI,BgmI,BssHII,mndIII,EcoO109I,SphIの処理からなるCAPSマー

カーシステムを開発した.このCAPSマーカーシステムにより,10種類のSIRNase対立遺伝子,

Sa-,Sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Sk-,SI-,Sq-,Sr-RNase対立遺伝子の識別が可能になった (表2-4).

cAPSマーカーシステムによるS遺伝子型推定

開発したCAPSマーカーシステムにより,日本の栽培品種の残り19品種のゲノムDNAから

S-RNase対立遺伝子を増幅し,各品種のS遺伝子型を推定した.これら品種から1,906bp(Sg),

1,414bp(SD,約1.3kb,998bp(Se),440bp(Sb),約350bpの断片が増幅された.6種類の制限酵素

処理により約 1.3kbおよび約350bpの断片を識別した.すべての品種から断片が2種類ずつ増

幅され,日本の栽培品種25品種はsa-,sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Sk-,Sl-,Sq-,Sr-RNase対立遺伝子の

組み合わせからなる 17種類の∫遺伝子型に分類された (表2･5).̀ ドワイエネ･デュ･コミス'

(sash),̀プレコース (ドクトール･ジュール･ギュイヨー)ラ(ShSe),'スタークリムソン (レッド･

クラップス)ラ(SdSe)は,推定S-RNase対立遺伝子の部分配列から推定されたS遺伝子型と一致し

た (zuccherellietal.2002a;Zisovichetal.2004).また,̀バートレット'とその着色系枝変わり品

種である'Yツクス ･レッド･バートレット'はどちらもSeSlに推定された.

17種類のS遺伝子型のうち,6種類には複数の品種が分類された.SeSlにバ̀ートレット',̀セ

ニョール ･デスペラン',̀マックス ･レッド･バートレット'が,sdSeに フ̀レミッシュ･ビュー

ティJ ,̀スタークリムソン',̀ボートヌ'が,SeSrに ラ̀･フランス't'バラード'が,Sb滋 にぽ グ

ランド･チャンピオン'とカ̀リフォルニア'が,saseには オ̀ーロラ't'プレコース'が,sgsrには

'パス ･クラサン'と シ̀ルバー ･ベル'が分類された.

交雑不和合性の確報

推定∫遺伝子型の正誤を検証するため,同じ方遺伝子型に推定された品種間で他家受粉を行

なった (表2-6).推定S遺伝子型がseslの バ̀ートレットとセ̀ニョール･デスぺラン'の交配は,

'バートレットを種子親に用いた場合は結実率が0.0%となり,̀セニョ-ル･デスぺラン'を種子
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表2･4 ゲノミッ ク PCRにより増 伸 された10種類のS-RNase対立漣伝子の制限静索断片長 巾p)

pcR増幡
イ ントロン肌

響

芸

-

-

-

計

BglH H加dⅡI SbhI Bh)0109Ⅰ 血此 I B(好Ⅰ

233,112 -

260,109 -

210,135 -

1,149,265 - 1,2$2,99,33

195.125.33
960,323

1,022,2 1 4 , 3 8

45
46

69

86

鵬

48

朋

t1

約

5

1
2

1

一7

7

1

0

(ノ一
0

1

-

-
-

-

345
棚

369

朔

刑

345
m
414

加

3

制限甘煮により切断されないPCR産物
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表2･5 E]本の栽培品種の推定S遭伝子型

S遭伝子型 品種

sasb ドワイエネ･デュ･コミス
SaSe *-tjf

プレコース
sasJ マルゲリット･マリーラ
SbSe カリフォルニア

グランド･チャンピオン
SbSk アレクサンド)ン･デュイヤール

SbSq ル･レクチェ
sdSe ボートヌ

フレミツシュ･ビューティー
スタークリムソン

SdSq デポ-
SdSr コンファレンス
SeSh エル･ドラド
Se SJ バートいyト

セニョール･デスぺラン
マックス･レッド･バートレット

SeSr バラード
ラ･フランス

ShSl ミクルマス･ネリス
ShSk ウインター･ネリス

SISq ゼネラル･レクラーク
SJSr 越さやか
SeSr パス･クラサン

シルバー･ベル
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表2-6 同じ推定5遺伝子型を持つ品種間の交雑不和合性の評価

交配 交配 種子親 推定S 花粉親

年 場所 遺伝子型

2002 長野 ラ･フランス

2003 盛岡 バ-トレット

2003 盛岡 セニョール･デスぺラン

2002 長野 スタ-グ｣ムソン

2004 盛岡 オーロラ

2004 盛岡 プレコース

2004 盛岡 パス･クラサン

2004 盛岡 シルバー･ベル

SeSr バラード

パス･クラサン

sesL セニョール･デスペラン

ラ･フランス

SeSL バ-トレット

ラ･フランス

SdSe フレミツシュ･ビューティー

ラ･フランス

SbSe プレコース

ラ･フランス

SbSe オーロラ

ラ･フランス

SgSr シルバー･ベル
ラ･フランス

SgSr パス･クラサン
ラ･フランス
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親にした場合,結実率が 16.7%,Seeds/Flowerが0.1でSIindexが3.0となった.SdSeの ス̀ターク

リムソン'× フ̀レミッシュ･ビューティJ の交配では,結実率が50.0%,Seeds作lowerが0.5で

slindexが5.9となった.第 1章で交雑不和合と判定された バ̀ートレット't'セニョール･デス

ペラン',および,̀フレミッシュ･ビューティJ t'スタークリムソン'が交雑不和合の関係にあ

ることが再度確認された.SeSrの ラ̀･フランス'×バ̀ラード'の交配では,結実率は100.0%であ

ったが,seedsulowerが0.0となり,̀バラード'が ラ̀･フランス'と偏父不和合性を示すこと (阿

部ら 1996)が再確認された.SaSeの オ̀ーロラ't'プレコース'の交配では,両品種を種子親に用

いた場合の結実率はそれぞれ3.3%と13.3%であったが,seeds作lowerが0.0となった.SgSrのパ̀

ス･クラサン'と シ̀ルバー ･ベル'の交配では,'パス･クラサン'を種子親に用いた場合は結実率

が0.0%,̀シルバー ･ベル'を種子親にした場合,結実率は71.4%であったが,seeds/Flowerが0.2

でSIindexが2.2となった.これらの結果から,同じ推定S遺伝子型を持つ品種間の交配はすべ

て交雑不和合と判定された.

<考棄>

ニホンナシやリンゴでは,雌しべ側S遺伝子であるS-RNaseをゲノミックPCRにより増幅し,

増幅断片の種類から品種の S遺伝子型を推定する CAPSマーカーシステムが開発されている.

pcRを用いたS-RNase対立遺伝子の識別は少量の未展開葉があれば十分可能であり,交雑後代

を開花まで育成させる必要がないことから,迅速 ･簡単に品種の ∫遺伝子型を推定できる

(Janssensetal.1995;Ishimizuetal.1999;Takasakietal.2004).

本章では,はじめに,セイヨウナシの雌しべ側S遺伝子産物もS-RNaseであると仮定し,日本

の栽培品種からS-RNasecDNAのクローニングを試みた.ニホンナシのS-RNaseを増幅するプラ

イマーを用いたRT-PCR および3'RACEにより,自家不和合性品種 10品種の雌しべから10種

類のcDNA断片がクローニングされた.5'および3'RACEによりクローニングされたcDNA断

片配列を重複させ,完全長塩基配列を決定した.それらcDNA の推定アミノ酸配列には典型的

なナシ亜科 S-RNaseの一次構造と対立遺伝子特異性に関与する 1つの HV領域が特定された

(図 2-2)(Ishimizuetal.19998;Ushijimaetal.1998).よって,これら cDNA はセイヨウナシ

S-RNase(Sa-,Sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Sk-,Sl-,Sq-,Sr-RNase)をコードすると考えられた.

プライマJ FTQQYQ'と ànti-(I/T)IWPNV'を用いたRT-PCRとゲノミックPCRでは パ̀ス･ク

ラサ>'以外の9品種からは2種類の断片が増幅されたが,'パス･クラサン'のSg-RNaseは増幅
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されなかった.3'RACEからクローニングされた 10種類のS-RNasecDNAとF̀TQQYQ'および

'anti-Orr)IWPNV'プライマーの配列を比較したところ,F̀TQQYQ'プライマーの配列には

sg-RNaseと2塩基,Sl-RNaseと1塩基の違いが,̀anti-(I/T)IWPNV'プライマーの配列にはSa-,

sg-,sq-RNaseとそれぞれ l塩基の違いが見出された.しかし,フォワードプライマーとして

'FTQQYQ'を用いた 3'RACEによりSg-RNase断片が増幅されているので,リバースプライマ

ー ànti-(I/T)IWPNV'の3'末端のA(アデニン)がsg-RNaseではC(シトシン)となっている1塩基

の違いによりSg-RNase断片が増幅されなかったと考えられた.

そ こで,Sg-RNase を増幅できるリバースプライマー ÈPSg-anti-IIWPNV'を設計 し,

'and-(IrT)IWPNV'との混合プライマー ÈP-anti-IIWPNV2'を作成 した.プライマーセッ ト

'FTQQYQ't'EP･anti-IIWPNV2'を用いたゲノミックPCRにより,10種類のS-RNase対立遺伝子

を増幅できた.Sg,SI,Se,Sbは1,906,1,414,998,440bpに検出され,増幅断片長で識別できた.し

かし,約1.3kb断片の句 とSk,約350bp断片のSa,Sd,Sh,Srの断片長による識別は困難であっ

たので,6種類の制限酵素,BgnI(Sk特異的),HindIII(Sq特異的),SphI(Sa特異的),EcoOIO9I(Sd

特異的),BssHII(Sh特異的),BaeI(Sr特異的)による切断の有無で識別することとした.プライマ

ーセット̀FTQQYQ'どEP-anti-IIWPNV2'は,Sc,Si,Sm,Sn,Sp対立遺伝子を約350bpに,So対立

遺伝子を1,291bpに増幅すると予想される.これら断片には上記6種類の制限酵素の認識部位

が存在せず (zuccherellietal.2002a;Zisovichetal.2004),本章で選択した制限酵素処理において

切断されないと推測される.EcoO109IおよびBaeIはSd-およびsr-RNase対立遺伝子に加えて

Sl-RNase対立遺伝子も切断したが,sI-RNase対立遺伝子は断片長 (1,414bp)から識別可能であ

り,S-RNase対立遣伝子の識別に影響しない.最終的に,プライマーセッ ト̀FTQQYQ'と

'EP-anti-ⅠIWPNV2'および6種類の制限酵素処理からなるCAPSマーカーシステムを開発し,10

種類のS対立遺伝子の識別が可能になった (表2-4).

このシステムにより日本の栽培品種のS遺伝子型を推定し,25品種のS遺伝子型を17種類に

分類した (表 2-5).第 1章で交雑不和合と判定された バ̀ートレット'とセ̀ニョール ･デスぺラ

ン',および,̀フレミッシュ･ビューティJ と ス̀タークリムソン'はそれぞれ SeSlおよびsdSTe

の同じS遺伝子型に分類された.̀バートレット'と フ̀レミッシュ･ビューティJ が異なるS遺

伝子型と推定されたことは,これら品種が交雑和合と判定された第 1章の交配実験の結果を支

持した.同じS遺伝子型に推定された ラ̀･フランス't'バラード'(SeSr),'バートレット'とセ̀ニ

ョール ･デスぺラン'(SeSD,'スタークリムソン'と フ̀レミッシュ ･ビューティJ (SdSe),'オー

ロブ と プ̀レコース'(SaSe),'パス･クラサン't'シルバー･ベル'(SgSr)も交配実験の結果,交雑
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不和合と判定された (表 2-6).いくつかの組み合わせは交配を行なうことができなかったが,

'マックス ･レッド･バートレット'(sesDぽバートレット'および セニョール ･デスぺラン'と,

'ボートヌ'(SdSe)は ス̀タークリムソン'および フ̀レミツシュ･ビューティJ とそれぞれ同じS

遣伝子型に分類されたことから,交雑不和合を示すと推測された.̀グランド･チャンピオン'と

カ̀リフォルニア'は同じS遺伝子型,SbSeに推定され,交雑不和合の組み合わせであると考えら

れるが,̀グランド･チャンピオン'が部分的自家和合と判定されていることから(第 1章),正逆

交雑により不和合 ･和合を確認する必要がある.

バ̀ートレット'(SeSDX ラ̀･フランス'(SeSr)の交配により育成された バ̀ラード'(SeSr)u'バー

トレット'からSe-RNase対立遺伝子を,̀ラ･フランス'からSr-RNase対立遺伝子を受け継いでお

り,̀ラ･フランス'とバ ラード'の交雑不和合性は偏父不和合性の関係にあると考えられた.同

じ('バートレット'(sesDX ラ̀･フランス'(SeSr)の交配により育成された 越̀さやか'(sISr)はバ̀

ートレット'からSl-RNase対立遺伝子を,̀ラ･フランス'からSr-RNase対立遺伝子を受け継いで

いた.̀マルグリット･マリー5'(SaSDX バ̀ートレット'(sesDの交配から育成された オ̀ーロラ'

(Ease)ぽ マルゲリット･マリーラ'からSa-RNase対立遺伝子を,̀バートレット'からSe-RNase対

立遺伝子を受け継いでいた.̀マックス･レッド･バートレット'(sesDと ドワイエネ･デュ･コ

ミス'(Sash)の交雑実生である カ̀リフォルニア'(5;bSe)は マ̀ックス･レッド･バートレット'から

se-RNase対立遺伝子を,̀ ドワイエネ ･デュ･コミス'からSb,RNase対立遺伝子を受け継いでい

た.̀ラ･フランス'(SeSr)の自然交雑実生である シ̀ルバー ･ベル'(SgSr)ぽ ラ･フランス'から

Sr-RNase対立遭伝子を受け継いでいた.̀バートレット'(SeSDの自然交雑実生であるェ̀ル･ドラ

ド'(SeSh)ぽバートレット'からSe-RNase対立遺伝子を受け継いでいた.̀ウインター ･ネリス'

(shSk)の自然交雑実生である ミ̀クルマス ･ネリス'(SISh)ぽ ウインター ･ネリス'からSh-RNase

対立遺伝子を受け継いでいた.これらの結果から,S-RNaseが対立遺伝子として遺伝していくこ

とが確認されるとともに,̀ドワイエネ･デュ･コミス'(Sash)の自然交雑実生とされていた ゼ̀ネ

ラル･レクラー5'(SISq)紘,S遺伝子型から記載されている由来が正しくないことが明らかにな

った.

本章では,'バートレット'(se励),̀マックス ･レッド･バートレット'(seSD,'パス･クラサン'

(SgSr),̀コンファレンス'(SdSr)のS遺伝子型を推定した.これらの遺伝子型はzuccherellietal.

(2002a)により推定された遺伝子型,'バートレット (SeS-),'Yツクス ･レッド･バートレット'

(ses-),̀パス･クラサン (SaS-),̀コンファレンス'(SdSh)と異なっていた.彼らがゲノミックPCR

に用いたプライマーセットではSl-およびsg-RNase対立遺伝子を増幅できなかったと考えられ
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る.また,Sr-RNase対立遺伝子断片の制限酵素による切断多型がsa-RNaseの多型と似ていたこ

とから,彼らはSr-RNaseをSb-RNaseと誤って識別したと考えられた.̀コンファレンス'のS遺

伝子型が一致しなかった原因は不明であるが,国外では コ̀ンファレンス'を育種親に用いた品

種が栽培されており,それら品種のS遺伝子型推定により,̀コンファレンス'の推定S遺伝子型

の正誤を検証できると考えられる.

同じ推定S遺伝子型を持つ品種間の交配が交雑不和合性を示したことから,セイヨウナシに

おいても雌しべ側S遺伝子産物はS-RNaseであることが証明された.CAPSマーカーシステム

により推定された品種のS遺伝子型は信頼できる情報として果樹園における品種選択に役立つ

と期待される.

日本の栽培品種25品種は 17種類の∫遺伝子型に分類され (表2-5),そのうち6種類の∫遺

伝子型には複数の品種が分類され,交雑不和合グループを形成した.これらS遺伝子型に推定

された14品種の栽培面積は,E]本全体の84%を占める.現在の日本の品種構成で交雑不和合性

が最も危倶されるのは,栽培面積の 62.4%を占める主力品種 ラ̀･フランス'と有望な新品種 バ̀

ラード'の組み合わせであると考えられる.̀ラ･フランス'の前に収穫できる'バラード'は今後栽

培の増加が見込まれる.したがって,これら2品種だけの混植では,結実は単為結果性に頼る

こととなるため,両品種に対して交雑和合となる晶種の選択が今後非常に重要になると予想さ

れる.̀ラ･フランス'の受粉樹品種を考える上では,S遺伝子型に加えて開花時期も考慮しなけ

ればならない.̀ラ･フランス'は主要品種の中で最も早く開花する.主産地である山形県では,

開花期の比較的近い シ̀ルバー ･ベル'や ゼ̀ネラル ･レクラーク'を受粉樹として推奨している

(大沼ら 西洋ナシの作業便利帳 2000).どちらの品種も ラ̀･フランス'と交雑和合であり,受粉

樹品種として適当である.しかしながら,開花期の気象条件によっては ラ̀･フランス'と受粉樹

品種の開花日が大きくずれる可能性もある.そこで,セイヨウナシと交雑和合であり,開花日

が ラ̀･フランス'と近い,̀豊水'や 新̀興'などのニホンナシ品種を受粉樹品種として利用するこ

とも勧められている.その他 栽培面積7.6%の バ̀ートレット'は同1.0%の マ̀ックス･レッド･

バートレット'および同 1.7%の セ̀ニョール ･デスペラン'と,同 4.0%の シ̀ルバー ･ベル'は パ̀

ス･クラサン'と交雑不和合となる.また,早生品種 オ̀ーロラ'ぽ プレコース'と交雑不和合関係

にあるが,栽培面積はそれぞれ 3.0%と 1.3%であり,現在の生産において結実不良が問題とな

ることはほとんどないと思われる.同じく早生品種では,̀スタークリムソン'が ボ̀ートヌ'や

'フレミッシュ･ビューティJ と交雑不和合となる.中生有望品種では,̀カリフォルニア'が グ̀

ランド･チャンピオン'と交雑不和合関係にある.̀ラ･フランス'と交雑不和合となる バ̀ラード'
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を除け味 現在の栽培面積が少ない品種間の交雑不和合による結実不良が既存の経済園ですぐ

に問題となる可能性は低い.しかしながら,これからセイヨウナシ生産を始める新規の果樹園

や,経済生産を目的とした大規模な栽培ではなく趣味で栽培を楽しむような栽培では,̀ラ･フ

ランス'に偏らない品種選択がなされるかもしれない.̀スタークリムソン'および カ̀リフォル

ニア'は果実の暗赤色および紅色が美しい.̀オーロラ'は早生の優良品種として注目されている.

近年フランスで育成された ボ̀ートヌ'は優れた果実晶質を持ち,今後,日本での栽培増加が予

想されている.̀グランド･チャンピオン'は品質や貯蔵性が良い上に部分的自家和合性を有する

ことから,1本植えも可能である.したがって,現在は栽培面積が小さくても,市場の需要も高

い早生品種や ラ̀･フランス'以外の時期に楽しむことができる良食味品種,視覚的な楽しみも

ある果皮の赤0品種など様々な品種が新穂されることも想定できるので,S遺伝子型に基づい

た栽植計画を立て,交雑不和合組み合わせを回避する必要がある.

一方,青森県および新潟県で特産化を進めているゼ̀ネラル ･レクラーク'および')レ･レクチ

エ'は日本の栽培品種中に同じ推定∫遺伝子型を持つ品種がないので,開花期の近い品種が1品

種あればそれが受粉樹となり,種子形成を確保できると考えられる.作業労力の分散や出荷期

間の長期化を図るために,開花期が近く,収穫期の異なる品種が受粉樹品種として選ばれると

推測されるが,唯一 マ̀ルゲリット･マリーデ だけは雄性不稔性を有するので受粉樹品種にな

り得ない.̀マルグリット･マリーラ'は大果,多汁で栽培しやすく,̀ラ･フランス'の前に収穫で

きる品種であるが,雄性不稔であるためS遺伝子型の異なる品種を受粉樹品種として必要とし,

さらに,その受粉樹品種に花粉を供与する品種の混植が必要となる.幸いにも,日本の栽培品

種には マ̀ルグリット･マリーラ'と同じ推定S遺伝子型を持つ品種がない.よって,̀マルゲリッ

ト･マリーデ以外の 2品種が交雑和合の組み合わせであれ吠 それら品種が マ̀ルゲリット･

マリーデ の受粉樹の役割を果たすと考えられる.

生産の現場においては,消費者の好む果実品質,収穫期や環境適応性などの品種特性を考慮

して品種が選択されているが,良質果実の安定的な結実に不可欠な種子形成をもたらす受粉に

ついて考えるとき,本章で推定したS遺伝子型が開花期とあわせて重要な情報となると期待さ

れる.
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弟 3章

17種類のS対立遺伝子を離別するcAPSマーカーシステムの擁立

<##>

セイヨウナシは世界各地で栽培されているが,品種構成は国によって異なっている.国外に

おける栽培品種のS遺伝子型を推定するため,農研機構果樹研究所リンゴ研究拠点に保存され

ている二倍体93品種を第2章で開発したCAPSマーカーシステムに供し,S遺伝子型を推定し

た.59品種からは2種類ずつの断片が増幅され,断片長や制限静索切断バターンから,S遺伝子

型を推定できた.一方,34品種は,このシステムで識別できない断片の検出や1種類の断片のみ

の増幅によりS遭伝子型を推定できなかった.塩基配列の解析から,識別できなかった断片の

うち3種類はニホンナシから同定されたS-RNaseであった.残りの配列は7種類に分類され,推

定S-RNase対立遭伝子との照合の結果,5種類は推定Sc-,Sl'-,Sm-,Sn-,Sp-RNase対立遺伝子に対

応し,残り2種類は新規S-RNase対立遺伝子 (SS-,St-RNase)と推定された.これら7種類の推定

S_RNase対立遺伝子を有する品種の5'および3'RACEによりS-RNasecDNA完全長塩基配列を

決定した.推定アミノ酸配列はナシ亜科SIRNaseの特徴を有しており,第2章の10種類を加え

た17種類のS-RNaseは異なる認識特異性を示すと推察された.増幅断片の種類から,新たにク

ローニングされた7種類のS-RNaseを持つ22品種およびニホンナシのSIRNaseを持つ3品種の

S遺伝子型を推定できた.残り9品種からはRACEクローニングによりナシ亜科S-RNaseの特

徴を持つcDNA配列 (Sx-RNase)が得られたが,その配列を有する断片がゲノミックPCRで増幅

されず,また,花桂特異的な発現を示さなかったことから,ShRNaseがS-RNase対立遺伝子であ

ると結論づけられなかった.

17種類のS-RNase対立遺伝子,Sa-,Sb-,Sc-,Sd-,Sb-,Sg-,Sh-,Si-,Sk-,SI-,Sm-,Sn-,Sp-,Sq-,Sr-,

ss-,st-RNase対立遺伝子を識別するCAPSマーカーシステムの開発を試みた.ゲノムDNAから

プライマーセット̀FTQQYQ'とÈP-anti-ⅠIWPNV2'を用いたpCRにより17種類のS-RNase断片

を増幅した.増幅断片をcDNAの塩基配列と照合し,S-RNase対立遺伝子特異的なイントロンの

配列を決定した.I,642bp断片として増幅されるStは断片長により識別できたが,sc,si,Sm,Sn,

sp,馴 ま約350bp断片として検出され,断片長による識別が困難であった.そこで,約350bp断

片のうちSc,Si,Sm,Sp,Ssは,5種類の制限酵素,BmgBI(Sc),BstZ17I(Sl),BseRl(Sm),BseYI(Sp),
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BssSI(ST)で切断されることで,Snは選択したいずれの制限酵素でも切断されないことで識別す

ることとした.第2章で選択した6種類の制限酵素と合わせて,約350bpに検出されるSb,Sc,

sd,Sh,Si,Sm,Sn,Sp,Sr,Ssの識別が可能になった.したがって,プライマーセット̀FTQQYQ'と

'EP-anti_IIWPNV2'を用いたゲノミックPCRおよび 11種類の制限酵素処理からなるCAPSマー

カーシステムが確立され,17種類のS対立遺伝子の識別が可能になった.世界の主要品種の大

多数を含む二倍体品種 106品種の S遺伝子型はこのシステムにより推定できることになった.

これら品種の∫遺伝子型は50種類に分類され,そのうち22種類には複数の品種が分類された.

同じ推定 S遺伝子型の品種間の交雑不和合性が交配実験により確認され,推定 S遺伝子型と

CAPSマーカーシステムの信頼性が裏付けられた.

<緒音>

セイヨウナシは世界各国で栽培されているが,各国の気候や風土に適した多様な品種構成が

みられ,主要品種として栽培されているものには古い品種が多い.ヨーロッパ南部および南西

部においては,イタリアで Àbbi fital', Ẁilliam'sBonChritien(Bartlett,バー トレット)',

'conference(コンファレンス)',̀DoyemiduComice(ドワイエネ ･デュ ･コミス)',̀BeurreBosc',

c̀oscia'が,フランスで B̀artlett', D̀octeurJulesGuyot(Precoce,プレコース)ラ,'Conference',

D̀oyemiduComice',̀PasseCrassane'が,スペインで B̀lanquila','Coscia','DocteurJulesGuyot'が,

ポルトガルで R̀ocha'がそれぞれ主要品種として栽培されている.ヨーロッパ北部および北西部

においては,イギリスで C̀onference',̀Badett'が,オランダで'Conference','DoyenniduComice',

G̀ieserwildeman', ÀlexanderLucas'が,ベルギーで D̀wondeau'が,ドイツで'Conference',

ÀlexanderLucas',̀FondantedeChameu','Clapp'sFavourite'が,デンマークで C̀1araFrijs'が,スウ

ェーデンで C̀laraFrijs','Conference','AlexanderLucas'が主要品種として栽培されている.ヨー

ロッパ東部および小アジアにおいては,ブルガリアで B̀artlett',̀VicarofWinkfield(Cure)',

'BeurreBosc',̀Clapp'sFavourite','BeurreHardy'が,ポーランドで C̀lapp'sFavourite','Alexander

Lucas','Conference','GeneralLeclerc'が,ロシアで B̀artlett','FlemishBeauty',̀VicarofWinkfield

(Cure)ラ,'BeurreBosc','Kieffer'が,セルビアで B̀artlett','PasseCrassane','VicarofWinkfield

(cure)'が,ギリシャで K̀ristal1i','Bartlett','PasseCrassane'が,トルコで Àk9a',̀Ankara',̀Santa

Maria'が主要品種として栽培されている.北アメリカにおいては,アメリカ合衆国で B̀artlett',

'Beurred'Anjou',̀BeurreBosc','Forelle'が,カナダで B̀artlett','BeurriBosc','Beurrid'Anjou'が,
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南アメリカにおいては,アルゼンチンで'Bartlett','Packham'sTriumph',̀Beurrcd'Anjou'が,チリ

で P̀ackham'sTriumph','BeurriBosc'が主要品種となっている.オース トラリアでは packham's
Triumph',̀Bardett','BeurreBosc'が,ニュージーランドでは'packham 'sTriumph','WinterNelis',

'winterCole'が,南アフリカでは P̀ackham 'sTrium ph',̀Forelle'が主要品種として栽培されてい

る.

各国の主要品種のうち,第 2章において B̀artlett'(SeSD,̀DoyenneduComice'(SbSb),̀Passe

Crassane'(SgSr),̀Confercnce'(SdSTr),̀DoctetqjulesGuyot(Precoce)'(SbSe),'GeneralLeclerc'(SISq),

'FlemishBeauty'(SdSTe),̀WinterNelis'(ShSk)の遺伝子型を推定した.zuccherellietal.(2002a)ある

いはzisovichetal.(2004a)は 5品種の S遺伝子型,̀Abbefital'(SbSb),̀BetmiHardy'(ScS4),

'coscia'(SbSk),'Forelle'(SeSn),̀BeurriBosc'(ScSL)を推定している.しかし,残りの主要品種,

'Blanquila', R̀∝ha', ÀlexanderLucas', F̀ondantedeCham eu', C̀lapp'sFavourite','Qeser

wildeman',̀Dumndeau',̀ClaraFrijs',̀Kristalli',̀VicarofWinkfield',̀BeurreBosc',̀BeurreHardy',

K̀ieffer',̀Ak9a',̀Ankara',̀SantaMaria',̀Beurred′Anjou',̀Forelle',̀Packham 'S廿iumph',̀Wlnter

Cole'の遺伝子型は推定されていない.また,赤色系突然変異とLT'Bardett'(Seぷ)の枝変わり品

種 M̀axRedBartlett'(SeSD,̀BonRouge'(SbSD,̀Rosired'や c̀lapp'sFavorite'の枝変わり品種 R̀ed

Clapp'S(Starkrimson,スタークリムソン)'(SdSe),̀Beurrid'Anjou'の枝変わり品種 R̀edAnjou',

B̀eurriHardy'の枝変わり品種 R̀oyalRedHardy',鋳性突然変異とLT'Gorham'の枝変わり品種

G̀randChampion(グランド･チャンピオン)ラ(SbSe)も栽培が増加傾向にあるが,R̀osired',

c̀lapp'sFavorite',̀Beurred'Anjou',̀RedAnjou',̀RoyalRedHardy','Gorham'のS遺伝子型は推定

されていない.

主要品種を交配親に用いて,栽培環境に適し,優れた果実晶質を持つ品種の育成が各国で行

なわれている.̀Bartlett'は世界中で栽培されているが,早生性を付与するための育種母本として

も頻繁に利用されている.また,着色系枝変わり品種 M̀axRedBartlett'は早生性に加え赤果皮

色の性質を持つ貴重な育種素材となっている.̀DoyenneduComice'埠,極めて優れた果実晶質

を有する一方で結実が安定しにくいため,交配により結実安定で晶質の良い品種の育成が行な

われている.その他,主要栽培品種を交配親にして,̀Angelys'['Doyenned'hiver'× D̀oyennidu

Comice'](フランス,1999年育成),̀Bautomne'['Conference'× D̀oyennidhiver'](フランス,1998),

'BristoICross'[̀Bartlett'×C̀onference'](イギリス,1931),̀Condo'【̀Conference'× D̀oyennedu

Comice'](イギリス),̀Aurora'['MargueriteMarillat'× B̀artlett'](アメリ丸 1950),̀CanalRed'

['Forelle'× M̀axRedBartlett'](アメリカ,1966),'Califomia'[̀MaxRedBartlett'(SeSDX D̀oyermi

71



duComice'(SaSb)](アメリカ,1968),̀Cascade'['MaxRedBartlett'× D̀oyermeduComice'](アメリ

カ,1988),̀Devoe'['Clapp'sFavorite'自然交雑実生】(アメリカ,1949),̀EIDorado'【̀Badett'自然交

雑実生】(アメリカ,1931),'Gorham'['Bartlett'×̀JosiphinedeMalines'](アメリカ,1923),̀Hartman'

【̀DoyenneduComice'× M̀axRedBartlett'](アメリカ,1936),'Highland'[̀Bardett'×̀Doyennedu

Comice'](アメリカ,1956),'ReimerRed'【̀DoyermeduComice'×̀MaxRedBardett'](アメリカ,

1961),̀RogueRed'【̀DoyermeduComice'×(̀Seckel'× F̀armingdaleseedling122')】(アメリカ,

1955),̀SantaMaria'[̀Bardett'×C̀oscia'](イタリア,1951),̀Rosemarie'['BonRouge'×̀Forelle'】

(南アフリカ),̀Flamingo'['BonRouge'×̀Forelle'日南アフリカ)など多くの品種が育成されてい

る.

食味や果皮色などの果実形質に加えて,火傷病抵抗性も重要な育種目標である.ほとんどの

セイヨウナシ品種は火傷病に対して羅病性であり,北アメリカ,西ヨーロッパ,地中海諸国,ニ

ュージーランドでは火傷病による被害が深刻であった.アメリカでは19世紀に中国から導入さ

れたチュウゴクナシ (P.pynfolia)が火傷病抵抗性を示すことに着目し,セイヨウナシとチュウ

ゴクナシの種間雑種,̀Garbar','Le Conte',̀Kiefrer'(PpynfoliaXB̀ardett'),̀Odent',̀Ayres

(̀Garbar'× B̀eurrid'Anjou')が育成され,現在でもテキサス州などで栽培されている.しかし,

香 りや肉質などの果実品質が劣ることから,数少ない火傷病抵抗性セイヨウナシ品種,

ÀlexanderLucas',̀Tyson',̀Seckel',̀01dHome',̀StarkingDelicious(Maxine)',̀Farmingdale'など

を交配母本とした育種や,主要セイヨウナシ品種と他のナシ属種を交配した後に再びセイヨウ

ナシ品種を戻し交雑する育種が取 り組まれている.アメリカでは, M̀agness'【̀Seckel'×

D̀oyenneduComice'】(1968年育成),Moonglowl'US-Michigan437'×R̀oiCharlesdeWurtemburg']

(1960),'Dawn'【̀US-Michigan437('Barseck'×B̀artlett')'×D̀oyenneduComice'](1960),̀Honey

Sweet'['Seckel'x'U.S.220('vermontBeauty'x'RoiCharlesdeWurtemburg')'](1977),'potomac'

['Moonglow'×B̀eurrid'Anjou'](1992),くBlake'spride'(1998),'Shenandoah'(2003)が育成されてい

る.カナダでは､Bartlettlに火傷病抵抗性を導入 した数品種,'Harrow Crisp'rBartlett'×

'US561121146'】(2002),'HarrowDelight'【̀purdue80-51(̀OldHome'×ÈarlySweet')'×̀Bartlett'],

'HarrowSweet'['Bartlett'× P̀urdue80-51']が育成されている.

このような交雑育種の傾向において,特定の品種間の交雑が多く行なわれた結果,新品種間

または新品種と親品種の間で交雑不和合となるケースが増えていると指摘されている (Sanzol

andHerrero2002).栽培園におけて交雑不和合を回避し,安定的な結実を確保するためには,各

国の栽培品種の S遺伝子型を把握し,その情報に基づいた栽櫓を行なう必要がある.上述した
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新品種のうち,̀Califomia'(SbSe),'EIDorado'(SeSh),̀Devoe'(SdSq),̀GrandChanpion'(SbSe)の遺

伝子型を推定した (第 2章).̀Cascade'(SbSe)のS遺伝子型はzuccherellietal.(2002a)により推定

されている.しかし,残りの新品種の遺伝子型は推定されていない.

セイヨウナシは品種成立の背景が複雑であるので (JanickFmitBreeding1996),第 2章でクロ

ーニングされた 10種類以外の S-RNase対立遺伝子が存在すると考えられる.ゲノミック PCR

により増幅された 13種類の推定S-RNase対立遺伝子のうち,sc-,si-,Sm-,Sh-,So-,Sp-RNase対立

達伝子は本論文第2章でクローニングされておらず,また,新規S対立遺伝子を有する品種も多

く存在すると考えられる さらに,̀Frontier',̀Garbar',̀Kieffer'などp.communisとP.pynfoh'aの雑

種と言われる品種も存在するので,ニホンナシで報告されている9種類のS-RNase対立遺伝子

が見出される可能性もある.世界各国における果実生産の安定化や育種の効率化を達成するた

めには,より多くの品種の∫遺伝子型を推定できるシステムの構築が必要である.

本章では,遺伝資源として日本に導入されている二倍体品種93品種のS遭伝子型の推定を試

みた.CAPSマーカーシステム (第2章)により識別できないゲノミックPCR断片の塩基配列を

解析し,品種の S遺伝子型を推定するとともに,交配実験により栽培品種間の交雑不和合 ･和

合関係を明らかにした.新たに 7種類の SLRNase対立遺伝子をクローニングし,完全長 cDNA

配列を決定 した.ゲノミック PCR 産物および cDNA 断片の塩基配列に基づき,17種類の

S-RNase対立遭伝子を識別できるCAPSマーカーシステムを確立した.

<材料および方法>

材料

独立行政法人農業 ･食品産業技術総合研究機構果樹研究所リンゴ研究拠点 (岩手県盛岡市)忠

よび神戸大学農学部圃場 (兵庫県神戸市)において栽培されている二倍体のセイヨウナシ品種

に加え,ニホンナシ3品種,'=十世紀'(S2S4),̀豊水'(S3S5),'市原早生'(SIS8),および,リンゴ6

品種,'Eg光'(sIS2),'ゴールデン ･デリシャス'(S2S3),̀さんさ'(S5Sn 'スターキング ･デリシャ

ス'(S9S19),̀旭'(SIOS25),̀印度'(S7S20)を供試した.セイヨウナシ93品種 (表3･1)とニホンナシ

およびリンゴの各品種から未展開葉を,̀BeurreHardy','BeurredeI.Assomption','Chapin','Saint

Mathieu','Ak9a','Dana-sHovay','StarkingDelicious','Bedford','BeurriBosc',̀BeurreDumont',

'CIaraFrijs',̀Durondeau','EarlySeckel',̀Jargonelle','Lincoln','MarieLouise','SaintGermain'の

whitestageの花から花柱を採取し,綾体窒素で急速冷却後-80℃で保存した.交配実験には,花
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図3-1セイヨウナシ93品種の由来および拷特性
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そう数が十分な品種 (第2章で∫遺伝子型を推定した品種を含む)を供試した.

交記実験

交配実験は,独立行政法人農業 ･食品産業技術総合研究機構果樹研究所リンゴ研究拠点にて

行なった.交配および調査は第 1章で確立した方法に従い,交配約 10週間後に結実数と充実種

子数を調査した.結実率,seeds/Flower,SIindexを算出し,不和合 ･和合を判定した.

プライマーの耽肝

本章のRACEクローニング,イントロンウオーキング,ゲノミックPCRのために設計したプ

ライマーの塩基配列を表312,-3と図2･1にまとめた.

cAIIS分析

rゲノム DNAの抽出と精製｣は第 2章の方法に従った.プライマーセット̀FTQQYQ'と

'EP-and-1IWPNV2'を用いたPCRにより,ゲノムDNAからS-RNase断片を増幅した.増幅断片

を第2章で選択した6種類を含む11種類の制限酵素BaeI,BgmI,BmgBI,BseRI,BseYI,BssHII,

BssSI,BstZ17I,mndIII,EcoOIO9I,SphIで処理した.BaeIは25℃で4時間,BssHIIは50℃で4時間,

それ以外の制限静索は37℃で4時間反応させた.制限酵素処理前後のPCR産物は2%アガロー

スゲルで電気泳動し,エチジウムブロマイドで染色した.

RACEクローニング

｢TbtalRNAの抽出｣, ｢mRNAの単離｣, ｢3'RACEおよび5'RACE｣は第2章の方法に従

った.5'RACEには各S_RNaseのHV領域の配列に基づき設計した特異的なリバースプライマー

H̀VSc',̀HVSiSn',̀HVSm',̀HVSp',̀HVSs',̀HVSt'を用いた (表3-2).

塩基寵列の解析

ゲノミック PCRにおいてほぼ同じ断片長に検出される増幅断片,および,RACEにおける

pcR産物をゲルから抽出した後でTAクローニングに供し,目的の断片の塩基配列を解析した.

｢ゲルからのPCR産物の抽出J,｢TAクローニングJ,｢塩基配列の決定｣は第2章の方法に

従った.
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表3-2 本章のRACEクローニングおよびゲノミックpCRに用いたsIM ase特異的プライマー

プライマーの位置

C1
C2上流

C2
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV
HV下流

HV下流

HV下流

プライマー

FTQQYQ

C2FI

C2F2

HVSq
HVSc

HVSiSn

HVSm

HVSp
HVSs

HVSt

a血･IIWPNV

EpSg-anかIIWPNV

anltiー(Ⅰ/りIWPNV

Ep-anti-IIWPNV

Im N-F

E-ⅠIEPNVJF

配列(5'-3')
m ACGCAGCAATATCAG

TCTAATCCTACTCm GT

GATCCTCCTGACAAGT

m ATCGTTCGAGGm C

Cm GAGAm GTTATCGTC

GGGCTTGGATATTTm A

m GGATATGTCCAATCTG

GGGCTTCGATATTTm A

GW GTCATATTTCCTA

GGGGm GAGTGATGTATCTA

AC(A/G)TTCGGCCAAATAATT

ACGTTCGGCCAAATAATG

AC(A/G)TTCGGCCAAATARTT

AC(A/G)TT(C/T)GGCCAAATAATT HV下流

G(A/G)HAATTATTTGGCCG HV下流

ATTATTTGGCCAAACGTA HV下流

表3-3 本章のイントロンウオーキングで設計したプライマー.

プライマーの位置

St-RNaseイントロン

St-RNaseイントロン

St-RNaseイントロン

配列(5'-3′)

CACCCCACATTTTCTTm C

TTAAATAAAACCCATAAATC

AATGTm GCCTCATGTGG
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sk-RNaseの増嶋と発現解析

shRNase配列を持つ断片を増幅するためのゲノミックPCR紘,第2章の ｢シークエンス反応

に用いるPCR産物の抽出｣におけるPCRの反応液組成を用い,反応は第2章と同じサイクル,

もしくは,伸長時間 30秒で 99サイクルのパターンで行ない,後者ではアニーリングの温度を

52℃に設定した.鋳型として各品種の花柱totalRNAを,また,プライマーとしてCAPSマーカ

ーシステムのプライマーセット̀FTQQYQ't'EP･anti-IIWPNV2',Sk-RNase特異的リバースプラ

イマJEPSx･anti･IIWPNV'(5'･TACGTTCGGCCAAATTAT･3I),ShRNaseの非翻訳領域の配列に

基づき設計した特異的プライマー S̀xUTRfl'(5'-CTTCAAATGGATCAAATG･3'), S̀xUTRf2'

(5'-GAGTAATTAATTTGCCTCGCTCl3I), 'SxUTRrI' (5'-CCACATATTCACCCGAGC-3I),

'sxUTRr2'(5'-GGCCAACATAGAAGTTCAC-3')を用いた.̀b ondeau'の花柱,蘇,花弁,葉の

totalRNAを鋳型に,プライマーセット̀FTQQYQ't'EPSx･ami･IIWPNV'を用いたRT-PCRを第2

章の方法に従って行ない,Sx-RNaseの発現を解析した.

<頼果>

自棄不和合性の騨価

独立行政法人農業 ･食品産業技術総合研究機構果樹研究所リンゴ研究拠点に栽植されている

二倍体品種のうち,交配実験に供試できる花そう数が確保できた52品種について,自家受粉に

より品種の自家不和合性を評価した.̀Ayers','Kieqer','Magness','Tumbellαant'の4品種は雄

性不稔性品種であった.sIindexによる判定の結果,供試48品種中47品種は自家不和合であっ

たが,̀Gorham'は部分的自家和合と判定された.̀GrandChampion'ぽGorham'の枝変わりである

ので,̀GrandChampion'の部分的自家和合性ぽGorham'から受け継いだと考えられた.

cAPSマーカーシステム (集 2章)によるS遺伝子型推定

セイヨウナシ93品種のゲノムDNAから,プライマーセット̀FTQQYQ't'EP-anti-IIWPNV2'

を用いたpCRによりS-RNase断片を増幅した後,6種類の制限酵素,BglII(Sk),HindIII(Sq),SphI

(sa),EcoO109I(S4),BssHII(Sh),BaeI(Sr)を処理して増幅断片を切断した.増幅断片長または制

限静索による切断の有無から,Sa-,Sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Sk-,Sl-,Sq-,Sr-RNase対立遺伝子を特定

し,各品種のS遺伝子型を推定した.供試品種中60品種については2種類のS-RNase対立遺伝

子を特定でき,S遺伝子型を推定することができた (表3-4).60品種はSb-,Sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,
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表3-4 第2章のCAPSマーカーシステムにより新たに∫遺伝子型が推定された二倍体60品種

S遺伝子型
SaSb

SaSe

∫遺伝子型

St,Sg

SeSh

.qte.～.i･

SeSl

品種

BeurriSuperfin
OriviierdeSerres

WinterCole
FondanteThirriot

Packam■sTriumph

Washington
Dilicesdliardenpont
HaⅣestqueen

Napoleon
Rosired
Seckel

(SeSl) Ayers

Perad●Agua

Se,Sq BesideSaint-Waast
Bon-Ch℃tiend●Hiver
Covert

Pie汀eComelle

SeSr Doyenned-hiver
ldaho
Verdi

･＼女･?/ B1ickling
ComtedeLambe吋e

簸.句 PresidentHeron

･Vl･qt(I Fertihty
SkAf)1/ SantaMaria
.＼甘ふ･ Ahkara

S/Sq Ovid
SISr BristolCross

Emiled-Heyst
(S/Srl Kieffer

品種

Abbifatal

Duchessed■Angodeme

HarrowCrisp
Ha汀OWDelight

Magness
Rocha

Tyson
CharlesEmest

TriomphedeVienne
HarrowSweet

Koonce
Pie汀eTburasse

BeurriClairgeau
Angelys
BeurriLubrum
Cascade
Gorham

Hartman

Highland
Howeu

GlouMorceau
BeurriJeanVan Geert
CanalRed

HoneySweet

JosephinedeMalines
Condo
UIもaniste

Clapp-sFavorite
Fronder

DoyenniCris

･＼■わ簸
.＼lh.＼ソ

一㌔一九V/･

SdSe

(SdSe)
.I;(/.ヾ/

赤色は日本の栽培品種には見られなかったS遺伝子型.

チュウゴクナシ(Ppyrlfolia)との雑種とされる品種のS遺伝子型は()書きで示した
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Sk-,Sl-,Sq-,Sr-RNase対立遺伝子の組み合わせからなる25種類のS遺伝子型に分類され,その

うち 14種類,SaSq,SaSr,SbSg,SbSI,SbSr,SdSI,SeSg,SeSk,SeSq,SgSI,SgSq,ShSq,SkSI,SkSrは日本

の栽培品種にはないS遺伝子型であった.̀Abbifetal'(SbSb)および c̀ascade'(SbSb)の推定S遺伝

子型はzuccherellietal.(2002a)による推定と一致した.チュウゴクナシ (P.pyrlfolia)との雑種と

される品種の遺伝子型ぽFrontier'(SdSe),̀Kieffer'(SISr),̀Ayers'(Se励),̀perad'Agua'(SeSDと推定

された.

一方,24品種からは,第2章のCAPSマーカーシステムでは識別できないS-RNase断片が検出

された (図3-1,表 3-5).̀01dHome'と'StarkingDelicious'および T̀umbullGiant'からは998bpの

Se-RNase対立遺伝子および440bpのSb-RNase対立遺伝子に加えて,新たに約 1.6kbの断片が

検出された.̀FondantedeChameu'からは1,414bpのSI-RNase対立遺伝子に加えて,2種類の制限

酵素,BglIIおよびHindlIIでは切断されない約 1.3kbの断片が増幅された.̀Ewart',̀Beurride

l'Assomption',̀Chapin',̀Ak9a',̀ComtedeFlandre'からは 1,414bpのSI-RNase対立遺伝子と約350

bpが,̀Betmid'Anjou','Moonglow',̀RedAnjou',̀Dana'sHovay',B̀curriGiffard',̀Summer

Doyrme',̀ColoriedeJuillet'からは998bpのSe-RNase対立遺伝子と約350bp断片が,̀ReimerRed'

からは440bpのSb-RNase対立遺伝子と約350bp断片が増幅された.これらの品種から増幅さ

れた約 350bpの断片はBaeI,BssHII,EcoOIO9I,SphIで切断されなかった.̀Roguered','Beuni

Hardy'(ScSd,･Zuccherellietal.2002a),'RoyalRedHardy','NouveauPoiteau',̀Garbor','Fame'から

は2種類の約350bp断片が増幅された.制限酵素切断片長多型から各品種の一方の約350bp断

片はそれぞれ,Sa-,Sd-,Sd-,Sh-,Sh-,Sr-RNase対立遺伝子と特定できたが,もう一方の約 350bp

断片は,BaeI,BssHII,EcoOIO9Ⅰ,SphIで切断されなかったので,S-RNase対立遺伝子を特定できな

かった.̀BeurriHardy'と R̀oyalRedHardy'の切断されなかった断片はzuccherellietal.(2002a)の

結果から推定Sc-RNase対立遺伝子に相当すると考えられた.̀SaintMathieu'からは約350bpの断

片が増幅されたが,BaeI,BssHII,EcoO109I,SphIで切断されなかった.CAPSマーカーシステムで

識別できなかった断片は Sa-,Sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Sk-,S1-,Sq-,Sr-RNase対立遺伝子以外の

S-RNase対立遺伝子であると考えられた.

残り9品種からは,CAPSマーカーシステムで識別できる l種類の断片のみが増幅された (図

3-1,表 3-5).̀BeurreBedford','BeurriBosc','Durondeau'からは Sh-RNase対立遺伝子のみが,

'EarlySeckel'と M̀arieLouise'からはSl-RNase対立遺伝子のみが,̀Lincoln','C1araFrijs','Beurri

Dumont',̀SaintGermain'からはそれぞれSb-,Se-,Sg-,Sr-RNase対立遺伝子のみが検出された.こ

れら品種には,プライマ-セット̀FTQQYQ't'EP-anti-ⅠIWPNV2'を用いたpCRでは増幅されな
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図3-1 プライマーセット̀FTQQYQ'どEP-anti-IIWPNV2'を用いた
ゲノミックPCRによる二倍体品種からのS-RNase対立遺伝子の増幅.

第2章のCAPSマーカーシステムにより∫遺伝子型が推定されなかった
品種の一部.
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表3･5 第2章のCAPSマーカーシステムによりS遺伝子型が推定できなかった二倍体33品種

S遺伝子型 品種
識別できない断片が増幅された品種

SaS- Roguered
SbS- ReimerRed

Thrrd)ullGiant

SdS- BeurreHardy
RoyalRedHardy

SeS- Bellrred-Anjou
Moonglow
RedAnjou

D弧a●sHovay
BeurriGiffard

Sum erDoyerLne
ColoreedeJuillet
OldHome

StarkingDelicious
ShS- NouveauPoiteau

(ShS-) Garbar
SJS- Ewar(

Beurredel●Assomption

Chapin
Ak9a
ComtedeFlandre

FondantedcChameu
SrS- Fame
S- SaintMathieu

識別できる1種類の断片のみが増幅された品種
Sb Lincoln

Se ClaraFrijs

Sg BeurreDumont
Sh BeurreBedford

BeurriBosc
Durondeau

SJ EarbSeckel
MarieLouise

Sr SaintGermain

チュウゴクナシ(PpyrLfolt'a)との雑種とされる品種のS遺伝子型は()書きで示した.
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いS-RNase対立遺伝子が存在すると考えられた.

Zuccherellietal.(2002a,b)とzisovichetal.(2004a)は,ゲノックPCRによりSa-,Sb-,Sd-,Se-,Sh-,

Sk-,SI-RNase対立遺伝子以外に6種類の推定S-RNase対立遺伝子;Sb(accessionno.AJ459774),Sl'

(accessionno.AF518319),Sm(accessionno.AY159323),Sn(accessionno.AY195840),So(accession

no.AY261994),Sp(accessionno.AY421968)を増幅している.プライマーセット̀FTQQYQ'と

'EP-anti-IIWPNV2'を用いたpcRにより,So-RNaseは 1,291bpの断片として,その他は約350bp

の断片として増幅されると予測される.また,チュウゴクナシ (P.pyrlfolia)との雑種である

'Frontier','Kieffer',̀Ayers',̀Garbar','Perad'Agua'にはニホンナシS-W ase対立遺伝子が増幅さ

れている可能性がある.そこで,第 2章の CAPSマーカーシステムにより識別できない断片が

増幅された 24品種と F̀rontier', K̀ieffer','Ayers', p̀erad.Agua'から,プライマーセット

F̀TQqYq'どEP一肌ti-ⅠIWPNV2'を用いた pcR により増幅された断片の DNA 配列を解析した.

'01dHome'どStarkingDelicious'およVlumbullGant'からの約 1.6kbの増幅断片,̀Fondantede

Charneu'からの約 1.3kbの増幅断片,̀Ewart',̀Beurrede1-Assomption','Chapin',̀Ak9a',̀Comtede

Flandre'から,̀Beurred-Anjou','Moonglow','RedAnjou',̀Dana'sHovay','BeurriGitrTard',̀Summer

Doynne','ColbriedeJuillet',̀01dHome','StarkingDelicious','ReimerRed','Frontier','Kieffer'から

の約350bpの増幅断片,および,̀Kieffer',̀Ayers',̀perad'Agua'の1,414bp断片,̀Frontier',̀Ayers',

'perad-Agua'の998bpはゲル抽出した後,直接,塩基配列を解析した.約350bp断片のみが増幅

された R̀oguered','BeurriHardy',̀RoyalRedHardy','NouveauPoiteau',̀Garbar',̀SaintMathieu',

'Jargonelle',̀Fame'の8品種はゲル抽出した断片をTAクローニングに供し,各コロニーのイン

サートDNA配列を決定した.lkbを超える断片については,さらにプライマーウオーキングを

行ない,インサー トの配列を決定した.

得られた断片の配列を推定sc-,si-,Sm-,Sn-,Sb-,Sp,RNase対立遺伝子および9種類のニホンナ

シのS-RNaseの塩基配列,Sl(accessionno.AB14073),S2(accessionno.ABOO2139),S3(accession

no.ABO25421),S4(accessionno,ABOO9385),S5(accessionno.ABO45711),S6(accessionno.

ABOO2142),S7(accessionno.ABOO2143),58(accessionno.AB104908),S9(accessionno.AB104909)

と照合させた.̀OldHome','StarkingDelicious',̀TumbullGiant'から増幅された1,642bp断片は一

致する配列がなかったので新規S-RNase対立遺伝子と考えられた.̀FondantedeChameu'の制限

酵素で切断されない約 1.3kb断片はニホンナシS2-RNaseの配列と一致した.̀Fame'の372bp断

片はニホンナシS4-RNaseの配列と一致した.̀Rogtwed','ReimerRed','Beu汀iHardy','RoyalRed

Hardy','Beurrid●Anjou','Moonglow','RedAnjou','NouveauPoiteau','Ewart','SaintMathieu'の
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334bp 断片は sc-RNase対立遺伝子 と, B̀eurreGiLfard','SummertDoyenne','Beurride

1-Assomption'の 362bp断片は Si-RNase対立遺伝子と,̀Color由 de山illet',̀Garbar',̀Chapin',

'Jargonelle'の350bp断片はSm-RNase対立遺伝子と,̀SaintMathieu'の362bp断片はSn-RNase対

立遺伝子と,̀Ak9a'の338bp断片はspIRNase対立遺伝子と一致した.̀Dana'sHovay'の367bpの

断片は一致する配列がなかったので,新規S-RNase対立遺伝子と考えられた.̀Frontier'の376bp

の断片はsd-RNase対立遺伝子ではなく,ニホンナシS5-RNaseであることが明らかになった.2

種類の新規S-RNase対立遺伝子が検出されたので,̀Dana'sHovay'の367bp断片を推定Si-RNase

対立達伝子,̀OldHome',̀StarkingDelicious','TumbullGiant'の1,642bp断片を推定St-RNase対立

遺伝子と名付けた.

以上の結果から,2種類の断片が増幅された24品種のS遺伝子型を推定した (表3-6).'Beurre

Hardy'のS遺伝子型 scSdはzuccherelliら (2002a)による推定と一致した.ニホンナシSIRNase

が増幅された F̀ondantedeChameu't'Fame'の遺伝子型をそれぞれSZPpS2とSrPpS4と推定した.

チュウゴクナシとの雑種品種では,̀Garbar'の遺伝子型をshSmと推定し,̀Frontier'の遺伝子型を

SePpS5に修正した.また,̀Kieffer',̀Ayers',̀perad'Agua'の推定遺伝子型はSISr,SeSl,SeSIである

ことを確認した.(表3-6).

3'および 5'RACEによる尭全長 cDNAのクローニング

Sc-,Si-,Sm-,Sn-,Sp-,Sk-,S t-RNaseの完全長塩基配列を決定するため,7種類のSIRNase対立遺

伝子を持つ品種のうち,̀BeurriHardy'(ScS4),̀BeurridellAssomption'(SiSD,̀Chapin'(SISm),

S̀aintMathieu'(ScSn),̀Ak9a'(SISp),̀Dana'sHovay'(SeSg),̀StaLrkingDelicious'(Best)の7品種を選

び,花柱totalRNAを鋳型に3'RACEと5'RACEを行なった.それぞれの推定S遺伝子型に相当

するcDNA断片が各品種からクローニングされた.5′および3'末端側断片の配列を重複させ,7

種類のS-RNasecDNA完全長塩基配列を決定した:Sc(accessionno.AB258359),Si'(accessionno.

AB258364),Sm(accessionno.AB258362),Sn(accessionno.AB258363),Sp(accessionno.AB258364),

Ss(accessionno.AB258365),St(accessionno.AB258366).Sc-,S7'-,Sm-,Sn-,Sp-,ST-,St-RNaseは678

-687bpからなり,226-229アミノ酸をコードしていた.17種類のS-RNase,Sa-,Sb-,Sc-,Sd-,Se-,

Sg-,Sh-,Si-,Sk-,Sト,Sm-,Sn-,Sp-,Sq-,Sr-,Ss-,St-RNaseの推定アミノ酸配列の比較から,sc-,Si･,

Sm-,Sn-,Sp-,Ss-,St-RNaseにも,2つのヒスチジン残基,8つのシステイン残基,シグナルペプチ

ド,5つの保存嶺域 (cl,C2,C3,RC4,C5),1つのHV領域を有するナシ亜科S-RNaseに典型的な

構造が確認されたので,新たにクローニングした7種類のcDNAもセイヨウナシのS-RNaseを
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表3-6 ゲノミックPCR断片の塩基配列解析による二倍体93品種のS遺伝子型

S遭伝子型 品種 S遺伝子型 品種
SaSb Abbif達tal

SaSc Roguered

SaSe Duchessed'Angouleme

HarrowCrisp

HamwDelight

Magness
Rocha

Tyson
SaSg CharlesEmest

TriomphedeVlenne
SaSl HarrowSweet

Koonce

PierreTourasse

SaSq BeurreClairgeau

SaSl･ Angelys
SbSc ReimerRed

SbSe BeurreLubrum

Cascadc

Gorham
Hartman

Highland
Howell

SbSg GlouMorceau
SbSJ BeurreJeanVanGeert

CanalRed

HoneySweet

JosiphinedeMalines
SbSr Condo

Urbaniste

SbSt Td ullGiant

ScSd BeurreHardy

RoyalRedHardy

ScSe Beurrid●Anjou

Moonglow

RedAnjou
ScSh NouveauPoiteau

ScSL Ewart

ScSn SaintMathieu

SdSe ClapplsFavorite

SdSI DoyenniGris

SeSg BeurreSuperfin
OdviierdeSerres

SeSh WinterCole
SeSL- BeurriGiffard

SummerDoyenne

SeSl Avers

DelicesdTIardenpont
HaⅣestqueen

Napoleon

Perad'Agua
Rosired

Seckel

SeSm ColoriedeJuillet

SeSq BesideSaint-Waast
Bon-ChretiendlHiver

Covert

PierreCornelle

SeSr DoyerLnid'hiver
Idaho

Verdi

SeSs Da岨-sHovay
SeSt OldHome

StarkingDelicious

SgSl Blickling

ComtedeLambertye

SgSq PresidentHeron
ShSm Gabar

ShSq Fertility

SiSJ Beurrede1-Assomption
SkSl SantaMaria

SkSr Ankara

SISm Chapin

SISp Akca

SISq Ovid
SISr BristolCross

Emiled'Heyst
Kieffer

SlSs ComtedeFlandre

SePpS5 Fro山ier

SIPpS2 FondantedeCharneu

SrPpS4 Fame
(SaSx) Lincoln

(SeSx) ClaraFrijs

(SgSx) BeurriDumont

(ShSx) BeurreBedford
BeurriBosc

Durondeau

(SISx) EarbSeckel
MarieLouise

(SrSx) SaintGemain
SbSk FondanteThi汀iot

Packam'sTriumph
Washington

pp.･ニホンナシ(PpyrLfolt'a)からクローニングされたS-RNase対立遺伝子

sk-RNasecDNAがクローニングされた品種の5遺伝子型を()書きで記載した.
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コードすると考えた (図 3-2).17種類の SIRNaseのアミノ酸レベルの相同性は 61.1% (S1-と

Sm-RNase間)～93.0% (S1-と St-RNase間)であり (塩基レベルでは 74.9-95.2%),ニホンナシ

(56.7-94.6%)やリンゴ (60,7-93.9%)と同程度であった (表 3-7).このうち,si-RNase と

Sn-RNaseは92.1%の相同性であったが,HV嶺域の推定アミノ酸配列が同じであった (図 313).

S-RNaseの対立遺伝子特異性には HV恵域のアミノ酸配列が関与しているとされており,リン

ゴやニホンナシのS･RNaseはHV蘭域の推定アミノ酸配列がそれぞれ異なっている (Sassaetal.

1996;Ishimizuetal.1998).しかし,セイヨウナシのSi-RNaseとSn-RNaseはsl'を持つ花粉に対し

て異なる対立遺伝子特異性を示すことが報告されている (Zisovichetal.2004も).その他の15種

類のS_RNaseのHV領域は異なる配列を有していたので 17種類のS-RNaseは異なる認識特異

性を持つと考えた.

プライマーセット̀FTQQYQ'どEP-anti-IIWPNV2'を用いたゲノミックPCRにより1種類の断

片しか増幅されなかった9品種,̀BeurriBedford',̀BeurriBosc',̀BeurriDumont',̀ClaraFrijs',

'DWondcau',̀EarlySeckel',̀Lincoln',̀MarieLouise',̀SaintGermain'から新規S-RNase対立遺伝子

をクローニングするため,これら品種の花柱totalRNAを鋳型に用いて3'RACEを行なった.杏

品種からはCAPSマーカーシステムで識別されたS-RNase対立遭伝子と同じ配列を持つcDNA

断片に加えて,9品種すべてから同一の配列を有するcDNA断片がクローニングされた.そこで,

5′RACEを行ない,5′および 3'末端側断片配列を重複させ,cDNA 完全長塩基配列を決定した.

681bpからなるこのcDNAは227アミノ酸をコードし,推定アミノ酸配列にはナシ亜科S-RNase

に典型的な一次構造が確認された.第2章でクローニングされた 10種類のS-RNaseやSc-,Si-,

Sm-,Sn-,So-,Sp-,Sk-,St-RNaseともニホンナシの9種類のS-RNaseとも一致せず,新規S-RNase

対立遺伝子の可能性が考えられたので,Sx-RNaseと名付けた.9品種の S遺伝子型を B̀edford'

(ShSk),̀Beun･6Bosc'(ShSk),̀BeurriDum ont'(SgSx),̀CJaraFrijs'(SeSx),̀Durondeau'(励Sx),̀Early

Seckel'(SISx),'Lincoln'(SbSx),̀MarieLouise'(肋 ),̀SaintGermain'(SrSk)と推定した.

17種類のS-RNase対立遺伝子を義則する CAPSマーカーシステムの開発

プライマーセット̀FTQQYQ't'EP-anti-IIWPNV2'を用いたゲノミックpCRではSx-RNase対

立遺伝子は増幅されない (図 311).Sk-RNaseの塩基配列には,リバースプライマー

'EP-antiJIWPNV'との間に1塩基の違いが見出された,そこで,Sx-RNase特異的なリバースプラ

イマ一一̀EPSx-anti-IIWPNV'(5'-TACGTTCGGCCAAATTAT-3')を設計し,プライマーセット

'FTQQYQ'と̀EPSx-anti-IIWPNV'用いて再度ゲノミックPCRを行なったが,sx-w ase対立遺伝
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(a)

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase,nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase,nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase,nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

Si-RNase.nt
Sn-RNase.nt

(b)

Si-RNase.aa
Sn-RNase.aa

Si-RNase.aa
Sn-RNase.aa

Si-RNase.aa
Sn-RNase.aa

Si-RNase.aa
Sn-RNase.aa

ATGGGGATTACGGGGATGATATATATAGTTACGATGGTATTTTCATTAATTGTATTAATA
‥.‥‥‥.‥‥‥‥‥‥‥.‥‥ .‥ .G‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥G‥ .

TTGTCTTCCTCTACGGTGGGATACGATTATTTTCAATTTACACAGCAATATCAGCCAGCT
.‥‥‥‥‥‥.‥‥‥‥‥‥.‥.‥.‖‥ ‥ ..G‥ ‥ ‥ .‥ ‥ ‥ ‥‥.

GTCTGCAGATCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTACTGACAAGTTATTTACGGTTCAC
‥‥‥.AC‥C‥A‥‥‥‥.‥.‥‥‥‥.C‥‥‥‥‥G‥C‥‥.‥‥

GGTTTGTGGCCTTCAAACTTGAATGGACCTCACCCAGAAAATTGCACGAATGCAACCGTG
‥‥‥‥‥..‥‥‥‥‥‥‥‥.‥‥‥‥‥‥‥‥‥T.‥‥.‥‥‥

AATTCTCACAGGATAAAAAATATCCAAGCCCACTTGAAAATTATTTGGCCGAACGTACTC
‥‥.‥‥‥‥.‥‥‥‥.‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥T.‥‥.

GATCGAACCAATCATTTAGGCTTCTGGAATAAACAGTGGATAAAACATGGCAGCTGTGGC
‥‥‥.‥‥‥ ‥ G‥ ‥ ‥ ..‥ .‥ ‥ ‥ ‥ .‥ ‥ ‥ .‥ ‥ ‥ ‥ ‥ .‥ ‥ .G

AATCCGCCAATAATGAACGACACGCATTACTTTCAAACCGTAATCAACATGTACATAACC
.‥‥CG‥‥‥‥‥‥‥.‥‥‥‥‥.‥‥.A‥‥‥‥‥‥.‥‥‥‥

CAGAAACAAAACGTCTCTGAAATCCTCTCAAAGGCGAAGATTGAACCGTTGGGAATACAA
‥‥日.‥‥‥‥‥‥‥ ..A‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥.‥ ‥ ‥ ‥ ‥‥ ‥ .

AGGCCACTGGTGGATATTGAAAAGGCCATACGGAATAGTATCAACAAGAAGAAACCAAAA
.‥.‥‥‥‥C..‥‥‥‥T‥.‥‥.‥‥‥‥C‥‥‥T‥.‥‥.G‥.

TTCAAGTGCCAAAATAATGGTGGGGTGACAGAATTGGTTGAGATCAGTCTTTGTAGCGAT
‥‥.‥.‥‥‥G‥.TC‥‥‥‥.T‥.‥A‥.‥.G‥..‥..‥C‥.‥.

CGCAGCTTAACGCAGTTCAGAGATTGCCCCCACCCATTTCCACCAGGATCACCATTTCTC
.‥ ‥ .‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ .A‥ ‥ ‥ .‥ ‥ ‥ . ‥.‥‥‥‥‥.‥A‥‥

TGCCCCGCCGATATTCAGTATTAA
‥T‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥.

川HTr川='HTmTSIIVlI1SSIT＼■(;Yr)YFQFTQQYQPAV('RSNPTPCKDPTDKLFTVH
‥...‥..‥＼■..‥.‥.‥.‥..‥.lJ.‥....‥‥γ.K.‥..‥P‥‥...

GLWPSNLNGPHPENCT＼〈TV＼SHRIK卜､IQ〈QLKHWPNVLDRTNHLGlllWNKQWJKllGSCG
‥.‥.‥‥‥‥‥‥.‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥‥V‥.‥‥‥.‥‥

PSI PS2

NPPIMNDTHYFQTVINMYITQIくQiYTVSl:.IISKAKH=,I)LGIQRPLVDIEKAIRNSINKKKPK
Y.A‥‥‥‥‥‥‥‥‥.‥.‥‥‥..‥‥‥‥‥.H‥N.‖‥T.N‥‥

PS2

FKCQNNGGVTlHノVHSl.(､ST)RSLTQFRDCPHPFPPGSPFLCPADIQY
‥‥K.S‥‥‥.V‥‥.G‥‥‥N‥‥ ‥‥.Y‥日.‥.

PS3 PS4

PS3

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

684

図3-3 Si-RNaseとSn-RNaseのDNA(a)と推定アミノ酸 (b)の配列比較

下線部はバラ科S-RNaseのPositiveSelection(PS)領域 (Ishimizuetal.1998).2つの配列間で保存されている
塩基およびアミノ酸残基を ｢･｣で示す.赤色:HV領域,青色:保存領域,緑色:シグナルペプチ ド
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子は増幅されなかった (データ省略).また,cDNAの 5′および 3′末端側非翻訳飯域の配列に基

づき設計したプライマー,̀SxUTRfl','SxUTRS2','SxUTRrl','SxUTRr2'を組み合わせた4種類の

プライマーセット,̀sxUTRfl'と S̀xUTRrl', S̀xUTRfl'と S̀xUTRr2','SxUTRL2't'sxUTRrl',

'sxUTRf2't'SxUTRr2'を用いたゲノミックPCRでも,Sx-RNaseの断片は増幅されなかった.こ

れらの結果から,Sx-RNase対立遺伝子のゲノムDNAからの増幅は困難であると判断した.

プライマーセット̀FTQQYQ't'EP-anti-IIWPNV2'によるゲノミックpCRで増幅できる7種類

のS-RNase(Sc-,Si-,Sm-,Sn-,Sp-,Ss-,St-RNase)対立遺伝子を加えた 17種類のS-RNase対立逮伝

子を識別するCAPSマーカーシステムの開発を検討した.Sc-,Sl'-,Sm-,Sn-,Sp-,Ss-,St-RNase対立

遺伝子のPCR増幅断片とcDNA配列とを照合したところ,これらPCR増幅断片には 1つの対

立遺伝子特異的な配列を持つイントロンが挿入されていた.pCR増幅断片長とイントロン長は

以下の通りに決定された (図3-4-10);Sc-RNase334bp(イントロン134bp),Sl'-RNase362bp(同

177bp),Sm-RNase350bp(同150bp),Sn-RNase362bp(同162bp),Sp-RNase338bp(同138bp),

Ss-RNase367bp(同167bp),St-RNase1,642bp(同 1,439bp).1,906bp,1,642bp,1,414bp,998bp,

440bpの断片として増幅されるSg-,St-,SI-,Se-,Sb-RNase対立遺伝子はアガロースゲル電気泳動

による識別が可能であった (図 3-lla).約 1,300bp断片として増幅されるSk-および sq-RNase

は,引き続き,第2章で選択した制限酵素,BgmIおよび邦ndIIIによる切断の有無で識別した (図

3-1lb,C).Sc-,Sl'-,Sm-,Sn-,Sp-,Ss-RNase対立遺伝子はsa-,Sd-,Sh-,Sr-RNase対立遺伝子とともに

約350bp断片として増幅されるので,これら対立遺伝子を断片長により識別することはできな

い.そこで10種類の約350bp断片の塩基配列をもとに,Sc-,Si-,Sm-,Sn-,Sp-,Ss-RNaseの増幅断

片を特異的に切断する制限酵素を探索した.第2革で選択したSa-,Sd-,Sh-,Sr-RNase断片をそ

れぞれ特異的に切断する制限酵素,SphI,EcoO109Ⅰ,BssHII,BaeIはsc-,Si-,Sm-,Sn-,Sp-,Ss-RNase

の断片を切断しないことが確認されたので,引き続き採用した (図3-11d～g).Sc-,Si-,Sm-,Sp-,

Ss-RNase断片の識別のために,新たに5種類の制限酵素を選択した.BmgBIは,Sc-RNase断片の

みを222bpと112bpの断片に切断した (図3-1lh,lane7,10).BstZ17Ⅰは,Si-W ase断片を214bp

と148bpの断片に切断したが (図3-1li,lanes),同時にSe-RNase断片を688bpと310bpの断片

に (図3-1li,lane3,4,12,13),Sg-RNase断片を1,612bp,198bp,96bpの断片に切断した (図3-1li,

1ane6).BseRIはsm-RNase断片のみを213bpと137bpの断片に切断した (図3-1lj,1ane9).BseYT

はsp-RNase断片のみを221bpと117bpの断片に切断した (図3lllk,lanell).BssSIは Ss-RNase

断片のみを207bpと160bpの断片に切断した (図3-111,1ane12).Sn-RNase断片の塩基配列には

Sn-RNase断片のみを特異的に切断する制限酵素の切断部位がなかったので,選択した 11種類
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ATGGGGATTACGGGGATGATATATATGGTTCCGACGGTATTTTCATTAATTGTATTAATA
M G I T G M I Y M V P T V F S L I V L I

TEGTETTEGTECGACGG宝GW T寺cG台TTSTTETC合里 芋 昔 ,(紺 ｡3'TCEGGACT

GTCTGCAACTCTAATCCTACCCCTTGTAGCGATCCTACTGACAAGTTGTTTACGGTTCAT
VC N S N P T P C S D P T D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAAGTCGAGTGGACGTGATCCAAAAAGATGCTCGAAAACACCCGTG
G L W P S K S S G R D P K R C S ド T ド V

CAGTCTCAGACGgtaatattattaataatcagctagtcgatattgaatatttcatatata
Q S Q T

cattgctaaatatatatttccatgtacacgtgtgcaaatattacaattaatcatagagtt

tttccattataatgttacattgtcag-ATAACAAATCTCAAAGCCCAGTTGGA日1-1.廿T
l T N lJ K A Q L E I I

tI'ACTCAATCGAGCCAATAATATAACCTTCTGGGAAACACAGTGGGAAAAA
W P N V L N 氏 A N N I T F W E T Q W E K

CATGGCACCTGTGGGGGTCCCACAATACAGGGGGATGAGCATTACTTTCGAACAGTAATC
H G T C G G P T I Q G D E H Y F R T V I

んM TGTACATAACCCAGAAACAAAACGTCTCTAAAATCCTCTCAAAGGCGAAGATAGAA
K M Y I T Q K Q N V S K I L S K A K I E

CCGGAGGGGAAAATCTGGGCACGGGAGGAAATTGTAAAAGCCATACGCCAAAGTACCGAT
P E G K I W A R E E I V K A I R Q S T D

GATAAGCGACCAAAACTCAAGTGCAAAAAGAATACACAGAATACTGAATTGGTTGAGGTC
D K R P K L K C K K N T Q N T E L V E V

ACTCTTTGCAGCGATGAAAACTTAACCCAGTTCATAAATTGCCCCCGCCCATATCCAAAA
T L C S D E N L T Q F I N C P 氏 P Y P K

GGATCACGATATTTCTGCCCCATCAATGGTATTCAGTATTAA
G S R Y F C P I N G I Q Y *
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図3-4 Sc-RNaseゲノム DNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB258359).
赤色:HV領域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イントロン,
樺色‥CAPSマーカーシステムのプライマーの位置 ( がプライマーの5'側)を表す
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ATGGGGATTACGGGGATGATATATATAGTTACGATGGTATTTTCATTAATTGTATTAATA
M G I T G M I Y I VT M VF SL I V L I

TTGTCTTCCTCTACGGTGGGATACGATTATTTTCAA H(㌔(I(.( 日 1日(＼(.CCAGCT
L S S S T VG Y D Y F Q FT Q Q Y Q P A

GTCTGCAGATCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTACTGACAAGTTATTTACGGTTCAC
V C R S N PT P C K D P TD K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACTTGAATGGACCTCACCCAGAAAATTGCACGAATGCAACCGTG
G L W P S N L N G P H P ENCT ＼ A T V

AATTCTCACAGGgtgaattctcacagggtaatattactgataatcagatagtcactattg
＼ S Ill～

tttatttcatttatttacttgtgtatacatacatatactcaacatagattttcatgcacg
cgtgtgcaaatattgcaataaatttaaatttaatcataaatttacctatattatatatta

tattgtcagATAAAAAATATCCAAGCCCAGTTGAA I1日1I((H ACTCGAT
I K ～ IQ ∧ Q L K I I W P N V L D

CGAACCAATCATTTAGGCTTCTGGAATAAACAGTGGATAAAACATGGCAGCTGTGGCAAT
氏 T N H L G F W N K Q W I K H G S C G N

CCGCCAATAATGAACGACACGCATTACTTTCAAACCGTAATCAACATGTACATAACCCAG
P P I M N D T H Y F Q T V I N M Y I T Q

AAACAAAACGTCTCTGAAATCCTCTCAAAGGCGAAGATTGAACCGTTGGGAATACAAAGG
K Q N V S E I L S K A K I E P L G I Q R

CCACTGGTGGATATTGAAAAGGCCATACGGAATAGTATCAACAAGAAGAAACCAAAATTC
P L V D I E K A I 氏 N S I N K K K P K F

AAGTGCCAAAATAATGGTGGGGTGACAGAATTGGTTGAGATCAGTCTTTGTAGCGATCGC
K ド Q N N G G V T E L V E I S L C S D R

AGCTTAACGCAGTTCAGAGATTGCCCCCACCCATTTCCACCAGGATCACCATTTCTCTGC
S L T Q F R D C P H P F P P G S P F L C

CCCGCCGATATTCAGTATTAA
P A D I Q Y *
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図3-5 Si-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB258361).
赤色 HV領域,青色 高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イントロン,
樺色 CAPSマーカーシステムのプライマーの位置 (E がプライマーの5'側)を表す
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ATGGGGATTACGGGGATTATATATATGGTTACGACGGTATTTTCATTAGTTGTATTAATA
M G I T G I I Y M V T T V F S L V V L I

TTCTCGTCGTCCACGGTTGGATTCGATTATTTTCAA H i H IH11(TCCGGCT
F S S S T V G F D Y F Q F T Q Q Y Q P A

GCCTGCAACTCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGCCAAGTTGTTTACGGTTCAC
A C N S N P T P C K D P P A K L F T V H

GGTTTATGGCCTTCAAACTGGAACTTACCCGACCCAATCTTCTGCAAGAATACAACCATT
G L W P S N W N L P D P I F C K N T T I

ACTCCTCAGCAGgtaatattattaataatcagatagtcaatattgtttatttcatataca
T P Q Q

cataaactcaacatagattttcatgcacgcgtgtgcaaatattacaattaataaaacatt

taatcatgattttttttttctattttataattatattgtcagATTGGACATATCCAAGCC
I G H I Q A

CAGTTGGA iTl∩(,((日 ､ ATTCAATCGAACCAATCATTTGGTCTTCTGGAAT
Q L E I I W P N V F N 氏 T N H L V F W N

AAACAGTGGAACAAACATGGCAGCTGTGGGTATACCACAATAAATGACGAAATACAATAC
K Q W N K H G S C G Y T T I N D E I Q Y

TTCGAAACTGTTATCAAAATGTACATAACCAAGAAACAAAACGTCTCTAAAATCCTCTCA
F E T V I K M Y I T K K Q N V S K I L S

AAGGCGAAGATTAAACCGGAGGGGAAAAACAGGACACGGACGGAAATTATAAACGCCATA
K A K I K P E G K N R T R T E I I N A I

AGCATTAGTACCAACAATATGACACCAAAACTCAAGTGCCAAAAGAATAATGGGACGATT
S I S T N N M T P K L K C Q K N N G T I

GAATTGGTTGAGGTCACTCTTTGCAACGATCACAACATAACAAAATTCATAAATTGCCGT
E L V E V T L C N D H N I T K F I N ｢ R

CACCCATATGACCCACAATCACAATTTTTCTGCCCCAAAATAAATATTCTATATTAG
H P Y D P Q S Q F F ド P K I N I L Y *
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図3-6 Sm-RNaseゲノム DNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB258362).
赤色 HV領域,青色 高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色 RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチド,小文字:イントロン,
燈色:CAPSマ-カーシステムのプライマーの位置 ( がプライマーの5'側)を表す
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ATGGGGATTACGGGGATGATATATATAGTTACGGTGGTATTTTCATTAATTGTATTGATA
M G I T G M i Y I V T V V F S L I V L I

TTGTCTTCCTCTACGGTGGGATACGATTATTTTCAA I((,(＼(,(日11日 ＼(.CCAGCT
L S S S T V G Y D Y F Q F T Q Q Y Q P A

GTCTGCAACTCCAAACCTACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTCACGGTTCAC
V C N S K P T P C K D P P D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACTTGAATGGACCTCACCCAGAAAATTGCACTAATGCAACCGTG
G L W P S N L N G P H P E N C T ＼ A T V

AATTCTCACAGGgtaatattactgataatcagatagtcactattgtttatttcatttatg
＼ S lf lモ

tacttgtgtatatatacatatactcaacatagattttcatgcacgcgtgtccaaatatta

caataaatttaaatttaatcataaatttacttatatcatatattatattgtcagATAAAA
TK

AATATCCAAGCCCAGTTGAA IIl ( ltACTCGATCGAACCAATCATGTA
＼ l Q 〈 Q L K I I W P N V L D R T N H V

GGCTTCTGGAATAAACAGTGGATAAAACATGGCAGCTGTGGGTATCCCGCAATAATGAAC
G F W N K Q W I K H G S C G Y P A I M N

GACACGCATTACTTTCAAACAGTAATCAACATGTACATAACCCAGAAACAAAACGTCTCT
D T H Y F Q T V I N M Y I T Q K Q N V S

GAAATACTCTCAAAGGCGAAGATTGAACCGTTGGGAATACAAAGGCCACTGGTGCATATT
E I L S K A K I E P L G I Q R P L V H I

GAAAATGCCATACGGAATAGTACCAACAATAAGAAACCGAAATTCAAGTGCCAAAAGAAT
E N A I R N S T N N K K P K F K C Q K N

TCTGGGGTGACTGAATTAGTTGAGGTCAGTCTTTGCAGCGATGGCAGCTTAACGCAGTTC
S G V T E L V E V S L ド S D G S L T Q F

AGAAATTGCCCCCACCCACCACCAGGATCACCATATCTCTGTCCCGCCGATATTCAGTAT
R N r P H P P P G S P y L C P A D I Q Y

TAA*
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図3-7 Sn一肌 seゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB258363).
赤色:HV領域,青色 高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イントロン,
樺色:CAPSマーカーシステムのプライマーの位置 ( がプライマーの5'側)を表す

95



ATGGGGATTACGGGGATGATATATATTGTTACGATGGTATTTTCATTAATTGTATTAATA
M G I T G M I Y I V T M V F S L I V L I

TTGTCTTCCTCTACGGTGGGATACGATTATTTTCAA日 日(＼日 1I1日 (CCAGCT
L S S S T V G Y D Y F Q F T Q Q Y Q P A

GTCTGCAGATCTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCTACTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
V C R S N P T P C K D P T D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAATTTGAATGGACCTCACCCAGCAAATTGCACGAATGCAACCGTG
G L W P S N L N G P H P A N C T N A T V

AATTCTCACAGGgtaatattactgataatcagatagtcactattgtttatttcatttatg
N S H ド

Tacttctcaacatagattttcatgcacgcgtctgcaaatattacaataaatttaaattta

atcataaatttacctatattatattgtcagATAAAAAATATCGAAGCCCAGTTGAA H
1 K N 1 Il: ^ Q L K I

＼tIH.(IH ,H ACTCGATCGAACCAACCATGTAGGCTTCTGGAATAAACAGTGGATA
I W P N V L D 冗 T N H V G F W N K Q W I

AAACATGGCAGCTGTGGGAATCCTCCAATAATGAACGACACGCATTACTTTCAAACAGTA
K H G S C G N P P I M N D T H Y F Q T V

ATCAACATGTACATAACCCGGAAACAAAACGTCTCTGGAATCCTCTCAAAGGCGAAGATT
I N M Y I T R K Q N V S G I L S K A K I

GAACCAGTGGGGTTGAAAAGGCCACTGGTAGATATTGAAAATGCCATACGGAATAGTACC
E P V G L K R P L V D I E N A I R N S T

AACAATAAGAAACCAAAATTCAAGTGCCAAACGAAGAATAGGGTGACTGAATTGGTTGAG
N N K K P K F K C Q T K N R V T E L V E

ATCAGTCTTTGCAGCGATGGCAGCTTAACGCAGTTCATAAATTGCCCCCGCCCATTTCCA
I S L C S D G S L T Q F I N C P R P F P

CCAGGATCACCATTTCTCTGCCCTGCCGATATTGAGTATTAA
P G S P F L ド P A D I E Y *
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図3-8 Sp一肌 seゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB258364).
赤色:HV領域,青色 高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色 RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イントロン,
樫色:CAPSマーカーシステムのプライマーの位置 ( がプライマーの5′側)を表す
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ATGGGAGTTACGGGGATGACGTATATGTTTACAATGGTATTTTCGTTAATTGTATTAATA
M G V T G M T Y M F T M V F S L I V L I

TTGTCTTCATCCACGGTGGGGTACGATTATTTTCAAH1＼((,(I(.iH'日日＼(CCGGCC
L S S S T V G Y D Y F Q F T Q Q Y Q P A

GTATGCAACTCTAATCCTACTCATTGTAACGATCCTACTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
V C N S N P T H C N D P T D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACAGAAATGGACCTGACCCAGAAAAATGTAAGACTACAGCCCTG
G L W P S N R N G P D P E K C K T T A L

AATTCTCAGAAGgtaatattattaataatgagatggtcaatattgtttatttcatttatg
＼ S Q K

Cactcgtgtatatatagattacaatacttaacatagattttcatgcacgcctgtgcaaat
attacaattaatttaaaatttaatcatgaattgtttctattacataattatattgtcag~

ATAGGAAATATGACAGCCCAATTGGAAATTATTTGGCCGAACGTCCTCAATCGATCCGAT
I G V ＼1 T A Q L E I I W P N V L N R S D

CATGTAGGCTTCTGGGAAAAAGAGTGGATCAAACATGGCACCTGCGGGTATCCCACAATA
H V G F W E K E W I K H G T C G Y P T I

AAAGACGACATGCATTACTTACAAACGGTAATCAGACTGTACATAATCCAGAAACAAAAC
K D D M H Y L Q T V I 氏 L Y I I Q K Q N

GTCTCTGCAATCCTCTCAAAGGCGGCGATTCAACCGAACGGGACAAACAGGCCACTGGTG
VS A I L S K A A I Q P N G T N R P L V

GATATTGAAAATGCCATACGCCGTGGTACCAACAATACGAAACCAAAATTCAAGTGCCAA
D I E N A I R R G T N N T K P K F K C Q

AAGAATACTAGGACGACGACTGAATTGGTTGAGGTCACTCTTTGCAGTGATAGAGACTTA
K N T R T T T E L V E V T L C S D R D L

AAGAAGTTCATAAATTGCCCCCACGGACCTCCACAAGGATCACGATTTTCCTGCCCCTCC
K K F I N (1 P H G P P Q G S R F S C P S

AGTGTTCAGTATTAA
S VQ Y *
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図3-9 Ss-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB258365).
赤色:HV領域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イントロン,
樺色 CAPSマーカーシステムのプライマーの位置 (: がプライマーの5'側)を表す
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ATGGGGATCACGGGGATGATATATATGGTTACGATGGTATTTTCATTAATTGTATTAATT
M G I T G M I Y M V T M V F S L I V L I

TTGTCTTCGTCTGCGGCGAAATACGATTATTTGCAAf I(((帖(=川 口(,CCGGCT
L S S S A A K Y D Y L Q F T Q Q Y Q P A

GCCTGCAACTCTCACCCGACTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
A C N S H P T P C K D P P D K L F T V H

GGATTGTGGCCTTCAAACGTTAATGGACCTGACCCAGAAAACTGCAAGGTCAAACCCACG
G L W P S N V N G P D P E N C K V Iく P T

CCATCTCAAACGgtaatattattgataataagatagtcaatattgtttaggaaaaattag
P S Q T

Tataatgttcattgactgagattttattagtttttagattttgatcgaagtcactattgt
Tggtatattaattagtcaattccataatttcttaaaatagaaaggtttattatattaaca
Ccctacaaattgttgaataaacctcatatacttaatacaccccacattttctttttcaat
Taaaaattatcttaataaaccccacatacttccccataatactctcacaccgcaaattct
Caatatacctcttacattttctacatgcaccccatattttctattcaccccacatttctc
Aaagcttataaagcttttaatttggacaaaaatgccgactgaaattttgacaaaagatgc
Cgcctgagatttaaagcatatgtgggttgttttcaattccaccattaaaacctatgtcgt
Ctgtttttaacatttggtggtaattttaggtgtttaactcttcatgtattccctgtgatc
Cctaaaagatgaatatgaacatagaagcttgatcgatgttgtcaaaatcactaaaacaac
Aaaaaaatataatgtcttgcctcatgtggagcttccaaaacattaattttgtatttcatt
Cataaaaaataaattttctcaattaacatgtttgtagtttcattggttagggttttgttt
Aataatagaggctcggaggggttttgatagttgaagaagataaataatacgttaaaagtg
Atttgggatgtataaagaaattttttatttttttttaaacctaataaggtccaaattgct
Attgtatagtagggtaaataagtcatttaatattaaattttaatgtggggtgcattcaac
Attttgtggggtgctaatataaaaagccaataaaaattaataaattaatttagggtttta
Atactcacactttactaaactcttaagtaatttttgactcaaaacatttccgaaataaaa
Aaaaaaataaaataaaaataagtttgtacttattaattttttacaaaaagagttttcaaa
Ttcttaatcttaaatgtacccattcatatttttttttcaaacaatagatttatgggtttt
Atttaaaatctcattaatataaacccccccaaattttaatttttgatttaaaattataat
Aacatacatagaaatatattattacattaatttcagagacttctaaaaaaaaaatgaaaa
Accaacaaagtttcagttaaagaacatttataattagggaccggatccaaagtctattat
Ttttttcatttatgtacttgtgtatatatacatatacacaacatagattttcatgcacgc
Ttgtgcaaatattacaatcaatttaaaatttaatcataaatatttttctattgtatatat

tatattttcag-ATAGATACATCACTCAAACCCCAGTTGGA＼uTHrr((-((吊 ＼HlA
I D T S L K P Q L E I I W P N V

TTCAATCGAGCCGATCATGAAAGCTTCTGGCAAAAACAGTGGGACAAACATGGCACCTGT
F N 氏 A D H E S F W Q K Q W D K H G T C

GGGTCTCCCACAATAATAGACAAGAACCATTACTTTGAAACAGTAATCAGAATGTACATA
G S P T I I D K N H Y F E T V I R M Y I

ACCGAGAAGCAAAACGTCTCTTATATCCTATCCAAAGCCAACATCAATCCGGATGGTAGA
T E K Q N V S Y I L S K A N I N P D G R

GGCAGGACACGGAAGGATATTGAAATTGCCATACGCAATAGTACCAACGATAAGGAACCA
G R T R K D I E I A I R N S T N D K E P

AAGCTCAAGTGCCAAAAAAAGAAGAATGGGATAATTGAATTGGTTGAGGTCTCTCTTTGC
K L K C Q K K K N G I I E L V E V S L C

AGCAATTACTTAGGAAAAAATTTCATAAATTGCCCCAACAAAAATCCAGGATCACGATAC
S N Y L G K N F I N C P N K N P G S R Y

TCCTGTCCTACCAAAGATATCCATTATTAA
S C P T K D I H Y *
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図3-10 St-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列 (AB258366).
赤色:HV領域,青色 高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部二シグナルペプチ ド,小文字:イン トロン,
樫色‥cAPSマーカーシステムのプライマーの位置 (｢ がプライマーの5′側)を表す
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図3-11ゲノミックPCRによる17種類のSIW ase対立遺伝子の増幅 (a)および11種類の制限酵素による切断 (b-1).

BgmI(b),IIif7dIII(C),SphI(d),EcoOIO9I(e),BssHII(f),BaeI(g),BmgBI(h),BstZ17I(i)βseRI0),BseYI(k),BssSI(1)l
lane1,'GencralIJeClerc'(SISq)',lane2,'WinterNelis'(ShSk),lane3,'FlemishBeauty'(SdSe)-,lane4,'LaFrance'(SeSr),

lane5,'DoyerLneduComice'(SaSb);lane6,'PasseCrassane'(SgSr).,lane7,'Beu汀iHardy■(ScSd)',
lane8,'BeurrideI-Assomption'(Sl'SI)',lane9,'Chapin､(SLSm),lane10,'SalntMathieu'(ScSn)',lane11,̀Ak9a'(SlSp),
lane12,LDana~sHovay'(SeSLll),lanel3,'StarkingDelicious'

占S9eSt)



の制限酵素,BglII,HindIII,FphI,BmgBI,EcoO109Ⅰ,BssHII,BstZ17I,BseRJ,BseYI,BaeI,BssSIのい

ずれによっても切断されないことでSn-RNase断片を識別することとし (図3111b～1,1anelO),約

350bp断片として増幅される10種類のS-RNase対立遺伝子,Sa-,Sc-,Sd-,Sh-,Si-,Sm-,Sn-,Sp-,

Sr-,Ss-RNase対立遺伝子の識別が可能になった.

以上の結果から,プライマJ FTQQYQ't'EP-and-IWPNV2'を用いたゲノミック PCRおよび

11種類の制限酵素 (BgEI,Hl'ndIII,SphI,BmgBI,EcoOIO9Ⅰ,BssHII,BstZ17I,BseRJ,BseYI,BaeI,

BssSI)の処理からなるCAPSマーカーシステムを開発した.このCAPSマーカーシステムにより,

17種類のS-RNase対立遺伝子,Sa-,Sb-,Sc-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Sl'-,Sk-,S1-,Sm-,Sn-,Sp-,Sq-,Sr-,Ss-,

St-RNase対立遺伝子を有する品種のS遺伝子型を推定することが可能になった (表3-8).

交雛不和合性

本章では,17種類のセイヨウナシのS-RNase対立遺伝子を持つ二倍体81品種のS遺伝子型が

推定された.第2章の日本の栽培品種も合わせると,106品種が50種類のS遺伝子型に分類され,

そのうち22種類には複数の品種が分類された (表3･9).

17種類のセイヨウナシのS-RNase対立遺伝子のうち10種類,Sa,Sb,Sd,良,Sg,Sh,Sk,SI,Sq,Sr

対立遭伝子から構成される S遺伝子型に推定された品種間で交配を行ない,結実率または

Seed〟Flowerから品種間の交雑不和合 ･和合を判定した.同じ推定 S遺伝子型の組み合わせ,

SaSbのD̀oyenniduComice'どAbbi助al',SaSgの T̀riomphedeVienne'どCharlesEmest',SaSlの

'MargueriteMarillat'どKoonce',SbSeの H̀igh1and't'Califomia',̀Cascade',SbSlの B̀eurreJeanVan

Geert't'JosephinedeMalines',SbSrの C̀omdo'どUrbaniste',ScSeの B̀eurrid'Anjou't'Moonglow',

SeSgの B̀eurr丘Supe血 'ど0riviierdeSerres',SeShの ẀlnterCole't'EIDorado',SeSkの F̀ondante

Thirriot'と P̀ackam-sTriumph',SeSIの Àyers'と B̀artlett'および p̀erad'Agua',SeSqの p̀ierre

Cornelle't'Covert',SgSIの B̀lickling't'ComtedeLambertye',SL鞄 の (̀おneralLeclerc't'Ovid',

SISrの B̀ristoICross'と Èmiled'Heyst'で行なった他家受粉交配は,̀Ayers'× B̀artlett'の交配で

SeedかFlowerが0.1となった以外は,充実種子は形成されず,すべての組み合わせが交雑不和合

と判定された (表3-10).

Si-RNasecDNAがクローニングされた品種から,同じS遺伝子型と推定された B̀eurriBosc'

(shSx)とD̀urondeau'(ShSx)およびEarlySeckel'(SISx)i'MarieLouise'(SlSx)の交配を行なった

(表 3-ll).2年間行なった B̀eurriBosc'(ShSx)と D̀urondeau'(ShSx)の正逆交雑,および,̀Early

Seckel'(SISx)× M̀arieLouise'(SISx)の交配はSeeds/Flowerが0.3以下となり,いずれも交雑不和
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表3-8 ゲノミックPCRにより増博された17種類のSLRNase対立漣伝子の制限静索断片長 巾p)
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表3-9 17種類のS-RNase対立遺伝子を識別するCAPSマーカーシステムにより識別される二倍体

106品種の推定ぶ遺伝子型

品種
AbbiI;ital
DoyeruleduComice

Roguered
A一lrOra
DocteurJulesGuyot

Duchessed'Angouleme
HarrowCrisp
HarrowDelight
Magmess
Roeha

Tyson
CharlesErrLeSt

TriomphedeVienne
HamwSweet
Koonce

MargueriteMarillat
PierreToum sse

BeurreClairgeau
Apgelys
Reimerred
BeurriLubrun
CaJifomia
Cascade
Go血am

GrandChanlPIOn
flaJtman

HjghJand
Howell
GlouMorceau
AlexandrineDouillard
BeurreJeanⅥmGeert

S遺伝子型
SaSb

SaSc
SaSe

S遺伝子型

SeSg

SeSh

SeSL'

SeSk

SeSJ

SeSr

品種

BeurriSupe血
0riviierdeSerres
EIDomdo
WinterCole
BeurriGilfd

SurrmerDoyenne
FondaJTteThimiot

PackamlsTriumph
Washington
Ayerg
Bartleu

DilicesdTIardenpont
HaⅣestqueen
MaxRedBarllett

Napoleon
Perad'Agua

Rosired
Secke1

Seigneurd'Espiren
ColoreedeJdillet
BesideSaint-Waast
Bon-CJlretiendlHiver
Covert
PierreCorT蛤Ile
Ballad

Doyennid■Jdver
Idaho
LaFrance
Verdi

SeSs Dam-sHovay
SeSt oldHome

StarkingDelicious
SgSJ Blickling

ComtedeLambertye

SgSq PresidentHeron
SgSr PasseCmss,lne

SilverBell
ShSk WinterNelis
ShSl MichaelmasNe]is
ShSm Garbar

ShSq Fertility
Sl'SI Beurrede1-AssomptlOn
SkSl S即ItaMaria
SkSr Ankan

SlSm Chapin
SJSp Ak9a
SlSq GeneT･;)ILcctcrc

Ovid
SlSr BristolCross

S/Ss

Emiled●Heyst
Kieffer

Koshis;I_T.lk;I
ComtedeFlandre

SaSq
SaSr
SbSc
SbSe

CanalRed

HoneySweet
JosiphhedeMalines

SbSq LeLeclier
SbSr CoAdo

Urbaniste
SbSt TumbullGiant

ScSd BeurreHardy
RoyalRedHardy

ScSe Beurred'Anjou
Moonglow
RedAnjou

ScSh NouveauPoiteau
ScSI Ewart
ScS77 SaintMathieu
SdSe Baulomnc

Clapp'sFavorite

Fle111isllBe(lLll.t.
RedChppls

SdSl DoyerLniCris
SdSq Dc＼oc
SdSr ConrcreJICC■一････････.llll.一■■■llllllllll.･.■-■一一llllllll.･.一一一一一･･････.･.･.■■-

赤字:日本の栽培品種
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表3-10 同じ推定S遺伝子型を持つ品種間の交雑不和合性の評価
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表3-I1Sk-RNasecDNAがクローニングされた品種の自家および他家受粉による結実率と種子数
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合と判定された.

sk-RNaseの解析

sx-RNaseは,プライマーセット̀FTQQYQ't'EP-anti-IIWPNV2',および,sx-BNase特異的プラ

イマーセット̀FTQQYQ't'EPSx-anti-IIWPNV'を用いたゲノミックPCRでは増幅されなかった.

しかし,プライマーセット̀FTQQYQ't'EP-antiJIWPNV2'を用いたゲノミックPCRを伸長時間

30秒,99サイクルで試行したところ,Sx-RNaseの配列を持つ 197bpの断片が増幅された (図

3-12).この断片をゲルから抽出して塩基配列を決定したところ,ナシ亜科 S-RNase対立遺伝子

の HV 領域に挿入されているイン トロンが存在せず,プライマーセット'FTQQYQ'と

'EP-anti-IIWPNV2'で増幅されたsk-RNasecDNA断片の配列と完全に一致した (図3-13).既にS

遺伝子型が推定されたセイヨウナシ品種,および,ニホンナシ品種,̀二十世紀',̀豊水',̀市原早

生',リンゴ品種,̀国光',̀ゴールデン･デリシャス',̀さんさ',̀スターキング･デリシャス',̀旭',

印̀度'のゲノムDNAを鋳型にして同じ条件でPCRを行なったところ,供試したすべての品種か

らもSxIRNaseの配列を有する197bpの断片が増幅された (図3-12).

Sx-RNaseがクローニングされた D̀urondeau'の花桂,花弁,節,葉の totalRNA を鋳型に,

Si-RNase特異的プライマーセット̀FTQQYQ'どEPSx-anti-IIWPNV'を用いて RT-PCRを行なっ

たところ,SxIRNaseは花柱のみならず,花弁と薪でも発現していた (図3･14).

<考察>

CAPSマーカーシステム (第2章)を用いて二倍体93品種のS遺伝子型を推定したが,22品種

からはセイヨウナシ (Pcommunis)の10種類のSb-,Sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Sk-,S1-,Sq-,Sr-RNase対

立遺伝子およびニホンナシ (P.pynfolia)の9種類のS-RNase以外の断片が検出され,S遺伝子型

を推定できなかった (表3-5).これら識別できなかったゲノミックPCR断片の塩基配列は7種

類に分類され,5種類は推定Sc-,Si-,Sm-,Sn-,Sp-RNase対立遺伝子の配列と一致していた.残り2

種類は新規 S-RNase対立遺伝子であると考えられ,Ss-および st-w ase対立遺伝子と名付けた.

RACEクローニングを用いて7種類のS-RNasecDNA完全長塩基配列を決定した.これら7種類

のS-RNaseの推定アミノ酸配列には典型的なナシ亜科S-RNaseの一次構造と対立遺伝子特異性

に関与する1つのHV領域が確認された.Sc-,Sm-,Sp-,Ss-,St-RNaseはそれぞれ 10種類のセイ

ヨウナシおよび9種類のニホンナシS-RNaseとは異なるアミノ酸配列のHV領域を有していた
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図3-12 プライマーセットFTQQYQ't'EPSx-anti-IrWPNV'を用いた
ゲノミックPCRによるSx-RNase対立遺伝子の増幅.
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ATGGGGATTACAGGGATGATCTCCATGGTTACGATGGTATTTTCATTACTTGTATTAATA
M G I T G M I S M V T M V F S L L V L I

TTGTCTTCGTCCACGGTGGGATTCGATTATTTTCAA｢1日(日1＼日､日日 lI(＼(一ccGGCT
L S S S T V G F D Y F Q F T Q Q Y Q P A

GTCTGCAACTTTAATCCTACTCCATGTAAGGATCCTACTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
Vr N F N P T P C K D P T D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAACAACGTAGGAGGTGACCCAGAATCTTGCAAGATAAGGAATCAT
G L W P S N N V G G D P E S C K I R N ll

c伝AGEGA旨AĜCAAiGĜCACEcG告ACEcc8GTEGG告､半 ､主■骨 ♭(･/W ｡tACEcG台T

CGAACCAATCATACAGCCTTCTGGCGTAGACAGTGGATAAAACATGGCACTTGTGGGTAT
冗 T N H T A F W R R Q W I K H G T C G Y

CCCACAATACAGAATGAGAATGATTACTTCGAAACAGTAGTCAAAATGTACACAACCGAG
P T I Q N E N D Y F E T V V K M Y T T E

んIACAAAACGTCTCTAAAATCCTCTCAAGTGCAAAGATTGAACCGGACGGGATAAAAAGA
K Q N V S K I L S S A K I E P D G I K R

ACACTGGCGGACCTTGAAATTGCCATACGCAATGGTACCGACAACAAGAAACCAAAATTC
T L A D L E I A I R N G T D N K K P K F

AAGTGCCAAAAGAAGAGAAGGGTGACTGAATTAGTTGAGGTCACTCTTTGCAGCGATAAA
K ドQ K K R R V T E L V E V T L C S D K

AACAGAGCACATTTCATAGATTGCCCCAACCCCTTTCAACCAGGATCACCATATTTATGC
N R A H F I D C P N P F Q P G S P Y L C
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図3_13 Sx_RNasecDNAおよびゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列.

赤色:HV 領域,青色:システイン残基,桃色:ヒスチジン残基,下線部:シグナルペプチ ド,
樺色 CAPSマーカーシステムのプライマ←の位置 ( がプライマーの5'側)を表す.
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'Durondeau'(ShSx) 'Jargonelle'(SmSx) V̀icarofWinkfield'(SkSzJSx)

花 花 花 花 花 花
柱 薪 弁 葉 柱 荊 弁 葉 柱 前 弁 葉

･Bp

訓棚
30｡
20｡

1

図3114 プライマーセットFTQQYQ'どEPSx-anti-IIWPNV'を用いた
RT-PCRによるSx-RNase対立遺伝子の器官別の発現.

lo島



ことから,異なる対立遺伝子特異性を示すと考えられた.一方,Si-RNaseと Sn-RNaseは他の

S･RNaseとは異なるアミノ酸配列のHV領域を有していたが,si-RNaseとSn-RNaseのHV領域

の推定アミノ酸配列は同一であった.Zisovichetal.(2004b)は,Se-RNase対立遺伝子を有する自

家不和合品種3品種,̀Fore11e'(SeSn),̀Spadona'(Se成),̀Gentile'(SeSi)を用いて交配実験を行なっ

ている.HV簡域の配列が同じ si-RNaseとSn-RNaseが同じ認識特異性を示すなら咲 F̀orelle'

(SeSn)× S̀padona'(SeSk)は交雑和合,̀Forelle'(SeSn)× G̀entile'(SeStl)は交雑不和合を示すと推測

される.しかし,実際には,̀Forelle'(SeSn)× S̀padona'(SeSk)および F̀orelle'(SeSn)× G̀entile'

(sesi)の交配では,結実率がそれぞれ 32%と78%を示し,果実当たり5.2個と6.7個の充実種子

が含まれていたことから,どちらの組み合わせも交雑和合であると判定された.また,̀Forelle'

(SeSn)× G̀entile'(SeSi)の交雑後代30個体からSeSl'18個体,SiSn12個体が分離したことから,雌

しべのSnハプロタイプはSiハプロタイプを持つ花粉を拒絶していないことが示され,Si-RNase

とSn･RNaseが異なる認識特異性を持つことが明らかにされた.Ishimizuetal.(1998)紘,ニホン

ナシの7種類のS-RNaseとリンゴの4種類のS-RNaseの同義置換と非同義置換を解析し,4つの

PositiveSelection(PS)領域を見出し,この髄域が自他認識に関与すると推測している (図 3-3b).

Si-および sn-RNaseの配列間には 19アミノ酸残基の違いがあり,そのうち 10アミノ酸残基は

PS恵域に相当する部分に存在する.よって,HV 簡域以外のアミノ酸残基により対立遺伝子特

異性が制御されている可能性が示唆された.同じHV嶺域の推定アミノ酸配列を持つ Si-RNase

とSn-RNaseが異なる対立遺伝子特異性を示したことから,17種類のセイヨウナシS-RNaseは異

なる対立遺伝子特異性を示すと考えられた.

プライマーセット̀FTQQYQ't'EP-anti-IIWPNV2'を用いたゲノミックPCRにより増幅される

17種類のS-RNase対立遺伝子を識別できるCAPSマーカーシステムの開発を試みた.Sg-,St-,SI-,

Se-,Sb-RNase対立遺伝子は1,906,1,642,I,414,998,440bpに検出され,増幅断片長により識別で

きた.しかし,約350bpに検出されるSc-,S7'-,Sm-,Sn-,Sp-,Ss-RNase対立遺伝子の断片はSa-,Sd-,

Sh-,Sr-RNase対立遺伝子とともに断片長による識別が困難であった.sc,si,Sm,Sp,Ssを識別す

るために,5種類の制限酵素,BmgBI,BstZ17I,BseRI,BseYI,BssSIを新たに選択した.Sn-RNase対

立遺伝子の増幅断片を特異的に切断できる制限酵素がなかったので,約 350bp断片を識別する

9種類の制限酵素,BaeI,BmgBI,BseRI,BseYI,BssHII,BssSI,BstZ17I,EcoOIO9I,SphIおよび約 1.3

kb断片を識別する2種類の制限酵素,BglII,HindIIIのいずれの制限酵素でも切断されないこと

により,Sn-RNase対立遺伝子を識別することとした,

最終的に,プライマーセットFTQQYQ'と ÈP-anti･ⅠIWPNV2'を用いたゲノミックPCRおよび
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11種類の制限静索,BglII(Sk特異的),HindlII(Sq特異的),SphI(Sb特異的),BmgBI(Sc特異的),

EcoOIO9I(Sd特異的),BssHII(Sh特異的),BstZ17I(Si特異的),BseRI(Sm特異的),BseYI(Sp特異

的),BaeI(Sr特異的),BssSI(Sk特異的)による切断からなるCAPSマーカーシステムを確立し,17

種類のセイヨウナシS-RNase対立遺伝子,Sb-,Sb-,Sb-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Si-,Sk-,SI-,Sm-,Sn-,Sp-,

Sq-,Sr-,ST-,St-RNase対立遺伝子の識別が可能になった (蓑 3-8).11種類の制限酵素のうち,

HindIIIはSk-RNase対立遺伝子断片に加えてSt-RNaseを,EcoO109IはSd-RNase対立遺伝子断片

に加えてSl-RNase対立遺伝子断片を,BstZ17Iはsi-RNase対立遺伝子断片に加えてSe-,Sg-RNase

断片を,BaeIはSr-RNase対立遺伝子断片に加えてSl-RNase対立遭伝子断片を切断した.se-,sg-,

Sl-,St-RNase対立遺伝子は各制限酵素が切断の対象としているS-RNase対立遺伝子とは断片長

が異なるため,S-RNase対立遺伝子の識別には影響を与えない.ただし,BaeIはスター活性によ

りSh-RNase断片を切断してしまう可能性があるので,BaeIにより切断されたS-RNase断片につ

いてはBssHII処理を行なうことが望ましい.

第 2章で推定した日本の栽培品種を合わせると,17種類のS-RNase対立遺伝子 (Sa-,Sb-,Sc-,

Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Si-,Sk-,Sl-,Sm-,Sn-,Sp-,均一,Sr-,Sk-,St-RNase対立遺伝子)の組み合わせからな

る106品種の∫遺伝子型が推定された (表3-9).これら品種の中には,計画的な交配による交雑

後代や自然交雑実生から育成された品種も多いので (Crawford1996),親品種の推定S遺伝子型

と照会して品種の真偽を検討した (表3-1).枝変わり突然変真由来の4品種,̀ChandChampion'

(SbSe)[̀Godlam'(SbSe)の鋳性枝変わり】,̀RedClapp'S(Starkrimson)'(SdSb)['Clapp'sFavourite'

(SdSe)の着色系枝変わり1,̀RedAnjou'(SbSe)[̀Beu汀id-Anjou'(SbSe)の着色系枝変わり】,̀Royal

RedHardy'(ScS4日 B̀eurriHardy'(ScSq)の着色系枝変わり]はそれぞれの変異親品種と同じS遺

伝子型に推定された.両親とされている品種の S遺伝子型が推定された品種のうち 11品種,

'Aurora'(SaSe)['MaruguedtマMarillat'(SaSDX B̀artlett'(SeSDの交雑後代】, Àngelys'(SbSr)

['DoyerLnid'hiver'(SeSr)× D̀oyennedu Comice(Sash)の交 雑後 代】, B̀automne'(Se5切

['Conference'(SdSr)× D̀oyem16dlliver'(SeSr)の交雑後代1,̀BristoICross'(SISr)['Bartlett'(滋SDX

'Conference'(SdSr)の交雑後代],'Califomia'(SbSe)および c̀ascade'(SbSe)【̀MaxRedBartlett'

(SeSDX D̀oyenneduComice'(Sash)の交雑後代1,̀condo'(SbSr)['Conference'(SdSr)× D̀oyennidu

Comice'(SbSb)の交雑後代1,̀Gorham '(SbSe)【̀Bartlett'(SeSDX̀JosiphinedeMalines'(SbSDの交雑

後代],̀Hartman'(SbSe)【̀DoyenneduComice'(SaSb)× M̀axRedBartlett'(SeSDの交雑後代1,

'Highland'(SbSe)【̀Bartlett'(SeSl)×D̀oyenniduComice'(Sash)の交雑後代】,̀SantaMaria'(SJSk)

['Bartlett'(Se部)× C̀oscia'(SbSk,Zisovichetal.2004a)の交雑後代Jは種子親および花粉親から1つ
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ずつS-RNase対立遺伝子を受け継いでおり,S遺伝子型に矛盾は見られなかった.

花粉親のS遺伝子型が推定されていない7品種のうち6品種,̀Covert'(SeSq)【̀Bartlett'(SeSD

X D̀orset'1,H̀arrow Crisp'(SbSb)['Bartlett'(卿 × ÙS561121146'], H̀arrow Sweet'(Sbぷ)

['Bartlett'(Se励)× p̀urdue80-51'1,̀HoneySweet'(Sbぷ)【̀Seckel'(SbSDX Ù.S.220'(̀vermont

Beauty'× R̀oiCharlesdeWurtemburg')I,̀Ovid'(SISq)【̀Bardett'(Seぷ)× D̀orset'1,̀Roguered'(ShSc)

['DoycrmiduComici(Sash)×(̀Seckel'(SeSDXF̀ami ngdaleseedling122')の交雑後代】は種子親由

来のS-RNase対立遺伝子を有していた.̀Covert't'0vid'の花粉親はどちらも D̀orset'であること

から,̀Dorset'がsq-RNase対立遺伝子を有することは確実であると考えられた.

種子親のS遺伝子型が推定されていない5品種のうち4品種,̀HarrowDelight'(SaSe)[('01d

Home'(Best)× ÈarlySweet')× B̀artlett'(SeSD],̀HarvestQueen'(SeSDl̀Michigan572'(̀Barseck'×

'Bardett'(SeSD)× B̀artlett'(SeSI)],'Magness'(SbSe)【̀Seckel(SeSf)の自然交雑実生'× D̀oyenni

duComice'(Sash)】,̀Packam-sTriumph'(SeSkH ÙvcdaleSt.Germain'(̀BellaAngevina'× B̀artlett'

(sesD)×B̀ardett'(SeST)]は花粉親品種のS-RNase対立遺伝子のうちの 1つを受け継いでいた.

自然交雑実生とされる品種のうち7品種,̀BeurreClairgeau'(SaSq)['Duchessed'Angouleme'

(Ease)の自然交雑実生】,̀Chapin'(SISm)['Seckel'(SeSDの自然交雑実生1,̀ComtedeLamberbrc'

(SgSDl̀BetlrriSuperfin'(SeSg)の自然交雑実生1,̀Devoe'(SdSq)【̀Clapp'sFavorite'(SdSe)の自然交

雑実生】,̀EIDorado'(SeSh)[̀Bardett'(SeSDの自然交雑実生】,̀MichaelmasNelis'(ShSDおよび

'winterCole'(SeSh)[̀winterNelis'(ShSk)の自然交雑実生】はそれぞれの種子親から 1つの

S-RNase対立遺伝子を受け継いでいた.

一方,7品種は,交配親品種の組み合わせからは生じない S遺伝子型を有していた.̀Ayers'

(sesDは G̀arbar'(ShSm)× B̀eurrid'Anjou'(ScSe)の交雑後代とされているが,̀Garbar'由来の

S-RNase対立遺伝子を持たない.'CanalRed'(SbSDぽForclle'(SeSn)× M̀axRedBardett'(Se励)の

交雑後代とされているが,̀Forelle'由来の S-RNase対立遺伝子を持たない.よって,̀Ayers'と

'CanalRed'の種子親は記載されている品種とは異なる可能性が示唆された.̀Dana-sHovay'

(SeSg)は s̀eckel'(SeSDX̀whterNelis'(ShSk)の交雑後代とされているが,̀winterNelis'由来の

S-RNase対立遺伝子を持たない.̀ReimerRed'(SbSb)ぽDoyenniduComice'(SbSb)× M̀axRed

Bartlett'(SeSDの交雑後代とされているが,̀MaxRedBartlett'由来のSLRNase対立遺伝子を持たな

い.̀PierreComelle'(SeSq)は B̀eurriDiel'(SbSeSv)×'DoyenniduComice'(SaSb)の交雑後代とされ

ているが,̀DoyenniduComice'(SaSb)由来の SLRNase対立遺伝子を持たない.よって,̀Dana●s

Hovay','ReimerRed','PierreComelle'の花粉親は記載されている品種とは異なる可能性が示唆
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された.̀clapp'sFavorite'(SdSe)はFlemishBeauty'(SdSe)×B̀artlett'(SeSDの交雑後代とされてい

るが,この組み合わせでは遣伝子型SdSeの後代は生じない.種子親と花粉親が入れ替わって記

録されている,もしくは,どちらかが間違っている可能性が考えられた.̀Le Lectier'(SbSq)

['Bardett'(SeSDXB̀ergamotteFortunec'の交雑後代】は花粉親のS遺伝子型が不明であるが,少な

くともB̀artlett'が種子親でないことが示された.̀verdi(SweetBlush)'(SeSr)[̀LouiseBonned■

Avranches'×D̀oyenniduComice'(SbSb)]は種子親のS遺伝子型が推定されていないが,̀Doyelme

duComiC¢'は花粉親でないと推測された.

本章および第2章の結果,品種の由来が記載されている45品種のうち36品種において,両親

と後代品種間のS遺伝子型に矛盾が見られなかったことから,S-RNaseが対立渡伝子として交配

親から遺伝していることが確認された.一方,残り9品種では事実と異なる交配親品種が記載

されていると考えられる.

∫遺伝子型の推定により,いくつかの異名同種や同名異種も明らかになった.盛岡に栽植さ

れていた ÈasterBeuTe'は果実の形などから̀EasterBeurre'ではな<'BesideSaint.Waast'であると

みられたが,推定S遺伝子型が B̀esideSaint-Waast'と一致したことから,同名異種であると考え

られた.また,実験当初盛岡には,̀Califb血a'とされている樹が 2本栽植されていたが,両樹の

推定 S遺伝子型が異なったことから,交配親品種の S遺伝子型と矛盾する片方の樹が誤って

'Califomia'とされていることが明らかになった.さらに,盛岡の D̀uchessed●Angouleme'は文献

にある収穫時期や果実形質と異なっていることに加え,推定 S遺伝子型 sessも D̀uchesse

d-Angouleme'の自然交雑実生とされる B̀eurriClairgeau'の遺伝子型がsbSqと矛盾したことから,

同名異種が疑われた.山形県農業総合研究センターの栽植樹から神戸大学圃場に接ぎ木された

'Duchessed'An gouleme'のS遺伝子型がSaSeと推定され,̀BeurriClairgeau'の推定S遺伝子型,

SaSqと矛盾が生じなかったことから,盛岡の樹が同名異種であることが示され,̀Duchesse

d-Angouleme'の正しいS遺伝子型がsbSeであることが明らかになった.

いくつかの品種のS遺伝子型は,起源を同じくするナシ属 (pynLS)の種間交雑の容易さ,様々

なナシ属種の交配から生じたセイヨウナシの種形成の背景,現在の育穂にも用いられる種間雑

種からの品種形成の様子を表した.チュウゴクナシ (P.pyrlfolia)との種間雑種とされる品種の

S遺伝子型は,̀Frontier'(SePpS5),̀Kieffer'(SISr),'Ayers'(Seぷ),̀perad■Agua'(SeSDと推定され,

'Frontier'でのみニホンナシで同定されている S5-RNaseが検出された.̀Kieffer'(P.pyrlfoliaX

'Bartlett'(SeSD)からはS1-およびsr-RNase対立遺伝子が検出されたので,花粉親が B̀artlett'であ

ることに矛盾はないと推測され,種子親となった品種はセイヨウナシの S-RNase対立遺伝子を
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共有するPpyr7foltlaであると考えられた.̀Garbar'(P.pynfoliaXPcommunis)t'perad●Agua'(交

配親不明)からはそれぞれSh-およびsm-RNase対立遺伝子とSe-およびsI-RNase対立遺伝子が増

幅されたことから,両品種の交配親となったチュウゴクナシ (P.pyrlfolL'a)もセイヨウナシの

S-RNase対立遺伝子を有すると推測される.S遺伝子型から G̀arbar'を交配親に持たないと考え

られた Àyers'(SeSDは,セイヨウナシのS-RNase対立遺伝子を有する別のチュウゴクナシ,もし

くは,セイヨウナシ品種間の交雑後代と推測される.一方,種間雑種とされていなかった

'FondantedeChameu'(SIPpS2)t'Fame'(SrPpS4)の2品種からもニホンナシのS-RNaseが検出さ

れた.今後,品種のS遺伝子型を推定する際に,ニホンナシS-RNaseが検出される可能性も十分

考えられる.

c̀onference'の S遺伝子型は,第 2章の推定 (SdSr)と国外の推定 (StLS:h)とが一致しなかった.

本章では C̀onference'が育種親になった品種の S遺伝子型を推定した.̀BristoICross'(SISr)の

Sl-RNase対立遺伝子は種子親である B̀artlett'(SeSDに,Sr-RNase対立遺伝子は花粉親である

'Conference'(SdSTr)に由来するとみられた.̀Condo'(SbSr)のSr-RNase対立遺伝子は種子親である

'Conference'(SdSTr)に,Sb-RNase対立遺伝子は花粉親であるD̀oyenniduComice'(SbSb)に由来す

ると考えられた.̀Bautomne'(SdSTe)のSd-RNase対立遺伝子は種子親である C̀onference'(SdSr)に,

Se-RNase対立遺伝子は花粉親である D̀oyerLnidhiver'(SeSr)に由来するとみられた.これら3品

種の親子関係と推定S遺伝子型に基づき,正しい C̀onference'のS遺伝子型味,CAPSマーカーシ

ステムにより推定されたSdSrであると結論づけた.

Modlibowska(1945)が交雑不和合組み合わせとして挙げた 7種類のうち,̀BelleLucrative

(Seigneurd'Espiren)'×L̀ouiseBonnedeJersey(LoiseBonned'Avranches)',̀BelleLucrative'×

'Seckel',̀LouiseBo血edeJersey'× S̀eckel',̀LouiseBonnedeJersey'× Ẁilliam'sBonChritien

(Bartlett)','william 'sBonChriden'× S̀eckel'の 5種類は二倍体品種同士の交配である.̀Belle

Lucrative(Seigneurd'Espiren)ラ,̀Seckel',̀william′sBonChritien(Bartlett)'のS遺伝子型がsesIで

あることから,̀BelleLucrative'× S̀eckel'および ẁilliam 'sBonChritien'× S̀eckel'が交雑不和合

を示すことと推定S遺伝子型が一致した.'LouiseBorLnedeJersey(LoiseBonned'Avranches)'の遺

伝子型もseslであると推測され,̀verdi(SweetBlush)'(SeSr)【̀LouiseBonned■Avranches'×

'DoyerniduComice'(SbSb)】にSe-RNase対立遺伝子が遺伝していると考えられる.

第2,3章で供試した二倍体 118品種のうち,106品種は 17種類のセイヨウナシS-RNase対立

遺伝子の組み合わせからなる50種類のS遺伝子型に分類され,そのうち22種類のS遺伝子型

には複数の品種が分類された (表 3-9).同じ推定 ∫遺伝子型の品種間での交配はすべて交雑不
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和合を示した (表 3-10).このことは,セイヨウナシの雌しべ側 S遺伝子産物がS-RNaseである

ことを改めて証明するとともに,CAPSマーカーシステムによるS遺伝子型推定の信頼性を裏付

けると考えられる.

また,118品種に,̀Coscia'や F̀orelle'など国外でゲノミック PCR により推定された 8品種

(zisovichetal.2002a)を加えた 126品種の解析の結果から,世界各国で栽培されている多くの主

要品種の S遺伝子型が推定された (表 3-12).ヨーロッパ諸国の主要品種は,イタリアの Àbbi

fetal'(SaSb),̀William 'sBonChretien(Bardett)'(Seぷ),̀Conference'(SdSr),̀DoyenniduComice'

(Sash),̀BeurriBosc'(ShSk),C̀oscia'(SbSk),フランスの B̀artlett'(Se励),̀DocteurjulesGuyot

(Precoce)'(SbSe),'Conference'(SdSr),̀IhyermiduComice'(Sash),̀passecrassane'(SgSr),スペイ

ンの C̀oscia'(SbSk),̀DocteurjulesGuyot(Precoce)ラ(SbSe),ポルトガルの R̀ocha'(SbSe),イギリス

の C̀on危rence'(SdSr),'Bartlett'(Se励),ドイツの C̀onference'(SdSr), F̀ondantedeChameu'

(sIPpS2),̀Clapp'sFavourite'(SdSTe),オランダの C̀onference'(SdSr),'DoyenniduComice'(SbSb),

ベルギーの D̀urondeau'(ShSx),デンマークの C̀laraFrijs'(SeSk),スウェーデンの C̀laraFrijs'

(se免),̀Conference'(SdSr),ブルガリアの B̀artlett'(SeSO,'BeurriBosc'(ShSk),̀Clapp'sFavourite'

(sdSe),'Beurr6Hardy'(ScS4),ポーラン ドの C̀lapp'sFavourite'(SdSe),C̀onference'(SdSr),

'GeneralLeclerc'(SISq),ロシアの B̀artlett'(SeSJ),̀FlemishBeauty'(SdSe),̀BeurriBosc'(Sh放),

K̀ieffer'(SISr),セルビアの B̀artlett'(SeSl),'PasseCrassane'(SgSr),ギリシャの B̀artlett'(SeSO,

'passeCrassane'(SgSr),トルコの Àk9a'(SISp),̀Ankara'(SkSr),'SantaMaria'(SkSDと推定された.

ヨーロッパ以外の主要生産国の栽培品種は,アメリカの B̀ardett'(SeSD,'Beurrid'Anjou'(ScSe),

'BeurreBosc'(ShSx),F̀orelle'(SbSn),カナダの B̀artlett'(SbSD,'BeurriBosc'(ShSr),̀Beurri

d'Anjou'(ScSe),アルゼンチンの B̀ardett'(Se励),̀packham 'sTrium ph'(SeSk),'Beurrid'Anjou'

(ScSe),チリの p̀ackham 'sTrium ph'(SeSk),̀BeurreBosQ'(ShSk),オース トラリアの p̀ackham's

Triumph'(SeSk),̀Bartlett'(SeSD,̀BeurriBosc'(ShSk),ニュージーランドの P̀ackham 'sTriumph'

(SeSk),ẀinterNelis'(ShSk)'WinterCole'(Sash),南アフリカの p̀ackham'sTriumph'(SeSk),

'Forelle'(SeSn)と推定された.

また,多くの新品種の推定 ∫遺伝子型も決定された.主要品種間の交雑から育成された品種

は,日本の栽培品種でもある Àurora'(SaSe),'Bautomne'(SdSe),̀Califomia'(SbSe),'Devoe'(SdSq),

ÈIDorado'(SeSh)に加えて,̀Angelys'(SaSr),̀BristoICross'(SISr),'Condo'(SbSr),'CanalRed'

(SbSD,'Cascade'(SbSe),'Gorham'(SbSe),'Hartman'(SbSe),'Highland'(SbSe),'ReimerRed'(SbSc),

'RogueRed'(SaSc)のS遺伝子型が推定された.火傷病抵抗性品種では,̀Garbar'(ShSm),'Ayres
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表3-12セイヨウナシ126品種の推定∫遺伝子型

∫遺伝子型 品種

SgS/ Blickling

∫遺伝子型 品種 ∫遺伝子型 品種
SOSb Abbifital SdSe r3aLltOIllne

l)o＼nlniduLonllCe

SaSc Roguered
ElettaMoretliniI

SaSe ^urora

))oclcu)Jules('Ju､(-I

DuchesSed■Angouleme

HarrowCrisp

HarrowDelight

Magness
Rocha

Tyson

SaSg CharlesErnest

TriomphedeⅥenne

SaSI HarrowSweet

Koonce

Mar♀uer1lcManlIat
PierreTourasse

SaSq BeurTiClairgeau

SaSr Angelys
SbSc ReimerRed

SbSe BeurriLubrum

CaliJ'O川ia

Cascade

Gorham

(1･ra=JLhan叩 IOn
Hartman

fLghland
Howel1

SbSg GlouMorceau
SbSk l̂c＼Jlldlille))oL‖Hitld

CosciaH

SbS/ BeurriJeanVanGeert

CanalRed

HoneySweet

JosiphinedeMalines

SbSq ICICCliL,r

SbSr Condo

Urbaniste

SbSI TurnbulIGiant

ScSd BeurTiHardy

Roya】RedHardy

ScSe Beurrid'Anjou

Moonglow

RedAnjou
ScS/1 NouveauPoiteau

ScSI EwaTt

ScSJ7 SaintMathieu

,5
叫
:3
.
SJJ

M

SeSi

Clapp-sFavorite
rlclllishBeaul＼･

RedClal小 s

DoyenniGris
i)eloe

ConrerenCe

BeurriSuperlln
OriviierdeSerres

l二日)orado

WinterCole

BeurriGiffard

SummerDoyenne

Gentile**
SeSk FondanteThirriot

SeSl

SeSm

Packam'sTriumph

Washjngton

Spadona**

Ayers
J3arllctt

DilicesdlHardenpont

Harvestqueen
MaxRedBartlett

Napoleon

Perad'Agua
Rosired

Seckel

Scigncurd-),叩 Cl.en

BonRougeH
ColoriedeJuillet

SeSn Forelle++

37
.TL!･

ComtedeLambertye
PresidentHeron
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*:zucchere=ela).2002aによる推定,**:Zisovichelal.2004aによる推定.
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(SeSD,'Tyson'(SaSe), S̀eckel'(SeSD,̀01dHomc'(Best),M̀axine(Stad(ingDelicious)'(SbSt),

M̀agness'(ShSe),Moonglow(ScSe),̀HoneySweet'(SaSD,'HarrowCrisp'(SbSe),'HarrowDelight'

(sase),̀HaJTOWSweet'(Sbぷ)のS遺伝子型が新たに推定された.

これら品種の推定S遺伝子型をみると,品種が有するS-RNase対立遺伝子は偏っており,特に

Sa-,Sb-,Se-,SI-RNase対立遺伝子が多い.おそらく,世界各国で広く栽培されている B̀artlett'

(sesD,生産量世界一のイタリアで最も多く栽培されている Àbbifhal'(SbSb),良食味でヨーロ

ッパにおいて人気の高いD̀oyerniduComice'(SaSb)のS遺伝子型に,この4種類のS-RNase対立

遺伝子が含まれること,また,火傷病抵抗性品種に Sa-および se-RNase対立辻伝子を持つ品種

が多く,中でも遺伝子型SaSeの品種が多いことが,上記4種類のS-RNase対立遺伝子の増加に

関与していると考えられる.主要品種間および少数の抵抗性品種の交雑後代や他のナシ属種に

対する主要品種の戻し交雑を用いた新品種育成により,交雑不和合性を示す組み合わせの増加

が各国における実際の栽培現場で問題となる可能性がある.また,γ線照射個体から選抜され

た半わい性品種 Àbatelight'(SaSb)および c̀onferencelight'(SdSr)や M̀axRedBartlett'(SbSD,̀Bon

Rouge'(SeSD,̀RoyalRedHardy'(SSS4),̀RBdAnjou'(ScSb)など突然変異による赤色系品種も主要

品種との交雑不和合が危倶される.イタリアでは,遺伝子型助Sbの Àbbifital'および D̀oyenni

duComice'がそれぞれ生産量の24%と9%を,また,SeSlの Ẁilliam 'sBonChritien(Bardett)'とそ

の変異系統が 22%を占めており (岩堀 2002),混植する品種の ∫遺伝子型の考慮が他国より必

要であると考えられる.また,フランスの栽培面積の 26%,スペインの栽培面積の 17%を占め

る D̀octeurjulesGuyot(Precoce)'やオランダの栽培面積の90%に達する R̀ocha',日本でも栽培増

加が予想される Àurora'昧 火傷病抵抗性品種の H̀arrowCrisp','HarrowDelight',̀Magness'と同

じSaSeの遺伝子型に推定された.持続可能な農業を求める声の高まりもあり,火傷病抵抗性品

種の栽培は今後増えると予想されので,交雑不和合組み合わせに注意が必要である.したがっ

て,いずれの品種の場合においても,良質果実を確実に生産するために,推定S遺伝子型に基づ

いた品種選択が不可欠である.

Sk,RNaseは9品種,̀BeurriBedford','BeurriBosc',̀BeurreDumont',̀ClaraFrijs',̀Durondeau',

'EarlySeckel',̀Lincoln','MarieLouise',̀SaintGermain'の花柱からクローニングされた.上記以

外の品種を用いた3'RACEにおいて (第2,3章),Sx-RNasecDNA断片はクローニングされてい

ない.̀BeurreBosc'(ShSx)t'Durondeau'(ShSx)および ÈarlySeckel'(SISx)× M̀arieLouise'(SISx)の

交配はいずれも交雑不和合を示した (表 3-ll).また,̀BeurriBedford'(ShSx)['MarieLouise'

(sISx)×D̀urondeau'(ShSx)の交雑後代1,および,̀Ear1ySeckel'(SISx)['Seckel'(SeSOの自然交雑実

116



生】は親子関係にある品種のS遺伝子型が矛盾しない.したがって,Sx-RNaseがS-RNase対立遺

伝子であるようにも思われる.しか し,Sx-RNase はプライマーセ ッ ト F̀TQQYQ'と

ÈP-anti-IIWPNV2'を用いた伸長時間30秒,99サイクル,アニーリング52℃の条件で行なったゲ

ノミックPCRにより,ニホンナシやリンゴを含めすべての供試品種において検出された.また,

雌しべだけでなく花弁と薪でも発現していることから,花柱特異的発現という一般的な雌しべ

側S遺伝子の条件を満たさない.Sx-RNaseがS遺伝子型に関係なくどの品種の花柱にも存在す

るnon-SRNaseをコードするとも考えられるが,9品種以外では発現しておらず,また,報告さ

れている non-SRNaseと 25.8-30.5%の相同性しか示さなかった (表 3-13).したがって,

sr-RNaseがsLRNase対立遺伝子であるともnon-SRNaseであるとも結論づけることができない.

輸出用品種として南半球諸国で栽培の多い B̀eurriBosc'(Sh放)ⅣSDAnASMarch2006;

Australian BureauofStatistics),スウェーデンやデンマークで栽培されている C̀laraFrijs'(SeSk)

(Eurostat2002),ベルギーのD̀urondeau'(ShSk)(Eurostat2002)からSk-RNaseがクローニングされ

た.Sr-RNaseがS-RNase対立遺伝子である場合,̀BeurriBosc',̀Dumndeau','BeurriBedford'およ

びEarlySeckel't'MarieLouise'昧 それぞれ同じS遺伝子型ShSkおよびsISxを持ち,交雑不和

合を示した交配実験の結果と一致する.一方,Sk-RNaseが S-RNase対立遺伝子ではない場合,

'Chapin'(SISm)×M̀arieLouise'(SISx)が交雑和合を示したことから,̀MarieLeuise'はS対立遺伝

子をヘテロに持つと推測され,これら品種は 17種類のS-RNase対立遺伝子や推定So-RNase対

立遺伝子以外の S-RNaseを持つと考えられる.ただし,この場合においても,̀BeurriBosc'

(shSx)とD̀urondeau'(ShSk)およびEarlySeckel'(SISx)と M̀arieLouise'(SISx)の交雑不和合から,

少なくとも各組み合わせにある品種は同じ新規S-RNase対立遭伝子を有していると推測される.

現段階では,ShRNaseがS-RNase対立遺伝子であるかを結論づけることができないが,sk-RNase

がクローニングされた9品種がsx-RNase対立遺伝子または未同定のS-RNase対立遺伝子のどち

らを持っていても,これら品種は ∫遺伝子型を推定した多くの経済品種と交雑和合になる.し

たがって,本章における推定 S遺伝子型は栽培や育種において参考になると考えられる.

Sx-RNaseがS-RNase対立遺伝子であるのか,また,sk-RNaseがゲノミックPCRで増幅されない

原因やナシ亜科全体に存在する理由などは今後の解析により明らかにされるべき課題であると

考える.

117



表 3-13 セイヨウナシのS･RN aSeおよび他の植物のT2(S型RN aseとの推定アミノ酸配列の相同性(%)

Cl舶SIIIRN ase- ClassI,ⅠIRNase.

ナシ亜科のS･RNaBe 塩基性non-sRNase バラ科敵性non-sRNasc キク亜綱の酸性non-良RNase

PcSh PcSm PpS5 MdS16 LCI LC2 MC x2 PAI PP･nonS PDI Pm LE LX NE RNSIRNS2 RNS3

PcSx 85.5 63.2 74.0 97.8 28.0 29.$ 32.3 27.9 25.8 27.8 29.8 26.0 263 29.2 2&6 27.2 26.7 30.5

PcSh - 64.9 75.8 35.5 29.5 30.8 31.7 31.2 25.1 29.9 29.1 27.4 28.1 29.7 28.1 2&0 2&1 33.2

PcSm 64.9 - 62.3 63.2 2&1 30.6 2&6 30.2 26.7 2&5 29.5 26.2 25.8 26.6 27,8 28.6 25.5 29.6

PA1 25.1 26.7 25.1 25.3 263 22.9 28.0 31.8 - 25.9 26.1 24.1 28.4 27.5 2&9 26.4 26.3 26.5

P叩 S 29.9 28.5 33.5 29.2 34.3 33.9 37.2 28,6 25.9 85.9 64.7 61.4 61.3 62.1 62.9 35.8 64.I

PDl 29.1 29.5 34.1 29.8 34.3 33.9 37.2 28.1 26.1 85.9 ･ 66.5 61.9 62.8 65.6 63.6 34.4 63.6

PD2 27.4 26.2 2&0 26.0 32.7 31.9 37.7 26.7 24.1 64.7 66.5 71.8 63,8 71.7 73.8 35.0 60.7

PcSx:Pym scornmumisSx･RNase,PcSh:PICOmntmisSh･RNasc(AB236431),PcSm:P.commtmisSm-RNzLSe(AB25約62),PpS5:P.pyrifoliaS5･RNaBC
(ABO45711),MdS16:Malus冗domcsticaS16RNzLSe(AFO16919),LCl:Lu瓜 cylindricaRNaseLCl(附 oll),LC2:L.cylindriCARNaseLC2(D64012),
MC:MomordicachaJTantiaRNaseMC(P23540),FAl:PrtlnuSaViumPAl(ABO96918),x2:PetuniainfhhRNzLSex2($28611),LE:LycoperBicon
esculentumRNaseLE(S33糾0),LE:L.esculcntumRNaseLX(S53507),NE:NicotiamalataRNascNE(U13256),PDl:PrunusdulcisRNascPDl

(AF227522),PD2:P.dulcisRN asePD2(AF15701I),PP-nonS:Pyruspyifolianon･SRNase(D49529),RNS1:AlabidopsisthaliamRNS1(UO5206),
RNS2:A.thaliamRNS2(M98336),RNS3:AthalianaRNS3(UO5207).-RNaseのC1assI～lIIへの分類は,Yamaneetal.2003に従った.
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第 4事

三倍体品種のS遺伝子型推定

<摘要>

第3章で確立した CAPSマーカーシステムを用いて,三倍体と記載されている9品種のS遺

伝子型推定を試みた.フロ-サイ トメトリー分析により8品種の倍数性を確認したところ,6品

種は三倍体,̀Jargonclle't'Pitmaston'は二倍体であった.三倍体 3品種から,CAPSマーカーシス

テムでは識別されない2種類の新規S-RNase対立遺伝子 (Su-およびsv-RNase対立遭伝子)が検

出された.RACEクローニングによりSu-RNasecDNA完全長配列を決定した.S-RNase対立遭伝

子の種類から三倍体品種の S遺伝子型を推定した.S遭伝子型に基づいて行なった交配実験に

より雄性不稔性や交雑不和合性を確認した.

<緒首>

多くのセイヨウナシ品種は二倍体 (2m-2x≡34)であるが,三倍体 (2m-3x≡51)や四倍体

(2n=4xゴ68)の品種も報告されている (CraneandThomas1939;CraneandLewis1940;Lewisand

Modlibowska1942).三倍体や四倍体は二倍体より細胞が大きく,大きな果実を得られることか

ら,大果品種として利用価値が高い.しかし,三倍体では異常な減数分裂が起こるため,雄性

不稔や雌性不稔を生じやすい.Crawford(1996)は T̀riploid'としてこホンナシを含む27品種を挙

げ,用途,収穫期,開花期間を記載している.しかし,この場合の T̀riploid'の定義は一般的な三

倍体という意味ではなく,雄性不稔性品種を指している.雄性不稔性品種を導入したナシ園で

は,受粉樹品種と,さらにその受粉樹品種を結実させるための別の受粉樹品種が必要となるた

め,3品種の混穂が必要となることから,雄性不稔性品種を T̀riploid'として紹介している.

Moffett(1933)はセイヨウナシ 15品種の染色体数を調査し,̀BeurriDiel',̀Beurrid-Am anlis',

'Catillac','PitmastonDuchess'を三倍体品種として同定している.Craneetal.(1940)はセイヨウナ

シ 81品種の葉縁,葉の中肋,茎の毛,茎の色の 5つの形態学的特徴を調査した.不良花粉を多

く生産すること,生長旺盛で葉が厚いこと,多くの場合に花が大きく果実が大きいことの 3点

から三倍体品種と二倍体品種を識別できるとし,̀BeurriAlexandreLucas','Beurrid●Amanlis',
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'BeurriDiel',̀Jargonelle','PitmastonDuchess',̀Catillac',̀Verulam','VicarofWinkfield'の8品種を

三倍体品種として挙げているが,染色体数は調査されていない.

これら品種のうち,̀AlexanderLucas(Beurr6AlexandreLucas)ラ,̀Beurrid-Am anlis',̀BeurriDiel',

c̀atillac','Pitmaston(Pitmaston Duchess)ラ,̀Vicar ofWinkfield(Cure)'や M̀ertonPride'および

'TriomphedeJodoigne'が三倍体品種として日本にも導入されている (表 4･1).̀AlexanderLucas'

はドイツの主要品種であり,耐寒性とともに火傷病抵抗性を有している (JanickandMoore

1996).'Beurrid■Am anlis'は三倍体とされているが果実が小さいが,暖地に適した早生品種であ

る 畔eepersNurseryホームページ,以下 P̀itmaston'まで同じ).̀BeurriDiel'は果実晶質の極めて

よい境地向け中生品種として紹介されている.̀CatillaC'は,1665年にフランスで発見された大

束品種で,調理に適している.貯蔵性もよく,イギリスでは 12月から3月まで市場に出回る.

M̀ertonPride'は,'GlouMorceau't'Bartlett'(4x)の交配から1959年にイギリスで育成された品種

で,果実晶質が極めてよく,生食に適している.̀Vicar ofWinkfield'は非常に古い品種であり,

その果実は調理に適している.̀Jargonelle'は古くからある早生品種で,その名を冠した飴が製

造されるなど人々に親しまれている.̀Pitmaston(Pih astonDuchess)'昧 D̀uchessed'Angouleme'

× G̀louMorceau'の交配から1841年にイギリスで育成された品種で,果実が大きく,果実晶質

は生食用にも調理用にも優れている.̀TriomphedeJodoigne'は詳細を示した文献が少なかった

が,大黒品種として栽培されていると思われる.有用な特性により,これら品種が栽培や育種

に導入される機会も少なくないと考えられ,∫遺伝子型情報を明らかにする必要がある.

本章では,三倍体と記載されている 9品種について,フローサイ トメトリー分析により倍数

性を確認した後,17種類のS-RNase対立遺伝子を識別するCAPSマーカーシステム (第3章)杏

用いて品種のS遺伝子型を推定した.三倍体品種 3品種からこのシステムでは識別できない2

種類の新規S-RNase対立遺伝子を見出し,RACE法によりcDNA完全長配列を決定した.また,

交配実験を行ない,雄性不稔性や交雑不和合性を確認した.

<材料および方法>

材料

独立行政法人農業 ･食品産業技術総合研究機構果樹研究所リンゴ研究拠点 (岩手県盛岡市)に

おいて栽培されているセイヨウナシ8品種,̀AlexanderLucas',̀Beurrid-Amanlis',̀BeurriDiel',

'Catillac','Jargonelle','MertonPride','Pitmaston','VicarofWinkfield'から萌芽葉と未展開葉を,
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表4-1三倍体と記載されていたi品種の由来と祐特性

軽度 果皮色 肉質虻 その他品種特性
(%)

0.10 黄色 粉質,淡白

緑黄色 溶質,甘味多,多汁,芳香 量産性

㍗

8月

l!9月182
.
I

9月325

36250
.
0

11-1月

1-5月

12-5月650

1I-12月 308.0

ll-12月 500

ll-lュ月

465

17 366.7

9月

C 10.24 35

c l0月 12-2月

10.4 0.28

10.3 ■●

緑黄色 札 生食用 暖地向き

a/9

緑黄色 Crisp,多汁,甘い 火傷病抵抗性,耐寒性

緑黄色 粗,調理用 耐寒性,貯蔵牲

･4･0 0124 聖霊宗 純 甘味多･多汁,芳香 蜘 向き

14.2 0.32 鏡全面 溶質,多汁,晶質良好

品種 原産国 親品種

JargoneneE イギリス

EktqTid'Amadis フランス

1800

AlexanderLAlOaS フランス

CW ac フランス

1665

EktnTiDiel ベルギー

1800

恥omphedeJodoigne ベルギー

MertonPride イギリス GJouMorc紺u(SbSg)

1959 ×BaTLlett(胞 幻ぷ)(4Ⅹ)

Vic打OfW地 kl フランス

1760

Pitm astony イギリス Duchcssed■Angoulemc(ShSb) D 9.03' 14 10-I1月

184l XGlotlMorceaAJ(SbSg) D 10月 10-11月

334･5 10･9 0･16 芸栗色 札 粥 用

31910● 9.2 0.31 淡黄色 生食用･調理用
450

品種は収穫期の傾,各欄空白は不明または記載なし.

開花期 :上段は｢DirectoryofPearCukivar｣(CraWfbrd1996)lこよる.最も開花の早い品種の開花 日をlとし,A(1′イ),B(7-12),C(13-17),D(18-22),E(23-27),F(28-32),G(33-37)と分類している.下段は｢Keepcrs

NtJrSery｣(仙p://W .keepers-nursery.co.uk/searchresuhscaLaspx)による.最も開花の早い品種群をAとし,以下,a,C,D,Eと放く.どちらの分類においても,'Baztlett'はD,●Conference'はC,一AbbeFetal1は Dに分類され

ている.

収穫盛期:無印は農研機構果樹研究所盛岡,●印は,山形県農業稔合研究センターにおける胡査.

出荷期:上段は｢GUIDEOFPEARSJOtttp://www.pomologic.com/poirC/PoireI/QIoircs/varides.html),下掛 ま｢Keefm NtJrSeryJ(叫 :/A- .keep耶･nttrSery.CO.uk/seaTChresuJtscd.aspx)から転載.

東夷重量:上段は山形県農業総合研究センターで収穫された果実,下段はrGUIDl王OFPEARS｣(http://ww .pomologie.com/poirC/PoireI/fpoires/varietes.html)より転軌

その他品種特性は｢KeepersNursery｣(叫 ://www.keepers-ntmery.co･tJk/searchresuhscd.aspx)および｢mrやdoryofPearCultivar｣(Crawford1996)による･

H:'AlexanderLLWaS■の酸度は｢バラエティー西洋なし｣ではpH3.8とされている.

I:-Jargoneue'の肉質,上段はrバラエティー西洋なし｣による盛岡の樹 ,下BM rD血ctoryofPezLrCt)hivarJ(Crawford1996)による･｢バラエティー西洋なし｣の果実は塵ぴん形であるが,rThePeaqsofNewYork｣の果実

は長ぴん形である(図4-6).

y:.pitmaston'の果実重量,糖度,敢度は｢バラエティー西洋なし｣による.｢バラエティー西洋なし｣の果実は円形であるが,｢ThereadsOfNewYorkJの果実は倒卵形またはぴん形である(図4-7).



神戸大学農学部圃場 (兵庫県神戸市)に接ぎ木された T̀riomphedeJodoigne'から未展開葉を採取

した.̀Catillac','Beurrid'Am anlis',̀Jargonelle','MertonPride',̀VicarofWinkfield'のwhitestageの

花から花柱を,また,̀vicarofWinkfield't'Jargonelle'から花弁と薪を採取した.萌芽葉はすぐに

実験に供試し,末展開葉と花柱は液体窒素で急速冷却後,-80℃で保存した.

方法

フローサイ トメトリー分析

分析には萌芽葉を用いた.シャーレに試料の葉を5mm角程度とり,植物倍数性分析用m A試

薬キット(partecHigh ResolutionStainingKitforPlantDNA An alysis,PartecGmbH,M舶ster,

Germany)のA液 (核抽出液)を数滴加え,カミソリで試料を細かく刻んで裸核を抽出した.その

倭,試料液をメッシュで液過し,プラスチック製試験管に移した後,同試薬キットB棟 (DAPI

染色液)を試料液の約4倍量入れて染色を行ない分析に供した.フローサイトメーターはプロイ

ディアナライザーpA型 (partecGmbH,M血ster,Germany)を用い,GAIN500.0,LIL30,U-L999,

SPEED0.60pl/Sの条件下でDAPI蛍光強度を測定した.

cAPS解析

｢ゲノムDM の抽出と精製｣は第2考 ｢cAPS分析｣は第3章の方法に従って行なった.

RACEクローニング

｢TbtalRNAの抽出｣, ｢mRNAの単離｣, ｢3'RACEおよび5.RACE｣は第2章の方法に従

った15'RACEに Su-RNaseの HV領域の配列に基づき設計した特異的なリバースプライマー

'HVSu'(5'-GGGTTCGAGTAATTTTTC-3')を用いた.

Sx-RNaseの発現解析

'VicarofWinkfield'とJ̀argonelle'の花柱,花粉,花弁,葉のtotalRNAを鋳型に,sx-RNase特異

的プライマーセット̀FTq()Yq'と ÈPSx-anti･ⅠIWPNV,を用いてRT_PCRを行なった.

塩基寵列の解析

ゲノミックPCR増幅断片およびRACEにおけるPCR産物をゲルから抽出した後,TAクロー

ニングに供して目的の断片の塩基配列を解析した･｢ゲルからのPCR産物の抽出｣,｢TAクロ
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一二ング｣, ｢塩基配列の決定｣は第 2章の方法に従った.Sv-RNaseの塩基配列はナシ亜科

S-RNaseのC5債域配列に基づき設計したリバースプライマJ EpC5R'(5'-GACCTCAACCAATT

CA-3′)を用いて解析した.

交寵実験

交配実験には c̀atillac',̀Beurrid'Am anlis','MertonPride',̀VicarofWinkfield',̀ReimerRed',

'JosiphinedeMalines',̀BeurreHardy',̀DocteurjulesGuyot',̀MichaelmasNclis'を用いた.交配お

よび調査は第1章で確立した方法により行なった.交配約10週間後に結実数と充実種子数を調

査した.結実率,Seeds作lower,SIindexを算出し,不和合 ･和合を判定した.

<強兵>

倍数牲解析

Craneetal.(1940)の品種分類において三倍体と記載されている 7品種,̀AlexanderLucas',

'Beurrid-Am anlis','BeurriDiel',̀Cadllac',̀Jargonelle',̀Pitmaston(PitmastonDuchess)ラ,̀Vicarof

Winkfield'に加え,三倍体品種として日本に導入されている M̀ertonPride'の倍数性をフローサ

イトメトリーにより分析した.対照として二倍体のB̀ardett'および L̀aFrance'を用いた場合,そ

れぞれ平均値43.88および48.46に大きなピークが,平均値 87.64および96.15に小さなピーク

が検出された (図4-1).どちらの品種においても後者の平均値は前者の約 2倍であることから,

大きなピークが二倍体の細胞 (2n=34)の核を示し,小さなピークは細胞周期の S期にあり

DNA量が倍加している細胞 (4n≡68)の核であると推測された.一方,̀AlexanderLucas','Beurri

d.Am anlis',̀BeurriDiel',̀Catillac',̀MertonPride','VicarofWinkfield'ではそれぞれ69.72,75.12,

70.19,72.42,76.09,75.68に大きなピークが検出された.これらのピークは二倍体 (2n-34)のピ

ークの約 1.5倍の核 DNA 量に検出されたことから,三倍体 (3n=51)の核とみなされた.

'Jargonelle'と P̀itmaston'では49.68と49.90に大きなピークが検出され,どちらも二倍体 (2n-

34)の核と判定された.したがって,'AlexanderLucas',̀Beurred-Amanlis',̀BeurriDiel',̀Catillac',

'MertonPride',̀VicarofWinkfield'は記載通りに三倍体であることが確認されたが,̀Jargonelle'と

p̀itmaston'は二倍体と判定された (表 4-2).過去の研究と本章で用いた J̀argonelle'と P̀itmaston'

が同名異種である可能性が考えられたが,本章ではこの結果に基づいて以降の解析を行なった.

143



0 60 100 160 200 260 300 3SO 400 4SOFLISOO

核DNA量

P 60 100 160 200 260 300 3SO ■00 一幅0Ft.1BOO

核DNA量

図4-1 L̀aFral℃e'(二倍体)(a)と B̀eurTid'Amanlis'(三倍体)O))のフローサイトメトリー一分析
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表4･2三倍体と記載されていた8品種の倍軟性と推定月宣伝子型

品種

フロー 第3章で開発した 3'RACElこよる

サイトメトリー CAPSマーカーシステムによる 塩基配列の解析による SIRNasccDNA断片の 推定

ゲノミックPCR断片の鼓別 ゲノミックf℃R断片の鼓別 7ローニング β辻伝子型

n.d. SbShSs

Sb,Sc,Ss SbStSk

n.d. SbShSv

n.d. SbSLSv

Sb,Sd SbSd

Sb,S/ SbSJ

Sk,Su,Sr SkShb

Sm,Sr Shh

Se,Si SeSj

AlenndcrLtJCaS 三倍体 Sb,Se,Ss

Catillac 三倍体 Sb,Sc,Ss

BeurriDiel 三倍体 Sa,Sb,Se

TriomphcdcJodoigne A.a. Sa,Sb,SL

Bcurrdd'Am &nlis 三倍体 Sb,Sd

McrtonPride 三倍体 Sb,SI

ⅥC町OfWnkLieJd 三倍体 Sd,Sk

JaTgOnCllc 二倍体 Sm

Pitmaston 二倍体 Se,Si

md∴サンプルがないため未調査
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cAPSマーカーシステムによるS遺伝子型推定

二倍体の P̀itmaston'とJ̀argonelle',および三倍体 7品種の S遺伝子型を第 3章で確立した

CAPSマーカーシステムにより推定した (図4-2).̀Pitmaston'からは998bpのSe-RNase対立遺伝

子および約350bpの断片が増幅された,制限酵素処理により約350bpの断片がsi-RNase対立遭

伝子と識別されたことから,S遺伝子型はsesiと推定された.̀Jargonelle'からは約350bp断片の

みが増幅され,制限酵素処理によりSm-RNase対立遺伝子と特定された.1種類の断片しか増幅

されなかったので,プライマーセット̀FTQQYQ'と ÈP-anti-IIWPNV2'を用いたpCRでは増幅さ

れない,あるいは 11種類の制限酵素では識別できない新規S-RNase対立遺伝子をJ̀argonelle'が

持つ可能性が考えられた.

三倍体7品種のうち4品種からは,それぞれ3種類の断片が増幅された.̀AlexanderLuca5'か

らは998bpのSe-RNase対立遺伝子,440bpのSb-RNase対立遺伝子,約350bpの断片が増幅さ

れ,約350bpの断片はSF-W ase対立遺伝子と識別された.̀catillac'からは440bpのSb-RNase対

立遺伝子と2種類の約350bpの断片が増幅され,約350bpの断片はsc-とSs-RNase対立遺伝子

と識別された.̀BeurriDiel'からは998bpのSe-RNase対立遺伝子,440bpのSb-RNase対立遺伝子,

約350bpの断片が増幅され,約350bpの断片はSa-RNase対立遺伝子と識別された.̀Triomphede

Jodoigne'からは1,414bpのSl-RNase対立遺伝子,440bpのSb-RNase対立遺伝子,約350bpの断

片が増幅され,約350bpの断片はSa-RNase対立遺伝子と識別された.

一方,̀BeurridlAm anlis',̀MertonPride','VicarofWinkfield'の3品種からは2種類の断片が増幅

された.̀Beurr6dlAmanlis'からは440bpのSb-RNase対立遺伝子と約350bp断片が増幅され,約

350bp断片はSd-RNase対立遺伝子と識別された.̀MertonPride'からは1,414bpのSl-RNase対立

遺伝子と440bpのSb-RNase対立遺伝子が増幅された.̀vicarofWinkfield'からは約1.3kb断片と

約350bpの断片が増幅され,制限酵素切断によりそれぞれSk-とSd-RNase対立遺伝子と識別さ

れた.

CAPSマーカーシステムにより識別された増幅断片の種類に基づき,各品種のS遺伝子型を,

'AlexanderLucas'(SbSeSs),C̀atillac'(SbScSs),'BeurriDiel'(SaSbSe),'TriomphedeJodoigne'

(SaSbSD,'Beurrid-Amanlis'(SbSdS-),̀MertonPride'(SbSIS-),'VicarofWinkfield'(SdSkS-)と仮に推

定した (表4-2).'Beurrid-Amanlis','MertonPride','VicarofWinkfield'からは2種類のS-RNase対

立遺伝子しか増幅されなかったことから,これら品種は,(1)既知の S-RNase対立遺伝子を重複

して持つ,(2)プライマ-セット̀FTQQYQ'と ÈP-anti-IIWPNV2'を用いたpCRでは増幅されない

新規S-RNase対立遺伝子を持つ,(3)ll種類の制限酵素では識別できない新規S-RNase対立遺伝
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図4-2 プライマーセット̀FTQQYQ'と̀EP-anti-IIWPNV2'を用いたゲノミックPCRによる
三倍体と記載されていた9品種からのS-RNase対立遺伝子の増幅.S遺伝子型は第3章
のCAPSマーカーシステムによる.
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子を持つ,という3種類の可能性が示された.

RACE法による cDNAクローニング

三倍体品種5品種,̀AlexanderLucas','Catillac','BeurredlAm anlis','MertonPride','Vicarof

Winkfield'および二倍体品種の J̀argonelle'とP̀itmaston'のtotalRNAを鋳型に3'RACEを行ない,

TAタロ-ニング後,各コロニーのインサートDNA配列を解析した.三倍体品種 B̀eurriDiel'と

'TriomphedeJodoigne'は花柱をサンプリングできず,RACEクローニングに供することができな

かった.'AlexanderLucas'からはsb-,Se-,Sk-RNaseのcDNA断片が,また,̀Catillac'からはSb-,Sc-,

ss-RNasecDNA断片がクローニングされ,CAPS解析で特定された3種類のS-RNase対立遺伝子

の発現が確認された (表412).̀Pitmaston'からはSe-とSi-RNasecDNA断片がクローニングされ,

cAPSマーカーシステムによる推定と一致した.

一方,̀Jargonelle'からはSm-RNasecDNA断片に加え,第3章において 10品種からクローニン

グされたが,花柱特異的発現を示さないことから,S-RNase対立遺伝子と結論づけることができ

なかった Sk_RNaseの cDNA断片がクローニングされた.̀VicarofWinkfield'からは 3種類の

cDNA断片がクローニングされた.1種類の断片はSk-RNase対立遺伝子,もう1種類はShRNase

であったが,残る1種類はSd-RNase対立遺伝子とは異なる塩基配列を持つ新規S-RNaseであっ

た.この新規cDNA断片の配列は17種類のS-RNaseおよび推定So-RNase対立遺伝子,また,ニ

ホンナシS-RNaseの配列と一致しなかったことから,Su-RNaseと名付けた.̀BeurridlAmanlis'か

らはSb-とSU-RNasecDNA断片が,̀MertonPride'からSl-とSb-RNasecDNA断片が得られ ,新規

S-RNase対立遺伝子は増幅されなかった (表4･2).

5'RACEを行なってSu-RNaseの5'末端側をクローニングし,3'および5'末端側配列の重複か

らSu-RNaseのcDNA完全長塩基配列を決定した.su-RNaseは684bpからなり,228アミノ酸を

コードし,推定アミノ酸配列はナシ亜科S-RNaseに典型的な一次構造を有していた (図4-3),ま

た,17種類のセイヨウナシS-RNaseとの相同性は59,8%～74.8%となり,Ss-RNaseとSu-RNase

間の相同性59.8%は18種類のセイヨウナシSIRNase間の相同性で最も低かった (表3-7).

sx-RNaseの器官特異的発現をRT-PCRにより解析したところ,Sx-RNaseは V̀icarofWinkfield'

では花柱と花弁で,'Jargonelle'では花柱と花弁に加え,薪でも発現していた (図3114).

ゲノミック pCR増頼断片の解析

RACEクローニングにより̀ⅥcarofWinkfield'から新規su-RNase対立遺伝子がクローニング

148



Sa-RNase MG=TG==Ym ILm LPSPTVG
Sb-RNase MG-TGM=Y… VFSLm LSSSTVG

Sc-RNase MG=m 工Ⅵ爪7Pm SL=W IBSSA
Sd-RNase MGNTGM=YHFTMVFSLrm 工ぷSSTVG

Se-RNase MG=TFu4Zm SL=m 工ぷSSTMG

Sg-RNase MGZ=GM=Ⅵ爪ルm SL=W 工ぷSSTVG
Sh-RNase MGZTGMZYMVIM SLINS=u SSTVG
Si-RNase MG=TGMZYエVTMVFSLm =LSSSTVG

Sk-RNase MG=TGMZm SLm I.SSSA
Si-RNase MG=TGM=m SLm 工ぷSSA

Sm-RNase MG=TGIIYm TVFSLm FSSSTVG
Sn-RNase MG=TGM=Y=Vm SLm I,SSSTVG

SpIRNase MG=TGM=Y=VIm SL=VL=上丘SSTVG
Sq-RNase MG工TGM=m SL=W IJSSSA
Sr-RNase MG=TGM=H=VrMVFSLm I.SSSTVG

Ss-RNase m YW TMVFSLm I.SSSTVG

St-RNase MG=TGM=m SLrm I.SSSA

Su-RNase MGI

SvIRNase

IL=VL=u SSTMG

SxIRNase MG=TGM=fm SLLVLZIJSSSTVG

SIGnal FePtlde

★ ★ # ★ ▼
YDYFQFr00 YQu VCZm TPCRDPPDm SNSTGNDPHYCRNTTTnSTK-I-=AN-LTAOIEI=WPNVLDRTDH工TFWNKQ
FDYYQFT∞ YQPAVCNSNPTPCRDPPDZm SDSNGNDPXYCKAPp-Y-QT---MKI-IEPn V==WPtNIJNRNDHEVFWRKQ

AKYDYFQrT∞ YQPAVCNSNPTPCSDPTDm SKSSGRDPXRCSXTPVQSQT---=TN-IiKAQ工正=ZWPtVVLNRAm TFWETQ

YDYFQFr00 YQPAVCNSNPTfm RPEm SNKKGPDPEKCm 即 NSQK-一一工GN-MAAQI且=m NVLNRTDHVGfWfRE

YDYFQFT00 YQPAACNSNPTFCKDP SNSNGPDPVm KTm QACQPIDPSIRPQLEIZWPNVFtW NESFWNKQ

FDTFQFIl王犯YQPAVm SNRTm PPDKLFⅧ 打PSNRNGPDPEYCm m -I-=GNIIJ3AQLDZ工打Pm DRTNNVGfWSKQ

FDYfQFTQQYQPAACNSNPTPCXDPTDXm SlqKZGGDPEYCR=--RNPRK---R皿 PQI丘ZZWPNVLDRTNtTrGFWSRQ
YDYFQFr∞ YQPAVCRSNPTPCRDPTDm Sm NGPHpENCTn m SHR一一一=RN-=QAQ工RZ刀甘pNVLDRTNtEj=FWNXQ

VXFDYFQFで∞ YQPAVCNSNPTpCRDPPDm SNVN3SDPXXCn T=m QT-I-ITD一口くAOI且ZZWPNVLNRm Q
AKYDYI.QFT∞ YQPAACXFHHTpm PLDXm SNFIqGPDPENm TASqI.I--IDTSLKPQ工正==WPNVFNRADHBSFWQKQ

FDYFQfTCx2YQPBACNSNPTPCKDPPm SNⅣNLPDP工FCm ZTP00 一一一=GH-ZQAQLEI=WPNVFNRTm Q
YDYFQFT∞ YQPAVCNSKPTPm PPDKm SNLt寸GPHpENCTNAm SHR-一一=KN-=QAQLK=m NVLDRTNtNGfW Q

YDYFQFT∞ YQPAVCRSNPTrCRDPTDm Sm NGPHpANCTtnm SHR一一一ZXN-=EAQLKTⅣ pNm RTNHVGFWNKQ

VXFDYFQFT00 YQPAVCNSNPTfCKDPPDXm SNVNGSDPXXCRTT工工RpRT---ZRN-工RAOLEIm W SYSKGSVRfW Q

YDYFQFI'00 YQPAVCYFNPTPCKDPPDKLFW SIILNGPHPENCTm m SQR一一一=TN-ZQAQLKZ=WPⅣ LDRTNtNGFm Q

YDYFQFrQQYQPAVCNSNPTHCNDPTDXm SNRNGPDPEKCRTTALNSQK---=GN-MTAOI且ZZWPtNLNRSDHVGF閃EKE

AKYDYI.QFr∞ YQPAACNSHPTPCRDPPDXm SNVN3PDPENCm TPSQT---IDTS工RPQ工正==WPNl乃'NRADHESFWQKQ
fDYFQFTQQYQL.AVm SNRAm DPPDXIm PSSMVGPDPSNCSI--RN=RX-I-REELIEPQLAl=WPNVFDRTKm KE

PCKDPPDKm SNSTGNDPZYCm STK--一工ÅN-LTARIEI=WPNVLDRTDH=TFWNXQ

FDYFQFTQQYQPAVCNm TPCXDPTDm SNNVGGDPESCR=一一Rm ---RAKAu PQIEIm NVLDRTNtmm Q

CI C2 fN

# ★ ★ ★ ★ ★
Sa-RNase WNKHGSCGRPA=QNDMHYIJ2TVZKMY=TQKQNVSE=LSKAK=EPVGRFWIIQKE=EXA=RRGTNNKEPm CQRNIlq;--TEm VTICSDRNLKQFIDCPRPILNSSRYYCPTNNZLY
Sb-RNase WDKHGSCASSP=QNQTHYFDTVZKMYTTQKQNVSEZZ'SKAN=KPGM RRLVD=ENAZRm NNMTPm CQXNPRTSLTEm SDSNITQFZNCPHPFPQGSRYFCPTN-IQY

Sc-RNase WEKHGTCGGPT=甘言DEm Ⅳ =KMY=TQKQNVSK=LSRAK=EPEGK=WAREEm 工RQSTDDKRPX工RCXm QN--TELm SDm TQF=NCPRPYPKGSRYFCPZNG=OY
Sd-RNase WIRHGTCGYPT=RDm HYu TV=KMYITQKQNVSAm SRM QPNGQNRSIiVD=ENAJRSGTm PFm CQm RT-TTE【〃m SDRDLTXF=NCPQP-肺 SRYIJ:PA-DVQY

Se-RNase WDKHGTCGYPT=KDKNHYIJ2Ⅳ =XMY=TQKQNVSQm R礼N工NPI:芯=GRTRKL=ENZuRN3TNDKEPm CQXNNGT--IfLVIWSLCSNYI瓜 HF=NCPNK=PQGSRYFCP=XD=QY

Sg-RNase WAKHG=CGSPT=QDDVNYu TV=M YI=KKQm =LSNAR=EPEGXNRTRKDm 工RSGTN3ⅩRPRu CQFm T一一TELm SDRR Tm 工NCPNLZKPKSPYFCPIiKSIHY
Sh-RNase WKKHGACGYPT=QNm YFETV=KMY=TEKQNVSR=IJSNAm PIX;KSRAI:VD=ENA=RNSTNNm PR工RCQKKTRV--TELVE=TV SDKM IDCPNPFIJPGSPYICPNNSIHY
Si-RNase WtKHGSCGNPPm trYFQTV=704YZTQKQNVSE工【SKAKZEPIj;ZQRPLVD=EXA工RNS=NKRXPRm CQNNGGVl-TfLW =SLCSDRSLTQFRDCPHpFPPGSPFICPA-D=QY

Sk-RNase WRKHGACGYPT=ADDMtrYFSTV工EMY=TRXQNVSE工LSKAN工KPEGRFRTRDD工Vm ZSPSIDYKKPRIRCX=DNQT--TEI〟EVG【JSDNNLTQF=NCPNPF叩 SPYFCPTm QY

Si-fNase WDKHGTCGSPTrIDIq寸trYFQTVm YITEKQNVSYZLSKAN=NPDGKGRTRKD工Q工良工RNSTNDKEPKuくCQTKNG=--TELⅥ≡VSLCSNYm =NCPNKTPGKTRYSCPTND=HY
Sm-RNase WNKHGGCGYTT=NDE=QYFETV=m4YTTTCKQNVSKZLSXAm KPEGKNRTRTEIIm 二sISTNW PICLRCQKNNGT一一=fLm HNZTXF=NCRHPYDPQSQFFCPK=N=IJY

Sn-RNase W工KIIGSCGYPAm HYFQTV=tqqYITQKQNVSE工LSKAK工EPIJ==QRPLVH=ENAZRNSTTJNFRPm CQXNSGV一一TEU花VSIJCSCGSLTQFRNCPHP-PPGSPYIJ:PA-D=QY
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図4-3 20種類のセイヨウナシS-RNaseの推定アミノ酸配列の比較
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されたことから,増幅断片長と 11種類の制限酵素による切断片長多型から識別できない

S-RNase対立遺伝子が他にも存在する可能性が示唆された.そこで,三倍体品種7品種のゲノム

DNAから増幅された断片 (図412)の塩基配列をすべて解析した.̀vicarofWinkfield'のSd-RNase

と識別された約350bpの断片がsu-RNaseの断片であり,Su-RNase対立遺伝子は179bpのイン

トロンを有する376bpの断片として検出されることが明らかになった (図4-4).'BeurriDiel'と

'TriomphedcJodoigne'から増幅された345bpの断片はsa-RNase対立遺伝子とは異なる配列を持

つことが示された (図 4-5).プライマJFTQQYQ'と C5髄域の配列から設計したプライマー

ÈpC5R'を用いたゲノミックPCRを行ない,C5商域直前までの塩基配列を決定したところ,樵

定 So-RNase対立遺伝子およびニホンナシ S-RNaseとも異なる配列を有していたので,新規

S-RNaseであると考え,推定 Sv-RNase対立遺伝子と名付けた.塩基配列から推定されるアミノ

酸配列にはナシ亜科 S-RNaseの相当する部分の特徴が確認できた (図 4-3).その他の断片は

CAPS解析により特定されたS-RNase対立遺伝子の配列と一致した.

最終的に,3'RACE およびゲノミック PCR において増幅された断片の種類に基づき,

'AlexanderLucas'(SbSeSk),̀Catillac'(SbScSs),̀BeurriDiel'(SbSeSv),̀TriomphedeJodoigne'

(SbSISv),̀Beurrid'Am anlis'(Sb5切,̀MertonPride'(SbSD,̀VicarofWinkfield'(SkSu血),̀Jargonelle'

(sm放),̀pitmaston'(SeSi)と各品種の推定S遺伝子型を修正した (表4-2).

ヰ位不稔位および交雑不和合性

三倍体品種 (3Ⅹ)の雄性不稔性を,三倍体品種 (3x)の花粉を重複するS対立辻伝子を持たない

二倍体品種に受粉することで調査した (表 4･3).̀Beurred'Amanlis'(SbSd,3Ⅹ)および c̀ati11ac'

(sbScSs,3Ⅹ)の花粉ぽDocteurjulesGuyot'(SaSe)に対して,それぞれ0.6および0.8SeedsGlower

を示した.̀vicarofWinkfield'(SkSTu,3x)の花粉はB̀eurr6Hardy'(SbSq)に対して0.2SeedsnTlower

を示した.これらの値は R̀eimerRed'(SbSc)および p̀itmaston'(SeSi)の花粉を受粉した場合の

seeds/Flower,5.8および7.8に比べて明らかに小さかったことから,これら3品種を雄性不稔と

判定した.̀MertonPride'(SbSI,3x)の花粉は,SI対立遺伝子が重複する M̀ichaelmasNelis'(ShSDに

対して23SeedsrFlower(2005年)杏,S対立遺伝子が重複しない B̀eurriHardy'(Sbj叫に対して0.2

Seeds/Flower(2006年)を示したことから,̀MertonPride'も雄性不稔性と判定した.

'Beurrid'Amanlis',̀Catillac',̀vicarofWinkfield','MertonPride'は雄性不稔性であるので,自家

受粉,および,これら品種を花粉親とした3種類のS対立遺伝子のうち2種類を共有する二倍体

品種に対する他家受粉,̀ReimerRed'(SbSb)×C̀atillac'(SbScSs,3x)および J̀osiphinedeMalines'
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ATGGGGATTACGGGGATGGTATATGTGGTTACGATGGTATTTTTATTAATTGTGTTAATA
M G I T G M V Y V V T M V F L L I V L I

TTGTCTTCGTCCACGATGGGACACGATTATTTTCAA- tH H ㌔lTln (TTGGCT
L S S S T M G H D Y F Q F T Q Q Y Q L A

GTCTGCAACTCTAATCGTGCTCCTTGTAAGGATCCTCCTGACAAGTTGTTTACGGTTCAC
VC N S N R A P C K D P P D K L F T V H

GGTTTGTGGCCTTCAAGCATGGTAGGACCTGACCCAAGTAATTGCTCGATAAGGAATATT
G L W P S S M V G P D P S N C S I R N I

CGGAAGgtaaaattattagtaatcagatggtcaatattgtttatttcatttatgtccttg
R K

tgcgtgtgtttgtgtatattcaatatatacgtcctcaaacatagattttcattcacgtgt
gtacaaatattacaattagtttaaaatataatcataattttttttttttcttttgtgcat

accag-AGAGんIAAATTACTCGAACCCCAGCTGGC ITI｢rTHH∩ tlATTCGAT
rt rI K L TJ E P Q L A I I W P N V F D

CGAACCAAJM TAAACTCTTCTGGGATAAAGAGTGGATGAAACATGGCACCTGTGGGTAT
R T K N K L F W D K E W M K H G T C G Y

CCCACAATAGATAACGAGAACCATTACTTTGAAACCGTAATCAAAATGTACATCAGCAAG
P T I D N E N H Y F E T V I K M Y I S K

AAACAAAACGTCTCTGGAATCCTCTCAAAGGCGAAGATTGAACCGGACGGGんMA… GA
K Q N V S G I L S K A K I E P D G K K R

GCACTGTTGGATATTGAAAATGCCATACGCAAGGGTGCCGACAATAAGAAACCAAAACTC
A L L D I E N A I 冗 K G A D N K K P K L

AAGTGCCAAAAGAAGGGTACGATGACTGAATTAGTTGAGATCACTCTTTGCAGTGACAAA
K C Q K K G T M T E L V E I T L C S D K

AGCGGAGAACATTTCATAGATTGCCCCCACCCCTTTGAACC舶TATCACCACATTATTGC
S G E H F I D C P H P F E P I S P H Y C

CCCACCAACAATATCAAGTATTAA
P T N N I K Y *
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図4-4 Su-RNaseゲノムDNAの塩基配列と推定アミノ酸配列.
赤色:HV飯域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
下線部:シグナルペプチ ド,小文字:イントロン,
樺色:CAPSマーカーシステムのプライマーの位置 ( がプライマーの5'側)を表す.
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CCGGCTGTCTGCCACTTTAATCCTACTCCTTGTAAGGATCCT
F T Q Q Y Q P A V C H F N P T P C K D P

CCTGACAAGTTGTTTACGGTTCACGGTTTGTGGCCTTCAAACAGCACAGGAAATGACCCA
P D K L F T V H G L W P S N S T G N D P

ATATACTGCAAGAATACAACCATGAATTCTACTAAGgtaatattattaataatcagatgt
I Y C K N T T M N S T K

taaatattgtttatttcatatatacatatactccaacataaattttcatgcatgcgtgtg
agaatattacaattaatttaaaatttaatcataaattttttctattatattatattgtca

gHATAGCAAATCTGACAGCCCGGTTGGA ( GCTCGATCGAACC
l ^ tT L T A R L E I I W P N V L D R T

GATCATATAACCTTCTGGAATAAACAGTGGAACAAACATGGCAGCTGTGGGCATCCCGCA
D H I T F W N K Q W N K H G S C G H P A

ATACAGAACGACATGCATTACTTGCAAACAGTAATCAAAATGTACATAACCCAGAGACAA
I Q N D M H Y L Q T V I K M Y I T Q R Q

AACGTCTCTGAAATCCTCTCAAGGGCGAAGATTGAACCGGTGGGGAAATTCAGGACACAG
N VS E I L S R A K I E P V G K F R T Q

AAGGAAATTGAAAAGGCCATACGCAAAGGTACCAACAATAAGGAACCAAAACTCAAGTGC
K E I E K A I R K G T N N K E P K L K C

CAAAA
Q

図4-5 Sv-RNaseゲノムDNAの部分塩基配列と推定アミノ酸配列.

赤色:HV街域,青色:高次構造形成に関与する8つのシステイン残基,
桃色:RNase活性に必須の2つのヒスチジン残基,
小文字:推定イントロン領域,
樫色:CAPSマーカーシステムのプライマーの位置 ( がプライマーの5'側)を表す
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表4-3 三倍体品種の自家および他家受粉による結実率と種子数

交配年 種子親 β遺伝子型 倍数牲 花粉親 β遺伝子型 倍数性
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(Sbぷ)× M̀ertonPride'(SbSI,3Ⅹ)においては種子を形成しなかった (表413).一方,三倍体品種を

種子親にした交配では,両方の S対立遺伝子を共有しない二倍体品種の花粉を受粉した場合,

'Catillac'(SbScSs,3x)× B̀eurridellAssomption'(Siぷ),̀MertonPride'(SbSl,3x)×̀Koonce'(Sbぷ),

'Beurrid-Amanlis'(SbS4)× B̀eurrid'Anjou'(ScSe),̀vicarofWinkfield'(SkSuSk,3x)×P̀resident

H血on'(SaSDの結実率はそれぞれ 80.0%,80.0%,90.0%,100.0%といずれも高かったが,

SeedsrFlowerは1.1,2.2,3.2,8.3となった.̀vicarofWinkfield'以外を種子親にした和合組み合わせ

の他家受粉において充実種子数が少なかったが,二倍体品種 C̀onference'(SdSTr)を種子親にした

交配におけるSeedsmlower,3.0を始め,SeedsnTlowerが3程度となった和合他家受粉が複数認め

られる (第 1,2,3章).したがって,̀MertonPridc',̀fkurrid'Am anlis',̀VicarofWinkfield'の3品種

の交配は交雑不和合と判定され,̀Catillac'は三倍体であることによる部分的雌性不稔である可

能性が考えられた.また,三倍体品種に2種類のS対立遺伝子の両方を共有する二倍体品種の花

粉を受粉した場合,̀catillac'(SbScSs:3x)× R̀eimerRed'(SbSc)では結実率が20.0%,SeedsrFIowcr

が0.1と算出された.̀MertonPride'(SbSZ:3Ⅹ)× B̀eurriJeanVanGeert'(SbSDの交配では結実が見

られなかった.結実率が大幅に減少したこと,また,̀catillac'の充実種子数が十分の-以下とな

ったことから,どちらの組み合わせも交雑不和合と判定した.

<考察>

三倍体と記載されている品種の倍数性をフローサイトメトリー分析により調査した.供試 9

品種のうち,̀TriomphedeJodoigne'は盛岡に栽植されていなかったので,その他の8品種を用い

た.̀Jargonelle'どPitmaston'以外の6品種は,これまでの分類通りに三倍体であることが確認さ

れた.̀Jargonelle't'pitm aston(Pitm astonDuchesse)'は複数の文献で三倍体と記載されているが,

本章の分析では二倍体と判定された.'Jargonelle'は CAPSマーカーシステムのプライマーセッ

トではSm-RNase対立遺伝子しか検出されず,RACEクローニングによりSr-RNaseがクローニン

グされたことから,SmSxとS遺伝子型が推定された.盛岡に栽植されている J̀argonelle'の果実

が短ぴん形であるのに対し, ｢ThePearsofNewYork｣に掲載されている J̀argonelle'の果実は長

ぴん形であり,その形を模した ｢JargonellePearS｣という名のキャンディーがイギリスで販売さ

れている (図 4-6).したがって,本章で供試した J̀argonell67は,多くの論文で三倍体とされてい

る J̀argonelle'の同名異種であると推測される.一方,̀pitmaston'のS遺伝子型はCAPSマーカー

システムによりSeSiと推定され,同じ推定S遺伝子型の S̀ummerDoyenne'の花粉に対して交雑
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図4-6 盛岡に栽植されている J̀argonelle'の果実 (a),｢ThePearsofNewYork｣に

描かれている J̀町gOnelle'の果実 (b),および,イギリスの飴菓子 J̀argonellePears'(C).

図4-7 盛岡に栽植されている P̀itmaston'(a),̀SummerDoyenne'(b)の果実,および,

｢ThePearsofNewYork｣に描かれている P̀itmaston'(C),̀SummerDoyenne'(d)の果実
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不和合を示したことから,S遺伝子型に間違いはない.しかし,̀Pitmaston(PitmastonDuchess)'は

'Duchessed'Angouleme'(SbSe)× G̀louMorceau'(SbSg)の交雑実生であるとされており (Crawford

1996),本章での推定S遺伝子型SeSl.はこの交配組み合わせからは生じない.また,盛岡に栽植

されている p̀itmaston'の果実が円形であるのに対し, ｢ThePearsofNewYork｣に掲載されてい

る P̀itmaStOn'の果実は倒卵形である (図 4-7).したがって,本章で供試した p̀itmaston'は二倍体

であること,S遭伝子型が親品種の遺伝子型と矛盾すること,果実の形が異なることから,

p̀itmaston(Pitmastonhchesse)'の同名真種である可能性が高いと考えられた.盛岡に栽植され

ている P̀itmaston'とS̀ummerDoyenne'は花や果実の特徴が似ており,̀SummerDoyeme'が誤って

'pitmaston'と表記されているかもしれない.この推測が正しければ両品種が同じ S辻伝子型を

有するのは当然であり,̀pitmaston'が二倍体と判定されたことも説明がつくと考えられる,

三倍体品種のS遺伝子型は,最終的に,ゲノミックPCR産物およびcDNA断片の塩基配列の

解析により決定された.第2,3章でクローニングされた17種類のSIRNase対立遺伝子および推

定 So-RNase対立遺伝子とは異なる配列を持つ 2種類の推定 S-RNase対立遺伝子が v̀icar of

winkfield'および B̀eurriDiel'どTriomphedeJodoigne'から得られ,suおよびsvと名付けられた.

Su-RNaseのcDNA完全長塩基配列はRACEクローニングにより決定され,イントロンの配列も

明らかになった.Su-RNase対立遺伝子はゲノミック PCRより約 350bp断片として増幅され,

EcoOIO9Ⅰのみで267bpと109bpの断片に切断される.そのため,260bpと109bpに切断される

Sd-RNaseと区別できない.一方,Sv-RNaseぽ BetqriDiel'どTriomphedeJodoigne'から花柱をサ

ンプリングできず,cDNA完全長塩基配列を決定できなかった.推定sv-RNase対立連伝子は145

bpのイントロンを含む345bpの断片として増幅され,SphIのみで234bpとlllbpに切断され

る.そのため,233bpと 112bpに切断されるSb-RNaseと区別できない.これら2種類の新規

S-RNase対立遺伝子以外にも,セイヨウナシ品種には 17種類のS-RNase対立遺伝子を識別でき

るCAPSマーカーシステムで識別できない新規S-RNase対立遺伝子が存在する可能性が高いと

考えられる.

'vicarofWinkfield'からは,ゲノミックPCRによりSk-およびsu-RNase対立遺伝子のみが増幅

されたが,3'RACEによりSk-およびsu-RNasecDNA断片に加え,第3章でクローニングされた

Sx-RNaseも増幅された.また,̀Jargonelle'からはゲノミックpCRによりSm-RNase対立遺伝子の

みが増幅され,RACEクローニングによりsx-RNaseが増幅された.さらに,SxIRNaseは,̀vicarof

winkfield'の花柱と花弁,および,̀Jargonelle'の花柱,花弁,薪で発現していた.したがって,第3

章と同様に本章においてもSx-RNaseがSIRNase対立遺伝子であるかを結論づけることができな
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かった.

ゲノミックPCRと3'RACEクローニングにより̀Beurrid'Amanlis'からはSb-およびsd_RNase

の断片のみが,̀MertonPride'からはSb-およびsl,RNaseの断片のみが増幅され,各品種2種類の

S-RNase対立遭伝子しか検出されなかった.3'RACEに用いたフォワードプライマJ FTQQYQ'

の配列はナシ亜科のセイヨウナシ,ニホンナシ,リンゴの S-RNaseのほぼすべてに保存されて

いる.本研究の 3'RACEの方法でクローニングできない新規 S-RNase対立遺伝子が存在する可

能性は低いと思われ,これら品種はどちらかの S-RNase対立遺伝子を重複して持つと考えられ

る.̀MertonPride'ぽGlouMorceau'(SbSg)× B̀artlett'(SbSbSISl,4x)の交雑実生である.四倍体の

'Bartlett'は自家和合性を示すことから (Modlibowska1942),'GlouMorceau'と和合になる花粉の

S遺伝子型はSbSlまたはSISlと考えられる.よって,̀MertonPride'のS遺伝子型はSbSbSlまた

はsbSISIであると推測される.

'MertonPride'以外の三倍体品種は,̀MertonPride'のように二倍体品種と四倍体品種の交雑に

より自然に生じた可能性が考えられるが,非還元の卵細胞(2m)と花粉 (2m)がその成立に関与し

ている可能性もある.リンゴの三倍体品種は,̀Jonagold'(S2S3S9)[̀GoldenDelicious'(S2S3)×

'Jonathan (紅玉)'(S7S9)1,̀陸奥'(S2S3S20)[̀GoldenDelicious'(S2S3)× 印̀度'(S7S20)],̀Hac9'

(SIS3S9)【̀ふじ'(SIS9)× つ̀がる'(S3S7)], S̀pigold'(SIS2S3)[̀RedSpy'(SIS3)× G̀olden

Delicious'(S2S3)],'静香'(S2S3S20)['GoldenDelicious'(S2S3)× 印̀度'(S7S20)],̀さんたろう'

(S3S9S19)['はつあ5'(S3S9)× S̀tarkingDelicious'(S9S19)】などがあり,種子親から2種類のS対

立遺伝子を受け継いでいることから (Saku血 etal.2000),非還元分裂により生じた卵細胞 (2m)

がその成立に関与しているとされる.̀MertonPride'以外の三倍体品種は親品種の由来が不明で

あるので,その成立に非遠元の卵細胞(2m)と花粉 (2m)のどちらが関与しているかについて言及

することはできない.

'Catillac','MertonPride',̀Beurrid-Amanlis',̀vicarofWinkfield'は雄性不稔性であった.'Merton

Pride'の花粉稔性は年次変動したが,三倍体品種は基本的に雄性不稔であると考えられた.一方,

C̀atillac'は,和合受粉のSeeds/Flowerが 1.1であることから,部分雌性不稔であると考えられた.

おそらく,三倍体であることにより,正常な卵細胞の形成や受精後の腔発達など起こりにくい

のであろう.̀MertonPride'と B̀eurrid'Amanlis'は,和合受粉のSeeds/Flowerがそれぞれ2.2と3.2

であるが,二倍体品種を種子親にした和合他家受粉でもseeds/Flowerが3.0程度になる場合があ

ることから,雌性不稔ではないと判定した.

三倍体品種に S遺伝子型が完全に重複しない二倍体品種を交配した C̀atillac'(SbScSs)×
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'Beurridel●Assomption'(SiSDと M̀ertonPride'(SbSDXK̀oonce'(SbSDでは,それぞれ結実率

80.0%(1.ISeedsnlower)と結実率80.0%,(2.2SeedsrFlower)であったが,重複する二倍体品種を交

配した場合,̀Cadllac'(SbScSs)× R̀eimerRed'(SbSc)では結実率20.0%(0.ISeedsnlower)を示し,

M̀ertonPride'(SbSDX B̀eurriJeanVan Geert'(Sbぷ)では結実しなかった.したがって,三倍体品

種の花柱において S-RNaseは正常であり,雌しべのSハプロタイプは二倍体品種と同様に機能

していると考えられる.三倍体品種の栽培においては,三倍体品種,三倍体品種に対して和合

な二倍体品種,さらに,その二倍体品種に対して和合な二倍体品種,の少なくとも3品種の混椿

が必要とされていた.しかし,̀Catillac'のように部分的な雌性不稔性を示す可能性を考慮すると,

三倍体品種のS対立遺伝子を共有しない品種が受粉樹品種により適しているだろう.

ẁilliamS(Bartlett)ラ(SeSD,'Conferencc'(SdSr),̀Abbi鐙tal'(Sash),'Rocha'(Ease),̀Coscia'(SbSk),

D̀octeurjulesGuyot(Precoce)ラ(SaSe), D̀oyenniduComice'(SbSb),'Beurrid'Anjou'(ScSe),

'packam 'sTriumph'(SeSk)など世界の主要品種は供試した三倍体品種と完全に重複するS遺伝子

型を持たない.これら品種が大部分を占める果樹園で三倍体品種を生産する場合には,主力品

種と交雑和合の品種を混植することで結実の安定化を図ることができると考えられる.

ヨーロッパ北東部の諸国では,̀AlexanderLucas'や v̀icarofWinkfield(Cure)'が主要品種とな

っている.本章および第2,3章の結果から各国の主要栽培品種は,ドイツの C̀onference'(SdSr),

ÀlexanderLucas'(SbSeSs),̀FondantedeChameu'(SLPpS2),̀Clapp'sFavourite'(SdSe),オランダの

'conference'(SdSTr),̀DoyenneduComice'(SaSb),'AlexanderLucas'(SbSeSg),スウェーデンの

'claraFrijs'(Se免), C̀onference'(SdSr),'AlexanderLucas'(SbSeSs),ポー ラン ドの C̀lapp's

Favourite'(SdSe),'AlexanderLucas'(SbSeSs),̀Conference'(SdSr),'GeneralLeclerc'(SISq),ブルガ

リアの B̀ardett'(Seぷ),̀vicarofWinkfield(Cure)'(SkSuSx),̀BeurreBosc'(ShSk),̀Clapp'sFavourite'

(SdSe), B̀eurreHardy'(ScSDが,ロシアの B̀artlett'(Seぷ), F̀lemishBeauty'(SdSq),v̀icar of

winkfield(Cure)'(SkSuSi),'BeurreBosc'(ShSx),̀Kicfrer'(SISr),セルビアの B̀artlett'(SeSD,'passe

Crassane'(SgSr),̀VicarofWinkfield(Cure)'と推定された.̀AlexanderLucas'(SbSeSs)の栽培が多い

ドイツでは,̀Conference'(SdSr)や c̀lapp'sFavorite'(SdSe)が二倍体の主力品種である.両品種は

相互に交雑和合で,ÀlexanderLucas'とも交雑和合の関係であり,特に,ÀlexanderLucas'と

'conference'は S対立遺伝子 を重複 しない.また,3品種の開花期は ÀlexanderLucas',

'conference',̀Clapp'sFavorite'の順になっており,̀Conference'ぽAlexanderLucas'および c̀lapp's

Favorite'の受粉樹として推奨されている (KeepersNurseryホームページ).したがって,これら

3品種の混植園では安定的な結実が得られると推測される.ドイツ以外の国の主要栽培品種の
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中にもÀlexanderLucas'とS遺伝子型が重複する品種が存在しなかったので,主要品種の混植園

では十分な結実が得られると考えられる.ブルガリア,ロシア,セルビアの主要品種のうち,

'Bartlett'(Se励),̀Clapp'sFavourite'(SdSTe),̀BeurreHardy'(ScS4),'FlemishBeauty'(SdSe),̀Kieffer'

(SISr),̀PasseCrassane'(SgSr)はvicarofWinkfield(Cure)'と開花期が近いので,これら品種の混

植園では十分な結実が期待できるであろう.

三倍体品種のうち,̀AlexanderLucas'(SbSbSk)および B̀eurriDiel'(SbSbSv)は,果皮が赤い品種

として人気のある C̀alifomia'や c̀ascade'を含む遺伝子型sbSeの品種とは交雑不和合の関係にあ

たる.果樹園全体で不和合組み合わせだけの品種構成になることはほとんどないと考えられる

が,これら品種が隣り合うような栽植計画を避けるといった細かい配慮がより安定した生産に

つながるであろう.本章で推定した三倍体品種のS遺伝子型が,第 2,3章での二倍体品種のS

遺伝子型情報とともに効率的な品種選択および栽植計画に貢献すると期待される.
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兼 5華

ダ̀ラン t!･チャンピオン (GrandCh&mpion)'の部分的自家和合牲

<蒲憂>

G̀randChampion'(SbSe)の部分的自家和合性の原因を解析した.部分的自家和合性は変

異親品種の G̀orham 'に由来していた.̀GrandChampion'と自家不和合性品種 (SbSe)の正逆

交雑の結果,部分的自家和合性は雌しべ側に起因していることが明らかになった.そこで,

'&andChampion'のS-RNaseの変異と発現を解析した.̀αandChampion'からクローニング

した Sb-RNasecDNA配列には 2つの非同義置換が見出された.置換をもつ Sb′-RNaseは

'Gorham'に加え,自家不和合品種にも見出された.また, G̀randChampion'の Sb′-と

Se-RNaseの発現量,タンパク質量,RNase活性は自家不和合品種と同等であった.̀Grand

Champion'の自殖後代ではSb'Sb':Sb'Se:SeSeが 1:2:lに分離していた.以上の結果から,

G̀randChampion'の部分的自家和合性の原因はS-RNaseではなく,S遺伝子座に連鎖しない

SIRNase以外の雌しべ側因子によるものと推察された.

<緒曾>

セイヨウナシ,ニホンナシ,リンゴ,オウトウ,ウメ,アーモンド,アンズなどのバラ科

果樹は自家不和合性を有するので,果樹園では安定的な結実確保のために交雑和合となる

受粉樹の混櫓や人工受粉が不可欠である.しかしながら,受粉樹の混植については,樹種

によっては経済品種が特定の点種に偏重する傾向の中で受粉樹となりうる品種が不足しつ

つあり,受粉樹の導入により果樹園としての経済性が低下することが問題となっている.

また,訪花屋虫を利用した受粉は,昆虫の活動に影響する開花期間の低温や風雨などの天

候条件により結実が左右される.一方,人工受粉は結実を確保できるが,短期間に多くの

労働力を必要とし,コストがかかる.さらに,今後,生産者の高齢化および後継者不足が予

想される状況においては,労働力の確保も容易ではない.そのため,受粉作業および受粉

樹の導入を必要とせずに十分な結実を確保することができる自家和合性品種の育成が望ま

れている.
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様々な樹種において,自家和合性品種が育成 ･導入されている.ニホンナシ (Pyrus

pynfoLia)では, お̀さ二十世紀'(S2S48m)が 二̀十世紀'(S2S4)の枝変わり突然変異として見出

され,1979年に品種登録されている.また, お̀さ二十世紀'へのγ線照射により黒斑病抵抗

性を持つ お̀さゴール ド'(S2S48m)が, お̀さ二十世紀'の自家受粉により自家和合性後代を効

率的に獲得できる な̀し中間母本農1号'が選抜 ･育成されている (増田ら 1997;専ら 2003).

リンゴ (MalusXdomestica)では,̀RallsJanet(国光)ラ(SIS2)× J̀onathan(紅玉)'(S7S9)の交雑

後代から育成された 恵̀'(S2S9)と,̀StarkingDelicious'(S9S19)と G̀oldenDelicious'(S2S3)の

交雑実生である 弘̀大1号'(S2S19)が自家和合性品種として報告されている (Matsumotoetal.

1999;李ら 2002).甘果オウ トウ (prunusavium)では,γ線を照射した Ǹapoleon'(S3S4)の

花粉を ÈmperorFrancis'(S3S4)に交雑した実生から,2つの自家和合性系統JI2420(S4S4')と

JI2434(S3'S4)が選抜され,̀Lambert'(S3S4)× J̀I2420'(S4S4')の交雑実生から S̀tella'(S3S4')

が選抜 ･育成されている (Ushijimaetal.2004).̀Stella'は交配親としても用いられ,̀Van'

(SIS3)× S̀tella'(S3S4')の交雑後代から,̀Lapins'(SIS4I),̀Sunburst'(S3S4′),̀Newstar'(S3S4′)

が選抜 され た.さ らに, V̀an'(SIS3)× Ǹewstar'(S3S4')か ら C̀eleste'(SLS4')および

'Sweetheart'(S3S4′)が, v̀an'(sIS3)× S̀tella'(S3S4)の交雑後代間の交配では, L̀apins'

(SIS4')× 2̀Nl39-5'から S̀onata'(S3S4')が, 2̀C61･18'× S̀unburst'(S3S4つから S̀andraRose'

(S3S4')が, B̀ing'(S3S4)× S̀tella'(S3S4′)の後代系統 2̀N-60-07'と V̀an'(SIS3)× S̀tella'

(S3S4′)の後代系統 2̀N-38-32'の交配から s̀keena'(SIS4')が育成されている.ウメ (P.mume)

で牡 越̀の梅'(S3Sj),̀林州'(S3Sj),̀地蔵梅'(S3Sj),̀織姫'(S6Sj),'紅さし'(S8Sj),̀竜峡小梅'

(S8Sj),̀剣先'(Sjm などの多くの自家和合性品種が栽培されている (Taoetal.2002).福井県

において選抜 ･育成された 新̀平太夫'(S3Sj),'地蔵梅'(S3Sj)の自然交雑実生から選抜された

'八郎'(S8Sj)などの新品種も育成されている (田辺ら 1986;山口ら 2002).アーモンド (p.

dulcis)kおいても,̀FalsaBarese'(SISj),'FilippoCeo'(SISj),̀Genco'(SISj),̀Tuono'(SISj)など

多くの自家和合性品種が栽培されている (Bosykovi′cetal.1997).また,単植園を可能にす

る自家和合性品種の育種計画が行なわれ, L̀auranne'(S3Sj日 'Ferragnes'(SIS3)× T̀uono'

(SISj)],'Steliette'(S3SjH'Ferragnes'(SIS3)× T̀uono'(SISj)],'D-3-5'(S8Sj日 T̀itan'(S-S-)×

'Tuono'(SISj)],'R973'(SISj)['Ferragnes'(SIS3)× T̀uono'(SISj)],'R987'(S8Sj日 'Tardy

Nonpareil'(S7S8)×T̀uono'(SISj)]などが交雑実生から選抜されている.̀Nonpareil'(ScS4)の

枝変わりとして見出された J̀effries'(ScmS4)も自家和合性品種である (Kesteretal.1994).

一方で,これら自家和合性品種は自家不和合性機構を解明するための材料としても用い
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られている.アーモンドの自家和合性品種 J̀effries'(ScmSd)ではScハプロタイプ全体が欠失

している (Ushijimaetal.2001).雌しべ側S遺伝子産物がS･RNaseであることは,雌しべ側変

異体を用いた解析により証明されている.ニホンナシ品種 お̀さ二十世紀'(S2S48m)のS48mハ

プロタイプではS4-RNaseのゲノム商域が4kb以上欠失している (Sassaetal.1997).アーモ

ンドの自家和合性品種が有するSfハプロタイプは,Sf-RNaseが活性を持ってお らず

(BosVkovi'cetal.1997),Sf-RNaseの推定アミノ酸配列において高次構造形成に関与するシス

テインが1箇所保存されていないことから (Maetal.2001),立体構造の変化によるRNase活

性の喪失が推測される.花粉側S遺伝子はナシ亜科からは同定されていないが,サクラ亜科

からF-boxタンパク質遺伝子SLF(S-LocusF-boxySFB (S-LocusF-Box)が同定されている

(Ushijimaetal.2003;Entanietal.2003;Yamaneetal.2003b,C;Ikedaetal.2004;Someveldetal･

2005;Vaughan ctal.2006).F-boxタンパク質は,ユビキチンが介在するタンパク質分解経路

(26S/プロテアソーム経路)に関与し,skpl,Cullin･1,F･boxタンパク質,RbxlからなるSCF複

合体を形成する.SCF複合体によりポリユビキチン化された標的タンパク質が26S/プロテア

ソームで分解されるので,SLF/SFBとSIRNascの相互作用により自家不和合反応が制御され

ると考えられている.花粉側S遺伝子産物がsLF/SFBであることは,花粉側変異体を用いて

証明されている.甘果オウトウの自家和合系統 J̀I2434'(S3'S4)のS3'̂ プロタイプではSFB3

のゲノム飯域が欠失し (Sonneveldetal.2005),̀JI2420'(S4S4)のS4'ハプロタイプではSFB4

の翻訳領域内の4塩基の欠失により読み枠がシフトしたことで停止コドンが生じ,機能を

持たない短いSFB4が合成されている (Ushijimaetal.2004;Sonneveldetal.2005).ウメの自

家和合性品種が有するSP＼プロタイプでは,sFBjの翻訳飯域内に6.8kb断片が挿入され,機

能を持たない短いSFBが合成されている (Ushijimaetal.2004).二倍体の甘果オウトウと四

倍体のドワーフチェリー (P.fruticosa)の異質四倍体である酸果オウトウには雌しべ側およ

び花粉側S遺伝子の変異 による機能不全 のハ プ ロタイ プが多 い. ÈrdiBotermo'

(S4S6mSaSnulDのS6mハプロタイプでは,S6-RNaseのプロモータ一飯域に約2600bp断片が挿

入され,S6-RNaseの転写が阻害されている (Yamaneetal.2003a).̀Cigdny59'(S6m2S9S26Sa)

のS6m2ハプロタイプでは,C2簡域にlbpの欠失があり,RC4下流で停止コドンが生じた結果,

短 いS6-RNaseが合成 され る と予想 され る (Tsukamoto etal.2006).'Montmorency'

(S6S13mSaSnull)のS13mハプロタイプでは,C3飯域下流の10bpの欠失により停止コドンが生

じ,保存領域RC4以降を持たない短いS13-RNaseが合成されると予想される (Tsukamotoet

al.2006).一方,̀OjfehirtdiFBrt6S'(Sl′S4SdSnull)のSl'ハプロタイプでは,sFBlの開始コドン
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から225bp下流に615bpの非自律性 トランスポゾン (Ds)様配列の挿入があり,短いSFBlが

合 成 され る と予 想 され て い る (Hauck etal.2006b). R̀heinische Schattenmorelle'

(S6S13′S26Sa)のS13ソ＼プロタイプでは,SFB13の開始コドンから数えて733番目の塩基がグ

アニンからチミンに置換したことにより停止コドンが生じ,HVaおよびHVbを含む下流部

分を欠いた短いSFB13が合成されると予想される (Tsukamotoetal.2006).また,Snullハプ

ロタイプはS-RNaseとSFBを含む嶺域の欠失によると推測されている (Haucketal.2006a).

自家和合となるSaハプロタイプおよびsdハプロタイプの分子レベルの詳細は明らかではな

いが,sdハプロタイプについてはハプロタイプ債域内における少なくとも約2kbの欠失が

予想されている (Haucketal.2006a).

甘果オウ トウ自家和合性品種 C̀ristobalina'(S3S6)とアンズ (p.armeniaca)品種 C̀anino'

(S2Sc)は花粉側の機能を欠失 しているが,どちらの変異もS遺伝子座とは連鎖していないこ

とが交配実験と後代解析により明らかにされている (W也nschandHormaza2004;Vilanova

etal.2006).この結果は,自家不和合性反応には,S-RNaseとSLF/SFBの他に,S遭伝子座と連

鎖していない因子も関与していることを示唆 している.このような因子として,バラ科果

樹と同じ配偶体型自家不和合性を示すナス科植物のタバコ (Nicotiana.ala(a)から,HT-Bや

120Kが単離･同定されている (0'Brienetal.2002;Hancockctal.2005).HT-Bは発達後期の花

柱で発現するsmallasparagine-richproteinであり,S-RNaseの作用に直接影響を与えない.

120K(分子量約120kDaの糖タンパク質)は花柱の細胞外マ トリックスに多量に存在するア

ラビノガラクタンであり,S-RNaseと結合して伸長中の花粉管に取り込まれる.HT-Bや120K

の発現を抑制した植物体ではS特異的な花粉管の拒絶が阻害され,表現型が自家不和合か

ら自家和合に変化することが明らかにされている (Rondoetal.2002ab;Cruz-Garciaetal.

2005;Hancocketal.2005).配偶体型自家不和合性機構を説明する最新のモデルとして提案

されたコンパー トメン トモデルには,S-RNaseとSLF/SFBに加え,HT-Bが登場 している

(Goldraijetal.2006;McClureetal.2006,図5-I).

第 1章では,セイヨウナシ品種 G̀randChampion'を部分的自家和合性と判定した.セイヨ

ウナシでは,部分的および完全な自家和合性として二倍体の F̀ertility'といくつかの四倍体

品種から報告されているが (craneandThomas,1939),これら品種の和合性の原因は調査さ

れていない.同じナシ亜科では,リンゴ品種 恵̀'(∫ガタ)および 弘̀大 1号'(㍊gJタ)の自家受粉

の結実率はそれぞれ33.5-54.0%および24.0-$8.6%を示し,果実あたり1.7個および2.0-

4.2個の充実種子が得 られたことから (李ら 2002;Matsumotoetal.1999),̀GrandChampion'
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自家不和合

不和合:花柱SIS3,花粉S3

△

△

A

A

交雑和合

和合:花柱sIS3,花粉S2

自家和合

オウトウ花粉側変異sFB3′:花柱∫IS3,花粉S3'

[コ sLF/SFB2,⊂]sLF/SFB3･△ sl-RNase,A s3-RNase,(ロ ー対立遭伝子認識部位-♭ )● HT-B 甲 pp(仮想の花粉側タンパク質)母 mRNAの転写･タン′てク質合成

図5-1 S-RNaseが非特異的に液胞に臥 l込まれるコン/ト トメントモデル 叩TIBが液胞による軌 1込みを破る作用を持ち,HT-Bを抑耐する花粉側タンパク質(pp)が存在すると仮定する).
(Goldraijetal.2006).S-RNaseはHT-Bおよび120Kとともに エンドサイトーシスにより非特異的に花粉管に取り込まれ液胞に囲い込まれる.一般的な細胞毒素の動態と同様に 一部のS-
RNaseは逆行輸送によりゴルジ体,小胞体を軽て細胞質に放出されると推測される(McClureetal.2006).不和合花粉が受粉した場合:①sLF/SFBは,異なるハプロタイプのS-RNaseとより
結合しやすい(Huaetal.2006).異なるハプロタイプのSLF/SFBと帝合したS-RNaseは,26S/プロテアソーム経路で分解される.②同じハプロタイプのS-RNaseはsLF/SFBと佑合せず,rRNA
を分解する.PPが作られないのでHT-Bの働きを抑制できない.③HT-Bの作用により液胞が崩壊し,S-RNaseや液胞に大量に含まれるS-RNase以外のRNaseおよびDNaseが細胞質に放出さ
れる.S-RNaseによる代謝阻害,または,RNaseやDNaseによる細胞死が起きた括果 (杉山ら2005),花粉管伸長が停止し,不和合となる.和合花粉が受粉した弔合:④正常な代謝によりPP
が合成される.⑤ppがHT-Bの働きを抑制するので,S-RNaseは液胞に囲い込まれたままになる.⑥正常なmRNAの転写からタンパク質が合成される佑果,花粉管が伸長し,和合となる.甘
果オウトウの花粉側変異S3が 自家受粉した場合:⑦sFB3を欠失しているので,花粉管内にSFBは存在しない.細胞質に放出されたS-RNaseがrRNAを分解する.②,③を経て.不和合とな
るため,自家和合の表現型と矛盾する.

れ
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と同じ部分的自家和合性に分類されると思われる.̀恵'に同じ ∫遺伝子型の R̀edGold'

(S2S9)および 金̀星'(S2S9)の花粉を受粉した場合には単為結果による無種子果実しか得ら

れていない.また,̀RedGold'および 金̀星'に対する 恵̀'の交配では結実が見られない.さら

に,自殖後代にはS2S2,S2S9,S9S9のS遺伝子型が確認された.したがって,̀恵'の自家和合

性の原因は雌 しべ側および花粉側の ∫対立遺伝子の変異ではないことが示されている

(Matsumotoetal.1999). 恵̀'の花柱における S-RNaseタンパク質量は自家不和合性の

s̀tarkingDelicious'よりも少量であったが,自家和合性との関連は明らかにされていない

(李ら 2002;Katohetal.2002),̀弘大 1号'では,花柱の顕微鏡観察から,自家不和合性品種

'ふじ'(sIS9)よりも花粉管伸長量が大きいことが示された.̀弘大 1号'の花柱で発現してい

るS2-および S7-R的JSeは自家不和合性品種からクローニングしたものと同じであり,花柱

におけるS-RNaseの含有量は自家不和合性品種 S̀tarkingDelicious'と同等であった.これら

のことから,̀弘大 1号'の自家和合性はS-RNaseの消失や極端な量的変化によるものではな

いことが明らかにされている (李ら 2002).

本章では,̀GrandChampion'(SbSe)と同じS遺伝子型を有する品種間で正逆交雑を行ない,

ὰandChampion'の部分的自家和合性が雌しべ側変異であることを明らかにした.̀αand

Champion'からS-RNaseをクローニングし,塩基配列と発現を解析するとともに,雌しべに

おける RNase含量および活性,自殖後代における S対立遺伝子の分離を解析し,̀αand

Champion'の部分的自家和合性の原因を考察した.

<材料および方法>

材料

独立行政法人農業 ･食品産業技術研究総合機構果樹研究所リンゴ研究拠点 (岩手県盛岡

市)および農業者大学校落葉果樹農業研修所 (岩手県雫石町)に栽培されているセイヨウナ

シ28品種,および,2002年に行なった G̀randChampion'の開花自家受粉により結実した果実

中の種子に由来する自殖後代67個体を供試した.品種および自殖後代から集めた未展開葉,

お よび, G̀rand Champion','Gorham'('Bartlett'× J̀osiphinede Malines'), H̀ighland',

'Califomia','Cascade',̀Howell','JosiphinedeMalines','BeurreJeanVanGeert','Bartlett',̀La

France','DoyenniduComice'のwhitestage,balloonstageの花から採取した花柱は,液体窒素

で急速冷却後,-80℃で保存した.
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交寵実験

交配実験には G̀randChampion','LaFrance','Highland','Gorham',̀Cascade',̀Califomia',

の6品種を用いた.交配および調査は第 1章で確立した方法により行なった.2003年 5月7

日,2004年 5月8日に雫石において,2004年 5月5-7日,2005年 5月9,10日に盛岡におい

て交配実験 を行ない,交配約 10週間後 に結実数 と充実種子数 を調査 した.結実率,

seeds/Flower,SIindexを算出し,不和合 ･和合を判定した.

ゲノミック pcRおよび塩基寵列の鱒析

第2章の方法に従い,̀GrandChampion','Gorham ',Sb-RNase対立遺伝子を有する品種およ

び G̀randChampion'の自殖後代か らゲノム DNA を抽出した.プライマJ FTQQYQ'と

'EP-anti-IIWPNV2'を用いたCAPSマーカーシステム (第 3章)により自殖後代のS遺伝子型

を推定した.Sb-RNase対立遺伝子は,Sb-RNasecDNAのHV額域および3'末端簡域の配列に

基づいて設計した特異的プライマーセット̀EpHVf-Sb'(5'-AAATATTGCAAGGCGCCG-3')

および ànti-Epend･Sb'(5'･CTGAATATTGGTGGGGCl3')を用いて断片を増幅した. ｢塩基配

列の決定｣は第 2章の方法に従った.

RACEクローニング

第2章の方法に従い,3'および5'RACEクローニングを行なった.3'RACEにおいては,first

PCR にプライマーセット F̀TQQYQ'と ǸotI-(dT)18'を,secondPCR にプライマーセッ ト

F̀TqqYq'どNotI-dT'を用いてcDNAの3′末端配列を増幅した.5'RACEにおいては,逆転

写およびかstPCRにプライマーセット̀AAP'と ÈP-anti-ⅠIWPNV'を,secondPCRにフォワー

ドプライマー ÀUAP'と各 S-RNaseに特異的なリバースプライマー H̀VSb'または H̀VSe'を

用いて cDNAの 5′末端配列を増幅した.｢塩基配列の決定｣および ｢推定アミノ酸配列の

解析｣は第 2章の方法に従った.

ホモロジーモデ リング

Sb-RNaseおよび sb'-RNaseの立体構造 を,ExPASy(ExpertProteinAnalysisSystem)

proteomicsserver(SwissInstituteofBioinformatics(SIB)提供)を用いて解析した.SIB提供の

SwissModelFirstApproachModeにSb-RNaseおよび sb'-RNaseの推定アミノ酸配列を供し,

PDBファイル化されたデータをSwissIPdbViewer(SIB)により解析した.
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半定量的 RT-PCR分析

1本鎖cDNAの合成はReverTraAce⑧(TOYOBO)を用いて行なった.11品種の花桂total

RNA1pgに ImMdNTPmix,0.5pMOligo(dT)18プライマー (Promega),4pLIOXBufFer,0.5

U/pLRNaselnhibitor,IpLReverTraAce⑧と滅菌水を加えた20pLの反応液を作成し,30℃

10分加温後 42℃ 60分で反応させた.その後,99℃ 5分で酵素を失活させた.PCR反応は

ExpandHigh FidclityPCRsystem(RocheDiagnostics)を用い,Iplの1本鎖cDNAを含む30pL

の反応系で行なった.Sb-およびse-RNaseのHV額域およびC5領域下流のcDNA配列に基

づいて設計した Sb-および se-RNas対立遺伝子特異的プライマーセット ÈpHVf-Sb'

(5′-AAATATTGCAAGGCGCCG-3')と ànti-EpC5-Sb'(5'-GTTAAGTTGCTATCGCTG-3′),お

よ び , ÈpHVf-Se' (5'-CCGAAAACCAAGGTGCC･3') と ànti-EpC5-Se'

(5'-AAATGTTTTCCGAGGTA-3')を用いた.また,内部コントロールとしてユビキチン遺伝

子を増幅した.セイヨウナシの推定ユビキチン遺伝子の塩基配列に基づき設計したプライ

マ ー セ ッ ト ÈP-Ubi-F' (5'-CGAGGTTGAGAGCTCTGAC-3') と ÈP-Ubi-R'

(5'-GAACGAGGTGGAGGGm GAC-3′)を用いて,ユビキチン遺伝子が指数関数的に増幅さ

れるPCR条件を検討した.PCRは94℃ 15秒の変性,48℃ 30秒のアニーリング,72℃ 2分

の伸長反応を 10サイクル行なった後,94oC15秒の変性,600C30秒のアニーリング,720C2

分の伸長反応を10および 15サイクル行ない,70oC7分のfinalextensionを行なった.PCR

産物は 1.5%アガロースゲル電気泳動後エチジウムブロマイド染色により解析した.

SDS-PAGEとRNASe活性測定

約 125本の balloonstageの花柱 (新鮮重約 75mg)を液体窒素下で磨砕し,凍結粉末を

Polyclar-AT30mgおよび 15mg/mlアスコルビン酸ナトリウムを含む抽出バッファー (0.1

M TrisIHCl(pH7.8),25mM EDTA)0.5mlに融解した.氷上4℃で30分振塗した後,4℃,

12,000rpmで 15分遠心し,上清を回収した.沈殿物を再度抽出バッファー0.5mlに融解し,

振返および遠心した後,上清を回収した.両方の上清を合わせて粗抽出液とし,使用する

まで-20℃で保存した.各粗抽出鞍中のタンパク質濃度は,ウシ血清アルブミン (BSA)を

スタンダードにし,Bradfbrd法 (1976)により定量した.

タンパク質およびRNase活性を分析するため,花柱タンパク質 15pgを含む粗抽出液を

SDS-PAGEに供した.15%ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動は80Vで20分の後,

120Vで120分行なった.タンパク質はcoomassiebrilliantblue(CBB)法と銀染色法で可視化
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した.cBB法では,泳動後のゲルを CBB溶液 (酢酸:メタノール:水-I:10:9(V:V:V)に 2.5g

CBB氏-250を融解)に室温 30分浸漬して染色した後,脱色液 (S%酢酸,15%メタノール,

10%イソプロパノール)により脱色した.銀染色法には 2D･銀染色試薬 ･II｢第一｣ ((株)第

一化学薬品工業)を使用した.泳動後のゲルを固定液Ⅰ(メタノール 40ml,酢酸 8ml,脱イ

オン水 32ml)80mlで10分振塗した.固定液Iを捨て,固定液ⅠⅠ(メタノール 24m1,酢酸 8

ml,①固定化剤 4ml,脱イオン水 44ml)80mlで15分振塗した.固定硬ⅠⅠを捨て,前処理液

(メタノール 40ml,②前処理剤 4ml,脱イオン水 36ml)80mlで 10分振塗した.前処理液

を捨て,脱イオン水80mlで5分振畳後,水を捨て,銀染色硬 (③染色液A4ml,④染色液B

4ml,脱イオン水 72ml)80mlで15分振塗した.銀染色液を捨て,脱イオン水 80ml中での

2分間の振鼓を3回繰り返した.水を捨てた後,現像液 (⑤現像原綾 4ml,脱イオン水 76

ml)80mlで振塗し,適度な染色像が得られたところで,⑥停止液 4mlを注ぎ,よく振塗し

た.

ゲル中のRNase活性はBlanketal.(1982)を改変した方法で可視化した.SDS-PAGE後のゲ

ルを25%(V/V)イソプロパノールを含む 10mMTris-HCl(pH7.5)中で20分振塗し,これを再

度繰り返した.さらに,10mM Tris-HCl(pH7.5)中 15分振塗による二度の洗浄後,酵母由来

RibonucleicAcidSodiumSalt1mg/mlを含む 100mM TriS-HCl(pH7.5)中で,37℃ 120分振塗

した.0.5% (W/V)methylenblueを含む 10mM Tris･HCl(pH7.5)中 15分振亜によりゲルを染

色した後,RNasc活性のある部分が透明になり,きれいなコントラス トが得られるまで,10

mMTriS-HCl(pH7.5)中での振塗を繰り返した.

染色したゲルのバンドパターンをスキャナ (GT-8000,Epson,Japan)で取り込んだ後,染

色強度をlmageJsoRwareNationalInstituteofHealth,USA)を用いて数値化LRNase活性を

比較した.RNase活性測定は5反復行ない,分散分析により統計処理した.

<治美>

自棄受粉と正逆交雑

'GrandChampion'(SbSe)の部分的自家和合性が,2000年から2002年に交配を行なった弘

前大学生物共生教育研究センター藤崎農場 (青森県藤崎町)の樹において偶発的に観察さ

れた現象ではなく,品種固有の性質であることを確認するため,2003年と2004年に,独立

行政法人農業 ･食品産業技術総合研究機構果樹研究所リンゴ研究拠点 (岩手県盛岡市)に場
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所を移して交配実験を行なった.両年における G̀randChampion'の自家受粉の結実率はそ

れぞれ79.3%および71.4%,Seeds/Flowerは2.0および3.8Seeds作lowerと算出された (表5-1).

'αandChampion'に L̀aFrance'(SeSr)を受粉 した和合交配の Seeds/Flowerから, G̀rand

champion'の自家受粉のSIindexは40.0および74.5と算出され,̀αandChampion'が部分的

自家和合性であることが再確認された.̀GrandChampion'は G̀orham'(SbSe)の鋳性枝変わり

突然変異である. G̀orham'の自家受粉 を行 なった ところ,77.8%の結実率を示 し,

seeds/Flowerは2.8,SIindexは47.0と算出された (表5-I).この結果から,̀Gorham'も部分的

自家和合であり,̀Go血am'の部分的自家和合性が ὰandChampion'に受け継がれたと考えら

れた.

ὰandChampiom'と G̀orham'の部分的自家和合性が雌しべ側と花粉側のどちらに起因す

るかを調べるため,両品種と同じSbSeの S遺伝子型を持つ 3品種,̀Highland',̀Cascade',

C̀alifomia'を用 いて正逆交雑 を行 なった. H̀ighland'に G̀randChampion', G̀orham ',

'cascade','Califomia'の花粉を受粉したところ,ほとんど結実しなかった.花粉親に用いた

4品種の花粉をS遺伝子型の異なる品種に受粉した場合,充実種子を含む果実が得られたの

で (データ省略),̀High1and'に対する G̀randChampion',̀Gorham ',̀Cascade',̀Califomia'の交

配組み合わせは交雑不和合であると判定され,̀GrandChampion'どGorham'の花粉は正常に

機能していることが示された.一方, G̀randChampion'に H̀ighland', G̀orham ', C̀ascade',

'califomia'の花粉を受粉したところ,結実率は56.7-79.3%を示し,seeds/Flowerが0.6-3.2,

sIindexが 12.0-62.7と算出され,部分的交雑和合と判定された.このことは,'Grand

champion'の雌しべが自家花粉だけでなく,sbSe品種の花粉も完全に拒絶できないことを示

し,̀αandChampion'と G̀orham'の部分的自家和合性は雌しべ側に原因があることが明らか

になった.

部分的自棄和合位品種か らのSb-および se-RNaseのクローニング

'GrandChampion'の部分的自家和合性の原因として,雌 しべ側 S遺伝子産物である

S-RNaseの機能に異常が起きている可能性が考えられた.そこで,̀αandChampion'の花柱

から5'RACEと3'RACEによりSb-およびse-RNasecDNAをクローニングして,完全長塩基

配列を決定した.Sb-およびse-RNaseのcDNA完全長塩基配列は,それぞれ678および696

bpからなり,226および232アミノ酸残基をコードしていた.̀GrandChampion'からクローニ

ングされたse-RNaseの塩基配列は L̀aFrance'のSe-RNase(accessionno.AB236428)の配列と
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表5-1 ●GrandChampion',●Gorham .,およびsbSe遺伝子型品種の自家受粉と他家受粉における結実率と種

子数.

芸票 種子親 Sji伝子型 警

雫石 GrandChampion Sb'Se

盛岡 Highland SbSe

花粉親 忘伝子型 完霊 #(欝 /A"oewd:.iSex

2003GrandChampion
Go血 m

Highland
Cascade

LaFⅧ e

2004GrandChampion
Califomia

LaFrance

2004GrandChampion
Gorham

Califomia

Cascade
LaFrance

Gorham Sb'Se 2005Gorham

LaFrance
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aslindexの算出に用いた和合受粉のSeedsnTlower.
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完全に一致したが,sb-RNaseの塩基配列は D̀oyenneduComice'のSb-RNase(accessionno.

AB236429)との間に3塩基の置換が見出された.ゲノムDNAからPCR増幅した断片の塩基

配列も解析したところ,Sb-RNaseではイントロン内にも 2塩基の置換を見出した.̀Grand

Champion't'DoyenneduComice'とのSb-RNaseのゲノムDNA配列間には,合計5塩基の違

いがあることが明らかになった (図5-2a).そこで,̀GrandChampion'から得たsb-RNaseを

Sb'-RNaseと名付けた.cDNAの3塩基の置換のうち,2つは非同義置換であり,Sb-RNaseの

グアニンが sb'一肌 seにおいてチミンに置換されたことで,シグナルペプチド領域内のバ

リン (17)がロイシンへ,シトシンからアデニンへの置換により C5領域上流のプロリン

(158)が トレオニンに変化していた (図5-2b).しかしながら,Sb'-RNaseの推定アミノ酸配列

にはT2/S型 RNaseの活性に必須な2つのヒスチジン残基 (Kawataetal.1989)と高次構造形

成に重要な8つのシステイン残基 (Ishimizuetal.1996)が保存され,5つの保存領域とHV領

域の推定アミノ酸配列はSb-RNaseと同一であったことから,sb'-RNaseはSb-RNaseとほぼ

同じ高次構造および機能を持つと推測された.

そこで,ホモロジーモデリングによりSb-RNaseおよび sb'-RNaseの立体構造を推測し,

比較した (図5-3).Sb-RNaseおよびsb'-RNaseは,結晶構造解析により立体構造が明らかに

されているニホンナシ S3lRNaseと 61.4%および 61.7%の相同性を示した.ニホンナシ

S3-RNaseには 8つのαヘリックスと7つのβシー トが存在するが (Matsuuraetal.2001),

Sb-RNaseおよびsb'-RNaseの立体構造においては,6つのαヘリックスと7つのβシートの

存在が推測され,それらの位置ははば完全に保存されていた.2つのS-RNase間で唯一異な

るプロリンとトレオニンは,4番目のβシー トと5番目のβシートをつなぐループ部分に存

在し,その部分の構造を若干変化させていた.また,推定アミノ酸配列が完全に同じであ

るにも関わらず,HV領域に相当する部分の位置が2つのタンバク質問で若干異なっていた.

Sb'-RNaseと部分的自家和合性との関連を検証するために,Sb対立遺伝子を持つ26品種

の Sb-RNaseを再解析した.プライマーセット̀EpHVf-Sb'と ànti-Epend-Sb'を用いたゲノミ

ックPCRにより増幅された断片の塩基配列について,イントロン内の2つの置換のうち下

流の 1塩基,HV領域直後における 1塩基の同義置換,C5領域上流における 1塩基の非同義

置換を解析し,異同を確認した.̀DoyenniduComice'および D̀oyenneduComice'の交雑後代

を含む 20品種は sb-M aseを有 していたが, G̀randChampion','Gorham'(̀Bartlett'×

'JosiphinedeMalines'),'JosephinedeMalines','Urbaniste','AlexanderLucas','BeurriDiel'の6

品種はSb′-RNaseを有していた (表5-2).'GrandChampion'のSb'-RNaseは G̀orham'の花粉親
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(a)
Sb-RFi●● .ntATGGGGAC6666▲TG▲TATAT▲TGGTTATGATCLGTATTTTCCC℡JLATTGTATTAATATTOTC℡TCGTCCAeGPEST¢¢6▲TTCGATTATTATCAATT7 96
sわ′_RZI■Jle.nt

Sb-RJtJt .ZLt ACQCAGCAATATCAGCCGGCTCTC℡GCAAC℡CT▲ATCCAAC℡CCTTGTAAGGATCCTCCTQAC▲▲GTTQTTTACTGTTCAC(36TT℡GTCGCC℡℡CA 192
sわ′_Rr■J4.nt

Sb-RJrt■● ･zLt OACTCGJLATGG▲▲▲℡GACCC入山 ℡▲TTGCAAGGCGCCGCCATATCAGACGgtAAtLtttt･t&9Cttt■tC■9AtLgtC&At■ttgtttttCtCAt 288
sb一一RJl■■●.zlt

Sb-RhJB4 ･ZLt tt■tgt･■Cttgtgtgtgt･■t･■tJLt■tlttttt99■tILt9CtA9JL9cctCCA■Attttt■■JLCC■■tt9■t･gtgtCtC■■t･■■9■t･■t■■9■■■tt 381
Bbー_R7AJL●.ht

Bt-RJI■■● ･ht ttすtctt,tott■cltt■CtCtttJLttttttt9ItJLt■t▲CtA▲tAtt■CtCttAAt･tt■t▲tttt･t■t.C■t▲JL▲tt■tttCt▲tt■ttt▲tt.■t,tA 480
sb̀ _fLJ■■●.tLt

8b-RJ■■● .zLt t■tt9tC▲叫℡○▲▲▲▲7ACTCOAACCCCAC℡℡067JLATTATT℡GGCCOAN:07AC7CAATCaJLAJLC臥 TCA℡M TCTtC℡¢OCOTJAACAGT00 576
Sb'_RJrtA4.ZLt .....C

BtトR■■■● .At 恥 TAAACAW tCCTOT¢CGFyC℡TCCCCOAT℡CAGAACCA6ACGCA℡TACT℡m TACABTAAtCAAAATqTACACAACCCAGAAACAJLAACG℡7 672
8bI_Rr■●●.ht

BtトRJlt■● .zLt TC仙 ▲TCCTCM CAATATTA▲▲CC6087AGGAAAAGCAOOAqOC℡00℡砂弘TAT℡乱■▲九九TOeCAtACOCAJAQtTATM ▲▲tAT0 768
8bI_RJr■■●.zLt

8b･･RJ■■● .zLt. ACACCAAJAT℡M TOCCAAJJLQJLATCCTAOQ▲亡▲℡CA7TQAC¶王▲▲r伽 ℡7% qqTC○○TCTtHW GATAaCAACm ACOCAQT℡C▲TA 861
8b'_RJI■■●.At ..‥ ‥ ‥ ..‥ 日 .‥ ..‥ ‥ ‥ ..A

8b-RJIt■● .zLt JLAT℡6℡CCCCACCC▲TVTCCACAJLJm ℡CACOOTA℡TTC℡QCCCCACCAA℡▲7℡CA87AT
Sb′_RJrtL+.ZLt

(b)

Sb-RNASe J4GTGHZYJWJ4m SLZVLZLSSS℡VGFDYYQF℡QQYOPAVCtTSNP℡PCRDPPDXLFTVHG
Sb一 一Rya8e ....‥ ‥ ..‥ ‥ ‥L‥ .‥ ‥ .‥ ....‥ ‥ ..‥ ...‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ‥ ..

Signal peptide C1 C2

Sb-R甘a5e LWPSDSyG甘DPRYCW PYQT拡 ZLEPElLVZ工WPm NR∬t)ZIEVFWRRQWDRElGSCASSP
Sbー-zuaSe ......‥ ...‥ ‥ ..‥ ...‥ ....‥ ‥ ‥ ...‥ ..‥ ....‥ ‥ ‥ ‥ ..‥ .

HV C3

Sb-RtVa5e ZQyQTEYFD℡VZZtJ4Y℡℡QRQ甘VSEZLSm yZRPGRRSRRLVDZEh ZRRV工tTNHTPRFRC
Sb'-RNaSe ‥ ..‥ ......‥ ....‥ .‥ ..........‥ ...‥ ‥ ..........‥ ‥ ‥ ‥

RC4

Sb-RNAse QX甘PRTSLTELVEVGLCSDS甘L℡QFZpCPEPFPQGSRYFCPT甘ェQY
Sb'-RNase ‥ .T...‥ ....‥ .‥ ‥ ..‥ .‥ ‥ ‥ ..‥ .‥ ‥ ‥ ....

C5

図5-2 Sb-およびsb'-RNaseのDNA (a)と推定アミノ酸 (b)の配列比較.

小文字はイントロンの配列.(b)推定アミノ酸配列の比較.下線部はシグナルペプチ ド,超可変

(HV)領域,保存領域 (Cl,C2,C3,RC4,C5).2つの配列間で保存されている塩基を ｢･｣で示す.
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(a)Sb-RNase O))Sb'-RNaBie

(C)Sb-RNaseとsb′-RNase

図5-3ホモロジーモチ｣ングによるSb-RNase(a)およびsb'-RNase(b)の立体構造予測と構造比較 (C).
黄色で囲った部分はHV領域.
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表5-2Sb-またはSb'-RNaseを有するセイヨウナシ品種のS

遺伝子型

品種 S遺伝子型

Sb-RNase対立遭伝子を有する品種

Abbefetal

DoyermiduComice
Reimerred

Catillacz

Califbmia

Cascade

Hartman

Highland
Howell

Beurred.AmanlisZ

GlouMorceau

AlexandrineDouillard

BeurriJcanVanGeert

CanalRcd

HoneySweet
MertonPridez

TdomphedcJodoignez

LeLectier

Condo

ThnbullGiant

SbI-RNase対立辻伝子を有する品種

GrandChampion
Go血am

AlexanderLllCaSZ

BeurreDielz

JosiphinedeMalines
Urbanlste

血

≡

;忘

芸

‥≡

二
完

軍

こ

…;葱

Z･:,.;IA:
:洲

Z三倍体品種
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である J̀osiphinedeMalines'に由来していた.

Sb'-RNaseとSb-RNaseの構造の違いが機能に影響を与えないと断言することはできない

が,sb'-RNaseを持つ J̀osiphinedeMalines'が自家不和合性と判定されていることから,

Sわ′-RNaseのアミノ酸置換が ὰandChampion'どGorham'における部分的自家和合性に関与

している可能性はないと考えられた.

半定量的 RT-PCRによるSb-(Sb'-)および se-RNaseの転写量

G̀randChampion'の部分的自家和合性にSb'-およびse-RNaseの転写量の違いが関連して

いる可能性が考えられる.そこで,11品種のtotalRNAを鋳型に半定量的RT-pCR解析を行

ない,Sb-(Sb'-)およびse-w aseの転写量を比較した (図5-4).Sb-(Sb'-)RNase対立遺伝子を

有する G̀randChampion','Gorham','High1and',̀Califomia',̀Cascade',̀Howell',̀Doyennidu

Comice',̀JosiphinedeMalines',̀BeurriJeanVanGeert'から153bpの断片が,Se-RNase対立遺

伝子を有する G̀randChampion',̀Gorham',̀Highland',̀Califomia','Cascade','Howell',̀La

France',̀Bartlett'から 169bpの断片が増幅された.Sb-(Sb'-)RNaseの転写量は G̀orham',

'JosiphinedeMalines',̀DoyenniduComice'において比較的高かった.Se-RNaseの発現量は

'Gorham ',̀Califomia'において高く,̀LaFrance'において低かった.遺伝子型SbSe(Sb′Se)の7

品種 G̀randChampion',̀Gorham','Highland','Califomia',̀Cascade',̀Howell'では,どの品種

においてもSb-(Sb'-)RNaseがse-RNaseよりも発現していた.Sb-およびse-RNaseは,品種

間や対立遺伝子間で転写量に差が認められたが,部分的自家和合性の ὰandChampion'と

G̀o血am'において極端な発現抑制は認められなかった.

花蛙にお汁る S-RNase量および RNase活性

'GrandChampion','High1and', D̀oyenneduComice','LaFrance'の花柱粗抽出液を

SDS-PAGEに供し,花柱におけるS-RNase含量と活性を分析した.CBB染色および銀染色に

より得られたタンパク質のバンドパターンは4品種ともほぼ同一であった (図5-5a).供試

4品種が有するSa-,Sb-,Sb'-,Se-,Sr-RNaseの平均分子量はcDNA配列からそれぞれ,26.3,

26.0,26.1,26.5,26.1と推定された.ニホンナシの7種類のS-RNase,Sl～S7-RNaseは糖タン

バク質であり,結合する糖鎖の種類と数により移動度に違いが生じる結果,約30kDaの位

置に検出されている (Sassaetal.1993).セイヨウナシにおいても約26-30kDaのバンドが

S-RNaseに相当すると考えられた.約26-30kDaのタンパク質のバンドの濃さを比較した

17(～



-

Sb-(SbI-)RNase

Se-RNase

UbL'.

Sb-(Sb'-)RNase

滋-RNage

UbL'.

(サイクル数)

図5-4半定量的RT-PCRによるSb-(SbI-)およびhse-RNaseの転写量の比較.
右側の数字はpCRサイクル数を示す.ユビキチン辻伝子 (Ubi.)を内生コントロールとして用いた.

177



_ざ±: .lif=tr:

.≡ ,二_= _ご運 き ざ
一･■

97__
66_

45-

31_
B

玩

.山

い

r
TT
-
.

J

r

i

｣
コ
1
.1
L
L.
■

_
ー

.l虹

ユ1- L ._..
krJ

▲ 一 +一･

14- 1

kDa

97
66

45

31

21

14

O))

図5-5花柱粗抽出液のSDS-PAGEによる

sIRNase含量(a)とRNase活性O))の比敵

銀染色(a)およびkNase活性染色仲)により
可視化した.
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図5･6 G̀randChampion',̀Gorham'および

'GmndChampionの自殖後代からの
ゲノミックPCRによるS-RNase対立遺伝子の増幅.
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ところ,セイヨウナシ4品種の花柱における約26-30kDaタンパク質含量はほぼ同じであ

った.

花柱のRNase活性を測定するため,SDS-PAGE後,RNase活性染色を行なった.いずれの

品種からも,約22,25,27,30kDaのタンパク質にRNase活性が検出された (図5-5b).各バ

ンドの活性強度のパターンには品種により多少の違いがみられたが,約25kDaのバンドが

どの品種においても強い活性を示した.この約25kDaの活性はニホンナシと同様にmon-S

RNaseの活性に相当すると考えられた (未公表データ).そこで,S･RNaseと推測される約27

および30kDaタンパク質のRNase活性を比較した.̀GrandChampion',̀DoyenniduComice',

H̀ighland',̀LaFrance'の約27および30kDaタンパク質のRNase活性に有意差は認められ

なかった.

G̀randChAmPion'の自殖後代におけるsb･および se-RNase対立遺伝子の分離

故̀andChampion'の自殖後代間におけるS-RNase対立遺伝子の分離を解析し,部分的自家

和合性をもたらしている変異が S-RNaseと連鎖しているかを検討した.自殖後代のゲノム

DNA からプライマーセット̀FTQQYQ'と ÈP-anti-IIWPNV2'を用いた PCR によりS-RNase

対立遺伝子を増幅した.自殖後代からは440bp断片 (Sb)のみ,440bp断片 (Sb)と998bp断

片 (Se),998bp断片 (Se)のみが検出される個体が分離し,それぞれSb′Sb′,Sb'Se,SeSeとS

遺伝子型が推定された (図5-6).合計67個体からSb'Sb'が 16個体,Sb'Seが32個体,SeSe

が 19個体得られ,1:2:1の分離比に適合していた (x2=0.40,p>0.750).S-RNase対立速伝

子の分離に極端な歪みは見られなかった.

<考察>

配偶体型自家不和合性を有するバラ科果樹の育種目標の 1つに自家和合性品種の育成が

ある.̀GrandChampion'ti'Gorham'の鋳性枝変わりとして発見された品種であり,生食およ

び貯蔵に適していることに加え (表 2-1),第 1章で部分的自家和合性を持つことが示され

た.よって,̀GrandChampion'は自家和合性品種の育成だけでなく,自家不和合性機構の解

明のためにも貴重な材料である.

自家受粉の結果,̀GrandChampion'と同様に G̀orham'も部分的自家和合であることが明ら

かになった.部分的自家和合性は鋳果皮を生じる突然変異に付随して起きたのではなく,
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'Gorham 'がもともと持っている性質であると考え られた. G̀randChampion'および

G̀orham'の花粉は High1and'(SbSe)と交雑不和合であったが,花柱は SbSe遺伝子型品種由

来の花粉と部分的交雑和合となった.̀αandChampion'の部分的自家和合性は雌しべ側に原

因があると結論づけられ,原因の lつとしてS-RNaseの機能異常の可能性が考えられた.

G̀randChampion'の花柱から Sb-および se-RNasecDNA をクローニングしたところ,

Sb-RNaseの翻訳領域に2つの非同義置換を有するSb'-肋 seを見出したが,2つのアミノ酸

置換は RNase活性や対立遺伝子特異性に関与する領域外に存在した.ホモロジーモデリン

グにより立体構造を推定した結果,αヘリックスおよびβシー トの数と位置は保存されて

いたが,アミノ酸変異部分に加えて,HV領域の部分が2つのタンパク質間で若干ずれてい

た.構造の変化は,おそらくアミノ酸変異の影響であろうと推測されるが,活性および対

立遺伝子特異的認識に対する影響は不明である.しかしながら,この変異を持つ Sb'-RNase

対立遺伝子は部分的和合性を示す ὰandChampion'と G̀orham'だけでなく,自家不和合性

品種からも見出された.したがって,Sb'-RNaseのアミノ酸置換が部分的自家和合性の原因

ではないと推測した.

ナス科のジャガイモ野生種 Solanum chacoenseにみられる散発性自家和合性系統では,

S-RNaseタンパク質量が少ない系統はど多くの自家花粉を許容することから,S-RNase量の

閥値が和合性に関与していると推察されている (°inetal.2006).̀αandChampiom'と

'Gorham 'の Sb'-とSe-RNaseは,品種により多少の差は認められたものの,自家不和合性品

種と同程度発現していた.また,̀GrandChampion'におけるS-RNase量とRNase活性は自家

不和合性の H̀ighland'とほぼ同じであり,̀LaFrance'よりも多いことから,̀GrandChampion'

の花柱には自家花粉を拒絶できる十分な量のS-RNaseが含まれていると推測した.よって,

'GrandChampion'の部分的自家和合性とS-RNaseの量は関係していないと考えられる.

'GrandChampion'の自殖後代において,S遺伝子型がsb'SeとSb′Sb',または,sb′SeとSeSe

の個体だけが分離すれば,それぞれSb'-またはSe-RNaseが機能していないことが示される.

しかし,自殖後代から Sb'Sb':Sb′Se:SeSe個体が 1:2:1で分離したことから,̀Grand

Champion'の花柱において Sb′-および se-RNaseは正常に機能している.以上の結果から,

G̀randChampion'の部分的自家和合性は,∫遺伝子座と連鎖していないHT-Bや 120Kのよう

な雌しべ側因子の変異に起因すると推察された.この結果は,ナシ亜科の自家不和合反応

の機構解明の手がかりとなりうることから,'GrandChampion'と G̀orham'は重要な研究材料

であると言える.
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同時に,部分的自家和合性を品種特性として有する ὰandChampion'および G̀orham'は

重要な育種素材でもある.開花自家受粉により帝実した ὰandChampion'の果実晶質と他

家受粉果実は有意差がない (表 ト5).よって,いくつかの四倍体品種の他には完全な自家

和合品種がないセイヨウナシにおいては,̀αandChampion'と G̀orham'の部分的自家和合性

を導入することにより,受粉樹の混植や人工受粉を必要とせずに良質果実が生産できる新

品種が育成されると考えられる.
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総合考嚢

セイヨウナシ (Pyruscommum'S)が自家不和合性を有することは早くから指摘されていたが,

交雑不和合性を示す品種の組み合わせが少ないとされたことから,同じナシ亜科のニホンナシ

やリンゴのように交配実験による品種の S遺伝子型が決定されてこなかった.セイヨウナシ種

の成立過程が複雑であることや栽培の歴史が長く各地で多様な品種が発見 ･選抜 ･育成された

ことが背景として存在するが,単為結果性により品種の自家不和合性および品種間の交雑不和

合性が正しく評価されなかったことも大きく影響している.また,多くの品種が単為帝果性を

有していたが故に,和合花粉の受粉が果実生産に必ずしも必要ではなかったことも,セイヨウ

ナシの自家不和合性研究があまり進まなかった原因として挙げられる.単為結果性は,開花期

の天候が不順であっても結実を可能にするばかりか,受粉樹の混樵がなくても十分な収量をも

たらす場合もあるが,品種および栽培地の気候に影響されるため,これまでの報告は調査地に

おける特定の供試品種についての特性を示すに過ぎず,単為耗果性自体の評価も唆時であった.

一方で,無種子果実の晶質は有種子果実に比べて劣ることが数品種で報告されていた.多様な

品種の混植により,異なる S遺伝子型を持つ品種が受粉樹として機能し,高品質果実が生産さ

れると期待される.しかしながら,近年,栽培環境への適応性や消費者の噂好性などから特定

の品種の栽培割合が増加し,特に,輸出用の生産では貯蔵性のよい少数の品種が栽培されてい

る.また,発表される新品種の多くは主要栽培品種の交雑後代から選抜されており,特定の∫対

立遺伝子および S遺伝子型を持つ品種の増加が危倶されている.したがって,今後のセイヨウ

ナシ栽培においては,∫遺伝子型情報に基づいた効率的な受粉樹晶種の選択が必要になると忠

われる.本研究では,セイヨウナシの自家不和合性を取り上げ,品種の交雑不和合 ･和合関係を

明らかにするとともに,和合花粉による結実管理に不可欠な品種の∫遺伝型を推定した.

不和合 ･和合の判定が自家不和合性研究の出発点となることから,交配による自家および交

雑不和合･和合の判定方法を検討した.1花そうあたりの交配花数や結実数の調査時期は結実率

に影響すると考えられたが,過去の交配実験では統一されていなかった.そこで,セイヨウナ

シ10品種を用いた交配実験から結実の安定性を評価し,1花そう1花で交配してJuneDrop後に

調査する方法を提案した.また,これまで判定の妨げとなっていた単為結果性の影響を排除す

るため,Seeds/Flowerおよびslindexを判定基準とした.その結果,交配による不和合 ･和合の

判定方法を確立し,異なる調査地および調査年での交配結果の比較が可能になった.この判定
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方法により,交配実験に供試できた77品種中5品種は雄性不稔性,残り72品種のうち G̀orham'

とその枝変わり品種 G̀randChampion'は部分的自家和合性,その他の70品種は自家不和合性を

示すことが明らかになった (表 6-1).セイヨウナシは基本的に自家不和合性を有するとともに,

多くの品種が単為結果性を有することが交配実験により示された.しかし,これまでに報告さ

れた ラ̀･フランス'とバ̀ートレット'を含む6品種の果実形質の比較から,いずれの品種におい

ても単為結果による無種子果実よりも有種子果実の晶質が優れることが明らかにされた.した

がって,単為結果性を有するセイヨウナシにおいても良質果実の生産には和合花粉の受粉が不

可欠であり,品種のS遺伝子型情報が必要である.

不和合･和合の判定方法を確立したものの,交配によるS遺伝子型の決定は多くの時間,労力,

土地を必要とする.そこで,ニホンナシやリンゴと同様に,品種のS遺伝子型を迅速に推定する

システムの構築を行なった.セイヨウナシにおいても雌しべ側方遺伝子産物はS-RNaseである

と仮定し,セイヨウナシのS-RNaseの同定を試みた.RACEクローニングやゲノミックPCRに

より,19種類のS-RNase対立遺伝子 (Sa-,Sb-,Sc-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Si-,Sk-,Sl-,Sm-,Sn-,Sp-,Sq-,

Sr-,Ss-,St-,Su-,SV-RNase対立遺伝子)とSk-RNaseを増幅し,得られた断片の種類から127品種の

S遺伝子型を推定した.これら品種には,日本で栽培されている二倍体 25品種 (第2章),海外

の主要品種を含む二倍体82品種 (第3,4章)および三倍体7品種 (第4章),ニホンナシS-RNase

を有する3品種 (第3章),Si-RNafeが発現していた二倍体 10品種 (第3,4章)が含まれる.また,

国外で 13種類の推定S-RNase対立遺伝子 (Sa-,Sb-,Sc-,Sd-,Se-,Sh-,Si-,Sk-,SI-,Sm-,Sn-,So-,

Sp-RNase対立遺伝子)の部分配列から推定された 8品種 (zuccerellietal.2002a;Zisovichetal.

2004a)を合わせると,S-RNase対立遺伝子の検出によりS遺伝子型が推定された品種は135品種

となった.SanzolandHerrero(2002)は,花粉管伸長試験の結果から 7品種の S遺伝子型を,

'Williams(Bartlett)'(SJS2),'Coscia'(S3S4),'AguadeAranjuez'(SIS3),̀S(SSXW)7'(S2S3),̀Budrra

precoceMorettini'(SIS3),̀SantaMariaMorettini'(S2S3),'Tosca'(SIS4)と推定した.̀SantaMaria

Morettini'(S2S3)['Bartlett'(SIS2)× C̀oscia'(S3S4)の交雑後代1は本論文で供試した S̀antaMariaヮ

(SISk)['Bartlett'(SeSDX C̀oscia'(SbSk)の交雑後代1の異名同種であることから,Sl,S2,S3,S4はそ

れぞれ Se,Sl,Sk,Sbに相当すると推測される.したがって,4品種の S遺伝子型が Àguade

Aranjuez'(SeSk),̀S(SSXW)7'(SkSD,'ButirraPrecoceMorettini'(SeSk),'Tosca'(SbSe)と考えられ,

総計 139品種の∫遺伝子型が推定されたことになった (表6-1).

これら品種のうち,12種類のSIRNase(Sa-,Sb-,Sc-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,S7'-,Sk-,Sl-,Sq-,Sr-RNase)

の組み合わせからなる同じ推定∫遺伝子型を持つ品種間の交配はすべて交雑不和合を示した.
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表6-1セイヨウナシ139品種の推定s波伝子型,開花時期,自家不和合性,品種の親子関係.

開花 自家不和合性

時期 雄性不稔性

C SI

D+ SI

D●

S漣伝子型 品種

&7gb Abbefetal

DoyenniduComiじe

+W c RogueTd
EkttaMorettini+

SbSe Åurora

rh leurJulesGuvoI

Duchessed'An gouleme

Hm wCrisp

Hanw Delight

Magness
Rocha

Tyson

+W g ChrlesEmest

TriomphedeVienne
SaSl HaTTOWSweet

Koonce

Mar皇ueriLeMariHnt
PicrrcTouraSSC

SA BeurriClairgeau

血gr An gelys
SbSc ReimerRed

SbScSk Catjllac(3x)

SbSd Beunid'Am imuS(3x)
SbSe BcurriLubrun

CaliroJTlia

CaSCa(k

Gorham

GrandCharnplOn
Hartman

Highhnd
HowelI

Tosca+I+

SbShSs AlexanderLucas(3x)

SbSeSv BeurriDiet(3x)

SbSg GlouMorceau
SbSk rue:(andrincI)uu川Llrd

Coscia++

SbSl BeurriJeanVanGeert

CanaIRed

HoneySweet

JosiphinedeMalines

SbSI MeltOnPride(3x)

SbSLSv TriomphedeJodoigne(3x)

SbSq LeLCClicr
SbSr Condo

Urbaniste

SbSl TumbullGiant

.EB

D

C
=｡

C

C

C

D

C

.Ej
C

.Ej
C
=U

.｡

D

C
E3
3]
D

E

E

Nj
C

EB

B

C
D

mj

D

P

P

D

D

C
D

N
j
E)
那

MS

MS

SI

SI

PSC
PSC
SI
SI
SI
SI

SI

SI

MS

SI

SI

S I

M S

品種の親子関係

DoyenniduComice(SaSb)×(Seckel(SeSl)×Farmingdaleseedling122)

MargueriteMarillat(SaSl)×Bartlett(SeSl)

Bartlett(SeSl)xUS56112-146

Purdue80151(OldHome(SeSt)×EarlySweet)XBaJtlett(SeSL)

seckel(SeSl)自然交雑実生 ×DoyenniduComice(SaSb)

Bartlett(SeSl)×Purdue80-51(OldHome(SeSt)×EarlySweet)

Duchessed.An gouleme(SbSe)自然交雑実生

Doyennid'hiver(SeST.)×DoyenniduComice(SbSb)

DoyenniduComice(SaSb)′Ma_i(RedBaTllelt(SeS/)

MaxRedBartlett(SeSL)×DoyenniduComice(SdSb)

MaxRedBartlett(SeSl)×DoyenniduComicc(SdSb)

Bartlett(SeSl)×JosephinedeMalines(SISb)

Gorham(SbSe)の鋳果突然変異

DoyenniduComice(SaSb)×MaxRedBartlett(SeSl)

Baltlett(SeSl)×DoyenniduComice(SaSb)

Coscia(SbSk)XBartlett(SeSL)

ForeHe(SeSn) Mtl:(RedB.lrtlelt(SeS/)

Seckel(SeSl)×U.S.220(VemontBeautyxRoiCharlesdeWurtemburg)

GlouMorceau(SbSg)XBartlett(4x)(SeSeSISl)

Baltlell(SeS/)･Berg(lmOlleFoHunee

Conference(SdSr)×DoyenniduComice(SaSb)

赤:日本の栽培品種,I:Zuccherellietal.2002aにより推定された品種,*書:Zisovichetal.2004aにより推定された品種,''':本章における推定とsanzol

andHeJTerO2002の実験結果から推測される品種 (自家不和合性検定は花粉管伸長試験による).三倍体品種および同名異種と推測された品種はそれ

ぞれ (3x)と(?)で表記した.開花時期については,無印:｢DirectoryofPearCultivar｣｢KeepersNurseryHP｣｢GUIDEOFPEARS(HP)｣による評価,I:農

研機構盛岡における開花日による評価,**:その他のHPにおける記述に基づく評価,空白は不明.雄性不稔性および自家不和合性については,MS:雄

性不稔性,sI:自家不和合性,psc:部分的自家和合性,空白は調査していない.品種の親子関係については,∫遺伝子型に矛盾があるものを青で示した

空自は由来不明.
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表6･1セイヨウナシ139品種の推定ぶ遺伝子型,自家不和合性,品種の親子関係.(つづき)

開花 自家不和合性
∫遺伝子型 品種

StSd BcurriHqdy

RoyalRcJHardy

SbSb Bcurrea.Anjou

Moonglow

RcdAnjou
SbSh NotrvcauPoiteau

SbSL Ewart

ScSn SaintMathicu

S& Baulomne(Serenade)

Chpp'SFavorite

HeTnishBeautン

RedClnpp'S(SltlrLrimson)

SDL b ycnn丘G血

SSq De､oe
SSr ConreTtnCe

SWg BcuJTiS叩 dh
OdviicrdcSqm

Sash H]Dorado

WhtcrColc

SWI BcurriGiJrhrd

Stm crDoycnJIC
Pitn88tOn(?)
Gemtilc++

SbSk FonduLtCThirriot

PackiLn-sTriun)ph

W8Shington

Sp血 la+I

Astはdcjh juez+++
Butim Fb Mo血 i●●●

SWL Aycrs
BLlrtlell

Ddio朗drHardcnponl

H∬ veStQuccn
Ma＼Redriflrtlell

NaP1- m

Pcm d'Agtu
Rosirモd

SwkeI

Seit!neurdllI叩eren

BonRougeH
肋 ColoricdcJuillct

肋 Forelk●●

叫 BcsideSaint-WailSt
Bon･Chrctiend'HivCr

CoveJt

PicTTCComelk

SWr I3山lこId

Doy孤nidrhiver
I心血o

larr.1nCL

V由血(SweetBlush)

SbSk Dana'SHovay
Sat OldHome

StarkingDehcious

D

D

C
D

C
E
D
p
が

D
.U

+｡
E)
tu
C
D
D
E
)
が

C
+D
D

C

C

+｡

D
即
c
D
E
.FQ
D
D
C

D
C
t
)
D
が
c
p
E)
D
即
.EB
D
E)
E

▼■▲
l

-1■
l

一丁▲

S

S

S

S

S

I
I

I

I

I

I

I

I

T･▲
l

T▲
l

T▲
T▲

-■■▲
l一
l

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S
S
S

SI

SI

M S

SI

SI

SI

I

I
I

I

T▲

l

I

I

i

I

S

S

S

S

S

S

S

S

S

S

品種の頼子関係

BeuJTi伽 dy(SbSdyD着色系突然変異

Bcurr占d'AnjotI(血Sb)の着色系突然変異

Confercncc(Smr)×DoycrLnid■hiver(SeSl･)

FlemishBeauty(SdSe) B･lJllell(SeSl)

chpp'sFavorite(SdSe)の着色系突然変異

clapplsFavodlc(泌 )自然交雑実生

B&rtlctt(SeSL)自然交雑実生

winterNelis(ShSk)自然交雑実生

Duchessed'An gouleme(SaSe) GlouMorceau(SbSg)

UvcdalcSt.Gcrnain(BclhAn gcviJtaXBArt]ctt(SeSL))XBartlctI(SeSL)

CoSCia(SbSk)×Bardctl(Best)

GilT'b,lr(ShSm) Beun-id'Ånjou(ScSe)

Michisan57203arscckxBardctl(SeSL))×Bartlctt(SeSl)

BaZtlctt(SeSL)の着色系突然変異

Bardctt(SeSL)の着色系突然変異

BartlctI(SeSL)×Dorset

BeuT｢七Die](SbSeSlt) r)0yennidu('onlice(SCISh)

BaJIIctt(SeSL)XLaFriLnCC(SeSr)

B.Louised●A､t-anChes I)oyCnnidu(1omlCe(SL/Sh)

Scじkel(SeS/) Wi111erNelis(LW7SA)

赤:日本の栽培品種,I:zuccherellieta].20028により推定された品種,*●:zisovichetal.2004aにより推定された品種,'++:本章における推定とsanzol

andHcrTWO2002の実験結果から推測される品種 (自家不和合性検定は花粉管伸長試験による).三倍体品種および同名異種と推洲された品種はそれ

ぞれ (3x)と(?)で表記した.開花時期については,無印:｢DirecloryofPea'Cultivar｣｢KeepcrsNurseryHPJ｢GUIDEOFPEARS(HP)｣による評価,I:負

研機構盛岡における開花日による評価,'':その他のHPにおける記述に基づく評価.空白は不明.雄性不稔任および自家不和合性については,MS:雄

性不稔性,sI:自家不和合性,psc:部分的自家和合性,空自は調査していない.品種の親子関係については,S辻伝子型に矛盾があるものを青で示した

空白は由来不明.
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表6･1セイヨウナシ139品種の推定S遺伝子型,自家不和合性,品種の頼子閉息 (つづき)

開花 自家不和合性

時期 &性不稔性

E SI

D SI
C+
C SI
D+ SI
E● SI
D● SI
C●

∫遺伝子型 品種

SgSL BLickJing

CotntedcLambcdyc

SgSq PIcsidqtH血on

SgSr PasseCrassEtne
Siherllelt

ShSk WinterNeliS

ShSZ Mich壬IeLmnlNclis

ShSm G血

的 FcdJity

SLSL Bcurr丘dcrA… omption
SkSL SAntJMAri■

SpAdochiA+I
S(SSxW)7+++

SW r A血

SkSuSr Vi¢qofWinkficLdOx)

SLSm ChpirL

SLSp Ak9a

SLSq GeneraHcじIerc
Ovid

SLSr B血toICJDSB

EJZLiledlHcyd
Kicqcr

Jioshjsn)nka
SLSs ComtcdcFhLndrc

ShSb Law80n

Su'bS5 r･rontier

SDbS2 1lOrlJn-Il°de('hnnlUu

Sr:JP IllrnLl
(SbSr) Jincotn

(SkSk) (1)Bra】√rlJS
(ShSr) 13eun･dliedrord

r3culTir30.qc

Durondeau

(SgSk) r3currir)umOnL
(SLSr) l三flrIIScckel

＼ILlrie】oulsL

卵 ) ･hr里OnJlL(?)
(SBI SoinLGulnflin

E

D

.u

D
N)
.U
E
D
C
.EZ)
.E3
D

.u

t
)

.Ej
D
E
+｡
C
D
D
D

SI

引

引

MS

引

"
引
引
sl
hlS
sl
=

SI

品種の親子関係

LaFnmcc(SeSr)自然交雑実生

WintcqNclis(ShSk)自然交雑実生

Bartlctt(SeSl)×Co8Cia(SbSk)

AguadcAm njucz(SeSk)×Bdlctt(ScSl)

Scckcl(SeSL)自然交雑実生自然

DoyenniduComice(SaSb)自然交雑実生

BarIIctI(SeSL)×Dorsct

B&rdctt(SeSL)×CoTtfeJmCC(SdST･)

BJLdctt(SeSL)×LAFriLnCC(SeSr)

MazicLo一lisc(SLSr)×b rondcau(ShSk)

赤:日本の栽培品種,':zucchcrcllietal.2002aにより推定された品種,'*:zisovichetal.20048により推定された品種,糾●:本章における推定とS肌ZOI

wdHcrrero2002の実験結果から推沸される品種 (自家不和合性検定は花粉管伸長試験による).三倍休品種および同名異種と推測された品種はそれ

ぞれ(3Ⅹ)と(?)で表記した.開花時期について札 無印:｢DircctoryofPcarCtJltivzu･｣rKcepcrsNurseryHPJrGUIDEOFPEARS(HP)｣による評価,●:良
研機構盛岡における開花日による評価,'':その他のHPにおける記述に基づく評価.空白は不明.雄性不稔性および自家不和合性については,MS:雄

性不稔性,sI.･自家不和合性,psc:部分的自家和合性,空自は調査していない.品種の親子関係については,S遺伝子型に矛盾があるものを青で示した.

空白は由来不明.
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この結果は,セイヨウナシにおいても雌しべ側方遺伝子産物はS-RNaSeであることを明らかに

するものであり,12種類のS-RNaseが自家不和合性に関与する対立遺伝子であることを直接裏

付けるとともに,同じ方法により同定された8種類 (Sm-,Sn-,So-,Sp-,Ss-,St-,Su-,Sv-RNase)ち

同様であることを間接的に示した.一方,親子関係にある品種のS遭伝子型を照合したところ,

交配親の記載がある51品種のうち41品種は親子間のS遺伝子型に矛盾がなく,9種類のS対立

遺伝子 (Sa,Sb,Sc,Sd,Se,Sh,Sk,SI,Sr対立遭伝子)の遺伝が確認された (表611).また,̀αand

Champion'(Sb'Se)の自殖後代からはSb'-およびse-RNaseが期待される分離比で得られた.以上

より,S-RNaseが雌しべ側S遺伝子であることが裏付けられ,S-RNaseの配列に基づくS遺伝子型

情報が信頼できると考えられた.

品種のS遺伝子型の信頼性はCAPSマーカーシステムによるS遭伝子型推定の信頼性でもあ

る.プライマーセット̀FTQQYQ'と ÈP-anti-IIWPNV2'を用いたゲノミックPCRおよび11種類の

制限静索処理からなるこのシステムは,17種類のSLRNase対立遺伝子 (Sa-,Sb-,Sc-,Sd-,Se-,Sg-,

sh-,SIP-,Sk-,SI-,Sm-,Sn-,Sp-,Sq-,Sr-,Ss-,St-RNase対立遺伝子)を識別することができ,世界の主

要品種の大多数を含む合計 122品種 (本論文でS遺伝子型を推定した二倍体 107品種および三

倍体4品種,ゲノミックPCRによる推定S-wase対立遺伝子の塩基配列から推定された国外の

7品種,花粉管伸長試験の結果から推定された4品種)をカバーしている.CAPS解析は,迅速な

S遺伝子型推定を可能にする手段であるが,特に,S遺伝子型が推定されている品種間の交雑後

代の S遺伝子型解析において有効である.近年のセイヨウナシ育種において昧 特定の品種を

交配親に用いた交雑育種が多い.特定の S対立遺伝子を持つ品種が増加する結果,既存の主力

品種と新品種の間もしくは新品種間で交雑不和合となる可能性が高まっており,育種現場にお

いて,既存の主力品種と同じ S遺伝子型を有する後代の選抜を回避することも考えられる.

CAPSマーカーシステムは,未展開葉から抽出したゲノムDNAを鋳型にするので,交雑後代の

生育初期段階においても利用することができる.また,交雑親品種の S遺伝子型が明らかであ

れば,処理する制限酵素を限定できる.したがって,迅速 ･簡単 ･確実なぶ遺伝子型の推定が可

能であり,育種現場におけるCAPSマーカーシステムの活用が大いに期待される.

一方で,本論文で確立した CAPSマーカーシステムは,ゲノミック PCR で増幅されない

S-RNase対立遺伝子や,上記17種類のS-RNase対立遺伝子とほぼ同じpcR増幅断片長および制

限酵素切断片長に検出されるS-RNase対立遺伝子を識別できないことから,すべてのセイヨウ

ナシ品種のS遺伝子型を推定できるシステムにはなっていない.実際,第4章における三倍体の

S遺伝子型推定では,su-およびsv-RNase対立遺伝子が増幅され,それぞれSd-およびsa-RNase

188



対立遺伝子と区別することができなかった.また,zisovichetal.(2004a)が品種 L̀awson'から同

定したSo-RNase対立遺伝子は,CAPS解析で 1,291bp断片として増幅されると予想されるので,

約13kb断片として増幅されるSk-およびsq-RNase対立遺伝子との断片長による区別が困難で

ある.So-RNase断片の塩基配列には,約1.3kb断片を識別するために選択した制限酵素,BglIIと

HindIIIの認識配列は含まれていないので,Sk-と鞄-RNase対立遺伝子との識別は可能であるが,

2種類の制限酵素で切断されない約 1.3kb断片がsb-RNase対立遺伝子であると特定することは

できない.さらに,このシステムのプライマーセットはセイヨウナシ (PyrW COmmum'S)の

S-RNase対立遺伝子だけでなくニホンナシの S-RNaseも増幅する.本論文でも,F̀rontier',

F̀ondantedeCham eu','Fame'の3品種のゲノミックPCRにおいてニホンナシのS-RNaseが増幅

され,それぞれ,sepps5,SIPpS2,SrPpS4とS遺伝子型が推定された (表6-1).現在のセイヨウナ

シ (P.communis)栽培品種はナシ属の種間交雑により生じたp.communisの改良種であるとされ

ており,チュウゴクナシ (P.ussun'ensis)やニホンナシ (P.pyrlfolia)などナシ属樹種と容易に交

雑できる.耐病性や耐凍性の導入を目的として,セイヨウナシ栽培品種を含むpcommunis品種

と他のナシ属種の交配も多く行なわれていることから,セイヨウナシ品種の S遺伝子型推定を

進めていく過程において,ニホンナシの S-RNaseの配列を持つ品種が出現する可能性が十分に

考えられる.したがって,親品種の遺伝子型が明らかでない品種の S遺伝子型を推定する際に

は,CAPS解析に加えてゲノミックPCR断片の塩基配列解析が必要である.本論文のゲノミッ

クPCRにより検出された 19種類のS-RNase対立遺伝子のうち,12種類のS-RNase対立遺伝子

は約350bp断片に増幅されているので,特に約350bp断片は塩基配列の解析によりS-RNase対

立遺伝子を特定するべきである.また,p.pynfoliaとの雑種であることが明確な品種は,ニホン

ナシのCAPSマーカーシステム (Takasakietal.2004)の併用も検討するべきであろう.さらに,

新規S-RNase対立遺伝子を含む推定S遺伝子型を持つ品種が複数存在し,交配が可能であるな

らば,交雑不和合性を確認することが望ましい.

CAPSマーカーシステムで検出されないSk-RNaseも品種のS遺伝子型推定における課題であ

る.Sx-RNaseの発現が確認された二倍体および三倍体 10品種では,ゲノミックPCRで検出され

たS-RNase対立遺伝子の数にSx-RNase対立遺伝子を加えると,各晶穂の倍数性と一致すること

から,Sx-RNaseがS-RNase対立遺伝子であるとも思われる.ニホンナシにおいては,推定システ

ムによる新規S遺伝子の同定には,S-RNaseの雌しべにおける特異的発現および対立性を調べる

ための後代検定を必須とし,また,交配による不和合･和合の評価を行なって,システムに対す

る信頼性を確認する必要が指摘されている (Castilloetal.2002;Takasakietal.2004).本論文では,
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'Durondeau','Jargonelle',̀VicarofWinkfield'の3品種のみを発現解析に供試したが,これら品種

のSx-RNaseの発現は花柱特異的ではなかった.一方,sxを有する品種の交配は,遺伝子型ShSx

およびsISrの2種類の組み合わせのみの結果ではあるが,交雑不和合を示した.Sx-RNaseが雌

しべ側S遺伝子であるかを検証するためには,Sx-RNaseがクローニングされた品種およびその

他の品種を用いて,より詳細な発現部位の解析や花の発達に伴うsx-RNaseの発現解析,srを含

むより多くの組み合わせのS遺伝子型を持つ品種間での交配実験,sxを有する品種の交雑後代

のS遺伝子型検定を行なう必要がある.多数のS*を含む同じS遺伝子型の品種間の交配が交雑

不和合性を示すこと,また,様々な交配組み合わせにおける多数の交雑後代において期待値と

一致するS遺伝子型の分離が得られることが示されれば,sx-w aseの発現がナシ亜科を含むバ

ラ科植物のS-RNaseのように部位特異的な発現を示さなくても,Sx-RNaseが雌しべ側S遺伝子

産物のS-RNaseをコードしていることが証明されると考えられる.S遺伝子型が推定された品種

やニホンナシおよびリンゴからもSx-RNaseが増幅された原因は今のところ不明であるが,更な

る解析によりナシ亜科の自家不和合性やS-RNaseに関する新たな知見が得られるかもしれない.

同様に,本論文においては,セイヨウナシおよびナシ亜科の自家不和合性機構の解明に繋が

りうる成果が得られた.部分的自家和合性を示す G̀randChampion'および G̀orham'のS-RNaseの

解析では,S遺伝子座と独立したS･RNase以外の雌しべ側因子が自家不和合反応に関与している

ことを示した.また,18種類のS-RNase対立遺伝子 (Sa-,Sb-,Sc-,Sd-,Se-,Sg-,Sh-,Si-,Sk-,Sl-,

sm-,sn-,sp-,sq-,sr-,ss-,st-,su-RNase対立遺伝子)とSx-RNaseのRACEクローニングにおいて

はS_RNasecDNA完全長塩基配列を決定した.Sハプロタイプの認識は配偶体型自家不和合性を

有する植物全体にわたる課題であり,世界各国で精力的な研究が行なわれているが,S-RNaseが

関与する自家不和合性のメカニズムは未だ明らかになっていない.ナシ亜科では花粉側 ∫遺伝

子も同定されておらず,また,HV飯域以外の部分も認識特異性に関与する可能性が示されてい

る (Zisovichetal.2004b).したがって,上記の成果は,認識に関与する領域や自家不和合反応に

関与する因子を特定する重要な手がかりとなりうる.さらに,18種類のセイヨウナシ SIRNase

は,ニホンナシの9種類のSIRNaseおよびリンゴの 14種類のS･RNaseとの系統樹分析から,ナ

シ亜科の属への分化以前に多様化したことが改めて示された (図 6･l).近年,S-RNaseや

SLE/SFBの配列の解析によるS遺伝子座の進化に関する研究が報告されている (IgicandKohn

2001;Vieiraetal.2003;Nunesetal.2006;0れegaetal.2006).セイヨウナシを含むナシ亜科植物の

S-RNaseの塩基配列をより詳細に解析することにより,S対立遺伝子の多様化に関する情報が得

られる可能性がある.
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図6-1セイヨウナシ,ニホンナシ,リンゴのS-RNaseの推定アミノ酸配列に基づくNJ法による分子系統樹.
水平方向の枝の長さがS-RNase間の配列の違いをを表す.数字はBootstrapvalue(%).17種類のセイヨウナシ(Pc)S-

RNase,9種類のニホンナシ(Pp)S-RNase,14種類のリンゴ(Md)sIRN aseのaccessionnum berは図0-1,表3-7参照.
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セイヨウナシにおいて,品種間の交雑不和合性はほとんど報告されていなかったが,本論文

における交配による不和合･和合の判定方法の確立および品種のS遺伝子型推定により,139品

種のうち 103品種に交雑不和合を示す品種の組み合わせが存在することが明らかになった.ま

た,cDNAクローニングやcAPSマーカーシステムにより,世界の主要栽培品種の大多数のS遺

伝子型を推定し,受粉樹品種の効率的な選択を可能にした.しかしながら,スペインの

'Blanquila',オランダの G̀ieserwildeman',ギリシャの K̀ristalli',南アフリカの R̀osemarie'や

'Flamingo'といった各国の栽培品種や L̀eConte',̀Odent',F̀armingdale','Dawn',P̀otomac',

'Blake'sPride',̀Shenandoah'といった火傷病抵抗性を持つ育成品種など,日本に導入されていな

いためS遺伝子型が推定されていない品種が多数存在する.これら品種にも同じS遺伝子型を

有する品種が存在する可能性は高いことから,各国において,CAPSマーカーシステムや

SIRNaseのクローニングによりS遺伝子型が迅速に推定されることを望む.

バラ科果樹の自家不和合性の研究は,品種の∫遺伝子型推定という農学的側面と自家不和合

反応の機構解明という生物学的側面を持つ.139品種のS遺伝子型情報,品種のS遺伝子型推定

方法,そして,交配による不和合･和合の判定方法がS遺伝子型に基づく効率的な栽培管理や育

種に寄与することを期待する.また,S-RNasecDNA完全長塩基配列や部分的自家和合性の原因

に関する知見が自家不和合性研究の発展に貢献することを期待する.
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