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序論  

 

ハクサイ (Brassica rapa)と根こぶ病について  

ハクサイは我が国で特に消費量が多い「指定野菜」として、14 品目

(ハクサイ、キャベツ、タマネギ、レタス、ホウレンソウ、ネギ、トマ

ト、キュウリ、ナス、ピーマン、ダイコン、ニンジン、サトイモ、バ

レイショ )  に定められた重要な野菜の一つであり (野菜生産出荷安定

法  第 2 条 )、生産量は年間 89 万トンと、これらの品目中 6 番目に多

い ( 農 林 水 産 省 大 臣 官 房 統 計 部 、 平 成 22 年 度 統 計 ) 。 作 付 面 積 は

18,100ha とキャベツ、ホウレンソウ、ネギなど 18 品目を含む葉茎菜

類の作付面積の内、約 10％を占める。また、近年輸入量が急増し、国

外生産の消費が著しく増加傾向であるタマネギ、ニンニク、ニンジン

およびサトイモ等と異なり、ほぼ 100％を国内生産でまかなっている

野菜である。  

ハクサイの起源は中国で、日本へは 1875 年 (明治八年 )に中国から伝

搬し (板倉、 1994)、大正期にかけて国内で改良が重ねられた「松島白

菜」 (宮城 )、「野崎白菜」 (愛知 )、「加賀白菜」 (石川 )の三大品種群が現

在の結球ハクサイの基礎となっている (鵜飼ら、 2010)。  

これら品種群を基に本格的なハクサイの栽培・連作が一般化する一

方 で 、「 根 こ ぶ 病 」 の 発 生 が 問 題に な り 始め た 。 根こ ぶ 病 菌 (学 名：

Plasmodiophora brassicae Woronin)はハクサイ、キャベツ、ナタネ

など 61 属 300 種以上のアブラナ科植物に広く感染する土壌伝搬性の

絶対寄生菌である。根こぶ病菌は栄養体である変形体が変形菌と類似

していたため、変形菌門、ネコブカビ綱 (Plasmodiophoromycetes)、

ネコブカビ目 (plasmodiophorales)として、植物病理学上、菌類 (カビ )

の一つとして分類されていた。しかし、近年の分子系統解析に基づい

た分類では寄生性の原生生物として、リザリア (Rhizaria)界、ケルコ

ゾ ア (Cercozoa) 門 、 フ ィ ト ミ ク サ 綱 (Pytomyxea) 、 ネ コ ブ カ ビ 目
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(Plasmodiophorida)に分類されている (Adl  et  al.  2005)。本病原菌の

生活環は主に第一次および第二次感染の二つの相から構成されている

(Mithen and Magrath 1992)。土壌中の休眠胞子は宿主となる根の存

在下で発芽し、第一次遊走子となり、根毛の表皮細胞 (細胞壁 )を貫通

して宿主に感染する。感染した遊走子は第一次変形体となり、速やか

に遊走子のうに分化する (第一次感染または根毛感染 )。遊走子のうに

は無数の第二次遊走子が納まっており、いったん感染根毛から土壌に

放出された第二次遊走子は、再度、近くの主根や側根の皮層細胞に侵

入、感染する (第二次感染または皮層感染 )。侵入した第二次遊走子は

増殖と核融合を経て多核の第二次変形体へと成熟し、根部組織の異常

肥大 (こぶ )を引き起こす。その後、第二次変形体は減数分裂を経て休

眠胞子となり、こぶの腐敗に伴って大量に土壌中に放出される。  

本病原菌に感染した植物は根がこぶ状に肥大し、根からの養水分の

吸収が阻害される (図 1)。その結果、地上部の生育も阻害され、最終

的には枯死する。日本での最初の発生記録は明治 25 年とされ、昭和

42 年から 50 年代初期にかけては、ハクサイやキャベツの主要産地で

ある岩手、群馬、長野県で著しい発病が認められ、やがて、昭和 60

年代初期には滋賀、兵庫、岡山県などの西日本から九州までに拡大し、

全国各地で急激に被害が蔓延した (後藤および村上、 2006)。  

本病はひとたび発病すると休眠胞子が数年間土壌に残存するため、

連作圃場では土壌中の胞子密度が高まり、休耕や輪作による耕種的防

除は困難である (Voorrips  et  al .  1995、 Tsushima et  al.  2010)。農薬

としてはフルアジナム剤、およびフルスルファミド剤が存在し、前者

には若干の殺菌作用が認められるものの、両剤は主に休眠胞子の発芽

抑制剤として作用する (鈴木ら、 1995)。そのため、圃場の胞子密度を

直接低下させることはできない。また、両有機薬剤は土壌微生物によ

って分解されるため、播種あるいは定植毎に投薬する必要があり、国

内における年間の農薬費は 20 億円を超えるとされている (米山ら、
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2004)。  

 

根こぶ病抵抗性品種の育成の背景および近年の問題点  

生産コストの削減、化学薬剤による環境負荷への軽減、消費者の安

全 志 向 が 求 め ら れ る 近 年 に お い て 、 根 こ ぶ 病 抵 抗 性 (Clubroot  

Resistance :CR)品種の使用が本病の防除に最も有効な手段の一つと

なっている。ハクサイは元来、根こぶ病抵抗性を保持しておらず、国

内において強度抵抗性を有する遺伝資源 (育種素材 )は見い出せなかっ

た。そのため、「 Siloga」、「 Gelria R」、「 Debra」および「 Milan White」

など強度抵抗性を有するヨーロッパ飼料カブから交配育種によってハ

クサ イ に 導 入 さ れ 、 1984 年よ り 日本 で CR 品 種の 育 成 が始 まっ た

(Yoshikawa 1981、Hirai  2006)。その後、アブラナ科野菜において 100

以上の CR 品種が各種苗会社から発売され、CR 品種は育成当初、高い

抵抗性を示した。  

しかし、 1980 年代後半から近年にかけて、CR 品種における発病が

日 本 各 地 で 報 告 さ れ る よ う に な り 、 深 刻 な 問 題 と な っ て い る

(Kuginuki et  al .  1999)。既存の抵抗性崩壊を解明するには、病原菌と

宿主、双方の特性および相互関係を把握することが重要である。根こ

ぶ病菌について、病原性 (レース )の分化 (Buczacki  et al.  1975)および

圃場における多様な病原性をもつ菌の混在 (Jones et  al .  1982)が報告

されている。一方、多くの CR 品種が単一の優性抵抗性遺伝子をヘテ

ロに持つ一代雑種 (F 1)品種として育成されてきたと考えられている。

このように、菌の病原性の変化および CR 品種の抵抗性の画一性 (単一

性 )、さらには特定の CR 品種の連作により、抵抗性を打破した菌が選

択的に増加したことが、 CR 品種が罹病化するようになった原因であ

ると考えられている (Kuginuki et  al .  1999)。  
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根こぶ病の病原型 (Pathotype)の分類および根こぶ抵抗性遺伝子座  

病原性の分化に伴い、その病原性の相違を把握しておくことは重要

であり、菌の宿主特異性を分類する手法として European Clubroot  

Differential  (ECD)法  (Buczacki  et  al.  1975)、Will iams 法 (Wil l iams.  

1966)などが提唱されてきた。しかし、日本で発生した菌種には、こ

れら従来の病原性検定法では識別することが困難な病原菌が存在した。

このため、Hatakeyama et al . (2004)は、全国各地より収集した菌を用

い、 2 つの抵抗性 F 1 品種「スーパー CR ひろ黄」および「隆徳」に対

する抵抗反応の違いから、両品種を加害する病原型グループ 1、「隆徳」

を加害し、「スーパー CR ひろ黄」を加害しない病原型グループ 2、ス

ーパー CR ひろ黄」を加害し、「隆徳」を加害しない病原型グループ 3、

両品種を加害しない病原型グループ 4 の 4 つの病原型に大別した (表

1)。  

一方、宿主側であるハクサイの根こぶ病抵抗性遺伝子座に関しては

2012 年までに、 8 つの CR 遺伝子座が同定されている (図 2)。 Crr1、

Crr2 および Crr4 はそれぞれ連鎖群 A8、A1 および A6 に (Suwabe et  al.  

2006)、CRc は A2 に (Sakamoto et  al .  2008)、そして、4 つの CR 遺伝

子座 (Crr3、CRa、CRb、および CRk)が A3 に座乗している (Saito et  al.  

2006、 Hayashida et al.  2008、 Piao et  al.  2004 および Sakamoto et  

al.  2008)。また、各 CR 遺伝子座に連鎖する DNA マーカーも報告さ

れている。  

 

DNA マーカー選抜技術の開発  

分子生物技術の進歩が進むとともに、 QTL 解析および DNA マーカ

ーを用いた詳細な連鎖地図の作成が可能となり、抵抗性、生育特性お

よび収量など、様々な有用形質に関する遺伝子座および連鎖マーカー

が 見 出 さ れ て い る 。 特 に マ ー カ ー 選 抜 技 術 (Marker-assisted 

selection :MAS)を利用した新たな品種の育成は近年、重要性を増して
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いる。育種の成否は選抜効率に大きく影響を受け、有用形質と連鎖し

た DNA マーカーを用いることで、大幅な育種の効率化が可能になっ

た。具体的には、根こぶ病などの抵抗性検定の場合、接種の規模およ

び労力を大幅に減らすことができる。また、DNA は環境要因の影響を

受けないため誤差要因に影響されず、幼苗など植物の生育の初期段階

で、多数の個体から選抜することが可能である。また、作用力の弱い

多数の微動遺伝子によって支配される量的形質の選抜、ならびに、複

数の遺伝子座 (あるいは形質 )を同時に評価することが可能であり、目

的遺伝子座を集積することができる。育種の実用場面のみならず、基

礎的研究における DNA マーカーの役割は大きく、イネ、ダイズ、ト

マト、キュウリ、ネギなど多数の作物・野菜において染色体全体をカ

バーする DNA マーカーの整備および連鎖地図の構築が近年加速度的

に進み、形質に関与する遺伝子座の数、染色体上の位置、遺伝効果な

ど、多数の情報が蓄積されるようになった。  

DNA マ ー カ ー に は RFLP(Restrict ion Fragment Length 

Polymorphism) 、 RAPD(Random Amplif ied Polymorphic  DNA) 、

AFLP(Amplif ied Fragment Length Polymorphism)、 CAPS(Cleaved 

Amplif ied Polymorphic Sequence) 、 SNP(Single Nucleotide 

Polymorphism)、SSR(Simple Sequence Repeats)など多くの種類が存

在する。これら DNA マーカーの特質は様々であるが、大まかに優性

マーカーと共優性マーカーの 2 種に区分することができる。優性マー

カーは開発が容易である半面、ヘテロ遺伝子型の検出が不可能である。

一方、共優性マーカーは開発に労力、時間を要するが、ヘテロ遺伝子

型の検出が可能であるため、得られる情報量の点から優れている。遺

伝解析から得られる組換え価などの情報量が多ければ、精度の高い遺

伝解析が可能となる。DNA マーカーを用いた遺伝解析 (連鎖地図構築、

QTL 解析、 MAS 解析など )には多検体および多数の DNA マーカーを

扱うため、正確な遺伝情報をいかに効率的に得るかということは重要
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な要因である。  

既報の半数の CR 遺伝子座 (CRa、 CRb、 CRc および CRk)に連鎖す

る DNA マーカーは主に AFLP、 RFLP および RAPD 解析等によって

開発され、多くが優性マーカーである。また、DNA マーカーの特性上、

多型 (塩基配列の長さや違い )は基本的にマーカー開発に用いた解析集

団の組み合わせに限定されるため、異なる系統・品種間では多型が得

られにくく、汎用性が低い。一方、SSR は数ヌクレオチドの単純反復

配列であり、真核生物のゲノム中に多数存在している。これらの配列

は多型性が高いため、遺伝的に近縁な系統・品種間でも多型が得られ

やすい。 SSR は PCR で増幅し、繰り返し配列の頻度によってはその

差異をアガロース電気泳動で容易に多型を検出できる。また、SSR マ

ーカーは一般に共優性を示すことから、利便性と実用性の高い DNA

マーカーとして、近年多くの研究ならびに品種識別等の実用面で用い

られている (Suwabe et  al.  2006、Cheng et al .  2009、Honjo et  al.  2011

および Kato et  al.  2012)。ハクサイ (B.rapa)において、2008 年に部分

的 な ゲ ノ ム 配 列 情 報 が Brassica rapa Genome Sequencing 

Project(BrGSP)から公開され (Mun et al .  2008)、 2011 年には全ゲノ

ム塩基配列が Brassica database (BRAD)から公開された (Wang et al.  

2011)。これらの配列情報を利用することで目的のゲノム領域に SSR

を見出し、効率的に DNA マーカーを開発することが可能になった。

これらのことから、科学的 (基礎的 )知見のみならず、MAS などの実用

育種への利用も目的とするため、本研究における DNA マーカー開発

には、共優性を示す SSR タイプのマーカーを主軸とした。  

 

 

 

既存の CR 品種の罹病化が深刻化するなか、病原性が分化した各種

の菌に対応可能な抵抗性品種の作出が課題となっている。しかし、既
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存の CR 遺伝子座と病原性との関係はほとんど明らかになっていない。

Hirai(2006)は複数の CR 遺伝子を集積することによって、多様な病原

性の菌に対する抵抗性を付与可能であると報告している。野菜茶業研

究所では「 Siloga」由来の 2 つの CR 遺伝子、 Crr1 および Crr2、を

集積させた「はくさい中間母本農 9 号」を作出し、本育成系統は病原

型グループ 1、 2 および 4 に分類される根こぶ病菌に対して強度抵抗

性を示したが、グループ 3 に対する抵抗性は保持していなかった (松元

ら、2010)。そのため、より多くの菌に対する抵抗性増強を図るには、

病原型グループ 3 に対する抵抗性遺伝子が必要である。  

本研究では病原型グループ 3 に抵抗性を示す CR 遺伝子座を解明し、

本遺伝子のゲノム上の位置の特定および機能推察を、遺伝学的および

分子学的解析を用いて行ったものである。さらに、本研究で開発した

DNA マーカーは 100 以上のハクサイ品種において、病原型グループ 3

に対する抵抗性・罹病性品種を高精度に選抜可能であり、MAS によっ

て罹病性品種に抵抗性を付与できることを示した。本論文で得られた

知見は、アブラナ科育種の重要な育種目標である根こぶ病抵抗性育種

に大きく貢献するものである。   
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(A) 

(B) 

図 １. ハクサイ圃 場 における根 こぶ病 の発 病  

  （A）根 こぶ病 により収 穫 不 能 なハクサイ圃 場  

  （B）発 病 個 体 の病 徴  
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表 1.  「スーパーCR ひろ黄 」と「隆 徳 」を用 いて分 類 される根 こぶ病 菌 の病 原 型  

a
全 国 各 地 より収 集 した 菌 株 名 （ No . 1 ～15 および An o-0 1） を示 す  

a
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第 1 章 根こぶ病病原型グループ 3 に対する抵抗性遺伝子座の同定  

 

第 1 節 秋理想の抵抗性遺伝子座の遺伝様式の解析および既知の抵抗

性遺伝子座との比較  

 

緒論  

近年、日本における根こぶ病菌の病原性の多様化に伴い、既存の CR

品種の罹病化が進んでいる。様々な病原性の菌に対応するため、複数

の CR 遺伝子を集積した新たな抵抗性品種の育成が求められている。

Crr1 および Crr2 を集積させた「はくさい中間母本農 9 号」は病原型

グループ 1、 2 および 4 の菌に対して抵抗性を示すが、グループ 3 の

菌には罹病する。そのため、病原型グループ 3 に属する ‘No.14’に対す

る抵抗性素材を調査した結果、主に茨城県をはじめとした関東地方の

生産地で普及している F1 品種「秋理想」が ‘No.14’に対して抵抗性を

保持していることが明らかになった (松元ら、 2010)。  

「秋理想」は中心部が濃黄色の黄芯系で、外観は濃緑色と見た目に

も鮮やかで食味も良いため、市場価値が高いハクサイである。さらに、

本品種は難防除病害である黄化病 (菌名 :Vertici l l ium longisporum)に

対する抵抗性も保持しているため、本品種ならびに親系統は有用な育

種素材となりうる。しかしながら、 ‘No.14’に対する抵抗性遺伝子の遺

伝様式および既知の CR 遺伝子座との関係は明らかになっていない。  

近年、野菜の市販品種のほとんどが  F1 品種となっているため、目

的形質の遺伝様式 (優性、不完全優性、劣性など )を把握することは極

めて重要である。目的とする形質が根こぶ病抵抗性である場合、 CR

遺伝子を F1 親の片親だけに付与すればよいのか、両親に付与しなけれ

ばならないのかによって、抵抗性品種を育種する計画、労力が大きく

異なるからである。前者の場合、完全優性の遺伝子を利用することが

必要であり、育成過程においても抵抗性遺伝子の有無を当代で抵抗性
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検定により確認することができる。一方、不完全優性や劣性の抵抗性

遺伝子の場合、F1 親のいずれにも導入することが不可欠となる。抵抗

性遺伝子がヘテロになる F1 世代では、不完全優性や劣性の形質では、

導入形質の有無を検定で確認することは困難であり、 F 2 および F 3 な

ど遺伝子がホモに固定される世代でのみ確認ができる。このため、優

性の遺伝子を用いた場合と比較して、時間的、労力的な負担およびコ

ストが大きくなる。  

既知の 8 つの CR 遺伝子座の座乗位置は明らかになっており、各 CR

遺伝子座に連鎖する DNA マーカーが報告されている。一方、「秋理想」

の抵抗性遺伝子座は新規の CR 遺伝子座なのか、あるいは既知の 8 つ

の CR 遺伝子座のいずれかに該当するのかについては不明である。  

本節では、病原型グループ 3 に対する「秋理想」の抵抗性遺伝子座

(以下、CRaki と記載 )の遺伝形質を明らかにするため、「秋理想」自殖

後代 F2 集団における抵抗性分離様式を解析した。次に、 CRaki が既

報の CR 遺伝子座か新規の CR 遺伝子座かを検討するため、既報の 8

つの CR 連鎖マーカーを用いて遺伝子型と抵抗性との相関関係を解析

した。  
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材料および方法  

1．植物材料  

根こぶ病抵抗性 F 1 市販品種「秋理想」 ( (株 )日本農林社 )、およびそ

の親系統である T-line と V-line、さらに「秋理想」の自殖より得られ

た F2 集団 285 個体を解析に用いた。病原型グループ 3 に対する抵抗

性の分離様式を調べるため、 189 個体を根こぶ病抵抗性に用いた。残

りの 96 個体は既報の CR 連鎖マーカーを用いた遺伝子型解析、および

根こぶ病抵抗性検定に用い、遺伝子型と表現型 (抵抗性 )との関係を調

べた。  

 

2．病原菌  

 根こぶ病抵抗性検定には、Hatakeyama et  al. (2004)によって大別さ

れた 4 つの病原型の内、グループ 3 に属する菌系  ‘No.14 ’を接種菌と

して用いた。本菌は 2001 年、宮城県にてハクサイ品種「名鏡」 ( (株 )

渡辺採取場 )から採集、分離された菌である。  

 根こぶ病菌は絶対寄生菌であるため、人工培地上では継代維持・培

養が不可能である。このため、 ‘No.14’ に感染した「名鏡」の根こぶ

組織を採集し、検定に用いるまで -20℃にて凍結保存した。接種検定時

に用いる休眠胞子は Will iams et  al.  (1966)の手法に基づき、凍結した

根こぶ組織を摩砕し、ろ過と遠心分離によって精製した後、血球計算

盤により胞子密度が 1×109 個 /ml になるように調整した。調整した菌

は、抵抗性検定時毎に指標品種である「隆徳」および「スーパー CR

ひろ黄」を用いて病原性の確認を行った。  

 

3．根こぶ病抵抗性検定  

根こぶ病抵抗性検定は、病土挿入法  (Yoshikawa et  al .  1981)  によ

って行った。園芸培土を入れた 8cm のジフィーポットに、深さ 3cm、

幅 1cm のくぼみに菌密度 5×106 個 /g 乾土の病土を挿入した。 1 ポッ
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トあたり 8 粒の F2 種子を病土に播種し、パーライトで覆土した後、発

芽を揃え る た め 5℃ の 人 工気象室内で 48 時間静置した。その後、

25/20℃ (昼 /夜 )、 14 時間日長 (200μmol・m- 2・ s - 1 )の人工気象室で育成

した。 6 週間後、各個体の根部の病徴を調査し、発病程度を 4 段階の

発病指数 (Disease Index,DI;  0:  無病徴、1:  側根に微小、少数のこぶ、

2:  主根および側根がやや膨張し、側根に無数のこぶ、 3:  主根および

側根が大きくこぶ状に肥大し、健全根がほとんど認められない )で評価

した (図 3)。 0 を完全な抵抗性、 1 および 2 を部分的抵抗性とみなし、

0～ 2 は抵抗性、3 を罹病性と位置付けた。F1 品種である「秋理想」な

らびに親系統である T-line、 V-line の抵抗性評価は、各 15～ 37 個体

の発病指数の平均値で表した。  

 

4．ゲノム DNA の抽出  

 ゲノム DNA は野菜茶業研究所のウェブサイト「園芸マーカープロ

ジ ェ ク ト 」 に て 公 開 さ れ て い る 「 植 物 ( 幼 葉 ) か ら の DNA 抽 出 」

(https: / /ml-wiki.sys.affrc .go. jp/engei_marker/dna_ext1) に 従 っ て 抽

出した。 20～ 25mg の葉組織を 180μ l の抽出 Buffer  (0.1M 酢酸ナト

リウム ,  50mM EDTA, 0.5M NaCl,  0.25mM PVP,  1.4% SDS, 20mg/μ l  

RNase,  pH 5.5)とともに摩砕した。 65℃で 5 分保温した後、遠心分離

によって得られた 70μ l の上清を 35μ l の 5M 酢酸ナトリウムと懸濁し

た。氷上で 5 分静置した後、懸濁液を 50μ l の結合 Buffer(2.7M 塩酸

グ ア ニ ジ ン ,  66.7% EtOH) と 混 合 し 、 フ ィ ル タ ー プ レ ー ト

FiltrEXT M(親水性 PVDF、孔サイズ 0.2 um(Corning))でろ過した。濾

液をフィルタープレート FiltrEXT M(グラスファイバーフィルター、厚

さ 0.66 mm(Corning))に移し、再度、 70μ l の結合 Buffer を添加し、

混合した。混合液をろ過した後、フィルターに結合した DNA 溶液を

80%エタノールで洗浄し、 200μ l の 1/2×TE(10mM Tris-HCl pH 8.0,  

1mM EDTA)で溶出し、DNA 溶液とした。なお、F2 各個体における遺
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伝子型や表現型 (抵抗性 )を識別するため、 DNA 抽出前に各 F2 個体に

識別番号のラベルを付与した。  

 

6． DNA マーカー解析  

 「秋理想」の保持する CR 遺伝子座が既報の 8 つの CR 遺伝子座

(Crr1,Crr2,Crr3,Crr4,CRa,CRb,CRc および CRk)に連鎖するか否か

を調べるため、これら各 CR 遺伝子座に連鎖する DNA マーカーを用

いた (表 2)。  

 PCR 反応液の組成 (10μ l /sample)には、ゲノム DNA10ng、0.4μM 各

primer、および 2× Quick Taq HS Dye Mix (TOYOBO)を用いた。PCR

は、 GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)を用いて、

94℃・ 2 分のヒートショック後、 94℃・ 30 秒、 55℃・ 30 秒、 68℃・

30 秒を 35 サイクル、 68℃・ 5 分の最終伸長反応とした。PCR 産物は

1～ 2％のアガロースゲルを用いて電気泳動を行い、エチジウムブロマ

イド染色法によって検出した。また、断片長差がアガロースゲルによ

って検出が困難なマーカーは、プライマーを蛍光色素 (FAM、VIC、PET

および NED など )で標識化、あるいは、ポスト PCR ラベル法 (Kukita 

and Hayashi.  2002)によって PCR 反応後の産物を蛍光標識化し、ABI 

3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems)を用いてフラグメント解析

を行った。 T-line および V-line 間において PCR 増幅断片長に相違が

認められたものを多型とした。なお、 CRb に連鎖する 6 つの DNA マ

ーカー (TCR01、 TCR02、 TCR05、 TCR08、 TCR09 および TCR10)、

CRa に連鎖する HC352b-SCAR および CRc に連鎖する  m6R において

は増幅産物の塩基配列を解析し、T-l ine および V-line 間において相違

が認められた TCR-02 については「秋理想」においても多型が得られ

るように、 STS(sequence tagged sites)化し、 TCR02-F と命名した。  
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結果  

 病原型グループ 3 の菌系 ‘No.14’ を用いた抵抗性検定の結果、「秋理

想」の親系統 T-line は抵抗性 (平均 DI＝ 1.08、 n=26)を示し、もう一

方の親系統 V-line は罹病性 (平均 DI＝ 2.96、 n=25)であり、「秋理想」

は抵抗性 (平均 DI＝ 1.49、n=37)を示した (図 4)。189 個体からなる「秋

理想」自殖 F 2 集団は、抵抗性個体と罹病性個体がそれぞれ 140 個体

(74%)、 49 個体 (26%)に分離し、 χ 2 検定の結果、単一優性遺伝子によ

る分離比 (3:1)に適合した  (図 4 および表 3)。  

 また、 96 個体からなる「秋理想」自殖 F2 集団において、既知の 8

つの CR 遺伝子座に連鎖するマーカーを用いた遺伝子型と、表現型 (抵

抗性 )との相関関係を調べた。その結果、CRb に連鎖する DNA マーカ

ー、TCR10 が検出された個体は抵抗性を示し (平均 DI＝ 1.18、n=79)、

検出されなかった個体は罹病性であった (平均 DI＝ 2.88、n=17)(表 4)。

この結果から、CRaki は CRb と連鎖する可能性が考えられた。なお、

CRb に連鎖する他の DNA マーカー (TCR01、TCR02、TCR05、TCR08

および TCR09)(Piao et al.  2004)は、全て T-line と V-line との間で多

型は認められなかった。これら 5 つの DNA マーカーの増幅産物の塩

基配列を解析した結果、 TCR02 のみが SSR 配列の相違が認められ、

T-l ine および V-line における  (CTA)の繰り返し配列数は、それぞれ 2

および 3 と異なっていた。そこで「秋理想」においても多型が得られ

るように、 STS 化し、 TCR02-F と命名した。 TCR02-F の遺伝子型と

抵抗性表現型の関係を調査した結果、TCR02-F の抵抗性ホモ型の個体

は 29 個体、ヘテロ型を示す個体は 45 個体存在し、これらの個体は抵

抗性を示した (平均 DI＝ 0.88 および 1.21)(表 4)。一方、罹病性ホモ型

の遺伝子型を示した個体のほとんどは罹病性であった (平均 DI＝ 2.86)。 

 他の CR 遺伝子座に連鎖する DNA マーカー、 BRMS-088(Crr1)、

BRMS-096(Crr2)、 OPC11-2S(Crr3 および CRk)、 BRMS-125(Crr4)

においては T-line と V-line の間において多型が認められたが、各マー
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カー遺伝子型と抵抗性表現型との間に相関は認められなかった。また

HC352b-SCAR(CRa)および m6R(CRc)は、T-line と V-line の間におい

て多型が認められず、増幅産物の塩基配列においても相違は認められ

なかった。
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考察  

 ‘No.14’ を用いた「秋理想」 F2 集団における抵抗性検定では、抵抗

性個体と罹病性個体がほぼ 3:1 に分離した (表 3)。また、「秋理想」の

親系統 T-line、 V-line はそれぞれ抵抗性および罹病性を示したことか

ら、「秋理想」の抵抗性は T-line のもつ単一優性遺伝子によって支配

されていることが明らかになった。既報の CR 遺伝子座の内、優性遺

伝子として機能することが報告されているのは CRa(Hayashida et al .  

2008)および CRb(Piao et  al.  2004)のみである。一方、 Crr1 は病原性

の低い  ‘Ano-01’ に対しては単独で抵抗性を発揮するが、より病原性

の強い  ‘Wakayama-01’ に対しては、 Crr1 遺伝子および Crr2 遺伝子

単独では抵抗性を発揮せず、両遺伝子が共に存在したときのみ抵抗性

を発揮する (Suwabe et  al.  2003)。さらに、両遺伝子が抵抗性ホモ型で

あるとより効果が高いことが明らかになっている。これらのことから、

CRaki 遺伝子は、少なくとも Crr1 遺伝子や Crr2 遺伝子とは異なる遺

伝様式を有し、 ‘No.14’に対して優性に機能する CR 遺伝子であること

が明らかになった。  

 既報の 8 つの CR 遺伝子座に連鎖する DNA マーカーを用いて、「秋

理想」 F2 集団の解析を行った結果、 CRb に連鎖する TCR10 および

TCR02-F において遺伝子型と抵抗性との間に相関関係が認められた

ことから、 CRaki は CRb に連鎖することが推定された。 B.rapa の連

鎖群 A3 には CRa、 CRb、 CRk および Crr3 の 4 つの CR 遺伝子座が

座乗しているが (図 2)、本章の結果からは詳細な座乗位置、特に CRb

との連鎖関係は明確でない。そのため、次節では CRaki と CRb の間

で詳細な連鎖解析を行うことによって、両者の CR 座の異同を調べた。 
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図 3. 根 こぶ病 抵 抗 性 検 定 における発 病 程 度  

   播 種 後 6 週 間 育 成 した根 部 の病 徴  

   発 病 程 度 は、4 段 階 の発 病 指 数 （DI：Disease Index）で評 価 した。

    0 :  無 病 徴  

    1 :  側 根 に微 小 なこぶ    

    2 :  側 根 がやや膨 張 、複 数 のこぶ 

    3 :  根 部 全 体 がこぶ状 に肥 大   

   矢 印 はこぶ状 の病 徴 箇 所 を示 す。 

   0 を抵 抗 性 、１および 2 を部 分 抵 抗 性 、3 を罹 病 性 と判 定 した。 
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表 2.  既 報 の 8 つの CR 遺 伝 子 座 および連 鎖 マーカー 
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図 4. 「秋 理 想 」自 殖 F2 集 団 （n=189）における発 病 指 数 (DI)の頻 度 分 布

「秋 理 想 」および両 親 系 統 （T-l ine および V-l ine）における 

   平 均 DI を（ ）内 に記 し、矢 印 は図 上 における該 当 位 置 を示 す。 

 

 

DI
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表 3. 「秋 理 想 」自 殖 F2 集 団 （n=189）における‘No.14’に対

する抵 抗 性  

a 
R ,  抵 抗 性 （DI 値 が 0,1 および 2）の個 体 数  

 S ,  罹 病 性 （DI＝3）の個 体 数           （図 4.を参 照 ） 

b  期 待 値 は 3:1 
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表 4. 「秋 理 想 」自 殖 F2 集 団 （n =  96）における CRb 連 鎖 に連 鎖 するマーカー

遺 伝 子 型 および‘No.14’に対 する抵 抗 性 との相 関 関 係  

a RR,  抵 抗 性 親 型 （T-l ine）の遺 伝 子 型   

rr ,  罹 病 性 親 型 （V-l ine）の遺 伝 子 型  

Rr ,  ヘテロ遺 伝 子 型  

b
 TCR10 は優 性 マーカーのため、RR と Rr の合 計 値 を示 す。 

＊
5%水 準 で有 意 差 なし。 



24 
 

第 2 節 秋理想における根こぶ病抵抗性遺伝子座の連鎖解析  

 

緒論  

 「秋理想」の有する抵抗性遺伝子座 CRaki は CRb と連鎖している

可能性が前節で示唆された。CRb は根こぶ病抵抗性 F1 品種「 CR 新黄」

に由来する倍加半数体系統 (Doubled Haploid :DH)を用いた集団にお

いて同定された CR 遺伝子座であり (Piao et al.  2004)、抵抗性素材の

由来はヨーロッパ飼料カブ「 Gerlia R」とされている (Hirai 2006、Piao 

et  al.  2009)。 Piao et  al.  (2004)  は CRb に連鎖する 6 つの DNA マー

カーを報告しているが  (図 5.A)  、「秋理想」の両親系統間で多型を示

すものは 2 つ  (TCR02-F および TCR10)  のみであった。そのため、

CRaki と CRb の異同を確かめるためには、「 CR 新黄」と「秋理想」

の両品種で利用可能な共通の DNA マーカーを複数開発し、連鎖地図

を構築、比較する必要がある。  

 CRb は連鎖群 A3 の長腕部に座乗し、Saito et  al. (2006)は CRb 近傍

マ ー カ ー で あ る TCR05-R (TCR05 を STS 化 し た マ ー カ ー ) が 、

BRMS-124 および BRMS-206 で挟まれた、約 30cM の領域内に存在す

ることを報告している (図 5.B)。2 つの BRMS マーカーは A3 末端から

約 11cM(BRMS-124)および 30~40cM(BRMS-206)離れた位置に座乗し

(Saito et  al.  2006 、 Suwabe et  al.  2006) 、 そ の 領 域 内 に は

KBrH129J08R が存在することが Kakizaki  et  al . (2011)の部分連鎖地

図 (図 5.C)から推定された。  

ハ ク サ イ の 全 ゲ ノ ム 解 読 の 一 端 と し て Bacterial Arti f ic ial 

Chromosome (BAC) l ibraries(KBr BAC l ibraries)の塩基配列解読に

よ る 国 際 ハ ク サ イ ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト が 2006 年 よ り 始 ま っ た 。

KBrH129J08R は、 BAC クローン KBrH129J08 の末端配列から作成

したマーカーの一つである。 99,456 の KBr BAC l ibraries における

high-information-content f ingerprinting 法 に よ っ て 得 ら れ た 連 鎖
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地 図 情 報 が Mun et al. (2008) に よ っ て 報 告 さ れ 、 Brassica rapa 

Genome Sequencing Project(BrGSP)にて公開されている。 CRb 近傍

に位置すると推定される DNA マーカー KBrH129J08R の周辺に、「秋

理想」、「 CR 新黄」の両者で適用可能な SSR マーカーを開発し、CRaki

と CRb の部分連鎖地図の構築と比較を行い、両者の異同を調査した。

さらに、両 CR 遺伝子座の病原型グループ 3 に対する抵抗性の相違を

調べるため、 CRb を保持する「 CR 新黄」の自殖 F2 集団を用いて、  

‘No.14’ に対する抵抗性遺伝様式を調べ、前節で得られた「秋理想」

F2 集団の抵抗性遺伝様式と比較した。  
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材料および方法  

1．植物材料  

CRb を有する根こぶ病抵抗性 F1 品種「 CR 新黄」 (タキイ種苗 (株 ) )

の自殖 F2 集団 172 個体を用いた。  

 

2．根こぶ病抵抗性検定  

 「 CR 新黄」と「秋理想」の抵抗性遺伝様式を比較するため、「 CR

新黄」自殖 F2 集団と菌系‘ No.14’を用いて、前節、材料および方法 3．

と同様の手法を用いて根こぶ病抵抗性検定を行った。  

 

3． DNA マーカー (SSR マーカー )の開発  

  BrGSP (http: / /www.brassica-rapa.org/BRGP/index. jsp)  (Mun et 

al.  2008 、 2010) で 公 開 さ れ て い る KBr l ibraries に お い て 、  

KBrH129J08 周辺の BAC-end の塩基配列情報を用いて、配列内の

SSR を挟み込むように、read2Marker program (Fukuoka et  al.  2005) 

を用いてプライマーの設計を行った。「秋理想」においては親系統であ

る T-line と V-line を供試することが可能であったが、「 CR 新黄」の

親系統は利用不可能だった。「秋理想」と同様、既存の CR 品種の多く

は、優性の CR 遺伝子を持つ親と罹病性の親との交配品種である可能

性が育種上の歴史背景から示唆されている (Kuginuki et  al.  1999)。そ

こで「 CR 新黄」における解析では、 F 2 個体の中で  菌系 ‘No.14 ’ に対

し て 抵 抗 性 を 示 し 、 な お か つ CRb 連 鎖 マ ー カ ー TCR05 お よ び

TCR02-F の両遺伝子型が抵抗性ホモ型である F 2 個体を仮の抵抗性親

とし、一方、罹病性かつ両マーカーが罹病性ホモ型を示した F2 個体を

罹病性親と仮定し、両者間における多型を「 CR 新黄」における多型

情報として用いることとした。マーカー遺伝子型に相違がないことを

確認するため、 (仮 )抵抗性親、 (仮 )罹病性親とも各 3 系統の F2 個体を

用いて比較し、「秋理想」の両親系統 (T- l ine,  V- line)のマーカー遺伝子
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型とも比較を行った。開発した DNA マーカーの配列および多型情報

を表 5 に示した。  

 

4．連鎖地図の作成  

 3．で得られた DNA マーカーを用いて、 189 個体の「秋理想」自殖

F2 集団、および 172 個体の「 CR 新黄」自殖 F2 集団の遺伝子型を決定

し 、 部 分 連 鎖 地 図 を 作 製 し た 。 連 鎖 地 図 の 作 製 に は JoinMAP ver.  

4.0(van Ooijen 2006)を用いた。  
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結果  

 BrGSP の情報に基づいて、 KBrH129J08 の周辺に存在する 3 つの

各 BAC クローンの末端配列から SSR マーカー、 KBrH059N21F、

KBrH129J18R お よ び KBrB091M11R を 作 出 し た ( 表 5) 。

KBrH129J08R および TCR02-F を加えた計 5 つの DNA マーカーを用

いて「秋理想」の両親間 (T-l ine および V-line)、および「 CR 新黄」に

おける多型を調べた。KBrH129J08R、KBrH059N21F、KBrH129J18R、

KBrB091M11R および TCR02-F の両品種における PCR 増幅断片長は、

抵抗性系統ではそれぞれ 234 bp、218 bp、254 bp、750 bp および 203 

bp を、罹病性系統では 241 bp、236 bp、194 bp、177 bp および 207 bp

を示し、これら各 DNA マーカーの多型断片長は、両品種において完

全に一致した (表 5)。  

5 つの DNA マーカーを用いて、「秋理想」自殖 F2 集団における CRaki

周辺の部分連鎖地図を作成した結果、 5 つのマーカーはすべて CRaki

に連鎖しており、中でも KBrH059N21F および KBrH129J18R は、

CRaki から 0.3 cM および 0.4 cM という近傍に、 KBrH129J08R、

KBrB091M11R および TCR02-F はそれぞれ、 3.1 cM、 1.0 cM および

3.5 cM に位置した。 (図 5.D)。なお、前節でも示したように TCR05

は「秋理想」で多型が得られなかったため、CRaki の連鎖地図上に示

すことはできなかった。一方、「 CR 新黄」自殖 F2 集団において、CRb

周辺の部分連鎖地図を作成した結果、5 つのマーカーは CRb に連鎖し

ており、特に KBrH059N21F および KBrH129J18R は、CRb から 0.2 

cM および 0.4 cM という近傍に、 KBrH129J08R、 KBrB091M11R お

よび TCR02-F は、それぞれ、2.5 cM、1.9 cM および 5.0 cM に位置し

た (図 5.E)。連鎖解析の結果から、 5 つのマーカーの多型情報 (表 5)と

連鎖地図上の CR 遺伝子座および DNA マーカーの座乗関係は、「秋理

想」および「 CR 新黄」の間で酷似しており (図 5.D および E)、CRaki

は CRb と同じ遺伝子座か、極めて近い位置関係にあることが推定され
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た。既存の CRb 選抜マーカーである TCR05(Piao et  al .  2004)は CRb

から末端側、1.4 cM に座乗した (図 5.E)。しかし、CRb を同定した Piao 

et  al .  (2004) は、 TCR05 は CRb から基部側、 1.97 cM に座乗するこ

とを報告しており (図 5.A)、CRb と TCR05 の位置関係に違いが認めら

れた。  

CRb を有する「 CR 新黄」において抵抗性遺伝様式を調べ、「秋理想」

と比較するため、菌系‘ No.14’を用いて根こぶ病抵抗性検定を行った。

その結果、「 CR 新黄」は抵抗性 (平均 DI=1.25、n=15)を示し (図 6.A)、

172 個体からなる F 2 集団では、 126 個体 (73%)が抵抗性を、 46 個体

(27%)が罹病性を示した。 χ 2 検定の結果、単一優性遺伝子による 3:1

の分離比に適合した (表 6)。また、「 CR 新黄」 F2 集団の発病指数の頻

度分布 (図 6.A)は、前節で示した「秋理想」の頻度分布 (図 6.B)と極め

て似ていた。以上の結果から、‘ No.14’に対する CRaki と CRb の抵抗

性の遺伝様式は非常に類似していると推定された。  
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考察  

 抵抗性遺伝子座周辺に作成した DNA マーカーについて、「秋理想」

の抵抗性親 (T- l ine)と罹病性親 (V-l ine)から得られた増幅 DNA 断片長

は、「 CR 新黄」の F 2 個体に由来する (仮 )抵抗性親と (仮 )罹病性親から

得られる増幅 DNA 断片長と完全に一致した (表 5)。また両品種の抵抗

性遺伝子座 (CRaki および CRb)周辺の連鎖地図を比較した結果、各

DNA マーカーと抵抗性遺伝子座の座乗位置と距離は極めて似ていた

(図 5)。さらに両品種において、菌系  ‘No.14’ に対する抵抗性は単一

の優性遺伝子によって支配されており  (表 3 および表 6)、F2 集団の発

病指数の頻度分布も極めて類似していることから (図 6)、CRaki と CRb

は同じ遺伝子座である可能性が示唆された。  

 本 研 究 で 開 発 し た SSR マ ー カ ー 、 特 に KBrH059N21F お よ び

KBrH129J18R は既存の CRb 選抜マーカー TCR05 より、 CRb の近傍

に座乗した。さらに両マーカーは CRb 遺伝子座を挟み込んでいるため、

効率的 か つ 正 確 な マ ー カ ー選抜 が可 能であ る。し かし 、本研 究では

CRb が TCR05 か ら 基 部 側 に 位 置 し た の に 対 し (図 5.E)、 Piao et  

al. (2004)の結果では TCR05 から末端側に位置しており (図 5.A)、CRb

と TCR05 の位置関係に違いが認められた。この違いの要因の一つと

して、連鎖地図を構成しているマーカーの性質が考えられる。Piao et  

al.  (2004) が用いた 6 個の DNA マーカーの内、3 個  (TCR08、TCR09

および TCR10)  は優性マーカーであるのに対し、本研究で用いた 5 つ

のマーカーは全て共優性である。共優性マーカーはヘテロ型と両親型

を識別可能なため、優性マーカーより情報量が多く、再現性が高い性

質を持つ (Jones et  al.  1997)。これらマーカーの性質は精度の高い連

鎖地図を作製する際に重要な要因である。実際、優性マーカー TCR10

を用いて、「 CR 新黄」自殖 F2 集団の連鎖解析を行った結果、 TCR10

と CRb との遺伝距離は約 13 cM であり (データ省略 )、 Piao et al.  

(2004) の結果 (2.84 cM)と大きく異なった。一方、共優性マーカーで
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ある TCR05、TCR02-F および 4 つの KBr マーカーの座乗位置関係 (並

び順 )は、ゲノム塩基配列上の位置関係と一致し (図 5.F)、本実験で開

発した連鎖地図の結果を支持する。  

 「秋理想」は病原型グループ 1 および 2 の菌には罹病し、グループ

3 および 4 の菌には抵抗性を示す (松元ら、 2010)。一方、「 CR 新黄」

も 4 つの病原型グループの菌に対して、「秋理想」と同様の抵抗性反

応を示すことが Hatakeyama et  al. (2004)によって報告されており、

「 秋 理 想 」 (CRaki)と 「 CR 新 黄 」 (CRb)の 抵抗 性 は 同 じ 抵 抗 性 素材

(「 Gerlia R」)から由来していると推察される。本研究で用いた ‘No.14’

の病原性が Piao et  al.  (2004)  が用いた ‘ race 4 ’と同一であるかは明ら

かでない。しかし、 ‘No.14’と同じグループ 3 に属する菌系 ‘No.2 ’(表 1

参 照 ) は 、 ‘ race 4 ’と 同 じ 病 原 性 の 菌 で あ る こ と が Hatakeyama et 

al. (2004)によって確かめられている。そのため、 ‘No.14 ’と ‘ race 4’は

ほぼ同等の病原性であると考えられる。  

 本章において「秋理想」と「 CR 新黄」は病原型グループ 3 の菌系

‘No.14’に同様な抵抗性反応を示し、それぞれの品種が有する CRaki

と CRb の両遺伝子座の位置関係は開発したマーカーの連鎖関係から

非常に似ていた。以上のことから「秋理想」の抵抗性遺伝子座は「 CR

新黄」が保持する CRb と同じ可能性が高くなり、病原型グループ 3

に有用な抵抗性遺伝子座は CRb であると推定された。  
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図 5. 第 3 連 鎖 群 (A3)における連 鎖 地 図 間 の相 関 関 係 および CR 遺 伝 子 座

の座 乗 位 置   

(A)  Piao  et  a l .  (2004)  による CRb 座 の連 鎖 地 図  

(B) Sai to  et  a l .  (2006)  による Crr3 座 の連 鎖 地 図  

(C)  Kak izak i  et  a l .  (2011)  による連 鎖 地 図  

(D)  「秋 理 想 」の抵 抗 性 遺 伝 子 座 （CRaki）の連 鎖 地 図  

(E) 「CR 新 黄 」における新 たな CRb 座 の連 鎖 地 図   

(F)  Brass ica database (BRAD)のゲノム配 列 情 報 に基 づいた連 鎖 群 A3 に

おける各 マーカーのゲノム位 置  

(D)、(E)および(F)は本 研 究 で作 製 した連 鎖 および物 理 地 図  

A～E の数 字 は遺 伝 距 離 (cM)を示 し、F は物 理 距 離 （Mb）を示 す。 
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a  R ,  抵 抗 性 （DI 値 が 0,1 および 2）の個 体 数  

 S ,  罹 病 性 （DI＝3）の個 体 数         （  図 6.A を参 照 ） 

b  期 待 値 は 3:1 

表 6.  「CR 新 黄 」自 殖 F2 集 団 （n=172）における‘No.14’に

対 する抵 抗 性 の分 離  
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図 6. 「CR 新 黄 」自 殖 F2 集 団 （n=172）における‘No.14’に対 する発 病 指 数

(DI )の頻 度 分 布 と「秋 理 想 」との比 較  

（A）「CR 新 黄 」における平 均 DI を（ ）内 に記 し、矢 印 は図 上 における 

該 当 位 置 を示 す。 

（B）は図 4 で示 した「秋 理 想 」F2 集 団 での結 果 。 

A 
B 

DI

A 

B 
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第 2 章 根こぶ病抵抗性遺伝子の存在領域の特定および遺伝子  

機能の推定  

 

緒論  

根こぶ病の病徴であり、多数の休眠胞子がつくられる「こぶ組織」

は第二次感染 (皮層感染 )において、根こぶ病の多角変形体が宿主細胞

および近隣細胞に働きかけ、増殖および分裂を促すことで生じると考

えられている (Mithen et al.  1992)。「こぶ組織」においてはサイトカ

イ ニ ン や オ ー キ シ ン な ど の 植 物 ホ ル モ ン の 上 昇 が 報 告 さ れ て お り

(Butcher et al .  1974、 Siemens et al.  2006)、 Dekhuijzen(1981)は根

こぶ病菌変形体によってサイトカイニン生成が促進され、宿主細胞中

に放出されたサイトカイニンが宿主細胞の分裂を誘導することを示唆

している。このため、根こぶ病菌が増殖する過程においては、宿主の

代謝経路 (産物 )が利用されていると考えられる。宿主の代謝を自己の

増殖、生存に活かすという、根こぶ病原菌側の戦略機構は明らかにな

りつつあるが、一方、菌の侵入、増殖を防ぐ宿主側の抵抗性機構につ

いてはほとんど明らかになっていない。例えば、同じ絶対寄生菌であ

るオオムギうどんこ病では表皮細胞からの一次感染の際、侵入菌糸の

周辺にパピラと呼ばれる、カロースおよびフェノール類が蓄積した物

理的障壁を作り、侵入を拒絶する (一次防御応答 ) (Kunoh et  al.  1982)。

万が一、病原菌がその障壁を打破し侵入に成功しても、宿主側の過敏

感反応 (hypersensit ive reaction；HR)によって生じる死細胞の中に閉

じ込められ、隣接細胞への感染拡大が妨げられる (二次防御応答 )。こ

れに対し、根こぶ病における宿主側の一次防御応答 (土壌から根毛表皮

細胞への菌の侵入阻害 )ならびに、二次的な防御応答 (侵入後の宿主細

胞内での菌の増殖阻害 )など、  抵抗性機構についてはほとんど明らか

になっていない。  

 抵抗性の機能解明を進めるためには、 CR 遺伝子を単離する必要が
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ある。既存の 8 つの CR 遺伝子座の中で遺伝子の構造が明らかになっ

ているものはなかったが、近年、ハクサイから Crr1 遺伝子が単離さ

れ た ( 畠 山 ら 、 2010) 。 Crr1 遺 伝 子 は 多 く の 植 物 の 抵 抗 性 遺 伝 子

(Resistance gene;  R 遺 伝 子 ) で 認 め ら れ る Nucleotide-binding 

site/leucine-rich repeat (NBS-LRR)の構造を持ち、本遺伝子を形質

転換したシロイヌナズナでは根こぶ病に対する抵抗性が付与されるこ

とが明らかになり、抵抗性機構の解明の糸口となった。しかし、 CRb

を含む他の CR 遺伝子は単離されておらず、それら遺伝子構造は未だ

明らかになっていない。また CRb の座乗位置に関して、本研究 (前章

結果 )と Piao et  al. (2004)との結果には相違が認められたため (図 5.A

および E)、正確な CRb 遺伝子の位置を特定する必要がある。  

 CRb 遺伝子は KBrH059N21F および KBrH129J18R に挟まれた領

域に座乗することを前章で示したが (図 5.E)、これら DNA マーカーの

基となった 2 つの BAC クローンは不連続であり、また、両 BAC クロ

ーン間のゲノム配列は解読されていなかっため、CRb 遺伝子近傍に新

たな DNA マーカーを開発することは困難であった。しかし、2011 年

8 月、 Wang et al. (2011)によって、ハクサイ (B.rapa)の全ゲノム配列

の 解 読 が 完 了 し 、 Brassica database (BRAD: 

http: / /brassicadb.org/brad/)で公開された。そこで BRAD で公開され

ているゲノム配列情報を利用することにより、CRb 遺伝子近傍により

詳細な DNA マーカーを開発することが可能になった。  

本章では、病原型グループ 3 の防除に有用な CRb 遺伝子において、

ゲノム上の遺伝子存在領域の特定、およびゲノム構造から本遺伝子の

機能を推察するため、新たに CRb 遺伝子近傍に高密度のマーカーを作

製し、高密度連鎖地図の構築および解析を行った。  
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材料および方法  

1．植物材料  

 根こぶ病抵抗性 F 1 市販品種「 CR 新黄」の自殖 F2 集団 (n=2,032)を

供試した。  

 

2． DNA マーカーの開発  

 前章で KBrH129J18R、 KBrB091M11R および KBrH059N21F の

BAC-end 配列を基にした SSR マーカーが CRb 座に連鎖していること

を明らかにした (図 7.A)。より詳細なマーカーを開発するため、BrGSP

から公開されている KBrH129J18、 KBrB091M11、 KBrH059N21 お

よび、 KBrH059N21 に隣接する KBrH069E08 の 4 つの BAC クロー

ンの全長配列を基に DNA マーカーを作成した。 KBrH059N21F およ

び KBrH129J18R に挟まれたゲノム領域における DNA マーカーの開

発は、BRAD の配列情報を基に行った。DNA マーカーの開発は前章と

同様の手法を用いて行い、 KBr-BAC クローンの配列を基に開発した

マーカーの頭文字は KB(KB_N)とし、BRAD の配列情報を基に開発し

たマーカーの頭文字は B(B_N)と命名した。本章で開発したマーカー

の一覧は表 7 に示した。  

 

3．高密度連鎖地図の作成  

 CRb 遺 伝 子 領 域 の 特 定には、マップベースクローニング法 (FIRE

法： Kato et al.  1999)を用いた。マーカー遺伝子型と表現型 (抵抗性 )

との間で連鎖が切れた組換え個体を得るため、まず 2,032 の F2 集団を

TCR05 および KBrB091M11R でスクリーニングした (図 7)。次に、両

マーカー間で組換えが認められた F 2 個体を自殖し、F3 の種子を得た。

1 系統当たり 40～ 60 粒の F3 種子を  ‘No.14 ’ による根こぶ病抵抗性検

定に供試するとともに、各個体における CRb 近傍マーカーの遺伝子型

を決定した。組換え点を境界にホモ型で組換わっている 9～ 15 個体の
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平均 DI を各 F3 系統の発病指数とした。各 F3 組換え個体のマーカー

の遺伝子型と抵抗性との比較から、CRb のゲノム上の存在領域を決定

した。なお、TCR05 および KBrB091M11R の間に CRb が存在するこ

とを確認する対照実験のため、両マーカー間で組換えが認められない

抵抗性ホモ型、および罹病性ホモ型の F 3 系統を無作為に 3 系統ずつ選

出し、根こぶ病抵抗性検定を行った。  

 

4．遺伝子機能の推定  

 CRb の遺伝子構造を予測するため、3．において決定した CRb 存在

領域のゲノム塩基配列を BRAD から入手し、翻訳領域 (Open Reading 

Frame :ORF) を 予 測 し た 。 得 ら れ た ORF の 配 列 と GenBank 

(http: / /www.ncbi .nlm.nih.gov/genbank) に 登 録 さ れ て い る タ ン パ ク

と BLAST プログラム (BLASTX)(http: / /ncbi .nlm.nih.gov/BLAST)を

用いた類似性検索を行うことで CRb 候補遺伝子の構造を推定した。  
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結果  

ゲノム情報に基づいた高密度連鎖マーカーの開発  

KBrH129J18、 KBrB091M11、 KBrH059N21 および KBrH069E08

の 4 つの BAC クローンのゲノム配列を基に 54 個、BRAD におけるハ

クサイのゲノム配列を基に 95 個、計 149 個のプライマーセットを設

計した。 149 個の内、多型が得られた 46 個 (31%)を DNA マーカーと

した。CRb 遺伝子の存在する可能性が低い TCR05 と KBrH059N21F、

および KBrH129J18R と KBrB091M11R の間の領域に存在したマーカ

ー (図 7)はマッピングに用いる数を減らし、また、マーカー間の距離

が近すぎるものも解析から除外した (計 13 個 )。よって高密度連鎖解析

には 33 個の DNA マーカーを用いた (表 7)。  

 33 個 の DNA マ ー カ ー の 内 、 15 個 が KB_N マ ー カ ー で あ り 、

KBrH069E08、 KBrH059N21、 KBrH129J18 および KBrB091M11 の

4 つの BAC 全長配列から、それぞれ、2 個 (KB69_N)、5 個 (KB59_N)、

5 個 (KB29_N)および 3 個 (KB91_N)のマーカーを作製した (図 7.B およ

び表 7)。また BRAD の情報から、 KBrH059N21 と KBrH129J18 の

BAC 間は、約 300 kb (連鎖群 A3 における 24.3~24.6 Mb の位置に該

当 )と推定され、本領域において 18 個の B_N マーカーを作製した (図

7.B および表 7)。特に CRb 遺伝子が存在する KBrH059N21F および

KBrH129J18R の間には、高密度の 28 個のマーカーを作製することが

でき、マーカーの平均距離は 20.4 kb であった。なお、33 個のマーカ

ーは全て共優性型のマーカーであり、 26 個が SSR マーカー、 7 個が

Indel(Insertion/deletion)マーカーであった (表 7)。  

 

高密度連鎖地図の作成による CRb 遺伝子領域の特定  

 CRb 遺伝子の正確なゲノム上の位置を決定するため、CRb 遺伝子を

挟む最近傍マーカーの特定と近傍組換え個体の選抜を行った。 2,032

個体からなる「 CR 新黄」自殖 F2 集団を、TCR05 および KBrB091M11R
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でスクリーニングした結果、両マーカー間で組換えが生じた 92 個体

を選抜し、組換え点により、下記の①～③の 3 つのグループに分類し

た。  

①  TCR05 お よ び KBrH059N21F の 間 で 組 換 え が 生 じ て い る 個 体

(n=37)  

②  KBrH059N21F および KBrH129J18R の間で組換えが生じている

個体 (n=35)  

③  KBrH129J18R および KBrB091M11R の間で組換えが生じている

個体 (n=20)  

CRb 遺伝子は KBrH059N21F および KBrH129J18R の間に存在す

るため (図 7.A)、グループ②の組換え個体を中心に解析に用いた。そ

のため、グループ①からは 9 個体、②からは 22 個体、③からは 4 個

体の計 35 個体の F 2 を選抜し、 F 3 種子を得た。各系統の F 3 個体を

TCR05 と KBrB091M11R の間の 37 マーカーで遺伝子型を決定すると

ともに、根こぶ病抵抗性検定を行った (図 8)。その結果、35 の F3 系統

は、 16 の抵抗性 (平均 DI＜ 0.6)系統と 19 の罹病性 (平均 DI＞ 2.8)系統

に明確に分かれた。 35 系統の内、 No.1118、 No.1417、 No.1866、お

よび No.2002 の 4 系 統 を除 いた 31 の系統の 表現 型 (抵抗性 )は 、

KB59N07 および B1005 の両遺伝子型と密接な相関関係が認められ、

TCR05 と KB59N08 の間、および B0902 と KBrB091M11R の間に組

換え点が存在しても、表現型との矛盾は認められなかった。KB59N07

および KB59N06 との間で組換えが生じている No.1417、 No.1866 お

よび No.2002 の 3 系統は KB59N07 の遺伝子型は抵抗性型を示したが、

表 現 型 は 罹 病 性 で あ っ た 。 こ の 結 果 か ら CRb 遺 伝 子 は TCR05 と

KB59N07 の間に存在しないことが明らかになった。また、 B1005 お

よび B0902 との間で組換えが生じている No.1118 系統では B1005 の

遺伝子型が罹病性型を示したが、表現型は抵抗性であった。この結果

から、 CRb 遺伝子は B1005 と KBrB091M11R の間に存在しないこと
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が明らかになった。以上、各 F3 系統の組換え点およびマーカー遺伝子

型と抵抗性検定による表現型との比較から、 CRb 遺伝子は KB59N07

および B1005 に挟まれた約 140 kb のゲノム領域 (連鎖群 A3 上の

24,201～ 24,342 kb の位置に該当 )に存在することが明らかになった

(図 7.B および図 8)。なお、TCR05 および KBrB091M11R の間での非

組換え系統において、遺伝子型が抵抗性ホモ型、および罹病性ホモ型

の系統は、それぞれ抵抗性 (平均 DI=0.0)および、罹病性 (平均 DI=3.0)

を示した (データ省略 )。  

 

候補遺伝子の特定  

CRb 遺伝子の推定座乗領域約 140kb のゲノム塩基配列を基に ORF

を探索した結果、該当ゲノム領域内には 14 の遺伝子が存在すること

が明らかになった。そこで、各遺伝子のコードしているタンパクをデ

ータベースとの類似性から推定した結果、病害抵抗性に関与するもの

と し て 、 Rho-binding family protein 、 Toll - interleukin-1 

receptor/nucleotide-binding site/ leucine-rich repeat 

(TIR-NBS-LRR) c lass disease-resistance protein が存在し、病害抵

抗性関連以外では、β -glucosidase 47、 MATE eff lux family protein

などが存在した (表 8)。  
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考察  

 本章では 2011 年に公開されたハクサイ (B.rapa)ゲノムの全塩基配

列情報 (Wang et al.  2011)を利用することで、前章の時点 (2010 年 )で

は作成が困難なゲノム領域において、詳細な DNA マーカーを開発す

ることができた。これら新規 DNA マーカーを用いた高密度連鎖地図

の解析によって、CRb 遺伝子が KB59N07 および B1005 に挟まれた約

140 kb のゲノム領域に存在することを明らかにし、CRb 遺伝子の詳細

な位置の特定に至った。CRb 座を最初に見出した Piao et  al . (2004)は、

CRb 座が TCR05 から末端側に位置することを報告しているが (図 5A)、

本研究では CRb 座は TCR05 より基部側に位置し (図 5.E)、両者間で

相違が認められた。本章の高密度連鎖地図の解析は CRb 遺伝子の単離

を視野にいれて行ったものであるが、 Piao et al.  (2006)  は 2006 年に

487 個体からなる「 CR 新黄」 DH 系統の F2 集団を用い、自身の連鎖

地図情報  (図 5.A)  を基に CRb 遺伝子の単離を試みているが、未だ本

遺伝子単離されていない。本章の高密度連鎖地図の結果から、CRb 遺

伝 子 は TCR05 よ り 基 部 側 に 位 置 す る こ と を 証 明 し 、 TCR05 か ら

TCR09 側、つまり末端側に存在しないことを明らかにした。これらの

結果によって、前章の結果を立証するとともに、CRb 遺伝子の単離に

重要な遺伝子存在領域を 140 kb まで絞り込むことができた。  

 CRb が存在するゲノム領域において遺伝子の探索を行った結果、14

の候補遺伝子が存在した (表 8)。その中で、病害抵抗性への関与とし

て Rho-binding family protein および TIR-NBS-LRR class disease 

resistance protein が挙げられる。 Rho family 遺伝子はヒトの癌をは

じめとした哺乳動物の免疫システムに関与し (Sahai et al.  2002)、近

年、植物の抵抗性においても重要な役割を果たしていることが報告さ

れている (Agrawal et al.  2003、 Kawano et al.  2010)。 Rho 遺伝子に

結合する Rop-binding kinase 1 はオオムギうどんこ病に対する抵抗性

に 関 与 し て い る こ と が 報 告 さ れ て お り (Huesmann et al.  2012)、
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KB59N06 お よ び KB59N05 の 間 に 存 在 し た Rho-binding family 

protein は CRb の一つの候補として考えられる。一方、TIR-NBS-LRR 

class disease resistance protein は NBS-LRR の遺伝子ファミリーに

含まれ、これらの遺伝子は抵抗性遺伝子 (Resistance gene :R 遺伝子 )

として、トマト、イネ、ジャガイモ、オオムギ、タバコ、シロイヌナ

ズナ等、多くの植物の抵抗性に関与している (Eitas  et  al .  2010)。ハク

サイにおいても Crr1 遺伝子は TIR-NBS-LRR の構造を有し、根こぶ

病抵抗性に関与していることが報告されている (畠山ら、 2010)。Crr1

遺伝子はホモ型あるいは、Crr2 遺伝子との共存下以外では病原型グル

ープ 1 および 2 の根こぶ病菌に抵抗性を十分発揮できないのに対し

(Suwabe et al.  2006)、 CRb 遺伝子は単独かつヘテロでも病原型グル

ープ 3 に対して十分な抵抗性を発揮する優性遺伝子である (前章参照 )。

このように、 Crr1 遺伝子と CRb 遺伝子は遺伝様式および抵抗性を付

与できる菌系の病原性が異なるため、遺伝子構造や機能を異にするこ

とが推定された。しかし、本章の結果から候補遺伝子に TIR-NBS-LRR 

class disease resistance protein が存在したことから、 CRb 遺伝子も

Crr1 遺伝子同様、TIR-NBS-LRR 配列を有する遺伝子である可能性が

考えられる。ハクサイ (B.rapa)のゲノムはシロイヌナズナのそれが 3

倍化したものと考えられており、遺伝子も二重化 (duplicate)あるいは

三重化 ( tr ipl ication)していることが示唆されている (Mun et al.  2009)。

14 の候補遺伝子においても、 MATE efflux family protein の三重化、

β -glucosidase 47 お よ び TIR-NBS-LRR class disease resistance 

protein の 二 重 化 が 認 め ら れ た ( 表 8) 。 2 つ の 隣 接 し て い る

TIR-NBS-LRR 構造遺伝子の内一つは、 CRb 存在領域を決定した末端

の DNA マーカー B1005 が ORF 領域内 (NBS モチーフ内 )に存在し、本

マーカー遺伝子型が罹病性型である No.1118 の F3 系統は抵抗性を示

した (図 8)。そのため、 B1005 の配列を含む TIR-NBS-LRR 構造遺伝

子 (表 8、最下段 )は CRb の候補遺伝子である可能性が低いと考えられ、
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B4732 と B1321 に挟まれた TIR-NBS-LRR 構造遺伝子が CRb の候補

遺伝子として最も可能性が高いと考えられる。興味深いことに、イネ

における Rho タンパク OsRac1 は NBS-LRR に属する Pit と直接相互

作 用 し 、 い も ち 病 の 抵 抗 性 に 関 与 し て い る こ と が 報 告 さ れ て お り

(Kawano et al .  2010)、 CRb 存在領域に認められた Rho 関連タンパク

と TIR-NBS-LRR タンパクの双方は、共に根こぶ病抵抗性に必要なの

かもしれない。  

 解読されたハクサイ全ゲノム配列は「 Chiifu-401」から収集したゲ

ノム DNA を用いて決定された (Wang et  al.  2011)。「 Chiifu-401」は

罹病性品種であり、そのゲノム配列上には抵抗性品種が有する遺伝子

が存在しない可能性がある。そのため、厳密には決定した CRb 存在領

域において、抵抗性アレルと罹病性アレルのゲノム配列を比較する必

要があり、本結果で見出された候補遺伝子においても、抵抗性および

罹病性アレルのゲノム配列との間で顕著な違いが見出される候補遺伝

子は、CRb 遺伝子である可能性が高いと推定される。今後は候補遺伝

子をシロイヌナズナやコマツナ等を用いた形質転換実験により、 CRb

遺伝子を特定する必要がある。  
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図 7. Brass ica rapa 連 鎖 群 A3 における CRb 近 傍 の部 分 連 鎖 地 図 お

よび物 理 地 図  

（A）前 章 の結 果 による CRｂ 部 分 連 鎖 地 図  

（B）本 章 にて TCR05 および KBrB091M11R の間 に新 たに作 成 した

マーカーの物 理 地 図   

マーカーのゲノム位 置 (kb)は Brass ica database (BRAD)の 

ゲノム配 列 情 報 を基 に決 定 した。 

B (kb) 
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表 7. 高 密 精 度 連 鎖 地 図 作 成 に用 いた DNA マーカーの情 報 および配 列  

a  SSR および Inde l マーカーの塩 基 モチーフ 

b
 BRAD における連 鎖 群 A3 のゲノム上 の位 置 を示 す 
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表 8. CRb 存 在 領 域 において機 能 が推 定 されるタンパク質  

a
図 8 参 照  

B4701 および B1005 は遺 伝 子 のコード領 域 に、他 のマーカーは

フランキング領 域 に位 置 する。 

a  
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第 3 章 抵抗性遺伝子座の異同および既存品種が保持する抵抗性  

遺伝子の推定  

 

第 1 節 CRb 近傍に座乗する CR 遺伝子座の異同および機能比較  

 

緒論  

複数の抵抗性遺伝子を集積し、様々な病原性をもつ根こぶ病菌に対

応した新たな抵抗性品種の育成には、各抵抗性遺伝子と菌の病原性と

の対応関係を明確にし、集積させる抵抗性遺伝子を効率的に選択する

必要がある。これまでハクサイ (B.rapa)では 8 つの CR 遺伝子座が同

定されているが、各 CR 遺伝子座と根こぶ病原性の対応関係はほとん

ど明らかになっていない。これは各 CR 遺伝子座の同定に用いられた

菌系は各研究者に依存し、病原性を把握する統一した指標が用いられ

てこなかったためである。 4 種の Crr1、 Crr2、 Crr3、 Crr4 および本

研究の対象である CRb の解析には、主に Hatakeyama et  al. (2004)の

分類に基づいた菌系を用いているが、残りの CRa、 CRc および CRk

については主に Will iams 法 (Wil l iams、 1966)によって区分された菌

系を用いているため、統一した見解を得ることは困難であった。しか

し、 2012 年、 Matsumoto et  al . (2012)による CRa、 CRc および CRk

の解析において、Hatakeyama et  al. (2004)の病原型判別品種「スーパ

ー CR ひろ黄」および「隆徳」が用いられたため、暫定的ではあるが、

既報すべての CR 遺伝子座と病原型との関係を推定することが可能に

なった。  

本研究の目的である病原型グループ 3 に対する抵抗性に言及すると、

Crr1、 Crr2 および Crr4 座は本グループに抵抗性を付与できず (松元

ら、2010 および未発表データ )、Crr3 座は抵抗性関係が明らかでない。

CRa 座は抵抗性、CRc 座は罹病性を示し、CRk 座は幅広い病原性の菌

に抵抗性を示すが、不完全優性として機能するため、ヘテロでは病原
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型グループ 3 に対して十分な抵抗性を発揮できない (Matsumoto et  al.  

2012)。これらの報告から、 Crr1 遺伝子と Crr2 遺伝子の集積では補

えない病原型グループ 3 に対する抵抗性に有用なのは、本研究で見出

した CRb 遺伝子か CRa 遺伝子のみであると考えられる。一方で、CRa

遺伝子と CRb 遺伝子は位置関係から同じ遺伝子か、極めて近傍に座乗

する遺伝子であると考えられている (Diederichsenet  a l .  2009) (図 2)。 

 前章までにおいて、CRb 遺伝子の正確な位置を決定し、本遺伝子の

極めて近傍に DNA マーカーを開発することができた。また、全ゲノ

ム配列の公開により、各 CR 遺伝子座に連鎖する DNA マーカーの位

置を相対的な遺伝距離 (組換え価 )ではなく、物理地図上における絶対

位置 (物理距離 )から比較することが可能になった。このため、本節で

は CRb 遺伝子と CRa 遺伝子の異同を、本研究および既報の結果を統

合して推察した。また、Crr3 座の病原型グループ 3 への抵抗応答を調

査し、 CRb 遺伝子と Crr3 遺伝子との間における抵抗性機能の相違を

検証した。  
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材料および方法  

CRb と CRa の位置関係を推察するため、第 1 章および第 2 章で供

試した「 CR 新黄」自殖 F2 個体、各 172 個体および 2,032 個体、計 2,204

個体において、CRa 最近傍マーカー SC2930(Matsumoto et  al.  2012)、

および、CRb 近傍マーカーを用いて遺伝子型を決定し、両者の遺伝子

型を比較した。また、 SC2930 のゲノム上の位置を特定するため、増

幅産物の塩基配列を決定し、BRAD データベースを用いてハクサイの

ゲノム配列情報と比較した。  

CRb 遺伝子と Crr3 遺伝子の抵抗性における機能の相違を調べるた

め、Crr3 遺伝子を保持する「 CR 信濃」(Hirai  et  al .  2004、Saito et  al.  

2006)の自殖 F2 個体 (n=11)を用いて、‘No.14 ’に対する抵抗性検定を行

った。各 F2 個体の Crr3 遺伝子型は OPC11-2S(Hirai  et  al.  2004)を用

いて決定した。  
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結果  

 CRa の最近傍マーカーである SC2930 の増幅産物の塩基配列を決定

し、BRAD のゲノム配列情報と照合した結果、連鎖群 A3 上の 24,780

～ 24,781 kb に位置することが明らかになり、SC2930 は本研究で開発

した CRb 連鎖マーカーの一つである KBrH129J18R とほぼ同じ位置

に座乗した (両マーカー間距離は 23 kb)  (図 9)。両マーカーの遺伝子型

が実際に共分離するかを調べるため、第 1 章で用いた 172 個体、およ

び第 2 章で得られた 92 の組換え体の「 CR 新黄」自殖 F2 集団におい

て、遺伝子型の分離を調べた。その結果、SC2930 および KBrH129J18R

の遺伝子型は全ての個体において一致し、両マーカー間で組換えが生

じている個体は認められなかった (図 10.A、 20 個体のみ結果を表示 )。

SC2930 および KBrH129J18R は第 2 章の高密度連鎖解析に用いた

TCR05 および KBrB091M11R の間に存在する  (図 8 および図 9)。そ

のため、TCR05 と KBrB091M11R の間で組換えが認められた 92 個体

(第 2 章参照 )において SC2930 および KBrH129J18R で組換えが生じ

ていなければ、組換え個体の選抜に用いた全 2,032 の F 2 個体において、

組換えが生じていないことを意味する。すなわち、第 1 章における 172

個体、および第 2 章における 2,032 個体を合計した、計 2,204 個の F2

個体において、 SC2930 および KBrH129J18R は共分離すると考えら

れる。  

一方、Crr3 遺伝子を保有する「 CR 信濃」自殖 F2 集団 (n=11)におい

て、 ‘No.14 ’を用いた根こぶ抵抗性検定を行った結果、すべての個体が

罹病 (DI=3.0)した (図 10.B)。これらの個体における Crr3 連鎖マーカ

ー (OPC11-2S)の遺伝子型を調べた結果、解析 F2 集団内で分離が認め

られ、抵抗性ホモ型を持つ個体が含まれていた。これに対し、 5 つの

CRb 近傍マーカー (KB59N05、KB59N03、B4701、B4732 および B0902)

は全ての個体で罹病性ホモ型を示した (図 10.B には B0902 のみを示し
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た )。以上の結果から、 Crr3 遺伝子は ‘No.14’への抵抗性に関与しない

ことが明らかになった。  
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考察  

 CRa および CRb は同じ遺伝子の可能性が示唆されていたが

(Diederichsen et  al.  2009)、両 CR 遺伝子座および連鎖マーカーの位

置関係の比較は行われてこなかった。本研究において、CRa 最近傍マ

ーカー SC2930(Matsumoto et  al .  2012)と CRb 近傍マーカー

KBrH129J18R は、ハクサイゲノム上のほぼ同じ位置に存在すること

を明らかにした (図 9)。また、 2,204 個からなる「 CR 新黄」自殖 F2

集団において、両マーカーの遺伝子型は共分離し、組換え体は認めら

れなかった (図 10.A)。 SC2930 は CRa から基部側 0.6 cM に座乗し

(Matsumoto et al .  2012)、 KBrH129J18R は CRb から同じく基部側

0.4 cM に座乗する (図 9)。CRa および CRb の連鎖地図は独立した実験

から得られた連鎖関係のため直接的な比較は行えないが、両 CR 遺伝

子座と連鎖マーカーの距離は同程度と推定される。  

 CRa の同定に用いられた菌系 ‘M85’は、近年、 Hatakeyama et  

al. (2004)の病原型判別品種「スーパー CR ひろ黄」および「隆徳」を

用いた接種検定が行われ (Matsumoto et al.  2012)、これら 2 品種に対

する抵抗性反応から、 ‘No.14’とほぼ同じ病原性であると考えられる。

さらに、 CRa を持つ「 T136-8」は抵抗性カブ「 ECD02」由来である

が、CRa は CRb の抵抗性由来の抵抗性カブ「 Gelria R」においても、

存在することが示唆されている (Matsumoto  et  a l .  2012)。「 T136-8」

および「 CR 新黄」はともに、病原型グループ 1 および 2 に罹病し、

グループ 3 および 4 に抵抗性を示す (Hatakeyama et  al .  2004、

Matsumoto et  al.  2012)。以上の点をまとめると、CRa および CRb の

関係において下記①～③の共通点が認められた。  

①  CRa 最近傍マーカーは CRb の近傍マーカーとほぼ同じゲノム上の

位置に存在する (図 9)。  

②  CRa および CRb 連鎖マーカーと各 CR 遺伝子座への距離は同程度

である (図 9)。  
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③  CRa および CRb の同定元である両抵抗性素材 (「 T136-8」および「 CR

新黄」 )は、多様な病原性の菌に対して同一の抵抗反応性を示す。  

これらのことから、 CRa と CRb は同一遺伝子や対立遺伝子、あるい

は極めて近い位置に存在する遺伝子と考えられる。  

 CRb は一遺伝子座による完全優性であることを明らかにしたが、

CRa と CRb がゲノム上、タンデムに位置する遺伝子の可能性もあり、

「 CR 新黄」が CRa 遺伝子を有しているかは明らかでない。また、CRa

は既存のいずれの CR 品種に利用されているかは明らかでなく、 CRa

の同定に用いられた「 T136-8」系統は Matsumoto et  al. (1998)によっ

て開発された独自の抵抗性素材のため、本研究では CRa の集団を解析

に用いることはできなかった。今後、両者の関係をより明確にするに

は、 CRa および CRb の遺伝子を単離し、両者の配列を比較する必要

がある。  

 一方、Crr3 遺伝子を保持する「 CR 信濃」の自殖 F2 集団は、‘No.14’

に全て罹病したことから、 Crr3 遺伝子は CRb 遺伝子とは異なり、病

原型グループ 3 に対する抵抗性に関与していないことが明らかになっ

た。また、Crr3 と CRk は、CRa と CRb の関係と同様に、同じ遺伝子

か否かが明らかになっていない (Diederichsen et  al .  2009)(図 2)。CRk

の由来である「 CR 歓呼」は既に市販されていないため本実験では解

析できなかったが、病原型グループ 3 の菌と同様の病原性を示す ‘M85’

に対して、抵抗性を示すことが報告されている (Matsumoto et  al .  

2012)。よって、Crr3 遺伝子と CRk 遺伝子は抵抗性を示す病原型グル

ープが異なることから、両者は互いに独立した遺伝子であることが明

らかになった。  

 本研究の結果および既報の報告 (Hatakeyama et  al .  2004、

Matsumoto et al.  2012)から、既報 8 つの CR 遺伝子座と病原性の異

なる 4 つの病原型グループとの対応関係が表 9 のように推定された。

CRa と CRb が異なる遺伝子であることを裏付けるデータは現在まで
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に得られておらず、グループ 3 の菌に抵抗性を付与できるのは、 CRa

遺伝子、 CRb 遺伝子および CRk 遺伝子であると推定される。さらに

菌の病原性と CR 遺伝子座の対応関係は、既存の CR 品種が保有する

CR 遺伝子の推定、新たな抵抗性品種の育成時における CR 遺伝子の選

択、MAS による CR 遺伝子の蓄積などにおいて有用な情報になると思

われる。  
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図 9. CRa  および CRｂ の座 乗 位 置 関 係  

（A）高 密 度 連 鎖 解 析 によって得 られた CRｂ遺 伝 子 の存 在 領 域  

（B）上 野 ら（2011）および Matsumoto et a l .（2012）の結 果 から推 定 され

る CRa 遺 伝 子 の存 在 領 域  

  （CRa 領 域 を挟 み込 むマーカーの配 列 情 報 は公 開 されていない） 

（C）連 鎖 群 A3 上 の CRb 近 傍 マーカーおよび CRa 最 近 傍 マーカー

SC2930 のゲノム位 置  

CRb  
CRa
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図 10.  CRa と CRb の遺 伝 子 型 の比 較 、ならびに Crr3 の‘No.14’に対 する

抵 抗 性  

   （A）「CR 新 黄 」自 殖 F2 集 団 における CRa および CRb 連 鎖 マーカーに

おける遺 伝 子 型  

SC2930-T-FW および SC2930-Q-FW はそれぞれ、抵 抗 性 、罹 病 性

ア レ ル を 検 出 し 、 両 者 で 検 出 さ れ た 個 体 は ヘ テ ロ 型 を 意 味 す る

（Matsumoto et  a l .  2012） 

（B）「CR 信 濃 」自 殖 F2 集 団 における‘No.14’菌 に対 する抵 抗 性 、およ

び Crr3 マーカー遺 伝 子 型 との関 係  

R：抵 抗 性 ホモ型 、S：罹 病 性 ホモ型 、H：ヘテロ型  
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第 2 節 既存のハクサイ品種におけるマーカー遺伝子型と病原型  

グループ 3 に対する抵抗性の関係  

 

緒論  

 既存の CR 品種の罹病化が認められる現在、複数の CR 遺伝子を集

積させ、多様な病原性の菌種に抵抗性を発揮する品種の育成が望まれ

ている。前節までにおいて、「はくさい中間母本農 9 号」が持つ Crr1

遺伝子および Crr2 遺伝子に加え、病原型グループ 3 に有効な CRb 遺

伝子を集積させることで、幅広い病原性の菌に対応可能であることを

示した (表 9)。  

 しかしながら、多数のハクサイ CR 品種が育成、利用されている現

在において、いずれの品種にどの CR 遺伝子が用いられているかは明

らかになっていない。前章において、CRb の詳細な位置を明らかにし、

CRb 近傍に複数のマーカーを開発した。これらのマーカーを用いるこ

とによって、CRb 遺伝子を持つ品種を高精度に識別することが可能だ

と考えられる。よって、本節では CRb に連鎖する各マーカーの遺伝子

型と病原型グループ 3 に対する抵抗性との関係について、既存の CR

品種および非抵抗性品種、合計約 100 品種以上を用いて調べた。また、

実用的な育種の観点から、 MAS を利用して罹病性品種に CRb 遺伝子

を導入し、病原型グループ 3 への抵抗性付与の可能性を考察した。  
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材料および方法  

 B.rapa に属するハクサイ、ツケナおよびカブにおける 51 の市販 CR

品種、54 の非抵抗性品種、および強度抵抗性素材である 3 種のヨーロ

ッパ飼料カブ (「 Gelia R」、「 Siloga」および「 Debra」 )、合計 108 品

種を用いた (表 10)。  

 各品種 8 個体において、病原型グループ 3 に属する ‘No.14 ’を用いた

抵抗性検定を第 1 章と同様の方法で行い、 8 個体の発病指数 (DI)の平

均を、各々の品種の発病指数とした。なお、 12 品種 (「黄ごころ 65」、

「 CR 黄健 65」、「優黄」、「萌黄」、「黄福 65」、「黄良好 70」、「黄月 77」、

「黄月 87」、「 CR 黄駒」、「 W-116」、「 Gelia R」および「 Siloga」 )の発

病指数は Hatakeyama et  al .  (2004)によって報告されている発病指数

を用いた。   

 遺伝子型は、各品種 8 個体から抽出した DNA を鋳型に、第 2 章で

開発した 11 個の CRb 近傍マーカーを用いて決定した (図 8 参照 )。各

DNA マーカーの精度および多品種に対する汎用性の指標として、多型

情報含有値 (Polymorphic  Information Contents  :PIC)およびマーカー

診断精度を算出した。第 1 章で示したように、CRb 遺伝子は優性であ

るためヘテロ型でも抵抗性を発揮する。そのため、各品種における表

現型 (抵抗性 )とマーカー遺伝子型との相関関係を調べ、 108 品種に対

する各マーカーの診断精度を下記の式によって算出した (Vidal et  al.  

2012)。  

 マーカー診断精度 (%)＝ (真陽性＋真陰性 )  /  108 ×  100 

真陽性：遺伝子型が抵抗性ホモ型、あるいはヘテロ型を示し、表現型

が抵抗性を示す品種 (数 )  

真陰性：遺伝子型が罹病性ホモ型を示し、表現型が罹病性を示す品種

(数 )  

(偽陽性、偽陰性を除いた合計値を総解析数で割った値 )  

一方、 PIC 値は Anderson et  al . (1993)の手法に基づいて算出した。
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結果  

 108 品種を用いて ‘No.14’に対して抵抗性検定を行った結果、50 品種

(46%)が抵抗性 (DI ≤  1.0)または部分抵抗性 (DI = 1.1～ 2.3)を示し、 58

品種 (54%)が罹病性 (DI＝ 3.0)を示した (表 11)。54 の非抵抗性品種は全

て罹病し、一方、 CR 品種では 54 品種中、 48 品種は抵抗性を示した

が、「はくさい中間母本農 9 号」を含む「黄皇 65」、「新世紀」、「 CR

大政」、「スーパー CR ひろ黄」および「 W-1116」の 6 品種は罹病した (表

11)。各品種の ‘No.14 ’に対する抵抗・罹病性関係と、CRb 近傍の 11 マ

ーカーの遺伝子型との関係から、 108 品種はおおまかに 5 つのカテゴ

リー (A、 B、 C、 D および E、表 11)に分類された。  

 

カテゴリー A：表現型が抵抗性であり、ほとんどのマーカー遺伝子型

が抵抗性ホモ型あるいはヘテロ型である品種。  

カテゴリー B：表現型が罹病性であり、ほとんどのマーカー遺伝子型

が罹病性ホモ型である品種。  

カテゴリー C：表現型は抵抗性だが、マーカー遺伝子型が罹病性ホモ

型とヘテロ型に、およそ 1:1 の比で混在する品種。  

カテゴリー D：表現型は抵抗性だが、ほとんどのマーカー遺伝子型が

罹病性ホモ型である品種。  

カテゴリー E：表現型は罹病性だが、ほとんどのマーカー遺伝子型が

抵抗性ホモ型、あるいはヘテロ型である品種。  

 

 カテゴリー A には 29 品種が、カテゴリー B には 53 品種が分類され、

両カテゴリーに属する計 82 品種 (76％ )は CRb 近傍マーカーの遺伝子

型と病原型グループ 3 に対する抵抗性反応と密接な相関間関係が認め

られた。他の 27 品種はカテゴリー C、D および E に、それぞれ 14、7、

および 5 品種が分類された。  
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 解析に用いた 108 品種に対する 11 マーカーの、 PIC 値は

0.28~0.82(平均 0.48)であり、診断精度は 66.1~99.1％ (平均 79.4％ )で

あった。特に、 B0902 は「黄ごころ 90」を除く全ての品種に対して、

遺伝子型と表現型 (抵抗性 )が一致し、高い診断精度を示した。  
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考察  

 CRb 近傍マーカーの遺伝子型と病原型グループ 3 の菌系 ‘No.14 ’に

対する抵抗性との関係において、解析した 108 品種中、76％を占める

82 品種 (カテゴリー A および B に属する品種 )において密接な相関関係

が認められた。この結果は、本研究で開発したマーカーを用いること

によって、 ‘No.14 ’に対する抵抗性および罹病性品種を、高精度に識別

できることを示唆する。また、カテゴリー A に属した 29 品種は表現

型が抵抗性であり、11 マーカーのうち 8 以上のマーカーにおいて遺伝

子型も抵抗性を示したことから、CRb 遺伝子を保持している可能性が

高いと考えられる。一方、カテゴリー B に属した 53 品種は表現型が

罹病性であり、ほとんどのマーカーにおいて遺伝子型も罹病性型を示

したため、 CRb 遺伝子を保持していないと考えられる。そのため、

MAS を利用してカテゴリー A に属する品種を抵抗性素材とし、カテゴ

リー B に属する罹病性品種に CRb 遺伝子を導入することで、抵抗性を

付与できると考えられる。また、カテゴリー B には、 CR 品種として

利用されている品種が 6 品種  (「はくさい中間母本農 9 号」、「黄皇 65」、

「新世紀」、「 CR 大政」、「スーパー CR ひろ黄」および「 W-1116」)  あ

ったが、グループ 3 の菌系に罹病したため、CRb 以外の CR 遺伝子座

を持っていると考えられる。 Crr1 遺伝子と Crr2 遺伝子をもつ「はく

さい中間母本農 9 号」に CRb 遺伝子を導入することによって、全ての

グループの菌系に対しての抵抗性が付与されているいることから (松

元ら、 2012)、これらの品種に CRb 遺伝子を導入することで、より幅

広い菌系に対して抵抗性を付与することが可能であると推定される。  

 一方、カテゴリー C、D および E に属する 26 品種においては、マー

カー遺伝子型と表現型との関係に矛盾が認められた。カテゴリー C に

属した 14 品種は抵抗性を示したが、マーカー遺伝子型は罹病性型と

ヘテロ型が混在した。このため、マーカー遺伝子型からこれらの品種

の抵抗性を推定することは困難であり、また抵抗性に関与しているの
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が CRb か他の CR 遺伝子であるかを明らかにするには、各品種の自殖

後代 (F2 世代 )において、抵抗性の分離様式を解析する必要がある。カ

テゴリー D に属した 7 品種は抵抗性を示したが、遺伝子型はほとんど

のマーカーで罹病性型であった。よって、これらの品種の抵抗性には

CRb 以外の CRa、CRk(表 9 参照 )が関与していると推察される。カテ

ゴリー E の 5 品種はほとんどのマーカー遺伝子型がヘテロ型または抵

抗性ホモ型であったが、表現型は罹病性であった。これら 5 品種はマ

ーカー遺伝子型から CRb のゲノム配列を持っている可能性が高いが、

偽遺伝子 (pseudogene)や機能喪失突然変異 ( loss-of- function 

mutation または null mutation)として、 CRb 遺伝子本来の抵抗性機

能を失っている可能性が挙げられる。この仮説が正しいとすれば、前

章で見出した 14 個の候補遺伝子について、 CRb 遺伝子として正常に

抵抗性を発揮する「 CR 新黄」(または「秋理想」)とこれら 5 品種の塩

基配列を比較し、変異箇所を特定することにより、CRb 遺伝子を特定

することができるかもしれない。また、カテゴリー B の罹病性品種と

異なり、これら 5 つの罹病性品種にはマーカー遺伝子型の重複から、

MAS によって正常に機能する CRb 遺伝子を導入し抵抗性を付与する

ことはできず、MAS を利用する育種において留意しなくてはならない。 

本節で用いた DNA マーカーはいずれも CRb の近傍に位置するため、

抵抗性と遺伝子型は密接な関係であり、抵抗性および罹病性品種は、

マーカー遺伝子型も抵抗性および罹病性型というように、単純かつ明

確に 2 つのカテゴリーに大別されることを推定していた。しかし、実

際には少なくとも 5 つのカテゴリーに分類され、品種間でのゲノム構

造は予想以上に複雑であることが示唆された。  

108 品種に対する 11 個のマーカー診断精度は平均で 79.4％を示し、

高精度に病原型グループ 3 に抵抗性の品種を識別できることを明らか

にした。特に B0902 は 1 品種 (「黄ごころ 90」)を除く全ての品種にお

いてマーカー遺伝子型と表現型が一致し、他のマーカーより高い診断
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精度を示した。本マーカーは KB059N07 および B1005 で挟まれた CRb

の推定座乗領域から 6.7 kb 離れているが (図 9)、 CRb 推定座乗領域内

に見出された 2 つの TIL-NBS-LRR 遺伝子の内、基部側の遺伝子近傍

に位置する。 B4701、 B4732 および  B1324 などのマーカーは、もう

一方の TIR-NBS-LRR 遺伝子近傍に位置するが、1bp あるいは 4bp の

挿入・欠失を検出する Indel マーカーであり (表 7、表 11 における「 CR

新黄」の遺伝子型を参照 )、このような Indel マーカーは SNP マーカ

ーと同様の性質を持つ (Jones et  al.  2007)。これに対し、B0902 は SSR

マーカーである。 Yang et al.  (2011)  は 154 のトウモロコシの交配系

統を材料に、SSR、SNP の遺伝的関連性を比較した結果、SSR マーカ

ーは SNP マーカーより PIC 値が高く、系統間の多型率も高いことを

報告している。実際、 B0902 マーカーの PIC 値は 0.51 であるのに対

し、上記の Indel マーカーの PIC 値は 0.28~0.38 と低い値を示し、Yang 

et  al. (2011)と同様の傾向が認められた。これらマーカー特性が B0902

の高い診断精度の要因の一つと推察される。また、B0902 は抵抗性型

と罹病性型の増幅断片長差が 80 bp 以上あるため、容易にアガロース

ゲルで判定可能であり (図 10.B 参照 )、実用的な面からも汎用性が高い。 

本節では、 CRb 近傍に開発したマーカー (特に B0902)は病原型グル

ープ 3 に対する抵抗性品種を高精度に識別できるとともに、MAS によ

って、従来 CRb 遺伝子を持たない罹病性品種に効率的に導入し、抵抗

性を付与することが可能であることを明らかにした。これらの知見は

抵抗性品種の選抜、ならびに新たな抵抗性品種の育成において重要な

役割を果たすと期待される。  
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表 10.  CRb 近 傍 マーカー遺 伝 子 型 と表 現 型 との相 関 関 係 の解 析 に用 いた

B.rapa 108 品 種  
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表 10.（続 き） 

a
 ＋;  各 種 苗 会 社 および研 究 所 の品 種 情 報 に抵 抗 性 の記 載 あり 

－;  記 載 なし  
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表 11.  B . rapa 108 品 種 における‘No.14’に対 する抵 抗 性 と CRb 近 傍

マーカー遺 伝 子 型 との相 関 関 係  
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表 11.  (続 き)  

a  
 R ,  抵 抗 性 ホモ型  (「CR 新 黄 」における抵 抗 性 アレルをホモに持 つ)  

 S ,  罹 病 性 型 （抵 抗 性 アレルを持 たない） H ,  ヘテロ型  

*は品 種 内 での遺 伝 子 型 が抵 抗 性 、罹 病 性 型 の分 離 が認 められることを示 す。 

b
   抵 抗 性 (- ;D I≤1 . 0 )、罹 病 性 （+ ;D I＝3 .0）および部 分 抵 抗 性 (D I＝1 .1～2 .3 )を示 す。 

    D I 値 が斜 体 の品 種 は、Hatakeyama  e t  a l .  ( 2 004 )の結 果 に基 づく。 

c
   「CR 新 黄 」における各 マーカーの遺 伝 子 型 を最 上 段 に示 し、下 線 は抵 抗 性 アレル 

を示 す。 
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総合考察  

 

根こぶ病はアブラナ科野菜全般に被害を及ぼしている難防除性の重

要病害であり、対策として多くの CR 品種が育成、栽培されてきた。

しかし、近年単一あるいは少数の抵抗性遺伝子支配と推定される CR

品種の罹病化が深刻な問題となっている。そのため、複数の CR 遺伝

子を集 積 さ せ た 新 た な 抵 抗性品 種の 育成が 求めら れて いる。 松元ら

(2010)は Crr1 遺伝子および Crr2 遺伝子を集積させた「はくさい中間

母本農 9 号」を育成し、本系統は病原型グループ 1、 2 および 4 に属

する複数の菌に抵抗性を示した。しかし、グループ 3 の菌には抵抗性

を発揮できなかった。本研究ではまず、 2 種の CR 品種「秋理想」と

「 CR 新黄」を用いて、グループ 3 の菌に抵抗性を示す遺伝子が CRb

遺伝子であることを明らかにした。ハクサイやキャベツにおける CR

遺伝子座の研究結果により、根こぶ病抵抗性は「作用力の異なる複数

の遺伝子支配」と「単一遺伝子支配」による 2 つの説が考えられてき

た。 Crr1 遺伝子や Crr2 遺伝子は前者に該当すると考えられており、

本研究において CRb 遺伝子は後者に属し作用力の大きい優性遺伝子

であることを明らかにした。ハクサイにおいては 8 つの CR 遺伝子座

が同定されているが、優性遺伝子と証明されているのは CRb 以外では

CRa(Hayashida et al.  2008)のみである。完全優性の遺伝形質は、 F1

種子化が進んだハクサイ等の野菜において、両親に導入する必要がな

いため育種上のメリットが大きい。さらに、本研究結果および既報の

報告から (表 9 参照 )、病原型グループ 3 の菌に強い抵抗性を示す CR

遺伝子座は CRa および CRb のみであることが明らかになり、本グル

ープの感染を防ぐ CR 遺伝子座として非常に有用であることを証明し

た。一方、両 CR 遺伝子座は抵抗性を発揮できる菌の範囲が病原型グ

ループ 3(および 4)に限られているため、より広範な菌系に抵抗性を発

揮 す る た め に は 他 の CR 遺 伝 子 座 を 集 積 す る 必 要 が あ る 。 松 元 ら



73 
 

(2012)は Crr1 遺伝子および Crr2 遺伝子をもつ「はくさい中間母本農

9 号」と、 CRb 遺伝子をもつ「秋理想」を育種素材とし、ハクサイ品

種「あきめき」を育成した。本品種はグループ 1～ 4 に属する菌すべ

てに対して強度抵抗性を示し CRb を含む Crr1、Crr2 の 3 つの CR 遺

伝子の集積効果が実証された。  

モデル植物のシロイヌナズナやイネの全塩基配列が解読されて以来、

多くの発生、生理、形質等のメカニズムが DNA レベルで明らかにさ

れてきている。各生物種のゲノムの解読は重要な研究目標である一方、

野菜や果樹など植物育種の対象となる種の数は膨大で、ゲノムサイズ

も大きいため、各種のゲノム解読は不可能と思われてきた。しかし、

近年の分子生物学手法の発展、特に 2007 年に発表された次世代シー

クエンスをはじめ、超高速 DNA シークエンサーの登場に伴い (服部正

平、2009)、ブドウ (Jaillon et  al.  2007)、キュウリ (Huang et al .  2009)、

メロン (Guo et al.  2012)、トマト (Sato et  al .  2012)など、全ゲノム解

読完了の報告が相次いでおり、今後も多岐にわたる種において、全ゲ

ノム塩基配列が明らかになると思われる。本研究は 2010 年から着手

したが、当時、ハクサイ (B.rapa)において全ゲノム解読は終了してお

らず、BrGSP から公開されている BAC 末端配列を基にした部分的な

ゲノム情報しか利用できなかった。第 1 章においては既報の CRb 選抜

マ ー カ ー よ り 近 傍 に 座 乗 し 、 CRb を 挟 み 込 む 2 つ の マ ー カ ー

(KBrH059N21F および KBrH129J18R)を開発したものの、当時のゲ

ノム情報からは CRb 遺伝子の単離に向けて、両マーカー間に詳細な

DNA マーカーを整備することは困難であった。しかし、ハクサイにお

いても 2011 年に全ゲノム配列が解読され (Wang et al .  2011)、マーカ

ー開発が加速度的に進展した。第 2 章では、ハクサイゲノム情報を利

用することで、 CRb 近傍に高密度の連鎖マーカーを効率的に開発し、

CRb 遺伝子が連鎖群 A3 上の 24,201～ 24,342 kb における約 140 kb

のゲノム領域に存在することを明らかにした。以上の結果は、CRb 遺
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伝子の単離およびマーカー選抜育種技術の開発に向けて、科学的、農

業的な双方の観点から重要な発見である。  

これまでに B. rapa では 8 つの CR 遺伝子座が報告されていたが、

CR 遺伝子の単離は報告されていなかった。最近 Crr1 遺伝子が畠山ら

(2010)によって単離され、 TIL-NBS-LRR の構造を持つ本遺伝子が病

原型グループ 4 の菌に抵抗性を示すことが明らかにされた。このこと

から、根こぶ病抵抗性に関与している遺伝子は NBS-LRR モチーフを

有している可能性が高い。本研究において明らかにした CRb の推定座

乗領域約 140 kb 内には、2 つの TIR-NBS-LRR 遺伝子が見出されてお

り、いずれかが CRb 遺伝子であると推察される。しかし、他の CR 遺

伝子も同様な構造を持つのか、あるいは全く異なる遺伝子構造を持つ

CR 遺伝子が存在するのかは興味深い点であり、今後、他の CR 遺伝子

の単離および機能解析が注目される。  

CRb が存在する連鎖群 A3 には他に 3 つの CR 遺伝子座が座乗して

おり、CRa と CRb、および Crr3 と CRk はそれぞれ同一あるいは近接

している遺伝子座と考えられていた (Diederichsen et  al .  2009)。これ

らは同定された QTL 領域の重複や DNA マーカーの連鎖関係などの相

対的な比較から推察された説であるが、全ゲノム情報が公開されたこ

とによりマーカーの配列や目的の遺伝子配列から、絶対的なゲノム上

の位置特定が可能になった。第 3 章では CRa の最近傍マーカーが CRb

の連鎖マーカーと同一ゲノム領域に存在することを見出し、CRa、CRb

の両マーカーは同じ F2 集団 (n=2,204)において完全に共分離した。こ

の結果から、 CRa と CRb は同一遺伝子や対立遺伝子、あるいは極め

て近傍に位置する遺伝子である可能性が高まった。本研究では CRb

遺伝子の単離には至っておらず、両者が同一遺伝子であることを証明

するためには、CRb として単離した遺伝子が、CRa 遺伝子と一致する

ことを検証する必要がある。また、本研究では Crr3 は ‘No.14’への抵

抗性に関与しないことを明らかにし、CRk は Matsumoto et  al. (2012)
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によって、病原型グループ 3 の菌と同様な病原性の菌に対して、不完

全優性 な が ら 抵 抗 性 を 発 揮する こと が報告 されて いる 。この ため、

Crr3 遺伝子と CRk 遺伝子は抵抗性機能の違いから、異なる遺伝子で

あると考えられる (表 9)。 Crr1 遺伝子の単離  (畠山ら、 2010)や CRb

遺伝子の単離が本研究で可能になったように、今後、根こぶ病抵抗性

のゲノム解明は、既存の連鎖地図情報から遺伝子本体への究明へと移

行することは必至であり、今まで明らかになっていなかった根こぶ病

抵抗性のメカニズムも、各 CR 遺伝子の詳細な機能解析により迅速に

解明されると思われる。  

 ハクサイ (非結球ハクサイであるツケナ等を含む )においては 150 以

上の品種が存在し、CR 品種だけでもその数は 50 を超える。根こぶ病

に侵された圃場が各生産地で認められるようになった現在、発生した

菌の病原性の把握 (病原型グループ 1～ 4)とともに、対応した CR 品種

の選択、栽培は非常に重要な課題となっている。しかし、各品種がい

ずれの病原性の菌に抵抗性であり、いずれの CR 遺伝子を持っている

かはほとんど明らかになっていなかった。本研究では病原型グループ

3 に属する ‘No.14 ’と CRb 遺伝子が対応することを明らかにした。さら

に、市販されている 108 品種について、‘No.14’に対する抵抗性反応と

CRb 近傍マーカー遺伝子型を調査し、CRb 遺伝子を持つと考えられる

品種を推定することが可能であることを示した。本研究のように特定

の病原性を持つ菌 (病原型グループ 3)に対する抵抗性、および遺伝子

型を網羅的に明らかにした研究は類を見ない。解析に用いたほとんど

の品種は市販されており、育種素材として根こぶ病抵抗性のみならず、

他の形質 (作型や食味形質など )が様々であり、選択的に利用可能であ

る。例えばハクサイは作型上、秋季から冬季の秋冬ハクサイとして 10

月～ 2 月に供給が集中する一方、 2 月以降においては供給量が著しく

低下する。しかし、 2 月～春先の需要は依然高く、販売単価も高くな

る。そのため抽台の遅い春ハクサイとして、近年、晩抽性品種の利用
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が拡大している。本研究では罹病性品種の大部分が、春ハクサイ向き

の晩抽性品種であった。本研究は栽培が増加しているこれら罹病性品

種に、 MAS によって CRb の効率的な導入を可能とし、現状のハクサ

イ生産に適合した育種において極めて有用であると考えられる。  

解析した CR 品種の内、ほとんどの品種は ‘No.14’に対して抵抗性を

示した。これら CR 品種の内、半数以上がマーカー遺伝子型と抵抗性

との相関から CRb を有している可能性が明らかになった。この結果は

CR 品種の育種の過程で CRb が広く普及してきたことが推定される。

有賀ら (2012)は 41 の CR 品種のうち、 32 品種が CRa を有しており、

既存の多数の CR 品種の抵抗性は CRa に基づいている可能性を報告し

ている。両 CR 遺伝子座は共に優性形質のため、表現型に基づく従来

育種の選抜方法において扱いやすく、その結果、根こぶ病抵抗性育種

の初期段階から永続的に用いられてきたと推察される。  

本研究で用いた Hatakeyama et al.  (2004)の菌の分類法において、

病原型グループ 4 からグループ 1 にかけて、既存品種に対しての宿主

範囲は広くなる傾向があり、グループ 1 の菌系は最も宿主範囲が広く、

既存の CR 品種のほとんどが発病する。 CRa および CRb はグループ

3(および 4)の宿主範囲の狭い菌系に対して、単一優性の強い抵抗性を

示すことから (表 9)、真性抵抗性とみなすことができる。真性抵抗性

と は 植 物 の R 遺 伝 子 と 、 病 原 菌 の 非 病 原 力 遺 伝 子 (avirulence 

gene :avr 遺伝子 )の組み合わせによって生じ (Dangl et  al.  2001)、 R

遺伝子の多くが、CRb の候補遺伝子で見出された NBS-LRR モチーフ

を有していることが明らかになっている。真性抵抗性は発病を完全に

阻止する強い抵抗性を発揮する反面、抵抗性スペクトラムが狭く、avr

遺伝子の変異によって抵抗性が崩壊しやすいなどの問題点がある。そ

のため抵抗性品種の育成には抵抗性の崩壊が起こりにくい R 遺伝子の

利用が望ましい。崩壊しにくい R 遺伝子とは、ある avr 遺伝子の変異

が病原菌の生存にとって負の要因となるとき、対応する R 遺伝子は崩
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壊しにくいことが示唆されている (Vera et al .  2000)。植物側の抵抗性

解明は CR 遺伝子の単離をはじめとし、急速に進歩しているが、病原

体側における病原性遺伝子のメカニズムなどは依然として未解明のま

まである。本研究では見い出せなかった既存の CR 品種の抵抗性崩壊

の原因を解明するため、また、持続性の高い抵抗性品種の育種のため

にも、根こぶ病菌の avr 遺伝子を解明し、 CR 遺伝子との相互関係を

明らかにすることが必須であると考えられる。  

 開発した CRb 近傍のマーカーは同種内 (品種間 )でも多型頻度が高い

ため、ナバナ (B.rapa)の抵抗性育種の選抜手段として用いられている

(押切ら、2012)。また、野菜茶業研究所ではキャベツ (B.oleracea)にお

ける優性の CR 遺伝子と CRb 遺伝子との関連性を調べる一つの手法と

して、開発したマーカーが利用されている。このように、本研究で開

発したマーカーはハクサイをはじめとした B.rapa のみだけでなく他

の Brassica 属にも種を超えて適用可能であり、ブロッコリーやキャベ

ツをはじめ、根こぶ病被害が拡大している他の Brassica 属の野菜の育

種にも貢献すると思われる。  
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摘要  

 

根こぶ病は、土壌微生物 Plasmodiophora brassicae によって引き

起こされる土壌伝染性の難防除病害であり、アブラナ科野菜全般にお

いて深刻な被害を及ぼしている。農薬による環境負荷の軽減、消費者

の安全志向の高まり、生産コストの削減の観点などから、根こぶ病抵

抗性 (Clubroot Resistance :CR)品種は有用な防除手段の一つとなって

おり、アブラナ科野菜において 100 以上の CR 品種が育成されてきた。

しかし、近年、菌の病原性の多様化に伴い、ハクサイにおいては既存

の CR 品種の罹病化が問題になっている。そのため、菌の病原性と宿

主の抵抗性因子との関係の解明、ならびに、より広範な菌系に対応で

きる高度抵抗性品種の育成が課題となっている。根こぶ病菌の病原性

の分類の一つとして、4 つの病原型グループ (グループ 1~4)に大別でき

ることが報告されており、抵抗性因子としては 8 つの CR 遺伝子座、

Crr1、 Crr2、 Crr3、 Crr4、 CRa、 CRb、 CRc および CRk、が報告さ

れている。Crr1 および Crr2 を集積させた「はくさい中間母本農 9 号」

は、病原型グループ 1,  2 および 4 に属する根こぶ病菌系に対して強度

抵抗性を示したが、グループ 3 に属する菌系に対しては抵抗性を発揮

できない。本論文は病原型グループ 3 に対応する根こぶ病抵抗性遺伝

子座の解明と、本遺伝子のゲノム上の存在領域の特定、ならびに、既

存のハクサイ品種における当該 CR 遺伝子座の分布、近傍に位置する

DNA マーカーの育種上の有効性について検証したものである。  

病原型グループ 3 に属する ‘No.14 ’に対して抵抗性を有する F1 品種

「秋理想」の自殖 F 2 集団 (n=189)を用いて接種検定を行った結果、抵

抗性と罹病性の個体がほぼ 3:1 の比に分離し、「秋理想」の抵抗性は優

性の一遺伝子支配であることが明らかになった。本遺伝子と既報の上

記 8 つの CR 遺伝子座との異同を調べるため、各 CR 遺伝子座と連鎖

する DNA マーカーを用いて抵抗性と遺伝子型との比較を行った。そ
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の結果、 F2 個体の抵抗性は CRb 連鎖マーカーと穏やかな相関が認め

られ、「秋理想」の有する抵抗性は CRb に連鎖することが推定された。

CRb は 2004 年に F 1 品種「 CR 新黄」が持つ CR 遺伝子座として同定

された。「秋理想」の CR 遺伝子座と「 CR 新黄」の CRb における詳細

な座乗関係を調べるため、両品種において共通の DNA マーカーを開

発し、 CRb 周辺の部分連鎖地図を構築、比較した。その結果、両 CR

遺伝子座および DNA マーカーの座乗位置関係は酷似していた。また、

「 CR 新黄」自殖 F2 集団 (n=172)において ‘No.14’を用いた抵抗性検定

を行った結果、「秋理想」とほぼ同じ抵抗性分離様式を示した。以上の

結果から、「秋理想」の有する病原型グループ 3 に有用な CR 遺伝子座

は CRb である可能性を明らかにした。  

根こぶ病の抵抗性メカニズムの解明には、 CR 遺伝子の機能を明ら

かにする必要がある。CRb 遺伝子は新たに開発した KBrH059N21F お

よび KBrH129J18R の両マーカーに挟まれた領域に座乗し、各マーカ

ーと CRb の遺伝距離はそれぞれ 0.2 および 0.4 cM であった。 CRb の

ゲノム上の詳細な位置を特定するため、両マーカー間に 28 個の高密

度 DNA マーカー (マーカー間の平均距離は 20.4 kb)を開発し、「 CR

新黄」自殖 F2 集団 2,032 個体を用いて、高密度連鎖地図を構築した。

その結果、CRb 遺伝子は KB59N07 および B1005 のマーカーに挟まれ

た約 140 kb のゲノム領域に存在することを明らかにした。本領域に

はゲノム配列から 14 個の遺伝子が存在すると推定され、その中には

病害抵抗性遺伝子に相同性を示す R 遺伝子が含まれていた。これらの

結果は、既報の CRb 遺伝子の位置情報を覆す正確な CRb 遺伝子の位

置、および存在ゲノム領域を明らかにし、抵抗性候補遺伝子から CRb

遺伝子の機能推察を可能にするものである。  

既存のハクサイ品種において、病原型グループ 3 に対する抵抗性遺

伝子の有無に関する知見はほとんど無く、複数の菌系に抵抗性を持つ

品種を育成するには CR 品種が持つ遺伝子の種類の推定とマーカー遺
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伝子型との関係を明らかにすることは極めて重要である。CRb 近傍領

域の 11 個のマーカーの遺伝子型と ‘No.14’に対する抵抗性との関係を、

既存の 54 の CR 品種および 54 の非 CR 品種、計 108 品種を用いて調

べた。その結果、 82 品種 (76％ )において CRb 近傍のマーカー遺伝子

型と ‘No.14’に対する抵抗性・罹病性反応との間には密接な相関関係が

認められた。また各マーカーの診断精度は 69%～ 99%(平均 79.4%)と

高い値を示した。これらの結果から、本論文で開発したマーカーを用

いることによって  ‘No.14’に対する抵抗性の個体 (品種 )を高精度で選

抜できるだけでなく、マーカー選抜技術 (MAS)により CRb を保持する

と推定される抵抗性品種を素材とし、罹病性品種に抵抗性を付与する

ことが可能になった。  

本研究により、病原型グループ 3 に有用な抵抗性遺伝子が CRb 遺伝

子であることを見出し、本遺伝子の存在する詳細なゲノム領域を明ら

かにした。これらゲノム情報および高密度の連鎖マーカーは CRb 遺伝

子の単離に有用であるだけでなく、抵抗性品種の選抜や抵抗性遺伝子

の集積による新たな抵抗性品種の育種においても有用であり、本研究

は基礎的、応用的研究の双方において、遺伝学の発展に大きく貢献す

ると思われる。  
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