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CleavedAmplifiedPolymorphicSequences(CAPS)マ ー カ ー に よ る
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要 約

優性単一遺伝子Rッ α4gは 植物病害 に対 して非常に強い効果 を持っ ことが知 られてお り、多様 な ジャガ

イモ品種及 び育種系統 においてRyαd8に 連鎖 す ることを利用 したCAPSマ ーカ ーが作成 され た。 この

分子 マ ーカーは特定 の ジャガイモ品種及 び育種系統だけでな く、多 くの ジ ャガ イモ品種 及 び育種 系統 へ

適 用で きることが望 ま しい。 そ こで、 それ らの汎用性 を確認 す るため に本 実験 を行 った。 また、CAPS

マ ーカーを よ り簡易化す る試 みを行 い、 プロ トコールAと それを簡易化 させた プロ トコールBで 実験 を

行 った。 プロ トコールAで はCAPSマ ー一カーとPVY一 抵抗性 の品種及 び育種系統で高 い相関関係が得 ら

れた。 しか し、 プ ロ トコールBで は十分 な再現性が得 られない結果 とな った。 よ って、 プ ロ トコー ルA

を用 いて、PVY一 抵 抗性選抜 のCAPSマ ーカーに適用可能であ ると考 え られた。

緒 言

植物 病害抵抗性 につ いて

植物抵抗性 の遺伝学的基礎 の確証か ら90年 が経 った(Hammond-Kosacke`α 乙1997)。 それ以 来、

抵 抗性遺伝子(以 下R=resistance遺 伝子)は 、歴史 的に育種上重要 な形質で あり、"耐 病性"育 種 に

よ り、世界 中で食料増産 を安定的 に供給す ることに貢献 して きた。 植物病 害 は収穫 損失10億 ドルを もた

らし、 またその損失 は人 々に厳 しい影響 を与えてい る(Bent1996)。 その ため、 作 物種 の植 物防 御 を行

う必要性が あ り、植物病害 の コン トロールにR遺 伝子 を用 い る方法 が以前か らと られて きた。 用 い る利

点 と して、R遺 伝子 は単一遺伝子座 と して働 くので簡単 な戻 し交雑で栽 培系統 に組 み入 れ が可能 で あ る

ことや、 い ったんR遺 伝子 が栽培種 の中 に存在すれば、本来 の病害 コン トロールや栽培 者 に よ る農薬 散

布 よ りも安価 で済 む とい うことなどが挙 げ られ る。 しか し、欠点 として、R遺 伝子 は非 常 に特 異 的 で あ

るため、病原菌 がavr遺 伝子(非 病原性遺伝子)に 変異 を起 こす と簡単 に抵抗 性 が破 られ る とい う問 題

を抱え ている(Bakerα α♂,1997;Martin1996)。

一 方、 植物R遺 伝子 は60年 以上 の間使 用 され続 け、病 害農 業 システ ムにお いて効果 を 示 して き た

(Bent1996)。 それ らの知見 を もとに して改変 された植物R遺 伝子 はおそ ら く将来 の植 物防 御 にお いて

中心的 な役割 を果た し続 け るだ ろ うと考 え られて い る。 また、 経済 的重要 性 に加 えて、R遺 伝子 は、

P/ant-microbe相 互作用 に関す る基礎的な生物学 の分野 を理解す るための新 しい開拓 を ももた ら して い

る(Martin1996)。

最近 の研究 によ って、 植物R遺 伝子 のい くっか の構造が明 らかにな り、 それ らの遺伝 子 間 に高 い相 似

性が発見 された(Hammond-Kosackθ`α 」.1997)。 そ してR遺 伝子 には、(a)植 物 にお いて.Aひr遺 伝

子特異的病原菌分子 の発見 を可能 にす る とい うこと、(b)植 物防御 を活 性化 させ るた めの シグナ ル認 識

を始 める とい うこと、(c)新 しいR遺 伝子特異性 をすばや く発達 させ るための能 力が あ る とい うこ とな
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どが推定 された(Bent1996,Hammond-Kosackε`α ♂.1997)。

以上 の能力 を発 見、推定 す るためには植物R遺 伝子の単離が必要 であ った。だが、cDNAラ イブラリー

のdifferentialscreening、 抗体 を持っ発現 ライブラ リーのス ク リー一ニ ングによって導かれた タンパ クの

精製、他 の種 由来 の単離 された遺伝子 の相 同性 を もとに した単離 などの技術 は、 植物R遺 伝子 の単 離 に

成功 しなか った。 そのかわ り、 目的 とす る遺伝子産物の知識を必要 と しない新 しい戦 略 が開発 、 適 用 さ

れた。す なわち、1)抵 抗性 に関係す る リガ ン ドと結合 した タンパ クの単離、2)ラ ンダムcDNAや ゲ

ノム クロー ンを使 った機能 的な相補性、3)endogenousやheterologousト ランスポゾンシステムを使 っ

た トランスポ ゾンタギ ング、4)遺 伝的連 鎖解 析 を もとに したchromosomewalkingで あ る(Martin

1996)。

以上 のよ うな方 法を用いたR遺 伝子 の単離 によ って、R遺 伝子が コー ドした タ ンパ ク質 の構造 機能 解

析 や他 のR遺 伝子 の単離、防御 シグナル形質導入経路 の概念 に関係 した機能の特定、 植 物体 を改良 した

病害抵抗性 の研究 が活発 に行 われている(Barkerθ`認.1997,Bent1996)。

さ らにR遺 伝子産物 の4つ の種類が、防御 メカニズムの相 同な領域 を活性化す るとい うことを明 らか

にな って きた。 それによってR遺 伝子産物 は、以下 に示 した4っ の主要 なクラスに分類 された(Hammond-

Kosack就 α」.1997)。 これ らは、LZ(ロ イシ ンジ ッパー),NBS(ヌ ク レオチ ド結合 部位),LRR(ロ

イ シン リッチ リピー ト),TIR(Toll-IL-1R相 同性領域),TM(ト ランスメ ンブ レン ドメイ ン)(Baker

ε乙α♂.1997)で あ る。

〈 ク ラス1(NBS-LRR)〉

この ク ラスの タンパ ク質 は、C末 端側 に不完全 なLRR(ロ イシン リッチ リピー ト)を 持 ち、N末 端側

にNBS(ヌ ク レオチ ド結 合部位)を 持 っている。NBSはATPase,GTPase(単 量体Gタ ンパ クを含む)

な どに見 られ る タイプで、Pル ープを含 む3っ のモチーフか ら構成 されている。

〈 クラスH(プ ロテイ ンキナーゼ)〉

セ リン/ス レオニ ンキナーゼと しての ドメインを持 ってお り、 ミリスチル基 を通 して膜 に ア ンカー さ

れてい ると想像 されて いる。

〈 クラス皿(細 胞外LRRを もつ膜 タンパ ク質)〉

この クラスは、 ク ラス皿、Xα21のC末 端 プロテイ ンキナー ゼ ドメイ ンが、 短 いア ミノ酸配 列 で書 き

換 え られた ような構造 を持 って いる。

<ク ラスIV(レ セプ タープロテインキナーゼ様 タンパ ク質)>

N末 端 に シグナル配列 を持 ち、LRRを 含 む領域、transmembraneと 予測 され る領域 、 プ ロテ イ ンキ

ナーゼ ドメイ ンと続 いて いることか ら、 レセプ ターキナーゼ様 の構造 を持 って いる と推 定 され て い る。

(片桐1997)

PVYに 対す る抵抗性 につ いて

PVY(potatoYpotyvirus)は 、 ジャガイモの収量 を平均20%近 くも低下 させ る主 要 な ウ イル スで

ある(Hooker1981)。 これ らのよ うなウイルス病や病 害によ る被害 は ジャガイモ生産 に とって深刻 な問

題で ある。一方、 ジャガイモの近縁Solanum属 内 には、200種 類近 くの野生種 が存 在 して お り、 ウイル

スや ウイ ロイ ドに対 す る抵抗性 など既存 の栽培種に はない優 れ た有用形 質 の存在 が分 か って い る(Ross

1986,Watanabeε 孟α♂.1995)。

PVY抵 抗性遺 伝子 は多様なバ レイシ ョ近縁種で見っ け られてい る(Hinrichsθ 診α♂.1998,渡 邉1999)。

そ のな かで も、 高 度抵抗 性遺 伝子Rッ α48は 本研究 グル ー プ らに よ って 様 々 な知 見 が 得 られ て い る



(Kasaie`α ♂.1999,Shiranitaε 診α♂.1999,渡 邉1999)。 詳 細 はCAPSマ ー カ ー と の 関 連 で 以 下 に 述

べ る。

分子 マー カー につ いて

上述 した技 術 によって、野生 種の有用形質 の利用が増加 して いき、有 用 な形 質 を持 った雑 種 や後 代 の

作成 が早期 にで きるようにな って いる。 これ らの知見の発展 に伴い、 目的遺 伝子 の モ ニ タ リングのた め

分 子 生 物 学 的技 術 を 用 いてRFLP(RestrictionFragmentLengthPolymorphism)やRAPDs

(RandamlyAmplifiedPolymorphicDNAs)な どの分子 マーカーの探索が盛ん に行 われて きた(Karp

e診α♂.1997,Watanabe1994)。

RFLP分 析 やRAPD分 析 は、 ある目的遺伝子 と連鎖 している分子 マーカーを探す ものであ り、 目的遺

伝子 を探索 す る第一段階であ る。 この技術 によ って目的遺伝子 と非常 に近 い距離 で連鎖 している分子マー

カーが見っかれば、 この分子マー カーを使 い、 目的遺伝子の有無をDNAレ ベルで調べ る ことが で きる。

これ は、植 物の表現型の観察や アイソザ イム ・タンパ ク質の分 析によ る間接 的な分 析 に比 べ 、 正確 か っ

早期 に遺 伝子型 を決定す ることがで きる(Watanabe2`α ご.1994)。 この結果、有用形質 の選 抜 が容 易 に

で きるようにな る。 そ して、分子 マーカーを見っけることによ り連 鎖 して い る 目的遺 伝子 の周 囲 の情 報

が得 られ るため、R遺 伝子 の配列 を調べ る手がか りになる と考 え られて い る。R遺 伝 子 の配 列 が決定 す

れば、 この遺伝子 を持 たな い植物 に導入 す ることによ り、人間や環 境 に有用 な形 質転換 植物 の作 出が可

能 とな るだ ろ う。

CAPSマ ーカーにつ いて

CAPS(CleavedAmplifiedPolymorphicSequences)はPVY抵 抗性育種 に関 しては遺伝 的バ ック

グラウ ン ドや倍数性 レベルに関係な くジャガイモにおいて重要 な特 性 を選択 す るこ とがで きる初 めて の

PCR-basedマ ーカーである。本実験で はRyαdgと 連鎖 したマーカーと してSorriε6α 」。(1999)に よっ

て開発 されたCAPSマ ーカーについてのみ述 べる。

この マ ーカ ーが開発 され た要 因 に プ ライ マー とな るDNA断 片の発 見 があ る。Hamalainen就 α♂.

(1997,1998)に よ り」兜ッα4gと 共分離 す る2X(V-2)7由 来のPCR産 物 が得 られ、ResistanceGene

Like(RGL)断 片 と名付 け られた。 さらに、 プ ライマーの組 み合 わせ か らADG1,ADG2,ADG3

とい う3っ の断片 に分類 された。 それ ら3っ のPCR産 物の ヌク レオチ ド配列 には、47-79%の 同一性 が

あ ることも発見 され た(Hamalainenθ 乙α♂.1998)。

その後、他 の ジャガイモ系統 か らLeister就 α♂,(1996)に よって増幅 されたRGL断 片 と2X(V-2)

7か らPCRに よって増幅 されたRGL断 片 は、非常 に高い相 同性(91-98%の 相 同性)が ある とわか り、

2つ のNBSを 含んだタバコのN遺 伝子に相当する領域 と全 く相同であ った と報告 されている(Hamalainen

θ6α♂.1998)o

RGL断 片 の うちADG1とADG2は 、PVY一 抵抗性 の親系統であ る2X(V-2)7と 感受 性 の親 系統

であ る84.194.30の 交 雑 により生 み出され た二倍体マ ッピングポ ピュ レー シ ョンにお いてRッ αd8と 共

分離す る(Hamalainene`α 乙1998)。2X(V-2)7と84.194.30と の両方 で増 幅 され たADG2断 片

は同 じサ イズ(310bp,プ ライマー配列 は含 まない)で 、11ヌ クレオチ ドの違 いを含んでいることが分か っ

た(sorri就 α♂.1999)。 両 断片 の配列解析 の結果、84.194.30由 来 のADG2断 片内 には、、Bbひ1制 限

酵素認識部位 があ り、2X(V-2)7由 来 のADG2断 片内 には、その制 限酵素 認識 部位 中 に一 塩基 の違

いがあ ることが発見 された。 っま り、PVY一 感受性系統 由来のADG2断 片 は制限 酵素B切1に よ って



切 断 され、PVY。 抵抗 性系統由来のADG2断 片 は切断 されない とい う特性 である。 この発 見 を利 用 して

CAPSマ ーカーが開発 された(Sorrieε α`.1999)。

CAPSマ ーカ・一を用 い る利点 と して、技術的 に容易であ り、必要 なDNAの 量 がRFLP解 析 に比 べ と

て も少 な くて済 む という点が挙げ られ る。 また、.Bω1の よ うな高価 な制限酵素 を用 いて もRFLP解 析

の半分 の コス トで行 うことがで きるとい う点(Sorriε6磁1999)も 魅力 的であ る。 本研 究で は、Sorri

ε6α乙(1999)がCAPS解 析 に用 いた植物材料 を含 む多様 なジ ャガイモ育種 系統 及 び品種 を材 料 と して

本CAPSマ ーカーの汎 用性 を確認 した。 また、Sorriε`α 乙(1999)が 用 いた プ ロ トコー ルを さ らに簡

易化 したプ ロ トコールによ る汎用性確認調査 の結果 につ いて も合わせて報告す る。

材料お よび方法

植物DNAの 抽 出法

植物体 のゲ ノムDNA抽 出法 にはCTAB法(DoyleandDoyle1987)を 修正 した方法(Hamalainen

窃 α乙1997)を 用 いた。

2-1.プ ロ ト コ ー ルAに よ るCAPS

プ ロ ト コ ー ルAはSorriε ε α乙(1999)の オ リ ジ ナ ル で あ り、 プ ロ トコ ー ルBは プ ロ トコ ー ルAを 簡

易 化 さ せ た も の で あ る 。

鋳 型 の 植 物DNA50ng/μ1に 対 して 反 応 混 合 液 はdH20(蒸 留 水 を オ ー トク レ ー プ した も の)34.3μ1、

10XPCR一 バ ッ フ ァー5.0μ 正、2mMdNTP(ATGC)2.5μ1、25mMMgC123.0μ1、6.25μMprimer

(ADG2forward)2.0μ1、6.25μMprimer(ADG2reverse)2.0μ1、AmpliTaqGoldTMO.2μ1

(5unit/μ1)と し、 鋳 型DNA1μ1(50ng/μ1)を 加 え 、 計50μ1と し た 。 サ ー マ ル サ イ ク ラ ー は

{PTC-100TMProgrammableThermalController(MJResearch,工nc.USA)}を 使 用 し た 。 表1に

PCRの プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。

preheating

denaturation

annealing

extention

final extention

工タノール沈殿

PCR産 物 の水溶 液の体積 を見積 もり、 その1/10倍 量の3M酢 酸 ナ トリウムを加 え て混ぜ 、99%工

タノールをPCR産 物の水溶液の2.5倍 量加 え、均一 にな るまで よ く混ぜ、 室 温 で約20分 間 静置 した。 室

温 で12,000rpmXg、10分 間遠心 し、核酸 の沈殿 を確認 して上清 みをキム タオル に捨 て、70%エ タノー

ルを1ml加 えてチ ュー ブの中身 を軽 く混ぜ、12,000rpmXgで2分 間遠心 し、上 清みを捨 て、 ク リー ン

ベ ンチ又 は ドラフ ト内で乾燥 させた。TEを6μ1加 え、一 晩冷蔵庫(4℃)で 沈殿物 を溶 か した。



濃度確認 のための電気泳動

工タノール沈殿後 のPCR産 物6μ1か ら1μ1取 り、PCR産 物の濃度確認 を行 った。 泳動 は アガ ロー

スゲル2.0%で 、LOXTAEバ ッファー、50V、1.5時 間で行 った。

制 限 酵 素 処 理

確 認 し たPCR産 物 を10ng/μ1程 度 に 濃 度 調 整 し、 計50ngを 制 限 酵 素Bs評11(Promega,USA)

で 処 理 し た 。Bsε711は 、8切1の ア イ ソ シ ゾ マ ー で あ り、 同 一 の 認 識 部 位 を 持 っ 制 限 酵 素 で あ る 。 反 応

混 合 液 はdH203.78μ1、10Xバ ッ フ ァ ー1μ1、10XBSA(BovineSerumAlbuminAcetylated;

10mg/m1)0.2μ1、B鉱7110、12μ1(0.6unit)で 、Bs`711以 外 は 、1.5mlチ ュ ー ブ の な か で 混 合 液

を 作 り 、0.5mlチ ェ ー ブ に5μ1ず っ 分 注 し て か らPCR産 物 を 加 え て 計10μ1に し た 後 、50℃ で3時 間

イ ン キ ュ ベ ー ト し た。

電気泳動

制限酵素 処理 した後の反応液10μ1にBluejuiceを5μ1を 加 え制限酵素 処理後の結 果確認 を行 った。

電気泳動 は、ア ガロースゲル4.0%で 、1.OXTAEバ ッファー、50V、2時 間で行 った。EtBr染 色30分

間、脱染色10分 間の後、UVト ランスイル ミネーターで写真 を撮 り、 確認 した。 この と きの バ ン ドのサ

イズ と濃度 確認 には50ngの 分子量 マーカーXIVを 用いた。

プ ロ トコールAの 判定基準

完全長 のADG2マ ーカーバ ン ド(以 下RYCAP355)が 存在す るか、 また は、切断 され たバ ン ド(以

下RYCAP280)よ り濃 くRYCAP355が 存在す る場合 は抵抗性 と見 な した。RYCAP355よ りRYCAP

280が 濃 く存在す る場合 は感受 性 と見な した(図1)。

プロ トコールA プ ロ ト]一 ルB

図1制 限 酸 素 処 理 後 のCAPSマ ー カ ー バ ン ドの 様 子

A;355bp,B;280bp,C;75bp,R;抵 抗 性,S;感 受 性



2-2,プ ロ トコールBに よるCAPS

PCRの カクテル調 整 はプロ トコールAと 同様で ある。 プロフ ァイルは表2に 示 す。

表2プ ロ ト コ ー ルBのPCRプ ロ フ ァ イ ル

preheating

 denaturation

annealing

extention

final extention

制 限酵素 処理お よび電気泳働

合計30μ1の 反応溶液 になるよ うにPCR産 物を精 製せずにそのまま20μ1を 反応混合液dH207.0μ1、

10Xバ ッフ ァー2.0μ1、10XBSA(BovineSerumAlbuminAcetylated;10mg/10ml)1.0μ1、Bst

711LOμ1(1,25unit)に 加えて反応 させた。 その他 は、 プ ロ トコールAと 同様 であ る。

制 限酵素 処理 した後の反応液30μ1にBluejuiceを5μ1入 加 え、 その中か ら20μ1を 用 いて、 アガロー

スゲル4。0%、1,0TAEバ ッフ ァー、50V、2時 間で泳動を行 った。 その他 は、 プ ロ トコールAと 同 様 で

あ る。

プロトコールBの 判定基準

RYCAP355の みが存在する場合を抵抗性と見な し、それ以外は感受性 と見な した(図1)。

結果 および考察

DNA濃 度調整 とRNase処 理 につ いて

PCRに 用い るDNA濃 度 は50ngを 基準 と し、 濃度調整 を行 った。だが、実際 は50～100ngの 間 で あ

れ ばバ ン ドの増 幅 には問題 なか った。DNA抽 出後 の クオ リテ ィーチ ェ ックで多量 のRNAが 見 られ た場

合 にのみRNase処 理 を行 ったが、行 わな くて もバ ンドの増幅 に問題 はなか った。

制限酵素処理条件 について

条件設定 のために酵素濃度、処理時間、サ ンプル量 を変 えた方法 を行 った。 プロ トコールA(以 下A)

とプ ロ トコールB(以 下B)に おいて酵素処理濃度 を0.6unit、125unit、5unitの3つ に設定 した。 オ

リジナルでは0.6unitと 設定 されて いたので、0.6unitを 採用 した。Bで は エ タ ノール沈殿 によ るバ ッ

フ ァー・交換 の過程 を省略 したので高 めの制限酵素処理 濃度1.25unitと5unitを 設 定 したが どち らの場 合

も大 きな差 は見 られ なか った。

次 に処理 時間を長 くすれば切断で きるのではないかと考 え、制限酵 素処理 時 間 を1時 間、3時 間 、6

時 間、24時 間の4つ に設定 した。AもBも 処理時間が長 くな るにつれ てPCR産 物 は ス メアー にな って

しまい、24時 間処 理で はバ ン ドの判別 が不可能 とな った。 これ は3っ の酵素 濃度 のど の条 件 に おい て も

同 じ結果 が得 られた。



最後 にAで はPCR産 物濃度を調整(50ng/μ1、100ng/μ1、200ng/μ1)し 、Bで はPCR産 物

量 を変 えた場 合(10μ1、20μ1、30μ1)の 実験 を行 った。Aに おいては50ng/μ1を 超 え る と切 れ の こ

りが目立 ち正 しい判定 を行 うことが困難 とな った。Bに おいては10μ1で は薄す ぎてバ ンドの有 無 を判 別

す る ことが不可能 であ り、30μ1で は判別可能であ るが濃す ぎるよ うである。以上 の結果 に基 づ き、Aで

は2-5-4.Bで は2-6-2.に 記 した条件設定で制限酵素処理 を行 った。

CAPSマ ーカーによる抵抗性品種 と感受性品種の判別 にっいて

当初、切 断 された断片(以 下RYCAP280)が 存在 した場合を感受性 と見な してい たが、7XY.1,A

A-3等 のRッ αdgを 有 す る系統 において も完全長断片(以 下RYCAP355)と 共 にRYCAP280が 検 出 さ

れ たため、図1に 示 した ようにRYCAP355が 存在す る場合を抵抗性 と見 なすよ うに評価方法 を変更 した。

い くっ かの感受性系統 においてRYCAP355が 検 出され たが、RYCAP355とRYCAP280と の比率 にお

いて抵抗性 と感受性 との間に は明 らかな相違 が認 め られ、本判別方 法 に よ り抵抗 性及 び感 受性 の判 定 を

す る ことが可能 であ ると考 えた(図2)。 プ ロ トコールAに お いて はこのよ うな評価法 によ る判定 と既知

の表現型 との間に、表3お よび表4に 示 したよ うなか な り高 い相 関が認 め られ た。 遺 伝子 型 とマー カ ー

バ ン ド(RYCAP355)と の対応関係 は表3の ようにな った。

図2Bst711(0,6unit)処 理 に よ るADG2-CAPS



表3ジ ャガイモ栽培種と育種系統へのCAPSマ ーカー適用の実験結果

PotatoClone PVY抵 抗性 抵抗性提供種b倍 数性

表現型a

判定緒果d系 統とPVY抵抗性の参考 ・引用文献

プロ トコールA

2x(V-2)7

{2x(V-2)7x84.194.30}62

84.194.30

DG.81・68

954.3CA

AA・3

7XY.1

BW5.116

87HW13.7

TET38.12

TET38.13

TET38.9

E74・7

N140-201

S48・6

TA1.26.1.1

TA1.27.1.1

TA3。1.1

TA3.3.3

TA3.5.3.6

TA3.83.3

AllBlue

Andover

Ada面c

Atzimba

Bi両e

Chieftain

Desiree

Greta

NYlO3

NY115

NY123

PurplePeruvian

Snowden

SUrling

Yagana

(日本品種)

紅丸

チヂ ワ

男 しゃくい も

メークイ ン

ムサマル

サクラフブキ

ワセシロ

aE
,extremeresistafit;H,hypersens耐ve;S,susceptible

bacig=Sotanumtubero5umsubsp
.andigena,brd:s.hrevidens,Chc:s.chao。ense,

tbr:s.tuberasum

cS
Tt.andigena由 来 で は な いPVYに 対 す るExtremeresistance

dR:抵 抗 性
、S:感 受 性

eInternationalPotatoCenter

fHekkaidoKonsenAgricutCuralExperimentalStatiafi
,Japan.



表4遺 伝子型 とマーカーバ ン ド(RYCAP355)と の対応関係

Extreme

 Hypersensitive/Susceptible

プロ トコー一ルAで は、PVY一 抵抗 性を有す ると報告 されているTET38.12で 感受 性型 のCAPSが 示

された。 しか し、 当系統 はS.わrω`4θ πs由 来 の抵抗性であ ると考 え られてお り、遺伝解析 が行 わ れて い

ないため、必ず しもRッ α4gと 同 じ遺伝子で あるとは限 らない(Valkonenθ ごα乙1995)。 また、 表4に

供試 した系統すべ ての要約 を示 したが、全体 の相関関係 は約97.7%(42/43系 統及 び品種)と い う結果 が

得 られた。 この中 には、否Rッ α4gの 抵抗性 系統 も含 まれてい るが、 これ らを除 くと、100%の 高 い相 関

にな る。

簡 易化 プロ トコールBに おいて は、2X(V-2),,{2X(V-2)7×84,194.30}62,NY123の3系 統 で

は常 にRYCAP355の みが検出 された。 しか し、他 の系統 にっ いて は再現性の確認 が難 しく既知 の抵 抗

性及 び感受性 との間 にほとん ど相 関が認め られなか った。従 ってCAPSマ ーカー一の汎用 性確 認 は プ ロ ト

コールAに つ いてのみ行 うことと した。

分子 マーカーを用 いたPVY選 抜効率 との比較

Hamalainene`α ♂,(1998)は 、PVY抵 抗性遺 伝子Rッ α4gを 持つ2X(V-2)7と 感受 性84,194.30

との交配 によ って得 られた計77個 体 か ら成 るマ ッピングポ ピュ レーシ ョンに対 してADG2を プ ロー ブ

と したRFLP解 析 を行 い100%の 相関でRyα ㎏ と連鎖す るシグナルを見 っ けた。 これを広範 な遺伝 的背

景の品種群 に適用 す ると、 必 ず しも100%一 致 で はなか った がや は り80%以 上 の高 い相 関 が得 られ た

(Shiranitaε 乙α♂.1999)。 また、本実験以前 に行 われたSorriε`α ♂.(1999)に 基 づ くPVY抵 抗性選抜

の た めのCAPSマ ー カー を用 いた実験 によ る と、Ryα49と の 間に100%の 相 関が あ る と報 告 され た

(Sorriε 乙αZ.1999)。 本報告 において も異 なる遺伝的背景 の品種群 を用 いて上記が確認 され た。

他 の病害抵抗性 に連鎖 したPCR-basedマ ーカーにっいて は、 イネblast抵 抗 性遺 伝子Pご 一2(t)に

連鎖 したCAPSマ ーカ・一の例が挙 げ られ る(Hittalmaniθ`α`.1995)。 この場 合、95%以 上 の相 関が

得 られてお り、CAPSマ ー カーの信頼度 を支援す る ものと考え られ る。Sheneむ α」.(1998)に よ る と

レタスでの抵抗性遺伝子 のCAPS/SCARマ ーカーの有 用度 が報告 され てお り、 同 タイプの マー カーの

有効性 を指 示す る もので ある。
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実 際の育種現場 にお いて は、80%以 上 の確率で 目的形質 と連鎖 して いればマ ー カー と して利 用可能 で

あ るとされて いる。従 って、本研究 で用 いたPVY一 抵抗性遺伝子 に連鎖 した 該CAPSマ ー カー一は ジ ャ

ガ イモの病害 抵 抗性 の分子 育 種 にお いて十分使 用可 能 であ る と考 え る。 このCAPSマ ー一カー以 外 に、

Rッα囎 にはSCAR(Kasaiε`α 乙2000),RAPD(Watanabe就 α乙1997),RAPD-STS(白 仁 田 ら

1999)等 のマ ーカーが本 グルー プによ り作成 され、 これ らの併用 で確実 な抵抗 性 ・感受 性系 統 の識 別 が

保証 され ると考え られ る。
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Maker-assisted Selection for the Ryadg-derived Extreme Resistance to PVY in Potato Cultivars 

using a Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS) Marker 

Yoko Mo rikawa ` , Kazue Kasai' , Junko Kyotani `, Akio Shiranita 2 , Virpi A. So rri 3 , 

Jari P. T. Valkonen3, Junko A. Watanabe' and K. N. Watanabe'. 

 Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS) markers were tested for the applicability 
in marker-assisted selection for the extreme resistance to Potato Virus Y ( PVY ) . A 

simplification of the procedure was also attempted, however, the original protocol revealed 
more prominently reproducible result than the simplified method. Overall, it was confirmed 
that the CAPS marker should be used effectively in a wide range of genetic background in 

potato genotypes for molecular breeding on the Ryadg-derived PVY resistance.
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