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研究成果 の概要(和 文):マ ンゴー交雑実生の効率的な親子識別法 を確立す るた め、多型頻度 の

高いSSRマ ーカーの選抜 お よびマル チプ レックスPCR法 の開発 を行 った。この手法 を用 いて、
'lrwin'と`紅 キー ツ'が 混植 されてい るハ ウスで得 られた 自然交雑実生 の親子識別 を行 った と

ころ、'lrwin'と`紅 キー ツ'と もに他家受粉が積極的 に起 こってい るこ とが示 され た。一方 、

果皮色 に関連す る遺伝子 としてアン トシアニン合成 に関わるMyb転 写 因子 をマ ン ゴー か ら単

離 し、そ の構造 を解析 した。

atib-AoptgEv  (r,) : To develop an practical method for determining the male parent of 
mango seedlings, high-polymorphic SSR markers were selected and multiplex PCR method 
was developed. Progenies obtained from open pollinated  'Irwin' trees and 'Beni-Keitt' trees 
in a plastic house were used for determining male parents. The results showed that 
cross-pollinated seedlings were major in both cultivars. In addition, Myb transcription 
factor associated with anthocyanin biosynthesis were isolated from mango and its 
structure was analyzed.
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1.研 究 開始 当初 の背景
一般 的 に果樹 類 の育種 の 問題 点 として①

幼木期 間が長 い こ と、② 雑種性 が高い こと、

③ 育苗 に広 い敷 地 が必要 で あ る こ と等 があ

げ られ るが、マ ンゴーの育種においては これ

らに加 えて④1果 か ら1種 子 しか得 られず 、

さらに⑤人 工受 粉 した 際の結 実 率 が極 めて

低い こ と、が大 きな問題 とな ってい る。人工

交雑 した ときの結実 率 は1～3%程 度 であ

るが 、ブ ラ ジル にお ける育種 計 画 では 、約

自家不結実性

2,000個 体の交雑後代 を作 出す るのに15年

を要 した。また、オー ス トラ リアでは6人 で
一 日6時 間の受粉作業 を一 ヶ月間行 って も

、

交雑後代 は年 間約300個 体程度 しか得 るこ と

ができない とい う。 こ うした理 由か ら、放任

受 粉 に よって得 られ た実生 か ら優 良個体 を

選抜す る方法 が、依然 としてマ ンゴー育種の

主流 となってい る。 これ までに我 々は、`金

捏'(台 湾 品種)の 偶発実生 か ら選抜 した個

体 を 日本初 のマン ゴー登録 品種`愛 紅'と し



て2008年 に品種 登録 してい るが、 この品種

の登場 に よっ て新 たな作 型 の 開発 や省 エ ネ

栽培 の可能性が示 され、マ ンゴー育種 の重要

性 を再認識す るに至 った。

マ ンゴー育種 の効率 を改善す るた めには、

受粉 ・受精効率の向上、あ るいは分子マーカ
ー を 利 用 し た 選 抜 技 術(MAS:Marker

AssistedSelection)の 確 立が必須 であ る。 こ

れ まで、マ ンゴーにおいて も分子マーカー を

用 い て品種識 別 や類 縁 関係 の調査 が行 われ

てい る。 しか し、特定の形 質に連鎖 したマー

カー、特 にMASに 利 用可能な分子マーカー

は未 だ単離 され てお らず 、分子マーカー を利

用 した育種 は実現 してい ない。本研究は、マ

ン ゴー 育種 の効 率化 の た めの基盤 を確 立 す

るこ とを 目指 して研究 を行 うこ ととした。

2.研 究の目的

現在 、国内のマ ンゴー栽培品種はフロリ
ダか ら導入 された`ア ー ウィン'に 単一化

してい るが、消費者の多様 なニーズに応 え、
マ ンゴー産業をさらに発展 させ るためには、

栽培 品種の多様化 を図ることが不可欠であ
る。そのためには、第一に、海外か ら優 良

品種 を導入することを検討す るべ きである

が、我が国の特殊 な栽培環境や消費者の嗜

好性 を考慮すると、国内生産 に適 したマン
ゴー品種は自国で育成す るのが望ま しく、
日本 においてもマンゴー育種の基盤整備 を

進める必要性 が高まっている。本研究では、
マ ンゴーの交雑特性に関する基礎的研究を

行 うとともに分子マーカーを利用 した育種

法の開発 を 目指す。

3.研 究 の方法

(1)効 率的 な親子識別法 の確立

これ までに報告 されて いるSSRマ ーカー を

利用 して、簡便 かつ効 率的な親 子識別 法 を検

討 した。

①簡易DNA抽 出法 の検討

羽生 ら(2001)が 報告 してい る簡易DNA抽 出

法がマ ンゴーで も有効で あるか どうかを検

討 した。簡易抽 出は以下の手順で行 った。葉

を乳鉢 中で液体窒素 を用 いて粉砕 し、30mgを

チ ューブ に移 し400μ1の 抽 出バ ッファー

(200mMTris-HCl(pH7.5),250mMNaC1,25mM

EDTA,0.5%SDS)を 加 えよ く混和 した。

15,000rpmで5分 間遠 心分離 した後、上清 を

別 のチ ュー ブに移 し、等量のイ ソプ ロパ ノー

ル を加 えて室温 で2分 間イ ンキ ュベー トした。

さらに、15,000rpmで5分 間遠 心分離 した後、

上清 を取 り除 き、沈殿 を乾燥 して100μ1の

TEバ ッファー に溶解 しDNAサ ンプル とした。

抽 出 したDNAは1%ア ガ ロースゲル電気 泳動に

よ り確認 を行 った。

②SSRマ ーカーの選抜 とmultiplexPCR法 の

検討

SSRマ ー カ ー の 増 幅 を行 う際 、 複 数 の遺 伝

子 座 を1回 のPCR反 応 で 増 幅 す る こ とが で き

れ ば 、解 析 効 率 が改 善 され る。 そ こで 、

multiplexPCRに よ り3種 類 のSSRマ ー カ ー

を 同 時 に増 幅 す る方 法 を検 討 した。

まず 、 これ まで に報 告 され て い るマ ン ゴー

のSSRプ ラ イ マ ー4種 類(LMMA10,MIAC-5,

MIAC-44,LMMA11)の フ ォ ワー ドプ ライ マ ー を

それ ぞれ6-FAM,NEDVIC,PETで 蛍 光 ラベ ル

した。さ らに 、4種 類 のSSRマ ー カ ー(MIAC-6,

mMiCIRO32,MiSHRS-32,MIAC-3)に つ い て は、

フ ォ ワー ドプ ライ マ ー の5'末 端 にそ れ ぞ れ

M13,SP6,T7,LIIRVの4種 類 の ユ ニ バ ー サ

ル プ ライ マ ー配 列 を付 加 した プ ライ マ ー を

設 計 し、蛍 光 標 識 した ユ ニ バ ー サ ル プ ライ マ
ー と と もにPCRす る こ とに よ り増 幅 産 物 を蛍

光 標 識 した。 この よ うに設 計 した複 数 のSSR

プ ラ イマ ー を混 合 してmultiplexPCRを 行 い 、

増 幅 産 物 の確 認 を行 うと と もに 、親 子 識 別 に

有 効 なSSRマ ー カー の選 抜 を行 っ た。

(2)`lrwin'と`紅 キー ツ'の 自然交配 に

おける 自家 ・他家受粉 の割合
`I
rwin'と`紅 キーツ'が 混植 され てい

るハ ウス内で ミツバ チを放 ち 自然 交配 を行

った。ハ ウス内には`Irwin'樹 が多 く植栽

され 、花 の数 も`Irwin'樹 が多 く咲いてい

た。成熟果実 か ら種子 を取 り出 し、発芽 させ

て得 られ た実生か らDNAを 抽 出 し、SSRマ ー

カー に よ り花粉親 の特 定を試 みた。花粉親の

特定 にはMIAc-6,MisHRHs-32,MIAc-3,

LMMA10,MIAC-5,MIAC-44,mMiCIRo18を 用

いた。試験 は、3年 間に渡 って行 い、各年度

にお ける 自家 ・他家受粉実生 の割合 を調査す

る とともに、花粉親の違いが果実形質 に及 ぼ

す影響 につ いても調査 した。

(3)ア ン トシアニ ン合成 に関与す るMyb転

写因子 の単離 と構造解析

果皮色 は果 実品質 を決 定づ け る重要形質

であ り、我が 国では赤色系のマ ンゴー品種が

好 まれ る傾 向がある。そ こで、赤色系品種の
マー カー選抜 育種 を可能 にす るために、果実

の赤色形質 に連鎖 した分子 マーカーの単離

を試 みた。実験 開始 当初 はAFLPマ ーカーの

スク リー ニ ングに よ り連鎖 マーカーの単離

を試 みたが、候補 となるマーカーが得 られ な

かったため、他の果樹類で果皮の赤色発現 に

関与 してい るMyb転 写因子 をマ ンゴーか ら単

離 し、その構造 を解析す るこ とによ りマーカ
ー としての利用 を検討 した

。

Myb転 写因子の単離は以下 のよ うに行 った。

これ までに他 の植物 で単離 され ているアン

トシアニン合成 を制御す るMyb転 写因子 の配

列 に基づ き、degenerateプ ライマー を設計 し

た。赤色発現 してい る`Irwin'果 皮 よ りRNA

を抽 出 し、cDNAを 合成 した後、設計 した



degenerrateプ ライマー を用いてPCRを 行 っ

た。増幅産物 の塩基配列 を決定 し、Myb転 写

因子 と相 同性が高い こ とを確認 した後、

5'-RACEお よび3-RACE法 に よ り転 写産物 全

長 を単離 した。
一方
、マ ンゴー`Irwin'由 来 のゲノ ミッ

クライ ブラ リー(fosmidラ イ ブラ リー)を 作

製 し、単離 したMyb転 写因子 をプ ローブに用

いて スク リーニ ングを行 い、Myb遺 伝 子 を含

むfosmidク ロー ンを単離 し、遺伝子 のプロ

モー ター領域やイ ン トロン領域 の塩基配列

の一部 を解析 した。

4.研 究成果

(1)効 率的 な親子識別法 の確立

①簡易DNA抽 出法 の検討

羽生 ら(2001)が 報告 したDNA抽 出法 は、マ

ン ゴー におい て も低 コス ト(約2円/サ ンプ

ル)か っ短時 間(2時 間以内)でDNA抽 出が可能

であるこ とが示 され た。 また、 この手法で抽

出 したDNAはSSR解 析 を行 うのに十分な品質

であるこ とも確認 された。 これまでマ ンゴー

のDNA抽 出に用いていた市販 の抽出キ ッ トで

はコス トが約500円/サ ンプルであ り、作業

時 間も4時 間程度か かるこ とか ら、 この手法

が非常 に実用的 であるこ とが示 され た。

②SSRマ ー カーの選抜 とmultiplexPCR法 の

検討

これ までに報告 のあるマ ンゴーSSRマ ーカ
ー の うち

、9種 類 のマーカー を用いて個体識

別 の有 効性 を調査 した ところ、`lrwin'と
`紅 キー ツ'の 交雑 実生の解析 に有効 なマー

カー として4種 類 のマーカー を選抜す ること

が で き た 。 ま た 、 こ れ ら の マ ー カ ー は

multiplexPCRに よ り、複 数の遺伝 子座 を同

時 に増幅可能で あるこ とが示 された。

(2)`Irwin'と`紅 キーツ'の 自然交配 に

お ける 自家 ・他家受粉 の割合

上述 のSSRマ ーカー を用い るこ とで、調 査

した`Irwin'実 生の約70%の 花粉親 を、また
`紅 キー ツ'実 生 の約90%の 花粉親 を特定す

る ことが可能 で あった。Irwin'と`紅 キー

ツ'は 近縁で あるた め、 自家 ・他家受粉の判

断が 困難 な組合せで ある。それに も関わ らず、

交雑親 の確定 した実生が3年 間で400個 体以

上 も得 られ たこ とは、人工交配の困難 なマ ン
ゴー におい ては画期的 なこ ととい える。

表1花 粉親識別の結果

平成23年 度 、平成24年 度合計個体数

Irwin実 生 紅 キー ツ実生 合計

他家受粉

自家受粉

判別不能

13818

902

944

156

92

98

合計 32224 344

種 子親 が`Irwin'の 実生 で花 粉親 が特定

で きた個体 の うち約60%が 他 家受粉 に 由来

す る ことが明 らか とな り、 自家受粉個体数 と

の問に有意 な差 が認 め られ た。ハ ウス 内には
`l
rwin'と`紅 キー ツ'の2品 種 しか植 栽

され てお らず 、`紅 キー ツ'と`Irwin'の 花

の数 を比較す る と、`Irwin'の 花数が圧倒的

に多い中で、これだ けの高確率で交雑実生が

得 られ た ことは、マ ンゴーが他家受粉 を積極

的に行 っている ことを示 してい る。また、`紅

キー ツ'を 種子親 とす る実 生で も約90%が 他

家受粉 に由来す る ことが示 され た。 この よ う

に、他家受粉率 が高い こ とか ら、育種計画 に

おい て交雑 親 に用 い る個体 を隣接 して植 栽

す る こ とに よ り効 率 よ く交 雑 実生 が得 られ

る と考 え られ た

表2他 家受粉個体の割合

年度 Irwin実 生 紅キーツ実生

22年 度 56% 86%

23年 度 61% 88%

24年 度 60% 92%

(3)ア ン トシアニ ン合成 に関与す るMyb転

写因子 の単離 と構造解析

図1MiMYB1(赤 線)の ア ミノ酸配列 に

基 づ く分子 系統樹

degenerateプ ラ イ マ ー に よ るPCR、 お よ び

そ の 後 の5'-RACE,3'-RACE法 に よ り マ ン



ゴー のMyb転 写因子(MiMYB1)を 単離す ること

がで きた。MiMYBIのcDNAの 全長は940bpで

256ア ミノ酸残基 を コー ドす る翻訳領 域 を含

んでいた。R2R3領 域のア ミノ酸配列に基づき

系統樹 を作製 した ところ、他の植 物でア ン ト

シア ニン合成 を制御 して いるMyb転 写因子 と

の相 同性 が高い こ とが確認 され た。
一 方
、 ゲ ノム ライ ブ ラ リー か ら単 離 した

MiMYB1周 辺領域 の解析 か ら、この遺伝子 が3

つ のエ ク ソン と2つ のイ ン トロ ンか らな る

こ とが判 明 した。 さ らに、プ ロモー ター領 域

と第2イ ン トロンにAT反 復配列が存在 す る

こ とが明 らか となった。 この反 復配列 長に品

種 間で多型 が確認 された ものの、果皮 色 との

関連 を明確 にす るこ とはできなかった。
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