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第 １ 章  緒   言  

第 １ 節  ア ズ キ 落 葉 病 の 北 海 道 に お け る 発 生 状 況  

 ア ズ キ 落 葉 病 は C a d o p h o r a  g r e g a t a  H a r r i n g t o n  &  M c N e w  

( H a r r i n g t o n  a n d  M c N e w  2 0 0 3 )  [ s y n .  P h i a l o p h o r a  g r e g a t a  

( A l l i n g t o n  &  D .  W .  C h a m b e r l a i n )  W .  G a m s ]  f .  s p .  a d z u k i c o l a  

K o b a y a s h i ,  Y a m a m o t o ,  N e g i s h i  a n d  O g o s h i  ( K o b a y a s h i  e t  a l .  

1 9 9 1 )  に よ っ て 引 き お こ さ れ る 土 壌 伝 染 性 の 病 害 で ， 北 海 道 の ア ズ

キ 栽 培 に お け る 重 要 病 害 の 一 つ で あ る （ K o n d o  e t  a l .  1 9 9 8 ,  2 0 0 4 )  ．

ア ズ キ 落 葉 病 に 感 染 し た ア ズ キ は ， 8 月 中 旬 頃 か ら 下 位 葉 が 萎 凋 し

は じ め ， 次 第 に 全 身 に 症 状 が 広 が る ． 罹 病 個 体 の 茎 ， 葉 柄 ， 根 な ど

は 外 観 健 全 で あ っ て も ， 切 断 す る と 内 部 の 維 管 束 部 や 髄 部 が 褐 色 ，

赤 褐 色 あ る い は 紫 褐 色 に 変 じ て い る（ 成 田 ら  1 9 7 1）．ア ズ キ の 生 育

後 期 に 落 葉 ， 立 ち 枯 れ 症 状 を 起 こ す こ と か ら ， さ や 数 の 減 少 や 百 粒

重 の 低 下 な ど が 生 じ ， 収 量 と 品 質 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ す （ 藤 田  

2 0 0 7） ．  

 本 病 害 は 1 9 7 0 年 に ア ズ キ の 主 産 地 で あ る 十 勝 地 方 で 大 発 生 し 問

題 と な っ た（ 成 田 ら  1 9 7 1）．そ の 後 の 発 生 面 積 率 は ，気 象 の 影 響 で

年 次 変 動 が 大 き い が ，概 ね 2 0～ 4 0％ で 推 移 し て い る（ 藤 田 ら  2 0 0 7）．

ア ズ キ 落 葉 病 菌 は レ ー ス 1 か ら レ ー ス 3 ま で が 確 認 さ れ て お り ， 北

海 道 の ア ズ キ 栽 培 圃 場 に お い て 1 9 9 7 年 ～ 1 9 9 9 年 ま で の ３ カ 年 で 収

集 し た 菌 株 を 分 類 し た と こ ろ ，レ ー ス 1 が 7 8 . 1％ ，レ ー ス 2 が 1 3 . 9％ ，

レ ー ス ３ が 8 . 0％ で の 割 合 と な っ た ( K o n d o  e t  a l .  2 0 0 5 ,  藤 田  2 0 0 7 )．

本 病 原 菌 は ア ズ キ 残 渣 か ら も 分 離 さ れ ， 残 渣 が 伝 染 源 と し て 重 要 な

役 割 を も っ て い る（ 土 屋 ・ 赤 井  1 9 7 6）．ま た 分 生 胞 子 は 耐 久 生 存 能

力 を 持 つ こ と が 報 告 さ れ て い る（ 近 藤・小 林  1 9 8 3）．こ の こ と よ り ，

現 在 に お い て も 北 海 道 の ア ズ キ 栽 培 圃 場 に お い て は 病 原 菌 型 レ ー ス

1 が 優 占 し て い る と 推 察 さ れ る ．  
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第 ２ 節  ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 育 種  

 ア ズ キ 落 葉 病 菌 は 土 壌 伝 染 性 で あ る た め 薬 剤 防 除 が 難 し く ， 長 期

輪 作 以 外 に は 抵 抗 性 品 種 の 作 付 け に よ る 被 害 回 避 が も っ と も 効 果 的

で あ る ． 北 海 道 立 十 勝 農 業 試 験 場 （ 現 在 北 海 道 立 総 合 研 究 機 構 十 勝

農 業 試 験 場 ， 以 下 「 十 勝 農 試 」 ） で は ， 1 9 7 6 年 か ら ア ズ キ 落 葉 病 抵

抗 性 遺 伝 資 源 の 探 索 や 遺 伝 解 析 を 開 始 し た ． そ の 後 ， 高 度 な 抵 抗 性

を 示 す 品 種 ・ 系 統 と し て 韓 国 在 来 種 の 「 赤 豆 」 ， 日 本 在 来 種 の 「 黒

小 豆 （ 岡 山 ） 」「 円 葉 （ 刈 6 3 号 ） 」「 小 長 品 － 1 0」 な ど が 見 い だ さ

れ た（ 千 葉  1 9 8 2）．こ れ ら の 遺 伝 資 源 を 用 い た 抵 抗 性 の 遺 伝 様 式 に

つ い て の 試 験 も 行 わ れ ， ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 は 優 性 の 1 遺 伝 子 座 に

よ っ て 支 配 さ れ て い る こ と が 報 告 さ れ た （ 千 葉  1 9 8 7） ． 1 9 8 1 年 に

奨 励 品 種 と な っ た 「 エ リ モ シ ョ ウ ズ 」 は ， 耐 病 性 は も た な い が ， 多

収 で 従 来 の 品 種 よ り も 耐 冷 性 ，品 質 が 優 れ た（ 村 田 ら  1 9 8 5）こ と か

ら 普 及 開 始 後 3 年 目 で 作 付 面 積 が 全 道 一 位 と な っ た ． し か し ， ア ズ

キ 落 葉 病 を 含 む 土 壌 病 害 に 対 し て 感 受 性 で あ っ た た め ， そ れ が 減 収

の 一 因 と な っ て い た ． 収 量 の 年 次 間 差 を 改 善 す る た め 「 赤 豆 」 由 来

の 抵 抗 性 を も つ 北 海 道 で 初 め て の 落 葉 病 抵 抗 性 品 種 「 ハ ツ ネ シ ョ ウ

ズ 」 （ 足 立 ら  1 9 8 8） ， 「 ア ケ ノ ワ セ 」 （ 島 田 ら  1 9 9 2） が 育 成 さ れ

た ． し か し ， 両 品 種 は 収 量 性 ， 耐 冷 性 お よ び 品 質 に 劣 っ た た め 広 く

普 及 す る に は 至 ら な か っ た ． こ の た め 「 エ リ モ シ ョ ウ ズ 」 を 積 極 的

に 交 配 に 利 用 し（ 村 田 ら  1 9 9 8），ア ズ キ 落 葉 病 菌 汚 染 圃 場 を 使 用 し

て 選 抜 を 行 い ， 育 成 さ れ た 抵 抗 性 系 統 同 士 を 交 配 す る こ と に よ り ，

「 円 葉（ 刈 6 3 号 ）」を 抵 抗 性 母 本 と し「 エ リ モ シ ョ ウ ズ 」を 系 譜 に

持 つ 品 質 に す ぐ れ た 「 き た の お と め 」 （ 藤 田 ら 1 9 9 5 a ） ， 「 黒 小 豆

（ 岡 山 ） 」 を 系 譜 に も つ 「 し ゅ ま り 」（ 藤 田 ら  2 0 0 2） ，「 円 葉 （ 刈

6 3 号 ） 」 お よ び 「 小 長 品 － 1 0」 を 系 譜 に も つ 「 き た ろ ま ん 」（ 青 山

ら  2 0 0 9）な ど の ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 品 種 が 開 発 さ れ 普 及 し た（ 図 １

－ ２ － １ ） ．  
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図 １ － ２ － １  主 な ア ズ キ 品 種 と 作 付 面 積 の 推 移  

（ 北 海 道 農 政 部 資 料 よ り ）  

  

一 方 抵 抗 性 品 種 の 普 及 に と も な い 「 き た の お と め 」 「 し ゅ ま り 」

な ど を 侵 す 新 た な ア ズ キ 落 葉 病 菌 （ レ ー ス 2） の 存 在 が 明 ら か と な

り （ K o n d o  e t  a l .  1 9 9 8） ， 「 A c c 2 5 9」 が 高 度 な 抵 抗 性 を 有 し て い る

こ と が 報 告 さ れ た （ K o n d o  e t  a l .  2 0 0 5） ． 藤 田 ら （ 2 0 0 7） の 遺 伝 解

析 に よ り 「 A c c 2 5 9」 の も つ 抵 抗 性 も ， こ れ ま で 抵 抗 性 育 種 を 行 っ て

き た レ ー ス １ 抵 抗 性 と 同 様 に 優 性 の 1 遺 伝 子 座 に よ っ て 支 配 さ れ て

い る こ と が 示 さ れ た ．「 A c c 2 5 9」 は ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 に も 抵

抗 性 を 示 し ， 二 つ の レ ー ス 抵 抗 性 品 種 育 成 の た め の 交 配 母 本 と し て

期 待 さ れ た ． し か し 「 A c c 2 5 9」 を 侵 す ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 3 の 存

在 も 明 ら か と な り ， レ ー ス 3 に は こ れ ま で 抵 抗 性 母 本 と し て 用 い ら

れ て い た 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 「 円 葉 （ 刈 6 3 号 ） 」 「 小 長 品 - 1 0」 な

ど が 抵 抗 性 を 示 す こ と が 報 告 さ れ た （ K o n d o  e t  a l .  2 0 0 9） ． こ の た

め 近 年 十 勝 農 試 で は 3 つ の レ ー ス に 抵 抗 性 を 示 す 品 種 の 開 発 を 目 指

し ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 お よ び レ ー ス 2 が 優 占 す る 二 つ の 検 定

圃 場 と 人 工 接 種 法 を 利 用 し て 小 豆 系 統 を 選 抜 し て い る ．  
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第 ３ 節  D N A マ ー カ ー を 利 用 し た 育 種  

植 物 育 種 の 手 法 に は 交 雑 育 種 ， 倍 数 性 育 種 ， 突 然 変 異 育 種 等 が あ

る が ， 選 抜 は ど の 手 法 に お い て も 重 要 で あ る ． 通 常 ， 選 抜 は 目 的 と

す る 表 現 形 質 を 確 認 す る こ と に よ っ て 行 わ れ る が ， そ の た め に は 多

大 な 労 働 力 ，試 験 圃 場 あ る い は 温 室 な ど の 場 所 ，時 間 が 必 要 で あ る ．

ま た 病 害 抵 抗 性 な ど 環 境 の 影 響 を 受 け る 形 質 の 評 価 に つ い て は 複 数

年 の 検 定 が 必 要 で ，検 定 手 法 の 簡 便 化 ，高 精 度 化 が 求 め ら れ て い た ．

表 現 型 を 簡 易 に 判 別 す る 手 法 の 一 つ と し て 古 く は ア イ ソ ザ イ ム 等 が

利 用 さ れ て き た が ， 1 9 8 0 年 代 か ら 生 物 個 体 間 の D N A 塩 基 配 列 の 違

い（ D N A 多 型 ）を 検 出 す る 手 法 が 確 立 さ れ は じ め た ．多 型 を 検 出 す

る 方 法 と し て ，精 度 は 高 い が 技 術 的 に 煩 雑 で 時 間 を 要 す る R F L P  法

（ R e s t r i c t i o n  F r a g m e n t  L e n g t h  P o l y m o r p h i s m ,  B o t s t e i n  e t  a l .  

1 9 8 0 ） ,  技 術 的 に は 簡 単 だ が 再 現 性 に 問 題 が あ る R A P D 法

（ R a n d o m l y  A m p l i f i e d  P o l y m o r p h i c  D N A ,  W i l l i a m s  e t  a l .  1 9 9 0） ,  

多 型 を 検 出 し や す い が コ ス ト が か か る A F L P  法 （ A m p l i f i e d  

F r a g m e n t  L e n g t h  P o l y m o r p h i s m ,  V o s  e t  a l .  1 9 9 1） 等 が あ る ． 後 に

特 異 的 な 配 列 を 利 用 し た 簡 便 な 手 法 と し て ， 品 種 間 で 異 な る 遺 伝 子

配 列 を 利 用 し た S C A R  ( S e q u e n c e  C h a r a c t e r i z e d  A m p l i f i e d  R e g i o n ,  

W i l l i a m s  e t  a l .  1 9 9 1 )マ ー カ ー ,  制 限 酵 素 切 断 部 位 を 利 用 し 増 幅 断

片 に 差 を 生 じ さ せ る C A P S  ( C l e a v e d  A m p l i f i e d  P o l y m o r p h i c  

S e q u e n c e s ,  L y a m i c h e v  e t  a l .  1 9 9 3 )マ ー カ ー ,  繰 り 返 し 配 列 を 使 用

し 多 型 率 の 高 い S S R  ( S i m p l e  S e q u e n c e  R e p e a t ,  H a m a d a  e t  

a l . 1 9 8 2 ) マ ー カ ー 等 が D N A マ ー カ ー と し て 利 用 さ れ る よ う に な っ

た ．  

育 種 目 標 と な る 形 質 の 表 現 型 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー を 利 用 す

る こ と に よ っ て ， 簡 便 に 抵 抗 性 や 品 質 な ど の 遺 伝 的 な 違 い を 選 抜 す

る こ と を M a r k e r  a s s i s t e d  s e l e c t i o n（ M A S） と い う ． 植 物 育 種 に お

け る 選 抜 で は ， 各 種 選 抜 条 件 を 設 定 し た り ， 検 定 材 料 を 養 成 す る た

め に 時 間 と 労 力 が か か る が ，M A S で は 茎 ，葉 等 の 組 織 の 一 部 を 用 い

て 環 境 条 件 に 影 響 さ れ る こ と な く 遺 伝 的 な 違 い を 調 べ る こ と が で き
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る た め ， 検 定 の 労 力 を 軽 減 し た り ， 形 質 に よ っ て は 短 期 間 で の 形 質

改 良 も 可 能 と な る ．各 組 織 か ら 抽 出 し た D N A は ，P C R（ p o l y m e r a s e  

c h a i n  r e a c t i o n） 反 応 を 行 う こ と に よ っ て ， 2 時 間 ほ ど で 1 0 0 億 倍

ほ ど に 増 幅 さ れ ， ア ガ ロ ー ス ゲ ル な ど で 簡 易 に 識 別 で き る ． 一 方 で

植 物 体 か ら ゲ ノ ム D N A を 抽 出 し ， 特 定 の 領 域 を 増 幅 さ せ 確 認 す る

作 業 は ， 圃 場 に 播 種 し て 調 査 す る 場 合 と 比 較 す る と 一 点 あ た り の コ

ス ト が 高 い ． こ の た め 出 穂 期 ， 植 物 体 の 高 さ な ど 複 数 の 因 子 が 関 与

し ， 簡 単 に 調 査 で き る 形 質 で あ れ ば ， 圃 場 に お け る 累 年 の 評 価 を 行

う 方 が 効 率 的 で あ り ， 品 種 改 良 に 係 わ る す べ て の 形 質 で M A S を 利

用 す る こ と は 現 実 的 で は な い ． 検 定 に 時 間 ， 労 力 が か か る 病 虫 害 抵

抗 性 の 判 定 お よ び 収 穫 前 に 情 報 を 得 る こ と に よ り 品 種 改 良 を 効 率 化

で き る 形 質 な ど に つ い て は D N A マ ー カ ー の 活 用 価 値 が 高 い ( 鈴 木  

2 0 1 2 )．  

現 在 で は ， 多 く の 機 関 で 様 々 な 植 物 に 対 し て そ れ ぞ れ 目 的 と す る

形 質 の M A S を 行 っ て い る ．北 海 道 立 総 合 研 究 機 構（ 道 総 研 ）で は ，

品 種 改 良 の 効 率 化 を 目 指 し て 2 0 0 1 年 か ら 難 防 除 病 害 お よ び 小 麦 の

品 質 関 連 形 質 を 識 別 で き る D N A マ ー カ ー の 開 発 に 着 手 し た ． 2 0 0 3

年 に ア ミ ロ ー ス 合 成 遺 伝 子 W x - B 1（ う ど ん の 粘 弾 性 に 関 与 ）の 有 無

を 判 別 す る D N A マ ー カ ー を 利 用 し て 小 麦 の 系 統 内 分 離 を 調 査 し た

の が ， 道 総 研 の 品 種 改 良 に お い て 最 初 に D N A マ ー カ ー を 利 用 し た

事 例 で あ っ た ． そ の 後 ， ジ ャ ガ イ モ シ ス ト セ ン チ ュ ウ 抵 抗 性 ， イ ン

ゲ ン マ メ 黄 化 病 抵 抗 性 ， ダ イ ズ シ ス ト セ ン チ ュ ウ 抵 抗 性 な ど ， 重 要

病 害 に 対 す る 抵 抗 性 を 判 別 で き る D N A マ ー カ ー の 開 発 に 成 功 し ，

選 抜 効 率 等 の 検 証 を 行 っ た 後 ，本 格 的 に 品 種 改 良 へ の 利 用 を 開 始 し ，

現 在 で は 道 総 研 で 品 種 改 良 を 行 っ て い る 6 作 物 で M A S を 行 っ て い

る （ 鈴 木  2 0 1 2） ．  
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第 ４ 節  ア ズ キ 萎 凋 病 の 北 海 道 に お け る 発 生 状 況  

 ア ズ キ 萎 凋 病 は F u s a r i u m  o x y s p o r u m  S c h l e c h t e n d e h l  f .  s p .  

a d z u k i c o l a  K i t a z a w a  e t  Y a n a g i t a（ 北 沢 ・ 柳 田  1 9 8 9）に よ っ て 引

き お こ さ れ る 土 壌 伝 染 性 の 病 害 で あ る ． 本 病 に 感 染 す る と 播 種 後 ほ

ぼ 1 ヶ 月 で 初 生 葉 に 葉 脈 褐 変 が 現 れ ， 最 終 的 に は 株 全 体 の 葉 が し お

れ ， 枯 れ あ が る ． 本 病 原 菌 に は 3 つ の レ ー ス が あ る こ と が 明 ら か に

さ れ て お り（ K o n d o  e t  a l .  1 9 8 9），レ ー ス 1 は「 エ リ モ シ ョ ウ ズ 」，

「 寿 小 豆 」 ， 「 宝 小 豆 」 な ど を 侵 す が 「 光 小 豆 」 ， 「 ハ ツ ネ シ ョ ウ

ズ 」は 侵 す こ と が で き ず ，レ ー ス 2 は「 光 小 豆 」を ，レ ー ス 3 は「 ハ

ツ ネ シ ョ ウ ズ 」 を そ れ ぞ れ 侵 す ． 本 病 害 は 1 9 8 3 年 に 初 発 生 が 確 認

さ れ た 後 ， 1 9 8 5 年 に は 石 狩 ， 空 知 振 興 局 管 内 で 発 生 面 積 が 2 0 0 0 h a

を 超 え た ． 1 9 8 9 年 に は 発 生 面 積 6 0 0 0 h a， 被 害 面 積 が 4 1 0 a と な っ

た （ 近 藤 ， 1 9 9 5） ． ま た ， ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 系 統 ・ 品 種 の ほ と ん

ど が ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 で あ る こ と が 報 告 さ れ て お り（ 近 藤  1 9 9 5），

ア ズ キ 落 葉 病 品 種 で あ る 「 き た の お と め 」 ， 「 し ゅ ま り 」 ， 「 き た

ろ ま ん 」 は と も に ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 も 有 し て お り ， こ の 結 果 ア ズ

キ 萎 凋 病 ， ア ズ キ 落 葉 病 と も に 近 年 の 発 生 率 は 減 少 し て い る （ 藤 田

2 0 0 7） ．  
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第 ５ 節  本 研 究 の 目 的  

ア ズ キ 落 葉 病 は 人 工 接 種 法 で は 高 精 度 に 検 定 が 可 能 で 優 良 な 品 種

が 育 成 さ れ て き て い る が ， 感 染 か ら 発 病 ま で に お よ そ 2～ 3 ヶ 月 と

時 間 を 要 し ， 発 病 ま で の 管 理 に 労 力 が 必 要 で あ る ． ま た 本 病 害 発 生

圃 場 を 利 用 し た 選 抜 で は ， 汚 染 土 壌 の 拡 散 防 止 に 注 意 が 必 要 な こ と

に 加 え ， 抵 抗 性 系 統 の 作 付 け 増 加 に と も な っ て 優 占 レ ー ス に 変 化 が

生 じ ， 目 的 と す る 病 原 レ ー ス に 対 す る 抵 抗 性 を 正 確 に 判 定 で き な い

場 合 が あ っ た ． 加 え て 病 害 汚 染 圃 場 の 面 積 を 最 小 限 に 抑 え な が ら 抵

抗 性 検 定 を 行 う た め に ， 短 期 輪 作 で 圃 場 を 利 用 す る こ と に よ っ て ，

落 葉 病 以 外 の 病 害 ， 障 害 が 発 生 す る こ と も 懸 念 さ れ て お り ， 簡 便 で

高 精 度 な 抵 抗 性 判 定 法 が 求 め ら れ て い た ．D N A マ ー カ ー を 開 発 す る

た め に は ， 精 度 の 高 い 検 定 手 法 が あ る こ と ， 目 的 と す る 形 質 が 比 較

的 少 数 の 因 子 に よ っ て 支 配 さ れ て い る こ と が 必 要 で あ る が ， 本 病 害

は こ れ ら の 要 件 を 満 た し て い た ．  

そ の た め 本 研 究 で は ， １ ） 北 海 道 で 多 く 分 布 し て い る ア ズ キ 落 葉

病 菌 レ ー ス 1 に 対 す る 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー を 開

発 し ， ２ ） 新 た に 発 生 が 確 認 さ れ た ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 に 対 す

る 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー を 開 発 す る こ と を 目 的 と

し ， 育 種 で 利 用 す る た め の 有 効 性 を 調 査 し た ． ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー

ス 1 抵 抗 性 の 遺 伝 資 源 は ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 3 に も 抵 抗 性 を 示 す

こ と か ら ， こ れ ら の 同 時 に 導 入 で き れ ば ， 北 海 道 で 発 生 し て い る 3

つ の レ ー ス に 対 し て す べ て 抵 抗 性 を 示 す 品 種 が 育 成 で き る ． こ の た

め ３ ） ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 抵 抗 性 遺 伝 子 と レ ー ス 2 抵 抗 性 遺 伝

子 の 関 係 を 明 ら か と す る こ と を 目 指 し た ． ま た ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 抵

抗 性 品 種 ・ 系 統 の 多 く が ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 を 示 す が ， そ れ ぞ れ の

抵 抗 性 遺 伝 子 の 連 鎖 関 係 は 調 査 さ れ て い な か っ た こ と か ら ， ４ ） ア

ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 抵 抗 性 遺 伝 子 ， レ ー ス 2 抵 抗 性 遺 伝 子 と ア ズ

キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 の 関 係 に つ い て も 検 討 し た ．  
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た ． 中 で も 生 物 工 学 グ ル ー プ 主 幹 の 入 谷 正 樹 氏 に は 研 究 環 境 ， 論 文

執 筆 環 境 を 整 備 し て い た だ い た ． ま た 小 倉 玲 奈 研 究 主 任 に は 病 気 の

接 種 ， 萎 凋 病 試 験 に 多 大 な ご 協 力 を い た だ い た ． 現 道 南 農 業 試 験 場

長 の 柳 沢 朗 博 士 に は 研 究 マ ネ ジ メ ン ト ， 実 験 計 画 手 法 に つ い て 適 切

な ご 助 言 を 賜 っ た ． 研 究 補 助 員 諸 氏 に は 実 験 の 遂 行 に あ た り 多 大 な

ご 協 力 を い た だ い た ． 元 北 海 道 大 学 大 学 院 吉 井 孝 光 氏 ， 武 田 藍 氏 に

は マ ー カ ー 開 発 の 一 部 を 担 当 し て い た だ い た ． 以 上 の 関 係 各 位 に 篤

く お 礼 申 し 上 げ る ．  

 最 後 に ， 私 の 仕 事 を 理 解 し ， 終 始 支 え て く れ た 夫 と ， 気 持 ち を 切

り か え て 仕 事 を す る こ と を 教 え て く れ た ４ 人 の 子 供 た ち に 感 謝 の 気

持 ち を 捧 げ る ．  
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第 ２ 章  ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス １ 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た

D N A マ ー カ ー の 開 発  

 

第 １ 節  A F L P 法 に よ る 多 型 マ ー カ ー の 探 求  

 

目 的  

 作 物 に 特 異 的 な D N A マ ー カ ー が な く て も 多 型 が 確 認 で き る A F L P

法 を 利 用 し て ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 抵 抗 性 バ ル ク あ る い は 感 受

性 バ ル ク に 特 異 的 な マ ー カ ー を 探 求 す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法  

（ １ ） バ ル ク 構 成 系 統 の 選 抜  

ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 抵 抗 性 品 種 「 し ゅ ま り 」 と 同 感 受 性 遺 伝

資 源「 斑 小 粒 系 － １ 」の 単 交 配 由 来 の F 3 世 代 1 0 5 系 統 を ，抵 抗 性 検

定 試 験 に 供 試 し た ．  

接 種 菌 株 は ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 分 離 株  T 9 6 - 1  ( N I A S  

G e n e b a n k  a c c e s s i o n  n o .  M A F F  2 4 1 0 5 6 )  を 用 い ， V 8 液 体 培 地 中 で

2 5℃ ，1 2 0 回 転 ／ 分 の 条 件 下 で 3 週 間 培 養 し た  ( K o n d o  e t  a l .  2 0 0 9 )．

接 種 当 日 ， 培 養 液 を 吸 引 濾 過 ( W h a t m a n  N o .  1 )し て 液 体 培 地 を 取 り

除 き ， 残 っ た 菌 体 を 滅 菌 水 で 洗 浄 し た ． 集 め た 菌 体 は ポ リ ト ロ ン

( K i n e m a t i c a )で 破 砕 し ， 1× 1 0 7  c f u  /  m l に 調 整 し た も の を 接 種 源 と

し た ．   

ア ズ キ 種 子 は 各 系 統 1 5 粒 を ， タ キ イ 育 苗 培 度 を 充 填 し た 素 焼 き

の 4 号 鉢 （ 直 径 1 2 . 4 c m） に 5 粒 ず つ （ 1 系 統 あ た り 3 鉢 ） 播 種 し

た ． 約 1 0 日 か ら 2 週 間 後 ， 初 生 葉 が 展 開 し た 植 物 体 を 土 か ら 抜 き

取 り ， 水 で 丁 寧 に 土 を 洗 浄 し ， 根 を 1 . 5 c m ほ ど ま で は さ み で 切 り 落

と し ， 各 系 統 そ れ ぞ れ 5 0 m l の 接 種 源 が 入 っ た 紙 コ ッ プ に 入 れ ， 一

晩（ 約 1 6 時 間 ）浸 漬 し た ．浸 根 接 種 後 ，素 焼 き の 4 号 鉢 に 生 育 の 良

い も の を 各 4 個 体 ず つ 移 植 し ， 移 植 後 の 苗 の 根 も と に 余 っ た 接 種 源

を 均 等 に か け た ． 接 種 約 8 週 間 後 に ， 各 個 体 と も 地 際 か ら 初 生 葉 節
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ま で の 茎 を 縦 に カ ッ タ ー ナ イ フ で 切 り ， 茎 断 面 の 維 管 束 褐 変 の 有 無

で 抵 抗 性 と 感 受 性 を 評 価 し た ．接 種 試 験 時 に は コ ン ト ロ ー ル と し て ，

抵 抗 性 親 で あ る 「 し ゅ ま り 」 と 感 受 性 親 で あ る 「 斑 小 粒 系 － １ 」 を

各 系 統 と 同 様 に 供 試 し た ． 1 2 個 体 中 1 2 個 体 が 抵 抗 性 と 判 定 さ れ た

系 統 を 抵 抗 性 ホ モ 接 合 型 系 統 ， 1 2 個 体 あ る い は 1 1 個 体 が 感 受 性 と

判 定 さ れ た 系 統 を 感 受 性 ホ モ 接 合 型 系 統 ， 1～ 1 0 個 体 が 感 受 性 と 判

定 さ れ た 系 統 を ヘ テ ロ 接 合 型 系 統 と 判 定 し た ．  

 

（ ２ ） A F L P 解 析   

 A F L P 解 析 は V o s  e t  a l .  ( 1 9 9 5 )ら の 方 法 を 一 部 改 変 し て 行 っ た ．

（ １ ） で 選 抜 し た 抵 抗 性 ホ モ 接 合 型 の 1 2 系 統 ， 感 受 性 ホ モ 接 合 型

の 1 2 系 統 か ら そ れ ぞ れ 任 意 に 1 個 体 を 選 び ，C T A B 法（ M u r r a y  a n d  

T h o m p s o n  1 9 8 0） に よ っ て ゲ ノ ム D N A を 抽 出 し た ． 抽 出 し た ゲ ノ

ム D N A は ， 抵 抗 性 ， 感 受 性 別 に 等 量 混 合 し バ ル ク D N A と し た ． バ

ル ク D N A を E c o R  I，M s e  I で 3 7℃ ，2 時 間 切 断［ 全 反 応 液 量 5 0 µ l，

D N A 7 5 0 n g  ( 3 µ l  2 5 0 n g / 1 µ l  D N A ) ， 8 U  E c o R  I ， 6 U  M s e  I ， 1 0 µ l  

5 × B u f f e r  ( 5 0 m M   T r i s - A c，5 0 m M  M g A c，2 5 0 m M  K A c，2 5 m M  D T T，

2 5 0 n g  B S A )］ し ， 反 応 液 1 0 µ l を 電 気 泳 動 し た ． 制 限 酵 素 切 断 後 の

ゲ ノ ム D N A が 全 体 に ス メ ア な 泳 動 像 と な り ， 短 い 断 片 は 1 0 0 b p 程

度 ま で 切 断 さ れ て い る こ と を 確 認 し た 後 ，残 り 4 0 µ l の 反 応 液 に 4 µ l  

D . W .，2 µ l  5 × B u f f e r，1 µ l  A T P（ 1 0 m M），1 µ l  T 4 D N A - L i g a s e（ R o c h e  

1 0 U / 1 µ l） ， 1 µ l  E c o R  I  a d a p t e r  ( 5 p m o l / µ l） ， 1 µ l  M s e  I  a d a p t e r  

( 5 0 p m o l / µ l  )（ 図 ２ － １ － １ ） を 加 え て 全 量 5 0 µ l と し ， 3 7℃ で 3 時

間 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た ． ラ イ ゲ ー シ ョ ン 終 了 後 ， 反 応 を 停 止 す る た

め ， 4 5 0 µ l の 0 . 1 T E を 加 え て 4℃ で 保 存 し た ．  
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図 ２ － １ － １  ア ダ プ タ ー の 構 造  

 

次 に ， 予 備 増 幅 プ ラ イ マ ー （ 図 ２ － １ － ２ ） を 用 い て ， 予 備 増 幅

を 行 っ た ． 増 幅 後 ， 反 応 液 5 µ l を 電 気 泳 動 し ， ス メ ア な 増 幅 産 物 が

得 ら れ て い る こ と を 確 認 し ， 残 り 4 5 µ l の 液 に 4 0 5 µ l の 0 . 1 T E を 加

え て 1 0 倍 希 釈 し A F L P 反 応 の テ ン プ レ ー ト と し て 利 用 し た ．  

 

  

      図 ２ － １ － ２  予 備 増 幅 プ ラ イ マ ー  

 

予 備 増 幅 の P C R 反 応 は 以 下 の 通 り 行 っ た （ 表 ２ － １ － １ ） ．  

 

表 ２ － １ － １  予 備 増 幅 の P C R 反 応 駅 組 成 お よ び P C R 条 件  

 

 

A F L P 増 幅 は E c o R  I， M s e  I 側 と も に 3 塩 基 認 識 の 選 択 伸 長 配 列

を 付 加 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 各 バ ル ク の 多 型 を 調 査 し た （ 図 ２ －

Eco RI アダプターの構造 5 - C T C G T A G A C T G C G T A C C
C A T C T G A C G C ATT G G T T A A - 5

Mse I　アダプターの構造 5 - G A C G A T G A C T C C T G A G
T A C T C A G G A C T C A T - 5

予備増幅プライマー
Eco RI 側 5 - G A C T G C G T A C C A A T T C A - 3

Mse I　側 5 - G A T G A C T C C T G A G T A A C - 3
5 - G A T G A C T C C T G A G T A A G - 3
5 - G A T G A C T C C T G A G T A A A - 3
5 - G A T G A C T C C T G A G T A A T - 3

CORE 制限酵素切断部位
選択伸張配列の

先頭となる塩基

反応液組成 PCR条件
D.W. 27.75 μl 94℃ 30秒
Eco RI　pre amp primer (5pmol/μl） 2.5 μl 56℃ 1分 20サイクル
Mes I pre amp primer　(5pmol/μl） 2.5 μl 72℃ 1分
10×Buffer 5.0 μl
dNTPs (2.5mM each) 4.0 μl
MgCl2 （酵素に添付） 3.0 μl
Ampli Taq (Applied Biosystems) 0.25 μl
DNA 5.0 μl
total 50.0 μl
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１ － ３ ） ． E c o R  I 側 プ ラ イ マ ー は 蛍 光 色 素 （ F A M  ， V I C  ( A p p l i e d  

B i o s y s t e m s )）で 標 識 し ，合 計 で 1 0 2 4 通 り の 組 み 合 わ せ で 多 型 を 検

出 し た ．本 試 験 に 利 用 し た 選 択 的 伸 長 配 列 を 表 ２ － １ － ２ に 示 し た ． 

 

 

 

 

 

 

 

図 ２ － １ － ３  A F L P プ ラ イ マ ー の 構 造  

 

     

 

 

  

Eco RI primer Mse I primer
FAM標識 VIC標識
ACC AGC CAA GAA AAA TAA
ACG AGG CAC GAC AAC TAC
ACA AGA CAG GAG AAG TAG
ACT AGT CAT GAT AAT TAT
ATC AAC CCA GCA ACA TCA
ATG AAG CCT GCT ACT TCT
ATA AAA CGA GGA AGA TGA
ATT AAT CGT GGT AGT TGT

CTA GTA ATA TTA
CTC GTC ATC TTC
CTG GTG ATG TTG
CTT GTT ATT TTT
CCC GCC ACC TCC
CCG GCG ACG TCG
CGC GGC AGC TGC

CGG GGG AGG TGG

AFLPプライマー
Eco RI 側 5 - G A C T G C G T A C C A A T T C N N N - 3

Mse I　側 5 - G A T G A C T C C T G A G T A A N N N - 3
5 - G A T G A C T C C T G A G T A A N N N - 3
5 - G A T G A C T C C T G A G T A A N N N - 3
5 - G A T G A C T C C T G A G T A A N N N - 3

CORE 制限酵素切断部位 選択伸張配列

表 ２ － １ － ２  選 択 的 伸 張 配 列  
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  A F L P 増 幅 の P C R 反 応 は 以 下 の 通 り 行 っ た （ 表 ２ － １ － ３ ） ．  

 

表 ２ － １ － ３  A F L P 増 幅 の P C R 反 応 液 組 成 お よ び P C R 条 件  

 

 

A F L P 増 幅 産 物 は ， G e n e S c a n  3 1 0 を 用 い て 5 0 0 L I Z を サ イ ズ マ ー

カ ー と し て 解 析 を 行 っ た ．  

 

（ ３ ） A F L P 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ と 塩 基 配 列 の 決 定  

  抵 抗 性 バ ル ク と 感 受 性 バ ル ク 間 で 多 型 を 示 し た A F L P プ ラ イ マ ー

セ ッ ト を 用 い て ， 両 親 間 で 同 様 の 多 型 を 示 す こ と を 確 認 し た ． 次 に

両 親 の D N A を 用 い て 増 幅 し た A F L P 断 片 を 8 %ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル

で 電 気 泳 動 し ， 多 型 を 示 し た 増 幅 断 片 を 切 り 出 し た ． 切 り 出 し た 増

幅 断 片 は 1 . 5 m l プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ に 1 0 0 µ l の d i f f u s i o n  b u f f e r  

( 0 . 5 M  a m m o n i u m  a c e t a t e， 1 0 m M  m a g n e s i u m  a c e t a t e， 1 m M  E D T A  

p H 8 . 0， 0 . 1 %  S D S )を 加 え ガ ラ ス 棒 を 使 っ て 摩 砕 し た ． そ の 後 5 0℃

の ウ ォ ー タ ー バ ス で 3 0 分 イ ン キ ュ ベ ー ト し ， 1 4 0 0 0 r p m で 1 0 分 間

遠 心 し た ．上 清 1 0 0 µ l を S U P E R R E C - 0 1（ T a k a r a）カ ラ ム で 精 製 し ，

さ ら に 精 製 液 を M i n i E l u t e  P C R  P u r i f i c a t i o n  K i t  ( Q i a g e n )で 濃 縮

精 製 し た ． 切 り 出 し た A F L P 断 片 を D N A  L i g a t i o n  K i t  V e r . 2 . 1

（ T a k a r a）（ 表 ２ － １ － ４ ）を 用 い て 1 6℃ で 一 晩 反 応 さ せ ，p T 7 B l u e  

T - V e c t o r  ( N o v a g e n )に 組 み 込 ん だ ．  

  

反応液組成 PCR条件
D.W. 7.1 μl 94℃ 30秒
Eco RI　primer (10pmol/μl） 1.0 μl 56℃ 30秒 12サイクル
Mes I primer　(3pmol/μl） 2.0 μl 72℃ 1分
10×Buffer 2.0 μl
dNTPs (2.5mM each) 1.6 μl 94℃ 30秒
MgCl2 （酵素に添付） 1.2 μl 56℃ 30秒 23サイクル
Ampli Taq (Applied Biosystems) 0.1 μl 72℃ 1分
DNA 5.0 μl
total 20.0 μl 72℃ 7分
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   表 ２ － １ － ４  ラ イ ゲ ー シ ョ ン 溶 液 の 反 応 液 組 成  

 

 

 

 

 

 

 ラ イ ゲ ー シ ョ ン 溶 液 全 量 を J M 1 0 9（ T a k a r a）の 入 っ た チ ュ ー ブ に

加 え ，氷 中 で 3 0 分 静 置 し ，4 2℃ の ウ ォ ー タ ー バ ス で 4 5 秒 間 処 理 し ，

速 や か に 水 入 り の 氷 中 で 2 分 間 静 置 し た ． そ の 後 ， 3 7℃ に 暖 め て お

い た 製 品 添 付 の S O C 培 地 に ， 大 腸 菌 溶 液 を 全 量 加 え 3 7℃ で 5 分 か

ら 2 0 分 静 置 後 ，3 7℃ で 4 0 分 間 振 と う 培 養 し た ．1 0 µ l  1 0 0 n M  I P T G，

5 0 µ l  2 % X - G a l を 塗 っ た L B 培 地（ 1 0 0 m g ア ン ピ シ リ ン 含 有 ）に ，培

養 液 を 1 0 0 µ l，お よ び 残 り 溶 液 を 約 1 0 倍 に 濃 縮 し 全 量 使 用 し た 2 段

階 の 濃 度 で 平 板 に 広 げ 一 晩 培 養 し た ． 白 色 の コ ロ ニ ー を 滅 菌 し た つ

ま よ う じ の 先 で ふ れ ， 1 0 0 u l の T E 溶 液 に 懸 濁 し 9 9℃ で 1 0 分 間 熱

処 理 し ， 8 0 0 0 r p m で 1 5 分 間 遠 心 し た ． 上 清 を テ ン プ レ ー ト と し て

M 1 3 プ ラ イ マ ー  ( f o r w a r d  p r i m e r ;  5 ' - G T A A A A C G A C G G C C A G T - 3 ' ,  

r e v e r s e  p r i m e r ;  5 ' - G G A A A C A G C T A T G A C C A T G - 3 ' )で P C R を 行 い

（ 表 ２ － １ － ５ ） ， ２ ％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 増 幅 断 片 を 確 認 し た ． 目

的 の 大 き さ に 近 い 増 幅 断 片 を 示 し た コ ロ ニ ー 懸 濁 液 を テ ン プ レ ー ト

と し ， A F L P マ ー カ ー を 利 用 し て D N A を 増 幅 さ せ ， G e n e S c a n  3 1 0

で 解 析 し ， 得 ら れ た 増 幅 断 片 長 が A F L P 解 析 時 に 多 型 を 示 し た 増 幅

断 片 長 と 完 全 に 一 致 し た も の を 選 抜 し た ．  

  

反応液組成
Ligation　Solution (Takara) 5.0 μl
pT7Blue T-Vector(Novagen) 1.0 μl
精製したDNA 1.0 μl
TE 3.0 μl
total 10.0 μl
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表 ２ － １ － ５  イ ン サ ー ト チ ェ ッ ク 用 P C R 反 応 液 組 成 と P C R 条 件  

 

 

選 抜 し た コ ロ ニ ー 懸 濁 液 を 利 用 し て 再 度 M 1 3 プ ラ イ マ ー を 用 い た

P C R を 行 い ， 増 幅 断 片 を Q I A q u i c k  D N A  P u r i f i c a t i o n  K i t  ( Q i a g e n )

で 精 製 し た 後 ， 外 注 し て 塩 基 配 列 を 解 読 し た ．  

 

結 果  

（ １ ） バ ル ク 構 成 系 統 の 選 抜  

F 3 世 代 1 0 5 系 統 を 用 い て ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 を 接 種 検 定 し ，

F 2 世 代 の 遺 伝 子 型 を 推 定 し た ．観 察 値 は 抵 抗 性 ホ モ 接 合 型 ： ヘ テ ロ

接 合 型 ： 感 受 性 ホ モ 接 合 型 ＝ 2 6： 5 4： 2 5 と な り ， 1 遺 伝 子 支 配 に よ

る 理 論 値 に 適 合 し た （ 表 ２ － １ － ６ ） ． 抵 抗 性 ホ モ 接 合 型 ， 感 受 性

ホ モ 接 合 型 と 推 定 し た 系 統 か ら そ れ ぞ れ 1 2 系 統 を バ ル ク 構 成 系 統

と し て 選 抜 し た ．  

 

  表 ２ － １ － ６  斑 小 粒 系 － １ ／ し ゅ ま り F 2 世 代 の 推 定 表 現 型  

 

 

 

注 ） R ： 抵 抗 性 ホ モ 接 合 型  H ： ヘ テ ロ 接 合 型   

S : 感 受 性 ホ モ 接 合 型 ， 数 字 は 系 統 数  

 

 

観察値 理論値

R H S R H S χ2 Ｐ

26 54 25 26.3 52.5 26.3 0.11 0.95

反応液組成 PCR条件
D.W. 13.7 μl 94℃ 2分
10×Buffer 2.0 μl
dNTPs (2.5mM each) 1.6 μl 94℃ 30秒
MgCl2 （酵素に添付） 1.2 μl 56℃ 30秒 35サイクル
primer M13F (20pmol/μl） 0.2 μl 72℃ 2分
primer M13R (20pmol/μl） 0.2 μl
ExTaq (Takara) 0.1 μl 94℃ 5分
Template 1.0 μl
total 20.0 μl
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（ ２ ） A F L P 解 析  

 A F L P 解 析 の 結 果 ， 抵 抗 性 バ ル ク に 特 異 的 な 増 幅 断 片 が 4 個  ( E -

A C C / M - G G G - 7 7 ,  E - A C T / M - A C T - 1 1 8 ,  E - A T G / M - G A G - 1 3 8 ,  E -

A C A / M - G A A - 1 3 9 )  感 受 性 バ ル ク に 特 異 的 な 増 幅 断 片 が 2 個 ( E -

A A G / M - G A T - 1 2 6 ,  E - A T G / M - A A G - 1 3 2 )  検 出 さ れ ， 両 親 間 で も 同 様

の 多 型 が 検 出 さ れ た ． 抵 抗 性 バ ル ク に 特 異 的 な E - A T G / M - G A G - 1 3 8

お よ び 感 受 性 バ ル ク に 特 異 的 な E - A T G / M - A A G - 1 3 2 の 配 列 を 比 較 し

た と こ ろ ， 前 半 に 1 塩 基 の 置 換 ， E - A T G / M - A A G - 1 3 2 側 の 後 半 の 配

列 に 6 塩 基 の 欠 失 領 域 が あ っ た 以 外 は 同 じ 配 列 だ っ た （ 図 ２ － １ －

４ ， 相 同 性 9 9 . 2％ ） ．  

 

図 ２ － １ － ４  A F L P 増 幅 断 片 E - A T G / M - G A G - 1 3 8 お よ び E - A T G / M -

A A G - 1 3 2 の 相 同 性 比 較  

 

 

考 察  

「 し ゅ ま り 」 の ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 に 対 す る 抵 抗 性 は 優 性 の

1 遺 伝 子 に よ っ て 支 配 さ れ て い る と 推 定 さ れ た （ 表 ２ － １ － ６ ） ．

千 葉 ら は 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 な ど を 用 い た 遺 伝 解 析 か ら ， ア ズ キ 落

葉 病 抵 抗 性 は 優 性 の 1 遺 伝 子 座 に よ っ て 支 配 さ れ て い る と 報 告 し た

（ 1 9 8 7） ． 「 し ゅ ま り 」 は 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 を 系 譜 に 持 つ こ と か

 
E-ATG/M-GAG-138    1' GACTGCGTAC CAATTCATGT TTTTCTTTGT CAATAGAATT AGAAGTCCGT TGATAATTTA 

                       ********** ********** ********** ********** * ******** **********  

E-ATG/M-AAG-132    1" GACTGCGTAC CAATTCATGT TTTTCTTTGT CAATAGAATT ACAAGTCCGT TGATAATTTA 

 

E-ATG/M-GAG-138   61' CTGGTCATGA TTTTTCCTTA TTTTGTGGTT TTGATGTAAG GGATATATCA ATGTGCTTTT 

                        ********** ********** ********** ********** ********** ********   

E-ATG/M-AAG-132   61" CTGGTCATGA TTTTTCCTTA TTTTGTGGTT TTGATGTAAG GGATATATCA ATGTGCTT-- 

 

E-ATG/M-GAG-138  121' GCTCTTACTC AGGACTCATC 

                           ****** ********** 

E-ATG/M-AAG-132  119" ----TTACTC AGGACTCATC 
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ら ， 「 し ゅ ま り 」 の 抵 抗 性 は 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 由 来 の 効 果 の 大 き

い 遺 伝 子 座 に よ っ て 支 配 さ れ て い る と 考 え ら れ た ． 本 試 験 の 結 果 か

ら 「 し ゅ ま り 」 が 有 す る 優 性 に 遺 伝 す る ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 遺 伝 子

を P g a 1 と 命 名 し た ．   

バ ル ク 法 を 利 用 し た A F L P 解 析 で は 6 個 の 特 異 的 な 増 幅 断 片 を 得

る こ と が で き た ． バ ル ク 内 で は 各 個 体 は 目 的 と す る 形 質 に つ い て は

同 質 で あ る が ， 他 の 遺 伝 子 は 選 抜 さ れ て い な い た め 異 質 で あ る 可 能

性 が 高 い（ M i c h e l m o r e  e t  a l .  1 9 9 1）．こ の こ と か ら ，精 度 の 高 い 試

験 に よ っ て 選 抜 さ れ た 個 体 か ら な る バ ル ク 間 で は ， 目 的 と す る 形 質

と 連 鎖 し た 領 域 以 外 で は 多 型 が 得 ら れ な い と 考 え ら れ る ．本 試 験 は ，

接 種 検 定 時 の コ ン ト ロ ー ル と し て 供 試 し た 「 し ゅ ま り 」 に は 全 個 体

維 管 束 褐 変 が み ら れ ず ，そ れ に 対 し て「 斑 小 粒 系 － １ 」は 1 2 個 体 中

1 2 個 体 に 維 管 束 褐 変 が み ら れ ，全 個 体 が 感 受 性 と 判 定 さ れ る 条 件 で

あ っ た （ デ ー タ 未 掲 載 ） こ と か ら ， 接 種 精 度 は 高 い と 考 え ら れ る ．

そ の た め ， 得 ら れ た 増 幅 断 片 は 抵 抗 性 ， 感 受 性 と 連 鎖 し て い る 可 能

性 が 高 い と 考 え ら れ た ．  

配 列 の 相 同 性 が 高 か っ た E - A T G / M - G A G - 1 3 8 と E - A T G / M - A A G -

1 3 2 は ，E c o R  I 側 の 選 択 的 伸 張 配 列 も 同 じ で あ っ た（ 図 ２ － １ － ４ ）

こ と か ら ， こ れ ら は 同 一 座 に あ る と 考 え ら れ た ． そ の た め ， 以 降 の

マ ー カ ー 開 発 は E - A C C / M - G G G - 7 7 ,  E - A C T / M - A C T - 1 1 8 ,  E - A T G / M -

G A G - 1 3 8 ,  E - A C A / M - G A A - 1 3 9  ， E - A A G / M - G A T - 1 2 6 の 計 5 つ の 配

列 を 用 い て 行 う こ と と し た ．  
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第 ２ 節  ア ガ ロ ー ス ベ ー ス の D N A マ ー カ ー 開 発  

 

目 的  

A F L P 法 は ， 作 物 固 有 の 特 異 的 マ ー カ ー が な い 場 合 に も 適 用 可 能

な 長 所 を 有 す る 反 面 ， 煩 雑 な 手 法 を 用 い る た め ， A F L P マ ー カ ー そ

の も の を 育 種 選 抜 に お け る D N A マ ー カ ー と し て 利 用 す る こ と は 難

し い ．ま た ，育 種 選 抜 で D N A マ ー カ ー を 利 用 す る 際 に は ，抵 抗 性 ホ

モ 接 合 型 ， 感 受 性 ホ モ 接 合 型 ， ヘ テ ロ 接 合 型 が 判 別 で き る 共 優 性 マ

ー カ ー が 望 ま し い ． 以 上 の こ と よ り ， A F L P 断 片 お よ び そ の 周 辺 領

域 の 配 列 を 利 用 し て ， ア ガ ロ ー ス で 簡 易 に 遺 伝 子 型 を 判 別 で き る

D N A マ ー カ ー を 開 発 す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法  

（ １ ） イ ン バ ー ス Ｐ Ｃ Ｒ を 利 用 し た A F L P 断 片 周 辺 配 列 の 決 定  

 第 1 節 で 塩 基 配 列 を 決 定 し た A F L P 増 幅 断 片 を 利 用 し て ， フ ォ ワ

ー ド プ ラ イ マ ー ， リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 2 つ ず つ 設 計 し た （ 図 ２ －

２ － １ ）  

 

 

 

．  

 

 

図 ２ － ２ － １  A F L P 断 片 を 利 用 し た プ ラ イ マ ー 設 計 の イ メ ー ジ 図  

 

プ ラ イ マ ー の 設 計 は 塩 基 数 が 2 0 前 後 ， G あ る い は C の 数 が 8 個

か ら 1 0 個 に な る よ う に 設 計 し （ G C 含 有 率 4 0～ 5 0％ ） ， 設 計 し た

プ ラ イ マ ー は イ ン タ ー ネ ッ ト 上 の フ リ ー ソ フ ト

（ h t t p : / / w w w . o l i g o e v a l u a t o r . c o m / A d d U s e r S e r v l e t） で T m 値 お よ

び 予 想 さ れ る 二 次 構 造 を 調 べ た ． ヘ ア ピ ン 構 造 に な り や す い と 判 定

AFLP増幅断片

インバースPCR用プライマー

ネスティドPCR用プライマー
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さ れ た プ ラ イ マ ー は 利 用 せ ず ， T m 値 は 6 0℃ 前 後 を 目 安 と し た ． 以

降 の プ ラ イ マ ー は す べ て 同 様 の 方 法 で 設 計 し た ．  

 ゲ ノ ム を 切 断 す る 制 限 酵 素 は A F L P 断 片 が 切 断 さ れ な い も の を 選

択 し ， A l u  I， H a e  I I I， H i n d  I I I， S a u 3  A I， T a q  I， X b a  I で 切 断 し

た ．制 限 酵 素 処 理 を 行 っ た 反 応 液 は Q I A q u i c k  D N A  P u r i f i c a t i o n  K i t

で 精 製 し ， 1 6℃ で 一 晩 ラ イ ゲ ー シ ョ ン し た ． 反 応 液 組 成 を 表 ２ － ２

－ １ に 示 し た ． ラ イ ゲ ー シ ョ ン 溶 液 は M i n i E l u t e  P C R  P u r i f i c a t i o n  

K i t で 濃 縮 精 製 し ， P C R テ ン プ レ ー ト と し た ．  

 

表 ２ － ２ － １  ラ イ ゲ ー シ ョ ン 溶 液 の 反 応 液 組 成  

 

 

 

 

 

 抵 抗 性 バ ル ク に 特 異 的 に 増 幅 し た A F L P 断 片 を 利 用 し て 設 計 し た

プ ラ イ マ ー に は 「 し ゅ ま り 」 の ， 感 受 性 バ ル ク に 特 異 的 に 増 幅 し た

A F L P を 利 用 し て 設 計 し た プ ラ イ マ ー に は 「 斑 小 粒 系 － １ 」 の ゲ ノ

ム D N A を 自 己 環 状 化 さ せ た も の を テ ン プ レ ー ト と し て 用 い た ．  

 以 降 の P C R 反 応 は す べ て 表 ２ － ２ － ２ の 条 件 で 実 施 し た ．は じ め

に イ ン バ ー ス P C R 用 プ ラ イ マ ー（ A F L P 断 片 の 内 側 に 設 計 し た プ ラ

イ マ ー ）で D N A を 増 幅 さ せ た ．ゲ ノ ム D N A を 直 接 増 殖 さ せ た 産 物

は ， 複 数 の 増 幅 断 片 が 見 え る も の が 多 か っ た ． そ の た め 増 幅 産 物 を

5 0 倍 に 希 釈 し ， A F L P 断 片 の 外 側 （ イ ン バ ー ス P C R で は 内 側 プ ラ

イ マ ー と な る ）に 設 計 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て ネ ス テ ィ ッ ド P C R を

行 い ， 1 本 の ク リ ア な 増 幅 断 片 が 得 ら れ た も の を 精 製 し ， 塩 基 配 列

を 解 読 し ， 制 限 酵 素 サ イ ト で 5 ’側 と 3 ’側 の 位 置 を 決 定 し た ．  

次 に 周 辺 配 列 の 5 ’側 と 3 ’側 に プ ラ イ マ ー を 設 計 し ， ゲ ノ ム D N A

を 増 幅 さ せ ， 増 幅 産 物 の 配 列 を 解 読 し た ． 増 幅 産 物 の 中 に A F L P 増

幅 断 片 と 1 0 0 % の 相 同 性 が あ る 配 列 を 確 認 後 ， も う 一 方 の 親 の ゲ ノ

反応液組成
DNA 12.5 μl  =(125ng)
10×Buffer 12.5 μl
T4 Ligase (Takara) 1.0 μl
D.W. 3.0 μl
total 125.0 μl
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ム D N A を 同 様 の プ ラ イ マ ー で 増 幅 さ せ ， 塩 基 配 列 を 決 定 し ， 対 立

座 の 配 列 と し た ．一 連 の 作 業 の イ メ ー ジ 図 を 図 ２ － ２ － ２ に 示 し た ． 

 

表 ２ － ２ － ２  ゲ ノ ム P C R 反 応 液 組 成 と P C R 条 件  

        

図 ２ － ２ － ２  A F L P 周 辺 領 域 解 析 の イ メ ー ジ 図  

 

 

 

（ ２ ） S C A R（ s e q u e n c e  c h a r a c t e r i z e d  a m p l i f i e d  r e g i o n） マ ー カ ー

の 作 成  

 A F L P 断 片 お よ び そ の 周 辺 領 域 の 塩 基 配 列 を 利 用 し て プ ラ イ マ ー

を 設 計 し た ． 増 幅 断 片 の 長 さ は 考 慮 せ ず ， 本 試 験 の マ ー カ ー は 優 性

遺 伝 す る 形 質 と 連 鎖 し て い る と 予 想 さ れ る こ と か ら ， 表 現 型 ， 遺 伝

反応液組成 PCR条件
D.W. 13.7 μl 94℃ 2分
10×Buffer 2.0 μl
dNTPs (2.5mM each) 1.6 μl 94℃ 30秒
MgCl2 （酵素に添付） 1.2 μl 56℃ 30秒 35サイクル
primer (Forward) (20pmol/μl） 0.2 μl 72℃ 2分
primer (Reverse) (20pmol/μl） 0.2 μl
ExTaq (Takara) 0.1 μl 94℃ 5分
Template 1.0 μl
total 20.0 μl
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子 型 を 一 致 さ せ る た め に 抵 抗 性 型 を 判 別 で き る 優 性 マ ー カ ー を 作 成

し た ．  

 

（ ３ ） 遺 伝 子 型 と 表 現 型 の 比 較 お よ び 抵 抗 性 遺 伝 子 と 強 連 鎖 し た マ

ー カ ー の 選 抜  

 バ ル ク 構 成 個 体 の 選 抜 に 利 用 し た F 3 系 統 に つ い て ， F 2 の 推 定 表

現 型 が 抵 抗 性 ホ モ 接 合 型 お よ び ヘ テ ロ 接 合 型 の 系 統 か ら は ， 病 徴 を

示 さ ず 「 抵 抗 性 」 と 判 定 し た １ 個 体 か ら ， 感 受 性 ホ モ 接 合 型 の 系 統

か ら は 明 ら か な 病 徴 を 示 し 「 感 受 性 」 と 判 定 し た 個 体 1 個 体 か ら

D N A を 抽 出 し ， 作 成 し た 5 つ の マ ー カ ー 用 い て 遺 伝 子 型 を 調 査 し

た ． ま た ， す で に ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 型 が 明 ら か と な っ て い る 遺 伝

資 源 3 2 点 を 用 い て 遺 伝 子 型 を 調 査 し た ．  

 

結 果  

（ １ ） A F L P 断 片 周 辺 塩 基 配 列 の 決 定  

 第 1 節 で 選 抜 し た 「 し ゅ ま り 」 お よ び 「 斑 小 粒 系 － １ 」 の A F L P

断 片 お よ び そ の 周 辺 の 塩 基 配 列 を 図 ２ － ２ － ３ に 示 し た ． こ れ ら の

配 列 は D D B J に 登 録 し た （ D D B J  a c c e s s i o n  n o .  A B 7 4 9 3 2 4  ～  

A B 7 4 9 3 3 2， 「 斑 小 粒 系 － １ 」 の E - A T G / M - A A G - 1 3 2  と そ の 周 辺 領 域 の み 未

登 録 ） ．  
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( 1 )「 斑 小 粒 系 － １ 」 の E - A C C / M - G G G - 7 7（ し ゅ ま り ） 対 立 座 領 域  

 

( 2 )「 し ゅ ま り 」 の E - A C C / M - G G G - 7 7 と そ の 周 辺 領 域  

    （ 注 ） □ は A F L P 増 幅 断 片 の 配 列  

 

 

 

10 20 30 40 50 60
CAGAAGAGGA AGATGTATCA CATTTTAGCT CAAAGGTTTG CATTCTAGTA AAAGGAGAAG

70 80 90 100 110 120
ATTGATCCTT TAATTTATCA GAAAACATAG ATAAAACCTA CGAAAAAAAA ATGAATTATC

130 140 150 160 170 180
ACATCAGACA ACATTGTAAT TCTATTCTTG TATACAATGA TATTATAAAG TATAATAATT

190 200 210 220 230 240
TGACAATACT TACTTCAATG ATTTCATATG ACAAAGATAT AGATTTTGCC CTTTGCATGA

250 260 270 280 290 300
TTTCAAATAG CTTAATCAGA GTATATAAGG AACCGCTATC TTTAGCCAAC CAACCTACAT

310 320 330 340 350 360
CAATATATAT TTTCTCCACA AAGAGAAGAT TAATCTCAGT GGAAAAACAA TATAAAACAT

370 380 390 400 410 420
AAGAATCAGT GTATTTAAAA TATTTAAGCC TTGGCGTTTG AAGCTCAAAG ACACAGTCAG

430 440 450 460 470 480
CTTCTAATTT CCCAGCCACT CTAAAACAAG ATATATTTAA GTCTACAAGG TGGGGTGTAG

490 500 510 520 530 540
AGATTTTGAA AATATTGAAG TCACCATAGT ATATACAACT ATGAAAATAT AAAGATTCCA

550 560 570 580 590 600
AATTGACAAA ACCCTTAAAT GAATCAAAAA GGTTTTCCCA ACCACAATCA AAATTACAAC

610 620 630 640 650 660
AGCAGAGGTA TAGGTGGTTA AGAGAAGGAA GATCGA                        

10 20 30 40 50 60
CAGAAGAGGA AGATGTATCA CAGATTAAAT CAAAAGTTTG CATTCTGGTG AAAGGAGAAC

70 80 90 100 110 120
ATCTATCCTC TAATTCATCA GAAAACATAG ATAAAACCTA CAAAAAGAAA ATGAATTATC

130 140 150 160 170 180
AAATCAGACA TAATTGTAAT CCTATTCTTG TGCTACACTG ATATTGTAAA GAATAATAAT

190 200 210 220 230 240
TTGCCAAAAG AAAAATACTT ACTCGAATGA TTTTTAATAA CAGAGATATA GATTTCGCCC

250 260 270 280 290 300
TTTTCATGAT TTCAAATAGC TCAACCAAAG TAGAAAATAA GGAAACAGTA CTTTTAGCAA

310 320 330 340 350 360
ACCACCCTAC ATCGATATAC ATTTTCTCCA CAAAGAGAAG ATTAACCTCA GTAGAAAAAG

370 380 390 400 410 420
AATATAAATG ATAAAAATCA GTATATTTAA AATACTGAAG CCTTGGTGTT TGAAGCTCAA

430 440 450 460 470 480
AGACACAGTC ACCTTGAAAC TTCCCAAACA CTCTACTATC TGATATATTT AAGTCTACAA

490 500 510 520 530 540
GGTGGGAGAC AGAGATTTTG AAGGTATTGA ATTCAACATA ATATGTACAA CTAACCAAAT

550 560 570 580 590 600
ATAGAGATTC CAAATTGACA CAACCCTTAA ATGGATCAAA AGGGCTTTCC GATTCACACA

610 620 630 640 650 660
TAAATTCACA ACCATAGAGG TATAGGTGGT TAAGAGAAGG GAGATCGAAA TTTGTGATCT

670 680 690 700 710 720
CACTGAATAT GTAAGAAAGT TTGAGAGTAG TGAG                          
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( 3 )「 斑 小 粒 系 － １ 」 の E - A C T / M - A C T - 1 1 8（ し ゅ ま り ） 対 立 座 領 域  

 

 

( 4 )「 し ゅ ま り 」 の E - A C T / M - A C T - 1 1 8 と そ の 周 辺 領 域  

（ 注 ） □ は A F L P 増 幅 断 片 の 配 列  

 

10 20 30 40 50 60
TCCGTAACCC ACTTAAGATT CTCCCAAAAT TGCTAGTGGA ATTGACTGGA GTGCCTGCAA

70 80 90 100 110 120
AAACGGGTCA TATGGGTTTG ATTTTCATCT TCAAATGTAT GCTATTTTGA CAAAGAATTT

130 140 150 160 170 180
TGAAAGTTTG ATAATTTTAC TATTCAACTA TCGTTATCTT GTACATCTTA TAATCGAAAA

190 200 210 220 230 240
CATATTTTAC TATACCCATC CTTATAAATC AATCTATTAT CTTTCTAATA AAGATATGCC

250 260 270 280 290 300
AGGATTTTTT TTTTTAAAAT CAATAAAATA TTGAGTTTAA TATGACATGA TTTTTAAAGA

310 320 330 340 350 360
ATTAGCTACT TCTTTTATCT TCTAAAAACA TTTCTGACAT CAGGTCACTG CTATAAAATT

370 380 390 400 410 420
AATGAAATAA AAACTTTTGA TGATAAAATT CCCAAGAAAA ATGGATGATA AAAATTGTTA

430 440 450 460 470 480
AATGATGATG GTTTAACGGT AAAAAGTGTA GTTAAGTAAA TGTTTTATTC TTCCCTGTAA

490 500 510 520 530 540
TCTTTACTGG AAAGGAAATG C                                       

10 20 30 40 50 60
AGCTCGCCCA CCTCATTTTG AATGACATTC TTCATGGCTT GAAAATTTTT GTAAGTTTTT

70 80 90 100 110 120
GGTATTCGAC CATTGAAGAT TCTCATGTAA ACTTTTATTT CTTACAAAAT TTAGAGTCTA

130 140 150 160 170 180
AATTTTCCGT AACCCACTTA AGATTCTCCC AAAATTGCTA CTGGAATTCA CTTCGAGTCA

190 200 210 220 230 240
TAATTCCCTG CAAAAACGGG TTATATGGGT TTGATTTTCA TCTTCAAATG TATGCTATTT

250 260 270 280 290 300
TGACAAAGAA TTTTGAAGTT TAATAATTTT ACTATTCAAC TATCGTTATT TTGTACATTT

310 320 330 340 350 360
TATAGTCCAA AACATATTTT AATATACCCA TTGTTATAAA TCAATTAAGT TTCTAACAAA

370 380 390 400 410 420
GATATGCCAG GATTTTTTTA AAAAATCAAT AAAATGAGTT TAATATGACA TGATTTTTAA

430 440 450 460 470 480
AGAATTAGCT ACTTCTTTTA TCTTCTAAAA ACATTTCTGA CATCAGGTCA CTGCTATAAA

490 500 510 520 530 540
ATTAATGAAA TAAAAACTTT TGATGATAAA ATGCATCGAA AACATGGATA ATAAAAATTG

550 560 570 580 590 600
TAAAATGATG ATAATTTAAC TGTCAAAAGT GTAGCTAAGT AAATGTTTTA TTCTTCCTGT

610 620 630 640 650 660
AATCTTTACT GGAAAGGAAA TGCTATTCTT TTAATCTTTT CAGATACACT TAGTC     
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( 5 )「 斑 小 粒 系 － １ 」 の E - A A G / M - G A T - 1 2 6  と そ の 周 辺 領 域  

（ 注 ） □ は A F L P 増 幅 断 片 の 配 列  

 

 

( 6 )「 し ゅ ま り 」 の E - A A G / M - G A T - 1 2 6（ 斑 小 粒 系 － １ ） 対 立 座 領 域  

10 20 30 40 50 60
CACACTTATT TCTTTTTCTG AATATTATGT CGTTTATTTT GGTTATAGGA GCAAAATGGA

70 80 90 100 110 120
AAAACCAATA TAGTTAAAGA TGTCCTTTAT AAACGGAATT AGATGTTATT TGTCTATGTT

130 140 150 160 170 180
TTATAAAGAA TTCAAGTTTT TGTTTATGAT TGGAATAGTA GTCCCGGTGA TTATTCCTTA

190 200 210 220 230 240
TTTTGTAGTC TTTATGTAAG GGATATATCT TATATATTCA GGTTCTATCT TAAATGATAA

250 260 270 280 290 300
ATCTTTTTTT TATTTTTCCT TTAGTTCTAT GTTCTTTTAT AAGAAAAATG TCTAAAACTT

310 320 330 340 350 360
GCAATTTTTT TTATTATTAT AAACTTTTAC GTTAAAAATA ATAATCCAAA TGAATTTATG

370 380 390 400 410 420
AACTCCAATT TCAAAATAAC TCCATAAATT GAATAGTTAG TCACATTAAT ATATCAAAAT

430 440 450 460 470 480
TTACTTAAAT AAATGGAGAA GATATGTCTT ATTCAATATA GTTTCGTTTT TTAAGCATAA

490 500 510 520 530 540
TATTAACTTA TCCTTATCTA TTTTTTCTGA ACACATTTAG ATTGAAATAA CATTTAAAGT

550 560 570 580 590 600
ATATCACCTA ATATTTAAAT TTTAAAATAT AATTGAGAAA AGTAATTAAA TGATGTTAAG

610 620 630 640 650 660
ATGAAAACAG AACAAAC                                           

10 20 30 40 50 60
CACACTTATT TCTTTTTCTG AATATTATGT CGTTTATTTT GGTTATAGGA GCAAAATGGA

70 80 90 100 110 120
AAAACCAATA TAGTTAAAGA TGTCTTTTAT AAACGGAATT AGATGTTATT TGTCTATGTT

130 140 150 160 170 180
TTATAAAGAA TTCAAGTTTT TGTTTATGAT TGGAATAGTA GTCCCGGTGA TTATTCCTTA

190 200 210 220 230 240
TTTTGTAGTC CCGGGATATA TCTTATATAT TCAGGTTCTA TCTTAAATGA TAAATCTTTT

250 260 270 280 290 300
TTTTATTTTT CCTTTAGTTC TATTTTCTTT TATAAGAAAA ATATCTAAAA CTTGCAATTT

310 320 330 340 350 360
TTTTTATTAT TATAAACTTT TACGTTAAAA ATAATAATTC AAATGAATTT ATGAACTCCA

370 380 390 400 410 420
ATTTCAAAAT AACTCCATAA ATTGAATAGT TAGTCACATT AATATATCAA AATTTACTTA

430 440 450 460 470 480
AATAAATGGA GAAGATATGT CTTATTCAAT ATAGTTTCGT TTTTTAAGCA TAATATTAAC

490 500 510 520 530 540
TTATCCTTAT CTATTTTTTC TGAACACATT TAAATTGAAA TAACATTTAA AGTATATCAC

550 560 570 580 590 600
CTAATATTTA AATTTTAAAA TATAATTGAG AAAAGTAATT AAATGATGTT AAGATGAAAA

610 620 630 640 650 660
CAGAACAAAC                                                   

24 

 



 

( 7 )「 斑 小 粒 系 － １ 」の E - A T G / M - A A G - 1 3 2  と そ の 周 辺 領 域（ ( 8 ) の 対

立 座 領 域 ）  

（ 注 ） □ は A F L P 増 幅 断 片 の 配 列  

10 20 30 40 50 60
AGCTATTATT TAAAAAAGTT GAGATGAGTA ATGTCAAATA AAATGTTAAA ACGGATTTAG

70 80 90 100 110 120
TGGTCATTGA ATGAAAATGT TCTCTTTGGA CAACTGCAAA GTCAAAAAAC TCATTGACTC

130 140 150 160 170 180
GGTGGTCGTT GAGCGTGTAT AAACGTAAAG AACACAACGA ACGCATGGAT CGGTGGGAGA

190 200 210 220 230 240
TGACAGTGTC TTCTATTGAC AGCGTCTGAA AAACGACAAC CTAGAAAAGC AATGACGTCA

250 260 270 280 290 300
ACAGTGTGGG GAGGCAATGA CATTGAAGGA GTGGAGGCAA CTACTCATTC GTGAAGTGAT

310 320 330 340 350 360
ACATGATGCG TGGAATGAAC TTAAACAAGA GTGAAATTAG GGATTGAGAC AGTGATTTAA

370 380 390 400 410 420
TAATTGTTAT AGACTGTTAT AGAATTATTT ATAGACTGAA GTTTGTTACA TTAATAAATA

430 440 450 460 470 480
AGAAGTTACT TAAATAAAAA GAGATAATGT ATATCTTATT CATGAGAGTG TGGTTTCCTT

490 500 510 520 530 540
TTCTTCAAAC ATAATATTAA CTTGTCCTTA ACTATTTCTT ATGAACAAAT TTAAATTTGA

550 560 570 580 590 600
ATAGCATCTA AAATATATGA CATAAATTTT TTTATTCATA TAAAAAACAT TGTAAAGGAA

610 620 630 640 650 660
ATTTATAAAA AAAAATAATT AGAAGATAAA ATATAATAGA GTGAATTGAA ATAAAAAAAA

670 680 690 700 710 720
TAAGATGATA CAAAGAATAA TAACATTATT TTAACAGAAT GACCTGGGAG AGAATGAAAT

730 740 750 760 770 780
ATAATACTTT AGAAATATGT ATTTGAGAAG GTTGAGAGTA CAAAAAGAAA AGAGTTCAAG

790 800 810 820 830 840
ATAATAAACA GAAAAAAATT CTACATCAAA GATTCTTCAA ACACGATAAT TATTTGATGA

850 860 870 880 890 900
AATTATTTTA TTCATGAGAT AATTTCACCA ATGTTTTCAA TATTAGTTTA GAGTGTCGGG

910 920 930 940 950 960
ATAAGGTTGA TAATGGACAT TTCAACGGTG AATATGCAAA CTTTAAAGTT AATACAAGAT

970 980 990 1000 1010 1020
ACATCTTTTT CCTCTGCTAT GTTTTAGGTT TTATCTATGT TTTCATATGT TTTGGAATAA

1030 1040 1050 1060 1070 1080
GATGTTGTAT TTTTCTAGAT TTTATAAAGA ATTCATGTTT TTCTTTGTCA ATAGAATTAC

1090 1100 1110 1120 1130 1140
AAGTCCGTTG ATAATTTACT GGTCATGATT TTTCCTTATT TTGTGGTTTT GATGTAAGGG

1150 1160 1170 1180 1190 1200
ATATATCAAT GTGCTTTTAA CATAAAAATT TACTCTTTTG AATATGTTCC CTGATAATAC

1210 1220 1230 1240 1250 1260
GTAGCACCAA CACTCAAATT ATGTTTTATC AAATTTATTG ACTTTGTTTT TCTGTTCGAA

1270 1280 1290 1300 1310 1320
ATATGATTTC ACAGTTTTTG ACTAAATAAA AATTATATAT TCAAGTTCTA TCTTAAACGA

1330 1340 1350 1360 1370 1380
ACCTTTTCTA TTTTACCTAT AGTTTTATTT TCTTTTATAA GAAAAATAAC TATAACTTGT

1390 1400 1410 1420 1430 1440
CGTGAGGTTT TTTTTTATTG CAAACTTTTA CATTAAAAAT AATAATCCAT ATGAAATTTA

1450 1460 1470 1480 1490 1500
TCAATCTCCA ATCTTAAAAT AACTTCATAA ATTAAAGTTC GTCAGTCACA CATTAATATA

1510 1520 1530 1540 1550 1560
TAAAAATTTG CGTAATAAAT GGAGATAGTG TCTTATTCAA AACATAGTTT CATTTCTTTA

1570 1580 1590 1600 1610 1620
AAGGTAATAT TAACTTATAT GCTTTACTAT TTCTTTTACA CACATTTATA TTTTAATAAC

1630 1640 1650 1660 1670 1680
ATCTAAAGTA TATCAACTCA TATTTAAAAT ATAACGTAAG TAATAGATAA TGTTCATATG

1690 1700 1710 1720 1730 1740
TAAACGGAAC AAACATAAGA TACAAATTTG GTTATTTTTT ATAAATTAAA TCAAATATTA

1750 1760 1770 1780 1790 1800
CATTAATCAA ACGAGATTAT CTAATCAGAC AAAACTTCGT GTCCATGATT AATATTAGAG

1810 1820 1830 1840 1850 1860
GTTATAAATA TCAATTGAAT TGTACTAAAT AGTAAATAAA TGTATTAAAT TAAAAAATAG

1870 1880 1890 1900 1910 1920
TTTGTGTTAA CTGAATTGAT CTAAACTAAA TTAATTTTTG TTTTAATAAA CTGAGCT   
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( 8 )  「 し ゅ ま り 」 の E - A T G / M -  G A G  - 1 3 8 と そ の 周 辺 領 域  

（ 注 ） □ は A F L P 増 幅 断 片 の 配 列  

10 20 30 40 50 60
AGCTTGCATA AGGACTGTAC CTGTATAATA AGTTGATTAT ATATAGCATA CGAAATTTAC

70 80 90 100 110 120
TTATTCTATC ACTAAACTTT AATTATATAC CTATAGATAT ATAATTTTGG ATAATTCAAT

130 140 150 160 170 180
TGTAGCACAA GAATTGAATT ACAATGTTGT CTGATGTGAT AATTCATTTT TTTTCGTAGG

190 200 210 220 230 240
TTTTATCTAT GTTTTCTGAT GAATTAAAGG ATGAATCTTC TCCTTTCACT AGAATGCAAA

250 260 270 280 290 300
CTTTTGAATT AACATGTGAT GCATCTTCCT CCTCTGCCAT GCCTCAGGAC GTAAAAAAAT

310 320 330 340 350 360
ATTTATTTGG TGCATCTTGT TGATTTGATT TACATGGATG TGAAGGTAAG TTATACTAAA

370 380 390 400 410 420
GTGTTTGTTT TTTAAATATA AAAACAATTA TTTCTTTTTC TGAATATTAT GATGTTTATT

430 440 450 460 470 480
TTGATTATAG GAGCAAAACG GAAAAACTAA TACCGTTGAA GATGAAATTG GATGTTGTAT

490 500 510 520 530 540
TTTTCTATGT TTTATAAGGA ATTCATGTTT TTGTTTCTGA ATAGGATAGT ATTCCCGGTG

550 560 570 580 590 600
ATTATTCCTT GTTTCGTAGT CTTGATGTAA GGGATATATC ATATATACTC AAGTTCTATC

610 620 630 640 650 660
TTAAATGATA AATCTTTTTT ATTTTACCTA TAGTTCTATG TTCTTTTATA GGTTAAATAC

670 680 690 700 710 720
CTAAAACTTG TTGTGATTTT TTTTTATTAT AAACTTTTAC GTTAAAAATA ATAATCCAAA

730 740 750 760 770 780
TGAATTTTTG TACTCCAATC CTAAAATAAC TCCATAAGTT AAATTGTTAG TCACATTAAT

790 800 810 820 830 840
ATTTAAAAAT TTACTTAAAT AAATGGAGAT GATGTCTTAT TCCAGTTATA GTTTCGTTTT

850 860 870 880 890 900
TAAGCATAAT ATTAACTTAT CCTTATCTAT TTCTTCTGAA CATATTTAAA TTTAAATAAC

910 920 930 940 950 960
ATTTAAAATA TATGATCTCA TATTTAAAAT ATAACAAAAC CAAAATATAC AAATTTTGTA

970 980 990 1000 1010 1020
AAGGAAATTT ATAAAAAAAA TAATTAGAAG GTAAAATATA ATAGAGTGAA TTGAAATAAA

1030 1040 1050 1060 1070 1080
AAAAAGATGA TACAAAGAAT AATAACATTA TTTTAACAGA ATGACCGGGG AGAGAATGAA

1090 1100 1110 1120 1130 1140
ATATAATACT TTAGAAATAT GTATTTGAGA AGGTTGAGAG TACAGAAAGA AAAGAGTTCA

1150 1160 1170 1180 1190 1200
AGATAATGAA CAGAAAAAAA TTCTACATCA AAGATTCTTC AAACACGATA ATTATTTGAT

1210 1220 1230 1240 1250 1260
GAAATTATTT TATTCATGAG ATAATTTCAC CAATGTTTTC AATATTAGTT TAGAGTGTCA

1270 1280 1290 1300 1310 1320
GGATAAGGTT GATAATGGAC ATTTCAACGG TGAATATGCA AACTTTTAAG TTAATACAAG

1330 1340 1350 1360 1370 1380
ATATATCTTT TTCCTCTGCT ATGTTTTAGG TTTTATCTAT GTTTTCATAT GTTTTGGAAT

1390 1400 1410 1420 1430 1440
AAGATGTTGT ATTTTTCTAG ATTTTATAAA GAATTCATGT TTTTCTTTGT CAATAGAATT

1450 1460 1470 1480 1490 1500
AGAAGTCCGT TGATAATTTA CTGGTCATGA TTTTTCCTTA TTTTGTGGTT TTGATGTAAG

1510 1520 1530 1540 1550 1560
GGATATATCA ATGTGCTTTT GCTCTTAACA TAAAAATTTA CCTCTTTTGA ATATGTTCCC

1570 1580 1590 1600 1610 1620
TGATAATACG TAGCACCAAC ACTCAAATTA TGTTTTATCA AATTTATTTA CTTTGTTTTT

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CTGTTAGAAA TATGATTTCA CAGTTTTTGA CTAAATAAAA ATTATATATT CAAGTTCTAT

1690 1700 1710 1720 1730 1740
CTTAAACGAA CCTTTTCTAT TTTACCTATA GTTTTATTTT CTTTTATAAG AAAAATAACT

1750 1760 1770 1780 1790 1800
ATAACTTGTT GTGAGGTTTT TTTATTGCAA ACTTTTACAT TAAAAATAAT AATCCATATG

1810 1820 1830 1840 1850 1860
AAATTGATCA ATCTCCAATC TTAAAATAAC TTCGTAAATT AAAGTTCGTC AGTCACACAT

1870 1880 1890 1900 1910 1920
TAATATATAA AAATTTGCGT AATAAATGGA GATAGTGTCT TATTCAAAAC ATAGTTTCAT

1930 1940 1950 1960 1970 1980
TTCTTTAAAG GTAATATTAA CTTATATGCT TTACTATTTC TTTTACACAC ATTTATATTT

1990 2000 2010 2020 2030 2040
TAATAACATC TAAAGTATAT CAACTCATAT TTAAAATATA ACATAAGTAA TAGATAATGT

2050 2060 2070 2080 2090 2100
TCATATGTAA ACGGAACAAA CATAAGATAC AAATTTGGTT ATTTTTTATA AATTAAATCA

2110 2120 2130 2140 2150 2160
AATATTACAT TAATCAAATG AGATTATCTA ATCAGACAAA ACTTGGTGTC CATGATTAAT

2170 2180 2190 2200 2210 2220
ATTAGAGGTT ATAAATATCA ATTGAATTGT ACTAAATAGT AAATAAATGT ATTAAATTAA

2230 2240 2250 2260 2270 2280
AAAATAGTTT GTCTGAATTG ATCTGAACTA AATTAATTTT TGTTTTAATA AACTGAATAT

2290 2300 2310 2320 2330 2340
AACTATTATT CAAACTTAAA ATAATTCCAT AAATTAACTA ACTACGTAGT TAATCATAGT

2350 2360 2370 2380 2390 2400
TAGTTAAATA TGATTAAGTA ATTACATTTA GTTAATCGTG ATTAGTTGGT TAGCT     
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( 9 )「 斑 小 粒 系 － １ 」 の E - A C A / M - G A A - 1 3 9（ し ゅ ま り ） 対 立 座 領 域  

 

( 1 0 )「 し ゅ ま り 」 の E - A C A / M - G A A - 1 3 9 と そ の 周 辺 領 域  

（ 注 ） □ は A F L P 増 幅 断 片 の 配 列  

図 ２ － ２ － ３  「 斑 小 粒 系 － １ 」 お よ び 「 し ゅ ま り 」 の A F L P 増 幅

断 片 お よ び そ の 周 辺 領 域 の 塩 基 配 列  

10 20 30 40 50 60
CAATTTCACA TTGCATTGAG TTCTGAATTG TACTTTTCAA GTTACCTGAT CCAAAGAGTT

70 80 90 100 110 120
GGACATTTAG ATCTCTACAA GGAGGAGTTC ACACCTTTTT TCACCAACAT TTCTCTCGTT

130 140 150 160 170 180
ACTGATGGCT TATTTTGAGT GAATTTAAGA AGATTTGAAA ATAAATTTTT TTATTGTTTA

190 200 210 220 230 240
TTTGAGTGAA TTTGGAGATA AATGATAGTG AATTTGGAAA TAAATTTTTT TAATTTATCA

250 260 270 280 290 300
CGTCAATACA ATTCTATACT AATTCTCATA AATTTTATTT TCAAATTCAT TCTCATTTAC

310 320 330 340 350 360
TTTAAATTTA CTCAAATAAA CGATAAAAAA AATTTATCTT CGAATTCCCT CTAAAGAACA

370 380 390 400 410 420
ATACCTACGG ATTTCAAAAT CAAAGCCTTG CTTGGTCCCA ACTTCTGTTC AAATATTGAA

430 440 450 460 470 480
TCAGTTTTTA TCTTTATCAG TTTCTTAATA TTGGTTTACT GATCATATAA GCTCAGTCTA

490 500 510 520 530 540
ATTACATAAA AAAAATTGAC ATTATTCTCT GAAAAAAAAT TTAACTTTAA GATAAGTTAA

550 560 570 580 590 600
CGAATCTTTG TCTTTATATA GTATTCAACT TTTTTATTTT ATCTTACTTT TTTATTTTAT

610 620 630 640 650 660
CTTACGTGAG ATTTAAATTT ACACTTAAAA TTCTAACACT GTCAACAAGA AATTTATGAA

670 680 690 700 710 720
GGAACTTTGA AGGTATGGAG CAAGCTGAAC TTGAAAAAAC TAGGAATATA TTTTCTGATG

730 740 750 760 770 780
TTAAATTCTC TTATGATGAA ATACCAAAAA GCTTCGGTTT TAGATTATAT TTTGTTCACC

790 800 810 820 830 840
CAGAATTTCT AACATAGTTG ACATTCTGGA GTATTTACTT TACCTTAAGC ACCATCATTC

850 860 870 880 890 900
CAAGAATCCA AAGCTGTTGA AGTTGGATAC AAAGGAGAAA CAGATCGATG ATGATTCTGT

910 920 930 940 950 960
ACGGAAATCT TGTTCGTGTG AAACAGACGA AAGCAAAATC ATAGATGATT TGG       

10 20 30 40 50 60
TATAAATTAC AATTTCACAT TGCATTGAGT TCTGAATTGT ACTTTTCAAG ATACCTGATC

70 80 90 100 110 120
CAAGGAGTTG GACATTTAGA TCTCTACAAG GAGGAATTCA CACCTTTTCT TACCAACATT

130 140 150 160 170 180
TCTCTCTATA CTAAGGGTTT CAAAATCGAA GCCTAGCTTG GTCCCAACTT CTGTTCAAAT

190 200 210 220 230 240
ATTGAATCAG TTTTTATCTT TATGAGTTTC TTAATATTGG TTTACTGATC ATATAAGCTG

250 260 270 280 290 300
ACTCCAATTA CATAAAAAAT TGAAAATTGA CACTATTTTC TGTAAAAAAA ATTAATTTTA

310 320 330 340 350 360
AGATAAGTTA ATAGATCTTC ACTTTATATA TAGTATTCAA CTTTTTCATT TTATCTTACG

370 380 390 400 410 420
TGAGATTTAA ATTTACACTT GAAATTCCAA CACTGTCAAC AAGAAATTTA TGAAGGAACT

430 440 450 460 470 480
TTGAAGGTGA TGGAGCAAGC TGAACTTGAA AAAACTAGGA ATATATTTTC TGATGTTAAA

490 500 510 520 530 540
TTCTCTTATG ATCAAATACC AAAAAGCTTC GGTTTTAGAT TATATTTTGT TCACCCAGAA

550 560 570 580 590 600
TTTCTAACAT ACTTGACATT CTGGAGTATT TACTTTACCT TAAACACCAT CATTCCAAGA

610 620 630 640 650 660
ATCCAAAGCT ATTGAAGTTG GATACAAAGG AGAAACAGAT CGATGATGAT TCTGTACAGA

670 680 690 700 710 720
AATCTTGTTC GTGTGAAACA GACGAAAGCA AAATCATAGA TGATTTGG            
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こ れ ら の 配 列 情 報 を も と に 「 し ゅ ま り 」 型 が 特 異 的 に 増 幅 す る よ う

に 設 計 し た D N A マ ー カ ー を 表 ２ － ２ － ３ に 示 し た ．  

 

表 ２ － ２ － ３  A F L P 増 幅 断 片 周 辺 配 列 を 用 い て 設 計 し た D N A マ

ー カ ー  

（ 注 ） す べ て 抵 抗 性 型 （ し ゅ ま り 型 ） が 増 幅 さ れ る 優 性 マ ー カ ー  

  

マーカー名 プライマー 塩基配列(5'–3') アニーリング温度 (℃)

Pg77 Pg77F Forward CCAAAGTAGAAAATAAGGAAACAGTAC 60

Pg77R Reverse ATGGTTGTGAATTTATGTGTGAATC 62

Pg118 Pg118F Forward GGAATTCACTTCGAGTCATAATTC 61

Pg118R Reverse AACATTTACTTAGCTACACTTTTGACA 60

Pg126 Pg126F Forward GTCGTTTATTTTGGTTATAGGAGCA 62

Pg126R Reverse CCTGAATATATAAGATATATCCCGGGAC 64

Pg138 Pg138F Forward GGGATATATCAATGTGCTTTTGCTC 65

Pg138R Reverse GTGTGACTGACGAACTTTAATTTAC 59

Pg139 Pg139F Forward CTTACCAACATTTCTCTCTATACTAAG 56

Pg139R Reverse GGATTCTTGGAATGATGGTGT 62
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 F 3 世 代 1 0 5 個 体 に つ い て ， 設 計 し た D N A マ ー カ ー で 遺 伝 子 型 を

調 査 し た 結 果 ， P g 1 1 8， P g 1 3 9 の 遺 伝 子 型 は す べ て ア ズ キ 落 葉 病 抵

抗 性 の 表 現 型 と 一 致 し ， P g 7 7， P g 1 2 6， P g 1 3 8 で 1 個 体 の み 組 換 え

が 認 め ら れ た （ 表 ２ － ２ － ４ ） ．  

 

 

 表 ２ － ２ － ４  斑 小 粒 系 - 1／ し ゅ ま り  F 3  個 体 に お け る ア ズ キ 落

葉 病 菌 レ ー ス １ 抵 抗 性 と 遺 伝 子 型 （ 抜 粋 ）  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

注 1 ）  調 査 し た 1 0 5 系 統 か ら 抜 粋 ． ヘ テ ロ 型 の 系 統 は 感 受 性 を 示 し た 個 体

か ら D N A を 抽 出 し た ．  

注 2 ）  R ： 抵 抗 性  S ： 感 受 性  

注 3 ）  ＋ ： 「 し ゅ ま り 」 （ 抵 抗 性 ） 型  － ： 「 斑 小 粒 系 － 1 」 （ 感 受 性 ） 型  

  

  

落葉病菌レース1
抵抗性 Pg139 Pg118 Pg126 Pg77 Pg138

0125-1-1 S – – – – –
0125-1-4 S – – – – –
0125-1-6 S – – – – –
0125-1-10 R + + + + +
0125-1-12 S – – – – –
0125-4-5 S – – – – –
0125-4-8 R + + + + +
0125-4-11 S – – – – –
0125-4-12 R + + + + +
0125-6-57 S – – – – –
0125-6-59 S – – – – –
0125-6-60 S – – – – –
0125-6-61 S – – + + +
0125-6-62 S – – – – –

DNAマーカーによる遺伝子型
系統名
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 次 に す で に ア ズ キ 落 葉 病 の 抵 抗 性 評 価 が 行 わ れ て い る 品 種 お よ び

遺 伝 資 源 に つ い て D N A マ ー カ ー で 遺 伝 子 型 を 調 査 し た ． ア ズ キ 落

葉 病 菌 レ ー ス 2 に も 抵 抗 性 を 示 す 「 A c c 2 5 9」「 赤 豆 」 以 外 は す べ て

P g 1 1 8， P g 7 7， P g 1 2 6， P g 1 3 8 の 遺 伝 子 型 と ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 の

表 現 型 が 一 致 し た （ 表 ２ － ２ － ５ ） ． P g 1 3 9 は 品 種 に よ っ て は 「 し

ゅ ま り 」 と 同 じ 遺 伝 子 型 で も 感 受 性 を 示 す も の が み ら れ た ． ま た 抵

抗 性 遺 伝 資 源 で あ る 「 小 長 品 － 1 0」 お よ び そ の 後 代 は ， P g 1 3 9 で は

「 斑 小 粒 系 － 1」 型 の 遺 伝 子 型 を 示 し た ．  

 

表 ２ － ２ － ５  品 種 お よ び 遺 伝 資 源 の ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス １ 抵 抗

性 と 遺 伝 子 型  

注 1 ）  R ： 抵 抗 性  S ： 感 受 性  

注 2 ）  ＋ ： 「 し ゅ ま り 」 （ 抵 抗 性 ） 型  － ： 「 斑 小 粒 系 - 1 」 （ 感 受 性 ） 型  

品種 落葉病菌レース１
抵抗性 Pg139 Pg118 Pg126 Pg77 Pg138

斑小粒系-1 S – – – – –
剣先 S + – – – –
茶殻早生 S + – – – –
早生円葉 S – – – – –
早生大粒 S – – – – –
高橋早生 S – – – – –
黒小豆（岡山） R + + + + +
円葉（刈63号） R + + + + +
小長品-10 R – + + + +
赤豆 R – – – – –
Acc259 R – – – – –
宝小豆 S + – – – –
光小豆 S + – – – –
寿小豆 S – – – – –
栄小豆 S + – – – –
ハヤテショウズ S + – – – –
エリモショウズ S – – – – –
ハツネショウズ S – – – – –
サホロショウズ S + – – – –
アケノワセ S – – – – –
きたのおとめ R + + + + + 円葉（刈63号）
しゅまり R + + + + + 黒小豆（岡山）
早生大納言 S – – – – –
暁大納言 S – – – – –
アカネダイナゴン S – – – – –
ベニダイナゴン S + – – – –
カムイダイナゴン S – – – – –
ほくと大納言 S + – – – –
とよみ大納言 R – + + + + 小長品-10
ときあかり R + + + + + 黒小豆（岡山）
ホッカイシロショウズ S + – – – –
きたほたる R + + + + + 円葉（刈63号）

抵抗性供与親
DNAマーカーによる遺伝子型
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考 察  

 異 な る F 3 系 統 由 来 の 1 0 5 個 体 の 遺 伝 子 型 と 表 現 型 は 1 個 体 を 除

い て す べ て 一 致 し て い た （ 表 ２ － ２ － ４ ） こ と か ら ， す べ て の マ ー

カ ー が P g a 1 と 1 c M 以 内 で 連 鎖 し て い る と 考 え ら れ た ． ま た ， 5 つ

の マ ー カ ー の 中 で は P g 1 1 8， P g 1 3 9 が P g a 1 に よ り 近 い 位 置 に 座 乗

し て い る と 推 察 さ れ た ．  

 表 ２ － ２ － ５ の 結 果 か ら ， 開 発 し た D N A マ ー カ ー に よ る 遺 伝 子

型 は ， 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 に 加 え て ， こ れ ま で ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性

遺 伝 資 源 と し て 多 用 さ れ て き た「 小 長 品 － 1 0」「 円 葉（ 刈 6 3 号 ）」

お よ び そ の 後 代 に も 適 用 可 能 で あ る と 考 え ら れ た ．F 3 系 統 の 結 果 で

は P g 1 1 8，P g 1 3 9 が P g a 1 に よ り 近 い と 考 え ら れ た が ，P g 1 3 9 は「 小

長 品 － 1 0」 や 複 数 の 感 受 性 品 種 に お い て 遺 伝 子 型 と 抵 抗 性 型 が 一 致

し な か っ た こ と か ら ，抵 抗 性 遺 伝 子 に 最 も 近 く ，「 小 長 品 － 1 0」「円

葉 （ 刈 6 3 号 ） 」 に つ い て も 適 用 可 能 な P g 1 1 8 が 育 種 選 抜 に お い て

最 も 適 し た D N A マ ー カ ー で あ る と 考 え ら れ た ．  

千 葉 ら（ 1 9 8 2）は「 小 長 品 － 1 0」「 円 葉（ 刈 6 3 号 ）」に つ い て も

「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 と 同 様 に ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 に 優 れ た 遺 伝 資 源

で あ る こ と を 報 告 し て お り ， こ れ ら を 系 譜 に も つ 「 き た の お と め 」

「 と よ み 大 納 言 」「 き た ほ た る 」に つ い て も P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 と ア

ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 が 一 致 し た こ と か ら ， 「 小 長 品 － 1 0」 「 円 葉 （ 刈

6 3 号 ） 」 は 「 し ゅ ま り 」 や 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 と 同 様 の 抵 抗 性 遺 伝

子 P g a 1 を 有 す る 可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ た ．  

一 方 で ア ズ キ 落 葉 病 レ ー ス １ 抵 抗 性 で あ る「 赤 豆 」お よ び「 A c c 2 5 9」

は ， 開 発 し た D N A マ ー カ ー に よ る 遺 伝 子 型 と 表 現 型 が 一 致 し な か

っ た ． こ ら れ 2 品 種 は 「 き た の お と め 」 「 し ゅ ま り 」 な ど が 侵 さ れ

る ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス ２ に 対 し て 抵 抗 性 を 示 す（ 藤 田  2 0 0 7）こ と

か ら ，P g a 1 以 外 の 抵 抗 性 遺 伝 子 を 持 っ て い る 可 能 性 が 高 い た め ，遺

伝 子 型 と 表 現 型 が 一 致 し な か っ た と 考 え ら れ た ．  
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第 3 節  P g 1 1 8 の 共 優 性 化 と 有 効 性 の 検 証  

 

目 的  

品 種 改 良 を 行 う 際 は ， ア ズ キ 落 葉 病 感 受 性 ホ モ 接 合 型 お よ び ヘ テ

ロ 接 合 型 の 個 体 を 廃 棄 す る た め に 用 い る こ と が 想 定 さ れ る こ と か ら ，

育 種 選 抜 に 最 も 適 し た D N A マ ー カ ー と 考 え ら れ る P g 1 1 8 を 共 優 性

マ ー カ ー に 改 良 す る ． ま た ， 改 良 し た 共 優 性 マ ー カ ー に つ い て ， 育

成 系 統 お よ び 遺 伝 資 源 を 利 用 し て そ の 有 効 性 を 検 証 す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法  

（ １ ） D N A マ ー カ ー の 共 優 性 化  

道 総 研 で は ， ア ガ ロ ー ス ベ ー ス の D N A マ ー カ ー は す べ て の 作 物

に お い て 2％ ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 同 じ 程 度 の 泳 動 距 離 で 確 認 で き る よ

う ，短 い 増 幅 断 片 が 2 0 0 か ら 4 0 0 b p，長 い 増 幅 断 片 が 5 0 0 か ら 7 0 0 b p

程 度 に な る よ う に 設 計 し て い る ． 第 2 節 と 同 様 の 方 法 で 複 数 の プ ラ

イ マ ー を 設 計 し ，様 々 な 組 み 合 わ せ で P C R を 行 い ，感 受 性 型 が 短 い

断 片 ， 抵 抗 性 型 が 長 い 断 片 と な り ， ヘ テ ロ 型 の 個 体 で 二 本 の 増 幅 断

片 が 同 じ 濃 さ と な る プ ラ イ マ ー を 選 定 し た ．  

 

（ ２ ） 育 成 系 統 お よ び 遺 伝 資 源 を 用 い た 有 効 性 の 検 証  

ア ズ キ 落 葉 病 圃 場 検 定 に 供 試 し た 1 5 0 点 の 育 成 系 統 に つ い て ，遺

伝 子 型 と 表 現 型 を 調 査 し た ． ま た 十 勝 農 試 の 遺 伝 資 源 に お け る 過 去

の 成 績 よ り ， ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 の 可 能 性 が あ る 2 0 9 点 に つ い て ，

P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 を 調 査 し た ． 「 し ゅ ま り 」 型 を 示 し た 遺 伝 資 源 を

選 抜 し ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス １ 菌 株 に 加 え ， レ ー ス 2 菌 株 （ T 9 6 -

5， M A F F  2 4 1 0 5 7 ），レ ー ス ３ 菌 株（ T 6 5 0 , M A F F  2 4 1 0 5 5）を 第 1 節

と 同 様 の 手 法 で 接 種 し ， 抵 抗 性 検 定 を お こ な っ た ．  
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結 果  

「 し ゅ ま り 」 と 「 斑 小 粒 系 － １ 」 の E - A C T / M - A C T - 1 1 8 お よ び そ

の 周 辺 領 域 の ホ モ ロ ジ ー ， 設 計 し た プ ラ イ マ ー の 位 置 を 図 ２ － ３ －

１ に 示 し た ．P g 1 1 8 - 1 5 を フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し た 場 合 ，様 々 な

リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 利 用 し て も 「 斑 小 粒 系 － １ 」 が 増 幅 し な か っ

た こ と か ら ， 「 し ゅ ま り 」 型 を 特 異 的 に 増 幅 さ せ る プ ラ イ マ ー と し

た ．P g 1 1 8 - 2 1 は「 斑 小 粒 系 － １ 」型 を 特 異 的 に 増 幅 さ せ る プ ラ イ マ

ー ， P g 1 1 8 - 1 2 を 共 通 プ ラ イ マ ー と し た （ 表 ２ － ３ － １ ） ．  
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図 ２ － ３ － １   A F L P 断 片 E - A C T / M - A C T - 1 1 8  お よ び そ の 周 辺 領 域

の 「 し ゅ ま り 」  ( S y u )  と 「 斑 小 粒 系 - 1  」 ( B u )の 塩 基 配 列 ．  

＊ は「 し ゅ ま り 」「 斑 小 粒 系 - 1 」が 同 じ 塩 基 で あ る も の ，－ は 欠 失 配 列 を 示 す ．  

灰 色 部 分 が A F L P 断 片 ，太 線 矢 印 で 示 し た 部 分 が 今 回 作 成 し た 共 優 性 プ ラ イ マ

ー の 位 置 ．  

P g 1 1 8 F ， R は 表 ２ － ２ － ３ で 利 用 し た 優 性 マ ー カ ー の プ ラ イ マ ー 位 置 ．  

 

Syu 1 AGCTCGCCCACCTCATTTTGAATGACATTCTTCATGGCTTGAAAATTTTTGTAAGTTTTT 60

Bu 0 0

Syu 61 GGTATTCGACCATTGAAGATTCTCATGTAAACTTTTATTTCTTACAAAATTTAGAGTCTA 120

Bu 0 0

Syu 121 AATTTTCCGTAACCCACTTAAGATTCTCCCAAAATTGCTACTGGAATTCACTTCGAGTCA 180
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 1 TCCGTAACCCACTTAAGATTCTCCCAAAATTGCTAGTGGAATTGAC - TGGAG - - - 51

Syu 181 TAATTCCCTGCAAAAACGGGTTATATGGGTTTGATTTTCATCTTCAAATGTATGCTATTT 240
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 52 - - - - TGCCTGCAAAAACGGGTCATATGGGTTTGATTTTCATCTTCAAATGTATGCTATTT 107

Syu 241 TGACAAAGAATTTTG- AAGTTTAATAATTTTACTATTCAACTATCGTTATTTTGTACATT 299
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 108 TGACAAAGAATTTTGAAAGTTTGATAATTTTACTATTCAACTATCGTTATCTTGTACATC 167

Syu 300 TTATAGTCCAAAACATATTTTAATATACCCATTGTTATAAATCA - - - - ATTAAGTTTCTA 355
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 168 TTATAATCGAAAACATATTTTACTATACCCATCCTTATAAATCAATCTATTATCTTTCTA 227

Syu 356 ACAAAGATATGCCAGGA - - TTTTTTTAAAAAATCAATAAAA - - - TGAGTTTAATATGACA 410
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 228 ATAAAGATATGCCAGGATTTTTTTTTTTAAAATCAATAAAATATTGAGTTTAATATGACA 287

Syu 411 TGATTTTTAAAGAATTAGCTACTTCTTTTATCTTCTAAAAACATTTCTGACATCAGGTCA 470
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 288 TGATTTTTAAAGAATTAGCTACTTCTTTTATCTTCTAAAAACATTTCTGACATCAGGTCA 347

Syu 471 CTGCTATAAAATTAATGAAATAAAAACTTTTGATGATAAAATGCATCGAAAACATGGATA 530
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 348 CTGCTATAAAATTAATGAAATAAAAACTTTTGATGATAAAATTCCCAAGAAAAATGGATG 407

Syu 531 ATAAAAATTGTAAAATGATGATAATTTAACTGTCAAAAGTGTAGCTAAGTAAATGTTTTA 590
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 408 ATAAAAATTGTTAAATGATGATGGTTTAACGGTAAAAAGTGTAGTTAAGTAAATGTTTTA 467

Syu 591 TTCTT - CCTGTAATCTTTACTGGAAAGGAAATGCTATTCTTTTAATCTTTTCAGATACAC
* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

Bu 468 TTCTTCCCTGTAATCTTTACTGGAAAGGAAATGC

Pg118-21

Pg118F

Pg118-15

EcoRI site

MseI site

Pg118R

Pg118-12
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表 ２ － ３ － １  P g 1 1 8 の 共 優 性 マ ー カ ー 配 列 お よ び P C R 条 件  

( 1 )共 優 性 マ ー カ ー 配 列  

 

( 2 ) P C R 条 件  

 

 

 

 

 

 

 

  

プライマー 塩基配列(5'–3') アニーリング温度(℃)

Pg118-15 Forward AGCTCGCCCACCTCATTT 64.0

Pg118-21 Forward AAAATTGCTAGTGGAATTGACTG 60.0

Pg118-12 Reverse GCATTTCCTTTCCAGTAAAGATTACAG 64.0

PCR 反応液
DW 7.38 μl PCR 条件
10×buffer 1.00 μl 94℃ 2分 1サイクル
dNTPs 0.80 μl 94℃ 30秒
プライマーPg118-15 20pmol/ul 0.10 μl 55℃ 30秒 35サイクル
プライマーPg118-21 20pmol/ul 0.10 μl 72℃ 2分
プライマーPg118-12 20pmol/ul 0.10 μl 72℃ 5分 1サイクル
Ex-Taq 0.03 μl
DNAテンプレート 0.50 μl 2%アガロースで電気泳動

10.0 μl
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 P g 1 1 8 共 優 性 マ ー カ ー の 電 気 泳 動 写 真 を 示 し た（ 図 ２ － ３ － ２ ）．

小 豆 サ ン プ ル か ら D N A を 抽 出 す る ま で に 数 時 間 ， D N A を 増 幅 し 電

気 泳 動 を 行 い 図 2 の よ う に 遺 伝 子 型 を 確 認 す る ま で 約 4 時 間 で 作 業

可 能 と な っ た ．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 図 ２ － ３ － ２  P g 1 1 8（ P g a 1 の 有 無 を 判 定 す る D N A マ ー カ ー ）

を 利 用 し た 検 定 結 果  

  R ： 「 し ゅ ま り 」 （ 抵 抗 性 ） 型  H ： ヘ テ ロ 型   

S ： 「 斑 小 粒 系 － １ 」 （ 感 受 性 ） 型   

サ
イ
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  圃 場 に お い て ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 抵 抗 性 を 調 査 し た 1 5 0 の 育

成 系 統 に つ い て ， 本 試 験 で 設 計 し た D N A マ ー カ ー に よ る 遺 伝 子 型

を 調 査 し た （ 表 ２ － ３ － ３ ） ． 開 発 し た 5 マ ー カ ー の 中 で ， P g 1 1 8

の 遺 伝 子 型 は ほ ぼ す べ て の 抵 抗 性 検 定 結 果 と 一 致 し た ． 遺 伝 子 型 が

「 斑 小 粒 系 － １ 」 型 だ が ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス １ に 対 し て 抵 抗 性

を 示 し た「 十 系 8 5 9 号 」「 十 系 8 6 0 号 」「 十 系 8 8 3 号 」「 9 7 0 7 - 7 9」

「 9 9 3 0 - 4」「 9 9 3 1 - 5 5」の 6 系 統 ，お よ び 遺 伝 子 型 が「 し ゅ ま り 」型

だ が ，ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス １ に 対 し て 感 受 性 を 示 し た「 9 7 1 5 - 3 4」

「 9 7 1 8 - 2」 の 2 系 統 ， 計 8 系 統 で は 抵 抗 性 と 遺 伝 子 型 が 一 致 し な か

っ た ．  
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表 ２ － ３ － ３  育 成 系 統 の ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 と 遺 伝 子 型  

 

注 ）  R ： 「 し ゅ ま り 」 （ 抵 抗 性 ） 型  S ： 「 斑 小 粒 系 － 1 」 （ 感 受 性 ） 型  

  

番号
アズキ落葉病
レース1抵抗性

Pg118の
遺伝子型

系譜にある抵抗性親

1 十育 123号 抵抗性 R 小長品－１０
2 十育 126号 感受性 S なし
3 十育 147号 抵抗性 R 円葉（刈63）、小長品－10
4 十育 148号 抵抗性 R 円葉（刈63）、小長品－10
5 十育 149号 抵抗性 R 円葉（刈63）
6 十育 150号 抵抗性 R 円葉（刈63）
7 十育 151号 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
8 十育 152号 抵抗性 R 円葉（刈63）、小長品－10、丸葉（刈68）、赤豆
9 十育 153号 抵抗性 R 小長品－１０
10 十育 154号 抵抗性 R 小長品－１０
11 十系 793 抵抗性 R 円葉（刈63）
12 十系 794 抵抗性 R 円葉（刈63）
13 十系 811 抵抗性 R 小長品－１０、Acc86
14 十系 817 抵抗性 R 円葉（刈63）、赤豆
15 十系 819 抵抗性 R 円葉（刈63）、赤豆
16 十系 821 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）、赤豆
17 十系 829 抵抗性 R 円葉（刈63）、赤豆
18 十系 835 抵抗性 R 小長品－１０
19 十系 837 抵抗性 R 小長品－１０
20 十系 838 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）、丸葉（刈68）
21 十系 839 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）、丸葉（刈68）
22 十系 840 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）、丸葉（刈68）
23 十系 841 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
24 十系 843 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
25 十系 844 抵抗性 R 円葉（刈63）、小長品－１０、Acc86
26 十系 845 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
27 十系 847 抵抗性 R 小長品－１０
28 十系 848 抵抗性 R 小長品－１０
29 十系 849 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
30 十系 850 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
31 十系 851 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
32 十系 852 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
33 十系 853 感受性 S なし
34 十系 854 感受性 S なし
35 十系 855 感受性 S なし
36 十系 856 感受性 S なし
37 十系 857 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、Acc1238
38 十系 858 抵抗性 R 黒小豆（岡山）、Acc259
39 十系 859 抵抗性 R 黒小豆（岡山）、Acc259
40 十系 860 抵抗性 R 黒小豆（岡山）、Acc259
41 十系 861 抵抗性 R 円葉（刈63）
42 十系 862 抵抗性 R 円葉（刈63）
43 十系 863 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
44 十系 864 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
45 十系 865 抵抗性 R 円葉（刈63）
46 十系 866 抵抗性 R 円葉（刈63）
47 十系 867 抵抗性 R 円葉（刈63）
48 十系 868 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
49 十系 869 感受性 S なし
50 十系 870 抵抗性 R 円葉（刈63）、Acc1238
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表 ２ － ３ － ３  つ づ き  

 

注 ）  R ： 「 し ゅ ま り 」 （ 抵 抗 性 ） 型  S ： 「 斑 小 粒 系 － 1 」 （ 感 受 性 ） 型  

 

 

 

番号
アズキ落葉病
レース1抵抗性

Pg118の
遺伝子型

系譜にある抵抗性親

51 十系 872 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０、赤豆
52 十系 873 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０、赤豆
53 十系 874 抵抗性 R 円葉（刈63）、赤豆
54 十系 875 抵抗性 R 円葉（刈63）、赤豆
55 十系 876 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
56 十系 877 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
57 十系 878 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
58 十系 879 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
59 十系 880 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）、赤豆
60 十系 881 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
61 十系 882 抵抗性 R 黒小豆（岡山）、Acc259
62 十系 883 抵抗性 R 黒小豆（岡山）、Acc259
63 十系 884 抵抗性 R 黒小豆（岡山）、Acc2515
64 十系 888 抵抗性 R 円葉（刈63）、Acc1238
65 9707- 2 感受性 S 黒小豆（岡山）
66 9707- 12 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
67 9707- 19 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
68 9707- 20 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
69 9707- 35 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
70 9707- 39 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
71 9707- 50 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
72 9707- 51 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
73 9707- 79 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
74 9707- 96 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
75 9710- 3 抵抗性 R 円葉（刈63）、小長品－10
76 9710- 7 抵抗性 R 円葉（刈63）、小長品－10
77 9710- 17 抵抗性 R 円葉（刈63）、小長品－10
78 9714- 1 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
79 9714- 10 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
80 9714- 12 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
81 9714- 14 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
82 9714- 21 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
83 9714- 39 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
84 9715- 22 抵抗性 R 円葉（刈63）
85 9715- 34 感受性 R 円葉（刈63）
86 9715- 64 抵抗性 R 円葉（刈63）
87 9716- 16 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
88 9716- 36 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
89 9716- 42 感受性 S 黒小豆（岡山）
90 9716- 48 抵抗性 R 黒小豆（岡山）
91 9718- 1 抵抗性 R 円葉(刈63）
92 9718- 2 感受性 R 円葉(刈63）
93 9721- 7 感受性 S なし
94 9721- 18 感受性 S なし
95 9721- 21 感受性 S なし
96 9721- 23 感受性 S なし
97 9722- 18 感受性 S 円葉(刈63）
98 9722- 39 抵抗性 R 円葉(刈63）
99 9722- 47 感受性 S 円葉(刈63）
100 9723- 1 抵抗性 R 小長品－１０

系統名

39 

 



表 ２ － ３ － ３  つ づ き  

 

注 ）  R ： 「 し ゅ ま り 」 （ 抵 抗 性 ） 型  S ： 「 斑 小 粒 系 － 1 」 （ 感 受 性 ） 型  

 

 

 

番号
アズキ落葉病
レース1抵抗性

Pg118の
遺伝子型

系譜にある抵抗性親

101 9723- 6 抵抗性 R 小長品－１０
102 9723- 8 抵抗性 R 小長品－１０
103 9723- 11 抵抗性 R 小長品－１０
104 9723- 25 抵抗性 R 小長品－１０
105 9723- 26 抵抗性 R 小長品－１０
106 9723- 35 抵抗性 R 小長品－１０
107 9723- 40 抵抗性 R 小長品－１０
108 9723- 44 抵抗性 R 小長品－１０
109 9723- 56 抵抗性 R 小長品－１０
110 9723- 60 抵抗性 R 小長品－１０
111 9725- 14 感受性 S なし
112 9725- 47 感受性 S なし
113 9725- 51 感受性 S なし
114 9725- 56 感受性 S なし
115 9725- 68 感受性 S なし
116 9727- 2 抵抗性 R 小長品－１０
117 9727- 5 抵抗性 R 小長品－１０
118 9727- 7 抵抗性 R 小長品－１０
119 9727- 9 抵抗性 R 小長品－１０
120 9728- 1 抵抗性 R 円葉(刈63）
121 9728- 33 抵抗性 R 円葉(刈63）
122 9728- 37 抵抗性 R 円葉(刈63）
123 9801- 1 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０、赤豆
124 9801- 16 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０、赤豆
125 9801- 29 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０、赤豆
126 9801- 35 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０、赤豆
127 9801- 43 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０、赤豆
128 9801- 45 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０、赤豆
129 9802- 12 抵抗性 R 円葉（刈63）、赤豆
130 9802- 16 抵抗性 R 円葉（刈63）、赤豆
131 9802- 21 感受性 S 円葉（刈63）、赤豆
132 9806- 15 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
133 9806- 22 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
134 9808- 7 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
135 9809- 10 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
136 9809- 17 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）、小長品－１０
137 9810- 3 抵抗性 R 円葉（刈63）
138 9810- 21 抵抗性 R 円葉（刈63）
139 9810- 27 抵抗性 R 円葉（刈63）
140 9814- 4 抵抗性 R 円葉（刈63）、丸葉（刈68）
141 9815- 14 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
142 9815- 16 抵抗性 R 円葉（刈63）、黒小豆（岡山）
143 9817- 5 抵抗性 R 小長品－１０
144 9817- 10 感受性 S 小長品－１０
145 9817- 13 感受性 S 小長品－１０
146 9817- 26 抵抗性 R 小長品－１０
147 9930- 4 抵抗性 S 黒小豆（岡山）、Acc259
148 9930- 14 抵抗性 R 黒小豆（岡山）、Acc259
149 9931- 15 抵抗性 R 黒小豆（岡山）、Acc2515
150 9931- 55 抵抗性 S 黒小豆（岡山）、Acc2515
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 供 試 し た 遺 伝 資 源 2 0 9 点 の P g 1 1 8 に よ る 遺 伝 子 型 を 表 ２ － ３ －

４ に 示 し た ． 遺 伝 子 型 が 「 し ゅ ま り 」 型 の 品 種 ・ 系 統 は 5 9 点 あ っ

た ．  

 

表 ２ － ３ － ４  遺 伝 資 源 に お け る P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型

 
注 ） R： 「 し ゅ ま り 」 ( 抵 抗 性 ) 型  S： 「 斑 小 粒 系 － １ 」（ 感 受 性 ） 型   s e g：

分 離  － ： 増 幅 な し  

Pg118による Pg118による

遺伝子型 遺伝子型
1 ACC 9 岩手在1－48－1 R 56 ACC 549 福島在3 R
2 ACC 27 岩手在19－48－19 R 57 ACC 550 福島在4 S
3 ACC 30 岩手在22－48－22 R 58 ACC 551 福島在5 S
4 ACC 33 岩手在25－48－25 R 59 ACC 552 福島在6 S
5 ACC 35 岩手在27－48－27 R 60 ACC 558 福島在12 S
6 ACC 45 岩手在37－48－37 R 61 ACC 564 福島在18 R
7 ACC 66 岩手在58－54－20 R 62 ACC 567 福島在21 seg
8 ACC 67 岩手在59－54－21 seg 63 ACC 614 福島在68 R
9 ACC 68 岩手在60－54－22 R 64 ACC 707 韓国1 S
10 ACC 69 岩手在61－54－23 R 65 ACC 724 韓国18 S
11 ACC 86 岩手在78－54－40 R 66 ACC 767 韓国61 S
12 ACC 91 岩手在83－54－45 R 67 ACC 812 韓国106 S
13 ACC 95 岩手在87－54－49 seg 68 ACC 829 韓国123 S
14 ACC 136 岩手在128－54－90 R 69 ACC 839 韓国133 S
15 ACC 151 岩手在143－54－105 R 70 ACC 951 韓国ヒメツルアズキ222* S
16 ACC 152 岩手在144－54－106 R 71 ACC 1028 奈良在34 R
17 ACC 159 岩手在151－54－113 R 72 ACC 1056 岡山在10 R
18 ACC 162 岩手在154－54－116 R 73 ACC 1635 福井在24 S
19 ACC 163 岩手在155－54－117 R 74 ACC 1915 宮崎在9 S
20 ACC 222 鳥取在1 S 75 ACC 1937 宮崎ヤブツルアズキ31* R
21 ACC 223 鳥取在2 seg 76 ACC 1974 鹿児島在3 S
22 ACC 228 鳥取在5 seg 77 ACC 2041 新潟ヤブツルアズキ115* R
23 ACC 239 鳥取在16 seg 78 ACC 2042 新潟ヤブツルアズキ116* R
24 ACC 259 愛媛在9 seg 79 ACC 2043 新潟ヤブツルアズキ117* S
25 ACC 260 新潟在1 seg 80 ACC 2145 鳥取在51 R
26 ACC 264 新潟在5 seg 81 ACC 2147 新潟在118 Ｓ
27 ACC 273 長崎在1 seg 82 ACC 2161 新潟在124 R
28 ACC 274 長崎在2 seg 83 ACC 2162 新潟在125 seg
29 ACC 275 長崎在3 S 84 ACC 2186 奈良在38 R
30 ACC 277 長崎在5 seg 85 ACC 2243 ネパ－ルヤブツルアズキ1* R
31 ACC 278 長崎在6 seg 86 ACC 2262 ブ－タン17 -
32 ACC 279 長崎在7 seg 87 ACC 2295 ブ－タンヤブツルアズキ50* seg
33 ACC 280 長崎在8－大納言 S 88 ACC 2311 ブ－タンヤブツルアズキ66* seg
34 ACC 284 栃木在1 S 89 ACC 2463 宮城ヤブツルアズキ1* Ｓ
35 ACC 304 青森在15 S 90 ACC 2464 茨城ヤブツルアズキ1* R
36 ACC 333 青森在44 seg 91 ACC 2466 長崎ヒメツルアズキ31* -
37 ACC 349 青森在60 R 92 ACC 2467 韓国ヒメツルアズキ403* Ｓ
38 ACC 385 秋田在11 R 93 ACC 2468 沖縄ヒナアズキ1* -
39 ACC 388 秋田在14 R 94 ACC 2470 沖縄ヒナアズキ3* -
40 ACC 422 秋田在48 R 95 ACC 2477 沖縄ヒナアズキ10* -
41 ACC 424 秋田在50 R 96 ACC 2479 沖縄ヒナアズキ12* -
42 ACC 428 秋田在54 seg 97 ACC 2484 沖縄ヒナアズキ17* -
43 ACC 436 秋田在62 R 98 ACC 2486 沖縄ヒナアズキ19* -
44 ACC 493 新潟在24 S 99 ACC 2487 沖縄ヒナアズキ20* Ｓ
45 ACC 501 新潟在32 S 100 ACC 2488 沖縄ヒナアズキ21* -
46 ACC 502 新潟在33 R 101 ACC 2491 沖縄ヒナアズキ24* -
47 ACC 506 新潟在37 seg 102 ACC 2497 沖縄ヒナアズキ30* -
48 ACC 507 新潟在38 R 103 ACC 2499 タイ竹小豆2* S
49 ACC 509 新潟在40 R 104 ACC 2502 タイ竹小豆5* -
50 ACC 510 新潟在41 R 105 ACC 2503 タイ竹小豆6* Ｓ
51 ACC 511 新潟在42 S 106 ACC 2514 滋賀ヤブツルアズキ23* R
52 ACC 533 新潟在64 S 107 ACC 2515 石川ヤブツルアズキ59* Ｓ
53 ACC 534 新潟在65 S 108 ACC 2516 石川ヤブツルアズキ60* Ｓ
54 ACC 535 新潟在66 seg 109 ACC 2517 福井ヤブツルアズキ27* Ｓ
55 ACC 542 新潟在73 S 110 ACC 2518 大阪ヤブツルアズキ5* R

番号 品種・系統名 番号 品種・系統名
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表 ２ － ３ － ４ （ つ づ き ）   

 
注 ） R： 「 し ゅ ま り 」 ( 抵 抗 性 ) 型  S： 「 斑 小 粒 系 － １ 」（ 感 受 性 ） 型   s e g：

分 離  － ： 増 幅 な し  

 

Pg118による Pg118による

遺伝子型 遺伝子型
111 ACC 2519 兵庫ヤブツルアズキ105* R 166 品保 472 清原春小豆 S
112 ACC 2520 兵庫ヤブツルアズキ106* Ｓ 167 品保 475 江原錦豆 S
113 ACC 2521 鳥取ヤブツルアズキ56* Ｓ 168 品保 483 慶州黒豆 S
114 ACC 2522 鳥取ヤブツルアズキ57* R 169 品保 487 公州白豆 S
115 ACC 2523 秋田ヤブツルアズキ99* Ｓ 170 品保 492 Bosodu S
116 ACC 2524 岩手ヤブツルアズキ235* Ｓ 171 品保 499 Chungwon Hukdu S
117 ACC 2525 福島ヤブツルアズキ101* R 172 品保 508 Garonipat(Y.G.) S
118 ACC 2526 栃木ヤブツルアズキ15* R 173 品保 509 Garonipat（黒斑） S
119 ACC 2527 長野ヤブツルアズキ89* Ｓ 174 品保 527 Kyungbuk Janpat S
120 ACC 2528 群馬ヤブツルアズキ31* R 175 品保 534 Samjong Hukdu S
121 ACC 2529 埼玉ヤブツルアズキ12* R 176 品保 535 Sisun Hukdu S
122 ACC 2531 静岡ヤブツルアズキ28* R 177 品保 538 Yumseng Jekdu（赤斑） S
123 ACC 2532 茨城ヤブツルアズキ2* Ｓ 178 品保 539 Yumseng Jekdu（黒斑） S
124 ACC 2533 福島ヤブツルアズキ102* Ｓ 179 品保 551 ツルアズキ* S
125 ACC 2534 高知ヤブツルアズキ25* Ｓ 180 品保 285 小納言（刈57号） -
126 ACC 2535 新潟ヤブツルアズキ130* Ｓ 181 品保 288 円葉（刈63号） R
127 ACC 2537 富山ヤブツルアズキ30* Ｓ 182 品保 289 丸葉（刈68号） R
128 ACC 2538 高知ヤブツルアズキ26* R 183 品保 375 小長品－10 R
129 ACC 103 岩手在95－54－57 Ｓ 184 品保 400 黒小豆（岡山） R
130 ACC 158 岩手在150－54－112 R 185 品保 491 Aansang Jekdu S
131 ACC 195 岩手在187－県南在来 Ｓ 186 品保 525 Kyungbuk Jekdu D S
132 ACC 212 奈良在5 Ｓ 187 品保 55 小豆（Ｗ33） S
133 ACC 261 新潟在2 Ｓ 188 品保 187 ＰＨＡ－48 S
134 ACC 308 青森在19 R 189 品保 188 ＰＨＡ－49 S
135 ACC 356 青森在67 Ｓ 190 品保 189 ＰＨＡ－50 S
136 ACC 359 青森在70 Ｓ 191 品保 190 ＰＨＡ－51 S
137 ACC 400 秋田在26 seg 192 品保 191 ＰＨＡ－51（1） S
138 ACC 459 秋田在85 R 193 品保 192 ＰＨＡ－52 S
139 ACC 593 福島在47 seg 194 品保 193 ＰＨＡ－53 S
140 ACC 595 福島在49 seg 195 品保 194 ＰＨＡ－55 S
141 ACC 597 福島在51 S 196 品保 196 ＰＨＡ－57 S
142 ACC 700 青森在87 R 197 品保 532 Moonyui Jekdu S
143 ACC 1014 奈良在20 seg 198 品保 547 張家口緑豆* -
144 ACC 1635 福井在24 S 199 品保 548 コウラ小豆* -
145 ACC 1915 宮崎在9 S 200 品保 549 竹小豆* -
146 ACC 1974 鹿児島在3 S 201 品保 185 ＷｙＲ－8090 S
147 ACC 2790 中国136 S 202 品保 317 花小豆（刈154号） S
148 ACC 2804 秋田在105 S 203 品保 469 丹陽紅豆(=Danyang Jekdu S
149 ACC 2816 岩手在252 seg 204 品保 479 清風黒豆 S
150 ACC 2818 中国148 S 205 品保 494 Bongyang Jekdu S
151 品保 271 十育118号 R 206 品保 496 Changnam Hukdu S
152 品保 277 ハツネショウズ S 207 品保 500 Chungpung Hukdu S
153 品保 398 大黒（島根） S 208 品保 512 Iseng Jekdu S
154 品保 464 小豆64－1（韓国） S 209 品保 517 Jangju Hukdu S
155 品保 490 赤豆 S
156 品保 501 Chungju Jekdu S
157 品保 502 Chungwon Bompat S
158 品保 503 Deksan Jekdu A S
159 品保 504 Deksan Jekdu B S
160 品保 505 Dangyang Hukdu S
161 品保 506 Dekreng Hukdu（赤斑） S
162 品保 507 Dekreng Hukdu（黒斑） S
163 品保 209 士系9号 S
164 品保 225 十系323号 S
165 品保 226 十系325号 S

番号 品種・系統名 番号 品種・系統名
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 P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 が 「 し ゅ ま り 」 型 で 固 定 し て い た 5 9 の 遺 伝 資

源 に つ い て ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1， 2， 3 を 接 種 し 抵 抗 性 を 調 査

し た 結 果「 A c c 5 0 9」「 A c c 1 9 3 7」「 A c c 2 2 4 3」は す べ て の レ ー ス に 対

し て 感 受 性 を 示 し ， 開 発 し た D N A マ ー カ ー の 遺 伝 子 型 と 抵 抗 性 の

結 果 が 一 致 し な か っ た （ 表 ２ － ３ － ５ ）  

     

   表 ２ － ３ － ５  P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 が「 し ゅ ま り 」型 の 遺 伝 資 源 の

落 葉 病 接 種 検 定 結 果  

（ 注 ） R： 抵 抗 性  S： 感 受 性  

  

レース１レース２ レース3 レース１レース２ レース3

Acc 9 岩手在1-48-1 R S R Acc 1028 奈良在34 R S R

Acc 27 岩手在19-48-19 R S R Acc 1056 岡山在10 R S R

Acc 30 岩手在22-48-22 R S R Acc 1937 宮崎ヤブツルアズキ31 S S S

Acc 33 岩手在25-48-25 R S R Acc 2041 新潟ヤブツルアズキ115 R S R

Acc 35 岩手在27-48-27 R S R Acc 2042 新潟ヤブツルアズキ116 R S R

Acc 45 岩手在37-48-37 R S R Acc 2145 鳥取在51 R S R

Acc 66 岩手在58-54-20 R S R Acc 2161 新潟在124 R S R

Acc 68 岩手在60-54-22 R S R Acc 2186 奈良在38 R S R

Acc 69 岩手在61-54-23 R S R Acc 2243 ネパールヤブツルアズキ1 S S S

Acc 86 岩手在78-54-40 R S R Acc 2464 茨城ヤブツルアズキ1 R S R

Acc 91 岩手在83-54-45 R S R Acc 2514 滋賀ヤブツルアズキ23 R S R

Acc 136 岩手在128-54-90 R S R Acc 2518 大阪ヤブツルアズキ5 R S R

Acc 151 岩手在143-54-105 R S R Acc 2519 兵庫ヤブツルアズキ105 R S R

Acc 152 岩手在144-54-106 R S R Acc 2522 鳥取ヤブツルアズキ57 R S R

Acc 159 岩手在151-54-113 R S R Acc 2525 福島ヤブツルアズキ101 R S R

Acc 162 岩手在154-54-116 R S R Acc 2526 栃木ヤブツルアズキ15 R S R

Acc 163 岩手在155-54-117 R S R Acc 2528 群馬ヤブツルアズキ31 R S R

Acc 349 青森在60 R S R Acc 2529 埼玉ヤブツルアズキ12 R S R

Acc 385 秋田在11 R S R Acc 2531 静岡ヤブツルアズキ28 R S R

Acc 388 秋田在14 R S R Acc 2538 高知ヤブツルアズキ26 R S R

Acc 422 秋田在48 R S R Acc 158 岩手在150-54-112 R S R

Acc 424 秋田在50 R S R Acc 308 青森在19 R S R

Acc 436 秋田在62 R S R Acc 459 秋田在85 R S R

Acc 502 新潟在33 R S R Acc 700 青森在87 R S R

Acc 507 新潟在38 R S R 品保 271 十育118号 R S R

Acc 509 新潟在40 S S S 品保 288 円葉（刈63号） R S R

Acc 510 新潟在41 R S R 品保 289 丸葉（刈68号） R S R

Acc 549 福島在3 R S R 品保 375 小長品-10 R S R

Acc 564 福島在18 R S R 品保 400 黒小豆（岡山） R S R

Acc 614 福島在68 R S R

アズキ落葉病接種検定結果アズキ落葉病接種検定結果
番号 番号
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考 察  

育 成 系 統 に お け る P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 と 表 現 型 は ，「 黒 小 豆（ 岡 山 ）」

以 外 の 抵 抗 性 遺 伝 資 源 を 系 譜 に も つ 系 統 に つ い て も ほ ぼ 一 致 す る 結

果 と な っ た （ 表 ２ － ３ － ３ ） ． 遺 伝 子 型 が 「 斑 小 粒 系 － １ 」 型 で か

つ ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 し た 6 系 統 の う ち

「 十 系 8 5 9 号 」「 十 系 8 6 0 号 」「 十 系 8 8 3 号 」「 9 9 3 0 - 4」 の 4 系 統

は 「 A c c 2 5 9」 を 系 譜 に も ち ，「 9 9 3 1 - 5 5」 は 「 A c c 2 5 1 5」 を 系 譜 に も

つ ． 「 A c c 2 5 9」 は ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス １ に 加 え て ， レ ー ス ２ に

対 し て も 抵 抗 性 を 示 す 遺 伝 資 源 で ， 藤 田 ら （ 2 0 0 7） は 「 A c c 2 5 9」 の

抵 抗 性 も 優 性 の 1 遺 伝 子 座 に よ っ て 支 配 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て

い る こ と か ら ，「 十 系 8 5 9 号 」「十 系 8 6 0 号 」「 十 系 8 8 3 号 」「 9 9 3 0 -

4」は P g a 1 で は な く「 A c c 2 5 9」由 来 の 抵 抗 性 遺 伝 子 を 保 持 し て い る

可 能 性 が 示 唆 さ れ た ． ま た 「 A c c 2 5 1 5」 も 「 A c c 2 5 9」 と 同 様 に ア ズ

キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1， 2 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 す （ 藤 田  2 0 0 7） こ と

か ら ，「 9 9 3 1 - 5 5」に つ い て も P g a 1 以 外 の 抵 抗 性 遺 伝 子 を 保 持 し て

い る 可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ た ． 「 A c c 2 5 9」 「 A c c 2 5 1 5」 は ， ア ズ

キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 抵 抗 性 品 種 育 成 の た め 交 配 に 利 用 さ れ て い る こ

と か ら ， 本 系 統 に つ い て は ， 抵 抗 性 を 判 別 で き る D N A マ ー カ ー を

開 発 す る 必 要 が あ る と 考 え ら れ た ．一 方 で「 9 7 0 7 - 7 9」に つ い て は 主

要 な ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 遺 伝 資 源 は 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 以 外 に は な

く ， 抵 抗 性 検 定 の エ ス ケ ー プ あ る い は 抵 抗 性 遺 伝 子 の 極 近 傍 で 組 み

換 え が 生 じ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ た ．  

遺 伝 子 型 が 「 し ゅ ま り 」 型 で か つ ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 に 対 し

て 感 受 性 を 示 し た「 9 7 1 5 - 3 4」（ 9 4 2 6 F 4（ 感 受 性 ）×十 系 6 8 5 号（ 抵

抗 性 ） ） ， 「 9 7 1 8 - 2」 （ 十 系 7 0 6 号 （ 感 受 性 ） ×十 系 6 9 6 号 （ 抵 抗

性 ） ） に つ い て は ，「 円 葉 （ 刈 6 3 号 ） 」 が 系 譜 に あ り ， 兄 弟 系 統 は

遺 伝 子 型 と 表 現 型 が 一 致 し て い る ． こ れ ら 2 系 統 に つ い て は ， 抵 抗

性 検 定 試 験 あ る い は D N A マ ー カ ー に よ る 調 査 の エ ラ ー の 可 能 性 が

高 い が ， 本 試 験 は 過 去 の 検 定 試 験 に よ っ て す で に 落 葉 病 抵 抗 性 が 明

ら か と な っ て い る 系 統 の み を 使 用 し た こ と か ら ， 再 試 験 は お こ な っ
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て お ら ず ， ど ち ら が 要 因 な の か は 明 ら か で は な い ． し か し ， 後 述 す

る よ う に 落 葉 病 レ ー ス 2 抵 抗 性 親 を 系 譜 に も つ 小 豆 以 外 で は ，

P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 と 接 種 試 験 の 結 果 は す べ て 一 致 し て い た こ と か ら ，

圃 場 に よ る 抵 抗 性 検 定 試 験 に お い て 落 葉 病 以 外 の 何 ら か の 要 因 で 黄

化 あ る い は 落 葉 症 状 が み ら れ た こ と か ら 感 受 性 と 判 定 さ れ た 可 能 性

が 高 い と 推 察 さ れ る ．   

 十 勝 農 試 に は 約 3 0 0 0 点 の ア ズ キ 遺 伝 資 源 が 保 存 さ れ て い る が ，

こ れ ま で 予 備 調 査 で ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 の 可 能 性 が あ る 遺 伝 資 源

2 0 9 点 を 絞 り 込 み ， P g 1 1 8 の 有 無 で ス ク リ ー ニ ン グ し た と こ ろ 約 １

／ ４ の 5 9 点 が「 し ゅ ま り 」型 を 示 し ， 3 系 統 を の ぞ い て す べ て「 し

ゅ ま り 」 と 同 様 に レ ー ス 1， レ ー ス 3 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 し た （ 表

２ － ３ － ４ ） ． 本 試 験 に よ っ て ， 十 勝 農 試 の 遺 伝 資 源 の 中 に は ， こ

れ ま で 抵 抗 性 遺 伝 資 源 と し て 利 用 さ れ て き た「 黒 小 豆（ 岡 山 ）」「小

長 品 － 1 0」 「 円 葉 （ 刈 6 3 号 ） 」「 A c c 8 6」 以 外 に も 同 じ 抵 抗 性 を も

つ 遺 伝 資 源 が 多 数 あ る こ と が 明 ら か と な っ た ．こ れ ま で「 黒 小 豆（ 岡

山 ） 」「 小 長 品 － 1 0」「 円 葉 （ 刈 6 3 号 ） 」 な ど を 交 配 に 利 用 し ， 長

い 年 数 を か け て 落 葉 病 抵 抗 性 を 維 持 し な が ら 品 質 ， 農 業 特 性 に 優 れ

た 品 種 ， 系 統 を 育 成 し て き た こ と か ら （ 村 田 ら  1 9 9 8） ， 本 試 験 で

明 ら か と な っ た P g a 1 を 有 す る 遺 伝 資 源 を 今 後 積 極 的 交 配 に 直 接 利

用 す る こ と は な い と 考 え ら れ る が ， P g 1 1 8 は D N A マ ー カ ー を 作 成

し た 「 し ゅ ま り 」 以 外 の 抵 抗 性 遺 伝 資 源 を 系 譜 に も つ 系 統 の 選 抜 も

可 能 で あ る こ と が 明 ら か と な り ， 本 試 験 で 開 発 し た マ ー カ ー が ア ズ

キ 育 種 で 広 く 利 用 で き る こ と が 示 さ れ た ．  

一 方 で ， P g 1 1 8 の 領 域 が D N A マ ー カ ー を 開 発 し た 抵 抗 性 親 で あ

る 「 し ゅ ま り 」 の 塩 基 配 列 と 類 似 し て い る 可 能 性 が あ る 「 A c c 5 0 9 」

「 A c c 1 9 3 7」「 A c c 2 2 4 3」を 系 譜 に も つ 育 成 系 統 は ，開 発 し た マ ー カ

ー で は 遺 伝 子 型 と ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 が 一 致 し な い 場 合 が 想 定 さ れ

る ． こ の よ う な 遺 伝 資 源 が 系 譜 に あ る 系 統 は ， 本 試 験 で 開 発 し た

D N A マ ー カ ー は 利 用 で き な い こ と か ら 注 意 が 必 要 で あ る ．本 試 験 は ，

効 率 的 に 抵 抗 性 遺 伝 資 源 を 探 索 す る た め ， 約 3 0 0 0 点 あ る 遺 伝 資 源

45 

 



の 一 部 の み の マ ー カ ー 検 定 を 行 い ， そ の 抵 抗 性 を 調 査 し た ． す べ て

の 遺 伝 資 源 を 調 査 し ， P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 を 示 す 遺 伝 資 源 を 探 索 し ，

接 種 検 定 を 行 う こ と に よ っ て ， 北 海 道 の ア ズ キ 育 種 に お い て 本 マ ー

カ ー が 適 用 で き な い 遺 伝 資 源 を す べ て 明 ら か と す る こ と が 可 能 と な

る ． さ ら に ア ズ キ 遺 伝 資 源 の 中 に は 日 本 の 各 地 域 由 来 ， 韓 国 ， 中 国

等 の 海 外 由 来 の 在 来 種 な ど も あ る こ と か ら ，P g a 1 の 起 源 が 推 測 で き

る 可 能 性 も 考 え ら れ る ． 今 後 の 研 究 に 期 待 し た い ．   

46 

 



第 4 節  ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 育 種 に お け る M A S  ( M a r k e r  

a s s i s t e d  s e l e c t i o n )  の 利 用  

目 的   

小 豆 育 種 の 中 で M A S を 利 用 す る 世 代 に つ い て 検 討 す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法  

鈴 木 ら （ 2 0 0 7） は 小 麦 の 顆 粒 性 澱 粉 合 成 酵 素 遺 伝 子 （ W x - B 1） の

有 無 を 調 査 す る 際 に ， 3 個 体 を 混 合 し て 摩 砕 し １ ） の 手 法 で 抽 出 し

た D N A を 利 用 す る と ，育 種 現 場 で 効 率 的 に D N A マ ー カ ー 検 定 が で

き る こ と を 示 し た ． そ の 事 例 を 参 考 に ， 発 芽 さ せ た ア ズ キ の 子 葉 3

個 体 分 を 混 合 し て 抽 出 し た D N A を 用 い て 遺 伝 子 型 を 判 別 し た ．  

 

（ １ ） 供 試 材 料  

 小 豆 の 系 統 育 種 で は ， 1 系 統 か ら 7 個 体 を 選 抜 し ， そ の 中 か ら 5

個 体 を 選 ん で 基 本 系 統 と す る 手 法 を と る た め ，F 6 以 降 系 統 に つ い て

は ，各 系 統 そ れ ぞ れ 7 個 体 由 来 の 種 子 を 用 い て 検 定 し た ．ま た F 4 世

代 で 個 体 選 抜 を 行 い F 5 世 代 で 系 統 播 種 さ れ る こ と か ら ， F 5 世 代 は

個 体 ご と に 各 3 粒 の 種 子 を 供 試 し た ． 組 合 せ に つ い て は 表 ２ － ４ －

１ ， ２ － ４ － ２ 参 照 ．  

 

（ ２ ） D N A 抽 出  

 簡 易 C T A B 法 で D N A を 抽 出 し た ． 手 順 を 以 下 に 示 す ．  

①   2 . 2 m l チ ュ ー ブ に 5 m m の ス テ ン レ ス ビ ー ズ を 一 つ 入 れ ， ２ ％

C T A B を 8 0 0 µ l 加 え る ．  

②  子 葉 を 1 c m 程 度 手 で ち ぎ り ， 2 . 2 m l チ ュ ー ブ に 入 れ ， シ ェ イ ク

マ ス タ ー で １ ～ ２ 分 程 度 処 理 す る ．  

②   6 2℃ ～ 6 5℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 入 れ る （ 3 0 分 ～ 1 時 間 )．  

③   ク ロ ロ ホ ル ム － イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ 2 4 : 1 )溶 液 を 6 0 0 µ l 加

え て 転 倒 混 和 後 ， 1 0 0 0 0 g で 1 5 分 間 遠 心 す る ．  
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④   あ ら か じ め イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 4 0 0 µ l を 入 れ た 1 . 5 m l チ ュ ー ブ

に ， 上 清 6 0 0 µ l を 移 し 転 倒 混 和 後 ， 1 0 0 0 0 g で 1 5 分 間 遠 心 す る ． 

⑥  上 清 を デ カ ン タ ー で 捨 て ，室 温 で 乾 燥 し ，T E  4 0 0 µ l に 溶 解 ．1 µ l

を P C R に 使 用 ．  

＊ 2 % C T A B（ 2 % C T A B，0 . 1 M T r i s - H C L  p H 8 . 0，2 0 m M  E D T A  p H 8 . 0，

1 . 4 M  N a C l  

 

結 果  

F 6 以 降 系 統 で は ，前 の 世 代 に お い て 圃 場 で 判 定 し た 落 葉 病 抵 抗 性

と ， 次 の 世 代 の D N A マ ー カ ー 検 定 に よ る 遺 伝 子 型 は ほ ぼ 一 致 し た

（ 表 ２ － ４ － １ ） ．  
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表 ２ － ４ － １  F 6 世 代 以 降 系 統 の D N A マ ー カ ー 検 定 結 果  

 
（ 注 １ ） 下 線 が 抵 抗 性 遺 伝 資 源 を 系 譜 に も つ 親  
（ 注 ２ ）圃 場 検 定  R：抵 抗 性  （ R ）：お そ ら く 抵 抗 性  M：中 間 的 抵 抗 性  分：

分 離  
（ 注 ３ ） D N A マ ー カ ー 検 定 結 果  個 体 ご と に 3 個 体 の 種 子 を 供 試   

R : し ゅ ま り （ 抵 抗 性 ） 型  S ： 斑 小 粒 系 － １ （ 感 受 性 ） 型  H : ヘ テ ロ 型  

1 2 3 4 5 6 7
0007-1 F6 十系809号 十系793号 R R R R R R R R
0007-3 R R R R R R R R
0007-5 R R R R R R R R
0007-6 R R R H R H H H
0008-23 F6 十系807号 十系799号 R R R R R R R R
0008-28 (R) H S S R H H H
0011-3 F6 十系793号 9728-3(F4) R R R R R R R R
0011-6 R R R R R R R R
0011-8 R R R R R R R R
0011-16 R R R R R R R R
0011-26 R R R R R R R R
0011-42 R R R R R R R R
0014-22 F6 十系807号 十系794号 (R) H R R R S H H
0014-23 (R) R R R R R R R
0015-1 F6 十系794号 9728-3(F4) R R R R R R R R
0015-9 R R R R R R R R
0015-10 R R R R R R R R
0015-12 R R R R R R R R
0015-15 R R R R R R R R
0015-18 R R R R R R R R
0015-20 R R R R R R R R
0015-21 R R R R R R R R
0015-26 R R R R R R R R
0015-30 R R R R R R R R
0016-31 F6 十系793号 冀紅小豆3号-1 R R R R R R R R
9923-18-1 F7 十系746号 ﾍﾞﾆﾀﾞｲﾅｺﾞﾝ R R R R R R R R
9923-18-2 R R R R R R R R
9923-18-3 R R R R R R R R
9923-18-4 R R R R R R R R
9923-18-5 R R R R R R R R
9924-14-1 F7 十系740号 十系666号 R R R R R R R R
9924-14-2 R R R R R R R R
9924-14-3 R R R R R R R R
9924-14-4 R R R R R R R R
9924-14-5 R R R R R R R R
十系864号-1 F9 9429F4 十育140号 R R R R R R R R
十系864号-2 R R R R R R R R
十系864号-3 R R R R R R R R
十系864号-4 R R R R R R R R
十系864号-5 R R R R R R R R
十系889号-1 F8 十系741号 斑小粒系-1 R R R R R R R R
十系889号-2 R R R R R R R R
十系889号-3 R R R R R R R R
十系889号-4 R R R R R R R R
十系889号-5 R R R R R R R R
十系901号-1 F8 ｴﾘﾓｼｮｳｽﾞ 十育141号 R R R R R R R R
十系901号-2 R R R R R R R R
十系901号-3 R R R R R R R R
十系901号-4 R R R R R R R R
十系901号-5 R R R R R R R R
十系904号-1 F8 ほくと大納言 9420-24 M S S S S S S S
十系904号-2 M S S S S S S S
十系904号-3 M S S S S S S S
十系904号-4 M S S S S S S S
十系904号-5 M S S S S S S S
十系905号-1 F8 ほくと大納言 9420-24 分 S S S S S S S
十系905号-2 M S S S S S S S
十系905号-3 M S S S S S S S
十系905号-4 分 S S S S S S S
十系905号-5 分 S S S S S S S
十系906号-1 F8 9426-71(F6) 十系726号 R R R R R R R R
十系906号-2 R R R R R R R R
十系906号-3 R R R R R R R R
十系906号-4 R R R R R R R R
十系906号-5 R R R R R R R R
十系910号-1 F8 9825F1 ｴﾘﾓｼｮｳｽﾞ 分 R R R R R R R
十系910号-2 R R R R R R R R
十系910号-3 R R R R R R R R
十系910号-4 R R R R R R R R
十系910号-5 R R R R R R R R

DNAマーカー検定結果注）

系統番号 世代 母 父
前の世代の圃
場検定結果
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F 5 世 代 に お い て は ，各 組 合 せ の マ ー カ ー 検 定 結 果 は ，前 年 度 の 供

試 圃 場 の 影 響 を 大 き く 受 け て い た ． す な わ ち 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 汚 染

圃 場 で 集 団 選 抜 を 行 っ た 交 配 番 号 0 1 1 5，0 1 1 9，0 2 1 3 は「 し ゅ ま り 」

（ 抵 抗 性 ） 型 を 示 す 系 統 が 多 か っ た ． 一 方 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 汚 染 圃

場 で 選 抜 を 行 っ た 交 配 番 号 0 1 0 2， 0 2 0 8， 0 2 0 9 は 片 親 が P g a 1 を 保

持 す る 親 を 交 配 に 利 用 し て い る に も か か わ ら ず ， 「 斑 小 粒 系 － １ 」

（ 感 受 性 ）型 を 示 す 系 統 が 多 か っ た ．ま た F 4 世 代 で 落 葉 病 抵 抗 性 選

抜 を 行 っ て い な い 交 配 番 号 0 2 0 1， 0 1 0 4， 0 1 2 0， 0 2 2 1 は 落 葉 病 菌 レ

ー ス 1 汚 染 圃 場 で 選 抜 し た 集 団 と 比 較 す る と「 し ゅ ま り 」（ 抵 抗 性 ）

型 の 割 合 が 少 な か っ た ．  
    
 

表 ２ － ４ － ２  F 5 世 代 の D N A マ ー カ ー 検 定 結 果  

 

注 ） R ： 「 し ゅ ま り 」 （ 抵 抗 性 ） 型  S ： 「 斑 小 粒 系 － １ 」 （ 感 受 性 ） 型   

H ： ヘ テ ロ 型  斜 体 は レ ー ス ２ 抵 抗 性 系 統  

 

考 察  

前 の 世 代 の 落 葉 病 圃 場 検 定 の 結 果 で ， 抵 抗 性 か 否 か を 断 定 で き な

か っ た 「 0 0 0 8 - 2 8」 ，「 0 0 1 4 - 2 2」 は 次 の 世 代 の マ ー カ ー 検 定 結 果 で

は 分 離 し て い た （ 表 ２ － ４ － １ ） ． ま た 「 0 0 0 7 - 6」 は 圃 場 で は 抵 抗

性 と 判 定 さ れ た が ，ヘ テ ロ 型 の 個 体 が 混 入 し て い た（ 表 ２ － ４ － １ ）．

交配 前世代 供試

番号 母 父 供試圃場 個体数 R S H

0115 美甘大納言 十育145号 レース1汚染圃場 31 20 0 11

0119 9829-109(F4) 9622(F6) レース1汚染圃場 32 22 0 10

0213 十系798号 9830F5-41 レース1汚染圃場 63 51 4 8

0102 Ａｃｃ 812 十育149号 レース2汚染圃場 130 1 71 58

0208 十系793号 9931F4-55 レース2汚染圃場 67 3 31 32

0209 十系793号 9930F4-3 レース2汚染圃場 46 0 36 10

0201 0113F1 十育150号 大樹耐冷性検定圃場 106 71 31 4

0104 十育149号 9618-21(F6) 中央現地選抜 59 45 5 9

0120 十育143号 ｱｶﾈﾀﾞｲﾅｺﾞﾝ 中央現地選抜 53 26 18 9

0221 十育150号 0120F1 中央現地選抜 35 28 2 5

 組  合  せ DNAマーカー検定結果
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D N A マ ー カ ー に よ る 検 定 で は こ の よ う な 分 離 個 体 が 確 実 に 判 定 で

き る こ と が 明 ら か と な り ， 系 統 播 種 を し て 圃 場 で 判 定 す る よ り も 確

実 に ヘ テ ロ 個 体 ， 感 受 性 個 体 を 排 除 で き る と 考 え ら れ た ．       

P g a 1 は 優 性 遺 伝 す る こ と か ら ， 落 葉 病 レ ー ス 1 汚 染 圃 場 に 供 試

さ れ た 集 団 で は ， 感 受 性 の 個 体 が 排 除 さ れ て い た が ， ヘ テ ロ 型 の 個

体 は 排 除 で き て い な か っ た （ 表 ２ － ４ － ２ ） ． ま た ア ズ キ 落 葉 病 汚

染 圃 場 に 供 試 し て い な い 集 団 に 関 し て は ， 感 受 性 に 固 定 し た 個 体 も

選 抜 さ れ て い た （ 表 ２ － ４ － ２ ） ． 小 豆 育 種 で は ， F 5 世 代 か ら 系 統

播 種 を 行 い ，F 4 世 代 で 個 体 選 抜 さ れ た 系 統 は ア ズ キ 落 葉 病 検 定 圃 場

に 系 統 播 種 さ れ て き た ． 今 後 播 種 前 の 種 子 か ら D N A を 抽 出 し て ，

ヘ テ ロ 型 ， あ る い は 感 受 性 型 で 固 定 し た 個 体 を 排 除 で き れ ば ， 圃 場

の 利 用 面 積 の 削 減 に 大 き く 貢 献 で き る と 考 え ら れ た ．  

十 勝 農 試 で は 3 レ ー ス 抵 抗 性 品 種 の 育 成 を 目 指 し ， P g a 1 保 持 系

統 に ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス ２ 抵 抗 性 を 導 入 す る た め ， P g a 1 保 持 品

種 ・ 系 統 と レ ー ス 抵 抗 性 の 「 A c c 2 5 9」 の 後 代 な ど の レ ー ス 2 抵 抗 性

系 統 を 交 配 し て い た が ， レ ー ス 2 汚 染 圃 場 で 選 抜 を 行 っ た 系 統 群 は

し ゅ ま り（ P g a 1 抵 抗 性 ）型 の 個 体 が 非 常 に 少 な か っ た（ 表 ２ － ４ －

２ ）．P g a 1 と「 A c c 2 5 9」由 来 の 抵 抗 性 遺 伝 子 が 遺 伝 的 に 独 立 な 場 合

は ， １ ／ ２ の 確 率 で P g a 1 保 持 系 統 が 出 現 す る こ と が 予 想 さ れ る こ

と か ら ，P g a 1 と「 A c c 2 5 9」由 来 の 抵 抗 性 遺 伝 子 は 強 連 鎖 あ る い は 対

立 遺 伝 子 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ． ま た 本 結 果 よ り ， 主 導 遺 伝 子

に よ っ て 3 レ ー ス 抵 抗 性 品 種 を 育 成 す る の は 困 難 で あ る と 推 察 さ れ

た ．  
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第 ３ 章  ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス ２ 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た

D N A マ ー カ ー の 開 発  

 

第 １ 節  A F L P 法 に よ る 多 型 マ ー カ ー の 探 求  

 

目 的   

第 1 章 で 明 ら か と な っ た P g a 1 を 持 た な い ， ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性

遺 伝 資 源 「 A c c 2 5 9」 の 抵 抗 性 を 判 別 す る D N A マ ー カ ー を 開 発 す る

た め ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス ２ 抵 抗 性 バ ル ク あ る い は 感 受 性 バ ル ク

に 特 異 的 な マ ー カ ー を 探 求 す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法   

ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 抵 抗 性 遺 伝 資 源「 A c c 2 5 9」と 同 感 受 性 遺

伝 資 源「 斑 小 粒 系 － １ 」の 単 交 配 由 来 の F 3 世 代 1 0 5 系 統 を ，抵 抗 性

検 定 試 験 に 供 試 し た ．  

接 種 菌 株 は ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 分 離 株 T 9 6 - 5 ( N I A S  

G e n e b a n k  a c c e s s i o n  n o .  M A F F 2 4 1 0 5 7 )  を 用 い ， 第 1 章 と 同 様 の 条

件 で 接 種 お よ び A F L P 解 析 を 行 っ た ．  

 

結 果  

F 3 世 代 1 0 5 系 統 を 用 い て ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 を 接 種 検 定 し ，

F 2 世 代 の 表 現 型 を 推 定 し た ． 観 察 値 は 抵 抗 性 ホ モ 型 ： ヘ テ ロ 型 ： 感

受 性 ホ モ 型 ＝ 2 3： 5 8： 2 4 と な り ， 1 遺 伝 子 支 配 に よ る 理 論 値 に 適 合

し た （ 表 ３ － １ － １ ） ． 抵 抗 性 ホ モ 型 ， 感 受 性 ホ モ 型 と 推 定 し た 系

統 か ら そ れ ぞ れ 1 2 系 統 を バ ル ク 構 成 系 統 と し て 選 抜 し た ．  
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  表 ３ － ３ － １  斑 小 粒 系 - 1／ A c c 2 5 9  F 2 系 統 の 推 定 表 現 型  

 

 注 ） R ： 抵 抗 性 ホ モ 接 合 型  H ： ヘ テ ロ 接 合 型  S : 感 受 性 ホ モ 接 合 型 ，  

数 字 は 系 統 数  

 

 A F L P 解 析 の 結 果 ， 抵 抗 性 あ る い は 感 受 性 バ ル ク に 特 異 的 な 6 つ

の 増 幅 断 片 E - A G C / M - T A A - 4 8 9 ， E - A C A / M - A A T - 2 0 4 ， E - A G G / M -

G T T - 1 8 9，E - A G A / M - C T T - 3 3 6，E - A T T / M - A G C - 2 0 8， E - A T T / M - A G C -

2 1 0 が 検 出 さ れ た ． こ れ ら の 配 列 の 中 で ， 先 に 周 辺 領 域 の 配 列 が 解

析 で き た の は 感 受 性 バ ル ク に 特 異 的 に 見 ら れ た E - A C A / M - A A T - 2 0 4

お お び E - A T T / M - A G C - 2 0 8 ， 抵 抗 性 バ ル ク に 特 異 的 に 見 ら れ た E -

A T T / M - A G C - 2 1 0 だ っ た ． 両 親 の E - A C A / M - A A T - 2 0 4 お よ び そ の 周

辺 配 列 を 図 ３ － ３ － １ に 示 し た ． ま た ， E - A T T / M - A G C - 2 0 8 お よ び

E - A T T / M - A G C - 2 1 0 は A F L P 増 幅 断 片 内 の 2 塩 基 以 外 の 配 列 は す べ

て 一 致 し て い た （ 図 ３ － ３ － ２ ） ．  

 

 

観察値 理論値

R H S R H S χ2 Ｐ

23 58 24 26.25 52.5 26.25 1.17 0.56
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( 1 )「 斑 小 粒 系 － １ 」 の E - A C A / M - A A T - 2 0 4 と そ の 周 辺 領 域  

（ 注 ） □ は A F L P 増 幅 断 片 の 配 列  

  

10 20 30 40 50 60
GGCCATTTCT ACCATCCCGT GATTATACTA GACATTCTGT CATACACTAG CCAGCAACCA

70 80 90 100 110 120
TTCCGTGTAC TGAGGAAGAC AGTGTCCTCT TTACATGCGC TCATTCAATT TTATCACAAG

130 140 150 160 170 180
CTACAAATTC CTCGTGCAAA ACAACACGTT TAGAATATTA TAACTTTTCA TGAACTTAAC

190 200 210 220 230 240
TTTCGAATTC ACAGACTACT CACAGGTATT GATCCATTTC CCCTTGACAG CAAGGGCAAG

250 260 270 280 290 300
CCAAAGCTTC CCATCCTTTT GTTTCCGTGT GAAATATCGA AGCAAAATGC CTCACTTTAT

310 320 330 340 350 360
AGACGAAAGT AAAGTACCAA TCGCCTAGGT ATGCGCTGGC ATGGTTGCCT AAACATATCC

370 380 390 400 410 420
TGATTTTAAA TAGTTCATCC ATTCCCCCTC CTACTTGTTT ACTGCTATTA CACAGAACAT

430 440 450 460 470 480
GGAATTTGAC TACAAAGTAC TCCAAATCCA TCTGCCGTAT CATGGACACA CAGTGCAAAA

490 500 510 520 530 540
GGACAGGTAC GGAGACACAT CTTCAACCGA ACTGGTTAAG GATACATTCA TCCTGAGAAG

550 560 570 580 590 600
TTATTCATTA GGTGAAAAAA AAACCTTAAT CTTTAGAGGT TCCTTTTCCA ATTAATCAAT

610 620 630 640 650 660
GCCTTGCCAG GGTAATAGGC TCAGGAACAC AACTTCTACA TGCCCCAATT CGTGTACTAA

670 680 690 700 710 720
CTTTATGAAA ACTATAAGAT AAGAAAAAAC AATTCAAACA TTCACTCACA TCATCCAGCA

730 740 750 760 770 780
GCATATTGTT GCAGTAAGAA CCAAGGTTAG GTGAAATCTG CAACAGAGTA GTAAGATATT

790 800 810 820 830 840
AATTCATACA GAGAATAATA ATTTGAGAGA GGAAATATTA TCATGGACAG AGAAAGAGAG

850 860 870 880 890 900
AGAACAAAAT TCAAGAATAA TAAATCTCTT TTTCTTCAGA AGAACTTACA TCATCTTAGA

910 920 930 940 950 960
AACCTACTTT GGAACTAACT ATATAAATAC ATCACACAGT AAAATCCATC AAGGCATTGT

970 980 990 1000 1010 1020
CTGAAAATTC ATGACAGAAT AAGCTTTTAA TCAAACAGAG CAACAGCGAG ACGTTTTTCC

1030 1040 1050 1060 1070 1080
ACAATAATAA TAGTGAACAA GTTCACAATT TTACAGATCC ATTAGCTGCG CGAGATTATG

1090 1100 1110 1120 1130 1140
AATTTCTTTT CGCAGTTTGC GTAAGATTAG CATCACCAAT TATTTAATTA CTTCACTGAT

1150 1160 1170 1180 1190 1200
ACTATGAGTC TCACAAAGAA ACGAAGAAGC ATTACAGATT AGAGGAAGGT CCTCTGTTGA

1210 1220 1230 1240 1250 1260
AACAAATTCT GGTACAAAGG GACGCGACGA TTCCAATCAC TGCGAAAACT AGCGTGGTAA

1270 1280 1290 1300 1310 1320
CCGAGAACCC CATATCGGAC CTAATCCTGA TCACACAGAA AATGAGTTCC TGGAAGAACT

1330 1340 1350 1360 1370 1380
AAACAGAAAT AGCATGAAGA AAATTCGGAA ACGAAACGAC ACAGCATTAC CCCTCAGTTC

1390 1400 1410 1420 1430 1440
CGTAATTCGT AGTCGTATTA GTGATCTGAA GCTTCTGAGT TGTTATATTC AATTTGATTT

1450 1460 1470 1480 1490 1500
TATTTGATCA CCTCTCATGG CATCGCATGG CC                            
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( 2 )「 A c c 2 5 9」 の E - A C A / M - A A T - 2 0 4 対 立 座 領 域  

 

図 ３ － ３ － １  「 斑 小 粒 系 － １ 」お よ び「 A c c 2 5 9」の E - A C A / M -

A A T - 2 0 4 お よ び そ の 周 辺 領 域 の 塩 基 配 列  

 

 

 

 

10 20 30 40 50 60
ACAGGGATTC TGTCAGACAC TAGCCAGCAA CCATTCCGTG TACTGGGGAA GACAATGTCC

70 80 90 100 110 120
TCTTTACATG CGCTTATTCA ATTTTATCAC AAGCTACAAA TTCCTCGTGC AAAACAACAA

130 140 150 160 170 180
GTTTAACTTT TCATGAACTT AACTTTCGAA TTCAAAGACT ACTCACAGGT ATTGATCCAT

190 200 210 220 230 240
TTCCCCTTAA CAAACAGGGC AAGCCAAAGC TTCCCATCCT TTTGTCTCCG TGTGAAATAT

250 260 270 280 290 300
CGAAGCAAAA CGCCTCACTT TATAGACGAA AGTAAAAAGG ACCAATGGCC TAGGTATGCG

310 320 330 340 350 360
CTGGCATGGT TGCCTAAACA TATCCTGATT TTAAATAGTT CATCCATTCC CTTCTACTTG

370 380 390 400 410 420
TTTAATGCTA TTACACAGGA CATGGAACTT GACTACAAAG TACTCCAAAT CCATCTGCCG

430 440 450 460 470 480
TATCATGGAC ACACAGAGCA AAAGGACAGG TATGGAGACA CATCTTCAAC CGAACTGGTT

490 500 510 520 530 540
AAGAATACAT TCATCCTGAG AAGTTATTCA TTAAGGGGAA AAAAAACCTT AATCTTTAGA

550 560 570 580 590 600
GGTTCCTTTT CTAATTAATC AATGCCTTGC CAGGGTAATA GGCTCAGGAA CACAACTTCT

610 620 630 640 650 660
ACATGCCCCA ATTCGTGTAC TAACTTTATG AAAACTATAA GAAAAAACAA TTCAAACATT

670 680 690 700 710 720
CACTCACATC ATCCAGCAGC ATATTGTTGC AGTAAGAACC AAGGTTAGGT GAAATCTGCA

730 740 750 760 770 780
ACAGAGTAAT AAGATATTAA TTCATACAGA GAATAATAAT TTGAGAGAGG AAATATTATC

790 800 810 820 830 840
ATGGACAGAG AAAGAGAGAG AACAAAATTC AAGAATAATA AATCTCTTTT TCTTCAGAAG

850 860 870 880 890 900
AACTTACATC ATCTTAGAAA CCTACTTTGG AACTAACTAA ATATAAATAC ATCACAAAGT

910 920 930 940 950 960
AAAATCCATC AAGGCATTGT CTAAAAATTC ATGACAGAAT AAGCTTTTAA TTAAACAGAG

970 980 990 1000 1010 1020
CAACAGCGAG ACGTTTTCCA CAATAATAAT AGTGAACAAG TTCACAATTT TACAGATCCA

1030 1040 1050 1060 1070 1080
TTAGCTGCGC GAGATTATGA ATTTCTTTTC GCAGTTTGTG TAAGATTAGC ATCAGCAATT

1090 1100 1110 1120 1130 1140
ATTTAATTAC TTCACTGATA CTATGAGTCT CTCAAAGAAA CGAAGAAGCA TTACAGATTA

1150 1160 1170 1180 1190 1200
GAGGAAGGTC CTCTGTTGAA ACAAATTCTG GTACAAAGGG ACGCAACAAT TCCAATCACT

1210 1220 1230 1240 1250 1260
GCGAAAACTA GCGTGGTAAC CGAGAACCCC ATATCGGACC CTAATCCTGA TCACACAGAA

1270 1280 1290 1300 1310 1320
AATGAATTCC AGGAAAAACT AAACAGAAAT AGCATGAAGA AAATTCGGAA ACCAAACGAC

1330 1340 1350 1360 1370 1380
ACAGCATTAC CCCTCAGTCC GTACTCGTTA TC                            
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図 ３ － ３ － ２  「 A c c 2 5 9」 の E - A T T / M - A G C - 2 1 0 お よ び 「 斑 小 粒 系

－ １ 」 の E - A T T / M - A G C - 2 0 8 お よ び そ の 周 辺 領 域 の 塩 基 配 列  

（ 注 ） □ は A F L P 増 幅 断 片 の 配 列  

 

 

 

ACC259 1' TTTTGAATTA TTAAGAGATT CTGATATCTT GGATTTATGT ATCAACCTAG TAAAAGAAAA
********** ********** ********** ********** ********** **********

Buchi 1" TTTTGAATTA TTAAGAGATT CTGATATCTT GGATTTATGT ATCAACCTAG TAAAAGAAAA

ACC259 61' AATAAATAAG ATGAAGGTTT GATGGTGATG AATGAAGGAA GTGGAGAAGT AAGAATAGTA
********** ********** ********** ********** ********** **********

Buchi 61" AATAAATAAG ATGAAGGTTT GATGGTGATG AATGAAGGAA GTGGAGAAGT AAGAATAGTA

ACC259 121' ACTTATGAAG AATATTTTCC TACAATATTT GGTTCAGAGA TATGTGTTGA TTTGTGTAAT
********** ********** ********** ********** ********** **********

Buchi 121" ACTTATGAAG AATATTTTCC TACAATATTT GGTTCAGAGA TATGTGTTGA TTTGTGTAAT

ACC259 181' AGATAGGGAT GACAATTAGT CGTGTCGAAC ATGAATAATG TTTACCAATT ACTTGATCAG
********** ********** ********** ********** ********** **********

Buchi 181" AGATAGGGAT GACAATTAGT CGTGTCGAAC ATGAATAATG TTTACCAATT ACTTGATCAG

ACC259 241' CAACAGAAAA AAAATTTGTT ATTTCTATTG AAATCTGTAA ACCATTCTCA CTTTCGATCA
********** ********** ********** ********** ********** **********

Buchi 241" CAACAGAAAA AAAATTTGTT ATTTCTATTG AAATCTGTAA ACCATTCTCA CTTTCGATCA

ACC259 301' AATTTTATTT GAATATGTTA TTGAATTCAT TTGAGACGTG AGTAAAACTC ATATTGGAGA
********** ********** ********** ********** **********   ********

Buchi 301" AATTTTATTT GAATATGTTA TTGAATTCAT TTGAGACGTG AGTAAAACTC --ATTGGAGA

ACC259 361' AGAATATGGT TTATTGTGTT CATTTTTTTG GAACTTTATT TCTATTTATT TTTGTTTCTA
********** ********** ********** ********** ********** **********

Buchi 359" AGAATATGGT TTATTGTGTT CATTTTTTTG GAACTTTATT TCTATTTATT TTTGTTTCTA

ACC259 421' ACAGGTAATA GGCTCTTTTA CTTGGAAAAT CATCCAATTA CCTCATGGAG AGTTAGCTTC
********** ********** ********** ********** ********** **********

Buchi 419" ACAGGTAATA GGCTCTTTTA CTTGGAAAAT CATCCAATTA CCTCATGGAG AGTTAGCTTC

ACC259 481' GTCAACAAAT GATATAAAGC ATTAGCTTTA AAAAAAGATT AGCTTATCTT AGTAAATACA
********** ********** ********** ********** ********** **********

Buchi 479" GTCAACAAAT GATATAAAGC ATTAGCTTTA AAAAAAGATT AGCTTATCTT AGTAAATACA

ACC259 541' TCCAACCAAC TCCAATCCTT TTACCTATTA AC
********** ********** ********** **

Buchi 539" TCCAACCAAC TCCAATCCTT TTACCTATTA AC
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考 察  

「 A c c 2 5 9」 の ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 に 対 す る 抵 抗 性 は 優 性 の 1

遺 伝 子 に よ っ て 支 配 さ れ て い る と 推 定 さ れ た （ 表 ３ － １ － １ ） ． 本

結 果 は ， 藤 田 （ 2 0 0 7） の 結 果 と 同 様 で あ り ，「 A c c 2 5 9」 が 有 す る 優

性 に 遺 伝 す る ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 遺 伝 子 を P g a２ と 命 名 し た ．  

選 抜 し た A F L P 増 幅 断 片 お よ び そ の 周 辺 領 域 の 配 列 か ら ， 抵 抗 性

バ ル ク に 特 異 的 な E - A G G / M - G T T - 2 1 0，感 受 性 バ ル ク に 特 異 的 な E -

A T T / M - A G C - 2 0 8 は 同 一 遺 伝 子 座 に あ る と 判 断 し た ． M A S の 結 果 か

ら ，P g a 1 と P g a 2 は 強 連 鎖 あ る い は 対 立 遺 伝 子 で あ る 可 能 性 が 高 く

（ 第 1 章  第 4 節 ），P g a 1 座 乗 領 域 に つ い て は 第 1 章 で 複 数 の D N A

マ ー カ ー を 利 用 し た 解 析 を 行 っ て い た こ と ， E - A C A / M - A A T - 2 0 4 は

両 親 間 の 塩 基 配 列 の 違 い が 多 く ， 特 異 的 な プ ラ イ マ ー を 設 計 し や す

い こ と か ら ， 本 試 験 で は 他 の A F L P マ ー カ ー 周 辺 領 域 の 解 析 は 行 わ

ず E - A C A / M - A A T - 2 0 4 領 域 を も ち い た 共 優 性 マ ー カ ー （ P g 2 0 4） の

開 発 を 優 先 す る こ と と し た ．  
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第 ２ 節  P g 2 0 4 の 共 優 性 化 と 有 効 性 の 検 証  

 

目 的  

ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス ２ 抵 抗 性 遺 伝 子 P g a 2 と 連 鎖 し て い る 可 能

性 が 高 い E - A C A / M - A A T - 2 0 4 領 域 を 利 用 し て 共 優 性 マ ー カ ー を 開 発

す る ． ま た ， 開 発 し た 共 優 性 マ ー カ ー に つ い て ， 解 析 材 料 お よ び 遺

伝 資 源 を 利 用 し て そ の 有 効 性 を 検 証 す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法  

（ １ ） D N A マ ー カ ー の 開 発  

共 優 性 マ ー カ ー の 開 発 に つ い て は 第 1 章 と 同 様 の 方 法 で 実 施 し た ．

加 え て ， こ れ ま で の 結 果 よ り P g a 1 と P g a 2 が 対 立 遺 伝 子 で あ る 可

能 性 が あ る こ と か ら 第 1 章 で 選 抜 し た「 し ゅ ま り 」の E - A C T / M - A C T -

1 1 8 領 域 の 「 A c c 2 5 9」 の 対 立 座 に つ い て 塩 基 配 列 を 決 定 し D N A マ

ー カ ー を 開 発 し た （ P g 1 1 8 ( R 2 )） ．  

 

（ ２ ） D N A マ ー カ ー の 有 効 性 の 検 証  

バ ル ク 構 成 個 体 の 選 抜 に 利 用 し た F 3 系 統 に つ い て ， F 2 の 推 定 遺

伝 子 型 が 抵 抗 性 ホ モ 接 合 型 お よ び ヘ テ ロ 接 合 型 の 系 統 か ら は ， 病 徴

を 示 さ ず 「 抵 抗 性 」 と 判 定 し た １ 個 体 か ら ， 感 受 性 ホ モ 接 合 型 の 系

統 か ら は 明 ら か な 病 徴 を 示 し 「 感 受 性 」 と 判 定 し た 個 体 1 個 体 か ら

D N A を 抽 出 し ，P g 2 0 4 お よ び P g 1 1 8 ( R 2 )の 塩 基 配 列 を 決 定 し た ．ま

た ， 第 １ 章 と 同 様 に ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 の 可 能 性 が あ る 遺 伝 資 源

2 0 9 点 に つ い て ， P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 を 調 査 し ， 「 A c c 2 5 9」 型 を 示 し

た 遺 伝 資 源 を 選 抜 し ，ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 菌 株 ，レ ー ス 2 菌 株 ，

レ ー ス 3 菌 株 を 第 1 章 第 1 節 と 同 様 の 手 法 で 接 種 し ，抵 抗 性 検 定 を

お こ な っ た ．  

ま た 育 成 系 統 2 組 合 せ 1 8 3 系 統 に つ い て ，第 1 章 第 4 節 と 同 様 の

手 法 で 3 個 体 を 混 合 し て 2 反 復 で 抽 出 し た D N A を 用 い て P g 2 0 4 と

P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 を 調 査 し た ．  
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結 果  

「 A c c 2 5 9」 と 「 斑 小 粒 系 － １ 」 の E - A C A / M - A A T - 2 0 4 お よ び そ の

周 辺 領 域 の ホ モ ロ ジ ー ， 設 計 し た プ ラ イ マ ー の 位 置 を 図 ３ － ２ － １

に 示 し た ．  

 
図 ３ － ２ － １   A F L P 断 片 E - A C A / M - A A T - 2 0 4  お よ び そ の 周 辺 領 域

の 「 A c c 2 5 9」 と 「 斑 小 粒 系 - 1  」 ( B u c h i )の 塩 基 配 列 ．  

＊ は 「 A c c 2 5 9 」「 斑 小 粒 系 - 1 」 が 同 じ 塩 基 で あ る も の ， － は 欠 失 配 列 を 示 す ．  

灰 色 部 分 が A F L P 断 片 ， 太 線 矢 印 で 示 し た 部 分 が 共 優 性 プ ラ イ マ ー の 位 置  

表 ３ － ２ － １  P g 2 0 4 の 共 優 性 マ ー カ ー 配 列 お よ び P C R 条 件  

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

ACC259

Buchi

     1' ACAGGGATTC TGTCAGACAC TAGCCAGCAA CCATTCCGTG TACTGGGGAA GACAATGTCC
          **  **** ***** **** ********** ********** ***** **** **** *****
    28" CTAGACATTC TGTCATACAC TAGCCAGCAA CCATTCCGTG TACTGAGGAA GACAGTGTCC

    61' TCTTTACATG CGCTTATTCA ATTTTATCAC AAGCTACAAA TTCCTCGTGC AAAACAACAA
        ********** **** ***** ********** ********** ********** ********* 
    88" TCTTTACATG CGCTCATTCA ATTTTATCAC AAGCTACAAA TTCCTCGTGC AAAACAACAC

   121' GTT------- ---TAACTTT TCATGAACTT AACTTTCGAA TTCAAAGACT ACTCACAGGT
        ***           ******* ********** ********** **** ***** **********
   148" GTTTAGAATA TTATAACTTT TCATGAACTT AACTTTCGAA TTCACAGACT ACTCACAGGT

   171' ATTGATCCAT TTCCCCTTAA CAAACAGGGC AAGCCAAAGC TTCCCATCCT TTTGTCTCCG
        ********** ******** * **   ***** ********** ********** ***** ****
   208" ATTGATCCAT TTCCCCTTGA CAGCAAGGGC AAGCCAAAGC TTCCCATCCT TTTGTTTCCG

   231' TGTGAAATAT CGAAGCAAAA CGCCTCACTT TATAGACGAA AGTAAAAAGG ACCAATGGCC
        ********** **********  ********* ********** ***  ****  ****** ***
   268" TGTGAAATAT CGAAGCAAAA TGCCTCACTT TATAGACGAA AGT--AAAGT ACCAATCGCC

   291' TAGGTATGCG CTGGCATGGT TGCCTAAACA TATCCTGATT TTAAATAGTT CATCCATT--
        ********** ********** ********** ********** ********** ********  
   326" TAGGTATGCG CTGGCATGGT TGCCTAAACA TATCCTGATT TTAAATAGTT CATCCATTCC

   349' CCCTTCTACT TGTTTAATGC TATTACACAG GACATGGAAC TTGACTACAA AGTACTCCAA
        **** ***** ****** *** **********  ********  ********** **********
   386" CCCTCCTACT TGTTTACTGC TATTACACAG AACATGGAAT TTGACTACAA AGTACTCCAA

   409' ATCCATCTGC CGTATCATGG ACACACAGAG CAAAAGGACA GGTATGGAGA CACATCTTCA
        ********** ********** ******** * ********** **** ***** **********
   446" ATCCATCTGC CGTATCATGG ACACACAGTG CAAAAGGACA GGTACGGAGA CACATCTTCA

   469' ACCGAACTGG TTAAGAATAC ATTCATCCTG AGAAGTTATT CATTAAGGGG AAAAAAAACC
        ********** ***** **** ********** ********** ***** * *  **********
   506" ACCGAACTGG TTAAGGATAC ATTCATCCTG AGAAGTTATT CATTAGGTGA AAAAAAAACC

   529' TTAATCTTTA GAGGTTCCTT TTCTAATTAA TCAATGCCTT GCCAGGGTAA TAGGCTCAGG
        ********** ********** *** ****** ********** ********** **********
   566" TTAATCTTTA GAGGTTCCTT TTCCAATTAA TCAATGCCTT GCCAGGGTAA TAGGCTCAGG

   589' AACACAACTT CTACATGCCC CAATTCGTGT ACTAACTTTA TGAAAACT-- ---ATAAGAA
        ********** ********** ********** ********** ********      *******
   626" AACACAACTT CTACATGCCC CAATTCGTGT ACTAACTTTA TGAAAACTAT AAGATAAGAA

   644' AAAACAATTC AAACATTCAC TCACATCATC CAGCAGCATA TTGTTGCAGT AAGAACCAAG
        ********** ********** ********** ********** ********** **********
   686" AAAACAATTC AAACATTCAC TCACATCATC CAGCAGCATA TTGTTGCAGT AAGAACCAAG

   704' GTTAGGTGAA ATCTGCAACA GAGTAATAAG ATATTAATTC ATACAGAGAA TAATAATTTG
        ********** ********** ***** **** ********** ********** **********
   746" GTTAGGTGAA ATCTGCAACA GAGTAGTAAG ATATTAATTC ATACAGAGAA TAATAATTTG

   764' AGAGAGGAAA TATTATCATG GACAGAGAAA GAGAGAGAAC AAAATTCAAG AATAATAAAT
        ********** ********** ********** ********** ********** **********
   806" AGAGAGGAAA TATTATCATG GACAGAGAAA GAGAGAGAAC AAAATTCAAG AATAATAAAT

   824' CTCTTTTTCT TCAGAAGAAC TTACATCATC TTAGAAACCT ACTTTGGAAC TAACTAAATA
        ********** ********** ********** ********** ********** *****  ***
   866" CTCTTTTTCT TCAGAAGAAC TTACATCATC TTAGAAACCT ACTTTGGAAC TAACT--ATA

Pg204-27

Pg204-23

Pg204-22

EcoRI site

MseI site
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( 1 )共 優 性 マ ー カ ー 配 列  

 

( 2 ) P C R 条 件  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      図 ３ － ２ － ２  P g 2 0 4 を 利 用 し た 検 定 結 果  

 R： 「 A c c 2 5 9」 （ 抵 抗 性 ） 型  H： ヘ テ ロ 型   

S： 「 斑 小 粒 系 － １ 」 （ 感 受 性 ） 型  

プライマー 塩基配列 (5'–3') アニーリング温度(℃ )

pg204-22 Reverse AACAATATGCTGCTGGATG 58.6

pg204-23 Forward CTGCTATTACACAGAACATGGAAT 60.8

pg204-27 Forward TCCATTTCCCCTTAACAAAC 60.1

PCR 反応液
DW 7.38 μl PCR 条件
10×buffer 1.00 μl 94℃ 15分 1サイクル
dNTPs 0.80 μl 94℃ 30秒
プライマーPg204-22 20pmol/ul 0.10 μl 55℃ 30秒 35サイクル
プライマーPg204-23 20pmol/ul 0.10 μl 72℃ 2分
プライマーPg204-27 20pmol/ul 0.10 μl 72℃ 5分 1サイクル
Hotstar Taq(QIAGEN) 0.03 μl
DNAテンプレート 0.50 μl 2%アガロースで電気泳動

10.0 μl

サ
イ
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HR HS

A
cc
2
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 ま た ， 「 し ゅ ま り 」 の E - A C T / M - A C T - 1 1 8 領 域 の 「 A c c 2 5 9」 の 対

立 座 の 塩 基 配 列 を 決 定 し （ 図 ３ － ２ － ３ ） ， 本 領 域 で 「 A c c 2 5 9」 型

が 判 別 で き る D N A マ ー カ ー を 設 計 し た （ 表 ３ － ２ － ２ ） ． P g a 1 と

P g a 2 の 位 置 関 係 を 調 査 す る こ と が 目 的 で あ っ た こ と か ら ，共 優 性 マ

ー カ ー に は せ ず ， 設 計 が 容 易 な 優 性 マ ー カ ー と し た ．  

 
 図 ３ － ２ － ３  「 A c c 2 5 9」 の E - A C T / M - A C T - 1 1 8（ し ゅ ま り ） 対

立 座 領 域  

 

 

  

10 20 30 40 50 60
TCCGTAACCC ACTTAAGATT CTTCCAAAAT TGCTAGTGGA ATTGACTGGA GTCATTGCCT

70 80 90 100 110 120
GCAAAAACGG GTCATATGGG TTTGATTTTC ATCTTCAAAT GTATGCTATT TTGACAAAGA

130 140 150 160 170 180
ATTTTGAAAG TTTAATAATT TTACTATTCA ACTATCGTTA TCTTGTACAT TTTATAATCG

190 200 210 220 230 240
AAAACATATT TTACTATACC CATCCTTATA AATCAATCTA TTATCTTTCT AATAAAGATA

250 260 270 280 290 300
TGCCAGGATT TTTTTTTAAA TCAATAAAAT ATTGAGTTTA ATACGACATG ATTTTTAAAG

310 320 330 340 350 360
AATTAGCTAC TTCTTTTATC TTCTAAATAC ATTTCTGACA TCAGGTCACT GCTATAAAAT

370 380 390 400 410 420
TAATGAAATA AAAACTTTTG ATGATAAAAT TCCCAAGAAA AATGGATGAT AAAAATTGTT

430 440 450 460 470 480
AAATGATGAT GGTTTAACGG TAAAAAGTGT AGTTAAGTAA ATGTTTTATT CTTCCCTGTA

490 500 510 520 530 540
ATCTTTACTG GAAAGGAAAT GC                                      

61 

 



表 ３ － ２ － ２  P g 1 1 8（ R 2） の 優 性 マ ー カ ー 配 列 お よ び P C R 条 件  

（ １ ） マ ー カ ー 配 列  

 

（ ２ ） P C R 条 件  

 

 

 

 抵 抗 性 検 定 を 行 っ た F 3 世 代 1 0 5 系 統 に つ い て ， 抵 抗 性 あ る い は

感 受 性 ホ モ 接 合 型 と 判 定 し た 系 統 に つ い て は 任 意 に 1 個 体 ， ヘ テ ロ

接 合 型 と 判 定 し た 系 統 に つ い て は 抵 抗 性 を 示 し た 個 体 か ら 任 意 に 1

個 体 の D N A を 抽 出 し て P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 を 調 査 し た と こ ろ ， 抵 抗

性 あ る い は 感 受 性 ホ モ 接 合 型 の 系 統 に つ い て は P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型

と 表 現 型 の 結 果 は 一 致 し た ． ヘ テ ロ 接 合 型 と 判 定 し た 系 統 に つ い て

は ， 抵 抗 性 を 示 し た 個 体 か ら D N A を 抽 出 し て お り ， 優 性 遺 伝 子 に

よ っ て 支 配 さ れ る 形 質 で あ る こ と か ら ， 遺 伝 子 型 は 抵 抗 性 型 あ る い

は ヘ テ ロ 型 に な る こ と が 予 想 さ れ ， 予 想 通 り の 結 果 と な っ た ． 優 性

マ ー カ ー で あ る P g 1 1 8（ R 2）の 遺 伝 子 型 も す べ て ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗

性 の 表 現 型 と 一 致 し た （ 表 ３ － ２ － ３ ） ．  

  

プライマー 塩基配列(5'–3') アニーリング温度(℃)

Pg118-24 Riverse TGACCTGATGTCAGAAATGTA 64.0

Pg118-33 Forward ACTGGAGTCATTGCCTG 60.0

PCR 反応液
DW 7.48 μl PCR 条件
10×buffer 1.00 μl 94℃ 2分 1サイクル
dNTPs 0.80 μl 94℃ 30秒
プライマーPg118-24 20pmol/ul 0.10 μl 55℃ 30秒 35サイクル
プライマーPg118-33 20pmol/ul 0.10 μl 72℃ 2分
Ex-Taq 0.03 μl 72℃ 5分 1サイクル
DNAテンプレート 0.50 μl

10.0 μl 2%アガロースで電気泳動
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表 ３ － ２ － ３  斑 小 粒 系 - 1 ／ A c c 2 5 9  F 3 系 統 の 抵 抗 性 と 遺 伝 型 の

関 係  

 

( 注 １ )  R :「 A c c 2 5 9 」 （ 抵 抗 性 ） 型  S： 「 斑 小 粒 系 － １ 」 （ 感 受 性 ） 型  

H ： ヘ テ ロ 型  

( 注 ２ )  ＋ ： : 「 A c c 2 5 9 」 （ 抵 抗 性 ） 型 （ 優 性 マ ー カ ー ）          － ：

非 「 A c c 2 5 9 」 型   

( 注 ３ )  F 3 系 統 の 中 か ら 抵 抗 性 あ る い は 感 受 性 ホ モ 型 は 任 意 に ， 分 離 系

統 は 抵 抗 性 を 示 し た 個 体 か ら 任 意 に D N A を 抽 出 し た ．  

抵抗性 感受性
個体数 個体数 Pg204 Pg118（R2)

0441 2 31 4 0 抵抗性 R +
0441 2 34 9 2 分離 H +
0441 2 35 6 0 抵抗性 R +
0441 2 36 4 4 分離 H +
0441 2 37 6 6 分離 H +
0441 2 38 5 4 分離 H +
0441 2 39 7 5 分離 H +
0441 2 40 11 1 分離 R +
0441 2 41 3 5 分離 H +
0441 2 42 11 0 抵抗性 R +
0441 2 44 8 1 分離 H +
0441 2 45 6 6 分離 H +
0441 2 46 0 12 感受性 S -
0441 2 47 0 12 感受性 S -
0441 2 48 7 4 分離 R +
0441 2 49 6 1 分離 R +
0441 2 50 12 0 抵抗性 R +
0441 2 51 12 0 抵抗性 R +
0441 2 52 8 4 分離 H +
0441 2 53 10 1 分離 H +
0441 2 54 8 4 分離 H +
0441 2 55 12 0 抵抗性 R +
0441 3 1 11 1 分離 H +
0441 3 2 10 1 分離 R +
0441 3 3 0 8 感受性 S -
0441 3 4 6 5 分離 R +
0441 3 5 8 2 分離 R +
0441 3 6 7 4 分離 H +
0441 3 7 12 0 抵抗性 R +
0441 3 8 0 12 感受性 S -
0441 3 9 6 6 分離 H +
0441 3 10 12 0 抵抗性 R +
0441 3 11 11 0 抵抗性 R +
0441 3 12 0 11 感受性 S -
0441 3 13 11 0 抵抗性 R +
0441 3 16 11 0 抵抗性 H -
0441 3 17 10 0 抵抗性 R +
0441 3 18 5 2 分離 H +
0441 3 19 12 0 抵抗性 R +
0441 3 20 0 12 感受性 S -
0441 3 21 9 3 分離 H +
0441 3 22 11 0 抵抗性 R +
0441 3 23 10 2 分離 H +
0441 3 24 9 3 分離 H +
0441 3 25 11 0 抵抗性 R +
0441 3 26 0 12 感受性 S -
0441 3 27 0 12 感受性 S -
0441 3 28 5 7 分離 H +
0441 3 29 10 2 分離 H +

系統番号 判定
DNAマーカーによる遺伝子型
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表 ３ － ２ － ３  つ づ き  

 

＊ 注 釈 は 前 の ペ ー ジ と 同 様  

抵抗性 感受性
個体数 個体数 Pg204 Pg118（R2)

0441 4 1 7 4 分離 H +
0441 4 2 11 1 分離 H +
0441 4 3 8 4 分離 R +
0441 4 4 0 11 感受性 S -
0441 4 5 0 12 感受性 S -
0441 4 6 0 9 感受性 S -
0441 4 7 9 3 分離 H +
0441 4 8 6 4 分離 H +
0441 4 9 0 11 感受性 S -
0441 4 10 5 5 分離 H +
0441 4 11 11 1 分離 R +
0441 4 12 10 2 分離 H +
0441 4 13 0 12 感受性 S -
0441 4 14 0 12 感受性 S -
0441 4 15 0 12 感受性 S -
0441 4 16 9 2 分離 H +
0441 4 17 0 12 感受性 S -
0441 4 18 0 7 感受性 S -
0441 4 19 12 0 抵抗性 R +
0441 4 20 8 1 分離 R +
0441 4 21 9 3 分離 H +
0441 4 22 0 12 感受性 S -
0441 4 24 11 0 抵抗性 R +
0441 4 26 0 12 感受性 S -
0441 4 28 11 1 分離 R +
0441 4 29 9 1 分離 R +
0441 7 1 8 3 分離 H +
0441 7 2 7 1 分離 H +
0441 7 3 12 0 抵抗性 R +
0441 7 4 11 0 抵抗性 R +
0441 7 5 0 12 感受性 S -
0441 7 7 0 12 感受性 S -
0441 7 8 8 3 分離 H +
0441 7 9 10 2 分離 H +
0441 7 10 6 0 抵抗性 R +
0441 7 11 10 1 分離 H +
0441 7 12 7 4 分離 H +
0441 7 13 6 6 分離 H +
0441 7 14 2 5 分離 H +
0441 7 15 12 0 抵抗性 R +
0441 7 16 8 3 分離 H +
0441 7 17 8 3 分離 H +
0441 7 18 1 11 感受性 S -
0441 7 19 0 12 感受性 S -
0441 7 20 8 4 分離 H +
0441 7 21 10 2 分離 H +
0441 7 22 11 1 分離 R +
0441 7 23 9 3 分離 H +
0441 7 24 10 2 分離 R +
0441 7 25 7 5 分離 H +
0441 7 26 4 7 分離 R +
0441 7 27 8 4 分離 H +
0441 7 28 7 2 分離 R +
0441 7 29 11 0 抵抗性 R +
0441 7 30 0 11 感受性 S -
0441 7 31 12 0 抵抗性 R +

系統番号 判定
DNAマーカーによる遺伝子型
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遺 伝 資 源 を 利 用 し た 遺 伝 子 型 と 抵 抗 性 調 査 の 結 果 ，供 試 し た 2 2 系

統 の 中 で「 A c c 2 4 9 9」は す べ て の レ ー ス に 対 し て 感 受 性 を 示 し た ．他

の 遺 伝 資 源 は 「 A c c 2 5 9」 と 同 様 レ ー ス 1， 2 抵 抗 性 を 示 し た （ 表 ３

－ ２ － ４ ） ．  

 

表 ３ － ２ － ４  P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 が「 A c c 2 5 9」型 の 遺 伝 資 源 の 落 葉

病 接 種 検 定 結 果  

 
 （ 注 ）  R ： 抵 抗 性  S ： 感 受 性  

 

  

レース1 レース2 レース3
Acc 67 岩手在59-54-21 R R S
Acc 259 愛媛在9 R R S
Acc 534 新潟在65 R R S
Acc 550 福島在4 R R S
Acc 558 福島在12 R R S
Acc 724 韓国18 R R S
Acc 812 韓国106 R R S
Acc 951 韓国ヒメツルアズキ222 R R S
Acc 1238 新潟ヤブツルアズキ82 R R S
Acc 2043 新潟ヤブツルアズキ117 R R S
Acc 2463 宮城ヤブツルアズキ1 R R S
Acc 2467 韓国ヒメツルアズキ403 R R S
Acc 2499 タイ竹小豆2 S S S
Acc 2515 石川ヤブツルアズキ59 R R S
Acc 2517 福井ヤブツルアズキ27 R R S
Acc 2520 兵庫ヤブツルアズキ106 R R S
Acc 2521 鳥取ヤブツルアズキ56 R R S
Acc 2523 秋田ヤブツルアズキ99 R R S
Acc 2527 長野ヤブツルアズキ89 R R S
Acc 2532 茨城ヤブツルアズキ2 R R S
Acc 2537 富山ヤブツルアズキ30 R R S
品保 490 赤豆 R R S

番号
アズキ落葉病接種検定結果
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 ま た ， 育 成 系 統 に お け る P g 2 0 4（ 共 優 性 ） と P g 1 1 8（ R 2） の 遺 伝

子 型 は す べ て 一 致 し た （ 表 ３ － ２ － ５ ） ．  

 

表 ３ － ２ － ５  育 成 系 統 の P g 2 0 4（ 共 優 性 ） と P g 1 1 8（ R 2） の 遺 伝

子 型  

 

（ 注 ） R : 「 A c c 2 5 9 」 （ 抵 抗 性 ） 型  S ： 「 斑 小 粒 系 － １ 」 （ 感 受 性 ） 型   

H ： ヘ テ ロ 型   

+ ： 「 A c c 2 5 9 」 型 あ る い は ヘ テ ロ 型  - ： 非 「 A c c 2 5 9 」 型  

1 系 統 2 反 復 で 遺 伝 子 型 を 調 査 し た ．  

系統名 世代
母 父

0611-1 F5 十系929号(Pga2 ) Acc921 S S - -
0611-2 F5 R R + +
0611-3 F5 S S - -
0611-4 F5 R R + +
0611-5 F5 R R + +
0611-6 F5 S S - -
0611-7 F5 R R + +
0611-8 F5 S H - +
0611-9 F5 S S - -
0611-16 F5 S S - -
0611-17 F5 H S + -
0611-18 F5 H R + +
0611-19 F5 H H + +
0611-20 F5 H H + +
0611-21 F5 S S - -
0611-25 F5 S S - -
0611-26 F5 R R + +
0611-27 F5 S S - -
0611-28 F5 S S - -
0611-32 F5 S S - -
0611-33 F5 H H + +
0722-1 F5 エリモショウズ 十系974号(Pga2 ) R R + +
0722-2 F5 S S - -
0722-3 F5 H S + -
0722-6 F5 R R + +
0722-7 F5 H H + +
0722-8 F5 R R + +
0722-9 F5 H H + +
0722-10 F5 R R + +
0722-11 F5 H H + +
0722-12 F5 H H + +
0722-13 F5 S S - -
0722-17 F5 H H + +
0722-18 F5 H H + +
0722-22 F5 S S - -
0722-23 F5 H H + +
0722-24 F5 R R + +
0722-80 F5 R R + +
0722-97 F5 R R + +
0722-128 F5 S S - -
0722-129 F5 R R + +
0722-149 F5 R R + +
0722-150 F5 R R + +

Pg118(R2)
組　  合　  せ

Pg204
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考 察  

 F 3 世 代 1 0 5 個 体 に お け る P g 2 0 4， P g 1 1 8 ( R 2 )の 遺 伝 子 型 と 表 現 型

は す べ て 一 致 し た こ と か ら ， 二 つ の D N A マ ー カ ー は P g a 2 と 1 c M

以 下 で 連 鎖 し て お り ， 9 9 %以 上 の 精 度 （ 1 0 0 個 体 で 判 定 を 誤 る 可 能

性 は 1 個 体 以 下 ） で 抵 抗 性 を 判 別 で き る と 考 え ら れ る こ と ， 十 勝 農

試 に お け る F 5 集 団 の 1 組 合 せ あ た り の 系 統 数 は 概 ね 2 0 0 個 体 以 下

で あ る こ と か ら ， P g 2 0 4， P g 1 1 8 ( R 2 )と も に M A S を 行 う た め は 十 分

の 精 度 で あ る と 推 察 さ れ た ． F 3 個 体 に 加 え て 育 成 系 統 に つ い て も

P g 2 0 4 と P g 1 1 8（ R 2）の 遺 伝 子 型 は 一 致 し て お り（ 表 ３ － ２ － ４ ），

P g 1 1 8 領 域 は P g a 1 の 極 近 傍 に 座 乗 し て い る こ と が 第 1 章 で 示 さ れ

た こ と か ら ， P g a 1 と P g a 2 は 極 近 傍 で 連 鎖 し て い る か ，対 立 遺 伝 子

の 可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ た ．  

 第 1 章 で P g a 1 を 有 す る 可 能 性 の あ る 遺 伝 資 源 が 5 6 点 あ る こ と

が 明 ら か と な っ た が ，「 A c c 2 5 9」と 同 様 に ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1，

2 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 し ，P g a 2 を 有 す る 可 能 性 の あ る 遺 伝 資 源 に つ

い て も 2 1 点 あ る こ と が 明 ら か と な っ た（ 表 ３ － ２ － ３ ）．「 赤 豆 」

を 系 譜 に 持 ち ， ア ズ キ 落 葉 病 に 対 し て 中 間 的 な 抵 抗 性 を 示 す 「 ハ ツ

ネ シ ョ ウ ズ 」 「 ア ケ ノ ワ セ 」 に つ い て は ， 2 0 9 の 抵 抗 性 遺 伝 資 源 候

補 の 中 に は 入 っ て い た が ， P g 2 0 4 で は 「 A c c 2 5 9」 型 の 増 幅 断 片 は 検

出 さ れ ず ，P g a 2 を 持 た な い 可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ た ．本 試 験 に よ

っ て ， 十 勝 農 試 の 遺 伝 資 源 の 中 に は ， こ れ ま で 抵 抗 性 遺 伝 資 源 と し

て 利 用 さ れ て き た「 A c c 2 5 9」以 外 に も 同 じ 抵 抗 性 を も つ 遺 伝 資 源 が

多 数 あ る こ と が 明 ら か と な っ た ． ま た 過 去 に 育 種 で 利 用 さ れ て き た

「 赤 豆 」 も P g a 2 を 有 す る 可 能 性 が あ る こ と が 明 ら か と な っ た ． 一

方 で「 赤 豆 」の 有 す る P g a 2 が「 ハ ツ ネ シ ョ ウ ズ 」「 ア ケ ノ ワ セ 」に

導 入 さ れ な か っ た 理 由 に つ い て は 不 明 で あ る ．「 赤 豆 」の 有 す る P g a 2

が 何 ら か の 形 質 と 連 鎖 し て い る ， 偶 然 導 入 さ れ な か っ た 等 が 考 え ら

れ る が ，「 ハ ツ ネ シ ョ ウ ズ 」「 ア ケ ノ ワ セ 」は P g a 2 を 保 持 し て い な

い に も か か わ ら ず 中 間 的 な 抵 抗 性 を 示 す こ と か ら ， 「 赤 豆 」 に は 主
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動 遺 伝 子 以 外 に も ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 に 関 与 す る 因 子 が あ る と 推 察

さ れ る ．  

ま た ，本 試 験 か ら P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 に よ っ て「 A c c 2 5 9」以 外 の 落

葉 病 抵 抗 性 品 種 ， 遺 伝 資 源 を 系 譜 に も つ 系 統 の 選 抜 も 可 能 で あ る こ

と が 明 ら か と な り ， 本 試 験 で 開 発 し た マ ー カ ー が ア ズ キ 育 種 で 広 く

利 用 で き る こ と が 示 さ れ た ．  
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第 ３ 節  P g a 1 と P g a 2 の 関 係 の 検 討  

 

目 的  

P g a 1 お よ び P g a 2 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー を 染 色 体 上 に マ ッ ピ

ン グ し ，そ の 位 置 関 係 を 調 査 す る ． P g a 1 を 保 持 す る 小 豆 と P g a 2 を

保 持 す る 小 豆 の と の 交 配 後 代 を 利 用 し て 二 つ の 遺 伝 子 が 対 立 遺 伝 子

で あ る 可 能 性 を 証 明 す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法  

（ １ ） 連 鎖 地 図 の 作 成  

「 斑 小 粒 系 － １ 」 ×「 し ゅ ま り 」 の F 2 集 団 1 4 0 個 体 か ら D N A

を 抽 出 し ， H a n ら（ 2 0 0 5）ら の 報 告 し た S S R マ ー カ ー お よ び 本 試

験 で 開 発 し た P g 1 1 8 ， P g 2 0 4 を 用 い て 遺 伝 子 型 を 調 査 し た ．

S c h u e l k e  ( 2 0 0 0 )の 報 告 を 参 考 に 各 S S R マ ー カ ー の フ ォ ワ ー ド プ

ラ イ マ ー の 先 頭 に は M 1 3 配 列 ( 5 ′ - C A C G A C G T T G T A A A A C G A C - 3 ′ )

を 付 加 し ，蛍 光 標 識 し た M 1 3 プ ラ イ マ ー（ 6 - F A M / V I C / N E D / P E T -  

5 ′ - A C G A C G T T G T A A A A C G A C - 3 ′ ,  A p p l i e d  B i o s y s t e m s ) を 混 合 し

て P C R に 供 試 し た ．  

 

表 ３ － ３ － １  S S R マ ー カ ー に よ る P C R 反 応 条 件  

 

 

P C R 増 幅 産 物 は A B I  P r i s m  3 5 0 0  G e n e t i c  A n a l y z e r  ( A p p l i e d  

B i o s y s t e m s )  で 多 型 を 検 出 し G e n e S c a n - 6 0 0  L I Z  を サ イ ズ ス タ ン

ダ ー ド と し て G e n e M a p p e r ®  s o f t w a r e  で 解 析 を 行 っ た ．連 鎖 地 図

の 作 成 は M A P M A K E R / E x p  v 3 . 0 b  ( L a n d e r  e t  a l .  1 9 8 7 )  を 用 い ，

PCR 反応液
DW 3.20 μl PCR 条件
AmpliTaqGold Master Mix 5.00 μl 94℃ 7分 1サイクル
フォワードプライマー（M13配列付加） 5pmol/ul 0.40 μl 94℃ 20秒
リバースプライマー 5pmol/ul 0.20 μl 56℃ 20秒 35サイクル
蛍光プライマー 5pmol/ul 0.20 μl 72℃ 30秒
DNAテンプレート 1.00 μl 72℃ 5分 1サイクル

10.0 μl

69 

 



連 鎖 距 離 の 計 算 は  K o s a m b i の マ ッ プ 関 数 を 利 用 し た  ( K o s a m b i  

1 9 4 4 ) .  

 

（ ２ ） 育 成 系 統 を 利 用 し た P g a 1 と P g a 2 の 関 係 解 明  

P g a 1 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー で あ る P g 1 1 8 と ， P g a 2 と 連 鎖 し

た D N A マ ー カ ー で あ る P g 2 0 4 を 利 用 し て ， P g a 1 保 持 系 統 と P g a 2

保 持 系 統 の 交 配 後 代 2 3 0 系 統 の 遺 伝 子 型 を 調 査 し た ．ま た 過 去 の 接

種 検 定 に よ り ア ズ キ 落 葉 病 菌 1～ 3 の す べ て の レ ー ス に 抵 抗 性 を 示

し た 「 十 系 9 3 4 号 」 （ F 7 ） （ 9 6 0 9 - 1（ F 6 ） × 9 9 3 0 - 5 ( F 2 )） を 用 い て

個 体 別 に D N A マ ー カ ー 検 定 と 接 種 試 験 （ 第 1 章 と 同 様 の 手 法 ） を

行 っ た ．  

＊ 9 6 0 9 - 1（ F 6 ） ： 系 譜 に 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 を も つ 落 葉 病 レ ー ス 1

抵 抗 性 系 統  

＊ 9 9 3 0 - 5 ( F 2 )：  「 A c c 2 5 9」を レ ー ス 2 抵 抗 性 供 与 親 と し ，レ ー ス 1

抵 抗 性 の 「 十 育 1 4 0 号 」 を 3 回 戻 し 交 配 し た 系 統  

 

結 果  

H a n ら（ 2 0 0 5）が 報 告 し た S S R マ ー カ ー の 中 で ，「 し ゅ ま り 」と

「 斑 小 粒 系 － １ 」 間 で 多 型 を 示 し た の は 8 9 マ ー カ ー で ， 本 試 験 で

開 発 し た P g 1 1 8， P g 2 0 4 の 結 果 を 加 え て 合 計 9 1 マ ー カ ー で 連 鎖 解

析 を 行 っ た と こ ろ ，P g 1 1 8 と P g 2 0 4 は 第 3 連 鎖 群 の 同 じ 位 置 に マ ッ

プ さ れ た （ 図 ３ － ３ － １ ） ．  
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図 ３ － ３ － １  し ゅ ま り ×斑 小 粒 系 － １ の 連 鎖 地 図  
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P g a 1 保 持 系 統 と P g a 2 保 持 系 統 の 交 配 後 代 を 検 定 し た 結 果 ，P g a 1

と P g a 2 は い ず れ か 一 方 の み を 保 持 し て 固 定 し て お り ， 二 つ の 遺 伝

子 を 同 時 に 保 持 す る 系 統 ， す な わ ち 二 つ の D N A マ ー カ ー 検 定 の 結

果 が と も に 「 R」 を 示 し た 系 統 は な か っ た （ 表 ３ － ３ － ２ ） ．  

 

表 ３ － ３ － ２  育 成 系 統 を 用 い た D N A マ ー カ ー 検 定 結 果 （ 抜 粋 ）  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

注 ） R :  P g a 1 で は P g 1 1 8 ， P g a 2 で は P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 が 抵 抗 性 型  H ： ヘ テ

ロ 型  S :  P g a 1 で は P g 1 1 8 ， P g a 2 で は P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 が 感 受 性 型  

  

系統名 世代

Pga1 Pga2

0708-1 F5 9830-9-1 (Pga1 ) 十系975号 (Pga2 ) H H

0708-48 F5 H H

0708-49 F5 H H

0708-50 F5 S R

0708-51 F5 H H

0708-52 F5 S R

0708-53 F5 S R

0708-54 F5 S R

0708-55 F5 H H

0708-56 F5 S R

0708-57 F5 R S

0708-58 F5 R S

0708-59 F5 H H

0617-Ⅰ-1 F5 0418(F3) (Pga1 ) 0211(F5)mass (Pga2 ) S R

0617-Ⅰ-2 F5 H H

0617-Ⅰ-3 F5 H H

0617-Ⅰ-4 F5 S R

0617-Ⅰ-5 F5 R S

0617-Ⅰ-6 F5 H H

0617-Ⅰ-7 F5 S R

0617-Ⅰ-8 F5 R S

0617-Ⅰ-9 F5 H H

0617-Ⅰ-10 F5 R S

0617-Ⅰ-11 F5 R S

0617-Ⅰ-12 F5 H H

0617-Ⅰ-13 F5 H H

0617-Ⅰ-14 F5 H H

0617-Ⅰ-15 F5 H H

0617-Ⅰ-16 F5 R S

0617-Ⅰ-17 F5 H H

DNAマーカー検定結果組　  合　  せ

母 父
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 「 十 系 9 3 4 号 」（ F 7 ）の 個 体 別 D N A マ ー カ ー 検 定 結 果 は P g a 1 保

持 固 定 型 と P g a 2 保 持 固 定 型 お よ び ヘ テ ロ 保 持 型 に 分 離 し た ． 接 種

試 験 の 結 果 で は ， P g a 1 保 持 固 定 型 の 個 体 は レ ー ス 2 に ， P g a 2 保 持

固 定 型 の 個 体 は レ ー ス 3 に そ れ ぞ れ 感 受 性 を 示 し ， ヘ テ ロ 保 持 型 の

個 体 は す べ て の レ ー ス に 抵 抗 性 を 示 し た （ 表 ３ － ３ － ３ ） ．  

 

 

表 ３ － ３ － ３ 「 十 系 9 3 4 号 」 の 個 体 別 の D N A マ ー カ ー 検 定 結 果  

お よ び ア ズ キ 落 葉 病 接 種 検 定 結 果  

  

 

 

 

 

 

 

   注 ） P g a 1  :  P g 1 1 8 で 抵 抗 性 型   

P g a 2  :  P g 2 0 4 で 抵 抗 性 型  

 

 

考 察  

 連 鎖 解 析 の 結 果 ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 は 第 3 連 鎖 群 の 末 端 側 に マ ッ

プ さ れ た （ 図 ３ － ３ － １ ） ． こ の 領 域 に は H a n（ 2 0 0 5） ら の 論 文 で

は 多 型 を 示 す マ ー カ ー が 少 な く ，今 回 開 発 し た D N A マ ー カ ー は 第 3

連 鎖 群 で 多 型 を 得 る 有 効 な マ ー カ ー と し て も 利 用 で き る 可 能 性 が 示

唆 さ れ た ． 加 え て P g 1 1 8 と P g 2 0 4 は 同 じ 位 置 に マ ッ プ さ れ た こ と

か ら ，二 つ の 抵 抗 性 遺 伝 子 は 少 な く と も 1 c M 以 内 で 連 鎖 し て い る と

考 え ら れ た ． P g a 1 保 持 系 統 と P g a 2 保 持 系 統 の 交 配 後 代 か ら は ，ど

ち ら か 一 方 の 抵 抗 性 遺 伝 子 を も つ 系 統 し か 得 ら れ な か っ た こ と か ら

も （ 表 ３ － ３ － ２ ） ， 二 つ の 抵 抗 性 遺 伝 子 は 非 常 に 近 い 場 所 に 座 乗

接種検定
結果

レース1 Pga1 4 R
ヘテロ 2 R
Pga2 5 R

レース２ Pga1 2 S
ヘテロ 1 R
Pga2 9 R

レース３ Pga1 1 R
ヘテロ 5 R
Pga2 5 S

DNAマーカー検定結果 個体数アズキ落葉病接種菌株
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し て い る と 推 察 さ れ た ． ま た ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 3 レ ー ス に 対 し て 抵

抗 性 の 可 能 性 が あ っ た 「 十 系 9 3 4 号 」 は P g a 1 と P g a 2 を ヘ テ ロ で

保 持 し て い た こ と か ら 3 つ の レ ー ス に 抵 抗 性 で あ っ た こ と が 明 ら か

と な り（ 表 ３ － ３ － ３ ）， D N A マ ー カ ー 調 査 に よ っ て ど ち ら か の 遺

伝 子 型 に 固 定 し た と 判 定 さ れ た 系 統 は ， 2 つ の レ ー ス に 対 し て の み

抵 抗 性 を 示 し た こ と か ら も ，P g a 1 と P g a 2 を 同 時 に 保 持 さ せ る こ と

は 困 難 で あ る と 推 察 さ れ ， 二 つ の 遺 伝 子 は 対 立 遺 伝 子 で あ る と 考 え

ら れ た ．  
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第 ５ 章  ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 遺 伝 子 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝

子 の 関 係 解 明  

 

第 １ 節  P g a 1 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 の 関 係 解 明  

 

目 的   

こ れ ま で P g a 1 を 保 持 し た ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 品 種 は ， ア ズ キ 萎

凋 病 に 対 し て も 抵 抗 性 を 示 す こ と が 明 ら か と な っ て い る こ と か ら ，

P g a 1 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 の 関 係 を 調 査 す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法  

「 し ゅ ま り 」と「 斑 小 粒 系 － １ 」の 単 交 配 由 来 の F 2 世 代 1 9 2 個 体

に つ い て ， P g 1 1 8 を 用 い て P g a 2 の 有 無 を 推 定 し ， 個 体 別 に ア ズ キ

萎 凋 病 抵 抗 性 検 定 試 験 に 供 試 し た ．加 え て 同 様 の F 2 集 団 4 2 7 8 個 体

に つ い て P g 1 3 9 と P g 7 7 の 遺 伝 子 型 を 調 査 し ， 両 マ ー カ ー 間 で 組 み

換 え を 生 じ て い た 個 体 を 採 種 し ， 後 代 を 用 い て ア ズ キ 落 葉 病 ， ア ズ

キ 萎 凋 病 の 接 種 検 定 を 行 っ た ． F 3 ， F 4 個 体 は ， そ れ ぞ れ D N A マ ー

カ ー 検 定 を 行 い ， P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 が 固 定 し て い る も の を 抵 抗 性 領

域 が 固 定 し た 個 体 と み な し て 接 種 検 定 を 行 っ た ． ア ズ キ 落 葉 病 は 第

一 章 と 同 様 の 手 法 ， ア ズ キ 萎 凋 病 に つ い て は F u s a r i u m  o x y s p o r u m  

f  s p .  a d z u k i c o l a  9 6 - 3（ レ ー ス 3）を 用 い て 接 種 検 定 を 行 っ た ．菌 は

1 / 4  P D A 寒 天 培 地 で 2 週 間 培 養 後 ， 培 地 上 に 滅 菌 蒸 留 水 を 加 え て 筆

で 分 生 胞 子 を か き 集 め ， 1 0 6 s p o r e s / m l に 調 整 し 接 種 源 と し た ．接 種

方 法 は ア ズ キ 落 葉 病 菌 と 同 様 で ， 発 病 調 査 は 接 種 約 1 ヶ 月 半 後 に 実

施 し た ．  

 

結 果  

  萎 凋 病 接 種 検 定 の 分 離 比 は 抵 抗 性 ： 感 受 性 ＝ ３ ： １ の 比 に 適 合 し

た（ 表 ５ － ５ － １ ）． 萎 凋 病 抵 抗 性 を 示 し た 個 体 は す べ て P g 1 1 8 の

遺 伝 子 型 は 「 し ゅ ま り 」 型 ， あ る い は ヘ テ ロ 型 で あ っ た ． 一 方 で 感
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受 性 個 体 は 1 個 体 が ヘ テ ロ 型 だ っ た の み で 残 り の 4 4 個 体 は 「 斑 小

粒 系 － １ 」 型 だ っ た ．  

 

表 ５ － １ － １  P g a 1 近 傍 組 み 換 え 個 体 の 遺 伝 子 型 と 落 葉 病 ，萎 凋 病

接 種 検 定 結 果  

 

注 ） R ： 「 し ゅ ま り 」 型  H ： ヘ テ ロ 型  S ： 「 斑 小 粒 系 - 1 」 型  

 

P g 7 7 と P g 1 3 9 の 二 つ の マ ー カ ー 間 で は 1 0 個 体 が 組 み 換 え を 生

じ て い た ． 組 み 換 え 個 体 の グ ラ フ 遺 伝 子 型 ， お よ び そ の 後 代 を 用 い

た ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 接 種 検 定 ， ア ズ キ 萎 凋 病 接 種 検 定 結 果 を

表 ５ － １ － １ に 示 し た ． P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 と ア ズ キ 落 葉 病 お よ び ア

ズ キ 萎 凋 病 の 接 種 検 定 結 果 は す べ て 一 致 し た ．  

 

表 ５ － １ － １  P g a 1 近 傍 組 み 換 え 個 体 の 遺 伝 子 型 と 落 葉 病 ，萎 凋 病

接 種 検 定 結 果  

 注 ） ＋ ： 「 し ゅ ま り 」 型  － ： 「 斑 小 粒 系 - 1 」 型  

抵抗性個体数 感受性個体数

しゅまり R 5 0 - -

斑小粒系１ S 0 5 - -

斑小粒系-1/しゅまり R 51 0 - -

F２ H 96 1 - -

S 0 44 - -

合計 147 45 0.25 0.62

1

試験 系統名または組み合わせ
DNAマーカーによ
る検定結果(Pga1 )

萎凋病接種検定結果
χ2

（３：１）
Ｐ

F2個体番号

Pg139 Pg118 Pg126 Pg77 Pg138
241 + – – – – S S
435 + – – – – S S
445 – – + + + S S
1233 – + + + + R R
1393 – – + + + S S
1570 + + – – – R R
1900 – – + + + S S
2909 + + – – – R R
2983 – – – + + S S
3163 – – + + + S S

アズキ落葉病
後代検定 (F3、F4)

DNAマーカーによる遺伝子型 アズキ萎凋病
後代検定 (F4)
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考 察  

 F 2 集 団 の ア ズ キ 萎 凋 病 接 種 検 定 結 果 に よ り ，ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性

は 優 性 の 1 遺 伝 子 に 支 配 さ れ て い る と 推 察 さ れ た（ 表 ５ － ５ － １ ）．

加 え て 萎 凋 病 抵 抗 性 と P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 は 1 個 体 を 除 い て す べ て

一 致 し て い た ． 以 上 よ り P g a 1 と 「 し ゅ ま り 」 由 来 の ア ズ キ 萎 凋 病

抵 抗 性 遺 伝 子 は 強 連 鎖 し て い る と 推 察 さ れ た ．  

F 2 大 規 模 集 団 を 用 い て 抵 抗 性 遺 伝 子 近 傍 の 組 み 換 え 個 体 を 探 索

し た 結 果 ， P g 1 1 8 に よ る 遺 伝 子 型 と ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 は す べ て 一

致 し て お り ， P g 1 1 8 は 高 精 度 な D N A マ ー カ ー と し て 利 用 で き る こ

と が 改 め て 示 さ れ た ． 通 常 育 種 の 選 抜 規 模 は 系 統 初 年 目 に お い て 最

大 3 0 0 系 統 程 度 ／ 組 合 せ で あ る こ と か ら ， 4 0 0 0 個 体 以 上 を 供 試 し

て も 検 定 結 果 が 一 致 し て い る P g 1 1 8 を 利 用 す る こ と に よ っ て ，ほ ぼ

1 0 0 % の 確 率 で ア ズ キ 落 葉 病 の 抵 抗 性 は 判 別 可 能 で あ る と 考 え ら れ

た ．同 様 に P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 も 一 致 し て い た ．

こ の こ と よ り P g a 1 と 「 し ゅ ま り 」 由 来 の ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝

子 は 強 連 鎖 で は な く 同 一 遺 伝 子 が 作 用 し て い る 可 能 性 も あ る と 推 測

さ れ た ．  
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第 ２ 節  P g a 2 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 の 関 係 解 明  

 

目 的   

P g a 2 を 保 持 す る 「 A c c 2 5 9」 は ア ズ キ 萎 凋 病 に 対 し て も 抵 抗 性 を

示 す が ，P g a 2 と ア ズ キ 萎 凋 病 の 抵 抗 性 遺 伝 子 の 連 鎖 関 係 は 明 ら か と

な っ て い な い た め ，P g a 2 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 の 関 係 を 調 査

す る ．  

 

材 料 お よ び 方 法  

「 十 系 9 1 2 号 」 「 十 系 9 4 4 号 」 （ P g a 1 保 持 ） と 「 十 系 9 2 7 号 」

（ P g a 2 保 持 ） の 後 代 を 用 い て ， D N A マ ー カ ー に よ る 抵 抗 性 遺 伝 子

の 有 無 の 調 査 お よ び 各 系 統 1 2 個 体 に つ い て ア ズ キ 萎 凋 病 接 種 検 定

を 行 っ た ．ま た「 A c c 2 5 9」と「 斑 小 粒 系 － １ 」の 単 交 配 由 来 の F 2 世

代 3 0 6 個 体 に つ い て ， P g 2 0 4 を 用 い て P g a 2 の 有 無 を 推 定 し ， 個 体

別 に ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 検 定 試 験 に 供 試 し た ． 接 種 試 験 は 第 1 節 と

同 様 の 手 法 で 行 っ た ．  

 

結 果  

 「 十 系 9 1 2 号 」 （ P g a 1 保 持 ） と 「 十 系 9 2 7 号 」 （ P g a 2 保 持 ） の

後 代 4 系 統 の う ち ， P g a 2 を 保 持 し て い た の は 「 十 系 1 0 6 5 号 」 「 十

系 1 0 6 6 号 」 「 十 系 1 0 6 7 号 」 で そ の う ち 「 十 系 1 0 6 5 号 」 の み が ア

ズ キ 萎 凋 病 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 し ， 他 の 2 系 統 は 感 受 性 で あ っ た ．

P g a 1 を 保 持 し て い た 「 十 系 1 0 6 8 号 」 は ア ズ キ 萎 凋 病 に 対 し て 抵 抗

性 を 示 し た （ 表 ５ － ２ － １ ） ．「 十 系 9 4 4 号 」（ P g a 1 保 持 ） と 「 十

系 9 2 7 号 」（ P g a 2 保 持 ）の 後 代 4 系 統 の う ち P g a 2 を 保 持 し て い た

の は 「 十 系 1 0 7 0 号 」 「 十 系 1 0 7 1 号 」 「 十 系 1 0 7 2 号 」 で ， 「 十 系

1 0 7 0 号 」 「 十 系 1 0 7 1 号 」 は ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 が 系 統 内 で 分 離 し

て い た ． ま た 「 十 系 1 0 7 2 号 」 は 感 受 性 を 示 し た ． P g a 1 を 保 持 し て

い た 「 十 系 1 0 6 9 号 」 は ア ズ キ 萎 凋 病 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 し た ．  
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  表 ５ － ２ － １  育 成 系 統 の 落 葉 病 抵 抗 性 マ ー カ ー 検 定 結 果  

お よ び ア ズ キ 萎 凋 病 接 種 検 定 結 果  

 

 

 

 

 

 

 

注 １ ） R ： 抵 抗 性  S ： 感 受 性  

注 ２ ） ＋ ： P g a 1 ， P g a 2 そ れ ぞ れ の 抵 抗 性 遺 伝 子 保 持  － ： 非 保 持  

 

 つ ぎ に「 斑 小 粒 系 － 1」と「 A c c 2 5 9」由 来 の F 2 個 体 に つ い て ，P g 2 0 4

の 遺 伝 子 型 を 調 査 し ア ズ キ 萎 凋 病 接 種 検 定 を 行 っ た ． 2 回 の 試 験 と

も に ， 萎 凋 病 抵 抗 性 は 優 性 1 対 の 遺 伝 子 支 配 の 理 論 値 と 適 合 し た ．

ま た ， P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 と ア ズ キ 萎 凋 病 の 接 種 検 定 結 果 は  独 立 し

て い た（ 独 立 性 検 定 結 果  試 験 １ ： χ 2 ＝ 1 . 8 3， P＝ 0 . 4 0，試 験 ２ ： χ 2

＝ 0 . 0 1， P＝ 0 . 9 9 7） （ 表 ５ － ２ － ２ ） ．  

  

落葉病マーカー検定

母 父 Pga1 Pga2

十系1065号 十系912号 十系927号 – + R

十系1066号 – + S

十系1067号 – + S

十系1068号 + – R

十系1069号 十系944号 十系927号 + – R

十系1070号 – + 分離

十系1071号 – + 分離

十系1072号 – + S

供試系統
組合せ アズキ萎凋病

接種検定結果

79 

 



  表 ５ － ２ － ２  「 斑 小 粒 系 － 1」 と 「 A c c 2 5 9」 由 来 の F 2 個 体 の  

落 葉 病 抵 抗 性 マ ー カ ー 検 定 結 果 お よ び ア ズ キ 萎 凋 病 接 種 検 定 結 果  

 

 

 

 

 

 

 

 

 注 ） R : 「 A c c 2 5 9 」 型  H ： ヘ テ ロ 型  S ： 「 斑 小 粒 系 - 1 」 型  

 

考 察  

本 試 験 よ り「 A c c 2 5 9」は 優 性 1 対 の ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 を

有 し て い る が ，P g a 2 と は 独 立 し て 遺 伝 す る こ と が 示 唆 さ れ た ．こ れ

ま で の 試 験 結 果 か ら 「 し ゅ ま り 」 と 「 A c c 2 5 9」 は 異 な る ア ズ キ 萎 凋

病 抵 抗 性 遺 伝 子 を 持 っ て い る と 考 え ら れ る こ と か ら ， 我 々 は 「 し ゅ

ま り 」 が 有 す る ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 を R f o a 1， 「 A c c 2 5 9」 が

有 す る ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 を R f o a 2 と 命 名 し た ． R f o a 1 ，

R f o a 2 と も に ア ズ キ 萎 凋 病 レ ー ス 3 に 対 し て 抵 抗 性 を 示 す こ と は 明

ら か と な っ て い る が （ K o n d o  e t  a l .  2 0 0 9） ， 近 年 R f o a 1 を 保 持 す る

「 き た の お と め 」 を 侵 す 新 た な ア ズ キ 萎 凋 病 レ ー ス が 報 告 さ れ て お

り（ 小 倉 ら  2 0 1 2），新 レ ー ス に 対 し て R f o a 2 が 抵 抗 性 を 示 す の か ，

今 後 の 研 究 の 進 捗 に 期 待 す る ．ま た ，育 種 と し て は こ れ ま で P g a 1 を

導 入 し た 系 統 の ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 検 定 試 験 は 後 期 世 代 ま で 省 略 し

て き た が ，P g a 2 を 導 入 し た 系 統 に つ い て は ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 検 定

試 験 を 行 う 必 要 が あ る こ と が 明 ら か と な っ た ． 抵 抗 性 検 定 の 簡 便 化

の た め に R f o a 2 を 判 別 す る D N A マ ー カ ー の 開 発 が 急 務 で あ る と 考

え ら れ る ．  

抵抗性個体数 感受性個体数

Acc259 R 10 0 - -

斑小粒系１ S 0 15 - -

斑小粒系-1/Acc259 R 29 12 - -

F２ H 59 29 - -

S 33 9 - -

合計 121 50 1.64 0.20

Acc259 R 10 0 - -

斑小粒系１ S 0 15 - -

斑小粒系-1/Acc259 R 26 10 - -

F２ H 46 18 - -

S 25 10 - -

合計 97 38 0.71 0.40

萎凋病接種検定結果
χ2

（３：１）
Ｐ

DNAマーカー
による検定結果

(Pga2 )
系統名または組み合わせ
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第 ６ 章  総 合 論 議  

 

第 １ 節  ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー 開 発

の 意 義  

  ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 育 種 は 1 9 7 0 年 代 後 半 か ら 開 始 さ れ ， 発 生 圃

場 を 利 用 し た 選 抜 を 行 っ て き た が ， 短 期 輪 作 で 圃 場 を 利 用 し た こ と

か ら ， 優 占 レ ー ス に 変 化 が 生 じ ， 目 的 と す る 病 原 レ ー ス が 正 確 に 判

定 で き な い 事 例 が あ っ た ． レ ー ス 分 化 が 問 題 視 さ れ た 1 9 9 0 年 代 後

半 に は 高 精 度 な 人 工 接 種 法 が 確 立 さ れ た が （ 藤 田 ら  1 9 9 6， K o n d o  

e t  a l  2 0 0 2） ， 人 工 接 種 法 は ， 感 染 か ら 発 病 ま で に お よ そ 2～ 3 ヶ

月 と 時 間 を 要 し ， 発 病 ま で の 管 理 に 労 力 が 必 要 で あ っ た ． 加 え て 温

室 の 面 積 の 制 約 か ら 多 点 数 を こ な す こ と が 困 難 で あ っ た ．  

 本 研 究 に よ っ て 開 発 し た D N A マ ー カ ー は ， 検 定 精 度 9 9 % 以 上

（ 1 c M 以 下 で 連 鎖 ）と 推 定 さ れ ，検 定 に 要 す る 期 間 も 1 日 2 0 0 点 程

度 と な り 飛 躍 的 に 短 期 間 で 抵 抗 性 系 統 の 選 抜 を 行 う こ と が 可 能 と な

っ た（ 表 ６ － １ － １ ）．現 在 で は ，第 ２ 章 第 ４ 節 で 検 討 し た F 5 世 代

の 播 種 前 選 抜 が 実 用 化 さ れ ，年 間 1 5 0 0 個 体 程 度 を D N A マ ー カ ー 検

定 に 供 試 し て お り ， F 6 世 代 で 展 開 す る 系 統 数 が 約 ２ ／ ３ と な り ，こ

れ ま で 実 施 し て い た F 6 世 代 以 降 の 固 定 系 統 の 確 認 作 業 も 省 略 さ れ

る よ う に な っ た ． こ の こ と に よ り ， ア ズ キ 落 葉 病 発 生 圃 場 の 利 用 は

初 期 世 代 の 集 団 選 抜 と 地 方 番 号 系 統 の 特 性 検 定 の み と な り ， 圃 場 の

輪 作 年 数 を 延 ば す こ と が 可 能 と な っ た ． 短 期 輪 作 に よ る ア ズ キ 落 葉

病 以 外 の 障 害 の 発 生 ，新 た な レ ー ス の 発 生 な ど の 問 題 の 回 避 に D N A

マ ー カ ー 選 抜 は 貢 献 で き て い る と 考 え ら れ る ．  
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  表 ６ － １ － １  ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 検 定 法 の 比 較  

 

本 試 験 に よ っ て P g 1 1 8， P g 2 0 4 は 第 3 連 鎖 群 の 末 端 に マ ッ プ さ れ

た 。こ の 領 域 は H a n ら（ 2 0 0 5）の 連 鎖 地 図 で は 座 乗 し て い る マ ー カ

ー が ほ と ん ど な い 領 域 で あ り ， 本 試 験 に お い て 開 発 し た D N A マ ー

カ ー は 第 3 連 鎖 群 末 端 に 座 乗 し て い る 多 型 マ ー カ ー と し て も 利 用 で

き る こ と か ら ， 今 後 の 小 豆 研 究 の 発 展 に も 寄 与 で き る ．  

 

第 ２ 節  高 精 度 な D N A マ ー カ ー を 開 発 す る た め の 条 件  

  本 研 究 で 開 発 し た マ ー カ ー は す で に 実 用 化 さ れ ，2 0 0 5 年 に 検 定 を

開 始 し て 以 来 5 0 0 0 系 統 以 上 の 検 定 を 行 っ て い る が ， 2 0 1 2 年 ま で に

選 抜 さ れ た 地 方 番 号 系 統 で ， ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 と D N A マ ー カ ー

に よ る 遺 伝 子 型 が 異 な る 系 統 は 見 ら れ て い な い ． こ の よ う に 精 度 の

高 い 検 定 が 可 能 な D N A マ ー カ ー を 開 発 で き た 要 因 の 一 つ と し て ，

感 受 性 親 に 病 徴 が 明 確 な「 斑 小 粒 系 － 1」を 選 定 し た こ と が あ げ ら れ

る ．「 斑 小 粒 系 － 1」は 接 種 試 験 に お い て ほ ぼ エ ス ケ ー プ が な く 全 個

体 に 明 確 な 病 徴 が 現 れ る ． そ の た め ， 分 離 世 代 に お い て も 個 体 ご と

の 正 確 な 検 定 が で き た ． ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 検 定 試 験 の 比 較 品 種 の

一 つ と し て 供 試 し て い た 「 エ リ モ シ ョ ウ ズ 」 は ， 接 種 し た 各 個 体 に

つ い て 4 段 階 の 発 病 指 数 で 評 価 し し そ の 平 均 値 を D S I （ D i s e a s e  

s e v e r i t y  i n d e x） で 判 定 し た と き に は 感 受 性 と 評 価 さ れ る が ， 1 2 個

体 を 個 別 に 見 る と 1 個 体 か ら 2 個 体 程 度 病 徴 が 明 確 で な い 個 体 が 見

ら れ た ． 「 エ リ モ シ ョ ウ ズ 」 を 感 受 性 親 と し た 解 析 集 団 を 利 用 し て

い た 場 合 は 分 離 系 統 の 評 価 が 難 し く な り ， 検 定 個 体 数 を 増 や す 必 要

が 生 じ た り ， 本 試 験 ほ ど の 高 精 度 な D N A マ ー カ ー が 開 発 で き な か

検定方法

落葉病検定圃場利用 人工接種法 DNAマーカー

判定方法 8月下旬～9月上旬の病徴 病徴および茎切断面の褐変 PCRによる増幅断片

検定に要する期間 播種後3ヶ月程度 接種後2～3ヶ月 1日（200点）

問題点
1年に1回しか検定できない
優占レースが変化する場合がある

一度の検定における供試点数は、温
室のスペースに影響され、100点前後

特になし

比較項目

82 

 



っ た 可 能 性 も あ る ．D N A マ ー カ ー を 開 発 す る た め に は ，精 度 の 高 い

検 定 手 法 が あ る こ と ， 目 的 と す る 形 質 が 比 較 的 少 数 の 因 子 に よ っ て

支 配 さ れ て い る こ と が 前 提 で あ る が ， こ れ ら に 加 え て ， 過 去 の デ ー

タ を 精 査 し ， 解 析 に 適 し た 材 料 を 選 定 す る こ と に よ っ て ， よ り 効 率

的 に 精 度 の 高 い D N A マ ー カ ー を 開 発 す る こ と が 可 能 と な る と 考 え

ら れ る ．  

 

第 ３ 節  ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 の 関 係  

武 田 ら （ 2 0 0 7） は 「 し ゅ ま り 」 と 「 斑 小 粒 系 － １ 」 の 単 交 配 由 来

の F 2 集 団 3 1 9 個 体 を 供 試 し て ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 遺 伝 子 と ア ズ キ

萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 の 連 鎖 解 析 を 行 い ， 二 つ の 抵 抗 性 遺 伝 子 が 強 連

鎖 ， あ る い は 同 一 遺 伝 子 の 多 面 発 現 で あ る 可 能 性 を 示 唆 し た ． 本 研

究 で は 同 一 組 合 せ の F 2 集 団 4 2 7 8 個 体 か ら P g a 1 近 傍 の D N A マ ー

カ ー に よ る 組 み 換 え 個 体 を 選 抜 し ， そ の 後 代 で 接 種 検 定 を 行 い ，

P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 と ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 ， ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性

R f o a 1 の 表 現 型 が 一 致 す る こ と を 示 し た ． 一 方 で P g a 1 と 対 立 関 係

に あ る と 考 え ら れ る P g a 2 と そ れ を 有 す る 「 A c c 2 5 9」 の ア ズ キ 萎 凋

病 抵 抗 性 遺 伝 子 R f o a 2 が 独 立 し て 遺 伝 す る こ と が 本 研 究 で 明 ら か と

な っ た ． 「 し ゅ ま り 」 の 後 代 に お い て は ， 抵 抗 性 遺 伝 子 の 極 近 傍 で

組 み 変 わ っ た 個 体 を 利 用 し て も 二 つ の 病 害 抵 抗 性 は 一 致 し た が ，

P g a 1 と 対 立 関 係 に あ る と 推 測 さ れ る P g a 2 が ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺

伝 子 と 連 鎖 し て い な か っ た こ と か ら ， P g a 1 と R f o a 1 は 同 一 遺 伝 子

の 多 面 発 現 で は な く ，強 連 鎖 し て い る 可 能 性 が 高 い ．P g a 1 が 連 鎖 し

て い る と 推 測 さ れ る 第 3 連 鎖 群 は ，H a n ら の 連 鎖 地 図 で は 座 乗 し て

い る マ ー カ ー が ほ と ん ど な い 領 域 で あ る こ と か ら ，P g a 1 と R f o a 1 は

連 鎖 地 図 上 で は 強 連 鎖 し て い る が ， 物 理 地 図 上 は 離 れ た 位 置 に 座 乗

し て い る 可 能 性 も あ る と 推 測 さ れ る ． 現 在 農 業 生 物 資 源 研 究 所 が 中

心 と な っ て ， ア ズ キ と 適 応 性 に 優 れ た V i g n a  属 野 生 種 1 5 種 の 全 ゲ

ノ ム を 解 読 し 公 開 す る「 V i g n a  属 ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク ト ： 高 度 環 境 適
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応 性 研 究 基 盤 の 構 築 」 が 遂 行 中 で あ る ． 今 後 公 開 さ れ る 情 報 を 利 用

し て 二 つ の 抵 抗 性 遺 伝 子 の 関 係 を 明 ら か に す る こ と が 期 待 さ れ る ．  

 

第 ４ 節  今 後 の ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 育 種 の 方 向 性  

千 葉 ら （ 1 9 8 7） は 「 寿 小 豆 」 と 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 の 雑 種 に つ い

て は 1 対 の 遺 伝 子 と 仮 定 し た 場 合 の 適 合 度 が き わ め て 高 か っ た が ，

「 寿 小 豆 」 と 「 赤 豆 」 を 交 配 し た 組 合 せ で は ， 2 対 の 遺 伝 子 に よ り

変 動 を 仮 定 し た 場 合 の 適 合 性 も 若 干 あ っ た と 報 告 し て い る ． ま た 近

藤 ら は ， 人 工 接 種 に よ る 全 身 病 徴 か ら 判 定 し た 抵 抗 性 検 定 で は 「 赤

豆 」，「 A c c 2 5 1 5」が 3 レ ー ス に 抵 抗 性 で あ る と 報 告 し て い る（ K o n d o  

e t  a l .  2 0 0 5， 2 0 0 9） ． 本 試 験 の よ う に ， 接 種 後 2 ヶ 月 前 後 の 茎 内 褐

変 の 有 無 で 抵 抗 性 を 判 定 し た 場 合 に は「 A c c 2 5 1 5」お よ び「 赤 豆 」は

レ ー ス 3 に 対 し て 感 受 性 と 判 定 さ れ る が ， 全 身 病 徴 を 緩 和 す る よ う

な ， も う 一 つ の 抵 抗 性 因 子 を 保 有 し て い る 可 能 性 が あ る ． こ れ ま で

の ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 育 種 は ， 3 レ ー ス 抵 抗 性 品 種 の 育 成 を 目 標 に

行 わ れ て き た ．し か し ，本 研 究 に よ っ て ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1， 3

抵 抗 性 遺 伝 子 P g a 1 と レ ー ス 1， 2 抵 抗 性 遺 伝 子 P g a 2 は ， 対 立 関 係

に あ る こ と が 示 さ れ ， 二 つ の 抵 抗 性 遺 伝 子 を 同 時 に 保 有 さ せ る こ と

が 困 難 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ． 今 後 の 育 種 の 方 向 性 と し て は

「 赤 豆 」 な ど の 有 す る 新 た な 抵 抗 性 因 子 を 導 入 す る こ と に よ っ て ，

3 つ の レ ー ス に 対 し て 実 害 が で な い 抵 抗 性 品 種 を 育 成 す る こ と が 必

要 で あ る と 考 え ら れ る ． 「 赤 豆 」 を 系 譜 に も つ 「 ハ ツ ネ シ ョ ウ ズ 」

「 ア ケ ノ ワ セ 」 は P g a 2 を 保 持 し て い な い が ア ズ キ 落 葉 病 に 対 し て

中 間 的 な 抵 抗 性 を 示 す こ と か ら ， 今 後 は こ れ ら の 抵 抗 性 を 効 率 的 に

導 入 す る 手 法 を 検 討 す る こ と が 望 ま し い ．ま た ， P g a 1 と P g a 2 の ど

ち ら の 抵 抗 性 遺 伝 子 を 利 用 す る か に つ い て は ， 当 面 は 同 時 に ア ズ キ

萎 凋 病 抵 抗 性 も 導 入 で き る P g a 1 を 優 先 的 に 利 用 し ， レ ー ス 2 抵 抗

性 に 対 し て は P g a 2 以 外 の 抵 抗 性 因 子 を 導 入 す る 手 法 が 効 率 的 で あ

る と 考 え ら れ る ．P g a 1 と P g a 2 を 同 時 に 保 持 さ せ る こ と は 困 難 で あ

る が ， P g a 2 と R f o a 2 は 独 立 し て 遺 伝 す る こ と か ら ， P g a 1 と 強 連 鎖
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し て い る と 推 察 さ れ る R f o a 1 と「 A c c 2 5 9」由 来 の 萎 凋 病 抵 抗 性 で あ

る R f o a 2 は 比 較 的 容 易 に 同 時 に 保 持 さ せ る こ と が で き る ．複 数 の 抵

抗 性 遺 伝 子 を 集 積 さ せ る こ と に よ っ て ， 新 た な ア ズ キ 萎 凋 病 菌 レ ー

ス に 対 す る 対 策 も 可 能 と な る で あ ろ う ．  

 

第 ５ 節  結 語  

M A S の 利 点 に つ い て は ，簡 便 で す ぐ に 結 果 が 得 ら れ る ，環 境 条 件

に 左 右 さ れ な い こ と に 加 え て ， 抽 出 し た D N A を 利 用 し て 異 な る 形

質 を 複 数 調 査 で き る と い う こ と が あ げ ら れ る ． ア ズ キ に お い て は ，

本 試 験 で 開 発 し た D N A マ ー カ ー に よ っ て 先 の 二 つ の 項 目 に つ い て

は 大 き な 成 果 が 得 ら れ て い る が ， 現 在 の と こ ろ ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性

検 定 以 外 の M A S は 行 っ て い な い ．複 数 の 形 質 で M A S が で き る 体 制

に な る こ と に よ っ て ，費 用 対 効 果 が さ ら に 大 き く な る と 考 え ら れ る ．

現 在「 A c c 2 5 9」由 来 の ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た D N A マ

ー カ ー の 開 発 ， ア ズ キ 茎 疫 病 圃 場 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た D N A マ

ー カ ー の 開 発 ， 耐 冷 性 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー の 探 索 等 が 行 わ れ

て お り ， こ れ ら の D N A マ ー カ ー が 早 期 に 実 用 化 さ れ る こ と が 期 待

さ れ る ．  

本 試 験 で 精 度 の 高 い D N A マ ー カ ー を 開 発 で き た の は ， 育 成 場 の

担 当 者 が 育 種 事 業 の 傍 ら で 解 析 用 の 材 料 を 長 い 年 月 を か け て 育 成 し

た こ と ， 材 料 の 観 察 を し っ か り と 行 い ， 精 度 の 高 い 検 定 を 行 っ て き

た こ と が 背 景 に あ る ． M A S は あ く ま で も 目 印（ マ ー カ ー ）を 利 用 し

て 選 抜 を 行 っ て い る だ け で ， そ の 表 現 型 を 見 て い る わ け で は な い ．

材 料 の 観 察 ， 精 度 の 高 い 検 定 が あ っ て 精 度 の 高 い D N A マ ー カ ー は

開 発 で き る が ， ど ん な に 高 精 度 の マ ー カ ー で あ っ て も ， そ れ を 利 用

し て 表 現 型 が 確 実 に 判 定 で き て い る 訳 で は な い こ と を 利 用 す る 側 は

85 

 



常 に 注 意 す る 必 要 が あ る ．M A S を 行 っ た 際 に は ，選 抜 し た 材 料 に つ

い て 観 察 に よ っ て 検 証 を 行 う こ と が 望 ま し い ． ア ズ キ 落 葉 病 に 関 し

て は 育 成 後 期 に 汚 染 圃 場 に 播 種 す る こ と に よ っ て ， 抵 抗 性 を 確 認 し

て お り ， そ の シ ス テ ム が 確 立 さ れ て い る の で 理 想 的 な 利 用 の 仕 方 と

考 え ら れ る ． 近 年 の ゲ ノ ム 研 究 の 進 捗 は 非 常 に 早 く ， ア ズ キ に お い

て も D N A マ ー カ ー に 関 す る 報 告 ， 抵 抗 性 遺 伝 子 に 関 す る 報 告 な ど

が 数 多 く だ さ れ る だ ろ う ． 自 分 た ち が 観 察 に よ っ て 検 証 で き る 形 質

な の か ， ど の 段 階 で 表 現 型 を 確 認 す る の か 等 を 熟 慮 し な が ら ， そ れ

ら の 報 告 を 利 用 し て い く こ と に よ っ て ， さ ら な る 育 種 の 効 率 化 ， 優

れ た 品 種 が 育 成 さ れ る こ と を 期 待 す る ．  
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摘  要  

 ア ズ キ 落 葉 病 は 土 壌 伝 染 性 の 重 要 病 害 で ， 薬 剤 防 除 は 難 し い あ る

い は 高 価 で あ る た め ， 長 期 輪 作 以 外 で は 抵 抗 性 品 種 の 作 付 け に よ る

被 害 回 避 が も っ と も 効 果 的 で あ る ． 本 病 害 は 感 染 か ら 発 病 ま で に お

よ そ ２ ～ ３ ヶ 月 と 時 間 を 要 し ，発 病 ま で の 管 理 に 労 力 を 必 要 と す る ．

ま た 発 生 圃 場 を 利 用 し た 選 抜 で は ， 抵 抗 性 系 統 の 作 付 け 増 加 に と も

な っ て 優 占 レ ー ス に 変 化 が 生 じ た り ， 新 レ ー ス の 発 生 を 助 長 す る 可

能 性 が あ る ． 以 上 の こ と よ り ， 小 豆 育 種 の 中 で 育 成 系 統 に 本 病 害 抵

抗 性 を 導 入 す る た め に ， 接 種 試 験 や 病 徴 の 確 認 を 行 わ ず に 抵 抗 性 の

植 物 体 が 判 別 で き る ，D N A マ ー カ ー を 利 用 し た 選 抜 が 有 効 で あ る と

考 え ら れ た ． 本 研 究 で は ， 北 海 道 で 多 く 分 布 し て い る ア ズ キ 落 葉 病

菌 レ ー ス 1 に 対 す る 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー を 開 発

し ， 加 え て 新 た に 発 生 が 確 認 さ れ た ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 に 対 す

る 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー を 開 発 し ， 品 種 改 良 に お

け る 有 効 性 を 調 査 し た ． ま た ， ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 抵 抗 性 遺 伝

子 ， レ ー ス 2 抵 抗 性 遺 伝 子 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 の 関 係 を 調

査 し た ． そ の 概 略 は 以 下 の 通 り で あ る ．  

 

１ ．  ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 遺 伝 子 と 連 鎖 し た D N A マ ー カ ー の

開 発 に 関 わ る 研 究 成 果  

（ １ ）レ ー ス １ 抵 抗 性 遺 伝 子（ P g a 1  ）と 連 鎖 し た D N A マ ー カ

ー の 開 発  

ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 抵 抗 性 の 「 し ゅ ま り 」 と 同 感 受 性 の 「 斑

小 粒 系 － １ 」を 交 配 し た F 3 世 代 1 0 5 系 統 を 供 試 し て 試 験 を 行 っ た ．

1 0 2 4 組 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト を 利 用 し た A F L P 解 析 に よ っ て ，抵 抗 性

バ ル ク と 感 受 性 バ ル ク 間 で 多 型 を 示 し た 6 つ の A F L P マ ー カ ー を 探

索 し ， 得 ら れ た 増 幅 断 片 お よ び そ の 周 辺 配 列 の 領 域 を 利 用 し て 5 つ

の ア ガ ロ ー ス ベ ー ス の D N A マ ー カ ー（ P g 7 7 ,  P g 1 1 8 ,  P g 1 3 8 ,  P g 1 3 9，

P g 1 2 6） を 開 発 し た ．   
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「 し ゅ ま り 」 ×「 斑 小 粒 系 － １ 」 の F 2 大 規 模 集 団 4 2 7 8 個 体 の 中

で 1 0 個 体 が 開 発 し た 5 つ の マ ー カ ー 間 で 組 み 換 え を 生 じ て い た ．

従 っ て 5 つ の マ ー カ ー は 全 て 抵 抗 性 遺 伝 子 に 強 連 鎖 し て い る と 考 え

ら れ ， そ の 中 で P g 1 1 8 が 最 も 抵 抗 性 遺 伝 子 に 近 い D N A マ ー カ ー で

あ る と 考 え ら れ た ． 育 成 系 統 を 用 い た 調 査 に お い て も 適 用 範 囲 が 広

い と 推 察 さ れ た P g 1 1 8 を ホ モ 接 合 型 ，ヘ テ ロ 接 合 型 の 区 別 が 可 能 な

共 優 性 マ ー カ ー に 改 良 し た ．  

育 成 品 種 ・ 系 統 を 調 査 し た 結 果 ， P g 1 1 8 に よ る 遺 伝 子 型 が 「 し ゅ

ま り 」（抵 抗 性 ）型 の も の は ，「 赤 豆 」，「 A c c 2 5 9」お よ び「 A c c 2 5 1 5」

お よ び そ の 後 代 を 除 い て ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 1 に 抵 抗 性 を 示 し た ．

こ の こ と に よ り ，こ れ ま で 育 種 で 利 用 さ れ て き た「 小 長 品 － 1 0」「円

葉 （ 刈 6 3 号 ） 」 な ど は 「 し ゅ ま り 」 や 「 黒 小 豆 （ 岡 山 ） 」 と 同 様 の

抵 抗 性 遺 伝 子 P g a 1 を 有 す る 可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ た ． ま た 十 勝

農 業 試 験 場 で 保 有 し て い る 遺 伝 資 源 の 中 で ， ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 の

可 能 性 が あ っ た 2 0 9 点 の 中 か ら P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 で ス ク リ ー ニ ン

グ し た 5 9 の 遺 伝 資 源 に 落 葉 病 菌 レ ー ス 1， 2， 3 を 接 種 し た 結 果 ，

5 6 点 が P g a 1 を 保 持 し て い る と 推 察 さ れ た ．  

一 方 で ア ズ キ 落 葉 病 レ ー ス 1 か つ レ ー ス 2 抵 抗 性 で あ る 「 赤 豆 」

お よ び 「 A c c 2 5 9」 な ど は ， P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 で は 「 斑 小 粒 系 － １ 」

型 と な り ， そ の 抵 抗 性 と 遺 伝 子 型 が 一 致 し な か っ た こ と か ら P g a 1

以 外 の 抵 抗 性 遺 伝 子 を 持 っ て い る 可 能 性 が 高 い と 考 え ら れ た ．  

 

（ ２ ）レ ー ス ２ 抵 抗 性 遺 伝 子（ P g a 2  ）と 連 鎖 し た D N A マ ー カ

ー の 開 発  

ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 抵 抗 性 の 「 A c c 2 5 9」 と 同 感 受 性 の 「 斑 小

粒 系 － １ 」 の 交 配 後 代 を 利 用 し て 試 験 を 行 っ た ． バ ル ク 法 を 利 用 し

た A F L P 解 析 に よ っ て ， 抵 抗 性 バ ル ク と 感 受 性 バ ル ク 間 で 多 型 を 示

し た 6 つ の A F L P マ ー カ ー を 探 索 し た ．レ ー ス 1 抵 抗 性 判 別 マ ー カ

ー で あ る P g 1 1 8 を 利 用 し た 系 統 検 定 の 結 果 か ら ， P g a 1 と P g a 2 は

強 連 鎖 あ る い は 対 立 遺 伝 子 で あ る 可 能 性 が 高 か っ た こ と か ら ， 連 鎖
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解 析 は 行 わ ず「 A c c 2 5 9」の P g 1 1 8 対 立 座 領 域 を 利 用 し て「 A c c 2 5 9」

を 判 別 で き る 優 性 マ ー カ ー P g 1 1 8 ( R 2 ) を 設 計 し た ． ま た 両 親 の 配 列

情 報 か ら プ ラ イ マ ー を 設 計 し や す い と 判 断 し た P g 2 0 4 を 共 優 性 マ

ー カ ー と し た ． 二 つ の D N A マ ー カ ー は P g a 2 と 1 c M 以 下 で 連 鎖 し

て お り ， 育 種 に お け る 抵 抗 性 選 抜 に お い て は 十 分 の 精 度 で あ る と 推

察 さ れ た ．  

F 3 個 体 お よ び 育 成 系 統 を 利 用 し た 調 査 の 結 果 P g 2 0 4 と P g 1 1 8（ R 2）

の 遺 伝 子 型 と ア ズ キ 落 葉 病 菌 レ ー ス 2 抵 抗 性 は 一 致 し て い た ． ま た

十 勝 農 業 試 験 場 で 保 有 し て い る 遺 伝 資 源 の 中 で ， ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗

性 の 可 能 性 が あ っ た 2 0 9 点 に つ い て P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 で ス ク リ ー

ニ ン グ し た 2 2 点 に 落 葉 病 菌 レ ー ス 1， 2， 3 を 接 種 し た 結 果 ， 2 1 点

が P g a 2 を 保 持 し て い る と 推 測 さ れ た ．  

 

（ ３ ） P g a 1 と P g a 2 の 関 係  

「 し ゅ ま り 」×「 斑 小 粒 系 － １ 」の F 2 世 代 1 4 0 個 体 を 供 試 し た 連

鎖 解 析 の 結 果 ， P g a 1 と 連 鎖 し て い る D N A マ ー カ ー P g 1 1 8 と P g a 2

と 連 鎖 し て い る D N A マ ー カ ー P g 2 0 4 は 第 3 連 鎖 群 の 末 端 の 同 じ 位

置 に マ ッ プ さ れ た ．ま た ， P g a 1 保 持 系 統 と P g a 2 保 持 系 統 の 交 配 後

代 か ら は ， 二 つ の 抵 抗 性 遺 伝 子 を 保 持 し た 系 統 は 得 ら れ な か っ た ．

以 上 の こ と よ り P g a 1 と P g a 2 は 対 立 遺 伝 子 で あ り ， 二 つ の 抵 抗 性

遺 伝 子 を 同 時 に 保 持 さ せ る こ と は 困 難 で あ る と 推 察 さ れ た ．  
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２ ． ア ズ キ 落 葉 病 抵 抗 性 遺 伝 子 と ア ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 の

関 係  

 「 し ゅ ま り 」×「 斑 小 粒 系 － １ 」の F 2 世 代 1 9 2 個 体 で 解 析 を 行 っ

た 結 果 ， P g 1 1 8 の 遺 伝 子 型 が ヘ テ ロ 型 あ る い は 「 し ゅ ま り 」 型 の 個

体 は 1 個 体 を 除 い て 萎 凋 病 抵 抗 性 を 示 し ， 「 斑 小 粒 系 － １ 」 型 は す

べ て 感 受 性 と な っ た ． こ の こ と よ り P g a 1 と 「 し ゅ ま り 」 由 来 の ア

ズ キ 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 R f o a 1 は 強 連 鎖 し て い る と 考 え ら れ た ．一

方 で「 A c c 2 5 9」×「 斑 小 粒 系 － １ 」の F 2 世 代 3 0 6 個 体 で 解 析 を 行 っ

た 結 果 ，「 A c c 2 5 9」 由 来 の 萎 凋 病 抵 抗 性 は 優 性 の 1 遺 伝 子 に 支 配 さ

れ て い る が ， P g 2 0 4 の 遺 伝 子 型 と は 一 致 し て お ら ず ， 「 A c c 2 5 9」 由

来 の 萎 凋 病 抵 抗 性 遺 伝 子 R f o a 2 は P g a 2 と は 独 立 し て 遺 伝 す る こ と

が 示 唆 さ れ た ．   
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t h e i r  e f f i c i e n c y   

 

S u m m a r y  

B r o w n  s t e m  r o t  ( B S R )  o f  a d z u k i  b e a n  i s  a  s e r i o u s  s o i l - b o r n e  d i s e a s e  i n  

H o k k a i d o .  C h e m i c a l  c o n t r o l s  o f  t h i s  d i s e a s e  a r e  i n e f f e c t i v e ,  e x p e n s i v e ,  

o r  b o t h ,  t h e r e f o r e  c u l t i v a t i o n  o f  c u l t i v a r s  r e s i s t a n t  t o  t h i s  d i s e a s e  i s  

t h e  m o s t  e f f e c t i v e  c o n t r o l  m e t h o d  e x c e p t  c r o p  r o t a t i o n .  B S R - r e s i s t a n t  

a d z u k i  b e a n  l i n e s  h a v e  b e e n  s c r e e n e d  i n  p a t h o g e n - i n f e c t e d  f i e l d s  a n d  

i t  t a k e s  2  o r  3  m o n t h s  u n t i l  d e t e c t i o n  o f  d i s e a s e  s y m p t o m s .  T h i s  m e t h o d  

i s  t i m e  c o n s u m i n g  a n d  l a b o r  i n t e n s i v e .  A n d  c o n t i n u o u s  c u l t i v a t i o n  o f  

a d z u k i  b e a n  m a y  p r o m o t e  e v o l u t i o n  o f  n e w  r a c e s  o f  t h e  p a t h o g e n  a n d  

m a y  c h a n g e  t h e  d o m i n a n t  r a c e  i n  t h e  f i e l d .  D u e  t o  t h e  a b o v e  r e a s o n s ,  

D N A  m a r k e r s  c a n  b e  u s e d  i n  m a r k e r - a s s i s t e d  s e l e c t i o n  ( M A S )  p r o g r a m s  

t o  a i d  w i t h  i n t r o d u c t i o n  o f  B S R  r e s i s t a n c e  i n  a d z u k i  b e a n  f o r  e f f e c t i v e  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  r e s i s t a n t  p l a n t s  w i t h o u t  i n o c u l a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  o f  

s y m p t o m s .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  o b j e c t i v e s  w e r e  a s  f o l l o w s :  1 )  t o  

d e v e l o p  t h e  D N A  m a r k e r s  t h a t  a r e  l o c a t e d  n e a r  t h e  B S R  r e s i s t a n c e  g e n e  

c o n f e r r i n g  r e s i s t a n c e  t o  C a d o p h o r a  g r e g a t a  r a c e  1  t h a t  h a v e  h a d  a  w i d e  

d i s t r i b u t i o n  i n  H o k k a i d o ;  2 )  t o  d e v e l o p  t h e  D N A  m a r k e r s  t h a t  a r e  

l o c a t e d  n e a r  t h e  B S R  r e s i s t a n c e  g e n e  c o n f e r r i n g  r e s i s t a n c e  t o  C .  

g r e g a t a  r a c e  2 ;  3 )  t o  r e s e a r c h  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  B S R  r e s i s t a n t  

g e n e  a n d  r e s i s t a n c e  g e n e  c o n f e r r i n g  F u s a r i u m  o x y s p o r u m  r e c e  3 ,  a n d  
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w e  v a l i d a t e d  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e s e  D N A  m a r k e r s  i n  t h e  b r e e d i n g  

p r o g r a m s .  

 ( 1 )  D e v e l o p m e n t  o f  t h e  D N A  m a r k e r s  l i n k e d  t o  B S R  r a c e  1  

r e s i s t a n c e  g e n e  ( P g a 1  )  

W e  u s e d  1 0 5  F 3  l i n e s  d e r i v e d  f r o m  a  c r o s s  b e t w e e n  V .  a n g u l a r i s  c v .  

‘ S y u m a r i ’  a n d  c v .  ‘ B u c h i s h o r y u k e i - 1 ’  t o  d e v e l o p  D N A  m a r k e r s .  

‘ S y u m a r i ’ ,  w h i c h  i s  d e r i v e d  f r o m  c v .  ‘ K u r o s h o z u ’  ( O k a y a m a ) ,  i s  

r e s i s t a n t  t o  r a c e  1  o f  C .  g r e g a t a  f .  s p .  a d z u k i c o l a ,  w h e r e a s  

‘ B u c h i s h o r y u k e i - 1 ’  i s  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  B S R .  S i x  a m p l i f i e d  

f r a g m e n t - l e n g t h  p o l y m o r p h i s m  ( A F L P )  m a r k e r s  w e r e  p o l y m o r p h i c  

b e t w e e n  r e s i s t a n t  a n d  s u s c e p t i b l e  b u l k e d  g r o u p s  b a s e d  o n  1 0 2 4  p r i m e r  

s e t s .  F i v e  D N A  m a r k e r s  ( P g 7 7 ,  P g 1 1 8 ,  P g 1 3 8 ,  P g 1 3 9  a n d  P g 1 2 6 )  w e r e  

d e v e l o p e d  f r o m  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  p o l y m o r p h i c  A F L P  m a r k e r s  

a n d  t h e i r  f l a n k i n g  r e g i o n s .   

W e  i d e n t i f i e d  1 0  F 2  p l a n t s  t h a t  s h o w e d  r e c o m b i n a t i o n  f o r  t h e  d e v e l o p e d  

D N A  m a r k e r s  i n  t h e  p o p u l a t i o n  o f  4 2 7 8  F 2  i n d i v i d u a l s .  T h e r e f o r e ,  t h e  

f i v e  m a r k e r s  w e r e  t i g h t l y  l i n k e d  t o  o n e  a n o t h e r ,  a n d  l o c a t e d  n e a r  t h e  

B S R  l o c u s .  P g 1 1 8  w a s  t h e  m a r k e r  m o s t  c l o s e l y  l i n k e d  t o  P g a 1  b a s e d  o n  

t h e  s e g r e g a t i o n  o f  B S R  r e s i s t a n c e  i n  t h e  F 3  p r o g e n y  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  

p l a n t s .  T h e r e f o r e  w e  c o n v e r t e d  P g 1 1 8  i n t o  a  c o d o m i n a n t  m a r k e r  f o r  i t s  

e a s i e r  u s e  i n  m a r k e r - a s s i s t e d  s e l e c t i o n  f o r  a d z u k i  b e a n  B S R  r e s i s t a n c e .   

W e  e v a l u a t e d  t h e  r e s i s t a n c e  t o  B S R  f o r  a d z u k i  b e a n  b r e d  l i n e s  a n d  

c u l t i v a r s  t o  c o n f i r m  t h e  g e n e r a l  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  d e v e l o p e d  m a r k e r s  

t o  t h e  B S R  r e s i s t a n c e  a s  t a g g i n g  m a r k e r s .  A l l  l i n e s  a n d  c u l t i v a r s  
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s h o w e d  ‘ S y u m a r i ’  g e n o t y p e  a t  P g 1 1 8  m a r k e r  w e r e  r e s i s t a n t  t o  B S R  r a c e  

1  e x c e p t  f o r  ‘ A k a m a m e ’ ,  ‘ A c c 2 5 9 ’  a n d  ‘ A c c 2 5 1 5 ’  a n d  t h e i r  p r o g e n i e s .  

‘ M a r u b a ’  ( K a r i  6 3 )  a n d  ‘ S h o c h o h i n - 1 0 ’  t h a t  h a d  b e e n  u s e d  a s  B S R  

r e s i s t a n t  l i n e s  m a y  c a r r y  t h e  s a m e  B S R  r e s i s t a n c e  g e n e  P g a 1  a s  

‘ K u r o s h o z u ’  ( O k a y a m a ) .  I n  a d d i t i o n  5 9  g e r m p l a s m s  w e r e  s e l e c t e d  f r o m  

2 0 9  g e r m p l a s m s  i n  T o k a c h i  A g r i c u l t u r a l  E x p e r i m e n t  S t a t i o n  b y  

i d e n t i f y i n g  t h e  g e n o t y p e  w i t h  P g 1 1 8  m a r k e r  a n d  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  

B S R  r a c e 1 ,  2  a n d  3 .  5 6  g e r m p l a s m s  w e r e  s u p p o s e d  t o  h a v e  P g a 1 .  

W h e r e a s  ‘ A k a m a m e ’  a n d  ‘ A c c 2 5 9 ’  t h a t  a r e  r e s i s t a n t  t o  B S R  r a c e s  1  a n d  

2  s h o w e d  t h e  s a m e  g e n o t y p e  a s  ‘ B u c h i s h o r y u k e i - 1 ’ .  T h e i r  r e s i s t a n c e  t o  

B S R  w a s  n o t  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  g e n o t y p e  o f  P g 1 1 8 .  T h e r e f o r e  t h e y  a r e  

l i k e l y  t o  c a r r y  d i f f e r e n t  B S R  r e s i s t a n c e  g e n e s .  

 

( 2 )  D e v e l o p m e n t  o f  t h e  D N A  m a r k e r s  l i n k e d  t o  B S R  r a c e  2  

r e s i s t a n c e  g e n e  ( P g a 2  )   

W e  u s e d  1 0 5  F 3  l i n e s  d e r i v e d  f r o m  a  c r o s s  b e t w e e n  c v .  ‘ A c c 2 5 9 ’  a n d  

c v .  ‘ B u c h i s h o r y u k e i - 1 ’  t o  d e v e l o p  D N A  m a r k e r s .  ' A c c 2 5 9 '  i s  r e s i s t a n t  

t o  r a c e  2  o f  C .  g r e g a t a  f .  s p .  a d z u k i c o l a .  A F L P  a n a l y s e s  r e v e a l e d  t h a t  

s i x  f r a g m e n t s  w e r e  p o l y m o r p h i c  b e t w e e n  r e s i s t a n c e  a n d  s u s c e p t i b l e  

b u l k e d  g r o u p s .  T h e  r e s u l t  o f  s o m e  r e s e a r c h  u s i n g  P g 1 1 8  m a r k e r  

s u g g e s t e d  t h a t  P g a 1  a n d  P g a 2  w e r e  t i g h t l y  l i n k e d  o r  a l l e l i c  t h e r e f o r e  

w e  d e v e l o p e d  a t  f i r s t  d o m i n a n t  m a r k e r  P g 1 1 8  ( R 2 )  w h i c h  i d e n t i f y  

‘ A c c 2 5 9 ’  g e n o t y p e  u s i n g  s a m e  l o c u s  o f  P g 1 1 8  i n  ‘ A c c 2 5 9 ’ .  N e x t  w e  

d e v e l o p e d  P g 2 0 4  a s  c o - d o m i n a n t  m a r k e r  b e c a u s e  t w o  p a r e n t s  s h o w e d  
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h i g h  p o l y m o r p h i s m  i n  t h e  n u c l e o t i d e  s e q u e n c e s  o f  p o l y m o r p h i c  A F L P  

m a r k e r s  a n d  t h e i r  f l a n k i n g  r e g i o n s .  T h e s e  t w o  m a r k e r s  w e r e  l i n k e d  t o  

P g a 2  l e s s  t h a n  1 c M  a n d  w e r e  s u p p o s e d  h i g h  a c c u r a c y  m a r k e r s  f o r  a d z u k i  

b r e e d i n g .  

T h e  g e n o t y p e s  o f  P g 2 0 4  a n d  P g 1 1 8  ( R 2 )  w e r e  c o r r e s p o n d e n t  w i t h  

r e s i s t a n c e  t o  B S R  r a c e  2  i n  F 3  g e n e r a t i o n  i n d i v i d u a l s  a n d  b r e d  l i n e s .  I n  

a d d i t i o n  2 2  g e r m p l a s m s  w e r e  s e l e c t e d  f r o m  2 0 9  g e r m p l a s m s  b y  g e n o t y p e  

w i t h  P g 2 0 4  m a r k e r  a n d  w e r e  i n o c u l a t e d  B S R  r a c e 1 ,  2  a n d  3 .  2 1  

g e r m p l a s m s  w e r e  s u p p o s e d  t o  h a v e  P g a 2 .  

 

( 3 )  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  P g a 1  a n d  P g a 2  

L i n k a g e  a n a l y s i s  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  1 4 0  F 2  i n d i v i d u a l s  f r o m  t h e  c r o s s  

b e t w e e n  ‘ S y u m a r i ’  a n d  ‘ B u c h i s y o r y u k e i - 1 ’ .  P g 1 1 8  l i n k e d  t o  P g a 1  a n d  

P g 2 0 4  l i n k e d  t o  P g a 2  w e r e  m a p p e d  t o  t h e  s a m e  l o c u s  o n  t e r m i n a l  o f  t h e  

l i n k a g e  g r o u p  3 .  T h e r e  w e r e  n o  l i n e s  h a v i n g  b o t h  P g a 1  a n d  P g a 2  i n  t h e  

p r o g e n i e s  f r o m  t h e  c r o s s  b e t w e e n  P g a 1  r e s i s t a n t  l i n e  a n d  P g a 2  r e s i s t a n t  

l i n e .  T h e r e f o r e  t w o  g e n e s  w e r e  a l l e l i c  a n d  i t  m i g h t  b e  i m p o s s i b l e  t o  

i n t r o d u c e  P g a 1  a n d  P g a 2  t o g e t h e r .   

 

2 .  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  B S R  r e s i s t a n c e  g e n e  a n d  A d z u k i  

F u s a r i u m  w i l t  ( A F W )  r e s i s t a n c e  g e n e   

T h e  p l a n t s  h a v i n g  ‘ S y u m a r i ’  g e n o t y p e  o r  h e t e r o z y g o u s  g e n o t y p e  s h o w e d  

r e s i s t a n c e  t o  A F W  w h e r e a s  t h e  p l a n t s  h a v i n g  ‘ B u c h i s h o r y u k e i - 1 ’  
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g e n o t y p e  s h o w e d  s u s c e p t i b l e  t o  A F W  w i t h  1 9 2  F 2  i n d i v i d u a l s  f r o m  t h e  

c r o s s  b e t w e e n  ‘ S y u m a r i ’  a n d  ‘ B u c h i s y o r y u k e i - 1 ’ .  T h e r e f o r e  w e  

c o n s i d e r e d  t h a t  P g a 1  w a s  t i g h t l y  l i n k e d  t o  A F W  r e s i s t a n c e  g e n e ,  R f o a 1  

d e r i v e d  f r o m  ‘ S y u m a r i ’ .  O n  t h e  o t h e r  h a n d  t h e  r e s u l t  o f  t h e  g e n e t i c  

a n a l y s i s  w i t h  3 0 6  F 2  i n d i v i d u a l s  f r o m  t h e  c r o s s  b e t w e e n  ‘ A c c 2 5 9 ’  a n d  

‘ B u c h i s y o r y u k e i - 1 ’ s u g g e s t e d  A F W  r e s i s t a n c e  w a s  c o n t r o l l e d  b y  a  

s i n g l e  d o m i n a n t  g e n e  b u t  t h e r e  w a s  n o  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  

g e n o t y p e  o f  P g 2 0 4  a n d  A F W  r e s i s t a n c e .  A c c o r d i n g l y  A F W  r e s i s t a n c e  

g e n e  R f o a 2  d e r i v e d  f r o m  ‘ A c c 2 5 9 ’  w a s  i n d e p e n d e n t  t o  P g a 2 .   
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