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諸言

バレイショは，トウモロコシ，イネとコムギについで，世界で4番目に生

産されている作物であり (FAOSTAT 2023)，世界的にも非常に重要な品目で

ある。 バレイショは少なくとも1万年前にはヒトによって食料として利用

されており (Engel 1970)，これまで人間にとって重要な食料源として適応し

続けている。 この要因の 一つとしては， 食物繊維， ミネラル， タンパク質，

ビタミン C およびビタミン B6 を含む高い栄養的価値を持つからであると

考えられる (Kyriakidou et al. 2020)。 加えて， 日本を含めたアジア地域のみ

ならずオセアニア，アメリカ大陸，ヨ ー ロッパ大陸およびアフリカ大陵の多

様な生産環境に適応して栽培が可能なことも大きな要因であると考えられ

る (Bradeen et al. 2011) 。

ナス科に属するバレイショは， 南アメリカ大陸のアンデス山脈の中央高

原地帯が原産とされ，栽培種バレイショと近縁野生種に大きく分けられ，全

てナス属 (Solanum) Potatoe 亜属 Petota 節に属する（Hawkes 1990; Spooner 

and Hijmans 2001) 。 バレイショの分類については， 分類学者によって考え方

が異なるが， Hawkes (1990)によりまずは集大成されており， 栽培種 7 種と

野生種 226 種とされている。一方で，新しい分類の考え方では，栽培種 4 種

と野生種 107 種に分類されており (Spooner et al. 2014), 2 つの分類体系は

現在も併存している状況である。本研究では，Hawkes (1990)の分類に則り表

記することにする。このように，バレイショの分類について考え方の違いは

あるが，非常に多くの近縁種が存在し， それらが多くの有用な形質を持って

いる (Hawkes 1990)。これまで，その近縁種の有用な形質を活用するために，
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交配によって栽培種への導入が行われ(Ross1986; Plaisted and Hoopes 1989), 

多様な環境下にバレイショが対応してきた 一 つの要因であると考えられる

(Ross 1986)。

Hawkes (19.90)によると， 栽培種には，Solanum tuberosum, S. ajanhuiri, S. 

chaucha, S. curtilobum, S.juzepczukii, S. phurejaおよびS. stenotomumの7種が

知られ ，最も重要な栽培種はS. tuberosumであり，亜種としてsubsp. tuberosum 

およびsubsp. andigenaが含まれる。このうち世界中 で栽培されているのは，

4倍体のS. tuberosum subsp. tuberosum のみである。S. tuberosum subsp. 

tuberosumは，16世紀末に南米大陸で採取されたS. tuberosum subsp. andigena 

を起源としてヨ ー ロッパに導入され， ヨ ー ロッパで長日適応型どなりS.

tuberosum subsp. tuberosumができたと考えられ ている (Howard 1970）。 その

後，S. tuberosum subsp. tuberos吻は18世紀にアメリカヘ導入された(Salaman

and Burton 1949)。アメリ、力では19世紀後半に新たにチリから導入された s.

tuberosum subsp. tuberosum が
‘Rough Purple Chili' として品 種化さ れ

(Goodrich 1863)，その後代として
‘

Early Rose'が育成された(Mendoza and 

Haynes 1974)。‘EarlyRose' はアメリカにおいて，非常に重要な 育種素材と

して利用された事から，北米の主要品種のほとんどは ‘

Rough Purple Chili' 

が起源となり， 遺伝的多様性が非常に 狭くなっている(Howard 1970; 

Mendoza and Haynes 1974 ) 。ヨ ー ロ ッ パ で は19 世紀に大発生した

Phytophthora infestansによる疫病の影響により，遺伝的多様性が著しく低下

し (Provan et al. 1999)， その後，‘RoughPurple Chili'の後代がヨ ー ロッパ

を含めて世界中に広まったことで(Plaisted and Hoopes 1989)，北米やヨ ー ロ

ッパを含めた 栽培種バレイショ(S. tuberosum subsp. tuberosum)の遺伝的多

様性は非常に狭い のが現状である（Mendoza and Haynes 1974)。
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日本の栽培種バレイショは，19世紀から20世紀にかけて欧米から導入さ

れた ‘ 男爵薯' (原名 ‘ Irish Cobbler'）や ‘ メイクイ ー ン ＇ （浅間1978)

が長年主要な品種となっており，‘Irish Cobbler' も ‘ Early Rose' の由来と

される(Salaman 1926)。‘男爵薯 ’ は日本のバレイショ育種の重要素材とし

ても用いられ，‘農林1号 ’ などの重要な品種が後代として育成されている。

日本のバレイショ品種系統についても，遺伝子解析を行なった結果，長崎県

育成品種を除いて，海外の品種系統の遺伝的多様性と比較して大きな差異は

なく，海外の遺伝的多様性の中に含まれる結果となった(Igarashi et al. 2019)。

これらから，日本のバレイショ育種も海外と同様に遺伝的多様性の乏しさが

課題となっており，これからの気候変動に対応するためには，積極的に近縁

種を育種の遺伝子プ ー ルに導入することで，変異の幅を大きくしていく必要

性が示唆されている(Hosaka and Sanetomo 2020a)。

気候変動は，人や動物を含めた社会環境に大きな影響を与え，直接的には

地表面の温度上昇や， 乾燥•干ばつ， 降水量の偏りなどが生じるとされる

(Trenberth 2005)。 そのため， 植物栽培においては， 病害を増加させる可能

性が考えられ(Luck et al. 2011)，生産性を著しく低下させる大きな要因とな

り得る(McCarthy et al. 2001)。気候変動による地球温暖化によって深刻な問

題となり得る病害の 一つとして，高温で発病が促進される青枯病が挙げられ

る(Patil et al. 2012)。

青枯病は植物病原性細菌の種複合体であるRalstonia solanacea.rum species 

complex (RSSC)による土壌病害である(Feganand Prior 2005; Safni et al. 2014)。

RSSCは， 水中， 土壌， 非宿主の根圏で長期間生存し， 潜在的に症状のない

宿主に感染することができる (Hayward1991)。 そのため， 一度圃場に侵入

すると，本菌を完全に除去することは難しく難防除病害となっている。本病
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害は， 宿主の根部表層に原因菌が定着して， 根の傷口などから侵入し，木部

導 管内を通って増殖する(Vasse et al. 1995 )。 そして， 木部導管内で

Exopolysaccharideを産生し，導管を詰まらせることで水分吸収を阻害し， 宿

主植物の急速な発育阻害や枯死を引き起こすとされる(Grimault and Prior 

1993)。

青枯病は，1896年に， バレイショ， トマトおよびナスにおいて病原性の

初めての報告があり(Smith 1896)， それ以降450以上の植物種を宿主とす

ることが報告されている(Hay�ard1994; Yabuuchi et al. 1995; Elphinstone 

2005; Karim and Hossain 2018)。 特に ， トマト， ナス， タバコ， バレイショな

どナス科作物に深刻な経済的被害を与える(Hayward1994)。 そのため， 青

枯病は学術および経済の面でも世界的に非常に重要である(Mansfield et al. 

2012)。 本病害の発生は温暖な気候を好むこと から， 熱帯， 亜熱帯および暖

温帯地域で多くの作物に影響を与えるが(Hayward1991)， アンデス高原な

どの冷涼な地域でも発生し，広範囲な地域で被害が報告されている(Fegan

and Prior 2005; Ravelomanantsoa et al. 2018)。また， 日本ではバレイショの重

篤な病害として知られている（成田1958; Katayama and Kimura 1984)。

RSSCは宿主範囲の違い (race: Buddenhagen and Kelman 1964)， 生理型の

違い (biovar: Hayward 1964)， 病原性関連遺伝子やハウスキ ー ヒ°ング遺伝子

などの複数の遺伝子における塩基配列の違い (phylotype: Fegan and Prior 

2005)，およびエンドグルカナー ゼ遺伝子における塩基配列の違い(sequevar:

Fegan and Prior 2005; Wicker et al. 2012)などによりさまざまに分類される

(Table 1)。Phylotypeによる分類は， マルチプレックスPolymerase chain 

reaction (PCR)により簡便に判定でき(Fegan and Prior 2005)， かつ地理的

分布と対応することから， 近年最も利用されている分類法である(Horita et 
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al. 2014)。 本手法によって RSSC は， I （アジア）， II （アメリカ）， III （アフ

リカ），およびIV （インドネシア他）の 4 つの phylotype に分類される (Fegan

and Prior 2005) (Table I)。 近年， ゲノム解析手法の発展により青枯病菌の全

ゲノム解析も行われており， 表現形質とゲノム配列情報に基づき， RSSC は

R. pseudosolanacearum, R. solanacearum, および R. syzygii からなる複合種で

あると提案された (Safni et al. 2014)。 これら 3 種と phylotype の対応は， R.

pseudosolanacearum (phylotype · I および phylotype III), R. solanacearum

(phylotype II), R. syzygii (phylotype IV) となり， さらに， R. syzygii は 3

つの亜種 (subsp. indonesiensis: subsp. syzygii, および subsp. celebesensis) に

類別される (Safni et al. 2014) (Table 1）。 これら 3 つの亜種のうち subsp.

syzygii は高木のチョウジを宿主としてスマトラ病を引き起こし， subsp.

celebesensis はバナナを宿主として blood 病を引き起こす。 青枯病を引き起

こすのは subsp. indonesiensis のみである (Safni et al. 2014, 2018) 。

日本における青枯病菌は， R. pseudosolahacearum (phylotype I)と R. syzygii 

subsp. indonesiensis (phylotype IV) が確認されている (Horita et al. 20 I 0)。 こ

れらは， biovar 3 と 4 (phylotype I) と biovar N2 (phylotype IV) に分けら

れる (Horita et al. 2010) 。 これらの検出地域は国内でも異なっており， biovar

4 と N2 は全国の広い地域で検出されているが， biovar 3 は， 長崎県及び沖

縄県の一 部地域でのみ検出されている (Horita et al. 2010)。 この中で， 国内

のバレイショ生産における青枯病の主要な原因菌となっているのは biovar

4 と N2 である (Katayama and Kimura 1984; 片山・木村 1986; Horita and 

Tsuchiya 2001; Horita et al. 2010)。 また， この 2 つのグル ー プは異なる時期

にバレイショから検出され， phylotype I (biovar 4) は主に日本の暖地では 9

月から 10 月初旬の高温期に， phylotype IV (biovar N2) は 10 月下旬から 11
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月に確認され(Katayama and Kimura 1984;片山・木村1986)， 発病程度が激

しい高温期に見られるphylotype I (biovar 4)が国内のバレイショ生産では

最も重要な菌株グルー プである可能性が示唆される。一方 ，これらバレイシ

ョヘの病原力は，菌株グルー プにより違いがあるとする報告(Suga et al. 2013) 

と， 違いがない報告（片山・木村1987;波部2016)があり， 評価された菌

株数が少ないこともあり， 判然としていない。

青枯病は典型的な土壌伝染性の病害であり， 一度汚染された土壌から病

原茜を完全に除去することは困難である。本病に対する防除法としては，こ

れまでに輪作(Adhikari and Basnyat 1998; Katafiire et al. 2005)， あるいは抗

菌植物を用いる方法や拮抗微生物を利用した生物的防除(Guo et al. 2004; Ji 

et al. 2005;大城ら2006;井川ら2008;Liu et al. 2013; Wachowska et al. 2013) 

が試みられている。 しかし， 効果が不安定で， 商業的なバレイショ生産では

あまり利用されていない。また，化学農薬による土壌消毒などが利用されて

いるが (Mamphogoro et al. 2020)， ほとんどの化学農薬は， 環境， 有益な微

生物， 土壌バイオマス， および人間に悪影響を及ぼす (Frank et al. 2002; 

Navarro et al. 2007; Rokunuzzaman et al. 2016)。

トマトにおいては， 糖含有珪藻土を用いた土壌還元消毒法が新たに確立

され，クロルヒ° クリンなどの化学農薬よりも圃場の深層に効果が期待できる

とされる（中保2019)。 国内のジャガイモ青枯病防除対策としては， 西南暖

地を中心として， 土壌くん蒸剤による土壌消毒，種芋消毒および高温期を避

けて種芋を植え付けるなど総合的な防除体系が主に導入されている（片山・

木村1987）。しかしながら，それらの方法もバレイショにおける青枯病の発

生を安定的に抑えることは難しく，気候変動による栽培に適した期間の短縮

化などで，連作が中心となる九州地域のバレイショ生産では大きな被害を及
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ぼしている。 一方，トマトやナスでは，新しい防除法として抵抗性台木を利

用した高接ぎ法が確立され（三木ら 2012; 鍛治原ら 2016; 中保 2021) ， 土

壌消毒法と組み合わせて生産現場で利用されている（野津・中保 2014; 鍛

治原ら 2016; 中保 2021）。 しかし， バ レイショの場合は， 台木を利用する

ことはできないため，抵抗性品種の利用が低コストであり，最も有効である

と考えられる (Elphinstone 1994; Patil et al. 2012; Horita et al. 2014; Muthoni et 

al. 2020) 。

20 世紀の初め に， 青枯病に耐性を持つバレイショ近縁種が確認され

(Salaman 1910) ， その後青枯病抵抗性系統の探索が行われてきている

(Thurston 1963; Sequeira and Rowe 1969; Rowe and Sequeira 1972; Sequeira 

1979; Jaworski et al. 1980; Tung et al. 1990a, 1990b) 。 しかし， 今まで青枯病に

対して完全な抵抗性を持つバレイショ系統は確認されておらず (Patil et al. 

2012; Huet 2014) ， 他のナス科植物であるトマトやナスにおいてもそのよう

な系統の報告はない (Lebeau et al. 2011; Aslam et al. 2017; Namisy et al. 2019; 

Kunwar et al. 2020) 。 青枯病抵抗性は， 複数の遺伝子により影響を受ける形

質であり (Elphinstone 1994) ， ジャガイモシスドセンチュウやジャガイモ Y

ウィルス抵抗性のような単一 遺伝子による支配ではない。このような複数の

遺伝子が影響を与える場合は，抵抗性遺伝子を集積させることで抵抗性の向

上が期待できる (Pilet-Nayel et al. 2017) 。

国内外において， バ レイショにおける青枯病抵抗性育種が行われてきた。

海外では， 1970 年頃から特に国際ポテトセンタ ー (International Potato Center, 

CIP) で精力的に行われてきた (Muthoni et al. 2020) 。 加えて， ブラジル， 米

国， ウルグアイなどでも抵抗性育種が試みられてきた (Schmiediche 1988; 

Quezado-Soares et al. 1997; French et al. 1998; Siri et al. 2009; Ferreira et al. 2017; 



Lopes et al. 2021; Andino et al. 2022) 。 バ レイショにおいて，栽培種 S. tuberosum

subsp. tuberosum でも青枯病に対して一 定の抵抗性を示す品種や系統が報告

されているが (Jaworski et aL 1980) ，多発している圃場や発病条件が整って

しまうと被害が拡大するため，より強度の抵抗性を持つ品種育成が必要であ

る (Patil et al. 2012) 。

これまでの青枯病抵抗性育種の主な方法は，近縁種で見出された抵抗性

を栽培種に導入するものである。青枯病抵抗性育種において世界的に利用さ

れている主な近縁種としては， S. phureja, S. commersonii, およびS. chacoense

などがある (Rowe and Sequeira 1972; Kim-Lee et al. 2005; Lopes et al. 2021;

Andino et al. 2022) 。近縁種由来の抵抗性を栽培種に導入する際には，普通交

配に加えて細胞融合も利用されている (Laferriere et al. 1999; Fock et al. 2000,

2001; Chen et al.2013) 。さらに，遺伝子組換え技術により，シロイヌナズナ

の elongation factor-Tu (EFTu) receptor 遺伝子をバレイショの商業品種に導

入することで，高い抵抗性を持つ系統が育成されている (Boschi et al. 2017;

Fort et al. 2020; Dalla-Rizza et al. 2022）。この遺伝子は，細菌が植物体内へ侵

入した際に病原体関連分子パタ ー ンや内因性エリシタ ーを認知する機能が

あり (Kunze et al. 2004) ， トマトにおいても遺伝子組換え技術でこの遺伝子

を導入することで青枯病抵抗性の向上が確認されている (Lacombe et al.

2010 ）。しかし，ヨ ーロッパや日本においては，遺伝子組み換え植物の栽培

には規制があり，商業的な利用は難しく，少なくとも国内の抵抗性育種では，

普通交配が今後も主たる育種方法になると考えられる。

国内では，長崎県を中心としてバレイショにおける青枯病抵抗性育種を

普通交配で進めてきた。まずは，‘男爵薯 ’ の後代である ‘ 農林 1 号 ＇ が 1943

年に育成され（田口 1943) ，高い青枯病抵抗性を示すことが確認されたため，
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抵抗性育種素材として利用された。青枯病が多発する西南暖地では春と秋の

二期作が主体であるため， イモの短休眠性が必要であるが， ‘農林l号 ＇ は

休眠が長いため， ‘農林1号
’ の後代として西南暖地向けの抵抗性品種

‘

タ

チバナ ＇ と ‘ ウンゼン ＇ が育成された。 その後， ‘ウンゼン ＇ を花粉親とし

て抵抗性品種
‘

チヂワ
＇

が育成され， さらにその後代として， ‘ 農林1号'

と比較して同等以上の抵抗性を示す ‘ メイホウ ＇ が 1986 年に育成された（片

山・木村 1987; 沢畑ら 1987）。 しかし， これら抵抗性品種でも，青枯病の多

発圃場では発病を抑制することが難しく，さらなる高い抵抗性を持つ品種の

育成が必要であった（片山・木村 1987) 。

強度の抵抗性を示す品種育成に向けて，‘農林1号
’

由来の抵抗性に加え

て，国内で未利用の S.phureja, S. tuberosum subsp. andigena および S. tuberosum 

subsp. tuberosum の 3 つの遺伝資源からなる ‘ インカのめざめ'(森ら 2009)

が抵抗性育種に利用された。
‘

インカのめざめ ＇ は2倍体品種で， 圃場検定

において高い青枯病抵抗性を示し（森ら 2009) ， この青枯病抵抗性はアンデ

ス原産栽培 2 倍種 S.phureja に由来すると考えられた (Mori et al. 2015）。 そ

のため， これまでと異なる S.phureja 由来の抵抗性を新たに導入・集積させ

ることでより高い抵抗性品種を育成することを目的として，染色体倍加処理

により ‘ インカのめざめ ’

を4倍体として栽培品種
‘

サクラフブキ
＇

と交配

し， ‘西海 35 号 ＇ が育成された（Mori et al. 2012) 。 ‘西海 35 号 ＇

は高い青

枯病抵抗性を圃場検定で示し (Moriet al. 2012) ， この系統と ‘ 農林 1 号 ’ 由

来で一定程度の青枯病抵抗性を示す
‘

西海 33 号＇ を交配して
‘

ながさき黄金'

が育成された (Sakamoto et al. 2017) (Fig. 1) 。 ‘ながさき黄金 ’ は
‘

農林 1

号
’ と比較して高い抵抗性を示し (Sakamoto et al. 2017) ， 圃場検定において

バレイショ品種の中で最も高い青枯病抵抗性を示す。 しかし，完全な抵抗性

，

 



を示す訳ではなく，発病に好適な条件に遭遇すると罹病する (Sakamoto eta!.

2017) 。 加えて， Suga et al. (2013)は RSSC による接種試験を行い，‘ながさ

き黄金 ’ を含めた国内で育成された抵抗性品種は R. pseudosolanacearum に

対しては抵抗性を示すが， R. syzygii に対してば罹病性であることを報告し

ている。

これらから， 高い抵抗性を示す ‘ ながさき黄金 ’ を育成したものの， より

高い強度の抵抗性を持ち， R. syzygii に対しても高い抵抗性を持つ品種の育

成が必要とされる。 しかし， バレイショ栽培種は4倍体が主であり，4倍体

育種において複数の抵抗性遺伝子を集積させるのは，2倍体種での育種と比

較して非常に困難である (Hawkes 1990; Watanabe 2015) 。 加えて，•これまで

抵抗性系統の選抜は圃場検定に頼っている (Mori et al. 2015) 。圃場検定は供

試株数も限られ， 発病しやずい秋作の年1回に約 30 系統程度しか供試でき

ない (Table 2）。 さらに， 検定結果は環境条件に大いに左右されるために，

最低3回の反復が必要である。一方で， ジャガイモシストセンチュウ抵抗性

やジャガイモYウィルス抵抗性については， 高精度の選抜能力があるDNA

マ ー カ ーが開発されており (Mori et al. 2015) ， 系統選抜試験における約 500

系統を対象に検定が可能である (Table 2）。 このように， 抵抗性の評価が圃

場検定に限られる点が国内外の青枯病抵抗性育種における主要な制限要因

となっている (Mendoza 1988) 。

そこで， 本研究では， 室内で効率的に青枯病抵抗性を評価できる in vitro 

検定法を開発した（第1章）。 そして， 国内の青枯病菌によるバレイショヘ

の病原力について， in vitro 検定法で評価することにより， 5 つの病原力型

（病原型）に分けて，今後の抵抗性育種を行う上での指標を確立しようとし

た（第 2 章）。 第3 章では， バ レイショゲノムを網羅する一 塩基多型（Single
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nucleotide polymorphism, 以下SNPと称する）マ ー カ ー を用いた高密度連鎖

地因を作成して， 国内の青枯病抵抗性の主要な供給源である ‘ 西海35号'

由来の青枯病抵抗性について量的形質遺伝子座(Quantitative trait locus, 以

下QTLと称する）分析を行なった。その結果見出された複数QTLについて

その集積効果を明らかにしようとした。さらに第4章では，国内の青枯病菌

グループを代表する3菌株に対して，2段階の温度条件下における ‘ 西海35

号 ’ 由来の青枯病抵抗性についてQTL分析を行い，各QTLの菌株特異性や

温度依存性を明らかにしようとした。 第5章においては， 前章で主働QTL

として第6番染色体に同定されたPBWR-6bに連鎖する2種類のDNAマ ー

カ ー を開発し，2倍体および4倍体における選抜マ ー カ ーとして の有効性を

明らかにし， 他の主要な病虫害抵抗性DNAマ ー カ ーと同時に検定できるマ

ルチプレックスPCR技術を開発した。これらの知見に基づき総合考察では，

本研究で開発したin vitro検定法および新規に見出した抵抗性QTLの育種

的意義を明らかにし， 今後の青枯病抵抗性育種の方向性について議論する。

II 



卜

Table 1 Classification of the Ralstonia solanacearum species complex 

Speicies' R. pseudo- R. so/anacearum R. pseudo-

so/anacearum so/anacearum 

Phylotypeh I II III 

Originated areab Asia America Africa 

Sequevar" 12-18,31,34,44- 1-7, 24-28, 35, 36, 19—23, 29, 42, 43, 

48, 54, 55, unknown 38--4I, 50—52, 49 

unknown 

Biovar" 3, 4, 5, N2 1, 2, N2 l,N2 

Raced 1,4, 5 1, 2, 3 not identified 

Disease' Bacterial wilt Bacterial wilt Bacterial wilt 

'Based on the report of Safui et al. (2014)
― 

bBased on the reports of Fegan and Prior (2005) and Safui et al. (2014) 

R. ;yzygii subsp.

indonesiensis syzygii celebesensis 

IV IV IV 

Asia and Australia Indonesia Indonesia 

8—11, unknown ， 10 

l,2,N2 

3, not identified 

Bacterial wilt Sumatra disease of Blood disease of 

clove banana 

'Based on the reports of Fegan and Prior (2005), Hong et al. (2012), Horita and Tsuchiya (2012), Wicker et al. (2012), Waki et al. (2013), Gutrra et al. (2017), and 

Jiang et al. (2017) 

•Based on the reports of Horita and Tsuchiya (2012) and Horita et al. (2014)

'Based on the reports ofSafui et al. (2014, 2018) 
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Fig. 1 The pedigree of Nagasaki Kogane 
Varieties and breeding lines in bold-lined boxes show a certain level ofresistance to bacterial wilt by field tests(Katayama and Kimura 1987; 
Sawahata et al. 1987; Mori et al. 2009, 2012; Sakamoto et al. 2017). 
*Bacterial wilt resistance not evaluated by field test



Table 2 Process of potato breeding in double cropping 

Year Season Breeding stage No. of plants/ 

replicates 

Spring Crossing 

Fall Seedling selection Ill 

2 Spring First clonal selection Ill 

Fall Line selection 8/1 

3 Spring Preliminary yield trial 30/1 

Fall Yield trial 40/3 

4 Spring Yield and adaptability 40/3 

tests 

Fall Yield and adaptability 40/3 

tests 

5 Spring Yield and adaptability 40/3 

tests 

No.of Note (traits for selection, etc.) 

genotypes 

Cross with a genotype possessing potato cyst nematode resistance (HJ) at least in 

one of parents, and obtain approximately 300,000 hybrid seeds per season. 

14000 Tuber shape aud flesh color. 

7000 Maturity, growth characteristics, tuber shape, size, and eye depth, and stolon 

length. 

500 Maturity, growth characteristics, tuber shape, size, and eye depth, stolon length, 

and starch content. Disease and pest resistance by DNA marker assays. 

50 The same traits as done in the line selection. Field evaluation for disease and 

insect resistance (approximately 30 lines are evaluated for bacterial wilt resistance 

every year). Cooking tests. 

10 Evaluation and selection for grow出characteristics, yield potential, starch content, 

cooking characteristics, processing quality, and field evaluation of disease and 

insect resistance, which are carried out up to year 6. 

5 Conducted in multiple prefectures where dissemination is envisaged, and carried 

out up to year 5. 

5 As above 

5 As above 



Table 2 Continued 

Year Season Breeding stage No. of plants/ No. of Note (traits for selection, etc.) 

Fall 

replicates 

Yield and adaptability 40/3 

tests 

6
 

Spring . Yield and regional 

adaptability tests 

Fall 

7
 

Yield and regional 

adaptability tests 

New cultivar 

genotypes 

5 As above 

40/3 

40/3 

3

3
 

Conducted at farmer fields in the main production areas in Nagasaki Prefecture, 

where dissemination is envisaged. 

As above 

1

5
 



第1章

バレイショにおける青枯病抵抗性に対する in vitro 検定法の開発

諸言

国内における青枯病抵抗性系統の選抜は， 青枯病汚染圃場において候補

系統を栽培して評価・実施している(Mori et al. 2015）。 しかし， 気候の変動

や圃場内の菌の分布が不均 ーであるため，評価を複数回繰り返す必要があり，

検定地域や時期は青枯病が発生しやすい西南暖地の秋作に限られ，評価に多

大な時間と労力がかかる。一方で， グロ ー スチャン バー を用いて制御された

環境での試験により， より再現性の高い結果が得られると報告されている

(Gonzalez et al. I 973)。 バ レイショの葉齢が青枯病に対する抵抗性の程度に

影響することから(Gonzalez et al. 1973), Montanelli et al. (1995)は， 試験管

内で培養した均 ー な植物体を，青枯病菌を接種したプラスチックトレイに植

える方法を開発した。 しかし， この方法は， グロ ースチャン バーの広いスペ

ースを必要とし， 試験中に他の菌株による汚染にも注意を要する。

そこで本研究では，無菌培養植物を試験管内で維持し，均 ーに増殖した植

物体を，無菌条件下の試験管内で評価できるよう，抵抗性個体と罹病性個体

を区別するために最適な接種濃度， 接種時期（葉齢）， 接種後の培養温度を

明らかにすることにより，青枯病抵抗性を試験管内で評価する方法を開発し

ようとした。

材料および方法

植物材料およぴ培養条件
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まず， 青枯病抵抗性を有するバレイショ育成系統である ‘ 西海 35 号'

(Mori et al. 2012) および罹病性の米国育成品種である ‘

Kennebec'(Jaworski

et al. 1980) を用い， これら 2 つの品種系統を区別するための最適条件を検

討した。次に，決定された最適条件を用いて， 圃場検定において圃場抵抗性

の程度が判明している以下のバレイショ品種系統を評価した。抵抗性程度

「強」品種として ‘ながさき黄金 ’ と ‘ 農林 1 号', 抵抗性程度「中」品種

として ‘ ニシュタカ ＇ と ‘ さんじゅう丸', および抵抗性程度「弱」品種と

して ‘ アイユタカ ＇ と ‘ デジマ' (Mori et al. 2012; Sakamoto et al. 2017) を

使用した。これらの品種は，時期は異なるが， 長崎県農林技術開発センタ ー

の同じ無防除圃場で少なくとも5年間抵抗性を評価したものである。 この

無防除圃場では， RSSC の R. pseudosolanacearum (phylotype I) と R. syzygii

(phylotype N) が混在している。試験に供試するすべての品種は in vitro で

維持され， 2％のショ糖を含む Murashige and Skoog (MS) 培地 (Murashige

and Skoog 1962) 上で定期的に増殖された。検定培地は，ガラス管 (40mmx130

mm) 中に 30 ml のバーミキュライトと 20 ml の MS 液体培地を入れオ ー ト

クレー ブ滅菌したものである。 頂点から 3~4 枚の葉を持つ培養植物片を切

り取り， 検定培地に移植し， RSSC 菌株を接種するまでグロ ースチャンバー

内で培養した。培養条件は， 3,000~4,000 Ix で 16時間明期， 8時間暗期， 20°c

の恒温であった。

接種試験

R. pseudosolanacearum の MAFF327001 株 (phylotype I/ biovar 4) (Horita et

al. 2010; Suga et al. 2013) を接種に使用した。 この菌株は， 日本で最も青枯

病の発生が問題となっている長崎県内の圃場において青枯病に感染したバ
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レイショから分離されたものである (Horita et al. 2010) 。 本菌株を 2,3,5-

triphenylte trazolium chloride (TTC) 培地 (Kelman.[954) にプレー ティングし，

病原性の指標である白色流動 コ ロニ ー から分離した細菌をカザミノ酸ペプ

トングルコ ー ス (CPG) 培地 (Hendrick and Sequeira 1984) に入れ， 30℃条

件下において振 とう器で1日間振とうして増殖させた。菌体濃度は，滅菌水

で希釈し， 600nm の光学濃度 (Opticaldensity, OD) を測定することにより

求めた。 0D6oo が 0.1 であれば， コ ロニ ー 形成単位 (Colony forming unit, CFU) 

で l.13x108 CFU ml"1 に相当した。 本試験は in vitro 条件であるため， 接種菌

濃度は接種当初は異なっていてもいずれ一定になると考えられる。このため

接種する菌濃度は大きく異なる lxl02 と 1x108 CFu ml-1 の 2 種類を設定し

た。接種時の植物体生育期は葉齢 4~5 枚（移植後 1週間培養）と葉齢 6~8 枚

（移植後2週間培養）の2種類を設定した。 接種は，1 m]の細菌懸濁液を

検定培地のバ ー ミキュライトに注入した。長崎県で青枯病が多発する秋作の

植え付け時の地温は約 28°C (Katayama and Kimura (984) であり， バレイシ

ョの栽培適温は 10°C~23°C （栗原ら 1963) であるため， 培養温度は， ジャ

ガイモ最適生育温度の上限に近い 24°c と， 地温に相当する 28°Cに設定し，

菌株の接種後，直ちに植物を 24°cまたは 28°Cのインキュベ ー タ ーに移した。

10 個体を 1 反復として， 各品種につき 3 反復行った。

発病評価

接種後 20 日目に目視で発病度を発病指数 (Disease index, DI) として評

価した。 DI は， 葉と茎に分けて， 0 （症状なし）， 1 （葉または茎が 25％まで

萎凋症状有り）， 2 (26~50％の萎凋症状有り）， 3 (51~75％の萎凋症状有り），

および 4 (76~100％の萎凋症状有り）とした (Fig. 2) 。
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データ解析

平均 DI を， 葉については葉病指数 (Leafdisease index, LDI) として， ま

た茎については茎病指数 (Leaf disease index, SDI) として個別に求めた。‘西

海 35 号 ’ と ‘

Kennebec' の品種系統間差は， Mann-Whitney U検定を用いた。

LDI と SDI の平均値に影饗を与える因子を接種菌濃度，バレイショの葉齢，

接種後の培養温度とし， 三元配置分散分析でその影響を調べた。 LDI と SDI

の品種間差は Tukey 検定で検討した。 統計学的検定はすべて Rcmdr パッケ

ージ (Fox 2005) version 3.3.3. (R Core Team 2017) を用いた。

結果

最適な検定条件の検討

最道な検定条件を決めるため， 罹病性を示す ‘

Kennebec' と圃場抵抗性

と評価されている ‘ 西海 35 号 ’を in vitro で接種し， 接種時の植物体生育期

（葉齢 4~5 枚 VS 葉齢 6~8 枚）， 接種後の培養温度 (24°C VS 28 °C) および接

種菌濃度 (lxl02 vs lxl08 CFUmJ-1) それぞれ 2 段階の違いが， 葉 (LDI) ま

たは茎の発病指数 (SDI) に与える影瞬を比較した (Table 3) 。 なお， 対照区

として滅菌水を接種した場合， LDI は 0.00-0.30 となり， SDI は 0.00 となっ

た。

条件によって異なるが，‘西海 35 号 ’ の平均発病指数は LDIで 0.30-1.53,

SDI で0.00-1.13 であったのに対し， ‘Kennebec' のそれは LDI で 0.60-3.20,

SDI で 0.40-3.03 となった (Table 3) 。 16 処理区中 15 処理区において，‘西

海 35 号 ’ の平均発病指数は ‘

Kennebec' のそれよりも低かった (Table 3) 。

6~8 葉期に接種して培養温度 24°Cの場合のみ，‘西海 35 号 ＇ は ‘

Kennebec'
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よりも LDI がわずかに高かったが統計的有意差は認められなかった。‘西海

35 号 ’ と ‘

Kennebec' の発病指数間での有意差は， 常に培養温度 28°Cのと

きに得られた。培養温度 24°cでは，葉齢 6~8 枚／102 CFUmJ·1 の試験区で SDI

のみが有意差を示した。分散分析の結果，培養温度は分散に影響を与える最

も重要な因子であることが示された (Table 4) 。F値が示すように， 培養温

度は ‘ 西海 35 号 ’ よりも ‘

Kennebec' により大きな影響を与えた。 接種時

期（葉齢）と接種菌濃度は，‘西海 35 号 ’ の SDI にのみ影響を与えた (Table

4) 。 以上の結果から， 青枯病抵抗性に基づき 2 品種を識別する最適条件は，

6~8 葉の小植物体に菌濃度 IxJ02 CFUml
ー1 で接種し，培養温度は 28°Cであつ

た。

In vitro検定の評価精度の検証

圃場での抵抗性程度が既知の品種における 6~8 葉期の培養植物体に 1 X 102 

CFU ml'1 濃度の青枯病菌を接種し， 接種後の培養温度を 28°Cとして試験管

内で抵抗性程度を検定した (Fig. 3) 。 抵抗性品種である ‘ながさき黄金',

‘西海 35 号',‘メイホウ', および ‘ 農林 1 号 ＇ は SDI が 0.43~0.80 で低

＜ 罹病性品種である ‘ アイユタカ' ， プンマ', および ‘

Kennebec' は

SDI が 2.17~2.80 で高かった。 抵抗性程度が「中」である ‘ ニシュタカ ’ と

‘さんじゅう丸 ＇ は中程度の SDI (1.37~1.60) を示した。抵抗性程度が「中」

の品種における LDI は中位でないものもあったが， 抵抗性品種と罹病性品

種の LDI の差は有意であった。

考察

青枯病菌接種後の培養温度は， 抵抗性品種と罹病性品種の区別に最も重
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要な因子であった。 加えて， 菌接種時の葉齢もバレイショ (Gonzalez et al.

1973) およびトマト (Nakaho et al. 1996) において青枯病抵抗性に大きく影

響を与えることが報告されている。 したがって， 6~8 葉齢の培養植物体に

Jx!02 CFUmi•1 の菌濃度で接種し，接種後の培養温度を 28°Cに設定すること

が， in vitro 検定での最適な試験条件であることが明らかとなった。 この最

適条件下で， 圃場検定での抵抗性程度が既知のバレイショ品種について in

vitro 検定で評価した結果， 圃場の抵抗性程度 (Mori et al. 2012; Sakamoto et

al. 2017) と in vitro 検定の抵抗性程度は， 特に茎上の発病評価 (SDI) で高

い相関性を示した (Fig.3) 。 バレイショの品種によっては， 滅菌水を接種し

た対照区で葉に僅かであるが萎凋が確認されたため， 茎 (SDI) での評価で

より安定した結果が得られるものと考えられる。

圃場では， 根と微生物が複雑に相互作用する根圏域の生物群集が植物の

生産性や病害抵抗生に影響を与えている '(Chaparro et al. 2012）。一方， in vitro

で生育する植物は非常に小さく，水耕栽培の条件下で生育するため，その抵

抗性程度が圃場環境下で必ずしも反映されないかもしれない。 しかし， in

vitro 検定はいつでも実施可能であり， 圃場検定の再現性に影響を与えがち

な環境要因を排除することができる。また，全ての工程を閉鎖環境で行うた

め， 遺伝子組換え植物でも実施可能である。 同 一圃場で， RSSC の異なる菌

株の病原性を評価するこ 9とはほとんど不可能であるが， in vitro 検定を用い

れば，異なる系統の RSSC に対する抵抗性を一対一の関係で明らかにするこ

とが可能である。青枯病に対する適切な抵抗性検定法の欠如は， バレイショ

育種における制限要因の一つである (Mendoza 1988) 。 最低 3 年は必要とす

る現状の圃場検定と比較して， in vitro 抵抗性検定法は， 植物を事前に試験

管内で培養する必要はあるものの，青枯病抵抗性個体の効率的な選抜を可能
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にするものと考えられる。

以上に述べたように， 本研究では青枯病に対する抵抗性の試験管内検定

法が開発された。本法は，圃場での評価に比べ，比較的簡便で再現性が高く，

育種選抜への利用のみならず，異なるRSSC菌株の病原性評価など広く応用

できると考えられる。
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Fig. 2 Potato plants (cv. Kennebec) grown in vitro 20 days after inoculation with a strain of Ralstonia pseudosolanacearum 
(M紅F327001, phylotype 1/biovar 4) in glass tubes. Caps were removed for photography. The criteria for the 0-4 scale stem disease 
indices (SDI) shown from left to right; O = no symptoms, 1 = up to 25% of stem areas wilted, 2 = 26-50% wilted, 3 = 51-75% wilted, 
and 4 == 76-100% wilted 



Table3 Disease indices, shown as the plot means士standard errors among three replicates, obtained by in vitro assay for a resistant potato clone, Saikai 35, and a 

susceptible potato variety, Kennebec 

Inoculation timing Inoculum Incubation Leaf disease index(LDI) Stem disease index (SDI) 

concentration temperature Saikai 35 Kennebec Significance Saikai 35 Kennebec Si帥ificance

I week after !02CFUmI-1 24 °C 0.80士0.15 1.17士0.19 0.17士0.09 0.77士0.32

transplanting 28 °C 1.53士0.39 3.07士0.12 ＊ 0.90士0.36 2.57士0.12 ＊ 

(4-5 leafage) 108 CFUmI·1 24 °C 0.87士0.38 1.67士0.32 0.47 土 0.23 1.13士0.38

翌
28 °C 1.33士0.24 3.13 土 0.32 ＊ 1.13士0.18 3.03士0.38 ＊ 

2 weeks after 102 CFUmI·' 24 °C 0.30士0.10 0.77士0.24 0.00士0.00 0.60士0.30 ＊ 

transplanting 28 °C 0.97士0.27 3.07士0.32 ＊ 0.43 土 0.13 2.33士0.20 ＊ 

(6-8 leaf age) 108CFUmI-1 24 °C 0.87士0.07 0.60士0.23 0.10 土 0.10 0.40士0.17

28 °C 1.20士0.23 3.20士036 ＊ 0.90士0.12 2.93 土 0.19 ＊ 

*, significantly different between Saikai 35 and Kennebec at p<0.05 by Mann-Whitney U test 



Table 4 Three-way factorial analysis of variance for ba:cterial concentration (cone.), inoculation 

timing (leafage), and incubation temperature (temp.) on disease index 

Disease index Gen_otype. 

Leaf (LOI) Saikai 35 

Kennebec 

Stem (SDI) Saikai 35 

Kennebec 

Source of variation 

Cone. 

Leafage 

Temp. 

Cone. x Leaf age 

Cone. x Temp. 

Leaf age x Temp. 

Cone. x Leaf age x Temp. 

Cone. 

Leafage 

Temp. 

Cone. x Leaf age 

Cone. x Temp. 

Leaf age x Temp. 

Cone, x Leaf age x Temp. 

Cone, 

Leafage 

Temp. 

Cone. x Leaf age 

Cone. x Temp. 

Leaf age x Temp. 

Cone. x Leaf age x Temp. 

Cone. 

Leafage 

Temp. 

Cone. x Leaf age 

Cone. x Temp. 

Leaf age x Temp. 

Cone. x Leaf age x Teni.p. 

df F value 

0.8621 

2.7931 

9.3879** 

1.6897 

0.6983 

0.0776 

0.0086 

0.4794 

3.3034 

115.1760*** 

0.6067 

0.03 

3.9625 

0.9064 

4.5756* 

5.7521 * 

26.2227*** 

0.0042 

0.3403 

0.105 

0.7101 

2.5073 

2.5073 

104.6172*** 

0.3095 

1.3352 

0.5293 

0.8077 

*,** and••• indicate significant differences atp<0.05, 0.01 and 0.001, respectively. 
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Fig. 3 Disease indices in nine genotypes (highly resistant, Nagasaki Kogane, Saikai 35, Meiho, and Norin I; medium, Nishiyutaka and 
Sanjyumaru; susceptible, Aiyutaka, Dejima, and Kennebec) after inoculation with a strain of Ralstonia pseudosolanacearum (MAFF32700 I, 
phylotype 1/biovar 4). The error bars indicate the standard error values (n-3). Different letters indicate significant difference(p＜0.05) according 
to Tukey test. 



諸言

第2章

本邦で採取された Ralstonia solanacearum species complex 

のバレイショに対する病原力の差異

日本では， バレイショに感染するRSSCには2つのphyloty pe (Iと1V)ま

たは3つのbiovar (N2, 3,および4)が確認されている(Horita et al. 2010)。

phylotype 1V (R. syzygii subsp. indonesiensis)は日本， 韓国， フィリヒ°ン， イ

ンド，インドネシア， およびオ ー ストラリアから報告されており(Feganand

Prior 2005; Villa et al. 2005; Jeong et al. 2007; Horita et al. 2010; Sagar et al. 2014),

同じ圃場でphylotype I (R. pseudosola�acearum)と共存することも確認され

ている(Katayama and Kimura 1984;片山・木村1986)。RSSC のバレイショ

に対する病原性については，phylotypeによって異なる事例(Suga et al. 2013) 

と， 同じとする事例（片山・木村1987;波部2016;Sharma et al. 2021) が報

告されており，phylotypeの違いによる病原性について判然としておらず，

抵抗性育種を進める上で混乱を招いている。

青枯病の発病程度は，環境や圃場条件に大きく影響され，特定の青枯病菌

株に対する抵抗性を圃場試験で正確に評価することは困難である。バレイシ

ョ育種家は菌株別の抵抗性 よりも圃場での実質的な 抵抗性に頼らざるを得

ない が，これ は日本ではRSSC 菌株毎のバレイショ ヘの病原性が明らかにさ

れていな いことが要因の一つであると考えられる。

そこで，本研究では，phylotype IとIVを含む広範囲のRSSC株に対して個

別に抵抗性 程度 を評価できるin vitro検定法を用いて， 日本のバレイショか
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ら分離したさまざまな RSSC 菌株について， 2 つの温度水準での抵抗性品種

と罹病性品種に対する病原性を評価しようとした。

材料および方法

植物材料および培養条件

抵抗性個体としてバレイショ育種系統
‘ 西海 35 号', および罹病性個体

として品種
‘

アイユタカ
＇

の培養植物体のシュー トを， 第1章の記載に従

って， 滅菌されたバーミキュライトと液体 MS 培地 (Murashige and Skoog 

1962) を含む in vitro 検定培地で培養し生育させた。 培養条件は， グロ ー ス

チャンバーで 20°C, 3000~4000 Ixの明度で 16 時間日長とし， 2 週間培養し

た。

接種試験

青枯病菌株として， 日本産バレイショの感染植物体から分離され， 堀田 ・

土屋 (2012) により特徴づけられた 26 株の RSSC を用いた (Table 5) 。 これ

らは， R. pseudosolanacearum (phylotype 1/biovar 3, ないし phylotype 1/biovar 

4), または R. syzygii (phylotype IV/biovar N2) に分類されている (Table 5) 。

第1 章の記載と同様に， TTC 培地 (Kelman 1954) 上の白色流動コロニ ーか

ら分離した細菌を， CPG 液体培地 (Hendrick and Sequeira 1984) 中で 30°c,

1日間振とうさせて増殖させた。 その後， 遠心分離により菌体を沈澱物とし

て回収し， 菌体濃度が 102 CFUml汀こなるよう蒸留水で調製した。 この細菌

懸濁液 1ml を in vitro 検定培地に灌注接種した。

バレイショは圃場へ植え付け後 30 日間の日平均気温が 23°c以下であれ

ば， 青枯病の発生は有意に減少するため（片山・木村 1987) ， 接種後の温度
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条件は 23°cより高い 24°cおよび 28°Cに設定した。各温度条件において品種

系統当たり29 または 30 個体の 6~8 葉齢の培養植物体を反復供試した。 接

種後20 日目に目視で発病度を評価した。

発病評価

発病指数は，各個体の葉について第 1 章と同様に， 0 （症状なし）， 1 (0~25% 

まで萎凋症状有り）， 2 (26~50％の萎凋症状有り）， 3 (51~75 ％の萎凋症状有

り）， および 4 (76~100％の萎凋症状有り）の 5 段階で評価し， 反復植物の

平均を各品種系統の発病指数 (Disease index, DI) とした。

データ解析

R パッケ ー ジ Rcmdr (Fox 2005) を用いて， 供試菌株に対する
‘
西海 35

号 ’ と ‘アイユタカ ’ のDI から ， バ レイショ品種と接種後培養温度を変動

因子とする二元配置分散分析 (Two-way ANOVA)を実施した。 加えて， 各

接種後培養温度における両品種の DI を比較するため Welchの t 検定を行っ

た。 さらに， R version 3.3.3 (R Core Team 2017) を用いて，階層的 (Ward 法）

および非階層的 (K-means 法）クラスタ ー分析によりRSSC 菌株を分類した。

非階層的クラスタ ー分析では， R パッケ ー ジ cluster (Maechler et al. �021) 

の clusGap 関数を用いて， 100 ブ ー トストラップで Gap 統計 (Tibshirani et al. 

2001)によりk=l から k=IO まで任意性のない最適クラスタ ー 数を決定した。

結果

培養温度 24°cにおけるRSSC 26 菌株の平均 DI （土標準誤差）は，‘アイ

ュタカ ’ では 2.06土0.23 で，‘西海 35 号 ’ では 1.33 士 0.21 であり， 14 菌株
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では ‘ 西海 35 号 ’ の方が 5％水準で有意に低かった。 また， 培養温度 28°C

の平均 DI は，‘アイユタカ ’ では 2.50土 0.17 で，‘西海 35 号 ’ では 1.64 士

0.15 であり， 17 菌株では ‘ 西海 35 号 ’ の方が 5％水準で有意に低かった。

このうち，いずれの培養温度でも DI が ‘ 西海 35 号 ’ で有意に低かったの

は 11 菌株であった (Table 6) 。 Two-way ANOVA の結果によると， 培養温度

は 26 菌株中 22 菌株で有意に寄与しており， 病原力は温度に敏感であるこ

とが示唆された。

Gap 統計に基づくクラスター 分析では， K-means 法で最適なクラスター数

は 5 と考えられた (Table 6）。 一方， 階層型クラスタ ー分析である Ward 法

を用いると， 5 つのクラスターに分けた場合， K-means 法による結果と同じ

菌株群に分類された (Fig. 4）。したがって，供試した 26 菌株は， 5 つの病原

型 (Pathotypes A~E) として分類するのが妥当と考えられた。 病原型 A に属

する 5 菌株は， 両品種の DI において培養温度 24°cで低く (DI<l.O), 28°C

では高く， 特に ‘ アイユタカ ＇ で高かった。 Two-way ANOVA の結果を見る

と，培養温度の違いが大きく影響を及ぼしており，本病原型は温度変化に影

響を受け，温度が高くなると病原性が高くなる傾向にあることが示唆された。

病原型Bに属する 6 菌株は， 培養温度 24°cと 28°Cの両温度で，いずれの品

種の DI もほとんどが 2.0 未満と比較的低かった。 病原型Cに属する6菌株

は，‘西海 35 号 ’ の DI は 28°C より 24°cで低く，‘アイユタカ ’ では 24°cお

よび 28°Cのいずれでも DI>2.0 の高い病原力を示した。したがって， 24°cに

おける品種間の DI には大きな差があり， Two-way ANOVA では 6 菌株すべ

てにおいて品種の違いが有意な要因であることが示された。 また，‘アイユ

タカ ’ では温度感受性が低く，‘西海 35 号 ’ では温度感受性が高いため，多

くの菌株で交互作用が有意になる傾向が見られた。 病原型Dに属する5菌
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株は，両培養温度で両品種のほとんどがDI>2.0と比較的高く，‘西海35号'

に比べ ‘ アイユタカ ’ に対して概ね高い病原力が認められた。 病原型Eに

属する4菌株は， 両品種とも28 °Cより24°Cの方が DI>2.0と高く，さらに

24°Cでは ‘ アイユタカ ＇ と ‘ 西海35号’ の反応性に差が見られなかった。

Ward法によると，類別した 5つの病原型は， 病原型AとB,および 病原型

C, D,およびEの 2つに大別され，さらに病原型C,D,およびEでは，

病原型DとEで類似性が高かった(Fig.4)。

これら 5つの病原型による苗株の分類を， 従来の分類と比較すると，

phylotype Iに分類される菌株はすべての病原型から見出されるが，特に病原

型C, D,および Eに属する菌株は1例を除くすべてがphylotypeIであった

(Table 6)。Phylotype Iはさらにbiovar 3および4に類別される。病原型E

の菌株はすべてbiovar 3であった。病原型Aにはphylotype Iが1菌株含ま

れ，それはbiovar4であった。その他の病原型にはbiovar 3と4の両方が含

まれていた。Biovar4の菌株はすべてsequevar 15であったが，biovar 3 の

sequevarは少なくとも4種類が識別されている(Table6)。Phylotype 1Vは，

すべてbiovar N2, sequevar 8,およびrace3で共通の特徴を持っていたが，

4菌株は病原型A,3菌株は病原型B,そして残り1菌株は病原型Cに含ま

れていた(Table6)。

供試した菌株は，沖縄県，鹿児島県
，

および長綺県で採取されたもので，

病原型Eに類別された4菌株はすべて長崎県で採取された。その他の病原

型は複数県で採取された菌株が含まれていた(Table7)。

考察

供試した26菌株は，phylotypeの違いからR. pseudosolanacearum (phylotype 
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I)に属する18茜株と ， R. syzygii (phylotype IV )に属する8菌株であり，

これをin vitro条件下で抵抗性系統 ‘ 西海35号 ＇ と罹病性品種 ‘ アイユタ

力 ’ に接種し， 24°Cおよび28°Cの培養条件で青枯病の発病程度を調査した

結果， これら は5つの病原型に類別することが妥当と考えられた 。

Phylotype Iに属する菌株は5つの病原型すべてに見られたが， 主に病原

型C, D, およびEに属しており，biovarおよびsequevarにおいても多様性

が見られた(Horita et al. 2014) (Table 5)。 一方， Phylotype IVに属する菌株

は病原型D と E にはなく， また， DNA指紋解析で同 一 のDNA型であり

(Horita et al. 2010)，宿主範囲もより限定されることから(Suga et al. 2013), 

phylotype I と比較して遺伝的多様性が低いと考えられる 。

バレイショ品種系統に対するRSSCの病原力は， 同じbiovarやphylotype

でも菌株によって病原力が異なることがあり(French a nd De Lindo 1982; 

Kata y am a  and Kimura 1987; Tu ng et al. 1990)， 本研究でも同様に ， 病原型は

phylotypeやsequevarの違いと完全に一 致することはなかった。 バレイショ

とゲノムの相同性が高いトマトでは(Frary et al. 2016 )， 青枯病抵抗性に関

する2つの主要なQTL (Bwr-6とBwr-12)が検出され， 第6番染色体に座

乗する Bwr-6 は phylotype I と II の両方に対して幅広い抵抗性を付与する

が， 第1 2番染色体に座乗するBwr-12はphylotype I のみに抵抗性を付与す

る(Wanget al. 2013; Shin et al. 2020)。 同一のphylotypeであっても， バ レイ

ショ品種系統によっては異なる病原性が報告されている(Suga et al. 2013)。

Suga et al. (2013)によって， ‘ 西海35号 ＇ はphylotypeIV株に罹病性である

と報告されているが， 本研究では病原型Aのphylotype IV株に対して28°C

で培養すると3菌株でDI>2.0となり罹病性となるが，病原型Bのphylotype

IV株に対してはいずれの培養温度でもDI<2.0であり抵抗性を示した(Table
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6)。‘西海35号 ＇ は，phylotype IとWが混在する圃場で選抜された系統で

あることから，phylotype IVは病原型Bに属するものであ った可能性が考え

られた。

以上に述べたように， バ レイショの青枯病抵抗性育種における接種菌株

は， 単純な分類(phylotypeやbiovar)だけではなく，病原型による識別が重

要であると考えられる。また，菌株の病原性は宿主となる品種系統によって

異なり，同 一菌株を異なる品種に接種した場合，病原型が変化する可能性が

ある。したがって，菌株の病原型を決めるため には，広く普及しているよう，

な品種， または主要な交配母本である抵抗性品種系統を基準宿主とし，in

vitro検定を用いて，複数の温度で評価を行うことが肝要である。一 方で，抵

抗性系統の選抜にあたっては，対象地域において発生している菌株の病原型

を的確に把握することが重要であると考えられる。例えば， 病原型Eに属

する菌株は長崎県でのみ採取され， 低温では ‘ 西海35号 ’ であっても発病

し秋作では発病期間が長くなると考えられる。このような地域では，病原型

Eに属する菌株を接種源として抵抗性系統を選抜することが望まれる。
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Table 5 The Ralstonia solanacearum species complex strains used in this study 

Strain' Phylotype Biovar Sequevar Race 

MAFF327048 I 3 14 

MAFF327049 3 14 

MAFF327052 I 3 

MAFF327054 I 3 14 

MAFF327062 I 3 44 

MAFF327065 I 3 17 

MAFF327120 I 3 13 

MAFF327121 3 13 

MAFF327133 3 

MAFF327142 I 3 13 

MAFF327001 I 4 15 

MAFF327051 I 4 15 

MAFF327086 I 4 15 

MAFF327100 I 4 15 

MAFF327105 I 4 15 

MAFF327113 4 15 

MAFF327128 I 4 15 

MAFF327139 I 4 15 

MAFF327032 IV N2 8 3 

MAFF327040 IV N2 8 3 

MAFF327056 IV N2 8 3 

MAFF327087 IV N2 8 3 

MAFF327088 IV N2 8 3 

MAFF327095 IV N2 8 3 

MAFF327135 IV N2 8 3 

MAFF327136 IV N2 8 3 

'Provided by Horita and Tsuchiya (2012) 
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Table 6 Pathotypes identified by nonhierarchical clustering of disease indices in bacterial wilt-resistant (Saikai 35) and susceptible (Aiyutaka) potatoes inoculated 

with various strains of the Ralstonia solanacearum species complex and incubated at 24℃and 28℃ 

Strain Disease index' ANOVAb Patho- Previous classificationd 

24 °C 28 °C Geno- .Temp. Inter- typec Phyla- Biovar Sequevar Race 

Saikai 35 Aiyutaka Saikai 35 Aiyutaka type action type 

MAFF327001 0.23 土 0.08* 0.73士0.23 0.83 土 0.14* 3.33士0.13 ＊ ＊ ＊ A I 4 15 

MAFF327040 0.13士0.06 0.50士0.22 2.10 土 0.29* 3.30 土 0.23 ＊ ＊ A IV N2 8 3 

MAFF327088 0.37 土 0.11 0.40 土 0.11 2.40 土 0.27 2.59士0.29 ＊ A IV N2 8 3 

MAFF327095 0.33士0.11 0.30 土 0.10 1.24士0.27* 2.60 土 0.26 ＊ ＊ ＊ A IV N2 8 3 

MAFF327136 0.43士0.09* 0.77 土 0.11 2.40士0.24* 3.43 土 0.15 ＊ ＊ A IV N2 8 3 

L MAFF327048 1.13士0.14* 2.40士0.18 0.97士0.15* 1.57士0.22 ＊ ＊ B I 3 14 
( 

MAFF327051 0.37士0.09* 0.87士0.13 0.27士0.08* 1.60士0.09 ＊ ＊ ＊ B I 4 15 

MAFF327056 0.10士0.06 0.10士0.06 0.70士0.17 1.13士0.23 ＊ B IV N2 8 3 

MAFF327087 0.83 土 0.12 0.90 土 0.14 1.38 土 0.32 1.10 土 0.30 B IV N2 8 3 

MAFF327128 0.40 土 0.14 0.60 土 0.16 0.33士0.09* 1.87 土 0.16 ＊ ＊ ＊ B I 4 15 

MAFF327135 0.83 土 0.17 1.17 土 0.17 0.57 土 0.16 0.30 土 0.09 ＊ ＊ B IV N2 8 3 

MAFF327032 0.73 土 0.10* 2.90 土 0.15 2.73 土 0.14 2.90 土 0.15 ＊ ＊ ＊ C IV N2 8 3 

MAFF327100 0.53士0.12* 2.50士0.18 2.67士0.18* 3.33士0.16 ＊ ＊ ＊ C 4 15 I 

MAFF327113 1.27士0.14* 2.80士0.25 2.97 土 0.14 2.83 土 0.25 ＊ ＊ ＊ C I 4 15 

MAFF327120 0.80 土 0.21* 3.27士0.17 2.10士0.22* 3.27士0.19 ＊ ＊ ＊ C 3 13 I 

MAFF327121 0.93士0.17* 2.83士0.21 1.43士0.17* 3.17士0.17 ＊ ＊ C I 3 13 



Table 6 continued 

Strain Disease index' ANOV Ab Patho- Previous classification• 

24 °c 28 °C Geno- Temp. Inter- type' Phylo- Biovar Sequevar Race 

Saikai 35 Aiyutaka Saikai 35 Aiyutaka type action type 

MAFF327142 1.07士0.13* 2.80士0.22 1.76土0.21* 3.73 土 0.10 ＊ ＊ C I 3 13 

MAFF327065 2.03士0.27* 3.27 土 0.17 2.03 土 0.27 2.53 土 0.25 ＊ D I 3 17 

MAFF327086 2.43士0.22* 3.07士0.20 2.30士0.18* 3.53士0.10 ＊ D 4 15 

MAFF327105 3.27士0.22 3.53士0.16 1.73士0.20* 2.87 土 0.16 ＊ ＊ ＊ D 4 15 

MAFF327133 2.37士0.19* 3.73士0.14 1.23士0.17* 2.97士0.17 ＊ ＊ D I 3 

MAFF327139 2.17士0.17* 3.43士0.18 2.13士0.18* 3.53士0.11 ＊ D I 4 15 

MAFF327049 3.37士0.16 2.40士0.29* 1.13士0.13* 1.76士0.23 ＊ ＊ E I 3 ·14

MAFF327052 3.53 土 0.17 2.83士0.17* 2.37士0.22 2.10士0.25 ＊ ＊ E I 3 

MAFF327054 2.17士0.21 2.60士0.16 1.30士0.18* 1.97士0.24 ＊ ＊ E I 3 14 

MAFF327062 2.80士0.24 2.77士,0.16 1.67士0.22 1.63士0.21 ＊ E I 3 44 

'Mean and standard error among 29-30 individuals tested per treatment. *Significantly lower disease index by !-test(p＜0.05) 

bSignificant at the 0.05 level(*) by ANOVA 

'Five pathotypes identified by a nonhierarchical cluster analysis 

•Provided by Horita and Tsuchiya (2012)
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Table 7 Collection sites and pathotypes of the Ralstonia solanacearum species complex strains used 

in this study 

Strain Collection site (city and prefecture) Pathotype 

MAFF327001 Unzen, Nagasaki A 

MAFF327040 Unzen, Nagasaki A 

MAFF327088 Tokunoshima, Kagoshima A 

MAFF327095 Kunigami, Okinawa A 

MAFF327136 Kunigami, Okinawa A 

MAFF327048 Hirado, Nagasaki B 

MAFF327051 Hirado, Nagasaki B 

MAFF327056 Hirado, Nagasaki B 

MAFF327087 Tokunoshima, Kagoshima B 

MAFF327128 Ginoza, Okinawa B 

MAFF327135 Kunigami, Okinawa B 

MAFF327032 Unzen, Nagasaki C 

MAFF327100 Ginoza, Okinawa C 

MAFF327113 Tsushima, Nagasaki C 

MAFF327120 Ginoza, Okinawa C 

MAFF327121 Ginoza, Okinawa C 

MAFF327142 Ginoza, Okinawa C 

MAFF327065 Fukue, Nagasaki D 

MAFF327086 Tokunoshima, Kagoshima D 

MAFF327105 Ginoza, Okinawa D 

MAFF327133 Kunigami, Okinawa D 

MAFF327139 Miyakojima, Okinawa D 

MAFF327049 Hirado, Nagasaki E 

MAFF327052 Hirado, Nagasaki E 

MAFF327054 Hirado, Nagasaki E 

MAFF327062 Fukue, Nagasaki E 
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第3章

Ralstonia pseudosolanacearum に対するバレイショの青枯病

抵抗性に関する QTL 解析と QTL の集積効果

諸言 ら

青枯病はバレイショ栽培で最も重要な病害の一 つ である (French et al. 

1998) 。 化学農薬による土壌消毒も有効であるが， 抵抗性品種の開発が青枯

病の防除に最も効率的な方法である (Elphinstone 1994; Lebeau et al. 2011) 。

これまで， さまざまなバレイショ栽培種 (S. tuberosum, S. phureja など）お

よび近縁野生種 (S. chacoense など）において， 青枯病に対する遺伝的抵抗

性が報告されている (Thurston and Lozano 1968; Sequeira and Rowe 1969; 

Jaworski et al. 1980; Katayama and Kimura 1987; Pock et al. 2000, 2001; Siri et al. 

2009; Chen et al. 2013）。 ナス科作物における青枯病抵抗性の QTL 解析は，

トマト (Wang et al. 2000, 2013; Carmeille et al. 2006) ，ナス (Lebeau et al. 2013),

およびタバコ (Qian et al. 2013; Lan et al. 2014) で実施されている。 バレイシ

ョでは， S. chacoense と S. tuberosum の体細胞融合体 44 系統において， S.

chacoense 特異的な 109 の Simple sequence repeat (SSR) マ ーカ ーを用いて，

第 2 番染色体および第 9 番染色体上の 3 つの SSR 座が RSSC株(race 1/biovar 

3) に対する抵抗性と有意に関連していることが報告された (Chen et al. 2013) 。

Yanping et al. (2014)は， S. phureja に由来する凡分離集団を作成し， Sequence

related amplified polymorphism (SRAP) マ ー カ ーを用いて Bulked segregant 解

析を行った。 その結果， 3 つの抵抗性 QTL を同定したが， それらの座乗染

色体は不明であった。 バレイショは 4 倍体であるため抵抗性個体の出現率
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が低く， 青枯病抵抗性の遺伝様式は未だ明らかにされていない(Elphinstone

1994)。

日本では，RSSCのR. pseudosolanacearum (phylotype I/biovar 4)とR. syzygii 

(phylotype IV/biovar N2)が青枯病の主要な原因病原菌である(Katayama and 

Kimura 1984; Horita and Tsuchiya 200 I; Horita et al. 20 I 0）。この2つのphylotype

はバレイショ栽培圃場に おいて異なる時期や場所で確認され ており，

phylotype Iは， 主に日本の暖地において9月から10月の高温期に検出され

(Katayama and Kimura 1984;片山・木村1986; Horita et al. 2010), phylotype 

Wよりも大きな被害を及ぼす（片山・木村1986)。

‘西海35号 ’ ．はジャガイモシストセンチュウ(HJ)およびジャガイモY

ウイルス(Rychclに対する抵抗性遺伝子を持つだけでなく， 高い青枯病抵抗

性を示す4倍体育種系統である（Mori etal.2012)。本研究では，‘西海35号'

のR. pseudosolanacearum (phylotype I)に対する青枯病抵抗性遺伝子を明ら

かにしようとした 。4倍体のS. tuberosumはヘテロ接合性が高く， しかも諸

形質は二重還元(double reduction)の影響を受ける四染色体遺伝(tetrasomic

inheritance)に従い， 二染色体遺伝(disomic inheritance)に比べ雑種後代に

おいて複雑な遺伝的分離を示す(Hawkes 1990）。 このため，2倍体バレイシ

ョを用いた遺伝学的解析は，4倍体バレイショよりも効率的であり， 潜性遺

伝子はより少ない個体数で検出することができる (Peloquin et al. 1990; Ortiz 

and Peloquin 1994)。 そこで本研究では，‘西海35号 ＇ がら2倍性半数体を

誘導し，その 抵抗性系統を用いて2倍体の分離集団を作成した 。そして， ゲ

ノムを網羅するSNPマ ー カ ー を用いて， 密度の高い遺伝地図を構築しQTL

解析を行った 。

\， 
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材料および方法

植物材料

青枯病に高い 抵抗性を示す ‘ 西海35号 ＇ は，S. phureja, S. tuberosum subsp. 

tuberosumおよびS. tuberosum subsp. andigenaに由来する4倍体育種系統で

ある(Mori et al. 20 12)。これに，半数体誘発系統S. phureja'460' (=Ivp35) 

の花粉を授粉することにより， 単為結果によると思われる2倍性半数体を

獲得した。 このうち ‘ I0-03-30' (Fig. 5)と名づけられた系統は， 長崎県農

林技術開発センタ ーでの3 作にわたる青枯病汚染圃場での圃場評価とin

vitro 接種検定で，‘西海35号 ’ と同程度の高い青枯病抵抗性を示した。こ

れを抵抗性親(Resistant parent,以下，RP)とし， 罹病性2倍体系統 ‘F1-l'

(Susceptible parent, 以下，SP)を花粉親として凡種子を得た。 ‘F1-l' は

S. chacoense'c hc525-3' とS. phureja'1.22' の種間雑種系統である(Hosaka

and Hanneman 1998)。得られた凡種子をMS培地(Murashige and Skoog 1962) 

で試験管内培養し，94系統からなるF1集団を作出し本研究に用いた。

接種および抵抗性評価

Fi植物の抵抗性評価には，第1章の記載に従いinvitro接種検定を用いた。

接種菌株はR. pseudosolanacearumの MAFF327001株(phylotypeI/biovar 4/race 

1／病原型A) · (Horita et al. 2010; Suga et al. 2013)を使用した。Phylotype Iは

アジアに広く分布している (Fegan and P rior 2005)もので， 本菌株は日本で

最も青枯病菌の発生頻度が高い長崎県で栽培されたバレイショから単離さ

れたものである。接種は， 第 1章と同様に行い， 接種後の培養温度は28°C

とした。 各供試系統につき10個の植物体を1つの反復として供試し，3反

復を実験に供した。 抵抗性の程度は， 接種後20日目に，茎の萎凋の程度を
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第1章と同様に，0～4スケ ー ルで 測定し，3反復の平均DIを求めた(Fig.

6)。

SNP遺伝子型の取得

凡植物の培養植物体から約100mgの新鮮葉を採取し，CTAB-LiCI法( Sul

and Korban 1996)を用いて全DNAを抽出した。DNA濃度はNanodrop 2000 

spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)により測定した。各サンプルの

乾燥DNA 1 µgをGene Seek (Neogen Corporation, USA)に送り，12K potato

V 2  SNP array (Bali et al. 2017; da Silva et al. 2017)からデータを取得した。

得られた12,808箇所のマイクロアレイの蛍光強度デー タは，Genome Studio 

Polyploid Clustering Ver 1.0 (Illumina Inc., USA)を用いて ， ＇フォルトパラ

メ ータでクラスタ ー 距離は-0.07 とし遺伝子型を推定した。その後，すべて

の遺伝子型が正確 かどうか手作業でチェックし，不正確なデー タは欠損デー

タとして扱った。

連鎖地圏の作成

得られた12,808個のSNPデータについては，以下のように質の悪いSNP

を除外した。まず，両親の遺伝子型が欠損しているSNPは除外し，一方の

親の遺伝子型がホモ接合型
‘

(AAないしBB)でもう 一 方の親の遺伝子型が

ヘテロ接合型 (AB)であり，凡集団でホモ接合型とヘテロ接合型に分離す

るSNPが選択された。さらに， 蛍光強度が低い(Norm R<0.2)ものや供試

F1系統の20％以上で欠損値となったSNPも除外した 。

ヘテロ接合性の高い両親系統を交配して得られた2倍体集団を用いると，

例えば，ABXCDのE集団では，AC, AD , BC,およびBD 遺伝子型を持
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つ個体が分離し， 遺伝分析が複雑となる。 そこで本研究では， 遺伝分析を簡

略化するために， 一方の親でヘテロ接合型， 他方の親でホモ接合型を示す

SNP座のみを用いて，供試凡集団をtwo-way pseudo-testcrossによる分離集

団とみなし両親の連鎖地図を作成した(Grattapaglia and Sederoff 1994; Iwata 

etal.2016)。 連鎖地図はCarthaGene Ver 1.0 (de Givry et al. 2005)を用いて，

Logarithm of odds (LOD)値は10, マ ー カー 間の最大遺伝距離はKosambi関

数(Kosambi 1944)で100 cMと設定し構築した。 連鎖地図作成の過程で，

対象とするSNP座がPotato pseudomolecules (PMs) v. 4.03 (Sharma et al. 2013) 

と異なる染色体上に位置するものや，PMs上にアンカリングされない場合

も除外した。

QTL解析

QTL解析は， QTLCartographer version 2.5 (Wang et al. 2005)のbackcross

modeで凡集団を戻し交配集団とみなし， QTL 検出に影響するバックグラ

ウンドノイズを軽減させるためcomposite interval mapping (CIM )法を用い

て実施した。 解析のパラメ ー タはモデル6で， ウィンドウサイズは2 cM, 

'into' の確率は0.05,'out' の確率は0.05とした。QTL検出のためのLOD

閾値は，1,000回の繰り返しによるpermutation testでp<0.05のレベルで算出

した。 QTL解析は両親の連鎖地図のそれぞれについて行われた。 連鎖地図

とQTLの位置はMapChart 2.30 (Voorrips 2002)によって描かれた。

統計解析

QTL解析を除く全ての統計解析は， R バージョン3.3.3 のRcmdrパッケ

ージ(Fox 2005; R Core Team 2017)を用いて行った。 分散分析(ANOVA)
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は， in vitro 試験で得られた 3 つの反復デ ー タを応答変数とし， 各 QTL の差

を評価するために使用された。

結果

青枯病に対する抵抗性の評価

In vitro 接種試験は，各遺伝子型につき 10 個体， 3 反復で実施した。 ANOVA

の結果， 3 反復の間に有意差は認められなかった (P=0.1797）。したがって，

3 反復の平均DIを各遺伝子型のDIとした。 RP のDIは 0.60 で， SP のDlは

2.77 であり， 抵抗性程度の大きな違いが確認された (Fig. 7) 。 E 系統のDI

は 0.17 から 3.63 の範囲にあり， RP より低い凡系統や， SP より高い凡系

統もあった。 凡集団のDIは正規分布し， その平均値は 1.69 であった (Fig.

7)。

連鎖地囮の作成

得られた 12,808 個の SNP から不明瞭な SNP を除き， さらに RP と SP の

間で多型を示す 4,139 個の SNP を選定し遺伝地図を作成した。 RP では SNP

座がヘテロ接合 (AB 遺伝子型）であったが， SP ではこれらの SNP はホモ

接合(AAないしBB遺伝子型）で，凡集団内でAA (SP 型）およびAB (RP

型）遺伝子型， ないしE集団内でBB (SP 型） およびAB (RP 型）遺伝子

型に分離していた 1,476 個の SNP を RP の連鎖地固作成に用いた。連鎖解析

の結果， これらの SNP 座は 12 本の RP 染色体を網羅する 422遺伝子座にマ

ッピングされた (Table 8) 。 以下， このマップを RP マップと呼ぶ。 SP の連

鎖地図は， SP においてヘテロ接合型， RP ではホモ接合型で，凡集団内で RP

ホモ接合型と SP ヘテロ接合型に分離する 2,663 個の SNP を用いて作成され
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た。 これらの SNP 座は， SP の染色体 12 本上の 475 カ所にマッピングされ

た。 RP マップの全長は 981.2 cM で， SP マップの全長は 829.4 cM であった。

SNP 座間の平均距離は， RP マップが 2.33 cM で， SP マップが 1.75 cM であ

った。

QTL 解析

F1 集団の各系統における DI に対して， RP マップと SP マップを用いて

QTL 解析を行った。 1,000 回の permutation test によると， 5％有意水準での

LOD 閾値は RP マップでは 2.87 であり， SP マップでは 2.80 であった。 これ

らの閾値において， CIM 法を行ったところ， 第 I, 3, 7, 10, および 11 番

染色体上にそれぞれ 1 つの QTL (qBWR-1, qBWR-2, qBWR-3, qBWR-4, お

よび qBWR-5) を検出した (Table 9, Fig. 8)。 最も高い効果を示した QTL は

RP 連鎖地囮上で検出された qBWR-3 で， 寄与率は 18.4％であった。 qBWR-3

の最大 LOD 値に最も近い SNP 座 (solcap_snp_c2_4555) では， RP 遺伝子型

を持つ系統と SP 遺伝子型を持つ系統の平均DIはそれぞれ 1.40 と 2.01 とな

り RP 遺伝子型で有意に抵抗性程度が高くなった。他の 4 つの QTL は SP マ

ップ上に検出された。 これらの QTL の最大 LOD 値は 3.26 から 5.54 で， 寄

与率は 9.3％から 15.6％の範囲であった。 最大 LOD 値に最も近い SNP 座に

おける RP 遺伝子型系統と SP 遺伝子型系統の平均DIは， qBWR-1 の SNP

(solcap_snp�c2_37816) を除き， 5％水準で有意差が認められた (Table 9) 。

検出されたすべての QTL を要因とした ANOVA では，各 QTL の効果だけ

でな <,qBWR-1, qBWR-3, および qBWR-5 の相互作用も有意となった (Table

10) 。 すなわち， qBWR-］は， qBWR-3 と qBWR-5 の両方が抵抗性遺伝子型の

場合にのみ抵抗性効果を示し (p<0.10), qBWR03 または qBWR-5 のいずれか
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が罹病性遺伝子型である場合は抵抗性効果を示さなかった (Table 11) 。また，

qBWR-1 および qBWR-5 が抵抗性遺伝子型の場合でも， qBW,R-3 が罹病性遺

伝子型であれば有意な抵抗性効果が確認されなかった。 したがって， qBWR

］が qBWR3 と qBWR-5 の両方に対してエピスタティックな効果を示すこと

が明らかになった。

凡集団において， 抵抗性 QTL を全く持たない凡系統の平均 DI は 2.83,

QTL が 1 つのものでは 2.41, 2 つのものでは 2.13, 3 つのものでは 1.54, 4 

つのものでは 1.17, そして QTL が 5 つのものでは 0.43 となり， 個体中の抵

抗性 QTL の数が集積されるにつれて平均DIは低下した。 (Fig. 7) 。

考察

RPと SP の凡集団では， 青枯病抵抗性は量的形質と認められ (Fig. 7), 

これは過去の報告 (Rowe and Sequeira 1970; Katayama and Kimura 1987; Tung 

et al 1990a, 1990b; Watanabe et al 1992, 1999a, 1999b) と一 致する。 CIM法に

よる QTL 解析の結果， 5 つの抵抗性 QTL (qBWR-1, qBWR-2, qBWR-3, qBWR-

4, および qBWR-5) が検出された (Table 9, Fig. 8）。このうち qBWR-1, qBWR-

2, qBWR-4, および qBWR-5 は SP マップで検出されたことから， SP 親でヘ

テロ接合型であり RP 親でホモ接合型であったことになる。 一方， qBWR-3

は RP マップで検出されたことから RP 親でヘテロ接合型であり SP 親でホ

モ接合型であったことになる。 また， qBWR-2; qBWR-3, および qBWR-4 に

おいては RP 型遺伝子型が SP 型遺伝子型よりも抵抗性程度が高く， qBWR-1

と qBWR-5 では SP 型遺伝子型の方が高い抵抗性を示した。 したがって，

qBWR-2 と qBWR-4 は潜性遺伝を示す QTL と考えられ， RP 親は潜性ホモ接

合型であり， SP 親はヘテロ接合型， その雑種では抵抗性を示す潜性ホモ接
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合型と罹病性を示すヘテロ接合型が分離したと考えられる。一方， qBWR-1,

qBWR-3, および qBWR-5 については顕性遺伝子が関わる QTL と考えられる

(Table 9) 。

SP マップで検出された顕性 QTL である qBWR-1 および qBWR-5 （第 1 番

染色体および第 11 番染色体）は， SP の両親系統である S. chacoense 'chc525-

3' または S. phureja '1.22' のいずれかに由来するものと考えられる。一方，

RP マップで検出された顕性 QTL である qBWR-3, および潜性 QTL である

qBWR-2 と qBWR-4 は， RP の親系統である S. phureja, S. tuberosum subsp. 

tuberosum ないし S. tuberosum subsp. andigena に由来するものと考えられる。

S. tuberosum subsp. tuberosum の抵抗性は潜性抵抗性遺伝子が関わっており

（片山・木村 1987) ，耐暑性とも関連していることが示唆されている (Tung

et al. 1990a; Watanabe et al. 1999b) 。 一方， S. chacoense と S. phureja は， 青枯

病抵抗性の供給源として多く利用されてきている (French et al. 1998; Chen et 

al. 2013) 。 S. phureja は 3 つの主要な青枯病抵抗性遺伝子を持つと報告され

(Rowe and Sequeira 1970), S. chacoense 由来の青枯病抵抗性遺伝子につい

ては第 2 番と第 9 番染色体上にあると報告されている (Chen et al. 2013) 。

QTL の座乗染色体が異なるのは，本研究で用いた S. chacoense の系統や RSSC

の biovar が異なるためと考えられる。したがって，現時点で本研究で検出さ

れた青枯病抵抗性 QTL の由来を明らかにすることは困難である。 ただ， 抵

抗性反応の全てが RP に由来すると仮定すると， RP は抵抗性を促進する QTL

を 3 つ， 抵抗性を抑制する QTL を 2 つ持っていたことになる。 しかし， F1

集団の中には SP よりも罹病性が高いものや RP よりも抵抗性が高い系統が

あることを考えると (Fig. 7) ， 両方の親に抵抗性遺伝子が存在すると考える

方がより妥当であると思われる。
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本研究で検出された QTL は寄与率 9.3~18.4％を示し， 単独で大きな影響

を与える QTL は検出されなかった。 しかし， 5 つの抵抗性 QTL を全て持つ

F1 系統の平均 DI は 0.43 を示し， RP (DI=0.60) よりも抵抗性が高かった (Fig.

7)。 バ レイショ集団の青枯病抵抗性は，異なる由来の抵抗性を集積すること

で向上する可能性が あり (Tung et al. 1990a) ， 本研究でも明らかとなった。

また， QTL 間の相互作用は，青枯病抵抗性の向上に寄与していた (Table 10) 。

Tung et al. (1990a)は， 交配親の組み合わせによる効果が青枯病に対する抵抗

性に影馨を及ぼすことを示唆しているが， 本研究で示唆された QTL 間の遺

伝的相互作用もその一つと考えられる。

qBWR-2 の最近傍に座乗している SNP は solcap_c2_50637 (Chromosome 3, 

15.0 cM) でCLAVATAJ 遺伝子 (CLVI; PGSC0003DMG4000!6685) に存在す

る SNPである (Fig. 8) 。 CLV] は， シュ ー トおよび根端分裂組織における幹

細胞の恒常性の制御に重要な役割を担っており (Clark et al. 1993, 1997; Stahl 

et al. 2013) ， シロイヌナズナでは， CLV] が青枯病に対する抵抗性を高める

ことが明らかになった (Hanemian et al. 2016) 。 また， ヒ° ー ナッツで単離され

た CLV] をタ バ コで過剰に発現させると青枯病抵抗性が向上した (Zhang et 

al. 2019）。 したがって， CLVI と qBWR-2 は何らかの関係性が存在するもの

と推察される。トマトとバレイショのゲノムは非常に高いシンテニ ーを持つ

近縁作物で あ る ( Tanksley et al. 1992) 。 トマトでは ， RSSC の R.

pseudosolanacearum (phylotype I) 株と R. solanacea,:um (phylotype II) 株に

対する抵抗性について，第 6 番染色体上の Bwr-6 と第 12 番染色体上の Bwr-

12 と 2 つの主働 QTL が同定されている (Carmeille et al. 2006; Wang et al. 

2013) 。本研究で検出された第 1, 3, 7, 10, および 11 番染色体上の QTL は，

トマトの QTL とは異なる QTLであることが明らかとなった。 バ レイショと
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トマトでは，共通に抵抗性遺伝子が集積しているホットスポット領域（ない

しクラスタ ー）が第 5 番染色体 (2 つのホットスポット）， 9 番， 11 番， お

よび 12 番に存在することが知られている (Gebhardt and Valkonen 2001) 。

qBWR-5 は， ジャガイモがんしゅ病菌抵抗性 (Sen]; Obidiegwu et al. 2015), 

ジャガイモYウィルス抵抗性 (Ryadg; Ham非lainen et al. 1997) ， およびジャガ

イモシロシストセンチュウ (Globodera pallida) 抵抗性 (GpaXi,a,; Tan et al.

2009) 遺伝子が座乗する第 11 番染色体の抵抗性遺伝子クラスタ ーないしそ

の近傍に同定された。 他の 4 つの QTL は， いわゆる抵抗性遺伝子クラスタ

ーとは異なるものの， qBWR-] はジャガイモがんしゅ病菌抵抗性遺伝子 (Rse

lb; Obidiegwu et al. 2015) の近傍に， qBWR-2 と qBWR-3 はジャガイモシス

トセンチュウ (Globodera rostochiensis) に対する抵抗性 QTL(Grol.4 と Grol;

Barone et al. 1990; Kreike et al. 1996) の近傍に位置した。 バ レイショにおい

て病害虫に対する抵抗性遺伝子はクラスタ ー として染色体上に座乗してい

ることが報告されており (Gebhardt 2013) ， 本研究で新たに検出した QTL は

新奇の抵抗性遺伝子クラスタ ー を形成する可能性が示唆された。
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Fig. 6 Plants with the disease index score O (no symptom) and score 4 (76-100% wilted) in the in vitro potato resistance assay for the 
Ralstonia solanacearwn species complex. Caps were removed for photography. 
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Table 8 The number of SNP markers derived from a resistant parent (RP) and a susceptible diploid parent (SP), and their number of mapped positions and map 

lengths 

Chromosome Genetic map of RP Genetic map of SP Total Total 

No. of No. of Map length Mean map No. of No. of Map length Mean map number of number of 

SNPs mapped (cM) distance SNPs mapped (cM) distance SNPs map 

positions (cM) positions (cM) positions 

I 239 47 110.5 2.35 381 57 81.3 1.43 620 104 

2 50 20 83.0 4.15 324 44 79.1 1.80 374 64 

3 95 26 83.6 3.22 309 39 88.0 2.26 404 65 

4 135 35 90.2 2.58 163 42 69.1 1.65 298 77 

5 91 28 73.7 2.63 217 37 69.6 1.88 308 65 

6 107 41 73.0 1.78 186 35 59.9 1.71 293 76 

7 121 34 79.3 2.33 191 39 81.0 2.08 312 73 

8 l ] 8 27 70.8 2.62 III 29 50.5 1.74 229 56 

， 200 65 85.0 1.31 108 38 69.4 1.83 308 103 

10 77 28 77.0 2.75 179 35 62.0 1.77 256 63 

11 136 36 68.9 1.91 238 30 58.8 1.96 374 66 

12 107 35 86.2 2.46 256 50 60.7 1.21 363 85 

Total 1476 422 981.2 2.33 2663 475 829.4 1.75 4139 897 
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Table 9 QTLs for bacterial wilt resistance detected in the F1 population of a resistant (RP) and a susceptible (SP) parent 

QTL Chr. Map Position (cM) Max. Max. 

LOD LOD 

(cM) score 

qBWR-1 SP 76.8—81.2 79.1 4.09 

qBWR-2 3 SP 11.8-18.0 15 5.56 

qBWR-3 7 RP 14.2—26.3 25.3 5.33 

qBWR-4 10 SP 6.6-11.9 8.8 5.54 

qBWR-5 11 SP 31.6---37.0 36 3.26 

'Mann-Whitney U test performed between RP- and SP-type genotypes 

Explained Mean disease index士standard error at the SNP locus nearest to the 

V!(nance max. LOO position 

（％） SNP Position RP-type SP-type p value• 

(cM) genotype genotype 

11.0 c2 37816 79.1 1.75士0.09 1.60士0.12 0.067 

(n� 50) (n-42) 

15.6 c2 50637 15 1.49 土 0.08 1.98士0.12 <0.005 

(n = 56) (n-38) 

18.4 c2 4555 25.3 1.40士0.11 2.01士0.11 <0.001 

(n�46) (n = 45) 

15.5 c2_32779 8.8 1.46士0.08 1.91士0.12 0.007 

(n = 47) (n�45) 

9.3 c2 12333 35 2.17士0.15 1.54 土 0.08 <0.001 

(n = 20) (n = 72) 



Table 10 Analysis of variance (ANOVA) representing a significant interaction among three 

QTLs 

QTL df F value p value 

qBWR-1 12.87 <0.001 

qBWR-2 22.88 <0.001 

qBWR-3 14.58 <0.001 

qBWR-4 20.01 <0.001 

qBWR-5 17.69 <0.001 

qBWR-1 x qBWR-3 x qBWR-5 3.97 0.047 
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Table 11 Interaction among three quantitative trait loci (QTLs) (qBWR-1, qBWR-3, and qBWR-5) 

qBWR-3 (c2_ 4555) qBWR-5 (c2_12333) qBWR-1 (c2_37816)' P valueh 

SP type (resistant) RP type (susceptible) 

RP type (resistant) SP type (resistant) 1.12±0.10_ (n=l5) 1.35士0.11 (n=21) 0.072 

RP type (susceptible) 1.76士0.16 (n=S) 2.0]士0.26 (n=3) 0.653 

SP type (susceptible) SP type (resistant) 1.79士0.24 (n=l4) 1.91土0.09 (n=l8) 0.143 

RP type (susceptible) 2.47士0.32 (n=6) •2.28士0.35 (n=6) 0.748 

5
6
 

'Mean disease indices and the number of individuals without missing data for the three SNP markers 

bMann-Whitney U test was performed on the mean disease indices between resistant parent (RP)-type and susceptible parent (SP)-type genotypes. 
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第4章

Ralstonia pseudosolanacearumおよびR. syzygii subsp.

indonesiensisによる青枯病に対するバレイショにおける抵抗性の

QTL解析とQTLの特性評価

諸言

青枯病の防除対策としては， 抵抗性品種の利用が費用対効果で優れてお

り， 環境にも優しいが， 青枯病抵抗性を付与する QTL はほとんど特定され

ていない(Laferriere et al. 1999; Patil et al. 2012)。 一方で， 青枯病抵抗性系統

は栽培2倍体種や近縁野生種で見つかっている(Laferriere et al. 1999; Pock 

et al. 2001; Kim-Lee et al. 2005; Carputo et al. 2009; Chen et al. 2013; Andino et 

al. 2022)。 そして ， 2倍体栽培種S. phurejaは， 青枯病抵抗t生の供給源とし

て多用されてきた(Thurston and Lozano 1968; Sequira and Rowe 1969; French 

and De Lindo 1982; Watanabe et al. 1992; French et al. 1998; Pock et al. 2000; 

Lopes et al. 2021)。 S. phureja由来の育成系統
‘

西海35号
＇

は高い青枯病抵

抗性を有し(Mori et al. 2012)， その後代として， 青枯病強度抵抗性品種
‘

な

がさき黄金 ’

が育成されている (Sakamoto et al. 2017)。

青枯病抵抗性は複数の遺伝子によって制御されている(Rowe and Sequeira 

1970;.Sequeira 1979; Elphinstone 1994)。 トマト品種 ‘ Hawaii 7996' では， 2

つの主働QTLであるBwr-12とBwr-6, およびいくつかの微働QTLが同定

された。 Bwr-12はR. pseudosolanacearum (phylotyp; I) に対して特異的抵抗

性を， Bwr-6はR. pseudosolanacearum (phylotype I)とR. solanacearum 

(phylotype II) の両方に対する広範な抵抗性を与える(Thoquet et al. 1996a, 
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1996b; Wang et al. 2000, 2013; Carmeille et al. 2006)。 バ レイショでは，S.

tuberosumとS. chacoenseの体細胞融合系統でra1::e1/biovar 3株に対する青枯

病抵抗性が確認され ， その 抵抗性QTLが第2番染色体および第9番染色体

に同定されている(Chen et al. 2013）。 しかし， バ レイショにおいて，RSSC

における異なる種の菌株に対する抵抗性QTLの違いについては， ほとんど

明らかにされていない。

前章では，S. tuberosum subsp. tuberosum, S. chacoense, S. phureja, および

S. tuberosum subsp. andigena由来の2倍体集団を用いてQTL分析を行い，第

1, 3, 7, 10および11番染色体上にphylotype I/biovar 4株に対する抵抗性

QTLを同定し た。 本章では， 同じ2倍体集団 を用いて， 異なるRSSC 接種

株 (phylotype IとIV,およびbiovar3, 4,およびN2)と 異なる培養温度(24°c

と28°C)を設定してQTL解析を実施した。 これにより， 異なる種の RSSC

に対する抵抗性QTLの比較および特性を明らかにしようとした。

材料および方法

植物材料

前章で述べたように，‘西海35号 ’ と同程度の青枯病抵抗性を有する2

倍体抵抗性系統 ‘ 10-03-30'を抵抗性親(RP)とし，罹病性2倍体系統 ‘ F1-

I' (SP)を花粉親として交配した凡植物94系統を供試した。

接種および青枯病抵抗性評価

凡集団における青枯病抵抗性を評価するために，in vitro接種試験（第1

章で詳述）を実施した。 バ レイショから分離したRSSC株として，R.

pseudosolanacearumのMAFF327001株(phylotype I/biovar 4／病原型 A),R. 
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syzygiiの MAFF327095 株(phylotype IV/biovar N2／病原型 A)， およびR.

pseudosolanacearumのMAFF327142株(phylotype I/biovar 3／病原型 C)を接

種菌株とした。 凡植物は系統毎に9または10個体を1反復とし， 3反復で

接種試験を行なった。 接種後の培養温度は24°cと28°Cの2処理区設けて培

養を行なった。 抵抗性の程度は， 接種後 20日目に， 茎の萎凋程度を第l章

と同様に， 0～4 スケ ー ルで測定し3 反復 の平均DIを求めた。

QTL解析

前章で述べたように，F1分離集団をtwo-way pseudo-testcross (Grattapaglia 

and Sederoff 1994)による分離集団とみなし，SNPマー カ ーを用いて構築さ

れ た両親の連鎖地図RPマップとSPマップを用いた(Table. 8)。 QTL

Cartographer version 2.5 (Wang et al. 2005)を用いて， 凡集団を戻し交配集団

として捉え，パ ラメー タはmodel 6で window sizeは2cMとしCIM法(Zeng

1994)を行った。QTL検出のためのLOD繭値は，1,000回のpermutation test 

(p< 0.01)によって求め た。 MAFF327142株を用いた抵抗性検定では凡集

団 のDIが正規分布様ではなく，歪んだ分布を示したため ，CIM法では誤差

率をより厳しい1％に設定した。さらに，R ソフトウェア(R Core Team 2017) 

のR/qtlパッケ ー ジ(Broman et al. 2003)を用いてノンパ ラメトリックイン

タ ー バルマッピング法を行った。ノンパ ラメトリックインタ ー バルマッピン

グ法はKruskal-Wallis検定(Kruskal and Wallis 1952; Kruglyak and Lander 1995) 

の拡張版であり， model= np, およびstep = lcMと設定して関数
‘
scanone'

を実行した。 LOD閾値は1,000回のpermutation test (p< 0.05)を用いて決

定された。 遺伝因子位置の区間推定値は，1.0-LOD支持区間に対応する区間

位置を計算する
‘ lodint' 関 数を用いて計算した。 また， 引数
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'expandtomarkers' により区間の上限値に最も近いマー カ ー を決定した。

QTL 解析は RP マップと SP マップのそれぞれについて行われた。 連鎖地図

と QTL の位置は MapChart 2.30 (Voorrips 2002) を使って描かれた。 検出さ

れた QTL は Potato Bacterial Wilt Resistance の頭文字を取り， PBWR- 「連鎖群

番号」で表記した。

統計解析

QTL解析を除く全ての統計解析は， R バ ー ジョン 3.3.3 (R Core Team 2017)

の Rcmdr パッケージ (Fox 2005) およびEZRパッケ ー ジ (Kanda 2013) を

用いて実施した。 F1 集団の各処理区における表現型の相関は， Spearman の

順位相関係数を用いて推定した。各 QTL に最も近い SNP 座における各遺伝

子型の平均 DI を比較するため， Mann-Whitney U 検定を行った。

結果

青枯病抵抗性の評価

凡集団の 94 系統の青枯病抵抗性について， RSSC の 3 菌株 (phylotype

I/biovar 3, phylotype I/biovar 4, および phylotype IV/biovar N2) と 2 つの培

養温度 (24°Cまたは 28°C) の組み合わせによる合計 6 処理条件下で評価し

た。 RP の DI は 0.00 から 0.73 の範囲であったのに対し， SP の DI は 2.00 か

ら 3.47 であり， すべての処理区で両親の DI に明確な差が認められた (Fig.

9)。 凡集団の DI は， すべての処理区で罹病性系統から抵抗性系統へ連続的

に変異し， 各処理区の平均 DI は 1:21 から 2.88 の範囲にあった (Fig.9) 。 ま

た， 処理間ですべて正の有意な相関が認められた (r=0.25-0.61, p<0.05)

(Table 12) 。 28°Cでの培養はすべての株で相対的に高い DI を示した。また，
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すべての処理区で SP よりも高い DI を示す系統や， RP より低い DI を示す

系統が観察された。 病原型により DI の分布は大きく異なり， 病原型 C の

MAFF327142 株 (R. pseudosolanacearum, biovar3) に対する DI は温度条件

間で大きく変化し， 24°cでは相対的に低い DI に偏った分布となったが， 28°C

では相対的に高い DI に偏った分布となった。一方，病原型 A の MAFF327001

株と MAFF327095 株に対する凡集団の DI は正規分布様を示した。

QTL の検出

青枯病抵抗性評価における凡集団の分離は， 処理区により正規分布様と

非正規分布様の異なる分離を示したため， 各凡植物の DI について CIM 法

とノンパラメトリックインタ ー バルマッピング法の両方を実施した。 CIM 法

により 7 つの染色体上に 10 個の QTL (PBWR-la, PBWR-lb, PBWR-3, PBWR-

5, PBWR-6a, PBWR-6b, PBWR-7, PBWR-JOa, PBWR-lOb, および PBWR-11)

が検出された (Table 13）。 一方， ノンパラメトリックインタ ー バルマッピン

グ法により， 3 つの染色体上に 4 つの QTL (PBWR-3, PBWR-6a, PBWR-6b, 

および PBWR-7) が検出され，いずれも CIM 法で検出されたものと同じ QTL

であった。 このうち PBWR-6a, PBWR-6b, および PBWR-7 は CIM 法とノン

パラメトリックインタ ー バルマッピング法の両方で同じ処理区で検出され

た。 一方， PBWR-3 は CIM 法 に よ り 28°C の MAFF327001 株 ( R.

pseudosolanacearum, biovar 4) に対して検出され， ノンパラメトリックイン

タ ー バルマッピング法では 28°Cの MAFF327095 株 (R. syzygii, biovar N2)

に対して検出された (Table 14）。 これらの QTL の座乗位置を， 前章で検出

された QTL の座乗位置も合わせ Fig. 10 に模式的に示した。前章で検出され

た 5 つの QTL は本章で検出された QTL と座乗領域が一 致しており，前章で
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検出された qBWR-1 (SP 第 1 番染色体の 76.8~81.2 cM の位置に座乗）は

PBWR-lb に， qBWR-2 (SP 第 3 番染色体の 11.8~18.0 cM) は PBWR-3 に，

qBWR-3 (RP 第 7 番染色体の 14.2~26.3 cM) は PBWR-7 に， qBWR-4 (SP 第

10 番染色体の 6.6~11.9cM) は PBWR-JOa に， そして qBWR-5.(SP 第 11 番染

色体の 31.6~37.0 cM) は PBWR-11 と遣伝地図上で対応していた。

検出された QTL による青枯病抵抗性への効果

各 QTL の最大 LOD 値に最も近い SNP 座における RP 型遺伝子型と SP 型

遺伝子型について， その平均 DI を比較した (Table 15) 。 すべての QTL は，

程度の差はあるものの少なくとも1つ以上の菌株に対して有意な抵抗性効

果を示した。 PBWR-6b の遺伝子座は 24°c と 28°Cの両方で MAFF327142 株

(R. pseudosolanacearum, biovar 3／病原型 C) に対してのみ非常に有意な抵

抗性を示し (p<0.001) ， 寄与率はそれぞれの培養温度条件で 40.5％および

17.6％であった (Table 13) 。 PBWR-6b は RP マップで検出されたことから，

最近傍 SNP 座における RP の遺伝子型は AB ヘテロ接合型で抵抗性を示し，

SP は AA （ないし BB) ホモ接合型で罹病性であったと推定され，凡集団に

おいては RP 型遺伝子型である AB と SP 型遺伝子型である AA （ないし BB)

が分離し， 前者がより低い平均 DI 値を示したことから抵抗性は RP 由来の

顕性アレルによると考えられた。 また， PBWR-6a は 28℃で， PBWR-JOb は

24℃で MAFF327142 株に対して有意な抵抗性を示した。 PBWR-6a は SP マ

ップで検出されたことから，最近傍 SNP 座における SP の遺伝子型は AB へ

テロ接合型で罹病性を示し， E集団においては SP 型遺伝子型である AB と

RP 型遺伝子型である AA （ないし BB) が分離し，前者がより低い平均 DI 値

を示したことから抵抗性は SP 由来の顕性アレルによると考えられた。
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PBWR-IOb も同様に SP マップで検出され ， 凡集団においては SP 型遺伝子

型がより低い平均 DI 値を示したことから抵抗性は SP 由来の顕性アレルに

よると考えられた。 PBWR-3 は 24°Cで MAFF327142 株に対する抵抗性に寄

与し， PBWR-7 は 28°Cでこの菌株に対する抵抗性に寄与していた。 さらに，

PBWR-3 と PBWR-7 は， 病原型 A に類別さ れる MAFF327001 株 (R.

pseudosolanacearum, biovar 4) と MAFF327095 株 (R. syzygii) に対しても両

温度で抵抗性に寄与していた。 そして， PBWR-3 の抵抗性は RP 由来の潜性

アレルであり， PBWR-7 の抵抗性は RP 由来の顕性アレルと考えられた。 他

の 5 つの QTL (PBWR-la, PBWRlb, PBWR-5, PBWR-IOa, および PBWR-11)

は， 24℃よりも 28 °Cにおいてより抵抗性に寄与しており， その抵抗性は

PBWR-IOa のみ RP 由来の潜性アレルであり， それ以外の QTL は SP 由来の

顕性アレルが寄与していると考えられた (Table 15) 。

考察

RP と SP は， phylotype I/biovar 3／病原型 C, phylotype I/biovar 4／病原型 A,

および phylotype IV/biovar N2／病原型 A の 3 菌株に対して安定してそれぞれ

抵抗性と罹病性を示した。一方，凡集団の発病程度は温度条件と接種菌株の

違いにより変化し，青枯病抵抗性が複数の遺伝子に制御されていることが明

らかとなった。 また， 凡集団の発病程度は6つの処理区間すべてで有意な

正の相関があり， バ レイショにおける R. pseudosolanacearum (phylotype I) 

と R. syzygii (phylotype IV) の間で病原性が類似していることが示された。

これは， バレイショにおける RSSC の R. pseudosolanacearum (phylotype I) 

と R. syzygii (phylotype IV) の間， および R. solanacearum (phylotype II) と

R. pseudosolanacearum (phylotype III) の間で病原性に差がないことを示した
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過去の知見および第 2 章の結果と一 致した（片山・木村 1987; 波部 2016;

Sharma et al. 2021) 。 Suga et al. (2013)は， phylotype IV は phylotype I ょりも

バレイショに対して病原力が高いと報告しているが， トマト， ナス， および

ピ ー マンで示唆されたように (Lebeau et al. 2011), phylotype による分類は

バレイショヘの病原力の程度に対応しないと考えられる。

本研究では， 凡集団の青枯病抵抗性をCIM法およびノンパラメトリック

インタ ー バルマッピング法を用いて行い， 10 個の QTL を同定した。 これら

の QTL はすべて：寄与率 10％以上を示した。 このうち， 最近傍 SNP 座にお

ける SNP 遺伝子型間で多くの処理区において有意な差を示す PBWR-3 に加

えて， p<0.001 のレベルで有意な差を示す QTL を主要な QTL とみなすと，

5 つの主働 QTL (PBWR-3, PBWR-6a, PBWR-6b, PBWR-7, および PBWR

JOb) と 5 つの微働 QTL (PBWR-la, PBWRlb, PBWR-5, PBWR-JOa, および

PBWR-11) が同定された。 本研究では， 両親のどちらか 一方に抵抗性アレル

がヘテロ接合型として存在し， それが凡集団内で分離されることによりマ

ッピングすることができた。したがって，両親のどちらか 一方に抵抗性アレ

ルがホモ接合型として存在していた場合，それが顕性ホモ接合型であろうと

潜性ホモ接合型であろうと検出することはできない。このため本研究で同定

した 10 個の QTL は， この凡集団を用いて検出できる最小限の数であった

と思われる。 また， RP よりも抵抗性が高いF1系統や， SP よりも罹病性が

低い凡系統も凡集団内に存在していたことから， 抵抗性アレルは， 前章で

も述べたように抵抗性親のみならず両方の親に由来したと考えられた。実際

に， 6 つの QTL (PBWR-Ja, PBWR-lb, PBWR-5, PBWR-6a, PBWR-JOb, お

よび PBWR-11) の抵抗性アレルは SP 由来であると考えられた。

5 つの主働 QTL のうち， PBWR-6a, PBWR-6b, および PBWR-JOb は菌株
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特異的かつ温度依存的な青枯病抵抗性を示し， PBWR-3 と PBWR-7 は菌株や

温度に依存することなく安定した抵抗性を示した。 MAFF327142 株 (R.

pseudosolanacearum, phylotype I/biovar 3／病原型 C) に対する抵抗性は， 温度

依存性 QTL が主に寄与しており， RP 由来と考えられる PBWR-6b と SP 由

来の PBWR-JOb は 24°cでより効果的であった。的集団では， 24°cでは比較

的低い DI を示す系統が多く， 28°Cでは高い DI を示す系統が多く観察され

た (Fig. 9a, b) 。 これは温度依存性を示し， かつ高い寄与率を示した PBWR-

6b の効果 (Table 13) によるものと考えられる。 S. phureja は青枯病抵抗性の

供給源としてよく知られており，その抵抗性は菌株特異的であり，かつ高温

下では抵抗性が低下する傾向が報告されている (Sequeira and Rowe 1969; 

Sequeira 1979; Ciampi and Sequeira 1980; French and De Lindo 1982）。 したがっ

て， PBWR-6b は， ‘西海 35 号 ’ の片親である ‘ インカのめざめ’ の青枯病

抵抗性の供給源と考えられる S. phureja (Mori et al. 2015) に由来すると推測

される。 PBWR-6b は 24°Cで 40.5％の寄与率を示すことから (Table 13), 

Elphinstone (1994)は S. phureja の菌株特異的抵抗性は低温において単純な遺

伝様式を示すと考えたのであろう。

PBWR-3 と PBWR-7 は R. pseudosolanacearum と R. syzygii の接種菌株に依

らず， 低温と高温で安定した抵抗性を示した。 これらの QTL は多様な環境

条件下においても抵抗性に寄与する可能性が示唆され， バ レイショにおける

青枯病抵抗性品種の育成に活用することが強く期待される。トマトやナスで

は，高温環境下で抵抗性を失う系統が存在することが知られている (Namisy

et al. 2019; Kunwar et al. 2020) 。 トマトでは， QTL の Bwr-3 と Bwr-6 は高温

でも安定しているが (Carmeille et al. 2006; Kunwar et al. 2020), Bwrsl2 は高

温で劣化することが示唆されている (K�nwar et al. 2020) 。 実際， 温度は青
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枯病抵抗性を示す植物にとって宿主ー病原体の相互作用や土壌中での生存に

影嘔を与える主要な要因である (Muthoni et al. 2012, 2020) 。 したがって， 青

枯病抵抗性 QTL の検出に当たっては， 本研究で行ったように， 異なる温度

条件下で抵抗性評価を行う必要があると考えられる。

Chen et al. (2013)は， S. chacoense 由来の race 1 /biovar 3 の RSSC 菌株に対

する青枯病抵抗性 QTL を第 2番染色体および第 9番染色体上に同定した。

本研究で用いた SP は， S. chacoense と S. phureja の種間雑種 (Hosaka and

Hanneman 1998) であるが， 前章と同様に第 2番染色体および第 9 番染色体

には QTL が同定されなかった。この相違は， 接種菌株の違いや S. chacoense

の多様性 (Hawkes 1962) が原因と考えられる。

前章では， 同じ凡集団に対して， RSSC の MAFF327001 株 (phylotype

I/biovar 4／病原型 A) を接種し 28°Cで培養した結果， 第 1, 3, 7, 10, 11番

染色体上にそれぞれ qBWR-1 (=PBWR-Jb), qBWR-2 (=PBWR-3), qBWR-3 

(=PBWR-7), qBWR-4 (=PBWR-JOa) ， および qBWR-5 (=PBWR-11) が検

出された。同じ条件で行った本章における結果と比較すると，第5番染色体

上に寄与率の低い PBWR-5 が新たに検出され， PBWR-1] は検出されなかっ

た (Table 13) 。PBWR-1] は同じ病原型 A の MAFF327095 株では検出され，

温度条件だけでなく，異なる菌株を接種することによりさらに多くの抵抗性

QTL を検出できる可能性があることを示唆している。 しかし， このような

QTL はいずれも微働 QTL であり， 寄与率も低く， 環境に左右されやすいこ

とから， 抵抗性育種においては主働 QTL の重要性が強調されたと考えられ

る。

青枯病抵抗性 QTL•は， トマトでは第 3, 4, 6, 8, 10, 11 および 12番染

色体に検出され (Thoquet et al. 1996a, 1996b; Mangin et al. 1999; Wang et al. 
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2000, 2013; Carmeille et al. 2006) ， ナスでは第 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 およ

び 9番染色体で検出されている (Mimura et al. 2012; Lebeau et al. 2013; Saigon 

et al. 2017, 2018) 。 これらの染色体における物理的位置を比較すると， 菌株

特異的抵抗性を示す PBWR-6b は，第 6 番染色体上でトマトの QTL (Bwr-6) 

およびナスの QTL (ERPR6) の座乗位置と 一 致している可能性が高い (Fig.

lla)。 しかし， Bwr-6 と ERPR6 はともに R. pseudosolanacear�m (phylotype 

I) と R. solanacearum (phylotype II) に対する抵抗性を付与する (Carmeille

et al. 2006; Wang et al. 2013; Saigon et al. 2018; Shin et al. 2020) が， PBWR-6b

は R. pseudosolanacearum (phylotype I/biovar 3) にのみ抵抗性を示した。 Bwr-

6 の座乗位置は接種菌株や圃場条件の違いによってわずかに変化し (Wang

et al. 2013) ， この現象は ERPR6 でも同様に観察された (Saigon et al. 2018)。

これらの知見から，菌株特異的な単座性抵抗性遺伝子が同じ染色体領域に集

積して (Meyers et al. 1998; Andolfo et al. 2013) ， 表面的には Bwr-6 や ERPR6

が幅広い菌株に対する抵抗性遺伝子として見える可能性が考えられた

(Saigon et al. 2018)。

第 3 番染色体上には，トマトの QTL (Bwr-3) とナスの 2 つの QTL(ERPR3a

と ERPR3b) が報告されている (Thoquet et al. 1996b; Carmeille et al. 2006; 

Wang et al. 2013; Saigon et al. 2018) 。 Bwr-3 と ERPR3b は座乗位置が一 致し，

同じ遺伝子座である可能性がある (Saigon et al. 2018) 。 バレイショの PBWR-

3 は ERPR3a と座乗位置が一 致していると思われ (Fig. lib), PBWR-3 と同

様に， ERPR3a は菌株非特異的で広範な菌株に抵抗性を示す QTL であるこ

とから (Salgon etal.2018), PBWR-3 とERPR3a は同一の QTL であることが

示唆される。

前章および本章で明らかにできた QTL は前述の通りバレイショの青枯病
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抵抗性に関わる一 部であると考えられる。 PBWR-3 や PBWR-6b がトマトや

ナスの重要な QTL と座乗位置が一 致したことから類推すると， トマトの

QTL である第 12 番染色体の Bwr-12 (Wang et al. 2013) ， ナスの第 2 番染色

体の EBWR2 (Saigon et al. 2017) ， および第 9 番染色体の EBWR9 (ERsl) 

(Lebeau et al. 2013; Saigon et aL 2017) に相当する QTL がバレイショにおい

ても存在する可能性が考えられる。 他のナス科の QTL の情報を踏まえて，

主働 QTL として機能し，かつ育種に利用しやすい顕性の QTL を探索してい

くことが重要と考えられる。
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Table 12 Spearman's rank correlation coefficients among disease indices in different trials 

Trials MAFF327142/24 °C MAFF327142/28 °C MAFF327001/24 °C MAFF327001/28 °C MAFF327095/24 °C MAFF327095/28 °C 

MAFF327142/24 °C 

MAFF327142/28 °C 

MAFF32700!/24 °C 

MAFF327001/28 °C 

MAFF327095/24 °C 

--i MAFF327095/28 °C 

*,p<0.05; **,p< 0.01; ***,p<0.001

0.60*** 0.25* 

0.36*** 

0.39*** 

·0.61 •••

0.38***

0.33** 

0.36*** 

0.60*** 

0.38*** 

0.25* 

0.56*** 

0.51***

0.58***

0.47*** 



Table 13 QTLs detected by a composite interval mapping {CIM) method for the resistance to different strains of the R. solanacearum species complex in the F 1 

population 

RSSC strain Temperature QTL' Detected map Chr. Position (cM) Position of MaximumLOD Explained 

maximumLOD score variance (%) 

(cM) 

MAFF327142 24 °C PBWR-6b RP map 6 10.8-23.7 21.7 14.17 40.5 

(Phylotype I/ PBWR-!Ob SP map 10 53.2—56.6 55.6 4.32 14.5 

biovar3) 28 °C PBWR-6b RP map 6 13.8-23.7 21.7 5.51 17.6 

PBWR-6a SP map 6 ゜ ゜ 3.93 13.6 

i3 
MAFF327001 24 °c PBWR-7 RP map 7 12.2-27.2 25.3 6.86 20.5 

(Phylotype I/ 28 °C PBWR-Jb SP map 79.0-79.1 79.1 3.83 11.4 

biovar4) PBWR-3 SP map 3 13.8-17.0 15 4.3 13.0 

PBWR-5 SP map 5 54.7—55.7 54.7 3.76 11.2 

PBWR-7 RP map 7 15.2—27.2 25.3 6.64 21.9 

PBWR-!Oa SP map 10. 6.6-10.9 8.8 4.93 15.1 

MAFF327095 28 °C PBWR-Ja SP map I 74.6-75.7 74.7 4.91 15.1 

(Phylotype IV/ PBWR-7 RP map 7 25.2-26.3 25.3 4.39 15.3 

biovarN2) PBWR-11 SP map 11 32.6—33.6 32.6 3.94 12.4 

'Detection threshold determined by a permutation test (1,000 permutations) at a 0.01 level 



Table 14 Genetic factors detected by a nonparametric QTL mapping method for the resistance to different strains of the R. solanacearum species complex 

in the F, population 

BWstrain Temperature QTLa Detected map Chr. Position (cM)h Position of MaximumLOD 

maximumLOD score 

(cM) 

MAFF327142 24 °c PBWR-6b RP map 6 10.8—33.6 28 8.66 

(Phylotype 1/biovar 3) 28 °C PBWR-6b RP map 6 10.8-42.0 21.7 3.42 

PBWR-6a SP map 6 0.0—26.4 2 2.59 

`J MAFF327001 24 °c PBWR-7 RP map 7 12.2—31.1 27.8 4.82 

(Phylotype 1/biovar 4) 28 °C PBWR-7 RP map 7 12.2--05.5 28.9 3.17 

MAFF327095 28 °C PBWR-3 SP map 3 5.4—36.4 18.8 2.91 

(Phylotype IV/biovarN2) 

'Detection threshold determined by a permutation test {1,000 permutations) at a 0.05 level 

hPositions were indicated by the 1.0-LOD interval. 
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Table 15 Mean Dis in resistant parent (RP)-type genotype and susceptible parent (SP)-type genotype 

QTL SNP' Mean Dis in RP-type genotype vs SP-type genotypeb 

MAFF327142 MAFF327001 

(Phylotype 1/biovar 3/pathotype C) (Phylotype 1/biovar 4/pathotype A) 

24 °C 28 °C 24 °c 28 °C 

PBWR-la c2 4943 、1.47 vs 1.25 3.07 vs 2.67* 1.40 vs 1.29 1.7] VS 1.53 

PBWR-lb c2 37816 1.46 vs 1.19 3.05 vs 2.64* 1.41 vs 1.30 1.71 vs 1.51 

PBWR-3 c2_50637 1.10 vs 1.75** 2.76 vs 3.05 1.15 vs 1.64** 1.45 vs 1.88** 

PBWR-5 c2 10291 1.47 vs 1.15 2.91 VS 2.83 1.44 vs 1.26 1.82 vs 1.36** 

PBWR-6a c2 55554 1.63 vs 0.98* 3.15 vs 2.48*** J.39 VS J.29 1.74 vs 1.45* 

PBWR-6b cl 12696 0.73 vs 2.19*** 2.53 vs 3.31... 1.32 vs 1.38 1.59 VS 1.68 

PBWR-7 c2 4555 I.II vs 1.57 2.56 vs 3.16** 0.98 vs 1.73*** 1.31 vs 1.90*** 

PBWR-JOa c2 32779 1.45 vs 1.27 2.72 vs 3.05 1.24 vs 1.46 1.45 vs 1.80* 

PBWR-JOb c2 22699 I.70 vs 0.90*** 2.96 vs 2.75 1.40 vs 1.32 1.71 vs 1.51 

PBWR-11 cl 7668 1.54 vs 1.29 3.22 vs 2. 77* 1.61 vs 1.27 1.93 VS 1.53* 

'SNP identity given without the prefixed identity "solcap_snp_" 

•statistical difference tested by Mann-Whitney U-test; *,p<0.05; **,p< 0.01; ***,p<0.001

MAFF327095 

(Phy lo type IV /biovar N2/pathotype A) 

24 °c 28 °C 

1.46 vs 1.40 2.29 vs 1.69** 

1.45 vs 1.41 2.31 vs 1.68** 

1.23 vs 1.74** J.80 VS 2.32** 

J.49 VS J.39 2.12 vs 1.90 

1.55 vs 1.26 2.08 vs 1.89 

1.46 vs 1.39 2.01 vs 1.99 

1.23 vs 1.65** 1.74 vs 2.29** 

1.38 vs 1.49 2.00 vs 2.03 

1,4] VS 1.45 2.24 vs 1.76* 

1.77 vs 1.32* 2.47 vs 1.88** 
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Fig. 11 Comparisons of bacterial wilt resistance QTLs among potato, tomato, and eggplant on chromosomes 6 (a) and 3 (b). SNP identity 
was given without the prefixed identity "solcap_snp_." The physical positions of SNPs in the PBWR-3 and PBWR-6b regions in CIM 
analysis are presented in the potato OM v4.03 genome (Sharma et al. 2013), the tomato SL2.50 genome (https://solgenomics.net), and the 
eggplant HQ-1315 genome (Wei et al. 2020) using the BLASTN program (Zhang et al. 2000) in the Galaxy/NAAC 
(https://galaxy.dna.affrc.go.jp!)，with a cut-off value of Ix ]0·15. The physical locations of Bwr-3, Bwr-6, ERPR3a, ERPR3b, and ERPR6 
are shown based on Saigon et al. (2018). 



第 5章

バレイショにおける青枯病抵抗性に関わる主働QTLに連鎖する

DNAマ ー カ ー の開発と利用

諸言

バレイショ栽培において， RSSC による青枯病の被害を軽減するために，

さまざまな化学的， 生物学的，耕種的管理技術が用いられているが， その有

効性は限られている (Muthoni et ai. 2020) 。 現在までのところ， この病害を

防除する最も効果的な手段は，抵抗性品種の利用である (Huet 2014; Muthoni 

eta!. 2020) 。 しかし， 青枯病に対する抵抗性の育種は， 抵抗性が複数遺伝子

により支配され， RSSC は広い宿主域や多様性を持ち， さらに環境因子が病

害の発現に大きく影響を及ぼすなど課題が多い (Tung et al. 1990a, 1990b; 

Hayward 1991; Thoquet et al. 1996b; Fegan and Prior 2005) 。

国内では，2倍体品種 ‘ インカのめざめ ’ が抵抗性の供給源として用いら

れ， 青枯病に対する高い圃場抵抗性を有する育種系統 ‘ 西海 35 号 ＇ が育成

され， さらにこれより ‘ ながさき黄金 ’ という品種が育成されている (Mori

et al. 2012;'Sakamoto et al. 2017) 。 前章において， R: pseudosolanacearum 

(phylotype I/biovar 3 および phylotype I/biovar 4) および R. syzygii (phylotype 

IV /biovar N2) の接種菌株を用いて評価した ‘ 西海 35 号 ’ 由来の 2 倍性半数

体と罹病性 2 倍体から得られた凡集団において 10 個の QTL が同定された。

このうち， 抵抗性親に由来する最も有効な QTL は， 第 6 染色体上に位置す

る PBWR-6b で， 比較的低温下で phylotype I/biovar 3／病原型Cに対する菌株

特異的な抵抗性を示し， 40％以上の高い寄与率を示した。 バ レイショとゲノ
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ムの相同性が高いトマトでは， 青枯病に対する 2 つの主要な QTL が同定さ

れており， 1 つは第 6染色体 (Bwr-6) ， もう 1 つは第 12染色体 (Bwr-12)

に位置している。 Bwrc6 は， phylotype I と II に対して， 高温期から低温期に

かけて広く安定した抵抗性を示す (Carmeille et al. 2006)。 同様に， ナスにお

いても， R. pseudosolanacearum (phylotype I および III) に対する広範で安定

した効果を示す QTL が第6染色体上に検出されている (Saigon et al. 2018) 。

第6染色体における座乗位置のわずかな違いは， 異なる接種株と試験条件

の差異 (Wang et al. 2013; Saigon et al. 2018) もしくは独立した QTL のクラ

スタ ー化に由来する (Saigon et al. 2018) と考えられる。 仮に抵抗性 QTL が

クラスタ ー化していると考えると， PBWR-6b の近傍には他の重要な抵抗性

QTL が座乗している可能性も示唆され， 育種上の価値が高いと考えられる。

バレイショは4倍体であるため， 後代への形質遺伝が複雑であり， 目的

形質が複数遺伝子によって制御されている場合 は，後代で目的形質の出現率

が低下する (Watanabe 2015) 。 さらに， 抵抗性遺伝子座はしばしば不良形質

と連鎖している場合がある (Muthoni et al. 2020) 。 そのため， 目的とする遺

伝子を効率的に導入し，望ましくない遺伝子を排除するために， さまざまな

DNA マー カ ーが開発され， 品種育成を効率化するために利用されている

(Gebhardt et al. 2006; Mori et al. 2011, 2015; Ramakrishnan et al. 2015)。

本章では， PBWR-6b に連鎖する DNA マー カ ーを開発するため， QTL 領

域内に位置する候補遺伝子の1つについて配列を明らかにすることにより

PBWR-6b のアレルを同定し， そのうち抵抗性アレルに連鎖する特異的 DNA

マ ー カ ーを作成した。 作成した DNA マー カ ーを用いて， バレイショ品種系

統を調査しその存在頻度を明らかにするとともに，既存のマルチプレックス

PCR 法 (Mori et al. 2011) に本マ ー カ ー を組み込み， 病害虫抵抗性遺伝子型
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の効率的な選抜法の確立を目指した。

材料および方法

植物材料

マ ーカー開発には， PBWR-6b の同定に用いた F] 集団の親である RP （抵

抗性 2 倍体系統 ‘

10-03-30' ）と SP （罹病性 2 倍体系統 ‘

F,-1') を用いた。

'10-03-30' は PBWR-6b のヘテロ接合体である（第4章）。 凡集団における

'BA-31-38' 系統は最も抵抗性の高い系統一 つで， ‘F,-1' から受け継いだ

自家不和合性阻害遺伝子 (Sli) (Hosaka and Hanneman 1998) の機能によって

自殖が可能である。 ‘13A-31-38' は PBWR-6b に加え， 他の菌株に対しても

抵抗性を示す PBWR-3 および PBWR-7 をヘテロ接合型として保有している。

開発したマ ーカー の評価には，第 3 および4章で用いた凡集団 ('10-03-30'

x 'F,-1') 94 系統と ‘

13A-31-38' の自殖により作出した恥集団 63 系統を

供試した。 さらに， 開発したマ ーカ ーの4倍体での妥当性を検証するため，

‘西海 35 号 ’ と ‘ アイユタカ'(青枯病罹病性， 第 2 章）の交配から得られ

た4倍体凡集団 70 系統を供試した。

新たに開発した DNA マ ーカ ー を用いて， 107 の品種および育成系統を評

価 し た 。 このうち， 長崎県農 林技術開発センタ ー で RSSC の R.

pseudosolanacearum (phylotype I) および R. syzygii (phylotype IV) が混発し

た圃場で 3 作以上抵抗性程度を評価した品種系統については， Table 19 に抵

抗性の程度を示した。なお， 圃場での評価は同じ圃場で抵抗性標準品種とし

て ‘ながさき黄金 ’ と ‘ 農林1号 ’ を，罹病性標準品種として ‘ アイユタカ'

などを栽培し， 供試品種系統の被害程度と比較することにより行われた。
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塩基配列の解析

植物体のDNAは， DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, The Netherlands) を用

いて葉から抽出し， 分光光度計(NanoDrop 2000, Thermo Scientific, USA) 

を用いて定量した。標的領域は，PCRにより増幅した。すべてのプライマ ー

はPrimer3Plus (https://www.primer3plus.com/index.html)を用いて設計し， そ

の配列をTable 16に示した。 増幅反応は，lOngの鋳型DNA, KOD-Plus-Neo 

Ix PCRバッファ ー ，0.4 UのKOD-Plus-Neo (Toyobo, Japan), 2.0 µlの2mM

dNTPs, 1.2 µlの 2 5 mM MgS04, および0.3 pmolesのフォワ ー ドプライマ ー

とリバー スプライマ ーからなる総量20 µl で行った。PCR増幅の反応条件は，

94°Cで2分間の後，94°Cで15秒間，60°Cで30秒間，68°Cで5分間のサイク

ルを3 5回繰り返した後， 68°Cで5分間伸長反応を1サイクル行った。増幅

された断片は， TO PO TA Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)を用い

て， メー カ ー 提供のプロトコルに従いpCR4-TOPOベクタ ーにクロ ーニング

した。 シングルコロニー からのプラスミドDNA は， NucleoSpin Plasmid 

EasyPure (Macherey-Nagel, Germany)を用いて単離し，外部業者(FASMAC,

日本）に依頼してサンガ ー シー ケンス法により配列を決定した。増幅された

配列は，GENETYX ver.15のClustalW Alignment（ゼネティックス， 日本）に

よって比較した。

抵抗性アレル特異的プライマ ー を用いたDNAマ ー カ ー 検定

アレル特異的プライマ ー セットRbw6-1は，lOngの鋳型DNA, PrimeSTAR

GXL DNA polymerase 1 x PCRバッファ ー ， 0.2 µIのPrimeSTAR GXL DNAポ

リメラ ー ゼ(1.25U/µl) (Takara Bio, Japan) , 0.8 µIの2.5 mM dNTP mixture,

および0.3 pmolesのプライマーを含む総量10 µIでPCR反応を 行った。PCR
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増幅の条件は， 98°Cで 2 分間の後， 98°Cで 10 秒間， 55°Cで 15 秒間， 68°Cで

1 分間のサイクルを 35 回行い， 最後に 68°Cで 5 分間伸長反応を行った。 次

に， 増幅された PCR 産物の 3 µ]（約 100 ng) を， メ ー カ ー提供のプロトコ

ルに従って， 1 µI (10 U) の制限酵素 Btsl-v2 (New England BioLabs, USA)

を加え総量 10 µ]で反応させた。 制限酵素処理後， PCR 産物は lxTAE 緩衝

液 (40 mM Tris-acetate および lmMEDTA) による 1.4％アガロ ースゲルを用

いて電気泳動で分離した。アレル特異的プライマーセット Rbw6-2 は， 10 ng 

の鋳型 DNA, 5.0µ1 の Ampdirect Plus （島津製作所，日本）， 0.05 µ]の BIOTAQ

HS DNA Polymerase (5 U/µl) (Bioline, UK) ， および 0.3 pmoles のプライマ

ーを含む総量 10 µI で PCR 反応を行った。 Rbw6-2マーカ ー を増幅する際，

ポジティブコントロールとして顆粒性澱粉合成酵素遣伝子(GBSS, Table 17) 

のフォワ ー ドおよびリバースプライマーを付加した。 PCR 増幅の反応条件

は， 95°Cで 10 分間の後， 94°cで 30 秒間， 57°Cで 30 秒間， 72°Cで 1 分間の

サイクルを 35 回繰り返した後， 最後に 72°Cで 5 分間伸長反応を行った。

PBWR-6b に連鎖する DNA マー カ ー を加えたマルチプレックス PCR 法

下記の 6 種類のバレイショにおける病虫害抵抗性遺伝子の診断用 DNA マ

ーカ ー とポジティブコントロールとしての GBSS を混合し， マルチプレッ

クス PCR として 1 つのチュ ー ブで増幅させた。

● 青枯病抵抗性 QTL であるPBWR-6b の Rbw6-2

• ジャガイモシストセンチュウ抵抗性遺伝子HJに連鎖する Nl95 （竹

内ら 2008)

• ジャガイモ X ウィルス抵抗性遺伝子 Rxl の PVX (Ohbayashi 2019)

● 疫病抵抗性遺伝子 RI の RI (Ballvora et al. 2002)
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● ‘さやあかね ’ 由来の疫病抵抗性遺伝子 R2 に連鎖する R2-800 （大林

ら 2010)

• ジャガイモ Y ウィルス抵抗性遺伝子 Rychc に連鎖する Ryl86 （竹内ら

2008)

PCR 増幅は， 10 ng の鋳型 DNA, 5.0 µI の Ampdirect plus （島津製作所，

日本）， 0.1 µI の BIOTAQ HS DNA Polymerase (5 U/µl) (Bioline, UK) およ

び Table 17 に示すプライマ ー を含む総量 10 µI で行った。 PCR 増幅の反応条

件は， 95°Cで 10 分間の後， 94°cで 30 秒間， 68°Cで 30 秒間， 72°Cで 1.5分

間を 5 サイクル繰り返し， その後に， 94°cで 30 秒間， 55°Cで 30 秒間， 72°C

で1.5分間の 35 サイクル， そして最後に 72°Cで 5 分間伸長反応を行った。

PCR 産物は， lxTAE バッファ ー (40mM Tris-acetate および lmM EDTA) に

よる 1.4％アガロ ースゲルでの電気泳動で分離した。

青枯病抵抗性の評価

抵抗性評価には， in vitro 接種試験（第 1 章で詳述）を用いた。 接種菌株

には R. pseudosolanacearum の MAFF327142 株 (phylotype I/biovar 3／病原型

C) を用いて， 2 倍体と 4 倍体の集団を供試した。 系統毎に 9 または 10 個体

を1反復として， 3 反復を行った。 なお， 接種後の培養温度は 24°cに設定し

た。 抵抗性の評価は， 接種後 30 日目に， 茎の萎凋程度を第1章と同様に，

0~4 スケ ールで測定し3反復の平均DIを求めた。

統計解析

統計解析は， 2 倍体および4倍体 F1 集団 (Aa vs aa または Aaaa vs aaaa) 

については Welch の t 検定， 2 倍体恥集団 (AA vs Aa vs aa) については一
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元配置分散分析 (ANOVA) を行った後に Tucky 検定を行い， それぞれの遺

伝子型の DI を評価した。 R バージョン 3.3.3 のパッケ ー ジ Rcmdr(Fox 2005) 

および EZR (Kanda 2013) (R CoreTeam 2017) をこれらの解析に用いた。

結果

PGSC0003DMG40011779 領域の塩基配列の決定

PBWR-6b に含まれる SNP 座は， solcap_snp_c1_12696, solcap_snp_c2_ 43113, 

および solcap_snp_c2_43121 の 3 つであった（第 4 章） （ Fig. 12) 。 s.

phureja 'DM v.4.03' (Sharma et al. 2013) と S. chacoense 'M6' (Leisner et 

al. 2018) の全ゲノム配列を参照すると， QTL 領域内に Nucellin-like aspartic 

protease 遺伝子 (PGSC0003DMG40001l 779) が存在することが分かった。 シ

ロイヌナズナにおいて， 分泌されたAspartic protease は高度に保存された細

菌タンパク質を切断し，細菌である Pseudomonas syringae の成長を阻害する

(Xia et al. 2004; Wang et al. 2019) 。 そして， Aspartic protease は植物体のス

トレス応答において重要であり， 植物防御における抗菌機構の 1 つとして

知られている (Figueiredo et al. 2021） 。 これらの理由から， 本研究では， こ

の遺伝子領域をマ ー カ ー 開発の対象とした。

PGSC0003DMG400011779 は， APl1779_F2/AP11779 _Rl （以下， プライマ

ーセットはフォワ ー ドプライマ ー／リバースプライマ ーで表記する）および

APll 779 _Fl/APll 779 _R26 を用いて RP ('10-03-30'）および SP ('F,-1' ）の

対象領域を増幅させ， pCR4-TOPO ベクター にクロ ー ニングした後， 配列を

決定した (Fig. 13) 。 その結果， それぞれ 2 種類の配列が同定された (Figs.

14, 15）。 このうち ‘

10-03-30' 由来の B アレルと ‘

F1 ー1' 由来の B アレルは

互いに同 一で， ‘DMv.4.03' の配列と高い相同性があった。 ‘F1-l' のもう
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一方の C アレルは， ‘M6' の配列に相同性が高かった。 これは， ‘F1-l' が

S. phureja '1.22' と， ‘M6' と同等なS. chacoense 'chc525-3' (Hosaka and

Sanetomo 2020b) との種間雑種であるためと考えられる。 ‘10-03-30' のもう

一方の Al アレルは他の 3 つのアレルの配列とは異なっており， ‘10-03-30'

が高い抵抗性を示すことから， このアレル配列が PBWR-6b と連鎖している

と類推される。 ‘10-03-30' の Al アレルの塩基配列は， DNA Databank of Japan 

(DDBJ) に accession 番号 LC750324 で登録された。

抵抗性アレル特異的マ ー カ ー の開発

3 種類のアレル配列の間には， いくつかの SNP や挿入・欠失が見られた

(Figs. 14, 15）。 このうち， ‘10-03-30' の第 6 エクソンにある Al アレルに

特異的な SNP の 1 つを利用して， Al アレルのヘテロ接合体とホモ接合体を

区別するために Cleaved amplified polymorphic sequences (CAPS) マ ー カ ー を

開発した (Fig. 14) 。 プライマ ー セット AP!1779_F34/AP11779 _R3 l を用いた

PCR 反応により 3 種類のアレルは共通して 479 bp のバンドを生成したが，

制限酵素 Btsl-v2 は Al アレル由来の PCR 産物のみを切断し， 289 bp と 190

bp のバンドとして観察された (Fig. 16) 。 これにより， ‘10-03-30' の後代に

おいて Al アレルがヘテロ接合体 (479 bp/289+ 1.90 bp バンド）とホモ接合体

(289+190 bp バンド）を区別することができる。この CAPSマ ー カ ー を Rbw6-

1 (Resi Resistant to Bacteria aacterial Y!..ilt) と呼ぶことにする。

Al アレルの配列では， 9 番エクソンの下流に 20 bp の欠失が見られた (Fig.

15) 。この欠失領域を標的にプライマ ー セット APl1779_F33/AP11779 _R30 を

設計したところ， Al アレルからのみ 440 bp の断片が増幅された。 この 440

bp のバンドを Rbw6-2 と呼ぶことにした (Fig. 17) 。
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これらのアレル特異的マ ー カ ーを用いて， 2倍体凡集団 (']0-03-30' X 

'F1-l'), 2倍体恥集団 ('13A-31-38' の自殖）， および 4倍体凡集団( ‘ 西

海 35 号'[抵抗性］ X ‘アイユタカ'[罹病性］）を調査した (Table 18) 。

2 倍体凡集団における Rbw6-2 の有無は， Rbw6-1 による 479 bp/289+190 bp 

ヘ テロ接合体または 479bp ホモ接合体， および solcap_silp_c し12696 の遺伝

子型と完全に一 致した。 分離比は 53:41 で，が 検定により 1: I に適合した

(P=0.216）。 ヘ テロ接合凡個体である ‘ 13A-3l-38' を自殖させた 2倍体 F2

集団では， Rbw6-2を示す 48 個体が Rbw6-1 によってホモ接合体 (289+190

bp) 18 個体とヘテロ接合体 (479bp/289+190bp) 30 個体に分離した。 Rbw6-

2 が検出されなかった 15 個体は， Rbw6-1 によってすべて 479 bp のホモ接

合体となり， 1 : 2 : 1 の分離比となった (p=0.807) 。 したがって， Rbw6-1 と

Rbw6-2 は PBWR-6b が座乗する ‘10-03-30' の Al アレルを特異的に検出で

きることが確認された。 4 倍体凡集団では， 27 個体が Rbw6-2 と Rbw6-1 の

4 79 bp/289+ 190 bp バンドの両方を示し， 43 個体は Rbw6-2を欠き Rbw6-1 の

479 bp バンドのみを示した。 やや歪みはあるものの，が検定によりI : I に

適合するので (p=0.056),‘ 西海 35 号 ＇ は Al アレルを 一重式 (Aaaa) で持

つと考えられる (Table 18) 。

Al アレル特異的マ ー カ ー と青枯病抵抗性の関連性

2倍体凡集団，2倍体恥集団， および4倍体的集団について， in vitro 検

定により， 各個体の抵抗性程度を調査した (Fig. 18) 。 2 倍体的集団および

4倍体凡集団は，抵抗性親と罹病性親の間で正規分布様の分離を示し， Rbw6-

2 および Rbw6-1 の 479 bp/289+190 bp バンドを示す個体 (Aa または Aaaa )

は DI が低い傾向にあり， Rbw6-2 と Rbw6-1 の 289+190 bp バンドのどちら
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も示さない個体 (aaまたはaaaa)はDIが高い傾向にあった(Fig. 18a, c)。

2倍体 凡 集団のAa遺伝子型および4倍体F]集団のAaaa遺伝子型の平均DI

はそれぞれ1.49および1.35であり ， aaおよびaaaa遺伝子型の平均DI（そ

れぞれ2.81および2.44)に比べ有意に低かった(p<0.001, Table 18)。 2倍

体恥集団 は最も抵抗性の高い凡個体の 1つである ‘13A-31.-38' を自殖し

て得られたもので， 集団内の分離は ‘13A-31-38' に近い方， すなわち低い

DIに偏っていた(Fig. 18b)。 15個体のaa遺伝子型のうち7個体がDI<0.5

となり抵抗性個体と判断された。また，aa遺伝子型の平均DIも 1.39であり

抵抗性(DI<l.5)を示した。 この集団では， 親が持つPBWR-3やPBWR-7な

どの他の抵抗性QTLも 分離していると考えられる。 しかし， AAおよびAa

遺伝子型個体の平均DIはさらに低く， それぞれ0.69および0.72となり，

ANOVAにより遺伝子型間の平均 DIに有意な差があることが確認された

(p<0.05) (Table 18)。

バレイショ品種系統におけるAlアレルの検出

107 のバレイショ品種系統に対して， Rbw6-1およびRbw6-2マ ー カ ー を

用いてAlアレルの有無を調査した(Table 19)。 その結果， Rbw6-1マ ー カ

ーでは，‘西海35号',‘インカのめざめ'(森ら2009),‘はりまる'(Fujimatsu

et al. 2018), ‘ながさき黄金'(Sakamoto et al. 2017), ‘北海98号'( ‘ インカ

のめざめ ’ の変異体）， ‘10H17'(Hosaka and Sanetomo 2020a)， そして育成

系統である，‘西海43号 ’

, （長系142号',‘長系150号',および ‘ 愛系284'

（いずれも ‘西海35号 ’ 由来）で479 bpと289+190 bpの両方のバンドが

検出された。 圃場検定により抵抗性を評価された品種系統のうち， Rbw6-1
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で 289+190 bp バンドを有する品種系統はいずれも青枯病抵抗性の程度が

「強」または「中」程度の抵抗性を示した (Table 19)。‘インカのめざめ'

の後代系統である ‘ アイマサリ',‘西海 38 号',‘西海 39 号', および ‘ 西

海 42 号 ’ では， R畑6-1 の 289+190 bp バンドが検出されず，‘西海 39 号'

を除いて罹病性であった。 一方， Rbw6-2 マ ー カーを用いると， Rbw6-l の

289+190 bp バンドが検出されたすべての品種系統で， Rbw6-2 のマ ー カーバ

ンドが検出されたが， さらに品種 ‘ LT-7'(PI 527974) でもマ ー カーバンド

が確認された (Table 19) 。

Rbw6-2 マ ー カーを組み込んだマルチプレックス PCR 法の開発

国内の育種プログラムでは，疫病抵抗性遺伝子 (RI および ‘ さやあかね'

に由来する R2) ， ジャガイモ X ウィルス抵抗性遺伝子(Rxl) ， ジャガイモ Y

ウィルス抵抗性遺伝子 (Rychc) ， およびジャガイモシストセンチュウ抵抗性

遺伝子 (Hl ）の有無を診断する DNA マ ー カーを組み込んだマルチプレック

ス PCR 法が開発され利用されている(Mori et al. 2011, 2015）。 この従来のマ

ルチプレックス PCR 法では， シストセンチュウ抵抗性遺伝子 (Hl）を挟む

連鎖マ ー カーNl46 と Nl95 （竹内ら 2008) の両方が組み込まれているが，

Nl46 は Rbw6-2 とバンドサイズが近いことと， Nl95 でも HJ が検出できる

ことから， Nl46 を外し PBWR-6b に連鎖する Rbw6-2 を加えた (Table 20) 。

さらに， 他のマ ー カ ー のプライマー濃度を •Table 20 のように最適化した

(Table 17) 。 また， 初期変性温度は 94°cから 95 °Cに変更し， 35 サイクル条

件内のアニ ー リング温度を 58°Cから 55°Cに変更することにより新たなマル
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チプレックス PCR 法を開発した。 本法による検定結果の一例を Fig. 19 に示

す。

考察

PBWR-6b は RSSC の phylotype I/biovar 3/race I ／病原型 C の菌株に対する

系統特異的な青枯病抵抗性の QTL で， 比較的低温で高い効果を示す（第 4

章参照）ことから，国内のバレイショ栽培において秋作の後半に特に有効で

あると考えられる。 第 6 番染色体上の PBWR-6b とほぼ同じ位置に， トマト

の青枯病抵抗性 QTL (Bwr-6: Carmeille et al. 2006; Wang et al. 2013) および

ナスの青枯病の抵抗性 QTL (ERPR6: Saigon et al. 2018) が確認されている

（第4章）。 したがって， このゲノム領域はナス科の青枯病に対する重要な

抵抗性遺伝子が座乗している可能性が高いが，温度依存性や RSSC のグルー

プの違いによって抵抗性の反応はこれらの作物で異なる（第4章参照）。 本

研究では， PBWR-6b の候補遺伝子の一 つである Nucellin-like aspartic protease 

(PGSC0003DMG400011779) の塩基配列に基づいて，抵抗性アレルを特異的

に検出する 2 種類の DNA マ ー カーRbw6-1 と Rbw6-2 を開発した。さらにこ

れら DNA マ ー カーを用いて広範な品種系統を調査したところ， 両方のマ ー

カーが検出されたのは ‘インカのめざめ
’

に由来する品種系統のみであっ

た (Table 19) 。 このことから， Al アレルは日本の品種である
‘

インカのめ

ざめ
’

に由来する新規抵抗性アレルと考えられる。

'LT-7' には Rbw6-2 のみが検出された。 ‘LT-7' はペルーのリマ市にある

国際ポテトセンタ ーで開発されたもので，耐暑性を有することが知られてい

る (Tung et al. 1990a, 1993; Watanabe et al. 1999b) 。 ‘LT-7' は青枯病菌 CIP-
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204株(race3)に罹病性であるが(Watanabe et al. 1992, 1999b), WP-17株

(race 1)に高い抵抗性を示すことが報告されている(Tung et al. 1993)。 ま

た，CIP-204株を含むrace Iおよびrace3の混合株で汚染された圃場におい

て，高い収量性が確認されている(Watanabe et al. 1999b)。このことは，‘LT-

7'が圃場においても有効な菌株特異的抵抗性を示している可能性を示唆し ，

Rbw6-1マ ー カ ーは検出されなかったもののPBWR-6bとの類似性が示唆さ

れる。

Table 19に示すように，‘西海39号 ＇ を除く ‘ インカのめざめ ＇ の後代で

は，Alアレルを持つものは中程度または高い圃場抵抗性を示すが，Alアレ

ルを持たないものば罹病性を示す。‘インカのめざめ ’ 由来の主働QTLであ

り菌株特異性を有するAlアレルも圃場抵抗性に寄与していると考えられ

る。 ただし， 前章において明らかにしたように，‘インカのめざめ ’ の青枯

病抵抗性にはPBWR-6bだけでなく，PBWR-3とPBWR-7という他の重要な

QTLも関わっている。 このため，‘西海39号 ＇ のように，Alアレルを有し

ていなくても抵抗性を示す系統が存在していた。複数の遺伝子を集積するこ

とで抵抗性が向上し（Pilet-Nayel et al. 2017)， バレイショの青枯病抵抗性に

おいても第3章においてPBWR-3とPBWR-7の集積による抵抗性の向上が

観察された(Fig. 7)。 したがって， 今後，PBWR-3およびPBWR-7と連鎖す

るDNAマー カ ーの開発が望まれる。

近年， バ レイショでは2倍体育種， いわゆるF]ハイブリッド育種が行わ

れており(Lindhout et al. 2011; Jansky et al. 2016;賓友ら2023)， 東アフリカ

ではその育種プログラムの 高い有効性が示唆されている(de Vries et al. 

2016)。Rbw6-lは共優性マー カ ーであり，2 倍体における3 つの遺伝子型
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(AA, Aa, および aa) を正確に識別することが可能であり， PBWR-6b 遺伝

子座の AA ホモ接合体を容易に選抜することができる。 さらに， 本研究で

は，後代における PBWR-6b の出現率は 2 倍体恥集団においてメンデルの法

則による予測値と近く，青枯病抵抗性に関して顕性遺伝を示し，致死遺伝子

などの有害遺伝子との連鎖は見られなかった。 したがって， PBWR-6b の Al

アレルに連鎖する分子マ ー カーRbw6-1 を F1 ハイブリッド育種プログラム

に組み込むことで，青枯病抵抗性の効果的な選抜が可能になると考えられる。

本研究で新たに開発されたマルチプレックス PCR 法は， 主要な病害虫抵

抗性遺伝子を持つ個体の効率的な選抜を可能すると考えられる (Fig. 19) 。

日本では現在，ジャガイモシストセンチュウ抵抗性遺伝子(HJ)の付与が品

種化する上で義務付けられ， ジャガイモ Y ウィルス抵抗性遺伝子 (Rychc)

は新品種に組み込むことが強く望まれている (Mori et al. 2011, 2015)。 新た

に開発されたマルチプレックス PCR 法は， 育種家が HJ や Rychc に加え， 追

加的な労力やコストをかけずに青枯病抵抗性遺伝子 (PBWR-6b) を有する個

体の選抜を可能にしている点でより価値あるものと考えられる。

PBWR-6b は， F1 集団 ('10-03-30' x 'F1-l' ）において， ‘10-03-30' に由

来する抵抗性アレルとして確認された (Table 18) 。 ‘10-03-30' とその親であ

る ‘ 西海 35 号 ’ の青枯病抵抗性は，2倍体品種の ‘ インカのめざめ ’ に由

来すると推察されている (Mori et al. 2015)。 ‘ インカのめざめ ’ の祖父母世

代には， ‘US-WI'('Katahdin'の 2 倍性半数体），S.phureja'114'(PI 225683),

そして S. tuberosum subsp. andigena の 2 つの半数体系統（国際ポテトセンタ

一由来）があり（森ら 2009) (Fig. 20)， このうち S.phureja は青枯病抵抗性

の供給源として多用されているため (Thurston and Lozano 1968; Sequeira and
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Rowe I 969; French and De Lindo 1982; Watanabe et al. 1992; French et al. 1998; 

Fock et al. 2000; Lopes et al. 2021), ‘ インカのめざめ ’ の青枯病抵抗性は前

章でも述べたように S. phureja '114' と考えられてきた (Mori et al. 2015) 。

しかし， ‘I 0-03-30' のPGSC0003DMG400011779 における Al アレルの配列

は， S. phureja'DM v4.03' および ‘

1.22' の当該配列と異なっていた。さら

に， US Potato Genebank のデータベース (https://www.ars-grin.gov) によると，

S. phureja'114'(PI 225683) は青枯病に罹病性であるとされ，さらに S. phureja

‘114' と ‘ Katahdin' には Rbw6-l が検出されなかった (Table 19）。したが

って， S. tuberosum subsp. andigena が ‘ インカのめざめ ’ の青枯病抵抗性 QTL

である PBWR-6b の供給源である可能性が高いと考えられる。 S. tuberosum

subsp. andigena の青枯病抵抗性に関する研究はほとんど報告されておらず，

青枯病抵抗性育種への利用は限られていた。しかし，本研究で明らかになっ

たように， S. tuberosum subsp. andigena は R. pseudosolanacearum 株に対して

特異性の高い PBWR-6b の抵抗性アレルを有しており， 一 定の圃場抵抗性を

示すと考えられた。 このことから， 青枯病抵抗性の新たな供給源として s.

tuberosum subsp. andigena を利用した育種素材を探索することは重要である

と考える。 日本では S. tuberosum subsp. andigena が育種遺伝子プールの拡大

に活用されており (Hosaka and Sanetomo 2020a) ， その一 部が PBWR-6b を保

有する可能性や他の青枯病抵抗性 QTL を持つ可能性が考えられる。

91 



Table 16 Primers used for development of the allele-specific marker 

Primer name Primer sequence (5'-3') 

APl1779_F2 TGACACACCCTTAATTTGTCACA 

AP! 1779 RI TTCGGCCTTCCATGAGCAAT 

APl 1779 Fl GCCGTCGCATAACGTGAATT 

AP11779 R26 AGCAGACCAGGAAAGATTA TCTTCA 

AP! 1779_F34 AGGAGTCAAGGGTCTTCCAA 

APll 779 _R3 l TGTACCGTTCAGTATGCCCA 

APll 779 _F33 ACCTACACCAAAGTTA TCGGGT 

AP! 1779_R30 CAGTTATCCAGAAACTACTCAACTTGC 
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Table 17 Markers and optimized primer concentrations in multiplex PCR 

Marker Target gene Primer Primer sequence (5'-3')' 

RI RI 76-2s!2 CACTCGTGACATATCCTCACTA 

76-2SR CAACCCTGGCATGCCACG 

PVX Rx/ RxSP-S3 ATCTTGGTTTGAA TACATGG 

RxSP-A2 CACAA TA TIGGAAGGA TTCA 

GBSS GESS (positive control) gbss-01 ATGGCAAGCATCACAG 

gbss-02 CAAAACTITAGGTGCCTC 

R2-800 R2 (Saya-akane-derived) R2SP-S7 TACTAACCTITICCTAGATG 

R2SP-A9 AGAAし:TITCTCACAGCTITI

Ryl86 Rychc RY186-11 TGGTAGGGATATTTTCCTTAGA 

RYI86-12 GCAAA TCCTAGGIT A TCAACTCA 

Rbw6-2 PBWR-6b APll 779 _F33 ACCTACACCAAAGTIATCGGGT 

AP11779 R30 CAGTI ATCCAGAAACTACTCAACTIGC 

Nl95 HJ Nl95-09 TGGAAATGGCACCCACTA 

Nl95-06 CATCATGGTTTCACTTGTCAC 

'Primer sequences cited from Mori et al. {20ll) except for those of the Rbw6-2 marker 

Size(bp )  

1400 

1230 

981 

800 

587 

440 

337 

Final cone. (µM) 

0.25 

0.25 

1.5 

1.5 

0.3 

0.3 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

0.15 

0.15 

0.2 

0.2 



42.75 42.76 42.77 42.78 42.79 42.80 42.81 42.82 42.83 42.84 42.85 Mb 

9
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Fig. 12 Schematic representation of PBWR-6b on the r�ference genome DM v. 4.03 (Sharma et al. 2013)
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Fig. 13 Schematic representation of PGSC0003DMG40001 I 779 and the positions of'AP! I 779二primers developed in this study. 
PGSC0003DMG4000 I I 779 consists of nine exons. Empty regi.0ns within exons are untranscribed regions. 



10-03-30 A 1 allele
10-03-30 B allele
F,ー1 Ballele 
F,ー1 Callele 
DM 

M6 

AP11779_F訊
TTATTTGATGGGCAGGCCACAGGAGTCAAGGGTCTTCCAATTATTTTTGACAGTGGAAGTACCTTCACTTACTTTAGTTCAAAAGCTTATGA 
四ATTTGACGGGCAGGCCACAGGAGTCAAGGGTCTTCCAATTGTTTTTGACAGTGGAAGTACCTTCACTTACTTTAGTTCAAAAGCTTATGA
TTATTTGACGGGCAGGCCACAGGAGTCAAGGGTCTTCCAA四'GTTTTTGACAGTGGAAGTACCTTCACTTACTTTAGTTCAAAAGCTTATGA
TTAT四GATGGGCAGGCCACAGGAGTAAAGGGTCTTCCAATTA.四?TTTGACAGTGGAAGTACCTTCACTTACTTTAGTTCGAAAGCTTATGA
TTATTTGACGGGCAGGCCACAGGAGTCAAGGGTCTTCCAATTG四叱匹GACAGTGGAAGTACCTTCACTTACTTTAGTTCAAAAGCTTATGA
TTATTTGACGGGCAGGCCACAGGAGTCAAGGGTCTTCCAATTA四四'TGACAGTGGAAGTACCTTCACTTACTTTAGTTCAAAAGCTTATGA

9
6
 

TATTTTTCTATCTTCGGTAAGTTGGGAAAGTGTTGTTATAGTCCTAAATGCTTGATTCTTTTCTGTGCTCTAATAATAGTTTGTCTTCAGATJ迅TGAAAAACATAAA
TATTTTTCTGTCTTCGGTAAGTTGGGGAAGTGTTGCTATGGTCCTAAATGCTTGATTCTTTTCTATGCTCTAATAATAATCCGTCTTCAGATAAAGAAGAACATAAA. 

i TATTTTTCTGTCTTCGGTAAGTTGGGGAAGTGTTGCTATGGTCCTAAATGCTTGATTCTTTTCTATGCTCTAATAATAATCCGTCTTCAGATAAAGAAGAACATAAA 
TATTTTTCTATCTTCGGTAAGTTGGGGAAGTGTTGTTATAGTCCTAAATGCTTGATTCTTTTCTATGCTCTAATAATAGTTTGTCTTCAGATAAAGAAAAACATAAA 
TATTTTTCTGTCTTCGGTAAGTTGGGGAAGTGTTGCTATGGTCCTAAATGCTTGATTCTTTTCTATGCTCTAATAATAATCCGTCTTCAGATAAAGAAGAACATAAA 
TATTTTTCTATCTTCGGTAAGTTGGGGAAGTGTTGCTATGGTCCTAAATGCTTGATTCTTTTCCATGCTCTAATAATAATCTGTCTTCAGATAAAGAAGAACATAAA 

- - - - - ? 

TGCAAAGCAGCTGACTGATGCAACGAATGACAAAAGCCTTCCCGTCTGCTGGAGTGGTTCCAAACCCTTCAAATCTGTTAATGATGCCACAATCTACTTCAAGCCAT 
TGCAAAACAGCTGACTGATGCAACAAATGACAAAAGCCTTCCCGTCTGCTGGAGTGGTTCCAAACCCTTCAAATCTGCTAATGATGCCACTATCTACTTCAAGCCAT 
TGCAAAACAGCTGACTGATGCAACAAATGACAAAAGCCTTCCCGTCTGCTGGAGTGGTTCCAAACCCTTCAAATCTGCTAATGATGCCACTATCTACTTCAAGCCAT. 
TGCAAAGCAGCTGACTGATGCAACGAATGACAAAAGCCTTCCCGTCTGCTGGAGTGGTTCCAAACCCTTCAAATCTGTTAATGATGCCACAATCTACTTCAAGCCAT 
TGCAAAACAGCTGACTGATGCAACAAATGACAAAAGCCTTCCCGTCTGCTGGAGTGGTTCCAAACCCT.TCAAATCTGCTAATGATGCCACTATCTACTTCAAGCCAT 
TGCAAAGCAGCTGACTGATGCAACAAATGACAAAAGCCT.T.CCCGTCTGCTGGAGTGGTTCCAAACCCTTCAAATCTGTTAATGAT.GCCACTATCTACTTCAAGCCAT 

▼Btsl-v2 recognition site 

丘••••GTTTCATGAAAGCCAAGAATGTTGAGTTTCAGCTTCCGCCTGAGGCCTATCTTATTCTTACTGTAAGCACCTTTTCAACTGTTTCTTAGGTATTAAAT 
TTACACTGAGTTTCATGAAAGCCAAGAATGTTGAGTTTCAGCTTCTGCCTGAGGCCTATCTTATTCTTACTGTAAGCACCTTTTCAACTGTTTCTTAGGTATTAAAT 
TTACACTGAGTTTCATGAAAGCCAAGAATGTTGAGTTTCAGCTTCTGCCTGAGGCCTATCTTATTCTTACTGTAAGCACCTTTTCAACTGTTTCTTAGGTATTAAAT 
TTACACTGAGTTTCATGAAAGCCAAGAATGTTGAGTTTCAGCTTCTGCCTGAGGCCTATCTTATTGTTACTGTAAGCACCTTTTCAACTGTTTCTTAGGTATTAAAT 
TTACACTGAGTTTCATGAAAGCCAAGAATGTTGAGTTTCAGCTTCTGCCT.GAGGCCTATCTTATTCTTACTGTAAGCACCTTTTCAACTGTTTCTTAGGTATTAAAT 

TTACACTG^GTTTCAT^GAAAGCCAAGAATGTTGAGTTTCAGCTTCTGCCTGAGGCCTATCTTATTCTTACTGTAAGCACCTTTTCAACTGTTTCTTAGGTATTAAAT 

＾ ””t, ~~ ~ ～””~”^ ^ ”へ＾（”＾”^ ～O AP1 1.779 R3 1 
TATGGTTGGACGATATCAAAGACTGATTTTTGCTCGTGTTCTCTTAGGAGCATGGTAATGTATGCTTGGGCATACTGAACGGTACAG 
TATGGTTGGATGATGTCAAAGACTGATTTTTGCTCGTGTTCTCTCAGGAGCATGGTAATGTATGCCTGGGCATACTGAACGGTACAG 
TATGGTTGGATGATGTCAAAGACTGATTTTTGCTCGTGTTCTCTCAGGAGCATGGTAATGTATGCCTGGGCATACTGAACGGTACAG 
TATGGTTGGATGATGTCAAAGACTGATTTTTGCTCGTGTTCTCTTAGGAGCAT.GGTAATGTATGCCTGGGCATACTGAACGGTACAG 
TATGGTTGGATGATGTCAAAGACTGATTTTTGCTCGTGTTCTCTCAGGAGCATGGTAAT.GTATGCCTGGGCATACTGAACGGTACAG 
TATGGTTGAATGATGTCAAAGACTGATTTTGGCTCGTGTTCTCTCAGGAGCAT.GGTAATGTATGCCTGGGCATACTGAACGGTACAG 

Fig. 14 Sequence comparison of the 5th, 6th, and 7th exons (shaded) ofrGSC0003DMG400011779. Nucleotide substitutions were 
indicated in bold. The PCR products using a primer pair AP11779_F34 and AP! 1779 _RJI were digested by Btsl-v2 to distinguish the 
Al allele of 10-03-30 from the other alleles (the Rbw6-l marker). 



10-03-30 A 1 allele紅ATATTACTGAAATGTTCTCTATGACCTACACCAAAGTTATCGGGTTTATCCCAAACACATACAGTAGTACAC:GTTTAGCCTACATCACAAGA
10-03-30 B allele 
F,-1 B allele 
F,-1 C allele 
DM 

M6 

ATATATTACTGAAATGTTCCCTATGACCTGCACCGAA四TATCGGGTTTATCCCAAATACATACAGTAGTACACGTTTAGCCTACATCACAAGA
ATATATTACTGAAATGTTCCCTATGACCTGCACCG砧GATAT.CGGGTTTATCCCAAAT.ACATACAGTAGTACACGTTTAGCCTACATCACAAGA
ATATATTACTGAAATGTTCCCTATGACCTGCACCGAAGTTATTGGGTTTATCCCAAATACATACAGTAGTACACGTTTAGCCTACATCACAAGA 
ATATATTACTGAAATGTTCCCTATGACCTGCACCGAAGATATCGGGTTTATCCCAAATACATACAGTAGTACACGTTTA GCCTACATCACAAGA 
ATATATTACTGAAATGTTCCCTATGCCCTACACCAAAGTTATCGGGTTTATCCCAAATACATACAATAGTACAGGTTTAGCCTACATCACl\1迄A
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TCATCTCCTAGCTTTGAAATTTTGAATCTTAGTTAGCTGTAGACTTTGGA-CCCCGTTGTGTCTGCTTTTTATATAAAATTTGGGCCATTTACAACTGCAATTGAGTTG 
TCATCTCCTAGCTTT GAAATTCTGAATCTC-GTTAGCTATACACTTTGGGCCCCCGTTGTGTCTGCTTCTTATATAAAATTTGGGCCATTTACAACTGCAATTGAGTTG 
TCATCTCCTAGCTTTGAAATTCTGAATCTC-GTTAGCTATACACTTTGGGCCCCCGTTGTGTCTGCTTCTTATATAAAATTTGGGCCATTTACAACTGCAATTGAGT.TG 
TCATCTCCTAGCTTT GAAATTCTGCATCTGAGTTTGCTA田ACACTTTGGGCCCCCGTTGTGTCTGCTTCTTATATAAAATTTGGGCCATTTACAACTGCAATTGAGTTG
TCATCTCCTAGCTTTGAAATTCTGAATCTC-GTTAGCTATACACTTTGGGCCCCCGTTGTGTCTGCTTCTTATATAAAATTTGGGCCATTTACAACTGCAATTGAGTTG 
TCATCTCCTAGCTTTGAAATXTTGAATCTCAGTTAGCTATACACTTTGGGCCC:CCGTTGTGTCTGCT.TCTTATATAAAGTTTGGGCCATT.TACAACTGCAATTG-c--" 

ATGCAATTCGCGTAATACCTGTCAGAAATGGAAACTACATAT.T瓦GATATATTGAAAAGAAT.TTCTTGAGGGT四GTATCTAATATTAGTGTAGTGTTGAAAGTTGAAACA
ATGCAATTCGCGTAATACCTGSCAGAAATGGAAACTACATATTAGATATATTGAAAACAATTTCTTGAGGGTTGTATCTAATATAAGTGTAGTGTTGAAAGTTGAAACA 
ATGCAATTCGCGTAATACCTGTCAGAAATGGAAACTACATATTAGATATATTGAAAACAATTTCTTGAGGGTTGTATCTAATATAAGTGTAGTGTTGAAAGTTGAAACA 
ATGCAATTCGCGTAATACCTGTTA GAAATGGAAACTACATATTAGATATATTGAAAACAATT.TCTTGAGGGTTGTATCTAATATTAGTGTAGTGTTGAAAGTTGAAACA 
ATGCAATTCGCGTAATACCTGTCAGAAATGGAAACTACATATTAGATATATTGAAAACAATTTCTTGAGGGTTGTATCTAATATAAGTGTAGTGTTGAAAGTTGAAACA 

へ―---—----GCATAATACCTGACAGAAATGGAAACTACATATTAGATATAT
四
TGAAAACAATATCT閃GAGGGTTgGTATCTAATATAAGTGTAGTGTTGAAAGT^TGAAACA

”” ” ” ぃ—t oが” t v t o ~ ~ ～~ ‘’へt , ～ v oいt ~ t 

CAGAATTCATCTTTCAAATAAATAATACTAGTGTTGCCTTTGATATTTTTGGCTTCTTGAGATCCCAAGTAAATTTCCATCTACATTTT邸TATGTACTCTTTTGCCAT
CCGAATTCATCTTTCAAATAAATAATACTAGTGTTGCCTTT GACATTTTTGGCTTCTTGAGATCCGAAGTAAATTTCCATCTACATTTTAATATGTATTCTTTTGCCAT 
CCGAATTCATCTTTCAAATAAATAATACTAGTGTTGCCTTTGACATTTT.TGGCTTCTTGAGATCCCAAGTAAATTTCCATCTACATTTTAATATGTATTCTTTTGCCAT 
CAGAATTCATCTTTCAAATAAATAATACTAGTGTTGCCT.TTGACATTTTTGGCTTCTT.GAGATCCCAAGTAAATTTCCATGTACATTTTAATATGTATTCTTTTGCCAT 
CCGAATTCATCTTTCAAATAAA匹U\TACTAGTGTTGCCTTTGACATTTTTGGCTTCT.TGAGATCCCAAGTAAATTTCCATCTACATTTTAATATGTATTCTTTTGCCAT
CAGAATTCATC匹TTCAAATAAATAATACTAGTGTTGCCTTTGACATTATTGGC.CTCT四祁Gl\.TCC.CAAGTAAATTTC.CATCTACATTTTAAT紅GTATTCTTTTGCCAT

令
一

AP11779 R30 
....................................... 

TTTGATATAAA-GAAAATTGCAA--------------------GTTGAGTAGTTTCTGGATAACTGAATTTTACTTCTA 
TTTGATATAAA"GAAAATTGCAACTTATAGTACAATTGATCTAGTTGAGTAGTTTTTGGATATCTGAATTTTACTTTTA 
TTTGATATAAA-GAAAATTGCAACTTATAGTACAATTGATCTAGTTGAGTAGTTTTTGGATATCTGAATTTTACTTTTA 
TTTGATATAAA-GAAAATTGCAACTTATAGTACAATTGATCTAGTTGA GTAGTTTTTG GATATCTGAATTTTACTTTTA 
TTTGATATAAA-GAAAATTGCAACTTATAGTACAATTGATCTA GTTGAGTAGTTTTTGGATATCTGAATTTTACTTTTA 
TTTGATATAAAAGAAAATTGCAACTTATAGTACAATTGATCTAGTTGAGTAGTTTTTGGATATCTGAATTTTACTTTTA 

Fig. 15 Sequence comparison of the ninth exon (shaded) of PGSC0003DMG40001 I 779. Nucleotide substitutions were 

indicated in bold. The primers AP! 1779 _F33 and AP! 1779 _R30 were designed to distinguish via PCR the AI allele of 10-03-

30 from the other alleles (the Rbw6-2 m証ker).
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Fig. 16 The Rbw6-l marker segregating in the 2.x凡population. 1-9，凡genotypes; I 0, the 
resistant parent 10-03-30; 11, the susceptible parent F1-l; and M, a !OObp ladder marker 
(Nippon Gene, Japan). 
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Fig. 17 The Rbw6-2 marker segregating in the 2.x凡population. 1-5，凡genotypes;
6, the resistant parent 10-03-30; 7, the susceptible parent F

1
-l; and M, a IOObp 

ladder marker(Nippon Gene, Japan). 
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Table 18 Segregations of markers specific to the Al allele of 10-03-30 in the 2x F,, 2x F2, and 4x F, populations and the genotype means 

of disease indices (Dis) and standard errors given in parentheses 

Marker Marker genotype 2xF, (n=94) 2xF2 (n-63) 4xF1 (n=70) 

Rbw6-I 289+190 bp 18 (0.69士0.18 a) 

4 79 bp/289+ I 90 bp 53 (1.49 土 0.12 a) 30 (0.72 土 0.10 a) 27(1.35士0.13 a) 

479 bp 41 (2.81 土 0.14 b) 15 (1.39 土 0.34 b) 43 (2.44士0.12 b) 

x2 test 1:1(p=0.216) 1:2:1(p=0.807) ]:](p=0.056) 

Rbw6-2 Presence 53 (1.49 土 0.12 a) 48 (0.71 土 0.09 a) 27 (1.35 土 0.13 a) 

Absence 41 (2.81士0.14 b) 15 (1.39士0.34 b) 43 (2.44士0.12 b) 

i'-test 1:1(p＝0.216) 3:1(pa=0.827) 1:1阿0.056)

Significant differences in Dis between genotypes, as detected by t-tesi(p＜0.05) or Tucky test(p＜0. I 0), shown with different alphabets 
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Table 19 The presence of the Al allele of 10-03-30 determined using the Rbw6-1 and Rbw6-2 markers for mltivars and breeding lines that were evaluated for

bacterial wilt resistance in the Japanese field 

Category 

Resistant 

Moderately 

resistant 

Medium 

Susceptible 

Not evaluated 

Rbw6-l Rbw6-2 Cultivars and breeding lines 

+ + Aikei 284*, Inca-no-mezame*, Nagasaki Kogane*, Saikai 35* 

Meiho, Norin I, Saikai 39* 

＋ 

＋ 

+ Chokei 142*, Chokei 150*, Saikai 43*

Aino-aka, Chijiwa, Saikai 33, Setoyutaka, Unzen

Nishiyutaka, Shimabara, Tachibana

Airnasari*, Aiyutaka, Dejima, Eniwa, Fugenmaru, Hanashibetsu, Haru-akari, Konafubuki, Saikai 31, Saikai 38*, Saikai

42*, Sanjyumaru, Sakurafubuki, Saya-akane, Sayaka, Star Queen, Tonya, Toyoshiro, Waseshiro

Foreign cultivars: Irish Cobbler, May Queen

+ Harirnaru*, Hokkai 98 (a sport oflnca-no-mezame)*, IOH17*

•Foreign cultivar: LT-7

Inca Gold, Red Andes, 97H32-6

Foreign cultivars:Alowa, Andover, Astarte, Atlantic, Atzimba, Bintje, BR-63.74, BR-63.76, Capella, Cherokee, CR02,

Cynthia, Desiree, DT0-33, Early Gem, Early Rose, Gineke, Green Mountain, Greta, Hindenburg, Hudson, 1-822, 1-853,

1-1039, lvP35 (S. phureja), Johanna, Katahdin, Kennebec, King Edward, Koral, Maris Piper, Matilda, Multa, ND860-2,

Noordeling, Norchip, Norking Russet, Norland, Ona, Pentland Ace, Pentland Crown, Pentland Dell, Pike, Prevalent, P-

7, Russet Burbank, Saco, Sassy, Sebago, Serrana INTA, Shepody, Snowden, Superior, S. phureja 114, Tawa, Tunika,

Urtica, USDA 96-56, Wauseon, Yankee Chipper, Yukon Gold

Cultivars or breeding lines marked with"*" descended from lnca-no-mezame, the original source of the Al allele of 10-03-30 



Table 20 The newly developed multiplex PCR method for simultaneous detection of diagnostic 

DNA markers for six disease and insect resistance genes in potato, compared with previously 

published conditions (Mori et al. 2011) 

Marker Target gene Size (bp) Final concentration (µM) 

This study Mori et al. (201 I) 

RI RI 1400 0.25 0.25 

PVX Rxl 1230 1.5 1.5 

GBSS GESS 981 0.3 0.15 

R2-800 R2 (Saya-akane-derived) 800 0.5 0.25 

Ryl86 Ryc/9C 587 0.5 0.1 

Nl46 HJ 506 0.05 

Rbw6-2 PBWR-6b 440 0.15 

Nl95 HJ 337 0.2 0.05 
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蝙
編鵬‘

R1吟
PVX吟

蝙鯛ヽ
函 疇 丸 妥
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GBSS吟 --------
R2-800吟 蝙鴫

Ry186吟 -- ．． ．．
Rbw6-2吟 噂榊叡

攣疇 磁， ．． 

N195吟 ---•,.... ．． 

Fig. 19 Multiplex PCR to detect multiple markers for resistance genes to late blight (RI and R2-800), Potato 
virus X(PVX), Potato virus Y(Ry186), bacterial wilt (Rbw6-2), and golden cyst nematode(N］95) and for 
GBSS as a positive control. I, Hanashibetsu; 2, Aiyutaka; 3, Saikai 35; 4, Aimasari; 5, Saya-akane; 6, 
Harimaru; 7, Inca-no-mezame; 8, Chokei 159; and M, a IOObp ladder marker(Nippon Gene, Japan). 



2x 
g S. phureja 114 

(Pl 225683) 2x 
W822229-5 

2x 
ダ US-W1

(Katahdin haploid) 
l 2x

I nca-no-mezame

2x 
g sD219-5 C> 

しr,

(2x S. tuberosum 

ト ci"

2x subsp. andigena) P10173-5 

2x 
ci'S0375-5 

(2x S. tuberosum 
subsp. andigena) 

Fig. 20 The pedigree of the potato cultivar Inca-no-mezame (Mori et al. 2009). 



総合考察

気候変動による地球温暖化によって深刻な問題となり得る病害の一 つと

して，高温で発病が促進される青枯病が挙げられる (Patil et al. 2012) 。これ

まで， バ レイショにおける青枯病は，我が国においては九州以南でのみ発生

し問題視されてきた。しかし， 今後温暖化に伴い発生地域は北上するものと

考えられる。本研究は，このような背景に立って，国内のバレイショ生産を

安定的かつ持続的に続けるために，青枯病抵抗性育種の育種基盤を確立させ

ることを目的として行われたものである。

本研究では， まず室内で効率的に青枯病抵抗性を評価できるin vitro検定

法を開発した（第1章）。 これにより， これまで唯一の抵抗性評価法であっ

た圃場検定に加えて，多検体のバレイショ個体の青枯病抵抗性を評価できる

ようになった。さらに，本検定法は圃場検定では困難であった菌株苺の病原

力を安定して評価できることを可能にした。そこで，国内で採取されたさま

ざまな青枯病菌によるバ レイショヘの病原力について，in vitro 検定法で評

価を行い，5つの病原型に分類することにより今後の抵抗性育種を行う上で

の指標を確立した（第 2 章）。これにより，5つの病原型に対応した抵抗性

個体を選抜することで，国内の青枯病発生地域において安定した抵抗性を示

す品種育成を可能にすると考えられる。 第 3 章および第 4 章ではゲノムワ

イドな遺伝解析を行い， 10 個の新奇の青枯病抵抗性 QTL を同定し，それら

の集積により抵抗性が向上することを明らかにし， さらに QTL 間にはエピ

スタシスな関係があることを明らかにした。また，各 QTL の特性， すなわ

ち菌株特異性や温度依存性が明らかになった。それにより，環境条件に影馨
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を受けにく・いQTLであるPBWR-3とPBWR-7, 一方で環境条件に影響を受

けやすいが寄与率40％以上を超える主働QTLであるPBWR-6bの特性が明

らかにされた。 さらに，PBWR-6bの抵抗性アレルに連鎖する2種類のDNA

マーカー (Rbw6-1およびRbw6-2)を開発することにより，PBWR-6bが顕性

遺伝をして， 2 倍体および 4 倍体においても R. pseudosolanacearum に対する

高い抵抗性を発揮することが確認された（第5章）。PBWR-6bの抵抗性アレ

ルは ‘ インカのめざめ ’ に由来し， 圃場抵抗性にも関与していることが示唆

され， バ レイショ育種上の高い価値が示された。 そのため， 育種プログラム

に青枯病抵抗性のマ ー カー選抜 が適用できるよう， 主要な病虫害抵抗性

DNAマー カ ーを含むマルチプレックスPCR法にRbw6-2マーカー を組み込

み新たなマルチプレックスPCR法を開発した。

バ レイショ品種系統に対して， 青枯病菌には phylotype I と Wによる明瞭

な病原力の違いはなく， phylotype に依存しない多様な病原型が存在するこ

とが明らかになった。これまで国内の青枯病抵抗性個体の選抜は長崎県農林

技術開発センタ ーの限られた圃場でのみ行われ (Mori et al. 2015) ， 本研究で

示された全ての病原型に対応した抵抗性評価が現行の育種システムでは難

しいことが考えられた。 そのため， in vitro 検定を現行の育種システムに加

えて併用していく必要があると考えられる。 特に， biovar 3 のみで構成され

た病原型 E に類別される菌株は比較的低温で病原力が高まる (Table 6) 。 国

内の圃場環境では高温が多発要因とこれまで考えられているため（片山ら

1983) ， 病原型 E に類別される菌株に対しては in vitro 検定法を用いて対応

する必要がある。

バ レイショにおける青枯病抵抗性は， Host-pathogen-environment interaction

の影響を受けて (Tung et al. 1990b, 1992; Watanabe et al. 1999b) ， 抵抗性因子
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を明らかにすることが困難であった (Patil et al. 2012）。本研究では，各 QTL

がエピスタシスを含む菌株特異的抵抗性や温度依存性抵抗性を示すことを

明らかにした。その結果， RSSC の種の違いや環境温度に関わらず安定した

抵抗性を示す QTL が存在することを示した。これら多くの QTL の中でも主

働 QTL は存在し， トマトやナスにおいて近年特に重要視されている第 6 番

染色体に位置する QTL (Abebe et al. 2020; Kunwar et al. 2020) と物理位置が

重複する PBWR-6b が同定された。この QTL の抵抗性アレルに連鎖する DNA

マーカ ー は青枯病抵抗性個体の効率的な選抜を可能にする。さらに他の病虫

害抵抗性マ ー カ ー をマルチプレックス PCR 化することで迅速かつ簡便な病

虫害抵抗性個体の選抜が可能となった。これにより，従来は生産力予備試験

に供試される年間 30 系統のみしか青枯病の抵抗性を評価でなかったが

(Table2) ，開発したマルチプレックス PCR 法を用いると系統選抜試験に供

試される年間 1,000 系統程度について青枯病抵抗性を評価できると考えら

れ， 青枯病抵抗性品種育成の大幅な効率化が期待できる。

以上述べたように， 本研究はバレイショを含めたナス科の主要作物にお

ける青枯病抵抗性に関する新たな知見を提供するとともに，今後の国内外の

バレイショにおける抵抗性育種に大いに貢献するものと期待できる。
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要約

ナス科ナス属であるバレイショ類は栽培種7種と野生種226種に分類さ

れる多様な遺伝的背景を持ち， このうち現在世界中で栽培されているのは

Solanum tuberosum subsp. tuberosumである。 このように多様な遺伝的背景を

持つにも関わらず，日本を含めた欧米のバレイショ育種における遺伝子プー

ルの脆弱性が指摘されている。一方で，バレイショは世界中の多様な環境で

栽培されており，近縁野生種を育種に利用することで多様な形質を栽培種に

導入し各地域の気候や病虫害に対応してきた。しかし，地球温暖化による気

候変動が進行するにつれ，バレイショ栽培におい てもいくつかの問題が生じ

ることが予測される。その一つとして高温で多発する青枯病による被害があ

る。これまで，日本を含めた世界各国で青枯病抵抗性育種は行われてきたが，

バレイショが4倍体であること， 青枯病抵 抗性が量的形質遺伝子座

(Quantitative trait locus, QTL) により支配されていること， そして青枯病

の原因細菌が種複合体(Ralstonia solanacearum species complex, RSSC)であ

りバレイショ ヘの病原力が多様であることから，普及性の高い抵抗性品種の

育成が難しかった。国内における抵抗性個体の選抜はRSSCに汚染された圃

場を利用した生物検定に頼っており，青枯病の発病には環境要因が大きく影

響を及ぼすため，抵抗性評価に最低3年は必要となっている点が抵抗性育

種の大きな制限要因となっている。このような問題に対応するためには，抵

抗性検定方法の改善，RSSCの病原力および抵抗性に対する理解， そして育

種における効率的選抜を可能にするDNAマ ー カ ーの開発が必要である。
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第1章では， バ レイショの青枯病抵抗性に関するin vitro検定法を開発す

るため，抵抗性系統 ‘西海35号 ’ および罹病性品種 ‘ Kennebec'をin vitro条

件下で培養し， R. pseudosolanacearumのphylotype I/biovar 4の菌株を接種株

として両系統の発病度を明瞭に識別できる条件を検討した。その結果，最適

な検定条件は，6～8葉期の培養植物に対し，接種する菌濃度は102 CFu ml" 

！， 接種後の培養温度は28°Cであった。 発病程度の評価部位については， 葉

よりも茎を評価対象 とした方の信頼性が高かった。この方法を用いて，圃場

での抵抗性程度が異なる9つの品種を評価した。その結果，圃場での抵抗性

が高い品種ほど発病指数が低く，本検定法は制御された環境での青枯病抵抗

性の評価に有効であると考えられた。

第2章では，RSSCの病原力を明らかにするため， 国内で採取されたバレ

イショに被害を及ぼす26菌株(phylotype IおよびIV)について， 接種後の

培養温度を24°Cないし28°Cとし， 抵抗性系統 ‘西海35号 ’ および罹病性品

種 ‘ アイユタカ ＇ に対する発病度をin vitro検定法で評価した。 多くの菌株

で， ‘西海35号 ＇ の発病指数が ‘ アイユタカ ’ より有意に低かった。 病原

力は菌株によっても異なり，また接種後の温度によっても大きく異なってい

た。 また，それぞれの菌株の品種および培養温度に対する発病度を基に， 階

層および非階層クラスター分析を行った ところ，26菌株は5つの病原力型

（病原型 A, B, C, D, およびE)に分類された。 これはphylotypeを含む

これまでの分類方法とは一 致し なかった。したがって，対象地域 で安定した

抵抗性品種を育成するためには，その地域の主要病原型菌株に対する選抜を

行う必要がある。
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第3 章では， バ レイショにおける青枯病に対する抵抗性の QTL 解析を行

った。抵抗性 2 倍体系統 ‘ 10-03-30'(RP) と罹病性 2 倍体系統 ‘ F1 ー 1'(SP)

を交配し， 94 系統からなる凡集団を育成した。 この集団を two-way pseudo

testcross とみなし， 一塩基多型 (Single nucleotide polymorphism, SNP) マー

カ ーを用いて， RP に対しては 1,476 SNPs が 422 座にマップされ， SP に対

しては 2,663 SNPs が 475 座にマップされた高密度連鎖地図を構築した。 F1

集団の抵抗性評価は， R. pseudosolanacearum (phylotype I/biovar 4/race 1／病原

型 A) を用いた in vitro 検定法により行われた。 バレイショの第 1, 3,_ 7, 

10, および 11 番染色体上に 5 つの QTLs(qBWR-1 ~ -5) が同定され，各 QTL

の寄与率は 9.3~18.4％を示した。抵抗性親は qBWR-2, qBWR-3, およびqBWR-

4 に抵抗性アレルを持ち， qBWR-1 と qBWR-5 に罹病性アレルを持っていた。

5 つの QTLs に抵抗性アレルが集積されることで， 抵抗性親と比較して抵抗

性程度が向上した。 また， 第1, 7, および 11 番染色体における QTLs の相

互作用による抵抗t生程度の向上効果も確認された。本研究は， ゲノムワイド

マー カ ー を用いて バ レイショの青枯病抵抗性に関する新規 QTL を同定した

初めての研究である。

第4 章では，第3 章の結果を拡張するため，同じ 2 倍体凡集団および SNP

マー カ ーによる RP と SP の連鎖地図を用いた。 In vitro 検定を用いて 3 種の

異なる菌株 (R. pseudosolanacearum の phylotype I/biovar 4／病原型 A 株と

phylotype I/biovar 3／病原型 C 株， およびR. syzygii の phylotype IV/biovar N2/ 

病原型 A 株）を接種し， 24°c または 28 °Cで培養した後抵抗性を評価した。

その結果， 第1, 3, 5, 6, 7, 10, および 11 番染色体上に 5 つの主働 QTL

を含む合計 10 QTLs を同定した。 主働 QTL である PBWR-3 と PBWR-7 は R.
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pseudosolanacearum (phylotype I) と R. syzygii (phylotype IV) に対して安定

した 抵 抗 性 を 示したが， 同じく主働 QTL で あ る PBWR-6b は R.

pseudosolanacearum (phylotype I/biovar 3) に文寸する菌株特異性を示し， 低温

でより高い抵抗性を示した。 したがって， 広範な抵抗性を示す QTL と菌株

特異的 抵抗性 QTL を組み合わせることで ， 有効な青枯病抵抗性品種を開発

できることが示唆された。

第5章では， 前章において同定された菌株特異性を示し， 低温でより高

い抵抗性を示す QTL である PBWR-6b のマー カ ー開発を行った。 QTL 領域

内に位置する候補遺伝子の 1 つ Nucellin-like aspartic protease 遺伝子の塩基

配列を， RP と SP で比較した。 その結果， RP の抵抗性アレルに固有の配列

を持つ Al アレルを同定し， これを特異的に検出する 2 つの分子マ ー カー

(Rbw6-1 と Rbw6-2) を開発した。 マー カ ーを用いて RP の系譜を辿ったと

ころ， 青枯病抵抗性 QTL であるPBWR-6b は， ‘インカのめざめ ’ の交配親

であるS. tuberosl,/m subsp. andigena に由来すると推定された。 また， 107 の

バレイショ品種系統を調査したところ， ‘インカのめざめ ’ の後代系統での

み Rbw6-1 と Rbw6-2 が検出されその多くで 抵抗性が確認された。 2倍体お

よび4倍体の交配集団においてマ ー カ ーの有無と抵抗性の程度は 一 致し，

PBWR-6b は顕性遺伝により後代に伝わることが明らかとなった。 さらに，

Rbw6-2 マー カ ーを既存のマルチプレックスポリメラ ー ゼ連鎖反応 (PCR)

法に組み込み，青枯病 (PBWR-6b) ， ジャガイモシストセンチュウ (HJ),

ジャガイモ Y ウイルス (Rychc) ， ジャガイモ X ウイルス (Rxl) ， および疫

病 (Rl, 品種 ‘ さやあかね ’ 由来の R2) に対する抵抗性遺伝子が同時検出

できるようになったため， 青枯病抵抗性系統の迅速な選抜が可能となった。
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以上述べたように，本研究では，新たな青枯病抵抗性の評価方法が開発さ

れ， より効率的に抵抗性育種を進めることが可能となった。 加えて， 国内の

青枯病菌が5つの病原力型に分類されたことから，今後は， これら病原力型

別に抵抗性を評価することで，国内の幅広い地域で安定した抵抗性を示す品

種育成が可能になると考えられる。 また， 青枯病抵抗性の主働QTLを同定

し， その 一 つであるPBWR-6bの抵抗性アレルの有無を判定するDNAマー

カ ー を開発した。 このマ ー カ ー を従来のマルチプレックスPCRに組み込ん

だことで， 主要な6つの病虫害抵抗性遺伝子の迅速な選抜技術を開発した。

これらの得られた知見と開発した技術は， バ レイショにおける青枯病抵抗性

育種の効率化に大いに寄与するものと期待される。
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Summary 

Potato and its relatives are classified into 7 cultivated and 226 wild species 

in. the Solanaceae family: Among them, Solanum tuberosum subsp. tuberosum is

only species currently cultivated worldwide. The fragility of.the genetic diversity 

is concerned for the gene pools in Western and Japanese potato breeding programs, 

despite its diverse genetic variability existing in closely related wild species. On 

the other hand, to grow potatoes under diverse environments, useful traits such as 

tolerance to biotic and abiotic stresses have been· introduced from primitive 

cultivated and wild potato species. However, climatic changes due to global 

warming are progressing, which make challenges to continue stable and safe supply 

of potatoes. One of the significant challenges is against incrE;asirig damages caused 

by bacterial wilt, which occur frequently at high temperatures. However, potatoes 

are mainly tetraploid, resistance to bacterial wilt is controlled quantitatively, 

bacterial wilt is.caused by a complicated species complex
. 

(the Ralstonia

solanacearum species complex, RSSC), and the virulence of RSSC varies widely 

depending on strains and potato varieties, altogether making it difficult to rapidly 

breed resistant cultivars. Since selection of resistant genotypes to bacterial wilt is 

conducted in the heavily infested field and affected largely by environme.ntal 

conditions, the resistance assay takes at least three years in Japan, which is 

considered a major limiting factor for resistance breeding. To overcome these 

problems, it is desired to develop a simple and reliable resistance assay method, to 

understand virulence types of the various RSSC strains and resistance types against 
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different strains, and to develop DNA markers for rapid selection of resistant 

genotypes. 

In Chapter 1, to develop an in vitro assay for resistance to bacterial wilt of 

potatoes, the resistant breeding line'Saikai 35'and the susceptible variety 

'Kennebec'were cultured under in vitro conditions. The inoculation conditions were 

examined by culturing the phylotype I/biovar 4 strain of R. pseudosolanacearum as 

inoculum. The optimal conditions were; inoculating plants at the 6-8 leaf stage at 

a bacterial concentration of 102 CFU m1·1 and an incubation temperature of 28 °C. 

Stems were more reliable as the site for evaluation of disease severity than leaves. 

This method evaluated nine cultivars with different degrees ofresistance in the field. 

The results showed that varieties with higher resistance in the field had lower 

dis·ease indices, suggesting that this test method is effective for evaluating bacterial 

wilt resistance in a controlled environment.. 

In Chapter 2, virulence of various RSSC strains was investigated. Twenty

six strains (phylotypes I and IV) of RSSC collected in Japanese potato fields were 

evaluated by in vitro assays for virulence against the resistant line 'Saikai 35'and 

the susceptible variety'Aiyutaka'. The effect of environmental temperature on the 

virulence of RSSC strains was very diverse; and virulence varied greatly among 

strains. Hierarchical and non-hierarchical cluster analyses classified the 26 strains 

into five virulence types (pathotypes A~E), inconsistent with previous classification 

methods, including phylotypes. Therefore, selection for breeding stable resistant 

varieties in the target region should be based on virulence types. 
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In Chapter 3, QTL analysis was performed for resistance to potato bacterial 

wilt. The resistant diploid line'10-03-30'was crossed with the susceptible diploid 

line'F1-l'to generate an F1 population of 94 genotypes. Resistance evaluation of 

the F1 population was performed using an inoculation strain of R. 

pseudosolanacearurn (phylotype I/biovar 4/race 1/pathotype A) in an in vitro assay. 

Five QTLs (qBWR-1 to qBWR-5) ·were identified on potato chromosomes 1, 3, 7, 

10, and 11, with each QTL contributing 9.3 to 18.4%. The resistant parent had 

resistance alleles at qBWR-2, qBWR-3, and qBWR-4 and diseased alleles at qBWR-

1 and qBWR-5. The accumulation of resistance alleles at all five QTLs resulted in 

increased resistance compared to the resistant parent. The effect of interactiol}. 

among QTLs at chromosomes I, 7, and 11 on the degree of resistance was also 

observed. This is the first study to identify novel QTLs for resistance to bacterial 

wilt in potatoes using genome-wide markers. 

In Chapter 4, a further expansion of the QTL analysis performed in Chapter 

3 was conducted using the same F, population and the linkage maps with different 

RSSC strains and temperature conditions. An in vitro assay was used to inoculate 

different strains and species (phylotype I/biovar 3, phylotype I/biovar 4, and 

phylotype IV /biovar N2) and evaluate resistance under controlled conditions at 24 

or 28°C. Ten QTLs were identified, including five major QTLs on chromosomes 1, 

3, 5, 6, 7, 10, and 11. PBWR-3 and PBWR-7, the major QTLs, showed stable 

resistance to R. pseudosolanacearum (phylotype I) and R. syzygii (phylotype IV), 

whereas PBWR-6b, also a major QTL, showed strain-specific and more effective 

properties at low temperatures against R. pseudosolanacearum (phylotype I/biovar 
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3). Therefore, it is suggested that effective bacterial wilt resistant cultivars can be 

developed by combining broad·resistance QTL and strain-specific resistance QTL. 

In Chapter 5, to develop DNA markers for PBWR-6b, the nucleotide 

sequence of one of the candidate genes located within the QTL region of PBWR-6b 

was compared between the parents used for QTL analysis. The resistance allele was 

identified, and resistance allele-specific molecular markers Rbw6-1 and Rbw6-2 

were developed for PBWR-6b. PBWR-6b is thought to be derived from S. tuberosum 

subsp. andigena, the hybrid parent of'Inca-no-mezame'. Both markers were 

d�tected only in the'Inca-no-niezame'progeny among I 07 potato cul ti var and 

breeding lines. The developed resistance allele-specific DNA markers demonstrated 

that it is possible to select resistant individuals from· diploid and tetraploid 

populations and inferred that the mode of inheritance of PBWR-6b is dominance. 

Furthermore, Rbw6-2 was incorporated into an existing multiplex polymerase chain 

reaction (PCR) meth
_
od to select for resistance to bacterial wilt (PBWR-6b), golden

cyst nematode (HI), Potato virus Y (RYchc), Potato virus X (Rxl), and late blight 

(RI and'Saya-akane'-derived R2). This method is expected to improve the 

efficiency of breeding for resistance to bacterial wilt in potato. 

In conclusion, the in vitro assay method developed in this study is reliable 

and enable to evaluate bacterial wilt resistance more efficiently. Since the RSSC 

strains in Japan were classified into five virulence types, varieties with stable 

resistance in a wide range of regions in Japan could be bred by considering these 

virulence types. Major resistance QTLs were identified, which made possible to 

develop DNA markers. One of markers diagnostic to a major resistance QTL, 
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PBWR-6b, was incorporated into the existing multiplex PCR, which enabled to 

simultaneously detect six major disease and pest resistance genes. Based on these 

findings and the developed technologies, it is expected to breed more efficiently 

bacterial wilt resistant varieties. 
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