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略 語 表

緒 言

１ 植物としてのチャ
チャ（ （ ） ）はツバキ科ツバ

キ属に属する中国原産の常緑性の木本である．変種とし
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て および が認められており，

前者は中国中南部を中心に，後者は中国南部からインド

にかけて自生している．紅茶生産で有名なスリランカに

はチャの自生は認められていない． は，葉

が小さく先端は丸くあまり尖らない低木である，耐寒性

が強い等の特徴があり，反対に は葉が大

きく先端が尖り，喬木性で耐寒性が弱く，

に比べて鋸歯が多いことが特徴とされる．中国南部

では両者の間の交雑に由来すると思われる中間的な形態

も多く存在するが，典型的な と典型的な

を比較すると，同種とは思えないほどの

形態的相違がある．しかしながら両者の間には明瞭な生

殖的隔離はなく自由に交雑できるとともに，その後代も

十分な稔性がある．日本在来のチャは葉が小さな耐寒性

の強い潅木であり， に分類される．台湾

山岳部に自生するタイワンヤマチャは葉が大型であり，

鋸歯も多いことから， とされているが，

耐寒性は他の よりも格段に強い他，毛茸

がない，茶樹自体が特有の臭いを有する等，際立った特

徴がある（武田 ）．

チャが日本に自生するかどうかは議論があるが，松下

（ ）はその著書の結論として，人の手の入っていない

山林からはチャが発見できないことから，日本にチャは

自生しないとしている．また， マーカーを用いた

分析の結果，日本在来のチャは変異の幅が中国のチャと

比べてきわめて小さいこと（ ら ；山口

ら ）から，人が大陸から持ち込んだチャの一部が

全国（主に関東地方以南）に広がったものと判断するの

が合理的であろう．

２ 飲用作物としてのチャの歴史
チャの葉を煎じて飲用にする習慣は中国に起源し，紀

元前より多くの記録があり，少なくとも三国時代には庶

民の飲用として定着していたと考えられている． 世紀，

イギリスが当時植民地であったインドに中国からの種子

（ ）を導入し，栽培を始めた．当時は中国

風の緑茶の生産であった． 年にアッサム州で野生

の大木（ ）が発見され，その後，多くの

自生があることが明らかとなり，その種子が茶園の造成

に利用されるようになった．また，中国風緑茶より発酵

の進んだ紅茶がヨーロッパで人気が高まったことから，

インドでの茶生産は徐々に紅茶へと転換した．スリラン

カにおける紅茶の生産の歴史は比較的新しく， 世紀

中頃からである．現在，チャは緑茶や紅茶として中国の

みならず世界中で広く飲用に利用されている．主要な生

産国は中国，インド，ケニア，スリランカであり，中国

以外の主要生産国では主要な輸出産品であり，外貨獲得

源となるきわめて重要な作物となっている．

日本におけるチャの歴史をたどると，空海・最澄が中

国より種子を持ち帰ったとされるのが記録として残る最

初の導入である．しかし，それ以前にすでに導入されて

いた可能性を否定するものではない．日本で“茶”が飲

用として定着するのは，鎌倉時代の僧，栄西が中国より

チャの種子を導入するとともに 喫茶養生記 を記し，

“茶”を飲用することの効能を説いた後である．また，

安土桃山時代には千利休が現れ，抹茶をたてて飲用する

習慣が主に貴族や武士の間に盛んになった．その一方，

一般庶民の間ではチャを枝ごと収穫し茹でて火に干した

ものを煎じて飲用とする，いわゆる日干番茶が徐々に定

着した．江戸中期には永谷宗円が蒸した新芽を揉みなが

ら乾かして製造する蒸し製緑茶の製造法を確立し，好評

を博した．これが現在の日本の蒸し製緑茶の原点となっ

た．明治に入ると外貨獲得のため政府は殖産興行政策を

押し進め，明治期，“茶”は生糸と並ぶ重要輸出産品となっ

た．当時，輸出用として作られた“茶”は釜炒り茶や紅

茶であり，主な輸出先は北米であったが，明治後期には

品質問題が浮上し，輸出量は急速に減退した．日本の“茶”

の輸出は現在ではごく僅かであるが，国内の緑茶の需要

に支えられ，産業として安定した状態を維持している．

一方栽培現場では，チャの栽培が始まって以来，茶園

と言えば種子を播いて作られるものであったが， 年

代以降，栄養系品種に急激に置き換わった．これはチャ

の収穫方法の変化と密接な関係がある．それまでチャの

芽は人間の手で収穫されるものであったのが，鋏やより

大型の機械によって収穫されるようになった．種子を播

いて作られるいわゆる実生茶園は各個体，収穫の適期が

不均一であり，人間の手による収穫であれば適期が訪れ

た個体から収穫すればよいが，機械摘採であれば作業効

率上，個体ごとに収穫時期を変えることは不可能である．

この点，栄養系品種の茶園は摘採期や新芽の熟度が均一

で，機械摘採であっても高い品質が維持できる．

３ 現代日本におけるチャの栽培と課題
輸入農作物による価格の低下，担い手不足とその高齢

化により，日本の多くの農作物が国際競争力を失う中，

茶業経営は比較的安定した状態を維持している．これは，

蒸し製緑茶に代表される国際的に珍しい製造法や食生活

への密着等，日本の茶業の特殊性と，製茶工場・製茶技
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術，そして品種等，海外移転に時間がかかる要因を日本

の茶業が多く含んでいるためと考えられている．しかし，

国際的にも高い価格の日本の茶市場をめざして，東アジ

アの茶産国では日本からの技術移転や研究開発を進めて

いる．将来にわたり低価格でも安定して高品質の茶を生

産できる，そんな産業としての競争力を確保できるかど

うかに，日本の茶業の存亡がかかっていると言える．

現在の日本の茶業は同時に，窒素肥料の過剰施用によ

る地下水汚染の深刻な問題を抱えている．また，大量の

農薬が使用されている現状に対する消費者の目もきびし

い．特にクワシロカイガラムシに対しては他の病害虫に

対する場合の数倍の薬剤が使用されており，消費者心理

への影響のみならず生態系への影響も危惧される．環境

負荷の問題は今後の日本の茶業の競争力を足元から大き

く揺るがしかねない問題である．

上記，競争力の問題と環境負荷の問題を根本的に解決

してゆくためには，育種において品質優良で多収，かつ

耐病虫性で吸肥能力の優れた品種を育成してゆけるかど

うかが鍵になる．

４ チャ育種の現状と問題意識
日本におけるチャの育種は長い歴史があり，江戸後期

には民間育種家により在来茶園からの選抜が開始されて

いる． 年には国による組織的な交雑育種が開始され，

その後，多くの紅茶用，緑茶用品種が育成されてきた．

しかしその一方，明治時代に実生茶園から民間育種家に

よって選抜された一つの栄養系品種 やぶきた が 品

種栽培面積の約 ％を占めるという現状がある．実際

に やぶきた が普及したのは 年代以降であった．

それまでの実生による萌芽期が不均一で生産性の低い在

来茶園が， やぶきた を中心とした萌芽期が均一で生

産性の高い栄養系品種茶園へと急激に置き換わった．こ

の時， やぶきた の他にも栄養系品種は存在したが，

品質と収量の両面で やぶきた の比較対象ではなかっ

た．やがて やぶきた の名は品種名というよりもブラ

ンドとして知られるようになった．最近になって， さ

えみどり （武田ら ），山の息吹 （倉貫ら ），

りょうふう （近藤ら ）， さきみどり （古野ら

）， 香駿 （中村ら ）， はるみどり （武田

ら ）， そうふう（近藤ら ）， つゆひかり

（小柳津ら ）等の優良な品種が育成されるように

なったが， やぶきた の名はすでにブランド名として

の地位を確立しており，これらの品種が やぶきた の

ブランド名を覆すほどのアドバンテージがあるとは現時

点では考えにくい．今後， やぶきた のブランド名を

突き崩す品種を育成してゆくためには，育種の基本原理

に帰って戦略を錬り直す必要がある．

５ 主要作物における育種の成果と育種の基本原理
この百年ほどの間に世界の主要作物の収量は軒並み

倍以上の増加を実現し，人口が増加し続ける世界の食糧

を支えてきた．その間，草型や肥料に対する反応等，主

要作物は形態的，生理的に劇的に改変された． 年前

の品種では今日の地球の人口は到底支えきれない．育種

が 世紀の主要作物の劇的な収量増の主要な立て役者

であることは議論の余地がないであろう．確かに主要作

物は草本であり，チャは木本である．しかしそこには育

種を成功させるためのヒントや育種の基本原理があり，

それを学び取り育種戦略の基礎に据える必要がある．主

要作物の育種の成果はなにも収量だけに限られたことで

はない．耐病性や耐虫性，不良環境適応性等の収量の安

定性，収穫物の成分含有量，品質等においても著しい改

善がなされてきた．このような著しい改善はどのように

してなされてきたのであろうか．イリノイ大学の

ら（ ）はトウモロコシの含油量やタンパク含量

について 世代にもわたり選抜を繰り返すという実験

結果を報告している． 世代の間に低含油量の選抜実

験においては，当初 ％台であった含油量はほとんど ％

となった．一方，高含油量の選抜実験においては，約 ％

に達し， 世代を経た後でも増加傾向にある．これら

の実験は遺伝的組換えを伴う世代を繰り返しながら適切

な淘汰圧を加えることが，大幅かつ持続的に作物の形質

を改変し得ることを示している． 遺伝的組換えを伴う

世代の回転 そしてその間の 適切な淘汰圧 が育種の

キーであり，育種の進捗状況を示すパラメーターでもあ

る．

６ 木本性であるが故の困難さ
木本性作物は文字通り“木”であり，ライフサイクル

が長く，開花結実までに長期間を要する．また一般に草

本と比べて生育が遅く，チャのように収穫対象が果実で

ない場合でも，収穫開始までの期間も当然長くなる．

このような作物の交雑育種では，人為交雑等により得

られた種子を播種した後，数年 数十年間かけて養成し，

各個体の生育の良否や収穫物の品質等の形質を評価した

上で，優秀性が確認されたものを系統比較，系統適応性

検定試験を経て品種（栄養系品種）とするのが一般的で

ある．多くの場合，この品種が交配母樹園に定植養成さ
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れ，数年 数十年後以降，交配に使用され，次の世代が

展開されることになる．遺伝的組換えを伴う世代を 回

転させるには数十年を要し，この間の適切な淘汰圧も集

団としてみれば 回加えられるに過ぎない．

遺伝的組換えを伴う世代の回転 そしてその間の 適

切な淘汰圧 という視点から見れば，木本性であるが故

の育種の困難さは，

（ ）世代の回転に長期間を要する

（ ）適切な淘汰圧を加えるための形質評価が可能にな

るまでに長い年月を要する

この 点に集約される．木本性作物はまだ，世代の回

転と淘汰を基礎とする近代育種の恩恵に浴していないと

言える．

７ 木本性作物育種近代化のためのキーテクノロ

ジー
上記 点の木本性作物育種の困難性は克服し得ないも

のだろうか．上記 （ ）世代の回転に長期間を要する

という問題に対して，世代の回転を早めること，つまり

世代促進は木本性作物育種の効率化の絶対条件である．

一部の木本性作物では接木，冬期の加温，化学物質の処

理等の技術で 年で 世代回転させることは技術的

には可能である．世代促進が可能な作物を増やすことや，

世代の回転に必要な年月の更なる短縮は必要不可欠であ

る．しかし実際には，世代促進が可能な木本性作物にお

いても， 世代を数年で回転させることは現在までのと

ころ特殊な目的に限られており，木本性作物の育種で数

年 世代という例はほとんどない．つまり，技術的には

世代促進が可能であっても，どの個体の世代を促進する

価値があるのか判断できなければ，実際には現行の育種

どおり長期間を要する形質評価を待たなければならず，

その後に次の世代を回転させる準備をすることになって

しまう．特に木本性作物を世代促進する場合，極めて小

さな個体（幼木）や小枝に開花結実させるので，評価可

能な実用形質は極めて限定的にならざるを得ない．世代

促進技術だけで，上記 （ ）適切な淘汰圧を加えるため

の形質評価が可能になるまでに長い年月を要する とい

う問題が解決できなくては，どの個体を世代促進の対象

とすべきかが判断できず，世代の回転と淘汰を基礎とす

る近代育種の恩恵を得ることはできない．

一部の耐病性等の形質については，生育の初期に適切

な評価を下すことは木本性作物においても可能である．

しかしほとんどの重要形質については，長期間をかけて

調査を行っても，環境の不均一に由来する誤差のうえに，

木本であるが故の反復数の不足が重なり正確な評価がで

きるとは限らない．本質的に誤差を含む表現型の調査に

おいて反復数が確保できないことは致命的とも言える．

一方， マーカーを用いれば遺伝子型を推定するこ

とにより生育のごく初期に評価できる． マーカー

による選抜 は現在主に北米における主要作物育種

の場面に急速に普及しつつあるが，表現型の評価が困難

な木本性作物におけるその効果は主要作物以上のものが

ある．もちろん マーカーによる選抜が可能な形質

は現在のところ限られた形質であるが，木本性作物育種

の近代化を実現するための絶好の手法と言える．

８ マーカーの 以外の育種的利用
マーカーは遺伝的多様性の調査や親子鑑定にも

効果的である．特に育種による遺伝子の集積が進んでい

ない作物の育種においては，その作物の遺伝資源や交配

母本がいかなる遺伝的背景をもつ素材であるかを知るこ

とは育種戦略上きわめて重要である． マーカーは

集団や各品種・系統・個体の遺伝的背景を忠実に反映す

ることが期待できる有用性がある．また，ある程度育種

の進んだ他殖性作物においても近親交雑による弱勢を避

けるため，品種間の親子関係を把握しておくことは育種

の基本である． マーカーは特定の座の塩基配列の

違いを可視化したものであるとも換言でき，そのマー

カーの座のアレルとその遺伝を正確に知ることができ，

親子鑑定のための極めて有用なツールである．

９ 本研究の目的と概要
本研究の最終的な目標は，チャにおいて を実現

し世代促進技術と組み合わせることによりチャ育種，そ

して木本性作物育種の近代化へ大きく貢献することに置

いている．また，その過程で得られる マーカーは，

遺伝的多様性の評価，親子鑑定，品種鑑定等， 以

外でも様々な育種的利用が可能である． マーカー

の検出にはまず，効率的な の抽出法が必要になる

が，チャはカテキン等のポリフェノール類や多糖類を多

く含み，高品質の を抽出するためには高価なキッ

トを使用するか煩雑な操作と時間が必要であった．この

問題を解決するために近年大腸菌からのプラスミド抽出

に頻用されるようになった珪藻土を用いた効率的な

抽出法を開発した（第 章）．次に， マーカー

として植物でよく利用されている （ ら

）は再現性や信頼性の点で問題があった．この問題

を解決するために特定のバンドを容易に鮮明で安定なメ

田中： マーカーのチャ育種への利用に関する研究



ジャーバンド（ ）に変換し，バックグラウンド

バンドを消去する方法を開発した（第 章）．これによ

り有用な形質に連鎖したマイナーな バンドが見

出された場合，これを に変換し，安定して

に利用することを可能にした．更に正逆交雑集団

を用いて母性遺伝する を見出した（第 章）．こ

れによりチャの細胞質の類型化が可能になり，育種にお

ける細胞質の多様性の確保への重要なツールを得た．な

お，“母性遺伝”という言葉には 核内の遺伝子によっ

て産生された物質が細胞質に貯えられ，それが母親の卵

を通じて子に伝わり，子の形質として現れる現象 とい

う定義と， 父親からは遺伝せず，母親側からのみ遺伝

する．（反意語：父性遺伝） という定義があるが，本論

文では後者の定義で用いている．次に マーカーに

よるチャの遺伝資源の多様性の評価を行い，各国のチャ

がどれほどの多様性があるのか，そしてそれらの類縁関

係について評価を行った（第 章）．また，チャ育種に

おいてきわめて重要な育種素材である さやまかおり

の花粉親の検索（第 章），そしてチャとユキツバキの

自然交雑に由来すると考えられているツバキ園芸品種

炉開き についての親子鑑定を実施した（第 章）．ま

た，クワシロカイガラムシ抵抗性を選抜できる

マーカーを開発した（第 章）．このように マー

カーは育種的に実に多くの情報を提供する．しかし，

の検出やその連鎖マーカーについて極めて多くの

報告があるにも関わらず，実際に が行われている

事例は非常に少ない．最終章の総合考察では，これら

マーカーの有用性を再確認するとともに，連鎖マー

カーの獲得と実用的な の間の“見えないハードル”

について検証し，チャ育種の近代化のための残された課

題について考察する．

著者が本論文を取りまとめるにあたり，まず構成論文

の共著者の方々へ謝意を表したい．中でも現野菜茶業研

究所茶業研究官，元同部育種素材開発チーム長の武田善

行博士からはチャ育種の先輩の立場から多くの貴重なご

助言をいただき，現在に至っている．太田（目徳）さく

ら女史は，本論文の骨子に関わる初期の実験を時にアシ

スタントとして，時に共同研究者として精力的に遂行し

てくださった．学生時代からお世話になっている香川大

学遺伝子実験施設の池田滋先生はいつも新しい知識を与

え，著者の知的好奇心を刺激し続けていただき，現在に

至っている．また，宮崎県総合農業試験場茶業支場の水

田隆史博士には，クワシロカイガラムシ抵抗性の評価で

多大なる協力をいただいた．そして，著者のアシスタン

トや圃場における技術専門職として，実験をともに遂行

していただいた多くの方々の協力の上に，本論文は成り

立っていることも忘れてはならない．特に岩田美和女史

は長きにわたり献身的に著者を支えてくださり，現在に

至っている．ここに感謝の意を表す．また，愛媛大学農

学部の山口聰助教授には著者が野菜・茶業試験場（金谷）

に在籍した時代から今日に至るまで，職場の研究室長と

して，また少し離れた視点から，何度も貴重なご助言や

実に時を得た激励を受けてきた．また著者の家族は，帰

りが遅い著者をいつもしっかりと支えてくれた．最後に

香川大学農学部長の一井眞比古教授は，学生時代から多

くの叱咤激励を通じて私に多くの成長の機会を与えてく

ださった．ここに深く感謝の意を表す．

科学は人類共通の利益のための活動である，というの

が著者の持論である．お世話になったことへの研究者と

しての恩返しは，研究成果で社会へ貢献することにより

果たされると理解している．著者の今後の目標としたい．

珪藻土とスピンフィルターを用いた
迅速で広範な植物種に適応可能な
抽出法の開発

１ 目 的
ゲノムライブラリーの構築，サザン分析，

等，分子生物学的実験において高品質な の抽出は

避けて通れない． 法（ ら ）は植物か

らの の抽出に最も一般的に用いられてきた．

法で得られる は極めて純度が高いが，全工

程を終了するのに長い時間を要し，植物種によっては抽

出がうまくゆかない問題点があった．抽出の困難な植物

のための改変法（ ら ）もあるが，多くの行

程が必要であり，より長い時間を要する．一方，育種現

場における マーカーによる選抜（ ）の実用化

のためには，簡便迅速で安全かつ安価な 抽出法が

不可欠である．多くの農業上重要な形質に連鎖する

マーカーが得られているが，実際に に使用さ

れているものは極めて少ない．この最大の理由は，各サ

ンプルから を抽出し マーカーを検出するの

に比べて，表現型による選抜の方が，安価で，安全で，

より簡単に多くのサンプルを選抜できるからに他ならな

い． の実現のため， の鋳型としての の

きわめて簡便な抽出法（ ら ；池田ら ）が

開発・利用されているが，特に多糖やポリフェノール類

の多い植物種には不向きであり， の結果が安定せず，
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の保存がきかない等の問題がある．植物 専用

の抽出キットも販売されているが， 検体あたりの抽出

コストが高く，多検体を対象とする場合には費用がかさ

む．ここでは，植物からの高品質な を短時間に抽

出する方法を詳述する．

チャで を実現するための実用的な 抽出法

として本方法を設計するにあたり，以下の つのコンセ

プトが必要と考えた．（ ）抽出に手間がかからず多くの

サンプルを短時間に処理でき，（ ）抽出コストが安いこ

とである． 法では遠心分離によるペレットを溶

解するのに長い時間がかかるため，ペレットをつくらな

い珪藻土とスピンフィルターを利用することが最も効果

的と考えた．珪藻土とスピンフィルターは大腸菌からの

プラスミド抽出キットを流用すればコストもさほどかか

らない．次に，組織の破砕の後，珪藻土に吸着させるま

でにある程度の精製が必要である．有機溶媒による除タ

ンパクが一般的であるが，有機溶媒は毒性が強い問題が

あった．そこでクロロフォルムやフェノールを使わない

植物からの 抽出法（ ら ）

で用いられる塩析による除タンパクを採用した．

２ 材料および方法

植物材料
に記した 種の植物の葉を実験に供試し

た．

プロトコル
下記のプロトコルに従い を抽出した．

） 準備すべき試薬類

） 抽出バッファー

抽出バッファーの組成は

， ， ，％（ ） ，

および ％ であ

る． ， お よ び ５

の 種類のストック溶液を準備し， の

と の を混合しこれに

の を溶解する． が完全に溶解した後，

の を加える．一時的に沈澱が生じるが，これ

を完全に溶解し， にメスアップする．必要に応じ

て およびメルカプトエタノールを加えて調製す

る．

）

の酢酸ナトリウムを の水に溶解する．

の氷酢酸を加え，濃塩酸で を にあわせ

田中： マーカーのチャ育種への利用に関する研究

た後， にメスアップ．

） グアニジン塩酸塩溶液（ ）

）スピンフィルター

（ ）



）珪藻土懸濁液

（ ）

）洗浄液

（ ）に等量

のエタノールを混和．

）

（ ）は ）

）

および ） を含む

２）手 順

抽出は以下の手順で行った．

１）乳鉢で液体窒素を用いて の植物組織

を粉末状にする ）．

２） の抽出緩衝液を に暖めておき，粉末

状にした植物組織を冷却した薬さじを用いて緩衝液

に加えてよく混和する．

３） にて 分間インキュベートする ）．

４） ，室温にて 分間遠心分離する．

５）上清約 を新しいマイクロチューブに移す ）

６） 量の 酢酸カリウム を加え緩やか

かつ十分に混和する．

７）氷上で 分間放置する．

８） ， にて 分間遠心分離する．

９）スピンフィルターを マイクロチューブに

セットし，上層約 をスピンフィルター上に

移す ）．

） 量の グアニジン塩酸塩溶液を加える．

） 量の珪藻土懸濁液を加えた後，十分に混和す

る．

） マイクロチューブとスピンフィルターを

室温にて 秒遠心分離した後 ），

マイクロチューブに溶出された廃液を捨てる．

）スピンフィルターをもとの マイクロチュー

ブに戻し， の洗浄液をスピンフィルターに

加え， 室温にて 分間遠心分離した後，

マイクロチューブに溶出された廃液を捨てる．

）ステップ ）を，遠心時間を 分に伸ばして繰り返

す ）．

）スピンフィルターを新しい マイクロチュー

ブに移す．

） の または滅菌水をスピンフィルター

上に加え ），緩やかに混和して珪藻土を完全に再懸

濁させる．

） マイクロチューブとスピンフィルターを
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室温にて 分間遠心分離し，溶出した

溶液を回収する．

※ ノートおよびトラブルシューティング

サンプルにより， ）から ）のステップは 量の

酢酸カリウム を加えて完全に混和するだけ

で工程を簡便化できる．この簡便化はチャ，キンカチャ，

ツバキ，イネおよびソルガムの葉からの 抽出にお

いて有効であったが，ダイズおよびシロツメクサの葉か

らの 抽出には適用できなかった．

） の品質に神経質になる必要がない実験では，

液体窒素を用いず，抽出緩衝液とともにサンプルを

すり潰しても良い．

）インキュベーション後のサンプルは で少

なくとも 年間保存可能である．

）上層の回収の際，できるだけ下層が混入しないよ

うにする．上層の容量が不足する場合は，緩衝液を

追加して再度抽出すると良い．

）遠心時間を 分に伸ばしてもスピンフィル

ター上に液体が残る場合は，スピンフィルターを交

換し，再度遠心分離することで解決する場合がある．

）珪藻土がきれいな白色になるまで繰り返す．チャ

の葉からの 抽出では洗浄液による洗浄は通常

回である．

）加える または滅菌水は に暖めておいた

方が の回収率が良い．

３ 結果および考察
新鮮重 チャの葉より の が得ら

れ，その 比は であった．得

られた は ，制限分解，制限分解産物へ

のアダプターのライゲーション， ベースの

マーカーの検出等に問題なく使用でき，長期間の保存に

も耐える品質であった（ ）．また，約

のチャの葉のサンプルより，本方法で 抽出を行い，

等に用いたが， 等， ベースの マー

カー検出に問題がある サンプルが得られた例はほ

とんど皆無であった（ ）．

本方法を用いて， 抽出が困難な植物種を多く含

む の植物種（ ）からの 抽出を試みた．そ

の結果，オランダイチゴ，イヌマキ，フェイジョア，キ

ウイフルーツを除く の植物種から問題なく が

得られ，得られたすべての サンプルは の検

出に問題なく使用できた． にその結果の一部を示
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す．

当方法は以下の利点がある．（ ）得られる が種々

の実験や長期保存に耐え得る品質である，（ ）遠心分離

によるペレットを溶解する工程がないため迅速である，

（ ）一般的なプラスミド抽出キットに近い費用で抽出可

能である，（ ）クロロフォルムやフェノール等の危険な

有機溶媒を使用しない，これらの特性により，本方法は

抽出が困難な植物種における分子生物学実験を容
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のペレットを完全に溶解するのに半日以上を要し

ていた．本 抽出法は のペレットを溶解する

ステップを行わないことで，大幅な時間短縮を実現した．

本方法を用いれば，チャのような 抽出が困難な植

物種においてもサンプリングから の抽出を経て

ベースの マーカーの検出まで 日の間に終了

させることができ， の実用化に大きく寄与した．

本 抽出法は 抽出が困難な植物種において

も，分子生物学実験や のためのハイスループット

な マーカー検出に有効である．

４ 摘 要
分子生物学的実験において高品質な の抽出は避

けて通れない．一方，育種現場における マーカー

を用いた選抜の実用化のためには，簡便迅速で安全かつ

安価な 抽出法が不可欠である．本報は珪藻土とス

ピンフィルターを用いた汎用性の高い植物 抽出法

の詳述である．本方法により得られたチャの は

，制限分解，その後のアダプターの連結，そ

れを鋳型にした に使用でき，かつ長時間の保存に

も耐え得る品質であった．また，チャやツバキ等，

抽出が困難な植物種を含む の植物種の葉を対象

に，本方法による抽出実験を行った結果， の植物種よ

り分解の少ない サンプルが得られ，得られたすべ

ての サンプルは の検出に問題なく使用する

ことができた．本方法には以下の利点がある．（ ）得ら

れる が種々の実験や長期保存に耐え得る品質であ

る，（ ）遠心分離によるペレットを溶解する工程がない

ため迅速である，（ ）一般的なプラスミド抽出キットに

近い費用で抽出可能である，（ ）クロロフォルムやフェ

ノール等の危険な有機溶媒を使用しない，これらの特性

により，本方法は 抽出が困難な植物種における分

子生物学実験を容易にするにとどまらず，多くの作物に

おいて マーカー選抜を実用化する上で有効である．

不鮮明な バンドを鮮明なバン
ドに変換する簡易で強力な 法
の開発

１ 目 的
育種現場で実用的に使用できる を確立するため

には目的形質に密接に連鎖し，アレル特異性が高く，検

出が容易な鮮明な マーカーが必要である．目的と

する形質に密接に連鎖したマーカーを得るには連鎖地図

易にするにとどまらず，多くの作物において マー

カー選抜を実用化する上でも有効である．

野菜茶業研究所茶業研究部育種素材開発チームでは，

以前は改変 法が用いられてきた．この改変

法や ら（ ）の方法では金

花茶（ ）やヤブツバキ（ ）から

を抽出することができなかったが，本 抽出法は有

効であった．また，同チームでは，チャの につい

てこれまで約 のサンプルより当方法を用いて

抽出を行ってきたが，ほとんど全てのサンプルが

マーカーの検出に問題なく使用できた．

従来の改変 法では，高品質のチャの を抽

出するのに 日を要していた．特に遠心分離による



上のマーカーの密度が重要である． や 等

の優性マーカーは，共優性のマーカーに比べて安価かつ

容易に数多くのマーカーが得られるので，選抜用マー

カーの開発を目的とした連鎖地図の作成に多く用いられ

てきた．しかし， マーカーをそのまま に使

用することは実用的とはいえず， 化のプロセスが

必要になる．しかし，実際には バンドの 量

は微量であり，その 化は容易ではない．一方，

バンドは，鮮明で再現性の高いバンドであればそ

のまま に使用可能な場合もあるが，不鮮明ないわ

ゆるマイナーバンドの場合は，再現性と信頼性に問題を

残すこととなる．このような場合，やはり 化が不

可欠であるが， のバンドと同様， が微量で

あり 同様やはり容易ではない．ターゲットバン

ドをクローニングして塩基配列を決めても，その配列を

プライマーに用いた ，さらにその配列中に多型が

検出できない場合，本来目的としていたバンド以外の配

列をクローニングしてしまっている場合もあり，選抜用

マーカーの開発は容易ではない．マイナーバンドを鮮明

にし，バックグラウンドとなるバンドを消去できれば直

接 に使用することが可能であるとともに 化も

容易になる．ここに容易かつ短時間で不鮮明な

バンドを鮮明なバンドに変換し，バックグラウンドバン

ドを生じさせない方法について詳述する．

２ 材料および方法

植物材料と 抽出
チャ栄養系品種 さやまかおり を親品種 として，

栄養系統 金 を親品種 として使用した．親品

種 と親品種 の正逆交雑に由来する 集団を

（ ら ）分離集団と

して用いた．親品種および集団を構成する各系統の成葉

をサンプリングし， を抽出した． 抽出は第

章に記述の方法を用いた．

オリジナルの プライマーと

用プライマーの設計
オリジナルの プライマーとして （塩基

配列 ）（ ）を使

用した． バンドを得るためにオリジナルプラ

イマーの 末端に ， ， または を付加した配列

のオリゴマーを合成し使用した．オリジナルの

プライマーが 塩基長であるので， 用のプラ

イマーは 塩基長となる． 用のプライマーは

それぞれ＋ （塩基配列 ） ＋ （塩

基配列 ） ＋ （塩基配列

）および ＋ （塩基配列 ）プ

ライマーと定義した．同様に＋ プライマーの 末端

に ヌクレオチド（ ， ， または ）を更に付加した

プライマーを合成し，それぞれ＋ （塩基配列

）＋ （塩基配列 ）

＋ （塩基配列 ） ＋ （塩

基配列 ）と定義した．

条件
は反応溶液量 ， の

（ ），

，それぞれ の

田中： マーカーのチャ育種への利用に関する研究
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＋
）．

の鋳型 および プライマー の条件で実

施した．温度条件は熱変性が で 分，アニーリン

グが で 分 秒，鎖伸長が で 分で サイ

クル行った．熱変性を完全にするために温度サイクルの

前に で 分間，温度サイクルの後に鎖伸長反応を

完全にして完全な 本鎖にするために で 分間の

反応を行った．

３ 結 果
チャの 分離集団におけるオリジナルのプライ

マーを用いた の分離を に示す．矢印はター

ゲットバンドを示す．このバンドは不鮮明な上にバック

グラウンドとなるバンドも存在した．このターゲットバ

ンドをより鮮明にし，バックグラウンドバンドを消去で



きる 用のプライマーまたはその組み合わせを

検索した．すなわち，オリジナルプライマー， 種類の

側に ヌクレオチドを付加したプライマー（＋ ＋

＋ または＋ ）およびそれらのうち 種類

のプライマーの混合で を行い，オリジナルのター

ゲットバンドがどのプライマーまたはその組み合わせで

より鮮明に検出できるかを調査した． に

検索の電気泳動像を示す． は のバンドの

有無と配列のアクセションナンバーを整理したものであ

る． 中の はオリジナルのターゲットバンド

を示している．オリジナルのターゲットバンドと同じサ

イズの多型バンドが＋ プライマー単独または＋ プ

ライマーと他のプライマーを混合した場合に検出され，

中で と記した．＋ プライマーを単独で用

いた場合，他のプライマーと混合で用いた場合よりも明

らかに鮮明であり， 中で と記した． 分

離集団中における の分離が一致したことにより，

＋ プライマーで得られたバンド がオリジナル

のターゲットバンドと同じものであることを確認した

（ ）．オリジナルのターゲットバンドは，＋ プラ

イマーを単独で使用した場合増幅量が増して強調

（ ）され，鮮明で再現性の高い バンド

に変換された．同時に， 中のバンド は＋

および＋ を混合して用いた場合に強調（ 中 ）

された．オリジナルプライマーによる では無視

されていた多型バンド は＋ プライマーを用いた

場合に強調（ 中 ）され，同じくオリジナルプラ

イマーによる では無視されていた多型バンド

および は，それぞれ＋ プライマーおよび＋

プライマーの混合，＋ プライマーおよび＋ プラ

イマーの混合を用いた場合に強調された（ 中それ

ぞれ ， ）．オリジナルのプライマーを使用した

場合には極めて薄いか検出が困難であったが，

検索の過程で，予期せず非常に鮮明なバンドとして表れ

る例（ 中 および ）があった．強

調されたターゲットバンド のアニーリング温度に

ついて検討したが，オリジナルの から の間で

は明確な違いは認められなかった（データは示していな

い）．

化されたターゲットバンド（ 中 ）を

クローニングし，塩基配列を決定した．配列は 塩基

長で両端にプライマーの配列を含んでいた． に

化されたターゲットバンドの構造を示す．＋

プライマーの配列の３ 末端側に隣接するヌクレオチド
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はそれぞれ と であった．＋ プライマーの３ 末

端側に更に ヌクレオチド付加したプライマー（＋

＋ ＋ および＋ ）を用いて調査した結果，＋

プライマーおよび＋ プライマーを混合して用い

た場合，オリジナルバンドが出現した（ ）．

予期せず非常に鮮明に表れたバンド（ 中 ）

をクローニングし塩基配列を決定した．配列は 塩基

長で両端にプライマーの配列を含み，明確な反復配列は

含まなかった．

４ 考 察
はプライマーのアニーリング部位の 隣接塩

基の違いを利用して，目的バンドの選択的増幅を可能に

するものである．マイナーなバンドを 化する

ことにより，バックグラウンドバンドを生じさせずに

ターゲットバンドの強調が容易に行える．＋ ，＋

プライマーまたはその混合を用いた場合は，＋ ，＋

プライマーまたはその混合を用いた場合よりも 値は

高くなる．従って強調効率も＋ ，＋ またはその混

合を用いた方が＋ ，＋ プライマーまたはその混合

を用いた場合よりも高くなるはずである．一般的に，

バンドはオリジナルの バンドよりも高い

再現性と安定性をもち，バックグラウンドとなるバンド

より少くなることが期待できる．プライマーの 値が

上昇することにより， プログラムのアニーリング

温度も上昇させることができる．プライマーアニーリン

グ部位の つめのヌクレオチドの違いを利用し，再度

化することでより鮮明なバンドを得ることもで

きる．オリジナルの バンドが 種類のプライマー

によるものである場合， 種類のプライマーを新たに準

備する必要がある．もし，オリジナルの バンド

が 種類のプライマーによるものである場合は，両端，

計 種類のプライマーを新たに準備する必要がある．

法は バンドをより鮮明にするのに効率

的な方法であるが，プライマーの二量体形成，バックグ

ラウンドバンドと 隣接部位のヌクレオチドの一致，予

期しないバンドの強調等の問題もあり，常に成功するわ

けではない．しかしながら当方法には以下の利点がある．

（ ）確立された バンドはそのまま に用

いることができる．

（ ）ターゲットとなるバンドの 量が増すことに

より，必要な場合は 化も容易になる．

（ ） 化に比べて多型を喪失する危険性が小さい．

（ ）プライマー合成の後は と泳動のみの作業で

あり，複雑な工程を必要とせず数時間で作業が完了

する．

最近では の遺伝解析への利用は将来性がない

（鵜飼 ）という意見が多い．確かに多くの

バンドは再現性や信頼性が悪い．特にマイナーな

バンドは，鋳型 の品質，プライマーの濃度，アニー
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リング温度や に使う装置によって結果が左右され

るほど不安定である．一般に の低い信頼性はマ

イナーバンドを利用することにある． のシス

テムは のこの欠点を補完するものである．

に適するマーカーを得るために， でマッ

ピングを行い連鎖マーカーを 化する方法は，

を用いて連鎖マーカーを得てそれを 化する

よりも簡素かつ容易である．

５ 摘 要
は連鎖地図の作成や 解析等の遺伝解析，

親子鑑定，遺伝的多様性の評価等に広く利用されてきた．

しかし，マイナーな バンドは再現性や信頼性が

低いという問題があった．マイナーな バンドを

鮮明で信頼性の高いバンドに変換する簡易で強力な方法

を詳述した．まず，オリジナルのプライマーの 末端

にそれぞれ ， ， および を付加したプライマー

種類を新たに合成する．次にそれらのプライマー単独（

種類），およびこのうち プライマーの混合（ 組合せ）

を用いてオリジナルのプライマーとともに を行う．

そしてそれら産物を同時に泳動する．オリジナルのプラ

イマーによって得られるバンドが，他のプライマーやそ

の組合せで増幅されることが確認できる．そして，バッ

クグラウンドであったバンドが消去されるとともに，

ターゲットのバンドはより鮮明になる．当方法には以下

の利点がある．（ ）確立された バンドはそのま

ま に用いることができる．（ ）ターゲットとなる

バンドの 量が増すことにより，必要な場合は

化も容易になる．（ ） 化に比べて多型を喪失する危

険性が小さい．（ ）プライマー合成の後は と泳動の

みの作業であり，複雑な工程を必要とせず数時間で作業

が完了する．育種現場において を実用化するため

には，簡易かつ安価で，短時間で完了する検出システム

が不可欠である．実用的な のために， を用

いて連鎖マーカーを得てそれを 化する方法は，

を用いて連鎖マーカーを得てそれを 化する

よりも簡素かつ容易である．

正逆交雑集団を用いたチャの母性遺
伝 の検出

１ 目 的
細胞質雄性不稔，耐病性，アブラナ科における除草剤

耐性（ ら ），テンサイの放射線感受性

（八戸ら ）等，細胞質が農業上，また育種上重要な

形質に影響を与える例が知られている．また，分離比に

細胞質が深く関わる例（ ら ）も報告されて

いる．このため，育種においては細胞質と各形質との関

連性に配慮する必要がある．トウモロコシの 型雄性

不稔細胞質に依存した北米のハイブリッドコーン栽培が，

ゴマ葉枯病菌の新たなレースの出現によって大打撃を受

けた事例（ ら ）を踏まえ，細胞質の多様

性にも配慮することが望まれる．木本性の作物では，品

種の更新に長期間と多大な労力を要するためその必要性

はさらに高い．多くの作物の場合と同様，チャでは，品

種の細胞質がどれほどの多様性を持つのか，また各品

種・系統間の細胞質の類似性についての情報は，親子関

係から推定できる場合を除けば今のところない．細胞質

の多型を検出する マーカーが整備され，チャ

品種における細胞質のタイピングが可能になれば，細胞

質の多様性の拡大のための戦略に役立つ．

多くの高等植物において細胞質は母性遺伝し，チャも

その例外ではないと考えられる．チャの種子は親品種に

もよるが 粒あたり 前後と種子としてはかなり大型で

（ ら， ），かつ有毒なサポニンを含有してい

る（石舘ら， ）ので，野生動物が食料として集積・保

存する可能性は小さい．チャの花は虫媒花であり，花粉

が昆虫による長距離の移動が可能であるのに対し，種子

の移動は自然状態では極めて限定的である．これは核ゲ

ノムが花粉を介して長距離の地理的拡散が可能であるの

に対し，種子のみを介して移動する細胞質に存在するオ

ルガネラゲノムは自然状態における地理的拡散が非常に

限定的であることを意味している．従って，チャの細胞

質 の多様性は核 のそれに比べて集団の起源

をより色濃く反映し，細胞質 に由来するマーカー

は集団の起源を考察する上で核 に由来するマー

カー以上に有用であると推測できる．チャの集団の由来

や起源を探る上でも，細胞質 の多型を検出する

マーカーの利用価値はきわめて大きい．

細胞質 を標識する マーカーを作成するた

めには，葉緑体やミトコンドリア等，オルガネラゲノム

上にコードされる遺伝子をプローブとした やその

による増幅産物の を利用する方法，またはオ

ルガネラの を精製した後， や 等の多

型を検索するのが一般的である．しかし，チャの集団を

用いて の分離を調査する中で，正逆交雑集団を

用いた場合，母親からのみ後代に遺伝する バン

ド（以下，母性遺伝 ）が全 を用いた場合で
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も高頻度で検出されることが確認された．母性遺伝

はオルガネラ の精製，ブロッティングやハ

イブリダイゼーション等の 検出に伴う煩雑な行程，

また塩基配列決定等の煩雑な処理や高額な機器を必要と

せず，短時間のうちに簡易に検出できる点で利用価値が

大きい．これら母性遺伝 の検出の過程，品種・

系統間における母性遺伝の確認，そしてその利用の可能

性について考察した．

２ 材料および方法

植物材料
母性遺伝 の検索にはチャ品種 さやまかおり

（ やぶきた 実生選抜（淵之上ら ）） と中国から

の導入系統 金 の正逆交雑に由来する 集団

を用いた．同集団は， さやまかおり×金 分

離集団 系統および 金 ×さやまかおり 分

離集団 系統，計 系統より構成される． さやまか

おり の種子親である やぶきた 由来の母性遺伝

の後代への遺伝の確認には以下の品種・系統を供

試した．

（ ） さやまかおり および 金 （上記集団

の親）

（ ） やぶきた（ さやまかおり の種子親，静岡県在

来実生より選抜）

（ ）来歴より細胞質が やぶきた 由来である以下の

品種・系統

さえみどり（ やぶきた×あさつゆ （武田ら

）），めいりょく（ やぶきた × （田中

ら ））， （ やぶきた×静 在 ），さき

みどり（ × （古野ら ）），おくみ

どり （ やぶきた 実生選抜（ ら ））

（ ）（ ）の品種・系統の花粉親

あさつゆ， ，静 在 および

（ ） さやまかおり を種子親に育成された種間交雑

種

茶中間母本農 号（チャツバキ）（ さやまかお

り ×ヤブツバキ（武田ら ））

（ ）ヤブツバキ

また， 金 に由来する母性遺伝 の

後代への遺伝の確認には，母性遺伝 を検出

した分離集団の親にあたる さやまかおり および

金 ，分離集団中の系統 （ 金

×さやまかおり ）， やぶきた 由来の細胞質を有

する さきみどり およびその との交雑後代

×さきみどり の 集団 個体を用いた．

実験方法
全 の抽出には改変 法（後述），珪藻土と

スピンフィルターを用いる方法（第 章に記載）または，

（ ）を使用した．改変

法は 法（ ら， ）を改変した．葉

片 （新鮮重）を秤量し，液体窒素を用いて乳鉢

にて粉末状になるまで完全に破砕した．得られた凍結粉

末を に加熱した抽出緩衝液 に懸濁し，約

分間 にて加温した．これにクロロフォルム／イソ

アミルアルコール による抽出を 度行った．得ら

れた溶液に ％ 溶液を加えて良く混和した後，

低塩濃度緩衝液を加えて ・核酸複合体を析出させ

た後回収し， に溶解した．得られた溶液に

処理を行った後，クロロフォルム／イソアミルア

ルコール による抽出を行った．これに等量のイソ

プロパノールを加え 沈澱を得た．得られた

の沈澱は ％エタノールにて洗浄後， に溶解し

の鋳型として使用した． は液量 ，酵素に

は （ ）

および添付の緩衝液を用い， ，

それぞれ ，鋳型 にて行っ

た．プライマーには 社の

（ 種類）を濃度 ， 検索中に見出された

母性遺伝 （ ）検出のためのプライマー

セットとして および

をそれぞれ を用いた．

反応には （ ）を用い，

反応温度は熱変性 分，アニーリング 分

秒，鎖伸長 分で サイクル行った．なお，上記

サイクルの前処理として， 分間と上記 サイ

クルの後に 分の反応を加え，熱変性と 本鎖化

を促進した．得られた 産物を ％アガロースゲル

にて電気泳動後，エチジウムブロマイド，もしくはメチ

レンブルーにて染色した． バンドのクローニン

グには，メチレンブルー染色後，対象のバンドを切り出

し， （宝酒造）を用いて を精製

した後， （ ）を

用いて へクローニングした．得られたクロー

ンは，その挿入配列の長さが目的バンドと等しいことを

泳動により確認した後，最低 クローンよりプラスミド

を抽出し塩基配列を決定した．塩基配列の決定には
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（ ）および

（ ）を使用した．

３ 結 果
種類のプライマーによる 分析において，

さやまかおり と 金 間で の バン

ドを検出した． 金 ×さやまかおり の交配に由

来する 系統， さやまかおり×金 の交配に

由来する 系統，計 系統の正逆交雑小集団を用い

て，得られた バンドの中から由来親を種子親に

用いた場合のみ検出される バンドすなわち母性

遺伝の可能性のある の バンドをスクリーニン

グした．また， 検索中に見出された母性遺伝

が疑われた バンド（ ）についても，以下の

実験に加えた．これら の バンドは更に同じ組

合せの 正逆交雑集団 系統中における分離を調査

した．その結果， さやまかおり に由来する バ

ンドで， さやまかおり を種子親に用いると必ず検出

されるが， 金 を種子親に用いると全く検出さ

れない バンドが ，同様に， 金 に由来
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する バンドで， 金 を種子親に用いると

必ず検出されるが， さやまかおり を種子親に用いる

と全く検出されない バンドが ，合計 の母性

遺伝 が検出された． に検出された母性

遺伝 の一覧を示し， にその例（ ，

および ）を示す． 検索中

に見出された を除いた場合， プライマーあた

りの母性遺伝 検出率は約 ％であり， プラ

イマーあたり 母性遺伝 の頻度で母性遺伝

が得られた計算になる．特に をプライ

マーとした場合，同時に つの母性遺伝

（ および ）が得られた（ 下段）．

検出された さやまかおり 由来の全ての母性遺伝

はその種子親である やぶきた からも検出され

た．同時に， さやまかおり 由来の全ての母性遺伝

は，来歴より やぶきた 由来の細胞質を持つと

推定された品種 さえみどり，めいりょく， ，さ

きみどり および おくみどり さらに種子親に さや

まかおり を用いて育成されたヤブツバキとの種間雑種

である 茶中間母本農 号（チャツバキ） からも検出

された． さやまかおり 由来の母性遺伝 の後代

への遺伝の例を に示す．また 金 由来の

母性遺伝 も， （ 金 ×さやまかおり ）

×さきみどり の 集団 個体全てから検出された．

金 由来の母性遺伝 の後代への遺伝の例

を に示す．

検出された母性遺伝 の塩基長を推定したとこ

ろ， （ ）（ ）， （ ）

（ ， ）という極めて長いものが含まれた．

母性遺伝 の平均塩基長は であり，共通

のランダムプライマーで増幅された他の主要な

バンドの平均塩基長の より長く，その差は

検定において有意であった（ ）．

（ ）
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得られた母性遺伝 バンドの一部（ ，

， ， および ）

をクローン化し，塩基配列決定を行った．決定された塩

基配列のアクセッション番号を 中に示す．

と は同じプライマー（ ）

に由来するが，プライマーアニーリング部位以外に配列

の共通点は見出せなかった．得られた配列の相同性を

登録配列に対して にて検索した．

にアラビドプシスのミトコンドリア との

高い相同性が認められた以外は，一般的な多くの

バンドと同様，母性遺伝 には他の配列との高い

相同性は検出できなかった．また，母性遺伝 の

得られた配列間にも相同性は認められなかった．

４ 考 察
チャの正逆交雑集団を用いて高頻度に母性遺伝

が得られた．特に をプライマーとした場合，

同時に つの母性遺伝 が得られたことは母性遺

伝 が一般的な予想を越える頻度で出現すること

を象徴するものであった． マーカー検出頻度は，

交雑に用いた両親品種の細胞質 の類縁度の影響を

大きく受ける．チャは分類学上， と

に大別されるが， さやまかおり，金

ともに に分類され，チャという一つの種

の中では比較的近縁である．片親に 等の

材料を用いれば更に高い多型検出率が得られる可能性が

高い．

分離集団による遺伝学的解析では，単一の交雑組合せ

に由来する集団を用いることが多いので，細胞質が異な

る個体が混在した集団を対象とすることは希である．

集団（ ら ）を用

いた解析においては，正逆交雑集団を用いない限り，母

性遺伝する優性マーカーは 集団中において（ ）親が

ホモに有するため分離しない，または（ ）親は有するが

子供には遺伝しない（結果としてヘテロ 本鎖バンド

（ ら ）であること等が疑われる）マーカーと



して認識される．従って正逆交雑集団を用いない限り，

集団中で母性遺伝 を識別することは困難であ

る． ベースのマーカー，特に優性のマーカーを用

いて連鎖解析を行う場合，ヘテロ 本鎖バンドや複数の

アレルに由来するバンド等，分離比が極端に歪み連鎖解

析に使用できない“怪しい”マーカーを除く必要がある．

多くの作物で優性マーカーを用いて連鎖地図が作成され，

優性マーカーの分離が調査されているが，多くの母性遺

伝する優性マーカーが“怪しい”マーカーとして無視さ

れていることが想像される．

得られた全ての母性遺伝 は，その来歴から同

一の細胞質を持つことが想定される品種・系統・個体・

種間雑種からも検出された．この結果は得られた母性遺

伝 が品種育成の過程で安定して後代へ母性遺伝

してきたこと，母性遺伝 の再現性が高いことを

意味している．

得られた母性遺伝 の分子量が大きかったこと

は，母性遺伝 が 細胞内にコピー数の多いオル

ガネラゲノムが増幅した結果生じたものであると考察さ

れた．葉緑体，ミトコンドリアといったオルガネラは細

胞内に多数存在し，その上， オルガネラ内に多数のコ

ピーが存在している．染色体ゲノム内の配列が通常二倍

体であれば コピー存在するのに対し，オルガネラゲノ

ム内の配列は（ 細胞あたりの葉緑体またはミトコンド

リアの数）×（オルガネラ内のコピー数（一般的に数十

数百））の数だけ存在することになる．組織から抽出

された全 中のオルガネラ由来の配列は染色体ゲノ

ムに由来する配列と比べて，下記の つの特徴があると

言える．

（ ）全 中における配列の多様性の占める割合が

ごく小さい．

（ ） 種類の配列についてみると多数のコピーが存在
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する．

バンドはプライマーとアニーリングできる配列

に挟まれた部分が増幅された結果である．（ ）の特徴は，

において使用されるプライマーとアニーリングで

きる配列に挟まれた部分が少ないことを意味している．

プライマーとアニーリングできる配列間の長さに制限が

なければ多数の箇所が想定できるが，実際にはプライ

マーのアニーリング部位間の距離が大きくなると

による増幅に不利になる．一方，（ ）の特徴は，増幅産

物中の母性遺伝 産物分子の比率を増す結果に結

び付き，泳動後の バンドとしての検出に有利に

なる．（ ）と（ ）の特徴により，オルガネラ中のプライマー

のアニーリング部位間の距離が大きく，本来増幅しにく

い 産物が，鋳型中のコピー数が多いため バ

ンドとして検出されたものと考察された．

母性遺伝 について塩基配列決定とその相同性

検索を行った結果， つの母性遺伝 の配列がアラ

ビドプシスのミトコンドリア と高い相同性が認め

られたが，他の 配列には他の配列との高い相同性は認

められなかった．葉緑体ゲノムの全塩基配列はすでに多

くの植物において決定されており，植物間における相同

性が高いことが知られている．従って，母性遺伝

が葉緑体ゲノムに由来するものであれば，これらと何ら

かの相同性が検出されるはずである．相同性検索の結果，

他の配列との高い相同性が認められなかったことは，他

の 母性遺伝 もミトコンドリアゲノムに由来する

可能性が高いことを強く示唆するものであった．葉緑体

ゲノム内の配列は非常に保守的である一方，ミトコンド

リアゲノムは葉緑体ゲノムと比較して一般的に巨大で，

その配列やサイズが植物間で大きく異なる（

）． マーカー，すなわち 多型が多く見い

だされる領域は，一般に生物の生存に重要な進化的に保

守的な領域ではなく，生物の生存上意味を持たない進化

的に変化しやすい領域である．ミトコンドリアゲノムは

核外にあって，進化的に変化しやすい領域を豊富に含む

（ ）ため 多型が生じやすい．検出され
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た母性遺伝 のような正逆交雑集団を用いて検出

される 多型の大半は，このミトコンドリアゲノム

に由来するものと推測される．

検出された母性遺伝 はチャの（ ）細胞質の多

様性評価，（ ）チャ集団の起源や伝播の調査に有効であ

る．他の作物における，細胞質の多様性の低下が特定病

害の激発を引き起した例を踏まえ，チャ育種においても，

長期的展望に立ち，細胞質と品質収量等，実用形質との

関係に留意しつつ，海外からの導入系統等を種子親とし

て使用することにより，細胞質の多様化を図ってゆくこ

とが望ましい．母性遺伝 はチャ品種における細

胞質の多様性評価に有効であり，細胞質の多様性の拡大

のための戦略に有用である．また，一般に種子は花粉に

比べて遺伝子拡散のスピードが遅い．チャの種子は大型

で有毒物質を含むため動物による移動も限定的である．

花粉の飛散による移動がないことで，チャの細胞質



は集団の起源をより色濃く反映していると推測で

きる．このため母性遺伝 はチャ集団の起源や伝

播の調査にきわめて有効である．

細胞質 の多型を検出する マーカーを作成

するためには，葉緑体やミトコンドリア等のオルガネラ

ゲノム の や を利用する方法（

），またはオルガネラの を精製した後，多型

を検索する方法（ ら ）が一般的である．

本研究ではチャの正逆交雑集団を用いた場合，高頻度に

母性遺伝 が検出された．細胞質 に由来する

はコムギ（ ら ），テンサイ（

ら ），ニンジン（ ら ）での報告があ

る．品種の細胞質の多様性評価や系統分類学的解析に有

効な母性遺伝する優性マーカー作成の手法の つとして，

正逆交雑集団を用いることが有効であった．母性遺伝

はオルガネラ の精製，ブロッティングやハ

イブリダイゼーション等の 検出に伴う煩雑な行程，

また塩基配列決定等の煩雑な処理や高額な機器を必要と

せず，短時間のうちに簡易に検出できる点で利用価値が

大きい．

５ 摘 要
チャの正逆交雑に由来する 集団（ 個体に由来す

る栄養系）から，種子親からのみ遺伝する バン

ド（以下，母性遺伝 ）を検出した． のラン

ダムプライマーから ， 検出中に見出した ，

計 の母性遺伝 を得た．親子関係の明らかな品

種・系統・種間雑種間において母性遺伝を確認するとと

もに，母性遺伝の安定性とマーカーとしての再現性を確

認した．検出した母性遺伝 の 産物はそれ以

外の 産物と比較して分子量が大きい傾向が

認められた．この傾向は，ミトコンドリアや葉緑体の

細胞あたりのコピー数の多い が増幅して母性遺伝

が生じた結果であると推察された． の母性遺伝

をクローン化し塩基配列を決定した．そのうち，

クローンにはアラビドプシスのミトコンドリアゲノム

上の配列と高い相同性が認められたが，他の クローン

には既知の配列との高い相同性は認められなかった．一

般的に高等植物の葉緑体ゲノムはミトコンドリアゲノム

と比べて保守的であり，既にその全配列がいくつかの植

物で決定されている．一方，ミトコンドリアゲノムは葉

緑体ゲノムよりサイズが大きく，かつ多型性に富むこと

から，高い相同性が確認された以外の母性遺伝

もミトコンドリアゲノム由来である可能性が高い．育種

においては，細胞質の各形質への影響に留意しながら，

耐病性等の観点から，細胞質の多様性を確保しておくこ

とが望まれる．母性遺伝 は検出が容易であり，

育種において，細胞質の多様性確保のための有力な手段

である．また，チャの種子は 内外で高等植物の種子

としては大きく，かつ有毒なサポニンを多量に含有する

ため動物による移動も考えにくい．従って，自然状態に

おける細胞質の拡散は非常に限定される．このためチャ

の細胞質 は集団の起源を考察する上で核 以

上に有用であり，検出が容易な母性遺伝 の利用

価値は大きい．

および によるチャ種遺
伝資源およびその近縁野性種の遺伝的
多様性の評価

１ 目 的
従来，チャは採集した種子を播いて茶園を作り，そこ

で収穫される葉が加工・利用されてきた．しかし，栄養

系品種の概念が定着し，挿し木が容易であることも手

伝って，近年，どの生産国においても栄養系品種への改

植が著しい．このことは同時に遺伝的多様性の喪失を意

味し，現在，世界的規模で極めて急速にチャの遺伝的多

様性が失われつつあると言っても過言ではない．

このため，世界の主要な茶生産国においては積極的な

遺伝資源の収集と保存が精力的に行われている．チャの

起源地と考えられる中国西南部やその隣接地域では，遺

伝資源が現地保存されている（ ら ）．中国の遺

伝資源保存園における保存では，浙江省の杭州

（ ）や雲南省の孟力海（ ）等において総計

約 件の遺伝資源を登録している（ ら ）．

インドのトクライ（ ）の試験場には 件，ケニ

ヤのカリチョ（ ）の試験場には 件，日本のジー

ンバンク事業では約 件の遺伝資源が登録され遺伝

資源保存園に保存されている．チャの種子は常温では長

期の保存ができないが，種子の低温保存が検討されてい

る（安間ら ）．世界の主要な茶生産国は積極的な

遺伝資源の保存を行っているが，その国際的な協力は十

分とは言い難い現状にある．

遺伝資源は育種の出発点であり，どのような遺伝資源

を交雑の母本として利用してゆくかは，その後の育種の

成否を大きく左右する．育種は多様な遺伝資源からの有

用遺伝子の集積作業である．このため，育種においては

その素材の確保のために急速に失われつつある遺伝資源
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を効率よく収集保存する必要がある．収集されたそれぞ

れの遺伝資源については，それらがどれだけの遺伝的多

様性を有するのかを評価することが，効率的な遺伝資源

の収集に必須であるとともに，育種家は自らが使用する

交配母本の遺伝的多様性の大きさとそれらの類縁関係を

適切に把握しておく必要がある．

これまでの遺伝的多様性の評価は主に生理・形態的形

質に注目して行われてきた（武田ら 鳥屋尾ら

）．しかし生理・形態的形質は，

同じ環境では異なる遺伝的な背景のものが，環境によっ

て似た形質へと進化する，いわゆる収斂進化の問題があ

る．例えば日本海側の豪雪地帯のチャの群落には，葉が

小さく着葉角度が大きい個体が目立つことが一般に知ら

れており，冬期の積雪に適応した結果と考えられる．

マーカーはこの収斂進化の問題を排除できる点が

すぐれている．チャではこれまでも （

ら ）， （ ら ； ら

； ら ； ら ），

（ ら ）による解析がなされてきたが，対象と

されるアレルの数が限られるか，対象とする材料が偏っ

ていた．本研究においては，緑茶用，紅茶用の系統を含

む世界各国の多様な材料をより多くのアレルについて調

査し，その遺伝的多様性を評価した．

２ 材料および方法

植物材料および の抽出
野菜茶業研究所枕崎茶業研究拠点に現存する世界各地

からの収集系統 ，ケニヤ国内で収集された

のケニヤ国内からの収集

系統を実験に供試した．供試材料とその分類を

に示した．サンプリングされた葉は抽出まで で保

存した． 抽出は改変 法（第 章に記載），ま

た は

（ ）を使用した．抽出された

はアガロースゲル電気泳動で品質とおおよその濃

度，分光光度計（

）で濃度を計測した．

分析
抽出して得られた 溶液を で希釈し，

のストック溶液を調製した． は液量 ，

それぞれ ，

（ ％

） ，酵素に添付の緩衝液を用い， の

（

）の条件で行った．反応には

（宝酒造）を用い，反応温度は熱変性 分，

アニーリング 分 秒，鎖伸長 分で サ

イクル行った．なお，上記 サイクルに先立ち熱変性

を完全にするため， 分，上記 サイクルの後に

本鎖化を完全にするための 分の反応を加え，

反応後は に保存した．得られた 産物は緩衝液

に を用い， ％アガロースゲルにて電気泳動後，

エチジウムブロマイドにて染色， 波長の紫外線

を照射，可視化して写真撮影した．

分析
の概要は （ ）の方法を改変した方

法で行った．制限酵素分解，アダプターのライゲーショ

ン，第 回目の増幅は ら（ ）の方法にしたがっ

た．第 回目の増幅（選択的増幅）は放射性同位元素に

よるラベルしていない 側のプライマー（ または

塩基の選択塩基を付加）， 側のプライマー（ ま

たは 塩基の選択塩基を付加）を使用した． 反応

液は液量 で，第 回目の 産物 ，

側のプライマー ， 側のプライマー ，

，添付の緩衝液を用い，酵素には

（ 社）を用い

た．反応には （ 社）を用い，

反応温度は熱変性 分，アニーリング 分

秒，鎖伸長 分で サイクル行った．なお，上記

サイクルに先立ち熱変性を完全にするため， 分，

上記 サイクルの後に 本鎖化を完全にするための

分の反応を加えた．サンプルは に保存し，

産物 を等量のホルムアミドベースのローディ

ング用緩衝液（ ％ホルムアミド， ， ％

キシレンシアノール， ％ブロムフェノールブルー）

と混和し， に 分間インキュベートすることにより

熱変性した．このうち のサンプルをプレキャスト

ゲル（

）を用い，

（ ）を使用し電圧

にて泳動を行った． フラグメントは

（

）により銀染色した． 組の 選択

的増幅用プライマーセットを実験に使用した．
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データ解析
鮮明な および の多型バンドの有無を，

バンドありを“（ ）”，バンドなしを“（ ）”，欠測を“ ”

としてスコアした． 栄養系の遺伝的多様性系統樹作

成のためには，コンピュータプログラム

（ ）において の最節約法を用いて

行った． と の両マーカーシステムは

ら（ ）の方法で比較した．材料を導入元でグ

ルーピングし，そのグループの遺伝的多様性の評価は

（ ）の遺伝的多様性（ ）を計算して評価した．

３ 結果および考察
チャは生理・形態的特性（ 鳥屋尾ら

），また生化学的形質（ ら

ら ）から

と の 変種に大別されるが，これらの形

質は環境による収斂進化の影響を受けやすく，変種内多

型等の問題を含んでおり，対象の形質もおのずから限界

がある．これに対し 多型は事実上その数が無限で，

短期間のうちに結果が得られるばかりか，環境要因や環

境による収斂進化の影響を受けない． および

の明確な の多型バンドを選定し，チャとその

近縁種 栄養系についてスコアした．最節約法による

遺伝的多様性の系統樹は以下の のグループに大別でき

た． （ ） （ ） （ ）

に分類されるタイワン，ベトナムの材料と他の

近縁種（ ）． 全ての栄養系はそれぞれ と

においてユニークなプロフィールを示した．一部

の材料（アスタリスクを付した）以外，ほとんどの材料

が分類学上の変種と大きな矛盾がないクラスターに分類

された．本来のクラスターに入らず例外となった栄養系

は，他の変種に分類される材料との雑種である可能性が

想定された．タイワンヤマチャ（図中 ）は台湾の高地

に自生し，供試した栄養系は系統樹の最も中心から遠い

位置に配置された（ ）．タイワンヤマチャは芽の伸

長パターンが他のチャと異なる，毛茸を持たない等，そ

の他のチャとは明らかに形態的特性が異なる．タイワン

ヤマチャについては， に分類され，花器

の形態的特徴も よりも に近

い（鳥屋尾ら ）と報告されてきたが，本実験結果は

タイワンヤマチャの遺伝的背景は とも

とも明らかに異なることを示唆していた．

タイワンヤマチャは他に，木そのものがコーヒー様の香

気を放ち，この特性は とも共通であ

ることから，チャ以外の 属他種からの移入交

雑（ ）の結果である可能性も想定される．

得られた および バンド 中で，

と の両変種特異的なものは皆無

であった．インドダージリンの 等，両変

種の雑種が想定されるものを除いても，やはり変種特異

的なバンドは見出されなかった．形態的特性においても，

典型的な や典型的な が存在

する一方，変種特異的なバンドは見出されないことは，

つの変種の間で高頻度に自然交雑があり，遺伝子の交

換がなされていることを強く示唆していた．特定の近縁

野性種のみから検出されたバンドや，一部の

のみから検出されたバンドが存在した．しかし

本実験で供試した材料の数は と限られており，特異

的バンドと定義するためにはより多くの材料について調

査する必要がある．また， 中 のバンドは特定の

栄養系のみから検出されたものであり，他は材料中，

数栄養系から検出されたものであった．

続いて （ ）のアルゴリズムに基づき，遺伝資

源のそれぞれの導入元国と近縁野性種をグループと見做

し，グループ内の多様性（ ）を計算した（ ）．グ

ループ内の変異の大きさは降順で，チャの近縁種，イン

ド，中国，ケニヤ，スリランカ，ベトナム，日本，台湾

（タイワンヤマチャ）であった．チャの近縁種は複数の

種を含み，その多様性が大きいことはある意味当然で

あった．インドおよびケニヤの材料は と
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またはその雑種と想定されるものを含むこ

とが，高い遺伝的多様性（ ）の原因であると推測できる．

少なくとも本研究で用いたタイワンヤマチャはその多様

性は極めて小さかった．注目すべきは中国の材料である．

中国の材料は全て日本のチャと同じ であ

り，なおかつ大きな遺伝的多様性を有している．これま

でも，おくひかり（中村ら ），あさのか（重ら ）

等の中国導入系統の後代にあたる緑茶用品種が育成され

てきたが，これらは緑茶用品種のごく一部である．特に

最近の緑茶用品種の来歴を見ると，多くの品種が やぶ

きた の子供にあたる等，今後の育種を進めてゆく上で

交配母本の近交化による遺伝的脆弱性が懸念される．緑

茶用品種の交配母本における遺伝的多様性の確保は至上

命題であり，大きな変異をもつ中国の材料は貴重な育種

素材であることを認識し，その利用と保全に力を注ぐべ

きであろう．

４ 摘 要
と を用い，チャ（ ）とそ

の近縁野性種の遺伝的多様性を調査し，系統樹を作成し

た．多数の多型バンドが検出されたが，明瞭な のバ

ンドを使用した．系統樹では，主要な グループが認め

られた．第 および第 のグループはそれぞれ

と に対応

した．残る第 のグループは に分類され

ているタイワンヤマチャと一部の に分類

される栄養系および近縁野性種から構成された．タイワ

ンヤマチャの遺伝的背景は とも

とも明らかに異なった．タイワンヤマチャは生理

形態的特性も他のチャと異なり，近縁他種からの移入交

雑（ ）の結果である可能性が示唆された．ま

た， または 特異的なバンド

は皆無であり，両変種間では自然交雑による遺伝子のや

りとりがあることを示唆していた．遺伝資源のそれぞれ

の導入元国と近縁野性種をグループと見做し，グループ

内の多様性を評価した．その結果，グループ内の変異の

大きさは降順で，チャの近縁種，インド，中国，ケニヤ，

スリランカ，ベトナム，日本，台湾（タイワンヤマチャ）

であった．緑茶用品種の育成を考えた場合，

であり大きな変異をもつ中国の材料は貴重な育種素

材と言える．

耐虫性，耐寒性チャ品種 さやまか
おり の花粉親の検索

１ 目 的
実生によって作られた在来茶園は萌芽期が不均一で生

産性が低く， 年代以降， やぶきた を中心とした

萌芽期が均一で生産性の高い栄養系品種茶園へと急激に

置き替わってきた．やがて やぶきた の名は品種名と

いうよりもブランドとして知られるようになった． や

ぶきた は緑茶としての品質が優れ，当時としては多収

な品種であったが，耐病性，耐虫性等に明らかな欠点が

あった． やぶきた による茶園の寡占は摘採期の集中

にとどまらず，特定病虫害の激発，それに伴う薬剤散布

回数の増加等の問題を引き起してきた．近年， さえみ

どり（武田ら ） ふうしゅん（山口ら ）

りょうふう（近藤ら ） さきみどり（古野ら

） 香駿（中村ら ）等，多くの優れた品種が育

成されてきたが，今のところ やぶきた のブランド力

に打ち勝つまでには至っていない．チャ育種には収量お

よび品質において やぶきた を凌ぐのみならず，耐病

性，耐虫性を有しクリーンな製品を生産できる品種が求

められている．

チャ品種 さやまかおり は良質多収な緑茶品種とし

て 年に埼玉県茶業試験場において育成された（淵之

上ら ）．その後，この品種が やぶきた には見

られない強度の耐寒性，耐霜性を有し，カンザワハダニ

の寄生が少なく，近年になって特に小雨の年を中心に激

発するようになったクワシロカイガラムシに対する抵抗

性を有する（重ら ）ことが明らかとなり，チャ育種

における耐寒性耐虫性交配母本としての重要性が見直さ

れている．さらに， さやまかおり は接葉角度が小さ

く立葉である．立葉であることは多収の要因と考えられ

（ ），育種による収量増を目指す上でも重
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要な交配母本であると言える．農林水産省による最近の

チャの系統適応性検定連絡試験における系適第 群およ

び系適第 群においても， さやまかおり を片親とす

る 中より選抜された栄養系統が， 中 系統，全体

の を占めている．

重要な交配母本の来歴を知ることは育種の基本である．

特にチャのような自家不和合性を有する（塘ら ）他

殖性作物は一般に近交弱勢が出やすいと考えられ，近交

弱勢回避のためにも品種や系統の来歴を知ることが重要

である． さやまかおり は埼玉県茶業試験場において

静岡県茶業試験場から取り寄せて播種した やぶきた

の自然交雑種子の実生中より選抜されている（淵之上ら

）．換言すれば種子親は やぶきた であるが花粉

親が明らかでない． さやまかおり の花粉親が明らか

になれば， さやまかおり の交配母本としての扱いに

影響を与えるのみならず，その花粉親自体も交配母本と

して見直されるはずである．

幸い さやまかおり は極端な立葉，際立って濃い葉

色等日本在来のチャにはほとんど見られない形態形質を

もっている．これらの特性は さやまかおり の 世

代においてすべての個体の形態形質に大きな影響を与え

る．長年チャの育種に携わったものであれば，その後代

を見ればすぐに さやまかおり の血を引いていること

が判るほどである（根角厚司 私信）．これらの形態形質

はその後代の形態形質に大きな影響を与えることが再確

認され，優性効果の大きな遺伝子に支配されていること

が推定された．これらの特徴的な形態的特性を さやま

かおり の種子親である やぶきた が有していない以

上， さやまかおり のもう片方の親，すなわち花粉親

に由来しているであろう．これらの特徴的な形態形質に

基づいて，静岡県茶業試験場内において形態的特性から

さやまかおり の花粉親として疑われる栄養系統を全

てピックアップし，さやまかおり の花粉親候補とした．

チャにおいて品種の親子鑑定が にて行われた例

（田中ら ）がある．選ばれた花粉親候補と やぶき

た および さやまかおり を用いて マーカーに

よる親子鑑定を行った．

２ 材料および方法

供試材料
形態的特性による さやまかおり の花粉親候補のス

クリーニングには， さやまかおり のもととなった種

子が採集された 年以前から静岡県茶業試験場内に

存在した可能性のある遺伝資源を含むチャ

の全ての栄養系品種・系統約 を対象にし

た． さやまかおり 特異的なマーカーの検索には さ

やまかおり（ ） やぶきた（ ，

日本在来チャより選抜） 静 印雑 （ と

との雑種） 金 （ ，中国

からの導入系統）を用いた．得られたマーカーの分離比

の確認には， さやまかおり を種子親に 金 ，

おくゆたか および さえみどり を花粉親にした

個体群を供試した． マーカーによる親子鑑定には

形態形質によりスクリーニングされた栄養系に加え，栄

養系品種 さやまかおり，やぶきた を用いた．

抽出並びに 分析
全 は第 章に記述の改変 法によって抽出

した． は液量 ，酵素には

および添付の緩衝液を用い，

， それぞれ ，鋳型 ，

塩基長のランダムプライマー（ 社） の条件に
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て行った．反応には （ 社）を

用い，反応温度は熱変性 分，アニーリング

分 秒，鎖伸長 分で サイクル行った．

３ 結 果

形態的特性による さやまかおり の花粉

親のスクリーニング
さやまかおり の特徴的な形態形質は さやまかお

り の 世代各個体の形態形質に大きな影響を及ぼす．

にその例を示す． さやまかおり × 金

の交雑に由来する 集団においても，葉の裏

側が見えるほど極端な立葉である，濃い葉色，特徴的な

鋸歯の形態等の さやまかおり 特有の形態形質が各

個体に大きな影響力を持って遺伝することが再確認

された．

これらの特徴的な形態形質を指標にした判断により

さやまかおり の花粉親のスクリーニングを行った．

年代以前より静岡県茶業試験場内に存在する可能

性のある遺伝資源を含めた約 の栄養系を対象にス

クリーニングを行い， 年 月 さやまかおり の

花粉親として特に疑われる 系統を選定し さやまか

おり の花粉親 次候補とした．同 年 月にさら

に さやまかおり の花粉親として多少なりとも疑われ

る 系統を選定し さやまかおり の花粉親 次候補

とした．選定された計 系統とその来歴を に

示す．このうち 静 および 静 ，特に

静 は葉色，葉の大きさ，接葉角度，鋸歯の

形態，茎部の太さ等において さやまかおり に酷似し

た形質を備えており さやまかおり の花粉親として特

に強く疑われた．選定された系統は全て海外，特にその

ほとんどが中国からの導入系統またはその後代であった．

スクリーニングされた栄養系による親子鑑定
まず最初に， 社のランダムプライマーセット

，計 種類の 塩基長のランダムプライマー

を用いた と， 種類の により， さや

まかおり 特異的 マーカーを検索した．

マーカーはある程度鮮明なもののみを対象とした． さ

やまかおり やぶきた 静 印雑 および 金

のうち さやまかおり のみから検出される

マーカーを さやまかおり 特異的マーカーと定義した．

種類の （ ， ，

および ）が さやまかおり 特異的マーカー

としてスクリーニングされた．さらにスクリーニングさ

れたこれら は さやまかおり × 金 （

個体）， さやまかおり × おくゆたか（ 個体）お

よび さやまかおり × さえみどり（ 個体）の各

集団において理論上の分離比 に適合した分離を

示すことを確認した（ ）．形態的特性によるスク

リーニングにおいて得られた さやまかおり の花粉親

候補について，上述の を用いて親子鑑定を行っ

た結果， 次候補 次候補からもこれらを全て検出できる

栄養系は得られなかった．特に さやまかおり 以外に

が検出される栄養系はなく，さやまかおり

の花粉親として合致するものは見出せなかった．

に による親子鑑定の例の一部を示す．

４ 考 察
さやまかおり は埼玉県茶業試験場において，静岡

県茶業試験場より取り寄せた茶品種 やぶきた の

年産自然交雑種子中より選抜されている． さや

まかおり が やぶきた と同じタイプの細胞質

を有すること（田中ら ），フェニルアラニンアンモ

ニアリアーゼ遺伝子をプローブとした において親

子関係に矛盾がないこと（ ら ）および

輪斑病抵抗性の遺伝解析の結果にも矛盾がないこと

（ ）から さやまかおり の種子親が や

ぶきた であることはほぼ間違いないと考えられる．

さやまかおり は極端な立葉，際立って濃い葉色等日

本在来のチャにはほとんど見られない形態的特性をもっ

ている．これらの特性は さやまかおり の 世代各

個体の形態形質に大きな影響を与える．チャの育種家で

あれば， さやまかおり の後代を見ただけでそれと解

る（根角厚司 私信）ほどである さやまかおり × 金

集団においても さやまかおり の特徴的な

形態形質が 各個体の形態形質に大きな影響力を持っ

て遺伝することが再確認された（ ）．このことは

さやまかおり のこれらの形態形質は優性効果の大き

な複数の遺伝子に支配されていることを示していた．こ

れらの形態形質を さやまかおり の種子親である や

ぶきた が有していない以上，もう片方の親，すなわち

花粉親に由来している．したがって さやまかおり の

これら特徴的な形質を指標に“育種家の目”によって さ

やまかおり の花粉親をスクリーニングすることは極め

て効果的であると考えられた．

静岡県茶業試験場内には日本国内より収集した多くの

系統があるにもかかわらず さやまかおり の花粉親と

して選定された の栄養系は全て海外，特にそのほと
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んどが中国からの導入系統またはその後代であった．こ

のことは さやまかおり の花粉親が試験場周囲の在来

茶園に存在したものである可能性は低く，海外特に中国

からの導入系統である可能性の高いことを強く示唆して

いるものと考えられた．

親子鑑定に用いられた は さやまかおり を

種子親とする複数の組み合わせの 集団において，理

論上の分離比に適合した分離を示し，ヘテロ 本鎖バン

ド（ ら ）である可能性は低いと判断された．

これらの は さやまかおり（ ） やぶ

きた（ ，日本在来チャより選抜） 静 印雑

（ と との雑種）および

金 （ ，中国からの導入系統）の中で

さやまかおり のみから検出されたものである さや

まかおり の種子親は やぶきた であるので さやま

かおり はこれらの をヘテロに有していること

になる．これらの は，採取地が異なり遺伝的に

多様なものを含む 種類（ 栄養系× 倍体 （ やぶ

きた と さやまかおり に共通））のアレルのうち さ

やまかおり の花粉親由来のアレルのみから検出された

ものであり， さやまかおり の花粉親に由来するアレ

ルに特異性の高いマーカーであると考えられた．形態的

特性によるスクリーニングにおいて得られた さやまか

おり の花粉親候補についてこれら を用いて親

子鑑定を行ったところ，これら全ての が検出さ

れる花粉親候補はなく， さやまかおり の花粉親とし

て適合するものは見出だせなかった．特に

を有する栄養系は皆無であり， は今後 さ

やまかおり 特異的なマーカーとして利用可能であろう

と考えられた．

さやまかおり の花粉親を検出できなかった理由と

して，以下の 点が考えられた．

（ ） さやまかおり の花粉親は静岡県茶業試験場周

辺の在来実生茶園等の中にあったものであった．（現

在，静岡県茶業試験場周辺の茶園は やぶきた が

ほとんどであり，これらは現存しない可能性が高

い．）

（ ） さやまかおり の花粉親は静岡県茶業試験場内

に現存するが今回の形態的特性によるスクリーニン

グからは漏れてしまった．
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（ ） さやまかおり の花粉親は 年当時，静岡県

茶業試験場内に生存したが，枯死したか移植の際に

廃棄され現存しない．

まず，（ ）の可能性について考察する． さやまかお

り の元になった種子が採種されたのは 年のこと

である． 年の栄養系品種の普及率は ％であり，

年代の栄養系品種の普及率はさらに低かったこと

は間違いない．静岡県茶業試験場の周囲においてもその

ほとんどが在来実生茶園であったと推定される．しかし，

極端な立葉である，大型の葉，濃い葉色，特徴的な鋸歯

の形態等の さやまかおり 様の形態を有するチャは在

来茶園実生茶園にはほとんど見あたらない．事実， さ

やまかおり の花粉親としてスクリーニングされた栄養

系は全て海外からの導入系統であった．一方， 年

代には中国より多数の種子が導入され 年当時には

遺伝資源として保存されていた．このことから さやま

かおり の花粉親が試験場周囲の在来茶園に存在したも

のであるとする（ ）の可能性は低いと考えられた．仮

に さやまかおり の花粉親が試験場周囲の在来茶園に

存在したものだったとしても，静岡県茶業試験場周辺の

茶園のほとんどが やぶきた 園に改植された現在，こ

れが現存する可能性は極めて低い．

次に（ ）の可能性についてである． マーカー

による親子鑑定の結果，チャ品種 めいりょく の花粉

親が登録上の やまとみどり ではなく であろ

うことが明らかとなった（田中ら ）のは，複数の育

種家がその形態的特性において登録上の来歴に疑問を提

起したことに端を発している．さらに多くの育種家が実

際の花粉親として を名指ししていた．複数の特

徴的な形質について総合的に判断できる“育種家の目”

は，品種の親子鑑定という側面においても信頼に値する

ことが証明されたわけである．前にも記した通り，特に

さやまかおり の特徴的な形態形質は優性効果の大き

な遺伝子に支配されていると考えられ，“育種家の目”

によるスクリーニングにおいて見落としは考えにくい．

従って（ ）の可能性も低いと考えられた．

残る可能性は（ ）である．静岡県茶業試験場において，

中国導入の栄養系保存園は少なくとも 年以降だけ

でも 度移植されている．この際，圃場面積の制限等の

理由から全ての栄養系が完全に移植されたわけではな

かった． さやまかおり の花粉親はこれらの移植の際

に廃棄されたか枯死した可能性が高く，現存しない可能

性が高いと判断された．

さやまかおり の花粉親を検出し， さやまかおり

の交配母本としてのチャ育種上の位置付けを明確化する

とともに，その花粉親をあらためて耐寒性と耐虫性を有

する利用価値の高い交配母本とすることが本研究の目的

であった．後に さやまかおり となった種子が採取さ

れて 年以上が経過した現在，現存する栄養系からはつ

いに花粉親を見出すことができず，残念ながら さや

まかおり の花粉親は現存しない可能性が高い と判断

せざるを得なかった．

５ 摘 要
緑茶品種 さやまかおり は茶の重要害虫であるカン

ザワハダニ，クワシロカイガラムシに対して抵抗性を持

ち，かつ寒害，霜害にも強く緑茶育種の抵抗性育種素材

として極めて重要な存在である． さやまかおり は埼

玉県茶業試験場において，静岡県茶業試験場より取り寄

せた茶品種 やぶきた の 年産自然交雑種子中よ

り選抜されている． さやまかおり は極端な立葉，際

立って濃い葉色，特徴的な鋸歯等々，一般的な日本在来

のチャにはほとんど見られない特徴的な形態形質を有し

ている．これらはその後代の形態形質に大きな影響を与

えることが再確認され，優性効果の大きな遺伝子に支配

されていることが推定された．従って やぶきた がそ

のような形質を有していない以上， さやまかおり の

花粉親に必須の条件と考えられた．これらの特徴的な形

態形質を指標に静岡県茶業試験場内より さやまかお

り の花粉親としての可能性が多少なりとも疑われる全

ての栄養系を選定した．選定された 栄養系はいずれも

海外，特にそのほとんどが中国からの導入系統であり，

日本在来のチャは含まれなかった．これらを さやまか

おり の花粉親候補とし， やぶきた および さやま

かおり を用いて マーカーによる親子鑑定を行っ

た．その結果， さやまかおり の花粉親として合致す

るものはなく， さやまかおり の花粉親はすでに現存

しない可能性が高いと判断された．

ツバキ園芸品種 炉開き がヤブツ
バキ×チャの種間交雑種であることの

および マーカーによる確認
とチャ育種への利用の可能性

１ 目 的
ヤブツバキ（ ）は低温耐性，耐虫性，耐病性

等においてチャ（ ）と比較して優れた形質を

持っており，チャ育種にとって近縁種からの有用遺伝子



の導入を考えた場合に重要な存在である．この目的で，

チャとツバキの種間交雑種としては人為交配によりチャ

ツバキが育成された（武田ら ）が，交配母本とし

ての利用にはその稔性に重大な問題を抱えている．チャ

を種子親，チャツバキを花粉親に育成されたとされる個

体も存在したが，形態的特性や マーカーを用いた

解析結果に矛盾があり，混入した他のチャの花粉に由来

するものと判断されている．一方，ツバキの園芸品種 炉

開き は，その形態形質，発見された地域（新潟県栃尾

市）の環境から，ヤブツバキの変種ユキツバキとチャの

交雑種と考えられてきた（萩屋ら ）．すなわち，新

潟県栃尾市は豪雪地帯であり，栽培のチャ（本来秋咲き）

の花蕾が積雪下で越冬し翌春に開花，現地に多く自生の

ユキツバキ（春咲き）との交雑が想定できる，というも

のである．なお，ユキツバキはヤブツバキとは別種（

）とする記載もある（田村ら ）が，生殖隔

離も認められず現在ではヤブツバキの変種（

）とされる（津山 ）ことが一般的で，

本論文ではこの分類法に従い，“ヤブツバキ”をユキツ

バキ（ ）を含む の種名として用

いている．その後， 炉開き の葉がチャに特有なテア

ニンやカフェインを含む（ ら ）ことが明ら

かとなり， 炉開き がヤブツバキとチャの交雑種であ

ることの有力な傍証となった．しかし，以前はヤブツバ

キからの高品質な の抽出が困難であったこともあ

り 炉開き の雑種性が分子遺伝学的に検討されたこ

とはなかった．最近になって，ヤブツバキからも高品質

を効率的に抽出可能な方法（ ら ）が開

発されたことを受け， および単純反復配列領域

を標的とした 多型 マーカー（ ら

）を用いた解析を行った．その結果， 炉開き が両

者の種間雑種であること，さらに細胞質はチャではなく

ヤブツバキであり，ヤブツバキが自然交雑の際の種子親

であったことを確認した．また，チャを種子親，炉開き

を花粉親にした交雑により，チャと 炉開き の雑種

個体を得るとともにその雑種性を確認し，チャ育種への

炉開き のヤブツバキの遺伝子導入のための橋渡し親

としての利用に可能性を拓く結果を得た．

２ 材料および方法

植物材料
による 炉開き の雑種性の確認には 炉開

き とともに，チャ（ ）品種・系統 やぶきた

および （いずれも ）を，ヤブツ

バキとして野菜茶業研究所枕崎茶業研究拠点の遺伝資源

より，系統 ヤブツバキ（ ） および ユ

キツバキ （ ） を，それぞれ実験に供試

した．

による 炉開き の後代 個体（以下， 炉開

き後代 ）の雑種性の調査には， 炉開き後代 と

ともに， 炉開き ，同様にチャとツバキの人為交雑種

茶中間母本農 号（チャツバキ） （チャ品種 さやま

かおり ×ヤブツバキ，武田ら ），ヤブツバキとし

て ヤブツバキ ，ユキツバキ （ ） お

よび ユキツバキ の 栄養系統，チャとして イン

ドネシア ，やぶきた，さやまかおり，きょうみどり，

さみどり，ゆたかみどり， ， ，静 在 ，さ

やまみどり，あさぎり，たかちほ，金 および こ

まかげ の 品種・系統を供試した． 品種・系統の

うち， インドネシア のみが ， ゆた

かみどり が と との雑種

（田中ら ），他の 品種・系統は に

分類される． マーカーによる調査では，上記に加え，

ヤブツバキとして ヤブツバキ ，ヤブツバキ ，朝顔，

坪井の春，日月星（いずれも ） および ユ

キバタツバキ （ ， と

の雑種） の 栄養系を，計 のヤブツ

バキ栄養系を供試した．

第 章に記述の母性遺伝 による 炉開き の

細胞質の調査には， 炉開き とともにヤブツバキとし

て ユキツバキ ，日本在来のチャの細胞質を持つ

チャ品種・系統として さやまかおり，きょうみどり，

さみどり，ゆたかみどり， ， ，静 在 ，さ

やまみどり，あさぎり，たかちほ ，チャとヤブツバキ

の人為交雑種 茶中間母本農 号（チャツバキ）（チャ

品種 さやまかおり が種子親，武田ら ），中国

導入系統で母性遺伝 ， を有しない 金

を供試した．母性遺伝 の への変

換の確認には さやまかおり および 金 の正

逆交雑集団 個体を用いた．

および の検出
チャの全 の抽出には，第 章に記述の改変

法または第 章に記述の珪藻土とスピンフィル

ターを用いる方法を用いた．ヤブツバキ， 炉開き お

よび チャツバキ の全 の抽出には珪藻土とスピ

ンフィルターを用いる方法または

（ ）を使用した． は液量 ，酵
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素には （

） および添付の緩衝液を用い，

， それぞれ ，鋳型

にて行った．プライマーには 社の

（ 種類）を濃度 にて使用した．母性

遺伝 検出のためのプライマーは， は

， （第 章 を 参 照） お よ び そ の

への転換のために， およびその配列の

末端に ， ， および を加えたプライマー（＋

プライマー： ，＋ プライマー：

，＋ プライマー： ，

＋ プライマー： ）計 種類を使用し

た．反応液は，反応原液を作成・分注し，これに鋳型

を加える方法で調製した．反応には

（ ）を用い，反応温度は熱変性

分，アニーリング 分 秒，鎖伸長

分で サイクル行った．なお，上記 サイクルに先

立ち熱変性を完全にするため， 分，上記 サイ

クルの後に 本鎖化を完全にするための 分の反

応を加えた．得られた 産物は ％アガロースゲル

にて電気泳動後，メチレンブルー，もしくはエチジウム

ブロマイドにて染色し，得られた パターンを比

較した．

マーカーの検出
全 の抽出は上記 の検出に準じた．チャ由

来の マーカー （配列のアクセッション

ナ ン バー ： ）の 検 出 に は プ ラ イ マー

（蛍光標識（ ）を付加）および

を用いた． は液量

，酵素には （

） および添付の緩衝液を用い，

， それぞれ ，鋳型

にて行った．反応には （

）を用い，各サイクルの熱変性，アニーリン

グ，鎖伸長の時間は全て 秒，反応温度は熱変性 ，

鎖伸長 で，アニーリングは最初 サイクル目から

サイクル目まで から まで ずつ低下

させ，この後， で サイクル計 サイクル行った．

なお，上記サイクルに先立ち熱変性を完全にするため，

分，上記サイクルの後に 本鎖化を完全にするた

めの 分の反応を加えた．得られた 産物 ，

蛍光標識分子量マーカー

（ ） ，脱イオン化ホルム

アミド を混和し， 分間の熱処理の後氷上

にて急冷することにより 本鎖に変性させた．泳動には

（ ）を使用し，

解析には （ ）を使

用した．

３ 結果および考察

炉開き の雑種性の確認
やぶきた および ヤブツバキ の を鋳型

に用いて， 社のランダムプライマー ，計

種類中より，チャ ヤブツバキ間で単独または複数

の多型バンドを生じる 種類のプライマー（ ）を

次スクリーニングした．次にこの 種類のプライマー

を用いて，炉開き に加え，チャ品種・系統として や

ぶきた および ，ヤブツバキ系統として ユキ

ツバキ および ヤブツバキ の を鋳型に用い

て， 解析を行った．

最初に，種内の多型と種間の多型を比較した．ヤブツ

バキの 栄養系（ ヤブツバキ ユキツバキ ）

間の鮮明な多型バンドが ，チャの 栄養系（ やぶき

た ）間の鮮明な多型バンドが であった

のに対し，ヤブツバキの 栄養系に共通だがチャの 栄

養系からは検出されなかった鮮明な多型バンドは ，

逆にチャの 栄養系に共通だがヤブツバキの 栄養系か

らは検出されなかった鮮明な多型バンドは であった．

ヤブツバキの 栄養系間およびチャの 栄養系間の違い

は，ヤブツバキとチャの種間の違いに比べると僅かで

あったと言える． による ヤブツバキ と ユ

キツバキ の間の違いが僅かであったことは，ユキツ

バキとヤブツバキは表現型には明確な差が認められるも

田中： マーカーのチャ育種への利用に関する研究



ヤブツバキに対して 炉開き 固有なバンドは認められ

ず，いずれもチャとヤブツバキから遺伝したバンドとし

て説明できる範囲内であった．このことは， 炉開き

がチャとヤブツバキの種間雑種であることを強く支持し

ていた．

その一方で，チャの中では多型が検出されないチャの

マーカー による調査を行った．供試し

た 全てのチャ品種・系統からは の増幅産物の

みが得られた（ ）．同様に供試した 全てのヤブ

ツバキの栄養系から の増幅産物が得られ，

の増幅産物については検出されるものと検出されないも

のとがあった．一方，チャから検出された の増

幅産物が検出されるヤブツバキ栄養系は皆無であった

（ ）．この を用いて 炉開き およ

び 茶中間母本農 号（チャツバキ） を調査した結果，

の増幅産物は得られなかったもののヤブツバキ由

来と推定される およびチャ由来と推定される

双方の増幅産物が検出された（ ）． 炉

開き は 茶中間母本農 号（チャツバキ） 同様，チャ

由来の とヤブツバキ由来の の増幅産物を

共有することは， の結果と同様，炉開き がチャ

とヤブツバキの種間雑種であることを強く支持していた．

は今後，チャとヤブツバキを識別できるマー
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のの，両者の遺伝的背景の差はチャとヤブツバキの種間

の差に比べると極めて小さいことを示唆していた．

次いでチャとヤブツバキ両種と 炉開き とを比較し

た．チャと 炉開き を比較した場合，チャからは検出

されず， 炉開き にのみ検出される鮮明な バン

ド 本のすべてが，ヤブツバキ 栄養系の両方または

片方から検出された．反対に，ツバキと炉開きを比較し

た場合，ヤブツバキからは検出されず， 炉開き にの

み検出される鮮明な バンド 本のすべてが，チャ

栄養系の両方または片方から検出された． に

炉開き がチャおよびヤブツバキ由来の バンド

を共有する例を示す．調査した範囲においてチャおよび
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カーとしての有用性が高い．

次にチャとヤブツバキのどちらが種子親でどちらが花

粉親であるかに興味が移る．萩屋らはこの点については

言及していない（萩屋ら ）が，チャの細胞質

をタイピングできる母性遺伝 を利用すればこれ

を解明できる．ほとんどの日本在来のチャより検出され

る母性遺伝 として および を

用いて 炉開き の細胞質を調査した． はや

や不鮮明であったので， 化し，正逆交雑に由

来する 分離集団を用いてその確認を行った．その結

果，＋ および＋ プライマーを混合して用いること

により，より鮮明なバンドが得られることが判明し，解

析にはこれを用いた． ， とも，供

試した の全ての日本在来のチャ品種・系統より検出

されたが， 炉開き からはいずれも検出されなかった

（ ）．両母性遺伝マーカーは，日本在来のチャの

細胞質を広く標識していると考えられたが， 炉開き

からはいずれも検出されず， 炉開き の細胞質は日本

在来のチャに由来するものではないと判断された． 炉

開き の種子親が日本在来のチャのものでないとすると，

炉開き の細胞質はもう一方の親のヤブツバキであり，

炉開き の自然交雑の際の種子親はヤブツバキ側で

あったと推測できる．これはチャツバキの細胞質がチャ

であることとは対称的であり， 炉開き は言わば ツ

バキチャ であると言える．

炉開き の後代の獲得と育種への利用の可

能性
チャ系統 インドネシア を種子親に 炉開き

を花粉親に約 花の交雑実験を行い， 個体（以下，

炉開き後代 ）を得た． 炉開き後代 の形態的

形質はヤブツバキよりもチャに酷似したが，詳細に観察

するとヤブツバキに似た葉の光沢や淡いピンク色の花を

咲かせる等， 炉開き 経由と思われるヤブツバキの形

態的特徴も同時に色濃く反映していた（ ）．この

個体の種子親 インドネシア は残念ながら現存し

ないが，収集源が共通であることが期待できる インド

ネシア を比較材料に加え，ヤブツバキ由来で 炉



開き 経由で 炉開き後代 へと遺伝している

を検索した．その結果，種子親の遺伝子型は不明ではあ

るが， を用いた場合にチャからは検出されずヤ

ブツバキ由来と判断できる が 炉開き 経由で

炉開き後代 へと遺伝している例が確認された（

）．また， 炉開き後代 は供試したヤブツバキ 系

統全てが有する マーカー の の増

幅産物を 炉開き 経由でヤブツバキより引き継いでい

ることが確認された（ ）．

以上より， 炉開き後代 はヤブツバキにチャを戻

し交雑したものとも見做すことができる．ヤブツバキは

チャと比べて低温耐性，耐虫性，耐病性等において優れ

ている．チャへのこれらの形質の交雑による導入が期待

されてきたが，チャとの接木親和性が低い等，チャとヤ

ブツバキは同属ではあるもののやや遠縁と言える．チャ

育種にヤブツバキの有用な形質を導入する目的で数多く

の人為交雑が実施され，いくつかのチャツバキが育成さ

れてきたが，いずれも稔性が極めて低く，中間雑種であ

るチャツバキが得られてもその後代が得られない問題が

あった．今回，比較的少ない交配数で 炉開き の後代

が得られたことは，単なる偶然なのか， 炉開き の花

粉稔性がチャツバキより高いのか，もしそうであれば，

それは 炉開き がチャツバキではなくツバキチャで

あったためであるのか，あるいは雑種成立から長年経過

した結果であるのか等々，多くの疑問が残る．しかし少

なくとも，本実験の結果は 炉開き および 炉開き後

代 ヤブツバキが有する有用な形質をチャ育種に導入

するための有望な橋渡し親となり得る可能性があること

を強く示唆するものであった．

４ 摘 要
ツバキの園芸品種 炉開き はその形態的特徴，発見

された地域や状況等から，ヤブツバキの変種ユキツバキ

とチャの種間交雑種であると考えられてきた．これを検

証するため，炉開き について， および マー
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カーによる解析を行った． による解析においては，

炉開き から検出された バンドの全てがチャ，

ヤブツバキのいずれかより検出された．さらに，チャで

は多型が全く検出されなかったチャの マーカー

（ ）についてヤブツバキを調査したところ，

チャとは異なる増幅産物が検出され， 炉開き はチャ

とヤブツバキの増幅産物を共有していることが確認され

た．これらの結果は 炉開き が種間交雑種であること

を強く支持するものであった．続いて母性遺伝

またはそれを 化したものを用いて 炉開き

の細胞質を調査し，日本在来のチャの細胞質とは異なる

ことを確認した．これらの結果より， 炉開き は種子

親がヤブツバキ，花粉親がチャの種間交雑種であると結

論された．また，チャと 炉開き を交雑し，両者の形

態的特徴を色濃く反映する 個体を得た．この個体につ

いて調査し，ヤブツバキ由来の および マー

カーが 炉開き を経由してこの個体へと遺伝している

ことを確認し，チャ育種における 炉開き のヤブツバ

キの遺伝子の導入のための橋渡し親としての利用に道を

拓く結果を得た．

チャ品種 さやまかおり 由来のク
ワシロカイガラムシ抵抗性に連鎖する

マーカーの開発と

１ 目 的
近年，降水量が少ない年を中心に茶園に激発するよう

になったクワシロカイガラムシ（

）は，枝枯れ，個体の枯死等，深刻な被害を

与えつつ，その発生面積を拡大し続けている．クワシロ

カイガラムシは樹冠内部の木質化した枝に寄生するため

薬剤がかかりにくく，効果的な防除時期がふ化幼虫期に

限られる等の典型的な難防除害虫となっている．当害虫

の流行は単一の栄養系品種 やぶきた と薬剤散布に過

度に依存した現在の茶栽培が受けた手痛いしっぺ返しと

も言える．抵抗性を有しかつ良質多収な品種の開発が急

務である．

クワシロカイガラムシに抵抗性を有する素材は，

またはその後代では散見されるが，

中ではきわめて限られている．このような中，

緑茶用品種 さやまかおり がクワシロカイガラムシに

抵抗性を有することが早くから報告されてきた（重ら

）． さやまかおり は製品にした時の外観が黒み

を帯びる，チャの最重要病害とされる炭疽病に極めて弱

い等の欠点はあるものの， やその後代に

比べて製茶品質が格段に優れ，収量性，耐寒性にも優れ

ており，チャ育種における交配母本としても多く使用さ

れてきた．また， さやまかおり の花粉親は中国導入

系統である可能性が示される（第 章）等の理由から，

ヘテロ接合度が高く多くの マーカーがその 世

代において分離することが期待できる．本章では， さ

やまかおり の後代を用いたクワシロカイガラムシ抵抗

性に連鎖する マーカーの開発について報告する．

２ 材料および方法
さやまかおり と遺伝資源保存系統で炭疽病に抵抗

性の 金 の正逆交雑集団 系統を実験に供試

した．当集団を材料に （

ら， ）理論に基づく連鎖地図作成が進行中であり，

データの一部は太田ら（ ）に発表されている．連鎖地

図作成で得られた マーカーのうち， さやまかお

り がヘテロに有する の マーカー（内訳は

： ， ： ， ： ）の情報を利用した．

の抽出は第 章の方法， の検出は第 章と

同様に行った．抵抗性選抜マーカー の検出に

はライマーとして （塩基配列：

）および （塩基配列：

）を使用した．

クワシロカイガラムシ抵抗性の評価は，野菜茶業研究

所枕崎茶業研究拠点の圃場内の 地点の自然発生程度に

加えて，宮崎県総合農業試験場茶業支場における接種法

による評価法（水田 ）を参考にした． 地点にお

いて自然発生がほとんどない系統を抵抗性，発生がある

系統を感受性とし，中間的で判断のつけにくいものにつ

いては，宮崎県総合農業試験場茶業支場における接種法

による評価値を参照し決定した．宮崎県総合農業試験場

茶業支場における接種法による評価値も中間的であった

ものについては，中間型とした．

３ 結果および考察
クワシロカイガラムシ抵抗性の評価より，中間型の

データを除き， 二乗検定にて連鎖関係の認められる

マーカーを検索した．その結果， の との

間で有意な連鎖が認められ，特に 社のランダム

プライマー により得られた約 のバンド

の有無とクワシロカイガラムシ抵抗性の評価は完全に一

致した．さらにこのバンドを 化（第 章）し，

とした． 分離集団における と抵抗
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性の評価との関係を に示す．クワシロカイガ

ラムシ抵抗性と は相引の関係であった．

は他の主な交配母本から検出されないので，極

めて広い交雑組み合わせで使用できる． 年の

では，品種育成事業において， さやまかおり の後代

にあたる 個体について マーカー選抜を実施

し，約 ％にあたる 個体を抵抗性と評価した．また，

チャ系統適応性検定試験への供試系統のクワシロカイガ

ラムシ抵抗性について両マーカーを調査した結果，両

マーカーを用いた判定は抵抗性と完全に一致した

（ ）．

さやまかおり および 金 の正逆交雑集団

集団より，クワシロカイガラムシ抵抗性の に

よる後代の が可能で，チャの主要な病害である炭

疽病および輪斑病に抵抗性，かつ緑茶としての製茶品質

の優れた系統として （中生）および

（晩生）を選抜し，中間母本登録登録した（田中ら ）．

両系統の後代は輪斑病，炭疽病に抵抗性の個体も出現す

ることが確認されている他， によるクワシロ

カイガラムシ抵抗性の が可能である．両系統の種

子親は日本の多くのチャ品種と異なる細胞質を持つ 金

（第 章参照）であり，両系統を種子親として

交雑母本に用いれば，日本のチャ品種の細胞質の多様化

に効果がある．

近年，品質・収量が優れる多くの新品種が育成される

ようになったが，耐病性耐虫性の問題をクリアしている

とは言い難い．上記中間母本等，耐病性耐虫性の素材を

交雑に用い，クワシロカイガラムシ抵抗性の をは

じめ早期選抜を実施し世代を重ねながら，品質・収量が

優れ耐病性耐虫性のチャ品種の育成を目指す必要がある．

４ 摘 要
チャのクワシロカイガラムシ抵抗性品種 さやまかお

り の後代を用いて抵抗性に連鎖する を検出し，

（ ）化することで，クワシロカイガラ

ムシ抵抗性の を実用化した．クワシロカイガラム

シ抵抗性と は相引の関係であり，他の主な交

配母本から検出されないので， さやまかおり の後代

であれば，交雑組み合わせを選ばず使用できる．

総合考察

本研究の最終的な目標はチャにおいて を実現し，

世代促進技術と組み合わせることによりチャ育種の近代
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化を実現することに置きながら，そこで得られる

マーカーを遺伝的多様性の評価や親子鑑定にも利用して

きた．本研究では，チャの マーカー検出の効率化

のために，迅速 抽出法の開発，得られた の

安定化のための を開発した．また，母性遺伝

の検出や連鎖地図の作成等で得られたマーカーを

用いた遺伝的多様性の評価や親子鑑定を行った．実際に

解析の材料の親として用いた さやまかおり に

加えて，ヤブツバキが有する有用な形質をチャ育種に導

入するための橋渡し親として，ツバキの園芸品種 炉開

き およびその後代が有望であることを見出した．クワ

シロカイガラムシ抵抗性については，実用的な選抜マー

カーが得られ， を実現した． マーカーを得

ることはゲノムの一部にタグをつけることができたこと

を意味する． マーカーは環境や材料となる組織に

左右されず親から子への遺伝等を詳細かつ適切に把握で

きる育種にとって極めて有用なツールである．

第 章では実用的な のための マーカーが

得られたが，多くの作物において多数の実用形質に関与

する が得られているにも拘わらず，実際の育種事

業で が実施されている例は極めて少ない．いった

い何が“見えないハードル”となっているのか，考察し

ておく必要がある．

実用化への第 のハードルを著者は“マーカー開

発と利用のジレンマ”と呼んでいる．すなわち，よいマー

カーを得ようとすれば，形質評価が重要であることは多

くの 解析の経験のある研究者なら知っている．す

なわち 解析はあくまでも統計的手法によるもので

あり，それゆえ形質評価の誤差は の を下げる

最大の敵である．このため，より精度良く を検出

しようとすればより正確で再現性があり，可能であれば

反復が可能な形質評価法が必要になる．そしてついに

，そして連鎖マーカーが得られ，それを育種現場へ，

という段階になる．ところが育種現場では，開発された

マーカーは，そのマーカー開発の前提となった，

より正確で再現性があり可能であれば反復が可能な形質

評価法と，評価のためのコスト，労力，時間，安全性，

正確さ，親しみやすさ等々の点で競争しなければならな

い． “マーカー開発と利用のジレンマ”の解決のため

には， の対象になる育種的に価値の高い の

検出が重要である． 育種的に価値の高い とは，

一般的な形質評価法による評価が困難であり，その形質

が重要かつ遺伝力が高く，かつ作用力が大きな で

ある．結局，育種目標の適切な設定と，育種素材・遺伝

資源から優良形質を決定する とそのアレルを検出

することが の実現においてもきわめて重要であり，

これは古くから説かれてきた育種の基礎の基礎と何ら変

わることがない．

実用化への第 のハードルは“マーカー選抜適

用範囲の制限”である．あるいはマーカーの“アレル特

異性の問題”とも言える．有用な が検出されその

連鎖マーカーが得られたとしても，有用と判断される

のアレルと相引で連鎖するアレルが実にありふれ

たアレルであれば，実際に使用でき交雑組み合わせが極

めて限定されてしまう．つまり，交雑相手がもしそれと

同じアレルをもっていれば，交雑相手のアレルから検出

されるバンドがバックグラウンドとなり，そのマーカー

は実際にはその集団では使用できない．アレル特異性に

ついてはアレルの数が多い マーカー等，共優性の

マーカーが一見有利であるが，それは一般論にすぎない．

目的とする形質と相引に連鎖するアレルがどれほど特

異的か という個々のマーカーの事情に依存するところ

が極めて大きい．たとえ マーカーであっても抵抗

性にリンクするアレルがありふれたアレルであれば，選

抜に利用可能な範囲が大きく制限されることになる．重

要なことは“マーカーの種類”ではなく“アレル特異性”
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である． は優性の でありながらも“ア

レル特異性”が高く相引に連鎖しているため，利用可能

範囲が広く， さやまかおり の次世代はもちろん，連

鎖が切れない限り さやまかおり の子々孫々まで利用

が可能であった．

チャのクワシロカイガラムシ抵抗性の 実用化に

は“マーカー選抜適用範囲の制限”の解決のためのヒン

トがある．ポイントを以下のように整理することができ

る．

（ ）第 章の結果を受けて，中国導入系統が片親と思わ

れ，多くのマーカーをヘテロに持つことが予想された

さやまかおり を解析の材料に用いた．

（ ） から への変換を前提に検出コストの

低い をマーカーの中心にした．

（ ） を越えるマーカーの数を確保した．

（ ）クワシロカイガラムシ抵抗性の がマーカーの

密集する部位に検出された．

（ ）多くの連鎖マーカーの中からアレル特異性の高い

マーカーをスクリーニングすることができた．

このうち（ ）は偶然の産物であるが， さやまかおり

を解析に用いたことにより，多くのマーカーが 集団

中分離し， を用いたこともあり，低コストで多

数のマーカーを確保することができた．このことは次に

述べるアレル特異的マーカーの獲得に重要な役割を果た

した．また，実際に を開始する際には，珪藻土と

スピンフィルターを用いた 抽出法の開発（第 章）

と によるコストの低さが鍵であった．

本研究において，最終的にクワシロカイガラムシ抵抗

性の を実用化した．確かにクワシロカイガラムシ

抵抗性は極めて重要な育種目標ではあるが，同時に重要

な育種目標の一つにすぎない．他の育種目標についても

適切な材料の選択と効率的なマーカーの検索により，

の実用化を急ぐ必要がある．また，チャ育種の近

代化のためには世代促進技術の開発と利用が極めて重要

であることも忘れてはならない．

チャの栽培現場へ足を運ぶと，栽培されている品種の

大半が やぶきた であり，まだチャ品種と言えば や

ぶきた の時代が続いていることを思い知らされる．適

切な戦略に基づいた緑茶品種のレベルの向上により，時

代を切り拓いてゆく必要がある．
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