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第２章　第２節

リンゴ育種研究の進展とゲノムインフォマティクス

農研機構果樹研究所  品種育成・病害虫研究領域　國久  美由紀

Miyuki KUNIHISA   omiyuky@affrc.go.jp
The application of genome informatics to apple breeding

1）世界および国内におけるリンゴ生産

　リンゴ（Malus domestica Borkh.）は，年間 8 千万トンもの生産量を誇る，

世界的に最も重要な果樹品目の一つである（表2－2－1）．特に中国における近

年の生産量の増加は著しく，2013年の生産

量は2001年比で倍増している．国内におけ

る農業産出額は年間1,375億円で，農産物

で第 7 位，果樹ではミカンに次いで第 2 位

の経済的にも重要な品目である（2013年度

農林水産統計，2015－05－22）．国内で栽培

されている品種の内訳を見ると，‘ふじ’

が作付面積の50%超を占めており，次いで

‘つがる’，‘王林’となっている（図2－2－

1）．近年，‘シナノゴールド’や‘シナノ

スイート’，‘トキ’など特徴ある新品種が

シェアを広げつつあるが，翌年夏まで出荷

可能な優れた日持ち性と酸甘適和の良食味

を持ち，栽培方法が確立している‘ふじ’

の人気は根強い．しかし‘ふじ’は2001年

表2-2-1　世界のリンゴ生産
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以降，世界においても20％超という最大シェアを占める品種となり（公益社団

法人発明協会，2015－09－18），国内リンゴ産業の競争力を高めるためには，新

品種開発による差別化が望まれている．現在，育成者権が消滅したものを含

めて，243の品種が出願・登録されているが，病虫害や生理障害に強く‘ふじ’

に勝る品種や，良着色，早生，難褐変，赤果肉など新しい需要を生み出す品種

の育成が急務である．

2）リンゴ育種におけるDNAマーカー選抜

　新品種の育成においては，より多くの交配実生（cross progeny）を扱うこ

とにより，優れた品種を獲得できる確率が上昇する．しかしリンゴの果実品質

（fruit quality）の優劣を評価するためには，樹が結実するまで 5 ～ 8 年もの長

期間栽培を続ける必要があり，労力と圃場面積の限界のために，扱える交配実

生の数はイネ・野菜等の草本性作物と比べて非常に限られている．このため，

結実を待たず，幼苗の段階で果実品質［糖度（soluble solids content），酸度

（acidity），硬度（firmness），早生性（early ripening），収穫前落果性（pre－

harvest fruit drop），日持ち性（shelf life）など］を予測，選抜できるDNAマ

ーカーの開発が望まれている．低エチレン生成や果皮着色といった形質につい

図2-2-1　国内品種作付面積比率（2011年度）
農林水産省生産局農産部園芸作物課「特産果樹生産動態等調査　平成25年12月発行」より
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ては既に原因遺伝子が特定されており（Harada et al.  2000 ; Takos et al.  2006 

; Ban et al.  2007），遺伝子領域内の変異を利用したDNAマーカーが海外でも

利用されている（Ru et al.  2015）．一方，原因遺伝子が特定されていない多く

の形質については，多数のDNAマーカーを用いた連鎖地図（genetic linkage 

map）の作成と，遺伝解析（genetic analysis）［質的形質（qualitative traits）

については連鎖解析（linkage analysis），量的形質（quantitative traits）につ

いてはquantitative trait loci（QTL）解析］により原因遺伝子の座乗する染色

体上の位置を推定する作業が必要であり，選抜用のDNAマーカー（選抜マー

カー）の作成には多大な労力を伴っていた．しかし，近年のゲノムインフォマ

ティクスの発展により，リンゴのDNAマーカー開発と遺伝解析は，規模およ

びスピードの両面で著しく進展しており，選抜マーカーの効率的な作成を可能

としている．海外ではすでに，黒星病抵抗性（scab resistance），酸度などの

遺伝子座（genetic locus）を利用して幼苗のマーカー選抜が試行されている（Ru 

et al.  2015）．本稿では，リンゴ育種におけるDNAマーカーの開発と利用につ

いて，変遷と展望をまとめる．

3）リンゴにおけるDNAマーカー開発の進展

　原因遺伝子が特定されていない形質については，まず，原因遺伝子が座乗

する染色体上の位置の推定が必要であり，そのために大量の遺伝マーカーを

開発して連鎖地図を作成することが必須となる．この20年間で，遺伝マーカ

ーの種類は大きく変貌した．アイソザイム（isozyme）利用に始まり，検出に

大量のDNAを要するrestriction fragment length polymorphism（RFLP）マ

ーカー，少量のDNAで解析可能なpolymerase chain reaction（PCR）に基づ

くrandom amplified polymorphic DNA（RAPD），amplified fragment length 

polymorphism（AFLP）， simple sequence repeat（SSR）マーカーを経て，

現在，多型検出用プローブを用いたアレイシステムやシークエンスに基づく

single nucleotide polymorphism（SNP）マーカーが主流になっている．表2－2

－2にリンゴにおける各種DNAマーカー開発の変遷を示した．1990年代は，マ
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ーカー開発に塩基配列情報が不要なRFLP，RAPD，AFLPマーカーが主流で

あり，連鎖地図もこれらのマーカーに基づいて作成されたが（Maliepaard et 

al.  1998），Guiford et al.  （1997）以降は，塩基配列情報を活用し,マーカーの安

定性や品種間互換性に優れたSSRの開発が進められた（Liebhard et al.  2002 

; Silfverberg－Dilworth et al.  2006）．また，発現遺伝子配列断片（expressed 

sequence tag, EST）の大量シークエンスとデータベース化（URL1－4－1）に

伴い，SSRの探索が容易となり，EST－SSRが大量に蓄積された（Silfverberg

－Dilworth et al.  2006 ; Celton et al.  2009 ; van Dyk et al.  2010 ; Moriya et al.  

2012a）．これらのマーカー情報の多くはGenome Database for Rosaceae（GDR, 

URL1－1－4）またはHigh－quality Disease Resistant Apples for Sustainable 

Agriculture（HiDRAS, URL2－2－1）に掲載されており，それぞれ1,062および

664個のSSRマーカーを検索することが可能である（2015年 5 月現在）．一方，

Chagné et al.  （2008）は，ESTデータベースから 7 万超のSNPを検出し，460

個のSNPについてマーカー化を試みた．SNPマーカーはSSRマーカーと比較し

て品種間の互換性は高くはないものの（Micheletti et al.  2011），GoldenGate

（Ilumina社）などのアレイシステムによる迅速大量なSNP遺伝子型判定法が開

発された（Fan et al.  2006）．2010年にVelascoらにより‘Golden Delicious’の

表2-2-2　リンゴの遺伝解析に用いられたDNAマーカーの種類と変遷
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全ゲノム情報が公開されて以降は，全ゲノム配列から検出した 8 千個から 2

万個のSNPマーカーについて，約100個体の遺伝子型を数日で判定できるアレ

イが設計された（Chagné et al.  2012a ; Bianco et al.  2014）．また近年，シーク

エンサおよびゲノムインフォマティクス技術の発達とともに，大量のSNPの

検出とそれらの遺伝子型判定をシークエンスにより同時に行うrestriction－site 

associated DNA sequencing（RAD－seq）法やgenotyping by sequencing（GBS）

法が開発され，高密度連鎖地図を安価かつ迅速に作成することが可能となった

（Baird et al.  2008 ; Gardner et al.  2014）．リンゴにおいても，大量のDNAマー

カーの開発とそれらの多型検出にゲノムインフォマティクスが不可欠となりつ

つある．

4）‘Golden Delicious’のゲノム解読

　2010年，‘Golden Delicious’の全ゲノム配列が解読され，GDRのウェブサ

イトで公開された（Velasco et al.  2010）．公開された配列情報では，12万個の

配列断片のうち9.6万個が，SNPのマッピングによってリンゴの17本の染色体

上に位置づけられている．配列断片のアセンブルの結果，リンゴのゲノムサイ

ズは約750 Mbと推定され，このうち約 7 割にあたる550 Mbについて染色体上

の位置が決定された（図2－2－2）．この配列中には約 3 割の不明塩基（N）が

含まれているため，実質的に利用可能な配列情報は400 Mb以下となる．一方，

リンゴゲノムの67％はトランスポゾン（transposon）を含む繰り返し配列で，

遺伝子情報を含むゲノム領域は250 Mb程度であることが明らかとなり，これら

の領域のcoding sequence（CDS）からは約57,000の遺伝子が推定された．こう

した公開情報を活用することにより，ターゲットとする遺伝子の塩基配列情報

から染色体上の位置を検索すること，または，染色体上の特定の位置に存在す

る遺伝子や塩基多型を検索することが可能となった．

　染色体上に位置づけられた‘Golden Delicious’の配列情報は，新規の品種

や実生についてゲノム解読を行う際に，非常に有用なアセンブルの鋳型とな

る．つまり，ある品種のゲノム解読で得られた配列断片について，‘Golden 
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Delicious’公開配列を参照することで，連鎖解析を行うことなく他の断片との

相対位置や染色体上の位置が推定できる．Bianco et al.   （2014）は，16もの品

種や系統，野生種のゲノム解読を行い，‘Golden Delicious’公開配列を基準に

マッピングすることで，品種間でより多型頻度の高いSNPを選出し，マーカー

化している．

　一方で，公開配列の正確性については課題が残されている．Antanaviciute 

et al.（2012）は，公開配列をもとにリンゴゲノム全体から均等に選出された

SNPマーカーセット（Chagné et al.  2012a）を用いて連鎖地図を作成したとこ

ろ，14%のマーカーが，公開配列から想定される位置とは異なる位置に座乗し

たと報告している．著者らの類似の研究でも，約 3 割のマーカーが想定された

位置とは異なる連鎖群上に座乗した．これらの矛盾は，公開配列が作成された

際のアセンブルやマッピングのミスに起因するものと考えられる．また図2－

2－3に見られるように，同連鎖群上のマーカーであっても，公開配列における

物理位置（physical position）と遺伝位置が逆転するケースが多く見られ，配

列断片が染色体上に逆方向に位置づけられている可能性が示唆された．一方

で，図2－2－3からは，リンゴの第 6 番染色体では，約10 Mbpにわたって組換

え（genetic recombination）の起こりにくい領域が存在し，この領域にDNA

マーカーを作成しても遺伝解析には非効率的であることが推測できる．以上の

ように，‘Golden Delicious’公開配列は，大量のマーカー開発，網羅的な遺伝

子予測など，リンゴのゲノム構造や特性を大局的に把握する手段として大変有

図2-2-2　‘Golden Delicious’公開ゲノムの概要
z配列は数～数百kbにわたる「N（塩基不明）」領域を約3割含んでいる．
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効である．しかし，特定の位置へのマーカー作成，個々の遺伝子解析など詳細

な研究においては，利用者側で検証を行う必要がある．GDRにおいても，公

開配列の正確性を向上させるため，新たなシークエンスデータの追加や，SNP

マーカーのマッピングにより，配列が随時更新されており，2015年 5 月現在で

はversion 3.0が公開されている．

5）遺伝解析の発展
～連鎖地図作成から形質との連鎖解析，QTL解析，遺伝子単離まで～

　リンゴの遺伝解析において，最も先行した対象形質は黒星病抵抗性である．

ヨーロッパにおけるリンゴの最重要病害であることに加え，遺伝様式が単純で，

単一遺伝子に支配される質的形質であるためである．同様に質的形質であるカ

ラムナー性（columnar，節間が短く，コンパクトな樹形となる性質）についても，

近年のゲノム情報の充実により研究が加速されている（表2－2－3）．これらの

質的形質は，連鎖地図上のDNAマーカーと形質との連鎖解析により，原因遺

伝子の染色体上での位置を推定できる．一方，食味（taste and flavor）や果

図2-2-3　公開配列における物理位置と遺伝位置の関係
GDRで公開されているintegrated map情報を用いて第6番染色体について作成した．各点は
DNAマーカ，縦軸は公開配列上の物理位置，横軸は連鎖地図上の遺伝位置を示す．7-14 Mb
の物理位置で，組換えが抑制されていることが分かる．
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表2-2-3　リンゴにおける連鎖解析およびQTL解析の報告例
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実品質，収穫期（harvest time）や栄養成分に関わる形質の大部分は複数遺伝

子に支配される量的形質で，連続的な変異を示す．これらの原因遺伝子が座乗

する染色体上の位置の推定は，連鎖地図と形質値を用いたQTL解析により行

う．QTL解析は，質的形質の連鎖解析と比較すると，遺伝子座乗位置の推定

誤差が増大する傾向がある．また,解析にはより多くの実生個体数と，定量計

測を行った表現型データ（phenotypic data）が必要とされることから，量的

形質の遺伝解析は質的形質に比してやや遅れている．

　ここでは，すでに原因遺伝子が単離された黒星病抵抗性およびカラムナー

性の遺伝研究を例にとり，ゲノム情報の充実が遺伝研究にもたらした恩恵に

ついて述べる．野生種（wild species）であるMalus floribunda 821が保有する

黒星病抵抗性遺伝子（Vf）に連鎖するDNAマーカーの最初の開発は，RAPD

マーカーを用いたバルク法（bulked segregant analysis）によって行われ

（Koller et al.  1994），Vfから10.6 cMの距離にマーカーが見つかった．その後，

Maliepaard et al.  （1998）の作成した連鎖地図により，Vfが第 1 連鎖群末端に

座乗することが明らかとなった．原因遺伝子の正確な位置を把握するため，

Patocchi et al.  （1999）はBACライブラリを作成し，Vfの両側に座乗する 2 つ

のDNAマーカーを起点として染色体歩行（chromosome walking）を行った．

その結果，マーカーに挟まれたVfの候補領域は550 kpであることが判明した．

さらに染色体歩行の際に得たシークエンス情報から新たなDNAマーカーを複

数作成し，より詳細な連鎖解析を行うことで候補領域を350 kbに絞り込んだ．

Vinatzer et al.  （2001）は，候補領域をカバーするクローン断片をプローブと

して抵抗性品種のcDNAライブラリのスクリーニングを行い， 101の候補遺伝

子を得た．これらの中からトマトの葉かび病抵抗性遺伝子に高い相同性を示す

遺伝子配列を発見し，Vfの原因遺伝子と特定した．

　カラムナー性遺伝子（Co）の連鎖マーカーもまた，RAPDマーカーによるバ

ルク法により行われ，Coから10 cM以下の距離に 2 つのマーカーが作成された

（Hemmat et al.  1997）．Coは第10連鎖群に座乗し（Maliepaard et al.  1998），

AFLPやSSRマーカーにより座乗する候補領域が数cMまで絞り込まれた（Tian 
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et al.  2005，Moriya et al.  2009）．Moriya et al.  （2012b）および Baldi et al.  （2013）

は‘Golden Delicious’の公開配列を利用して，Coが座乗する候補領域にさら

に高密度にSSRマーカーを設計し，それぞれ196 kb，393 kbにまで候補領域を

限定した（図2－2－4）．公開配列情報を参照したCDS探索によると，Baldiらの

限定した領域に存在する遺伝子数は36であったが，カラムナー性の原因と考え

られる遺伝子は見つからなかった．そこで，カラムナー性を有する品種と有

しない品種各々について，絞り込まれた領域の配列を次世代シークエンサで解

読し，比較した．その結果，カラムナー性の品種にのみ非CDS領域にトラン

スポゾンの挿入があり，これが周辺の遺伝子発現に影響を及ぼすことでカラム

ナー性を誘発していることが明らかとなった（Wolters et al.  2013 ; Otto et al.  

2014）．Coの単離では，‘Golden Delicious’の公開配列を利用することで，染

図2-2-4　リンゴゲノム情報を利用した第10連鎖群上部へのSSRマーカー設計とカラムナー
性原因遺伝子領域の絞り込み（Moriya et al . 2012b）
カラムナー性原因遺伝子（Co）の両側で最も近いとされていたSSRマーカー（CH03d11お
よびHi01a03）間（9.3 cM，約6 Mb）のゲノム配列情報をもとに15のSSRマーカーを設計した．
これにより，Coの位置はMdo.chr10.11およびMdo.chr10.16間（196 kb）に限定された．
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色体歩行を行うことなく原因遺伝子周辺に大量のDNAマーカーを設計し，遺

伝子の座乗位置を絞り込むことができた．さらに絞り込んだ領域に存在する遺

伝子情報を獲得するためにcDNAライブラリを作成する必要もなく，シークエ

ンス技術の発展により候補領域の塩基配列を網羅的に解読できた．このことが，

原因遺伝子が機能的に予測のつかない類のものであったにも関わらず，単離に

成功する要因となった．

　質的形質のみならず，量的形質である酸度の原因遺伝子の一つ（Ma）につい

ても，単離へ向けた研究が進んでいる．酸度は少なくとも二つの原因遺伝子

を持つ形質であるが，Maは酸度の変動の50%以上を説明できる主要な遺伝子

であるため，形質が十分に分離する交配集団を利用することによりVfやCoと

同様に候補領域を絞り込むことが可能である．現時点で候補領域は第16連鎖群

上の150 kpで，ここに座乗するアルミニウム活性化型リンゴ酸輸送体様遺伝子

（aluminum－activated malate transporter－like gene）がMaの候補となってい

る（Bai et al.  2012 ; Xu et al.  2012）．

　アレイやGBSなど，SNPマーカーの検出法が改良され，数日で数千から数万

マーカーのタイピングが可能となった今，高密度連鎖地図の作成にかかる労力

は大幅に削減された．今後，さまざまな形質について遺伝解析がすすみ，適切

な解析用集団の保有や形質の評価方法が，研究の成功を左右する最重要課題と

なるであろう．

6）今後のリンゴゲノムインフォマティクスへの期待

近年，シークエンス技術とゲノムインフォマティクスの発展により，ゲノム解

読の簡易化と低価格化が著しく，遺伝解析のために解析集団自体のゲノム解読

を行うことも現実味を帯びてきた．すでにBianco et al.  （2014）は，‘Delicious’ 

‘紅玉’ ‘McIntosh’などの主要12品種のゲノム解読を行った．一方でGDRの

配列情報も，マッピング情報などを加えて日々更新されている．現時点では

‘Golden Delicious’以外のゲノム情報は公開されていないが，近い将来，主要

な品種群のゲノム情報が利用可能となることが期待される．
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　骨格となる‘Golden Delicious’のゲノム配列の公開により，DNAマーカー

の設計や標的領域に座乗する遺伝子の把握が効率化され，リンゴの遺伝研究は

非常に有用なツールを得た．育種における遺伝解析の目的は，重要な形質の原

因遺伝子を特定し，その対立遺伝子のバリエーションを把握して，交配や遺伝

子操作によって育種に利用していくことである．現時点では，ターゲットとな

る遺伝子配列をピンポイントで増幅し，クローニングおよびシークエンスによ

り様々な品種が持つ対立遺伝子（allele）のバリエーションを探索していかな

ければならない．近隣遺伝子のバリエーションとの連鎖関係も調べる必要があ

る．今後の遺伝解析では，主要品種のリシークエンスとゲノム情報の比較によ

り，主な育種素材が保有している対立遺伝子のバリエーションとその機能を把

握し，有用な対立遺伝子を有する有望な交配親を効率的に選定していくことが

期待される．

　そのために障害となる一要因が，ゲノムのヘテロ接合性（heterozygosity）

である．ゲノムのヘテロ接合性は,他殖性作物（allogamous crop）や栄養繁殖

性作物（vegetativly propagated crop）の多くで,ゲノム配列を解析する際の障

壁となっている．これらの作物の実生（seedling）は種子親（female parent），

花粉親（male parent）からそれぞれ異なる染色体のセットを受け継ぐため，同

じゲノム領域に 2 種類の配列を保有している．公開されたゲノム情報（version 

1.0p）では，これらの 2 種類の配列は混合塩基（ambiguous base）として表さ

れている．そのため，やや離れた位置にある多型との関係性［連鎖の相（phase）：

塩基同士の相引（coupling phase），相反（repulsion phase）］が 1 通りに決定

できない．配列が長くなり多型部位が増えるほど，考えうる相のパターンは

指数関数的に増加する（図2－2－5）．このことは，CDS予測やアミノ酸予測の

正確性にも支障をきたし得る．正しい連鎖の相を決定できれば，より正確な

転写・翻訳の予測が可能となる．さらに，近接する遺伝子の対立遺伝子のバリ

エーションとの連鎖関係も把握でき，育種交配親として評価するための有用な

情報となる．国内の大部分のリンゴ品種は，‘国光’ ，‘Delicious’ ，‘Golden 

Delicious’ ，‘紅玉’， ‘印度’， ‘Worcester Pearmain’ ，‘McIntosh’， ‘Cox 
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Orange Pipin’の 8 品種に端を発している．つまり，遺伝子領域内での組換え

がないと仮定すれば，国内のリンゴ品種の保有する対立遺伝子のバリエーショ

ンは16種類程度である．これらの配列上のバリエーションを全て，正しい相で

把握することができれば，国内品種の保有する多様な形質を説明できる素地が

整う．断片的な次世代シークエンスデータから正しい相を決定するためには，

決定したい品種の後代10個体程度のゲノム解読を行い，連鎖関係を調べる方法

が考えられる．しかし，より正確な相決定のためには，倍加半数体（doubled 

haploid, DH）の利用が効果的である．DHは染色体全体がホモ接合となってい

るため，半数体の連鎖の相がそのまま単一のシークエンスデータとして得られ

る．組換えの可能性を考慮すると，相を完全に把握するためには少なくとも10

個体程度を解読することが望ましいが，リンゴでのDH作成は必ずしも容易で

はなく，全ての主要品種から十分な数のDH個体を得るのは技術的に困難であ

る．そこで，主要品種とDHの交雑後代個体の利用が期待される．通常，リン

ゴのDHは樹勢が弱く不稔（infertile）となるが，Okada et al.  （2009）が作成

したDH‘リンゴ中間母本95P6’は花粉稔性（pollen fertility）があり，容易に

図2-2-5　将来のリンゴゲノム情報への期待
Ａ：‘Golden Delicious’の公開ゲノム配列情報の模式図．ヘテロ接合の多型部位については，
相（相引もしくは相反）が不明．
Ｂ：相が決定されたゲノム配列情報の模式図．CDSの予測や変異部位の特定が容易になり，
遺伝子のバリエーションと連鎖が明確になる．



第２章　果樹研究への応用142 第２章第２節 リンゴ育種研究とインフォマティクス 143

後代を得ることができる．これら後代のゲノムを解読すれば，花粉親側の染色

体の配列は常にDHと同一であるため，種子親側の配列および相が決定できる．

今後，データベースに対立遺伝子のバリエーションや相に関する情報が付加さ

れれば，遺伝解析および育種選抜における重要性はさらに高まるであろう．
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