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第１章 

 

緒論 

 

リンゴの起源と遺伝解析 

リンゴ（Malus ×domest ica  Borkh.）はバラ科（ Rosaceae）モモ亜

科（Amygdaloideae）、ナシ連（ Pyreae）、リンゴ属（Malus）に分類

される。バラ科には約 90 属 2500 種があり、温帯地域由来の種を

中心に多様な植物が含まれる（Hummer and Janick,  2009）。リンゴ、

アンズ（ Prunus  armeniaca L.）、オウトウ（ Prunus  avium  L.）、モモ

（ Prunus  persica  L.）、スモモ（ Prunus  sal icina）、ウメ（ Prunus mume  

S ieb.  et  Zucc.）、セイヨウナシ（ Pyrus  communis  L.）、ニホンナシ

（ Pyrus  pyri fol ia  Nakai）、ビワ（ Eriobotrya  japonica  Lindl .）、イチ

ゴ（ Fragaria  ×ananassa）、マルメロ（ Cydonia oblonga  Mil l .）等の

果実やアーモンド（ Prunus  dulcis  Mi l l .）等のナッツ、観賞用のバラ

（ Rosa  sp .）といった多くの商業作物が属しており、特にリンゴと

イチゴは経済的に重要である。  

果樹の多くは、モモ連（核果類）とナシ連（仁果類）に属してい

る。核果類には、モモ、オウトウ、スモモ、アンズ、ウメ等が含ま

れ、仁果類には、リンゴ、ナシ、マルメロ、ビワ等が含まれる。い

ずれも基本的には 2 倍体で、核果類の染色体基本数は 8 本、仁果

類の染色体基本数は 17 本である。半数体あたりの推定ゲノムサイ

ズはモモが 265 Mbp であるのに対し、リンゴは 742.3 Mbp、セイヨ

ウナシは 600 Mbp である（Yamamoto  et  al . ,  2016）。現在栽培されて
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いるリンゴは M .  pumila と M .  sylvestr is（Dunemann et  a l . ,  1994）、

M .  sieversi i、M .  oriental is、M .  pruni fol ia（ Juniper  et  al . ,  1999）を起

源とし、原産地はユーラシア大陸中央部のコーカサス地方とトル

キスタン地方とされている（Vavilov,  1930）。  

リンゴは歯ざわりが良く、多果汁であり、甘酸のバランスのとれ

た食味から、生果のみならず加工品への利用も多く、重要な商業果

樹として位置付けられている。糖分、ペクチン、食物繊維、ビタミ

ン、ミネラル、抗酸化物質であるポリフェノール等栄養分が多く、

低脂肪である。生食用のほかに、加工利用としてカット製品、ジュ

ース、プレザーブ（缶詰）、シードル、ドライフルーツ等の製品へ

も使用されている。世界生産量は、果物ではバナナ、カンキツに次

いで第 3 位（年間 8 千 314 万トン）であり、栽培面積は 4,933,841 

ha にも及ぶ（ FAOSTAT, ht tp: / / faostat . fao .org,  201 7）。温帯地域や亜

寒帯地域を中心に世界各地で栽培されており、中国、インド、ロシ

ア、欧州諸国やアメリカで栽培面積が広い（ Fig.  1 -1a）。国内にお

いては、青森県が 54.2％を占める 19,800 ha と最も栽培面積が広く、

次いで長野県が 7,290 ha、岩手県が 2,340 ha となっている（農林水

産省大臣官房統計部、 2018,  Fig.  1 -1b）。  

世界には 10,000 以上の品種があるとされている（ Way et  al . ,  

1990）。最も生産量が多い品種は‘ふじ’であり（O’Rourke et  al . ,  

2003）、広く栽培されている品種として、‘ゴールデンデリシャス’、

‘デリシャス’、‘グラニースミス’、‘ガラ’等があげられる。公的

機関や企業を中心に、食味や外観の良さ、貯蔵性等品質の向上と、

収量や病害抵抗性等、安定生産性を重視して品種開発が行われて

きた。近年ではこれらに加えて、地球温暖化による品質低下や果実
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障害の発生、消費量の漸減等へ対応するために、温暖化への適応力

の高さ、省力栽培適性、調理・加工適性等、優れた特性を備えた魅

力ある新品種の開発が求められている。  

リンゴの新品種開発には長い年月と労力を要する。要因として、

個体サイズが大きいこと、幼若期が長く樹が成熟するまで果実の

評価ができないことがあげられる（ Luby and Shaw, 2001;  Rikkerink 

et  al . ,  2007）。 10a あたり 300～ 400 個体が圃場に定植できる個体数

の限界であり、育成できる実生数には限りがある。また、交配から

結実、果実形質の評価までは 8～ 10 年の時間を要するため、評価

ができないまま長期間圃場が占拠され、その間の維持管理にも労

力を要する。さらに、自家不和合性であるため雑種性が高く、栽培

品種であってもイネ等の様に遺伝的に均一ではないため、後代の

形質予測やコントロールは非常に困難である。形質が優れた品種

同士の交配でも、不良な形質を持つ後代が多数出現し、優良個体が

得られる確率は極めて低い。  

育種効率化のために、遺伝解析やゲノム育種の進展が求められ

るが、果樹のゲノム解析は上述の問題のために時間を要する。原因

遺伝子が同定できない形質の遺伝解析では、多数の DNA マーカー

を用いた連鎖地図の作成や、DNA マーカーと対象形質との連鎖解

析によって原因遺伝子の座乗する染色体やその位置を推定する必

要がある。リンゴの遺伝マーカー開発はアイソザイムに始まり、

RFLP（ rest r ict ion fragment  length polymorphism）、 RAPD（ random 

ampli f ied  polymorphic DNA ）、 AFLP （ ampli f ied fragment  length 

polymorphism）、 SSR（ simple sequence repeat）、 SCAR（ sequence 

characterized  amplif ied region）が利用されてきた（Karp and Edwards,  
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1998;  Pereira-Lorenzo et  al . ,  2009 ）。 こ れ ら の マ ー カ ー 情 報 は

Genome Database for  Rosaceae  （GDR: www.rosaceae.org）や High-

qual i t y Disease Resis tant  Apples  for  Sus tainable Agricul ture（HiDRAS:  

www.hidras .unimi. i t）で公開されており、検索・利用することが可

能である。近年では、SSR マーカーより費用対効果が高く、ハイス

ループットのスクリーニングと高密度マッピングが可能な SNP

（ single nucleot ide  polymorphism）マーカーが開発されており、リ

ンゴでは Il lumina Infinium Ⅱシステム、Axiom 等の SNP アレイが

開発された（ Chagné et  al . ,  2012 a;  Bianco  et  al . ,  2014,  2016）。また、

‘ゴールデンデリシャス’の全ゲノムが解読されて GDR のウェブ

サイトで公開となり（Velasco et  al . ,  2010）、さらに、倍加半数体で

ある GDDH13 を使った更新版が公開され（Daccord  et  a l . ,  2017）、

リンゴのゲノム構造や特性の把握に役立っている。これにより、ゲ

ノムワイドな DNA マーカーの設計効率が高まり、詳細な遺伝解析

が可能となっている。  

量的形質遺伝子座の解析（ quant i tat ive t rai t  loci 解析、以下 QTL

解析）では、異なる形質をもつ親同士の交配により育成した分離集

団の連鎖地図を作成し、DNA 多型と表現型との関係から関与する

遺伝子の数や染色体上の位置、遺伝効果及び交配親の保有する形

質関連因子の変異を推定することができる。リンゴでは、自家不和

合性のために自殖 F2 世代の作出が困難なため、 F1 世代を使ったダ

ブルシュードテストクロス法（Grat tapagl ia  and Sederoff ,  1994）に

よって両親の 2 つの連鎖地図を作成し、解析に用いてきた。  

欧州では‘プリマ’×‘フィエスタ’の F1 集団を用いた連鎖地図

が作成され（King et  al . ,  1991 ;  King,  1994）、黒星病抵抗性（ Vf）、
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酸 度 、 ア ブ ラ ム シ 抵 抗 性 の 遺 伝 子 座 が マ ッ ピ ン グ さ れ た

（Maliepaard et  al . ,  1998;  King et  al . ,  1999）。‘プリマ’では 194 マ

ーカー 842 cM、‘フィエスタ’では 163 マーカー 984 cM の全 17 連

鎖群をカバーする連鎖地図が構築された。また、両親の地図に共通

する 67 マーカーを含む 290 マーカー（ 124 の RFLP マーカー、133

の RAPD マーカー、 10 の SSR マーカー、 17 のアイソザイム、 4 種

類の AFLP、CAPS（ cleaved  amplif ied polymorphic sequence）と 2 つ

の SCAR マーカー）からなる統合連鎖地図も作成され、果肉の食

感についての QTL 解析も行われた（ King et  al . ,  2000）。 Liebhard  et  

al .（ 2003b）は‘フィエスタ’ ×‘ディスカバリー’の F1 集団を用

いて合計 840 の AFLP、RAPD、 SSR 及び SCAR マーカーを座乗さ

せた両親の地図を報告し、これらは現在も有用な参照地図となっ

ている。  

リンゴではこれまでに、黒星病抵抗性（ Belfant i  et  al . ,  2004）、低

エチレン生成（Harada et  al . ,  2000）、果皮色（ Takos et  al . ,  2006;  Ban 

et  al . ,  2007）等の有用な質的形質について原因遺伝子が特定されて

おり、これらの遺伝子から開発された DNAマーカーはリンゴの育

種プログラムの中でマーカー利用選抜に利用されている（ Ru et  al . ,  

2015）。近年は、量的形質である果汁酸度（Xu et  al . ,  2011;  Zhang 

et  al . ,  2012）、果実の肉質（ Chagné et  al . ,  2014;  Longhi  et  al . ,  2012,  

2013a,  2013b;  Sun e t  al . ,  2015）、果肉硬度（ Chagné et  al . ,  2014;  Sun 

et  al . ,  2015）、果肉の硬さと軟化（ Costa et  al . ,  2010）、収穫期（ Liebhard  

et  al . ,  2003a;  Kenis  et  al . ,  2008;  Kunihisa et  al . ,  2014）についてQTL

が報告されている。また、多様な遺伝資源を用いた genome-wide 

associat ion s tudy（ GWAS）も行われており、果肉質、硬度、酸度、
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香気成分等のQTLが報告されている（Kumar  et  al . ,  2013）。GWASは

集団における DNAマーカー多型と表現型の関係から QTLを検出す

る方法であり、連鎖地図に基づくQTL解析のように交配によって分

離集団を作成することなく、遺伝資源をそのまま利用することが

できる。集団における連鎖不平衡（ l inkage disequi l ibrium: LD）を

カバーする高密度なマーカー使用が必要であるが、連鎖地図に基

づく QTL解析で親の効果に差がなかった場合には検出できない広

範囲のQTLを明らかにできる可能性がある。  

これらの解析によって育種上重要な形質を支配する原因遺伝子

やQTLが特定され、DNAマーカーが開発されることにより、交配親

の選定や圃場定植前の交雑実生のスクリーニングを効率的に行う

ことができ、品種誕生の確率は飛躍的に向上する。そのため、特に

樹体サイズと幼若期の問題を抱える果樹育種においては DNAマー

カーの利用価値は非常に高く、今後更なる発展が期待される。  

 

酵素的褐変 

食品の酵素的褐変は外観の新鮮さを損なう重大な負の現象であ

り、多くの加工業者は褐変防止に多大な労力を費やしている。褐変

により商品価値が低下して問題となっている青果物は、レタスや

キャベツ等の葉物野菜、イモ類（ジャガイモ、サツマイモ、ビート）、

マッシュルーム、アボカド、バナナ、ブドウ、リンゴ、モモ、ナシ

等多岐にわたる。ジャガイモでは褐変により収穫から出荷、貯蔵、

流通、販売過程で生産量の 20％が廃棄されるなど、褐変による食

品のロスは甚大であり（Whitaker and Lee,  1995）、そのコントロー

ルは食品の加工、貯蔵上重要な課題である（ Haruta et  al . ,  1998;  
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Mart inez  and  Whitaker,  1995）。  

酵素的褐変は食品中のポリフェノール類が酵素的に酸化し反応

性に富んだキノン体を生じ、その後、化学的な重合反応により安定

的な褐色の色素に変化することで起こる（Murata et  al . ,  1995 a）。細

胞内では、基質であるポリフェノール類は液胞中に、酸化酵素であ

る ポ リ フ ェ ノ ー ル オ キ シ ダ ー ゼ （ polyphenol  oxidase:  PPO; EC 

1.10.3.1）はプラスチドもしくは葉緑体中に局在する。リンゴ果肉

では果実の成熟に伴って一部の PPO は可溶化、分解するものの

（Murata et  al . ,  1997）、液胞内のポリフェノールとは分かれて存在

するため、反応は起こらない。しかし、細胞の老化による構造の崩

壊や、カット等による細胞の破壊により、局在性が失われることで

基質と酸素が接触して反応し、褐変してしまう。  

褐変を防止する方法としては、酸素の除去、 pH の調節（ pH 4 .0

以下）、温度の調節（ 5～ 10℃の低温）、褐変防止剤の利用がある。

褐変防止剤には、 PPO 阻害剤又は還元剤があり、阻害剤としては

PPO の活性中心の銅を封鎖する銅キレート剤（NaCl 等）や、基質

と競合して PPO の活性中心部に優先的に結合し、基質の酸化を防

止する拮抗的阻害剤（桂皮酸等）、PPO の疎水領域に結合して活性

を阻害する非拮抗的阻害剤（アルコール等）がある。その他、蜂蜜

等から天然の PPO 阻害作用を示すペプタイドが報告されている

（Oszmianski  and Lee ,  1990）。還元剤は PPO の作用で基質から最初

に生成されるキノンを還元して元に戻すもので、アスコルビン酸

や亜硫酸塩等がある。しかし添加物として使用される場合、亜硫酸

塩を含むものは健康に悪影響を及ぼす懸念がある（ Lester,  1995）。

また、褐変防止剤の浸漬処理では、その後のカットや損傷等による
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二次的な褐変までは抑えることができない。  

野菜や果物には多種多様なフェノール類と、 PPO をはじめとす

るフェノール類の酸化酵素が存在するため、褐変を引き起こしや

すい。アンズやナシではクロロゲン酸、カテキン、エピカテキン等

が PPO の主な基質として報告されている（Radi  et  al . ,  1997;  Richard -

Forget  and  Gaui l lard ,  1997）。リンゴでは、クロロゲン酸、フロレチ

ン配糖体及びプロシアニジン類が主なポリフェノール成分である。

ポリフェノールは褐変を引き起こす主要因のひとつであるが、一

方でその抗酸化作用が健康によいとされており、機能性成分とし

て注目されている。抗酸化、抗炎症、抗腫瘍及びエストロゲン活性

等を有しており、心臓病や癌予防効果が示唆されている（Hertog et  

al . ,  1993;  Jang et  al . ,  1997;  Steinberg et  al . ,  1989;  Frankel  et  al . ,  1998;  

Arai  et  al . ,  2000）。また、苦みや甘さ、渋さ等の味や香り（風味）

にも影響している（ Tomás-Barberán  and Espín ,  2001）。  

PPO は一般に pH 4.0～ 7.0 の間でよく作用し、最適触媒温度は 25

～ 50℃であり、70～ 80℃で失活することが知られている。植物にお

ける PPO の役割は完全には分かっておらず、一部の植物で害虫に

対する防御反応が報告されているにとどまる（ Barbehenn et  al . ,  

2007;  Wang and Constabel ,  2004）。 PPO は一部の植物種には存在し

ないため、植物において必須酵素ではないと考えられており、ジャ

ガイモ（ Bachem et  al . ,  1994）では PPO のアンチセンス DNA を組

み込んで PPO 活性を制限した組換え体が作出されたが、生育への

明らかな害は報告されていない。  

様々な植物種で、褐変程度に対するポリフェノール含有量及び

PPO 活性の関与が報告されている。 Tsurutani  et  al .（ 2000）はナシ



 

- 9 - 

 

とリンゴの褐変性を比較し、ナシでは PPO 活性はリンゴと同程度

だが、基質量が少ないため褐変程度は低いことを報告している。モ

モの果肉の褐変では品種間差が報告されており、数品種の果実の

褐変程度と PPO 活性、クロロゲン酸とプロアントシアニジン量を

測定した結果、 PPO 活性はいずれも褐変を起こすのに十分な強さ

をもっているが、褐変程度の小さい品種では基質であるクロロゲ

ン酸が著しく少ないことから、ポリフェノール含量が褐変の支配

因子であることが報告されている（中林ら、1963;  Lee  e t  al . ,  1990）。

ビワにおいてもポリフェノール含量と褐変の強さに密接な相関が

認められている（ Ding et  al . ,  1998）。ヤムイモ（ Ozo and Caygi l l ,  

1986）、ジャガイモ（ Sapers  et  al . ,  1989）、アボカド（Golan et  al . ,  

1977）、オリーブ（ Sciancalepore ,  1985）ではポリフェノール含量の

他に PPO 活性にも褐変程度が制御されていることが報告されてい

る。一方、スモモでは、ポリフェノール量と PPO 活性が十分にあ

るにもかかわらずほとんど褐変しない品種があり、 PPO 活性を阻

害する成分の存在が示唆されている（小宮山、 1987）。  

リンゴでは、一般に基質であるポリフェノール類と PPO が十分

に存在するため即時に褐変し（村田、2007）、‘ふじ’（ Fig.  1-2）を

はじめとするほとんどの品種は褐変する。果肉の褐変程度は品種

によって異なること（Coseteng and  Lee ,  1987;  Murata  et  al . ,  1995a）、

また、果実のポリフェノール含量と PPO 活性にも品種間差がある

ことが知られている（ Podsedek et  al . ,  2000;  Holderbaum et  al . ,  2010）。

褐変程度は、PPO 活性、ポリフェノール含量、アスコルビン酸含量

等の要因の組合せによって異なると考えられている（ Janick et  al . ,  

1996）。褐変後のリンゴ果肉ではポリフェノール含量の低下が報告
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されており（Amiot  et  al . ,  1992;  Murata et  al . ,  1995 a）、抗酸化能が

低下すると考えられる。  

近年、食の簡便化・外部化といった生活スタイルの変化から、よ

り手軽に食べられる果物や品種の人気が高まっている。しかし、リ

ンゴは切ってすぐ食べなければ褐変する、皮をむくのが面倒など、

口へ運ぶまでの煩雑さは否めず、これが購入頻度を制限する要因

のひとつといえる。最近では持ち運びしやすく食べやすいカット

りんごやドライ加工品等の需要が増加傾向にあり、酸化防止処理

や密封包装技術によって商品性が維持されている。褐変し難い特

性をもつ‘難褐変性品種’を利用することで、加工過程での褐変防

止処理の軽減に繋がり、処理コストや人件費の削減のみならず、製

菓用、離乳食・介護食、無添加加工品のほか、中食・外食産業での

新規利活用も期待できる。「褐変し難い」特性は消費者が煩わしい

と感じていた問題を解決し、分かりやすいフレーズでアピールで

きるため、消費拡大の一助となることが期待される。  

 

褐変性に関する遺伝解析と育種 

褐変性はリンゴやモモにおいて遺伝的に安定した形質であり

（ Sun e t  al . ,  2014;  Peace et  al . ,  2005）、かつ商業作物にとって負の

形質である。褐変性を抑えた品種の育成は様々な作物において目

標となっており、原因遺伝子や遺伝様式の解明に多くの研究者が

取り組んでいる。モモでは貯蔵中に生じる果肉の内部褐変に関す

る QTL 解析の報告がある（ Ogundiwin et  al . ,  2008）。リンゴの果肉

褐変性に関する遺伝解析については、Mell idou et  al .（ 2012）、Guardo 

et  al .（ 2013）、Sun et  al .（ 2014）による QTL 解析、Kumar et  a l .（ 2013）
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による GWAS の報告がある。  

基質であるポリフェノールに関する遺伝解析では、ポリフェノ

ール生合成経路上（ Fig.  1 -3）の遺伝子が深く関わっていることが

示されている。ナシでは、phenylalanine ammonia  lyase（ PAL）発現

量とフェノール類合成の密接な関連（Yan et  al . ,  2014）、クロロゲ

ン酸合成経路の hydroxycinnamoyl  CoA shikimate（ PbHCT1 及び

PbHCT3）遺伝子の発現量とクロロゲン酸含有量の関連が報告され

ている（He et  al . ,  2017）。また、リンゴのポリフェノール類につい

ての QTL 解析では、ポリフェノール生合成経路上の遺伝子の関与

が、Chagné et  a l .（ 2012b）、Khan et  al .（ 2012）によって報告された。  

PPO 遺伝子（ PPO）は、多くの植物種において報告のある mul t i -

gene family である。トマトでは 7 つの遺伝子ファミリーがあり

（ Thipyapong and S tef fens,  1997）、タバコでは 10 個、豆では 5 個

の PPO が存在する（ Cary et  al . ,  1992）。異なる種間の遺伝子間の相

同性は通常低く約 50％だが、トマトとジャガイモのような近縁種

間では相同性が 80～ 95％と高い。ジャガイモでは、 PPO として報

告がある Pot32 遺伝子について、遺伝子組換えで働きを抑制し褐

変し難いジャガイモが育成された（ Llorente et  al . ,  2011）。また、

Pot32 対立遺伝子を利用した選抜による品種育成の可能性も示さ

れた（Werij  et  al . ,  2007）。リンゴの PPO の多くは第 5、 10 連鎖群

に座乗するとされている。カナダの企業 Okanagan Special ty Frui ts  

Inc .はリンゴの PPO 遺伝子ファミリーを 4 つのグループ（ PPO2 ,  

GPO3 ,  APO5 ,  pSR7）に分類し、これらの配列について特許を出願

している（Armstrong and Lane,  2009）。さらに、これら 4 つの PPO

の発現を遺伝子導入による RNAi で抑制した Arct ic ®  Apples を開発
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した（ Carter,  2012）。‘グラニースミス’や‘ゴールデンデリシャ

ス’の成熟果の PPO 活性を 90％抑制し、果実の褐変を大幅に抑え

ることにより、収穫や輸送による切り傷や押し傷、収穫後の細胞死

等に起因する褐変による商品ロスを最小限に抑え、カットフルー

ツの褐変防止剤の使用を削減し、リンゴのカットフルーツ市場へ

の普及を促進することで利益を得ることができると宣伝している。 

交配育種で育成された難褐変性品種はほとんどなく、海外では

‘エデン’、‘ゴールドラッシュ’、NY674（Khanizadeh et  al . ,  2006;  

Janick et  al . ,  1996）の報告に限られる。その理由として、交配にお

ける難褐変性個体の出現率が低い、あるいは難褐変性形質と劣悪

形質が連鎖している等の原因により、難褐変性品種の育成が難し

いことが考えられる。日本国内では、りんご研究所（青森県黒石市）

においてすり下ろした果肉が 5 日間経っても褐変しない、世界的

にも稀少な特性をもつ‘あおり 27’（品種登録番号 16787,  商標登

録名「千雪」 ,  商標登録番号第 5129548 号）が育成された（ Fig.  1-

4）。この優れた特性についてアメリカで特許を取得し（ 2008,  No.  

US 8,704,050 B2;  Noro et  al . ,  2009;  Igarashi  et  al . ,  2016）、‘Chiyuki’

として中国（登録番号 20156221,  2015）と韓国（登録番号 6239,  2016）

で品種登録された。‘あおり 27’の果肉が褐変しない要因は、PPO

活性が極めて低く、果肉のポリフェノール含量が少ないためと考

えられている（Noro et  al . ,  2009;  Igarashi  et  al . ,  2016）。  

‘あおり 27’は、 1983 年に‘金星’ ×‘マヘ 7’（ 5 号（‘印度’

×‘ゴールデンデリシャス’）×‘レッドゴールド’）を交配した実

生集団から、1995 年に着色と食味の良さで一次選抜され、2004 年

に系統名「青り 27 号」として二次選抜、2008 年に品種登録された
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（ Fig.  1-5）。育成地における収穫期は 10 月中下旬で、果形は円～

円錘形、果重は 300～ 350g 程度、果皮色は濃紅色でさび状の果点

が目立つ特徴的な外観である。硬度は 18 lbs、糖度は 15 °Brix、

酸度は 0.3 g/100 mL 程度で、甘味で果汁が多く芳香があり、食味

良好である（ Table  1-1）。収穫前落果はみられず、樹勢は中程度で

生育に問題はなく、斑点落葉病には‘つがる’並に強い抵抗性を示

し、その他病害虫に対しては一般防除で問題ない。貯蔵性は普通冷

蔵で約 2 か月、CA（Control led Atmosphere）貯蔵で約 5 ヶ月程度で

ある。カットしてもすり下ろしても果肉が褐変しないことから、カ

ットフルーツや離乳食、介護食、既存品種では難しかった酸化防止

剤無添加製品の製造等への利用といった新たな加工用途の需要喚

起が期待され、本研究では難褐変性品種の中でも特に‘非’褐変性

品種と定義する。しかし、‘あおり 27’ 1 品種では周年供給は不可

能であり、早生から晩生までの様々な収穫期の品種や、長期貯蔵が

可能な品種の開発が必要である。前述したとおり、通常の交配育種

での育成は極めて困難なため、遺伝解析によって遺伝様式と原因

遺伝子領域を明らかにし、早期実生選抜に利用可能な DNA マーカ

ーを開発する必要がある。これまで、‘あおり 27’の非褐変特性に

関する遺伝様式は不明であり、後代へ遺伝するかどうかも明らか

になっていなかった。さらに、‘あおり 27’の交配親やその祖先は

全て褐変する品種であり、その遺伝的背景も未解明であった。‘あ

おり 27’や、その後代、祖先及び多様な遺伝資源を対象とした遺

伝解析を行うことで、褐変性と関連する遺伝子領域や遺伝特性、果

肉の褐変程度を抑えるために必要な遺伝的条件を明らかにするこ

とができれば、育種利用への道が開ける。  
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本研究では、第 2 章において、‘あおり 27’を片親とする 2 つの

F1 集団を用いて、果肉褐変性、果汁褐変性、総ポリフェノール含

量、 PPO 活性及び果実形質を調査し、連鎖地図を用いた QTL 解析

によって遺伝特性及び原因遺伝子領域を明らかにすることを試み

た。また、第 3 章において、原因遺伝子領域のハプロタイプ解析に

より、その由来と成立条件について考察するとともに、酸度等の主

要形質との連鎖関係を明らかにした。さらに、第 4 章において、多

様な品種群を対象とした褐変関連形質の GWAS を行うことで、よ

り広範な原因遺伝子領域の解明を試み、第 5 章の総合考察におい

て、褐変性に関与する作用因子及び利用価値の高い非褐変性リン

ゴ品種育成への利用と今後の展望について考察した。  
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第 2 章  

 

果肉褐変性に関する QTL 解析  

 

緒論 

 

褐変は外観の新鮮さを損ね、流通販売業者、加工業者及び消費者

にとって商品性を低下させる負の現象である。カット等により細

胞が破壊されると、褐変基質であるポリフェノール類とそれを酸

化する PPO の細胞内での局在性が失われて反応し、生じたキノン

体の化学的重合反応等によって褐色の色素が生じる（Murata  et  a l . ,  

1995a）。リンゴの果肉ではポリフェノール類と PPO が十分に存在

するため、細胞が破壊された場合、ほとんどの品種は数分で褐変す

る。リンゴ果肉の褐変の程度、ポリフェノール含量及び PPO 活性

は品種によって異なる（Coseteng and Lee,  1987;  Murata  et  al . ,  1995 a）。

褐変性は安定な遺伝形質であり（Coseteng and  Lee,  1987;  Murata  et  

al . ,  1995a）、他作物の先行研究では、果実のポリフェノール含量と

の相関が報告されている（ Lee et  a l . ,  1990;  Ding e t  al . ,  1998）。  

リンゴの果肉褐変性に関する遺伝解析については、Mell idou  et  al .

（ 2012）、Guardo  et  al .（ 2013）、Sun et  al .（ 2014）による QTL 解析、

Kumar et  al .（ 2013）による GWAS の報告がある。第 3、9、10、11、

14、 15、 16 及び 17 番染色体に QTL が報告されているが、これら

が検出される領域は同染色体上でも報告によって異なる場合があ

り、寄与率は小～中程度で、効果の大きい QTL は見つかっていな

い。現段階では原因遺伝子や遺伝様式は不明であり、品種育成への
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利用は難しい。基質であるポリフェノール含量に関する遺伝解析

の報告では、ポリフェノール生合成経路上の遺伝子が深く関わっ

ていることが示されている（ Chagné e t  al . ,  2012b;  Khan et  al . ,  2012）

が、褐変性との関連は示されていない。PPO 活性についての遺伝解

析の報告は無いが、カナダの企業 Okanagan Special ty Frui ts  Inc.が

PPO の発現抑制により開発した Arct ic ®  Apples は果肉の褐変性が

大幅に抑制されたことから（ Carter,  2012）、PPO が重要な褐変要因

であることが予測される。交配による難褐変性品種の育成は難し

いと考えられ、原因遺伝子領域及び遺伝様式の特定と DNA マーカ

ーの開発が不可欠である。  

りんご研究所において‘金星’ ×‘マヘ 7’の交配育種で育成さ

れた‘あおり 27’は、すり下ろした果肉が 5 日間経っても褐変し

ない稀少な品種であり、本研究では難褐変性品種の中でも特に、非

褐変性品種と定義した。‘あおり 27’の非褐変性は、PPO 活性が極

めて低く、果肉のポリフェノール含量が少ないためと考えられて

いる（Noro et  al . ,  2009;  Igarashi  et  al . ,  2016）。この優れた非褐変特

性によって加工労力の軽減や付加価値をつけた新製品の開発、果

実の消費拡大への寄与が期待されるが、‘あおり 27’  1 品種のみ

では周年供給は出来ないため、リレー販売が可能な収穫期の異な

る品種や長期貯蔵向け品種の育成が必要である。しかし、‘あおり

27’の非褐変特性に関する遺伝様式は不明であり、さらに、育成過

程で使用された交配親やその祖先は全て褐変する品種であるため、

遺伝的背景も未解明である。  

‘あおり 27’の非褐変特性に関して 2 つの遺伝的要因が考えら

れる。まず、突然変異による‘あおり 27’のポリフェノール生合
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成経路あるいは PPO 生合成に関わる遺伝子の破壊と、機能喪失の

可能性があげられる。もう一つは、育成過程において、祖先品種が

保有するポリフェノール含量や PPO 活性の低下を引き起こすアレ

ルが集積された可能性である。これまで、‘あおり 27’のような素

材を用いた集団での遺伝解析の報告例はない。  

本章では果肉褐変性に関する原因遺伝子や遺伝様式の解明のた

めに、‘あおり 27’と褐変性を有する親（ F1-165 及び‘こうたろ

う’）を交配した 2 つの F1 集団について、それぞれの両親の連鎖地

図を構築し、褐変関連形質について QTL 解析を行った。形質調査

について、既報（Mill idou et  al . ,  2012;  Guardo at  al . ,  2013 ;  Sun et  al . ,  

2014）では果実のカット面で褐変程度を評価しているが、本研究で

はより厳しい酸化条件であるすり下ろしによって褐変性を高感度

に検出した。さらに、褐変性に関連する複数形質（果汁褐変性、総

ポリフェノール含量、PPO 活性）及び酸度等の果実形質を調査し、

それぞれの QTL と果肉褐変性との関連を考察した。   
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材料及び方法 

 

1.材料  

F1-165×‘あおり 27’ 50 個体（ 165A27 集団）及び‘こうたろう’

×‘あおり 27’  55 個体（KA27 集団）を供試した。 F1-165 はりん

ご研究所において 1976 年に‘ゴールデンデリシャス’と‘紅玉’

を交配した実生集団から一次選抜された系統であるが、既に淘汰

され、DNA のみ保存されている。2000 年、2003 年、2005 年の果実

調査の記録では（未発表データ）、果実重 340 g、糖度 14.5 °Brix、

酸度 0.8 g/100 mL でやや酸味がある赤い果皮の系統であり、すり

下ろした果肉は褐変するが、果汁の褐変程度は低い。‘こうたろう’

は‘ふじ’×‘はつあき’の交配で育成され（ Soej ima et  al . ,  2012）、

甘酸適和で赤い果皮の品種であり、すり下ろした果肉や果汁は数

分で褐変する。  

‘あおり 27’と F1-165 及び‘こうたろう’の交配は 2002 年に

実施し、 2003 年に交雑種子を播種した。各個体から採取した穂木

を‘青台 3’台木に接ぎ木して F1 集団を育成し、りんご研究所藤

崎圃場（青森県南津軽郡藤崎町）に栽植距離 4 m×0.5 m で定植し

た。  

 

2.果実形質評価 

F1 集団の各個体と、交配親である‘あおり 27’及び‘こうたろ

う’について、すり下ろし 24 時間後及び 15 分後の果肉褐変指数

（ Index-number  of  brownig:  INB）、 24 時間後の果汁褐変性、総ポリ

フェノール含量、PPO 活性、収穫期、果実重、果汁の滴定酸度、糖
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度、果皮のアントシアニン含量の 10 項目の果実形質を評価した

（ Table  2-1）。  

2014 年及び 2015 年の 9 月中旬から 11 月上旬にかけて F1 集団の

果実の熟度を調査し、ヨードでんぷん反応指数（青森県りんご生産

指導要項、2014）2.5 を下回った個体について、中庸な 3 果を供試

した。形質評価には、果皮及び芯を取り除いた果肉部分を用い、太

陽光等の環境要因によるばらつきを補正するために、各果実の陽

向面と陰向面の果肉を混合した。果肉褐変性はすり下ろし後室温

下で放置した果肉について、 6 段階の指数で評価した（ Fig.  2 -1a:  

INB）。  

すり下ろし 24 時間後の INB（ 24-h）は 2014 年及び 2015 年に、

15 分後の INB（ 15-min）は 2015 年のみ調査した。果実ごとに 0（無）、

1（微）、 2（僅か）、 3（中程度）、 4（強）、 5（甚）として評価し、

各個体の 3 果平均値を解析に使用した。すり下ろし 24 時間後の

INB 平均値に基づき、 F1 個体を非褐変性（ 0 ≤ INB ＜  0 .5）、難褐

変性（ 0.5 ≤  INB ＜  1 .5）、弱褐変性（ 1.5 ≤  INB ＜  2 .5）、中褐変性

（ 2.5  ≤ INB ＜  3 .5）、強褐変性（ 3.5  ≤  INB ＜  4 .5）、甚褐変性（ 4.5  

≤ INB）に分類した。これにより、本研究では 0 ≤ INB ＜  0 .5、 0.5 

≤ INB ＜  1 .5 及び 1.5 ≤ INB < 5 の品種 /個体について、それぞれ非

褐変性、難褐変性及び褐変性と定義した。また、2 年間の INB（ 24-

h）を用い、Kunihisa  et  al .（ 2014）の方法に従って遺伝率を算出し

た。  

果汁褐変性の評価には、搾汁後 0 時間から 24 時間までの 400 nm

の吸光度の変化を ΔA4 0 0 値として算出して用いた（ ΔA4 0 0＝A4 0 0（ 24

時間後）－A4 0 0（ 0 時間））。 10 g の果肉をナイフで 3 mm 角程度に
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カットし、蒸留水 20 mL を加えて process  homogenizer（ PH91/SMT 

Inc . ,  Tokyo,  Japan）で 15,000 rpm で 30 秒間破砕後、直ちに濾紙を

用いて吸引濾過し、濾液を 1.5  mL マイクロチューブに移して 9,700 

×g で 15 分間遠心分離した。上清 1 mL を 2.5 mL マイクロチュー

ブに移して 25℃で 24 時間インキュベートした後、4％（w/v）メタ

リン酸溶液 1 mL を加えて酵素反応を停止させ、分光光度計（ UV-

1800;  Shimadzu,  Kyoto,  Japan）で 400 nm の吸光度を測定して A4 0 0

（ 24 時間後）値とした。A4 0 0（ 0 時間）の測定は同一果実を用いて

行い、カット後の果肉に 2％（w/v）メタリン酸溶液 20 mL を加え

て上記と同様に調製し、24 時間インキュベート後に等量の 2％（w/v）

メタリン酸溶液を加えて吸光度を測定した。  

総ポリフェノール含量の測定は、 3 mm 角程度にカットした果肉

1 g を直ちに 80％メタノール 3 mL が入った 15 mL チューブに移

し、90℃で 10 分間煮沸して PPO を失活させた。その後、physcotron 

homogenizer（Microtec Inc . ,  Chiba,  Japan）を用いて 12,000 rpm で破

砕し、プローブを 80％メタノール 3 mL でウォッシュした溶液と

併せ、蒸留水で 10 mL に定容した。1,600 ×g で 10 分間遠心分離し、

上清を分析まで -20℃で保存した。総ポリフェノール含量は Folin-

Denis 法（ Folin and Denis ,  1915;  Swai n and Hil l is ,  1959）で定量し、

果肉 100 g あたりのカテキン含量として換算した。  

PPO 活性は Murata  et  al .（ 1995a）の方法を改変して測定した。

果肉 0.5  g をポリプロピレンチューブに入れ、氷冷下で冷 100％ア

セトン 2 mL を加えて Physcotron homogenizer を用いて 12,000 rpm

で破砕した。その後、4℃、13,000 ×g で 5 分間遠心分離して上清を

捨て、沈殿に 4 mL の冷 80％アセトンを加えて撹拌後に遠心分離
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して上清を捨て、沈殿物をドラフトで風乾させてアセトンパウダ

ーとし、分析まで -20℃で保存した。酵素活性測定には、アセトン

パウダー全量に氷冷した 5 mL の McIlvaine buffer（ 0.1M ci t rate ,  

0 .2M phosphate pH 5.0）を加え、 30 秒間ホモジナイズして 4℃、

29,000 ×g で 5 分間遠心分離した上清を PPO 粗酵素抽出液として使

用した。活性測定時の酵素反応液の組成は、PPO 粗酵素抽出液 100 

µL、超純水 1000 µL、McIlvaine  but ter  700  µL、 1 mM クロロゲン酸

溶液 200 µL とした。反応液はウォーターバスを用いて 30℃でプレ

インキュベートし、 PPO 粗酵素抽出液を活性測定直前に加えた。

30℃、325 nm での吸光度を活性測定開始から 10 秒間隔で 8 分間測

定し（UV-1800,  Shimadzu,  Kyoto,  Japan）、測定サンプル毎に反応曲

線を作成して酵素活性の算出に用いた。Murata  et  a l .（ 1995a）の定

義に従い、1 分間あたりの吸光度 0.01 の低下を 1 uni t とし、果肉 1 

g あたりに換算した（この単位（ uni t）は国際標準単位とは異なる

ものである）。  

収穫期は‘あおり 27’の収穫日を基準（ 0）として週数の差を算

出し、それ以前に収穫された個体は（－）、後に収穫された個体は

（＋）週数として数値化した。糖度及び酸度の測定には果肉をジュ

ーサーで絞り、果汁を濾紙で濾過したものを使用した。糖度（°Brix）

は屈折糖度計（ PR-101;  Atago CO.,  LTD.,  Tokyo,  Japan）で測定し、

酸度は滴定酸度を測定後、リンゴ酸含量（ g/100  mL）に換算した。

果皮のアントシアニン含量は Siegelman and Hendri cks（ 1958）の方

法を改変して測定した。コルクボーラー（ Φ11mm）を用いて陽向面

及び陰向面の果皮から 5 枚ずつディスクを採取し、それぞれ 1％塩

酸メタノール溶液 5 mL 中で 24 時間暗黒化に静置して色素を抽出
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した。抽出液の 530 nm での吸光度を測定し、陽向面及び陰向面の

単位面積当たり（ cm 2）のアントシアニン含量を算出し、それらの

平均値を cyanidin-3-galactos ide 含量に換算した。  

形質分布の正規性は R v.  3 .3.3 software（R Core Team, 2017）を

用いて、 Shapi ro-Wilk tes t により閾値 P  = 0.05 で検定した。  

 

3.連鎖地図の作成 

F1集団の各個体と、‘あおり 27’及び‘こうたろう’の幼葉から

DNeasy plant  Mini  Kit（Qiagen,  Hi lden,  Germany）を用いてゲノム

DNAを抽出した。 F1-165は現存しないため、CTAB法で抽出、保管

しておいたゲノム DNAを使用した。 F1集団のジェノタイピングに

は 547の SSRマーカー（リンゴ由来 401マーカー、ナシ（ Pyrus  spp .）

由来 146マーカー）及び 1種類のリンゴ由来 CAPSマーカーを使用し

た。これらの多くは既報のDNAマーカーであるが（ Table 2 -2）、

Leucoanthocyanidin  reductase  1（ LAR1）近傍に作成した 2種類の SSR

マーカー（ LARS S R 1_02及び LARS S R  1_11）、PPO近傍に作成した 4種

類の SSRマーカーと 1種類の CAPSマーカー（ ‘5563 CAPS’:  forward  

primer  5 ′ -TCCCAAGTTTCCCTACTCACAA -3′,  reverse  primer 5 ′ -

GATTGGCGTTGATTGTGGTTTC -3 ′,  増幅産物を Pst I酵素で処理す

ることにより  222 bpと 550 bpに切断）を含む 19の新規マーカーを

解析に加えた（ Table 2-3）。SSRの増幅はKunihisa  et  a l .（ 2014）の

方法に従った。 PCR増幅産物はDNAシーケンサー（ 3130 x l  Genet ic  

Analyzer ,  ABI Life Technologies ,  CA, USA）を使用して分離、検出

し、GeneMapper  v.  3 .1 software（Applied Biosystems,  Foster  Ci ty,  CA, 

USA）を使用してフラグメント解析を行った。 1つのマーカーで複
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数の座が検出された場合は、マーカー名に番号を付加して区別し

た。連鎖地図は JoinMap v.  4 .1 software（Van Ooijen ,  2006）を使用

し、ダブルシュードテストクロス法（Grat tapagl ia  and Sederof f ,  1994）

により作成した。マーカーの分離データは “BC”（ back cross）集団

解 析 モ ジ ュ ー ル 用 に 変 換 し 、 regression mapping 法 に よ り LOD

（ logari thm of odds）3.0～ 9.0でグループ化した。地図の距離はソフ

トウェアが提供するKosambiマッピング機能を使用して算出した。

構築された連鎖群（ l inkage group:LG）は既報の地図（ Liebhard et  al . ,  

2003b;  Si l fverberg-Dilworth et  al . ,  2006;  Kunih isa et  al . ,  2014）を参

照して番号をつけ、 SSR座の並び順の妥当性を確認した。  

 

4.QTL 解析  

165A27集団については F1-165と‘あおり 27’、KA27集団につい

ては‘こうたろう’と‘あおり 27’の連鎖地図を用いて、 INB（ 15

分及び 24時間後）、果汁褐変性（ 24時間後）、総ポリフェノール含量、

PPO活性、収穫期、果実重、酸度、糖度、果皮アントシアニン含量

について年次ごとの形質データでQTL解析を行った。QTL解析には

MapQTL v.  6 .0  sof tware（Van Ooijen,  2009）を使用した。評価形質

の多くは非正規分布であったため、解析はノンパラメトリック検

定であるKruskal -Wall is（KW）tes t  moduleを用いて行い、K*値のピ

ークが P  <0.0005であった座をQTLとして同定した。KW testで検出

された QTLの寄与率を評価するために、 Restr icted mul t iple QTL 

mapping（ rMQM）を以下の手順で行った。まず 5000回の permutat ion 

tes tによりゲノムワイドで有意（ P  < 0.05）な LODの閾値を決定し、

次に、 interval  mappingで閾値を超えるピークが検出されたゲノム
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領 域 を 仮 の QTLと し 、 最 も 近 い マ ー カ ー を cofactor に 設 定 し て

mult iple  QTL mapping（MQM）analysi sを行った。MQMで cofactorを

設定した同一連鎖群に、他に有意な QTLが検出されないことを確認

した上で、 rMQMを実施し、 QTLの信頼区間及び寄与率を確認し、

参考とした。  
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結果  

 

1.形質評価 

親品種である‘あおり 27’と‘こうたろう’のすり下ろし 24 時

間後の褐変程度は明らかに異なっており、 INB（ 24-h）はそれぞれ

0 と 4 であった（ Fig.  2-1b）。本研究において‘あおり 27’は非褐

変性（ 0 ≤  INB ＜  0 .5）、‘こうたろう’は褐変性（ 1.5 ≤  INB < 5）

と定義された。 F1-165 については現存しないため調査することは

できなかった。  

165A27 集団では、2014 年は褐変関連形質（ INB（ 24-h）、果汁褐

変性、ポリフェノール含量、 PPO 活性）、収穫期、果実重について

49 個体を調査し、 2015 年は INB（ 24-h 及び 15-min）について 41

個体、収穫期、酸度、糖度及び果皮アントシアニン含量について 43

個体を調査した。 2014 年及び 2015 年の 2 か年の調査で、全 50 個

体の INB（ 24-h）を評価した。本集団の INB（ 24-h）は 0 から 5 の

範囲に広く分布し、2014 年は集団の約 1/3 にあたる 17 個体、また、

2015 年は 1/6 にあたる 8 個体が非褐変性個体（ 0 ≤  INB ＜  0 .5）と

判定された（ Fig.  2-2）。 INB（ 24-h）の広義の遺伝率は 0.826 と高

く、果肉褐変性は遺伝的要因によって制御されていることが示さ

れた（ Table  2-4）。果汁褐変性に関しては、集団の半分を占める 25

個体が‘あおり 27’の値（ ΔA4 0 0 =0.1）よりも低い値であった。総

ポリフェノール含量は 22.5 mg/100g  FW から 137.2 mg/100g FW の

範囲に分布し（平均 75.6 mg/100g FW）、PPO 活性は 12.1  uni ts /g  FW

から 145.3  uni ts /g  FW の範囲に分布した（中央値 55.1 uni ts /g FW）

（ Table  2-5）。  
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KA27 集団では、上述の形質について 2014 年は 54 個体、2015 年

は 53 個体を調査し、2 か年の調査で全 55 個体の INB（ 24-h）を評

価した。本集団では 2014 年は 2 個体が非褐変性個体（ 0 ≤ INB ＜  

0 .5）であったが、 2015 年は 0 個体であった（ Fig.  2 -3）。 INB（ 24-

h）の広義の遺伝率は 0.753 であり、165A27 集団と同様、遺伝的要

因の強さを示した（ Table  2 -4）。果汁褐変性については集団の約 1/3

が‘あおり 27’（ ΔA4 0 0 =0.1）よりも低い値を示した。総ポリフェノ

ール含量は 22.7 mg/100g FW から 148.0 mg/100g FW の範囲に分布

し（中央値  60 .1 mg/100g FW）、 PPO 活性は 16.6 uni t s /g  FW から

139.6  uni ts /g  FW（中央値 49.1 uni ts /g  FW）の範囲に分布した（ Table 

2-6）。  

他の全ての形質も F1 集団で広い分離を示した（ Fig.  2 -2 ,  Fig.  2-

3）。Shapi ro -Wilk tes t の正規性検定の結果、ほとんどの形質が非正

規分布であり、165A27 集団の総ポリフェノール含量、糖度、酸度、

果重及び KA27 集団の INB（ 24-h）（ 2015 年）、果実重のみ正規分布

であった。形質間の相関関係を比較すると、 165A27 集団において

は、果汁褐変性、総ポリフェノール含量、 PPO 活性が INB（ 24-h）

と高い相関を示し（各々相関係数 R＝ 0.87、0.78、0.74）、これらが

果肉褐変性の重要な要因であることが示された（ Fig.  2 -4）。これら

の形質は KA27 集団においても INB（ 24-h）と相関を示したが（各々

相関係数 R＝ 0.73、 0.67、 0.45）、 165A27 集団より低い傾向があっ

た（ Fig.  2-5）。  

 

2.F1-165、‘こうたろう’及び‘あおり 27’の連鎖地図 

165A27集団を用いた連鎖地図作成では、F1-165は LOD = 5.0～ 9.0、
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‘あおり 27’は LOD = 3.0でグルーピングして連鎖地図を構築した

（ Table 2-7,  Fig.  2 -6）。 F1-165の連鎖地図は 337座（ 326マーカー）

から構成され、総地図距離 910 cM、平均マーカー間距離 0.45座／ cM

であった。‘あおり 27’の連鎖地図は、 196座（ 195マーカー）から

構成され、総地図距離 863 cM、平均マーカー間距離 0.30座／ cMで

あった。これらの地図を既報の‘フィエスタ’、‘ディスカバリー’、

‘ 王 林 ’ 及 び ‘ あ か ね ’ の 連 鎖 地 図 （ Liebhard et  al . ,  2003b;  

Si l fverberg-Dilworth et  al . ,  2006;  Kunihisa et  al . ,  2014）と共通する

SSRマーカーをアンカーとして比較したところ、F1-165の地図は全

17連鎖群のほとんどの領域をカバーしていたが、‘あおり 27’の地

図は第 3連鎖群、第 7連鎖群、第 14連鎖群の全領域、及び第 13連鎖群

の大部分が欠落していた。  

KA27 集団を用いた連鎖地図作成では、‘こうたろう’は LOD = 

4.0～ 6.0、‘あおり 27’は LOD = 3 .0～ 5.0 でグルーピングし、連鎖

地図を構築した（ Table 2 -8,  Fig.  2-7）。‘こうたろう’の連鎖地図は

293 座（ 287 マーカー）から構成され、総地図距離 814 cM、平均マ

ーカー間距離 0.38 座／ cM であった。‘あおり 27’の地図は、 186

座（ 177 マーカー）から成り、総地図距離 806 cM、平均マーカー間

距離 0.31 座／ cM であった。‘こうたろう’の連鎖地図は全 17 連鎖

群のほぼ全ての領域をカバーしたが、‘あおり 27’では少なくとも

6 つの領域（第 1 連鎖群、第 3 連鎖群、第 6 連鎖群、第 8 連鎖群、

第 13 連鎖群の大部分の領域と第 14 連鎖群の全領域）が欠如して

いた。  
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3.果肉褐変性、果汁褐変性、総ポリフェノール含量及び PPO 活性

の QTL 

KW 解析による QTL 解析の結果、褐変関連形質（ INB、果汁褐変

性、ポリフェノール含量及び PPO 活性）に関する主要 QTL は、両

集団とも、褐変性親（ F1-165 及び‘こうたろう’）の第 16 連鎖群

上部の同一領域に検出された（ Table  2-9 ,  Table 2 -10,  Fig.  2 -8）。  

165A27 集団では、KW 解析において INB（ 24-h 及び 15-min）と

果汁褐変性に関する QTL は F1-165 由来の第 16 連鎖群（ LG F1_16）

に P  <  0.0001 の有意水準で検出された（ Table 2-9 ,  Fig.  2 -8）。rMQM

解析でも、これらの形質に関する QTL は KW 解析と同一領域に検

出され、2014 年及び 2015 年の INB（ 24-h）の QTL の LOD 値は 14.1

及び 9.2、寄与率は 73.4 及び 66.3％であった。 2015 年の INB（ 15-

min）の QTL は、LOD 値 4.9、寄与率 43.9％であり、果汁褐変性の

QTL は、LOD 値 9.9、寄与率 60.5％で、それぞれ形質分散の大部分

を説明していた（ Fig.  2-9）。  

KA27 集団では、KW 解析において INB（ 24-h 及び 15-min）、果

汁褐変性に関する QTL が‘こうたろう’由来の第 16 連鎖群（ LG 

Ko_16）に P  <  0.0001 の有意水準で検出された。また、INB（ 15-min）

については、 P  < 0 .0005 の水準の QTL が第 15 連鎖群（ LG Ko_15）

に検出された（ Table 2 -10 ,  Fig.  2 -8）。これらの褐変形質の QTL は、

rMQM 解析でも同等の領域に検出され、2014 年及び 2015 年の INB

（ 24-h）に関する QTL は、LOD 値 7.2 及び 5.9（寄与率 32.1％及び

40.7％）で、 2015 年の INB（ 15-min）の QTL は LOD 値 8.3（寄与

率 32.0％）であった。また、果汁褐変性の QTL は LOD 値 16.6、寄

与率 76.9％で第 16 連鎖群（ LG Ko_16）に検出された（ Fig.  2-9）。  
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総ポリフェノール含量と PPO活性の主要 QTLも両 F1集団の褐変

性親の第 16連鎖群に検出された（ Table 2-9,  Table 2-10）。 165A27集

団では、KW解析においてこれらのQTLは P  < 0.0001水準で F1_16の

上部に検出された（ Fig.  2-8）。同等のQTLが rMQM解析でも検出さ

れ、 LOD値はそれぞれ 13.3及び 8.3で、表現型分散の 71.4％及び

41.3％を説明した（ Fig.  2-9）。KA27集団では、総ポリフェノール含

量の主要 QTLは KW解析において Ko_16に P  <  0 .0001水準で検出さ

れ、PPO活性については近傍に P  <  0.0005水準で検出された（ Fig.  2 -

8）。 rMQM解析でも、これらと同領域に、総ポリフェノール含量

(LOD = 7.4;  34 .2%）及び PPO活性（ LOD = 6.3;  41 .4%）のQTLが検

出された（ Fig.  2 -9）。また、総ポリフェノール含量と PPO活性の

QTLがそれぞれ第 13連鎖群（ LG Ko_13）と第 4及び第 8連鎖群（ LG 

A1_4及び LG F1_8）にKW解析のみで検出されたが、これらは rMQM

解析では検出されなかった。  

ほとんどの形質において、第 16連鎖群に検出された主要QTLに最

も近いマーカーは LAR S S R1_11であった。そこで、 LAR S S R 1_11マー

カーの遺伝子型に着目して各褐変関連形質の分布を調べた（ Fig.  2-

10,  Fig.2-11）。両親の LAR S S R1_11マーカー遺伝子型については、

‘あおり 27’が 284 bp/284 bp型、 F1-165及び‘こうたろう’が 284 

bp/280 bp型であった。 165A27集団では、 LAR S S R1_11の遺伝子型分

離は果肉褐変性（ INB（ 24-h））の形質分布を良く説明しており、遺

伝子型によってスコア 2未満及び 2以上のグループにほぼ二分され

た（ Fig.  2-10a）。遺伝子型が 284 bp/284 bp型の 19個体のうち 14個

体が非褐変性個体（ 0 ≤ INB < 0.5）、 3個体が難褐変性個体（ 0.5 ≤ 

INB < 1.5）であったのに対し、284 bp/280 bp型では、29個体のうち
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27個体が 2 ≤ INB < 5の範囲で褐変した。 LAR S S R1_11が本集団の表

現型分散の大部分を説明し、非褐変性～難褐変性個体（ 0 ≤ INB <  

1.5）と、褐変性個体（ 1.5 ≤  INB < 5）を区別したことから、本集団

の果肉褐変性はほぼこの領域の単一座で制御されていると考えら

れた。一方、非褐変性品種（ 0 ≤ INB < 0 .5）である‘あおり 27’の

連鎖群には INB（ 24-h及び 15-min）のQTLは検出されなかった。こ

のことから、‘あおり 27’の LAR S S R1_11に連鎖するQTLは機能的に

ホモ接合と考えられ、非褐変性は劣性形質で、褐変性親である F1-

165はヘテロ接合体であったために表現型が分離したと考えられ

る。これに対し、 KA27集団では、非褐変性及び難褐変性は後代へ

あまり継承されず、 INB < 1.5を示す個体は少なかったが、集団の

形質分離は LAR S S R 1_11遺伝子型によって良く説明され、INBスコア

3.5未満及び 3.5以上のグループに二分できた（ Fig.  2-10c）。この結

果から、本集団の果肉褐変性には、LAR S S R1_11座だけでなく、他の

要因も関係しており、非褐変性を示すためには複数の QTLを考慮す

る必要があることが示唆された。  

果汁褐変性については、 165A27集団では、 284 bp/284 bp型の全

ての個体が‘あおり 27’よりも低い値（ ΔA4 0 0  < 0.1）を示した。ま

た、KA27集団でも 284 bp/284 bp型の全個体の ΔA4 0 0値は 0.2未満で

あり、 284 bp/280 bp型の個体と比較して明確な非褐変性を示した

（ Fig.  2-10b,  d）。このことから、果汁の褐変性はいずれの供試集

団においても、第 16連鎖群の単一の遺伝因子によって制御されて

いると考えられた。これは果肉の褐変性が、集団によって制御因子

の数が異なると考えられたこととは対照的であった。総ポリフェ

ノール含量と PPO活性の分布も LAR S S R 1_11遺伝子型の分離を反映
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しており（ Fig.  2 -11）、総ポリフェノール含量ではより顕著に反映

されていた。  

 

4.他の形質の QTL 

KW 解析により、 165A27 集団では、酸度に関する QTL が第 16

連鎖群（ LG F1_16）に、果皮アントシアニン含量に関する QTL が

第 9 連鎖群（ LG A1_9）に検出された（ Table 2-9）。KA27 集団では、

収穫期の QTL が第 15 連鎖群（ LG Ko_15）に、酸度の QTL が第 16

連鎖群（ LG Ko_16）に、果皮アントシアニン含量の QTL が第 9 連

鎖群（ LG A2_9）に、それぞれ検出された（ Table  2 -10）。いずれの

集団でも、果実重及び糖度に関する QTL は得られなかった。  
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考察 

 

1.果実形質 

果肉の褐変程度はポリフェノール含量と PPO 活性に影響を受け

ると考えられている（Gil  et  al . ,  1998）。本研究で供試した F1 集団

では、ポリフェノール含量は果肉及び果汁褐変性のいずれの形質

とも高い相関関係が認められ（ Fig.  2-4,  Fig.  2-5）、褐変の重要な

要因であるという報告と一致した。しかしながら、PPO 活性と果肉

及び果汁褐変性については、165A27 集団では高い相関があったが、

KA27 集団ではやや低い値であった。このことは、KA27 集団では、

PPO 活性の QTL は他の褐変関連形質とほぼ同じ領域に検出された

が、有意性が低かったことと矛盾しない。これらの結果は、ポリフ

ェノール含量及び PPO 活性は両集団の褐変性に大きく影響してい

るが、KA27 集団では他の因子も寄与していることを示している。 

2 つの F1 集団は INB（ 24-h）について高い遺伝率を示しており、

これまでの報告通り（ Sun et  al . ,  2014）、果肉褐変性は年次間で安

定した遺伝形質であることを確認した。165A27 集団では集団の 1/3

が非褐変であり、表現型の分布は二項分布を示したことから（ Fig.  

2-2）、‘あおり 27’の果肉の非褐変性は後代に遺伝することが明

らかとなった。また、本集団では、非褐変性は単一の遺伝子によっ

て制御されている可能性が高く、遺伝解析材料として有用である

と考えられた。  

 

2.連鎖地図 

‘フィエスタ’と‘ディスカバリー’の連鎖地図（ Liebhard et  al . ,  
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2003b;  Si l fverberg -Dilworth  et  al . ,  2006）を参照すると、本研究で構

築された F1-165と‘こうたろう’の連鎖地図は全 17連鎖群をカバー

しており、欠けている領域はなかった。しかしながら、‘あおり 27’

の 2つの連鎖地図では、第 3、第 13及び第 14連鎖群について、これら

の領域に座乗すると想定していた全てのマーカーで多型の分離が

観察されずマッピングできなかったため、ほぼ全ての領域が欠け

たものとなった。‘あおり 27’の連鎖地図でこれほど顕著な領域の

欠落が起こった原因は、品種育成過程で‘ゴールデンデリシャス’

と‘デリシャス’、またこれらを親とする品種が多用されており、

遺伝的にホモ接合性が高いためであると考えられる。理論上、‘あ

おり 27’でホモ接合になっている対立遺伝子は、F1集団における表

現型の分離を引き起こさないため、これらの連鎖群の欠如は QTL解

析には問題がないと考えられる。  

 

3.褐変性、総ポリフェノール含量、 PPO 活性の QTL 

本研究で使用した F1集団は 165A27集団 50個体、KA27集団 55個体

であり集団サイズとしては比較的小さい。小集団でのQTL解析は偽

陽性による誤検出の危険性が伴う。このため、PPO活性について第

8連鎖群（ LG F1_8）や第 4連鎖群（ LG A1_4）に検出された有意性

が低いQTLは、偽陽性の可能性もある。しかしながら、複数の褐変

関連形質に関して第 16連鎖群の同一領域に検出された QTLは、有意

性が高いのみならず、2つの異なる親（ F1-165及び‘こうたろう’）

で、複数年安定して検出されたことから、十分に信頼性が高く、非

常に大きな効果があると考えられた。既報では、リンゴの果肉褐変

性に関するQTLは第 3、第 10、第 11、第 14、第 15、第 16及び第 17連
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鎖群に報告されている（Mell idou et  al . ,  2012 ;  Guardo  e t  al . ,  2013;  

Sun et  al . ,  2014）。これらの研究はポリフェノール合成や PPO活性

に関連する遺伝子が果肉褐変を引き起こすと予測しており、本研

究でこれらの形質間に相関が見られたことは、この予測を裏付け

るものであった（ Fig.  2-4,  Fig.  2 -5）。  

Guardo  et  al .（ 2013）は、果肉をカットした後の遺伝子発現を経

時的に調査し、 PPO（ apple genome v.  1 .0,  Velasco  et  al .  2010では第

10連鎖群上）が果肉褐変性の候補遺伝子であると考えた。一方で、

Chagné et  al .（ 2012b）はポリフェノール化合物に関する QTLを、リ

ンゴのポリフェノール生合成に関与する遺伝子の周辺に報告して

いる（ Fig.  1-3）。クロロゲン酸の QTLは、その合成酵素に関する

hydroxycinnamoyl  CoA shikimate/quinate hydroxycinnamoyl  

transferase（HCT/HQT）遺伝子が位置する第 17連鎖群下部に検出さ

れた。カテキンやプロシアニジンダイマー、 5つのプロシアニジン

モノマーといった、様々なポリフェノール化合物の QTLは、第 16連

鎖群上の LAR1周辺に検出され、 LAR1の多型は、果皮と果肉のフラ

バノール濃度と関連があった。Khan et  al .（ 2012）もフラバン -3-オ

ールとプロアントシアニジンの QTLを第 16連鎖群上に検出してい

る。リンゴ果実のプロアントシアニジンはフラバン -3-オール（（ +）

-カテキン及び（ -）-エピカテキン）から生成され、総ポリフェノー

ル量の 60～ 65％を占める（ Perez -Ilzarbe et  al . ,  1992;  Yanagida,  1997;  

Guyot  et  al . ,  1998）。本研究で果肉褐変性、果汁褐変性、総ポリフ

ェノール含量及び PPO活性に関する明瞭な QTLが検出された第 16

連鎖群上部は、これまでに様々なポリフェノール成分のQTLが報告

されている領域であった。これらの QTLの位置は、Kunihisa  et  al .
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（ 2014）とMorimoto et  al .（ 2014）によって報告された果汁褐変性

のQTLとも一致した。これらのことから、第 16連鎖群上部の LAR1は

褐変に直接関与する有力な候補遺伝子であると考えられた。そこ

で、本研究では LAR1の両側に SSRマーカーを設計し（ LAR S S R1_02及

び LAR S S R1_11）、QTL解析に加えた（ Fig.  2-12）。 INB、果汁褐変

性、総ポリフェノール含量及び PPO活性に関するKW解析のK*値は

LAR S S R1_11マーカーで最も高かったが、公開ゲノム情報（ Daccoed 

et  al . ,  2017）によればこの領域には PPOは存在しないことから、第

16連鎖群の LAR1はポリフェノール含量のみならず PPO活性にも強

い影響を与え、結果として果肉と果汁を褐変させている可能性が

示唆された。しかし、このQTLによって、165A27集団においては果

肉と果汁両方の非褐変性が説明できたが、KA27集団で説明できた

のは果汁の非褐変性のみであった（ Fig.  2-10）。このことから、果

肉の組成は果汁より複雑であり、果肉が非褐変性～難褐変性とな

るメカニズムには、より多くの因子が関与していると予測される。

KA27集団の果肉褐変性はこれらの未知の因子によって影響を受け

ている可能性がある。  

LARは縮合タンニン合成の触媒作用に関与する重要な構造遺伝

子である。リンゴでは、ロイコアントシアニジンをカテキンに変換

する酵素をコードしており、第 13番染色体（ LAR2）及び第 16番染

色体（ LAR1）に座乗する。 LAR1は、リンゴの主要ポリフェノール

成分であるフラバノール含量の制御遺伝子候補として報告されて

いる（Chagné et  al . ,  2012b）。ブドウでは、アントシアニンを触媒し

てフラバン -3-アルコールを形成し、プロアントシアニジンの種類

や蓄積量を調節することが報告されている（ Pfeiffer  e t  al . ,  2006;  
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Bogs et  al . ,  2005）。また、イチゴでは、果実のフラボノイドの種類

と蓄積量を制御すると考えられており（Almeida  et  al . ,  2007）、リン

ゴでも LAR1が総ポリフェノール含量に影響している可能性は高い。 

PPO活性の主要QTLは、果肉褐変性や果汁褐変性、総ポリフェノ

ール含量のQTLと同じ第 16連鎖群上部に検出された。リンゴの PPO

は第 5及び第 10番染色体上に報告があり（GDR: www.rosaceae .org）、

第 16番染色体上には見つかっていない。 Guardo et  al .（ 2013）は、

リンゴの果肉細胞が損傷した場合、PALの発現によりポリフェノー

ル生産が活性化され、これが PPOの発現増加を引き起こしていると

報告している。本研究では PPO活性のQTLは PALや PPOの近傍には

検出されなかったが、 PPOの発現が LAR1の代謝物であるポリフェ

ノール類の増加によって活性化された可能性が考えられた。ある

いは、本研究で供試した F1集団では、PPOは機能的にホモ接合で分

離しなかった可能性があり、PPO活性が基質となるポリフェノール

含量に依存した可能性もある。  

 

4.非褐変性の遺伝様式 

果肉の非褐変性の遺伝様式について、第 16番染色体の主要な単

一の QTLによって形質が制御されている 165A27集団（ QTL寄与率

73.4%）の解析結果を用いて推定した。本集団で、QTLは褐変性親

である F1-165の連鎖地図上でのみ検出され、非褐変性親である‘あ

おり 27’では検出されなかった。このことから、本QTLにおいて、

‘あおり 27’は非褐変性アレルのホモ接合体、F1-165は褐変性／非

褐変性アレルのヘテロ接合体であり、このQTLによって制御されて

いる非褐変性は劣性形質であると推定された。また、‘あおり 27’
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が非褐変性となった原因は、‘あおり 27’における突然変異ではな

く、品種育成過程における非褐変性アレルの集積である可能性が

高いと考えられた。その理由として、まず、‘あおり 27’の両方の

相同染色体の同じ遺伝子に突然変異が起こる確率は極めて低いこ

とがあげられる。加えて、F1-165は‘あおり 27’の後代ではないに

も関わらず、‘あおり 27’との交配によって劣性形質である非褐変

性を有する個体を多数出現させた。F1-165は‘あおり 27’と共通の

祖先（‘ゴールデンデリシャス’）をもっているため、非褐変性アレ

ルを保有していたと考えられる。  
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Table 2-4. Genetic variance and heritability of INB (24-h)

Population Genetic variance (σ g
2
) Broad-sense heritability (h

2
)

165A27 2.08 0.826

KA27 0.876 0.753
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第 3 章  

 

QTL に関するハプロタイプ解析及び主要形質との連鎖関係  

 

緒論 

 

ハプロタイプ（ haplotype）とは、生物が保有する単一の染色体上

の DNA 配列（二倍体生物であれば母もしくは父から受け継いだ片

方の染色体の配列）を指し、遺伝的に連鎖しているアレルの組合せ

ともいえる。ハプロタイプは、特定の染色体領域内で少数の遺伝子

または DNA マーカーのアレルの連鎖関係を同定することで明らか

にすることができる。ハプロタイプ解析は、遺伝資源や実生から共

通の由来を持つ染色体を保有する個体や品種を探索する場合や、

連鎖関係にある複数遺伝子についてアレルの機能を予測する場合

に有用である。  

カンキツでは、マーカー情報と系譜情報を基にしたハプロタイ

プ解析によって、‘宮川早生’から‘清見’に伝搬された単胚性ハ

プロタイプの推定が行われた（ Nakano et  al . ,  2008）。また、Sugiyama 

et  al .（ 2010）は、ウンシュウミカンに特異的なカロテノイド蓄積に

関与する遺伝子領域のハプロタイプ構造を報告した。リンゴでは、

Kunihisa  et  al .（ 2016）が国内の主力品種である‘ふじ’及びその家

系品種のハプロタイプ解析を行い、収穫期、酸度、蜜入り、低粉質

化を制御する領域とその由来する祖先品種を明らかにしている。  

第 2 章において、果肉及び果汁褐変性に関する主要 QTL が褐変

性親（ F1-165 及び‘こうたろう’）の第 16 連鎖群上部の LAR1 近傍
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に検出され、この QTL は供試集団の褐変性分布の大部分を説明し

ていた。この QTL において‘あおり 27’は非褐変性アレルのホモ

接合体、 F1-165 及び‘こうたろう’は褐変性／非褐変性アレルの

ヘテロ接合体であり、非褐変性は劣性形質であると推定された。ま

た、‘あおり 27’の突然変異によるものではなく、祖先品種に由来

する非褐変性アレルの集積によるものと考えられた。日本では、青

森県で育成された極早生品種を除き、多くの品種が 8 つの祖先品

種（‘ゴールデンデリシャス’、‘紅玉’、‘デリシャス’、‘印度’、‘国

光’、‘ウースターペアメン’、‘旭’、‘コックスオレンジピピン’）

に由来する（Kunihisa et  al . ,  2014）。品種育成に用いられる頻度は

祖先品種によって異なるが、比較的遺伝子の集積が起こりやすい。

第 16 連鎖群の QTL については、これらの祖先品種が非褐変性ア

レルを保有していること推察され、このアレルが既に日本の品種

群の中に遍在していると考えられる。  

目的とする遺伝子領域の近傍に他の形質の遺伝子が連鎖してい

る場合、育種への実用化が難しい場合がある。イネで深刻な病害で

ある「いもち病」に強い品種の開発では、陸稲由来の「いもち病」

圃場抵抗性遺伝子の水稲への導入が 80 年以上試みられてきたが、

食味が良い個体が得られてなかった。Fukuoka  et  al .（ 2009）は、陸

稲がもつ圃場抵抗性遺伝子を特定し、最も効果が高い Pi21 遺伝子

近傍に食味を低下させる遺伝子が存在することを明らかにした。

遺伝子の正確な位置関係に基づき、これらの連鎖を切ることで、良

食味でいもち病に強い品種の作出に成功している。本研究では、第

16 連鎖群の褐変性の QTL 近傍に酸度に関する QTL も検出されて

いる（第 2 章）。 LAR1 近傍には酸度遺伝子 Ma1（ Bai  e t  al . ,  2012）
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と致死遺伝子 MdPHYLLO（Orcheski  e t  al . ,  2015）が存在することが

分かっている。酸度遺伝子は高酸型と低酸型が存在し、ヘテロ接合

体が国内品種のほとんどを占めることから、食味に適した酸度と

なると考えられる。致死遺伝子は野生型と致死型が存在し、致死型

のホモ接合体では致死となる。LAR1 マーカーを用いて品種となり

うる後代を得るためには、非褐変性アレルが酸度及び致死遺伝子

に関してどの遺伝子型と連鎖しているのかを考慮しなければなら

ない。  

そこで本章では、 QTL のハプロタイプ解析によって非褐変性ア

レルが由来する祖先品種と、これを受け継いでいる品種を明らか

にし、非褐変性品種育成のための交配親となりうる素材の探索を

行った。さらに、第 16 連鎖群の QTL 近傍のハプロタイプ解析によ

り、非褐変性アレルと酸度及び致死遺伝子アレルとの連鎖関係を

明らかにすることを試みた。  
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材料及び方法  

 

1.材料  

‘あおり 27’、 F1-165、‘こうたろう’、それらの祖先にあたる 5

品種（‘デリシャス’、‘ゴールデンデリシャス’、‘印度’、‘紅玉’、

‘国光’）、及びこれらを祖先とする 14品種（‘ふじ’、‘ゴールデン

メロン’、‘はるか’、‘はつあき’、‘ひめかみ’、‘いわかみ’、‘金星’、

‘マヘ 7’、‘恵’、‘王林’、‘レッドゴールド’、‘世界一’、‘東光’、

‘つがる’）を第 16番染色体全領域のハプロタイプ解析に使用した

（ Table  3-1,  Fig.  3-1）。また、 LAR1領域に限定したハプロタイプ解

析には、第 2章で使用した‘あおり 27’の F1集団の中から、褐変程

度に差のある 28個体（ 165A27集団から、 INB（ 24-h）< 0.5のNo.  60,  

65,  67,  71,  75,  76 ,  81 ,  84、 INB（ 24-h） ≥ 2 .5のNo.  68 ,  74 ,  79,  88 ,  92,  

96,  100,  101。KA27集団から、INB（ 24-h）<  1 .5のNo.  19,  25,  26 ,  41、

INB（ 24-h） ≥ 4.0のNo.  14,  18,  27,  32,  37,  40,  46,  54）を使用した。 

 

2.ハプロタイプ解析 

第 16番染色体全領域のハプロタイプ解析には、 LAR1近傍に新規

に作成した 15の SSRマーカー（ Table 2-3）、既報（Bai  et  al . ,  2012）

のプライマーデザインを改変した酸度に関するMa1マーカー、致死

に関するMdPHYLLOマーカー（Orcheski  et  al . ,  2015）を含め、第 16

連鎖群に座乗する 39のDNAマーカーを使用した（ Fig.  3 -2）。DNA

抽出及びマーカーの多型検出法は第 2章に準じた。マーカー多型の

ハプロタイプとそれらの起源はKunihisa  et  al .（ 2016）の方法を一

部改変し、品種の系譜とマーカー間の連鎖関係を考慮して推定し
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た。マーカー位置の順序は GDDH13（ ‘Golden Del icious ’  doubled  

haploid#13）ゲノムシーケンスデータ（Daccord et  al . ,  2017）や、既

報の連鎖地図（Kunihisa  e t  al . ,  2014）を参考に決定し、ハプロタイ

プが矛盾した場合は部分的に再配置した。また、LAR1周辺の 0.1cM

以内の範囲に設計された 15の SSRマーカー間では組換えは起こっ

ていないと仮定した。起源が特定できないハプロタイプブロック

が連鎖群の端から 10 cM未満の場合、データに矛盾がない限り隣接

するハプロタイプブロックと同一の由来を持つと仮定した。また、

各 F1個体の LAR1領域のハプロタイプの起源は、 LAR1の両側に設計

された 2種類の SSRマーカー（ LAR S S R 1_02及び LAR S S R1_11）を使用

し、両親である‘あおり 27’、 F1-165及び‘こうたろう’で決定さ

れたハプロタイプを参照して推定した。  
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結果  

 

1．‘あおり 27’及びその家系品種・系統のハプロタイプ解析 

第 16連鎖群に検出された果肉褐変性の主要 QTLが褐変性親の連

鎖地図でのみ検出されたことから、‘あおり 27’は非褐変性アレル

のホモ接合体であり、 F1-165及び‘こうたろう’は褐変性 /非褐変

性アレルのヘテロ接合体であると推定された（第 2章）。本章では、

非褐変性アレルが由来する祖先品種を明らかにするため、主要QTL

を含むゲノム領域のハプロタイプとその由来を、‘あおり 27’及び

その家系品種・系統を用いて決定した（ Table  3-2）。祖先品種から

‘あおり 27’及びその F1個体への非褐変性アレルの伝播を Fig.  3-3

に示した。本文中では各ハプロタイプを“祖先品種の頭文字（印度 ,  

I ;  デリシャス ,  D;  ゴールデンデリシャス ,  G;  国光 ,  R;  紅玉 ,  J）と

LAR S S R1_11マーカー型”で表す。‘あおり 27’は‘デリシャス’（D284）

及び‘印度’（ I284）、F1-165は‘紅玉’（ J280）及び‘ゴールデンデ

リシャス’（G284）に由来するハプロタイプを持っていた。165A27

集団では、非褐変性 F1個体群（ INB（ 24-h） <  0.5、No.  60、65、67、

71、75、75、81及び 84）は F1-165から‘ゴールデンデリシャス’由

来のハプロタイプ（ Fig.  3-3、薄いカーキ、G284）を継承しており、

‘あおり 27’からは‘デリシャス’（ Fig.  3-3、オレンジ、D284）ま

たは‘印度’（ Fig.  3-3、ベージュ、 I284）のいずれかのハプロタイ

プを受け継いでいた。これに対し、褐変性 F1個体群（ INB（ 24-h）

≥ 2.5、No. 68、74、79、88、92、96、100及び 101)は F1-165から‘紅

玉’（ Fig.  3-3、緑色、J280）、‘あおり 27’からは‘デリシャス’（D284）

または‘印度’（ I284）のハプロタイプを継承していた。  
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これらのことから、‘あおり 27’及び 165A27集団の非褐変性 F1個

体は‘ゴールデンデリシャス’、‘デリシャス’または‘印度’のハ

プロタイプ（G284、D284、I284）の組合せをもつことが示された。

非褐変性が劣性形質であることを考慮すると、これら 3つのハプロ

タイプ、つまり‘ゴールデンデリシャス’、‘デリシャス’及び‘印

度’の片方のアレルが非褐変性因子と考えられる。一方、F1-165か

ら‘紅玉’由来のハプロタイプ（ J280）を継承している F1個体は、

‘あおり 27’由来の非褐変性因子を受け継いでいるにも関わらず

褐変した。このことから、‘紅玉’の片方のアレルは優性的に果肉

褐変を引き起こすと考えられた。  

‘こうたろう’は、‘国光’由来のハプロタイプ（ Fig.  3-3、薄紫、

R280）と‘ゴールデンデリシャス’由来のハプロタイプ（ Fig.  3-3、

薄いカーキ、G284、F1-165と共通）を持っていた。KA27集団では、

‘こうたろう’から‘ゴールデンデリシャス’由来のハプロタイプ

（G284）を継承している F1個体群（No. 19、 25、 26及び 41）は INB

（ 24-h） < 1.5であり、‘国光’由来のハプロタイプ（R280）を継承

した個体群（No.  14、 18、27、 32、 37、 40、 46及び 54）は INB（ 24-

h） ≥ 4.0であった（ Fig.  3-3）。 165A27集団と同様に、非～難褐変性

は劣性形質であり、‘ゴールデンデリシャス’由来のハプロタイプ

（G284）は非褐変性、‘国光’由来のハプロタイプ（R280）は褐変

性アレルと考えられた。しかしながら、この集団では非褐変性アレ

ルをホモ接合でもつ F1個体のうち、非褐変性形質（ INB（ 24-h）< 0 .5）

を示す個体はごく僅かであったことから、第 16連鎖群の主要QTL以

外にも果肉褐変性に関与する因子が存在すると考えられた。 
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2．主要形質との連鎖関係 

第 2 章の QTL 解析において、果肉及び果汁褐変性に関する QTL

と酸度に関する QTL は F1-165 及び‘こうたろう’の第 16 連鎖群

の近接する位置に検出された（ Fig.  2-8,  Fig.  2 -9）。致死遺伝子

MdPHYLLO 及び酸度の主動遺伝子である Ma1 はこれらの QTL 近

傍に位置することが分かっている。  

本章のハプロタイプ解析で明らかとなった‘ゴールデンデリシ

ャス’（薄いカーキ、G284）、‘デリシャス’（オレンジ、D284）

及び‘印度’（ベージュ、 I284）の非褐変性アレルは野生型の非致

死アレル（ WT）と連鎖していた。酸度の遺伝子については、‘ゴー

ルデンデリシャス’及び‘デリシャス’の非褐変性アレル（G284 及

び D284）は高酸性アレル（Ma）と、‘印度’の非褐変性アレル（ I284）

は低酸性アレル（ ma）と連鎖していた（ Table 3-2,  Fig.  3-3）。そこ

で、この連鎖を確認するため、 2 つの F1 集団の全個体について

LAR S S R1_11 及び Ma1 遺伝子型を調査し、形質との関連性を調べた

（ Fig.  3-4）。 LAR S S R 1_11 と Ma1 の間で組換えが見られた 1 個体に

ついては解析から除いた。  

両集団において、‘ゴールデンデリシャス’、‘デリシャス’及び

‘印度’由来の非褐変性アレル（ LAR S S R1_11 マーカーで G284/D284

または G284/ I284）をもつグループは、褐変性アレル（ J280 または

R280）をもつグループより褐変程度が低かった。G284/D284 グル

ープの酸度は 4 つの遺伝子型グループの中で最も高く、このグル

ープの Ma1 遺伝子型が Ma /Ma であるという結果と一致しており、

これらの非褐変性アレル（G284 及び D284）が高酸性アレル（Ma）

と連鎖していることが確認された。一方、Ma /ma 遺伝子型を示す
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G284/ I284 グループは、 J280/D284 及び R280/D284 グループと同水

準の適度な酸度を示しており、‘印度’由来の非褐変性アレル（ I284）

と低酸性アレル（ma）との連鎖関係が確認できた。  
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考察 

 

1.非褐変性形質の起源 

第 2章のQTL解析によって、第 16連鎖群の主要 QTLに制御されて

いる非褐変性形質は劣性遺伝することが示された。 165A27集団の

INB（ 24-h） < 0 .5の非褐変性個体及び INB（ 24-h） ≥ 2 .5の褐変性個

体について、本QTL周辺のハプロタイプを定義し、それらのハプロ

タイプの由来する祖先品種を調べたところ、3つの祖先品種（‘ゴー

ルデンデリシャス’、‘デリシャス’及び‘印度’）が、それぞれ少

なくとも 1つの非褐変性アレルを保有していると結論づけられた

（ Fig.  3-3）。また、これらの非褐変性アレルは‘ふじ’、‘つがる’、

‘王林’等、多くの品種に継承されており（ Table 3-2）、本QTLに

関する限り、非褐変性品種を育成するために必ずしも‘あおり 27’

を交配親として用いる必要はなく、広い遺伝資源の選択が可能で

あることが明らかとなった。  

しかし、‘あおり 27’の育成過程で用いられた品種（‘金星’、‘マ

ヘ７’及び‘レッドゴールド’）やKA27集団の LAR S S R1_11マーカー

遺伝子型が 284 bp/284  bp型の個体の約半数は、本QTLについて非褐

変性アレルのホモ接合体であるにも関わらず果肉が褐変すること

も分かった。このことから、果肉が非褐変性となるためには、本

QTLの非褐変性アレルがホモ接合体となることが必須条件ではあ

るが、他に存在する未検出のQTLにおいても適切なアレル組合せが

必要であることが推察された。褐変し難い遺伝子組換えリンゴ

Arct ic ®  Applesが、 PPOの発現を抑制することによって開発されて

いることから、PPOが果肉褐変性を制御できることは明らかであり、



 

- 76 - 

 

QTLの有力候補である。本研究において PPO周辺にQTLが検出され

なかった要因として、交配に用いた親の PPOが機能的にホモ接合で

あり、後代で表現型が分離しなかった可能性がある。そのため、多

様な交配親を用いたQTL解析や、幅広い遺伝資源を用いたGWASに

よって、新たなQTLを同定する必要がある。  

 

2.酸度及び致死遺伝子との連鎖関係と有用な遺伝資源‘印度’ 

酸度の原因遺伝子Ma1と致死遺伝子MdPHYLLOは、本研究で果肉

褐変性に関するQTLが検出された LAR1の近くに存在し（ Fig.  2-12）、

裂果や果汁の量、果肉質に関するQTLもまたこの領域に報告されて

いる（Kumar  et  al . ,  2013;  Longhi  et  al . ,  2012 ;  Tazawa et  al . ,  2017）。

Chagné et  al .（ 2012b）は、有用な LAR1アレルの選抜によって、連

鎖による不良形質の導入が引き起こされる可能性があると予測し

ており、非褐変性リンゴの育成過程でも同様の危険性が懸念され

るため、連鎖関係を考慮する必要がある。  

第 2章で明らかとなった非褐変性アレルは野生型（ WT）の非致死

アレルと連鎖していたため、本 QTLでの選抜によって致死が引き起

こされる危険性はないことが示された。一方、酸度の原因遺伝子

Ma1に関して、Khan et  al .（ 2012）は‘プリマ’と‘フィエスタ’

について、高ポリフェノール含量に関する優性アレルは、低酸に関

する劣性アレルと連鎖していると報告している。 Kunihisa  et  al .

（ 2014）とMorimoto  et  al .（ 2014）は、‘あかね’及び‘ふじ’に

ついて、第 16連鎖群の低果汁褐変性アレルと高酸性アレルが連鎖

していると述べている。これらの連鎖により、非褐変性リンゴの育

種では、酸味が強いリンゴが育成される可能性がある。  
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本研究でも、酸度の主要QTLは第 16連鎖群の果肉褐変性のQTL近

傍に検出されており（ Fig.  2-8,  Fig.  2-9）、多くの既報と一致した

（Kenis  et  al . ,  2008;  Liebhard et  al . ,  2003a;  Xu et  al . ,  2011）。果肉褐

変性と酸度のQTLの連鎖関係は、 INB（ 24-h）と酸度（ g/100 mL）

の相関（ Fig.  3-4）によっても確認された。しかし、ハプロタイプ

解析により、‘デリシャス’及び‘ゴールデンデリシャス’由来の

非褐変性アレルは高酸性のアレル（Ma）と連鎖しているが（D284-

Ma、 G284-Ma）、‘印度’由来の非褐変性アレルは低酸性のアレル

（ma）と連鎖している（ I284-ma）ことが明らかとなった（ Table  3-

2,  Fig.  3 -3）。‘あおり 27’が非褐変性にもかかわらずマイルドな酸

味を示すのは（ 0.3  g/100 mL）、‘印度’に由来する非褐変性アレル

を保有しているためと考えられた。非褐変性リンゴ品種の育成に

おいては、‘印度’由来の非褐変性アレルを利用することによって、

適度な酸味の品種を選抜することが可能であると考えられる。  
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Table 3-2. Definition of haplotype of chr16 for estimate of non-browning haplotype of the nearby QTL

CH02d10a 16 554,954 2.2 223 222 223 223 222 231 222 222 223 223

TsuENH205 16 720,270 4.4 347 345 347 347 345 347 345 345 347 347

TsuGNH053 16 842,899 5.4 166 170 166 166 170 166 170 170 166 166

TsuENH022 16 2,229,990 7.6 86 91 86 91 91 86 91 91 91 91

CH02a03 16 2,427,811 7.6 160 155 160 155 155 160 155 155 155 155

Ma1 16 3,179,256 Ma ma Ma ma ma Ma ma Ma ma ma

LAR1 01 16 3,352,448 173 164 173 164 164 173 164 173 - 164

LAR1 02 16 3,353,100 289 370 289 378 384 289 386 289 299 378

LAR1 03 16 3,408,452 300 297 300 297 297 300 297 300 297 297

LAR1 04 16 3,409,282 258 240 258 240 240 258 240 258 240 254

LAR1 05 16 3,410,880 298 300 298 300 300 298 300 298 300 299

LAR1 06 16 3,417,149 226 221 226 221 221 226 221 226 226 226

LAR1 07 16 3,420,638 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220

LAR1 11 16 3,424,514 284 280 284 280 280 284 280 284 282 284

LAR1 12 16 3,424,905 153 151 153 151 151 153 151 153 151 153

LAR1 13 16 3,426,986 268 215 268 215 215 268 215 268 215 268

LAR1 15 16 3,430,077 290 286 290 274 286 290 286 290 286 290

LAR1 16 16 3,438,576 188 191 188 191 191 188 191 188 184 188

LAR1 18 16 3,440,146 276 282 276 282 282 276 282 276 279 276

LAR1 19 16 3,442,183 246 262 246 260 262 246 262 246 250 246

LAR1 20 16 3,445,424 207 209 207 209 209 207 209 207 209 207

MdPHYLLO 16 3,762,382 WT pgl WT WT pgl WT pgl WT WT WT

CH05e04 16 4,367,809 9.2 154 169 173 173 164 173 164 173 164 173

CH01f03a 16 4,512,186 7.3 229 229 229 229 218 229 218 229 217 229

Hi15g11 16 5,966,413 16.7 161 158 161 161 161 161 161 161 158 161

TsuENH054 16 6,209,697 17.5 200 203 200 203 191 203 191 203 203 203

Hi04e04 16 6,905,393 18.9 214 225 214 226 220 244 244 244 214 244

TsuENH182 16 9,636,461 23.4 282 267 286 280 282 284 284 280 267 284

Hi08f12 16 9,521,764 24.3 200 127 129 219 216 112 216 216 127 112

Hi01a08 16 9,521,568 24.3 164 90 91 183 180 ｰ 180 180 90 ｰ

TsuENH052 16 12,340,093 26.5 ｰ 157 163 157 157 157 157 163 157 157

CH05a04 16 12,645,931 32.1 167 195 158 189 189 189 195 165 195 164

Hi08d09 16 13,957,450 37.3 182 182 182 185 182 185 182 182 182 182

NZmsEB147967 16 15,594,538 35.5 173 173 173 173 173 173 173 187 173 173

Hi02b10 0 37.3 ｰ ｰ 228 224 226 224 ｰ ｰ ｰ 226

TsuENH042 13 17,703,361 40.6 164 164 113 164 155 164 164 113 164 155

TsuENH214 16 25,166,944 45.5 220 220 201 222 201 222 202 220 220 220

Hi01c11 16 25,258,361 45.1 145 145 ｰ 149 ｰ 149 176 141 145 145

CH04f10 16 33,600,024 43.2 253 253 251 201 238 317 195 195 253 317

The 10 haplotypes derived from 5 founders were color-coded. Those from 'Ralls Janet', purple / pale purple; those from 'Delicious',

  orange / pink; those from 'Jonathan', green / light green; those from 'Golden Delicious', khaki / pale khaki; those from 'Indo', light blue / beige.  
a
Position_GDDH13_genome: marker order according to the GDDH13 (‘Golden Delicious’ doubled haploid #13)

b
Kunihisa_2015_map: marker order according to the reported linkage map (Kunihisa et al. 2014)

c
INB: Index-number of browning (24-h) evaluated in 2014.

d
-: no data

Marker name

Position_GDDH

13

_genome
a

Kunihisa

_2014

_map
b

INB = 4.3 INB = 4.7

Founders

‘Ralls Janet’ ‘Delicious’ ‘Jonathan’
‘Golden

Delicious’
‘Indo’

INB
c
 = 3.0 INB = 5.0 INB = 3.7
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(continued)

CH02d10a 16 554,954 2.2 223 222 222 223 222 231 222 223 223 222 223 222

TsuENH205 16 720,270 4.4 347 345 345 347 345 347 345 347 347 345 347 345

TsuGNH053 16 842,899 5.4 166 170 170 166 170 166 170 166 166 170 166 170

TsuENH022 16 2,229,990 7.6 91 91 91 91 91 86 91 86 86 91 86 91

CH02a03 16 2,427,811 7.6 155 155 155 155 155 160 155 160 160 155 160 155

Ma1 16 3,179,256 ma Ma Ma ma ma Ma ma Ma Ma ma Ma ma

LAR1 01 16 3,352,448 164 173 173 164 164 173 164 173 173 164 173 164

LAR1 02 16 3,353,100 378 289 289 378 370 289 370 289 289 384 289 384

LAR1 03 16 3,408,452 297 300 300 297 297 300 297 300 300 297 300 297

LAR1 04 16 3,409,282 240 258 258 240 240 258 240 258 258 240 258 240

LAR1 05 16 3,410,880 300 298 298 300 300 298 300 298 298 300 298 300

LAR1 06 16 3,417,149 221 226 226 221 221 226 221 226 226 221 226 221

LAR1 07 16 3,420,638 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220

LAR1 11 16 3,424,514 280 284 284 280 280 284 280 284 284 280 284 280

LAR1 12 16 3,424,905 151 153 153 151 151 153 151 153 153 151 153 151

LAR1 13 16 3,426,986 215 268 268 215 215 268 215 268 268 215 268 215

LAR1 15 16 3,430,077 274 290 290 274 286 290 286 290 290 286 290 286

LAR1 16 16 3,438,576 191 188 188 191 191 188 191 188 188 191 188 191

LAR1 18 16 3,440,146 282 276 276 282 282 276 282 276 276 282 276 282

LAR1 19 16 3,442,183 260 246 246 260 262 246 262 246 246 262 246 262

LAR1 20 16 3,445,424 209 207 207 209 209 207 209 207 207 209 207 209

MdPHYLLO 16 3,762,382 WT WT WT WT pgl WT pgl WT WT pgl WT pgl

CH05e04 16 4,367,809 9.2 173 173 173 173 169 164 169 173 173 164 173 164

CH01f03a 16 4,512,186 7.3 229 229 229 229 229 218 229 229 229 218 229 218

Hi15g11 16 5,966,413 16.7 161 161 161 161 158 161 158 161 161 161 161 161

TsuENH054 16 6,209,697 17.5 203 203 203 203 203 191 203 200 200 191 200 191

Hi04e04 16 6,905,393 18.9 214 244 244 226 225 220 225 214 214 220 214 220

TsuENH182 16 9,636,461 23.4 286 280 280 280 267 282 267 280 280 282 280 282

Hi08f12 16 9,521,764 24.3 129 216 216 219 127 216 127 219 219 216 219 216

Hi01a08 16 9,521,568 24.3 91 180 180 183 90 180 90 183 183 180 183 180

TsuENH052 16 12,340,093 26.5 163 163 163 157 ｰ 157 157 157 157 157 157 157

CH05a04 16 12,645,931 32.1 158 165 165 189 167 189 195 189 189 189 189 189

Hi08d09 16 13,957,450 37.3 182 182 182 185 182 182 182 185 185 182 185 182

NZmsEB147967 16 15,594,538 35.5 173 173 187 173 173 173 173 173 173 173 173 173

Hi02b10 0 37.3 228 ｰ ｰ 224 ｰ 226 ｰ 224 224 226 224 226

TsuENH042 13 17,703,361 40.6 113 164 113 164 164 155 164 164 164 155 164 155

TsuENH214 16 25,166,944 45.5 201 202 220 222 220 201 220 222 222 201 222 201

Hi01c11 16 25,258,361 45.1 ｰ 176 141 149 145 ｰ 145 149 149 ｰ 149 ｰ

CH04f10 16 33,600,024 43.2 251 195 195 201 253 238 253 201 201 238 253 238

Descendant

‘Delicious’ ‘Fuji’ ‘Jonathan’ ‘Fuji’ ‘Jonathan’
‘Golden

Delicious’

‘Golden

Delicious’
‘Delicious’

‘Ralls

Janet’
‘Jonathan’

‘Ralls

Janet’
‘Delicious’

INB = 4.7

‘Fuji’ ‘Iwakami’ ‘Himekami’‘Sekaiichi’ ‘Haruka’ ‘Megumi’

Marker name

Position_GDDH

13

_genome
a

Kunihisa

_2014

_map
b

INB = 4.0 INB = 5.0INB = 2.3 INB = 3.0 INB = 3.0
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(continued)

CH02d10a 16 554,954 2.2 222 222 222 223 222 223 222 223 222 223 222 223

TsuENH205 16 720,270 4.4 345 345 345 347 345 347 345 347 345 347 345 347

TsuGNH053 16 842,899 5.4 170 170 170 166 170 166 170 166 170 166 170 166

TsuENH022 16 2,229,990 7.6 91 91 91 91 91 91 91 91 91 86 91 86

CH02a03 16 2,427,811 7.6 155 155 155 155 155 155 155 155 155 160 155 160

Ma1 16 3,179,256 Ma ma ma ma Ma ma Ma ma Ma Ma Ma Ma

LAR1 01 16 3,352,448 173 164 164 164 173 164 173 ｰ 173 173 173 173

LAR1 02 16 3,353,100 289 384 386 378 289 378 289 299 289 289 289 289

LAR1 03 16 3,408,452 300 297 297 297 300 297 300 297 300 300 300 300

LAR1 04 16 3,409,282 258 240 240 254 258 254 258 240 258 258 258 258

LAR1 05 16 3,410,880 298 300 300 299 298 299 298 300 298 298 298 298

LAR1 06 16 3,417,149 226 221 221 226 226 226 226 226 226 226 226 226

LAR1 07 16 3,420,638 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220

LAR1 11 16 3,424,514 284 280 280 284 284 284 284 282 284 284 284 284

LAR1 12 16 3,424,905 153 151 151 153 153 153 153 151 153 153 153 153

LAR1 13 16 3,426,986 268 215 215 268 268 268 268 215 268 268 268 268

LAR1 15 16 3,430,077 290 286 286 290 290 290 290 286 290 290 290 290

LAR1 16 16 3,438,576 188 191 191 188 188 188 188 184 188 188 188 188

LAR1 18 16 3,440,146 276 282 282 276 276 276 276 279 276 276 276 276

LAR1 19 16 3,442,183 246 262 262 246 246 246 246 250 246 246 246 246

LAR1 20 16 3,445,424 207 209 209 207 207 207 207 209 207 207 207 207

MdPHYLLO 16 3,762,382 WT pgl pgl WT WT WT WT WT WT WT WT WT

CH05e04 16 4,367,809 9.2 173 164 164 173 173 173 173 173 173 173 173 173

CH01f03a 16 4,512,186 7.3 229 218 218 229 229 229 229 229 229 229 229 229

Hi15g11 16 5,966,413 16.7 161 161 161 161 161 158 161 161 161 161 161 161

TsuENH054 16 6,209,697 17.5 203 191 191 203 203 203 203 203 203 200 203 200

Hi04e04 16 6,905,393 18.9 244 220 244 244 244 214 244 244 244 214 244 214

TsuENH182 16 9,636,461 23.4 280 282 284 284 280 267 280 284 284 286 284 286

Hi08f12 16 9,521,764 24.3 216 216 216 112 216 127 216 112 216 129 216 129

Hi01a08 16 9,521,568 24.3 180 180 180 ｰ 180 90 180 ｰ 180 91 180 91

TsuENH052 16 12,340,093 26.5 163 157 157 157 163 157 163 157 157 163 157 163

CH05a04 16 12,645,931 32.1 165 189 195 164 165 195 165 164 195 158 195 158

Hi08d09 16 13,957,450 37.3 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182

NZmsEB147967 16 15,594,538 35.5 187 173 173 173 187 173 173 173 173 173 173 173

Hi02b10 0 37.3 ｰ 226 ｰ 226 ｰ ｰ ｰ 226 ｰ 228 ｰ 228

TsuENH042 13 17,703,361 40.6 113 164 164 155 113 164 164 155 164 113 164 113

TsuENH214 16 25,166,944 45.5 220 201 202 220 220 220 202 220 202 222 202 222

Hi01c11 16 25,258,361 45.1 141 ｰ 176 145 141 145 176 145 176 149 176 149

CH04f10 16 33,600,024 43.2 195 238 195 317 195 253 195 317 195 201 195 201

Descendant

‘Delicious’
‘Golden

Delicious’
‘Jonathan’

‘Golden

Delicious’
‘Indo’

‘Golden

Delicious’

‘Golden

Delicious’
‘Indo’

‘Golden

Delicious’

‘Richared

Delicious’

‘Golden

Delicious’

INB = 2.0

‘Orin’

Marker name

Position_GDDH

13

_genome
a

Kunihisa

_2014

_map
b

‘Indo’

INB = 4.0INB = 5.0

‘Redgold’ ‘Kinsei’‘Tsugaru’ ‘Golden Melon’ ‘Toko’

INB = 4.0 INB = 3.0 INB = 3.3
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(continued)

CH02d10a 16 554,954 2.2 223 223 222 222 222 222 222 222 223 223

TsuENH205 16 720,270 4.4 347 347 345 345 345 345 345 345 347 347

TsuGNH053 16 842,899 5.4 166 166 170 170 170 170 170 170 166 166

TsuENH022 16 2,229,990 7.6 91 86 91 91 91 91 91 91 86 91

CH02a03 16 2,427,811 7.6 155 160 155 155 155 155 155 155 160 155

Ma1 16 3,179,256 ma Ma ma Ma ma Ma - - Ma ma

LAR1 01 16 3,352,448 164 173 164 173 164 173 164 173 173 164

LAR1 02 16 3,353,100 378 289 384 289 370 289 384 289 289 378

LAR1 03 16 3,408,452 297 300 297 300 297 300 297 300 300 297

LAR1 04 16 3,409,282 254 g 240 258 240 258 240 258 258 254

LAR1 05 16 3,410,880 299 298 300 298 300 298 300 298 298 299

LAR1 06 16 3,417,149 226 226 221 226 221 226 221 226 226 226

LAR1 07 16 3,420,638 220 220 220 220 220 220 220 220 220 220

LAR1 11 16 3,424,514 284 284 280 284 280 284 280 284 284 284

LAR1 12 16 3,424,905 153 153 151 153 151 153 151 153 153 153

LAR1 13 16 3,426,986 268 268 215 268 215 268 215 268 268 268

LAR1 15 16 3,430,077 290 290 286 290 286 290 286 290 290 290

LAR1 16 16 3,438,576 188 188 191 188 191 188 191 188 188 188

LAR1 18 16 3,440,146 276 276 282 276 282 276 282 276 276 276

LAR1 19 16 3,442,183 246 246 262 246 262 246 262 246 246 246

LAR1 20 16 3,445,424 207 207 209 207 209 207 209 207 207 207

MdPHYLLO 16 3,762,382 WT WT pgl WT pgl WT - - WT WT

CH05e04 16 4,367,809 9.2 173 173 173 173 169 173 164 173 173 173

CH01f03a 16 4,512,186 7.3 229 229 229 229 229 229 218 229 229 229

Hi15g11 16 5,966,413 16.7 158 161 161 161 158 161 161 161 161 161

TsuENH054 16 6,209,697 17.5 203 200 203 203 203 203 191 203 200 200

Hi04e04 16 6,905,393 18.9 214 214 244 244 214 244 220 244 214 214

TsuENH182 16 9,636,461 23.4 267 286 284 284 280 284 282 280 286 286

Hi08f12 16 9,521,764 24.3 127 129 112 216 219 216 216 216 216 129

Hi01a08 16 9,521,568 24.3 90 91 ｰ 180 183 180 180 180 180 91

TsuENH052 16 12,340,093 26.5 157 163 157 157 157 157 157 163 157 163

CH05a04 16 12,645,931 32.1 195 158 189 195 189 195 189 165 195 158

Hi08d09 16 13,957,450 37.3 182 182 185 182 185 182 182 182 182 182

NZmsEB147967 16 15,594,538 35.5 173 173 173 173 173 173 173 187 173 173

Hi02b10 0 37.3 ｰ ｰ 224 ｰ 224 ｰ 226 ｰ ｰ ｰ

TsuENH042 13 17,703,361 40.6 164 164 155 164 164 164 155 113 164 164

TsuENH214 16 25,166,944 45.5 220 202 201 202 222 202 201 220 202 220

Hi01c11 16 25,258,361 45.1 145 176 ｰ 176 149 176 ｰ 141 176 145

CH04f10 16 33,600,024 43.2 253 195 238 195 201 195 238 195 195 253

‘Hatsuaki’ ‘Jonathan’

‘Indo’ ×

‘Golden

Delicious’

 -
d

INB = 0.0INB = 4.3

‘Golden

Delicious’
‘Kinsei’ ‘Mahe7’‘Fuji’Marker name

Position_GDDH

13

_genome
a

Kunihisa

_2014

_map
b

INB = 5.0 INB = 3.7

‘Redgold’ ‘Jonathan’
‘Golden

Delicious’

Descendant

‘F1-165’ ‘Aori 27’‘Mahe7’ ‘Hatsuaki’ ‘Kotaro’
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(continued)

CH02d10a 16 554,954 2.2 223 223 222 222

TsuENH205 16 720,270 4.4 347 347 345 345

TsuGNH053 16 842,899 5.4 166 166 170 170

TsuENH022 16 2,229,990 7.6 86 91 91 91

CH02a03 16 2,427,811 7.6 160 155 155 155

Ma1 16 3,179,256 Ma ma - -

LAR1 01 16 3,352,448 173 164 164 173

LAR1 02 16 3,353,100 289 378 384 289 289 289 289 289 289 289 289 289 289 378 289 378 289 378 289 378

LAR1 03 16 3,408,452 300 297 297 300

LAR1 04 16 3,409,282 258 254 240 258

LAR1 05 16 3,410,880 298 299 300 298

LAR1 06 16 3,417,149 226 226 221 226

LAR1 07 16 3,420,638 220 220 220 220

LAR1 11 16 3,424,514 284 284 280 284 284 284 284 284 284 284 284 284 284 284 284 284 284 284 284 284

LAR1 12 16 3,424,905 153 153 151 153

LAR1 13 16 3,426,986 268 268 215 268

LAR1 15 16 3,430,077 290 290 286 290

LAR1 16 16 3,438,576 188 188 191 188

LAR1 18 16 3,440,146 276 276 282 276

LAR1 19 16 3,442,183 246 246 262 246

LAR1 20 16 3,445,424 207 207 209 207

MdPHYLLO 16 3,762,382 WT WT - -

CH05e04 16 4,367,809 9.2 173 173 164 173

CH01f03a 16 4,512,186 7.3 229 229 218 229

Hi15g11 16 5,966,413 16.7 161 161 161 161

TsuENH054 16 6,209,697 17.5 200 200 191 203

Hi04e04 16 6,905,393 18.9 214 214 220 244

TsuENH182 16 9,636,461 23.4 286 286 282 280

Hi08f12 16 9,521,764 24.3 216 129 216 216

Hi01a08 16 9,521,568 24.3 180 91 180 180

TsuENH052 16 12,340,093 26.5 157 163 157 163

CH05a04 16 12,645,931 32.1 195 158 189 165

Hi08d09 16 13,957,450 37.3 182 182 182 182

NZmsEB147967 16 15,594,538 35.5 173 173 173 187

Hi02b10 0 37.3 ｰ ｰ 226 ｰ

TsuENH042 13 17,703,361 40.6 164 164 155 113

TsuENH214 16 25,166,944 45.5 202 220 201 220

Hi01c11 16 25,258,361 45.1 176 145 ｰ 141

CH04f10 16 33,600,024 43.2 195 253 238 195

‘F1-165’

 -
d

‘Jonathan’
‘Golden

Delicious’

INB = 0.2INB = 0.2 INB = 0.0

Marker name
Position_GDDH13

_genome
a

Kunihisa

_2014

_map
b

INB =  0.0 INB = 0.0 INB = 0.0

‘Kinsei’ ‘Mahe7’

Non-browning individuals in F1 population 165A27

‘Aori 27’

INB = 0.0

76 8467 71 75 81 60 65

INB = 0.0 INB = 0.2
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(continued)

CH02d10a 16 554,954 2.2 223 223 222 222

TsuENH205 16 720,270 4.4 347 347 345 345

TsuGNH053 16 842,899 5.4 166 166 170 170

TsuENH022 16 2,229,990 7.6 86 91 91 91

CH02a03 16 2,427,811 7.6 160 155 155 155

Ma1 16 3,179,256 Ma ma - -

LAR1 01 16 3,352,448 173 164 164 173

LAR1 02 16 3,353,100 289 378 384 289 384 289 384 289 384 289 384 289 384 378 384 378 384 378 384 378

LAR1 03 16 3,408,452 300 297 297 300

LAR1 04 16 3,409,282 258 254 240 258

LAR1 05 16 3,410,880 298 299 300 298

LAR1 06 16 3,417,149 226 226 221 226

LAR1 07 16 3,420,638 220 220 220 220

LAR1 11 16 3,424,514 284 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284

LAR1 12 16 3,424,905 153 153 151 153

LAR1 13 16 3,426,986 268 268 215 268

LAR1 15 16 3,430,077 290 290 286 290

LAR1 16 16 3,438,576 188 188 191 188

LAR1 18 16 3,440,146 276 276 282 276

LAR1 19 16 3,442,183 246 246 262 246

LAR1 20 16 3,445,424 207 207 209 207

MdPHYLLO 16 3,762,382 WT WT - -

CH05e04 16 4,367,809 9.2 173 173 164 173

CH01f03a 16 4,512,186 7.3 229 229 218 229

Hi15g11 16 5,966,413 16.7 161 161 161 161

TsuENH054 16 6,209,697 17.5 200 200 191 203

Hi04e04 16 6,905,393 18.9 214 214 220 244

TsuENH182 16 9,636,461 23.4 286 286 282 280

Hi08f12 16 9,521,764 24.3 216 129 216 216

Hi01a08 16 9,521,568 24.3 180 91 180 180

TsuENH052 16 12,340,093 26.5 157 163 157 163

CH05a04 16 12,645,931 32.1 195 158 189 165

Hi08d09 16 13,957,450 37.3 182 182 182 182

NZmsEB147967 16 15,594,538 35.5 173 173 173 187

Hi02b10 0 37.3 ｰ ｰ 226 ｰ

TsuENH042 13 17,703,361 40.6 164 164 155 113

TsuENH214 16 25,166,944 45.5 202 220 201 220

Hi01c11 16 25,258,361 45.1 176 145 ｰ 141

CH04f10 16 33,600,024 43.2 195 253 238 195

‘F1-165’

 -
d

‘Jonathan’
‘Golden

Delicious’

Moderate- to extremely severe-browning individuals in  F1 population 165A27

INB = 5.0 INB = 5.0

Marker name
Position_GDDH13

_genome
a

Kunihisa

_2014

_map
b

INB = 3.0 INB = 3.3 INB = 3.0

‘Kinsei’ ‘Mahe7’

INB = 3.7 INB = 4.7 INB = 4.0INB = 0.0

‘Aori 27’ 79 88 92 10068 74 96 101
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(continued)

CH02d10a 16 554,954 2.2 223 223 222 222

TsuENH205 16 720,270 4.4 347 347 345 345

TsuGNH053 16 842,899 5.4 166 166 170 170

TsuENH022 16 2,229,990 7.6 86 91 91 91

CH02a03 16 2,427,811 7.6 160 155 155 155

Ma1 16 3,179,256 Ma ma ma Ma

LAR1 01 16 3,352,448 173 164 164 173

LAR1 02 16 3,353,100 289 378 370 289 289 289 289 378 289 378 289 378

LAR1 03 16 3,408,452 300 297 297 300

LAR1 04 16 3,409,282 258 254 240 258

LAR1 05 16 3,410,880 298 299 300 298

LAR1 06 16 3,417,149 226 226 221 226

LAR1 07 16 3,420,638 220 220 220 220

LAR1 11 16 3,424,514 284 284 280 284 284 284 284 284 284 284 284 284

LAR1 12 16 3,424,905 153 153 151 153

LAR1 13 16 3,426,986 268 268 215 268

LAR1 15 16 3,430,077 290 290 286 290

LAR1 16 16 3,438,576 188 188 191 188

LAR1 18 16 3,440,146 276 276 282 276

LAR1 19 16 3,442,183 246 246 262 246

LAR1 20 16 3,445,424 207 207 209 207

MdPHYLLO 16 3,762,382 WT WT pgl WT

CH05e04 16 4,367,809 9.2 173 173 169 173

CH01f03a 16 4,512,186 7.3 229 229 229 229

Hi15g11 16 5,966,413 16.7 161 161 158 161

TsuENH054 16 6,209,697 17.5 200 200 203 203

Hi04e04 16 6,905,393 18.9 214 214 214 244

TsuENH182 16 9,636,461 23.4 286 286 280 284

Hi08f12 16 9,521,764 24.3 216 129 219 216

Hi01a08 16 9,521,568 24.3 180 91 183 180

TsuENH052 16 12,340,093 26.5 157 163 157 157

CH05a04 16 12,645,931 32.1 195 158 189 195

Hi08d09 16 13,957,450 37.3 182 182 185 182

NZmsEB147967 16 15,594,538 35.5 173 173 173 173

Hi02b10 0 37.3 ｰ ｰ 224 ｰ

TsuENH042 13 17,703,361 40.6 164 164 164 164

TsuENH214 16 25,166,944 45.5 202 220 222 202

Hi01c11 16 25,258,361 45.1 176 145 149 176

CH04f10 16 33,600,024 43.2 195 253 201 195

‘Fuji’ ‘Hatsuaki’‘Kinsei’ ‘Mahe7’Marker name
Position_GDDH13

_genome
a

Kunihisa

_2014

_map
b

Non- to slight-browning individuals in F1 population KA27

‘Aori 27’ ‘Kotaro’

INB = 0.0

41 19 25 26

INB = 4.3 INB = 0.2 INB = 1.3 INB = 1.0 INB = 0.3
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(continued)

CH02d10a 16 554,954 2.2 223 223 222 222

TsuENH205 16 720,270 4.4 347 347 345 345

TsuGNH053 16 842,899 5.4 166 166 170 170

TsuENH022 16 2,229,990 7.6 86 91 91 91

CH02a03 16 2,427,811 7.6 160 155 155 155

Ma1 16 3,179,256 Ma ma ma Ma

LAR1 01 16 3,352,448 173 164 164 173

LAR1 02 16 3,353,100 289 378 370 289 370 289 370 289 370 289 370 289 370 378 370 378 370 378 370 378

LAR1 03 16 3,408,452 300 297 297 300

LAR1 04 16 3,409,282 258 254 240 258

LAR1 05 16 3,410,880 298 299 300 298

LAR1 06 16 3,417,149 226 226 221 226

LAR1 07 16 3,420,638 220 220 220 220

LAR1 11 16 3,424,514 284 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284 280 284

LAR1 12 16 3,424,905 153 153 151 153

LAR1 13 16 3,426,986 268 268 215 268

LAR1 15 16 3,430,077 290 290 286 290

LAR1 16 16 3,438,576 188 188 191 188

LAR1 18 16 3,440,146 276 276 282 276

LAR1 19 16 3,442,183 246 246 262 246

LAR1 20 16 3,445,424 207 207 209 207

MdPHYLLO 16 3,762,382 WT WT pgl WT

CH05e04 16 4,367,809 9.2 173 173 169 173

CH01f03a 16 4,512,186 7.3 229 229 229 229

Hi15g11 16 5,966,413 16.7 161 161 158 161

TsuENH054 16 6,209,697 17.5 200 200 203 203

Hi04e04 16 6,905,393 18.9 214 214 214 244

TsuENH182 16 9,636,461 23.4 286 286 280 284

Hi08f12 16 9,521,764 24.3 216 129 219 216

Hi01a08 16 9,521,568 24.3 180 91 183 180

TsuENH052 16 12,340,093 26.5 157 163 157 157

CH05a04 16 12,645,931 32.1 195 158 189 195

Hi08d09 16 13,957,450 37.3 182 182 185 182

NZmsEB1479

67
16 15,594,538 35.5 173 173 173 173

Hi02b10 0 37.3 ｰ ｰ 224 ｰ

TsuENH042 13 17,703,361 40.6 164 164 164 164

TsuENH214 16 25,166,944 45.5 202 220 222 202

Hi01c11 16 25,258,361 45.1 176 145 149 176

CH04f10 16 33,600,024 43.2 195 253 201 195

INB = 5.0INB = 4.0 INB = 5.0 INB = 5.0 INB = 5.0

Marker name
Position_GDDH13

_genome
a

Kunihisa

_2014

_map
b

INB = 4.3 INB = 5.0INB = 4.3 INB = 4.0INB = 0.0

‘Fuji’ ‘Hatsuaki’‘Kinsei’ ‘Mahe7’

5414 27

Severe- to extremely severe-browning individuals in F1 population KA27

‘Aori 27’ ‘Kotaro’ 40 46 18 32 37
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第 4 章  

 

GWAS による果肉褐変関連遺伝子領域の解析  

 

緒論 

 

第 2章及び第 3 章より、‘あおり 27’及び後代の非褐変性形質は

第 16 連鎖群の QTL において‘ゴールデンデリシャス’、‘デリシャ

ス’及び‘印度’由来の非褐変性ハプロタイプのいずれかをホモ接

合で持つことが必要条件であると推定された。一方で、‘マヘ 7’、

‘金星’等は上記ハプロタイプをホモ接合で持つにも関わらず褐

変することから、他の未検出 QTL の関与が考えられた。  

GWAS は形質と塩基配列多型との関連から、表現型を制御する

QTL と効果を推定する手法のひとつであり、研究用に分離集団を

作成することができないヒトの病気に関する遺伝子検出のために

開発され、発展してきた（Hambl in e t  al . ,  2011）。QTL 解析のよう

に分離集団を作成する必要がなく、既存の遺伝資源や QTL 解析に

は利用できないような小規模集団を使用して解析することが可能

である。解析集団において、マーカーと目的遺伝子座が連鎖不平衡

（ l inkage disequi l ibrium : LD）状態にあることを前提としており、

DNA マーカーによってカバーできる領域の広さは LD の程度に依

存する。解析に必要なマーカー密度を判断するために、LD の程度

が 重 要 な 情 報 と な る （ Flint -Garcia et  al . ,  2005;  Sla tkin,  2008;  

Uchiyama et  al . ,  2013）。 LD の程度が高い集団ではゲノム全体をカ

バーするために必要なマーカー数は少ないが、LD の程度が低い集
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団では高密度な大量マーカーが必要となる。また、QTL 検出の解

像度も LD の程度に依存し、 LD が低いと解像度が高くなる。多く

の GWAS ではゲノム全体を高密度でカバーする多数のマーカーを

使用する必要があり、 SSR マーカーや SNP マーカーが用いられる

ことが多い。SSR マーカーは共優性で再現性も高く、種間横断的利

用も可能で利点が多いが（Miah et  al . ,  2013）、近年では SSR マーカ

ーより費用対効果が高く、ハイスループットの高密度マッピング

が可能な SNP マーカーが注目されている。リンゴでは、 Il lumina 

Infinium Ⅱシステム、Axiom 等の SNP アレイ（ Chagné e t  al . ,  2012 a;  

Bianco et  al . ,  2016）が開発されて有用な分析手段となっており、

GWAS に利用されている（ Kumar et  al . ,  2013）。  

果樹における GWASは、リンゴ（Kumar  et  al . ,  2013)、ナシ（ Iwata 

et  al . ,  2013）等で最初の報告がある。Kumar et  al .（ 2013）は 7家系

の 1,200実生、2,500 SNPを用いた解析によって硬度、褐変性、酸度、

裂果等の 6形質で有意な SNPを検出し、それらのいくつかは既知の

候補遺伝子座と一致していた。 Iwata  et  al .（ 2013）は、日本ナシ 76

品種について 155の SSRマーカー、 4のRAPD-STSマーカー等を含む

合計 162のマーカーを用いた 9形質の解析によって、収穫期、黒斑病

耐性、短果枝数に有意なQTLを検出し、有効性を示した。また、Cao 

et  al .（ 2012）らはモモ 104系統、 53の SSRマーカーを用いて果肉質

や果重、低温要求性等の 10形質についての解析を行い、既報と一致

する多くのQTLを検出している。  

GWAS では、多様な由来をもつ広範囲の遺伝子プールを解析に

組み込むことが可能なため、連鎖地図に基づく QTL 解析で分離集

団の親のアレル効果に差がなかった場合には検出できないような
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QTL も明らかとなる可能性がある。前述のように、リンゴの果肉

褐変性には PPO 等複数の因子の関与が考えられるが、遺伝解析に

よる検証は十分とはいえない。  

そこで本章では、多様な遺伝資源を用いた GWAS によって褐変

関連形質（果肉及び果汁褐変性、総ポリフェノール含量、 PPO 活

性）を解析し、新たな QTL を同定することを目的とした。  
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材料及び方法 

 

1.材料  

現在日本で栽培されている 2倍体のリンゴ栽培品種、及びそれら

と近縁の 86品種・系統を供試し、2015年は 59品種、2016年は 85品種

について 1品種あたり 1樹の形質調査を行った（ Table  4-1）。これら

の品種及び系統は、わい性台木（M.9、JM1、JM7、M26のいずれか）

またはマルバ台木に接ぎ木され、りんご研究所の黒石圃場または

藤崎圃場に裁植された 10～ 20年生のものを使用した。なお、栽培管

理は慣行法に従った。  

 

2.果実形質の評価 

褐変関連形質として、すり下ろし 24 時間後及び 15 分後の INB

（ 24-h 及び 15-min）、果汁褐変性（吸光度 400nm）、総ポリフェノ

ール含量、PPO 活性の 5 項目の果実形質を評価した。2015 年と 2016

年（果汁褐変性については 2016 年のみ）の 2 か年調査し、各品種

とも適熟に達した中庸な果実 3 果を使用した。調査方法は第 2 章

の形質調査方法に従い、果汁褐変性のみ一部改変して行った。  

果汁褐変性は、果肉 10 g を量り取って 3 mm 角程度に細断し、

蒸留水 20 mL を加えてブレンダーで破砕（ 15,000 rpm、 30 秒）後

直ちに濾紙を用いて吸引濾過し、 1.4  mL をマイクロチューブに移

して 10,000 rpm で 10 分遠心した。上清 1 mL を 2.5  mL マイクロチ

ューブに移して 25℃で 24 時間インキュベート後、同量の 4％メタ

リン酸水溶液を加えて酵素反応を停止させ、分光光度計（ UV-1800 

UV spect rophotometer,  Shimadzu,  Kyoto ,  Japan）で 400 nm の吸光度
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を測定し、評価値（A4 0 0（ 24 時間後））とした。  

形質の正規性は第 2 章と同様に Shapi ro-Wilk tes t により閾値 P  =  

0 .05 で検定した。 2 年間共通して調査した 58 品種の INB（ 15-min,  

24-h）、ポリフェノール含量、PPO 活性について、Kunihisa  et  al .（ 2014）

の方法に従って遺伝率を計算した。また、INB の分散成分は、二元

配置分散分析モデル（ANOVA）を用いて推定した。  

 

3.SNP ジェノタイピング 

ゲノム DNA の抽出は各サンプルの幼葉より DNeasy Plant  Mini  

Kit（Qiagen,  Hilden,  Germany）を用いて行った。 86 品種の遺伝子

型は Apple 20K Inf inium （ Bianco et  al . ,  2014;  Il lumina,  San Diego,  

CA, USA）を使用し、 Il lumina の標準的なプロトコールに従って決

定した。遺伝子型データは GenomeStudio Data Analys is  software

（ Il lumina）を用いて GenCall  th reshold of  0 . 15 で解析した。GenTrain  

score  0.6  以下あるいは cluster  separat ion score  0.4  以下の SNP は目

視で確認してクラスターを再設定し、明瞭な分離を示すものを取

捨選択した。また、品種間で多型のない SNP も削除した。  

 

4. 連鎖不平衡(LD)の推定と GWAS 

LD の推定と GWAS には 20K SNP array で得られた 11,796 SNP の

多型データを用いた。 SNP の位置データは公開されている SNP 情

報（ Bianco et  al . ,  2014）に基づいて、GDDH13 参照配列（Daccord 

et  al . ,  2017）へマッピングした結果を使用した。GDDH13 にマッピ

ングされなかった SNP については、GD v1.0p（Velasco et  al . ,  2010）

へのマッピング結果または Infinium に付随する位置情報に基づき、
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GDDH13 と両方にマッピングできた近傍の SNP をアンカーとして

GDDH13 上の位置を推定した。これにより位置情報が得られなか

った SNP は解析から除き、最終的に 11,730 SNP を解析に使用し

た。  

マーカー間の LD 程度（ r2）は R package “genet ics”の “LD”機能に

より、物理距離が 5-Mb 以内の全ての SNP マーカー間で算出した。

マーカー間の r2 値と物理的距離の関係は、R package “KernSmooth”

の “locpoly”機能を用いて局所多項式で近似した。  

GWAS は、R package “rrBLUP”（ Endelman,  2011）に実装された

“GWAS”機能の混合モデル（ Yu et  a l . ,  2006）を用いて行った。同

package の “A.mat”機能（ Endelman and Jannink,  2012）により、遺伝

子型データから血縁関係のマトリックスを算出した。モデルに含

まれる集団構造の PC（主成分）の数は、R の “prcomp”機能により

算出した寄与率 10％以上の PC の数を設定することとした。マイ

ナーアレル頻度が 0.05 未満の SNP は解析から除いた。  
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結果 

 

1.表現型の分布と遺伝率 

2015 年は 59 品種、 2016 年は 85 品種について評価し、 2 か年と

も調査したのは 58 品種であった。いずれの年にも、INB（ 15-min）

及び INB（ 24-h）は 0（無）から 5（甚）まで分離したが（ Table 4-

2,  Fig.  4 -1,  Fig.  4 -2）、非褐変性（ 0 ≤  INB（ 24-h） < 0 .5）と判定され

たのは、‘あおり 27’のみであった。総ポリフェノール含量及び PPO

活性も両年とも幅広く分布したが、Shapi ro -Wilk tes t では、2015 年

のポリフェノール含量を除く全ての形質が非正規分布を示した。  

形質間の相関関係を見ると、総ポリフェノール含量は、INB（ 15-

min）との相関係数（ R 値）は 0.35（ 2015）及び 0.06（ 2016）であ

るのに対し、 INB（ 24-h）との相関は 0.42 及び 0.27 であり、すり

おろし 24 時間後の果肉褐変性との相関が比較的高かった。一方、

PPO 活性は、 INB（ 15-min）との相関係数（ R 値）は 0.36（ 2015）

及び 0.39（ 2016）であるのに対し、 INB（ 24-h）との相関は 0.30 及

び 0.26 となり、すりおろし後短時間での果肉褐変性との相関が高

かった。総ポリフェノール含量と PPO 活性との相関は低く、第 2

章で QTL 解析に用いた F1 集団とは異なる傾向であった（ Fig.  4 -3,  

Fig.  4-4）。  

分散成分及び遺伝率は 2 か年形質調査した 58 品種・系統のデー

タを使用して計算した（ Table 4 -3）。広義の遺伝率は、INB（ 15-min）

は 0.71、 INB（ 24-h）は 0.73 と、第二章で使用した F1 集団と同様

に高値であったのに対し、総ポリフェノール含量の遺伝率は 0.43、

PPO 活性は 0.56 であり、果肉褐変性と比較して低かった。  



 

- 98 - 

 

2. 連鎖不平衡（LD）の推定及び主成分分析 

LD の程度を推定するため、 86 品種・系統について 11,730 SNP

の多型データを使用してマーカー間の r2 値を算出し、マーカー間

の物理距離 10 kbp ごとに r2 の平均値をプロットした（ Fig.  4 -5）。

その結果、本集団において LD が保たれている（ r2 >0.2）範囲は約

700 kbp と推定され、約 750 Mbp のリンゴゲノムに 11,730  SNP を

配置した本 GWAS でのマーカー密度は 10.9 SNP/700 kbp となり、

解析には十分であると考えられた。  

一方、主成分分析の結果、本集団の第一、第二主成分の寄与率は

それぞれ 8.9％、7.0％であったため（ data not  shown）、集団の構造

化は微少と判断し、 PC＝ 0 で GWAS を行うこととした。  

 

3.GWAS による褐変関連形質の QTL の検出 

GWASは 11,730個の SNPマーカーと、2か年の褐変関連形質データ

（ INB（ 24-h及び 15-min）、総ポリフェノール含量及び PPO活性）、

及び 2016年の果汁褐変性データを用いて年次ごとに行った。算出

した全 SNPの - log1 0 (p )値を染色体ごとに推定物理位置順にプロット

したところ（ Fig.  4 -6,  Fig.  4 -7）、 INB（ 15-min）については 2016年

に 3つの染色体に、果汁褐変性については 2016年に 1つの染色体に、

総ポリフェノール含量については 2か年とも同一染色体に、 PPO活

性 に つ い て は 2016 年 に 2 つ の 染 色 体 に 閾 値 （ False  Discovery 

Rate=0.05）を越えるQTLが検出された。  

各形質で検出されたQTLについて、染色体ごとに最も有意性の高

い SNPを Table 4 -4に示した。 2015年は総ポリフェノール含量で 1つ

のQTLが検出され、GDsnp00047（第 16染色体上端、- log1 0 (p )  =7 .19）
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が最も有意性が高い SNPであった。 2016年に果肉褐変性（ 15-min）

で検出された 3つのQTLについて最も有意性が高い SNPは、それぞ

れ SNP_FB_0598996 （ 第 5 番 染 色 体 上 部 末 端 、 - log1 0 (p )= 6.93 ）、

SNP_FB_0049856 （ 第 10 番 染 色 体 下 部 、 - log1 0 (p )=4 .12 ） 及 び

SNP_FB_0935827（第 17番染色体下部、 - log1 0 (p )=6 .30）であった。

2016年に果汁褐変性で検出された QTLでは LAR1上に設計された

RosBREEDSNP_SNP_CT_1540624_Lg10_LAR1_MAF40_1618769_ex

on2（第 16番染色体上部末端、 - log1 0 (p )=5 .61）が最も有意性が高か

った。2016年に検出された総ポリフェノール含量のQTLについても、

本マーカーがピークを示した（ - log1 0 (p )=8 .14）。 PPO活性で 2016年

に検出された 2つのQTLでは、 SNP_FB_0599012（第 5番染色体上部

末 端 、 - log1 0 (p )=8.32 ） 及 び RosBREEDSNP_SNP_GA_49250482  

_Lg15_01707_MAF20_641093_exon1（第 15番染色体末端、- log1 0 (p )  = 

4.40）が最も有意性の高い SNPであった。  

これらのマーカー遺伝子型（AA、AB、BB）に基づいて各形質の

2015 年及び 2016 年の表現型分布を比較した（ Fig.  4 -8 ,  Fig.  4-9）。

総ポリフェノール含量の 2015 年の QTL に連鎖する GDsnp00047 で

は、総ポリフェノール含量のみ遺伝子型間に有意差があった。2016

年に検出された第 5 番染色体の INB（ 15-min）の QTL に連鎖する

SNP_FB_0598996 の遺伝子型 AA 群、AB 群及び BB 群では、 INB

（ 15-min 及び 24-h）、 PPO 活性が有意に異なっており、AA 群で最

も褐変性及び PPO 活性が低く、次いで AB 群、BB 群の順であった。

なお、果汁褐変性及び総ポリフェノール含量では有意差が見られ

なかった。第 10 番染色体に検出された INB（ 15-min）の QTL に連

鎖する SNP_FB_0049856 の異なる遺伝子型間には、INB（ 15-min 及



 

- 100 - 

 

び 24-h）に有意な差が見られたが、他の形質については差がなか

っ た 。 第 17 番 染 色 体 の INB （ 15-min ） の QTL に 連 鎖 す る

SNP_FB_0935827 では、 INB（ 15-min）のみ遺伝子型間に有意差が

あり、AA 群は褐変性が高く、次いで AB 群、BB 群であった。果汁

褐変性及び総ポリフェノール含量の QTL が検出された第 16 番染

色 体 の RosBREEDSNP_SNP_CT_1540624_Lg10_LAR1_MAF40_  

1618769_exon2 については、AA 群の品種は 1 個体のみであったた

め、AB 群及び BB 群についてのみ有意差検定を行ったところ、果

汁、総ポリフェノール含量、PPO 活性については AB 群が有意に高

い値を示したが、果肉褐変性については差がなかった。  

PPO 活性の QTL が検出された第 5 番染色体の SNP_FB_0599012

においては、 PPO 活性が AA 群で有意に高く、次いで AB 群、 BB

群の順であった。果肉褐変性（ 15-min）でも類似した傾向が見られ、

BB 群は他の 2 群に比べて有意に低い値を示した。また、第 15 番

染色体の PPO 活性に連鎖する RosBREEDSNP_SNP_GA_49250482_  

Lg15_01707_MAF20_641093_exon1 では、 BB 群が PPO 活性及び果

肉褐変性（ 15-min）で有意な低値を示した。  
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考察 

 

2 年間で合わせて 86 品種・系統について 5 つの褐変関連形質を

評価し、全ての形質は幅広い分布を示した（ Fig.  4 -1,  Fig.  4 -2）。し

かし、非褐変性（ INB（ 24-h）  < 0 .5）を示したのは‘あおり 27’

のみであった。第 2 章で QTL 解析に用いた F1 集団と、本章で GWAS

に用いた品種集団で各形質の中央値を比較すると、 165A27 集団の

INB（ 15-min）は 0.5、KA27 集団は 1.7 であるのに対し、GWAS 集

団は 3.0 と高い傾向であった（ Table 2-5,  Table 2 -6,  Table  4-2）。 INB

（ 24-h）については、 165A27 集団は 2.0-2.3、KA27 集団は 3.0-3.3

であるのに対し、GWAS 集団は 4.0 と高かった。PPO 活性は 165A27

集団及び KA27 集団ではそれぞれ 55.1 及び 49.1 であったのに対

し、GWAS 集団は 75.0-76.3 と顕著に高かった。一方で、総ポリフ

ェノール含量は 165A27 集団、KA27 集団、及び GWAS 集団で 81.9、

60.1、 63.9-71.5 と差は少なかった。このように、本章の GWAS で

用いた品種・系統集団は第 2 章で用いた F1 集団と比較して PPO 活

性及び果肉褐変性が高い特徴があった（ Fig.  2 -2,  Fig.  2 -3,  Fig.  4 -1,  

Fig.  4-2）。  

果肉褐変性に関する GWAS は Kumar et  al .（ 2013）の報告があり、

第 9 番及び第 16 番染色体に内部褐変に関する QTL が検出されて

いる。一方、マッピングによる解析では、第 3、第 10、第 11、第

14、第 15、第 16 及び第 17 連鎖群に QTL が報告されているが

（Mell idou et  al . ,  2012;  Guardo et  al . ,  2013;  Sun et  al . ,  2014）、いず

れも効果は小～中程度のものである。本研究では第 5、第 10、第

15、第 16 及び第 17 番染色体に褐変関連形質の QTL が検出された。
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INB（ 15-min）で検出された第 5、第 10、第 17 番染色体の QTL の

うち、第 5 及び第 10 番染色体の座は、INB（ 24-h）で閾値には達し

なかったものの、高い - log1 0 (p )値を示した（ Fig.  4-7）。これらのう

ち、最も高い有意性を示した第 5 番染色体の QTL に連鎖する

SNP_FB_0598996 の各遺伝子型の INB（ 15-min）平均値は、AA で

0、AB で 1.9、 BB で 3.2 であった。また、 INB（ 24-h）の平均は、

AA、AB、 BB 群で各々 0.4、 3.6、 4.2 であり、 B アレルが褐変の誘

導に強く関連していることを示唆した（ Fig.  4 -9）。非褐変性に連鎖

しているアレル A は、第 3 章のハプロタイプ分析で用いた 5 つの

祖先種のうち、‘ゴールデンデリシャス’のみに由来していた（ data 

not  shown）。一方、PPO 活性についても第 5 番染色体上部末端に有

意性の高い QTL（ SNP_FB_0599012）が検出されたが、本 SNP にお

いて低 PPO 活性に連鎖する B アレルは、‘ゴールデンデリシャス’、

‘紅玉’、‘国光’及び‘印度’に由来していた。果肉褐変性及び PPO

活性の QTL が第 5 番染色体の同位置に検出されたこと、また、褐

変し難い遺伝子組換えリンゴ Arct ic ®  Apple で発現抑制された 4 つ

の PPO（ PPO2 ,  GPO3 ,  APO5 ,  pSR7）のうち（ Carter,  2012）、 PPO2

及び pSR7 が本 QTL に存在することから、 PPO が果肉褐変性の原

因遺伝子のひとつである可能性が高い。しかし前述のように、非褐

変性アレルと低 PPO 活性アレルの由来は完全には一致しなかった。

PPO 活性について形質値を比較すると、‘ゴールデンデリシャス’

由来のアレルをホモ接合で持つ‘あおり 27’及び‘メロー’は、

それ以外の低 PPO 活性アレルをホモ接合で持つ‘ファーストレデ

ィ’等と比較して極めて PPO 活性が低く、由来によって機能が異

なる可能性がある。また、PPO の基質特異性が果肉中で褐変に大き
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く寄与するポリフェノール成分と、 PPO 活性測定の基質として用

いたクロロゲン酸とで異なっていた可能性も考えられる。  

リンゴの PPO タンパクは Murata  et  a l .（ 1992）によって単離さ

れ、 cDNA およびゲノム DNA も特定されている（ Boss et  al . ,  1995;  

Haruta et  al . ,  1998）。リンゴの PPO は複数の遺伝子ファミリーを形

成しており（ Boss et  al . ,  1995）、公開ゲノム（ GDDH13）のアノテ

ーション情報に基づくと、これらは第 5 番及び 10 番染色体に 18

か所も存在している。一方で、タンパクの電気泳動解析では単一の

バンドしか検出されていない（ Murata  et  al . ,  1992;  Haruta et  al . ,  

1998）。Kim et  al .（ 2001）はリンゴの果実で 2 つの PPO の発現解

析を行い、幼果で発現し肥大に伴って急速に発現量が減少すると

報告している。果実の PPO 活性についても、幼果で高く、肥大、

成熟とともに低下することから（Murata  et  al . ,  1995b;  Holderbaum 

et  al . ,  2010）、 PPO の大部分は幼果の段階で蓄積されている可能性

がある。しかし、複数の PPO が存在する可能性があるにもかかわ

らず、発現時期や局在性の差異を観察した報告は少なく、実際に機

能している PPO は特定に至っていない。今後、さらに詳細な分類

や遺伝子発現解析、タンパクレベルの機能解析が必要である。  

‘ちなつ’、‘北の幸’及び‘ウースターペアメン’の PPO 活性

は‘あおり 27’及び‘メロー’並に低かったが（ data not  shown）、

本解析集団ではマイナーな祖先に由来しているため、近縁の品種

及び系統を用いた解析が期待される。これらの褐変性は INB（ 24-

h）がそれぞれ 2、 4.7 及び 3.7 であり、いずれも‘メロー’より高

い。本研究の GWAS で得られた QTL の遺伝子型を比較すると、こ

れらの品種は INB（ 15-min）で検出された第 17 番染色体の遺伝子
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型が褐変性の高い AA 群であることから、本 QTL の原因遺伝子の

推定と利用も今後の課題である。  

第 16番染色体上部には果汁及び総ポリフェノール含量の QTLが

検出され、Kumar e t  al .（ 2013）の報告及び本研究第 2章のQTL解析

の結果と一致した。特に総ポリフェノール含量の QTLは高い有意性

で 2か年とも安定して検出された。この領域には LAR1が存在し、こ

れまでリンゴの主要ポリフェノールであるフラバン -3-オールやプ

ロアントシアニジン（Khan et  al . ,  2012）、カテキンやプロシアニ

ジンといった様々なポリフェノール含有量の QTLが報告されてお

り（ Chagné e t  al . ,  2012 b）、果汁褐変性の QTLも報告されている

（Kunihisa et  al . ,  2014;  Morimoto et  al . ,2014）。本QTLで最も有意性

の 高 い RosBREEDSNP_SNP_CT_1540624_Lg1 6_LAR1_MAF40_ 

1618769_exon2の各遺伝子型の形質分布（果汁及び総ポリフェノー

ル含量）は、いずれもAB群の値が BB群より有意に高く、 Bアレル

が難果汁褐変性及び低ポリフェノール含量に連鎖していることを

示した。Bアレルは、‘デリシャス’、‘ゴールデンデリシャス’、‘印

度’、‘紅玉’及び‘国光’の片側のアレルに由来していた。‘デリ

シャス ’、‘ゴールデンデリシャス ’及び‘印度’由来の難果汁褐変

性アレルは、第 2及び第 3章の F1集団を用いたQTL解析及びハプロタ

イプ解析でも非褐変性アレルとして同定されており、これらの因

子は同一であると考えられた。しかし、ポリフェノール含量及び果

汁褐変性に関する本領域の QTLは、F 1集団を用いたQTL解析では果

肉褐変性のQTLと一致したのに対し、品種群を用いたGWASでは一

致しなかったことから、本GWAS用集団においては、果肉褐変性へ

の影響が大きいのは PPO活性であり、ポリフェノール含量の影響は
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小さいと考えられた。  

INB（ 15-min）のQTLは第 10番染色体と第 17番染色体にも検出さ

れた。連鎖する SNP_FB_0049856及び SNP_FB_0935827の各遺伝子

型の表現型分布は INB（ 15-min）で有意差が確認され（ Fig 4-9）、前

者は INB（ 24-h）でも有意差を示した。これらの領域に総ポリフェ

ノール含量や PPO活性のQTLは検出されなかったことから、他の因

子に関係する領域である可能性が高い。Mell idou et  al .（ 2012）と

Guardo  et  al .（ 2013）は、第 10連鎖群に果肉褐変性に関するQTLを

報 告 し て お り 、 候 補 遺 伝 子 を GDP-L-galactose phosphorylase  1

（MdGGP1）と推定している。さらに、Mell idou et  al .（ 2012）は第

17連鎖群下部に果肉褐変性、果肉のアスコルビン酸（ AsA）及び還

元型アスコルビン酸（ DHA）含量のQTLを検出しており、発現解析

によってAsA含量と褐変程度に正の相関がみられたことから、これ

らのQTL近傍の dehydroascorbate reductase  3 -3（Md DHAR3-3）を候

補遺伝子として挙げている。また、第 17連鎖群同領域付近には、Sun 

et  al .（ 2014）も果肉褐変性の QTLを報告しており、 Chagné et  al .

（ 2012b）はクロロゲン酸含量のQTLを報告している。本領域には、

ヒドロキシケイ皮酸 /キナ酸転移酵素に関するHCT/HQTや、 p-クマ

ロイルキナ酸をクロロゲン酸へ変換する酵素をコードしている 

p-coumarate 3 -hydroxylase  が位置している。本研究では第 17番染色

体に総ポリフェノール含量のQTLは検出されなかったが、解析集団

の詳細なポリフェノール組成は不明であることから、ポリフェノ

ール生合成遺伝子が関与している可能性は排除できない。PPO活性

に関するQTLは第 15番染色体にも検出された。本染色体には、 Sun 

et  al .（ 2014）による果肉褐変性のQTLや、Change  et  al .（ 2012）に
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よる p-クマロイルキナ酸のQTLの報告があるが、PPO遺伝子自体は

座乗していないため、PPO活性に作用する何らかの因子が存在する

可能性が考えられた。  

以上から、本解析集団での果肉褐変性（ 15-min 及び 24-h）には

第 5 番染色体の QTL が大きく影響しており、その原因遺伝子は

PPO で、 PPO 活性を通じて果肉褐変性に影響を及ぼしていると考

えられた。第 2 章の QTL 解析に用いた F1 集団では褐変性の主動因

子であると考えられた第 16 番染色体の QTL（ LAR1）は、GWAS 用

集団では果汁褐変性及び総ポリフェノール含量に大きく影響して

いたが、果肉褐変性への影響はほとんど見られなかった。  

第 5 番染色体の QTL において、非褐変性因子である‘ゴールデ

ンデリシャス’由来のアレルをホモ接合でもつ品種は、供試 86 品

種・系統のうち‘あおり 27’及び‘メロー’のみであり、これら

の PPO 活性は極めて低かった（ 2015 年は 6.52 及び 21.67 uni t /g  FW、

2016 年は 18.27 及び 18.10 uni t /g  FW）。‘あおり 27’は第 16 番染色

体の QTL についても非褐変性アレルのホモ接合体であり、総ポリ

フェノール含量は低く（ 35.53 mg/100g FW, 2 か年平均値）、非褐変

性（ INB（ 24-h）＝ 0（ 2015）及び 0.2（ 2016））であった。‘メロー’

はこの QTL が褐変性 /非褐変性アレルのヘテロ接合体であり、総ポ

リフェノール含量は中庸で（ 54.98 mg/100g FW, 2 か年平均値）、す

り下ろした果肉はわずかに褐変した（ INB（ 24-h） =1.0（ 2015）及

び 0.7（ 2016））。従って、第 5 番染色体の PPO は難褐変性（ 0.5 ≤  

INB ＜  1 .5）に関する重要な因子であるが、非褐変性（ 0 ≤ INB ＜  

0 .5）を成立させるためには、第 16 番染色体の LAR1 も非褐変性ア

レルのホモ接合とする必要があると推測される。第 5 及び第 16 番
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染色体の 2 つの因子を使用したマーカー利用選抜は、非褐変性リ

ンゴの育成に有効であると考えられる。  

しかし、本 GWAS で供試した集団は比較的小規模なものであり、

偽陽性・偽陰性の可能性も否定できない。今後は集団サイズの増大

や、これらの QTL の効果を検証することが必要である。   
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Table 4-1. Apple cultivars / selections used for GWAS

2015 2016 Seed parent Pollen parent

Aikanokaori ○ ○ Fuji Tsugaru 2001 Japan

Akagi ○ Golden Delicious Jonathan 1975 Japan

Akane ○ Jonathan Worceter Pearmain 1970 Japan

Akibae ○ ○ Sensyu Tsugaru 1993 Japan

Akitabeniakari ○ ○ Orin Sensyu 2005 Japan

Akitabenihoppe ○ Sensyu Sansa 2009 Japan

Akita Gold ○ ○ Golden Delicious Fuji 1992 Japan

Aori 3 gou ○ Toko Richared Delicious - Japan

Aori 11 ○ Kitanosachi Jersy Mac 2004 Japan

Aori 13 ○ ○ Richared Delicious Tsugaru 2003 Japan

Aori 15 ○ ○ Fuji Aori 3 gou 2004 Japan

Aori 16 ○ 67-45 (Akane × Rero 11) Natsumidori 2004 Japan

Aori 21 ○ ○ Fuji Rei 8 2008 Japan

Aori 24 ○ ○ Granny Smith Rei 8 2013 Japan

Aori 25 ○ ○ Mellow Liberty 2013 Japan

Aori 27 ○ ○ Kinsei Mahe 7 2008 Japan

Aori 29 gou ○ Tsugaru Sansa - Japan

Benihatsumi ○ Tugaru Sansa 2018 Japan

Beniminori ○ Tsugaru Gala 2019 Japan

Chinatsu ○ Akane Stark Earliest 2001 Japan

Cute ○ Sensyu Tsugaru 2003 Japan

Delicious ○ ○ - - 1880s USA

Elstar
a ○ Ingrid Marie Golden Delicious 1950s Netherlands

First Lady ○ Sansa Tsugaru 2009 Japan

Fuji ○ ○ Ralls Janet Delicious 1962 Japan

Gala ○ ○ Kid's Orange Red Golden Delicious 1974 USA

Golden Delicious ○ ○ Grimes Golden Golden Reinette - USA

Golden Melon ○ ○ Golden Delicious Indo 1949 Japan

Granny Smith ○ ○ - - 1868 Australia

Gunma Meigetsu ○ ○ Akagi Fuji 1991 Gunma

Haruka ○ ○ Golden Delicious Delicious 2002 Japan

Hatsuaki ○ ○ Jonathan Golden Delicious 1976 Japan

Hida ○ ○ Fuji Golden Delicious 1985 Japan

Himekami ○ ○ Fuji Jonathan 1985 Japan

Hinoazuma ○ ○ Sensyu Himekami 2006 Japan

Honey Queen ○ ○ Megumi Sekaiichi 1995 Japan

Hozuri ○ ○ Fuji Jonathan 1996 Japan

Indo ○ ○ - - - Japan

Iwakami ○ ○ Fuji Jonathan 1985 Japan

Jersey Mac ○ NJ-24 July Red 1971 USA

Jonathan ○ ○ - - - USA

Kanki ○ ○ Sensyu Tsugaru 1992 Japan

Kaori ○ ○ Richared Delicious #111 - Japan

Kinsei ○ ○ Golden Delicious Delicious 1972 Japan

Kio ○ Orin Sensyu 1994 Japan

Kitanosachi ○ Tsugaru American Summer Pearmain 1981 Japan

Kitaro ○ ○ Fuji Hatsuaki 2000 Japan

Kizashi ○ Gala Stark Earliest 1991 Japan

Koukou ○ ○ Hirodai 1 gou Fuji 1999 Japan

Kotaro ○ ○ Fuji Hatsuaki 2001 Japan
a
For juice browning in 2016, we investigated 84 cultivars and selections except for 'Elster'.

b
Registration / Publication year: Year of cultivar registration or appearance in commercial / test production.

Cultivar / selection
Phenotypic evaluation Pedigree Registration /

Publication year
b

Origin
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(continued)

2015 2016 Seed parent Pollen parent

Mahe 7 ○ ○ 5 gou (Golden Delicious × Indo) Redgold - Japan

Maoi ○ Mantet HAC 6 2004 Japan

McIntosh ○ - - - Canada

Megumi ○ ○ Ralls Janet Jonathan 1950 Japan

Mellow ○ ○ 19 gou (Golden Delicious × Indo) Golden Delicious 1990 Japan

Miki Life ○ Sensyu Tugaru 1992 Japan

Morinokagayaki ○ ○ Tsugaru Gala 2011 Japan

Morioka 68 ○ Sansa Sensyu - Japan

Narihoko ○ Golden Delicious Fuji 1985 Japan

Orei ○ ○ Golden Delicious Delicious 1951 Japan

Orin ○ ○ Golden Delicious Indo - Japan

Ralls Janet ○ ○ - - - USA

Redgold ○ ○ Golden Delicious Richared Delicious 1946 USA

Rero 11 ○ Toko Richared Delicious - Japan

Sansa ○ Gala Akane 1988 Japan

Sekaiichi ○ ○ Delicious Golden Delicious 1974 Japan

Sensyu ○ ○ Toko Fuji 1980 Japan

Shinano Dolche ○ ○ Golden Delicious Sensyu 2005 Japan

Shinano Gold ○ ○ Golden Delicious Sensyu 1999 Japan

Shinano Piccoro ○ ○ Golden Delicious Akane 2006 Japan

Shinano Pucchi ○ ○ Tsugaru Sansa 2010 Japan

Shinano Red ○ Tsugaru Vista Bella 1997 Japan

Shinano Sweet ○ ○ Fuji Tsugaru 1996 Japan

Shinsekai ○ ○ Fuji Akagi 1988 Japan

Syusei ○ ○ Fuji Tsugaru 2005 Japan

Slim Red ○ ○ Fuji Akagi 1995 Japan

Telamon ○ ○ Wijcik Golden Delicious 1989 UK

Toki ○ ○ Orin Fuji 2004 Japan

Toko ○ ○ Golden Delicious Indo 1962 Japan

Trajan ○ Golden Delicious Wijcik 1989 UK

Tsugaru ○ ○ Golden Delicious Jonathan 1975 Japan

Tuscan ○ ○ Wijcik Greensleeves 1989 UK

Worceter Pearmain ○ - - 1870s UK

Yoko ○ ○ Golden Delicious Jonathan 1981 Japan

4-23 ○ ○ Fuji Mahe 7 - Japan

230-1 ○ Tsugaru Sansa - Japan
a
For juice browning in 2016, we investigated 84 cultivars and selections except for 'Elster'.

b
Registration / Publication year: Year of cultivar registration or appearance in commercial / test production.

Cultivar / selection
Phenotypic evaluation Pedigree Registration /

Publication year
b

Origin
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第 5 章  

 

総合考察 

褐変は食品の外観を著しく損ない、商品価値を喪失させること

から、生産者、流通業者、加工業者にとって重大な負の現象であり、

そのコントロールは食品の加工、貯蔵上重要な課題である（Haruta  

et  al . ,  1998;  Mart inez  and  Whitaker,  1995）。世界中で広く栽培されて

いる‘ふじ’、‘ゴールデンデリシャス’、‘デリシャス’、‘グラニー

スミス’、‘ガラ’及び‘旭’はいずれも褐変する品種である。近年

は、食の簡便化や外部化を背景として、カットフルーツやドライ等、

加工品の需要が高まっているが、加工業者には酸化防止処理や特

殊包装といったコストや、加工工程の時間的制約が課せられる。消

費者にとっても、外観の新鮮さを保つためにはカット後の塩水等

による褐変防止処理が必須となり、離乳食や介護食用にすり下ろ

した場合は特に褐変のスピードが速く、褐変防止は難しい。調理後

すぐに食べなければ褐変して外観が損なわれる煩わしさは、リン

ゴの利用頻度を制限する一因であり、褐変防止処理の軽減が期待

できる非～難褐変性リンゴ品種の作出が望まれる。  

交配育種における非～難褐変性品種の育成例は極めて少なく、

効率良く作出するためには、遺伝様式と原因遺伝子座の解明、及び

DNA マーカーの開発が不可欠である。リンゴの果肉褐変性の遺伝

解析についてはいくつかの報告があるが（ Mill idou et  al . ,  2012;  

Guardo at  al . ,  2013;  Sun et  al . ,  2014;  Kumar et  al . ,  2013）、用いられ

ている材料は、基本的に褐変する品種・個体であり、その褐変程度

は果実カット面で評価されているため正確な計測と再現が難しく、
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得られた QTL は小～中程度であった。そのため、原因遺伝子や遺

伝様式は特定されておらず、品種開発に活用するための知見は不

足していた。本研究では、非～難褐変性リンゴ品種育成のために、

果肉褐変性の原因遺伝子領域及びその遺伝様式と、非褐変性の成

立条件を明らかにすることを目的として、①果肉褐変性の評価に

おいて、より厳しい酸化条件であるすり下ろしにより高感度の検

出を試み、②褐変性と関連が予想される複数形質（果汁褐変性、総

ポリフェノール含量、PPO 活性）を同時に分析・比較し、③稀少な

非褐変性品種である‘あおり 27’の F1 集団を材料とした QTL 解

析及び主要 QTL のハプロタイプ解析と（第 2 章及び第 3 章）、④多

様な遺伝資源を利用した GWAS を行った（第 4 章）。  

第 2 章では、‘あおり 27’と褐変性を有する親（ F1-165 及び‘こ

うたろう’）の F1 集団を用いた QTL 解析により、果肉褐変性に関

連する複数形質（果肉及び果汁褐変性、ポリフェノール含量、PPO

活性）の主要 QTL が褐変性親の第 16 連鎖群上部の LAR1 近傍に検

出されたことから、リンゴのポリフェノール生合成経路上（ Fig.  1-

3）の遺伝子 LAR1 が褐変基質であるポリフェノール含量を制御し

ていると推察された。本 QTL は両集団で複数年安定して検出され

ており、十分に信頼性が高く、非常に大きな効果があると考えられ

た。非褐変性親である‘あおり 27’に有意な QTL は検出されなか

ったこと、 165A27 集団において褐変性はほぼ単因子支配であるこ

とから、非褐変性の遺伝様式は劣性遺伝であると推定された。また、

交配親である F1-165 は‘あおり 27’の後代ではないにも関わらず、

多数の非褐変性 F1 個体を出現させたことから、非褐変性は複数の

祖先品種由来の非褐変性アレルの集積によるもので、‘あおり 27’
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の突然変異によるものではないことが示唆された。  

第 3章では、第 16連鎖群に検出されたQTLのハプロタイプ解析に

より、非褐変性の LAR1アレルは 3つの祖先品種（‘ゴールデンデリ

シャス’、‘デリシャス’及び‘印度’）に由来し、これらの組み合

わせにより褐変程度が低くなることを明らかとした。非褐変性ア

レルは‘ふじ’、‘つがる’、‘王林’等、複数の品種に継承されてお

り、本QTLに関する限り、非褐変性品種を育成するために広い遺伝

資源の選択が可能であることが明らかとなった。一方、本QTL近傍

には酸度および致死遺伝子が存在した。品種育成では、望ましい形

質に関する遺伝子を導入すると、それに連鎖する不良形質も一緒

に取り入れてしまうことがあるため（リンケージドラッグ）、非褐

変性アレルと酸度及び致死遺伝子アレルとの連鎖関係を明らかに

した。その結果、‘ゴールデンデリシャス’及び‘デリシャス’由

来の非褐変性アレルは高酸性のアレル（Ma）と連鎖していたが、

‘印度’由来の非褐変性アレルは低酸性のアレル（ ma）と連鎖し

ており、‘印度’由来の非褐変性アレルを利用することによって、

適度な酸味の品種育成が可能であると考えられた。一方、いずれの

非褐変性アレルも致死型のアレルと連鎖していないため、本QTLで

の選抜により致死が引き起こされる危険性はないことが明らかと

なった。  

第 4 章では、遺伝資源 85 品種及び系統を用いた GWAS によって

褐変関連形質（果肉及び果汁褐変性、総ポリフェノール含量、PPO

活性）を解析し、果肉褐変性には第 5 番染色体の PPO と推定され

る QTL がより大きく影響していることが示された。第 5 番染色体

の QTL で非褐変性アレルとして検出されたのは‘ゴールデンデリ
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シャス’由来のものであり、GWAS 集団の中でこのアレルをホモ接

合で持つ‘あおり 27’及び‘メロー’の 2 品種は明らかに他品種

より PPO 活性が低く、褐変程度も低かったことから、第 5 番染色

体の非褐変性アレルがホモ接合となることで、 PPO 活性及び果肉

の褐変性が低下することが示唆された。また、総ポリフェノール含

量及び果汁褐変性に関する QTL は第 16 番染色体の LAR1 上に検出

され、第 2 章の結果を裏付けた。さらに、基質である総ポリフェノ

ール含量を低下させる LAR1 のアレルは、‘ゴールデンデリシャス’、

‘デリシャス’、‘印度’の 3 品種に加えて‘紅玉’及び‘国光’も

保有している可能性が示唆された。これら 2 因子に加え、果肉褐

変性について検出された第 17 番染色体上の QTL も選抜マーカー

として有望であり、今後、原因遺伝子を特定することで新たな褐変

のメカニズムの解明につながると考えられる。今後は、多様な遺伝

的背景の集団を使用して、第 5 及び 16 番染色体上の QTL の果肉

褐変性に対する効果を検証し、DNA マーカーによる選抜効果を確

認していく必要がある。また、様々な褐変程度を示す品種を用いて

LAR1 や PPO 等の発現解析を行うことにより、褐変性の原因遺伝子

の特定や、遺伝子（転写調節）領域の構造変異解析が進展すること

が期待される。  

‘あおり 27’のような非褐変性リンゴは、酸化防止剤の浸漬処

理では抑えられない、加工後のカットや損傷等による二次的な褐

変にも対応することができる。また、すり下ろしによる離乳食や介

護食、生果流通によるサラダやデザート、無添加の加工品（カット

りんご、ジュース、シャーベット）等への利用といった、新たな用

途も期待できる。一方で、健康によいとされているカテキンやプロ
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シアニジン等のポリフェノール含量（ Eberhardt  et  al . ,  2000）の低

下が懸念される。しかし、ペクチン、食物繊維、ビタミン、ミネラ

ル、ウルソール酸等リンゴの他の機能性成分（ Slavin and Lloyd, 

2012;  Hyson,  2011;  Andre et  al . ,  2016）については維持されるため、

非褐変性付与によるリンゴの利便性の向上は、摂取量の増大を通

して健康に寄与する可能性もある。一方、‘メロー’のような難褐

変性リンゴは、わずかに褐変するがポリフェノール含量は維持さ

れる。すり下ろしや酸化防止剤不使用での利用は難しいものの、

PPO 活性が極めて低く、短時間では褐変しにくいため、加工や調理

過程での変色が少なく、作業時間が制約されないメリットがある。

第 5 番及び 16 番染色体上の QTL の組合せで、果肉褐変性に関す

るこれらのタイプの品種が育成できる可能性が示された（ Fig.  5-1）。

第 16 番染色体上の QTL に関しては、非褐変形質と機能性成分含

量維持のいずれを優先するか、育種目標を明確にして選抜を行わ

なければならない。  

果樹における GWAS はリンゴ、ナシ、モモ等で最初に報告され

（Kumar et  al . ,  2013;  Iwata et  al . ,  2013;  Aranzana et  al . ,  2010）、様々

な樹種で多様な形質を対象に行われてきた。 Nishio  et  al .（ 2018）

はクリの 99 品種及び系統で、162 の SSR マーカー及び 741 の SNP

マーカーを使用して 5 形質について解析を行い、収穫期と虫の食

入について育種に有用な QTL を報告した。 Imai  et  al .（ 2018）はカ

ンキツ 110 品種及び系統について、費用効率の高いハイスループ

ットな GBS（ genotyping-by sequencing）によって得られた 2,309 SNP

を使用し、果重、果皮色、果肉及びじょうのうの硬さについて、交

配育種に有効な 7 つの QTL を同定した。また、Farnet i  et  al .（ 2017）
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はリンゴ 162 品種を用いて 9,142 SNP で解析し、果肉質と香り成

分について重要な候補遺伝子座を報告した。本研究でも GWAS で

有意性の高い新規の QTL が検出され、GWAS が果樹においても効

果的な手法であることがあらためて確認された。今後もシーケン

ス技術の向上とともに活発に利用され、育種に有用な QTL が明ら

かとなることが期待される。  

バラ科果樹におけるマーカー利用選抜はリンゴやオウトウで報

告がある（Ru et  al . ,  2015）。リンゴでは黒星病抵抗性について Rvi6

（ Vf）遺伝子及び表現型でのスクリーニングを 1,000 個体以上で実

施し、マーカーの信頼性を実証した（ Tartarini  et  al . ,  2000）。また、

収穫後の貯蔵性について、約 3,000 個体の Md-ACS1 遺伝子型判定

を行い、苗木の初期選抜によって従来コストの約 60％が節約でき

ることが示された（ Edge-Garza  e t  al . ,  2010）。また、Kellerhals  et  

al .（ 2011）は 2 つの実生集団からリンゴ火傷病抵抗性（ FB-F7QTL）、

黒星病抵抗性（ Rvi4 及び Rvi6）、うどんこ病の複合抵抗性（ P12）

をもつ複合抵抗性個体を DNA マーカーによって選抜した。オウト

ウでは、自家和合性及び果実サイズについて約 2,300 個体を解析し

て お り 、 コ ス ト の 削 減 に つ な が っ て い る （ Haldar  et  al . ,  2010; 

Rowland et  al . ,  2012）。アメリカでは遺伝情報やツールを応用して

バラ科作物の育種効率化を図るため、 2009 年から 2013 年に資金

提供された大規模プロジェクト RosBREED が組織され、リンゴの

マーカー選抜が促進された。ワシントンリンゴ育種計画では 9,000

実生を対象に貯蔵性、硬さ、食感、果汁、酸度についてマーカー選

抜が行われており（ Sebol t ,  2013）、ミネソタ大学リンゴ育種計画

では果皮色、酸度、ビターピット、黒星病抵抗性について 1,700 実
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生を対象に実施されている（ Peace,  2013）。青森県では、 2008 年

に青り 4 号と黒星病抵抗性品種‘あおり 25’（Kudo e t  al . ,  2013）

の交雑実生 228 個体について、黒星病抵抗性遺伝子（ Vf）に連鎖す

る DNA マーカーを用いて 112 個体を選抜した（Kudo e t  al . ,  2009）。

また、2015 年に‘あおり 15’と青り 14 号の交雑実生 1,176 個体を

果皮色（ Rf）マーカーで 563 個体に選抜、 2015 年～ 2016 年に黒星

病抵抗性系統である青り 28 号と‘さんさ’の交雑実生 2,104 個体

を Vf 及び ACS1（Harada et  al . ,  2000）マーカーで 435 個体に選抜

しており（ data not  shown）、圃場で評価する個体を 1/2～ 1/4 に絞

り込み、育種の効率化を図っている。イネやコムギでは既にマーカ

ー利用選抜で育成された品種の事例がある（ Tomita ,  2009;  藤田、

2013）。リンゴや他の果樹についても活発に実施されていることか

ら、今後の報告が期待される。  

本研究により褐変性の遺伝様式と原因遺伝子座が明らかとなっ

たことから、交配親の選定と非褐変性個体の出現確率の予測及び

DNA マーカー選抜が実施可能となり、利用効果も高いことが期待

できる。既に報告のある低エチレン生成（Harada et  al . ,  2000）、硬

さと軟化（ Costa et  al . ,  2010）、収穫期（ Liebhard  et  al . ,  2003a;  Kenis  

et  al . ,  2008;  Kunihisa et  al . ,  2014）の QTL に関する知見と併せて選

抜することで、早生～晩生の様々な収穫期で、貯蔵性に優れた非～

難褐変性品種が効率良く育成でき、将来的にはリレー販売による

周年供給が可能となることが期待される。例として、LAR1、PPO 近

傍 QTL 及びエチレン生成遺伝子（ ACS1）の 3 座において、種子親

及び花粉親の遺伝子型がヘテロ接合体である交配親を選択した場

合のマーカー選抜モデルを示す。これまでは ACS1 を利用して 1/4
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を選抜するに留まっていたが、今後はそれに加えて LAR1 及び PPO

近傍 QTL の 2 座において非褐変性アレルのホモ接合体となる個体

を選抜すると 1/64 まで個体数を絞り込むことが可能となる（ Fig.  

5-2）。Luby and Shaw （ 2001）は従来の育種とマーカー利用選抜で

のコストを比較し、幼若期の長いリンゴやブドウにおいて幼苗段

階での実施はメリットが多く、特に単一遺伝子座で選抜可能な形

質や遺伝率の高い形質では効果が大きいとしており、早期選抜に

よって経費や労力の削減が期待できる。あるいは、圃場面積を維持

した場合、 64 倍規模での育種が可能となり、優良品種の出現確率

は格段に高まると考えられる。  

育種に用いる交配親選定には、対象形質の遺伝子型に加えてハ

プロタイプの由来や連鎖関係を考慮する必要がある。系譜情報が

有用だが、交配組合せに矛盾が生じる例もあり、遺伝解析によって

補完された正確な親情報が役立っている（Abe et  a l . ,  2006）。第 16

番染色体上の QTL の非褐変性アレルは複数の祖先品種に由来し、

既に日本の様々な品種に継承されていることが明らかとなった

（ Table  5-1）。特に‘あおり 27’、‘マヘ 7’、‘東光’、‘金星’、

‘レッドゴールド’は非褐変性アレルのホモ接合体であり、高い確

率で非褐変性の後代が得られる交配親として期待できる。特定し

た全ての非褐変性アレルは、野生型の非致死アレルと連鎖してい

ることが判明し、非褐変性個体の選抜により致死が引き起こされ

る危険性はないことが明らかとなった。一方、酸度遺伝子に関して

は、‘印度’由来の非褐変性アレルを除いて、全ての非褐変性アレ

ルが高酸性アレルに連鎖していた。食味に関する他の QTL との兼

ね合いもあるが、高酸性アレルのホモ接合体は、酸度が高く生食用
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として適さない可能性があり、非褐変性かつ適酸の品種を育成す

るためには‘印度’由来のアレルが有用な資源となる。‘印度’由

来の非褐変性アレルは‘あおり 27’の他、‘ゴールデンメロン’、

‘東光’及び‘マヘ 7’が保有しており（ Table 5-1）、これらの後代

にも受け継がれている可能性が高い。一方で、第 16 番染色体上部

には、この他にも、裂果性や、斑点性障害、肉質に関する QTL の

報告がある（Kumar et  al . ,  2013;  Longhi  et  al . ,  2012;  Tazawa e t  al . ,  

2017）。そのため、品種育成において本領域で実生選抜を行う場合

には、これらの形質への影響について慎重に検証を行っていく必

要がある。第 5 番染色体 QTL の非褐変性アレルも同様に、既に種々

の品種に伝播しており、‘あおり 27’はホモ接合、‘マヘ 7’、‘世

界一’、‘レッドゴールド’、‘東光’、‘ゴールデンメロン’及び‘金

星’はヘテロ接合で非褐変性アレルを保有していると推定される

（ data  not  shown）。これらの非褐変性アレルを保有する品種を交配

親に用い、候補遺伝子近傍に設計した DNA マーカーにより、非褐

変性アレル集積個体を選抜することで、遺伝子組換えに頼らない

非褐変性リンゴの育成が可能であると考えられる。  

一例として、主力品種‘ふじ’を交配親に用いる非褐変性品種の

育成戦略について示す。‘ふじ’と非褐変性アレルを保有する親を

交配することで、‘ふじ’の優れた食味と貯蔵性を引き継ぐ非褐変

性品種の育成が期待できる。‘ふじ’の第 16 番染色体上の QTL は

褐変性 /非褐変性アレルのヘテロ接合であるため、同座に非褐変性

アレルを持つ親と交配することにより、 F1 世代で非褐変性アレル

のホモ個体が得られる。しかし、‘ふじ’の第 5 番染色体上の QTL

は褐変性アレルのホモ接合であるため、非褐変性アレルのホモ個
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体を得るためには、非褐変性アレルを持つ親との交配を少なくと

も 2 回繰り返す必要があり、比較的長い時間を要すると考えられ

る。  

リンゴの品種育成を加速する新たな手法として、早期開花技術

の利用が報告されている（ Flachowsky et  al . ,  2011）。野生種から病

害抵抗性遺伝子を導入する場合、果実の品質を向上するためには 5

回ほど栽培品種との戻し交配を繰り返し、世代を進める必要があ

るが、リンゴでは 1 世代に約 10 年を要するため、実用化までには

相当な時間を要する。そこで、シラカバの BpMADS4 遺伝子を過剰

発現する早期開花系統を遺伝子組換えによって作出し、世代促進

とマーカー利用選抜を組み合わせることで、火傷病、黒星病及びう

どんこ病抵抗性遺伝子を早期に品種へ導入する手法が確立されて

おり、野生種からの形質導入や、複数形質の集積を進める上で非常

に期待されている。褐変性に関しては、‘ふじ’を利用した前述の

戦略の場合は 2 世代にわたる交配が必要であるが、早期開花技術

の利用により、数年間での品種候補系統の獲得が見込める。  

近年、ゲノム編集技術の進展も目覚ましく、これまで利用されて

きた人工制限酵素より扱いが容易な CRISPR/Cas9 が発表されたこ

とで、哺乳類、魚類、植物など様々な生物に適用されるようになっ

た（ Pennisi ,  2013）。受粉不要なトマト（Ueta  et  al . ,  2017）や、ソ

ラニンを作らないジャガイモが作出され（Nakayasu et  a l . ,  2018）、

ウイルス病耐性のあるバナナの育成への利用も報告されている

（ Tripathi  et  al . ,  2019）。リンゴでは、Nishi tani  et  al .（ 2016）がフ

ィトエン不飽和化酵素（ PDS）機能を破壊してカロテノイド生合成

を抑制し、葉緑素の損傷によるアルビノ個体を作出し、視覚及びゲ
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ノム DNA 解析の双方でゲノム編集の成功を確認した。現時点では、

人工制限酵素を送り込む手段として遺伝子組み換え技術を用いて

いるが、直接人工制限酵素を導入する研究も進められている。果肉

褐変性には複数の遺伝子が関与することが示されたが、マルチプ

レックスでゲノム編集が可能であることがトマトで報告されてい

る（Hashimoto  et  a l . ,  2018）。ターゲットの数が増えると成功率は

低くなるものの、個体数を増やすことで応用できると考えられ、褐

変関連遺伝子の機能破壊によって、既存の主力品種へ非褐変性を

付与できる可能性がある。  

本研究の知見は、褐変性が問題となるモモやナシ、ビワ等他作物

への応用も期待できる。GDR（ ht tps: / /www.rosaceae .org）Web サイ

トではリンゴを含む様々なバラ科果樹における LAR 及び PPO の遺

伝子の位置や配列が公開されている。 LAR の塩基配列を作物間で

比較すると、バラ科果樹では比較的遺伝子の共通性が高い（ Fig.  5-

3）。また、モモでは生理障害である内部褐変の QTL 解析の結果か

ら、アントシアニン生合成経路においてロイコシアニジンをシア

ニジンに変換する酵素をコードする leucoanthocanidin dioxygenase

が原因遺伝子として報告されている（Ogundiwin  et  al .  2008）。褐変

性が問題視される他作物でも、 LAR や PPO と同様の機能をもつ遺

伝子が原因となっている可能性が考えられ、遺伝子配列の類似性

や機能比較、発現解析によって、褐変性の原因遺伝子が明らかにな

れば、ゲノム編集で遺伝子を改変するアプローチが可能となる。  

Okanagan Special ty  Frui ts 社が開発した果肉が褐変し難い遺伝子

組換えリンゴ Arct ic ®  Apple は 2003 年から試験栽培を開始し、2015

年に米国農務省の許可を得て商業栽培を開始した。大豆やトウモ
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ロコシといった加工品に利用される作物ではなく、生食するリン

ゴであるため、安全性に疑問を抱く消費者が多く、農家や市民団体

からも反発は根強い。このため、褐変しないジャガイモは 2 年間

で認可されたのに対し、Arct ic ®  Apple は 5 年の評価期間を要した。

2017 年に果実販売が開始され、カットりんごやスナック等の加工

品も流通しており、同社は 2019 年～ 2020 年にかけて約 3,600 トン

の生産を見込んでおり、今後も生産量を増やすとしている。消費者

の publ ic  acceptance が順調であれば魅力的な商品であるが、現状で

は表示義務のない米国であっても「遺伝子組換え」表記を求める声

は多い。EU では遺伝子組換えの表示基準を厳しく取り決めており、

事実上欧州等諸外国への輸出は困難であり、販路拡大の道のりは

険しい。生産量の多い中国でも遺伝子組換えに対する積極的な動

きはなく、明確なスタンスは示されていない。果樹の遺伝子組換え

作物の成功例では、ハワイで遺伝子組換えパパイヤが栽培面積の 8

割を占める事例があるが、産業に壊滅的な被害を与えるパパイヤ

リングスポットウイルス病への抵抗性獲得が目的のため、受け入

れざるを得ないという背景がある。交配育種によって作出された

品種では上述のような問題は生じず、‘あおり 27’は既に輸出もさ

れている。  

これまで、遺伝子組換えでなければ作出は難しいと考えられて

きた非褐変性品種だが、鍵となる遺伝子領域と遺伝様式が明らか

となり、DNA マーカーが開発されたことで、交配育種による作出

及びマーカー利用選抜の道が開けた。‘あおり 27’  1 品種ではリ

レー販売できず、非褐変性リンゴの加工品利用や流通は制限され

てきたが、育種目標に沿って各 QTL で望ましい遺伝子型を組み合
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わせていくことで、多様な非～難褐変性リンゴ品種を効率的に育

成することができると考えられ、加工作業効率の上昇や、付加価値

をつけた新製品による新たな市場展開が期待される。消費者にと

っても「褐変しない」という付加価値により家庭での利用の幅が広

がることから、果実購入頻度の向上も期待できる。また、日本産輸

出リンゴのシェアが高い台湾等では新品種の需要が増加しており、

付加価値のあるリンゴとして輸出へ貢献できる可能性もある。近

年は、皮を剥かずに食べられる、手がよごれない、種がない等、よ

り手軽に口に出来る作目や品種の人気が高い。今後、本研究の知見

を利用した育種により、褐変性を克服した魅力ある新品種が誕生

し、リンゴの消費拡大及び産業の活性化へ貢献することが期待さ

れる。  
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摘要  

 

リンゴは、世界の生産量が果樹で第 3 位の経済的に重要な商業

作物であり、生食のほか加工利用もさかんである。果実をカットし

たときに生じる果肉褐変は外観を著しく損ない、商品価値を喪失

させる重大な負の現象である。青森県で育成されたリンゴ品種‘あ

おり 27’は、すり下ろし 5 日後も果肉が褐変しない希有な非褐変

特性から、新たな需要を喚起する品種として期待されるが、‘あお

り 27’  1 品種では周年供給することができない。リレー販売が可

能な収穫期が異なる新たな非褐変性リンゴ品種の作出のためには、

非褐変特性の原因遺伝子領域や遺伝特性の解明、DNA マーカーに

よる選抜育種が不可欠である。そこで本研究では、‘あおり 27’や

その後代、祖先品種及び多様な遺伝資源を対象とした遺伝解析を

行い、果肉褐変性の原因遺伝子領域及び遺伝様式を明らかにする

ことを目的とした。  

‘あおり 27’と褐変性を有する親（ F1-165 及び‘こうたろう’）

を交配した 2 つの F1 集団（ 165A27 集団 50 個体及び KA27 集団 55

個体）を用いた QTL 解析によって、褐変性に関連する複数形質（果

肉及び果汁褐変性、総ポリフェノール含量、PPO 活性）の主要 QTL

が褐変性親の第 16 連鎖群上部の LAR1 近傍に検出された。一方で、

非褐変性親である‘あおり 27’に有意な QTL は検出されなかった。

165A27 集団では QTL の寄与率が 66.3－ 73.4％と高く、連鎖マーカ

ーの遺伝子型と褐変指数の分離が概ね一致したことから、本集団

において褐変性はほぼ単因子支配であり、非褐変性の遺伝様式は

劣性遺伝であると推定された。 QTL 上に位置するポリフェノール
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生合成経路上の遺伝子 LAR1 が、褐変の基質であるポリフェノール

含量を制御していると推察された。 F1-165 は‘あおり 27’の後代

ではないにも関わらず、多数の非褐変性 F1 個体を出現させたこと

から、非褐変性は複数の祖先品種由来の非褐変性アレルの集積に

よるもので、‘あおり 27’固有の突然変異によるものではないこと

が示唆された。  

非褐変性アレルの起源を明らかにするために、 QTL 解析に用い

た 2 集団とその祖先品種及び近縁品種について、第 16 連鎖群の

QTL 周辺のハプロタイプ解析を行い、非褐変性アレルの由来する

祖先品種のハプロタイプを推定した。‘あおり 27’及び非褐変性 F1

個体は、‘ゴールデンデリシャス’、‘デリシャス’及び‘印度’に

由来する非褐変性アレルのいずれかをホモ接合で持っており、こ

れにより褐変程度が低くなることが明らかとなった。 QTL 近傍に

は酸度及び致死遺伝子が存在し、大部分の非褐変性アレルが高酸

性アレルと連鎖している一方で、‘印度’由来の非褐変性アレルの

み低酸性アレルと連鎖していた。高酸性アレルのホモ接合体は酸

度が高くなる傾向があることから、生食に適した適度な酸味の品

種を育成するためには、‘印度’由来の非褐変性アレルが有用であ

ると考えられた。また、いずれの非褐変性アレルも野生型の非致死

アレルと連鎖しており、非褐変性アレルの選抜により致死が引き

起こされる危険性はないことが明らかとなった。  

また、QTL 解析と並行して、遺伝資源 85 品種及び系統を用いた

GWAS によって褐変関連形質（果肉及び果汁褐変性、総ポリフェノ

ール含量、PPO 活性）を解析し、第 16 番染色体以外に 5 番、10 番

及び 17 番染色体上に新たな QTL を同定した。果肉褐変性には第 5
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番染色体の QTL 上に位置する PPO がより大きく影響していると

推定され、本 QTL で‘ゴールデンデリシャス’由来のアレルがホ

モ接合となることで、 PPO 活性及び果肉の褐変性が低下すると考

えられた。また、総ポリフェノール含量及び果汁褐変性に関する

QTL は第 16 番染色体の LAR1 上に検出され、QTL 解析の結果を裏

付けた。基質であるポリフェノール含量を低下させる LAR1 のアレ

ルは、‘ゴールデンデリシャス’、‘デリシャス’及び‘印度’の 3

品種に加えて‘紅玉’及び‘国光’も保有している可能性が示唆さ

れた。  

本研究により、褐変性を制御する原因遺伝子座、遺伝様式及び非

褐変性アレルの由来が明らかとなったことから、交配親の選定と

非褐変性個体の出現確率の予測及び DNA マーカー選抜が実施可能

となり、交配育種による非褐変性品種育成の道が開けた。既に報告

のある収穫期や日持ち性等に関する知見と併せてマーカー選抜に

利用することで、早生～晩生の様々な収穫期で、貯蔵性に優れた非

褐変性品種が育成できると考えられる。今後は、多様な遺伝的背景

の集団を使用して、これらの DNA マーカーによる選抜効果を確認

していく必要がある。   
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Summary 

 

Flesh browning spoils both the appearance and commercial  

value of apple fruits (Malus ×domestica Borkh.) .  Market 

demand for non-browning apples is increasing, but such 

cultivars rarely arise in cross -breeding. This makes marker-

assisted selection indispensable,  but the genetic  causes an d the 

patterns of inheritance are not known. The purpose of this 

study was to  identify causal genetic regions and patterns of 

inheritance of the non-browning trait and how non -browning 

apples might be developed in order to facil itate cultivar 

development.  

By QTL analys is  using genet ic  l inkage maps constructed for  two F 1  

populat ions  (165A27 and KA27)  derived f rom crosses  between the non -

browning cul t ivar  ‘Aori  27’  and two dif ferent  browning l ines ,  we 

detected  major  QTLs for  mul t iple  browning-related  t rai ts—flesh  

browning,  juice browning,  total  polyphenols ,  and  polyphenol  oxidase  

act ivi ty—in almost  the same region (upper part  of  LG 16) in  the 

browning parents  of  both  populat ions,  but  few in ‘Aori  27 ’ .  The f lesh 

non-browning t rai t  of  ‘Aori  27’ was inheri ted by  i ts  progeny,  notably 

one-thi rd of  the 165A27 populat ion.  A QTL for  f lesh browning  detected 

in  the 165A27 populat ion  explained  most  of  the  phenotypic varian ce 

(73.4% and 66 .3% in 2014 and 2015 ) ,  suggest ing that  the non -browning 

t rai t  was  inheri ted through a  s ingle  recessive  locus  or  gene.  The most  

probable candidate  gene  in  that  QTL region  is  l eucoanthocyanidin 
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reductase 1  (LAR1 ) ,  the key gene in  polyphenol  synthesis .  We 

concluded that  the origin of  the non -browning factor  is  not  a  mutat ion  

in  ‘Aori  27’ ,  but  a  mutat ion in  a  common ancestor  of  the mult iple 

founder cul t ivars ,  because of  the incidence of  many non -browning 

individuals  from the cross  between ‘Aori  27’  and F1-165,  which is  a  

l ine having a common ancestor  with ‘Aori  27’ .  

To determine the or igin of  the non-browning al leles ,  we analyzed 

haplotypes around this  major  QTL in the two populat ions and their  

ancestors ,  and  showed that  ‘Aori  27’  and non-browning F 1  individuals  

were  funct ional ly homozygous  for  non -browning al leles  derived from  

‘Golden  Del icious’ ,  ‘Del icious’ ,  or  ‘ Indo’.  Genes  for  acidi ty and  pale 

green  le thal  disorder  l i e  near  this  QTL.  We consider  the non -browning 

al lele from ‘ Indo’ to  be a valuable resource for  the  breeding of  apples  

with moderate acidi ty,  because unl ike the  al leles  f rom the other  

cul t ivars ,  i t  i s  not  l inked  with high  acidi ty.  Al l  non -browning al leles  

are l inked  to  wild -type al leles  of  otherwise lethal  genes so  there is  l i t t le  

r isk of  l ethal i t y by the select ion of  non -browning individuals .  

Genome-wide associat ion s tudy using 85 of  various genet ic  

resources  detected  other  QTLs for  mul t iple  browning-related  t rai t s  on 

chromosomes  5 ,  10 ,  16 and  17.  The resul ts  suggest  tha t  PPO on 

chromosome 5 might  have  a  large ef fec t  on f lesh browning.  The non -

browning al lele of  this  QTL was derived f rom ‘Golden Del icious’ ,  and  

cul t ivars  homozygous for  this  al lele had  low PPO act ivi ty and low flesh  

browning.  QTLs for  total  polyphenol  content  and juice browning were 

detected  near  LAR1 ,  corresponding to  the  resul t  o f  the mapping QTL 
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analysis .  The al leles  for  non-browning might  be  derived from not  only  

‘Golden  Del icious ’ ,  ‘Del icious ’ ,  and ‘ Indo’,  but  also ‘Jonathan’ or  

‘Ral ls  Janet’ .  The QTL detected  on  chromosome 17  might  al so be useful  

for  breeding select ion.  

This  s tudy clar i f ied major  causal  loci  and  the inheri tance pat tern of  

f lesh browning ,  and the origin of  non -browning al leles ,  al lowing 

select ion of  parent s ,  ca lculat ion  of  the  probabi l i t y of  appearance of  

non-browning indiv iduals  in  cross  populat ions,  and  DNA marker -

assis ted select ion for  breeding of  non-browning apple .  The effect  of  

select ion of  non-browning apples  by DNA markers  l inked to  ident i f ied  

QTLs should be  val idated in  populat ions  with  various genet ic  

backgrounds.  Informat ion  about  QTLs  for  f lesh  browning obtained  in  

this  s tudy and for  harvest  day or  s torabi l i ty previously reported  would 

be helpful  for  the  breeding of  new non -browning cul t ivars  with 

excel lent  s torabi l i t y  or  various harvest  t imes.  In  fu ture,  i t  i s  expected  

that  new cul t ivars  bred using the knowledge of  this  s tudy c ontr ibute to  

the expansion  of  consumption and  the  revi tal izat ion of  indust ry  for  

apple .  
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