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トマト萎凋病菌 (Fusariumoxysporum f. Sp. /YGopersíG~ レース2

の抵抗性遺伝子 /-2に連鎖する開Aマーカーの開発

福田至朗*・黒柳 嬉*・大薮哲也日・大矢俊夫*叫

擁要.トマト萎碕病は萎謂病菌FusarIumoxysporum f. sp. lycopersIci・によって引き起

こされる重要な病害である。現在、萎凋病を防除するための最も有効な方法は、抵抗性品

種の利用であると考えられている。優性の単一遺伝子]-2は萎凋病菌のレース2[こ対する

抵抗性遺伝子であり、 トマトの第11番染色体上に座上している。本研究では、 ]-2の塩基

配列とその3'非翻訳領域を元にプライマーを設計し、 ]-2遺伝子の有無を検出できる優

性のDNAマーカーを開発した。このDNAマーカーにより、萎調病に抵抗性を持ったトマト品

種育成を効率的に行うことができる。

キーワード:トマト萎粥病、 FusarIumoxysporum f. sp. lycopersIcI、]-2、DNAマーカー

Development of DNA Marker Linked to 1-2 Gene for Resistance to 
Fusarium Oxysporum f. sp. Lycopθrsici Race 2 

FUKUTA Shiro， KUROYANAGI Satoru， OYABU Tetsuya and OYA Toshio 

Abstract: Fusarium vascular wilt incited by FusarIum oxy.ξporum f. sp. lycopersIci is one of 

the most important diseases in tomatoes worldwide. Development of resistant varieties 

of tomato would be regarded as an effective approach of the disease management. A 

single dominant gene (J-2) on chromosome 11 confers fusarium vascular wilt caused by 

F. oxysporum f. sp. lycopersIci race 2. We designed the primers based on the /-2 gene 

and the 3' non-translated region， and developed a molecular marker that can 

differentiate ]-2 genotypes from the genotypes without the /-2 gene. 

Key Words: Fusarium vascular wilt， FusarIum oxy.喧porumf. sp. lycopersIci， /-2， 

Molecular marker 
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緒 1=1 

トマト萎凋病菌 (Fusari四 oxyspommf. sp. lyo抑 Tsici)

の感染によって引き起こされる萎凋病はトマト栽培に

おいて最も重要な土壌伝染性病害の一つである1)。ト

マトに感染した萎凋病菌は、導管部に侵入し導管組織

を壊死させる。擢病トマトは、根から吸い上げた養水

分を地上部に送ることができないため、萎れ症状を畏

し、やがて枯死する。現在、 トマト萎凋病は世界中の

トマト産地で発生しており、訪徐対策が求められてい

る。しかし、 トマト萎凋病菌は士壌中において耐久性

を持った厚膜胞子を形成しており、数年間は感染能力

を維持しているうえ、農薬散布などでも死滅しないこ

とから、防除困難とされている o 防除対策として最も

効果があり、広く普及しているのが抵抗性品種の利用

である。トマト萎凋病菌は、現在までに3つのレース(レ

ース1、2、3)の発生が確認されており、それぞれのレ

ースに対する抵抗性遺伝子1-]、1-2、1-3が知られて

いる。これらのうち、 1-]と1-2はトマトの野生品種

Solanum pimpinθl1ifolium由来の抵抗性遺伝子であ

り、 12本あるトマトの染色体のうち、第11番染色体の

短腕(1-])と長腕(1-2)に座乗している 2-6)。 ト

マトについては、 1980年代にはRFLP(restriction 

fragment length polymorphism)解析による連鎖地図

が作成されており、その後、簡易に多型を得ることが

可能なSSRマーカーが開発されるなど、現在までに極め

て詳細な遺伝子地閣が公開されている。

また、 1998年にはSimonsら7)によって1-2遺伝子の

塩基記列が決定されている o 1-2遺伝子は抵抗性遺伝

子に特有の nucleotidebinding site、leucinzipper、

leucin-rich repeatなどを有し、抵抗性遺伝子として

の機能を有する一つの転写読取枠と6つのホモログから

なるクラスターで構成されていることが明らかとなっ

た。

本研究においては、すでに塩基配列が明らかとなっ

ている 1-2について、その塩基配列を利用することに

より、 トマト育種を効率的に行うためのDNAマーカーを

作出することを目的とした。

材料及び方法

1 トマト品種とDNA抽出

トマト (Solanumlycopersicum) は萎調病レース2tこ

抵抗性を有する rwalterJ、fマイロック j、「桃太郎エ

イトJ、「桃太郎ヨークJの4品種、及び穣病性の「ルネ

ッサンスj、「強力米寿J、「大型福寿j、「興津3号」の4

品種を用いた。これらのトマトは温室内で栽培した。

DNA抽出には、展開直後の新葉を採集し、抽出に用いる

まで-80
0Cで保存した。

トマト葉からのDNA抽出はDNeasyPlant Mini Kit 

(Qiagen) を用いて行った。また、簡易なDNA抽出法と

して、村元ら 8)の報告したガラス繊維糠紙法を用いた。

この方法は、亜硫酸ナトリウム溶液 (20mM Tris-HCl 

pH8.0、2mMEDTA-Na2、10免 Na2S03) に浸演した後に乾

燥させた5mm角程度のガラス繊維漉紙 (FilterPaper 

GA-55; ADVANTEC) にほぼ同じ大きさのトマト葉をベッ

スルを用いて擦りつけた。 i慮紙をマイクロチューブに

移し、 200μLの閤定液 (100mM Tris-HCl pH 8.0、5mM

EDTA-Na2、7Mグアニジン塩酸)を添加し5分静置し

た。 15，OOOX gで1分間遠心し、上清を取り除いた後、

200μLの洗浄液 (50mM Tris-HCl pH8.0、5mM EDTA-

Na2、200mM NaCl、60弘Et-OH) で2困、 200μLの70見

Et-OHで1田遠心洗浄した。 j恵紙を遠心真空乾燥させた

後、チューブに100μLのTEを添加し、上清1μLをPCR

に用いた。

2 Tai I-PCR 

萎凋病抵抗性遺伝子1-2はGenbankAccession No. 

AFl18127を参照した。この配列を元lこTailPCR用のプ

ライマー (Tail-1st、Tail-2nd、Tail-3rd) を設計し

た(表1)。これらのプライマーの遺伝子上の位置を図

1に示した。 Tail-PCRは劉らの方法を用いて行った 9)。

3 PCR産物のクローニング及びシークエンス

PCR反応によって増幅されたDNA断片をpGEM-TEasy 

Vector (Promega) を用いてTAクローニングした。クロ

ーニングした断片の塩基配列はCeq8000システム (Beck

man Courtar) を用いてシークエンスした。

4 PCR反応

PCR反応には、 20mM Tris-HCl pH7.5， 8酬 MgClz、7.5 

mM DTT、0.2mM dNTP、0.4μMプライマー、 0.5units 

KOD Dash (Toyobo)、11μLのDNAを含む全量20μLの

反応液を用いた。 PCR反応は、 94
0
C 30秒、 55

0
C 20秒、

74
0
C 30秒を30サイクル繰り返すことによって行った。

結果及び考察

1 1-2の3' 非翻訳領域の塩基配列

3種の任意 primer-1、2、3と1-2の塩基配列 (Tai卜

1st、2nd、3rd)を元にTail-PCRを行った。鋳型として、

抵抗性の fマイロック」及び擢病性の「強力米寿j を

用いた。その結果、どちらの品種においても任意primer-

3において約150bpの明瞭なバンドが認められた。増幅

されたDNA断片をシークエンスした結果を図 1に示し

た。抵抗性と擢病性遺伝子の間にはl塩基の置換が頻繁

に認められた。「強力米寿JでもDNAが増幅されたこと
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2 STSマーカーの作出

から、擢病性品種にも 1-2と極めて似た配列がある。

しかし、境基置換または欠損によって抵抗性遺伝子と

しての機能を失っているものと考えられた。 抵抗性と擢病性の遺伝子の差を明瞭にするため、得

/-2j譲伝子

マイロック

強力米寿

マイロック

強力米寿

TCAATTTAGA AATACTCCGT ATCATATATT GCAAGAAACT GGTGAATGGC CGAAAGGAGT 

GGCATTTACA GAGACTCACA GAGTTATGGA TCGATCATGA TGGGAGTGAC GAAGATATTG 

sense-12ぺ
AACATTGGGA GTTGCCTTGT TCTATTCAGA GACTTACCAT AAAGAATCTT AAAACATTAA 

sense斗2-2

GCAGCCAACA TCTCAAAAGC CTCACCTCTC TTCAATATCT ATGTATTGAG GGTTATTTAT 

CTCAGATTCA GTCACAAGGC CAGCTTTCCT CCTTTTCTCA CCTCACTTCG CTTCAAACTC 

Tail-1st 

TACAAATCTG GAATTTCCTT AATCTCCAAT CACTTGCTGA ATCAGCACTG CCCTC心TCC。
Tail幡 2nd

TCTCTCACCT GGAGATAGAT AATCTCCAAT CACTTGCTGA ATCAGCACTG CCCTCCTCCC 

CCTCCTCCCT CTCTCAGCTG TTCATCCAGG ATTGCCCTAA TCTCCAATGC CTTCCATTTA 

AAGGGATGCC CTCTTCCCTC TCTAAACTAT CTATTTTCAA TTGCCCATTG CTCACACCAC 

Tail-3rd 

TACTAGAATT TGACAAGGGG GAATACTGGC CACAAATTGC TCATATTCCC ATCATAAATA 
A...... • .G...・・・・ ... .G..... ••.••••••• .C..' .G.G. 

antisense-12-1 

TCGATTGGAA ATATATTTAA ACAATAAAAA CAAATGGCTC TCCAACTGAT GTAAGCTATT 

antisense-12-2 

・・・G..G. • 'GC. .G... TG・7・・・・・・ .. ........ C........ 

antisense-12・3 antisense-12-4 

図 1 トマトI-2遺伝子(GenbankAccession No. AFl18127)と、「マイロックj及び「強力米寿J

に対し行ったTail-PCRの結果得られた3'非翻訳領域の配列

太字は本研究で、行ったTail-PCR産物の塩基配列。網掛けは3'非翻訳領域。中点は「マイロックJ

と f強力米寿Jの開に差異の無かった配列。矢印付の下線は本研究で設計したプライマー配列。

表 1 本研究に用いたプライマーの塩基配列

Primer name Sequence 7ニー1)ンゲ温度 文 献

Tai 1-1st 5' -CTCAGA TTCAGTCACAAGGC-3' 本 研究

Tai 1-2nd 5' -CTTGCTGAATCAGCACTGCC-3' 本研究

Tail-3rd 5' -TTGCCCATTGCTCACACCAC-l' 本研究

佳意 primer-1 5' -NGTCGA (G/C) (A/T) GANA (A/T) GAA-3' 9 

任意 primer-2 5' -GTNCGA (G/C) (A/T) CANA (A/T) GTT -3' 9 

任意 primer-3 5 '一 (A/T)GTGNAG(A/T)ANCANAGA-3' 9 

sense-12-1 5' -TGGCA TTTACAGAGACTCA-3' 550
C 本研 究

sense-12-2 5 '一CCTTGTTCTATTCAGAGAC-3' 550C 本研究

antisense-12-1 5' -GCAAT(T/C)TGTGTCCAGTA(T/C)TC-3' 550
C 本研究

antisense-12-2 5' -TTGTTTAAATATATTTCCA-3' 500c 本研 究

antisense-12-3 5' -ATCTTT ACATGCTATCCCC-3' 550
C 本研究

antisense-12-4 5' -GAA T AGCTT ACA T CAGTTGG-3' 550
C 本研究

TFusFl 5' -CTGAAACTCTCCGT A TTTC-3' 550
C 15 

TFusrr2 5' 一CCTGGATGAACAGCTGAG-3' 550C 15 
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525bp→ ←750bp 

←250bp 

毘2 ]-2に連鎖したDNAマーカーを用いたトマト

品種の解析

1 : wal ter (R)、2:マイロック (R)、3:桃太郎エイト

(R)、4:桃太郎ヨーク (R)、5:ルネッサンス (S)、6

:強力米寿 (S)、7:大型福寿 (S)、8:興津3号 (S).

M : lkbラダー.設:抵抗性品種、 S: .'罷病性品種。抵抗

性品種で、は525bpに増嬬断片が検出される(左矢印)。

られた配列を元に、 antisense-I2-1、antisense-I2-4

の2種のプライマーを設計した。また、抵抗性遺伝子に

特異的な配列からantisense-I2-2、擢病性遺伝子に特

異的な配列からantisense-I2-3を設計した(図 1、表

1)。さらに、既報の抵抗性遺伝子からsense-I2-1、se

nse-I2-2の2種のプライマーを設計した(鴎 1、表1)。

これらのセンス及びアンチセンスプライマーの組み合

わせを用い、供試トマト8品種の精製部Aを鋳型にして

PCRを行った。その結果、ほとんどの組み合わせでは、

単一のバンドが得られず、抵抗性品種と擢病性品種を

明確に識別することができなかった。しかし、 sense-I2-

2及びantisense-I2-4の組み合わせにおいて、抵抗性品

種では525bpの増幅断片が認められたが、 ]-2を持たな

い擢病性の品種では増幅断片は認められなかった

(図 2)0 PCRに用いたプライマーのうち、 antisense-

I2-4は抵抗性品種と擢病性品種の共通配列から設計し

たものである。そのため、 DNA増幅の有無はsense-I2-2

プライマ一部位の配列の相違によるものと考えられた。

3 1-2マーカーの利用性の検討

本研究で開発した]-2マーカーを実際の育種で活用

するためには、簡易に抽出されたDNAで利用できること

が求められるo そのため、村元ら 8)の報告した「ガラ

ス繊維漏紙法Jで抽出したりNAを鋳型にしてPCRを行っ

た。その結果、 DNeasyPlant Mini Kitで精製したDNA

と同様、抵抗性トマトについては525bpの断片が瞭に検

出されたが、援病性品種ではこのようなバンドは検出

できなかった。

750bp→ 

250bp→ 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 

←600bp 

閤 3 El Mohtarらの報告した]-2に連鎖したDNAマ

ーカーを用いたトマト品種の解析

1 : wal ter (R)、2:マイロック (R)、3:桃太郎エイト

(R)、4:桃太郎ヨーク (R)、5:ルネッサンス (S)、6

:強力米寿 (S)、7:大型福寿 (S)、8:興津3号 (S)。

M: lkbラダー。 R:抵抗性品種、 S:擢病性品額。

植物におけるDNAマーカーの開発は植物の遺伝研究に

革命的な進農をもたらしたへ DNAマーカーの検出技術

についても、煩雑な作業を要するRFLP解析に代わってP

CR法が急速に普及し、より簡易にしかも微細な違いを

検出できる技術が確立されている 11-13)。近年では、シロ

イヌナズナやイネの全ゲノム塩基配列が解読され、遺

伝子解析のツーノレとしてDNAマーカーの役割はさらに大

きくなってきている。 トマトやトウモロコシなどでも

ゲノム塩基配列の解読プロジェクトが始まっており、

主要な農作物の塩基配列博報は今後さらに充実してい

くものと考えられる。これらの情報を利用したDNAマー

カーは、農作物の交雑育種を行ううえで極めて有効な

手段として活用されている。

現在、 トマトについても病害抵抗性に連鎖したマー

カーlリ 16)や果実品質や形状を決定するQTL解析l7lが急速

に進められている。

本研究では、 Sirnonsら7)によって報告された]-2の

匁塩基配列を元に、萎凋病に抵抗性を持つ品種を選抜で

きる優性マーカーを開発することができた。このマー

カーは、目的とする遺伝子そのものを利用しており、

交配を進める過程で実際の形質とマーカーが分離する

ことがない。間様の優性マーカーはElMohtarらによっ

ても報告されているへ本研究に用いた8品種のトマト

に対し、 ElMohtarらの報告したDNAマーカーを用いて

解析を行ったところ、本研究で開発されたプライマー

と同じ結果が得られ(閤 3)、これらのマーカーが共に

抵抗性トマトを選抜できることが明らかとなった。

育種を行う過程でより効率的な選抜を行うためには、
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抵抗性遺伝子と擢病性遺伝子をともに検出できる共寵

性のマーカーが望ましい。石田らは、 Ohmoriらの報告

したTm-2に連鎖した優性のRAPDマーカー18)をSTS化し、

共優性のPCRマーカーを開発しているへ今後、 1-2マ

ーカーについても利用性向上のため共優性化を進める

必要があると考えられる。

また、 PCR法に比べ短時間で簡易にDNAを増幅する技

術にLoop-mediatedisothermal amplification (LAMP) 

法がある。本研究で開発したPCRマーカーについては、

DNA抽出で1時間、 PCR反応で2時間、電気泳動で30分、

併せて3.5時間程度必要である。一方、 LAMP法を用いた

DNAマーカーでは、植物の磨砕液などを利用して1時間

程度反応させることにより、容易に遺伝子型を識別で

きる。このようなLAMP法を用いたDNAマーカーの開発に

ついても近年報告されている山口。本研究で取り組んだ

1-2マーカーもLAMPマーカー化することにより大幅な

時間短縮が可能である。今後、これらの新しい技術を

利用し、効率的な選抜技術を確立していくことが必要

である。
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