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序論

ー



トウガラシ（トウガラシ属、Capsicums pp.) は、 トマトやジャガイモなどと同

じ中南米原産のナス科植物である。 起源地は現在のペル ーからボリビアにかけ

てのアンデス地域と言われており、 約 10,000年前には野生 種 が採集されて調味

料として利用されていたとされる。また、 メキシ コ 南部のテワカン渓谷の遺跡に

おける残存デンプン粒の分析から、 遅くとも約5000年前には中南米地域でトウ

ガラシが栽培化されていたようである(Aguil a r-M elend ez et al. 2009、 Perry et al. 

2007、 Pickersgill2007、 Walsh and Ho o t 2001)。 トウガラシは香辛料の中ではもっ

とも生産量が多い（岩井・渡辺2008)。中国やメキシ コ 、トル コ 、 インドネシア、

アメリカなどトウガラシ生産量の上位20 か国の合計生産量は 1998年に約1670

万トンだったが、 2010年には約2560万トンに達するなど、 約10年で生産量が

約1.5倍に増加している(FA02010、Bo sland and Vo tav a 2012)。 このように、 ト

ウガラシの栽培地域が世界中に拡がるきっかけ となったのが、 14 92 年の コ ロン

ブスによる新大陸発見 である。 コ ロンブスによってヨ ー ロッパに持 ち込まれた

トウガラシは、 その後わずか 100年ほどの間にアフリカ、 インド、 そしてアジア

へとその栽培地域を広げ、 今日では人類の食生活に欠かすことのできないもの

になっている。もっとも、 コ ロンブスがトウガラシをヨ ー ロッパに持 ち込んだ当

初は、 香りに乏しく辛味が非常に強い品種ばかりであったためか、主としてその

当時希少だった コ ショウの代わり、 あるいは観賞用として利用されたようであ

る （岩井 ・ 渡辺2008)。

トウガラシ属は、 現在のところ少なくとも 37 種 に分類されている(Bo sland

and Vo tav a 2012) が、 そのうち栽培化されているのはC. annuum L.、 C. chinense 

J acq.、 C.frutescens L.、 C. baccatum L.、 C. pubenscens Ru iz and Pavonの 5種であ

る（小枝2012、Perry et al. 2007、Pickersgill 1991、 田中ら2012、Thul et al. 2012)。

染色体の基本数は一部の野生種を除いてx=12である(Bo sland and Vo tav a 2012)。

栽培 5種はそれぞれ独立に栽培化され 、 C. annuumとC.frutescensは中米地域、
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C. chinense、 C. baccatum、 C.purbescensは南米地域で栽培化されたと 言われてい

る(Pickersgill 2007)。 これら 5 種のうち、 商業的に重要なのは C. annuum、 C.

chinense、 C. frutescensの 3種である。 C. annuumは 3種のうちもっとも多く 栽培

されており、日本でおなじみの ‘ タカノツメ ＇や ‘シシトウ'、 ‘ピ ー マン ＇や ‘パプリカ'

と呼ばれる大型で 辛味を 持たない果実をつける品種など、果実の 辛味の 有無・程

度、 色、 形、 大きさなどが異なる多様な品種がある(Bosland and Votava 2012、

岩井・渡辺2008)。 C. chinense は、 1776 年にオーストリアの植物学者Kikolaus

von J acquinomist がこの種を中国原産であると 誤解して chinenseと 名 付けられた

と 言われる種で、主に熱帯地域で栽培が盛んである。この種の果実には独特の芳

香がある他 、 ‘ハバネロ ’や ‘スコ ッチボンネ ット ’など極めて ］蛍い 辛みを有する品

種が多い(Bosland and Baral 2007、Canto-Flick et al. 2008、Bosland and Votava 2012、

Purkayastha et al. 2012)。C.frutescensはソ ースの材料として 有名な品種 ‘ タバスコ'

が属する種で、 ‘ キダチトウガラシ ’という和名が 付けられている。主にカリブ海

地域や東南アジアで栽培されているが、 日本でも沖縄で ‘ 島とうがらし ＇と呼ばれ

て栽培されているほか、 小笠原諸島でも 栽培されている(Yamamoto and Nawata 

2006、岩井・渡辺2008, 小枝2012, 輿那嶺ら 2013)。C. baccatumと C.pubescens

は主にアン デス地域で栽培されており、 これらの栽培種は 一般にそれぞれ ‘アヒ'

(Aji)、 ‘ロコト'(Rocoto )と呼ばれて栽培• 利用されている（Rodngues-Burruezo 

et al. 2010、Kollmannsberger et al. 2011)。

トウガラシにおいて商業的に 最も重要な形質の 一つが 辛味である。 トウガラ

シの 辛味は、 カプサイシノイドというトウガラシに特有のアルカロイド化合物

により引き起こされる(Thresh 1876、小菅・稲垣1961、1962、太田1962a、Suzuki

et a!. 1980). カプサイシノイドは脂溶性で、 エ タノ ール、 ジ エチル エー テル、 ベ

ンゼン、クロロ ホルムに自由に溶ける。香辛料に含まれる 辛味成分にはトウガラ

シのカプサイシノイドの他にもコショウのピペリン類、 サンショウのアミド類、
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ショウガのジンゲロ ール類などがあるが、 カプサイシノイドはその中で最も 辛

味が 強い（岩井・渡辺2008)。カプサイシノイドは芳香族化合物である バニリル

アミンと各種 脂肪酸がアミド結合を形成している化合物である（岩井・渡辺

2008)。 トウガラシ果実に蓄積する主なカプサイシノイドにはカプサイシン、 ジ

ヒドロカプサイシン、ノルジヒドロカプサイシンがあり、品種によって差はある

もののこれら 3つで果実 中のカプサイシノイドの 80 ,,..._,90%を占める（岩井・渡

辺2008)。 辛味は甘味、 酸味、 塩味、 苦味、 旨味の 5基本味と異なり、 痛覚に温

覚が複合したものと考えられており（岩井・渡辺2008)、カプサイシノイド 受容

体として単離された T RPVI(transient receptor potential vanilloid super family 1) 

は、 カプサイシノイドに 加えて熱や酸によっても活性化されることが明らかに

なっている(Caterina et al. 1997、 富永2006)。 トウガラシ果実を食べることで 辛

味を感じると同時に体温の上昇や発汗を体験するが、 これはカプサイシノイド

の生理作用の 一つであり、 カプサイシノイドがエネルギー 代謝を几進させるこ

とで生じる現象である(Yoshida et al. 1998)。 このことから、 カプサイシノイド

に抗肥満作用があることが明らかになった(Lejeune et al. 2003)。 また、 カプサ

イシノイドは抗酸化作用 （岩井・渡辺2008)、 抗癌作用(Beltran et al. 2007) を

有することも報告されている。

カプサイシノイドはトウガラシ果実の胎座の表皮細胞で生合成・蓄積するこ

とがわかっている(Fujiwake et al. 1980a、Suzuki et al. 1980、Fujiwake et al. 1982b)。

代表的なカプサイシノイドであるカプサイシンの生合成 経路を図1.1 に 示した。

カプサイシン生合成 経路は、 フェニルアラニンからカフェ酸などを経て バニリ

ルアミンが生合成される ‘フェニルプロ パノイド 経路 ’と、 バリンからa — ケトイソ

吉草酸を経て 8 —メチル-6-ノネノイル CoA が生合成される ‘分岐鎖脂肪酸経路 ’の

2つの経路から成る。カプサイシンは、 これら 2つの経路の最終産物間 のアシル

基転移反応による脱水縮合をカプサイシンシン タ ーゼ(cs) が 触媒することで

4
 



生合成される(Fujiwake et al. 1980b、 Suzuki et al. 1981、 Fujiwake et al. 1982a、

Stewart et al. 2005、 Lang et al. 2006)。 フェ ニルプロ パノイド 経路のうち、 フェ ニ

ルアラニンからフェルロイル CoA までの経路はほとんどの植物に存在し、 フラ

ボノイド、 タン ニン、 リグ ニン様化合物などの生合成に関与している。しかし、

フェルロイル CoA より先の バニリン、 バニリルアミンを経由してカプサイシン

を生合成する 経路はトウガラシ特 有の経路である（岩井 ・ 渡辺2008)。

これまでの 研究で、 カプサイシン生合成に関与する遺伝子のうち、 いくつか

が 単離されている。Curry et al. (1999) は、 フェ ニルアラ ニンから ケイ皮酸を生

合成している PAL(フェ ニルアラ ニンアンモ ニアリア ーゼ）、 ケイ皮酸からク マ

ル酸を生合成している C4H( ケイ皮酸 4ーヒドロ キシラ ーゼ）、 8-メチル-6-ノネノ

イルCoA の生合成に関わっている KAS(/3ー ケトアシル ACP シン タ ーゼ）、 そし

て バニリンから バニリルアミンを生合成している pAMT(推定アミノトランスフ

ェラ ーゼ） をディファレンシャルスクリ ー ニング法で単離した。 また、 Aluru et 

al. (2003) は、 同じく ディファレンシャルスクリ ー ニング法により、分岐鎖脂肪

酸 経路で反応を触媒する ACL(アシル キャリア タン パク質） とFAT(アシル-ACP

チオエス テラ ーゼ） を単離した。さらにKim et al. (2001) は、 サプレッション ・

サブトラク ティブ ・ ハイブリダイゼ ーション法により、 辛味を失った 系統では発

現していない cD NA クロ ーン 'SB2-66'を単離した。 この'SB2-66'はアシルトラン

スフェラ ーゼをコ ードしているとみられ、

トウガラシの 辛味は、 ‘辛味の 程度 ’と ‘辛味の 有無 ’の 2つの要素に分けること

ができる。 辛味の 程度は、 栽培環境による 影響を受けることが知られている（太

田1962b、 田中ら 2012) ほか、 カプサイシノイド蓄積量に関わるQTL がいくつ

か マッピングされている(Blum et al. 2003、 Ben-Chaim et al. 2006)。 一方、 辛味

の有無は、 古くから Cと呼ばれていた遺伝子座による l 遺伝子支配であり、 優

性対立遺伝子 Cを 持てば辛味を 持ち、 劣性対立遺伝子 cをホモで 持てば辛味が
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欠失することが報告されていた(Ramiah and Pillai 1935、 Lippert et al. 1966)。 本

論文の第 1 章で詳しく述べるように、 C 遺伝子座はその実体がカプサイシンシ

ン タ ーゼをコ ードする遺伝子であることが判明した 後 、 改めて Pun](英語で ‘辛

味 ’を意味する 'pungency'に由来すると思われる） と命名された(Stewart et al. 

2005)。 辛味の無い品種の 利用は 1500年 代にヨ ーロ ッ パで始まり(Stewart et al. 

2005)、1774年にアメリカで ‘ ベル ＇と ‘ ベルノ ー ズ ’という品種が発表されて以降、

急速に広まったようである（岩井・渡辺2008)。

一方、 Pun]遺伝子以外で辛味の有無に関与しているもう 1つの遺伝子として

pAMT 遺伝子が Lang et al. (2009) によって明らかにされた。 Lang et al. (2009) 

は、 この pAMT 遺伝子がカプサイシン 生合成 経路（図1.1) でバニリンからバニ

リルアミンヘの変換反応を触媒しているアミノトランスフェラ ーゼをコ ードし

ていることを明らかにした。

トウガラシの辛味と並ぶ重要な農業および商業形質として果実 色がある。 ト

ウガラシの果実 色を構成する 要素にはカロ テノイド、アントシアニン、クロロフ

ィルがある。 アントシアニンは 紫 色果実 色(Chaim et al. 2003)、 クロロフィルは

トウガラシの未熟な果実や 'staygreen'変異体(Borovskyand Paran 2008) の果実 色

を構成する 要素であり、 カロ テノイドはトウガラシの果実 色でも完熟した際の

赤や黄、 オレンジをもたらす 要素である。

カロ テノイドは 8個のイソプレン 単位が結合して構成された炭素数40の テト

ラ テルペンの 一種で、炭化水素であるカロ テン類と、分子内にアルコ ール、 ケト

ン、 エポキシなどの酸素を含むキサントフィル類に大別され、 現在までに 1000

種類を超えるカロ テノイドが自然界から見 つかっている（篠村2018)。カロ テノ

イドは植物や藻類などの光合成生物が生合成し、光合成の補助 色素として、ある

いは強光障害からの細胞の保護などに 利用されている（篠村 2018、 矢賀部ら

2013)。 また、 カロ テノイドは植物ホルモンのアブシジン酸(ABA) とストリゴ
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ラクトンの前駆体としても重要である(A uldridge et al. 2006、W alter et al. 201 O)。

動物はカロ テノイドを生合成できないが、 B —カロ テンなど 一部のカロ テノイ

ドは食物連鎖によって体内に摂取され、 レチナ ールに変換されてビ タミン A と

して 利用される。 ヒトにおいてはカロ テノイド 欠乏が夜盲症を引き起こすこと

や、 網膜に キサントフィル類のゼア キサンチンが集中的に分布していることが

知られており、 動物体内においても非常に重要な役割を果たしている（三室ら

2006)。

第 2章でも詳しく述べるが、 ほとんどの植物のカロ テノイド生合成経路は、

メバロン酸経路で生合成されたイソペン テニルニリン酸(I PP) からフィトエン、

リコペンなどを経てル テイン、ビオラ キサンチン、ネオ キサンチンが生合成され

る 経路である（図2.1)。トウガラシのカロ テノイド 生合成 経路では、 アン テラ キ

サンチンからカプサンチン、ビオラ キサンチンからカプソルビンという、いずれ

も 赤 色のカロ テノイドが 生合成される。 トウガラシの完熟果実の 赤 色は果皮ヘ

のカプサンチンとカプソルビンの蓄積による。

カロ テノイド生合成に関わる遺伝子の突然変異体はいくつかの植物で報告さ

れている。たとえば、 トウガラシと 同じナス科植物であるト マトは、完熟すると

果実の果皮にリコペンを蓄積することで鮮 やかな 赤 色になるが、 フィトエン合

成酵素遺伝子(SlPSYJ) やカロ テノイドイソメラ ーゼ遺伝子(SlCRTISO) の変異

体は果実と果肉が黄 色になることが知られている(Fray and G rierson 1993、

I saacson et al. 2002)。 ト マトではフィトエン合成酵素 遺伝子が少なくとも 3 コピ

ーあることがわかっており、 それぞれSlPSYIが果実特異的、SlPSY2は植物体 全

体、 そしてSlPSY3は根での非生物的ストレスヘの応答反応としてのカロ テノイ

ド生合成に関わっていることがわかっている(Bartleyand Scolnik 1993、 Fraser et 

al. 1999、 Li et al. 2008)。また、 カリフラワ ーやメロン、 シロイヌナ ズナではPSY

と相互作用するOR という タン パク質が同 定されている(Lu et al. 2006、 Tzuri et 
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al. 20 15、Zhou et al. 20 15)。 この ORは色素体移行シグナル、 膜貫通ドメイン、

そしてタンパク質間相互作用に関与するDnaJシステイン リッチドメインを持つ

タンパク質で、二量体を 形 成 した上でPSYと相互作用することでPSYの 活性を

高めていることが明らかに なっている (Zhou et al. 20 15)。 トウガラシにおいて

も、 C. annuumにおけるOrの オ ー ソ ログであるフィブ リ リン遺伝子 (Fbnl) の

発現量がカプサンチン量と正の 相関があることが報告されている(Kilcreas e et al. 

20 15)。

本論文の 第1章では、 ベ ル型の pAMT変異型甘味品種としては初めて発見さ

れだカラー ピ ー マンイエロー ＇の遺伝学的 解析を行い、 甘味トウガラシ品種の 起

源とカラー ピ ー マンイエロー の 育種への応用の 可能性を考察した。 第2章では、

白色品種‘ チェイロホワイトを主たる対象として用 い、TLCによるカロテノイド

組成分析、Psy、 Ccs 遺伝子を含むカロテノイド生合成経路遺伝子の シー ケンシ

ングと発現解析、 交配実験によって白色果実色変異の遺伝機構の解明を行った。

第3 章では、 既知の Psy、 Ccs遺伝子の 変異 ア リルを識別するDNAマー カー を

作成 した。 この DNAマー カー を使い、 C. chinenseの 非赤色果実色の 原因遺伝子

の種レ ベ ルでの遺伝傾向の 解明とトウガラシの 果実色育種に おける有用遺伝資

源の 探索を目的 として、 C. chinenseの 非赤色果実系統の Psy、 Ccs両遺伝子の 多

様性解析を行った。
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第l章

新規甘味トウガラシ遺伝資源
‘

カラー ピ ー マン

イエロ ー
＇

の辛味欠失の遺伝機構の解明
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1 . 緒言

トウガラシ( CapsicumL. spp.) は、中南米原産のナス科植物で、担界中で香辛

料や野菜として利用されている。 約30 種に分類されているが、 そのうち C.

annuum L.、 C. chinense Jacq.、 C.frut escens L.、 C. baccat um L.、 C. pubescens Ru iz 

and Pavonの 5 種が栽培化されている ( Pickersgill199 1、 Thu l et al. 20 12)。 こ れら

のうち、 C.annuumが もっと も広く世界中で栽培されており、 地域の食文 化 と結

びつ いた非常に 多様な品種がある。 C.annuumは、丸い果実を上向きにつ ける‘ チ

ェ リー ’ 、小さな果実を上向きにつ ける‘ コ ー ン＇ 、比較的長く大き な果実をつ ける

‘ ロング’ 、 大き い四角形の 果実をつ ける‘ ベル’ など、 果実のつ き方や 形態でいく

つ かの種類に分けられる（金目ら1989)。日本ではベル型の 非辛味（以下、甘味）

トウガラシ品種が‘ ピ ー マン’ や ‘ パ プリカ’ と呼ばれて野菜として利用されている。

果実の辛味はトウガラシの特徴的 な形質の 一つ である。 辛味 成分は アルカロ

イドの 一種であるカプサイシノイドで、果実の胎座で生合成され蓄積する（小菅

ら1961、 小菅・稲垣1962、 太田1962、 Su zu ki et al. 1980、 Thresh1876)。 カプサ

ィシノイド生合成経路は、 フェニルアラニンからバ ニ リルアミンを 生合成する

フェニルプロパノイド経路と、 バ リンまたは ロイシンからアシル化 合物を 生合

成する分岐鎖脂肪酸経路の 2つ から成 る (Aza-Gonzalez et al. 20 11、Koeda et al. 

20 15)。 カプサイシノイドのうち、 果実への蓄積 量が もっと も多 いカプサイシン

の 生合成経路を図1.1に示した。 すなわち、 2つ の経路の最終産 物がカプサイシ

ン合成酵素 (cs) によって結合してカプサイシンが作られる。 トウガラシの辛

味は人々を魅了し、香辛料として広く使われる一方で、その辛味ゆえに野菜とし

て利用しに くい面 もある。 この ため、突然変異で生じた甘味トウガラシはその野

菜としての有用性から積極的に選抜され、 世界中に 広がったの か もし れない。

トウガラシの辛味の遺伝機構は、 その科学的重要性のみならず農業・商業上
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の重要性から長年に渡って研究されてきた。古典遺伝学的研究から、 トウガラシ

の辛味の有無は第 2 染色体に座上するPun]遺伝子座（以前はC遺伝子座と呼ば

れていた） による優性の 一遺伝子支配であることがわかっていた(Blum et al. 

2003、 Lippert et al. 1966、 Ramiah and Pill a i  193 5、 Stewa rt et al. 2005)。 分子遺伝学

的解析から、 Pun]遺伝子がバニリルアミンとアシル化合物の間の脱水縮合反応

を触媒するアシル基転移酵素をコ ー ドしていること、 このアシル基転移酵素が

カプサイシン合成酵素そのものであることが明らかになった(Kim et al. 2001、

Lang et al. 2006、 Lee et al. 2005、 Oga wa et al. 2015、 Stewa rt et al. 2005)。Pun]遺

伝子の実体の解明 は 2つの研究グル ー プによって独立に行われた( Lang et al. 

2006、 Stewa rt et al. 2005) が、 興味深いことに、 両グル ー プでそれぞれ異なる甘

味品種が解析されたにもかかわらず、 どの甘味品種もプ ロモ ー タ ーから第lエ

キソンにかけての約2.5kbp が欠失した同 一の変異型Pun]アリル'punJ'を持 って

いた。 その後のStewa rt et al. ( 2005) によるPunl遺伝子の多様性解析の結果、

C. annuumに属する甘味品種のほとんどが pun]を持つことがわかっている。 こ

れ まで見つかっている punl以外の変異型Punl アリルはいずれ もマイナ ー な在

来品種でのみ見つかっており、 メジャ ー な商業品種であるベル型品種からは見

つかっていない(Kirii et al. 2017, Ste11a ri et al. 2010, Stewa rt et al. 2007)。 このよう

な甘味トウガラシ品種の辛味欠失の原因 に関する遺伝的多様性の低さは、 先に

述べたように、 辛味が原因で野菜として利用できなかったトウガラシに辛味欠

失をもたらす pun]突然変異が好まれ 、 育種材料として積極的に利用されてきた

結果かもしれ ない。

この 10年の間に、Punl遺伝子とは別の辛味欠失を引き起こす遺伝子として、

アミノ基転移酵素をコ ードする pAMT遺伝子が同 定された( Lang et al. 2009)。

pAMT遺伝子は、カプサイシン生 合成経路のフェニルプ ロパノイド経路でバニリ

ンからバニリルアミンヘの変換反応を触媒しており(Curry et al. 1999、Abraham-
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叫rez et al. 2008)、 pAMT遺伝子が突然変異で機能を失うとカプサイシノイドの

前駆体であるバニリルアミンが作られなくなり、結果として 辛味が 欠失する。連

鎖解析から、pAMT 遺伝子は第3染色体上に座上しており、 Pun]遺伝子とは独

立であることがわかっている(Ben-Chaim et al. 2006)。 最初に見 つかったpAMT

機能 欠損変異体は タイの在来品種 C. annuum cv. CH-19 Sweet で、 第16 エ キソン

にフレ ームシフト変異を引き起こす lbp の挿人がある(Lang et al. 2009、 矢澤ら

1989)。CH - 19 Sweet に続いて、 日本の在来品種 C. annuum cv. H imo でも CH - 19

Sweet とは別の変異型pAMT アリルが見 つかるなど、 Pun]遺伝子とは対照的に

pAMT 遺伝子には様々な変異型アリルが見 つかっている(Tanaka et al. 2010a, 

2018)。 現在までに 9つの変異型pAMTアリルが見 つかっているが、 いずれも マ

イナ ーな在来品種でのみ見 つかっており、 特にピ ー マンや パプリカのような近

代品種からは見 つかっていない。もしかすると、pAMT遺伝子の機能 欠損変異自

体は比較的生じやすいものの、 甘味トウガラシ品種の育種過程で 急速に拡がっ

たpun]アリルの存在が、 変異型pAMTアリルの育種への 利用を妨げてきたのか

もしれない。

本章では、 ベル型のpAMT変異型甘味品種としては初めて発見 された ‘カラ ー

ピ ー マンイエロ ー ＇の遺伝学的解析を行い、 カラ ーピ ー マンイエロ ーの育種への

応用の可能性を考察した。
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2. 材料と方法

植物材料

材料として、 表1.1 に示したC. annuumに属する28品種を用いた。このうち、

‘カラ ー ピ ーマンイエ ロ ー '、 ‘ タカノツメ'、 ‘ひもとうがらし ’を図1.2 に示した。

いずれ も市販されているものを種子または 苗の状態 で 人手した。 これらのうち、

‘ タカノツメ＇を除く27品種 はすべて甘味品種である。 また、 ‘ひもとうがらし ＇は

Tanaka et al. ( 201 Oa) によって変異型pAMTアリル'pamt2'が原因で辛味を失って

いることが明らかになっている甘味品種である。 これらを山形大学農学 部附属

農場 で栽培した。

DNA 抽出

Murray and Tho mpson ( 1980) のCTAB法 で、 以下のようにDNAを抽出した。

新鮮な葉 約100mgを乳鉢に 人れ 、 液体窒素で 凍結させて 乳棒 で 粉末状になるま

で 破砕した。 破砕した葉をTris2.42g、 NaCl 16.36g、 EDTA 1.4 9g、CTAB8gを滅

菌ミリQ水 で200mL に定容して作った 4 %CTAB バッファ ー 700µL に加え、

65°Cで 1時間保温した。保温中は 15分おきに転倒混和した。保温後、 サンプル

を室温に冷ましてからク ロ ロホルムとイソアミルアルコ ールを24 : 1 の体積比

で 混合したものを600µL加えた。これを5分間転倒混和した後、 遠心分離機（ト

ミ ー 精工MRX-150、 以下、 同機種を使用）で 室温、 13,000rpmで 5分間遠心分離

した。 遠心分離後、 上清500µLを取り、 そこにイソプ ロパノ ールを500µL 加え

て緩やかに転倒混和した。 これを一 晩、 -20°Cで 静罹後、 室温、 13,000rpmで 5分

間遠心分離した。 遠心分離後、 イソプ ロパノ ールを除去し、 そこに 70%エ タ ノ ー

ルを 300µL 加えて タ ッピングし、 遠心分離で生 じた沈殿をリンスした。 これを

再び室温、 13,000rpmで 5分間遠心分離後、 70%エ タ ノ ールを除去し、 チュ ー ブ
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の 蓋 を開放してエ タノ ールを揮発させた。これに TE バ ッファ ー(pH 8.0、 IM の

Tris-HCl lmL と pH 8.0、0.5M の EDTA200µL をlO OmL に 定容したもの）と DN ase

free Ribonuclease G lycerol Solution (1 Omg/mL、 ニッ ポンジ ーン） 0.4µL を加え、

37 °c で 1時間保温した。 抽出された D NA の 確認 を 1%アガロ ースゲル電気泳動

で 行った。また、Qubit 3.0 Fluorometer (Life Technologies) の dsDNA BRAssayに

よる濃度測定結果をもとに 20ng/µL の 希釈液 を調製し、 以後の実験に 使った。

Pun]遺伝子のアリル特異的 PCR

本 研究で 使用したプライ マ ーを表 1.2 に 示した。 Pun]遺伝子のアリル特異的

PCR は、 正常型アリル特異的な U16F プライ マ ーとWyatt et al. (2012) が設計し

たpun]アリル特異的な punl-lfwd2プライ マ ーに 共通 のReverse プライ マ ーD14R

を組み合わせた マルチプレックスPCRで 行った。Pun]アリルを 持てば1,579bp、

pun]アリルを 持てば 1,055bp の 増輻 が得られる。PCR反応液 は、 O.lµL の ExTaq

DNA ポリメラ ーゼ(5U/µL、 タカラバイオ）、 1.6µL の d NTP mixture (2.5mM)、

2µL の 1 Ox Ex Taq Buff er、 各 0.5µL の Forward プライ マ ー（各lOµM)、 lµL の

Re verse プライ マ ー(I OµM)、 2µL の 鋳型 DNA (20ng/µL) を混合して滅菌ミリ

Q 水で全量 20µL に メスアップした。PCR条件 は、94 °c、1分間 の初期変性の 後 、

94 °c、 30秒間 の熱変性、 60 °C、 30秒間 のア ニ ーリング、 n°c、 2分間 の 仲長 反

応を30 サイクル 行い、 最後に 72 °c、 7分間 の最終伸長 をするというプログラム

とした。

カプサイシン生合成経路遺伝子のシ ー ケンシング

‘ タカノツメ ’と ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇について、 カプサイシン生合成経路

で化学反応を触媒している Pun]、pAMT、PAL、C4H、4CL、HCT、C3H、CCoAOMT、

COMT2、 BCAT、BCKDH、 KAS、 ACL、 FAT、 ACSの 15 遺伝子の 塩基配列 を決定
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した。 鋳型増幅とシ ー ケンシングで 使用したプライマ ーを表 1.2 に示した。

Pun]遺伝子ではプ ロモ ー タ ー 領域から 3'UTRにかけての約3kb pを、 pAMT

遺伝子では 5'UTRから 3'UTRにかけての約llkbpをPCR増幅した。Pun]遺伝

子については、 PCR反応液 は、 0.25µLの ExTaqDNA ポ リメラ ー ゼ( 5U/µL、 タ

カラバイ オ）、 5µLの 1Ox Ex Taq Buffer、 4 µLの dNTP mix ture ( 2.5mM)、 それぞ

れ I OµM の F114 8 プライマ ー と DI Rプライマ ーを2.5µLずつ、 20ng/µLの DNA

希釈液 3µLを滅菌ミリQ水 で 50µLに定容して作り、 PCR条件を94 °c、 1分の

初期変性の後、 94 °c、 30 秒の変性、 60°C、 30 秒のアニ ー リング、 12°c、 3分の

仲長を 30 サイクル行い、 最後に 12°c、 10 分の最終伸長を行うプ ログラムとし

た。Pun]遺伝子のプ ロモ ー タ ー 領域の塩基配列はシス配列デ ー タ ベ ー ス'PLACE '

( H igo et al. 1999、 https://so go . dna. affrc.go .j p/cgi-bin/so go .cgi?lang= en)で解析した。

pAMT遺伝子のシ ー ケンシングに 使った鋳型は、 Flプライマ ーから 7 th- intron-R

プライマ ー の間（領域 I)、F4 43 プライマ ーから R788 プライマ ー の間（領域2)、

F74 7 プライマ ーから R1313 プライマ ー の間 （領域 3)、 14 th- intron-F プライマ ー

から R1616 プライマ ー の間 （領域 4 ) の 4つに分けてPCR増輻した。 領域lと

3 については、 PCR反応液を 5U/µLの LATaq DNA ポ リメラ ー ゼ 0.25µL、 5µL

の 1Ox LA PCR Buffer II、 8µLの dNTP mixt ure ( 2.5mM)、 5µLの MgCh mix ture 

( 25mM)、 それぞれlOµM の Fo rwa r d プライマ ー と Rev ers e プライマ ー2.5µLず

つ、 20ng/µLの DNA 希釈液 3µLを滅菌ミリQ水 で 50µLに定容して作り、 PCR

条件を Tanaka et al. ( 201 Ob) に従い、 94 °c、 2分の初期変性の後、 98°C、 10 秒の

変性、 ss 0c、 30 秒のアニ ー リング、 68°C、 15 分の伸長を35 サイクル行い、 最

後に 68°C、 15 分の最終仲長を行うプ ログラムとした。 領域2 と 4 については、

PCR反応液 の組成とPCR条件をPun]遺伝子の鋳型増幅と同 じとした。

Pun]、 pAMT以外のカプサイシン生 合成経路遺伝子、 PAL、C4H、 4CL、 HCT、

C3H、 CCo A OMT、 COM T2、 BCA T、 BCKDH、 KAS、 A CL、 FA T、 ACS の 13 遺伝
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子では、 cDNA の ORF の塩基配列を決 定した。PCR反応液 は、 0.25µLの ExTaq

DNA ポ リメラ ー ゼ( 5U/µL、 タカラバイ オ）、 5µLの 1Ox Ex Taq Buffer、 4 µLの

dN TP mix ture ( 2.5mM)、 それぞれlOµM の Fo rwar d プライマ ー と Rev ers e プライ

マ ーを2.5µLずつ、 20ng/µLの DNA 希釈液 3µLを滅菌ミリQ水 で 50µLに定容

して作った。PCR条件は、PAL、C4H、 4CL、C3H、CCo A OMT、 BCKDH、 A CL、

FA T、 A CS は 94 °c、 1分の初期変性の後、 94 °c、 30 秒の変性、 60°C、 30 秒のア

ニ ー リング、 n°c、 2分 30 秒の伸長を35 サイクル行い、 最後に n°c、 2分 30

秒の最終伸長を行うプ ログラムとした。 HCT と COM T2 の PCR 条件は、 94 °c、

1 分の初期変性の後、 94 °c、 30 秒の変性、 ss 0c、 30 秒のアニ ー リング、 n°c、

2分の伸長を35 サイクル行い、最後に n°c、2分の最終伸長を行うプ ログラム、

BCA T と KAS のPCR条件は、 94 °c、 1 分の初期変性の後、 94 °c、 30 秒の変性、

57°c、30 秒のアニ ー リング、72°c、2分の伸長を35 サイクル行い、最後に n°c、

2分の最終伸 長を行うプ ログラムとした。得られたPCR産物は 1%アガ ロ ー スゲ

ル電気泳動で確認後、 NucleoSpinG el and PCR Clean- up ( M acherey-N agel) のプ ロ

トコ ー ルに従って精製した。 塩基配列の決 定にはユ ー ロフ ィ ンジェノミクス社

の DNA シ ー ケンスサ ービスを利用した。

果実の辛味の有無とPun]、 pAMT遺伝子型の連鎖解析

‘カラ ー ピ ー マンイエ ロ ー を 母本、 ‘ タカノツメ＇を父本とした交配を行い、 F1

10 個体と F2 93 個体を得た。 F1 と F2 の各個体の辛味の有無は、 個体 ごとに 1,.--..,

12 個の果実を食べて判 定し、 1つでも辛味果実がある個体は辛味個体とした。

各個体のPun]遺伝子型はプ ロモ ー タ ー 領域のシ ー ケンシングで決 定した。また、

pAMT遺伝子型の判別には本研究で作成したDNA マ ーカ ーを使用した（ 図1.5 a、

表 1.2)。 この DNA マ ーカ ー は、 Fo rwar d プライマ ー の 3'末端を正常型と変異型

ぞれぞれ の特異的SNP部位とし、 共通の Rev ers e プライマ ーでPCRしたときの
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343bp の増輻産 物の有無で遺伝子型を 判別する ものである。 各 F orw ard プライマ

ー は アニー リングの特異性を 高めるため、 3 '末端から2bp上流を 本来 T である

ところ Cに 憤換してある （ 図 1.5 a)。 pAMT遺伝子の DNAマー カー のPCR反応

液は、 0.4µL の T ksGfl ex DNAポ リメラー ゼ ( 1.5U/µL、 タカラバ イオ ） 、 I OµL の

2x Gfl ex PCR B uff er、 そ れぞ れ I OµM の F orw ard プライマー と Revers e プライマ

ー を l µ L ずつ 、20 ng/µ L の DNA希釈液 2µL を滅菌ミリ Q 水で 20µLに 定容 して

作り、PCR条件を 94°c、 1分の 初期 変性の後、 94°c、 30 秒の 変性、 67° C、 15 秒

の アニー リング、 12°c、 30 秒の伸長を 30 サイクル行い、最後に n°c、 30 秒の

最終仲長を行うプログラム とした。

カプサイシン生合成経路遺伝子の 発現解析

RNAを ‘ カラー ピ ー マンイエロー ＇と‘ タカノツ メ’ の 開 花後 日 数 20 日 と 30 日

（以下、 20DAF と 30DAF) の 果実 3 つ ずつ の胎座から、 RN easyPlant M ini Kit 

（ キ アゲン） の プロト コ ー ルに 従って抽 出 した。 以前の研究で、カプサイシン生

合成経路遺伝子の 発現量は 20DAF から30DAF に かけて最大となるとされてい

る ( St ew art et al. 2005) ため、 20DAF と 30DAF の 果実を 抽 出に 用いた。 抽 出に

は RLT バ ッフ ァ ー を 使 用し、途中でオ プシ ョ ナルキ ットの RN as e-F reeDN as e Set 

（ キ アゲン） を 用い DNAを分解した。 抽 出 した RNA は Q ub it 3 .0 F lu orom et er 

( L ife T echnologies) の RNABR As s ay で濃度を測定 し、 125 ng/µLに 希釈した。

cDNAはPrim eScript II 1 st st rand cDNA Synthes is Kit ( タカラバ イオ ） の プロト コ

ー ルに 従って合成 した。

半定量 RT -PCRは、Pun] 、pAMT、PAL、 C4H、 4CL、HCT、 C3H、 CCoAOMT、

COMT2、 BCAT、 BCKDH、 KAS、ACL、 FAT、 ACS の 15 遺伝子で行った。 PCR反

応液は、O.l µ L の Ex T aqDNAポ リメラー ゼ ( 5U/µ L、 タカラバ イオ ） 、2µL の l Ox

Ex Ta q  B uff er、 l .6µ L の dN TPm ixt u re ( 2 .5mM)、 そ れぞ れ I OµM の F orw ard プラ
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イマ ー と Rev ers e プライマ ーlµLずつ、 cDNA 溶液 2µLを滅菌ミリQ水 で20µL

に定容して作り、PCR条件は、 94 °c、 1分の初期変性の後、 94 °c、 30 秒の変性、

60°C、 30 秒のアニ ー リング、 72°c、 30 秒の伸長 のサイクル反応を30 サイクル

行い、 最後に n°c、 30 秒の最終伸 長を行うプ ログラムとした。 ポジテ ィ ブコ ン

ト ロ ールとしてハウスキ ー ピング遺伝子の ユビキ チン結合酵素 E2 を Ubiq u itin­

F プライマ ー と Ubiq u itin-Rプライマ ーで増幅した。 PCR条件は、 94 °c、 1 分の

初期変性の後、 94 °c、 30 秒の変性、 60°C、 30 秒のアニ ー リング、 n°c、 30 秒の

伸長 のサイクル反応を25 サイクル行い、 最後に 72°c、 30 秒の最終伸長を行う

プ ログラムとした。

リアル タ イム RT-PCRは、 TP850Thermal Cycler Dic e  Real Time Sys tem Single 

（ タカラバイ オ）を用い、Pun]遺伝子とpAMT遺伝子で行った。Pun]遺伝子に

ついては ex2_F1600 プライマ ー と D14 Rプライマ ーを、pAMT遺伝子については

ex17 F10721 プライマ ー と R10853 プライマ ーをそれぞれ 使い、 ノ ーマライザ ー

としてユビキ チン結合酵素 E2をUbiq u itin-F と Ubiq u itin-Rで増幅した。 PCR反

応液 は、 12.5µLのSYBRPremix Ex Tag II ( Tli  RNas eH Pl us、 タカラバイ オ）、 そ

れぞれlOµM の Fo rwa r d プライマ ー と Rev ers e プライマ ーlµLずつ、 cDNA 溶液

2µL 混合して作り、 PCR条件は、 95°c、 30 秒の後、 95°c、 5分、 60°C の反応を

4 0 回、 60°C、 30 秒、 95°c、 15 秒の反応を2 回 行うプ ログラムとした。

C. annuumの甘味品種のpAMT遺伝子のジェノ タ イピング

pAMTの DNA マ ーカ ー （ 図1.5 a、 表 1.2) を使い、 C. annuumの甘味品種25

品種のpAMTの遺伝子型を判 定した。PCR溶液 の組成とPCR条件は連鎖解析と

同 じとした。
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3 .  結果

Pun] 遺伝子の ア リル特異的PCR

C. annuum 27 品種の Pun] 遺伝子の ア リル分析の 結果を図1 .3 に示した。 ‘ タカ

ノツ メ＇ と‘ カラー ピ ー マンイエロー ＇ を 除く 25 品種では、 pun] 特異的 な 1,055bp

の増 幅産 物が得られ、 ‘ タカノツ メ’ と‘ カラー ピ ー マンイエロー ’ では正常 型Pun]

特異的 な 1 ,602bp の 増 幅産 物が得られた。 ‘タカノツ メ＇ は機能的に 正常 なPunl 遺

伝子を持つ辛味品種であるため、 こ れは期待通りの 結果であった。 一方で、 ‘カ

ラー ピ ー マンイエロー ＇ は、見 たH は pun] ア リルを持つ 普通の ベル型の 甘味品種

と変わらないに もかかわらず 、 pun] を持 たないという予想外の 結果に なった。

この 結果から、 ‘ カラー ピ ー マンイエロー ＇ が pun] ア リル以外の 変異 型Pun] ア リ

ルを持つ 可能性、またはPun] 遺伝子以外の カプサイシン生合成に関わる遺伝子

に 変異を持つ 可能性が示唆された。

Punl 遺伝子のシー ケンシング

Pun] 遺伝子の プロモ ー ター 領域から3 '非 翻訳領域に かけて、 ‘ タカノツ メ’ と

‘ カラー ピ ー マンイエロー ＇ でそ れぞ れ 2,939bp と 2,996bp の塩基配列 を決定した。

開始 コ ドンから 3 '非 翻訳領域の塩拮配列 は両品種で同 一 だ ったが、 開始 コ ドン

の上流 875bpに 1 塩韮欠失、 665bp上流に 1 塩韮置換があった。 シス配列 デ ー タ

ベー スPLACE による解析の 結果、この 2 か所の 変異箇所はデ ー タベー ス上の シ

ス配列に は該 当 しなかった。 こ れらの 結果から、 ‘ カラー ピ ー マンイエロー ＇ の辛

味欠失がPunl 遺伝子の 変異による ものではないことが強 く示 唆された。

Pun] 遺伝子と F2 表現型の独立性検定

‘ カラー ピ ー マンイエロー ＇ を 母本、 ‘ タカノツ メ＇ を 父本とした E 集 団 の各個 体
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の 辛味の有無と、 Pun]遺伝子の遺伝子型が独 立かどうかを調べた。Pun]遺伝子

の遺伝子型は 開始コドンの 上流875bp の 1 塩 韮欠失の有無をシ ー ケンシングで

調べることで 決定した。

F 1 10個体はすべて 辛味個体 だった。また、F 293個体のうち、 辛味は 70個体、

甘味は 23個体で、 カイニ 乗検定の結果、 辛味 ：甘味 =3 = 1 の期 待比とよく 一致

していた（表 1.5) (p=0.952)。 これらの結果は、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇の 辛

味 欠失は 劣性の 一遺伝子支配の形質であることを示唆している。

Eの Pun]遺伝子の遺伝子型 ごとの 辛味と甘味の個体数も 辛味と Pun]遺伝子

が独 立である 場合の期 待値とよく 一致しており、 遺伝子型による表現型の 偏り

は見 られなかった（表 1.6) (p=0.985)。これらの結果から、 ‘カラ ーピ ー マンイエ

ロ ー ＇の 辛味 欠失の 原因が Pun]遺伝子ではないことが示 唆された。

pAMT 遺伝子のシ ー ケンシング

‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇の 辛味 欠失の 原因が Pun]遺伝子ではないことが 示

されたため、 辛味 欠失をもたらすことが知られているもう 一つの遺伝子、pAMT

遺伝子の 塩基配列 を決定した。 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇と ‘ タカノツメ ’のORF

l,380bp と 16 個のイントロンのスプライシングジャンクションの 塩 拮配列 を 決

定した。 その結果、ORF に 7 か 所の 塩基置換があり、 そのうち 3 か 所が 同 義償

換、 4 か 所が非 同 義置換 だった（表 1.3)。 4 か 所の非同 義置換のうち、 第11 エ キ

ソン 99bp 日の 塩 基置換は終止コドンを生じるナン センス変異で、 この 塩 基置換

によって pAMTの全アミノ酸 配列 のおよそ 40%に相 当する 領 域が ‘カラ ーピ ー マ

ンイエロ ー ＇で 欠損していた（図1.4a、 1.4b)。 また、 この 塩基罹換は pAMTのア

ミノ基転移酵素 活性にとって重要とされている p yridoxal 5-phosphate (PLP) 結合

ドメインに 位 置していた（図1.4b)。スプライシングジャンクションの G T-A G モ

チ ーフはすべてのイントロンで保 持されていた。 これらの結果は、 ‘カラ ーピ ー

20 



マンイエロ ー ＇の 辛味 欠失がpAMT 遺伝子第 11 エ キソンのナン センス変異が 原

因であることを示唆している。 この ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇で見 つかったナン

センス変異はこれまでに報告がない 新規のもの だったため、既報のpamt 1 ,..__,pamt9 

(Tanaka et al. 2018) に続く 10 番 目の変異型pAMTアリルということでpamt 1 0

と 名 付けるとともに、pamt 10特異的な D NA マ ーカ ーを作成した（図1.5a、1.5b)。

本 研究で 決定した Pun] 遺伝子 と pAMT 遺伝子の 塩 基 配列 は LC423554 ,..__,

LC423557 として DDB Jに 登録した。

pAMT遺伝子と E表現型の独 立性 検定

‘カラ ーピ ー マンイエロ ー を 母本、 ‘ タカノツメ ＇を父本とした E集 団の各個体

の 辛味の 有無と、pAMT遺伝子の遺伝子型が独 立かどうかを調べた。 pAMT遺伝

子の遺伝子型は、pamt 10特異的 D NA マ ーカ ーで 決定した。

F 丑こおける pAMT遺伝子の遺伝子型は、 タカノツメ型ホモ(TT) : ヘ テロ(TY) :

カラ ーピ ー マンイエロ ー型ホモ(YY) =22 : 50 : 21 と 概ね 1 : 2 : 1 に分かれ、

ほ ぼ遺伝子型で表現型が 決まっていた（表 1.6)。すなわち、TT 型ホモ 22個体は

すべて 辛味、 ヘ テロ 50個体 中 47個体が 辛味、YY型 21個体 中 20個体が甘味 だ

った。た だし、 ヘ テロ 3個体が甘味に、YY型 1個体が 辛味というように 4個体

の 例外があり、pAMT遺伝子型と 辛味の有無が数字上は完全連鎖ではなく、pAMT

遺伝子座に 密接に連鎖した遺伝子に生じた突然変異が ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー'

の 辛味 欠失の 直接の 原因である可能 性も 考えられた。しかし、これら 例外個体が

生じた 原因として、 甘味となった ヘ テロ 3個体については ‘シシトウ ’などで報告

（松島 2015) されているような個体内での 辛味発現の 不安定さによるもの、 辛

味となったYY型 1個体については 既知のpAMT変異体で報告されている甘味

品種におけるカプサイシノイドの 微量な蓄積(Lang et al. 2009) によるものでは

ないかと考えられる。 本章の 研究では、 果実の 辛味の判 定を各個体 1 �12 個の
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果実 の 食味試験 に よ っ て 行 い 、 一 つ で も 辛 味果実が あ っ た個体 は 辛 味個体 と し

た 。 し か し 、 同 一 の 辛 味個体で生 じ る 果実 に 辛味 の 程度 は も ち ろ ん 、 辛 味 の 有無

さ え も 異 な る 果実 が あ り 、 辛味 と 判定 し た E 個体 70 個体の 半数以上 に あ た る

40 個体で辛味果実 と 甘味果実 が混在 し て い た 。 こ の よ う な 個体 の 中 に は 、 ほ と

ん ど の 果実 が辛 く な か っ た が 1 つ だ け 辛 味果実が 出 た た め に 辛 味 と し た 個体 も

あ っ た 。 こ の よ う な こ と が あ る た め 、 pAMT 遺伝子型 が ヘ テ ロ で あ り な が ら 調 べ

た 果実 が す べ て 甘味 と い う 個体が確率 的 に は 十分生 じ う る 。 こ の よ う な 同 一個

体 内 で辛味 の 発現が不安定 な 品種 と し て 代表的 な も の が、 正常 な Pun] 遺伝子 と

pAMT 遺伝子 を 持 つ に も か か わ ら ず、 同 一個体 内 に 辛味果実 と 甘味果実 が混在す

る
‘ シ シ ト ウ ’ や

‘万願寺 ’ の よ う な 品種 で あ る （士井 ら 20 1 3 、 松 島 20 1 5 ) 。 辛味 と

な っ た pamt10 ホ モ 1 個体 に つ い て は 、 こ の 個体 内 で生 じ た 辛味果実 は 9 果実 中

l 果実 の み で、 そ の 辛 味 も 弱 い も の だ っ た 。 Lang et al. (2009) は pAMT 変異体が

微量 の カ プサ イ シ ノ イ ド を 蓄積す る こ と を 述べ て お り 、 辛味 と な っ た pamt10 ホ

モ 1 個体で も 同様 の 現象 が起 こ っ た と 考 え ら れ た 。 よ っ て 、 pAMT 遺伝子型 と F2

表現型 は 事実上、 完全連鎖 で あ る と 言 え る 。

次 に 、
‘ カ ラ ー ピ ー マ ン イ エ ロ ー ＇ の 辛 味欠 失 の 原 因 が pAMT 遺伝子エ キ ソ ン 1 1

の ナ ン セ ン ス 変 異 で あ る と い う 結論 を 完全 な も の と す る た め 、 ‘ カ ラ ー ピ ー マ ン

イ エ ロ ー ＇
を 母本、 ‘ ひ も と う が ら し

＇
を 父本 と し た 凡 個体 の 辛 味 の 有無 の 判定 に

よ る 相補性検定 を 行 っ た 。
‘
ひ も と う が ら し ＇ は pAMT遺伝子 の 変異型 ア リ ル pamt2

に よ っ て 辛味 を 失 っ て い る 品種 (Tanaka et al. 20 1 Oa) で あ り 、 も し ‘ カ ラ ー ピ ー マ

ン イ エ ロ ー ＇ の 辛 味欠失がpamt1 0 の ナ ン セ ン ス 変異 が原 因 で あ れ ば じ 個体 は 甘味

に 、 そ う で な け れ ば 凡 個体 は相補 に よ っ て 辛味 に な る は ず で あ る 。 結果、 F 1 1 0  

個体 は す べ て 辛味だ っ た （表 1 . 5 ) 。

以上 の 結果 か ら 、
‘ カ ラ ー ピ ー マ ン イ エ ロ ー ＇

の 辛 味欠失 は pAMT 第 1 1 エ キ ソ

ン の ナ ン セ ン ス 変異 が原 因 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。
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Pun]、 pAMT 以外 の カ プサ イ シ ン 生合成経路遺伝子 の シ ー ケ ン シ ン グ

Pun] 遺伝子 と pAMT 遺伝子以外の カ プサ イ シ ン 生合成経路色遺伝子 の
‘ カ ラ

ー ピ ー マ ン イ エ ロ ー ＇ の 辛 味欠 失 と の 関係 を 確認す る た め 、 1 1 遺伝子 で cDNA

ORF の 塩基配列 の シ ー ケ ン シ ン グ を 行 い 、 PAL で 2 1 54bp、 C4H で 1 5 1 8bp、 4CL

で 1 628bp、 HCT で 1 308bp、 C3H で 1 536bp、 CCoAOMT で 744bp、 COMT2 で

1 080bp、 BCAT で 1209bp、 BCKDH で 1 086bp、 KAS で 1467bp、 ACL で 399bp、

FAT で 1 1 1 6bp、 ACS で 1 572bp を そ れ ぞ れ決定 し た （表 1 .4) 。 PAL、 C4H、 4CL、

HCT、 CCoAOMT、 BCAT、 KAS、 ACL、 FAT の 9 遺伝子 は ‘ カ ラ ー ピ ー マ ン イ エ ロ

_ ,  と ‘ タ カ ノ ツ メ ’ で塩基配列 が 同 一 だ っ た 。 残 り の 4 つ の 遺伝子 の う ち 、 C3H に

は 2 か所 の 同 義置換 と 1 か所 の 非 同 義置換、 COMT2 に は 1 か所 の 非 同 義置換、

BCKDH に は 1 か所 の 同 義置換、 ACS に は 3 か所 の 同 義置換 と 7 か所 の 非 同 義置

換が あ っ た 。 こ の う ち 、 C3H の 1 か所、 COMT2 の 1 か所、 お よ び ACS の 3 か所

の 非 同 義置換 は デ ー タ ベ ー ス 上 の 辛味品種 に も あ る も の だ っ た （表 1 .4) 。

カ プサ イ シ ン 生合成経路遺伝子 の 発現解析

‘ カ ラ ー ピ ー マ ン イ エ ロ ー ＇ と
‘ タ カ ノ ツ メ ’ の カ プサ イ シ ン 生合成経路遺伝子 の

発現 に 差 が あ る か ど う か を 知 る た め に 、 20DAF と 30DAF の 果実 の 胎座 cDNA を

使 い 、 Pun]、 pAMT、 PAL、 C4H、 4CL、 HCT、 C3H、 CCoAOMT、 COMT2、 BCAT、

BCKDH、 KAS、 ACL、 FAT、 ACS の 1 5 遺伝子 に つ い て 半定量 RT-PCR を 行 っ た 。

ま た 、 Pun] 遺伝子 と pAMT 遺伝子 に つ い て は リ ア ル タ イ ム RT-PCR も 行 っ た 。

半定量 RT-PCR の 結果、 pAMT を 除 く 14 遺伝子 は ‘ カ ラ ー ピ ー マ ン イ エ ロ ー ＇ の

20DAF と 30DAF で発現 し て い た （ 図 1 .6a) 。 pAMT は い ずれ の ス テ ー ジ で も 、

‘ カ ラ ー ピ ー マ ン イ エ ロ ー ＇ で発現が見 ら れ な か っ た 。 ま た 、 C4H は ‘ カ ラ ー ピ ー マ

ン イ エ ロ ー ＇ で顕著 な 発現量 の低下 が見 ら れ た 他 、 PAL、 BCAT、 KAS で も わ ず か
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ながら ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇で発現量の 低下が見 られた（図1.6a)。

リアル タイム RT-PCRの結果、 RT-PCRの電気泳動で発現が 確認 できなかった

‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇のpAMT発現量は、20DAF において ‘ タカノツメ ’の 500

分の 1 以下に、 30DAF でも 20 分の 1 以下にそれぞれ 低下していた（図1.6b)。

また、 RT-PCR の電気泳動レ ベルでは発現量の差が 確認 されなかった Pun]遺伝

子の発現量も ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇の20DAF が ‘ タカノツメ ＇のそれと比べて

10分の 1 以下に 低下していた（図1.6b)。

C. annuum甘味品種の pAMT遺伝子のジェノ タイピング

C. annuum の甘味 25 品種について、pamt 10を 持つかどうかを調べるために

pamt 10特異的 DNA マ ーカ ーを使って遺伝 子型判別を行った。その結果、 25 品種

中 24 品種はpamt 1 0を 持たなかったが、 唯一 ‘イエロ ー パプリカ ’のみがpamt 10を

ヘ テロで 持っていた（図1.7)。
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4 .  考察

本 研究では、甘味品種 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇が 新規の変異型 pAMTアリル

pamt 1 0によって 辛味を失っていることを明らかにした。 ‘カラ ーピ ー マンイエロ

_ ,  は 市販の ベル型甘味品種である。 ベル型の甘味トウガラシ品種は 世界 中で 野

菜として栽培• 利用されているにもかかわらず、 その 辛味 欠失はpun]というた

った 1 種類の 劣性対立遺伝子によってもたらされていると考えられてきた。他

方、pAMT 遺伝子に 目を 向けると、以前の 研究で見 つかった変異型 pAMTアリル

は マイナ ーな 在来品種から見 つかっているのみで、 ベル型甘味品種では見 つか

っていなかった(Tanaka et al. 2018)。 これはおそらく、 緒言にも 書いたように、

辛味がある 故に 野菜として 利用できなかったトウガラシに 辛味の 欠失をもたら

したpun]突然変異が育種材料として 積極的に 利用されて 急速に拡がったためと

考えられる。 これについては、 Stewar tet al. (2005) もpun]アリルを 持つ単一の

甘味品種を起 源として多くの ベル型甘味品種が育種によって 派生し、 その結果

として 辛味をもたらす遺伝的要 因がpun]アリルで 席巻されるに 至ったことを述

べている。 本章の 研究により、 pAMT 変異体として ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇が

見 つかったことは、 以上のような ‘
ベル型甘味品種の常 識 ’を 覆す発見 であり、

pAMT変異体が 人知れず甘味品種の育種で 使われてきたことを示唆している。よ

って、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇のような pAMT変異型の ベル型甘味品種はこれ

まで 調べられて来なかった だけで、他にも存 在する可能 性がある。また、 本章で

行った pamt 10特異的 D NA マ ーカ ーによる甘味品種のジェノ タイピングでは、

‘イエロ ー パプリカ ＇という品種が pamt 1 0を ヘ テロで 持つことが明らかになった

（図 1.7)。 Pun] 遺伝子のアリル分 析で判明したように、 ‘イエロ ー パプリカ ’は

pun]アリルをホモに 持つ甘味品種であり（図1.3)、他のpun]アリルを 持つ品種

の中に pAMT変異型アリルを 持つものが 今後 も見 つかる可能性がある。
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独 立性 検定と相補性 検定によって、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇の 辛味 欠失の 原

因が pAMT 遺伝子第11 エ キソンのナン センス変異、 すなわちpamt 10であること

が 確かめられた（表 1.5、 1.6)。さらに、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇の pAMT 遺伝

子の発現量が ‘ タカノツメ ＇と比較して 20DAF で 500分の 1 以下、30DAF で 20分

の 1 以下と、 いずれのス テ ージでも 劇的に 低下していることが判明した（図1.-

6)。Tanaka et al. (2018) は、pAMT変異型甘味 系 統でpAMT発現量が 有意に 減少

していることを報告し、 その 原因としてナン センス変異が生じた m RNA を迅速

に分解して細胞への 悪 影響を 防 ぐ'nonsense-mediated m RNA decay'(N MD) と呼

ばれる機構(Conti and I zaurralde 2005) を挙げている。pamt 10を 持つ ‘カラ ーピ ー

マンイエロ ー ’における pAMT 発現量の 劇的な 低下も、 この NMD によるものか

もしれない。 なお、 本 論文では 記述しなかったが、 5 'UTR のシ ー ケンス解析で

は、 ‘ タカノツメ ’との比較で ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ’に 21 か 所の 塩 基置換が見

つかっている。 これらが発現に関わる重要な 部 位の変異であるという 証拠はな

いが、 これらのプロモ ー タ ー 領 域の変異が pAMT の発現量の 低下につながった

可能性もある。また、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇の Pun l 遺伝子の発現量も 20DAF

で ‘ タカノツメ ＇の 10 分の 1 以下に 低下していた。 さらに、 半定量 RT-PCR では、

‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇で C4H 、 PAL、 BCAT、KASの発現量も 低下しているこ

とが 示された（図1.6)。 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇の Pun l 遺伝子のコ ード 領 域

は ‘ タカノツメ ＇と同 一の 塩 韮配列 だった 上、 プロモ ー タ ー 領 域に 遺伝子発現に 影

曹する 塩 基置換が見 つからなかったことから、 この Pun]など pAMT以外の遺伝

子の発現量の 低下は、pAMT遺伝子と他のカプサイシノイド生合成 経路遺伝子の

間 にある未知の相互作用の存在を示唆しているのかもしれない。

‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇はナン センス変異を生じる 新規変異型 pAMT アリ

ル pamt 10によって 辛味を 失っているが、 一方で ‘ タカノツメ ＇との F 2集 団では

pamt 10をホモに 持つ個体で 弱いながらも 辛味を 持つ果実を生じた。これと 似た現
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象として、 既知の pAMT 変異 系 統が 微量のカプサイシノイドを蓄積することが

報告されている(Lang et al. 2009、 Park et al. 2015、 Tanaka et al. 2010a, 2015)。

これらのことから、pAMTが機能を欠損してもカプサイシノイドの完全な 欠失に

は 至らないことがわかる。 これはおそら < pAMT の機能 欠損を補完する別の遺

伝 子の存在、 あるいは 本来 pAMT が 触媒するバニリンからバニリンヘの変換反

応が酵素による 触媒を経ずとも自発的に 緩やかに 進 行する反応である可能 性を

示唆している。 これらのことにもかかわらず、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇は 辛味

果実を生じない、 安定した甘味を示す 商業品種である。 同じ pAMT 変異体でこ

のように甘味の 安定 性に差が 生じる 原囚として遺伝的 背景の 違いが 考えられる。

辛味の 有無に 影響を与えるメジャ ーな 遺伝 子として Pun]遺伝 子と pAMT遺伝 子

がある 一方で、 辛味の 程度や 安定 性に 影 曹する QTL がいくつか知られている

(Ben-Chaim et al. 2006、 Blum et al. 2003、 Stewart et al. 2005) 他 、 果実のカプサ

ィシン量に 影響を与えている 転写 囚 子も単離されている(Arce-Rodr ig uez and 

Ochoa-Alejo 2017、Keyhaninejad et al. 2014)。つまり、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー'

はそのような 辛味の 程度、 言い換えればカプサイシノイドの蓄積量に 正の 効果

を 持つ 因子に変異が蓄積して機能が 欠損している ‘甘味の遺伝 背景 ’を 持つため、

辛味果実を生じない 商業品種として成立していると考えられる。 半定量 RT-PCR

の結果、分岐差脂肪酸経路の BCATと KASの発現量が ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー'

で 低下していることが 示された。 さらに、 同じ分岐差脂肪酸経路の A CSについ

ても ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇で 7 か 所の非同 義置換が見 つかっている。 そのう

ちの 4 か 所は デ ー タ ベ ース 上の 辛味品種でも見 られない 塩 韮置換 だった。特に

開始コドンから 544bp の 塩基は ACS の 活性にとって重要 だと考えられている

'putative AMP- binding domain'の 一部である(Lee et al. 2001) が、 ‘ タカノツメ ’で

G であるのに対し、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇ではT に 置換しており、 この 塩 韮

置換によって非 極性 アミノ酸のアラニンが ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇では 極性
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アミノ酸である セリンに 置換していた。 また、 開始コドンから 91lbp の 塩基が

‘ タカノツメ ’ではC であるのに対し ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇では G に 置換し、

アミノ酸が非極性 アミノ酸のアラニンから極性 アミノ酸のグリシンに 憤換して

いた。 これらの分岐差脂肪酸 経路遺伝子の発現量 低下やコ ード 領 域の非 同 義置

換が、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇が 安定した甘味品種として成立している 要 因の

一つかもしれない。

以上のことを踏まえて、 本章の 研究で見 つかった 新規pAMT変異品種 ‘カラ ー

ピ ー マンイエロ ー ＇の起 源の 仮説を提示する（図1.8)。最初にpun]アリルが 辛味

系統で生じて初期の甘味 系統が 生まれたが、 これは遺伝的 背景が 辛味 だったと

考えられる。 この甘味 系統から育種によって様々な甘味品種が 派生する過程で、

生存性に 影響しない 中立的な 遺伝子 群であるカプサイシノイドの蓄積量や 辛味

の 安定性に 正の 効果を 持つ 遺伝子 群（辛味の遺伝 背景） に突然変異が蓄積し、

徐々 に ‘甘味の遺伝 背景 ’に 置き換わったと考えられる。 このように甘味の遺伝 背

景で 安定化した pun]甘味品種であるとき、 偶 然 pAMT に突然変異が起こって

pamt 10アリルが生じ、pun lとpamt 1 0をいずれも ホモに 持つ 2重変異体が生じた。

この 2 重変異体が 耐病性の付与など育種 上の 必要性 から 辛味品種と 交雑し、 そ

の 後 代から 偶 然 Pun l 遺伝子座がpun l アリルから Pun l アリルに 置き換わりな

がらも pamt 10と甘味の遺伝 背景を保 持した甘味品種として意図せず 選抜された

のが ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇で、 これが ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇の起 源であ

ると考えた。もち ろん、 これは考えられる様々なシナリオの 一つである。 同じ種

であれば容易に 交雑するため、pamt 10が ベル型ではない C. annuum品種で生じ、

これが ベル型品種に 偶 然 導人された可能性や、C. chinenseなど C. annuumと比較

的近縁で種間 交雑可能な種で生じた pamt 10が ベル型品種に 導入された可能性 も

考えられる。

以前の 研究で述べられているように、pAMT 変異型甘味トウガラシはカプサ
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イシノイド類 縁物質である ‘カプシノイド ＇を蓄積する(Koeda et al. 2014、 Lang et 

al. 2009、 Park et al. 2015、 Tanaka et al. 2010a, b, 2015, 2018)。 カプシノイドは

辛味の 程度がカプサイシノイドの 約 1000分の 1 であるにもかかわらず、 代謝 冗

進作用などカプサイシノイドと 同様の生理作用を 持つ(Ohnuki et al. 2001)。 辛味

の 弱さと 優れた 生理活性から、 カプシノイドは味の素（株） のサプリメント 「カ

プシ E X」 と 「アミノバイ タル カプシ 」 の主成分として商品化されている。これ

らはいずれも 加 齢や活動量の現象により 低下した基礎代謝をカプシノイドの 代

謝 九進作用によって補うものである。pAMT 変異体である ‘カラ ーピ ー マンイエ

ロ ー ＇もカプシノイドを蓄積している可能 性が 高く、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇自

体が 健康野菜としての可能 性を秘めている。

本章の 研究の結果、 ベル型甘味品種としては初となる pAMT変異体 ‘カラ ーピ

ー マンイエロ ー ＇を発見 した。 この発見 は甘味トウガラシ品種の遺伝的多様 性の

拡大に 寄与するものである。また、 本章で 開発したpamt 10特異的 DNA マ ーカ ー

はpamt 10アリルを甘味トウガラシ育種に 利用する際の 有用なツ ールとなる だ ろ

。ぷ
ノ
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図1.2. 本章の実験で用いた植物材料。 (A) カラーピーマンイエ
ロー (B) タカノツメ (C) ひもとうがらし。
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甘味品糎 甘味品種
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 11 1 2 13 14 M 1 5 16 1 7 18 1 9  20 21 22 23 24 25 26 '27 ---- - - - ------

+ + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
図1.3. Pun1遺伝子のアリ ル分析。 ＋とは遺伝子型を示し、 ＋は正常型、
ーはpamt10。 MはDNAサイズマーカー (100bp Ladde『、 タカラバイオ） 。
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A I��IWM!prtner') I 
8G心JlilTTTGGCAOTGATMACM

Color Piman Yellow TC: 奴匹J"GTTT― 匹GATAAATAG匹JT.... . . . . . . ATGTATCAGCATGTTTTAATGTGTTGTGACAGAATACC 
軍心sume �TGTTT― 匹GATAAATAC/l心JT... . . . . . . .  ATGTA.TCAGCATGTTTTAATGTGTTOTGACAGAATACC 

凶船がrum匹如飢TMACN; AG邸TACAAAATTACACAACACTGTCT

I �: :fllrwan:I JDIIBI") I I rnt11-R2 IDIIBI" {rweraeprtner') I 

B
 wildtype specificprimer �,._S43bp 

p,smt'Ospeclflcprlmer -S43bp 
如lded磐IIIOlyperil pAMT - + 士 士 :!:: + + ー 士 一 士 十 一 士 :I:: ― 

図1.5 . pamt吋寺異的DNAマーカー。 (A) プライマーの塩基配列とアニーリング模式
図 。 アリル特異的SNPに加えて、 アニーリングの特異性を上げるため、 3'末端から
3bp上流に人為的な�マッチ塩基を入れてある。 (B) pamt吋寺異的マーカーによる、
カラ一ピーマンイエローとタカノツメのFl、 F2のジェノタイピング。 Cはカラ一ピーマンイ
ェロー、 Tはタカノツメ。 M はDNAサイズマーカー (100bp Ladder、 タカラバイオ） 。
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M T C 3 4 5 8 7 8 9 10 11 12 13 14 M 15 18 17 18 1 9 20 21 22 23 24 25 28 27 

wild type specific primer 
一

343 bp  

pamt'fl specifi呵叩『 一一暑 匹 bp

如ided genotype of pAMT + — + + + + :I: + + + + + + +  + + + + + + + + + + + + +  

図1.7 . pamt吋寺異的DNAマーカーによる甘味品種のジェノタイピング。 数字は表1.1
のサンプル番号に対応。 ＋とは遺伝子型を示し、 ＋は正常型、 ーltpamtm。 M はDNAサ
イズマーカー (100bp Ladder、 タカラバイオ） 。
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甘味品種の成立過程 一
寧疇パックグラウン�鱒つ初霧の言疇晶璽

字ニ溢;<ッ 止一庄

マイナ ーな甘味品種の 成立過程

pamt'""咤袴つ甘疇贔糧

こニジ蜘《吻ラウンド

こ 匹《冴ラウ坪

こ—
一鼠的な賃輯贔糧 ,-1�2重賣鼻停

辛疇贔●切遥 i x(三三□〉

三`□□三〗:j; ご‘”

図1.8 . カラ一ピーマンイエローの起源についての仮脱。
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表止． 本研究で使用 し た 1- ウ ガラ シ品董

No. 晶櫨名• 果実タ イ ブ 辛 来塵、 特

1 (T) タ カ ノ ツ メ コ ー ン 辛珠 8本の在来辛珠品董

2 (C) カ ラ ー ピー マ ン イ エ ロ ー ペル 甘 日本の近

3 パナナ ピー マ ン ロ ングと ペルの中闘型 甘 日本の近代晶童

4 ビンニプフ ペル 甘 ロ シアの品

5 カ リ フ ォ ルニアワ ンダー ベル 甘 アメ リ カ で育成されたヽヴ リ カ品纏

6 カ リ フ ォ ルニアワ ンダーオ レ ンジ ペル 甘 アメ リ カ で育成されたバプ リ カ晶讐

7 イ エ ロ ー パブ リ カ ペル 甘 日本の近

8 カ ラ ー ピー マ ン オ レ ン ジ ペル 甘 8本の近代品菫， カ ラ ー ピー マ ン パー ブル ペル 甘 日本の近

10 カ ラ ー ピーマ ン レ ッ ド ペル 甘 8本の近代品菫

11 カ ラ ー ピー マ ン ホ ワ イ ト ペル 甘 日本の近

12 ガブ リ エル ペル 甘 日本の近代品菫

13 涙ク ロ ピー ペル 甘 日本の近代晶重
14 京みど り ペル 甘 近ピ ー マ ン 品蘊

15 マルコ ー ニ レ ッ ド ロ ング 甘 イ タ リ アの品重

16 ピー太郷 ロ ングと ペルの中関塑 甘 日＊の近

17 ラ ウ ン ドオブハンガ リ ー ペル 甘 ハ ン ガ リ ー の品纏
18 さ 言 がけ ペル 甘 近の ピー マ ン

19 セニ !!ii リ ー タ ペル 甘 8本の近代品菫

20 セニ ョ リ ー ク ゴー ル ド ペル 甘 日本の近代品重

21 セニ ョ リ ー タ オ レ ンジ ペル 甘 日本の近代晶童

22 ソ ニア ゴー ル ド ペル 甘 近のパブ リ カ

23 ビク ト リ ヤ ペル 甘 ロ シアの品董

24 ビパパプ リ コ ッ ト ペル 甘 8本の近代品菫
25 ワ ンダー ペル ペル 甘 近の ビー マ ン

26 ワ ンダー ペルイ エ ロ ー ペル 甘 近の ピー マ ン

27 ゾロ ト イ ユ ピ レ イ ペル 甘 ロ シアの品重

28 ひも と う がら し ロ ン グ 甘 日本の在来甘昧品瓢

“ 品董名は螂と し て 入手 した朦の販売名．
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豪L2 カ プサイ シン生合咸経廠冑伝子のシーケンシ ングとRT-PCRで使ったプラ イ マー

遭伝子 ブラ イ マ ー名 ブライマー配列 (5'to 3? 量 した実験 来歴ii

PunI U16F CCCTIGTGCiu 1 1 1 1 1 1ACC 遭伝子璽精謂 Lang et al. (2006) 
punl-lfwd2 GC"「CCACGGAAAAGACTCAT 遺伝子型祠肩 W血 ぶal. 血2)
0畑 CTCTTCAATCAAACACCACA 髄子欝鼠 RT-PCR. qRT-PCR Lang et al. (2006) 
-fl148 MTAGGTCGCTGTTCAMTC シーケ ンス錆型の壇蠣 本
OlR GTTGACCGTAAACTTCCGTT シーケ ンス鎮型の壇蝙 La暉: et al. (2oo&) 
Ulf Al 1 1  IGGATGGGGAAGACCT RT-PCR La疇 成 al. (2006)
ex2_F1600 CGGGTGATGTTGCACAAGC qRT-Pa? 本

pAMT Fl lt;:1 1 1じ1じ1 1 1心TTAGCAAT シーケ ンス頓鴫1の増蠣 Tan諏a et al. (2010b) 
7th-lntron-R MATGATCATGTTATGTTCMMA シーケンス懺域1の増幅 Tanaka et al. (2010b) 
F443 GGTGAAGATGGTGTGGTATT シーケ ンス囀慎にの蝙蝙 Tan血 鍼al. (2Dlob) 

w R788 AATATGTTGCGGGAGGAAGT シーケ ンス囀匹の増蠣 Tan諏a 母al. (2010b) '° F747 TCCTAGGAGCAGCAGGTGTAAT シーケ ンス懺鑢印》増幅 Tanaka et al. (2010b) 
R1313 CCAACATCCCGTACTT怠C心 シーケ ンス蠣減紐》増蝙 Tanaka 紺al. (2010b) 
14面ーlntrnn-F AATATGCT『CGCCCCTAAAT シーケ ンス囀B員40)埴蠣 Tan諏a t!l 111. (2Dl0b) 
R1616 TGT心JMTTGTGC慎JMCAM船crc シーケ ンス頓嶋M》増蝙、 qRT-PCR La暉 et al. (2009) 
ex15F AAGGGGAACTGGTTTGGCAC RT-PCR 本
ex17_F1Dnl GAAGAACTCAAGTCTCAGAAGAAGTAA qRT-PCR 本
R10853 GTIGCMGGAGM£ATTCTTTATTAC qRT-PCR 本
ex11-9WIF GGACAATGT「fGGCAGTGATAAf1£/1£ 輩子欝璽証糎膿的ブラ イマー 本
exll—聾叫F GGACAA TGTTTGGCAGTGA"I血濾 遺伝子塑糟震用“”が噸精螂ブラ イ マー 本
lnt11-R2 TCTGTCACMCACATTAM紀ATGCTGA 遺伝子蚕判震用Reverseブラ イ マー 本— Ubl11ultln-f TGTGTCTCAACATTCTTCGTGA RT-PCR、 11RT.PCR 函larl etBL 畑D)
Ublqultln-R ATACAGCAGCTGCGTCGT RT-PCR.. qRT .PCR 寧larl et al. (2010) 

曇 ： 以前の研覧で甑計さ れたブライ マーは引用文量を示 した。



豪1.2. 傭〖書）
選伝子 プラ イ マー拿 プラ イ マー配"1 便用 Lた霙•
PAL Pal_F CAACTcrA/JIXAmcrr晒TCCA シーケンスー

Pal_R AGCACTTGACMGCACMCA シーケンスー
Pal_F2 一1 1 1 1 16叫匹 シーケンシング
Pal.F3 TCCfCf� シーケンシング
Pal_F4 ACACAGTCAGCCAAGAGCT シーケンシング
Pal.R2 TCGCITCCAAGATCTCN\ACCI' シーケンシング
Pal_RT-F ACAGIC.TTGT� RT-PCR 
PaLRT-R ―A RT-PCR 

C4H C訃l.f 一ヽCCCCAI 1 1 1  IGTACCA シーケンス鱒墾O壇·
〇訃LR TC知1 1 1CTCCAI訊GCCCC シーケンスー
叩 TGAGCA�TGAGG シーケンシング
叩 ACCACCCTCACATCCAACAG シーケンシング
C訃U2 TCCCATTCGTAGI地JTI寧 シーケンシング
C41l.JIT-F CTC&ACACCACG&ASMAG RT-PCR 
C4tLRT-R CAGAAAGCT'GAGTTACCGITGT RT-PCR 

心 “ &CTTTTじMniTI孤m:x叫 シーケンスー“ CAGACA1 I I lMI口立l ll:ilC シーケンス・釦槽鳳 シーケンシング
4Cl__R2 G竿CCTGTAGTCCCTGA シーケンシング
4a._R3 TGCAATTTTCACCGOO.TT饂 シーケンシング
4Ct_RT-F TC6'1'GGMACGGTNXAJ,N,. RT-PCR 
4a....RT·R CAGACA1 1 1じ�1 1121C RT-PCR 

HCT HCTJ TTNilrM.IDGTGAC叫1111 I シーケンスー
HCT_R �AmMCTT シーケンスー
HC'I'. 豆 ―:rcTG.6.TGGJGT シーケンシング
HCT_F3 ACCTTCTCTCCCATCN如 シーケンシング
HCT_R2 TCTGCAM四＾ シーケンシング
HCT_RT-F GC'匹CAATCCATGATGCTG RT-PCR 
HCT_RT-R RT-PCR 

C珀 叩 TCCCTCC心CACOI匹TAT シーケンスー
� SGCTt,;,I 11(.GACCfGQSfAA シーケンスー
叩 AGGCl'TGAAGCACTN?SX シーケンシング
叩 CCだ一嶋 シーケンシング
C贄U2 CACTAGCAC/CfCTTCCCCG シーケンシング
叩�F GAGGACTCCATI心GGCCG RT-PCR 
C3HJIT-R ―JCGA. RT-PCR 

CCoAOM CCoAOMT_F T AAGCCAMGGMGGTMN.A シーケンスー

CCc心MT_R シーケンスー
CCoAOMT_F2 GC'『� シーケンシング
CCc心MT_RZ ATCNIGNICAGGCAAA シーケンシング
CCc心MT..RT-F GCl'CCACCAGATGC埠CCMT RT-PCR 
CCoAOMT_RT-R ACACG細:AAGAI111  IACTACI lldil I RT-PCR 

Comt2 eomta.. 艮mtf m/¥,,;I I屯→郎rn如 シーケンス鯛塁の増·
a弧JTILR — シーケンス鱒聾DK. シーケ”‘”’
〇冨記Laxえ,R1786 Cl『AGCCCCA0TTCCACCAC シーケンシング
CamtZ....RT-F 応CCAGGAGGCAAAGl1春A蕊 RT-PCR 
Coml:2JIT-R RT-PCR 
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表1.2 . ( 続き ）

Be雌 Be瓜SUTR_-F64 TGCCTCTACCTAATCTGTTGCT シーケ ンス鱒型の珊蠣、 シーケンシング

B畑L3UTR_R3016 ACAGCCTGCTAGCACIIしTGAA シーケ ンス鱒型の端幅、 シーケンシング

Bclll_RT-F AGCT匹TCTATCTTGTAAGA RT-PCR 

Bcirt_RT-R ACAGCCTGCTAGCACATGM RT-PCR 

BCKDH BCKDHJ CCTCCCACTTTCTCCAGCAG シーケ ンス鯖型の増幅

BCKDH....R GGCAAATTGGCAATACATGTGAC シーケ ンス鱒塁の増鳳 シーケンシング

BCKDH知 GTGCAACGAAAGACACCACC シーケ ン シ ン グ

BCKDH胆 GCTCCCCAGCCAACTAATGT シーケ ン シ ン グ

BCKDH_RT-F TCCTCTCGTATTCGAACCCT RT-PCR 

BCKDH_RT-R ACGTCCAGTATCACATAMTGCT RT-PCR 

Kas K11s_SUT1l..-F28 AAAGATTT船TTTCTCGTGTTTGAGA シーケ ンス鯖型の増幅

Kas_3UTR...R4689 T暉GGTTC暉TCACGTTG シーケ ンス錆型の増幅、 シーケンシング

Kes_ex2..._R2653 ACCTAACTGTGTAACTTGAGGCA. シーケ ン シ ン グ

Kes_砿3_R3216 CCACCA紀ACCAATAGCCGA シーケ ン シ ン グ

Kes_ex6_R4178 TTGATGGTTGGATGAAGCCA シーケ ン シ ン グ

K11&_RT·F CCMCTCGTTCGGATTCGGA. RT-PCR 

K11s_RT-R GTTGAGCTCCTCCACCATCG RT-PCR 

ACL ACLJ CCTCTTCCCT「GCACAcrcc シーケ ンス鯖型の増幅、 シーケンシング

ACLR ACAGCCA知CGAGATACCC シーケ ンス鱒塁の増幅

ACL_IIT-F AGAGTTTGGCATCTCCGTGG RT-PCR 

ACL_RT-R TGATTGCAGGGTTCGACCAA RT-PCR 

F成 F誠 CGTT岬匹TTGTTTCGG シーケ ンス鋳型の増幅

F心 TCCTCCGCTAGTACTTAGGCA シーケ ンス鯖型の増幅、 シーケンシング

FaLR2 TGAAGGCGTCTTGTGTCCTG シーケ ン シ ン グ

FaLRT-F AGAGCTTCTTGCAT『TGTTGAGA RT-PCR 

FaLRT-R GGAGCTCCTCCGCTA<:rACT RT-PCR 

ACS ACS_F GGGTATTGAATCTCTTATTCTTCGCC シーケ ンス鶴型の端纏

ACS_R AGGGCCTT A.CA四GC船T シーケ ンス錆型の増幅、 シーケンシング

ACS衷 ACAGCTCCGAATGMCCGM シーケ ン シ ン グ

ACS_R4 TCGTCAGGG船TCCAAAAGC シーケ ン シ ン グ

ACS」と GGACATCGATT凶GGTCCGA シーケ ン シ ン グ

ACS_RT-F GTTGCAGAGCACTTCCTTGC RT-PCR 

ACS_RT-R ACTTGCGCCATTACTGAAAATCT RT-PCR 

すべて のプラ イ マ ーは本研究で副け したも のであ る。
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表1.2. （続き）
遺伝子 プラ イ マ ー名 ブラ イ マ ー配列 (5' to 3') 来歴‘

Punl -F806 ATTGGAGGGTGTTAGGTGTA 本研究
-F409 GGTGTGATGTTGATACTACT 本研究
-F209 TTCCTCTTAACCGTCTCCAT 本研究
exl_F3 GGCTTTTGCATTACCATCAT 本研究
exl_F309 GGGAGCTGAGTTCTTGAGTG 本研究
exl_F508 AAGATTGGTGATGGTTGCTC 本研究
U2F TTCTCTACACAAAAATATGG Lang et al. (2006) 

U3F TGCGTACAGAAAAGACTCAT Lang et al. (2006) 

inLF739 GTAATACTACCATCGTCCAT 本研究
inLF861 CTACTCTTAAACGCCTCACT 本研究
lnt_F961 CGAACAGTAAAGTGGAGAAT 本研究
ex2_F1087 GTGGCAGAAGAATCAGGAGT 本研究
ex2_F1258 CTCTCGTCTATTTTCTCCAT 本研究
-R663 TGGCAAAGAAGGAACCCTCC 本研究
Punl_S'NCR_-R505 AACCTCGCCTTCGTGACAAT 本研究
exl_R67 CTAAGTTTAGAGGGGGTGAG 本研究
exl_R295 GCTCCCATATCGTTACAGTC 本研究
exl_R512 CAGAGAGCAACCATCACCAA 本研究
D3R CT「ATCTGTAGGAAAAATGA Lang et al. (2006) 

int_R747 AAACAATAATGGACGATGGT 本研究
inLR888 CAATAAGTGGAGTGCTA 本研究
inLR903 AAGAGTAGTTTTTGACACCA 本研究
ex2_R1108 TCTGCCCTTGTTGGA I 1 1  1 1  本研究
ex2_R1313 CCTTAAATTACGAACCAACG 本研究
ex2_R1404 GTTTCCCTTCTCTCATT 本研究
ex2_R1510 CACACTCTTTCAGGTCTTCC 本研究
ex2_R1635 GGAGTTCCTCATTGCGTTCA 本研究
R1682 ACATCCAATTACTCCAAAAC 本研究
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表1.2 . ( 続き ）

pAMT int2F CAGACTCCACGTTGTGAGACA 本
ex3_F857 TCTGGTTTATGGTGCACAACA 本研究

lnt3_F1212 GGGTTGTATATAGGTCAGGTTAGT 本研究

3rd-intron-F CCCCCTCTTATGGGTGAAAC Tanaka et 11l (2010b) 

F3CM- GCCAI 1 1  IATCATTCAI 1 1  IGGA Tanaka Bf Bl (2010b) 

int5_F3163 いGTGCGACTACTCTTGGGG 本研究

ex7_F4109 ACATTTCTGCTGGTCTCTCTGG 本研究

int7_F4654 GCGTACATCTTACCCTCCCC 本研究

int9F GCGCATGAGGATTGGAGTTG 本研究

int10_F6075 AGTGACTAGTGAGTAGCCCTC 本
10th-intron-F CCCGCTTTGGTCCTCTCTCTG Tanaka et al (2010b) 

exl l_F6314 GTTCAAGCTATTTTAAGGAAACATGAC 本研究

ex12F ATATGCCAATTGCCGCTGTC 本研究

int13F ACCAGTGGAAAGATTTAI 1 1  ICCTTGT 本研究

int14_F8416 GCTGACGTGACATCTTTGACG 本研究

F1183 GGAGATAAGGGGAACTGGTT Lang et al (2009) 

lnt16_F9425 GCGGAGGCAGACAAATTAGG 本研究

ex17_F10678 ACGCATATATGGGAAAGCATTGA 本研究

ex2_R245 ATATCACTCTGCCATCCCGC 本研究

int3_R2455 GCCTCTGGCGTATAAAAAGATTT 本研究

R282 GCAGCTTCMCMGTCGAGTC Tanaka et al (2010b) 

exSR TCATTGGCTTCTGATCCGCT 本研究

int5_R3558 TCCAAACTGATTGATCTAGCCA 本研究

int9R CAACTCCAATCCTCATGCGC 本研究

intlOR GAGGGCTACTCACTAGTCACT 本研究

ex1 1_R6404 CACTGCCAAACATTGTCCCA 本研究

int11R ACTGTTGTCTATAGGTATTCTGTCACA 本研究

int11_R7077 GAACCCCCAACCTCTTGCTT 本研究

R1055 CAGGGTGTCCGGMTMGTAM Tanaka et al (2010b) 

lnt16_Rl0308 ACCTCGAAAATGTCAGCATGG 本研究

3UTR_R10818 AGCACAAAGAGGAAATCTGATCA 本研究

a :  以前の研究で設計 さ れたプラ イ マー は引用文献を示 し た。
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表1.3. pAMTi駐日””： キ ソ ンで見つかっ た塩基冒換
エキ ソ ン 位置 (bp)" 童基置換

ク カ ノ ツメ カ ラ ー ビーマ ン イ エ ロ ー

エキ ソ ン7 447 C T 
エキ ソ ン9 630 A C 

t エキソ ン11 819 C G 
エキソ ン12 918 A C 
エキソ ン15 1129 A G 
エキソ ン15 1149 A G 
エキソ ン15 1150 G A 

艦 位置はORFの最初の謳基を1と し た と 言 の位置．

同義／非同義置攘

同義璽換
非同義置換、 Lys→細n

非同墓置換、 Tyr→終止コ ド ン (TAG)
同義置換

奉同義置換、 Th『→Ala 
同義●換

季同畿置纂、 細p→細1



表1.4. PunB逍伝子, pAM環伝子以外のカ ブサ イ シ ン生合成経路遺伝子cDNAのシ ー ケ ン シ ング

遺伝子 決定長 塩基留換数

同義留換 非同義留換3

Pal 2154 ゜ ゜
C4H 1518 ゜ ゜
4CL 1628 ゜ ゜
HCT 1308 ゜ ゜
C3H 1536 2 1 (1) 

+::>, CCoAOMT 744 ゜ ゜v-, 

Comt2 1080 ゜ 1 (1) 

Beat 1209 ゜ ゜
BCKDH 1086 1 ゜
Kas 1467 ゜ ゜
ACL 399 ゜ ゜
Fat 1 1 16 ゜ ゜
ACS 1572 3 7 (3) 

a : O 内 は デー タ ベ ー ス上の辛味品種の塩基配列 に も あ る 非同義留換の数。



表1.5. カ フ ー ビー マ ン イ エ ロ ー、 タ カ ノ ツ メ 、 F1およ びF2の表現型

交雑組合せ と 世代 傾体数 表現型 期待比 カ イ ニ乗値 (p-val ue)

辛味 甘味

カ フ ー ビー マ ン イ エ ロ ー (P1) 5 ゜ 5 

タ カ ノ ツ メ (P2) 5 5 ゜
ぢ ひも と う が ら し (P3) 5 ゜ 5 

P1 X P2 F1 10 10 ゜
P1 X P2 F2 93 70 23 3 :1  0.952 

P1 X P3 F1 10 ゜ 10 



+::>, 

表1.6. カ プ ー ピ ー マ ン イ エ ロ ー X タ カ ノ ツ メ E集 団 の 表現型 と Punl選伝子 ま た はpAMn退伝
子の選伝子型の連鎖解析

選伝子 表現型 個体数 選伝子型a カ イ ニ乗値 (p-va lue)
TT TY YY 

Punl 辛味 70 20 31 19 0.985 

甘味 23 7 10  6 

pAMT 辛味 70 22 47 1 2.20E-16  

甘味 23 ゜ 3 20 

a :  選伝子型の表記 は そ れぞれ、 TTは タ カ ノ ツ メ 型ホ モ 、 TY は ヘテ ロ 、 YY は カ ラ ー ピ ー マ ン
ィ エ ロ ー 型 ホ モ を 示す。



第2章

ト ウ ガ ラ シ chinense 種 ‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト ＇
の

白 色果実変異 の 遺伝機構 の 解 明
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1 . 緒言

果実色は、辛味と並 ぶ トウガラシの重 要な農業形質の 一つ である。 赤や オ レ

ンジ、黄 色といった鮮や かなトウガラシの 色は食卓を 彩 るだ けでなく、食欲を 増

進させ る効 果 もある。 トウガラシの果実色を構 成する主たる 成分は、果実の 成 熟

に 伴って果皮に 蓄積するカロテノイドである。 カロテノイドは 8 個 の イ ソ プレ

ン単位が結合して構 成された炭素数 40 の テトラテルペ ンの 一種で、 炭 化 水素で

あるカロテン類 と、分子内に アルコ ー ル、 ケトン、 エ ポ キ シなどの 酸 素を含むキ

サントフィル類に分けられる。 カロテン類に は a —カロテン、 B —カロテン、 リ コ

ペ ン、 フィトフルエ ン、 フィト エ ンなどがあり、 キ サントフィル類に はf3 ー ク リ

プト キ サンチン、 ゼ アキ サンチン、 ルテイン、 カプサンチン、 カプソルビ ンなど

がある。 完熟した赤色トウガラシ果実に は 50 種類 以上の カロテノイドが含ま れ

ているが、このうち赤色カロテノイドの カプサンチンが全カロテノイドの 34.7%

と最も多 く、 次いでB —カロテンが 11.6% 、 ビ オ ラキ サンチンが 9.9%含ま れる

(Arimb oor et al. 20 14、Gom ez-Garci a and O choa-Alej o 20 13 )。 こ れまでの 医学的 、

栄養学的研究によって、 プロ ビ タミンA( ビ タミンA前駆体） 、活性 酸 素消 去能、

発癌 リス クの低減など、 カロテノイドが持つ 様々な生理作用が明らかに なって

いる （ 慎 岡 2007)。 化カロテンは プロ ビ タミンAとして もっと も有名 なカロテ

ノイドであり、 動 物体内に 取り込ま れると〇 ーカロテン— 15, 15' ー ジ オ キ シゲナー ゼ

によりレ チナー ルを経てレ チノー ル（ ビ タミンA) に 変換される （ 員 岡 2007)。

プロ ビ タミンAに はf3 ーカロテンの他に も 正カロテンや f3 ーク リ プト キ サンチン

などがある （ 員 岡 2007)。 また、 カロテノイドは活性 酸 素のうち特に 一重項 酸 素

と脂質過 酸 化に 対して強 い消 去 活性を 示すことが知られており、 カロテノイド

の持つ 強力 な活性 酸 素除去能が癌や 循環器疾 患 の 発症 リス クを低下させ るとい

う報告 もある ( L i et al. 2007、 員 岡 2007、Pet o et al. 198 1、 Sp orn and L iby 20 13 、
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寺尾・長 尾 1999)。

カロ テノイドは、 果実の成 熟にともない 葉緑体からの 転換によって形成され

る 有 色体で作られる。すなわち、果実の成 熟過程で 葉緑体から 有 色体への 転換に

伴ってクロロフ ィルが分解され、 代わってカロ テノイドの生合成と蓄積が起こ

って果実が 色 付く(Camara and Brageon 1981)。 トウガラシ果実におけるカロ テ

ノイド 生合成 経路を図2.1 に 示した。カロ テノイド 生合成は、 カロ テノイド前駆

体であるゲラニルゲラニル ニリン酸 ( G GPP) を生合成する過程と、 G GPP から

カロ テノイドを生合成する過程の 2つに分けられる。 G GPP は、 メバロン酸 経路

で作られたイソペン テニルニリン酸(I PP) がイソペン テニルニリン酸イソメラ

ーゼ(I PI ) によってジ メチルアリルニリン酸 (DMAPP) に変換された 後 、 3 分

子のI PP と 1分 子の DMAPP からゲラニルゲラニルニリン酸シン タ ーゼ( G GPS)

によって作られる。この G GPP からフ ィトエン合成酵素(PSY) によって最初の

カロ テノイドであるフ ィトエンが作られ、 続いて 4 度の異 性化と 2 度の 不飽和

化を経てリコペンが作られる。リコペンが作られると、カロ テノイド 生合成 経路

は、 ふカロ テンからa —カロ テンを経てル テインに 至る経路と、 y —カロ テンから

f3 ーカロ テン、 ゼア キサンチンなどを経てカプサンチンとカプソルビンが作られ

る経路の 2つに分岐する。 この 2つに分岐した 経路のうち、 成 熟 段階のトウガ

ラシ果実では /3-カロ テンを生合成する経路が 優先的に活性 化していることがわ

かっている(Camara et al. 1982、 G omez- Garc ia and Ochoa-Alejo 2013)。 オレンジ

色や黄 色など、 赤 色以外の果実 色を 持つトウガラシ品種は、これらのカロ テノイ

ド生合成経路の 何らかの変異により、 カロ テノイドの構成に変化が生じたこと

で生まれたと考えられる。

トウガラシの果実 色の遺伝機構に関する 研究の 歴史は 古く、 赤 色が黄 色に対

して 優性であることは 1900年 代前半から知られていた(Atkins and Sherrard 1915、

Khan and Munir 1954、 Shaw and Khan 1928、 Smith 1950、Webber 1911)。Kormos
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and Kormos (1960) は、 トウガラシの果実 色は yと y+、 c lと c l +、 および c2と

c2+という 'three gene pairs'で 制御されているとした（表 2.1)。 このモ デルでは 優

性対 立遺伝子を＋と表 記している。 このモ デルでは、 c lと c2は f3 —カロ テンの生

合成を抑制することで y+と yを抑制する。 また、 c lを 持つと 赤 色カロ テノイド

が 約 10 分の 1 に 低下し、 c2を 持つと 赤 色カロ テノイドが c lよりさらに 減少す

る。遺伝子型と表現型は、 y+c l +が 赤、 y+c lがサ ーモンレッド、 y+c2がピンク、

yc l +がオレンジ、 yc l がレモンイエロ ー、 yc2 がアイボ リ ーまたは 白になる

(Lippert et al. 1966)。 H urtado- H e rnandez and Smith (1985) は、 このKormos and 

Kormos のモ デルに対し、 1) 'three gene pairs'としながら 8 遺伝子型 8 色ではな

く、6 遺伝子型 6 色しか 示されていない 点 2) 遺伝子型を表 記するのに y+c l +、

yc2などのように 2つの遺伝子 座の遺伝子 記号しか 使用していない 点、の 2 点か

ら、Kormos and Kormos のモ デルは表現型の判別が 不完全だったことから 生まれ

たモ デルであるとし、 新たに 8 通 りの遺伝子型が 1 対 lで 8 通 りの表現型に対

応する完全な 3 遺伝子 座モ デルを提唱した（表 1)。 トウガラシの果実 色の遺伝

学的解析では、 H urtado- H e rnadezand Smith (1985) の 3 遺伝子座モ デルが 今 日ま

で広く 採用されてきた。

1990年 代から 2000年 代初 頭にかけての分子 遺伝学的解析によって、 y遺伝子

座と c2遺伝子座がそれぞれ第6染色体と第4染色体に座 上し、カプサンチン —カ

プソルビン合成酵素 (ccs) とフィトエン合成酵素(PSY) をコ ードしているこ

とが判明した(H uh et al. 2001、 Lefebvre et al. 1998、 Popovsky and Paran 2000、

Thor up et al. 2000)。 Ccs 遺伝子と Psy遺伝子は、 C. annuumの成 熟 途中の果皮で

特異的に発現している遺伝子として 単離された(Bouvier et al. 1994、 De mere et al. 

1994、R omer et al. 1993)。H uh et al. (2001) は、C. annuumに 属する 赤 色品種 'TF68'

と C. chinense に 属するオレンジ 色品種 ‘ハバネロオレンジ を 交雑した F 2集 団の

連鎖解析から、c2遺伝子座が Psy遺伝子をコ ードしていることを明らかにした。
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また、L efeb vre et al. ( 1998) は、C.annuumの赤色品種' L am u ro' と黄色品種' L am uga'

を 交雑 した E 集 団 で、Pop ovs ky and Paran ( 2000) は C. chinenseの赤色系統'PI

152225'に C. annuumの 黄色系統'Kelvin' と白色系統'4751' を 交雑 して得た BC1 集

団 で連鎖解析を行い、 そ れぞ れ独立に y 遺伝子座が Ccs遺伝子を コ ー ドしてい

ることを 明らかに した。 CCS はカロテノイド生合成経路で アンテラキ サンチン

と ビ オ ラ キ サンチンからカプサンチンとカプソルビ ンを 生合成する酵素であり、

Ccs 遺伝子の 変異はい ず れ も赤色カロテノイドの カ プサンチンとカ プソルビ ン

の欠失を 引 き 起こし、 果実色が黄色や オ レ ンジ色に なる( Gu zm an et al. 20 10、H a

et al. 2007、 H uh et al. 200 1、 L ang et al. 2004、Pop ovs ky and Paran 2000、 Rodrigu ez­

U rib e et al. 20 12)。 こ れまでに 、 もっと も広く栽培されている栽培種である C.

annuumの 品種では、非常に 多様な変異 型 Ccs ア リルが発見されている( Gu zm an

et al. 20 10、 市川 ら2009、 L ang et al. 2004)。 しかし、 もう一つ の主要な栽培種で

ある C. chinense の 非赤色品種では変異 型 Ccs ア リルとして、 開始 コ ドンから

599bp 日に CからAへのナンセ ンス 変異がある もの （以下、 ' ccs1 ' と表記） と、

開始 コ ドンから1430bp 目への 8bp の挿人によるフレ ー ム シフト変異が生じてい

る もの （以下、 ' ccs2 ' と表記） の 2つ しか見つ かっていない ( H a et al. 2007)。 一

方、PSYは、 カロテノイド生合成経路の上流で GGPP からフィトエンを 生合成

する酵素である。 Psy 遺伝子の突然変異はカロテノイドの総量に 影響することか

ら、PSYが触媒している GGPP からフィトエンヘ の 変換反応 はカロテノイド生

合成経路の律速段階と考 え られている( Gom ez-Garci a and O choa-Alej o 20 13 、H uh

et a! .  200 1)。Kim et al. ( 20 10) は、 C. chinenseの オ ンレ ジ 色品種‘ ハ バ ネ ロオ レ ン

ジ ＇ の Psy 遺伝子の塩基配列 を 決定 し、 第5 イント ロンのス プライシングジ ャ ン

クシ ョ ンのうち 3 '側 のAGが CGに 変異してフレ ー ム シフト変異 （以下 、 ' psy1 '

と表記） が起き ていることを 突き 止め、 こ れにより‘ ハ バ ネ ロオ レ ンジ ＇ はカロテ

ノイドの総量が約6 分の 1 に 低下 してオ レ ンジ 色果実をつ けることを 明らかに
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した。 本研究 室の稲葉 ( 2013) は、 多数のC. chinenseの非赤色 品種の果実色 と

Psy 遺伝子の多様性を調査し、 クリ ーム色 果実をつける Psy 変異体 ‘ ハバネ ロ レ

モン＇がKim et al. ( 2010) が ‘ ハバネ ロ オ レンジ ’で発見 したものとは異なる新規

の変異型 Psy アリル （以下、 'psy2'と 表記）を持 っていることを発見 した。 この

'psy2'は、 Psy 遺伝子の第 1 エキソン 120bp 日 の G の欠失によるフ レ ームシフト

変異で 253bp 日 に終止コ ドンが生 じる変異アリルである。 薄層ク ロマトグラフ

ィ ー( TLC) によるカ ロテノイド組成分析の結果、 ‘ ハバネ ロ レモン＇はカプサン

チンとカプソルビンを含 むカ ロテノイドの総量が著しく減少し、 果実がクリ ー

ム色 になっていることがわかった。 稲葉 ( 2013) は、 同 じPsy 遺伝子の劣性対立

遺伝子でありながら'psy''と'psy2'で表現型が異なる原 囚として、'psy''は第 5 イン

ト ロンの 3'側スプライシングジャンクションの 1 塩基置換によるフ レ ームシフ

ト変異により、 第 6 エ キソンのみが失われた ‘機能低下型Psy'であるのに対し、

'psy2'は第 1 エキソンの 1 塩基欠失とフ レ ームシフト変異によりPSYを構成する

アミノ酸の大 部分が失われた ‘機能喪失型 Psy'であることを指摘している。 この

ように、 変異型Psy アリルはC. chinenseの非赤色 品種では'psy''と'psy2'の2つが

発見されている一方で、C. annuumの非赤色 品種では Psy 変異体が 一切 見つかっ

ていない。

Psy 遺伝子に'psy1'と'psy2'という、 表現型に違いがある2つの劣性対立遺伝子

があることから、 笹沼ら( 2013 a, b) は、Ko rmo s an d Ko rmo s ( 1960) の遺伝 機

構モデルの再考察を行った。 笹沼は、 H u rta do -H ern an d ez an d Smith ( 1985) の cl、

c2を別遺伝子座とする解 釈は Lippert et al. ( 1966) の表記に韮づく誤解 であり、

元 K々o rmo s an d Ko rmo s ( 1960) は clと c2を同 一座の複対立遺伝子と考えてい

たため 8 ではなく 6 表現型しか表記しなかったと解 釈した。 この解 釈に韮づき

笹沼は、 Y 遺伝子座がCcs遺伝子、C遺伝子座が Psy 遺伝子にそれぞれ 相当 する

とし、Psy 遺伝子について正常型アリルをC、Kim et al. ( 2010) の'psyl'を cl、 稲
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葉(2013) の'psy2'を c2 というそれぞれ表現型が異なる対立遺伝子とした 上で、

Kormos and Kormos (1960) のモ デルは、 YCが 赤 色、 Yclがオレンジ 色、 Yc2が

ピンク 色、 yCがオレンジ、 yc lがレモンイエロ ー、 yc2がアイボリ ーまたは 白に

なるという '2 遺伝 子座複対立遺伝 子モ デル ’であるとした。

このような果実 色の遺伝機構の分 子遺伝学的解析は黄 色やオレンジ 色、 クリ

ーム 色の品種・ 系統に関するものばかりで、 白 色 系統に関する報告例はない。 笹

沼の'2 遺伝子座複対立遺伝子座モ デル ’では 白 色品種の遺伝子型は yc2、 すなわ

ち変異型Ccsアリルと ‘機能 喪失型 Psy'アリルの 2重変異体 だと 予想されている。

一方で、 先に述べたように Psy 遺伝子の変異の 程度によって果実 色が変わるこ

とが示 唆されていることから、 Psy遺伝 子自体の 欠失やプロモ ー タ ー 領 域の変異

で 転写されていない 場合にカロ テノイドが生合成されず Psy 遺伝 子のみの 1 遺

伝 子の変異が 原因で果実 色が 白くなっている可能 性も 考えられる。さらに、Psy、

Ccs 以外のカロ テノイド 生合成 経路遺伝 子やそれらの発現を制御している 転写

因子など、 Psy、 Ccsとは別の遺伝 子座の変異が単独で、 あるいは Psy、 Ccsの変

異と 組み合わさって 白 色果実 色の 原因となっている可能性 も 考えられる。 本章

では、 白 色品種 ‘チェイロ ホワイ ドを主たる対象として用い、 TLC によるカロ テ

ノイド 組成分 析、 Psy、 Ccs 遺伝子を含むカロ テノイド生合成 経路遺伝子のシ ー

ケンシングと発現解析、 交配実験によって 白 色果実 色変異の遺伝機構の解明を

行った。
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2. 材料と方法

植物材料

本章では、 C. chinenseの 白 色品種である ‘チェイロホワイト ＇を主たる対象とし、

同じ C. chinense に 属する 赤 色品種の ‘ハバネロレッドサビナ ’を果実 色が 正常の

対象 系統として用いた。その他 、実験 項 日 ごとにこれら以外のいくつかの品種を

用いているが、それらは以下の各実験の 項で個別に 説明している。いずれの材料

も 市販の品種で、 苗あるいは種子を購入して 入手した。各実験には 山形大学農学

部 附属農場で栽培したものを用いた。

DNA 抽出

‘チェイロホワイト ＇と ‘ハバネロレッドサビナ ’に 加えて、 いずれも C. chinense 

に 属する、黄 色品種 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ’、オレンジ 色品種 ‘ハバネロスア

ーブオレンジ ’、 白 色品種 ‘ホワイトファ タリ ＇の 葉から D NA を抽出した。 ‘イエロ

ーブ ートジョロ キア'、 ‘ハバネロスア ーブオレンジ'、 ‘ホワイトフ ア タリ ＇は、 そ

れぞれ果実 色変異の遺伝機構が 不明の品種である。 これらについても果実 色変

異の遺伝機構を調べる 目的で D NA を抽出した。

DNA は Murray and Thompson (1980) のCTAB 法を使い、 以下のように 抽出

した。 新鮮 な 葉約 100mg を乳鉢に 入れ、液 体 窒素で 凍結させて 乳棒で 粉末状に

なるまで 破砕した。 破砕した 葉を Tris 2.42g、 NaCl 16.36g、 EDTA 1.49g、CTAB 8g

を滅菌ミリQ水で 200mLに 定容して作った 4%CTABバ ッファ ー700µLに 加え、

65 °C で 1時間保温した。保温中は 15分 おきに 転倒混和した。保温後 、 サンプル

を室温に 冷ましてからクロロ ホルムとイソアミルアルコ ールを 24 : 1 の体 積比

で 混合したものを600µL 加えた。これを5分間 転倒混和した 後 、 遠心分 離機（ト

ミ ー 精工MR X- 150、 以下、 同機種を使用） で 室温、 13,000 rpm で 5分間 遠心分 離
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した。 遠心分 離 後 、 上清500µL を取り、 そこにイソプロ パノ ールを500µL 加え

て 緩やかに 転倒混和した。これを 一 晩、-20 °C で 静置後 、 室温、 13,000 rpm で 5分

間 遠心分 離した。 遠心分 離 後 、イソプロ パノ ールを 除去し、 そこに 70% エ タノ ー

ルを 300µL 加えて タ ッピングし、 遠心分 離で生じた 沈殿をリンスした。 これを

再び室温、 13,000 rpm で 5分間 遠心分 離 後 、 70% エ タノ ールを 除去し、 チ ュ ーブ

の 蓋を開放して エ タノ ールを揮発させた。これに TE バ ッファ ー(pH 8.0、 IM の

Tris-HCl 1 mL と pH 8.0、0.5M の EDTA200µL をlO OmL に 定容したもの）と DN ase

free Ribo nuclease G lycerol Solutio n (I Omg/mL、 ニッ ポンジ ーン） 0.4µL を加え、

37 °c で 1時間保温した。 抽出された D NA の 確認 を 1%アガロ ースゲル電気泳動

で 行った。また、Qubit3.0 Fluorometer (Life Technologies) の dsDNA BRAssayに

よる濃度測定結果をもとに 20ng/µL の 希釈液 を調製し、 以後の実験に 使った。

トウガラシ果実のカロ テノイドのTLC 分 析

‘チェイロ ホワイト ＇と ‘ハバネロレッドサビナ ’に 加え、 比較用に用いた ‘ハバネ

ロオレンジ'、 ‘ハバネロレモン'、 ‘イ エロ ーブ ートジョロ キア ＇の完熟果実からカ

ロ テノイドを抽出し、 薄層クロ マトグラフィ ー(Thi nLayer Chromatography = TLC) 

分 析を行った。 ‘ハバネロオレンジ ＇はKim et al. (201 O) が報告した変異型 Psyア

リル 'psyl'を 持つ Psy変異体、 い バヽネロレモン ＇は 稲 葉(2013) が報告した変異型

Psy アリル 'psy2'を 持つ変異体であり、 それぞれオレンジ 色とクリ ーム 色の果実

色を 持つ。 ‘イ エロ ーブ ートジョロ キア ’は黄 色品種で、 後 述の 塩 基配列 に 加えて

カロ テノイド 組成から果実 色変異の遺伝機構を推測するために用いた。

まず、 果皮のみを凍結 乾燥機で 乾燥させ、 各サンプル 500mg を乳鉢で 粉末状

にすり 潰した。 粉末状になったサンプルを50mL チ ュ ーブに 移し、 エ タノ ール ：

クロロ ホルム =3 : I 混合液 を 15mL 加え、 ウ ォ ー タ ーバスで 50 °C、 120 rpm で 8

時間 振とうした。保温振とう 後 、 チ ュ ーブを室温に 戻し、ジ エチル エー テルと滅
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菌ミリ水を 15mL ずつ 加え、 1分間ボル テックスした 後 、 スイングロ ー タ ー 遠心

機（久保田製 作 所 5100、 以下、 同機種を使用） で 2,500 rpm、 5 分間 遠心分 離し

た。 遠心分 離 後 、 上 層を 19mL 取って 新しい 50mL チ ュ ーブに 移し、 30%(w/v) 

水酸化ナトリウ ム水溶液 1.9mL を加えて 5 分間ボル テックスした。ボル テック

ス 後 、 20.9mL の滅菌ミリ Q 水を加えて 1 分間ボル テックスした 後 、 2,500 rpm、

10分間 遠心分 離した。 遠心分 離 後 、 下層をピペットで 除去した 後 、 20.9mL の滅

菌ミリ水を加えて 1分間ボル テックスした。ボル テックス 後 、 3,000 rpm で 20分

間 遠心分 離した。 遠心分 離 後 、 下層をピペットで 除去し、 真空 ポンプでジエチル

エ ー テルを揮発させた。得られたカロ テノイドの 組成分 析をTLC により 行った。

TLC 分 析は 稲 葉(2013)の 記載に 基づき、 林( 1980) とOliver and Palou (2000) 

の 方法により 行った。最初に、 石油エ ー テル ：ア セトン = s :2 の 展開溶 媒を40mL

調製し、 二層 式展開槽に 人れた 後 、 蓋をして 展開溶 媒を展開槽内に 十分に 飽和さ

せた。 次に、 縦10cm、 横20cmに 切ったシリカゲルプレ ート(Merck TLC Silica 

gel 60 F 2s4) の 下端から 1cm のとこ ろに 鉛筆で 横線を引き、 横線上の 左端から

6mm の 位 償からサンプル 滴下用の 印を鉛筆で 12mm 間 隔に 打った。 この 印上に

抽出したカロ テノイド溶液 をガラス 毛細管(DR UMMO ND MICROCAPS 1µL、

DRUMMO ND) を使って 20 回滴下した。 すべてのサンプルを滴下し 終わったら

シリカゲルプレ ートを展開槽に 人れ、 約30分 展開した。

カロ テノイド 生合成 経路遺伝 子のシ ー ケンシング

図2.1 のカロ テノイド生合成経路に 示した遺伝子のうち、 Psy、 Ccs の 塩基配

列 を ‘チェイロ ホワイト'、 ‘ ハバネロレッドサビナ、 及び ‘イエロ ーブ ートジョロ

キア'、 ‘ハバネロスア ーブオレンジ'、 ‘ホワイトフ ア タリ ’の 5 品種で 決定した。

‘チェイロ ホワイト ＇と ‘ ハバネロレッドサビナ ’では Psy 遺伝子と Ccs 遺伝子の

5 'UTR から 3 'UTR にかけて、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア'、 ‘ハバネロスア ーブ
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オレンジ'、 ‘ホワイトフ ア タリ ’では Psy遺伝子の第1 エ キソンの 途中から第6 エ

キソンの 途中までと Ccs 遺伝子の 5 'UTR から 3 'UTRにかけての 塩 韮配列 を決定

した。また、 Ggps、 P ds、 Leyh、 Crtz-2の 塩 韮配列 を ‘チェイロホワイト ＇と ‘ハバネ

ロレッドサビナ ’で 決定した。 Ggps、 Leyh、 Crtz-2の 3 遺伝子については 5 'UTR

から 3 'UTR にかけてのゲノム D NA 塩 基配列 を、P ds 遺伝子については cDNA の

ORF 塩 基配列 をそれぞれ 決定した。

本章で 使ったプライ マ ーを表 2.2 に 示した。 シ ー ケンシングに 使った 鋳型は、

Ggps 遺伝子は G gps -u と G gps -d のプライ マ ー セットで 約 1.3kbp、 Leyh 遺伝子は

Lcyb _-F118 と Lcyb _R1707のプライ マ ー セットで 約 1.8kbp、Crtz-2遺伝子はCrtz-

2 _-F93 と Crtz-2 _ R2078 のプライ マ ー セットで 約 2.lkbp、 Ccs 遺伝子はCcs24 と

CcsR +1566 のプライ マ ー セットで 約 1.8kbp をそれぞれ 増幅した。 Psy 遺伝子は

5 'UTR から 3 'UTR にかけての 全長を 一度に 増幅することができなかったため、

Ps y_-F143 と Ps y_ex2 _550Rのプライ マ ー セットで 挟まれた 5 'UTR から第2 エ キ

ソンにかけての 約 700bp( 領 域 1)、 Psy-u と Psy-d のプライ マ ー セットで 挟まれ

た第 l エ キソンから 3 'UTR にかけての 約 2.8kbp( 領 域 2)、 Ps y_int5 _ 2453F と

Ps y_R3024 のプライ マ ー セットで 挟まれた第5 イントロンから 3 'UTR にかけて

の 約600bp( 領 域 3) の 3つに分けて 鋳型を得た。 P ds 遺伝子は、 全長 が 約6kbp

と大きかったため、 果皮 cD NA から Pds _-F37 と Pds _R6409 のプライ マ ー セット

で 挟まれた 5 'UTR から 3 'UTR にかけての 約 1.9kbp を鋳型とした。

PCR反応液 は、 5µL の 1 Ox Ex Ta g  Buff er、 4µL の d NTP mixture (2.5mM)、 そ

れぞれ lOµM の Forward プライ マ ーと Reverse プライ マ ー2.5µL ずつ、 5 U/µL の

Ex Ta g D NA ポリメラ ーゼ(5U/µL、 タカラバイオ） 0.25µL、 20ng/µL の DNA 希

釈液 3µL を滅菌ミリQ 水で 50µL に 定容した。なお、 Psy 領 域 2 は 上記の他にジ

メチルスル ホ キシドを 2.5µL 加え、 滅菌ミリ Q 水で 50µL に 定容した。 Lcyb _­

F118 と Lcyb _Rl707のプライ マ ー セット以外の PCR条件 は、 94 °C、 1分の初期
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変性の 後 、 94°c、 30秒の変性 、 60°C、 30秒のアニ ーリング、 72°C、 3分の 仲長

のサイクル反応を 30サイクル 行い、 最後に 72°C、 3分の最終伸長 を行うプログ

ラムとした。 Lcyb _-F118 と Lcyb _R1707 のプライ マ ー セットでは、 上 記の PCR

条件 のアニ ーリング条件 を68 °C、 30秒とした。 得られた PCR 産物は 1%アガロ

ースゲル電気泳動で 確認 後 、 NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-N agel) 

のプロトコ ールに 従って 精製した。 塩 基配列 は ユーロフ ィンジェノミクス 社の

DNA シ ー ケンスサ ービスを利用して 決定した。

カロ テノイド 生合成 経路遺伝子の RT-PCR

‘チェイロ ホワイト ＇と ‘ハバネロレッドサビナ ’の完熟 直前( Tu rning) の果実の

果皮から RNA をQiagen の R Neasy Plant Mini Kitのプロトコ ールに 従って 抽出し

た。 抽出には R LTバ ッファ ーを使用し、 途中でQiagen の R Nase-Free D Nase Set 

で DNA を分解した。 抽出した RNA は LifeTechnologies のQubit 3.0 Fluorometer 

の RNA H S  Assayで濃度を測定し、 50ng/µL に 希釈 した。 cDNA は タカラバイオ

のPrimeScriptII 1st strand cDNA S ynthesis Kit のプロトコ ールに 従って合成した。

RT-PCR は Ggps、 Leyh、 P ds、 Crtz-2、 Psy、 Ccsについて 行い、 使用したプラ

イ マ ーを表 2.2 に 示した。 RT-PCR反応液 は、 2µL の 1 Ox Ex Taq Buffer、 l.6µL の

dNTP mixture (2.5mM)、 それぞれ I OµM の Forward プライ マ ーと Re verse プライ

マ ーlµL ずつ、5 U/µL の ExTaqD NA ポリメラ ーゼ(5 U/µL、 タカラバイオ） O.lµL、

cD NA 溶液 2µL を滅菌ミリQ 水で 20µL に 定容した。PCR条件 は、 Ggps、 Leyh、

P ds、 Crtz-2では 94 °c、 1分の初期変性の 後 、 94 °c、 30秒の変性 、 60 °C、 30秒の

アニ ーリング、n°c、1分の 伸長 のサイクル反応を25サイクル 行い、最後に n°c、

1分の最終伸長 を行うプログラムとし、 Psyと Ccsではこのプログラムのアニ ー

リング温度をそれぞれ 67 °C と 64 °C に変 更した。 ポジ テ ィブコントロ ールとし

て ハウス キ ーピング 遺伝子の ユビ キチン結合酵素 E2 を Ubiquitin-F プライ マ ー
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と Ubiquitin-R プライ マ ーで 増輻 した。PCR条件 は、94 °c、1分の初期変性の 後 、

94 °c、 30秒の変性 、 60 °C、 30秒のアニ ーリング、 72 °c、 30秒の 伸長 のサイクル

反応を 25 サイクル 行い、 最後に 72 °c、 30秒の最終伸長 を行うプログラムとし

た。

交雑による遺伝解析

‘チェイロ ホワイト を 母本、 ‘ハバネロレッドサビナ'、 ‘ハバネロレモン'、 ‘ハバ

ネロスア ーブオレンジ をそれぞれ 父本とした 凡個体の果実 色を調べた。
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3 .  結果

TLC によるカロ テノイド 組成分 析

白 色果実 色品種の ‘チェイロ ホワイト ＇と 正常の 赤 色果実 色品種の ‘ハバネロレ

ッドサビナ ’、 及び、 比較用として加えた ‘ハバネロオレンジ'、 ‘ ハバネロレモン'

‘イエロ ーブ ートジョロ キア ’の 5 品種の TLC の結果を図2.2 に 示した。 TLC の

結果、 白 色品種である ‘チェイロホワイト ’でもカロ テノイドが 検出された。 しか

し、 その他の有 色品種と比べると、 色素量、 色素構成ともに異なっていた。 色素

量については、 ‘チェイロ ホワイト ＇は ‘ハバネロレッド ’や ‘ハバネロオレンジ ＇と比

べるとクロ マトグラフの 色が非常に 薄く、 カロ テノイド量の 著しい 減少が 確認

された。 正常型の ‘ハバネロレッドサビナ ’がもっとも濃いクロ マトグラフを示し、

同じ TLC パ タ ーンをもつ品種間 の比較では、 ‘ハバネロオレンジ'、 ‘ハバネロレ

モン ＇の 順に 薄くなっていた。 この量の変化は、 稲 葉(2013) で報告されていた

ものと 同じであり、 稲 葉(2013) が考察したように 3 品種間 の Psy遺伝 子の対立

遺伝子の 違いによるものと考えられる。 ‘チェイロ ホワイ ドのクロ マトグラフは

機能 欠損型の Psy遺伝子をもつ ‘ハバネロレモン ’よりも明らかに 薄かった。 色素

構成に関しては、 非 赤 色果実 系統であっても 正常な Ccs 遺伝子をもつ 場合、 カ

プサンチンとカプソルビンまでの生合成 経路が 正常に 進むため、 赤 色 系統と 同

じすべての 色素構成が見 られることが報告されている（稲 葉2013) が、 ‘チェイ

ロホワイト ’では、 ‘ハバネロレッドサビナ'、 ‘ハバネロオレンジ'、 ‘ハバネロレモ

ン ’で見 られるカプサンチンとカプソルビンが 検出されず、黄 色品種である ‘イエ

ロ ーブ ートジョロ キア ＇と同じ TLC パ タ ーンが見 られた。このことから、 ‘チェイ

ロホワイト ＇の Ccs 遺伝子に機能に 影響する 何らかの変異があることが 示唆され

た。 また、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ’でも、 カプサンチンとカプソルビンが 検

出されなかったが、 このことは 稲 葉(2013) の結果でも報告されている。 この結
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果は、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ＇の Ccs 遺伝子にも機能に 影響する変異がある

ことを示唆するが、 イエロ ーブ ートジョロ キアの Ccs 遺伝子の 塩 韮配列 はま だ

不明であるため、以下のシ ー ケンシング解析で、 ‘チェイロ ホワイト ＇とともに ‘イ

エロ ーブ ートジョロ キア ’の Ccs 遺伝子の 塩 基配列 も解 読を行った。

Psy遺伝子と Ccs 遺伝子のシ ー ケンシング

Psy 遺伝子は、 いずれも 5 'UTR から 3 'UTR にかけて、 ‘チェイロホワイト ’で

3,208bp、 ワ バヽネロレッドサビナ ’で 3,168bp を決定した。 Ccs 遺伝子は、 いずれ

も 5 'UTR から 3 'UTR にかけて、 ‘チェイロホワイト ＇で 1,903bp、 ‘ハバネロレッ

ドサビナ ’で 1,679bp を決定した。 ‘チェイロホワイト ＇の Psy遺伝子では、 ‘ハバネ

ロレッドサビナ ’との比較でORF に 4 か 所の非同 義置換があった。そのうち、 開

始コドンから 120bp の G が ‘チェイロホワイト ’では 欠失し、フレ ームシフト変異

で 134bp 下流に 終止コドンが生じていた（表 2.3)。 このフレ ームシフト変異は

稲 葉(2013) が報告し だpsy2'と同じもの だった。また、 開始コドン上 流33bp に

l 塩基欠失が見 つかったが、 シス 配列 デ ー タ ベ ース PLACE(H igo et al. 1999) 

(https ://sogo.dna.a ffrc.go.jp/cgi-bin/sogo.cgi ?lang =ja) による解析の結果、この 欠失

は TATAボ ックスなど重要な発現 調節モチ ーフには 位 償していなかった。 また、

Psy 遺伝子の 5 つのイントロンのスプライシングジャンクションは ‘チェイロホ

ワイト ’ではいずれも G T-A G モチ ーフを保 持していた。 一方、 ‘チェイロ ホワイ

ト ＇の Ccs 遺伝子は、 ‘ ハバネロレッドサビナ ’との比較でO RF に非同 義置換が 4

か 所、 同 義置換が 3 か 所あり、 そのうち 開始コドンから 599bp のC から A への

l 塩 拮償換によって 終止コドンが生じていた（表 2.3)。 これは H a et al. (2007) 

が 'I T 164918'という C. chinenseの 1 系 統で発見 し報告した 'ccs 1'と 同じ変異 だっ

た。 さらに、 ‘チェイロホワイト ＇の Ccs 遺伝子の 開始コドン 上流 12bp に G の 1

塩基挿人、 29bp 上流、 66bp 上流、 84bp 上流の 3 か 所に 1 塩基置換があったが、
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PLACE による解析でいずれの挿人、 置換も TATAボ ックスのような重要な発現

調節モチ ーフには 位 置していなかった。

以上の結果から、 ‘チェイロ ホワイト ＇は Psy遺伝子第1 エ キソンの 1 塩基欠失

によるフレ ームシフト変異と、Ccs 遺伝子の 1 塩 基憤換によるナン センス変異が

原因で 白 色果実になっている可能 性が 強く 示 唆された。

続いて、 比較用に 決定した他の非 赤 色品種 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ＇と ‘ハ

バネロスア ーブオレンジ ＇の結果について述べる。 Psy 遺伝子のシ ー ケンシング

では、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ’で第l エ キソンの 開始コドン 下流 60bp から

第6 エ キソン 5 '側 154bp までの 2,780bp を、 ツ バヽネロスア ーブオレンジ ’で第l

エ キソンの 開始コドン 下流56bp から第6 エ キソン 5 '側 154bp までの 2,784bp を

決定した。Ccs 遺伝子では、 いずれも 5 'UTR から 3 'UTR にかけて、 ‘イエロ ーブ

ートジョロ キア ’で 1,882bp、 ‘ハバネロスア ーブオレンジ ’で 1,883bp、 ‘ホワイト

ファ タリ ’で 1,684bp をそれぞれ 決定した。 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ’と ‘ハバネ

ロスア ーブオレンジ ＇の Psy 遺伝子は ‘ハバネロレッドサビナ ’の 塩 基配列 と同 一

だった。 一方、 Ccs 遺伝子は、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ＇と ‘ハバネロスア ーブ

オレンジ ’が 共に 開始コドンから 599bpのC がA に 置換することで終止コドンが

生じていた。この変異は先に述べた ‘チェイロホワイト ’で見 つかった 'ccs 1'と 同 一

の変異 だった。また、Ccs 遺伝子の 開始コドン 上流12bp に G の 1 塩基挿人、29bp

上流、 66bp 上流、 84bp 上流の 3 か 所に 1 塩 韮置換があったが、 これらはいずれ

も ‘チェイロ ホワイト ’で見 つかったものと 同じもの だった。

Ggps、 P ds、 Leyh、 Crtz-2のシ ー ケンシング

他のカロ テノイド生合成遺伝子が 白 色の表現型に関与しているかを明らかに

するため、 ‘チェイロホワイト ＇と ‘ ハバネロレッドサビナ ’で Ggps、 P ds、 Leyh、

Crtz-2の 塩基配列 を決定し、 比較した。 P ds 遺伝子については cDNA のORF 全
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長 の 塩基配列 を決定した。 Ggps 遺伝子は 5 'UTR から 3 'UTR にかけて、 ‘チェイ

ロホワイト ’で 1,203bp、 ‘ハバネロレッドサビナ ’で 1,201bp、 P ds 遺伝子は 5 'UTR

から 3 'UTR にかけて、 ‘チェイロホワイト ’で 1,827bp、 ‘ハバネロレッドサビナ ’で

1,826bp、Leyh遺伝 子は5 'UTRから 3 'UTRにかけて、 ‘チェイロホワイト ＇で 1,758bp、

‘ハバネロレッドサビナ ’で 1,755bp、Crtz-2遺伝 子は5 'UTRから 3 'UTRにかけて、

‘チェイロ ホワイト ’で 2,125bp、 ‘ハバネロレッドサビナ ’で 2,103bp を決定した。

Ggps 遺伝子と Leyh 遺伝子はORF にそれぞれ lか 所ずつ 塩基置換があったが、

いずれも 同 義置換 だった。 P ds 遺伝子と Crtz-2 遺伝子の 塩 韮配列 は、 ‘チェイロ

ホワイト ＇と ‘ハバネロレッドサビナ ’で同 一 だった。

カロ テノイド 生合成 経路遺伝 子の発現解析

白 色果実品種と 正常型品種の間 で、 カロ テノイド 生合成関連遺伝 子の発現量

の変化があるかどうかを確認 するため、 RT-PCR による発現解析を行った。 その

結果、 Psy、 Ccs、 Ggps、 P ds、 Leyh、 Crtz-2のいずれも 両品種で発現が 確認 され

た（図2.3)。 このことは、 これらの遺伝子において、 発現を全くさせなくなって

しまうような 遺伝子の大 規模欠失やプロモ ー タの 致命的な変異がないことを意

味しており、 上述の 塩 拮配列 解析の結果と 矛盾しない。しかし、発現量に関して

は 若十の変異があり、 ‘チェイロホワイ ドの Psy遺伝子と Ccs 遺伝子の発現量が

ツ バヽネロレッドサビナ ’と比較して 低下していた。 一方で、 Ggps、 P ds、 Leyh、

Crtz-2については 両品種で発現量に差が見 られなかった。

交雑による遺伝解析

‘チェイロ ホワイト を 母本、 ‘ハバネロレッドサビナ'、 ‘ハバネロレモン'、 ‘ハバ

ネロスア ーブオレンジ ’のそれぞれを父本とした 交雑の結果得られた 凡個体の果

実 色を図2.4に 示した。 ‘ハバネロレッドサビナ ＇を父本とした Eの果実は 赤にな
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った。 この結果から、 ‘チェイロ ホワイ ドの 白 色果実 色は 正常型の 赤 色果実 色に

対し 劣性形質であることが明らかになった。また、 ‘ハバネロレモン ＇と ‘ハバネロ

スア ーブオレンジ を 父本とした 凡の果実はそれぞれクリ ーム 色と黄 色という 父

本と 同じ表現型になった。このことから、 チェイロ ホワイトの 白 色果実 色は、 正

常型の 赤 色のみならず、 赤 色に対して 劣 性形質である ‘ハバネロレモン ＇のクリ ー

ム 色、 ツ バヽネロスア ーブオレンジ ’の黄 色に対しても 劣 性形質であることが明ら

かになった。

白 色品種 ‘ホワイトファ タリ ＇の Psy遺伝子と Ccs 遺伝子のシ ー ケンシング

上述のように、 白 色果実 色品種チェイロ ホワイトが、 Psy遺伝子と Ccs 遺伝 子

の 2 重変異体あることが示 唆されたため、 他の 白 色果実 色品種も 同じ遺伝 要 因

で 白 色果実になっているのかを明らかにするため、 白 色果実変異の遺伝機構が

不明の 白 色品種 ‘ホワイトフ ア タリ ’について、 Psy 遺伝子と Ccs 遺伝 子の 塩 基配

列 を 決定した。 Psy 遺伝子は、 第lエ キソンの 開始コドン 下流83bp から第6 エ

キソン 5 '側 150bp までの 2,755bp を決定した。Ccs 遺伝子は、 5 'UTR から 3 'UTR

にかけての 1,684bp を決定した。 その結果、 ‘ホワイトファ タリ ’の Psy 遺伝子第

4 エ キソンに 2 塩 拮(AA) の挿人があり、 フレ ームシフト変異によって 66bp 下

流に 終止コドンが生じていた（表 2.3)。 それ以外の 領 域は、 ‘ハバネロレッドサ

ビナ ’と 同 一の 塩 韮配列 だった。 この変異型 Psy アリルはこれまでに報告されて

いないものであったため、 新たに 'psy3'と命名した。 一方、 Ccs 遺伝 子では、 開始

コドンから 599bp に C から A への 1 塩 韮置換により 終止コドンが生じていた。

これは先に述べた ‘チェイロ ホワイト'、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア'、 ‘ハバネロ

スア ーブオレンジ ’が 持ってい だccs 1'と同じ変異 だった。

以上の結果から、 ‘ホワイトフ ア タリ ＇は、 チェイロ ホワイト 同様、 Psy遺伝子

と Ccs 遺伝子の 両方が変異型アリルになっているが、 Psy 遺伝子のアリルは ‘チ
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ェイロ ホワイ ドの変異型アリルとは異なるものであり、 Ccs 遺伝子の変異型ア

リルのみ 共通 していることが、 明らかになった。
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4 .  考察

本章 で は 、 ト ウ ガ ラ シ の 白 色果実色 の 遺伝機構 の 解 明 を 目 的 に 、 白 色果実品

種
‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト を 主 た る 対象 と し て 、 カ ロ テ ノ イ ド 生合成経路遺伝子 の シ

ー ケ ン シ ン グ、 発現解析 お よ び TLC 分析 を 行 い 、 こ の 品種が Psy 遺伝子 と Ccs

遺伝子 の 2 重変異体 で あ る こ と を 明 ら か に し た 。 緒言 で も 述べ た よ う に 、 こ れ

ま で分子遺伝学 的 な 解析 が 行 わ れ た 果実色変 異 品種 は い ず れ も 黄 や オ レ ン ジ、

ク リ ー ム 色 の み で、 白 色 品種 を 対象 と し て 使用 し た の は本研究 が初 め て で あ る 。

本章 で は 、
‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト ’ に 加 え て 、 も う 一 つ の 白 色 品種

‘ ホ ワ イ ト フ ァ タ リ '

の Psy と Ccs の 塩基配列 を 決定 し た 。 そ の 結果、 Psy 遺伝子 の 第 4 エ キ ソ ン に 2

塩基 (AA) の 挿人 が あ り 、 フ レ ー ム シ フ ト 変異 に よ っ て 66bp 下流 に 終止 コ ド ン

が生 じ て い た 。 こ の 変異型 Psy ア リ ル は こ れ ま で に 報告 が な か っ た も の だ っ た

た め 、 'psy3 ' と 名 付 け た 。 ま た 、 Ccs 遺伝子 は 開始 コ ド ン か ら 599bp に C か ら A

へ の 1 塩基置換 に よ り 終止 コ ド ン が生 じ る 変異 型 ア リ ル'ccs1 ' で あ り 、 ‘ チ ェ イ ロ

ホ ワ イ ト ＇ と 同 じ も の だ っ た 。 ‘ ホ ワ イ ト フ ア タ リ ＇ が Psy と Ccs の 2 重変異体だ っ

た こ と は 、
‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ド の 解析結果 に 韮づ き Psy と Ccs の 2 重変異 に よ り

白 色 品種 が 生 じ る と い う 仮説 を 裏付 け る 結果 で あ る と と も に 、 先 に 述べ た 笹沼

ら (20 1 3a, b) の ト ウ ガ ラ シ 果実色 の '2 遺伝子座複対立遺伝子モ デル
’
に も 合致

す る 結果 で あ る 。

緒言 で は ‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト ＇ の 白 色果実色変異 の 遺伝機構 と し て 、 I ) Psy と

Ccs の 2 重変異、 2) Psy 遺伝子 の み の 1 遺伝子 の 変異、 3 ) Psy、 Ccs 以外の カ ロ

テ ノ イ ド 生合成経路 に 関 わ る 遺伝子 の 単独 の 変異 も し く は Psy や Ccs の 変異 と

の複合要 因 、 の 3 つ の 仮説 を 述べ た 。 TLC に よ る カ ロ テ ノ イ ド 組成分析 の 結果、

‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト ＇ は カ プサ ン チ ン と カ プ ソ ル ビ ン が欠失 し て い た 。 ま た 、 Psy と

Ccs の シ ー ケ ン シ ン グ の 結果、 ‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト ＇ は ク リ ー ム 色 品種 ‘ハ バ ネ ロ レ
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モ ン＇ と同 じ変異型Psy ア リル' psy2 'に 加 え 、 変異型 Ccs ア リル' ccs1 ' を持 っていた。

以上の 結果から、‘ チェイ ロホワイ ド の 白 色果実変異の 原因が少 なくと も仮説 2)

のPsy 遺伝子単独の 変異ではないことは明らかである。 ま た、 仮説 3 ) のPsy、

Ccs以外の カロテノイド生合成経路に関わる遺伝子の単独の 変異 もしくはPsy や

Ccsの 変異との複合要因 かどうかにつ いては、 後述の ‘ チェイ ロホワイ ド を 母本

とした交雑実験につ いての項で述べる。

緒言で述べ たように 、 Ccs 遺伝子の 変異は赤色カロテノイドの カ プサンチン

とカプソルビ ンの欠失を 引 き 起こす ( G u zm an et al. 20 10、 H a et al. 2007、 L ang et 

al. 2004、Pop ovs ky and Paran 2000、 Rodrigu ez-U rib e et al. 20 12)。 ま た、Psy 遺伝

子の 突然変異はカロテノイドの総量に 影響する ( Gom ez-G arci a and O choa-Alej o 

20 13 、 H uh et al. 200 1)。 以上のことから、 ‘ チェイロホワイト ＇ は Ccs遺伝子に 生

じたナンセ ンス 変異によってカプサンチンとカプソルビ ンを 欠 失し、さらに Psy

遺伝子第 l エキ ソンのフレ ー ム シフト変異によって総カロテノイド量が著 しく

減少 していることが示され、 ‘ チェイ ロホワイト’ の 白色果実変異の 原因 として少

なくと もPsy と Ccsの 変異が関与していることが強 く示 唆された。 PSYはカロ

テノイド生合成経路の上流で GGPP からフィトエンを 生合成 している酵素であ

り、 変異によって Psy 遺伝子の機能が欠損するとカロテノイドが生合成されな

いは ず である。 に もかかわらず 、 機能を 完全に 失った変異型Psy ア リル' psy2 ' を

持つ ‘ チェイ ロホワイト ＇ が微量ながらカロテノイドを蓄積 していることは、稲 葉

( 20 13 ) も指摘しているように 、PSY 以外に フィトエンの 生合成 を触媒してい

る酵素の存在、 ま たは GGPP からフィトエンを 合成する反応が緩や かに ではあ

るが 自 発的に 進む反応 であることを 示 唆 しているの か もし れない。 本章で 用い

た もう一つ の 白 色品種‘ ホワイトフ ア タ リ＇ は‘ チェイ ロホワイト’より果実色がよ

り白 い。 もしかしたら、 ‘ ホワイトフ ア タ リ＇ はPsy 以外に フィトエンの生合成 を

触媒している遺伝子に も変異を持つ ため、 ‘ チェイ ロホワイト’より果実色がより
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白いのかもしれない。

カロ テノイド生合成経路遺伝子の RT-PCR の結果、 ‘チェイロ ホワイト ’で Psy

と Ccs の発現量が 低下していた。 これは 本 論文の第 1 章の考察でも述べた、 ナ

ン センス変異やフレ ームシフト変異によって 本来とは異なる 位 置に 終止コドン

が生じた m RNA を迅速に分解する nosense-mediated m RNA decay (N MD) (Conti 

and I zaurralde 2005) が 原因と考えられる。Kim et al. (2010) は、 第5 イントロン

3 '側スプライシングジャンクションの 1 塩基置換によってフレ ームシフトが生

じる変異型 Psyアリル 'psy1'について、 PSYの 活性が 低下したため、 ポジ ティブ

フィ ードバ ックによって Psy 遺伝子の 転写量が 増加したと述べているが、 ‘チェ

イロ ホワイト ’ではそのような現象は見 られなかった。 'psyl'は第5 エ キソンまで

は 正常な PSYのアミノ酸 配列 を 持っているため、 フィトエン合成酵素としての

機能が 低下した 状態になっている。 一方、 'psJ'は第 l エ キソンでフレ ームシフ

ト変異が生じて第 2 エ キソン以降が 翻訳されない 状態と考えられ、 フィトエン

合成酵素としての機能が完全に 失われている可能 性が 高い。 これらのことから、

'psyl'は N MD による m RNA の分解を免れ、むし ろPSY 活性の 低下を補償するた

めに 転写量が 上昇する 一方、 'psJ'は完全にフィトエン合成酵素としての機能を

失っているため、 NMD によって m RNA が分解されていると考えられる。

黄 色品種 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ＇とオレンジ 色品種 ‘ ハバネロスア ーブオ

レンジ ’の Ccs 遺伝子は、 いずれも 'ccs 1'に相 当する 開始コドンから 599bp 下流の

C が A に 置換して終止コドンが生じるナン センス変異があった。 また、 TLC に

よるカロ テノイド 組成分 析の結果、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ’ではカプサンチ

ンとカプソルビンが 検出されなかった。 これらのことから、 ‘イエロ ーブ ートジ

ョロ キア ’は変異型 Ccs アリル 'ccs 1'によって黄 色果実をつけると考えられた。 ‘ハ

バネロスア ーブオレンジ ’のオレンジ 色果実についても 'ccs 1'が 原因 だと考えられ

るが、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ＇の果実 色が黄 色なのに対し、 ‘ハバネロスア ー
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ブオレンジ ＇はオレンジ 色である。 この果実 色の 違いは'ccs 1' だけでは 説明できな

い。 本章では、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア ’と ‘ハバネロスア ーブオレンジ ’の Psy

遺伝子は第lエ キソンの 途中から第6 エ キソンの 途中までの 塩基配列 を決定し、

少なくともこの 領 域には表現型に 影響を及 ぼすような変異がないことを確認 し

ているが、第1 エ キソンと第6 エ キソンに未決定の 領 域がある。また、プロモ ー

タ ー 領 域の 塩基配列 も 決定していない。 これら 2 品種の果実 色の 違いは、 Psy遺

伝子の 塩基配列 未決定 領 域にあるのかもしれない変異が 影響している可能性が

ある。 また、 Psy、 Ccs 以外のカロ テノイド生合成遺伝子の変異や、 特 定のカロ

テノイドの量やカロ テノイドの 総量に 影 曹を及 ぼす未知の 囚子 、 たとえばカロ

テノイド 生合成 経路遺伝子の発現量を 調 節している 転写 囚子の変異なども 脱 囚

として考えられる。たとえば、 本 論文の 序論でも述べたように、カリフラワ ーや

メロン、 シロイヌナ ズナでは PSYと相互作用するOR という タン パク質が同 定

されている(Lu et al. 2006、 Tzuri et al. 2015、 Zhou et al. 2015)。 このOR は 色素

体 移 行シグナル、膜 貫通 ドメイン、そして タン パク質間 相互作用に関与する Dna J

シス テインリッチドメインを 持つ タン パク質で、 二量体を形成した 上で PSYと

相互作用することで PSYの活性を高めていることが明らかになっている( Zhou

et al. 2015)。 トウガラシにおいても、 C. annuumにおける Orのオーソログであ

るフィブリリン 遺伝子 ( Fbn l) の発現量がカプサンチン量と 正の相関があるこ

とが報告されている(Kilcrease et al. 2015)。

本章では、 ‘チェイロ ホワイト を 母本とし、 ‘ハバネロレッドサビナ'、 ‘ハバネ

ロレモン'、 ‘ハバネロスア ーブオレンジ ’の 3 品種をそれぞれ 父本とした じ個体

を作り、果実 色を見 る実験を行った。 ‘ハバネロレッドサビナ ＇を父本とした E個

体は 赤 色果実をつけた。 このことから、 ‘チェイロ ホワイト ’の 白 色果実変異は 劣

性形質であることが明らかになった。 また、 変異型 Psyアリル 'psy2'を 持つ ‘ハバ

ネロレモン ＇との 凡がクリ ーム 色、 変異型 Ccs アリル 'ccs 1'を 持つ ‘ ハバネロスア

70 



ー ブオ レ ン ジ ＇ と の E が オ レ ン ジ色 の 果実 を つ け た 。 笹沼 ら (20 1 3a, b) が再考

察 し た Kormos and Kormos ( 1 960) の '2 遺伝子座複対立遺伝子モ デル
’ で は 、 cl を

機能低下型 Psy ア リ ル'psy t ' 、 c2 を 機能喪失型 Psy ア リ ル'psy2 ' と し 、 Yc2 が ク リ

ー ム 色、 yC が オ レ ン ジ、 yc2 が ア イ ボ リ ー ま た は 白 に な る と し て い る 。 こ の ア リ

ル の 定義 に 基づ く と
‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト ＇ の 遺伝子型 は yc2 と な り 、 Yc2 の

‘ハ バ ネ

ロ レ モ ン ＇ の Fi tま 遺伝子型 Yyc2 で、 ‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト ＇ と 遺伝子型 yC の ‘ハ バ ネ

ロ ス ア ー ブオ レ ン ジ ’ の E は遺伝子型 yyCc と な る 。 前者 の E の 果実色 が
‘ハ バ ネ

ロ レ モ ン ＇ と 同 じ ク リ ー ム 色、 後者 が ‘ハ バ ネ ロ ス ア ー ブオ レ ン ジ ＇ と 同 じ オ レ ン ジ

色 に な っ た こ と は 、 笹沼 ら が再考察 し た 遺伝モ デル と 矛盾せ ず、 少 な く と も
‘ チ

ェ イ ロ ホ ワ イ ド の 白 色果実色 を 引 き 起 こ す 嬰 囚 に 優性 の も の が な い こ と を 示 し

て い る 。 し か し 、 Hurtado-Hernandez and Smith ( 1 985) が提唱 し て い る 3 重劣性

変異 に よ り 白 色果実 に な る と い う 仮説 も 今 回 の F1 の 結果 と 矛盾 し て お ら ず、 い

ず れ の 遺伝モ デルが正 し い か を 検証す る に は今後 の E 世代 の 表現型 の 決定 が必

要 で あ る 。

本章 で行 っ た Psy と Ccs の シ ー ケ ン シ ン グ の 結果、 ‘ チ ェ イ ロ ホ ワ イ ト ' 、 ‘ イ

エ ロ ー ブ ー ト ジ ョ ロ キ ア ' 、 ‘ハ バ ネ ロ ス ア ー ブオ レ ン ジ' 、 ‘ ホ ワ イ ト フ ア タ リ ’
が

持 っ て い た Ccs 変異 ア リ ル は 、 い ずれ も 既知 の 'ccs 1 ' だ っ た 。 ま た 、
‘ チ ェ イ ロ ホ

ワ イ ト ＇ が持 っ て い た Psy 変異 ア リ ル は ‘ハ バ ネ ロ レ モ ン ＇ と 同 じ 'psy2 ' だ っ た 。 以

前 の 研究 で 見 つ か っ た Psy と Ccs の 変異型 ア リ ル は 、 い ずれ も 系 統特異 的 な も

の と 考 え ら れて き た 。 し か し 、 本章 の 研究 で得 ら れ た 結果 か ら 、 Psy と Ccs の 変

異型 ア リ ル に は複数 の 品種 に 共通 し て 存在 す る も の が あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

一方 で、 ‘ ホ ワ イ ト フ ァ タ リ ’ か ら は 、 新規 の 変異型 Psy ア リ ル'psy3 ' が見 つ か っ た 。

こ の 結果 は 、 さ ら に 多 く の 非赤色 品種 を 調 べ る こ と で、 新規 の 変異型 ア リ ル が 見

つ か る 可能性 を 示唆 し て い る 。

ト ウ ガ ラ シ の 栽培種 の う ち 、 も っ と も 広 く 栽培 さ れて い る C. annuum の 非赤
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色品種からは、 非常に多様な Ccs 変異アリルが見 つかっているが、 いずれの変

異アリルも 系統特異的である。 また、 C. annuumでは Psy変異によって生じた非

赤 色品種がこれまでに報告されていない。 一方、 C. annuumとは異なり、 もう 一

つのメジャ ーな 栽培種である C. chinenseの非 赤 色品種では Psy、 Ccsともに複数

の変異アリルが見 つかっている(H a et al. 2007、 稲 葉2013、Kim et al. 2010)。 ま

た、 C. chinenseの非 赤 色品種が 持つ Psy、 Ccsの変異アリルには複数の品種で 共

有されているものがあることが 本章の 研究で 示された。これらのことは、 栽培種

によって非 赤 色品種の起 源と育種の 歴史が異なることを示している。

以上のように、 本 章では 当初の H的であったトウガラシの 白 色果実 色の遺伝

機構の解明については、 少なくとも Psy、 Ccs 両遺伝子の 2 重変異が関わってい

ることが明らかになった。また、 それに 加え、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア'、 ‘ハ

バネロスア ーブオレンジ'、 ‘ホワイトファ タリ ’で 行った Psyと Ccsのシ ー ケンシ

ングから、 これまで 系統特異的と考えられてきた C. chinenseの非 赤 色品種が 持

つ Psyと Ccsの変異アリルが、 複数の品種で 共有されていることが示された。

しかしながら、 本章で 調べられた品種数が 限られており、 C. chinenseの Psy、

Ccsの変異アリルの中でどれがメジャ ーなものか、変異アリルの分布に地域によ

る 偏在性があるかどうか、 ‘チェイロ ホワイト ＇や ‘ホワイトフ ア タリ ＇のような Psy

と Ccsの 2 重変異体がどのくらいあるのかは 不明である。また、 Psyと Ccsの変

異によらない、 未知の遺伝機構による非 赤 色 系統が存在する可能性 もある。第3

章では、 これらのことを解明するため、より多くの C. chinenseの非 赤 色 系統で

Psyと Ccsの多様性を調べた。
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図2.1. カ ロテノイド生合成経路。
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HR HO HL  YBJ CW 

図2.2. ncによるカ ロテノイド組成分析。 矢印で示したバンドがカプサン
チンとカプソルビン。

HR : ハバネロ レッドサビナ
HO : ハバネロオレンジ
HL : ハバネロ レモン
YBJ : イエローブートジョ ロ キア
CW :  チェイ ロホワ イ ト
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図2.3. カ ロテノイド生合成経路遺伝子のRT-PCR。
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図2.4. チェイ ロホワ イ トを母本とした交雑実験の結果。
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表2.1 . トウガラシ果実色の遺伝モデル
ゆnnos and Kon匹 (1 960) Hurtado-Hemandez and Smith ( 1 985) 
遺伝子型 表現型 遺伝子型 表現型
y+c/+ Red y+c l+c2+ Red 
y心I Salmon red y.+c /c2+ Light red 

ゞ yな2 Pink y+c l+c2 Oran醗ゞ
y.+c /c2 Pale oran醗

ye/+ O ran寧 yc/+c2+ Orange-yellow ”” Lemon 渕lr:,w ye/ャ2 Pale oran訳�-yel low
)1:2 iwry or white yclc2+ Lsmon-yallow 

ye/c2 white 
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第 3 章

ト ウ ガ ラ シ の カ ロ テ ノ イ ド 生合成経路遺伝子

Psy、 Ccs の 多様性 に 関 す る 研究
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1 . 緒言

トウガラシの 果実色は辛味と並 ぶ 重 要な商業 形質である。 異なる果実色を も

つ 様々な遺伝資源を 収集し、 その 果実色変異の遺伝的 要囚 を特徴づけることは、

有 用遺伝資源の拡大という観点 からトウガラシの 育種に おいて重 要な課題であ

る。 トウガラシの果実色変異の主たる原因 遺伝子は、と もに カロテノイド生合成

経路に 含ま れるPsy 遺伝子と Ccs遺伝子である。

その商業 的 価値および 学術的 な重要性から、 トウガラシの 非赤色果実色品種

の遺伝解析はこ れまで数多 くなされており、こ れまでの研究では、トウガラシの

栽培種のうち、 もっと も広 く栽培されている C. annuum の 非赤色品種に は非常

に 多様な Ccs 変異 ア リルがあり、 い ず れの 変異 ア リルも系統特異的 であること

がわかっている。 この ことは、トウガラシの 非赤色果実色を 引 き 起こす突然変異

が栽培化 や 育種の過程で比較的 頻繁に 起き 、そ れらが淘汰されることなく、むし

ろ 積 極的に選抜され生き 残ってき たことを 意味する。 おそらくこ れは、果実色の

変異が生存力に おいては中立的 であること、 果実色が見 た目に わかりやすい表

現型であること、 またオ レ ン ジ 色や 黄 色などこ れまでに ない変異型果実色が

人 に々 とって魅力 的 であったことにより、 表現型に 違いを もたらすような新規

突然変異が好 ん で選抜された結果であると考 え られる。 しかし、このような様々

な変異型 ア リルは、 C. annuumでは Ccs遺伝子でのみ報告されており、Psy 遺伝

子の 変異によって生じた非赤色品種はこ れまでに 報告されていない。 一方、 C.

annuumとは異なり、 もう一つ の メジ ャ ー な栽培種である C. chinenseの 非赤色品

種ではPsy、 Ccsと もに 複数の 変異 ア リルが見つ かっている ( H a et al. 2007、 稲

葉 20 13 、Kim et al. 20 10)。 色につ いて も、Ccs遺伝子の 変異により生じた C.annuum 

の 非赤色品種は黄色かオ レ ンジ 色のみであるのに 対し、 C. chinense の 非赤色品

種に は黄色や オ レ ンジ色の他に 、 C.annuumでは見つ かっていないPsy 遺伝子の
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変異によって生じたクリ ーム 色や 白 色の品種 もある。C. annuumと C. chinenseは

別種であるが、 比較的容易に 交雑する。Ccs 遺伝子変異型の非 赤 色品種しか見 つ

かっていない C. annuumに、 C. chinenseの変異型 Psyアリルを導入できれば、 こ

れまでにない C. annuumの非 赤 色品種を開発できると考えられる。

本 論文の第2章では、 C. chinenseの 白 色果実品種 ‘チェイロホワイト ＇の果実 色

変異の遺伝 要 因が Psyと Ccsの 2 重変異体であることを明らかにしたが、 それ

に 加えて、 いずれも C. chinenseに 属する黄 色品種 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア'、

オレンジ 色品種 ‘ハバネロスア ーブオレンジ ’、 白 色品種 ‘ホワイトフ ア タリ ’の Psy

と Ccs のシ ー ケンシングで、 いくつかの 同じ変異アリルが複数の 系統で見 つか

るという 興味 深い結果を得た。 これらのことは、 C. annuumでは Ccsの変異アリ

ルを 持つものしか見 られず、 その変異型アリルが 系統特異的であることと対照

的であり、 栽培種によって非 赤 色品種の起 源と育種の 歴史が異なることを示し

ている。 しかしながら、 本 論文の第2章を含むこれまでの 研究で 調べられた C.

chinenseの品種数は 限られており、 C. annuumの非 赤 色果実 色が 系統 ごとに 独 立

に生じた Ccs 遺伝子の多数の様々な変異型アリルにより生じているのに対し、

C. chinenseでは Psy遺伝子、 Ccs 遺伝子のいずれかあるいは 両方の変異型アリル

により非 赤 色果実 色 系統が生じ、 それらは複数種類ではあるものの 限定された

少数の変異型アリルが 共有されることにより生じているのではないか、 という

仮説が 正しいのかどうかは判 断することができない。さらに、もし C. chinenseの

非 赤 色果実 色 系統が 限られた少数の変異アリルにより生じていた 場合、Psy、Ccs

の変異アリルの中でどれがメジャ ーなものか、 変異アリルの分布に地域による

偏在性があるかどうか、 さらには ‘チェイロ ホワイト ＇や ‘ホワイトフ ア タリ ’のよ

うな Psyと Ccsの 2 重変異体がどのくらいあるのかを解明することも、 遺伝 資

源の特 徴付けにおいて重要である。また、これまでにあまり多く 調べられていな

い C. chinenseには、 Psyと Ccsの変異によらない、未知の遺伝機構による非 赤 色
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系統が存在する可能性 もある。 以上のことから、 第3章では、 C. chinenseの 非赤

色果実色の 原因遺伝子 の種レ ベルでの遺伝傾向の 解明とトウガラシの 果実色育

種における有用遺伝資源の 探索を 目的 として、 C. chinense の 非赤色果実系統の

Psy、 Ccs両遺伝子の 多様性解析を行った。

こ れまでに C. chinenseで見つ かっている変異 型 ア リルは、 Ccsでは H a et al. 

( 2007) が発見 した開始 コ ドン下流 599bp に 1 塩基置換を持つ ' ccs1 ' と、 開始 コ

ドン下流 1430bpに 8bp の挿人を持つ ' ccs2 ' の 2 種類 、Psy ではKim et al. ( 20 1  O) 

が発見 した第5 イント ロン 3 '末端の ス プライシングジ ャ ンクシ ョ ンに 塩韮置換

を持つ ' psyi ' 、 稲 葉 ( 20 13 ) が発見 した第1 エキ ソンに 1 塩基欠失を持つ ' psy叉

さらに 本論文の 第2章で発見された第4 エキ ソンに 2 塩基挿人を持つ ' psy3 ' の 3

種類 である。 第 3 章では、 こ れら既知の 変異 型 ア リルの遺伝資源における分布

の 解明と新規の 変異 型 ア リルの 発見 を 日 指 し、ま ず 、そ れぞ れの 変異 型 ア リル特

異的 CAPS( Cleaved Amp lifi ed Polym orphic Seq u ence)、 または dCAPS( Derived 

Cleaved Amp lifi ed Polym orphic Seq u ence) マー カー の 開 発を 試みた。 CAPS、 dCAPS

マー カー は、 標的 とする遺伝子領域のPCR増 幅と制 限酵素処理により、 既知の

変異を識別する方法である。 シー ケンシングすることなく簡便に 遺伝子型を 判

別することができ ることから、 多 くの 作 物でマー カー選抜 育種や 多 様性解析に

利用されている ( B ab u et al. 20 17、Ku shanov et al. 20 16、 L iu et al. 20 16、 Saini et 

al. 20 16、 T anaka et al. 20 1 O a)。 CAPSは、 判別したい塩韮多 型が特定の制 限酵素

サイトに 含ま れている場合に のみ使 用でき る方法であるが、 dCAPS は判別した

い塩基多 型に 隣接 した部位に プライマー を アニー ルさせ 、 プライマーに ミス マ

ッチを 人 れ人為的に 制 限酵素 サイトを構築 し制 限酵素多 型を 認識させ る方法で

あり、 N eff et al. ( 1998 ) がシロイヌ ナズナで使 用したの を 始 めに 、 CAPSと同様

多 くの 作 物で利用されている ( L ang et al. 2009、 Song et al. 20 16、 Vi llem ot and 

Rollan d 20 16、 Yan agis aw a et al. 2003 )。 本章では、 開 発した CAPSおよび dCAPS
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マ ー カ ー を 用 い た ジ ェ ノ タ イ ピ ン グ と シ ー ケ ン シ ン グ を 併用 し 、 C. chinense 遺

伝資源 に お け る Psy と Ccs の 多様性解析 を 行 っ た 。
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2. 材料と方法

植物材料

本章では、アメリカ合衆国農 務省( USDA)と オラン ダ遺伝 資源セ ン タ ー(CGN )

から分譲されたC. chinenseに属する非赤色 系 統 91 系 統を材料として 用いた（ 表

3.1)。 具体的には、 USDA 系 統は 69 系 統、CGN 系 統は22 系 統である。 これら

は、 ジ ー ンバンクのデ ー タ ベ ー ス上に果実色 表現型の情報があり、 オ レンジや黄

などの非赤色 果実であることが記載されているものを選んだ。 このうち 白 色 と

の記載があったものはCGN17018 のみだった。 採集国は 13 か国にわたり、 ペル

-25 系 統、 ブラジル 19 系 統、 メキシコ 16 系 統、 ベネ ズエラ 8 系 統など、 中南

米 11 か国から合わせて 85 系 統を用いた。 中南米以外では、 アメリカ 5 系 統、 タ

ンザニアl系 統の、合わせて 6 系 統を用いた。多様性解析では、Mo s es et al. ( 2014 ) 

の論文に従い、 これらの地域をCentral Amenc a、 U pperAmazon、 Lo werAmazon、

G uianas、 Otherの 5つの地域に分けた。 この分類によると、CentralAmeric a が21

系 統、 U pperAmazonが 33 系 統、 Lo werAmazonが20 系 統、 G uianas が 11 系 統、

Other が 6 系 統である。 これらを2017年に 山形大学農学 部附属農場で栽培し、

各系 統それぞれ 1 個体から DNAを抽出した。 果実が実ったものに関してはその

果実色を調べた。

DNA 抽出

全 91 系 統の DNAをM urray and Tho mpson ( 1980) のCTAB法 に韮づき、 以下

のように 抽出した。 新鮮な葉 約100mgを乳鉢に 人れ 、 液体窒素で 凍結させて 乳

棒 で 粉末状になるまで 破砕した。 破砕した葉を T ris 2.42g、 N aCl 16.36g、 EDTA

1.4 9g、CTAB8gを滅菌ミリQ水 で200mLに定容して作った 4 %CTABバッファ

-700µLに加え、 65°C で 1時間保温した。保温中は 15分おきに転倒混和した。
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保温後 、 サンプルを室温に 冷ましてからクロロ ホルムとイソアミルアルコ ール

を 24 : 1 の体 積比で 混合したものを 600µL 加えた。 これを 5 分間 転倒混和した

後 、 遠心分 離機（トミ ー 精工M RX-150、以下、同機種を使用） で 室温、 13,000 rpm

で 5 分間 遠心分 離した。 遠心分 離 後 、 上 清 500µL を取り、 そこにイソプロ パノ

ールを500µL 加えて 緩やかに 転倒混和した。これを一 晩、-20 °C で 静置後 、室温、

13,000 rpm で 5分間 遠心分 離した。 遠心分 離 後 、 イソプロ パノ ールを 除去し、 そ

こに 70%エ タノ ールを 300µL 加えて タ ッピングし、 遠心分 離で生じた 沈殿をリ

ンスした。 これを再び室温、 13,000 rpm で 5分間 遠心分 離 後 、 70%エ タノ ールを

除去し、 チ ュ ーブの 蓋 を開放してエ タノ ールを揮発させた。これに TE バ ッファ

-(pH 8.0、 IM の Tris-HC IlmL と pH 8.0、 0.5M の EDTA200µL をlO OmL に 定

容したもの） と D Nase free Ribonuclease G lycerol Solution (1 Omg/mL、 ニッ ポンジ

ーン） 0.4µL を加え、 37 °c で 1 時間保温した。 抽出された D NA の 確認 を 1%ア

ガロ ースゲル電気泳動で 行った。また、Qubit 3.0 Fluorometer (Life Technologies) 

の dsD NA BR Assayによる濃度測定結果をもとに 20ng/µL の 希釈液 を調製し、以

後の実験に 使った。

Psy、 Ccs 遺伝子のアリル分 析

本章で作成した、 'psy l'、 'psy叉 'ccs 1'のそれぞれに特異的な DNA マ ーカ ーを

用いて、 非 赤 色 系統 91 系統すべてについて Psyと Ccsのアリル分 析を行った。

'psyl'と 'psy2'については dCAPS 法を、 'ccs 1'についてはCAPS 法をそれぞれ用い

た。

本章の 研究で用いたプライ マ ーを表 3.2 に 示した。PCR 産物の 増幅には、'psy1'

では int5 _2515F と psyl- 1 _ dCAPS _ Stu l_ R プライ マ ー セットを、 'psy2'では Psy- u

と psyl-2 dCAPS Alw44 1 R フ ラ イ マ ー セッ トを、 ' ccs 1'では CcsF +326 と

CcsR +730 プライ マ ー セットをそれぞれ用いた。 PCR 反応液 は、 2µL の 10x Ex 
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Taq Buffer、 1.6µLの dNTP mix ture ( 2.5mM)、 それぞれlOµM の Fo rwa r d プライ

マ ー と Rev ers e プライマ ーlµLずつ、 5U/µLの TaKaRa Taq DNA ポ リメラ ー ゼ

( 5U/µL、 タカラバイ オ）O.lµL、20ng/µLの DNA 希釈液 2µLを滅菌ミリQ水 で

20µLに定容した。PCR条件は、 94 °c、 1分の初期変性の後、 94 °c、30 秒の変性、

60°C、 30 秒のア ニ ー リング、 n°c、 30 秒の伸長のサイクル反応を30 サイクル

行い、 最後に 12°c、 2分の最終伸長を行うプ ログラムとした。

得られたPCR産物を1%アガ ロ ー スゲル電気泳動で確認後、'psyl'は S tuI、'psyッ

は A lw4 4 I、 ' ccs1'は TaqI でそれぞれ 制 限酵素処理した。'psy1'反応液 は、 0.25µLの

S tul ( 8U/µL、 ニ ッ ポ ンジ ー ン）、 0.8µL のlOx M Buffer、 int5_2515F と psyl-

1 _ dCAPS _ StuI_ Rプライマ ー セ ットのPCR産物 5µLを滅菌ミリQ水 で 8µLに定

容した。'psy2'反応液 は、 0.5µLの A lw4 4 I( 3U/µL、 ニッポンジ ー ン）、 0.8µLのlOx

LBuffer、 0.8µLのlOxBSASo lution(lmg/mL)、Psy- u と psyl-2_ dCAPS _ Al w4 4 I_ R 

プライマ ー セ ットのPCR産物 5µLを滅菌ミリQ水 で 8µLに定容した。 ' ccs1'反

応液 は、0.2µLの Taql( I OU/µL、 ニッポンジ ー ン）、0.8µLのlOxABuffer、CcsF+326

とCcsR+730 プライマ ー セ ットのPCR産物 5µLを滅菌ミリQ水 で 8µLに定容し

た。

制 限酵素処理をS tuI と A lw4 4 I は 37°c で一 晩、 TaqI は 65°Cで一 晩行った後、

2%アガ ロ ー スゲル電気泳動で結果を確認した。

Psy、 Ccs遺伝子のシ ー ケンシング

Psy とCcsのアリル分析でアリル判別ができなかった USDA の 4 5 系 統とCGN

の 17 系 統の合計 62 系 統についてPsy とCcsのシ ー ケンシングを行った。また、

' ccs1 'を持つことが判明していたが、 Psy のアリルが不明だった 白 色 果実 系 統

CGN I 7018 についてもPsy のみシ ー ケンシングした。

シ ー ケンシングの鋳型は、 本論文の第 2 章とは異なり、 Psy についてはPsy- u
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とPsy - d プライマー セ ットで、Ccsにつ いては Ccs24 と CcsR+ 1566 プライマー セ

ットで増 幅 した。 シー ケンシングに 使 用した プライマー は、 本論文の 第 2 章で

は使 用していない もの があるため、 表 3 .2 に まとめた。

PCR反応液は、 5µL の l Ox Ex Tag B uff er、 4µL の dN TPm ixt u re ( 2 .5mM)、 そ

れぞ れ l OµM の F orw ard プライマー と Revers e プライマー 2.5µL ずつ 、 5U/µL の

Ex T ag DNAポ リメラー ゼ ( 5U/µL、 タカラバ イオ ） 0.25µL、 20 ng/µL の DNA希

釈液 3 µ L を滅菌ミリ Q 水で 50µL に 定容 した。 PCR条件は、 94°c、 1分の 初期

変性の後、 94°c、 30 秒の 変性、 60° C、 30 秒の アニー リング、 12°c、 3 分の伸長

の サイクル反応を 30 サイクル行い、最後に 12°c、 3 分の最終仲長を行うプログ

ラ ム とした。 得 られた PCR 産 物は 1% アガ ロ ー ス ゲ ル電 気 泳 動 で確 認 後 、

N u cleoSp in Gel and PCR Clean- up ( M acherey- N agel) の プロト コ ー ルに 従って精製

した。 塩基配列 はユ ー ロフィンジェノミクス社の DNAシー ケンス サー ビス を 利

用 して決定 した。

Psy 遺伝子の分子系統解析

U SDAの 45 系統と CGN の 18 系統で得られたPsy の塩韮配列に 韮づき 、近隣

結合法 ( N eighb or-J oining, N J 法） による系統樹を 作成 した。 系統樹の 作成に は

MEGA V er.7.0 .26 (Kum ar et al. 20 16) を使 用し、 比較の ため、 稲 菜 ( 20 13 ) が決

定 した C. chinenseの赤色品種‘ ハ バ ネ ロレ ッド' 、 ' psy1 ' を持つ オ レ ンジ 色品種‘ ハ

バ ネ ロオ レ ンジ' 、 ' psy2 ' を持つ ク リー ム 色品種‘ ハ バ ネ ロレ モ ン＇ の 3 品種のに 加

え て、デ ー タベー スに 登録されている C.annuum cv. 'N uM ex Su ns et'( GU085274) 

の Psy 塩基配列 も解析に 加 え た。
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3 .  結果

CAPS及び dCAPSマ ーカ ー の 開発

これまでに C. chinenseで見つかっている Psy 遺伝子の2つの変異アリル'psy仄

'psy2'と Ccs 遺伝子の変異アリル' ccs1'についてアリル判別のため のCAPS 及び

dCAPSマ ーカ ー の 開発を試みた。 'psyl'は、 第 5 イント ロンの 3'側スプライシン

グジャンクションのAG のA がC に置換した変異アリルであり、 近傍の配列を

含めると変異部位は、 正常型アリルがTTTCAGGT、 変異型アリルがTTTCCGGT

となっており、 適当 な制 限酵素の認識サイトにはなっていなかった。そのため 、

この変異サイトに隣接した下流部位に3'末 端が�AAGGCC となっているミスマ

ッ チを含 む プライマ ー( 3'末 端から数えて 3 番 日 と 4 番 日 の GG がミスマッチと

なっている）を設計し、 変異部位のACC あるいは TCC と合わせて正常型で

AGGCCT、変異型でAGCCCT となるような制 限酵素 S tul の認識サイト多型を生

じる dCAPSマ ーカ ーを作成した。 'psy2'は、 エ キソン 1 の 119bp 日 のC がT に

置換し、 120bp 目 の G が欠失した変異アリルであり、 近傍の配列を含めると変

異部位は、正常型アリルがTGGCGTG、変異型アリルがTGGT-TG となっており、

適当 な制 限酵素の認識サイトにはなっていなかった。そのため 、この変異サイト

に隣接した上流部位に 3'末端が �TCAGTGCA となっているミスマッ チを含 む

プライマ ー( 3'末端から数えて 5 番 目 の G がミスマッチとなっている）を設計

し、 変異部位のACC あるいは TCC と合わせて正常型で GTGCAC、 変異型で

GTGCAT となるような制 限酵素 A lw4 4 I の認識サイト多型を生 じる dCAPSマ ー

カ ーを作成した。 ' ccs1'は、 開始コ ドンから 599bp 目 のC がA に置換した変異ア

リルであり、 近傍の配列を含めると変異部位は、 正常型アリルがCTTCGATT、

変異型アリルがCTTA GATT となっており、 制 限酵素 Taql のサイトになってい

るため 、この制 限酵素を用い、アリル識別を行った。作成したCAPS及び、 dCAPS
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マ ーカ ーを用いてシ ー ケンシングにより 既にアリルが分かっている 3 系統のジ

ェノ タイピングを試みた結果を図3.2 に 示す。この図に 示す 通 り、 使用した マ ー

カ ーは 全て期 待通 りの 切 断パ タ ーンを示し、 これらの マ ーカ ーがジェノ タイピ

ングに 使用可能であることが明らかになった。以下、これらの マ ーカ ーを用いて、

91 系統の C. chinenseの Psy遺伝子と Ccs 遺伝子のアリル判別を行った。

DNA マ ーカ ーを用いた Psy、 Ccsのアリル分 析

'psy1'と 'psy2'については、 '91 系統 中 20 系統が 'psy1'を、 8 系統が 'psy2'を 持って

おり、 頻度で表すと 'psyl'が 0.220、 'psy2'が 0.088 で、 いずれも 頻度が 5%以上あ

り、レアアリルとは 言えない 頻度の 高さ だった（表 3.3)。地理的に見 ると、 'psyl'

を 持つ 20 系統のうち 16 系統がメ キシコの 系統であり、 地理的な 偏りが見 られ

たが、 'psy2'についてはブラジルと ベネ ズ エラにそれぞれ 3 系統ずつ、 エクアド

ルとギアナに 1 系統ずつと、地理的な 偏りは見 られなかった（表 3.3)。また、 こ

れら 'psyl'、 'ps戸をもつ 28 系統 中、 実際に 圃場で果実の表現型が 確認 できたも

のが 23 系統あったが、 それらの果実 色は、 'psyl'をもつものは黄 色 だった PI

390611を 除いた 16 系統がオレンジ 色、 'psy2'を 持つものは 6 系統 中、PI 439484、

PI 441605、 C G N17023、 C G N22864 の 4 系統は果実 色が黄 色、 PI 4416052 と

C G N22864の 2 系統はオレンジ 色 だった（表 3.1)。

一方、 'ccs 1'については、 93 系統 中 3 系統で見 られた。 頻度にすると 0.033 で

あり、5%以下となり、 一般的な集 団遺伝学的なレアアリルの 定 義である 1%より

は 高いものの、 マイナ ーなアリルであることが 示された。地理的に見 ると、 それ

らはいずれもブラジルの 系統 だった（表 3.3)。 そのうち PI 441624 と PI 441629 

の 2 系統は'psy2'との 2 重変異 系統で果実 色はいずれも黄 色 だったが、 残りの l

系統のC G Nl7018 は 白 色 だった（表 3.1)。

マ ーカ ーを用いたアリル判別により、 91 系統 中 29 系統が Psy、 Ccs 遺伝子
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のいずれかあるいは両方に既知の変異型アリルをもつことが明らかになった。

残りの 62 系 統については、 いずれかあるいは両方の遺伝子に未知の変異型アリ

ルをもつか、 あるいはマ ーカ ーでは判別できない既知の変異型アリル' psy3'また

は' ccs2'を持つ可能性が考えられた。また、' ccs1'をもつ 白 色 系 統のCGN 17018 は、

マ ーカ ーで判別できる既知の Psy 変異型アリルをもっていなかったため 、 本論

文の第 2 章で示された 白 色 果実 系 統はCcs遺伝子とPsy 遺伝子の二重変異体で

あるという結果に基づくと、 'psy3'あるいは未知の Psy 変異型アリルを持 ってい

る可能性が考えられた。これらの遺伝子型を明らかにするため 、以下に述べるよ

うに、 マ ーカ ーにより果実 色 変異の原因となる遺伝子型が特定できなかった 62

系 統についてPsy、 Ccs 両遺伝子の塩基配列の解 読を行った。 また、 Ccs遺伝子

については既知の変異型' ccs1'を持つことが分かったものの、Psy の遺伝子型につ

いては遺伝子型が不明である 白 色 果実 系 統CGN17018 では、Psy 遺伝子のみの塩

基配列の解 読を行った。

Psy 遺伝子のシ ー ケンシング

Psy については、 マ ーカ ー が 開発できなかった既知の変異アリル'psy3'の判別

を主たる 目的とし、 上述の 63 系 統で'psy3'の原因変異である第 4 エキソンの 1 塩

基欠失部位を含 む 開始コ ドン下流 16bp 目からイント ロン 5 の 5 '側 82bp にかけ

ての約2120bpを決 定した。 これ はPsy の全長 約2800bp のうち約75%に相当 す

るため 、 'psy3'の保有の有無の同 定の他、 この領域に変異をもつ新規のアリルの

発見もできることが期待された （表 3. I)。 シ ー ケンシングの結果、 63 系 統のう

ち、 18 系 統が'psy3'を持つことが分かった。 地理的にみると偏りがあり、 18 系 統

中 15 系 統はペル ー の系 統だった （表 3.3)。 残りの 4 5 系 統のうち、 14 系 統は第

4 エキソンにA からT の 1 塩韮置換により終止コ ドンを生 じるナンセ ンス変異

を持 っていた。 この変異はこれ まで報告されていないものだったため 、 新たに
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' psy4 ' と名 付けた （図3 .3 、 表 3 .3 )。 地理的に 見 ると、 この ア リルの分布 も偏 りが

あり、14 系統は全てブラジルの 系統だ った。 ' psy3 ' も' psy4 ' も持 っていなかった 3 1

系統の Psy 遺伝子は、シー ケンシングした領域に 変異は見 られた もの の 、確実に

機能に 影響 があると考 え られるフレ ー ム シフト変異や 終止 コ ドンを 生じるナン

セ ンス 変異は見 られなかった。 シー ケンシングにより' psy3 ' 、 ' psy4 ' を持 っている

と考 え られた 32 系統のうち、 表現 型が観察でき た もの は 26 系統あり、 ' psy3 ' を

もっていた 1 8 系統の果実色は 17 系統がオ レ ンジ色だ ったがペ ルー のPI 3 15009 

は赤色で、 ' psy4 ' を持 っていた 14 系統中では 13 系統がオ レ ンジ 色でブラジルの

PI 44 1620 の 1 系統が赤色果実をつ ける系統だ った。 白色果実系統で、 Ccs遺伝

子の 変異 型 ア リル' ccs1 ' を もっていることがマー カーによって明らかに なった

CGN 170 18 につ いては、Psy 遺伝子は' psy4 ' だ った。

Ccs遺伝子のシー ケンシング

Ccs 遺伝子につ いては、 マー カー が開 発でき なかった既知の 変異 ア リルであ

る' ccs2 'が、開始 コ ドンから1430bp 目への 8bp の挿人を持つ 変異であるため、 60

系統につ いて、 その 変異 サイトを含む開始 コ ドン下流 688bp から終止 コ ドンま

での約8 10bp を そ れぞ れ決定 した。 この領域は Ccs全長の約55%に 相 当するた

め、既知の 変異の 同 定 の他 、新規の 変異 ア リルを 発見すること も期待された。 ま

た、2 系統では Ccs全長 1497bp の ほ ぼ全長に 相 当する開始 コ ドン下流 l lbp から

終止 コ ドンに かけての約1487bp を決定した。 その 結果、 塩基配列 を決定したこ

れら62 系統のうち、 3 系統で機能欠失を 引 き 起こすと思 われる変異を もつ 新規

ア リルを 発見 した。 このうち、 ペ ルー の 1 系統PI 260484 では、 開始 コ ドン下流

1003bp の 2 塩韮欠失によって 102bp 下流に フレ ー ム シフト変異で終止 コ ドンが

生じていた （図3 .3 )。 また、 タンザニ アのPI 640898 と アメ リカのPI 640902 の

2 系統では、 い ず れ も開始 コ ドン下流 1253bp の 1 塩基欠失によるフレ ー ム シフ
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ト変異で 6bp 下流に終止コ ドンが生 じていた （ 図3.3)。 いずれ の変異もこれ ま

で報告がなかったものだったため 、 それぞれ' ccs3'、 ' ccs4'と名 付けた。 残りの 59

系 統には、 フ レ ームシフト変異、ナンセ ンス変異などの機能欠失を起こすような

変異はみられ ず、 既知の変異型アリルである' ccs2'も本研究で 用いた系 統には見

られ なかった。

マ ーカ ーによるアリル判別とシ ー ケンシングに基づく変異型アリルの頻度

調べた全 91 系 統中、 Psy 遺伝子には、 既知の変異型アリル 3種類とシ ー ケン

シングにより新たに見つかった新規の変異型アリル'psy4'の 4 種類の変異型アリ

ルが検出された。 Psy 遺伝子の変異型アリルを持つものは合計で 60 系 統あり頻

度は 0.659 であった。Ccs遺伝子では、 既知の変異型アリル' ccs1'と新規に発見 さ

れた変異型アリル' ccs2'の 2 種類の変異型アリルがあり、 変異型アリルをもつ系

統は合計 6 系 統で、 頻度は 0.066 であった。 また、 3 系 統がPsy 遺伝子とCcs遺

伝子の2 重変異体であり、 頻度は 0.033 であった。 これ は、 Psy 遺伝子の変異型

アリルの頻度とCcs遺伝子の変異型アリルの頻度の積 0.043 とほぼ一致する。こ

れらの二重変異体の遺伝子型は2 系 統が'psJ'と' ccs1'で、 1 系 統が'psy4'と' ccs1'で

あったが、 地理的には 3 系 統全てブラジルの系 統だった。

表現型については、 Psy 遺伝子の単独変異体 57 系 統のうち果実色 が確認でき

たものが 4 6 系 統あり、 それらはオ レンジ色 が 31 系 統、 黄色 が 8 系 統、 白 が 3 系

統、 赤が2 系 統、 クリ ームが2 系 統だった。Ccs遺伝子の単独変異体は 3 系 統あ

ったが、 それらの果実色 は2 系 統が黄色 、 1 系 統が オ レンジ色 だった。 Psy 遺伝

子とCcs遺伝子の2 重変異体の 3 系 統の果実色 は、 2 系 統が黄色 、 1 系 統が 白 だ

った。 Psy とCcs両遺伝子のシ ー ケンシングをした 62 系 統のうち、 いずれ の遺

伝子も正常型と 同 じ塩基配列だった系 統は28 系 統あった （表 3.1、 3.3) が、 そ

のうち果実色を確認できた系 統は 20 系 統あり、 7 系 統はオ レンジ色 、 5 系 統は
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黄 色 だった（表 3.1)。また、8 系 統は果実 色が 赤、またはブラウン だった（表 3.1)。

Psy遺伝子の分子 系 統解析

Psyのシ ー ケンシングをした 63 系 統の Psy 塩基配列 に基づく N J 系 統樹を 図

3.4に 示した。 系 統樹内で各 系 統は、 'psy3'を 持つ 系 統と 'psy4'を持つ 系 統の大 部分

に 加えて比較用として解析に 加えた ‘ハバネロレッド ＇の 正常型 Psyや ‘ ハバネロ

オレンジ ’の 'psyl'、 ‘ハバネロレモン ＇の 'psy2'が含まれるクレ ード l、C G N 23234や

P T 315027 など 'psy3'を 持つ 6 系 統のみが含まれるクレ ード 2、 'psy4'を 持つ P T

441620や C. annuum cv. 'NuMex Sunset'が 合まれるクレ ード 3 の 3つのクレ ード

に分かれた。
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4 .  考察

本 章では C. chinenseで非 赤 色果実 色を生じさせる変異型アリルの種レ ベルで

の多様性を明らかにするために、 新たに 開発した 既知の変異アリル 'psy八 'psy2'

および 'ccs 1'の特異的 D NA マ ーカ ーを用いたアリル判別と、シ ー ケンシングによ

り、果実 色を決定する遺伝 子である Psy、Ccs 両遺伝 子の多様 性解析を、C. chinense 

の非 赤 色 系統 91 系統について 行った。その結果、Psy遺伝子には、 既知の 'psy八

'psy2'、 'psy3'と 新規に発見 された 'psy4'の 4種類のアリルが見 つかった。 それぞれ

の変異型アリルは、 'psyi'が 20 系統（頻度 0.220)、 'psy2'が 8 系統（頻度 0.088)、

'psy3'が 18 系統（頻度 0.198)、 'psy4'が 14 系統（頻度 0.154) だった。 第2 章で

は、 5 系統の C. chinenseのシ ー ケンシングで、同じ Psyの変異型アリルが複数の

系統で見 つかったことから、C. chinenseでは、 限定された少数のメジャ ー変異型

アリルが種 内で 共有されているのではないかという 仮説を立てたが、 本 章の結

果は、 非 赤 色 系統の大 部分の 原因遺伝 子となるようなメジャ ーな変異型アリル

はないものの、やはり 仮説の 通 り、 C. chinenseでは、 Psy遺伝子のいくつかの変

異型アリルが 一定の 頻度で複数の 系統で 共有され非 赤 色果実 系統が生じている

ことが 裏付けられた。 これは、 C. annuumの非 赤 色果実 系統が、 それぞれの 系統

特異的な変異型アリルにより生じているのと対照的である。Ccs 遺伝子について

は、 既知の変異型アリル 'ccs 1'と 新規に見 つかった 'ccs 3'、 'ccs 4'の 3種類の変異型

アリルが見 つかった。しかし、 これらの変異型アリルを 持つ 系統数は、 'ccs 1'が 3

系統（頻度 0.033) 'ccs 3'が 1 系統（頻度 0.011)、 'ccs 4'が 2 系統（頻度 0.022) と

Psy 遺伝子の変異型アリルと比べ明らかに 低頻度 だった。 'ccs 1'と 'ccs 4'が複数の

系統で見 られたことから、 変異型アリルが 系統特異的に 生じているとまでは言

えないが、 既知の変異型アリル 'ccs2'が 本 章で用いた 91 系統 中に見 られなかった

ことも含め、 Ccs 遺伝子については、 C. annuum同様、 C. chinenseでもそれぞれ
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の変異型アリルはあまり 高頻度で種 内に 共有されてはいないという ことが明ら

かになった。 以上の結果は、 C. chinenseの非 赤 色果実 色 系統の遺伝 要 因は、 2つ

の 点で C. annuumと対照的であることを示している。 すなわち、 C. annuumの果

実 色変異の 原囚が Ccs 遺伝子の変異であるのに対し C. chinenseでは Psy 遺伝子

の変異が非 赤 色果実 色の主たる 原因となっていること、 及び、 C. annuumの変異

型アリルが 系統特異的で多数存在するのに対し、 C. chinense では少数の変異型

アリルが 高頻度で種内に 共有されているという 点である。2つの主 要なトウガラ

シの栽培種で、果実 色変異という重要形質について、これほど対照的な 遺伝的特

徴の 違いがあるのは非常に 興味 深い。 本 章で明らかになった 2 種の果実 色変異

の遺伝的 嬰 囚の 違いは、 今後の 両種の果実 色育種において重要な知見 となる だ

ろう。2種間 で果実 色変異の遺伝的要 因が異なる理由について解釈 することは 難

しいが、 もしかすると主 要な 栽培種とはいえ主に 原産地の中 南 米地域で栽培さ

れている C. chinenseでは、 最初に 生じた非 赤 色果実 色 系統の変異型アリルが 系

統分化や 系統間 の自 然 交雑により地域 内に広まることが可能であり、 そのため

に 後 から生じた 新規変異型アリルが 選抜されにくかったのに対し、 原産地の中

南米から 世界 中に広がった C. annuum では、 新しく 栽培が始まった地域でリソ

ースとなるような果実 色変異がないことから、 その地域で 新たに 出現した果実

色変異が 積 極的に 選抜されたためかもしれない。な ぜ、C. chinenseでは主 要 因で

ある Psy遺伝子の変異が C. annuumではないのかも理 由はわからないが、 Psy遺

伝子はカロ テノイド 全体の量を決定する遺伝子であることから、 もしかすると

カロ テノイド量が 減ることが、 C. annuumが 中 南米から他の大 陸へと広がる際に

何らかの 不利な 要素であったのかもしれない。

Psy遺伝子では、 4種類の変異型アリルが見 つかったが、 それぞれのアリルの

分布と多様性からアリルの起 源に関して考察が可能である。 分布に 偏りが見 ら

れたのは、 20 系統 中 16 系統がメ キシコの 系統 だった 'psy1'、 18 系統 中 15 系統が
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ペル ーの 系統 だっ だpsy3'、 14 系統 全てがブラジルの 系統 だった 'psy4'の 3 アリル

で、 8 系統見 られ だpsJ' だけがギニア、 エクアドル、 ブラジル、 ベネ ズ エラと比

較的広 範 囲に 偏りなく見 られた。 偏りが見 られた 3 つのアリルについては、 そ

の地域が起 源であることが 示 唆され、 地域 内での 系統分化や自 然 交雑により 同

ーの変異型アリルがその地域に 優占的に広まることで、 新たに 生じた変異型ア

リルに対する 選抜を打消したのではないかという 仮説に 一致する。特に、 'psyl'

は C. chinense の 代表的な品種 群である ‘ ハバネロ ’品種 群の 典型的な非 赤 色果実

色品種である ‘ハバネロオレンジ ’から見 つかったものであり(Kim et al. 2010)、

ツ バヽネロ ’品種 群はメ キシコや ベリ ー ズを含む地域が 原産と 言われていること

(Bosland and Votava 2012) から、 今 回得られた結果は'psyl'がメ キシコなど ユカ

タン 半 島で生じた可能性を強く支持する。 'psy3'と 'psy4'については、 シ ー ケンシ

ングに 基づきアリルを判 別したため、 アリル内の多様 性を見 ることができる。

Psy 塩 基配列 に 基づいて作成した N J 系統 樹（図3.4) では、 18 系統あっ だpsy3'

系統は 12 系統がクレ ード lに、 6 系統がクレ ード 2 に分かれた。 また、 14 系統

の'psy4' 系統のうち 13 系統がクレ ード l に 人ったが、 PI 441620 のみクレ ード 3

に 入った。クレ ード lは、 正常型アリルである ハバネロレッドの Psyや、 変異型

の'psyl'、 'psy2'の 配列 が 合まれるもっとも 主 要なクレ ードである。 本章における

アリルの判別は、 終止コドンやフレ ームシフトといった 直接機能 欠失につなが

る変異サイトによって 行っているため、 'psy3'に 主 要なクレ ードに 入らないグル

ープがあったことは、 既に分化していた 2 つの ハプロ タイプに並行的に同 一の

変異が生じた可能性と、アリルを 同 定する変異が生じたのち、変異が 出現して複

数のアリルが生じた可能性の 2つの可能性が考えられる。'psy4'についても、1 系

統が 入ったクレ ード 3 は、 別種である C. annuumの 1 品種 C. annuum cv. 'N uMex 

Sunset'の 正常型 Psy 遺伝子 配列 が含まれるクレ ードであり、 'psy3'と 同様に 既に

分化した ハプロ タイプに並行突然変異が生じたか、 アリル成立後 に変異が生じ
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分化したかの 2 つの可能性が考えられる。 いずれにせよ、 同 一のアリルに 配列

レ ベルでの分化が見 られたことから、 地理的に分布が 偏っているアリルである

'psy3'と 'psy4'ともに比較的 古くに 生じた変異アリルであり、 その地域で生じた 後 、

ある 程度時間 をかけてその地域に 広がっていったことが示 唆された。Ccs 遺伝 子

については、 もっとも多い 3 系 統で見 られた 'ccs 1'が 全てブラジルの 系 統で見 ら

れたことから、地理的な 偏りが見 られ、その地域が起 源であることが示された。

2 系 統のみで見 られた 'ccs 4'については、 タン ザニアとアメリカという大きく 離

れた地域から見 つかったことから、それらの地域で独 立に生じたというより、 原

産地の中 南 米で生まれた変異型アリルが他の大 陸に 伝わったもの だと考えられ

る。 なお、 Psy 遺伝 子と Ccs 遺伝 子の 二重変異体が 91 系 統中 3 系 統あったが、

3 系 統中 2 系 統が 'psyl'と 'ccs 1'の 組合せ、 1 系 統が 'psy4'と 'ccs 1'の 組合せを 持って

いた。いずれも複数系 統が 共有するアリルの 組合せであったことから、これらの

二重変異体はいずれかの遺伝 子の単独変異体のもう 一方に 遺伝 子に 新規に突然

変異が生じて生じたものではなく、 Psy遺伝 子の変異型アリルを 持つ 系 統と、Ccs

遺伝子の変異型アリルを 持つ 系 統の自然 交雑により生じたもの だと考えられる。

2 重変異体の 頻度が、それぞれの 単独変異体の 頻度の 積にほ ぼ等しいこともこの

仮説に 一致する。

果実 色については、 91 系 統中 72 系 統で表現型を確認 できた。 Psy遺伝子の 単

独変異体 57 系 統中、 46 系 統で表現型を確認 できたが、 それらのうち 39 系 統は

オレンジ 色または黄 色の非 赤 色果実 色を示した。 しかし、 変異型の'psy3'を 持っ

ていたペル ーのPI 315009 と、 'psy4'を 持っていたブラジルのPI 441620 の 2 系 統

が、 変異型アリルを 持つにもかかかわらず 赤 色の果実 色を示した。 'psy3'も 'psy中

もO RFの 途中にナン センス変異を生じており、これら 2 系 統の PsyはPSYとし

ての機能を完全に 喪失していると考えられる。 Psy遺伝子はカロ テノイド生合成

系の 上流に 位 置し、 カロ テノイドの 総量を決定する遺伝子である。Psy遺伝子に
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機能欠失を引き起こす変異があるにもかかわらず赤色を示したということは、

これらの 2 系 統ではPsy 遺伝子の機能を補うような遺伝子が働きカ ロテノイド

が合成された可能性を示している。 稲葉( 2013) や本論文の2 章でも報告されて

いる通り、 エ キソン 1 内のフ レ ームシフトにより完全に機能を欠失していると

考えられる'psy2'を持 っていてもカ ロテノイドは合成されており果実 色 は 白 色 に

はならない。 このことは、 Psy 遺伝子の機能を補償するような遺伝子の存在を示

唆している。本章で、 機能欠失型のPsy 変異型アリルをもちながら赤色 の果実色

を示した 2 系 統は、 そのような Psy 遺伝子の補償をする遺伝子の機能が強いの

かもしれ ない。 補償する遺伝子の候補としては、 Psy 遺伝子のホモ ログが挙げら

れる、 実 際にナス科では複数の Psy 遺伝子が ゲノム中に存在することが報告さ

れており(Ba rtley and Sco lnik 1993、 F ras er et al. 1999、 Li et al. 2008)、 トウガラシ

でも果実 で働く Psy の他に、 機能が不明 ながら Psy と構造がよく似ているPsy2

という遺伝子の存在が知られている( J eong et al. 2018)。 系 統によっては、 この

Psy2 が Psy と相補的に果実 でも機能しているのかもしれ ない。 Ccs の単独変異

体に関しては、3 系 統全てが オ レンジ色 や黄色 の非赤色 果実を示した。Ccsと Psy

の 2 重変異体は本章で 3 系 統見つかったが、 そのうち果実色 が 白 色 であったも

のはCGN178018 の 1 系 統のみであり、 残りの2 系 統PI4 4 1624 とPI4 4 1629 は黄

色 の果実色を示した。 本章論文の第 2 章で、 白 色 果実色 品種である ‘ チェイ ロホ

ワ イト ’と ‘ホワ イトフ ア タ リ ＇がどちらも Psy と Ccsの 2 重変異品種であるにも

かかわらず、 ‘ チェイ ロホワ イト ’がわずかながらカ ロテノイドを蓄積しているこ

とを述べ、 PSY 以外にフ ィ ト エンの生 合成を触媒する酵素が存在する可能性に

ついて考察したが、CGN17018、 PI 4 4 1624 、 PI 4 4 1629 の果実色 の違いにもその

ような酵素が関係しているのかもしれ ない。 この結果も、 Psy の変異体で、 Psy

遺伝子の機能欠失を補償するような他の遺伝子の存在を示 唆している。 Psy と

Ccs両遺伝子のシ ー ケンシングをした 62 系 統のうち、 いずれ の遺伝子も正常型
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と同 じ塩基配列 だ った系統は 28 系統あった （表 3 .1、 3 .4)。 そのうち 8 系統は果

実色が赤、またはブラウンで、7 系統はオ レ ンジ 色、5 系統は黄色だ った（表 3 .1)。

Psy と Ccs の 両遺伝子が正常 型と同 じ塩基配列 を持 っていた赤色またはブラウ

ンの 8 系統は、 い ず れ も U SDAと CGN に 非赤色系統として分譲を依頼した も

のであるが、種子が不均 ー だ ったため、本章で使用 した個 体が赤色個 体だ った可

能性が考 え られた。 なお、 果実色がブラウンだ った アメ リカの CGN 172 19 は、

果実の 成 熟に 伴うク ロロフィルの分解に関係 している CaSGR 遺伝子が突然変異

で機能を 失っている' st ay green' 変異体と考 え られた。 トウガラシの ' st ay green' 変

異体は、 CaSGR の突然変異でク ロロフィルが残ったままカロテノイドが蓄積す

るため、 果実色がブラウンに なる ( B orovs ky and Paran 2008)。 果実色が黄 色また

はオ レ ンジ色でありながらPsy と Ccsの両遺伝子が正常 型と同 じ塩基配列 を持

っていた 12 系統につ いては、Psy または Ccsの塩基配列 が未決定の部分に 変異

を持つ 可能性がある。 あるいは、Psy と Ccs以外の カロテノイド生合成経路遺伝

子か、 カロテノイド生合成に関わる未知の 遺伝子に 変異を持つ 可能性 も考 え ら

れる。

本章では、Psy 遺伝子と Ccs遺伝子の シー ケンシングにより、新規の 変異型 ア

リル' psy4 ' と' ccs又 ' ccs4 ' を 発見 した。 Psy 遺伝子は、 複数の 系統で同 じ ア リルが

共有されているとわかったことから、 新規 ア リルを 発見 でき る可能性は必 ず し

も高 くはないが、本章のように 多 くの 系統を 扱うことにより、今後 も新規 ア リル

を 発見 でき る可能性がある。Psy はカロテノイド合成経路の上流に 位置する遺伝

子であり、 カロテノイド全体の量を 決定する。 こ れまでの研究では、Psy 遺伝子

の壊 れ方により果実色の表現型が変わることが示されている。 今後、 様々なPsy

遺伝子が発見 でき れば、 いろ いろ な濃さの 果実色を もつ トウガラシの 育種が可

能に なるか もし れない。

また、 本章では、 ア リルの判別に 当 たり、最初に Psy と Ccsの既知の 変異型
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アリル'psyt '、 'psy叉 ' ccs1'それぞれに特異的な DNA マ ーカ ーを開発した。 緒言

でも述べたように、 C. chinenseはC. annuumと比較的容易に交雑することから、

本章で作成した Psy とCcsの変異型アリル特異的 DNA マ ーカ ー は、 C. annuum 

にこれ までになかったクリ ーム色 や 白 色 の品種を作るのに有 用であると考えら

れる。 これまで、 'psyl'特異的 DNA マ ーカ ー としてはKim et al. ( 2010) が 開発

したものがあったが、PCR条件の調節が難しく、偽 陽性が出やすいものだった。

そこで、 本章では新たに、 'psy t'特異的 DNA マ ーカ ー として、 'psy t'に特異的な

Psy 第 5 イント ロン 3 末端のSNPを持 たなければ PCR産物が S tul で消化される

dCAPSマ ーカ ーを開発した。 また、 稲葉 ( 2013) がクリ ーム色品種 ‘ ハバネ ロ レ

モン＇の果実 色 変異の脱 囚であることを解 明した'psy2'の特異的 DNA マ ーカ ー と

して、'psy'に特異的な第 1 イント ロンの 1 塩基欠失を持 たないPCR産物が A lw4 4 I

で消化される dCAPSマ ーカ ーを開発した。さらに、 H a et al. ( 2007) がC. chinense 

の黄色 系 統' IT164 918'の果実 色 変異の原因であることを解 明した変異型Ccsアリ

ル' ccs1'に特異的なSNPを持 たないPCR産物が Taql で消化されるCAPSマ ーカ

ー も開発した。CAPSや dCAPSはPCR増幅多型マ ーカ ーに比べ、 偽 陽性が出に

くいのが特徴であり、 ヘテ ロの判別も可能な共優性マ ーカ ーである。 劣性形質で

ある非赤色 果実色 遺伝子を交雑育種によ り既存の赤色 果実系 統に導 人するため

には、 育成過程でヘテ ロ型の赤色 果実個体を選抜する必要がある。本章で開発し

た DNA マ ーカ ー は、 今後のトウガラシ果実色 育種に役立つことが期待される。
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図3.1 . (A) ps凡 (B) psy2、 (C) ccs1特異的DNAマーカー。 各パネルのPsyはハバネロ レッ
ドサビナ、 psy1はハバネロオレンジ、 psy2はハバネロ レモン、 ccs1はハバネロスアーブオ
レンジ。
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図3.2 . PsyとCcsの変異アリルごとの変異部位。 既知アリルを黒字、 本研究で発見した
新規アリルを赤字で示した。
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図3.3 . PsyJj. 基配列 に基づいたN.1系統樹。
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嚢.1 ・ 鴛目した辺巳
系統No. 国 地域 完熟果実色 戌ッアリ ル 呵��ケンス �•) ル er:. シ-ケンス
Grf 9271 コス タリカ Central Amert日 芦;y3 エキソン1 1 6切~-i✓ト ロン5 82� CIBB切～績止コドン
Grf 9274 コス タリカ OentfBI America PtlY3 エキソン1 1 6tip,--,A ロン5 82� 1688� 綽止コドン
G情 9276 コス タリカ Oenttal America エキソン1 1 6bp-イント ロン5 82� IIIBB� 績止コドン
Pl 1 '52222 ペ ルー U匹rAmazon 白 ” エキソン1 1 �切イント ロン15 82切 ciee切～綺止コドン
Pl 21 5733 ペ ルー U四r Juぽ匹 n 貫 エキソン1 1 6切~-i✓ト ロン5 B2� CIBB切～緒止コドン
Pl 21 5734 ペ ルー U匹r Ju霞匹 n オレンジ エキソン1 1 6切......,.,,. ト ロン5 82� 11188切～績止コドン
Pl 2:3B049 ペ ルー U匹r Am立on 貫 p,q!J エキソン1 1 6bp-イント ロン5 82� IIIBB� 績止コドン
Pl 257064 コロンビア u� 日r.Arnazon エキソン1 1 6bp-イント ロン5 82� IIIBB� 綺止コドン
Pl 2570B6 コロンビア Upper Amazon エキソン1 1 6切......,.,, ト ロン5 82切 CIBB切～綺止コドン
Fii 2571 27 コロンピア U匹r An皿0n 責 エキソン1 1 6切......,.,,. ト ロン5 82� 11188切～緒止コドン
Pl 2571 29 コロンピア u� ョr Arrezon オレンジ エキソン1 1 6tip,-•ぐノト ロン5 82b) 1688切～給止コドン
Pl 2571 S7 エクアド ル U!:J曰r.Arnazon 責 エキソン1 1 6bp-イント ロン5 82� IIIBB� 績止コドン
Pl 2571 3B ェクアドル Upp日rAmazon オレンジ エキソン1 1 6切イント ロン5 82切 CIBBl::v"綺止コドン
Pl 2571 46 ペ ルー U四r Ame匹 n オレンジ エキソン1 1 6切~-i✓ト ロン5 B2� CIBB切～緒止コドン

一 ペ ルー 貴 エキソン1 1 6切~-r:ノト ロン5 82t'3 1688切～績止コドン0 Pl 2571 56 U匹r Am匹 n
Pl 2571 66 ペ ルー U四r.Arnazon 貫 戸が' エキソン1 1 6bp-イント ロン5 82� IIIBB� 綽止コドン
Pl 2571 76 ペ ルー U匹r Arns匹 n 以 エキソン1 1 6切～ イント ロン5 B2切 eee切～綺止コドン
Pl 2604B4 ペ ルー U四r Ju霞匹 n 貫 エキソン1 1 6切~-,.,,ト ロン5 B2� t;GB!J CIBB切～綺止コドン
Pl 26C508 ペ ルー U匹r Am匹 n エキソン1 1 6切~-i./ト ロン5 82知 688� 綺止コドン
Pl 26051 5 ペ ルー U匹r Am匹 n 赤 エキソン1 1 6tip--,A ロン5 82� IIIBB切～綽止コドン
Pl 26051 6 ペ ルー U四r Am匹 n エキソン1 1 6年～ イント ロン5 82� 8BB� 績止コドン
Pl 281 3田 ポリピア Lawer Amazon 赤 エキソン1 1 6切~-,.,,ト ロン5 B2� CIBB切～緒止コドン
Pl 2B1 427 ス リ ナム Gulira 赤 エキソン1 1 6切~1✓ト ロン5 82� ciee� 緒止コドン
Pl 281 485 アメリカ Other エキソン1 1 6 tip,--,-, A ロン5 82� IIIBB切～綽止コドン
Pl 281 440 ペネズエラ Gularm オレンジ エキソン1 1 6bp-イント ロン5 82� IIIBB� 綽止コドン
Pl 281 441 ペネズエラ GulanaB 匹f
Pl 281 442 ペネズエラ Gulilras 赤 エキソン1 1 6切~-i✓ト ロン5 B2� CIBB切～緒止コドン
Pl 2B1 44S ペネズエラ Gu細res 芦
Pl 281 444 ペネズエラ Gullllrm オレンジ エキソン1 1 6bp-イント ロン5 82� IIIBB� 績止コドン
PI S1 5009 ペ ルー U匹rAmazon 赤 ” エキソン1 1 6ゅ～ イント ロン5 62切 ciee切～綺止コドン
PI S1 501 9 ペ ルー U匹r Ame匹 n 貴 エキソン1 1 6切-.;✓ト ロン5 B2� CIBB如～綺止コドン



表.1 . (続き）
糸続応． 国 地 完実 旦せ’リル 竿

ーケンス 匹IJ ル (k;sシ ーケンス
Pl 31 502:2 ペ ルー U匹『 ん暉匹n 貴 “ エキソン1 1 6如イント ロン5 82ゆ 薗8切～ 綺止コドン
Pl 81 5028 ペ ルー U匹『 心霞匹n オレンジ fJIIIJ4 エキソン1 1 6ゆ～イント ロン5 B2bp 688切綸止コドン
PI S1 50'l7 ペ ルー 如rAI霞匹n ps:y! エキソン1 1 6bp-イント ロン5 B2bp see� 綺止コドン
Pl 36rnXJ ェクア ド ル 畑rAI富匹n 赤 エキソン1 1 6br"イント ロンS B2bp 潤8切～ 綺止コドン
Pl 躙081 1 ペ ルー 如rみ霞ROn 貴 pq1 
Pl 43591 6 メキシコ 。llnt叫Amil西 オレンジ pq1 
Pl 43581 7 メキシコ CantralAmarlca オレン,y 匹1
PI 43591 8 メキシコ OantralAnarlca オレン屯9 呵9
Pl 43B寧 ペリーズ Oentralhrerlca 赤 エキソン1 1 61v'イント ロンS B2bp 潤8ゅ～綺止コドン
Pl 43B81 4 メキシコ Oentralkrerlca オレンジ pq1 
Pl 43Bむと メキシコ 。llnt叫Amil西 オレンジ 呵9
Pl 4386四 メキシコ CantralAmarlca 匹1
Pl 438630 メキシコ Oentl'IIIAmerlca オレン屯9 pq1 

一 Pl 43B635 メキシコ Oentralhrerlca オレンジ ” 0 
Pl 43B636 メキシコ Centralhre心 オレンジ 呵9O'I 
Pl 43BB37 メキシコ 。llnt叫Amil西 オレンジ 呵9
Pl 438638 メキシコ CantralAmarloa オレン,y 匹1
PI 4386嗚 メキシコ OantralAmarlca オレン屯9 ” 
Pl 43B640 メキシコ OentralMerlca オレンジ ” 
Pl 43B641 メキシコ Centralhre心 オレンジ 呵9
Pl 43B6位 メキシコ OantralArna西 オレンジ pq1 
Pl 438643 メキシコ CantralAmarloa オレン,y 匹1
PI 439453 ペ ルー 叩r,,.宣匹n 貫 pqS エキソン1 1 6bp-イント ロン5 B2bp 邸e�綺止コドン
PJ 439磁 ペ ルー 畑r,,.霞匹n オレンジ ” エキソン1 1 6bfr"ィント ロンS B2bp 潤B切～ 綺止コドン
Pl 439484 ベネ ズエラ Gu細JliilB 贄 “ 
Pl 441 紐 ブラジル LllwarAm匹n オレンジ “ 
Pl 441 匹 プラジル L.owarArn謳ron オレン,y PSYF エキソン1 1 6ゆ～イント ロン5 B2bp 688切給止コドン
PI 441 61 9  ブラジル LDwarAm冨mn オレン屯9 が エキソン1 1 6bp-イント ロン5 B2bp 邸e�綺止コドン
Pl 441 G幻 ブラジル Lowerhn匹:on 赤 pqf エキソン1 1 !1tv-'ィント ロン5 82切 8'18切～ 綺止コドン
Pl 441 824 ブノル LowarAm編:on 贄 “ GrM1 
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表.1 . (纏き）
系t>h.__ , __ 
Pl 441 625 
Pl 441 628 
Pl 441 637 
Pl 572560 
Pl 59361 2  
Pl 6尋C898
Pl 6尋a泣
Pl 658671 
OGN1 6994  
OGN1 螂
OGN1 701B 
OGN1 7022  
OGN1 7029  
OGN1 向
OGN1 7219 
OGN1 91 日
OGN1 91 r11  
OGN1 如1
OGN1 9213 
OGN2四
OGN21 500 
OGN221 84 
OGN22函
OGN22B55 
OGN22864 
OGN28砲
OGN23函
OGN28257 
OGN282! 刃
OGN23加

国
ヲレ
プラジル
づラジル
アメリカ
アメリカ
タンザニア
アメリカ
コスタリカ
ブラジル
づラジル
プラジル
ペネ ズエラ
ペネ ズエラ
ペルー

アメリカ
ペルー

づラジル
ペルー
ペルー

づラジル
ブラジル
プラジル
づラジル
スリナム
キアナ
ペルー
づラジル
プラジル
ェクアド ル
づラジル

地域- .,. 
LDwerAm匹nn
し涵『Am匹nn
し涵『Am匹nn
0加『
Otha『
0如『
0加『
Cant叫Amerloa
し涵『Am匹nn
し涵『Am匹nn
し涵『Am匹nn
Gularas 
Gularas 
山『Arn匹n
0血『
山『Arn匹n
し涵『Am匹nn
山『Arn匹n
山『Arn匹n
し涵『Am匹nn
LDwerAm匹nn
し涵『Am匹nn
LDwe『Am匹nn
Gularas 
Gularas 
山『Arn匹n
し涵『Am匹nn
し涵『Am匹nn
山『Arn匹n
し涵『Am匹nn

塁オレノジ�
貫
オレンジ

貴
オレンジ�
赤
ピンク
オレンジ�
白
オレンジ
貫
貫
ブラウン

オレンジ
オレンジ
オレンジ�
オレンジ
オレンジ
白
白

オレンジ�

オレンジ�
ピンク

オレンジ�

レ.,
 

竿
t
n
t
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n
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n
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エキソン1 1 6切～イJト ロン5 82bp

エキソン1 1 6切～イJト ロン5 紐bp

エキソン1 1 6切～イント ロン5 貶bp
エキソン1 1 6切～イJト ロン5 紐bp
エキソン1 1 6切～イJト ロン5 82bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 貶bp
エキソン1 1 6切～イJト ロン5 82bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 貶bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 貶bp

エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イノト ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イノト ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イノト ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～ィ:..,ト ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp

エキソン1 1 6切～イノト ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp
エキソン1 1 6切～イント ロン5 B2bp

エキソン1 1 6応イント ロン5 82bp

c,;n•11レ

GGS7 

n

 

Gasシーケンス
暉珈～緯止コF:ノ

函hp-績止コF:ノ

函玩績止コドン
1 1 如→ 綽止コドン
1 1 bp-綽止コドン
函切～績止コドン
函切～緯止コドン
細玩績止コドン

GGB1 

函切～績止コドン
細如～ 綺止コドン
函玩績止コドン
細切～績止コドン
細hp-綺止コFン
函玩績止コドン
函切～緯止コドン
函hp-綺止コFン
函hp-績止コドン
函hp-績止コドン
細hp-腱止コドン

函玩績止コドン
細hp-腱止コドン
函hp-績止コドン

細切～腱止コドン
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痴,3. 呵吟 賣覧IJ Jゆ分布と蜘蜜
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呵アリ9レ 四IJJレ
地櫨 国 糸続散 辰y ,,. が 辰� � その 儘 fJtw 匹r oor 匹ダ その亀
Central Amert臼 メキシコ 16 1 6  1 6  

コス タリカ 4 2 2 4 
ペ リ ーズ 1 1 1 ---------------- ----------------------------------------------------------------- ----------------------------------------------------· 

呻r Arnazon ペ ルー 25 1 1 5  9 1 24 
コロンピア 尋 4 4 
エクアドル 尋 1 3 4 ------------------------------------------------------------------------------------------- ------------------------------------------· 

Lower.Amazon ブラジル 1 9  3 1 1 4  1 3 1 6  
ポリピア 1 1 1 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------· 

Gulan鵬 ペネズエラ B 2 3 3 8 
ス リ ナム 2 2 2 
ギアナ 1 1 'otii"r―------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------· 1 
アメリカ 5 1 4 1 4 
タンザニア 1 1 1 --------------------------------------------------------------------------------- ----------------------------------------------------· 
総 91 20 8 1 B  1 4  31 3 1 2 85 --------------------------� , -

蝙匿 0.220 0註B 0.1 9B 0.1 54 0.341 0ほ13 0.01 1 0.022 0鮫14
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表3.4. 変異体ごとの頻度
地域 国 系統数 ん叫箪独変異体 〇過蜆厖E異体 ＾”、 Ccs2重変異体 不明
Central America メキシコ 1 6  1 6  

コスタリカ 4 2 2 
ベリ ーズ写芯一品；苓――――芍G―=------------------------—韮—---------------―窃―-----------------,―------------------------------------1· 
コロンビア 4 4 
エクアドル 4 3 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------· 

Lower Amazon ブラジル 1 9  1 5  3 
ポリビア

Guianas 
----------―--------------------—ふ―-----------―ー百―----------------------------―------------------------1·
ベネ ズエラ
ス リナム 2 2 
ギアナ郡;;·----------------------------------------------�------------------,―------------------, ―------------------------------------3· 
アメリカ
タンザニア--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
総 91 57 3 3 28 -----------------------―籟頁―--------------------0:s:否―------------―蒔窓―------------------0.033―----c;衷冦



総合考察

第 1 章では、 新規甘味トウガラシ品種の ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇が 新規の

pAMT変異アリルpamt 1 0を 持つ、 ベル型品種として初めて見 つかった pAMT変異

体であることを明らかにした。 これまで、 C. annuumの ベル型 甘味品種はすべて

Pun]の変異アリルpun]によるものであると考えられてきたが、 ‘カラ ーピ ー マ

ンイエロ ー ＇の発見 により、 ベル型甘味品種がpun lアリルのみの 一元的な起 源を

もつものではないことが明らかになった。 以前の 研究で pAMT 変異体はカプサ

イシノイド類 緑体のカプシノイドを果実に蓄積することがわかっている。 カプ

シノイドは 代謝 促進作用などカプサイシノイドと 同様の生理作用を 持ちながら

辛味は 約 1000分の 1 であり、 機能 性成分としての 利用が期 待されている成分で

ある。 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー ＇も果実にカプシノイドを蓄積している可能 性が

高く、 健康野菜としての可能性を秘めている。また、第1章で作成したpamt 10特

異的な DNA マ ーカ ーは、 ‘カラ ーピ ー マンイエロ ー を育種材料として 使い、

pamt 10を 持った甘味品種を開発する際に有用である。

第2章では、 C. chinenseの ‘チェイロホワイト ＇と ‘ホワイトフ ア タリ'2 品種の

白 色果実 色に Psy 遺伝子と Ccs 遺伝子の 2 重変異が関 係していることが明らか

になった。 また、 ‘チェイロ ホワイト'、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア'、 ‘ハバネロ

スア ーブオレンジ'、 ‘ホワイトフ ア タリ ’で 行った Psyと Ccsのシ ー ケンシングか

ら、 これまで 系統特異的と考えられてきた C. chinense の非 赤 色品種が 持つ Psy

と Ccsの変異アリルが、 複数の品種で 共有されていることが 示された。

第2章の結果を受けて、 第3章ではさらに多くの C. chinense非 赤 色果実 系統

で Psy、 Ccs 両遺伝子の 塩基配列 レ ベルでの多様性 解析を行ない、 C. chinenseの

非 赤 色果実 系統には Psy変異体が多いこと、 Psyと Ccs 両遺伝子ともに複数の変

異アリルが 一定 頻度で 系統間 で 共有されていることが明らかになった。 これら
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のことは、 もう 一つのメジャ ーなトウガラシ 栽培種の C. annuum の非 赤 色 系統

が Ccs変異体のみで Psy変異体が見 つかっていないこと、Ccs アリルが非常に多

様で 系統特異的であることと対照的である。 このように 、 本 研究により、 C.

annuumと C. chinenseという 2つのメジャ ーな 栽培種で異なる非 赤 色果実 系統の

育種の 歴史が明らかになった。

以上のように、 本 論文では、 辛味と果実 色というトウガラシの重要 商業形質

のうち、 辛味についてはほとんどの甘味品種がpun lアリルを起 源としているの

に対し、果実 色については C. annuumと C. chinenseの 両栽培種で Ccsまたは Psy

遺伝子の多数の変異アリルによって成立しているという、 対照的な 進化過程が

明らかになった。また、 本 論文で作成した pA MT、 Psy、 Ccs 遺伝子の変異アリル

特異的な DNA マ ーカ ーは 今後の甘味品種、非 赤 色品種の育種に 有用であるとと

もに、 多様性解析などの集 団遺伝学的な 研究にも 有用であると考えられる。
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摘要

トウガラシ（トウガラシ属、Capsicums pp.) は、 トマトやジャガイモなどと同

じ中南米原産のナス科植物である。辛味と果実 色 は、 いずれ もトウガラシの重嬰

な商業形質である。

第l章では、 ベル型甘味品種としては初となるpAMT変異体 ‘カラ ー ピ ー マン

イエ ロ ー ＇を発見 した。ベル型の甘味トウガラシ品種は世界中で野菜として栽培・

利用されているにもかかわらず、 その辛味欠失はpun]というたった 1種類の劣

性対立遺伝子によってもたらされていると考えられてきた。pAMT変異体として

‘カラ ー ピ ーマンイエ ロ ー ＇が見つかったことは、以上 のような ‘
ベル型甘味品種の

常識を覆す発見 であり、 pAMT 変異体が人 知れ ず甘味品種の育種で 使われてき

たことを示唆している。 また、 本章で行ったpamt1 0 特異的 DNA マ ーカ ーによる

甘味品種のジェノ タ イピングでは、 ‘イエ ロ ー パプリカ ＇という品種が pamt10をヘ

テ ロで持つことが明らかになった。 以前の研究で述べられているように、 pAMT

変異型甘味トウガラシはカプサイシノイド類縁物質である ‘カプシノイド ＇を蓄

積する。カプシノイドは辛味の程度がカプサイシノイドの約1000分の 1 である

にもかかわらず、 代謝九進作 用などカプサイシノイドと 同様の生 理作 用を持つ。

pAMT変異体である ‘カラ ー ピ ーマンイエ ロ ー ＇もカプシノイドを蓄積している可

能性が高く、 ‘カラ ー ピ ーマンイエ ロ ー ＇ 自体が健康野菜としての可能性を秘めて

いる。本章で開発したpamt1 0 特異的 DNA マ ーカ ー はpamt1 0 アリルを甘味トウガ

ラシ育種に利用する際の有 用なツ ールとなるだろう。

第 2 章では、 トウガラシの 白 色 果実色 の遺伝 機構の解 明を目的に、 白 色 果実

品種 ‘ チェイ ロホワ イトを主たる対象として、カ ロテノイド生 合成経路遺伝子の

シ ー ケンシング、発現解析およびTLC分析を行い、この品種がPsy 遺伝子とCcs

遺伝子の 2 重変異体であることを明らかにした。 これまで分子遺伝学的な解析
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が 行われた果実 色変異品種はいずれも黄やオレンジ、クリ ーム 色のみで、 白 色品

種を対象として 使用したのは 本 研究が初めてである。 また第2章では、 ‘チェイ

ロホワイト ’に 加えて、もう 一つの 白 色品種 ‘ホワイトファ タリ ＇の Psyと Ccsの 塩

基配列 を 決定した。 その結果、 Psy 遺伝子の第4 エ キソンに 2 塩 基(AA) の挿

人があり、 フレ ームシフト変異によって 66bp 下流に 終止コドンが生じていた。

この変異型 Psy アリルはこれまでに報告がなかったもの だったため、 'psy3'と 名

付けた。また、 ‘ホワイトフ ア タリ ＇の Ccs 遺伝子は変異型アリル 'ccs 1'であり、 ‘チ

ェイロ ホワイト ＇と同じもの だった。 ‘ホワイトフ ア タリ ＇が Psyと Ccsの 2 重変異

体 だったことは、 ‘チェイロ ホワイ ドの解析結果に 基づき Psyと Ccsの 2 重変異

により 白 色品種が生じるという 仮説を裏付ける結果である。 Psyと Ccsのシ ー ケ

ンシングの結果、 ‘チェイロ ホワイト'、 ‘イエロ ーブ ートジョロ キア'、 ‘ハバネロ

スア ーブオレンジ'、 ‘ホワイトファ タリ ’が 持っていた Ccs変異アリルは、 いずれ

も 既知の'ccs 1' だった。また、 ‘チェイロ ホワイト ＇が 持っていた Psy変異アリルは

‘ハバネロレモン ＇と同じ 'psy2' だった。以前の 研究で見 つかった Psyと Ccsの変異

型アリルは、 いずれも 系統特異的なものと考えられてきた。しかし、 本章の 研究

で得られた結果から、 Psyと Ccsの変異型アリルには複数の品種に 共通 して存在

するものがあることが 示唆された。 一方で、 ‘ホワイトフ ア タリ ’からは、 新規の

変異型 Psy アリル 'psy3'が見 つかった。 この結果は、 さらに多くの非 赤 色品種を

調べることで、 新規の変異型アリルが見 つかる可能性を示唆している。

第3章では、 第2章の結果から考えられた 仮説を、より多くの C. chinense非

赤 色 系統の Psyと Ccsの多様性を調べることで 検証した。 その結果、 Psy遺伝子

には、 既知の'psy t'、 'psy叉 'psy3'と 新規に発見 された 'psy4'の 4種類のアリルが見

つかり、 C. chinense では Psy 遺伝子のいくつかの変異型アリルが 一定の 頻度で

複数の 系統で 共有され非 赤 色果実 系統が生じていることが 裏付けられた。また、

Ccs 遺伝子については、 既知の変異型アリル 'ccs 1'と 新規に見 つかった 'ccs 3'、'ccs 中
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の 3種類の変異型アリルが見 つかり、 Ccs 遺伝子については、 C. annuum 同様、

C. chinense でもそれぞれの変異型アリルはあまり 高頻度で種内に 共有されては

いないということが明らかになった。以上の結果は、C. chinenseの非 赤 色果実 色

系統の遺伝 嬰 囚は、 2つの 点で C. annuumと対照的であることを示している。ま

た、 第3章では、 Psyと Ccsの 既知の変異型アリル 'psy八 'psy久 'ccs 1'それぞれ

に特異的な DNA マ ーカ ーを開発した。 本章で作成した Psyと Ccsの変異型アリ

ル特異的 DNA マ ーカ ーは、 C. annuumにこれまでになかったクリ ーム 色や 白 色

の品種を作るのに有用であると考えられる。

本 論文では、 辛味と果実 色というトウガラシの 重要 面業形質のうち、 辛味に

ついてはほとんどの甘味品種がpun]アリルを起 源としているのに対し、 果実 色

については Ccs または Psy 遺伝子の多数の変異アリルによって成立していると

いう、対照的な 進化過程が明らかになった。また、 本 論文で作成した pA MT、Psy、

Ccs 遺伝子の変異アリル特異的な D NA マ ーカ ーは 今後の甘味品種、 非 赤 色品種

の育種に 有用であるとともに、 多様 性解析などの集 団遺伝学的な 研究にも 有用

であると考えられる。
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