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第 1章

緒論
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1.本研究の背景

(1)リンドウの育種の歴史と現状

リンドウ (GeDtlaDaSPP.)は､お盆やお彼岸に切花として使われる日本の重

要花井品目である｡最近は敬老の日の鉢物として利用も定着している0

リンドウの栽培は昭和30年(1955)ころ長野県で始まり､各地の自生株を栽培

し､切り花として販売していた (吉池 1992)｡その後､実生からの栽培方法

が確立され､交配による品種改良が行われるようになった｡栽培地域は､岩手

県､福島県､長野県および山形県などの冷涼な地域であるが､島根県､鳥取県

および栃木県などでも栽培されている｡これら栽培されているリンドウの用途

は大部分が切り花である.栽培初期にはエゾリンドウ (a.tTiGoraPallvar.

japonL'ca)(図1-A､B)とササリンドウ (a.scabzlaBungevar.bzLeLlgen)(図

1-C)の野生種が使用されている｡しかし､実生株は､株間での生育にばら

つきがあり､さらにそれを解消するため自殖を繰り返すと株が弱る現象がみら

れた｡そこで､岩手県園芸試験場(現岩手県農業研究センター)ではリンドウで

は初の一代雑種品種 (F1品種)｢いわて｣ を昭和52年 (1977)に育成し､株

のばらつきや自殖弱勢の問題を解決した｡さらに岩手県では ｢マシリー｣､｢ジ

ョバンニ｣等の切り花品種を開発し､岩手県安代町 (現八幡平市)を中心に岩

手県内各地で栽培が行われるようになった｡昭和60年 (1984)には岩手県は

先進地である長野県を抜いて生産量､生産額､栽培面積とも日本一となった｡

平成6年には日本のリンドウ栽培面積は648haとなり､切り花本数で菊､バラ､

カーネーション､ユリに次ぐ品目に成長した｡

F1品種の親株は当初は集団選抜で育成していたため､選抜に経験が必要で､

･2-



図1 日本の切り花用リンドウの野生種
A:Gentionotr/floravar.joponico
B:Gentioncrtr/floravar.joponicof.montono
C:Gentionoscobrovar.buergeri
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時として重要形質の変化や品種の崩壊をまねく危険性がある｡そこで､これら

のF1品種の親株を組織培養で増殖する研究が行われた｡エゾリンドウ (α

tm'GomPallvar.J'apoDl'ca)の親株を組織培養するときの課題はエゾリンドウ

は試験管からポットに移植した年の冬までに越冬芽を形成せず､結果として株

が枯死してしまうことであった｡そこで､福島県農業試験場では茎頂組織を

15℃で培養すると効率的に越冬芽を形成することを明らかにし､親株を組織培

養で維持することが可能となった (佐藤 1986)｡八幡平市花き研究開発センタ

ーでは､｢安代の秋｣､｢安代の夏｣､｢安代の初秋｣､｢安代の晩秋｣｢さわかぜ｣

等の品種の親株を10-15℃で組織培養で維持しており､産地の拡大に貢献して

いる (日影 2009).しかしながら､ササリンドウ (a.scBbmBungevar.

bueLlgen)の親株､たとえば図2-A(Hikageetal.2007)に示したように､GSW

は､組織培養での増殖は簡単であり､ポットに移植したのちも越冬芽は比較的

容易に形成されるが､越冬時に株落ちしてしまい､せっかく増殖できても親株

として利用する前に枯死してしまうことが課題となっている. -

F1品種の親株を組織培養で維持できるようになった品種であっても､品種

により ｢株落ち｣の程度に差があることが明らかになり､その改善が乗められ

るようになった｡たとえば､｢安代の秋｣という品種は ｢N27｣という親株を母

親に､｢Y8｣という親株を父親にしたF1品種であるが､定植後3年目の欠株は

八幡平市内では10%以下であり､欠株の少ない品種である｡それに対し ｢安代

の初秋｣という品種は ｢AZ｣という親株を母親に､｢N27｣という親株を父親

にした品種であるが､図2IBに示したように八幡平市内の ｢安代の秋｣と同一

の生産圃場で調査したところ､3年目の欠株は八幡平市内では20%以上となり､

欠株の多さが経営上の大きな課題となっている｡さらに､晩生種の品種はササ

リンドウ (a_scabTaBungevar.bzzeEgen)に属する親株同士を交配させるこ
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図2 品種･系銃のポット栽培における越冬生存率(%)およびig場定植3年日のFl品種の
生存株(%)

A:各品種系統の越冬生存率(%)を越冬後萌芽した株/越冬前の株数×100により求めたO
栽培2年目の株(15cmポット)を野外で育て越冬させた｡
B:八幡平市切通の同一圃場を調査した｡2003年6月に定植し､2005年6月に生存株数を
訴査した｡
Nは訴査株数を示す.

品種名の省略:AA(安代の秋)､pw(ピュアホワイト)､AAmut-1(安代の秋の変異体)､
AN(安代の夏)､AH(安代の初秋)､AZ(安代の風)

Aki-6PSはAAの薪培養由来の純系､GSWはFl品種の親系統であるO
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とが多いが､どの品種も欠株率の高さが品種育成上最大の課題となっており､

優れたFl品種の育成は少ないのが現状である｡

ササリンドウのFl品種の育成に課題があることから近年､エゾリンドウと

ササリンドウの種間雑種F1品種や組織培養と挿し木で増殖する栄養系品種が

多数育成され利用されるようになった (空閑 2006)｡種間雑種Fl品種につい

ては種間雑種種子の確保が不安定であることから､登録品種数は増えていない

が､栄養系品種については年々増加している｡栄養系品種は育成過程で欠株個

体は除かれることから､欠株の問題は大きな疎題になっていない｡しかし一般

的に栄養系品種の苗代が高いことから高単価甲見込めるピンク花色系統のみで

育種が進められており､栄養系品種のバリエーションが乏しいのが課題である｡

平成6年には648haあった日本のリンドウの栽培面積も平成 17年には

498haまで減少している (農林水産省 ｢花き生産出荷統計｣)｡この原因はいろ

いろ考えられるが､品種育成の観点からは､品種や系統による欠株の問題が交

配による育種の障害となっていることや､花色や花姿等のバリエーションが豊

富になっていないことが､需要減退の原因となっていると考えられる0

このように､リンドウの育種は､F1品種が主体となっていて､親株を組織

培養することにより形質の均質な品種が育成されるようになったが､組織培養

で増殖した親株をポット栽培するときの1年目の越冬時の株落ち､育成された

F1品種の定植3年目以降の株落ち､特にもササリンドウ(a.scabraBungevar.

bzLeLlgerL)を親株にしたときの定植 3年目以降の株落ちの問題が大きな課題と

なっている｡

･6-



(2)W14/15遺伝子に関する研究

リンドウは､越冬前に地際に越冬芽を形成し､それが冬期間休眠し､春に休

眠が打破されて萌芽してくる｡｢株落ち｣という現象はこの越冬芽の形成､耐寒

性､休眠などと深くかかわっている可能性がある｡

リンドウの越冬芽に関する研究は極めて少ないが､これまでに､いくつかの

報告がある｡越冬芽の発生について､佐藤ら (1988)は短枝茎のえき芽が形成

される場所につくられるとした｡福島県農業試験場では茎頂組織を15℃で培養

すると効率的に越冬芽様器官を形成し､親株の越冬生存率が向上することを明

らかにした (佐藤 1986)｡また､最近ではエゾリンドウとの種間雑種品種

｢ShowtimeSpotlight｣を用いて､越冬芽の94%は茎の地際の部分から形成さ

れるが6%は貯蔵根から形成されたことを報告している (SamarAkoonetal.,

投稿準備中)｡このように越冬芽の形成に関してはいくつか研究報告があるもの

の､越冬芽の耐寒性などの分子機構をあきらかにする研究や､耐寒性のマーカ

ー遺伝子などの研究報告はなかった｡

私の在学する当研究室では､リンドウの株落ちは､越冬時に越冬芽が存在す

ることと深く関わっていると考え､越冬芽に多く蓄積されるタンパク質の研究

を進めてきた｡

そこで､Takahashietal.(2006)は ｢株落ち｣の少ない品種 ｢安代の秋｣

を用い､越冬芽などのリンドウの各組織のタンパク質を2次元ポリアクリルア

ミドゲル電気泳動を行い､越冬芽に特に多いと思われるタンパク質の部分アミ

ノ酸配列を調べた｡その結果､越冬芽に多く蓄積される10個以上のタンパク

質が同定され (図3)､これらのタンパク質は､ほかの植物でこれまでに低温や

ストレス関連タンパク質とLわかっているタンパク質と相同性をもつことが分か

･7･



(A) 連冬芽
IKE)a) acidic

(B) 領域 l

根

国3.リンドウ品種r安代の秋｣に顕著に蓄積されているタンパク質
(A):リンドウ品種｢安代の秋｣の越冬芽､葉､茎および根からタンパク質を抽出し､それ

ぞれ150pgを二次元電気泳動した｡白の矢印は組級による蓄積の違いを比較するため
に使用したアクチンの位置を示す｡
(B):3つの領域を拡大したものであるO黒の矢印はほかの組織と比較して越冬芽で多く
蓄積されたタンパク質であることを示す｡
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表1リンドウの連冬芽に特に多く蓄積されたタンパク害の部分アミノ鼓配列に相同なタンパク責

越冬芽のタンパク貿(二 相同性タンパク駕
次元電気泳動のスポット (植物の徒名)
番号)

生体での機能.性質,発現

叫 ozL･in血cedタンパク貸
(BTaSica乃写,描)

GlyoxAnseI
(ciLTWPqabzL)

boh er6ductase
(.irabidopsis肋 )

Bthylene-in血cedeSteW
(伽 sb7飢由)

E也ylene-h血cedesterase
(cfqzLSSinQLSis)

Ribos血 proぬ Sli
(LToT･detQnVulBWd

Membranep-eFOt血ur･abiLkpsis血血md
Ewlase

uTab坤 お血必罰d

Thioredod perQddase
(ctpictL'nLZT27ZZLZm)

TfaZLSl由ionalIyeozltrOlldねmorprote血
uTabidtpis血血飢d

Clhoplasnic血 旭peroxi血 se
(柳 icの eSCtddzBn)

低温や乾徐により練 れ発現し
てくる

ABAや塩類､低酸素等により沃萌
され発現してくる

エチレンにより誘導され発晩してく
る

エチレンにより蔑萌され発現してく
る

低温 浸透ストレスにより誘導され､
発現してくる

低温により誘導される遺伝子

(LOS2P 転写因子

低温耐性､抗酸化

植物の生長の別称 こ関わっている

低温耐性､抗衰化

EspartemetA-(19951
Ve印且etaL(2001)

Zhoqetall(2001)

Zhongetal_(2001)

DRaetal.(200の

Leeetal.(2006)

Doetd_(2003)

berkowitzetil_(2008)

Shigeohetal･(2002)i
N&j血 et止(2008)

U12I) Cytqhsnic曲 eperoxidase
(LyopwcicのeSedad

低温耐性､抗酸化

I)wl4およびW15の4つの断片は1つの.てプチド断片を除き同じアミノ酸配列であった｡
b)UllおよびU12は6つの断片は1つのペプチド断片を除き同じアミノ酸配列JTあった｡
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った (表1)｡また､これらのタンパク質はまだ低温にならない夏のうちに蓄積

されていることがわかった｡さらに､越冬生存率の低いことがわかっている｢安

代の秋｣の変異株を用いた実験で､enolase､cytoplasmicascorbateおよび

W14､W15と名付けたethylene･inducedesteraseと相同性のある2つのアイ

ソザイムのうちの一方のタンパク質が変異株の越冬芽でとくに蓄積が少ないこ

とがわかった (図4)0 Arabidopsisのenolaseは､核内で低温ストレスに対す

る転写因子として働いて､低温耐性を高め(Shigeokaetal.2002)､cytoplasmiC

ascorbateは､組換え体をもちいた試験で低温ストレス耐性を高める(Smirnoff

1998)ことがわかっており､越冬生存率の低いこの変異体では低温耐性に関わ

っていることが強く示唆された｡ethylen-e･inducedesteraseと相同性のある

W14とW15の2つのアイソザイムタンパク質についても､変異体での蓄積量

の低下は低温耐性と関わっている可能性が強く示唆されたので､W14および

W15タンパク質の研究をさらに進めることにした｡

まず､W14およびW15タンパク質をコードするcDNAをクローニングし､

cDNAの塩基配列を決定し､それをもとにゲノムDNAの塩基配列を決定した

(Hikageetal.2007)0 W14および W15遺伝子のゲノム構造の模式図を図5

に示す｡W14および W15遺伝子は3つのエクソンと2つのイントロンから成

り立っていたが､W14遺伝子はイントロン2の長さが82bpであるのに対し､

W15遺伝子のそれは71bpであった.W14のイントロン2は W15のイントロ

ン2と比較すると､2bpの欠失があったのに対し､W15は13bpの欠失があ

った｡

また､W14およびW15タンパク質は259アミノ酸からからなるタンパク

質で､3つのアミノ酸配列の違いしかなかった｡W14およびW15タンパク質

のそのアミノ酸配列のS81､D209およびH237は､nllCleophile(S,C orD)､

･10 -



A
変異体越冬芽 越冬芽

図4 r安代の秋｣の変異体連冬芽に蓄積されたタンパク質
15叫gのタンパク質を二次元電気泳動した｡
Aは野生および変異体のCCBゲル染色の結果であるo

BはW14/W15タンパク質抗体およびアクチン抗体を用いたウェスタンブロッティングの結
果である｡

W23(enolase)､U12(Cytoplasmicascorbateperoxidases)およびwl5タンパク質が変異
体では少なくなっている｡
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TAA poIyA

InH ht2 TAA p叫A

固5W14およびwl5タンパク質をコードするゲノム遺伝子構造
Exはエキソンの略､intはイントロンの略である.

エキソンのうちタンパク質をコードしている領域およびイントロンの塩基の長さを示
LT=o
w14遺伝子のイントロン2は82bpであるのに対し､W15遺伝子の長さは71bpで
ある｡
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acid(EorD)およびヒスチジン (H)からなるいわゆるca地.alytictriadをも

っていて､これらのタンパク質はα/βhydrolasefoldsuperfamilyに属するタ

ンパク質であることがわかった｡そこで､W14および W15遺伝子はほんとう

にエステラーゼ遺伝子であるのかどうかを確かめるために､GST融合W14お

よびW15タンパク質を発現するプラスミドベクターを作り､これらのタンパ

ク質を大腸菌で発現させたところ､たしかにW14およびW15タンパク質を発

現していることをW14/W15抗体を用いて確認し､1･naphtylacetateを基質と

してエステラーゼ活性を測定した｡その結果､W14およびW15タンパク質は

ともに活性があることがわかった (Hikageetal.2007)(図6)｡また､7つの

品種 ･系統および安代の秋の薪培養で得られた4つの純系リンドウを用いて､

W14/15遺伝子の構造解析を行ったところ､この2つの遺伝子は対立遺伝子で

あることが分かった｡すなわち､各品種･系統は W14/14,W14/15および W15/15

遺伝子型の3種類のどれかであり､純系は W14/14または W15/15であった.

さらに､越冬生存率のあまり高くないW14/15遺伝子型の1系統は越冬芽に

W14タンパク質だけが蓄積されていることや､越冬生存率の高い系統はW15

タンパク質が蓄積されていた (Hikageetal.2007)ことから､この遺伝子と越

冬生存率の間に相関がある可能性がでてきた｡

W14/15タンパク質の相同性検索をし､機能について報告のあるタンパク質

を調べてみると､aatbazuthasz10SeSのProteinS(CrPS) (Lemenageretal.

2005)と78%ともっとも高い相同性を示した他､Cl'tmssleDSIsの

ethylene･inducedesterase(EIE)(Zongetal.2001)と52%､Lvcopezlslcon

esczLleBtZZmのmethyljasmonate(MeJA)hydrolyzingesterase(MJE)

(stuhlfelderetal.2002,2004)と47%の相同性を示した｡このように､

W14IW15タンパク質と相同性を示すタンパク質はPhytohormone-mediated

･13･
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図6GST融合タンパク質の作製およびそのエステラーゼ活性
AにGST融合W14およびW15タンパク質を発現するpGEX16P-1プラスミドのコンストラクトを
示した｡
BはGST融合wl4およびwl5タンパク質の大腸菌で発現を示したolpTGがない場合(-

PIPTG)､IPTGがある場合(+)PTG)およびグルタチオン-5-セファロース4Bで精製した場合の
sDSゲル電気泳動固 くccB染色)である｡

Cは精製したGST融合タンパク質をsDSゲル電気泳動し､wl4/W15抗体を用いてウェスタ
ンブロッティングした結果を示す｡

Dは精製したGST融合タンパク質のエステラーゼ活性を示したものである｡基質には1-

naphtylacetateを使用し､1-naphtolの相対量をインゲルエステラーゼ活性アッセイ
(MiyazakietaI.2003)により調べたO
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またはdefence-relatedシグナリングのパスウェイに関わっており､W14と

W15も同様の機能がある可能性があった (Hikageetal.2007)0

2.本研究の目的

リンドウの ｢株落ち｣現象を解明するための基礎的知見を得るためになされ

てきた上記 (2)の基礎的研究から､越冬芽に多く蓄積されるこのW14ハⅣ15

タンパク質は越冬芽の形成､耐寒性獲得､休眠などのリンドウの低温応答に関

わっていることが推察されたので､次のことを研究の目的にした｡

まず､いろいろな品種や系統の W14/15遺伝子の塩基配列を調べ､品種や系

統を違う遺伝子型として扱うことができるようにすることである｡

次に､越冬芽越冬生存率や萌芽率などの低温応答が品種 ･系統でどのように

なっているかを調査し､その品種や系統での低温応答の違いとW14/15遺伝子

との相関を知ることである｡

さらに､低温応答の違いが確認された系統が､交配実験によってもその低温

応答が同じ遺伝子を持つ個体で再現されるかどうかを確かめ､低温応答のマー

カーとして W14/15遺伝子が使用できる可能性を知ることを目的とした｡
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第2章

W14/15遺伝子の多型
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1.日的

リンドウ属は360種以上の種から成立し (HoandLju2001)､アフリカ以外

の世界中に分布している(Koehlein1991;Struweetal.2002).これらのうち､

日本では13から18の野生種が自生している(YbnezawaandKawano1989;

Yoshiike1992)｡リンドウは日本でもっとも重要な切り花の一つであり､日本

に自生しているリンドウのうち､エゾリンドウ (a.tz:iGomPallvar.japazu'ca)

とササリンドウ (a.scabmBungevar.buezgen)を20世紀中頃に山堀りして

利用したのがはじまりであるo現在では多数のF1品種が育成されているが､カ

ーネーション､バラおよびキクなどの他の切り花品目と比較すると､花の色､

形態および耐病性などの遺伝的変異が少ない｡これは限られた種を利用した育

種がおこなわれているためである.a.pDeZLmOBaD地eや G.septeBGdaは日本

に自生はしていないがG.tTiRom や G.scabTBと交配可能なことが確認されて

いる｡また､Showtime Starlet(SS) という品種は花色がいままでの世界

で育成された切り花品種にない赤色であるが､これまでに日本で品種育成に利

用したことのない種とG.scabmの交配種である (MorganE.私信).このよ

うにこれまでのリンドウに新規の形質を導入しようとすると､交配可能なリン

ドウ属の種との交配およびその種の DNA情報の有効利用が重要になってくる｡

また近年植物品種の世界的流通に伴い､その品種の育成者権を保護すること

が近々の課題になっている｡DNA品種識別技術はその品種が不法に利用され

た場合の証拠として利用が可能であり､花井でもDNA品種識別の確立が求め

られている｡

このような観点から､日本の切 り花に用いた自生の G.tTiGom Pallvar.

japom'caとG.scabyaBungevar.bzLeEgen'やこれらと交配可能な種の系統分類､

･17-



種間交雑品種の識別､品種の DNA鑑定な妻､塩基配列情報の利用が重要であ

りまた有効である｡

これまでRAPD(Jomorietal.2000)､SCARマーカー(Shimadaeta1.2009)､

プラスチドDNAの塩基配列 (GiellyandTaberlet1996;Giellyetal.1996;

Mishibaetal.2009)､核リボゾーム遺伝子のinternaltranscribedspacerの

塩基配列 (Giellyetal.1996)および核遺伝子含量 (Mishibaetal.2009)が

リンドウ属で分類や系統分化の研究としてなされてきた｡しかしながら､核

DNA レベルでの研究はあまりなされておらず､交配可鹿な種間および種内で

の遺伝的関係､品種や系統間での遺伝的差異を核 DNA レベルで研究すること

は､F1品種や種間雑種品種を育成するうえで有用な情報を与えてくれる.

このような観点からも､W14または W15タンパク質をコー ドするゲノム

DNA の塩基配列の構造を解析することの意義は大きい｡W14M 15遺伝子は

a.tTiGomPallvar.japom'caの越冬芽に多く存在すること (Takahashietal.

2006)､株の越冬生存率と相関がある可能性があること(Hikageetal.2007)､

これら2つのタンパク質はα/β hydrolasefoldsuperfamily(Heikinheimoet

al.1999)に属しており､W14遺伝子と Wid遺伝子は対立遺伝子であること

(Hikageetal.2007)がわかっているOさらに､このα/β hydrolasefold

supeぬmilyのなかには植物のホルモン関連シグナリングや防御関連シグナリ

ングに関わっていると考えられるカルボキシルエステラーゼがあることがわか

っている (Zongetal.2001)0

本研究の目的は､この遺伝子の塩基配列の多型の構造を明らかにし､品種 ･

系統をすべてちがうハプロタイプ対として区別することである｡この多型が明

らかになることにより､品種 ･系統によって違う低温応答との相関解析も可能

となると同時に､品種識別､交配親の推定､系統分類の情報も得ることができ
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ると考えられる｡

2.材料および方法

(1)材料および生育条件

本実験では､a.tTl'noLlaVar.japom'Baに属する品種 ･系統として7系統､a.

tTiHomvar.J'apom'caf.moBtaBaに属する3系統､a.scabmvarbuezgen'に

属する4系統､a.tTl'Guaと G.scabm の種間交雑種に属する4系統､SS

(RhindoNewZealandLtd_が育成した赤い花色品種 )､a.pDeumOnaBtb1

系統および G.septeBEdal系統を用いた.これらの実験材料の品種系統名､種

名､繁殖様式､育成者および育成経過を表 2に示したoAzuma(AZ)および

Kushiro(Rush)はそれぞれ､福島県の吾妻山､北海道の釧路高原の野生種由

来の系統である.Kuroyachi (Kuro)は岩手県八幡平国立公園内の黒谷地に生

息していた個体の葉を､環境省の許可のもとL=集めたものであるoAki･6PS､

Aki･16PS､Ab･33PSおよびAki･81PSはAAの薪培養由来の倍化半数体の自

殖系統 (純系)である (Doietal.2010). Gpn-57(Gpn)はG_pDeUmOBantbe

の薪培養由来の倍化半数体である (Doietal.未発表).Kuro以外の品種系統

は八幡平市花き研究開発センターの温室で育てた｡
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表2押74およびwlS遺伝子の塩基配列研究のための材料

品種/系統(暗記) 種名 葉殖 材料 1) 特記事項
様式

1･刊27 0.b･IjbTaⅥFIjqo72ica

2_Y地 BCYS) G･ゆ raヽ町J'qpo乃ica

3_安代の秋(AA) G.LTZjbTaW.j甲Onica

4_Abl6PS(6PS) G･LrzPoTaW.)'qoniczz

5_Ab-16PS(16PS) G.ゆ TaW.jLPOTZica

6_Ab133PS(33PS) G.かzPoTaWTjLPOnica

7_Ab-8lps(8lps) G･LTZJloTaW-jLPnica

8.KtErOyaChi恥 o) G.trzJZoT'aW.j甲OTZLcaf-moTZLm

挿 し木 A

挿 し木 A 野生憩

種子 A Fl品種,Nヱ7XYS

種子 A AAの帝培養により得られた倍加半数体

種子 A AAの窮培養により得られた倍加半数休

種子 A AAの薪培養により薄らわた倍加半数体

桂子 A AAの蔚培養により得られた倍加半数体

B 本研究のために採取した野生種

9.Am (AZ) 0.かIjZoTaW.jLPOnicaf_moTZim 手札･木 A 野生種

10,KnshiroOCnsh) G.ゆ TaW.)'LPOnicaf_桝OTZtm 手札′木 C 野生種

II.Oze(0勾 G.scabTaW.bueTgqi

12_SP6Al(SP6) G.ScabTaVar_bueTgqf

13.GSW100(GSW) G.scabTaW_buergqi

14.SasaPink(Ssr) G.scabTaⅥ打.buergqi

A

A

A

A

S

S

Z

S

15.ピュアホワイトO'W) G.かzjbraw_jLP nicaxG.scabraⅧ_buagm' 挿し木 A

16,ラブリーアシロOJA) G.D･yToTaW_jLPO血 ⅩG.scabl･aⅥ打_b吻 掃ノ木 A

野生種

本研究により父親がG.scabTdD系統である
ことがわかった

17.メルヘンアシロOdA) a.scabraW,bwgmは0.gzjioTaⅧ.jLPOnka 挿 し木 A

IS,シャインブルーアシロ G.scabTaW_bw gqixG.LTZJ7oTaW.jLPOTl血 挿 し木 A
(SB)

19_ショウタイムスターレット(G.scabTaW.bw Bmは血 Ⅶ)Ⅹ血 ∇n 手札′木 A 3倍体
(SS)

20.GpzL57(Gpn) GIPneWW TkZTdhe 挿 し木 A 窮培養により薄らねた倍加半数休

2l_LhgOdechiazu(qsept)G･呼 teP"P 連子 C

I)A:八幡平市花き研究開発センター所有 B:環境省の許可を待て､葉を搾取した｡C:岩手県農業研究センター所有
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(2)DNAの調製

ゲ ノム DNA の調製 は GenEluteTMPlantGenomicI)NAMiniprep

Kit(sIGMA･ALDRICH)を用いて行った｡

その手順は以下のとおりである｡

① 抽出操作を始める前に､65oC恒温槽を準備｡Elutionbufferを必要量 (サ

ンプル数 +1)分注し､65oC恒温槽で加温｡

② 各植物体の若葉部分 (70-80mg)を 2血1ねじロチューブ [アルミナビーズ

(直径 2mm)を 1/3程度入れてオー トクレーブしたもの]にサンプリングし､

DNA抽出を行うまで -80oCで保存する｡乳鉢､乳棒を用いてサンプル破砕を行

う場合は､アルミホイルなどに包んで -80oCで保存する｡

③ サンプルの破砕

MicroSmashTMMS･100(TOMⅥ を用いて､5,500rpm､20秒間行う｡こ

の操作を､サンプルが溶けないように被砕と破砕の間に液体窒素で冷却しつつ､

サンプルがきめ細かい粉末状になるまで繰り返す (4･5回程度)0

④ 粉末状に破砕したサンプルに 350pIBufferpartA､50pIBufferpartB

(sDSが析出している時は加温し､完全に SDSを溶かしてから使用)を加え

て混和する｡

⑤ 65℃ 恒温槽で 10分間インキュべ- トする (インキュベ- ト後にサンプ

ルの粘度が高い場合は､BufferpartAおよび BufferpartBを半量ずつさら

に加えて再度インキュべ- トし､⑥ で加えるprecipitationsolution量を 1.5

倍にする)0

⑥ precipitationsolution130plを加えて混和し､氷上で 5分間インキュベ-

トする｡
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⑦ ⑤のインキュべ-トの間に､GenEluteNucleicacidBindingColumnに

500plcolumnpreparationsolutionを加え､15,000rpm､1分間遠心する.

遠心後の溶液を捨て､⑳ で使用するまで室温に置いておく｡

⑧ 氷上でインキュベ-トしたサンプルを 15,000rpm､5分間遠心し､上清を

GenEluteFiltrationColumnに移す.

⑨ 15,000rpm､1分間遠心した後､得られた溶液に 700pIBindingSolution

を加えて混和する｡

⑩ 溶液 700plを ⑦で準備した GenEluteNucleicacidBindingColumn-

移し､15,000rpm､1分間遠心する｡チューブに集めた溶液は捨てる.(サン

プル溶液が残っていた時は､遠心後の溶液を捨て､同じカラムにサンプルを加

えて再度遠心を行う)

⑪ カラムを新しい collectiontube(付属)にセットする.500plwashsolution

を加えて 15,000rpm､1分間遠心し､溶液を捨てる.カラムを新 しい

collectiontubeにセットし､500lllwashsolutionを加えて 15,000rpm､3分

間遠心し､溶液を捨てる｡

⑫ カラムを新 しい collectiontubeにセットし､65oC に温めておいた

elutionbufferlOOplを加え､15,000rpm､1分間遠心する｡溶出液を再度カ

ラムに戻し､15,000rpm､1分間遠心する｡

⑬ 得られた溶液について吸光度測定および電気泳動により濃度を測定する｡

DNA溶液は -20oC.で保存した.

(3)pcR条件､PCR産物のサブクローニングおよび塩基配列の決定

① プライマーは超純水を用いて 100pmol/〝1に調整し､ストック溶液とす
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る｡PCR反応液の調整には､ス トック溶液を超純水で 10pmol/〃1に希釈した

ものを使用する｡どちらの溶液も-20℃で保存した｡

② pcR反応は､以下のように全容量20〃1の反応型で行った0

滅菌水

10Ⅹ rTaqreactionBuffer

2.5mM dNTPmix

Forwardprimer(10pmol/ml)

Reverseprimer(10pmol/ml)

rTaqDNApolymerase(0.5u/ml)

ゲノムDNA溶液 (50-100ng/mlに調整したもの)

全容

13.6〝1

2.0p1

1.6〃1

0.-4〃1

0.4pl

1.0pl

1.0〃1

20.0Ill

(卦 pcR反応

反応温度は95℃､3分のプレヒー ト後､95℃ 5秒､55℃ 30秒､72℃ 40秒を

35サイクル行い､最後に72℃ 3分の伸長反応を行った｡

pcR後､反応液 5〟1~に6Ⅹloadingbuffer1〃1を加えて電気泳動サン

プルとした｡電気泳動は2% アガロースゲルで行い､サイズマーカーには 100

bpDNAラダーを用いた｡

④ プライマー

用いたプライマーを表 3に示した｡また､プライマーの位置と方向は図7に

示した｡

⑤ pcR産物のサブクローニングと塩基配列の決定

pcR産物は直接塩基配列を決定するか､PCR-Blunt(Invitrogen)にクローニン

グし､5- 10のクローンを用いてのエラーが最小になるよう塩基配列を決定

した｡塩基配列の決定はBigDyeTerminatorv.3.1を用いて行った.
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表3本研究に用いたpcRプライマー

プライマー名 塩基配列(from5'to3り■

W15-1585

15-AA82S

W1452

Ex2-SIF

W15-AA163S

W15-AA194S

AAR1

W15-AA124A

W15-AA158A

W15-AA176A

W15-3'uTR-143AS

TCACAAAAJGCATSCAACGC

GATACTTGTAGGACATAGTGGC

AGTCGGCATSGAGAAGTTCC

GCAAGGACTCCAATAGAAGC

CTAGTCTCTACCATTTGTCCC

AGCTGITAAGTTCACGGACG

CCAAAACGTCGAACAACGGCC

GCTTC171TTGGAGTCCTTGC

ACAGGGGCAAAJGGlAGAG

TClACAAACAATGCACCTGG

Aだ｢GAACA/汀CCATCACl℃C

a 位置と方向については図7参照｡
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(4)対立遺伝子特異的プローブを用いたドットブロットハイブリダイゼーシ

ョン

異なった品種 ･系統の一塩基多型 (SNP)を検出するために､Shirasawaet

al･(2006)の方法を用いて､プローブとして 5'側をdigoxigenin(DIG)でラベル

したオリゴヌクレオチドをプローブとして用いてドットブロットハイブリダイ

ゼーションを行った｡それぞれの品種･系統のゲノムDNAをPCRで増幅して

目的とするSNPサイトを含むDNA断片を得た｡ほぼ同じ量の増幅DNA断片

をナイロンメンブラン (Hybond･N,Am ershamLifeScience)の上にスポット

して､UV 照射によりクロスリンクした｡このフィルターを大量の非特異的コ

ンペティター (別の対立遺伝子に対応するオリゴヌクレオチ ド)を加えた

0.02%のSDSと1%のブロッキング剤 (Roche)を含む5×SSC液に浸し､対

立遺伝子特異的に DIG ラベルされたオリゴヌクレオチドを加え､50℃で一晩

置き､ハイブリダイズした｡さらにフィルターを常温で0.1%のSDSを含む2

×SSCで2回洗い､50℃20分の条件で0.1%SDSを含む0.1×SSCで2回洗

った.フィルターをさらにTBS(0.9%NaClおよび0.02%NaNSを含む50mM

Tris･HClバッファー､PH8.0)に常温で5分浸し､1%ブロッキング剤 (Roche)

を含むTBSに常温で30分浸した｡次にフィルターを1%ブロッキング剤に入

れanti-DIG･APFabantibody(Roche)を加え､常温で30分間インキュベ-■トし

た｡フィルターをTBSで10分3回洗い､AP9.5バッファー(0.1M NaClおよ

び5mMMgC12を含む100mMTris･HClバッファー､PH9.5)に3分浸し､37℃

のCSPD液 (Ro血e)に5分浸した｡ハイブリタイズされたシグナルはフィル

ターをⅩ線フイルムにさらして検出した｡
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(5)系統樹の作成

W14遺伝子とW15遺伝子の系統樹は21系統の31個の W14または W15遺

伝子の塩基配列からMEGAソフトウェアーを用いて近隣結合法 (NJ法)によ

り作成した (Kumaretal.2008)0

3.結果

(1)W14/15遺伝子塩基配列の多型

W14遺伝子とW15遺伝子は対立遺伝子であったので､品種･系統の W14/15

遺伝子の塩基配列の多型を見つけることにより､品種識別､交配親の推定､系

統分類の情報を与えるのみならず､越冬芽の形成や耐寒性に関連した形質とこ

の遺伝子との相関を明らかにするための手法を得ることができる｡このような

観点から､表 2に示した G･tTiGom､G･scabmtG･puBeum?maBtheこの4種

以外の未知の種を含む21品種 ･系統について､塩基配列を決めた｡

その結果､品種 ･系統で制限酵素サイトの有無､挿入/欠失の有無が存在するこ

とがわかった.図8-10に示したように､Hl'BdⅢサイト(AAGCTT)(制限酵素

サイト3)､挿入 1､2および3の有無によりW14/15遺伝子を7つのタイプに

分けることができた｡タイプⅠは制限酵素サイ ト3があり､挿入 1､挿入 2お

よび挿入3がないタイプである｡タイプⅡは制限酵素サイ ト3があり､さらに､

挿入2があるタイプである｡タイプⅢは制限酵素サイト3および挿入1があり､

挿入2および挿入3がないタイプである｡タイプⅣは､制限酵素サイト3に塩

基置換がありHl'DdⅢが働かなくなっており､かつ挿入1があり､かつ挿入2
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および挿入3がないタイプである｡タイプⅤは制限酵素サイト3に塩基置換が

ありHl'Bdmが働かなくなっており挿入 1および2があり､挿入 3がないタイ

プである｡タイプⅥは制限酵素サイト3､挿入 1および挿入 2があり､挿入 3

がないタイプである｡タイプⅦは制限酵素サイ ト3､挿入 1､挿入 2および挿

入3があるタイプである｡さらにこれらの7つのタイプはHaeⅢ認識部位 (刺

限酵素サイト1と制限酵素サイト2)の有無とそのほかのSNPサイトにより､

10のサブタイプに分けることができた｡

この分類により､21のすべての品種 ･系統をハプロタイプ対すなわち対立

遺伝子型として示すことができた (表 4)｡タイプⅠ (W15aおよび W15a' )

とタイプⅢ(W14aおよび W14a')は G.tTl'nozlaおよびG.tTinoLlaとG.scabTaの

種間雑種にのみ見られたOタイプⅡは G.septeBGdaにのみあるものだった.タ

イプⅣ (W14bl)とタイプⅤ (W14bGおよび W14b2' ) は G.scabm および

a.tn'Dom とG.scBbm の種間雑種にのみ見られた.タイプⅥ (W14b3)は G.

pBeumaaaBtheにのみ見られた.タイプⅦ(W14clおよび W14C2)はSSに

のみ見られたoSSは未知の種とt7.6cabvaとの種間雑種に未知の種をバックク

ロスしたものであり､しかも確実にこの未知の種はほかの4種 (a.tTiGora､

a.scabya､a.pBeumaZZaBtheおよび G.8ePteBRda)とは違う種である (育成者

の Ed Morgan私信)｡従って､タイプⅦは Gh2'nom､a.scabzla､

a.pBeumODaBtbeおよび G.septeDGda以外の別種に存在するハプロタイプで

あると考えられる｡
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挿入サイト1

遺伝子名

タイプl

タイプIl m 5b ∇ ∇ .... ., .市r G,ept

タイプ=

V14a

W14ar

タイプⅣ W14bl

AZ, KuSh, N27, Kuro,AA,
SB. Ssr. lらps. 81PS
LA,MA

OZ,LA. PW, SP6, SS, Sらp

タイプVV14b2 ∇ ∇▼ 覇r sB,m′ GSW

タイプVlm 4b3 ∇ ,.,YT ,,. , ∇r Gpn

タイプVll崇:≡…‥.▼ Y▼ ⇒訂 ss

図8.種･品種･系麓におけるwl4およびwl5遺伝子の塩基配列多型
制限酵素サイト3および挿入サイト1､2および3により7つのタイプに分けられる｡
遺伝子名はたとえばW140遺伝子は14aと略記した.
品種･系統名は右側に列記した｡

制限酵素サイトにおける｢▼｣は遺伝子置換により反応すべき制限酔素が働かなかっ
たことを示す.
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+674 ､

甘14a 昏℡A℡8℡C℡¢m C弧 亡℡Cm Q℡℡C℡弧 批 点℡C〇一1-m m

甘15a Q℡且℡昏℡C℡Q℡C℡C¢GaCtm OQ℡℡C℡¢℡CA空色此 且℡Cm m

軌 5b G℡m ℡ぜ℡C℡cm- CTT-68℡℡C℡畔 地 且℡C〇一一m m
+755

甘14a Cm AC℡凹 且m ABLm C肥 Q℡血昏
甘lsa C一一一一-一一一一一一一-m AALhn Cm JLB

甘15b C一一一一一一一一-一一一一m T且弧 亡耶 ℡且昏

EaJi入 1

タイプ ェ

(甘lsa,al)

タイプ =エ

押15b)

タイプ

1 2
bp bp

ZZZ～VZ=
(W14&,b′a)

図9種･品種.系鼓におけるW14およびwI5遺伝子のイントロン2の塩基配列多壁
タイプⅠとタイプⅡの遺伝子には挿入1がないのに対し､タイプⅢ～Ⅶの遺伝子にはある｡
タイプⅡ-Ⅶは2bpの欠失がある｡
塩基の上に示した数字は品種AAのW14遺伝子の転写開始点を(+1)としたときの塩基の
位置である｡
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十1063 +1094

AA 15a CACACCCC---------一一一一CACCCC-----一一一一一一一一一C血 血 m A

タイプI pw15a C山コはCCC--------- --一･CACCCC--------一一一一一一一亡き面 ℡℡m ℡C℡OCA
Y815a' cm cCCC一一一一一---一一一一一CACCく:C-----------一一一一1-℡6℡℡血 ℡C℡GCA

タイプJI Gsept15bC加コはnCCCACCCC--℡αm ACCCC-------- - ---CCCCm ℡℡℡8℡℡C℡QCA

タイプIJl 芸 li三チ
m 14ar

OZ14bl

タイプrV IA14bl
SS14bl

タイプV 芸 1;諾2

タイプvl

Cm CCCC------一一一一-一一CACCCC---------1-------℡0℡℡血 ℡CTCCA
C九CACCCC一一一一一一一----一一CACCCC-------1---------℡○℡℡血 T℡C℡¢CJL
Cm CCCC-----------一一CACCCC--------1----I---℡-℡℡血 ℡m A

ChCACCCC一一一----------CACCCC一一一一--------一一--C面 血 ℡C℡QCA
CMACCCC一一一一一一一一-----rCACCCC--------I-------ccm 血 ℡C℡QCA
C虻ACCCC-------------CACCCC一一---1-------A--cciii血 m A

CACACCCCCACCCC--Tti面 CACCCC---------一一一一一一一一ccTTT血 W A

Cm CCCCCACC∝ 一-℡一FiiiCACCCC-一一-------------CCCTTiTTrTm

GSW14b2 亡九亡九ccCCCCCCCCCCで面 恵CACCCC-----------------CC℡℡TTm m A

GprT.14b3 C九亡■CCCCnCCCC--Tm CJLCCCC一一一-一一一-------一一CCC℡℡Tm m A

タイプVH ……王:;;
GMACCCCCACCCC--℡1宮元 tJLCCCCI-----------ccCC血 丁血 m A

CACACCCCCACCCC--T虎 亡ACCCCCCCCCCC∝ CCCCCC亡i血 mi m

挿入 2 挿入 3

図10種･品種･系鼓におけるwl4およびW15遺伝子の挿入2および3近傍の塩基配列多型
塩基の上に示した数字は品種AAの〝ユ4遺伝子の転写開始点を(+1)としたときの塩基の位
置である｡
挿入2はタイプⅡおよびⅤ～Ⅶに存在し､挿入3はタイプⅦに存在する｡
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表4様々な品種系統および種におけるW14JW15遺伝子座での対立遺伝子型

制限酵素サイト1) 挿入サイト2)

品種/系統 対立遺伝子型
1 2 3 1

(HaeⅢ)(HaeⅡⅠ)(m ndⅡ)
2 3

Y8 15a/15a'
N27 14a/I5a

Kuro3) 14a/15a
15a/15a

AZ 14a/I5a'

Kush 14a/i5a

AA 14a/15a

14a/15a'

15a/15a'

15a/15a

6PS 15a'/15a'

I6PS 14a/14a

33pS 15a/15a
81PS 14a/14a

OZ 14bl/14bl'*4)

SP6 14bl/14bl'*

GSW 14b2/14b2'

pW 14bl/15a

LA 148'/14bl
MA 14a'/14b2
SB 148/14b2
SsP 14a/14bl*

Gpn 14b3/14b3

Gsept 15b/15b

SS 14bl/14cl/14C2

-/- +/- +/+ -/- + -/-
+/- +/+ +/+ +/- -/1 -/-

+/+ +/+ +I+ +I- -/- -I-
+/+ +/+ +I+ -/- -/- -/-

+/- +/- +I+ +/- +

+/- +/+ +/+ +/- -/-

小

林
+

+

+

小
+

小
林

小

小

林
小
小
小
小

小
林
叶
小
i
.
小
小
小

小

小
小

小

小
小

小

小

小
小
小
小
小
小
小
小
J
_

+
+

小
小
心
小
小

l

l

小

林
+

+

+

小
+

小

小
小
小

林
小
小
小
小

i

.

+

+

+

+

+

+

+

ト
+
小

1

J
.ル
ル
ト

】

l

I

l
l
l
l

+

+

+

+

+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+

+/+ +I+ +/+ +/+ +I+ -/_

+/+ +I+ +/+ ' -/- +/+ +

+I+ +/+/+ -/+/+ +I+/+ -/+/+ -/+/+

1)十は示された制限酵素サイトの塩基配列であることを示し､-は変異した塩基配列(1塩基置
換)であること示す｡

2)+は挿入配列が存在することを意味する｡
3)ふたつの違う遺伝子型があった｡

4)L*のある対立遺伝子対の一方の遺伝子は､部分的な塩基配列とRFLP解析によって決定した｡
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(2)種および品種の1塩基多型 (SNP)

上記の多型に加えて､1塩基多型を示すサイトが多数あった｡図 11には､

AAのW14遺伝子の塩基配列とそれに対する1塩基置換を示した｡塩基位置を

転写開始点からの相対的位置で示したときに､ T128､C-17､G+329および C'471

はG.tTl'Gom に特異的に存在する塩基であったoまた､T+901､G+1002､A'1067､

C+1120およびC+1124は用いたすべてのG.scabmに特異的に存在する塩基であっ

た.また､G'57､G+170､C+173､G+434､G+510､G+519､C+1013､および C+1142は

Gpn(a.pBeuR20DaBthe)の W14b3遺伝子にのみ見られた｡このように､こ

れ らの 1塩基多型 は G.tTiGom､a.scabTB､a.pDeUmOBaDtbeお よび

a.septeBGdaを区別するマーカーとして用いることができることがわかった.

さらに､品種 ･系統特異的1塩基多型も多数あった.たとえば､T+軍88および

T+413は SB の W14b別このみ存在した.同様に C+328､T'457お羊び C'937はMA

の W14b2遺伝子にのみ存在し､A+245および G'1024はGSW の W14b遺伝子に

のみ存在した.さらに 2G'134および G'469はSBおよび GSW の W14b2遺伝子

にのみ存在し､A+369はLA､RAAおよび PW の W14bl遺伝子および W14bB

遺伝子に存在し､T'629はLAおよびMAの W14a',遺伝子に特異的に存在したo

SNPサイトを塩基配列決定法によらずに確かめることは､品種育成など多く

の品種 ･系統および個体を扱う分野では重要であることから､アリール特異的

プローブを用いてドットブロットハイブリダイゼーションを行った｡典型的な

例として転写開始点からの相対的位置が+134と+629の塩基に着目した (図

12)0+134の塩基についてはAA､LA､MAはAであるのに対し､ SB はA

とGであることが分かっている｡そこでこれらの品種それぞれのPCRで増幅

した+134を含む DNA断片をフィルターにスポットし､アリール特異的プロ
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-ブ134Gまたは134Aとハイブリダイズしたところ､SBからのDNAスポッ

トのみがプローブ 134G とハイブリダイズした (図 12B)｡このことから､+

134での SNPはドットブロットハイブリダイゼーションにより確かめること

ができることが分かった｡同様にプローブ629Tと629Cを用いてドットブロ

ットハイブリダイゼーションを行い､LA と MA に存在する W14a･遺伝子の

SNPを確かめた｡その結果､9品種のうち､LAとMAのみが T+629をもち､

他の品種は両方のアリールともCを持っていることが分かった (図 12C)0+

629の位置はRFLPサイト2 (HaeⅢサイト､図7参廃)の位置と対応してい

る｡Y8の W14a'遺伝子は+628の位置のCがTに置換されていてHaeⅢサイ

トもGGCCからGGTCに変異している.LAとMAのHaeⅢサイトはGGCT

であるが､Y8のDNA断片をスポットした部分は629Tとハイブリダイズしな

かったOこの結果から､このドットブロットハイブリダイゼーションは正確に

塩基配列データを反映していることが分かった｡

(3)W14/15遺伝子に基づくリンドウの系統樹
し

本研究で決定した 31のW14/W15遺伝子の塩基配列を用いて､無根系近隣

結合法 (unrootedNJ法)により系統樹を作ったところ (図12)､9つのサブ

ファミリーに分けることができた｡サブファミリー iからjvはG.tr2'Conに属

し､vhとixは G.scabyaに属していた｡また､Ⅴは G.pBeUmOBaBthe､viは

a.septeDGdaに属していた.Ⅴ並はこれらの4つの種とは違う非公開の種に属
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国1331台のWl〟15遺伝子のNJ法による系統樹
品種名､遺伝子名の略記はそれぞれ表4､図10による｡
この解析にはAAのW14遺伝子の転写開始点を+1としたときの+63から+1184の位置
までの塩基配列領域を用いたo

Bootstrapvalueは1,000のreplicatesから計算し､branchの位置に示したO
*は非公開の種であるが､G.scabra､G.tn'flora､G.pneumonantheおよびG.septenfI'da
以外の種であるO
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していた｡a.tTl'Guaの野生種についてみてみると､八幡平高原の黒谷内地内

に自生していた葉のサンプリング (Kuro)の W14/15遺伝子のハプロタイプ対

はi (14a)と五(15a)のファミリーに分かれており､福島県の吾妻山からサン

プリングした菓 (AZ)のハプロタイプ対はi (14a)とid(15a')､北海道の

釧路 (Rush)からサンプリングした菓 (Rush)のハプロタイプ対はi (14a)

とk,(15a)に分かれていた.これらの系統は日本特有のG_tTl'DomvarJ'apom'ca

f.montaBaに属している.しかし､W14/75遺伝子の系統解析の結果は､こ

れらの野生種はそのなかに亜種または種内変異があることを示唆している｡さ

らにY8は岩手県の矢巾に自生しているリンドウG.tTl'Gwavar.japom'caから

育成された系統であるが､W15a'はサブファミリーiiiに属し､W15Bはivに属

していて､Kuro､AZおよびKushとは違う遺伝子型であった.

4.考察

本研究では､5種類の種に属する21品種の W14/15遺伝子の塩基配列を決定

した｡そして､7つのタイプと 10のサブタイプに分けた｡この遺伝子の遺伝

子型により､品種･系統だけではなく､種を区別することができた｡これまで､

リンドウ属の分類は形態学的基準を用いて行ってきた｡最近分子レベルでの取

り組みもなされているが(Mishibaetal.2009;Shimadaeta1.2009)､核DNA

の塩基配列レベルで､種間の系統関係や分類上の位置の系統関係の情報は少な

い｡W14/15遺伝子の遺伝子型の多型は､系統解析の指標として使用でき､系

統分類のみならず､種､品種 ･系統の同定にも使用できる｡

これまでのところ､本研究が､リンドウ属の核遺伝子の多型を用いて､種 ･

品種 ･系統間の系統解析を行った最初の例である｡a.tTinom､a.scabm,a.
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pneumoBaB組e､a.8ePteBGdaを含む5つ以上の種を W14/15遺伝子の遺伝

子型多型により分けることができた｡クロロブラストDNAの塩基配列の研究

では､a.tTiDwa､a.scabyaおよび G.pDeUmOBaDtLeは hZeZLmODaBthe節に

属し同じハプロタイプであり､NJ法やstrictconsensustreeにより分けるこ

とができなかった (Mishibaetal.2009).その点､W14/15遺伝子の遺伝子型

による解析で､詳しい系統解析が可能になったといえる｡

G_tTl'90mの分類に関しては､a.tm'DoLlaVar.J'apoBL'caの野生種Y8とG.

tTiGomvar.japoBl'caf.momtanaの野生種Kush､AZおよびKuroの解析から､

4カ所の日本の山に起源を持つそれぞれの野生種は､異なったハプロタイプの

対で構成されていることがわかった.この結果は､a.tz:i'Gwavar.japom'caと

a.tTiGoTaVar.japom'caf.moBtaDaに分けて､高山地帯のリンドウは G.

tTl'Domvar.J'apom'caf.moBtaBaであるとする分類とは一致しない｡この分類

に関しては､日本のリンドウ種の地理的相違が形態学に織り込まれたと指摘さ

れている (米津と川野1989)が､本研究のデータはこれを支持している｡すな

わち､すべて日本の野生種はG.tTiDomvar.J'apom'caで､その中に亜種､種内

変異または生態型があるのではないかと考える｡

リンドウの品種 ･系統の家系図や育種経過を知るのにこの W14/15遺伝子の

遺伝子型多型は有効な手段であるOたとえば､LAは G.tn'GwBと未知の系統

とが自然交配したFlに未知の系統がさらに自然交配したものである0本研究に

よりこの未知の交配親についてより詳 しい情報が得 られた｡LA は

W14a'W14blという遺伝子型である｡W14blというハプロタイプはG.scabm

に属するハプロタイプであることから､a.scabTaに属する系統が自然交配した

ものであることがわかるOさらに､SSやOZも W14blに属することから､こ

の系統またはこれに近い系統と交配したものと推測できる｡品種AAはY8(α
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肋 ､W15W 15a')とN27(a_tm'Dom､W14b/15a)の交配Fl品種やあ

る｡そこで､AA を個体別に調べたところ､4つの遺伝子型すなわち､

Wl由/杵75&､W14W 15a'.Wlゐ/搾ワ5aおよび W15W 15a'の個体が存在し

たoこのように W14/15遺伝子の遺伝子型多型は交配の経過を推測できること

から､リンドウの種 ･品種 ･系統の同定にも有効な手段となる｡さらに育成者

権を主張する際に利用することも可能である｡

アリール特異的オリゴヌクレオチドを用いたドットブロットハイブリダイゼ

ーション法は､W14/15遺伝子の-テロのアリールペアーを識別できた｡この

方法は多数の個体を扱う育種､品種識別､育成経過の繭査､系統樹の評価等で

今後の利用価値が高いと考えられる｡
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第3章

W14/15対立遺伝子と

越冬芽の低温応答
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1.日的

多年生植物のリンドウは､いったん定植すると5年程度切り花を収穫するこ

とから､定植後できるだけ長く生存して収穫できることが農業経営上最も望ま

れる｡近年､リンドウの切り花品種が多数育成されているが､それらの多くは

定植後2- 3年で欠株が目立ち､経営上の大きな問題になっている｡

リンドウは､越冬前に地際に越冬芽を形成し､それが冬期間休眠し､春に休

眠が打破されて萌芽してくる｡上に述べた育成品種の欠株はこの越冬芽の形成､

耐寒性､休眠などと深くかかわっているに違いない｡

これまでに当研究室では､越冬芽の生理機能及びその機能発現のしくみを知

るために､越冬芽特異的に発現あるいは蓄積されるタンパク質の解析を行って

きた｡その結果､W14､W15と名付けた新規エステラーゼを同定し (Takahashi

etal.2006)､それらの各々が対立遺伝子の一方にコー ドされていることを報告

した (Hikageetal.2007)oこの遺伝子には品種 ･系統によっていくつかのRFLP

サイ ト､SNPサイ ト､イントロン長の違いおよび数～10数塩基の挿入/欠失が

存在し､大別して7種類のハプロタイプが存在する｡従って､このようなwl4/15

遺伝子の多型は越冬芽の種々の表現型と相関するマーカーとなり得る｡もし

W14/W15遺伝子型と越冬芽の形成､耐寒性や休眠との相関が認められれば､欠

株の少ない品種を育成する際の選抜マーカーとしての利用が可能になる｡本研

究はこの可能性を検証した｡

最近､リンドウ品種 ｢安代の秋｣の薪培養からいくつかの純系が育成された

(Doietal.2010)｡本研究ではそれら純系リンドウを片親に用いて各種品種 ･系

統との交配を行い､様々な W14/15対立遺伝子型をもつ系統を作出し､越冬芽

の越冬生存率や休眠の深さとの相関を調査 した｡その結果､越冬生存率と
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W14/15対立遺伝子型との間に相関を見出すことができたo

2.材料および方法

(1)実験に用いたリンドウの品種 ･系統

用いた品種およびその親系統を表5に示した｡｢安代の秋 (以下AA)｣:エゾ

リンドウ (Gtrljtora) のF1品種､ Aki-6PS(以下6PS)､Aki-16PS(16PS)及

び Akil33PS(33PS):AA の薪培養由来の純系リンドウの自殖系統, ｢6PSX

16PS｣および ｢6PSX33PS｣:AA 由来の純系リンドウ同志の Fl系統､｢N55×

6PS｣:エゾリンドウの自殖系統と純系系統とのFl集団､GentianaScabraBlue

(以下GSB)｣:ササリンドウ(Gscabra)の自殖系統､GentianaScabraVmitelqO

(GSW):ササリンドウ (Gscabra)の自殖系統､ササピンク6Al(SP6):ササ

リンドウ (Gscabra)の自殖系統｡｢ラブリーアシロ (以下LA)｣､｢シャインブ

ルーアシロ (以下SB)､｢ピュアホワイ ト(以下PW)､｢Katsuata2C(以下K2C)｣

および ｢ショウタイムスターレット (以下SS)｣は栄養系品種である｡品種 ss

はRhndoNewZealandLtd.(ニュージーランド)の育成品種で､それ以外は八

幡平市花き開発研究センターの育成品種または系統である｡
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表5本研究に用いた材料

品種t系統 略記 読樵連繋 育成経過

安代の秋 AA

Ak卜6PSXAk卜6PS 6PS

Ak卜6PSXAki-16PS 16PS

Ak卜6PSXAk卜33PS 33PS

種子 G.伽 Fl品種

種子 倍加半数体自殖系統

種子 倍加半数体自殖系統

種子 倍加半数体自殖系統

N55XAki-6PS N55×6PS 種子 G_伽 X倍加半数体自薦系故

GSBxGSB GSB

GSWIOOXGSWI00 GSW

SP6AIXSP6Al SP6

ピュアホワイト PW

ラブリーアシロ Ul

シャインブルーアシロ SB

Katsumata2C KC2

ショウタイムスターレッド) ss

種子 G.scab,3日殖系統

種子 G.scaby7a自殖系統

種子 G.scaby;a白蓮系統

挿し木 G,か伽 Xa.sGabva

挿し木 G･伽 XG･scabya

挿し木 G.soabr;aXa.tr;Mora

挿し木 G.伽 f.J770n由J73

挿し木 (a.36abv7aXunknown)xunknown

a)ショウタイムスターレットはRhindoNewZOalandLtd.所有の品種である｡

･44･



(2)生育条件および低温処理

すべての栽培試験は八幡平市花き研究開発センター (岩手県八幡平市臥田70

番地)の温室および野外で行った.栄養系品種 LA､SB､PW､K2Cおよび SS

は､2007年 5月 15日にバーミキュライト (規格M)を入れた128穴トレイ

に挿し穂を行い､最低気温 10℃に設定した温室で発根させた｡2ケ月後､鹿沼

土 (規格中粒):バーミキュライト (規格M):ココピー ト (4 :4 :2)を配

合した9cmポットに移植し､10℃以上に設定した温室で2007年9月30日ま

で育てた｡その後野外に移して育て､2008年 6月 7日に萌芽してきた株を 15

cmポットに移植し､2009年春まで野外で育てた (図15-Bに概要を示した)0

種子からの発根は図15-Aのように行った.2008年 5月5日に培養土 ｢シス

テムソイル｣を入れた128穴トレイに､ジベレリン (100ppm)で1昼夜処理

した種子を播種した｡最低気温20℃以上の育苗温室で2ケ月間育て､ジベレリ

ン溶液 (100ppm)を菓面散布したのち､鹿沼土 (規格中粒):バーミキュライ

ト (規格M):ココピー トを配合 (4:4:2)した用土を入れた9cmポットに移

植し､10℃以上に設定した温室で育て､その後2008年9月30日に15℃以上に

設定した温室に移した｡2009年 1月5日に野外に移し育てた｡

越冬生存率は､種子及び栄養系とも野外で越冬させた後4月後半の萌芽率で決

定した｡PW､SB､K2C､LA､6PS､6PSX16PSおよびN55×6PSの一部の個体

は､低温による傷害 (枯死)及び休眠打破に要する低温期間の長さを調べるた

めに2009年9月30日まで野外で育てたのち､0日､15日､30日､45日および

60日間2℃の低温下で生育させた｡低温処理後10℃以上に設定した温室に移し､

60日後の生存率､萌芽率を調べた (図15-A､B､及び以下の (3)参照)0
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(3)越冬生存率､枯死率および休眠の深さの解析

越冬芽から茎葉が展開している芽を萌芽とした｡越冬生存率は､越冬前の越

冬芽数と越冬後萌芽してきた芽数を調査し､越冬後に萌芽してきた芽の数/越

冬前の越冬芽数×100(%)を越冬生存率とした｡栄養系品種 (ポット栽培)に

ついては､上記 (1)により2007年に挿し芽した苗を2009年の春まで育てて､

2008年 11月30日に調べた越冬芽数と2009年5月15日に調べた萌芽数から求

めた｡種子繁殖の品種 (ポット栽培)は､2009年 1月5日に越冬芽数を調べた

後､温室外 (野外)に3月20日まで放置した｡その後､10℃以上に設定された

温室に戻し5月20日までの萌芽数を調べた｡

低温による枯死率は､2℃処理後 60日目の 1株あたり枯死越冬芽教化℃処理

終了後60日目の1株あたり全芽数×100(%)により求めた｡越冬芽全体が完

全に褐変した芽を枯死越冬芽とした｡休眠の深さ (休眠打破に要する低温期間

の長さ)は一定期間の2℃処理後､60日間温室で生育させ､この間に萌芽した

越冬芽の数で比較した｡萌芽率は､1株あたりの越冬芽の萌芽数/全越冬芽数

×100(%)とした｡

(4)統計処理

越冬生存率は､全生存越冬芽数と全枯死越冬芽数を数え､x2独立性の検定

を行った｡萌芽率および枯死率のデータは平均値±標準誤差で示した｡枯死率

は､二元配置分散分析の後､チューキーの多重比較検定で解析した｡
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3.結果

(1)W14/15遺伝子型と越冬生存率

本研究室では以前､越冬芽で特に多く蓄積しているW14､W15と名付けた

新規エステラーゼを同定し､それらをコードする遺伝子 (以下W14/15遺伝子)

は対立遺伝子であることを報告した (Takahashieta1.,2006;Hikageetal.,2007)0

この遺伝子には少なくとも 7つのタイプの多型が存在し､それらはさらに 10

のサブタイプに分類できることを前章で明らかにした.タイプ Iには W15a,

W15a',および W15b,タイプⅢには W14aおよび W14a'､タイプⅣには W14bl､

タイプⅤにはW14b2､タイプⅥにはW14b3､タイプⅦにはW14C1および W14C2

のサブタイプが存在する (Hikageetal.2010)O

これらW14/15対立遺伝子型と越冬芽の野外での越冬生存率との相関を調べ

た結果が図14である ､｡ 品種AA､LAおよび6PSの越冬生存率は90%以上であ

ったが､GSB､SP6､GSWおよびSSは30%以下であった (図15)｡品種pw は

約50%で上記2群の中間であった｡

これらの品種の越冬生存率を W14/15対立遺伝子型と対比させたところ､

W14blあるいはW14b2型ハプロタイプを対立遺伝子の一方または両方にもつ品

種 ･系統は越冬生存率が低 くなる傾 向が見 られた｡すなわち､GSB

(W14bl/W14bl)､SP6(W14bl/W14bl)､GSW (W14b2/W14b2)､SS(3倍体 :

W14bl/W14C1/W14C2)､PW(W14blM15a)などW14blや W14b2遺伝子をもった

品種は越冬生存率が低く､逆にそれらを持っていない品種 ･系統 (AAや6PS)

は高くなっていたO例外として､越冬生存率の高い品種LA (W14bl/W14a')も

W14bl型を対立遺伝子の一方にもつが (後述)､上述の結果は特定のハプロタ
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イブが越冬生存率を低下させる可能性を示唆した｡

そこで､この可能性を検証するために､越冬生存率の高い純系系統 6PS

(W15a'/W15a')に品種PWのW14bl対立遺伝子または品種LAのW14bl対立逮

伝子を導入した交配集団を育成した｡それらは個体ごとに対立遺伝子型を決定

し､温室で生育させてすべての越冬芽を休眠させた後､野外に放置して越冬生

存率を決定した (図14および材料と方法参照)0

結果を図16に示したが､W14blM15a'遺伝子型のPWx6PS系統 (L2)の越

冬生存率はW15aW15a'遺伝子型のPWX6PS系統 (Ll)に対して低く､Llと

L2の越冬生存率はx2検定の結果 p<0.01となり有意な差であった0品種 LA

(W14bl/W14a')と 6PS との交配集団についても同様の結果が得 られ､

W14blM15a'遺伝子型のLAx6PS系統 (L2)の越冬生存率はW14a/W15a'遺伝子

型のLAX6PS系統 (Ll)に対して低く､LlとL2の越冬生存率はx2検定の結

果p<0.01となり有意な差であった｡6PS(W15a'/W15a')Ⅹ33PS(W15a/W15a)の交

配集団 (W15a'/W15a)では越冬生存率の低下は見られなかった.これらの結果は､

W14b型を対立遺伝子としてもつ品種 ･系統は越冬生存率が低下するという可

能性を強く支持する｡

ところで､前述したように品種 LA (W14bl/刑4a')は W14bl型対立遺伝子

をもつが越冬生存率が高く､上の可能性とは矛盾する｡この理由については現

在解析中であるが､LAX6PS集団の中で W14blW15a'系統のもの (L2) が越

冬生存率の低いグループに分離した (図16)ということは､越冬生存率が高い

個体であっても､W14b型を対立遺伝子の一方にもつ個体はその次の世代で越

冬生存率が低下する可能性を示している｡この点も踏まえ､W14/15対立遺伝子

型は育種現場における耐寒性選抜マーカーとして利用できる有用性を示してい

る｡
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越冬生存率(%)
0 50 100

図15連冬生存率とwl4/15遺伝子型
種々の品種/系統の野外での越冬生存率を示す｡
越冬生存率は各品種系統の萌芽芽数/全越冬数×100より求めた｡
各品種/系統の訴査全越冬芽数はnで示したO
対立遺伝子型は図8の遺伝子名を用いた｡
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0 50 100

国16越冬生存率とwl4/15遺伝子型

6PSX6PS､PWX6PS､LAX6PSおよび6PSX3PSの交配Fl集団を作出し､越冬
生存率を訴査した｡pwx6PSおよびLAX6PSの交配集団についてはW14/ls遺
伝子型別に越冬生存率を調べた｡

越冬生存率は萌芽芽数/全越冬数×100より求めた｡
各品種/系統の講査全越冬芽数は∩で示した｡
対立遺伝子型は図8の遺伝子名を用いた｡

a)pwx6PSのLlとL2の越冬生存率はx2検定の結果p<0.01となり有意な差が認
められた｡

b)LAX6PSのLlとL2の越冬生存率はx2検定の結果p<0.01となり有意な差が認め
られた｡
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(2)W14/15遺伝子型と休眠

次に､6PS､6PSX16PS､N55×6PS､LA､PW､SBおよびKC2の休眠の深

さ(休眠覚醒に要する低温期間の長さ)を検討した｡ポット栽培のリンドウを､

越冬芽の休眠誘導がおこる9月末まで野外で生育させ､その後､種々の期間2℃

の低温処理を行った (図 17)｡低温処理の後､越冬芽の萌芽環境下 (最低気温

10℃以上に設定した温室)で60日間生育させ､萌芽した越冬芽数を計測した(図

17)｡結果を図18に示した｡萌芽に要する低温期間は品種 ･系統によって明ら

かに異なり､最も短かったのは K2Cで､30-40日間の低温処理で実験に供し

た越冬芽の50%が萌芽した｡PW､SBおよびN55×6PSの50%萌芽に要する低

温期間は45-60日であった｡LAおよび6PSの越冬芽は調べた中で最も休眠が

深く､60日間の低温処理でもほとんど萌芽しなかった｡用いた品種 ･系統の

W14/15対立遺伝子型を図中に示したが､この対立遺伝子型と萌芽率との相関は

見られなかった.また､LA､SB､およびPWはササリンドウ(Gscabra)とエ

ゾリンドウ(G trljlora)の種間交配種であり､K2Cはエゾオヤマリンドウ (G

trljlorafmontana)であるが､これらの遺伝的背景も萌芽率との相関はなかった｡

(3)W14W15遺伝子型と枯死率

この実験では､低温処理による傷害の程度を知る目的で越冬芽の枯死率も調

べた (図 19)｡その結果､驚いたことに､品種 ･系統によっては越冬芽が休眠

後一定期間内に低温に晒されないと枯死に至ることがわかった (図 19)｡品種

pw､sBの越冬芽は､低温処理しないとPWは100%､SBは75%が枯死したが､
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9月下旬

0 15 30 45 60days

国17休眠の深さ(萌芽に要する低温期間の長さ)の解析実鼓ストラテジー
野外でポット栽培し､一定期間2℃の低温処理をした後.温室に戻して60日間生育
させ､萌芽数を計数した｡
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図18低温処理の長さと萌芽卒(%)の関係
各低温処理区とも各品種･系統につき5-7株を用いた｡
萌芽率は1株あたり萌芽数/1株あたり越冬芽数×100より求めた｡
各品種･系統別に､品種名略記(表5参照)､遺伝子型(図8参照)､低温処理日数ごとの萌芽率
の平均値､棟準誤差および平均値の近似曲線を示した｡
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15-30日の低温処理でその枯死率は大きく低下し､30日の低温処理では､PW

は25%､SBは46%になった｡それに対して､K2Cは0日の低温処理でも越冬

芽の枯死はなかった｡二元配置分散分析の後､チューキーの多重比較検定を行

ったところ､枯死率の品種による差は､SBがK2Cと1%水準で有意差があり､

N55×6PSおよび6PSX16PSと5%水準で有意差があった｡またPW がKC2と

1%水準で有意差があり､LA､N55×6PSおよび6PSX16PSと5%水準で有意差

があった｡また､枯死率の低温期間による差は､0日および 15の低温処理区が

30日および45日の低温処理区に対して､1%水準で有意差があった｡このこと

から､品種間差は大きいが､低温処理をしないと越冬芽の枯死率は高くなる傾

向があった｡

4.考察

本研究ではリンドウ越冬芽の越冬生存率が W14/15遺伝子の対立遺伝子型と

相関することを示した｡W14/15遺伝子がコードしているエステラーゼ､W14/15

タンパク質 (Takahashietal.2006;Hikageetal.2007)が耐寒性付与に直接働い

ているか否かは今のところ不明であるが､この酵素タンパク質のシロイヌナズ

ナのホモログはinvivoでオーキシンやアブシジン酸､ジャスモン酸などのメチ

ルエステルの脱メチル化に関与することが示唆されている (Yangeta1.,2008)

ことから､これら植物ホルモンの活性を制御することによって耐寒性強弱 (越

冬生存率)を制御している可能性がある｡もちろん､W14/15遺伝子と同一染色

体上でリンクする耐寒性付与遺伝子がある可能性も否定できない｡いずれにし

ても､W14/15対立遺伝子型は越冬芽の耐寒性強弱を予測できるマーカーとして

有用であることを本研究は示した｡
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図19低温期間の長さと連冬芽の枯死
図17に示した低温処理終了後60日目に枯死越冬芽数を講べた｡

各低温処理区とも5-7株を用い､枯死率は1株あたり枯死越冬芽数/1株あたり全越冬
芽数×100から求めたO

各品種･系統別に､品種名略記(表5参照)､遺伝子型(図8参照)､低温処理日数ごとの枯
死率の平均値､棲準誤差を示し､平均値を棒線で結んだO

二元配置分散分析の後､チューキーの多重比較検定を行ったところ､枯死率の品種によ
る差は､SBがK2Cと1%水準で有意差があり､NSS×6PSおよび6PSX16PSと5%水準で有意
差があった｡またpwがKC2と1%水準で有意差があり､LA､N55×6PSおよび6PSX16PSと
5%水準で有意差があった｡また､枯死率の低温期間による差は､0日および15の低温処
理区が30日および45日の低温処理区に対して､1%水準で有意差があった｡
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本研究では W14/15遺伝子型と休眠打破に必要な低温被爆量との間には明

確な相関はみられなかった｡しかし､低温処理を開始した日が9月 30日であ

ったため､この時の越冬芽の生理的状態はたしかに休眠していること､すなわ

ち萌芽してこないことは確認できたが､どの程度の深さの休眠状態になってい

たかどうかはわからない｡すなわち､越冬芽の状態によってはどんなに長い低

温処理を行っても萌芽してこない可能性もある｡夏や秋に低温処理をして萌芽

してくるかどうかを調べた報告はなく､これまでに行われてきた休眠の深さを

調べる試験は､野外で生育している株を温室に 12月から1月に持ち込み､そ

の株が萌芽してくるかどうかで調べてきた く吉池 1992)｡ただ､未発表である

が､八幡平市花き研究開発センターでは､以下のデータがあった｡開花期の違

うAZ､Y8､Aki-6PS､ N27､およびGSWを用いて､9cmポットに入れて野

外で生育させた2年生の株を用いて､2010年 7月 5日から9月 15日までの

70日間 2℃の低温処理を行ったところ､未萌芽株の発生割合 (%)は､GSW

が最も低く99株中14株(14.1%)､次に6PSが59株中10株(16.9%)､Y8が135

株中47株(34.8%)､N27が116株中49株(42.2%)､AZが85株中66株(77.6%)

になった｡AZ､Y8､N27､Aki･6PSおよびGSWの野外での開花期はそれぞれ

8月上旬､8月下旬､9月中旬､9月下旬､10月上旬である｡開花期の早い品

種ほど 70日の低温処理を行っても越冬芽が萌芽してこない傾向があるように

見えた｡また､低温処理終了後 60日の調査で萌芽してこない株はすべて欠株

となった｡越冬芽の休眠が深い場合は､70日の低温処理でも萌芽しないことを

確認できたので､休眠の深さを調べるには､すべての品種 ･系統が低温処理期

間内に萌芽してくる時期であることが必要であると考えられる｡本研究におけ

る9月 30日からの低温被爆試験は低温処理日数が60日行ってもほとんど未

萌芽である系統があった (LAと6PS)ので､そのような系統は萌芽してこな
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い越冬芽のステージであった可能性が高く､この実験により休眠の深さを比較

することはできないと思われる｡越冬芽が最も深く休眠する時期は品種によっ

て異なるので､休眠のステージをそろえて低温処理するには､それぞれの品種

の休眠が最も深くなる時期を知る必要がある｡たとえば開花期の休眠が最も深

い時期であると仮定すると､本実験でもそうであったように､その時期に低温

処理をしても萌芽してこない可能性が高いので､いろいろの品種を開花期から

30日したら低温処理を開始するなど､低温処理期間内に萌芽できるようにして

試験する必要がある｡

本研究では､低温被爆を受けないと枯死する越冬芽があり､それには品種間

差があることがわかった｡PW や SBは低温被爆がなされないままであると越

冬芽が枯死する系統であった｡今回ポット栽培試験した品種 ･系統の平均的な

開花時(茎頂点のつぼみの50%が色づく日は6PSが7月下旬､K2Cが8月上旬､

6PSX16PSおよびN55×6PSが8月下旬､pw､LAおよび SBが9月中旬であ

ることから､越冬芽の形成時期も品種 ･系統によって異なり､開花期から推察

すると6PSやK2Cの越冬芽はほかの品種よりも早く形成されていたと思われる.

そうであれば､6PSやK2Cの越冬芽はその形成時から低温被爆までの期間が長

いにもかかわらず枯死率が低かったことになる｡これは､越冬芽が低温被爆を

受けない状態がつづいたときは､品種や系統により越冬芽が生存し続ける能力

に差があることを意味している｡また､圃場にリンドウを定植した場合､越冬

芽の形成時期は実生 1年苗と2年生株の間で大きな違いがあり､実生2年株で

は実生 1年苗に比べ40-60日早くなる (佐藤ら1988)｡従って､越冬芽が冬期

に低温被爆を受けるまでの期間は品種や系統さらに定植からの年数によって異

なる｡また､今回の試験では定植時 (6月上旬)に茎葉にジベレリン処理をし

ていることから実生 1年生苗の越冬芽の形成時期はさらに遅くなっていると思
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われる｡これらの点は今後さらに検討する必要がある｡SBおよびPWの遺伝子

型はそれぞれ W14a/W14b2､W14bl/W15aであるので､もしかしたら､越冬生存

率と同じく W14bを遺伝子型の一方に持つ遺伝子型が低温被爆しないときに枯

死率と相関しているかもしれない｡今後､6PSとの交配実験で確かめる必要が

ある｡
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第4章

総合考察
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1.W14/15遺伝子の多型と系統解析

本研究は､リンドウ属の核遺伝子の多型を用いて､種 ･品種 ･系統間の系統

解析を行った最初の例である.本研究では 10の W14/75遺伝子のハプロタイ

プ (W15a､W15a'､ W15b､W14a､W14a'､W14bl､W14b2､W14b2'､W14b3

およびW14C)に分けると､a.tTl'nom はW15a､W15a',W14a､W14a'のなかか

ら1対､a.scabm はW14bl､W14b2､W14b2'のうちから1対､a.pBeZLB20BaBthe

はW14b3/13b3および G.septeDGdaはW15b/15bを遺伝子型とすることがわか

った.クロロブラストDNAの塩基配列の研究では､a.tTl'nom､a.scabzTaお

よび G.pDeZLmOBaBtheは PneumoDaBthe節に属し同じハプロタイプであり､

NJ法やstrictconsensustreeにより分けることができなかった(Mishibaetal.

2009)0 a.tTl'00m とG.scabTaの区別については､これまでのW D法 (城

守ら､2000)ではO.scabm に属するOZをG.trl'Dom に分類するなどまだ正

確な区別のできる方法はこれまで開発されておらず､W14/15遺伝子の遺伝子

型による解析で､はじめて詳しい系碇解析が可能になったといえる｡

近年日本のリンドウと外国種を交配し､新規性のあるリンドウを育種する研

究が盛んに行われている｡特にも､腔珠培養 (Morgan2004)や倍数体作出技

術 (Morganeta1.2003)を駆使して種間雑種を作出したSSは､非公開の種と

a.scabm を用いて育種したものである (Morgan私信)が､本研究により､

SSは W14bl/14cl/14C2という遺伝子型であり､確かにG.scabm の W14b1､

本研究で G_tn'Dom ､a.Scabzla､a_pDeZZmOmaDtheおよび G.septenGdaと

は違う種として同定した W14clおよび W14C2をもっていたので､種間雑種で

あることを証明し､しかも3倍体であることも明らかにできた｡このように､

本研究によってはじめてリンドウでも､種の区別はもちろんのこと､種間雑種
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の判定､雑種の親の判定が可能となった｡

品種識別についても､本研究により初めて1遺伝子での識別が可能になった｡

これまで､核遺伝子を用いた品種識別法としてはSCARマーカーが開発されて

いる (Shimadaeta1.2009)｡これはいくつかのフラボノイド生合成遺伝子の

イントロンの長さの違いを利用したSCARマーカーで､これにより栄養系品種

の識別を可能にしたものであるが､この方法では､簡易に識別できる利点があ

る一方､識別できない品種があると別のマーカーを探さなければいけない欠点

があるoW14/15遺伝子は1遺伝子の塩基配列をしらべることで確実に品種識

別できることから､よりたしかな方法といえる｡今後はSCARマーカーによる

簡易識別で識別できなかった品種 ･系統を詳細に調査するときにこの遺伝子は

有用であると思われる｡

W14/15遺伝子は､育種を行う上で有益な情報を与えてくれる｡SSが非公開

の種を交配親に使用していたことや､自然受粉で育成されたⅠ,Aが W14b2遺

伝子をもつことから､種間雑種であったことは､本研究ではじめて明らかにな

ったが､そのほかにも､W14/15遺伝子型が-テロである個体を交配親に選定

して育種を行えば､腔珠培養や花粉培養でできた個体が純系であることの証明､

種間雑種を育成したときの雑種の判定､倍数性の確認などが容易にできること

になり､今後育種の場面での利用が期待される｡

2.W14/15対立遺伝子の多型とリンドウの低温応答

本研究では､リンドウの ｢株落ち｣現象を解明するための基礎的知見を得る

ことを目的としていたので､この章では､本研究で得られた知見をこれまでに

得られた知見と比較して総合的に W14/15遺伝子がどのように低温応答と相関
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し､最終的に ｢株落ち｣現象と関連しているかを考察したい｡

(1)越冬生存率

欠株の原因のひとつとして､越冬生存率の低下すなわち耐寒性の低下があげ

られる0本研究では W14b遺伝子をもつ系統の越冬生存率が低いことを明らか

にできた.しかし､W14blや W14b2以外の遺伝子の越冬生存率との相関につ

いてはまだ明らかにしていない｡

厳寒な山岳地帯にある野生種のAZやKuroは､W15遺伝子を-テロでもっ

ていることから､もしかしたら W15遺伝子が耐寒性と関連している可能性は

ある.また､たしかにエゾリンドウのF1品種も欠株発生率に品種間差があるこ

とから､W14b/15a遺伝子型のFl品種からF2を展開して､数年にわたって遺

伝子型別に越冬芽数を調査していく必要がある｡

(2)越冬前の越冬芽の枯死

越冬生存率のほかに越冬芽の越冬前の枯死も可能性としてあげられる｡本研

究においては､PW や SBは低温被爆がなされないままであると越冬芽が枯死

する系統であった｡これは､越冬芽が低温被爆を受けない状態がつづいたとき

は､品種や系統により越冬芽が生存し続ける能力に差があることを意味してい

る｡K2Cは低温被爆期間がなくても越冬芽の枯死はない系統であった｡K2C

の開花期は 8月上旬であり､開花期の早いエゾオヤマリンドウの系統である｡

越冬芽も8月にはできている｡すなわち､越冬芽ができてから低温被爆をうけ

るまでの期間が長い系統である｡本研究ではエゾオヤマリンドウは W15遺伝
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子を遺伝子型の一方または両方にもつことを明らかにしたが､W15遺伝子は低

温被爆を受ける前の期間が長い越冬芽の生存ともなんらかの相関があるのかも

しれない.また､ササリンドウは W14b遺伝子をホモにもっことも本研究で明

らかにしたが､ササリンドウは一般的に開花期が10月～11月と遅い傾向があ

り､越冬芽の形成も遅いと思われる｡このような系統の越冬芽はできてからあ

まり時間がたたずに低温被爆すると考えられるので､低温被爆を受けなくても

越冬芽を生存させ続けることは生態的には必要ないと考えられる｡今後確かめ

なければいけないことであるが､ササリンドウの越冬芽は越冬芽形成後にすぐ

低温被爆を受けないばあいは枯死する可能性がある｡SBや PW はエゾリンド

ウとササリンドウの種間雑種であり､W14b遺伝子を遺伝子型の一方に持って

いて､開花期はともに9月中旬となっているため､越冬芽も9月下旬にはでき

ていた｡このような品種は越冬芽ができてから低温被爆するまでにある一定の

期間があり､今回のように2か月間低温被爆されなかった場合は越冬芽が枯死

するのは W14b遺伝子をもっているササリンドウの越冬芽の特徴である可能性

がある.このように､W14b遺伝子は越冬生存率のみならず､越冬芽の低温被

爆前の枯死とも相関している可能性が示唆される｡

(3)休眠の深さ

次に越冬芽の休眠と深い関わりがある越冬芽の萌芽に関して､エゾリンドウ

との種間雑種品種 ｢ShowtimeSpotlight｣を用いた研究で､形成された越冬芽

を1年にわたって経過観察したところ､萌芽してこない越冬芽はすべて1年以

内に枯死にいたることが報告された (Samarakoonetal.投稿予定)｡本研究に

おいても､低温処理終了後萌芽してこなかった越冬芽はその後すべて枯死した
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ことを確認しているo今回の低温処理試験では萌芽率と W14/15遺伝子との間

には相関関係を見出すことはできなかったが､すべての越冬芽が萌芽してこな

い株は最終的に枯死すること､および萌芽した越冬芽以外は最終的に枯死する

ことから､リンドウの欠株率の品種間差の一因になっている可能性はある｡

これまでの結果を総合的に考えると､越冬芽の形成数の不足､低温被爆前の

越冬芽の枯死､越冬中の越冬芽の枯死､萌芽しない越冬芽の枯死のどれかによ

り､またはいくつか組み合わさって起きることで､結果的に大きな欠株率の差

となってくると思われるが､W14/15遺伝子型は､すくなくとも越冬中の枯死

(耐寒性)とは相関しており､もしかしたら､越冬前の越冬芽の枯死とも相関

している可能性がある｡

(4)W14/15遺伝子の機能の推定

W14/15遺伝子は Nl'cotlaBatabaczLm の salicylicacid-bindingprotein2

(SABP2)と53,%の相同性を示したが､最近の研究で､このSABP2 はタバ

コでmethylsalicylateesteraseとして働き､メチルサリチル酸 (MeSA)をサ

リチル酸 (SA)に変えて全身獲得抵抗性 (SAR;systemicacquiredresistance)

を誘導することがわかった (Parketal.2007,Tripa血ietal.2010)｡また､

W14W15遺伝子と54%のidentityを持つArilbl'dopslsthaliaBaのAtMESl

もSABP2と同じ機能をもち､SARを誘導することも報告された(Vlot 2008)0

リンドウの病気に関しては､キュウリモザイクウイルスの被害が大きいこと

から弱毒ウイルスによる病気被害の軽減について研究がなされてきた (高柳ら

2005)｡これまでに､八幡平市では3種類の弱毒キュウリモザイクウイルスを

リンドウ品種 ｢安代の秋｣ に接種し､6年間にわたって圃場での栽培試験をし
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たところ､栽培年数が長くなると欠株発生率は高くなっていくが､ウイルス接

種区は無接種区に比較して低く､その差は栽培年数が長くなると顕著になるこ

とを明らかにしている｡さらに､ウイルスの被害を弱毒キュウリモザイクウイ

ルスで防ぐことができたことに加え､ND M11という弱毒ウイルスを接種した

株はほかのウイルスを接種した株と比較して､顕著に欠株発生率が低いことが

わかっている (日影ら 2005)｡この理由はまだわかっていないが､ウイルス接

種によりSAが発生し､SARが誘導されるなどの反応が起きて､その結果とし

て欠株発生率が低下する可能性が考えられるoそうであるとすると､W14W15

遺伝子がMeSAをSAに変えて､SARなどを誘導し､土壌病害抵抗性等を高め

て､結果として欠株発生率を低下させた可能性はあると考えられる｡

また､W14/15遺伝子と57%のidentityを示したAriZbl'dopslsthali'aDaの

AtMESは､metyl･3･aceticacidester(MeIA心の脱メチル化酵素としても働き､

indole-3･aceticacid(IA心の活性化と密接に関わっていることが報告された

(Yangetal.2008)｡さらに W14/15遺伝子は LvcopetlSIcoBeSCL11eDtum の

methyljasmonate(MeJA)hydrolyzingesterase(MJE)(Stuhlfelderetal.

2002,2004)と47%の相同性を示した｡MJEは生育に関わっているだけではな

く､傷や病原体-の反応において重要な役割を果たしている(Shuhlfelderetal.

2004)｡非宿主病原体によって活性化され､病原体の感染-の抵抗性を獲得す

る (Waspietal.1998). W14IW15タンパク質はCrPS､EIEとも相同性を示

した｡これらのタンパク質もホルモン誘導や防御関連のシグナリング経路に関

わるものである｡たとえば､EIEはエチレンによって誘導される (Zongetal.

2001)｡

α/βhydrolasefoldsllPerfamilyは構造的に関連のある数多くのタンパク質

からなっており､一連のファミリータンパク質は多様な触媒機能をもち､基質
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特異性も幅がある (Holmiq山st2000)｡これは､このファミリーの各タンパク

質は多機能性を持っている可能性があり､異なった細胞タイプでは異なったシ

グナル経路で異なった働きがある可能性がある｡事実､トマトのMeJAを加水

分解するMJEは､アブシジン酸 (ABA)やインドール酢酸 (IAA)のメチル

エステルなどの基質に対しても十分にエステラーゼ活性を示す (Stuhlfelderet

al.2002)｡CrPSは塩､エチレンおよびMeJAによって誘導され､ジベレリン

酸によって阻害される (Carpinetal.1997;Yahidaetal.1998;Gantetetal.

1998)｡EIEやMJMは植物の重要なホルモンであるエチレンやABAと関係し

ているようである｡これらのホルモンは低温を含む非生物的ストレスを制御し

ている(Luietal.1998;Yuetal.2001;Wangetal.2004;Zhangetal.2005).

ABA は低温耐性に関わるシグナリングの経路を発動する必須の転写因子を誘

導している｡

W14/15遺伝子と相同性の高いタンパク質の機能が､SARなどの病害抵抗性

であったり､IAA､JAなどの植物ホルモンの活性化の制御であったりするとい

うことは､もしかしたら､W14/15遺伝子は越冬芽の形成､越冬芽の越冬前の

生存､休眠､越冬中の生存 (耐寒性)､萌芽のすべてと密接に関わっているかも

しれない｡

(5)本研究の成果を活用した育種

本研究では､今日まで大きな問題であったササリンドウの ｢株落ち｣の問題

を､W14bl遺伝子をマーカーとして用いることにより､解決できる可能性をは

じめて示すことができた.W14/75遺伝子の多型とリンドウの低温応答との相

関を調べたところ､越冬生存率とW14/15遺伝子型との間に相関関係がみられ
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たことから､これらの遺伝子型は越冬生存率のマーカーになりうることがわか

った｡すなわち､事前に遺伝子型を調べておくことと､交配後代の個々の個体

について遺伝子型を調べて選抜した後､越冬生存率の高い個体を選抜すること

により､より効果的に越冬生存率の高い個体を選抜していくことができると期

待される｡

実際に育種現場で利用するには､W14b遺伝子をもつと越冬生存率が低くな

ることは今回のポット試験で確かめることができたが､圃場レベルでも同じ現

象が起こることを確認する必要がある｡また､W14/15遺伝子が育種形質上好

ましくない遺伝子との連鎖がないかどうかを明らかにする必要がある｡圃場で

は定植後 3年目までは欠株はあまり生じないため､実際に確認するには4-5

年の歳月を要するが､もし圃場でも同様の結果が得られた場合は､このマーカ

ーを使用することで､育種期間の短縮が可能となり､育種上の大きな成果が期

待できる｡
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摘 要

切り花リンドウは､いったん定植すると5年程度収穫するので､できるだけ

長く生存して収穫できることが農業経営上もっとも重要である｡近年､定植2

-3年目で多くの株が枯死する品種もあり､問題となっている｡

リンドウは､越冬前に地際に越冬芽を形成し､耐寒性を獲得し､冬期間休眠

し､春に萌芽してくる｡株の枯死は､この越冬芽の形成､耐寒性､および休眠

と深く関わっている｡

申請者の研究室では､リンドウ品種 ｢安代の秋｣の越冬芽に多く蓄積する2

つのタンパク質W14及びW15を同定し､それらが非常によく似たアミノ酸配

列をもっこと､両タンパク質ともα/βハイドロラーゼスーパーファミリーの持

つ基本構造を有し､invitroでは実際にエステラーゼを示すこと､および両タ

ンパク質をコードする遺伝子は対立遺伝子の関係にあることなどを明らかにし

てきた｡

W14及びW15が越冬芽に特に多く蓄積することは､それらが越冬芽の形成､

耐寒性､あるいは休眠など低温に係わる生理機能に何らかの関与をしているこ

とを示唆する｡また､同一ではないW14とW15が対立遺伝子の産物であるこ

とは､それらの遺伝子 (以下 W14/15遺伝子と記す)に多型が存在することを

示唆する.本研究はこのような視点に立ち､W14/15遺伝子の多型解析を行う

とともに､多型と越冬芽の低温応答との相関を解析した｡

1.品種間でみられる W14/15遺伝子の多型

21種類の品種･系統を用いて葉からDNAを抽出し､W15遺伝子の塩基配列
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をもとに設計したプライマーを用いてPCRを行い､その産物をpCR-Bluntベ

クターにサブクローニングし､塩基配列を決定した｡その結果､品種 ･系統に

より3箇所のRFLP(RestrictionFragmentLengthPolymorphism)サイト､

3箇所の挿入/欠失サイトが存在することが判明した｡これらのサイトの有無

および他の1塩基多型などによりW14/15遺伝子は10種類のハプロタイプ

(W15a､W15a',W15b､W14a､W14a',W14bl､W14b2､W14b2',W14b3および

W14C)分類することができた.

この多型により､GtrlPora,Gscabra,Gseptemjida,Gpneumonanthe など異

なるリンドウの種 (species)を同定することが可能である｡また､GtrlPora(エ

ゾリンドウ)や Gscabra(ササリンドウ)では上記の多型以外に幾つかの品種 ･

系統特異的なSNP(SingleNucleotidePolymorphism)も存在したので､W14/15遺

伝子の多型は､栽培品種 ･系統の個体識別に用いることも可能である0

2.W14/15対立遺伝子とリンドウ越冬芽の低温応答

次に､上記の W14/15遺伝子多型とリンドウ越冬芽の耐寒性との相関を知る

ために､13種類のリンドウ品種 ･系統をもちいてリンドウ越冬芽の越冬生存率

を調べ､上記10種類のハプロタイプからなる対立遺伝子型との相関を調べた｡

その結果､W14blまたは W14b2ハプロタイプを対立遺伝子ペアの一方また

は両方に持つ品種 ･系統は低い越冬生存率を示すことが判明した｡そこで､交

配により上記ハプロタイプの遺伝子を別の越冬生存率の高い系統に導入したと

ころ､これらのハプロタイプを対立遺伝子の一方にもつ系統は越冬生存率が低

下した.従って､W14/15遺伝子の多型は耐寒性予測マーカーになり得る｡
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以上のように､本研究では Wlg15遺伝子の多型解析を行い､10種類のハプ

ロタイプを同定した｡さらに､この多型により､系統分類､品種識別が可能で

あることを示し､さらに耐寒性予測の遺伝子マーカーにもなり得ることを示し

た｡このようなリンドウの種 ･系統の識別法の開発は本研究が初めてである｡
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