
Genetic polymorphisms of powdery mildew
resistant locus Mla and Mlo in Japanese barley
cultivars

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2019-03-22

キーワード (Ja): 

キーワード (En): Hordeum vulgare L., powdery mildew

resistance, DNA marker, Breeding

作成者: 長嶺, 敬, 池田, 達哉, 栁澤, 貴司, 髙橋, 飛鳥,

五月女, 敏範

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

https://doi.org/10.24514/00001685URL



Ⅰ　緒　　　言

うどんこ病はオオムギの収量や品質を低下させる

ことが知られており５，15，33），最近のビール大麦の

新品種や新配付系統のほとんどはうどんこ病抵抗性

を有し，事実上，新品種の備えるべき必須形質とな

っている．他方，六条性のはだか麦や皮麦では普及

品種に限らず，新配付系統も未だにうどんこ病罹病

性の系統が多く，抵抗性品種の早期開発が望まれて

いる．

Hiura and Heta（1955）13）は６群のオオムギ判別

品種群を選定し，日本国内で採取したうどんこ病菌

レースの分類を行い，11タイプのうどんこ病菌レー

スを見いだし，その地理的分布を明らかにするとと

もに，各レースに対する抵抗性反応を基にオオムギ

品種を分類している．その中で，関東以西で主要な

うどんこ病菌レースⅠ，Ⅱ，Ⅳのすべてに対して完

全な抵抗性を示す品種として「三尺穂長」，「雪不知」

などの六条性在来品種も存在したが，多くは外国品

種であったことを報告している．

なお，日本品種が持つ二条オオムギが持つ抵抗性

遺伝子についてはうどんこ病抵抗性の関与遺伝子

数７）や来歴23，37），他形質との連鎖21，36）などが報告

されている．

海外品種を用いた研究でも Mla 座，Mlo 座，Mlg

座，Mlk 座などの抵抗性遺伝子座に多数の抵抗性対

立遺伝子が存在することが報告されている３）．とく

に１Ｈ染色体短腕上の抵抗性遺伝子座 Mla には多

くの複対立遺伝子が見出されている２，９，19，17，25，29）．

いくつかの Mla 遺伝子については塩基配列も報告

されており，特定のうどんこ病菌レースに特異的な

抵抗性を示す遺伝子（Mla6，13など）や多くのレー

スに抵抗性を示す遺伝子（Mla1，7）などの抵抗性
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機作が研究されている４，11，30，31）．

うどんこ病菌レースの変化による「抵抗性品種の

罹病化」が欧州では長年にわたって問題となってお

り，新たな抵抗性遺伝子の利用や抵抗性遺伝子の集

積が重要な育種課題となっている１，18）．我が国に

おいても，昭和40年代に入るとうどんこ病菌のレー

ス構成が変化し，レースⅨが優先となって，育成当

時はうどんこ病抵抗性であった二条オオムギ品種の

罹病化が生じている24）．その後，二条オオムギ育種

においては，Mona，Spartan，Union などの海外の

うどんこ病抵抗性品種を育種母本として活用し，ヤ

チホゴールデン，タカホゴールデンなどの抵抗性品

種が開発されている23，24）．同様に，六条オオムギ

についても，うどんこ病菌のレース変化によって，

既存品種のうどんこ病被害が拡大した．昭和40年に

は抵抗性品種キカイハダカが開発されたが28），近年

ではうどんこ病に罹病性ながら，多収で高品質な

「イチバンボシ」，「マンネンボシ」の普及面積が大

きい．しかし，とくにマンネンボシは多肥栽培での

うどんこ病の多発が問題視されており29），収量性向

上の基盤として，うどんこ病抵抗性品種の再開発が

必要となっている．

各種のうどんこ病抵抗性遺伝子の中で，Mlo 座の

抵抗性遺伝子はすべてのレースに抵抗性を示し16），

多くの菌系特異的抵抗性遺伝子とは抵抗性の機作が

異なり６，８，20，31，33，34），抵抗性崩壊がおこりにく

い有望な遺伝子と考えられている12，18）．すでに

Mlo 遺伝子を利用した抵抗性品種も開発利用されて

いる１）．

本研究では，オオムギのうどんこ病抵抗性育種の

効率化のための DNA マーカー選抜法の開発を目的

として，Mla 遺伝子について主要なオオムギ日本品

種・系統の遺伝子型分類を行うとともに，うどんこ

病抵抗性との関係を抵抗性品種と罹病性品種との交

雑後代を用いた解析により明らかにした．一方，

Mlo 遺伝子座については Alexis が持つ mlo-9 遺伝

子をはだか麦育種に利用することを目的として，既

報の選抜マーカーである om235）について検討を行

い，新たな DNA マーカーの開発を行った．

Ⅱ　材料及び方法

１　材　　料

Mla 遺伝子座の遺伝子型分類には国内の主要なオ

オムギ品種・系統や育種利用されている外国品種な

ど計70品種・系統を用いた．また，Mla 遺伝子型と

うどんこ病抵抗性との関係解析には，ユメサキボシ

（抵抗性）×ミカモゴールデン（罹病性）のＦ３　76

系統を用いた．また，Mlo 遺伝子の解析には，はだ

か麦日本品種23品種及び抵抗性遺伝子 mlo-9 を持つ

Alexis を用いた．

２　うどんこ病抵抗性の幼苗検定

Mla 遺伝子型が異なるユメサキボシとミカモゴー

ルデンの交雑後代Ｆ３　76系統を圃場に春播き（４

月29日）して，播種25日目及び40日目にうどんこ病

の発病の有無を調査した．なお，発病を促進するた

め，試験区周縁はうどんこ病に極弱のミカモゴール

デンをスプレッダーとして密植した．なお，うどん

こ病菌の人工散布は行わなかった．

３　Mla 遺伝子第４エクソンの部分塩基配列の解析

公開されている Mla 遺伝子の塩基配列情報

（Mla1：Genebank AY009939，Mla6：AJ302293，

Mla7：AY266444.1，Mla10：AY26445.1，Mla13：

AF523683.1）をもとに変異が多く認められた第４エ

クソン後半部分の 701bp の塩基配列を PCR ダイレ

クトシーケンス法によって解析した（第１図）．

PCR の反応液組成は滅菌イオン交換水 24μl，

PCR 緩衝液 3.2μl，dNTPs（デオキシリボヌクレ

オチド３リン酸混合液各 2mM）3μl，100pmol/μl

にしたフォワードプライマー（Mla98F: 5'-

GGAGGTGTTGGATCTTGGAA），リバースプライ
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第１図　Mla 遺伝子の構造



マー（Mla98R: 5'-CAAGTCGAAGCCACGGTTAC）

各 0.2μl，DNA ポリメラーゼ 0.5unit（HotStar

Plus，QIAGEN 社），Ikeda ら13）の方法で種子胚か

ら調製した鋳型 DNA 30ng（1μl）とした．反応は

PCR Thermal Cycler Dice（Takara 社）を用い，

94℃４分－（94℃30秒－55℃30秒－94℃１分）×35

回－72℃５分とした．増幅産物の塩基配列は PCR

産物をスピンカラム（Nucleospin Extgract II，

Machery-Nagel 社）で精製したものを鋳型に用い，

依頼分析（ファスマック社）により，解析した．

４　CAPS 法によるMla 遺伝子型の分類

ユメサキボシ×ミカモゴールデンのＦ３系統につ

いて，CAPS 法による遺伝子型判別を行った．上述

の Mla98 プライマーを用いて得られた PCR 反応液

15μl に，制限酵素 BseRI １unit（New England

BioLabs社）と添付の反応緩衝液 2μl，イオン交換

水 30μl を添加し，37℃８時間の反応を行った．

1.8％アガロースゲル（タイプ I-A，Sigma-Aldrich

社）で100Ｖ，20～30分間電気泳動し，エチジウム

ブロマイドで染色した後，紫外線照射下で写真撮影

した．

５　Mlo 遺伝子に関わる om2 マーカーの多型分析

Mlo 遺伝子の5'上流域を増幅する DNA マーカー

om233）を用いて PCR を行った．PCR 反応液組成は

前述の通りである．ただし，プライマーはフォワー

ド（om2F: 5'-TAGCAATCACGGTCACGTCAAC），

リバース（om2R: 5'-CCGCAAGGCTGCTATGAAAAGGG）

を用い，PCR 反応プログラムは94℃４分－（94℃30

秒－65℃30秒－94℃１分）×35回－72℃５分とした．

いくつかの品種については増幅産物についてダイレ

クトシーケンスを行った．

また，一部品種については，om2 増幅領域内での

in/del 変異を検出する om2Indel プライマー（フォ

ワード：5'-GGTTCCTCAAATCAAATCATTG，

リバース：5'-GGCGGAAGCTTTTGTCCTA）を用

いた PCR｛反応条件：94℃４分－（94℃30秒－55℃

30秒－94℃７分）×35回－72℃５分｝を行い，3.5％

NuSieve GTG アガロースゲルで100Ｖ，60分間の電

気泳動に供した．

Ⅲ　結果及び考察

１　Mla 遺伝子塩基配列の品種・系統間差異

Mla98 プライマーによって増幅した Mla 遺伝子

第４エクソン後半領域（Mla98 領域）には日本品

種・系統間で多様な塩基配列の変異が見られ（第２

図），供試した70品種・系統は11の遺伝子型に分類

された（第１表）．

日本のビール大麦37品種・系統及び食用二条皮麦

２品種・系統は「サチホゴールデン型」，「はるな二

条型」，「しゅんれい型」の３群に分けられた．

この分類はうどんこ病抵抗性の有無ともほぼ一致

し，サチホゴールデン型の品種・系統はいずれもう

どんこ病抵抗性で，はるな二条型の品種・系統では

ミハルゴールド，Alexis など一部の品種以外はすべ

てが罹病性であった．このうち，Alexis は後述のよ

うに Mla とは異なる遺伝子座のうどんこ病抵抗性

遺伝子 mlo-9 を持つ品種である．

一方，はだか麦にはビール大麦でみられた「サチ

ホゴールデン型」，「はるな二条型」に加えて，「マ

ンネンボシ型」，「トヨノカゼ型」が見出された．供

試した６つの二条はだか麦品種・系統はいずれもう

どんこ病抵抗性を有するが，すべてサチホゴールデ

ン型であった．一方，数少ないうどんこ病抵抗性六

条はだか麦である「四国裸116号」，「キカイハダカ」

もサチホゴールデン型であった．ただし，六条はだ

か麦にはイチバンボシのようにサチホゴールデン型

であっても罹病性のものも８品種・系統あり，二条

種とは状況が異なった．

六条皮麦はビール大麦やはだか麦とは遺伝子型が

全く異なり，品種ごとに「カシマムギ型」，「はがね

むぎ型」，「ファイバースノウ型」，「シルキースノウ

型」，「魁型」に分かれ，六条皮麦品種には多くの

Mla 遺伝子型が存在することが示唆された．

今回見出された日本品種の Mla 遺伝子の塩基配

列はいずれも既報の Mla1，Mla6，Mla7，Mla10，

Mla13 遺伝子とは異なっていた．第３図は Mla98

領域の塩基配列をもとに，日本品種の Mla 遺伝子

型及び既報の Mla 遺伝子の差異を平均距離法によ

って示したものである．既報の Mla 遺伝子群と比

較的に距離が近いのはサチホゴールデン型，トヨノ

長嶺ら：オオムギうどんこ病抵抗性遺伝子 Mla，Mlo の多型解析 17
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第２図　Mla 遺伝子第４エクソン Mla98 領域における塩基配列多型（第２図　１／２頁目）
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第２図　Mla 遺伝子第４エクソン Mla98 領域における塩基配列多型（第２図　２／２頁目）

Mla6 の塩基配列は Genebank AJ302293（C.I. 16151）による（イタリック番号は同配列における塩基番号），－は欠
失，■部分は制限酵素 BseRI の認識配列（CTCCTC）
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第１表　Mla 遺伝子第４エクソン Mla98 領域の塩基配列多型に基づくオオムギ日本品種・系統の分類

斜字はうどんこ病抵抗性品種・系統

32

第３図　Mla98 領域の塩基配列に基づく Mla 遺伝子の距離

図中の数値は100塩基あたりの変異塩基数．系統樹の算出は平均距離法によった．
既報の Mla 遺伝子塩基配列はGenebankによる（Mla1：AY009939（品種
Algerian），Mla6：AJ302293（C.I. 16151），Mla7：AY266444.1（C.I. 16147），
Mla10：AY26445.1（C.I. 16149），Mla13：AF523683.1（C.I. 16155））



カゼ型，しゅんれい型であった．サチホゴールデン

型，しゅんれい型に属する品種の多くはビール大麦

であり，系譜上には外国品種も多く，他の遺伝子型

とは異なっていることは予想できることであるが，

系譜的に全く異なるトヨノカゼがサチホゴールデン

と類似性が高いことは興味深い．また，他の六条性

品種ではカシマムギ型が他の遺伝子型とは距離が離

れており，ファイバースノウ型，はがねむぎ型が，

Mla1 に距離が近いことが明らかとなった．

うどんこ病抵抗性と Mla 遺伝子型との関係の解

析に用いたユメサキボシ（うどんこ病抵抗性，Mla

遺伝子型：サチホゴールデン型）×ミカモゴールデ

ン（罹病性，Mla 遺伝子型：はるな二条型）の交雑

後代Ｆ３　76系統は幼苗検定において抵抗性52系統

系統：罹病性24系統に分離した．

この分離比は抵抗性が１遺伝子優性支配される形

質と仮定した場合の期待値に適合することが x2 検

定によって確認された．

第２図に示したとおり，サチホゴールデン型 Mla

遺伝子を持つ場合，Mla98 プライマーによる PCR

増幅産物は制限酵素 BseRI によって切断され，電

気泳動ではおよそ 540bp と 190bp の２本のバンド

が見られる．はるな二条型 Mla 遺伝子は BseRI に

よっては切断されず，約 730bp のバンドが見られ

る．このような CAPS 分析の結果，Ｆ３抵抗性52系

統はすべてサチホゴールデン型 Mla 遺伝子をもち，

罹病性24系統はいずれもはるな二条型ホモ系統であ

った．すなわち，ユメサキボシが持つサチホゴール

デン型の Mla 遺伝子はうどんこ病抵抗性をもたら

す優性遺伝子であることが確認された．

２　はだか麦品種のMlo 遺伝子型の分類

主要なはだか麦21品種について，Mlo 遺伝子5'上

流域（－2.3kb）の In/Del 変異を検出する om2 マ

ーカー35）を用いて分類した結果，抵抗性遺伝子

mlo-9 を持つ Alexis と同じ In 型（増幅産物長：約

1000bp）が18品種，del 型（増幅産物長：約750bp）

は３品種であった（第２表）．供試したはだか麦品

種は，いずれもうどんこ病に罹病性であり，Mlo 座

の抵抗性遺伝子は持たない．すなわち，om2 マーカ

ーに関するはだか麦日本品種の多型は Mlo 座の抵

抗性遺伝子に連鎖するものではなく，Mlo 遺伝子領

域にサイズの近い挿入変異があったためと考えられ

る．om2 マーカーでは，ビール大麦でも同様に Mlo

座の抵抗性遺伝子を持たずに In 型に分類される品

種（あまぎ二条，ミカモゴールデンなど）が報告さ

れている27）．

om2 マーカーによる増幅産物の塩基配列を比較し

たところ，In 型のはだか麦品種（イチバンボシ）

と Alexis では21箇所の一塩基置換（SNPs）と３箇

所の欠損変異が見られた（第４図）．イチバンボシ

では10塩基と８塩基の欠損が近接して存在したこと

から，この欠損を含む領域を増幅する om2indel プ

ライマーを設計して品種分類を行なったところ，In

型のはだか麦品種（増幅産物長 269bp）は Alexis

（同287bp）とは3.5％アガロースゲル電気泳動によ

って区別することができた．

これらの結果から，はだか麦育種において Alexis

が持つ mlo-9 の導入を目的とした DNA マーカー選

抜を行う場合，マンネンボシなどの del 型品種を母

本とする組み合わせでは om2 マーカーを用い，イ

チバンボシなどの In 型品種を母本とする場合には

om2indel マーカーの利用が可能であると考えられ

た．
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第２表　om2 マーカー及び om2indel マーカーによる日本のはだか麦品種の分類



３　総合考察

今回の実験では，うどんこ病抵抗性ビール大麦品

種・系統のほとんどが「サチホゴールデン型」Mla

遺伝子型を持ち，罹病性品種は「はるな二条型」で

あったことや，ユメサキボシとミカモゴールデンの

雑種後代の抵抗性系統はすべての系統が「サチホゴ

ールデン型」Mla 遺伝子を持っていることが明らか

となった．また，山口ら36）はビール大麦育成系統

関東二条25号が持つうどんこ病抵抗性はＣホルデイ

ン遺伝子と2-9cMで連鎖することを報告しているが，

Barley Consensus Map10）によればＣホルデイン遺

伝子座（Hor1）は１Ｈ染色体上の Mla 座とは 3cM

程度の距離にマッピングされており，関東二条25号

（Mla 遺伝子型：サチホゴールデン型）が持つうど

んこ病抵抗性は Mla 座の遺伝子による可能性が示

唆される．これらの実験結果，関連情報から，我が

国のビール大麦品種・系統が持つうどんこ病抵抗性

は多くの場合，Mla 座の「サチホゴールデン型」遺

伝子によるものであると推察された．サチホゴール

デンの Mla 遺伝子は系譜的には Mona に由来し，

栃系167，関東二条25号などを通じて導入されたと

考えられる．Mona はうどんこ病抵抗性遺伝子とし

て Mla9 及びそれと密に連鎖する Mlk を持つとい

われており，サチホゴールデンの Mla 遺伝子は

Mla9 であると思われる．

Mla 遺伝子型がサチホゴールデン型であるユメサ
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第４図　Mlo 遺伝子 om2 領域における塩基配列多型

イタリック番号は塩基番号，－は欠失，■は om2indel プライマーの対合部位



キボシを用いた今回の分離解析では Mla 遺伝子に

連鎖する抵抗性遺伝子を検出することはできなかっ

たが，Mona に系譜がより近い日本品種を用いてさ

らに検討する必要があろう．

また，今回の実験では「非サチホゴールデン」型

Mla 遺伝子型を抵抗性品種としてミハルゴールド，

とね二条，さきたま二条が見出された．

ミハルゴールドが持つうどんこ病抵抗性は

Spartan に由来するといわれ37），とね二条，さきた

ま二条については Mlg 遺伝子を持つ Union に由来

する可能性がある．日本の二条オオムギのうどんこ

病抵抗性品種の多くが Mona，Spartan の後代であ

り，今後，特に Spartan 由来の抵抗性遺伝子に関す

る解析，DNA マーカー化が重要である．

一方，六条はだか麦では「サチホゴールデン」型

Mla 遺伝子型を持っていても，イチバンボシのよう

に罹病性の品種・系統が多く存在した．今回，解析

対象とした Mla 遺伝子第４エクソン領域は多型が

多く，抵抗性との関係もこのように一致しないケー

スもあることから，抵抗性発現にはあまり関係しな

い領域であると推察される．今後，これらの品種の

Mla 遺伝子全塩基配列の解析などによって，抵抗性

との関係がより密接な領域を同定することが育種的

には重要である．また，Mla 遺伝子による抵抗性発

現に必要な場合があるとされている RAR1

（Required for Mla12 resistance）遺伝子32），SGT1

（Suppressor of G-two allele of skp1）遺伝子30），な

どの遺伝子の変異についても検討する必要がある．

将来的なうどんこ病菌レースの変化による抵抗性

崩壊の可能性を考慮すれば，ビール大麦を含めて二

条オオムギでは抵抗性品種の多くが Mla 座の「サ

チホゴールデン型」遺伝子に集中的に依存している

と思われる状況は好ましくない．抵抗性遺伝子源の

多様化をすすめるためにも，ミハルゴールドやしゅ

んれいなどの抵抗性遺伝子の利用が望まれる．

さらに，うどんこ病抵抗性の新たな遺伝子源とし

て育種利用が期待される mlo-9 については，既報の

選抜マーカー om2 を利用できない場合があること

がビール大麦で報告されていたが27），はだか麦でも

交配組み合わせによっては適用不可であることが明

らかになった．ただし，今回新たに開発した

om2indel マーカーを用いれば，mlo-9 の DNA マー

カー選抜が可能であり，Mlo 座の抵抗性遺伝子の導

入が容易になった．今後は Mla 座と Mlo 座の抵抗

性遺伝子の集積系統の開発も期待される．なお，

Mlo 座の抵抗性遺伝子の導入系統では葉にネクロシ

スが生じ，収量への影響が懸念される報告22）もあ

るが，ビール大麦育種指定試験地などの育成系統で

はこれらの問題は回避されており，系統選抜にあた

っては留意すれば，ネクロシスの問題は解決可能と

考えられる．

Ⅳ　摘　　　要

オオムギの重要病害であるうどんこ病に対する抵

抗性遺伝子座 Mla，mloについて日本のオオムギ品

種の変異およびうどんこ病抵抗性との関係を調べ

た．Mla 遺伝子の第４エクソン内の701塩基の塩基

配列によって，主要品種など71品種・系統を分類し

た結果，11の遺伝子型に分類された．二条性のビー

ル大麦やはだか麦のほとんどの抵抗性品種・系統と

六条はだか麦の抵抗性品種が「サチホゴールデン型」

に分類された．ただし，ビール大麦ではそれ以外の

遺伝子型に属す抵抗性品種も少数ながら存在し，六

条はだか麦では「サチホゴールデン型」でも罹病性

品種が見られた．また，ユメサキボシ×ミカモゴー

ルデンのＦ３　76系統を用いて，Mla 遺伝子型とう

どんこ病抵抗性との関係を調べた結果，抵抗性系統

はすべてユメサキボシに由来する「サチホゴールデ

ン型」Mla 遺伝子を持つことが分かった．一方，

Mlo 遺伝子については Alexis が持つ抵抗性遺伝子

mlo-9 の DNA マーカーを用いて導入するための条

件を明らかにした．mlo-9 遺伝子の選抜に使われて

いる既報の om2 マーカーが適用できないはだか麦

品種・系統を明らかにした．さらに，これらの品

種・系統の om2 領域の塩基配列変異を明らかにし，

選抜に利用できる新たな DNA マーカーを開発し

た．
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Summary

The haplotypes of Mla and Mlo genes in Japanese barley cultivars/lines and their relations to powdery

mildew resistance were studied.  Forty-nine Japanese cultivars/lines were classified into 11 haplotypes by

their sequence of 701 bases in the fourth exon of Mla gene.  Most of powdery mildew resistant ones belonged

to‘Sachiho golden’haplotype, except for several resistant malting cultivars, however there were also sus-

ceptible six-row hull-less ones in‘Sachiho golden’type.  The significance of‘Sachiho golden’type Mla

gene to the resistance against powdery mildew were confirmed by the complete co-segragation of resistance

and‘Sachiho golden’type Mla genes in 76 F3 plants of‘Yumesakiboshi’X‘Mikamo golden’.  Also, the

molecular marker assisted selection system for mlo-9 powdery mildew resistant gene were developed by new

DNA marker which detect in/del differences between mlo-9 donor‘Alexis’and most Japanese hull-less cul-

tivars.
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