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摘要

イ 夕 i) ア ン ライ ダラス( L oll
'

fi 12 3 B 3 ultl
'

B o l 斗 U 12 3 L a m .ラ(望B = 2 x = 1 4) は 目奉 で最

も重要な短卑怯の寒地墾牧草の 五 つ で ある e また 酎倒伏性は機械によ る攻穫帝

良質安定性 の面 で も重要な形質で ある o 酎倒伏性は量的形質 であるため買境及

び年次によ っ て 形質の発現が変わる可能性がある o 耐倒伏性を持 つ イ タ リ ア ン

ライ ダラ ス を作出するためには交配及び選抜時に労子 守 - カ - を利周する こ と

で耐倒伏牲形質を正確か つ短期間 で選抜する こ と が重要で ある o しか L , 怒 が ら

イタリア ン ライ ダラス は也殖牲でゲノムサイズも大きい こ とか ら分子 レベ ル で

の研究はあまりなされ て い な い o そ こで奉研究でははじめに 3 種類の分子 マ
ー

カ - を用 い て 高密度連鎖鞄図を作成し ､ 得 られた 毘F L P マ - 尭 -

を P C R ペ
-

ス

にするため に S T S 化を行 っ た o そ の 後特性調査の結果から耐倒伏性に関する形

質に つ い て の Q T L 解析 を行 い , 特定された D 国Å マ -

カ
- を伺 い て幼雷選抜を

試みた o 以下にそ の結果を要約する B

1 . もw o
･

w a y p s e u d o
-

もe st c r o s s F ま集団 8 2 個体 を伺 い て イ タ リ ア ン ライダラ

ス のゲノ ミ ッ タ ライプラリ
-

か ら作製された 配F L P マ - カ - (Ⅰ民G #) 及 び エ ン パ

タ の ア ン カ
-

マ
- カ - ( C D O 癖 の ほ か に 鬼ぎL P ､ T A B ( T e量o 阻 e T皇e 民e p e a も

A s §o ci a もe d S e q u e n c e) マ
- カ -

によ る計 3 8 5 マ
-

カ - か ら成る高密度連鎖地図

を作成した o 連鎖地図は L O D 値 9 . 8 の レ ベ ル で重な 7 つ の連鎖群か ら成り ､ 全

長 ま2 4 逢.逢 e M ､ マ - カ - 間の 平均距離をま3 . 7 c &E で あ る o こ の 連鎖地図を伺 い て

飽 のイ タリア ン ラ イ ダラ ス連鎖地図と比較した上 で ぺ レ ニ ア]♭ラ イ ダラ ス ､
ヨ

ム ギとの シ ンテ ニ -

を確認 した o



2 . 民ぎL P マ
-

カ - 9 3 儲 に つらきて S T S 柁 を試み るため シ -

ク 王 ンス を行 っ た e

こ ft, ら得られ た シ
-

ク エ ン ス に対して B L 鬼S T 検索 を行 っ た と こ ろ i 6 ク E3 -

ン

で何 らか の遺伝子と相同性が見られた昏 次 に 9 5 タ ロ
-

ンほ つ の S S 況 を含む) に

つ い て プライ マ
-

を設計し ､ ㌘C 毘 を行 っ た と こ ろ 呈 つ の S S 民 を含む合計 6 7 タ

ロ
- ン で増幅が確認された o イ夕u ア ンライ グラス の少なくとも 1 品種内で増

幅の見られた 6 2 ク Ej - ン の うち 2 5 タ ロ -

ン で 品種内の多型が検出された 昏

3 . 上記 の 解析集団を用 い て形質調査及び Q 管L 解析 を行 っ た e 調査 した 形質

は草丈 ､ 樺 の 重さ , 樺径 ､ 折損抵抗性 ､ 分をブコ数 ､ 押 し倒し抵抗性 も 出態日 ､

評点 による倒伏評価 である o そ の 結果 ､ 評点 によ る倒伏評儀を除くす べ て の 形

質は正規分布を示 し ､ そ れ ちの形質間に患 い て も相関が見られた o Q T L 解析は

C P ( c T O S S ･

P Olli n a 毛i o n) アル ゴリズム(L O D 値 3 . 0) 及び B C l アル ゴ リズム払O D

値 1 . 9ラに てイ ン タ ー バ ル マ ッ ピ ン グ及び シ ングルポイ ン トで の解析を行 っ た o

そ の 結果 ､ C P アル ゴu ズム の イ ンタ - パ ル マ ッ ピングにお い て合計 1 7 の 嶺域

に つ い て Q T L が検出された o また評点による倒伏評価 の Q T L は全連鎖欝 で検

出された ｡

4 . Q T L 解析 で得らわた 2 つ の マ
- カ - を用らミて 幼苗選抜を試みた o 軽潤 し

た マ
-

カ
-

は L G 5 に座乗 して い る もp 3 d 2 1 ( 寄与率 3 7 % ) 及び L G 6 に 座乗して

い る 舶 C - C G T 1 4 ( 寄与率 25 . 8 % ) で あ る ｡ 再現性を確認するために地図作成

に利周 した集団 の残り 12 3 儲俸 に つ い て 試験したと こ ろ , もp 3 d 2 1 の み 呈% e3 有

意凍準 で有意差が確認された o また 実際の 耐倒伏怪奇種樹料を用らミた選抜妄≡お

い て 表現型の み で選ば凱た 竣9 個体 に つ い て 毛p 3 d 2 i_ に よ る 冒
-

カ
-

解析 を試 み

た と こ ろ ､ 2 3 個体は tLP 3 d 2 ま に よ っ て 酎闘伐性であると判定きれた ｡ そ 釣 接 種9

i)



個体か らさらに蓑喫墾による選抜を重ぬ ､ 選ばわた 3 8 儲捧のうち 呈5 解体は 冒

- カ - によ り耐倒伏牲であると判定きれた8 最毒引こ判定した 2 3 歯俸 の う ち 1 5

個体(6 5 %) 絃最終的に表現璽 で も選抜されたと いう縫巣が得られた o

辛 -

ワ
- ド : イタリ ア ン ライ ダラス ( L o13

'

H m m u lti B o p u m L 盈 m ｡) 号 高密度連

鎮地囲, R ぎL P , シ ンテ ニ -

㌔ S T S 化 ､ 耐倒伏牲 ､ 勾T L 解析 ､ マ
- 力 - 利潤選

抜

rl

モj
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緒論

現在 B S E ( 牛海綿状男茜痘) の 発生に伴ら盲食の安全性ほもとより家畜飼料の安

全性 へ の 意識も高まりつ つ あ る o 近らミ将来家畜飼料に対し て も ト レ -

サ ビリ テ

ィ
ー ( 履歴管理) が求められるかもしれな い e しか しな が ち我が頭の飼料の 自

給率は低く ､ 約 7 5 % を外国 か らの輸入に療 っ て い る o 昨今の安全性意識 の高ま

りを考えるならば家畜並びにそ の飼料まで も国内生産に変え てらミく こ とが望ま

れる o この た め牧草類や長大璽飼料作物 ( 主 にトウ モ ロ コ シ率 ソ)レガム) の 栽

培面積 の鉱夫 ､ そ の た め の よ り進んだ育種は今後の重要な課題であると考えら

れる o

イ タリ ア ン ライダラス ( L oll
'

Ll m B 3 fil ti B o m B 3 L a 臥 ) く2 B = 2 x = 呈4) は ､ 我

が国 で最も多く栽培され て い るイネ科寒地型牧草の 1 つ で ある ｡ イ タリ ア ン ラ

イダラスは F e sも顎 e e a e 族 L oll
'

LZ m 属に分類され , 同じ属内には他にベ レニ アル

ライダラス (L o E u m p e p e B B e L .) な どがある o 田内における栽培範囲ほ来光か

ら沖耗まで と広く分布し て お ぢ ､ 飼料用としてだけで はなく多年生芝草との混

播に も利周 さわ て い る o 国 内で イ タ リ ア ン ライ ダラス の 育種が始ま っ た の は

1 9 5 5 年か らである o 以来 ､ そ れ ぞれ の栽培地域 ､ 栽培目的に合 っ た育種が行わ

れ て き た o 育種目標として は多収性 ､ 採種牲号 商才病虫性 ､ 耐倒伏性 ー 不 良環境

に対する ス トレス耐性など多岐にわた っ て お り ､ 現窪ま で に敦多く の 品種が育

成され て い る o 中で も商才倒伏性は機械 で の収穫 ロ ス の低減 ､ 多雨条件下 で の株

括紺汚止 ､ また採種牲の 向上 に関連する最も重要な形質として認識さわ て い る o

しか しなが ら倒伏は風雨などの環境の影響を受けやすく ､ また病虫害 の発生等

をこよ り開場 で の表現型の み で選抜ずる の は困難で ある o また飼挨は藁 の強さ ､

碍 の 太 さ ､ 草丈 ､

- -

穂粒数等 の襟数 釘要因かち影響を受をチる た め環境要田蔓這左
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右されな い 安定した選抜法が望ま軌 てら与る o

最近で は遺伝子地図の充実及び D N 鬼 マ
-

カ
- 技術の向よ妄こ洋らき､ 育種にお

ける選抜には D 野良 マ
-

カ
-

が 朝岡さわるようにな っ た o この マ
-

尭
-

利頗選

抜 (Ri a 1 4k e r a s si s毛e d §el e ぬ o n ; Ri 鬼S) は韓填 で の表現型に よ る選抜に比 べ ち 栽

培年次の環境影響を受ける こ と恵く目的の 形質に つ い て の み選抜する こ とが可

能であるo また マ
-

カ
- の解析 は少量の D 討Å があれば可能で あるため 写 植物

体 の成長を待つ こ となく幼雷 の時点で サ ンプリ ン グし ､ 結果を得る こ とが出来

る o こ の こ とか ら 班鬼S は育種期間を短縮し ､ 環境など砲の影響を受狩る こ と

なく選抜する こ とが出来る有摺な手段であるとい える o M 鬼S で の 選抜には寄尊

率 の高 い マ
- カ -

を使周する こ とが望ましむさo そ の た め開発した マ
- カ - が目

的形質に緊密に連鎖 して い る こ とが重要である B しか しな が ら形質喜= よ っ て 紘

遺伝子型と表現撃とを明確に対応づける こ と は出来ない もの もある o

形質 には表項禦が不連続でそ の差異を定性的に表す こ とが出来る ｢ 質的形質+

と表項墾が連続的で計数値または計量鹿で表される ｢量的形質+ がある B 萌 鼠

ゲノム分野で の研究の発展に伴 い ､ 今まで統計的に しか解析出来なか っ た量的

形質も遺伝子魔の単位 で解析できるようにな っ た o 耐倒伏牲を含め量的形質は

質的形質と違 っ て環境書こ左右される o 量的形質には複数 の遺伝子が関与して い

る とい われて い るが , Q T L ( q u a n もぬもi v e もr aiも呈e ci) 解析 によ り嚢約形質に関

与する儲 々 の遺伝子座の位置や遺伝効果を推定する こ とが可能とな り ､ 品種改

良事業にと っ て 大きな技術革新とな っ た ｡

郡 L 解析 には連鎖地図と表現墾の 調査結果が必要 である o しか しな が ら現在

イタリア ン ライダラ ス の高密度連鎖地図は発表さ酌 て い なら盲o そ の 原因 の 蓬 つ

像イ夕 u ア ン ライ ダラ ス が他車経で あ る ニとが挙をヂら釣る 金 地殖牲縫物 で は イ

ネ ､ ム ギなどの自殖性格物と違 っ て 基奉約 に遺伝子座ほ ヘ テ ロ で ､ ま た逮転子
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の労離 パ タ - ンが 多く ､ 解析が困難 である こ と ､ また遺伝自ち蔓こ複雑なため地殖

性専周 の解析 ソ フ トが無 い こ と ､ また地殖経で ほ近交度が高まると生存力率生

活力が弱まる近交弱勢(i n b T e e 逢i 喝 d e p f e S S皇o n) の 現象が見られ る こ とが挙をブら

れる ｡ 他 の 原因 と して はゲノムサイズが大きい (
l
l C = 2 0 8 8 Ai b) ( 琵tlもe h皇n s o n

ら 1 9 7 9) こ と ､ また 作物 の重要性 の問題が拳をヂられ る昏 自殖性作物は重要性が

高く ､ 研究が進んで い る が , 比較的利摺価値の低 い飼料作物怒どの他藩性汚物

に関して はあまり研究がな され て い急い の は事実 である o しか しな が ら文頭で

述 べ たように飼料作物 の 自給率向上を 削旨すにほ ､ 鶴殖性作物 のゲノム レペプレ

で の研究は今後重要な課題とな っ てく る であろう o

こ の た め奉研究ではは じめに Q T L 解析を行うため の連鎖磯田の搾成を行 っ

た e また奉研究 で得た連鎖地図の 情報を ､ イギリス諸島や ヨ
-

ロ ッ パ や アメ リ

カ合衆国､ オ ー

ス トラリア ､
ニ ュ

ー ジ -

ラ ン ドで栽培されてらきるイタリア ン ラ

イダラ ス の 近縁種である ベ レニ ア)レライダラス , 同じイネ科攻撃の メドゥ フ ェ

ス タ ( F e s t u c a p E B t e B Si s B u d s .ラ､ ト -

ル フ ェ ス タ ( 鼎 s t 臼C a a 3 書訂B d l
'

B B C e B

S e h T e b .) , イネ科作物 の コ ムギ へ の 応頗につ い て も述 べ たo

第 1 部で はイ タ リア ン ライ グラス の連鎖地図の作成及び ぺ レニ アル ライダラ

ス の地図との比較と ､ そ れ ら と コ ムギと の シ ンテ ニ -

育 また ゲノ ミ ッ タクE3
-

ン の S T S 化 , 及び作成したイ タリア ン ライダラス の S T S マ
ー カ - の ベ レニ ア

ル ライ ダラス ､ メ ドゥ フ ェ ス タ ､ ト
- ル フ ェ ス タ へ の 応周に つ い て述 べ た e 第 望

部で紘イタリア ン ライ ダラス にお汁る樹倒伏性関連形質の Q T L 解析及び コ ム

ギの耐倒伏性関連形質 の Q T L 儀域 との 比較に つ い て , また特定された耐倒伏性

関連 D 封Å マ - カ -

を利稽した幼酋選抜の試みに つ い て 述 べ た o

奉研究は今後耐倒伏性品種の育成を進める際妄≡よ り早く て 正確な選抜を可能

をこするため の D N 鬼 マ - カ - を開発する こ と を目的として行 っ た o

ま0



第1 部 民F L P 及びそe3 他 03 マ - カ - 蔓こよ る高密度連鎖地図の作成及び 民ぎL P

マ
- カ - の S T S 化

緒言

近年 ､
い く つ か の 主要作物 に つ い て連鎖地図が作成され て い る o 連鎖地図と

は遺伝子座同士 の連鎖 の壊さか らそれら の位置を線状に表した もの である o 連

鎖地図の利潤法は様 々 で あるが ､ 例えばある主要作物に つ い て品種改良しよう

とするとき ､ 目的の 形質に関連する遺伝子そ の もの を単離しなく て もそ の遺伝

子に強く連鎖して い る マ - カ - を使周し て選抜する こ とで育種に応周する こ と

が出来るo また そ の連鎖地図は育種の みならず飽の埴物と の比較によるシ ン テ

ニ - ( 野 n t e n y) 研究や進化 の解明にも利用する こ とが出来るo シ ン テ ニ
- とは異

種間で複数の遺伝子が同頗序で連鎖した染色体構造が認めらわる こ とである 導

こ の よう な比較 マ ッ ピ ングは種 の進化を解明するため に重要な情報である ｡

連鎖地図を作成する際 , そ れぞれ の目的に合 っ た解析樹料を作成ずる こ とが

重要 で轟る o 種類 と し て は F 望 佼配後の自殖望代目) ㌔ D fI (
-
d o t lb i e d h a pi oid 倍

加半数体) I B C ( 戻 し交配) 等 い く つ かある o しか しな が ら触殖性の場合 ､ 自

殖性と違 っ て 近受度が高まると生存力や 生活力が弓勇まる近交弱勢が起 こ るた め

に F 2 ､ D H ､ B C 等 の集団は利潤 で きな い場合が多い o この ため樹木単多く の飼

料摺牧草の ような他殖性接吻の連鎖地図 の作成にをま p s e u d o
-

毛e §もe 若8 S S ( 民主挑磨ぎ

ら ま9 9 O ; G ァa ももa p a gli a と S e d e i
l

Off 呈9 9 鐘) が利摺される 8 こ の 方法では由縁関

係がない 2 つ の ヘ テ ロ 留俸を掛狩合わせた F l 集団を使摺する o また 自療 の場合

と違 っ て 最初にデ -

夕申 の母親ホ モ X 父親 ヘ テ ロ 桁 マr
-

カ -

､ 母親 へ テ E3 × 父

親 ホモ の マ - か - に つ い て 解析し ､ そ軒t ぞわ の鴻転 約 地図が作成さ者もる o こ着て

l ま



ら 両 親 由 来 の 2 つ の 地 図 は 民F L ㌘ ( 琵e sもぎ皇ぬ o n ぎL
4

a g n e n 毛 L e 喝 も払

p o呈y m o f P h i s m ) や S S 昆 ( S i m p l e S e q u e 11 e e 鮎 p e a 毛) の ような糞優性 の マ
- 尭

- を伺 い る こ とで母親 ヘ テ ロ × 父親 ヘ テ ロ の マ - カ
-

座 を位置づをチる こ と で統

合する こ とが出来る o 近年 ､ ベ レニ アル ライ ダラ ス (望n = 2 Ⅹ = 1 凄ラ におらミて

A ぎL P ( Å m p呈ifi e d F r a g m e n も L e n g 紘 P ol y m o r p h主 犯 ) ､ 琵F L P ､ S S 昆 を含む多

く の分子 マ -

カ
- が 開発さ れ ､ 連鎖地図が発表され て い る ( H a y w a T 通 ら ま9 9 8 ;

B e rも ら 1 9 9 9 ; F o r s t e r ら 2 0 0 1 ; J o n e s ち 2 0 0 1 ､ 望O O 2 a ､ b ; 良妻m 鎧も組 逸 ら 2 8 8 2ラo

ÅF L P は 4 塩基認識と 6 塩基認識 の制限酵素の組合せ蔓こよ り得た断片03 切断

沓位 に ､ 2 0 塩基程度 の ア ダプタ
-

を結合 させ ､ P e 艶 ( P oly m e 若捜S e e 畠a呈漁

R e a cti o n) 反応 の鋳型とし ､ こ の アダプタ
-

の 3
ヲ

末端 に任意の塩基を 1 - 3 僻村

如した配列をプライ マ - と して P C 民 で得 られ る多墾 である ｡ 得ら れた多墾Q) 大

多数は有る無しの優性遺伝を示す o ÅF L P 技術は実験の難易度として は中程度

の レベ ル であり ､ しか も早急に数多く の多型 の見られる遺伝子塵を検出で きる o

そ の 結果として ､ 連鎖地図の作成や マ
- カ - の 開発 に幅広く使われるようにな

っ た ( Si m o n s ら 1 9 9 7) ｡ 飼え ばベ レニ アル ライ ダラス で は 4 63 苛
- カ - を含む

高密度 ÅF L P 連鎖地図が作成された ( B e Tも ら 1 9 9 9ラo

R ÅぎD ( R a n d o m Å m pli 鮎 d P ol y m o r p h i c D N 鬼 ) ぼ 無作為配列 プライ マ
- に

ょ り P C 混 増幅される B 甜A 断片申に鶴然検出される多墾 であ巧 , 得 られ た多型

はほとんどが優性 である o また操作は簡単迅速 で ､
コ ス トも低 い e D 野良 サ ンプ

ル捻極少量 で足り る e ラ ン ダム プライ マ
-

を伺 い るた め ､ 解析対象の 生物 の塩

基配列情報を必要としない o しか しなが ら R 鬼P D 法 で は多型は検出し脅す い が

再現性が乾 い た め ､ 得られ た マ
- カ - はア ンカ j a 温 e態o 君) とし て 利潤 で きなif

: も
e

また通常 最良P D 多型 は片方 の親e) み で バ ン ドが見ち豹 ､ もう 片方の親 で ば 見ら

れな い こ とか らそQ) F 望 に 関 して 経歴性ホ モ撃と ヘ テ ロ 型 の 区別が
13 か ず ､ 分療

呈望



比は 3 :1 にな っ て し まう o こ の た め組換え庸推定に おける情報量は少な♭蔦o

民F L P ( 制限酵素断片最多墾) は翻限酵素の特異的切断亨固所 の相違をこよ 巧断片

長に生じる差異 ( 多墾) を ､ 断片 に来通し て結合するプE3 - プによ るサザ ンj ＼

イ ブリグイゼ -

シ ョ ン で検出する o R F L P マ -

カ
-

は ほ とんどが英優性であり ､

民鬼P D や 鬼F L P マ
-

カ
-

と違 っ て そ の地図の情事巨は マ ッ ピン グ集団が変わ っ て

も応摺し易 い と い う利点がある( B e c k m a n n と S oli e 若 1 9 8 6 ･

B e呈e 昆 軸 若i s 1 9 8 7ラo

R F L P 解析に は大量 のゲノム B N Å を必要とし - 労力 ､ 時間 ､ コ ス トの 薗で も決

して効率が良い と は言えな い が ､ 有摺な R F L P 連鎖地図はゲノム の構造解析

( B e r h a n ら 1 9 9 3) や D N Å マ ー

カ
-

を軽 っ た イ ンサイチ エ - ハイ プリダイゼ

-

シ ョ ン によ るある特定の染色体 の物理地図の作成くw e m e T ら 1 9 9 望; 鞄 n o 敬 鎧

と G 態 醜a f s o n 1 9 9 5) や マ - カ - 選抜 によ る作物 の農業特性の向上などをこ投立 つ B

また近縁種との R F L P 比較マ ッ ピングは植物ゲノム の進才ヒの過程にお汁る重要

な知見の供給療にも成り得る( A h n と T a n k sl e y 1 9 9 3 ; H 硯 a n g と 監o eh e 1
4

七呈9 9 逢) o

V a n D e y n z e ら (1 9 9 8) はイ ネ科縫物における 民F L P マ
- カ ー セ ッ トをス ク リ

ー

ニ ン グし ､ そ れ らはそ の後の ゲノム マ ッ ピン グ比較にお い て とて も宥周な ツ

-

ル とな っ て い るo い く つ か の主要搾物では ､ これ ら R F L P 冒 -

カ
-

セ ッ トを

利周した詳細な連鎖地図が作成され て い る . 飼料周 の牧草種の申 で は ぺ レニ ア

ル ライダラス や メ ドゥ フ ェ ス タ , 卜
- ル フ ェ ス タ の 琵F L P 地図 が作成された(Ⅹu

ら 1 9 9 5 ; C h e n ら 1 9 9 8 ; H a y w a T d ら 1 9 9 8 ; 鬼ぎ m Sもe a d ら 2 0 0 慧; 3 o n e s ら 2 8 8 2 技;

鬼I m ら 望0 0 3) o

S S R は 2 -

6 塩基(モ チ - フ) の 繰り返し配列回数の逼らミによ る多型で ､ 得 らわI た

冒
-

カ
-

は共優性 である o 多璽 は得られやすく ､ i 遺伝 子塵あたりの 対立遺伝子

数が多 い o ま た ､ S S 鮎 は染色体上に広く散在して い る た めゲノ ム 全体 に わ た る

解析が で き , 実験技術として ぼ ㌘C 民 法を月∃い るた め容易に分析が出来 る等 ､ 事ぎj

i ,
i
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点が多 い o

テ ロ メ ア リ ピ
-

卜( 官民) は動物や高等植物妄こお い て高く保存さ酌 てら篭る繰 り返

し配列である ( Bi e s s m a n n と M a n s o n 総説 1 9 9 4) o モ デル 双子葉植物 である

A 1 3B b 3
'

d o p $ 1
'

s tA a ll
'

a 1 3 a i .
の T R

…

T T T 鬼G G G
' '

をまイネ ( 蜘 s a tl
'

v a L サ) や トマ

ト ( L w c o p e E $ 1
'

c o B e S C U l e } 1t u m i .き 等の 高等埴観 で保存され てら与る o また T 民 を

含む近傍の シ …

ク エ ンス は T A S § (t el o m e ri c T e P e a も 昆S S O ei a もe d §e q u e n e e sう と

呼ばれ ､ T A S マ
- カ ー

は染色体の莱濁に座乗する こ とが韓告され てら与る (S h e n

と Z h u 1 9 9 8) e M a o ら (i 9 9 7) は コ ム ギの T 鬼S に相補的なプライ マ -

とテ ロ

メ アリ ピ
- ト特異的なプライ マ -

と の組合せによ っ て コ ムギの T 盈S の P C 混 ぺ

- ス で の マ ッ ピングを行 っ たo また S h e n と Z h 現 (1 9 9 8) ほ 毘Ri ･

P e 民 く最良㌘D

p r o n e r m e di a t e d a 野 m m e 七ri c P C R) 法 によ っ て イネの 7 奉の染色体 の末端港

位に 11 儲の ℃良S マ - カ - を マ ッ ピングした o こ の ような染色体の末端に座乗

した T 鬼S マ
-

カ
ー

によ っ て 作成した地図のゲノムカ バ - 率 を推測する こ とが出

来るo R F L P ペ ー ス の 地図の ゲノム か号 -

率を把捉して 磨 く こ とは Q 晋L 解析を

する上 で重要な こ と である ( P a 毛e i 4畠O n ら 1 9 8 8) o イ タリ ア ン ライダラス華 ベ レ

ニ アル ライ ダラ ス に閲して 絃細胞遺伝学として の遺伝資源である異数俸や B -

鹿

毛ぎa n Sl o c a ti o n や 染色体 の置換系続などが薄霞しな い た め連鎖群と染色体 の対応

や染色体 の短腕と長腕 の識別等が出来ず､ ゲ} ム カ バ -

率 を推定するた漆 の 情

戦が少な い o こ の た めイ タ リ ア ン ライ ダラ ス にお い て ℃鬼S マ -

カ
- の 冒 ツ ピン

グをする こ とば連鎖地図の完成度や染色体上 の位置に つ らミて の 何 らか の 情鶴を

得られる可能性がある o

連鎖地図の 長さは 粥( モ ルガン) 単位で表され る缶 こ れ は遺伝的拒戟を衰ず単位

で ､
｢望 つ の 廃位間 で起き る交差 の 回数 の期待値+ と定義さわ る o 豆 関 Ejま 1 回 の

減数分裂に 磨 い て i 回 の 受差が期待で き る距離を蓋し ､ 1 e A <

1Ji は 1/ ま桝 A i]f で あ

葺(
f妄



る e しか しなが ら マ - カ - によ る連鎖解析で ぼ最初に 冒 - カ - 間g3 ｢ 組換 え割

令+ を もと にグル
-

ビン グさ れ る 白 こ わ ら を地図にするとき妄こ ｢ 組換 え割貴+

か ら ｢遺伝的拒離+ に変換する必要がある o そ こ で地図開敦を利周する e 地 図

関数には い く つ か( H ai d a n e や 鮎 s a m b i) ある o 奉研究 で は交差 の事象が互 い に

独立 であると坂定したときに使用する H al ぬ n e ( H 挽l ぬ n e 1 9 1 9ラの 地図関数を

使周 した o

主要作物にお い て は様々 な種類の マ - カ - が 開発さ れゲノム研究が進ん でも与

る o そ れに比 べ て イ タ リ ア ン ライ ダラ ス にお い て は分子 レベ ル で の研究はほと

んどされ て いな い o これをまお そ らくイ 夕 i+ ア ン ライダラス の ゲノムサイズが比

較的大きい こ とや経済的利周価値の畿さも関係して い る と思われる o 現在 ま で

に H a y 闇 a 君d ら (1 9 9 8 = こより ベ レ ニ アル ライ グラス X イ タリ ア ン ライダラス

の ハ イ プリ ッ 卜を利用した連鎖地図が作成され ､ 著者ら は結果的に得られた連

鎖群の ほとんどがイタリア ン ライ ダラス 由来の多型によるもの であると推定し

て い る o ま たイタリア ン ライ ダラ ス や ベ レ ニ アル ライダラ ス及びそ の近縁種で

あるメドゥ フ ェ ス タ の連鎖地図揺 ÅF L P ､ 昆A P D ､ S S R マ
-

カ
- 及びイネ科 の

ア ンカ - プロ ー ブが 主にな っ て お り ( H a y w a f d ら ま9 9 8 ; B e 虎 ら 1 9 9 9 ; H まT a 毛a

ら 2 0 0 0 ; F o F S t e r ら 2 8 8 1 ; J o n e s ら 2 0 0 1 ､ 望0 0 2 a ､ b ; A ぎ m S毛e a d ら 2 0 0 2 ; 鬼i 私

ら 2 0 0 3) ､

一 方 卜 -

ル フ ェ ス タ の連鎖地図ではゲノ ミ ッ クプ ロ
- プの 昆F L P マ

- カ - が 主に な っ て い る ( Ⅹti ら 1 9 9 5 ; C h e n ら 1 9 9 8) o

そ こで奉研究 の第 1 章で は ( i ) 民F L P ､ 鬼F L P ､ 警鬼S マ - カ - に よ るイ タ リ

ア ン ライダラス の連鎖地図 の作成 ∈ii ) イ タリ ア ン ライ ダラ ス ､
ぺ レ ニ ア ル ラ

イ ダラス( P 民G) ､ コ ム ギと0) 比較 マ ッ ピ ングに つ い て 報告する e また 奉研究では

イ ネ科 の ア ンカ - プロ - ブを使用する こ と で 草種を越えた利摺可能な情報 , ま

た 作成した地図 と別の イ タ リ ア ン ライ ダラ ス 解析集巨
L
1 03 地巨は 桁宕E 較 に コ ら- i て

i ,

I:
i



も考察した ¢

遺伝子 の 発見や S T S ( S e q u e n c e T a g g e 速 S主毛eラー S S 琵 マ
-

カ
-

g3 開発 に は

ef3 N 鬼 の E S T ( E x p T e S §e d S e q u e n c e T a g) の シ
-

ク エ ン ス を率傾 する こ とが多

い o E S T とは c D N Å ライブラリ -

か ら無作為に選んだ多数の タ ロ - ン の 5
き

ある

い は 3
タ

末端か ら ,

-

度 の 配列分析 で決定できる数百塩基の晴海を畷集した もの

で , 任意 の組織や時期に発現して い る遺伝子の 部分構造に つ い て の 情報が得ら

れる o しか しなが らゲノ ミ ッ タ の R F L P マ -

カ
-

をシ
-

ク エ ン ス して も同様な

結果が得られる o V a n D e y n a e ら (1 9 9 8) はイ ネ ､ エ ン バ ク ､ オ オ ムギQ) 1 5 2

顧 の ア ンカ
- プロ - プの シ …

ク エ ン ス を調査し ､ そ の う ち 11 9 僻 (7 8 % ∋ は他

の生物体にお い て以前に特徴付をナされた遺伝子もしくは推定遺伝子と有意に相

似である こ と を明らか にし ､ M u f r f iy ら (2 0 0 2) は以前 マ ッ プさ れ たイ ンゲ ン

マ メ のゲノ ミ ッ ク タ ロ - ン 7 9 儲 を調査し ､ そ の うち 5 9 儲 (7 5 % ) は他 の縫物

特に A E B b l
'

d op sj s tA a ll
'

B B a の 遺伝子と相同であり ､ S e h呈o s e ら (2 8 O 2) もジル

ガム のゲノ ミ ッ タ ブE3 - プシ -

ク エ ンス の 約 5 6 % が G e 昆B a n k 内の シ -

ク エ ン

ス に ヒ ッ トした と報告し て い る o

S T S とは ゲノ ミ ッ ク も しく は E S T シ - ク エ ン ス か ら設計きれたア レル特異酌

プライ マ -

を使 っ て増幅された短 い ユ ニ -

ク ゲノ ミ ッ ク シ
-

ク エ ン ス で あ巧 ､

通常 はそ の P C R プライ マ
-

セ ッ トを指す o この プライ マ - を伺 い れば 戦 必ずゲ

ノム申の特定 の個所 の D N A が再現性よく増幅され るo 琵F L P マ -

カ
-

を S T S

マ - カ - に変換する こ と で P C 民 ベ - ス 化され ､ よ 日経済約で大量の サ ンプル を

怒労力で処理 で き ると い う点 で有利であり ､ また 遺伝地図を物理地図に変換す

る の にと て も重要な ツ
-

ル とな る( O I s o n ら 呈9 8 9∋o 現在 ､ イ ネ(王私 O ti e ら 呈9 9 鐘き､

オ オ ム ギ( Bl a k e e毛 ai . 1 9 9 6き､ C ry p t }o il l e Fi a (
r

T s tl m tl r a ら 1 9 9 7ラ に お い て ス タ

ンダ･ -

ド S T S ラ ン ド
-

冒 - カ - が作成 きれて い る ｡

壬
v
6



そ こ で第 2 車で 絃 1) 連鎖地図に座乗したゲノ ミ ッ タ由来招イ夕u ア ン ライ ダ

ラス 民F L P マ
- カ

-

の シ - ク エ ンス か ら遺伝子を明らかf･≡ずる ､ 2ラ 9 3 個 の イ

タリ ア ンライグラス 民ぎL P マ
- カ -

を S 管S マ
-

索
-

もしく は S S 琵 マ
- カ - 妄こ

変換する ､ 3) イ 夕u ア ン ライ ダラス の S T S プライ マ - が他 の近縁種である ぺ

レニ アル ライダラ ス ､ メ ドゥ フ ェ ス タ ､ ト -

ル フ ェ ス タ へ の 応周が可能かどう

か試験する こ とを目的として行 っ た o

】7



第1 車 民F L P 及 びそ の他の マ
- カ - によ る高密度連鎖地図 の作成

1 . 1 材料及び方法

1 . 1 . 1 埴物財料

ゲノミ ッ タ ライプラリ
-

の 構築にはイ タリア ン ライ ダラス の 市販品種
"

ニ オ

ウダヂ
亨

か ら ラ ンダムに選んだ 1 蘭鋳から D N 鬼 を抽出し ､ 供試 した a

連鎖地図の搾成には
i `

ニ オウダデ
'

と同 じくイ夕u ア ン ライダラス品種
鼻音

新

潟早生
=

か らそれぞれ 1 儲体ずつ を単交配し ､ 得られた F l 集団 ( 以下 ､ 隅 集

団と略す) ､ 8 2 個体 を供試した o これ ら
"

ニ オウダデ
'

と
‥

新潟早生
”

の 種子は

佐 考木亨博士 ( 日本草地畜産種子協会飼料作物研究所ラ より提供し てむ竜た だ い

た o

また ､ 連鎖地図の 比較をするために杉田紳
- 氏 ( 簸立行故法Å農業 ･ 生物系

特定産業技術研究機構畜産草地研究所) に よ り作成された細胞質雄性不穏解析

集団 1望8 個体 を供試した o

1 . 1 , 2 イ タリ ア ン ライ ダラスゲノ ミ ッ タ ライ プラリ
-

の 構築

ゲノ ミ ッ タ ライプラリ
-

はタカラバイオ株式会社により構築きれた ｡ I) 国ゑ3

iL g をメ テ レ
-

シ ョ ン に感受性 である制限酵素 p s 虎 で音削ヒし , e h ぎO n 盈S p主監
一

種8 0

( タ ロ ンテ ッ ク = こよ り 0 .
5 - 3 . 5 k b サ イ ズの断片を分画し ､ p tj

v

∈呈1 8 プラ ス ミ

ドベ ク タ - に連結した後 ､ 大腸菌 5 M 1 8 9 へ 形質転換した 昏 イ タ リ ア ンライ ダラ

ス 沿 イ ンサ
- 卜 を含んだプラ ス ミ ドの 入 っ て い る コ ロ ニ

- Oj 選別 ほ Ⅹ
-

G a呈 と

Ⅰp T G を含む培地を伺 い て 行 っ た o そ豹 ぞれ の ヨ 日 ニ
-

を治らミ ､ S 漁 況 b E 3 8 8 返 ら

( 1 9 8 9) の 方法に従 っ て プ ラ ス ミ ド D N 鬼 を抽～jj L ; た 沿 そ音
′リ
もら を 罷F h ㌘ 解析 招

i8



プロ - プと して使周するため妄こ M 1 3 闘魂 膨 ･ G T 警T T C C C 鬼G T C 鬼∈鎧盈C - 3
き

) 及

び 朗1 3 民Ⅴ (5
き
- C ÅG G 鬼鬼鬼G-盈G C T A T G 鬼e

･

3
'

ラ プライ マ - を使閲し , 野e 昆 を行

っ た o そ の 後増幅産物をマ イ ク ロ コ ン 5 0 ( ミ u ポア = ニよ り精製し ､ プ日 - プ

と した o な お , 得 られ たゲノ ミ ッ ク タ ロ - ン に は通し番琴 (王R G #) を つをチた o

こ れ らの番号は連鎖地図上 にある 毘F L P マ -

カ
-

の 番号と して も健摺してらきる 昏

1 . 1 . 3 民F L P 解析

M c C o ti C h ら ( 1 9 8 8) の 方法に従い ､ 2 0 0 0 年 に飼料汚物研究所 ( 蛎来県西方巨

須野町) にて育成された N N 集団の葉片から D N 鬼 を抽出し , 制限酵素で消柁

後 ､ 泳動 ､ プ ロ ツ テ ィ ングを行 っ た o

は じ 捌 こ 野N 集 団の親とそ の F l 儲俸 4 つ を用 い て プロ
- プの i 次ス タリ -

ニ

ン グを行 っ た o 1 次 ス タリ - ニ ン ダの た め の制限酵素ほ 4 種類 ( H 3
･

B d Ⅲ , 助 成

V ､ D T B 王 ､ B g m ) 軽用 した o 呈 次ス タリ
-

ニ ン グで両親の 間に多型が見られ

た制限酵素に つ い て F ! 集団の連鎖解析 を行 っ た ｡ ハイプリダイ ゼ -

シ ョ ンは

E C L s y st e m ( ア マ シ ャ ム) を伺 い て行 っ た o 多型解析をこはイタリア ン ライダラ

ス ゲノ ミ ッ タブロ ー プの ほか に 馳 C o ti e h S 箆 棒士 ( C o ぎn ell U n まv e i 4 Siもy) よ り

提供して い ただい たイネ ( 民Z #) ､ オ オ ム ギ ( 舶 u B 3 V 癖 E e i .) ( B C D #) 守

エ ン バ グ ( A v e B B ぎa tl
'

v B L ,) ( C D O # ) の イ ネ科 e D N 鬼 ア ンカ - プロ - ブを梗周

した ｡

1 , 1 . 4 ÅF L P 解析

ÅF L P 解析 は P s 虎/ 脇 e王 ( ＋3 ､ ＋3) の 酵素組合せ を使潤 し ､ V o s ら (呈9 9 5き

と M y b u f 欝 ら ( 2 0 8 1き の 方法に従 っ て 行 っ た o また P b
-

tI プ ライ ▽
-

ほ 壬R B 7 0 8

及 び Ⅰ民D 8 0 0 ( ライ カラ で 蛍光標識さ才
〆

t,た もの を軽メ
二

目した e 鬼ぎh
/
P 産物 ぼ 6 % ア

i 9



クリルア ミ ドゲル を使周 し L o n 琶 民e a di 君 4 2 0 O ライ カ シ
-

ケ ン骨
- ( ライ 別 妄ニ

よ っ て 解析さわた o

1 . 1 . 5 T ÅS マ
- カ -

解析

T A S マ
ー カ - 解析 は S h e n と Z h u ( 1 9 9 8) の 方法に従 っ て 行 っ た o 使周 した

プライ マ - 組合せ は T P lji3 2 ､ T P l/ D 3 0 ､ T P il監i 望､ T P 3i B 2 ､ ,P P S/ D 3 8 ､ でP 轟jD 望,

T P 41 D 3 0 で 凝 る o そ の T P プ ラ イ マ - の 塩 基 配 夢弓 は T 戸主,

5
'
-( C C C T 鬼ÅÅ) 2( A ! G / T)( A I 缶) T -

3
'

､ T P 3
,
5
'
-

( e c C 恐も底魚)望C C C 守秘 Tき鬼鬼鬼G -

3
,

,

T P 4
, 5

'
-( C C C ℃A 盛Å) 2 C C C T( 彪 T) A j g - 3

'

で あ る o これ らは 王民D 8 00 で エ ン ドラ ベ

ル され て い る o ま た 使 潤 し た ラ ン ダム プライ マ - の シ -

ク エ ン ス ほ D 望
亨

5
'
-

G G ÅC C C 鬼鬼C C - 3
'

と 監1 2
,
5
ヲ
･ T G G ∈C C T C 鬼C

-

3
'

( O p e f O n 瀧 c h n o量感 e s) 及

び D 3 8 , 5
ク
ー

G 鬼G ÅC T A C C G Å良一3
'

( = ツ ポ ン ジ - ン) で ある o

i . 1 .6 結果 の記録及び連鎖解析

マ
-

カ
- デ - 夕ほ J oi n M a p 3 . 0 ( 凱 a m 1 9 9 3) の 定義に従 っ て 記録した o 鹿野乙P

及 び ℃鬼S マ - カ -

に つ い て は遺伝子魔 の分鍵タイプに応じて < i m X 呈呈> ､ < n n

X n p > ､ < h k X h k > の 3 タイ プで記録 した o 分離 タイプの < l m X li > ほ母親 の

みで ヘ テ ロ ､ < n n x n p > は父親の み で ヘ テ ロ , < h k X h k > をま両親共に へ テ E3 の

遺伝子座を示 して い るo R F L P マ - カ -

に関 して は上記 3 タイプQ3 他 に< a b X

c d > ( 両親共に へ テ E 3 の 遺伝子塵 で且つ 後 つ の 対立遺伝子) ㌔ < ef X e g > ( 両親

共に ヘ テ ロ の 遺伝子座で且 つ 3 つ の 対立遺伝子) Q3 2 つ の タイプに つ い て も記

録した o l つ の プ ロ - ブに つ い て 複数 の バ ン ド(b 昆n dラが検出され キ 遺伝子塵の 判

別が困茸 であるときは複数 の バ ン ドをそれぞわ の親か ら の 1 つ 1 つ の 膏性遺伝

子座とした分韓タイ プ< i m X 呈i > ､ < n n x n p > ､ < hl宅 × h k > で 記録 した o

2 8



遺伝的距離 と抱換え割合 の 関係を表す数種の 地図 関数o3 う ち奉研究 で ぼ

H al d a n e の 地図関数を伺 い ､ C P ( c i Q O S § ･

P Olii n a 鮎 n) アル ゴu ズム にて 諾o主gl M a p

3 .8 を伺 い て 連鎖地図を作成した o また連鎖地図ほ M a p e 態捜ぎも 鷲. 8 ( V o o 雷ぎ主p s

2 0 0 2) に よ っ て 作成した o

望i



1 .
望 結果

1 . 2 . 1 イ 夕 tj ア ン ライダラ スゲノミ ッ タ ライプラリ
-

の 特徴

イタリア ン ライダラ ス のゲノミ ッ タ ライプラリ -

か ら 47 2 儲 の コ ロ ニ -

を拾

っ た o そ の 後抽出した プラ ス ミ ドをこ つ い て ユ ニ パ -

サ)♭プライ マI -

を潤む3 た

P C R を行 っ た o そ の 結果 ､ 3 2 3 儲 で P C 混 産物がシ ングルバ ンドである こ と を確

認した o こ れ らす べ て を多型解析に使潤 した o そ の 結果 ､
シ ン グル 及び低 コ ピ

- の ハ イ プリダイ
i
ti L シ ョ ン パ タ

-

ンが見 られ たタ ロ
-

ン は 2 3 9 儲 (7 4 % き で

あ っ た ( Fi g . 1) o また , 繰 り返 し配列を含ん で い る と思 わ れ るス メ アの パタ -

ン が 3 7 タ ロ - ン ( 1 1 % ) ､ か なり強い シグナルが見られるが 逢 つ す べ てQ3 御限

酵素 で 消化 して も多墾が見 られな い オルガネラ と思わ れるタ ロ - ン が 4 7 僻

(1 5 % ) で あ っ た o

1 息 2 R F L P マ
-

カ
- の 多墾

シ ングル及び鑑 コ ピ - の ハ イ プリダイゼ -

シ ョ ン パ タ
-

ンが 得ら れた 2 3 9 儲

の イタリア ン ライ ダラ ス プロ - プを伺 い て fq 封 F i 集団の連鎖解析を行 っ た e そ

の うち1 0 2 慣ゎブロ ー プで 多墾が見られ ､ 合計2 0 9 個 の 遺伝子座が検出された o

分離比 1 :1 :1 :1 ( 分軽タイ プ a b X c 速 また は e f X e gラ も しく は 1 :2 :i ( 分離タイ プ

h k X h k) の 黄昏性 マ
- カ -

は 4 0 額 で あ っ た ( T a b l e i) o 解析の結果 ､ 合計 i 6 1

マ
-

カ -

が 全 7 連鎖浮上に マ ッ プさ れた ( F皇g . 2) o

また ､ 6 7 佑事の イネ科ア ンカ - プ 日 … ブ ( 主 に エ ン バ タ の c D 紺鬼) に つ t,J う て も

野村 F l 集団で連鎖解析を行 っ た o エ ン パ タ c D N 鬼 の プE3 - プ 6 ま儀 Q3 うち 望9 儲

で 多型が見られた e またイ ネ及びオオムギ の c D N 鬼 ア ン カ
- プEB - ブ に つ ij ミて

は ハ イ プ Ij ダイ ゼ -

シ ョ ン の シ ダテ ル が著しく弱か T3 た た め解析妄三は睦月ヨしな

望望
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か っ た o 多型符見られた 2 9 プロ - プか ら 6 5 遺伝子座が検出さわ ､ そ 03 うち 9

僻 は糞優性の マ
- カ - で あ巧 ､ 合計 凄呈 マ -

カ
-

が連鎖群 ( L Gラ 7 を除く 6 つ

の 連鎖群j = に マ ッ プされ た ( T a態呈e ま､ ぎi琶.望) o

T a bl e l 一
丁h e ri u m b e r o f R F L P m a rk e ‖ o ci s h o 轡i 円g V a ri o u s s 喝 r e 爵a七毒o m r 盛 o s

i n t h e lt ali a 円 r y e g r a S S N 毒o u d a c hi X Nig a t a 轡 a S e F I P O P u転純量o m .

S o u r G e Of p r o b e 納o .

of p r o b e s)

S 喝 r e g aモi o n r aモi e s a r d t y p e s
き

1 :1 :1 :1 1 :2:1 1 :1 3 :1

a b 賞 C d e f 芙 蓉嘗 h k x h k l m 荒‡l ゝn n 叢 n P 旭 美 幌

T ¢宅急‡

IR 伝 p r ぬ e (1 e 2き 1 6 2 2 2 5 2 9 9 1 8 m 昏

如 c h o r p r o b e 宅29き 3 8 O 2 3 3 0 3 窃5

T 虎 aI 1 9 2 8 望 7 5 1 望9 空1 望了尋

a

T h e s 喝 r 喝 a毛i o r H y p e s 轡 e r e a c c o rdi n g t o t h e r n a n u aI 8 f Ji o n 鮎 p 3 .0 紳 a 虎

R e s e a r c h Ⅰn t e r n a ti o n al a . 守. , T h e 触 th e ri a n d s∋

1 . 2 . 3 A F L P 解析

鬼F L P 解析 で は P s d / 脇 eI プライ マ -

5 4 観合せ に つらミて 解析した結果 ､ 合計

8 67 腐の多型が検出された ( T a b l e 2) o そ の う ち 7 1 望顧 は分離比 i :呈 を示す優性

マ - カ -

で あゎ ､ そ の うち母型特異的 バ ン ドの見ちれたものが 3 8 0 儀 ､ 文型拷

異的バ ン ドの見らわたもの が 3 3 2 個 で あ っ た o そ音1 に対 し て分離比 3 :1 を示 し

た多型は 呈5 5 顧であ っ た ( T a もl e 3
1
) 昏 こわ らは母型 ､ 文 型共 に バ ンド尭首尾ちゎ

た ｡ 1 プラ イ マ
-

組合せ 当た り 平圭当主6 簡 約 多型が検出さ豹た o

望7
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1 .盟.鍾 T A S マ
-

カ
-

解析

℃鬼S 解析 で は 7 つ の プライ マ -

組合せを三つ らミて 解析を行 っ た ( T a包まe 鍾ラ¢ そ

の 結果 ､ 合計 8 5 個の多璽が検出された o そ の うち 7 8 顧 は全連鎖群上妄≡ マ ッ プ

され た ( Fi g . 2) o バ ン ドパ タ ー ンは ÅぎL P と同様 号 分離比 1 :1 も しく は 3 :i で ､

す べ て優性 マ - カ -

で ある ( F i g . 3) o l プライ マ - 組合せ 当た り宰喝 1 望亨固Q3 多

型が検出され ､ 1 つ の 組合せ で多 い もの で 望4 個 ､ 少な い も の で 5 個 の多型が検

出された o

T a bl e 4 . T h e n u m b e r o f t e t a暮 m a r k e r s n a p p e d b y e a c h p ri m e r p ai r u s蔓喝 T 兵S

p ri m e r c o m b毒円 盛 o n 喜一

P ri m e r p ai r s N o . o f t o t a一 m a rk e r s N e . e f m a r転母r S n a p p e d

T P I D 2 5 5

T P I D 3 O 7 5

T P I K 1 2 7 3

T P 3 D 2 2 3 窒1

T P 3 D 3 0 6 5

T P ヰD 2 2 4 2 e

T P ヰD 3 0 1 3 1 1

T o t a1 8 5 ヲ昏

1 . 2 . 5 分解の 歪み に つ い て

R ぎL P ､ 鬼F L P ､ T A S マ
- カ - を含む合計 1 2 望6 マ

-

カ
-

の デ -

タ の う ち 7 2

頒 ( 5 . 9 % ) で分離の 歪みが見らわた ( T a b l e 3
1
) o 特に 監F L ㌘, T 鬼S 冒

-

磨
- の

分離 比 の 歪 み ( i3 一旦% ､ 2 王.2 % ラ ぼ 鬼F L P マ
- カ - a) 歪み (望. 呈% ∋ よ g3 高らミ頻

度を示した o 竣 種類の分穀パ タ - ン 掛やで 歪み g3 割合が最も高か っ た 桁 は分轟沈

:i(<)
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3 :1 の h k X h k の パ タ
-

ン ( 1 3 i王% ) で あ っ た ｡ 歪み 符見ち豹た マ
-

カ
- 03 ほ と

んどが L G l の 上部 とi J G 6 の 軍書F3 に集中して い た (ぎ主g .盟) o

1 .
2 . 6 高密度連鎖地図の作成

は じ 捌 こ 8 67 個 の ÅF L P ､ 1 6 4 儲 の 民野L P
I
V

- カ - の デ - 夕 か ら L O D

(l o g 後宮 地 m o f t h e o d d s) 億 9 . 8 で 7 つ Q3 グル - プを含 む連鎖地図を作成した o

そ の 後 ､ 連鎖地図土 の R F L P マ
- カ -

1 1 9 磁 と 5 セ ンチ モ ルガン ( c M ) 間隔 に

な る よう に選び出した A F L P マ
-

カ
-

1 1 6 個 ( T a b呈e 2ラ､ 合計 2 3 5 マ
- カ - か

ら マ ッ プフ レ
-

ム を作成した o そ の 数 また新たに R F L P マ
ー カ - u 8 顧 , T 良S

マ
- カ -

8 5 儲 を娩えた o 最終的な地図は 3 8 5 マ
- カ - を含む 7 つ の 董な連鎖群

から成 っ て い る e 連鎖群 ( L G l - L G 7ラ の 騰番は 王n 七e r n a 毛i o n 盈呈 L o E u B 2 G e n 8 m e

l n 主d a ti v e (王L G 王) の 表記に従 っ た (3 o n e s ら 2 榔 2 a) o なお ち 連鎖飽田の全長

は 1 2 4 も逢 e M で マ
- カ - 間 の 平埼距離ほ 3 . 7 c M で ある ( Fi g . 2) o

L G l は 3 9 マ
- カ -

か ら成り , マ
- カ - 間の 平均拒離はほぼ3 .7 e 組 で 1 級 6 eR i

を か ギ
-

して い る e L G l には 合計 8 儲 の 管鬼S マ
-

カ
-

が マ ッ プさわ ､ そ の うち

4 つ (もp 3 d 3 弛 もp 舶 3 0 1 ､ もp l d 2 1 ､ もp 3 d 2 1 7) は 連鎖群の 末端に位置し ､ 呈 つ

(tp 4 d 3 0 7 = ま中央に マ ッ プされたo L G 2 は 6 0 冒
-

カ
-

か ら成り ､ マ
- カ - 間

の 平均挺軽は 2 . 9 c M で 1 7 王.後 c M を か 号
-

し て い る o L G 望 にをま合計 1 望顧の T A S

マ
-

カ
- が マ ッ プさ れ , そ の うち 3 つ (t p 4 d 3 8 6 ､ もp 舶 3 8 5 ､ 毛p 3 d 2 1 4) は連鎖

群の最も末端に マ ッ プさ れ た o L G 3 ほ 那 マ
- カ -

か ら成 り ､ マ
- カ - 間の 寧埼

拒離は 2 . 3 e M で i O 9 . 1 c M を か ヾ
-

して い る o h G 3 に は合計 1 3 僻 の T 鬼S マ
-

カ
-

が マ ッ プされ ､ そ の うち 2 つ (tp 竣d 2 1 ､ もp 鍾d 2 9ラ は連鎖群 の最も末端に マ

ッ プさ れ た o L G 凄 は 7 8 マ
-

カ
- か ら成り ､

マ
- カ - 間 g3 率土与距離は 3 . 2 c Ar獲 で

2 2 5 . 5 c M . を か
卜 し て い る o t j G 後 に は合計量6 留g3 管見S マ

-

か
-

が で ッ プき約 ､

;ヨ望



そ 沿 う ち7 つ は連鎖群の中央付近に マ ッ プき れ た o L G 5 は 5 5 マ
-

カ
- か ら成り ,

マ
- カ

-

間の 平喝距離ほほぼ3 .轟 e M で i 8 5 . S e a?i を尭 バ
- して い る o L G 5 には

合計 6 僻 の T A S マ
- カ - が マ ッ プされ-, 呈 つ (もp 逢d 3 8 呈8ラ ほ連鎖鮮 の末端に位

置し ､ 2 つ (t p 鍾d 3 0 3 ､ もp 4 d 2 1 7) は中央付近に位置した ｡ L G 6 は 6 2 マ
- カ -

か ら成り ､
マ

- カ -

間の 宰埼距離はほぼ3 . 1 c M で 1 9 2 .8 c M を尭 パ - して い る B

L G 6 に マ ッ プさ れ た T ÅS マ - カ - 7 つ の うち ､ 1 つ 晦4 d 3 O 1 2) は連鎖群の 中

央付近にに マ ッ プされ た o L G 7 は 5 2 マ
- カ -

か ら成り ､ マ
- カ - 間の 平均挺軽

は 4 . 1 c M で 2 1 5 . 1 c M をカバ
- して い る o L G 7 に マ ッ プさ れ た T A S マ

-

カ
-

8

つ の うち ､ 3 つ (もp 4 d 3 0 2 ､ t p 3 d 2 7 ､ 毛p 4 d 2 2 4) は連鎖欝の 末端に 冒 ツ プさわたo

1 . 2 .7 イタリア ンライ ダラス の連鎖群と コ ムギの開祖群の保存されたシ ンテ ニ

奉研究の結果におい てイ夕u ア ンライ ダラ ス の連鎖地図と コ ムギの開祖群と

の問に数倍 の ア ンカ
- プ ロ - プにお い て共通に位置するもの を検出した 8 そ03

うちの 2 つ の マ - カ - ( C D O 2 0 ､ C D O 1 3 8 7) は コ ム ギの第 4 染色体 ( w 4ラ で

確認さわ て い るが ､ イタ リア ン ライ ダラス の L G 4 で も確認さわた o また ､ 3 つ

の マ - カ
- ( C I) 0 5 3 鐘, e D O 1 3 8 0 ､ e 3j O 逢9 7) は w 6 で確認さ れ L G 6 で も確

認され て い る ｡ w 3 の 望 つ の マ
-

カ
- ( e D O 9 2 8 ､ C D O 速6 8) はイ タリ ア ン ライ

ダラス の L G 3 で も確認された o また コ ムギの w 7 と共通なア ン カ
- 冒 - カ -

3

つ を持 つ イタリア ン ライ ダラス繍艇質雄性不穏解析集団の L G .? は 討N 集団0)

L G 7 と対応して い る( T a bl e s) o ヨ ム ギの 闇 1 とイタリア ン ライ ダラ スQ3 L G 呈､

コ ム ギの w 2 とイ タ リ ア ン ライ ダラ スQ3 L G 2 との 間をこぼ 呈 ヨ もしく は 2 つ Q) 共

通な マ - カ
-

が見 られたo

3;葺
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1 . 3 考察

1 . 3 .1 ゲノ ミ ッ クプロ - ブの 作出効率

本研究ではゲノミ ッ タ ライプラリ - 構築 の際に ､ メ テ レ -

シ ョ ン感受性 の制

限酵素 である P s 虎 を使周 した o 今 ま で に多く の研究者達 ( B u T T ら ま9 8 8 i

M c C o u ch ら 1 9 8 8 ､ T a n k sl e y ら 1 9 8 8 ､ Ⅹu ら 1 9 9 1) によ っ て P s盛 で の ゲノミ

ッ タ ライプラリ -

で は シ ン グル も しく は患 コ ピ - の 断片が効率よく得られると

い う こ とが韓告され て い る o イ タリア ン ライダラス におらミて連鎖解析に使周可

能なプロ
- プの 検出効率ほ 7 4 % で ､ これはイタリアンライ ダラス とゲノムサイ

ズの近い トウモ ロ コ シ ( 1 C = 2 4 0 0 関b) の 5 0 . 6 % ( B tl T T ら 1 9 8 呂) 及びゲノム

サイ ズの 小 さ いイネ (1 C = 4 3 0 M も) の 5 8 % ( M c C o u eh ら 1 9 8 8) に比 べ て 比

較的高い ( Fi g - 1) e

奉研究では合計 2 7 4 僻の R F L P 遺伝子座が検出されたがそ の うち 鍾9 額

(1 7 . 9 % ) が共優性であ っ た ( T a b呈e 1) o こ の よ う に典優性 マ
-

カ
-

の害弓合が乾

い主な理由とし て は ､ い く つ か の プロ - ブに 畠ら§て 複雑な多墾を示 したためを≡

共優性 マ ー

カ
-

と し て 判断する こ とが出来ず数個 の独立した優性 マ - カ - と し

て検出したため である と思われる o こ の た め同じプロ - プで ありな が ら数個 の

ク ラス タ
-

に分か れ て しま い , 結果的に黄塵性 マ - カ - の 数が減少した と思わ

れ るo この 1 つ の飼 と してをま L G l の 王R G 3 呈8 -

2 と 重民G 3 1 8 - 3 や 重民G 3 ま8 ･ 6 と

王R G 3 1 8 - 7 の ク ラ ス タ
-

で あ る ( Fi g , 2) ｡ も し こ の よう に全く同じ位置に検日当き

れた遺伝子塵を 1 つ の 黄塵性の遺伝子塵として数え ると連鎖地図よ 招 来優性 マ

- カ - の数は合計 で 7 0 --f# ( 2 5 ,
5 % ) にな る o 今後 ､ 奉実験 の解析集団の多望解

析に擾)召した 逢 つ の 制限酵素以外e3 より多くg3 韓日賀酵素が任伺背 き豹ば撃掴 伺

綾な共棲軽遣転子座が増え ､ 共優性 マ - カ - の 割 合が高く怒り ､ 遂 に 密接 マ -
-

3 5



カ
- の割合が低くな る と思われる o

1 息 2 T A S マ
-

カ - の位置

テE3 メ アリ ピ
- ト配列が染色体 の末端以外にも存在すると い う こ と は動物率

橿物にお い て - 般約な項象 であり ､ そ の ほ と んどが染色体の中央尊に位置 して

い る こ とがわか っ て い る( 関 a y n e ら 1 9 9 0 ､ 民主c h a r d s ら 1 9 9 1 ､ C h e t m g ら 呈9 9 凄ち

P i4 e ぬ n g ら 1 9 9 6) e 奉研究の結果 ､ 1 3 儲 の T A S マ
-

カ
-

が L G 6 を除く 6 つ の

連鎖群 の末端に位置して い た の に対して ､ 他の 1 8 儲 の ℃盈S マ - カ - は連鎖欝

の中央付近に位置してらミた o この 結果は S h e n と Z h u (王9 9 8) の 結果と
- 敦 し

て い る o しか しなが ら連鎖群の末端に位置する T A S マ - カ - が正確 に検出され

て い るか どうかは末端の ℃盈S マ - カ -

をタ ロ
-

ニ ン グし ､ シ
-

ク エ ンス をする

か , も しく はイ ンサイチ エ - ハイ プリダイゼ -

シ ョ ン をする必要がある と思わ

才一る o

1 .3 . 3 マ ッ プサイズ

奉研究におをナる地図の全長は 1 2 4 4 . 4 c M で ､ こ れ はす で に発衰されて い る ベ

レニ アル ライ ダラス の遺伝子地図 ( 6 9 2 - 9 3 0 e M ) よ りも大き い ( H 毘y W 盈若盛 ら

1 9 9 8 ､ B e yも ら 1 9 9 9 ､ J o n e s ら 2 0 0 望a , 2 0 0 望態) o こ の ような地図の轟き の違 い

に つ い て 考え られ る主な犀潟とし て ､ 奉研究におらもて 持戒された連鎖地図隠主

とし て 鬼F L P マ
- カ -

か ら成る 1 0 0 0 以よ の マ -

カ
-

を梗周 して い る こ と ( ぺ

レ ニ ア ル ライ ダラス の 地図に 於 い て も 鬼野L P に よ る砲弾が最も堂長が長らミ

( B e Fも ら 1 9 9 9 H が考 え られ るo そ U3 他の 理由として地図関数の違 わ ( H al d a n e

か 琵o s a m bi か) や ､ 交 配 様 式 ( もw o
-

腎 a y i3 S e tld o
-

t ^ 郎 毛e y o §§ か o n e
-

w a y

p s e tld o
-

もe tsもc 王
f

O S § かラ や ､ 解析時 の遺伝子型Oj 記録 エ ラ - に よ る も持 と も考えら

;∋6



れ る ¢

1 . 3 . 4 他のイ タリア ン ライ ダラス や ぺ レ ニ アル ライ ダラ ス の地図 と03 比較

今回作成したイ 夕 u ア ン ラ イ ダラ ス の 地図 と別 の イ タ リ ア ン ライ ダラ ス

( C M S) 集 団の地図 ( 藤森ら , 未発表) と の 比較を試みた o 南桑団に つ ら竜て 共

通 のプ ロ - プを伺 い て R F L P 解析 を行う こ と で 2 つ の 地図の 比較が可能となる e

使摺 した C Ai S 集団の 地図はもともと L O D 4 . 0 ､ 約 3 0 8 Q3 鬼F L P ( E c o3 a f 脇 盛;

＋3 , ＋4) 及び s s R マ - カ - か ら成 り ､ マ - カ ー 間の 平均転社はほぼ 呈8 c 朗 で 7

つ の 連鎖群から成 っ て い る o また母 ､ 父墾由来の そ れぞれ の地図を持 っ てむ与る o

解析 に伺い た共通 の プロ - プと して N 甜 集団解析に使周した 4 8 プロ
- プ( エ ン

バ ク の ア ン カ
- プ ロ - プとイ タ リ ア ン ライダラ ス のゲノ ミ ッ クプ ロ

- プ) を梗

周したo そ の 結果 ､ ア ンカ - プ ロ - プ 2 9 轟㍑こよ り検出された 4 7 遺伝子座及び

イタリアンライダラ ス プロ - プ 1 9 顧 に より検出された 3 5 遺伝子座が C 関S 集

団の母 , 父型由来 の両地図に マ ッ プさ れた に こ に提 示 して いない) o 結果 i N 鰐

集団の地図と C Ai S 集拷の地図にお い てす べ て の連鎖群はそわぞれ比瞭可能で

あ っ た ( T a b呈e 5) o また今回作成した N N 集団の地図と ぉ n e s ら (2 0 0 2態= こ

よ っ て 報告された ベ レ ニ アル ライ ダラス の地図とを比較して み た と こ ろ ､ これ

ら 2 つ の 地図 の間 で い く つ か の連鎖群に共通の 冒
- カ - がわ ずか しか なか っ た

に も関わらず ､ 両地図の L G 1 ､ L G 2 ､ L G 3 ､ h G 鐘､ L G 6 が 互 い に対応する こ と

がわ か っ た ( T a bi e 5) o

ま. 3 .5 イ タリ ア ン ライ ダラ ス と ヨ ムギと の シ ン テ ニ
-

イ タ リ ア ン ライ ダラ ス に お ける ゲノ ム 研究は他 の 主要作物 に遅豹 をと っ てら与

る の が琴粥犬で あ る o 特 にゲノ ム シ
- ク エ ンス 学 監S 腎∈e 濫P F e S §e 盛 iq e q t亀e n e e i- a 琶§ラ
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a) 作出 ､ 民F L P や §S 民 マ - カ - の 開発に関してぼ遅鈍 てら与る と思 わ れ る 昏 今頃

窪イ夕i+ ア ン ライ ダラス の完全な遺伝子連鎖地図でさえ発表きわ てら盲恋 い e イ

タ リ ア ン ライダラス とそ の他イネ ､ トウモ E3 ヨ シ ( Z L3 a m a F S L .) ､ 藩 者 ムギ ､

コ ムギの よ う に深く研究さわ て い るイネ科作物との シ ンテ ニ - 研究は今後Q3 イ

夕7) ア ン ライ ダラ ス の ゲノム研究の発展に役立 つ と思 われ る o J 8 n e S ら (望8 8 望態ラ

に よ り ､
ベ レニ アル ライダラス の 3 つ の連鎖群とそれに対応する コ ムギの 染色

体 との間に完全な シ ン テ ニ - が見ら れ ( T a b l e 5) ､ これ ち両地図よ の共通 マ
-

カ

- の 8 0 % 以上 は シ ンテ ニ - の 関係にあると発表して い る ¢ 奉研究の結果にお u

て も作成したイタリア ンライ ダラ ス の連鎖地図と相同牲Q3 見 られ た コ ムギ の染

色捧 ( T a bl e 5) との 間で ア ン カ - プロ - プによ るい く つ か の共通亀域が見られ

た ( こ こ に は示 して い な い) o しか しなが ら現在イ タリア ン ライダラス と ､
コ ム

ギも しく はイネ の ような研究の盛んな作物と の間の詳細なシ ン テ ニ
- 研究 を行

うため の 関連性のある マ
- カ ー 数は あま り にも少なく ､ 今後より多く の ア ンカ

ー プロ - プに よ る解析が必要 であると思われ る o さ らに , イ タリ ア ン ライ ダラ

ス や ベ レニ アル ライ ダラス か らの 琶S T マ
-

カ
-

をイ ネや コ ムギの連鎖地図に マ

ッ ピン グ出来れば今後イ夕 u ア ン ライダラス の シ ン テ ニI
- 研究に役立 つ だろう 8

;3 8



第2 寮 監F L P マ
-

カ
- の S 写§ 柁

2 - 1 財料及び方法

2 . 1 .1 縫物材料

設計した S T S プライ マ
-

の ス タ u -

ニ ン グには 8 つ の 埴物腰鋳 で構成きれた

1 つ の パ ネル を使周した o そ の うち の 5 つ はイタリア ン ライ ダラスくⅠ民Gき G L l ,

T W 5 9 ､ 1 1 S ､ ま1 F ど ワセ アオバ
”

で ､ 最初 の 4 つ ぼ C M S 集団の親磯雄 で ､ ヲ

セ アオバ に関し て は市販品種から無作為に選び出したQ そ の 他 3 二〕の 縫物体は

イ 夕i+ ア ンライ ダラス の 近縁種で あるベ レニ ア ル ライ ダラス(P 琵G) ( 品種名 :
' '

キ ヨサ ト
”

; 琵S) ､ メ ドゥ フ ェ ス タ( M F) ( 品種名 :
”

トモ サ カ ニ
”

; T S∋､ ト - ル

フ ェ ス タ(T F) ( 品種名 :
”

j
-

ンリ ョ ウ
きき

; N R ) で ある e

また ､ 設計 した プライ マ - に つ い てイ タリ ア ン ライ ダラス の品種内で の 多望

を確認するため に ､ 1 6 儲俸で構成された パ ネル を使潤した o こ の パ ネル は 2 つ

の 市販品種
”

ニ オウダヂ
'

( N D) ど ワセ アオバ
' '

( 閤鬼) そ れぞれ 8 儀俸ずつ が含

まれ て い る o

2 . 1 ‥ 2 R F L P プロ - ブの シ -

ケ ン シ ン グ

第 i 章 で地図 に座蒸した 9 3 償の 民F L P プロ
- プの エ ン ド シ -

ク エ ン ス は

M e g a B ÅC 富1 0 0 0 にて フ ォ ワ
- ドとu パ

- ス 蔦 両方向から D Y E n a n 主e 濫T d y e

毛e ㌢ m i n a もo ぎ k it ( 鬼 m e ぞ§h a m B主o §ci e n e e 畠 ､ ぎf ･ eib t u ,蛋 , G e r 況 昆n y) を使用 し て得

られた( D 王事a g O n G e n o m i c §) o シ
-

ケ ン シ ン グ後 ､ s E Q U E N ∈H 琵民
r

l 叫 6 e 毘 e C o d e s

C o f P O r a もi o n ､ 鬼n n 鬼ぎb 弧 A zi王､ U S A ) を鐙摺 して コ ンテ イ グを確認した o こ藷
y

i

ら の シ
-

ク エ ン ス は B D B J e3 受章撃番号鬼B 1 2 凄6 7 i か ら 鬼B 3
_
2 凄? 7 9 に 登 録き着てた

3きラ



(2 8 8 4 年 11 月 1 日よ83 公開) o

2 .i . 3 デ -

夕 - ペ - ス検索

上記 シ -

ク エ ン ス を B L ÅS T アル ゴ リズム ( 鬼lもs c h u i ら 呈9 9 7 = こよ る塩基配

列デ - 夕 - ベ - ス にて 検索した o D D B 3 によ っ て提供される B L ÅS T ネ ッ ト ワ

- ク サ
ー

ビス はイ タリア ン ライ ダラ ス プ ロ - プと既知の遺伝子 の蛋白質 シ -

ク

エ ン ス との 関係を明らか にするため に利周 した o B L ÅS T X 検索揺 望8 0 3 年 1 8 月

1 5 日 に行い ､ E
･

v al t i e ≦1 ×1 0
-

5 の 水準を有意差と設定した o

2 . 1 . 4 プライ マ - 組合せ の設計

S T S プライ マ - は O ii g o 6 .
8 ( M ol e c u l 注ぎ B i oi o g y 王n si g h t s ､ 王n c . e a s c a 盛e ､

C O , U S A ) を使周して設計した ｡ そ の 際 ､ ア ニ - ル温度は 5 5 ℃ - G g 含量は

4 0 - 6 0 % に設定した o プライ マ - 組合せ は多璽を得られ易くするために出来る

だけ長い 断片が増幅されるも の を選んだo 断片があまりにも長く て シ -

ク エ ン

ス が完全に出来なか っ た タ ロ - ン の S T S プライ マ - に つ い て は間の 長さは不明

だが ､ そ れ ぞ れ の 南端か ら フ ォ ワ - ド及 びリバ -

ス プライ マ -

を設 計 し た 8

( Å晋) n も しくは ( T V A) B の 繰 り返し配列を含む 2
-

∋ の タ ロ
- ン に 関 して 捻

P ァi m e 1
4

0 . 5 ( 艶短 観 ) を使

用し S S 民 プライ マ - を設計した o す べ て の プライ マ -

を E S P E C O ii 酢 S e 君Ⅴ豆e e

( 茨城県 つ く ば市) に依頼し合成した o

2 . 1 .5 P C R 及 びゲル電気泳動の条件

ゲノム D N A は C T A B 法 (A ii u 汀 a
t
y と

f

F h o-ill P §O n まf^∋8 8ラ によ り幼柔か ち抽出

した o

乙呈()



P C J民 反 応は G e n e 鬼 m p P C 民 S y §もe f n 9 7 8 8 ( P E B皇o sy sもe m s ､ F 8 S毛e T e主もy -

c ゑ. U S 鬼) を桂岡 し , 2 8 a g の ゲノミ ッ クi3 封盈 テ ンプレ
- ト ( i ii lラ､ 2 £まl の

まO X 1 4 e 盈 ぬ o n b t G e T ､ i . 6 i i 呈の d N T P m 主Ⅹ ( そ れぞれ 望5 m M ) I 0 . 紬 呈 ( 呂p m oiラ

の フ ォ ワ
- ド及びリ バ ー

ス プライ マ -

～ 8 . 2 LL l ( i ユ ニ ッ ト) の G e n e T a q N T ( ≡

ッ ポ ン ジ - ンラ を含む計 2 0 f L l 容量に て行 っ た o な ぁ P e R は 9 逢℃ 5 分 1 サ イ

ク ル ､ 9 4 ℃ 3() 秒 ､ 5 5 ℃ 3 0 砂 ､ 7 2 ℃ 1 分 3 8 サイク ル ､ 7 2 ℃7 分 呈 サ イ クル ､ 種℃

ホ
-

ルディ ングの条件で行 っ た o P C 民 産物 揺 3 % ア ガロ - ス ゲル( T 盈E バ ッ フ ァ

- ) も しく は 1 . 5 % ア ガロ -

ス ゲル(T B E バ ッ フ ァ
-

) に て 電気泳動を行 っ た 白 線動

後 のゲルは e 払idi u m b f O m i d e で 染色後 ､ U V ライトで撮影もしくぼ 悶 oi e c u l a 君

I m 喝 e r F X (B i o
-

R a d L a b o r a t o fi e s ､ A lfr e d N o b el D yi v e H e y c t i呈e s ､ C 鬼. U S 鬼)

を使周し ､ ス キ ャ ンした8

i豊玉



2 . 2 結果

2 息 1 民F L P プ ロ - プシ -

ク エ ン ス の 特徴

第王車 で地図にの っ た合計9 3 願 の シ ン グル もしく は底コ ピ - の 民F L ㌘ プ ロ -

プ ( Fi g . 4) に つ い て エ ン ドシ -

ク エ ン ス を行 っ た 8 そ の うち 8 7 儀は ヲ オ ヲ -

ドとリ バ
- ス 両方向から の シ - ク エ ンス に成功したが ､ 残り の 6 僻は フ 者 ワ -

ドも しく は リバ
-

ス の どち らか 1 方向しか シ -

ク エ ン ス 出来なか っ た ( ぎ主欝. 5) o

得 られ た シ -

ク エ ンス につ い て S e q ti e n C h e ァ ソ フ トウエ ア
i i -

に て 解析したと こ

ろ ､ 7 1 儲 の コ ン テイ グが検出された ( Fi g . 5) 8 そ の う ち 望6 額をまフ ォ ワ -

ドニ

ン ドシ - ク エ ン ス とリ バ -

ス エ ン ド シ -

ク エ ンス が -

部重な っ て お り ､ 残 り 4 5

儲 は フ ォ ワ - ドと リバ -

ス 両方向から完全に シ -

ク エ ン ス さ れた o また 87 碗 の

うち コ ンテ イ グの得られなか っ た i 6 額 に つ い て はプロ - プ断片の長さがあま野

にも長 いた 捌 こ完全に シ -

ク エ ンスが出来なか っ たe シ - タ ニ シス した 9 3 タ ロ

-

ン の うち 2 タ ロ -

ン に つ い て は (A T) n もしく は ( T T 盈) 投
の 繰 り返し配列が

含まれ て い る こ とが明らかとな っ た o

2 . 2 . 2 B L 鬼S T 検索

奉研究で の イ タリ ア ン ライ ダラ スゲノ ミ ッ クタ ロ - ン の シ -

ク エ ン ス 内に含

まれる既知 の械能遺伝子 を見 つ けるために B 王J鬼S T 榛東を行 っ た o そ の 結果 ､

E ･ ス コ アが それ ほど高くな い 4 つ の タ ロ - ン を含敵 合計 1 6 ク E3 -

ン で D 国産

デ -

夕
-

ペ
-

ス 内の 何 らか の機能遺伝子 と相同牲が見られた ( T a bl e 6き昏 そ の う

ち 1 2 タ ロ - ン に つ い て はイ ネとオオムギの ゲノミ ッ ク シI -

ク エ ン ス で そ わぞ孝1

1旦 夕 ロ - ン ､ 1 タ ロ
- ン で 矧司牲が見ら郎ヾた o 他 の 鍾タ ロ - ン

､ 重民G 9 呈､ ‡毘G 呈2 9 ､

王R G 呈7 9 ､ Ⅰ毘G 2 9 2 に つ い て は そ音
/

t
Jぞれ ソル ガム の 推定 レセ プタ

- プ E3 ティ ンキ

<

J呈望
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チ - ゼ ( 鬼F 鍾6 6 呈9 9) ､ イ ネ s s 3 8 8 遺伝子 ( D 望i 2 8 9 ) ､ トラモ 日 ヨ シ呈i g Ⅵl ei e s s 呈

プロ テイ ン( L l
'

g ul el e 8 S l) m 民N 鬼( U 8 9 逢9 駁 ヨ ムギの P E P ∈ 遺伝子(鬼3 8 8 7 7 O 5ラ

で あ っ たo

2 . 2 .3 S T S マ
- カ -

及 び s s R マ -

カ
- の 開発

本研究で は 9 3 プロ - プよ り S T S 及 び 2 タ ロ - ン の S S R を含む合計 9 5 タ ロ

- ン に つ い て プライ マ
-

設計 を行 っ た ( T a b l e 7) o そ の う ち 67 顧 の S T S 及 び

s s R プライ マ -

で予 想断片長にシン グルバ ン ドが増幅された (F皇g . 6) e また ､

バ ン ドの増幅 の見られなか っ た 2 8 儀 の S T S 及び s s R プライ マ
- に つ い て は増

幅時の条件を変えて P C 琵 を行 っ た が ､ 増幅が見られなか っ たためプライ マ
-

の

再設計の巌要があると判断した o シ ン グル バ ンドの見られた 6 7 顧の S
'

T§ 及び

s s R プライ マ - は選抜用パ ネル内のイタリア ン ライダラス 5 儲俸 のうちらちずれ

か の個体で増幅が見られた o そ の うち5 個体す べ て にお い て増幅が見られたS T S

及び s s R プライ マ - は 4 8 儲であ っ た e 残 りの 2 7 個 の S T S プライ 冒
- に つ い

て は 5 磯雄中1 - 3 個体で の み増幅が確認された o こ れほイタリア ン ライダラ ス

の ヘ テ ロ 接合性によるものだと思わわる o また 6 7 僻 の S T S 及び s s R プライ マ

- の うち 9 償 の S T S プライ マ
-

で は 5 個体間で の増幅断片長及びバ ン ドの有無

による多型が見られた o また S S R プライ マ - (王R G 2 5 2 S S 民) で S S 民 の 増幅に

成功し ､ 5 磯雄の間 で も多墾が確認され ､ もう 1 つ の S S 民 プライ 冒 - (Ⅰ汲G 鎚 S S 民)

で は S S R の 増幅は確認 できなか っ た o ( F 痕 7) o

2 . 2 . 4 イ タリ ア ン ライダラ ス S T S プライ 冒
- の 他の 近縁種 へ の 応周及びイタリ

ア ン ライダラ ス 品種内で の多塑詞査

奉研究で は 5 儲捧の 壬民G ､ = 固体Uj P R ; G ､ = 固体の 悶F ､ 1 個体 約 T F を含む

･呈(1
3
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パ ネル を伺 い て S T S 及 び s s 民 プライ マ - Q 3 選抜 を行 っ た o そ の 結果 ､ シ ン グル

バ ンドQ3 見られた合計6 ? 鱒 の S 写S 及 び s s 民 プライ マ
-

g3 うち 野鼠G ､ M ぎ, T F

にお い て それぞれ 5 7 個 (8 5 % ) i 鍾7 儀 (7 0 % ラ､ 5 5 儲 (8 2 %) の §腎S 及び s s 毘

プライ マ
-

で 増幅が見らわた ( T a bl e 7) o そ の 後 王R G の 5 儲播 いずれかにお い

て増幅 の見られた 6 7 儲の S T S 及 び s s 民 プライ 冒 -

に つ い て は 2 品種 i6 僻体

を含む もう 1 つ の パ ネル を伺 い て 多堅調査を行 っ た B また , Ⅰ民G の 5 個体 で は

増幅が見られなか っ たが 苧R G と T F の どち らか 1 つ で多墾 の見ら凱た 3 儲 の

S T S プライ マ - (王R G 1 2 ､ I R G 3 5 6 ､ 王R G 3 5 8) に つ い て も同様に 2 品種 i 6 菌

体 を含む パネル を用 い て多型調査を行 っ た e そ の結果 , 6 1 儲 の S T S プライ 冒
-

と 1 髄 の S S R プライ マ - に つ い て 揺少なくとも 1 品種内で増幅が見ら凱たが残

り 8 額の S T S プライ マ
-

で は増幅産物ほ検出されなか っ た ( T 琵bl e 7) o 6 望儲 の

s T S 及び s s R プライ マ
- の うち 2 5 額 (4 8 % ) で 少な く と も 1 つ の 品種におらミ

て 品種内多墾が検出された ( Fi琶. 8ラo そ の うち 9 儲 の S T S プライ マ -

で ほ バ ン

ドの有無による多望が､ 残り 1 6 儲 の S T S プライ マ - で は長 さ の違い に よ る多

型が検出された e 上 記 6 2 個の S T S 及び s s R プライ マ
-

で は これ ら 2 品種を区

別 で きる よ うな品種特異的な差ほ礎諾する こ と汚言出采なか っ た e

5 望
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2 . 3 考察

2 . 3 . 1 遺伝子の 同定

本研究の結果 で は 1 6 シ
-

ク エ ンス (i 凄.7 % ) の みが既条目の遺伝子 の シ -

ク エ

ンス と相同性が見られた( T a bl e 6) o こ の 数字はと て も低く ､ M i e h al e k ら(ま9 9 9)

の オ オ ムギ に お い て既知 の遺伝子 の シ
-

ク エ ン ス と有意な相似が見られた03 は

ゲノ ミ ッ ク タ ロ
-

ンの 9 % の み で あ っ たと い う結果と似て い る e - 方 ､ S e h i o s s

ら ( 2 0 0 2) や M u l a T a y ら (2 0 0 2) の よう にゾルガム及びイ ンゲ ン マ メ の ゲノミ

ッ ク タ ロ
-

ン の 5 6 % 及 び7 5 % で 既知の遺伝子 の シ -

ク エ ンス と相同性が見られ

たと い う報告もあるo この 差 は草種間によるゲノムサイズの違 い によ る も の で

あると思われる e
一

般的 にゲノムサイズの大きらミ草種は遺伝子3;A 外の 領域 の割

合が多い ( B a T a k a t ら 1 9 9 7) o 事実 ､ オオムギとイタリア ン ライ ダラス のゲノ

ムサイズ ( 4 8 0 8 M b 及び 2 8 0 0 関もIC ) はソ ルガムとイ ンゲン マ メ (6 9 8 眺 及び

6 3 7 M b l C ) の ゲ ノ ムサイ ズよ り は るか に大 き い ( H t1もe h皇fi S O n ら 呈9 了9 ､

Åy u m ℃噂a n a もh a n と E a r呈e 1 9 9 1ラo

2 .3 . 2 イ タリ ア ンライ ダラ ス とイネ間の シ ン テ ニ
-

B L 鬼S T 検索の結果から 1 2 個 のイ タリ ア ン ライ ダラ ス のゲノ ミ ッ ク タ ロ
- ン

がイネの シ
-

ク エ ン ス と相同性が見られたが ､ そ の うちイ タ リ ア ン ライ ダラ ス

の L G 3 にあ るⅠ琵G 2 9 O , 重民G 3 3 3 ､ 重民G 3 逢i はイ ネの第 1 染色体に位置する タ ロ

- ン と相同性が見られた ｡ また L G 唾 にある 王民G 2 7 と 主監G 2 5 望 はイ ネの第 3 染

色体に位置するタ ロ
-

ン と ､ L G 2 の I R G 3 3 8 と Ⅰ琵琶3 壕呂 はそ 豹ぞれイネの第 7

及 び第 4 染色体 に位置するタ ロ - ン と車削司牲が見られた o こ の 結果ぼイ 夕 u ア

ン ライ ダラ ス の L G 3 はイ ネの第 1 ､ L G 凄 はイネ招第 3 ､ h G 望 はイ ネU3 第 凄 艶ぴ

5 ま皇



第 7 染色体と シ ン テ ニ
- グル - プの 関係にあると推滴され , 諸o n e s ち ( 望桝望態)

に よ っ て 示 され た こ と と同じである e そ の 他の タ ロ
-

ン ､ もG l 七の 王琵G 2 3 5 と

Ⅰ民G 3 5 2 ､ L G 7 上 の ⅠR G 2 8 6 揺イ ネ の第 4 ､ i 8 及び第 呈染色体 に位置ずるタE3

-

ン と相同牲が見られたが ､ この 3 つ の タ ロ
- ン の 結果は 3 o n e § ら ほ8 8 2 bラ

の 結果とは異な っ て い た o

2 . 3 . 3 イ タリ ア ン ライ グラス S
f

T S マ - カ - の 近縁種 へ の 応伺

い く つ か の研究にお い て S T S プライ マ
-

を他の種 へ 応周するときに相同シ
-

ク エ ン ス の 増幅 に失敗 した と い う帝告があ っ た ( T al b e Tも ら 王9 9 4 ､ i 9 9 6 ､

E f p el d i 喝 ら 1 9 9 6 ､ M a n o ら 1 9 9 9) o 奉研究で はイタリア ン ライ ダラス のゲノ

ミ ッ クプロ
- プか ら 6 7 儲 の S T S 及び s s 民 プライ マ

-

を開発し ､ 近縁種に対し

て応周できるかどうか実験したo そ の 結束 ､ P 琵G ､ 凹 F ､ T F でそ 甑ぞれ 5 9(8 8 % き､

4 7 ( 7 0 % ) ㌔ 5 6 ( 8 4 % ) プライ マ
- の 増幅が見られた o また こ の 頻度ほ 鷲宮P e呈dまn 琶

ら (1 9 9 6) の オオムギか らコ ムギ へ の S T S マ
- カ

-

の 感周効率はほぼ7 0 % であ

っ た と い う結果とほぼ同じである o ま た T ぎ か ら M F へ Q3 S S 毘 冒
- カ - の 蛋伺

効率 ( S a 払a ら 2 0 0 3) をこお い て も同様 の結果が得られ て い る o

2 . 3 .魂 R F L P マ - カ ー

か らの S S 琵 マ
- カ - の 狩出

s s R マ
-

カ
- の 開発をま従来 の ライブラ

I
u

-

か ら の ス タ リ
- ニ ン グ率濃縮ライ

ブラリ - の 使周 に よ るも の が多 い o しか しながら こ わ ら の方法ほ 2 もしく ぼ 3

塩基 の繰り返し配列 を持 っ た S S 民 マ
-

カ
-

が 多く得ら れ また費周 を要し , 努

力的にも曹の折れる仕事で ある o S c h l o s § ら ( 2 0 0 望) は以前に マ ッ プした 7 8 9

僻 の ソルガム の 民ぎL P プ ロ
- ブを シ - ク エ ン スす る こ と に よ っ て 6 9 額 の RIF もP

プロ - ブか ら ? 種 儀 の S S 民 冒
-

カ
-

を 鬼 つ 汚 ､

5 5
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カ -

を開発した o 本案験にお い て も 9 3亨固の 現F L P プ日 - プシ -

タ 三 ン ス か ら 2

つ の S S 民 シ -

ク エ ン ス を明らかにし , 1 償 で S S R ∇ - カ - 招 変換 に成功した Q

S S R マ
- カ -

は数に限界があるが ､ S 警S ､ C A P S ( e呈e a v e 盛 a in Piifi e 遠 p 8i y 迅 O TP h主e

s e q u e n c e) マ
-

カ
- に 比 べ 多塑調査にお い て よ り効率的である¢ またゲノ ミ ッ

ク タ ロ
- ン か ら検出される S S R シ -

ク エ ン ス には従来の ライブラリ - ス タ リ
-

ニ ン グ､ 濃縮 ライブラリ -

で は得 られ な い 3 塩基以上 の繰り返しモ チ
- フの含

まれ て い る割合が多いか もしれな い( S c h l 鵬 S ら 2 0 0 2) o 以上 の こ とか ら も 民F もP

エ ン ドシ
-

ク エ ン ス は S S R マ
- カ -

開発 におけるもう 1 つ の 方法と成り得る こ

とが示壬唆された o

2 . 3 . 5 品種内で の 多型検出

2 品種 1 6 個体を使 っ た品種内で の多型調査の結果 ､ 増幅の見られた 6 望 僻 の

s T S 及び s s R プライ マ
-

の うち 望5 儲 の S T S 及び s s 民 プライ マ
- ( 舶 % ) で

片方もしくは両方 の品種で品種内多型が検出された o M a n o ら ( 1 9 9 9) は津才

ムギにお い て 逢1 償の S T S プライ マ - の うち 4 儲 の S T S プライ マ
- ( 9 . 8 % ) で

増幅断片最もしくはバ ンドの有無による解析集団鶴間で の多璽が見らわた と報

告し て い る B こ の 結果か ら他薦性作物の寿が自殖性作物に比 べ 増幅断片長 の遠

い に よ る多型 の検出頻度が高 い と思 わわ るo

また M a n o ら (王9 9 9 ) は 1 2 種類 の 制限酵素を伺 い て オ オ ムギの 3 7 儲 の S T S

マ
-

カ
-

か ら 1 4 個の C A P S によ る解析集団親間の多型を検出し ､ T a yl o T ら

(2 0 0 1) は 3 種類の制限酵素を用らミて ベ レ ニ ア)♭ライ ダラ ス の i 3 満 e3 S T S マ

- カ - か ら 1 = 固Q) C 鬼P S の 多型を検出した o S T S マ
- カ - の C 逸P S 冒 - カ -

へ の 変換 は よ り多く の 多型を検出す る の に 有効な手段で あ る 8 こ03 た め 奉研究

に お い て もイ タ リ ア ン ライ ダラ ス の S T S マ
- カ - か ら よ S

,

3 多く の 多型を効率的
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に見 つ 狩出すためにぼ今後らミく つ か の嗣限酵素を使周し ､ S T S 冒
-

カ
- を e 鬼P §

守
-

カ
-

へ 変換する こ とが必要であると思われ る 8

現在 まで にI R G 及び p R G で そ れぞれ 5 0 , 8 O 8 以土の E S 警s が作 られ てらもるが ､

そ れ ら は未だ公開され て い な い(S p a n g e n b e i
4

g ら 2 8 0 3 ､ Ⅰk e d 護 ら 望0 8 鐘ラe T a y呈o T

ら (2 0 0 呈) は P R G の 1 3 偶 の S T S プライ マ
-

は オ オム ギ ､ エ ン バ ク ､ P 琵G か

ら設計されたと報告して い る o L e m と L all e m a n d ( 2 0 0 3) は ロ リウム 単 イ ネ科

の近縁種から 4 2 個 の S
'

T S マ
- カ - を作出 した と奄告して い る o 奉研究にて作

成された 6 7 儲の S T S 及び s s R マ
-

カ
-

は 誤L A S T 検索の結果から , 土述 した

T a yl o r ら紹o o 1) や L e n と L all e m a n d ( 2 0 0 3) の S T S マ
-

カ
- とほ 重複して u な

い こと を確認して い る o こ れ ら 6 7 倍の S T S 及び s s 況 マ
- カ

-

ぼ 重民G の 7 つ

の連鎖群す べ て に分布して い るため ､ 新規の遺伝子や農業上重要な形質などを

マ ッ ピングする際に別 の集団で の ラ ン ドマ
-

ク と して役立 つ と思われる o
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第 2 部 耐倒伏性閑適形質の Q T L 解析及び作成した マ
-

力
-

に よる幼雷選抜 鍔

試み

緒言

倒伏のダメ -

ジ は収量及び機械による戟軽作業の能率の面で悪影響を及ぼず o

そ の た め耐飼伏性はイ タリア ン ライ ダラ ス の育種にお い て最も重要な目標 の i

つ で ある o しか しな が ら ｢ 倒伏+ と い う形質は量的形質でむぅく つ か の フ ァ タ夕

-

が 関連し て い る複雑な形質 である o また環境の影響を受をナやすく , 風雨 に よ

つ て も引き起 こ される o また 茎や根に影響を及 ぼす病原体や病害虫によ っ て も

倒伏の度合い は増し ､ 窒素多加や密埴 ､ 干ばつ の ような他 の要因で も影響を受

けるため韓場で の倒伏の評価は大変難し い( B T a d y 1 9 3 4 ; P i n 地 u s 1 9 7 3 ; E 盈S S O n

ら 1 9 9 3 ; C f O O 友 と 濫n n o s ま9 9 5 ; M il c z a r s 恵i 2 0 0 2 ; S a n c h e z 2 0 O 2) e

韓場で の耐倒伏性の ス コ ア u ン グはぁずしも安定するもの で はない o なぜな

ら倒伏は植物のどの成長段階で も起 こ り得るし ､ また 少しも起 こ らな い か も し

れない か らである ( A 紘i n $ 1 9 3 8) o こ の た め 天候に左右されずに耐倒伏牲を評

価する方法を確立する こ と も育種家達は常に念頭にお い て きた( H e yl a n d 1 9 6 8) e

こ れ ま で に行われ た実験 の は とんどは倒伏経と相関関係を示す形蓮華的形質を

見 つ けよう とするも の であり ､ 二 次的な評価要素とし て は軽周 できる o しか し

な が ら耐倒伏性に関し て は 一

般 的に信療牲が高い と立証された単
-

形 質華 形質

グル - プは無い o この た め マ -

カ
- 利潤選抜は耐倒伏性Q3 向主 に おらちて 重要な

手段とな るだろう o 酎飼伏性 に関する Q T L Q3 研究はダイズ ( M a n s t i i
l ら 1 9 9 3 ;

L e e ら 呈9 9 6) ､ オ オ ム ギ ( B a c k e s ら ま9 9 5 ; 鮎 y e s ら 1 9 9 5 ; T i il 返e T ら 1 9 9 6ラ､

イ ネ (∈h a 主犯p O u X ら 1 9 9 5) ､ コ ム ギ (
-
琵el呈e 王i ら 1 9 9きき: 鮎 ぎn e F ら 2 0 0 2ラ､ 卜ウ
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モ ロ コ シ ( Fii n もー

G a ぬ 漁 ら 2 0 0 3 b ; 弘 e ぎぎy ち 2 8 0 3 a ､ bラ 単 三 ン ドゥ ( 管盈T
'

盈n

ら 2 0 8 3ラ の よ うな主要汚物をニおらミて 報告され て お り ､ そ の ほと んどの研究から

は倒伏性に関する Q T L と草丈 に閲する Q T L は リ ンク してらミるもしくは同じ磯

城に位置すると いう こ と が示 さ孝一て い る o

実際 に Q T L 解析 を行う際に使摺する分離世代には F i ､ F 2 ､ B ∈1 ち D H など数

種の集団タイプが存在 し ､ そ れ ぞれ の縫物 の性質( 自殖牲及び地建性ラや解析目的

などによ っ て 分離樫代を養成する o イ タ リ ア ン ライ ダラ ス の場合 ､ 地藤色な の

で p s e u d o
･

t e sもc F O S S 睦によ る F l タイプの分離轡代を使周する o

Q T L 解析に よ り得られた結果をこつらもて遺伝育種学的な考察を行うために遺伝

効果 ( 相知効果 ､ 優性効果 , エ ビス 夕 シ ス∋ を推定する こ とが重要となる母 相

加効果( a d 逢iもi v e e 飽 cも) は例えばある対立遺伝子に つ い て両親の遺伝子型がそ艶

ぞれ A I A l
.

A 2 A 2 の よ うなホ モ接合型の とき ､ 鬼2 A 2 の 1 つ だけを 鬼1 に置き換え

た とき の量的形質に生じる変化量の こ と をいう o また 鬼1鬼呈 X 鬼豊泉望 の ぎi , み Å2

か ら両親の遺伝子璽値 の平均を引い た鹿(普通は交互作周があるた め等しくはな

らな い) を優性効果(逮o m i n a n c e efE e ctラと い う o エ ピス タ シ スくe p豆sも級長i 導きとほ翼怒

る遺伝子座におい て交互作周がある場合の そ の遺伝子間の効果を い う o 奉研究

の場合 , イ タ リ ア ン ライ ダラス は他殖牲 の た 綾南親の遺伝子型は へ テ E3 で 轟 り ､

また 短年性 である こ とか ら櫨物体 を長期間維持する こ とが困難なため ､ ホ モ 撃

と ヘ テ ロ 型 ､ 及 び後代と の比較が出来ず相加効果及び優性効果は推定出来な い o

しか しなが ら B C l アル ゴリズム で の Q T L 解析で は相娩効果は得る こ と が で き る o

古く か ら行われてきた育種は表現型によるもの で ､ 実際 に槙物を選抜に適し

た時期(例 えば早晩性や耐餌伏牲の選抜には出穂期 または開花期) まで栽培しな

狩ればならず ､ また 選抜の ためU3 条件宅嗣えば病害抵抗性o3 検定に は病菌 ､ 害 虫

の接種 ､ 検定 ､ 評価の た め の 特別検定密場ラを整える こ と に 労尭及び ヨ ス ト を費
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や して き た o また選抜された個体 に つ い て は表現璽儀の 評藤は可能だが目的形

質 に関する遺伝子魔 の うちどれが業際に選抜されたQ3 か ､ そ の 遺伝子座はホモ

なの か ヘ テ ロ なの か に つ い て は不明である o また選抜して か ら も結果 の評価に

何年もの検定が慈要である o そ れ に比 べ て D N 鬼 マ
-

カ
- 利潤 選抜( 朗鬼Sラは縫物

材料を幼笛の段階で D N Å を抽 臥 解析する こ とで目的とする形質に緊密を≡連鎖

する D N Å マ ー カ - につ い て ゲノ ム レ ベ ル で の選抜を行うもの で 一 時定の B 河鹿

冒
-

カ
-

に つ い て の み実験室 で選抜すれば良く ､ 選抜 の場を設る こ と も時期を

選ぶ こ と も必要な い o また 条件の 設定が困難 で再現が発し い形質摘草干牲や耐病

性など) の 選抜にと っ て は有利であり , 得 られたデ
-

夕は環境の影響を受をナる こ

とな く確実な評価 へ つ ながる o この こ とか らも M A S は選抜過程の短縮や コ ス ト

低下などの育種条件の向土に大変有周な手段 である o

近年 ､ 作物 における量的形質の選抜に M A S を利属 しようと様考 な研究がなさ

れ ており ､ そ の 中の いく つ か で M ゑS と在来 の衰項墾億による選抜との 比較妄≡ つ

い て 対象とな る形質 の 遺伝率に関係があると い う報告がな され て ら護る ( Ⅴ盈n

B e rl ｡ o と S毛a m 1 9 9 9 ､ F a zi o ら 2 0 0 3 ､ ぎii n 毛
･ G a r ei a ら 望0 0 3) e 遺 伝率

( h e r ぬ b il皇ty) とは子供が親に似る度合い を示す親許量で ､ 育種 にお ける選抜

の難易を示す指標として 伺 い られ る o 遺伝挙が = こ近らもほどそ の 形質 の選抜は

確実 で あ り ､ 0 に近い ほど不確実になる o そ こ で第 2 拳 で は商才倒伏性関連 マ
- カ

-

の 特定 , 及 びそ れ ら の検証を行 い ､ また M 底S の 結果と形質の遺伝撃と 招関係

に つ い て も考察した o

第 1 章で は他殖性牧草であるイタリア ン ライ ダラ ス の 耐倒伏性 に関す る染色体

上 の領域を明らかにするため に 8 つ の 形質
- 出穂 臥 草丈 ､ 樺g3 重き ､ 禅径 ､

折損抵抗性 ､ 分をずつ 致 ､ 押 し倒し抵抗性 ､ 及び韓場で Q3 倒伏性 約評価 をも腎 8
-

W 野

p s e u d o
-

t･ e st c F O §S F - 集団を月粥 うて 行 っ た o また 耐倒伏性に 関連する形質鍔推定
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Q T L の位置 と寄与率に つ い て 述 べ ､ そ の 緩発と他の作物で の 耐倒敵性03 Q 甘L

の 結果とを比較した o

第 2 車で 結 こ 03 一 連の 研究か ら得られた結果を研究g3 最終 目的であるイ タ

リ ア ン ライ グラ ス育種 へ 利周するために有望 マ
-

カ
-

の 選び出し ､ 及びそ の効

果を擁護するため の再現性及び宥敵性の試験を行 っ た e

6 呈



第1 章 耐倒於隆関連形質03 Q T L 解析

1 .
1 材料及び方法

l i l . 1 療物材料

イタリア ン ライ ダラス品種
` i

ニ オウダデ
'

( N D ; 倒伏 に耐性がある品種) と

``

新 潟早生
' '

( 好 W ; 倒 伏 しや す い 品種) と の 単交配か ら狩出 した 緬 e -

w a y

p s e u d o
･

毛e st c r o s s ぎl 集団 ( N N 集酢 2 2 0 個体 を特性調査に位相 した o Q T L 解

析 に はそ の うち の 8 2 償体 を使用 した 8 単交配に用 い た 国対 集団の親には 国I3 か

ら耐倒伏牲の最も強い顧体 を N 腎 か ら耐鎖状性 の最も弓弓らミ儲俸を選んだo

1 . 1 . 2 形質デ - 夕の 収集

N N 集団 と親品種各 3 2 個体(砲殖性 の た め F i 集 団の作成に使周 した個体 で は

な い) は飼料作物研究所(横木県西部須野町) にて栽培され ､ 望0 0 0 年の 4 月か ら 5

月 にか打て評価された o イ タリ ア ン ライ ダラス ほ触殖性の 自家不和合性 で また

短年性ある こ とか ら表現墾評価は反復無しの 1 回 限 りと した o す べ て の 樹料ほ

1 9 9 9 年 9 月 1 5 日 に温室内の ぺ - パ - ポ ッ トに播種し , 1 9 9 9 年 i 8 月 呈5 日 に 韓

場 へ 畦間 8 0 e m ､ 株 間 6 0 e n で 移壊した ｡ 施監 ぼ 1 8 0 m 喜あた り窒素 J ) ン , カ

リウム をそ わぞれ 1 k 琶 ず つ 行 っ た o

過去に発表された論文 ( 犬山 と石黒 1 9 8 6 ､ 杉宿 ら i 9 8 9 a ､ ち) と奉研究の 予

備実験の結果 ( G a o ら未発表) をも とに 品種 レ ベ ル で耐倒伏牲に つ い て有意な

相関が見られた形質を耐倒伏性評価oj た 路 の 形質とし て選んだ o 具体的 に は草

丈( P H ; 紬 n 毛 h ei琶h宅) ､ 樺 の 重さ( C W ; c til 氾 W ei g h も) ∴将径( c D ; c u 呈m di a 迅 e もe Tラ､

折損抵抗性 ( c s ; c t呈1 m s もぎe n 琶紬∋､ う郎ぎつ 数 ∈T N ; もi′呈呈e f 董号もI m b e 圭
･

∋, 押 し劉し抵
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抗牲 ( C P R ; e u l m p u s h i n g 君e Si s t a n e e) ､ 出橡 日 ( H B ; 邑e a d呈n g d 技もeラ に つ らちて

調査し ､ 押 し倒し抵抗性を除く 6 形質は いずれも出穂後に調査した o また倒伏

程度 ( L S ､ 1 - 直立 ､ 9 - 倒伏 = ま 9 段階の評点法を伺 い ､ 降雨及び強風後に評

価した ｡ 評価実施日は 4 月 2 2 日 ､ 5 月 2 ､ 3 ､ 1 3 ､ 呈4 ､ 呈5 ､ 2 1 ､ 2 5 臥 6 月 望5

日の 計 9 回 ( T aもi e 8) o

また 評価法は簡単 に T a b l e . 8 で述 べ た o 折損抵抗性値 の計測はデジタル フ ォ

- ス ゲ -

ジ F G X
-

O . 5 ほ 奉電産 シ ンポ株式会社) を周らミ､ 根元か ら切ぢ取 っ た

茎に つ い て横元倒を固定し , 固定点から 2 0 e zii の 位置 で茎を引 っ 襲 っ て 茎が折

れたときの力 ( gf) を計謝した o 折損抵抗性債は 1 埴物留体中の 1 0 茎に つ むちて

計掬し ､ そ の 宰埼値 とした o 押 し倒し抵抗性俵絃バネ秤式倒伏試験器 D Ⅰ琵
-

7 4 0 呈

( 大起理化 工業株式会社) を伺 い ､ 出稜前に計蔑弓した ｡ 計潮 は埴物体 の地隙か

ら 2 0 e m の 位置に試験器を当 て ､ 療物体を 4 5
o

に飼 した ときの重さ ∈g) を計

瀕した o また ､ 押し倒し抵抗性俵は 1 8 8 茎当た りの重さに換算したo

6 3



T a bl e 8 . T h e 七r ait s r e 奴 e d 七o I o d gi 喝 r e S毒s 飽 n c e 鮒 al u aモe d 毒n 紙 e F l m a P P毒喝

野 P uLa ti o r L

T r ait
c

O

,?t
s

e

e

r:
a ぬ
E v ぬ - n m ぬ o d

C ul m di a m e t e r

( C E))

C ul れ p u s hi n g

r e si st a n c e

〈C P R)

C ul m s t r e n g th

( C Sき

C ulrTi 轡 eig h七

〈G 轡き

H e a d毒n g d a t e

糾D)

L o d girl g S c o r e s

紅S)

Pl a n t h eig h t

宅P H)

T蔓II e r fl u m b e r

汀郎

はe a s u r e d 毒n

m m

M e a s u r e d i n

g r a m

M e a s u r e d i n

gf

朗e a s u r e d i n

g r a m

U 野 s

1

9

T h e a v e r a g e e f fi v e b a s a暮G ul m s p e r p事a 鴫

m e a s u r e d t 轡 O ti m e a七 e r o s s dir e c ti o n p e r p事aぎ確

D e g r e e O f t h e cl u m
'

s s t r e n g th f o r w h ol e pl a 鴫

s e e r n e t h e d s

D 喝 r e e O f t h e 毒n d毒Ⅴ毒8 u al c‡u m s毛r e Fi g t h , 毛h e

a v e r名唱e O f 柑 c u‡m s p e r pⅠa 鴫 s 虐母 m e 蛾昏d s

T h e a v e r 毒g e O f fi v e c ul m s 聯 e毒琵奴 p e r p‡a n毛

T h e d 野 S 七o p さrii Gl e e m e r g e n ぢe fr ¢m 兵p r毒H

e r e c ti o n
- S c o r e d 9 I

.

I m e S

I o d 彦i n g

M e a s tJ r e d 蔓n M e 轟S u r e d t h e d毒s t a n c e fr o m t h e g r e u n d 毛o 毛h 昏

G m t 呼 Of t h e p 轟ni cⅠe

T h e n u m b e r e f aⅠ! モ蔓l‡e r s

6 il葺



1 . 1 .3 デ -

夕解析

それぞれ の 形質 の ヒ ス トグラム及び形 質相関ほ Sもa毛Ⅴ皇e 腎 ソ ヲ トラ 三 ア -

(S ÅS I n 醜iも態t e 王n c . C a ぎy ､ N C ､ U S 鬼) に よ っ て 算出したo

ま た奉研究で は他殖牲の Q T L 解析 が 可能な ソ フ トウ 三 ア
- ( 脱鬼P L 牽

M a p Q 写L) の うち耐倒伏性の よ うなノ ン パ ラ メ ト ij ッ ク解析を必要とず る 喝T i

解析 に使潤される 凹 a p Q T L ( v a n o oij e n と 朗盈l皇e p a a rd 1 9 9 6ラ を伺い た o また

形質の 分布にお い て倒伏軽度以外に正規分布 の得られたす ぺ て の 形質をこ つ らちて

は区間 マ ッ ピ ン グ(i n t e f V al m a p p i n g) 法に よ り フ ラ ンキ ングマ
- 磨 -

紐 a n 恵i n 琶

m a l
a

k e r) を検出した e 正規分布 の得られなか っ た倒伏程度に つ い て 捻 シ ングル演

イ ン ト( si n 琶1 e p oi n 七ラ解析により マ
- カ - 単位で Q T L の検出を行 っ た o どち ら も

C P アル ゴリズムによる Q T L 解析を行 っ たo 有意な Q T L の 閥態として L O D 鮭

3 . 0 以よ を採周し ､ そ の 際 ､ L O D 値の -

1 の 範囲を信頼区間とした o

次 に検出された萄T L の 偽陽性を避けるために解析 したデ
-

夕の 優性遺伝千慮

(分離比 1 :1) に つ い て , 作成 した統合地図を母型及び父壁に分 軌 B C l アル ゴリ

ズム の 区間マ ッ ピ ング法に て再度 Q T L 解析を行 い ､ e P ア ル ゴリズムにより得

ら甑た Q T L と同 じ嶺域に Q でL が得 られ るか建諾した ｡ こ の ときの もO D 俵 の

閥健を 1 . 9 以皇 ( v a n O oij e n 1 9 9 9∋ と した o

Q T L s の 表記は M c C o u c h ら ( 1 9 9 7) に よ っ て 善か れた規定妄こ準じた e

6 5



1 . 2 結果及び考察

1 . 2 . 1 形質の分布と相関

飼伏程度を除く 7 つ の 形質につ い て F l 集団及びそ の親 の 2 品種 (討 D 及 び

N 腎) の 特性調査を行 っ た ( Fi g . 9) o F l 集団にお い て は 7 つ の す ぺ て の 形質に

つ い て 正規分布を示 した o また 親集団にお い て は出穂日を除くす べ て の形質 で

正規分布を示 した o Fi g . 9 の よ う に親集団にお い て労布の煽が広 い の は触殖牲の

高い ヘ テ ロ 性 に よ る も の であると考えられ る o また 禅董 ､ 碍径 ､ 折損抵抗性も

押 し僻 し抵抗性で は ニ オウダチと新潟早生の労布に明らかな差が見られた o F i

集団の分布 で は揮墓 ､ 将径 ､ 折損抵抗性は新潟早生分布に腐り ､ 押 し倒 し抵抗

性は ニ オウダチ , 新潟早生分布の 間に分布した ｡

F主g . 1 0 で は F 呈集団の倒伏程度の評点 の分布を日付臓に示 した o ほ とん どの菌

体 に お い て 4 月 2 望 目及び 5 月 2 日 で は倒伏が見られ て い な い 督 しか しながら次

の 目の 5 月 3 日 には約半数が倒伏し ､ 5 月 1 3 日以降には大部分の留俸で倒伏が

見られた o F i g . 1 O か ら推瀕すると韓場で の倒伏妄こよ る分離が見られた 釧ま5 月

3 日あたりだと思われ る o

次 に形質間で の相関に つ い て見たと こ ろ , 倒伏程度を除く 7 つ の 形質に ヨ い

て出稔日/ 碍径 ､ 出穂 目/ 押し倒し抵抗性 , 出幾 日/ 禅重 ､ 分をプつ 数/ 樺重 ､

分をずつ 致/ 草丈を除くす べ て の組合せ にお い て有意な相関が見られた( T a b l e 9) o

中 で も高 い相関を示した の は折損抵抗性/ 樺径 ､ 樺重/ 禅径 ､ 樗豊/ 折損抵抗

性 であ っ た o

倒伏評価を実施した 7 日 間す べ て にお い て 倒伏程度問で有意な相関が見ちれ

た o また 倒伏程度内にお い て 倒伏程度e3 評価 され た 日付が遅くなる に つ淳
-

i 砲 節

線合せ に 比 べ 高il う相 関が 示 さ音
-

t た o

6 6
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7 つ 03 形質の うち禅重と出穂日没ぴ6 月 2 5 日の 飼伏程度を除くす べ て の 形質

間で の相関の ほ とんどで有意性が認めらわた o こ酌 は コ ムギ妄三つ らさて 琵e呈I e ぎ ち

( 1 9 9 9) が ､ イ タリ ア ン ライ ダラス につ い て は杉宿ら ( 1 9 8 9 aラ が発姦した 出

穂日と倒伏評価との 間には有意な相関があると い う結果と異な る8

1 . 2
.
2 Q T L 解析

樺董を除くす べ て の 形質に関して L O D 値 3 . 0 以 土で合計 1 7 留Q) 喝T L を

M a p Q T L のイ ンタ
- パ ル マ ッ ビ ングに て検出した ( T a bl e l 臥 F主g . l l) o そ 03 う

ち押 し倒し抵抗性の 6 つ の Q T L が L G l ､ L G 4 ､ L G 5 ､ L G 6 の 4 連鎖群で検出

され ､ そ れ らの寄与率 の範巨那ま 2 3 . 8 % か ら 4 9 . 9 % で あ っ た o また草丈の 5 つ の

Q T L が L G l ､ L G 4 ､ L G 5 ､ L G 7 の 4 連鎖群で検出され - それ らの寄与率の範囲

は 1 5 . 8 % か ら 3 9 . 1 % で あ っ たo 分げつ数の 2 つ の Q T L は L G 2 と L G 7 で検出さ

れ 寄与率はそれぞれ 舶 . 3 % と 1 7 . 9 % で あっ た o 出穂日の 2 つ の 喝T L は もG 6

と L G 7 で検出され ､ 寄 与率ほそれぞれ 2 臥9 % と 2 4 . 3 % であ っ た o 樺径と折損抵

抗性の 郡 L は L G 4 で そ れぞわ 呈 つ ずつ検出され ､ 寄与率はそれぞれ 呈7 . 8 % と

1 8 . 8 % であ っ たe また梓重に つ い て は有意な Q T L は検出さわなか っ た o

検出され た 1 7 償の Q T L の 申で q P H 5 ､ q P H 7 , q C P 茨4 の 3 つ の Q Ti } の ヲ ラ

ンキ ン グマ
-

カ
-

は Ai a p Q T L の C P アル ゴリズム妄≡よ る シ ングルボイ ン 卜解析

( 毘il t i S k a l - W alli s t e st) でをま有意性が確認されなか っ た( デ
-

夕ほ載せ て いな いき昏

c p ア ル ゴリズム によ っ て 検出されたす ぺ て の Q T L が本当に存窪するかどうか

確認するために統合した連鎖地図を両親 ごと の連鎖地図に分け ､ B g ま アル ゴリ

ズムによ っ て 再度解析 を行 っ た ｡ これ′によ 巧合計 1 3 碗 の Q T h が検出き豹た

( T a bl e i O) o そ の うち の 1ま 簡 ぼ C P ア ル ゴリズム で検出きわたも03 と同 じ領域

で検出された o 琶C P 昆5
･

2 と 穏C P 民5
･

3 ほ 乳 父両連鎖地図におも′ ミで検娃ほ れ ､

7 (ラ
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他 7 つ の Q T L は どちらか片方の親の連鎖地図で 招 み検出さ豹 ､ 分げつ 敦 の 望 つ

の Q T L , q 守N 7
- 2 及び q T N 7

-

3 は B C l アル ゴリズムによ っ て 招 み検出き郎 ､ C ㌘

アル ゴリズムでは検地されなか っ た e C P アル ゴ リズム で は有意差が見られなか

つ た q P H 5 ､ q ㌘H 7 ､ q C P R 4 の Q 管L の ヲ ラ ンキン グマ
- カ -

は B C 1 アル ゴ リ

ズムによ っ て も有意差は確認されなか っ たo

倒伏程度に関し て は ヒス トグラムが正規分布を示さなか っ た た 釧 こ倒伏程度

の Q T L 検 出にはノ ン パ ラメ トリ ッ ク K 君u S k al
- W aii皇s もe sも の み を行 っ た o 有意

水準 1 % にて穣認された領域を Fi g .呈1 に示 した 0 日待機に見 て い く と 4 月 2 望 日

に 9 儲 ､ 5 月 2 日に 1 8 儲 ､ 5 月 3 日 に 7 顧 ､ 5 月 1 3 日に 1 4 額 , 5 月 i 4 日に 8

儲 , 5 月 1 5 日に 1 2 儲 ､ 5 月 2 1 日 に 2 僻 ､ 5 月 2 5 日 に 3 勧 ､ 6 月 2 5 巨まに i 5

僻の Q T L が検出さわた o 飼伏程度 の Q T L の い く つ か ( 例 えば q p H l
･望 くL G l)

や q p H 7 ( L G 7) 付近の 郡 L) は他 の形質 の Q T L 葡域と同じと こ ろ に位置して

い る こ とが確認されたo 倒伏程度の Q T L の ほ とん どがもG 3 で榛紐された6 L G 3

にお い てイ ンタ - パ ル マ ッ ビングで は飽の形質の Q T L は検出されなか っ たが ､

シ ン グルボイ ン 卜解析 で は い く つ か有意なマ -

カ
- が穣記さねた ( デ - 夕は載

せ て い な い) o

1 . 2 . 3 耐倒伏経と草丈の相関関係

多くの研究にお い て倒伏性と草丈の Q T L は リ ン ク も しく は同じ領域に位置し

て い る と い う報告がなされ て い る ( M a n s t1 君 ら 逢9 9 3 , B a ek e § ら 1 9 9 5 ､ H a y e s

ら 1 9 9 5 - L e e ら 1 9 9 6 ､ Ti n k e r ら 1 9 9 6 ､ 琵ei呈e ぎ ら 1 9 9 9 ､ B 6 君n e ぎ ち 2 輔 2 号 警a ぎ
'

a n

ら 2 0 0 3 ) e 奉研究の結果 で も L G l ､ L G 4 ､ L G 5 ､ L G 7 で鐙暇 程度の Q T L が草

丈の Q T L 付近で確認され て い る( F呈g t呈1ラo また押 し倒し抵抗性釣 Q T L もi J G 蓬㌔

L G 4･ ､ L G 5 で 草丈の Q T L と 部分的に重な
5

3 て い る も し▲く ぼ そej 付近 に有るとむち

7 i

j

圭



う こ とが確認された o

1 . 2 . 4 奉研究結果と他 の作物における耐倒伏性関連Q T L と の 比較

イ タリア ン ライ ダラス にお汁るゲノム研究は マ
- カ -

の 開発だけでなく 喝T L

解析にお い て他の主要得物よりも大きく遅れ をと っ て い る o しか しながら最近

の研究にお い て イ タ リ ア ン ライグラス と コ ムギ､ イ ネ間 の シ ン テ ニ - に つ u て

の報告がなされた(J o n e s eも ai . 望槻 2) o こ の よ うな研究により ヨ ムギ ､ トウモ ロ

コ シ , イ ネの よ うな主要作物で発表され て い る Q T L 情報を将来イタリア ン ライ

ダラ ス の Q T L 解析の促進に役立 て て い けるだろうo

B 如 n e r ら (2 0 0 2) は コ ム ギに患 い て倒伏牲に関する 3 つ の Q T L を第 2 染色

体 で 2 つ , 第 6 染色体 で 1 つ 検出して い る o 奉研究の結果か らも押し飼し抵抗

性の Q T L , q C P 昆6 が コ ムギの第 6 染色体とシ ン テ ニ
-

の 見 られ る L G 6 妄こ マ ッ

プさ れ て い る o

埴物 の 繍厳壁の 重要な構成要素と し て リ グ ニ ン が挙をずられ る ( M o 8 f e と

H a t 鮎1d 1 9 9 4) が ､ リ グニ ン合成は茎の 堅さと関係がある の で はない か とい う

こと が長 い間提唱され て きた o トウモ ロ コ シ の b r o w n ･

m i逮yib n ti毛a 毘七s にお い

て リ グニ ン レ ベ ル の減少が観察され ､ そ れ らはまた茎 の強さQ) 減少 に も結び つ

い て い た ( 監u e と N el s o n 1 9 6 4 , 昆u c ら 1 9 6 凱 G e n 毛i n e も毛a ら 1 9 9 8ラo c a ァd i n 捜王

ら ( 2 O 8 3) は トウ モ ロ コ シ の ij ダニ ン含量と繊経に関係する 6 5 額の Q T L を検

出した ｡ そ の うち第 5 染色体に位置する a e皇d d e もe ぎ琶e n 毛 Ii g n i n e3 Q T i J の 1 つ

をま奉研究結果 で得られた L G 6 の 押 し倒し抵抗性Q3 Q T L O3 近鋳 であ っ た o 奉研

究にお い て検出された 喝T L 及び他 の作物 で検出された Q T 乙 と を比較するにをま

それぞれe) Q T L 領域内g) よ り詳播な シ ン テ ニ
- 情韓が必要とな る ｡ そ 帝 た め に

は今後より多く の共通な 昆ぎL P や
.
FJ S T 等 の マ- -

カ
-

a) マ ッ ピ ン ダ 鮒蕗要 で あ る

7 5



と思われる ｡

本 章をこお い て 検出された合計 1 7 額の Q 甘L の うち 9 つ の Q.T L( q ∈野鼠まi

q c p 琵5
-

2 ､ q C P 民5
･ 3 ､ q H D 6 ､ q H D 7 ､ q P H l

-

1 , q P H l
-

2 i 穏写封望､ q T N 7
一 隻ラに

関して は B C l アル ゴu ズム によ る シ ングルポイ ント解析でも同じ領域蔓こ 喝習i j

が検出されて い る ｡ こ れ らの Q でL の ブ ラ ンキングマ
- カ -

はイ タ i) ア ン ライダ

ラ ス の耐倒伏性に つ い て の マ
-

カ
- 利周選抜にお い て今後有力な マ

- 力 - とな

る こ とが期待される ｡

7 6



第2 車 作成した マ - カ - に よる幼苗選抜の試み

2 . 1 材料及び方法

2 . i . 1 縫物材料

本研究にお い て連鎖地図作成に使周した N N 集 胃 望2 8 個体のうち地図搾成に

使周して い な い残り 1 2 3 磯雄 を マ - カ - の 丙畷性試験に使周した o また ､ マ -

カ
- の有周性に つ い て の 試験を行うために佐 考 案亨博士 らほ 本草蟻畜産種子協

会飼料作物研究所) によ り改良された耐飼統轄改良 2 7 母系よ り作成された耐倒

伏牲選抜集団より第 1 次選抜された 4 9 顧体を供試した 魯 また こ の集団ほ日奉草

地畜産種子協会飼料作物研究所 (板木県西習琵須野町) にて 2 紳 2 年Q3 呈8 月 か ら

2 0 0 3 年の 5 月 にか けて 圃場で栽培さわ ､ 耐倒伏性に つ い て 評価された o 栽培様

式は畦間 7 5 e m ､ 株 間 4 O c m ､ 施肥 は I O O m 2 あた り窒素､ リ ン ､ カリウム をそ

れぞれ o . 8 k g ずつ 行 っ た o

2 . 1 , 2 T 鬼S , A F L P 解析

M c C oもe h ら( i 9 8 8) の 方法に従 い , 育成され た 1 次選抜額俸 の葉好から D 討洩

を抽出し ､ T A S 及び ÅF L P 解析 を行 っ た(第 1 部第 1 牽 ､ 樹料及び方法を参照ラ｡

また ÅF L P 解析 に使用 したプライ マ - 組合せ は P O 後M 1 8 で あ る( T aもl e 2) o T 盈S

冒 - カ ー 解析 に使周した プライ マ - 組合せ は T P 3 D 2 で ある(T aも王e 銑

2 . 1 .3 梗周 した マ -

カ
-

及び マI -

カ
- の 有意性e3 争j定

冒 - カ -

桁 再現性試験に伺い た 2 種類の マ - カ - の うち 1 つ ぼテ ロ メ !j ッ ク マ

-

尭
-

i ;p 3 d 2 i で h G 5 に 座乗し ､ 押 し倒し抵抗性喝警もq C P 民5
-

3 g3 ブ ラ ン キ ング

p ㌢?

i i



冒
-

カ
-

で 寄与率ほ 3 7 % で ある ( ぎi欝. ま望) o もp 3 d 2 呈 マ
-

カ
- 付近 には別の 2 つ

の 押し倒し抵抗性 Q T L q C P 民5
-

1 及 び q c p R 5
-

2 が存逢し i 夙 g . 1 2ラそ 豹ぞれ の

L O D 鰻は 鐘. 8 逢､ 5 . 5 9 ､ 寄 与率 はそれぞれ 2 3 .呂% 及 び 3 1 . 8 % で ある ¢ q C P 琵5
- 3

内の マ
-

カ
-

に は L O D 値 6 . 6 6 寄与率4 9 . 9 % の 王琵G 6 8 マ
-

カ
- が含まれ て い た e

こ の マ - カ -

は R F L P マ
-

カ
-

であ 巧 ､ 奉研究の S T S 柁の 結果で示 した 2 つ の

s s R マ
- カ - の うち の 1 つ で あるが設計したプライ 冒 - で は P C 民増幅が見られ

ず( F主g . 7) 使周する こ とが出来なか っ た た め ､ 重民G 6 8 マ
- カ -

か ら 1 .唾 c M 離れ

て い る tp 3 d 2 1 マ
-

カ
- を擾用 した o なお ､ q C P R 5

- 3 領域 の長さは 1 3 .呈 c 閲 で

ある o

も う 1 つ は ÅF L P マ
-

カ
-

鬼A C
-

C G T 1 4 で L G 6 に座乗し ､ 押し倒し抵抗性

Q T L q C P 鮎 の 嶺域内の マ
- カ ー で寄与率は 2 5 . 8 % で ある o 鬼ÅC - G G T 1 4 以外 に

も 2 つ の マ -

カ
-

幽 ㌢C C C 9 と ÅG C
-

C G T l 1 が 同 じ場所 ､ 同じ L O D 鰻(3 . 1 呈き

の 同 じ寄与率(2 5 , 8 % ) で座乗し て い る o これら 3 マ
- カ -

は領域内で最も寄与率

の 高い マ - カ -

で ある o

マ - カ - デ - 夕 は tp 3 d 2 i ､ ÅÅC
- C G T 1 4 と も に< 1 m X 皇呈> で記録した o 爾 マ

- カ -

と も優性 マ
-

カ
-

で ある こ と ､ 集団解析 の結果分離比はほぼ1 :旦 にな る こ

と ､ Q T L 解析の結果 ､ バ ン ドが無い解体は押し倒 し抵抗性 の値が増加する
- 耐

倒伏牲で ある こ とか ら ､ 南 マ - カ -

はお そ らく劣性ホ モ の と きの み耐倒伏性を

示すと考えられ る o

マ - カ
- デ -

夕及 び形質デ
-

夕の 統計解析は 芸Ⅹe el 統計によ っ て 処理 さわ た o

2 .
1 A 韓頓にお ける選抜法

再現性試験にお ける押 し倒 し抵抗性uj 詞 査 は出敏前 に バ ネ秤式倒伏試験器

f3王琵
-

7 後0 1( 夫起理化工業株式会社ラを伺 い て 行 っ た( 第 2 吾B 第 呈 車 ､ 材料及び方法
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を参照) 0

耐倒伏性選抜集団にお狩る萄場で の第 ま - 3 次選抜は佐 々薬学博圭 により衰

項塑に つ い て の み行わわた o 具体的な調査形質は評点による飼伏詞査 ､ 準努 ､

耐病性 ､ 出穂始め である o

8()



2 . 2 結果及び考察

2 . 2 .ま マ -

カ
- の 再犠牲試験

N N 集団の 1 2 3 個体 に つ い て 再現性試験を行 っ た o T a bl e 1 1 で はそわぞわ の

マ
- カ - の 効果 と マ -

カ - 転 の バ ンドの有無による C P 民 俵の違い を表して い る o

T A S 解析 の結果 ､ 1 2 3 儲体の う ち もp 3 d 2 1 マ
- カ - の バ ン ドの見られなか っ た

6 0 個体 に つ い て押し倒し抵抗性痘の率士別ま1 3 . 4 9 夢 で あ っ た( T a 地 主1ラo またバ

ンドの見られた 6 3 個体Q) 押 し倒 し抵抗性億の 平均は 王1 . 5 2 g で あ っ た o また

A F L P の 結果 ､ 鬼ÅC ･ C G T 1 4 マ
-

カ
- の バ ン ドの見られなか っ た蘭鋳は 1 望3 固

体申 6 3 倍体で ､ そ の とき の押し倒し抵抗性の平均厳をま1 望. 4 9 g ､ またバ ン ドが見

られたとき の押し倒し抵抗性の 平均値は 1 2 . 4 7 g で あ っ た o Q T L 解析 の結果から ､

tp 3 d 2 1 およびA A C
･ C G T 1 4 は相反 の マ - カ -

で あ る こ とか ら バ ンドが無u もの

は倒伏に強い ､ つ まぢ押し倒し塩抗性感が高くなる o 今回の結果 で は tp 3 d 望1 に

つ い て はバ ン ドがあるもの と無 い も の の 平均値に 1 % の 有意喪準 で有意差が見

られたが ､ A Åc - c G T 1 4 で は有意差は見られなか っ たo よ っ て t p 3 d 2 呈 マ
- カ

ー に つ い て は再現性がある こ とが確認きれた o

呂蔓



T a bl e l l . R 印 r O d u eibi 鞄 of t h e 羽a n ki 喝 m a rk e F S 蔓モp3 d 2 1 a n d 兵兵6
- G G 丁 場 o亨

Q T L 転r C P R .

閲a rk e r
B a n d p a tt e r n

t p 3 d 乏1
韓

魚島e - e G T l ヰ

1 3 ,ヰ9
急

1 2 .ヰe
a

1 1 .5 2
8

1 2 暮ヰ7
a

Li n k a g e R 印 u暮si o ri R e p u‡s毒e n

車*

: sig nifi c a n七 a t 0 .e l p r o b a bi駄y 暮e v e‡.

a

: はe a s u r e d 蔓n g r a m

2 . 2 . 2 マ
- カ - の 有周性試験

耐倒伏性選抜集緒より第 1 次評価された 49 儀体 に つ い て 毛p 3 出 1 マ
- カ -

で

解析 を行 っ た o そ の 結果 , 4 9 僻捧申 2 3 儲体 ( 4 7 % ) で バ ン ドは見られなか っ た

( T ab l e l 払 そ の後佐 々 木氏によ っ て 逢9 個体か ら表現型により 3 8 個体 を選抜し

た ｡ そ の 結果 ､ 選 抜された 3 O 儲体の うち バ ン ドが見られな い個体が ま5 個体

(5 8 % ) 含まれ て い た咋a bi e 1 3) o 最終的に 1 次評価 で バ ン ドの見られなか っ た

2 3 個体 の うち 1 5 個体 ( 6 5 % ) は 3 次評価まで選抜された こ と妄こな る o しか し

なが ら こ れ らの数字は再現性が有意に見られたにもかかわらず思 っ た以皇に乾

く ､
マ

- カ - 自身の効果があまり見られなか っ た o F i主n 毛
-

G a F e皇鎧 ら紹o o 3ラは ト ウ

モ ロ コ シ の 酎倒伏性に関する形質Q) 脱兎S にお い て集団由来の マ
- カ - を桂岡

した と きQ) み M 鬼S の 方が表現型による選抜より優れ て い た と滝活してむ篭る 昏 奉

研究 に お い て も有 尉隻と い う面から判断すると tp 3 d 2 1 は集E
t

:ii湾盲愛 わ る と高 い

効果が得られな い 可能性があ る こと が示唆きわた 督

8 望
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そ の原田 として い く つ か考えられる こ とば ､ 今 回桂岡した選抜集団ぼ耐倒伏

性の選抜が 呈9 9 8 年か ら行われてお巧 ､ ある程度耐倒伏性の選抜圧がかか っ 冒レ護

る o こ の た め耐倒伏性遺伝子の よ り近韓 マ
- カ - で な い と選抜できなら竜可能性

がある o 毛p 3 d 2 1 は押 し倒し抵抗性 Q T L の フ ラ ンキ ンダマ
- 蘇 -

で あるが も 今

後押し倒し抵抗性遺伝子により緊密に連鎖す る マ
- カ - を降出する必要がある e

また 耐倒伏性は量的形質であり , 数多 く の 形質や要因が複雑に絡み合 っ て 起

きて い るた め ､ 押 し倒し抵抗性に関するただ 呈 つ の マ
-

カ
- で選抜 を して も不

十分であるとい う こ とが考えられ る o 商才倒伏性に関わるす べ て の 形質 の Q でL 労音

検出される こ とが 理想であるが ､ そ れ に は様 々 な環境下(例 えば複敦 の場所ラで集

団の特性調査及び Q T L 解析 を行うなど研究規模の鉱夫が必要とな っ て く る o

また もp 3 d 2 1 マ
- カ - は優性 マ - カ ー で あるた め , 集団が変わると分離しなら竜

場合がある こ とが考えられるo そ の集摺内にもp 3 d 望i の ア レル が無い場合は解析

不可能で ある o も し共優性の マ
- カ - が あればい く つ かQ3 ア レル の うちどわか

で解析が可能である o そ の ため今垣検出されたQ T L 嶺域内をより詳細に解析し ､

軽周可能な集塵性の マ
- カ -

を作出する こ とが感要であると思われる 苛

もう 1 つ 考え られ る こ と娃形質の遺伝子と マ
- カ -

と の 問で組換えが起 こ っ

て い る場合 で ある o 観換え が起 こ る と相反だ っ た マ
- カ - が相引の マ

-

カ
- に

なる o こ の た め逆 の効果 の もの を選抜して し まう可能性が出て く る o

呂i皇
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田a rk e r t p 3 d 21 .

1 st s e一e c ti o n

i 叩 h e n o t y p e (i n m a r k e r t y p e)

3 rd s e事e G ti o n

i n p h e n o 呼p e (妄n rn a rk e r 毛y p e)
Fi n 壱I N o . & % o f s e‡母∈注e d f o r 閲兵S

4 9 ∈23) 3 0 (1 5き
宅1 5きi宅窒3き

8 5 %

2 . 2 . 3 形質の遺伝率と 姻ÅS の効果に つ い て

一 般的に量的形質は質的形質に比 べ て遺伝率が低 い( 武田 1 9 9 3ラo また 量的形

質の中 で も形 ( 葉形 や粒形など = こ関する形質ほ遺伝率が高く ､ 数 (ま 株橡数や

1 稔粒数な ど) に関する形質は遺伝率が怒らミe
- 般的に M 鬼S は蓬伝率 の乾い量

的形質を選抜するには効果的であると言われ て お り ､ そ の 結果を示す報告がい

く つ かある( L a n d e と T h o m p s 8 n 1 9 9 0 , S e h n ei d e 1
4

ら 1 9 9 7 ､ M o T e a t i ち ま9 9 凱

F呈i n も･ G a T Ci a ら 2 0 0 3 ) o ト ウ モ ロ コ シ の 茎 の 強 さ の 指 標 と な る 民主n d

p e n e もぎO m et･e l
h

l
l

e Si sもa n e e ( R P R ) は遺伝率が高く ､ 供試した 3 集団の うち 望桑

田にお い て は表現型による選抜g) 方轟音 M ÅS よ り も優 っ て い た と韓告し てらちる

( Fli n t , G a r ei a ら 2 0 O 3) o また v a n B e i
li o o と S もa m そ1 9 9 9ラは アラ ピドプシ ス の

開花期に つ い て 組ÅS を行 っ た が ､ M 鬼S と表現璽 に よ る選抜 で は ほぼ同じ結巣

が得られた と報告して い る o この と きの 開花期 鍔遺伝率は高 い こ と が わか っ て

い る o

耐倒伏性 の遺伝率に つ い て 軽信 ら(呈9 8 9) はイ タ u ア ン ライ ダラ ス に お 狩 る面責

S 5



飼伏性の遺伝率ぽ
ラ

ワセ ア オ バ
ラ'

が o I望6 3 ､
'号

ワ セ ヒ か+
”

は 8 .2 2 8 と比較的法ら盲軽

を示 した と報告して い る o 三 の こ とか ら今後の研究 の進展に よ りイタリア ン ラ

イダラス の掛倒妖性に関する 紙鬼S は効果が土がるの で ほならミか と い う こ とが

推測され るo

8 6



総合考察

奉研究はイタリア ン ライダラス に 義持る耐倒伏性関連形質の B N 鬼 冒 - 尭 -

の 開発 を目的とし て行 っ た o 萌窪 まで妄= イネ科植物をこ轟 い て遺伝子連鎖地図 の

作成 ､ 目的形質の Q
'

T L 解析 ､ そ れ に よ 巧あが っ て きた B N 鬼 冒 -

カ
-

招検証 と

いう
-

連の 研究に つ い て の 報告が い く つ かあるが i ( W i呈i e o x ら 望8 舵 ､ 賢T 盈S a d

ら 2 0 8 3) 奉研究との 大きな違 い はイ タリア ン ライ ダラス が飽殖性であるために

品種内 でも常に遺伝的な多様性があり , ゲノ ム は ヘ テ ロ 接合牲であ ると いう 這

とで ある o すな わちす べ て の 遺伝子座で車モ になるような遺伝的な純系宅p 視ぎe

li n e) や観換え近交系( r e c o m b主n 盈n も皇n b r e d ii
l

n e) が存在 しならちo こ の よ うな遺伝様

式を持つ飽殖陸棲物に つ い て遺伝解析を行う場合 ､ 発常に重要なQ3 捻解析桑汚

の作出であると思われる o 最大限に変異の晦 の大き い集団を汚出 し l そ こか ら

きれ い な分解 の見られる集団を選ぷ こ と が尭切である o 樹料が得られれば自殖

性植物の遺伝解析と同様の実験を行う こ とが出来る o

奉研究で搾成した連鎖地図はイタリア ン ライ ダラス で は裾めて の 艶ぎL 賢 マ -

カ - ペ -

ス 連鎖地図である昏 R F L 酌ま使潤する D 粥塊 豊も多く ､ 検出 蓋で の時間 ､

資周 の面 で も他 の マ
-

カ - 作成手段に比 べ 不利な点がある こ とか ら ､ マ ッ プ ペ

- ス と し て R F L P マ
- カ -

を使周する こ と ばあまり多くなむき8 しか しながら得

られた 艶ぎL P 冒
-

カ
-

は シ ン テ ニ/
-

研究争 , ゲ } ム 七 の ラ ン ドマ -

タ と して 亀

使摺 で き る こ とか ら作成した地図は播磨 招あるもの だと思 っ てむきる o 奉研究 で

は主に エ ン パ タ の ア ン カ -

冒
- カ -

が 座乗 し ､ イ ネの ア ン カ - プ EB - プが 座乗

しなか っ た こ と は残念 である o 近縁種である ベ レ ニ ア]レライダラ ス に烏ii 篭て 多

数 の イ ネ ア ン カ -

冒
- カ

<
-

を連鎖解析 に軽伺 した宗吾累 ､ 多< 釣 マ - 夷 -

が 座乗

した とi; 盲う報告がある緩 ま罰 ち 2 榊 3き母 奉研究 で ほ軽弼L : たイ ネ ア ン 尭
- プEB -

8 了



プの数が少なか っ た こ と も原因 の 1 つ で あ る と考えられ る e

形質 に関し てをま耐倒伏性は極め て環境 の影響を受をチ脅す い複合形質であるが ､

現在 い く つ か の植物で研究きれ て お り ､ そ れ ら はそれぞれ植物 の 耐倒伏性を代

表する形質を選び , そ の縫物に合 っ た特性調査方法を伺 い て デ - 夕 を凝集し解

析し て い る o Q T L 解析 の結果 ､ マ
- カ - の 寄与率が高ければそ の Q

'

f L の 信頼

性は高くなる(L e e e 毛 ai , 1 9 9 6 ､ F i主n も- G a r ci a e 毛 a l . 2 0 O 3 a ､ b ､ a , T a 若
'

a n e 毛 ai .

2 0 0 3 ､ K a s h i w a gi と 王s h i n a r u 2 0 8 4) o い く つ か の 形質の み で酎倒伏性のす ぺ て

を説明する こ とは難しいが ､ 少なく と も耐倒伏性を代表する形質の 喝T L と して

庸値 のある結果を得る こ とが出来る ｡

奉研究は限られた労力 , 時間等 の制限 の 申で行われたも の であるが , 今後むぅ

く つ か の組合せ による集団を用い て掛倒伏性 の Q T L 解析 を し ､ 奉研究 で得られ

た以界の Q T L をマ ッ ピ ングする こ とが出来れば , 得 られたすぺ て の D 国魚 マ -

カ
ー

は今後のイタリア ン ライダラス及びそ の近縁種で の 育種に大きく役立 つ で

あろう o

現在 まで にイタリ ア ン ライ グラス の耐倒伏性に関する形質 の Q T L 解析 の韓告

は無い が ､ 奉研究を通 して触殖牲壕物の遺伝解析は自殖牲植物 のそ豹と南ら変

わる こ とな く行えると いう こ とが明らか とな っ たo 今後 捻自殖性 ､ 地殖性闘わ

ず も っ と幅広く研究が行わ れる こ と を頼 っ て い る e また今後 こ の よ う に遺伝様

式を問わず解析材料として研究が進められれ ば､ 例 えば Q T L マ ッ ピン グほ遺転

子夕 - ゲテ ィ ンダに , また 脱鬼S に よ る選抜は全ゲノム選抜や近寧需要が高ま巧

つ つ ある品種識別技術にと様 々 な研究 へ の 応摺が期待される o また こ軒もらす べ

て の 情報は今後の作物育種 を大 い に躍進させ る こ と ば間違らミならノ ミと確信してら鳥

る ｡
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