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マイクロサテライト DNA とアイソザイムを用いたブナ
(Fa. ♂15 crena 臼 Blume) 精英樹クローンの識別

要旨:アイソザイムとマイクロサテライト DNA を遺伝マーカーに用いてプナ (Fagus crenataBlume) 精英樹 38 ク

ローンの識別を試みた。分析にはアイソザイム 11 遺伝子座とマイクロサテライト DNA 2遺伝子座の合計 13 遺伝子

座を用いた。解析の結果 ，::r イソザイム H遺伝子慶応よるクローン識 511]: 率は 60.5% であった。マイクロサテライト

DNA2 遺伝子座については 35 種類の multi-locus genotype が認められ. 33 クローンがクローン独自の multi-locus

genotype を保有しており，これら 33 クローン (86.8%) についてはクローン識別が可能であった。アイソザイムとマ

イクロサテライト DNA を合わせた 13 遺伝子座を用いた場合，クローン識別率は 1∞%に逮した。完全なクローン識

別を達成するための最小の遺伝子座の組み合わせについて検討したところ.アイソザイム 2座とマイクロサテライト

DNA2座の合計 4座のデータを用いることで，完全なクローン識別が可能であることが明らかになった。
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系統の厳密な管理は，林木育種の推進と精度の高い遺伝情報の獲得のために満たされるべき必要条件のひとつで

ある。このため，これまでにもアイソザイムや RAPD ， AFLP などを用いたクローン識別が行われてきた。アイソザ

イムを用いたクローン識別の試みは，スギ(戸丸， 1992) やマツ属 (Adams and]oly , 1980). ポプラ属 (Rajora ，

1989) などで行われた。しかし，アイソザイムでは，分析可能な遺伝子座数に制約があり，林木の場合，分析可能

な遺伝子座数は雌性配偶体を用いた分析の場合でも 30座以上の遺伝子座についてデータを得ることは難しい。その

後， RAPD や AFLP を用いたクローン識別が行われた (Kei1 andGriffin.1994;VandeVenandMcNicol , 1995; 後

藤ら. 1997;) 。これらの遺伝マーカーでは，技術的には分析可能なマーカー数にほとんど制約がなく，多くのマー

カーを用いることが可能である。しかし これらのマーカーは優性マーカーであるため l マーカー当たりの情報

量は共優性マーカーの場合に比べて少ない。その後. 1-6 塩基のモチーフが連続的に反復している領域がゲノム



る。

告する。

表1.分析に供試したブナ精英樹 38 クローンのクローン名

古川 102

古川 103

古川 104

古川1105

中新田 101

古口 102

米内沢 101

米内沢 102

水沢 102

水沢 103

水沢 104

水沢 105

北上 104

久慈 101

岩泉 102

岩泉 103

遠野 101

古川 101

横浜 102

三本木 101

三本木 102

三本木 103

三本木 104

関山 102

田山 103

回山 104

田山 105

水沢 101
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鯵ヶ沢 101

鯵ヶ沢 102

鯵ヶ沢 103

鯵ヶ沢 104

深浦 101

深浦 102

弘前 101

弘前 102

弘前 103

横浜 101

2 材料と方法

-6 一

ブナ精英樹クローンのクローン識別について解析するため東北育種場においてクローン保存がなされているプ

ナ精英樹 38 クローンを分析に用いた(表1)。

内に存在することが知られ，マイクロサテライト DNA (あるいは SSR (SimpleSequenceRepeat)，以後マイクロサ

テライト遺伝子座あるいは単にマイクロサテライトと記す)と呼ばれている(H ancock ， 1999) 。マイクロサテライ

トは真核生物に広くみられ (Charlesworth etaI., 1994)，共優性で，なおかつ高い水準の多型性を有しているため(Jj此

andLutty.1989;WeberandMay,1989;Tautz.1989)，マイクロサテライトはアイソザイムや RAPD ， AFLP などの

マーカーよりも優れた解像度を持つマーカーであり クローン識別や個体識別のために最適のマーカーと考えられ

プナ (Fa ♂IS crena 句Bl ume) においては，精英樹選抜育種事業によって精英樹が選抜されており，その内の 38 個

体については.つぎ木によりクローン増殖が行われ，育種素材保存国と実験交配闘が林木育種センター東北育種場

の場内に設定された。これらの育種素材について遺伝マーカーを用いて簡便かつ正確にクローン識別を行うことを

目的として，これまでにアイソザイムを遺伝マーカーとしてクローン識別を試みてきたが，識期率は 60.5% に留まっ

た(高橋， 2000) 。そこで，本研究では，アイソザイムの他にマイクロサテライトを遺伝マーカーに加えて再度ブナ

精英樹 38 クローンのクローン識別を試み， 38 クローンを完全にクローン識別することができたので，その結果を報

分析のための遺伝マーカーにはアイソザイムと Tanaka eta1. (l 999) が開発したマイクロサテライト DNA を周

いた。アイソザイム分析は，以下の 8酵素種を支配する 11 遺伝子鹿について行った。すなわち，リンゴ酸脱水素酵

素 (Mdh-2 ， Mdh ・3) , 6-ホスホグルコン重量脱水素酵素 (6Pg-2) ， ジアホラーゼ (Dia-l ， Dia・2) ，アスパラギン酸ア

ミノ転移酵素 (Got) ， アミラーゼ (Amy-3) • アラニンアミノペプチダーゼ (Aap-l ， Aap-2) ， ブマラーゼ (Fm) ， ホ

スホグルコースイソメラーゼ (Pgi- I) である。分析試料には冬芽を用いた。分析の方法は津村ら(1990) にほぼ従っ

た。ただし， 1 個体当たりのサンプル量は 30mg とし， 1 個体当たりの抽出液と Polyvinyl・polyp戸Tolidone (PVPP)

の分量は 0.6mL ， 3伽ng とした。マイクロサテライト DNA マーカーの分析には ， mt と5 と mt と12 の 2 遺伝子座を用い
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た。分析試料には 10伽ngの冬芽を用いた。 DNAの抽出 lごは DNeasyPlantMiniKit(QTAGEN 社製)を用い，キッ

トに添付されている実験方法書に従って抽出を行った。抽出後に，分光光度計 I GeneQuant(Pharrnacia 社製)に

より抽出した DNA の濃度と純度を測定した。マイクロサテライトのフラグメントの PCR による増幅は以下の条件

によった。 PCR 反応液(1 0μ L)の組成は I 20mMTri~ トHCI (pH8.4)I 50mMKCI.1.5mMMgChI 1mMdNTPと

した。マイクロサテライトを特異的に噌幅するプライマーはフォーワード側とリパース側それぞれについて200nM

とした。mた5 と mfc12のプライマーの塩基配列を表2 に示した。なお，フォーワード側のプライマーは蛍光色素で

ラベリングした。反応液中のTaqDNAPolymerase(GibcoBRL 社製)と鋳型 DNA の分量は 0.25U および lng とし

た。 PCR の反応、には PT C-lO O (MJResearch 社製)を用いた。反応条件は以下の通りである。あらかじめ 94°C まで

上昇させてからサンプルを挿入し I 94°e で 5 分間反応させた。その後 I 94°e で 30 秒間 I 58°e で 30 秒間 I noe で 30

秒間という一連の反応を 35 国繰り返し，その後 noe で5 分開反応させた。マイクロサテライトの遺伝子型は Gene

Scan310 とそれに付属したソフトウェア. Genotyper(~ミずれも Perkin Elmer社製)によって決定した。

表 2. マイクロサテライト DNA遺伝子座 mた5 と mfc12のフラグメントを

PCR反応によって増幅するために用いたプライマーセットの塩基配列

遺伝子座 フォーワード仮IJ リパース側

mk5 ACTGGGACAAAAAAACAAAA GAAGGACCAAGGCACATAAA

mf と 12 ACACCTCACAATCCACGAAA CCCAATAACTAAGAATACCA

分析を行った 13遺伝子座で検出された遺伝変異の特性を把握するために， 1遺伝子座当たりの対立遺伝子数 (Na) ,

l 遺伝子座当たりの有効な対立遺伝子数 (Ne ;KimuraandCrowI 1964)I 平均ヘテロ接合体率の観察値(凡)と期

待値(民)を算出した。平均ヘテロ接合体率の期待値は I He=2n(1-2:p;2)I(2n-l)によって求めた(板井 I 1990) 。

ここで ， Pi は i番目の対立遺伝子の頻度であり ， n はサンプル数である。また，近交係数(凡)を凡= 1-Hoi 民に

より算出した。

3 結果

プナ精英樹 38 クローンについて.アイソザイム遺伝子 11 遺伝子鹿とマイクロサテライト 2 遺伝子座の遺伝子型

を解析した。その結果，アイソザイム 11 遺伝子座においては 24 対立遺伝子が，マイクロサテライト 2 遺伝子康に

おいては 26対立遺信子が検出され.検出された対立遺伝子の総数は 50対立遺伝子であった。分析した 38 クローン

の遺伝子型を表 3 に示した。分析した 13遺伝子座について，検出された遺伝変異の特性を把握するために遺伝的多

様性を表す指標と近焚係数を算出した(表 4 )。アイソザイム遺信子座においては INa は 1-6 の範囲で平均値は

2.2 であった。マイクロサテライト遺伝子座においては INaの範囲は6-20で平均値は 13.0 であった。同様に Ne

の範囲と平均値を順に示すと，アイソザイム遺伝子座ではそれぞれ1.00-2.51 と1.28 で，マイクロサテライト遺伝

子鹿では 1.65 -15.89 と 8.27 であった。 H.， は，アイソザイムで 0.000-0.684 と 0.158 ，マイクロサテライトで 10.263

-0.974 と 0.618 であった。 He は，アイソザイムで 0.000-0.609 と 0.159 I マイクロサテライトで 0.400-0.945 と

0.673 であった。 PIs については I 13遺伝子座で-0.124-0.369 の範囲にあった。
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13遺怯子座の遺伝子型データ全てを用いてクローン識別を試みた結果 .38クローンを完全に識別することができた。

アイソザイム 11 遺伝子座とマイクロサテライト DNA の 2遺伝子座における

プナ精英樹 38 クローンの遺伝子型

表 3.
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12 三本木 101 ala bib
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表 4. アイソザイム 11 遺伝子座とマイクロサテライト DNA の 2 遺伝子座における

遺伝的多様性を表す指標と近交係数
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4 考察

l から 6 塩基のモチーフが反復して現れるマイクロサテライト DNAは真核生物に広くみられ(Charleswortheta1.,

1994)，共優性でなおかつ高い変異性を保持している (]ame andLagoda, 1996) 。このため，マイクロサテライト DNA

マーカーは集匝遺伝などの遺伝学の分野で広く用いられるようになってきている。森林樹木についてもブナ ， Fa♂IS

crenata(TanakaetaI., 1999) やヤブツノ Tキ ， Camel1iajaponica(Uenoet aI., 1999). ブタパガキ科の Shorea curtisii・

(UjinoetaI., 1998) などの樹種で豊富な遺伝変異が検出されてきたが，今回の解析結果においてもそれらと同様の

結果が得られた。 Naや Ne ， He' 凡といった遺伝的多様性を表す統計量を分析した 13遺伝子座について算出し，ア

イソザイム遺伝子座とマイクロサテライト遺伝子座で比較したが，いずれの統計量についてもマイクロサテライト

遺伝子座は高い値を示した。特に ， Ne と凡は任意のクローンの識別に用いた場合の有効性と密接に関係している

と思われる。マイクロサテライト遺伝子座の mた5については，凡が 0.974 で Naは 14.89 と特に高い値を示した。 38

クローンで 33種類の遺伝子型が検出され， 29 クローンがクローン固有の遺伝子型を有しており，これら 29 クロー

ン (76.3%) の識別が可能であーった。同様に， mた12.については. 7 種類の遺伝子型が検出され，独自の遺伝子型を

保有していたクローンは 2 クローン (5.3%) に留まった。また， 38 クローン中任意の 2 クローンを取り出し，その

2 クローンが異なるクローンであるごとを識別できる確率は， mた5遺伝子座のデータを単独で用いた場合には 96.5

% (722組み合わせ中 697組み合わせにおいてクローンの遣いを識別できた)であった。同様に mた12については，

722組み合わせ中 412組み合わせ (57.1%)においてクローンの遣いを識別できた。このように，今回解析を行った

マイクロサテライト遭怯子座 2 座ではクローン識別のための有効性が座間で異なった。これは ， mtと12遺伝子座に

おける対立遺伝子数 (6) が mた5 (20) より少なく さらに mた12においてはホモ接合体の観察値が期待値より明

らかに高いことによるものと思われる(凡= 0.345) 。また， mた12の Na は 6 であるにもかかわらず . Ne(1. 65) は

アイソザイム遺伝子座と同水準に留まっているごとからも，クローン識践のためのこの遺伝子座の有効性が低い水

準にあることが分かる。

アイソザイム遺伝子のみによるクローン識別については，識別率は 60.5% であった(高橋， 20∞)。マイクロサテ

ライト遺伝子座 2座によるクローン識別を試みたところ， 35 種類の multi-Io ∞sgenotype が認められ， 33 クローン

が独自の mul 払locus genotype を保有しており，これら 33 クローン (86.8%) についてはクローン識別が可能であっ

た。このように，多型的なアイソザイム遺伝子座 8 座を用いた場合のクローン識別率 (60.5% ;高橋， 2000) と比

べるとマイクロサテライトを用いた場合には 2 遺伝子座で 86.8% という高いクローン識別率を示したが，完全なク

ローン識別には至らなかった。これは，さきにも記したように ， mf と12 遺伝子座の変異性がマイクロサテライトと

しては低い程度に留まっているためであり，今後マイクロサテライト遺伝子座の分析座数を増やすことによって，マ

イクロサテライトのみによる完全なクローン識別が可能になると考えられる。

13 遺伝子座の内，最も少ない遺伝子座数で完全なクローン識別を行うためには，どの遺伝子座の組み合わせにす

ればよいかについて検討した。この欝 ， Ne の値が高い遺伝子座を優先的に用いることとし，様々 な遺伝子座の組み

合わせでクローン識別率を吟味した。その結果 ， Ne の値の大きな遺伝子鹿から上位 4 座 (mた5， mfc12 , AIηy・3 ，

Fm) を用いた場合が，完全なクローン識別を可能にするための最小数の遺伝子座の組み合わせであることが分かっ

た。完全なクローン識別のための最小の遺伝子座数についても共優性であり高い多型性を示すマイクロサテライト

についての情報を今後さらに蓄積するに従って，より少ない座数で完全なクローン識別を実現できるものと思われる。



nu 林 木 育 種 セ ン タ ー 研 究 報 告 第1 8号

謝 辞

本 研 究 の 実 施 に あ た っ て ， マ イ ク ロ サ テ ラ イ トD N Aの 実 験 法 に つ い て は 小 沼 明 弘 氏 ( 新 潟 大 学 ) と 高 禄 友 和 氏

( 新 潟 大 学 大 学 続 ) に ， そ の 全 般 に わ た っ て ど 指 導 い た だ い た 。G e n eScan310 の操作法については松本麻子氏(森

林総合研究所)に， Genotyper を用いた遺伝子型の決定については上野真義氏(名古屋大学)に多くのご教示をい

ただいた。 DNA の抽出および調整には千葉勢津子氏(林木育種協会)にご協力いただいた。以上の方々に心から

感謝いたします。

引用文献

1)Adams,W.T.andJoly,R.J.:Allo勾rme studiesinloblollypineseedorchards:clonalvariationandfrequencyof

progenyduetoself-fertilization.SilvaeGenetica, 29,1-4(1980)

2)Charlesworth, B., Sniegowaski,P.andStephan,W.:Theevolutionarydynami 岱 of repetitiveDNAineukaryotes.

Nature, 371 , 21ら220 (1994)

3)後藤晋・渡辺敦史・池田浩一 :RAPD マーカーによるハゼノキの品種識別.日本林学会誌， 79 , 22与233 (1997)

4)Hancock,J.M.:Microsatellitesandothersimplesequences:genomiccontextandmutationalmechanisms.In

Microsatel1ites:evolutionandapplications, Goldstein,D.B.andSchl6tterer,C.eds., 1・9pp，OxfordUniｭ

versityPress, Oxford,NewYork(1999)

5)Jame,P.andLagoda,P.J.L.:Microsatellites,frommoleculestopopulationandback.TrendsinEcologyand

Evolution, 11, 424-429 (1996)

6)Keil,M.andG討ffin ，A.R.:UseofrandomamplifiedpolymorphicDNA(RAPD)markersinthediscrimination

andveri 五時 tion ofgenotypesinEucalyptus. ηleoretical andAppliedGenetics, 89,442-450(1994)

7)Kimura,M.andCrow,J.F.:Thenumberofallelesthatcanbemaintainedinafinitepopulation.Genetics, 49,725ｭ

738(1964)

8)Li 枕， M.andLuty,J.A.:Ahypervariablemicrosatelliterevealedbyinvitroamplificationofadinucleotiderepeat

wi 出in 白ecardiacmuscleactingene. AmericanJournalofHumanGenetiω ， 44 ， 397 -4 01 (1989)

9)根弁正利:“分子進化遺伝学"初版 五条堀孝・斎藤成也訳，培風館， 433pp.(1990)

10)Rajora,O.P.:Characterizationof43PopulusnigraL.clonesrepresentingselections,cultiversandbotanicalvarietｭ

iesbasedontheirmultilocusallo 勾相 egenotypes. Euphyti 臼， 43 ， 197 之06 (1989)

11) 高橋誠:ァイソザイムによるブナ精英樹 38 クローンのクローン識別と実生家系における花粉親の同定.東北森

林科学会誌， 5 , 53-57(2000)

12)Tan 政a， K., Tsumura, Y. ,andNakamura,T.:Developmentandpo 切norphism ofmicrosatellitemarkersforFagus

crenataand 廿le closelyrelatedspecies,F.japonica.TheoreticalandAppliedGeneti 白， 99 ， 11-15(1999)

13)Tauz,D.:Hyperva討abilityofsimplesequencesasageneralsourceforpolymorphicDNAmarkers. NucleicAcid

Research ， 17 ，臼 63 -6 471 (1989)

14) 戸丸信弘:アイソザイムによるスギの人工林および精英樹の遺伝的変異に関する研究.筑波大学大学院博士課

程農学研究科学位論文(1 992)



マイクロサテライト DNA とアイソザイムを用いたプナ (Fagus crena飽 Blume) 精英樹クローンの識別 ー 11 ー

15) 津村義彦・戸丸信弘・胸山佳久・モハマドニナイム・大庭喜八郎:ァイソザイム実験法，筑波大学農林技術セ

ンター演習林報告， 6 , 63-95(1990)

16)Ueno, S., Yoshimaru, H.,Tomaro, N.,andYamamoω ，S.:Developmentandcharacterizationofmicrosatelli 総 markers

inCamelliajaponicaL. MolecularEcology, 8,335-336(1999)

17)Ujino, T., Kawahara,T. ,Tsumura, Y., Nagamitsu, T., Yoshimaru, H.,andRatman,W.:Developmentandpolymorｭ

phismofsimplesequencerepeatDNAmarkersforShoreacurtisiiandotherDipterocarpaceaespecies.

Heredity, 81 , 422-428 (1998)

18)VanDeVen,W.T.G.andMcNicol ,R.J.:TheuseofRAPDmarkersfor めeidentificationofSitkaspruce (丹・ cea

sitchensis)clones.Heredity, 75,126-132(1995)

19)Weber,J.L.andMay,P.E.:AbundantclassofhumanDNApolymorphismswhich 臼nbetypedusingthepolyｭ

merasechainreaction. AmericanJournalofHumanGenetics, 44, 388-396 (1989)



-12- 林木育種センター研究報告第 18 号

CloneIdentificationofJapaneseBeech(Rα gus

cren α加 Blume) ClonesUsingIsozymeand
MicrosatelliteDNAMarkers

MakotoT出油 ashi (1) andYoshihikoTsumura(2)

Summary:Weexaminedcloneidentificationof38Japanesebeech(Faguscrena 臼Bl ume) plus-treeclonesusing

isozymeandmicrosatelliteDNAmarkers.Fortheidentification,11isozymeandtwomicrosatelliteDNAloci, in 初旬lof

13loci,wereused.Cloneidenti 五cation ratewas60.5%inthecaseofusing11isozymeloci.τ 'h i均'-five multi-locus

genotypeswerede 包cted in 血etwomicrosatelli 旬 DNA loci ，加 d 33plus.; 廿ee clonespossesseduniquemulti-locusgen か

type.η1erefore ，cloneidentificationwaspossiblefor 出ose 33clones(86.8%)usingonlytwomicrosatelliteDNAloci.

Thi 向'-eight plus- 甘ee cloneswerecompletelyidentified,whendaぬ ofboth iso 勾rme andmicrosatelliteDNAlociwere

used.Itisconcludedthatcompletecloneidentific ぬon waspossibleusingonlyfourloci,consistingoftwoiso ヌymeand

加'0 microsatelliteDNAloci.
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