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要旨:クロマツのマツバノタマパエ抵抗性は彬ーの優性遺伝子で支配されることからこの遺伝子と連鎖した RAPD マー

カーの検出を試みた。材料には低抗性個体の耐虫東奥育 17~ まと感受性である被害氷 6 号との交雑後代 62 個体を用い

た。 1160 種類のプライマーをバルク法でスクリーニングし最終的に 3 つのブライマーを選び出した。これらのプライ

マーによって抵抗性と連鎖した OPC.{)6 ，抑 ， OPD017oo および OPAX 得1921 仰の 3 つのマーカーが得られ，抵抗性遺伝子と

の連鎖地図上の距離はそれぞれ 5.1cM ， 6.7cM , 13.6cMで ， OPD06£却のみが抵抗性遺伝子と相引で，あとの 2 つは相

反であった。つぎに，耐虫東奥育 17号の自然交雑種子から摘出した 96偲の大配偶体を用いて連鎖地閣を作成した。多

型のみられた 92 プライマーによって 127 の多裂なマーカーが得られ，そのうち 98 が 17連鎖群と 6 対のグループに属

した。連鎖地医の全長(i1469.8cM で，マーカー間の平均距離は 15.6cM であった。ゲノムの全長は 2138.3cM と推定

され，作成した連鎖地閣はそのうちの 67.5%をカバーしていた。抵抗性と連鎖した 3 つのマーカーは混じ連鎖群に属

したが， 0PC.{)6580 と OPD017<剖については連鎖地図上の正確な位讃が決定できなかった。

はじめに

林木は収穫までが長期であることから検定に時間を要すること 他殖性であること 遺伝的な情報が少ないごと

などの林木育種推進上の大きな障害をもっ。しかしながら， DNA解析技能の進展によりこれらの障害を解消するこ

とが出来る。現在，林木育種への利用が最も期待される DNA解析技術は有用形質と連鎖した DNA マーカーによ

る選抜である。この選抜法は MarkerAssistedSelection あるいは Marker AidedSelection 省略形で MAS といわれ
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る。林木での MAS の研究についてはすでにいくつか報告がある。サトウマツの発疹サビ病抵抗性 2A) ，ドイツトウ

ヒのシダレ型になる樹型異常 8) ニレの black leafspot 抵抗性1)では，これらの形質と連鎖した DNA マーカーが検

出されている。以上はいずれも質的形質で それぞれの形質は 1 個の遺伝子に支配されているので連鎖した DNA

マーカーの検出が容易で、あり その利用も簡単で、ある。

マツバノタマパエ (Th ecodiplosis japonensis) は，クロマツおよびアカマツの主要害虫であり，一時被害が激し

かったことから抵抗性育種が開始され抵抗性個体が選抜されている。また 寺田の研究により，抵抗性が 1 個の優

性遺伝子で支配され，選抜した抵抗性個体は抵抗性遺伝子をヘテロで保持していることが明らかとなっている附。そ

こで，マツバノタマパエ抵抗性と連鎖した DNA マーカーの検出を試みた。 DNA マーカには数種類あるが，簡便に

出来ることから RAPD (RandomAmplifiedPolymorphicDNA) マーカーを用いた。

2 材料

マツバノタマパエ抵抗性個体の耐虫東奥育 17 号と感受性である被害木 6 号との交雑後代 62 個体を用いた。これ

らは 1985 年に秋田県秋田市の海岸近くの激害林分の中に植栽された。被害調査は 1988 年と 1989 年の 2 カ年行われ，

その結果抵抗性が 35 個体，感受性が 27 個体あると判定された。交雑後代全個体の針葉を 1994 年 7 月に採取し，冷

凍保存した後 DNA を抽出した。また 大配偶体を用いた連鎖地図作成のために 耐虫東奥育 ]7 号の自然交雑種子

を 1995 年 10 月に採種した。

3 方法

3.1 DNAf由出

約 5 g の針葉を液体窒素で凍結させた後，家庭用粉砕器(イワタニミルサー IFM ・150) を用いて粉末にし，でき

た粉末を冷アセトン 20ml を入れた 50ml 容のファルコンチューブに入れ数回撹持した後水道水で吸引しながらろ

過した(東洋ろ紙 No.2) 。これ以降は通常の CTAB 法 10) の手順に従って DNA を抽出した。種子の大配偶体からの

DNA の抽出は 種子を 7%過酸化水素水で ]5 分間スターラーで撹枠しながら滅菌した後， 2 晩滅菌水に浸潰した

種子から実体顕微鏡下で大配偶体を摘出し Tsumura らの方法 15) に従って SDS を用いて DNA を抽出した。

3.2 RAPD 分析

DNA を増幅するための PCR (PolymeraseChainReaction) 反応はオペロン社の 10mer のプライマー ]160 種類を

用いた。 25μl の PCR の反応液の組成は，テンプレート DNA を針葉では 25ng ，大配偶体では lOng ， トリス一塩

酸 (pH8 .4) 20mM，塩化カリウム50mM，塩化マグネシウム].5mM，各dNTP0.2mM，プライマー0.2mM，

TaqDNAポリメラーゼ1 U (GibcoBRL) である。 PCR 反応はアステック社(福岡)の PC- 800 を用い，以下の 2 つ

の温度条件で実行した。当初用いた温度条件は，最初に 94°C で 3 分間 1 回，つぎに 94°C 1 分間， 36°C 1 分間， 72°C

2 分間を 45 回，最後に 72°C を 2 分間で，この条件を PCR-] とした。この条件で一通り連鎖マーカーの検出を試みた

が，連鎖マーカーが 1 個しか検出できなかったので，さらにもう一つの温度条件で DNA を増幅した。その温度条件

は，最初に 94°C で 1 分間 1 回，つぎに 94°C 1 分間， 45°C 1 分間， 72°C 2 分間を 35 回，最後に 72°C を 2 分間で，こ
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の条件を PCR・2 とした。増幅した DNA は 2% アガロースゲルを用いて電気泳動し トランスイルミネーター上で紫

外線を照射してバンドを検出し，ポラロイドカメラあるいはビデオカメラを用いて記録した。また， PCR・2 で増幅

した DNA はアガロースゲルに加え，ポリアクリルアミドゲルでも泳動した。これは分子量の小さいバンドについ

ても検出するためである。

プライマーの選抜は，まず交配した子供の中から無作為に抵抗性 3 個体，感受性 3 個体を選び，抵抗性および感

受性ごとに DNA を等量ずつ混ぜてバルクサンプルとし 9) 抵抗性と感受性とで異なるバンドがみられるプライマー

を選び出した。つぎに抵抗性 4 個体と感受性 4 個体を用いて選び出したプライマーで個体別に DNA を増幅し，バル

クサンプルと同じバンドがみられるかどうか確認するとともに，そのバンドが抵抗性あるいは感受性に特異的にみ

られるかどうか調べた。ここでの基準は，バンドの出現が 2 個体まで、違っていても可として選び出し，最後に交雑

後代全個体， 62 個体について個体別にバンドの出現を調べた。

大配偶体についてはまず無作為に選んだ 8 個の大配偶体を用いて 1160 種類のプライマーを用いて多型性とバン

ドの分離比が 1 :1 に近いかどうか検定した。選び出されたプライマーについて 96個の大配偶体で、バンドの出現

を調べ，バンドの分離比が 1 :1 に近いものだけを採用した。大配偶体のデータから Hulbert ら 5) の方法によって

ゲノムの全長を推定した。連鎖分析は MAPMAKER 第 3 版7)により，用いたパラメーターは LOD スコア >4 ，地

図距離< 50eM の条件を満たすものである。

4 結果

4.1 マツバノタマバエ抵抗性と連鎖した RAPD マーカー

温度条件PCR・1 において，バルクサンプルにより 1160・プライマーのうち 258 プライマーが選び出され，そのうち

8 個体の個体別の検定によって 14 プライマーが残った。それを子供の全個体で検定したところ，プライマー OPC­

06 で増幅したバンドだけが抵抗性と連鎖した分離を示した。図 1 に示すように，白い矢頭で、示す約580bp の分子量

のバンドが， 35 の抵抗性個体のうち 32 個体でみられ， 27個体の感受性個体ではすべてにみられなかった。温度条

件PCR・2 においては，アガロースゲルを用いた検定では，バルクサンプルにより 68 プライマーが選び出され，その

うち 8 個体の個体別の検定によって 7 プライマーが残った。それを子供の全個体で検定したところ，プライマー

OPC-06 と OPAX-19で増幅したバンドだけが抵抗性と連鎖した分離を示した。このうちプライマー OPC-06で増幅し

たバンドは温度条件PCR・1 において増幅したものと同じ分子量であり，子供の個体別でも同じ分離を示したので，そ

れと同じと考えられた。もう一つのプライマー OPAX-19 では 35の抵抗性個体のうち 6 個体しかバンドがみられず，

27個体の感受性個体のうち 25個体で、バンドがみられたことから相反の状態にあった。ポリアクリルアミドゲルでも

1 個のプライマー OPD-Ol で増幅したバンドが連鎖していた。これも相反の状態にあり 35 の抵抗性個体のうち 4

個体しかバンドがみられず， 27個体の感受性個体のすべてで、バンドがみられた。以上の 3 つのプライマーで増幅し

たバンドは抵抗性遺伝子を R とするとその近傍にあり ， R との距離は OPC-06sso が 5.1 eM と最も近く， OPD017oo が

6.7eM とそのつぎに近く OPAX-192JOO が 13.6 eM と最も遠かった。また これらのマーカーはすべて R に対して同

じ側にあった(図 2 )。
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図1.マツバノタマパエ抵技性と連鎖した RAPD マーカー

プライマー OPC06で得られた矢頭で示す約580bpのバンドが抵抗性個体 (Rr) と感受性俗体 (π) との交雑後代の抵抗性

35個体中 32偶体にみられ、すべての感受性個体ではみられなかった。

M:100bp ラダーマーカー、 RB: 抵抗性 31極体をバルクにしたサンプル、

5B: 感受性 3 個体をバルクにしたサンプル、 R: 抵抗性倒体、 5: 感受性個体

(TheorApplGene t6)より引用した)

R
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OPC6S80
OPD1700

OPAX192100

図 Z. マツバノタマパエ抵抗性遺信子 Rの近傍の連鎖地図

縦の軸の左仮 1]1ま遺伝的距離(e M) を示す。

(TheorApplGene t6)より引隠した)
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4.2 抵抗性個体耐虫東奥育17号の連鎖地図

温度条件PCR・1 によって8 個の大配偶体を用いて1160プライマーの多型性と分離比の検定を行ない208 プライ

マーを選び出した。これに温度条件PCR-2において連鎖がみられた2 つのプライマー OPD-01 と OPAX-19も加え

て .96個の大配偶体全部を用いてバンドの出現を調べたところ92プライマーにおいて1 :1 の分離比に適合した

127 の多型なバンドを見出した。 MAPMAKER を用いた連鎖分析の結果 115のバンドに連鎖関係がみられ， 17連鎖

群と 6 対のグループが形成され， 17 マーカーについては地図上の位置が不明確で、あった(図 3 )。この連鎖地図の全

長は 1469.8 eM で.マーカ一間の平均距離は 15.0 eM であった。推定したゲノムの全長は LOD スコア 3.0 で 2138.3

eM , LOD スコア 4.0 で 2175.5 eM , LOD スコア 5.0 で 2101.2 eM であった。このことから今回作成した連鎖地図は

ゲノムの 68.7% をカバーした。抵抗性遺伝子と連鎖した 3 つのマーカーは同じ連鎖群に属したが ， OPC-06S80 と

OPD01700の 2 つについては地図上の正確な位置が分からなかった。
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図 3. マツバノタマパエ抵抗性個体 耐虫東奥育 17 号の大配偶体を用いた RAPD マーカーの連鎖地図

矢印:抵抗性遺伝子と連鎖したマーカーペ地図上の位置が決まらないマーカ一連鎖群の左側の数字は遺伝的離 (eM)

を示す

(TheorApplGenet tn よりヲ|用した)

5 考察

Benet ら1)はニレで Blaek leafspot 病と 4.3eM の距離で連鎖した RAPD マーカーを， T..e hner ら 8) はドイツトウ

ヒでシダレ型になる樹型異常と 4.6eM の距離で、連鎖した RAPD マーカーを見出した。われわれが今回見出した民生 PD

マーカーも抵抗性遺伝子との距離が 5.1 eM と同程度の距離であった。林木の連鎖マーカーでこれまで報告された中
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で最も距離が短いのはサトウマツの発疹サビ病抵抗性と連鎖した RAPD マーカーで距離は 1cM 未満である九われ

われもより強く連鎖したマーカーを今後見出すとともに連鎖地図をより詳細にするために AFLP などの他のマーカー

の導入を図る必要がある。

今回見出した 3 つのマーカーのうち 1 つが相引で他の 2 つが相反であった。マツバノタマパエ抵抗性個体は 60

個体選抜されており連鎖マーカーを選抜に利用するには今回用いた耐虫東奥育 17号以外の個体が連鎖マーカーを

保持しているかどうか 保持している場合には相引か相反かについて明らかにする必要がある。

ゲノムの全長については hard pine の数種で推定されている。これまでの報告では，フランスカイガンショウで

2000CM3) あるいは 1860 CM13) スラッシュマツで 2880 ・3360 CMll) ダイオウショウで 2612 ・2656 CM12) となってい

る。今回クロマツで推定した 2176cM は hard pine の中では中聞かやや小さい方にあたった。
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RAPDMarkersLinkedtotheResistancetoPineNeedle
GallMidgeinJapaneseBlackPine(Pinusthunbergii)

TeijiKondo(1) , Kimio Terada(2) ， E討i Hayashi(3) , NoritsuguKuramoto(3) ,

MasanoriOkamura(l) andHisaoKawasaki(2)

Summary:T加kage ofRAPDmarkerstoasingledominantgeneforresistanceωpine needlegallmidgewasinvestiｭ

gatedin]apaneseblackpine(Pinusthunbel 習ji) .Afterscreening1160primersusingbulkedsegregantanalysis,3

primersproducedthreelinkedmarkers.Thedistancesbetween theresistancegene, R,andmarkergenesOPC06S80,

OPD017oo,andOPAX1921oo ・ OPC06S80 were5.1cM,6.7cMand13.6cM,respectively.OPC06S80wasincouplingphase,

andOPD017ooandOPAX1921oowereinrepulsionphasetoR.Linkagemapoftheresistant 廿ee wasconstructedusing96

macrogametophytes.Inlinkageanalysis,98outof127polymorphicmarkerswereassignedto17linkagegroupsand6

linkedpairs.Thetotallengthof 出is mapwas1469.8cMwithanaveragemarkerdensityof15.6cM.Genomelengthwas

estimated2138.3cMandthislinkagemapcovered67.5%ofthegenome.Althoughthelinkedmarkers, OPC06S80,

OPAX192100andOPD017oo,belongedtosamelinkagegroup ,nouniquepositionswerefoundforOPC06S80andOPD017oo.
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